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动物实验替代方法与 21 世纪毒性测试发展策略
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【摘要】 随着新化学物质日益增多以及“3R”原则的广泛实施，传统的毒性测试面临着严峻挑战。毒性测试

的发展正经历着一个关键时期，即从耗时、耗费的传统整体动物试验转向快速高通量的、含定量参数分析和机制研

究的体外替代试验。实验动物替代方法不仅是出于遵行“3R”原则的考虑，也是毒理学学科发展以及社会经济发

展的需要与科学要求。实验动物替代方法的发展与应用已成为 21 世纪毒性测试的重要方向，获得越来越广泛的

支持和管理认可，具有广阔的发展前景和十分重要的应用价值。
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Animal Alternative Methods and the Development of Strategy for
Toxicity Testing in the Twenty-first Century

GUO Jia-bin，PENG Shuang-qing

( Beijing Institute of Disease Control and Prevention，Evaluation and Research Centre for Toxicology，Beijing 100071，China)

【Abstract】 Traditional toxicity testing is facing great challenging as increasing new chemicals and the

implementation of“3R”principle． The development of toxicity testing is approaching a pivotal point where expensive and

lengthy traditional in vivo animal tests are transformed to in vitro high-throughput alternative methods with quantitative

parameters analysis and mechanistic exploration． Animal alternative methods are considered not only for the compliance of

“3R”principle，but also for the demands and scientific requirements for the development of toxicology and social economy．

The development and application of animal alternative methods have become an important direction of toxicity testing in the

twenty-first century，and are gained increasingly wide support and regulatory acceptance with broad prospect and important

value．
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随着人们对动物保护与动物福利的关注和重

视以及实验动物使用“3R”原则在全球范围内的广
泛倡导与实施，动物实验受到越来越严格的限制。
另一方面，经济和社会的快速发展，化学物质等有

害因素暴露的种类及数量日益增多，亟待进行毒性

测试与风险评估。传统的毒性测试主要依赖于大
量的动物实验，其实验周期长、花费大，且由于种属
差异等原因而使实验结果在预测人体毒性风险时

存在较大的不确定性，已经难以满足化学物质等有

害因素的评价需求。近年来，采用体外试验、低等



生物和非生物载体等技术方法替代传统的动物实

验已成为外源性化合物毒性测试的重要发展方向，

并在毒理学领域获得快速发展和广泛应用，逐步形

成了具鲜明特色的替代毒理学这一分支学科［1］。

替代毒理学就是动物实验替代方法在毒理学领域

的研究和应用，渗透了“3R”原则的全部内容，它不
仅是动物保护与动物福利考虑的需要，也是毒理学

学科发展以及社会经济发展的需要与科学要求。

1 动物实验替代方法的概述

1. 1 “3R”原则与动物实验替代方法
早在 1959 年英国动物学家 Russell 和微生物学

家 Burch 在其著作《人道主义实验技术原理》中首
次系统地提出了“3R”原则，其核心内容即指减少
( reduction ) 、 替 代 ( replacement ) 和 优 化
( refinement) 。“3R”原则旨在促进科学、合理、人道
地使用实验动物，在保证实验科学性的前提下尽可

能地减少实验动物的使用、减轻或消除动物痛苦，
着力提高动物福利。“3R”原则自提出以来，受到欧
美等发达国家和地区的高度重视，得到政府管理部

门、学者和民间越来越广泛的支持。欧盟、美国和
日本等多个国家和地区已制定相关法律法规以加

强“3R”原则的贯彻实施。我国在 2006 年由国家科
技部发布了《关于善待实验动物的指导性意见》，明
确指出动物实验应遵循“3R”原则。
1. 2 动物实验替代方法的内涵
“替代”是“3R”原则的核心内容之一。广义而
言，动物实验替代方法就是指采用新的技术方法代

替传统的或旧的动物实验，任何一种能够减少动物

使用和 /或减轻动物痛苦、提高动物福利的方法都
可视为动物实验替代方法。动物实验替代的基本
方法主要包括［2］，①应用体外试验替代整体动物试
验，如体外培养的动物或人源细胞、组织和器官等，

细胞系和人组织标本等; ②应用低等生物和有限知
觉的生物体替代脊椎动物试验，如植物、细菌、果蝇
和斑马鱼等; ③应用数学、物理和化学技术方法和
计算机模型等非生物手段，如利用结构-效应关系
( SAR) 模型预测化合物的潜在生物学效应。从替
代的层次和目的而言，动物实验替代方法可分为减

少性替代、替代性研究和优化性替代。减少性替代
是指在保证获得等同信息甚至更多有用信息的条

件下，采用新的替代方法以减少动物使用数量和 /

或缩短动物实验时间。如在药物急性毒性试验中，

采用上下法既能获得动物半数致死剂量值( LD50 ) ，

又能大大减少动物使用数量。替代性研究主要是
指采用无脊椎动物或非动物实验手段替代脊椎动

物实验。优化性替代主要是指在动物饲养、管理
和 /或试验过程中，采用新的技术方法进行优化完
善，着力提高实验规范化水平和动物福利。因此，

从某种程度上而言，替代从不同层面和不同角度涵

盖了“3R”原则的所有内容。
1. 3 动物实验替代方法的建立、验证与管理认可
动物实验替代方法是基于科学实验的需求以

及动物保护与动物福利的充分考虑而设计的。一
种新的动物实验替代方法首先必须具有一定的科

学性、可靠性、有效性、可操作性和经济性以及应用
价值，与现行的动物试验方法有较好的相关性和一

致性，其结果能够较好地预测受试物的体内生物学

效应［3］。在应用新的试验方法替代传统的动物实
验时，必须对该方法进行适当的验证研究，以证明

新方法的可信性和相关性符合特定目的，即对替代

法进行验证。验证是基于某一特定目的，依据科学
的程序而评价和确定新方法的可信性和相关性的

过程。可信性是指在不同时间、不同实验室之间检
测结果的重复性。相关性是指基于特定目的，某种
方法或试验系统的科学基础和相关模型的预测能

力，它反映替代法的科学意义和适用性。替代法经
验证成功后递交给管理机构进行审核、批准，这一
过程即为管理认可。欧盟、美国、德国、日本、荷兰、

澳大利亚等国家和地区已经建立了专门的机构开

展替代方法的建立、验证和管理等工作，如欧洲替
代法验证中心( ECVAM) 、美国替代方法验证协调委
员会( ICCVAM ) 、德国动物实验替代方法评价研究
中心 ( ZEBET ) 、日 本 动 物 实 验 替 代 方 法 学 会
( JSAAE) 和荷兰国家替代法研究中心 ( NCA ) 等。

截至 2011 年 7 月，已有 69 种动物实验替代方法获
得了经济合作与发展组织( OECD ) 等组织的管理认
可［4］。我国替代法研究起步较晚，目前尚未建立专
门的替代法验证与管理认可机构。

2 21 世纪毒性测试面临着严峻挑战

当前，食品和药品安全、环境污染和职业卫生
等已成为国际和我国社会和经济发展所面临的重

大问题。特别是在我国，近年来食品和药品安全事
件以及环境污染等问题十分突出，严重影响着我国

居民的身心健康和经济的可持续发展。评价外源
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性化学物质及物理性和生物性等有害因素对生物

体，特别是人体产生的危害及其毒性作用机制是毒

理学学科的主要任务。对外源性化合物或其它有
害因素进行毒性测试，是评估这些有害因素暴露风

险的基础。然而，在过去近 40 年期间，毒理学的核
心测试试验方法几乎没有发生改变［5］。如何对迅
速增长的化学物等有害因素进行快速、准确的毒性
测试已经成为 21 世纪毒理学发展所面临的严峻
挑战。

首先，新老化学物暴露急剧增加，毒性测试任

务十分艰巨。以欧盟为例，年产量为 1 ～ 100 吨的化
学物就超过 30，000 种，而人们仅对其中少数化学品
获知其毒理学特征［6］。据估计，超过 86%的化合物
缺乏系统的毒理学数据。随着组合化学等技术的
发展与应用，每天还有大量的新化学物形成，有待

进行毒性测试和暴露风险评估。而高昂的动物实
验费用、冗长的实验周期严重制约毒性测试的快速
发展。据统计，全世界平均每年动物实验花费近
140 亿美元，其中近 30 亿用于毒理学试验。平均一
个化合物的毒性测试周期为 3. 5 年; 其次，由于动物
种属和个体差异，动物实验模型难以反映真实的人

体反应。尽管人们熟知动物实验的局限性，但对于
动物模型的准确性却鲜有报道。有研究表明，在能
引起兔子发生皮肤刺激反应的化合物中仅有 40%

可在人体中引发类似反应［7］。类似地，一项国际验
证试验表明，化合物在大鼠中的半数致死剂量

( LD50 ) 值与人体血液中的致死剂量相关性并不好

( 相关系数仅为 0. 56 ) ［8］。值得注意的是，动物实验
中所采用的动物多为遗传背景相同、均一性的动物
或特定的动物模型，而实际接触化合物的人群则有

可能千差万别; 再次，在传统的毒性测试中，为了更

好地暴露化合物的潜在毒性，所采用的剂量常常远

高于人体中的实际暴露剂量，而且试验所检测的毒

理学终点与评价指标可能也与临床人体试验存在

较大差异。因此，这些毒性测试试验结果在预测人
体毒性时很容易出现假阳性和假阴性错误。

2006 年 12 月 18 日，欧盟议会和欧盟理事会正
式共同通过了化学品新政策的法规草案《关于化学
品注册、评估、许可和限制》，简称 REACH 法规。依
照《REACH 法规》规定，自 2009 年 3 月 11 日起，在
欧盟范围内禁止用动物进行化妆品急性毒性、眼刺
激性和过敏性试验; 2013 年将禁止用动物进行慢性
毒性、生殖毒性和毒物代谢动力学试验。人用药品

注册技术要求国际协调会( ICH ) 、美国食品药品监
督管理局( FDA ) 和美国环境保护署( EPA ) 等部门
近年来也颁布了多部相关管理法规和技术指南，明

确要求或推荐采用体外试验以替代传统动物试验。

这些法律法规的实施为动物保护和动物福利提供

了有力保障，有些动物实验替代方法还将成为毒性

测试的必然选择。

3 基于动物实验替代方法的毒性测试策略-毒理学
替代法

毒理学是动物实验应用最为广泛的学科之一。

近年来，动物实验替代法越来越受到国内外毒理学

工作者的关注和重视，并在毒理学领域获得快速发

展和广泛应用，逐步形成了基于动物实验替代方法

的毒性测试新策略，即毒理学替代法。在毒理学领
域，任何能够优化动物使用( 如减轻或消除动物痛

苦) 、减少动物使用、采用非动物检测系统( 如体外
培养的细胞、计算机预测模型) 或低等动物( 如鱼、

昆虫类) 等技术方法开展的试验都可视为毒理学替

代法，纳入替代毒理学的研究范畴［1］。毒理学替代
法是“3R”原则在毒理学学科中的具体实践与应用。

无论是从毒理学学科的科学发展角度还是从经济

角度考虑，毒理学替代法对外源性化学物的危害性

评价及管理均具有重要的意义，在减少动物使用、

减少实验影响因素、缩短实验周期、降低实验成本、

阐明毒性作用机制以及提高动物福利等诸多方面

都较传统动物试验有着明显的优势。

针对 21 世纪毒性测试与毒理学发展面临的挑
战和前景展望，2007 年美国国家研究院( NRC ) 发表
了一份具有里程碑意义的报告，即《21 世纪毒性测
试: 远景与策略》［9］。该报告为未来毒性测试的发
展提供了十分重要的策略参考，突出强调 21 世纪毒
性测试的重点将由整体动物试验转向基于人类细

胞、细胞系和 /或细胞组分等实验动物替代方法的
测试策略。未来毒性测试的主要内容包括化学物
的特性分析、含毒性通路和靶向测试的毒性测试以
及剂量-反应与外推模型的研究，通过这些研究进一
步开展外源性化合物的危险度评价和人群与暴露

资料的分析，如图 1 所示。毒性测试的重点关注因
素包括敏感检测终点的选择与评价、细胞-反应网
络、高通量与中通量方法的构建与应用、作用机制
与作用模式、毒性通路以及系统生物学效应等，着
力实施高通量、高灵敏度、低成本、预测能力强而且
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准确的毒性测试策略［9 － 11］。因此，未来的毒性预测
将主要依赖于体外试验和基于计算机、数学等模型
的非生物学试验，传统动物试验将可能被部分替代

甚至完全替代。NRC 这份报告自提出以来，引起了
学术界、政府管理部门以及工业界等的强烈反响。
美国 EPA 和国立卫生研究院等机构合作，迅速启动
了一个重大研究计划开展相关研究。2011 年 3 月，
英国联合利华公司在中国上海召开了 21 世纪毒性
测试策略研讨会，积极寻求包括中国在内的合作与

交流。

图 1 NRC 提出的 21 世纪毒性测试远景策略

4 实验动物替代方法在毒理学领域的发展与应用

近年来，动物实验替代方法在毒理学领域的发

展十分迅速。毒理学替代法已经涵盖了一般毒性、

靶器官毒性、遗传毒性、致癌性和局部毒性等多种
毒性终点，研究手段与技术方法也从一般的组织细

胞培养发展形成了成含基因组学、蛋白质组学、代
谢组学、系统生物学、计算机模拟和生物信息学等
多学科、多层次的综合评价体系［12］。毒理学替代法
已被越来越广泛地应用于药品、新化学物、食品添
加剂、农药、消毒产品、生物制品、化妆品和日用品
等的毒性测试，其中有些替代方法还通过了 ECVAM

等权威机构的验证，并被欧盟和美国等国家和地区

纳入法规管理范围。以下结合本实验室近年来开
展的研究工作，列举部分毒理学替代法的研究进展

与应用。
4. 1 急性毒性试验
急性毒性试验对于评定化学物急性毒性效应

的强弱、确定致死剂量大小有着重要意义。急性毒
性试验的动物替代策略主要包括动物减少性替代

和体外试验替代。减少性替代方法仍然以动物实
验为主，但动物数量比传统急性毒性试验明显减

少。如固定剂量法、上下法、探测剂量法、累积剂量

设计法、近似致死剂量法和限量试验等。这些替代
方法均可有效地减少实验动物数量。OECD 已修订
发布了 3 种检测经口急性毒性试验方法，包括急性
毒性分级法、固定剂量法和上下法。研究表明，化
学物体外细胞毒性与体内急性毒性之间存在正相

关性，因此可利用体外试验方法对体内急性毒性进

行定量预测。目前常用的体外细胞毒性检测方法
有中性红摄取法、噻唑兰( MTT) 法和乳酸酶漏出法
等。本实验室采用 MTT 法检测了多种抗病毒先导
化合物的细胞毒性，并通过数学模型计算获得其

LD50预测值，结果显示这些预测值与体内试验获得

的 LD50值相似
［13，14］。目前，已有 2 种体外试验方法

通过美国 ICCVAM 的验证并于 2010 年获得 OECD

的管理认可，另有多种替代方法尚处 在 验 证

阶段［4］。

4. 2 心血管毒性评价
心血管系统是许多外源性化合物毒性作用的

重要靶器官。近年来，由心脏 QT 间期延长而导致
的心血管毒性事件已成为新药研发失败和已上市

药物撤市的主要原因之一。研究表明，QT 间期延长
与心肌细胞 HERG 离子通道抑制密切相关。为了
更好地发现药物可能存在的心脏毒性风险，ICH 指
导原则 S7B 推荐采用体外试验筛选候选化合物或
受试药物对 HERG 通道的作用，从而及时淘汰不适
合继续开发的化合物或警示药品存在心脏毒性风

险。本实验室采用转染人 HERG 离子通道的
HEK293 细胞系测试了三七总皂苷和黄杨宁等传统
中药或其单体致心脏毒性的潜在风险［15，16］。此外，

离体心脏模型、清醒动物遥测等技术方法也获得了
管理机构的认可，很大程度上减少了实验动物的使

用并提高了心脏毒性测试的准确性。
4. 3 胚胎干细胞模型
由于胚胎干细胞( ESC) 可以在体外无限扩增并

保持未分化状态，还可定向诱导分化成各种功能细

胞，因而在毒性筛选、毒性靶器官的确定以及毒性
机制研究等方面具有独特的巨大优势。作为一种
新的毒性测试体外模型，其相关研究已成为 21 世纪
生命科学领域的热点和重点课题。英国计划在
2006 年 ～ 2015 年期间投入 3000 万英镑以建立基于
ESC 的体外毒性评价系统。葛兰素史克、阿斯利康
和罗氏等大型制药公司也将 ESC 模型作为药物毒
性筛选的重要策略。人胚胎干细胞( hESC ) 直接来
源于人体，因此其测试结果具有更好的预测价值，
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最近研究提示人诱导多能干细胞( iPSC ) 在靶器官
毒性评价中具有很好的应用价值［17］。
4. 4 模式动物斑马鱼
斑马鱼( Danio rerio) 是一种与人类基因同源性

较高的新型模式动物，其发育及细胞生物学机制与

哺乳动物高度相似，且具有个体小、繁殖周期短、廉
价易管理、胚胎透明可以直接观察器官发育等优
点。近年来，斑马鱼已被广泛用于环境毒性检测、
药物早期高通量筛选等毒性测试中。针对斑马鱼
在生态环境检测中的应用，OECD 专门制定了一系
列基于斑马鱼的毒性测试操作指南。本实验室采
用斑马鱼评价了氯丙嗪、阿霉素、5-氟尿嘧啶和异烟
肼等药物以及铅等环境污染物的毒性作用，均显示

出与哺乳动物有良好的相关性，后期将开展相关的

验证试验以充分证明该模型的可信性和相关性。
4. 5 毒理“组学”
随着后基因组时代的到来，基因组学、蛋白质

组学和代谢组学等“组学”技术的发展和应用为从
基因、蛋白质和代谢产物水平全面系统地开展毒性
测试提供了有力的理论支持和方法学支撑，形成了

毒理基因组学和毒理蛋白质组学等新兴交叉学科，

为药物和环境污染物等化学物的毒性评价提供重

要工具。本实验室采用全基因扫描芯片技术以及
“2D”电泳和飞行质谱等蛋白学技术研究了异烟肼、
利福平和阿霉素等药物以及多氯联苯等持久性污

染物染毒后的基因表达谱、蛋白质组学以及代谢组
学改变，为阐明这些毒物的毒性作用特征及其可能

的作用机制，制定早期预测和治疗药物研发提供了

重要参考［18 － 20］。

5 我国动物实验替代方法与毒性测试发展的思考
和展望

我国实验动物替代方法研究起步较晚，与欧美

等发达国家和地区相比存在较大差距，目前毒性测

试仍然以大量的动物实验为主，以此外推对人体健

康的可能危害与风险。近年来，虽然国内有些实验
室和学者在替代毒理学领域进行了一些有益尝试

和积极探索，但缺乏系统性的工作，且原创性研究

较少，大部分毒理学替代法系参照或追踪欧盟、美
国和日本等国家和地区的一些方法。我国部分用
于药品、生物制品、化妆品、化学品以及农药等产品
的安全性评价的体外检测技术方法基本是借鉴了

OECD 和美国 FDA 等国际机构发布的技术指南，这
在一定程度上促进了我国实验动物替代方法的研

究和应用与国际接轨，并为我国毒性测试体系的发

展起到了积极的促进作用。然而，由于我国尚未建
立有关实验动物替代方法的专门管理机构，国内相

关工作呈自由分散状态，应用监管存在缺失甚至空

白，缺乏行业标准与规范，难以对实验动物替代方

法进行系统的研究、验证和管理认可以及国际协调
工作。从事实验动物替代方法研究的专业人才短
缺，科技投入相对不足，实验动物替代方法的应用

与推广还有限。
值得欣喜的是，近年来实验动物替代方法研究

得到我国政府和学者越来越多的关注和支持。“十
一五”期间，在国家科技部和卫生部等部门的支持
下，我国设立开展了多项针对食品、药品和农药等
产品安全性评价的体外毒性检测关键技术研究。
这些项目的开展对于建立形成我国实验动物替代

方法研究体系、推动毒理学替代法在我国健康快速
发展以及专业人才培养有着十分重要的意义。在
国家支撑计划、“国家重大新药创制”科技重大专项
和国家自然科学基金等项目的资助下，北京大学、
军事医学科学院和中国科学院等国内高校和科研

院所积极开展了毒理学替代法的相关研究与推广。
2009 年，我国学者出版了第一部有关替代毒理学的
专著，即《毒理学替代法》，此后，还相继出版了多部
实验动物替代方法相关专著。已有越来越多的学
者和单位积极呼吁我国应尽早成立实验动物替代

方法研究和管理的专门机构，以规范我国替代法研

究、验证和管理、加强国内外合作与国际协调。可
以预见的是，实验动物替代方法拥有广阔的发展前

景和应用前景，但同时也是我国毒理学和相关学科

工作者面临的一项任重而道远的艰巨任务。
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