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有害结局路径
（Adverse Outcome Pathway，AOP）

-21世纪的毒理学测试策略



21世纪毒性测试体系产生背景

药品：
• 2004年，开发和测试一个新药的平均成本是 9亿美元。到了2008

年最低估计为13.94亿美元。开发一个新药到上市需要10-13年，
但是92%通过动物实验的新药都未能上市，其主要原因就是不可
预测的毒性和缺乏足够的人体功效；

• 新型化学物质的评价（例如纳米材料）

化学品：
• 化学数据缺口问题亟待解决；
• 法规审批中预测性，准确性，通量，成本压力；
• 复杂混合物的评估；
• 新的环境健康问题

农药：
• 法规要求根据现行标准来填补安全数据缺口，测试一个产品中的

每一个新化学活性成分可能需要10000只以上的动物，耗时且昂贵；
• 开发绿色化学品的需要

化妆品：
• 全球31国实施化妆品动物试验禁令；
• 全球消费者对化妆品安全性和动物试验的关注



1995年

2001年

2007年

Dose-response modeling 
(Clewell, H. J.)

Mode-of-action framework
(国际化学品安全规划处, IPCS)

Toxicity Testing in the 21st 
Century: A vision and a Strategy 
(美国国家研究咨询委员会，NRC)

AOP概念的提出
（ANKLEY GT）

有害结局通路研发和评估指
导文件（OECD）

AOP知识库发布
（OECD，EU JRC，US-EPA，USACE-ERDC）

用户手册-开发与评价有害结局通路
指南的补编（OECD）

2010年

2013年 

2014年

AOP时间进程

AOP发展计划项目启动
（OECD）

2012年 
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AOPs are a central concept in 
future work at OECD on predictive 
toxicology, improving uses and 
applications of mechanistic 
information for both future testing 
and assessment needs



21世纪毒性测试：愿景与策略

21世纪毒性测试：愿景与策略

» 广泛覆盖众多化学物，化学混合物，不同结局和生命阶段

» 降低测试成本和时间

» 减少动物用量，最大限度地减少动物痛苦

» 为评价环境化学物的健康效应提供更为坚实的科学依据



方案1
体内试验

方案2
体内分层试验

方案3
体内和体外试验结合

方案4
体外试验

动物生物学 动物生物学 主要的人体生物学 主要的人体生物学

高剂量 高剂量 较宽的剂量范围 较宽的剂量范围

低通量 通量提高 高通量和中通量 高通量

花费多 花费少 花费少 花费少

耗时长 耗时短 耗时短 耗时短

动物使用数量
相对大

动物使用数量相对
小

动物使用数量大幅度减少 几乎不使用动物

基于终极测试
指标

基于终极测试指标 基于重要的细胞应答受干
扰程度

基于重要的细胞应
答受干扰程度

部分筛选，通过计
算和体外方法进行；
比当前方法更灵活

尽可能通过计算方法进行
筛选；少量针对机制和代
谢的动物研究。

完全通过计算方法
进行筛选。

未来毒性测试策略的方案

21世纪毒性测试：愿景与策略



受在充分干扰时会导致有害健

康效应的细胞应答通路，称为

毒性通路。

毒性测试组成

21世纪毒性测试：愿景与策略

化学物特
征描述

剂量-反应和
外推模型

毒性通路
• 评价毒性通路中的干扰而非终点
• 以应用细胞或细胞系（首选人源性）

进行的高通量方法为重点
• 应用中等通量试验分析更系统的细

胞反应。

靶向测试
• 进行试验以评估代谢产物、靶

组织，从基因水平了解受影响
的细胞过程

• 有限种类和时间的体内研究，
主要为14天暴露

• 在新化学种类中代表化学物的
大规模试验

毒性测试

毒性通路
靶向测试

风险信息资料

人群暴露数据

未来的毒性测试和风险评价策略应以“毒性
通路”为基础，通过使用计算生物学新方法
和以人类生物学为基础的体外测试组合评价
关键毒性通路中有显著生物学意义的干扰



有害结局路径（Adverse outcome pathway, AOP)

有害结局路径是一个概念框架，用以描述已有的关于一个直接的分子起始

事件(molecular initiating event, MIE) (如:外源化合物与特定生物大分子的相互

作用)与在生物不同组织结构层次(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”(Adverse outcome，AO）之间的相互联系。

受体配体相互
作用
DNA结合
蛋白质氧化

化学
性质

基因激活
蛋白质合成
改变信号转导

生理改变
稳态失衡
组织发生或功
能改变

致死
发育受阻
生殖损害

结构改变
灭绝

毒物暴露 分子间相互作用 细胞效应 器官效应 机体效应 群体效应



AOP知识库（AOP knowledge database, AOP-KB）

https://aopkb.org/



AOP-Wiki (http://aopwiki.org)



AOP-Wiki (http://aopwiki.org)
AOP list



AOP指导性文件
http://www.oecd.org/chemicalsafety/adverse-outcome-pathways-molecular-screening-
and-toxicogenomics.htm#AOP_wiki

程树军博士研究
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分子起始事件

 

M o l e c u l a r  i n i t i a t i n g 

event，MIE

代表生物体内分子水平的化学反应起始点的特定关

键事件，该关键事件导致了启动AOP的扰动的发生。

关键事件 Key event，KE 一种可测量的生物状态改变，并且这种改变对已确

定的、导致特定有害结局的生物学扰动进程是必不

可少的。

关键事件

关系

Key event relationship，

KER

一个关键事件与另一个关键事件的科学性联系，它

界定了两者的直接关系（即，将一个关键事件定义

为上级事件，另一个则定义为AOP中的下级事件），

有助于根据已知、已测量或可预测的上层关键事件

推断或外推出下游关键事件的状态。

有害结局 Adverse outcome，AO

 

与已设定的安全监管目标相应、或与已被认可的法

规监管毒性测试顶端终点相当的关键事件，是一种

具有法规监管意义的特定类型的关键事件。

AOP概念基本组成部分及其定义



化学物 分子起始
事件（MIE）

关键事件
（KE）i

关键事件
（KE）i+1

有害结局
（AO）

1. 化学引发剂 2. 关键事件 3. 关键事件关系 

4.有害结局 5. 有害结局通路

1 2
3

2
3

2
3

4

5

构建一个AOP的必要元素

OECD指南指出提交AOP报告的内容包括：
①暴露特征描述，指明其暴露途径；②化学性质描述，包括生物利用度，代谢
机制等信息；③确认分子起始事件；④确认作用位点；⑤从大分子水平描述化
学物与分子靶点之间的交互作用如何对生化通路产生影响；⑥从细胞/组织水平
来描述可能与有害结局或与最终的有害结局相关的反应；⑦从器官水平描述可
能是最终的有害结局或者与最终有害结局相关的反应；⑧从机体层次上描述可
能是最终的有害结局或者与最终有害结局相关的反应；⑨从群体或生态体系来
描述可能是最终有害结局或与最终有害结局有关的整体效应。



AOP网络

Reality is a beautiful mess

AOP网络能更真实的反应现实世界里混合物的效应以及具有多重生物效应的单一毒
物的情况。



AOP开发策略 描述

从上至下的AOP开

发策略

从顶端的一个有害结局开始进行研究，逐步探明其生物学组织层面的级联效应，将有害

结局与一个或多个分子起始事件联系起来，以构建一个AOP。

从下至上的AOP开

发策略

从一个已阐明的分子起始事件开始，建立与更高级层生物学组织的联系以构建一个AOP

从中间开始的AOP

开发策略

从一个可观测的表型或生物学检测（例如一个关键事件）开始，可能刚开始并不与外源

性物质或应激物诱导的扰动直接相关，也未建立其法规应用。而通过研究关键事件相关

的作用机理，从而建立与有害结局之间的因果联系。

通过案例研究进行

的AOP开发策略

通过一个已被详尽研究，分子起始事件至有害结局关系明确的化学物开始，继而收集其

他产生同样类型扰动的化学物或应激物的相关科学依据，以建立AOP。

通过类推法进行的

AOP开发策略

从一个在动物模型或其他特定生物体中已存在的AOP开始。侧重于研究现存AOP中哪些关

键事件和关键事件联系在其他生物体或类别中具有保守性，从而开发相应的替代法。

通过数据挖掘进行

的AOP开发策略

利用高内涵和高通量数据集，或其他类型的文献或数据挖掘方法来推断（通常是通过统

计学）关键事件之间的联系。这种策略通常用于AOP开发的早期阶段。

AOP不同的开发策略概览



AOP的评估
高(强)置信度 中等置信度 低（弱）置信度

生物学合理性

问题

在上游KE和下游KE之间是

否存在存在与已知生物学

知识一致的机制关系？

基于已有信息，

证据，机理和

理论。

相关科学认知尚

不充分

经验主义证据支

持

必要条件问题 如果上游的关键事件被阻

滞，是否下游的关键事件

和/或有害结局会被抑

制？

直接证据 间接证据（如修

饰因子改变带来

的变化）

没有或存在相互

矛盾的依据

经验性证据问

题

上游关键事件的改变导致

相应下游关键事件改变是

否有经验性证据支持？上

游关键事件的发生比下游

关键事件的作用剂量更小

并且时间更早吗?上游关

键事件的发生率是否高于

下游关键事件？对于不同

分类群、物种和应激物的

经验性证据是否与假设的

AOP的预期模式前后矛

盾？

暴露于广泛范

围应激物的一

致性证据。

暴露于少量特定

应激物的证据。

不足之处尚可改

进。

没有研究，或现

有证据不足以支

撑该预测的作用

模式。



AOP Wiki -AOP报告



AOP的法规应用

AOP-旨在法规应用的毒理学系统：
- 基于机理研究因而与人体生物学更相关；
- 旨在构建更清晰、全面的毒理学系统；
- 最新体外技术（如3D模型、高通量筛选等）与非测试技术（Read across、计算生

物信息学等）整合；
- 减少或不使用动物实验

法规决策：
• 毒理学评价应与人体健康更相关；
• 精准预测；
• 广泛覆盖更多生物种类；
• 高效，经济
• 安全、和谐社会



AOP的法规应用



Exposure Molecular
Initiating 

Event

Cellular
Effects

Tissue
Effects

Organ
Effects

Organ
Systems
Effects

Individual
Effects

Key event 1

Key event 3

Key event 2 Key event 4

In vitro skin 
absorption 
(OECD 428)

QSARs; Direct Peptide 
Reactivity Assay 

(DPRA; OECD 442C)

human Cell Line 
Activation Test (h-CLAT; 

OECD 442E)

KeratinoSens 
(OECD 442D)

AOP案例分析-皮肤致敏



2016年OECD 签署的AOP
AOP Title： Covalent Protein binding leading to Skin Sensitisation
Short name: Skin Sensitisation AOP

OECD Endorsed (WNT and TFHA)

AOP案例分析-皮肤致敏



Annex VII (>1 T) 
8.3.1 Skin sensitisation, in vitro/in chemico 
Information from in vitro/in chemico test 
method(s) recognised according to article 
13(3), addressing each of the following key 
events of skin sensitisation 
(a) Molecular interaction with skin proteins 
(b) Inflammatory response in keratinocytes 
(c) Activation of dendritic cells

The(se) test(s) do not need to be conducted if 
- an in vivo study according to point 8.3.2. is available, or 
- the available in vitro/in chemico test methods are not 
applicable for the substance or are not adequate for 
classification and risk assessment according to point 8.3. 
If information from test method(s) addressing one or two 
of the key events in column 1 already allows classification 
and risk assessment according to point 8.3, studies 
addressing the other key event(s) need not to be conducted.

AOP案例分析-皮肤致敏

REACH法规修订

Annex VII 2016年4月修定为



AOP案例分析-皮肤致敏

REACH法规修订



AOP案例分析-内分泌扰动
内分泌扰动筛选计划(Endocrine disruption screening program, EDSP)- EPA

Molecular 
Initiating Event

Cellular 
response

Tissue/organ 
response Individual response Population response

ER binding
Altered 

gene/protein 
expression

Altered 
proteins in 
ova/testis

Sex reversal, altered 
behavior.

↓Reproduction

Skewed sex ratios.
↓ Population

•ER binding in vitro assay;
•ER transcriptional activation 
in vitro assay (ERTA); 
•In vivo uterotrophic assay.

Tier 1 
潜在的内分泌

干扰物筛选

筛选模型

权重分析

Tier 2 
确认该物质引

起的所有相关

内分泌干扰效

应，确立量效

关系。

结合该物质相

关的危害评估

信息，暴露评

估信息。

▪法规决策

▪风险降低

 措施

EDSP策略

高通量筛选平台



https://humantoxicologyproject.org/

http://www.vitrotox.com/

AOP信息资源

http://www.oecd.org/chemicalsafety/adverse-outcome-pathways-
molecular-screening-and-toxicogenomics.htm#AOP_wikihttp://aopkb.org/index.html



小结

短期内

• 充分利用已知信息和现有信息建立全面的毒理学系统，提高预测能力；

• 确认化学物质类别以及构效关系；

• 测试优先级排序；

• 危害评估；

• 为危害与风险评估开发整合测试策略。

长期内

• 确认复杂网络中的关键事件，开发新的非动物测试方法，建立机理信息和

相应的测试体系；

• 提高毒性预测准确度、人体相关性、通量等；

• 最终不使用动物。

AOP的应用将：



谢谢！


