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开设药理学非成瘾性镇痛药实验教学项目的探索
刘　 芬，关凤英∗，张大威，吕文伟

（吉林大学基础医学院， 长春　 １３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索适合课堂教学实验的非成瘾性镇痛药，延续药理学实验课经典镇痛药物药效学观察实

验。 方法　 筛选 ＩＣＲ 小鼠 １００ 只，随机分成五组：对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ）、美洛昔康组 （ Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ）、阿司匹林组

（Ａｓｉｐｉｒｉｎ）、安痛定组（Ａｎｔｏｄｉｎｅ）、哌替啶组（Ｐｅｔｈｉｄｉｎｅ）；分别采用热板法和扭体法制备小鼠疼痛模型，与对照组及

成瘾性镇痛药哌替啶比较，检测各非成瘾性镇痛药的作用效果。 结果　 扭体法显示，与对照组比较，美洛昔康组、
阿司匹林组、安痛定组、哌替啶组均有显著镇痛作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且阿司匹林组、安痛定组、哌替啶组优于美洛昔

康组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），安痛定组优于阿司匹林与哌替啶组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 热板法显示：与对照组比较，阿司匹林组、安痛

定组、哌替啶组具有显著镇痛作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而安痛定组与哌替啶组效果优于阿司匹林组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 综合以上结果表明美洛昔康、阿司匹林与安痛定作为非成瘾性镇痛剂，可以完全替代成瘾性镇痛剂

进行教学实验。
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　 　 实验项目“镇痛药的药效学观察”为吉林大学药理

学有关中枢系统药物的唯一经典验证性实验，是医学

“５ ＋３”一体化、五年制及印尼留学生必做实验项目。
内容包括镇痛药筛选的两种经典疼痛模型：热板法和

扭体法［１］。 小鼠热板法实验是通过热刺激引起躯体体

表疼痛，原教学实验用于对比阿片类镇痛药哌替啶（杜
冷丁）及芬太尼的镇痛作用特点；小鼠醋酸扭体实验是

通过化学刺激引起内脏痛，原教学实验内容为“氯丙嗪

加强哌替啶镇痛作用观察”观察中枢抑制药对镇痛剂

的协同作用。 两个实验子项目使用的镇痛药物哌替啶

和芬太尼均为阿片受体激动剂，镇痛效果明显，具有实

验效果的直观性及实验学时的紧凑性，两者仅有作用

强度及时程的差别，学生普遍反映良好。 但最近几年

由于镇痛、麻醉药物的严格管制，出现哌替啶和芬太尼

购买困难、且库存药物难以维持教学使用的情况，故寻

求临床常用的非管制类且适合课堂教学节奏的镇痛剂

迫在眉睫。 本项目拟摸索新的非管制类镇痛药物，进
行实验课内容改良，以适应教学需求。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＩＣＲ 雄性小鼠 ２５ 只，７ 周龄，体重 １８ ～
２２ ｇ，清洁级 ＩＣＲ 雌性小鼠 ７５ 只，７ 周龄，体重 １８ ～
２２ ｇ，均购自吉林大学基础医学院实验动物中心

［ＳＣＸＫ（吉）２０１３ － ０００１］［ＳＹＸＫ（吉）２０１３ － ０００５］。
实验动物饲养和处理严格遵循动物福利 ３Ｒ 原则和

吉林大学基础医学院伦理委员会相关条例要求。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

美洛昔康注射液勃林格殷格翰生产，批号：
２２７３５５；精氨酸阿司匹林海南美康制药有限公司，批号：
１４０７０３；盐酸哌替啶注射液青海制药厂股份有限公司生

产，批号：２００５０４０７；安痛定注射液山东新华制药股份有

限公司生产，批号：１３０５０５０；冰醋酸北京北化精细化学

品责任有限公司生产，批号：２００３０４１９；氯化钠注射液辽

宁民康制药有限公司生产，批号：Ａ１１０６０８。
ＹＬＳ⁃６ 智能热板仪，山东省医学院设备厂。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组及给药剂量

两个实验均分成生理盐水对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，０􀆰 １
ｍＬ ／ １０ ｇ）、美洛昔康组（Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ，５ ｍｇ ／ ｋｇ）、阿司

匹林组 （Ａｓｉｐｉｒｉｎ，０􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ）、安痛定组 （ Ａｎｔｏｄｉｎｅ，
２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ）、哌替啶组（Ｐｅｔｈｉｄｉｎｅ，５ ｍｇ ／ ｋｇ）。 给药

方式均为腹腔注射。

１􀆰 ３􀆰 ２　 扭体法

每组小鼠进行随机分组，每组 １０ 只，雌雄各半。
各组注射药物 ２０ ｍｉｎ 后，给予 １％冰醋酸，复制腹痛

的病理模型，观察记录 １５ ｍｉｎ 内的扭体次数。 汇总

实验结果，算出各组扭体次数的均值、标准差，进行

受试药组与对照组均数的比较，对结果进行统计分

析。 并按下列公式计算抑制率：抑制率 ＝ （给药组

平均扭体次数 － 对照组平均扭体次数） ／对照组平

均扭体次数 × １００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ３　 热板法

将小鼠热板仪调至（５５ ± ０􀆰 ５）℃，测定小鼠正

常痛阈值（即痛阈反应时间）。 筛选动物：以舔后足

为验证方法，将跳跃以及反应时间﹤ ５ ｓ 或﹥ ３０ ｓ
者剔除，同时记录痛阈值。 每组取预选合格雌性小

鼠 １０ 只，并分组、给药，给药后分别于第 １５、３０、４５、
６０ 分钟测定各个小鼠的痛阈值。 如小鼠在 ６０ ｓ 内

均无疼痛反应，应立即取出，按 ６０ ｓ 计算，同时记录

痛阈值。 汇总实验结果，算出各组用药前后各次的

小鼠痛疼反应时间的均值、标准差，进行受试药组

与对照组均数的比较，对结果进行统计分析。 并按

下列公式用所测得的痛阈平均值计算痛阈提高百

分率：痛阈提高百分率 ＝ （用药后平均痛阈值 － 用

药前平均痛阈值） ／用药前平均痛阈值 × １００％ ，获
得各组的痛阈提高百分率后，以时间为横坐标，痛
阈提高百分率为纵坐标，绘出镇痛作用时程曲线，
以分析药物的作用强度、作用开始时间和持续时间。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５ 进行数据统计，实验数据

以平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）来表示，组间比较采用单

因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 扭体法实验结果

扭体法实验结果显示：美洛昔康、阿司匹林、安
痛定及哌替啶各组的扭体次数均显著低于对照组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），提示这对炎性致痛各药均有很好的

镇痛效果；而阿司匹林、安痛定及哌替啶扭体次数

显著低于美洛昔康组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），说明阿司匹林、
安痛定及哌替啶的镇痛效果优于美洛昔康；安痛定

组的扭体次数远远低于阿司匹林及哌替啶组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）提示安痛定组的镇痛效果最优，可以取代哌

替啶，见表 １。
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２􀆰 ２　 热板法实验结果

热板法实验结果显示：美洛昔康与对照组痛阈

值比较差异无显著性，阿司匹林、安痛定及哌替啶

各组的痛阈值均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），可持续 ４５ ｍｉｎ，提示除美洛昔康外，阿司匹

林、安痛定及哌替啶针对热板法的疼痛模型均有很

好的镇痛效果；与阿司匹林组的痛阈值相比，安痛

定及哌替啶组的痛阈值显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），说明安痛定及哌替啶的镇痛效果相近，优于

阿司匹林组。 提示热板法实验中安痛定及阿司匹

林可取代哌替啶及芬太尼，表现为作用强度的差

异，见表 ２。
２􀆰 ３　 痛阈时程曲线：

经过计算得出各组小鼠痛阈提高百分率，并绘

制时程曲线。 从痛阈时程曲线观察得知，针对于热

板法疼痛模型，美洛昔康无镇痛作用，阿司匹林、安

痛定及哌替啶各组维持时间相仿，但哌替啶组起效

时间优于阿司匹林及安痛定组，镇痛效果哌替啶 ＞
安痛定 ＞阿司匹林。 见图 １。

３　 讨论

疼痛是机体受到伤害性刺激后产生的一种保

护性反应，目前，最常用的镇痛药是非甾体类抗炎

药（如复方阿司匹林、布洛芬等）和阿片类镇痛药

（如哌替啶、芬太尼、吗啡等），虽然两类药物均有不

同程度的镇痛作用，但是作用机制和应用指证以及

不良反应却不相同［２ － ６］。 如非甾体类抗炎药是通过

抑制炎性介质前列腺素生物合成关键酶环氧酶

（ＣＯＸ）而发挥解热镇痛及抗炎作用，适应于炎症引

起的慢性钝痛，作用广泛，但可产生胃肠道不良反

应；阿片类镇痛药则通过激动阿片受体阻断痛觉传

导，适于严重外伤、尖锐的疼痛及癌症引起的疼痛，
表 １　 扭体法实验结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｒｓｉｏｎａｌ ｂｏｄｙ ｍｅｔｈｏｄ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

扭体次数（１５ ｍｉｎ）
Ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｗｉｓｔｂｏｄｙ

抑制率（％ ）
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｎ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４４􀆰 ５ ± ７􀆰 ０５ ———
美洛昔康组
Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ ２５􀆰 ３ ± ８􀆰 ０９∗∗∗ ４３􀆰 １４

阿司匹林组
Ａｓｉｐｉｒｉｎ ９􀆰 ７ ± ３􀆰 ９５∗∗∗＃＃＃⊿ ７８􀆰 ２

安痛定组
Ａｎｔｏｄｉｎｅ ０􀆰 ９ ± ２􀆰 ３４∗∗∗＃＃＃ ９７􀆰 ９８

哌替啶组
Ｐｅｔｈｉｄｉｎｅ ４􀆰 ８７ ± ２􀆰 ４６∗∗∗＃＃＃⊿ ８９􀆰 ０６

注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与美洛昔康组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；
与安痛定组相比，⊿ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｅｌｏｘｉｃａｍ ｇｒｏｕｐ，＃＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｏｄｉｎｅ ｇｒｏｕｐ，⊿ Ｐ
＜ ０􀆰 ０５．

图 １　 美洛昔康、阿司匹林、安痛定及

哌替啶镇痛治疗后的痛阈时程曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｆｔｅｒ ａｎａｌｇｅｓｉａ
ｗｉｔｈ ｍｅｌｏｘｉｃａｍ， ａｓｐｉｒｉｎ， ａｎｔｏｄｉｎｅ， ａｎｄ ｐｅｔｈｉｄｉｎｅ

表 ２　 热板法实验结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｏｔ ｐｌａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

痛阈值（ｓ）Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ Ｐａｉｎ
０ ｍｉｎ １５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ４５ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ １８􀆰 ２ ± ５． ５０ １８􀆰 ２ ± ６． ２５ １７􀆰 ６ ± ６． ３９ １６􀆰 ５ ± ６． ０２ １８􀆰 ７ ± ５． ８１

美洛昔康组
Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ １９􀆰 ７ ± ４． ４７ １６􀆰 ３ ± ５． ７７ １６􀆰 ８ ± ６． １８ １６􀆰 ９ ± ５． ３７ １７􀆰 ４ ± ４． ７７

阿司匹林组
Ａｓｐｉｒｉｎ ２０􀆰 ０ ± ５． ７４ ３２􀆰 ３ ± ９． ６３∗ ３５􀆰 ２ ± １０． ２７∗∗ ２２􀆰 ８ ± ８． ４１ ２０􀆰 ５ ± ８． ３３

安痛定组
Ａｎｔｏｄｉｎｅ １９􀆰 ２ ± ３． １４ ３７􀆰 ２ ± ８． ８９∗∗ ４７􀆰 ５ ± ５． ６３∗∗＃ ２７􀆰 ４ ± １１． １６∗∗ ２０􀆰 ６ ± ９． ７５

哌替啶组
Ｐｅｔｈｉｄｉｎｅ １９􀆰 ０ ± ３． ４８ ５２􀆰 ２ ± ６． ７６∗∗＃ ４９􀆰 ３ ± ９． ００∗∗＃ ３７􀆰 １ ± １０． ９７∗∗＃ ２７􀆰 ５ ± ６． ６１∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与阿司匹林组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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镇痛效果好，但阿片类药物则有不同程度的成瘾

性，这使得它们在临床上的应用受到了很大的限

制。 镇痛药的筛选一般通过小鼠热板实验和小鼠

醋酸扭体实验两种经典的疼痛模型。 小鼠热板实

验主要用于筛选中枢性镇痛药，小鼠醋酸扭体实验

主要用于筛选外周镇痛药物，这两种经典模型也一

直被本科生教学实验所采用。 此实验效果稳定，课
堂节奏比较适合教学实验，很受学生们的好评。 为

了该经典实验的可持续性，本研究着手寻求可替代

药物。 阿司匹林、安痛定（复方氨林巴比妥注射液）
是临床和生活中常用的解热镇痛药，阿司匹林以往

是口服制剂，不适合实验教学节奏，注射用精氨酸

阿司匹林剂型为课堂实验教学提供了保障。 安痛

定是氨基比林、安替比林和巴比妥组成的复方制

剂，对发热时的头痛、神经痛、肌肉痛有较强的镇痛

作用。 美洛昔康是一种新型非甾体抗炎镇痛药，主
要用于类风湿性关节炎的疼痛、创伤性疼痛、手术

后疼痛的对症治疗。 美洛昔康为 ＣＯＸ２ 选择性抑制

剂，消化系统等不良反应少，安全性提高，所以广泛

应用于临床［７ － ９］。 研究结果证实：综合热板法和扭

体法两种疼痛模型实验，阿司匹林和美洛昔康虽同

属于非甾体解热镇痛抗炎药，但是阿司匹林镇痛效

果优于美洛昔康，可能因为美洛昔康为 ＣＯＸ２ 选择

性抑制剂，安全性提高但是效果较温和；在扭体法

镇痛实验中，安痛定的镇痛效果与哌替啶类似，高
于其他两种非甾体抗炎药物，原因为其复方制剂中

含有苯巴比妥，此为中枢镇静剂，能够与氨基比林

等镇痛药物合用发挥协同作用，因而可以提高其镇

痛效果，其可以替换氯丙嗪加强哌替啶镇痛作用实

验；原热板实验采用的哌替啶与芬太尼的药理作用

与吗啡基本相同，镇痛作用弱于吗啡，哌替啶效价

强度为吗啡的 １ ／ １０ ～ １ ／ ７，而芬太尼镇痛效力为吗

啡的 １００ 倍［１０］，故二者的实验效果体现为镇痛效果

有所差别，阿司匹林与安痛定实质上同为非甾体抗

炎药，本热板实验观察到，二者亦表现出镇痛效果

的差别，故可替代哌替啶与芬太尼。 综上所述，鉴
于哌替啶及芬太尼为管制性药品，今后的学生实验

可以选择美洛昔康、精氨酸阿司匹林及安痛定进行

药效强弱的对比及二药合用的协同作用观察的替

代药物。 在扭体法中可选用美洛昔康与阿司匹林、
安痛定进行药效强弱的对比；在热板法可以选用阿

司匹林及安痛定分别观察药物的作用强度、作用开

始时间和持续时间。 并同时在两种模型中观察安

痛定组中枢抑制药苯巴比妥对镇痛剂的协同加强

作用。
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􀦋􀦋技术方法

实验大鼠和小鼠多种细菌 ＰＣＲ 检测与分析

冯　 洁１，２，谢建云２，魏晓锋２，冯丽萍２，张　 泉１∗，高　 诚２∗

（１． 扬州大学兽医学院，扬州　 ２２５００９； ２． 上海实验动物研究中心，上海市实验动物质量监督检验站，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 调查上海市实验动物生产设施大鼠、小鼠细菌携带状况。 方法　 比较国内外实验动物细菌

监测方案，选取螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌、金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌和肺炎克雷伯杆菌作为检测项

目，分别于 ２０１４ 年和 ２０１６ 年收集样品共计 ８４８ 份，采用 ＰＣＲ 方法对上述 ６ 种病原体进行检测。 结果　 ＳＰＦ 级设施

均无金黄色葡萄球菌污染，清洁级设施 ２０１４ 年无肺炎克雷伯杆菌污染，其它病原体在不同级别设施内均有不同程

度的污染，所有清洁级设施均存在螺杆菌和牛棒状杆菌污染。 螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌和牛棒状杆菌在不同级别

动物上均检出阳性。 螺杆菌、绿脓杆菌阳性率呈下降趋势，而啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌、肺炎克雷伯杆菌阳性

率则呈上升趋势。 结论　 本研究全面、系统地分析了上海地区实验大鼠、小鼠细菌携带状况，为提高实验动物质量

和饲养管理水平起促进作用，为我国实验动物国家标准的修订和完善提供依据和参考。
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　 　 实验动物微生物学质量是评价实验动物质量

的重要指标之一，定期对实验动物进行微生物质量

监测是确保动物质量的重要手段。 欧洲实验动物

联合会（ＦＥＬＡＳＡ）定期发布和更新详细全面的实验

动物健康监控指南和人员培训计划，详细阐述了监

测病原体的种类、采样要求和检测方法等［１］。 国际

知名的实验动物企业（如 ＣＲＬ、Ｔａｃｏｎｉｃ）均制定一系

列企业标准和检测制度，对于病原体项目、动物年

龄、检测方法和频率均有明确指示。 我国于 １９９４
年颁布了国家标准《实验动物微生物学等级及监

测标准》并陆续进行了修改和完善，按照微生物学

和寄生虫学规定了不同等级实验动物应排除的病

原体及对应的检测方法。 ２０１７ 年以来中国实验动

物学会制定并发布两批团体标准，新增了部分病

原体项目及检测方法，对于我国实验动物质量保

证和提升起到了促进作用。 本研究在详细比较国

内外实验动物细菌监测方案并结合实际的基础

上，选取国外普遍要求检测而我国国标暂未纳入

（螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌）以及国标

规定检测（金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌和肺炎克雷

伯杆菌）的细菌指标作为调查项目，采用 ＰＣＲ 方法

对 ２０１４ 年和 ２０１６ 年上海市实验动物生产许可证

单位实验大鼠、小鼠的部分细菌携带状况进行调

查。 调查结果可为上海乃至全国实验动物微生物

质量控制提供参考，也可为国家标准的修订和完

善提供依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

本次调查的实验动物包括小鼠和大鼠，来源于

２０１４ 年和 ２０１６ 年上海市具有实验大鼠、小鼠生产

许可证的单位。 清洁级和 ＳＰＦ 级动物均饲养于屏

障环境。 各年度检测设施数量、动物数量及品系分

布详见表 １ 和表 ２。
表 １　 不同年份实验动物生产设施、动物数量统计表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

年份
Ｙｅａｒ

检测设施数量 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

大鼠 ／ 只
Ｒａｔｓ

小鼠 ／ 只
Ｍｉｃｅ

屏障环境（清洁级）
Ｂａｒｒｉｅｒ ｓｙｓｔｅｍ （ＣＬ）

屏障环境（ＳＰＦ 级）
Ｂａｒｒｉｅｒ ｓｙｓｔｅｍ （ＳＰＦ）

清洁级
ＣＬ

无特定病原体动物
ＳＰＦ

清洁级
ＣＬ

无特定病原体动物
ＳＰＦ

动物总数 ／ 只
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

２０１４ ４ ９ ３０ ７８ ６４ １９１ ３６３
２０１６ ４ １３ １８ ６０ ９１ ３１６ ４８５

累计 Ｔｏｔａｌ ／ ／ ４８ １３８ １５５ ５０７ ８４８

表 ２　 动物品系分布表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

品系
Ｓｔｒａｉｎ

　 　 样本总数 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
２０１４ 年 ２０１６ 年

ＳＤ ５８ ５７

Ｗｉｓｔａｒ ４４ １７

ＺＤＦ ６ ４

Ｃ５７ ４０ ７３

ＢＡＬＢ ／ ｃ ４４ ６３

ＩＣＲ ４６ ５４

Ｓｃｉｄ １８ ３６

ＫＭ ４６ ６６

Ｎｕｄｅ ３０ ７５

ＧＥＭ ３１ ６

ｄｂ ／ ｄｂ ｄｂ ／ ｄｂ ／ ６

ｏｂ ／ ｏｂ ／ ６

Ｆ１ ／ ２２

合计 ３６３ ４８５

１􀆰 ２　 主要试剂

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、ＤＬ２０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购

自南京诺唯赞生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样品处理

无菌采集动物回盲部内容物，取 ０􀆰 ２ ｇ 悬浮于 １
ｍＬ 的 ＰＢＳ（ｐＨ７􀆰 ４），８５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后取上清

液，按照细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒说明书进行

ＤＮＡ 模板抽提。 获得的 ＤＮＡ 样品于 － ２０℃ 保存

备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＣＲ 引物序列

参照文献［２ － ５］，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登录的牛棒状杆

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列（ＮＲ＿１１８４６５􀆰 １），利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０
设计 １ 对特异性引物。 引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成。 引物信息见表 ３。

０９ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



表 ３　 ＰＣＲ 引物列表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

细菌名称
Ｂａｃｔｅｒｉａ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

退火温度（°Ｃ）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物长度（ｂｐ）
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

Ｐ７： ＣＴＡＴＧＡＣＧＧＧＴＡＴＣＣＧＧＣ
Ｐ８：ＡＴＴＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＣＴＣＣＣＡ ５３ ３７４

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

ＣＲ１：ＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＡＴＣＴＣＡＴＣＴＧＴＣ
ＣＲ２：ＧＣＡＡＧＧＣＴＧＧＴＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡ ６１ ４２０

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

ＣＢ１：ＧＴＧＧＣＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡ
ＣＢ２：ＡＣＡＣＡＣＴＡＡＡＧＣＡＣＧＧＴＣＣＴＡＴ ６１ １００

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

ＳＡ１：ＣＴＴＴＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣ
ＳＡ２：ＡＡＡＧＧＧＣＡＡＴＡＣＧＣＡＡＡＧＡＧＧＴ ５６ ４８４

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ＰＡ１：ＧＣＡＣＣＣＧＣＡＡＣＧＣＡＴＣＡＡ
ＰＡ２：ＣＣＴＧＧＡＡＡＧＧＣＴＣＣＧＡＡＴＡＧＴＧ ５６ ２７８

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＫＰ１：ＴＧＧＣＣＣＧＣＧＣＣＣＡＧＧＧＴＴＣＧＡＡＡ
ＫＰ２：ＧＡＴＧＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＴＧＡＴＧＣＣＣＡＧ ５６ ３６８

１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 反应程序

ＰＣＲ 反应体系 ５０ μＬ，包括 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）２５ μＬ，上下游引物（１０ μＭ）各 １ μＬ，
ＤＮＡ 模板 ２ μＬ。

ＰＣＲ 反应程序：９５°Ｃ 预变性 ５ ｍｉｎ 后，按 ９５°Ｃ
变性 ３０ ｓ，退火 ３０ ｓ，７２°Ｃ 延伸 ３０ ｓ 的程序循环 ３４
次，最后 ７２°Ｃ 延伸 １０ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 扩增产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测分

析。 将不同来源的阳性 ＰＣＲ 产物进行归类，随机挑

选阳性产物经凝胶电泳纯化回收后送至至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行测序。 将测序结

果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知核酸序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对、
验证。

２　 结果

２􀆰 １　 设施分析

如图 １ 所示， 在 ＳＰＦ 级设施未检出金黄色葡萄

球菌污染，清洁级设施 ２０１４ 年未检出肺炎克雷伯杆

菌污染，其它病原体在不同级别设施内均有不同程

度的污染。 所有清洁级设施均存在螺杆菌和牛棒

状杆菌污染，ＳＰＦ 级设施的螺杆菌和牛棒状杆菌污

染率分别为 ７７􀆰 ７８％ （２０１４ 年）、６１􀆰 ５４％ （２０１６ 年）
和 ６６􀆰 ６７％ （２０１４ 年）、９２􀆰 ３１％ （２０１６ 年）。
２􀆰 ２　 病原检测结果分析

如图 ２ 所示，大鼠螺杆菌阳性率为 ３４􀆰 ２６％
（２０１４ 年）和 ２５􀆰 ６４％ （２０１６ 年），啮齿柠檬酸杆菌阳

性率为 ４􀆰 ６３％ （２０１４ 年）和 １７􀆰 ９５％ （２０１６ 年），牛
棒状杆菌阳性率为 ２３􀆰 １５％ （２０１４ 年） 和 ３３􀆰 ３３％
（２０１６ 年），金黄色葡萄球菌阳性率为 ５􀆰 ５６％ （２０１４

图 １　 不同细菌检测项目的设施污染率比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

年）和 ７􀆰 ６９％ （２０１６ 年），绿脓杆菌和肺炎克雷伯杆

菌均未检出阳性。 小鼠螺杆菌阳性率为 ４０􀆰 ３９％
（２０１４ 年）和 ２９􀆰 ７３％ （２０１６ 年），啮齿柠檬酸杆菌阳

性率为 ５􀆰 ８８％ （２０１４ 年）和 １５􀆰 ４８％ （２０１６ 年），牛
棒状杆菌阳性率为 １９􀆰 ２２％ （２０１４ 年） 和 ３８􀆰 ３３％
（２０１６ 年），金黄色葡萄球菌阳性率为 １􀆰 ５７％ （２０１４
年）和 ０％ （２０１６ 年），绿脓杆菌阳性率为 ９􀆰 ８０％
（２０１４ 年）和 ０􀆰 ７４％ （２０１６ 年），肺炎克雷伯杆菌阳

性率（２０１４ 年 ０􀆰 ７８％ ，２０１６ 年 ３􀆰 ６９％ ）。
分别对不同级别动物不同年份的阳性率进行

分析。 如表 ４ 所示，螺杆菌仅清洁级大鼠阳性率呈

上升趋势，其他级别均下降。 啮齿柠檬酸杆菌和牛

棒状杆菌在不同级别动物上的阳性率均呈上升趋

势。 国标要求排除的 ３ 种细菌，金黄色葡萄球菌仅

清洁级有阳性检出，ＳＰＦ 级均为阴性，符合国标要

求。 大鼠绿脓杆菌无阳性检出，不同年份、不同级
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别的小鼠均有阳性检出，但均呈下降趋势。 大鼠肺

炎克雷伯杆菌无阳性检出，小鼠仅 ２０１４ 年清洁级为

阴性，其他均有阳性检出。
对阳性动物品系进行分析，螺杆菌阳性率相对较

高的品系有 ＢＡＬＢ ／ ｃ、ＩＣＲ、ＫＭ 等，仅 ＫＭ 阳性率升

高，其它品系阳性率均下降。 来自同一设施的 ２２ 只

清洁级 Ｆ１ 小鼠螺杆菌全部为阳性。 所有品系动物均

检出牛棒状杆菌阳性。 大多数品系的啮齿柠檬酸杆

菌和牛棒状杆菌阳性率均呈升高趋势。 金黄色葡萄

球菌仅 ＳＤ 大鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠检出阳性。 绿脓杆菌

和肺炎克雷伯杆菌阳性样品均集中在小鼠。 在动物

饲养管理和使用过程中应加以关注（表 ５，表 ６）。
图 ２　 ＰＣＲ 检测不同动物阳性率统计

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

表 ４　 ＰＣＲ 检测不同级别动物阳性率统计（％ ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌ ａｎｉｍａｌｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

检测项目
Ｂａｃｔｅｒｉａ

清洁级大鼠
ＣＬ ｒａｔｓ

ＳＰＦ 级大鼠
ＳＰＦ ｒａｔｓ

清洁级小鼠
ＣＬ ｍｉｃｅ

ＳＰＦ 级小鼠
ＳＰＦ ｍｉｃｅ

２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６
螺杆菌 Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ ２０􀆰 ００ ３８􀆰 ８９ ３９􀆰 ７４ ２１􀆰 ６７ ８７􀆰 ５０ ７５􀆰 ８２ ２４􀆰 ６１ １６􀆰 ４６

啮齿柠檬酸杆菌 Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ ６􀆰 ６７ ３３􀆰 ３３ ３􀆰 ８５ １３􀆰 ３３ ６􀆰 ２５ ８􀆰 ７９ ５􀆰 ７６ １７􀆰 ４１
牛棒状杆菌 Ｃ． ｂｏｖｉｓ ４３􀆰 ３３ ６６􀆰 ６７ １５􀆰 ３８ ２３􀆰 ３３ １２􀆰 ５０ ２１􀆰 ９８ ２１􀆰 ４７ ４３􀆰 ０４

金黄色葡萄球菌 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ ２０􀆰 ００ ３３􀆰 ３３ ０ ０ ６􀆰 ２５ ０ ０ ０
绿脓杆菌 Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ０ ０ ０ ０ ２３􀆰 ４４ ２􀆰 ２０ ５􀆰 ２４ ０􀆰 ３２

肺炎克雷伯杆菌 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ０ ０ ０ ０ ０ ８􀆰 ７９ １􀆰 ０５ ２􀆰 ２２

表 ５　 ＰＣＲ 检测不同品系动物阳性率统计（％ ，２０１４ 年）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ （２０１４）

品系
Ｓｔｒａｉｎ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＳＤ ３２􀆰 ７６ ８􀆰 ６２ ３４􀆰 ４３ １０􀆰 ３４ ０ ０
Ｗｉｓｔａｒ ３６􀆰 ３６ ０ １１􀆰 ３６ ０ ０ ０
ＺＤＦ ３３􀆰 ３３ ０ ０ ０ ０ ０
Ｃ５７ ３５ ２􀆰 ５ ２２􀆰 ５ ０ １５ ０

ＢＡＬＢ ／ ｃ ５２􀆰 ２７ ４􀆰 ５５ ２７􀆰 ２７ ９􀆰 ０９ １３􀆰 ６４ ４􀆰 ５５
ＩＣＲ ５６􀆰 ５２ ０ ２１􀆰 ７４ ０ ８􀆰 ７０ ０
ｓｃｉｄ １６􀆰 ６７ ２２􀆰 ２２ ２２􀆰 ２２ ０ ２２􀆰 ２２ ０
ＫＭ ５０ ８􀆰 ７０ １５􀆰 ２２ ０ ４􀆰 ３５ ０
裸鼠 ４０ ６􀆰 ６７ １６􀆰 ６７ ０ １３􀆰 ３３ ０

转基因 ６􀆰 ４５ ６􀆰 ４５ ６􀆰 ４５ ０ ０ ０
合计 ３８􀆰 ５７ ５􀆰 ５１ ２０􀆰 ３９ ２􀆰 ７５ ６􀆰 ８９ ０􀆰 ５５

表 ６　 ＰＣＲ 检测不同品系动物阳性率统计（％ ，２０１６ 年）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ （２０１６）

品系
Ｓｔｒａｉｎ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＳＤ ２２􀆰 ８１ １９􀆰 ３０ ３３􀆰 ３３ １０􀆰 ５３ ０ ０
Ｗｉｓｔａｒ ３５􀆰 ２９ １７􀆰 ６５ ３５􀆰 ２９ ０ ０ ０
ＺＤＦ ２５ ０ ２５ ０ ０ ０
Ｃ５７ ８􀆰 ２２ １２􀆰 ３９ ３４􀆰 ２５ ０ １􀆰 ３７ ８􀆰 ２２

ＢＡＬＢ ／ ｃ １１􀆰 １１ １２􀆰 ７０ ４７􀆰 ６２ ０ １􀆰 ５９ ４􀆰 ７６
ＩＣＲ ３７􀆰 ０４ ０ ３７􀆰 ０４ ０ ０ ０
Ｓｃｉｄ ０ ５８􀆰 ３３ ４１􀆰 ６７ ０ ２􀆰 ７８ ０
ＫＭ ６０􀆰 ６６ ２５􀆰 ７６ ３６􀆰 ３７ ０ ０ ３􀆰 ０３
裸鼠 ３２ １０􀆰 ６７ ４０ ０ ０ ０

转基因 ３３􀆰 ３３ ０ ０ ０ ０ ０
ｄｂ ／ ｄｂ ０ ０ ６６􀆰 ６７ ０ ０ ５０
ｏｂ ／ ｏｂ ０ ０ ８３􀆰 ３３ ０ ０ １６􀆰 ６７
Ｆ１ １００ ０ １３􀆰 ６３ ０ ０ ０

合计 ２９􀆰 ０７ １５􀆰 ８８ ３７􀆰 ５３ １􀆰 ２４ ０􀆰 ６２ ３􀆰 ０９

２９ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



３　 讨论

细菌病原学检测方法可分为传统的分离培养

以及 ＰＣＲ 等分子生物学方法。 当前国际先进标准

已广泛使用 ＰＣＲ 方法对实验动物病原体进行监测，
中国实验动物学会制定的团体标准中亦发布了部

分病原体（如螺杆菌、牛棒状杆菌）的 ＰＣＲ 检测规

程。 但我国国标目前主要采用分离培养法进行检

测，尚未采用分子生物学方法。 培养法需要培养基

配制、采样、分离培养、染色镜检和生化鉴定等多个

环节，存在检测周期长、操作流程繁琐、检测试剂的

供应及标准化不足、对检测人员的专业技术要求较

高等诸多不足，严重制约了我国实验动物质量标准

以及检测体系的完善与发展。 ＰＣＲ 方法相较于传

统分离培养法特异性强，敏感性高。 在规范试验试

剂、设备以及人员操作流程的前提下，可用于病原

体的快速检测，尤其适用于大规模筛查。
国外先进标准中普遍要求实验大鼠、小鼠须排

除的病原体，如螺杆菌、牛棒状杆菌、柠檬酸杆菌等

均未出现在我国标准中。 螺杆菌主要以隐性感染

形式存在于动物消化道，可致小鼠肝炎、肝细胞瘤、
盲肠结肠炎、胆肝炎等多种疾病，严重影响实验动

物质量，已被公认为是啮齿类实验动物的重要致病

菌。 啮齿柠檬酸杆菌为肠杆菌科柠檬酸杆菌属成

员之一，为条件性致病菌，可引起小鼠传染性结肠

增生、腹泻、结肠炎甚至直肠脱垂等症状。 对于免

疫功能健全的成年小鼠，一般无明显症状。 牛棒状

杆菌可导致裸鼠表皮角化过度，俗称“鳞皮病”。 无

毛鼠和免疫缺陷鼠一旦感染，几乎终身携带。 动物

感染通常伴随体重减轻、摄水量增加、结膜充血、异
种移植物生长缓慢等现象，设施一旦污染很难清

除［６］。 金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯杆

菌是我国实验动物微生物学等级及监测标准

（１４９２２􀆰 ２ － ２０１１）中明确规定 ＳＰＦ 级实验大鼠、小
鼠必须检测和排除的病原菌［７］，均属于条件性致病

菌，正常存在于动物体内和环境中，当动物免疫功

能低下时可感染动物。 国外多数将其作为环境监

测的参考指标，当评估认为该病原体可能会对正在

进行的实验存在干扰时则要求监测。
本研究参照文献所述 ＰＣＲ 检测程序，对上海地

区实验鼠群进行大规模质量监测，并从设施、动物

级别、动物品系等多角度全面系统地分析了当前实

验大鼠、小鼠细菌的携带状况。 数据显示，螺杆菌、

啮齿柠檬酸杆菌和牛棒状杆菌在不同级别动物上

均有阳性检出。 尤其是清洁级小鼠螺杆菌、所有级

别动物的牛棒状杆菌和柠檬酸杆菌污染率高、污染

范围广，应引起重视。 啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆

菌、肺炎克雷伯杆菌阳性率呈明显上升趋势，但螺

杆菌、绿脓杆菌阳性率均呈下降趋势。 文献数据显

示，螺杆菌呈全球性分布，Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 对北美和欧

洲实验鼠群螺杆菌进行调查发现，螺杆菌是实验鼠

群主要流行的病原体。 金黄色葡萄球菌是日本实

验大鼠和小鼠流行最普遍的病原体，小鼠设施阳性

率达 １８􀆰 ８％ ，大鼠设施阳性率达 ５８􀆰 ６２％ ，欧美小鼠

金黄色葡萄球菌的携带率为 ６％ ～ １１％ ，啮齿柠檬

酸杆菌感染率极低［８ － １０］。 我国北京、广东等地区也

有螺杆菌、牛棒状杆菌、金黄色葡萄球菌和绿脓杆

菌阳性报道［１１ － １４］。 由此可见，国内外实验鼠群病原

体污染的流行趋势基本一致。
虽然 ＰＣＲ 方法具备精准、高效、便捷的优势，仍

需结合经典方法进行验证。 笔者认为后续应进一

步溯源至阳性的设施和品系，开展细菌的分离培养

及鉴定等病原学方面的工作，以全面细致了解本市

实验动物生产设施内上述细菌的分布情况。 本研

究的调查结果对于提高实验动物质量和饲养管理

水平起促进作用，为我国实验动物国家标准的修订

和完善提供依据和参考。 鉴于上述病原体对于动

物本身及从业人员和环境的影响，生产单位作为国

内实验动物的源头，应结合行业发展趋势，加强饲

养管理，制定并优化监测方案，从而提高动物品质

和企业竞争力。
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