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摘要：神经病理学评价是药物非临床发育神经毒性评价的重要组成部分和金标准，本文从发育神经毒性神

经病理学评价的实验动物设计、优选的动物年龄、神经系统解剖和组织处理、以及病理结果的解释方面概

述了标准化的发育神经毒性神经病理学评价原则和方法。介绍了药物非临床发育神经毒性研究神经病理学

评价相关国际指导原则要求，为减少我国和其它国家及地区间实验程序的差异，为我国从事药物非临床发

育神经毒性研究的病理学家提供一定参考。
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Abstract:   Neuropathological evaluation is an important part and the gold standard of the evaluation of 
nonclinical developmental neurotoxicity (DNT) study of drugs. This article summarized standardized 
neuropathological evaluation principles and methods of DNT from the following aspects: the design of 
experimental animals, the optimal age of experimental animals, the necropsy and tissue process for nervous 
system and interpretation of pathological data. The paper also introduced the requirements of relevant international 
guidelines for neuropathological evaluation of nonclinical DNT of drugs in order to reduce the differences in the 
experimental procedures between China and other countries and regions and to provide references for pathologists 
engaging in nonclinical DNT study in China.
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发育神经毒性（developmental neurotoxicity，

DNT）是公认的外源性物质对婴幼儿和青少年产

生的神经系统损害[1]。发育神经毒性研究是对围

产期动物的发育神经系统出现的功能和形态损伤

的研究，并提供这些毒副作用与化合物之间的剂

量-反应特征。评价包括观察神经系统和行为异

常，包括身体发育、行为发育、运动活动、运动和

感觉功能、学习和记忆的评估，以及对后代发育

和成年期的神经病理学评价。随着神经病理学家

在实际工作中经验的积累以及相关指导原则的颁

布，总结出了许多实用方法[2-4]。美国环保署（U.S. 

Environmental Protection Agency, EPA）和经济合作

与发展组织（Organisation for Economic Co-operation 

and Development，OECD）颁布了DNT研究的监管

指南。EPA预防、农药和有毒物质办公室（The 

Office Prevention，Pesticides and Toxic Substances，

OPPTS）指南OPPTS 870.6300和OECD检测426指南

适用于DNT研究，而最近OECD通过的关于扩展I段

生殖毒性研究（extended one-generation reproductive 

toxicity study，EOGRTS）的指南EOGRTS 443也和

这一主题相关。这3个指南中特别对神经组织的处

理和神经病理学分析进行了详细的说明，这种基于

神经系统组织结构的评价方法被认为是DNT系列研

究中最有价值的组成部分。以上神经病理学评价策

略从整体上看具有很好的一致性，而且这些指南对

实验设备的要求较灵活[2]。

目前，关于DNT实验的3个指南还存在一些不

足，尤其在发育神经系统定量形态测定分析方面，

当进行DNT动物实验的同行评议时，个人经验与指

南的灵活应用仍存在差异和挑战。在DNT神经病理

学分析中，获得可靠的形态测定数据的主要困难在

于是否能够制备高度一致性的脑切面，是否能够在

这些高度一致性的脑切面中进行重复定量测量脑特

征。针对以上DNT神经病理学评价的影响因素，本

文阐述了发育神经组织病理学组织加工处理的最佳

程序和方法、以及分析评价DNT神经病理学数据的

策略和原理，结合EPA和OECD等关于DNT实验的

指导方针，介绍了国内外有经验的神经病理学家对

DNT研究数据和方法[5-6]，包括DNT神经病理学评价

的实验动物设计、优选动物年龄、神经系统的解剖

和组织处理、以及病理结果的解释，介绍了药物非

临床发育神经毒性研究神经病理学评价相关国际指

导原则要求，为减少我国和其它国家及地区间实验

程序的差异，为我国从事药物非临床发育神经毒性

研究的病理学家提供参考。

1   DNT神经病理学评价的实验动物设计
常规DNT研究包括结构（神经病理学）评价

和功能（神经行为学）评价。行为测试反应了动

物处于富集环境时的情况，评价质量可能存在个

体差异。富集环境将增加大鼠脑组织暴露于神经

毒剂时突触的密度，但对测量区域的线性尺寸或

体积的影响还不清楚[7]。因此，为了进行神经行为

学和神经病理学检查，应设计从不同的实验组中

抽取动物，避免因行为训练和测试提供的富集信

息影响形态测量的区域结构。该策略在标准的DNT

研究中很容易实施[8]，但是，不能在EOGRTS中采

用，因为后一设计要求相同的动物用于神经行为

和神经病理学评价[9]。

2   DNT神经病理学评价的优选动物年龄
EPA DNT公布的指南，要求啮齿类动物DNT

研究中的暴露期从妊娠7日（gestational day，GD）

延伸到出生后11日（postnatal day，PND）。然

而，EPA农药计划办公室最终公布的EPA DNT指

南，将暴露时间延长到PND 21。OECD DNT 426和

EOGRTS 443指南通过了EPA农药计划办公室的要

求，将暴露时间持续到PND 21。结果子代的DNT风

险性评价的神经病理学评价通常发生在PND 22和

大约PND 70。OECD EOGRTS 443指南中的具体要

求是将成年动物神经病理学分析的阶段降为成年后

的PND75至90之间。美国毒性病理学协会（Society 

of Toxicologic Pathology，STP）的“最佳操作”建

议进行DNT神经病理学评价，除非现有的信息认为

需要选择不同的年龄，否则PND 22是第一代动物

神经病理学分析的最佳年龄，特别是在收集线性形

态测量数据时[10]，因为PND 11的大鼠脑在尺寸上

具有固有的较大的生物变异性[11]。

3   DNT神经病理学评价神经系统的解剖和
组织处理

在DNT研究中，需要获得高度一致性的组织切

面，该组织处理程序与通常进行的哺乳类动物毒性

研究标准操作规程（standard operating procedure，

SOP）指南中的组织处理程序有显著不同。此外，

人为差异是由组织处理造成，即在不同时间段处理

不同剂量组石蜡块，例如在一个时间点处理高剂量
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组和对照组，之后再处理中剂量组和低剂量组，这

几乎对组织病理学的定性评价没有影响，但是，可

以影响定量形态测定评价，而导致所得的数据集不

具备足够的质量。病理学家可通过关注DNT研究中

特殊SOP的发展以及相关的文献内容，将这样的困

难最小化，保证在相同条件下获取和处理所有剂量

组的神经组织（特别是大脑），以相同的描述方式

和培训，帮助组织技术员识别高度一致性脑切面所

在的特定神经解剖学标志性部位。

保证获取高度一致性脑切面是最重要的环

节，因此，负责脑组织切片和准备取材进行定量评

估的工作人员必须接受足够的动物神经解剖学培

训，以便能够识别预期进行形态测量的脑层级切面

中的关键神经解剖区域。为此目的他们必须做到准

确识别有限的结构，因此，需要个人学习区分特定

的神经组织结构区域。

3.1   发育中啮齿类动物神经组织取材

Robert Garman[12]博士提出了啮齿类动物发育神

经毒性研究病理部分的实用性技巧。首先，在成年

动物中通常可定性判断毒物引起细胞的变性和死

亡，在慢性损伤中可伴有胶质细胞即星形胶质细胞

和小胶质细胞的活化和/或增殖。相比之下，发育

中脑的毒性损伤通常表现为细胞数目（异常区域大

小）、位置（异位）和/或分化（例如有缺陷的髓

鞘形成或突触形成）的异常。成熟之前中枢神经系

统中发生退行性病变可以部分或完全修复，通常不

引起炎症反应或神经胶质反应。因此，可以使用一

系列组织学染色方法进行啮齿类动物的DNT研究，

组织染色通常包括HE染色以及突出髓鞘完整性的

染色，例如勒克司坚牢蓝染色（Luxol Fast Blue, 

LFB），也可使用用于寻找神经元极性改变过程的

银染色。通常用于评价成年动物神经毒性作用的其

它染色剂还有用于显示神经元坏死，显示神经胶质

反应的细胞特异性标志物，例如胶质纤维酸性蛋白

（glial fibrillary acidic protein , GFAP）用于标记星

形胶质细胞，小胶质细胞的离子化钙结合分子1，

都可在不同的DNT研究中应用。

其次，在没有定性发现的情况下，简单的形

态测量（例如线性或面积维度）的定量改变也提

示存在神经毒性[10,13]。如果有多个检测终点同时受

到影响，那么结果更可信[14]。有效的形态测量评价

的根本前提是所有动物的切片必须高度一致，这

要求技术人员能够确定包埋组织或未染色切片的关

键神经解剖结构。测量方法的选择取决于诸如监管

指南、尺寸的生物相关性、测量捕获的可靠性以及

病理学家和良好评价程序等因素。尽管与简单的形

态测量相比，体视学计数是潜在的更加敏感的DNT

评价参数，但选择的神经细胞群的体视学计数不适

用于常规DNT筛选研究，因为它们需要更多的时间

来收集，且不能检测出常见的DNT非细胞指数的改

变，如白质髓鞘缺陷、突触数目减少和/或树突状

分支减少等[13-15]。

3.2  成年啮齿类动物和非啮齿类动物神经组织取材

虽然啮齿类动物和非啮齿类哺乳动物之间

的结构和功能存在明显差异，但对所有实验动物

应该常规选择相同的神经解剖学部位进行病理学

检查。美国国家毒理学计划（National Toxicology 

Program，NTP）首次采用的改进方法中的说明，

适合一般毒性研究中神经病理学分析的神经组织

取样程序是修取7个啮齿类动物冠状脑切面[16]。传

统的啮齿类动物脑取样仅选用了3个冠状切面[17]，

NTP 7个切面法包括易受毒性影响的关键神经解剖

区域如尾部下丘，与神经退行性病变相关的区域如

帕金森病的黑质，以及与神经行为学、神经化学和

神经生理学终点相关的区域。总之，7个切面包括

代表了啮齿类动物脑中认知、学习和记忆、运动、

感觉、成瘾、抑郁和内稳态神经元电路的约50个

特定神经解剖区域[18]。在一般毒性筛选中常规使用

NTP的7个切面取样法的基础上扩大取样将减少遗

漏微小变化甚至主要病变的可能性，特别是常规的

修块方案中没有的部位（例如尾部下丘[19]）。

非哺乳类动物（狗，非人类灵长类动物）的

常规显微镜评价通常评价1个半球即半切片的冠状

定位的6个样本。单边评价是因为双边结构通常对

潜在的神经毒物表现出相同的敏感性。当然，如果

条件允许应该检查双侧大脑。除了相对于啮齿类动

物较小的非啮齿类动物嗅球区域，要评价的非啮齿

类动物脑区域应包括啮齿类动物中评价的所有主要

结构/区域[20]。一般来说，在啮齿类动物毒性研究

中常规的神经病理学检查应当包含嗅球，因为在这

些物种中嗅觉是重要的部位，发生嗅觉的区域由占

脑重量7％的脑实质[21]。尽管如此，关于是否评价

嗅球应由委托方自行决定。

除了脑取样外，神经毒性的综合分析还需要
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对其它的神经器官如脊髓颈部、胸部和腰椎节段，

背根神经节特别是与主要的神经干相关的脊髓和体

神经 （至少包括坐骨神经干）进行取样[18]。更加

优选的实验方案还需对额外的躯体神经取样以达到

不同的目的，这取决于物种，例如腓肠神经在非人

灵长类动物和人中仅携带感觉纤维，但在啮齿类动

物中含有运动和感觉纤维。尽管本质上是非系统性

的，但是自主神经节和神经通常可以在其他器官和

组织内进行评价。

许多兽医神经解剖学和兽医神经病学专著中

提供了将生命功能与特定大脑区域相关联的描述

和直观表示[22]。以类似的方式，有注释的神经解剖

学图谱可用于多动物种属非临床毒性研究的神经

病理学中定位需要评价的脑区域。最近的文章中

已经定义了应该在一系列脑切面中评价的主要神

经解剖区域即啮齿类动物的7个冠状切面和非啮齿

类动物的6个冠状半切面。脊髓的结构/功能相关性

也已经被界定。参与非临床研究神经病理学分析

的病理学家也应该了解跨物种数据转化的一些资

料。将来，那些通过常规组织病理学评价的病变

也可通过非侵入性或微创方法进行补充。在非临

床研究中，采用的主要方式包括无创成像平台，

如磁共振显微镜（magnetic resonance microscopy，

MRM），正电子发射断层扫描（positron emission 

tomography，PET）或超声生物显微镜（ultrasound 

biomicroscopy，UBM）。非临床神经毒性评价中，

额外的成像可能使我们在脑修块之前和/或更长研

究（PET，UBM）中通过体内逐渐跟踪发现脆弱细

胞群中的微小损伤。另外，数字化成像可以自动定

量采集线性、面积或体积数据，但将这些信息用于

评价人类的风险性以及将这样的成像技术广泛的

推广到转化神经科学中还需要经过仔细的验证。

随着时间的推移，开发微创技术用于获取中枢神

经系统的少量液体样本或组织样本用于检测新的

神经毒性核酸或蛋白质生物标志物十分重要。目

前，常规使用的神经标本不能用于预测转化分子

生物标志物 [23-24]。

3.3   DNT神经病理学分析的最佳固定程序

根据动物的年龄，推荐不同的最佳固定方法

用于神经系统的保存。EPA和OECD指南要求对成

年动物进行全身灌注固定。EPA DNT指南建议通

过浸入固定保存PND 11的神经系统，而OECD DNT 

426和EOGRTS 433指南允许通过浸入或灌注固定。

STP 的“最佳操作”建议DNT神经病理学评价在

PND 22和PND 70进行灌注固定，以最佳保存神经

系统，并减少解剖和固定过程中破坏细胞特征的人

为假象的出现，或增加脑尺寸的个体间变异性。

主要通过定性手段（即组织病理学）而不是

定量手段（例如线性形态测定分析）分析PND 11

脑时，采用浸入式固定可以很好的保持脑的解剖结

构。因为，PND 11大脑较小且无髓鞘，因此，浸

入到标准的固定剂中可有效穿透脑组织。PND 11

幼犬可以采用灌注固定，但输注压力必须严格控制

并保持在收缩血压约100mmHg的较低范围，以防

止软脑组织的血管破裂和人为扭曲[6,10]。

3.4   神经组织的包埋和切片

OECD关于DNT和EOGRTS实验指南中要求，

为了准确的进行形态测定分析，所有剂量水平的脑

组织应该同时包埋入合适的介质中，以避免出现因

固定剂的长期储存产生的皱缩假象。EPA DNT指南

规定中枢神经系统（central nervous system，CNS）

和周围神经系统（peripheral nervous system，PNS）

的组织应分别被包埋入石蜡和塑料中。在DNT研究

中，PNS（包括背根神经节）和脊髓的系统分析通

常集中在评价成年动物（PND 70）的结构。

选择用于包埋PNS的塑料需要平衡组织分辨率

和实用性。选择硬塑料如环氧树脂可以很好的提高

轴突和髓鞘特征的分辨率，尤其通过锇后固定还能

增强这样的效果，这是详细评价髓磷脂结构所必不

可少的技术，难点是硬塑料难以切片，限制了每只

动物处理和评价的样本数量，通常为1或2个神经和

每个脊髓段颈部，胸部和腰部各1个背根神经节。

使用易于切片的软塑料如甲基丙烯酸酯可以在单个

块内评价更多数量的背根神经节和脊神经，但不能

像在单个石腊块中那样包埋许多组织。有经验的病

理学家认为在没有锇增强的情况下，嵌入软塑料中

的PNS（神经/神经节）特征的分辨率相对于石蜡包

埋没有明显改善。锇后固定并包埋在树脂/硬塑料

中的神经横截面确实比石蜡包埋组织有本质性的改

善。如果因为费用等原因不能开展树脂包埋，则需

要进行横截面检查的神经样品可能被渗透并包埋在

石蜡中。由于神经纤维的重叠，进行纵切面评价的

神经样本通常不会被渗透，并且由锇后固定产生的

黑色髓鞘掩盖了许多细胞结构特征。
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对于CNS和PNS组织，需要权衡所有剂量组样

本包埋处理时所涉及的所有方面。因此，实际中，

每一个组织处理周期应包括来自每个剂量组的随机

选择的包埋盒，而不局限于一个剂量组的包埋盒，

例如不能将所有对照组的脑组织在一个周期中处

理，而高剂量组的脑组织放在另一个周期处理。该

策略将确保即使发生组织处理误差，也不会产生系

统的偏差。

导致人为差异的另一个程序因素与组织学技术

人员操作的一致性有关。理想的做法是让一个组织

学技术人员包埋和切片指定脑平面的所有脑块。这

个策略将大大减少部分切面上的差异，从而提高切

面之间的一致性程度。然而即使接受相同SOP培训

的个人也会发生微小的差异。如果在单次研究中有

多人参与制备脑切面，那么技术人员可能被分配专

门处理一个性别脑块的工作，因为神经病理学发现

中的性别差异通常比风险性评价中的剂量依赖性差

异更小。类似，如果需要进行性别之间的脑比较，

那么由同一技术人员同时处理雄性和雌性的指定脑

平面的脑块，以确保组织处理条件的等效性 [25]。

啮齿类动物DNT研究中对所有剂量组的脑组织

处理环节应一直持续到切片保存在载玻片上。经过

一段时间，诸如技术人员或其它实验因素如更换新

的切片机，切片机叶片的角度变化，波动的水浴条

件等都可能出现变化，而这些因素中的任何变化都

可能造成早期处理的组织（对照和高剂量组）和后

期处理的组织（中、低剂量组）之间出现形态测量

的偏差。但分析之前同时处理4个剂量组脑组织的

缺点是切片的成本可能会增加。例如当监管机构要

求对中、低剂量组进行形态测量时可能已经是完成

对照组和高剂量组评价之后的两年了，在此期间实

验室工作人员、设备和程序都可能发生变化。

进一步考虑在前期就对所有剂量组同时进行

定量形态测量分析的原因包括以下情况：（1）在

DNT或EOGRTS研究中，已经获得了行为异常的证

据；（2）在先前相同类型受试物的研究中，已经

发现行为异常或神经病理学损伤的证据；（3）在

低剂量水平下检测到最低可见的副反应水平可能

影响风险性评价。即使病理学家将测量中的数值

差异归因于高剂量组和对照组之间的延迟处理，

或认为这些差异并无统计学意义，那么如果有DNT

实验或其它研究表明存在供试品引起的CNS效应的

证据，则监管机构还是可能要求评价低剂量组和

中剂量组。

4   DNT神经病理学评价结果的解释
在多数成年动物神经毒性研究中，病理学分

析的重点是检测细胞变性的存在如神经元坏死及对

其的反应如星形胶质细胞或小胶质细胞反应，轴突

反应如分裂或肿胀/球体形成、炎症和/或脱髓鞘。

然而，在DNT研究中，未成熟的神经系统通常很少

表现出急性神经元坏死的迹象，而是仅产生最小的

胶质细胞反应。因此，进行DNT研究的病理学家将

需要着重解释可能影响指定脑区域内程序性细胞死

亡、细胞迁移、总细胞数量和末端细胞分化的先前

事件的结果。一般来说，DNT研究中更加典型的脑

损伤通常包括改变区域轮廓或大小（反映细胞数量

的变化）、神经元异位（由于异常或不完全迁移）

和/或受损的髓鞘形成（与延迟发育或少突胶质细

胞生理学畸变相关）。通常，这些变化来自先前的

损伤，之后是一定程度的代偿性修复[26]。暴露于潜

在神经毒物后，发育中的动物神经系统存在一个

或多个结构性病变，说明可能存在DNT风险。想要

对具有潜在DNT倾向的研究得出确切的结论必须依

靠综合策略即“证据权重”， 脑、脊髓或周围神

经的解剖学损伤代表了一部分分析结果。创建一个

决策树将明确的、可能的和模糊的发育神经毒性证

据进行分类，这是病理学家和毒理学家在解释DNT

神经病理学评价中所观察到的任何结构变化的重要

工具[13]。一些机构进一步强调这种综合分析方法，

列出清单指出可能存在DNT风险的各种变化类别。

使用这样的决策树和工作表简化了评价实验数据集

中与供试品相关发现的潜在生物相关性，同时加强

了DNT风险评价决策需要灵活的证据权重策略，而

不是理论上应用潜在的任意标准，例如单次线性形

态测量中剂量组之间统计学上具有显著的5％的差

异。一般来说，作者认为潜在DNT的明确证据或者

是通过快速定性评价识别药物引起的明显的神经解

剖学病变，或者通过形态测量以及可证实的神经行

为功能障碍识别药物引起的异常。重要的是影响形

态测量必然涉及更复杂的模式，而非仅在一个时间

点观察到单一的显著不同。相反，作者确定DNT效

应的剂量依赖性形态学改变的模式包括一次或更多

次测量中存在的畸变：（1）在PND 22和PND 70都

对动物产生影响，尤其对成年动物影响更大时；
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（2）或者改变发生于PND 70的两种性别中。

5   结论及展望
过去的三十年，病理学家和监管机构应用标准

的DNT研究方法对发育中的大脑、脊髓和周围神经

系统进行神经毒性风险性评价，结合“最佳操作”

进行神经病理学评价使得机构和地区之间的做法趋

于一致[6,10-11]。然而，仍然存在一些技术限制和未

解答的问题。本文通过总结指导原则以及神经病理

学家的实际经验旨在解决DNT神经病理学评价中相

关的一些争议问题，以实现更标准化的DNT研究。

为了进一步改进DNT神经病理学评价，还需

要在以下几个领域展开进一步探讨。第一，目前

采用的先处理对照组和高剂量组，再处理中、低

剂量组的做法与早期同时处理所有剂量组的做法

相比，势必会引起更大的偏差及更多的假阳性结

果。第二，使用相同的切片比较几个病理学家之

间多种测量的可重复性，以进一步完善用于风险

性评价的最佳线性形态测量方法。第三，将非侵

入性成像方法作为研究手段以替代常规的形态测

量方法。最后，当我们试图对潜在的DNT作出评价

时，多个DNT神经病理学数据与相应的神经行为学

数据的综合分析可以为病理学家和毒理学家解释

解剖损伤和行为异常之间的相关性提供更多的证

据。总之，病理学家的全程参与和努力对成功完

成DNT风险性评价至关重要。
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