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［摘要］ 药物的非临床发育神经毒性(Developmental neurotoxicity，DNT) 研究是药物非临床安全性评

价的重要组成部分，通常与生殖发育毒性(Developmental And Ｒeproductive Toxicity，DAＲT) 研究相结合。由

于大分子生物技术药物多具有高度的种属特异性，在大鼠和兔体内不能或较少产生药理学应答，因此生物技

术药物在评价 DAＲT 时往往使用与人类更为接近的非人灵长类动物(Non-human Primates，NHPs)。非人灵

长类动物的生理特征与人类高度类似，行为高度进化，具有高级的解决问题的能力及复杂的社会关系，因此

特别适合用于生物技术药物的非临床 DNT 研究。本文综述了非人灵长类动物的发育神经毒性评价方法，为

评价非人灵长类的神经行为学提供了概况，以期更好的研究药物的发育神经毒性。
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Evaluation methods for developmental neurotoxicity of nonhuman primates
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［Abstract］ The study for nonclinical developmental neurotoxicity (DNT) of drugs is an important part of
the nonclinical safety evaluation． It is often combined with the study of developmental and reproductive toxicity
(DAＲT) ． Most biopharmaceuticals are highly species-specific and can not interact with rats or rabbits，while non-
human primates are more similar to humans． Thus，non-human primates are preferred in DAＲT evaluation of biop-
harmaceuticals． The physiological characteristics of non-human primates are highly similar to humans，and the be-
havioral repertoire of non-human primates is highly evolved，for example，advanced problem-solving capabilities
and complex social relationships． This similarity makes non-human primates valuable animal models for DNT studies．
This review described tests designed to study developmental neurotoxicity of non-human primates，providing a rough
framework of non-human primate neurobehavioral，in order to study developmental neurotoxicity of drugs better．

［Key words］ developmental neurotoxicity; non-human primates; neurobehavioral; evaluation methods; tests

发 育 神 经 毒 性 ( developmental neurotoxicity，

DNT)是指个体在发育过程中由于暴露于神经毒性

物质而引起的神经系统结构和功能的异常改变，以

及由此导致的机体感觉、运动及各种认知功能的改

变，表现出的个体发育缺陷通常包括行为改变、智力

低下、精神失常、孤僻症等。由于人类神经系统的发

育成熟需要相当长的时间，神经元的增殖及迁移在

出生后仍在继续，且在婴儿时期突触连接仍在形成

时血脑屏障的发育很不完善，因此与成年人相比，未
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成年人更易受到神经毒性物质的影响。神经系统发

育过程中任何外来因素的干扰都可能导致永久性的

损伤，由此而导致的疾病一旦形成很难治愈，将会给

家庭和社会造成相当大的负担
［1 － 2］。因此药物的非

临床 DNT 研究一直备受关注。
药物的非临床 DNT 研究是药物非临床安全性

评价的重要组成部分，通常与生殖发育毒性(devel-
opmental and reproductive toxicity，DAＲT) 研究相结

合，在 DAＲT 试 验 中 对 仔 代 进 行 神 经 行 为 学 测

试
［3 － 4］。近年来，大分子生物技术药物的研发和应用

不断增加，由于多数生物技术药物具有高度的种属特

异性，在大鼠和兔体内不能或较少产生药理学应答，

这类药物在 DAＲT 评价时往往使用与人类更为接近

的非人灵长类动物(non-human primates，NHPs)［5］。
非人灵长类动物的生理特征与人类高度类似，

行为高度进化，具有高级的解决问题的能力及复杂

的社会关系，感觉敏感度与人类相同有时甚至高于

人类，且妊娠期、婴儿期和青少年时期相对较长，因

此非人灵长类动物特别适合用于生物技术药物的非

临床 DNT 研究
［6］。现对非人灵长类动物的发育神

经毒性评价方法综述如下。
1 单终点评价测试

单终点评价测试通常包括学习能力测试、记忆

力测试、程序控制行为测试、信息处理能力测试、成
年动物的社会行为及母-婴互动行为测试、感觉功能

测试以及视动协调能力和视觉空间定位能力测试。
其中学习能力测试和记忆力测试是最常用的单终点

评价测试项目。
1． 1 学习能力测试( learning tests)

常用的非人灵长类动物学习能力测试方法有两

种，其中 19 世纪 30 年代 Harlow［7］
发明的威斯康辛

通用测验仪(wisconsin general testing apparatus，WG-
TA)是非人灵长类动物发育神经毒性评价最常用的

方法。WGTA 是通过考察动物是否能正确摆放或选

择正确的刺激物来评价其学习能力，测试成本较低。
另一种测试方法是在计算机控制的环境中给予动物

二维测试物，如幻灯片或彩色光等。通过控制相应

的按钮或开关来记录动物的反应。这一方法实现了

对刺激呈现顺序、试验顺序和反应记录等变量的精

密电子控制，而且可同时评价受试动物的视觉、听觉

等感官功能
［8］。

非人灵长类动物的学习能力测试通常包括辨别

能力测试、逆转能力测试和概念能力测试。

1．1．1 辨别能力测试(discrimination learning tests)
辨别能力测试要求试验中至少具备 2 种不同的刺激

物，规定其中一种为正确刺激物(correct stimuli) 并

与奖励相关，另一种为错误刺激物( incorrect stimu-
li)并与奖励无关。试验过程中，随机变换“正确刺

激物”的摆放位置，直至动物能够一直准确的挑选

出正确刺激物。
简单的辨别能力测试包括颜色辨别能力测试

(color discrimination test)、形状辨别能力测试(shape
discrimination test)和图案辨别能力测试(pattern dis-
crimination test)。在此类测试中，两个刺激物仅有

一种物理特征不同，如颜色( 黑色 vs 白色)，形状

(三角形 vs 正方形)或者图案(垂直条带 vs 水平条

带)。这些简单的测试项目适用于评价 6 个月龄以

下或者具有显著认知功能障碍的动物。
空间辨别能力测试( spatial discrimination test)

难度相对较大。空间辨别能力测试通常使用两个完

全相同的刺激物，任务的解决仅与刺激物的摆放位

置有关，例如，当刺激物摆放在右边是“正确刺激”
时，动物选择摆放在左边的刺激物时则拿不到食物

奖励。反之亦然
［9］。

上述测试( 颜色，形状，图案和空间辨别测试)

都可以 通 过 改 变 刺 激 物 的 一 种 或 多 种 物 理 特 征

(physical dimension)来增加实验的难度。例如较复

杂的辨别能力测试所用的刺激物可以是颜色、形状

不同(如黑色的正方形 vs 白色的三角形)或颜色、图
案和形状均不同(如黑色水平条带正方形 vs 白色垂

直条带三角形)。动物需要学会分辨哪种为相关的

物理特征，并学会忽视无关的物理特征。
因此，辨别能力测试可通过改变其复杂性来满

足各年龄段动物的测试要求。
1． 1． 2 逆转或改变能力测试( reversal or alternation
learning tests) 当成功通过辨别能力测试后，需要

进行逆转能力测试来评价动物能否忽略已经掌握的

方法并进行新的探索。例如，通过空间辨别能力测

试后，动物已经熟知左边为正确的刺激物，此时就可

以进行空间逆转能力测试(spatial reversal test)。将

正确刺激物的位置由右边变换为左边，此时需要动

物“抑制”对左边的物体产生应答，而接受“选择右

边”这一改变
［10］。此外，也可进行颜色、形状和图案

辨别能力测试的逆转能力测试，即将测试中正确与

错误的刺激物对调
［11］。因此，掌握辨别能力是进行

逆转能力测试的前提。
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1． 1． 3 概念能力测试(concept learning tests) 概

念能力测试比前两项测试更为复杂，要求动物关注

物体的抽象特征而非直观的颜色、图案等
［12］。非人

灵长类动物的概念能力测试通常包括样本不匹配测

试(nonmatch-to-sample test)，样本匹配测试(match-
to-sample test)和异物测试(oddity test)。

进行样本不匹配测试时，需要在试验开始前给

动物展示一个预先准备好的样本物体( sample)，动

物看过样本立即拿走。然后给动物展示两个测试物

体，其中一个测试物体与样本物体类似，另一个则完

全不同。样本不匹配测试要求动物挑选出与样本物

体不同的测试物体，动物成功完成后可得到一定的

食物奖励。样本匹配测试与样本不匹配测试的方法

大体相同，只是前者要求动物挑选出与样本物体相

同的测试物体
［13］。

异物测试与样本不匹配测试非常类似，但是

难度较后者稍大。在异物测试中，每次试验时同

时给动物展示 3 个测试物体，其中有 2 个测试物体

完全相同，因此不同的那个测试物体即被视为“异

物”。动物成功挑选出“异物”后可得到一定的食

物奖励。
异物测试与样本不匹配测试或样本匹配测试最

显著的差别是试验顺序的不同。异物测试是同时给

动物展示 3 个测试物体，而样本不匹配测试及样本

匹配测试则是分 2 步进行，在动物进行选择之前先

展示样本物体，待动物观察过后再进行选择。样本

不匹配测试及样本匹配测试需要动物运用“先观察

样本，后转换思维”(“view sample，then shift”)的策

略来完成测试，而异物测试要求动物正确判断测试

物体之间的联系。
1． 2 记忆力测试(memory tests)

动物在完成学习能力测试的基础上可进一步进

行记忆能力测试，方法是在给予刺激物后，经过一定

时间间隔再给予下一个刺激物，并记录动物的应答

率。根据时间间隔的长短可分为短期记忆力测试和

长期记忆力测试。对于非人灵长类动物，大多数记

忆力测试都是通过延迟应答测试(delayed response
test)演变而来的

［14］。
延迟应答测试开始于 80 年前，是第 1 个非人灵

长类动物认知实验，该实验要求动物在拿走刺激物

后仍能做出应答反应。延迟应答测试中需要设立两

个或多个应答位置，实验人员将食物奖励放在其中

一个应答位置并向动物展示。间隔一段时间后，让

动物在应答位置上自由放置物体。如果物体放置在

有食物奖励的应答位置，则被视为正确应答，计算动

物的正确应答率从而评价其记忆力。
学习能力测试增加一定的时间间隔后可用于评

价动物的记忆力
［15］。例如，延迟空间改变测试(de-

layed spatial alternation test)与空间改变测试( spatial
alternation test)类似，区别在于前者在连续的试验之

间加入了时间间隔。动物需先记住食物奖励所在的

位置，经过一段时间间隔后仍能记住食物奖励的位

置才能顺利通过测试。时间间隔一般介于 5 ～ 40 s。
除增加时间间隔外，还可增加记忆内容来评价

动物的记忆力。样本不匹配列表长度测试 ( non-
match-to-sample list length tests) 或样本匹配列表长

度测试(match-to-sample list length tests)都是样本不

匹配测试和样本匹配测试的改良版。改良之后的不

同之处在于先给动物展示的是一系列样本物体而非

单个样本物体。此时动物必须准确记住所有样本物

体的特征才能顺利通过测试。
1． 3 程序控制行为测试 ( schedule-controlled be-
havior tests)

程序控制行为测试在神经毒理学研究中很有价

值
［16］，因为该测试不仅可以分析神经毒物引起的短

期行为学改变，还可以分析该行为学改变的连续性。
典型的程序控制行为测试包括固定间隔测试和固定

比率测试
［17］。

1． 3． 1 固定间隔测试( fixed interval (FI) test) 固

定间隔测试通过在特定的时间间隔(a specific inter-
val of time)内评价动物应答的次数来评价受试动物

的多种行为变化。特定时间间隔内的总反应率可以

揭示动物的活动性，而反应速率的变化则可反映暂

时的辨别能力( temporal discrimination)。
1． 3． 2 固定比率测试( fixed ratio (FＲ) test) 固定

比率测试中，受试动物必须做出特定次数的应答才

能获得食物奖励。该测试的特点是:试验开始阶段

动物的反应速率为零，随后达到稳定的高反应速率。
主要的评价参数包括平均暂停时间(从实验开始至

动物第一次应答的时间)，运行速率(总时间减去暂

停时间后平均每秒的应答数量) 和反应间隔( 两个

反应之间所经历的时间)。
此外，毒理学家也常将 FI 和 FＲ 测试进行结

合，这样不仅可以创造出更多复杂的测试方法，而且

也可以在同一项测试中综合评价受试动物暴露于神

经毒物后对 FI 和 FＲ 测试指标的不同敏感性。
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1． 4 信息处理能力测试 ( information processing
tests)

对于非人灵长类，反应时间测试( reaction time
test)是最常用的信息处理能力测试，主要用来评价

动物处理信息的速度和准确度。利用该测试可以区

分动物的认知决策时间( cognitive decision time) 和

动作 /响应时间(movement / response time)。人类的

研究表明动物在特定反应时间测试中的表现与智力

和解决问题的能力有关，而且测试评分可能反映了

中枢处理速度和神经完整性。此外，该测试通常用

来探测人类工作环境中的神经毒性迹象
［18］。因此，

当处理该测试的结果时，可以应用类比方法将动物

实验数据外推到人，有助于降低评估风险。
1． 5 成年动物的社会行为及母-婴互动行为测试

(adult social behavior and mother-infant interac-
tions tests)

动物之间社会互动行为的评价有助于解释神经

毒物是如何影响正常的行为模式。目前试验用的非

人灵长类几乎都是单笼饲养，极少群居饲养，这一现

状阻碍了成年动物社会行为的评价。鉴于此，新的

政府指导方针要求为试验动物提供社交时间，以利

用这些社交时间来研究动物的气质特征，如攻击性

以及友好行为模式。
对于实验室中的非人灵长类，母-婴互动行为测

试主要研究母体和婴儿在笼子里的互动行为。母

体-婴儿的互动行为可分为以下 3 类:社会接触行为

(social contact behaviors)，社会互动行为( social in-
teraction behaviors)和非社会性的行为(nonsocial be-
haviors)。测试时，观察者在预先确定的观察时间段

内对每对母体-婴儿的互动行为进行评分和分类。
此外，化学物的暴露不仅可能改变母体正常照

顾子代的积极性和能力，而且可能导致仔代行为学

改变使得母体照料子代的难度增大。母体和婴儿间

缺乏正常的社会关系可能会长期干扰仔代正常行为

学的发展。因此，少数研究者也研究了化学物暴露

对母体照料行为的影响。
1． 6 感觉功能测试 (sensory function tests)

非人灵长类的感觉功能测试可以较好的评价神

经毒物对中枢神经系统可能造成的损伤，而且也能

比较准确的评价动物的视觉和听觉等感觉功能。
非人灵长类与人类的视力差不多，而且视觉是二

者的主要感觉形态。非人灵长类的视觉功能测试通

常在自动化仪器设备中进行，主要的评价参数是视觉

敏度(visual acuity)，即考察动物能否看到物体。
听觉功能测试是感觉功能测试的另一个重要内

容。纯音听力测试( tests of pure tone auditory detec-
tion)是常用的听觉功能测试。用于非人灵长类测

试的音频通常介于 125 和 31 500 Hz 之间，纯音听力

测试可以利用信号检测模式来评价受试动物的听力

阈值和震动灵敏度，此外也可以评价动物的躯体感

觉阈值
［19］。

1． 7 视觉-运动协调能力和视觉空间的定位能力测

试(visual-motor coordination and visuospatial ori-
entation tests)

这类测试中具有代表性的是拾物试验(pick-up
test)［20］。该测试可以快速而准确的定量评价动物

的视动(眼-手)协调能力。该测试使用的刺激呈现

板上有多个不同深度的树脂玻璃孔(plexiglas wells
of varying depths)，玻璃孔中有测试者事先放入的食

物奖励。这一测试通过记录受试动物从玻璃孔中获

取食物奖励所需要的时间以及动作的准确性来评价

动物的视觉-运动协调能力和视觉空间定位能力。
2 多终点评价测试

多种点评价测试通常包括美国国家毒理学研究

中心的行为学组合测试和非人灵长类动物出生后

12 个月内的行为学组合测试。
2． 1 美国国家毒理学研究中心(national center for
toxicological research，NCTＲ) 行 为 学 组 合 测 试

(NCTＲ operant test battery)

NCTＲ 行为学组合测试由 NCTＲ 设计，用于评

价非人灵长类和儿童神经行为学
［21］。该测试结合

了自动化技术、标准学习能力测试和程序控制行为

测试等，因此能够更准确地评价神经毒物对动物或

人类的影响。研究表明，在该行为学组合测试中，恒

河猴的表现与儿童没有区别。这套测试项目包含以

下几部分:增量重复采集测试( incremental repeated
acquisition，IＲA)、条 件 位 置 反 应 测 试 ( conditioned
position responding，CPＲ)、逐行比率测试(progressive
ratio，PＲ)、延迟样本匹配测试(delayed matching-to-
sample，DMTS) 和时间响应区别测试 ( temporal re-
sponse differentiation，TＲD)。以上测试评价的侧重

点各有不同:IＲA 测试用来研究动物的整体学习能

力;CPＲ 测试主要关注动物对颜色和位置的辨别学

习能力;PＲ 测试用于衡量动物的积极性;DMTS 测

试用来评价动物的短期记忆力和注意力;而 TＲD 测

试则主要反映受试动物的时间知觉
［22］。
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2． 2 非人灵长类动物出生后 12 个月内的行为学组

合测 试 ( behavioral tests battery of NHPs from
birth to 12 months of age)

由于非人灵长类出生前后的变量会对其行为发

育产生重要的影响，因此 12 月龄以内的婴儿的行为

发育一直备受人们的关注
［23］。非人灵长类与人类

相似，两者在婴儿时期都不能说话( 缺乏语言)，运

动技能发育不完善，且都需要经历一段较长的婴儿

时期
［24］，因此评价 12 月龄内的婴儿的行为测试大

部分改编自人类婴儿的评价方法。
根据非人灵长类的年龄顺序，简要介绍以下行

为学测试方法。
2． 2． 1 新 生 儿 评 估 测 试 ( simian newborn assess-
ment) 新生儿评估测试由 Apgar 设计的人类婴儿

测试方法改编而来，主要用来评价新生儿在分娩时

的身体完整性
［25］。该测试利用 0 － 2 的数值评分，

分别评价婴儿出生后 5 和 10 min 的呼吸率、视觉、
肌张力、心率和觉醒(arousal)。
2． 2． 2 新生儿行为评估量表( the simian neonatal
behavioral assessment scale) 新生儿行为评估量表

由人类巴氏新生儿行为评估量表改编而来，主要用

于评价出生后 d 1 的新生儿行为学
［26］。该评估量表

通过对受试动物的各类反射，如吮吸反射，眨眼反

射、翻正反射以及扣力和抓握力等进行评分来评价

新生儿的行为变化。此外，同人类的测试过程一样，

试验过程中还需记录动物的应激性和可安慰性等状

态变量，并把这些变量作为整体应答质量。
2． 2． 3 运动功能发育评价测试( tests of motor mile-
stones) 运动功能发育评价测试主要用于评价非人

灵长类出生后前 6 个月内的运动功能和社交功能的

发展。测试中，测试者将不同性别的动物放在配有

斜坡、椅子和架子的游戏室后观察并记录动物的行

为变化。测试者除了要记录动物第 1 次出现某种特

定行为(specific behavioral milestones)的日期和运动

方面的进展，此外，还需记录动物在社交方面的进

展，如各种面部表情和声音信号等。
3 结语

本文涉及的测试方法为评价非人灵长类的神经

行为学提供了一个大概框架，这将有助于毒理学家

研究受试物的发育神经毒性。具体测试方法的选择

应该根据受试物的理化性质、暴露时间，暴露剂量，

暴露途径以及受试动物的具体年龄来选择。非人灵

长类与人类具有相近的进化历史，是一类非常难得

的动物的资源，因此，在设计非人灵长类的动物试验

时应该更加谨慎。通过观察这非人灵长类的行为

学，将会指导我们更好的评价神经毒物暴露所导致

的重要的、频繁的、精细的神经行为学改变。
药物的非临床 DNT 是一个不断发展完善的研

究领域，非人灵长类的发育神经毒理学评价方法也

将不断完善，并促进药物非临床 DNT 研究领域的发

展。这也将更好地指导药物的研发。
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作用并对其进行优化，在最优条件下，即在丙酸钠、
L-异亮氨酸、L 甲硫氨酸浓度分别为 0． 95 g·L －1、
15. 18 mg·L －1、29． 32 mg·L －1

时，埃博霉素 B 产量可

达到 49． 37 mg·L －1，比优化前提高了 38． 29%。同

时回归方程所得到的最大预测值与验证值接近，说

明回归方程能较真实地反映各重要因素的影响，建

立的模型与实际情况比较吻合，说明本研究设计有

效可行。
迄今，与埃博霉素生物合成途径报道的相关内容

较少，相关报道有韩莉莉等
［10］

在发酵培养基中添加

丙酸钠，研究了不同浓度的丙酸钠对埃博霉素产量的

影响，丙酸钠的最佳添加浓度为 6． 25 mmol·L －1。李

越中等
［3］

研究了不同氨基酸和碳代谢物的添加对

埃博霉素产量的影响，结果表明氨基酸混合物能够

提高埃博霉素的产量。埃博霉素的具体的生物合成

代谢途径尚不清楚，基于已知的代谢途径，找出对微

生物合成埃博霉素 B 具有重要影响的前体物质及

其他物质并确定其最佳浓度对埃博霉素 B 的高产、
稳产具有重要意义。
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