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摘要摘要 综述了动物实验替代技术的发展及法规接受情况。介绍了替代动物实验的历史，阐述了在 21世纪毒性测试新观念

（TT21C）、有害结局通路（AOP）、整合测试等理论的指导下，组织重建和多器官人体芯片技术、干细胞技术、组学技术、非生物测

试技术、高通量和高内涵技术等新技术对动物实验替代方法的促进分析了标准化的替代方法和个性化的体外方法在化学品、化

妆品、药品和生物制品等健康相关产品评估中的应用。分析表明，替代技术不仅是实验动物学科的重要分支，也是一类研发和实

验用的创新性工具，同时具有产业化的前景。
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实验动物在医学和生物学发展中做出了重要的贡献。

但无法否认的是，虽然人类通过动物实验获得了科学研究或

实验数据，然而实验动物却不可避免地受到了生理或心理上

残酷的伤害甚至死亡。早在 20世纪 50年代，实验动物学科

兴起之初，就有学者提出了这样的疑问：无限制的动物使用

是否必要？仁慈的动物实验需要建立什么原则？之后，Rus⁃
sell和Burch系统地提出了减少（reduce）、优化（refine）和代替

（replace）动物实验的 3R理论，成为实验动物学科发展的基

础。特别是进入21世纪以来，替代技术在毒理学与药物开发

中取得的进步，使其逐渐成为研究热点和新兴的学科分支。

3R理论提出近60年来，简单可区分为3个阶段用。

1 起步和积累阶段（1959—1990）
实验动物替代技术源于 19世纪初在西方国家兴起的动

物保护和动物福利运动，以 1822年英国政府发布的《马丁反

残酷法案》为起点。西方动物保护和试验用动物福利研究逐

渐得到重视，英国动物福利大学联盟（UFAW）于1954年启动

了实验室仁慈技术研究的项目，项目结束之后的 1959年，

（Russell）和（Burch）在总结调研报告的基础上出版了著名的

《The principles of humane experimental technique》（《仁慈实

验技术原理》）。系统提出了 3R原则，即通过使用无知觉的

材料代替（replace）有意识的活体高等动物，在确保获取一定

数量和精度的信息前提下尽量减少（reduction）动物使用量，

采取优化措施（refinement）减轻动物痛苦的发生和严重程

度。提出了相对代替和绝对代替的概念，指出可利用低等动

物、高等植物、微生物方法和生化检测的方法代替动物测试，

并极具远见性地提出充分开发组织培养的观念[1]。1978年，

David Symth在《Alternatives to animal experimentation》（《替代

动物试验》）一书将 3R统称为替代(Alternatives)，这个定义已

被人们广泛接受。

3R理论提出以来，开拓了人们理性投入生命科学研究的

思路，使得仁慈科学成为良好科学的前提，并激励科学家投

入替代技术开发。3R原则一直影响着世界各国有关实验动

物法规。目前，西方大多数国家的《实验动物福利法》均引入

了 3R原则。中国科学技术部 2006年发布了《关于善待实验

动物的指导性意见》。3R原则还影响到一些部门规章或行业

法规的制定以及为数众多的生物医学研究中科研计划与实

验程序的论证和实施程序等。例如欧盟《86/609/EEC 保护用

于科学目的的动物的欧盟议会和理事会指令》、中国的《GB/
T27416—2014 实验动物机构质量和能力的通用要求》等。科

研人员必须在动物福利法规的框架范围内享有学术自由和

最优地使用动物。

1969年，英国成立了医学试验用动物中替代法基金会

（FRAME）成为全球最早的替代方法研究机构，1981年，美国

霍普金斯大学公共卫生学院成立了动物实验替代方法研究

中心（CAAT）；除了政府投入之外，化工、医疗、生物等行业协

会和企业也投入大量人力和经费研发替代方法。在化妆品

局部毒性测试领域，最早出现了利用离体大鼠皮肤、牛和猪
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的角膜、兔和鸡的眼球、血细胞进行皮肤刺激、眼刺激的技术

和方法。20世纪 80年代，体外细胞分离培养技术已趋于成

熟，无血清培养技术也开始出现，利用细胞进行检测和实验

的方法被开发出来，如在生物制品动物实验中，发明了组织

培养技术代替非人灵长类测试脊髓灰质炎疫苗的技术。

1989年，斯堪的那维亚细胞毒理学会启动了评价急性毒性体

外方法的项目，通过上千种化学物质的测试，发现啮齿类动

物的急性经口毒性与细胞毒性之间存在线性关系，提出了用

细胞毒性预测急性经口毒性的方法[2]。有的学者尝试优化动

物实验程序，达到减少动物实验的目的，如开发了急性经口

毒性的上下程序法、分类法和固定剂量法；德国学者发明了

利用细胞毒性检测光毒性的方法，还开发了利用废弃的动物

材料（牛角膜）进行眼刺激毒性测试的牛角膜混浊和渗透性

方法（BCOP）[3-4]；也有学者开始尝试体外三维构建人工皮肤

替代物，用于化学品的皮肤刺激性测试[5]。这些新颖的体外

方法首先在开发机构和行业内得到应用，但面临标准化、验

证和法规接受等难题。

2 法规接受阶段（1991—2012）
2.1 验证认可机制

1991 年，欧洲替代方法验证中心（European Center for
Validation of Alternative Methods，ECVAM）成立（2011年更名

为替代动物实验欧盟联合参考实验室，EURL-ECVAM）。

1993年，美国成立了由17个部委参与的替代方法验证部门间

协调委员会（Interagency Coordinating Committee on the Vali⁃
dation of Alternative Methods，ICCVAM），ICCVAM依据美国国

会发布的《ICCVAM授权法案》行使职责，主要是技术协调和

评估新研发的和修订的替代方法。1994年世界经济合作和

发展组织（OECD）开始编制替代方法的验证指南。2005年，

日本替代方法验证中心（Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods，JaCVAM）成立。近年来，韩国、印度和巴

西的替代方法中心也相继成立。这些官方机构的成立旨在

从国家和国家联盟的层面推动替代技术的进步，并协调和加

快替代方法法规接受的步伐。随着ECVAM的成立，一些成

熟方法开始进入验证和法规认可过程。1992年，ECVAM开

始验证 3T3细胞中性摄取光毒性测试方法，1994年，开始验

证皮肤模型代替皮肤刺激性动物实验的体外方法。验证机

构的成立，使得大量研发投入产生的新技术、新方法和新产

品有了被法规认可的渠道，推动了替代技术的进步[2]。

2.2 全球法规趋势

替代技术的兴起和取得的进步，推动着立法禁止化妆品

动物实验走向议事日程。化妆品的动物实验禁令起始于 20
世纪 90年代，早期发展缓慢，近 10年来呈现井喷势头（表

1）[2]。欧盟早在1993年就开始了禁令的讨论，到1998年只有

英国率先实施了化妆品动物产品测试禁令。2003年欧盟通

过了2003/15/EC指令提出逐步淘汰动物试验的时间表；2004
年3月，欧盟禁止了化妆品成品的动物试验；2007年，以色列

实施了产品测试禁令；2009年3月，欧盟禁止了化妆品成分的

动物实验，仅限于一些最为复杂的人类健康效应可进行动物

试验（如重复剂量系统毒性、皮肤致敏、致癌、生殖毒性和毒

代动力学）；2013年3月11日起，欧盟完成了化妆品及成分的

动物试验禁令和销售禁令的实施。

欧盟的立法和令行禁止对全球法规和替代方法的研究

带来深远的影响。紧随其后，挪威、巴西 2014年通过了 70/
2014法案，并于2017年3月进行了修订。澳大利亚于2014年
及2016年先后提出两套终止残忍化妆品的相关法案，从2017
年 7月起实施化妆品动物试验及销售禁令。新西兰于 2015
年通过《动物福利法》修订案，禁止在化妆品及成分研发、制

造、测试和教学中使用动物实验。以色列继2007年实施化妆

品试验禁令之后，于 2013年 1月起，实施销售禁令。印度自

2014年5月和11月，分两步实施了禁止化妆品动物检测和禁

止进口经动物检测的化妆品。土耳其规定从 2016年 1月开

表1 世界各国实施化妆品动物实验禁令/限令的时间

Table 1 Global schedule of regulation on animal testing ban/restrictions

时期

国家

1990—1999

英国（1998-测试禁令）

2000—2010

以色列（2007-测试禁令）

欧盟（2009-测试禁令）

2011—2017
以色列（2013-销售禁令）

欧盟国家（2013-销售禁令）

挪威（2013-测试及销售禁令）

巴西圣保罗（2014-测试禁令）

印度（2014-测试及销售禁令）

韩国（2015-有条件的销售禁令）

新西兰（2015-测试禁令）

土耳其（2015-有条件的测试及销售禁令）

澳大利亚（2016-测试及销售禁令）

中国台湾省（2016-测试禁令）

瑞士（2016-测试及销售禁令）

危地马拉（2017-测试禁令）
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始禁止化妆品成品和原料的动物实验。俄罗斯在 2015年 8
月提交了提案，计划 2020年实施，目前这个议案发回修改。

中国台湾省于 2016年通过，自 2019年起禁止化妆品成品及

原料动物实验。 韩国则在2017年2月起实施了禁止化妆品

动物实验的新法规，但提出了很多豁免条件。瑞士2016年宣

布与欧盟采取一致原则。危地马拉在 2017年 2月国会上通

过了化妆品动物实验禁令。

全球还有十几个国家目前正在立法的讨论进程中。例

如美国于2015年提出人道化妆品法案，目前有155个席位的

支持。2015年，加拿大参议院提出零残忍化妆品法案议案S-
234, 2016年改为S-214，计划在加拿大境内禁止进行化妆品

动物实验，并禁止销售经动物实验测试的化妆品原料和成

品。此外，阿根廷、智利都有相关提案提出。全球目前有 38
个国家/地区已经正式实施了化妆品动物试验禁令。相信不

久的未来，化妆品动物实验禁令会是全球重要经济体的一个

共同原则[6]。

化学品方面，欧盟2006年发布的REACH法规（化学品注

册、评估、许可和限制制度）明确提出采用经验证的替代法来

避免动物实验，鼓励研究新的非动物实验方法并在将来的法

规中进行修改。2013年1月1日，欧盟27国开始实施新的保

护试验用动物指令2010/63/EU，指令提出最终目的是完全替

代科研和教学中的动物实验。新指令明确和重申了 3R原

则，呼吁委员会和成员国推广替代方法，鼓励成员国参与替

代方法的验证等。

2.3 方法接受情况

科技进步始终是动物实验替代方法得以快速发展的驱

动力量，表 2列举了近 15年来已获认可或已向OECD提交草

案的毒性测试替代方法，这些方法包括皮肤腐蚀试验、皮肤

刺激试验、经皮肤吸收试验、眼刺激试验、皮肤过敏试验、光

毒性试验、内分泌干扰试验、胚胎毒性试验、血液毒性试验、

遗传毒性等毒理学测试[7-10]。此外，动物实验替代方法还包括

应用于热源试验、疫苗生产、生物制品测试等医疗领域的方

法。这些方法被欧洲药典、人用药品注册技术要求国际协调

委员会（ICH）等法规接受。例如脊髓灰质炎疫苗的毒力测试

废除了猴子实验，改用体外培养的细胞。生物制品的热源实

验废除了兔子实验，改用血细胞测试等。

表2 验证和法规接受的替代方法

Table 2 Alternative methods of validation and acceptance

毒理学终点

急性经口毒性

急性吸入毒性

皮肤刺激/腐蚀

眼刺激性/
腐蚀性

皮肤致敏

经皮肤吸收

光毒性

替代方法简称

固定剂量法

急性毒性分类法

上下法程序法

正常人角质细胞或Balb/c 3T3细胞中性红摄取

试验（NHK NRU，3T3 NRU）
急性毒性分类法

人工皮肤模型腐蚀实验

大鼠经皮肤电阻实验

皮肤刺激的重组人表皮模型试验

皮肤腐蚀的体外膜屏障试验方法

牛角膜混浊和渗透性试验（BCOP）
离体鸡眼试验（ICE）
荧光素漏出试验（FL）
短期暴露试验（STE）)
重组人角膜上皮模型试验（RhCE）
微生理仪细胞传感器试验（CM）
局部淋巴结检测（LLNA）
LLNA-DA
LLNA-BrdU
直接多肽结合试验（DPRA）
基于ARE-Nrf2通路的荧光酶试验（KeratinoSens™）
AOP树突细胞活化关键事件试验

体外皮肤吸收试验

3T3中性红摄取光毒性试验（3T3 NRU-PT）

验证或认可情况

EU B.1bls，OECD TG420
EU B.1tris，OECD TG423
OECD TG425
0ECD DG129，EURL-ECVAM
推荐

OECD TG426
B.40 OECD 430
B.40 OECD 431
OECD 439
OECD 435
B.47，OECD437
B.48，OECD438
OECD460
OECD491
OECD492
OECD草案

B.42，OECD429
OECD 442-A
OECD 442-B
OECD 442-C
OECD 442-D
OECD 442-E
OECD428
EU B.41，OECD432

首次认可时间，

最近更新时间

1992，2002
1996，2002
1998，2008
2010
2007
2004，2015
2004，2016
2010，2015
2006，2015
2009，2017
2009，2017
2012，2017
2015，2017
2015，2017
2010
2002
2010
2010
2015
2015
2016，2017
2006
2004

3R相关性

减少

减少

减少

减少和替代

减少和优化

替代

减少、替代

替代

替代

替代

减少，替代

替代

替代

替代

替代

减少和优化

减少和优化

减少和优化

替代

替代

替代

替代

替代
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以ECVAM的成立为标志，监管机构接受替代方法的速

度明显加快，但总体但仍不能满足工业界和科学界风险评估

的需要。欧洲消费者保护委员会（SCCS）2015年发布的第 9
版指南中明确指出：除了经验证的替代法，对于个案，SCCS可
以接受一些科学有效的方法和新方法用于化妆品成分的安

全评估。化妆品的应用情况表明，生物医药研究和产品评价

对于替代方法的使用存在巨大需要，开发进度仍需加快。

中国在替代方法的标准认可方面也跟随了国际标准的

发展趋势，例如化学品安全评价中国家标准（表 3）已等同采

用了替代方法，如《GB/T 21769—2008 化学品 体外 3T3中性

红摄取光毒性试验方法》和《GB/T 27830—2011 化学品 体外

皮肤腐蚀人体皮肤模型试验方法》等。国家质检总局作为进

出口商品的专职检验检疫监管机构，于2005年率先启动了替

代方法系列标准的研制工作，为此，国家认证认可监督管理

委员会成立了化妆品行业标准专家委员会，目前已发布相关

替代方法标准共18项（表3），这批标准填补了国内相关标准

的空白，并在检验检测工作中得到广泛应用。

表2 验证和法规接受的替代方法（续）

Table 2 Alternative methods of validation and acceptance (Contiued)

毒理学终点

遗传毒性

致癌试验

内分泌干扰

生殖和发育

替代方法简称

Ames试验

大肠杆菌恢复突变试验

酿酒酵母有丝分裂重组试验

体外哺乳动物染色体畸变试验

体外哺乳动物细胞微核试验

体外哺乳动物细胞Hprt和xprt基因突变实验

体外哺乳动物细胞TK基因突变

转基因动物细胞基因突变试验

雌激素受体拮抗剂和激动剂体外转染细胞试验

雄激素受体拮抗剂和激动剂体外转染细胞试验

重组人雌激素受体结合亲和力试验

H295R 类固醇生成试验

延长一代生殖毒性研究

验证或认可情况

B.13-14，OECD471
OECD 472
B.16 OECD 481
B.10，OECD473
OECD 487
OECD TG476
OECD490
OECD 488
OECD 455
458
493
OECD 456
OECD 443

首次认可时间，

最近更新时间

1983
1983
1983
1983，2016
2010，2016
2016
2015
2011
2009，2016
2016
2015
2015
2011

3R相关性

替代

替代

替代

替代

替代

替代

替代

减少优化

替代

替代

替代

—

优化

注：截至2017年10月10日。

标准号

GB/T 21757—2008
GB/T 21769—2008
GB/T 21793—2008
GB/T 21794—2008
GB/T 27818—2011
GB/T 27824—2011
GB/T 27828—2011
GB/T 27829—2011
GB/T 27830—2011
GB/T 27831—2011
GB/T 27832—2011
GB/T 28646—2012
GB/T 28648—2012
SN/T 2245—2009

标准名称

化学品 急性经口毒性试验 急性毒性分类法

化学品 急性毒性的3T3成纤维细胞中性红摄取试验

化学品 体外哺乳动物细胞基因突变试验方法

化学品 体外哺乳动物细胞染色体畸变试验方法

化学品 皮肤吸收体外试验方法

化学品 急性吸入毒性 固定浓度试验方法

化学品 体外皮肤腐蚀 经皮电阻试验方法

化学品 体外皮肤腐蚀 膜屏障试验方法

化学品 体外皮肤腐蚀人体皮肤模型试验方法

化学品 遗传毒性 酿酒酵母菌基因突变试验方法

化学品 遗传毒性 酿酒酵母菌有丝分裂重组试验方法

化学品 体外哺乳动物细胞微核试验方法

化学品 急性吸入毒性试验 急性毒性分类法

化学品体外皮肤腐蚀人体皮肤模型试验

表3 中国已发布的替代方法国家标准和行业标准

Table 3 Standards issued by China's regulatory authorities
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3 快速发展阶段（2013—）
3.1 新理论提出

动物实验替代技术在现代科学技术的推动下不断发展，

特别是在毒理学领域，面临工业 化带来的全球化学品评估的

问题，制药工业发展带来的新药临床前安全评价问题，健康

相关产业发展带来的环境和生态评价的问题等。2007年，美

国国立研究院（NRC）提出了《Toxicity testing in the 21st cen⁃
tury: A vision and a strategy》（《21世纪毒性测试-远景和策

略》）的报告（简称TT21C），提出毒性测试应当由原来的体内

动物研究向体外试验转变[11]。TT21C发布的近10年来，各种

策略和模式被提出，以实现报告提出的愿景。其中，有害结

局通路（adverse outcome pathway，AOP）概念是实现TT21C预

期目标的有效策略[12]。

AOP是一个概念框架，用于描述已有的关于一个直接的

分子起始事件与生物体不同组织结构层次（如细胞、器官、机

体、群体）所出现的与危险度评定相关的“有害结局”之间的

相互联系。2013年以后，OECD 相继发布了指南文件和用户

手册，用于指导AOP的开发[13]。2014年9月发布了“AOP知识

库”，用于促进对AOP研究的统一协调、优势互补和信息共

享，发布了和AOP Wiki、Effectopedia和AOPXplorer，借助互联

网技术为 AOP的开发提供可以高效共享和协调互补的平

台[12]。在AOP指导下，目前已成功建立了测试皮肤致敏的替

代方法[14]。截至 2017年 10月，AOP Wiki发布的有害结局达

232个，提出关键事件1734个，成为替代方法开发的源泉。

3.2 新战略推进

TT21C理念提出10年来，累计已投入资金超过数百亿美

元。2008年，由NTP联合NIH化学物基因组中心（NCGC）和

EPA成立了 21世纪毒理学（Tox21）协作计划，协调各方在实

验毒理学、体外试验和计算毒理学方面的优势，达到快速践

行TT21C观念的目的。在新理论的带领下，欧美政府、工业

界（药物、化学、化妆品和消费品）、基金会等相关机构发布了

多项庞大的计划，如欧盟框架计划（FP）、创新药物计划（Inno⁃
vative Medicine Initiative，IMI），美国关键路径计划（Critical
Path Institute，CPI）、21世纪毒理学（Tox21）、地平线2020计划

等。迎接毒理学新时代的到来。

3.3 标准方法的改进和组合

目前，国内外发布的替代方法标准已基本能满足化妆品

安全性评价的需要，对于工业化学品的部分毒性评价也能提

供基本的测试数据。但在实际应用中仍需要积累数据，进行

必要的优化和调整，以适合不同行业和企业的需要。例如，

鸡胚尿囊膜血管方法（CAMVA）、BCOP方法和Episkin皮肤刺

激方法等几项经典的替代方法可用于化学品分类和标

识 [2,8]。但这些方法在具体使用中如何用于个人护理产品的

评估，以及满足护肤品、彩妆、婴童、家居护理（清洗剂、清新

剂）、消毒产品等多样化的消费品的测试，常常出现标准化的

方法不能满足产品的差异化、产品温和的宣称以及特殊人群

的需求。使用者可以通过增加检测参数、改变暴露方式、修

改预测模型和组合等不同方法提高方法的特殊性 [15-19]。而

且，需要分析每个替代方法的适用性和局限性，建立整合策

略[7,18]，在应用中不断创新替代方法的应用水平。

3.4 新技术应用

传统的替代技术，主要体现为动物实验系统向体外实验

标准号

SN/T 2285—2009
SN/T 2328—2009
SN/T 2329—2009
SN/T 2330—2009
SN/T 3084.1—2012
SN/T 3084.2—2012
SN/T 3527—2013
SN/T 3715—2013
SN/T 3824—2014
SN/T 3882—2014
SN/T 3898—2013
SN/T 3899—2013
SN/T 3948—2014
SN/T 4150-2015
SN/T 4153—2015
SN/T 4154-2015
SN/T 4577—2016

标准名称

化妆品体外替代试验实验室规范

化妆品急性毒性的角质细胞试验

化妆品眼刺激性/腐蚀性的鸡胚绒毛尿囊膜试验

化妆品胚胎和发育毒性的小鼠胚胎干细胞试验

进出口化妆品眼刺激性试验体外中性红吸收法

进出口化妆品眼刺激性试验红细胞溶血法

化学品 胚胎毒性测试 植入后大鼠全胚胎培养法

化妆品发育毒性的大鼠全胚胎培养法

化妆品光毒性的联合红细胞毒性测试

化学品皮肤致敏试验局部淋巴结法（BrdU-ELISA）
化妆品体外替代试验方法验证规程

化妆品体外替代试验良好细胞培养和样品制备规范

化学品体外皮肤刺激：重组人表皮试验

化学品分离鸡眼试验方法

化学品牛角膜混浊和通透性试验

化学品皮肤致敏局部淋巴结试验：DA法

化妆品皮肤刺激性检测重建人体表皮模型体外测试方法

表3 中国已发布的替代方法国家标准和行业标准（续）

Table 3 Standards issued by China's regulatory authorities (Contiued)

注：不包括遗传毒性部分。
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系统的转换而建立的方法，如利用体外培养的细胞和组织、

离体的材料和重建的组织/器官，建立“一对一”的替代方法

（表 2）。现代研发中的替代方法，体现在充分利用先进技术

的精华并加以整合，如标志技术、分子生物学、组学技术（基

因组、蛋白组、代谢组、细胞组）、组织工程技术、干细胞技术、

图像分析、高通量试验、计算机模拟技术等，替代方法更复杂

化、多元化，也更有逻辑性和更接近人作为整体的实际情况。

3.4.1 非生物测试方法

非测试方法（non-testing methods）通常是指任何基于计

算机开发的预测方法。主要包括定量构效关系（structure-ac⁃
tivity relationship）、分类法（grouping approaches）、交叉参照

（read-across）、毒理学阈值（threshold of toxicological concern，
TTC）和专家系统（expert systems）等。这些方法在OECD、欧

盟、美国和日本等国家和地区发展较快，已经有不少QSAR模

型和工具应用到毒理学安全性评估中，例如，OECD QSAR
Toolbox、Toxtree、CAESAR、TEST及HESS等，毒性终点涉及经

皮吸收、皮肤刺激、眼刺激、皮肤致敏、急性毒性、重复剂量染

毒、生殖发育、遗传和致癌等[7]。在工业化学品领域，交叉参

照已被多个国家的管理机构接受[20]。总的来说，中国化妆品

非测试方法的认识刚起步，开发和应用与国外还存在一定差

距，需要更多的经验积累和借鉴。

3.4.2 组学技术

2003年，人类基因组计划（Human Genome Project，HGP）
的所有目标全部实现，这标志着后基因组时代正式开始。随

着基因组学（DNA序列）、转录组学（基因表达描述）的蛋白质

组学（基因表达产物）、代谢组学（代谢产物识别）、细胞组学

等技术的飞速发展，并结合不断发展的生物信息学，为毒理

学替代方法的快速发展创造了一个难得的机会。组学技术

应用于替代方法的开发主要有以下优势：1）充分利用人源细

胞或干细胞进行体外试验，与人的相关性更高，有助于推动

建立更有效的安全性评估策略和毒性预测技术；2）将基因表

达作为了解生物学过程的指标，有可能在亚临床水平或低剂

量下进行体外测定，发现不同与以往病理学或临床效应的指

标，可能更相关和更适宜；3）如果不同的试验系统具有相同

的基因表达，那么，动物试验就会减少，体外试验增加，而且

后者更易标准化和广泛应用。

3.4.3 新型体外试验系统

实验用组织工程皮肤的构建技术始于 20世纪 90年代，

从2D原代细胞培养起步，到生物材料的开发，再发展到三维

皮肤模型重建，经历了30多年的历史。体外重建皮肤技术的

成熟直接推动了替代方法发展，如现有法规可认可的眼刺激

的重建角膜方法、皮肤腐蚀的皮肤模型方法等。目前商品化

和实验室自行构建的皮肤模型，基本可满足科学研究、产品

开发和检验检测的需要。

今后，替代技术将向更复杂的系统性毒性和靶器官毒性

深入，很大程度上依赖于先进体外试验系统的建立。因此，

重点关注的领域是如何在体外构建复杂器官，发挥 3D打印

在硬件和微量精确控制方面的优势，加上多细胞培养技术的

起步，可以在体外重建含有多种细胞类型的 3D器官，如肝

脏、肾脏、中枢神经和心脏系统。随着微流控技术、组织微织

造技术和精准实验体系构建技术的发展，基于多器官人体芯

片的技术，为系统毒理学的替代方法建立提供了条件。目

前，循环、内分泌、胃肠、免疫、表皮系统、肌肉骨骼、神经、生

殖、呼吸和排尿系统的器官芯片已有商业化产品。人体芯片

技术的开发，可以实现在人体组织中检测新药安全性和功

效，阐明组织对化合物的反应机制，更好地模拟器官的生理

特性和细胞之间的相互作用，更好的开发疫苗、生物产品和

新药，实现更精准的代替传统动物实验。2017年4月美国食

品药品监督管理局（FDA）已经测试了波士顿生物技术公司

Emulate制造的同型肝脏芯片。尝试采取芯片器官代替动物

测试用于新药研发，为法规接受人体芯片技术进行了尝试。

3.4.4 干细胞研究

利用干细胞研究取得的巨大进步，以及体细胞重编程产

生多能干细胞（诱导的多能干细胞，iPSCs）的技术，为替代方

法的研究提供了稳定的人类干细胞衍生细胞的来源，有望解

决物种间外推的需要。无论是胚胎干细胞（ESC或 iPSCs），还
是神经干细胞都 有开发用于毒性测试的替代方法。早在

1997年，德国动物试验替代方法评价中心（ZEBET）就建立了

利用两种小鼠细胞系（成纤维细胞 3T3和胚胎干细胞D3）进

行胚胎毒性测试的替代方法（EST方法），2003年，EST方法通

过了ECVAM的验证，用于胚胎和发育毒性的预测。近年来，

传统的EST方法已取得了重要进展，例如采用 iPS技术解决

了人胚胎干细胞来源困难的问题；基于心肌分化蛋白的流式

细胞分析方法提高了检测的效率[21]。这些技术上的改进提高

了EST方法的适用范围。同时，也为干细胞技术应用于其他

毒性测试替代方法的研发提供了参考。

3.4.5 高内涵和高通量技术

替代方法的开发与检测技术的进步密不可分，特别是随

着测试系统的复杂化，毒性效应参数的增多和检测样品多样

化。可利用高通量（high throughput screening，HTS）和高内涵

筛查（high content screehing，HTC）技术，是基于分子水平和

细胞水平的活性评价方法（模型），以微板形式作为实验工具

载体，通过自动化操作系统执行试验过程，以灵敏快速的检

测仪器采集实验结果数据，以计算机分析处理实验数据，实

现在短时间内对数千种样品进行生物活性等检测的技术体

系。HTS的最大优势是实质性地减少昂贵的动物使用和花

费。此外，还可以检测化学物在不同的体外实验系统中暴露

的生物学反应。

4 结论
3R原则提出50多年来，实验动物替代技术在科学、社会

和法规的多重推动下取得了重要进步。其中科学技术起到

了驱动作用，正是得益于现代科技技术的飞速发展，再加上

立法的约束力，使得替代动物实验不再只是空洞的口号，而
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成为实验动物学科的重要发展方向之一。近30年来，现代科

技的发展推动了包括实验动物科学、毒理学和药学等在内的

一切生命学科的变革，替代技术呈现多学科交叉渗透的趋

势。诸如计算机预测、仿生材料、人类基因组、蛋白组学、人

工器官、干细胞技术、人体芯片、高通量技术等人们已耳熟能

详的词汇和技术，深刻地影响着人们的生活以及人们对待动

物的方式。可以说现代科技赋予了动物福利新的内涵，为动

物实验替代找到了得以实践的途径。促使近10年来，实验动

物替代的规模和技术体系得以不断发展和完善。替代技术

已影响到人们的日常生活，包括药品、疫苗、生物制品、医疗

器械等医疗领域，以及化妆品、化学品和农药的安全测试。

这些方法的使用不仅取代了实验动物的使用，使人类自身获

益，也极大地促进了体外科学技术的蓬勃发展和应用，实现

科技进步与伦理进步并行。

中国在动物替代技术研究和方法推行方面起步较晚，但

近年来已取得了可喜的进步。例如国家质检总局、疾控机构

和行业主管机构如起草和发布了一些检测标准，开展一些跟

踪研究，部分官方检测机构和第三方机构已具备提供技术服

务的能力。2007年替代方法研究评价中心（CCARE）建立了

中国首个网络数据共享平台。2013年首个按照国际标准执

行的替代方法验证研究也顺利完成。替代方法的学术交流

和实验室培训也持续开展，中国正在逐步缩小与发达国家的

差距。
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Technology progress of alternative to animal testing

AbstractAbstract This paper reviews the technological progresss and the regulatory acceptance of alternative methods, including the development
of the concept of alternative to the animal test，which can be divided into three phases as the starting accumulation，the regulation
acceptance and the accelerated development.. The focus is on the theories of the Toxicity Testing in the Twenty-First Century (TT21C)，the
Adverse Outcome Pathway(AOP) and the integrated testing strategy, The new technologies include the reconstructed tissues and the multi-
organs-on-chip，the stem cells, the ”omics-”technology, and the non-testing approaches, and the high throughput and the high content
screening are integrated into the alternative methods，with obvious interdisciplinary features. The standardized alternative methods and the
personalized in vitro methods are applied in the assessment of health related products of chemicals，cosmetics，medicals and other
biological products. It is concluded that the technology of the alternative to the animal testing is not only an important part of lab animal
science，but also an innovative tool for scientific progress and with the prospect of industrialization.
KeywordsKeywords animal testing; alternative to animal testing; laboratory animal
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