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神经发育毒性动物实验替代方法研究进展
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　　摘要：胚胎早期暴露于某些工业化学物中，即使是很小剂量，也可导致胚胎脑损伤，引起神经发育性疾病和亚临床脑功能
不良。虽然化学物基于动物毒性实验的安全性评价是较可靠的，但这种方法耗时长、成本高，而且不符合目前减少实验动物

使用的趋势，因此神经发育毒性（ＤＮＴ）实验的替代模型逐步引起重视。为建立和完善快速、经济又可高通量筛选受试物的替
代方法，本文分别介绍了体外细胞模型和非哺乳动物模型的优势、现阶段应用以及所面临的挑战。这些替代法虽不能完全取

代包括哺乳动物在内的体内实验，但它们在区分化合物和识别ＤＮＴ机制方面将发挥巨大的作用。
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　　发育中的神经系统对于很多工业化学物和污染物具有
较强的易感性，由于血脑屏障尚未发育完全，某些毒剂在发

育脑中的积累量会高于成人，而且发育过程中化学物暴露能

引起持久的神经功能障碍［１］。而神经功能损伤会给家庭和

社会带来沉重的负担，因此，对化学物的神经发育毒性（ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＤＮＴ）的潜在危害进行评价尤为重
要。现行 ＤＮＴ实验的标准是由美国环境保护署颁布的
ＯＰＰＴＳ８７０．６３００及世界经济合作与发展组织颁布的 ＴＧ４２６
草案，但是这些实验均采用整体哺乳动物进行研究，费用高、

时间长且动物需求量大，很难利用其对５００多万种化合物进
行ＤＮＴ检测［２］。另外，以替代、减少和优化为核心的动物实

验替代方法已被越来越多的科学家所认同，因此，建立动物

替代实验来快速和可靠地鉴定化合物的 ＤＮＴ已经迫在眉
睫。本文对ＤＮＴ实验替代方法的建立原则及其研究进展进
行了综述。

１　神经发育毒性实验替代方法的建立原则

理想ＤＮＴ实验替代模型最重要的特征就是模型的科学
有效性，这就意味着它能预测人类处在发育阶段的神经系统

的神经毒性反应［３］。在遗传毒理学中，模型的预测能力是由

检测终点与已知毒理学生物机制之间的关联性所决定的，同

样，理想的ＤＮＴ实验替代模型就是以与ＤＮＴ相关的保守生物
机制为基础的。理想的 ＤＮＴ实验替代模型的另一个特征是
灵敏、专一并且适合高通量筛选［４］。在这些特征的基础之上，

结合替代、减少和优化原则以及神经发育生物学的现状，目前

有两类模型系统作为ＤＮＴ实验的替代模型：体外细胞模型和
非哺乳动物模型。下面主要讨论这两类模型系统在 ＤＮＴ实
验中的应用以及它们实现替代、减少和优化原则的潜能。
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２　神经发育毒性实验的替代方法

２．１　体外细胞模型
神经毒性效应可以在总体形态或基础行为不变的情况

下产生，若要发现未受损大脑中细微的结构改变（如细胞数

目或位置的改变以及突触连接的变化），不仅耗时长，有时还

需要依靠专业的技能和昂贵的仪器设备。另外，由于人们尚

不了解可能受到毒性物质影响的脑区以及在神经系统发育

过程中会出现毒性反应的具体阶段［５］，因此，利用上述技术

进行大量化学物筛选不仅花费惊人，而且并不能保证可以检

测到突触连接、神经递质功能或细胞信号转导的改变。

体外细胞模型能够成为 ＤＮＴ实验替代方法，主要原因
有：①利用体外细胞模型模拟神经发育过程中的关键事件，可
以检测到细胞增殖、细胞结构以及神经递质合成或功能上的

轻微变化。② 从体外细胞模型的数据可研究相关的分子、细
胞、局部区域以及易受损伤的发育阶段，因此，集中并且减少

了动物研究。③ 许多ＤＮＴ物质，不论其具体作用机制如何，
都具有相同的毒性作用终点，如改变细胞分裂或存活、扰乱神

经元或胶质细胞的分化以及中断神经连接。因此，在细胞模

型中所检测到的毒性作用终点均在生物学上与 ＤＮＴ相关。
④体外细胞模型有利于描述遗传毒性的作用机制以及评价物
种间作用机制的保守性［６］。通过检测神经细胞基因表达，可

以将分子数据及结构与功能上的观察结果整合到一起，这类

整合的数据库对于利用分子终点进行的筛选实验是必要的。

目前，细胞模型可用于研究神经发育过程中的关键事

件，包括增殖和凋亡［７］、胚胎干细胞分化［８］、神经细胞迁

移［９］、轴突树突生长和突触发生［１０］、神经胶质细胞分化和髓

鞘形成［１１］、神经递质合成与功能［１２］以及血脑屏障生成［１３］。

常用模型有神经元型细胞系和胶质型细胞系［１４］，还有从神

经系统不同发育阶段分离的组织，包括纯化的原代神经元细

胞和胶质细胞，神经元胶质细胞共培养，器官型脑片培
养［１５］。其检测终点有细胞形态、生化标记、神经传递和分子

事件，如基因表达和细胞内信号转导［１６］。Ｒａｄｉｏ等［１７］以轴

突生长为检测指标，建立了ＰＣ１２细胞的ＤＮＴ高通量筛选系
统，能快速量化化学物对轴突生长的化学效应，并且细胞活
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力和轴突生长的浓度响应数据可以作为化学物 ＤＮＴ的检测
终点。脑片等一些复杂的体外模型，已用于与功能相关的复

杂行为研究，比如长时程增强和突触可塑性［１８］。

在体外神经生物学研究中，分离的大鼠小脑颗粒细胞是

应用最广泛的体外系统，９０％原代培养的小脑颗粒细胞是由
小脑颗粒神经元组成，可以用于神经元的发育、功能和病理

学研究。尽管没有神经电路，小脑颗粒细胞却具有多条功能

通路对化学物进行应答［１９］。总之，相对于细胞系，原代培养

物对毒性物质有更高的敏感性［２０］。原代培养的小脑颗粒细

胞中还包含胶质细胞，其中，星形胶质细胞可特异性地表达

胶质纤维酸性蛋白，它是星形胶质细胞骨架蛋白的特有成

分，常作为星形胶质细胞毒性反应的特异性标志物，用于研

究胶质细胞的毒性反应［１６］。

迄今为止，大多数机制信息是通过对非干细胞正常增殖、

永生或致瘤细胞的研究而获得的。多数情况下，这些结果外

推到体内后不是很理想。干细胞技术为更好地理解毒性机制

和预测人体内毒性提供了一种新的工具［２１］。理想的ＤＮＴ模
型是人胚胎干细胞。人神经祖细胞、干细胞系和脐带血干细

胞等模型，可用于研究前体细胞向神经元和胶质细胞的分化

以及神经网络形成等神经发育过程中的重要事件，而且这些

模型可以避免物种不同所致的推测不确定性［２２］。Ｂｒｅｉｅｒ
等［２３］用多种化合物作用于人神经祖细胞，通过 ＰＩ排除法和
ＢｒｄＵ掺入法检测细胞活力和增殖情况，建立了以人神经祖细
胞为对象，采用高通量筛选方法评价化学物对细胞增殖和活

力的影响的ＤＮＴ检测体系。
虽然体外细胞模型能够对化学物进行神经系统毒性作

用筛选，优化和减少动物实验，但是，也存在局限性：① 大部
分细胞系是从肿瘤中得到的永生细胞，不能代表天然神经细

胞真实状态，原代细胞的很多性质会丢失或与体内情况不

同。随着传代，基因组的不稳定性增加。缺少三维结构，不

同细胞类型之间的相互作用变得非常有限。② 原代培养物
中，细胞表型和功能会发生改变，细胞代谢和细胞间相互作

用水平显著降低，这会导致细胞对化学物的回应发生改变。

另外，初级神经培养物大部分由有丝分裂后的神经元组成，

这些细胞不能增殖，模型的生存期受到限制，因此，培养物需

要经常更换，不适合进行高通量筛选。③ 尚不能完全控制
神经祖细胞的分化，对其很多培养特征缺乏了解［２４］。④ 发
育中的大脑，其基因表达类型、发育周期、神经保护分子的表

达和代偿性机制会因部位的不同而不同，因此，体外细胞模

型很难解释神经毒性物质对大脑不同部位的毒性作用［１８］。

⑤ 神经毒性物质对整个神经系统的作用大于对各个部分作
用的总和。这样，将发育中的神经系统简化到细胞亚群或某

一区域的脑片，就不能从总体上研究大脑不同区域、不同细

胞类型和不同发育阶段间的相互作用和重要差别，而且不易

观察到毒性物质对可以影响神经发育的神经外因子（如代

谢、免疫调节和内分泌功能）的毒性作用［２５］。

２．２　非哺乳动物模型
发育中的神经系统具有很多比较复杂的相互依赖过程，

所以，体外细胞模型很难准确地预测化学物的体内效应，而

那些简单生物体构成的非哺乳动物模型可以评价完整的生

物效应，为ＤＮＴ实验提供更可行和更快速的替代方法。线
虫、果蝇和斑马鱼已广泛用于神经发育机制的研究，而且已

经掌握它们关于神经发育的细胞和分子调节方面的相关理

论。研究证实，尽管这些模型的神经发育与哺乳动物有明显

的差异，但是它们神经发育的基础进程与人具有相似性，而

且所表达的基因与人神经发育疾病相关的基因存在较高的

同源性，这说明这些模型系统可以用于检测化学物对人发育

中的神经系统的潜在神经毒性［２６］。

随着线虫、果蝇和斑马鱼基因组测序的完成，已经有能够监

测和调控这些生物体中基因表达的技术，而且某些行为测试也

已被开发出来，利用这些工具可以在生物化学、分子和细胞水平

上对ＤＮＴ引起的结构、功能和行为的改变进行研究，还可以直
接检测化学物与生物化学、细胞或分子终点以及行为的原因效
应关系［２７］。另外，这些信息可以构建用于预测物种间ＤＮＴ潜在
危害的基因组学和蛋白质组学数据库。以后的研究主要集中在

发展适用于非哺乳动物模型的基因组学、蛋白质组学、结构、生

物化学和行为学终点的高通量分析技术。

非哺乳动物模型的一个最重要的优势就是这些组织体

积小，胚胎发育快，生活周期短，这大大减少了时间和空间上

的消耗。在这些模型中，斑马鱼呈现出很多线虫或果蝇所没

有的特征，如在基因组结构上脊椎动物和无脊椎动物之间有

很显著的差异。这样，即使物种间基因具有功能同源性，但

是基因调节的机制在脊椎动物和无脊椎动物之间会有明显

的不同［２８］。而且，无脊椎动物神经系统不能反映脊椎动物

大脑的大小和组成，脊椎动物神经电路的复杂性排除了它们

与无脊椎动物之间对大脑的形成和功能进行直接比较的可

能性，但是，鱼类大脑的主要组成部分却与人脑具有高度的

同源性［２９］。斑马鱼还具有所有的经典感觉形态，包括视觉、

嗅觉、味觉、触觉、平衡和听觉，并且它们的感觉传导通路与

人完全相同。认知行为测试表明解剖学上担负认知行为的

物质在鱼和其他脊椎动物之间是保守的，这样，与对哺乳动

物海马损伤的观察相类似，鱼中的海马结构类似物损伤选择

性地损害了其空间记忆［３０］。

与其他模型相比，斑马鱼的另一个优势是其胚胎透明，

简单的显微技术就能在较宽的发育阶段内分辨体内单个细

胞，而且，采用能表达荧光报道基因的转基因斑马鱼模型可

使分辨率提高，用以观察基因表达的动态变化和活体中发育

胚胎详细的形态发生运动，进而可以研究在神经系统发育过

程中暴露于神经毒性物质时的补偿机制［３１］。在活体斑马鱼

中可见的神经发育事件，包括神经诱导、神经元迁移、轴突向

外生长和突触发生、后脑形态发生的分子调控以及视觉系统

的发育［３２］。而且利用这些过程在同一个生物体中的重现性

还可以进行反复的观察，因此减少了研究中的动物使用量。

Ｙａｎｇ等［３３］将受精２４～７２ｈ的斑马鱼受精卵暴露于毒死蜱
的代谢产物后，发现其代谢产物能显著抑制乙酰胆碱酯酶的

活性，并且抑制感觉神经元、初级运动神经元和次级运动神

经元的轴突生长，由此表明神经连接方式的改变是毒死蜱

ＤＮＴ的一种表现形式。Ｐｏｗｅｒｓ等［３４］将斑马鱼胚胎长期暴露

于对形态发育不产生明显影响的银离子浓度中，通过对斑马

鱼神经化学指标和行为效应的检测，证明银离子是一种能够

引起永久神经行为效应的神经发育毒剂。

作为模型物种，斑马鱼为研究提供了很多方便，但是它

也有一定的缺陷。它的小体积使得生化或遗传分析对胚胎

或幼虫的需求量增大，同时也极大地限制了检测和评估装置

的类型，给包埋和切片增加了难度。其次，斑马鱼发育进程

迅速，仅几个小时就可以使其发育阶段或对毒性物质的敏感
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性发生改变，这使得记录发育时段的观察费用得以增加。另

外，斑马鱼胚胎起初被包在绒毛膜内，它可能会成为某些化

学物进入胚胎的额外屏障。虽然胚胎的卵膜可以通过机械

法或蛋白酶法去除，但这会影响胚胎的行为和完整性，同时

也排除了检测化学物对孵化影响的可能［３５］。在毒性研究

中，斑马鱼最主要的缺陷是给药的不可控性。最简单的暴露

方式是将胚胎置于含有毒性物质的溶液中，但实际到达胚胎

的剂量是不确定的。已有研究表明，真正到达胚胎／幼虫的
剂量极少会与周围水中的药物浓度相接近［３６］。

总之，以非哺乳动物为基础的体内ＤＮＴ实验替代模型所
面临的主要挑战是要确定潜在的物种间毒性物质代谢动力学

和毒性物质效应动力学的差异。目前已有关于外源物与人在

代谢和细胞防御机制上相似程度的探讨，如果二者之间存在

显著差别，那么，利用通过稳定表达人类基因（如代谢酶类）而

使其人源化的技术，可能使这个难题得到部分解决［３７］。

３　神经发育毒性实验替代方法存在的问题和展望

基于神经发育保守机制的 ＤＮＴ替代模型的重要特征是
可对发育中的人神经系统的神经毒性反应进行预测，因此，无

论基于细胞培养的体外模型还是基于非哺乳动物的体内模

型，都有必要对其是否具有这一特征进行评价。理想ＤＮＴ替
代模型的另一个特点是应用于高通量分析，而且要具有敏感

性、专属性和适用性等优点。另外，还要求快速、经济并且相

对容易实施。但是，总体上，无论是体外还是体内替代模型，

均存在如下问题：①其所得数据均不能对预测的准确性、专属
性和敏感性进行充分的评价。所以，目前要做的工作是建立

一组可以检测ＤＮＴ实验替代模型的参照化合物［３８］，进而利用

这些不同机制的 ＤＮＴ化合物对不同候选模型进行测试。②
ＤＮＴ实验数据的收集、存储和分析。最理想的情况是每一个
参与者在公共数据库中共享 ＤＮＴ实验替代模型发展和检测
的相关信息。除了要鉴别收集有关资源来建立和维持这个数

据库，还要运用计算毒理学与系统生物学，使结构和功能的数

据与基因组学、蛋白质组学和代谢组学得以结合［３７］。

从体外细胞模型和非哺乳动物模型的 ＤＮＴ实验替代法
获得的数据，有利于对相关细胞、分子和局部靶点更深入的

理解，由此可以提出化学物作用方式的相关假说，鉴别潜在

的易损发育阶段，继而优化和减少哺乳动物体内实验，实现

保障儿童健康的最终目标。目前，虽然 ＤＮＴ替代实验不能
完全取代哺乳动物体内实验，但是，ＤＮＴ替代模型在区分化
学物以及优化和减少哺乳动物体内实验中有重大价值。
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ｗｉｌｌｂｅｏｆｇｒｅａｔｖａｌｕｅｉｎｐｒｉｏｒｉｔｉｚｉｎｇｃｈｅｍｉｃａｌｓａｎｄｉｎｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤＮＴ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓａｂｉｌｉｔｉｅｓ；ａｎｉｍａｌｔｅｓｔｉｎｇａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ；ｍｏｄｅｌｓ，ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ；ｃｅｌｌ，ｎｏｎｍａｍｍａｌｉａｎ
ｍｏｄｅｌｓ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０８７３１９８）
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（收稿日期：２０１１０６２４　接受日期：２０１１１２０２）
（本文编辑：付良青）
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