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免责声明 

本报告是为美国联邦机构和利益相关者提供的一份参考资源，帮助这些机构和利益相关者

在寻求新方法来代替、减少或优化测试中对动物的使用方面建立信心。本报告中描述的原

则根据 17 个联邦机构、多个跨机构工作组、公众和替代毒理学方法科学咨询委员会工作

人员的意见制定。因此，本报告不一定体现任何机构或工作组的意见或政策。其不为任何

人或任何一方创造权利，任何联邦机构都不应将其视为承诺。本报告未规定任何具有法律

约束力的责任。相反，本报告介绍的是替代方法验证跨机构协调委员会(ICCVAM)当前对

某个主题的想法，除非引用了具体的监管或法定要求，否则本报告应仅被视为建议。使用 
“应当” 一词意味着建议或推荐做某事，但不是强制要求。 

执行摘要 

新测试方法(NAM)的开发日益频繁，并被用于对化学品和产品对人类健康和环境的潜在毒

性影响进行监管和非监管评估。这些新测试方法被用来研究毒理学过程的生物机制，协助

评估新药品和现有药品，并生成危害识别和剂量反应关系信息，用于健康和环境危害分类

以及风险评估。本报告由 ICCVAM 制定，旨在帮助开发者和终端用户建立对新测试方法

的信心。这种信心可以通过实施灵活的、目的取向的验证策略来实现，而这些策略会考虑

到新测试方法的预期应用。本报告介绍了新测试方法的使用背景、生物学相关性和技术特

性等概念，有助于建立信心。本报告着眼于美国联邦机构对新测试方法的监管认可以及实

现国际协调的可能性，并审查了新测试方法质量工具和技术评估的最佳做法。本报告还强

调了开发者、终端用户和监管机构之间进行沟通的必要性。过时的 “一刀切” 验证策略不

适用于像新测试方法这样的先进领域。ICCVAM 是一个可以通过其咨询身份、协调验证工

作和创造研究合作机会来支持这种向更现代方法过渡的组织。因此，ICCVAM 与 17 个联

邦监管机构和研究实验室合作制定了这份报告，以帮助开发者、终端用户和监管机构建立

对新测试方法的信心，从而可以将其用于补充或取代用于监管和非监管目的的动物测试。 

1.0 简介 

替代方法验证跨机构协调委员会(ICCVAM)由来自 17 个美国联邦监管和研究机构的代表

组成，这些机构需要、使用、生成或传播毒理学和安全测试信息。ICCVAM 对新的、修

订的和替代的安全性测试方法以及具有监管适用性的综合测试策略进行技术评估。 
ICCVAM 还促进对准确评估相关产品的化学安全性和危害的测试方法进行科学验证和监

管认可或确认，以代替、减少或优化(提高动物福利，减轻或避免给动物造成疼痛和痛苦)
对动物的使用。 
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ICCVAM 在 1997 年作为常设委员会成立后不久发布了一份报告《毒理学测试方法的验证

和监管认可》(ICCVAM，1997)，概述了新的和替代测试方法的验证和监管认可标准。 
随后，2003 年的出版物《ICCVAM 关于提名和提交新的、修订的和替代的测试方法的指

南》(ICCVAM，2003)提供了更多指导。经济合作与发展组织(经合组织，OECD)指南文

件(GD)34 “关于新的或更新的危害评估测试方法的验证和国际认可的指南文件”(OECD，

2005) 中所述的国际标准沿用了这些文件中概述的原则。这些资源介绍了一种原则上灵活

的验证模型，但在实践中却表现出多种局限性，例如过于冗长以及资源密集。在某些使用

环境中，方法可能不需经过此验证过程的每一个步骤即可为联邦机构提供有价值的数据。

此外，这些文件并不总是与许多现代毒性测试方法兼容，这些方法较少强调用单一替代方

法取代体内测试，而更多地强调整合来自多种体外和化学分析以及计算机仿真方法(例如

计算模型)的结果。2018 年 ICCVAM 出版物《建立评估美国化学品和医疗产品安全性新方

法的战略路线图》(ICCVAM，2018)提供了一个概念框架，促进机构和测试方法开发者之

间更好地沟通，并在如何建立信心方面提供更多灵活性，以帮助确保联邦机构和监管行业

在针对特定应用或使用情景(COU)进行验证后采用新方法。下文基于 2018 年 ICCVAM 路

线图中概述的原则，提供了关于建立对新测试方法(NAM)的信心的更多具体见解。 

在本报告中，新测试方法(NAM)一词是指任何可用于提供化学危害和风险评估信息并支持

代替、减少或优化动物使用(3R)的技术、方法论、方法或其组合。本报告以美国和国际上

接受的现有指南和文件(表 1)中阐述的原则为基础，倡导以更灵活的方法建立对新测试方

法的信心。在这里，我们介绍适用于 NAM 的验证、确认和监管认可的关键概念，包括在

生物系统中进行测试(例如，体外、某些 化学试验、小模型生物)，同时认识到其他类型的

NAM 可能需要额外的考虑，例如计算模型预测(OECD，2007)。 

表 1. 与 NAM 的验证、确认和监管使用相关的现有美国和国际文件示例 

文件标题 参考文献 

毒理学测试方法的验证和监管认可(自本报告发布之日起停用) ICCVAM，
1997 

关于新、修订和替代测试方法提名和提交的 ICCVAM 指南 ICCVAM，
2003 

经合组织测试和评估丛书第 34 号：关于对危害评估的新或更新测试方

法验证和国际认可的指南文件 
经合组织，
2005 

关于消费品安全委员会动物测试政策的建议程序 消费品安全委

员会，2012 

FDA 预测性毒理学路线图 FDA，2017a 

https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
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文件标题 参考文献 

医疗器械开发工具确认：行业、工具开发者和食品药品监督管理局工作

人员指南 
FDA，2017b 

EPA 促进在 TSCA 计划内开发和实施替代测试方法的战略计划 EPA，2018 

为评估美国化学品及医疗产品安全性建立新方法的 ICCVAM 战略路线

图 
ICCVAM，
2018 

关于良好体外方法规范的指南文件(GIVIMP) 经合组织，
2018 

行业和测试方法开发者指南：消费品安全委员会工作人员对替代测试方

法和综合测试方法的评估，以及由此类方法生成的数据，以支持 FHSA
的标签要求 

消费品安全委

员会，2020 

《行业和 FDA 工作人员药品开发工具指南》的确认流程 FDA，2020 

EPA 新方法工作计划 EPA，2021a 

EPA 减少在化学测试中使用脊椎动物的战略计划 EPA，2021b 

在 FDA 推进新的替代方法 FDA，2021a 

2.0 灵活、目的取向的 NAM 验证中的关键概念 

经合组织 GD 34 中所述的验证基本原则仍然至关重要，但验证所使用的程序应有助于高

效、及时地开发能提供目标物种信息的目的取向的、可靠的 NAM。具体而言，经合组织

GD 34 指出，“新的测试方法经过验证，以确保其具有可靠的科学依据并满足监管需求”，
即这些方法是目的取向的，这除了为监管决策提供依据外，还可能包括对使用情况进行筛

选和优先排序。该指南还指出，“验证过程应具有灵活性和适应性”，必须 “使用一系列参

比化学品来证明其性能”，并且 “根据现有的相关毒性数据进行评估”(经合组织，2005)。
因此，不应将对 NAM 的信心视为特定程序完成后获得的不变状态(例如，在成功完成环

比试验研究后认为 NAM 得到了“验证”)；相反，应将对 NAM 的信心建立视为一个不断演

变和迭代的过程，这个过程需要方法开发者、监管决策者和验证机构之间进行沟通

(ICCVAM，2018)。 

https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.fda.gov/media/144891/download
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图 1. 在制定和实施灵活、目的取向的 NAM 验证策略时需要考虑的关键概念。改编自 van 
der Zalm 等人(2022)。 

在设计和实施灵活、目的取向的验证策略时，需要考虑几个关键概念，如图 1 所示。这些

概念广泛适用于为多种目的使用 NAM，但应根据具体情景和应用的需要进行调整。需要

考虑的一个总体概念是 COU，或 NAM 的目的(例如，筛查、危害鉴别、效力评估、定量

风险评估的出发点等)。COU 将告知验证过程的灵活性以及如何确定 NAM 对特定 COU 的

适用性。这种灵活、目的取向的验证过程所涉及的关键概念是生物相关性、技术特征、数

据完整性和信息透明度。如图所示，这些方面是相互关联和相互依存的。最后，验证过程

的所有部分都必须接受独立审查。这些关键概念类似于 van der Zalm 等人(2022)在建立

NAM 科学信心的框架中提出的基本要素，但我们正在对其进行调整，使其适用于更广泛

的 NAM 应用。第 3.0 节进一步详细介绍了这些关键概念。 
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3.0 应用关键概念建立对 NAM 的信心 

验证应该是一个稳健而灵活的过程，通过确定 NAM 对特定 COU 的适用性来建立科学信

心。在可能和适当的情况下，应有证据支持使用替代方法将提供与现有方法相同或更好的

信息，并且确保其在监管审查中得出的决策对人类健康有相同的保护作用。COU 确定了

关键概念的详细标准和实施。为确定 NAM 是否适合特定目的，应明确界定 COU 和 NAM
意在涵盖的相关生物学。必须对 NAM 进行详细描述，并提供技术上可靠的信息，这些信

息与所关注的终点或过程具有生物相关性和/或对健康有保护作用。NAM 提供信息的组成

必须足够透明，以便进行独立审查，确保完整性和可信度。在适当和可能的情况下，对

NAM 的信心建立可能包括证明 NAM 与传统动物测试方法提供的信息相比，NAM 在定量

或定性上为监管决策提供的信息具有同等或更好的质量和目标物种相关性。为了避免受到

现状的限制，必须承认 NAM 有可能为监管决策提供比传统动物测试方法更高质量和更相

关的信息。这需要一个允许这种可能性的验证框架，并考虑到可能无法与传统动物测试方

法的数据进行比较的情况。 

3.1 使用情景 

建立 COU 或 NAM 的预期用途包括起草一份声明，全面明确地描述 NAM 的使用方式及

其监管目的(如果适用)。美国联邦机构根据每个机构特有的法律法规运作(参见，例如

Shaffer，2021)，因此，NAM 的认可和适用于每个机构单独要求的标准不同。在某些情况

下，即使在一个机构内部(例如，美国食品药品监督管理局 [FDA] 的不同中心、美国环境

保护署 [EPA] 的不同办公室)，也可能根据监管领域的不同有不同的需求。这种情况在国

际上更加复杂，因为其他国家的法规可能与美国的法规不同，因此一个国家认可的特定

COU 的方法在其他地方可能不被认可。因此，尽管根据特定指南/法规，NAM 可能被验

证为解决一个(或多个)COU 的特定终点，但在不同机构、监管司法管辖区和国家的不同指

南/法规下，其可能不被认可。为了更好地了解这种多样化的监管格局，ICCVAM 从国内

和国际的各种机构收集了信息，以描述该机构对特定毒性终点的特定需求(NIEHS，
2023a；示例如表 2 所示)。 

表 2. ICCVAM 工作组制作的手稿，提供有关选定主题的机构测试需求的详细信息 

需要关注的测试 参考文献 

急性毒性测试 Strickland 等人，2018 

生态毒性测试 Ceger 等人，2022 

体外到体内外推  Chang 等人，2022 

使用 NAM 进行纳米材料测试 Petersen 等人，2022a 
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需要关注的测试 参考文献 

皮肤过敏性 Daniel 等人，2018；Strickland 等人，2019 

皮肤和眼睛刺激测试 Choksi 等人，2019 

具有不同 COU(例如筛选/优先顺序和危害鉴别)的 NAM 可能与旨在回答有关毒理学机制

的特定问题和/或支持定量风险评估的 NAM 不同，因此，可以制定不同的标准并将其应

用于评估和验证每种目的的 NAM。学术环境中开发了许多新方法，以解决本质上可能具

有特定或探索性的基础研究问题。有时，人们认识到，其中一种方法可能在监管决策等更

具应用性的领域发挥基础研究以外的作用。对于新方法的开发者来说，在验证 NAM 之

前，与联邦机构和/或目标用户或利益相关者会面很重要，以确保旨在建立信心的验证研

究能够根据预期的 COU 进行量身定制。 

其他 NAM 可能对药品发现和开发更有用。可以采用 NAM 来筛选新分子的理想活性(例如

药理学活性)或潜在的不良活性(毒性)。这些数据可用于决定应采用哪些分子进行进一步开

发。测试方法的标准化可以将精力和资源集中在新的技术或治疗发现上，而不是方法开发

或测试上，从而支持创新。NAM 的这些用途通常不在大多数联邦机构的监管范围内。但

是，仍然建议应用建立 NAM 科学信心的关键概念，以确保获得高质量的数据。人们认识

到，NAM 的这些用途既可以直接支持 3R，又可以提供初步数据和经验，支持 NAM 的进

一步发展，有可能使其用于监管目的。 

3.2 生物相关性 

NAM 的相关性描述了测试与目标物种效应之间的关系，以及该测试方法对既定目的是否

有意义和有用，并确定了其局限性。充分证明 NAM 的相关性是增强对 NAM 信心的重要

因素。基于现有信息，可以通过多种方式证明生物相关性，详情如下。 

以下小节中详述的有关生物相关性的注意事项包括： 

• NAM 提供什么类型的信息？对导致结果/终点的生物学和机制有了解吗？ 
• 有哪些参考数据可用来衡量 NAM 计划质疑的结果？ 
• 关于是否以及如何将 NAM 的产出与既定实验室方法进行衡量的考虑因素是什么？ 

根据验证申请的具体情况，围绕生物相关性的其他考虑因素也可能很重要。 

3.2.1 机制理解 

在评估 NAM 的相关性时，考虑目标物种(一般是人类，但通常是其他物种)的生物学非常

重要。在可能的情况下，应以现有的机制知识(例如有害结局路径 [AOP] 或毒理学相关的
生物过程)来支持将 NAM 提供的信息与体 内生物学进行比较。通过分子启动事件或一个
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或多个关键事件将 NAM 锚定到既定的 AOP 可以帮助证明 NAM 的生物相关性。另一方

面，对于 NAM 预测的结果，缺乏既定的 AOP 并不一定会排除 NAM 的潜在用处，此类

支持信息可能来自体内数据提供的机制见解以及对目标物种生物学的理解。必须全面 
描述 NAM 的特点，明确描述正在测量的生物事件及其与不良结果或令人担忧的危害有何

关系。 

对 NAM 的描述应涉及用于预测体内结果的模型的生物学合理性和/或提供与生物过程、

机制或 AOP 的机制联系。例如，如果 NAM 要预测人用药物诱发胎儿畸形或胚胎-胎儿死

亡的可能性，则应了解胚胎-胎儿发育的机制(例如细胞迁移、分化、血管生成、神经生

成、原肠胚形成)，以及与使用该模型研究的后续发育不良反应的关系(FDA，2021b)。尽

管与所预测的体内效应的关系本质上可能是相关的，但仅凭相关或经验关系来建立对

NAM 预测的信心更具挑战性；因此，首选与所评估过程具有明显生物相关性的测试。缺

乏对 NAM 的生物学和机理相关性的理解可能会限制其适用性，使其仅限于由验证 NAM
所使用的数据所严格定义的范围内，并使得将 NAM 扩展到建立和验证 NAM 所用化学品

之外的化学品类别变得困难。 

AOP 是将分子和细胞小变异与不良健康后果联系起来的有用组织框架，可用于开发和锚

定代表重要毒理学过程的 NAM。有些终点确实具有完善的 AOP，例如皮肤过敏性

(Kleinstreuer 等人，2018)。对于缺乏完善 AOP 的终点，可以改为根据生物路径或过程等

因素来考虑 NAM 的机理相关性(表 3)。 

表 3. 已证明 NAM 的生物学和机理相关性的终点示例* 

终点 摘要 参考文献 

皮肤过敏性 该终点具有完善的人类相关 AOP，经合组

织指南 497 中描绘和描述了结合多个 NAM
的既定方法。 

Kleinstreuer 等人，

2018；经合组织，2021a 

内分泌失调 使用互补 NAM 作为综合策略一部分的既定

途径模型可用于雌激素和雄激素受体活

性。EPA 在内分泌干扰物筛查计划中接受

这些 NAM 用于一级筛查。 

Judson 等人，2015；
Kleinstreuer 等人，

2017；EPA，2023 

发育神经毒性 这个复杂终点的 AOP 有限。取而代之的

是，已经开发出了一系列涵盖人类神经发

育关键过程的 NAM。经合组织关于一系列

NAM 的 GD 已经出炉，其中包括整合测试

评估方法(IATA)案例研究。 

Crofton 和 Mundy，
2021；经合组织，

2022a；经合组织，2023 
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终点 摘要 参考文献 

吸入毒性 采用基于体外人体细胞的测定和计算建模

的替代方法来推导 EPA 人类健康风险评估

的出发点。这种方法也作为经合组织 IATA
案例研究发表。 

Corley 等人，2021；
EPA，2021c；经合组

织，2022b 

眼睛刺激 一份指南文件，描述了评估农药和农药产

品可能对眼睛造成刺激的替代测试框架。

对现有的体内、体外和活体外测试方法进

行了审查，以了解其与人体眼部解剖结构

和毒性机制的相关性。 

EPA，2015；Clippinger
等人，2021 

皮肤刺激 一份指南文件，建议使用现有信息、物理

化学特性和其他非测试方法对皮肤腐蚀和

刺激进行 IATA。 

经合组织，2014 

* 有关不同 NAM 认可的信息，请参阅各机构的具体指南。 

理想情况下，描述 NAM 与感兴趣的目标生物效应的关系应基于目标物种的关注终点的相

关生物学或作用机制的现有信息。在某些情况下，这或许是不可能的，来自不同于目标物

种的其他物种的数据可能是唯一可用的比较依据。但是，目标物种的生理学可能与现有的

替代测试物种不同，这进一步强调了将机制学的理解纳入 NAM 评估的必要性。例如，兔

眼的解剖学和生理学方面与人类不同(Clippinger 等人，2021)，大脑发育过程中的易感窗

口因物种而异(Smirnova 等人，2014；Tsuji 和 Crofton，2012)。因此，在评估 NAM 和现

有参比测试方法时，应确认与目标物种的生物相关性和关键暴露考虑因素。例如，对生物

学和机理相关性的评估可以考虑所用细胞类型的相关性、所研究的相关器官/组织的生理

特征，或与测试物质相关的物种相关代谢物的存在(注意在一个物种中发现的代谢物可能

不同于在另一种物种中发现的代谢物或在 NAM 中产生的代谢物)。此外，人们可以研究

一种方法评估特定物种的作用模式或机制的能力(Hartung，2010；Madia 等人，2021；
Parish 等人，2020)。 

除了物种翻译之外，个体之间的变异(例如体外分析中使用的细胞或组织的捐赠者)还可能

成为生物变异的基础，这些变异既会影响测得的反应，也有可能增加对人群中个体间变异

的更多见解(Harrill，2020)。尽管本文件没有广泛涉及，但 NAM 的用户和开发者应意识

到，对效应(量，在某些情况下还包括观测效应的存在)的观察，以及效应发生的起点或剂

量，可以通过细胞系中存在的基因序列变异来调节(Chiu 等人，2017)。在基于细胞的测试

中使用遗传多样化的细胞系试剂盒可以带来优势，有助于了解毒性和表型反应的种群动态

(Harrill 和 McAllister，2017)、发现赋予易感性的基因序列变异(Frick 等人，2015)、识别

独特的易感亚群(Church 等人，2015)以及促进毒物动力学和毒物动力学变异的测量(Rusyn
等人，2022)。虽然肿瘤衍生的细胞系有时用于体外模型，但其遗传组成可能无法充分代
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表人群中的遗传变异。将多样性纳入 NAM 的具体建议将视具体情况而定。因此，应与遗

传学家合作开发目的取向的研究设计，以确保充分覆盖目标物种变异，如果要质疑人类遗

传变异，则应与生物伦理学家和利益相关群体合作开发(例如参见 ICCVAM，2022)。评估

个体间变异的具体建议超出了本报告的范围，并且可能会随着该领域的新兴科学的发展而

继续发展。 

在某些情况下，复杂的 AOP 或由多个 AOP 导致的结果可能需要评估不良结果机制的多个

方面，以获得对结果的充分预测。NAM 通常具有局限性，无法预测或在技术上适用于所

有化学类别。就 NAM 所代表的生物学的复杂性而言，NAM 也可能受到限制。将多个具

有不同性能、适用性和生物覆盖范围的 NAM 组合成限定方法(DA)，可以增强其预测结果

的能力(OECD，2017)。这可以通过将适当的 NAM 映射到 AOP 的关键事件来实现，以确

保有足够的机制表现来预测目标物种的相关不良后果。经合组织 “第 497 号指南：皮肤过

敏性的定义方法”(OECD，2021a)中提供了将 NAM 映射到 AOP 的关键事件的示例，从而

得到解决监管终点的限定方法。 

3.2.2 参比化合物 

参比化合物可能具有广泛的潜在用途，从进行测定到评估其技术质量和生物相关性，如 
表 4 所示。参比化合物可能适用于一种用途，但不足以满足另一种用途。例如，一种参比

化合物即使不会对目标物种产生相关的不利影响(例如，由于无法穿过血脑屏障)，也可能

适合作为阳性对照(例如发育神经毒性测定)，但它可能不适合作为生物终点参比化合物。

根据 COU 的不同，参比化合物可能包括单组分化学品、混合物或复合提取物(例如，来自

医疗器械)。 
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表 4. 参比化合物的选定用途 

* 这些组合中符合条件的化合物可能有重叠之处。 

证明 NAM 科学有效性的一个关键方面是根据正在使用的现有测试方法评估其性能，通常

是通过测试生物学活性已得到充分表征和理解的生物终点参比化合物。生物终点参比化合

物通常包括已被证明会产生不良影响(理想情况下具有一系列效力)或不产生此类作用的化

合物(Browne 等人，2019)。 

鉴定对特定顶端结果具有已知影响的生物终点参比化合物可能具有挑战性。对于人类来说

尤其如此，因为毒理学领域已被应用于防止人类接触潜在的危险化学品，因此数据往往缺

乏。成功防止人类接触危险化学品的工作意味着可用的人类数据有限，或者此类物质在人

群中没有得到充分表征或测量。当此类人类数据出现时，它们可能来自意外暴露或低水平

暴露，这两种暴露水平或结果的定量数据通常都很有限。案例研究可以提供危害指示，但

通常不适合建立明确的因果关系。 

离散化合物集* 目的 化合物选择标准 

阳性对照 验证该方法是否按预期运行。 经证实可在方法条件下使特定测定

读数发生可靠、可测量且具有统计

学意义变化的化合物。 

高性能化合物 评估新方法或修改后的方法与 
类似的既定方法相比的程度 
(即“模仿”)。 

一组在既定方法中可靠地引起反应

(或没有反应)的化合物。 

能力验证化合物 使用既定方法评估新实验室的 
性能。 

在既定方法中可靠地引起反应(或
没有反应)的化合物；可以是高性

能化合物的子集。 

生物终点参比 
化合物 

1) 评估方法的生物相关性。 

2) 比较不同方法之间的一致性， 
这些方法旨在在不同的背景下（例

如，不同的物种、方法或测量模

式）衡量与相同体内终点相关的 
结果。 

1) 有证据表明对目标终点有体内效

应(阳性)或无影响(阴性)的化合物

(最好来自目标生物或合适的比较

物种)。 

2) 一组常见的化合物，这些化合物

已通过至少一种可靠的方法进行了

目标终点的测试。 
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尽管存在这些挑战，但仍应努力确定与正在开发的 NAM 预测的结果或机制相关的对人类

造成影响的化合物。即使此类数据支持对该方法进行定量评估的能力有限，其也可以对

NAM 的相关性进行定性检查。高质量的人类流行病学数据也可能难以获取，也难以与毒

理学数据保持一致；但是，流行病学数据可用于识别与人类健康不良影响密切相关的环境

化学物质。已经开发了基于证据的框架，允许汇编大量信息，然后透明和客观地选择范围

更窄的相关数据集(Wikoff 等人，2020)，从而改善了数据的可访问性。这些框架包括系统

证据图，可广泛概述证据基础，以及随后的系统评价，后者对特定的研究问题进行更狭义

和全面的评估，从而可以更快地将人类流行病学数据与其他来源的现有信息整合(Wolffe
等人，2019)。结合机制证据和传统动物数据，这些数据可用于定义生物学终点参比化合

物，以帮助建立对 NAM 的科学信心(例如参见 Krishna 等人，2021)。 

在评估 NAM 稳健性和相关性期间，应尽可能使用已被证明对目标物种产生相关影响的化

合物作为阳性对照。Petersen (2021)描述了选择阳性对照时需要考虑的特征(例如，每次进

行测定时都使用过程控制测量进行测试的化学物质)，许多相同的考虑因素将与评估 NAM
的参比化合物有关。阳性、阴性生物终点参比化合物、高性能化合物和能力验证化合物都

应包括在内，并应同样谨慎地进行选择。由于文献中强调阳性结果的历史偏见(认识到并

非文献中报告的所有阳性结果都是真正的阳性)，因此对目标终点呈阴性的可靠参比化合

物可能更难识别。应充分考虑公布以阴性结果为重点的数据整理工作，而在广泛的靶标上

测试浓度相对较高的化合物的工作可能会提供有价值的信息来帮助解决这个问题。 

一份明确的清单可能无法涵盖所有的 COU，参比化合物的选择应考虑该 COU 的特定监管

需求。在某些情况下，还应针对一系列 NAM 中每个的评估机制(而不是顶端终点)定义生

物终点参比化合物的子集。例如，很少有化合物符合发育神经毒性的参比化合物，相反，

一系列中评估的每个过程(例如增殖或神经突生长)都有自己的特定测定生物终点参比化合

物。因此，一个生物终点参比化合物在一项测定中可能为阳性，而在另一项评估不同机制

或过程的测定中可能为阴性。 

在经合组织概述的正式验证过程中，需要参比化合物清单(例如，用于评估可转移性)。但

是，编制可靠的参比化合物既耗时又耗费资源。在可行的情况下，通过严格的系统评价和

自动化流程，努力促进参比化合物精选清单的快速制定，能够对 NAM 灵敏度和特异度进

行更有力的评估(Judson 等人，2019；Thomas 等人，2019)。用于 NAM 确认的生物终点参

比化合物清单的示例，可在 FDA 2021 年修订的《国际人用药品技术要求协调理事会

(ICH)，S5(R3)《人用药物生殖和发育毒性检测行业指南》(FDA，2021b)中找到。该清单

包括具有阳性和阴性结果的化合物。该指南指出，这些化合物以及其他化合物可用于支持

特定 COU 的替代测定或一系列检测的确认。 

3.2.3 与现有实验动物方法的比较 

建立对 NAM 的科学信心并获得监管认可的标准通常包括考虑 NAM 能否提供与用于监管

决策的现有测试方法(视每个机构的监管框架情况而定)相同或更好的有用性、科学质量和/
或相关性的信息。例如，OECD GD 34 中验证任何新测试方法的标准是 “该方法生成的数
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据用于风险评估目的，这些数据至少与使用现有方法获得的数据一样有用，最好更好。这

将为人类健康或环境提供同等或更好的保护水平”(经合组织，2005)。修订后的《美国有

毒物质控制法》(第 4(h)(1)(B)条)包括 NAM 的具体注意事项，并要求 EPA 鼓励和促进 “使
用科学上有效的测试方法和策略，减少或取代脊椎动物的使用，同时提供具有同等或更高

科学质量和相关性的信息，以支持监管决策” (15 USC §2601，2016)。 

从历史上看，“同等或更好” 的概念依赖于与传统动物测试数据的直接比较。但是，为了

实现 “更好” 信息的目标，必须承认，NAM 可能无法提供与传统动物测试方法生成的相同

信息，NAM 的结果可能与传统动物测试的结果不直接一致(例如，见 Clippinger 等人，

2021；Hoffmann 等人，2018，2008；ICCVAM，2018；Kolle 等人，2017；Petersen 等

人，2022b；Piersma 等人，2018；Prior 等人，2019；Sewell 等人，2017)。在某些情况

下，NAM 可能提供足够监管决策过程的生物学相关信息、机制见解或足够敏感的终点，

可能没有必要与传统动物测试方法的数据进行比较。例如，某些药理学或毒理学靶标可能

不存在于非人类物种中，因此动物研究可能与评估通过此类靶标介导的潜在人类影响无

关。在这些情况下，基于人类的 NAM 可能会提供与生物学相关的信息。此外，NAM 通

常提供机制信息，而不是动物测试方法测得的顶端终点数据(例如，虽然观察到的动物体

重下降可能无法阐明潜在的毒性机制，但 NAM 可能能够提供这些机制见解)。在某些情

况下，动物模型可能正在测量复杂的生物学终点，该终点与 COU 有关，但未被有关

NAM 充分覆盖。在这些情况下，与传统动物测试方法进行比较可能是最权宜的选择，尤

其是在机制尚不完全了解的情况下。对 NAM 进行评估的目的是证明 NAM 提供的信息可

以促成与根据现有方法作出类似的监管决定。 

NAM 与现有实验动物方法之间的比较应酌情考虑参比动物测试方法的可靠性和重现性，

包括尽可能了解两种方法中观测到的差异的原因。如果可用，使用目标物种的参考数据，

可以对照物种相关反应对 NAM 进行评估。如果有体内时间历程数据，则可以使用微生理

系统等 NAM 来模拟毒代动力学，然后可以将微生理系统的计算推断与动物或人类数据进

行比较。基于生理学的药代动力学建模允许根据参考剂量估算内部浓度，并与体外活性浓

度进行比较。这些模型还可以应用于反向剂量测定方法，进行体外到 体内外推(IVIVE)，
并预测在 NAM 中观察到生物活性时，能够在血浆或靶组织中产生相应浓度的等效给药剂

量。当人类是目标物种时，高质量的流行病学、临床或观察效应证据可能有助于为 NAM
建立科学信心提供见解。但是，对于大多数终点和化学品，很少有这种人类参考数据，而

且比较通常必须依赖于来自不同物种的数据。可以整理动物研究的数据，并将其与产生可

重复、稳健和相关结果的参考标准清单进行比较。在某些情况下，例如生态学应用、分子

靶标的序列同源性或生物机制的保护，可能有助于支持与来自不同物种数据的比较

(Farmahin 等人，2013；LaLone 等人，2016)。 

一些出版物评估了一系列终点的动物参比测试方法的结果，并表明这些测试的结果显示出

不同的重现性水平(Browne 等人，2018；Dumont 等人，2016；Karmaus 等人，2022；
Kleinstreuer 等人，2018；Luechtefeld 等人，2016；Pham 等人，2020；Rooney 等人，

2021)。例如，观测到的变异性可反映固有的生物学因素、报告错误、方案差异或测试物
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质纯度的变化。应尽可能解释参比动物测试方法和 NAM 数据之间的冲突结果，包括参考

目标物种的生物学。这对于提供有关实验动物数据能力的真实背景是必要的，因此，必须

围绕与参比测试方法进行比较的 NAM 的最大性能容量设定适当的期望(Browne 等人，

2019)。 

应根据现有数据的质量来考虑将 NAM 与传统动物测试进行比较的相对价值以及与 NAM
目标物种的生物学和机理相关性。实际上，在许多情况下，那些寻求建立对 NAM 信心的

人需要将动物研究的历史用途以及与现有方法进行比较的要求作为一项重要的证据。根据

许多法律和监管要求，来自 NAM 的信息的保护性不得低于现有方法。理想情况下，该方

法将更具预测性，可以更快、更全面地生成许多化学品的相关数据(这些化学品可能很少

或没有数据)，从而在监管机构和利益相关者群体中建立信心。可能有特定的 COU 允许对

此规则有例外情况；但是，认可此类 NAM 作为合格方法将取决于相关机构或监管机构的

具体要求。此类比较的范围可能会有所不同，具体取决于现有数据的数量和质量以及对

NAM 和参考方法中有关目标物种的理解深度。当根据参比动物测试方法评估 NAM 的性

能时，必须根据在体内数据中观察到的变化，基于预期的 COU，考虑 NAM 中可接受的

变化。 

3.3 技术特征 

技术特性是开发可广泛使用的 NAM 的关键组成部分。其包括评估 NAM 的变异来源，设

计包含相关对照测量结果的测定方法，评估该测定可以使用的测试物质范围(即应用域)，
以及开发合适的统计数据分析方法。证明 NAM 科学有效性的一个关键方面是，从技术角

度来看，该测定方法具有足够良好的表征确保其稳健、可靠和可重现。NAM 既包括测试

系统本身，也包括终点的量化方法。技术表征的某些方面与先前的关键概念重叠，例如生

物相关性，其为不同用途的参比化合物的选择提供了依据(表 4)。已经通过一组具有相关

生物活性的明确定义生物终点的参比化合物来检查 NAM 的性能(第 3.2.2 节)，因此本节将

重点关注质量工具(Ishikawa，1985 年)、方法开发、文档和标准等技术方面。 

3.3.1 纳入选定的质量工具 

总体而言，NAM 的技术特征符合包含总体步骤的框架(图 2)：1)对 NAM 的科学相关性进

行初步审查，2)概念评估，3)实验室内部评估，4)统计数据分析和报告，以及 5)实验室间

评估(如果需要 1)。步骤 2 到 5 的结果相互关联，每个步骤的结果可能会影响所有其他步

骤。例如，实验室间测试的结果可能表明，应进行额外的实验室内部测试，或者需要修订

方案以纳入新的对照测量。 

 

1可能有一些不需要或不可行的实验室间评估方法的例子，例如大规模机器人化高通量筛选测定和基于机器

学习的计算机仿真方法。 
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图 2. 开发稳健性 NAM 的框架。实线表示应按建议顺序采取的步骤。虚线表示必要时可

以采取的重新评估任何先前步骤的方向。经 Petersen 等人许可，改编和转载(2022b)。 

最初的审查步骤包括评估测定的生物相关性、其潜在的 COU 以及达到足够技术质量水平

的可能性。如果 NAM 缺乏明确的 COU 或生物相关性，或者存在可能无法解决的重大技

术质量问题，则 NAM 可能不适用于监管用途。在概念评估阶段，对 NAM 进行审查以评

估预期的可变性来源和设计对照测量。在实验室内部评估中，可以进行实验来评估测定的

稳健性，确定对照测量的典型范围(例如阴性、载体和阳性对照)，并确定对照测量与测试

结果之间是否存在相互作用。通过概念评估和实验室内部评估获得的信息，可以设计一种

统计模型，以评估平均测定结果、表征变异性，并确定阳性或阴性反应的标准以及该测定

的统计置信度。 

最后，可能需要通过实验室间测试对某些 NAM 进行可转移性评估。实验室间测试可能会

揭示方案中的步骤，这些步骤在不同实验室之间有不同的解释，可以进行修订以提高

NAM 的技术质量。可转移性研究还可以识别因技术实施或方案执行方面的差异(例如，一

个实验室的移液与另一个实验室的自动化)而产生的问题，这些问题需要修正。 

表 5. 列出了几种有助于对 NAM 进行技术表征的质量工具。Petersen 等人(2022b)对该主题

进行了更详细的介绍。这些工具生成的某些信息可能仍保留在测试方法开发者内部，而其

他信息可能会被要求用于支持机构审查。 
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表 5. 通常用于 NAM 技术表征的质量工具* 

质量工具 描述 效益/效用 

流程图 绘制方案中每个步骤的图表。 优化方案步骤的识别和覆盖 
范围，其可通过对照测量进行 
监控。 

因果分析 审查文献和测定背景；绘制所有

预期的变异来源图表。 
确定变异性的关键来源以及可能

难以标准化的方法的各个方面。

指导稳健性测试和对照测量的 
选择。 

对照图表 用于评估技术性能的对照测量，

包括一次性初步实验、按预定频

率进行的定期测量以及每次进行

测定时进行的过程控制测量。 
对照图表监控一段时间内的对照

测量。 

潜在偏差测试，评估仪器性能和

校准，并测量随时间和不同实验

之间变异的关键来源。 

检查表 记录关键数据、元数据和对照 
测量。 

监控过程控制测量并在出现问题

时支持故障排除，支持数据分析

和重现性。 

散点图 绘制来自对照测量和测试物质结

果的所有数据。 
评估不同的过程控制测量之间，

或这些对照测量与测试物质结果

之间是否存在相互作用。 

*详情和示例可在附录 B中找到。 

3.3.2 质量控制最佳实践规范 

本节描述了联邦机构可能考虑作为评估 NAM 最佳实践规范的技术因素，包括 DA 和整合

测试评估方法(IATA)。此处列出的因素可能适用于，也可能不适用于所有 NAM。此外，

机构在评估 NAM 时可能需要指南中未列出的其他因素，例如额外的信息或测试。鼓励开

发者和/或申办方直接与他们打算向其提交方法或数据的联邦机构进行沟通，以确定可能

需要的其他审查因素。 

提交的用于监管评估的 NAM 应包括对任何实验室内或实验室间研究(如果已进行)的描

述。其应说明是否将 NAM 与参考方法进行了比较：另一种 NAM、体内动物数据或人类
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数据。评估期间可能还需要有关用于比较的参考方法(即参考数据集)的信息。NAM 的评

估可以通过几种不同的过程来完成，包括使用特定的实验室研究，记录一种方法的性能特

征是否适用于预期的应用，并且是可靠的。数据的可接受性与用于评估该方法的标准直接

相关。 

除了记录性能和表征 NAM 的适用性，良好的科学、技术和质量规范还能确保整个评估过

程高效有效，从而增强人们对拟议方法的信心。开发者应保留校准、操作和维护任何设备

所需的所有信息，例如设备和软件手册、质量和安全确认证书和保修书、软件版本文档、

建模算法、精选数据库和培训集。如果材料、细胞和试剂供应商的文件与 NAM 的评估有

关，开发者还应保留这些信息(详见第 3.3.3 节)。有关质量规范、设备程序和要保留文件

的更多详细信息，请参阅经合组织关于良好体外方法规范的指南文件(GIVIMP；OECD，

2018)。建议为所使用的每台仪器提供安装质量/运行质量/性能质量 (IQ/OQ/PQ) 报告，如

果研究要符合药物非临床研究质量管理规范 (GLP)，则必须提交安装质量/运行质量/性能

质量 (IQ/OQ/PQ) 报告。 

3.3.2.1 细胞/组织方法的相关信息 

应保留任何测试方法中使用的细胞和组织起源的文件。理想情况下，保留供审查的信息应

包括(但不限于)： 

• 伦理、法律和安全方面的考虑 
• 物种/菌株/性别 
• 人口统计信息(如果相关) 
• 来源/供应商 
• 捐赠者人数 
• 起源器官/组织 
• 分离出来的细胞类型 
• 工程分子靶标序列(如果适用) 
• 分离技术和日期 
• 生物安全分类 
• 细胞系识别和认证 
• 传染病原体的血清学检测(例如支原体检测) 
• 细胞培养传代/群体倍增数 
• 倍增时间 
• 遗传稳定性 
• 遗传和蛋白质表达信息(如果相关) 
• 预处理 

更多详细信息，请参阅《良好细胞和组织培养规范 2.0》(Pamies 等人，2022)和经合组织

GIVIMP 文件(经合组织，2018)。 
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应提供关于在实验室中将新细胞和组织在适当储存条件下进行检疫的文件，然后再用于测

试。利用活细胞或组织的检测应包括细胞活力测定。 

所有参与的实验室都应保存所有实验室设备(读板机、孵化器、冰箱/冰柜等)的性能记录和

文件。 

在细胞库中注册细胞有助于提高可追溯性和长期可用性。细胞库应包括细胞密度和细胞传

代数的记录。应保留试剂制备记录(例如，使用检查表来追踪所使用的任何试剂或消耗

品)。这也与不使用细胞 /组织的体外方法有关。一些例子是(但不限于)： 

• 供应商 
• 目录号 
• 批次/批号 
• 制备日期 
• 到期日期 
• 分析师姓名 

研究的申办方或开发者应提供与正在制定的方法或方法论有关的所有安全信息，以及有关

使用、运输和处置所有危险材料的所有相关法规。 

3.3.2.2 评估 NAM 中使用的分析方法 

开发者应提供数据，清楚地证明检测到或量化的物质是预期的化学物质或目标分析物。 
表 6 列出并描述了与分析方法有关的最佳质量控制规范。 

表 6. 分析方法评估* 

分析方法评估 描述 效益/效用  

检测和定量限 在试剂空白之上或标准曲线内可以可

靠地检测或定量的分析物的最低量或

浓度。标准曲线上的最高浓度决定了

定量上限。 

确定分析方法的范围。 

识别干扰 识别该方法的组成部分何时错误地改

变了检测到的信号。 
确定方法组成部分之间是否 
存在相互作用并妨碍报告可疑

结果。 
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分析方法评估 描述 效益/效用  

评估分析 
精确度 

描述所用分析方法和任何其他精确度

测试的精确度，例如在不同人员使用

拟议方法时或该方法使用不同仪器时

评估性能变异性的测试。这可以通过

实验室间比较研究进行评估。 

建立对分析方法可靠性的信

心，并评估实验室变异性的 
来源。 

NAM 中使用的

材料的稳定性 
NAM 中使用的材料(例如测试物质、

测试设备、暴露系统、试剂和分析物)
在一段时间内在给定环境中产生相似

且可接受的结果的能力。 

表征方法材料并确保特定方法

持续获得可靠数据。 

稳健性测试 测试方法在不同条件或环境下重现 
的能力，而所得结果不会出现意外 
差异。 

确定测定可接受的参数范围。 

回收分析 通过比较提取样本的结果与类似基质

和/或加标空白的加标样本结果来测试

提取方法。 

验证提取方法的效率和 
重现性。 

应用域的技术

分析 
获得足够的化学品和/或产品测试 
方法数据，这些数据代表了与拟议测

试的特定 COU 相关的化学品和/或产

品，并清楚地描述应用域的物理化学 
特性。 

降低了用于不同化学品和/或产

品的测定性能的不确定性，并

提供了确定化学品何时处于应

用域的方法和标准。 

阳性对照 在测定的检测窗口内识别与终点相关

的阳性对照化合物。 
为测试物质结果的比较提供一

致且值得信赖的基础。 

仪器校准参考

标准品 
使用校准标准品和/或质量控制样本校

准仪器。 
确保可靠的测量并确定潜在的

不确定性来源。 
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分析方法评估 描述 效益/效用  

设置质量标准 使用统计方法，根据实验室内部和/或
实验室间的测试结果，设定过程控制

测量的质量标准。 

确保对照测量的标准足够严

格，从而获得可靠的测试物质

结果且不存在偏差。 

*详细信息和示例见附录 C。 

3.3.2.3 评估 NAM 与性能标准的准确度和/或一致性 

准确度和一致性在定义上非常相似，通常被认为是可以互换的，具体取决于给定文件或段

落的上下文。一致性通常定义为根据获得的结果对两种方法或测试进行比较，而准确度通

常定义为一种方法或测试与参考方法或测试结果的比较。对准确度和/或一致性的评估通

常用于测试方法和相关数据的统计评估。在这种情况下，准确度被定义为正确预测在结果

总数中所占的比例。讨论方法的准确度或一致性时使用的其他统计参数包括灵敏度、特异

度、阳性和阴性预测度以及假阳性和假阴性率。 

只要有可能，就可以使用明确的性能标准(例如，一组已知会产生阳性和阴性结果的平衡

参考物质)来检查反应和方法的有效性。应报告一致性的定量检测标准(即灵敏度、特异

度、阳性和阴性预测度、假阳性和阴性率)。当将拟议的测试方法与产生功能和机械上相

似数据的具有既定性能标准的方法(例如，经合组织测试指南 [TG] 的“模仿”方法)进行比

较时，应评估两种方法的一致性(包括不一致的数据)，并根据参考方法进行一致性评估。 

3.3.2.4 标准操作程序和方法详情 

建议拟议的测试方法采用有据可查的标准操作规程(SOP)，以支持该方法和相关实验室活

动(例如测试系统操作和设备校准)的稳定性能。标准操作程序应涵盖测试和分析的各个方

面。标准操作程序应包括： 

• 确保测试物完整性的问责制度(例如，记录保存、安全和样本链保管)。 
• 样品制备和分析工具，例如方法、试剂(如果适用，包括制造商、目录号、 

批号等)、设备和仪器。 
• 质量控制和结果验证程序。 
• 方法详情，包括完整的产品描述和配方、暴露系统、测试物质体积/重量/ 

溶解度/剂量方案以及适当的暴露/剂量范围。 

提交方还应提供用以判断测试性能和结果的操作特点清单和操作标准。组成 NAM 的技术

系统的运行信息和标准可能有所不同，但标准可能包括所有控制措施、标准、暴露(剂量

和持续时间)和实验组的质量控制图表或其他性能标准。应包括对用于评估数据的统计方

法的描述。此外，开发者应描述如何评估实验不确定性、统计不确定性、干扰和背景。 
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3.3.3 文档 

本节介绍了 NAM(包括 DA 和 IATA)文档的最佳实践规范。此处列出的因素可能适用于，

也可能不适用于所有 NAM。此外，机构可能需要其他文件来评估 NAM。鼓励开发者和/
或申办方直接与他们打算向其提交方法或数据的联邦机构沟通，以查明可能需要审查的其

他因素。对于某些机构而言，在机构审查之前，可能需要对 NAM 和相关数据进行独立的

同行审查。 

对于新方法，文档应包括对拟议测试方法的描述，以及该方法与监管目的的相关性或如何

适合特定的 COU。相关信息将包括(但不限于)测试方法和任何拟议的 COU(例如，应用于

风险评估)的任何机制信息和生物相关性。文档中应包含人类或相应分类群的应用域。文

档的其他重要方面详述如下。 

还有其他资源可以为文档提供指导。对于体外方法，开发者可以查阅经合组织 GIVIMP
文件(经合组织，2018)。 

3.3.3.1 测试物质特性和纯度 

对于在 NAM 中测试的所有物质(例如对照品、参比化合物、其他测试物质)，至少应报告

物质的特性，最好是唯一的标识符(例如 CASRN、SMILES、InChIKey)，以及供应商提供

的有关该物质纯度的信息。如果实验室具备必要的能力，则使用分析方法执行额外的质量

控制措施来评估物质的纯度和特性有额外的好处。收集这些信息的能力也可能取决于

COU，因为某些测试物质(例如，代表成分未知或可变的复杂混合物的环境样品)可能无法

很好地表征。 

3.3.3.2 方法开发 

应根据该方法生成的数据对该方法进行具体、详细的书面描述。这可以采用方案、研究计

划、报告和/或 SOP 的形式。应研究该方法中的每个步骤，以确定环境、基质或程序变量

可能在多大程度上影响分析物的检测和/或定量。 

在开发过程中，应密切注意以下因素： 

• 试剂选择(具有适当的生物相关性、特异度和稳定性)。 
• 测试方法或仪器(即随时可用的性能和校准程序)。 
• 一次性用品(即微量滴定板和其他塑料用品)与测定测量值和测试物质的兼容性。 
• 分析方法/统计方法。 
• 可能引入测定变异性的步骤或过程。 

应采取适当步骤，在整个方法应用过程中最大限度地减少外部或基质效应(或至少表征这

些影响)，特别是在开发过程中使用的化合物、基质或设备与该方法技术表征期间使用的

化合物、基质或设备不同的情况下。 
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3.3.3.3 终点和参数测量 

每个终点或分析物的测量都应经过充分测试和记录。新型 NAM 的方法开发应包含该方法

可以成功测量所有相关参数的证明。应采集和记录每项实验的相关元数据，将定量数据与

定性信息联系起来，例如实验条件或测试化学物质和浓度，并跟踪可能导致测定变异或批

次效应的外部因素(例如进行实验的日期或技术人员)。这些数据和元数据应以可访问的格

式导出和保存，以便在进行独立审查验证时能够进行参考。附录 B 中有关对照图表和检

查表的部分也讨论了该主题。 

3.3.3.4 使用限制 

应明确确定和描述测试方法的具体优势和局限性。应列出任何潜在的干扰源，并应确定任

何可能干扰测试的化学物质或化学品类别。该文件还应确定 NAM 可对哪些材料进行测试

的任何已知限制。 

3.3.3.5 定义明确的终点 

测试方法生成的数据应充分测量或预测目标终点，如第 3.2 节所述，应明确定义该终点，

并解释生物相关性。这方面的一个例子是 NAM 提供 AOP 中特定关键事件的信息。数据

还应描述新的测试方法与现有测试方法之间的任何联系，或者新的测试方法与目标物种的

效果之间的任何联系。应明确界定 NAM 取得阳性、阴性或无定论结果的标准，并逐步进

行评估，以确保该系统的稳定性。 

3.3.3.6 建立统计模型 

可以使用实验室内部测试的数据来建立统计模型。这些模型可以使用贝叶斯统计方法或频

率统计方法建立。直方图可用于评估通过过程控制测量所获得的数据的分布，并评估哪种

类型的分布(例如正态分布)与数据拟合(有关详细信息，请参阅 Petersen 等人，2022b)。开

发模型，通过测试物质的测量值和过程控制测量值来计算 NAM 的累积变异性，而不仅仅

是使用测试物质的变异性数据，这很有帮助。这些信息可用于建立统计模型，该模型可以

得出决策(例如，测试物质是阳性还是阴性)以及该决策的统计置信度。测试物质评估的平

均值与阈值的简单比较没有考虑测试结果的可变性，也无法为决策提供统计置信度。 

开发 NAM 统计模型时的一个关键问题是如何区分 “阴性” 和 “弱阳性” 结果。统计模型的

阈值可以通过体内数据(可用时)来确定(Friedman 等人，2023；Karmaus 等人，2022；
Pham 等人，2020)。这可能需要重复测试 “临界” 化合物，以评估 NAM 的重现性；例如参

见指南 497(经合组织，2021a)。例如，评估剂量反应关系的统计模型可用于评估导致明确

效应(例如 EC50 值)的起始点或浓度，以及围绕这些值的相关数据驱动的置信区间。使用

诸如 T 检验、Z 因子或其他适当的统计标准之类的统计方法来评估 NAM 的质量也可能很

重要(Zhang 等人，1999；Zhang，2011)。 
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3.3.3.7 测定结果的重现性 

如果适用，应在提交的信息中包括技术重现性文档。该方法的重现性可以通过重复测量来

评估，包括质量控制和样品。该评估应包括讨论选择用于评估重现性的物质的理由(可能

在进行的任何实验室内和实验室间研究中)，以及其在多大程度上代表可能的测试结果范

围。应识别和讨论异常值。应包括对任何实验室内和/或实验室间变异或变异系数分析程

度的定量统计分析。应汇总历史对照数据(阴性、阳性和载体[如果适用])的中心趋势和变

异测量。当多次测试相同的化合物时，比较可以是定量的(例如，获得的 EC50值)，也可以

是定性的(例如危害分类)。如果拟议的测试方法在机制和功能上与具有现有性能标准的既

定测试方法(例如来自经合组织 TG)相似，则应比较两种测试方法的可靠性，并讨论任何

差异的潜在影响。 

3.3.3.8 数据解释程序 

应明确说明每个 NAM 的数据解释程序，包括阳性和阴性反应的标准。将 NAM 合并成

DA 需要固定的数据解释程序，这些程序必须客观且不包括专家判断，从而确保在不同团

体应用时得出相同的结果(经合组织，2017)。应详细记录计算算法(例如机器学习模型)和
软件(包括版本号)的使用，以确保结论的重现性。 

3.4 数据完整性 

数据完整性是确保来自 NAM 的信息可信和可靠的关键方面。建议方法开发者对用于获

取、转移和处理原始数据的流程进行内部评估，然后再将这些数据提交给外部独立方进行

评估和同行审查，以确保数据的完整性和结果的可信度。必要时，应尽可能根据 GLP 的

原则进行研究(21 CFR § 58；40 CFR § 160；40 CFR § 792；经合组织，1998)。此外，评

估机构，例如国家毒理学计划替代毒理学方法评估跨机构中心(NICEATM)，可以促进对

NAM 开发过程的质量和完整性的评估(NIEHS，2023b)。还有其他资源可以为最大限度地

提高数据完整性提供指导。对于体外方法，开发者可以查阅经合组织 GIVIMP 文件(经合

组织，2018)。对于数字工具和数字数据管理，开发者可以遵循 2016 年发布的 “科学数据

管理和组织工作的 FAIR 指导原则”(Wilkinson 等人，2016)。 

3.5 信息透明度 

透明度促进了人们对使用 NAM 的信任，从而加快了机构的监管决策过程和潜在的监管认

可或确认。NAM 与物种、COU 和技术特征的相关性应透明地传达给同行评审者、科学界

和公众。在适当的情况下，应在可以开放获取的期刊上发表描述 NAM 的 COU、生物相

关性和技术特征的同行评审文章和/或在面向公众的监管文件中进行总结。理想情况下，

NAM 的原则、方案、用于分析和绘制数据的原始数据文件和脚本以及报告标准应公开传

播。对于包含知识产权的 NAM，经合组织提供了保持透明度的工具，包括合理和非歧视

性的许可承诺条款(经合组织，2021b)。在一种方法中使用的专有或专利技术或设备可能

用于满足监管测试需求。对于某些机构而言，NAM 开发者可能需要传达专有或专利信
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息，以支持监管认可或确认；特定机构的指南可以指导测试方法开发者了解该机构的信息

需求。 

替代测试方法国际合作组织(ICATM；NIEHS，2023c)的合作伙伴通过监管认可替代方法

跟踪系统(TSAR)(EURL ECVAM，2021)发布有关 NAM 评估和同行评审的信息。TSAR 指

出了 NAM 在被接受为监管背景下的公认标准方面已达到的阶段，并提供了摘要说明和公

认的方案或标准操作程序。如有可能，TSAR 还包括与 NAM 相关的记录和文件，这些记

录和文件与整个流程的不同步骤有关：提交、验证、同行评审、建议以及监管认可或确

认。应清楚地传达如何解释 NAM 生成的数据以及相关的认可标准，以便终端用户了解该

过程并将其应用到实际环境中。 

3.6 独立审查 

支持 NAM 的 COU、生物相关性和技术特征的信息和数据可以由独立第三方(其成员没有

利益冲突)进行科学审查；但是，必要的审查级别将取决于每个机构的法规和政策。 

NAM 的评估可以通过几个不同的过程来完成，包括记录方法的性能特征，以确定其是否

适合和可靠地用于预期的应用。方法的可靠性通常包括(但不限于)重现性、重复性和稳健

性。但是，可能还有本报告中未列出的其他信息，这些信息可能是审查某些方法所必需

的。除了 NAM 的性能和适用性外，良好的科学、技术和质量实践还确保了独立审查过程

的效率和效力，从而增强了人们对拟议方法的信心。实验室应保留与评估 NAM 有关的所

有信息，例如操作和维护用于 NAM 的设备所需的信息(例如设备和软件手册以及质量和

安全合格证书)，以及材料、细胞和试剂供应商的文件。对于旨在符合 GLP 的研究，还可

能需要为所使用的每种仪器提供 IQ/OQ/PQ 报告。对于非 GLP 研究，应保留正确安装和

测试的文档，以显示设备性能符合预期。 

来自 NAM 的原始数据和描述信息应可供独立第三方和/或监管机构决策者审查。NAM 的

评估和独立同行评审可以由验证机构组织，例如 NICEATM、欧盟动物测试替代参考实验

室(EURL ECVAM)及其科学咨询委员会以及日本替代方法验证中心(JaCVAM)。其他可以

独立审查 NAM 的机构或国际组织包括美国联邦杀虫剂、杀菌剂和灭鼠剂法案科学咨询小

组、欧洲食品安全局科学委员会和经合组织。或者，开发者可以资助(但不能直接领导管

理)对该方法的独立审查。经过同行评审的出版物有助于与科学界共享测定信息，并且可

以补充独立第三方更正式的审查，以支持在监管背景下认可和使用该方法。 

独立审查的范围将根据 COU、监管框架和评估的具体方法而有所不同。开发者发送给独

立审查的部分信息将包括任何实验室内或实验室间研究的记录，包括该 NAM 是否与另一

种 NAM、动物体内或人类数据进行了比较。这些评估有可能有助于提高 NAM 的实验室

间可转移性。 
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4.0 美国联邦机构对 NAM 的认可 
4.1 了解监管需求和决策背景 

联邦机构有不同的权限来请求、获取和使用毒理学数据。这因法律、法规和产品类别而

异。NAM 在某些法律或监管背景下可能有用和充分，但在其他情况下则不然。因此，

NAM 的开发者和用户必须考虑其使用背景。一些潜在的背景将包括但不限于 DA、IATA
或独立方法。 

NAM 是否可以用于监管或其他目的取决于所作决定的性质、NAM 是否足以满足其预期

用途，以及监管机构提交的文件在多大程度上取决于 NAM 结果以支持安全性、有效性和

/或风险决策。对于需要筛选大量化合物以确定进一步评估优先顺序的应用，识别出一个

值得关注的信号、具有高灵敏度和低特异度的 NAM 可能很有用。在决定哪种剂量的单一

化合物可以安全暴露时，这种 NAM 可能起到的作用有限。在某些情况下，各机构可能会

在数据匮乏的情况下寻找关注信号(危害鉴别)。在其他情况下，各机构可能需要就化合物

做出更多的定量决策(风险评估)，并且可能不愿接受用于为这些决策提供信息的 NAM 产

出的高度不确定性。性能特征的实施应反映 NAM 的使用方式，并根据每个 NAM 及其

COU 进行个性化设置。 

为了促进这一进程，一些机构可能希望在将 NAM 用于监管决策过程之前对其进行评估。

评估可能会侧重于拥有明确 COU 的 NAM。评估的目的之一是使监管机构能够应用使用

NAM 生成的结果，而无需重新审查 NAM 的所有基础支持数据(见表 1 中引用的文件)。 

4.2 使用环境考虑因素 

应明确说明 NAM 的目的(例如，危害鉴别、效力评估、定量风险评估的起始点等)，并应

根据该目的对 NAM 进行评估。将新开发的 NAM 的应用集中在单个 COU 上是恰当的。

但是，之后可以使用合适的支持数据添加其他 COU。COU 通常需要专注于特定的监管需

求。如果 COU 范围很窄，最初为 NAM 确认所做的努力可能是最成功的。可以根据需要

使用其他数据来扩展 COU。各机构的监管需求各不相同，因此特定 NAM 的 COU 也可能

有所不同。在进行全面确认之前，为拟议的 NAM 建立适当的 COU 至关重要。 

通常应由 NAM 开发者和与 COU 相关的机构讨论确定合适的 COU。在定义可接受的

COU 之前，可能需要对 COU 进行多次迭代。随着 NAM 的适用性和局限性的进一步定

义，COU 甚至可能会在数据收集过程中发生变化。 

4.3 基于获得经验的信心演变 

将 NAM 纳入监管用途需要监管机构和受监管行业对该方法有足够的信心。验证和确认支

持了这种信心，但可能不足以确保实施。在 NAM 的用途被广泛接受之前，通常需要有关

NAM 的教育和经验。即使有验证和确认数据，试剂的成本、复杂性、可用性以及在实施

和解释 NAM 方面接受过培训的人员也可能会限制 NAM 的使用。 
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旨在补充或取代现有方法的 NAM 的性能通常需要与现有方法进行比较。人们往往对有丰

富经验的现有方法充满信心。这些现有方法可能尚未经过正式验证，但是反复成功使用现

有方法以及假设动物测试的固有有效性通常会增强人们对该方法的信心。用户需要知道，

在使用结果做出安全性决策时，NAM 将与现有方法一样好或更好。对于不同的 COU，不

同程度的不确定性可能是可以接受的，例如，在确定优先顺序、筛选、危害特征描述再到

风险评估的过程中，需要增加信心。 

建立对 NAM 信心的一种机制是，用户提供来自 NAM 的数据，同时提供来自 NAM 计划

取代或补充的现有方法的数据。在各行业内部和跨行业自愿共享关于 NAM 的信息有助于

建立足够大的数据体系，以支持人们对这些方法的信心。随着时间的推移，各机构和行业

可能会看到 NAM 如何在不影响安全性标准的情况下融入现有的评估模式。 

5.0 美国和国际协调 

美国联邦机构之间以及更广泛地与国际监管机构的协调将有助于确保 NAM 验证方法的协

调统一，并支持其应用和实施。ICCVAM 和 NICEATM 在促进国内和全球的沟通与协作

方面发挥着重要作用。 

5.1 美国协调：ICCVAM 和 NICEATM 的作用 

ICCVAM 授权法概述了 ICCVAM 的以下目的(42 U.S.C 285l-3，2000；NIEHS，2023d)： 

• 提高美国联邦机构测试方法审查的效率和有效性。 
• 消除不必要的重复工作，并在美国联邦监管机构之间分享经验。 

o 这是通过多种方式实现的，例如月度会议、工作组、公开会议(公共论坛)和
科学咨询小组(替代毒理学方法科学咨询委员会)。 

• 优化美国联邦政府以外的科学专业知识的利用。 
o 这通常是通过与 ICATM 合作伙伴以及在会议上与众多科学家举行会议和研

讨会来实现的。 
• 确保新的和修订的测试方法经过验证，以满足美国联邦机构的需求。 

o 联邦机构的科学家和监管机构人员与开发者合作，确保正在开发的方法能够

满足监管需求。 
• 在可行的情况下，减少、优化或代替在测试中对动物的使用。 

ICCVAM 促进跨机构和国际合作，促进替代测试的开发、监管认可或确认和使用，以鼓

励减少、改进或替代动物测试方法。ICCVAM 为测试方法开发者提供指南，评估专家对

替代毒理学测试方法的同行评审提出的建议，并就使用经过审查的测试方法向合适的联邦

机构提出建议。ICCVAM 通过由 NICEATM 管理的特设技术工作组履行其职能，执行对

开发或验证动物测试替代至关重要的特定任务。其中一个持续的例子是 ICCVAM 支持协
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调一项针对 NAM 的实验室间预验证研究，该研究由环保局根据用于化学筛查的体外人体

甲状腺微组织测定而开发(Deisenroth 等人，2020)。 

NICEATM 是美国国家环境健康科学研究所(NIEHS)转化毒理学部下属的一个办事处，为

ICCVAM 和 ICCVAM 工作组活动、同行评审小组、专家小组、研讨会和验证工作提供技

术、科学和运营支持。除了支持 ICCVAM 之外，NICEATM 还会： 

• 进行测试方法分析和评估，并协调有关新颖和高优先级替代测试方法的独立验证 
研究。 

• 通过 NICEATM 网站、综合化学环境和有关关注主题的研讨会，向测试方法开发

者、监管机构和受监管行业提供信息。 
• 支持 NIEHS 转化毒理学部的活动，尤其是那些为美国政府跨机构 21 世纪毒理学

(Tox21)联盟做出贡献的活动。 

ICCVAM 提供的跨机构沟通论坛和 NICEATM 提供的支持旨在确保有效利用有限的资源

来协调美国联邦机构对 NAM 进行监管申请的验证和确认工作。 

5.2 美国协调：为推进 3R 而开展的额外联邦合作 

除了参与 ICCVAM 外，美国联邦机构还通过多种方式就 NAM 进行合作。例如，

Tox21(Tox21，n.d.)是环保局、NIEHS 转化毒理学部、美国国立卫生研究院美国国家转化

科学促进中心(NCATS)和 FDA 之间的联邦合作项目。Tox21 的目标是开发更好的毒性评

估方法，以有效测试某些化合物是否有可能破坏人体的生物过程并对健康造成负面影响。

Tox21 已经发布了许多开创性的出版物和分析，这些出版物和分析已投入监管机构使用，

例如用于环保局的内分泌干扰物筛查计划(EPA，2023)。NICEATM 和 EPA 还密切合作开

展了多项研究，以减少或取代在监管测试中对动物的使用。这包括回顾性分析，以消除将

动物用于：1)对农药和农药制剂的皮肤急性毒性(EPA，2020)；2)确定仅使用体外数据是

否足以推导皮肤吸收因子进行农药的人体健康风险评估(Allen 等人，2021)；以及 3)确定

是否可以通过不到三种鱼类体内急性毒性测试对非靶向水生脊椎动物达到相同水平的保护

(Ceger 等人，2023)。FDA 还与 NCATS 合作，进一步开发微生理系统技术，以促进其进

步并加速转化使用(FDA，2023)。 

5.3 国际协调 

除了 ICCVAM 促进的国际合作外，美国各机构还独立开展国际合作，以推动 NAM 的认

可。例如，包括 ICATM、美国参与联合国全球化学品统一分类和标签制度(GHS)专家小

组委员会、与 ICH 合作制定描述 NAM 使用情况的指南，以及参与经合组织测试指南计划

和危害评估工作组。 

ICATM 是美国(ICCVAM)、日本(JaCVAM)、欧盟(EURL ECVAM)和加拿大(加拿大卫生

部环境健康科学与研究局)的验证组织合作建立的。其他参与组织包括韩国替代方法验证
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中心、巴西替代方法验证中心以及中国食品药品监督管理局和广东疾病预防控制中心。该

小组的总体目标是： 

• 在验证研究、独立同行审查和制定统一建议等关键领域建立国际合作，以确保

替代方法/策略更容易在全世界得到认可。 
• 建立必要的国际合作，确保监管部门采用的新替代测试方法/策略能够为人、动

物和环境提供同等或更好的保护，同时在科学可行的情况下取代、减少或改进

(减少痛苦和痛苦)动物使用。 

在联合国内部，全球统一制度(GHS)小组委员会成立了一个工作组，负责更新全球统一制

度的各个章节，为各种危害类别(例如皮肤刺激/腐蚀、眼睛刺激/严重眼损伤、皮肤过敏)
中使用 NAM 制定具体标准。这些努力在国际层面推进 NAM 方面取得了丰硕成果，并将

DA 确立为认可的危害确定方法。这些国际努力不仅对推进 NAM 很重要，而且对向在这

一领域可能没有足够资源的国际区域提供专业知识也很重要。 

ICH 的活动也说明了统一 NAM 使用方法的价值。ICH 制定的几份指南描述了替代方法的

使用，这些方法被世界各地的多个监管机构和行业团体视为认可的方法。这些方法由 ICH
流程中的专家工作组进行了评估，并酌情纳入了指南。例如，包括使用化学和体外方法评

估光毒性(ICH，2013)。此外，ICH 关于生殖和发育毒性的指南包括替代检测的一些使用

背景，以及对此类检测的确认方法的建议和生物终点参比化合物清单(FDA，2021b)。 

经合组织是协调监管测试指南和指导文件的国际论坛，越来越关注 NAM 的验证和使用。

ICCVAM 在协调和促进美国对经合组织健康影响测试指南计划的立场方面发挥着重要作

用。美国国家协调员代表美国参加国家协调员工作组的年度会议和其他测试指南制定活

动。在这一角色中，美国国家协调员就涉及 3R 任何方面的经合组织测试指南(TG)活动征

求相关 ICCVAM 机构的意见。来自 ICCVAM 机构的主题专家在多个经合组织专家组中任

职，为经合组织产品的开发提供科学指导，例如测试指南、DA 和指南文件。38 个经合组

织成员国的利益相关者使用经合组织测试指南来评估化学品安全。经合组织相互认可数据

条款确保使用经合组织测试指南生成的安全性数据将被所有成员国接受，从而避免重复测

试。ICCVAM 机构还为经合组织 IATA 案例研究项目做出了贡献，该项目允许各国分享

和合作使用 IATA 的新方法，在监管背景下评估化学品安全。 

6.0 鼓励使用 NAM 的宣传和培训 

各机构就特定 NAM 的可接受性进行沟通，而关于 NAM 的培训可以促进其使用。在适当

和可行的情况下，各机构可以公开沟通何时以及如何可以接受 NAM，具体取决于特定机

构的规则和政策。例如，可以在 GD 或公开网站上描述 NAM。监管机构可以使用现有的

培训计划或为员工实施新的计划，并在可能的情况下就新方法提供公开的培训。甚至在

NAM 通过科学界的教育得到验证或确认之前，就可以开始对新方法建立信心。这些早期
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教育工作可以侧重于新方法的基础科学。随着方法的成熟和支持方法有效性的数据积累，

教育工作可以转向让相关社群熟悉这些数据。当针对特定 COU 对 NAM 进行评估时，可

以进行有关 NAM 的具体用法和解释的培训。经合组织、ICCVAM 等实体机构以及其他验

证组织和科学协会也可以提供有关 NAM 的培训和获取信息的机会，这将增强人们对使用

NAM 的信心。 

NAM 开发者、行业用户和监管机构之间的互动可以促进方法的开发和采用。这种互动的

实现可以通过所有各方参与科学会议来讨论此类方法，以及根据机构特定程序进行更正式

的监管互动。如上所述，开发适当的 COU 和确认数据集可能是一个迭代的过程。随着数

据的积累，在 NAM 的开发和探索过程中，COU 和应用域可能会发生变化。在此过程

中，各方继续进行沟通有助于确保采取适当途径认可 NAM。 

即使 NAM 可用于某个终点并被监管机构认可，申请的申办方也可以选择使用其他方法，

例如传统的动物测试，因此不一定会在监管申请中提交 NAM。这可能有几个监管机构无

法控制的原因。尽管监管机构可以建议或推荐用一种或多种 NAM 代替传统测试，但化合

物的申办方可能并不总是有义务遵循该建议。要为采用 NAM 建立足够的信心，所有利益

相关方都必须接受教育并熟悉 NAM。 

7.0 结论与实施 

本报告旨在帮助方法开发者、受监管的行业利益相关者和联邦机构开发、验证、确认和认

可具有科学意义的 NAM。在这里，我们描述了应考虑的关键概念，以便高效、及时地开

发目的取向、可靠并提供与目标物种相关信息的 NAM。所有信息可能适用于，也可能不

适用于任何特定的方法、DA 或 IATA。可能还有其他适用于方法、DA 或 IATA 的概念未

在本报告中讨论。开发者必须与联邦机构和终端用户密切合作，着眼于 NAM 的预期用

途，尤其是监管审查中的风险评估应用。建立对 NAM 的科学信心，验证或确认用于特定

目的和 COU 的方法，应是通过利益相关者之间的多向沟通逐步演变的迭代过程。 

NAM 领域是一个不断演变的领域，在 NAM 验证和确认方面可能会出现一些在撰写本报

告时未曾预料到的新考虑因素。因此，参与 NAM 开发、验证和确认的利益相关方可能需

要对此处未述及的考虑因素保持灵活性和持开放态度。该报告将根据需要和定期更新。 
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附录 A：术语表 

免责声明：本术语表旨在支持本报告中术语的使用。特定术语的含义或用法可能因监管

机构而异。 

3R：人道实验技术的原则，特别涉及到减少(即尽量减少使用的动物数量)、代替(即使用

低阶物种或非动物进行测试)或优化(即最大限度地减少研究动物可能因特定技术而遭受的

疼痛和痛苦)进行研究和化学品安全测试中的动物使用。 

准确度：测试方法结果与公认的参考值之间的接近程度。 

有害结局路径 (AOP)：以结构化形式表示当生物体暴露于某种物质时，在生物组织的不

同层面上发生的、导致不良影响的连续事件。 

应用域：可以使用某种方法测试的化学品类型，或由该方法得出的相关结果被认为是可

以接受的化学品类型。 

测定：使用的实验系统。通常与 “测试” 和 “测试方法” 互换使用。 

平衡准确度：一种统计指标，用于解释不平衡的数据集，其中一个 “类别” 的出现次数比

另一个 “类别” 多得多(例如，阴性数多于阳性数)。平衡准确度以灵敏度和特异度的算术

平均值计算。 

生物相关性：一种评估目标分类群中化学品影响的适当性的衡量标准。 

一致性：两个变量之间的接近程度或一致性。一致性可用于定性描述 NAM 与参比动物测

试方法和/或人类参考数据(如果有)相比的生物相关性。一致性还可用于定量描述所有测试

的化学品中被正确归类为阳性或阴性的比例，在这种情况下，该术语通常与 “准确度” 互
换使用。 

使用情景(COU)：清晰阐述特定模式、方法或应用的使用方式和目的的描述。 

精选数据库/列表：一组经过精心编译和维护的结构化、具有良好特征且可靠的信息。 

限定方法(DA)：由一组定义的信息源和固定的数据解释程序生成的输入数据组成，以得

出可单独使用或与 IATA 内的其他信息源一起使用的结果，以满足特定的监管需求。测试

和评估的限定方法可用于支持化学品的危害鉴别、危害描述和/或安全评估(OECD，

2017)。 

不一致：所有经过测试的化学品中被错误地归类为阳性或阴性的比例。 
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终点：测试方法评估的生物或化学过程、反应或影响。 

假阴性：相对于指定的参考数据，通过测试方法错误地鉴别为阴性的物质。 

假阳性：相对于指定的参考数据，通过测试方法错误地鉴别为阳性的物质。 

目的取向：将一个 NAM(或一组 NAM)提供的信息的类型和确定性与给定决策所需的信息

类型和确定性相匹配(EPA，2021a)。 

良好细胞培养规范(GCCP)：为实验室实际使用而开发的一组原则，旨在确保体外(基于细

胞)工作的重现性并提高科学数据的质量(Pamies 等人，2022)。 

良好体外方法规范(GIVIMP)：经合组织良好体外方法规范指南文件(经合组织，2018)中
描述的综合框架，为体外方法的开发、验证、监管认可或确认以及使用提供了建议。 

良好实验室规范(GLP)：美国环保局、美国食品药品监督管理局和经合组织等机构颁布的

法规，描述了实验室记录的记录保存和质量保证程序，这些程序将作为向国家监管机构提

交数据的依据。 

危害：可能对健康或生态造成不利或有害影响。 

危害分类：根据特定毒性终点的标准测试方法的结果，将化学品或产品危害划分为某个

类别；最常用于标签目的。 

危害鉴别：风险评估的一部分，与确定暴露于某特定物质是否会或可能与不利的健康或

生态影响有关。 

整合测试评估方法(IATA)：一种基于多种信息源的方法，用于化学品的危害鉴别、危害

特征描述和/或安全评估(OECD，2017)。 

实验室间重现性：衡量使用相同方案和测试化学品的不同的合格实验室能否产生定性和

定量的相似结果。实验室间重现性是在预验证和验证过程中确定的，其表明测试方法可以

在多大程度上在实验室之间成功转移。 

机理相关性：评估化学品可能发挥作用的生化过程或途径的适当性度量。 

阴性预测度：在经测试方法检测为阴性的物质中，正确的阴性反应相对于定义的参考数

据的比例。它是测试方法准确度的一个指标。阴性预测度是测试方法的特异度和测试物质

中阴性比例的函数。 

新测试方法(NAM)：广泛指代能够提供化学危害和风险评估信息并支持替代、减少或优

化动物使用(3R)的任何技术、方法论、方法或其组合。 
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性能：测试方法的准确度和可靠性特征(参见 “准确度”、“可靠性”)。 

性能标准：基于经验证测试方法的标准，为评估在机制和功能上相似的拟议测试方法的

可比性提供了基础。包括(1)基本测试方法组成部分；(2)参比化学品列表(从一些化学品中

选出，这些化学品用于展示经验证的测试方法的公认性能)；以及(3)在使用最少量的参比

化学品进行评估时，拟议的测试方法应展示出与经验证的测试方法相当的准确度和可靠性

水平。 

阳性预测率：在经测试方法检测为阳性的物质中，正确的阳性反应相对于定义的参考数

据的比例。它是测试方法准确度的一个指标。阳性预测率是测试方法的灵敏度以及所测试

物质中阳性比例的函数。 

效力：衡量物质的相对生物或化学活性的指标。由于不同的生物或生化效应，单一物质

的效力可能会有所不同。 

精确度：某一个分析物(通常是单个样品)在多次分析后，单个测量值的接近程度。精确度

通常用变异系数表示。 

方案：对测试方法的精确度的逐步描述，包括所有必要试剂的列表以及生成和评估测试

数据的所有标准和程序。 

确认：得出结论，即使用经过验证的模型或测定的评估结果可以用来对产品开发和监管

决策进行具体的解释和应用。 

质量控制：一组活动或样本，用于验证产品或方法的质量是否保持在预期水平。 

参比化合物：选择在研究、开发或评估拟议测试方法期间使用的化学品，因为其在参比

测试方法中的反应或目标物种是已知的(见 “参比测试方法”)。 

参比测试方法：用于监管目的的公认测试方法，用于评估测试物质对目标物种的潜在 
危害。 

可靠性：衡量实验室内部和实验室之间在一段时间内可以重复执行测试方法的程度。它

是通过计算实验室内和实验室间重现性以及实验室内的重复性来评估的。 

重复性：在给定时间段内、在相同条件下对同一物质进行检测时获得的测试结果的一致

性；“... 在相同条件下，使用相同方法对相同对象(或物体或测试材料)获得的独立结果之

间的接近程度” (Slezák 和 Waczulíková，2011)。 

重现性：使用相同测试方案和测试样本获得的单个测试结果的一致性；“...使用相同方法

相同对象(或物体或测试材料)但在不同的条件(不同的观察者、实验室等)下获得的独立结

果之间的接近程度”(Slezák 和 Waczulíková，2011)。 
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回收：一种定量方法，通过将提取样品的结果与类似基质和/或加标空白的加标样本的结

果进行比较，来验证提取方法的效率和重现性。 

风险评估：评估暴露于外源物对目标物种的潜在不利健康和环境影响。 

稳健性：一种方法在不同条件或情况下重现的能力，而不会在获得的结果中出现意外的

差异。 

灵敏度：在测试方法中被正确归类为阳性的所有阳性化学物质的比例。在检出限的背景

下，灵敏度也可以定义为可以以可接受的准确度和/或精确度测量的最低分析物浓度。 

特异度：在测试方法中被正确归类为阴性的所有阴性化学物质的比例。它是测试方法准

确度的衡量标准。这个词还用于描述分析方法检测特定分析物的能力。 

稳定性：测试材料(例如测试物质、测试设备、试剂或分析物)在一段时间内、在给定环境

中产生相似且可接受的结果的能力。 

标准曲线：一种绘制测定数据的定量方法，通过比较未知样本与已知浓度的标准样本(通
常使用阳性对照材料)来确定未知样本中物质的浓度。 

标准操作规程(SOP)：描述如何进行具体实验室操作的正式书面程序。这些是 GLP 指南所

要求的。 

靶器官：寻求有关化学品潜在毒性信息的器官。 

目标物种：寻求有关化学品潜在毒性信息的物种。 

测试：使用的实验系统；可与 “测试方法” 和 “测定” 互换使用。 

测试方法：一种用于获取物质或制剂特性信息的过程或程序。毒理学测试方法生成有关

物质或制剂在特定条件下产生特定生物效应的能力的信息。可与 “测试” 和 “测定” 互换使

用。另请参阅 “经验证测试方法” 和 “参比测试方法”。 

测试方法开发者：最初设计测试方法并确保其重现性和适用于预期用途的组织或个人。 

测试方法赞助者：提交测试方法以供审议的组织或个人；也可以是与测试方法开发者相

同的组织或个人。 

测试方法提交：为监管或其他特定应用提出的测试方法的支持文件汇编。测试方法提交

通常包括已完成的验证研究记录，这些记录旨在描述该测试方法对特定拟议监管测试要求

或应用的用处和局限性，以及根据测试方法提交指南编写的其他充分的科学有效性文件。 
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可转移性：测试方法或程序在不同的合格实验室中准确、可靠地执行的能力。另见 “实验

室间重现性”。 

经验证测试方法：一种公认的测试方法，已完成验证研究，以确定该方法与特定拟议用

途的准确度、可靠性和相关性。 

验证：为特定目的确定程序的准确度、可靠性和相关性的过程。为一个特定目的进行验

证并不意味着为其他特定目的进行验证。对于特定的使用环境，可能需要进一步的确认。 
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附录 B：质量工具 

1.0 流程图 

在流程图中，方案中的每个步骤都予以图示(有关示例，请参见图 S1)。通过确保在可行的

情况下涵盖和跟踪每个步骤，这有助于设计实验的对照测量。多个对照测量可能涵盖一个

步骤，反之，一个对照测量可能涵盖多个步骤。此外，比较 NAM 之间的对照测量结果可

能会发现不同 NAM 之间的相似步骤。对于这些步骤，变异性的来源也可能相似。 

 

补充图 1. 描述实验室间研究修改后的 MTS(3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-5-(3-羧甲氧基苯基)-2-
(4-磺基苯基)-2H-四氮唑)方案的流程图。本图经 Elliott 等人(2017)许可转载。 

2.0 因果分析 

因果分析 (C&E) 是一种概念工具，可用于鉴别可能的关键变异性来源，并使用 C&E 图

(有时称为鱼骨图)进行展示(有关示例，参见图 S2)。绘制这些图表的过程可能包括集思广
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益和审查有关测定的文献。C&E 图的每个分支都指示预期变异性的关键来源。C&E 图还

可以支持新 NAM 的开发，因为 C&E 图的共享分支(例如，使用相同类型的细胞毒性测定

进行测量)可以更快地制定，可能需要类似的对照测量，并且可能具有类似的减少变异性

策略。对 C&E 图的分析可以帮助确定可能难以标准化的方法的各个方面(例如，难以校准

的仪器或不稳定的测定试剂)。C&E 图可以帮助指导稳健性测试和对照测量的选择，因

此，理想情况下，可以分析 C&E 图的每个分支和子分支的变异来源。 

 

补充图 2. 设计用于工程纳米材料的 MTS 细胞毒性测定的因果图。经 Rösslein 等人(2015)
许可转载。 

3.0 对照图表 

对照测量可以是一次性的初步实验(例如，测试潜在偏差)、以预定频率进行的定期测量(例
如，仪器性能和仪器校准评估)，以及每次进行测定时进行的过程控制测量。对于允许同

时分析有限数量样本的某些检测(例如，使用流通式暴露系统进行吸入测定，暴露于气溶

胶化学物质)，定期测量可能会有所帮助。一次性初步实验有助于评估测试物质是否可能

导致偏差，例如，纳米颗粒是否会吸附关键测定试剂。每次进行测定时，过程控制测量可

用于测量关键的变异性来源。例如，一种常见的过程控制测量是阳性对照。这种对照测量

可以揭示是否达到最大响应(100% 效应)，还可用于证明测定对产生更低、更温和反应的

化学浓度的灵敏度。Petersen 等人(2021)描述了选择阳性对照的关键考虑因素。其他常见

的过程控制测量包括没有细胞和没有额外测定试剂的对照组以及添加了细胞和其他测定试
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剂但没有测试物质的对照组。它可能无法包括所有潜在的过程控制测量，并且在包括哪些

过程控制测量方面可能需要权衡取舍。 

使用展示过程控制测量值的平均值和变异性的对照图，可以在不同时间段和实验之间监控

关键变异性来源(示例参见图 S3)。这有助于评估平均值或变异值是否随时间推移发生系统

性变化，这表明测定中的某些内容可能发生了变化(例如，试剂的不稳定性)。审查检查表

有助于确定发生变更的原因。 

 

补充图 3. 阴性培养箱对照的亲电过敏原筛选测定荧光方法的对照图数据：所有实验的(A)
平均值和(B)变异系数，具体取决于测定日期。在图 B 中，一个值是变异系数的异常值，

不在本研究的质量标准范围内（总体平均值 ± 3 倍平均标准差值）。此外，不存在随时间

推移的均值或变异系数值的系统性趋势。经 Petersen 等人(2022c)许可，对该图进行了修改

和重印，而图形标题则由 Petersen 等人(2022b)修改和转载。 
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4.0 检查表 

要记录关键元数据并满足 GLP 要求，可以使用检查表。如果在开发方法时不使用 GLP，
则 GLP 中规定的原则(例如使用检查表记录关键数据)对于 NAM 用于监管提交(可能需要

遵守 GLP)至关重要。测定开发期间的替代相关资源是 GCCP 2.0(Pamies 等人，2022)和
GIVIMP(经合组织，2018)的指南文件，这些文件专门针对基于细胞的工作，以及额外的

质量管理列表，以确保重现性和高质量的科学数据。检查表还可用于监控过程控制测量并

在出现问题时支持故障排除。例如，其可用于记录试剂和消耗品(例如移液器和微孔板)批
号的变化。如果一项质量标准未达标的频率高于其他质量标准，这对于故障排除很有价

值。包含数据计算器的检查表也可以用来评估测定运行的数据是否符合所有质量标准，并

对测定结果进行统计评估。可以使用电子笔记本和实验室信息管理系统代替书面检查单

(具有易于存储、实验室间可转移性和可搜索等优点)。 

5.0 散点图 

散点图可用于评估不同的过程控制测量之间或这些控制测量值与测试物质结果之间是否存

在相互作用(有关示例，请参见图 S4)。在质量标准设定的范围内，测试物质结果应独立于

过程控制测量结果。 
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补充图 4. 使用 MTS 测定法测定的硫酸镉(CdSO4)EC50 值与未暴露于测试物质的 A549 细

胞的平均光密度(OD)值或阳性对照之间的相关性。这些数据要么显示 EC50 值(A 部分)之
间缺乏相互作用，要么显示相互作用(B 部分)，具体取决于平均 OD 值的范围。实线是线

性回归拟合。从统计学上讲，B 部分中的斜率与 0 不同，这表明 EC50 值与 OD 值相关。

经 Petersen 等人(2022b)许可修改和重印，图形标题经 Petersen 等人(2022b)许可转载。 
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附录 C：分析方法评估 

附录 C 中的信息来自多个参考文献，包括 “毒理学测试方法的验证和监管认可” 
(ICCVAM，1997)、“行业生物分析方法验证指南” (FDA，2018)、经合组织 GD 34(经合组

织，2005)和经合组织 GIVIMP 文件(经合组织，2018)。附录 C 中的信息旨在为方法评估

提供一个总体框架。某些方面可能适用于，也可能不适用于所有方法。 

1.0 检测限和定量限 

检测限和定量限定义了分析方法的范围。分析方法通常在定量下限或检测下限进行测试，

以更适合该系统者为准。该过程通过确定分析物的最低数量或浓度来确定分析方法的范围

的下限，该分析物在试剂空白以上或标准曲线内可以可靠地进行检测(检测限)或定量(定量

下限)。标准曲线上的最高浓度决定了定量上限。 

2.0 干扰鉴别 

方法开发者应记录干扰物质，其可能来自方法的关键和非关键成分，包括对该方法检测到

的信号(例如荧光/吸收、荧光素酶、酶)的任何干扰。干扰也可能来自消耗品，例如内分泌

干扰物测试方法中的某些塑料以及该方法中的其他试剂。潜在的干扰物质包括但不限于内

源性基质成分、代谢物、分解产物和其他外源性物质。如果该方法旨在量化多个分析物，

则应测试所有预期分析物，以确保没有干扰。空白样本通常用于测试干扰。 

3.0 评估分析精确度 

描述所用分析方法的精确度以及任何其他精确度测试会很有帮助，例如评估不同人员使用

拟议方法时的性能差异性，或者该方法在使用不同仪器进行测试时的性能差异性，以及在

可能的情况下参与实验室间的比较研究。 

4.0 材料稳定性 

与 NAM 中使用的材料(例如测试物质、测试设备、试剂和分析物)相关的稳定性是指材料

在一段时间内、在给定环境中产生相似且可接受结果的能力。前面讨论了 NAM 本身的稳

定性(附录 B，第 3.0 节)，并评估了随时间推移的对照图表。应评估样本收集、处理和储

存条件的影响。应适当为可能受到稳定性问题影响的材料指定有效期。应确保测试物质、

试剂和测试设备(例如塑料微孔板)的稳定性，以避免降解产物的干扰和实际应用剂量的变

化。对任何成分进行的稳定性研究都应包含在报告中。在研究当天之前制备的任何化学混

合物或制备样品的稳定性在用于开发、验证或确认研究之前，应评估其稳定性。 

通过多种方式评估给定混合物或基质在给定时间间隔的特定条件下的化学稳定性。研究前

的稳定性评估应涵盖研究期间的预期样本处理和储存条件，包括测试场地、装运期间和所

有其他二级场所的条件。分析物在特定混合物、基质和容器系统中的稳定性仅与该混合
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物、基质和容器系统有关，不应推断到其他系统。稳定性测试应评估分析物长期(冷冻在

预期储存温度)和短期(台面、室温)储存，以及冷冻、解冻循环和分析过程后的稳定性。稳

定性实验中使用的条件应反映在实际样品处理和分析过程中可能遇到的情况。如果在研究

样品分析期间，储存条件发生变化和/或超出了该方法技术表征期间评估的样品储存条

件，则应在这些新条件下建立稳定性。应进行独立的稳定性研究，并涵盖关键试剂可能遇

到的任何情况。应考虑在各种情况下对试剂或材料进行稳定性测试，包括在冻融循环期间

以及在台面、库存溶液、处理过的样品中以及长期研究中使用。 

5.0 稳健性测试 

稳健性是一种方法在不同条件或情况下重现的能力，而不会在获得的结果中出现意外的差

异。NAM 稳健性的一个方面是对照图表的结果随时间推移的一致性，如附录 B 第 3.0 节

所述。稳健性测试通常用于检测实验试剂或实验方案中意外变化导致的结果变化。建议对

测试方法的各个方面进行稳健性测试，并应尽力在任何可能的情况下为所有参数和测量值

建立范围。 

例如，研究的最佳孵育时间为 5 分钟，但经过稳健性测试，数据在 5 分钟±30 秒时通过了

所有质量控制要求。因此，经稳健性测试的可接受孵育时间为 5 分±30 秒。 

一些应具有既定接受范围的研究参数包括： 

• 孵化时间 

• 孵化温度 

• pH 值 

• 试剂来源 

• 细胞密度(如果适用) 

• 实验条件 

• 分析软件 

该模型的设计将决定哪些实验条件需要可接受范围。例如，具有流动介质的模型需要与流

量相关的参数的可接受范围。更复杂的模型更有可能具有需要控制的研究参数。 

如果适用，还应报告关键和非关键试剂的稳健性测试结果。应对不同的供应商进行测试

(只要可行)，以确定是应从一个供应商那里购买试剂或是可以使用多个供应商。这也有助

于避免供应链中断或生产商停止生产特定产品。 

如果适用，还应进行仪器稳健性测试。跨实验室验证通常涉及具有不同性能参数和能力的

不同品牌仪器，这可能会增加数据的变异性或改变所用方法的参数。 
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6.0 回收分析 

对给定基质提取物进行测试的研究应进行回收研究，以验证提取方法的效率和重现性。 
回收研究通常通过将提取样本的结果与类似基质和/或加标空白的加标样本结果进行比较

来进行。 

7.0 应用域的技术分析 

对于与拟议测试特定 COU 相关的化学品和/或产品，应有足够的测试方法数据。NAM、

DA 或 IATA 的文件应明确描述应用域的物理化学特性。这将包括该方法的任何限制， 
例如特定分子量范围、挥发性、溶解度或稳定性的化学品。 

虽然应在测定方法的初始开发过程中对应用域进行分析评估，但通过更广泛地使用该方

法，可能会获得更多数据。这些数据可揭示可能需要在技术上进一步解决的干扰问题

(Petersen 等人，2022a)。如果不对具有某些物理化学特性的化学物质进行测定，则无论是

从分析(例如，是否存在影响检测性能的偏差)还是从潜在的一致性(例如，该测定是否产生

与体内测定相似的结果)的考虑，这些化学品的测定性能的不确定性就会更大。因此，评

估具有不同物理化学特性的化学物质的测定一致性也可能很有价值，这样可以提高人们对

该测定适用于更广泛化学物质的信心。 

8.0 阳性对照 

测定开发中应至少有一个阳性对照。这些对照可以与标准曲线结合使用，也可以作为阳性

对照的单一浓度使用。阳性对照应与检测的终点相关。阳性对照的浓度应在测定的检测窗

内。通常，如果仅测试单一浓度并且有关于最大剂量分离度的数据，则选择产生最大检测

范围的 50%至 80%响应的阳性对照浓度。标准曲线通常使用系统的阳性对照生成，标准

曲线定义为测定反应与已知分析物浓度之间的关系。标准曲线应可随着时间的推移而重

现。标准曲线应在与研究的预期测试样本相同的载体或溶剂中制备。当无法获得相同的混

合物或基质时，可以在有适当记录和理由的情况下使用替代混合物或基质。 

9.0 仪器校准参考标准品 

如果适用，应使用校准标准品和/或质量控制样本对仪器进行校准。应记录标准品或质量

控制样品的来源，包括纯度、稳定性、来源、批号、分析证书和有效日期。有几种类型的

标准品，例如美国药典汇编标准品和商业供应的材料，这些材料应从信誉良好的商业来源

获得的，纯度有据可查。 

理想情况下，某些仪器(例如质谱仪)的对照标准品应与测定中的目标分析物相同。这通常

是不可能的，可以使用已知纯度的既定化学剂型。 
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10.0 设置质量标准 

可以根据实验室内部或实验室间的测试结果设置过程控制测量的质量标准。有多种方法可

以使用。例如，常用方法将 95% 的置信区间应用于过程控制测量，或者使用平均值±两到

三倍的标准差范围，但也经常使用其他统计方法。设定质量标准涉及平衡不同的目标。 
重要的是要使质量标准足够严格，以排除表明测定未按预期进行的数据，或过程控制测量

的数据处于可能对测试物质结果产生偏差的范围内的数据。同样重要的是，不要将质量标

准设置得过紧，以免测试数据在正常范围内时，测试中出现过多不符合质量标准的分析 
运行。 
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