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范昌发，博士，研究员，博士生导师，中国食品药品检定研究院模式动物研究室主任，组

建了该院的遗传修饰动物模型制作平台，构建了全球首个人源化新冠小鼠模型 hACE2-KI，

自主建立了致癌模型 KI.C57-ras V2.0 等代表性小鼠模型，并广泛用于我国新冠疫苗研发及

新药临床前致癌性评价。发表论文 100 余篇，包括 Science （2 篇）、Nature、Cell Host & 

Microbe、STTT （3篇）、NSR、EMI （3篇）、Cancer Science、Cell Research、Virus （2篇）、

Vaccine （4 篇） 等杂志；获得 Cell Press 杂志社评选的“2020 年度中国区最受欢迎论文”；

申请专利 13 项，授权 10 项；承担或组织申请国自然基金、国家重大新药创制专项、国家

传染病重大专项、国家病原学专项课题等 17 项；荣获中国药学会科学技术奖二等奖 1 项，

北京市科学技术进步奖一等奖 1 项、二等奖 1 项。自主研制遗传修饰大、小鼠模型 50 余种。

研究工作被英国The Economist、美国Cell Press、中国科学网、北京科技报等媒体专题报道。被

科技部评选为“全国科技系统抗击新冠肺炎疫情先进个人”。

刘甦苏，毕业于中国农业大学，动物医学专业硕士，副主任技师，现工作于中国食品药品检

定研究院，一直从事与药品检定和安全评价相关的遗传修饰模式动物技术工作，涉及医药学

术领域中的肿瘤类动物模型、传染病动物模型、人源化动物模型三大类研究范围。工作期间

主持、参与国家级及院级课题共 6 项，发表期刊论文共 29 篇，其中第一作者 7 篇 （SCI 论文 1

篇，核心期刊论文6篇）；合编专著1部；专利申请/授权共10 项，其中专利授权4项，新申请

专利 6 项；起草并发布中国实验动物学会团体标准 2 项。获北京实验动物行业协会科学技术

二等奖、2020年北京实验动物行业协会先进个人称号。

hKDR+/+人源化及Rag1-/-基因缺陷新型双靶点遗传
修饰荷瘤小鼠模型的建立
刘甦苏, 吴 勇, 曹 愿, 赵皓阳, 翟世杰, 孙晓炜, 李琳丽, 范昌发

(中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所, 国家啮齿类实验动物资源库, 北京 102629)

[摘要] 目的　通过增强血管内皮生长因子受体 （vascular endothelial growth factor receptor，VEGFR） 人源化小
鼠 （hKDR+/+） 接纳不同来源的小鼠肿瘤细胞系的潜力，建立能支持多种肿瘤细胞系成瘤的、可评价针对 VEGFR 靶
点药物的新型荷瘤小鼠模型。方法　首先建立基于 hKDR+/+人源化小鼠模型评价针对 VEGFR 靶点抗体体内活性的方
法，同时采用 CRISPR/Cas9 技术构建重组激活基因 1 （recombination activating gene 1，Rag1） 敲除的 C57BL/6N
小鼠 （命名为 Rag1-/-小鼠）。然后将 Rag1-/-小鼠与 hKDR+/+小鼠交配，筛选获得双基因纯合、双靶点基因修饰的
hKDR+/+/Rag1-/-小鼠。最后在 hKDR+/+、Rag1-/-、hKDR+/+/Rag1-/-和 C57BL/6N 小鼠上测试不同小鼠品系来源肿瘤细胞
系的体内肿瘤生长差异。结果　针对 VEGFR 靶点设计的抗体在 hKDR+/+小鼠体内表现出明显的抗肿瘤活性，与 PBS
组相比，肿瘤体积明显减小 （P<0.01），肿瘤质量明显减轻 （P<0.05）。Rag1-/-小鼠、hKDR+/+/Rag1-/-小鼠的外周血 B
细胞和 T 细胞数量均明显减少 （P<0.05，P<0.001）。C57BL/6 小鼠来源的 MC38 细胞接种 7 d 后，在 hKDR+/+/Rag1-/-、
Rag1-/-、C57BL/6N 和 hKDR+/+四组小鼠体内均可见肿瘤生长。BALB/c 小鼠来源的 CT26 细胞接种 10 d 后，仅在
hKDR+/+/Rag1-/-和 Rag1-/-小鼠体内见到肿瘤生长，在 C57BL/6N 及 hKDR+/+小鼠中均未见肿瘤生长；接种后 3 周，
hKDR+/+ /Rag1-/-小鼠的成瘤体积明显大于 Rag1-/-小鼠 （P<0.01）。结论　获得了 Rag1 基因敲除小鼠，并进一步筛选获
得新型 hKDR+/+/Rag1-/-双靶点基因修饰小鼠模型；Rag1 基因缺失时，不同品系小鼠来源的肿瘤细胞系更易成瘤。这
提示可以通过降低 hKDR+/+人源化小鼠的免疫反应能力，增强或扩大该模型小鼠接纳肿瘤细胞系的范围，构建多种
可用于评价 VEGFR 靶点药物的荷瘤小鼠模型。
[ 关 键 词 ] hKDR+/+人源化小鼠； Rag1-/-基因敲除小鼠； VEGFR 靶点； 抗体； 肿瘤
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Establishment of hKDR+/+ Humanized and Rag1-/- Gene Knockout Double 

Genetically Modified Mouse Model

LIU Susu, WU Yong, CAO Yuan, ZHAO Haoyang, ZHAI Shijie, SUN Xiaowei, LI Linli, FAN Changfa
(Institute for Laboratory Animal Resources, National Institutes for Food and Drug Control; National Rodent 
Laboratory Animal Resources Center, Beijing 102629, China)
Correspondence to: FAN Changfa (ORCID: 0000-0001-5556-2025), E-mail: fancf@nifdc.org.cn

[ABSTRACT] Objective　Through improving the potential of vascular endothelial growth factor receptor 
(VEGFR) -humanized mouse model (hKDR+/+ ) with C57BL/6N background to allow the growth of different 
mouse tumor cell lines, to establish novel tumor-bearing mouse models which can support in vivo 
tumorigenesis of different mouse tumor cell lines and be used to evaluate drugs targeting VEGFR. Methods 
Firstly, a method to evaluate the in vivo activity of antibody targeting VEGFR based on the hKDR+/+ 
humanized mouse model was established. Recombinant activating gene 1 (Rag1) knockout mice (Rag1-/- ) 
were established using CRISPR/Cas9 technology. Then these Rag1-/- mice were crossed with hKDR+/+ mice 
to get a double gene modified homozygous hKDR+/+/Rag1-/- mouse model by screening. Finally, tumor cell 
lines derived from different mouse strains were tested on the double gene-modified mouse model to 
compare the differences in tumor growth. Results　 Antibodies designed for VEGFR showed significant 
anti-tumor activity in hKDR+/+ mice, which significantly reduced tumor volume and weight compared with 
the PBS group (P<0.01, P<0.05). The number of B cells and T cells in the peripheral blood of Rag1-/- mice and 
hKDR+/+/Rag1-/- mice decreased (P<0.05, P<0.001). Tumors were observed in hKDR+/+/Rag1-/-, Rag1-/-, wild-type, 
and hKDR+/+ mice after 7 d of inoculation of MC38 cells derived from C57BL/6 mice. Tumors were only 
observed in groups of hKDR+/+/Rag1-/- and Rag1-/- mice, but not in the wild-type and hKDR+/+ mice after 10 d of 
inoculation with CT26 cells derived from BALB/c mice. After 3 weeks of inoculation, the tumor volume of 
hKDR+/+/Rag1-/- mice was significantly larger than that of Rag1-/- mice (P<0.01). Conclusion　Rag1 knockout 
mice were obtained and a novel hKDR+/+/Rag1-/- double genes modified mouse model was further screened. 
The tumor cell lines from different mouse strain origins were more prone to growth in mice with Rag1 gene 
deficiency. The results suggest that the reduced immune response of hKDR+/+ humanized mice will improve 
the capacity of supporting the growth of mouse tumor lines in the model. As a result, more tumor-bearing 
mouse models may be constructed for the evaluation of drugs targeting VEGFR in this way.
[Key words]  hKDR+/+ humanized mice; Rag1-/- knockout mice; VEGFR target; Antibodies; Tumor

肿瘤血管生成与肿瘤生长、侵入和转移关系密切，

因此抗血管生成是治疗肿瘤的重要策略之一。其中，

以血管内皮细胞生长因子（vascular endothelial growth 
factor， VEGF） 及其受体家族 （vascular endothelial 
growth factor receptor，VEGFR，即 KDR）为靶点的抗

肿瘤治疗越来越受到研究人员的重视。目前，作用于

VEGF/VEGFR通路的抗肿瘤药物主要有两类：一类是

单克隆抗体，另一类是小分子VEGFR酪氨酸激酶抑制

剂。这两类药物均已在我国临床中应用。针对VEGFR
靶点的抗体药物如雷莫芦单抗（ramucirumab，商品

名：Cyramza）作为一种全人源、靶向VEGFR的 IgG1
型单克隆抗体，是目前唯一上市的VEGFR靶点抗体药

物。小鼠 VEGFR （mKDR）与人 VEGFR （hKDR）存

在不同的关键氨基酸，导致二者功能差异较大。研究

人员针对hKDR基因研发的抗体不能与mkdr基因结合，

而且在评价相关抗体时缺少合适的小鼠模型。因此，

建立人源化hKDR+/+小鼠模型有助于该靶点抗体药物的

研发及其体内效力和安全性的评价［1-3］。
常见的免疫缺陷小鼠有NOD scidγ［4］、NOD Ragγ［5］、

NSG MHCⅠ-null［6］、Rag1、Rag2等，这些小鼠不能

产生功能性T、B淋巴细胞或自然杀伤（natural killer，
NK）细胞［7-8］，因而可以作为移植瘤模型的载体［4，9］，
很好地支持非鼠源性肿瘤细胞成瘤，建立荷瘤小鼠模

型。Rag1 基因编码重组激活（recombinase activating 
gene，Rag）复合物的催化成分，其突变或缺失会使其

编码的重组酶活性完全或部分丧失，使T、B淋巴细胞
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的早期发育被阻断，导致原发性免疫缺陷病［8］。故

Rag1基因敲除小鼠常被用于疾病小鼠模型，以损害T
细胞和B细胞的发育来减弱免疫排斥。

本实验室前期已建立hKDR+/+人源化小鼠模型，证

实其能有效地评价人VEGFR抗体的体内效力及安全

性。该小鼠模型全称为C57BL/6-KDRem1（hKDR） /NIFDC，
简称 hKDR+/+人源化小鼠。该模型采用CRISPR/Cas9基
因编辑技术将hKDR基因的蛋白质编码区的部分外显子

4～7，插入到mkdr基因的外显子4处构建获得［10］。该

模型免疫系统正常，能很好地支持同背景来源的鼠源

性肿瘤细胞的生长成瘤，但存在不同背景来源的鼠源

肿瘤细胞系和人源肿瘤细胞相互排斥的问题，不易建

成多类型的成瘤鼠模型。为解决这个问题，本研究首

先测试了 hKDR+/+人源化小鼠评价针对VEGFR靶点抗

体体内活性的能力，同时采用CRISPR/Cas 9技术敲除

C57BL/6N小鼠的Rag1基因，获得T、B淋巴细胞降低

的免疫缺陷 Rag1-/-小鼠模型；随后将 Rag1-/-小鼠与

hKDR+/+人源化小鼠杂交，筛选获得双靶点遗传修饰小

鼠，该小鼠模型全称为C57BL/6-Rag1em1/KDRem1（hKDR） /
NIFDC，简称hKDR+/+/Rag1-/-小鼠。本研究的目的是在

hKDR+/+人源化小鼠模型的基础上，同时降低其对不同

品系小鼠来源细胞的排斥，提高不同背景肿瘤细胞的

接种成功率，为开展多种抗肿瘤抗体治疗研究提供合

适的实验动物模型。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级C57BL/6N和 ICR小鼠来自中国食品药品检

定研究院实验动物研究所［SCXK（京） 2022-0002］，
繁育环境为屏障设施。动物接种及观察实验在屏障设

施环境［SYXK（京） 2022-0014］中进行，饲喂灭菌

小鼠颗粒饲料，饮用灭菌自来水。在清洁级环境下进

行动物取材。本实验所有研究均按照中国食品药品检

定研究院实验动物福利伦理委员会批准的动物方案进

行，审查编号为中检动（福）第2021（B） 002号。

1.2　结肠癌细胞株
鼠源结肠癌细胞MC38和CT26由北京神州细胞生

物技术有限公司赠送。其中，MC38细胞来自C57BL/6
小鼠结肠腺癌细胞系，购自上海慧颖生物科技有限公

司（货号M023），CT26细胞来自BALB/c小鼠结肠腺癌

细胞系，购自美国标准培养物保藏中心（American 

Type Culture Collection，ATCC）（编号CRL-2638），均

传代6～8代。

1.3　主要仪器及试剂
480Ⅱ荧光定量PCR仪购自瑞士Roche公司；Nano 

Drop超微量分光光度购自美国Thermo公司；Cas9转录

试剂盒（AM1344），Poly（A）加尾试剂盒（AM1350），
MEGAshortscript T7 sgRNA 转录试剂盒 （AM1354），
MEGAclear转录清洁回收试剂盒（AM1908）均购自美

国 Life Technologies公司，质粒提取试剂盒（#12362）
和RNeasy Mini纯化试剂盒（#74104）购自中国Qiagen
公司。细胞培养用培养基（11960044）、胎牛血清

（10100147）、青链霉素混合液（15140122）、0.25%的

胰蛋白酶（25200072）均购自美国Gibco公司；细胞流

式细胞术所用试剂均购自美国BioLegend公司。抗体药

物 Ramucirumab 购自美国 Eli Lilly 公司，VEGFR2-
HK19由北京义翘神州科技股份有限公司赠送。本研究

中所有引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。舒泰 50 购自法国 Virbac 公司 ［批准文号：

（2020）外兽药证字06号］，盐酸赛拉嗪购自长沙拜特

生物科技研究所有限公司 （批准文号：兽药字

180121777）
1.4　用 hKDR+/+人源化小鼠评价抗体的体内抗肿
瘤活性

hKDR+/+人源化小鼠模型的构建步骤详见文献［10］。
选用 3周龄雄性 hKDR+/+小鼠，将鼠结肠癌MC38细胞

（5×106细胞/只）皮下接种到小鼠背侧。每天监测小鼠

的一般健康状况，每周测量 2次体质量，并使用游标

卡尺测量肿瘤长径（a）和短径（b），计算肿瘤体积

V= （a×b2） /2。当肿瘤体积达到 100～200 mm3时，将

荷瘤小鼠随机分为不同组（每组4只），每周两次给予

Ramucirumab、VEGFR2-HK19 或同等体积的 PBS 溶
剂，每只小鼠给药剂量为20 mg/kg，共治疗3周。给药

后，每 5 d测量 1次肿瘤体积，每周测量 1次小鼠体质

量。实验结束时，采用CO2吸入法对实验动物实施安

乐死后解剖小鼠，收集肿瘤组织，称重。

1.5　构建 Rag1-/-免疫缺陷小鼠模型
通过NCBI查询 Rag1鼠源基因，Rag1基因位于 2

号染色体，全长 11 kb（Gene ID：19373），利用 crisp.
mit.edu网站在Rag1基因的第二外显子内设计一对互补

的敲除引物，并构建 sgRNA表达载体。随后使用质粒

提取试剂盒提取构建好的 sgRNA表达载体，并使用引
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物Rag1-pT7-sgRNA-F、Rag1-pT7-sgRNA-R（序列见

表1），以 sgRNA质粒为模板进行PCR扩增。在37 ℃条

件下用MEGAshortscript T7转录试剂盒进行体外转录，

并使用MEGAclear转录清洁回收试剂盒进行纯化。超

数排卵C57BL/6N小鼠、显微注射并胚胎移植到 ICR小
鼠后，筛选获得Rag1杂合敲除小鼠模型。随后进一步

通过交配筛选Rag1纯合敲除小鼠模型，并留种建系。

为进一步验证基因敲除的正确性，随机取Rag1纯合基

因敲除小鼠与野生型小鼠，针对Rag1基因的编码序列

设计引物，上游引物为Rag1-F，下游引物为Rag1-R
（序列见表1），扩增目的片段为351 bp，通过基因扩增

测序后进行序列验证和比对，随后进一步采用外周血

淋巴细胞流式细胞术进行表达验证。

1.6　构建 hKDR+/+ /Rag1-/-人源化免疫缺陷双靶点
小鼠模型

构建的hKDR+/+人源化小鼠和纯合Rag1-/-基因敲除

小鼠，分别饲养于屏障设施，选取6～8周龄的小鼠交

配。剪鼠尾提取DNA，用PCR鉴定其基因型，选出双

基因阳性的小鼠定为 F1代并同胞兄妹交配。依次类

推，经过5代交配后得到双基因纯合的遗传修饰小鼠。

选取出生3～7 d的hKDR+/+/Rag1-/-纯合人源化免疫

缺陷小鼠 6只，采用 PCR方法鉴定基因型。剪取尾

部 0.5 cm左右组织，提取基因组DNA，PCR扩增筛选，

引物见表 1，分别命名为Rag1-F、Rag1-R、KDR-F、
KDR-R和KDR-WF。
1.7　外周血淋巴细胞流式细胞术检测

使用舒泰和赛拉嗪麻醉各实验分组的3只小鼠后，

眼内眦采血，血样加入等体积的0.9% NaCl稀释；平铺

至淋巴细胞分离液面上，离心取分离液层，去除红细

胞后，PBS洗涤2次。将小鼠外周血淋巴细胞重悬于染

色缓冲液中，分别加入抗 CD3 （PE标记）和抗 CD19
（APC标记）的荧光抗体进行标记，冰上避光孵育 20 
min，染色缓冲液洗涤2次后，按流式细胞常规方法检

测T细胞（CD3标志）和B细胞（CD19标志）含量并

分析细胞比例。采用CellQuest软件分析样品，每个样

品收集1×104个细胞检测淋巴细胞数量，结果以淋巴细

胞百分含量散点图表示。

1.8　培养肿瘤接种细胞
鼠源结肠癌 CT26 和 MC38 细胞用含 10% FBS 和

1% PS的DMEM培养基，在37 ℃、5% CO2的培养箱中

培养，待细胞铺满80%左右，使用胰蛋白酶消化细胞，

离心收获并传代培养，至一定数量后收集，将收集到

的细胞用锥虫蓝进行染色并计数。

1.9　建立双靶点遗传修饰的荷瘤小鼠模型
选用 hKDR+/+、Rag1-/-、hKDR+/+/Rag1-/-和 C57BL/

6N共 4种不同小鼠，每组各 5只，用于建立荷瘤小鼠

模型。收集对数生长期的CT26和MC38细胞，使用无

血清的DMEM培养液重悬细胞，并将细胞浓度调整为

5×106/mL后，各取100 μL分别接种于小鼠左右后肢根

部皮下。接种当日记为第 0日，每日观察接种部位肿

瘤生长情况，并称量小鼠体质量；待观察到肿瘤生长，

每周 2次用游标卡尺测量肿瘤长径（a）和短径（b），

按照肿瘤体积V=（a×b2） /2计算肿瘤体积。当小鼠体

质量下降超过 25%～30%或肿瘤体积超过 3 000 mm3，
提示小鼠生存质量受到严重影响，这时即停止测量，

并采用CO2吸入法对实验动物实施安乐死。测定时间

是4周。

1.10　数据统计分析
用GraphPad Prism 8.0软件对结果数据进行统计分

析并制图方差齐性分析后，数据以-x±s表示。多组间数

据分析采用两因素方差分析，组内两两比较采用LSD-
t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　 hKDR+/+ 人 源 化 小 鼠 模 型 能 很 好 地 评 价
VEGFR2 靶点抗体的抗肿瘤活性

为了验证 hKDR+/+人源化小鼠模型，评价针对

VEGFR靶点设计的抗体药物的抗肿瘤活性，本研究首

先通过皮下注射MC38细胞建立了 hKDR+/+荷瘤模型。

如图1A所示，携带MC38衍生肿瘤的hKDR+/+小鼠接受

Ramucirumab和 VEGFR2-HK19这两种针对 VEGFR靶

表 1　模型建立所需引物信息
Table 1　Primers for model development

引物
Primer

Rag1-T7 sgRNA-F

Rag1-T7 sgRNA-R

Rag1-F

Rag1-R

KDR-F

KDR-R

KDR-WF

序列 (5’→3’)
Sequence (5’→3’)

TAGGTGAAACGATTCCCACAGATG

AAACCATCTGTGGGAATCGTTTCA

GGGGAAACCTTACCTAGAACAG

AGAATTCCGTCGGGTGGAT

TTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAG

CCAGCACTGTCTAAATTCAACGGC

GTATGTGTTTCTCTGCCCTCCTCG
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点的单克隆抗体治疗。其中，单抗Ramucirumab抗体

已经FDA批准上市。实验全程，测量肿瘤体积。结果

表 明 ， 与 PBS 对 照 组 相 比 ， 经 Ramucirumab 和

VEGFR2-HK19 治疗后 hKDR+/+小鼠的肿瘤外观见图

1B；统计分析显示治疗组肿瘤体积（图1C）明显减小

（P<0.01），肿瘤质量（图1D）明显减轻（P<0.05）。相

比之下，PBS组不会导致 hKDR+/+小鼠的肿瘤形状、肿

瘤体积或质量改变。这些结果表明，抗体能有效抑制

hKDR+/+小鼠的肿瘤生长，hKDR+/+小鼠能很好地评价针

对VEGFR靶点抗体的体内抗肿瘤活性。

2.2　成功构建 Rag1-/-免疫缺陷小鼠模型
根据模型构建示意图 （图 2A），设计并合成

sgRNA后，将活性最高的 sgRNA插入到带T7启动子质

粒载体 pT7-sgRNA上并进行体外转录，随后将 sgRNA
及Cas9 mRNA注射受精卵并移植至 ICR假孕鼠。共注

射并移植受精卵 196枚，出生小鼠 18只，筛选获得首

建鼠1只。经过与野生型C57BL/6N杂交扩大繁殖后自

交，获得 3只Rag1-/-基因敲除小鼠；PCR鉴定基因型

结果见图 2B，只扩增出 285 bp目的条带为纯合小鼠，

扩增出365 bp及285 bp目的条带为杂合小鼠。

针对 Rag1 基因双向 DNA 测序比对，结果证明

Rag1基因在 382到 462位点缺失 80 bp（图 2E），片段

缺失位点在 sgRNA设计位点的前端。进一步扩繁后，

取 Rag1-/-基因敲除小鼠的眼眶血，流式细胞术检测

外周血中 T细胞和B细胞含量。结果显示，Rag1-/-小
鼠的 T细胞（CD3标志）和 B细胞（CD19标志）含

量较 C57BL/6N 小鼠的明显降低（P<0.05，P<0.001，
图 2C～D），说明 Rag1-/- 免疫缺陷小鼠模型建立

成功。

2.3　成功交配获得 hKDR+/+ /Rag1-/-人源化免疫缺
陷小鼠

在验证 hKDR+/+人源化小鼠能很好地评价针对

注：A 为用人源化抗体或 PBS 治疗 MC38 荷瘤 hKDR+/+小鼠的实验方案示意图 （D0、D10、D13、D16、D20、D24 和 D25 分别表示注射肿瘤细
胞当天及之后的第 10、13、16、20、24、25 天）；B 为在治疗结束时，对每只小鼠的肿瘤进行解剖，并确定肿瘤大小；C 为 Ramucirumab 和
VEGFR-HK19 抗体能显著降低肿瘤体积 （每组 4 只小鼠，**P<0.01）；D 为治疗结束时，各组肿瘤质量的比较 （每组 4 只小鼠，*P<0.05）。
Note: A shows the experimental flow diagram of treating MC38 tumor bearing hKDR+/+ mice with humanized antibody or PBS （D0, D10, D13, 
D16, D20, D24 和 D25 show the day of injection and the 10th, 13th, 16th, 20th, 24th 和 25th day after the injection of tumor cells, respectively); B 
shows the tumors were dissected from each mouse in different groups at the end of the treatment period; C shows Ramucirumab and 
VEGFR-HK19 can significantly reduce tumor volume (n=4, **P<0.01); D shows the tumor weight in different groups at the end of the 
treatment (n=4, *P<0.05).
图 1 针对 VEGFR2 靶点的抗体能抑制 hKDR+/+小鼠的肿瘤生长
Figure 1 Antibody targeting VEGFR2 targets can inhibit tumor growth in hKDR+/+ mouse
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VEGFR抗体的体内抗肿瘤活性基础上，进一步将雄性

Rag1-/-小鼠与雌性hKDR+/+人源化小鼠交配，筛选获得

hKDR+/+/Rag1-/-双靶点遗传修饰小鼠，交配及筛选流程

见图 3A。针对插入基因 hKDR+及敲除基因Rag1设计

引物，进行双靶点小鼠模型的基因型鉴定，hKDR+/+人
源化小鼠目的条带大小为 351 bp，Rag1-/-小鼠目的条

带大小为 285 bp，小鼠正确扩增这 2种条带则判定为

hKDR+/+ /Rag1-/-小鼠。图 3B中样本 1、2、3即为双基

因纯合小鼠。

通过流式细胞术检测 hKDR+/+ 小鼠和 hKDR+/+/
Rag1-/-小鼠外周血中 B 细胞（CD3 标志）和 T 细胞

（CD19标志）含量，可见hKDR+/+/Rag1-/-双靶点小鼠中

的 T、B细胞含量较 hKDR+/+人源化小鼠明显降低，差

异有统计学意义（P<0.05，P<0.001，图3C～D）。

2.4　hKDR+/+/Rag1-/-人源双靶点基因修饰小鼠利
于 CT26 肿瘤细胞生长

观察 CT26 和 MC38 鼠源肿瘤细胞分别接种于

hKDR+/+、Rag1-/-、hKDR+/+/Rag1-/-和 C57BL/6N 这 4 种
小鼠左右后肢根部皮下的肿瘤生长情况，结果显示，

右后肢接种C57BL/6N小鼠来源的MC38细胞后，4种
小鼠均在7 d左右开始有肿瘤生长，整个实验周期各种

小鼠的成瘤体积差异无统计学意义（图 4A）。左后肢

接种BALB/c小鼠来源的CT26细胞 10 d后，仅Rag1-/-

和 hKDR+/+ /Rag1-/-小鼠观察到肿瘤生长，而C57BL/6N
和 hKDR+/+小鼠未见肿瘤生长；接种后 3周，hKDR+/+ /
Rag1-/-小鼠的成瘤体积大于Rag1-/-小鼠，二者差异有

统计学意义（P<0.01），具体数据如图4B～D所示。从

成瘤实验结果可知，同一只小鼠同时接种 MC38 和

注：A 为模型的构建设计图示；B 为 Rag1 基因敲除 （Rag1-/-）小鼠的基因型鉴定图 （hom，基因纯合小鼠；het，基因杂合小鼠；WT，野生型小
鼠）；C 为 Rag1-/-基因小鼠和 C57BL/6N 野生型小鼠外周血 T、B 淋巴细胞百分含量散点图；D 为 2 组小鼠 T、B 淋巴细胞百分含量分析柱状图

（每组 3 只小鼠，*P<0.05，***P<0.001）；E 为 Rag1 基因目的片段测序及序列对比，其中 DEL 表示敲除的片段。
Note：A shows model construction design; B shows genotype identification map of Rag1-/- mice (hom shows homozygous mice; het shows 
heterozygous mice; WT shows wild-type mice). C shows scatter diagrams of the percentage of T and B lymphocytes in peripheral blood of 
Rag1-/- mice and C57BL/6N wild-type mice. D shows the bar chart of percentage analysis of T and B lymphocytes in the two groups of mice 
(n=3, *P<0.05, ***P<0.001). E shows the sequence comparison of target fragments of the Rag1 gene. DEL shows the knockout segment.
图 2 Rag1-/-基因敲除小鼠的构建及验证
Figure 2 Design strategy and validation of Rag1-/- gene knockout mice
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CT26细胞后成瘤情况不一致，提示不同来源背景的肿

瘤细胞系只能在免疫缺陷的 hKDR+/+/Rag1-/-小鼠和

Rag1-/-小鼠中有肿瘤生长。

3　讨论

肿瘤的发生、发展与转移受到多种因素的影响，

肿瘤微环境中新生血管的形成是多因素相互作用的结

果，新生血管在肿瘤的发展转移过程中起到重要作

用［11］。近年来，以 hKDR基因及其受体为靶点的抗肿

瘤治疗受到越来越多的关注，相关人源化小鼠模型在

药效评价及其作用机制研究等方面可发挥基础性作用。

本研究团队前期通过CRISPR/Cas9技术已获得了

人VEGFR插入的 hKDR+/+人源化小鼠模型［10］。本研究

中，首先皮下接种C57BL/6来源的MC38细胞并使用靶

点VEGFR的抗体药物进行治疗，结果显示抗体药物能

抑制肿瘤生长，证明该模型能很好地评价VEGFR抗体

的体内抗肿瘤活性。但前期实验接种BALB/c遗传背景

的CT26鼠源细胞后不见肿瘤生长，分析原因可能是小

鼠免疫系统对异源肿瘤细胞产生了排斥作用。

因为表型均一、遗传稳定、背景数据充分的优势，

模式动物的制作多用C57BL/6品系［12］。而在开展抗肿

瘤研究时往往需要接种不同背景的肿瘤细胞，以获得

不同肿瘤类型的荷瘤小鼠模型，用于药效学评价。不

同背景的成瘤鼠模型对免疫抑制剂的免疫应答存在差

异［13］。为此，在获得 hKDR+/+人源化小鼠的基础上，

本研究通过敲除C57BL/6N小鼠的Rag1基因的第二个

外显子处前端80 bp片段，导致其编码的重组酶活性部

分丧失，使T、B淋巴细胞的早期发育被阻断，导致免

疫缺陷，获得Rag1-/-小鼠。较已报道的模型而言，本

模型采用CRISPR/Cas9技术构建，周期较短，费用较

注：A 为 hKDR+/+/Rag1-/-人源双靶点基因修饰小鼠繁育流程；B 为 hKDR+/+/Rag1-/-人源双靶点基因小鼠基因型鉴定 （1、2、3 为双基因纯合小鼠，
hom 指基因纯合小鼠，WT 指野生型小鼠）；C 为 hKDR+/+/Rag1-/-人源双靶点基因修饰小鼠的外周血 T、B 淋巴细胞百分含量散点图；D 为 2 组小
鼠 T、B 淋巴细胞百分含量分析柱状图 （每组 3 只小鼠，*P<0.05，***P<0.001）。
Note：A shows breeding process of hKDR+/+/Rag1-/-  humanized double target gene-modified mice; B shows genotype identification of 
hKDR+/+/Rag1-/- humanized double target gene mice (1, 2, 3 show homozygous mice with two genes，hom shows homozygous mice, WT 
shows wild-type mice); C shows scatter diagrams of percentage of T and B lymphocytes in the peripheral blood of hKDR+/+/Rag1-/- humanized 
double target gene-modified mice; D shows the bar chart of percentage analysis of T and B lymphocytes in the two groups of mice（n = 3, 
*P<0.05，***P<0.001）.
图 3 hKDR+/+/Rag1-/-双靶点基因修饰小鼠的获得及验证
Figure 3 Design strategy and validation of hKDR+/+ humanized and Rag1-/- deficient double genetically modified mouse model
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低。接着将hKDR+/+小鼠和Rag1-/-小鼠经杂交筛选，获

得hKDR+/+/Rag1-/-人源化免疫缺陷小鼠模型，以期进一

步降低宿主小鼠的免疫排斥能力，提高不同背景肿瘤

细胞的接种成功率，为相关抗体药物的研发提供更多

类型的荷瘤动物模型。

MC38和CT26是常用的小鼠结肠癌细胞株，都属

于高转移性小鼠结肠癌细胞，但背景来源不同。其中

CT26细胞是被N-亚硝基-N-甲基脲烷诱导得到的未分

化的BALB/c遗传背景的小鼠结肠癌细胞，MC38细胞

是来自C57BL/6小鼠的结肠腺癌细胞系［14-15］。本实验

中，同一只小鼠接种MC38和CT26细胞后肿瘤生长情

况存在差异，MC38细胞在 hKDR+/+、Rag1-/-、hKDR+/+/
Rag1-/-和C57BL/6N这4种小鼠中均成瘤，但CT26细胞

仅在hKDR+/+/Rag1-/-小鼠和Rag1-/-小鼠中正常生长。这

些结果表明，降低 T、B细胞含量能有效增强 hKDR+/+

人源化小鼠模型接受不同背景来源细胞成瘤的潜力。

这一结果为下一步的人源肿瘤细胞系或者人源肿瘤组

织的移植提供了工作思路［16-17］。
已有的比较研究已经初步阐明，针对VEGFR靶点

的抗体是通过诱导细胞凋亡，抑制血管生成，从而表

现出抗肿瘤活性，而非依靠宿主免疫反应杀灭肿瘤细

胞［18-20］。这提示本研究建立的 hKDR+/+人源化及

Rag1-/-基因敲除的双靶点基因修饰小鼠模型，通过降

低自身免疫系统的功能，增强了肿瘤细胞移植的成

功率。
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环磷酰胺诱导生精障碍小鼠模型不同恢复期的比较
研究
马婧威, 李 根, 杨 杨, 臧彩霞, 鲍秀琦, 张 丹

(中国医学科学院北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050)

[摘要] 目的　比较并评价环磷酰胺造模后不同恢复期小鼠生精障碍的改善程度。方法　将 48 只 4～5 周龄体质量
为 18～20 g 的 ICR 雄性小鼠随机分为 3 个对照组和 3 个模型组，每组 8 只。3 个模型组的每只小鼠于实验第 1～7 天连
续腹腔注射环磷酰胺 60 mg/kg，处理结束后分别继续饲养 7 d、14 d 和 21 d。每个模型组均设相应的对照组，3 个对
照组小鼠腹腔注射对应体积的生理盐水。各组小鼠在相应时间点通过眼眶静脉采血后处死，取睾丸、附睾和精囊，
称重后计算其生殖器官指数。HE 染色后比较睾丸和附睾组织病理学变化，精子质量分析测定精子相关指标。ELISA
法及相关试剂盒检测血清生殖激素含量、睾丸氧化应激水平和睾丸标志性酶活性变化。结果　与对照组相比，环磷
酰胺处理结束后 7 d、14 d 和 21 d 的模型组小鼠睾丸指数均明显下降 （P<0.01），7 d、14 d 的附睾指数和 7 d、21 d 的
精囊指 数 明 显 下 降 （P<0.05）； 且 随 着 时 间 延 长 ， 模 型 组 睾 丸 和 附 睾 组 织 病 理 学 损 伤 逐 渐 减 轻 。 环 磷 酰 胺
处理结束后 7 d、14 d 的模型组精子数量明显减少 （P<0.01），血清睾酮水平降低 （P<0.05），睾丸中丙二醛含量明
显增多 （P<0.01），还原型谷胱甘肽含量和超氧化物歧化酶含量明显降低 （P<0.05），睾丸标志性酶乳酸脱氢酶活力
明显下降 （P<0.05），γ-谷氨酰转肽酶活力明显上升 （P<0.05）；其中 7 d 的模型组小鼠精子活力明显下降 （P<
0.001），精子畸形率明显上升 （P<0.05），血清促卵泡素和促黄体生成素明显增加 （P<0.01）。21 d 的模型组小鼠精
子相关指标、血清生殖激素水平、睾丸氧化应激水平和睾丸标志性酶活性变化均不明显 （均 P＞0.05）。结论　环
磷酰胺 60 mg/kg 连续腹腔注射 7 d，注射结束后 7 d 所致小鼠生殖毒性较为明显，能够构建较理想的小鼠生精障碍
模型；而随着恢复期的延长，至环磷酰胺处理结束后 21 d 小鼠生精障碍各项指标逐渐恢复，接近正常水平。
[ 关 键 词 ] 环磷酰胺； 生精障碍； 恢复期； ICR 小鼠
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[ABSTRACT] Objective　 To compare and evaluate the improvement degree of spermatogenic 
dysfunction mice at different recovery periods after cyclophosphamide modeling. Methods　 Forty-eight 
male ICR mice aged 4-5 weeks with the body weight of approximately 18-20 g were randomly divided into 
three control groups and three model groups, with 8 mice in each group. Each mouse of three model 
groups was intraperitoneally injected with 60 mg/kg cyclophosphamide continuously from the 1st to 7th day 
of the experiment, while each mouse of three control groups was intraperitoneally injected with the 
corresponding volume of normal saline. Then these mice were continued to be fed for another 7, 14 and 21 
days after cyclophosphamide injection, respectively. A corresponding control group was set for each model 
group. The mice in each group were sacrificed after blood collection through orbital veins at corresponding 
time points. Testis, epididymis and seminal vesicle were taken and weighed, and their reproductive organ 
indexes were calculated. Histopathological changes of testis and epididymis were compared after HE 
staining. Sperm quality analysis was used to determine sperm-related indexes. Serum reproductive 
hormone content, testicular oxidative stress level and testicular signature enzyme activity were detected 
by ELISA and related kits. Results Compared with the control group, on the 7th, 14th and 21st day after 
cyclophosphamide treatment, the testicular index of mice in the model group decreased significantly (P<
0.01). The epididymis index decreased significantly on the 7th and 14th day, and the seminal vesicle index 
decreased obviously on the 7th and 21st day (P<0.05). And the histopathological damage of testis and 
epididymis of the model group gradually alleviated over time. On the 7th and 14th day after 
cyclophosphamide treatment, the sperm count of the model group declined remarkably (P<0.01), the serum 
testosterone (T) level reduced (P<0.05), the malonaldehyde (MDA) content of testis increased significantly 
(P<0.01), the content of reduced glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD) decreased obviously 
(P<0.05),the lactic dehydrogenase (LDH) activity of testis reduced obviously (P<0.05), the gamma-glutamyl 
transpeptidase (γ -GT) activity increased significantly (P<0.05), the latter two of which are important 
testicular signature enzymes. Therein on the 7th day after cyclophosphamide treatment, the sperm motility 
decreased significantly (P<0.001), the rate of sperm malformation increased obviously (P<0.05), the serum 
levels of follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) increased notably (P<0.01). 
Nevertheless on the 21st day after cyclophosphamide treatment, the sperm-related indexes, the content of 
serum reproductive hormone, the level of testicular oxidative stress and the activity of testicular signature 
enzyme did not change significantly (P＞0.05). Conclusion　 The reproductive toxicity in mice was more 
apparent on the 7th day after intraperitoneal injection with 60 mg/kg cyclophosphamide for seven days, at 
which time the more desirable spermatogenic dysfunction model of mice could be established. However, 
with the prolongation of the recovery period, the indexes of spermatogenic dysfunction in mice gradually 
recovered and approached the normal level on the 21st day after cyclophosphamide treatment. 
[Key words]  Cyclophosphamide; Spermatogenic dysfunction; Recovery stage; ICR Mice

近年来，不孕不育症成为威胁人类健康的疾病

之一。据世界卫生组织统计，全球约有 20%的育龄

夫妇受到不孕不育的困扰［1］。目前我国育龄夫妇的

不孕不育率已攀升至 12%～18%，其中男性因素造

成不育的占比约 49.5%，并呈上升趋势。男性不育

发生中，70%～90%是精子问题造成的，精子质量受

到诸如环境污染、精神压力和缺乏锻炼等多种因素的

影响。男性少弱精子症、精子质量下降是造成不孕不

育的主要原因之一，精子生成障碍、精子成熟和输出

异常、精子活力下降是其重要表现［2-3］。显然，生精

障碍是导致男性不育的关键因素之一。

环磷酰胺（cyclophosphamide，CP）是一种临床常

见的抗肿瘤药物，通过对DNA的烷化作用而干扰细胞

内多种生物学功能。近年来临床研究表明CP具有显著

的生殖毒性［4］。研究提示，CP对睾丸有明显的损伤作

用，能够引起无精子症或少精子症，造成不育。因此，

用CP构建生精障碍动物模型是研究生精障碍机制和筛

选治疗药物的常用方法，具有起效快、周期短、较稳

定等优点［1］。然而国内外关于CP的造模方式不尽相

同，目前对于不同剂量、不同处理时间造模效果的对
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比研究较少。并且CP引起的生殖毒性在处理结束后随

时间延长均有不同程度的恢复，但关于CP恢复周期和

恢复程度等研究尚留空白。因此，本研究在实验室前

期研究的基础上，用 60 mg/kg CP进行小鼠腹腔注射，

观察并评价 CP造模后不同恢复期小鼠生殖功能的变

化，明确CP对小鼠生精障碍影响的时间变化规律，以

期阐明CP致生精障碍模型的特征，进而建立更加稳定

的小鼠生精障碍模型，为药物筛选提供可靠依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级雄性 ICR小鼠 48只，4～5周龄，体质量为

18～20 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供 ［SCXK （京） 2019-0009］，质量合格证编号：

110011211104582923。动物饲养于中国医学科学院药

物研究所实验动物中心［SYXK（京） 2019-0023］，屏

障设施环境，温度为（23±1）℃，相对湿度为（60±
10）%，光照每 12 h明暗交替，保持正常昼夜节律。

用小鼠 IVC饲养笼饲养动物，每笼5只，实验过程中动

物自由进食进水，饲料为钴 60辐照实验鼠维持饲料，

饮水为无菌水。本研究经中国医学科学院北京协和医

学院药物研究所动物福利伦理委员会审核批准

（00004267），符合3R原则。实验中所有操作均遵循北

京市实验动物福利伦理审查指南。

1.2　主要试剂
CP水合物购自上海麦克林生化科技有限公司（批

号：C11527270）；生理盐水即氯化钠注射液（0.9%）
购自山东华鲁制药有限公司（批号：SD20110306）；
BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海翌圣生物科技有限

公司（货号：20201ES86）；小鼠睾酮（testosterone，
T）、促卵泡素（follicle-stimulating hormone，FSH）、促

黄体生成素（luteinizing hormone，LH）酶联免疫检测

试剂盒 （干粉法，批号为 20210517），丙二醛

（malonaldehyde，MDA）测定试剂盒（硫代巴比妥酸

法，批号为20210512），还原型谷胱甘肽（glutathione，
GSH）测定试剂盒（微板法，批号为20210512），超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）测定试剂盒

（黄嘌呤氧化酶法，批号为 20210513），乳酸脱氢酶

（lactic dehydrogenase，LDH）试剂盒（微板法，批号

为 20210514），γ-谷氨酰基转移酶（gamma-glutamyl-
transferase，γ-GT）测试盒（GPNA 底物法，批号为

20210514）均购自南京建成生物工程研究所；麻醉用

异氟烷购自深圳瑞沃德生命科技有限公司。

1.3　主要仪器
Milli-Q超纯水系统（美国Millipore公司）；AL204

电子分析天平、XS105小质量电子分析天平（上海梅

特勒-托利多仪器有限公司）；Allegra X-30R低温高速

离心机（美国Beckman Coulter公司）；3-18K低温高速

离心机（德国 Sigma 公司）；MULTISCAN FC 酶标仪

（美国ThermoFisher公司）；JJ-12J脱水机、JB-P5包埋

机（武汉俊杰电子有限公司）；RM2016病理切片机

（上海徕卡仪器有限公司）；Nikon Eclipse E100正置荧

光显微镜（日本尼康公司）；TC20全自动细胞计数仪

含细胞计数板 （美国 Bio-Rad 公司，批号： 145-
0011）；JFX-B精子质量分析仪（石家庄市华众医疗用

品有限公司）；AP0200超低温冰箱（青岛海尔特种电

器有限公司）；微量移液器（德国 Eppendorf 公司）；

GZX-9030 MBE电热鼓风干燥箱（上海博迅实业有限

公司医疗设备厂）；气体麻醉仪（深圳瑞沃德生命科技

有限公司）。

1.4　实验方法
1.4.1　动物分组及造模

48只 ICR小鼠适应性饲养3 d后，按照体质量均衡

原则随机分为 3个对照组和 3个模型组，每组各 8只。

参考文献［5］的造模方法并结合本实验室前期研究基

础，3个模型组均于实验第 1～7天连续腹腔注射 CP 
60 mg/kg，构建小鼠生精障碍模型，给药结束后分别

继续饲养 7 d、14 d 和 21 d （即实验第 14、21 和 28
天）；每个模型组均设相应对照组，注射对应体积的生

理盐水。各组小鼠在相应时间点取睾丸、附睾、精囊

和血清。 CP 溶于 0.9% 氯化钠注射液，配制为 6 
mg/mL的溶液，给药剂量为 0.1 mL/10 g。实验过程中

每天记录小鼠活动及被毛情况。

1.4.2　生殖器官指数检测
在相应时间点，用异氟烷麻醉小鼠（诱导浓度

2.5%，维持浓度 1.5%），从眼眶静脉丛取血后，脱颈

椎法处死小鼠，迅速摘取各组小鼠的睾丸、附睾、精

囊等组织，清除周围脂肪及结缔组织，滤纸吸干残余

血液，称其质量，并计算脏器指数。睾丸指数=双侧睾

丸质量（g） /体质量（g） ×100%。附睾指数=双侧附睾

质量（g） /体质量（g） ×100%。精囊指数=精囊质量

（g） /体质量（g）×100%。
1.4.3　HE 染色

将取出的睾丸、附睾置于质量分数4%的多聚甲醛
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溶液中固定 24 h，洗去固定液，乙醇梯度脱水，石蜡

包埋并切片，厚度约为4 μm，60 ℃烘箱烘干。石蜡切

片脱蜡后，进行苏木精-伊红染色，中性树脂封固，置

正置显微镜下观察并拍照。

1.4.4　精子相关指标检测
取小鼠左侧附睾，加 500 μL PBS，用眼科剪将其

剪碎，移液枪轻轻吹打，置于 37 ℃恒温箱中孵育 20 
min，使精子成分充分游出。用70 μm滤膜过滤得澄清

液体，过滤时加 500 μL PBS以冲洗滤膜。取滤液 500 
μL，加入等体积的5% NaHCO3固定液（可降低精液的

黏稠度），混匀后吸取 10 μL，注入细胞计数板的小室

内，插入细胞计数仪，计算精子数。另取 20 μL上述

混合液，滴于载玻片上，盖上盖玻片，置于精子质量

分析仪上，检测精子活力和精子畸形率。

1.4.5　血清生殖激素水平检测
各组小鼠在相应时间点取材前禁食 12 h，麻醉后

眼眶采集全血500 μL，室温静置2 h后，在3 500 r/min
下离心 15 min。收集血清，于－80 ℃保存备用。采用

酶联免疫法检测小鼠血清T、FSH和LH的含量。具体

操作步骤按试剂盒说明书进行。

1.4.6　睾丸组织氧化应激水平检测
取睾丸组织，准确称其质量，按质量（g）∶体积

（mL） =1∶9的比例，加入生理盐水，制成10%组织匀

浆。2 500 r/min离心10 min，取上清液，检测小鼠睾丸

组织匀浆中MDA（硫代巴比妥酸法）、GSH（微板法）

和 SOD（黄嘌呤氧化酶法）的含量，按试剂盒说明书

进行操作。

1.4.7　睾丸组织中标志性酶活性检测
按照1.4.6节方法制备小鼠睾丸10%组织匀浆，根

据试剂盒说明书检测小鼠睾丸组织中 LDH（微板法）

和γ-GT（GPNA底物法）的活力。

1.5　统计学处理
采用GraphPad Prism 8.0.1统计软件进行数据分析。

实验数据以-x±s表示，不同组间数据的差异比较采用单

因素方差分析，然后用Turkey检验进行两两比较。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　生精障碍小鼠一般状态
造模前，小鼠状态良好，行动敏捷，被毛有光泽。

连续 7 d腹腔注射 CP 60 mg/kg诱导小鼠生精障碍后，

与正常对照组相比，模型组小鼠的精神状态不佳，出

现活动减少、畏寒、被毛无光泽等现象。给药第5天，

模型组小鼠出现脱毛现象。实验过程中各组小鼠均无

死亡现象。而且在给药造模后的7 d、14 d和21 d肉眼

观察比较对照组和模型组小鼠体内器官状态时，均未

见明显差异（图1），提示小鼠腹腔注射CP的造模方式

未造成明显的脏器损伤。

2.2　生精障碍小鼠睾丸、附睾和精囊组织外观及
病理学变化

正常对照组小鼠的睾丸和附睾饱满，富有弹性，

纹理清晰，略透红润且有光泽；精囊充盈，左右两叶

状长形结构对称性良好，呈乳白色。模型组小鼠的睾

丸和附睾明显萎缩，色泽苍白且无光泽，纹理不清；

精囊体积缩小，对称性不佳，趋于透明状。继续饲养

21 d后，模型组小鼠的睾丸和附睾略有改观，稍见红

润，精囊略显饱满（图2A）。
睾丸切片的HE染色结果（图2B）显示：对照组小

鼠睾丸组织中曲细精管内各级生精细胞完整，按精原

细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、精细胞顺序由

图 1 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7 d（A）、14 d（B）
和 21 d（C）的小鼠体内器官状态

Figure 1 In-vivo organ state of spermatogenic dysfunction 
mice on the 7th（A），14th（B） and 21st（C）day after 
cyclophosphamide administration
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生精上皮到管腔依次整齐排列，细胞成熟度较高［6］，
生精细胞层数约为5～6层。与对照组相比，模型组小

鼠睾丸出现明显的病理变化，异常结构生精小管显著

增多，各级生精细胞出现脱落，管腔内精细胞数目减

少，可见空泡形成，间质细胞增多。继续饲养7 d的模

型组小鼠异常结构的生精小管部分仅支持一层细胞附

着在管腔基底膜上，生精上皮严重受损，完整性丧失，

管腔内几无成熟精子，空泡化程度较高，生精细胞层

数仅约1～2层；继续饲养14 d的模型组小鼠异常结构

的生精小管完整性有所恢复，可见约3～4层生精细胞

附着在管状基底层上，管腔内可见少数成熟精子；继

续饲养 21 d的模型组小鼠生精上皮进一步恢复，完整

性提高，生精细胞层数明显增多，约为4～5层，管腔

内成熟精子数目显著增加，空泡化程度进一步降低。

附睾头部、体部和尾部的HE染色结果（图3）显

示：对照组小鼠附睾头、体、尾部管腔中均存在大量

成熟精子，管腔排列紧密且整齐。与对照组相比，继

续饲养 7 d的模型组小鼠附睾头部的附睾小管间隙较

大，排列较为松散，管腔内精子数目明显减少；附睾

体部和尾部精子数减少，且缺少正常精子。继续饲养

14 d的模型组小鼠附睾头部的附睾小管直径减小，相

邻小管间隙仍较大，但管腔内可见少数精子；附睾体

部和尾部可见少量正常精子。继续饲养 21 d的模型组

小鼠附睾头部的附睾小管管腔直径增大，相邻小管间

隙缩小，排列紧密性和完整性进一步恢复，管腔内精

子数显著增多；附睾体、尾部精子密度显著提高，且

正常精子数量明显增加。

2.3　生精障碍小鼠生殖器官指数变化
连续 7 d腹腔注射CP 60 mg/kg诱导小鼠生精障碍

模型，此后继续饲养7 d的检测结果显示小鼠睾丸、附

睾和精囊指数与对照组相比均显著下降（P<0.01），降

低率分别为44.03%、11.72%和43.17%（图4A）。造模

后继续饲养 14 d的模型组小鼠睾丸和附睾指数明显低

于对照组（P<0.01），下降了约 40.38%和 11.23%，而

精囊指数与对照组相比无明显差异（图 4B）。造模后

继续饲养 21 d的模型组小鼠睾丸和精囊指数均明显低

于对照组 （P<0.05 或 P<0.01），下降约 25.99% 和

27.35%，而附睾指数与对照组相比无明显差异（图

4C）。以上结果表明CP造模结束后第7天的小鼠睾丸、

附睾和精囊指数降低较为明显，随着恢复期的延长，

注：红色箭头指示间质细胞；蓝色箭头指示精原细胞；绿色箭头指示精母细胞；黄色箭头指示精细胞；线圈表示生精细胞层数。
Note： The red arrow indicates interstitial cells； the blue arrow indicates spermatogonium； the green arrow indicates spermatocyte； the 
yellow arrow indicates spermatid； the coil represents the number of spermatogenic cell layer.
图 2 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠睾丸外观（A）和睾丸组织病理学（B）变化（HE 染色）
Figure 2 The changes of testicular appearance（A） and testicular histopathology （B） of spermatogenic dysfunction mice 

on the 7th， 14th and 21st day after cyclophosphamide administration （HE staining）

116



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2023, 43(2)

生殖器官指数逐渐趋于正常水平。

2.4　生精障碍小鼠精子数目、活力和畸形率变化
与对照组比较，CP诱导小鼠生精障碍模型后继续

饲养 7 d的模型组小鼠精子数和精子活力均显著下降

（P<0.001），下降分别约为 30.22%和 35.83%；精子畸

形率显著升高（P<0.05），上升率约为18.26%。继续饲

养 14 d的模型组小鼠精子数仍显著低于对照组（P<
0.01），下降率约为12.26%；而精子活力和精子畸形率

变化均不显著。继续饲养 21 d的模型组小鼠以上 3种
指标与对照组相比均无明显差异（图5）。上述结果表

明，CP注射结束后第 7天模型组小鼠精子相关指标变

化最为显著；随着恢复时间的延长，精子数和精子活

力逐渐上升，精子畸形率下降，至第21天模型组小鼠

的3种精子相关指标已趋于正常水平。

2.5　生精障碍小鼠血清生殖激素水平变化
小鼠血清生殖激素含量测定结果显示，CP造模可

导致小鼠内分泌紊乱，表现为造模后继续饲养 7 d和
14 d 的模型组小鼠血清中睾酮含量明显低于对照

组 （P<0.05），分别下降约为 53.28%和 46.85%；造模

后继续饲养 7 d的模型组小鼠血清中FSH和LH含量明

显高于对照组 （P<0.01），分别上升约 9.42% 和

25.99%，造模后继续饲养 14 d两组间上述两种激素含

量变化均不明显；而造模后继续饲养21 d时血清睾酮、

FSH和LH含量与对照组相比已无明显差异（图6）。上

述结果表明，CP 注射结束后第 7 天小鼠血清睾酮、

FSH和LH含量变化较为显著；随着时间的延长，至第

21天，模型组小鼠血清生殖激素水平已恢复至对照组

水平。

图 3 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠附睾组织头部（A）、体部（B）和尾部（C）病理学变化（HE 染色）
Figure 3 Pathological changes of epididymal head （A）， body （B） and tail （C） of spermatogenic dysfunction mice on the 

7th， 14th and 21st day after cyclophosphamide administration （HE staining）
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2.6　生精障碍小鼠睾丸组织内氧化应激水平变化
CP造模后继续饲养 7 d和 14 d的模型组小鼠睾丸

组织中MDA水平明显高于对照组（P<0.01），上升约

69.54% 和 52.41%；GSH 含量显著低于对照组 （P<
0.01），分别降低约 91.47%和 79.24%；SOD含量同样

明显低于对照组 （P<0.01，P<0.05），分别下降约

26.26%和 5.39%。至造模后继续饲养 21 d，模型组和

对照组之间MDA、GSH和SOD含量变化均无明显差异

（图7）。上述结果显示，CP注射结束后第7天小鼠睾丸

MDA增量最大，而GSH和SOD含量下降幅度较大，说

明抗氧化能力低下；随时间推移，生精障碍小鼠体内

MDA含量下降，GSH和SOD含量上升，氧化应激水平

逐渐下降，至第 21天模型的各指标已逐渐趋于正常

水平。

2.7　生精障碍小鼠睾丸组织中标志性酶的活性
变化

CP造模后继续饲养 7 d和 14 d的模型组小鼠睾丸

内LDH活力明显低于对照组（P<0.01，P<0.05），分别

下降约16.83%和5.59%；模型组小鼠睾丸内γ-GT活力

明显高于对照组（P<0.01，P<0.05），上升率分别约为

49.11%和 12.04%；至造模后继续饲养 21 d时两组间

LDH和γ-GT活力变化均不明显（P>0.05）（图 8）。结

果提示，CP注射结束后第7天，小鼠睾丸LDH活力下

降幅度较大，而γ-GT活力增幅最高，睾丸标志酶活性

严重受损；随时间推移生精障碍小鼠睾丸内LDH活力

上升，γ-GT 活力下降，第 21 天时恢复至接近正常

水平。

注：每组小鼠 n=8。与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。模型组上方
数据为与对照组比较的下降百分比。
Note： In each group， n=8. Compared with the control group， *P<
0.05， **P<0.01. The data above the model group is the percentage 
decline compared with the control group.
图 4 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7 d（A）、14 d（B）和

21 d（C）的小鼠生殖器官指数变化
Figure 4 The changes of reproductive organ index of 

spermatogenic dysfunction mice on the 7th（A）， 
14th（B）and 21st（C）day after cyclophosphamide 
administration

注：每组小鼠 n=8。与对照组相比，**P<0.01，***P<0.001。模型组上
方数据为与对照组比较的下降百分比。
Note：In each group， n=8. Compared with the control group， **P<
0.01， ***P<0.001. The data above the model group is the percentage 
decline compared with the control group.
图 5 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠

精子数目、精子活力和精子畸形率的变化
Figure 5 The changes of the sperm count， the sperm 

motility and the rate of sperm malformation of 
spermatogenic dysfunction mice on the 7th， 14th 
and 21st day after cyclophosphamide 
administration
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3　讨论

随着经济社会的发展，男性生殖障碍已成为社会

热点问题之一。超过40%的不育男性患有少弱精子症，

此发病率仍在上升，但目前暂无有效治疗方法［6］。此

外，育龄男性罹患白血病、霍奇金淋巴瘤和睾丸生殖

细胞瘤等时，放化疗后其生育能力受损，在此之前冷

冻精液是目前保持男性未来生育力的唯一方法［7］。
CP属噁磷类烷基化剂，其代谢物可与各种生物大

分子（DNA、RNA和蛋白质）共价交联，诱导细胞凋

亡，是一种常用的抗肿瘤和免疫抑制药，目前已广泛

用于肿瘤和自身免疫病治疗及器官移植的免疫抑制剂

等［8-9］。动物研究表明，CP对快速分裂细胞具有较强

的细胞毒性，这使得高度增殖的睾丸成为CP破坏的目

标［9］，可引起生殖器官生物化学和组织病理学改变。

CP也可直接致生精损伤［10］，精子畸形率增高和活力

下降，破坏生精微环境，致各级精母细胞凋亡和分化

阻滞［1，11］。由于患者睾丸成熟程度不同，故存在较大

个体差异［12］。此外，目前已确定了化疗药物间相对性

腺毒性的客观测量法——CP 当量剂量 （cyclo-
phosphamide equivalent dose，CED），此计算可用来估

计某种治疗方案的累积性腺毒性［13］。

注：FSH，促卵泡素；LH，促黄体生成素。每组小鼠 n=8。与对照
组相比，*P<0.05，**P<0.01。模型组上方数据为与对照组比较的下
降百分比。
Note：FSH， follicle-stimulating hormone； LH， luteinizing hormone. 
In each group， n=8. Compared with the control group ， *P<0.05， 
**P<0.01.The data above the model group is the percentage decline 
compared with the control group.
图 6 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠

血清睾酮、促卵泡素和促黄体生成素含量的变化
Figure 6 The changes of the serum testosterone content， 

FSH content and LH content of spermatogenic 
dysfunction mice on the 7th， 14th and 21st day after 
cyclophosphamide administration

注：MDA，丙二醛；GSH，还原型谷胱甘肽；SOD，超氧化物歧化
酶；mgprot （gprot），每毫克 （克） 蛋白。每组小鼠 n=8。与对照
组相比，*P<0.05，**P<0.01。模型组上方数据为与对照组比较的下降
百分比。
Note：MDA，malonaldehyde；GSH，glutathione；SOD， superoxide 
dismutase； mgprot/gprot， per 1 mg （g） protein. In each group，n=
8. Compared with the control group， *P<0.05， **P<0.01. The data 
above the model group is the percentage decline compared with 
the control group.
图 7 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠
         睾丸组织 MDA、GSH 和 SOD 含量的变化
Figure 7 The changes of the MDA ， GSH and SOD content 

in testicular tissue of spermatogenic dysfunction 
mice on the 7th， 14th and 21st day after cyclophos-
phamide administration
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CP可引起少弱精子症，故常用于建立生精障碍动

物模型，且该模型较稳定。国内外学者在该模型上开

展了多种药物活性评价，但造模方式不尽相同。例如：

王梦梦等［1］和 Sun等［14］分别采用 60 mg/kg和 80 mg/
kg的CP剂量，连续 5 d腹腔注射昆明小鼠，建立生精

障碍小鼠模型；刘建国等［15］采用50 mg/kg的CP剂量，

连续 7 d注射 BALB/c小鼠以建立模型；范红艳等［16］

和Yan等［17］则分别采用 50 mg/kg和 60 mg/kg的CP剂
量，连续 7 d和 5 d注射 ICR小鼠，建立生精障碍小鼠

模型。CP剂量和造模时间的不同与小鼠品种品系有关

且模型效果不一，而目前对于不同剂量CP处理不同时

间的造模效果的比较研究较少。此外，由CP引起的生

殖毒性在给药处理结束后，随时间延长均出现不同程

度的恢复，这对建立稳定的小鼠生精障碍模型提出了

挑战。为此，本文在参考了文献［5］的造模方法并结

合实验室前期研究结果的基础上，采用 60 mg/kg剂量

的CP、连续 7 d腹腔注射 ICR小鼠的方案，探讨CP停
药后不同时间对小鼠生精障碍的影响，这对于该领域

后续机制研究和药效学研究具有重要意义。

精子发生是周期性的，精原干细胞通过增殖、分

化、减数分裂和精子发生产生成熟精子［18］。睾丸是生

精、分泌雄激素和维持副性特征的重要器官［19］，是血

睾屏障的重要组成部分［20］，包含赖氏细胞、支持细胞

和各级生精细胞，共同维持性器官发育及精子发

生［21-24］。龚晓娟等［25］发现，多巴胺D1受体基因可影

响睾丸组织结构，进而影响生殖。附睾在精子发生中

发挥关键作用，是精子发育、成熟的“摇篮”，具吸收

分泌和浓缩功能［19］，也是精子运输和贮存的重要器

官，附睾头部和体部为精子成熟提供了微环境，而尾

部为功能性精子提供了贮存场所［20］。精囊主要具有营

养和稀释精子的功能。通过HE染色结果发现，CP可
破坏睾丸生精小管上皮和附睾小管基底膜排列的完整

性和紧密性，造成各级生精细胞脱落，生精细胞层数

减少，生精小管管腔空泡化，附睾小管排列松散，附

睾体部和尾部成熟精子数目减少，这在CP注射结束后

第 7天较为明显；随着时间延长，第 14天生精小管和

附睾小管管腔内可见少数精子，而至第21天，成熟精

子数目进一步增多，生精上皮逐渐恢复至趋于正常水

平。另外，精子数目、精子活力和精子畸形率是衡量

机体生殖功能的重要指标，精子数目反映睾丸生精功

能的好坏，精子活力和精子畸形率最能体现精子的质

量。精子活力取决于有鞭毛运动精子的百分率，其前

向运动是质量评估的关键。精子的形态学检查是评判

精母细胞质量和生育力的敏感指标，正常形态精子百

分率指征精子受精能力的高低。

此外，精子发生受内分泌和旁/自分泌系统控制。

性激素是由性腺和肾上腺皮质网状带等组织合成的甾

体激素，具有促进性器官成熟、第二性征发育及维持

性功能等作用。生殖功能的正常运转离不开体内性激

素的调节［20］。睾丸主要分泌以睾酮为主的雄激素，而

睾酮的分泌受到下丘脑-垂体-性腺轴（hypothalamic-
pituitary-gonadal axis，HPG）的精细调节，当下丘脑

分泌的促性腺激素释放激素（gonadotropin-releasing 
hormone，GnRH）作用于垂体后，垂体释放 FSH 和

LH，它们对睾酮的分泌与释放具有关键的调控作用。

LH、FSH和T是控制生精的内分泌因素［26］。FSH促使

精原细胞增殖分化和精子成熟；LH可刺激睾丸间质细

胞分泌睾酮，T水平可间接反映睾丸间质细胞功能状

注 ： LDH， 乳 酸 脱 氢 酶 ； γ -GT， γ - 谷 氨 酰 基 转 移 酶 ； mgprot
（gprot），每毫克 （克） 蛋白。每组小鼠 n=8。与对照组相比，*P<
0.05，**P<0.01。模型组上方数据为与对照组比较的下降百分比。
Note：LDH， lactic dehydrogenase； γ -GT， gamma-glutamyl-trans-
ferase； mgprot （gprot）， per 1 mg（g） protein. In each group， n=8. 
Compared with the control group， *P<0.05， **P<0.01. The data 
above the model group is the percentage decline compared with 
the control group.
图 8 环磷酰胺给药诱导生精障碍模型后 7、14 和 21 d 的小鼠

睾丸组织 LDH 和 γ-GT 活力的变化
Figure 8 The changes of the LDH and γ-GT activity in 

testicular tissue of spermatogenic dysfunction 
mice on the 7th， 14th and 21st day after 
cyclophosphamide administration
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态［20］，因此血清生殖激素水平是评价睾丸生精作用的

重要指标。本研究发现，CP致睾酮水平降低时，会激

活体内负反馈系统，FSH和LH代偿性增高，进一步刺

激睾酮的分泌与释放，CP注射结束后第 7天模型组小

鼠血清睾酮水平明显低于对照组，FSH和LH含量明显

高于对照组，随着时间推移，睾酮水平逐步升高，两

组间睾酮含量差异进一步缩小，FSH和LH水平也趋于

恢复正常。

睾丸组织的氧化应激被认为是男性不育的主要元

凶［27］。正常状态下，体内氧化系统和抗氧化系统处于

动态平衡状态。病理状态时，体内会产生大量自由基，

平衡被打破，机体便产生氧化应激反应［20］。MDA是
脂质与氧自由基反应形成的氧化应激产物之一，其含

量反映了脂质过氧化程度；GSH是一种低分子清除剂，

也是体内重要的非酶性抗氧化物，是衡量机体抗氧化

能力的重要因素，具有强大的还原功能［20］，能清除自

由基、解毒和维持细胞正常生长发育等，GSH含量的

稳定对生精功能的维持至关重要；SOD是生物体内清

除超氧阴离子自由基的重要抗氧化酶，可保护机体免

受氧自由基的损害。本研究从氧化应激代谢产物、非

酶抗氧化物和抗氧化酶三方面进行综合评价发现，CP
注射结束后第7天和第14天模型组小鼠睾丸MDA含量

明显高于对照组，GSH和 SOD含量明显低于对照组，

且第 7天这 3个指标的变化幅度最大，而至第 21天两

组间差异已无统计学意义。

睾丸组织中LDH主要分布于生精小管内成熟或正

在成熟的生精细胞线粒体膜内，在质子转移中发挥关

键作用［28］。LDH可催化糖酵解和糖异生过程中乳酸和

丙酮酸之间的氧化还原反应，参与生精上皮成熟及精

子能量代谢，是精子能量的主要酶系之一，也是睾丸

支持细胞、间质细胞及生精细胞等成熟的标志酶之一。

LDH活力改变会使睾酮分泌减少，精细胞生长因子缺

乏，进而导致精子发生障碍及发育异常［19］。γ-GT是
睾丸支持细胞（Sertoli细胞）发育的标志物，其活性

与睾丸支持细胞的成熟与增殖有关［28］，具有为发育中

精子提供营养和保护，以及调节生精细胞周期等作

用［19］，以上二者均为重要的睾丸标志酶。通过酶活性

检测发现，CP注射结束后第7天和第14天模型组小鼠

睾丸中LDH活力明显低于对照组，γ-GT活力明显高于

对照组，至第21天两组间无明显差异。这说明CP致小

鼠生精障碍，睾丸组织受损，LDH 活力下降，可通

过代偿性增加 γ-GT的活性，缓解CP对睾丸（包括精

子）的生殖毒性作用。

综上，本研究发现连续 7 d腹腔注射CP可诱导小

鼠生精障碍，CP注射结束后第 7天模型组小鼠生殖器

官指数均显著下降，睾丸和附睾组织病理学变化最为

明显，精子数目、精子活力和精子畸形率变化最为显

著，血清T含量明显低于对照组，血清FSH和LH含量

显著高于对照组，睾丸组织MDA、GSH和SOD含量相

较于对照组变化幅度最大，睾丸标志性酶LDH和γ-GT
活力也出现相应改变，但随着时间推移，第21天时两

组间各项指标无显著性差异。因此，从生殖器官指数、

睾丸和附睾组织病理学、精子相关指标、血清生殖激

素水平、睾丸组织内氧化应激水平和睾丸标志性酶活

力等6个方面进行模型评价，比较CP注射结束后第7、
14和 21天的评估结果，可得出结论：连续 7 d腹腔注

射 60 mg/kg的CP，用药结束后第 7天可建立较为理想

的小鼠生精障碍模型；而随着时间延长，至第21天生

精障碍各项指标逐渐恢复到趋于正常水平。小鼠生精

上皮再生速度快［29］，短期内CP连续注射所致生精障

碍会随时间推移的机体代偿而得以修复，睾丸表达的

Rab13 GTPase与生精上皮周期密切相关［30］。本文从生

殖系统表观、微观、氧化还原、酶学水平和血清内分

泌水平等探索出一种较为理想的CP诱导小鼠生精障碍

的造模方式和检测时间，阐明了给药处理结束后生精

各项指标恢复周期和恢复程度的变化规律，为此后进

行改善生精功能相关药物活性评价和生精障碍相关机

制研究奠定了良好基础。
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碘酸钠诱发视网膜色素变性大鼠模型的生理指标和
组织病理学分析
谭 莹1,2, 廖文平1,2, 高启龙3, 李 勇1,2, 史新辉1,2, 王京昆1,2

(1. 云南省药物研究所, 昆明 650011;  2. 云南省中药和民族药新药创制企业重点实验室, 昆明 650011;  3. 昆明市中医

医院, 昆明 650031)

[摘要] 目的　全面评价碘酸钠腹腔注射对 SD 大鼠生理指标和视网膜组织病理学特征的影响。方法　选取 64 只 SD
大鼠随机分为阴性对照组和模型组，每组32只，雌雄各半。模型组以10 mL/kg剂量腹腔注射碘酸钠 （6 mg/mL） 1 次，
阴性对照组以 10 mL/kg 剂量腹腔注射生理盐水注射液 1 次。每天观察大鼠一般体征，注射当天 （0 天） 和注射后第
2、6、9、13、16、20、23、27、29、36、43、50、57 天称量所有存活大鼠体质量；注射后第 3、7、21、28、41、
62 天随机选取大鼠 （第 28 天为 12 只/组，其余为 4 只/组，均为雌雄各半） 进行血清生化学指标检测，系统解剖摘取
脏器称重，然后对主要脏器和组织进行 HE 染色，以及眼 HE 和 TUNEL 染色；注射后第 28、62 天进行血常规指标检
测。结果　注射碘酸钠后，模型组 88% 的大鼠出现一过性稀便，观察期间大鼠体质量增长稍缓且以雄鼠较明显。注
射后第 28 天模型组雌鼠红细胞容积 （red blood cell volume，RDW） 和雄鼠尿素氮 （urea nitrogen，BUN）、网织
红细胞计数 （reticulocyte count，Retic#） 及百分比 （reticulocyte percentage，Retic%） 均升高，与阴性对照组
比较的差异均有统计学意义 （均 P＜0.05）。雌雄鼠白细胞 （white blood cells，WBC）、红细胞 （red blood cells，
RBC）、血红蛋白 （hemoglobin，HGB）、红细胞比容 （hematocrit，HCT） 均有降低趋势，但组间差异均没有统计
学意义 （均 P＞0.05）。模型组雄鼠胸腺重量、系数除注射后第 7 天大于阴性对照组外，其余时间点均小于阴性对照
组，但组间差异均没有统计学意义 （均 P＞0.05）。组织病理学检查可见模型组大鼠视网膜由波浪状改变逐步发展为

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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异常心电图样改变，各层排列紊乱，外核层局灶性变薄，视网膜外核层细胞凋亡；病变发生率、病变评分和凋亡细
胞数量均明显高于或多于同时期的阴性对照组，第 28 天的组间差异有统计学意义 （均 P＜0.01）。结论　碘酸钠腹
腔注射除可使大鼠视网膜变性外，对血清生化、血常规部分指标也有一定程度的影响，还出现大鼠体质量增长略缓
慢和一过性粪便性状改变的现象。因此，在使用该模型开展药物安全性评价时，应关注造模试剂对动物的影响。
[ 关 键 词 ] 碘酸钠； 生理指标； 视网膜组织病理； 视网膜色素变性模型； 大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2023）02-0124-12

Physiological Indexes and Histopathology Analysis of 

Sodium Iodate-Induced Retinitis Pigmentosa in Rats

TAN Ying1,2, LIAO Wenping1,2, GAO Qilong3, LI Yong1,2, SHI Xinhui1,2, WANG Jingkun1,2

(1. Yunnan Institute of Materia Medica, Kunming 650011, China;2. Yunnan Province Company Key Laboratory for 
TCM and Ethnic Drug of New Drug, Kunming 650011, China; 3. Kunming Traditional Chinese Medicine Hospital, 
Kunming 650031, China)
Correspondence to: WANG Jingkun (ORCID: 0009-0006-9724-6286), E-mail: wjkyimm@163.com

[ABSTRACT] Objective To evaluate the effects of intraperitoneal injection of sodium iodate on the 
physiological indexes and retinal histopathological characteristics of SD rats comprehensively. Methods A 
total of 64 rats were randomly divided into negative control group and model group, half male and half 
female. The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate once at the dose of 10 
mL/kg and the negative control group was injected with 10 mL/kg 0.9% NaCl once. The body weight of all 
surviving rats was detected on the day of injection (0 day) and the 2nd, 6th, 9th, 13th, 16th, 20th, 23rd, 27th, 
29th, 36th, 43rd, 50th and 57th days after injection. On the 3rd, 7th, 21st, 28th, 41st and 62nd days after 
injection, the rats were randomly selected (12 rats in each group on the 28th day, and 4 rats in each group 
at other time points, those in each group were half male and half female) for serum biochemical indexes 
detection. The organs were dissected and weighed, and then the main organs and tissues were stained 
with HE, and the eyes were stained with HE and TUNEL. Blood routine indexes were detected on the 28th 
and 62nd day after injection. Results After injection of sodium iodate, 88% of the rats in the model group 
had transient loose stools. During the observation period, the body weight of the rats increased slightly and 
was more obvious in male rats. On the 28th day after injection, compared with the negative control group, 
the red blood cell volume (RDW) of female rats and blood urea nitrogen (BUN), reticulocyte count (Retic#) 
and reticulocyte percentage (Retic%) of male rats in the model group increased significantly (all P＜0.05). 
The white blood cell (WBC), red blood cell (RBC), hemoglobin (HGB) and hematocrit (HCT) of male and 
female rats showed decreasing trends, but there were no significant differences between the two groups 
(all P >0.05). The thymus weight and coefficient of male rats in the model group were smaller than those in 
the negative control group except for the 7th day after injection, but there were no significant differences 
between the two groups (all P ＞0.05). Histopathological examination showed that the retina of the model 
group gradually developed from wavy changes to abnormal electrocardiogram (ECG) -like changes, with 
disordered arrangement of each layer, focal thinning of the outer nuclear layer, and apoptosis of the outer 
nuclear layer of the retina. The incidence of lesions, lesion score and the number of apoptotic cells in the 
model group were significantly higher than or more than those in the negative control group at the same 
time, and the difference between the groups on the 28th day was statistically significant (all P＜0.01). 
Conclusion In addition to retinal degeneration in rats, intraperitoneal injection of sodium iodate also had a 
certain degree of influence on serum biochemical and blood routine indexes, and also showed a slight slow 
growth of body weight and transient changes in fecal traits. Therefore, when using this model to evaluate 
drug safety, the effects of modeling reagents on animals should be paid to attention.
[Key words]  Sodium iodate; Physiological indexes; Retinal histopathology; Retinis pigmentosa model; 

Rats
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近年来将模型动物用于药物临床前安全性评价已

成趋势。根据待评价药物的特点和临床适应症等选择

合适的模型一直是备受关注的技术难题。根据药物临

床前安全性评价研究的目的和相关技术指导原则的要

求［1-2］，安全性评价所涉及的内容非常宽泛。碘酸钠

诱发的视网膜色素变性（retinitis pigmentosa，RP）动

物模型因具有制备简单、病变稳定等特点，被广泛用

于RP药物/细胞治疗、机制探索和再生医学领域［3］。
经查阅国内外文献，未见碘酸钠对除视网膜外其他组

织器官功能、形态等影响的相关报告，局限了该经典

模型在毒理学领域的使用。本研究通过观察和检测注

射碘酸钠后9周内多个时间点SD大鼠的一般体征、体

质量，血清生化和血常规指标，脏器重量和系数，主

要脏器、器官和眼的外观形态及组织病理学检查，全

面评价碘酸钠对SD大鼠的整体影响，以期补充和完善

对该模型的认识，为其用于药物安全性评价研究提供

参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级 SD大鼠 80只，雌雄各半，购入时 5～6周

龄，雌鼠体质量为（127.57±9.79） g，雄鼠体质量为

（144.26±10.03）  g，均由北京维通利华实验动物技术

有限公司提供［SCXK（京） 2016-0006］，动物质量合

格证号为1100112011024706（雌）和1100112011024707
（雄）。动物饲养于云南省药物研究所药物安全性评价

中心屏障环境设施［SYXK（滇）K2017-0004］，温度

23.5～24.6 ℃，相对湿度46%～64%，昼夜各半循环照

明。实验期间动物自由摄食、饮水，动物饲料、垫料、

饮用水和环境技术指标均符合国家规范。本研究所有

动物实验操作及饲养环境条件等均通过云南省药物研

究所实验动物福利伦理委员会审查批准［编号：动

（伦） IACUC-2020-011-01］，所有实验流程均严格遵

照云南省药物研究所药物安全性评价中心相关标准操

作规程进行。

1.2　主要试剂与仪器
碘酸钠购自美国 SIGMA-ALDRICH 公司 （批号

MKCG6491）；氯化钠注射液购自浙江国镜药业有限公

司（批号A19091901B）；白细胞鞘液（Perox Sheath），
白细胞分类试剂（Perox 1、2、3），红细胞、血小板、

血红蛋白、网织红细胞等血常规指标检测试剂均购自

德国 Simenes Healtheare Diagnostics公司；丙氨酸氨基

转移酶、天冬氨酸氨基转移酶、总胆红素、γ-谷氨酰

转移酶、总胆固醇、三酰甘油、肌酸激酶、乳酸脱氢

酶、肌酐、尿素氮检测试剂/试剂盒均购自美国Beckman 
Coulter公司，肌酸激酶同工酶测定试剂盒购自意大利

Sentinel CH. SpA公司。ADVIA 2120血液分析仪为德国

Siemens Healthcare Diagnoseics 公 司 产 品 ； Unicel 
DxC600全自动生化分析仪为美国Beckman Coulter公司

产品；ASP200/ASP300S 脱水机、RM2255 切片机、

HI1210 摊片机、 ST5020 染色机、CV5030 盖片机、

EG1160包埋机和DM6000B显微镜均为德国Leica公司

产品；CX21FSI显微镜为日本奥林巴斯株式会社产品。

1.3　动物分组及用药
经检疫合格后，选择状况良好的SD大鼠64只，用

随机分组法分为阴性对照组和模型组，每组32只，雌

雄各半。阴性对照组雌雄大鼠体质量分别为（158.94±
8.04） g、（197.58±8.29） g，模型组雌雄大鼠体质量分

别为（159.17±7.60） g、（197.62±7.74） g。完成适应性

饲养后，大鼠约 6.5～7.5周龄，模型组以 10 mL/kg的
剂量，腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL的碘酸钠溶液 1
次；阴性对照组以相同容积和频次，腹腔注射生理盐

水注射液。

1.4　一般体征观察、体质量称量
腹腔注射用药后 9周内，每天观察各组大鼠的外

观、活动及精神状态等。注射当天和注射后第 1～28
天每周称重 2次（即注射后第 2、6、9、13、16、20、
23、27天各 1次），之后每周称重 1次（即注射后第

29、36、43、50、57天各1次）。
1.5　血清生化、血常规指标检测

注射后第3、7、21、28、41和62天，随机选取各

组大鼠，经异氟烷麻醉后，腹主动脉采血，检测血清

生化指标；第 28、62 天检测血常规指标 1 次。除

第 28 天每组选取 12只（雌雄各半）外，其余时间点

均为每组4只（雌雄各半）。血清生化指标包括天冬氨

酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、总胆

红素（total bilirubin，TBIL）、γ-谷氨酰转移酶（γ- 
glutamyltransferase， GGT）、 总 胆 固 醇 （total cho-
lesterol，CHOL）、三酰甘油（triglyceride，TG）、肌酸

激 酶 （creatine kinase， CK）、 肌 酸 激 酶 同 工 酶

（creatine kinase isoenzyme， CKMB）、 乳 酸 脱 氢 酶

（lactate dehydrogenase， LDH）、 肌 酐 （creatinine，
CREA）、尿素氮（urea nitrogen，BUN）。血常规指标
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包括白细胞（white blood cell，WBC）、红细胞（red 
blood cell，RBC）、血红蛋白（hemoglobin，HGB）、红

细胞容积（red blood cell volume，RDW）、红细胞比容

（hematocrit， HCT）、 平 均 红 细 胞 容 积 （mean 
corpuscular volume，MCV）、血小板（platelet，PLT）、
网织红细胞计数（reticulocyte count，Retic#）及百分比

（reticulocyte percentage，Retic%）。
1.6　系统解剖及脏器称重

注射后第 3、7、21、28、41和 62天，各组大鼠

（除第 28天每组选取 12只外，其余时间点均为每组 4
只，各时间点均为雌雄各半）经异氟烷麻醉后腹主动

脉采血，然后进行系统解剖，摘取眼球（含哈氏腺）、

胸腺、心、肝、脾、肾，称重。计算脏器系数［脏体

比‰=脏器湿重g/体质量g×1 000］。
1.7 组织病理学检查

眼球用质量分数为 4% 的多聚甲醛溶液和改良

Davidson's固定液固定后进行HE和 TUNEL染色。胸

腺、心、肝、脾、肾用体积分数为4%的中性缓冲甲醛

溶液固定后进行HE染色。用江丰KF-PRO-005数字病

理切片扫描仪截取和采集图片。根据眼HE染色的半定

量分级镜检结果量化评分：（1）视网膜没有呈波浪状

改变计0分，轻微改变计1分，轻度改变记2分，中度

改变记3分，重度改变记4分；（2）视网膜是否呈异常

心电图样改变，各层排列是否紊乱，外核层是否局灶

性变薄，均按（1）的对应病变等级分数乘以 2来计

分。总分为（1） + （2）的总和。采用 Image Pro Plus 
6.0图像分析系统计算视网膜外核层 TUNEL染色阳性

细胞总数。HE染色评分和 TUNEL染色阳性细胞数均

以各组平均值作为最终结果。

1.8　统计学分析
除组织病理学检查外，其余雌、雄大鼠检测数据

分开处理。样本数=6时，使用 IBM SPSS 24进行统计

分析，计量数据组间比较用独立样本 t检验，组间病变

发生率比较用χ2检验，组间病变程度比较用秩和检验，

检验水准α=0.05，双侧检测。样本数=2时，仅用均值

进行描述。P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　用药后各组大鼠的一般体征和体质量变化
阴性对照组所有32只大鼠（雌雄各16只）均未见

异常。模型组中有28只动物（雌鼠12只，雄鼠16只）
注射碘酸钠后16 min至1 h 34 min陆续出现稀便（发生

率为 88%），其中 24只动物（雌鼠 11只，雄鼠 13只）
注射后4 h 8 min至4 h 23 min稀便症状消失，剩余4只
（雌鼠1只，雄鼠3只）注射次日恢复正常。

腹腔注射碘酸钠当天（0天）和注射后第 2、6、
9、13、16、20、23、27、29、36、43、50、57天，阴

性对照组和模型组大鼠的体质量均随着时间推移持续

增长，其中模型组雌雄鼠体质量略轻于阴性对照组，

但仅雄鼠注射后第 2天与阴性对照组之间比较差异有

统计学意义（P<0.05，图1）。

2.2　用药后各组大鼠的血清生化和血常规指标
变化

腹腔注射碘酸钠后第 3、7、21、28、41和 62天，

模型组雌雄鼠的肝胆功能指标 AST、ALT、TBIL、
GGT，脂质代谢指标 CHOL、TG，心功能指标 CK、
CKMB、LDH，以及肾功能指标BUN、CREA，均随着

时间推移出现不同程度的波动，但仅第 28天雄鼠的

BUN与阴性对照组之间比较差异有统计学意义（P＜

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/
kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时
间点两组大鼠数量分别为单性别 16、16、14、12、12、12、12、10、
10、4、4、2、2、2 只；与阴性对照组间比较，∗P＜0.05。
Note：The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/
mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg；the 
negative control group was intraperitoneally injected with normal 
saline at the same volume and frequency. The number of rats in 
the two groups at each time point was 16， 16， 14， 12，12， 12， 12， 
10， 10， 4， 4， 2， 2， 2 respectively for single sex. Compared with the 
negative control group， ∗P＜0.05.
图 1 碘酸钠注射后雌雄鼠体质量变化曲线图
Figure 1 Body weight curve of male and female rats after 

        sodium iodate injection
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0.05，图 2）。腹腔注射碘酸钠后第 28天，模型组雌鼠

的 RDW以及雄鼠的 Retic#和 Retic%均高于阴性对照

组，组间比较差异有统计学意义（P＜0.01）；与阴性

对照组相比，第 28 天雌雄鼠的 WBC、RBC、HGB、
HCT，以及第 62天雄鼠的WBC、HCT均呈降低趋势，

但组间差异无统计学意义（P＞0.05，图3）。

2.3　用药后各组大鼠的脏器质量及系数
腹腔注射碘酸钠后第 3、7、21、28、41和 62天，

模型组雌雄大鼠心、肝、脾、肾质量和系数均为无规

律小幅度波动，组间差异无统计学意义（P＞0.05）。
注射后第 3、21、28、41和 62天，模型组雄鼠的胸腺

质量和系数均小于阴性对照组，注射后第 7天模型组

雄鼠的胸腺质量和系数大于阴性对照组，但组间差异

均无统计学意义（P＞0.05，图4）。
2.4　用药后各组大鼠的各脏器组织病理学变化

经肉眼观察和HE染色后的组织病理学检查发现，

各组大鼠的胸腺、心、肝、脾、肾等脏器及其组织均

未见异常。

眼HE染色结果显示，阴性对照组大鼠的视网膜色

素上皮层、视杆视锥层、外核层、内核层、神经节细

胞层等形态结构完整且边界清晰，各层细胞排列整齐

且密度均匀。模型组大鼠在腹腔注射碘酸钠后第 3天
视网膜呈波浪样改变，局部脱落、色素上皮损伤；随

时间延长，以上病变程度加重，第 7天视网膜各层结

构紊乱，分界不清，心电图呈异常改变，色素上皮层

正常结构消失；第21天开始，视细胞内外节可见明显

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时间点两
组大鼠数量分别为单性别 2、2、2、6、2、2 只；与阴性对照组比较，∗P＜0.05。
Note： The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg； the negative 
control group was intraperitoneally injected with normal saline at the same volume and frequency. The number of rats in the two groups at 
each time point was 2， 2， 2， 6， 2， 2 respectively for single sex. Compared with the negative control group， ∗P＜0.05.
图 2 碘酸钠注射后雌雄鼠血清生化指标变化
Figure 2 Changes of serum biochemical indexes of male and female rats after sodium iodate injection
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损伤，视杆视锥层细胞肿胀，局灶坏死缺失，外核层

局灶性变薄、萎缩，节细胞层细胞数量减少，病变持

续至第61天仍未恢复。视网膜病变的发生率在碘酸钠

注射后第21、28天达到峰值，至第42天略有下降，其

中第28天与阴性对照组相比有统计学意义（P ＜0.01，
图5）。同样，视网膜病变评分在碘酸钠注射后第28天
达到最高，与阴性对照组相比有统计学意义（P＜

0.01，图5），之后评分逐渐降低。

眼TUNEL染色结果显示，阴性对照组腹腔注射生

理盐水后第 28天时个别大鼠的视网膜偶见凋亡细胞。

模型组腹腔注射碘酸钠后第 3天时视网膜外核层开始

出现凋亡细胞，第 7天达到峰值，至第 62天仍可见凋

亡细胞（图6）。图像分析结果与镜下观察一致，阴性

对照组凋亡细胞数量远少于同时期模型组，其中注射

后第28天的组间差异有统计学意义（P＜0.01）。
3　讨论

碘酸钠是一种无机氧化剂，对视网膜色素上皮

（retinal pigment epithelium，RPE）有较强的选择性［3］，
可在体内外诱导多种属动物（如小鼠［4］、大鼠［5-10］、
兔［11］、犬［12］）和人［13］视网膜色素变性，其机制主

要为引发视网膜细胞氧化应激反应［14］，阻碍视网膜色

素上皮糖代谢的酶反应，造成RPE变性［15］，直接损伤

神经视网膜［16］。研究普遍认为，碘酸钠对除眼以外的

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时间点两
组大鼠数量分别为单性别 2、2、2、6、2、2 只；与阴性对照组间比较，∗∗P＜0.01。
Note：The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg；the negative 
control group was intraperitoneally injected with normal saline at the same volume and frequency. The number of rats in the two groups at 
each time point was 2， 2， 2， 6， 2， 2 respectively for single sex. Compared with the negative control group， ∗∗P＜0.01.
图 3 碘酸钠注射后雌雄鼠血常规指标变化
Figure 3 Changes of blood routine indexes of male and female rats after sodium iodate injection
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全身其他组织和器官没有明显毒性作用［17］。但碘酸盐

毒理研究发现，大鼠或家兔经口或腹腔给予生理剂量

的碘酸盐后，肝、肾、心、大脑、肌肉、小肠、胃、

睾丸、颌下腺、皮肤、毛发和甲状腺组织中均有分布；

小鼠经口摄入碘酸盐的半数致死量 （median lethal 
dose，LD50）范围为500～1 100 mg/kg，经胃肠外途径

给药的 LD50范围为 100～120 mg/kg；家兔碘酸盐最低

致死剂量为75 mg/kg［18］。以上结果说明碘酸盐具有全

身暴露风险和一定的毒性。此外，碘酸钠的氧化作用

可能诱发机体的氧化应激反应，而氧化应激生成的过

氧化物和自由基会导致全身毒性作用，与多种疾病的

发生发展密切相关，涉及的脏器和系统非常广泛，包

括但不限于脑［19］、肝［20］、肾［21］、肺［22］、骨［23］、口

腔［24］，心血管系统［25-26］、神经系统［27］、生殖系

统［28］、脂质和糖代谢［29］等。因此，研究碘酸钠是否

会对动物全身组织器官和系统产生影响是有价值和意

义的。基于此，本研究根据相关文献［30-31］和预实验

结果，在保证动物RPE出现典型病变的基础上，全面

评价单次腹腔注射60 mg/kg碘酸钠对SD大鼠可能产生

的影响。

在本实验条件下，腹腔注射碘酸钠对大鼠一般体

征、体质量和生理指标均可产生一定影响且有性别差

异。（1）注射当天 88%的大鼠出现稀便，以雄鼠数量

居多，且恢复时间较雌鼠略长；观察期间雄鼠体质量

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时间点两
组大鼠数量分别为单性别 2、2、2、6、2、2 只。
Note：The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg；the negative 
control group was intraperitoneally injected with normal saline at the same volume and frequency. The number of rats in the two groups at 
each time point was 2， 2， 2， 6， 2， 2 respectively for single sex.
图 4 碘酸钠注射后雌雄鼠各脏器质量及系数变化图
Figure 4 Changes of organ weight and coefficient of male and female rats after sodium iodate injection

130



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2023, 43(2)

增长缓慢较雌鼠明显。在以大鼠作为实验系统和碘酸

钠致RP的同类研究中［3-12］均未见碘酸钠使动物粪便

性状一过性改变或产生胃肠系统功能紊乱相关症状的

报告，但在本研究中腹腔注射生理盐水注射液的阴性

对照组大鼠未见类似症状，基本排除了注射方式导致

动物出现稀便的可能性；另外，据文献报告碘酸盐腹

腔注射后在肠内有分布［18］，因此推测该症状的出现与

碘酸钠相关。（2）雌雄鼠除心脏功能指标（CK、CK-
MB）均于注射后第 7天开始升高外，雌鼠的其他指标

波动均早于雄鼠 （雌鼠 TBIL、GGT、AST、ALT 和
BUN、CREA注射后第7天开始升高，雄鼠上述指标的

升高时间分别为第 21 天和第 28 天；雌鼠和雄鼠

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时间点两
组大鼠数量分别为单性别 2、2、2、6、2、2 只。a 示模型组注射后第 3 天视网膜呈波浪样改变；b 示模型组注射后第 7 天视网膜呈异常心电图
样改变，各层排列紊乱；图 c～f 分别示模型组注射后第 21、28、41、62 天视网膜呈异常心电图样改变，各层排列紊乱、外核层局灶变薄；g 示
阴性对照组视网膜正常；h-i 为两组大鼠的视网膜病变发生率及 HE 评分比较 （病变 1 为视网膜呈波浪样改变，病变 2 为视网膜呈心电图样改变）
与阴性对照组比较，∗∗P<0.01。图中比例尺大小均为 50 μm。
Note：The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg； the negative 
control group was intraperitoneally injected with normal saline at the same volume and frequency. The number of rats in the two groups at 
each time point was 2， 2， 2， 6， 2， 2 respectively for single sex. a shows the retina of the model group appeared wave-like changes on the 
3rd day after injection； b shows the retina of the model group appeared abnormal electrocardiogram （ECG）-like changes on the 7th day 
after injection， and the arrangement of each layer was disordered； c-f show the retina of the model group appeared abnormal ECG-like 
changes on the 21st， 28th， 41st and 62nd days after injection， with disordered arrangement of each layer and focal thinning of the outer 
nuclear layer. g shows normal retina in negative control group； h-i show the comparison of the incidence of retinopathy and HE score between 
the two groups （Lesion 1 shows wave-like changes in the retina， lesion 2 shows ECG-like changes in the retina）. ∗∗P<0.01， vs the negative 
control group. The scale size in the figure are 50 μm.
图 5 碘酸钠注射后不同时间点的大鼠眼视网膜病变情况（HE 染色， ×400）
Figure 5 Retinopathy in rats at different time points after sodium iodate injection （HE staining， ×400）
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CHOL、TG分别于注射后第 3天和第 7天开始波动），

但上述指标波动的持续时间未见性别差异（注射后第

41天均恢复至与阴性对照组基本一致）。（3）注射后第

21天模型组雌鼠的肝、脾、肾、胸腺的质量及系数，

以及雌鼠的心脏质量及系数的平均值和个体数据，均

大于阴性对照组，这与模型动物脏器功能相关血清生

化指标出现不同程度波动的情况相吻合；但碘酸钠对

各脏器的影响仅体现在脏器功能层面，未涉及组织形

态的改变。此外，注射后雌雄鼠出现波动的血常规指

标基本一致，但雌鼠的波动在注射后第 28天较明显，

雄鼠持续至第 62天仍未完全恢复。以上结果提示，

60 mg/kg碘酸钠腹腔注射可能有一定程度的全身毒性，

但因部分时间点的样本数相对较少，上述指标的波动

与碘酸钠的相关性还有待进一步证实。

本研究用HE、TUNEL染色对大鼠注射后不同时间

点的视网膜病变进行了动态追踪，可见大鼠RPE及神

经层细胞出现了明显的病理损伤，所见病变类型与文

献报告［7-10］基本一致，均表现为视网膜细胞排列紊

注：模型组一次性腹腔注射质量浓度为 6 mg/mL 碘酸钠溶液 10 mL/kg；阴性对照组以相同容积和频次腹腔注射生理盐水注射液。各时间点两
组大鼠数量分别为单性别 2、2、2、6、2、2 只。a～f 分别示模型组注射后第 3、7、21、28、41、62 天视网膜外核层细胞 TUNEL 染色阳性 （箭
头所示为 TUNEL 染色阳性细胞）；g 示阴性对照组视网膜 TUNEL 染色阴性；h 为两组大鼠的视网膜外核层 TUNEL 染色阳性细胞数比较，与阴性
对照组比较，∗∗P<0.01。图中比例尺大小均为 50 μm。
Note：The model group was intraperitoneally injected with 6 mg/mL sodium iodate solution once at the dose of 10 mL/kg；the negative 
control group was intraperitoneally injected with normal saline at the same volume and frequency. The number of rats in the two groups at 
each time point was 2， 2， 2， 6， 2， 2 respectively for single sex. a-f show that TUNEL staining was positive in the outer nuclear layer of the 
retina on the 3rd， 7th， 21st， 28th， 41st and 62nd days after injection in the model group （the arrows show TUNEL staining positive cells）； g 
shows that the TUNEL staining of the retina in the negative control group was negative； h shows the comparison of the number of TUNEL 
staining positive cells in the outer nuclear layer of the two groups of rats. ∗∗P<0.01， vs the negative control group. The scale size in the figure 
are 50 μm.
图 6 碘酸钠注射后不同时间点的大鼠眼视网膜 TUNEL 染色情况（×400）
Figure 6 TUNEL staining of rat retina at different time points after sodium iodate injection （×400 ）
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乱、呈波浪样改变，病变部位以后极部为主，同时视

网膜外核层局灶萎缩、变薄，细胞数量减少，细胞凋

亡，病变程度及范围随注射后时间的延长而加重。本

研究结果与相关文献报道的差异主要包括以下几点：

（1）与尾静脉注射相同剂量碘酸钠的报告［10］相比，

本研究视网膜病变更严重，注射后第 7天视网膜扭曲

加重，呈异常心电图样改变，外核层局灶缺失，但尾

静脉注射后仅见视网膜波浪样改变和外核层细胞减少。

导致病变程度差异的原因可能是，与直接进入血液循

环的静脉注射相比，腹腔注射后药物经腹腔肠系膜静

脉吸收进入全身循环，吸收和代谢速率较慢，与靶器

官结合的时间较长。（2）本研究注射后第3、7天模型

组部分动物视网膜上皮至Bruch膜脱落，类似报告［11］

仅在非啮齿类动物兔中可见，未见大小鼠视网膜出现

该情况。（3） Kiuchi等［31］发现碘酸钠以 100 mg/kg诱
发小鼠RP模型第3天感光细胞凋亡达高峰，注射后第

7天凋亡停止；但本研究大鼠的细胞凋亡高峰在注射后

第28天，注射后第62天仍未停止，该差异可能与动物

种属不同、机体代谢能力有差异相关。（4）在碘酸钠

诱导RP模型中，部分研究仅使用雄性动物［7-9］，本研

究中动物视网膜病变未见明显的性别差异，但在对生

理指标的影响方面，雌性动物可能对碘酸钠更加敏感。

综上，碘酸钠引起大鼠视网膜病变与人类RP疾病

的片状RPE缺损极为相似，且建模方法简单易行、病

变稳定，碘酸钠静脉或腹腔注射对视网膜均有较好的

选择性，但可能对动物其他组织器官功能也产生一定

程度的影响。因此，在使用该动物模型作为药物安全

性评价工具时，应充分考虑造模试剂的全身毒性暴露，

并且需要评价药物与造模试剂可能的相互作用等。本

研究提示，需通过增大样本量，建立丰富、可靠的背

景数据等方法，正确分辨动物异常体征和各指标波动

与待评价药物的相关性。
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食蟹猴缺血再灌注模型的建立及依达拉奉干预作用
潘梦鲜1,2, 黄晓姣1,2, 黄中理1,2, 申 果1,2, 张鹏飞1,2, 曾 勇1,2, 李文峰3, 周华波4, 韦祝梅1,2

(1. 广西桂科院华仁济瀛生物科技有限公司, 南宁 530000;  2. 广西科学院医学与健康研究院, 南宁 530000;  3. 广西

盛思蓝生物医药技术有限公司, 南宁 530000;  4. 南宁市华波宠物医院, 南宁 530000)

[摘要] 目的　建立食蟹猴大脑中动脉缺血再灌注模型，并分析依达拉奉干预的疗效。方法　将 15 只成年雄性食蟹
猴 随 机 分 为 3 组 ， 分 别 为 假 手 术 组 （Sham， n=3）、 缺 血 再 灌 注 模 型 组 （Model， n=6） 和 依 达 拉 奉 治 疗 组

（Edaravone，n=6）。采用左侧大脑动脉 M1 段夹闭 1 h 再灌注的方法建立成年食蟹猴大脑中动脉缺血再灌注模型，
再灌注 2 h 后 Edaravone 组动物静脉注射 0.5 mg/kg 依达拉奉进行干预治疗，Sham 组和 Model 组动物静脉注射等体
积的生理盐水，第 2 天至第 7 天，每天 2 次。对食蟹猴进行行为学录像、临床表现观察以及神经功能缺损评分，并
对其脑水肿体积及脑缺血体积进行统计分析。结果　与 Sham 组相比，Model 组食蟹猴均出现明显的缺血性脑卒中
疾病典型症状，Model 组在术后神经功能缺损评分显著升高 （P＜0.01），脑组织水肿体积显著增大 （P＜0.01），脑
组织梗死体积显著增大 （P＜0.01）。与 Model 组相比，Edaravon 治疗后神经功能评分降低 （P＜0.05），脑组织水肿
体积显著减小 （P＜0.05），脑组织梗死体积显著减小 （P＜0.05）。结论　成功建立了食蟹猴大脑中动脉缺血再灌注
模型，证实依达拉奉可以缓解食蟹猴大脑中动脉缺血再灌注引起的损伤。
[ 关 键 词 ] 食蟹猴； 缺血性脑卒中； 缺血再灌注； 依达拉奉
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Establishment of Ischemia-Reperfusion Model in Cynomolgus 

Macaques and Effects of Edaravone Intervention
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[ABSTRACT] Objective　 To establish an ischemia-reperfusion model in cynomolgus macaques and to 
analyse the effects of edaravone intervention. Methods　A total of fifteen adult male cynomolgus macaques 
were randomly divided into three groups: sham operation (Sham group, n=3), ischemia-reperfusion model (Model 
group, n=6) and edaravone treatment (Edaravone group, n=6). Ischemic-reperfusion model of cynomolgus 
macaques was established by clamping the M1 branch of the left cerebral artery for 1 h. After 2 h of reperfusion, 
the animals in Edaravone group were injected with 0.5 mg/kg edaravone intravenously for intervention treatment, 
while the animals in Sham and Model groups were injected with an equal volume of normal saline intravenously, 
twice a day, from the 2nd to 7th day. The behavioral video recordings, clinical observations and neurological 
deficit scores of cynomolgus macaques were obtained, and brain edema volume and cerebral ischemia volume 
were statistically analyzed. Results　 Compared with the Sham group, the animals in Model group showed 
typical symptoms of ischemic stroke, with a significant increase in the neurological deficit score， the volumes of 
edema and infarct of brain tissue (all P＜0.01). Compared with Model group, the neurological deficit score, the 
volumes of edema and infarct of brain tissue were significantly reduced in Edaravone group (all P＜0.05).
Conclusion　An animal model of ischemia-reperfusion in cynomolgus macaques was successfully established, 
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and edaravone was confirmed to alleviate the damage caused by ischemia-reperfusion.
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脑卒中又称中风，具有致残率高、复发率高和病

死率高等特点，极大地危害人类健康［1］。脑卒中是脑

血管破裂或堵塞导致脑组织损伤的疾病，分为出血性

脑卒中和缺血性脑卒中，其中脑缺血约占 85%，脑出

血约占 15%［2］。脑缺血的治疗方法是通过溶栓恢复大

脑的血液供应，然而快速再灌注会导致大脑区域进一

步损伤，这种情况被称为缺血再灌注损伤［3］。缺血性

脑卒中患者主要是单侧大脑中动脉闭塞引起运动障碍、

感觉功能及语言功能障碍，从而出现上下肢偏瘫、面

瘫、言语不清的现象，这些症状的轻重程度与病灶区

的位置及大小相关［4］。
动物模型是研究疾病机制和评价药物作用的重要

方法，在生物医学研究中发挥着核心作用。临床前动

物模型对开发新的治疗方法以及阐明脑卒中期间和脑

卒中后脑损伤及其修复的分子机制具有重要作用［5-6］。
啮齿类动物脑缺血再灌注的造模方法主要有开颅法、

线栓法和栓塞法。啮齿类动物费用较少且易于饲养，

建模方便，容易护理，病理检测已相当成熟，发病机

制的研究也较为深入。现实中很多神经保护药物在啮

齿类实验动物疾病模型中具有很好的保护作用，但在

临床试验中却没有得到预期的保护作用。这可能是因

为啮齿类动物的脑组织形态结构、生理功能及代谢与

人类存在较大差异，临床转化率通常低于 10%。非人

灵长类动物具有与人类相似的大脑解剖结构、脑回结

构及相似的神经运动功能，可以更好地反映缺血性脑

卒中的临床症状和病理情况，是探索人类治疗方法的

理想模型［7-8］。卒中治疗专业学术圆桌会议（Stroke 
Treatment Academic Industry Roundtable，STAIR）推荐

使用非人灵长类实验动物作为临床前研究动物。研究表

明，啮齿类动物的缺血性脑卒中与人存在显著差异，这

些差异包括脑卒中的病理特征、急性缺血性损伤后炎症

和分子途径的变化；而非人灵长类动物的缺血性脑卒中

模型与人类更相似［9］，因此成熟的非人灵长类动物模

型对于新药研究及人类脑卒中病理机制研究十分重要。

为了更好地模拟脑卒中患者，大多数非人灵长类

脑卒中模型是通过阻断大脑中动脉（middle cerebral 
artery occlusion，MCAO）构建的，该方法可以实现良

好的重现性和术后存活率。目前，MCAO造模方法主

要包括水平段（M1）闭塞和脑岛段（M2）闭塞，其中

M1段闭塞的病灶区体积更大，神经功能缺失评分更

高，更能体现脑卒中后的症状［10］。有研究发现，大脑

中动脉M1段内的缺血区域具有侧支流动，卒中初始核

较小，皮层和皮层下结构均有大量的半暗带［11］，有利

于缺血性脑卒中发病机制的研究及新治疗方法的探索。

依达拉奉是一种抗氧化保护剂，可以通过清除羟

自由基、过氧自由基和超氧自由基，缓解脑水肿，抑

制迟发性神经元死亡，从而改善脑缺血引起的脑卒

中［12］。依达拉奉注射液于2001年在日本首次被批准用

于治疗急性缺血性脑卒中患者，现在中国已广泛使用，

是目前治疗脑卒中患者的常用药物［13］。依达拉奉注射

液在非人灵长类动物缺血再灌注模型的治疗效果尚少

有报告。本研究通过夹闭食蟹猴大脑中动脉M1段建立

脑动脉缺血再灌注模型，并通过静脉注射依达拉奉进

行干预治疗，然后用神经功能缺损评分评价临床神经

缺损程度，根据磁共振成像检查以及脑组织2，3，5-三
苯基氯化四氮唑（2，3，5-triphenyltetrazolium chloride，
TTC）染色检测缺血模型动物的水肿体积及脑梗死体

积，评估脑缺血病灶区大小，探究依达拉奉注射液对

食蟹猴缺血再灌注模型的治疗效果，以及其可否作为

临床前非人灵长类动物缺血再灌注模型新药研究的阳

性对照药，并为脑缺血再灌注损伤机制及以食蟹猴作

为脑缺血再灌注模型动物用于药物治疗的深入研究提

供支持。

1　材料与方法

1.1　实验动物
普通级雄性食蟹猴15只，8～12岁，体质量6.0～

9.0 kg，来源于广西雄森灵长类实验动物养殖开发有限

公司［SCXK（桂） 2016-0003］，动物质量合格证号为

0002880。所有食蟹猴均由兽医进行健康检查，确保体

格健康、摄食正常、运动功能正常。动物食用全价猴-
维持颗粒饲料，自由饮水；普通环境适应性饲养及操

作训练 14 d，温度为（22±4）℃，相对湿度为 40%～
70%，12 h/12 h昼夜交替。动物实验在广西盛思蓝生

物医药技术有限公司实验设施［SYXK （桂） 2020-
0008］中进行，并通过广西盛思蓝生物医药技术有限

公司实验动物福利与伦理委员会审查（IACUC编号：

006-SSLI2020）。
1.2　主要仪器及试剂

磁共振扫描仪为荷兰 Philips 公司产品 （型号
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临床前非人灵长类动物缺血再灌注模型新药研究的阳

性对照药，并为脑缺血再灌注损伤机制及以食蟹猴作

为脑缺血再灌注模型动物用于药物治疗的深入研究提

供支持。

1　材料与方法

1.1　实验动物
普通级雄性食蟹猴15只，8～12岁，体质量6.0～

9.0 kg，来源于广西雄森灵长类实验动物养殖开发有限

公司［SCXK（桂） 2016-0003］，动物质量合格证号为

0002880。所有食蟹猴均由兽医进行健康检查，确保体

格健康、摄食正常、运动功能正常。动物食用全价猴-
维持颗粒饲料，自由饮水；普通环境适应性饲养及操

作训练 14 d，温度为（22±4）℃，相对湿度为 40%～
70%，12 h/12 h昼夜交替。动物实验在广西盛思蓝生

物医药技术有限公司实验设施［SYXK （桂） 2020-
0008］中进行，并通过广西盛思蓝生物医药技术有限

公司实验动物福利与伦理委员会审查（IACUC编号：

006-SSLI2020）。
1.2　主要仪器及试剂

磁共振扫描仪为荷兰 Philips 公司产品 （型号
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Ingenia 3.0 T）；大动物麻醉机为北京众实迪创科技发

展有限责任公司产品（ZS-MW）；监护仪为深圳迈瑞

器械有限公司产品（PM-9000）。依达拉奉注射液购自

南京先声东元制药有限公司；TTC染色试剂购自美国

Sigma公司；曲马多注射液购自石药集团欧意药业有限

公司；酚磺乙胺注射液购自国药集团容生制药有限公

司；氨苄西林钠股购自山东鲁抗医药股份有限公司；

异氟烷购自江苏恒丰强生技术有限公司；术眠灵Ⅱ注

射液购自南京农业大学小动物疾病研究室；戊巴比妥

钠购自国药集团化学试剂有限公司；硫酸阿托品购自

黑龙江省北安市飞龙动物药厂；乳酸钠林格注射液购

自安徽双鹤药业有限责任公司。

1.3　实验动物分组及给药方法
15只食蟹猴随机分为假手术组（Sham，n=3）、模

型 对 照 组 （Model， n=6） 和 依 达 拉 奉 治 疗 组

（Edaravone，n=6）。Edaravone组动物静脉滴注0.5 mg/kg
依达拉奉，给药质量浓度为 0.25 mg/mL，10 min滴注

完毕；Sham组和Model组动物静脉注射等体积的生理

盐水（即0.9%NaCl溶液）。缺血再灌注损伤后2 h第一

次给药，第2～7天，每天2次，共6 d。
1.4　术前准备

动物实验前禁食不禁水8～12 h，麻醉前15 min给
予硫酸阿托品注射液（0.05 mg/kg），肌内注射0.02 mL/
kg术眠灵Ⅱ注射液进行诱导麻醉，术野备皮，开放静

脉通道；实施术前兽医基础用药，即经肌内注射氨苄

西林钠1 g/只、曲马多注射液2.5 mg/kg、酚磺乙胺注射

液5 g/只，气管插管后转移至手术台，连接麻醉机使用

异氟烷（1%～2%）气体维持麻醉，心电监护，静脉滴

注乳酸钠林格注射液。体位摆放：右侧卧位，使颧骨

体部位于术野最高点，术者视线能垂直地沿蝶骨嵴到

达前床突和鞍旁。用碘伏消毒术野 2次，铺好无菌手

术创巾。

1.5　动物模型制作方法
采用手术方法，建立食蟹猴左侧大脑中动脉M1段

缺血再灌注损伤模型。自左侧眶缘后外侧 1 cm、颧骨

颞突上缘处，至左侧上颞线、眶缘后2 cm处，切开头

皮、皮下组织，分离颞肌、筋膜、骨膜，显露颅骨；

环绕蝶骨嵴外侧部切开颅骨2 cm×2 cm，以外侧裂为中

心，“十”字形剪开硬脑膜，显露额下回、颞上回和外

侧裂，用湿的脑棉片覆盖保护脑实质，打开硬脑膜

（图 1A）；解剖脑池，用脑压板轻柔牵开额叶和颞叶，

在显微镜下显露颈内动脉分叉部、大脑中动脉M1段
（MCA M1）、大脑前动脉水平段（A1），充分解剖暴露

MCA M1起始端（图1B）；显微镜下再次确认后，用无

损伤血管钳夹闭MCA M1起始端，确保完全夹闭血管，

计算开始时间，可见M1段血管远心端较瘪且血液颜色

变深（图 1C）。用生理盐水浸润术野以避免脑组织干

燥，夹闭1 h后松开血管钳恢复血流，缝合硬脑膜，缝

合肌肉和皮肤。Sham组除不夹闭大脑中动脉M1段外，

其余操作同模型组一样。所有组动物进行术后特级护

理，包括消炎、止血、止痛、吸痰、保温、生命体征

监护等。

1.6　术后护理
术后 3 d给予食蟹猴止痛药（曲马多注射液，2.5 

mg/kg），每天2次；术后5 d给予消炎药（氨苄西林钠，1 g/
只），每天 2次；术后 2 d给予止血药（酚磺乙胺注射

液，5 g/只），每天 1次。观察发现动物流涎时，使用

电动吸引器清理口腔分泌物。每天将动物牵上猴椅，

用生理盐水清创，然后碘伏消毒。若动物无法自主进

食，则需灌胃给予流食即牛奶+蛋白粉+米糊，40～50 
mL/只/次，2次/d；同时，静脉输入能量即肌酐+辅酶

A+Vb+ATP+Vc+KCl 2 mL+5%葡萄糖溶液，每天 1次。

注：A，手术入路；B，辨别大脑中动脉 M1 段 （MCA M1）；C，
MCA M1 夹闭后可见血管颜色变深。
Note： A， Surgical approach； B， Identify the middle cerebral artery 
M1 （MCA M1）； C， After MCA M1 was clamped， blood vessels 
became darker.
图 1 食蟹猴左侧大脑中动脉 M1 段缺血再灌注损伤手术示意图
Figure 1 Surgical diagram of left M1-segment middle 

cerebral artery ischemia reperfusion injury in 
cynomolgus monkey
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输液结束后，使用50%硫酸镁对进针处行热敷治疗15 
min，保护动物四肢静脉。若动物出现偏瘫无法运动，

需每天给动物翻身并按摩以增加血液循环，避免生疮。

1.7　神经功能评分
所有动物的神经功能活动视频采集分别于术前 0

天，术后第 1天、第 3天、第 5天、第 7天进行，根据

录像中动物的行为学表现进行神经功能缺损评价

（neurological deficit score，NDS）。依据Zhu等［14］的评

价方法，采取两人双盲评价。评价方法中含有四大类，

包括意识、骨骼肌协调性、感觉系统功能和运动系统

功能，满分为 100，各类别满分分别为 28、18、22、
32，分数越高，说明神经功能损害越严重，详见表1。
1.8　磁共振成像检测

磁共振成像检查在广西医科大学琅东附属医院放

射科进行。所有动物分别于术前0天、术后第3天、第

7天进行磁共振检查，共 3次。肌内注射 0.04 mL/kg术
眠灵麻醉动物后，扫描序列有 T1WI、T2WI、T2W 
FLAIR、DWI，扫描结束后观察动物的苏醒情况，以及

动物的精神行为状况。用Weasis软件进行图像分析，

分别用T2W FLAIR和DWI序列分析水肿体积，每层水

肿体积为该层水肿面积和层厚的乘积，各层的水肿体

积之和为总的水肿体积。

1.9　TTC 染色
在手术后的第 8 天，静脉注射戊巴比妥钠

（100 mg/kg） 深度麻醉后实施安乐死；取下大

脑，－20℃速冻 20 min后，冠状方向切片，每片脑组

织的厚度为 4 mm；用 2% 的 TTC，37 ℃避光反应 30 
min，PBS清洗；加入质量分数为 4%的多聚甲醛固定

液，置于4 ℃冰箱中过夜，PBS清洗2次；用扫描仪扫

描组织片，用 Image J软件进行图像分析，测量梗死面

积，每层梗死体积为该层梗死面积和层厚的乘积，各

层的梗死体积之和为总的梗死体积。

1.10　统计分析
使用SPSS 20.0软件进行数据分析，使用GraphPad 

Prism 5.0软件作图。实验数据以 -x±s表示。组间比较

采用单因素方差分析，组内两两比较采用 LSD-t 检
验。P<0.05为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　各组动物的临床观察及神经功能缺损评分
临床观察结果显示：Model组术后第 3天死亡 1只

动物，该组动物死亡率为 16.7%；Sham组和Edaravone
组无动物死亡，死亡率为0。Sham组动物术后第1至第

2天精神状态较术前略差，可自主进食，术后第3至第

7天逐渐恢复；Model组动物术后第 1至第 4天出现右

侧上肢偏瘫无力、运动不协调、防御减退、轻微嗜睡，

食欲下降、无法自主进食、嘴角微偏左侧歪斜等现象，

术后第5至第7天动物可逐渐自主进食、坐立，且精神

状态逐渐恢复；Edaravone组动物术后第 1天至第 3天
出现右侧肢体偏瘫无力、运动不协调、嘴歪斜、嗜睡、

精神状态差、防御减退、食欲下降、无法自主进食等

情况，术后第4天至第7天逐渐可自主进食、坐立，精

神状态较好。

神经功能缺损评分显示：Sham组术后分值最高峰

出现在第1天，之后呈下降趋势，术后第7天时神经功

能基本恢复；与 Sham组比较，Model组术后第 1、3、
5、7天时评分差异显著（P<0.01），Edaravone组术后

第 1、3、5天时评分差异有统计学意义（P<0.05）；与

Model组比较，Edaravone组术后第3天时评分具有显著

性差异（P<0.01），术后第 5天和第 7天时差异有统计

学意义（P<0.05）（图2）。以上结果说明食蟹猴缺血再

灌注后神经功能受到损伤，而依达拉奉可以缓解神经

功能损伤。

2.2　各组动物的脑缺血及水肿体积变化
磁共振成像扫描时间约 30 min，扫描结束后 5～

10 min动物苏醒（有知觉，可以动，但无意识），60～
80 min动物可以自行坐立，运动不协调，有意识但情

绪低落。磁共振成像的血管源性水肿体积 （T2W 
FLAIR）数据分析显示，所有动物在手术前脑组织完

好，无异常信号，无水肿；术后Sham组动物存在轻微

水肿，Model组和Edaravone组动物水肿体积随时间推

移呈下降趋势。T2W FLAIR序列分析（图3A和C）显

示：与Sham组比较，Model组和Edaravone组在术后第

3天和第 7天时水肿体积明显增大（Model组 P<0.01，
Edaravone组 P<0.05）；与Model组比较，Edaravone组
水肿体积明显减小（术后第3天时P<0.05，术后第7天
时 P<0.01）。DWI序列的分析结果与 T2W FLAIR序列

相似（图3B和D）。以上结果提示食蟹猴缺血再灌注后

脑水肿体积显著增大，而依达拉奉可以缓解脑水肿。

2.3　各组动物的脑组织缺血梗死体积
脑组织发生缺血梗死后TTC染色可显示白色，而

正常的脑组织则是红色。各组食蟹猴脑组织进行TTC
染色的结果（图4）显示，与Sham组比较，Model组梗

死体积显著增大（P<0.01），Edaravone组梗死体积增

大（P<0.05）；与Model组比较，Edaravone组梗死体积
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表 1　食蟹猴脑卒中后神经功能缺损评分表
Table 1　Neurological deficit scoring for cynomolgus macaques after stroke

类别
Category

意识
Consciousness

骨骼肌肉协调
Skeletal muscle coordination

感觉系统 Sensory system
面部反应
Facial sensation

耳颤反射
Pinna reflex

疼痛反射（下肢）
Pain reflex (lower limb）

运动系统 Motor system
手
Hand

腿
Leg

手指
Finger

脚趾
Toe

神经功能
Neurological function

正常警觉性，有强的攻击性和逃离倾向
有意识，但情绪稍低落，尚有较强的攻击性
有意识，且有较弱的攻击性
有意识，且有轻微反抗和明显逃离倾向
有意识，但情绪低落，且不反抗
昏昏欲睡，声音刺激能唤醒
昏昏欲睡，声音刺激能睁眼
昏迷，持续声音刺激能唤醒
轻度昏迷，仅有反射运动
深度昏迷，没有运动
正常，行走正常
总体运动协调性有轻微异常（共济失调发生为一过性间歇性）
最小程度的共济失调，步态有轻微异常
共济失调，但能攀登铁笼
受到威逼刺激能够行走，攀爬困难
本能的站立，行走几步就倒下
坐着（不能站立），受到威逼刺激只能旋转身体
坐着或趴着（不能站立或长时间保持坐姿），对威逼刺激有反应
只能侧躺或仰面躺，对威逼刺激有反应
没有活动，对威逼刺激几乎没有反应

面部对威逼刺激有明显的协调反应（攻击、威胁、躲避、示好等）
面部对威逼刺激的协调反应性较降低（攻击、威胁表情明显减少）
面部对威逼刺激的协调反应性明显降低（示好表情明显减少）
感觉缺失，接触刺激面部时任何部位都没有反应
耳朵颤动能力正常
动耳朵能力轻微降低，对声音刺激有动耳反应
动耳朵能力明显降低，对声音刺激没有动耳反应
感觉缺失，接触刺激时不表现出耳朵颤动
脚趾对接触刺激有完全、快速的收缩反应
脚趾对接触刺激有较快速的收缩反应
脚趾对接触刺激有较慢的收缩反应
脚趾对接触刺激有弱的、慢的、不完全的、不协调的收缩反应
脚趾对接触刺激有极弱的、慢的收缩反应
感觉缺失，脚趾对接触刺激没有收缩反应

正常
轻微运动障碍（速度稍慢、力量稍弱、准性稍差）
力量/技巧减弱（运动障碍相对明显）
较重度的运动障碍（速度很慢、力量很弱、准性很差）或不动
麻痹/无运动能力
正常
轻微运动障碍（速度稍慢、力量稍弱、准性稍差）
膝盖弯曲站立（运动障碍相对明显）
较重度的运动障碍（速度很慢、力量很弱、准性很差）
能动，但不能站立
能动，不能站立，但几乎不动
麻痹/无运动能力
正常
轻度痉挛和无力（表现为手指抓握时有翘指）
中度痉挛和无力（表现为手指抓握时有持续翘指）
明显痉挛和无力
正常
轻度痉挛和无力（表现为脚趾抓握时有翘趾）
中度痉挛和无力（表现为脚趾抓握时有持续翘趾）
明显痉挛和无力

分数
Score

0
2
4
6
8
10
16
20
24
28
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18

L/R
0/0
1/1
2/2
3/3
0/0
1/1
2/2
3/3
0/0
1/1
2/2
3/3
4/4
5/5
L/R
0/0
1/1
2/2
3/3
4/4
0/0
1/1
2/2
3/3
4/4
5/5
6/6
0/0
1/1
2/2
3/3
0/0
1/1
2/2
3/3

注：L/R 指该类别的评分以左侧与右侧分别评分，结果是左右侧评分的总和。
Note： L/R shows the scores on the left side and the right side respectively， and the results are the sum of the left and right side scores.
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减少（P<0.05）。以上结果说明食蟹猴缺血再灌注后脑

组织梗死体积显著增大，而依达拉奉可以缓解脑组织

梗死。

3　讨论

缺血性脑卒中引起人们死亡的主要原因之一，也

是成人残疾的主要原因。临床上大多数患者在发生脑

卒中后 48 h内会进行溶栓治疗，存在一定程度的疏通

后再灌注，所以缺血再灌注模型可以更好地模拟临床

病情发生。再灌注血运重建是目前针对缺血性脑卒中

患者的一种标准临床治疗方法。尽管血流再灌注对缺

血组织的挽救至关重要，但再灌注也会加剧神经元损

伤［15］。啮齿类动物模型被广泛应用于脑缺血引起的运

动功能影响及发病机制的研究，然而由于该模型存在

局限性，不能较好地模拟人类脑卒中，因此临床转化

意义不大。例如研究表明，啮齿类动物脑卒中模型与

人类脑卒中存在大脑复杂程度及缺血性病理的差异，

导致啮齿类动物脑卒中神经保护剂对人类治疗效果不

显著［16］。非人灵长类动物在遗传学、神经解剖学、生

理学和免疫学方面都比啮齿类动物更接近人类，其缺

血脑卒中模型更符合人脑缺血后的生理症状和变

化［17］。因此，非人灵长类动物被认为是复制人类缺血

性脑卒中各个方面的理想临床前模型。

大脑中动脉的解剖结构从前到后分为水平段

（M1）、脑岛段（M2）、岛盖段（M3）、终末段（M4），
同时供血范围逐渐缩小，因此夹闭部位越靠近大脑前

动脉，缺血体积就越大［18］。有研究者认为，MCAO模
型夹闭M1段比夹闭M2段得到的脑卒中症状更重，病

灶区体积更大［10］。灵长类动物MCAO模型M1段夹闭

缺血90～120 min可以出现明显的脑卒中症状［10，19-20］。
本研究前期发现，采用M1段夹闭90 min后动物死亡率

高，而M1段夹闭缺血 60 min后食蟹猴模型的死亡率

低，术后出现运动不协调、上下肢偏瘫、面瘫等

MCAO模型的典型症状，且神经功能缺损评分显著升

高。本研究共有 15只食蟹猴参与实验，Sham组 3只，

Model组和 Edaravone组各 6只，既减少动物的数量，

又满足比较药效的统计学要求。整个实验过程中仅

Model组死亡1只动物，死亡率仅6.7%，得益于本研究

细致的术后护理，体现了动物伦理和福利。例如：术

后 3 d内肌内注射止痛药 2次/d，减少动物术后疼痛；

术后 5 d内肌内注射消炎药 2次/d，每天给动物进行清

创处理 2次，减少动物术后感染；不能自主进食的动

物每天灌胃流食2次，同时静脉输入营养液1次，满足

动物对能量的需求。

在小鼠MCAO模型中，缺血再灌注1 d时缺血体积

最大，在灌注第3天、第7天时缺血体积略减少，但无

显著差异［21］。猕猴MCAO模型缺血再灌注第30天时，

较第3天的脑梗死体积减少［22］。使用右翼开颅术对猕

猴进行MCAO，与MCAO术后 24 h相比，MCAO术后

28 d的脑梗死病灶体积明显减小［23］。本研究中磁共振

成像数据分析显示，食蟹猴在缺血再灌注第 3天时的

病灶区水肿体积较第 7天时大。以上文献及本研究结

果显示，在不同的动物模型中，随着缺血再灌注时间

的推移，脑梗死体积会逐渐减小。本研究中TTC染色

测量的脑梗死体积与磁共振成像的脑水肿体积具有一

致性，这一结果与之前研究报告相似［24］，说明本研究

成功构建了脑缺血再灌注食蟹猴模型。

依达拉奉注射液是当今治疗脑卒中患者的有效药

物之一。目前对于依达拉奉注射液治疗脑卒中的作用

注：15 只食蟹猴随机分为假手术组 （n=3）、阻断大脑中动脉模型对
照组 （n=6） 和依达拉奉治疗组 （n=6）。与假手术组比较， *P<
0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note: 15 cynomolgus monkeys were randomly divided into Sham 
group (n=3), middle cerebral artery occlusion (MCAO) Model group 
(n=6) and Edaravone treatment group (n=6). *P<0.05, **P<0.01, 
compared with Sham group; #P<0.05, ##P<0.01, compared with 
Model group.
图 2 各组食蟹猴的神经功能缺损评分比较
Figure 2 Comparison of neurological deficits scores 

among the three groups of cynomolgus macaques
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机制研究主要集中在啮齿类动物上［25-28］，而非人灵长

类的机制研究尚未有报告。本研究结果显示，在神经

功能缺损评估中，与Model组动物比较，Edaravone组
动物的神经功能得到了很好的恢复；在磁共振成像评

估中，Edaravone组动物的脑水肿体积减少，在缺血再

灌注后第 3天和第 7天时差异明显；在 TTC染色评估

中，Edaravone组动物的脑梗死体积较Model组明显减

少。以上结果显示依达拉奉注射液在食蟹猴MCAO模

型中具有神经保护作用，同时提示食蟹猴MCAO模型

可以作为依达拉奉药物作用机制研究的理想模型，而

且依达拉奉注射液可作为食蟹猴缺血再灌注模型新药

研究的阳性对照药。

综上所述，本研究成功构建了食蟹猴脑缺血再

灌注模型，证实了依达拉奉注射液在食蟹猴MCAO
模型中具有神经保护作用，可作为作用机制相似的

新药用非人灵长类实验动物进行药效研究的阳性对

注：A 和 B 为阻断大脑中动脉术前 （0 天） 以及术后第 3 天、第 7 天的大脑磁共振成像扫描图 （A 为 T2W FLAIR 序列分析，B 为 DWI 序列分析）；
C 和 D 分别为 T2W FLAIR、DWI 序列分析获得的脑水肿体积统计分析结果。15 只食蟹猴随机分为假手术组 （n=3）、阻断大脑中动脉模型对照组

（n=6） 和依达拉奉治疗组 （n=6）。与假手术组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型对照组比较，#P<0.05，##P<0.01。
Note：A and B show MRI scans of brain before middle cerebral artery occlusion (MCAO) (day 0)，after MCAO day 3 and  day 7  (A was T2W 
FLAIR sequence, B was DWI sequence); C and D were statistical analysis of brain edema volume by T2W FLAIR and DWI sequence. 15 cynomolgus 
monkeys were randomly divided into Sham group (n=3), MCAO Model group (n=6) and Edaravone treatment group (n=6). *P < 0.05, **P < 0.01, 
compared with sham group; #P<0.05, ##P<0.01, compared with model group.
图 3 各组食蟹猴的磁共振成像 T2W FLAIR 序列和 DWI 序列结果
Figure 3 Analysis of T2W FLAIR and DWI in each group of cynomolgus macaques
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照药物。本研究为脑缺血再灌注的机制研究提供了

新的动物模型，也为依达拉奉作用机制的深入研究

提供了基础数据。
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精神分裂症动物模型的研究概述
胡 玲1, 胡志斌1,2, 胡筠卿1,2, 丁玉强1,2

(1. 复旦大学实验动物科学部, 上海 200032;  2. 复旦大学脑科学研究院, 上海 200032)

[摘要] 精神分裂症 （schizophrenia） 是一类极具破坏性的复杂精神疾病，伴有各种阳性和阴性症状以及认知障
碍，给社会带来沉重负担。在神经发育过程中遗传因素和环境因素之间具有复杂的相互作用，使得精神分裂症病因
的阐明和治疗的发展面临很大挑战。因此，制备合适的动物模型可帮助人们理解各种致病因素引起精神分裂症的神
经生物学基础，为寻找新的治疗方法提供线索和理论依据。本文介绍了几种主要的精神分裂症动物模型的造模方
式，包括神经发育模型、药物诱导模型和遗传模型；同时对精神分裂症动物的行为学评估、组织学分析以及可能的
分子机制进行了概括，以期为精神分裂症动物模型的应用和改进提供参考。
[ 关 键 词 ] 精神分裂症； 动物模型； 行为学分析； 多巴胺； γγ-氨基丁酸
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because the complex interplay between genetic risk factors and environmental factors in essential 
neurodevelopmental processes. Therefore, preparing appropriate animal models can help people better 
understanding the neurobiological basis of SCZ and provide theoretical basis for finding new treatments. In 
order to provide reference for the application and improvement of SCZ animal models, this commentary 
reviewed several main modeling methods for animal models of SCZ, including neurodevelopmental models, 
drug-induced animal models, and genetic models, and the behavioral evaluation, histological analysis and 
possible molecular mechanisms of SCZ animal models were also outlined.
[Key words]  Schizophrenia; Animal models; Behavior analysis; Dopamine; γγ-aminobutyric acid

随着社会和经济发展水平的提高，精神疾病受到

越来越多的关注和重视。其中精神分裂症作为一种常

见的精神类疾病，严重损害患者的精神活动和社会功

能，其终身患病率约为1%，带来沉重的社会负担。精

神分裂症是一种涉及多种症状的疾病，包括认知、行

为和情感等，其症状在不同患者身上差异很大，甚至

在同一患者的不同病程阶段也存在显著差异［1］。总体

而言，精神分裂症可以分为三大症状群，即阳性症状、

阴性症状和认知症状。阳性症状反映正常功能的过度

或者扭曲（如幻听、幻视、妄想等），阴性症状描述的

是与动机、兴趣、言语或情感表达有关的正常行为的

减少或丧失（如快感缺失、社交减少等），认知症状可

表现为学习记忆能力的异常［2］。临床上，精神分裂症

患者的症状异质性很大，常缓慢起病，病程迁延，容

易复发，呈现精神残疾和脑功能衰退的趋势。

目前，精神分裂症的具体发病机制仍不明确，一

般认为它是由中枢神经系统结构和功能异常导致，是

遗传和环境因素交互作用的结果。通过对精神分裂症

进行家系研究和同卵双生子研究发现，遗传因素在精

神分裂症中占据了重要地位。近年来随着基因测序成

本的下降和分子遗传学的快速进步，全基因组关联研

究（genome wide association study）和罕见基因变异分

析发现了上百个能增加精神分裂症患病风险的基因，

但很多风险基因的功能是未知的［3］。合适的动物模型

可帮助人们研究这些致病因素如何影响大脑的结构和

功能，理解精神分裂症的病因和神经生物学基础，为

未来开发新的治疗方法提供思路。

一般而言，合适的动物模型需要满足表面效度

（face validity）、结构效度（construct validity）和预测效

度（predictive validity）三个方面［4］。其中，表面效度

主要指与疾病的症状有同源性，可模仿出疾病的一些

典型症状，包括精神分裂症中的阳性、阴性症状及认

知异常。结构效度指可重复疾病的神经生物学基础和

病因，如多巴胺功能的亢进和减退、谷氨酸递质的异

常、基因改变导致的神经化学及结构的异常。预测效

度指表现或缺失相应的药物反应，或能够被已知的抗

精神病药物如氟哌啶醇、氯氮平或奥氮平所治疗，以

及可用来评估治疗精神分裂症的新型化合物的效能。

本文重点介绍了精神分裂症的动物模型，包括神经发

育模型、药物诱导模型以及遗传模型；另外，本文概

述了评估精神分裂症动物模型的行为学范式、组织学

检测以及可能的分子机制，并对现有模型的不足进行

了总结，以期为精神分裂症动物模型的选择和改进提

供参考。

1　精神分裂症动物模型

1.1　神经发育模型
尽管精神分裂症的典型症状出现在青春期或成年

早期，但大量的研究表明其与出生前的事件如产妇的

应激、营养不良、感染、免疫激活，或分娩时的产科

并发症（如缺氧）等密切相关，这与精神分裂症的神

经发育假说是一致的［5］。因此，构建神经发育动物模

型主要是在敏感的围产期给药或产后早期进行环境操

纵，使中枢神经系统的发育产生不可逆的变化。第一

个用于研究精神分裂症的神经发育模型是通过在大鼠

出生后第 7天局部注射兴奋性毒素鹅膏蕈氨酸引起腹

侧海马损伤，或利用河豚毒素暂时失活神经元的活性

来构建［6］。除此以外，不同时期神经发生的异常［7］、
离乳后啮齿类动物的社会孤立［8］和围产期或产妇的免

疫激活［9］等，都被认为是复刻精神分裂症核心症状的

神经发育模型的造模方式，其行为学改变通常出现在

青春期之后。

在构建神经发育模型时，使用较广泛的方式有：

出生前注射甲基氧化偶氮甲醇（methylazoxymethanol，
MAM）、离乳后社会隔离、“孕期感染模型”及二次打

击假说。MAM是一种可使DNA甲基化的抗有丝分裂的
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试剂，特异性地作用于成神经细胞的增殖，而不影响

胶质细胞［10］。在妊娠期不同阶段注射MAM会引起不

同的神经发育异常，其中在大鼠妊娠第17天给药是常

见的构建精神分裂症动物模型的方法。其后代的脑部

结构变化包括内侧前额叶体积减少、侧脑室和第三脑

室体积增加、边缘和皮层区域的中间神经元标志物减

少、腹侧被盖区多巴胺神经元活性增加等。行为学表

型包括对多巴胺通路激动剂安非他明的运动反应增加、

社交活动减少、感觉运动门控缺陷、记忆障碍和焦虑

增加等［10］。
离乳后社会隔离是基于啮齿类动物在群体中会显

示出明确的社会结构和等级制度，剥夺这一特征会对

它们的神经发育产生重要的影响。因此，从离乳开始

对幼鼠进行社会隔离可导致一系列成年后的行为缺

陷［11-12］，包括自发运动水平增加、对新奇事物的反应

增强、感觉运动门控障碍、认知障碍以及焦虑和攻击

性增加等，而这些症状与精神分裂症的核心症状是十

分相似的。已知的抗精神病药物如氟哌啶醇、奥氮平、

利培酮等均可逆转社会隔离导致的自发运动增加［13］。
鉴于此，离乳后社会隔离诱导的精神分裂症模型具有

较高的预测有效性，可以测试药物逆转精神分裂症阳

性症状的效能。同时该模型也有较好的结构效度，模

型动物出现前额叶体积减少、树突棘密度降低、海马

中小清蛋白（parvalbumin，PV）阳性的中间神经元降

低等情况，这些都是在精神分裂症患者中也能观察到

的组织学异常［14］。
另一种模型构建策略是在妊娠的啮齿类动物中使

用聚肌苷聚胞苷酸［Poly（I∶C）］诱导母体免疫激活

（maternal immune activation）。越来越多的证据表明，

母体免疫激活会在啮齿类动物和灵长类动物后代的大

脑中诱导长时间的免疫改变，这可能是表观遗传改变

的基础，而表观遗传改变反过来介导动物行为和大脑

结构变化，这些改变与精神分裂症的病理改变是类似

的［15］。行为学改变包括感觉运动门控异常、社交行为

异常、焦虑样和抑郁样行为增加等阴性症状，同时出

现对多巴胺通路激动剂安非他明的运动反应增加等阳

性症状［16］。大脑结构变化包括树突棘的密度下降，树

突的复杂性下降，以及抑制性神经元的数量减少

等［17］。磁共振成像研究发现，母体免疫激活的子代脑

室扩大，脑区体积减少［18］。
二次打击假说是指在大脑发育早期和青春期均给

予动物一定程度的刺激，从而使动物出现精神分裂症

样表型的一种思路。胚胎的神经发育是由母体的生理

变化所决定，若母体经历免疫激活等过程，则会引起

子代一系列的行为和大脑结构的变化。青春期时，心

理压力和社会孤立的经历则会引起各种精神疾病的病

理生理学改变，包括抑郁、焦虑以及精神分裂症

等［15，19］。二次打击即是结合这两个时期的刺激来构建

精神分裂症动物模型。

总之，神经发育模型可在疾病前驱期研究疾病发

展的过程，并有利于开发阻止疾病进展的治疗方法。

这些经过充分验证的神经发育模型不仅复制了精神分

裂症的许多行为和神经解剖学表型，而且显示在青春

期前后进行干预可以缓解模型动物的行为变化，这些

干预措施包括认知训练、抗精神病药物、抗氧化药物

和苯二氮卓类药物等，符合动物模型中的预测

效度［20］。
1.2　药物诱导模型

药物诱导的精神分裂症动物模型应用非常广泛，

模型构建的原理是基于病因学中投射到边缘区域的多

巴胺能通路的过度活跃［21-22］，以及谷氨酸受体中N-
甲 基 -D- 天 冬 氨 酸 （N-methyl-D-aspartic acid，
NMDA）受体的功能减退［23］。因此，在动物模型中常

使用的药物是多巴胺通路激动剂（如安非他明、阿普

吗啡）和非竞争性NMDA受体拮抗剂［如苯环己哌啶

（phencycliding， PCP）、 氯 胺 酮 、 地 佐 环 平

（dizocilpine，MK-801）］。其中，安非他明诱发的精

神疾病症状包括运动过度、空间工作记忆障碍、感觉

运动门控缺陷和潜在抑制缺陷［24-25］。然而，反复服用

安非他明并不会引起社会交往缺陷（相当于精神分裂

症的阴性症状）［26］，但可诱导大脑形态和生理发生改

变，如NMDA受体表达异常、树突形态改变、伏隔核

和纹状体中多巴胺的释放增加等［27］。
近年来，NMDA受体的功能减退在精神分裂症中

的研究引起了广泛关注。因此，非竞争性NMDA受体

拮抗剂（氯胺酮、PCP、MK-801）被广泛用于建立有

效的精神分裂症动物模型［28-29］。不同剂量的PCP注射

会导致动物产生与人类精神分裂症相似的各种行为缺

陷，如记忆和学习障碍、社交能力受损、自发运动水

平和感觉运动门控异常等［30-31］。值得注意的是，PCP
在行为改变中的作用可能还取决于使用的剂量和给药

途径等。PCP在分子水平上的影响包括前额叶皮层多

巴胺、谷氨酸、5-羟色胺以及去甲肾上腺素释放增加，

γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）的释放降
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低，影响了额叶皮层兴奋/抑制回路的平衡［32-33］，下

调脑源性神经营养因子 （brain-derived neurotrophic 
factor，BDNF）及其受体TrkB的水平［34］。电生理学研

究显示，在注射PCP的动物中，内侧前额叶皮层和海

马的长时程增强（long-term potentiation，LTP）作用受

损，而LTP是突触可塑性、学习和记忆的基础［34-35］。
氯胺酮是另一种NMDA受体拮抗剂。这种化合物

是PCP的衍生物，被广泛用作麻醉剂［36］。当健康的志

愿者注射氯胺酮后，可产生精神分裂症的阴性和阳性

症状［37］。在动物模型上的研究也表明，氯胺酮会损害

空间工作记忆，可引起焦虑样行为、社会行为改变、

自发运动水平升高和感觉运动门控障碍等［38］。氯胺酮

引起的分子水平改变包括多个脑区BDNF蛋白的表达

水平降低［39］、炎性细胞因子的失衡［40］，以及海马区

域PV阳性神经元的数量下降［41］等。

MK-801也是一种NMDA受体拮抗剂，其对NMDA
受体的抑制效力高于氯胺酮和PCP［28］。在啮齿类动物

中，MK-801引起的行为效应包括自发运动水平升高、

感觉运动门控缺陷、社交能力下降以及条件性恐惧记

忆的异常等［42］。在注射MK-801的动物中，纹状体、

前额叶及伏隔核的多巴胺释放增加，抑制性GABA系
统功能障碍［43］，海马和前额叶皮层长期兴奋/抑制失

衡［44］，从而产生精神分裂症样的行为学改变。同时，

MK-801给药还会降低神经营养因子BDNF水平，影响

学习记忆过程［45］。
总之，药物诱导的精神分裂症模型具有很好的表

面效度和结构效度，有助于精神分裂症的病因学分析，

也有利于发现潜在的药物治疗靶点。

1.3　遗传小鼠模型
遗传因素在精神分裂症病因学中一直是研究的焦

点和热点，也是很多精神分裂症小鼠模型的基础。许

多候选基因与增加精神分裂症发病风险有关，其中大

多数与神经元可塑性、谷氨酸能或多巴胺能神经递质

以及突触发生相关［46］。发表于 2014年的全基因组关

联研究包括37 000名患者和113 000名对照者，确定了

108个与精神分裂症相关的基因位点［47］。2022年，另

一篇报告涵盖了76 755名患者和243 649名对照者，进

一步明确了 287个基因位点可能和精神分裂症有关

联［48］。而确定候选基因是构建复杂精神分裂症动物模

型的第一步，精神分裂症的病因病理学很可能涉及不

止一个基因，包含了复杂的基因-环境相互作用和基

因-基因相互作用。下面将讨论几种基于基因突变的比

较成熟的精神分裂症模型。

精神分裂症缺损1基因（disrupted-in-schizophrenia 
1，DISC1）主要编码突触蛋白DISC1，其在发育早期

表达。通过遗传分析发现，DISC1基因在人类中被认

为是与精神分裂症高度相关的遗传因素［49］。DISC1蛋
白被证明可以调节神经元细胞的形态发生、成熟、迁

移和突触整合等［50］。DISC1功能诱导和（或）部分功

能丧失的小鼠表现出识别记忆、社交和焦虑行为的缺

陷以及感觉运动门控异常等［51］，而这些是精神分裂症

的典型行为症状。这些小鼠模型的脑形态和分子水平

的改变也与精神分裂症患者的研究结果一致，包括脑

室增大、皮质厚度降低和脑容量减少［52］、皮层中 γ-
氨基丁酸能神经元密度降低［53］、NMDA受体亚基和突

触后致密蛋白95的表达减少等［54］。
22q11.2缺失综合征是由 22q11.2染色体缺失引起

的一种遗传综合征。大量遗传证据表明，22q11.2缺失

与人类的精神分裂症有关［55］，且已构建相关的精神分

裂症动物模型。据估计，22q11.2缺失约占精神分裂症

病例的 1%。小鼠模型重现了 22q11.2缺失携带者中观

察到的主要神经解剖学改变，包括皮层和皮层下灰质

体积的改变、脑室增大、树突棘密度和树突复杂性减

少，以及多巴胺和γ-氨基丁酸系统的紊乱等精神分裂

症特征［56］。22q11.2缺失小鼠表现出感觉运动门控异

常、恐惧条件反射异常、空间记忆受损等行为学异

常［57］。该模型最大的优势在于 22q11.2区域的缺失是

精神分裂症发展的最强遗传预测因子［58］，利于开发和

评估新的治疗方法的效能。

细胞黏附分子神经调节蛋白 1 （neuregulin-1，
NRG1）及其受体ErbB4的基因突变也会增加患精神分

裂症的风险［59］。尸检研究显示，精神分裂症患者大脑

中NRG1-ErbB4信号的mRNA和蛋白表达水平均发生

改变［60］。同时，NRG1和ErbB4遗传变异与侧脑室白

质完整性以及侧脑室体积增加有关。NRG1基因敲除纯

合子小鼠胚胎致死，但存活的杂合子可以部分补偿

NRG1-ErbB4信号，但仍表现出活动和探索行为的增

加、自发交替测试中工作记忆的异常、感觉运动门控

异常等［61］。而 NRG1 功能不足的小鼠表现出脑内

NMDA受体蛋白水平降低、海马锥体神经元上的树突

棘密度减少等病理改变［62］。
Dysbindin是一种参与调节胞吐、囊泡生成和兴奋

性突触传递中受体转运过程的突触蛋白［63］。研究表

明，人类中的 Dysbindin基因异常损害人类的认知能
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力，增加了患精神分裂症的风险［64］。有研究表明，

精神分裂症患者的海马和前额叶中Dysbindin蛋白水平

显著降低［65］。Dysbindin突变小鼠表现出精神分裂症

样的行为异常，包括多动、学习和记忆缺陷，以及冲

动和强迫行为增加［66］。此外，突变小鼠破坏了多巴

胺受体D2信号通路，导致多巴胺释放增加和细胞表面

D2 受体过表达，与精神分裂症的阳性症状密切

相关［67］。
本实验室也一直关注精神分裂症的发病机制，并

构建了小鼠模型来研究精神分裂症易感基因锌指蛋白

804A 基因（zinc finger protein 804A，ZNF804A）及丝

氨酸/色氨酸激酶家族 unc-51样激酶 4基因（unc-51-
like kinase 4，Ulk4）的功能。全基因组相关分析发现，

ZNF804A单核苷酸多态性与精神分裂症高度相关［68］。
而ZNF804A（也称ZFP804A）敲除小鼠表现出条件性

恐惧记忆、空间学习记忆以及工作记忆受损等行为学

改变，并在一定年龄的雌性敲除小鼠中引发精神分裂

症样行为表现，且这种受损可被抗精神分裂症药物氯

氮平纠正［69］。而另一个易感基因Ulk4的敲除小鼠表现

出药物诱导的过度活跃、感觉运动门控缺陷以及认知

功能障碍等精神分裂样的行为学表型［70］。进一步研究

发 现 ， Ulk4 可 能 通 过 与 蛋 白 磷 酸 酶 （protein 
phosphatase，PP） 2A及PP1α相互作用，影响Akt/糖原

合酶激酶-3（glycogen synthase kinase-3，GSK3）信号

通路，并引起相应的行为学表型［71］。
在研究精神分裂症时，确定这些风险基因和位点

的具体生物学功能是其中一个挑战，而遗传鼠模型的

建立为理解精神分裂症的病理改变和发病机制提供了

很好的实验对象。

2　精神分裂症模型小鼠的行为学分析

大部分精神分裂症相关的动物模型主要以小鼠为

主。因此，笔者着重介绍小鼠模型中的行为学异常表

型。精神分裂症小鼠模型主要表现出阳性症状，如自

主运动增加、感觉运动门控受损等。而在有些小鼠模

型中，也伴随着焦虑和抑郁水平上升的阴性症状，或

学习记忆下降等认知障碍。值得注意的是，目前使用

的抗精神病药物主要对阳性和阴性症状有效，而对认

知症状缺乏显著疗效。因此，在小鼠模型上模拟出这

些行为学异常有利于评价新的治疗方法的效能。下文

对精神分裂症小鼠模型中常用的行为范式进行简要

介绍。

2.1　旷场实验
旷场实验的具体操作是将小鼠放入封闭的旷场中，

然后记录实验期间的运动距离和速度［72］。旷场实验是

检测精神分裂症小鼠模型阳性症状的常用方式，具体

表现为在旷场中本底水平自发运动增加或对拟精神病

药物（psychotomimetic drugs）的敏感性增加。这些药

物包括MK-801、氯胺酮、PCP、苯丙胺等，其可诱导

出模型小鼠产生过度活跃的表型。因此，旷场实验可

以检测这些拟精神病药物的敏感性与精神分裂症的阳

性症状之间的直接相关性。

2.2　前脉冲抑制实验
前脉冲抑制实验是检测感觉运动门控功能的经典

方法，原理是在突然而强烈的外界刺激下，生物体会

自发产生惊跳反射，但在给予强刺激之前，先给予一

个弱刺激，会降低生物体出现惊跳反射的频率。精神

分裂症被认为是感觉运动门控受损，从而出现意识混

乱的表现［73］。因此，前脉冲的下降通常被解释为精神

分裂症样的阳性症状。前脉冲抑制实验的主要优势在

于物种之间具有高度的保守性，可在小鼠和人类之间

转译［74］。
2.3　强迫游泳、悬尾和糖水偏好实验

强迫游泳和悬尾实验主要用于评价小鼠精神分裂

症的阴性症状——抑郁样行为［75］。将小鼠放进水中或

者用胶带将小鼠的尾巴悬挂起来，动物的主要反应是

挣扎，但之后会有一段时间静止不动，因此，将小鼠

不动的时间作为分析抑郁样行为的指标。

蔗糖偏好测试旨在评估动物的快感缺失［76］，后者

同样是精神分裂症的阴性症状。当小鼠可以在蔗糖溶

液和饮用水之间自由选择时，它们会更偏爱蔗糖溶

液［76］。然而，当表现出压力和抑郁的迹象时，这种偏

好会降低。实验过程中，给予小鼠饮用水和蔗糖溶液，

定期评估水和蔗糖溶液的摄入量，并根据蔗糖摄入量

占总摄入量的比例确定其对蔗糖的偏好。

2.4　高架十字实验
在啮齿类动物中，研究人员通常也将焦虑行为作

为精神分裂症的阴性症状。而高架十字测试被认为是

衡量啮齿类动物焦虑程度的黄金标准。该测试基于啮

齿类动物对开阔和高地的天然厌恶，以及它们在新环

境中与生俱来的自发探索行为［77］。实验装置由相互垂

直交叉的开臂、闭臂以及中心区域组成，小鼠待在开

放臂中的时间占比反映了小鼠的焦虑水平。

2.5　三箱社交实验
社会交往减少、参与社会交往的愿望降低、社会
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认知功能缺陷也是精神分裂症的阴性症状之一［78］。三

箱社交实验是测量动物模型的社会功能常用的方法。

装置包括三个相通的箱体组成，两端有铁丝杯，可放

一只陌生的小鼠和一个没有生命的物体，或放一只熟

悉的和一只陌生的小鼠，让实验鼠在箱子里自由探索。

社会互动包括实验鼠与陌生小鼠和物体，或在熟悉小

鼠和陌生小鼠之间互动的次数和持续时间。

2.6　多种迷宫实验
几乎 98%的精神分裂症患者都有认知障碍，通常

出现工作记忆受损的情况，这也是精神分裂症的主要

症状之一［79］。其中工作记忆是一种关键的记忆功能，

指在特定的事件中快速形成记忆的能力，主要依赖于

前额叶功能的完整性。迷宫实验包括T-迷宫、Y-迷宫

和Morris水迷宫等，主要检测精神分裂症模型小鼠的

工作记忆和空间记忆能力。

2.7　新物体识别实验
新物体识别实验是利用小鼠先天对新物体有探索

倾向的原理而建立的学习记忆测试方法。该方法具有

让小鼠在自由活动状态下进行学习记忆测试的特点，

能更近似地模拟人类的学习记忆行为［80］。这种行为活

动需要小鼠短暂地接触两种物体。其中一件物体首先

呈现给小鼠，在休息几分钟到几天不等的时间后，再

呈现另一物体。一般动物对新事物的探索多于对熟悉

事物的探索。该实验可以检测小鼠的短期记忆。

3　精神分裂症模型动物的组织学表型及其可
能的分子机制

3.1　皮层变薄和侧脑室体积增大
利用结构磁共振成像发现，精神分裂症患者与健

康受试者相比，前者表现出广泛的皮质薄化（主要在

额叶和颞叶区域）以及脑室变大的表型［87-88］，而这一

形态学改变也在众多精神分裂症动物模型中被发现。

而前额叶皮层的发育以及与大脑其他区域的连接对认

知功能至关重要。认知障碍是与精神分裂症相关的核

心症状之一，甚至在疾病发作之前就已显现。目前抗

精神病的药物对认知障碍的干预有限。因此，理解认

知障碍的潜在机制将对发现改善认知功能的新疗法具

有重要意义。

3.2　树突的复杂性和树突棘密度下降
树突棘（dendritic spine）是位于神经元树突分支

（dendritic branch）上具有特定形态和生化功能的微小

突起结构，是突触的重要组成部分，它的形态异常会

造成神经递质或受体正常功能受损。神经突形态学的

改变和树突棘密度降低是精神分裂患者重要的病理特

征［81］，有研究表明，树突棘的异常与工作记忆受损、

感觉运动处理过程异常以及社交能力受损都有很大关

联，而这些症状也往往出现在精神分裂症患者身上或

动物模型中［82］。
3.3　多巴胺信号通路异常

目前，多巴胺假说是精神分裂症发病机制的研究

热点，该假说认为皮层的多巴胺系统活性增强与精神

分裂症中的阳性症状密切相关［83］。对多个精神分裂症

患者的尸检发现，他们的脑内多巴胺D2受体明显增

高。同时，多巴胺介导的神经传递是目前治疗精神类

疾病尤其是精神分裂症的主要药物靶点，如氯氮平、

氟哌啶醇等药物均通过阻断多巴胺的D2受体来降低多

巴胺的水平［84］。而正常人滥用促多巴胺释放药物，如

安非他命使纹状体内多巴胺的释放增加，可产生类似

精神分裂症的症状。以上这些研究为多巴胺假说提供

了理论依据。越来越多的证据表明，多巴胺是通过调

节GSK3及相关信号通路分子如Akt的活性来对行为产

生作用［85］。Akt是多巴胺受体信号通路下游重要的关

键中间环节，在精神分裂症的发病机制中发挥着非常

重要的作用［86］。
3.4　γ-氨基丁酸系统异常

除多巴胺通路外，γ-氨基丁酸系统也与精神分裂

症的发病密切相关。γ-氨基丁酸是大脑中分布最为广

泛的抑制性神经递质，可影响神经元的活性。在皮层，

兴奋性的锥体神经元与抑制性的中间神经元形成局部

的环路，且与投射到皮层的多巴胺神经元也有突触接

触。越来越多的证据表明，皮层神经元兴奋性与抑制

性的不平衡导致精神分裂症患者及动物模型中认知功

能的障碍［89］。精神分裂症患者的尸检研究发现，背外

侧前额叶皮质γ-氨基丁酸合成酶GAD67 mRNA表达下

调以及 γ-氨基丁酸受体水平也存在异常［90］，提示前

额叶可能存在γ-氨基丁酸系统功能的缺陷。而这种缺

陷可能导致精神分裂症的阴性症状和认知缺陷。

笔者总结了目前常见的精神分裂症动物模型的建

模方法及其行为学表型和组织学表型，见表1。
4　结论与展望

目前有关精神分裂症动物模型的研究主要围绕神

经发育、药物诱导和遗传这三方面进行造模，这些动

物模型较好地模拟了部分人类精神分裂症患者相关的
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病因、大脑病理改变以及行为异常，加深了人们对精

神分裂症病理学机制的认识。此外，这些模型可以用

于识别药物治疗的途径，并为新型抗精神病药物的筛

选和验证提供了证据。

然而，现有的精神分裂症动物模型存在一定的局

限性。药物诱导模型大多只针对多巴胺系统或谷氨酸

表 1　精神分裂症相关的小鼠模型
Table1　The animal models of schizophrenia

模型类型
Type of model

神经发育学模型
Neurodevelopmental 

model

药物诱导模型
Drug-induced model

遗传模型
Genetic model

操作方式
Operation

出生前注射甲基氧
化偶氮甲醇

出生后社会隔离

母体免疫激活

胚胎期和青春期进
行刺激

多巴胺通路激动剂
安非他命

氯胺酮

苯环己哌啶

MK-801

DISC1

22q11.2 缺失综合征

NRG1

Dysbindin

Ulk4

行为学表型
Behavioral phenotype

对多巴胺通路激动剂安非他明的运动
反应增加，社交活动减少，感觉运动门
控缺陷，记忆障碍，焦虑增加

自发运动增加，对新奇事物的反应增
强，感觉运动门控障碍，认知障碍，焦
虑和攻击性增加

感觉运动门控异常、社交行为异常、焦
虑样和抑郁样行为增加等阴性症状，
同时出现对多巴胺通路激动剂安非他
明的运动反应增加等阳性症状

根据胚胎期和青春期的刺激确定

运动过度，空间工作记忆障碍，感觉运
动门控缺陷，潜在抑制缺陷

损害空间工作记忆，引起焦虑样行为、
社会行为改变，运动过度，感觉运动门
控障碍

记忆和学习障碍，社交能力受损，活动
升高，感觉运动门控异常

运动过度，感觉运动门控缺陷，社交能
力下降，条件性恐惧记忆异常

识别记忆、社交和焦虑行为缺陷，感觉
运动门控异常等

感觉运动门控异常，恐惧条件反射异
常，空间记忆受损等

活动和探索行为增加，在自发交替测试
中工作记忆异常，感觉运动门控异常

多动，学习和记忆缺陷，冲动和强迫行
为增加

感觉运动门控异常，工作和空间记忆异常

组织学表型
Histological phenotype

内侧前额叶体积减少，侧脑室和第三脑
室体积增加，边缘和皮层区域的中间
神经元标志物减少，腹侧被盖区多巴
胺神经元活性增加

前额叶体积减少，树突棘密度降低，海
马中 PV 阳性的中间神经元降低

树突棘的密度下降，树突的复杂性下
降，抑制性神经元的数量也减少。磁
共振成像研究发现母体免疫激活的后
代脑室扩大和脑区体积减少

根据胚胎期和青春期的刺激确定

NMDA 受体表达异常，树突形态改变，
伏隔核和纹状体中多巴胺的释放增加

多个脑区 BDNF 蛋白的表达水平降低，
炎性细胞因子失衡，海马区域 PV 阳性
神经元的数量下降

前额叶皮层多巴胺、谷氨酸、5 羟色胺以
及去甲肾上腺素释放增加，γ-氨基丁酸
释放降低，BDNF/TrkB 的水平下调

运动过度，感觉运动门控缺陷，社交能
力下降，条件性恐惧记忆的异常

脑室增大，皮质厚度和脑容量减少，皮
层中 γ-氨基丁酸能神经元密度降低，
NMDA受体亚基和PSD-95的表达减少

皮层和皮层下灰质体积改变，脑室增
大，树突棘密度和树突复杂性减少，多
巴胺和 γ-氨基丁酸系统紊乱

脑中功能性的 NMDA 受体水平降低，海
马锥体神经元上的树突棘密度减少

多巴胺释放增加，细胞表面 D2 受体过
表达

Akt-Gsk3β 信号通路异常，Gsk3β 活性
增加
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[30-34]

[42-45]

[50-54]

[56-58]

[61-62]

[66-67]

[71]

注：PV 即小白蛋白；NMDA 即 N-甲基-D-天冬氨酸受体；BDNF 即脑源性神经营养因子；TrκB 即酪氨酸激酶受体 B；DISC1 即精神分裂症致病
基因； PSD-95 即突触后致密蛋白-95；NRG1 即神经调节蛋白；Akt 即蛋白激酶 B；Gsk3β 即糖原合成酶激酶-3β；Ulk4 即 unc-51 样激酶 4。
Note： PV， parvalbumin； NMDA， N-methyl-D-aspartic acid； BDNF， brain-derived neurotrophic factor； TrκB， tyrosine Kinase receptor B； 
DISC1， disrupted-in-Schizophrenia-1； PSD-95， postsynaptic density-95； NRG1， neuregulin-1； Akt， protein kinase B； Gsk3β， glycogen 
Synthase Kinase 3 Beta； Ulk4， unc-51-like kinase 4.
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系统，最终造成的病理因素比较单一，难以模拟临床

患者病因的复杂性；此外，给药时间和给药剂量的不

同会造成动物行为学结果的差异。为此，建立针对多

种递质系统的给药体系以及完善给药标准才能增强实

验的可重复性，以使模型更好地模拟临床病症。遗传

模型目前大多仅针对单个基因在精神分裂症病理过程

中的作用，有时难以表现出精神分裂症样的表型，而

鉴于基因与环境相互作用的复杂性，单个基因的敲减

并不能代表疾病的真实复杂性。为此，建立多个相关

基因共同敲减的动物模型或增加环境因素对动物进行

刺激，才能使得模型发挥更加稳定的作用。与之相比，

神经发育模型能够观察到与患者类似的解剖学改变

（例如神经元紊乱、脑室增大等），而且能够产生年龄

依赖性的表型，然而在大多数研究中也忽视了环境因

素的作用，因此将外界刺激考虑其中能够增加该模型

研究的准确性。总而言之，三种模型均有其独特的优

点，但往往未重视环境这一因素的作用。因此，未来

的研究应该对动物模型增加适当的环境因素刺激，以

便增强研究结果的说服力。

相信随着动物模型的不断完善，精神分裂症发病

机制的研究也能越加深入，开发出更快速和更少不良

反应的治疗方法将成为可能。
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动物衰老模型的研究进展
尹丹阳, 胡 怡, 史仍飞

(上海体育学院运动健康学院, 上海 200438)

[摘要] 随着全球老龄化日益严重，衰老相关问题成了健康领域的一个研究热点。近年来，动物衰老模型得到广泛
开发与应用，在衰老机制研究中具有重要意义。其中，线虫和果蝇等寿命较短的动物在衰老研究中具有天然优势；
各类大鼠、小鼠衰老模型被用于多种衰老研究；同时，非洲青鳉鱼等新型动物衰老模型也相继得以开发应用。本文
回顾了目前在衰老研究中使用的主要动物模型，并对各模型的建立方法、模型成功与否的评价指标、优缺点进行分
析，以期为相关研究提供参考。
[ 关 键 词 ] 衰老； 动物模型； 评价
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YIN Danyang, HU Yi, SHI Rengfei
(School of Exercise and Health, Shanghai University of Sport, Shanghai 200438, China)
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[ABSTRACT] With the increasing severity of global aging, aging-related issues have become the hotspot 
in the field of health. In recent years, animal aging models have been widely developed and applied, which is 
of great significance in the study of aging mechanism. Animals with short life span, such as Caenorhabditis 
Elegans and Drosophila Melanogaster, have natural advantages in the study of aging. Various rat and 
mouse aging models have been used in aging studies. In recent years, new animal aging models have been 
developed, such as the African turquoise killifish. The authors reviewed main animal models used in the 
study of aging, and analyzed the establishment methods, evaluation indexes, advantages and 
disadvantages of each model in order to provide reference for related research.
[Key words]  Aging; Animal model; Evaluation

人口老龄化已成为一个日益严重的全球性问题。

联合国预计，到2050年，亚洲将有近四分之一的人口

超过60岁［1］。衰老与心血管疾病等多种慢性病显著相

关［2］。随着年龄增长，人体开始出现身体虚弱、认知

功能下降，同时患多种疾病的风险增加，包括癌症、

糖尿病、心血管疾病、肌肉骨骼和神经退行性疾病。

与年龄有关的疾病往往严重影响生活质量，并对个人、

家庭和社会造成不良后果［3-4］。
衰老相关研究，包括衰老的分子机制、应对策略

等，已成为当前一大研究热点。由于动物自然衰老通

常需要较长时间，越来越多的研究人员通过D-半乳

糖、基因敲除等方法来建立细胞和动物衰老模型。尽

管细胞模型能够用于机制研究，但无法从整体层面探

讨衰老的机制。因此，动物衰老模型具有独特的研究

价值。在动物实验研究中，从线虫、果蝇等无脊椎动

物，到大鼠、小鼠等脊椎动物，都已开发出衰老模型，

并广泛应用于衰老相关研究。不同模型各有优缺点，

都有不同程度的应用［5］。
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库，以动物衰老模型（animal model of ageing）、小鼠衰

老模型（mouse model of ageing）、大鼠衰老模型（rat 
model of ageing）、D-半乳糖衰老模型（D-gal induced 
ageing model）等为关键词，检索期限从 2012年 1月 1
日起至 2021年 12月 31日。排除非动物衰老模型的研

究（如细胞衰老模型），以及具体某种疾病的衰老模型

（如帕金森动物模型），纳入多种动物衰老模型，并对

其建立方法、衰老指标、优缺点进行汇总（表1），以

期为衰老相关研究提供参考。

1　无脊椎动物衰老模型

1.1　线虫
自 1974 年 以 来 ， 隐 杆 线 虫 （Caenorhabditis 

Elegans）一直被用作实验模型动物［6］。隐杆线虫在实

验室条件下存活不超过 1个月，可以观察其完整生命

周期。线虫的许多衰老表型与人类相似，包括身体活

动变化、食物摄入减少、DNA损伤积累、脂褐质积累

和生殖细胞组织减少等［7］。
1.2　果蝇

果蝇（Drosophila Melanogaster）生命周期只有3个
月，在衰老阶段会出现新陈代谢、组织功能、生殖能

力、身体活动和行为等方面的变化。在衰老研究中，

果蝇具有建模快、可模拟多细胞环境和多组织相互作

用、易于产生大量种群等优势［8］。同时，果蝇具有一

些高等脊椎动物的结构，如大脑和心脏［9］。另外，果

蝇的肌肉占身体质量的比例很大，并且结构上与哺乳

动物的肌肉有许多相似之处［8］。因此，开发果蝇衰老

模型可以用于进一步研究衰老对肌肉、大脑、心脏的

影响［10-11］。然而，果蝇因为缺乏干细胞而没有再生能

力，因此其虽然可以进行骨骼肌衰老研究，但具有一

定的局限性。

综上，无脊椎动物由于寿命短，具有建模快、方

便培养观察的优势，部分衰老研究可以通过无脊椎动

物模型，复制某些人类衰老的特征，快速探索衰老机

制。然而，无脊椎动物缺乏特定的器官和系统（如血

液、骨骼和适应性免疫系统），而这些器官和系统是人

类衰老和与年龄相关疾病的重要组成部分。因此，无

脊椎动物衰老模型具有较大的局限性，例如无法将它

们用作研究骨骼系统衰老的模型［12］。无脊椎动物衰老

模型的研究结果，可能需要通过建立结构和生理机制

与人类更相似的脊椎动物模型来进一步验证。

2　脊椎动物衰老模型

2.1　斑马鱼
斑马鱼（Danio Rerio）已被广泛应用于衰老研究

模型［13-14］。与小鼠相比，斑马鱼的实验成本较低，胚

胎数量多，可以进行大规模的遗传和药理学干预［15］。
斑马鱼一般寿命为36～42个月，在实验室条件下

可以观察其自然衰老状态。衰老模型下的斑马鱼可出

现衰老的关键特征，包括年龄依赖性线粒体功能障碍、

端粒退化和蛋白质氧化［13］。端粒酶缺陷型转基因斑马

鱼的中位寿命只有 9个月，能够表现出加速衰老的表

型，因此可能进一步缩短实验研究时间［16］。
然而，斑马鱼缺少哺乳动物所具有的特定器官，

如肺或骨髓，在研究上有一定局限性。

2.2　绿松石鳉鱼
绿松石鳉鱼（Nothobranchius）是目前可以圈养繁

殖的寿命最短的脊椎动物［17］，在适宜的实验室条件下

其寿命为4～6个月。绿松石鳉鱼显示出许多与人类共

有的分子、细胞和生理老化表型［17-18］。与衰老的哺乳

动物类似，随着年龄的增长，它们会逐渐失去毛发和

皮肤色素［19］，并出现脊柱弯曲异常、自发活动减少等

年龄依赖性特征［17］。此外，端粒的长度也与人类相

似［20］。这些特征都使绿松石鳉鱼在衰老研究中具有天

然优势。

斯坦福大学的研究人员基于绿松石鳉鱼基因组，

利用基因编辑技术培育了非洲青鳉鱼 （African 
turquoise killifish），其寿命缩短为 9～26周，能够进一

步缩短衰老研究周期［21-22］。
然而，同斑马鱼一样，绿松石鳉鱼也缺少一些哺

乳动物的特定器官，如骨髓，无法用于该类器官的相

应研究。

2.3　小鼠
小鼠体内包含 99%的人类基因，基因同源性高达

78.5%［23］。同时，与其他动物相比，小鼠基因组转化

技术非常成熟。而且小鼠相对便宜，是实验动物模型

的理想来源［24］。由于自然衰老小鼠耗时较长，目前已

开发出D-半乳糖衰老模型小鼠、快速老化模型小鼠、

基因工程小鼠等，一定程度上缩短了衰老模型的建模

时间。

2.3.1　自然衰老模型
不同种系小鼠的预期寿命有一定差异，通常为2～

4年。衰老研究中常用的C57BL/6J雌性小鼠的中位寿
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表 1　常见衰老动物模型的建立方法、评价指标及优缺点
Table 1　Establishment methods, evaluation indexes, advantages and disadvantages of common aging animal models

动物
Animal

线虫
Caenorhabditis 

Elegans

果蝇
Drosophila 

Melanogaster

斑马鱼
Danio Rerio

非洲青鳉鱼
African 

turquoise 
killifish

小鼠
Mouse

大鼠
Rat

模型
Model

自然衰
老模型

自然衰
老模型

自然衰
老模型

基因组
编辑衰
老模型

自然衰
老模型

D-半乳糖
诱 导 衰
老模型

快速老化
模型

基因衰老
模型

D-半乳糖
诱 导 衰
老模型

一般寿命
Lifespan

1 个月[7]

3 个月[8]

36～42 月[13]

9～26 周[21]

2～4 年[25]

注射1月后提
早衰老[31]

1 年左右[41]

不同敲除模
型有差异

2.5～3 年

模型建立方法
Establishment 

method

实验环境下可观察其
完整生命周期；可进
行基因干预

实验环境下可观察其
完整生命周期；可进
行基因干预

实验环境下可观察其
完整生命周期

通 过 CRISPR/Cas9
基因组编辑，生成基
因编辑胚胎，并培育
至成年

自然生长至衰老阶段

定期定量注射 D-半
乳糖

日本京都大学研究
人员培育的 SAMP
快速老化小鼠

p21和p53基因敲除；
P16 基因敲除

定期定量注射 D-半
乳糖

衰老评价指标
Evaluation index

咽部/头部组织减少，体壁肌肉组织减少，肌团
密度减少；身体运动逐渐减少，最大速度下降，
趋化反应减少；代谢率下降；生殖细胞少，生产
后代数量减少；脂褐质积累，DNA 损伤积累，
羰基含量增加，卵黄蛋白积累，蛋白酪氨酸激
酶活性下降，溶酶体水解酶增加

体质量和胸腔体积减少；活动减少，攀爬和飞行
减少，拍打翅膀频率减少；代谢率下降；生殖能
力下降；DNA 损伤积累，线粒体功能障碍，脂
褐素和过氧化物积累

脊柱弯曲，肌肉退化；游泳能力下降；生殖能力
下降；视网膜色素上皮中 Drusen 样病变；SA-
β-gal 染色增加，脂褐素积累，肌肉中氧化蛋白
增加，端粒缩短，线粒体膜成分变化，无症状细
胞内胞嘧啶甲基化减少

脊柱弯曲，颜色消退，体型变小；生育能力下降；
运动/活动减少；认知障碍；脂褐素积累，细胞
凋亡增加，端粒缩短，线粒体损伤，神经变性，
鳍再生减少

被毛无光泽，脱毛，脊柱弯曲；行动迟缓，活动量
减少；SA-β-gal 染色增加；衰老相关基因的表
达增加

骨骼肌的肌质/体质比、横截面积和纤维直径显
著降低；SA-β-gal 染色增加；衰老相关基因的表
达增加

被毛无光泽，脱毛，皮肤溃疡，脊柱弯曲；行动迟
缓，活动量减少；学习记忆力障碍；增龄性骨质
疏松；衰老相关生化指标变化

被毛无光泽，皮肤弹性下降，消瘦；学习记忆力下
降；行动力下降，运动协调能力下降；衰老相关
生化指标变化

被毛光泽和皮肤弹性下降，形体消瘦；运动协调
性、抗疲劳特性和耐力下降；学习和记忆能力下
降；生化指标和神经化学指标出现衰老性变化

优点
Advantage

建模快；许多
衰老表型与
人类相似

建模快；有接
近高等脊椎
动物的特征

建模快；实验
成 本 较 低 ，
胚胎产生数
量多

基因改造快速
高 效 ，建 模
快；作为脊椎
动物与人类
更为相似

呈 现 自 然 衰
老特征

建 模 时 间 相
对 较 短 ，重
复 性 好 ，存
活率较高

缩 短 衰 老 周
期 ；衰 老 症
状与自然衰
老小鼠一致

特异性敲除基
因，可研究单
个基因对衰
老的影响

实 验 大 鼠 在
行为学和形
态学上与人
类自然衰老
相似

缺点
Disadvantage

缺乏特定器官
和系统

缺乏特定器官
和系统；缺乏
干细胞而没
有再生能力

作为鱼类，缺
少特定器官
和系统

作为鱼类，缺
少特定器官
和系统

建模时间长

免 疫 生 化 指
标与自然衰
老小鼠存在
差异

维 系 成 本 较
高

与自然衰老有
差异；成本高

建 模 时 间 较
长

注：SA-β-gal，β-半乳糖苷酶；CRISPR/Cas9，规律成簇间隔短回文重复及其相关核酸酶；SAMP，快速老化小鼠。
Note： SA-β-gal， senescence-associated β-galactosidase； CRISPR/Cas9， clustered regularly interspaced short palindromicrepeats and its 
associated nuclease； SAMP， senescence accelerated mouse/prone.
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命为914 d，雄性901 d［25］。与衰老相关的生物标志物

至少要在 18个月龄后才被检测到［23］，因此，大多数

自然衰老的小鼠模型都在18个月龄或以上。也有其他

年龄的自然衰老小鼠模型，如 27月龄［26］、88～96周
龄［27］、22月龄［28-29］、24月龄［30］。与用于研究衰老的

其他模型动物相比，自然衰老小鼠的建模时间长、实

验成本也高。

2.3.2　D-半乳糖诱导衰老模型小鼠
D-半乳糖是一种 6碳醛糖，天然存在于人体和多

种食物中［51］。D-半乳糖在高含量的情况下可通过半

乳糖氧化酶的催化转化为醛糖和过氧化氢，从而产生

活性氧（reactive oxygen species，ROS）［52］。ROS的增

加可能导致氧化应激、炎性反应、线粒体功能障碍和

凋亡，从而诱导产生衰老症状［53］。
D-半乳糖致衰老的动物模型是由我国学者龚国清

等［31］于 1991年根据代谢紊乱衰老模型构建而成。研

究者给3月龄小鼠每天眼球后注射D-半乳糖0.12 mg/g，
连续一个月，结果发现与同龄鼠相比，D-半乳糖诱导

小鼠出现各种衰老表型变化，这些变化与21月龄鼠接

近，表明该方法可以构建动物衰老模型。之后，更多

的衰老研究使用了该模型。注射D-半乳糖的小鼠表现

出认知功能障碍和神经退行性变［32-33］，免疫反应减

弱［34］，氧化应激加剧［31］，而且衰老相关基因的表达

增加，标志衰老的β-半乳糖苷酶阳性染色增加［35］。
D-半乳糖诱导的衰老模型建模时间相对较短、重

复性好，并且在整个实验期间的存活率较高［36］。然

而，也有研究者提出，虽然D-半乳糖诱导衰老模型小

鼠的某些指标接近自然衰老小鼠，但免疫生化指标与

自然衰老小鼠存在差异［37-38］。
2.3.3　快速老化模型小鼠

快速老化小鼠 （senescence accelerated mouse，
SAM）是日本京都大学研究人员培育的一种近交系衰

老模型小鼠，分为正常老化的R系统（SAMR）和快速

老化的P系统（SAMP）［39-40］。SAMP系统在 4～6月龄

后迅速出现老化特征，如行动迟缓、脱毛、脊柱弯曲

等。SAMR系统则表现为正常衰老，常作为SAMP的对

照。与 SAMR相比，SAMP的衰老过程更快，寿命更

短［41］。SAMP在衰老过程中与年龄相关的病理表型与

老年人类相似，例如SAMP1、P2、P7、P9、P10、P11
中的老年淀粉样变性，SAMP6中的老年骨质疏松症，

SAMP8和P10中的学习和记忆缺陷等［42］。SAMP8可用

于骨骼肌、神经系统相关的衰老研究；SAMP3可用作

增龄性关节炎研究模型；SAMP6可用于老年骨质研究；

SAMP1和 SAMP9可用作视觉器官老化模型；SAMP10
可作为老年痴呆症模型［43-44］。

肌少症是一种与年龄相关的全身骨骼肌疾病，其

特征是肌肉质量减少和肌肉功能降低［55］。与 SAMP6
和SAMR1相比，SAMP8小鼠骨骼肌更早出现衰老的典

型特征［44］。许多研究已经使用 SAMP8小鼠来验证运

动干预对肌少症的影响。Takigawa等［54］使用 SAMP8
小鼠模型研究长期运动对肌少症的预防效果，发现25
周的跑步机运动后，SAMP8小鼠衰老相关的肌肉功能

衰退有所恢复，表明长期运动锻炼可能有助于预防肌

少症。

2.3.4　基因工程小鼠
随着基因技术日渐成熟，可以通过转基因、基因

剔除、基因打靶等技术，构建需要的实验小鼠模型。

在衰老研究中，大多数研究都使用了基因敲除

小鼠［45］。
p21和p53基因缺失的小鼠模型已用于细胞衰老研

究［46-47］。敲除 p53 基因可改善衰老表型，并延长

Zmpste24-/-小鼠（一种早衰小鼠）的寿命［47］。敲除

p16可产生另一种衰老模型。有研究人员通过药物诱导

去除了 p16（Ink4a）阳性衰老细胞，设计了一种新型

转基因 INK-ATTAC小鼠，研究表明去除衰老细胞能够

延长小鼠的寿命和健康期［48］。
此外，还有利用其他基因进行衰老研究的小鼠模

型，如白细胞介素10（interleukin-10，IL-10）基因缺

陷小鼠（IL10 tm/tm）模型。使用92周大的雄性 IL-10缺
陷（IL10 tm/tm ）小鼠，可以进行老龄身体虚弱研究［49］。

一般来说，基因工程可以更快地建立小鼠模型，

但缺点是基因工程小鼠通常不具有自然衰老下观察到

的典型特征。而且，在小鼠中，一次只能敲除一两个

基因，因此很难理解基因的相互作用［50］。
2.4　大鼠

大鼠的自然寿命在 2.5～3年，建立自然衰老模型

的耗时较长。目前在大鼠衰老研究中，D-半乳糖诱导

衰老模型已被广泛使用。大鼠定期定量注射D-半乳糖

可产生自然衰老的症状。通常皮下注射D-半乳糖（每

天 125～300 mg/kg）需要持续 6～10周，腹腔注射D-
半乳糖（每天 100～300 mg/kg）需要持续 4～7周，才

能够建立稳定的衰老模型［5］。
D-半乳糖诱导衰老模型的大鼠与人类自然衰老不

仅在形态、行为特征上具有高相似度，而且在分子生
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物学水平上也有一致性。D-半乳糖诱导衰老大鼠的生

化和生理变化包括氧化应激、线粒体功能障碍和心脏

细胞凋亡。不同研究在D-半乳糖使用剂量、持续时

间、用药方式、模型评价指标等方面都具有较大

差异［5］。
D-半乳糖诱导衰老大鼠也常被用作运动抗衰老模

型，以探索运动对衰老的影响。在这些研究中，首先

持续为大鼠腹腔注射D-半乳糖，以建立衰老模型（注

射时间在 4～6周，注射剂量为150～300 mg/kg/d）；在

此基础上，增加运动干预，主要包括跑步机、游泳等

有氧运动［56-59］。如Ginus等［56］让D-半乳糖诱导衰老

大鼠每周在跑步机上跑步 4次，持续 4周，结果发现

D-半乳糖可导致大鼠破骨细胞数量增加，而跑步机运

动能将其逆转至正常水平。此外，D-半乳糖诱导衰老

大鼠在长期游泳训练（6～8周）后，也被证明在多方

面产生抗衰老作用，包括增强心肌抗衰老功能［57］、减

轻骨骼肌萎缩［58］、减轻大脑衰老等［59］。

3　小结及展望

综上，目前已有多种动物模型可以用于衰老研究。

线虫、果蝇这类无脊椎动物由于寿命短、结构简单，

在研究衰老的分子机制上有一定优势。而大鼠、小鼠

由于其基因与人类高度相似，生理结构比线虫和果蝇

更为复杂，在衰老研究中可应用的领域更为广泛。D-
半乳糖诱导衰老模型、基因敲除衰老模型的开发，也

为大鼠、小鼠应用于衰老研究缩短了建模时间。最近，

国内徐平研究团队在远交群 ICR小鼠的生产群中偶然

发现，哺乳中的小鼠有 2只雄性仔鼠存在脱毛现象，

随后通过突变子代与亲代回交后，其后代再进行自交，

成功建立了无毛小鼠繁育群体（定名为SHJHhr）；后续

研究发现，该突变小鼠在 9～11个月龄时皮肤上出现

丘疹，甚至肉瘤，11月龄后开始陆续死亡，而且在生

长、发育、繁殖及部分血液学指标上都显示出老化表

型，尤其在骨骼和生存期方面出现明显的衰老特征，

提示该小鼠有望用于衰老相关研究［60］。此外，新型脊

椎动物模型如绿松石鳉鱼的开发，也进一步缩短了脊

椎动物用于衰老研究的周期。各种动物衰老模型有不

同的优缺点，在不同研究领域各有应用。建议根据研

究目的和研究设计，选择更符合实验需求的动物衰老

模型。例如，运动抗衰老研究可以选择骨骼肌系统更

接近人体的小鼠、大鼠衰老模型。

在探索衰老的病理和生理机制上，开发及构建衰

老动物模型具有独特的前景。目前，判断动物衰老模

型是否建立成功，有一些较为通用的检测指标，如

SA-β-gal阳性染色。但由于诱导衰老的因素及相关机

制不同，判断衰老模型的各种标志物具有一定局限性。

因此，目前用于动物衰老模型检测的最佳生物标志物

组合，尚未达成共识，这也使得某些动物衰老模型的

可信度和实用性存疑。尽管不同动物在衰老阶段的形

态、外观特征有差异，但未来可以在衰老的其他指标

上制定一定的标准，例如检测衰老相关蛋白、衰老相

关基因水平的变化，以形成动物衰老模型的建模标准。

另一方面，虽然目前已开发出多种应用于衰老研

究的动物模型，但由于衰老影响的范围较广，包括神

经系统退化、肌肉骨骼退化、生殖能力减退等多方面，

某一种动物模型并不能应用于所有方面的衰老研究。

而具体到某一领域的衰老研究，可用的动物衰老模型

也较为局限。例如研究运动对衰老的影响，需要聚焦

于肌肉骨骼系统，无法采用鱼类动物模型，而主要采

用大鼠、小鼠衰老模型，但其衰老周期较长。因此，

未来研究中可以针对衰老影响的具体领域，开发适用

于该领域的动物衰老模型。
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肾脏间质纤维化动物模型的研究进展
赖 灿1, 李乐乐1, 胡塔拉1, 孟 彦2

(1. 内蒙古医科大学研究生院, 呼和浩特 010110; 2. 内蒙古医科大学附属医院肾内科, 呼和浩特 010050)

[摘要] 肾脏间质纤维化是许多肾脏疾病不断进展的共同路径。不管是各种慢性肾脏病，或是各种因素所引起的无
法完全恢复的急性肾损伤，其进展过程多数是在经过肾脏间质纤维化后进入终末期肾功能衰竭。肾脏间质纤维化的
动物模型是探索肾脏间质纤维化发生机制和新诊断治疗方法的主要研究工具。不同的动物模型各有特色，研究者可
依据个人经验及实验目的建立不同的模型，并以此为基础开展科学研究，为肾脏疾病的防治提供更多新方法、新思
路。本文着重综合阐述目前常见的几种肾脏间质纤维化动物模型，包括单侧输尿管梗阻、缺血‒再灌注损伤、肾大
部切除、微栓塞诱导形成的手术模型，环孢素 A、阿霉素、马兜铃酸、氯化汞、庆大霉素、马兜铃酸、顺铂、腺嘌
呤诱导形成的化学模型，转基因杂交、肾损伤因子‒1 诱导形成的转基因修饰模型，双侧缺血‒再灌注损伤术联合庆
大霉素、单侧肾切除联合血管紧张素Ⅱ、单侧缺血‒再灌注损伤术联合 pLVX-shTNC 质粒诱导形成的复合模型，以
供相关研究人员了解和借鉴。
[ 关 键 词 ] 肾脏间质纤维化； 动物模型； 慢性肾脏病； 急性肾损伤
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Recent Advances of Animal Models of Renal Interstitial Fibrosis

LAI Can1, LI Lele1, HU Tala1, MENG Yan2

(1. Graduate School of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010110, China; 2. Division of Nephrology, the 
Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010050, China)
Correspondence to: MENG Yan (ORCID: 0000-0002-9236-5546), E-mail: mbao124@qq.com

[ABSTRACT] Renal interstitial fibrosis is a common pathway in the progression of many renal diseases. 
Whether it is chronic kidney disease or acute kidney injury that cannot be fully recovered, the progression 
process mostly enters end-stage renal failure after renal interstitial fibrosis. The animal model of renal 
interstitial fibrosis is an important research tool for exploring the pathogenesis of renal interstitial fibrosis 
and new diagnostic and treatment methods. Different animal models have their own characteristics. 
Researchers can establish different models based on their own experience and experimental purposes, and 
carry out scientific research on this basis to provide more new methods for the prevention and treatment 
of kidney diseases. The authors focused on several common animal models of renal interstitial fibrosis to 
provide the reference for related researchers, including surgical models induced by unilateral ureteral 
obstruction, ischemia-reperfusion injury, 5/6 nephrectomy, and microembolization; chemical models 
induced by cyclosporine A, adriamycin, aristolochic acid, mercuric chloride（HgCl2）, gentamicin, cisplatin, 
and adenine; transgenic hybridization and kidney injury molecule 1 (KIM-1) induced transgenic modification 
model; composite model induced by bilateral ischemia-reperfusion injury (BIRI) combined with gentamicin, 
unilateral nephrectomy combined with angiotensin II (Ang II), and unilateral ischemia-reperfusion injury 
(UIRI) combined with pLVX-shTNC plasmid.
[Key words]  Renal interstitial fibrosis; Animal model; Chronic kidney disease; Acute kidney injury

· 人类疾病动物模型 ·
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肾脏间质纤维化（renal interstitial fibrosis）是各种

慢性肾脏病（chronic kidney disease）进展，或急性肾

损伤（acute kidney injury）后在肾脏损伤未能完全恢复

时转化为慢性肾脏病并进一步发展的重要病理过程之

一。人们普遍认为，肾脏间质纤维化是慢性肾脏病进

行性进展的关键因素之一，并逐渐改变肾脏基础生理

结构［1-2］。细胞外基质在肾间质中过度聚集、肾小管

的萎缩，以及各种炎性细胞浸润、肾小管上皮细胞和

肾脏间质成纤维细胞向肌成纤维细胞的转分化，都是

肾脏损伤的典型病变特征，并且肾脏纤维化过程不可

逆转［1，3-5］，最终患者不可逆地走向肾功能衰竭，正常

工作生活被严重干扰，社会经济负担也因此增加。慢

性肾脏病是导致非传染性疾病发病和死亡的重要因

素［6］，据全球疾病负担 （global burden of disease，
GBD）数据统计，2017年全球慢性肾脏病患病率达

9.1%。肾脏间质纤维化产生机制复杂，一直以来各种

动物实验研究对于揭示肾脏间质纤维化的病理特征和

分子机制都起到至关重要的作用。因此，选择构建较

理想的肾脏间质纤维化动物模型，对研究肾脏间质纤

维化的发生机制、诊断、防治以及延缓其进一步发展

等都有着非常重大的意义。目前，肾脏间质纤维化主

要动物模型包括手术诱导模型、药物诱导模型、转基

因修饰模型、复合模型。每个模型各有其特点，以适

用不同的实验要求，下文就其特点逐一展开描述分析。

1　手术诱导的肾脏间质纤维化模型

手术类诱导的动物模型是通过手术方式减少或阻

断肾脏组织参与正常的代谢过程，使肾脏组织被动失

代偿，从而构建肾脏间质纤维化动物模型。其主要有

三种经典模型，即单侧输尿管梗阻模型、缺血-再灌注

模型和肾大部切除模型，以及它们的一些改进型。除

此之外，还有肾微栓塞加部分肾切除的手术模型。

1.1　单侧输尿管梗阻模型
单侧输尿管梗阻模型广泛应用于梗阻性肾脏疾病

的研究，是目前研究肾脏间质纤维化的经典模型之一。

造模方法：大鼠腹腔注射麻醉，在左肾门附近切开腹

腔，分离并结扎左输尿管，然后闭合腹腔。结扎术后

2周，检测发现其血肌酐（blood creatinine，Scr）和血

尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）水平较对照组明显

升高［7］。结扎肾因尿流受阻、压力升高引起缺血缺

氧，导致肾小管间质损伤。单侧输尿管梗阻模型的主

要特点是肾小管扩张、间质增生、近端肾小管大量损

伤、肾脏积水、白细胞浸润、肾小管上皮细胞死亡以

及成纤维细胞增生［8］，从而导致肾脏瘢痕形成，间质

纤维化。单侧输尿管梗阻模型建立的优势是：操作较

为简单，技术成熟；周期短，肾结扎术后一周可发生

肾脏间质纤维化；存活率高，可操作空间大。

除经典的单侧输尿管梗阻模型外，可逆性单侧输

尿 管 梗 阻 （reversible unilateral ureteral obstruction，
RUUO）模型［9-13］以及改进型RUUO模型［9，12］也有研

究者在探索应用。如Song等［9，12］用小鼠先建立单侧输

尿管梗阻模型，术后 3～7 d通过再植方式构建RUUO
模型。建立单侧输尿管梗阻模型时，从下腹中线开腹，

暴露左输尿管，并在膀胱上方不远处结扎左输尿管两

次，两次结扎间隔一段距离，然后离断，关腹；术后

3 d或 7 d再次从原切口进入腹腔，找到之前左输尿管

用7/0黑线结扎的粗大梗阻端，用带侧孔的20 mL注射

器针头从膀胱前壁穿透到后壁，同时将之前连接在左

输尿管中的线固定在针头侧孔中，然后注射器针头以

相反的方向从膀胱中取出；输尿管的末端使用微血管

钳固定在膀胱前壁，再用 10/0黑线将输尿管末端间断

缝合到膀胱后壁，缝合后在其结扎线下方5 mm处的输

尿管壁切开一个小口，使尿液从中流出。用输尿管再

植加置管方式构建改进型RUUO模型：缝合输尿管到

膀胱后壁，并开口见尿液流出，与上述RUUO相同；

随后在胰岛素针的引导下，将直径为6～9 mm的PTFE
管推入输尿管腔，其中管口暴露 1～2 mm，在输尿管

和聚四氟乙烯管的末端作为一个整体放回膀胱，然后

缝合膀胱前壁，用盐水冲洗腹腔后关腹。RUUO模型

即在建立单侧输尿管梗阻模型一段时间后解除梗阻，

恢复尿路通畅再进行相关研究。

RUUO模型主要用于研究尿路梗阻缓解后肾脏结

构和功能的恢复情况，更接近临床尿路梗阻疾病的特

点［9］；该模型构建也不复杂，可重复，可靠性高。梗

阻后再通的间隔时间需要研究人员根据自己的经验及

研究内容进行摸索调整。但近期有研究认为，RUUO
后肾功能的快速恢复不能反映肾组织的实际恢复情况，

梗阻后诱导形成的慢性肾脏病在恢复时具有组织持续

损伤、纤维化和肾单位丢失的特征，但不能反映在肾

功能的测量标准中［11］。
1.2　缺血-再灌注模型

各种因素所致的急性肾损伤是一种可迁延发展为

慢性肾脏病却易被忽略的慢性肾脏病病因。缺血性急

性肾损伤（ischemic acute kidney injury，IAKI）是急性
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肾损伤的主要分型，其可致肾脏毛细血管永久性损伤，

并向慢性肾衰竭方向进展［14］，也是导致肾脏缺血-再
灌注损伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）的主要原

因之一。

IRI 模型包括双侧缺血-再灌注损伤 （bilateral 
ischemia-reperfusion injury，BIRI）模型、单侧缺血-再
灌注损伤（unilateral ischemia-reperfusion injury，UIRI）
模型、单侧 IRI 加对侧肾切除术（unilateral IRI with 
contralateral nephrectomy，uIRIx）模型。建立 UIRI 和
BIRI模型时，不同实验目的和不同造模动物的具体造

模时间差异较大，但其基本路径相同。造模方法：使

用血管夹，夹闭小鼠或大鼠的单侧或双侧肾蒂至少10 
min，随后松开血管夹以诱导缺血-再灌注损伤，术后

1～6周可成模。Yang等［15］通过UIRI手术（夹闭左侧

肾蒂30 min） 2 d后再切除8～10周雄性BALB/c小鼠对

侧肾脏，术后2～3 d建立uIRIx模型，用以模拟急性肾

损伤。其研究表明，肾损伤后近端肾小管G2/M细胞周

期的停滞导致促纤维化因子的异常扩增，也是急性肾

损伤与慢性进行性纤维化肾病之间的机制联系。短时

间夹闭肾蒂可模拟急性肾损伤，以及急性肾损伤后向

慢性肾脏病的演化探究。长时间夹闭肾蒂可直接形成

肾脏纤维化，如左侧肾蒂夹闭50 min后松开恢复血供，

术后10周肉眼可见SD大鼠肾脏体积增大，肾脏表面不

再光滑，粗糙呈颗粒样、凹凸不平，肾脏组织明显纤

维化［16］。
目前有学者认为，急性肾损伤后肾脏功能不能完

全恢复，也称适应性不良修复，可导致肾脏长期功能

缺陷并逐渐演化成慢性肾脏病［17-19］。研究表明，UIRI
可用作研究急性肾损伤发展为慢性肾脏病过程的合适

动物模型，纤维化相关基因（如ColI、TGFβ、CCN2、
CCN3）的表达量随着缺血持续时间和实验中动物核心

体温的增加而增多［20］。无论哪种模型，严格控制肾缺

血的时间至关重要。研究者可依据研究对象及目的进

行调整，模拟出相似病情的肾脏纤维化演化路径及其

结果并对之进行研究。但 IRI模型操作复杂［20-21］，可

重复性差，尤其是BIRI模型控制难度大。uIRIx模型对

缺血程度有较高的耐受性，常用于长期模型的建立。

1.3　肾大部切除模型
肾大部切除（5/6 nephrectomy，5/6Nx）模型造模

方法：小鼠或大鼠麻醉后，切去左肾外缘及其上下两

极共约2/3组织，约1周后再切除右肾，术后残留约1/
6肾组织。由于术后残肾血流量骤降，肾间质代偿性增

殖，系膜细胞和系膜基质增生，从而引起肾小球硬化，

以及相应的肾小管灶状萎缩减少，最后形成肾脏间质

纤维化［22］，其 Scr、BUN和尿蛋白水平均显著升高。

该模型的建立技术已经比较成熟，成功率较高，故目

前 5/6 Nx模拟人类肾功能损失后的肾衰竭动物模型已

广泛应用于慢性肾脏病研究。

此外，改良的5/6 Nx模型［23-24］也有应用，具体造

模方法：手术结扎左肾上下极，1周后切除右肾。相较

于传统的 5/6 Nx模型，该方法具有更省时、出血少、

存活率更高、重复性好的特点［24］。近期有研究者探究

出存活率更高的基于结扎的 5/6 肾切除手术 （5/6 
nephrectomy based on ligation，l-PNx）新模型，具体的

造模方法：手术切除小鼠右肾 1周后直接结扎左肾上

下极，导致结扎的左肾上下极坏死［25］。l-PNx模型术

后4周及12周的总体病理表现比传统的5/6Nx模型更严

重，大鼠肾脏 α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle 
actin， α -SMA）、转化生长因子 - β （transforming 
growth factor-β，TGF-β）、胶原蛋白Ⅰ和胶原蛋白Ⅲ
表达水平更高，在研究慢性肾脏病的肾纤维化方面更

有优势［25］。
1.4　其他手术模型

除上述较为经典的 3种模型外，Kimura等［26］在
1999年建立了微栓塞导致的进行性慢性肾衰竭大鼠模

型，其造模方法：戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉 12周
龄大鼠后取下右肾，随后通过左肾动脉尾部注射丙烯

酸微球（直径 20～30 μm），注射时夹闭主动脉尾部、

肠系膜前动脉和腹腔动脉，以确保微球流入左肾动脉；

这些丙烯酸微球阻塞了血管极附近的肾小球前小动脉

和肾小球内毛细血管，导致血压升高，术后 2～12周
可诱导尿白蛋白排泄量、Scr和血总胆固醇浓度增加，

血清白蛋白则降低，后期可见肾小管基底膜增厚、管

腔扩张和肾脏间质纤维化等病理改变［26］。近期Bersani
等［27］修改了Kimura等［26］的模型，其造模方法：110～
120日龄大鼠经腹膜内注射硫喷妥钠（45 mg/kg）麻醉

后进行腹腔镜手术，夹闭腹腔、肠系膜、对侧肾脏和

主动脉远端区域，以保证血流仅在左肾动脉中流动，

在左肾动脉口前的区域滴注含有聚甲基丙烯酸甲酯微

球（直径 20～27 μm）的生理盐水（0.8 mg/0.2 mL），
随后切除右肾；术后 30、60、90 d进行验证，分析不

同肾病进展阶段血管、肾小球、肾小管和间质的表现。

在此基础上，可发展用于评价药物的长期效果及其不

良反应。肾微栓塞引起的早期血管损伤可能是实验模
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型中慢性肾脏病进展的重要触发阶段，且该模型有很

好的重复性［27］。

2　药物诱导的肾脏间质纤维化模型

在生活与医疗环境中接触和使用环孢素A、阿霉

素、庆大霉素、马兜铃酸、顺铂、腺嘌呤、汞及其化

合物，以及血管紧张素Ⅱ （angiotensin Ⅱ，AngⅡ）、

叶酸、镇痛药、酪氨酸等一系列化学物质均可使肾脏

间质产生不同程度的纤维化。因此，药物诱导的肾脏

间质纤维化模型主要有环孢素A模型、阿霉素模型、

马兜铃酸模型、氯化汞模型、庆大霉素模型、顺铂模

型、腺嘌呤诱导高尿酸肾病模型等。下文具体描述各

模型特征。

2.1　环孢素 A 模型
环孢素 A （cyclosporine A）模型是由 Rosen等［28］

用皮下注射环孢素A的方式所构建的一种慢性肾脏毒

性动物模型。造模方法：大鼠或小鼠腹腔注射环孢素

A （15～40 mg·kg-1·d-1），持续约 2～4周［29-30］。用药

后可通过检测大鼠肾病理改变及其BUN、Scr等水平变

化来检验造模情况。

环孢素A是由十一个氨基酸组成的环状多肽，其

作为一种强效免疫抑制剂，目前在临床上多使用于肝

脏、心脏、肺、肾等器官移植术后，在一定程度上可

提高患者的生存率。肾脏毒性是环孢素A最主要的不

良反应，长期使用环孢素A后可表现为肾脏机能的进

行性降低，以及肾小管和肾血管等组织的不可逆损

伤［29-31］。环孢素A引起肾脏间质纤维化的主要过程是

肾小血管收缩，肾小管基底膜萎缩，上皮细胞损伤变

性、坏死等，肾间质炎症，肾慢性缺血，成纤维细胞

迁移并释放出大量的细胞外基质，从而促使纤维化的

发生发展［29-35］。
但该模型制作费用昂贵，且环孢素A具有肝毒性，

在一定程度上影响了该模型的可靠性，限制了其应用，

故环孢素A模型更适用于肝肾纤维化复合损伤模型。

2.2　阿霉素模型
阿霉素（adriamycin）造模方法：大鼠尾静脉注射

阿霉素（2～12 mg·kg-1·d-1），约2～7周。有部分研究

者在该模型上对药物作用进行评估［36-37］，但由于阿霉

素的毒性高，若注射时有溢出或渗透出血管外，易导

致周边组织损伤坏死、溃烂、炎症等，影响数据的判

断。而且目前对于阿霉素模型缺乏较为统一的评判标

准，各研究者使用的造模方法及其评价指标不太一致。

阿霉素是一种抗瘤谱广泛的含醌的蒽环类化学治

疗药物。它经由肾脏代谢后被还原成半醌型自由基，

并在各类脂质介质影响下引发肾小球损伤，逐渐发展

形成肾病综合征，并逐步恶化，导致肾小管萎缩、肾

间质炎症，最终形成肾纤维化。研究表明，阿霉素模

型在用于模拟人类罹患微小病变性肾病综合征和局灶

节段性肾小球硬化型肾病综合征后所发展的肾脏纤维

化模型具有比较高的可靠性［36-39］。
目前有研究者在阿霉素模型的基础上，结合代谢

组学、生物信息学、网络药理学等，探索肾脏疾病的

可能作用机制及其潜在生物学靶点［36，40-41］。其研究结

果 表 明 ， 左 旋 肉 碱 、 溶 血 磷 脂 酰 胆 碱

（lysophosphatidylcholine， LysoPC）（20∶ 3）、鞘磷脂

（sphingomyelin，SM）（d18∶1/16∶0）等 22种代谢物

与肾损伤相关［41］；修复性脂质介质合成中间体（14S-
hydroxy-docosahexaenoic acid，14S-HDHA）、二吡啶甲

酸 （dipicolinic acid， DPA）、 二 十 二 碳 六 烯 酸

（docosahexaenoic acid，DHA）等 7种代谢物与早期肾

损伤有关，而色氨酸、亚油酰肉碱、LysoPC（18∶3）
等12种代谢物则反映了晚期肾病［36］。
2.3　马兜铃酸模型

马兜铃酸（aristolochic acid）造模方法：小鼠腹腔

注射马兜铃酸（2.5～3 mg/kg），每周 1～2次，持续

4～10周［42-43］。小鼠腹腔注射马兜铃酸后，体质量显

著减少，出现肾萎缩、肾功能下降和肾小管间质纤维

化，并且诱导肾纤维化相关基因的表达水平升高，加

快细胞衰老、线粒体功能障碍及其肾脏中活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的积累，降低肾脏抗衰

老基因Klotho的表达［42］。
马兜铃酸是一种硝基菲羧酸，2017年被世界卫生

组织列入致癌清单中。这类有机化合物天然存在于马

兜铃科植物中，其中有些植物曾被作为中药材参与中

药的炮制。不合理或长期服用此类药材可导致肾脏进

行性损伤、肾间质炎症、肾间质纤维化等，即马兜铃

酸肾病（aristolochic acid nephropathy，AAN）。因此，

用马兜铃酸建立的肾病模型用以研究以上病变更符合

临床病理特点。

马兜铃酸构建的各种肾脏毒性模型，多用以诱导

慢性肾脏间质纤维化，也可诱导急性肾损伤疾病、肾

间质炎症等。如Wang等［44］通过连续给C57BL/6小鼠

腹腔注射马兜铃酸Ⅰ钠盐（10 mg·kg-1·d-1） 5 d诱导建

立以急性肾小管损伤为主要特征的AAN模型。但用马

兜铃酸建立的肾脏间质纤维化模型普遍需要 8周，造

模周期较长，费用较为昂贵。
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2.4　氯化汞模型
氯化汞（HgCl2）造模方法：大鼠口服 HgCl2 （8 

mg·kg-1·d-1），持续9周［45］。汞及其化合物的主要靶器

官之一是肾脏，除了生活中接触外，人类等高层食物

链中也容易聚集，摄入后累积造成肾脏损伤。

长期接触或使用HgCl2会产生肾皮质毒性作用，主

要表现为肾小球硬化、急性肾小管坏死和肾间质炎性

细胞浸润，最终导致肾间质纤维化［46］。但由于HgCl2
的高毒性，剂量把握不当易致大鼠死亡，故造模前进

行不同浓度梯度的预实验极为重要。短时间使用高剂

量的HgCl2造模可以引起急性肾损伤［47］，后期可进展

为肾脏间质纤维化。

2.5　庆大霉素模型
庆大霉素（gentamicin）造模方法：小鼠或大鼠皮

下注射庆大霉素（80 mg·kg-1·d-1），约 7～9 d［48-49］。
造模后检测发现大鼠尿量显著增加至对照值的 2倍，

尿渗透压降低至一半，尿液浓缩功能明显受损，其Scr
为6 mg/L，较对照组的2 mg/L明显升高［48］。

庆大霉素是一种氨基糖苷类抗生素，其不良反应

主要表现为肾脏毒性，故目前在临床上很少使用，早

期多表现为急性肾损伤，尤其在短期大剂量使用庆大

霉素时，后期可逐渐进展为肾脏间质纤维化及肾功能

障碍等。目前研究认为，大部分急性肾损伤患者临床

治愈或病情缓解后会出现肾间质胶原蛋白积累的隐匿

过程，部分迁延为慢性肾脏病并最终进展至慢性肾功

能衰竭。故现在庆大霉素多用于建立以急性肾损伤为

基础的动物模型，并在其基础上进行肾脏间质纤维化

及慢性肾脏病的研究。如Huang等［48］给C57BL/6J小
鼠腹膜注射庆大霉素（80 mg·kg-1·d-1） 7 d建立急性肾

损伤模型，发现急性肾损伤涉及集合管的程序性坏死，

并介导肾功能障碍、炎症和纤维化。Albino等［49］给雄

性Wistar大鼠皮下注射庆大霉素（80 mg·kg-1·d-1） 9 d
建立急性肾损伤模型，庆大霉素建模后分别在第1、30
和180 d对大鼠进行研究，观察急性肾损伤后向肾纤维

化和慢性肾脏病演化过程。

2.6　顺铂模型
顺铂造模方法：小鼠腹腔注射顺铂（18 mg/kg），

共一次，3 d后检测发现其 Scr、BUN较对照组明显升

高［50］。顺铂作为一种广谱强效抗癌药物，广泛应用于

各种肿瘤的联合化疗中。该药物溶于水后，水分子取

代其氯离子，从而激活其细胞内生物活化，随后与

DNA结合，引起交叉联结，破坏DNA的功能，并抑制

细胞有丝分裂，是一种细胞非特异性药物。但顺铂的

抗癌作用缺乏特异性，肾毒性是限制顺铂临床应用的

关键因素之一。顺铂诱导急性肾损伤产生的标志是近

端肾小管细胞的死亡和炎症。癌症患者经过顺铂治疗

后有20%～40%出现急性肾损伤［51］。顺铂在肾脏中主

要通过线粒体氧化应激、炎症、直接损伤等多种途径

促进近端肾小管细胞的损伤、死亡以及凋亡［52］，其中

膜转运蛋白（CTR1、CTR2、ATP7A、ATP7B和OCT2
等）在介导细胞摄取顺铂的过程中发挥重要作用［53］，
这种作用因肾脏的排泄功能而被放大。顺铂的肾毒性

具有累积性和剂量依赖性［54］。高剂量或多次累积较大

剂量的用药方式均会产生不可逆的肾功能损伤，严重

时甚至出现急性肾小管坏死、尿毒症、肾衰

竭［50-51，55］。顺铂的毒性较强，且缺乏特异性；因此，

该种造模方式难度较大，较难把控剂量，致死率高。

2.7　腺嘌呤诱导高尿酸肾病模型
造模方法：大鼠灌胃腺嘌呤（200 mg·kg-1·d-1）共

4周，随后检测发现其 Scr、BUN水平明显较对照组升

高；并且肉眼可见肾脏颜色暗黄，表面有明显结晶颗

粒状，HE染色见肾小管无序排列［56］。腺嘌呤是 4种
核酸碱基之一，广泛存在于体内，其分解代谢终产物

是水溶性较差的尿酸。尿酸可影响内皮功能，减少一

氧化氮的生成，是诱发高血压的重要介质［57］。高尿酸

血症（hyperuricemia，HUA）诱导的近端肾小管上皮

细胞中乳腺癌耐药蛋白 （breast cancer resistance 
protein，BCRP） /三磷酸腺苷结合转运蛋白G超家族成

员 2 （adenosine triphosphate combined transport protein 
G superfamily member 2，ABCG2）表达降低，这可能

促进肾小管上皮细胞和肾间质中的尿酸单钠晶体沉积，

导致严重的肾脏损伤［58］。高血压可能是导致亚临床肾

损伤的初始触发因素，后续诱发HUA，形成高血压、

尿酸升高和肾脏损害的恶性循环［59］。研究认为慢性肾

脏病可提高HUA发生的风险，而HUA又可加速慢性肾

脏病的进展［60］。但 Sellmayr等［61］研究显示，无症状

的HUA不会影响慢性肾脏病的进展，除非尿酸在肾脏

中结晶，导致慢性尿酸晶体性肾病，后期可形成尿酸

晶体性肉芽肿。该晶体会触发M1样巨噬细胞相关的间

质炎症和纤维化，加速慢性肾脏病进展。因此，在一

定程度上尿酸晶体肉芽肿的形成可作为肾脏间质纤维

化模型成功的标志，对应的腺嘌呤摄入剂量与时间是

模型制备成功的关键。

2.8　其他化学诱导模型
除了上述这些化学物质诱导模型外，还有血管紧

张素Ⅱ模型。血管紧张素Ⅱ作为肾素-血管紧张素-醛
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固酮系统（renin-angiotensin-aldosterone system，RASS）
的关键因子之一，多用以建立高血压肾病相关模型。

另外，还有用叶酸、镇痛药、酪氨酸等诱导的肾脏间

质纤维化动物模型。

3　转基因修饰的肾脏间质纤维化模型

肾脏间质纤维化往往伴随着一些因子不同程度的

异常表达，故研究时可以直接介入相关基因表达通路

而验证、模拟类似环境，探索其机制及相关治疗方法。

这也是当今表观遗传研究的关键方法。

3.1　转基因杂交模型
Lim 等［62］ 利用白喉毒素受体 （diphtheria toxin 

receptor，DTR）在近端肾小管上表达的特点［白喉毒

素（diphtheria toxin，DT）可介导细胞消融，从而诱导

近端肾小管细胞特异性损伤］，建立DTR+转基因小鼠；

同时利用改良毒素LMB2介导人CD25对肾小球足细胞

选择性损伤的特性［其中CD25由肾病蛋白启动子 25
（nephrin promotor 25，Nep25）驱动］，建立 Nep25+转
基因小鼠；将两种转基因小鼠杂交后可获得双转基因

小鼠（Nep25+/DTR+）和仅具有 Nep25 转基因的小鼠

（Nep25+/DTR-） 模 型 。 随 后 Nep25+/DTR+ 小 鼠 和

Nep25+/DTR-小鼠均在第 10、 17 周龄先后注射 DT、
LMB2，结果发现Nep25+/DTR+小鼠模型具有明显连续

的肾小管和肾小球损伤的特点，提示这是一种可用于

探究肾小管损伤后肾小球损伤敏感性的新方法。进一

步的实验分析表明，即使是轻微的肾小管损伤也会增

加随后肾小球损伤的敏感性，肾小管间质损伤和轻微

的纤维化在新一轮纤维化启动以及恶化进展中起着关

键作用［62］。
3.2　 肾 损 伤 因 子 -1 ( kidney injury molecule 1，
KIM-1) 模型

KIM-1造模方法：转基因诱导肾小管上皮细胞内

特异性表达KIM-1的转基因KIM-1RECtg小鼠，共 4周。

结果显示 KIM-1 可增加促炎性细胞因子 （MCP-1、
TGF-β和 IL-6等）、纤连蛋白等的表达，其中MCP-1
是KIM-1促进肾脏间质纤维化的重要介质。肾脏损伤

后不完全愈合，慢性KIM-1表达将进一步促进肾小管

间质炎症发生、毛细血管丢失和缺氧，进一步诱导

KIM-1产生，形成缺氧和炎症的恶性循环，最终导致

肾小管间质纤维化［63-64］。
KIM-1是一种由肾缺血上调的Ⅰ型跨膜糖蛋白，

其持续表达是急性肾损伤转化为慢性肾脏病的标志物，

与肾脏间质纤维化的严重程度密切相关。它在健康受

试者的尿液中几乎检测不到，但在急性肾小管坏死

（acute tubular necrosis，ATN）患者中显著增加［65］。肾

脏损伤后，从急性肾损伤到慢性肾脏病的进展过程中

KIM-1、MCP-1等都起着重要作用，这些因子可作为

防治及延缓该进程的重要靶点。

4　肾脏间质纤维化复合模型

单纯化学药物或单一手术等方法有时难以建立研

究者想要的理想模型，无法模拟较为复杂的疾病环境。

一些研究者进而探索多因素作用下的复合动物模型。

4.1　BIRI 术联合庆大霉素模型
造模方法：用大鼠先建立BIRI模型（夹闭双侧肾

蒂 60 min），术后 2周，皮下注射庆大霉素（100 mg·
kg-1·d-1） 5 d，最终构建肾缺血和肾毒性双重损伤的慢

性肾脏病复合模型。造模后检测Scr水平，每2周收集

一次血液和尿液样本计算肾小球滤过率（glomeruar 
filtration rate，GFR），成模1周后即可见Scr明显升高，

GFR显著降低。成模20周后免疫细胞化学检测结果显

示肾小球硬化和扩张、萎缩性小管［66］。该模型适合各

种因素导致肾缺血后，经肾代偿、失代偿所致的慢性

肾脏病研究。该建模方法的观测周期长，但造模难度

也大，死亡率高。

4.2　单侧肾切除联合 AngⅡ模型
造模方法：结扎切除小鼠左肾，术后 1周再行右

肾微渗透泵（内置AngⅡ溶液）植入手术，持续泵入4
周；检测发现其Scr、BUN升高，24 h尿蛋白定量明显

升高；组织染色可见近曲小管上皮细胞浑浊肿胀，大

量的间质细胞浸润，胶原纤维明显增多；结果提示肾

脏损伤以及肾脏纤维化［67］。该模型在高血压与肾损伤

的双重作用下，通过单侧肾切除联合AngII加快成模，

可作为高血压肾损伤后肾脏间质纤维化模型。研究者

可在此基础上探索改进方法，如调整药物剂量与种类、

作用时间等，以模拟相似的疾病发展路径。

4.3　UIRI 术联合 pLVX-shTNC 质粒模型
造模方法：小鼠UIRI（夹闭左侧肾蒂26～30 min）

术后4 d向其尾静脉注射pLVX-shTNC，术后第10天可

成模［68-69］。检测发现其 Scr、BUN水平明显升高，肾

纤维化相关蛋白（如 α-SMA、成纤维细胞特异性蛋

白-1、波形蛋白、纤连蛋白）表达明显增多，免疫组

织化学检测可见明显胶原沉积。研究发现，腱糖蛋白

C （tenascin-C，TNC）在正常人的肾脏中检测不到，
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但它可在各种慢性肾脏病患者的肾组织活检中检测到，

证明TNC是致肾纤维化的关键致病因素。TNC可促进

急性肾损伤上皮间质转化 （epithelial mesenchymal 
transition，EMT），通过整合素 αvβ6/FAK/ERK-1/2 信
号级联激活EMT，从而损害肾小管的完整性［68］。这是

急性肾损伤进展到慢性肾脏病的模型，靶向这种信号

级联反应可能是肾纤维化干预治疗的新策略。

5　结语

肾脏疾病是人类常见疾病，其中大部分与肾脏间

质纤维化密切相关，构建一个较为理想的肾脏间质纤

维化动物模型对于探讨肾脏疾病的发生、发展机制极

为重要。近年来随着技术的进步与应用，研究者对肾

脏间质纤维化动物模型的构建方法越来越成熟，除了

构建经典的手术、化学模型外，还偏向于结合研究对

象的特征设计构造出有一定特异性的新模型。目前，

各种复合模型、基因表达修饰模型等新型模型越来越

多，每种模型各有其特点以及一定的适用范围。

2009 年，单细胞 RNA 测序 （single-cell RNA 
sequencing，scRNA-seq）技术首次问世，近年获得了

爆炸式的发展。与传统的二代测序技术如RNA-seq等
仅能检测一群细胞转录组的平均水平不同，scRNA-
seq技术可在细胞水平上对基因组、转录组及表观基因

组水平进行测序分析。scRNA-seq技术更能发现细胞

在不同时间（生长周期）、空间（细胞位置）环境下的

基因表达特性，对细胞生理与病理的机制探究更深刻。

以上模型建立后，检测验证相关基因表达水平相较于

scRNA-seq缺乏相关模型演变进展的层次分析，若能

结合该技术检测动物模型在不同病变阶段的表达特异

性，将更能发现其内在病变机制，扩大其研究成果的

深度。

肾脏疾病的复杂的病情及病理生理机制促使研究

者不断改进已有的各种动物模型，研究探索新模型，

以建立更为稳定可控、与疾病环境更相似的模型。这

将促进对肾脏间质纤维化治疗药物的疗效评价、发生

发展机制的探索以及新药研发。
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应激性心肌病动物模型的研究进展
吴昊晟1, 苏 航1, 朱 超1, 王文慧1, 吴生兵2,3, 崔 帅2,4, 周美启4,5

(1. 安徽中医药大学研究生院, 合肥 230012;  2. 安徽中医药大学针灸经络研究所, 合肥 230038;  3. 安徽中医药大学针

灸学院, 合肥 230012;  4. 新安医学教育部重点实验室, 合肥 230012;  5. 安徽省中医药科学院亳州中医药研究所, 

亳州 236800)

[摘要] 应激性心肌病 （stress cardiomyopathy，SC） 是一种由强烈精神刺激或躯体应激所致的急性心肌病。目
前，在 SC 的急性或慢性阶段，能够有效降低死亡率、改善预后或预防复发的干预措施极少。因此，通过建立一种
可靠、有效的 SC 动物模型来研究 SC 的发病机制及其防治方法，尤为重要。本文梳理了国内外现有 SC 模型的制备
方法和评价指标，并展开综述，即论述了儿茶酚胺类激素注射法、束缚法、束缚联合电击法、束缚联合脱水法、迷
走神经电刺激等造模方法的操作细节，以及利用旷场实验、心超、心电图、ELISA 等方法对相关指标进行评价，以
期为研究 SC 时的模型选择和建立提供有益参考。
[ 关 键 词 ] 应激性心肌病； 动物模型； 造模方法； 评价指标
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Research Progress of Animal Models of Stress Cardiomyopathy

WU Haosheng1, SU Hang1, ZHU Chao1, WANG Wenhui1, WU Shengbing2,3, CUI Shuai2,4, ZHOU Meiqi4,5

(1. Graduate School of Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei 230012, China; 2. Institute of 
Acupuncture and Meridians, Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei 230038, China; 3. School of 
Acupuncture and Moxibustion, Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei 230012, China; 4. Xin 'an 
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[ABSTRACT] Stress cardiomyopathy (SC) is an acute cardiomyopathy caused by intense mental 
stimulation or physical stress. Currently, few interventions are effective in reducing mortality, improving 
prognosis, or preventing recurrence in acute or chronic stages of SC. Therefore, it is particularly important 
to establish a reliable and effective SC animal model to study the pathogenesis and prevention of SC. In 
this paper, the preparation methods and evaluation indexes of SC models at home and abroad were 
reviewed, including the operation details of catecholamine hormone injection method, binding method, 
binding combined with electroshock method, binding combined with dehydration method, vagus nerve 
electrical stimulation and other modeling methods, as well as evaluation indexes such as open field test, 
cardiac ultrasound, electrocardiogram and ELISA, striving to provide useful reference for model selection 
and establishment of SC research.
[Key words]  Stress cardiomyopathy; Animal model; Modeling method; Evaluation index

应激性心肌病（stress cardiomyopathy，SC）也被

称为Takotsubo综合征，是一种由强烈精神刺激或躯体

应激所致的急性心肌病。近年来，随着新型冠状病毒

肺炎（corona virus disease 2019，COVID-19）疫情引

起人们恐惧情绪的蔓延，在长期应激刺激下，人体内

儿茶酚胺类激素的表达量增高，SC发病率在疫情期间

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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显著增加［1-2］。SC症状类似于心肌缺血，包括胸痛、

呼吸困难、心电图异常（ST段抬高）、心肌酶学指标

的改变和左心室运动功能障碍［3］。越来越多的证据表

明，SC的临床预后比心肌缺血患者的预后更差［4-5］。
然而，目前极少有干预措施能够在SC的急性或慢性阶

段有效降低死亡率、改善预后或预防复发［6］。SC已成

为严重的公共卫生问题，急需研究它的发病机制及诊

疗措施。因此，建立与人类SC症状相似的动物模型尤

为重要，是研究 SC病理机制和药物治疗的重要一步。

以下就目前国内外现有的SC动物模型的制备方法和评

价指标展开论述。

1　SC 模型的制备方法

通常认为，SC的发病机制与应激后强烈的交感神

经激活和循环儿茶酚胺水平升高密切相关［7］。因此，

通过各种方法产生一定的刺激，模拟交感神经激活和

儿茶酚胺激增，是目前建立 SC动物模型最常用的方

法。应激反应分为生理应激和心理应激两种。生理应

激过程涉及神经—免疫—内分泌网络，持久的生理应

激会导致生理功能紊乱，甚至引发病理性改变。心理

应激则是指机体在持续刺激源作用下出现的非特异性

反应，既有积极的，也有消极的心理反应。通常使用

化学因素模拟生理应激的状况，使用物理因素模拟心

理应激状态，以此建立SC模型，具体制备方法如下。

1.1　化学因素造模方法
最常用的化学因素造模方式是儿茶酚胺类激素注

射法，即通过给动物注射异儿茶酚胺类激素以引起SC
病变，这是国内外制备SC模型最常用的方法。相关研

究表明，强烈的情绪或身体压力可过度激活交感神经

系统（sympathetic nervous system，SNS），导致儿茶酚

胺的过度释放，触发SC，故而常通过注射儿茶酚胺类

激素模拟这种病理状态。注射药物包括异丙肾上腺素

（isoproterenol，ISO）和去甲肾上腺素（norepinephrine，
NE），注射方法有腹腔注射、皮下注射和埋置缓释泵。

ISO是临床上常用的药物，能引起心肌收缩力增

加，心率加快，导致冠状动脉灌注不足，左心室扩

张［8］。所以，常使用外源性 ISO模拟应激状态时儿茶

酚胺类激素的释放。大鼠是最常用的实验动物之一，

其中SD大鼠常被用于SC造模（表1）。张志红等［9］使
用雄性 SD大鼠，以 50 mg/kg为剂量腹腔注射 ISO制备

SC大鼠模型；心超显示该模型大鼠的左心室射血分数

（left ventricular ejection fraction，LVEF）、左心室缩短

分数（left ventricle shortens fraction，LVFS）明显降低，

心室壁运动出现障碍，左心室出现气球样改变；心肌

酶谱检测显示模型大鼠血液中心肌酶含量明显升高。

Ali等［10］和Qi等［11］也使用相同方法建立了 SC模型，

结果显示不仅 23.3%的大鼠出现了心尖运动不能（左

心室心尖部），并且在 ISO给药后收缩压和舒张压呈现

先升高后下降的非线性变化趋势，另外有心率增加的

现象。杜志君等［12］也认为使用该方法可以获得典型

的 SC模型。Godsman等［13］使用不同性别的大鼠和不

同剂量的 ISO造模，然后选用雌性SD大鼠单次腹腔注

射 100 mg/kg ISO进行代谢方面的研究，结果显示左心

室中葡萄糖代谢率（glucose metabolic rate，MRglu）增

加，最终糖酵解代谢物脂肪酸的利用率和酰基肉碱代

谢物下降，克雷布斯循环中间体和腺苷三磷酸

（adenosine triphosphate，ATP）减少。尹元立等［14］使
用 SD大鼠每天于不同部位多点皮下注射 ISO，持续 3
周，也达到了SC造模的目的，结果显示LVFS及LVEF
明显降低，而左心室收缩末期内径（left ventricular 
end contractile diameter，LVESD）增加，心电图 ST段
明显抬高，血清中缺血修饰白蛋白（ischemia modified 
albumin，IMA）表达水平明显增高。

SD大鼠腹腔注射 NE也是一种常用的 SC造模方

法，同样也能引起心肌收缩力增强，心率加快，心排

血量增高。但杜志君等［12］通过实验发现，NE可用于

非典型SC模型的制备，该模型没有 ISO造成的SC模型

的症状典型；NE在注射剂量为2～4 mg/kg时造模成功

率较高，且死亡率较低，特别是以4 mg/kg最优，成功

率达 75%，死亡率仅有 16.67%。蔡伟文等［15］则使用

单次腹腔注射 4 mg/kg NE，成功模拟出了 SC模型，成

功率为66.67%，发现左心室心尖段、心中间段、心基

底段短轴缩短率 （fractional shortening， FS） 明显

减少。

除大鼠以外，小鼠也是常用的实验动物种类，造

模使用的品系则较多，有 C57BL/6J、129/Sv 小鼠等

（表1）。Liao等［16］单次腹腔注射200 mg/kg的 ISO，小

鼠出现急性左心室功能障碍，LVEF<35%，心肌肌钙

蛋白（cardiac troponin，cTn） T水平升高，心肌出现纤

维化和细胞死亡。Shao等［17］单次腹腔注射 400 mg/kg
大剂量的 ISO，2 h后小鼠心肌出现节段性运动障碍，

并且心肌脂质转运蛋白和载脂蛋白表达下调。向仕钊

等［18］使用C57BL/6J雄性小鼠，以50 mg/kg的 ISO腹腔

注射 3周造模。注射后即刻小鼠毛发直立，自主活动

明显减少。注射 3周后心脏功能降低，心脏大体和心

室内径增加，心房钠尿肽（atrial natriuretic peptide，
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ANP）、脑钠肽（brain natriuretic peptide，BNP）、β肌
球蛋白重链（β-myosin heavy chain，β-MHC）明显上

调。Khurana等［19］使用 129/Sv小鼠，每日 1次皮下注

射 ISO，连续5 d后发现左心室中天狼猩红（picrosirius 
Red） 染色的胶原蛋白含量显著增加。 Walsh-
Wilkinson等［20］给小鼠皮下埋置缓释泵，连续 21 d释
放 ISO后，心超显示LVFS减少，LVESD增加。

腹腔注射 ISO是建立 SC模型最常用的方法。该方

法操作简单，模拟SC较容易。国内外应用该方法建立

大鼠 SC模型的方法较为一致，普遍使用 SD大鼠单次

腹腔注射大剂量 ISO（50～100 mg/kg）即能模拟 SC的
病理状态。但对于小鼠而言，该方法研究尚待进一步

明确，小鼠品系C57BL/6、129/Sv均有使用，注射剂量

和注射频率也各不相同，既有小剂量（25～50 mg/kg）
多次（3～21 次）注射，也有大剂量（200～400 mg/
kg）单次注射，对于后来研究者选用小鼠造模有一定

困难。但总体而言，以单次大剂量注射可产生急性应

激变化，主要是功能障碍；多次小剂量可造成慢性应

激，心肌结构也有较为明显的病理改变。

1.2　物理因素造模方法
物理因素造模的方式较为多样，通常使用束缚法、

束缚结合电击法、束缚结合脱水法建立动物心理应激

模型（表2）。
1.2.1　束缚法

束缚法是将动物固定于束缚装置中，产生束缚刺

激的作用，造成心理和生理的双重压力，能够较好地

模拟人类生活中应激和身心疾病的发生过程［21-22］。该

方法具有造模简单、操作方便、成本低廉的特点，但

要注意在束缚过程中应严格遵守实验动物伦理原则，

善待动物并尽量减少动物的痛苦和伤害。齐跃等［23］

将雄性SD大鼠仰卧固定于解剖板上，束缚躯干及四肢

2 h即可模拟出SC的病理状态，心电图显示心率增加、

ST段抬高、按心率校正的QT间期延长，通过检测血浆

发现NE和cTnI浓度明显升高，超声心动图显示收缩期

左心室心尖近气球样变。

1.2.2　束缚加电击法
足底电刺激是一种可使动物产生恐惧的复杂应激

源，具有生理和心理双重影响。通过足底电刺激诱发

情感障碍模型已广泛应用于人类精神疾病的研究［24］。
李凤等［25］将雄性 SD大鼠置于固定器内固定 30 min，
然后将其移至电笼内每隔 2 min给予 10 s足底电刺激

（2 mA），整体电刺激持续时长不超过 30 min，每日 2
次，共15 d。ELISA检测显示血清皮质醇（cortisol）含

量明显升高，BNP mRNA表达量明显升高；心肌HE染
色显示炎性细胞浸润，局灶心肌纤维增生，细胞质内

BNP呈阳性着色。阿兰达［26］和石建等［27］也应用相同

参数电击造模，观察大鼠受刺激后心脏的变化，结果

与上述研究几乎一致：前者的研究结果显示左心室收

缩带坏死、炎性细胞浸润、心肌间质水肿和局灶性纤

维化；后者的结果显示，心功能异常，左心室收缩压

明显降低，左心室舒张压、心脏指数和心肌组织羟脯

氨酸（hydroxyproline，HYP）含量明显升高。

1.2.3　束缚结合脱水法
孙艳荣等［28］在临床中发现 SC患者往往存在脱水

状况，并且经补液治疗后心功能得以改善。所以，通

过给予大鼠每日饮水仅50 mL、不限日粮的脱水处理，

表 1　化学因素建立大鼠、小鼠应激性心肌病模型的方法
Table 1　Methods of constructing rat and mouse model of stress cardiomyopathy by chemical factors

动物
Animal

大鼠 Rat

小鼠 Mice

品种或品系
Stock or strain

SD
SD
SD
SD
SD

C57BL/6J
C57BL/6J
C57BL/6J

129/Sv
C57BL/ 6J

性别
Sex
雄
雌
雄
雌
雌

雄/雌
/

雄性
/

雄/雌

年龄或体质量
Age/weight
250～300 g

2～4 月龄，241±55 g
220～250 g，8 周龄

300～350 g
300～350 g
8～16 周龄

16 周
7 周龄，20～25 g

8 周
8 周

药物
Drug
ISO
ISO
ISO
NE
NE
ISO
ISO
ISO
ISO
ISO

剂量
Dose

50 mg/kg
100 mg/kg
100 mg/kg

2～4 mg/kg
4 mg/kg

200 mg/kg
400 mg/kg

50 mg/kg
25 mg/kg
30 mg/kg

给药方案
Dosage regimen

单次腹腔注射
单次腹腔注射
不同部位多点皮下注射，持续 3 周
单次腹腔注射
单次腹腔注射
单次腹腔注射
单次腹腔注射
腹腔注射 3 周
连续皮下注射 5 d
皮下埋置微渗透泵，连续 21 d 释放 ISO

参考文献
Reference

[9]
[13]
[14]
[12]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]

注：ISO，异丙肾上腺素；NE，去甲肾上腺素。
Note： ISO， isoproterenol； NE， norepinephrine.
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并将大鼠束缚于固定器内每日6～8 h，共处理3周，可

以制备SC模型。结果显示心尖部室壁运动减弱，呈气

球样变，心率增加，ST段明显偏移，血浆中肾上腺素

（epinephrine，E） 及去甲肾上腺素 （norepinephrine，
NE）含量明显升高，炎性细胞浸润，心尖部出现水

肿、坏死，但其典型的SC造模成功率仅为26.67%。

综上，束缚法可以较好地模拟出心理和生理双重

应激下所致的SC模型，造成动物情绪应激，普遍表现

为心率加快，心律失常，心尖气球样变。而后面几种

复合型方法，包括束缚联合电击法和束缚联合脱水法，

均未与单纯束缚法进行对照研究，因此尚不清楚电击

和脱水能否在束缚后更好地模拟SC病理状态，还需更

进一步地研究其能否更好地模拟复杂的SC发病状态。

1.3　其他造模方法
另外，还有极少数以家兔作为实验动物的造模方

式［29］。通过选用2月龄、体质量2～2.2 kg的雌性新西

兰白兔，麻醉后固定，颈部皮肤备皮，从颈部正中切

开约3 cm的切口，分离迷走神经，将其暴露，使用电

压刺激仪给予迷走神经 1.5 V的电刺激，每刺激 2 min
后间歇 5 min，持续 1 h。经该方法造模的家兔呈现心

率加快，左心室壁厚度变薄，心肌组织出现结构紊乱、

心肌断裂等病理改变。但该方法对手术技术的要求较

高，且存在电刺激迷走神经时容易造成迷走神经损伤，

以及组织长时间暴露易造成坏死等问题。

2　SC 动物模型的评价指标

对于 SC动物模型，常用的评价方法包括旷场实

验、超声心动图、心电图、血清ELISA检测。这些方

法既可用于评价 SC模型的建立，也可用于 SC动物治

疗效果的评价。旷场实验是通过观测动物在一定时间

内的运动情况判断其应激情况的实验，但易受外界干

扰，对实验环境安静、无异味、无干扰等要求较高。

心超和心电图的实验操作简单、成本低，在实验过程

中能较好反映心功能的变化情况，是评测SC模型的重

要技术手段。ELISA检测方法简单，且可以客观地量

化评价SC的应激和心肌损伤水平。

2.1　旷场实验
旷场实验是将动物放入旷场箱的中心，记录并分

析在一定时间段内（如5 min）动物的总路程、运动轨

迹、跨格次数、中央停留时间、中央格数等指标，以

反映动物的自主活动情况［30-31］。在评价 SC模型时，

通常以检测总路程和动物避开中心区域的次数或时间

来反映动物的应激反应水平［32］。对于应激的评价是区

别SC模型与心肌缺血、心肌肥厚等模型的关键点。SC
动物常表现为自主活动减少，蜷缩在角落，或在周围

格徘徊（图1A、B）。
2.2　超声心动图

心超可准确反映左心室情况，是评价SC动物模型

最直接、可靠的方法，有助于发现左心室节段性室壁

运动异常，包括运动减弱和运动不能［33］。这种节段性

的室壁运动异常，多是短暂、可逆的，通常心电图并

不敏感，而心超在SC模型评价上有着重要价值。SC动
物常表现为左心室呈现气球样变，心尖部运动功能障

碍， LVEF 和 LVFS 减少， LVESD 增大［34-35］（图

1C、D）。
2.3　心电图

在SC模型评价中，心电图常作为心超的辅助手段

使用。SC动物模型较典型的心电图常表现为可逆性的

ST段抬高和（或） T波倒置，以及QT间期和PR间期

延长［36-37］，并伴有病理性Q波出现［38-39］（图1E、F）。
当模型不典型时，通常表现为ST段上斜型压低。

2.4　ELISA 检测
在 SC模型评价中，ELISA检测最常见的指标主要

是反映应激情况的指标，如皮质醇，以及反映心肌损

伤的指标，包括心肌肌钙蛋白 T （cardiac troponin T，
cTnT）、cTnI、ANP、BNP。皮质醇作为经典的压力生

物标志物，也是 SC发病的影响因素［40-41］。在 SC发病

表 2　物理因素建立大鼠应激性心肌病模型的方法
Table 2　Methods of constructing stress cardiomyopathy model in rats by physical factors

动物
Animal

大鼠 Rat
大鼠 Rat
大鼠 Rat

品种
Stock

SD
SD
SD

性别
Sex
雄性
雄性
雄性

月龄或体质量
Age/weight

3～4 月龄，300～350 g
300～350 g
280～300 g

造模方案
Modeling process

束缚 2 h
固定 30 min，每间隔 2 min 给予 10 s 足底电刺激 2 mA，每日 2 次，持续 15 d
限制饮水 50 mL/d，每日束缚 6～8 h，连续 3 周

参考文献
Reference

[23]
[25]
[28]
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时，BNP与 cTnT的比率（BNP/cTnT）显著增高，区分

于急性心肌缺血，并具有较高特异性［42］。SC动物模

型常表现为皮质醇、cTnT、cTnI、ANP和BNP升高。

3　结语

本文总结了目前SC动物模型的常见制备方法和评

价指标。SC动物模型的构建方法较多且各有优劣。能

够有效模拟SC病理情况，操作简单、成本低廉且评价

体系完备的动物模型，可以为今后揭示 SC发病机制、

探索SC的治疗和预防策略提供有效工具。

SC动物模型建立成功与否，应该以在应激状态下

是否产生与临床病理特征一致的表现为判断标准。由

于应激是引起 SC的重要因素，因此在 SC模型的制备

中，可通过直接束缚、电击、脱水、迷走神经电刺激

造成动物应激，或者通过注射儿茶酚胺类激素模拟应

激时的状态。虽然这些方法在应激的同时均造成了不

同程度的心肌病变，可以在一定程度上模拟SC的病理

状态，然而引起人类 SC的原因复杂，目前的 SC模型

仍存在一定局限性，需要进一步研发和摸索。

总的来说，SC动物模型研究发展至今，取得了不

少成果，但仍然存在很多问题有待解决。首先，建立

模型的标准和评价指标尚未完全明确，主要集中在以

小鼠建立SC模型时，化学因素造模的给药剂量和方法

不确定是阻碍SC研究发展的关键原因之一；另外小鼠

缺少物理因素的造模方法，也有待进一步探索。其次，

SC在临床诊疗中有着性别差异，女性更容易应激，但

目前的动物模型尚未对性别进行区分，是否雌性动物

比雄性动物更易建立模型尚待探索。最后，目前的造

模动物以啮齿类动物为主，缺乏猪、犬等大型动物模

型，仅有少量研究显示实验猪在注射药物 Celocurin 
chloride后能够产生 SC的反应［43］，但很少有用该方法

造模方法的研究报告，大型动物模型是否能够更加高

度地模拟SC的病理状态，这也有待于进行更系统性的

研究。

注：A 为正常组旷场实验轨迹图；B 为 SC 模型组旷场实验轨迹图；C 为正常组心超图；D 为 SC 模型组心超图；E 为正常组心电图；F 为 SC 模
型组心电图。
Note： A is the trajectory diagram of open field experiment in normal group； B is the open field experiment trajectory of SC model group； C 
is the cardiogram of the normal group； D is the cardiogram of SC model group； E is the electrocardiogram of normal group； F is the 
electrocardiogram of SC model group.
图 1 应激性心肌病动物模型的评价指标代表性图像
Figure 1 Representative images of evaluation index in an animal model of stress cardiomyopathy
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甲型流感病毒对人与实验动物神经系统影响的研究
进展
丁相荣1, 霍姝汭 2, 代解杰11

(1. 中国医学科学院/北京协和医学院医学生物学研究所, 昆明 650118;  2. 昆明医科大学, 昆明 650500)

[摘要] 流感作为一种高度传染性疾病，主要影响呼吸系统，常导致肺部并发症，但它也会导致多种罕见却严重的
神经系统并发症，包括格林-巴利综合征、横贯性脊髓炎、脑膜脑炎等。近年来，多个国家和地区相继报告了甲型
流感病毒引起的神经系统并发症病例，逐渐引起国际关注。然而该并发症的发病机制尚不清楚，相关病例及动物实
验科学研究较少，无特定疗法。本文围绕人与实验动物感染甲型流感病毒后神经系统并发症的研究进展进行归纳总
结，以期对甲型流感病毒引起的神经系统性疾病有一个全面的认识和理解。
[ 关 键 词 ] 甲型流感病毒； 神经系统并发症； 动物实验
[中图分类号] R-332；Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2023）02-0180-06

Research Progress on Influenza A Virus and Nervous System Disease of 

Human and Experimental Animals

DING Xiangrong1, HUO Shurui2, DAI Jiejie1

(1. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, 
Kunming 650118, China; 2. Kunming Medical University, Kunming 650500, China)
Correspondence to: DAI Jiejie (ORCID: 0000-0002-4242-9089), E-mail: djj@imbcams.com.cn

[ABSTRACT] Influenza is a highly contagious disease that mainly affects the respiratory system and often 
leads to lung complications. Also it can cause a variety of very rare and serious neurological complications, 
including Guillain-Barre syndrome, transverse myelitis, meningoencephalitis and others. In recent years, 
neurological complications caused by influenza A virus have been reported in many countries and regions, 
and gradually attracted international attention. However, the pathogenesis of this complication remains 
unclear, and there are few related cases and animal experimental studies, and no specific treatment. 
Therefore, the authors summarized the study of neurological complications caused by influenza A virus in 
human and laboratory animals, in order to have a comprehensive understanding of the neurological 
diseases caused by influenza A virus.
[Key words]  Influenza A virus; Neurological complications; Animal experiment

神经系统由中枢神经系统和周围神经系统两部分

组成。中枢神经系统是人体中最重要的部分，通常被

称作身体的控制中心［1］。血-脑屏障、血-脑脊液屏障

以及脑脊液-脑屏障能阻止嗜神经性病毒通过脑脊液

（cerebrospinal fluid，CSF）或血源性扩散等途径渗透入

脑脊液或脑组织，进而保护中枢神经系统［2］。尽管如

此，一些病毒仍能进入中枢神经系统并引起疾病。在

美国，每年由病毒引起的中枢神经系统感染病例的数

量远超过由酵母菌、霉菌、细菌以及原生动物引起的

感染病例的总和［3］。甲型流感病毒（influenza A virus，
IAV）作为人兽共患病病原体，具有变异率高、传染性

强、危害性大以及可引起全球大流行等特点，一直以

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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来都是关注的重点对象［4］。虽然其主要感染目标是肺

部，但也可导致急性或慢性神经系统并发症，包括热

性惊厥、雷氏综合征、脑膜炎/脑炎、横贯性脊髓炎、

格林-巴利综合征（Guillain-Barre syndrome）等［5］，
故增加了神经退行性疾病的长期风险［6］。根据其直接

感染中枢神经系统的能力，可将流感病毒分为嗜神经

性流感病毒与非嗜神经性流感病毒。在人类中传播的

大都为非嗜神经性流感病毒，包括H1N1病毒（1918
年西班牙流感和2009年猪流感）、H2N2病毒（1957—
1958年亚洲流感）和H3N2病毒（1968年香港流感）。

本文在阐述人与实验动物感染甲型流感病毒后引起的

神经系统并发症类型的基础上，进一步对目前研究甲

型流感病毒相关性并发症所使用的实验动物种类、相

关并发症的发病特点及分子机制进行归纳总结，以期

为甲型流感病毒相关性中枢神经系统并发症的研究和

治疗提供相关资料。

1　热性惊厥

热性惊厥是流感病毒感染最常见的神经系统并发

症。有研究报告，在因流感住院的人群中，热性惊厥

的发病率占神经系统并发症的 80.6%；而热性惊厥在

甲型流感病毒感染者中的发病率为8.4%，显著高于乙

型流感病毒感染者中 4.6%的发病率，并常见于 6月龄

至 5岁儿童，伴有发热但没有中枢神经系统感染［7-8］。
Sawires等［9］发现与四月份相比，在甲型流感高峰期

（秋冬季）热性惊厥的发病率增加了48%，而在乙型流

感高峰期（秋冬季）热性惊厥发病率只增加了 31%，
进一步证实甲型流感较乙型流感更易引起热性惊厥。

与未被感染者相比，甲型流感病毒感染者更容易发生

局部癫痫［10］。然而，大多数热性惊厥患儿预后良好，

很少发生长期神经发育并发症和后遗症［11］；只有当癫

痫与更严重的神经系统并发症（如脑炎或脑病）相关

时，才会影响预后［12］。

2　流感相关性脑病

流感相关性脑病是流感病毒感染后第二常见的神

经系统并发症，一般与突然出现的高热、严重抽搐、

快速进展的昏迷以及2或3 日内死亡有关，死亡率约为

30%。流感相关性脑病在日本高发，偶发于欧洲和北

美，患者多为幼儿，高峰年龄为 1～3岁［13］。流感相

关性脑病的临床表现范围广，致病机制尚不明确。细

胞因子风暴被认为是导致流感相关性脑病的重要原因

之一［14］。这是一种不受控制的全身炎性反应［15］。在

一些病例中，流感病毒可能通过周围神经感染中枢神

经系统，或通过受损的血脑屏障诱导中枢神经系统发

生细胞因子风暴［16］。细胞因子对免疫系统中的病毒清

除和细胞间交流极其重要，但过多的细胞因子可能会

导致严重的免疫病理损伤［17］。与此相一致的是，

Daiva等［18］发现与未感染流感病毒或无神经系统疾病

的患者相比，流感相关性脑病患者的血清白细胞介素

（interleukin，IL） -6、IL-10和肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor，TNF） -α水平显著升高。体外细胞实

验结果显示，禽流感病毒H7N9和大流行性H1N1都可

以感染分化的人类神经元细胞和星形胶质细胞，其中

H7N9 能诱导细胞中 IL-8、 IL-6、趋化因子 （C-C 
motif）配体2、TNF-α和β干扰素（interferon-β，IFN-
β）等促炎细胞因子的表达，而且星形胶质细胞相比神

经元细胞更敏感，但H1N1感染对细胞因子的表达没有

明显影响。血-脑屏障在控制病毒入侵中枢神经系统方

面具有重要作用，而星形胶质细胞过度表达 IL-8会增

加血-脑屏障对病毒感染的通透性。此外，感染H7N9
的星形胶质细胞在感染后期仍能诱导细胞因子的表达，

这可能是促炎级联反应中自分泌/旁分泌反馈与其他感

染细胞串扰的结果［19］。
在动物实验中也观察到类似结果。Gefei等［20］通

过分离感染禽流感H5N1病毒和人H1N1病毒的小鼠星

形胶质细胞和小胶质细胞，建立了小鼠体外模型，并

经研究发现，流感病毒受体 SAα2，3Gal和 SAα2，6Gal
在小鼠星形胶质细胞和小胶质细胞中均匀分布。这首

次证明H5N1和H1N1流感病毒都能感染小鼠星形胶质

细胞和小胶质细胞，并能在体外诱导细胞病变、细胞

凋亡并产生促炎细胞因子，有助于流感病毒导致神经

损伤机制的研究。类似结果在雪貂模型中也得到证实。

Kirsty等［21］通过接种H5N1病毒和H1N1病毒，建立了

流感病毒感染的雪貂模型；观察发现，接种H1N1的雪

貂大脑中 IL-6和 IL-8表达显著上调，嗅球中TNF-α、
IL-6和 IL-8的表达也显著上调；而接种H5N1的雪貂

中，仅在少量脑干小神经元和小胶质细胞中检测到

TNF-α表达，在少数小神经元或小胶质细胞以及细胞

类型不明的脑膜细胞中检测到 IL-6的表达，IL-8在少

数脑干内皮细胞以及嗅球、小脑和脑膜细胞中表达。

这些数据表明，在H5N1和H1N1病毒感染期间，中枢

神经系统中的促炎细胞因子反应增强。Wang等［22］通
过鼻内滴注甲型流感WSN/33（H1N1）病毒，建立了

流感小鼠模型，研究发现感染H1N1的小鼠肺和脑中
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IL-6、TNF-α和 IL-1β表达，以及病毒复制活性和血

管通透性等在感染期的第1~6 天均显著升高。

上述基于患者人群、细胞模型和动物模型的研究

结果均表明，细胞因子在流感病毒相关性中枢神经系

统并发症的发展中起到重要作用［14］。其中，促炎细胞

因子在免疫反应和中枢神经系统正常功能中起着至关

重要的作用，与神经炎症有关，可能导致神经精神疾

病，如认知障碍和神经行为改变。而在流感病毒感染

期间，TNF-α、IL-6和 IL-1β等促炎细胞因子表达上

调［23］，其中 IL-1β不仅是细胞因子风暴的组成部分，

还促进T细胞和中性粒细胞向感染部位转运，诱导内

皮细胞和上皮细胞产生 IL-6、TNF-α等第二波细胞因

子。因此，当感染H3N2、H1N1以及H7N9病毒时，过

量的 IL-1β可使疾病恶化，导致严重后果［17］。不仅如

此，促炎细胞因子还可能通过增加血-脑屏障的通透

性，引起神经元、神经胶质细胞的凋亡以及血管内皮

损伤，导致急性脑水肿以及坏死［18］。然而，目前常用

于研究甲型流感相关神经系统性疾病的小鼠和雪貂模

型都有其局限性，而树鼩对流感病毒敏感，其N-乙酰

神经氨酸（α，2-3和α，2-6唾液酸）受体分布与人类

相似，并已有研究表明树鼩在流感研究中具有适用

性［24-25］。此外，有研究发现树鼩的一些免疫系统信号

通路及重要神经系统与灵长类动物具有高度同源性，

而且除了N-糖基化数量和半胱氨酸位置的微小差异

外，树鼩 IFN-β和 IFN-α的预测结构与人类相近［26］。
因此，树鼩可能为甲型流感病毒神经疾病免疫性致病

机制及细胞因子抑制剂类药物的研究提供更理想的动

物模型。

除细胞因子风暴外，其他因素也可能导致流感相

关性脑病。（1）遗传背景：日本的一项研究发现，在

流感相关性脑病患者的血清和脑脊液中几种细胞因子

浓度以及血清转氨酶和乳酸脱氢酶水平升高，并伴有

全身血管损伤以及多器官衰竭，表明血管或血管内膜

损伤以及高血红蛋白血症可能在流感相关性脑病的发

病机制中发挥重要作用。而日本常发生以血管损伤或

全身炎性反应为特征的川崎病，这可能是由于其具有

促进高红细胞血症发展或全身炎性反应的遗传背景，

这也解释了为什么在日本流感相关性脑病的发病率高

于其他国家［27］。（2）代谢紊乱：姚敏等［28］通过接种

A型流感病毒株（Aichi/2/68）构建了新生鼠、幼年鼠

以及成年鼠的流感小鼠模型，并发现病毒感染后，小

鼠脑组织中的总脂、游离肉毒碱明显升高，短链肉毒

碱明显减少，长链肉毒碱略微增加，提示流感病毒感

染会影响脑组织中脂肪在线粒体中的氧化与代谢。（3）
病毒入侵中枢神经系统：在雪貂和小鼠流感模型中已

观察到流感病毒通过三叉神经、迷走神经、嗅觉神经、

面神经、舌咽神经以及前庭蜗神经而扩散到中枢神经

系统的证据［29-30］，这与 Park等［31］的研究结果相一

致。Park等［31］的小鼠模型研究结果表明，流感病毒

通过周围神经入侵中枢神经系统，导致流感相关性脑

病如脑炎的发病。Emmie 等［32］利用雪貂作为研究

1918年H1N1西班牙大流感的动物模型，发现周围和

中枢神经系统均存在活性病毒的复制。但流感病毒是

否入侵脑实质仍是一个争议性话题。在许多病例报告

中，患者的脑脊液中无法检测到流感病毒抗原；然而

也有研究报告，在极少数患者的脑脊液或脑组织中可

检测到流感病毒。Dou等［33］在一名因甲型流感H3N2
病毒感染而表现为急性脑炎的老年人的脑脊液中检测

到H3N2病毒RNA。Mak等［34］在一名因感染禽流感病

毒H5N1而导致脑炎并发梗阻性脑积水的2岁儿童的脑

脊液中也检测到病毒RNA。无论是季节性还是大流行

性非嗜神经性甲型流感病毒通常都无法入侵神经系统，

但其仍与神经系统疾病有关；而嗜神经性甲型流感病

毒通常是高致病性禽流感病毒，具有进入中枢神经系

统并复制的能力［35］。

3　神经退行性疾病

帕金森病是一种神经衰弱疾病，其可以影响1%～
2%的 55岁以上人口。根据流行病学研究以及临床描

述，病毒是导致帕金森病的诱因之一。而与帕金森病

相关的最常见病毒是流感病毒。已知 1918年H1N1病
毒引起的西班牙流感、1957—1958年H2N2病毒引起

的亚洲流感、1968 年 H3N2 病毒引起的香港流感和

2009年H1N1病毒引起的猪流感等的爆发均与具有帕

金森病特征的脑炎有关［36］。动物实验为流感引起的帕

金森疾病研究提供了有力证据。例如，感染H5N1的小

鼠表现出包括运动迟缓、α突触核蛋白磷酸化和聚集

水平升高、黑质紧致（SNpc）多巴胺能神经元表型丧

失以及小胶质细胞活化在内的帕金森病病理损伤［37］。
有研究发现，甲型流感病毒H1N1感染不仅扰乱了人类

多巴胺能神经元的蛋白质稳态，还显著增加了小鼠体

内α-突触核蛋白水平，这可能是因为H1N1通过阻断

蛋白质降解途径而破坏蛋白质平衡，进而导致α-突触

核蛋白在人类多巴胺能神经元和小鼠大脑中聚集，说

明细胞蛋白平衡可能在某种程度上补偿了错误折叠的

α突触核蛋白［38］。此外，Hosseini等［39］的小鼠实验结
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果也显示，甲型流感病毒感染能增强小鼠海马体内神

经胶质细胞的激活状态及其密度，引起神经炎症，导

致海马神经元形态和认知缺陷的改变，以及持久的病

毒特异性神经元连接改变。该研究还发现，感染非神

经嗜性H3N2的阿尔兹海默病模型小鼠（APP/PS1）表

现出更明显的认知障碍和淀粉样蛋白β斑块负荷，表

明非嗜神经性H3N2感染作为外周免疫刺激，可能通过

小胶质细胞过度激活加重阿尔兹海默病症状［6］。流感

病毒感染可以通过激活大脑中的星形胶质细胞和小胶

质细胞引发炎症级联反应，从而增加发生神经精神性

疾病和神经退行性疾病的可能性［39］。

4　格林-巴利综合征

格林-巴利综合征是一种“经典”神经免疫性疾

病，是典型的感染后周围神经系统综合征［40］。在西方

国家，60%～70%的格林-巴利综合征病例的病因不

明，这种不明原因的病例数量在冬季达到高峰，而患

者在发病前通常感染呼吸系统疾病或流感［40］。Valerie
等［41］报告，由不明原因导致的格林-巴利综合征每月

发病率与报告的流感样疾病呈正相关，但频率较低

（1996—2004年的 405例格林-巴利综合征患者中仅有

3.5%与流感有关）；大多数病例集中在流感高发季节，

尤其是甲型流感病毒H3N2 （1996—1997年和 1999—
2000年流行），涉及甲型流感病毒感染的格林-巴利综

合征病例与研究中其他病例不同，甲型流感引起格林-
巴利综合征病例从感染到发作的时间较长（中位数为

15 d），并且无抗神经节苷脂抗体的应答。

5　总结与展望

过去一个世纪以来，研究人员对流感相关神经性

并发症的了解越来越多。随着 2009年甲型H1N1流感

的出现和流行，有关流感神经系统并发症的报告不断

增加，研究人员对其并发症的兴趣剧增［7］。目前，甲

型流感病毒的高致病株已被用作流感病毒感染导致人

神经系统疾病动物模型的建立及机制研究的有效材料。

但甲型流感病毒引起的中枢神经系统并发症的机制和

后果尚不清楚，尤其是其能否入侵中枢神经系统仍是

一个争议性话题。尽管有病例报告以及动物实验证明

流感病毒能够入侵中枢神经系统，然而在大多数病例

的脑脊液中仍未检测到病毒RNA，这种差异仍需临床

报告以及动物实验验证。

目前，细胞因子风暴是最广为接受的一个流感相

关中枢神经系统并发症的机制假说，但其具体作用和

机制仍未阐明。而且流感病毒感染重症并发症带来的

高死亡率和严重后遗症迫切需要解决。因此，寻找和

建立合适的流感神经系统并发症的动物模型，阐明甲

型流感病毒与中枢神经系统细胞之间的相互作用，揭

示其发病机制，对于预防和治疗这种严重的神经系统

并发症至关重要，是推进相关研究进展的关键。目前

最常见的用于研究流感相关神经并发症的模型动物是

小鼠和雪貂。小鼠是用于流感病毒感染神经病理学评

估的首选实验动物，其大脑解剖和神经评估方法优于

雪貂。值得注意的是，流感病毒受体在人脑和小鼠脑

中的表达模式并不完全一样：在小鼠脑中，禽流感病

毒受体（AIV-R）在小脑浦肯野神经细胞中表达，而

人流感病毒受体（HulV-R）在小脑白质和部分脑干中

表达；在人脑中，包括小脑、脑干、海马体以及大脑

皮层等区域的许多神经元和神经胶质细胞同时表达

AIV-R和HuIV-R［42］。而树鼩作为灵长类动物的近亲，

在生理学、免疫学、分类学以及基因组学等方面与人

类的相似性高于常用的小鼠、大鼠等啮齿类实验动物。

此外，树鼩与灵长类动物在一些免疫信号通路、重要

神经系统、免疫细胞、细胞因子结构和功能方面具有

高度相似性［26］。这些特点为树鼩成为神经系统疾病动

物模型提供了坚实基础。目前树鼩已用于阿尔兹海默

病、帕金森病等多种神经系统疾病的研究，但尚未见

利用树鼩动物模型研究流感病毒相关神经系统疾病的

报告。基于本实验室前期研究发现感染H1N1 A/PR8/
34病毒的树鼩脑部能够发生病理性改变（尚未发表），

笔者推断树鼩可能是研究流感神经系统并发症的理想

模型，但其可行性还有待进一步研究证实。
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胰高血糖素样肽1类似物对阿尔兹海默症的神经保
护作用及机制研究进展
梅承翰, 陈蓓蓓

(贵州省分析测试研究院, 贵阳 550000)

[摘要] 胰高血糖素样肽 1 （glucagon-like peptide 1，GLP-1） 是一种由肠道分泌的促胰岛素激素，能有效增强胰岛
素的释放，同时还具有多种药理活性。GLP-1 类似物已广泛用于治疗Ⅱ型糖尿病。而阿尔兹海默症 （Alzheimer's 
disease，AD） 与Ⅱ型糖尿病之间存在胰岛素抵抗等共同的病理特征，并且流行病学调查研究显示Ⅱ型糖尿病会显
著增加 AD 发病风险，二者紧密相关。目前，GLP-1 类似物在 AD 临床前动物研究和人体临床试验中均显示出一定的
治疗效果。本文首先介绍了 GLP-1 和 AD 的主要特征，然后分析了临床前动物模型研究中 GLP-1 治疗 AD 的几种作用
机制。GLP-1 易于透过血脑屏障，通过结合并激活脑中广泛分布的 GLP-1 受体 （glucagon-like peptide 1 receptor，
GLP-1R） 影响多个病理生理过程，如葡萄糖代谢、神经炎症、线粒体功能和细胞增殖等。而胰岛素抵抗和炎症是
AD 与Ⅱ型糖尿病的关键共同通路。GLP-1 可能是通过改善线粒体功能和糖酵解、降低氧化应激水平、抗炎、抗凋
亡、诱导神经发生和抑制胶质细胞增生等，发挥神经保护作用。本文希望为进一步研究 GLP-1 类似物对 AD 的治疗
作用提供参考，并为 AD 患者提供新的治疗策略。
[ 关 键 词 ] 胰高血糖素样肽 1； 阿尔兹海默症； ββ-淀粉样蛋白； 神经保护作用
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Research Progress on Neuroprotective Effects and Mechanisms of 

Glucagon-like Peptide 1 Analogues in Alzheimer's Disease

MEI Chenghan, CHEN Beibei
(Guizhou Academy of Testing and Analysis, Guiyang 550000, China)
Correspondence to: CHEN Beibei (ORCID: 0009-0001-1609-2259 ), E-mail: chenbeibei@gzata.cn

[ABSTRACT] Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) is a kind of incretin produced in the intestinal with multiple 
pharmacological effects, which can stimulate insulin secretion effectively. Various GLP-1 analogues have 
been widely used in the treatment of type 2 diabetes mellitus. Alzheimer's disease (AD) is closely related to 
type 2 diabetes mellitus, with some common pathological features, such as insulin resistance, and 
epidemiological studies also showed that patients with type 2 diabetes mellitus have an increased risk of 
developing AD. GLP-1 analogues have shown beneficial effects in both preclinical animal research and 
clinical trials of AD. Therefore, the authors summarized the main characteristics of GLP-1 and AD, and 
analyzed the mechanisms of GLP-1 in preclinical AD studies of animal models. GLP-1 readily crosses the 
blood-brain barrier and exerts its neuroprotective effects by binding to and activating the widely distributed 
GLP-1 receptors (GLP-1Rs) in the brain, affecting multiple physiological and pathological processes 
including glucose metabolism, neuroinflammation, mitochondrial function, and cell proliferation. Insulin 
resistance and inflammation are key common pathways in AD and type 2 diabetes. GLP-1 may exert its 
neuroprotective effects by improving mitochondrial function and glycolysis, reducing oxidative stress 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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levels, exerting anti-inflammatory and anti-apoptotic effects, inducing neurogenesis, and inhibiting glial cell 
proliferation. This paper maybe provide the reference for further study of GLP-1 analogues in AD, hoping to 
open new therapy venues for AD patients.
[Key words]  Glucagon-like peptide 1; Alzheimer's disease; Amyloid ββ-protein; Neuroprotective effect

胰高血糖素样肽1（glucagon-like peptide 1，GLP-1）
是一种由回肠L细胞分泌的肠促胰岛素激素，能有效

促进胰岛素释放和抑制胰高血糖素释放，并影响营养

物质摄入，还可增加饱腹感。GLP-1同时具有多种药

理活性，对大脑、胰脏、肾脏、肌肉、肝脏、胃肠道、

心脏和骨等都有广泛影响。GLP-1可结合并激活GLP-1
受体（glucagon-like peptide 1 receptor，GLP-1R），从

而发挥调控作用。多种GLP-1R激动剂已用于治疗Ⅱ
型糖尿病。长期以来，胰岛素抵抗一直被认为是Ⅱ型

糖尿病的核心特征；但近年在阿尔兹海默症

（Alzheimer's disease，AD）患者大脑中也发现胰岛素

抵抗，甚至在未并发Ⅱ型糖尿病的AD患者脑中也有发

现［1］。另有研究显示，葡萄糖代谢功能失调是AD的

重要疾病进程之一［2］。上述文献提示AD可能与大脑

内胰岛素抵抗有关，而Ⅱ型糖尿病是AD发展的重要风

险因素。多个临床前动物模型研究结果显示GLP-1类
似物如利拉鲁肽、艾塞那肽及其他GLP-1R激动剂等

对AD的认知功能下降有一定的改善作用［3-9］（表 1），
但其作用机制错综复杂，目前尚不清楚。本文就GLP-
1类似物用于AD治疗的临床前动物实验研究进展进行

简要综述。

1　GLP-1 概述

GLP-1是回肠L细胞分泌的由 30个氨基酸组成的

肠促胰岛素激素，在中枢神经系统中具有神经营养和

神经保护作用［10］。当食物进入十二指肠时GLP-1被分

表 1　GLP-1 类似物在 AD 动物模型研究中的应用
Table 1　Applications of glucagon-like peptide 1 (GLP-1) analogues in Alzheimer's disease (AD) animal model

注：GLP-1 指胰高血糖素样肽 1；GIP 指葡萄糖依赖性促胰岛素多肽；Gcg 指胰高血糖素；DA5-CH 和 DA4-JC 均为 GLP-1/GIP 双重激动剂；AD
指阿尔兹海默症；ip 指腹腔内注射；qd 指每天一次；ih 指皮下注射。
Note: GLP-1, glucagon-like peptide 1; GIP, glucose-dependent insulinotropic polypeptide; Gcg, glucagon; DA5-CH and DA4-JC are GLP-1/GIP 
dual agonists; AD, Alzheimer's disease; ip, intraperitoneal injection; qd, quaque die; ih, subcutaneous injection.
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levels, exerting anti-inflammatory and anti-apoptotic effects, inducing neurogenesis, and inhibiting glial cell 
proliferation. This paper maybe provide the reference for further study of GLP-1 analogues in AD, hoping to 
open new therapy venues for AD patients.
[Key words]  Glucagon-like peptide 1; Alzheimer's disease; Amyloid ββ-protein; Neuroprotective effect

胰高血糖素样肽1（glucagon-like peptide 1，GLP-1）
是一种由回肠L细胞分泌的肠促胰岛素激素，能有效

促进胰岛素释放和抑制胰高血糖素释放，并影响营养

物质摄入，还可增加饱腹感。GLP-1同时具有多种药

理活性，对大脑、胰脏、肾脏、肌肉、肝脏、胃肠道、

心脏和骨等都有广泛影响。GLP-1可结合并激活GLP-1
受体（glucagon-like peptide 1 receptor，GLP-1R），从

而发挥调控作用。多种GLP-1R激动剂已用于治疗Ⅱ
型糖尿病。长期以来，胰岛素抵抗一直被认为是Ⅱ型

糖尿病的核心特征；但近年在阿尔兹海默症

（Alzheimer's disease，AD）患者大脑中也发现胰岛素

抵抗，甚至在未并发Ⅱ型糖尿病的AD患者脑中也有发

现［1］。另有研究显示，葡萄糖代谢功能失调是AD的

重要疾病进程之一［2］。上述文献提示AD可能与大脑

内胰岛素抵抗有关，而Ⅱ型糖尿病是AD发展的重要风

险因素。多个临床前动物模型研究结果显示GLP-1类
似物如利拉鲁肽、艾塞那肽及其他GLP-1R激动剂等

对AD的认知功能下降有一定的改善作用［3-9］（表 1），
但其作用机制错综复杂，目前尚不清楚。本文就GLP-
1类似物用于AD治疗的临床前动物实验研究进展进行

简要综述。

1　GLP-1 概述

GLP-1是回肠L细胞分泌的由 30个氨基酸组成的

肠促胰岛素激素，在中枢神经系统中具有神经营养和

神经保护作用［10］。当食物进入十二指肠时GLP-1被分

表 1　GLP-1 类似物在 AD 动物模型研究中的应用
Table 1　Applications of glucagon-like peptide 1 (GLP-1) analogues in Alzheimer's disease (AD) animal model

药物
Drug

利拉鲁肽 Liraglutide[3]

利拉鲁肽 Liraglutide[4]

GLP-1/GIP/Gcg 三激动剂[5]

DA5-CH[6]

利拉鲁肽 Liraglutide[7]

艾塞那肽 Exendin-4[8]

DA4-JC[9]

动物
Animal

APP/PS1 小鼠（♂）

5xFAD 小鼠（♂）

3xTg-AD 小鼠（♂/♀）

APP/PS1 小鼠（♂/♀）

Swiss 小 鼠（脑 室 内
注射 Aβ 寡聚物，♂）

SD 大 鼠（海 马 内 微
量注射 Aβ1–42，♂）

3xTg-AD 小鼠（♂/♀）

给药前月龄或
体质量

Age or body 
mass before 

dosing

14 月龄

4 月龄

7 月龄

9 月龄

3 月龄

220~260 g

8 月龄

给药方式及剂量
Dosage and 

Administration

ip，25 nmol/kg 体质量

ih，25 nmol/kg 体质量

ip，10 nmol/kg 体质量

ip，10 nmol/kg 体质量

ip，25 nmol/kg 体质量

海马内微量注射，
0.2 nmol （1 µL）

ip，10 nmol/kg 体质量

给药周期
Dosing 
intervals

qd，连续 2
月

qd，连续 2
月

qd，连续
30 d

qd，连续
28 d

qd，连续
7 d

单次

qd，连续
46 d

行为学实验
Behavioural 
experiments

新 物 体 识 别 、水
迷宫

水迷宫

旷场、Y 迷宫、水
迷宫

旷场、Y 迷宫、水
迷宫

新物体识别、对象
位置记忆模型

水迷宫

旷场、新物体识别、
Y 迷宫、水迷宫

结论
Conclusions

逆转记忆损害

改善认知

改 善 长 期 空 间 记
忆和工作记忆

改 善 工 作 记 忆 和
长期空间记忆

可逆转 Aβ 寡聚物
引起的记忆障碍

显著拮抗 Aβ 片段
引起的空间学习
和记忆能力损害

改善认知

注：GLP-1 指胰高血糖素样肽 1；GIP 指葡萄糖依赖性促胰岛素多肽；Gcg 指胰高血糖素；DA5-CH 和 DA4-JC 均为 GLP-1/GIP 双重激动剂；AD
指阿尔兹海默症；ip 指腹腔内注射；qd 指每天一次；ih 指皮下注射。
Note: GLP-1, glucagon-like peptide 1; GIP, glucose-dependent insulinotropic polypeptide; Gcg, glucagon; DA5-CH and DA4-JC are GLP-1/GIP 
dual agonists; AD, Alzheimer's disease; ip, intraperitoneal injection; qd, quaque die; ih, subcutaneous injection.
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泌入血［11］。GLP-1 可被二肽基肽酶 -4 （dipeptidyl 
peptidase 4，DDP4）所酶解［12］。DDP4快速酶解GLP-1
后，内源性 GLP-1 半衰期缩短 （约 1～2 min）［13］。
GLP-1 通过 GLP-1R 发挥作用，GLP-1R 在胰脏、肾

脏、心脏、肺、脂肪、平滑肌以及中枢神经系统的一

些细胞中均有表达［13］。
GLP-1R激活后，激活腺苷酸环化酶并产生环磷酸

腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP），进而

激活与 cAMP 相关的第二信使通路，如蛋白激酶 A
（protein kinase A， PKA） 和 环 腺 苷 酸 结 合 蛋 白

（exchange proteins directly activated by cAMP，Epac）通

路［14］。在神经系统中，GLP-1R激活后可导致细胞内

cAMP和 PKA水平增加，钙通道开放，致使更多的神

经递质被释放。此外GLP-1R激活后，可激活磷脂酰

肌醇-3-激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）和丝

裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，
MAPK）通路，进而参与细胞生长、分化和修复等

过程［15］。
研究人员运用不同策略开发出了长效或短效的

GLP-1R激动剂，如短效的艾塞那肽、利西拉肽，以及

长效的利拉鲁肽、阿必鲁肽、索马鲁肽和度拉糖肽

等［13］，用于糖尿病和肥胖症的治疗。

GLP-1 具有多种药理学作用［16］。在代谢方面，

GLP-1可调控胰岛素分泌，降低胃排空，抑制食物摄

取，增加尿和钠排泄，调控啮齿类动物的β细胞增殖。

GLP-1在心血管和神经保护方面亦有作用，可抑制炎

症和凋亡，还能影响学习、记忆和奖赏等行为［17］。
GLP-1易于穿过血脑屏障，可影响中枢神经系统的多

个生理和病理过程，如神经炎症、线粒体功能和细胞

增殖等［18］。海马和新皮质锥体神经元的树突和胞体中

也含有GLP-1R，这些受体在神经元活动和树突传递中

有重要作用［10］。GLP-1R在大脑内广泛分布，调控葡

萄糖代谢，影响神经和认知功能［14］。

2　AD 概述

AD是一种进行性神经退行性疾病，以短期和长期

记忆丢失、决策能力下降、健忘和情绪变化等为特

征［19］。AD病理切片具有淀粉样蛋白斑块、神经原纤

维缠结、神经炎症等特点。AD病因以β-淀粉样蛋白

（amyloid β-protein，Aβ）级联反应假说为主，然而其

经过近三十年的发展和完善，到目前为止，除Aβ清除

药物 donanemab［20］和 lecanemab 显示出一定疗效外，

其他药物在临床上均未获成功［21］。AD药物开发频遭

失败，人们不得不重新审视AD的发病机制。有研究报

告，AD患者大脑中还存在其他组织病理学、分子和生

化异常，如细胞丢失、神经突营养不良、细胞促死亡

基因和信号通路激活增加、能量代谢障碍、线粒体功

能障碍、慢性氧化应激和DNA损伤［22］。
传统认为Aβ是一种异常产生的蛋白，由β-分泌

酶和 γ-分泌酶对β-淀粉样前体蛋白进行顺序切割而

来［23］。Aβ能诱导膜脂质过氧化、损害离子激活的

ATP酶、葡萄糖和谷氨酸转运体的功能，进而损伤和

杀死神经元［24］。虽然Aβ沉积可能是AD的关键起始病

理因素，但其他下游事件如神经炎症和微管相关蛋白

tau堆积，可能是神经退化的主要驱动因素［21］。最近

在认知正常的Aβ阳性个体中进行的横断面和纵向 tau-
PET成像研究显示，tau病变在内嗅皮质外广泛分布并

持续积累，这表明 tau的传播可能不像之前认为的那样

在空间上受到限制。随着年龄增长，tau病理改变在内

嗅皮层和内侧颞叶积累，即使在没有认知衰退的情况

下也是如此，这被称为原发性年龄相关性 tau病［25］。
因此，一些研究者提出 tau假说，即AD的认知衰退和

神经退行性变主要是由 tau 病理的发生和扩散所

驱动［21］。
载脂蛋白E（apolipoprotein E，ApoE）是一种载脂

蛋白，其主要功能是作为脂蛋白颗粒中的脂质结合蛋

白，参与脂质向靶部位的转运和递送。ApoE可能在很

大程度上通过影响Aβ病理来调节AD发病风险。ApoE
对 tau病理和 tau相关的神经变性也有调节作用［26］。
ApoE4基因是AD最强的遗传风险因素。ApoE4可能通

过调节免疫和小胶质细胞反应提高 AD的发病风险。

ApoE4携带者对静脉注射脂多糖有更强的全身炎症反

应，如体温升高更强烈，全血中肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor，TNF）-α分泌水平更高［27］。

近年来研究人员发现，AD患者脑中存在胰岛素抵

抗，而胰岛素抵抗长期以来被认为是Ⅱ型糖尿病的核

心病理特征。胰岛素抵抗即靶组织不能对胰岛素产生

正常反应。Ⅱ型糖尿病患者因胰岛素信号通路受损，

致使脑组织出现Aβ斑块沉积、线粒体功能障碍和炎症

应激［28］。流行病学研究显示，Ⅱ型糖尿病使AD的患

病风险增加 2倍［29］。AD与Ⅱ型糖尿病关联复杂，可

能存在共同致病机制，如炎症和氧化应激增加、血脂

异常、线粒体和突触功能受损、胰岛素抵抗，而胰岛

素抵抗和炎症是二者的关键共同通路［28］。
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越来越多的证据表明，AD与胰岛素抵抗有关。高

胰岛素血症、高血糖和高瘦素血症是胰岛素抵抗的重

要危险因素［16］。外周高胰岛素血症可导致AD患者脑

内胰岛素含量降低，而AD患者脑中胰岛素受体不仅数

量减少、定位错误，且亲和力低［30］。高血糖可通过如

葡萄糖神经毒性、血管损伤和晚期糖基化终末产物聚

集等多种机制影响大脑［30］。胰岛素能与Aβ相互作用，

直接影响AD病理［31］。胰岛素还能通过影响脂代谢和

蛋白酶（如胰岛素降解酶），防护Aβ突触毒性，并调

节Aβ清除［31］。AD患者外周的胰岛素抵抗与额叶和颞

叶区Aβ沉积正相关，外周胰岛素抵抗可能先于Aβ沉
积发生［30］。一项AD神经病理学研究显示，胰岛素抵

抗与缠结标志物共定位［31］。在认知正常的成年人中，

外周胰岛素抵抗增加与较差的认知分数和脑脊液中较

高浓度的 p-tau和总 tau相关［32］。相反，tau也可以影

响胰岛素信号转导。临床前研究显示，tau基因敲除小

鼠的大脑胰岛素敏感性降低，突触可塑性缺陷，短期

记忆受损［33］。Tau和胰岛素之间的相互作用可能会导

致恶性循环，致使神经退化和认知障碍。胰岛素对突

触形成和维持有很好的调节作用，对长时程增强

（long-term potentiation， LTP） 和抑制也有相应影

响［31］。大脑胰岛素抵抗会损害突触的完整性，而Aβ
和 tau也可以干扰突触上胰岛素的作用［34］。

胰岛素抵抗与氧化应激有关。预防疾病特异性蛋

白（如Aβ和 tau蛋白）聚集可能是对早期氧化损伤的

一种补偿反应。在早期，氧化应激刺激c-Jun氨基端激

酶（c-Jun N-terminal kinas，JNK）激活。缺损的胰岛

素信号通路与蛋白激酶B（protein kinase B，Akt）、糖

原合成酶激酶3（glycogen synthase kinase 3，GSK3）和

叉头转录因子（forkhead transcription factors，FOXO）
有关［16］。

用于治疗糖尿病的药物也可能影响AD病理过程，

如Aβ斑块沉积和神经原纤维缠结。胰岛素或长效胰岛

素类似物可改善记忆、认知和大脑中的葡萄糖吸收。
18FDG-PET成像显示，胰岛素或长效胰岛素类似物可

减少中枢神经系统中的AD生物标志物水平［30］。大脑

外切体生化分析显示，在接受20 U胰岛素治疗的患者

中，胰岛素抵抗的生物标志物（如pS312-IRS-1和Py-
IRS-1）水平得到改善，且与AD评定量表即认知分量

表变化显著正相关［35］，提示克服大脑中的胰岛素抵抗

可以减缓AD疾病进展。

3　GLP-1 治疗 AD 的作用机制

GLP-1R激动剂在AD临床前动物体内外药效研究

中均显示出一定的治疗作用。GLP-1类似物可改善

APP/PS1小鼠的胰岛素抵抗［36］。GLP-1类似物是大脑

中的一种生长因子，能引起突触形成和神经发生，并

可保护大脑免受氧化损伤。AD转基因小鼠用GLP-1类
似物治疗后，AD关键病理标志物如Aβ低聚物和Aβ斑
块水平降低，小胶质细胞激活减少，并且记忆行为改

善［37］。本实验室前期研究表明索马鲁肽在水迷宫和回

避实验中有效改善了APP/PS1小鼠的学习认知，病理

结果也显示AD转基因小鼠大脑中反应性小胶质细胞减

少（结果尚未发表）。如图 1所示，GLP-1R激动剂的

神经保护作用机制错综复杂，即可以改善线粒体功能

以及糖酵解和氧化应激水平，并具有抗炎、抗凋亡功

能，也可以影响神经干细胞和神经前体细胞，调节突

触以及干预胶质细胞等。

注：GLP-1 指胰高血糖素样肽 1；AD 指阿尔兹海默症；本图由 Figdraw 绘制。
Note： GLP-1， glucagon-like peptide 1; AD, Alzheimer's disease; this figure is drawn by Figdraw soft.
图 1  GLP-1 在 AD 中的神经保护作用示意图
Figure 1 Schematic representation of neuroprotective effects of glucagon-like peptide 1 （GLP-1） in Alzheimer's disease 

（AD）
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3.1　改善线粒体功能
线粒体作为关键细胞器控制着细胞的能量代谢、

抗氧化、细胞存活和死亡等。星形胶质细胞和神经元

细胞线粒体异常与中枢神经系统疾病紧密相关。GLP-
1能通过改善线粒体功能，发挥神经保护作用。Xie
等［38］研究表明，GLP-1通过激活 5xFAD小鼠 cAMP/
PKA通路，增加动力蛋白相关蛋白 1（dynamin-related 
protein 1，DRP1）在 s637位点的磷酸化，还能减轻Aβ
诱导的星形胶质细胞中线粒体破裂。GLP-1能改善星

形胶质细胞中Aβ诱导的能量障碍、线粒体活性氧过度

产生、线粒体膜电位塌陷以及细胞毒性。Cai等［9］研
究表明，GLP-1/促胰岛素释放肽（glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide，GIP）双受体激动剂DA4-JC
可使APP/PS1/tau小鼠神经元细胞线粒体数目和体积正

常化。进一步的动物实验结果证明，GLP-1类似物通

过下调 BAX/BAD凋亡通路（SD大鼠），或通过 Bcl-2
（SD大鼠、小鼠神经元细胞）和过氧化物酶体增殖物

激活受体γ辅助因 1α（peroxisome proliferators activated 
receptorγcoactivator 1α， PGC-1a） 促 线 粒 体 通 路

（PC12细胞、ICR小鼠），保护线粒体活性，增强线粒

体基因发生［39］。GLP-1类似物不仅可以减轻线粒体结

构损伤，还能恢复神经元细胞中线粒体数目和体积，

并保护线粒体活性免受损伤。

3.2　改善糖酵解和氧化应激
有氧糖酵解的主要功能之一在于支持细胞内的合

成代谢反应，而AD早期阶段的有氧糖酵解常发生变

化。氧化应激导致的线粒体功能障碍也是AD发病的重

要因素。GLP-1在改善糖酵解和降低氧化应激水平方

面也多有报告。GLP-1在GLP-1R过表达细胞系 SH-
GLP-1R+和人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y中可通过抑

制烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶，降低晚期糖基

化终产物诱导的活性氧［40］。GLP-1能降低 Ts65Dn 唐
氏综合征模型小鼠海马中线粒体氧化应激水平，并改

善树突棘形态，表现为成熟的树突棘增加、未成熟的

棘减少［41］。GLP-1还能减轻5xFAD小鼠星形胶质细胞

中Aβ诱导的糖酵解下降，降低氧化磷酸化水平和活性

氧的产生［4］。总之，GLP-1可通过抑制晚期糖基化终

产物受体和氧化应激，保护神经元细胞对抗晚期糖基

化终产物诱导的细胞凋亡，并通过增强大脑有氧糖酵

解、降低氧化磷酸化和氧化应激水平来改善认知。

3.3　抗炎作用
炎症也是AD的一个主要特征。AD患者的白细胞

介素（interleukin，IL） -1、IL-6和TNF-α等促炎细胞

因子水平常升高［42］。基于 SD大鼠的实验结果显示，

炎症时小胶质细胞激活，并释放促炎细胞因子，引发

免疫响应，导致免疫细胞激活和Aβ沉积［43］。进一步

的细胞水平及动物体内实验结果显示，GLP-1在脑等

器官激活后，可能影响 PI3K/Akt信号通路（PC12细
胞、SH-SY5Y细胞、db/db小鼠），调节NF-κB（小鼠

星形胶质细胞、小鼠小胶质细胞），控制小胶质细胞激

活，促进抗炎细胞因子产生，减少TNF-α产生（大鼠

星形胶质细胞、SD大鼠、APP/PS1小鼠），激活信号转

导和转录激活因子 3 （signal transducer and activator of 
Transcription 3，STAT3）（RAW 264.7细胞）［44］。慢性

炎症能激活星形胶质细胞和小胶质细胞，而GLP-1激
动剂可显著降低促炎细胞因子 TNF-α和 IL-1β（大鼠

星形胶质细胞、SD大鼠、APP/PS1小鼠），降低大脑慢

性炎症和Aβ斑块沉积（APP/PS1小鼠），保留形成的

记忆。利拉鲁肽还能抑制APP/PS1小鼠TNF-α、IL-1、
IL-10等促炎细胞因子［45］。
3.4　抗凋亡

GLP-1对神经元的促存活效应还归因于降低内质

网应激和增强神经细胞自噬。利拉鲁肽能促进Akt和
STAT3 激活 （PC12 细胞、 SH-SY5Y 细胞、 db/db 小
鼠），降低神经细胞凋亡，利拉鲁肽也有可能是通过激

活星形胶质细胞和小胶质细胞中GLP-1R而降低神经

细胞凋亡［44］。GLP-1可能通过过氧化物酶体增殖物激

活受体- γ （peroxisome proliferators-activated receptor-
γ，PPAR-γ）降低羧甲基赖氨酸诱导的 PC12细胞凋

亡，部分依赖于PPAR-γ调控的GLP-1R［46］。
3.5　影响神经干细胞和神经前体细胞

神经发生是从神经元祖细胞或神经干细胞产生新

神经元。研究表明，成人神经发生与记忆功能和LTP
的促进有关［47］。在AD患者脑中，通常观察到神经发

生减少和疾病病理加重。GLP-1R激动剂能增强 ob/ob
小鼠、db/db小鼠和高脂饮食小鼠（Swiss TO）神经祖

细胞增殖［48］，并增加C57BL/6小鼠海马齿状回神经发

生［49］。早期研究显示，AD模型小鼠APP/PS1脑中神

经干细胞增殖受损，而GLP-1类似物可促进SD大鼠大

脑中神经干细胞增殖［50］。GLP-1R激动剂通过MAPK
通路激活C57BL/6小鼠海马神经发生［50］。
3.6　调节突触

利拉鲁肽能防止APP/PS1 AD模型小鼠胰岛素受体

和突触丢失，并逆转AD相关的Aβ寡聚体诱导的记忆
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障碍。利拉鲁肽的神经保护机制涉及PKA信号通路激

活。非人灵长类动物猕猴侧脑室注射Aβ寡聚体后，与

记忆相关的胰岛素受体和突触明显丢失，而给予利拉

鲁肽后，特定脑区中与AD相关的胰岛素受体、突触和

tau病变减少［7］。利拉鲁肽也能增强APP/PS1 AD模型

小鼠突触的可塑性、密度、结构、突触数量，增加突

触小泡蛋白和突触后密度蛋白95（postsynaptic density-
95，PSD-95）水平，同时增强 LTP 和脉冲传播［51］。
突触对于神经元之间的信息交流至关重要，AD患者脑

内存在大量突触丢失，而GLP-1R激动剂可有效预防

突触丢失。此外，SD大鼠脑组织学研究也证明GLP-
1R在树突上有表达，表明GLP-1R可直接影响突触的

可塑性。

3.7　干预胶质细胞
Park等［52］报告了一种基于基因工程的GLP-1R激

动剂NLY01，能选择性阻断Aβ诱导的小胶质细胞激

活，抑制反应性星形胶质细胞形成，保护 5xFAD和

3xTg-AD小鼠的神经元。GLP-1还通过 cAMP/PKA途

径，增强5xFAD小鼠Aβ处理后的星形胶质细胞对神经

元的支持能力［4］。利拉鲁肽能减少APP/PS1 AD模型小

鼠皮质和海马中的小胶质细胞增生和星形胶质细胞增

生［51］。GLP-1R激动剂能阻断小胶质细胞介导的反应

性星形胶质细胞转化，并保留神经元的活力，此外还

可提升小胶质细胞对神经元细胞的支持能力，从而改

善AD小鼠的空间学习和记忆。

4　展望

临床前动物实验研究显示，GLP-1类似物在改善

AD病理特征和认知上具有有益作用；然而在人体临床

研究中，其仅显示出一定的积极效果。英国帝国理工

学院开展的利拉鲁肽治疗AD的疗效评价试验可能会为

GLP-1类似物在中枢神经系统中的实际作用提供更多

有用信息，并为AD患者开拓新的治疗方案。以Aβ级
联反应假说开发的药物绝大多数止步于临床试验，因

而修正、补充和完善AD病因假说对于后续抗AD药物

研究很有必要。此外，采用以家族性AD为特征的AD
动物模型测试抗AD药物，可能是导致绝大多数抗AD
药物折戟于临床试验的原因之一。而且目前针对AD的
GLP-1类似物应用研究多集中于家族性AD动物模型。

因此，有必要建立更加接近人类AD的动物模型，并加

以测试。
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日本实验动物发展现状分析
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(北京协和医学院/中国医学科学院医学信息研究所, 北京 100020)

[摘要] 实验动物为人类医学研究和生命健康做出了重要贡献。过去数十年，日本实验动物科学发展较为迅速，为
世界实验动物领域的发展提供了重要支撑。因此，了解日本实验动物的管理模式、资源存储情况，分析日本实验动
物发展的优势，提出强化我国实验动物高质量发展的建议，具有重要意义。本文通过文献调研，首先分析了日本实
验动物管理体系，包括法规政策、科研经费管理、实验动物管理、人才培养，以及标准与规范体系等；然后梳理了
日本实验动物研究现状，包括实验动物资源、主要研究机构和生产企业等；在此基础上总结发现，目前日本实验动
物研究领域呈现出政策体系完备、管理方式灵活、资源储备丰富和产业规模化发展的特点；最后针对国内现存问题，
提出中国实验动物科技领域发展建议：（1） 借鉴日本实验动物法制化管理方式，加强与完善我国实验动物立法和管
理模式；（2） 加大科研经费投入，发挥研究机构、学会、行业的作用，推进实验动物资源增量建设和产业化发展。
[ 关 键 词 ] 日本； 实验动物； 资源； 管理体系； 法规
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[ABSTRACT] Experimental animals have made important contributions to human medical research and 
life and health. It is known that the development of laboratory animal science in Japan has been relatively 
rapid in the past few decades, providing important support for the development of the world's experimental 
animal field. Therefore, it is of great significance to understand the management mode and resource 
storage situation of Japanese experimental animals, analyze the advantages of Japanese experimental 
animal development, and propose suggestions to strengthen the high-quality development of experimental 
animals in China. Through literature research, the authors first analyzed the management system of 
experimental animals in Japan, including regulations and policies, research funding management, 
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experimental animal management, talent cultivation, and standard and normative systems. Then, the 
current status of experimental animal research in Japan was summarized, including experimental animal 
resources, major research institutions, and production enterprises. On this basis, it was found that the field 
of experimental animal research in Japan currently exhibits characteristics such as a complete policy 
system, flexible management methods, rich resource reserves, and large-scale industrial development. 
Finally, by comparing the existing problems in China, suggestions for the development of experimental 
animal technology in China are proposed: (1) drawing on the legal management method of 
experimental animals in Japan, strengthening and improving the legislation and management model of 
experimental animals in China; (2) increaseing investment in scientific research funds, playing the role of 
research institutions, societies and industries, and promoting the incremental construction and industrial 
development of experimental animal resources.
[Key words]  Japan; Laboratory animals; Resources; Management system; Statute

实验动物主要用于生命科学和生物技术研究、食

品和药品等质量检验和安全性评价［1］。动物实验是追

求人类健康和福利的医学科学研究的重要工具，通过

动物实验对了解生命现象、应用医学和医疗保健起到

了重要作用。使用的动物种类从线虫、果蝇、鱼到哺

乳动物（如大鼠、小鼠、犬、猫和猴等）。就脊椎动物

而言，大鼠和小鼠的使用量占比 90%以上，犬、猫和

猴的使用量占比约1%［2］。鉴于实验动物在科学研究中

的重要性，世界各国非常重视实验动物工作的发展，

其中日本实验动物科学研究起步较早，其发展阶段大

致分为1944年开始的近代化运动萌芽期、1950—1970
年代自主发展阶段，以及70年代后逐步和国际实验动

物组织开展合作并扩大了研究发展领域的阶段［3］。日

本在实验动物科学发展中形成了具有本国特色的管理

和研究体系。我国实验动物科学工作起步相较国外稍

晚，总体对比国际有一定差距，但历经40年的发展历

程，在实验动物规范化和法制化管理上已取得长足进

步。本文旨在通过分析日本实验动物发展现状，对比

我国目前在实验动物领域的发展不足，借鉴日本实验

动物管理和研究体系的优势，提出我国实验动物科技

领域发展的建议。

1　日本实验动物管理体系

1.1　法规政策
日本实验动物立法在亚洲起步较早。20世纪70年

代日本总理府就制定和颁布了实验动物保护相关律法，

依法监督、管理动物实验；相关科研机构按照律法严

格进行动物实验；实验动物委员会为研究机构提供学

术建议和技术指导［4］。日本实验动物学发展时间较

长，有较为丰富的国际合作经验，实验动物研究与应

用相对成熟；在充分借鉴美英等发达国家立法经验的

基础上，目前日本实验动物相关法律建立了官、产、

学、研相结合的产业模式［5-7］。日本目前有关实验动

物管理的法规有30多种［8］，如表1所示：1973年日本

颁布的《动物保护与管理法》是日本实验动物管理的

基本法；1980年由总理府颁布了关于实验动物的最高

法规《实验动物饲养及保管准则》；1987年文部省发布

《关于大学内动物实验的通知》等。

同时日本也非常重视动物伦理，虽然早期是在欧

美国家的外部压力下被动形成，但逐渐发展为有本土

化的实验动物饲养和使用相关伦理。2014年秋田大学

公布了其动物实验宣言，阐述了实验动物利用原则，

与3R原则有异曲同工之处［9］。
1.2　科研经费管理

日本科研费（Grants-in-Aid for Scientific Research）
的前身是 1918年创立的“科学奖励金”，到目前已有

一百多年的发展历史，而作为科研费管理主体与绩效

第三方评价机构是日本学术振兴会，其前身设立于

1932年，发展至今已形成较为完善的评价机制和体系。

KAKENHI是日本规模最大、应用最广的竞争性资金制

度，其所涉经费约占政府全部竞争性资金总量的 50%
以上［10］。1995年日本颁布了《科学技术基本法》，该

法被视为日本全面推进“科学技术创造立国”重大国

策的根本大法，依据该法日本政府制定了科技领域的

纲领性文件《科学技术基本计划》。该计划每5年为一

期，目前已制定并实施了 5期。如图 1所示，1985—
2020年，日本科研费预算资金为 49 632亿日元；其中

共资助 774个与实验动物相关的科研项目，合计 66.83
亿日元，占比0.13%［11］。

日本在实验动物科学领域的发展离不开国家科研

经费的支持，为了加强日本实验动物领域研究的持续

扩展，提高实验动物管理服务能力，日本在国家层面
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投入大量科研经费，促进日本实验动物资源共享，持

续推动实验动物研究国际化［12］。
1.3　实验动物管理

日本实验动物管理工作主要由政府主导，行业自

律实现监督与调控。日本环境省主要负责实验动物保

护、饲养和实验动物福利等方面，如图 2所示。文部

科学省、厚生劳动省和农业水产省等主要负责实验动

物相关法律政策的颁布，具体进行动物实验的科研机

构如日本实验动物学会协助政府，参与实验动物行业

管理。日本要求每个研究机构成立实验动物管理与使

用委员会（Institutional Animal Care and Use Committee，
IACUC），IACUC负责审查由主要研究者提出的动物实

验计划，并确定该计划是否符合本单位要求和国家发

布的法规要求，经审核后才可以实施［4］。研究机构内

部需要制定实验动物饲养和动物实验的管理细则，对

实验人员严格要求，负责的研究机构会接受监督和定

期检查。

1.4　人才培养模式
为实现以行业自律为主的实验动物管理模式，日

本研究机构对实验动物研究人员的培养要求较高，重

表 1　日本实验动物相关法规
Table 1　Relevant laws and regulations on laboratory animals in Japan

颁布年份
Issued Years

1971 年
1973 年、1983 年
1979 年
1976 年
1980 年
1987 年
1989 年
1998 年
2005 年、2010 年
2006 年、2013 年、2020 年
2006 年
2006 年、2015 年
2006 年
2018 年

   法规
Statutes

《关于确保建筑物卫生环境的法律实施规则》
《动物保护与管理法》
《关于防止动物实验人兽共患病的通知》
《观赏动物饲养和保护基准》
《实验动物饲养及保管准则》
《关于大学内实验动物的有关通知》
《外来生物法》
《传染病预防和传染病患者医疗法》
《关于动物的进口申报制度》
《全面促进动物福利和管理措施的基本准则》
《动物实验正确实施的指导方针》
《厚生劳动省管辖的实施机构实施动物实验等的基本方针》
《农林水产省管辖的实施机构实施动物实验等的基本方针》
《关于通过限制使用转基因生物等确保生物多样性的法律条款》

注：相关数据来源于文献 ［11］。
Note： The relevant data are from the reference [11].
图 1 近 40 年日本科研资助中实验动物相关项目经费情况
Figure 1 The status of experimental animal-related projects in Japanese scientific research funding in the past 40 years
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视从业人员的职业素养。各实验动物机构或学会制定

培训课程，要求对相关人员进行岗前教育和系统培训，

培养从业人员的敬业意识和业务素质，同时定期对技

术人员进行考核，开展资格认定，日本实验动物从业

人员分为技术人员、研究人员和动物技术专家，其中

技术人员又分为初级、中级和高级［13］。日本实验动物

的人才培养模式有助于提高从业人员的专业水平和工

作效率。

1.5　标准与规范体系构架
在实验动物质量管理和评价方面，日本实验动物

中央研究所是日本实验动物质量检测的权威机构，也

是国际实验动物科学理事会（International Council for 
Laboratory Animal Science，ICLAS）指定的实验动物遗

传、微生物检测中心和 ICLAS的参比实验室［8］。
日本政府在实验动物管理制度中发挥了主要作用，

实验动物的相关学会和团体也提供了重要的辅助作用。

自1980年颁布《实验动物饲养及保管准则》后，日本

要求每个大学和研究机构都需要制定动物实验指南，

如表2所示。

2　日本实验动物研究现状

2.1　实验动物资源建设
2.1.1　实验动物资源项目

为响应科技基本计划，日本文部科学省实施了国

家 生 物 资 源 项 目 （National BioResource Project，
NBRP）［14］。该项目于 2002年开始，目的是系统地收

集、保存和提供基础的模式生物资源。该项目每 5年
进行一次审查，目前已经是第 5期。NBRP包含 4个方

面。（1）核心基础开发计划：通过建立核心设施对生

物资源进行收集、保存和共享。（2）基因组信息维护

图 2 日本实验动物管理体系
Figure 2 Japanese laboratory animal management system

表 2　日本实验动物相关标准规范
Table 2　Relevant standards and specifications on laboratory animals in Japan

 年份
Years
1980
1983、1996
1982
1987
1995
2006
2006
2012
2013
2015
2015
2015

指南
Guidelines

《实验动物的饲养和储存标准》
《实验动物设施建筑和设备指南》
《关于实施医药品安全性试验的标准》
《动物实验指南》
《动物处死方法指南》
《在研究机构实施动物实验等的基本指南》
《日本药理学会动物实验相关指南》
《ICLAS/CIOMS 国际指南 2012 年修订版》
《实验动物的饲养和保存标准以及减轻疼痛的标准》
《生理学领域动物实验相关基本指南》
《神经科学动物实验指南》
《日本毒理学会动物实验指南》

发布机构
Agencies

总理办公室
日本实验动物科学协会
日本厚生省
日本实验动物学会
日本环境省
教育、文化、体育、科学和技术部
日本药理学会
日本实验动物学会
日本环境部
日本生理学会
神经科学学会
日本毒理学会
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计划：通过丰富和扩展品系特征信息、遗传信息（如

cDNA的基因组序列）和基因组资源（包括收集的生物

资源的基因组库）来提高生物资源的质量并增加其价

值。（3）基础技术维护计划：目的是提高生物资源质

量控制和保存技术，具体包括生物资源的收集、增殖

和质量控制、保存、提供等都需要改进生物资源的质

量控制和保存技术。该计划中新技术开发主要在动物

的冷冻保存技术方面，效果显著。（4）信息中心维护

计划：建设和升级包含位置信息、遗传信息和生物特

征的生物资源数据库。BioResourceWorld（BRW）是针

对NBRP的集成数据库检索系统，包含 34个独立的资

源数据库，每个数据库各有特点，BRW提供了包括野

生物种、近交系、突变体、基因工程系、DNA克隆等

在内的多条生物资源记录。

NBRP涉及 20多个物种，其中与实验动物相关的

有11个，包含约9 000个小鼠品种品系、900个大鼠品

种品系、30个鸡品系、20个鹌鹑品系、4个亚种6 000
只非洲爪蟾、6 000个斑马鱼品系、超6 00个青鳉品系

及约45 000个果蝇品系等，如表3所示。

2.1.2　实验动物资源承担机构
小鼠资源是NBRP的一部分，也是日本理化学研

究 所 （RIkagaku KENkyusho/Institute of Physical and 
Chemical Research，RIKEN） 的生物资源研究中心

（BioResource Research Center，BRC）的主要资源之一。

RIKEN BRC［15］成立于 2001年 1月，是一个全球性的

非营利性生物资源中心，为世界各地的私营企业和学

术组织提供生物材料、技术服务和教育计划。其中，

实验动物部门的总体目标是收集有价值的小鼠品系，

将高质量、特征良好的近交、突变和基因工程小鼠共

享给研究人员。

NBRP-日本大鼠（NBRP-Rat）资源库［16］的负责

机构是日本京都大学，是世界上最大的大鼠资源库之

一，目前已有 785种大鼠品种品系，为生物医学研究

的各个领域做出了贡献。

“日本猴”［17］是NBRP核心设施升级计划之一。自

2003年起，为了向日本研究机构和大学的神经科学领

域研究人员进行有效饲养日本猴的可持续供应，日本

国家生理科学研究所（National Institute of Physiological 
Sciences， NIPS） 与京都大学灵长类动物研究所

表 3　日本国家生物资源项目中实验动物资源
Table 3　Experimental animal resources in National BioResource Project of Japan

动物品种
Species

小鼠
Mice
大鼠
Rats
日本猴
Japanese macaques
鸡和鹌鹑
Chicken / Quail
爪蟾/蝾螈
Clawed frogs / Newts
斑马鱼
Zebrafish
青鳉
Medaka
海鞘
Ciona intestinalis
果蝇
Drosophila
蚕
Silkworms
线虫
C.elegans

承担机构
Institutions

理化学研究所（RIKEN BRC）

京都大学

国家生理科学研究所（NIPS）与京都大学灵长类动物研究所
（KUPRI）

名古屋大学鸟类生物科学研究中心（ABRC）

广岛大学两栖动物研究中心（ARC）

理化学研究所脑科学中心（RIKEN CBS)、国家遗传学研究所
（NIG）、国立自然科学研究院

国立基础生物学研究所和宇都宫大学

京都大学和筑波大学下田海洋研究中心

果蝇遗传资源联盟（DGRC）

九州大学农业研究生院

东京女子医科大学医学部

数量
Quantity

约 9 000 个品种品系

约 900 个品种品系

/

鸡共约 30 个品系，鹌鹑约 20 个品系

/

约 6 000 个品系

超过 6 000 个品系

约 130 个品系

约 45 000 个品系

用于基因组信息分析的标准品系约 50 个，野生蚕品
系大约 500 个

约 11 100 个基因缺失品系，50 多个 Cre 重组酶转基因
品系，70 多个平衡品系
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（Kyoto University Primate Research Institute， KUPRI）
合作开展建立了这个有价值的实验动物研究模型。

鸡和鹌鹑是生命科学中重要的模式生物，弥合了

哺乳动物与其他脊椎动物之间的进化差距，目前日本

约有9 600种现存鸟类的主要实验模型。名古屋大学的

鸟类生物科学研究中心 （Avian Biological Science 
Research Center，ABRC）［18］是NBRP鸟类资源的核心

机构，开发了稳定的品系来维护、保存和分配鸡和鹌

鹑等鸟类资源，构建了鸟类资源数据库，并在严格的

遗传控制下将其开发为全球高标准的实验动物资源。

日本广岛大学的两栖动物研究中心（Amphibian 
Research Center，ARC）［19］主要负责和组织NBRP中的

爪蟾/蝾螈项目，主要任务是收集、保存和共享非生物

资源（如DNA等），建立了爪蟾/蝾螈数据库网站，提

供胚、蝌蚪、成年蟾/蝾螈以及DNA和RNA用于研究。

RIKEN 的 脑 科 学 中 心 （Brain Science Center，
CBS）、 国 立 遗 传 学 研 究 所 （National Institute of 
Genetics，NIG）、国立自然科学研究院主要负责和承担

斑马鱼项目［20］，建立了活动所需的鱼类设施，建立突

变的鱼品系，收集并保存后脑和脊髓中运动、感觉和

侧线神经元分化和轴突延伸有缺陷的突变品系。

日本国立基础生物学研究所和宇都宫大学是NBRP
资源-青鳉［21］的负责机构，收集、保存并提供青鳉的

标准品系、近交品系、突变体、野生种和相关物种资

源，还提供基因组序列和BAC/EST基因组资源。

海鞘除了代表无脊椎动物脊索动物的独特进化地

位外，还提供了一个简单的实验系统，用于研究发育、

繁殖、内分泌和生理学的分子机制，是世界范围内生

命科学研究交流不可缺少的模式生物。日本京都大学

和筑波大学下田海洋研究中心合作开展NBRP资源项

目-海鞘［22］，用于野生和转基因品系的收集。

果蝇遗传资源联盟（Drosophila Genetic Resources 
Consortium，DGRC）［23］主要负责为用户提供NBRP收
集和保存的果蝇品系。在其建立的资源网站中，可以

浏览和搜索所有可用的果蝇品系，可以在基因组浏览

器上查看果蝇的染色体图谱。

NBRP-蚕［24］主要由日本九州大学农业研究生院

负责，提供家蚕、野生蚕、蚕培养细胞和基因组资源，

它的两个分工合作机构是高知大学理学院生命科学系

和新树大学纺织学院。

线虫是适合生命科学研究的良好模式生物。NBRP
线虫资源项目［25］的主要负责机构是东京女子医科大

学医学部，目的是收集研究人员可用的线虫品系资源。

2.2　实验动物研究机构
2.2.1　日本实验动物中央研究所

该研究所成立于 1952年 5月 15日［26］，目标是开

发高质量、同质性和可重复的人源化实验动物，并利

用实验动物研究和阐明人类疾病发病机制，为医疗发

展和人类健康作出贡献。它进行的相关研究主要分布

在 4个研究部门。（1）实验动物基础研究部：其下设

免疫研究室开发的严重免疫缺陷“NOG”（NODShi.Cg-
Prkdcscid Il2 rgtmlSug，/Jic）小鼠适用于重建人类造血

和免疫系统，通过基因改造开发“更先进的人源化小

鼠”，在人类造血和免疫功能方面优于亲本“NOG”小

鼠，可用于药物发现和安全性研究。（2）实验动物应

用研究部：包含 3个研究室，其中人类疾病模型研究

室致力于开发新型人源化模型动物，并应用于临床前

的药物研究；人类器官/组织模型研究室致力于开发肝

脏人源化小鼠；肿瘤生物学研究室目前已建立了 500
多个人类肿瘤细胞系，为制药公司提供异种移植物。

（3）狨猴医学生物学研究部：包含 4个研究实验室，

其中应用发育生物学研究室，利用普通狨猴为患者开

发新药及可靠的输送系统；疾病模型动物研究室致力

于开发疾病模型并推进兽医护理研究；分子发育学研

究室致力于使用非人灵长类动物的基因改造，创建疾

病模型；生殖工程研究室致力于卵母细胞研究，以及

生殖细胞如精子和胚胎等的收集。（4）活体动物影像

中心：聚焦基础技术的开发，使用核磁共振成像

（magnetic resonance imaging，MRI）、Micro-CT和活体

荧光成像进行体内成像的研究。

2.2.2　熊本大学生命资源发展与分析研究所
该研究所［27］成立于2003年4月，下属4个二级中

心，即动物资源和发展中心 （Center for Animal 
Resources and Development，CARD）、基因技术中心

（Gene Technology Center，GTC）、3个放射性同位素中

心 （Radio Isotope Center， RIC） 和仪器分析中心

（Instrumental Analysis Center，IAC），含 9个研究领域

（包括实验动物领域、资源开发领域、疾病模型领域、

基因组功能领域、放射性同位素实验领域、分子血管

控制领域、疾病表观基因组领域、生殖功能学领域和

生殖工程联合研究领域），主要服务内容包括：（1）实

验动物的生产、开发、保存、供应和表型分析等；（2）
开展与动物研究、基因测试、同位素测试和仪器分析

测试相关的研究，提供信息服务和技术指导等。

其中，动物资源和发展中心建立了CARD R-BASE
小鼠数据库［28］，该库是基因工程小鼠的国际资源库和
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分发中心，包含6个小鼠品种2 400多个品系。该中心

还建立了可交换基因捕获克隆数据库（Exchangeable 
Gene Trap Clones，EGTC）［29］。

截至 2022 年 10 月，国际小鼠品系资源库

（International Mouse Strain Resource，IMSR）统计的小

鼠品系达82 269种［30］，其中熊本大学的动物资源和发

展中心是日本小鼠品系的主要提供机构之一。随着21
世纪基因编辑技术的开发与利用，基因工程动物资源

也得到长足发展，其中基因工程小鼠和大鼠资源最为

丰富［31］。美英等发达国家主要保存在美国 Jackson实
验室、英国桑格研究所，日本则保存在熊本大学等

机构。

2.2.3　日本国立遗传研究所
该研究所于 1949年成立［32］，负责遗传学的基础

研究、指导和推广，在实验动物方面致力于小鼠研究，

并建立了相关实验室和资源库。（1）小鼠基因组学资

源实验室，研究出一种野生型小鼠品系，这一系列野

生型品系及其相关品系称为三岛群，对小鼠的遗传学

性状研究做出了巨大贡献。（2） JMSR （Japan Mouse/
Rat Strain Resources Database）数据库是日本库存可用

的小鼠/大鼠品系可搜索在线数据库。（3） MMDBJ
（Mouse Microsatellite Data Base of Japan）是日本小鼠微

卫星数据库，提供不同小鼠品系之间简单序列长度多

态性（Simple Sequence Length Polymorphisms，SSLPs）
的信息，重点来自日本野生小鼠品系，即与标准实验

室品系遗传距离较远的小家鼠。（4）NeuroGT数据库，

也称为神经源性标记小鼠线的脑图谱，提供由大脑中

单个线标记的神经元图像数据目录。

2.2.4　日本东京大学医学科学研究所实验动物
中心

该中心［33］成立于 1965年，是日本国内历史最悠

久的实验动物设施，聚焦于基因组医学、再生医学和

疾病模型动物的研究。该中心包含 6个实验室：（1）
干细胞病理学部，致力于揭示多细胞生物体中的表观

遗传调控；（2）先天免疫实验室，致力于严重免疫缺

陷SCID小鼠和大鼠资源的提供；（3）生殖系统生物学

实验室，致力于运用传统的基因操作技术以及基于

CRISPR/Cas9的基因组编辑技术研究哺乳动物生殖系

统的潜在机制；（4）基因工程小鼠研究实验室，致力

于转基因小鼠和大鼠的研究和开发；（5）基因组工程

学部，致力于研究基因组工程技术和新的基因组编辑

工具的开发；（6）先进动物模型开发实验室，主要提

供转基因啮齿类动物的支持服务。

2.3　实验动物生产企业
2.3.1　 日 本 SLC （Sankyo Labo Service Corpo-
ration） 公司

该公司［34］于 1949年应日本卫生部（现厚生劳动

省）的要求成立，并开始进行实验动物的生产和供应。

SLC在稳定的环境下，按照标准操作程序生产和销售

实验动物（小鼠、大鼠、豚鼠、兔等）、疾病模型动物

（糖尿病、高血压、肥胖模型动物等）和转基因动物。

SLC公司拥有的实验动物资源有小鼠（包括远交、近

交、免疫缺陷、同类系、杂交、疾病模型和转基因小

鼠）、大鼠（包括远交、近交、疾病模型大和转基因大

鼠）、豚鼠、兔、仓鼠、沙鼠、食蟹猴、雪貂、比格犬

和小型猪等。

SLC公司提供的技术服务包括：遗传修饰动物的

制作、受托饲育、SPF化、冷冻胚制作和手术病理模

型创建等。SLC公司提供实验动物的使用范围包括：

（1）医疗器械生物安全测试、化合物毒性研究；（2）
利用严重联合免疫缺陷 （severe combined immune-
deficiency，SCID）小鼠的致瘤性研究进行再生医学细

胞和组织的安全性测试；（3）使用小鼠、大鼠、兔、

雪貂和猴等开展药理学研究；（4）供应不同需求的模

型动物；（5）使用基因编辑技术生产基因工程小鼠和

大鼠；（6）通过手术提供病理模型动物，包括器官摘

除、痛觉过敏、插管动物等。

2.3.2　日 本 CLEA （Central Institute for Experi-
mental Animals）公司

该公司［35］成立于 1965 年，是第一家批量生产

SPF小鼠和大鼠的日本公司，并一直供应给许多生物

科学相关公司和研究机构，并且是实验动物、实验动

物饲料和设备的完整系统供应商。

CLEA公司拥有的实验动物资源丰富，其中疾病模

型包括免疫缺陷模型、小鼠糖尿病模型等；转基因动

物包括 rasH2 小鼠、Hras128/Jcl 小鼠、Kras301/Jcl 小
鼠、klotho/Jcl小鼠、α-Klotho KO/Jcl小鼠、OVA-IgE/
Jcl小鼠等；还有一些其他疾病远交品系、近交品系以

及杂交品系等实验动物资源。

CLEA公司提供的技术服务包括胚胎和精子冷冻保

存、冷冻胚胎制作和交付、动物模型制作、研究材料

供应等。另外，CLEA公司还提供手术治疗、携带肿

瘤、含药饮食等实验动物，以及使用实验动物创建单

克隆抗体，供应实验动物血清、血浆和器官等服务。
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3　日本实验动物科学发展的特点总结

3.1　实验动物政策体系较为完备，第三方评价审
查机制欠缺

法律法规在政策体系中起到导向性和强制性的作

用。首先，日本在实验动物领域颁布的法律从根本上

确立了实验动物学科在国家科技发展和进步中的重要

地位。其次，在国家颁布的实验动物基本法的倡导下，

结合实验动物本身的饲养、培育特点以及应用方向，

日本实验动物学会和权威科研机构会制定具有针对性

的、适应本单位实验动物管理和发展的、与法律紧密

衔接的规章制度和标准规范等。最后，日本无论在立

法还是规范性文件中都非常重视动物福利和伦理，凸

显对实验动物作为自然生命的尊重。

日本在科研经费方面建立了科研经费绩效第三方

评价机制，但主要以科研经费审查评价为主，依据的

政策文件是文部科学省发布的《独立行政法人日本学

术振兴会实施科学研究费助成事业审查的基本考

量》［10］。在实验动物研究管理项目中，没有独立的针

对实验动物项目第三方的评价政策，实验动物相关的

第三方评价机制和法规政策有待重视和完善。

3.2　 实 验 动 物 管 理 方 式 灵 活 ，自 主 管 理 约 束 力
较弱

日本实验动物管理方式呈现由政府主导、行业自

律进行监督与调控的特点。日本政府颁布国家大法，

在法律的约束下，下级实验动物实施机构需要建立动

物实验管理委员会，制定动物实验指导方针或管理章

程。大学或者科研机构的研究人员要进行动物实验，

需要制定实验动物计划书，具有完善的动物实验设施，

并向其上级负责的机构提出申请，在相关管理制度的

规范下完成动物实验。除了完备的规章制度，日本在

实验动物领域的科研项目中投入大量资金，在经费上

大力支持实验动物的研究和发展，显示了对实验动物

学科发展的重视。

虽然日本已建立了较为完备的实验动物管理体系，

但对动物实验设施和从业人员资格认证的程序还不完

善［4］，其行业和民间团体的管理方式自由度较高，尤

其各大学机构在实验动物管理方式中强调和重视的内

容各有不同，导致不同机构委员会的管理约束力较弱。

3.3　实验动物资源储备较为丰富，可持续发展能
力不断加强

实验动物除了支撑基础医学研究，也是临床医学

创新发展的密切纽带。目前基因工程技术的快速发展，

人源化实验动物模型作为重要的试验工具能推动医学

新疗法、新药研发的发展进程。因此，实验动物资源

是国家科技创新的重要战略资源，例如：人源化小鼠

模型价值高，因为它能模拟人体临床试验［36］；斑马鱼

基因组与人类基因组同源性达到 87%，也成为临床前

研究的药物筛选和评价的重要材料［37］。日本十分重视

实验动物资源的建设和研究，早在2017年日本已经有

100多种实验动物资源，8 000多个实验动物品系，包

含基因工程动物、遗传多样性动物、突变系等［38］。
日本政府稳定投入科研经费，启动实验动物资源

建设项目，与大学和研究机构合作，利用长时期积累

的实验动物和动物模型的饲养、保存等技术经验，建

立了物种丰富、资源量大的数据库，例如NBRP建立

了11个独立的实验动物资源库，由十几家大学或机构

协同承担，形成资源创建-利用发展-保存共享-再利用

的良性的全链条发展模式。

3.4　实验动物产业发展逐渐规模化，服务范围不
断扩大

在实验动物产业发展中，小鼠模型几乎占动物模

型市场规模的一半，而基因编辑动物模型又占据多数

市场空间。日本在实验动物科学领域发展的几十年中，

已经取得了一定的成果，产业发展已经形成良好的规

模。日本SLC公司和CLEA公司最具代表性。它们在日

本政府的扶持下成立，主要生产和供应小鼠和大鼠资

源，包括近交系、远交系、杂交系、免疫缺陷、转基

因、疾病模型等不同类型的鼠类资源，还提供遗传动

物制作、胚胎和精子冷冻保存、受托饲育、SPF化、

手术病理模型创建等多项技术服务。实验动物公司通

过实验动物养殖、饲育等流程，转基因和基因敲除等

实验方法，充分掌握动物实验的操作和质量管理技术，

支撑并推动包含实验动物培育、产品研发与生产供应

以及高新技术服务在内的产业发展，已经具有相当规

模的发展，且服务范围正不断扩大。

4　对我国实验动物科技领域发展的启示和
建议

4.1　加强与完善我国实验动物立法和管理模式
我国实验动物管理模式与日本类似，由政府部门

主导，协同实验动物研究机构共同管理。但目前，我

国主要还是以实验动物研究机构根据各自管理范围内

的工作形成一些管理文件为主。自1988年以来，我国
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先后制定了《实验动物管理条例》和《实验动物质量

管理办法》等规范性文件，对我国实验动物管理工作

起到了约束和规范性的作用。我国也颁布了一些和实

验动物管理相关的法律，例如《野生动物保护法》、

《中华人民共和国动物防疫法》等提及了实验动物保

护，但是关于实验动物研究与管理的内容不完整，保

护范围相对狭窄［8］。此外，我国目前的法律条例对实

验动物福利和安全方面不够重视［39］，在实验动物管理

立法方面仍面临着挑战。

为促进我国实验动物管理体系的形成，可以借鉴

日本在实验动物福利法制化的管理方式，以政府管理

为主，国家统筹规划，同时注重机构自主管理性和行

业自律性，加强国家和地区各级实验动物主管部门间

的统筹协调和管理经验互鉴。基于动物福利和人文关

怀的角度，遵循国际3R原则，重点关注教学用实验动

物福利管理，推动本国实验动物福利发展，形成适用

于本国实验动物管理的伦理体系。在实验动物科研项

目中引入第三方评价审查机制，提高实验动物法律、

指南和标准的执行力，不让其流于形式。在实验动物

研究许可管理方面，我国于2018年在中国合格评定国

家认可委员会（China National Accreditation Service for 
Conformity Assessment，CNAS）的管理下开启了动物机

构认可评审工作，创建了国内实验动物机构认可评价

体系［40］。为推进我国实验动物认可评价制度的建立，

今后还需加强和各实验动物研究机构互联互通，监督

落实并执行认可制度、相关标准和指南等配套文件。

4.2　推进实验动物资源增量建设和产业化发展
经过近 40年的积淀和发展，根据国家“创新驱

动”、“健康中国”及“国家科技创新发展规划”的要

求，我国实验动物资源工作取得了长足发展，尤其是

利用基因编辑技术在动物模型研发方面在国际上有较

大的影响力，基本建成了国家实验动物种子中心［1］。
为推进我国实验动物资源增量建设，可以借鉴日

本NBRP，制定稳定长期的发展计划，采用竞争性科研

经费配置方式，加大科研经费的投入。在实验动物资

源平台建设方面，国家已于 2020年 3月开通“国家动

物模型资源共享信息平台”数据库［41］，推动了我国实

验动物领域信息资源共享。为加强和攻克实验动物资

源保藏、共享等技术，应明确未来的重点发展领域，

例如：实验动物基础研究、实验动物医学研究、实验

动物微生物研究和比较医学研究等。未来还应该重点

关注：人类疾病动物模型的研制和创新，加强实验动

物相关设备和试剂的开发，以及围绕精准医疗、器官

移植和新药研发等领域，吸引国内外知名高校、研究

机构联合建设实验动物的开放式创新平台。

在实验动物产业发展方面，发挥研究机构、学会、

行业的作用［42］。例如：探索和研究本国自主培育的新

技术和新方法；遵循实验动物饲育的标准和条例，加

强技术革新能力；严格掌握和执行实验动物生产过程

质量控制标准，提升实验动物质控能力，及时响应实

验动物产业链各级需求变化。此外，还应抓住科技发

展创新战略的机遇，重视实验动物从业人员的资质认

证和上岗前培训，开展国际交流与培训，着力引进和

培养实验动物行业高层次人才，加快实验技术服务产

业的国际化进程。充分利用国内实验动物领域从业人

才，挖掘实验动物产业价值，推动实验动物产业化发

展，实现产学研相结合的发展模式。
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北京地区实验小鼠诺如病毒流行情况
刘芳妮1,2, 吕军苹2,3, 柯跃华2, 王长军1,2, 郭金鹏2

(1. 中国医科大学公共卫生学院,辽宁 110122;  2. 解放军疾病预防控制中心应急处置大队科室, 北京 100071;  3. 中央

民族大学药学院,北京 100081)

[摘要] 目的　调查北京地区 19 家生物公司自然条件下养殖的实验小鼠感染小鼠诺如病毒 （mouse norovirus，
MNV） 的情况。方法　从 19 家公司生产的小鼠中随机抽取，每品种品系、每批次 14 只小鼠合为一笼，共计 1 396 笼
19 544 只小鼠。对每笼取粪便样本，采用 TaqMan 探针荧光定量 PCR 法，用 MNV-1 引物检测各品系小鼠感染 MNV
的情况，根据循环阈 （cycle threshold，Ct） 值判断小鼠是否被感染；采用卡方检验对 5 种小鼠粪便样本阳性率进
行统计学差异性分析；将 5 种小鼠阳性样本的 Ct 值进行统计描述；采用非参数检验法对 5 种小鼠 Ct 值进行差异性分
析。结果　共检测粪便样本 1 396 份，BALB/c、C57BL/6、ICR、KM、BALB/c-nude 小鼠的粪便 MNV 检出阳性率
分别为 17.65%、39.33%、10.57%、18.32% 和 27.4%。 C57BL/6 小鼠的粪便 MNV 检出阳性率大于 BALB/c、ICR、KM
小鼠 （P＜0.05），且 BALB/c -nude 小鼠的粪便 MNV 检出阳性率大于 ICR、BALB/c 小鼠 （P＜0.05）；BALB/c-nude
小鼠和 C57 BL/6 小鼠的病毒载量总体上大于 KM 小鼠 （P＜0.001，P＜0.05）。结论　MNV-1 引物可应用于小鼠
MNV 感染情况的检测；北京市 5 种实验小鼠 MNV 阳性率在 10%～40%，其中 C57BL/6 小鼠和 BALB/c -nude 小鼠的
MNV 阳性检出率较高。
[ 关 键 词 ] 小鼠诺如病毒； TaqMan 探针； 荧光定量 PCR； 自然感染
[中图分类号] Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2023）02-0205-08

Prevalence of Mouse Norovirus in Experimental Mice in Beijing

LIU Fangni1,2, LU Junping2,3, KE Yuehua2, WANG Changjun1,2, GUO Jinpeng2

(1. School of Public Health, China Medical University, Liaoning 110122, China; 2. Emergency response brigade 
department, PLA Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100071, China;3. college of pharmacy, Minzu 
University of China, Beijing 100081, China)
Correspondence to: GUO Jinpeng (ORCID: 0000-0001-5966-4109), E-mail: pengpla@126.com

[ABSTRACT] Objective  To investigate the infection of mouse norovirus (MNV) in experimental mice 
raised under natural conditions from 19 biological companies in Beijing. Methods　The mice used in this 
study were randomly selected from mice produced by 19 companies, and 14 mice of each strain and batch 
were combined into one cage, totaling 1 396 cages of 19 544 mice. The fecal samples from BALB/c, C57BL/
6, ICR, KM, and BALB/c-nude mice were collected. TaqMan probe fluorescence quantitative PCR method 
was used to detect MNV infection of mice with MNV-1 primer, and whether the mice were infected with 
MNV was determined according to cycle threshold (Ct value). The chi-square test was used to analyze the 
difference of positive rate among the fecal samples from the five types of mice. The Ct values of the 
positive samples were statistically described; the non-parametric test was used to analyze the differences 
in Ct values among the five types of mice. Results A total of 1 396 fecal samples were collected. The 
positive rates of fecal MNV detection in BALB/c, C57BL/6, ICR, KM, and BALB/c-nude mice were 17.65%, 
39.33%, 10.57%, 18.32% and 27.4%, respectively. According to the chi-square test results, the positive rate of 
fecal in C57BL/6 mice was higher than that in BALB/c, ICR, and KM mice (all P<0.05), and the positive rate 
of BALB/c-nude mice was higher than that in ICR and BALB/c mice (P<0.001, P＜0.05) . The viral load of 
BALB/c-nude or C57BL/6 mice was generally greater than that of KM mice (P<0.05). Conclusion　MNV-1 
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primers can be applied to the detection of MNV infection in mice. The positive rate of MNV in five types of 
experimental mice in Beijing ranges from 10% to 40%, among which C57BL/6 mice and BALB/c-nude mice 
have higher positive rates of MNV than the others.
[Key words]  Mouse norovirus; TaqMan probe; Fluorescence quantitative PCR; Natural infection

诺如病毒（noroviruses，NOV）是杯状病毒科的单

股正链RNA病毒。杯状病毒科目前分为 5个属：疱疹

病毒属、兔出血症病毒属、纽布病毒属、札幌病毒属

和诺如病毒属。杯状病毒为T = 3的二十面体颗粒，含

有 180个主要衣壳蛋白；该病毒体积微小，无包膜，

大多由3个开放阅读框（open reading frames，ORF）构

成；ORF大多包括ORF-1、ORF-2和ORF-3，可编码

8 种病毒蛋白［1-2］。除 ORF-1、ORF-2 和 ORF-3 外，

小鼠诺如病毒（murine noroviruses，MNV）额外包含

ORF4。诺如病毒GⅠ和GⅡ是引起人类感染的主要病

毒基因群，GⅠ和GⅡ进一步分为9和27个基因型，其

中GⅡ.4病毒是大多数诺如病毒感染爆发的原因［3-4］。
人诺如病毒（human noroviruses，HuNoV）流行范围广

泛，各年龄组均可被感染，是地方性急性胃肠炎的主

要病因，在全世界胃肠炎病例中占比高达 20%［5-6］。
此外，诺如病毒不断进化，每 2～4年产生新的毒株，

并在全球范围内引起流行［7-8］。MNV是唯一一种在细

胞培养和小动物模型中可复制的诺如病毒，可用于构

建研究诺如病毒生物学和发病机制的小动物模型，同

时MNV也是研究HuNoV的理想病毒模型［9］。
研究表明，实验室鼠群体在正常屏障饲养环境下

MNV感染率较高。经调查日本 67.3%的普通级小鼠、

39.1%的SPF级小鼠和62.5%的美国普通级小鼠感染了

MNV，且商用 SPF级 C57BL/6小鼠中也发现了 20%的

小鼠存在MNV抗体［10］。关于北美地区MNV的流行情

况，有学者调查了 12 639只小鼠，结果表明当地的

MNV感染率为 22.1%［11］。研究发现，MNV是小鼠群

体中最为流行的病毒，其总流行率（32%）比其他病

毒高 10倍以上［12］。近年来，有学者对我国各地实验

MNV感染情况进行调查，发现广东地区实验小鼠的阳

性率为 37.38%［13］，上海地区实验小鼠的阳性率为

29.78%［14］，重庆地区实验小鼠高达 78%［15］等。此

外，对36家国内机构送检的1 182份实验小鼠的血清，

采用酶联免疫吸附法（ELISA）和免疫荧光法（IFA）
联合进行MNV检测，发现阳性率高达42.2%［16］。

本实验利用筛选得到的最佳引物MNV-1，采用

TaqMan探针荧光定量 PCR法，对北京市 19家生物公

司生产的5种常用实验小鼠的MNV携带率进行了调查。

本研究对了解北京市实验小鼠感染MNV情况以提高实

验小鼠健康水平，以及我国未来制定实验动物相关政

策以控制生物公司小鼠MNV携带率提供参考；而且，

本实验建立了成熟的TaqMan探针检测方法，可供相关

实验动物部门和检测机构控制实验潜在性病毒影响提

供技术参考和支持。现将调查结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　小鼠粪便收集
从北京19家生产实验小鼠的生物公司，抽取每品

系、每批次14只小鼠合为一笼，对每笼小鼠垫料中的

粪便进行随机收集，然后送至解放军疾病预防控制中

心进行检测。共检测 1 396笼，总共 19 544只小鼠。5
个品种品系小鼠及其数量分别是：BALB/c小鼠425笼，

C57BL/6 小鼠 267 笼， ICR 小鼠 265 笼，KM 小鼠 202
笼、BALB/c-nude 237笼。

1.2　主要试剂与仪器
主要试剂包括病毒 RNA 提取试剂盒、FastKing 

cDNA第一链合成试剂盒、SuperReal荧光定量探针法

试剂盒、普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒，均购自天

根生化科技（北京）有限公司；MNV质粒标准品由北

京擎科生物技术有限公司合成，经过测序验证合格。

仪器包括离心机 （德国 Eppendorf AG 公司，型号

5424R）、A2 生物安全柜（美国 Thermo 公司，型号

1300 Series A2）、PCR 仪（美国 Thermo 公司，型号

9700）、实时荧光定量PCR仪（美国Bio-Rad公司，型

号CFX96TM Touch）。
1.3　样本采集、处理以及 RNA 提取

用 1.5 mL离心管在每笼小鼠的垫料中收集粪便，

后根据收取的粪便量加入适量无RNA酶水，放置于冰

盒中运输，尽可能对当天到达实验室的粪便样本进行

RNA提取；若条件所限，也应将粪便储存在－80 ℃，

于样本到达一周内进行RNA提取。对所采集的 1 396
份小鼠粪便样本均采用一致的样本处理方法，处理过

程：采用12 000 r/min的速度将装有样本的离心管离心

5 min，取 140 μL样本上清液；按照病毒RNA提取试
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剂盒说明书，提取样本上清液中病毒总RNA；反转录

后，保存于－20 ℃冰箱备用。

1.4　引物和探针合成
从GenBank获取MNV全基因组序列，根据MNV基

因组中高度保守的区域，采用NCBI的 Primer-Blast软
件设计引物。共设计引物 3对，根据引物的特异性、

敏感性等选择了最佳引物MNV-1，上游引物P1序列为

5'-TCTGTYCTGCGCTGGGTC-3'，下游引物 P2序列为

5'-GCTGCGCCATCACTCATCC-3'， 探 针 序 列 为

ATGCTGAGACCCCGCAGGAACG。 普 通 PCR 引 物

MNV-P-F2， 上 游 引 物 序 列 为 5'-ATGGTRGTCC-
CACGCCAC-3'，下游引物序列为 5'-TGCGCCATCA-
CTCATCC-3'。以上引物及探针均由北京擎科生物科技

有限公司合成。

1.5　反转录反应和 PCR 标准曲线的建立
利 用 FastKing cDNA 第 一 链 合 成 试 剂 盒 和

SuperReal荧光定量探针法试剂盒对病毒总RNA进行反

转录反应。反转录反应的 cDNA链合成需要按照第一

链合成试剂盒说明书进行操作。反应体系为 2 μL 10×
King RT Buffer、1 μL FastKing RT Enzyme Mix、2 μL 
FQ-RT Primer Mix，5 μL RNase-Free ddH2O，最后加

入提取的 10 μL 病毒 RNA 进行反转录。反应条件：

42 ℃孵育15 min，95 ℃孵育3 min，冷却至4 ℃后放置

于－20 ℃冰箱保存。

建立PCR标准曲线：连续进行7次10倍梯度稀释，

得到 8个稀释度的MNV质粒标准品，范围为 2.712 8×
102～2.712 8×109拷贝/μL，每个稀释度重复检测 3次。

反应体系包括：PreMix 12.5 μL，正向、反向引物（10 
μmol/L）分别 0.75 μL，荧光探针 0.5 μL，DNA模板 1 
μL。PCR反应条件：95 ℃条件下预变性 15 min，然后

95 ℃变性 3 s，60 ℃退火、延伸。采集 40个循环的荧

光，然后绘制质粒DNA在不同浓度下的循环阈（cycle 
threshold，Ct）值标准曲线。

1.6　 TaqMan 荧 光 定 量 PCR 法 检 测 样 本 中 的
MNV 病毒

以抽检的 1 396份小鼠粪便样本中反转录合成的

cDNA为模板，参照 1.5节中荧光定量PCR实验步骤进

行荧光定量PCR实验操作，检测样本中的MNV含量。

结果判读：阳性样本结果的Ct值有数值出现，且其扩

增曲线的起峰超过基线；阴性样本结果的Ct值为NA，
未出现起峰或者起峰未超过基线。

1.7　TaqMan 荧光定量 PCR 法进行 MNV 特异性
检测

采用 1.5节方法，对 12个已知病毒的RNA进行荧

光定量PCR检测。12种病毒均来自解放军疾病预防控

中心菌毒种库，需保存于－80 ℃冰箱，病毒分别为：

ev71、MNV（NCBI编号HQ317203）、鼠肝炎病毒、冠

状病毒 229e、脊髓灰质炎病毒、MNV （NCBI 编号：

MF973199）、柯萨奇病毒、埃可病毒、腺病毒、甲流

病毒、乙流病毒、甲肝病毒。采用无RNA酶水作为阴

性对照。

1.8　PCR 产物测序及序列比较分析
将抽检样本中的经荧光定量PCR检测，结果为阳

性的 20个小鼠粪便病毒RNA样本，进行普通 PCR实
验。PCR 反应体系：2×T5 Super PCR Mix （Colony）  
12.5 μL，上下游引物各 1 μL， DNA模板 1.5 μL，无

RNA 酶水 9 μL，总反应体积为 25 μL。反应程序：

98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，35 个
循环；72 ℃ 7 min。然后将 PCR产物送至北京擎科生

物技术有限公司进行测序，通过NCBI网站的Blast软
件进行同源性核苷酸分析。

1.9　统计学方法
采用SPSS 26.0统计学软件对以上检测结果进行统

计分析。采用非参数Kruskal-Wallis检验对 5个品种品

系小鼠的Ct值进行差异性分析，若各类小鼠的Ct值分

布存在差异，则再用Kruskal-Wallis检验的多重比较对

各类小鼠Ct值进行差异性分析。使用卡方检验分析 5
个品种品系小鼠的MNV阳性检出率之间是否有差异，

若 5个品种品系小鼠的阳性检出率整体上存在差异，

则需用卡方分割法进行组间两两比较，同时用

Bofferoni法校正P值，最后得出检验结果。以P＜0.05
认为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　MNV-1 引物的 PCR 标准曲线
以MNV-1为引物，8个稀释度的MNV质粒标准品

（2.712 8×102～2.712 8×109拷贝/μL）为模板，进行荧

光定量PCR实验；每个梯度进行 3次重复。接着，以

MNV质粒cDNA模板量的对数值（X）为标准曲线的横

坐标，以荧光信号超过阈值时的Ct值（Y）为纵坐标，

绘制标准曲线。计算得到标准曲线方程为：Y=-3.445 
8X+41.822。相关系数 （r2） 为 0.999，扩增效率 E=
95%，提示标准曲线的重复性良好（图1）。
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2.2　MNV 特异性的 PCR 验证结果
以MNV-1为引物，对 12种已知病毒 ev71、MNV

（HQ317203）、鼠肝炎病毒、冠状病毒229e、脊髓灰质

炎病毒、MNV（MF973199）、柯萨奇病毒、埃可病毒、

腺病毒、甲流病毒、乙流病毒、甲肝病毒（编号分别

为 1～12）的RNA进行荧光定量PCR检测，结果显示

第2和6号样本的PCR结果为阳性且有明显起峰，其余

结果均为阴性（图2）。

2.3　MNV 的 PCR 产物测序结果分析
采用荧光定量PCR法检测所有抽检小鼠粪便的病

毒RNA样本后，将20个阳性样本进行测序，结果显示

病毒基因测序结果相同。再利用Clustalk W软件，将本

研究测序结果与基因数据库Genbank所收集的几种诺

如病毒成员的核苷酸序列数据进行比对，显示与MNV
核苷酸的同源性为 100%，阳性符合率为 100%，证实

本研究检测序列为MNV核酸片段。

2.4　5 个品种品系小鼠粪便样本检测 MNV 阳性
情况及其差异性

荧光定量PCR检测结果显示，BALB/c、C57BL/6、
ICR、KM、BALB/c-nude小鼠粪便的MNV阳性检出率

分别为 17.65%、39.33%、10.57%、18.32% 和 27.4%，
5个品种品系小鼠的总体阳性检出率为22.21%（表1）。
卡方检验结果显示，各个品种品系小鼠阳性检出率存

在差异（χ2=76.704，P＜0.05），再采用卡方分割法进

行两两比较，结果显示C57BL/6小鼠的MNV阳性检出

率大于BALB/c、ICR、KM小鼠（P＜0.05），且BALB/
c-nude小鼠的MNV阳性检出率大于 BALB/c和 ICR小

鼠（P＜0.05）。
2.5　5 个品种品系小鼠粪便 MNV 阳性样本的 Ct
值分布及其差异性
2.5.1　病毒载量 Ct 值的分布

5个品种品系小鼠中，BALB/c-nude小鼠样本的Ct
值［32～40）分布范围较广，BALB/c小鼠和C57BL/6
小鼠Ct值主要在［34～40）低病毒载量区间，ICR小
鼠和KM小鼠的Ct值主要在［36～40）（图3）。所有小

鼠的Ct值集中在38～40的阳性样本量占比最多，几乎

占总阳性量的 48%，36～38区间的阳性样本量占比达

38%，少部分样本Ct值分布在 32～36区间，说明只有

少部分小鼠粪便携带高浓度的MNV病毒。

2.5.2　5 个品种品系小鼠阳性样本 Ct 值间差异性
分析

采用非参数Kruskal-Wallis检验对5种小鼠的Ct值
进行差异性分析，结果显示H（k） =18.660、P=0.001，
提示各类小鼠的 Ct 值分布之间存在差异；再用

Kruskal-Wallis检验的多重比较法对各类小鼠的Ct值进

行两两比较，根据Bonferroni校正后的P值得出结论，

结果显示KM小鼠与BALB/c-nude小鼠、C57BL/6小鼠

的Ct值之间差异均有统计学意义（P＜0.001、P=0.023
＜0.05）。

将各类小鼠的统计分析结果绘制箱式图（图 4），

注：Ct 是循环阈值。
Note： Ct， cycle threshold.
图 1 MNV-1 引物的实时荧光 PCR 标准曲线图
Figure 1 The Standard curve of real-time PCR for MNV-1 
primer

注：2、6 号为小鼠诺如病毒；其余病毒依次为 1 号 ev71、3 号鼠肝炎
病毒、4 号冠状病毒 229e、5 号脊髓灰质炎病毒、7 号柯萨奇病毒、
8 号埃可病毒、9 号腺病毒、10 号甲流病毒、11 号乙流病毒、12 号甲
肝病毒；N 为阴性对照。基线值为 FAM：1 808 874。
Note： No.2 and No.6 are murine noroviruses; The other viruses are 
as follows: No. 1 is ev71, No. 3 is murine hepatitis virus, No. 4 is 
Coronavirus 229e, No.5 is poliovirus, No.7 is coxsackie virus, No.8 
is echovirus, No. 9 is influenza A virus, No. 11 is influenza B virus, 
No. 12 is hepatitis A virus. N: negative control. The baseline value 
was FAM:1 808 874.
图 2 TaqMan 荧光定量 PCR 检测 MNV 特异性的结果
Figure 2 Results of specificity test of the TaqMan real-

time RT-PCR assay for murine noroviruses （MNV）
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结果显示：裸小鼠相对于其他 4种小鼠其Ct值分布较

为分散，5种小鼠中 ICR小鼠的Ct值分布最为集中。根

据非参数检验结果可知，KM小鼠与 BALB/c-Nude小
鼠、C57BL/6小鼠的Ct值中位数之间差异有统计学意

义（校正后的P值分别为P＜0.001、P=0.023），KM小

鼠 Ct值的中位数大于其他两种小鼠，提示 BALB/c-
Nude小鼠和 C57BL/6小鼠的病毒载量总体上大于KM
小鼠。

3　讨论

2003年首次发现MNV ［17］，此后通过对生物公司

等相关机构的小鼠进行常规检测，发现MNV在世界范

围内的生物医学研究机构中是最普遍的一种病原

体［12，18-20］。MNV在许多小鼠中引起无症状感染，包括

免疫能力强的小鼠和缺乏适应性免疫反应的小

鼠［17，21］。目前基因库中有超过 100种不同的MNV序

列［22］。有研究表明，实验小鼠感染MNV可能会对借

表 1　北京市小鼠粪便样本的 MNV 病毒检出情况
Table 1　Detection of MNV in mouse fecal samples in Beijing

     小鼠品种品系
Stock or strain of mice

BALB/c
C57BL/6
ICR
KM
BALB/c-nude
总样本数量
The total number of sample

样本数
Samples

425
267
265
202
237

1 396

阳性数量
Positive samples

  75
105
  28
  37
  65
310

阳性率
Positive rate/%

17.65△

39.33
10.57*△

18.32*

27.40*

22.21

注：经卡方分割法检验，*示与 C57BL/6 小鼠相比，P＜0.05；△示与 BALB/c-nude 小鼠相比，P＜0.05。
Note: According to the chi-square test, * represents compared with C57BL/6 mice, P＜0.05; △ represents compared with BALB/c-nude mice, 
P＜0.05.

注：“ ［”表示包含端点值，“） ”表示不包含端点值。

Note：“［“ represents inclusion of endpoint value ; ”) “ represents exclusion of endpoint value.
图 3 小鼠 Ct 值频数分布直方图
Figure 3 Histogram of frequency distribution of Ct values of mice

注：经 Kruskal-Wallis 检验的多重比较以及 Bonferrni 校正，***P＜
0.001，*P＜0.05
Note：After K-W test for multiple comparisons and Bonferrni 
correction， ***P <0.001， *P <0.05.
图 4 5 个品种品系小鼠阳性样本 Ct 值箱式图
Figure 4 The Box plot of Ct values for positive samples of 

five stocks or strains of mice 
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助小鼠模型进行生物学或发病机制研究的结果造成不

良影响［23-24］。
研究发现，除MNV-1外，大多数MNV毒株感染

小鼠后可长期、持续性地通过粪便排出体外［25］，所以

收集小鼠粪便，然后进行检测能较好地反映小鼠的

MNV感染情况。中国医学科学院魏强团队采用VP1酶
联免疫吸附法（ELISA）对北京地区 2007—2013年的

600 份小鼠血清样本检测，发现 MNV 感染率为

11.67%，其中 377例为生物公司的小鼠样本，其感染

率为 0.27%，而其余来自实验室的样本感染率为

30.94%［20］。本研究发现，北京 19家生物公司的小鼠

MNV感染率为10%～40%，与上述研究结果存在差异，

推测可能原因：（1）与多年来生物公司未重视MNV的
定期监测及清除，使得MNV逐渐在实验室播散有关；

（2）因为小鼠血清中抗体的形成需要 3～5周［26］，但

被MNV感染的小鼠的粪便中病毒可在感染后第 2天至

8周内持续被检出［27］；（3）可能与本研究所采用的检

测方法不同有关。本研究结果显示，北京生物公司 5
类实验小鼠 BALB/c、C57BL/6、 ICR、KM、BALB/c-
nude的粪便MNV阳性检出率分别为 17.65%、39.33%、

10.57%、18.32%、27.4%。但有研究发现，自然感染

的KM小鼠粪便样本中MNV阳性率为11%（4/35）［28］，
另有研究调查了广东省 BALB/c小鼠、C57BL/6小鼠、

KM 小鼠的 MNV 感染率分别为 70% （7/10）、 100%
（12/12）、64%（16/25）［13］。以上几种小鼠的粪便检出

阳性率与本研究相差较大，推测可能与样本量相差较

大有关。

本研究中发现C57BL/6小鼠、BALB/c-nude小鼠的

粪便MNV检出阳性率较高，推测其原因可能是C57BL/
6小鼠属于实验室最常用的近交系小鼠。有研究表明，

C57BL/6小鼠感染MNV后，表现为长期持续性感染，

小鼠的肠道MNV含量处于较高水平［29］；该研究还发

现，BALB/c-nude小鼠的T细胞免疫缺陷可导致机体B
细胞的活化减少，影响MNV特异性抗体的产生，T细
胞及B细胞在清除MNV的过程发挥重要作用，因此其

MNV检出率阳性高。笔者推测，本研究中 ICR小鼠粪

便检出率最低的原因可能与该小鼠具有免疫活性以及

健全的免疫系统有关。本研究中KM小鼠的阳性检出

率为18.32%，与广州某实验中心KM小鼠粪便MNV检
出阳性率23%（3/13）［30］相近。

本研究通过对各生物公司小鼠粪便样本的检测，

探知了北京地区 5种实验小鼠的MNV感染情况，对估

算全国小鼠的MNV感染状况可提供借鉴。本研究发

现，实验小鼠C57BL/6和BALB/c-nude的MNV感染率

较高。由于MNV在实验动物设施环境中顽固存在、难

以消灭，因此建议养殖 C57BL/6和 BALB/c-nude小鼠

时应设置哨兵动物，同时遵守严格的动物准入规则，

采用血清抗体ELISA法检测结合粪便核酸检测，做到

早发现并及时处理感染动物，杜绝病毒的引入和扩散。

对于感染的小鼠也可通过胚胎移植到MNV阴性代孕小

鼠体内，或出生后不久将幼崽交叉寄养给MNV阴性的

养鼠［31-33］。同时，采用二氧化氯溶液［34］以及紫外线

消毒法［35-36］对房间进行消毒，可最大限度地降低环

境中MNV滴度。总之，通过消除MNV感染引起的潜

在混淆效应，可提高各实验室和研究机构中动物模型

的一致性，提高小鼠实验结果的科学性和可靠性。
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**********************************************************************************************

《实验动物与比较医学》有关实验动物福利伦理内容的说明

本刊是我国实验动物科学与比较医学领域的一本专业学术期刊，严格遵守国家实验动物相关法律、法规和标准，包括但不
局限于 《实验动物管理条例》（2017 年 3 月 1 日修订版） 和 《实验动物 福利伦理审查指南》（GB/T 35892—2018） 等，同时参考
借鉴国际生物医学期刊关于动物实验研究报告的相关指南共识 （如 ARRIVE 2.0、IGP 2012、IAVE Guidelines 2010 等）。因此，
本刊对所有涉及动物实验的来稿均需审查实验动物福利与伦理相关内容。现将一些具体要求说明如下：

1. 涉及动物实验的来稿，需提供实验动物生产许可证和质量合格证，以及动物实验场所的实验动物使用许可证。以上证明
须与使用动物种类及动物实验单位名称相匹配，并在正文中列出其对应的许可证编号。

2. 涉及动物实验的来稿，需在考虑 3R （替代、减少和优化） 原则的基础上设计动物实验，并提供作者单位实验动物福利
伦理委员会 （或相关机构） 出具的实验动物福利伦理审查批件。批件中所列内容须与投稿文章相吻合，并在正文中列出对应的
批准编号。

3. 实验动物的用药，尤其是麻醉镇痛用药必须优先使用药用级麻醉剂，特别是当涉及存活手术的动物实验时。鉴于无法确
定非药用级麻醉剂 （如三溴乙醇、水合氯醛等） 的相关性状及对实验动物的影响，从而不能保障实验动物福利及研究结果的可
靠性，而且目前已有更优的市售麻醉药剂可供选择，因此本刊不建议使用上述试剂。如确需使用，请提供充足理由说明及相
应的批准文件。

4. 涉及肿瘤动物模型的研究，本刊参考国内及国际通用准则，建议单个肿瘤体直径不超过 20 mm （小鼠） 或 40 mm （大
鼠） 且不出现明显的肿瘤溃疡。如投稿文章有超出上述标准的研究内容，需提交作者单位相关肿瘤动物模型研究的指导原则文
件，以及从科学角度判断肿瘤体积合理性的依据材料。

《实验动物与比较医学》编辑部
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实验动物专科兽医师 （DACLAM），以及中国兽医病理学家分会认证的兽医病理师。中国实

验动物学会常务理事、实验动物医师工作委员会主任委员、实验动物福利伦理专业委员会

秘书长，CNAS 实验动物专业委员会委员，中华医学会医师培训工程——中华医学人文培

训工程专家委员会委员，国际 AAALAC 认可委员会委员，世界兽医协会 （WVA） 理事 （代

表实验动物专科兽医师）。本科和硕士毕业于中国农业大学动物医学院，博士毕业于爱尔兰
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包和合作业务的动物福利合规事务，并协调该公司在中国的临床申报项目中的临床前部分。

发表文章约36篇，其中SCI文章约20篇。

王   剑，兽医学博士，中国执业兽医师。毕业于华南农业大学兽医学院临床内科学，主攻动

物营养代谢病与中毒病。先后于华南农业大学畜牧学、上海市农业科学院生物学博士后流动

工作站从事动物采食调控、动物病毒学等研究工作。现任上海交通大学医学院实验动物科学
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《动物研究：体内实验报告》即ARRIVE 2.0指南的
解释和阐述（一）
王 剑1, 卢 今1, 马政文1, 陈国元2, 卢 晓3, 白 玉4, 刘晓宇5, 卢选成6, 高 静7, 李 垚 1, 庞万勇8

(1. 上海交通大学医学院实验动物科学部, 上海 200025;  2. 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平

台, 上海 200031;  3. 迪哲医药股份有限公司, 上海 201203;  4. 北京诺和诺德医药科技有限公司, 北京 102206;  5. 中

国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所, 北京 100050;  6. 中国疾病预防控制中心实验动物中心, 北京 102206;  

7. 上海交通大学医学院临床研究中心, 上海 200025;  8. 赛诺菲公司全球研发中心转化体内模型研究平台, 北京100022)

[摘要] 提高生物医学研究结果的可重复性是一项重大挑战，研究人员透明且准确地报告其研究过程有利于读者对
该研究结果的可靠性进行评估，进而重复该实验或在该成果的基础上进一步探索。ARRIVE 2.0 指南是 2019 年英国
国家 3Rs 中心 （NC3Rs） 组织发布的一份适用于任何与活体动物研究报告相关的指导性清单，用以提高动物体内实
验设计、实验实施和实验报告的规范性，以及动物实验结果的可靠性、可重复性和临床转化率。ARRIVE 2.0 指南的
使用不仅可以丰富动物实验研究报告的细节，确保动物实验结果信息被充分评估和利用，还可以使读者准确且清晰
地了解作者所表述的内容，促进基础研究评审过程的透明化和完整性。目前，ARRIVE 2.0 指南已经被国际生物医学
期刊广泛采纳。本文是在国际期刊遵循 ARRIVE 2.0 指南的最佳实践基础上，对 2020 年发表于 PLoS Biology 期刊上
的 ARRIVE 2.0 指南完整解读版 （原文请见 https：//arriveguidelines.org） 进行中文编译 （第一部分包括前言和“关
键 10 条”里的“研究设计”“样本量”“纳入和排除标准”），以期促进国内研究人员充分理解并使用 ARRIVE 2.0 指
南，提高实验动物研究及报告的规范性，助推我国实验动物科技与比较医学研究的高质量发展。
[ 关 键 词 ] 动物实验； ARRIVE 2.0 指南； ARRIVE 关键 10 条； 研究设计； 样本量； 纳入和排除标准
[中图分类号] R-332；Q95-33   [文献标志码] C  [文章编号] 1674-5817（2023）02-0213-12

Explanation and Elaboration for the ARRIVE Guidelines 2.0—

Reporting Animal Research and In Vivo Experiments (Ⅰ)

· 比较医学研究与报告规范 ·
Guidelines for Comparative Medical Research and Reporting

[ 第 一 作 者] 王  剑（1986—），男，兽医学博士，实验师，研究方向：实验动物医学。E-mail： wangjian3976@shsmu.edu.cn
[通信作者] 庞万勇（1974—），男，兽医学博士，研究方向：实验动物医学。E-mail： pang1yong@outlook.com。ORCID：0000-0002-0724-2016
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Jing7, LI Yao1, Pang Wanyong8

(1. Department of Laboratory Animal Science, School of Medicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 
200025, China;  2. Animal Core Facility, Center for Excellence in Molecular Cell Science, Chinese Academy of 
Science, Shanghai 200031, China;  3. Dizal Pharmaceuticals Co. , Ltd. , Shanghai 201203, China;  4. Novo Nordisk 
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Correspondence to: PANG Wanyong (ORCID: 0000-0002-0724-2016), E-mail: pang1yong@outlook.com

[ABSTRACT] Improving the reproducibility of biomedical research results is a major challenge. 
Researchers reporting their research process transparently and accurately can help readers evaluate the 
reliability of the research results and further explore the experiment by repeating it or building upon its 
findings. The ARRIVE 2.0 guidelines, released in 2019 by the UK National Centre for the Replacement, 
Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs), provide a checklist applicable to any in vivo 
animal research report. These guidelines aim to improve the standardization of experimental design, 
implementation, and reporting, as well as the reliability, repeatability, and clinical translatability of animal 
experimental results. The use of ARRIVE 2.0 guidelines not only enriches the details of animal experimental 
research reports, ensuring that information on animal experimental results is fully evaluated and utilized, 
but also enables readers to understand the content expressed by the author accurately and clearly, 
promoting the transparency and integrity of the fundamental research review process. At present, the 
ARRIVE 2.0 guidelines have been widely adopted by international biomedical journals. this article is a 
Chinese translation based on the best practices of international journals following the ARRIVE 2.0 
guidelines in international journals, specifically for the complete interpretation of the ARRIVE 2.0 guidelines 
published in the PLoS Biology journal in 2020 (original text can be found at https://arriveguidelines.org). The 
first part of the article includes the preface and the "Key 10" section, which covers "study design" "sample 
size" and "inclusion and exclusion criteria". Its aim is to promote the full understanding and use of the 
ARRIVE 2.0 guidelines by domestic researchers, enhance the standardization of experimental animal 
research and reporting, and promote the high-quality development of experimental animal technology and 
comparative medicine research in China. 
[Key words]  Animal experiment; ARRIVE 2.0 guidelines; ARRIVE essential 10; Study design; Sample size; 

Inclusion and exclusion criteria

透明准确的报告对于提高科学研究的可重复性至

关重要；它使其他研究者能够仔细审查研究方法的严

谨性，评估结果的可靠性，并能重复或借鉴其工作。

然而，有证据表明，大多数出版物中缺少关键信息，

涉及动物研究的报告还有极大的改进空间［1-4］。为此，

英国国家 3Rs 中心 （National Centre for the Replace-
ment，Refinement and Reduction of Animals in Research，
NC3Rs）在2010年发布了ARRIVE指南即《动物研究：

体内实验报告》（Animal Research： Reporting In Vivo 
Experiments）。该指南罗列了文稿中应有信息的条目清

单，以确保出版物包含足够的信息，从而补充完善知

识库［5］。该指南目前已被 1 000多种期刊推荐使用，

并获得了世界各地的研究资助者、大学和学术团体的

广泛认可。

然而，目前对ARRIVE指南影响报告质量的评估

结果不一［6-11］。有证据表明，从事体内研究的科学家

尚没有充分意识到完整报告ARRIVE指南所涵盖信息

的重要性，也没有意识到这些信息与其工作或研究领

域的相关性［12］。作为一个新的国际工作组——该指南

的作者们对第一版的ARRIVE指南进行了修订和更新，
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以使其更易被采用；修订后的 2.0版ARRIVE指南［13］

及其完整解读版［14］（即本文的英文原稿）一起发布。

作者们依据当前的最佳实践更新了诸多建议，并对信

息进行了重构，将报告条目分为“关键10条”和“推

荐 11条”两个集合。ARRIVE 2.0中的“关键 10条”

构成了研究报告的最低要求，“推荐 11条”则为所述

的研究提供了更多的背景内容。诚然，研究报告最好

能同时包含这两部分条目的全部信息，但首先应关注

关键问题，这有助于论文作者、期刊工作人员、编辑

以及审稿人在实际工作中使用该指南，从而使指南得

以切实地实施。一旦“关键10条”在所有稿件中得到

一致报告，那么“推荐11条”就可以被逐步添加到期

刊要求中，直到所有21项条目在所有论文中都被例行

报告。NC3Rs网站中描述了修订和将条目分组的完整

方法［13］。
此次指南修订的一个重要举措是撰写这篇解释和

阐明性文章，从而为ARRIVE 2.0指南中的 21项条目

（包括关键 10条和推荐 11条）提供背景和理论基础。

为此，ARRIVE 2.0指南的作者们为每项条目及其子条

目提供了附加指南，进一步阐释了在描述动物研究文

稿时报告这些信息的重要性及其支持性证据，详细说

明了应该报告哪些内容及细节。该指南适用于生物科

学研究中涉及活体动物的所有研究领域，包括哺乳动

物以及模式生物（例如果蝇或秀丽隐杆线虫）。无论是

单一动物研究的文稿，还是体内观察联合其他类型实

验研究的范围更广的文稿，每项条目都同等重要。当

然，要报告的具体细节类型可能因物种和实验设置而

不同，因此需要在每个条目的附加指引中进一步确认。

ARRIVE 2.0指南的作者们认识到，研究的目的会

影响研究方案的设计。例如：验证性研究的目的是评

估特定的假说，会采用严谨的实验方法降低实偏倚风

险，并在研究启动之前制定详细的统计分析计划。相

比之下，探索性研究经常同时研究多个问题，而不需

要像验证性研究那样严格遵守严谨的标准；这种灵活

性可用以开发或测试新的方法、产生某些可在以后正

式验证的理论和假说。这两种研究类型都为科学进步

做出了宝贵的贡献。准确透明地报告研究目的，以及

在实验设计、实施和分析中采用的严谨性水平，有助

于读者判断如何使用该项研究、研究结果是否具有开

创性，以及在采纳借鉴该成果前是否需要进一步验证，

或者这些研究是否足够可靠而能被应用于其他研究

场景。

为了详细说明“关键10条”所述报告信息的重要

性，此完整解读版还涵盖了实验设计的概念和最佳实

践方案。这主要有两个目的：首先，有助于论文作者

理解这些信息与读者评估研究报告结果的可靠性之间

的相关性，因而鼓励作者全面详尽地报告相关信息；

第二，它支持在动物研究设计和实施过程中践行最佳

实践，即研究人员在计划进行体内实验伊始就查阅此

完整解读版，将有助于他们充分利用ARRIVE 2.0指
南，不仅将这些建议应用到研究设计中，而且在实验

实施过程中收集相应的信息，以便为了遵循指南规范

地报告研究结果。

为了确保这些建议对目标受众尽可能清晰和实用，

作者们在撰写该指南时便与从事体内研究［13］的科研

工作者一起，对ARRIVE 2.0指南及此完整解读版进行

实用测试。每项条目都独立成章，有助于作者能够单

独查阅特定条目内容；并且列出术语表以解释常见的

统计学术语（表1）。每个子条目也通过已发表文献中

筛选出的优秀案例进行阐明释义，即给出最佳实践指

南和建议，以提高研究人员从实验设计到论文发表的

水平。解释说明部分和优秀案例均可从ARRIVE指南

网站（https：//www.arriveguidelines.org）获得。

1　ARRIVE 2.0 指南的“关键 10 条”

ARRIVE 2.0关键10条是确保审稿人和读者能够评

估研究结果可靠性的最低报告要求。这一部分中没有

等级之分，10个条目按逻辑顺序显示，包括：研究设

计、样本量、纳入和排除标准、随机化、盲法、结果

测量、统计方法、实验动物、实验步骤、结果［15］。
1.1　条目 1：研究设计

每一项研究所需要提供的实验设计信息如下。

1.1.1 子条目 1a：比较的组别，含对照组。如果没有对
照组，应阐明理由

详解：对照组或比较组的设置往往取决于实验目

的。阴性对照用于确定组间差异是否由干预引起（例

如：野生型和基因修饰动物，安慰剂组和积极治疗组，

假手术组和手术干预组）。阳性对照是用于支持对阴性

结果的解释或者确定预期的效果是否可以检测到。

有些情况下，可以不必单独设置非干预组，例如：

当以比较不同给药方法（腹腔给药与经口灌服）为实

验目的时，或在纵向研究中用作自身对照的动物。预

实验有时也不需要设置对照组，例如：检验一个实验

步骤或规程的可行性。
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针对较为复杂的研究设计，推荐使用诸如时间轴、

流程图等直观表述形式，前者比文字描述更容易理解。

相比单纯的文字描述，图表更利于表述哪些处理和程

序在哪个研究阶段应用于特定的动物或组别。图表还

有助于表述复杂的设计特征，例如：多因素的交叉或

嵌套（层次设计或多水平设计），区组设计（减少非必

要的变异，详见条目4：随机化），或对某一个实验单

元随时间进行反复检测的实验（重复测量设计）；更多

不同的实验设计类型，详见文献［16-18］。“实验设计助

手”（The Experimental Design Assistant，EDA）是支持

研究人员设计体内实验的辅助平台（网站：https：//eda.
nc3rs.org.uk/），可以生成图表来表示任何类型的实验

设计 ［19］。
每一个实验都应报告所有分组信息，包括实验组、

对照组（阴性或阳性）等。选择性地排除一些实验组

（例如，因为数据与论文的叙述不一致或有冲突）具有

误导性，因此应避免［20］。确保能够清晰地区分实验

组、比较组和对照组（阳性或阴性）。如果同一对照组

用于多个实验或未设置对照组，需在报告中清晰地

阐述。

报告示例 1：“DAV1是一项单因素、两阶段交叉

实验。实验所用药物为阿莫西林，受试动物为16头仔

猪。该实验分为两个阶段：第一阶段，阿莫西林和安

慰剂以混饲的方式饲喂仔猪；第二阶段，仅将含有阿

表 1　ARRIVE 2.0 指南所附统计学术语
Table 1　Statistical terminology attached to the ARRIVE 2.0 guidelines

术语名称
Terminology name

偏倚
Bias
统计描述和统计推断
Descriptive and inferential statistics

效应量
Effect size
实验单元
Experimental unit
外部效度
External validity
假阴性
False negative
假阳性
False positive
自变量
Independent variable

内部效度
Internal validity
干扰变量
Nuisance variable

零假设和备择假设
Null and alternative hypotheses
结果测量/结局变量
Outcome measure
统计效力/检验效能
Power
样本量
Sample size

含义
Content

对干预的真实效果的过高或过低估计。偏倚是由实验设计、实施或分析的不足引起，从而导致误差的引入

统计描述用于总结数据，通常包括集中趋势（如平均值或中位数）的测量和离散程度（如标准差或范围）
的测量。统计推断用于对从中抽取样本的总体进行概括。假设检验如方差分析（ANOVA）、Mann-
Whitney 检验或 t 检验等属于统计推断的范畴

组间差异或变量之间关系强度的定量测量

独立于所有其他单元而接受干预的生物实体，这样就可以将任何两个实验单元分配给不同的处理组。
有时也被称为随机化单元。

某一特定研究的结果能够应用或推广到其他研究、研究条件、动物品系/物种或人类的程度

当备择假设（H1）为真时，却得到无统计学意义的结果。在统计学中，它被称为第Ⅱ类错误

当零假设（H0）为真时，却得到具有统计学意义的结果。在统计学中，它被称为第Ⅰ类错误

研究人员控制的变量（如处理、条件、时间）或样本的属性（如性别）或技术特征（如批次、笼、样本收集）等
可能会影响结果测量的变量。自变量可以是科研中所关注的变量，也可以是干扰变量。自变量也被
称为预测变量

某一特定研究的结果在多大程度上可以归因于实验干预的效果，而不是其他一些未知的因素（如该研究
的设计、实施或分析的不足所引入的偏倚）

干扰变量是指在研究中出现的一类变量，不是研究的主要关注点，但可能对研究结果测量产生影响并增
加变异性，因此需要在实验设计或分析中加以考虑。此外，如果它们与关注的自变量有关联，就成为
混杂因素，因为这会引入偏倚。在实验设计（以防止它们成为混杂因素）和分析（解释变异性，有时是
降低偏倚）中都应对干扰变量加以考虑。 例如，可将干扰变量作为区组因素或协变量

零假设（H0）是指没有影响/效应，如各组之间的差异或变量之间的关联。备择假设（H1）是假设存在某种
效应

在研究过程中记录的、用以评估处理或实验干预效果的任何变量。它也被称为因变量、响应变量

对于预先定义的有生物学意义的效应量，如果效应真实存在（即零假设被正确拒绝），统计检验将检测出
效应的概率

每组的实验单元数量，也被称为 n
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莫西林的饲料饲喂仔猪。其中，阿莫西林的口服剂量

为30 mg/kg（单一剂量）。在每一个实验阶段，分别采

集仔猪采食后0.5、1、1.5、2、4、6、8、10和 12 h的
血浆以测定阿莫西林的浓度”［21］。

报告示例 2：“本研究方案的示意图由 EDA 设

计完成。该示意图表明本研究是一个较为简单的

对比研究，即两种药物处理两种不同的肿瘤细胞

系后，观察药物对肿瘤细胞转移、扩散的影响。

采用区组随机化将斑马鱼胚胎随机等量分为 3 组。

分组后，每枚胚胎注射两种肿瘤细胞中的一种，

并对注射后的胚胎进行药物干预（包括空白对照

组）。通过两因素方差分析，确定药物处理对每种

肿瘤细胞系生长、存活和侵袭的效果”［22］。
见图 1。

1.1.2　子条目 1b：实验单元（如：以单只动物、一窝
动物或一笼动物为单元）

详解：在一项实验设计中，其所涉及的生物性和

技术性因素通常是分层次组织的，比如动物体内的细

胞、细胞里的线粒体，或者房间里的笼盒、笼盒里的

动物等。这样的层次会使确定样本量变得困难（是动

物、细胞，还是线粒体的数量？）。样本量是每组的实

验单元数。实验单元指的是独立于所有其他单元而接

受干预的生物实体，这样就可以将任何两个实验单元

分配给不同的处理组。有时也被称作随机单元。此外，

实验单元不应相互影响所测量的结果。

通常而言，实验单元是被独立分配到处理（例如，

注射药物）组中的单个动物，也可以是一笼或一窝

（例如，对一整笼的实验动物饲喂某种食物或者对母体

进行处理后研究其幼仔），也可以是动物身体的一部分

（例如，将多种药物分别用于同一只动物身体的不同部

位）。动物还可以做自身对照，接受不同的处理，其间

由洗脱期分隔。此时，实验单元是指处于不同实验处

理时期的单个动物。单个实验也可能会有多个实验单

元，例如：先对妊娠雌性动物进行实验处理，然后对

其离乳的幼仔分组饲喂不同的饲料［23］。关于实验单元

的更多指南，详见文献［17， 24-25］。
将实验单元与子样本或重复测量相混淆会人为地

导致样本量膨胀。例如：当实验单元是小鼠个体时，

则来自同一只小鼠身上的50个细胞的测量值代表样本

量为 1（即 n=1）。这 50个测量值是子样本，提供测量

误差的估计值，因此应取平均值或在巢式分析中使用。

在这种情况下报告 n=50就是一个典型的伪重复［26］，

图 1 文献［22］中“实验设计助手”设计的研究方案
Figure 1 The example of a study plan created by the Experimental Design Assistant (EDA) in study [22]
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这使得真实的变异性被低估，从而会导致假阳性和无

效的分析结果［26-27］。然而，如果将取自小鼠身上的每

个细胞随机分配到不同处理组内，且单独进行评估，

那么每个细胞就可以作为实验单元。

每个实验都应该明确指出其实验单元，以便对样

本量和统计分析做出正确评估。

报告示例 1：“本研究的样本为分别从饲喂含 1倍
胆碱和4倍胆碱日粮的妊娠15.5 d母鼠中采集的胎盘组

织（每组每一胎鼠性别各有 3只妊娠母鼠，共计 12只
妊娠小鼠）。为确保统计的独立性，每只妊娠小鼠只取

一个胎盘（雄性或雌性胎鼠）用于实验。因此，胎盘

即作为该实验的一个实验单元”［28］。
报告示例 2：“我们使用了从高通量表型分析中收

集的数据，该表型分析基于“流水线”或流程的形式

进行表征，其中小鼠通过一系列以标准操作规程

（SOP）为基础的标准化和验证性检测而被表征……这

里的单只小鼠就是本研究中的实验单元”［29］。
报告示例 3：“将鱼根据体质量（0.7～1.2 g 和

1.3～1.7 g）分为两组，并随机放养在24个装有60 L水
的 饲 养 容 器 内 （每 一 个 实 验 单 元 的 密 度 为

15条）”［30］。
报告示例 4：“本研究中的 n是指动物数量，每组

包括 6只动物，每只动物最多获取 3张皮质纹状体切

片，每个切片采集5次数据”［31］。
1.2　条目 2：样本量
1.2.1 子条目 2a：详细说明分配给每个实验组的确
切实验单元数量，以及每次实验的实验单元总数。
同时说明整个实验使用的动物总数

详解：样本量大小与实验之初每个实验组包含的

实验单元数量有关，通常用“n”表示（详见条目 1-
研究设计，以获取关于实验单元的定义和报告准则的

更多指南）。这些信息对于评估统计模型的有效性和实

验结果的可靠性至关重要。

研究开始时每组的样本量可能与分析中的 n数量

不同（详见条目3：纳入和排除标准）。此信息有助于

读者了解实验的损耗，以及是否存在样本被排除的情

况和这些情况出现在哪个组中。研究报告中对所用动

物的总数进行说明，有助于识别实验中是否存在重复

利用动物的情况。

报告每组准确的 n值，以及每个实验的总样本量

（包括任何独立的重复）。如果实验单元不是动物，动

物的总数同样需要阐述，以帮助读者更好地理解实验

设计方案。例如：在一项研究饲喂的实验中，以动物

饲养“笼”为实验单元，并且每笼饲养一对动物，则

所用动物总数是实验单元总数的两倍。

报告示例 1：“实验中对每组动物实施的处理和移

植方案。根据每组所接受的一期和二期处理对其进行

命名。注：S为生理盐水；L为左旋多巴；SS组在一期

和二期均给予了生理盐水；SL组在一期给予了生理盐

水，在二期给予了左旋多巴；LS组在一期给予了左旋

多巴，二期给予了生理盐水；LL组在两个阶段均给予

了左旋多巴。实验开始时每组为12只动物，但有些动

物出现了与实验无关的肿瘤，因此被从实验中移

除”［32］。见图2。

1.2.2 子条目 2b：解释样本量是如何确定的。如已
计算样本量，需提供先前计算的所有细节

详解：任何类型的实验报告都需要描述样本量大

小的决定依据。对于确证性实验，由于采用统计推断

来估计效应量大小，并确定推翻零假设的证据权重，

因此需要证明样本大小的合理性，以确保实验具有最

佳样本量来检验研究问题［33-34］（详见条目 13即推荐

11条中的第3条：研究目标）。如果样本量过小（即检

注：*表示这些组最初有 12 只动物，但一些动物患上了与实验无关的
肿瘤，因此被从研究中移除。
Note: *These groups initially consisted of 12 animals, but some 
animals developed tumors unrelated to the experiment and were 
therefore removed from the study.
图 2 文献［32］中每组动物的处理和移植方案
Figure 2 The scheme of treatment and transplantation for 
each group of animals in study [32]
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验效力不足的研究），则会产生不确定的结果，而样本

量过大（即检验效力过强的研究）则会因不必要的使

用动物而引发伦理问题，并可能产生虽具有统计学意

义但与生物学无关的微不足道的结果 ［35］。检验效力低

有 3种影响：首先，在实验中，真实的效应很有可能

被遗漏；其次，当检测到效应时，往往会是真实效应

量的高估［24］；最后，当低检验效力与发表偏倚同时存

在，发表的文章中假阳性率就会增加［36］。因此，低效

力的实验会使研究的内部效度变差，同时在无定论的

研究中有浪费动物的伦理风险［37］。
研究设计方案会影响实验的统计效力，效力的计

算需要与所实施的研究设计方案相匹配。针对各种实

验设计和统计分析，都已有协助进行事先样本量计算

的统计程序，既有免费资源（在线小程序以及R语言

中的功能），也有付费的商业软件 ［38-40］。需要根据结

局指标和自变量类型以及分组数量来选择合适的软件

或算法。建议咨询统计学专家，尤其是在设计复杂或

不常见的实验设计类型时。

当实验用于测试干预措施对一个连续结果变量的

平均值产生的影响时，可以根据预先定义的与生物学

相关的效应大小、依据先前数据预估的变异性、选定

的显著水平、检验效能等因素之间的数学关系来计算

样本量（见下一段和Bate等［17］、Festing等［41］的实用

性建议）。如果您事先进行了样本量计算，请报告：

（1）统计分析方法（例如：采用双侧 t检验，差异显著

性P值为0.05）；（2）所关注的效应量，并解释选择该

效应量大小的理由；（3）变异性的估计指标（例如标

准差）以及是如何估算的；（4）选择的检验效能。

效力计算时所用到的信息包括主要实验目的、预

先确定的效应量、变异性估计、显著性阈值、效力、

方向性。样本量的计算基于效应量大小、变异性、显

著性水平、检验效能和样本量之间的数学关系。需要

考虑以下问题：

（1）主要的结局指标是什么？应在实验的计划阶

段就确定好主要结局指标是什么，这是最重要的结果，

它将回答主要的实验问题。

（2）具有生物学关联的效应量是什么？效应量是

指不同实验组之间主要结局指标的生物学相关性变化。

可以参考类似的研究获得相关信息，从而使研究人员

去探索效应量达到何种大小时会具有科学意义，并值

得进一步开展工作。在临床前研究中，还应考虑效应

的临床相关性。

（3）变异性如何估计？变异性估计可以通过以下

方面获得：1）根据与计划开展的实验条件完全相同的

预实验所获得的数据来估计。例如：以前在同一实验

室所做的实验和类似条件下对具有相同特征的动物进

行相同处理的实验。2）从以前测试不同处理方法的实

验中的对照组获得。3）参照文献中报告的类似实验。

（4）多大的假阳性风险是可以接受的？显著性水

平或阈值（α）是假阳性结果的发生概率。如果它被设

定为 0.05，那么对于单次统计检验来说，获得假阳性

的概率在 1/20。然而，在多重检验中，需要对显著性

阈值或P值进行调整（例如：使用Bonferroni校正）。

（5）多大的假阴性风险是可以接受的？对于一个

预先定义的具有生物学意义的效应值，检验效能（即

1-β）是统计检验可以检测到一个真实存在的效应（即

真阳性结果）的概率。通常 80%～95%的目标效力被

认为是可接受的，而这意味着还有5%～20%的假阴性

风险。

（6）使用单侧检验还是双侧检验？

检验的方向性取决于特定分析中测试数据的分布。

对于基于 t或 z分布的检验（如 t检验），是否使用单侧

或双侧检验来分析数据，与备择假设是否具有方向性

有关。一个具有方向性（单侧）备择假设的实验，可

以用单侧检验进行分析，从而最大限度地提高检测该

效应的灵敏度。在统计学领域，对于何时使用单侧检

验存在一定的争议［42］。单侧检验的使用需要证明为什

么只有在某个设定方向上的处理效应才有意义，以及

为什么将另一个方向上的大的效应当作非显著性差异

对待［43］。在使用单侧检验后，研究者就无法再检验另

个一方向上是否有遗漏效应的可能。仅仅为了获得统

计学上的显著性差异而选择单侧检验是不合适的。具

有无方向性备择假设的双侧检验更为常见，它允许研

究人员在不考虑方向性的情况下，检验实验处理的效

果。需要注意的是，诸如方差分析（ANOVA）和卡方

检验是基于只有一尾的不对称分布（F分布和卡方分

布）。因此，这些检验没有方向性选项，即只能是单侧

检验。

有几种类型的研究不适合事先进行样本量的计算。

例如，生产抗体或组织所需的动物数量取决于所需生

产的数量以及单个动物的产出能力。对于以成功获得

样本或状况（例如，获得转基因动物）为结果的实验，

动物数量是由实验过程的成功率决定的。

在早期的可行性研究或预实验中，动物的需求量
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取决于研究目的。当初步研究的主要目标是流程或操

作性质时（例如，为了改进程序和设备），所需的动物

数量一般较少。在这种情况下，就不宜使用效力计算，

样本量的大小可以根据操作能力和限制条件进行估

计［44］。仅靠预实验不太可能为未来实验的效力计算提

供足够的变异性数据。系统综述和先前的研究是变异

性信息的更合适来源［45］。
如果没有使用效力计算来确定样本量，需要在报

告中对此进行说明，并提供决定每组样本量的理由。

无论是否使用了效力计算，在解释如何确定样本量时，

都需要考虑到任何可能出现的动物或数据损失，例如，

根据事先确定好的排除标准或预期损耗（详见条目3：
纳入和排除标准）。

报告示例 1：“样本量大小是根据参考治疗组即丁

丙诺啡给药后的术后疼痛数字评分量表（NRS）得分

（NRS AUC 平均值=2.70；非劣效性界值=0.54；标准偏

差=0.66）……以及格拉斯哥综合疼痛量表（GCPS）
……使用在线软件（实验设计助手：https：//eda.nc3rs.
org.uk/eda/login/auth）进行计算的。检验效能被设定为

80%。每组至少需要20只犬”［46］。
报告示例 2：“本研究首次对生物玻璃原型进行了

体内实验评估，故采用了一个较小的样本量。因此，

研究的主要目的是收集基本实验数据，为今后更复杂

的实验设计提供数据支持”［47］。
1.3　条目 3：纳入和排除标准
1.3.1 子条目 3a：描述实验期间用于纳入和排除动
物（或实验单元），以及分析过程中纳入和排除数据
点的所有标准。详细说明这些标准是否为预先设
定。如未设定相关标准，应给予明确声明

详解：纳入和排除标准定义了实验开始后实验动

物及数据被采用与否的筛选条件。因此，为了确保科

学上的严谨性，应在开展实验和收集数据之前制定这

些标准 ［8， 33， 48-49］。纳入标准不应与动物特征相混淆

（详见条目8：实验动物），但可能与之相关（例如：对

某特定操作程序而言，体质量必须在特定范围内），或

与其他研究指标有关（例如：任务表现必须超过既定

的阈值）。在为不同目的选择数据进行重新分析的研究

中，纳入和排除标准应描述如何选择数据。

技术或动物福利问题，是制定排除标准时所需要

考虑的重要因素，例如：手术期间预期的并发症或其

他可能会影响实验程序的情况（如运动损伤的发生有

可能影响动物行为学检测结果）。实验样本或数据的排

除标准包括不符合相关质量控制标准，比如样品量不

足、受到污染程度不可接受、组织质量欠佳等。同样，

研究人员在分析过程中如何定义和处理异常数据也应

在正式实验开始之前确定（详见子条目 3b：可靠的数

据清理指南）。

排除标准还可以反映出一项研究的伦理原则和其

人道终点相一致（详见条目 16即推荐 11条的第 6条：

动物照护和监测）。例如：在癌症相关研究中，如果动

物皮下肿瘤的大小超过规定体积，那么该动物可能在

预设的时间点之前从研究中剔除并实施安乐死［50］。如

果动物数量的损失可以预计，在决定实验入组的动物

数量时应该考虑这些因素（详见条目2： 样本量）。尽

管排除标准和人道终点通常包含在实验伦理审查申请

中，但是同时在文稿中报告用于排除实验动物或相关

数据的标准将有助于读者解读实验数据，并为其他想

采用该模型的研究人员提供关键信息。

最佳的做法是在预注册的研究方案中包含所有事

先设定的纳入和排除标准，以及异常值的判定标准

（详见条目 19及推荐 11条中的第 9条：研究方案注

册）。至少应在实验记录本中记录纳入和排除标准并在

稿件中报告，明确指出在收集任何数据之前就定义了

相关标准。

报告示例 1：“如果这些动物成功地接受了大脑动

脉栓塞（MCAo），则被纳入研究。MCAo的定义是通过

激光多普勒血流仪观察到动物大脑血流量下降 60%或

更多。如果线栓导致血管壁穿孔（根据动物安乐死时

蛛网膜下腔有出血来判断），或线栓的硅胶头在撤线过

程中脱落，或动物过早死亡导致无法采集行为和组织

学数据，则从研究中排除”［51］。
1.3.2 子条目 3b：对于每个实验组，报告分析中排除
的任何动物、实验单元或数据点，并说明原因。如
果没有排除的情况，也请说明

详解：未予说明的动物、实验单元以及数据点可

能导致原始数据无法支持研究结论［52］。对排除和损耗

进行报告为其他研究人员评估实验结果、重复实验或

在其他物种上测试该干预措施提供了有价值的信息，

也可以为人体试验提供重要的安全性信息（例如，与

不良反应相关的排除）。

实验损耗有很多合理的原因，其中有些是可预期

并可预先进行控制的（详见子条目 3a：如何定义排除

和纳入标准），但是有些数据的缺失是不可预期的，例

如：因为动物接受了错误的处理、非预期的药物毒性、
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与实验无关的感染或疾病、采样错误（例如：因检测

失误导致虚假结果，以及设备校准不当），或其他人为

错误（例如，忘记打开记录设备）。

大多数的统计分析方法对异常值和缺失值极为敏

感。在某些情况下，剔除异常数据可能是科学合理的，

比如数据输入中的明显错误或读数超出合理范围的测

量。然而，不恰当的数据清理可能使研究结果产生偏

倚［53］，提供数据剔除的理由可以有效地区分可靠的数

据清理与数据操纵。数据缺失普遍存在于各个研究领

域，如果缺失值不是随机的，则可能会影响研究的敏

感性，还可能导致估计偏差、效力失真和信息丢

失［54］。分析方案应包括探索数据丢失原因的方法。针

对缺失数据调整统计分析方法同样重要 ［55-56］。
随着共享代码以实现分析重现等策略的增加，数

据开放共享得以持续发展（详见条目20即推荐11条中

的第10条 ：数据获取）。虽然这些做法相对公开透明，

但仍然需要进一步公布数据清理的合理性，以及数据

清理方法是否在收集数据之前定义。

应报告所有动物排除和数据点缺失，以及排除它

们的理由。例如：以上信息可以用表格或流程图的形

式加以概括，以描述每个组别的缺失情况。同时还须

说明在排除数据或动物时研究者是否对分组情况不知

情（详见条目 5-盲法，以及Holman等［57］的研究），

并明确说明剔除异常值所使用的软件和统计模型（例

如，GraphPad Prism的异常值检验）。

报告示例 1：“对所有数据而言，动物饲养围栏

（简称畜栏）是实验单元。该实验的目的是通过对不同

畜栏中饲养的肉公牛饲喂含有不同比例盐酸莱克多巴

胺（RAC）和锌氨基酸螯合物（ZnAA）添加剂的饲

料，观察不同组别间肉公牛的热胴体重。在实验当中，

有一个畜栏内的肉公牛（饲喂90 mg/kg ZnAA）出现了

与实验本身无关的疾病而表现不佳，故将该畜栏所有

数据从实验前（Pre-RAC）和实验期间的数据中全部

剔除……”。“通过使用 Cook's D统计值确定异常值，

若Cook's D值＞0.5，则将其删除。有一头肉公牛饲喂

48 d的肝脏活检微量无机物（TM）结果异常，故相关

数据被删除”［58］。
报告示例 2：“72只自发性高血压大鼠（SHR）被

随机分配到实验当中，其中13只不符合我们的纳入和

排除标准：7只的脑血流量下降未达到60%；1只术后

死亡（尸检无法确定死因）；1只死于线栓介入过程中

大出血；4只在线栓撤出时，涂在尼龙线远端的硅铜弹

性体脱落，使得再灌注的持久性不确定。因此，共有

59只动物纳入本研究中梗死体积的分析。因为失误，

有 3只实验动物在神经行为学评分的最终评估之前被

安乐死，其中1只来自常温/水组，两只来自低温/哌替

啶组。这些失误发生时，人员对处理组分配不知情。

所以，最后只有56只SHR大鼠被纳入神经行为学评分

分析中”［51］。
报告示例 3：“流程图显示了实验方案以及研究中

所使用、死亡和纳入的动物数量……在心血管磁共振

成像（CMR）和超声心电图的基础数据确立后，如前

所述，通过左前降支（LAD）冠状动脉结扎术（n=48）
诱发了心肌梗死（MI）。作为手术操作的对照，假手术

组小鼠接受了开胸术和心包切开术，但没有进行冠状

动脉结扎（n=12）”［59］。见图3。

图 3 文献 ［59］ 中实验方案及其所使用、死亡和纳入的动物
数量

Figure 3 Flow chart showing the experimental protocol 
with the number of animals used, died and 
included in the study [59]
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1.3.3 子条目 3c：对于每次分析，报告每个实验组中
被纳入分析的动物、实验单元或数据点的确切数
量（n）

详解：每组中被分析的实验单元的确切数量（即n
值）是读者解读分析报告时所需的重要信息，因此应

明确报告。实验中所有使用过的动物及其数据都应在

报告中得到应有的体现。有时出于充分的理由，可能

需要将动物排除在研究之外（比如疾病或死亡），或者

把数据从分析中剔除（比如生物学上不合理的数值

等）。有关动物缺失的报告，有助于读者更好地理解实

验设计过程并重复该方法，有助于全程追踪研究中的

动物数量，尤其是当分析中的样本量与原始分组数量

不匹配时。

对于每个研究结局，应在文本或图表中清楚地标

明数字并提供绝对数字（例如 10/20，而不是 50%）。
对于需要在不同时间点对实验动物进行检测的研究，

报告中需明确阐述哪些动物在何时接受检测［33］。
报告示例1：“F组在2010年包含29只成年雄性和

58只成年雌性恒河猴（n=87），在 2011年则包括 32只
成年雄性和 66只成年雌性恒河猴（n=98）。雌性数量

的增加是由于从青少年逐渐发育成熟至成年。雌性属

于3个母系族群，而雄性的等级没有大的变化。6个中

低等级的个体因死亡而未纳入分析，2011年初从该组

移出的5个中等级别的雄性也未纳入分析”［59］  。
报告示例 2：“通过视频记录动物与饲养员之间互

动时所表现出的动作及时长，比如闻戴手套的手或管

道、伸出爪子接触、攀爬或进入管道，并统计互动时

间占总时间的比例。然后对每笼中的 2只小鼠取平均

值，因为它们同时进行测试，彼此的行为并非独立。该

实验发现：相比那些用抓尾方式抓取的小鼠（6.4%± 
2.0%，测试时间 60 s，n=8笼），使用原来笼具里的管

道辅助抓取（39.8%±5.2%，60 s，n=8笼）的小鼠与操

作人员互动更多。而那些采用手捧方式抓取的实验组小

鼠与人员的互动水平介于上述两种方法之间（27.6%± 
7.1%，n=8笼）”［60］。

（待续）
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空军军医大学实验动物中心

1　中心简介

空军军医大学实验动物中心是动物学博士学位授权点，陕西省实验动物质量监督检测中心。实验动物中心建

筑面积约5 000 m2，其中屏障设施面积约3 000 m2。中心现有20名专业技术人员和20余名服务保障人员，其中高

级职称 4名、中级职称 1名、初级职称 4名。中心设有动物生产部、动物实验部、基因编辑动物制备与保种实验

室、大动物模型创制与评估实验室、实验动物质量检测实验室、小动物分子影像实验室和动物实验技能培训实验

室共7个平台，主要承担实验动物教学、科研用实验动物保障，动物模型研究以及实验动物从业人员培训等工作，

具备实验动物许可证管理和动物质量检测等职能。

2　平台建设成果

2.1　实验动物质量检测实验室
实验室通过了CMA认证，具备开展实验动物相关国家标准中规定的全部实验动物病原体（细菌、病毒和寄生

虫等）、遗传和环境设施等项目检测的能力，可为实验动物生产和使用单位培养动物质量检测专业技术人员，从而

有效保障实验动物使用过程中的生物安全。

2.2　基因编辑动物制备与保种实验室
建立了规范化基因编辑技术平

台，可开展小鼠净化、精子/胚胎

冻存、显微注射、卵巢移植、大鼠

胚胎移植、基因工程小鼠制备等工

作。同时，利用CRISPR/Cas9技术

制备了系列人源化基因编辑猪，为

建立规模化的猪源性器官移植样本

库提供理想的供体。

2.3　小动物分子影像实验室
实验室配备激光共聚焦显微

镜、X-Ray小动物活体成像仪、小

动物microCT显微成像系统和高分

辨率小动物磁共振成像仪（3.0T和
9.4T），可实现对动物活体内部组

织相关的生理或病理过程动态实时成像，评估动物模型在基因和蛋白质水平的变化，动态捕捉疾病的发生和发展，

形成活体、无创、动态监测动物的科研平台。

· 实验动物与比较医学科创团队推介 ·
Scientific Innovation Teams in China
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2.4　肿瘤异种移植模型资源库
建立了基于临床肿瘤标本的系列人源肿瘤组织来源移植瘤（patient-derived xenograft，PDX）和患者来源的类

器官（patient-derived organoid，PDO）模型资源库，涉及胰腺癌、胃癌、肝癌、结直肠癌和前列腺癌。进一步开

展了基于上述模型的肿瘤个体化治疗研究，形成了一系列标准化的药物筛选模型，可以有效指导临床肿瘤患者

用药。

2.5　大动物模型创制与评估实验室
中心建有约400 m2的大动物模型创制与评估实验室，设置犬、猪和非人灵长类动物的饲养间，以及专业的大动物

外科手术室 ，配备有X光机、B超机、腹腔镜等用于动物模型检测评估的设备。目前已成功建立小型猪的脑胶质瘤模

型用于辐射医学研究，建立了小型猪烧伤模型用于皮肤移植研究，还有用于航空医学研究的非人灵长类动物模型。

3　工作成果
在科研方面，实验动物中心主要围绕人源化动物模型的制备及应用开展研究工作：建立了4个品系的基因编

辑小鼠模型；制备了系列免疫人源化肿瘤移植模型，创建了基于此类模型开展新型免疫治疗方案的评价体系；利

用构建的肿瘤PDO模型，制定了免疫检查点抑制剂体外筛选评价策略；构建了国内首例小型猪脑胶质瘤原位异种

移植模型，完成了系列影像学评估。

近五年承担国家自然科学基金项目 5 项，省部级重点项目20余项；发表影响因子＞5的SCI论文共7篇，

在中文核心期刊发表论文近20篇；授权发明专利2项，申报发明专利3项。

另外，举办了三期专业技术培训班，先后获得陕西省科技进步二等奖1项、陕西省教学成果一等奖1项，荣立

集体三等功1次，获“科研先进单位”称号。

4　发展方向

近年来，空军军医大学实验动物中心围绕疾病动物模型的制备和应用开展研究工作，在人源化动物模型的创

制、基因编辑动物的制备与保种研究方面形成了良好的技术优势。未来，本中心将不断拓展和完善各个平台的资

源建设和服务效能，努力承担实验动物行业发展的责任，更好地服务于我国生命科学和医学事业的发展。

图文：张彩勤

审核：师长宏

226



DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2023.017

实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2023, 43(2)

首都医科大学实验动物部

1　团队简介

实验动物部是首都医科大学的一

个重要公共服务技术平台，主要开展

实验动物寄养、动物实验技术服务、

专业课程教学、科学研究等工作。部

门现有员工 62人，其中博士 7人，硕

士 22人，具有高级职称 10人。实验动

物学是首都医科大学北京市重点建设

学科，学科带头人为博士研究生导师

卢静教授，团队成员主要包括陈柏安

教授、仵毅副教授、孙泉副教授、张

静副教授、孟劲副教授等。本部实验

动物学科近年来获国家自然科学基金、

科技部重大研究计划子课题、北京市

科委重大项目、北京市教委科技项目

等多项资助，重点针对大脑、肝脏等相关的我国重大、常见、多发疾病，围绕疾病的致病机制以及动物模型的建

立、评价、比较、标准化等方面开展研究，同时围绕致死基因创建基因编辑新技术以开展相关研究。右上图为实

验动物学科团队部分成员及研究生合影。

2　特色技术服务平台

2.1　实验动物基因编辑平台
平台秉持“顶天立地”技

术服务与创新的双驱动发展模

式，拥有分子克隆、胚胎培养

与显微注射、胚胎冷冻与复苏

等操作所需的仪器设备。本平

台技术全面，主要开展基因敲

除动物模型构建、胚胎干细胞

制备嵌合鼠、胚胎净化、精子

及胚胎冷冻复苏、老龄鼠生殖

力挽救等技术服务。近年来创

建了基于CRISPR/Cas9系统的二

细胞胚胎一步显微注射技术，

既解决了现有基因编辑技术无法构建胚胎致死基因全身性敲除小鼠模型的难题，又弥补了常规条件性基因敲除小

鼠模型现有的诸多缺陷，具有广泛的应用价值。右上图为基于CRISPR/Cas9系统的二细胞胚胎一步显微注射法构

建致死基因敲除小鼠模型示意图（引自：WU Y，ZHANG J，PENG B， et al. Generating viable mice with heritable embryonically 
lethal mutations using the CRISPR/Cas9 system in two-cell embryos［J］. Nat Commun，2019，10（1）：2883）。
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2.2　行为学技术平台
本平台为满足首都医科大学神经科学发展需求，配置了小动物行为跟踪系统、多种学习记忆测试的迷宫系统、

社会交互系统、大鼠和小鼠转棒式疲劳仪、步态成像分析系统、大鼠旋转行为测试系统等动物行为学测试仪器设

备及技术力量，可全面支撑科研人员开展学习记忆、焦虑抑郁、社交行为、运动功能、神经系统相关疾病动物模

型的制备、评估等研究。下图为本平台常用的实验动物行为学测试仪器。

3　近年来代表性研究成果

（1）  基于CRISPR/Cas9系统创建了二细胞胚胎一步显微注射法构建致死基因敲除小鼠模型的新技术，为研究

致死基因体内功能以及创建与致死基因相关的各类重大疾病动物模型提供了新的技术和思路，相关研究论文发表

于Nature Communications等期刊。

（2）  筛选并鉴定了脑内缺乏Aβ二聚体的猕猴及小鼠模型，分析了其脑内阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，
AD）样神经病变特征，为研究AD病因提供了新思路，相关研究论文发表于Aging Cell等期刊。

（3）  研制了观测AD主要神经病变脑内Aβ沉积的单光子发射型断层扫描（single photon emission computed 
tomography，SPECT）显像剂（［99mTc］ 14b和15），为活体评价AD动物模型的神经病变提供了新的可用技术，相

关研究论文发表于Journal of Medicinal Chemistry等期刊。

图文：陈柏安

审核：卢    静
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