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􀦋􀦋研究进展

建立我国规模化无菌动物高效研究应用体系
曾本华，魏泓∗

（第三军医大学基础部实验动物学教研室，重庆　 ４０００３８）

　 　 【摘要】 　 无菌动物与宏基因组技术是驱动人体健康微生物组研究的两大动力。 没有无菌动物菌群（株）移植

模型，就无法确立菌群与疾病的因果关系；没有无菌动物，就没有菌群与人体疾病研究飞速发展的今天与明天。 无

菌动物应用已形成有菌与无菌动物比较、菌群（株）移植、基因工程动物无菌化、无菌动物发育四种通用研究模式，
研究模式的标准化将加大无菌动物研究应用规模及速度。 本课题组经过十几年努力，已建成国内体量大、技术体

系稳定、服务单位多、具有较大影响力的无菌动物平台，为国内生物医学、畜牧、食品微生物组科学问题解决提供了

有力支撑。 但是，目前我国无菌动物规模小、效率低、供用平台与应用条件分离，无菌动物基础理论与技术体系尚

待发展，难以满足日益增长的应用需求。 亟待建立规模化无菌动物高效研究应用体系，以适应我国微生物组研究

高速发展。
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　 　 人体被认为是由宿主细胞和共生细菌组成的超

级生物体（ｓｕｐｅｒｏｒｇａｎｉｓｍ）。 菌群数量约为宿主细胞

数量的 １０ 倍，其基因数量约为宿主基因的 １００
倍［１］。 宿主基因组和菌群宏基因组共同决定人体

健康状态和疾病表型，人的生老病死无不受肠道菌

群的影响［２］。 正常菌群具有定植抗力、屏障、代谢、
免疫等生理功能，而菌群紊乱则可导致肥胖、糖尿

病、自闭症、抑郁症等多种疾病［３ － ５］。 菌群与疾病关

系研究领域被评为 ２０１１、２０１３ 年全球十大科学进

展。
解析人体这一超级生物体的功能，无菌动物

（ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ａｎｉｍａｌ， ＧＦ ａｎｉｍａｌ）是必不可少的工具。
无菌动物体内外没有任何可检测到的活的细菌、病
毒和寄生虫动物，没有任何微生物干扰研究，已成为

单菌、多菌、菌群与宿主关系研究的不可替代研究工

具［６］。 本课题组已建立国内体量较大、技术体系稳

定、服务单位广、较具影响力的无菌动物平台。 但目

前无菌动物相关模型制备效率低、基本理论及制备

技术基础研究不足，已成为制约我国菌群与疾病关

系研究的瓶颈问题。 只有建立我国规模化无菌动物

高效研究应用体系，才能满足我国生命科学、畜牧兽

医学、食品科学等对无菌动物及其模型研究需求。

１　 无菌动物在人体微生物组研究中不
可或缺
　 　 要彻底解析人体这一超级生物体的功能，需无

菌动物技术与遗传工程技术的集成、整合，从而从宿

主（基因组）及共生菌群（宏基因组）两个层面完整、
深入研究整个有机体，二者缺一不可。 没有基于无

菌动物技术的菌群敲除及其菌群移植，就无法研究

菌群及宏基因组的功能；同样，没有基因敲除、转基

因技术，则无法研究基因功能。 鉴于无菌动物的特

殊价值，利用无菌动物发表 ＳＣＩ 论文近年来在国内

外快速增加（以无菌小鼠为例，见图 １）。

注：ＮＣＢＩ 数据库检索题目或摘要有“ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ”、“ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ”或“ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ”的文献；检索截止日期 ２０１７
年 ３ 月 ２８ 日；２０１７ 年文献数量以 １ 月 １ 日 ～ ３ 月 ２８ 日为基数估算。

图 １　 无菌小鼠应用发表 ＳＣＩ 论文快速增加

Ｎｏｔｅ． Ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｔｌｅ ｏｒ ａｂｓｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ “ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ”， “ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ”， ｏｒ ＂ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ＂ ｉｎ ＮＣＢＩ
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Ｆｉｇ． １　 Ｒａｐｉｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ＳＣＩ ｐａｐｅｒｓ ｏｎ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｉｃｅ

宏基因组技术和无菌动物技术是推动人体微生物组

的两大关键技术。 宏基因组技术解决了大部分肠道

菌群不能培养无法清晰解析的技术瓶颈，而无菌动

物技术则解决了清晰研究菌群或菌株对机体作用影

响的技术难题（图 ２）。 自出生起，人体便开始定植

各种微生物，并陪伴人的一生。 而根据科学研究的

单变量原则，要阐明菌群这一变量对宿主的影响，必
须要对菌群这一变量进行人工设定才能完成，而在

人体显然无法完成这样的菌群人工设定。 无菌动物

是完成单一菌群或菌株设定及解析的唯一工具。
根据疾病病因确定的科赫氏法则，确定肠道菌

群作为某种疾病发生发展的关键因素，需要从相关

性、重现性、分子证据链三方面进行分析及研究（图
２） ［６］。 以本课题组与重庆医科大学谢鹏课题组合

作的实验为例（图 ５） ［５］。 根据基于菌群源性代谢物

在抑郁症患者体内异常的线索，进一步研究发现患

９４６
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图 ２　 无菌动物技术是菌群与疾病因果关系确立唯一工具

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ａｎｉｍａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｔｈｅ ｏｎｌｙ ｔｏｏｌ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｃａｕｓａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ

者抑郁症患者菌群中 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 菌门丰度升高，
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 菌门丰度降低，提示菌群紊乱与抑郁症

的疾病表型存在相关性。 为进一步证实菌群紊乱与

抑郁症发生的因果关系，我们将抑郁症患者粪便移

植无菌小鼠，发现小鼠重现与患者相似的抑郁样行

为，同时抑郁症患菌群在无菌小鼠体内定植后与健

康志愿者菌群在无菌小鼠体内定植后结构差异显

著。 提示通过菌群移植，可以在无菌小鼠体内重现

抑郁症的疾病表型。 接受抑郁症病人菌群移植的小

鼠与接受健康人菌群移植小鼠比较，表现为碳水化

合物、氨基酸代谢紊乱，为抑郁症表型在无菌小鼠体

内重现提供了分子证据链。

２　 无菌动物应用研究已形成通用模式

无菌动物应用模式化推动人体微生物组研究模

式化，产生无菌动物规模化需求。 无菌小鼠应用研究

形成了四种通用模式（如图 ３ 所示），即：无菌动物与

正常动物比较、无菌动物菌群移植、无菌动物与遗传

工程技术结合、无菌动物不同发育阶段比较） ［７］。 各

种研究模式并非孤立、矛盾，可交叉综合应用于研究，
为综合研究及明确菌群在疾病发生发展中作用提供

了不可替代的独特技术途径及研究模式。
２􀆰 １　 无菌动物与正常菌群动物比较

为了区别于将无菌动物重新定植获得菌群的动

物，习惯将正常饲养自然定植菌群的动物称为正常

菌群动物（ＣＯＮ⁃Ｒ）。 既可以通过无菌动物与正常

菌群动物比较，间接证明有无菌群存在对机体的影

响。 也可以比较无菌动物与正常菌群动物对疾病诱

导，间接证明有无菌群存在对疾病敏感性的影响。
本课题组与中国科学院生物物理所刘志华研究员合

作，通过无菌小鼠与 ＳＰＦ 小鼠比较发现肠道共生菌

可以选择性指导宿主细胞的物质分选，肠道肥大细

胞溶菌酶释放必须依赖于肠道菌群存在（图 ４） ［８］。
２􀆰 ２　 无菌动物菌群移植

以菌株或人、动物不同健康状态、不同病程、不
同处理的菌群移植于无菌动物，研究菌群重构后对

机体的影响，直接证实菌群的功能。 当移植物为一

种或几种菌株时，获得的动物为悉生动物（ ｇｎｏｔｏｂｉ⁃
ｏｔｉｃ ａｎｉｍａｌ， ＧＮ），用于研究益生菌或有害菌功能及

作用机制。 当移植物为健康人菌群时，获得的动物

为人源菌群动物 （ ｈｕｍａｎ ｆｌｏｒａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｉｍａｌ，
ＨＦＡ），用于人肠道菌群与宿主相互作用或模拟人肠

道菌群用于替代人进行外源物质如抗生素残留等评

价。 当移植物为健康的同种动物菌群时，获得的动

物习惯称为常规化动物 （ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ａｎｉｍａｌ，
ＣＯＮ⁃Ｄ），用于研究人肠道菌群与宿主相互作用。
当移植物为病人或疾病动物模型菌群时，获得的动

物习惯称为菌群移植动物 （ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓ⁃

０５６
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图 ３　 无菌动物应用研究的四种通用模式

Ｆｉｇ． ３　 Ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ａｎｉｍａｌｓ

图 ４　 无菌动物与 ＳＰＦ 动物比较研究证实溶菌酶释放

必须依赖于肠道菌群存在

Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ． ２０１５， １６（９）：９１８ － ９２６
Ｆｉｇ． ４　 Ａ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｗｏｒｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｌｙｓｏｚｙｍｅ ｓｏｒｔｉｎｇ

ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｉｍａｌ，ＦＭＴ），用于重现人类疾病，直接验

证菌群病因作用。 本课题组与香港中文大学于君教

授、沈祖尧院士课题组合作，证实结直肠癌病人菌群

移植无菌小鼠后，可促进其肠癌发生［１７］；本课题组

与重庆医科大学谢鹏教授合作，利用无菌小鼠移植

抑郁症患者菌群，证实肠道菌群紊乱是抑郁症发生

的关键因素（图 ５） ［５］。 上述菌群移植疾病模型的研

究，使我国在肠道菌群与抑郁、肠癌重大疾病发生发

展的研究中，形成开拓性成果，产生学术影响。
ＨＦＡ 与病人 ＦＭＴ 动物除移植物健康状态不同

外，其移植程序也有很大差异。 ＨＦＡ 动物一般要求

菌群达到稳态；而 ＦＭＴ 动物一般以出现疾病表型，
在不给予致病因子刺激的情况下移植后观察时间过

长，虽然菌群达到稳态但往往会导致疾病表型消失，
可能与宿主对菌群修饰有关。
２􀆰 ３　 无菌动物与遗传工程动物的结合

遗传工程动物是研究特定基因功能的必备工

具，将无菌动物技术与遗传工程技术结合，可阐明菌

群与基因互作对相应疾病表型的影响。 通过遗传工

程动物菌群结构变化可以观察宿主基因改变对菌群

的影响，以及基因引起的表型变化与菌群之间的相

关性。 通过遗传工程动物无菌化后表型的变化，可
以观察菌群是否通过靶基因影响表型。 通过观察无

菌遗传工程动物及野生型动物比较，排除菌群干扰，
从而阐明基因改变对表型的影响。 而野生型动物无

菌化后可以观察菌群对特定基因表达的影响。

１５６



中国实验动物学报 ２０１７ 年 １２ 月第 ２５ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５􀆰 Ｎｏ． ６

图 ５　 菌群移植无菌小鼠模型证实肠道菌群紊乱是

抑郁症发生关键因素（重庆医科大学

谢鹏课题组提供图片）
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ

ｍｉｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｏｆ ｄｙｓｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ ｉｓ ｔｈｅ
ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｔｈｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｃｏｕｒｔｅｓｙ ｏｆ Ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ

Ｘｉｅ Ｐｅｎｇ’ｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｇｒｏｕｐ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）

２􀆰 ４　 无菌动物不同发育阶段比较

通过无菌动物不同发育阶段比较研究，阐述菌

群对某种生理功能发育或疾病表型的影响。 将不同

发育阶段的无菌动物和正常菌群动物比较，观察菌

群存在与否对特定生理功能发育的影响；将不同发

育阶段的无菌动物和正常菌群动物进行诱导，观察

菌群存在与否对疾病敏感性的影响；将不同发育阶

段的无菌动物常规化，观察菌群对不同发育状态宿

主生理功能的影响；将不同发育阶段的无菌动物常

规化后进行诱导，观察菌群对不同发育状态宿主疾

病敏感性的影响。

３　 第三军医大学无菌动物平台为我国
微生物组研究发挥了重要支撑作用
　 　 通过长期、大量的无菌动物培育研究及其模型

应用研究，第三军医大学基础部实验动物学教研室

建成了国内体量较大、技术体系稳定、服务单位多、
具有一定影响力的无菌动物平台。

在连续两轮 ９７３ 课题、８６３ 课题、国家自然科学

基金、国家支撑计划、国家重点研发计划等的资助

下，第三军医大学自 ２００６ 年开展无菌小鼠研究工

作，于 ２００９ 年首次获得无菌昆明小鼠种群。 突破高

效无菌剖腹产生物净化技术、小鼠人工乳配方，独创

无菌小鼠自动哺乳技术，建立了无菌小鼠制备关键

技术体系。 形成了完备的无菌小鼠制备、繁育、质
控、应用体系，持续繁育无菌小鼠 ８ 年，年生产供应

２０００ 余只。 突破无菌近交系小鼠制备繁育技术瓶

颈，获得无菌小鼠品系十余个。
第三军医大学利用无菌小鼠技术体系与中国科

学院生物物理所、香港中文大学、重庆医科大学、浙
江大学、华南农业大学等 ４０ 余个单位开展了合作研

究，有力推动了我国菌群与疾病关系研究。 在免疫

学［８，９，２０ － ２２］、 结 直 肠 癌［１７］、 神 经 科 学 及 抑 郁

症［５，１２，１９］、肝病［１４］、营养代谢［１１］、食品科学［１６，１８］、类
风湿关节炎［２３］、畜牧兽医学［１０，１３，１５］等多个学科获得

重要进展。
第三军医大学为清华大学、中山大学等提供了

基于无菌动物的高水平技术服务，为国内一批重大

科学问题解决提供了关键技术支撑［２４，２５］。 为清华

大学提供技术服务，利用无菌小鼠模型与基因表达

谱分析手段，证明了肠道微生物对 ＲＡＬＤＨ ＋ ＤＣ 以

及淋巴结发育的影响［２４］。

４　 建立我国规模化无菌动物高效研究
应用体系
４􀆰 １　 我国无菌动物研究应用存在的问题

４􀆰 １􀆰 １　 无菌动物制备效率低

我国无菌动物制备效率低、规模小、种类少，不
能满足我国日益增长的应用研究需求。
４􀆰 １􀆰 ２　 无菌动物供应与应用分离

我国无菌动物制备供应平台与应用研究平台分

离，制约无菌动物推广应用。
４􀆰 １􀆰 ３　 无菌动物尚未形成整体研究应用规模

尽管我国在抑郁症、结肠癌、溶菌酶释放调节等

领域取得了重大进展，但相对于华盛顿大学 Ｊｅｆｆｒｅｙ
Ｇｏｒｄｏｎ 等利用无菌动物及宏基因组集成技术体系

整体推进的国际先进水平具有明显差距，有待加强

整体化推进规模。
４􀆰 ２　 建立我国规模化无菌动物高效研究应用体系

４􀆰 ２􀆰 １　 构建无菌动物高效制备技术体系

建立国际领先的规模化无菌动物制备、研究、应
用体系，支撑我国菌群与疾病、微生物组研究的创新

发展。
４􀆰 ２􀆰 ２　 建立基于无菌动物技术的整合研发平台

构建无菌动物制备、实验、表型检测集成综合无

菌动物试验平台，通过核心技术平台凝聚项目、人

２５６
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才、资源以服务全国，适应中国微生物组计划发展趋

势。
４􀆰 ２􀆰 ３　 积极推动基于无菌动物技术的科学发现与

研发评价

以无菌动物为核心模型，推动重大疾病肠道菌

群因果关系确证导向的科学发现，服务于功效菌株

体内筛选评价、肠道菌群靶标产品的安全性有效性

评价、粪菌移植临床治疗的安全性有效性评价等基

础研究、应用研发、产品评价。
４􀆰 ２􀆰 ４　 拓展无菌猪、无菌仓鼠等无菌动物种类，满
足科学研究中对不同种类无菌动物的个性化需求

本课题组已获得国家自然科学基金“以肠道菌

群为 靶 点 的 拟 人 化 仓 鼠 冠 心 病 模 型 建 立 ”
（８１７７０４３４）资助，进行无菌仓鼠制备研究。 与重庆

市畜牧科学院葛良鹏研究员课题组联合获得重庆市

科技研发基地能力提升项目“无菌动物应用示范平

台”（ｃｓｔｃ２０１５ｐｔ⁃ｎｓｊｇ８０００３）资助，进行无菌猪及无菌

小鼠繁育研究。
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