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摘要%大鼠和小鼠是目前运用最广-使用量最大的哺乳类实验动物’其安乐死方法一直备受关注, 二氧化碳安乐死

方法具有使用简便’危害小’低成本的优点, 为了使二氧化碳安乐死的实施更加符合实验动物福利伦理的要求’应

用该技术应该充分考虑实验动物的压力’疼痛等反应, 鉴于此’本文综述了动物吸入二氧化碳实施安乐死的评价

体系’二氧化碳与其他麻醉剂的联合使用情况以及大小鼠二氧化碳安乐死的具体实施方法及注意事项等’以期为

推动该方法的实施提供有用的技术借鉴,

关键词%安乐死’二氧化碳’大鼠’小鼠

中图分类号% D@#B&!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#BK##$"K#(

’?D%"#4)%?%;a41**24"##?K?"’%4&#"%4#B4#"?

!!据小鼠处死方法的文献统计’在我国颈椎脱臼
法和断头法使用率最高’但这两种物理方法对操作
者的专业技术要求较高, 如操作不熟练将使动物遭
受不必要的痛苦’不符合实验动物福利伦理的要求,

其次是使用麻醉剂’但麻醉剂存在无法大量使用和
较大副作用和安全隐患等问题, 近年来国际上有大
量报道使用吸入 AR& 实施安乐死的文章’但在我国

应用 AR& 实施安乐死的研究报道较少,
(安乐死) !UN98373*13"一词源自希腊语’3UN1

意思是(好的)’39832396*1意思是(死亡)’即最小疼
痛和痛苦的死亡, 依据动物福利和动物保护的原
则’实验者应在适当的时机采取适当的方法对动物

施行安乐死, 在广泛阅读国内外 AR& 吸入安乐死

文献的基础上’本文将就大小鼠吸入 AR& 实施安乐
死的应用细节’包括评价体系’具体实施方法-注意

事项以及仍需要研究的问题作一综述’为 AR& 在安
乐死中的应用提供借鉴,

/L安乐死方法使用的原则

施行安乐死要求在动物的抓取和处死全过程中

将动物的疼痛和痛苦降到最低’并尽量减少动物丧

失意识!ERA"前的痛苦 . "/ , 实施安乐死应考虑以
下几个要素%(导致意识丧失的同时尽量减少动物
的痛苦* )导致意识丧失所需要的时间* *可靠
性* "不可逆性* +可操作性和人员的安全性* ,
与实验目的相适应的可兼容性* #对观察者和操作
者情绪的影响* -进一步评价-检查及使用动物组
织的兼容性* .药物的可用性和人员滥用的可能
性* /符合实验要求的经济性, 此外’安乐死的实
施必须遵循实验动物福利伦理的相关标准和
要求 . &/ ,

6L吸入 F?6 在大小鼠安乐死中的应用

吸入 AR& 可引起呼吸性酸中毒并通过降低细

胞内 :I产生可逆麻醉状态’可靠而迅速地导致意
识丧失, 操作过程不需要高度专业化的设备’对人
员要求不高且安全危害小, 其尸体残留物不会或很
少对后续实验产生干扰和危害, 然而’由于有研究
显示大小鼠对 AR& 气体表现出厌恶情绪’且高浓度
的 AR& 会导致疼痛和呼吸困难’在过去的几十年
中’使用 AR& 作为安乐死药物受到了严密的审查,

但鉴于 AR& 安乐死的高效性和安全性’目前国际上
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AR& 应用于安乐死的报道大量增加, 在我国也有一

些研究者开始选择使用 AR& 处死大小鼠
. )/ ’但报道

比例远远低于物理方法!颈椎脱臼法和断头法",
6O/LF?6 安乐死过程中压力和疼痛的判断及存在
的问题

最佳的安乐死技术旨在引导快速无意识’其次
是快速死亡, 从动物角度看’手术麻醉和安乐死的
麻醉诱导没有本质区别, 公认的麻醉阶段有 ( 个,
阶段 <被定义为从诱导到意识丧失的时间段, 阶段
<<是从意识丧失到对刺激的反应丧失的时间段, 阶
段 <<<是深度麻醉阶段’伴随失忆’镇痛和肌肉松弛,
阶段 <J是在上述基础上’心血管反应和呼吸功能停
止, 对安乐死方法的评估而言’阶段 <动物的感受
是关注的焦点, 已知脊髓区域负责应对有害化学刺
激’大鼠研究表明’当吸入 &Bg的 AR& 时’延髓背角
神经元的放电增加’AR& 浓度在 )’g和 $’g之间发

生近线性增加’即 AR& 浓度增加’疼痛增加 . (/ , 然
而确定动物何时变得无意识并不是一项简单的任
务, 以下简述几种可能的评估方式和存在问题,
6O6L评价体系
6O6O/!应激激素变化评判%任何一种安乐死的方法
都会不同程度导致动物产生压力, 任何压力’都会
引发一系列被称为压力反应的活动, 动物机体通过
交感神经K肾上腺髓质系统 ! =FM"和下丘脑K垂体K
肾上腺轴!IGF"这两条途径产生急性应激反应, 当
大脑感受到压力时’=FM几乎立即通过释放主要来
自交感神经末梢的去甲肾上腺素和来自肾上腺髓质
的肾上腺素来响应, 同时’沿着 IGF’应激反应开始
于杏仁核’启动促肾上腺皮质激素释放因子分泌,
这种激素随后刺激垂体释放促肾上腺皮质激素
!FAWI", FAWI作用于肾上腺皮质释放皮质酮,
为了评估这种应激反应’可以测量 IGF轴和 =FM
激素的组分, 有研究表明’小鼠 FAWI水平在暴露
于 AR& 气体等应激物后大约 )# *内增加’且去甲肾
上腺素在 AR& 暴露后 B *内升高’而皮质酮水平的
升高大约需要 ( 712, 鉴于皮质酮产生的延迟效应’
一般通过检测 FAWI’去甲肾上腺素和肾上腺素评
价压力的差异,
6O6O6L行为学评判%对安乐死的压力-疼痛;痛苦的
反应还表现在动物的行为中’包括逃跑倾向-挣扎-
攻击性行为-痉挛-呻吟等, 有研究显示’用 AR& 安
乐死的小鼠在卧位时是不敏感的’而用异氟醚安乐
死的小鼠在最初卧位时就有蹬踏反应, 然而因为运

动和对刺激的反应可能发生在没有脊髓结构的情况
下’因此仅利用蹬踏作为安乐死压力的评估方法有
其不足,
6O6O3L神经反射评判%脑电图 !‘‘Y"是评估麻醉
深度的一种方法’在动物中’‘‘Y已被用于评估各种
麻醉剂以及断头术’颈椎脱臼’异氟烷’氯化钾或 AR&
过量使用的安乐死, 目前评估啮齿类安乐死脑电图
反应的研究较少’少量的研究发现断头后皮质功能中
断而皮质活动仍存在 "B 到 &# *, 但通过‘‘Y无法确
定的无意识状态的确切发生’因此将 ‘‘Y用作无意
识状态的确定’仍需要进一步的实验证据,
6O6O2L心血管反应的评判%疼痛和压力会导致儿茶
酚胺水平升高’随后心率和血压升高, 动物研究发
现安乐死试剂可导致心率和血压骤升’说明安乐死
对动物产生了压力’但同时也发现’压力水平并没有
因使用安乐死的方法不同而有所不同, 如果压力水
平与安乐死方法没有对应关系’那么心血管参数的
变化就不是评判安乐死压力水平的理想参数,
6O3LF?6 安乐死的具体实施方法及伦理分析

AR& 安乐死过程中’动物在无意识前的不适与
AR& 浓度和室腔换气率!ADD"相关’研究表明混合
使用麻醉剂和其他吸入性气体能一定程度上改善动
物无意识前的感受, 因此’以下将重点讨论 AR& 安
乐死实施过程中’最佳的 AR& 浓度和 ADD以及辅助
性麻醉药物或气体的使用, 此外’还将讨论特殊时
期的大小鼠如孕鼠’胎鼠和新生鼠等的 AR& 安乐死
实施方法’以及不同品种和饲养环境等对安乐死实
施的影响,

腔室内 AR& 最佳更换率及浓度实验表明%小鼠
实验发现不同的 AR& ADD对心血管数据-疼痛或
FAWI水平的影响都没有显着差异, 因此建议使用
较快的 AR& 流速较快诱导安乐死, 然而也有研究
得出与此相反的结果’在 I1D63, 安乐死室 !E3V
‘954’A\3+962’L‘"中比较使用慢流!)#g"AR& 和快
速流!’#g"AR& 实施安乐死发现’快速流动 AR& 中
AL" 小鼠焦虑行为增加, 提示安乐死过程中使用
的技术和评价指标的差异可能影响结果的判断,

有证据表明不同浓度的 AR& 会导致动物的痛
苦和;或疼痛, 根据 EU358 的研究’在人类’大鼠和
猫中’大多数伤害感受器能被 (# gAR& 激活

. B/ , 在
小鼠中’已经显示浓度为 "# g的 AR& 就可以通过冻

结和激活边缘结构包括杏仁核诱发恐惧 . ?/ , 在大
鼠中’二氧化碳浓度达到 )#gf(#g就可以导致无

0&$0
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意识*然而实验发现即使使用 "## gAR& 预先填充
气室’在大鼠和小鼠中诱发快速皮质脑的损伤也分
别需要 )% *和 )# *’此前’动物将饱受痛苦,

因此根据上述研究数据’使用较高的流速以及
低于诱发疼痛的浓度!h(#g"是 AR& 输入较理想的
方式, 目前 AR& 安乐死的推荐程序为%使用气缸里
的压缩 AR& 并结合流量计以精确调节流量, 起初
气流应恒定在 "Bg至 )BgJ;712’在 ERA后!一般
需要 (% *"增加流量 . ’/ , 同时在临床死亡后应至少
维持 " 712 气流’避免逆转, 此外’国内研究者赵建
文等关于安乐死箱设计的研究报道可为安乐死容器
的选择提供一定的参考 . $/ ,
6O2LF?6 与其他麻醉剂的联合使用

研究表明’加入一氧化二氮!>&R"-氧!R& "或
异氟醚可以改善 AR& 暴露的不良反应’减少呼吸困
难的发作, 与单独使用 AR& 相比’>&R与 AR& 的联
合使用能将 ERA的时间缩短 "#g, 但 >&R存在潜
在的人类滥用的危险*R& 的加入可以防止缺氧’从
而减少痛苦, 然而’也有研究表明将 R& 添加到 AR&
中对动物厌恶情绪的改善效果甚微甚至没有效果,
补充 R& 还可能引起 ERA之前的肺部出血 . %/ , 因
此’美 国 兽 医 协 会 !F7UQ1532 JU9UQ123Q+MU,153\
F**65139162’FJMF"安乐死小组认为’将 R& 与 AR&
联合用于安乐死没有任何优势*在小鼠实验中’异氟
醚的加入可在一定程度上! "#g"减少动物 ERA的
时间’但研究发现与 )#gAR& 相比’小鼠对异氟醚产
生较强烈的抵抗和焦虑行为’包括逃避及蹬踏反应
等 . "#/ , 雌鼠在断头术前短暂的异氟醚暴露还可提
高血浆皮质醇浓度’雄性则出现 FAWI分泌量增加’
表明压力增大 . "#/ , 综上所述’异氟醚尽管在一定程
度上减少了动物安乐死 ERA的时间’但是给动物增
加了更大的压力’单独使用异氟醚或与 AR& 混合使
用施行安乐死并不合理, 但有一种情况例外’与异
氟醚相比’AR& 安乐死会导致较高频率的肺组织学
损伤, 因此在需要肺组织学分析的情况下’可优先
选择异氟醚,

3L胎鼠和新生鼠

针对胎儿安乐死建议的具体方法基于其神经元
发育情况, 由于具备非功能性大脑皮质和皮质下脑
结构’小于 "B 日龄胎鼠被认为不具备疼痛感知’处
死母鼠的同时即能引起胎儿的快速无痛苦死亡, 因
此’安乐死的实施主要针对 "B 日胎龄后的胎鼠, 但

在安乐死方法的选择上’还应兼顾实验目的和结果’
尤其是需要获取胎儿或种质进行下一步实验时, 有
研究比较了颈椎脱臼与 AR& 安乐死’发现两种方法
并没有造成胚胎数量及胚胎生存力的差异, 然而’
也有研究工作表明动物用 AR& 安乐死后精子和卵
母细胞功能与断头法比较存在差异’因此实验者应
该同时兼顾实验目的和福利伦理要求选择恰当的安
乐死方法, 当胎儿不用于进一步的实验时’对母鼠
施行安乐死则可重点考虑较快的脑缺氧和最小的子
宫破裂’例如通过使用 AR& 安乐死后进行颈椎
脱位,

研究表明新生的大小鼠对缺氧有抵抗’AR& 暴
露后成年啮齿动物与新生儿的死亡时间有巨大差
异, 在大鼠中’随着年龄的增长死亡时间稳步下降’
即日龄越小’所需 ERA时间越长, "# 日龄小鼠 AR&
暴露 B 712 后会 "##g的被安乐死, "##g的死亡时
间在第 # 至 "# 天之间每天降低 ) 712. ""/ , 因此’对
新生大小鼠施行 AR& 暴露安乐死’必须彻底修改成
年动物所使用的剂量和方法, 此外’当使用 AR& 施
行安乐死时’还观察到小鼠心脏停博后的恢复’因此
建议延长 AR& 暴露时间’并应用二次安乐死方法’
如断头术以减少动物的痛苦,

2L影响安乐死的其他因素

动物的品种和饲养环境也会影响 IGF对压力
源的反应’因此 AR& 安乐死除了考虑 AR& 本身以
外’还应考虑其他因素对动物福利的影响, 在实施
AR& 安乐死期间’AB’HE;? 小鼠比 AL" 小鼠丧失
意识时间更短’但反应更剧烈, 在 &"gAR& ADD
下’HFEH;5小鼠肺出血的严重程度较 AB’HE;?
小鼠高 . "&/ , 因此’应该兼顾实验目的和动物福利选
择恰当的安乐死方法, 此外’研究显示小鼠对共同
饲养了 "( , 或 &" , 其他小鼠’表现出同情心’但对
于一个陌生小鼠没有反应 . ")/ , 因此’在实施安乐死
过程中小鼠是否熟悉那些被同时安乐死的小鼠’也
应予以考虑,

5L小结

尽管 AR& 应用于安乐死存在一些有争议的问

题’但作为一种安全有效-简便易行-成本低廉的安
乐死方法’越来越受到研究人员的青睐, 目前’在安
乐死的实施方法中’存在一些不同的观点, 关于麻
醉药品的使用’一些研究者主张先通过麻醉药实现

0)$0
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意识丧失’然后使用 AR& 达到死亡
. "(/ , 而另一些研

究者认为使用替代性气体如异氟醚-氩气和氮气对
安乐死并没有人性化改进*关于 AR& 的流速也存在
两种观点’FJMF安乐死小组建议使用 "#g至 )#g
ADD的 AR&

. "(K"B/ , 减少动物痛苦, 而另一种观点
认为’只要动物没有经历疼痛 !小鼠在 AR& 达到
(#g的疼痛诱导水平之前无疼痛"’推荐使用更快的
AR&ADD来减少小鼠 ERA的时间*此外’安乐死方
法选择的另一难点在于动物的意识的评判, 评判标
准能否真实客观地与动物的疼痛;痛苦相关联是评
判安乐死方法选择的关键, 因此’在后续的研究中’
仍然需要积累更多的关于安乐死评判的数据’更加
客观真实地判断动物在 ERA前的生理和心理状态’
为安乐死方法的选择提供确切的依据,

我们认为尽管 AR& 在安乐死过程中出现压力’
但目前没有一种安乐死方法不会导致压力, 因此’
在没有更好的替代药物的情况下’鉴于 AR& 的简便
易行’危害小’成本低’使用 AR& 实施大小鼠的安乐
死不失为一种较理想的办法,
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