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生殖毒理学研究动物模型的建立方法及应用评价
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[摘要] 生殖毒理学是指应用毒理学方法研究外来物质干扰卵子或精子生成的机制及其有害作用对后代影响的学
科，研究内容包括受试物对亲代生殖功能的损伤作用和对子代胚胎的毒性评价。人们每天会接触到各种药品、化学
品和环境污染物，这些物质是否具有生殖毒性，关乎子孙后代的健康，这就需要通过生殖毒理学研究来进行评价。
由于生殖毒性评价的特殊性和重要性，国内外相关机构出台了相应的指导原则、国家标准或行业标准，均涉及动物
实验。在生殖系统疾病研究中，目前开发出了很多研究重要生殖器官的动物模型，如睾丸和卵巢研究用动物模型。
每种模型均涉及动物的选择、方法的建立和评价指标的量化，且各有其优势和局限性，研究人员使用时要根据试验
需求和模型特点来综合考量。本文针对生殖毒理学研究中常用的生殖与发育毒性评价动物模型，包括生育力与早期
胚胎发育毒性评价大鼠模型、胚胎-胎仔发育毒性评价大鼠模型、胚胎-胎仔发育毒性评价兔模型、胚胎-胎仔发育毒
性评价小型猪模型、围产期毒性评价大鼠模型、胚胎发育毒性评价斑马鱼模型，化学药物和放射疗法诱导、自身免
疫性和卵巢切除等方式引起的卵巢毒性评价动物模型，以及化学药物和环境因素引起的睾丸毒性评价动物模型，对
这些模型的建立方法、应用范围和特点进行总结，以期为相关领域的研究应用提供参考。
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[ABSTRACT] Reproductive toxicology is a discipline that uses toxicological methods to study the 
mechanisms by which foreign substances interfere with the generation of eggs or sperm and their 
detrimental effects on offspring. Research includes evaluating the damaging effects of test substances on 
reproductive function of parents and the toxicity evaluation of offspring embryos. People are exposed to a 
wide range of drugs, chemicals and environmental pollutants on a daily basis, and determining whether 
these substances have reproductive toxicity is crucial for the health of future generations. Reproductive 
toxicology research is therefore critical. Given the specificity and importance of reproductive toxicity 
evaluation, corresponding institutions both domestically and internationally have issued guidelines, 
national standards, or industry standards, all of which involve animal experiments. In the study of 
reproductive system diseases, numerous animal models have been developed to investigate key 
reproductive organs, such as testicles and ovaries. Each model involves the selection of animals, the 
establishment of methods, and the quantification of evaluation indicators, and all have advantages and 
limitations. The choice of model should be based on experimental needs and the characteristics of the 
model. This paper summarizes commonly used animal models for reproductive and development toxicity 
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evaluation in reproductive toxicology research, including rat models for fertility and early embryonic 
development toxicity, rat models for embryo-fetal development toxicity, rabbit models for embryo-fetal 
development toxicity evaluation, minipig models for embryo-fetal development toxicity, rat models for 
perinatal toxicity, zebrafish models for embryonic development toxicity, and models for evaluating ovarian 
toxicity induced by chemical drugs, radiotherapy, autoimmunity, and ovariectomy, as well as models for 
evaluating testicular toxicity caused by chemical drugs and environmental factors. The methods for 
establishing these models, their application scope, and characteristics are reviewed in order to provide 
references for relevant research applications.
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毒理学是一种主要通过动物实验等方法，研究外

源性因素（包括化学、物理、生物因素）对生物系统

的有害作用，以预测其对人体的危害，从而为确定安

全限值并采取防治措施提供科学依据的学科。作为毒

理学的一门分支学科，生殖毒理学着重应用毒理学方

法，研究外来物质（如药物、农药、环境污染及工业

化学物质）干扰卵子或精子生成的机制及所致有害作

用对后代的影响［1］。1960年代，沙利度胺（商品名：

反应停）在上市前由于没有被充分评估其潜在的生殖

毒性，导致全球许多国家的孕妇使用后产下很多四肢

短小、形同海豹的婴儿，这就是震惊世界的“反应停

事件”［2］。经过此事件，世界各国开始重视生殖毒理

学研究，并对药物的生殖毒性进行系统性评价。

在药物开发过程中，通过哺乳动物生殖毒性试验

可以评估受试物对动物生殖功能及其子代发育过程的

影响，预测药物可能产生对生殖器官和细胞、受孕、

妊娠、分娩、哺乳等亲代生殖机能的不良影响，以及

对子代胚胎－胎儿发育、出生后发育的不良影响。生

殖毒性研究在限定临床研究受试者范围、降低临床研

究受试者和药品上市后使用人群的用药风险方面发挥

着重要作用［3］。近年来，随着中国育龄夫妇不孕不育

率的逐年提高，对生殖毒性研究的需求变得越来越迫

切。药物生殖毒性评价领域已经出台了相应的技术指

导原则，同时食品保健品的生殖毒性评价领域也颁布

了相应的国家标准，其评价方法成熟，评价指标完善。

此外，有关食品、保健品、环境污染物的生殖毒性研

究报告也越来越多［4］。
动物模型作为研究人类疾病的一个重要工具，在

探索疾病的病理机制、开发治疗药物方面发挥着极其

重要的作用。目前，生殖毒性动物模型已广泛应用于

药物、食品、保健品、环境污染物等的评价［5-6］。本

文对生殖毒理学研究中常用的动物模型建立方法、应

用范围和优缺点进行综述，以期为从事药物生殖毒性

评价和生殖系统疾病药物研发的专业人员提供有益

参考。

1　生殖与发育毒性评价动物模型

生殖与发育毒性试验是评价药物对哺乳动物生殖

系统的影响而进行的一组试验，包含对一个完整生命

周期（即从第一代受孕至下一代受孕）的观察，可以

检测即时和潜在的不良影响。根据“人用药品注册技术

要求国际协调会”（International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human 
Use，ICH）关于人用药物生殖毒性研究技术指导原

则［7］，一般评估下列阶段：（A）从交配前至受孕（成

年雄性和雌性的生殖功能、配子的发育和成熟、交配

行为、受精）；（B）从受孕至着床（成年雌性的生殖功

能、着床前发育、着床）；（C）从着床至硬腭闭合（成

年雌性的生殖功能、胚胎发育、主要器官形成）；（D）
从硬腭闭合至妊娠结束（成年雌性的生殖功能、胎仔

发育和生长、器官发育和生长）；（E）从子代出生至离

乳（分娩和哺乳、新生幼仔对宫外生活的适应性、离

乳前发育和生长）；（F）从子代离乳至性成熟（离乳后

发育和生长、适应独立生活、青春期开始和达到完全

性功能、对第二代的影响）。

在药物开发过程中，通常采用经典的三段试验方

案来评价大多数药物的生殖毒性：Ⅰ段，即生育力与

早期胚胎发育试验阶段（ A 和 B）；Ⅱ段，即胚胎-胎
仔发育试验阶段（C和D）；Ⅲ段，即围产期发育试验

阶段（C～F）。考虑到实用性、可获得性和背景历史数

据，生殖与发育毒性评价试验一般在啮齿类动物中进

行，通常选用的是大鼠、小鼠；在特殊情况下，如对

生物制品进行评价时，选用犬和非人灵长类动物。仅

胚胎-胎仔发育毒性评价试验会采用第二种非啮齿类哺
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evaluation in reproductive toxicology research, including rat models for fertility and early embryonic 
development toxicity, rat models for embryo-fetal development toxicity, rabbit models for embryo-fetal 
development toxicity evaluation, minipig models for embryo-fetal development toxicity, rat models for 
perinatal toxicity, zebrafish models for embryonic development toxicity, and models for evaluating ovarian 
toxicity induced by chemical drugs, radiotherapy, autoimmunity, and ovariectomy, as well as models for 
evaluating testicular toxicity caused by chemical drugs and environmental factors. The methods for 
establishing these models, their application scope, and characteristics are reviewed in order to provide 
references for relevant research applications.
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乳动物（兔）进行评估。当传统动物不适合致畸性试

验研究时，要根据具体情况，选择另一种可替代的动

物进行试验。目前，小型猪作为生殖毒理研究的模式

动物，应用不断增多，在胚胎-胎仔发育毒性评价试验

中，可作为替代动物［7］。2003年，美国国立卫生研究

院将斑马鱼列为大鼠与小鼠之后的第三类模式动物，

其也被广泛应用于药物的发育和胚胎毒性的研究［8］。
1.1　生育力与早期胚胎发育毒性评价大鼠模型

大鼠由于遗传背景明确、操作方便，通常被推荐

用于建立生育力与早期胚胎发育毒性评价动物模型。

建模方法：成年大鼠于交配前至少 2周开始给予受试

物，雄性大鼠给药持续整个交配期；雌性大鼠给药持

续至胚胎着床期 ［即妊娠第 6 天 （gestation day 6，
GD6），见阴栓和/或精子者为交配成功，并定义为妊娠

第 0天（GD0）］，并于GD13～GD15处死雌性大鼠。试

验期间，观察受试大鼠的外观（至少每天1次）、体重

（至少每周2次）、摄食量（至少每周1次）、动情周期，

并剖检所有亲代大鼠，保存大鼠的睾丸、附睾、卵巢、

子宫，以及肉眼观察有异常的组织器官；对雄性大鼠

进行精子计数和活力检查，对雌性大鼠统计黄体数、

着床点数、活胎数和死胎数［3，7］。
郑成成等［9］选用 SD大鼠进行了荆防颗粒浸膏的

生育力与早期胚胎发育毒性试验，将雌、雄大鼠分别

给药 2周和 4周后合笼交配，并在交配期间持续给药，

交配成功的雌鼠继续给药至GD6。试验期间，每日观

察动物的一般状态；雄鼠和未交配成功的雌鼠每周测

定 2 次体重，妊娠雌鼠于 GD0、GD3、GD6、GD9、
GD12、GD15分别测定1次体重；雌、雄鼠交配前每周

测定 1次摄食量，妊娠雌鼠于GD0、GD6、GD12分别

测定1次摄食量。给药结束后检查雄鼠的精子活动度、

数量和形态，称量睾丸、附睾、前列腺和精囊的湿重，

并计算脏器系数；妊娠雌鼠于GD15解剖检查妊娠情况

和着床数（统计活胎、死胎、吸收胎数量），称量子宫

连胎、子宫和卵巢的质量。另有研究者［10］在评价柚

皮苷对 SD大鼠生育力与早期胚胎发育毒性的研究中，

采用类似的建模方法和评价指标，只是在具体细节上

稍有区别，如：妊娠雌鼠于GD0、GD2、GD4、GD6、
GD8、GD10、GD12、GD14 分别测定 1 次体重；于

GD0、GD6、GD13分别测定1次摄食量。

1.2　胚胎-胎仔发育毒性评价动物模型
胚胎-胎仔发育毒性试验的目的是观察受试物对妊

娠动物的胚胎及胎仔发育的不良影响，包括胎仔发育

和存活情况。通常用大鼠和家兔作为模型动物，在特

殊情况下会选用小型猪。

1.2.1　胚胎-胎仔发育毒性评价大鼠模型
大鼠是胚胎-胎仔发育毒性试验最常用的啮齿类动

物。建模方法：从GD6或GD7开始每天给予孕鼠受试

物，持续至GD15～17，并于分娩前（GD20或 21）处

死，进行解剖后终点检查。试验期间，观察动物的外

观（至少每天 1次）、体重（至少每周 2次）、摄食量

（至少每周 1次），并进行毒代动力学（toxicokinetics，
TK）检测；剖宫后，保存肉眼观察的异常器官，进行

黄体、活胎、死胎和吸收胎计数，计算着床数，测量

胎仔体重和顶臀长，检查胎仔外观、软组织和骨骼，

观察胎盘并称重［3，7］。
Yue 等［11］ 选 用 SD 大 鼠 进 行 了 洛 索 洛 芬

（loxoprofen）的胚胎-胎仔发育毒性检测，GD6～15期
间每天对孕鼠静脉注射洛索洛芬。试验期间，每天观

察动物 1～2次；于GD0、GD3、GD6、GD10、GD13、
GD16和GD20分别测定 1次孕鼠体重，于GD0、GD3、
GD6、GD10、GD13、GD16和GD19分别测定 1次摄食

量；于GD20进行剖宫检查，称量子宫质量，统计黄体

数、活胎数、死胎数和吸收胎数，观察胎仔性别和外

观，测量顶臀长，检查胎儿内脏和骨骼。在伴随TK试
验中，设毒代A组和B组，A组动物于GD6首次给药时

进行采血，而B组动物于GD15采血，采血时间点为给

药前以及给药后 5 min、30 min、1 h、2 h、4 h、7 h
和 24 h。同生育力与早期胚胎发育毒性评价试验一样，

不同的胚胎-胎仔发育毒性试验的具体方案也会略有不

同。如Kuwata等［12］设计DS-7309的大鼠胚胎-胎仔发

育毒性试验时，给药期为GD7～17，于GD0测定 1次
未妊娠雌性大鼠体重，于 GD0、GD3、GD7、GD9、
GD11、GD13、GD15、GD17和GD20分别测定 1次孕

鼠体重和摄食量；分别于GD7和GD17采血，采血点为

给药前以及给药后 30 min、2 h、7 h和 24 h，用于 TK
试验。

1.2.2　胚胎-胎仔发育毒性评价兔模型
兔是胚胎-胎仔发育毒性试验最常用的非啮齿类动

物。建模方法：从GD6或GD7开始每天给予孕兔受试

物，持续至GD18～19，并于分娩前（GD28或GD29）
处死孕兔，进行解剖后终点检查。试验期间，观察动

物的外观（至少每天1次）、体重（至少每周2次）、摄

食量（至少每周 1次），并进行 TK检测；剖宫后，保

存肉眼观察到的异常器官，进行黄体、活胎、死胎和

吸收胎计数，计算着床数，测量胎仔体重和顶臀长，
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检查胎仔外观、软组织和骨骼，观察胎盘并称重［3，7］。
Kuwata等［12］选用兔进行了DS-7309的胚胎-胎仔

发育毒性试验，于GD6～18给予DS-7309。试验期间，

每天观察动物 1～2次；于GD3、GD6、GD9、GD12、
GD15、GD18、GD21、GD24和GD28分别测定 1次体

重，GD1～28每日测定摄食量；于GD28进行剖宫检

查，统计活胎数和吸收胎数，计算着床数，称量子宫

等。于 GD6 和 GD18，分别在给药前以及给药后

30 min、2 h、7 h和24 h采血，进行TK分析。

兔和大鼠胚胎-胎仔发育毒性试验的建立方法和评

价指标较为一致，在进行胚胎-胎仔发育毒性伴随TK
试验时，一般设置卫星组，参考受试物的药代动力学

数据设计采血时间点，多为GD6～8。Rao等［13］在进

行PTX-2的大鼠和兔胚胎-胎仔发育毒性试验时，考虑

到动物可能在妊娠和非妊娠状态下药代动力学不同，

除了分别在GD7、GD17/19（大鼠/兔）进行首次和末

次采血外，在GD13增加了一次中间采血，采血点为给

药前以及给药后 5 min、1 h 、4 h 、8 h 和 24 h。大多

数药物的胚胎-胎仔发育毒性试验是在大鼠和（或）家

兔上进行，这两个物种对发育毒性药物同样敏感，但

在相同的全身暴露水平下，家兔对母体毒性药物略敏

感。尽管如此，在大鼠和家兔的发育毒性低不良反应

水平上，依然有 68% 的药物表现出 2 倍以上的

差异［14］。
1.2.3　胚胎-胎仔发育毒性评价小型猪模型

小型猪在生理学和解剖学等方面与人类有很多相

似性，对很多人类致畸物质表现出敏感性，可作为胚

胎-胎仔发育毒性评价的替代动物模型。建模方法：于

GD11～35 期间给予孕猪 （6～8 月龄） 受试物，在

GD28～35期间每天通过超声检查确定妊娠状态。试验

期间，每日观察动物临床体征，并记录摄食量和体重

的变化。于GD110～112进行剖宫产检查，包括黄体、

着床、死胎和活胎计数，胎仔外观和内脏检查、性别

确定等。为了缩短小型猪致畸试验的研究周期，有研

究者于GD60（妊娠中期）和GD110分别对哥廷根小型

猪进行剖宫产检查，发现中期剖宫产胎猪大小与终末

处死家兔时胎兔的大小和体重相当；通过生殖器官内

部检查可确定胎猪性别，骨骼和软骨双染法可检出骨

骼改变，结果表明小型猪中期剖宫产技术可行，能缩

减成本，节省时间［15-16］。
1.3　围产期发育毒性评价大鼠模型

围产期发育毒性试验的目的是检测母体动物从胚

胎着床至离乳时给药对妊娠或哺乳期雌性动物与子代

发育的不良影响，推荐使用大鼠作为动物模型。建模

方法：从胚胎着床（GD6 或 GD7）开始给药至子代

（F1）出生后第 20天（postnatal day 20，PND20），即

F1代离乳的时间点。孕鼠（F0）分娩后，饲养其子代

（F1）至离乳，每窝至少保留雌、雄子代各1只；子代

（F1）至少 10周龄时，将同组内非同窝的雌、雄子代

大鼠进行合笼交配，检测其生殖能力。试验期间，观

察F0雌性大鼠的外观（至少每天1次）、测量体重（至

少每周 2次）和摄食量（至少每周 1次，直至哺乳中

期）；PND21进行剖检，保存肉眼观察的异常器官，计

数子宫着床点；观察F1子代大鼠离乳前后的存活、性

别、体格发育情况，测量体重，检测性成熟程度和生

育力，以及感觉功能和反射行为［3，7］。
Song等［17］在研究新型冠状病毒疫苗ZF2001的围

产期发育毒性时，选用10～12周龄的SD大鼠，分别于

交配前 7 d、GD6、GD20和 PND20肌内注射 ZF2001，
其间记录F0代雌性大鼠的一般状况、体重和摄食量，

PND21进行剖宫产检查。在PND1～21期间，每日观察

F1代大鼠的临床体征、存活情况，记录体重和生长发

育指标；并于PND4将F1代均窝至8只/窝，雌雄各半；

于PND19进行自主神经活动测试，PND20进行改良的

Irwin’s行为评价；在PND21处死每窝中的 6只后进行

大体检查；于PND77将每窝中剩余的 2只大鼠（一雌

一雄）用于生育力检测，记录雄鼠的交配天数，计算

交配率和交配后雌鼠受孕率，并于GD15 处死F1代雌

性大鼠，剖宫产检查，记录黄体数、着床数、活胎数、

死胎数和吸收胎数等。

1.4　胚胎发育毒性评价斑马鱼模型
斑马鱼作为一种水生脊椎动物，具有每次产卵数

量多、胚胎透明、发育时间短等特点。斑马鱼在受精

后 72 h内完成胚胎发育，并在 3个月内达到性成熟。

斑马鱼与人类基因的同源性达 70%，具有 87%的全基

因组相似性，且 82%的人类疾病相关基因可以在斑马

鱼中找到同源性。因此，斑马鱼可以作为评价药物潜

在发育毒性的模式动物［18］。建模方法：将雌、雄斑马

鱼以一定比例隔离在产卵池中（使用玻璃隔板），于次

日清晨交尾产卵，数分钟后（一般不超过 30 min）收

集胚胎。正常发育的胚胎在含待测受试物的培养皿中

继续培养，在不同时间节点观察性腺、产卵率、受精

率、受精卵死亡率、孵化率和胚胎死亡率等指标［18］。
Yu等［20］在评价全氟辛酸对斑马鱼早期胚胎发育

的毒性研究中，将4月龄AB野生型斑马鱼置于产卵池

中，受精 2 h后选用正常的胚胎进行试验，在受精后
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12 h、24 h和72 h分别用显微镜观察胚胎存活率，在受

精后 72 h测定胚胎孵化率、体长和畸形率，在受精后

120 h测量斑马鱼幼体的运动情况。

综上，大鼠、兔、小型猪和斑马鱼是目前生殖与

发育毒性评价试验汇总常用的模型动物，各自的优缺

点［7，21］汇总见表1。

2　卵巢毒性评价动物模型

人类胎儿卵巢中生殖细胞的发育可形成有限的原

始卵泡池，而卵泡池是女性成年后生育能力和生殖寿

命的最终决定因素。在胎儿卵巢发育过程中，如果亲

代暴露在毒性物质中，可能会引起子代生殖表型的变

化，包括卵巢重量降低、原始卵泡数量减少、雌激素

水平改变、生殖功能下降等，也可能增加成年后卵巢

相关疾病的易感性［22］。雌性子代的生殖表型变化（包

括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ段）已经在第一节中具体描述，本节主

要讨论卵巢相关疾病模型。卵巢早衰又称为早发性卵

巢功能不全，是指女性40岁之前出现原发性或继发性

闭经，月经稀发或闭经至少4个月，随机2次检查（间

隔 >4 周） 的血清卵泡刺激素 （follicle-stimulating 
hormone，FSH） ≥25 IU/L，并伴有雌二醇（estradiol，
E2）和抗米勒管激素（anti-müllerian hormone，AMH）
水平降低的内分泌疾病。卵巢早衰的病因复杂且发病

机制尚不明确，而理想可靠的动物模型是开展卵巢早

衰病理机制和干预技术研究必不可少的物质基础。卵

巢早衰模型常用动物为大鼠和小鼠，建立方法一般包

括放化疗诱导、自身免疫、卵巢切除、特定基因敲除

和超促排卵等［23］。卵巢早衰患者在临床上表现为卵泡

丢失、卵泡闭锁增多、包膜增厚、间质纤维化的组织

病理学改变，以及低雌激素和高促性腺激素的内分泌

表现［24］。大鼠、小鼠的动情周期可以反映卵巢功能，

是评价卵巢早衰大鼠、小鼠模型的重要指标。如果同

时出现动情周期紊乱、低雌激素和高促卵泡激素水平、

卵巢组织中各级卵泡变少而闭锁卵泡增多、卵巢颗粒

细胞凋亡率增高等现象，且以上各项指标与对照组比

较具有显著性差异，即可判定为造模成功。

2.1　化学药物诱导的卵巢早衰模型
环磷酰胺、顺铂和雷公藤多苷等化学药物可以通

过促进卵泡闭锁，加速卵泡耗竭，从而引发卵巢早衰。

Shen等［25］选用C57BL/6小鼠，每天腹腔注射50 mg/kg
环磷酰胺，连续 14 d，小鼠出现动情周期紊乱、血清

FSH水平升高、E2和AMH水平显著降低、卵巢组织中

各阶段生长卵泡数目减少、闭锁卵泡数增多等典型的

卵巢早衰表型。董若曦等［26］给予Wistar大鼠腹腔注射

4 mg/kg的顺铂，间隔 1周再次注射，结果大鼠出现动

情周期紊乱、体重明显下降、AMH水平降低和卵巢组

织中各级卵泡数量减少等卵巢早衰表型。另有文献报

告，连续每天灌胃 40 mg/kg 和 50 mg/kg 雷公藤多甙

14 d，均能引起Wistar大鼠（或 SD大鼠）动情周期紊

乱、血清E2水平显著降低、子宫内膜厚度和卵巢面积

显著减少、闭锁卵泡数明显增多等卵巢早衰特征［27］。
目前，药物诱导卵巢早衰模型的报道较多，多选择大

鼠、小鼠或家兔，单次或者连续给药后均能建立较为

理想的卵巢早衰模型（其建模方法汇总见表2），可用

于相关药物的药理毒理学评价。

2.2　放射疗法诱导卵巢早衰模型
卵巢对射线十分敏感，其中原始卵泡受损最明显。

电离辐射会导致细胞内活性氧 （reactive oxygen 
species，ROS）水平升高，诱发炎性反应，从而使卵

巢内代谢和能量调节发生改变，引起颗粒细胞与卵母

表 1　生殖与发育毒性试验常用模型动物的比较
Table 1　Comparisons of animal models for reproductive and developmental toxicity tests
模型动物
Modeling 

animals
大鼠
Rats
兔
Rabbits
小型猪
Minipigs
斑马鱼
Zebrafish

优点
Advantages

生物学资料全面；妊娠期短，生育力强；自发畸形率低；价格低廉，
易获得

同大鼠；且生殖道与人类最相似

性成熟时间较其他非啮齿类动物短；器官发生期短（妊娠第 11～
35 天）；与非人灵长类动物相比，多产，精子学资料与人类相似

生殖周期短；每次产卵数量多；胚胎透明易观察，胎仔发育迅速；
实验成本低

缺点
Disadvantages

对性激素敏感，不适用于多巴胺受体激动剂和非固醇类抗炎药物
的研究；对外源性蛋白的应用受限；药理活性有限或无活性

对某些抗生素和消化道紊乱有易感性，其临床症状难以解释

胎盘缺乏转移大分子能力；妊娠期长（114 d）；受试物用量大，成本
高；尚无用于研究的商业试剂盒

生殖系统基础资料相对缺乏；体外受精，与人类繁殖方式差异大
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细胞损伤、老化及质量下降，卵巢储备功能降低，诱

导卵巢早衰的发生［27］。通过暴露在不同剂量的X射线

或 γ射线可建立卵巢早衰模型，操作简单，耗时短，

效果显著。Tan等［28］利用X射线照射仪，以4 Gy的辐

射剂量对C57BL/6J小鼠进行单次全身照射，每周连续

6 d，持续 2周。照射期间，小鼠出现动情周期紊乱，

表现为持续的动情后期和动情间期、短暂的动情期。

解剖后发现卵巢重量、血清AMH水平和各级卵泡数的

显著下降，成功建立了小鼠卵巢早衰模型。孙萍等［29］

用 0.5 Gy和 0.7 Gy钴 60γ射线照射大鼠后发现，随着射

线剂量的增加，卵巢组织中闭锁卵泡数量逐渐增多，

成熟卵泡和次级卵泡数逐渐减少，颗粒细胞层变薄。

因此，大剂量的钴 60γ射线可以用来建立卵巢早衰大鼠

模型。

2.3　自身免疫性卵巢早衰模型
研究显示，10%～30%的卵巢早衰与自身免疫性

疾病相关。因此，通过切除新生动物胸腺或利用透明

带3多肽（zona pellucida glycoprotein 3，ZP-3）作为抗

原对雌性动物进行免疫，可构建自身免疫性卵巢早衰

模型。将新生动物的胸腺切除，会导致自身免疫性

CD4+ T细胞缺少，引起急性免疫性卵巢炎。用ZP-3 免
疫后，同样可以引起卵巢明显的炎症改变。大量卵泡

受到淋巴细胞的浸润、破坏后，无法继续生长为成熟

卵泡，从而出现卵巢萎缩。涂晓娟等［30］选用新生3 d
的BALB/c小鼠，无菌条件下打开胸腔，取出两片白色

胸腺后立即缝合，小鼠会出现血清FSH和黄体生成素

（luteinizing hormone，LH）水平显著升高、淋巴细胞浸

润、纤维组织增生、生长卵泡数明显减少、闭锁卵泡

数目明显增多等表型，与人类自身免疫性卵巢早衰的

典型症状高度一致。Li等［31］利用完全弗氏佐剂，以

ZP-3多肽（75 µg/kg）为免疫原，通过腹腔注射的方

式，对7～8周龄的BALB/c雌鼠进行第一次免疫，14 d
后再进行一次加强免疫，并在 42 d后处死小鼠，发现

小鼠出现典型的卵巢早衰表型，包括动情周期紊乱、

血清 FSH水平上升、血清AMH和 E2水平显著降低、

各级卵泡数量明显减少、大量卵泡闭锁等。

2.4　卵巢切除型卵巢早衰模型
卵巢切除模型是研究雌激素缺乏和卵巢功能下降

的经典模型，可以模拟临床上卵巢手术损伤所致的卵

巢早衰，以及围绝经期妇女的临床症状和相关病理学

改变。建模方法：小鼠麻醉后，完全暴露卵巢，用手

术缝合线结扎卵巢两侧血管，切除双侧全部卵巢组织，

并以丝线将残端结扎，逐层缝合关闭腹腔［32］。周宇

等［33］通过手术方式切除小鼠的双侧卵巢后，观察到

小鼠的雌激素水平直线下降，动情周期停滞，血清

FSH水平显著升高，其他的生理病理改变也符合卵巢

早衰的临床表现。卵巢切除法建模对小鼠的一般生理

情况影响较小，是研究卵巢早衰较为理想的动物模型。

2.5　基因敲除型卵巢早衰模型
染色体异常和基因突变都可以引起卵巢早衰的发

生。目前，基因敲除的卵巢早衰模型已较为成熟，该

模型有助于人们了解某特定基因对卵巢早衰的作用。

表 2　药物诱导卵巢早衰动物模型的建立方法比较
Table 2　Comparisons of modeling methods for drug-induced premature ovarian failure animals

诱导药物
Inducing drugs

环磷酰胺
Cyclophosphamide

顺铂
Cisplatin

雷公藤多苷片
Tripterygium glycosides

tablet

所用动物
Animals

家兔

2～3 月龄大鼠
6～8 周龄 C57BL/6 小鼠
Wistar 大鼠
SD 大鼠
C57BL/6 小鼠
Wistar 大鼠
7～8 周龄 SD 鼠
8 周龄 SD 大鼠
12 周龄 SD 大鼠

给药方式
Administration

腹腔注射

腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射

灌胃

给药剂量和周期
Dose and time

50 mg/kg 连续 2 d

20 mg/kg，连续 20 d
50 mg/kg，连续 14 d；100 mg/kg，连续 10 d
4 mg/kg, 第一次注射后间隔一周再注射
6 mg/kg，第一次注射后间隔一周再注射
50 mg/kg，连续 7 d
50 mg/kg，连续 14 d
400 µg/kg，连续 60 d
50 mg/kg，连续 14 d
40 mg/kg，连续 70 d

评价指标
Evaluation indicators

血清 FSH、E2 和 AMH 水平，卵巢
组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

注：FSH，卵泡刺激素；E2，雌二醇；AMH，抗苗勒氏管激素。
Note： FSH, follicle-stimulating hormone; E2, estradiol; AMH, anti- Müllerian hormone.
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该模型一般选用小鼠，敲除特定基因后，小鼠血清

FSH和LH水平明显增高，卵巢体积减小，原始卵泡数

减少，闭锁卵泡数增多，符合卵巢早衰特征。目前已

报告的卵巢早衰相关基因包括：磷酸酯酶与张力蛋白

同源物基因（phosphatase and tensin homolog，PTEN）、
生长分化因子 9 基因 （growth differentiation factor 9，
GDF9）、脆性 X 智力低下 1 基因 （fragile X mental 
retardation 1，FMR1）、B淋巴细胞瘤-2基因（B-cell 
lymphoma-2，Bcl-2）等。其中，叉头框转录因子 2基
因（forkhead transcription factor gene 2，FOXL2）是目

前研究最多的卵巢早衰相关基因［34］，在卵泡细胞发育

和成熟过程中发挥重要作用。Emori等［35］发现敲除雌

性小鼠的FOXL2基因后，小鼠颗粒细胞停止生长，随

后卵母细胞死亡，大量卵泡闭锁，生育能力降低。随

着基因编辑技术的广泛应用，尤其是常间回文重复序

列丛集（clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats，CRISPR）及其关联蛋白（CRISPR-associated 
proteins，Cas）技术，为新的基因突变型卵巢早衰动物

模型的建立提供了良好的技术支持。

2.6　超促排卵型卵巢早衰模型
对于啮齿类动物，给予超排卵剂量的孕马血清促

性腺激素（pregnant mare serum gonadotrophin，PMSG）
和人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，
HCG）反复诱导超排卵，可导致卵泡闭锁增多，血清

雄激素和E2水平均下降。建模方法［36］：7～8周龄的

C57BL/6雌性小鼠腹腔注射 5 U的 PMSG，48 h后腹腔

注射5 U的HCG，19 h后腹腔注射25 U的前列腺素F2α
（prostaglandin F2α，PGF2α），完成一个促排卵周期；

12 h后进行下一个周期的注射，通过连续10次以上促

排卵周期后，即可建立卵巢早衰小鼠模型。Nie等［37］

通过上述方法对C57BL/6小鼠进行 5次、10次和 15次
的连续超排卵，结果发现超过10次超排卵后模型小鼠

的卵巢指数降低、原始卵泡数减少、血清E2和AMH
水平下降，而FSH水平上升、颗粒细胞凋亡显著增加，

即出现卵巢早衰表型。

卵巢早衰动物模型的建立方法多样，各自的优缺

点汇总见表3。科研人员可根据每种模型的特点和实验

需求选择合适的建模方法。

3　睾丸毒性评价动物模型

睾丸在精子发生和分泌激素过程中发挥着至关重

要的作用。睾丸组织中生精小管和间质的形态与功能发

育会形成高度协调的微环境，保证了睾丸的正常发育和

精子生成［38］。药物和环境类激素污染物等许多外源性

物质，会引起睾丸组织损害，导致精子发生障碍，最终

引起男性不育。因此，在进行雄性生殖系统毒性评价

时，睾丸毒性评价显得尤其重要。同卵巢毒性一样，睾

丸介导的子代生殖表型的变化已经在第一节中详细描

述，本节主要讨论受试物对睾丸的直接毒性作用。该类

睾丸毒性动物模型的建立方法与药物重复给药毒性研究

类似，即根据受试物特点，选择合适的动物和给药方

式，给予一定周期的暴露，动物安乐死后，对相关指标

进行检测。评价睾丸毒性的实验动物一般选择大鼠、小

鼠。组织学检查被认为是评价睾丸损伤最敏感的指标。

若睾丸萎缩，生精小管退化或坏死，同时精子质量和活

力显著性下降，即可判定为造模成功［1］。

表 3　常见的卵巢早衰动物模型比较
Table 3　Comparisons of common animal models of premature ovarian failure

建模方式
Modeling methods

化学药物诱导
Chemical drugs induction
放射疗法诱导
Radiotherapy induction
自身免疫
Autoimmunity
卵巢切除
Ovariectomy
基因敲除
Gene knockout
超促排卵
Superovulation

优点
Advantages

造模方法简单易行，周期短，成本低，模型稳定，应用最广

成功率高，可重复性强，周期短，能模拟临床放疗损伤导致
的卵巢早衰

模拟程度好，适用于免疫学相关的卵巢早衰生物医学研究

模拟程度好，对动物其他组织的损伤小

能明确某一特定基因对卵巢早衰的作用

有效模拟自然衰老卵巢特征，适合卵巢衰老绝经领域研究

缺点
Disadvantages

卵巢功能有自然恢复的可能性，不适合进行长期的
探索性研究

不易操作，对实验者的健康会产生潜在危害；在干预
过程中对其他器官也会产生损伤，影响实验结果

造模方法复杂，成功率低，周期长

永久性的卵巢功能丢失，无法应用于卵巢早衰临床
治疗研究

成本高，对实验技术要求高，存在外源性基因表达不
稳定可能

应用相对较少，缺少背景资料
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刘丽莉等［39］通过腹腔注射的方式给予昆明小鼠

每天50 mg/kg的环磷酰胺，每周1次，连续4周，小鼠

出现睾丸指数显著降低、睾丸曲细精管结构不完整、

生精细胞脱落后呈现大面积的空泡、精子存活率降低

而畸形率升高、血清睾酮水平降低等表型。Lin等［40］

以灌胃的方式每天给予 SD大鼠 40 mg/kg的雷公藤多

苷，连续 4周，可以降低精子活力，引起生精小管损

伤，建立了具有生殖毒性的弱精子症大鼠模型。在雷

公藤多苷建模后，大鼠表现出体重减轻和发育迟缓，

与中医中由脾虚肾虚引起男性不育的症状一致。

除药物外，环境因素对睾丸的毒性作用也不容小

觑，并且随着研究的深入，不断有新的环境污染物被

发现可能导致睾丸损害。内分泌干扰物（endocrine 
disrupting chemicals，EDCs）是一种干扰体内天然激素

合成、分泌、转运、结合、作用或消除的外源性物质，

可损害生殖系统和内分泌系统［4］。双酚A、邻苯二甲

酸二（2-乙基己基）酯［di-（2-ethylhexyl） phthalate，
DEHP］、重金属、丙烯酰胺是常见的具有睾丸毒性的

EDCs，可以用于建立睾丸毒性模型。Iram等［41］以灌

胃的方式给予小鼠每天500 mg/kg的DEHP，连续4周，

生精细胞和支持细胞高度扭曲，生精小管萎缩，睾丸

重量、生精小管管腔平均横截面积、生精细胞数和间

质细胞数均减少。Zheng等［42］在Wistar大鼠饲喂饮水

中分别加入梯度浓度的醋酸铅，根据小鼠的饮食习惯，

在每晚9时更换新的醋酸铅饮水，并在第2天上午9时
再次更换，连续 56 d。结果显示，随着醋酸铅剂量的

增加，死精子数量和畸形精子数量增加，精子总数和

活力下降，睾丸细胞凋亡数量增加，血清睾酮浓度下

降，提示醋酸铅致大鼠睾丸毒性模型建立成功。

4　总结

随着2017年中国加入 ICH，以及2020年生殖与发

育毒性相关指导原则［ICH.S5（R3）］的更新，进行

生殖与发育毒性试验时通常选择研究背景资料丰富、

与人的种属接近、容易获取且方便操作的动物开展试

验，常规实验动物为大鼠、小鼠和家兔。考虑到动物

对受试物致畸敏感性的差异，在开展胚胎-胎仔发育毒

性试验时，通常选择两种动物，一种是啮齿类动物如

大鼠，一种是非啮齿类动物如家兔，以充分暴露受试

物的生殖毒性［7］。小鼠由于易惊、胎仔小、群体畸形

现象明显，通常不作为首选动物；大鼠通过催乳素维

持早期妊娠，不适合用于评价多巴胺类兴奋剂或降低

催乳素水平药物的生殖毒性试验；家兔对消化道功能

紊乱药物和抗生素敏感，其临床表现难以解释。在这

些特殊情况下，可以考虑使用替代动物，如小型猪。

目前在药物毒理学试验中已有几十种不同品种品系的

小型猪得到应用，但国内有关小型猪生殖毒性试验的

研究资料还相对有限，在应用上还存在局限性。非人

灵长类动物应视为非常规的实验种属，常用于评价仅

在灵长类中具有药理学活性的生物制品对胚胎-胎仔发

育和出生后早期发育的影响。近年来，使用非人灵长

类动物进行生物制品发育毒性测试的比例有所下降

（2020—2022 年占生物制品许可申请的 22%，而

2002—2015年为 62%），现在更多的生物制品在啮齿

类动物中进行测试（2020—2021年占生物制品许可申

请的 37%）［14］。在进行动物试验时，还要充分考虑动

物福利，遵守“3R”原则。斑马鱼的应用减少了哺乳

动物的使用量，而且斑马鱼获取方便，实验周期短，

实验成本低，已在部分早期发育毒性研究中替代大鼠

和兔。

卵巢早衰动物模型的建立方法多样，每种方法均

有独特性和局限性。目前，肿瘤和自身免疫性疾病在

临床上发病率高，且社会关注度高，国内外研究化疗

药物和自身免疫性疾病导致的卵巢早衰模型最多，其

中环磷酰胺、顺铂和ZP-3最具代表性，是公认的卵巢

早衰发病机制和治疗研究的常用动物模型。睾丸是许

多物质产生生殖毒性的靶器官，而且毒性作用的分子

机制多样。在实验研究中，主要依据其发病原因的不

同而采用不同的病理方法来进行模型制备，其中化疗

药物和内分泌干扰物造模应用较为广泛。

需要强调，研究人类生殖毒性并没有单一的理想

动物模型，应根据受试物的特点、与人体的相互作用

以及实验动物的特点进行综合考量，选择最适合的动

物模型，在一定条件下也可以采用多个动物模型进行

评价。尽管动物模型因其局限性不能完全模拟人类疾

病，但不断发展优化的动物模型为生殖系统疾病发生

机制和治疗靶点的探索提供了更多可能。同时，生殖

毒理学动物模型作为评价生殖系统疾病的重要工具，

在相关药物开发、诊断方法筛选方面起着不可替代的

作用，对于维护生殖健康，提升国家人口安全具有重

要意义。
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