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　 　 【摘要】 　 菌群与宿主相互关系等热点研究促进了对无菌动物需求的迅猛发展。 无菌猪作为一种特殊的模式

动物，其在科学研究中不仅排除了背景微生物因素的影响，而且与常用的无菌小鼠相比，其在解剖、生理、代谢等方

面与人更为相似，因此在生命科学研究领域具有重要的应用价值。 本文结合现有国外无菌猪研究进展和本实验室

在无菌猪研究积累，就无菌猪的制备与微生物质量控制进行简要探讨。
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１６３． ｃｏｍ

　 　 随着菌群与宿主相互作用研究的深入，菌群与

健康的关系越来越受到大家的关注，客观上促进了

科学研究对高等级实验动物的需求，无特定病原体

（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）动物已不能满足当前

菌群与宿主相互作用的研究需求。 无菌（ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ，
ＧＦ）动物由于不携带任何可检测的微生物，可排除



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

背景微生物对实验结果的干扰，获得高重复性、高敏

感度的实验结果。 相较常用的无菌小鼠，无菌猪由

于在肠道组织结构、消化特性、以及解剖和生理代谢

等方面与人类更为近似，特别是人肠道中的双歧杆

菌属、乳杆菌属和梭菌属的一些菌种，无法在无菌小

鼠中定植，却可以在无菌猪中定植［１］，因此利用无

菌猪制备人源化肠道菌群动物模型，其重现度更

高［２］。 无菌猪的应用，已从最早用于畜牧生产重大

疫病净化，逐渐扩展为用于肠道微生物与生长发育、
疾病发生关系研究，以及儿童疫苗、婴幼儿奶粉等质

量评价研究［３， ４］。 此外，利用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 基因编

辑技术和猪的无菌净化技术，未来有望将猪作为人

类自体器官培养的工厂，有效解决器官移植供体不

足和安全性问题［５］。
微生物质量控制是无菌猪培育的核心质量指

标，本文结合现有国内外无菌动物培育技术［６］ 和课

题组前期阶段性工作［７］，对无菌猪培育及微生物质

量控制技术体系进行简要探讨。

１　 无菌猪的制备过程

１􀆰 １　 妊娠母猪的筛选

妊娠猪应在良好的饲养管理下，且从猪病少的

猪场中选择。 不宜选择初产和第 ６ 胎次以上的，且
临床上排除经胎盘垂直传播的四种疾病，即猪瘟、猪
繁殖与呼吸综合征、猪伪狂犬病、细小病毒病的妊娠

猪。
四种疾病均为阴性的妊娠猪，在实施手术当天

移动到动物清洁间。 移动时应在 ３ ～ ４ ｈ 内完成，尽
可能减少母猪应激。 一般在预定分娩日的前 ３ ｄ 内

进行，早于该时间新生仔猪存活困难。 妊娠末期应

积极观察母猪行为，减少因提前分娩而终止手术的

事件发生。 手术需与子宫剥离器、动物无菌运输器

的配合完成。
１􀆰 ２　 饲养环境与条件的准备

１􀆰 ２􀆰 １　 隔离装置及准备

猪的无菌获取与维持离不开子宫剥离器、动物

无菌运输器和饲养隔离器的配合使用。 此三类隔离

装置都为耐腐蚀、密封性能好，具有独立的空气过滤

系统、操作橡胶手套、观察窗和移动滚轮。
装置内，采用 ２％过氧乙酸喷雾灭菌，１ ～ ２ ｈ 后

送风，经微生物检测合格，持续空转备用。 手术前 １
ｄ，将子宫剥离器和动物灭菌运输器用 ＰＶＣ 套筒连

接，２％过氧乙酸喷雾灭菌套筒，１ ｈ 后送风过夜，排

除设备内残余消毒液，备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 屏障环境的维持

上述三种装置始终在屏障设施下使用。 需严格

执行屏障设施的操作规范。 净化猪舍的洁净区各房

间，采用 １􀆰 ５％ ～２％过氧乙酸喷雾消毒，一般每天 １
次。 若实验人员进出次数增加，应适当增加消毒次

数。
１􀆰 ３　 无菌仔猪的获取

１􀆰 ３􀆰 １　 妊娠母猪术前准备

动物清洁间内，母猪限位于移动栏中，以温水冲

洗母猪体表，擦干；移动至手术准备间，用海绵刷子

将母猪胸腹部全部涂抹碘伏；再将妊娠猪移至手术

间，进行异氟烷呼吸麻醉、绑定于手术床上。
１􀆰 ３􀆰 ２　 剖腹产手术

待妊娠猪不动时，对其整个腹部再次进行碘伏

消毒。 之后，立即切开腹部，将整个子宫拉出，对子

宫颈部结扎、割断，将子宫浸入子宫剥离器的灭菌渡

槽内消毒 １０ ～ ２０ ｓ。 接着两名手术人员将子宫从渡

槽拖出到剥离器内的操作平台上，从妊娠子宫中取

出胎仔、擦干羊水、切断脐带。
１􀆰 ３􀆰 ３　 仔猪的转移

将取出的胎猪通过灭菌的 ＰＶＣ 套筒，快速移至

动物无菌运输器中，密封运输器传递口上内外密封

罩，以尽量降低消毒液对仔猪的刺激。 可利用电炉

加热运输器底部，保持在 ３７℃左右，防止仔猪受冻。
如有必要，对仔猪进行人工辅助呼吸。 以上手术操

作时间控制在半小时内完成。
１􀆰 ４　 无菌仔猪的饲养

１􀆰 ４􀆰 １　 代乳料

饲喂无菌仔猪，采用６０Ｃｏ 辐照、经微生物检测合

格后的牛乳，加入维生素剂，制成无菌代乳料。 考虑

到市售猪用奶粉中添加有抗生素，推荐用无抗菌素

的人用牛乳进行制作。 辐照代乳料应按批次定期抽

检，对微生物检测不合格的当批次代乳料全部不予

使用，并及时移出洁净存放间。
１􀆰 ４􀆰 ２　 人工哺乳与保温

无菌仔猪在饲养隔离器内哺乳。 一般，新生

仔猪取出后数小时内第 １ 次哺乳。 仔猪无需奶瓶

等强制授乳，只需将灭菌牛乳倒入隔离器内各食

槽即可。 最初可将仔猪嘴部轻按入食槽，仔猪基

本即可自行采食。 ３ 日龄前，每天早晚两次给料，
每次约 ２００ ｍＬ；４ 日龄后逐渐增加给料量，每次

２５０ ～ ５００ ｍＬ。 不必给水。 ３ 周龄后，可补充适量

００７
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辐照米粉。
新生无菌仔猪必须注意保温。 从子宫灭菌用的

消毒液，胎仔的取出、新生仔猪的无菌运输以及隔离

饲养过程都需要加强保温措施。 ３ 日龄内，饲养隔

离器内温度应保持在 ３５ ～ ３７℃，可采用电炉从隔离

器底部加热；１ 周龄内，隔离器内温度应维持在 ３２ ～
３５℃；此后逐渐降低，３ 周龄时隔离器内温度不宜低

于 ２５℃。

２　 无菌猪培育的微生物学质量控制

２􀆰 １　 饲养环境质量监测

２􀆰 １􀆰 １　 屏障设施

无菌猪获取与饲养设备都必须在屏障设施内，
屏障设施必须依据 ＧＢ １４９２５ － ２０１０《实验动物环境

及设施》中无菌动物生产间和实验间的环境技术指

标要求，设计、装修、运行以及日常监测。
２􀆰 １􀆰 ２　 隔离器

隔离器用于获取、运输和饲养无菌猪。 根据 ＧＢ
１４９２５ － ２０１０ 的要求，洁净度应达到 ５ 级，空气沉降

菌检测应无检出。
２􀆰 ２　 饲料和饮水的微生物检测

无菌猪用的饮水、饲料标本微生物学检测方法

参见 ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ４１ － ２００１。 标本采集后，分别用

脑心浸液肉汤和硫乙醇酸钠肉汤富集，在需氧和厌

氧条件下 ３７℃培养 ７ ｄ 以上，再转接到血琼脂培养

基上，３７℃下 ２４ ｈ 后观察是否存在细菌生长；同时，
涂片与革兰染色，显微镜检查，最终判断是否存在细

菌污染。
２􀆰 ３　 妊娠母猪的质量监测

宜根据实验目的选择合适的猪种：当以畜牧研

究为主或短期实验时，选择荣昌猪、太湖猪等地方品

种或约克夏等大型品种；若以医学生物学研究为主

或长期实验时，选择巴马小型猪等品种。
妊娠猪要求未注射 ＰＲＲＳ 弱毒疫苗，应外观健

康、无异常；应在良好的饲养管理下，且从猪病少的

猪场中选择。 不宜选择初产和第六胎次以上的，且
临床上排除经胎盘垂直传播的四种疾病，即猪瘟、猪
繁殖与呼吸综合征、猪伪狂犬病、细小病毒病。 本实

验室病原筛查方法参照 ＧＢ ／ Ｔ１６５５１、ＧＢ ／ Ｔ１８６４１、
ＮＹ ／ Ｔ６７９ 和 ＮＹ ／ Ｔ２８４０ 执行。
２􀆰 ４　 无菌猪微生物质量监测

无菌动物的微生物检测范围基本一致，都涉及

细菌、病毒、真菌的检测［８］。 目前，我国未颁布无菌

猪微生物检测国标。 本实验室主要通过血清学检

测、细菌分离与培养、血涂片检测等技术，建立了一

套无菌猪质量控制的企业标准，采用随机抽样法对

隔离设施内猪群进行质量监控。
２􀆰 ４􀆰 １　 细菌检测

采用最常用的病原菌分离与培养方法进行细菌

检测。 采集猪肛门拭子、鼻拭子或新鲜粪便样品，接
种于血琼脂培养基，分别在需氧和厌氧条件下培养

４８ ｈ 及以上；同时，对样品涂片、革兰染色后显微镜

检查。
２􀆰 ４􀆰 ２　 真菌检测

无菌猪的真菌检测一般采用大豆蛋白胨培养基

分离培养。 皮肤真菌一般在 ２５℃培养，深部真菌在

３７℃时培养 ７ ｄ。 根据培养基上菌落及特点，判断是

否存在真菌污染。 有时，还需借助于生物化学反应

结果和免疫学方法进行最后诊断。
２􀆰 ４􀆰 ３　 病毒检测

可感染猪的病毒有数百种之多，在实际生产过

程中对每一种病毒都进行检测是不现实的。 我们综

合无菌检测结果，选择四种能在猪上进行垂直传播

病毒进行无菌猪质量监控，他们是：猪瘟病毒、细小

病毒、猪伪狂犬病病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒。
２􀆰 ４􀆰 ４　 微生物检测采样要求

动物检测数量根据无菌猪饲养群体而确定。 由

于本实验室设计的无菌猪隔离器内最多可饲养四头

无菌猪，因此随机取样数量为一头 ／隔离器。 每 ２ ～
４ 周检测一次动物的生活环境标本和粪便标本。 检

测结果阳性者表示该群动物有该病原体感染的存

在，必须及时淘汰整个隔离器内所有动物体；并对该

隔离器进行严格消毒灭菌处理后，再次检查合格后

使用。

３　 无菌猪制备的关键质量控制点

３􀆰 １　 猪的品种选择

培育无菌猪的目的主要是为了研究菌群和

宿主的作用，而菌群的定植与宿主的遗传背景密

切相关，不同品种的猪其体内微生物定植各不相

同，需要根据实验目的的不同选择不同品种的实

验用猪。 如在畜牧业研究方面，研究菌群对某品

种猪饲料消化吸收的影响，可选择对应品种的猪

培育无菌猪。 而在医学研究方面，为保证重复性

和操作方便，建议选择封闭群或近交系小型猪，
如巴马猪等。
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３􀆰 ２　 灭菌方法的选择

３􀆰 ２􀆰 １　 物品灭菌

进入屏障环境和无菌猪饲养隔离器内的物品都

必须经过严格的灭菌处理。 一般，耐热、耐高压物

品，如手术器械、器具，应首选压力蒸汽灭菌；不耐

热、不耐湿的物品，如采样拭子、采血针等宜采用环

氧乙烷等低温灭菌方法。 无菌猪生产、实验用大型

笼具，宜采用低温甲醛熏蒸灭菌方法。 而无菌猪用

袋装辐照日粮则由紫外传递窗转入屏障环境，并在

使用前 １ ｄ 放入饲养隔离器上灭菌套筒内，用 ２％过

氧乙酸喷雾灭菌后静置 １ ｈ 以上，转入隔离器内，待
用。
３􀆰 ２􀆰 ２　 饮水灭菌

屏障设施内用水为纯水。 纯水经装瓶、高温、高
压灭菌处理，冷却后经隔离器上灭菌套筒，用 ２％过

氧乙酸消毒瓶子表面后静置 １ ｈ 以上，转入隔离器

内，作为无菌猪的饮用水。
３􀆰 ３　 无菌猪的质量标准

无菌猪不含任何现有方法检测出活的微生物。
其无菌是一个相对的概念，不是一个绝对的概念。
目前存在数百种可以感染猪的病毒，而没有一种通

用方法可一次检测出是否发生病毒感染，在实际工

作中同时对数百种病毒进行检测也不现实。 因此在

制定无菌猪的质量标准时，需要统筹考虑标准的实

用性和可操作性。 根据本实验室的经验，采用无菌

剖腹产获得无菌猪，只要细菌检测达到无菌要求，可
排除外源病毒感染的风险，只需对四种能通过母胎

屏障垂直传播的四种病毒进行检测，即可保证无菌

猪的质量要求。
３􀆰 ４　 科学协作提高成功率

无菌猪的培育牵涉到多门学科知识，环节复杂，
任何一个细节的疏忽和过程衔接的失误都会导致无

菌猪培育的失败。 因此，需要科学合理设置岗位，制
定详细的岗位职责和操作规程，确保日常培训管理

到位。 岗位设置至少包括项目负责人、实验动物质

量管理人员、动物实验操作技术人员、动物饲养员、
环境保洁员、设备操作与维护人员等。 同时，做好

“空气流”、“动物流”、“物品流”和“人流”这四流进

出设施的净化处理，建立和执行完善的规章制度和

操作规程，才能保障屏障设施和隔离器的规范化运

营，培育获得质量合格的无菌猪。

４　 结语

随着肠道菌群功能研究的日益深入，对无菌猪

的需求也随之日益增加，但在实际工作中，要培育获

得无菌猪并长期维持无菌状态并非易事。 无菌猪的

培育离不开妊娠母猪的质量控制、饲料质量控制、环
境与设施设备质量保证以及微生物质量监测，是一

项复杂而细致的系统工程，与人员的管理，设备的维

护、操作规程和技术标准的制定等因素息息相关。
因此需要科学合理的统筹安排，严格细致的执行操

作规程，精益求精的工作态度才能为科学研究培育

出合格的无菌猪。
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