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摘要   目的：应用 SD 大鼠神经干细胞评价药物的神经毒性，为新药早期筛选和临床前安全性评价提供体

外替代方法。方法：体外培养 SD 大鼠神经干细胞，传代后得到稳定的第二代神经球。以已知具有神经

毒性的长春新碱、顺铂、瑞芬太尼、丙泊酚注射液、丙戊酸钠、苯妥英钠、丙烯酰胺、乙醇、氧化铁纳

米粒子作为神经毒性阳性物质，以培养基作为神经毒性空白对照品；以没有神经毒性且具有促进神经细

胞生长的神经生长因子作为检测模型的敏感性；以验证 SD 大鼠神经干细胞模型对神经毒性药物的检出

能力。结果：长春新碱、顺铂、丙泊酚注射液、苯妥英钠、丙烯酰胺、氧化铁纳米粒子可引起全部或部

分神经球解离破碎，神经干细胞坏死。顺铂、丙戊酸钠和苯妥英钠可见显著性的抑制神经球聚集。长春

新碱、顺铂、瑞芬太尼、氧化铁纳米粒子、丙泊酚注射液、丙戊酸钠、苯妥英钠、丙烯酰胺、乙醇均表

现剂量相关性的神经干细胞增殖毒性作用。神经生长因子可见促进神经球聚集及神经干细胞增殖。结论：

本文以 SD 大鼠神经干细胞模型，以神经干细胞体外生长发育指标，验证了已知神经毒性抗肿瘤药物、

麻醉剂、抗癫痫药物等的神经毒性特征。评价结果与这些药物已知的神经毒性作用特点一致，该评价方

法可作为药物神经毒性临床前安全性评价研究的体外替代试验。
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Abstract   Objective:   To evaluate drug neurotoxicity by using SD rat neural stem cell and to provide an in vitro 
alternative method for the early screening and preclinical safety evaluation of new drugs. Methods: SD rat neural 
stem cells were cultured in vitro and the stable second generation of neurospheres was obtained by subculture of 
cells. Vincristine, cisplatin, remifentanil, propofol, sodium valproate, phenytoin, acrylamide, ethanol, and iron-
oxide nanoparticles with known neurotoxicity were used as positive substances. Cell medium was used as a 
neurotoxicity negative control. Nerve growth factor (NGF) that is non-neurotoxic but can promote the growth of 
neural stem cell was used to detect the sensitivity of the model and to verify the capacity of the SD rat neural stem 
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cell model to detect the neurotoxicity in the drug. Results: Vincristine, cisplatin, propofol, phenytoin, acrylamide 
and iron-oxide nanoparticles could cause disintegration of all or part of neurospheres, indicating necrosis of 
neural stem cells. Cisplatin, sodium valproate and phenytoin had a significant inhibitory effect on the neurosphere 
aggregation. Vincristine, cisplatin, remifentanil, iron-oxide nanoparticles, propofol, sodium valproate, phenytoin, 
acrylamide and ethanol showed dose-related proliferation and cell toxicity effect of neural stem cells. NGF is 
found to promote neurosphere aggregation and the proliferation of neural stem cells. Conclusion: In this study, 
the neurotoxicity of several antitumor drugs, anesthetics, and antiepileptic drugs with neurotoxicity was verified 
with SD rat neural stem cells as model and growth and development of neural stem cells in vitro as indicators. The 
results were consistent with the neurotoxicity characteristics of these drugs, indicating the method can be used as 
an alternative method in vitro for preclinical safety evaluation of drug neurotoxicity.
Keywords:   neurotoxicity; neural stem cells; neurosphere aggregation; proliferation toxicity; in vitro alternative 
method

神经毒性是新药及先导化合物早期筛选和临

床前安全性评价的重要组成部分。传统的神经毒性

评价试验主要采用大鼠功能观察组合试验以及组织

病理学检查方法[1,2]，缺点是需要使用大量的实验动

物，周期长，费用高，结果判断主观性强[3]。近年

来，随着国际上动物试验的“3R”原则要求以及各

种体外细胞培养技术的发展[4]，可以实现从细胞结

构和功能改变的多指标筛选和评价药物引起的神经

毒性，其优势在于可实现高通量高内涵筛选[5]，并

从作用机制上解释和评价药物的神经毒性作用。

神经系统体外研究的细胞模型包括细胞系[6]、

原代培养细胞[7]以及干细胞模型[8]。神经干细胞可

分化为中枢神经系统的三种主要细胞，包括神经

元、星形胶质细胞和少突胶质细胞；其增殖性和

多能性为预测药物毒性和体内代谢作用提供了丰

富的资源[9]。然而单一的体外细胞模型并不能完全

评价所有神经毒物的毒性靶点，因此，选择相应

的细胞模型和评价指标评价特定类型神经毒物的

神经毒性。

在神经毒性评价方面，OECD提出了综合测试

和评估方法[10]，试图从各种神经细胞模型获得数

据、通过验证和综合评估后用于药品监管[11]。本研

究利用体外培养SD大鼠神经干细胞。选用已知具

有神经毒性的抗肿瘤药长春新碱、顺铂；选用具有

发育神经毒性作用的抗癫痫药丙戊酸钠、苯妥英

钠；选用具有神经毒性和发育神经毒性的化合物乙

醇、丙烯酰胺；选用具有神经毒性的麻醉剂丙泊

酚、瑞芬太尼；选用具有神经毒性的纳米制剂氧化

铁纳米粒子[12]；检测SD大鼠神经干细胞对神经毒

性的检出能力。选用可促进神经干细胞生长的神经

生长因子[13]以检测该模型的敏感性。通过检测对神

经干细胞球聚集的抑制作用以及对神经干细胞的增

殖毒性作用；评价药物的神经毒性和发育神经毒

性，以期为新药早期筛选和神经毒性的临床前安全

性评价提供有效的体外替代方法。

1   实验材料
1.1   实验动物

怀孕14～14.5 d SD大鼠，1只。购自北京维通

利华实验动物技术有限公司。

1.2   主要试剂和试剂盒

O r i C e l l T M  S D 大 鼠 神 经 干 细 胞 完 全 培 养

基（100 mL每瓶，RASNF-01001，赛业生物

科技）；Anti-Nestin Antibody（100μg，Lot. 

No.2780475，Millipore）；Goat pAb to Ms IgG

（Cy3）（0.5mg·mL-1，Lot. No.GR251063-6，

A b c a m ） ； 胎 牛 血 清 （ 5 0 0  m L 每 瓶 ， L o t . 

No.1565565，Gibco）；D-Hanks液（500 mL每瓶，

Lot. No.8115074，Invitrogen）；胰酶-EDTA（100 

mL每瓶，Lot. No.20141211，北京北科慧宇实验器

材有限公司）；CollagenⅠRat Tail（100 mL每瓶，

Lot. No.1834231，Gibco）；Click-iT® EdU Alexa 

Fluor® 488 Flow Cytometry Assay Kit（50 assays）

（Lot. No. 1711804，Thermo Fisher）。

1.3   受试物

1.3.1   检测组

注射用硫酸长春新碱（简称，长春新碱）
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（1 mg，Lot. No.1405V1，深圳万乐药业有限公

司）；注射用顺铂冻干型（每瓶10 mg，Lot. No. 

H20023460，齐鲁制药有限公司）；瑞芬太尼（每

瓶20 mg，171260-200601，中检院标准物质）；氧

化铁纳米粒子（10 mL，直径5 nm的磁性纳米颗粒

溶液，胺官能化的，1 mg·mL-1 Fe，在H2O中的分

散体，MKBR2641V，Sigma）；丙泊酚注射液（10 

mL，0.1g，Lot. No.H20040079，四川国瑞药业有限

责任公司）；丙戊酸钠（50 mg，Lot. No.100963-

201302，中检院标准物质）；苯妥英钠（50 mg，

Lot. No.100210-201303，中检院标准物质）；丙

烯酰胺（1 mg·mL-1，Lot. No.20150427，国药集

团化学试剂有限公司）；乙醇（纯度100%，Lot. 

No.20150917，国药集团化学试剂有限公司）。

1.3.2   对照组

空白对照组（SD大鼠神经干细胞完全培养

基）；神经生长因子组（20 μg，Lot. No.GF028，

Millipore）。

1.4   主要仪器设备

实体显微镜（型号：MZ APO，厂家LEICA；

灯型号：LG-PS2；厂家OLYMPUS）；倒置显微

镜（型号：CKX31；厂家：日本OLYMPUS）；

倒 置 荧 光 显 微 镜 （ 型 号 ： I X 7 1 ； 厂 家 ： 日 本

OLYMPUS）；光学显微镜（型号：BX-51；

厂 家 ： O L Y M P U S ） ； 超 净 工 作 台 （ 型 号 ：

BCN1360B，厂家：北京东联哈尔仪器制造有限公

司）；CO2培养箱（型号：10-0221；厂家：日本

R.K.J）；高速冷冻离心机（型号：H-500FRS，

厂家：日本KOKUSAN）；CCD显微成像系统（型

号：DP73-ST-SET；厂家：OLYMPUS）；Cell Sens 

standard分析软件（厂家：OLYMPUS）；流式细胞

仪（型号：FACS Calibur；厂家：BD公司）。

2   试验方法
2.1   SD大鼠神经干细胞培养

怀孕14～14.5 d；SD大鼠经异氟烷麻醉后，剖

开腹腔，完全放血，连同胎盘和胎膜摘取双侧胚

胎组织，置于75%乙醇溶液中浸泡消毒10 min。置

于无菌操作台中，剥离胎膜和胎盘，将完整的胚

胎移入D-Hanks液中，清洗2～3遍，在体视显微

镜下剥离胚胎脑部皮肤、颅骨、脑膜肉眼清楚可

见的大血管后取出全脑，置于冰板上的D-Hanks

液中。脑组织剪碎后，加入0.25%胰酶-EDTA ，

置37℃ 5% CO2温箱中消化15 min，用含10%胎牛

血清的DMEM/F12培养基终止消化。将消化好的脑

组织吹打成单细胞悬液，于200目筛网过滤，1000 

rpm·min-1离心5 min，弃上清液，用1 mL SD大鼠

神经干细胞完全培养基洗细胞2次，加入适量SD大

鼠神经干细胞完全培养基后吹打成单细胞悬液，细

胞计数并调整密度为5×105·mL-1，接种于细胞培

养瓶中。将神经干细胞置于37℃ 5% CO2温箱中培

养3～4 d，神经干细胞开始聚集成神经球，采取半

数换液法继续培养3～4 d。神经干细胞传代：将形

成一定大小的神经球培养液离心，1000 rpm·min-1

离心5 min，沉淀物重悬后，反复吹打成单细胞悬

液，再继续于新的SD大鼠神经干细胞完全培养基

中培养1代。此时，形成的第2代神经干细胞球生长

稳定，可应用于神经毒理学研究。

2.2   神经干细胞鉴定

将悬浮生长的神经球接种于包被有多聚赖氨

酸的多孔培养板中，使细胞贴壁生长。贴壁细胞

用预温的PBS洗3次；应用4%多聚甲醛在室温固

定细胞20 min；PBS洗3次；0.2%Triton X-100透化

15 min；PBS洗3次；5%羊血清封闭37℃孵育30 

min；加入1∶100稀释的一抗anti-Nestin antibody，

4℃过夜；PBS洗3次；加入1∶1000稀释的二抗Goat 

pAb to Ms IgG（Cy3），避光、室温孵育30 min；

PBS洗3次；Hoechst染核、室温避光5 min，丙三醇

封片后，倒置荧光显微镜下观察。

2.3   神经球聚集毒性试验

将第二代神经球培养3～4 d时，按照神经球密

度1×104·mL-1每孔移至96孔板中。给药分组及神

经球聚集毒性试验给药分组设计如表1所示。每孔

的培养基与药物体积之和为100 μL。同时，接种3

个相同的培养板，每个试验组设置4个复孔，分别

于给药后24 h、48 h和72 h时收集50 μL神经球培养

液，倒置显微镜下观察神经球聚集情况，采用CCD

显微成像系统和Cell Sens standard分析软件，观察

和测量每个复孔中5个视野的神经球大小。各给药

组数据均以均数±标准差（x—±s）表示，给药各组

均数均与空白对照组比较，P＜0.05表示两组比较

差异显著，P＜0.01表示两组比较差异非常显著。
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2.4   神经干细胞EdU（5-乙炔基-2'-脱氧尿苷）

增殖毒性试验

第二代神经干细胞培养4～6 d 左右再次形

成神经球，将神经球和培养基的混合液按照每孔

750μL体积接种到12孔培养板中，培养次日进行

给药。给药分组情况与神经球聚集毒性试验给药分

组设计相同。给药后的每孔溶液终体积为1 mL。

按照Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow 

Cytometry Assay Kit的操作规程进行试验：（1）应

用EdU标记神经干细胞：在超净台内进行操作，

神经干细胞在给药24 h后，每孔加入1μL的10 mM 

EdU溶液、混匀，使得10 mM EdU溶液与培养基的

稀释比例为1∶1000 （10 μM）。将加入EdU的培

养板再次放入37℃培养箱中孵育2 h。取出后采用

机械分离法将神经球打散成单细胞悬液，移入流式

管，1000 rpm·min-1离心3 min，弃上清液。（2）

固定和渗透：用3 mL 含1％胎牛血清的PBS洗涤细

胞一次，1000 rpm·min-1离心3 min，弃上清液。

向沉淀中加入100 μL Click-iT固定剂，并充分混

匀。室温下，避光孵育细胞15 min。用3 mL 含1％

胎牛血清的PBS洗涤细胞，1000 rpm·min-1离心

3 min，弃上清液。将沉淀细胞重悬于100μL Click-

iT渗透洗涤剂中，并充分混匀，孵育15 min。

（3）Click-iT反应：每个样本中加入0.5 mL的

Click-iT反应试剂，充分混匀。反应混合物在室温

下避光孵育30 min。用3 mL Click-iT渗透洗涤剂洗

涤一次，1000 rpm·min-1离心3 min，弃上清液。

加入400～500μL的Click-iT渗透洗涤剂重悬细胞，

流式细胞仪上进行分析。上机前，将较大的、没有

充分分离的神经干细胞球过滤。每份样品收集5000

个左右的细胞，用紫外发射滤光片（450/400 nm）

405 nm激发荧光检测EdU的表达。

数据均以均数±标准差（x-±s）表示，两组数

据的比较采用单因素方差分析法，设定P＜0.05为

差异显著，P＜0.01为差异非常显著。

3   结果
3.1   SD大鼠神经干细胞培养

第一代分离培养的神经干细胞，在培养7 d时

聚集成折光性较好的神经干细胞球（见图1-A）。

如果培养时间过长，神经球聚集过大，中心部分的

神经干细胞会因为缺乏营养而发生坏死，呈深色

（见图1-B），外周神经干细胞会交错成神经网络

不易在传代时将神经球吹打为单细胞悬液。本研究

中，调整神经球的培养密度为1×104·mL-1，神经

球大小均值为1500 μm2，此时的神经球在毒理学

试验中能维持较好的神经干细胞活力。当神经球贴

壁后，神经干细胞不断由中心向外生长延伸，胞体

呈多边形、较小，突触短而不明显。抗Nestin抗体

鉴定神经干细胞为阳性。如图1-C及图1-D所示。

表 1   神经球聚集毒性试验给药分组设计

受试物 空白对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

长春新碱 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

顺铂 0 ng·mL-1 100 ng·mL-1 400 ng·mL-1 1600 ng·mL-1

瑞芬太尼 0 ng·mL-1 100 ng·mL-1 400 ng·mL-1 1600 ng·mL-1

氧化铁纳米粒子 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

丙泊酚注射液 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

丙戊酸钠 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

苯妥英钠 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

丙烯酰胺 0 μg·mL-1 10 μg·mL-1 50 μg·mL-1 200 μg·mL-1

乙醇 0 mmol·L-1 50 mmol·L-1 100 mmol·L-1 200 mmol·L-1

神经生长因子 0 ng·mL-1 500 ng·mL-1
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注：A：悬浮生长的神经球（100×）； B：聚集过大的神经球中心位置细胞呈深色（100×）；

 C：神经球/神经干细胞贴壁生长（100×）； D：抗Nestin抗体标记神经干细胞呈阳性（200×）

图 1   神经球和神经干细胞形态学观察及鉴定

A

C

B

D

表 2   神经球聚集 / 毒性作用观察结果

标识  受试物名称 给药 24 h 给药 48 h 给药 72 h

A 长春新碱 部分解离破碎（l、m、h） 全部解离破碎（l、m、h） 全部解离破碎（l、m、h）

B 顺铂 球体正常（l、m）；
少数解离破碎（h）

部分解离破碎（l、m、h）
球体减小（l、m、h）

部分解离破碎（l、m、h）
球体减小（l、m、h）

C 瑞芬太尼 球体正常（l、m、h） 球体正常（l、m、h） 部分贴壁（l、m、h）

D 氧化铁纳米粒子
球体正常部分贴壁（l、m、h）

球体正常部分贴壁（l、m）
全部解离破碎（h）

部分解离破碎（l、m）；
全部解离破碎（h）

E 丙泊酚 球体正常部分贴壁（l、m）；
部分解离破碎（h）

部分解离破碎（l、m）；
全部解离破碎（h）

球体正常部分贴壁（l、m）；
全部解离破碎（h）

F 丙戊酸钠
球体正常部分贴壁（l、m、h）

球体正常部分贴壁（l、m、h）
高剂量组球体减小

球体正常部分贴壁（l、m、h），
高剂量组球体减小

3.2   神经球聚集毒性实验结果

神经球聚集毒性实验结果如表2和图2所示。

A长春新碱从给药24 h起即可引起神经球解离、破

碎、神经干细胞坏死；B顺铂具有显著的抑制神经

球生长作用；C瑞芬太尼未见明显神经球聚集毒性

作用；D氧化铁纳米粒子、E丙泊酚和H丙烯酰胺

可引起神经球解离、破碎、神经干细胞坏死； F丙

戊酸钠、G苯妥英钠具有显著的抑制神经球生长作

用。神经生长因子促进神经球聚集；I乙醇未见明

显神经球毒性作用。试验结果表明神经球聚集毒性

指标适用于评价顺铂、丙戊酸钠和苯妥英钠药物的

抑制神经球生长毒性作用；而长春新碱、氧化铁纳

米粒子、丙泊酚和丙烯酰胺的细胞毒性作用较强，

可选用检测细胞毒性的指标进行评价。
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标识  受试物名称 给药 24 h 给药 48 h 给药 72 h

G 苯妥英钠 球体正常部分贴壁（l、m）
部分解离破碎（h）

球体正常部分贴壁（l、m）；
部分解离破碎，球体减小（h）

球体正常部分贴壁（l、m）；
部分解离破碎，球体减小（h）

H 丙烯酰胺 球体正常部分贴壁（l、m）；
部分解离破碎（h）

球体正常部分贴壁（l、m）
部分解离破碎（h）

球体正常部分贴壁（l、m）；
全部解离破碎（h）

I 乙醇 球体正常（l、m、h） 球体正常（l、m、h） 球体正常（l、m、h）

K 神经生长因子 球体增大（l、m、h） 球体增大（l、m、h） 球体增大（l、m、h）

注： l 表示低剂量组， m 表示中剂量组， h 表示高剂量组。

续表 2

注：数据为均数 ± 标准差（x-±s），n=4；^ 表示与空白对照组相比有显著性差异（P ＜ 0.05）；

^^ 表示与空白对照组相比有极显著性差异（P ＜ 0.01）

图 2   神经球聚集 / 毒性试验结果显著性差异分析

3.3   神经干细胞EdU增殖毒性试验结果

神经干细胞EdU增殖毒性试验结果如图3所

示。在给药24h，A长春新碱、B顺铂、C瑞芬太

尼、D氧化铁纳米粒子、E丙泊酚、F丙戊酸钠、G

苯妥英钠、H丙烯酰胺、I乙醇均具有抑制神经干

细胞增殖作用，且呈剂量相关性。J神经生长因子

可见促进神经干细胞增殖趋势。
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注：数据为均数 ± 标准差（x-±s），n=4；* 与空白对照组相比有显著性差异（P ＜ 0.05）；

** 与空白对照组相比有极显著性差异（P ＜ 0.01）； NGF：神经生长因子。

图 3   给药 24 h 神经干细胞增殖毒性作用统计结果

4   讨论
为了在药物研发早期筛选神经毒物，国内外药

物研发企业和监管机构都试图建立一种新的检测策

略和方法，目的是能够快速、可靠、减少使用实验

动物数来评价药物的神经毒性。随着各种神经干细

胞及细胞模型的开发，可实现体外神经毒性和发育

神经毒性研究，甚至还能模拟慢性神经毒性研究[14]。

本研究中，选用几类已知具有神经毒性和发育神经

毒性的药物和化合物，利用SD大鼠神经干细胞模

型评价药物对神经球聚集、神经干细胞增殖的毒性

作用，以探讨该评价体系的适用性，以及验证评价

结果的准确性和敏感性。

神经球聚集毒性试验中，丙戊酸钠和苯妥英

钠表现为抑制神经球聚集，该检测终点可有效地评

价这两种抗癫痫药物的发育神经毒性作用，但其对

神经干细胞的存活并无影响。长春新碱、顺铂、氧

化铁纳米粒子、丙泊酚注射液、丙烯酰胺可直接引

起神经干细胞凋亡坏死，证明了其较强的神经毒性

作用。

本研究应用更加快速、灵敏和准确的EdU细胞

增殖毒性检测法评价药物对神经干细胞的增殖毒

性作用，能有效地检测处于S期的细胞百分数[15]。

在试验设定的3个时间点中给药6 h，各药物剂量组

未见明显干细胞增殖毒性。给药48 h，各种药物的

中、高剂量组增殖毒性作用较强几乎未检测出细

胞增殖率。给药24 h，则表现显著的增殖毒性剂量

效应关系，说明给药24 h即为检测药物影响神经干

细胞增殖毒性的最佳时间点。试验结果表明长春新

碱、顺铂、瑞芬太尼、氧化铁纳米粒子、丙泊酚注

射液、丙戊酸钠、苯妥英钠、丙烯酰胺、乙醇均具

有剂量相关性的增殖毒性作用。

本研究利用SD大鼠神经干细胞模型验证了10

种已知药物的神经毒性作用，结果证明这些药物影

响神经球聚集和具有神经干细胞增殖毒性；提示该

SD大鼠神经干细胞模型可作为药物神经毒性早期

筛选和临床前安全性评价。
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