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啮齿类实验动物健康监测用脏垫料哨兵动物法和排
风粉尘PCR法比较
于灵芝1, 魏晓锋1, 黎 明2, 孔志豪1

(1. 上海实验动物研究中心, 上海 201203;  2. 英崴沃(上海)生物科技有限公司, 上海 201203)

[摘要] 实验动物微生物质量对科学研究数据的有效性和重复性以及人类健康和动物福利至关重要。目前，独立通
风笼具 （individual ventilation cage，IVC） 已成为主流的啮齿类实验动物饲养系统。针对这种饲养方式的病原体监
测方法最常用的是脏垫料哨兵动物法 （soiled bedding sentinels，SBS），该方法是以间接接触和延迟反馈的方式监
测鼠群的微生物携带状况，能有效监测通过粪-口途径传播的病原体如小鼠肝炎病毒、呼肠孤病毒等。但这种方法
难以监测到主要通过气溶胶、直接接触等途径传播的病原体，例如仙台病毒、嗜肺巴斯德杆菌等。排风粉尘

（exhaust air dust，EAD） -PCR 监测方法分为在 IVC 笼架排风管道中拭子采样，用以监测管道相对应的笼架；主机
初效过滤前拭子采样，用以监测整个 IVC 笼架；EAD 收集装置采样，用以监测同一个主机连接的所有笼架。不同
IVC 厂商针对各自的 IVC 系统开发了相应的 EAD 收集装置，使操作便捷，容易实现标准化。目前，与 SBS 方法相
比，EAD-PCR 方法的检出率和时效性都有显著提升，最快暴露一周就可检出，可作为 SBS 方法的补充或替代，有
利于维护实验动物福利。本文对上述两种病原体监测方法的应用进展进行综述，同时结合本实验室和送检单位
EAD-PCR 监测的实施情况，对该方法存在的局限性进行分析并提出解决方案。EAD-PCR 方法有助于减少活体哨兵
动物的使用量，可以更好地维护实验动物福利的“3Rs”原则。
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[ABSTRACT] The microbiological quality of laboratory animals is crucial for the validity and reproducibility 
of scientific research data, as well as human health and animal welfare. Currently, individual ventilation 
cages (IVC) have become the mainstream feeding system for rodent laboratory animals. The most 
commonly used pathogen monitoring method for this feeding system is soiled bedding sentinels (SBS). This 
method monitors the microbial carrying status of mouse colony through indirect contact and delayed 
feedback. It can effectively monitor pathogens transmitted via the fecal-oral route, such as mouse hepatitis 
virus and reovirus. However, this method has difficulty detecting pathogens mainly transmitted through 
aerosols or direct contact, such as Sendai virus and Pasteurella pneumotropica. The exhaust air dust (EAD)-
PCR monitoring method involves swab sampling in the IVC exhaust ducts to monitor the corresponding 
racks of the ducts; swab sampling before the prefiltration of the host to monitor the entire IVC rack; and 
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EAD collection device sampling to monitor all racks connected to the same host. Different IVC 
manufacturers have developed corresponding EAD collection devices for their respective IVC systems, 
making operations convenient and standardization easy. Compared with the SBS method, the EAD-PCR 
method significantly improves detection rate and timeliness, with the fastest detection possible after one 
week of exposure. It can serve as a supplement or replacement for the SBS method. Currently, increasing 
evidence supports that EAD-PCR testing is a more reliable, sensitive, and cost-effective monitoring 
method, and is more beneficial to animal welfare. This article reviews the application progress of these two 
methods for monitoring pathogens, analyzes the existing limitations of the EAD-PCR method, and proposes 
solutions based on its implementation in our laboratory and examination units. The EAD-PCR method helps 
reduce the number of live sentinel animals used in pathogen monitoring, in order to better maintain the 
"3Rs" principle of laboratory animal welfare.
[Key words]  Rodent laboratory animals; Health monitoring; Soiled bedding sentinels; Exhaust air dust- 

PCR monitoring

准确了解实验动物的健康状况对于保障生物医学

研究的科学性、人类健康和动物福利伦理至关重要。

每个机构都必须根据动物种类和研究项目的科学目标，

确定要排除的病原体，制定一个微生物监测程序，以

满足该机构的具体需求。目前，独立通风笼具

（individual ventilation cage，IVC）已成为啮齿类动物的

主要饲养系统，可以防止笼间感染，以最大限度减少

传染源在笼盒之间的空气传播［1-2］。由于 IVC笼架中

的每个笼盒是一个相对独立的微生物单元，对用 IVC
饲养的动物进行全面的微生物监测已成为一项具有挑

战性的任务，传统上使用脏垫料哨兵动物法（soiled 
bedding sentinels，SBS）来解决这一问题［1，3］。该方法

涉及将所监测的啮齿类动物笼盒中收集的脏垫料、饲

料和饮水转移至哨兵动物笼盒中，通过哨兵动物来判

断所监测的动物是否携带需排除的病原体。这种方法

在世界各地的研究机构中被广泛接受［4-5］，在中国也

被写入国家标准GB 14922—2022《实验动物 微生物、

寄生虫学等级及监测》［6］。
SBS方法的可靠性取决于哨兵鼠的选择、传染源

脱落的途径、脱落的持续时间、排泄物的浓度、脱落

后病原体的稳定性、转移的脏垫料的体积，以及脏垫

料转移的频率［4］。这些已知限制，使某些病原体难以

被监测，需使用替代方法。目前，越来越多的证据表

明，排风粉尘（exhaust air dust，EAD） -PCR方法是

一种更有效且更灵敏的监测方法［1，7-11］。本文就SBS和
EAD-PCR两种方法用于病原体监测的研究进展进行综

述，并结合本单位与合作单位使用EAD-PCR方法的实

施情况，针对其存在问题进行分析，为其未来应用提

出一系列解决方案。

1　SBS 应用进展

1.1　SBS 实施方式
在 IVC饲养设施中，每面笼架底部设哨兵鼠，每

次换笼时转移至少 50%的脏垫料到哨兵鼠笼盒内。哨

兵鼠饲养 2～3个月后，将活体动物送检，进行血清

学、PCR、细菌培养、剖检和组织病理学等诊断［10］。
1.2　SBS 应用优势
1.2.1　监测成本和效果相平衡

在 IVC饲养系统中，通常用 1～2笼哨兵鼠可监测

50～80笼动物的病原体，大大降低了监测成本。研究

表明，在 IVC系统中，使用SBS很容易监测到粪-口传

播的病原体，如小鼠肝炎病毒（mouse hepatitis virus，
MHV）、小鼠细小病毒（mouse parvovirus，MPV）、诺

如病毒（mouse norovirus，MNV）、小鼠脑脊髓炎病毒

（Theiler's murine encephalomyelitis virus，TMEV）和蠕

虫（helminths）等［1，12-13］，在监测成本和效果之间达

成了良好的平衡。

1.2.2　监测流程和方案更规范
SBS方法在各实验动物机构中已被广泛接受，是

目前 IVC饲养系统健康监测的金标准［14］。长期以来

SBS方法在国内外的广泛采用，使其监测流程和制定

方案与EAD-PCR方法相比更成熟和规范。尤其是细菌

培养的方法，监测阳性结果的可信度更高。

1.3　SBS 应用局限性
1.3.1　受病原体传播效率的影响

病原体的传播性依赖于病原体的特性，包括传播

方式、传染性、脱落途径和环境稳定性［12］。SBS的主

要缺点是缺乏对非粪-口传播的传染源的有效监测，如
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通 过 呼 吸 道 传 播 的 病 原 体 仙 台 病 毒 （Sendai 
virus）［2，13］ 、 嗜 肺 巴 斯 德 杆 菌 （Pasteurella 
pneumotropica）［15-17］ 和 呼 吸 道 纤 毛 杆 菌 （cilia-
associated respiratory bacillus）［18］等，以及仅依靠接触

传播的病原体如鼠毛螨（fur mites）等［12，19］。对于非

呼吸道传播的病毒，包括淋巴细胞脉络丛脑膜炎病

毒［20］（lymphocytic choriomeningitis virus，LCMV） 和

乳 酸 脱 氢 酶 升 高 病 毒［21］ （lactate dehydrogenase 
elevating virus，LDV），由于其脱落不足或在环境中不

稳定，病毒不能可靠地传播给哨兵动物，仅可在直接

接触的哨兵动物中被检出［22］。
宿主的易感性可能因小鼠年龄、品种品系和性别

而异。在基因工程和免疫缺陷小鼠中，病毒浓度通常

高于远交系小鼠。ICR小鼠在4或8周龄时比12周龄时

更容易感染 MPV，而 12 周龄的 DBA/2、C3H/HeN 和

BALB/c 小鼠比 12 周龄的 C57BL/6 小鼠更容易感染

MPV。因此，哨兵鼠年龄和品系的选择可能会影响血

清学检测结果［12］。此外，使用近交系小鼠作为哨兵鼠

可能会对血清学监测的敏感性产生不利影响［12］。
MPV、MHV和MNV可在脏垫料中传播，但传播效

果取决于转移脏垫料的频率和稀释度［13］。因此，排泄

物浓度、转移脏垫料的体积和频率不足，均可导致收

集的脏垫料中病原体的浓度被稀释到哨兵鼠可感染的

浓度以下，使病原微生物不能够通过脏垫料进行有效

传播并被监测到。

1.3.2　受哨兵鼠免疫反应的影响
哨兵鼠需要经过至少 6周的免疫反应产生抗体之

后才可检出其携带病原体。某些病原体（如肺支原体

等）感染和血清转化可能需要10～12周的暴露期，潜

伏期和免疫应答导致的检出时间延迟，使 SBS检测或

监测有滞后性［4，12］。哨兵动物的品系、免疫状态和年

龄会影响部分病原体的检出，免疫功能正常的哨兵动

物会自动清除某些微生物或寄生虫的感染［23］。并且抗

体水平未升高到可监测水平，也会使哨兵动物的血清

学检出率低，极易出现病原体漏检。以上原因均导致

IVC 系统哨兵鼠监测的代表性不够，可出现假阴性

结果。

1.3.3　影响动物福利伦理
SBS法需设置哨兵动物笼位，需要购买并处死足

量的活体哨兵动物，抽检量大，取样工作繁琐，使动

物成本和人力成本升高。如哨兵动物本身携带病原体，

还会导致潜在的交叉污染风险［7-8，24-25］。这些均会影响

实验动物福利伦理。

2　EAD-PCR 应用进展

2.1　EAD-PCR 实施方式
根据笼具系统是否配备初效过滤器，将采集EAD

的方式分成两种。对于没有初效过滤器的笼具系统，

即排出空气不经初效过滤，可在 IVC笼架的排风管道

中进行粉尘拭子采样，用以监测管道相对应的笼架；

对于安装了初效过滤器的笼具系统，可对初效过滤器

的粉尘进行拭子采样，用以监测整个 IVC笼架。此外，

不同 IVC厂商针对各自的 IVC系统开发了相应的专门

的EAD收集装置，操作便捷，容易实现标准化。通过

EAD收集装置采集粉尘，可以监测整个笼架［10］。EAD
收集完毕后，将拭子或EAD收集装置用适量生理盐水

洗脱，提取病原体核酸，根据病原体特异性的引物探

针组合特异性扩增，完成荧光PCR检测。

2.2　EAD-PCR 应用优势
2.2.1　阳性检出率高且快速

EAD-PCR方法可以经 EAD采样后用高灵敏度的

PCR直接检测病原体，阳性检出率高。通过呼吸道传

播、接触传播或低流行率传播的病原体也可以被可靠

地检出［7，26］，特别是不易通过 SBS法传播的病原体也

可被检出，包括LDV［21］、星状病毒（murine astrovirus）［26］、
螺杆菌属（Helicobacter spp.）［10］、嗜肺巴斯德菌［16］、
毛螨［27］和牛棒状杆菌（Corynebacterium bovis）［5，28］等。

EAD-PCR可在动物产生抗体之前检测到阳性病原

体。例如，仙台病毒最低暴露 24 h后在笼周拭子采样

即可检出［2，13］。MHV和MNV用EAD-PCR和 SBS方法

虽然等效检出，但EAD-PCR方法最快6～7 d暴露即可

检出［5，10，27］。这些研究结果均表明EAD-PCR方法可快

速、可靠地对啮齿类动物进行健康监测［5，29-30］。
2.2.2　减少动物使用量，提高动物福利

Luchins等［21］所在机构将动物病原体监测由 SBS
法转为 EAD-PCR法后，活体哨兵动物的年使用量从

1 676只降至 0只。Pettan-Brewer等［24］的研究机构应

用EAD-PCR法后每年减少使用 2 500多只哨兵鼠。此

外，EAD-PCR方法不需要引入活体哨兵鼠，可避免生

物安全柜中更换脏垫料可能导致的病原体水平传播，

从而降低笼盒之间交叉污染的可能性，更加符合

“3Rs”的动物福利原则［31］。
2.2.3　节约成本

EAD-PCR方法操作简单，可节约人力成本，减少

活体动物的使用，节省笼位。而且EAD-PCR的监测间

隔不受笼盒更换频率的限制，可通过不同的采样方式，
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监测不同范围的笼架。IVC支架上的所有笼盒都可以

同时监测，甚至可以通过检测一个样本监测一台主

机［5］。Luchins等［32］所在机构实施EAD-PCR方法后，

兽医技术人员每年节省工作时间 150 h，年度成本比

SBS法低26%，更加节约人力成本。

2.3　EAD 应用局限性
2.3.1　消毒后残留核酸片段容易导致假阳性

Bauer等［9］研究表明，在EAD样本中MHV可稳定

存在 3个月，而螺杆菌属、嗜肺巴斯德杆菌、鼠内阿

米巴、蛲虫、蠕虫和毛螨则可稳定存在 1年。这些结

果表明病毒、细菌和寄生虫核酸的稳定性较强。因此，

IVC笼架的通风管道经消毒后仍可能会存在残留病原

体核酸片段，而荧光定量PCR方法具有较高的灵敏度，

其核酸片段仍可被检出，产生假阳性结果，不能准确

代表设施真实的感染情况。

2.3.2　被带入的病原体和核酸片段容易导致假阳性
实验人员带入或物料带入的病原体（如寄生虫［33］

等）如仅存在于环境中，并未感染动物，但由此产生

的EAD-PCR检测病原体核酸阳性结果，以及饲料、垫

料和笼盒等经辐照、紫外线照射或高温高压灭菌后残

余核酸片段导致的病原体核酸阳性结果［20］，均为假阳

性结果，并不能代表设施的病原体感染情况。

2.3.3　转基因可能导致假阳性
Pettan-Brewer等［24］在EAD-PCR方法实施过程中

发现，LCMV阳性结果是其机构在研的LCMV糖蛋白转

基因小鼠脱落的基因组DNA所造成，因为该荧光PCR
方法可扩增LCMV糖蛋白的保守区，研究人员通过设

置无逆转录酶对照，判断出该阳性片段来源于转基因

的DNA，而不是病毒 LCMV的RNA。这一案例提示，

某些转基因实验也容易导致EAD-PCR法监测病原体的

假阳性情况发生。

2.3.4　病原体高度变异可能导致假阴性
RNA病毒如 LCMV，在基因组复制过程中使用低

保真度RNA聚合酶，导致基因组中的突变频率很高。

这一方面可以使病毒能够适应宿主环境，另一方面也

难以确定EAD-PCR法检测所用引物组对尚未出现在公

共数据库中的新出现高度变异的 LCMV具有适用性，

容易出现假阴性结果。因此，检测实验室对用于检测

多种病毒如LCMV的引物序列必须经常更新，以便能

够提高引物组的覆盖率［22］。
2.3.5　样本收集方式容易导致结果差异

虽然有文献表明，不同的样本收集方式，包括

EAD 收集装置和拭子之间［24］，以及 Allentown 和
Tecniplast两种 IVC系统的EAD收集装置之间，差异均

不显著［17］，但这些结果仅针对几种目前研究的病原

体，其他的病原体还有待于进一步验证。

另有数据表明，在笼架的不同排气位置，会有不

同的EAD-PCR检出阳性率，且达到可检测水平的时间

也不一样。此外，不同的病原体EAD中达到可检测水

平的时间也不一样［26，34］。对于带有初效过滤器的笼

盒，不适合用该方法进行病原体监测［14］。

3　 针 对 EAD-PCR 方 法 局 限 性 的 解 决 方 案
探讨

上海实验动物研究中心于 2021—2024年已开展

EAD-PCR检测工作，送检单位包括上海市各医院、高

校和企业等十余家实验动物使用单位。经调查核实，

近年来这些单位均没有暴发疫情或监测到被排除的病

原体，这表明EAD-PCR方法可作为一种可靠的实验动

物病原体监测方法。现将该中心应用EAD-PCR法进行

啮齿类动物病原体监测时发现的局限性给出一些解决

方案，建议如下。

3.1　应建立标准操作程序
应根据不同的笼架和笼盒设计，确认适合的样本

采集方式和位置，并建立规范的笼架清洗消毒程序。

同时，应对操作人员进行EAD采样培训，并建立标准

的EAD采样操作程序，确保规范化。

确定采用EAD-PCR方法监测动物质量后，尤其是

在疫情暴发后，机构需要采用更彻底的 IVC笼架排风

管清洗和消毒方式，以减少由于病原微生物及核酸片

段残留造成的假阳性［9，24］。采用适当的清洁和消毒程

序，包括高压灭菌［5］、过氧化氢消毒［17］、隧道式清

洗机冲洗（水温≥82.2 ℃）［35］、消毒液冲洗结合洗笼机

清洗［36］、内部流程清洗 2次［24］等，足以有效消除可

检测水平的核酸。

3.2　应建立标准验证程序
对管道和EAD收集装置、垫料及饲料中有无残留

核酸应建立系统性的验证程序，以避免出现假阳性结

果。例如，在清洗笼架之后或转进新动物之前，应对

排风管道进行针对EAD的PCR监测，对进入设施的垫

料、饲料应进行荧光PCR检测，确保没有残存的病原

体及核酸片段。在此阴性结果的基础上，新动物转进

后EAD-PCR监测的阳性结果，或经动物身上采集的样

本如粪便进行培养法或荧光 PCR验证获得阳性结果，

324



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineJun . 2024, 44(3)

才可以确认病原体阳性［9，24］。
3.3　应进行检测质量控制

检测实验室对引入荧光PCR方法的性能需要进行

足够的确认和验证，以保证结果的准确性和可重复性，

增加不同检测实验室之间检测结果的一致性。这些性

能包括灵敏度、特异度、重复性以及临床样本的符合

率（与金标准方法比对）等。另外，对采用EAD-PCR
法的病原体检测应进行质量控制，以保障检测质量。

外部质控应包括参加能力验证和实验室比对等。内部

质控应包括实验室环境、人员资质及培训、仪器设备

的计量溯源、试剂耗材的质检验收、样本的接受与保

存、核酸提取和核酸扩增的阴阳性对照设置和标准操

作规程（standard operating procedure， SOP）等。

3.4　应注意检测结果的合理解释
动物设施负责人要有必要的知识背景，能够对检

测报告的结果进行合理判断。检测报告的结果仅对送

检样本负责，并不能代表所监测的种群。并且不同检

测实验室可能会有不同的检测结果，原因如下：

（1）设计引物不一样，覆盖的核酸片段不一样，检测

结果就可能会不同；（2）不同检测实验室建立PCR方
法时，对灵敏度和特异度的追求不同，也会导致检测

结果可能不同，因为灵敏度和特异度呈互为消长的关

系，若要提高方法的灵敏度必然以降低特异度为代价，

反之亦然；（3）当病原体浓度在检出阈值附近时，重

复性较差，也会导致检测结果出现不同。

为了更好地解释阳性结果，设施负责人要考虑到

其设施的感染史、当地流行病史、动物来源、设施是

否在做所排除病原体的相关实验、笼架等消毒后病原

体核酸是否验证为阴性、饲料或垫料中可能残留的病

原体核酸片段、转基因小鼠转入基因的序列以及人员

带入等因素。对假阴性结果的考虑应包括高度变异的

病毒（如 LCMV）和引物序列没有覆盖新变异株这两

种情况。对此，采用EAD-PCR方法进行病原体监测的

机构在实施根除计划之前，设施负责人要有合理的判

断，需要时可选择第二家检测实验室或其他检测方法

进行复核验证［24］。

4　总结及展望

目前，国际上的一些机构在对其动物设施进行常

规监测时，已经从 SBS法转变为使用EAD-PCR方法，

结果表明，单独使用EAD-PCR监测是一种可靠的监控

方法［24，28，34］。另外，国内外有些机构是使用混合方

法，即将SBS法与EAD-PCR方法同时或交替使用，也

可以起到可靠的监控作用［1，11，24，28］。还有一些国内外

机构目前仍然在观望，等待该方法的进一步验证。

需要指出，现有研究主要集中在 Tecniplast 和
Allentown等国外品牌的 IVC系统，针对国内品牌 IVC
系统的EAD-PCR监测效果尚未见报道。期待更多采用

EAD-PCR方法的机构及时公布监测效果，以便验证并

改进EAD-PCR方法对病原体的监测流程，降低动物疫

病爆发的风险，减少研究机构对使用活体哨兵动物进

行病原体监测的依赖，更好地维护实验动物福利的

“3Rs”原则。
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书讯：《动物实验和药效评价》

随着生命科学、医学和药学的快速发展，尤其是新药开发力度的不断加强，越来越多的动物模型被用于相关领域的基础研
究和应用研究。长期以来，尽管我国科研人员在利用实验动物进行药效评价方面已有许多成果积累，但相关实践经验的公开分
享较少，使得初涉研究的人员在实验中遇到问题时只能靠摸索解决，耗时耗力，阻碍了
研究的高效开展。

北京大学药学院蒲小平教授在新药研发领域长期深耕，成果斐然，申请了多项中国
专利，发表科研论文 100 多篇 （其中 SCI 论文 80 多篇），主持完成国家各类基金支持的新
药开发研究课题以及企业委托的多项中西药新药临床前药理及毒理研究 10 多项，在药效
评价方面具有丰富的经验和深厚的造诣。2024 年 4 月，蒲小平教授主编的 《动物实验和
药效评价》 在科技部“十三五”重大创制新药项目 （2018ZX09711-001-009-006） 资助下
正式出版面世。

本书主要从技术和方法学层面入手，通过具体的药效评价案例，在动物选择、手术
实施、疾病动物模型制备、技术要点、药效学评价指标的确定、实验方案的设计以及分
析方法 （质谱成像与核磁共振成像等） 方面进行了详细介绍。全书分为三篇：第一篇介
绍中枢神经系统动物模型和药效评价，内容涉及脑胶质瘤原位移植瘤、血管性痴呆、大
脑中动脉永久性缺血、大脑中动脉缺血再灌注、帕金森病、甲基苯丙胺成瘾、糖尿病认
知功能障碍等；第二篇介绍心血管及内分泌系统动物模型和药效评价，内容涉及慢性心
力衰竭、急性心力衰竭、糖尿病视网膜病变和生长激素缺乏症等；第三篇介绍其他动物
模型和药效评价，内容涉及原发免疫性血小板减少症、二甲基亚硝胺致肝纤维化、臭氧诱导气道高反应性、弱精症、勃起功能
障碍、感染性休克及新型冠状病毒感染等。本书特点是专业术语简明，原理介绍清晰明了，图文并茂，为初入药物研发相关领
域的技术人员在研究思路、方法和结果分析方面提供了很好的范例，搭建了可供参考的药效评价流程框架。期待读者能从本书

中获得启发，并能将相关方法在实践中得以灵活应用。本书适于医学、药学、生物技术及其相关学科的本
科生、硕士研究生、博士研究生、教师，以及制药企业药物研发的科研人员、技术人员阅读。

本书由北京大学出版社出版 （ISBN 978-7-301-34789-8），16 开本，彩色印刷，共 54 万字，378 页，制
作精美。对本书感兴趣的读者可直接在京东或当当等平台上购买，也可扫码进北京大学出版社微店 （网址
为 https://k.youshop10.com/g4B6DYuw） 购买。

（北京大学出版社黄炜供稿）
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