
DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2023.101

实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2024, 44(2)

上海交通大学实验动物中心公共细胞培养平台管理
经验探讨
彭丽娜, 张 曼, 艾 敏, 徐汪节

(上海交通大学实验动物中心, 上海200240)

[摘要] 公共细胞培养平台作为实验动物设施中一个重要的配套设施，是实验动物肿瘤疾病模型以及转基因动物制
备等科学研究的重要支撑。实验动物中心搭建公共细胞培养实验平台，能充分整合实验动物和细胞培养资源，更为
高效、合理地配置相关科研资源，便于科研人员更好地开展研究。实验动物中心公共细胞培养平台内培养的细胞大
部分用于动物实验，细胞如果存在污染或者质量问题，不但影响实验结果，还会影响实验动物健康，造成实验动物
的微生物感染，严重者甚至会扩散污染整个动物饲养设施。因此实验动物中心的公共细胞培养实验室在细胞质量把
控上相比常规的细胞培养室更为严格。本文以上海交通大学实验动物中心公共细胞培养平台为例，从设施维护与管
理、人员管理、细胞生物风险质控管理等三个主要控制点对公共细胞培养室的管理经验进行了探讨，以期为国内其
他实验动物机构的公共细胞培养实验室管理提供有益借鉴。
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[ABSTRACT] Public cell culture platform is an important facility in laboratory animal facilities, providing 
essential support for scientific research such as the development of animal tumor disease models and 
transgenic animals. By establishing a public cell culture experimental platform, laboratory animal centers 
can effectively integrate experimental animals and cell culture resources, optimizing the allocation of 
scientific research resources to facilitate better research outcomes. The majority of cells cultured in these 
platforms are used for animal experiments. Contamination or quality issues in these cells not only affect 
experimental results but also jeopardize the health of experimental animals, potentially leading to microbial 
infections and contamination of entire animal facilities. Therefore, public cell culture laboratories within 
experimental animal facilities impose stricter quality control measures than conventional cell culture 
rooms. This study takes the public cell culture platform at the Laboratory Animal Center of Shanghai Jiao 
Tong University as a case study to discuss management experiences, focusing on facility maintenance and 
management, personnel management and quality control of cell biological risk. The aim is to provide useful 
reference for the management of public cell culture laboratories in experimental animal facilities and other 
institutions.
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细胞培养技术是生命科学研究各领域中一种最基

本、最重要、应用最广泛的技术之一［1］。细胞培养是

指在体外环境中，人为地建立细胞生长的培养和支撑

体系。细胞培养室简化了复杂的生命体，避免了直接

生命研究的伦理局限，也使研究的干扰因素和经济耗

费减少［2］。随着生命科学研究的不断深入，细胞培养

技术结合显微操作技术以及实验动物，构建基因编辑

模型小鼠以研究某特定基因功能，或通过建立肿瘤疾

病动物模型，进行人类疾病的发生、发展机制以及预

防和治疗等方面的研究，是实现精准医疗的重要工具，

也是基础科学研究、转化医学研究的必要手段，在人

类疾病研究和新型药物研制和开发等生命科学领域都

有着重要的意义。因此，实验动物中心的公共细胞培

养平台除了保障和提高实验动物质量外，还需要通过

加强细胞培养过程中的设施管理、人员管理和质控管

理，建设与之相匹配的细胞培养实验室，从而保障以

实验动物和细胞为材料的生命科学研究结果的科学性、

可靠性及可重复性［3-5］。
上海交通大学实验动物中心（闵行校区）是校级

实验动物科研平台，一直致力于优质服务平台的建设。

为提升本校在生命科学研究领域的重大前沿基础研究

水平，本中心除建设了实验动物基础饲养设施外，还

搭建了公共细胞培养平台等多种专业技术服务平台，

配备先进的仪器设备和专业的技术及管理人员。公共

细胞培养平台除了支撑本校的生命科学、农学、医学、

药学、材料科学等学科发展外，也为校外科研用户提

供便利条件。本文以上海交通大学实验动物中心公共

细胞培养平台为例，从设施管理、人员管理以及质控

管理 3个方面进行介绍，以期对其他高校和机构的公

共细胞培养实验室的污染防控管理提供有益借鉴。

1　设施维护与管理

公共细胞培养平台属于实验动物中心主体即动物

饲养屏障的配套设施，建于实验动物饲养屏障外，便

于各平台间单独维护和管理，避免和动物饲养屏障交

叉污染。公共细胞培养平台的使用对象包括本中心技

术人员，以及校内外服务用户。校内外用户通过自主

操作或者委托中心技术人员操作的方式来开展细胞相

关的各项实验。

1.1　设施运行管理方式
公共细胞培养平台主要分为两个功能模块：一个

用于肿瘤动物模型制备的体外细胞培养，另一个用于

基因编辑动物模型平台相关技术的体外细胞实验。因

此，针对这两种不同类型的实验需求，将细胞培养平

台分成两个单独的功能性细胞培养室，每个细胞室承

担一个功能模块。从管理方式上实行集中统一管理，

即两个培养室采用相同的管理规定和规章制度；同时

针对不同的实验类型，在空间上实行分类管理，即两

个培养室除更衣室共用外，人员通道、物品传递和传

出、培养室内的仪器设备使用以及细胞培养操作、设

施消毒等均完全分开。如果一个培养室出现污染，需

要灭菌后重启，不会影响另一间培养室的使用。这种

管理方式，既能从管理上做到统一标准和要求，又能

有效避免操作过程中的相互影响及交叉污染。

1.2　设施维护与消毒
公共细胞培养室按照屏障设施要求建造，有独立

的送排风，采用全新风系统，配有高、中、低效过滤

器，空气洁净度达到 7级。根据本实验动物中心制定

的《初、中、高效过滤器的使用和更换操作规程》，定

期维护和更换初、中、高效过滤器是保障细胞室屏障

环境质量安全的第一道防线。细胞室内定期开启和更

换各种紫外灯以及进行环境落下菌和尘埃粒子数的检

测，从而有效保障细胞培养室内的空气洁净度。如果

环境落下菌和尘埃粒子数检测不合格，就需要更换过

滤器并加强室内消毒。具体做法如表1。
公共细胞实验平台由于实验人员来源复杂、人员流

动性大、仪器设备使用频率高、仪器操作时间不固定、

实验物品种类繁杂等因素，设施内部环境微生物污染的

概率大大增加，因此消毒工作应更加严格。通过比对测

试多种消毒剂不同使用浓度的消毒效果、消毒作用时间

及其稳定性、腐蚀性、安全性能，并充分考虑细胞室内

各种仪器设备的性质和特点以及人员防护安全等因素，

选用杀孢子剂和75%乙醇溶液两种消毒剂对设施环境、

实验物品、仪器设备以及人员防护用品等实施消毒。根

据不同区域对微生物的控制要求以及人员操作频率，按

照次、天、周、月的消毒频率，采用高压灭菌、化学和

物理等多种消毒和灭菌方式相结合，从而保障细胞培养

室内环境质量安全。具体做法如表2～3。
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1.3　设施规章制度
健全的规章制度是细胞培养实验室安全、高效运

行的有力保障。没有规矩不成方圆，完善的规章制度

是实验室标准化管理的前提，只有当实验室的各项工

作有章可循，并从根本上杜绝各类潜在隐患发生，才

能可持续地加强实验室的建设与发展［6］。针对细胞培

养室的硬件和软件设施，从人员、物品、仪器设备、

消毒及实验技术等各个方面分别制定行之有效的管理

规定和操作规程，如《细胞培养室使用管理规定》《实

验室及仪器设备使用管理制度》《物品进出细胞培养室

管理规定》《细胞培养室清洁消毒操作规程》《仪器使

用操作规程》等，使其在运行时做到有章可循，规范

执行。

1.4　设施安全管理
实验室的安全管理关系到实验质量、设施安全、

实验人员健康、环境保护等重要问题，在很多国家及

行业标准中占有重要位置，因此应引起重视［7］。实验

室安全是保障实验室正常运行的重中之重，除了严格

遵守学校规定的《实验室安全守则》外，实验动物中

心还制定了本部门的《实验室安全管理办法》和《突

发事件应急管理制度》。通过实验室负责人每日安全检

查、安全员每周定期巡查以及直属单位每月巡检和学

校不定期抽检等多种方式，多方位、全方面保障细胞

培养室的安全运行。（1）设施安全：每天检查设施运

表 1　上海交通大学实验动物中心细胞培养实验室的硬件设施维护频率
Table 1　Maintenance frequency of hardware facilities in cell culture laboratories of Laboratory Animal Center of Shanghai 

Jiao Tong University
设备维护项目

Maintenance projects
初效过滤器 Primary efficiency filter
中效过滤器 Medium efficiency filter
高效过滤器 High efficiency filter
传递窗中紫外灯 Ultraviolet lamp in delivery window
生物安全柜中紫外灯 Ultraviolet lamp in biosafety cabinet
细胞培养室中紫外灯 Ultraviolet lamp in cell culture room
落下菌检测 Airborne bacteria detection
尘埃粒子检测 Dust particle detection

每次
Each time

①
①

每天
Daily

①

每月
Monthly

②

④

每季度
Per quarter

③

③
 ③*

④

每半年
Semiannually

③

③

每年
Per annum

③

注：①开启；②擦拭消毒；③更换，*或根据安全柜显示提醒；④检测。
Note： ①On； ②Wipe disinfection； ③Switch， *or according to the reminders displayed on the safety cabinet； ④Detection.

表 2　上海交通大学实验动物中心细胞培养实验室内的清洁及消毒频率
Table 2　Frequency of cleaning and disinfection in cell culture laboratories of Laboratory Animal Center of Shanghai Jiao 

Tong University
消毒物品或位置

Sterilized items or locations
实验室台面 Laboratory countertop
生物安全柜台面 Biosecurity countertop
仪器操作台面 Instrument operating table
细胞培养室 Cell culture room
传递窗 Delivery window
进出口缓冲间 Inlet and outlet buffer
冰箱 Icebox
二氧化碳培养箱内部及水盘 Carbon dioxide incubator inside and water tray
置物架 Storage shelf
储物柜 Locker
门 Door
墙壁 Wall
天花板 Ceiling

每次
Each time

②③
①②③

②

①③

每天
Daily
①④

①④
①④
②

①③④

①④
①④
①④
①④
①④

每周
Weekly

②
②
②
②
②
②

每月
Monthly

②
注：①紫外线消毒；②擦拭消毒；③喷雾消毒；④臭氧消毒。
Note： ①UV disinfection； ②Wipe disinfection； ③Spray disinfection； ④Ozone disinfection.
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行状态，包括送排风、空调、压差等是否正常；每日

下班前，确认水、电、门、空调为正常状态。（2）仪

器安全：每日检查二氧化碳钢瓶、培养箱等仪器的安

全状态，如钢瓶的固定是否安全、钢瓶内气体量是否

充足，培养箱的温度、气体控制等是否正常。（3）人

员安全防护：进入细胞培养室前，需严格做好个人防

护措施，按照防护鞋－手套－帽子－口罩－防护服的

顺序穿戴整齐，双手经 75%乙醇溶液喷雾消毒后方可

进入细胞培养室。（4）生物安全：所有细胞培养及实

验操作均应在生物安全柜内进行，并严格实行废弃物

分类处理；细胞培养物及相关试剂废液放入专门的废

液收集桶，细胞培养相关废弃耗材放入黄色生物垃圾

桶；所有生物污染废弃物最终经集中灭菌后无害化

处理。

2　人员管理

相比于其他科研机构，高校实验室有一个显著特

点是人员管理的复杂性，由于科研人员流动性大和实

验时间上不固定，所以在管理上存在难点［8］。特别是

一些非生物专业背景的学生普遍缺乏细胞培养方面的

相关知识，对细胞培养操作没有相关经验，如果管理

上稍有疏忽，就有可能使细胞培养室从屏障设施降为

普通实验场所。因此，在细胞培养室管理制度中，应

增加系统的规章制度培训和细胞培养技术操作培训的

频次，并且加强现场巡查指导和纠错机制［9］。
2.1　培训管理

实验人员的培训主要包括：细胞培养室的规章制

度和管理规定；细胞培养室内常规仪器使用操作规程；

细胞培养相关试剂（完全培养基、细胞冻存液等）配

制方法；传代细胞培养、原代细胞分离、体外细胞转

染、细胞毒性实验等各类细胞操作技术；细胞冻存及

复苏等实验原理及注意事项；细胞染色、细胞计数等

基本实验方法。所有实验人员必须通过线上理论知识

学习和线下实操培训，通过考核后，方可独立开展细

胞培养实验操作。

2.2　预约管理
所有实验人员需提前 24 h在线预约细胞培养室的

操作时间。在同一时间段，每间细胞室的每台生物安

表 3　各种实验用物品进入上海交通大学实验动物中心细胞培养实验室的消毒方式
Table 3　Various methods of disinfection of laboratory items entering cell culture laboratories of Laboratory Animal Center 

of Shanghai Jiao Tong University

实验物品
Experimental item

防护用品 Protective equipment
防护服 Protective suits
拖鞋 Slippers
口罩 Face masks*

帽子 Hats*

手套 Gloves*

实验用品 Laboratory supplies
超纯水 Ultrapure water
擦拭纸 Wiping paper
离心管 Centrifuge tubes
细胞 Cell *

细胞计数板 Cell counting plates*

细胞培养耗材 Cell culture consumables*

细胞培养试剂*Cell culture reagents*

仪器设备 Instruments and equipment
移液器 Pipettors
精密小型仪器 Precision small instruments
小型仪器 Small instruments
大型仪器 Large instruments

高压灭菌
Autoclave

√

√
√
√

化学消毒
Chemical disinfection

杀孢子剂
Sporicide

√
√
√
√

√
√
√

√
√

75% 乙醇溶液
75% alcohol

√

√
√

物理消毒
Physical disinfection

紫外线+臭氧
UV+Ozone

√
√
√
√

√
√
√

√
√
√
√

注：*外包装。
Note： *Outer packing.
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全柜内只允许开展一项细胞实验。预约使用细胞室能

有效避免实验时间冲突和交叉污染，使得细胞培养室

公共资源利用最大化。

2.3　监督管理
细胞培养实验室的环境维护、细胞实验的质量和

安全都离不开对人员的监督管理。实验动物中心可通

过设置各区域的门禁系统、监控系统，并展开不定期

巡检等途径，对操作人员进行全方位实时监督，及时

制止和纠正违规操作。

3　细胞生物风险质控管理

3.1　细胞生物安全风险评估
随着人/动物细胞培养内容的不断增加，细胞培养

技术的生物安全问题即与人类健康和环境因素相关的

风险愈加受到关注。最大限度地减少这些风险需要通

过生物安全风险评估来确定，并要考虑细胞培养操作

的类型和细胞培养潜在的生物危害。人/动物细胞培养

风险评估与细胞特点、遗传修饰和致病因子感染获得

的特征以及实验操作类型都有密切关系。实验动物相

关的细胞实验，如肿瘤细胞的传代培养、原代细胞分

离等操作涉及的生物危害风险，主要包括细胞来源、

细胞或者组织类型、外来感染因子以及培养类型等因

素。动物细胞和非人灵长类动物细胞的风险指数低于

人类细胞；上皮和纤维原细胞、肠黏膜和内皮细胞风

险指数低于神经组织和造血细胞；细菌、真菌、寄生

虫以及支原体的风险指数低于病毒和朊病毒；状态良

好的持续细胞系风险指数低于原代细胞系［10］。
安全、可靠的细胞来源是把控细胞质量的关键所

在，同时也是保护人类、动物健康和环境安全的必要

条件。首先，推荐实验人员优先从本平台的细胞资源

库里选用细胞株，本平台所有冻存细胞均购自优质的

细胞供应商，且经过支原体阴性验证。其次，推荐实

验人员从质量稳定的优质供应商处购买细胞株，并且

每批次进行支原体复检验证。这样能保障细胞的质量、

遗传特性以及无交叉污染，从而最大限度地降低细胞

的生物污染风险。优质的细胞供应商一般会满足以下

几个条件：（1）细胞运输装置防震且包裹较严实，细

胞瓶外包装完好；（2）贴壁细胞贴壁较紧实、无飘落，

细胞形态符合其特征；（3）提供详细的说明书，包含

细胞来源、特征、培养及冻存条件等；（4）提供细胞

短串联重复序列（short tandem repeats，STR）鉴定结

果；（5）提供支原体检测报告。细胞来源的最大污染

风险是细胞株来自某些细胞培养操作不严谨的课题组、

研究机构或者医院的实验室，一般不推荐使用。特殊

情况需要使用时，需由供方提供一周之内的支原体检

测阴性结果，并且在细胞到达后，先培养在隔离培养

箱内，再次验证支原体为阴性时方可转到常规培养箱

内继续培养。

3.2　细胞培养操作要求
除了细胞生物安全风险把控外，细胞培养操作也

至关重要。离体细胞对病原微生物及病毒无抵抗力，

无菌操作是整个细胞体外培养成败的关键。细胞一旦

感染，将因被夺营养物质而生长缓慢或停滞，甚至死

亡。因此，从接触细胞培养实验开始，实验人员就要

形成严格的无菌观念［11］。细胞培养操作对实验人员的

理论知识，以及物品使用、操作方法、实验结束后处

理等方面技能都有严格要求。所有进出生物安全柜内

的物品均需用 75%乙醇溶液喷雾消毒后才可使用。使

用的培养耗材和试剂，应严格按照最小包装或者分装

的最小剂量使用。非公共试剂和耗材需要做好明确的

标识，写明实验人、日期、浓度、有效期等信息。操

作人员需严格按照无菌操作要求进行操作，出现任何

可疑的污染动作应立刻停止，消毒双手并更换试剂或

者耗材。操作结束后，所有操作台面和物品应及时整

理、消毒，所有废弃物按照要求分类存放并最终进行

无害化处理。

3.3　细胞运输、传递及保存
细胞培养至合适的状态和数量后，收集并进行细

胞计数，稀释至实验所需的浓度，将其运输和传递至

饲养屏障内使用。此过程的污染风险把控也十分重

要，细胞在运输和传递过程中一旦污染，不仅影响实

验进度，也会给动物饲养屏障带来外来因子的感染

风险。

3.3.1　细胞收集和运输
细胞收集后分装于1.5 mL或2.0 mL无菌离心管中，

用封口膜封好，通过冰盒（已消毒，4 ℃冰箱预冷）将

细胞通过传递窗传出细胞培养室。如果实验所需细胞数

量比较多，建议少量多次收集，最大程度保证细胞活力。

3.3.2　细胞传递
将细胞离心管以及冰盒分别进行表面消毒，然后

将冰盒放入动物屏障专用物品传递窗内，并盖上已消

毒的不透明卡片（遮盖细胞离心管，防止细胞被紫外

照射损伤），再次喷雾消毒冰盒，并经15 min紫外线照

射后传递进屏障内。
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3.3.3　细胞保存
线下保存：收集细胞（支原体检测阴性），加入冻

存液，分装于细胞冻存管中，标记好细胞名称、细胞

代数、冻存时间、操作人等信息后，将其放在－80 ℃
冰箱暂存，并最终放入液氮罐中长期保存。线上保存：

将冻存细胞的信息及时登记到细胞库中，要求标记细

胞名称、细胞来源、细胞代数、培养条件、冻存位置、

操作人员、支原体检测结果等信息，便于后续查询和

复苏使用。细胞库需要相关负责人定期维护，包括将

冻存的细胞定期进行复苏以验证其活力，对传代次数

比较多或者状态不好的细胞进行及时淘汰和补充。

3.4　细胞污染应急处置
细胞污染是细胞培养室面临的最大威胁。细胞污

染一旦蔓延，势必造成更大的不可挽回的损失，并需

要投入更多的时间、人力和物力进行治理。因此，预

防和避免细胞污染成为本平台细胞培养室管理的第一

要务［11］。常见的细胞污染包括细菌、真菌（霉菌）、

支原体以及黑胶虫等。如果培养过程中发现细胞污染，

实验人应立即上报管理员。首先需找出污染的原因，

根据原因把控污染扩散或者传播的风险。同时，应及

时将污染的细胞及相关试剂和耗材进行灭菌处理，并

对涉及污染的细胞培养区域及其内部仪器和物品严格

消毒后再使用。发生严重污染时，需要对整个细胞培

养平台进行彻底消毒，并经过氧化氢灭菌后方可重新

启用。

4　结语

实验动物中心搭建公共细胞培养或实验平台，能

充分整合实验动物和细胞培养资源，更为高效、合理

地配置相关科研资源，便于科研人员更好地开展研究。

由于细胞培养要求无菌操作，相比其他实验室，细胞

培养平台对实验人员的实验技术及操作规范有更高的

要求。只有建立健全的规章制度，明确使用权限，完

善管理体系，才能保证科研实验顺利进行，从而使平

台运行更高效、完善和科学化［12］。
近年来，国内外实验动物机构开始探索和实践实

验动物安全管理模式，逐步重视实验动物生物安全问

题。由于动物实验所用的实验材料都将与实验动物直

接接触，实验材料携带微生物污染必将影响实验动物

的健康，进而影响动物实验数据的可靠性，还可能造

成动物发病并在屏障设施内传播，所以对实验动物材

料进行检控就显得十分必要和重要［13］。各种来源的生

物材料，包括细胞、组织、生物制剂等，在进入实验

动物屏障设施并进行动物实验前，都需要做安全性检

测，以防止存在人源或动物源传染病原的生物材料在

实验动物上使用［14］。细胞在培养过程中会受到细菌、

真菌、支原体、病毒、寄生虫等外来生物污染因子的

影响，在这些影响因素中，支原体污染的危害相对严

重，无论是影响范围、检测难度还是防治等方面都存

在比较难以处理的情况［15］。除本平台外，走访调研发

现国内清华大学、复旦大学、中国科学院分子细胞科

学卓越创新中心等多家高校及研究所的实验动物机构

针对各种来源的可传代的肿瘤细胞，均要求提供细胞

质量合格检测证明，一般包括支原体检测结果和细胞

中STR鉴定报告。

实验动物中心公共细胞培养平台内培养的大部分

细胞用于接种实验动物，如果存在污染或者质量问题，

不但影响实验结果，还会影响实验动物健康，严重者

甚至会扩散污染整个动物饲养设施。因此，实验动物

中心的细胞培养平台在细胞质量把控上要比常规的细

胞培养室更为严格。通过十多年的管理经验累积，本

平台目前累计冻存70余种细胞系，服务校内外60多个

课题组或用户，支撑各类细胞实验项目完成近百项，

细胞污染控制率达到 95%以上。上海交通大学实验动

物公共细胞培养平台已经形成了一套完整的管理和质

控体系，能够有效地降低细胞污染概率，为生、农、

医、药等科研领域产出高质量研究成果做好服务和

支撑。
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本栏目的第一篇文章中，通过几个较早的动物实

验案例，以“为什么要开展动物实验”为题，向读者

朋友们介绍了动物实验对人类和动物健康的贡献［1］。
如今，虽然通过使用动物开展实验来评价候选药物的

疗效、代谢及潜在毒性是新药研发不可或缺的环节，

但科学界也会有不同的声音出现。尤其是基于动物实

验结果的候选药物临床转化率仅有11%时［2］，有一些

人认为动物实验完全没有必要。事实果真如此吗？如

果药物进入临床前没有通过动物实验对候选药物进行

安全性评价，不知将会有多少患者受到伤害。在新药

研发过程中，不仅要开展动物实验，而且要进行科学

严谨的动物实验。如果动物实验设计和实施过程不严

谨，同样会出问题。例如因出现严重不良反应而被召

回的“新药”反应停和万络，之所以在上市前没有发

现其毒性和不良反应，不严谨的动物实验结果难辞其

咎。下面就以几个经典案例来介绍不严谨的动物实验

所带来的危害。

1　反应停事件

约60年前，一款缓解孕妇晨吐的镇静药沙利度胺

（Thalidomide，商品名为反应停）在上市 5年后，因被

发现可导致婴儿海豹胎（四肢短得就像海豹的鳍足）

和其他畸形而被叫停使用。反应停是20世纪50年代由

联邦德国格兰泰公司投入开发的一种镇静类药物，其

声称该药能够显著抑制孕妇晨吐等妊娠反应。1957年
10月，反应停正式投放欧洲市场，不久后进入日本市

场，并在此后不到一年的时间内风靡欧洲、日本、非

洲、澳大利亚和拉丁美洲。但在美国申请上市许可时，

遇到了美国食品药品监督管理局 （Food and Drug 

Administration，FDA）仔细且繁琐的市场准入调查，

最终没能得到进入美国市场的许可，并促成“美国国

会在1962年通过法案，加强对药物的管理，授予FDA
更多的权力，要求新药在获准上市前必须经过严格的

试验，并提供药物不良反应和中长期毒性的数据，必

须对至少两种妊娠动物进行致畸性试验”［3］。
到1961年，澳大利亚产科医生威廉·麦克布里德

（William McBride）向英国《柳叶刀》（The Lancet）杂

志投稿，以“Letter to Editor”的形式报道了反应停能

导致婴儿畸形的现象［4］。在麦克布里德接生的产妇

中，许多人产下的婴儿患有罕见的海豹胎畸形症状，

而这些产妇都曾经服用过反应停。随后，格兰泰公司

撤回联邦德国市场上所有反应停，不久其他国家也相

继停售，但此时已经有万余名因服用反应停而导致畸

形的胎儿出生。由于这一事件，格兰泰公司支付了1.1
亿西德马克的赔偿，并破产倒闭。

回顾发现，在反应停上市前，格兰泰公司使用大

鼠开展了动物实验研究，但并没有发现畸形大鼠出生。

后续调查证明，他们的动物实验设计非常不严谨。首

先，沙利度胺在大鼠体内的半衰期约为 0.5 h，而在人

体内的半衰期则有7.3 h之久。因此，沙利度胺在大鼠

体内会很快被代谢掉。其次，抗氧化物如谷胱甘肽可

以抑制沙利度胺引起的细胞凋亡，而大鼠比人类具有

更多的抗氧化剂，这些抗氧化剂可保护它们的胚胎免

受沙利度胺引起的破坏［5］。因此，可以说大鼠并不是

一种可以充分评估沙利度胺毒性的实验动物，相较而

言，使用非人灵长类动物则很容易观察到沙利度胺对

胚胎发育的影响。

另外一个容易被忽略的因素是，大鼠为多胎生产

· 科普讲坛 ·
Talk About Science

实验动物，其分娩又多发生在夜间，且母鼠有吃掉发

育畸形仔鼠的习惯。因此，当实验人员白天检查大鼠

生产情况时往往只能观察到健康的出生个体。虽然窝

平均产仔数可能有少许减少，但通常也不会引起注意。

后续通过剖宫产和夜间观察大鼠产仔，确实发现在妊

娠特定阶段给予沙利度胺，大鼠也可以产下畸形的胎

儿。也就是说，如果当时格兰泰公司在开展动物实验

时能够考虑到这个细节，改为剖宫产或想办法直接观

察大鼠产仔时的情况，或许就可以观察到反应停的不

良反应，从而避免悲剧的发生。而且格兰泰公司于

1956年发表的沙利度胺动物实验相关文章中显示其动

物实验既没有设置安慰剂组，也没有交代给药持续时

间，更没有进行双盲对照实验设计［6］。如此不严谨的

实验设计，其团队注意不到动物实验的细节问题也就

一点都不意外了。综上，正是由于沙利度胺在上市前

的动物安全性评价实验存在严重缺陷，人们没能及时

发现其不良反应，最终导致了反应停悲剧的发生。

2　万络事件

如果说反应停事件还只是新药研发和审批不健全

时代的产物，那么万络的匆忙上市和退市则是在利益

驱动下，当代药物研发中由于动物实验不严谨而造成

严重后果的经典案例。

身体在经历发烧、疼痛或炎症反应时，往往会通

过抑制或阻断身体内不同部位的前列腺素分泌来缓解

症状。例如，退烧药布洛芬和对乙酰氨基酚就是通过

抑制下丘脑前列腺素合成来调控体温调节中枢内的体

温调定点，促使其恢复正常而实现退烧的；阿司匹林

则通过抑制外周前列腺素合成来实现其镇痛、退热和

抗炎的功效。上述这些具有抑制或阻断身体不同部位

前列腺素分泌或功能的药物隶属于非选择性环氧合酶

（cycloxygenase，COX）（又称前列腺素内氧化酶还原

酶）抑制剂。它们都是通过非特异性地抑制或阻断

COX活性，实现其抑制前列腺素合成的功能，进而发

挥药效。

COX是催化花生四烯酸转化为前列腺素的关键酶，

有两种同工酶：COX-1和COX-2。COX-1除了下丘脑

外，还在血管、胃、肾等多种组织中表达，参与血管

舒缩、血小板聚集、胃黏膜血流、胃黏液分泌及肾功

能等的调节，具有保护胃肠黏膜、调节血小板聚集、

调节外周血管阻力和调节肾血流量分布的功能。因此，

这些非选择性 COX抑制剂类药物在发挥其药效的同

时，也会抑制广泛表达在身体其他部位的COX-1，从

而产生不良反应。最典型的不良反应就是引起胃部不

适，甚至出现胃溃疡和胃出血等。COX-2则是诱导表

达型，只有在身体经历了诸如化学和机械损伤或微生

物感染后才会激活。因此，如果能开发出一种药物可

以选择性地阻断COX-2的功能，就有望避开上述非选

择性COX抑制剂类药物的不良反应。

20世纪90年代，制药界的巨头之一德国默克公司

启动了寻找COX-2特异性抑制剂的研究。他们很快推

出了一款新药罗非昔布，商品名为万络。并通过8 000
多名患者的临床试验证明，与当时广泛使用的同类药

物萘普生相比，该药在治疗类风湿性关节炎时具有更

少的胃肠道不良反应，差不多将胃肠道事件的风险降

低了一半。但由于过于关注胃肠道不良反应，默克公

司在研发万络的过程中，有意或无意地忽略了该药对

心血管系统的严重不良反应，且在不断出现心血管不

良反应报告的情况下仍没有重视。直到默克公司继续

研究万络在预防腺瘤性息肉等方面的其他适应证时，

证实其存在引发心血管的风险，该药才从市场上撤回。

但此时仅美国就约有 400万人服用了万络。美国 FDA
的一名调查员估计，万络可能导致约14万人罹患心脏

病，其中6万人或将因此死亡［7］。
排除其他各种涉及公司经济利益等原因外，不严

谨的动物实验结果也是万络能够最终通过审查上市的

原因之一。早在万络上市之前，宾夕法尼亚大学医学

博士加勒特·菲茨杰拉德（Garret FitzGerald）领导的研

究小组就观察到万络抑制了前列环素生成。鉴于前列

环素对心脏具有潜在的保护作用，加勒特推测该药可

能有导致心脏病和中风的风险。但这并没有引起默克

公司的足够重视，他们也没有就此开展更为严谨的动

物实验来分析万络在心血管方面的风险。而在该药退

市后，更进一步的研究结果显示，选择性地敲除血管

内皮细胞中的COX-2会使小鼠出现血栓和高血压，这

些小鼠就像服用万络的人类一样，前列环素也出现了

下降［8］。想象一下，如果默克公司在万络上市前就能

够使用COX-2敲除小鼠开展一个并不需要花费太长时

间和精力的研究，或许就可以挽救成千上万人的生命。

3　渐冻人症药物研发

因中枢神经系统内控制骨骼肌运动的神经元退化

导致的肌萎缩性脊髓侧索硬化症（amyotrophic lateral 
sclerosis，ALS，也称渐冻人症）是一种渐进且致命的

神经退行性疾病。由于运动神经元退化和死亡，肌肉

逐渐萎缩致大脑完全丧失控制随意运动的能力，最终
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实验动物，其分娩又多发生在夜间，且母鼠有吃掉发

育畸形仔鼠的习惯。因此，当实验人员白天检查大鼠

生产情况时往往只能观察到健康的出生个体。虽然窝

平均产仔数可能有少许减少，但通常也不会引起注意。

后续通过剖宫产和夜间观察大鼠产仔，确实发现在妊

娠特定阶段给予沙利度胺，大鼠也可以产下畸形的胎

儿。也就是说，如果当时格兰泰公司在开展动物实验

时能够考虑到这个细节，改为剖宫产或想办法直接观

察大鼠产仔时的情况，或许就可以观察到反应停的不

良反应，从而避免悲剧的发生。而且格兰泰公司于

1956年发表的沙利度胺动物实验相关文章中显示其动

物实验既没有设置安慰剂组，也没有交代给药持续时

间，更没有进行双盲对照实验设计［6］。如此不严谨的

实验设计，其团队注意不到动物实验的细节问题也就

一点都不意外了。综上，正是由于沙利度胺在上市前

的动物安全性评价实验存在严重缺陷，人们没能及时

发现其不良反应，最终导致了反应停悲剧的发生。

2　万络事件

如果说反应停事件还只是新药研发和审批不健全

时代的产物，那么万络的匆忙上市和退市则是在利益

驱动下，当代药物研发中由于动物实验不严谨而造成

严重后果的经典案例。

身体在经历发烧、疼痛或炎症反应时，往往会通

过抑制或阻断身体内不同部位的前列腺素分泌来缓解

症状。例如，退烧药布洛芬和对乙酰氨基酚就是通过

抑制下丘脑前列腺素合成来调控体温调节中枢内的体

温调定点，促使其恢复正常而实现退烧的；阿司匹林

则通过抑制外周前列腺素合成来实现其镇痛、退热和

抗炎的功效。上述这些具有抑制或阻断身体不同部位

前列腺素分泌或功能的药物隶属于非选择性环氧合酶

（cycloxygenase，COX）（又称前列腺素内氧化酶还原

酶）抑制剂。它们都是通过非特异性地抑制或阻断

COX活性，实现其抑制前列腺素合成的功能，进而发

挥药效。

COX是催化花生四烯酸转化为前列腺素的关键酶，

有两种同工酶：COX-1和COX-2。COX-1除了下丘脑

外，还在血管、胃、肾等多种组织中表达，参与血管

舒缩、血小板聚集、胃黏膜血流、胃黏液分泌及肾功

能等的调节，具有保护胃肠黏膜、调节血小板聚集、

调节外周血管阻力和调节肾血流量分布的功能。因此，

这些非选择性 COX抑制剂类药物在发挥其药效的同

时，也会抑制广泛表达在身体其他部位的COX-1，从

而产生不良反应。最典型的不良反应就是引起胃部不

适，甚至出现胃溃疡和胃出血等。COX-2则是诱导表

达型，只有在身体经历了诸如化学和机械损伤或微生

物感染后才会激活。因此，如果能开发出一种药物可

以选择性地阻断COX-2的功能，就有望避开上述非选

择性COX抑制剂类药物的不良反应。

20世纪90年代，制药界的巨头之一德国默克公司

启动了寻找COX-2特异性抑制剂的研究。他们很快推

出了一款新药罗非昔布，商品名为万络。并通过8 000
多名患者的临床试验证明，与当时广泛使用的同类药

物萘普生相比，该药在治疗类风湿性关节炎时具有更

少的胃肠道不良反应，差不多将胃肠道事件的风险降

低了一半。但由于过于关注胃肠道不良反应，默克公

司在研发万络的过程中，有意或无意地忽略了该药对

心血管系统的严重不良反应，且在不断出现心血管不

良反应报告的情况下仍没有重视。直到默克公司继续

研究万络在预防腺瘤性息肉等方面的其他适应证时，

证实其存在引发心血管的风险，该药才从市场上撤回。

但此时仅美国就约有 400万人服用了万络。美国 FDA
的一名调查员估计，万络可能导致约14万人罹患心脏

病，其中6万人或将因此死亡［7］。
排除其他各种涉及公司经济利益等原因外，不严

谨的动物实验结果也是万络能够最终通过审查上市的

原因之一。早在万络上市之前，宾夕法尼亚大学医学

博士加勒特·菲茨杰拉德（Garret FitzGerald）领导的研

究小组就观察到万络抑制了前列环素生成。鉴于前列

环素对心脏具有潜在的保护作用，加勒特推测该药可

能有导致心脏病和中风的风险。但这并没有引起默克

公司的足够重视，他们也没有就此开展更为严谨的动

物实验来分析万络在心血管方面的风险。而在该药退

市后，更进一步的研究结果显示，选择性地敲除血管

内皮细胞中的COX-2会使小鼠出现血栓和高血压，这

些小鼠就像服用万络的人类一样，前列环素也出现了

下降［8］。想象一下，如果默克公司在万络上市前就能

够使用COX-2敲除小鼠开展一个并不需要花费太长时

间和精力的研究，或许就可以挽救成千上万人的生命。

3　渐冻人症药物研发

因中枢神经系统内控制骨骼肌运动的神经元退化

导致的肌萎缩性脊髓侧索硬化症（amyotrophic lateral 
sclerosis，ALS，也称渐冻人症）是一种渐进且致命的

神经退行性疾病。由于运动神经元退化和死亡，肌肉

逐渐萎缩致大脑完全丧失控制随意运动的能力，最终

235



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Apr . 2024, 44(2)

会造成发音、吞咽、呼吸和运动障碍。著名物理学家

斯蒂芬·霍金（Stephen Hawking）就是一名ALS患者。

目前还没有真正可有效治疗ALS的药物和方法。

绝大多数（90%～95%）的ALS发病原因不明，但

也有约5%～10%的ALS患者表现出了家族遗传性。其

中，超氧化物歧化酶 1 （superoxide dismutase 1，
SOD1）基因突变约占这些遗传性 ALS 病例的 10%。
SOD1也是第一个被鉴定出来的ALS风险基因［9］。因此

很快就有科学家构建了一种含有第93位甘氨酸突变为

丙氨酸（G93A）的人 SOD1基因的转基因小鼠模型，

全名为 B6SJL-Tg （SOD1*G93A） 1Gur/J 转基因小

鼠［10］。该转基因小鼠的基因组中被转入了 23个拷贝

的人源SOD1*G93A突变基因，接下来我们将其简称为

SOD1*G93A转基因小鼠。

自1996年SOD1*G93A转基因小鼠问世以来，其就

被广泛应用于ALS药物研发的临床前动物实验中。到

2004年，短短 8年时间内，已至少有 50篇文章描述了

从小分子到病毒载体的各类 ALS 治疗方案可延长

SOD1*G93A转基因小鼠的寿命，其中最多可以延长

100 d（约占原寿命的 78%）。因此，这些药物很快进

入临床试验。然而，迄今为止，除了利鲁唑最多可延

长ALS患者两个月寿命之外，没有任何一种药物显示

出对人类ALS疾病的进程有显著影响［11］。这给医药公

司带来了巨大损失。例如，2008年在《美国国家科学

院院刊》（PNAS）上发表的一篇文章显示，锂可以将

SOD1*G93A转基因小鼠的存活时间延长30 d［12］；由于

锂早已经被用于治疗精神分裂症，许多ALS患者开始

超说明书服用该药物，希望减缓ALS的疾病进程；然

而，招募了数百名患者，花费了远超1亿美元的3个同

时启动的独立Ⅲ期临床试验结果却显示，锂对ALS无
任何治疗效果。

其实不仅仅是ALS的药物研发，在整个医药研发

领域，动物实验结果的临床转化率也是非常低的，平

均在 11%左右［1，13］。那么到底是什么原因导致了如此

多的动物实验结果无法实现在人类的临床转化呢？

1999年，美国麻省理工学院的机械工程师詹姆

斯·海伍德（James Heywood）在得知他的兄弟史蒂

芬·海伍德（Stephen Heywood）被确诊患有ALS，并

无任何有效治疗方法后，与家人一起创立了一家非营

利性生物技术公司，即 ALS治疗开发研究所（ALS-
TDI）。 ALS-TDI 成立后，开展了一项旨在寻找

SOD1*G93A转基因小鼠实验结果临床转化失败原因的

项目，即使用SOD1*G93A转基因小鼠重复已发表科研

论文中的动物实验，以找出其临床转化失败的原因。

在ALS-TDI开展的重复性实验中，他们不仅严格

执行盲法对照，而且对给药组和对照组的动物进行了

更为精细地分配和动物筛查以排除系统误差。他们的

分组及实验要求包括：（1）年龄匹配；（2）性别匹配；

（3）同窝匹配，即使用同一天出生的同一非转基因母

亲和转基因父亲的后代进行分组，具体来说，治疗组

中的每个雄性（和雌性）动物在对照组中都有一个同

窝兄弟（和姐妹）；（4）样本量设定，每组使用动物数

量为 24只（12雌，12雄）；（5）死因筛查，检查记

录每一只动物的死亡原因，排除非 ALS 致死个体；

（6）转基因拷贝数监控，有研究证明SOD1*G93A转基

因小鼠在传代过程中会出现转基因拷贝数丢失的现象，

且低拷贝的转基因小鼠的平均寿命会延长。

在这一严格的实验分组和动物筛查条件下，ALS-
TDI的科研人员总共使用了5 429只SOD1*G93A转基因

小鼠测试了包括利鲁唑在内的 100多种候选化合物

（大部分已有论文发表并证明可延长 SOD1*G93A转基

因小鼠寿命），结果却发现没有一种化合物能表现出可

延长SOD1*G93A转基因小鼠寿命的效果［11］。
为了找出那些已经发表的实验结果无法被复现

的原因，研究人员以在 ALS-TDI开展实验中所使用

的 2 000多只对照小鼠作为研究对象，进行了计算机分

组模拟实验。由于这些小鼠从出生到死亡的信息以及

死亡原因在ALS-TDI都有详细的记录，因此他们能够

以所有对照小鼠为数据库，分析前述重复实验中设定

的不同分组和动物筛查条件对实验结果的影响。即通

过计算机对这些没有经过任何药物处理的小鼠根据前

述重复实验中设定的不同分组和动物筛查条件进行随

机分组，将一组设为假定的实验组，而另一组设为假

定的对照组，然后依据已有的小鼠死亡时间记录，统

计两组小鼠之间死亡时间是否存在显著差异。经过多

次重复，计算出现5%以上显著差异（统计学上通常设

置的显著置信区间，即P＜0.05）的百分比。由于这些

小鼠没有接受过任何化合物处理，因此如果假定的实

验组和对照组小鼠死亡时间出现了显著性差异，那么

其原因应该是分组时的系统误差。

结果显示，在样本量大小为 4的计算机分组模拟

对比实验中，随机分组和不进行死因筛查（排除和不

排除低转基因拷贝数个体）条件下，两组间出现显著

差异的可能性超过了 50%。而在随机分组的同时进行

死因筛查并排除低转基因拷贝数个体和进行性别同窝

匹配的条件下，样本量为 4的模拟分组实验中也有
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30%的可能出现两组死亡时间有显著差异的情况。随

着样本量的增加，出现显著性差异的可能性逐渐减少，

但要实现低于 5%（即P＞0.05）的非显著性差异，样

本量要达到每组 24只动物。如果不做分组条件控制，

即使样本量达到50只也难以排除系统误差［11］。

4　启示

反应停事件和万络事件告诉我们：药物研发期间

的动物实验不仅不可或缺，而且还需要选择最合适的

实验动物（如反应停应使用非人灵长类动物，万络应

补充使用基因敲除小鼠）；同时应对任何潜在的风险因

素都给予重视，并通过严谨和充分的动物实验加以检

测和验证。

如果说这两个案例主要反映了制药公司在药物研

发过程中，临床前动物实验不严谨会给患者带来严重

危害，那么渐冻人症药物研发案例则提示科学研究中

动物实验不严谨所带来的更多危害。

ALS-TDI的计算机模拟实验结果说明，前述那些

已经发表的基于SOD1*G93A转基因小鼠的实验结果无

法实现临床转化的真正原因极大可能是源于其实验设

计的不合理，即这些实验因为没有排除分组时的系统

误差而导致了假阳性结果。这个研究也暴露了当下使

用实验动物开展研究的诸多问题，诸如：盲目地追求

减少使用动物的数量；对所用动物的遗传、微生物和

繁殖等特性不了解；实验过程中对动物关注不够，不

清楚动物发病或死亡的真正原因等。这些问题不仅需

要引起实验动物从业人员的注意，而且需要科研人员

同样给予关注。因为实验设计不严谨导致的假阳性结

果不仅是人力、物力和财力的巨大浪费，也严重有违

动物实验伦理福利原则，这样的实验不会带来科学进

步，反而浪费了大量实验动物的生命。比如在ALS-
TDI开展的重复性实验中，那些无法重复出阳性结果

但已经发表的研究工作累计使用小鼠的数量已超过了

18 000只。

此外，在动物实验伦理申请时常用替代、减少和

优化原则（俗称3R原则）来指导伦理审查工作，有时

为了满足3R原则中的“减少”原则，加上开展实验的

成本考虑，往往选择使用最少的动物数量（比如多为

每组6只）。但从ALS-TDI的计算机分组模拟对比研究

看，样本量过小会导致系统误差加大，因此极可能出

现假阳性结果。这个时候大家或许忘了3R原则使用的

大前提是要能够实现拟开展实验的科学目标，如果单

纯为了“减少”而使用更少的实验动物导致科学目标

无法实现，那就不是真正的减少，而是对动物生命的

漠视（实际的浪费）。

综上，3个案例告诉我们，无论是科学研究，还是

候选药物临床前的安全性评价，都需要开展严谨的动

物实验，否则不仅会令所得科研结果无效而浪费动物

的生命，也会造成巨大的经济损失，并给患者带来严

重的健康风险。

（2024年3月4日星期一，于强业路500号）
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