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研究员，从事干细胞与胚胎发育相关研究。率领团队建立了小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞

（即“类精子干细胞”），证明其能代替精子使卵子受精产生健康小鼠（即“半克隆技

术”），并利用类精子干细胞携带CRIPSR/Cas9文库实现了小鼠个体水平的遗传筛选；提出

并推动基于类精子干细胞技术的基因组标签计划。相关研究成果于 2011年和 2012年入选

“中国科学十大进展”。以第一作者或通信作者身份在Cell、Nature、Cell Stem Cell、Nature

Cell Biology等杂志发表 60余篇研究论文。荣获中国科学院“百人计

划”、国家杰出青年科学基金、中青年科技创新领军人才、国家百千万

人才工程、中组部万人计划。

丁丁一一夫夫，中国科学院分子细胞科学卓越创新中心（原生物化学与细胞生物学研究所）李劲松

研究组助理研究员，主要从事以类精子胚胎干细胞为工具的人类复杂疾病的动物模拟研究，

参与科技部、国家自然科学基金委员会、上海市科委的多个科研项目，以（并列）第一作者

在 Cell Research、 Nature Cell Biology、 Methods in Molecular Biology、 Science China-Life

Science等杂志上发表科研论文7篇。

复杂疾病小鼠模型构建新策略：类精子单倍体胚胎干

细胞介导的半克隆技术
赖梭梅赖梭梅 11,,22,, 丁一夫丁一夫 11,, 李劲松李劲松 11
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[摘要] 类精子单倍体胚胎干细胞是源自小鼠孤雄囊胚中的一种新型单倍体胚胎干细胞，仅含有父源

遗传物质，性染色体为X染色体，能在体外长期自我更新、增殖或诱导分化，并可以利用CRISPR系

统进行单基因或多基因的编辑，能替代精子使卵母细胞受精。区别于原核注射、卵胞质内注射获得嵌

合体或利用四倍体补偿技术等传统构建基因修饰小鼠模型的方法，通过将基因编辑后的类精子单倍体

胚胎干细胞注射到卵母细胞中，可以高效稳定地一步获得基因型确定的半克隆小鼠，不会存在嵌合现

象，原代小鼠即可用于研究。基于类精子单倍体胚胎干细胞获得的多基因精准编辑的复杂疾病小鼠模

型，可以在生物个体水平上阐述多个基因协同互作的效应，从而更充分地模拟复杂的、可能受多个基

因影响的人类疾病的各种病理特征，以挖掘新的诊断和治疗方法。
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A New Strategy for Constructing Mouse Models of Complex Diseases:

Semi-cloning Technology Based on Sperm-like Haploid Embryonic

Stem Cells
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[Abstract] The development of haploid genetics has motivated studies on genome evolution and function,

especially the technological advancements in recent years have prompted the birth of culture techniques for

mammalian haploid embryonic stem cells (haESCs). Sperm-like haESCs are novel haESCs derived from

mouse parthenogenetic blastocysts. Sperm-like haESCs only contain paternal genetic material, and their sex

chromosome is the X chromosome. They can self-renew, differentiate, and proliferate in vitro for a long time.

Furthermore, editing single or multiple genes using the CRISPR system is possible for sperm-like haESCs,

which can replace sperms to fertilize oocytes. In contrast to traditional methods for constructing mouse

models, such as pronuclear injection, cytoplasmic injection, and tetraploid complementation, by injecting

sperm-like haESCs after gene editing into oocytes, semi-cloned mice with a definitive genotype can be

obtained efficiently and stably without chimerism, and primary mice can be used for research. The mouse

disease model based on multiple precisely edited genes obtained from sperm-like haESCs can explain the

effect of multiple genes synergistic interaction at the level of biological individuals to completely simulate

various pathological characteristics of complex human diseases that may be affected by multiple genes, and

this model facilitates the exploration of novel diagnostic and therapeutic methods.

[Key words] Haploid; Sperm-like haploid embryonic stem cells; CRISPR/Cas9; Mouse disease model

由于能够掩盖发生的隐性突变，提高环境适

应度，二倍体基因组是大多数动物的典型特征，

但这恰好限制了基于突变研究的遗传学的发

展［1］。而单倍体基因组具有外显优势，非常适合

用于在体外分析各种突变对基因功能的影响。在

自然状态下，因酵母能够以单倍体形式稳定存

活［2］，故围绕功能基因筛选的研究常常在酵母上

开展。同时，科研人员一直试图构建一种可用于

体外筛选的单倍体细胞系，尤其是哺乳动物的单

倍体细胞系。

自然状态下哺乳动物体内的单倍体细胞只有

精子和卵细胞，但是目前的技术尚无法实现体外

长期培养精子或卵细胞以用于研究［3-4］。科研人

员在 19世纪 70年代就探索利用胚胎分割［5］、孤

雌激活卵母细胞［6］、显微去除原核［7］等方法构

建单倍体胚胎，并成功地获得了小鼠的单倍体胚

胎［8］。然而单倍体基因组在体外会自发地二倍体

化，因此体外长期培养单倍体细胞成为了一个难

以逾越的壁垒。直到 2011年，科研人员才实现

哺乳动物单倍体胚胎干细胞的体外培养［9］。

因为单倍体细胞的突变都是显性的，在类精

子单倍体胚胎干细胞技术诞生之前，单倍体的应

用主要集中于功能基因筛选。2009 年，Carette

等［10］借助人慢性髓细胞性白血病细胞系KBM-7

（该细胞系除了 8号染色体外，其余染色体都是

单倍体核型）进行遗传筛选。他们利用KBM-7

单倍体细胞筛选细胞致死性膨胀毒素（cytolethal

distending toxins，CDTs）所必需的宿主因子，并

通过在单倍体上大规模敲除基因，使得筛选病原

体致病所必需的宿主因子如毒素、病毒、受体的

配体成为可能。最后研究者成功找到了鞘磷脂合

成酶 1和G蛋白偶联受体TMEM181分别独立地

插入失活的抗CDTs的细胞系。2008年，Chong

等［11］构建了条件性Drosha敲除的小鼠。Drosha
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在细胞核中催化 pri-miRNA转录产物转化为 pre-

miRNA茎环前体［12］，这对于miRNA加工的起始

非常重要。2011年之前尚无Drosha敲除细胞系

的报告。直到 2011年，Elling等［13］利用基因诱

捕（gene trap）技术，在单倍体细胞上获得了一

株不表达Drosha的细胞系。

在过去的一个世纪里，基因筛选已经帮助人

们阐明了多种生物学过程［14］。但对于基因功能

的研究，尤其是复杂的人类疾病，仅在细胞水平

上进行基因筛选是远远不够的，一些简单的动物

模型不足以阐明疾病发生的具体机制。因此，构

建更贴近人类发病模式的复杂疾病小鼠模型在疾

病相关研究中显得非常重要。

近几十年来，基因编辑小鼠模型使得生物领

域的基础研究有了飞跃式进展，尤其是与人类有

关的研究如衰老［15］、肿瘤［16］、自闭症［17］、抑郁

症［18］、肥胖［19］，以及各种器官损伤、再生、修

复等基础研究。但科研工作者仍然渴求在短时间

内以较低成本获得特定的基因型小鼠，这需要实

现基因组的编辑，并将这种编辑传递到生殖系

中。人们最开始是通过同源重组实现基因组的编

辑，然后是病毒介导的转基因、重组锌指核酸酶

（zinc-finger nucleases，ZFN）和转录激活因子样

效 应 蛋 白 核 酸 酶 （transcription activator-like

effector nucleases，TALEN）技术，尤其是 2020

年诺贝尔化学奖得主Charpentier和Doudna等开

发 的 成 簇 的 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列

（clustered regularly interspaced short palindromic

repeats，CRISPR）/CRISPR 相关蛋白核酸酶 9

（CRISPR-associated nuclease 9，Cas9）技术。这

些技术的出现使得基因组编辑越来越便捷、精

准。例如，应用原核注射或卵胞质内注射，或者

通过囊胚注射，可以将基因编辑上升到小鼠个体

水平。

遗憾的是，采用常规的动物模型建立技术产

生的模型小鼠存在或多或少的嵌合，嵌合体需要

通过交配获得无嵌合的小鼠。而如果是多基因同

时编辑的模型动物，在交配时由于存在基因分离

现象，会极大地增加饲养与鉴定的成本。2012年

类精子单倍体胚胎干细胞的诞生［20］以及后续的

优化工作［21］，证明了利用类精子单倍体胚胎干

细胞可以高效地获得多基因杂合编辑的半克隆小

鼠，可直接将细胞水平的编辑传递到小鼠个体水

平，为人类复杂疾病的动物模型研究带来了新的

工具。

1 类精子单倍体胚胎干细胞技术的发展

历程

核移植技术和单倍体胚胎干细胞培养技术的

优化，使得从单倍体胚胎中获取可体外稳定培养

的单倍体胚胎干细胞成为可能［22］。1970 年，

Freed等［23］在美洲豹蛙的孤雄胚胎中建立了两株

单倍体细胞系，其中一株可以传代 200次以上。

1975年，Philippe等［24］成功在体外培养了蟑螂孤

雌胚胎来源的单倍体细胞。1978 年，Debec［25］

建立并培养了黑腹果蝇的单倍体细胞。1999年，

Kotecki等［26］从慢粒细胞白血病患者的骨髓中通

过连续亚克隆的方式分离出了“近单倍体”的细

胞系 KBM-7，该细胞系中除了 8 号染色体是 2

条，其余皆为 1条。2009年，Yi等［27］构建了青

鳉鱼孤雌单倍体多能干细胞，再次将单倍体细胞

的研究推向高潮。然而在哺乳动物胚胎中，单倍

性维持和发育并不兼容，尽管在卵圆筒期（egg

cylinder stage）的孤雌胚胎中观察到了单倍体细

胞的存在，但是存活的胚胎中细胞多为二倍

体［9］。直到 2011年，Leeb等［9］引入了 2i培养系

统 （ 含 有 两 个 小 分 子 抑 制 剂 PD184352、

CHIR99021）后，才成功获得了小鼠孤雌单倍体

胚胎干细胞，并通过流式分选富集单倍体，可在

体 外 维 持 该 细 胞 系 的 单 倍 性 35 代 左 右 。

PD184352和CHIR99021通过抑制糖原合成酶激

酶3和丝裂原活化的细胞外信号调节激酶信号通

路，促进胚胎干细胞的自我更新［28-29］，白血病抑

制因子可抑制胚胎干细胞的分化［29］。同年Elling

等［13］也建立了小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞系。

但是Leeb和Elling等只是通过多能性实验验证了

他们获得的孤雌单倍体胚胎干细胞具有体内外的

分化能力，研究并未证明其获得的小鼠孤雌单倍

体胚胎干细胞能否发生生殖系嵌合，是否保留母

源基因组的表观遗传特性，以及是否能代替卵子

基因组获得半克隆小鼠。

单倍体胚胎干细胞研究的一个重大突破是
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2012年Li带领的团队首次建立了小鼠孤雄胚胎

来源的单倍体胚胎干细胞，这些孤雄单倍体胚胎

干细胞保持了大部分的父源印记，表达典型的多

能性基因，并在注射到二倍体囊胚时，可嵌合发

育成生殖系在内的各种组织；最重要的是孤雄单

倍体胚胎干细胞在注入卵母细胞后可以产生可育

的小鼠［20］。同年Zhou带领的团队也独立建立了

小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞，并证明了这类细胞

替代精子内遗传物质的可能性［30］。

此外，孤雄单倍体胚胎干细胞的出现使得复

杂基因编辑小鼠的获取变得更加容易。但是通过

注射孤雄单倍体胚胎干细胞获得小鼠的效率很

低，不到移植胚胎的 2%，并且还有大约 50 %的

半克隆小鼠呈现出生长迟缓的表型，在出生后不

久就死亡。低出生效率、生长迟缓的现象直接阻

碍着利用孤雄单倍体胚胎干细胞构建基因修饰小

鼠。直到 2015 年，Zhong 等［31］利用 CRISPR/

Cas9技术在孤雄单倍体胚胎干细胞中将H19、IG

差 异 性 甲 基 化 区 域 （differentially methylated

region，DMR）敲除，这种敲除后的孤雄单倍体

胚胎干细胞的基因组更接近精子中的状态；进一

步将双敲除的孤雄单倍体干细胞注射到卵母细胞

后，产生健康半克隆小鼠的效率高达 22.3%，这

比 2012 年 Yang 等［20］的研究结果提高了 10 倍，

真正意义上将孤雄单倍体胚胎干细胞由概念上的

创新转变为类精子单倍体胚胎干细胞这一强有力

的构建小鼠模型的工具。次年，Yang等［32］通过

孤雌激活的方法，成功获得了两株食蟹猴孤雌单

倍体胚胎干细胞MPH1和MPH2。食蟹猴孤雌单

倍体胚胎干细胞具有胚胎干细胞的典型特征；最

重要的是，食蟹猴孤雌单倍体胚胎干细胞支持体

外遗传操作，能够用于大规模的遗传筛选研究。

2016年Li等［33］将小鼠的孤雌单倍体胚胎干

细胞和大鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞融合在一

起，形成的异源二倍体不仅含有稳定的基因组，

而且具有分化成三胚层和早期生殖细胞的多能

性；同时，小鼠和大鼠单倍体胚胎干细胞的等位

基因对异源二倍体中的基因表达贡献类似。同年

Sagi等［34］和Zhong等［35］分别采用孤雌激活和去

除受精卵雄原核的方式，从单倍体孤雌囊胚中获

得了人单倍体胚胎干细胞系。随后，Zhong等［35］

和 Li 等［36］证明将敲除了 2 个印记基因 DMR

（H19、IG）的孤雌单倍体胚胎干细胞注射到卵

母细胞中，可以产生存活的孤雌来源小鼠。2年

后，Li等［37］研究发现，敲除了 7个母源性高甲

基化印记基因（Nespas、Grb10、 lgf2r、Snrpn、

Kcnq1、Peg3和Gnas）的孤雄单倍体胚胎干细胞

和精子共注射后，采用四倍体补偿技术，可以产

生存活的孤雄小鼠，但是这些孤雄小鼠出生后不

久便相继死亡，提示目前仍有很多的印记相关问

题有待研究。

2 类精子单倍体胚胎干细胞的特性

为了获得类精子单倍体胚胎干细胞，首先需

要将受精卵中的雌原核去除以获得孤雄单倍体胚

胎，进一步将体外培养至囊胚时期的孤雄单倍体

胚胎的内细胞团分离进行培养，就可以获得类精

子单倍体胚胎干细胞。类精子单倍体胚胎干细胞

兼具二倍体干细胞和单倍体精子的诸多特性，其

本质仍是胚胎干细胞，因此在形态、分化、增

殖、基因表达图谱等方面都十分类似于二倍体胚

胎干细胞。

类精子单倍体胚胎干细胞在体外可形成拟胚

体，并进一步分化为各类型的细胞。向严重免疫缺

陷小鼠皮下注射类精子单倍体胚胎干细胞后，可产

生包含所有胚层的畸胎瘤。把类精子单倍体胚胎干

细胞注射到二倍体囊胚中后，可以在12.5 d的胚胎

中体细胞和生殖系中检测到类精子单倍体胚胎干

细胞的痕迹［30］。Yang等［20］通过免疫印迹发现，

类精子单倍体胚胎干细胞表达胚胎干细胞的标志

基因如Nanog、Oct4、Sox2和SSEA1，微阵列表

达图谱表明其基因表达模式与小鼠的二倍体胚胎

干细胞接近。类精子单倍体胚胎干细胞只有一套

父源的遗传物质，它的性染色体是X染色体，通

过卵胞质内单细胞注射技术，将类精子单倍体胚

胎干细胞注射进卵母细胞，可以使之受精并发

育，产生后代全为雌性的半克隆小鼠。类精子单

倍体胚胎干细胞和孤雌单倍体细胞相近，通过定

期的流式细胞分选富集单倍体［13，20，30］，可以在体

外长期传代培养并保持单倍体性。上述这些特性

使得类精子单倍体胚胎干细胞支持多轮的基因编

辑，进而获得携带多基因编辑的小鼠（图1）。
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3 基因修饰小鼠模型的发展历史

基因修饰小鼠模型一直是科学界广泛使用的

动物模型之一。1974年 Jaenisch等［38］将猴空泡

病毒 40（SV40）DNA注射到小鼠囊胚腔内，这

些囊胚大约有40%可以正常发育且在1岁时也未

检测到肿瘤；用从这些动物的不同器官中提取的

DNA进行 SV40特异性DNA序列检测，结果显

示大约 40%的成年小鼠的器官中检测到了SV40

表达。1976年 Jaenisch［39］又用小鼠白血病病毒

（M-MuLV）感染刚出生的小鼠和植入前的小鼠

胚胎（4～8细胞时期），两种小鼠均出现病毒诱

导的白血病。与新生小鼠感染不同，着床前胚胎

的感染可导致病毒整合到生殖系中并传递给下一

代。1980年Gordon等［40］报告，将基因序列注射

到小鼠胚胎的原核中，当胚胎被移植到代孕母鼠

体内并发育到期时，可以成功地将目的基因序列

保留在小鼠基因组中。1981年Evans等［41］成功

地建立了小鼠胚胎干细胞（embryonic stem cells）

的体外培养技术。1985年，Smithies等［42］在哺

乳动物细胞中通过同源重组完成对特定人类基因

的修饰，而又不影响基因组的其他部分。

胚胎干细胞的体外培养和同源重组技术的出

现是伟大的突破，由于可以精确地操纵小鼠基因

组，进而可以创建人类疾病的动物模型，因此在

过去的 50年里推动生物学研究取得了长足的进

步［43］。1987年Thomas等［44］首次报告，通过体

外同源重组成功突变了小鼠胚胎干细胞的内源性

次 黄 嘌 呤 磷 酸 核 糖 转 移 酶 （hypoxanthine

phosphoribosyl transferase，HPRT）基因。 1993

年 Gu 等［45］首次应用 Cre/LoxP 系统，获得了一

个删除 IgH 位点的 JH-Eμ片段小鼠品系 JHT。

2009 年 Geurts 等［46］ 将 编 码 ZFNs 的 DNA 或

mRNA单次注射到单细胞大鼠胚胎中，导致靶基

因位点发生 25%～100%的破坏，并且这些突变

可以有效地传递给后代。2010年Meyer等［47］通

过 ZFN 介导小鼠受精卵的同源重组。2012 年

Doudna 团队与 Charpentier 团队合作，创造性地

将CRISPR/Cas9系统用于基因组的定向编辑［48］。

2013年Zhang带领的团队首次利用CRISPR/Cas9

系统在人和小鼠细胞的内源性基因组位点上实现

注：NHEJ全称Non-homologous end joining，即非同源末端连接；HDR全称Homologous recombination，即同源重组；

MMCT全称Microcell mediated chromosome transfer，即微细胞介导的染色体转移技术；ICAHCI全称 Intracytoplasmic

AG-haESCs injection，即卵胞质内孤雄单倍体细胞注射术；gRNA全称guide RNA，即向导RNA。

图 1 类精子单倍体胚胎干细胞上的遗传修饰可以一步传递至子代小鼠中

Figure 1 Genetic modification of sperm-like haploid embryonic stem cells can be transmitted to offspring mice in one

step
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了精确编辑［49］。2015年Zhong等［31］将CRISPR/

Cas9技术与类精子单倍体胚胎干细胞相结合，通

过简单的步骤可以稳定高效地批量获得基因修饰

的半克隆小鼠，实现了个体水平的基因筛选。

4 构建基因修饰小鼠的胚胎操作技术

构建小鼠疾病模型主要包含两部分：基因组

的编辑和胚胎的操作、培养。基因组编辑的方法

主 要 有 同 源 重 组 、 病 毒 、 转 座 子 、 ZFN、

TALEN、CRISPR/Cas9等。在体外培养的哺乳动

物细胞中，外源DNA片段和染色体基因之间如

果序列存在相似性，便会发生同源重组，只是这

种重组的频率非常低［42］。病毒介导的基因组修

饰是随机的，常用的可整合到基因组上的病毒有

慢病毒、逆转录病毒等。随机插入存在破坏正常

基因功能的可能，需要在鉴定时加以注意。

PiggyBac转座酶通过剪切/粘贴机制介导基因的

转移［50］。转座过程不依赖DNA复制，具有较高

的插入效率。PiggyBac转座插入的位点同样不是

固定的，存在破坏正常基因功能的可能，需在鉴

定时加以注意。

ZFN与TALEN都是一类人工合成的限制性

内切酶，由DNA结合域与限制性内切酶的DNA

切割域融合而成，ZFN与TALEN发生的基因编

辑一般是位点特异的。Cas9是一种由向导RNA

（guide RNA，gRNA）引导，能够使DNA发生双

链断裂的核酸内切酶。Cas9对基因组的切割依赖

于与目的序列配对的gRNA序列以及序列附近的

PAM（NGG）位点。CRISPR/Cas特异性编辑所

依赖的 gRNA 的设计和合成难度也远远小于

TALEN 和 ZFN 技术的 DNA 识别模块的构建过

程。所以，CRISPR/Cas技术是目前实现基因组

精确编辑的最常用手段［48］。

除了上述能对基因组进行修饰的分子生物学

技术外，仍然需要借助胚胎操作技术将遗传修饰

体现在个体水平上，才能在真正意义上建立可用于

研究的基因修饰小鼠模型。目前，广泛利用原核注

射、卵胞质内注射、基于胚胎干细胞的囊胚注射、

四倍体补偿这4种方法来构建小鼠模型。

原核注射是第一个被证明可有效产生基因整

合小鼠的技术［40］。它将外源DNA通过显微注射

的方法注射到受精卵的原核内，注射的DNA可

以整合到小鼠受精卵的基因组中，并稳定遗传给

后代。由于DNA都是随机整合到基因组上，无

法预测整合的转基因拷贝数，这就导致每一只原

代小鼠有自身独特的整合位点、整合方式、拷贝

数，需一一进行分析。原核注射也可以结合

PiggyBac 系统，从而限定插入局限在基因组的

TTAA位点。如果一个原代小鼠的多条染色体发生

转基因的整合，其后代小鼠也可能会产生不同的品

系。通常情况下，整合发生在二细胞时期之前，但

是仍有20%～30%的原代小鼠出现基因整合延迟，

发生在二细胞之后，就产生了嵌合体［51］。而且多

数原代小鼠传递的转基因频率较低，仅为 5%～

10%［51］。如果想实现一只小鼠上有多种基因的转

基因整合，就需要将不同的转基因小鼠相互交配。

随着CRISPR/Cas9技术的成熟，直接在卵胞

质内注射体外转录的Cas9 mRNA和gRNA，或是

体外组装好的Cas9蛋白与gRNA复合物也可以简

单地实现基因编辑［52］，并且卵胞质内注射会比

原核注射的效率更高［53］。Cas9及 gRNA进入受

精卵后，在特异性的位点产生DNA的双链断裂，

随后会发生非同源末端连接修复或同源重组修

复，前者会产生随机的碱基插入或缺失，后者会

依照同源的模板将双链断裂修复。如果在卵胞质

内注射的同时给予带有同源臂的模板 DNA

（Donor），细胞就可以利用该模板进行修复，从

而实现人为改变指定区域基因序列的效果。卵胞

质内注射同样存在一定的延迟，子代小鼠大多存

在一定程度的嵌合，将目的基因位点实现了特定

编辑的原代小鼠与野生型小鼠交配，可以获得稳

定的基因编辑小鼠。由于CRISPR/Cas系统的效

率取决于 gRNA，因此差异较大，但总体而言仍

远高于原核注射。卵胞质内注射对RNA纯度和

浓度的要求较高，否则非常影响胚胎的发育效率

以及基因编辑效率（图2）。

嵌合体通常指个体的细胞基因组存在不同的

现象。1961年，Tarkowski［54］将遗传上不同的八

细胞时期的胚胎的透明带移去，体外培养时让它

们彼此接触，再将聚集的胚胎移植到代孕母鼠

后，产生了存活的嵌合体后代。 1968 年 ，

Gardner［55］将胚胎干细胞注射到囊胚腔中也获得

374



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct. 2021, 41(5)

了小鼠嵌合体。嵌合同样有一定概率发生在生殖

系中，将这种嵌合体小鼠与野生型小鼠交配，可

获得不同基因型的小鼠。这种囊胚注射发生生殖

系传递的效率是不稳定的，而一种改进的被称为

四倍体补偿的技术的出现弥补了这一缺陷。四倍

体补偿将二细胞时期的胚胎通过电或病毒方式融

合，产生四倍体的胚胎，这些四倍体的细胞后续

只能发育为胚外组织，而无法发育产生健康胚

胎，但如果此时向四倍体囊胚中注射二倍体的胚

胎干细胞，会产生完全来源于注射的供体干细胞

的健康胚胎。胚胎干细胞有着成熟的培养、编辑

系统，注射经过基因编辑的胚胎干细胞到四倍体

囊胚中，就可以获得基因组完全来自于注射细胞

的小鼠（图2）。

利用类精子单倍体胚胎干细胞构建小鼠模

型，完全排除了上述方式产生的原代小鼠基因型

不确定、存在嵌合、需要回交、多次鉴定等问

题。类精子单倍体胚胎干细胞可以使卵母细胞受

精形成胚胎，同时可在体外进行培养，也可结合

CRISPR/Cas9系统对类精子单倍体胚胎干细胞进

行基因的编辑，这个过程同对二倍体胚胎干细胞

进行基因编辑一样。类精子单倍体胚胎干细胞具

有单倍体的特性，每一次的编辑只会产生“是”

或“否”的结果，对编辑后的细胞进行单克隆建

系，通过测序就可以判断基因编辑是否如预期发

生。如果需要获得多基因同时编辑的细胞，只需

要在前一轮得到的细胞系的基础上再进行一轮编

辑即可。由于所有的鉴定都是在细胞层面上完

成，鉴定的时间成本较低，建成携带指定基因型

的类精子单倍体胚胎干细胞系，注射后产生的原

代小鼠的基因型均为编辑且杂合的，不存在嵌合

情况，可以直接在原代小鼠中开展研究，并能够

稳定地传递给下一代（图2）。

基于类精子单倍体胚胎干细胞的半克隆技术

注：A为向受精卵中注射基因编辑复合物（Cas9+gRNA+Donor）获得嵌合体小鼠的途径；B为通过四倍体补偿技术在四

倍体囊胚中注射二倍体胚胎干细胞获得非嵌合体小鼠的途径；C为通过类精子单倍体胚胎干细胞注射高效获得非嵌合体

小鼠的途径。CRISPR/Cas9全称 clustered regularly interspaced short palindromic repeats/it-associated nuclease 9，即成簇的

规律间隔的短回文重复序列及其相关蛋白核酸酶 9基因编辑技术；ICAHCI全称 Intracytoplasmic AG-haESCs injection，

即卵胞浆内孤雄单倍体细胞注射术。

图 2 构建基因修饰小鼠模型的胚胎操作方法

Figure 2 Experimental methods for constructing mouse models
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相比于原核或卵胞质内注射、四倍体补偿技术来

构建复杂的小鼠模型更具优势（表1）。但是由于

只携带Y染色体的孤雄胚胎无法发育至囊胚，所

以全部的类精子单倍体胚胎干细胞的性染色体都

是X染色体，注射到卵母细胞后产生的后代全部

是雌性。同时如果编辑的基因本身会影响干细胞

的生存、自我更新过程，细胞系就难以建立，也

无法得到后代小鼠（表1）。

5 类精子单倍体胚胎干细胞构建小鼠模型

的应用

类精子单倍体胚胎干细胞介导的半克隆技术

中半克隆是指将类精子单倍体胚胎干细胞注射至

卵母细胞产生的后代有别于克隆产生的后代，只

有一半的遗传物质来源于体外培养的细胞。基于

该技术，科研人员已经在多种复杂疾病小鼠模型

的构建方面取得了突破性进展（图3）。

人 强 直 性 肌 营 养 不 良 1 型 （myotonic

dystrophy type 1，DM1）是一种复杂的遗传性疾

病 ， 主 要 由 强 直 性 肌 营 养 不 良 蛋 白 激 酶

（dystrophia myotonica protein kinase，DMPK）基

因 3′非编码区的CTG重复扩增引起［56-57］；通常

随着重复数量的增加而加重表型，最严重时可以

发展为呼吸衰竭和智力迟钝（如先天性 DM1，

即CDM）［58］。许多研究都表明，CTG的重复扩

增不仅影响DMPK本身的表达水平，也会影响

DMPK邻近区域的染色体结构，从而降低邻近基

因的表达水平［59-60］。携带DM1相关基因Dmpk、

Six5和Mbnl1的其中任何一个基因杂合突变的小

鼠只能部分重现DM1患者的症状［61-63］，而任何

一个纯合突变的小鼠病情会加重。但在DM1患

者中，几乎不存在Dmpk、Six5和Mbnl1这几个

相关基因的纯合突变。

另外一种DM1的小鼠模型构建策略是侧重

于重现CTG的重复。如携带人骨架肌动蛋白基

因HAS的转基因小鼠，其肌肉HAS非编码区插

入了大约 250个CUG重复扩增［64］。这种转基因

小鼠在肌肉多个方面出现了和DM1患者一样的

表型，但并没有出现DM1患者常见的其他症状，

如肌肉萎缩和白内障［64］。DM1患者出现肌肉萎

缩、白内障、胰岛素抵抗、心脏传导缺陷等多方

面的症状，很可能是上述多个基因的表达不足导

致［65-66］。但限于传统方法的局限性，难以获得如

此多基因同时敲除的小鼠，多基因表达不足的猜

想一直未得到实验验证。2019年，Yin等［58］通

过将Dmpk、Six5和Mbnl1这 3个基因敲除的类

精子单倍体胚胎干细胞注射到卵母细胞后，产生

的杂合小鼠出现了DM1的部分表型；进一步将

表 1 常用于构建基因修饰小鼠模型的动物实验手段优劣势比较

Table 1 Comparison of advantages and disadvantages of different animal experiments for constructing mouse models

实验方法

原核或卵胞质内注射

四倍体补偿技术

基于类精子单倍体胚胎干细胞

的半克隆技术

优势

结合PiggyBac或CRISPR/Cas9系统

相比于直接注射DNA片段，整合效

率、目的基因表达效率较高，插入的

基因片段更大，不需要额外构建细

胞系

可产生非嵌合小鼠；可快速获得目的

基因型的小鼠

可构建多基因同时敲除或敲入的小

鼠；可一步获得非嵌合的原代杂合

小鼠并直接用于研究

劣势

PiggyBac系统：可能会破坏其他基因功能；无法控

制插入拷贝数；插入位点局限在TTAA位点；存

在嵌合，后续需要多轮回交

CRISPR/Cas9系统：胚胎发育效率很受RNA质量

影响，需要体外转录获得RNA；原代小鼠存在

嵌合，需进行回交；多基因同时敲除或敲入需要

连续注射或者共同注射，效率较低

基因编辑二倍体胚胎干细胞较单倍体细胞复杂；

出生效率较低，需要进一步扩繁；小鼠性别比例

失衡，倾向于雄性；无法用于编辑影响干细胞自

我更新或生存的基因

类精子单倍体胚胎干细胞性染色体只会是X染色

体，注入卵细胞后也只能产生雌性小鼠；无法用

于编辑影响干细胞自我更新或生存的基因
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Dmpk、Six5、Mbnl1和Dmwd共 4个基因敲除的

类精子单倍体胚胎干细胞注射到卵母细胞后，产

生的杂合小鼠重现了DM1患者的绝大多数病理

状态。四基因敲除的杂合小鼠模型直接证明了多

基因剂量不足效应确实能够导致DM1。

苗勒管异常（Müllerian anomalies，MA）包

括子宫、宫颈、输卵管或阴道的各种解剖学畸

形［67-69］。MA女性的生殖能力低下，同时要承受

巨大的心理痛苦［70］。关于MA的病因，遗传危险

因素通常被认为具有很强的影响力。但是由于

MA患者个体之间存在广泛的基因异质性，很难

确定潜在的致病基因［70］。先前的一些研究提示，

基因组拷贝数变异 （copy number variations，

CNV）参与了MA致病［70］。2019年，Wang等［70］

分析了 25例MA患者的全基因组杂交芯片数据，

发现其中有 3 例患者和苗勒管发育有关的基因

Gen1（1/25）、Tbx6（1/25）和 Lhx1（1/25）存

在基因拷贝数差异。为了进一步了解这些基因的

拷贝数差异是否会造成苗勒管发育异常，研究人

员对新的 100例MA患者的 qPCR数据检验后发

现，其中有 6 例患者的 Tbx6（4/100）和 Lhx1

（2/100）存在基因拷贝数差异。但是Gen1基因

杂合敲除小鼠并没有展现出任何苗勒管畸形表

型，提示单基因缺陷并不足以导致苗勒管畸形，

而很可能是多基因缺陷造成的。研究人员后续对

这 9例MA患者进行全基因组测序分析，将目光

锁定到了Gen1/Wnt9b以及 Tbx6/Gata3这两种基

因组合。通过分析由类精子单倍体胚胎干细胞一

步获得的Gen1/Wnt9b双杂合敲除小鼠的子宫发

现，其确实比Gen1或Wnt9b单杂敲除小鼠的子

宫发育畸形程度更严重，从而证明 Gen1 和

Wnt9b双基因缺陷导致了苗勒管畸形的产生［70］。

有趣的是，研究人员还确定了4例携带Gen1有害

突变，但没有 Wnt9b 有害突变的个体，这支持

Gen1突变对MA致病的遗传贡献。由于Gen1中

的单个突变不足以引起人或小鼠的MA，其他基

因的有害突变可能与Gen1突变协同作用而引起

MA，与MA的高度遗传异质性相符。总之，这

些结果均表明Gen1/Wnt9b是MA致病基因中一

个重要的组合，并提示Gen1是MA的主要致病

因素［70］。

稳定表达Cas9的类精子单倍体胚胎干细胞

注：PGC全称primordial germ cells，即原始生殖细胞。

图 3 类精子单倍体胚胎干细胞在构建疾病模型上的应用

Figure 3 Application of sperm-like haploid embryonic stem cells in the construction of disease model
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和gRNA文库结合会产生一种非常高效便捷的小

规模基因筛选系统。每个类精子单倍体胚胎干细

胞中转染一种gRNA后，其基因组被稳定表达的

Cas9切割，实现对应的一个基因的编辑，注射到

卵母细胞后又会进一步切割母源基因组，产生纯

合敲除的小鼠。2019年Bai等［71］通过向卵母细

胞注射稳定表达Cas9和以 72个预选基因为靶标

的gRNA文库的类精子单倍体胚胎干细胞系，建

立了一个文库基因突变的半克隆小鼠库，并通过

对出生小鼠的骨骼分析筛选出了4个与骨骼发育

相关的基因，其中Zic1和Clec11a已被报告是骨

骼发育所必需的基因，而Rln1和 Irx5基因从未有

研究表明对骨骼有影响。Rln1纯合敲除小鼠仅在

出生时骨骼较小，而 Irx5纯合敲除小鼠由于骨量

减少和骨髓脂肪生成增加，在出生后和成年阶段

均显示骨骼异常［4，71］。利用类似的策略，2018

年Li等［72］结合CRISPR/Cas9介导的单碱基编辑

器发现了小鼠原始生殖细胞（primordial germ

cells，PGC）发育的重要基因 Dnd1 上有 4 个与

PGC发育相关的氨基酸。这种对蛋白质关键氨基

酸进行体内遗传筛选的系统，为蛋白质结构和功

能的研究开辟了一个新的体系［4］。该体系的一个

潜在应用是在小鼠中筛选与疾病发展相关基因的

功能位点，并与已有的 SNVs数据库进行比对，

以预测疾病相关基因的致病位点［73］。

上述研究为人和小鼠中多基因致病理论提供

了实验证据，证明利用类精子单倍体胚胎干细胞

介导的半克隆技术作为一种快速有效的实验检测

手段，可用于鉴定复杂疾病的小鼠模型中遗传变

异的致病性组合。

6 类精子单倍体胚胎干细胞技术构建小鼠

模型的展望
人类遗传学在研究方法和概念上的进步加快

了对人类致病基因的鉴定过程。当某种疾病涉及

一个以上基因时，准确判断各致病基因突变的贡

献率及其组合形式至关重要。越来越多疾病的遗

传和突变数据也逐渐阐明了多个基因（包括等位

基因）联合作用如何产生表型效应［74］。生物学、

医学、进化学对于疾病的定义各不相同，但是毋

庸置疑的是，环境、文化、人口等外在因素和遗

传内在因素交错在一起导致了疾病的复杂性以及

人类群体在各种简单或者复杂疾病发生率上的差

异。复杂性状疾病（complex disease）的发病由

多个基因位点共同参与，且与环境因素相互作用

决定疾病表型，往往是遗传疾病，如心血管疾

病、肿瘤性疾病、自身免疫病等［75］。而且在遗

传疾病中，如果涉及染色体结构或数量异常，也

会增加该遗传疾病的复杂性。基于类精子单倍体

胚胎干细胞介导的半克隆技术可以获得多基因突

变的小鼠，可以较优地模拟涉及多基因、染色体

异常（非整倍体）这类复杂的疾病，从而发挥其

对高风险人群的预测、筛查及干预作用，为复杂

性状疾病提供更准确的诊断、预后工具。

以神经退行性疾病肌萎缩侧索硬化征为例，

肌萎缩侧索硬化征（amyotrophic lateral sclerosis，

ALS）即Lou Gehrig′s disease病，是一种成人发

病且致命的罕见神经退行性疾病［76］。ALS以进

行性肌肉无力、肌肉萎缩和最终瘫痪为特征，诊

断后患者生存期从 2年到 5年不等，仅有 10%的

ALS患者可以存活 10年以上［77］。ALS实际上和

许多成人发病的神经退行性疾病共享许多临床和

病理学特征，如额颞叶痴呆（frontotemporal

dementia，FTD）。在许多患者中，也会观察到

ALS和 FTD的共同存在；其中约 15%的 FTD患

者会发展为ALS，5%～22%的ALS患者发展为

FTD［78］。目前公认的ALS发病机制主要有以下

方面：RNA稳定性改变、代谢失调、运动神经

元细胞骨架破坏［79］、内质网压力和蛋白质稳态

失调、线粒体结构或功能受损、谷氨酸介导的兴

奋性毒性、胶质细胞丧失功能、免疫功能失调及

代谢障碍。自 1993年报告第一个ALS相关基因

SOD1后［80］，迄今为止已发现超过 50个基因在

其突变的情况下可能引起ALS［81］，只是这些基

因对ALS的贡献程度有大有小，而且这些基因存

在相同或截然不同的功能，这给早期临床诊断带

来了巨大的挑战。

C9ORF72、SOD1、TDP-43、TBK1、OPTN

等基因只能解释不到 50%的ALS/FTD患者发病

原因［81］。而且很多时候某个基因的突变不会影

响ALS/FTD进展，或者即使影响ALS/FTD的发

生，但不显著改变生存时间；甚至某些基因突变

反而可以减缓ALS的症状。Gerbino等［82］研究表
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明，小鼠表达人的丧失功能、无义突变的TBK1

时，并不会出现和神经退行有关的症状；但是如

果在SOD1G93A这样经典的ALS小鼠中特异性敲除

TBK1后，会削弱自噬，增加 SOD1聚集，加速

疾病进展，但不改变生存时间。更令人困惑的

是，TBK1上的点突变同样可以加速疾病的发生，

但可以延长生存时间。

遗传异质性、多基因共同效应、每个基因存

在不同的突变点、基因功能的交叉性、神经元与

周围的胶质细胞共同作用等多方面因素，使得

ALS/FTD的深入研究及临床诊治进展缓慢，既缺

乏ALS发病早期确诊的遗传学证据，也缺乏有效

的治疗药物。目前被FDA批准上市的只有2种药

物（利鲁唑和依达拉奉），既不能治愈 ALS/

FTD，也不适用于所有的 ALS/FTD 患者，且药

物对于中位生存时间的增加效果相当有限，其中

一个重大的障碍是缺乏研究ALS的小鼠模型。

1994年Gurney等［83］通过转基因使得小鼠中

高表达含有G93A点突变的人 SOD1蛋白的突变

体，这些小鼠脊髓中运动神经元丧失导致一条或

多条肢体瘫痪，并在 5～6 个月龄时死亡。

SOD1G93A小鼠模型确实重现了ALS的一些指征，

如突变的SOD1蛋白异常聚集［84］，星形胶质细胞

中EAAT2谷氨酸转运体的丧失导致运动神经元产生

兴奋性毒性死亡［85］。米诺环素（minocycline）、头孢

曲松（ceftriaxone）、塞来昔布（celecoxib）、来

那 度 胺 （lenalidomide） 和 其 他 抗 炎 药 物 在

SOD1G93A小鼠中被证明有疗效，但在临床试验中

全部失败［86］。其中一个关键点在于，ALS患者

存在实质性的皮质运动神经元退行性变，但是在

大多数SOD1G93A小鼠模型中并没有明确地看到实

质性的皮质运动神经元退行性变［87］。而且高达

50% 的 ALS 患者会共同发展为 FTD，而在

SOD1G93A小鼠模型中未发现［87］。

除了 SOD1G93A小鼠模型外，TDP-43 小鼠模

型也常被用来研究 ALS。但无论是 SOD1 还是

TDP-43，单一基因缺陷的小鼠模型都无法完全

模拟ALS患者的典型病症。如果采用类精子单倍

体胚胎干细胞技术，先在细胞水平上获得多个致

病基因同时修饰的突变系，除了可以进行神经元

的定向分化以检测其对神经元细胞功能的影响

外，还可以通过半克隆技术注射后获得杂合突变

的小鼠，有望更好地在小鼠上模拟出ALS症状。

除了多基因有关的复杂疾病外，基于类精子

单倍体胚胎干细胞获得的半克隆小鼠也非常适合

应用于染色体数目变化相关疾病的研究。人类胚

胎早期致死、流产或出生后发育缺陷的一个重要

原因是染色体数目的异常，其中三体是染色体数目

变异的一种最普遍的形式［88］。临床上公认的35%

的自然流产和4%的死产是由于染色体三体或单体

造成，约有0.3%的新生儿为非整倍染色体组［89］。

获得非整倍性染色体组小鼠模型，研究其发

育过程是相当复杂的。1983年Gropp等［90］通过

育种获得了多种常染色体三体的小鼠胚胎，其中

许多三体的胚胎都无法存活到器官发生阶段；将

存活时间较长、三体胚胎来源的造血干细胞移植

到辐射损伤的小鼠体内后发现，不同三体胚胎来

源的造血干细胞对造血系统受损小鼠的生存支持

能力差异巨大，其中 19号染色体三体胚胎来源

的造血干细胞对受损小鼠的支持最好，可以支撑

小鼠存活 12个月。2004年Baker等［91］发现纺锤

体组装检查点蛋白BubR1水平较低的小鼠表现为

渐进性非整倍体化，并伴随着寿命短、急腹症、

矮小、跛行、白内障、皮下脂肪丢失和伤口愈合

受损等多种特征。2008年Lavon等［92］从非整倍

体胚胎中获得整倍体人类胚胎干细胞，阐明了整

倍体和非整倍体嵌合体胚胎发育过程中，由于整

倍体具有竞争优势，因此随着发育进行，非整倍

体细胞逐渐消失。2016年Bolton等［93］通过活胚

胎成像和嵌合胚胎的单细胞追踪技术，发现从囊

胚开始，非整倍体细胞逐渐减少；而且通过非整

倍体和整倍体嵌合实验证明，一定比例的整倍体

细胞即可支持胚胎发育。染色体三体小鼠模型

中，较常见的一种是Ts16小鼠。小鼠第 16号染

色体的远端部分和人类第 21号染色体的长臂之

间存在同源性，所以Ts16小鼠常被应用于研究人

类三体综合征。Ts16小鼠胎儿具有许多相似的表

型特征，包括心脏缺陷和鼻肉瘤，只是Ts16小鼠

胎儿会在子宫内死亡，使得Ts16小鼠的研究仅限

于早期发育阶段［94］。后续Davisson等［94］构建了

Ts65Dn 小鼠模型，Ts65Dn 小鼠能存活至 36 个

月，与人类第 21号染色体长臂具有广泛的同源
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性。但Ts65Dn小鼠模型只包含了人类第 21号染

色体长臂的绝大部分，而长臂的少部分以及短臂

都被排除在外。如果通过类精子单倍体胚胎干细

胞技术，在细胞水平上先构建染色体数目差异的

细胞系，再将其注射进卵母细胞中获得胚胎，可

排除常规技术嵌合率低的问题，能更方便地得到

非正常倍性的小鼠模型资源，有助于阐明发生非

整倍性现象背后的原因。

综上，基因修饰小鼠模型的使用让阐明疾病

发生机制和进行新药临床前试验更为直观、简

便。目前使用传统技术手段如原核注射、卵胞质

内注射、基于胚胎干细胞的囊胚注射或四倍体补

偿获得的小鼠模型只是部分模拟了人类疾病的一

些基因突变，尚不能完全概括人类疾病的生理和

病理机制。要想解决这些问题，需要建立一个可

以最大程度上模拟患者复杂体系及相关复杂机制

的人源化或类人化小鼠模型［95］，这需要科学界

的共同合作。例如，可以结合临床上患者的病

理、家系、相关基因突变等信息，利用类精子单

倍体胚胎干细胞获得和患者携带基因突变一致或

相关基因人源化的小鼠模型。这些小鼠的疾病症

状和严重程度可以更好地反映某些基因对疾病的

贡献，以实现生物医学研究的最终目标：更深入

地了解人类疾病的致病机制，进而开发出新的诊

断方法和改进疗法。类精子单倍体胚胎干细胞技

术的出现为构建精确可控、多基因、复杂编辑的

小鼠模型提供了一种全新的有力工具。
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[摘要] 中国合格评定国家认可委员会（China National Accreditation Service for Conformity Assessment，

CNAS）实验动物机构认可制是既与国际接轨又符合中国国情的第三方评价制度，与实验动物许可证

制度互为补充，是我国实验动物机构管理的一项重要制度。本文介绍了CNAS实验动物机构认可的起

源、发展历程、认可现状，以及面临的问题与挑战，并提出了完善实验动物机构认可制度的对策和

建议。
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[Abstract] The accreditation for laboratory animal institutions of China National Accreditation Service for

Conformity Assessment (CNAS) is a third-party evaluation program that is in line with international practices

and China's national conditions, it is complementary to the national laboratory animal license system, and is

an important system for the management of laboratory animal institutions. This paper introduces the origin,

development, status quo, problems, and challenges of CNAS laboratory animal accreditation, and proposes

countermeasures and suggestions for improving the accreditation system of laboratory animal institutions.
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实验动物资源是生命科学研究和生物技术发

展不可或缺的基础材料和支撑条件，是国家科技

创新的重要生物资源。实验动物机构是生命科学

研究的基础平台，在其运行和发挥作用的过程中

涉及从业人员健康、设施与环境安全、实验动物

质量与福利，以及动物实验质量等重大科学问题
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和社会伦理问题。

我国对实验动物机构管理实行的是许可证制

度。许可证制度是实验动物管理的市场准入制

度，是保障实验动物和动物实验质量的重要措

施。除许可证制度外，中国合格评定国家认可委

员 会 （China National Accreditation Service for

Conformity Assessment，CNAS）创建了实验动

物机构认可制度（以下简称认可制度）。许可证

管理是法规强制性要求，认可是自愿性第三方评

价。CNAS实验动物机构认可制度既符合国内实

际现状，又借鉴了国际上实验动物机构认可和管

理的先进经验，如美国实验动物评估与认可协会

（AAALAC）和加拿大实验动物管理委员会

（CCAC）的认可管理经验。认可制度与许可证

制度相互促进、相互补充，共同致力于我国实验

动物机构管理体系的完善，推动我国实验动物科

学和生命科学事业的发展。

1 CNAS实验动物机构认可的起源

科学人道地对待和使用动物已经成为全人类

的共识。只有建立在动物福利和伦理基础上的动

物实验，其研究和检测结果才有可能获得世界范

围内的广泛认可。西方一些发达经济体，如美

国、加拿大、欧盟等已经将实验动物的福利以立

法形式进行保障。

我国对实验动物管理的基本法规是《实验动

物管理条例》（以下简称条例）。条例于 1988年

颁布实施，后经过3次修订，现行有效的是2017

年修订版。在笔者撰写本文之际，新一版条例修

订草案已开始公开征求意见。条例提出我国实行

实验动物许可证制度和质量合格证制度，条例内

容主要涉及动物质量。2006年国家科学技术部发

布了《善待实验动物的指导性意见》，对实验动

物福利提出了更为明确、具体的要求。但在实施

过程中，实验动物领域一直缺乏一部系统的国家

标准和相应的认可评价体系。

随着各国政府主管部门及相关国际组织对实

验动物机构认可结果的采信和利用，特别是在我

国政府部门减政放权和推行放管服改革的大背景

下，建立以动物福利为基础的我国实验动物机构

认可制度已经势在必行。因此，为建立一套既与

国际接轨又符合中国国情的实验动物机构认可制

度，CNAS于2011年底提出了建设中国实验动物

机构认可制度的构想，并着手实施。

2 实验动物机构认可的发展历程

2011年，在国家科学技术部、原国家质量监

督检验检疫总局（简称质检总局）和国家认证认

可监督管理委员会（简称认监委）的支持下，

CNAS联合北京市实验动物管理办公室、中国人

民解放军军事医学科学院实验动物中心、中国医

学科学院医学实验动物研究所、上海实验动物研

究中心、北京实验动物研究中心、中国食品药品

检定研究院、中国科学院昆明动物研究所等专业

机构，提出了构建符合中国国情并能与国际通行

做法相接轨的中国实验动物机构认可制度的提

议，相关研究被列入国家“十二五”科技支撑计

划《实验动物质量保证条件和认可评价关键技术

研究与示范》（项目编号：2011BAI15B03）。同

年，由CNAS牵头，联合上述权威机构，共同制

定完成《实验动物机构 质量和能力的通用要求》

（GB/T 27416—2014）（等同转换为实验动物机构

认可准则），该标准于2014年10月1日正式发布

实施［1］。该标准的发布实施为CNAS开展实验动

物机构认可奠定了坚实基础。随着认可体系文件

的发布、实验动物专业委员会的组建和一系列现

场评审活动的开展（表1），我国实验动物管理进

入了新阶段。

CNAS实验动物机构认可制度的建立丰富了

我国的认可体系。在国际实验室认可合作组织

（ILAC）范围内，CNAS是首家开展实验动物机

构认可的认可机构。随着CNAS实验动物机构认

可体系逐步完善，国内一些有影响力的实验动物

机构开始申请认可，实验动物机构认可的影响力

在实验动物行业和生命科学领域日益增强。

3 实验动物机构认可的现状

3.1 认可文件

CNAS实验室及相关机构认可的规范类文件

分为四个层级，分别为认可规则、认可准则、认

可指南和认可方案等。《实验动物饲养和使用机

构认可规则》主要规定CNAS实验动物机构认可
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和社会伦理问题。

我国对实验动物机构管理实行的是许可证制

度。许可证制度是实验动物管理的市场准入制

度，是保障实验动物和动物实验质量的重要措

施。除许可证制度外，中国合格评定国家认可委

员 会 （China National Accreditation Service for

Conformity Assessment，CNAS）创建了实验动

物机构认可制度（以下简称认可制度）。许可证

管理是法规强制性要求，认可是自愿性第三方评

价。CNAS实验动物机构认可制度既符合国内实

际现状，又借鉴了国际上实验动物机构认可和管

理的先进经验，如美国实验动物评估与认可协会

（AAALAC）和加拿大实验动物管理委员会

（CCAC）的认可管理经验。认可制度与许可证

制度相互促进、相互补充，共同致力于我国实验

动物机构管理体系的完善，推动我国实验动物科

学和生命科学事业的发展。

1 CNAS实验动物机构认可的起源

科学人道地对待和使用动物已经成为全人类

的共识。只有建立在动物福利和伦理基础上的动

物实验，其研究和检测结果才有可能获得世界范

围内的广泛认可。西方一些发达经济体，如美

国、加拿大、欧盟等已经将实验动物的福利以立

法形式进行保障。

我国对实验动物管理的基本法规是《实验动

物管理条例》（以下简称条例）。条例于 1988年

颁布实施，后经过3次修订，现行有效的是2017

年修订版。在笔者撰写本文之际，新一版条例修

订草案已开始公开征求意见。条例提出我国实行

实验动物许可证制度和质量合格证制度，条例内

容主要涉及动物质量。2006年国家科学技术部发

布了《善待实验动物的指导性意见》，对实验动

物福利提出了更为明确、具体的要求。但在实施

过程中，实验动物领域一直缺乏一部系统的国家

标准和相应的认可评价体系。

随着各国政府主管部门及相关国际组织对实

验动物机构认可结果的采信和利用，特别是在我

国政府部门减政放权和推行放管服改革的大背景

下，建立以动物福利为基础的我国实验动物机构

认可制度已经势在必行。因此，为建立一套既与

国际接轨又符合中国国情的实验动物机构认可制

度，CNAS于2011年底提出了建设中国实验动物

机构认可制度的构想，并着手实施。

2 实验动物机构认可的发展历程

2011年，在国家科学技术部、原国家质量监

督检验检疫总局（简称质检总局）和国家认证认

可监督管理委员会（简称认监委）的支持下，

CNAS联合北京市实验动物管理办公室、中国人

民解放军军事医学科学院实验动物中心、中国医

学科学院医学实验动物研究所、上海实验动物研

究中心、北京实验动物研究中心、中国食品药品

检定研究院、中国科学院昆明动物研究所等专业

机构，提出了构建符合中国国情并能与国际通行

做法相接轨的中国实验动物机构认可制度的提

议，相关研究被列入国家“十二五”科技支撑计

划《实验动物质量保证条件和认可评价关键技术

研究与示范》（项目编号：2011BAI15B03）。同

年，由CNAS牵头，联合上述权威机构，共同制

定完成《实验动物机构 质量和能力的通用要求》

（GB/T 27416—2014）（等同转换为实验动物机构

认可准则），该标准于2014年10月1日正式发布

实施［1］。该标准的发布实施为CNAS开展实验动

物机构认可奠定了坚实基础。随着认可体系文件

的发布、实验动物专业委员会的组建和一系列现

场评审活动的开展（表1），我国实验动物管理进

入了新阶段。

CNAS实验动物机构认可制度的建立丰富了

我国的认可体系。在国际实验室认可合作组织

（ILAC）范围内，CNAS是首家开展实验动物机

构认可的认可机构。随着CNAS实验动物机构认

可体系逐步完善，国内一些有影响力的实验动物

机构开始申请认可，实验动物机构认可的影响力

在实验动物行业和生命科学领域日益增强。

3 实验动物机构认可的现状

3.1 认可文件

CNAS实验室及相关机构认可的规范类文件

分为四个层级，分别为认可规则、认可准则、认

可指南和认可方案等。《实验动物饲养和使用机

构认可规则》主要规定CNAS实验动物机构认可
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体系运作的程序和要求，包括认可条件、认可流

程、申请受理要求、评审要求、对多场所实验动

物机构认可的特殊要求、变更要求、暂停、恢

复、撤销、注销认可，以及 CNAS 和实验动物机

构的权利和义务。《实验动物饲养和使用机构质

量和能力认可准则》则主要规定了实验动物机构

的设施、管理和运行在质量、安全、动物福利、

职业健康等方面应达到的基本要求。

为方便实验动物机构的认可申请、自我核查

和指导评审员的现场评审工作，CNAS还制定了

实验动物机构认可工作文件，包括《实验动物机

构认可申请书》《实验动物机构认可评审报告》

《 实验动物机构自查报告》《 实验动物机构认可

评审工作指导书》等文件。

为提高认可准则的适用性和现场评审的有效

性，针对目前大量的实验动物机构饲养和使用基

因修饰动物，CNAS 实验动物专业委员会成立工

作组，起草了“实验动物饲养和使用机构质量和

能力认可准则在基因修饰动物饲养和使用机构认

可中的应用说明”；为考察实验动物机构是否遵

循本单位管理文件和操作规程，借鉴实验室认可

评审现场能力考核的做法，实验动物专业委员会

成立了工作组，起草了“实验动物机构认可评审

现场考核方案”。

3.2 认可流程

CNAS实验动物认可的评审周期为 5年。初

次评审后第 1年，机构进行自查；第 2年，进行

现场监督评审；第3年和第4年，实施机构自查；

第5年，实施现场复查。

实验动物机构申请认可的流程包括：意向申

请、正式申请、评审准备、现场评审、认可批

准、监督评审和复评阶段（图1）。

意向申请阶段，申请机构联系人可通过来

访、电话或邮件的方式向CNAS秘书处咨询认可

要求和流程，获取最新版认可文件。正式申请阶

段，CNAS 秘书处审查申请机构提交的申请资

料，做出是否受理的决定并通知申请机构。在评

审准备阶段，CNAS秘书处根据公正性原则组建

评审组，评审组由具备资格的评审员和相应的技

术专家组成，并征得申请机构同意。

现场评审包括文件审核和现场审核。文件审

核是指由评审组对申请机构提供的申请资料和管

表1 CNAS实验动物机构认可发展里程碑事件

Table 1 Milestones for CNAS accreditation of laboratory animal institutions

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

时间

2015—2016年

2016年1月27—29日

2017年5月16日

2018年1月24—26日

2018年5月28—30日

2018年9月20日

2018年9月—2021年7月

2020年5月

2021年3月23日

事件

CNAS对前期参与课题研究和标准制定的10家实验动物机构开展试点认可，探索实验动

物机构认可试行版体系文件和评审流程的适宜性

CNAS在京举办了实验动物机构认可科研示范总结会议及首批认可评审员培训班

CNAS发布认可委（秘）〔2017〕48号文件“关于发布实施CNAS-CL60:2017《实验动物饲养

和使用机构质量和能力认可准则》、CNAS-RL08:2017《实验动物饲养和使用机构认可

规则》的通知”，标志着CNAS实验动物机构认可制度的正式实施

CNAS在昆明首次开展了实验动物机构认可现场评审活动。中国科学院昆明动物研究所

作为全国首家申请实验动物机构认可的单位，通过了现场评审

CNAS对第2家申请机构——中国人民解放军军事科学院军事医学研究院实验动物中心

开展初次现场评审

CNAS实验动物专业委员会成立大会暨第一届委员第一次会议在京召开，标志着CNAS

实验动物机构专业委员会正式成立

CNAS对新申请的10家实验动物机构实施现场评审

中国合格评定国家认可中心对内设机构进行调整，新组建的特殊标准实验室认可部（特

标部）负责CNAS实验动物机构认可

CNAS实验动物专业委员会在北京举办认可技术研讨会，讨论制修订实验动物机构认可

文件
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理体系文件与认可准则的符合性进行审核。现场

审核由评审组对设施设备、饲养管理、动物医

护、职业健康安全、机构动物管理和使用委员会

（IACUC）职责等方面的软硬件系统，以及管理

体系的运行情况进行核查。现场评审完成后，通

常有 2～3个月的整改期。机构整改完成并提交

整改材料后，CNAS秘书处将最终评审材料（包

括评审报告、整改材料和验收意见）提交给评定

委员会，评定委员会对申请机构与认可要求的符

合性进行评价并做出评定结论。为证实获准认可

的机构持续符合要求，通过评定获得认可的机构

需接受监督评审和复评审。

CNAS 秘书处新调整设置的 17 个内设部门

中，涉及实验动物机构认可业务的部门，除主责

部门即特殊标准实验室认可部（特标部）外，还

涉及评定部和监督部（图2）。

评定部负责材料接收和评定，包括前期申请

材料的接收、初审和任务分发，以及最终的评定

和批准。特标部作为实验动物机构认可评审的主

责部门，负责评审阶段和资格维持阶段的工作。

评审阶段包括受理审查、初访、受理决定、评审

准备、现场评审和纠正措施；维持资格阶段包括

扩项、复评和监督。同时，在维持资格阶段，监

督部可根据投诉情况和督查计划对认可的机构进

行不定期监督评审。

3.3 认可业务系统

为提高实验动物机构申请和现场评审的效

率，缩短工作时限，CNAS开发建立了认可业务

信息管理系统。针对实验动物机构认可业务特点

开发了实验动物机构认可业务模块。申请机构可

在线提交申请材料，项目主管通过系统审核申请

材料，反馈审查意见。同时项目主管可通过业务

系统组建现场评审组，发放评审通知和评审材

料。评审组专家在现场评审时可在线填写评审发

图1实验动物机构认可流程图

Figure 1 The flow chart for the accreditation of

laboratory animal institutions

 意向申请 

正式申请 

评审准备 

现场评审 

认可批准 

复

评 

监督 

图 2 CNAS实验动物机构认可相关部门和职责

Figure 2 The responsible departments and their roles in CNAS accreditation of laboratory animal institutions
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现和评审报告。认可流程的电子化使所有操作流

程和节点都可在信息系统中显示，有利于控制每

个节点的时限。CNAS认可业务信息系统大大提

高了工作效率，减少了沟通费用和时间。

3.4 认可的实验动物机构

自2018年1月对中国科学院昆明动物研究所

首次开展实验动物机构认可现场评审以来，截至

2021 年 8 月，CNAS 已认可实验动物机构 12 家

（表 2）。其中获证机构 10家；其余 2家机构已经

完成现场评审（表2中序号11和12号），目前还

未进入评定批准阶段。其中9家位于北京，其余

3家分别位于云南、四川和上海。3家机构是生

产机构，7家是使用机构，2家既是生产机构又

是使用机构。

3.5 认可评审中发现的主要问题

3.5.1 文件评审阶段

在资料审查和文件评审阶段，发现申请机构

提交的申请资料文件中存在主要问题有：（1）非

法人单位的实验动物机构无法人授权书和法律责

任声明；（2）机构组织结构设置不合理，缺少

IACUC和职业健康安全委员会设置，或其在组

织结构中的岗位设置与其职责不匹配；（3）内审

和管理评审缺少审核计划和审核记录，未按照准

则中内审和管理评审的要素和条款要求开展评

审；（4）机构提供的动物设施平面图信息不全，

缺少人员、物品和动物流向信息，以及隔离区和

屏障区信息；（5）缺少关键人员（如机构负责人

和 IACUC主席）在动物福利伦理方面的资质和

培训经历描述等。

3.5.2 现场评审阶段

在现场评审阶段，评审员根据认可准则的条

款要求逐条核查其符合性。认可准则的主体部分

共分为6大部分，现场评审时发现的一些不符合

准则要求的问题和不符合项的分布比例见表3。

3.6 认可评审员和实验动物专业委员会

CNAS评审员和技术专家是CNAS的核心技

术支持资源，是确保认可有效性和认可质量的重

要保障。截至2021年8月，CNAS已签约聘用44

名实验动物机构评审员和技术专家。其中主任评

审员 4名，技术评审员 7名，实习评审员 24名，

技术专家9名。为确保评审员对认可要求和认可

准则的准确理解，提升评审技巧，统一评审尺

度，CNAS秘书处每年会举办评审员培训班以对

评审员进行初始培训或持续培训。

为确保实验动物机构认可有效实施和认可品

牌的高端、权威、有公信力，CNAS秘书处根据

CNAS专门委员会工作规则的有关规定，于2018

年5月30日正式批准成立了CNAS实验室专门委

员会实验动物机构专业委员会。24名委员会专家

成员来自中国科学院、中国医学科学院、军事科

学院、政府管理部门、高校、生物医药企业和认

证认可机构，都是我国实验动物领域的权威专家

和知名学者。CNAS实验室专门委员会实验动物

机构专业委员会的工作职责主要有：（1）参与

表2 CNAS实验动物机构认可名单

Table 2 List of CNAS accredited laboratory animal institutions

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

机构名称

中国科学院昆明动物研究所

中国人民解放军军事科学院军事医学研究院实验动物中心

北京维通利华实验动物技术有限公司

北京玛斯生物技术有限公司

北京勃林格殷格翰维通生物技术有限公司

中国医学科学院阜外医院动物实验中心

中国疾病预防控制中心实验动物中心

中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所

成都华西海圻医药科技有限公司

澎立检测技术（上海）有限公司

中国科学院生物物理研究所动物实验中心

中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心实验动物中心

机构类型

生产、使用

使用

生产

生产

生产

使用

使用

生产、使用

使用

使用

使用

使用

动物种类和级别

猕猴、食蟹猴、平顶猴

大鼠、小鼠、豚鼠、兔、犬、猴

大鼠、小鼠（SPF）

比格犬（普通级）

鸡、鸡蛋（SPF）

猪、犬、兔、豚鼠、羊、牛

小鼠、SPF鸡、大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、犬、猫、猴

大鼠、小鼠、豚鼠、兔（SPF）

大鼠、小鼠、豚鼠、兔、犬、猴、小型猪

猪、犬、兔

小鼠、大鼠、仓鼠

猕猴、食蟹猴
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CNAS实验动物机构认可规则、准则和政策的制

（修）订；（2）负责制订实验动物机构认可领域

的技术指南和（或）补充技术要求；（3）跟踪实

验动物领域的国际认可活动，参与国际同行的技

术交流；（4）开展实验动物使用和实验动物认可

评审活动的技术研究，为国内同行提供技术交流

平台，并为认可提供技术支持；（5）开展实验动

物领域相关的专业技术培训，可受CNAS委托开

展实验动物机构认可评审员或其他评审员的技术

培训等工作；（6）为涉及实验动物机构认可的申

诉、投诉的处理提供技术支持。

4 实验动物机构认可面临的主要挑战

4.1 缺少法律法规支持和政府相关部门采信

实验动物机构认可是自愿性认可制度，不同

于许可证制度的强制性要求，目前，《实验动物

管理条例》和其他法律法规中对实验动物机构认

可并没有明确规定，也没有鼓励机构申请认可的

条款。而且政府相关部门没有以制度化的方式采

信CNAS认可结果。相比而言，与CNAS地位和

设置相似的CCAC是加拿大政府授权负责实验动

物机构认可的权威机构，但加拿大政府采信

CCAC的认可结果，这对CCAC的实验动物机构

认可制度的实施起到了有力的推动作用；同时，

经济合作与发展组织（Organization for Economic

Cooperation and Development，OECD）的药物非

临床研究质量管理规范即良好实验室规范

（Good Laboratory Practice，GLP）评价制度中对

实验动物系统的要求，以及美国国立卫生研究院

（National Institutes of Health，NIH）关于科研立

项和药品生产外包过程中对实验动物的要求，均

承认AAALAC评价的结果［2］。

尤其是在我国科研项目立项或涉及国家财政

资金的项目招投标时，对涉及使用实验动物的项

表3 12家实验动物机构现场评审中发现的不符合项统计

Table 3 Statistics of non-conformance found in the evaluation of 12 laboratory animal institutions

序

号

1

2

3

4

5

6

准则内容

管理体系

实验动物

设施

动物饲养

动物医护

职业健康

安全

IACUC的

职责与管

理要求

常见不符合问题

缺少人员进出设施、传递窗的使用、动物接收的程序文件或文件化规定；管理手

册和SOP文件缺少修订号、生效日期和唯一性识别信息；配制试剂缺少标签

标识或标识信息不全；安全手册中缺少生物风险描述；机构的年度培训计划

缺少 IACUC活动与检查、关键岗位人员教育、培训能力评估以及关键设备校

准、核查和维护等内容

动物房内的温湿度计未进行计量检定；饲养笼具的高度和尺寸不满足标准规定

要求；饲料库房缺少可控制温度、湿度和通风的设备；无 IVC和隔离笼通风失

效的预案；无菌手术室未进行空气洁净度和沉降菌浓度检测等

饲养笼盒内没有放置表现实验动物天性的物品或装置；动物笼牌缺少必要信

息；不能提供环境控制和监测记录；不能提供饲料、垫料出入库记录；对动物

饲料、垫料等物品的供应商没有评估等

无菌手术操作流程如洗手方式、手套规格、手套穿戴不符合大动物外科手术规

范；患病动物和疑似患病动物未在兽医师的指导下处置，处置方案未经IACUC的

审核；手术实施方案中没有制定完整的镇痛方案等

职业健康安全委员会成员组成未包含员工代表；传递窗和手术室缺少防紫外线

辐射的标识；缺少防噪声个体防护装备；职业健康安全危险因素一览表没有涵

盖机构所有的安全因素等

IACUC成员中没有来自非本机构的从事社会科学、人文科学或法律工作的人

员；IACUC检查不够全面，未包含实际操作检查，如动物生产；对实施安乐死和

人道终点的员工缺少专门培训和评估等。

不符合

项数量

64

28

34

38

29

16

不符合项数量占

总数的百分比/%

30.62

13.40

16.27

18.18

13.87

7.66

注：SOP为标准操作程序；IACUC为机构动物管理和使用委员会。

389



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct. 2021, 41(5)

目，并未要求实验动物机构通过认可。虽然

CNAS实验动物机构认可制度的理念、内容和操

作性方面达到了国际先进水平，同时又符合中国

国情，但认可结果并没有得到政府相关部门的普

遍采信，这与欧美发达国家存在较大的差距。如

果不能得到政府相关部门的采信，CNAS实验动

物机构认可的价值和影响力将会受到很大限制。

4.2 认可数量和规模需进一步拓展

我国实验动物认可制度从 2018年实施，至

今只有10家获得认可证书，还有2家已完成现场

评审。这在全国近两千余家获得许可证的实验动

物机构中，所占份额还是非常小。根据 2018年

CNAS认可制度发展规划，预期在2018—2021年

认可的实验动物机构数量达到 30家。但截至目

前，实际申请认可的机构数量发展远不及预期，

其可能原因除了CNAS认可是自愿性认可外，也

与认可初期设置的门槛和受理条件过高有关。

认可制度设立之初，为树立CNAS认可制度

的高端品牌形象，确保申请认可的实验动物机构

是质量较好的国内高水平权威机构，CNAS 于

2019年 1月发布了《CNAS关于实验动物饲养和

使用机构申请认可条件补充说明的通知》（暂

行），对《实验动物饲养和使用机构认可规则》

条款 4“认可条件”中的“相关要求”做出补充

说明，要求申请认可的机构是科研项目的牵头单

位，具有独立的质量检验部门，或申请认可的能

力包括特色或稀有品种的实验动物，或动物的数

量和生产规模达到一定水平。该补充说明暂行一

段时间后，前期申请认可的 12家机构基本都是

国内各行业有影响力的实验动物机构，起到了很

好的宣传和带动作用，树立了CNAS实验动物机

构认可的高端品牌形象。然而过高的门槛也限制

了认可业务的进一步发展。同时，CNAS秘书处

也收到了对该暂行通知的不同意见，认为该通知

将一些满足认可要求但不符合补充说明的中小规

模机构排除在外，与《合格评定-认可机构的通

用要求》（GB/T 27011—2019）中对认可机构的

公正性要求有冲突，也不利于实验动物行业的整

体发展。CNAS通过咨询专家意见，最终研究决

定取消暂行通知。同时启动对《实验动物饲养和

使用机构认可受理要求的说明》和认可规则的制

（修）订工作。

此外，认可的机构数量少也与CNAS实验动

物机构认可的宣传推广力度不够有关。CNAS与

实验动物的管理部门、学会和行业的沟通交流有

待加强。在实验动物行业举办的各种论坛和学术

会议上，介绍CNAS认可议题的不多。很多机构

对CNAS认可并不了解，缺乏了解的渠道和平台。

4.3 认可评审需进一步优化

许可证制度的定位是基本的市场准入制度，

认可制度的定位则是高端、权威、有公信力的能

力评价制度。两个制度各有侧重，互为促进。在

申请认可时，取得许可证是前提条件。认可的主

要依据《实验动物饲养和使用机构质量和能力认

可准则》已涵盖许可证核查的基本要求，认可准

则的实验动物设施部分包含《实验动物 环境和

设施》（GB14925—2010）和《实验动物设施建

筑技术规范》（GB50447—2008）的要求。许可

证作为受理前提，可保障申请认可机构满足基本

的生产和使用要求。但在现场评审时，认可核查

仍然涵盖实验动物机构环境设施和建造要求等这

些许可证核查的内容。现场评审时，评审员需在

2～3 d内完成准则条款的全面核查，包括 6大部

分550个条款，需要对每个条款的符合性逐条核

查。除文件核查外，还需要进行设施核查。因

此，核查任务和工作量过于繁重。建议在现场评

审资源和时间有限的情况下，需考虑与许可证核

查制度的有机衔接，减少重复评审，关注认可重

点，提高认可效率，体现认可特色和重点。

5 完善实验动物机构认可的对策和建议

为进一步规范 CNAS 实验动物机构认可工

作，提升认可质量和认可效率，以便更好地为实

验动物机构提供认可服务，笔者针对目前CNAS

认可面临的问题和挑战，建议今后做好以下几方

面的工作：

（1）争取政府相关部门和组织采信认可结

果。加强与实验动物管理部门和科研管理部门的

沟通协调，呼吁在相关法律法规或实施办法中增

加鼓励认可条款，建议实验动物相关科研课题立

项和项目招投标时将认可作为前提条件、评分指

标或加分项。
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（2）优化认可评审。建立与许可证制度的有

机衔接，认可评审时，许可证核查的要求可不再

重复核查，或直接采信。同时加强动物福利伦理

审查，提升认可效率和质量［3］。

（3）完善认可文件。针对特殊种类动物和特

殊情形制定认可准则应用说明，制定认可准则核

查细则，以方便机构进行自我核查，提高认可准

则的适用性。修订认可规则中对受理条件的要

求，明确受理条件，为实验动物行业提供更好的

认可服务。

（4）对评审员和机构加强培训。通过培训加

深评审员对准则条款的理解，提升评审员的评审

技巧和评审水平，统一评审尺度和判定标准。对

已认可机构和意向申请机构开展培训，特别是在

内审核管理评审方面开展培训，帮助机构了解认

可要求。

（5）加强合作和推广宣传。加强与实验动物

管理部门和学会等社团组织的合作，开展行业培

训和宣传，推广CNAS实验动物机构认可。

（6） 开展国际交流合作。与 AAALAC、

CCAC等国际知名实验动物认可和评价组织开展

交流与合作，借助 CNAS 国际互认平台，为

CNAS实验动物机构认可结果获得国际承认创造

有利条件。
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in experimental research on medicine and biology. They are widely used in life science research, such as

genetics, infectious diseases, tissue culture, especially in animal models and mechanism research, such as

diabetes and oral cancer. This paper reviews the relevant applied studies of Chinese hamsters in disease animal

models since its development, and discusses the advantages and problems associated with the use of these

animals in biomedical research.

[Key words] Chinese hamster; Biomedicine; Animal model

中国仓鼠（Chinese hamster）属于黑线仓鼠

华北亚种（Cricetulus barabensis griseus），俗称

中国地鼠，是我国独特的啮齿类实验动物之一，

主要分布在华北、东北和内蒙古等地区［1］。中国

仓鼠的特点是背部有一条黑色条纹，短尾，有一

对易于翻出的颊囊，而且雄鼠有一对硕大而下坠

的睾丸，染色体数量为 22条［1］。1919年，我国

学者谢恩增首次利用中国仓鼠进行肺炎研究，但

在实验室未能繁育成功［2］。1948年末，美国学者

从中国引入 10 对野生中国仓鼠，之后用于欧、

美、日等部分主要实验室［3］。1980年春，山西医

科大学薄嘉璐教授从北京郊外捕获 60只中国仓

鼠，开始进行驯化繁殖［4-5］。1991年，山西医科

大学建成近交系中国仓鼠群体，命名为山医群体

近交系中国仓鼠，英文简称为 SYB1［3］。之后，

山西医科大学又相继开展了中国仓鼠实验动物标

准化、清洁级近交系中国仓鼠生产供应基地和基

本生物学数据共享平台建设等关键技术的研究工

作［6］。中国仓鼠因其自身独特的解剖结构和生物

学特性，成为了一种理想的疾病动物模型，极大

地推动了其在生物医学研究中的应用。

1 糖尿病研究

糖尿病是一种内分泌代谢性障碍疾病，其中

2型糖尿病（diabetes mellitus type 2，T2DM）占

所有糖尿病确诊患者的90%以上。T2DM的病因

受非遗传因素和遗传因素影响，最佳的T2DM动

物模型应属于标准的自发性糖尿病实验动物模

型［7］。通过近亲交配的遗传性糖尿病中国仓鼠模

型是理想的T2DM自发动物模型，其发病症状与

人类十分相似。早在1959年，Meier等［8］已对自

发性遗传性糖尿病中国仓鼠的各个脏器进行了病

理研究。随后，以T2DM中国仓鼠模型为基础，

研究者们对糖尿病的发病机制、药物治疗干预等

进行了深入探究。孙淑华等［9］和田金菊等 10］研

究发现，自发性T2DM中国仓鼠的血液电解质含

量、血糖代谢指标含量、血液相关酶的6项指标

及总蛋白含量均增高，提示自发性T2DM中国仓

鼠的糖代谢和蛋白代谢出现异常。Wang等［11］成

功建立了山医群体近交系中国仓鼠自发性T2DM

动物模型后，发现模型组血糖轻度升高，糖脂代

谢改变，可产生胰岛素抵抗，而且其抗氧化机制

及生物活动规律受损，骨骼肌和肝脏中糖脂代谢

相关基因存在差异性表达。王晨阳［12］应用蛋白

质组学和代谢组学对中国仓鼠自发性T2DM动物

模型的小肠组织和血清样本进行了生物信息学分

析，发现糖尿病中国仓鼠的分子生物学特征主要

集中在糖脂代谢、胰岛素抵抗、氨基酸代谢紊乱

和炎性反应等方面。李国生等［13］基于T2DM中

国仓鼠模型探讨小檗碱对T2DM的治疗作用，发

现小檗碱可显著降低中国仓鼠的血糖血脂水平，

具有改善糖耐量和胰岛素抵抗的作用。吴大兴

等［14］研究应激和动物情绪对中国仓鼠糖尿病发

生的影响，发现二者共同作用导致糖尿病发生。

姚树桥等［15］探讨实验性应激对中国仓鼠糖尿病

发作时胰腺内分泌功能和形态的影响，通过选用

震动、旋转和合并限制等方法进行实验性刺激 1

年，结果发现慢性实验性应激促使糖尿病发病率

增加，胰岛素敏感性指数降低，胰腺内分泌功能

及形态学发生损伤。

以上研究说明中国仓鼠是较为理想的T2DM

动物模型，可为探索糖尿病的发病机制及药物研

制等方面提供基础保障。基于中国仓鼠自发性糖

尿病动物模型，结合蛋白组学和代谢组学等技

术，从分子水平探究糖尿病中国仓鼠抗胰岛素的

机制具有重要意义，并且寻找相关生物标志物及

药物靶点是当前的研究目标。
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2 肿瘤研究

中国仓鼠口腔两侧有一对易于翻出的透薄颊

囊，血管丰富，有致密的微血管网，伸缩性大，

便于牵出，是多种恶性肿瘤移植的理想直观部

位［16］。中国仓鼠口腔黏膜可动态模拟人类口腔

癌变过程，因此中国仓鼠口腔颊囊癌模型是进行

口腔癌发病机制研究的理想动物模型。皇甫

冰［17］和李莉红［18］分别在颊囊膜上涂抹二甲基苯

并蒽构建了中国仓鼠颊囊黏膜癌前病变和鳞状细

胞癌模型，采用高通量转录组技术、微小RNA

（microRNA，miRNA）测序技术和生物信息学分

析方法构建了差异基因表达谱，该模型可连续动

态地观察口腔颊囊黏膜癌前病变，筛选出的差异

基因有望成为肿瘤标志物。卫佳宁等［19］构建中

国仓鼠口腔鳞状细胞癌动物模型，探究非编码

RNA miR-504在癌组织及癌旁舌组织中的表达特

征，发现癌组织中miR-504表达显著上调，推测

其可能通过调控下游靶基因及信号通路影响口腔

癌的发生和发展。王晓堂等［20］首次通过高通量

测序构建中国仓鼠口腔鳞状细胞癌长链非编码

RNA（long non-coding RNA，LncRNA）差异表

达谱，为探讨LncRNA调控口腔鳞状细胞癌发生

发展的具体调控机制奠定了基础。宋国华团

队［21］目前已经构建了中国仓鼠口腔黏膜癌变不

同时期的mRNA和miRNA表达谱，筛选出差异

表达的mRNA和miRNA进入功能鉴定和机制研

究阶段，对寻找有效的口腔黏膜癌早期诊断及恶

性进展的生物分子标志具有重要意义。

另外，中国仓鼠易受多种致癌因素的刺激，

发展为特异肿瘤。刘球等［22］用雌激素处理中国

仓鼠，发现3个月后中国仓鼠会发生垂体前叶腺

瘤。Fukuhara 等［23］和 Uchida 等［24］通过给予亚

硝胺处理或者移植仓鼠胰腺癌细胞PGHAM-1成

功构建了胰腺癌动物模型。此外，乏氧、营养缺

乏和低 pH 影响肿瘤的放疗和化疗效果。李五

岭［25］以中国仓鼠V79细胞为研究对象，探讨以

上因素在体外诱导 V79 细胞的抗药物阿霉素

（adriamycm，ADR）作用，结果表明乏氧、营养

缺乏和低 pH都能使V79细胞对ADR产生抗性，

从而影响肿瘤化疗效果。

由此可见，中国仓鼠在肿瘤发病机制和抗癌

药物筛选相关研究中有巨大的应用潜力。

3 组织培养研究

目前根据抗药性、抗病毒性、温度敏感性和

营养需要，已建立了许多中国仓鼠突变型细胞

株，这些细胞株已成为诱变和致癌研究的实验工

具［26］。中国仓鼠卵巢（Chinese hamsters ovary，

CHO）细胞经建系、培养后用于获得大量异源蛋

白，是生物制药的主要生产载体。CHO细胞作

为使用最广泛的表达宿主，具有很多优势：（1）

CHO细胞可无血清悬浮培养，具有大规模生产

能力；（2）通过基因扩增可提高蛋白生产率；

（3）表达产物即重组蛋白经翻译后修饰与人的相

应蛋白接近，对人类病毒感染具有抵抗作用，产

品安全性较高［27-28］。在过去的几十年里，CHO

细胞广泛用于合成一系列重组蛋白，这些蛋白已

经被临床用于治疗许多人类疾病。

另外，基于CHO细胞进行重组药物和生物

制药等方面的研究，给生物制药行业带来了巨大

价值［29］。Kido等［30］研究发现，紫色杆菌素通过

控制 CHO 细胞周期，提高重组免疫球蛋白 G

（immunoglobulin G，IgG）的产量，提示紫色杆

菌素具有单抗生产增强剂的作用。Henry 等［31］

提出，抑制CHO细胞凋亡能够提高生物制药的

产 量 。 中 国 仓 鼠 肺 （Chinese hamsters lung，

CHL）细胞被广泛用于染色体畸变和遗传毒理研

究。许多学者以CHL细胞为研究对象，探讨三

七、黄连素、脂多糖和纳米银等药物及其他材质

的细胞毒性和遗传毒性［32-33］。Liu等［34］在体外实

验中运用CHL细胞证实，维生素D对环磷酰胺

（cyclophosphamide）诱导的基因组和 DNA 损伤

有拮抗作用。Yamano-Adachi等［35］比较CHL-YN

细胞与CHO-K1细胞增殖速度，发现CHL细胞增

殖比常规的CHO细胞和普通的哺乳动物细胞快

得多，且 IgG蛋白产量高，认为CHL-YN细胞是

用于产生重组蛋白的最佳细胞系。

4 传染病学研究

中国仓鼠对多种细菌、病毒和寄生虫高度敏

感，可作为病原感染研究的候选模型动物，广泛

应用于传染病学研究。中国仓鼠最早被用于肺炎
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球菌研究，发现其对结核菌的感染效果好，症状

出现早，致病明显，效果优于小鼠和豚鼠［36］。

也有研究报告，在中国仓鼠体内发现鼠疫病毒抗

体［37-38］。Ma等［39］发现，异嗜性白血病病毒相关

病毒的宿主细胞系是CHO细胞。高法衡等［40］运

用中国仓鼠经口途径感染牛付结核菌，成功构建

了牛付结核菌的动物模型，该模型主要表现为在

中国仓鼠肝、脾、肠管感染菌增殖，肠淋巴结发

生病变。李存等［41］构建了稳定表达和分泌型

IgA（sIgA）的 CHO 细胞系，发现在 CHO 细胞

中成功表达了 sIgA 抗体。Chuan 等［42］ 和 Lu

等［43］发现，中国仓鼠在检测白喉棒状杆菌毒力

方面与豚鼠一样敏感且更可靠。贾西等［44］探究

重组人抗狂犬病病毒单抗SO57和SOJB对不同狂

犬病病毒株的作用，首先用街毒株 SBD肌内注

射中国仓鼠，4 h后注射抗体 SO57或 SOJB，结

果显示剂量为 100 U/kg的SO57能够完全保护被

街毒株攻击的中国仓鼠，而SOJB也具有70 %～

80 %的保护率。

此外，Luo等［45］使用中国仓鼠构建严重急

性呼吸综合征冠状病毒（severe acute respiratory

syndrome coronavirus，SARS-CoV）感染动物模

型，探讨马抗SARS-CoV中和性抗体对 SARS-

CoV 感染的防治作用。Luan 等［46］通过分析血

管紧张肽 I 转化酶 2（angiotensin Ⅰ converting

enzyme 2，ACE2）识别S蛋白关键残基，预测严

重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）

的潜在宿主，发现在哺乳动物中包括宠物猫和

犬、穿山甲及仓鼠中都保留来自 SARS-CoV 和

SARS-CoV-2中 S蛋白最关键的残基，提示利用

中国仓鼠和金黄仓鼠构建SARS-CoV-2感染小动

物模型成为可能。Bertzbach等［47］利用中国仓鼠

建立了新型冠状病毒感染模型，研究表明中国仓

鼠易受SARS-CoV-2感染，病毒在上呼吸道和下呼

吸道可以快速复制，中国仓鼠伴有支气管炎和肺

炎，感染后体质量显著下降，且与金黄仓鼠模型相

比，中国仓鼠具有显著优势，包括临床症状明显、

体积小、遗传数据鲜明。

另外，中国仓鼠具有建立感染巴贝西虫实验

模型的潜能。叶莉等［48］通过腹腔注射含巴贝西

虫的血液感染中国仓鼠，发现病原体可在中国仓

鼠体内长期潜伏，且具有典型的蜱传寄生虫病特

点。中国仓鼠对杜氏利什曼原虫也非常敏感，是

理想的黑热病模型实验动物［49］。同时，中国仓

鼠也是旋毛虫感染较为适宜的模型动物［50］。由

此可见，中国仓鼠在传染病学研究中具有非常重

要的作用。

5 其他研究

陈玲等［51］通过高脂膳食饲养并结合小剂量

链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）腹腔注射构

建了中国仓鼠的高糖高脂模型，研究发现高脂膳

食单纯升高血脂，多次少量STZ可减缓中国仓鼠

血糖升高，而且该模型出现一定的氧化应激损

伤。郭长焕等［52］在中国仓鼠背部皮肤植入小室

成功构建了微循环观察模型，观察发现其背部皮

肤微动脉存在特有的自律运动波。

由于中国仓鼠体外受精完全依赖于自身卵丘

细 胞 及 其 胞 外 基 质 （cumulus oophorus and

matrix，COM），因此中国仓鼠是研究COM与受

精关系较为理想的动物模型。袁玉英等［53］采用

软骨染色液（阿利新蓝法）和放射免疫法测定中

国仓鼠COM中糖胺多糖总量和孕酮含量，并采

用精子穿卵实验探究精子的受精能力，结果发现

卵子细胞外基质中糖胺多糖和孕酮可引起精子获

能，促进顶体反应，从而提高受精能力。

中国仓鼠是研究动物行为的良好动物模型。

高桂彬［54］以雄性中国仓鼠为实验对象，探究不

同性格雄性中国仓鼠攻击行为的变化及其与大脑内五

羟色胺 1a受体（5-hydroxytryptamine 1A receptor，

Htr1a）和五羟色胺 1b受体（5-hydroxytryptamine

1B receptor，Htr1b）的关联性，研究发现Htr1a

mRNA的表达量与不同性格的雄性中国仓鼠攻击

行为相关，推测Htr1a可能参与雄性动物攻击行

为的脑内调控。

6 问题与挑战

目前，以中国仓鼠为实验动物构建了与人类

疾病非常相似的动物模型，并运用该模型进行相

关疾病的发病机制研究已取得初步成果。中国仓

鼠在生物医学研究中展现出了巨大的优势和广阔
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的应用前景。

由于中国仓鼠的研究历史较短，基础研究资

料相对稀缺，国内外应用有局限性，与其他成熟

的实验动物比较仍有许多不足。首先，虽然近交

系中国仓鼠推动了遗传学、肿瘤学、免疫学等学

科的发展，但由于其高度近交，导致隐性有害基

因也高度纯合，后代生理功能的稳定性差，影响

正常的繁殖，使保种传代比较困难。其次，中国

仓鼠尚缺乏成熟、高效和特异的遗传操作技术与

方法，目前尚未建立转基因及基因敲除等动物模

型。开发转基因中国仓鼠，观察其生物学行为的

变化，探究目的基因的生物学功能，揭示调控基

因的效果仅仅是开始。另外，缺乏特异性强的诊

断试剂，由于中国仓鼠特殊的分类学地位，现有

动物和人的诊断试剂不能满足中国仓鼠实验需

求，因此急需开发特异性强的检测试剂盒和方

法，如制备适合中国仓鼠的特异性高的抗体、引

物等。最后，中国仓鼠的肿瘤鉴定及肿瘤发展过

程中的阶段性标志物检测也较为困难，极大地限

制了中国仓鼠在相关研究领域的应用。

推动中国仓鼠在人类疾病模型中的研究，加

强与国内外同行开展开发应用方面的合作，实现

中国仓鼠最优化、更广泛的运用迫在眉睫。笔者

认为，结合生物学特性数据开展定向培育，建立

标准化实验动物的中国仓鼠模型种群，开发新的

疾病模型，拓展新的应用，实现中国仓鼠资源共

享是我们今后的工作重点。
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*****************************************************************************************
《中华人民共和国生物安全法》：总则

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第一章第一章 总则总则

第一条 为了维护国家安全，防范和应对生物安全风险，保障人民生命健康，保护生物资源和生态环境，促进生物技术健康发

展，推动构建人类命运共同体，实现人与自然和谐共生，制定本法。

第二条 本法所称生物安全，是指国家有效防范和应对危险生物因子及相关因素威胁，生物技术能够稳定健康发展，人民生命

健康和生态系统相对处于没有危险和不受威胁的状态，生物领域具备维护国家安全和持续发展的能力。

从事下列活动，适用本法：（1）防控重大新发突发传染病、动植物疫情；（2）生物技术研究、开发与应用；（3）病原微生物实验室

生物安全管理；（4）人类遗传资源与生物资源安全管理；（5）防范外来物种入侵与保护生物多样性；（6）应对微生物耐药；（7）防范生

物恐怖袭击与防御生物武器威胁；（8）其他与生物安全相关的活动。

第三条 生物安全是国家安全的重要组成部分。维护生物安全应当贯彻总体国家安全观，统筹发展和安全，坚持以人为本、风

险预防、分类管理、协同配合的原则。

第四条 坚持中国共产党对国家生物安全工作的领导，建立健全国家生物安全领导体制，加强国家生物安全风险防控和治理

体系建设，提高国家生物安全治理能力。

第五条 国家鼓励生物科技创新，加强生物安全基础设施和生物科技人才队伍建设，支持生物产业发展，以创新驱动提升生物

科技水平，增强生物安全保障能力。

第六条 国家加强生物安全领域的国际合作，履行中华人民共和国缔结或者参加的国际条约规定的义务，支持参与生物科技

交流合作与生物安全事件国际救援，积极参与生物安全国际规则的研究与制定，推动完善全球生物安全治理。

第七条 各级人民政府及其有关部门应当加强生物安全法律法规和生物安全知识宣传普及工作，引导基层群众性自治组织、

社会组织开展生物安全法律法规和生物安全知识宣传，促进全社会生物安全意识的提升。相关科研院校、医疗机构以及其他企业

事业单位应当将生物安全法律法规和生物安全知识纳入教育培训内容，加强学生、从业人员生物安全意识和伦理意识的培养。新

闻媒体应当开展生物安全法律法规和生物安全知识公益宣传，对生物安全违法行为进行舆论监督，增强公众维护生物安全的社会

责任意识。

第八条 任何单位和个人不得危害生物安全。任何单位和个人有权举报危害生物安全的行为；接到举报的部门应当及时依法

处理。

第九条 对在生物安全工作中做出突出贡献的单位和个人，县级以上人民政府及其有关部门按照国家规定予以表彰和奖励。

(《实验动物与比较医学》编辑部摘录)
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代代解解杰杰，男，中国医学科学院/北京协和医学院医学生物学研究所研究员（二级），博士生导

师，树鼩种质资源中心主任。系国家科技支撑计划项目首席科学家，全国优秀科技工作者，

云南省中青年学术和技术带头人，云南省有突出贡献的优秀专业技术人员，云南省实验树鼩

标准化与应用创新团队带头人。兼任中国实验动物学会常务理事，中国实验动物学会灵长类

专业委员会主任委员（现为名誉主任），中国实验动物学会实验动物资源鉴定与评价工作委员

会和屏障医学专业委员会副主任委员，中国实验动物学会标准化委员会常务委员，云南省实

验动物产业技术创新战略联盟常务副理事长，云南省实验动物学会副理事长，《中国实验动物

学报》和《实验动物与比较医学》期刊副主编。从事实验动物研究与管理工作35年，主要研

究方向：人类疾病动物模型建立及药品有效性评价，实验动物新品种研发及标准化研究。先后主持国家级、省部

级、WHO合作等项目10余项，构建了艾滋病、糖尿病、高脂血症、甲型肝炎等猕猴模型，以及丙型肝炎、手足

口病和帕金森综合征树鼩模型等。作为研究团队的领头人，率先攻克了树鼩繁殖关键技术，建立了我国最大的树

鼩种质资源基地，为我国实验动物新品种的研发提供了重要的经验和示范。先后获得省部级科

技奖9项，其中云南省科技进步一等奖（排名第一），中国实验动物学会科学技术奖一等奖3项

（排名第一、第二和第三），云南省自然科学奖二等奖等。另外，组织制定云南省《实验树鼩》

地方标准5项，中国实验动物学会团体标准6项；发表学术论文100余篇，获国家发明专利12

项，出版著作多部。

罕罕园园园园，女，博士，副主任技师，主要从事动物模型创建与评价工作。2019年入选昆明市中

青年学术和技术带头人后备人选。主持省级面上项目 2项，参与国家、省部级研究课题 6项，

发表论文10余篇，获得发明专利5件，起草制定云南省地方标准1项。

云南省实验动物工作40年发展历程与思考
罕园园罕园园,, 李 娜李 娜,, 代解杰代解杰

(中国医学科学院医学生物学研究所, 昆明 650118)

[摘要] 实验动物是支撑科技进步与创新不可或缺的战略性资源，是国家保持科技领先、提高国际科

技竞争力的核心要素之一。本文对近40年云南省实验动物工作的法制化与标准化建设、主要的研究机

构、科学研究特色与学术成就等发展历程，以及存在问题与对策等进行梳理归纳，以期为我国实验动

物事业的发展提供参考。
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technological progress and innovation. It is one of the core elements required for country to maintain scientific

and technological leadership and improve international scientific and technological competitiveness. In this

study, the legalization and standardization, major research institutions, scientific research features and

academic achievements, and current opportunities and countermeasures over 40 years of progression of

laboratory animals in Yunnan Province were summarized to provide a reference for the further development of

laboratory animals in China.

[Key words] Yunnan Province; Laboratory animal; Progression of development; Countermeasures

享有“动物王国”美誉的云南省具有得天独

厚的自然条件，我国半数以上的兽类和鸟类都在

这里栖息。2021年 2月 9日国家林业和草原局、

农业农村部联合发布的《国家重点保护的野生动

物名录》中重点保护的陆生野生动物有 686种，

其中分布在云南省的国家重点保护陆生野生动物

有385种，占总数的56.12%。云南省也是我国实

验动物科技工作的发源地和摇篮。早在1946年，

我国科学家齐长庆教授将引入的瑞士小鼠饲养在

昆明，培育出国内第一个实验动物品系——昆明

小鼠，一度成为国内应用范围最广、使用量最多

的实验动物。1982年，在云南西双版纳，原国家

科委主持召开了全国第一届实验动物工作会议，

这次会议对全国实验动物科学的发展具有巨大影

响和里程碑意义。经过近40年的发展，云南省实

验动物在我国生物医学、生命科学、食品药品和

生物安全等领域中仍发挥着不可替代的重要作用。

1 实验动物管理工作体系的法制化与标准

化建设

云南省实验动物管理条例和地方标准的研究

制定和发布实施，为规范实验动物市场、营造竞

争有序的市场环境提供了保障，也在我国实验动

物质量的标准化和新资源共享服务、保证动物实

验结果可靠性和医用生物材料使用安全性等方面

发挥了重要作用［1-3］。

1.1 组织管理体系

云南省人民政府科学技术行政主管部门负责

本省行政区域内的实验动物管理工作；州（市）

人民政府科学技术行政主管部门协助管理本行政

区域内的实验动物管理工作。云南省实验动物管

理办公室负责全省实验动物管理的日常工作，昆

明市科技局下设的昆明市实验动物管理办公室负

责昆明市行政区域内的实验动物管理的日常工

作。与实验动物相关单位成立本单位的实验动物

管理和使用委员会、实验动物福利伦理委员会

（实验动物用量少的单位仅成立后者）的组织机

构，单位层面管理机构一般由分管领导、行政职

能部门领导、实验动物部门领导、兽医和相关专

家等组成，对本单位实验动物生产、质量控制、

科学研究、技术服务和动物实验福利伦理审查等

进行科学管理。

1.2 政策法规体系

1.2.1 法规体系建设

云南省实验动物工作法制化管理始于 2003

年。为加强云南省实验动物许可证的管理，保证

实验动物和动物实验的质量，根据国家《实验动

物许可证管理办法（试行）》，2003年 2月云南

省科学技术厅、云南省卫生厅、云南省教育厅等

6个厅局联合发布了《云南省实验动物许可证管

理实施细则（试行）》，开启了云南省实验动物

工作的法制化管理进程。

2007年 7月 27日，《云南省实验动物管理条

例》由云南省人大常委会颁布，2007年10月1日

开始施行。该条例对实验动物管理部门、从事实

验动物工作的单位和个人，以及实验动物许可证

制度和实验动物伦理等做出明确的规定。

2008年 4月 24日，《云南省实验动物许可证

管理办法》经云南省科学技术厅会议通过，自

2008年 6月 6日起施行，对云南省行政区域内实

验动物许可证的申请、审批、发放、监督与管理

进行了具体的规定。2003年 2月 8日发布的《云

南省实验动物许可证管理实施细则（试行）》同

时作废。

2012年 11月 28日，依据《中华人民共和国

行政许可法》、《云南省实验动物管理条例》、《云
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南省实验动物许可证管理办法》和《云南省人民

代表大会常务委员会关于授予昆明市行使有关经

济社会行政管理权的决定》，昆明市行政区域内

的实验动物行政管理权下放至昆明市科技局。昆

明市实验动物行政管理的属地化管理体系顺应当

时昆明市社会经济发展的需求，同时增强了省科

技厅对实验动物行政管理的力量。2013年 1月 1

日，昆明市科技局颁布实施了《昆明市实验动物

许可证管理办法》。本办法明确了昆明市科技局

是昆明市行政区域内许可证审批、发放和监督管

理的职能部门，对昆明市行政区域内的许可证实

施监督管理和执法检查工作。市科技局实验动物

管理办公室承担昆明市行政区域内实验动物生

产、使用许可证的行政管理的具体事务性工作。

在同一行政区域内，将实验动物许可证的审批、

发放和监督管理等工作分成2个部分，这在全国

尚属首次。

2007年云南省人大常委会颁布的《云南省实

验动物管理条例》包含从事实验动物工作的单位

和人员、实验动物生产和使用、实验动物质量检

测与防疫、实验动物生物安全与实验动物福利、

实验动物管理与监督、法律责任等共 8章内容。

2018年 11月 29日，根据云南省第十三届人民代

表大会常务委员会第七次会议《关于废止和修改

部分地方性法规的决定》，通过了对《云南省实

验动物管理条例》（2007）第七条内容的修正，

即“从事实验动物工作的人员应当经过专业培

训，遵守实验动物管理的规定”，原条文内容为

“从事实验动物工作的人员应当经过专业培训，

并经省科学技术行政主管部门考核合格。从事实

验动物工作的人员应当遵守实验动物管理的各项

规定”。此内容的修正符合昆明市科技局发放昆

明市行政区域内实验动物人员上岗证的实际

情况。

以上实验动物管理的条例、细则和办法，为

云南省实验动物工作法制化管理提供了有力的实

施依据［4-6］。

1.2.2 标准体系建设

2009年8月17日，云南省质量技术监督局发

布了《实验动物病理学检测》第 1～4部分的地

方标准（DB53/T 293.1～4—2009）：《实验动物

处死方法》、《病理剖检方法》、《病理切片制备方

法》和《病理检测技术规程》。这是我国第一部

实验动物病理学检测地方标准，对指导科学实验

和药品、食品安全性评价等试验中实验动物病理

学的检测起到了积极作用。

2010年 11月 16日，云南省质量技术监督局

发布了《实验树鼩》第 1～5 部分的地方标准

（DB53/T 328.1～5—2010）：《实验树鼩 微生物学

等级及监测》、《实验树鼩 寄生虫学等级及监

测》、《实验树鼩 遗传质量控制》、《实验树鼩 配

合饲料》和《实验树鼩 环境及设施》，自2011年

3月1日起实施。这是我国第一个树鼩地方标准，

标志着树鼩纳入实验动物管理。2012年 5月 25

日，云南省质量技术监督局又发布了《实验树

鼩》第 6～10 部分的云南省地方标准（DB53/T

328.6～10—2012）：《实验树鼩 饲养管理》、《实

验树鼩 生物学特性数据测定》、《实验树鼩 实验

基本操作技术》、《实验树鼩 HCV病毒感染树鼩

原代肝细胞模型制作》和《实验树鼩 HCV病毒

感染树鼩模型制作》，自2012年7月1日起实施。

树鼩系列地方标准及相关成果获得了 2012年云

南省科技进步一等奖。

为进一步完善或补充实验树鼩的云南省地方

标准的不足，中国医学科学院医学生物学研究所

历经3年研究制定了《实验动物 树鼩微生物学等

级及监测》（T/CALAS 8—2017）、《实验动物 树

鼩寄生虫学等级及监测》（T/CALAS 9—2017）、

《实验动物 树鼩环境及设施》（T/CALAS 10—

2017）、《实验动物 树鼩遗传质量控制》（T/

CALAS 11—2017）、《实验动物 树鼩配合饲料》

（T/CALAS 12—2017）和《实验动物 树鼩病理学

诊断规范》（T/CALAS 13—2017）共 6个团体标

准，由中国实验动物学会于 2017年 5月 18日发

布并实施。树鼩的地方标准和团体标准是云南省

迄今为止独有的，对推动树鼩在生命科学和生物

医药研发中的广泛应用发挥了重要支撑作用。

2016年 11月 10日，云南省质量技术监督局

发布了《实验小型猪》第 1～6部分的地方标准

（D53T 802.1～6—2016）：《实验小型猪 遗传质量

控制》、《实验小型猪 微生物学等级及监测》、

《实验小型猪 寄生虫学等级及监测》、《实验小型
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猪 病理学诊断规范》、《实验小型猪 配合饲料》

和《实验小型猪 环境及设施》，自 2017年 2月 1

日起实施。

目前，云南省核发的实验动物生产和使用许

可证 67个，其中生产许可证 24个，使用许可证

43个，涉及猕猴、食蟹猴、狨猴、树鼩、小型

猪、犬、雪貂、兔、豚鼠、大鼠、小鼠等实验动

物。使用设施包括：普通级、SPF级、ABSL-2。

1.3 支撑保障体系

为更好地贯彻执行实验动物相关的法律法

规，云南省科技厅和昆明市科技局每年举办云南

省各州（市）科技局实验动物管理执法人员和实

验动物从业人员业务培训，通过专业知识及技术

培训和考核，保障实验动物管理执法人员和从业

人员的合法性和专业性。同时，还对取得实验动

物生产和使用许可证的单位和个人进行定期或不

定期的年检和抽查，发现不合格的提出整改，再

核查认定，确保实验动物的生产和使用合法合

规，从而发挥对云南省生命科学研究和生物医药

产业发展的支撑作用。

在上级部门的支持和指导下，云南省医疗器

械研究院在 2016年累计取得云南省质量技术监

督局颁发的 64 项实验动物质量检测资质认定，

具备实验动物质量、设施环境等检测能力，为云

南省实验动物许可证制度的实施和实验动物质量

符合标准要求起到了重要的保障作用。

2 主要研究机构及条件平台

基础科研条件平台是科技创新和可持续性发

展的重要基础，是提高科研人员创新水平和实践能

力的重要载体。在过去的40年，云南省实验动物研

究机构和条件平台建设取得的成绩可圈可点。云南

省实验动物科学研究及其相关的生物医药产业发

展曾经站在全国前列。

中国科学院昆明动物研究所拥有遗传资源与

进化国家重点实验室、中国科学院动物模型与人

类疾病机理重点实验室、国家昆明高等级生物安

全灵长类动物实验中心（P3实验室）、国家非人

灵长类实验动物资源库、国家西南种质资源库动

物分库、云南省动物模型与人类疾病机理重点实

验室、云南省动物生殖生物学重点实验室等研究

平台，也是云南省实验动物学会的挂靠单位，负责编

辑出版的动物学核心刊物 Zoological Research

（《动物学研究》）在 169种动物学学科SCI刊

物中排名第 12位，并在中科院期刊分区中位于

生物大类及动物学小类双1区。该单位饲育的猕

猴曾经为我国的“两弹一星”事业做出过重要贡

献。建设中的“十二五”国家重大科技基础灵长

类模式动物表型与遗传研究设施，是世界上首个

对灵长类动物表型与遗传进行全尺度研究、国际

一流的大型综合研究设施，该设施以解析生命活

动过程中的核心问题为目标，通过标准化、规模

化、自动化、智能化、精准化的系统建设，开展

以灵长类动物为模型的表型与遗传研究，认识人

类生命活动规律、重大疾病的发生发展机制，支

撑以脑科学、疾病机制与药物研发等为主的前沿

领域研究，促进相关领域原创性理论和关键技术

的重大突破。

中国医学科学院医学生物学研究所集医学科

学研究和生物制品研制生产为一体，主要从事医

学病毒学、免疫学、分子生物学技术、医学遗传

学、分子流行病学及以灵长类动物为主的实验动

物及动物实验技术的基础和应用研究机构，是我

国第一家研发出脊髓灰质炎减毒疫苗的科研机

构，迄今已供应了 50多亿人份的疫苗，为中国

乃至世界很多国家消灭小儿麻痹症做出了巨大贡

献。在 2003年抗击非典的关键时期，国家卫生

部又从该所紧急调运了 72只 SPF级猕猴，用于

SARS疫苗的研制和病理模型建立研究，并取得

可喜的科研成绩。基于该所创建的手足口病猕猴

模型等相关科研成果，2016年自主研发的全球首

个肠道病毒 71型（Enterovirus 71，EV71）灭活

疫苗成功上市，是控制手足口病的一个里程

碑［7］。地处昆明西郊花红洞的医学生物学研究所

实验动物养殖基地，1984年成为国家卫生部批准

的唯一的全国医学灵长类研究中心；2020年建成

投入使用的国家昆明高等级生物安全灵长类动物实

验中心这一研究平台，为成功研制新冠灭活疫苗并

获批上市得以国内紧急使用起到了重要保障作用。

昆明理工大学拥有省部共建非人灵长类生物

医学国家重点实验室、云南省的生物医学动物模

型国家地方联合工程研究中心、云南省灵长类生
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物医学动物重点实验室等研究平台。这些研究平

台瞄准灵长类动物体外受精、早期胚胎发育调

控、基因编辑、干细胞多能性和人类疾病的猴模

型及致病机制等世界科技最前沿科学问题，从科

技创新的“追逐者”成为“引领者”，为中国生

殖和干细胞研究做出了突出贡献，也为中国灵长

类动物研究的国际化并跻身于世界先进行列发挥

了重要作用。

云南农业大学拥有云南省动物营养与饲料重

点实验室、云南省版纳微型猪近交系重点实验室

等研究平台，立足云南省的小型猪资源优势，

2005年在国内率先培育成功近交系版纳微型小型

猪种群，并利用基因编辑和体细胞核移植两项优势

核心技术，建立了动物基因编辑与体细胞核移植、

动物疾病模型构建、异种器官移植三大技术平台。

2019年云南省动物基因编辑与体细胞克隆技术重

点实验室获批省级重点实验室，为利用小型猪开展

人类疾病动物模型构建及机制研究、异种器官移植

和生物医学研究提供了优良的技术平台。

云南省药物研究所药物安全性评价中心于

2004年建成，具备大鼠、小鼠、豚鼠、兔、犬、

非人灵长类动物等实验设施条件，以及成熟的实

验技术和经验丰富的人才团队，并获得国家食品

药品监督管理局批准的可开展药品临床前安全性

评价全部项目的资质，目前已完成了数十项新药

GLP （good laboratory practice for nonclinical

laboratory studies）评价，为我国生物医药研发及

新药临床前安全性评价做出了重大贡献。

云南大学借助获得国家首批“双一流”高校的契

机，建设近1万平方米的实验动物中心，拥有国内一

流的大鼠、小鼠、兔、豚鼠和斑马鱼等实验动物

设施条件，以及肿瘤模型建立、抗体制备、病理

组化分析、动物饲养和质量控制、生物净化和基

因编辑动物模型等五大服务平台，将在2021年下

半年投入运行。期待该中心为国内乃至南亚、东

南亚的生物医疗、细胞生物学、发育生物学、代

谢组学和神经生物学等研究领域发挥重要作用。

3 主要的学术组织、学术活动和学术成就

3.1 学术组织

2012年，昆明医科大学牵头，整合云南省高

校、研究所和企业的实验动物资源和技术力量，

经云南省科技厅批准成立了云南省实验动物产业

技术创新战略联盟。通过整合技术创新资源，组

建技术创新服务平台，建立信息共享机制，在突

破共性关键技术与核心技术，促进云南省实验动

物产业创新和提升核心竞争力，实现跨省区的合

作与交流等方面发挥了重要的作用。

为提升云南省实验动物科学技术参与生物高

科技领域的国际竞争力，提高云南省实验动物在

国内外的知名度及影响力，促进实验动物科学技

术的普及和推广，提高科技人员的技术和管理水

平，2016年云南省实验动物学会获得云南省民政

厅批准成立，挂靠于中国科学院昆明动物研究

所，并建立了云南省实验动物网站（http://kprc.

kiz.cas.cn）。学会的成立和运行为云南省实验动

物科学、生命科学、生物医药等领域的发展、国

内外合作、信息共享与学术交流等提供了交流

平台。

2012年6月，在昆明市科技局和昆明市民政

局支持和指导下，由昆明市行政区域内高校、研

究所和企业共 30家单位成立了昆明市实验动物

行业协会。协会接受昆明市科技局的业务管理，

同时在昆明市民政局的业务指导和监督下，宣传

贯彻国家、省市发展实验动物科学事业的方针和

政策，促进实验动物科技人员专业技术培训，推

动实验动物标准化、专业化和产业化进程，为昆

明市生物医药和生命科学等相关科学的发展提供

有力的基础支撑和服务。

3.2 学术活动

云南省实验动物学术活动始于1981年12月，

中国第一届灵长类学术研讨会在昆明召开。会议

达成共识：随着我国科学事业的发展，不仅动物

学、实验生物学，而且医学、人类学、心理学和

社会学的发展都需要借助灵长类动物来进行研

究。因此，迫切需要建立灵长类动物研究中心和

饲养中心，以保证科研之用。

1989年 10月在昆明召开了西南地区第三届

实验动物学术交流会，包括云南、贵州、四川、

重庆和广西的代表参会。为了进一步促进区域性

实验动物科学发展与学术交流，2001年将西南地

区（云南、贵州、四川、重庆、广西）和西北地
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区（陕西、甘肃、宁夏、新疆）共9省市自治区

的实验动物学术会议合并为中国西部实验动物管

理与学术研讨会，由9省的科技厅轮流主办每年

的会议，至今已成功组织召开了十八届学术会

议，彰显了西北地区丰富多样的实验动物资源、

学术研究及发展特色。

2002年在云南丽江组织召开了中国实验动物

学会灵长类实验动物专业委员会成立大会暨第一

届实验灵长类动物学术交流会，开启了灵长类实

验动物专业性的学术交流与科研合作的新局面。

2004年 10月，中国科学院昆明动物研究所

举办了第一届国际灵长类生物医学研讨会，汇聚

了来自美国、英国、意大利、日本，以及国内50

多位国际顶级灵长类动物研究领域的专家，对生

物医学国际前沿、热点科学问题展开学术交流，

促进了我国灵长类生物医学研究和发展。随后每

两年由云南中科灵长类生物医学重点实验室主办，

至今已成功举办了八届会议。这些会议大大提升

了我国灵长类生物医学研究的国际学术地位和影

响力，使云南的相关研究团队在灵长类基因编辑

动物模型、早期胚胎发育调控、脑科学与干细胞

等生物医学及转化研究的学术水平跻身国际前列。

2013年9月，由云南实验动物产业技术创新

战略联盟和中国实验动物学会灵长类实验动物专

业委员会主办的第三届实验树鼩战略发展研讨会

在云南大理成功召开。会议主题为“实验动物资

源的战略发展、协同创新、共谋发展”。本次会

议为具有云南特色的树鼩资源成为实验动物新品

种并加以推广应用起到了积极的推动作用。

2019年9月，由云南省实验动物学会承办的

第十五届中国实验动物科学年会在昆明顺利召

开，该会议代表着我国实验动物科学领域规模最

大、水平最高的学术会议，600多名与会代表就

“创新实验动物科技、驱动生命科学发展”主题

进行了广泛地学术交流，也彰显了云南省实验动

物科技水平和组织能力。

3.3 学术成就

在生物医药研发方面，基于云南省灵长类实

验动物资源和相关技术的优势，中国医学科学院

医学生物学研究所应用猕猴肾细胞生产脊髓灰质

炎减毒活疫苗，并对自主研发的脊髓灰质炎疫

苗、EV71和新型冠状病毒灭活疫苗进行了灵长

类实验动物的有效性和安全性评价［8］，这些疫苗

的上市为人类健康事业做出巨大贡献。中国实验

动物云南灵长类中心也是国内首家将灵长类实验

动物出口到国外服务于科学研究的机构。

在灵长类动物科学研究方面，成果显著，取

得了一系列世界领先的学术成就。例如，运用成

簇的规律间隔的短回文重复序列（clustered

regularly interspaced short palindromic repeats，

CRISPR） -CRISPR 相 关 蛋 白 9 （CRISPR-

associated protein 9，Cas9）技术成功构建全球首

例基因靶向修饰转基因灵长类动物，被评价为人

类疾病模型研究向前发展的里程碑；运用类转录

激活因子效应物核酸酶（transcription activator-

like effector nucleases，TALENs）技术在国际上

首次成功建立帕金森病的转基因猴模型，并运用

TALENs技术构建了食蟹猴瑞特综合征（自闭）

模型，开发出第一个三维人囊胚培养体系，首次

绘制了人原肠前胚胎的发育全景图，为研究人类

早期胚胎发育奠定了重要的研究基础；首次在国

际上建立了猴胚胎干细胞的同源饲养层培养体

系，以及猕猴胚胎干细胞定向分化为功能神经干

细胞的培养体系，为生物医药及转化研究奠定了

基础。2019年中国科学院昆明动物研究所发布高

质量中国猕猴参考基因组数据，并解析猿类特异

的基因组结构变异，为我国灵长类动物学基础理

论研究、实验动物技术创新和转化医学等领域产

生了深远的国际影响力［9-15］。

在树鼩研究方面，中国医学科学院医学生物

学研究所和中科院昆明动物研究所在国际上首次

建立树鼩种质资源中心，并将树鼩资源在国内外

推广应用于肿瘤、肝炎、手足口病、流感、代谢

紊乱、角膜炎和神经退行性疾病等人类疾病动物

模型构建及机制研究［16-24］。中国科学院昆明动物

研究所在国际上首次破译了树鼩全基因组，并完

成比较基因组分析，推动了树鼩应用于生物医药

的系统研究进程［25］；同时，建立了树鼩精原干

细胞体外培养体系，并利用体外培养的树鼩精原

干细胞成功获得世界首只转基因树鼩，实现了树

鼩基因修饰技术的重大突破［26-27］。

在小型猪研究方面，也取得了诸多研究进
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展。云南农业大学研究团队与美国科学家合作，

利用CRISPR-Cas9和体细胞克隆技术成功克隆出

首批内源性反转录病毒灭活猪，为解决异种器官

移植的临床安全性问题迈出了关键性一步［28］。

此外，2010年，获得世界上第一头版纳微型猪近

交系体细胞克隆猪；2013年，利用高效基因敲除

技术，在猪身上成功敲除了抑癌基因P53，首次

获得6头成活的小型猪肿瘤模型；2014年，获得

世界上第一头孤雌生殖克隆猪；2016年，利用

Cas9/小向导 RNA （small guide RNA， sgRNA）

注射的受精卵导致 DMD （Duchenne muscular

dystrophy）基因修饰的猪肌肉萎缩；2017年，通

过 TALENs 和体细胞核转移的方法高效获得了

P53双等位基因敲除滇南小型猪；2018年，建立

了亨廷顿敲除模型，再现亨廷顿病选择性神经退

行性变特征［29-31］。

在学术专著方面，季维智主编的《猕猴繁殖

生物学》和杨世华编著的《猕猴辅助生殖原理与

技术》系统介绍了猕猴的生物学特性、饲养繁育

和辅助生殖原理及技术，为开展灵长类实验动物

人工饲养繁殖和应用提供了理论基础。彭燕章、

叶智璋等主编的《树鼩生物学》，郑永唐、姚永

刚、徐林主编的《树鼩基础生物学与疾病模型》，

以及王廷华、张荣平、代解杰主编的《树鼩组织

学图谱》，系统介绍了树鼩的生物学特性、分类

地位、疾病动物模型和正常组织学图谱等研究进

展，为树鼩在生命科学和生物医药研究的广泛应

用提供了基础理论知识和研究进展介绍。

4 云南省实验动物工作存在的主要问题与

对策

回顾云南省实验动物发展历程，可以发现云

南省在实验动物管理的法制化建设、灵长类实验

动物饲养繁殖管理与科学研究、实验动物应用于

生物制品研发与生产、小型猪资源建设与科学研

究、树鼩实验动物标准化和种质资源建设及科学

研究等方面始终走在国内前列，尤其在灵长类基

因编辑动物模型、早期胚胎发育调控、脑科学与

干细胞等生物医学及转化研究方面的研究成果已

居世界领先地位。除此之外，树鼩资源的开发与

利用处于国内领先；基于猕猴肾细胞生产的脊髓

灰质炎减毒活疫苗为我国消灭脊髓灰质炎病毒起

到了决定性的作用；国家昆明高等级生物安全灵

长类动物实验中心也为我国防治新发、突发重大

传染性疾病和保障人类健康发挥了重大支撑作

用。云南省实验动物科技工作在过去 40年的发

展史上取得了丰硕成果，但是也存在一些问题，

需要进一步完善。

4.1 实验动物工作法制化建设与监督管理有待

进一步加强

目前，国家《实验动物管理条例》已进入征

求意见阶段，有许多条款与之前的不同，因此，

《云南省实验动物管理条例》（2018年修正）应该

随之进行新一轮的修订，以使其与国家《实验动

物管理条例》内容有机衔接。虽然云南省实验动

物管理工作的法制化建设正在稳步推进，但也存

在个别单位或课题组在未取得许可证的条件下开

展动物实验及科研工作的情况。因此，监督管理

也是一个薄弱环节，其原因是没有监督管理的编

制及执法人员，难以做到实时监督。实验动物行

政主管部门可以通过对各单位职能部门主管领导

进行执法培训，并承担起本单位的日常监督工

作，杜绝未取得实验动物许可证而开展相关工作

的情况发生。

4.2 小型实验动物（小鼠、大鼠、兔、豚鼠）生产与

供应问题突出

云南省每年大鼠和小鼠使用量在30余万只，

由于缺乏专业化、标准化和规模化的实验动物生

产机构，大多数单位需要通过外省购买（少数为

自给自足）；有生产能力的单位受体制机制的限

制，也不愿意生产更多实验动物来供应市场。另

外，虽然云南省的灵长类实验动物资源有一定规

模，但受国内国际需求的影响，尤其是 2020年

新型冠状病毒肺炎疫情爆发增大了生物医药研发

及科学研究对灵长类实验动物的需求，云南省同

样陷入“一猴难求”的困境，加之灵长类实验动

物价格飞涨，造成承担国家级、省级科研项目和

生物医药研发的经费存在严重不足。实验动物产

业对云南省大健康产业的发展起着重要的支撑作

用，因此，随着云南省生物医药日新月异的发

展，各级政府主管部门应采取积极的引导和支持

政策，鼓励外省的企业落户云南，建立专业化、
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规模化的实验动物生产基地，以满足市场需求。

4.3 实验动物种质资源创新、整合和共享机制不

健全

实验动物资源是支撑科技进步与创新的国家

科技基础条件平台的重要组成部分，是国家保持

科技领先、提高国际科技竞争力的核心要素之

一。基因工程大鼠和小鼠动物模型以及人源化小

鼠在生物医药研发和生命科学研究方面发挥着重

要作用，目前主要靠外省购买已远远不能满足需

求。政府主管部门应制定相应政策，并给予经费

支持，尽快建立各类实验动物种质资源的生产基

地，实现实验动物资源增量及可持续性发展，不

断提升自主创新的技术能力。同时加大实验动物

新资源的开发。一般情况下，在研发期间有经费

支持，一旦建成后则缺乏政策性新资源的维持费

用，造成后期服务能力下降，故应建立实验动物

资源整合与共享机制和平台，对原有的实验动物

资源给予持续性的经费支持，促进现有实验动物

资源的有效的合理使用，实现社会化共享

服务［32-34］。

4.4 实验动物人才引进力度需要加大

科技创新主要靠优秀的专业技术人员。云南

省地处边疆，与北上广深等城市相比，缺乏区域

优势，加之财政收入薄弱，人才引进困难。实验

动物行业的规模虽然比较小，但是其对生物医药

产业发展和科技进步有着不可替代的重要支撑作

用。因此，各用人单位应加大人才引进力度，各

级政府应给予一定的政策和经费支持，增强人才

引进竞争力，让更多的人才汇聚云南省，为云南

省的科技创新发展和经济社会建设做贡献。

附录：云南省实验动物重要事件

1946年，我国科学家齐长庆教授引入瑞士小鼠，后在

昆明培育出昆明小鼠品系；

1958年，在昆明花红洞，中国医学科学院医学生物

学研究所成立，并建立灵长类动物饲养繁殖基地；

1959年，在昆明花红洞，中国科学院昆明动物研究所

成立，并建立灵长类动物饲养繁殖基地；

1962年，中国医学科学院医学生物学研究所运用猕

猴肾细胞，研制出口服脊髓灰质炎糖丸减毒活

疫苗；

1981年，中国第一届灵长类实验动物学术研讨会在

昆明召开；

1982年，原国家科委在云南西双版纳主持召开第一

次全国实验动物工作会议，会议提出“关于改进

我国实验动物工作的若干意见”，并建议在北

京、天津、上海和云南建立 4个国家级实验动物

中心；

1982年，在云南西双版纳成立中国实验动物云南灵

长类中心；

1984年，中国医学科学院医学生物学研究所灵长类

动物饲养繁殖基地被卫生部批准为“全国医学

灵长类研究中心”；

1989年，在昆明召开了西南地区第三届实验动物学

术交流会；

1999年，云南省与中国科学院正式成立共建重点实

验室“云南省动物生殖生物学重点实验室”，这

是首个通过AAALAC认证的中国科研机构；

2009年，昆明科灵亚灵生物技术有限公司建成投入

使用，成为云南省首个对国内外承包非人灵长

类动物实验服务的CRO机构；

2009年，云南省质量技术监督局发布了《实验动物病

理学检测》，成为中国第一部实验动物病理学检

测标准，也是云南省首个实验动物相关的地方

标准；

2010年，云南省质量技术监督局发布了《实验树鼩》

第 1～5部分的地方标准，2012年又发布了《实

验树鼩》第6～10部分；

2010年，云南农业大学成功构建世界第一头版纳微

型猪近交系体细胞克隆猪；

2011年，昆明国家生物产业基地实验动物中心获得

国家发改委授牌投入使用；

2012年，《昆明市实验动物许可证管理办法》经昆明

市科学技术局第 18 次局长办公会议通过，自

2013年1月1日起施行；

2012年，“云南省实验动物产业技术创新战略联盟”

和“昆明市实验动物行业协会”正式成立；

2012年，中国医学科学院医学生物学研究所科技成

果“树鼩饲养繁殖种群建立及其在HCV动物模

型中的应用”获得云南省科技进步一等奖，是我
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国首个实验动物方面的省部级一等奖；

2013年，中国科学院昆明动物所在国际上首次破译

了树鼩全基因组，并完成比较基因组分析，研究

成果发表在Nature Communications期刊，推动

了树鼩应用于生物医药的系统研究进程；

2014年，云南中科灵长类生物医学重点实验室运用

CRISPR/Cas9技术成功构建全球首例基因靶向

修饰转基因灵长类动物，被评价为人类疾病模

型研究向前发展的里程碑；运用TALENs技术

首次成功制备帕金森病的转基因猴模型。研究

成果发表在Cell和Cell Stem Cell期刊，这两项

技术首次在灵长类动物中有效运用，标志着我

国灵长类动物基因靶向修饰和疾病动物模型研

究方面已处于世界领先水平；

2015年，第十四届“中国西部实验动物管理与学术交

流会”在云南昆明隆重召开；

2016年，中国科学院昆明动物研究所首次建立树鼩

精原干细胞体外培养体系，并利用体外培养的

树鼩精原干细胞成功获得世界首只转基因树

鼩，实现了树鼩基因修饰技术的重大突破，研

究成果发表在 Nature Communications期刊；

2017年，云南省灵长类生物医学重点实验室首次成

功编辑灵长类自闭症关键基因，研究成果发表

在Cell期刊；云南农业大学与美方合作在世界

上首次构建了内源性反转录病毒灭活的克隆

猪，研究成果发表在 Science期刊；

2018年，中国科学院昆明动物研究所获得中国合格

评定国家认可委员会（CNAS）全国首家实验动

物机构认可；

2019年，云南省实验动物学会承办的“第十五届中国

实验动物科学年会”在昆明隆重召开；

2019年，昆明理工大学研究团队开发出第一个三维

（3D）人囊胚培养体系，首次绘制了人原肠前胚

胎的发育全景图，为研究人类早期胚胎发育奠

定了重要的研究基础，研究成果发表在Nature

期刊；另外，运用体外培养体系解析灵长类着床

后早期胚胎发育，揭示了植入后早期非人类灵

长类动物胚胎发生的关键发展事件和复杂的分

子机制，有助于对人类早期着床后胚胎发育的

理解，成果发表在Science期刊。
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MC38结肠癌小鼠肿瘤浸润免疫细胞的动态变化
张波扬张波扬 11,, 陈焕鹏陈焕鹏 22,, 余文兰余文兰 11,, 刘忠华刘忠华 11,, 黄朝峰黄朝峰 22

(1. 华南农业大学实验动物中心, 广州 510642; 2. 中山大学人类病毒研究所, 广州 510080)

[摘要] 目的 观察荷瘤小鼠肿瘤浸润免疫细胞在肿瘤发展过程中的动态变化。方法 将小鼠结肠癌

MC38细胞移植到24只C57BL/6J小鼠皮下，荷瘤后每周一次记录小鼠体质量及肿瘤大小的变化，每周

一次采用流式细胞术检测肿瘤浸润免疫细胞水平，包括 CD45+细胞、CD3+ T 细胞、CD8+ T 细胞、

CD4+ T细胞、自然杀伤（natural killer，NK）细胞、树突状细胞、巨噬细胞、M1型巨噬细胞、M2型

巨噬细胞、髓源抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells， MDSC）、单核样髓源抑制细胞

（monocytic-MDSC，M-MDSC）、粒样髓源抑制细胞（granulocytic-MDSC，M-MDSC），共检测 4周。

结果 随着小鼠结肠癌肿瘤的增长，CD45+细胞水平总体表现出下降趋势，CD8+ T细胞水平稳步下降

至不可逆的水平，而CD4+ T细胞比例在荷瘤早期迅速增长，单位体积中浸润细胞数增长了近8倍，肿

瘤浸润的T细胞几乎为CD4+表型。以NK细胞为代表的非特异性免疫应答水平持续下降，而树突状细

胞在肿瘤内持续累积，并通过激活精氨酸酶 1（Arginase-1，ARG1）和诱导型一氧化氮合成酶

（inducible nitric oxide synthetase，iNOS），进一步加深免疫抑制作用。巨噬细胞浸润水平整体无显著变

化，但Ⅰ型巨噬细胞浸润细胞数的下滑速度显著高于Ⅱ型。单位体积肿瘤内MDSC数未出现下降趋

势，在肿瘤内持续累积；其中G-MDSC浸润水平呈稳降趋势，M-MDSC浸润水平持续上升，且占比远

高于G-MDSC。结论 小鼠移植MC38结肠癌细胞后，肿瘤组织内免疫细胞浸润水平整体下降，促肿

瘤免疫逐渐占据主导地位，从而促进结肠癌的发展。肿瘤内产生了Th1/Th2漂移现象，特异性和非特

异性免疫应答水平均显著降低，浸润的单核细胞和粒细胞主要是Ly6C+表型。肿瘤相关树突状细胞和

巨噬细胞发挥了重要的免疫抑制作用，CD4+ T细胞和M-MDSC可能是发挥促肿瘤免疫效应的关键点。

[关键词] 结肠癌；肿瘤浸润免疫细胞；免疫微环境；小鼠
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[Abstract] Objective To observe the dynamic changes of tumor-infiltrating immune cells in tumor-

bearing mice during tumor development. Methods Mouse colon cancer MC38 cells were transplanted

subcutaneously into 24 C57BL/6J mice, and the changes in body mass and tumor size of mice were recorded

once a week after tumor-bearing, The levels of tumor-infiltrating immune cells, including CD45+ T cells,

CD3+ T cells, CD8+ T cells, CD4+ T cells, natural killer (NK) cells, dendritic cells, macrophages, M1-type

macrophages, M2-type macrophages, myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), mononuclear-like MDSCs

(M-MDSCs), and granulocytic MDSCs (G-MDSCs) were detected by flow cytometry once a week for 4
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weeks. Results As the colon cancer tumor of the mouse grows, total CD45+ T cellular level decreased, and

CD8+ T cellular level steadily decreased to an irreversible level, but CD4+ T cells proportion rapidly increased

at the early stage of the tumor-bearing, quantity of infiltrating cells in the unit volume increased by 8 times,

and T cells of tumor-infiltration almost were CD4+ phenotype. The nonspecific immune response level

represented by NK cells continued to decline, but the dendritic cells continued to accumulate in the tumor. The

immunosuppressive action was further enhanced through the activation of arginase-1 (ARG1) and inducible

nitric oxide synthetase (iNOS). Macrophage infiltration levels showed no significant change, but the gliding

speed for the quantity of infiltrating type- Ⅰ macrophages was obviously higher than that of type- Ⅱ
macrophages. The proportion of MDSCs per unit volume showed no decreasing trend, and the cells continued

to accumulate in the tumor. G-MDSC infiltration level showed a steady decrease, while M-MDSC infiltration

level showed an increasing trend, the proportion of M-MDSCs were higher than that of G-MDSCs.

Conclusion After transplanting MC38 colon cancer cells in mice, the level of immune cell infiltration in the

tumor tissue declined, tumor immunology gradually became dominat, thus promoting the development of

colon cancer. The Th1/Th2 drift occurred in the tumor. Specific and nonspecific immune response levels were

significantly decreased on an average, and the infiltrating monocytes and granulocytes were mainly Ly6C+ .

Tumor-associated dendritic cells and macrophages play an important immunosuppressive role. CD4+T cells

and M-MDSCs might be the key for promoting tumor immunity.

[Key words] Colon cancer; Tumor-infiltrating immune cells; Tumor immune microenvironment; Mice

异质性是恶性肿瘤的重要特征。目前，研究

者多从肿瘤本身探索肿瘤的发生发展机制，如肿

瘤干细胞理论、肿瘤遗传学等，因此肿瘤曾一致

被认为是细胞内突变的体细胞遗传病［1］。近年

来，肿瘤微环境免疫特征已经被列入肿瘤十大特

征之一［2］。探索肿瘤微环境与肿瘤发生的关系既

能预测临床预后，亦可评价放化疗效果［3-4］。随

着单细胞测序和质谱流式细胞术等新技术的应

用，多种新型免疫细胞亚群得到鉴定，肿瘤浸润

免疫细胞成为了研究的热点之一。

肿瘤微环境主要是由免疫细胞、间充质细胞、内

皮细胞和细胞外基质等构成复杂的细胞和分子调控网

络，通过代谢重编程和低氧调控等方式促进肿瘤的发

生和发展［5］。肿瘤微环境中的免疫细胞主要分为淋巴

系来源和骨髓来源，淋巴系来源的主要有CD8+ T细胞

（cytotoxic T lymphocytes，CTLs）、CD4+ T 细胞

（regulatory T cells，Ths）、自然杀伤（natural killer，

NK）细胞和树突状细胞（dendritic cells，DC），主要

发挥抗肿瘤作用。髓系来源的主要是肿瘤相关巨噬细

胞（tumor-associated macrophages，TAMs）和髓源

抑制性细胞 （myeloid-derived suppressor cells，

MDSC），主要发挥免疫抑制作用。肿瘤与其微环

境之间的相互作用非常复杂，免疫浸润成分在每个肿

瘤阶段都发生了变化，特定的细胞对患者的生存

影响深远。其中，T细胞一直是研究者关注的一

个热点。多项研究表明，大多数T细胞密度随肿

瘤进展而降低，T细胞的低密度浸润与不良预后

相关［6-7］，这也是患者生存最重要的预测标

准［8-10］。过继T细胞治疗的新方法为患者带来了

新的希望，但是肿瘤浸润免疫细胞是高度不均匀

的。除了淋巴系来源细胞，大部分髓系成分同样

具有代表性，然而分析Th1和CD8以外的免疫细

胞如何影响临床效果时常常得出矛盾的结果［6］。

目前，肿瘤与宿主免疫系统之间的关系尚不

明确。通过绘制动态免疫图谱的方式，为患者定制

免疫特征图谱，可以识别动态生物标志物，区分假

性治疗进展，明确具有潜在反应的患者，为个性化

精准治疗提供动态监测方案［11］。本文采用流式细

胞术对荷瘤小鼠不同时间节点的肿瘤浸润免疫细胞

进行分析，动态观察结肠癌发展的细胞学变化，绘

制免疫微环境的时空变化景观，以期为寻找预后生

物标志物和开发新的治疗方法提供思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级雌性C57BL/6J小鼠 24只，体质量为

19～21 g，42～56日龄，来源于广东省医学实验

410



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct. 2021, 41(5)

动物中心［SCXK（粤）2018-0002］，实验动物

质量合格证号为44007200068714。动物饲养于华

南农业大学实验动物中心屏障环境［SYXK

（粤）2019-0136］。本研究涉及的动物实验方案

符合 3R原则，经华南农业大学动物福利与伦理

委员会批准（批号2019D086）。

1.2 仪器设备和试剂

流式细胞仪（型号：BD-LSRF fortessa）购

自美国BD公司，小鼠结肠癌MC38细胞株来源

于美国典型培养物保藏中心。 RPMI 1640

（C11875500BT）购自美国Gibco公司。大鼠抗小

鼠 pecific blue-CD45 （48-0451-82）、 pecy7-CD3

（25-0031-82）、 percpcy5.5-CD4 （45-0042-82）、

APC-CD8 （17-0081-83）、 PE-NK1.1 （12-5941-

82）、 pecy7-CD11b （25-0112-82）、 APC-Ly6G

（17-9668-80）、PE-F4/80（12-4801-82）和 pecy7-

CD206（25-2061-82）单克隆抗体均购自美国

eBioscience公司，FITC -Ly6C（553104）单克隆

抗体购自美国BD公司，percpcy5.5-CD11c（65-

0114-U100）和APC-MHCⅡ（20-5321-U100）单

克隆抗体购自美国Tonbo Biosciences公司。PBS

和D-PBS为实验室配制，胶原酶 2（V900892）、

胶原酶 4（V900893）、DNA脱氧核糖核苷酸酶 1

（D4513）和透明质酸酶（H3884）购自美国

Sigma公司。

1.3 实验动物处理

调整小鼠结肠癌MC38细胞密度为5×105个/mL，

均于C57BL/6J小鼠右侧腹股沟处行一次性皮下

注射（0.1 mL/只）。24只小鼠均可观察到肿瘤生

长，在肉眼可观测肿瘤大小（大约荷瘤 1 周）

后，每周观察一次并使用游标卡尺记录皮下肿瘤

的长宽数值，肿瘤体积＝长×宽 2/2。每周记录一

次小鼠体质量。每周随机选取6只小鼠，采用流

式细胞术检测小鼠肿瘤内免疫细胞浸润水平。

1.4 肿瘤组织单细胞悬液的制备

采用脱颈椎法处死小鼠后，剥离肿瘤组织，

冰浴 10 min，用 1×PBS洗 2次，剪碎肿瘤，加入

胶原酶 2（1 mg/mL）、胶原酶 4（1 mg/mL）、透

明质酸酶（100 U/mL）和DNA脱氧核糖核苷酸

酶1（100 U/mL），消化30 min。70 μm筛网过滤

肿瘤组织，1×PBS洗 1次，终止消化。1×PBS洗

1次，吸取 10 μL细胞悬液用 1×PBS稀释 10倍，

用于细胞计数。

1.5 流式细胞术检测肿瘤内免疫细胞浸润水平

将单细胞悬液调整至细胞密度为1×107个/mL，

每管吸取 100 μL细胞悬液准备流式染色。检测

分 3 组，先用抗小鼠 CD45 抗体 4 ℃避光孵育

10 min，然后组 1加入抗小鼠CD3、CD4、CD8、

NK1.1抗体和相应的同型对照抗体，组2加入抗小鼠

CD11b、Ly6C、Ly6G抗体和相应的同型对照抗

体 ， 组 3 直 接 加 入 抗 小 鼠 CD11c、 F4/80、

CD206、MHCⅡ抗体和相应的同型对照抗体。

4 ℃避光孵育 30 min后，1×PBS洗 1次，用于流

式细胞仪检测。各免疫细胞分子标志定义如下：

CD3+ T 细 胞 （CD45+CD3+ ）， CD4+ T 细 胞

（CD45+ CD3+CD4+），CD8+ T 细胞（CD45+CD3+

CD8+ ）， NK 细胞 （CD45+CD3－NK1.1+ ）， DC

（CD45+CD11c+），总的巨噬细胞（macrophage，

后 用 Mφ 表 示 ）（CD45+F4/80+ ）， Ⅰ 型 Mφ
（CD45+F4/80+MHCⅡ+），Ⅱ型Mφ（CD45+F4/80+

CD206+），MDSC（CD45+CD11b+），单核MDSC

（M-MDSC）（CD45+CD11b+Ly6C+ ）， 粒 细 胞

MDSC（G-MDSC）（CD45+CD11b+Ly6G+）。流式

数据使用Flowjo-V10软件分析处理，单位体积浸

润细胞数＝各亚群细胞数/肿瘤体积。

1.6 统计学分析

实验数据使用GraphPad Prism 8.0.1软件进行

分析。将荷瘤2～4周时的数据分别与荷瘤1周时

的数据进行比较，所有计数资料以
-x± s表示；组

间比较采用方差分析，两组之间比较采用 t检验，

以P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 荷瘤小鼠肿瘤体积变化及肿瘤免疫细胞浸

润变化

相比荷瘤 1周，荷瘤 2周和 3周时的小鼠肿

瘤体积均明显增大（P＜0.05），荷瘤 4周时显著

增大（P＜0.000 1），提示肿瘤体积迅速增长，增

长速率不断加快（图 1A）。记录荷瘤 4周的 6只

小鼠体质量，结果显示在荷瘤 1～4周时未见显

著变化（图1B）。

从荷瘤 1周时开始，每周随机选择 6只小鼠
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剖检取材并进行流式检测。结果显示，CD45+细

胞比例在荷瘤 2 周时较 1 周时明显降低（P＜

0.001），荷瘤 3周时显著降低（P＜0.000 1），荷

瘤 4周时虽明显降低（P＜0.01），但略有回升趋

势（图1C）。

为排除肿瘤大小差异对实验结果的影响，计

算单位体积内浸润细胞数（各亚群细胞数/mm3）

以比较单位体积肿瘤内的细胞学变化。结果

显示，单位体积肿瘤内 CD45+细胞浸润数在

荷瘤 2周时无明显变化（P＞0.05），荷瘤 3 周

时降低（P＜0.05），荷瘤 4周时显著降低（P＜

0.001）（图1D）。CD45是白细胞共同抗原的标志，

在淋巴细胞的发育、功能调节及信号传递中具有重

要意义，被广泛用作浸润免疫细胞的整体标志物。

检测发现，荷瘤1～4周时CD45+细胞水平整体呈

现骤降趋势，但在荷瘤3周后趋于稳定（图1D）。

2.2 荷瘤小鼠肿瘤T细胞浸润变化

流式细胞术检测结果显示，相比荷瘤 1 周

时，总 CD3+ T 细胞比例在荷瘤 2 周下降（P＜

0.05），荷瘤3周时显著降低（P＜0.000 1），荷瘤

4周时有明显回升（P＞0.05）（图 2A）；CD4+ T

细胞比例在荷瘤 2～4 周时均显著上升（P＜

0.000 1，图2B）；CD8+ T 细胞比例在荷瘤2周及

3周时显著下降（P＜0.01），荷瘤 4周时下降极

显著（P＜0.000 1）（图 2C）。相比荷瘤 1周时，

单位体积肿瘤内总CD3+细胞浸润数在荷瘤2周时

保持平稳（P＞0.05），荷瘤 3周和 4周时均显著

降低（P＜0.01）（图2D）；单位体积肿瘤内CD4+

细胞浸润数在荷瘤 2～4 周时均显著上升（P＜

0.01，图2E）；单位体积肿瘤内CD8+细胞浸润数

在荷瘤 2周时无明显变化（P＞0.05），荷瘤 3周

及4周时均降低（P＜0.05）（图2F）。

2.3 荷瘤小鼠肿瘤NK细胞与DC浸润变化

流式细胞术检测结果显示，相比荷瘤 1 周

时，NK细胞比例在荷瘤2周及3周时无显著变化

（P＞0.05），荷瘤4周时下降（P＜0.05），在荷瘤

注：A显示肿瘤体积变化；B显示荷瘤4周小鼠的体质量变化；C显示肿瘤浸润CD45+细胞比例变化；D显示单位体积肿

瘤内CD45+细胞浸润数量变化。各时间节点与荷瘤第1周比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1，ns表

示差异无统计学意义，n=6。

图1 肿瘤生长曲线与免疫细胞浸润变化

Figure 1 Variations in tumor growth curves and immune cell infiltration
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后总体呈现下降趋势（图3A）；DC比例在荷瘤2

周及 3周时无显著变化（P＞0.05），荷瘤 4周时

显著上升（P＜0.01，图 3B）。相比荷瘤 1周时，

单位体积肿瘤内 NK 细胞浸润数在荷瘤 2 周

时无显著变化（P＞0.05），荷瘤 3 周及 4 周

时显著下降（P＜0.000 1，图 3C）；单位体

积肿瘤内 DC 浸润数在荷瘤后 2 周及 3 周时无

明显变化（P＞0.05），荷瘤 4 周时下降（P＜

0.05，图 3D）。

2.4 荷瘤小鼠肿瘤相关巨噬细胞浸润变化

流式细胞术检测结果显示，相比荷瘤 1 周

时，总的巨噬细胞（用Mφ表示）比例在荷瘤 1

周～4周后无显著变化（P＞0.05，图 4A）；Ⅰ型

Mφ比例在荷瘤1周到4周无显著变化（P＞0.05，

图4B）；Ⅱ型Mφ比例在荷瘤2周及3周时无显著

变化（P＞0.05），但荷瘤 4周时下降（P＜0.05）

（图 4C）。相比荷瘤 1周时，单位体积肿瘤内总

Mφ浸润数在荷瘤 2 周时显著降低（P＜0.05），

荷瘤 3周及 4周时降低极显著（P＜0.000 1）（图

4D）；单位体积肿瘤内Ⅰ型Mφ浸润数在荷瘤 2

周时无显著变化（P＞0.05），荷瘤 3周及 4周时

下降 （P＜0.05）（图4E）；单位体积肿瘤内Ⅱ型

Mφ浸润数在荷瘤 2周及 3周时无显著变化（P＞

0.05），荷瘤4周时下降（P＜0.05）（图4F）。

2.5 荷瘤小鼠肿瘤髓源性抑制细胞浸润变化

流式细胞术检测结果显示，相比荷瘤 1 周

时，CD11b+细胞比例在荷瘤后总体未呈现明显变

化（P＞0.05，图5A）；M-MDSC比例在荷瘤2周

和 3周时无明显变化（P＞0.05），荷瘤 4周时明

显上升（P＜0.05），整体呈增长趋势（图 5B）；

G-MDSC 比例在荷瘤后 2 周及 4 周均明显下降

（P＜0.05），整体呈下降趋势（图 5C）。相比荷

瘤 1 周时，单位体积肿瘤内 CD11b+及 M-MDSC

细胞浸润数在荷瘤 1 周到 4 周时无显著变化

（P ＞ 0.05 ， 图 5D 和 5E）； 单 位 体 积 肿 瘤

内 G-MDSC浸润数在荷瘤2周及3周时无明显变

化（P＞0.05），荷瘤4周时明显下降（P＜0.05），

总体呈下降趋势（图5F）。

注：A显示肿瘤浸润CD3+ T细胞比例变化；B显示肿瘤浸润CD4+ T细胞比例变化；C显示肿瘤浸润CD8+ T细胞比例变

化；D显示单位体积肿瘤内CD3+ T细胞浸润数量变化；E显示单位体积肿瘤内CD4+ T细胞浸润数量变化；F显示单位体

积肿瘤内CD8+ T细胞浸润数量变化。各时间节点与荷瘤第1周比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.0001，

ns表示差异无统计学意义，n=6。

图2 荷瘤小鼠肿瘤浸润T细胞变化

Figure 2 Variations in the proportion of infiltrating T cells in the tumor
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注：A显示肿瘤浸润总Mφ比例变化；B显示肿瘤浸润Ⅰ型Mφ比例变化；C显示肿瘤浸润Ⅱ型Mφ比例变化；D显示单

位体积肿瘤内总Mφ浸润数量变化；E显示单位体积肿瘤内Ⅰ型Mφ浸润数量变化；F显示单位体积肿瘤内Ⅱ型Mφ浸润

数量变化。各时间节点与荷瘤第 1周比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1，ns表示差异无统计学意

义，n=6。

图4 荷瘤小鼠肿瘤中浸润的巨噬细胞（Mφ）变化比较

Figure 4 Comparison of variations in the proportion of infiltrating macrophages（Mφ）in the tumor

注：A显示肿瘤浸润NK细胞比例变化；B显示肿瘤浸润DC比例变化；C显示单位体积肿瘤内NK细胞浸润数量变化；D显

示单位体积肿瘤内DC细胞浸润数量变化。各时间节点与荷瘤第1周比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1，

ns表示差异无统计学意义，n=6。

图3 荷瘤小鼠肿瘤浸润自然杀伤（NK）细胞和树突状细胞（DC）变化

Figure 3 Variations of the infiltrating natural killer（NK）cells and dendritic cells（DCs）in the tumor
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3 讨论

大多数肿瘤都有一个分步进展的过程，包括

一系列组织学、形态学和遗传学的变化，这些变

化随着时间的推移而改变或累积［12］。肿瘤微环

境与肿瘤细胞之间复杂的相互作用贯穿了肿瘤发

展全过程。目前，关于癌症免疫的研究主要集中

在外周血、脾内或淋巴结，而对肿瘤内部免疫细

胞浸润的复杂情形尚知之甚少。本研究检测几种

具有代表性的免疫细胞浸润水平在结肠癌发展进

程中的瘤内变化景观，旨在为结肠癌免疫学研究

提供实验依据。

本实验数据显示，CD8+ T细胞水平稳步下降

至不可逆的水平，个别样本浸润细胞数极低，而

CD4+ T细胞比例在荷瘤早期就已迅速增长并持续

累积，单位体积中浸润细胞数增长了近 8倍。T

细胞浸润水平在荷瘤 1周及 2周时有增长趋势，

随后快速下降，这与CD4+ T细胞的飞速增长保

持一致，肿瘤浸润的T细胞几乎都是CD4+表型。

已有研究表明，Th1 细胞主要分泌白细胞介素

（interleukin）-2、干扰素γ（interferon-γ，IFN-γ）
等，通过干扰内皮细胞增殖来抑制肿瘤生长。

Th2细胞主要分泌 IL-4等，诱导TAMs产生M2表

型，并通过分泌抗炎细胞因子激活体液免疫，促

进肿瘤生长。而调节性 T 细胞（regulatory T

cells，Tregs）通过直接表达抑制性细胞因子，或

间接消耗 IL-2，抑制 CD8+ T 细胞的激活与增

殖［13］。而肿瘤内的Th2细胞浸润水平往往远高于

Th1细胞，即产生了Th1/Th2漂移的现象［14］。本

研究结果支持 CD4+ T 细胞在肿瘤进展中产生

Th1/Th2漂移的假设，所产生的免疫抑制状态严

重影响了CD8+ T细胞和NK细胞的增殖和活化效

率，并发现M-MDSC和CD4+ T细胞的高水平浸

润与CD8+ T细胞和NK细胞水平的下降具有一定

的相关性。另外，总T细胞比例在显著降低后出

现反弹，这可能与NC细胞在荷瘤3周及4周的显

著上升有关，这也体现了机体免疫在肿瘤发展整

个过程中的顽强抗衡。然而尽管肿瘤体积飞速增

注：A显示肿瘤浸润CD11b+细胞比例变化；B显示肿瘤浸润M-MDSC比例变化；C显示肿瘤浸润G-MDSC比例变化；D

显示单位体积肿瘤内CD11b+浸润数量变化；E显示单位体积肿瘤内M-MDSC浸润数量变化；F显示单位体积肿瘤内G-

MDSC浸润数量变化。各时间节点与荷瘤第1周比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1，ns表示差异无

统计学意义，n=6。

图5 荷瘤小鼠肿瘤中浸润的髓源抑制性细胞（MDSC）变化比较

Figure 5 Comparison of changes in the proportion of infiltrating myeloid-derived suppressor cells（MDSC）in the tumor
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长，单位体积浸润DC细胞数也没有表现出急剧

下跌的趋势。曾有报告称，肿瘤相关树突状细胞

（tumor-associated dendritic cells，TADC）在抗原

提呈、诱导同种异体反应性和分泌 IL-2等方面的

能力均显著下降，其表面分子以及联合转运蛋白

和抗原加工相关转运体的表达也明显降低，相反

它们具有促进MDSC累积和促使髓系细胞分化为

F4/80+TAM的作用［15］。事实上，大多数实体瘤

都能通过产生 IL-6、VEGF、CSF-1 等细胞因子

来抑制DC的分化和成熟，这种未成熟的TADC

同样高表达CD11c，并在肿瘤内迅速累积，通过

激活精氨酸酶1（arginase1，ARG1）和诱导型一

氧化氮合成酶（inducible nitric oxide synthetase，

iNOS），进一步加深免疫抑制作用。

TAMs是占比最大的肿瘤浸润免疫细胞，也

是肿瘤进展、转移和抗治疗的关键驱动因素。本

研究发现，总Mφ的细胞比例始终维持在较高水

平。通常认为，M1型巨噬细胞高表达肿瘤坏死

因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、主要

组织相容性复合体Ⅱ（major histocompatibility

complex-Ⅱ，MHCⅡ）分子等，发挥抗肿瘤作

用；M2 型巨噬细胞高表达 ARG1 和 CD206 等，

发挥促肿瘤作用；然而肿瘤微环境中的Ⅰ型巨噬

细胞往往可转变为Ⅱ型［16］。本研究结果中巨噬

细胞浸润数整体下降，但Ⅰ型Mφ细胞数的下滑

速度显著快于于Ⅱ型Mφ，未发现巨噬细胞的显

著Ⅱ型漂移现象。实际上，TAMs完全不同于普

通巨噬细胞，其具有抑制T细胞功能发挥、促进

巨噬细胞和单核细胞分化以及促肿瘤血管生成的

作用，从而形成了促肿瘤生长的旁分泌循环。

MDSC与免疫逃逸机制密切相关，可通过分

泌炎性因子促进肿瘤细胞的存活和肿瘤血管生

成，但由于其异质性和非成熟性，目前对该细胞

群的定义一直存在争议［17］。本研究以CD11b+细

胞标志肿瘤内浸润的MDSC，发现MDSC整体水

平始终居高不下。于是本研究进一步分析 G-

MDSC 和 M-MDSC 的浸润水平，发现 G-MDSC

浸润水平稳步下降，这可能是肿瘤内的趋化因子

CXC缺失引起。值得注意的是，M-MDSC的浸

润水平稳定上升，且占比远高于G-MDSC。由于

G-MDSC和M-MDSC抑制T细胞生长增殖的途径

是相互独立的，笔者推测浸润的单核细胞和粒细

胞主要是Ly6C+表型，M-MDSC可能是促瘤免疫

和免疫逃逸的主角。

综上所述，笔者推测，癌细胞一旦接种于小

鼠，机体迅速做出抗肿瘤和促肿瘤的免疫应答；

肿瘤组织内免疫细胞浸润水平整体下降，CD8+ T

细胞和NK细胞水平的下降不断削弱机体抗肿瘤

免疫效应。TADC和TAMs在促肿瘤免疫应答中

发挥了重要作用，CD4+ T细胞和M-MDSC可能

是促肿瘤效应的关键点，促肿瘤免疫逐渐占据主

导地位，从而促进结肠癌的发展。
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*****************************************************************************************
《中华人民共和国生物安全法》：生物技术研究、开发与应用安全

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第四章第四章 生物技术研究生物技术研究、、开发与应用安全开发与应用安全

第三十四条 国家加强对生物技术研究、开发与应用活动的安全管理，禁止从事危及公众健康、损害生物资源、破坏生态系统

和生物多样性等危害生物安全的生物技术研究、开发与应用活动。从事生物技术研究、开发与应用活动，应当符合伦理原则。

第三十五条 从事生物技术研究、开发与应用活动的单位应当对本单位生物技术研究、开发与应用的安全负责，采取生物安全

风险防控措施，制定生物安全培训、跟踪检查、定期报告等工作制度，强化过程管理。

第三十六条 国家对生物技术研究、开发活动实行分类管理。根据对公众健康、工业农业、生态环境等造成危害的风险程度，

将生物技术研究、开发活动分为高风险、中风险、低风险三类。生物技术研究、开发活动风险分类标准及名录由国务院科学技术、

卫生健康、农业农村等主管部门根据职责分工，会同国务院其他有关部门制定、调整并公布。

第三十七条 从事生物技术研究、开发活动，应当遵守国家生物技术研究开发安全管理规范。从事生物技术研究、开发活动，

应当进行风险类别判断，密切关注风险变化，及时采取应对措施。

第三十八条 从事高风险、中风险生物技术研究、开发活动，应当由在我国境内依法成立的法人组织进行，并依法取得批准或

者进行备案。从事高风险、中风险生物技术研究、开发活动，应当进行风险评估，制定风险防控计划和生物安全事件应急预案，降

低研究、开发活动实施的风险。

第三十九条 国家对涉及生物安全的重要设备和特殊生物因子实行追溯管理。购买或者引进列入管控清单的重要设备和特

殊生物因子，应当进行登记，确保可追溯，并报国务院有关部门备案。个人不得购买或者持有列入管控清单的重要设备和特殊生

物因子。

第四十条 从事生物医学新技术临床研究，应当通过伦理审查，并在具备相应条件的医疗机构内进行；进行人体临床研究操

作的，应当由符合相应条件的卫生专业技术人员执行。

第四十一条 国务院有关部门依法对生物技术应用活动进行跟踪评估，发现存在生物安全风险的，应当及时采取有效补救和

管控措施。

(《实验动物与比较医学》编辑部摘录)
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CD137信号调控内皮细胞间质转化促进小鼠心脑

血管新生
翁嘉懿翁嘉懿 11,,22,, 马雪兴马雪兴 22,, 李 渊李 渊 22,, 孙康云孙康云 22

(1. 江苏大学附属医院心血管内科, 镇江 212000; 2. 苏州市立医院, 南京医科大学附属苏州医院心血管

内科, 苏州215000)

[摘要] 目的 探讨 CD137-CD137L 信号（简称 CD137 信号）是否通过调控内皮细胞间质转化

（endothelium-mesenchymal transition，End-MT）促进心脑血管新生。方法 将小鼠脑微血管内皮细胞

（bEnd.3）或小鼠胸主动脉环分为3组，即对照组［10 ng/mL的肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）］、CD137刺激组（10 ng/mL 的TNF-α和5 mg/L的CD137L激动型抗体）和CD137抑制组

（200 nmol/L的 IWR-1预处理细胞 30 min后，再加入 10 ng/mL的TNF-α和 5 mg/L的CD137L激动型抗

体），以CD137L重组蛋白激动CD137信号。采用荧光定量PCR及蛋白质印迹法分别检测脑微血管内皮

细胞中CD31、血管内皮细胞钙黏蛋白（vascular endothelial cadherin，VE-Cadherin）、肌动蛋白α（α-

smooth muscle actin，α-SMA）、成纤维细胞特异性蛋白-1（fibroblast specific protein-1，FSP-1）和Wnt

蛋白的表达；采用Transwell迁移实验检测穿膜细胞数目，比较细胞迁移能力；内皮细胞管腔形成实验

检测各组小鼠脑微血管内皮细胞的管腔形成能力。动脉环血管新生实验检测各组小鼠胸主动脉环新生

微血管的形成能力。结果 小鼠脑微血管内皮细胞CD137刺激组的CD31、VE-Cadherin mRNA及蛋白

表达水平均低于对照组（P＜0.05），FSP-1、Wnt和α-SMA mRNA及蛋白表达表达水平均高于对照组

（P＜0.05）；CD137抑制组的CD31、VE-Cadherin mRNA及蛋白表达水平均高于CD137刺激组（P＜

0.05），FSP-1、Wnt和α-SMA mRNA及蛋白表达水平均低于CD137刺激组（P＜0.05）。CD137刺激组

的小鼠脑微血管内皮细胞迁移数量多于对照组（P＜0.05），CD137抑制组的细胞迁移数量少于CD137

刺激组（P＜0.05）。CD137刺激组的小鼠脑微血管内皮细胞小管长度及分支数量均大于对照组（P＜

0.05），CD137抑制组的细胞小管长度及分支数均小于CD137刺激组（P＜0.05）。CD137刺激组小鼠胸

主动脉环的新生微血管数量多于对照组（P＜0.05），CD137抑制组的新生微血管数量少于CD137刺激

组（P＜0.05）。结论 CD137信号可能通过调控End-MT促进小鼠血管新生。

[关键词] 动脉粥样硬化；血管新生；内皮细胞间质转化；CD137；Wnt；小鼠
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angiogenesis in atherosclerotic plaques via endothelium-mesenchymal transition (End-MT). Methods

Mouse brain-derived endothelial cells (Bend.3) and aortas from male mice were divided into the following

groups: control (10 ng/mL TNF-α), CD137-activated (10 ng/mL TNF-α + 5 mg/L CD137L agonist antibody),

and CD137-inhibited (pretreated with 200 nmol/L IWR-1 for 30 min + 10 ng/mL TNF-α + 5 mg/L CD137L

agonist antibody) groups. CD137L agonist antibody was used to activate CD137-CD137L signaling.

Fluorescent quantitative PCR was used to determine the expression of CD31, vascular endothelial cadherin

(VE-cadherin), fibroblast-specific protein-1F (FSP-1), Wnt, and α -smooth muscle actin (α -SMA) at the

mRNA level. Western blotting was used to determine the expression of CD31, VE-cadherin, FSP-1, Wnt, and

α-SMA at the protein level. A Transwell assay was used to observe the migration ability of endothelial cells.

Matrigel tube formation ability of endothelial cells and mouse aortic ring angiogenesis assay were tested to

detect the ability of angiogenesis. Results The expressions of CD31 and VE-cadherin at the mRNA levels in

endothelial cells were significantly lower in the CD137-activated group than those in the control group, while

the expression was significantly downregulated in the CD137-inhibited group. The expressions of FSP-1, Wnt,

and α-SMA were opposite (all P < 0.05). The expressions of CD31 and VE-cadherin proteins in endothelial

cells were significantly higher in the CD137-activated group than those in the control group, while the

expression was significantly downregulated in the CD137 inhibited group. The expressions of FSP-1, Wnt,

and α-SMA were opposite (all P < 0.05). Migration cell number was markably higher in the CD137-activated

group than that in the control group, while it was significantly lower in the CD137-inhibited group than that in

the control group (P < 0.05). The values of the formation of the tube length (P < 0.05) and branch number

(P < 0.05) were both significantly higher in the CD137-activated group than those in the control group, while

these values were significantly lower in the CD137-inhibited group than those in the control group (P < 0.05).

The number of microvessel outgrowths in the aortic rings was dramatically increased in the CD137-activated

group than that in the control group, while it was reduced in the CD137-inhibited group (P < 0.05).

Conclusion CD137-CD137L signaling can promote cardio-cerebral angiogenesis in atherosclerotic plaques

by activating End-MT.

[Key words] Atherosclerosis; Angiogenesis; Endothelium-mesenchymal transition; CD137; Wnt; Mice

血管新生是从原血管以出芽方式形成新生微

血管，是动脉粥样硬化（atherosclerosis）易损斑

块 的 特 征 性 病 变 。 内 皮 细 胞 间 质 转 化

（endothelium-mesenchymal transition， End-MT）

是介导炎性细胞浸润、血管新生、影响动脉粥样

硬化斑块完整性，从而诱发动脉粥样硬化易损斑

块破裂并导致一系列急性心脑血管事件的关键因

素，是远期心血管事件可靠的独立预测因子［1］。

End-MT是内皮细胞在各种病理因素作用下向间

充质细胞转化的过程，在该过程中内皮细胞逐渐

失去其形态和功能，获得增殖、迁移和合成胶原

等间充质细胞表型特点［2］。在炎性浸润、缺氧等

因素刺激下，动脉粥样硬化斑块内发生End-MT

的内皮细胞一方面可促进胶原-基质金属蛋白酶

合成，促使斑块纤维帽变薄；另一方面内皮细胞

失去特异性抗原，获得间质细胞抗原，同时其功

能发生改变，获得较强的增殖、迁移能力，通过

促进新生血管形成，导致斑块破裂和继发临床急

性事件的发生［3］。近期研究结果证实：冠状动脉

易损斑块内End-MT细胞数量及新生血管数量显

著增加［4］。End-MT过程受多种刺激因素和Wnt

信号通路调控，这些信号通路相互调节，从而激

活多种转录基因，影响 End-MT 的发生和发

展［5-6］。目前，End-MT的具体调控机制仍在研究

中，可能与干预因素、微环境变化及调控血管新

生的关键分子有关。

CD137属肿瘤坏死因子受体（tumor necrosis

factor receptor，TNFR）超家族成员，在动脉粥

样硬化不稳定斑块中高表达。CD137信号通路在

血管新生及动脉粥样硬化进展过程中起着至关重

要的作用［7］。CD137分子与其配体结合可作为共

刺激分子，促进T淋巴细胞激活，进一步加速炎
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性因子释放而加重炎性反应，从而促进动脉粥样

硬化进展。新近研究表明，CD137信号在动脉粥

样硬化斑块形成中起重要作用，动脉粥样硬化斑

块中存在CD137高表达，而CD137基因敲除小

鼠的粥样斑块明显减少［8-9］。本课题组前期研究

发现，CD137信号可以促进动脉粥样硬化斑块内

新生血管的形成［10］。本研究在此基础上进一步

观察CD137信号是否通过调控内皮细胞End-MT

促进血管新生，即通过分别激动CD137信号和在

抑制 End-MT 相关信号的基础上激动 CD137 信

号，观察End-MT及内皮细胞管腔形成能力和动

脉环血管新生能力。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要实验材料

SPF级别8周龄C57BL/6J雄性小鼠20只，体

质量20～22 g，由江苏大学动物实验中心［SCXK

（苏）2018-0012］提供，饲养于江苏大学实验动

物中心［SYXK（苏）2018-0053］，根据实验动

物相关管理规定进行操作和处理。动物实验经江

苏大学动物福利伦理委员会批准（UJS-IACUC-

2019102902）。CD137L重组蛋白、PCR上下游引

物均由上海生工生物工程有限公司设计并合成；

胎牛血清、高糖培养基（DMEM）、双抗、胰蛋

白酶均购自美国 Gibco 公司；肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor- α， TNF- α） 购 自 美 国

PeproTech公司；兔抗鼠CD31、血管内皮细胞钙

黏 蛋 白 （vascular endothelial cadherin， VE-

Cadherin）、成纤维细胞特异性蛋白-1（fibroblast

specific protein-1，FSP-1）、Wnt 和肌动蛋白 α
（α-smooth muscle actin，α-SMA）抗体，以及内

参GAPDH单克隆抗体均购自德国Cell Signaling

Technology公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

二抗购自美国 Invitrogen公司；Wnt信号抑制剂

（IWR-1）购自安诺伦（北京）生物科技有限公

司；RNA提取试剂盒和实时荧光定量 PCR试剂

盒均购自日本TaKaRa公司；蛋白提取试剂盒和

反转录试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；

ECL化学发光试剂盒购自赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；基质胶购自武汉艾美捷科技有限

公司；小鼠脑微血管内皮细胞bEnd.3购自美国标

准培养物保藏中心；Ⅱ型胶原酶购自美国Sigma

公司；鼠尾Ⅰ型胶原购自德国Millipore公司；眼

科手术器械购自北京中兴名业科技发展有限公司。

1.2 细胞及动脉环的培养

小鼠脑微血管内皮细胞 bEnd.3［11］在含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基中培养，然后置于

37 ℃培养箱中，待细胞融合度为 80%～90%时，

以0.25%胰蛋白酶消化后离心细胞，常规传代。

以颈椎脱臼法处死小鼠，取下胸主动脉后，

置于质量浓度为 2 g/L的Ⅱ型胶原酶中，并放入

37 ℃培养箱中消化6～7 min以去除外膜。然后，

将血管均匀地剪成约 0.5 mm长的动脉环，放入

无血清培养基中，在 37 ℃培养箱中饥饿过夜。

将预处理过的动脉环包埋入质量浓度为 1 g/L的

鼠尾 I型胶原包被的96孔板中。96孔板在室温平

衡 10 min后，放入 37 °C培养箱孵育 30 min。待

胶原凝固后，加入含 2.5% 胎牛血清的 DMEM

100 μL/孔覆盖胶原表面，隔天换液。

1.3 实验分组及干预

细胞分组：将密度为2×105个/孔的bEnd.3细

胞接种于 6 孔板，加入质量浓度为 10 ng/mL 的

TNF-α刺激24 h进行预处理（诱导内皮细胞表达

CD137）。按随机数字表法将预处理后的内皮细

胞分为3组：（1）对照组，即培养基中加入质量

浓度为 10 ng/mL的TNF-α；（2）CD137刺激组，

即培养基中加入质量浓度为10 ng/mL的TNF-α和
质量浓度为5 mg/L的CD137抗体；（3）CD137抑

制组，即培养基中加入浓度为200 nmol/L的IWR-1

预处理细胞30 min后，再加入质量浓度为10 ng/mL

的TNF-α和质量浓度为5 mg/L的CD137抗体。各组

内皮细胞均置于 37 ℃培养箱中培养，24 h后提

取细胞蛋白或RNA备用。

动脉环分组：以鼠尾 I型胶原（质量浓度为

1 g/L）包被 96孔板后，将动脉环按 1个/孔包埋

入96孔板，干预措施同上。

1.4 荧光定量 PCR检测内皮细胞中CD31、VE-

Cadherin、FSP-1、Wnt和α-SMA mRNA水平

经不同组处理后的细胞按照TRIzol法提取总

RNA，并用反转录试剂盒反转录为 cDNA，以反

转录产物为模板，GAPDH为内参，用 SYBR法

检测CD31、VE-Cadherin、FSP-1、Wnt和α-SMA
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的mRNA表达。PCR反应体系总体积为20 µL反

应，依次加入TaKaRa Taq Premix 10 µL，上下游

引物（浓度10 nmol/L，引物序列见表1）各1 µL，

cDNA 1 µL，ddH2O 7 µL。PCR反应条件：预变

性 95 ℃ 5 min；变性 95 ℃ 5 s，退火 60 ℃ 30 s，

40个循环；72 ℃延伸 10 min。采用 2-ΔΔCt法计算

各基因相对表达量。

1.5 蛋白质印迹法检测 CD31、VE-Cadherin、

FSP-1、Wnt和α-SMA蛋白表达水平

各组内皮细胞分别按照RIPA裂解液及组织

蛋白提取试剂盒说明书提取蛋白，分装后在－

20 °C 保存待用。十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）后，以 350 mA 恒流 120

min转印至聚偏二氟乙烯膜（PVDF）。PVDF膜

置于质量分数为5%的脱脂牛奶TBST缓冲液中，

37 °C封闭 1 h，再分别加入相应的兔抗鼠CD31

（1︰1 000）、VE-Cadherin（1︰1 000）、FSP-1（1︰
1 000）、α-SMA（1︰1 000）、Wnt（1︰1 000）

和GAPDH抗体（1︰3 000），4 ℃孵育过夜。次

日用TBST洗涤 3次，采用辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔IgG（1︰7 000），37℃孵育1 h，TBST洗

涤3次，ECL显色系统定影显色，使用LANE-1D

图像分析软件对扫描灰度值进行相对定量分析。

1.6 Transwell迁移实验检测内皮细胞迁移能力

各组内皮细胞经预处理培养 24 h 后，消

化收集细胞并计数，将收获细胞配制成 1.5×

106 个细胞 /mL 的悬液，按 1×105 个细胞 /孔加

入 Transwell 小室上室（分组干预措施见 1.3

节）。 12 h 后取出小室，用棉签拭去聚碳酸

酯膜上室侧细胞，下室侧细胞经固定，结晶

紫染色，漂洗和拍照。每组设置 3 个复孔，

实验重复 3 次。用 Image-ProPlus 6.0 软件计算

每组下室侧细胞数量，分别取各组细胞数量

的平均值，然后计算 CD137 刺激组与对照组

及 CD137 抑制组与对照组细胞数量的比值。

1.7 内皮细胞管腔形成实验检测管腔形成能力

各组内皮细胞经预处理培养24 h后，消化收集

细胞并计数，将收获细胞配制为1.5 ×105个细胞/

mL的悬液，按1.5×104个细胞/孔接种于基质胶包被

的96孔板，每孔覆盖100 μL培养基（分组干预措

施见1.3节）。24 h后拍照，通过 Image-ProPlus 6.0

软件分析各组内皮细胞形成小管的长度及分支数

量。每组设置4个复孔，实验重复3次以上。

1.8 小鼠主动脉环血管新生实验检测新生血管

形成能力

以约80 μL/孔鼠尾胶原包被预冷的 96孔板，

将动脉环包埋入液态基质胶。96孔板在室温平衡

10 min后放入 37 °C培养箱孵育 30 min，待胶原

凝固后加入 100 μL/孔培养基（分组干预措施见

1.3节）覆盖胶原表面，隔天换液。7 d后在倒置

显微镜下观察动脉环新生微血管的数量和分支。

每组设置5个复孔，实验重复3次以上。

表1 实时荧光定量PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for quantitative real-time PCR

基因名称

CD31

VE-Cadherin

FSP-1

Wnt

α-SMA

GAPDH

引物序列

上游：5'- CTCCCAGAACATGGATGTGGAGTA-3'

下游：5'- GTGCATCTGCCTTGGCTGTC-3'

上游：5'-TGCTCCTACTGTTTCTACG -3'

下游：5'-CTTCTCCACCTCCCTCTT -3'

上游：5'-GTCCACCTTCCACAAATACT-3'

下游：5'-TTCGTCTGTCCTTCTCCC-3'

上游：5'-CAGGAGCCACGAGTTTGGATGTT -3'

下游：5'-GATTGGGTTGGGTTGGAGGT -3'

上游：5'-AGCCAGTCGCCATCAGGAAC -3'

下游：5'-CCGGAGCCATTGTCACACAC -3'

上游：5'-TTCAACGGCACAGTCAAGG-3'

下游：5'-CTCAGCACCAGCATCACC-3'

产物大小/bp

112

111

118

92

90

114

注：CD31是内皮细胞标志物之一；VE-Cadherin为血管内皮细胞钙黏蛋白；α-SMA为肌动蛋白α，FSP-1为成纤维细胞特异
性蛋白-1；Wnt为上皮间质转化相关信号分子；GAPDH为内参基因。
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1.9 统计学方法

采用统计学软件SPSS 16.0进行统计学分析。

计量资料以
-x ± s表示。两两比较采用 t检验；多

组间均数比较采用单因素方差分析，组间比较采用

LSD-t检验。以P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠内皮细胞中CD31、VE-Cadherin、FSP-

1、α-SMA、Wnt mRNA及蛋白表达水平

荧光定量PCR结果见图1A。与对照组比较，

CD137 刺 激 组 的 内 皮 细 胞 中 CD31 和 VE-

Cadherin mRNA表达水平较低（P值均＜0.05），

FSP-1、α-SMA和Wnt表达水平较高（P值均＜

0.05）；与CD137刺激组比较，CD137抑制组的

内皮细胞中 CD31 和 VE-Cadherin mRNA 表达水

平较高（P值均＜0.05），FSP-1、α-SMA和Wnt

表达水平较低（P值均＜0.05）。

蛋白质印迹法检测结果见图 1B。与对照组

比较，CD137刺激组的内皮细胞中CD31和VE-

Cadherin 蛋白表达水平较低（P 值均＜0.05），

FSP-1、α-SMA和Wnt蛋白表达水平较高（P值

均＜0.05）；与CD137刺激组比较，CD137抑制

组的内皮细胞中 CD31 和 VE-Cadherin 蛋白表达

水平较高（P 值均＜0.05），FSP-1、α -SMA 和

Wnt蛋白表达水平较低（P值均＜0.05）。

2.2 小鼠内皮细胞的迁移能力

Transwell 细 胞 侵 袭 实 验 结 果 见 图 2A。

CD137刺激组小鼠内皮细胞的迁移数量（1.21±

0.13）多于对照组（1.00±0.00），CD137 抑制组

小鼠内皮细胞迁移数量少于 CD137 刺激组

（0.83±0.07），差异均有统计学意义（P值均＜0.05）。

2.3 小鼠内皮细胞管腔形成能力

内皮细胞管腔形成实验结果见图2B。CD137

刺激组的内皮细胞小管长度［（5.97±0.23）mm］

大于对照组［（4.16±0.14） mm］，分支数量

（31.58±1.43）多于对照组（24.11±1.10）个，差

异均有统计学意义（P值均＜0.05）；而CD137抑

制组内皮细胞小管长度［（2.03±0.09）mm］和

分支数（7.68±0.93个）均小于CD137刺激组（P

值均＜0.05）。

2.5 小鼠主动脉环血管新生情况

动脉环新生血管形成实验结果见图 2C。小

鼠主动脉环 CD137 刺激组的新生微血管数量

注：A，荧光定量PCR检测mRNA水平；B，蛋白质印迹法检蛋白表达。对照组即用10 ng/mL TNF-α预处理；CD137刺激

组即用10 ng/mL TNF-α和5 mg/L CD137抗体联合干预；CD137抑制组即先用200 nmol/LWnt信号抑制剂 IWR-1预处理30

min后，再用10 ng/mL TNF-α和5 mg/L CD137抗体联合干预。CD31是内皮细胞标志物之一；VE-Cadherin为血管内皮细

胞钙黏蛋白；α-SMA为肌动蛋白α，FSP-1为成纤维细胞特异性蛋白-1；Wnt为上皮间质转化相关信号分子。相对表达水平

即目的mRNA与内参GAPDH的灰度值之比。与对照组比较，*P＜0.05；与CD137刺激组比较，△P＜0.05；n = 3，
-x ± s。

图1 小鼠脑微血管内皮细胞中CD31、VE-Cadherin、FSP-1、α-SMA、Wnt mRNA及蛋白表达水平比较

Figure 1 Comparison of the expression of CD31，VE-cadherin，FSP-1，α-SMA，Wnt at the mRNA and protein levels in

cardio-cerebral endothelial cells in the three groups
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（23.82±5.12）多于对照组（2.14±1.80），差异有

统计学意义（P＜0.05）；而CD137抑制组新生微

血管数量（3.16±1.10）少于CD137刺激组，差异

有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

冠状动脉粥样硬化性心脏病已成为人类死亡

率最高的疾病之一，尤其是动脉粥样硬化诱发的

急性心肌梗死的致残及致死率极高，已成为国民

“头号杀手”。心脑血管疾病共同的病理基础是动

脉粥样硬化。多项回顾性研究均显示在冠状动脉

易损斑块内检测到新生微血管密度显著增加，绝

大多数动脉粥样硬化斑块内的新生血管在炎性浸

润、缺氧等因素刺激下，随着斑块发展而数量增

多，为炎性介质浸润提供了通道，有助于斑块脂

核形成及扩大，促进斑块内出血，更容易导致斑

块破裂和临床急性事件如心肌梗死的发生［12］，

这一点近期也被关于人类斑块血管新生的一项前

瞻性研究结果所证实［13-14］。我们前期研究证实，

伴随着CD137信号激活，小鼠动脉粥样硬化斑块

内新生血管形成数量增加，内皮细胞增殖、迁移

及管腔形成能力增加［15］，提示CD137信号可能

注：A为Transwell小室法侵袭实验（结晶紫染色），B为内皮管腔形成实验，C为动脉环新生血管形成实验，图中比例

尺大小均为 100 μm。对照组即用 10 ng/mL TNF-α预处理；CD137刺激组即用 10 ng/mL TNF-α和 5 mg/L CD137抗体联

合干预；CD137 抑制组即先用 200 nmol/LWnt 信号抑制剂 IWR-1 预处理 30 min 后，再用 10 ng/mL TNF-α和 5 mg/L

CD137抗体联合干预。

图2 小鼠脑微血管内皮细胞的迁移能力、管腔形成能力和动脉环新生血管形成能力比较

Figure 2 Comparison of the migration and tube formation abilities of cardio-cerebral endothelial cells as well as the

angiogenesis ability of mouse aortic rings in the three groups（（the scale is 100 μm））
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促进动脉粥样硬化斑块内血管新生并导致斑块不

稳定。

但是CD137信号如何促进动脉粥样硬化中血

管新生的机制目前尚不清楚，血管新生过程受多

种血管生成刺激和抑制因子的双重调控。Chen

等对 43例不同严重程度的冠心病患者的冠状动

脉进行检测，发现冠状动脉病变严重程度与内皮

成纤维细胞生长因子受体FGFR1表达缺失，Wnt

信号转导增加、End-MT的发生程度密切相关［16］。

动脉粥样硬化病变早期，Wnt信号通路激活导致

End-MT增加，产生未完全成熟的成纤维细胞，

促进End-MT过程引起的新生血管形成，并在动

脉粥样硬化斑块晚期促进斑块的钙化，而当这一

信号被抑制时，End-MT程度降低，新生内膜形

成减少［17-18］。这些结果提供了强有力的证据：

End-MT这一过程有助于动脉粥样硬化新生血管

形成，进而促进病变发生和进展，更容易导致斑

块破裂和继发临床急性事件的发生。

CD137信号是否通过End-MT调控动脉粥样

硬化血管新生呢？现有的研究尚不能回答这个问

题。故本实验分别从细胞和离体实验两方面分别

观察激活CD137信号通路并抑制Wnt信号，观察

对End-MT及新生血管形成的影响。在细胞实验

中，我们前期实验已证实CD137信号激活，内皮

细胞增殖、迁移、成管能力显著增强，可促进血

管新生，但其中机制尚不明确。本实验中，我们

发现激活CD137信号通路，伴随着内皮细胞形成

管腔长度、分支数量增加，动脉环新生微血管数

量增加，内皮细胞内Wnt信号激活，CD31、VE-

Cadherin内皮细胞表型蛋白表达减少，间充质细

胞表型FSP-1和α-SMA表达增加。综合国内外研

究进展及前期工作，我们提出CD137信号通路可

能通过调控内皮细胞内皮-间质细胞转化促进血

管新生的假说，为验证该假说，本研究通过Wnt

信号抑制剂抑制End-MT相关信号通路激活，再

次激活CD137信号，检测内皮细胞迁移及管腔形

成能力，观察小鼠动脉环新生血管形成能力。结

果显示，激活CD137信号，内皮细胞内内皮细胞

表型CD31、VE-Cadherin表达下降，间充质细胞

表型 FSP-1和α-SMA表达增加，Wnt信号激活，

同时内皮细胞增殖、迁移等管腔形成能力增加，

形成小管长度及分枝增加，小鼠动脉环新生血管

形成能力增加，不仅如此，抑制Wnt信号后，再

刺激CD137信号，与CD137刺激组比较，内皮

细胞内内皮细胞表型CD31、VE-Cadherin表达升

高，间充质细胞表型FSP-1和α-SMA表达下降，

同时内皮细胞增殖、迁移等管腔形成能力减弱，

形成小管长度及分枝减少，小鼠动脉环新生血管

数量显著减少。综上所述，本次研究结果提示，

CD137信号通路通过End-MT介导新生血管的形

成。然而，EndMT目前在体水平缺乏明确的功

能学定义与生物学标志物，本研究在动物水平的

研究中对End-MT的定义也较为模糊，内皮细胞

标志蛋白与间充质细胞特异性蛋白的细胞表达定

位有待进一步证实，CD137信号激活Wnt信号后

是如何传递信息与相应靶基因结合促发End-MT

的形成？CD137信号轴如何调控Wnt信号及其与

该信号通路间的相互作用以及各自在诱发 End-

MT进程中发挥多大作用，其具体机制如何，均

需要深入探讨。

综上所述，CD137 信号通路可能通过 End-

MT促进小鼠动脉粥样硬化斑块内的血管新生。

本实验为了解CD137-CD137L信号通路与新生血

管形成的相关性提供了理论基础，也为预防和治

疗动脉粥样硬化提供了新思路。
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咽立爽口含滴丸对慢性咽炎家兔免疫细胞亚

群及 NF-κB信号通路的影响
唐 燚唐 燚 11,, 喻国冻喻国冻 22,, 何星辰何星辰 33,, 王 佳王 佳 33,, 张 田张 田 22

[1. 长沙市中医医院 (长沙市第八医院) 耳鼻咽喉头颈外科, 长沙 410100; 2. 贵州医科大学附属医院耳鼻

咽喉头颈外科, 贵阳 550004; 3. 贵州医科大学, 贵阳 550025]

[摘要] 目的 探究咽立爽口含滴丸对慢性咽炎家兔模型的作用效果及机制。方法 健康新西兰白兔42只，随

机分为7组：空白组，模型组，慢严舒柠清喉利咽颗粒组（9 g/kg），咽立爽口含滴丸低（0.025 g/kg）、

中（0.05 g/kg）、高（0.1 g/kg）剂量组和雾化组（0.025 g/kg）。除空白组外，其余家兔均采用化学刺激

法建立慢性咽炎动物模型。造模成功后第2天起，5个治疗组每日分别以慢严舒柠清喉利咽颗粒、咽立

爽口含滴丸相应剂量进行不同治疗，而空白组和模型组以蔗糖（0.025 g/kg）置于家兔口腔，连续给药

7 d。从造模第3天开始，每天观察家兔咽喉壁局部情况，给药结束后进行采血，处死家兔后采样待检。

HE染色观察咽喉壁黏膜组织病理学变化；流式细胞术检测血液CD3+、CD4+、CD8+，计算CD4+/CD8+

水平；ELISA检测血清白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1（IL-1）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、C反

应蛋白（CRP）和总抗氧化能力（T-AOC）水平；蛋白质印迹法检测咽喉壁黏膜组织 IL-6、IL-1、

TNF-α、核转录因子κB（NF-κB p65）、核转录因子-κB抑制因子（IκB-α）蛋白表达；实时荧光定量

PCR检测咽喉壁黏膜组织NF-κB p65、IκB-α mRNA表达。结果 与空白组比较，慢性咽炎家兔咽喉壁

黏膜病理组织损伤；CD3+、CD4+、CD4+/CD8+和T-AOC水平显著降低，CD8+、IL-6、IL-1、TNF-α、
CRP、NF-κB p65和 IκB-α水平明显升高（P＜0.01）。与模型组比较，不同治疗组均可不同程度减轻咽

喉壁黏膜组织病理损伤；咽立爽口含滴丸高剂量组及雾化组CD3+、CD4+、CD4+/CD8+和T-AOC水平显

著升高，CD8+、IL-6、IL-1、TNF-α、CRP、NF-κB p65和 IκB-α水平均降低（P＜0.05），效果优于低、

中剂量及慢严舒柠清喉利咽颗粒组。结论 咽立爽口含滴丸可显著改善慢性咽炎家兔模型的炎性指标，

减轻组织病理损伤，调节NF-κB信号通路相关因子表达，且雾化用药的效果更明显。

[关键词] 慢性咽炎；慢严舒柠清喉利咽颗粒；咽立爽口含滴丸；家兔
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Effects of Pharyngeal Refreshing Pills on Immune Cell Subsets and

NF-κB Signaling Pathway in Chronic Pharyngitis
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[Abstract] Objective To explore the effect and mechanism of pharyngeal refreshing pills on an animal

model of chronic pharyngitis. Methods A total of 42 healthy New Zealand white rabbits were randomly
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divided into seven groups: control, model, manyanshuning granules (9 g/kg), pharyngeal refreshing pills at

low- (0.025 g/kg), medium- (0.05 g/kg), high- (0.1 g/kg) doses, and atomization (0.025 g/kg) groups. Animal

models of chronic pharyngitis were established by chemical stimulation in all rabbits except the control group.

From the second day after successful modeling, the five treatment groups were administered with

manyanshuning granules and different doses of pharyngeal refreshing pills every day, while the control and

model groups were fed with white sugar (0.025 g/kg) for 7 days. From the third day after successful modeling,

the local condition of the pharyngeal wall of each rabbit was observed every day. Blood samples were

collected at the end of drug administration and examined. Histopathological changes in the pharyngeal wall

mucosa were examined by hematoxylin-eosin staining, and the levels of CD3+, CD4+, and CD8+ were detected

by flow cytometry. The levels of interleukin-6 (IL-6), IL-1, tumor necrosis factor- α (TNF- α), C-reactive

protein (CRP), and total antioxidant capacity (T-AOC) in serum were detected by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA). Western blotting was used to detect the expression of IL-6, IL-1, TNF-α,

nuclear factor-κappa B (NF-κB) p65 and NF-κB inhibitor (IκB-α) at the protein level in the pharyngeal wall

mucosa. qRT-PCR was used to detect NF- κB p65 and IκB- α mRNA expression in the pharyngeal wall

mucosa. Results Compared with the control group, the pathological tissues of the posterior pharyngeal

mucosa of rabbits with chronic pharyngitis were significantly damaged; the levels of CD3+ , CD4+ , CD4+/

CD8+, and T-AOC were significantly decreased, while the levels of CD8+, IL-6, IL-1, TNF-α, CRP, NF-κB

p65, and IκB-α were significantly increased (all P < 0.01). Compared with the model group, the pathological

injury of pharyngitis could be alleviated to different degrees in the treatment group; the levels of CD3+, CD4+,

CD4+/CD8+ , and T-AOC in the pharyngeal refreshing pills at high dose and atomization groups were

significantly increased, while the levels of CD8+ , IL-6, IL-1, TNF-α, CRP, NF-κB p65, and IκB-α were

significantly decreased (all P < 0.05). The effect of high-dose pharyngeal refreshing pill administration was

better than that of low-dose and middle-dose pharyngeal refreshing pills, and manyanshuning granules.

Conclusion The pharyngeal refreshing pills can significantly improve the inflammatory index of chronic

pharyngitis, reduce pathological injury, affect the expression of NF-κB signaling pathway-related factors, and

the effect of atomization dose is more obvious.

[Key words] Chronic pharyngitis; Manyanshuning granules; Pharyngeal refreshing pills; Rabbit

慢性咽炎（chronic pharyngitis，CP）是多见

于成年人的耳鼻喉科常见疾病，可由细菌、病

毒、酗酒、过度使用声音、吸烟等引起，主要特

征表现为咽部轻微疼痛、灼热、干痒、吞咽困

难、咳嗽、有异物感等症状，易反复发作［1］。根

据 2015年流行病学数据，全世界至少有 20%的

成年人患有慢性咽炎，严重影响着患者的生活及

工作［2］ 。慢性咽炎是黏膜下、咽黏膜及淋巴组

织的慢性炎症。炎性反应能够激活核转录因子

κappa B（nuclear factor κappa B，NF-κB）。NF-

κB的持续激活能够增强一些细胞因子及黏附因

子的表达，使炎性反应细胞产生活性氧，损伤咽

黏膜周围上皮细胞，引起咽黏膜组织的炎性

损害［3］。

在慢性咽炎的各种治疗策略中，抗炎药物通

常被用来减轻喉部肿胀，调节病理生理过程，改

善患者的舒适度［4］。研究表明，咽立爽口含滴丸

（pharyngeal refreshing pills）对慢性咽炎有显著

的治疗效果［6］。咽立爽口含滴丸的主要成分为艾

纳香草、薄荷素油、天然冰片和薄荷脑，其中艾

纳香草经蒸馏升华提制的艾纳香油具有较强的抗

菌、抗炎、消肿、解毒、疏散风热和止痛的作

用［4］。然而，咽立爽口含滴丸对慢性咽炎的作用

机制尚不清楚。本研究拟探究咽立爽口含滴丸对

家兔慢性咽炎的影响及其抗炎机制，以期为慢性

咽炎的治疗提供思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康普通级新西兰白兔 42只（雌雄各半），

427



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct. 2021, 41(5)

体质量为2.0～2.5 kg，购于成都达硕实验动物有

限公司［SCXK（川）2020-030］。家兔饲养于贵

州医科大学动物实验中心［SYXK（黔）2021-
0007]，环境温度为 20～25 ℃，湿度为（50±

5）%，自由饮水。研究方案经贵州医科大学实

验动物伦理委员会批准（IACUC 2001325），并

按照实验动物使用3R原则给予人道关怀。

1.2 主要试剂与仪器

阳性对照药物慢严舒柠清喉利咽颗粒（批

号：Z20053117）购自山西桂龙医药有限公司；

咽立爽口含滴丸（批号：Z20025286）购自贵州

黄果树立爽药业有限公司；FACSCalibur流式细

胞仪购自美国 BD 公司；检测白细胞介素 -6

（interleukin-6，IL-6）（ZC-52826）、白细胞介素-1

（interleukin-1，IL-1）（ZC-52815）、肿瘤坏死因

子 - α（tumor necrosis factor- α， TNF- α）（ZC-

52984）、C 反应蛋白（C-reactive protein，CRP）

（ZC-36085）、总抗氧化能力（total antioxidant

capacity，T-AOC）（ZC-37662）用ELISA试剂盒

购自上海茁彩生物科技有限公司； IL-6（sc-

57315）、IL-1（sc-52012）、TNF-α（sc-52746）、

NF-κB p65（sc-8008）、核转录因子-κB抑制因子

（nuclear factor-kappa B inhibitor， IκB- α）（sc-

1643） 相关抗体购自美国 Santa Cruz 公司 ；

TRIzol试剂和RNA提取试剂盒（14105）购自美

国 Invitrogen 公司；PCR 扩增试剂盒（AK9906）

购自日本 TaKaRa 公司； PCR 引物用 Primer

Premier 5.0软件设计，由北京擎科科技有限公司

合成；实时定量PCR仪购自美国Bio Rad公司。

1.3 慢性咽炎家兔模型构建

家兔适应性饲养 7 d后，随机分为 7组（每

组6只）：空白组（Con），模型组（CP），慢严舒

柠清喉利咽颗粒组（CP+MYS），咽立爽口含滴

丸低剂量组（CP+Pha L）、中剂量组（CP+Pha

M）、高剂量组（CP+Pha H）、雾化组（CP+Pha

A）。除Con组外，其余各组采用氨水松节油复合

因素造模方法刺激咽部，诱导造慢性咽炎家兔模

型［7］。操作方法：Con组第 1～15天用蒸馏水喷

咽部；其余各组每天2次（总共600 μL）将2.5%

氨水喷入家兔的咽部黏膜，持续 15 d，在第 8天

开始将0.5 mL松节油注入家兔的咽黏膜中，操作

完成后30 min禁止饮水。观察家兔口部抓痕、喷

喉后半小时饮水、口咽部分泌物量及每天的食量

变化情况，并于第 15天在硬性鼻内镜下观察造

模组家兔的咽部黏膜情况。家兔搔抓口部频繁、

饮水量及频次明显下降、口腔分泌物黏稠，咽部

黏膜呈暗红色，光泽度欠佳，说明造模成功。

1.4 给药方法

造模成功后，连续给药 7 d。CP+MYS 组：

每日按 2.5 g/kg将慢严舒柠清喉利咽颗粒置于家

兔口腔。CP+Pha L 组、CP+Pha M 组和 CP+Pha

H组：将咽立爽口含滴丸研磨成粉末状，每日分

别以相当于成人剂量2.5、5、10倍的咽立爽口含

滴丸粉末（0.025 g/kg、0.05 g/kg、0.1 g/kg）置

于家兔口腔。CP+Pha A组：每日捻磨咽立爽口

含滴丸（0.025 g/kg）成粉末状，与灭菌生理盐

水 5 mL配制为悬浊液，置于雾化机内用于雾化

治疗。Con组和CP组：每日以与低剂量用药组

等量的蔗糖（0.025 g/kg）（具有高渗透性，作为

对照）置于家兔口腔。以上给药量均以人∶兔为

1∶5～1∶10计算，参照苗明三［8］主编的《实验

动物与动物实验技术》。

1.5 样本采集

治疗结束后，各组家兔均采集耳中央动脉血

4 mL。其中 3 mL血静置后经 3 000 r/min低温离

心 15 min，取血清，－80 ℃冰箱保存；另 1 mL

血加入抗凝管后，立即进行后续流式细胞检测。

采血结束后，于家兔腹腔注射 1%戊巴比妥钠，

采用 CO2吸入法处死家兔，迅速解剖家兔口咽

部，取出咽喉壁黏膜组织，用预冷的生理盐水迅

速冲净，分成两份，一份经质量分数为 4%的多

聚甲醛溶液固定，另一份于－80 ℃低温保存。

1.6 家兔一般情况观察

从造模第3天开始，每天观察家兔行为、肛

温、状态、摄食、饮水量和大小便等情况，观察

咽喉壁局部情况有无肿胀、色泽、分泌物及搔抓

颈部等。

1.7 组织病理观察

将固定的咽喉壁黏膜按常规方法制备石蜡切

片，然后进行苏木精染色，盐酸乙醇分化，

50 ℃温水或弱碱性水溶液返蓝，85%乙醇溶液

脱水，伊红染色，梯度乙醇溶液脱水，二甲苯透
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明，中性树胶封固，镜检观察具体病变。按以下

标准进行病变程度分级：正常结构为“-”；咽部

充血，炎症较轻为“+”；咽部炎症局限，有钉突

形成为“++”；咽部炎症较弥漫，上皮下钉突明

显为“+++～++++”。

1.8 血液相关因子检测

取抗凝血 100 μL加入流式测定管中，分别

加入 5 μL APC标记的CD3 McAb、5 μL FITC标

记的 CD4 McAb、5 μL PE 标记的 CD8 McAb 后

混匀，避光孵育约 20 min；加 2 mL溶血素，避

光孵育约10 min，1 200 r/min离心5 min，弃上清

液；加 PBS洗 2遍，弃上清液，用 PBS缓冲液，

调 整 细 胞 密 度 至 1×106 个 细 胞/mL， 用

FACSCalibur 流式细胞仪检测 CD3+ 、 CD4+ 、

CD8+细胞所占百分比，计算CD4+/CD8+比值。

ELISA试剂盒测定血清 IL-6、IL-1、TNF-α、
CRP、T-AOC水平，具体操作按照试剂盒说明进行。

1.9 蛋白质印迹法检测

提取咽喉壁黏膜组织样本蛋白，进行

10%SDS-PAGE凝胶电泳。将目的蛋白条带转印

至 PVDF膜，用 5%脱脂奶粉封闭后，分别加入

一抗 IL-6、 IL-1、TNF-α、NF-κB p65、 IκB-α
（均按 1︰500稀释）和β-actin，4 ℃振荡孵育过

夜，TBST洗涤3次。然后加入二抗，室温孵育1 h，

TBST 洗涤 3 次，膜上加入 ECL 化学发光试剂。

取出PVDF，化学发光法获得胶片后进行图像采

集，目标条带的A值采用Quantity One凝胶图像

软件分析，以目标条带与β-actin条带的A值的比

值反映活性 IL-6、 IL-1、TNF-α、NF-κB p65、

IκB-α的相对表达水平。

1.10 实时荧光定量PCR法检测

依据组织RNA提取试剂盒说明提取咽喉壁

黏膜组织总 RNA，反转录合成 cDNA。采用

SYBR Green 1 real-time PCR 方法检测 mRNA 的

相对表达量，β-actin作为内参。NF-κB p65上游

引物序列为 5'-GGCAGCACTCCTTATCAAC-3'，
下游引物序列为 5'-GGTGTCGTCCC-ATCGTAG-

3'； IκB- α 上 游 引 物 序 列 为 5'-CATGAAG-

AGAAGACACTGACCATGGAA-3’，下游引物

序 列 为 5'-TGGATAGAGGCTAAGTGTAGACA-

CG-3'；β-actin上游引物序列为 5'-ATGGATGAC

GATATCGCTGC-3'， 下 游 引 物 序 列 为 5'-
CTTCTGACCCATACCCACCA-3'。用实时定量

PCR仪进行实时荧光定量PCR检测，PCR反应条

件：95 ℃预变性 3 min）；94 ℃变性 10 s，55 ℃

退火 10 s，72 ℃延伸 15 s，40 个循环。记录 Ct

值，并采用 2-ΔΔCt法分析咽喉壁黏膜组织中 NF-

κB p65、IκB-α mRNA相对表达水平。

1.11 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行统计分析。实验数

据以
-x ± s表示。多组间计量资料比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验分

析。以P＜0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组家兔一般情况

造模第3天起，大部分家兔逐渐出现精神疲

乏、饮水纳食减少、口腔分泌物增多、搔抓颈部、

咽部呈现充血及微肿胀等情况；局部注射松节油

后，上述症状加重且分泌物较黏稠；造模15 d后，

上述症状越加明显。Con组实验动物未见异常。

2.2 各组家兔咽喉壁黏膜的病理组织学观察

HE染色结果（表 1、图 1）显示，Con组咽

表1 咽立爽口含滴丸治疗后家兔咽喉黏膜病变程度分级

Table 1 Grading degree of laryngopharyngeal mucosa
lesions of rabbits after treatment with pharyngeal
refreshing pills

（n）

分组

Con

CP

CP+MYS

CP+Pha L

CP+Pha M

CP+Pha H

CP+Pha A

咽喉黏膜病变程度分级

-

6

-

-

-

1

2

4

+

-

1

3

3

4

3

2

++

-

1

1

2

1

1

-

+++

-

4

2

1

-

-

-

++++

-

-

-

-

-

-

-

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠清喉

利咽颗粒组；CP+Pha L为咽立爽口含滴丸低剂量组；CP+
Pha M为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H为咽立爽口

含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴丸雾化组。

-为正常结构；+为咽部充血，炎症较轻；++为咽部炎症局

限，有钉突形成；+++为咽部炎症较弥漫，上皮下钉突明

显；++++为咽部炎症弥漫，上皮下钉突明显。每组 6只新

西兰白兔。
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喉壁黏膜组织未见明显病变；CP组黏膜上皮细胞

增生明显，且增生形成指状突起，细胞排列较为

紊乱，黏膜固有层见较多腺体分布，固有层结缔

组织内轻度出血，有炎细胞浸润，钉突形成，红

细胞溢出血管分布于固有层内；CP+MYS组黏膜

上皮层结构较完整，排列较规则，黏膜固有层偶

见中性粒细胞浸润、局部轻微出血，可见红细胞

溢出血管；CP+Pha L组和CP+Pha M的病变基本

相同，黏膜上皮层结构较完整，黏膜上皮细胞点

状坏死，可见胞核固缩、碎裂、轻度炎细胞浸润、

局部轻微出血，比模型组炎性反应明显减轻。

CP+Pha H和CP+Pha A组的病变基本相同，

咽部黏膜表面上皮组织未见明显变性及炎性病

变，固有膜内见轻度慢性炎细胞浸润，黏膜下层

及肌层均未见明显病理变化。另外，CP+Pha H

和CP+Pha A组咽喉部病变程度明显好于模型组。

2.3 各组家兔血液 CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/

CD8+水平

流式细胞法检测结果（表 2）显示：与Con

组比较，CP组CD3+、CD4+、CD4+/CD8+细胞所

占百分比明显降低，CD8+细胞所占百分比明显升

高（P＜0.01）；与模型组比较，CP+Pha M、CP+

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠清喉利咽颗粒组；CP+Pha L为咽立爽口含滴丸低剂量组；CP+
Pha M为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H为咽立爽口含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴丸雾化组。A为
HE染色（100×）；B为HE染色（400×）。

图1 光学显微镜下家兔咽喉壁黏膜组织病理学改变
Figure 1 Pathological examination of the posterior pharyngeal wall mucosa of rabbits under a light microscope
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Pha H和CP+Pha A组的CD3+、CD4+细胞所占百

分比和CD4+/CD8+比值均明显升高，CD8+细胞所

占百分比明显降低（P＜0.05）。

2.4 各组家兔血清 IL-6、IL-1、TNF-α、CRP、T-

AOC水平

ELISA法检测结果（表 3）显示：与Con组

比较，CP组 IL-6、IL-1、TNF-α、CRP水平明显

升高，T-AOC水平明显降低（P＜0.01）；与CP

组比较，CP+Pha H组及CP+Pha A组 IL-6、IL-1、

TNF-α、CRP水平明显降低，T-AOC水平明显升

高（P＜0.05）。

2.5 各组家兔咽喉壁黏膜 IL-6、IL-1、TNF-α、

NF-κB p65、IκB-α水平

蛋白质印迹法检测结果（图2）显示：CP组

的 IL-6、IL-1、TNF-α、NF-κB p65、IκB-α水平

较 Con 组明显升高，差异有统计学意义（P＜

0.01）；与CP组比较，CP+Pha H组和CP+Pha A

组的 IL-6、IL-1、TNF-α、NF-κB p65、IκB-α水
平明显降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。

2.6 各组家兔咽喉壁黏膜 NF-κB p65、、IκB-α

mRNA水平

实时荧光定量 PCR检测结果（表 4）显示：

表2 各组家兔血液CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+水平比较
Table 2 Levels of CD3+, CD4+, CD8+, and CD4+/CD8+in the blood of rabbits in each group

（%,
-x ± s, n=6）

分组

Con

CP

CP+MYS

CP+Pha L

CP+Pha M

CP+Pha H

CP+Pha A

F value

P value

CD3+

73.87±4.15

44.81±3.69**

52.63±2.20**#

53.73±2.68**##

65.90±3.31*##

71.12±3.89##

72.83±4.04##

43.319

<0.001

CD4+

56.89±1.98

39.05±2.26 **

51.10±6.25##

44.36±3.41**

48.87±6.38*#

55.96±0.94##

56.38±4.42##

8.018

0.001

CD8+

9.71±1.47

33.97±3.20**

32.18±5.82**

24.34±3.75**##

19.09±3.98**##

13.04±2.10##

11.18±1.20##

25.350

<0.001

CD4+/CD8+

5.95±0.91

1.15±0.05**

1.61±0.20**

1.87±0.43**

2.65±0.74**##

4.37±0.75**##

5.06±0.34##

32.570

<0.001

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠清喉利咽颗粒组；CP+Pha L为咽立爽口含滴丸低剂量组；CP+Pha M
为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H为咽立爽口含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴丸雾化组。其余组与空白
组比较，**P<0.01，*P<0.05；治疗组与模型组比较，##P<0.01，#P<0.05。

表3 各组家兔血清 IL-6、IL-1、TNF-α、CRP、T-AOC水平比较

Table 3 Levels of IL-6, IL-1, TNF-α, CRP, and T-AOC in the serum of rabbits in each group

（
-x ± s, n=6）

分组

Con

CP

CP+MYS

CP+Pha L

CP+Pha M

CP+Pha H

CP+Pha A

F value

P value

IL-6

ρ/(pg·mL－1）

52.02±0.78

59.43±0.83**

55.50±1.24

55.36±3.54#

54.99±3.70#

53.14±2.36##

52.46±1.62##

3.591

0.023

IL-1

ρ/(pg·mL－1）

27.02±2.64

34.93±2.17**

30.91±3.71

30.57±1.85

29.99±3.41#

28.37±3.49#

26.55±0.94##

3.167

0.035

TNF-α
ρ/(pg·mL－1）

66.84±0.44

73.04±2.65**

72.34±1.78**

72.96±1.23**

69.98±2.43

68.79±3.34#

67.76±1.96##

4.224

0.012

CRP

ρ/(ng·mL－1）

87.75±0.97

95.74±0.71**

90.60±4.21#

90.95±3.15#

90.71±1.04#

89.85±1.06##

89.46±1.07##

3.932

0.016

T-AOC/

(U·mL－1）

16.74±0.42

13.47±1.37**

14.92±0.80*

14.54±0.44*

15.31±1.03#

15.76±1.32##

15.89±0.58##

3.868

0.017

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠清喉利咽颗粒组；CP+Pha L为咽立爽口含滴丸低剂量组；CP+Pha M
为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H为咽立爽口含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴丸雾化组。其余组与空白
组比较，**P<0.01，*P<0.05；治疗组与模型组比较，##P<0.01，#P<0.05。
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与Con组比较，CP组NF-κB p65、IκB-α mRNA

水平明显升高，差异有统计学意义（P＜0.01）；

与 CP 组比较，CP+Pha H 组和 CP+Pha A 组 NF-

κB p65、IκB-α mRNA水平明显降低，差异有统

计学意义（P＜0.01）。

3 讨论

不良的生活环境及工作压力增大会导致CP

发病率增加。目前，医药干预是治疗CP的主要

方法［9］。研究表明，氨水+松节油建立的CP模型

与临床 CP相似，符合CP动物模型的生物学特

征［10］。咽立爽口含滴丸的主要成分为艾纳香草

蒸馏升华提制的艾纳香油，以及天然冰片、薄荷

素油和薄荷脑，具有消肿止痛的作用［11］。郭

裕［6］用咽立爽口含滴丸超声雾化治疗急性单纯

性咽炎，发现超声雾化吸入治疗有效可行。慢严

舒柠清喉利咽颗粒可用于急慢性咽炎、扁桃体

炎、咽喉发干、声音嘶哑等咽部症状的治疗，临

床疗效明显，可作为阳性对照药物［12］。由此，

本实验建立CP家兔模型，并使用咽立爽口含滴

表4 各组家兔咽喉壁黏膜NF-κB p65、IκB mRNA水平比

较

Table 4 Expression of NF-κB p65 and IκB at the mRNA

level in the posterior pharyngeal wall mucosa of

rabbits in each group

（
-x ± s, n=6）

分组

Con

CP

CP+MYS

CP+Pha L

CP+Pha M

CP+Pha H

CP+Pha A

F value

P value

NF-κB p65

1.00±0.09

1.78±0.24**

1.69±0.07**

1.73±0.05**

1.48±0.09**#

1.40±0.25**##

1.21±0.10##

11.356

<0.001

IκB-α
1.00±0.05

1.93±0.03**

1.65±0.12**#

1.66±0.31**#

1.59±0.05**##

1.48±0.12**##

1.07±0.03##

18.071

<0.001

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠

清喉利咽颗粒组；CP+Pha L 为咽立爽口含滴丸低剂量

组；CP+Pha M为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H

为咽立爽口含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴

丸雾化组。其余组与空白组比较，**P<0.01，*P<0.05；治

疗组与模型组比较，##P<0.01，#P<0.05。

注：Con为空白组；CP为模型组；CP+MYS为慢严舒柠清喉利咽颗粒组；CP+Pha L为咽立爽口含滴丸低剂量组；CP+

Pha M为咽立爽口含滴丸中剂量组；CP+Pha H为咽立爽口含滴丸高剂量组；CP+Pha A为咽立爽口含滴丸雾化组。其余

组与空白组比较，**P<0.01，*P<0.05；治疗组与模型组比较，##P<0.01，#P<0.05。

图2各组家兔咽喉壁黏膜 IL-6、IL-1、TNF-α、NF-κB p65、IκB-α蛋白表达

Figure 2 Expression of IL-6，IL-1，TNF-α，NF-κB p65，and IκB-α at the protein level in the pharyngeal mucosa of

rabbits in each group
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丸干预模型，以期寻找CP的潜在治疗药物。结

果显示：与CP模型组比较，咽立爽口含滴丸各

干预组家兔咽黏膜上皮结构较完整，排列较规

则，偶见中性粒细胞浸润和局部轻微出血。另

外，咽立爽口含滴丸高剂量与雾化组家兔咽黏膜

上皮组织未见明显变性及炎性病变，黏膜下层及

肌层均未见明显病理变化。上述结果表明，咽立

爽口含滴丸能减轻慢性咽炎家兔咽部黏膜组织病

理损伤，缓解病情进展，可能对 CP 发挥防治

作用。

慢性咽炎患者咽部黏膜炎性反应强烈，多数

炎性因子处于高表达状态，如血清TNF-α、IL-6

等。TNF-α是由T淋巴细胞分泌的细胞因子，生

物活性较为广泛，可参与其他生物因子协同作

用，在炎性反应中发挥重要作用。IL-6是由成纤

维细胞、活化T细胞分泌的细胞因子，属于趋化

因子，可在感染引发的炎性反应中诱导炎性反应

相关反应蛋白的合成与分泌，进而促进炎性反

应［13］。此外，T淋巴细胞亚群主要包括辅助性T

细胞和抑制性T细胞，CD4+增多表示机体清除病

毒、细菌的能力及机体免疫功能增强，而CD8+

增多往往表示机体清除病毒、细菌的能力及免疫

功能受到抑制［14-15］。慢性咽炎患者病情进展过程

中，CD3+、CD4+、CD4+/CD8+的降低可刺激B细

胞的分泌，从而增强体液免疫，诱发产生免疫复

合物的黏附与沉积，使病情加重［16-17］。本研究结

果显示：与空白组比较，模型组 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+水平，明显降低；咽立爽口含滴丸高

剂量及雾化组 CD8+ 水平明显降低， CD3+ 、

CD4+、CD4+/CD8+水平明显升高。这些结果提示

咽立爽口含滴丸影响免疫细胞亚群，进而影响咽

炎病情进展。

NF-κB信号通路能调控大量炎性细胞因子的

生物学活动，广泛参与炎性反应、细胞增殖及免

疫调节等病理生理过程。已有研究证实，未激活

的NF-κB通常与 IκB家族成员结合成无活性细胞

质复合物而存在，当强烈的外界信号（如TNF-

α、IL-6、IL-1）诱导刺激细胞时，NF-κB p65与

IκB相分离致使NF-κB信号通路激活，诱导大量

炎性因子转录，发挥转录调控作用［18］。研究显

示，用卵清蛋白刺激可选择性抑制NF-κB活化的

IκB-α基因突变小鼠，制造变应性气道疾病模型，

发现突变小鼠变应性炎性反应较对照组明显减

轻，气道嗜酸性粒细胞及黏液分泌减少，血清

IgE水平及促炎性反应的细胞因子表达也有所下

降，表明NF-κB在气道变应性炎性反应中起到重

要调节作用［19］。高斐宏等［20］也通过动物实验发

现，鼻炎大鼠鼻黏膜中NF-κB高表达可使促炎性

因子TNF-α、IL-6表达上升。其中TNF-α作为多

功能炎性细胞因子，能介导黏附分子表达及细胞

因子释放，促进炎性细胞的浸润和活化。以上研

究结果提示，NF-κB可激发多种炎性因子表达，

同时也受相关炎性因子的反激活，是促使炎性效

应进一步放大的关键。

CP是咽黏膜、黏膜下及淋巴组织的慢性炎

性反应，炎性反应过程能够激活NF-κB p65，持

续激活的NF-κB p65能够增强一些细胞因子（如

IL-1β、TNF-α）和一些黏附因子（如VCAM-1、

ICAM-1）的表达，使炎性反应细胞产生活性氧，

损伤咽黏膜周围上皮细胞，引起咽黏膜组织的炎

性损害［21］。因此，抗炎作用的一个解释可能是

抑制NF-κB的激活，从而降低炎性标志物的水

平。本研究显示，与空白组比较，模型组 IL-1、

IL-6、TNF-α、CRP表达及NF-κB p65、IκB-α蛋
白和mRNA表达明显升高，T-AOC表达明显降

低；而咽立爽口含滴丸雾化组和高剂量组 IL-1、

IL-6、TNF-α、CRP表达及NF-κB p65、IκB-α蛋
白和mRNA表达明显降低。这些研究结果提示，

咽立爽口含滴丸可有效抑制NF-κB炎性通路活性

及促炎因子表达，增强机体的抗氧化能力，从而

抑制慢性咽炎的炎性反应。

综上所述，咽立爽口含滴丸具有较好的抗炎

及增强免疫作用，可影响NF-κB信号通路，有效

缓解慢性咽炎症状。
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多囊卵巢综合征-胰岛素抵抗大鼠子宫组织中

PPARs异常表达与胰岛素抵抗的关系
魏 巍魏 巍 11,, 陈艺华陈艺华 11,, 张秀智张秀智 11,, 冷义福冷义福 11,, 李 纯李 纯 11,, 尹天晓尹天晓 22

(1. 大连大学附属中山医院生殖医学中心, 大连 116001; 2. 大连大学, 大连 116001)

[摘要] 目的 探讨过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome proliferator-activated receptors，PPARs）

在多囊卵巢综合征（polycystic ovarian syndrome，PCOS）伴胰岛素抵抗大鼠模型子宫组织中异常表达

与胰岛素抵抗的关系。方法 将40只雌性SD大鼠随机分为正常对照组和PCOS-胰岛素抵抗模型组，采

用胰岛素+人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotrophin，hCG）皮下注射法建立大鼠PCOS-胰

岛素抵抗模型，正常对照组注射等量生理盐水（即0.9%NaCl溶液）。应用ELISA检测两组大鼠空腹胰

岛素和空腹血糖水平，并计算胰岛素抵抗指数。取大鼠子宫组织行HE染色，免疫组织化学法检测

PPARs表达水平，蛋白质印迹法检测PPARs、胰岛素受体底物（insulin receptor substrate，IRS）、葡萄

糖转运蛋白 4（glucose transporter 4，GLUT-4）和胰岛素样生长因子-1（insulin like growth factor-1，

IGF-1）等蛋白表达。结果 模型组大鼠血清空腹胰岛素、空腹血糖和稳态胰岛素评价指数显著高于正

常对照组（P＜0.05）。子宫组织HE染色提示，正常对照组大鼠子宫组织形态正常，模型组大鼠子宫内

膜出现不同程度的增生性改变，腺腔变小，腺体数目减少，排列松散。免疫组织化学显示，PPARs的

3种亚型PPARα、PPARβ及PPARγ在大鼠子宫组织中均有表达，模型组PPARα和PPARγ的表达下调

（P＜0.05），PPARβ在两组间的表达差异无统计学意义（P＞0.05）。蛋白质印迹法检测结果显示，模型

组大鼠子宫组织PPARα、PPARγ、IRS和GLUT-4的表达显著低于正常对照组（P＜0.05），而 IGF-1表

达高于正常对照组（P＜0.05）。结论 在PCOS-胰岛素抵抗大鼠子宫组织中 IRS、GLUT-4表达下调，

而 IGF-1 表达上调，证实在子宫组织层面存在胰岛素抵抗，可能与 PCOS 大鼠子宫组织 PPARα、
PPARγ表达下调相关。

[关键词] 过氧化物酶体增殖物激活受体； 多囊卵巢综合征； 胰岛素抵抗； 子宫组织； 大鼠
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of insulin and human chorionic gonadotropin (INS+hCG) method, and rats in the normal control group were

injected with equal amounts of normal saline. Fasting insulin (FINS) and fasting plasma glucose (FPG) levels

were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the insulin resistance index (HOMA-IR)

was calculated. Uterine tissues of rats were stained with hematoxylin-eosin (HE), PPARs were detected by

immunohistochemistry, and the expressions of PPARs, insulin receptors (IRS), glucose transporter 4 (GLUT-4),

and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) were detected by Western blotting. Results FPG and FINS levels

and HOMA-IR in the model group were significantly higher than those in the normal control group (P < 0.05).

HE staining of uterine tissues showed that the endometrium of the normal control group was normal, and the

endometrium of the model group showed different degrees of proliferative changes, the glandular cavity

became smaller, the number of glands decreased, and the arrangement was loose. Immunohistochemistry

showed that three subtypes of PPARs (PPARα, PPARβ, and PPARγ) were expressed in the rat uterus. The

expression of PPARα and PPARγ in the rat uterus was down-regulated in the model group (P < 0.05), and

there was no significant difference in the expression of PPARβ between the two groups (P > 0.05). Western

blotting results showed that the expression of PPARα, PPARγ, IRS, and GLUT-4 in the rat uterus of the model

group was significantly lower than that of the normal control group (P < 0.05), while the expression of IGF-1

was higher than that of the normal control group (P < 0.05). Conclusion The expression of IRS and GLUT-4

is down-regulated and the expression of IGF-1 is up-regulated in the uterine tissue of PCOS-IR rats. The

existence of IR is confirmed in the uterine tissue of PCOS-IR rats, and it may be related to the down-

regulation of PPARα and PPARγ expression in the uterine tissues.

[Key words] Peroxisomal proliferator-activated receptors; Polycystic ovary syndrome; Insulin resistance;

Uterine tissue; Rat

多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，

PCOS）是一种影响生殖和代谢的内分泌紊乱性

疾病［1］。除了稀发排卵或无排卵、高雄激素等表

现， PCOS 患者常伴有胰岛素抵抗 （insulin

resistance），PCOS合并胰岛素抵抗的患者比例高

达 50%～70%［2］。PCOS患者排卵障碍和内分泌

异常可影响子宫内膜正常的周期性变化，导致子

宫内膜分泌反应不良，甚至表现为不同程度的增

生，从而影响胚胎着床，导致妊娠率降低和流产

率升高，患子宫内膜癌的风险增加［3-4］。应用胰

岛素增敏剂是目前临床治疗PCOS-胰岛素抵抗的

有效手段。过氧化物酶体增殖物激活受体

（peroxisomal proliferator-activated receptors，

PPARs） 是 胰 岛 素 增 敏 剂 噻 唑 烷 二 酮

（thiazolidinedione，TZD）类药物的作用靶点，

是一种核受体转录因子，包含 3 种亚型 ：

PPARα、PPARβ、PPARγ。近年研究发现PPARs

在人类生殖系统中表达，可调节卵泡的发生、排

卵和黄体发育，参与胚胎发育及调节胎盘功能、

维持妊娠等［5］。本文以PCOS-胰岛素抵抗大鼠模

型为研究对象，探讨在子宫组织中PPARs异常表

达与胰岛素抵抗之间的关系，为PPARs调节剂药

物研发及安全有效地用于PCOS-胰岛素抵抗治疗

提供理论基础和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取 SPF级 6周龄雌性 SD大鼠 40只，体质

量 180～220 g， 由 大 连 医 科 大 学 动 物 中 心

［SCXK（辽）2013-0003］提供。每笼 2只大鼠，

于大连大学附属中山医院实验动物中心屏障环境

［SYXK（辽）2018-0005］适应性饲养 1周。室

内安静，通风良好，温度为 22～26 ℃，相对湿

度为 40%～70%，人工控制光照昼夜 12 h/12 h，

自由饮食，垫料 1周更换 2次。本研究通过大连

大学附属中山医院实验动物福利伦理委员会审查

（2019130），所有操作均符合实验动物伦理学要求。

1.2 主要试剂和仪器

人绒毛膜促性腺激素 （human chorionic

gonadotropin，hCG）购自宁波人健药业集团股

份有限公司；胰岛素注射液（商品名为诺和灵，

规格 10 mL：300 U）购自诺和诺德（中国）制

药有限公司；ELISA试剂盒购自上海朗顿生物技

术有限公司，罗氏活力型血糖仪购自德国罗氏诊
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断有限公司；免疫组织化学检测试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；PPARα（兔单抗）、

PPARβ（鼠单抗）、PPARγ（兔单抗）、胰岛素受

体底物（insulin receptor substrate， IRS）（兔多

抗）、葡萄糖转运蛋白 4（glucose transporter 4，
GLUT-4）（兔单抗）、胰岛素样生长因子 -1
（insulin like growth factor-1， IGF-1）（兔单抗）

抗体购自北京博奥森生物技术有限公司，所有试

剂盒的质控均符合要求。

1.3 动物分组及模型建立

40只雌性大鼠随机分为正常对照组和模型

组，各20只。模型组采用胰岛素+hCG法造模［6］：

于第1～21日颈背部皮下注射胰岛素2.0 U/d，生

理盐水（即 0.9%NaCl溶液）稀释至 0.2 mL，每

日 1 次。第 11～21 日，皮下注射 hCG 3.0 U/d，
每日 2次，以 5%葡萄糖溶液替代日常饮水。从

用药第10日起，每日将大鼠进行阴道涂片检查，

1%瑞特蓝染色后在显微镜下观察阴道脱落细胞

形态。于实验第 22 天，大鼠失去动情周期超

过 7 d，且处死后显微镜下观察可见卵巢形态呈

现多囊样改变，血睾酮及空腹胰岛素升高，即视

为造模成功［6］。对照组大鼠每日皮下注射生理盐

水0.2 mL，连续21 d。
1.4 标本采集

于实验第22天（禁饮食12 h后），全部大鼠

经麻醉后称体质量。经大鼠尾静脉取血，用于检

测空腹血糖。然后处死大鼠，于腹主动脉取血

5～7 mL，离心后取上清液，－80 ℃冻存备用。

取大鼠子宫组织，一部分用甲醛溶液固定，另一

部分用于提取蛋白。

1.5 血清代谢指标检测

采用ELISA法测定空腹胰岛素水平，具体操

作步骤按照ELISA试剂盒说明进行。然后结合空

腹血糖值，计算稳态胰岛素评价指数（insulin
resistance index，HOMA-IR）。HOMA-IR＝空腹

胰岛素×空腹血糖/22.5。

1.6 子宫组织相关检测

采用HE染色法观察大鼠子宫组织形态学变

化，采用免疫组织化学法检测子宫组织中PPARs

的表达，操作过程包括组织石蜡包埋、切片、脱

蜡、抗原修复、血清封闭、免疫杂交及显色、脱

水封固及 ImagePro-Plus 软件分析，具体操作按

照试剂盒说明书进行。以平均吸光度值之比表示

目的蛋白的相对表达水平。采用蛋白质印迹法检

测PPARs、IRS、GLUT-4、IGF-1蛋白表达水平，

以β-Actin为内参，操作过程包括蛋白质样品制

备-蛋白质定量-SDS-PAGE电泳-转膜-免疫杂交反

应及显影-凝胶成像分析系统，具体步骤参考试

剂盒说明书。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计学处理。计量

资料以
 

 x ±s表示，符合正态分布的计量资料比较

采用 t检验；稳态胰岛素评价指数不符合正态分

布，采用自然对数法转换为正态资料后再采用 t

检验分析。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ELISA结果

与正常对照组相比，模型组大鼠空腹血清中

胰岛素含量和稳态胰岛素评价指数均明显增高

（P＜0.05），而空腹血糖含量在两组间差异无统

计学意义（P＞0.05，表1）。

2.2 HE染色结果

正常对照组大鼠的子宫内膜腺腔大、腺体多

且呈簇状排列；模型组大鼠的子宫内膜出现不同

程度的增生性改变，腺腔变小，腺体数目减少，

且排列松散（图1）。

2.3 免疫组织化学结果

PPARα、PPARβ及PPARγ 3种亚型在大鼠子

宫组织中均有表达。模型组大鼠PPARα、PPARγ
表1 大鼠空腹胰岛素、空腹血糖及稳态胰岛素评价指数比较

Table 1 Comparison of serum fasting insulin and fasting plasma glucose levels and insulin resistance index in rats

（
  x ±s）

组别

正常对照组

模型组

P值

n
20
20

空腹胰岛素/(mU·L-1)
27.58±0.92
48.19±1.24
0.001

空腹血糖/（mmol·L-1）

4.05±0.12
4.22±0.25
0.100

稳态胰岛素评价指数

4.92±0.36
9.04±0.73
0.001

注：正常对照组注射等量生理盐水；模型组注射胰岛素+人绒毛膜促性腺激素，建立多囊卵巢综合征-胰岛素抵抗模型。
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注：PPARα、PPARβ及PPARγ分别为过氧化物酶体增殖物激活受体的3种亚型；IRS为胰岛素受体，GLUT-4为葡萄糖
转运蛋白4，IGF-1为胰岛素样生长因子-1；β-Actin为内参；与正常对照组比较，n.s.为差异无统计学意义，*P<0.05指
差异有统计学意义，n=20。

图2蛋白质印迹法检测大鼠子宫内膜组织中各蛋白相对表达
Figure 2 Comparison of relative expression of various proteins in rat uterine tissues

注：正常对照组注射等量生理盐水；模型组注射胰岛素+人绒毛膜促性腺激素，建立多囊卵巢综合征-胰岛素抵抗模型。
PPARα、PPARβ及PPARγ分别为过氧化物酶体增殖物激活受体的3种亚型。

图1 HE染色（×100）和免疫组织化学染色法（×200）分别检测大鼠子宫组织形态及PPAR蛋白表达情况
Figure 1 HE staining（×100）and immunohistochemistry staining of rat uterine tissues（×200）

表2 大鼠子宫组织过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR）
平均吸光度值比较

Table 2 Comparison of average absorbance value of
peroxisome proliferators-activated receptors (PPAR)
in rat uterine tissues

（
 

 x ±s）

组别

正常对照组

模型组

P值

n
20

20

PPARα
60.05±0.92

45.55±1.09

0.001

PPAR β
45.58±1.02

44.78±1.47

0.180

PPARγ
63.40±1.21

47.20±0.58

0.001

注：PPARα、PPARβ及PPARγ分别为过氧化物酶体增殖物
激活受体的3种亚型。

在子宫组织中表达下调，与正常对照组大鼠相比

的差异有统计学意义（P＜0.05）；PPARβ在两组

之间的表达差异无统计学意义（P＞0.05，图

1，表2）。
2.4 蛋白质印迹结果

模型组大鼠子宫组织中 PPARα、PPARγ、
IRS和GLUT-4表达下调，IGF-1表达上调，与正常

对照组大鼠比较差异有统计学意义（P＜0.05）。
PPARβ 的表达在两组之间无显著差异（P＞
0.05，图2）。
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3 讨论

临床上针对PCOS以药物治疗为主，很少采

用外科手术治疗，故PCOS患者的卵巢、子宫等

组织取材比较困难，因此选用一种能准确反映

PCOS病理生理特征的动物模型对于 PCOS相关

研究至关重要。目前，国内外建立PCOS-胰岛素

抵抗动物模型的主要方法有：雄激素造模法、雌

激素造模法、胰岛素联合hCG造模法、来曲唑造

模法、孕激素联合hCG造模法、脱氢表雄酮联合

胰岛素造模法、雄激素联合 hCG造模法等［6-10］。

以上这些造模方法大多采用人源性激素诱导，但

原理不尽相同，各有优缺点［7-8］。其中胰岛素+

hCG造模法（Poretsky造模法）是一种经典的造

模方法。Poretsky等［9］和李轶等［10］均通过该方

法成功诱导出PCOS-胰岛素抵抗动物模型，该模

型具有卵巢多囊样改变、高雄激素血症、胰岛素

抵抗、糖脂代谢异常等特点。本实验小组在前期

研究中也发现该造模法为优选的PCOS-胰岛素抵

抗造模方法［6］，能很好模拟出PCOS的病理生理

特点，动物模型与PCOS患者临床表现的吻合率

比较好，且该方法造模成功率可达90%以上。故

本研究采用胰岛素+hCG造模法诱导PCOS-胰岛

素抵抗大鼠模型。

本研究中，模型组大鼠失去明显的动情周

期，表现糖代谢异常；ELISA结果表明，模型组

与对照组相比，大鼠血清中空腹胰岛素和稳态胰

岛素评价指数均增高（P＜0.05），说明模型组大

鼠外周血存在胰岛素抵抗；HE染色显示，模型

组大鼠子宫内膜腺体数目减少，为单个腺体松散

排列，腺腔小而直；蛋白质印迹结果表明，模型

组大鼠子宫组织中 IRS、GLUT-4表达下调， 而

IGF-1表达上调，提示模型组大鼠在外周血及子

宫组织存在胰岛素抵抗。

胰岛素抵抗是指外周组织对胰岛素的敏感性

降低，对糖代谢的调节作用减弱，胰岛素代偿性

分泌增加，形成高胰岛素血症。目前认为，胰岛

素抵抗是PCOS主要的病理表现和发病机制，机

体发生胰岛素抵抗后导致PCOS发生的主要原因

包括，继发高胰岛素血症导致卵巢功能障碍、抑

制排卵、雄激素分泌增加、引发高雄激素血症

等［11］。而高雄激素血症是PCOS的特征性临床表

现之一。PCOS患者的高雄激素血症与高胰岛素

血症存在相互作用［12］，高雄激素血症又可直接

和间接诱导机体胰岛素抵抗［13］。本研究证实，

PCOS-胰岛素抵抗大鼠的子宫组织存在胰岛素抵

抗。Chang等［14］发现，胰岛素抵抗患者的着床

率和临床妊娠率比非胰岛素抵抗患者低。另有研

究表明，胰岛素抵抗及高胰岛素血症可促进子宫

内膜增生及癌变，增加了非妊娠女性患子宫内膜

癌的风险［15］。

应用胰岛素增敏剂改善胰岛素抵抗对PCOS

患者的治疗效果明确［16-17］。胰岛素增敏剂可以调

节糖脂代谢，降低高胰岛素水平，减少血清雄激

素水平，并可促进正常卵泡的发育和成熟卵子的

排出，改善子宫内膜容受性，增加妊娠率，降低

自然流产发生率，从而改善 PCOS 患者的生殖

功能［18-19］。

PPARs是一类由配体激活的核转录因子，属

于核受体超家族，目前有 3 种亚型：PPARα、
PPARβ、PPARγ［19］。PPARs 是胰岛素增敏剂的

作用靶点，在维持机体正常的生理功能中起重要

作用，包括生长发育、新陈代谢、细胞分化等，

与癌症、不育、肥胖、糖尿病等疾病的发生有

关［20-21］。PPARs主要是通过与配体结合活化后，

激活下游基因的转录水平，调节能量平衡和卵巢

功能，包括卵母细胞成熟、排卵、黄体形

成等［22］。

PPARs 与生殖的关系密切。在卵巢层面，

PPARα和 PPARγ通过调控一些蛋白酶来参与排

卵及黄体形成［19］，而关于PPARβ在卵巢组织中

的功能研究还尚无报告。PPARγ在动物及人类卵

巢颗粒细胞、卵细胞中均有表达，参与性激素生

成、卵巢各种细胞的分化和增殖［23］。有研究发

现，PPARγ激动剂罗格列酮在饮食诱导的大鼠模

型中可以明显提高卵巢功能［24］。另有实验发现，

在小鼠卵巢组织中敲除 PPARγ会导致生育能力

下降［25］。在子宫层面，有研究发现将大鼠

PPARα敲除，大鼠流产率明显增加［26］；缺乏

PPARβ的大鼠的胎盘发育出现缺陷［27］；PPARγ
在大鼠及人类胎盘中均有表达［28-29］；PPARγ失活

将导致胚胎滋养细胞分化缺陷、早期胚胎死亡，
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以及严重的胎盘发育损伤［30］。

此外，PPARs的异常表达与PCOS发病密切

相关。有研究发现，PPARγ在 PCOS大鼠脂肪组

织基质细胞上的表达强度明显降低［31］。另有报

道，PPARγ基因Pro12Ala多态性可能是PCOS多

种发病机制中的重要因素之一，等位基因Ala的

存在与胰岛素敏感性增高及PCOS-胰岛素抵抗减

弱密切相关［32］。

本研究结果证实，PPARα、PPARβ及PPARγ
在大鼠子宫组织中均有表达；免疫组织化学及蛋

白质印迹结果一致，均显示模型组的 PPARα、
PPARγ表达水平均低于对照组，PPARβ表达与

对照组无明显差异，说明PCOS大鼠子宫内膜中

PPARα、PPARγ呈现低表达，其与胰岛素抵抗有

一定的联系。之前也有研究发现，PCOS患者卵

巢颗粒细胞中 PPARγ mRNA的表达水平明显低

于正常人组［33］，这与本研究结果相吻合。

在PPARs的3种亚型中，目前有关PPARγ的
报告最多。PPARγ是胰岛素增敏剂噻唑烷二酮类

药物的作用靶点，可通过激活胰岛素受体亚单位

上的酪氨酸激酶，使酪氨酸磷酸化，从而改善胰

岛素抵抗，降低血糖及胰岛素水平，提高PCOS

患者的排卵率及妊娠率［34］。但长期服用 PPARγ
激动剂可引起肥胖、水肿，并增加罹患心肌梗死

的风险，同时还会产生肝毒性等不良反应，因此

不能大量及长期服用［35］。PPARα是贝特类药物

的作用靶点，主要是通过调控脂肪酸代谢相关基

因来调节脂类代谢，还能改善免疫应答，调节炎

性反应，改善胰岛素的耐受性［36］；此外，长期

应用贝特类降血脂药物会增加患胆结石的风险，

引起肌肉毒性等［37］。另有研究表明，PPARβ激
动剂通过上调PPARγ辅激活子 1α表达，增强线

粒体β氧化和能量代谢能力，从而改善胰岛素敏

感性［38］。本研究中并未发现PPARβ与胰岛素抵

抗的确切关系。

综上所述，本研究发现在PCOS-胰岛素抵抗

大鼠子宫组织中 IRS、GLUT-4 表达下调，而

IGF-1表达上调，证实在子宫组织层面存在胰岛

素抵抗，其机制可能与 PCOS 大鼠子宫组织

PPARα、PPARγ表达下调相关。并且本研究证

实，在子宫层面上不仅有 PPARγ的表达，也有

PPARα和 PPARβ表达。已知 PPARs单靶点药物

存 在 缺 陷 ， 而 PPARα/ PPARγ 双 激 动 剂 或

PPARα/PPARβ/PPARγ泛调节剂的治疗效果好，

弊端少，是后续进行胰岛素增敏剂开发的热点之

一，也是未来治疗PCOS和胰岛素抵抗药物研究

的一个重要方向。目前本研究小组相关的临床研

究正在进行中，期待后续研究结果能为PPARs在

PCOS-胰岛素抵抗疾病诊疗领域提供新的思路。
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*****************************************************************************************

《中华人民共和国生物安全法》：防控重大新发突发传染病、动植物疫情

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第三章第三章 防控重大新发突发传染病防控重大新发突发传染病、、动植物疫情动植物疫情

第二十七条 国务院卫生健康、农业农村、林业草原、海关、生态环境主管部门应当建立新发突发传染病、动植物疫情、进出境

检疫、生物技术环境安全监测网络，组织监测站点布局、建设，完善监测信息报告系统，开展主动监测和病原检测，并纳入国家生物

安全风险监测预警体系。

第二十八条 疾病预防控制机构、动物疫病预防控制机构、植物病虫害预防控制机构（以下统称专业机构）应当对传染病、动

植物疫病和列入监测范围的不明原因疾病开展主动监测，收集、分析、报告监测信息，预测新发突发传染病、动植物疫

病的发生、流行趋势。国务院有关部门、县级以上地方人民政府及其有关部门应当根据预测和职责权限及时发布预

警，并采取相应的防控措施。

第二十九条 任何单位和个人发现传染病、动植物疫病的，应当及时向医疗机构、有关专业机构或者部门报告。医疗机构、专

业机构及其工作人员发现传染病、动植物疫病或者不明原因的聚集性疾病的，应当及时报告，并采取保护性措施。依法应当报告

的，任何单位和个人不得瞒报、谎报、缓报、漏报，不得授意他人瞒报、谎报、缓报，不得阻碍他人报告。

第三十条 国家建立重大新发突发传染病、动植物疫情联防联控机制。发生重大新发突发传染病、动植物疫情，应当依照有关

法律法规和应急预案的规定及时采取控制措施；国务院卫生健康、农业农村、林业草原主管部门应当立即组织疫情会商研判，将

会商研判结论向中央国家安全领导机构和国务院报告，并通报国家生物安全工作协调机制其他成员单位和国务院其他有关部门。

发生重大新发突发传染病、动植物疫情，地方各级人民政府统一履行本行政区域内疫情防控职责，加强组织领导，开展群防群控、

医疗救治，动员和鼓励社会力量依法有序参与疫情防控工作。

第三十一条 国家加强国境、口岸传染病和动植物疫情联合防控能力建设，建立传染病、动植物疫情防控国际合作网络，尽早

发现、控制重大新发突发传染病、动植物疫情。

第三十二条 国家保护野生动物，加强动物防疫，防止动物源性传染病传播。

第三十三条 国家加强对抗生素药物等抗微生物药物使用和残留的管理，支持应对微生物耐药的基础研究和科技攻关。县级

以上人民政府卫生健康主管部门应当加强对医疗机构合理用药的指导和监督，采取措施防止抗微生物药物的不合理使用。县级

以上人民政府农业农村、林业草原主管部门应当加强对农业生产中合理用药的指导和监督，采取措施防止抗微生物药物的不合理

使用，降低在农业生产环境中的残留。国务院卫生健康、农业农村、林业草原、生态环境等主管部门和药品监督管理部门应当根据

职责分工，评估抗微生物药物残留对人体健康、环境的危害，建立抗微生物药物污染物指标评价体系。

(《实验动物与比较医学》编辑部摘录)
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病原微生物防控在实验动物设施管理与生物安全

控制中的作用探讨
罗银珠罗银珠,, 闵凡贵闵凡贵,, 王 静王 静,, 何丽芳何丽芳,, 潘金春潘金春

(广东省实验动物监测所, 广东省实验动物重点实验室, 广州 510663)

[摘要] 生物安全管理是实验动物设施管理的重要环节。随着我国生物医药研究快速发展，动物实验

及实验动物设施建设需求不断增大。规范实验动物设施管理，保障实验动物从业人员安全，加强实验

动物健康监测体系建设，是目前行业良性发展的必然需要。病原微生物控制是实验室生物安全管理的

核心，是评价实验室良好运行及其规范管理的一个重要指标。动物实验室因涉及动物活体实验或病原

微生物感染实验，其潜在的生物安全风险更大。病原微生物控制是降低职业暴露风险和减少实验室获

得性感染的有效途径。笔者总结多年的实验动物设施管理及生物安全控制经验，从病原微生物防控角

度分析实验动物设施管理中的生物安全控制关键环节和注意事项，为提升实验动物设施管理及生物安

全控制水平提供参考。
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[Abstract] Appropriate biosafety management is a critical component of the successful operation of

laboratory animal facilities. Standardizing the management of laboratory animal facilities, protecting staff, and

strengthening the construction of laboratory animal health monitoring system are inevitable needs for the

benign development of the laboratory animal industry. The control of microbial pathogens is a core

component of laboratory biosafety management, and it is an important index for the evaluation of laboratory

operation and management. The potential biosafety risk of animal laboratories is high owing to the

experimentations with live animals, or pathogenic microorganisms. The control of microbial pathogens is an

effective measure to reduce the risk of occupational exposure and acquired infections in laboratories. This

study discusses microbial pathogen control strategies in laboratory animal facilities for promoting laboratory

animal facility management and biosafety control.
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近年来，新发传染病和再发传染病在全球不

断增加。人兽共患疾病可通过直接接触动物或食

物、水和环境，从动物传播给人类［1］。实验动物

从业人员时刻面临着两个职业健康挑战：一是生
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物性危害，二是生物安全防护。国内外时而报告

的动物实验室获得性感染、实验动物病原微生物

污染、实验室病毒泄露、携有危险病原样品丢失

等事件均给生物安全管理敲响了警钟。把生物安

全管理作为实验动物设施管理的核心要素进行贯

彻落实，将是我国实验动物行业发展的一个重要

环节［2］。本文围绕实验动物设施相关生物安全管

理现状及相关法律、法规和标准、病原微生物污

染来源和控制、生物安全管理及体系建设等方面

进行分析阐述，旨在为实验动物设施管理及生物

安全控制、公共卫生体系建设提供参考。

1 病原微生物防控的公共卫生属性

病原微生物防控在实验动物设施管理与生物

安全控制中起到关键作用，具有独特的公共卫生

属性。实验动物病原微生物防控的公共卫生属性

主要包括4个方面：

一是保障实验从业者安全。动物病原微生物

暴露是动物实验从业者的主要职业暴露之一。全

球已知的人类传染病有60%来自动物，已发现人

兽共患病有200多种［1］。据报告，每年都有在动

物设施中因职业暴露而发生实验室获得性感染的

事件。病原微生物控制对从源头上保证动物和人

员健康安全起着关键作用。

二是保护实验动物健康。实验动物疫病众

多，直接影响实验动物质量。有效保障实验动物

质量，降低动物因病死亡率，减少因动物异常导

致的实验失败等问题，需要良好的病原微生物防

控体系，需要设施管理者或兽医制定和实施病原

微生物控制计划。

三是保证科学研究实验结果可靠。影响科研

实验结果的三大因素包括实验环境、技术人员技

术水平及实验动物质量。2019年底爆发并流行至

今的新型冠状病毒肺炎疫情更加凸显了实验动物

在动物模型构建、病毒感染机制研究和药物筛选

上的重要性。

四是保障环境安全。实验室特别是从事一、

二类病原微生物动物感染实验室的污水、废气、样

品尸体，以及实验操作过程中产生的固体废物（包

括高效过滤器、防护用品）等均是威胁环境安全的

潜在生物安全因子。识别这些潜在的环境安全威胁

因子，采取相应防控措施，并加强重点管控，是提

升实验室应对公共卫生事件能力的重要内容。

2 当前我国实验动物病原微生物防控和生

物安全管理现状

实验动物的生物安全管理是对实验动物可能

产生的潜在风险，或动物实验过程中可能产生的

对人或动物的潜在风险或现实危害的防范和控

制。国家一直高度重视实验动物的安全使用和规

范利用，相关法律体系基本形成（表 1～2）。但

个别机构仍然出现实验动物从业人员对生物安全

重视度不够、在岗培训流于形式，生物安全管理

体系尚不完善或可执行性差、责任不明确、落实

不到位，动物实验过程缺乏生物安全监管和指

导、动物病原微生物控制水平和知识不足，动物

实验室生物安全风险管理缺位等现象，不利于实

验动物设施乃至整个行业的良性发展，给生物安

全管理带来了一定的风险。

3 实验动物病原微生物危害和风险

已知实验动物病原微生物危害主要包括对人

员健康的危害，对动物健康的危害，对科学研究

的影响，以及对环境的影响。

国内外报告的实验动物微生物种类包括细

菌、病毒和真菌共两百多种［3］。实验室获得性感

染的来源以及可能引起感染的途径链中，吸入具

有传染性的气溶胶，通过飞溅、触摸或溢出与黏

膜接触，或经皮途径感染即咬伤、割伤、意外的

自我接种等都是潜在的感染途径。目前有报告的

情况包括：实验人员因为抓取不当，或使用锐器

割伤，或动物实验时意外针刺，感染结核分支杆

菌［4］；在动物实验中暴露伤口，感染肾综合征出

血热［5］；解剖时防护不足，导致淋巴细胞性脉络

膜脑膜炎病毒感染［6］；给小鼠接种痘苗病毒后，

尝试重新盖好针头时刺穿手套，感染痘苗病

毒［7］；因个人防护不当，感染牛痘［8］；使用未经

检疫大鼠，或未严格穿戴防护用品，感染流行性

出血热［9］；工作后发现防护衣服撕裂，形成埃博拉

病毒感染风险［10］；被带有埃博拉病毒的豚鼠血液

注射器意外扎伤导致感染，医治无效死亡［11］。

但在大多数的实验室获得性感染案例中，潜在的

感染路径仍然没有明确［12-13］，需要研究人员提高

风险识别和评估能力，包括对实验动物设施病原

微生物污染源（表3），以及对实验动物设施病原

微生物污染风险的识别及控制措施（表4），并严
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表1 实验动物安全使用和规范利用的相关法规/标准/指南/办法及其侧重点

Table 1 Legislations, regulations, and policies regarding the use of laboratory animals

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

颁发部门

国家科学技术委员会

国家科学技术委员会、国家技术

监督局

国家质量监督检验检疫总局、国

家标准化管理委员会

国家质量监督检验检疫总局、国

家标准化管理委员会

国家质量监督检验检疫总局

中国实验动物学会

国家质量监督检验检疫总局、国

家标准化管理委员会

住房和城乡建设部、国家质量监

督检验检疫总局

国务院

农业农村部

国家环境保护总局

国家环境保护总局

国家卫生健康委员会

农业农村部

科学技术部

农业农村部

中华人民共和国主席令

（第五十六号）

颁发年份

首次

1988

1997

1994

1994

1994

2017

2004

2004

2004

2005

2006

2006

2006

2008

2011

2020

2020

现行

1988

1997

2010

2011

2001

2017

2008

2011

2018

2005

2006

2006

2006

2008

2018

2020

2020

文件名称

《实验动物管理条例》

《实验动物质量管理办法》

《实验动物环境及设施》

《实验动物微生物等级及监测》

《实验动物配合饲料卫生标准》

《实验动物动物实验生物安全通用要求》

《实验室生物安全通用要求》

《生物安全实验室建筑技术规范》

《病原微生物实验室生物安全管理条例》

《高致病性动物病原微生物实验室生物安全

管理审批办法》

《病原微生物实验室生物安全环境管理办法》

《病原微生物实验室生物安全环境管理办法》

《人间传染的高致病性病原微生物实验室和

实验活动生物安全审批管理办法》

《农业部关于进一步规范高致病性动物病原

微生物实验活动审批工作的通知》

《高等级病原微生物实验室建设审查办法》

《关于加强动物病原微生物实验室生物安全

管理的通知》

中华人民共和国生物安全法

领域/内容侧重点

实验动物管理

实验动物质量管理

实验动物设施环境技术

要求

实验动物微生物控制

实验动物饲料卫生控制

动物实验生物安全

生物安全通用要求

实验室建筑要求

实验室生物安全管理

实验室生物安全管理审

批办法

实验室生物安全环境管

理

实验室生物安全环境管

理

实验室和实验活动审批

管理

实验活动审批

实验室建设审查办法

实验室生物安全管理

国家生物安全法律文件

表2 需在不同等级生物安全动物实验室开展的病原微生物分类和数量

Table 2 Classification and number of pathogenic microorganisms conducted in animal laboratories of different biosafety

levels

制定部门

国家卫生健康委员会

农业农村部

总数

一或二类动物病原

微生物种类

ABSL-4

20

-

20

ABSL-3

79

19

98

三类动物

病原微生

物种类

ABSL-2

277

104

381

四类动物

病原微生

物种类

ABSL-1

6

-

6

依据

《人间传染的病原微生物名录》a

《动物病原微生物实验活动生物安全要求细则》b

注：表中动物病原微生物包括病毒、细菌、放线菌、衣原体、支原体、立克次体、螺旋体、真菌和感染性蛋白质；a：中华人民共
和国卫生部颁发，2006版；b：《农业部关于进一步规范高致病性动物病原微生物实验活动审批工作的通知》（农医发〔2008〕
027号），2008年颁布。
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格执行相关的病原微生物等级要求管理标准。

为减少污染源，近 20年来国家及各地陆续

制定了不同品种实验动物的病原微生物等级要求

标准，明确了所需排除的病原微生物种类（表5），

这为识别和降低实验动物设施病原微生物来源和

危害提供了重要的依据。

4 实验动物设施病原微生物控制的对策和

建议

4.1 加强行业内病原微生物控制意识和能力，优

化从业人员的生物安全培训体系

在一项探究实验室获得性感染的数量与污染

潜在原因的国际调查中发现，人为错误在实验室

获得性感染病例中占有很大比例［14］，提示病原

微生物控制意识亟待加强，生物安全培训体系建

设势在必行。

探索适合我国国情的实验动物从业人员专业

性培训模式，提高从业人员对病原微生物防控的

整体认知水平，可以从以下几个方面着手。一是

培训渠道多元化，可结合现代网络化技术，组织

开展线上、线下多形式跨地域的在职教育培训。

二是培训形式多样化，如理论培训、实践培训、

购买服务、专家上门培训、短期集中培训等。三

是培训体系系统化，建立一套完善的人员知识水

平评估体系，针对不同人群设定不同培训方式，

并对培训效果进行评价和总结改善。

为改变以往培训过程中对病原微生物防控及

生物安全重要性强调不足的问题，应聘请具有丰

富的病原微生物防控及生物安全管理经验的人

员，分岗位特点和对象，有侧重点地进行细化

表 3 实验动物设施中病原微生物污染源

Table 3 Sources of pathogenic microorganisms in laboratory animal facilities

序号

1

2

3

4

5

6

一次污染

工作人员不严格遵守穿戴及卫生要求，携带人畜共患病毒进入实验室

新引进或购入的动物存在微生物污染或携带

污染或携带有微生物的实验材料，尤其是生物材料，如细胞培养物、肿瘤组织、生

物制品等

未经严格灭菌消毒的垫料、笼具、饲料、水等

被感染的实验动物的污染物，如污染针头、废弃物、垫料、尸体、解剖器械和组织

样品等

设备故障导致的病原微生物泄露

二次污染

由工作人员带出设施

排出未经完全过滤的实验室废气

实验动物组织、样品

污染废弃物、污水

未经彻底消毒灭菌的垫料、尸体等

造成暴露和实验室泄露

表4 实验动物设施中病原微生物污染风险的识别及控制措施

Table 4 Identification and control measures of pathogenic microorganism contamination in laboratory animal facilities

项目

防范侧重点

污染风险源

控制措施

非感染动物实验设施

防止病原微生物输入

动物源、人源、水源、食物源、生物样品来源等

1. 从正规渠道购买质量合格的动物

2. 规范隔离检疫、定期动物健康监测，发现阳性，及时处理

3. 严格控制人流、物流，加强人员培训，严禁带病工作

4. 定期对动物饮用水进行微生物检测

5. 购买来自可靠单位的饲料，并定期检测

6. 生物样品的微生物背景筛查

7. 实验用品尽可能经高压灭菌后再进入动物设施，不能高压

灭菌的需用足量紫外线消毒或消毒液浸泡

8. 阻止野生啮齿动物和昆虫媒介进入动物设施

9. 个人防护用品性能完好，并能够正确使用

感染动物实验设施

防止病原微生物输出

污水、废气、动物尸体等废弃物，感染实验样品

传递，实验人员携带出实验室

1. 对病原进行危害性风险评估，实施针对性的

灭菌验证

2. 对关键消毒灭菌设备进行性能评价

3. 废水风险控制及评估

4. 加强人员培训体系建设，持续在岗职业培训

5. 严格个人防护PPE，防止动物刮伤、咬伤，以

及污染源的皮肤接触或气溶胶传播

6. 感染动物的排泄物、尸体，以及解剖器械和污

染垫料、笼具须经彻底消毒灭菌
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培训。例如，针对辅助人员，主要是强调动物污

染粪便的规范收集和处理，以及处理污染物时正

确做好个人防护，并注意消毒剂的正确配制和有

效期内使用、合理使用灭菌高压锅等；而针对占

比最大的技术人员，则应侧重防范动物抓咬、动

物唾液尿液喷溅、个人防护、手术刀和针头等锐

器的规范使用处理；针对涉及病原微生物感染实

验的人员，则更加强调个人防护用品的完整和规

范穿戴，注重病原微生物领用、灭活销毁污染动

物的操作和处理，以及微生物危害及风险知识储

备等［15］。

4.2 健全动物健康监测体系，改变病原微生物防

控被动局面

动物实验室获得性感染事件警示我们，实验

动物能成为某种传染性疾病的传染源。因此，建

立执行性好且完善的动物健康监测系统是提高实

验动物设施病原微生物防控能力的有效措施。动

物引入设施前，必须对动物进行传染病的卫生安

全检疫和兽医临床检查，检疫期需强化实验室生

物安全防护。对设施内常在动物群体应定期抽

检，疑似异常的实验动物应及时送检［16］。对超

过3个月长期实验，实验期间应定期进行人兽共

患病监测［17］。合理选择病原监测方法，特别是

对于肿瘤移植类实验、基因工程动物实验，需要

设施管理人或兽医给予更多关注。传统的血清

学、PCR分析和尸检对脏垫料哨兵动物进行病原

微生物监测被越来越多的研究者证明在某些病原

监测中存在弊端［18-19］。随着分子及宏基因组检测

技术的发展，越来越多的报告显示，环境样品材

料监测，特别是排风口粉尘（exhaust air dust，

EAD）检测，与传统的哨兵监测相比更优越［20］。

近年来，实验动物新疾病不断出现，病原体

检测技术不断更新完善。目前国内在成熟、主流

的血清抗体监测体系基础上，又建立了多种病原

微生物的核酸检测体系［21］。设施管理者或兽医

需根据本设施内流行病情况及监测重点选择不同

的检测方法，通过创新病原体监测手段和模型，

自检或购买监测服务等，实现从传染病传播角度

即传染源、传播途径、易感动物/人群进行控制

预防，监测可能存在的潜在危险。不同技术的联

合使用可充分发挥各技术的优势以及协同作用，

能够提高病原体检测和处理效果，是控制病原微

生物的重要技术发展方向。

4.3 更新生物风险评估观念，提升病原微生物污

染/感染风险的识别能力

生物风险评估是生物安全管理的核心，主要

是对具有传染性物质的风险识别与鉴定，制定降

低风险的方案，并执行与再评估，其意义在于确

定生物安全防护水平［22］。实验动物使用过程中

的病原微生物风险是一个不容忽视的问题［23］。新

购动物携带病原体背景评估、防范野鼠的病原微

生物和遗传污染、实验人员携入病原微生物污染、

饲养环境条件异常激发传染病爆发、动物异常表

现或突然死亡等均是生物风险评估和识别的重点。

目前阻碍实验动物设施内相关生物安全措施

应用的因素包括缺少具体的生物安全保障技术性

表5 常用实验动物所需排除的病原微生物数量

Table 5 Numberof pathogenic microorganisms should be

eliminated in commonly used laboratory animals

分类

小鼠 a

大鼠 a

豚鼠 a

仓鼠 a

兔 a

犬 a

猴 a

牛 b

羊 c

小型猪 d

鸡 e

猫 f

雪貂 g

树鼩 h

普通级动物

-

-

2/4

2/4

2/3

7/1

5/0

3/3

4/2

6/1

-

5/2

4/4

3/0

清洁级动物

7/7

7/6

6/4

6/4

4/3

-

-

-

-

11/1

-

-

-

-

无特定病原体级动物

7/5

7/5

13/5

12/6

10/5

9/3

9/2

20/0

12/1

15/4

18/1

10/2

-

6/5

注：表格中数据为必须检测项目数量/必要时检查项目数
量；a：参照国家标准《实验动物 微生物学等级及监测》
（GB 14922.2—2011）；b：参照黑龙江地方标准《实验动物
牛微生物学等级及监测》（DB23/T 2057.5—2017）；c：参照
黑龙江省地方标准《实验动物 羊微生物学等级及监测》
（DB23/T 2057.10—2017）；d：参照北京市地方标准《实验
用小型猪第1部分：微生物学等级及监测》（DB11/T 828.1—
2011）；e：参照国家标准《SPF鸡 微生物学监测 第 1部分：
SPF鸡 微生物学监测总则》（GB/T 17999.1—2008）；f：参
照黑龙江地方标准《实验动物 猫微生物学等级及监测》
（DB23/T 2057.2—2017）；g：参照江苏省地方标准《实验用
雪貂 第 3 部分：遗传、微生物和寄生虫控制》（DB32/T
2731.3—2015）；h：参照云南省地方标准《实验树鼩 第 1
部：微生物学等级及监测》（DB53/T 328.1—2010）。

447



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct. 2021, 41(5)

文件、生物安全技能及培训不到位、使用不合格

的实验室耗材、人员重视程度不够，以及生物风

险评估工作减少等，这些均使得实验室危害持续

存在，生物安全脆弱性增加［24］。面向整个机构

人员建立风险评估和风险控制观念，成立专门的

风控风评小组来进行科学评估，建立一套涵盖对

实验室水、电、通风、空调、气流流向、相邻房

间压差、核心硬件设备性能、预防气溶胶散逸和

污染措施、消毒效果验证过程、突发事件紧急预

案、应急事件处理方案、污染样品管理规范（保

藏、运输、灭活、销毁）、菌毒种及含活毒样品

的领用和监管、潜在危害分析与意外事故处理程

序，个人防护及微生物操作程序等的科学评估

体系［22］。

4.4 发挥管理委员会作用，加强生物安全监督和

职业健康指导

实验动物机构的生物安全监督主要是通过实

验动物管理委员会、职业健康及安全委员会和

（或）生物安全委员会进行。实验动物管理委员

会对拟开展的动物实验方案具有风险评估审核和

监督职责。职业健康及安全委员会的工作则是实

验动物机构申请国际实验动物管理评估与认证协

会 （Assessment and Accreditation of Laboratory

Animal Care international，AAALAC）认证时的

重要审查环节，旨在考核机构在实验动物从业人

员健康和安全保障方面的成效。生物安全委员会

是动物生物安全实验室备案及中国合格评定国家

认可委员会（China National Accreditation Service

for Conformity Assessment，CNAS）进行生物安

全实验室认可的重要考量部分，在涉及病原微生

物实验及操作方面发挥监督作用。然而，目前国

内不少实验动物机构的这些委员会建设尚未完善

或停留于表面，未切实发挥监督和监管作用，常

因为缺少实际操作、制度不明确、责权不清、人

员管理缺位、缺少专业的职业健康管理人才、从

业人员对职业危害缺乏认识等，并未发挥委员会

应有的作用，使制度落实不到位，给生物安全和

职业健康管理带来了巨大隐患［24］。

实验动物从业人员是发生职业暴露、感染人

兽共患病的高危人群。组织生物安全专业人员进

行风险评估审查，由具备职业健康管理经验的人

建立职业健康与安全计划，充分发挥管理委员会

在动物设施生物安全管理和职业健康指导中的作

用，建立和落实实验室生物安全自查制度，完善

不符合生物安全要求的工作程序，提高实验室生

物安全和职业健康管理能力。

4.5 完善实验动物设施的生物安全管理体系

建设

实验动物不可避免会携带微生物，实验人员

面临各种潜在的职业健康危害。建立良好的微生

物规范（good microbiological practices，GMPs），

加大对接触动物的人员的工作规范指导和生物安

全管理，可以有效减少职业暴露，最大程度地降

低人员受伤或患病风险，保护人员安全，这是病

原微生物控制的重要内容［25］。建立完善的生物

安全管理制度性文件，包括生物安全手册、程序

文件、实验室生物安全、技术规范和操作规程、

生物危害评估制度、实验室感染应急处置预案、

生物安全监督机制等，以增强实验动物设施的自

查防范能力。

4.6 发挥兽医在病原微生物防控中的作用

兽医因其职业特点和专业技术背景，熟悉流

行病学和动物习性及生物学特性，在实验动物的

生产管理、疾病的预防和治疗、动物实验技术的

推广与应用、动物福利监管和生物安全保障等工

作中都可发挥着不可替代的重要作用［26］。实验

动物机构应充分发挥兽医在动物检疫、动物健康

监测、动物疫病应急处理中的主导作用。另外，

社会对兽医职业风险的关注程度也需要提高。

2010年美国国家公共卫生兽医协会制定了兽医工

作者（动物密切接触者）人兽共患病预防纲要，

即 兽 医 标 准 预 防 措 施 （veterinary standard

precautions，VSP），旨在降低兽医工作者的人兽

共患病发生风险。建议我国也尽快制定实验动物

兽医的病原微生物防控工作相关指南，提高执业

兽医在设施管理和生物安全控制中的话语权，让

他们能有足够的平台发挥专业技术优势，应对设

施内可能出现的感染风险。
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医学院校实验动物及实验室安全培训的实践探索
宋国英宋国英,, 许 燕许 燕,, 朱美霖朱美霖,, 张宏伟张宏伟,, 李 沛李 沛

(郑州大学基础医学院实验教学中心, 郑州 450001)

[摘要] 医学院校实验动物及实验室安全管理是教学实验室运行的基本保障，是实验室顺利完成教学

任务的重要环节。郑州大学基础医学院实验教学中心针对常用实验动物及实验室的安全现状，对医学

新生进行了实验动物特性及实验室安全知识的培训。采用PPT课件、短视频及翻转课堂方式进行线下

培训，培训内容分别为实验动物的正确使用与安全管理及实验室安全常识。培训后经过问卷星线上考

试，1 061名新生合格率达99.90%。经试卷分析发现，新生对微生物及危险化学品知识的错误率较高，

分别为20.35%和14.89%，提示今后要加强这两方面的培训。通过培训，医学新生掌握了实验动物的正

确使用方法，增加了实验室安全方面的知识，这为预防实验室安全事故的发生打下坚实基础。
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Practice and Exploration of Laboratory Animal and Laboratory

Safety Training for Medical Freshmen
SONG Guoying, XU Yan, ZHU Meilin, ZHANG Hongwei, LI Pei

(Experimental Teaching Center of Basic Medical College, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, China)

Correspondence to: LI Pei, E-mail: lipeifreemai@zzu.edu.cn

[Abstract] Laboratory animal and laboratory safety management in medical colleges and universities is the

basic guarantee for the safe operation of teaching laboratories and serves as an important link for the

successful completion of teaching tasks in laboratories. Aiming at the safety status of common experimental

animals and laboratories, the Experimental Teaching Center of Basic Medical College of Zhengzhou

University trained medical freshmen on the characteristics of experimental animals and laboratory safety

knowledge. PowerPoint courses, short video lectures, and flipped classrooms were used for offline training.

The training contents included the correct use of experimental animals, safety management and laboratory

safety knowledge. After training, an online examination was conducted, which 1 061 freshmen passed, and the

passing rate was 99.90%. According to the analysis of the answers of the freshmen in the examination, the

error rates of knowledge on microorganisms and dangerous chemicals were 20.35% and 14.89%, respectively.

This suggests that training should be strengthened in these two aspects in the future. Through the training, the

new medical students mastered the correct use of experimental animals, and their knowledge of laboratory

safety increased. This will help to prevent future laboratory accidents.

[Key words] Laboratory animals; Laboratory; Safety training; Medical freshmen

医学类高校实验室是进行医学实验教学和大

学生科研创新的重要基地，是培养学生动手能力、

实验技能、创新思维能力的必需场所。而实验动

物是基础医学实验教学所需的重要实验材料，所
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涉及的专业有临床医学、口腔医学、药学、预防

医学、医学检验、医学影像和护理专业等。近年

来，随着招生人数逐年增加以及大学生创新实验

基地的建设，走入实验室的医学类学生越来越多，

实验室的使用频率越来越高，实验动物的使用量

也不断增加，同时带来了实验室安全隐患的增加，

实验室安全事故时有发生，例如高校诺如病毒感

染事件、实验室火灾和危险化学品中毒等。为此，

各高校加强了对学生实验室的管理工作，对学生

使用实验动物的管理也越来越严格，以提高医学

院校实验室安全管理水平［1］。本文以郑州大学基

础医学院（下文简称本校）实验教学中心为例，

就实验动物使用和实验室安全隐患问题，以及相

关的安全管理措施与培训实践进行探讨，以期为

国内医学类学生实验室的安全管理提供参考。

1 实验动物使用的安全隐患

1.1 实验动物实验前逃逸的问题

医学院校的实验室常年担负着医学实验的教

学任务，所有医学类学生都需要进入实验室完成

实验课程，如细胞生物与医学遗传学、医学病原

学与免疫学、药理学、生理学、病理生理学等。

其中，实验动物使用的品种及数目相对较多。以

本校实验教学中心为例，实验动物的具体使用情

况和使用量见表1。

由于学生人数较多，一次同时开启多个实验

室，实验动物使用较为集中，数量相对较大，因

此需要提前领取动物。这使得实验动物短期周转

时的安全及饲养成为隐患，经常有动物在课前逃

出笼外，发生动物丢失现象，给实验室的生物安

全带来隐患。

1.2 实验动物的基本操作问题

实验动物是生命科学研究的主要材料，是培

养医学生动手能力的主要对象。医学新生由于对

实验动物非常陌生，在上基础医学课程时，有些

学生心理上害怕实验动物，在抓取小鼠时常会被

小鼠咬伤，对大鼠更是不敢捉拿；而有些学生操

作不规范，经常在捉拿家兔时去揪兔耳朵，没有

用手托住家兔臀部，导致家兔因疼痛而挣扎，致

使学生被家兔抓伤。这些都是医学教学实验中经

常发生的基本操作问题。

1.3 实验动物福利问题

动物福利主要包括善待活着的动物，尽量减

少对动物的伤害，减轻动物的痛苦，并在实验课

后采取安乐的方式处死动物［2］。受教学时数的影

响，医学教学实验一般以验证性实验为主，综合

性和设计性实验相对较少，而教学用动物一般在

普通实验室里完成，课后使用过的实验动物当天

都会处死。在本校基础医学院实验教学中心授课

过程中发现有些学生不愿意做动物实验，有些学

生还戏弄动物，完成实验课后对实验动物产生的

粪便、血液及动物尸体漠不关心；另外，小鼠脱

颈椎处死不完全而导致小鼠挣扎时，存在学生对

此无动于衷的现象，提示许多学生对实验动物福

利知之甚少。这些问题的存在对培养医学生的道

德和心理健康极为不利。

2 实验室安全隐患问题

2.1 常见的安全隐患

医学实验室是高校水、电、化学试剂、仪器

设备集中使用的地方，教学实验室更是常年运

行，常见安全问题见表2。

2.2 环境污染

学生在进入实验室时经常会将具有污染性强

且具有致畸变的试剂从实验区带入普通工作区，

污染了防护级别较低的普通实验区域，进而对该

区域内其他工作人员造成伤害。例如，在分子生

物学实验中经常使用EB，而EB有很强的致畸变

作用，如果操作不当，会导致实验区域的污染，

造成对他人的危害；EB还会在空气中形成气溶

胶，对环境也会造成污染［3］；实验后未将含EB

表 1 郑州大学基础医学院实验教学中心的实验动物使用

情况

Table 1 Use of experimental animals in the Experimental

Teaching Center of Basic Medical College of

Zhengzhou University

（只/年）

组别

形态组

机能组

合计

乳鼠

700

-

700

昆明小鼠

800

5 600

6 400

大鼠

-

300

300

家兔

-

1 726

1 726

牛蛙

-

3 700

3 700

注：形态组指医学病原学、组织胚胎学、细胞生物与遗传学
实验室；机能组指生理学、药理学和病理生理学实验室。
乳鼠指刚出生的大鼠和小鼠。
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的琼脂糖凝胶、污染的手套放在医疗垃圾袋内，

而是随意将凝胶丢入普通垃圾袋中，或是继续戴

着污染的手套触摸仪器设备及其他物品，造成二

次污染。此外，使用后的化学试剂随意倒入下水

道，造成水源污染等问题时有发生。

2.3 生物安全

有些学生进入生物实验室不穿工作服，且将

饮用水和食物带入实验室。有些女生披长发做实

验，而长发接触实验台，污染自身。有些学生使

用注射器抽取有污染的样品后，又将针头重新套

回针头套中，而不是将针头置于利器盒内收集起

来，导致针头刺伤自己手指造成自身伤害。微生

物实验课中，有些学生因操作不当，导致微生物

外泄，造成上课学生甚至校园内发生微生物感染

的问题偶有发生。形态学实验课使用完小鼠后，

时常有学生将小鼠尸体投入垃圾桶内，致使小鼠

尸体腐败而发出异常恶臭，导致实验室环境污

染。机能学实验课使用家兔后，习惯由养殖公司

回收实验后家兔尸体，但后续公司对家兔尸体如

何处置并不清楚，这可能会给社会食品安全带来

隐患。根据 2021年 4月 15日国家颁发的生物安

全法相关规定，单位和个人应做好生物安全风险

防控和应急处置工作，这对本校生物安全的管理

提出了更高的要求。

2.4 废弃物危害

实验室产生的废弃物也是一个重要问题。由

于实验废弃物繁多，成分复杂，且其中有动物尸

体、有毒的化学试剂、血液、尖锐物品等，如果

处理不当，会对教师及卫生工人带来伤害［4］。常

见的事件包括：学生将注射器、手术刀片、破碎

的玻璃皿丢入垃圾桶内，导致清洁工人在收集垃

圾时不知道里面有尖锐物而划伤手指；实验中使

用的有害试剂如二甲苯、镜油、染料随普通垃圾

扔到室外，致使接触人员健康受到危害；实验后

大鼠、小鼠及乳鼠尸体和垫料一起倒入室外垃圾

箱，其中垫料带有大量动物粪便，可能含有多种

病原微生物，如大肠埃希菌、志贺菌、沙门菌

等，这些动物尸体及垫料在遭到野猫及野鼠咬

食、苍蝇叮咬后，容易造成病原微生物的传播。

3 实验室安全管理措施及培训内容

针对医学生对实验动物及实验室的安全认识

问题，本校实验教学中心对入校新生开展了实验

动物及实验室安全培训课程，将实验动物正确使

用和实验室安全常识培训工作前移，使学生未进

入实验室就已了解实验动物的基本特性，掌握实

验室安全守则。为此，本中心开展了3个方面的

培训实践工作。

3.1 建立实验室准入制度

学生进入实验室前未经过实验室安全培训

时，对实验室安全是没有概念的［5］，尤其是对实

验动物的特性不了解。学生关心的只是做什么实

验，忽视了在实验中需要注意哪些安全问题，遇

到紧急突发事件时不知该如何处理，所以对学生

进行实验室安全培训是非常重要的工作。通过安

全培训考试合格后，学生方能进入实验室开展实

验学习活动；考试不合格者，给予第二次培训机

会，直到考试合格为止。推行实验室准入制度，

将对医学生进入实验室学习起到铺垫的作用［6］。

3.2 加强实验动物的安全管理工作

实验动物的安全管理对确保学生的人身安全

非常重要。为此，本校实验教学中心制定了相应

的管理措施，以推进实验室的安全管理工作。首

先，在购买实验动物时严格执行合格证制度，杜

绝无质量合格证的动物流入校园。同时，加大实

验动物管理人员从业资格证的管理，定期组织教

师和相关的工作人员进行培训，达到参与动物实

表2 实验室常见安全问题

Table 2 Common laboratory safety problems

种类

水

电

仪器设备

化学试剂

医疗垃圾

常见问题

停水后忘关水龙头，管道破裂

线路老化、电插板过多

仪器老化，功率过大

管理不规范，使用记录不完整

随意丢弃

结果

跑水，仪器被泡受损

易引起火灾

易引起火灾

易引起火灾及中毒事件

引发生物安全问题
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验的人员均有实验动物从业人员培训证，参与短

期饲养的工人均有实验动物培训合格证。此外，

建设配套的实验动物饲养室，为动物提供合适的

清洁饮水和饲料，并且合理分配饲养盒内动物的

数量，避免动物之间因饥饿和拥挤而相互撕咬；

同时，控制饲养室的温度和湿度，使室内环境舒

适。其次，做好短期周转时实验动物的饲养及生

物安全保障，扎实贯彻实验动物“3R”原则，以

保证动物实验教学结果的可靠性和可重复性［7］。

另外，每个实验室都配有一个急救箱，箱内备有

各种急救药品和工具，如纱布、剪刀、镊子、碘

伏、云南白药、创可贴等。一旦发生人员及动物被

咬伤或抓伤，可紧急处理伤情。急救箱由实验室管

理员定期检查补充所需物品。最后，要求学生实验

后第一时间将动物尸体放入专用冰柜，杜绝饲养公

司回收实验后家兔尸体，防范食品安全问题，并且

和相关公司签订协议，无害化处理动物尸体。

3.3 培训医学生有关实验室常规安全意识

有关实验室安全常识方面，首先着重培训学

生消防安全相关知识。实验室配有齐全的消防设

施，包括灭火毯、灭火器等。设施的使用方法由

实验室技术人员在实验室现场传授。逃生通道标

识明确，安全通道常年保持畅通状态，紧急情况

快速疏散图在一楼有明确标牌。这些安全指示以

及紧急疏散步梯通道的位置均列入安全培训课

程中。

近年来由于实验教学快速发展，一个实验内

容需要两周时间才能完成相应的教学任务，实验

室大量的仪器设备处于高频率的使用和运转状

态，急需对新生进行实验设施使用的安全培训。

例如：高压蒸汽灭菌器的操作人员需持证上岗，

高速离心机在操作时稍有不当就可能导致人员伤

害，射线类设备如荧光显微镜和紫外透视仪等若

操作不当均可能对人体有害。因此，本校实验教

学中心对学生常用的仪器设备进行了培训，并在

仪器旁标注了安全使用注意事项，避免学生因操

作失误导致安全事故［8］。

化学类试剂均有安全标识，但是新生并不理

解标识图有什么意义。根据此现象，针对化学品

上的标识图制备成PPT图片，培训新生识别化学

品危险标识，使学生能够看到标识就知道该化学

品的危害程度。另外，根据化学试剂的不同特

性，配备了存储设施，如试剂存储盒，将有挥发

性及腐蚀性的化学品装入专用试剂存储盒以防渗

漏和挥发，而化学品溢出处理箱用于紧急处理强

酸强碱的泄漏，为学生后期从事创新性科研实验

时正确存储化学试剂打下了基础。

微生物安全问题是引发社会疫情的重要问

题。我国根据实验室处理对象的危害程度和采取

的防护措施，采用国际标准，将实验室生物安全

防护水平分为四个等级，其中一、二级实验室为

基础实验室，三、四级实验室为高等级生物安全

实验室［9］。医学类高校学生实验室一般为基础实

验室，学生实验所用菌种传染性通常较低，致病

性较弱，且实验结束后即进行高压灭菌处理。但

是即便如此，实验室也常年保存多种微生物菌

种，若操作管理不当，仍会造成危害。尤其是现

在，新型冠状病毒在全球流行后，我国卫生管理

部门更加注重实验室的安全管理。为了防范病原

微生物外泄事件的发生，本校实验教学中心建设

了专业菌种库，并实行双人保管制度，切实做到

从源头管好菌种；并且在实验中严格按规范操

作，实验后及时处理病原菌，把安全工作做扎

实。同时，将整个管理和操作流程培训到每个新

生，使学生在开始实验课前就已经了解了生物安

全性问题，从而防范了实验生物安全问题导致的

校园安全问题。

此外，对教学实验室产生的垃圾进行分类处

理［10］。医疗垃圾必须装黄色垃圾袋；所有的玻

璃制品必须放入事先准备好的容器中，贴好标签

注明重量，放置在指定的地方，由实验室管理科

定期清理。这些知识点均列入新生实验室安全培

训课程中。

4 实验动物及实验室安全常识培训的方式

与成效

实验动物安全使用培训，采用制作PPT课件

结合网络短视频等的形式进行授课。例如：本中

心收集制作了家兔及大鼠小鼠捉拿、大鼠小鼠颈

椎脱臼处死、家兔耳静脉采血、大鼠尾静脉注射

等一系列短视频播放给学生看，使学生在实验学

习前对实验动物有了初步的认识。实验室安全常
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识培训，采用案例式教学和翻转课堂方式进行授

课。例如：让学生在手机上搜索火灾事故，并让

学生讲解火灾原因，实现翻转式教学效果。这些

教学方法使学生直观地看到了实验动物的基本特

性，掌握使用实验动物的正确方法，增加学生对

实验动物的爱护意识；同时增强学生对安全培训

课的兴趣，提高学生防范安全事故和自我保护的

能力［11］。

为达到教学目的，课后采用问卷星的形式进

行在线考试。2020年共培训新生 1 061名，在线

考试合格率达99.90%（仅1人未合格，后经辅导

亦达到合格），具体情况见表 3。经试卷分析发

现，新生对微生物及危险化学品知识的错误率较

高，分别为 20.35%和 14.89%，提示今后要加强

这两方面的培训，以达到更好的培训效果。

5 结束语

实验动物及实验室安全培训是一件任重而道

远的工作，随着医学院校教学质量的不断提高，

实验室建设的不断更新，进入实验室的人员不断

增加，新的实验教学项目陆续开设，实验室安全

问题和风险点也在不断出现。未来的实验室安全

发展仍然面临着很多问题，作为实验室的管理者

应对实验室安全问题有足够的认识［12］，时刻将

实验室安全问题作为工作中的重要部分而加以管

理，并加强实验室教师的培训，调动实验室工作

人员的责任感，提升实验室工作人员的整体素

质［13］。另外，实验动物和实验室安全培训工作是

一个动态的过程，需要在实施过程中不断总结、

更新和完善培训内容，以提高培训效果，做到实

验动物管理可靠，实验室安全制度执行规范化和

常态化，为实验教学的顺利开展提供可靠保障。
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表3 2020级新生实验动物及实验室安全培训考试情况

Table 3 Experimental animals and laboratory safety

training examination of the 2020 batch of

freshmen

分值

90分以上

81～90分

71～80分

61～70分

60分以下

合计

人数

841

158

54

7

1

1 061

占百分比/%

79.27

14.89

5.09

0.66

0.09

合格率/%

99.90
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医学实验教学动物尸体二维码信息管理系统建立

的设想
金 悠金 悠 11,, 王晨晨王晨晨 11,, 余上斌余上斌 11,, 罗隽宇罗隽宇 22,, 周顺长周顺长 33
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[摘要] 实验动物是医科院校开展实验教学工作的重要载体。本文系统阐述了建立实验动物尸体二维

码信息管理系统的必要性，针对实验教学动物使用的特点，设计了一种依托微信小程序的实验动物尸

体二维码信息管理系统。通过参与人员的无缝对接，对实验教学动物的尸体从产出、收集、转运、冻

存及处理等过程实施动态监管，以期切实推动实验教学管理工作的规范化，杜绝实验动物尸体乱抛现

象的发生，维护校园生物安全。

[关键词] 医学实验教学；动物尸体；二维码；动态信息化管理；生物安全
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Design of Two-dimensional Code Information Management System

for Animal Corpses in Medical Experimental Teaching
JIN You1, WANG Chenchen1, YU Shangbin1, LUO Junyu2, ZHOU Shunchang3

(1. National Demonstration Center for Experimental Basic Medical Education, Huazhong University of

Science and Technology, Wuhan 430030, China;2. Wuhan Maibo Information Technology Limited Company,

Wuhan 430030, China;3. Laboratory Animal Center, Tongji Medical College, Huazhong University of Science

and Technology, Wuhan 430030, China)
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[Abstract] Experimental animals serve as an important tools for experimental teaching in medical colleges.

This study systematically expounds the necessity of establishing a two-dimensional code information

management system for the disposal of experimental animal corpses. According to the characteristics of

experimental teaching animals, a two-dimensional code information management system for experimental

animal corpses based on WeChat applet was designed. Through the seamless connection of participants, the

dynamic real-time supervision of the production, collection, transportation, freezing, and treatment of corpses

of experimental teaching animals was implemented. In order to effectively promote the standardization of

experimental teaching, eliminate the phenomenon of random disposal of experimental animal corpses, and

maintain the biological safety of the campus.

[Key words] Medical experimental teaching; Animal corpse; Two-dimensional code; Dynamic information

management; Biosecurity

实验动物是医科院校实验教学工作必不可少

的工具。医科院校一般建有动物尸体中转站或处

理中心，然而由于学校对动物尸体回收监管力度

不够，以及部分学生环保意识淡薄、安全观念不

强，随意丢弃动物尸体［1-3］，从而导致实验动物

中心发放的教学用动物不能全部回收［1］。因此，
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只有加强对实验动物尸体的规范化管理［4］，才能

更有效地防止疫病传播，维护社会公共卫生安

全［5］。随着网络技术的发展，动物信息管理系统

日益健全，但目前该系统功能主要侧重于繁

殖［6］、科研［7］和疫病监测［8］等，并不适用于教

学实验动物尸体的管理。

本文在探讨相关管理法规的基础上，提出对

教学实验动物尸体实行二维码网络信息管理，以

便杜绝教学实验动物尸体乱抛现象，同时提高教

学管理工作规范化程度。

1 建立教学实验动物尸体二维码信息管理

系统的必要性

我国实验动物管理法规起步较晚。1988年国

家科委签发了我国第一部实验动物管理行政法规

《实验动物管理条例》，该条例中对实验动物的饲

养环境和质量保证等制定了严格的执行标准，是

实验动物研究、保种、饲育、管理和监督的执法

依据［9］。2003年由国务院卫生行政主管部门和环

境保护行政主管部门共同颁布的《医疗废物管理

条例》把医学实验动物尸体归属于病理性废物，

并禁止在运送过程中丢弃。2017年农业部发布了

《病死及病害动物无害化处理技术规范》，该规范

没有明确提及实验动物尸体，但在“适用范围”

中提到了“其他应当进行无害化处理的动物及动

物产品”，并对病死及病害动物尸体的收集转运、

无害化处理方法等制定了详细的管理细则。

根据以上条例、法规及省市级相关规定，目

前国内各高校均拟定了实验动物尸体的转运及无

害化处理管理办法，如西北农林科技大学在实验

课结束后将实验动物尸体分类收集在专用容器

中，密封后交至该校实验动物中心处理［10］。然

而由于动物尸体运输过程存在监管漏洞，多所高

校依然存在实验动物尸体被随意丢弃的现象［1-3］。

目前，二维码技术因便捷、安全、准确等优

势被应用于诸多领域。笔者设想通过建立动物尸

体运输过程的二维码信息管理系统，加强教学实

验室（产出环节）与动物尸体处理中心（处理环

节）之间的联系，不仅可以防止乱丢动物尸体，

而且可以记录动物使用的具体信息，规避纸质文

档不宜保存的风险。

2 教学实验动物尸体二维码信息管理系统

的设计

2.1 二维码信息管理系统的设计内容

二维码信息管理系统是一种手机微信小程

序，由管理实验室的技术人员、任课老师、学

生、教学中心安全员和专业动物尸体处理人员一

起配合实施，具体设计示意见图 1。它具有以下

功能。（1）信息齐全：技术人员录入的动物相关

信息可包括动物品系、性别、周龄、数量、日期

及质量合格证编号，同时录入实验课程的相关信

息，包括课程名称、任课老师姓名及联系方式、

学生班级、动物使用时间、是否是感染性实验

等。（2）数量自查：实验课结束后学生收集动物

尸体并录入系统，若学生录入的数量有误，会显

示不停闪烁的红标。（3）系统检查：若学生没有

在规定时间内把实验动物尸体送到处理中心，或

上传的二维码与该次实验课动物二维码不一致，

则教学中心安全员立即收到连续三次警告提示，

督促尽快联系学生解决。（4）历史列表：系统自

动统计相关信息，生成动物使用情况的相关报

表。（5）二维码是动物健康码的补充：国内有研

究者曾提出对实验动物实行健康码管理，让每一

只动物都拥有一个健康码［11］；而动物尸体二维

码信息系统是针对某实验室某次实验课所用的一

批动物进行管理，目的是防止动物尸体随意丢

弃。因此，动物尸体二维码信息系统是对动物从

使用到处理环节的监管，是动物健康码的补充。

2.2 二维码信息管理系统的特点

二维码系统具有以下特点。（1）微信扫描：

所有使用者均可在微信上直接扫码进入小程序，

录入信息或者审核，无需下载安装。（2）两条路

径：所有使用者均可通过线下扫描二维码或线上

点击短信链接进入小程序，使用便捷。（3）及时

提醒：每一步完成后，下一位参与者将在 1 min

内收到短信提醒。而当送达过程出现意外时，安

全员马上会收到连续三次警告提示，真正做到全

程环环相扣。（4）使用权限分类：技术人员、任

课老师等教职工均可看见该批实验动物的所有信

息，但学生只可看见自己填写的信息，从而有效

防止遗漏动物尸体。（5）有据可查：在小程序
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中，从信息录入、动物尸体收集到处理，每一步

都有照片为证，可实现全程动态监管。

与文献［11］报告的实验动物健康码（简称

健康码）相比，教学实验动物尸体二维码信息管

理系统（简称二维码）也是一种微信小程序，二

者均可通过线下扫描使用，但是它们之间也有一

定区别。（1）单位不同：健康码是以动物为单

位，每只动物均有一个健康码；而二维码则以教

学实验室为单位，由于该实验室某次实验课所有

学生学习同一个实验，故可以一起收集动物尸体

集中处理。（2）提醒内容不同：健康码是在动物

运输时间过长或没有进入有使用许可证的设施时

变为黄色或红色。而二维码的提醒有两种：一种

是事务提醒，除技术人员外，每一位参与者都会

收到短信提醒，以便及时做好动物尸体处理各环

节的衔接；另一种是警告提醒，如学生录入的动

物尸体数量有误时不停闪烁红标。（3）作用不

同：健康码可以提高实验动物生产、运输、使用

过程中的管理效率，而二维码能够确保动物尸体

都送达处理中心。

3 教学实验动物尸体二维码信息管理系统

的运行

可以通过实施业绩考核制度，推动教学实验

动物尸体二维码信息管理系统的有效施行。技术

人员、老师、学生、安全员及处理人员分别负责

动物尸体处理的各个环节，严格落实动物尸体收

集、运送和处理的管理和监督职责，实行各环节

责任人负责制度。对学生，将实验动物尸体的收

集、运送工作纳入实验课平时成绩考核内容；对

职工，将实验动物尸体清点、核对、处理工作纳

入年度考核范围，从根本上保障教学实验动物尸

体处理的规范化。

运行教学实验动物尸体二维码管理系统具有

实时性、可监控性及专人专责性，可有效避免动

物尸体被随意丢弃，确保社会公共卫生安全。应

用该系统可以实现以下目标：（1）防止疾病传

播。动物尸体极易被野猫、野鼠啃食［12］，且蚊

虫叮咬残尸后易引发虫媒传染病，如流行性出血

热［13］。该系统建立后可全程监控动物尸体的运

送及处理，杜绝动物尸体被随意丢弃，避免生物

安全危害事件发生。（2）防止实验动物尸体流入

市场，保障食品安全。大动物尸体被随意丢弃

后，容易被不良商贩加工成为食品，进入人们的

日常生活。该系统的建立可以有效避免此类事件

的发生。（3）遵循动物伦理，保障实验动物福

利。遵循实验动物伦理和福利是进行实验教学的

前提［14］。本系统的建立可确保实验动物尸体被

图1 教学实验动物二维码信息管理系统

Figure 1 Two-dimensional code information management system for the corpses of experimental teaching animals
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妥善处理保障了实验动物福利。

在新型冠状病毒肺炎疫情中，实验动物涉及

的生物安全问题已成为公众关注的焦点之一。教

学实验动物尸体二维码信息管理系统利用互联

网、二维码、移动终端等技术，通过参与人员的

无缝对接，可实现教学实验动物信息的动态实时

监管，确保实验动物尸体从产出、收集、转运、

冻存及处理过程无管理漏洞，杜绝乱抛实验动物

尸体，阻断虫媒流行病的源头，保障公共卫生安

全。但是二维码信息管理系统对于教学实验动物

管理而言，目前尚是一个比较新的事物，国内尚

未见报道。本系统由基础医学国家级实验教学示

范中心（华中科技大学）与武汉脉博信息技术有

限公司联合设计，目前尚在研发和测试过程中，

后续运营效果尚待观察。预计通过该系统可以轻

松完成从购进实验动物到收集齐动物尸体的全过

程监管，但在使用初期可能存在以下难点：（1）

本系统参与人员较多，增加了管理难度，需要安

全员实时核查，督促动物尸体的及时运送；（2）

纸质二维码在冰柜中容易折叠损坏，导致处理人

员扫描困难，因此后期可以改用硬质吊牌贴二维

码；（3）夜间实验课后感染性实验动物尸体的处

理比较棘手（夜间下课时间最晚是21点），建议此

时实验动物尸体经无害化处理后先暂时冻存，第

二天再送至处理中心。

4 总结和展望

医学实验教学过程中，运用二维码信息管理

系统可以对实验动物尸体的产出、收集、转运、

冻存及处理等过程实施动态监管，从而切实推动

实验教学管理工作的规范化，杜绝实验动物尸体

乱抛现象发生，维护校园生物安全。本文阐述了

教学实验动物尸体二维码管理系统的设计构想和

预期效果，但具体的实施操作情况还有待后期探

讨，并且针对实际运行过程中遇到的困难，不断

加以改进和调整。相信在不远的未来，随着二维

码信息管理系统的不断升级，医学实验动物教学

过程中很多问题都会逐步解决，医学院校教学实

验动物的管理水平也会不断得到提升。
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高校实验动物集中采购系统的建设与应用实践：

以首都医科大学为例
刘晓楠刘晓楠,, 张 伟张 伟,, 孟 霞孟 霞,, 卢 静卢 静

(首都医科大学实验动物部,北京100069)

[摘要] 高校实验动物集中采购体系网络信息化平台的建立使实验动物中心的库存供应、结算管理等

变得更系统、便捷、科学。通过首都医科大学实验动物部的实际运用，结果显示，建立明确清晰的集

中采购管理模块可以大大节约人工和时间，提高了采购供应人员的工作效率和规范度，提示高校实验

动物集中采购体系网络信息化是十分必要的。

[关键词] 实验动物；集中采购；出入库管理；结算管理
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Design and Application of an Online Centralized Procurement System

for Laboratory Animals in Universities: Capital Medical University as

an Example
LIU Xiaonan, ZHANG Wei, MENG Xia, LU Jing

(Department of Laboratory Animals, Capital Medical University, Beijing 100069, China)
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[Abstract] The establishment of a network information platform for a centralized procurement system for

laboratory animals in colleges and universities has made the inventory supply and settlement management of

laboratory animals centers more systematic, convenient, and scientific. The application of this system in the

Laboratory Animals Department of Capital Medical University was examined, and the results showed that the

establishment of a clear centralized procurement management module could greatly save labor and time,

improve the work efficiency, and standardize procurement and supply personnel. The findings strongly

suggested that the network informatization of the centralized procurement system of laboratory animals in

colleges and universities is necessary.

[Key words] Laboratory animals; Centralized purchasing; Warehousing management; Settlement

management

随着高校建设规模的不断扩大和科研水平的

迅猛发展，高校对实验动物的采购品种、数量的

需求越来越大，同时对动物资源供应管理要求也

逐渐增高。随着网络信息技术的不断革新与普

及，实验动物中心信息化建设已成为提升管理水

平的必由之路［1］。

作者曾对实验动物集中采购管理的优势进行

过阐述［2］。在实验动物集中采购管理体制下，高

校实验动物信息化［3］建设中实验动物的订购、

出入库、收费、结算、统计应建立明确清晰的管

理模块。本文介绍作者所在单位即首都医科大学

（下文简称本校）的实验动物集中采购体系在运

行管理过程中积累的相关经验，以期为国内实验

动物智能化管理系统的进一步完善提供参考。
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1 实验动物网络信息化平台管理

实验室信息管理系统的雏形最早出现于1960

年代末，1973年后作为一门新兴学科在国际上开

始了研究和应用［4-5］。现阶段，国内外的实验动

物网络信息化平台已经有很多相对成熟的系统，

这些系统使实验动物中心可实现一体化的管理，

包括考核、伦理、协议、饲养、采购供应、结算

等。许多文章对此类实验动物网络信息化平台建

设的阐述很详细，但基本都是全局介绍整个实验

动物网络平台体系的功能和结构，而对于详细的

模块细节和流程的分享相对较少，基本没有涉及

到实验动物集中采购管理模块的深入探究。下面

重点介绍本校实验动物网络信息化平台的一些细

节情况。

1.1 实验动物网络信息化平台系统

本校的实验动物信息化平台结合需求分析的

具体情况，通过信息网络化系统将信息化建设与

实验动物订购管理工作有机结合，全面构建高校

实验动物信息化管理平台。系统的设计采用B/S

模式，其主要特点是方便易用，零客户端维护，

基于Web2.0框架和三层结构开发，具有良好的

开放性和扩展性，基于大型数据库开发，通用性

强，网络共享能力强且信息交流快捷。其网络拓

扑图见图1。

首都医科大学的实验动物信息化建设侧重于

实用，故选择了相对成熟稳定的配置。开发平台

为Microsoft.NET平台，采用C#开发语言、SQL

结构化查询语言，数据库为 Microsoft SQL

Server 2008。C#语言安全稳定，语法简洁，操作

能力强大，是 .NET开发的首选语言。SQL结构

化查询语言是一种特殊目的的编程语言，即一种

数据库查询和程序设计语言，用于存取数据以及

查询、更新和管理关系数据库系统，它具有极大

灵活性和强大功能；Microsoft SQL Server 2008

是一个全面的数据库平台，具有使用方便、可伸

缩性好，以及与相关软件集成程度高等优点。

1.2 实验动物网络信息化平台流程

2018年9月颁布的《实验动物福利伦理审查

指南》（GB/T35892—2018）对动物实验伦理审

查机构、原则、内容、程序、规则等均做出了明

确的要求［6］。根据该文件，本校优化了实验动物

伦理审查表，完善了网上申报、审批机制，实验

动物的实际使用规格、数量必须与《实验动物福

利伦理申请》一致，才能够真正落实实验动物的

福利伦理。这就对实验动物的采购提出了更高要

求，在申请动物订购前需要先完成《实验动物福

利伦理申请》的申报与审批。因此，在实验动物

集中采购网络系统建设时，应首先与实验动物福

利伦理进行关联，再根据用户需求，集中采购实

验动物并分发到相应的地点。具体流程见实验动

物信息化平台系统的流程图（图2）。

图1首都医科大学的实验动物信息化平台的网络拓扑图

Figure 1 Network topolopgy of the laboratory animal information platform of Capital Medical University
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2 实验动物集中采购信息化平台管理

实验动物及饲料的采购供应是实验动物中心

的重要功能之一，实验动物供应管理水平直接关

系着整个实验动物中心的后续运转。本校实验动

物集中采购的管理模块分为订购管理、出入库管

理、结算管理共3个模块。订购模块是指实验动

物的采购和饲料的采购；出入库模块包含了动物

入库、动物出库、饲料入库、饲料出库；结算模

块包含了收费管理和计算管理。这几大模块涵盖

了实验动物中心集中采购管理的几个核心工作，

其详细功能模块见图3。

2.1 订购模块

订购管理模块是整个集中采购流程的核心，

根据动物和饲料订购需要分为：动物订购审核、

动物订购确认、动物订购数据回写、饲料订购审

核、饲料订购确认、饲料订购数据回写。根据用

户（实验人员、饲养人员）的订单，动物供应人

员进行集中采购，实验人员及饲养人员需提前 3

个工作日提交订单。动物供应人员根据订单记

录，提取相关信息，汇总成详细的订购单，然后

分别发给供应商进行采购。由于实验动物的特殊

性，采购产品到货后还应进行订购数据的回写。

订购模块流程见图4。

实验动物订购单信息应设置：学院名称，PI

团队负责人，项目名称，经费卡号，经费来源，

申请时间，动物品种、品系、微生物级别、年龄

或体质量、数量，使用日期，使用人，经办人及

联系电话，项目负责人及联系电话、上岗证号，

实验动物送达地点、备注等。饲料订购单信息应

设置：饲料名称，订购单位，数量，送货时间，

送货地址，订购人，备注等。汇总实验动物及饲

料信息，导出汇总表，发送给供应商。汇总效果

见图5。

2.2 出入库模块

实验动物、饲料集中采购过程中，完善的库

存信息是实验动物采购工作科学管理的重要内容

之一，而出入库模块是网络信息化系统建设的重

要内容。实验动物、饲料的库存管理主要分为动

物入库、动物出库、饲料入库、饲料出库共4个

图2首都医科大学实验动物信息化平台系统的流程图

Figure 2 Flow diagram of the laboratory animal information platform system of Capital Medical University
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模块。采购供应人员根据需求采购实验动物、饲

料，收货后进行入库工作，再根据不同的实验类

型进行动物、饲料的出库，生成出库单，并交予

对应的出库人核对、发放、签字。出入库模块流

程见图6A。

入库项目信息应设置供应商、入库时间、入

库人，以及入库商品的名称、单位、数量、单

价、总价等。出库单项目信息应设置供应商、订

购单位及联系电话、订购商品（包括规格、数

量、单价、总价），以及实验地点、使用时间、

出库人和领用人等。

2.3 订购结算模块

实验动物订购结算的工作量非常大。建立完

备的结算模块能够快捷有效地提取数据，进行统

计总结。订购结算模块分为收费管理和结算

管理。

收费管理是指采购人员需根据实验动物订购

单来按季度、学期向订购动物的项目负责人、教

学教研室收取动物、特殊饲料等的相关费用。采

购供应人员通过选择收费的时间段和项目负责人

图3首都医科大学实验动物集中采购信息化平台的功能模块图

Figure 3 Functional module diagram of the centralized procurement information platform for laboratory animals of

Capital Medical University

图4 首都医科大学实验动物集中采购信息化平台的订购

模块流程图

Figure 4 Flow diagram of ordering module of the

centralized procurement information platform for

laboratory animal of Capital Medical University
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的名字，即可导出课题组的订购信息，生成收费

单。收费系统应能将收费单直接发送给项目负责

人，通过收费单明细使项目负责人可以清晰迅速

地了解课题组实验人员在实验动物这方面的经费

使用情况。课题组进行统一核对，核对无误后进

行校内转账工作。其详细流程见图6B。

结算管理是指采购供应人员需根据实验动物

信息管理平台的实际订单来按季度或学期跟各个

招标单位的供应商进行核对结算。采购人员通过

选择结算时间段和供应单位名称，即可导出在该

供应商订购的详细信息，生成结算单。与招标单

位供应商所提供的对账单进行核对，无误后，招

标 单 位 供 应 商 开 具 产 品 发 票 并 进 行 结 算

（图6C）。

3 实验动物数据统计模块

本校实验动物信息化平台对实验动物的统计

功能是建立在上述模块的基础上，对订购信息进

行统计分析，为实验动物中心提供决策支持，可

以根据统计信息，进行数据分析，计算一年中教

学、科研的大概用量和对动物品种、品系的需

求。由于动物的特殊性，采购供应人员在采购动

物时可能会遇到动物短缺、体质量不足等不确定

性，有了网络信息平台的统计功能，进行数据分

析，可以提前与招标单位进行相关的预留和协

商。但是，目前此功能只是初步运行，未完全开

发完毕，若得以拓展可以方便保证教学和部分科

研的供应。

4 总结

本校实验动物集中采购系统上线将近 5年，

使用期间处理实验动物、饲料采购订单将近

10 654笔，涉及课题约 1 100个。针对使用过程

中遇到的问题，该系统经过了多次修改、更新而

不断完善。最终，本校的实验动物采购完全实现

了全网络化和信息化，系统操作方式便捷，人机

交互良好，使全校的实验动物供应工作取得不错

的效果。

图5 首都医科大学实验动物集中采购信息化平台的实验动物订购汇总表

Figure 5 Summary of orders of the centralized procurement information platform for laboratory animals of Capital

Medical University
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4.1 提升服务效能

系统上线后，利用信息化手段，提供了高效

便捷的服务。实验人员无需递交纸质版订单，可

随时随地提交网络订单，而且通过系统查询状

态、逐级审批通过后也会收到短信，有效地提升

了服务效能。

4.2 优化管理程序

系统的使用令管理层级更加明确，简化了工

作流程，提升了管理效率。通过网络化的流程，

采购人员根据提取订单采购，避免了以前的纸质

版录入错误，保障了科研实验的有序进行。

4.3 完善信息化建设

实验动物的信息化管理平台建设可促进实验

动物伦理管理、实验协议管理、集中采购管理、

出入库管理、结算管理等管理一体化，推进一站

式服务，提升服务水平。实验动物及饲料从订

购、入库、审核、出库、签收、结算，全程信息

化管理，信息规范透明，查询统计方便，大幅提

升了管理水平。使高校实验动物集中采购工作在

科学化、规范化、制度化的良性轨道上运行。

实验动物信息化平台的数据采集功能还存在

着一些不足，数据统计模块仍需完善，同时信息

安全防护体系还需要进一步完善，以降低风险，

提高系统的安全可靠性。

综上所述，高校实验动物集中采购管理体系

网络信息化是十分必要的［7］，明确清晰的集中采

购管理模块大大节约了人工和时间，提高了采购

供应人员的工作效率，同时也加强了对采购供应

人员业务的监控，防止不正当的交易行为，使实

验动物采购供应流程更规范、科学、完善，实现

了高校实验动物集中采购工作的公平、公正、公

开。本文分享首都医科大学信息网络化平台的实

验动物集中采购模块或可对相关实验动物机构网

络信息化管理系统的建立有所启发。
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*****************************************************************************************
《中华人民共和国生物安全法》：病原微生物实验室生物安全

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17

日通过，自2021年4月15日起施行。

第五章第五章 病原微生物实验室生物安全病原微生物实验室生物安全

第四十二条 国家加强对病原微生物实验室生物安全的管理，制定统一的实验室生物安全标准。病原微生物实验室应当符合生物

安全国家标准和要求。从事病原微生物实验活动，应当严格遵守有关国家标准和实验室技术规范、操作规程，采取安全防范措施。

第四十三条 国家根据病原微生物的传染性、感染后对人和动物的个体或者群体的危害程度，对病原微生物实行分类管理。

从事高致病性或者疑似高致病性病原微生物样本采集、保藏、运输活动，应当具备相应条件，符合生物安全管理规范。具体办法由

国务院卫生健康、农业农村主管部门制定。

第四十四条 设立病原微生物实验室，应当依法取得批准或者进行备案。个人不得设立病原微生物实验室或者从事病原微

生物实验活动。

第四十五条 国家根据对病原微生物的生物安全防护水平，对病原微生物实验室实行分等级管理。从事病原微生物实验活

动应当在相应等级的实验室进行。低等级病原微生物实验室不得从事国家病原微生物目录规定应当在高等级病原微生物实验室

进行的病原微生物实验活动。

第四十六条 高等级病原微生物实验室从事高致病性或者疑似高致病性病原微生物实验活动，应当经省级以上人民政府卫

生健康或者农业农村主管部门批准，并将实验活动情况向批准部门报告。对我国尚未发现或者已经宣布消灭的病原微生物，未经

批准不得从事相关实验活动。

第四十七条 病原微生物实验室应当采取措施，加强对实验动物的管理，防止实验动物逃逸，对使用后的实验动物按照国家

规定进行无害化处理，实现实验动物可追溯。禁止将使用后的实验动物流入市场。病原微生物实验室应当加强对实验活动废弃

物的管理，依法对废水、废气以及其他废弃物进行处置，采取措施防止污染。

第四十八条 病原微生物实验室的设立单位负责实验室的生物安全管理，制定科学、严格的管理制度，定期对有关生物安全

规定的落实情况进行检查，对实验室设施、设备、材料等进行检查、维护和更新，确保其符合国家标准。病原微生物实验室设立单

位的法定代表人和实验室负责人对实验室的生物安全负责。

第四十九条 病原微生物实验室的设立单位应当建立和完善安全保卫制度，采取安全保卫措施，保障实验室及其病原微生物

的安全。国家加强对高等级病原微生物实验室的安全保卫。高等级病原微生物实验室应当接受公安机关等部门有关实验室安全

保卫工作的监督指导，严防高致病性病原微生物泄漏、丢失和被盗、被抢。国家建立高等级病原微生物实验室人员进入审核制度。

进入高等级病原微生物实验室的人员应当经实验室负责人批准。对可能影响实验室生物安全的，不予批准；对批准进入的，应当

采取安全保障措施。

第五十条 病原微生物实验室的设立单位应当制定生物安全事件应急预案，定期组织开展人员培训和应急演练。发生高致

病性病原微生物泄漏、丢失和被盗、被抢或者其他生物安全风险的，应当按照应急预案的规定及时采取控制措施，并按照国家规定报告。

第五十一条 病原微生物实验室所在地省级人民政府及其卫生健康主管部门应当加强实验室所在地感染性疾病医疗资源配

置，提高感染性疾病医疗救治能力。

第五十二条 企业对涉及病原微生物操作的生产车间的生物安全管理，依照有关病原微生物实验室的规定和其他生物安全

管理规范进行。涉及生物毒素、植物有害生物及其他生物因子操作的生物安全实验室的建设和管理，参照有关病原微生物实验室

的规定执行。

(《实验动物与比较医学》编辑部摘录)
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大鼠血清葡萄糖测定分析的影响因素
李 红李 红 11,, 敬海明敬海明 11,, 林长缨林长缨 11,, 郭 婧郭 婧 11,, 张 勐张 勐 11,, 张 超张 超 11,, 高 珊高 珊 11,, 余儒洋余儒洋 22

(1. 北京市疾病预防控制中心 /北京市预防医学研究中心 , 北京 100013; 2. 中国农业大学动物医

学院 , 北京 100083)

[摘要] 目的 探讨大鼠血清葡萄糖测定分析的影响因素。方法 分别用两台生化分析仪、两种方法

的试剂或不同保存条件的大鼠血清样品检测葡萄糖水平。结果 两台生化分析仪测定大鼠血清葡萄糖

的结果差异无统计学意义（P＞0.05），相关性良好（相关系数 r为0.994）；两种方法的试剂测定结果差

异显著（P＜0.01），但相关性良好（相关系数 r为0.999）； 血清即刻测定与4 ℃冷藏保存4 h、24 h测

定的结果差异均无统计学意义（P＞0.05），相关性良好（相关系数 r为 0.999）；血清即刻测定与－

20 ℃、－80 ℃冷冻保存 1个月的测定结果差异显著（P＜0.01），相关性良好（相关系数 r为 0.999）。

结论 进行大鼠血清葡萄糖测定相关动物实验时，应注意所使用的检测仪器设备、试剂方法、样品保

存条件的一致性，保证样品检测过程分析阶段的质量。

[关键词] 大鼠血清；葡萄糖；全面质量控制

[中图分类号] R446; Q95-33 [文献标志码] B [文章编号] 1674-5817（2021）05-0466-03

血糖是指血液中葡萄糖（glucose）。血糖含量异常升

高可引发糖尿病（diabetes mellitus，DM）。DM是以高血

糖为特征的代谢性疾病，糖尿病肾病、糖尿病足和眼部

疾病等一系列并发症严重危害人类健康。关于影响大鼠

血糖异常的相关因素［1-6］、血糖异常的中药治疗［7-8］等已

有较多研究报告。作为临床诊断依据的血糖水平，实验

室检测结果的质量非常重要。

对样品检测实施严格的全面质量控制，包括样品分

析前、分析中和分析后 3个阶段。样品送到实验室进入

分析中的这个阶段，检测系统涉及仪器、试剂、校准品、

质控品和分析人员等，探讨分析中使用的检测仪器、试

剂对大鼠血清葡萄糖测定的影响，以及比较收到送检血

样即刻检测与不同条件放置再检测之间的差异，对于保

证样品检测过程的质量具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 仪器设备

7600-日立全自动生化分析仪、7170-日立全自动生化

分析仪均购自日本日立高新技术有限公司。

1.2 试剂、校准品和质控系统

葡萄糖氧化酶法血糖测定试剂、校准品和质控血清

均购自中生北控生物科技股份有限公司，己糖激酶法血

糖测定试剂、复合校准品和质控血清购自日本和光纯药

工业株式会社。

1.3 大鼠血样

本中心生化分析实验室收到送检清洁级Wistar大鼠

血清样品，均由军事医学科学院实验动物中心提供

［SCXK-（军）2012-0004、SYXK（京）2013-0033］，分

别包括比较两台生化分析仪测定的71只大鼠（体质量为

160～200 g）血样，比较两种方法所用试剂测定的 90只

大鼠（体质量为 200～250 g）血样，以及比较不同保存

条件下测定的140只大鼠（体质量为408～799 g）血样。

1.4 实验方法

在 7600-P模块-日立生化分析仪和 7170-日立全自动

生化分析仪上使用己糖激酶法试剂同时检测71只大鼠血

清葡萄糖水平。在7600-P模块-日立生化分析仪上分别用

葡萄糖氧化酶法、己糖激酶法试剂检测90只大鼠血清葡

萄糖水平。

将另外140只大鼠血样编号，每个血样分装5个冻存

管并立刻加盖，冻存管放入冻存盒保存，在7600-P模块-

日立生化分析仪上使用己糖激酶法试剂分别即刻检测，

以及 4 ℃冷藏保存 4 h 、24 h后，－20 ℃与－80 ℃冷冻

保存 1个月后检测血清葡萄糖水平。具体操作按照试剂

盒及仪器使用说明进行。
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1.5 统计学方法

采用SPSS 20.0软件包进行统计处理。组间比较采用

配对 t检验，以P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清葡萄糖水平检测结果

71只大鼠血清使用两台生化分析仪检测的葡萄糖水

平差值为0.03 mmol/L。采用己糖激酶法和葡萄糖氧化酶

法试剂检测90只大鼠血清中葡萄糖水平，结果显示前者

比后者低0.35 mmol/L。4 ℃冷藏分别保存4 h、24 h后的

检测结果与即刻检测 140 只大鼠血清中葡萄糖结果一

致，－20 ℃和－80 ℃分别冷冻 1个月后测定结果降低。

具体检测结果数据见表1。

2.2 检测结果的相关性分析

两台生化分析仪、即刻检测与4 ℃冷藏分别保存4 h

和 24 h检测结果的差异无统计学意义（P＞0.05）。两种

方法的试剂、即刻检测与－20 ℃和－80 ℃分别冷冻1个

月检测的结果差异明显（P＜0.05）。比对各结果的相关

性均良好，具体的统计学分析数据见表2。

3 讨论

依据美国临床实验室标准协会（CLSI）文件EP9-A2

中的要求，使用两台仪器检测时，结果差异应无统计学

意义，且有良好的相关性［r ≥0.975，或 r2 ≥ 0.95）］［9］。

血糖测定有全自动、半自动仪器和快速血糖仪等多种检

测方式，不同仪器生产厂家、不同检测速度的仪器等都

会造成检测结果的差异［10-11］。比色杯材质为石英玻璃或

塑料，水浴是循环恒温水浴或恒温液控制，进样方式为

轨道式或圆盘式，反应时间为固定或可选择模式，试剂

加入可添加 2种或者 4种等，均可影响检测结果［12］。设

计生产的差别可造成仪器精密度和准确度的差异，检测

系统涉及的仪器设备是分析中实验室检测的基础，做好

仪器设备日常维护保养是检测工作质量的另一保证。

已有文献报告，不同的血糖检测方法其结果有差异

性［13］。本研究中两种试剂测定结果差异有统计学意义，

但两个结果相关性良好。另外，血清即刻测定与 4 ℃冷

藏保存4 h、24 h测定结果的差别无统计学意义，且相关

性良好；与－20 ℃和－80 ℃冷冻保存1个月测定结果差

异均有统计学意义，但相关性良好。实验室收到血样后

离心分离血清，尽量及时检测，不能及时检测的样品应

加盖密封保存并在 24 h内进行检测。国家卫生健康委临

床检验中心各实验室之间质量评价葡萄糖水平的可接受

范围为±0.33 mmol/L或±10%［14］。实验室条件不同，有些

检测结果的差异虽然没有临床意义，但是动物实验比对

应尽量保持一致性。因此，需要严格控制检测过程分析

中的每个环节，保证动物实验结果的准确性。
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7.98±1.80
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5.25±1.48

表2 大鼠血清葡萄糖检测结果的相关性

Table 2 Relationship of detected results for serum glucose content in rats between different mothods

比较对象
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《中华人民共和国生物安全法》：生物安全能力建设

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第八章第八章 生物安全能力建设生物安全能力建设

第六十六条 国家制定生物安全事业发展规划，加强生物安全能力建设，提高应对生物安全事件的能力和水平。县级以上人

民政府应当支持生物安全事业发展，按照事权划分，将支持下列生物安全事业发展的相关支出列入政府预算：（1）监测网络的构建

和运行；（2）应急处置和防控物资的储备；（3）关键基础设施的建设和运行；（4）关键技术和产品的研究、开发；（5）人类遗传资源和

生物资源的调查、保藏；（6）法律法规规定的其他重要生物安全事业。

第六十七条 国家采取措施支持生物安全科技研究，加强生物安全风险防御与管控技术研究，整合优势力量和资源，建立多学

科、多部门协同创新的联合攻关机制，推动生物安全核心关键技术和重大防御产品的成果产出与转化应用，提高生物安全的科技

保障能力。

第六十八条 国家统筹布局全国生物安全基础设施建设。国务院有关部门根据职责分工，加快建设生物信息、人类遗传资源

保藏、菌（毒）种保藏、动植物遗传资源保藏、高等级病原微生物实验室等方面的生物安全国家战略资源平台，建立共享利用机制，

为生物安全科技创新提供战略保障和支撑。

第六十九条 国务院有关部门根据职责分工，加强生物基础科学研究人才和生物领域专业技术人才培养，推动生物基础科学

学科建设和科学研究。国家生物安全基础设施重要岗位的从业人员应当具备符合要求的资格，相关信息应当向国务院有关部门

备案，并接受岗位培训。

第七十条 国家加强重大新发突发传染病、动植物疫情等生物安全风险防控的物资储备。国家加强生物安全应急药品、装备

等物资的研究、开发和技术储备。国务院有关部门根据职责分工，落实生物安全应急药品、装备等物资研究、开发和技术储备的相

关措施。国务院有关部门和县级以上地方人民政府及其有关部门应当保障生物安全事件应急处置所需的医疗救护设备、救治药

品、医疗器械等物资的生产、供应和调配；交通运输主管部门应当及时组织协调运输经营单位优先运送。

第七十一条 国家对从事高致病性病原微生物实验活动、生物安全事件现场处置等高风险生物安全工作的人员，提供有效的

防护措施和医疗保障。

(《实验动物与比较医学》编辑部摘录)
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