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一、概述 

细胞毒类抗肿瘤药物是指能够直接杀伤肿瘤细胞或抑制肿瘤细

胞生长、增殖的一类化疗药物，作用机制包括抑制肿瘤细胞核酸或蛋

白质的合成、干扰大分子物质代谢、干扰微管系统、抑制拓扑异构酶

等。 

细胞毒类抗肿瘤药物是目前治疗恶性肿瘤的主要手段之一。此类

药物在杀灭或抑制肿瘤细胞的同时，也会对机体的正常细胞（尤其是

代谢旺盛的细胞）产生影响，通常在药效剂量下就会导致病人出现不

良反应。此类药物的上述特点决定了其非临床研究与其他药物相比，

具有一定的特殊性。 

本指导原则仅代表目前对细胞毒类抗肿瘤药物非临床研究的一

般性认识，旨在为细胞毒类抗肿瘤药物的非临床研究提供技术指导和

参考。由于指导原则不可能涵盖细胞毒类抗肿瘤药物开发中的所有情

况，所以具体药物的非临床研究应在本指导原则的基础上，根据药物

的自身特点制订研究方案。 

本指导原则主要适用于创新性细胞毒类抗肿瘤化学药物（见注释

1），内容重点阐述细胞毒类抗肿瘤药物非临床研究的特殊性，凡与既

往颁布指导原则内容重复的部分，文中不再赘述，请参照有关指导原

则执行。 
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二、有效性研究 

细胞毒类抗肿瘤药物有效性研究的目的主要是探索受试物的作

用机制、作用强度以及对不同类型肿瘤的敏感性等，为安全性评价以

及临床试验中给药方案、瘤种的选择等提供参考信息。 

由于研究方法的局限性，目前细胞毒类抗肿瘤药物有效性研究的

结果并不能准确地预测受试物的临床疗效。注册申请人应充分意识到

细胞毒类抗肿瘤药物有效性研究的不确定性，及其为药物研发带来的

风险。在有效性试验中应重视探索药物的作用机制，使模型尽可能模

拟临床肿瘤病人的实际情况，以降低开发风险。 

（一）体外试验 

体外试验主要用于筛选候选化合物，初步了解受试物的作用机

制、敏感肿瘤类型和作用强度，为随后进行的体内试验提供参考。 

作用机制研究（如药物作用靶点、细胞周期特异性等）对于预测

受试物的有效性和安全性，完善非临床和临床试验的设计具有重要意

义，此部分研究应伴随开发进程不断深入。对于创新性药物，必要的

作用机制研究资料应在申请临床试验时提交。 

在体外培养的不同人肿瘤细胞系中加入不同浓度的受试物，采用

磺酰罗丹明染色法（SRB法）、四氮唑盐还原法（MTT法）、集落形成

法、台盼兰染色法等方法进行检测，计算受试物的半数抑制浓度

（IC50），并与阳性对照药进行比较，以初步预测受试物的作用强度和

对不同类型肿瘤细胞的敏感性。应根据受试物的结构特点、理化性质
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和作用机制确定体外试验采用的研究方法。例如，以线粒体为作用靶

点的受试物不宜采用四氮唑盐还原法。 

在选择肿瘤细胞系时应考虑到细胞的生长和增殖速率。除非有充

分证据证明受试物仅作用于特定的人体细胞靶点，一般应至少选用

12 种人癌细胞系进行试验。试验还应考察受试物对耐药肿瘤细胞系

和正常人源细胞的作用和影响。受试物与细胞共培养的时间一般为

48~72 小时，贴壁细胞需先贴壁 24 小时后再给药。试验应设阳性和

阴性对照组，阳性对照为化学结构类似，具有相同或类似作用机制的

抗肿瘤药物，阴性对照为溶媒对照。试验至少应重复一次。 

    （二）体内试验 

体内试验用于进一步考察受试物对特定类型肿瘤细胞的杀伤或

抑制作用，探索受试物产生药效作用的给药剂量、途径、频率和周期

等。 

体内试验通常采用动物肿瘤移植模型和人癌异体移植模型。由于

动物肿瘤移植模型与临床疗效之间的相关性不强，仅可用于候选化合

物的初步筛选。通常情况下，以人癌异体移植模型试验结果来评价细

胞毒类抗肿瘤药物的有效性。 

1、模型建立 

人癌异体移植模型试验通常在无胸腺鼠或联合免疫缺陷小鼠体

内移植人癌细胞系，观察受试物对肿瘤生长的抑制作用。移植肿瘤的

选择主要参考体外试验结果、细胞系的生物学特点等因素。原则上，
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应尽量选用多种人癌异体移植瘤模型；移植的人癌细胞系在组织学、

基因表达特点、耐药性等方面应与人体肿瘤尽量接近。 

细胞毒类抗肿瘤药物临床前体内试验一般至少应选用 3～4 种人

癌异体移植瘤模型，试验至少应重复一次。人癌细胞系移植成瘤后，

应传 2~3 代后再用于体内抗肿瘤试验。为了保持移植瘤的生物学特性

和遗传特性，移植瘤体内传代应少于 15~20 代。 

2、试验设计 

肿瘤移植部位主要在皮下，也包括原位和腹腔等。通常待移植肿

瘤生长至少达 100mm3后，再将动物随机分组给药。一般包括高、中、

低 3 个剂量的给药组、阳性对照组和阴性对照组。每组至少 6 只动物。

给药组受试物剂量的选择应体现出量效关系，高剂量不宜超过受试物

的最大耐受量（见注释 2）。应根据受试物的药动学特点和毒性反应

等确定给药频率和周期；给药途径尽量与推荐临床用药的途径相同。

阳性对照药一般需满足以下条件：（1）与受试物结构类似，作用机制

相同或相近；（2）对移植肿瘤敏感；（3）临床广泛应用且疗效确切。

阳性对照药的给药方案应体现出最佳治疗作用，其剂量一般不宜超过

最大耐受量。阴性对照组给予相应的溶剂或辅料。 

3、检测指标 

推荐使用测量瘤径的方法，动态观察受试物的抗肿瘤效应。肿

瘤直径的测量次数根据移植瘤的生长情况而定，一般为每周 2~3 次。

在试验中还应观测与药物安全性有关的指标，如动物体重增长和死亡

率，将治疗组的数据与阳性对照组进行比较，对于判断受试物的安全
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性和开发前景具有重要意义。试验中应记录检测指标的变化与给药时

间的关系，以便了解受试物的作用特点，减少单次记录试验结果可能

引起的误差。体内抗肿瘤试验结果中应尽可能附有相应的照片。 

免疫缺陷小鼠皮下移植的肿瘤很少发生转移，多数死于原发肿

瘤。而临床肿瘤病人大多死于肿瘤转移，动物和临床肿瘤病人的死亡

原因不同。因此，对于人癌异体移植试验，生命延长率并不是理想的

观测指标。 

4、评价标准 

对于体内试验结果的评价应综合考虑受试物的作用机制、模型

的临床相关性、每一种模型的具体试验结果以及受试物与阳性对照药

试验结果的比较。 

针对人癌异体移植瘤模型，推荐采用相对肿瘤增殖率 T/C（%）

（见注释 3）作为试验评价指标。原则上，评价标准为：T/C（%）

>40 %为无效；T/C（%） ≤40%，并经统计学处理 P < 0.05 为有效。

在体内有效性试验采用的全部人癌异体移植瘤模型中，一般至少应有

3 种达到有效标准，才提示受试物有必要进入临床试验。 

在评价时还应特别关注受试物与阳性对照药试验结果的比较。

在毒性相当（在有效性研究中主要表现为动物死亡率和体重下降相

当）的情况下，对治疗组和阳性对照组肿瘤增殖率的比较也是评价受

试物是否有必要进入临床试验的重要指标之一。 
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（三）药代动力学 

有效剂量下的药代动力学行为是阐明药物有效性的基础之一。

测定受试物发挥药效时的暴露量（见注释 4），与毒代动力学数据比

较，有助于判断受试物的安全范围；与人体药动学参数进行比较，有

助于在临床试验早期预测受试物的有效性和进一步调整临床试验的

给药方案，因此应在临床前测定受试物发挥药效时原型或活性代谢产

物的暴露量。应着重关注受试物在毒性靶器官和肿瘤组织中的分布。 

对于细胞毒类抗肿瘤药物的特殊给药体系（如脂质体、乳剂等），

其药动学研究的重点在于与普通制剂或已上市特殊给药体系的比较，

包括药动学参数和药物组织分布的比较。如果受试物设计为肿瘤靶向

制剂，应测定模型动物肿瘤组织中的药物浓度，以初步提示是否达到

肿瘤靶向的设计目的。应关注药动学行为差异可能导致的毒性反应的

不同，并进行必要的安全性研究。 

三、安全性研究 

细胞毒类抗肿瘤药物的毒性易发生于代谢旺盛的组织，通常毒性

作用大，安全范围小，具有蓄积性和延迟性，因此与其他化学药物相

比，其安全性研究具有一定的灵活性和特殊性。 

细胞毒类抗肿瘤药物非临床安全性研究的目的主要包括：（1）估

算 I 期临床试验的起始剂量；（2）预测受试物的毒性靶器官或靶组织；

（3）预测受试物毒性反应的性质、程度和可逆性；（4）为临床试验
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方案的制订提供参考。 

本指导原则中非临床安全性研究的各项要求的提出，很大程度上

是基于目前肿瘤病人缺少有效临床治疗手段，预期生存期较短。但事

实上，不同类型肿瘤的临床治疗现状并不完全一致。因此在对具体的

药物进行安全性研究时，应考虑到临床拟定适应症和用药人群的特

点，不能简单套用。 

（一）急性毒性试验 

细胞毒类抗肿瘤药物急性毒性试验的主要目的是考察受试物的

毒性作用，了解其毒性靶器官，并测定其最大耐受量。试验应分别采

用啮齿类和非啮齿类动物进行，给药途径尽可能与临床拟用的给药途

径相同，恢复期至少为14天。经结构改造获得的化合物或特殊给药体

系应进行与母体化合物或原剂型对比的急性毒性试验。 

建议在急性毒性试验中进行毒代动力学研究。 

（二）长期毒性试验 

细胞毒类抗肿瘤药物长期毒性试验的主要目的在于估算 I期临床

试验的起始剂量，预测受试物的毒性靶器官、毒性的性质、程度、剂

量反应关系和可逆性。与其他药物比较，细胞毒类抗肿瘤药物的长期

毒性试验更关注受试物的最大耐受量。 

细胞毒类抗肿瘤药物长期毒性试验的设计应充分考虑到受试物

自身的特点。应根据受试物不同的生物学特点选择合适的试验动物，
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试验一般分别采用啮齿类和非啮齿类动物进行。试验一般至少设立

高、中、低三个剂量给药组和一个溶媒（或辅料）对照组。经结构改

造获得的化合物或特殊给药体系应考虑增加母体化合物或原剂型对

照组。试验给药剂量应统一按体表面积表示。高剂量应充分暴露受试

物的毒性反应，并尽量寻找到受试物的最大耐受量；低剂量应可引起

动物出现较轻的毒性反应。给药途径和给药方式（例如静脉滴注和静

脉注射等）应尽量与临床拟定的用法一致。由于细胞毒类抗肿瘤药物

可能具有蓄积或延迟毒性，长期毒性试验的恢复期一般不应短于 28

天。 

在细胞毒类抗肿瘤药物的开发过程中，推荐选择用不同给药期限

的长期毒性试验来分别支持不同阶段的临床试验，以降低开发风险。

也可以在临床前完成支持药物上市的长期毒性试验。 

通常，注册申请人应在临床试验前完成啮齿类和非啮齿类动物连

续给药至少 2 个给药循环或 4 周的重复给药试验。虽然申请人在临床

I/II 期试验中常常会探索不同的给药方案，但原则上，支持受试物进

行 I/II 期临床试验的长期毒性试验的给药期限不应短于临床试验周

期，给药间隔不能长于临床试验中的最短给药间隔。在 III 期临床试

验前，申请人应完成给药期限通常为 6~8 个给药循环或 6 个月的重复

给药毒性试验，试验的给药频率应尽量与拟定的 III 期临床试验用药

频率相同。 

除常规观测指标外，长期毒性试验应根据受试物特点、文献报道

和同类药物已知的临床不良反应（如骨髓毒性、神经毒性、胃肠道毒
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性、心脏毒性等），设计具有针对性的观测指标或进行进一步的研究。 

（三）一般药理学试验 

一般药理学试验主要是研究受试物在治疗范围内或治疗范围以

上剂量时，对生理功能的潜在不良影响。细胞毒类抗肿瘤药物需在临

床试验前完成一般药理学试验。 

（四）局部刺激性试验 

细胞毒类抗肿瘤药物可能直接对用药局部产生毒性作用，应在I

期临床试验前完成临床拟用途径的局部刺激性试验。此项试验可单独

进行，也可结合长期毒性试验进行。 

（五）遗传毒性、生殖毒性和致癌性试验 

由于细胞毒类抗肿瘤药物通常首先在没有其他治疗手段的受试

者中进行临床试验，因此遗传毒性试验并不一定在临床前完成。 

细胞毒类抗肿瘤药物的作用机制决定了其很可能具有生殖毒性，

鉴于其主要用于晚期肿瘤病人，因此可不进行生殖毒性试验。 

由于临床用药人群的预期生存期较短，细胞毒类抗肿瘤药物通常

也不需要进行致癌性试验。 

（六）毒代动力学 

毒代动力学结果既可以描述实验动物的暴露量与给药剂量、暴露

时间和毒理学结果之间的关系，也可用于估算受试物的安全范围，为
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I期临床耐受性试验设计提供参考。细胞毒类抗肿瘤药物应在长期毒

性试验中进行毒代动力学研究。 

四、非临床研究向临床试验的过渡 

药物非临床研究的最终目的是预测受试物的临床有效性和安全

性，判断其能否进入临床试验，并为临床试验的设计和临床合理用药

提供参考。细胞毒类抗肿瘤药物应尤其关注以下两点： 

（一）关于临床试验起始剂量 

如前所述，细胞毒类抗肿瘤药物非临床研究的目的之一是估算安

全的 I 期临床试验起始剂量。长期毒性试验中测得的受试物的最大耐

受量（按体表面积计算）是估算 I 期临床试验起始剂量的重要因素之

一。通常 I 期临床试验起始剂量不应高于啮齿类动物最大耐受量的

1/10 和非啮齿类动物最大耐受量的 1/6。在估算 I 期临床试验起始剂

量时，还应同时考虑到动物和人体之间生理、生化以及药代动力学等

方面的差异。 

（二）关于临床试验瘤种 

细胞毒类抗肿瘤药物需要通过 II 期临床试验中的瘤种筛选，最终

确定拟开发的临床适应症。非临床有效性研究结果是 II 期临床试验筛

选瘤种的依据之一。 

药物研发目的不同（如针对某一适应症筛选化合物、针对某一化
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合物筛选适应症、已上市药物结构修饰等）会影响非临床研究方案的

设计。不同的研究方案可能会为 II 期临床试验瘤种的筛选提供不同的

支持信息。需在对 I 期临床试验研究结果、受试物的作用机制、同类

药物的临床适应症、非临床有效性研究结果等进行综合评价的基础

上，确定 II 期临床试验拟筛选的瘤种。 

五、结语 

细胞毒类抗肿瘤药物的特点决定了其非临床研究具有一定的特

殊性和灵活性。在此类药物非临床研究的过程中，注册申请人应充分

意识到药物的开发风险（尤其是有效性风险）。并在充分认识药物适

应症和自身特点的基础上，遵循“以科学为基础，具体问题具体分析”

的原则，有序开展研发工作。 

六、注释 

    1、创新性细胞毒类抗肿瘤药物：本文中创新性细胞毒类抗肿瘤

药物不包括已在国外进入 III 期临床试验的药物。 

    2、最大耐受量（Maximal tolerance dose, MTD）：不引起受试动

物死亡的最高给药剂量。 

3、相对肿瘤增殖率T/C（%）：针对每一种人癌异体移植瘤模型

的抗肿瘤活性评价指标。计算公式如下：T/C % = TRTV / CRTV*100%。

（TRTV：治疗组RTV ；CRTV：阴性对照组RTV）。 

肿瘤体积(tumor volume,TV)的计算公式为：V  = 1/2×a×b2。其中
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a和b分别表示长和宽。根据测量的结果计算出相对肿瘤体积（relative 

tumor volume，RTV），计算公式为： RTV = Vt / V0。其中V0为分笼

给药时(即d0)测量所得肿瘤体积，Vt为每一次测量时的肿瘤体积。 

4、药物暴露量：通常用药代动力学参数进行描述，反映动物局

部或全身负载的受试物和/或其代谢产物。最常用的参数包括药时曲

线下面积（AUC）和/或达峰浓度（Cmax）。特殊情况下，其他参数可

能更适用。 
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