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　 　 【摘要】 　 近年来，无菌大鼠、小鼠在生物医学研究中，尤其是在肠道微生物领域内得到了广泛的关注与

应用。 开展无菌啮齿动物实验的需求与日俱增，建立合格的无菌动物种群是相关动物生产设施将要面临的问

题。 在培育第一代种用无菌动物的过程中，利用人工哺乳技术饲喂啮齿动物幼崽是一项专业性强、技术难度

较高的工作。 本文将对哺乳方法、人工乳的配制及灭菌方法等人工哺乳技术的关键环节进行综述，回顾与总

结技术要点，并在此基础上展望人工哺乳技术的进一步应用。
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　 　 无菌动物是指通过现代技术手段在其体内

外的任何部位均检测不出细菌、真菌、放线菌、支
原体、衣原体、螺旋体、立克次体、病毒、原生动物

和寄生虫的动物［１］。 根据这一特点，可在无菌动

物体内定殖特定的单菌或菌群用以研究宿主与

微生物和微生物之间的相互作用。 多种无菌啮
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齿动物已被应用于消化系统、免疫系统、内分泌

系统、神经系统疾病的研究并根据实验需求创制

多种与老年性疾病、心脑血管疾病相关的动物模

型［２－４］。 无菌动物来源于剖腹产和胚胎移植，通
过人工饲养，维护在正压无菌隔离器中［５］。 除以

上两种常规方法外，也有研究者利用抗生素鸡尾

酒法制备伪无菌鼠用于肠道微生物研究［６］。

图 １　 培育无菌啮齿动物的技术路线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｏｕｔｅ ｆｏｒ ｒｅａｒｉｎｇ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｒｏｄｅｎｔｓ

培育无菌啮齿动物的工作可以追溯到十九

世纪末。 研究者在柏林大学通过剖腹产手术并

饲喂灭菌牛奶获得无菌豚鼠［７］。 二十世纪中期，
许多机构致力于无菌动物的研究。 在此期间，有
诸如鸡、兔、非人灵长类等多种动物被成功无菌

化的报道。 但由于人工饲喂啮齿类幼崽十分困

难，直到 １９４６ 年，ＧＵＳＴＡＦＳＳＯＮ［８］ 才首次通过人

工哺乳成功离乳无菌大鼠。 在此之后的数年间，
随着隔离设备、人工哺乳技术及消毒灭菌技术的

不断完善，多种无菌啮齿动物种群被建立起

来［８－１１］。 培育无菌啮齿动物的流程（如图 １）。 从

无菌啮齿动物的发展历程来看，人工哺乳技术是

培育无菌动物的支撑技术之一。 人工哺乳技术

主要包括人工哺乳、人工乳的配制和灭菌方法 ３

个部分。 本文将从这 ３ 个方面出发，对人工哺乳

技术进行回顾与总结。

１　 人工哺乳

通过剖腹产手术进入隔离器中的新生无菌

啮齿动物，没有自主摄食能力，需要人工饲喂才

能维持生存。 人工哺乳的主要目的是将脆弱的

新生动物饲养到能独立生活的阶段。 在合理运

用哺乳技术的同时，也要对幼龄动物进行悉心照

料。 目前，在无菌动物领域，人工哺乳方法主要

有 ３ 种，分别是强饲法、吮吸法和自动哺乳法。
１􀆰 １　 强饲法

强饲法是最早用于哺育无菌大鼠并建立动

物种群的方法。 其操作难度低装置简单仅由自

制灌胃针头和注射器组成。 由于需求特殊，早期

研究者会根据动物的体质量，在考虑材质软硬度

与灌胃针管径、长度等因素后进行自制［１２－１３］。 随

着技术的发展，有研究者开始使用商品化的灌胃

针替代自制针头［１４－１５］。
强饲法的最大优势在于精确控制授乳剂量。

目前的标准是以动物体质量的 ２０％为每日授乳

８５４
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总量［１６］。 不合适的授乳量可能引起幼鼠肠胃胀

气，影响其生长发育甚至导致死亡［１２，１７］。 在工作

中，除了参考文献还应重视动物实际的消化情

况，根据经验对剂量进行灵活调整。 有研究者在

人工哺乳过程中发现幼鼠胃中出现质地坚硬的

凝乳块。 这种凝乳块会占据动物胃内大量空间

引起 幼 鼠 消 化 不 良， 甚 至 会 导 致 死 亡［９，１７］。
ＡＵＥＳＴＡＤ 等［１８］ 在研究中发现，与母乳喂养组相

比，酪蛋白与乳清蛋白比例较低（６７ ∶３３）的人工

哺乳组中幼鼠胃内容物更柔软。 虽然暂时没有

进一步的研究表明酪蛋白与乳清蛋白比例是影

响凝乳块形成的主要因素，但这种现象提示研究

人员应该重视人工乳成分对乳鼠消化状态的

影响。
１􀆰 ２　 吮吸法

我国最早的无菌大鼠是利用吮吸法培育而

成的［１９］。 相比于强饲法动物被动授乳的方式，吮
吸法是利用动物自然吮吸乳头的本能通过人工

乳头引导动物进食完成人工哺乳。 随着日龄的

增长，动物吮吸乳头的力度会不断加强，因此研

究人员需要制作硬度与大小不同的人工乳头［２０］。
吮吸法的特点是动物自主采食，所以很难精

确控制人工乳的摄入量。 ＨＯＳＨＩＢＡ［２１］ 报道了一

种能准确控制哺乳剂量的小鼠饲喂装置。 在一

项应用该装置的实验中，小鼠从 ２ 日龄开始人工

哺乳直至 ２１ 日龄离乳。 通过实验数据对比，人工

哺乳组与母乳喂养组小鼠体质量无明显差异，说
明这是一种良好的人工哺育方法［２２］。
１􀆰 ３　 自动哺乳法

自动哺乳法的装置包括恒温箱、水浴锅，注
射 泵、 泡 沫 塑 料 杯 及 聚 乙 烯 （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇａｓｔｒｏｓｔｏｍｙ ｔｕｂｅｓ，ＰＥ）胃管。 将水浴锅放入恒温

箱中，水温维持在 ４０ ℃形成动物生活的控温环

境，保证动物体温控制在 ３２ ～ ３６ ℃之间。 之后

将插入 ＰＥ 胃管的动物置于漂浮在水中的泡沫塑

料杯中。 最后将胃管与注射泵相连，通过后者定

时定量注入乳液［１５］。 曾本华［２３］ 利用这一方法成

功培育出能正常繁殖的无菌小鼠，自动哺乳的无

菌小鼠在离乳前体质量增长速度明显低于母乳

喂养组，然而，当乳鼠离乳开始进食固体饲料后，
体质量与母乳喂养小鼠无明显差异，这表明用自

动哺乳法培育无菌小鼠是高效、可行的。

１􀆰 ４　 人工哺乳方法的比较

在培育无菌啮齿动物的历程中，上述三种方

法均有成功的报道。 它们各有特点（表 １），需根

据实际情况进行取舍。
１􀆰 ５　 幼龄动物照料

新生幼龄无菌动物十分脆弱，既没有自理能

力也不具备对恶劣环境的抵抗能力。 因此为动

物提供稳定舒适的环境和精心的照料是动物能

否健康成长发育的关键因素之一。
由于新生动物没有毛发，维持自身温度恒定

的能力很差，环境温度是动物体温影响的决定因

素。 不同研究者在培育无菌啮齿动物选用的温

度（如表 ２），虽然不是所有的文献都明确记录了

培育过程中的湿度，但为了阅读方便还是将所涉

及的数据一并列入表中。
除了无法维持体温，仔畜在早期发育阶段（０

～ １２ 日龄）还无法自主排便排尿，只能通过人工

刺激会阴部引导排泄。 缺少这项工作会导致膀

胱破裂而引起死亡。 由于皮肤柔嫩只能使用柔

软棉签进行操作，不然会导致排泄部位红肿

破溃［１２］。
垫料是动物直接接触的生活环境，具有保

温、吸附排泄物等功能。 在垫料的选择问题上，
ＣＨＡＰＴＥＲ［１２］认为去除粉尘的大片锯末是最佳选

择。 不应使用纱布或纸制品，纱布的纤维可能会

缠绕住动物四肢导致损伤，而纸制品则易被动物

误食引起肠道疾病。

２　 人工乳的配制

在人工哺乳的前中期，人工乳是幼龄动物唯

一食物来源。 其营养成分能否满足新生动物早

期生长发育的需求是影响幼龄动物成活率以及

成年后有无繁殖能力的决定性因素。
２􀆰 １　 啮齿类实验动物母乳的营养成分

在人工哺乳领域，研究者们通过分析不同动

物的母乳成分，为人工乳的配制提供了重要依

据。 为便于比较与分析，表 ３ 总结了相关文献中

与营养成分相关的数据［２４－２９］。 ＡＵＥＳＴＡＤ 等［１８］

学者致力于利用牛奶制品模拟大鼠母乳的营养

成分，其关于大鼠母乳成分的分析与总结为后续

相关研究提供了重要的数据参考。 ＹＡＪＩＭＡ 等［２４］

进一步解析并对比了 ＩＣＲ、 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 ＦＶＢ ／ Ｎ

９５４
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 人工哺乳方法的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｒｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
特点
Ｔｒａｉｔ

强饲法
Ｆｏｒｃｅ ｆｅｅｄｉｎｇ

吮吸法
Ｈａｎｄ ｆｅｅｄｉｎｇ

自动哺乳法
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｆｅｅｄｉｎｇ

操作方法
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

与大小鼠灌胃相似
Ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｇａｖａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ

ａｎｄ ｍｏｕｓｅ

让动物自主吮吸人工乳头
Ａｎｉｍａｌｓ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｌｙ ｓｕｃｋ

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｉｐｐｌｅｓ

使用手术方法将 ＰＥ 胃管固定在动物
胃中

Ｓｕｒｇｉｃａｌｌｙ ｓｅｃｕｒｅ ｔｈｅ ＰＥ ｔｕｂｅ ｉｎ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌ’ｓ ｓｔｏｍａｃｈ

实验装置
Ａｐｐａｒａｔｕｓ

使用模具进行自制灌胃针或购买
商品化成品

Ｍａｋｅ ｇａｖａｇｅ ｎｅｅｄｌｅｓ ｗｉｔｈ ｍｏｌｄｓ
ｏｒ ｐｕｒｃｈａｓｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ

ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

使用模具进行自制人工乳头，无
商品化成品

Ｍａｋｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｉｐｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｍｏｌｄｓ，
ｎｏ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＰＥ 胃管、注射泵、水浴锅
ＰＥ ｔｕｂｅｓ， ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｐｕｍｐｓ，

ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ

适用动物
Ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌｓ

大鼠、小鼠
Ｒａｔ，ｍｏｕｓｅ

大鼠
Ｒａｔ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

对动物的损伤
Ｈａｒｍ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

操作会对动物食道黏膜造成损伤
Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｗｉｌｌ ｃａｕｓｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ

ａｎｉｍａｌ’ｓ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｍｕｃｏｓａ

操作正确则对动物没有损伤
Ｉｆ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｉｓ ｄｏｎｅ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ，
ｔｈｅｒｅ ｗｉｌｌ ｂｅ ｎｏ ｈａｒｍ ｔｏ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ

手术损伤
Ｓｕｒｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

装置简单、操作省时、授乳剂量
准确可控

Ｄｅｖｉｃｅ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｉｍｅ⁃
ｓａｖｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｌｋ ｆｅｅｄｉｎｇ ｄｏｓａｇｅ

ｉｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ

动物自主进食，一般不会出现摄食
过多的情况

Ａｎｉｍａｌｓ ｕｓｕａｌｌｙ ｄｏ ｎｏｔ ｏｖｅｒｅａｔ ｗｈｅｎ
ｔｈｅｙ ｆｅｅｄ ｖｏｌｕｎｔａｒｉｌｙ

授乳剂量由机器精确控制，省时省力
Ｍｉｌｋ ｆｅｅｄｉｎｇ ｄｏｓａｇｅ ｉｓ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍａｃｈｉｎｅ， ｓａｖｉｎｇ

ｔｉｍｅ ａｎｄ ｅｆｆｏｒｔ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

灌胃剂量选择不当会导致乳液溢
出食道，引起异物性肺炎

Ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｖａｇｅ ｄｏｓａｇｅ
ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ｍｉｌｋ ｏｖｅｒｆｌｏｗ ｉｎｔｏ

ｔｈｅ ｅｓｏｐｈａｇｕｓ， ｃａｕｓｉｎｇ
ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ

操作时间较长；动物容易吸入空气
导致肠胃胀气

Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｓ ｌｏｎｇ； ａｎｉｍａｌｓ ａｒｅ
ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｉｎｈａｌｉｎｇ ａｉｒ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂｌｏａｔｉｎｇ

对设施设备要求高，前期需要对动物
进行手术操作

Ｈｉｇｈ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ； ｓｕｒｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｎ

ａｎｉｍａｌｓ ａｒｅ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ

表 ２　 无菌啮齿动物培育温湿度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｆｏｒ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｒｏｄｅｎｔｓ
环境温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
湿度

Ｈｕｍｉｄｉｔｙ
动物种类

Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ 参考文献

０ ～ ４ ｄ ３５ ℃（ ± ２ ℃），４ ～ ２５ ｄ
每 ４ ｄ 降低 １ ℃。

０ ～ ４ ｄ ３５ ℃ （± ２ ℃），４ ～ ２５ ｄ
ｅｖｅｒｙ ４ ｄ ｄｒｏｐｐｅｄ ｂｙ １ ℃

利用浸湿的布条提供湿度
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｗａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ

ｂｙ ｓｔｒｉｐｓ ｏｆ ｗｅｔ ｃｌｏｔｈ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

［９］

水浴锅 ３５ ℃。
Ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ ３５ ℃

－
－

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

［２３］

０ ～ ２１ ｄ ３１ ～ ３３ ℃ ５０％ ～ ６５％ 大鼠
Ｒａｔ

［１４］

第 １ 天 ３７ ℃，２ ～ １４ ｄ ３５ ～ ３２ ℃，
１５ ～ ２１ ｄ ３１－２２ ℃

Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ ３７ ℃，２ ～ １４ ｄ ３５ ～ ３２ ℃，
１５ ～ ２１ ｄ ３１ ～ ２２ ℃

７０％ ～ ８０％ 大鼠
Ｒａｔ

［１２］

３１ ± １ ℃ － 豚鼠
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ

［１１］

３ 种品系小鼠的母乳成分，并基于此成功开发出

一种化学衍生的小鼠人工乳。 ＧÕＲＳ 等［２５］ 开发

了微量化方法（仅需≤ ２００ μＬ 样本）分析小鼠乳

汁中的干物质、脂肪、蛋白质和乳糖，解决了传统

方法因样本量小和脂肪含量高导致的技术难题，

为研究啮齿动物母乳提供了可靠工具。 此外，我
国研究者夏爽等［２８］ 对 ＳＰＦ 金黄地鼠乳汁进行了

全面分析，结果表明其具有高蛋白、低脂肪和低

乳糖的特点，为无菌金黄地鼠的人工哺乳及配方

乳配制工作提供了科学依据。 由于啮齿类动物

０６４
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 常见啮齿实验动物母乳主要营养成分含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒｏｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ’ｓ ｍｉｌｋ
营养素种类

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ
大鼠
Ｒａｔ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

金黄地鼠
Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ

宏营养素
Ｍａｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔｓ － － －

脂肪
Ｆａｔ ９３ ～ １７５ ／ （ｇ ／ Ｌ） ２１􀆰 ３ ± １􀆰 ３ ／ （ｇ ／ １００ ｍＬ） ２􀆰 ４ ／ （ｇ ／ １００ ｇ）

蛋白质（总含量）
Ｐｒｏｔｅｉｎ（ｔｏｔａｌ） ６９ ～ １１８ ／ （ｇ ／ Ｌ） １０􀆰 ８ ± ０􀆰 ５ ／ （ｇ ／ １００ ｍＬ） ６􀆰 ９５ ／ （ｇ ／ １００ ｇ）

酪蛋白
Ｃａｓｅｉｎ ６４ ～ ８０ ／ （ｇ ／ Ｌ） ７８􀆰 ５ ± ３􀆰 ８ ／ ％ －

乳清蛋白
Ｗｈｅｙ ９􀆰 ２ ～ ２５ ／ （ｇ ／ Ｌ） １２􀆰 ２ ± ０􀆰 ２ ／ ％ －

碳水化合物（总含量）
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ（ｔｏｔａｌ） ２８ ～ ３７ ／ （ｇ ／ Ｌ） － －

乳糖
Ｌａｃｔｏｓｅ １１􀆰 ３ ～ ４１ ／ （ｇ ／ Ｌ） ２􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２５ ／ ％ ２􀆰 ６１ ／ （ｇ ／ １００ ｇ）

灰分
Ａｓｈ １３ ～ １５ ／ （ｇ ／ Ｌ） － ０􀆰 ８３ ／ （ｇ ／ １００ ｇ）

矿物质
Ｍｉｎｅｒａｌｓ － － －

钙
Ｃａｌｃｉｕｍ ９７０ ～ ６２００ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ３６０􀆰 ００ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） １１６ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

磷
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ １６００ ～ ２７２０ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ２１６􀆰 ００ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） ７８􀆰 １ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

钠
Ｓｏｄｉｕｍ ６６０ ～ １４００ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ８４􀆰 ２３ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） ７１􀆰 ２ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ １０８０ ～ １７００ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １０９􀆰 ００ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） ２１１（ｍｇ ／ １００ ｇ）

氯
Ｃｈｌｏｒｉｄｅ １１７０ ～ １７６０ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １４７ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

镁
Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ０􀆰 １ ～ ３１０ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ２４ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） １９􀆰 ５ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

锌
Ｚｉｎｃ ９ ～ ５５ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １􀆰 １２ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） １􀆰 ６ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

碘
Ｉｏｄｉｎｅ ４ ～ ７ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） － 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

铜
Ｃｏｐｐｅｒ １􀆰 ７ ～ ７􀆰 ０ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０􀆰 ２６ ／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） １９１ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

维生素
Ｖｉｔａｍｉｎ － － －

维生素 Ｂ１

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１
０􀆰 ２０４０ ± ０􀆰 ００８２ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

维生素 Ｂ２

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２
４􀆰 ６７ ± ０􀆰 ７８ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － ０􀆰 ２３９ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

维生素 Ｂ６

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６
１􀆰 ４９ ± ０􀆰 ２３ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － ０􀆰 ０９５８ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

维生素 Ｂ１２

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１２
０􀆰 ０３２ ± ０􀆰 ００８ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检测 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

烟酸
Ｎｉａｃｉｎ ７􀆰 ０２ ± ２􀆰 ２８ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

泛酸
Ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄ １５􀆰 ２ ± ６􀆰 ６ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

１６４
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续表 ３
营养素种类

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ
大鼠
Ｒａｔ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

金黄地鼠
Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ

叶酸
Ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ２􀆰 ９１ ± ０􀆰 ３８ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检出 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

生物素
Ｂｉｏｔｉｎ ０􀆰 １５４ ± ０􀆰 ０４７ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － 未检测 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

维生素 Ｅ
Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ １５􀆰 ３ ± ０􀆰 ５５ ／ （μｇ ／ ｍＬ） － １􀆰 １１ ／ （ｍｇ ／ １００ ｇ）

维生素 Ｋ１

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｋ１
－ － ９􀆰 ８１ ／ （μｇ ／ １００ ｇ）

维生素 Ａ
Ｖｉｔａｍｉｎ Ａ

－ － １３９０ ／ （μｇ ／ １００ ｇ）

能量含量
Ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｔｅｎｔ ５１２０ ～ ９２００ ／ （ｋＪ ／ Ｌ） － －

渗透压
Ｏｓｍｏｌｌａｒｉｔｙ ３５２ ／ （ｍｏｓｍ ／ Ｌ） － －

酸碱度 ｐＨ ５􀆰 ７ ～ ６􀆰 ８ － ６􀆰 ６１

母乳的各种营养成分会随着哺乳日期的增加而

发生变化。 例如，ＳＤ 大鼠母乳在哺乳前期（０ ～ ４
ｄ），蛋白和脂肪含量分别为（８􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２４） ｇ ／ １００
ｍＬ 和（１４􀆰 ６６ ± １􀆰 ０７） ｇ ／ １００ ｍＬ。 而到了哺乳末

期（２０ ～ ２４ ｄ），蛋白含量提高到（１２􀆰 ０５ ± ０􀆰 ３３）
ｇ ／ １００ ｍＬ， 脂肪含量下 降 至 （ １２􀆰 １５ ± ０􀆰 ８３ ）
ｇ ／ １００ ｍＬ［２９］。 因此在设计人工乳配方时，研究者

需考虑上述因素，根据实验目的选择某一哺乳时

期的母乳营养成分作为人工乳的配制模板［１８，２５］。
２􀆰 ２　 人工乳的配制

在早期实验中，国外研究者会使用啮齿动物

母乳作为主要营养物质，再添加维生素、矿物质

等补足缺失的营养素来配制人工乳。 例如，前岛

一淑［１６］使用大鼠母乳、无糖炼乳、水和维生素混

合物制作小鼠人工乳。 由于大鼠乳不易获取，我
国研究者采用兔乳替代大鼠乳［１７，２０］。 但不论大

鼠乳还是兔乳，除了不易收集，其本身的营养成

份会因个体差异、饲养环境、采集时动物自身的

生理状态等原因而发生改变，导致无法准确计算

人工乳中的营养成分。 为排除这一干扰因素，成
分固定的商业化奶制品（如婴儿配方奶粉）被用

于配制人工乳［９，１３］。 这种方法配制流程简单，在
普通实验室就可完成。 但其营养成分一般只有

蛋白质与脂肪含量能与动物母乳相近，但维生

素、矿物质等微量营养素的含量与母乳差异较大。
在营养学领域，研究者使用一种在无菌条件

下利用乳制品和非乳制品合成剂配制的啮齿动

物替代乳（ ｒｏｄｅｎｔ ｍｉｌｋ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅ，ＲＭＳ）进行幼龄

动物营养代谢的研究［１５］。 ＲＭＳ 与上述人工乳相

比最大的特点是各营养素含量与动物母乳高度

相似，弥补了前者微量元素与母乳差异较大的缺

点。 在实验应用中，新生动物生长良好，根据文

献报道饲喂 ＲＭＳ 的动物的生长曲线与母乳喂养

组差异不明显［１８，２５］。 ＲＭＳ 在应用中的良好表现

得益于研究者在设计配方时致力于更细致地模

拟动物母乳的营养构成。 例如，大鼠母乳脂肪

中，中链脂肪酸含量较高约为总量的 ３３％［３０］。
ＡＵＥＳＴＡＤ 等［１８］ 报道的大鼠替代乳使用玉米油、
大豆油、棕榈油、椰子油及中链脂肪酸混合物等 ５
种油脂来模拟大鼠母乳的这种脂肪酸构成。 此

外，ＲＭＳ 的物理性质稳定，经伽马辐照灭菌或在

储存中反复冻融均不会对使用造成影响［２５］。 鉴

于以上两个优点，ＲＭＳ 在无菌啮齿动物培育领域

表现同样良好。 李文霞［３１］ 以改良的大鼠替代乳

为基础，利用强饲法成功建立无菌小鼠种群，人
工哺乳组的小鼠生长发育良好与正常对照组无

显著性差异。 虽然 ＲＭＳ 有诸多优点，但其制作过

程复杂。 以李文霞［３１］的配方为例，涉及的试剂及

材料多达五十余种，需要制作 ３ 种不同的预混液，
每种预混液都要经过溶解、搅拌、均质、灭菌等步

骤，最后再将预混液混合才能得到成品。 制作过

程需要搅拌机、匀质器、高压灭菌锅等多种专业

２６４
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设备，对实验条件要求较高。

３　 灭菌方法

灭菌是人工哺乳技术中的重要环节。 成功

培育无菌动物的前提条件就是要保证动物生活

环境和环境中的所有物品中没有细菌、病毒、真
菌或其他活的微生物。 任何灭菌方法的效果都

要与这一标准相适应。 简而言之，灭菌一定要彻

底。 常用的灭菌方法有 ４ 种，分别是化学灭菌、高
压蒸汽灭菌、环氧乙烷灭菌和辐照灭菌。 在工作

中要依据物品的材质（例如是否耐受高温、腐蚀，
有无电器元件等）选择适合的灭菌方法。

化学灭菌用于灭菌隔离器内环境及一切放

入隔离器中的物品、笼具和架子。 常用的灭菌剂

有过氧乙酸、二氧化氯和过氧化氢等。 过氧乙酸

是最早用于无菌动物工作中的灭菌剂，其效果好

但具有腐蚀性和毒性，不能灭菌金属物品或灵敏

装置并且对动物及环境有潜在危害。 二氧化氯

腐蚀性低、灭菌效果稳定。 从对实验用品和环境

的安全性考虑，是一种更好的灭菌剂［３２］。 高压蒸

汽灭菌是在高温高压的条件下，利用水蒸气杀灭

一切活的微生物的方法。 一般用于饲料、高压

桶、隔离器金属配件、盛装动物饮用水的玻璃瓶

等耐热物品的灭菌。 蒸汽灭菌法的灭菌效果取

决于蒸汽能否穿透灭菌物品。 在灭菌饲料时，应

考虑使用密度和厚度相对较小的饲料以达到良

好的灭菌效果［３３］。 有些无菌动物设施采用辐照

灭菌饲料［１４，３４］。 由于灭菌前进行了预包装处理，
辐照饲料更方便处理和使用。 通过辐照，饲料的

营养成分不像高压灭菌那样受影响［３５］。 此外，辐
照饲料供应商会提供饲料的无菌检测报告，减少

了污染隔离器的风险。 然而，由于存在辐射耐受

菌污染的风险依然存在［３６］。 环氧乙烷灭菌法是

一种低温灭菌法，适用于既不耐热又不适用化学

灭菌法的带有电器元件或较为灵敏的设备（例如

电子天平）。 另外，使用其他灭菌法会致钝的物

品也适用于此法［３７］。
与常规物品不同，人工乳含有丰富的营养物

质，灭菌后某些营养物质会发生理化性质的改

变。 尤其在高压灭菌后因蛋白质变性形成沉淀，
不仅造成营养成分流失，而且会在使用中堵塞哺

乳装置。 有研究报道，辐照灭菌奶粉其常规营

养、氨基酸和微量元素的变化明显小于其液体灭

菌组［３８］。 从灭菌条件上来看，在高压灭菌中，在
１２１ ℃，３０ ｍｉｎ 营养成分损失最小，辐照灭菌 ５０
ｋＧｙ 灭菌条件下营养成分损失最小。 为了减少人

工乳在灭菌中的营养损失，可以将奶粉、蛋白粉

等材料采用营养流失少的辐照灭菌，其他耐高温

材料使用高压蒸汽灭菌，最后在隔离器中配制人

工乳（表 ４）。

表 ４　 人工乳的灭菌条件及方法

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｉｌｋ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅ
灭菌方法及剂量

Ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｄｏｓｅ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

奶粉 Ｃｏ６０ ５０ ｋＧｙ；蒸馏水 １２１℃高压灭菌 １ ｈ
Ｐｏｗｄｅｒｅｄ ｍｉｌｋ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ ｋＧｙ ｏｆ Ｃｏ６０； ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｗａｓ ａｕｔｏｃｌａｖｅｄ ａｔ １２１ ℃ ｆｏｒ １ ｈ

［３１］

奶粉 Ｃｏ６０ ５０ ｋＧｙ；蒸馏水、新生牛血清 １２１ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎ
Ｐｏｗｄｅｒｅｄ ｍｉｌｋ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ ｋＧｙ ｏｆ Ｃｏ６０； ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｎｅｗｂｏｒｎ ｃａｌｆ

ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ａｕｔｏｃｌａｖｅｄ ａｔ １２１ ℃ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ

［１７］

Ｃｏ６０ ５０ ｋＧｙ ［２３］

人工乳高压灭菌 １２１ ℃；维生素 γ 射线 ４０ ｋＧｙ
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ ｗａｓ ａｕｔｏｃｌａｖｅｄ ａｔ １２１ ℃； ｖｉｔａｍｉｎ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ γ ｒａｙｓ ａｔ ４０ ｋＧｙ

［２０］

人工乳 Ｃｏ６０ ２５ ｋＧｙ
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２５ ｋＧｙ ｏｆ Ｃｏ６０

［１４］

人工乳 １２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎ
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ ａｕｔｏｃｌａｖｅｄ ａｔ １２１ ℃ ｆｏｒ １５ ｍｉｎ

［９］

４　 展望

近年来，无菌啮齿动物作为研究肠道微生态

与人类健康和疾病关系的重要工具应用愈发广

泛［２，３９－４０］。 与无菌动物相关的技术与设备也在不

断发展［４１－４２］。 反观人工哺乳技术，受实验动物的

３６４
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品种（系）和专业的实验动物设施设备等因素的

限制，很难大规模推广应用。 基于此，本课题组

近期致力于使用无菌大鼠、小鼠乳姆通过代乳的

方式培育无菌中国地鼠等新型无菌实验动物。
虽然人工哺乳技术在应用上受众多因素影响，但
其也是开发在研究领域中应用广泛但还未无菌

化的实验动物的重要方法。 金黄地鼠在世界上

已育有近交系 ３８ 个，突变系 １７ 个，封闭群 ３８ 个，
在实验啮齿动物中使用量仅次于小鼠、大鼠和豚

鼠，常应用于肿瘤学、生殖学、代谢性疾病的研

究［２９，４３］。 但至今未见使用人工哺乳技术实现无

菌化的报道。 金黄地鼠的母乳成分与生长发育

性能已有研究者进行报道［２９］。 从以往的经验来

看，可以参考这些资料利用人工哺乳技术进行无

菌化的尝试。 一些非啮齿类动物的人工哺乳经

验也可以借鉴参考。 中国树鼩是一种类似松鼠

的哺乳动物，在生物研究中有着多种应用。 现已

建立流感病毒、疱疹病毒、ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 等多种病

毒模型，在抑郁症、骨坏死、肿瘤等领域也有应用

并认为是具有替代非人灵长类进行生物医学实

验潜力的实验动物。 中国科学院昆明动物研究

所从 ２０１３ 年开始对人工哺育中国树鼩开展研究，
详细报道了中国树鼩人工乳的营养成分、生长发

育性能、哺育方法等实验内容［４４］。 与大鼠、小鼠

相比，人工饲喂中国树鼩的方法并不复杂，使用

医用注射器抽取人工乳，直接经口饲喂即可［４５］。
人工哺乳技术的一个主要应用是开发从未无菌

化的实验动物。 为了达成这一目标，研究人员应

关注目标实验动物（如金黄地鼠、中国地鼠、中国

树鼩）的临产征兆、幼龄动物生长发育特点、母乳

成份等相关生理指标。 在新时代和新趋势的要

求下，利用人工哺乳技术发展与创制更多标准

化、规模化、符合质量标准的新型无菌动物。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＹＩ Ｐ， ＬＩ Ｌ． Ｔｈｅ ｇｅｒｍｆｒｅｅ ｍｕｒｉｎｅ ａｎｉｍａｌ： ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｕｔ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ［Ｊ］． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， １５７（１ ／

２）： １－７．
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