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中国实验动物资源鉴定与评价工作进展分析
杜小燕1, 刘云波2

(1. 首都医科大学基础医学院，北京 100069；2. 中国医学科学院医学实验动物研究所，北京  100021)

[摘要] 实验动物既是国家战略资源，也是国家科技发展的重要支撑条件。中国实验动物学会实验动物资源鉴定与
评价工作委员会成立于 2019 年 5 月，是中国目前唯一的专门从事实验动物资源鉴定与评价的专业学术团体机构。本
文首先论述了实验动物资源鉴定与评价的意义，总结了 3 种新的实验动物资源开发途径，包括将实验用动物 （经济
动物、观赏动物、农用动物、野生动物等） 驯化和标准化、通过自然突变和人工诱变获得实验动物新品种 （系）、
应用基因编辑技术创制新的实验动物资源；然后介绍了实验动物资源鉴定与评价的工作流程 （包括初审即形式审
查、函审即专家审核、会审或现场考察、审定即投票表决并公示、发放鉴定证书） 和所需提交的材料 （包括申请
书、总结报告、鉴定或研究报告、附录和其他必要材料）；接着进一步论述了资源鉴定与评估的相关要求，包括种
群、遗传学分类要求、生物学特性、遗传稳定、应用价值；最后，介绍了目前已经完成鉴定的实验动物资源新品种

（系） 情况，并分析了目前工作实践中存在的问题以及针对这些问题的解决措施，以期为后续相关研究提供参考。
[ 关 键 词 ] 实验动物； 实验动物资源； 鉴定与评价
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[ABSTRACT] Laboratory animals are not only a national strategic resource but also an important support 
for development of science and technology. The Committee of Identification and Evaluation for Laboratory 
Animal Resources, organized by Chinese Association for Laboratory Animal Sciences and established in 
May 2019, is currently the only specialized academic agency dedicated to the identification and evaluation 
of laboratory animal resources in China. This paper first discusses the significance of identifying and 
evaluating laboratory animal resources, summarizes three new approaches to developing these resources, 
including the domestication and standardization of laboratory animals (economic, ornamental, agricultural, 
and wild animals, etc.), the acquisition of new strains (species) through natural mutation and induced 
mutation, and the creation of new laboratory animal resources through gene editing technology. It then 
introduces the workflow for resource identification and evaluation, including preliminary review (format 
review), written review (expert review), joint review or on-site inspection, final review (voting and public 
announcement)，and the issuance of certificates. The required materials to be submitted include 
application, summary report, research or identification reports, appendices and other necessary 
documents. The paper further discusses related requirements for resource identification and evaluation, 
including population, genetic classification, biological characteristics, genetic stability, and application 
value. Finally, the current status of newly identified laboratory animal strains (species) and issues in current 
work practices are analyzed, as well as solutions to these issues. This paper aims to provide a valuable 
reference for further research in this field.
[Key words]  Laboratory animal; Laboratory animal resources; Identification and evaluation

实验动物是国家或地区科技创新发展的战略性资

源之一，是实现科技进步、促进经济社会可持续发展、

提高国家科技国际地位的基础性支撑条件。重视实验

动物资源建设，推动实验动物资源多样化发展和标准

化［1］，尤其是开发可用于人类疾病动物模型构建的实

验动物资源，是生物制品、医药研发、产业发展的必

要支撑和有力保障。但长期以来，我国没有进行实验

动物资源鉴定与评价的专业机构，导致很多科研机构

和企业培育、创制的实验动物资源无法得到科学评价

和行业认可。2019年 5月，中国实验动物学会组织成

立了中国实验动物学会实验动物资源鉴定与评价工作

委员会，其负责起草和制定实验动物资源鉴定与评价

的程序、指南等相关文件，并积极开展工作。本文就

近 5年来中国实验动物学会实验动物资源鉴定与评价

工作委员会所取得的工作进展作简单总结，分析目前

存在的问题并提出相应的解决对策。

1　实验动物新资源开发途径

1.1　实验用动物的驯化和标准化
在生产和科研等实践工作中，不仅需要使用传统

意义上的“标准”实验动物，还可能用到野生动物、

经济动物、观赏动物、农用动物等，这些动物统称为

实验用动物［2］。实验用动物由于遗传背景、携带的微

生物和寄生虫以及生物学特性不明确或不稳定，需要

经过长期驯化、培育，实现标准化，才能成为实验动

物资源。例如，野生长爪沙鼠经过驯化能够进行人工

饲养繁育，科研人员通过基因组测序、多种遗传标记

（包括生化位点［3］、微卫星［4］和单核苷酸多态性等）

来分析遗传背景，制定并发布了营养、微生物和环境

控制［5-8］等地方标准和团体标准，并且成功培育出高

发脑缺血和自发糖尿病的两个近交品系［9-10］，使长爪

沙鼠成为实验动物资源。

1.2　自然突变和人工诱变
实验动物在长期繁育过程中不可避免地发生自然

突变。科学家在发现有价值的突变表型后通过定向选

育，可获得新的实验动物品种（系）。例如，豫医无毛

小鼠是在昆明小鼠群中发现突变个体，后经长期定向

近亲培育获得的实验动物新资源［11］。然而，这种自然

突变可遇不可求，因此“诱变”这种经典遗传学研究

方法应运而生。科学家们一般采用乙酰基亚硝基脲

（N-ethyl-N-nitrosourea，ENU）使动物发生遗传突变，

获得新的表型特征，再以表型驱动深入探究其背后隐
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藏的遗传密码，从而获得实验动物新资源［12］。截至

2023年底，在PubMed数据库中，有700多篇文献是用

ENU进行小鼠诱变研究的，最近的一篇文献是2022年
日本科学家利用ENU诱导出小鼠小细胞低色素性贫血

模型品系的报告［13］。用“chemically induced mutation”
检索 Jackson 实验室的小鼠基因组信息学数据库

（Mouse Genome Informatics，MGI），共有 8 499个小鼠

突变系［14］。而在国内，吴宝金等［15］也曾利用ENU诱
变获得了神经行为学、毛发等异常的多种实验动物新

资源品系和新模型。

1.3　基因编辑
自转基因、基因敲除等基因修饰技术问世以来，

实验动物尤其是小鼠品系的数量已快速增长。2012年
出现的成簇规律间隔的短回文重复序列（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）/
CRISPR 相 关 蛋 白 核 酸 酶 9 （CRISPR-associated 
nuclease 9，Cas9）基因编辑技术推动生命科学研究进

入了新纪元。该技术快速成为创制实验动物新资源的

一种新方式，甚至有望成为疾病治疗的一种新手段。

截至目前，在使用CRISPR/Cas9技术的2万多篇研究文

献中，关于动物基因编辑的约占 50%，科学家们通过

该技术对多种动物实现了基因编辑［16-17］。最新的研究

报告显示，利用CRISPR/Cas9技术还可以培育出具有

特异性器官缺陷的小鼠［18］。这一技术革命使实验动物

新品系激增，成为实验动物新资源开发的重要途径

之一。

2　实验动物资源鉴定与评价的工作流程和所
需材料

2.1　工作流程
实验动物资源鉴定与评价的工作流程包括初审、

函审、会审、审定和证书发放。在初审阶段，申请单

位提交材料后，由中国实验动物学会实验动物资源鉴

定与评价工作委员会秘书处进行形式审查，审查内容

包括材料完整性以及每部分材料的形式和内容是否符

合要求。例如，是否提交了 4个部分的必需材料，申

请书是否已加盖单位公章（共3处），申请单位、参加

单位、培育单位等是否前后一致，主要培育人员名单

是否完整，有无法人代表或单位主管领导签字等。对

于总结报告、研究报告和附录，主要审查其内容的完

整性。

形式审查通过后，发放受理通知书，进入函审阶

段。经过 20个工作日后，至少由 2位函审专家给出审

核意见，意见分为 3种：合格，同意进行现场或会议

评审；基本合格，修改后进行现场或会议评审；不合

格，退回重修。对于前 2种意见，申请人修改材料后

进入现场考察或会议评审阶段。在现场考察或会议评

审时，专家们进一步考察，或通过会议评审提出改进

建议或修改意见。

现场考察或会议评审通过后，中国实验动物学会

实验动物资源鉴定与评价工作委员会组织全体委员对

所有材料进行投票表决，获得超过半数同意票的即可

通过鉴定与评价。之后，将全部材料提交给中国实验

动物学会秘书处，经审核、公示后，即可发放鉴定证

书。通过鉴定的品种（系）均会被收集进入国家动物

模型资源共享信息平台（https：//namri.cnilas.org）。
2.2　所需提交的材料

主要依据 2个文件，即《中国实验动物学会实验

动物新资源鉴定与评价条件和程序（试行）》和《中

国实验动物学会实验动物新资源登记实施指南（试

行）》（获取网址：http：//www.calas.org.cn/article/view？
cid=0_20_5589，末尾的“数据提交流程”-“实验动

物资源”地址）。具体提交以下材料：（1）实验动物资

源鉴定与评价申请书（单位盖章并附电子版）；（2）实

验动物资源培育（开发）总结报告；（3）实验动物资

源鉴定或研究报告；（4）实验动物资源登记实施指南

中的附录A～L；（5）中国实验动物学会实验动物资源

鉴定与评价工作委员会认为有必要提供的其他相关

材料。

申请书内容包括动物品种（系）名称及简介（素

材来源），育种的技术路线，模型动物的表型特征、性

能指标、生理生化指标、应用情况等，模型的突出特

点（创新性、先进性）和推广应用前景，主要培育人

员名单（按照贡献大小排列，其顺序将在鉴定证书上

体现，不可更改），以及单位盖章（大部分实验动物资

源的培育为职务工作，必须由单位同意，这是申请书

被受理的必要前提）。

总结报告是介绍培育研究工作的摘要，即简述培

育背景、培育方法、培育结果和可能的应用前景。

研究（鉴定）报告是申请材料的重点，也是鉴定

与评价的重要依据。其中须详述培育的背景、培育方

法、培育结果（具体生物学数据）、资源培养或鉴定所

涉及的技术方法、比较医学特点、应用证明和其他相
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关材料。

附录共要求12项，包括系谱信息、生长性能、繁

殖性能、一般生理和生化指标、主要脏器系数及组织

学特征、特殊生物学特性指标、实验动物资源的应用、

遗传质量控制、营养与饲料、饲养环境、饲养管理和

实验操作技术方法。

3　实验动物资源鉴定与评估的相关要求

3.1　实验动物新资源应具有一定规模的种群
遗传质量控制要求是实验动物资源鉴定与评价的

核心内容。新资源如果是小动物近交系，要求不少于

20对种子动物，封闭群要求不少于50对种子动物；单

倍型陆禽类实验动物新资源的种子动物要求不得少于6
个家系且系谱清楚；其他新模型资源的种子动物要求

不少于30对；大型实验动物则不少于15对种子动物。

3.2　实验动物新资源应符合近交系或封闭群等遗
传学分类要求

所申请的实验动物新资源应该符合实验动物遗传

质量分类的近交系、封闭群或杂交群（如不同品系的

近交系通过杂交培育而成的具有特殊性状的新品系）

要求。对于基因修饰动物，需要证明其背景动物品系

的特征；对于新培育的动物，要建立适当的遗传检测

方法，近交系需用至少 2种方法（如基因组测序、微

卫星DNA检测、单核苷酸多态性检测或皮肤移植等）

证明遗传信息组成的一致性；对于封闭群，则需要通

过遗传检测证明其具有多样性和遗传结构稳定性。

3.3　实验动物新资源应有明显或独特的生物学特
性，且遗传稳定

作为实验动物新资源，其一定要有独特的生物学

特性，并具有遗传稳定性。例如，大多数白色家兔的

虹膜为红色，而浙江中医药大学筛选到虹膜为黑色的

白色家兔，这种家兔表现出一种独特的生物学特性，

并通过多代培育后，证明这种生物学特性能够稳定遗

传，形成一个新品种（系）［19］。
3.4　基因修饰实验动物新资源的表型特征应显著

（需经 3 代证明其遗传稳定）
作为实验动物新资源，具有显著表型特征和遗传

稳定是基本要求，尤其对于基因修饰动物资源，须至

少繁殖 3代以证明其遗传稳定性。现已通过中国实验

动物学会实验动物资源鉴定与评价工作委员会鉴定与

评价的多个基因修饰动物品系均经过了多个代次的培

育。例如，中国农业科学院农业基因组研究所培育的

中农巴马小型猪基因缺失品系已经繁育了超过 6代，

重庆市畜牧科学院培育的人抗体转基因小鼠

CAMouseHG也已超过9代，充分证明这2种实验动物新

资源的特殊表型特征具有遗传稳定性。

3.5　实验动物新资源应具有明显的应用前景和
价值

对于实验动物新资源申请，需要通过试用、生产

应用、研究应用成果等多种方式来证明其专用或特殊

的使用价值，或具有实用价值，并在将来的科学研究

中有一定的应用前景。例如，上海实验动物研究中心

培育的东方田鼠在血吸虫研究中具有明显的使用价

值［20］；百奥赛图（北京）医药科技股份有限公司培育

的B-NDG®小鼠在免疫学研究和肿瘤研究中均具有重

要价值。

4　目前已经鉴定的实验动物新资源概况

截至2024年7月，已经有12个实验动物新资源完

成鉴定，具体见表1。新的实验动物品种（系）包括：

由野生动物进行实验动物化培育而来的长爪沙鼠和东

方田鼠；由家畜进行实验动物化培育而来的五指山小

型猪近交系；由基因修饰技术产生的小型猪和小鼠新

资源，如全人抗体转基因小鼠 CAMouseHG、ApoE、

LDLR单基因或双基因缺失的中农巴马小型猪新品系、

无αGal抗原基因编辑的巴马小型猪品系、Il2rg基因敲

除的 B-NDG®免疫缺陷小鼠、人源化 ACE2基因敲入

（human ACE2 knock-in， hACE2-KI） 的 BALB/c 小鼠

等；也有由传统实验动物自发突变获得的新品系如白

毛黑眼兔。

5　实验动物资源鉴定与评价存在的问题与
对策

中国实验动物学会实验动物资源鉴定与评价工作

委员会开展工作已近 5年，一直秉承以下的鉴定和评

价标准：（1）新资源是采用合理的科学方法创建；（2）
新资源表现出明显的可识别和（或）有用的表型和基

因型，并与原有资源有所不同；（3）申请单位是否可

提供应用证明，并对新资源有一定的保存和控制能力。

基于这些标准，实验动物资源鉴定与评价工作取得了

一定进展，但在实践过程中仍然存在一些问题，

例如：（1）宣传力度不够。虽然每年由中国实验动物
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学会通过公众号或网站等进行宣传，但很多有实验动

物资源鉴定与评价需求的科研院所和企事业单位仍然

不了解这个机构及其作用，今后需加强这方面工作。

（2）评审专家人数不足。截至 2024年 5月，鉴定及评

价工作主要是依靠中国实验动物学会实验动物资源鉴

定与评价工作委员会的23位委员完成的，随着申请鉴

定与评价的实验动物品种（系）增多，秘书处可选择

的函审和现场评审专家数量明显不足。因此，中国实

验动物学会于2023年底启动了实验动物资源鉴定与评

价评审专家库建设工作，得到了全国各地专家的积极

响应，已于 2024年 6月召开了实验动物资源鉴定与评

价评审专家库成立大会，完成了第一批评审专家的培

训并发放证书。这一举措既解决了评审专家人数不足

的问题，也提高了资源鉴定和评价的科学性、权威性

和影响力。（3）工作流程和细节需要进一步优化。包

括函审专家是否可以兼做现场评审专家；审核专家如

果意见不一致时如何处理；如何设立评审专家避嫌制

度；是否将鉴定与评价工作视为服务性质工作而签署

服务协议等。这些方面的流程还存在争议，需要进一

步优化工作机制。

总之，实验动物资源鉴定和评价是一项具有探索

性与前瞻性的工作，目前国内外可借鉴的经验较为缺

乏，中国实验动物资源鉴定与评价工作将继续在探索

中前进，希望能找到更多创新性的工作思路，有效推

动中国实验动物资源高质量发展。
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小型猪后肢去负荷模拟失重模型的建立与组织损伤
研究
涂颖欣1, 纪依澜1, 王 菲2, 杨东明1, 王冬冬1, 孙芷馨1, 戴悦欣1, 王言吉2, 阚广捍2, 吴 斌2, 

赵德明1, 杨利峰1

(1. 中国农业大学动物医学院, 北京 100193;  2. 中国航天员科研训练中心, 北京 100094)

[摘要] 目的　利用小型猪多个系统组织结构和功能接近于人类的特性，建立模拟失重动物模型，观察其病理生理
学变化，为航空航天失重环境研究提供新方法。方法　选取 9 头普通级小型猪，随机分为实验组 （n=7） 和对照
组 （n=2）。实验组小型猪使用定制金属笼固定，帆布吊带悬挂使其后肢离地去负荷，身体与地面呈−20°角，模拟失
重 30 d （每天 24 h）。通过采集不同时间点各组小型猪的体重、血容量、血生化指标等数据，对其基础体征的变化
进行统计分析。实验结束后，对小型猪实施安乐死并解剖取材，对心血管、骨骼、骨骼肌等各系统组织脏器进行
HE、Masson 染色后的组织病理学观察，并对各动脉血管厚度、骨骼肌肌纤维直径进行统计分析。同时，采用蛋白
质免疫印迹法检测骨骼肌肌肉萎缩蛋白包括肌环指蛋白 1 （muscle-specific RING finger protein 1，MuRf-1） 和肌萎
缩素 1 （muscle atrophy F-box，MAFbx，又称 Atrogin-1） 的表达量，并采用免疫组织化学染色法检测脑内星形胶
质细胞激活相关蛋白即胶质纤维酸性蛋白 （glial fibrillary acidic protein，GFAP） 的表达量，以反映各系统的病理
生理学功能变化。 结 果　后肢去负荷造模后，实验组小型猪体重显著下降 （P<0.001），血容量也显著下降

（P<0.01）。实验期间，实验组小型猪的血红蛋白、红细胞比容和红细胞计数水平显著降低 （P<0.05），随后逐渐恢复；
丙氨酸氨基转移酶和 γ-谷氨酰转移酶表达水平呈现先下降 （P<0.05） 后回升的趋势，白蛋白水平显著下降 （P<
0.001），球蛋白水平显著上升 （P<0.01），肌酐水平显著下降 （P<0.05）。实验组小型猪腓肠肌的平均肌纤维直径显
著缩短 （P<0.05），肌纤维直径分布左移，小直径肌纤维增多；同时腓肠肌、椎旁肌肉 Atrogin-1 的表达水平显著增
加 （P<0.05）。这些变化与航天失重对人和动物的影响基本一致。此外，实验组小型猪的脑皮质顶叶、额叶和海马
区域部分神经元变性，小脑区域浦肯野细胞数量轻度减少，而海马区的GFAP阳性信号显著增强 （P<0.05）。结论　−20°
角后肢去负荷 30 d 的小型猪可作为一种新的模拟失重动物模型，用于航空航天领域相关研究。
[ 关 键 词 ] 模拟失重； 小型猪； 动物模型； 后肢去负荷
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Evaluation of Simulated Weightlessness Model of Hindlimb Unloading 

Miniature Pigs and Their Tissue Damage

TU Yingxin1, JI Yilan1, WANG Fei2, YANG Dongming1, WANG Dongdong1, SUN Zhixin1, DAI Yuexin1, WANG 
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Research and Training Center, Beijing 100094, China)
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[ABSTRACT] Objective To establish a weightlessness simulation animal model using miniature pigs, 
leveraging the characteristic of multiple systems’ tissue structures and functions similar to those of 
humans, and to observe pathophysiological changes, providing a new method for aerospace research.  
Methods Nine standard-grade miniature pigs were selected and randomly divided into an experimental 
group (n=7) and a control group (n=2). The experimental group was fixed using customized metal cages, 
with canvas slings suspending their hind limbs off the ground, and the body positioned at a -20° angle 
relative to the ground to simulate unloading for 30 days (24 hours a day). Data on body weight, blood 
volume, and blood biochemistry indicators were collected at different time points for statistical analysis of 
basic physiological changes. After the experiment, the miniature pigs were euthanized and tissue samples 
were collected for histopathological observation of the cardiovascular, skeletal and muscle systems HE 
and Masson staining. Statistical analysis was also conducted on the thickness of arterial vessels and the 
diameter of skeletal muscle fibers. Additionally, western blotting was employed to detect the expression 
levels of skeletal muscle atrophy-related proteins, including muscle-specific RING finger protein 1 (MuRf-1) 
and muscle atrophy F-box (MAFbx, as known as Atrogin-1), while immunohistochemistry was used to 
detect the expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP), an indicator of astrocyte activation in the 
brain, reflecting the pathophysiological functional changes across systems. Results After hindlimb 
unloading, the experimental group showed significant decreases in body weight (P<0.001) and blood 
volume (P<0.01). During the experiment, hemoglobin, hematocrit, and red blood cell count levels 
significantly decreased (P<0.05) but gradually recovered. The expression levels of alanine aminotransferase 
and γ -glutamyltransferase initially decreased (P<0.05) before rebounding, while albumin significantly 
decreased (P<0.001) and globulin significantly increased (P<0.01). Creatinine significantly decreased 
(P<0.05). The average diameter of gastrocnemius muscle fibers in the experimental group significantly 
shortened (P<0.05), with a leftward shift in the distribution of muscle fiber diameters and an increase in 
small-diameter muscle fibers. Simultaneously, Atrogin-1 expression in the gastrocnemius and paravertebral 
muscles significantly increased (P<0.05). These changes are generally consistent with the effects of 
weightlessness on humans and animals in space. Furthermore, degenerative changes were observed in 
some neurons of the cortical parietal lobe, frontal lobe, and hippocampal regions of the experimental 
group, with a slight reduction in the number of Purkinje cells in the cerebellar region, and a significant 
enhancement of GFAP-positive signals in the hippocampal area (P<0.05). Conclusion Miniature pigs 
subjected to a -20° angle hind limb unloading for 30 days maybe serve as a new animal model for simulating 
weightlessness, applicable to related aerospace research.
[Key words]  Simulated weightlessness; Miniature pig; Animal model; Hindlimb unloading

随着航天技术的不断发展，宇航员的航天飞行任

务时长逐渐增加。现有研究表明，航天失重条件下，

人或动物的多个器官、系统会发生一系列适应性变化，

这些变化主要发生于心血管、骨骼肌和骨骼中［1-5］。

通过地面模拟失重动物实验，能够更详细地阐述其适

应性变化：首先，在模拟失重条件下，机体血液头向

转移并重新分布，从而导致机体心脏、血管的功能和

结构发生一系列变化，例如心脏泵血功能、心脏节律、
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心肌以及血管组织结构的改变［6-9］；其次，模拟失重

环境可导致机体承重骨及非承重骨的骨密度降低，破

骨细胞的数量增加，这种改变程度与模型动物性别和

模拟失重处理时长等因素相关［10-13］；再者，经过模拟

失重处理后的机体骨骼肌会发生失用性萎缩等变化，

具体表现为抗重力肌萎缩、肌纤维横截面积减小

等［14-16］。此外，神经系统、免疫系统和消化系统等也

会受到一定影响［17-19］。
为了降低航天工作给宇航员机体带来的不良影响，

有必要进一步研究这些不良影响及其作用机制。目前，

在航空航天研究中，常用的模拟失重模型动物有大鼠、

小鼠和豚鼠等啮齿类动物，以及兔、犬、猕猴和恒河

猴等中体型动物，常用的造模方式有尾部悬吊、后肢

去负荷和头低位卧床等［20］。而小型猪由于多个系统结

构和功能接近于人类，是理想的医学研究实验动物，

近年来被应用于心血管和神经退行性疾病等多个研究

领域并受到广泛关注［21］。前期研究表明，－6°角四肢

悬吊的头低位处理未能引起小型猪骨骼明显损伤或骨

密度的显著降低，但骨骼抗动态载荷指标较对照组显

著下降［22］。已知使用小型猪建立模拟失重模型的悬吊

角度和方式尚不明确，仍需进一步探索。

在前期研究的基础上，本研究拟加大悬吊角度，

使用－20°角后肢去负荷的方法模拟失重环境，观察小

型猪骨骼肌、骨骼和心血管系统等组织脏器的变化，

通过检测小型猪是否出现骨质疏松和抗重力肌萎缩等

病症，以评价造模是否成功；同时，对小型猪的神经

系统、消化系统和泌尿系统等进行组织病理学观察，

了解这种方法模拟失重对小型猪其他系统的影响，以

期扩宽现有的实验动物地面模拟失重方法，为后续相

应研究提供模型基础。

1　材料与方法
1.1　实验动物

普通级 8月龄左右的雄性巴马小型猪 9头，体重

（19±2.5） kg，购自北京实创世纪小型猪养殖基地

［SCXK（京） 2023-0015］。实验动物饲养及实验操作

在中国人民解放军战略支援部队航天员科研训练中心

的屏障动物实验设施［SYXK（军） 2021-0003］中进

行，动物实验方案通过中国航天员科研训练中心实验

动物管理与使用委员会批准（批号ACC-IACUC-2022-
027），严格按照中国航天员科研训练中心实验动物中

心的标准操作规程进行实验操作。

1.2　主要试剂和仪器
RIPA 组织裂解液 （R0020）、苯甲基磺酰氟

（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF）（P0100）和油

红O染色试剂盒（G1262）均购自北京索莱宝科技有限

公司；IgG免疫组织化学试剂盒（GK800511）购自基

因科技上海股份有限公司；胶质纤维酸性蛋白（glial 
fibrillary acidic protein，GFAP）抗体（ab7260）购自英

国 Abcam公司；肌环指蛋白 1 （muscle-specific RING 
finger protein 1，MuRf-1）兔多克隆抗体（55456-1-
AP）、肌萎缩素 1 （muscle atrophy F-box，MAFbx，又

称Atrogin-1）鼠单克隆抗体（KHC0329）、油醛-3-磷
酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH）兔多克隆抗体（10494-1-AP）、辣根过氧化

物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的山羊抗鼠

多克隆抗体（SA00001-2）和HRP标记山羊抗兔多克

隆抗体（SA00001-1）均购自武汉三鹰生物技术有限

公司；阳离子防脱玻片（ZLI-9506）购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。

高速低温离心机（Micro21R）购自美国 Thermo 
Fisher Scientific公司；高速台式离心机（5804）和掌上

离心机（MiniSpin®）购自德国Eppendorf公司；电泳仪

（1645052）购自美国 Bio-Rad 公司；全自动染色机

（ST5010）、切片机（RM2235）和全自动组织脱水机

（TP1020）均购自德国Leica公司；生物组织自动包埋

机（HD-310）和包埋机专用冷冻台（HD-310）均购

自湖北慧达仪器有限公司。

1.3　实验分组及处理方式
9头体型和生理指标数据相近的8月龄左右的巴马

小型猪被随机分为实验组（n=7）和对照组（n=2）。对

参考以往文献中的造模方法［14，22-23］进行改进，实验组

小型猪用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其

后肢离地去负荷，身体与地面呈−20°角，如图1所示。

对照组小型猪只使用金属笼饲养而不悬挂固定。后肢

去负荷模拟失重实验持续进行 30 d，每天 24 h。分别

于实验前（−3 d）、实验中的不同时间点（1、4、8、
12、20、30 d）测量小型猪体重。此外，分别于实验

中不同时间点（−1、8、15、23、30 d）采集小型猪颈

静脉处静脉血，保存全血及血清，对血常规和血生化

指标进行检测并记录。依据所测的血常规指标如血红

蛋白（hemoglobin，HGB）和红细胞比容（hematocrit，
HCT）相关数据，参考文献［24］中的公式计算小型猪

的血浆容量变化量（change of plasma volume，△PV）。
△PV=HGBPre×（1－HCTpost）/HGBpost×（1－HCTPre）－1。
1.4　组织病理学观察

实验结束后（第 31 天），通过肌内注射舒泰 50和
速眠新各1 mL将小型猪麻醉，然后行颈静脉放血安乐
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死，剖检取小型猪肌肉（包括腓肠肌、比目鱼肌、椎

旁肌肉和前肢肌肉）、心脏和动脉血管（包括颈动脉、

股动脉、主动脉和肺动脉）和脑（皮质顶叶、皮质额

叶、海马和小脑区域）等主要脏器组织块各两份，一

份置于质量分数为4%的甲醛溶液中固定，另一份冻存

于－80 ℃。取固定 1周后的各动物组织脏器，在相同

部位取样，经常规修块、脱水、石蜡包埋和切片，然

后进行苏木精-伊红（hematoxylin and eosin，HE）染色，

并在光学显微镜下观察组织病理学变化。同时，对动

脉血管组织石蜡切片进行Masson染色，观察其纤维分

布情况。

1.5　免疫组织化学染色
使用阳离子防脱载玻片制作厚度为 4～5 µm的脑

组织石蜡切片，经抗原修复、封闭后滴加稀释GFAP
抗体，在4 ℃条件下孵育过夜；次日，用PBS溶液冲洗

3次，滴加HRP标记的二抗，并在室温孵育 30 min；
用PBS溶液冲洗切片，滴加DAB显色液，用显微镜观

察并控制显色时间，使用蒸馏水终止显色；苏木精染

色，盐酸乙醇分化，自来水冲洗，常规脱水封固，在

显微镜下观察GFAP免疫组化染色情况，以累积光密

度（integrated optical density，IOD）表示星形胶质细胞

的激活情况。

1.6　蛋白质免疫印迹分析
分别取冻存的对照组和实验组小型猪的前肢肌肉、

椎旁肌肉、比目鱼肌和腓肠肌部分组织，放入匀浆器，

滴加RIPA组织裂解液（200 µL/20 mg），于冰上匀浆后

裂解30 min。将匀浆液倒入1.5 mL离心管内，12 500 r/

min，4 ℃离心5 min，离心后吸取上清液至新的1.5 mL
离心管内分装。取一定量的上清液和 loading buffer以
4︰1的比例混匀，100 ℃ 加热10 min将蛋白煮沸变性，

通过常规 SDS-PAGE和蛋白质印迹方法检测肌肉组织

中MuRf-1和Atrogin-1的表达量。目的蛋白的相对表

达量以目的蛋白条带灰度值与内参蛋白GAPDH条带灰

度值的比值表示。

1.7　统计学分析
实验数据使用 Image J和GraphPad Prism 8.0软件进

行分析，结果以平均值±标准差（-x±s）表示。重复测

量数据使用重复测量方差分析，其他数据使用双侧非

配对 t检验分析。P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　模拟失重小型猪的基础体征变化
分别于后肢去负荷模拟失重实验前和实验中的不

同时间点称量小型猪体重，结果如图2A所示。实验最

后一天（第 30天），实验组和对照组小型猪体重与各

自组内第 1 天的小型猪体重相比均有降低，其中实验

组小型猪体重降低明显（P<0.001）。
分别于实验中不同时间点对小型猪进行颈静脉采

血，以检测血常规指标，部分结果如图 2B～D所示。

对照组和实验组小型猪在实验期间的红细胞计数（red 
blood cell，RBC）、HGB和HCT呈现不同的变化趋势：

实验组的RBC、HGB和HCT水平在实验期间均呈先下

降后上升的趋势，其中 RBC 水平在第 8 天显著下

降 （P<0.01），HGB水平在第 8天和第 15天显著下降

（P<0.05），而第 8天和第 15天的HCT水平较实验前相

比差异显著（P<0.05）；对照组内各时间点的 RBC、
HGB和HCT水平无显著差异（P>0.05）。根据△PV计
算公式计算小型猪实验期间血容量的变化，结果显示

在第 8天时，与对照组相比，实验组小型猪的△PV显
著下降（P<0.01）（图2E）。

收集血清进行血生化分析，部分结果如图 2F～J
所示。实验组小型猪的丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）水平在第 8～23天逐渐下降，

第 30天相较于第 23天有部分回升，第 23天的ALT水
平显著低于实验前（P<0.05）；γ-谷氨酰转移酶（γ- 
glutamyl transferase，γ-GT）水平先下降后上升，第23
天的 γ-GT水平显著低于实验前（P<0.05）；第 8天的

白蛋白（albumin，ALB）水平较实验前下降显著（P<
0.001），随后呈微弱的上升趋势；血清球蛋白

图 1 后肢去负荷模拟失重实验中用定制金属笼固定实验组小
型猪

Figure 1 Experimental group miniature pigs fixed in a 
customized metal cage for hindlimb unloading 
simulated weightlessness experiment
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（globulin，GLB）水平呈逐渐上升趋势，第 15～30天
的GLB水平显著高于实验前（P<0.01）；实验第8天的

肌酐（creatinine，Cr）水平与实验前相比显著下降

（P<0.05），后趋于平稳。

2.2　模拟失重小型猪的动脉血管组织病理学及厚
度变化

后肢去负荷模拟失重实验结束后，HE染色观察小

型猪的颈动脉、股动脉、主动脉和肺动脉组织结构，

结果如图3A所示，实验组和对照组的股动脉、主动脉

和肺动脉均未见明显病变。Masson染色结果如图3B所
示，与对照组相比，实验组小型猪可见部分股动脉血

管壁轻度增厚，蓝染的纤维成分增多，内膜增厚。使

用图像分析软件对上述各血管内膜-中膜厚度进行统计

分析，结果如图 3C所示，上述各组血管内膜-中膜厚

度未见明显差异（P>0.05）。
2.3　模拟失重小型猪的肌肉组织变化
2.3.1　小型猪骨骼肌肌纤维直径变化

后肢去负荷模拟失重实验结束后，HE染色观察各

组小型猪的腓肠肌、比目鱼肌、椎旁肌肉和前肢肌肉

的结构变化，结果如图4A所示：骨骼肌肌纤维呈长柱

状，肌内膜包裹单个肌纤维，横纹明显，实验组腓肠

肌与对照组相比出现轻度萎缩。

使用 Image J软件对各组小型猪骨骼肌肌纤维直径

进行统计分析，结果如图4B所示。与对照组相比，实

验组腓肠肌的平均肌纤维直径显著下降（P<0.05）；比

目鱼肌的平均肌纤维直径有所下降，但差异无统计学

意义（P>0.05）；前肢肌肉和椎旁肌肉的肌纤维直径与

对照组相比未见明显差异（P>0.05）。对各组骨骼肌肌

纤维直径分布情况进行统计，结果显示：实验组腓肠

肌肌纤维直径分布左移，且组内直径较小的肌纤维增

多；与实验组相比，对照组中目鱼肌、椎旁肌肉和前

肢肌肉的不同直径肌纤维分布未见明显变化（图4C）。

注：实验组小型猪 （n=7） 使用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其后肢离地去负荷，身体与地面呈-20°角。对照组小型猪 （n=2） 使用
金属笼中饲养而不悬挂固定。A，体重变化（***实验期间实验组体重变化与对照组相比具有显著差异）；B，血液红细胞 （RBC） 计数变化；C，血
液血红蛋白 （HGB） 变化；D，血液红细胞比容 （HCT） 变化；E，血容量的变化 （△PV 为血浆容量变化量，**实验第 8 天的实验组△PV 与对
照组相比具有显著差异）；F，血清丙氨酸氨基转移酶 （ALT） 变化；G，血清 γ-谷氨酰转移酶 （γ-GT） 变化；H，血清白蛋白 （ALB） 变化；
I，血清球蛋白 （GLB） 变化；J，肌酐 （Cr） 变化。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
Note：Miniature pigs in the experimental group (n=7) were immobilized using customized metal cages and suspended from canvas slings so 
that their hind limbs were off the ground to unload and their bodies were at a -20° angle to the ground. Control group miniature pigs (n=2) 
were housed in metal cages without suspension immobilization. A, Changes in body weight during the experiment (*** the body weight 
change of the experimental group is significantly different from the control group）; B, Changes in red blood cell count (RBC) during the 
experiment; C, Changes in hemoglobin（HGB） during the experiment; D, Changes in hematocrit (HCT) during the experiment; E, Changes in 
plasma volume change (△PV) during the experiment (** the ΔPV of experimental group is significantly higher than the control group at the 
8th day); F, Changes in serum alanine aminotransferase (ALT) during the experiment; G, Changes in serum γ -glutamyl transferase (γ -GT) 
during the experiment; H, Changes in serum albumin (ALB) during the experiment; I, Changes in serum globulin (GLB) during the experiment; 
J, Changes in creatinine (Cr) during the experiment. *P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001.
图 2 后肢去负荷模拟失重实验期间实验组和对照组小型猪的部分基础体征指标变化
Figure 2 Changes in selected basic physical indicators of miniature pigs in the experimental and control groups during 

hindlimb unloading simulated weightlessness experiment
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2.3.2　小型猪肌肉萎缩蛋白表达量变化
蛋白质免疫印迹法检测实验组和对照组小型猪肌

肉组织中MuRf-1和Atrogin-1蛋白表达量，统计分析

结果显示：与对照组相比，实验组的腓肠肌中Atrogin-1

表达水平显著升高（P<0.05），比目鱼肌中Atrogin-1表
达水平升高，但差异无统计学意义（P>0.05）；与对照

组相比，实验组的比目鱼肌和腓肠肌中MuRf-1蛋白表

达水平升高，但差异无统计学意义（P>0.05）。与对照

注：实验组小型猪（n=7）使用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其后肢离地去负荷，身体与地面呈-20°角。对照组小型猪（n=2）使用金属
笼中饲养而不悬挂固定。A，各动脉血管的 HE 染色图 （比例尺大小为 100 µm）；B，各动脉血管的 Masson 染色图 （比例尺大小为 100 µm）；
C，各动脉血管内-中膜厚度的统计分析结果。
Note：Miniature pigs in the experimental group (n=7) were immobilized using customized metal cages and suspended from canvas slings so 
that their hind limbs were off the ground to unload and their bodies were at a -20° angle to the ground. Control group miniature pigs (n=2) 
were housed in metal cages without suspension immobilization. A, HE staining of each artery (the scale size is 100 µm); B, Masson staining 
of each artery (the scale size is 100 µm); C, Statistical analysis of intima-media thickness in each artery.
图 3 后肢去负荷模拟失重实验结束后小型猪动脉血管组织病理学及厚度变化
Figure 3 Histopathology and thickness changes of arterial blood vessels in miniature pigs after the hindlimb unloading 

simulated weightlessness experiment
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组相比，实验组前肢肌肉中MuRf-1和Atrogin-1蛋白

表达量均无显著差异（P>0.05）；椎旁肌肉中Atrogin-1
表达量显著升高（P<0.05），而MuRf-1表达量未见显

著变化（P>0.05）（图5）。

注：实验组小型猪（n=7）使用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其后肢离地去负荷，身体与地面呈-20°角。对照组小型猪（n=2）使用金属
笼中饲养而不悬挂固定。A、B、C，分别是各骨骼肌组织 （腓肠肌、比目鱼肌、椎旁肌肉和前肢肌肉） 的 HE 染色图 （低倍镜及高倍镜视野下
比例尺大小分别为 100 µm 和 20 µm）、肌纤维直径统计图和肌纤维直径分布图。*P<0.05。
Note：Miniature pigs in the experimental group (n=7) were immobilized using customized metal cages and suspended from canvas slings so 
that their hind limbs were off the ground to unload and their bodies were at a -20° angle to the ground. Control group miniature pigs (n=2) 
were housed in metal cages without suspension immobilization. Figures A, B, and C represent the HE staining images (the scale size is 
100 µm or 20 µm by low and high magnification) , the statistical chart of muscle fiber diameters, and the distribution chart of muscle fiber 
diameters for various skeletal muscle tissues (gastrocnemius muscle, soleus muscle, paravertebral muscle, and forelimb muscle),
respectively. *P<0.05.
图 4 后肢去负荷模拟失重实验结束后小型猪骨骼肌结构和肌纤维直径变化
Figure 4 Changes in skeletal muscle structure and muscle fiber diameter of miniature pigs after the hindlimb unloading 

simulated weightlessness experiment
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2.4　模拟失重小型猪的脑组织变化
2.4.1　小型猪脑组织病理学变化

后肢去负荷模拟失重实验结束后，对小型猪各个

脑区进行HE染色，结果如图 6A所示。对照组中皮质

额叶和皮质顶叶外锥体细胞层内的中、小型锥体神经

元胞体呈锥形，细胞核清晰，大而圆；小脑区的浦肯

野细胞丰富，细胞核清晰，胞体较大，可见树突向外

延伸；海马区的锥体细胞层神经元体呈锥形，细胞核

清晰，大而圆，排列整齐，颗粒细胞层神经元胞体较

小，细胞核较清晰，排列整齐。实验组中皮质额叶内

可见少量神经元变性，细胞核固缩，细胞质染色加深，

嗜酸性增强，胞体缩小，皮质顶叶内可见部分神经元

变性；小脑区浦肯野细胞轻度减少，部分细胞的细胞

质染色加深，细胞核固缩，胞体缩小；海马区部分神

经元染色加深，胞体缩小。

2.4.2　小型猪脑组织中星形胶质细胞激活情况
对小型猪各脑区组织进行针对GFAP的免疫组织

化学染色，结果显示：GFAP阳性细胞为星形胶质细

胞，着色为棕黄色，细胞具较多突起，呈星形；与对

照组相比，实验组小型猪的皮质顶叶、额叶和小脑中

GFAP阳性信号无明显差异，而海马区阳性信号显著增

强（图6B）。
随机选取多个视野，进一步用图像分析软件

Image J对小型猪不同脑区的GFAP阳性信号进行定量

分析，结果显示：与对照组相比，实验组小型猪的皮

质顶叶、额叶和小脑中GFAP阳性信号强度无明显差

异（P>0.05），而海马区的GFAP阳性信号强度显著升

高（P<0.05）（图6C）。
3　讨论

随着航天技术的不断发展，宇航员执行航天飞行

任务的时长不断增加。载人航天涵盖了力学、天文学

和航天医学等研究领域。已有多项研究表明，航天飞

行时因人体暴露于失重、辐射等环境，其正常生理功

能会受到一定影响［1-5］。由于小型猪在生理构造和生

活习性方面与人类较为相似，近年来被广泛应用于心

血管和神经系统等方面的研究，但目前应用小型猪进

行地面模拟失重模型研究的报告很少。本研究使用 
−20°角后肢去负荷的方法将实验组小型猪固定 30 d，
使其处于头低位、后肢离地状态，观察实验期间实验

注：实验组小型猪（n=7）使用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其后肢离地去负荷，身体与地面呈-20°角。对照组小型猪（n=2）使用金属
笼中饲养而不悬挂固定。A，蛋白质印迹法检测比目鱼肌和腓肠肌中 MuRf-1 和 Atrogin-1 的表达量；B， 蛋白质印迹法检测椎旁肌肉和前肢肌
肉中 MuRf-1 和 Atrogin-1 的表达量。*P<0.05，**P<0.01。
Note：Miniature pigs in the experimental group (n=7) were immobilized using customized metal cages and suspended from canvas slings so 
that their hind limbs were off the ground to unload and their bodies were at a -20° angle to the ground. Control group miniature pigs (n=2) 
were housed in metal cages without suspension immobilization. A, Expression levels of MuRf-1 and Atrogin-1 in soleus muscle and 
gastrocnemius muscle detected using western blotting; B, Expression levels of MuRf-1 and Atrogin-1 in paravertebral muscle and forelimb 
muscle detected using western blotting. *P<0.05， **P<0.01.
图 5 后肢去负荷模拟失重实验结束后小型猪的肌肉萎缩相关蛋白表达量变化
Figure 5 Changes in expression levels of muscle atrophy proteins MuRf-1 and Atrogin-1 in miniature pigs after the hindlimb 

unloading simulated weightlessness experiment
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组和对照组小型猪的基础体征和各组织脏器的变化，

评价该方式模拟失重的效果，为后续研究奠定模型

基础。

本研究结果表明，在基础体征方面，后肢去负荷

的方法会引起小型猪体重显著下降，实验中期小型猪

的HGB、HCT和RBC水平显著下降，随后逐渐恢复。

注：实验组小型猪（n=7）使用定制金属笼固定，并用帆布吊带悬挂，使其后肢离地去负荷，身体与地面呈-20°角。对照组小型猪（n=2）使用金属
笼中饲养而不悬挂固定。A，各脑区的 HE 染色 （比例尺大小为 20 µm），箭头示变性的神经元；B，各脑区神经胶质原纤维酸性蛋白 （GFAP）
免疫组织化学染色结果 （比例尺大小为 50 µm）；C，各脑区 GFAP 表达定量分析 （IOD，累积光密度）。**P<0.01。
Note：Miniature pigs in the experimental group (n=7) were immobilized using customized metal cages and suspended from canvas slings so 
that their hind limbs were off the ground to unload and their bodies were at a -20° angle to the ground. Control group miniature pigs (n=2) 
were housed in metal cages without suspension immobilization. A, HE staining of each brain region (the scale size is 20 µm), the arrow 
indicates the degenerating neuron; B, Glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunohistochemistry staining of each brain region (the scale 
size is 50 µm); C, Quantitative analysis of GFAP expression in each brain region (IOD, integrated optical density).**P<0.01.
图 6 后肢去负荷模拟失重实验结束后小型猪各脑区的组织病理学及相关蛋白表达变化
Figure 6 Changes in histopathology and related protein expression in each brain region of miniature pigs after the hindlimb 

unloading simulated weightlessness experiment
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以上现象与已有研究失重环境下机体的HGB、RBC和
血容量变化相符，表明本研究方法能够模拟出失重条

件下机体血容量丢失的趋势［6-9］。此外，实验期间实

验组小型猪的ALT和γ-GT表达水平呈现先下降后上升

的趋势，ALB显著下降，GLB显著上升，Cr显著下降。

其中ALB和Cr的表达水平显著下降，提示实验组小型

猪的肝肾功能可能受损，该变化与实验处理的相关性

及其具体机制仍待进一步研究。本研究中HGB、HCT、
RBC、ALT和γ-GT等指标均呈先下降后上升的变化趋

势。这可能是由于在实验处理前期，小型猪对机体环

境变化较为敏感，而实验后期小型猪对模拟失重环境

产生一定的适应性，因此能够逐渐恢复正常。

本研究中，虽然组织病理学观察结果表明实验组

部分小型猪的股动脉和主动脉管壁轻度增厚，但统计

分析结果显示对照组和实验组之间动脉血管内-中膜厚

度无明显差异。此外，本研究对实验组和对照组小型

猪的左心室、右心室、左心房和右心房心肌组织进行

组织病理学评估后亦未发现明显异常，表明本研究采

用的模拟失重处理可能并未引起小型猪动脉发生明显

的组织病理学改变。

在骨骼肌方面，实验组小型猪腓肠肌的平均肌纤

维直径显著缩短，肌纤维直径分布左移，小直径肌纤

维增多，同时腓肠肌中肌肉萎缩蛋白Atrogin-1表达显

著增加。除后肢抗重力肌外，实验组小型猪椎旁肌肉

的平均肌纤维直径未见明显变化，Atrogin-1表达显著

增加。上述结果表明实验组小型猪的腓肠肌和椎旁肌

肉发生萎缩，与已有研究中失重或模拟失重处理导致

的骨骼肌失用性萎缩表现一致［14-16］。
本研究还通过HE染色发现，实验组小型猪的脑皮

质顶叶、额叶和海马区域部分神经元变性，小脑区域

浦肯野细胞数量轻度减少。免疫组织化学染色结果表

明，实验组海马区星形胶质细胞激活相关蛋白GFAP
的阳性信号显著增强，其他脑区GFAP在实验组和对

照组之间未见显著差异。这些结果提示本研究采用的

模拟失重处理并未对其他脑区结构造成明显损伤，而

海马区域神经元对环境变化引起的组织损伤较为敏感，

星形胶质细胞激活增强，这与其他研究中观察到的海

马神经元退行性变化［25］相一致。

本研究采用－20°角后肢去负荷的方法，初步探索

并建立了一种新型的小型猪模拟失重模型。造模处理

30 d后，其生理改变与航天失重研究和以犬、猴等为

模型动物的地面模拟失重研究表现基本一致。需要说

明，由于国内尚未开发出成熟的小型猪模拟失重模型，

且参考资料较少，因此在模拟失重动物模型中，小型

猪是否优于其他模型动物、－20°角后肢去负荷处理

30 d是否为最佳造模方式，这些均需要进一步探究对

比。此外，本研究尽管取得了血容量和骨骼肌等方面

的初步结果，但具体的分子机制仍待深入分析。未来

本课题组将以本研究所建立的小型猪模拟失重模型为

基础，继续探讨模拟失重对脑生理功能的影响，并评

价模拟失重条件下骨髓输液装置的有效性。

综上所述，本研究使用的后肢去负荷造模方法引

起小型猪血容量和骨骼肌系统等发生变化，与航天失

重对机体的影响基本一致。即通过－20°角后肢去负荷

处理的小型猪可作为一种新的模拟失重动物模型，用

于航空航天领域相关研究。此外，经后肢去负荷造模

方法处理后，小型猪除血管、肌肉和脑组织外，肝脏

和肾脏等的生理学功能也可能受到影响。因此，探索

以上不良影响的产生机制，从而开发抵抗不良影响的

医疗及预防方法，以期为宇航员执行航空航天任务保

驾护航，推动我国航空航天事业的蓬勃发展，势在

必行。

[医学伦理声明 Medical Ethics Statement]

本研究所涉及的所有动物实验方案均已通过中国航天员科研
训 练 中 心 实 验 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准（批 号 ：ACC-
IACUC-2022-027），所有实验操作均按照中国航天员科研训练
中心实验动物中心标准操作规程进行，遵照中国实验动物相
关法律法规条例要求。
All animal experimental protocols involved in this study 
have been approved by the Experimental Animal 
Management and Use Committee of the China Astronaut 
Research and Training Center (Approval No. ACC-IACUC-
2022-027), and all experimental operations have been 
carried out in accordance with the Standard Operating 
Procedures of the Experimental Animal Center of the 
China Astronaut Research and Training Center, and in 
compliance with the requirements of the relevant laws and 
regulations on experimental animals in China.

[作者贡献 Author Contribution] 
涂颖欣负责初稿写作及修改；
纪依澜负责实验设计、实验数据的检测及分析；
王菲负责动物实验设计及完成；
杨东明、王冬冬、孙芷馨和戴悦欣负责动物实验完成；
王言吉、阚广悍负责提供实验动物、设施及场地；
吴斌、赵德明负责实验监督与指导；
杨利峰负责项目管理及论文修订。

[利益声明 Declaration of Interest] 
本文所有作者均声明不存在利益冲突。

484



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct . 2024, 44(5)

[参考文献 References]
[1] ZÉRATH E, GRYNPAS M, HOLY X, et al. Spaceflight affects 

bone formation in rhesus monkeys: a histological and cell 
culture study[J]. J Appl Physiol, 2002, 93(3): 1047-1056. DOI: 
10.1152/japplphysiol.00610.2001.

[2] VICO L, CHAPPARD D, ALEXANDRE C, et al. Effects of 
weightlessness on bone mass and osteoclast number in 
pregnant rats after a five-day spaceflight (COSMOS 1514) [J]. 
Bone, 1987, 8(2):95-103. DOI: 10.1016/8756-3282(87)90077-9.

[3] MIU B, MARTIN T P, ROY R R, et al. Metabolic and 
morphologic properties of single muscle fibers in the rat 
after spaceflight, Cosmos 1887[J]. FASEB J, 1990, 4(1): 64-72. 
DOI: 10.1096/fasebj.4.1.2136839.

[4] GOLDSTEIN M A, EDWARDS R J, SCHROETER J P. Cardiac 
morphology after conditions of microgravity during COSMOS 
2044[J]. J Appl Physiol, 1992, 73(2 Suppl): 94S-100S. DOI: 
10.1152/jappl.1992.73.2.S94.

[5] TISCHLER M E, HENRIKSEN E J, MUNOZ K A, et al. 
Spaceflight on STS-48 and earth-based unweighting produce 
similar effects on skeletal muscle of young rats[J]. J Appl 
Physiol, 1993, 74(5): 2161-2165. DOI: 10.1152/jappl. 1993. 74. 
5.2161.

[6] 刘焕, 茹凝玉, 吕强, 等 . 中期及长期模拟失重对大鼠颈总动脉钙
化的影响[J]. 解放军医学杂志, 2021, 46(1):1-6. DOI: 10.11855/j.
issn.0577-7402.2021.01.01.
LIU H, RU N Y, LV Q, et al. Mid-term and long-term simulated 
microgravity causes calcification of common carotid artery 
in rats[J]. Med J Chin People's Liberation Army, 2021, 46(1):1-
6. DOI: 10.11855/j.issn.0577-7402.2021.01.01.

[7] 陈励, 张斌, 杨璐, 等 . 模拟失重对大鼠动脉血压、心率昼夜节律
的影响及其机制[J]. 解放军医学杂志, 2016, 41(4):289-294. DOI: 
10.11855/j.issn.0577-7402.2016.04.06.
CHEN L, ZHANG B, YANG L, et al. Effects of simulated 
microgravity on circadian rhythm of caudal arterial pressure 
and heart rate in rats and their underlying mechanism[J]. 
Med J Chin People's Liberation Army, 2016, 41(4): 289-294. 
DOI: 10.11855/j.issn.0577-7402.2016.04.06.

[8] 高放, 程九华, 薛军辉, 等 . 模拟失重致大鼠弹力型大动脉血管区
域特异性重塑及其重力性对抗措施[J]. 生理学报, 2012, 64(1):14-
26. DOI: 10.13294/j.aps.2012.01.002.
GAO F, CHENG J H, XUE J H, et al. In-vivo and ex-vivo studies 
on region-specific remodeling of large elastic arteries due to 
simulated weightlessness and its prevention by gravity-
based countermeasure[J]. Acta Physiol Sin, 2012, 64(1): 14-26. 
DOI: 10.13294/j.aps.2012.01.002.

[9] 孙喜庆, 王冰, 孙会品, 等 . 间断性头高位对模拟失重兔动脉内皮
素表达和组织形态的影响[J]. 航天医学与医学工程, 2006, 19(4):
265-268. DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.2006.04.007.
SUN X Q, WANG B, SUN H P, et al. Effects of intermittent 
head-up tilt on the endothelin expression and morphological 
changes of artery during simulated weightlessness in rabbits
[J]. Space Med Med Eng, 2006, 19(4):265-268. DOI: 10.16289/j.
cnki.1002-0837.2006.04.007.

[10] 王晓平, 陆明, 马培, 等 . 模拟失重对恒河猴腰椎运动单元生物力
学的影响[J]. 中国组织工程研究, 2016, 20(26):3843-3848. DOI: 
10.3969/j.issn.2095-4344.2016.26.007.

WANG X P, LU M, MA P, et al. Effects of simulated 
weightlessness on biomechanics of motion unit of rhesus 
monkey lumbar vertebra[J]. Chin J Tissue Eng Res, 2016, 20
(26):3843-3848. DOI: 10.3969/j.issn.2095-4344.2016.26.007.

[11] 曹新生, 付崇建, 杨连甲 . 3 周模拟失重对大鼠后肢骨生长代谢的
影响[J]. 中华航空航天医学杂志, 2000, 11(4):221-224. DOI: 10.
3760/cma.j.issn.1007-6239.2000.04.007.
CAO X S, FU C J, YANG L J. Effects of 3 week simulated 
weightlessness on the growth and metabolism of hindlimb 
bones in rats[J]. Chin J Aerosp Med, 2000, 11(4):221-224. DOI: 
10.3760/cma.j.issn.1007-6239.2000.04.007.

[12] 付崇建, 郁冰冰, 杨连甲, 等 . 尾悬吊大鼠骨和骨髓中骨钙素的变
化[J]. 航天医学与医学工程, 2003, 16(4):260-263. DOI: 10.16289/
j.cnki.1002-0837.2003.04.007.
FU C J, YU B B, YANG L J, et al. Changes of osteocalcin in 
bone and bone marrow in tail suspended rats[J]. Space Med 
Med Eng, 2003, 16(4):260-263. DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.
2003.04.007.

[13] 赵赞延, 马宇, 张恒伟, 等 . 模拟微重力效应下小鼠骨流失的性别
差异[J]. 中华骨质疏松和骨矿盐疾病杂志, 2022, 15(2):182-188. 
DOI: 10.3969/j.issn.1674-2591.2022.02.009.
ZHAO Z Y, MA Y, ZHANG H W, et al. Gender differences in 
bone loss under microgravity effect in mice[J]. Chin J 
Osteoporos Bone Miner Res, 2022, 15(2):182-188. DOI: 10.3969/
j.issn.1674-2591.2022.02.009.

[14] 刘书林, 姚永杰, 刘秋红, 等 . 犬头低位后肢去负荷模拟失重模型
的建立与验证[J]. 载人航天, 2021, 27(5):596-602. DOI: 10.16329/
j.cnki.zrht.2021.05.009.
LIU S L, YAO Y J, LIU Q H, et al. Establishment and validation 
of simulated weightlessness model of dog with head down 
hindlimb unloading[J]. Manned Spacefl, 2021, 27(5): 596-602. 
DOI: 10.16329/j.cnki.zrht.2021.05.009.

[15] 孙亚志, 黄丽昀, 张谦, 等 . 尾吊大鼠骨骼肌线粒体钙、镁含量和
体视学的变化[J]. 航天医学与医学工程, 1998, 11(4): 298-300. 
DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.1998.04.016.
SUN Y Z, HUANG L Y, ZHANG Q, et al. Changes of calcium 
and magnesium contents and stereology in skeletal muscle 
mitochondria of tail-suspended rats[J]. Space Med Med Eng, 
1998, 11(4): 298-300. DOI: 10.16289/j. cnki. 1002-0837.1998.
04.016.

[16] 吴苏娣, 樊小力, 唐斌, 等 . 模拟失重对大鼠比目鱼肌肌梭超微结
构的影响[J]. 航天医学与医学工程, 2002, 15(1):32-35. DOI: 10.
16289/j.cnki.1002-0837.2002.01.007.
WU S D, FAN X L, TANG B, et al. Effects of simulated 
weightlessness on ultrastructure of soleus muscle spindle in 
rats[J]. Space Med Med Eng, 2002, 15(1):32-35. DOI: 10.16289/j.
cnki.1002-0837.2002.01.007.

[17] 陈英, 杨春敏, 毛高平, 等 . 模拟失重对大鼠小肠黏膜紧密连接蛋
白 表 达 的 影 响 [J]. 航 天 医 学 与 医 学 工 程 , 2011, 24(5): 327-331. 
DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.2011.05.005.
CHEN Y, YANG C M, MAO G P, et al. Impact of simulated 
weightlessness on expression of tight junction proteins of 
small intestine mucous membrane in rats[J]. Space Med Med 
Eng, 2011, 24(5): 327-331. DOI: 10.16289/j. cnki. 1002-0837.2011.
05.005.

[18] 武强强, 张学英, 王德华, 等 . 模拟失重对啮齿动物情绪和认知的

485



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2024, 44(5)

影响及缓解措施研究进展[J]. 航天医学与医学工程, 2021, 34(2):
183-188. DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.2021.02.013.
WU Q Q, ZHANG X Y, WANG D H, et al. Research progress in 
effects of simulated weightlessness on emotion and 
cognition of rodents and mitigating measures[J]. Space Med 
Med Eng, 2021, 34(2): 183-188. DOI: 10.16289/j. cnki. 1002-0837.
2021.02.013.

[19] BAQAI F P, GRIDLEY D S, SLATER J M, et al. Effects of 
spaceflight on innate immune function and antioxidant gene 
expression[J]. J Appl Physiol, 2009, 106(6): 1935-1942. DOI: 
10.1152/japplphysiol.91361.2008.

[20] 纪依澜, 赵德明, 王菲, 等 . 模拟失重实验动物模型的建立与评价
[J]. 中国实验动物学报, 2023, 31(1):106-111. DOI: 10.3969/j.issn.
1005-4847.2023.01.013.
JI Y L, ZHAO D M, WANG F, et al. Establishment and 
evaluation of experimental animal models simulating 
weightlessness[J]. Acta Lab Animalis Sci Sin, 2023, 31(1): 106-
111. DOI: 10.3969/j.issn.1005-4847.2023.01.013.

[21] 吴华莉, 涂尾龙, 曹建国, 等 . 小型猪在人类疾病模型方面的研究
进展[J]. 养猪, 2021(4):63-67. DOI: 10.13257/j.cnki.21-1104/s.2021.
04.019.
WU H L, TU W L, CAO J G, et al. Research progress of 
miniature pig in human disease models[J]. Swine Prod, 2021
(4):63-67. DOI: 10.13257/j.cnki.21-1104/s.2021.04.019.

[22] 谈诚, 李志利, 汪德生, 等 . 四肢悬吊法对小型猪骨骼抗动态载荷
功能的影响[C]//中国力学学会, 中国生物医学工程学会生物力
学专业委员会 . 第八届全国生物力学学术会议论文集 . 上海: 医
用生物力学, 2006: 160-161.
TAN C, LI Z L, WANG D S, et al. Effect of hindlimb suspension 
on the dynamic load-bearing capacity of miniature pig 
skeleton[C]//Chinese Society of Theoretical and Applied 
Mechanics, Biomechanics Professional Committee of 

Chinese Society of Biomedical Engineering. Proceedings of 
the 8th National Conference on Biomechanics. Shanghai: 
Journal of Medical Biomechanics, 2006: 160-161.

[23] 杨超, 徐子涵, 李铠, 等 . 头低位卧床对恒河猴骨代谢、糖脂代谢
的抑制效应及其相关性分析[J]. 空间科学学报, 2020, 40(4):540-
546. DOI: 10.11728/cjss2020.04.540.
YANG C, XU Z H, LI K, et al. Inhibitory effects of head-down 
bed rest on bone, glycolipid metabolism of Rhesus and their 
correlation analysis[J]. Chin J Space Sci, 2020, 40(4):540-546.  
DOI: 10.11728/cjss2020.04.540.

[24] MATOMÄKI P, KAINULAINEN H, KYRÖLÄINEN H. Corrected 
whole blood biomarkers - the equation of Dill and Costill 
revisited[J]. Physiol Rep, 2018, 6(12): e13749. DOI: 10.14814/
phy2.13749.

[25] 李家卉, 李方方, 张敏, 等 . 海马神经元退行性变参与模拟失重所
致大鼠认知损伤[J]. 航天医学与医学工程, 2021, 34(2):122-127. 
DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.2021.02.005.
LI J H, LI F F, ZHANG M, et al. Hippocampal neuronal 
degeneration involved in cognitive impairment induced by 
simulated weight-lessness in rats[J]. Space Med Med Eng, 
2021, 34(2):122-127. DOI: 10.16289/j.cnki.1002-0837.2021.02.005.

（收稿日期：2024-03-05 修回日期：2024-07-02 ）
（本文编辑：张俊彦，翟玉凤，丁宇菁，周培）

[引用本文]
涂颖欣, 纪依澜, 王菲, 等 . 小型猪后肢去负荷模拟失重模型的建立与
组织损伤研究[J]. 实验动物与比较医学, 2024, 44(5): 475-486. DOI: 
10.12300/j.issn.1674-5817.2024.038.
TU Y X, JI Y L, WANG F, et al. Evaluation of simulated weightlessness 
model of hindlimb unloading miniature pigs and their tissue 
damage[J]. Lab Anim Comp Med, 2024, 44(5): 475-486. DOI: 
10.12300/j.issn.1674-5817.2024.038.

《实验动物与比较医学》2025 年征订启事

《实验动物与比较医学》（CN 31-1954/Q，ISSN 1674-5817） 由上海科学院主管，上海市实验动物学会和上海实验动物研究
中心联合主办，是我国实验动物科学及比较医学领域创刊最早的一本专业学术期刊。本刊目前是中国科技论文统计源期刊 

（即中国科技核心期刊），并被瑞典 DOAJ、美国 Chemical Abstracts 和 Ulrichsweb、英国 CAB Abstracts 和 Global Health、波
兰 ICI World of Journals 和 ICI Master List、WHO 西太平洋地区医学索引 （WPRIM） 和美国 EBSCO 数据库，以及中国核心期刊
数据库、中国科技期刊数据库、中国生物医学文献数据库、中国期刊全文数据库、中国学术期刊综合评价数据库、中国期刊网
和万方医学网等收录，并入选中国医师协会发布的中国医药卫生“核心期刊”目录，以及中国科协组织的 2022—2024 年度

“科技期刊双语传播工程”。
本刊兼顾理论与实践、普及与提高，刊登实验动物科学和比较医学领域的研究及应用新成果、新进展、新信息。期刊内容

主要涉及人类疾病动物模型、实验动物资源开发与利用、实验动物管理、实验动物福利与伦理、动物实验技术与方法、实验动
物医学、比较医学方法研究，以及以实验动物为基础的生物医药各领域基础与应用研究。设置栏目包括专家论坛、研究论著、
综述、经验交流、实践与探索、技术与平台、政策与法规、标准与指南、人物、简报、动态与书讯等。读者对象为生物学、医
学、药学、动物学和农学等各领域从事实验动物生产、繁育、检测和管理，以及应用实验动物进行比较医学研究的广大科技工
作者、教育工作者和医学工作者。欢迎订阅！

本刊为双月刊，大 16 开，铜版纸，彩色印刷；全年出版 6 期，每期定价 30 元/本，全年定价 180 元/套。读者可在各地邮局
订阅，邮发代号为 4-789；也可以联系本刊编辑部购买，联系电话：021-50793657。E-mail：bjb50793657@163.com。编辑部
地址：上海市浦东新区金科路 3577 号 （邮编 201203）。期刊官网地址：http://www.slarc.org.cn/dwyx。

《实验动物与比较医学》编辑部

**********************************************************************************************

486



DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2024.011

实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct . 2024, 44(5)

卢     静，首都医科大学基础医学院教授、博士研究生导师，从教 30 余年来始终在本科和研究生教

学一线，履行着教书育人的光荣使命。同时担任中国实验动物学会常务理事、北京实验动物学会常

务理事等职，为北京市乃至我国的实验动物科学发展做了大量工作。作为中国实验动物学会高校专

业教育和学科建设工作委员会主任委员，积极组织筹备实验动物学教学研讨会，提高了我国实验动

物学专业人才培养的质量和数量，提高了全国各高校和科研院所“实验动物学”公共课教学水平，

在推动我国实验动物学学科发展和进步中发挥了重要作用。此外，担任首都医科大学实验动物部主

任和基础医学院实验动物学系主任 10 年，在服务管理、人才培养、科学研究、传承创新等方面都

取得了显著成绩，带领研究团队开展实验动物新资源和人类疾病动物模型相关研究，承担科技部、

国家自然科学基金委等资助的多项课题，近年来在 Nature Communications、Aging Cell 等知名期刊

发表多篇研究论文，主编或参编 《医学实验动物学》《实验动物寄生虫学》 等多部实验动物专业教材。

不同周龄段雄性长爪沙鼠肾小体的形态变化
李 梦1, 陈柏安1,2,3, 卢 静1,2,3

(1. 首都医科大学实验动物部, 北京 100069;  2. 首都医科大学基础医学院, 北京 100069;  3. 首都医科大学神经再生修

复研究北京市重点实验室, 北京100069)

[摘要] 目的　通过观察比较不同周龄段的雄性长爪沙鼠的肾脏在最大纵切面上肾小体的变化，初步探索不同周龄
段雄性长爪沙鼠肾小体可能存在的变化规律，为选择雄性长爪沙鼠用于肾病相关致病机制及药物筛选等研究提供基
础数据支持。方法　分别取 12 周龄、48 周龄、72 周龄 3 个周龄段的雄性长爪沙鼠肾脏，从最大冠状面纵切后制成
肾脏组织切片；苏木精-伊红染色后，全景扫描成电子组织切片，利用 CaseViewer 拍摄最大纵切面上肾小体图片，
并 测 量 肾 小 体 及 其 所 包 含 的 肾 小 球 、 肾 小 囊 面 积 ； 使 用 IBM SPSS Statistics 27 进 行 统 计 分 析 ， 使 用
GraphPad Prism 8 制作图表。 结 果　与 12 周龄相比，48 周龄时肾小体 （P=0.029）、肾小球 （P=0.001） 的面积均
显著增大，肾小囊面积没有明显变化 （P=0.478），肾小球在其肾小体中的面积占比有增大趋势，但差异无统计学意
义 （P=0.163）；与 48 周龄相比，72 周龄时肾小体、肾小球和肾小囊面积均显著增大 （P<0.001），但肾小球在其肾
小体中的面积占比显著减小 （P<0.001）。结论　12～72 周龄的雄性长爪沙鼠肾小体持续增大，在这个增大过程中可
能存在一定规律，即肾小球与肾小体的增大趋势相对一致；而肾小囊与肾小体相比，其增大趋势存在一定滞后性，
推测肾小体增大主要是由肾小球增大引起，进而导致肾小囊被动增大造成的；肾小体增大可能是通过多次“肾小球
增大–引发肾小囊增大”完成。
[ 关 键 词 ] 雄性长爪沙鼠； 肾小体； 肾小球； 肾小囊
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Morphological Changes of Renal Corpuscles in Male Mongolian 
Gerbils at Different Ages
LI Meng1, CHEN Bai'an1,2,3, LU Jing1,2,3

(1. Department of Experimental Animals, Capital Medical University, Beijing 100069, China; 2. School of Basic Medical 
Sciences, Capital Medical University, Beijing 100069, China; 3. Beijing Municipal Key Laboratory for Neural Regeneration and 
Repairing, Capital Medical University, Beijing 100069, China)
Correspondence to: LU Jing, E-mail: lujing@ccmu.edu.cn

[ABSTRACT] Objective By observing and comparing the changes in renal corpuscles at the largest 
longitudinal section in male Mongolian gerbils of different ages, this study preliminarily explored potential 
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patterns of renal corpuscle changes, providing foundational data for the selection of male Mongolian 
gerbils for research on the pathogenic mechanisms and drug screening of nephropathy. Methods Kidney 
samples were collected from male Mongolian gerbils aged 12, 48, and 72 weeks. After making longitudinal 
cuts along the largest coronal plane in the middle, kidney tissue sections were prepared. Following HE 
staining, panoramic electronic tissue sections were scanned, and images of renal corpuscles at the largest 
longitudinal plane were captured using CaseViewer. The areas of renal corpuscles and their glomeruli and 
renal vesicles were measured. Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 27, and figures 
were created using GraphPad Prism 8. Results Compared with the 12-week group, both the area of renal 
corpuscle (P=0.029) and glomerulus (P=0.001) significantly increased in the 48-week group, while there was 
no significant change in the area of renal vesicle (P=0.478). The proportion of glomerular area within the 
renal corpuscle showed an increasing trend but the difference was not statistically significant (P=0.163). 
Compared to the 48-week group, the areas of renal corpuscle, glomerulus, and renal vesicle were all 
significantly larger in the 72-week group (P<0.001), but the proportion of glomerular area within renal 
corpuscle decreased significantly (P<0.001). Conclusion The renal corpuscles in male Mongolian gerbils 
continued to increase from 12 to 72 weeks of age. There might be a certain pattern in this process of 
enlargement, where the trends of glomerular and renal corpuscle enlargement were relatively consistent. 
However, the enlargement of renal vesicles appeared to lag behind that of the renal corpuscle. It was 
speculated that the enlargement of renal corpuscles was mainly caused by the passive enlargement of 
renal vesicles due to glomerular enlargement. The enlargement of renal corpuscles might be achieved 
through multiple cycles of "glomerular enlargement - triggering renal vesicle enlargement".
[Key words]  Male Mongolian gerbil; Renal corpuscles; Glomerulus; Renal vesicle

长爪沙鼠（Mongolian gerbil）自被开发为实验动物

以来，因具有特殊的生理结构和功能特点，在速发型

高脂血症［1］、动脉粥样硬化［2］、脑缺血［3］、非酒精性

脂肪肝肝硬化［4］、自发性糖尿病［5-6］、癫痫［7］、感音

神经性耳聋［8］、寄生虫感染［9］、抑郁症［10］等疾病机

制及治疗研究方面被广泛应用。随着研究的深入，长

爪沙鼠在生物医药领域的研究价值和应用前景不断扩

大，引起了越来越多研究人员的关注。

然而作为一种“新兴”的实验动物，长爪沙鼠的

脏器功能、基础指标研究尚不够全面和深入，这给实

际的研究工作带来了一些困难。就肾脏而言，目前已

有关于长爪沙鼠生长过程中肾脏质量、脏器指

数［11-12］、肾单位密度、肾小球大小变化和肾小管数

量［13］等的研究，但对其肾脏生理、病理特性的深入

研究还略显不足。比如，糖尿病肾病是一种由糖尿病

引发的微血管并发症，其主要病变部位为肾小球血管，

之后可能逐渐累及肾小管；但相关研究显示，还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸脱氢酶 3（nicotinamide adenine 
dinucleotide dehydrogenase，ND3）是与糖尿病发病高

度相关的线粒体呼吸链复合物Ⅰ的重要组成部分，仅

在患有糖尿病肾病的长爪沙鼠的肾小管上皮细胞质中

高表达［8］。这一发现提示长爪沙鼠肾脏具有的特殊生

理特性亟须明确。

正是由于肾脏结构和功能特点不明，长爪沙鼠作

为模型动物用于肾脏相关研究的文献报告并不多，即

使被选用，也未能显示出其有别于传统大鼠和小鼠的

特点和价值。因此，本研究通过详细观察、记录和分

析不同周龄雄性长爪沙鼠肾小体的生长变化情况，为

选用雄性长爪沙鼠进行肾脏相关研究提供基础数据

支持。

1　材料与方法

1.1　实验动物
雄性长爪沙鼠（SPF）级购自首都医科大学实验动

物部［SCXK（京） 2022-0013］，饲养于本单位中控制

温湿度的SPF屏障环境［SYXK（京） 2022-0049］。实

验按长爪沙鼠周龄分为 12 周龄、48 周龄和 72 周龄

3 个组别，每组 6 只。本实验经首都医科大学实验

动物伦理委员会批准（审批号：AEEI-2021-292）。
1.2　肾脏组织结构观察

雄性长爪沙鼠取血后，通过颈椎脱臼法安乐死，

快速摘取肾脏，吸干表面水分后，使用电子天平（德

国Acculab公司，型号ALB-124）称其湿重。然后取最

大面从中间纵切肾脏，放入4%多聚甲醛溶液中固定。

固定后的肾脏组织经脱水、包埋后切片（厚度4 µm）
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待用，将石蜡切片置于60 ℃烘箱中烘片2～3 h；脱蜡、

水化后，苏木精染色3～8 min，流水冲洗；1%盐酸乙

醇溶液分化 30 s（观察分化效果），用流水冲洗；1%
氨水溶液返蓝 30 s，流水冲洗；镜检见着色后进行伊

红染液染色 1～3 min；最后，将染色后的切片脱水、

封固，晾干后使用 3D HISTECH全景扫描仪（匈牙利

3D HISTECH公司，型号 Pannoramic MIDI）扫描成电

子图片。

1.3　图像分析及数据统计
使用 CaseViewer 软件采集图像，应用 GraphPad 

Prism 8软件进行图像统计分析。首先，在 40倍焦距

下，从每只雄性长爪沙鼠的肾脏最大纵切面中随机选

取30个肾小体，并测量肾小体、肾小球、肾小囊的面

积，计算肾小球占比；然后，从每组中随机选取 1只
雄性长爪沙鼠，在40倍焦距下测量该沙鼠肾脏最大纵

切面中所有肾小体、肾小球、肾小囊的面积，并计算

肾小球占比。

1.4　统计学分析
应用 IBM SPSS Statistics 27软件进行实验结果分

析。肾小体、肾小球、肾小囊的面积，以及肾小球占

比数据均以均值±标准差（-x±s）表示；采用单因素方

差分析进行多组间比较，组内两两比较采用 LSD-t检
验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　随周龄增长，雄性长爪沙鼠的肾小体和肾小
球持续增大，而肾小囊增大明显滞后

本实验通过阅片发现，在雄性长爪沙鼠肾脏最大

纵切面上呈现出的肾小体面积大小不一。图 1列举出

了横截面积为 2 000～16 000 µm²不等的肾小体，这种

现象在雄性长爪沙鼠 3个周龄段中是一致的。为了探

究随着雄性长爪沙鼠的周龄增长，肾小体面积整体是

否会出现差异变化，本实验测算了 3个周龄段雄性长

爪沙鼠肾脏最大纵切面上肾小体面积的平均值和标准

差，并通过统计学方法加以验证。首先，在 3个周龄

段中，对每只雄性长爪沙鼠随机选取30个视野进行比

较；得出一定结论后，再随机抽取每个周龄 1只雄性

长爪沙鼠，比较其肾脏最大纵切面上的所有肾小体，

从而尽可能消除随机选取 30个视野对结论产生的影

响；最终将两种结论进行比较。

2.1.1　对每只雄性长爪沙鼠随机选取 30 个视野进
行比较

在12～72周龄的周龄段中，雄性长爪沙鼠的肾小

体持续增大：与12周龄相比，48周龄雄性长爪沙鼠的

肾脏最大纵切面上肾小体面积显著增大（P=0.029）；
与48周相比，72周龄雄性长爪沙鼠的肾脏最大纵切面

 

注：40×10 倍焦距下不同横截面积 （A～H 图分别为 2 476.0、3 211.0、5 089.6、6 502.2、8 534.3、10 320.7、13 010.6、15 427.0 µm²） 的肾小体
图片 （红色箭头所指），比例尺大小为 20 µm。
Note： Images of renal corpuscles with different cross-sectional areas (the area of A-H images are 2 476.0, 3 211.0,, 5 089.6, 6 502.2, 8 534.3, 
10 320.7, 13 010.6, 15 427.0, µm ², respectively) at a magnification of 40 × 10 times (indicated by red arrows), with a scale bar size of 20 µm.
图 1 雄性长爪沙鼠不同面积肾小体的苏木精-伊红染色结果
Figure 1 Hematoxylin and eosin staining results of renal corpuscles of different sizes in male Mongolian gerbils
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上肾小体面积也显著增大（P<0.001）（图2A和D）。
在12～72周龄的周龄段中，雄性长爪沙鼠的肾小

球也持续增大：与12周龄相比，48周龄雄性长爪沙鼠

的肾脏最大纵切面上肾小球面积显著增大（P=0.001）；
与48周龄相比，72周龄雄性长爪沙鼠的肾脏最大纵切

面上肾小球面积也显著增大（P<0.001）（图2B和E）。
不同的是，在12～72周龄的年龄段中，肾小囊增

大的趋势并不完全与同时期肾小体和肾小球面积增大

的趋势保持一致。即有些肾小球明显增大的同时，肾

小囊也明显增大；而有些肾小球明显增大的同时，肾

小囊却未见明显增大。这种不一致的趋势在12周龄和

48周龄尤为明显：与12周龄相比，48周龄雄性长爪沙

鼠的肾脏最大纵切面上肾小囊未见明显增大（P=
0.478）；与 48周龄相比，72周龄雄性长爪沙鼠的肾脏

最大纵切面上肾小囊显著增大 （P<0.001）（图 2C
和F）。

2.1.2　对每个周龄段的雄性长爪沙鼠随机抽取 1
只进行比较

在整个肾小体持续增大过程中，肾小体面积（图

3A和D）与肾小球面积（图3B和E）的增大趋势是相

对一致的。这与上面的比较结论一致。而该过程中，

肾小囊的增大出现了滞后性：48周龄与 12周龄相比，

肾小囊的增大趋势不明显，直到48～72周龄，肾小囊

才快速增长（图2C和F）。

2.2　随周龄增长，雄性长爪沙鼠的肾小球在其肾
小体中占比明显降低

本实验发现，在雄性长爪沙鼠肾脏的肾小体横截

面积随周龄增加而增大的过程中，肾小球并不全是与

该肾小体同步增大的。为了更准确地描述这一现象，

应用肾小球面积在肾小体面积中的占比来反映这一关

系。图 4列举了 50%～100%区间内不同面积占比的肾

小球-肾小体，这种情况在雄性长爪沙鼠的3个周龄段

注：每只雄性长爪沙鼠随机选取 30 个视野，测量 30 套肾小体、肾小球和肾小囊的面积 （n=6）；A～C 是 3 个周龄段肾小体、肾小球、肾小囊
面积散点图；D～F 是 3 个周龄段肾小体、肾小球、肾小囊面积趋势图。
Note：30 fields of view were randomly selected from each male Mongolian gerbil, and the areas of 30 sets of renal corpuscles, glomeruli, and 
renal vesicles were measured (n=6) ; A-C are scatter plots of renal corpuscle, glomerulus, and renal vesicle area at three age groups; D-F are 
trend charts of renal corpuscle, glomerulus, and renal vesicle area at three age groups.
图 2 不同周龄雄性长爪沙鼠的肾脏最大纵切面上肾小体、肾小球、肾小囊大小比较
Figure 2 Comparison of sizes of renal corpuscles, glomeruli, and renal vesicles on the largest longitudinal section of the 

kidneys in male Mongolian gerbils of different ages
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中均有出现。因此，为了探究随着雄性长爪沙鼠周龄

增加，肾小球-肾小体面积占比在整体上有无变化趋

势，本实验测算了 3个周龄段中，雄性长爪沙鼠肾脏

最大纵切面上肾小球-肾小体面积占比的平均值和标准

差，并通过统计学方法加以验证。首先，在 3个周龄

段中，对每只雄性长爪沙鼠随机选取30个视野进行比

较；之后在每个周龄段随机抽取 1只雄性长爪沙鼠，

对其肾脏最大纵切面上所有肾小球-肾小体面积占比进

行比较，以此尽可能消除随机选取30个视野对结论产

生的影响；最终将二者的结论进行比较。

2.2.1　对每只雄性长爪沙鼠随机选取 30 个视野进
行比较

48周龄与 12周龄相比，肾小球占比有降低趋势，

但无统计学意义（P=0.163）；而 72周龄与 48周龄相

比，肾小球占比显著降低（P<0.001）（图5A、B）。
2.2.2　对每个周龄段的雄性长爪沙鼠随机抽取 1
只进行比较

在12～72周龄的生长过程中，肾小球占比呈现先

上升再下降的趋势，即72周龄与48周龄对比时具有下

降趋势，但48周龄与12周龄对比时更大样本量的比较

具有上升趋势（图5C、D）。这与前一种比较方法所得

结果稍有区别。

3　讨论

肾小体作为肾单位的组成部分之一，是由肾小球

和肾小囊组成。研究显示，随着周龄的增加，人体肾

脏中的肾小球逐渐硬化并增大，而雄性长爪沙鼠同其

他鼠类一样，也有类似于人的肾小球随周龄增大而硬

化的特点［13-15］。以往研究更多关注于肾小球增大过程

中本身的病理机制及对肾相关功能的影响，而对于肾

小体和肾小囊的变化趋势关注较少。肾小球、肾小囊、

肾小体三者之间是始终协调一致、同步增大，还是有

不同的变化趋势，探讨清楚这个问题有可能为相关研

究提供新的思路。

本研究显示，在12～72周龄时，雄性长爪沙鼠肾

小球与肾小体的增大趋势与之前报告的研究结果一

注：不同周龄组随机选取 1 只雄性长爪沙鼠，测量其肾脏最大纵切面上所有肾小体、肾小球和肾小囊的面积，12 周测量了 236 套肾小体、肾小球、
肾小囊，48 周测量了 302 套，72 周测量了 298 套。A～C 是肾小体、肾小球、肾小囊面积散点图；D～F 是肾小体、肾小球、肾小囊面积趋势图。
Note： Randomly select one male Mongolian gerbil at each week of age and measure the area of all renal corpuscles, glomeruli, and renal 
vesicles on the largest longitudinal section of its kidney ；236, 302 and 298 sets of renal corpuscles, glomeruli, and renal vesicles were 
measured at 12 weeks, 48 weeks, and 72 weeks respectively; A-C are scatter plots of renal corpuscle, glomerulus, and renal vesicle area; D-F 
are trend charts of renal corpuscle, glomerulus, and renal vesicle area.
图 3 不同周龄组随机抽取 1 只雄性长爪沙鼠的肾脏最大纵切面上肾小体、肾小球、肾小囊大小比较
Figure 3 Comparison of the size of renal corpuscles, glomeruli, and renal vesicles on the largest longitudinal section in a 

male Mongolian gerbil randomly selected from different age groups
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注：40×10 倍焦距下不同肾小球占比 [A：54.1%；B：66.9% （左下） /69.9% （右上）；C：73.7%；D：80.9%；E：83.0%；F：97.0%] 的肾小体
图片 （红色箭头所指），比例尺大小为 20 µm。
Note： Images of renal corpuscles with different proportions of glomeruli at magnification of 40 × 10 times (indicated by red arrows). A: 54.1%; 
B: 66.9% (bottom left)/69.9% (top right); C: 73.7%; D: 80.9%; E: 83.0%; F: 97.0%, with a scale bar size of 20 µm.
图 4 雄性长爪沙鼠不同大小肾小球占比的苏木精-伊红染色结果
Figure 4 Hematoxylin and eosin staining results of the different proportion of glomerular in male Mongolian gerbils

注：A，C 为肾小球占比散点图；B，D 为肾小球占比趋势图。A～B，每只雄性长爪沙鼠随机选取 30 个视野，测量 30 套肾小体、肾小球和肾小
囊的面积 （n=6）；C～D，每个周龄随机取 1 只雄性长爪沙鼠，测量肾脏最大纵切面上所有肾小体、肾小球、肾小囊的面积，12 周龄测量了
236 套肾小体、肾小球、肾小囊，48 周龄测量了 302 套，72 周龄测量了 298 套，计算肾小球占肾小体的面积之比。
Note： A and C are scatter plots of glomerular proportions; B and D are the trend charts of glomerular proportion. A-B 30 fields of view were 
randomly selected from each male Mongolian gerbil, and the areas of 30 sets of renal corpuscles, glomeruli, and renal vesicles were mea‐
sured (n=6) ; C-D, One male Mongolian gerbil was  randomly selected at each week of age, and the area of all renal corpuscles, glom‐
eruli, and renal vesicle of on the largest longitudinal section of the kidneys was measured. 236, 302 and 298 sets of renal corpuscles, 
glomeruli, and renal vesicles were measured at 12 weeks, 48 weeks, and 72 weeks respectively. The ratio of glomeruli to renal corpusde 
area was calculated.
图 5 不同周龄雄性长爪沙鼠肾脏最大纵切面上肾小球占比大小比较
Figure 5 Comparison of the proportion of glomerular area on the largest longitudinal section of the kidneys in male 

Mongolian gerbils of different ages
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致［16］。比较48周龄与12周龄、72周龄与12周龄的数

据可见，肾小体与肾小球显著增大。相比之下，肾小

囊增大似乎呈现出滞后性，与12周龄相比，肾小囊在

48周龄时略有增大，但没有统计学意义；而到了72周
龄时，与48周龄相比显著增大，其增大趋势甚至超过

了同期肾小球的增大趋势（图 3）。这可能与肾小体有

效滤过压的提高有关。有效滤过压=肾小球毛细血管

压-（血浆胶体渗透压+囊内压），肾小球增大无疑可以

提高肾小球毛细血管压，但是肾小球与肾小囊之间存

在“空洞”的囊性结构，导致肾小囊对肾小球增大的

回应比较迟钝，其内层被挤压扩张后，逐渐压缩肾小

囊的体积，导致囊内压升高。随着囊内压增大，这种

来自肾小球增大的压力才滞后性地从肾小囊脏层逐渐

波及其壁层，从而导致肾小囊爆发式增大，以快速降

低囊内压，提高肾小球毛细血管压和有效滤过压，最

终利于原尿产生，满足机体需要。由此推测，肾小体

增大并不是一步到位的，随着周龄增长，肾小体是通

过多次“肾小球增大－引发肾小囊增大”的过程逐步

完成的。

本研究发现，雄性长爪沙鼠肾小球虽然随着周龄

逐渐增大（图2～3），但是肾小球在肾小体中的面积占

比并不是保持不变的：在起初阶段不会出现显著下降

（甚至存在升高的可能），而之后出现极显著性下降

（图5）。这一现象表明，肾小体的增大并不是由肾小球

和肾小囊同比例增大完成的，肾小球增大需要肾小囊

更高的比例增大来配合，以此维持肾小体的有效滤过

压，保证原尿生成的稳定性，以满足机体需要。由此

推测，肾小球增大时若肾小囊在一定时间内无法伴随

其显著增大，将导致囊内压升高并长期作用于肾小球

毛细血管球，这可能是肾小球增大后进一步硬化的原

因之一。

一般认为，雄性大鼠的体成熟时间为90日龄［16］，
1个月相当于人类的 3年［17］。由于雄性长爪沙鼠的相

关研究尚不明确，因此本实验参照大鼠，选择了12周
龄、48周龄和72周龄这3个时间节点进行观察。这些

时间节点大致相当于长爪沙鼠的青春期、青年期和中

年期，以此初步研究雄性长爪沙鼠随着周龄增长，其

肾小体、肾小球和肾小囊各自的变化趋势。雌性长爪

沙鼠是否有类似的变化趋势，以及这些趋势是否会受

雌性特殊生理功能的影响，将会在之后的实验中加以

探究。

综上所述，随着周龄增长，雄性长爪沙鼠的肾小

体会逐渐增大。在肾小体增大过程中，肾小球基本保

持着与肾小体同步增大的趋势；而肾小囊的增大会出

现一定的滞后性，随后进入快速增大期。这种差异性

可能与肾小体有效滤过压的变化与调节有关，肾小球

在其肾小体中的面积占比可能是一个有意义的切入点，

本研究有望为相关肾功能衰减以及肾小球硬化和坏死

等研究提供一些基础数据支持。
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基因编辑猪-猴异种组织器官移植围手术期动物护理
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[摘要] 目的　探讨基因编辑猪-猴异种组织器官移植围手术期的动物护理，为提高猪-猴异种组织器官移植实验的
成功率提供帮助。方法　2022 年 10 月—2023 年 10 月，对行基因编辑猪-猴异种组织器官移植的 7 只受体恒河猴进行
围手术期护理和伤口保护。根据体型及手术区域，为受体猴定制伤口防护服以保护伤口，同时做好围手术期精细化
护理。其中，术前护理包括术前准备、术前用药等；术中护理包括生理指标监护和麻醉手术护理等；术后护理包括
伤口保护、观察监测、营养护理等。结果　7 只恒河猴的异种组织器官移植手术均获得成功。通过伤口防护服的保
护和精细化护理，所有恒河猴手术伤口均一期愈合，术后恢复良好。结论　做好猪-猴异种组织器官移植围手术期
的护理和伤口保护，不仅能促进伤口愈合，还能减轻手术给动物带来的疼痛和伤害，这对猪-猴异种组织器官移植
的实验研究进展和提升动物福利均具有重要意义。
[ 关 键 词 ] 基因编辑猪； 异种器官移植； 恒河猴； 护理； 伤口保护装置； 实验动物福利
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[ABSTRACT] Objective To discuss the perioperative care and wound protection of xenotransplantation 
from genetically edited pigs to monkeys, with the goal of improving the success rate of such experimental 
procedures. Methods From October 2022 to October 2023, perioperative care and wound protection were 
performed on 7 recipient rhesus monkeys undergoing xenotransplantation of genetically edited pig tissues 
and organs. Customized wound protective garments were designed based on monkeys' size and surgical 
area to protect the wounds, alongside meticulous perioperative care. This included preoperative 
preparation and medication, intraoperative monitoring of physiological indicators and anesthesia 
management, and postoperative care comprising wound protection, observation and monitoring, and 
nutritional support. Results All seven monkeys successfully underwent xenotransplantation. With the aid of 
protective garments and detailed care, all surgical wounds healed by first intention, and postoperative 
recovery was satisfactory. Conclusion Proper care and wound protection during xenotransplantation from 
genetically edited pigs to monkeys not only promote wound healing, but also alleviate pain and harm to 
animals. This has significant implications for advancing experimental research in pig-monkey 
xenotransplantation and enhancing animal welfare.
[Key words]  Genetically edited pig; Xenotransplantation; Rhesus monkey; Care; Wound protection 

device; Laboratory animal welfare

器官移植是目前治疗器官衰竭、严重组织毁损患

者的有效方法之一［1］。然而，供体短缺是阻碍同种异

体器官移植的最大难题［2］。异种器官移植由于不受供

体短缺因素影响，被认为是解决人类器官短缺最为有

效的方法之一［3］。尽管如此，由于免疫排斥、感染及

组织适配等问题，异种器官移植还需要长期的实验探

索［4］。空军军医大学第一附属医院即西京医院自2013
年启动基因编辑猪-猴多组织多器官移植项目以来，不

断探索研究异种器官移植的适用范围及难题的对策，

为异种移植技术服务临床提供了科学依据和技术支

撑［5］。然而，受体动物的生理及机体功能会在手术

后发生明显的改变，加上疼痛、交流障碍、不能配合

等因素，需要得到良好的术后护理，才能提高移植器

官成活率，从而快速恢复健康。其中，如何保护伤口

不被抓挠并促进伤口愈合是围手术期护理的一个重要

组成部分。本文根据空军军医大学第一附属医院在

2022—2023年对基因编辑猪-猴异种组织器官移植围

手术期护理和伤口保护的实践探索，介绍实验动物的

围手术期护理和伤口保护经验，以供同行参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
2022—2023年，本院开展多学科合作，分别将 3

只基因编辑猪的多个器官和组织（肝脏、肾脏、心脏、

腹壁、角膜、骨、皮肤等）移植给 7只受体恒河猴，

该实验在空军军医大学实验动物中心［SYXK （陕）

2019-001］进行。实验动物的使用和处理所涉及的各

个环节均依据国家科学技术委员会发布的《实验动物

管理条例》执行，遵从《实验动物福利伦理审查指

南》［6］及实验动物相关福利要求，并且通过原第四军医

大学医学伦理委员会和空军军医大学第一附属医院医学

伦理委员会审查批准（批件号分别为 IACUC2022001和
KY2023183-X-1）。

本实验所采用的 3 只基因编辑猪 （耳号 167、
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3076、3175）分别为7月龄、12月龄以及8月龄的雄性

基因编辑巴马小型猪，由四川中科奥格生物科技有限

公司［SCXK（川） 2020-0033］提供，体重为7～8 kg，
基 因 型 分 别 为 GTKO/B4GalNT2KO/CMAHKO/CD55/
CD46/TBM、GTKO/βGalKO/CD55和 GTKO/CD55/CD46/
TBM。

本实验所有恒河猴均为雄性，体重10～20 kg，年

龄 8～15岁，由四川省医学科学院·四川省人民医院

实验动物研究所［2004驯繁（21-01）号、SCXK（川）
2018-02］提供，由陕西龙腾猕猴养殖公司负责转运。

实验用猴提前 4周运输至空军军医大学实验动物中心

进行适应性饲养，并由四川省医学科学院派遣人员负

责管理驯化。

1.2　围手术期护理
1.2.1　术前准备

移植手术于 2022年 10月至 2023年 10月分批次完

成。恒河猴在适应期间采取不同的给药方式，如肌内

注射、皮下注射、静脉注射和口服等，进行正向训练，

并提前穿上伤口防护服，在饲养笼中自由活动，观察

并记录其适应能力。手术前1 d完成恒河猴的常规体检

和生化指标检查，全面了解其各项机能［7］。恒河猴全

身麻醉前禁食禁水12 h，术前30 min肌内注射20 mg/kg
头孢唑林钠 ［购自石药集团中诺药业 （石家庄）

有限公司］以预防感染。

1.2.2　术中护理
动物麻醉由专科麻醉医生进行。先使用舒泰-50

（购自法国Virbac公司，含唑拉西泮125 mg、替来他明

125 mg） 0.7～1.0 mL（4～5 mg/kg，肌内注射）对恒河

猴进行基础麻醉后，转移至手术室。入手术室后即刻

固定恒河猴四肢，气管插管后，连接呼吸机并转为机

控模式（容量控制在 100 mL，18次/min，I∶E=1∶2，
O2流量为 1 L/min）。同时，监测恒河猴无创血压、心

电图、脉搏氧饱和度和鼻咽温度。使用20 G静脉穿刺

针穿刺上肢合适部位的静脉，连接输液管路。在超声

引导下，进行有创动脉穿刺和深静脉穿刺，成功后缝

合固定并监测连续血压和中心静脉压。使用推毛剪剃

光手术区域的毛发，肥皂水刷洗、擦干后，用2%碘伏

消毒，以便进行肝、肾、心脏移植。术中将恒温毯置

于恒河猴周围以保持体温，温度设定为40 °C。
手术开始后每小时追加舒泰−50 3 mg/mL（0.3 mg/

kg，静脉推注），同时给予维库溴铵（购自宜昌人福药

业有限责任公司） 2 mL/h（每小时 0.02 mg/kg），静脉

泵注维持，确保猴无体动。恒河猴基础心率约 110次/
min，血压约 115/90 mmHg。如果心率超过 130次/min，
则判断最大可能是麻醉偏浅，予以加深麻醉，并可间

断吸入七氟醚（购自日本丸石制药株式会社）（0.8%～
1%）术中维持麻醉。

麻醉后泵注万衡 （购自德国 Fresenius 集团）

30 min，泵速 100 mL/h （每小时 10 mL/kg，共输注

50 mL，根据生命体征进行调整），随后使用乳酸林格

氏液（购自江苏恒丰强生物技术有限公司）维持（泵

速 80 mL/h），视术中出入量调整输液速度。静脉通路

建立后采用乳酸林格氏液按照 4-2-1的麻醉补液原则

进行补液，如有心率过快、血压偏低的现象，泵速可

提高至每小时10 mL/kg，即100 mL/h［8］。
根据出血情况决定是否需要输血，首选自体血回

输，出血125 mL以上可回输；如需输异体血，则由输

血科协助配型，所需异体血由四川省医学科学院提供。

1.2.3　术后护理
手术后悉心观察和护理恒河猴。术后延迟拔管，

将其转移至复苏床，采用加热毯维持体温，并给予足

够的垫料，佩戴脖套，防止其在麻醉未清醒期受伤。

通过静脉通路泵入镇静药物右美托咪定（购自四川国

瑞药业有限责任公司） 200 µg（稀释到50 mL，1 mL/h）
和芬太尼（购自江苏恩华药业股份有限公司） 0.5 mg
（稀释到25 mL，0.2 mL/h），持续进行呼吸支持，并密

切观察恒河猴的体温、呼吸、心率、氧饱和度和手术

部位情况等。术后第 2天，恒河猴完全清醒后放回猴

笼。在恒河猴放回猴笼后的24 h内，每隔2 h观察其状

态，监测恒河猴体温、心率、血压、饮食、大小便及

手术部位情况，并记录。24 h后改为每日监测，记录

恒河猴的体温、心率、血压和体重等生命体征，以及

活动情况、饮食状况、大小便情况、精神状态和手术

部位情况。

在麻醉苏醒后的 4～6 h内，由于吞咽肌功能还未

能完全恢复，因此不宜喂食喂水［9］。一般根据恢复状

况，于麻醉苏醒后 12 h饲喂。可选用少量柔软易消化

的食物（如香蕉、圆白菜等）进行饲喂，以后逐渐增

加馒头、水果、坚果等喂养，适时为猴笼饮水装置添

加饮用纯净水，必要时可输液来补充营养。术后 5 d
内，每日 1次肌内注射 20 mg/kg头孢唑林钠以预防感

染；每日对放置猴笼的房间进行紫外线消毒。消毒时，

用黑色罩布遮盖猴笼，防止紫外线对实验猴造成伤

害［10］。术后隔日，辅助医生进行手术伤口换药（异种
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皮肤移植的包扎伤口除外）。

1.3　手术伤口的保护
为避免恒河猴抓挠伤口造成伤口感染或开裂，本

实验中自制了一种伤口保护服，可在不影响恒河猴活

动进食的情况下保护伤口，防止抓挠，并能方便工作

人员换药，观察伤口愈合情况。

1.3.1　伤口防护服的制作
术前在麻醉状态下测量恒河猴的身体数据，参考

人体抗瘢痕压力衣的测量方法［11］。背侧数据以第一颈

椎为基准点，腹侧数据以胸骨上缘为基准点，沿中线

向下测量，并记录需要测量围径的标志点（图 1A）。
需要注意的是，为不影响猴呼吸及大小便，腹部纵向

数值应较背部短。另外测量颈围、肩宽及四肢根部围

径，根据所测量的数据绘制图纸。将围径数值按3∶2

的比例分配给背侧和腹侧，分配好的围径均匀绘制于

中线两侧，于颈部边缘绘制肩部宽度的数据，用光滑

的曲线把所绘围径连接起来；四肢部分根据四肢根部

围径画出相应的凹陷形状。四肢根部围径数值按 3∶1
的比例分配给腹侧和背侧，即腹侧凹陷曲度更大。最

后在腹侧的颈部和会阴部画出向内的圆弧，圆弧大小

以不影响实验猴呼吸和大小便为准。躯干部的手术伤

口需制作马甲形防护服（图 1B），如伤口在四肢，可

加做袖子或者裤子。

根据图纸进行裁剪，将裁剪好的布料对应缝合。

为防止恒河猴锋利的爪子抓破伤口处的防护服，可选

择防抓挠的科技布（主要材料为聚氨酯）作为原材料，

并使用深灰色布料，能够在一定程度上缓解恒河猴紧

张不安的情绪。裁剪时背侧布料的其中一块在中线侧

注：A 为身体测量数据 （左为正面，右为背面，数据单位为 cm）；B 为伤口防护服的设计图；C 为成品 （这是不包括四肢的基础款；左为正面，
右为背面，有多条拉链，用于调整松紧度）；D 为行异种膝关节移植术后恒河猴穿戴伤口防护服 （这是包含裤子的款型；左为术后即刻，右为
术后一周）。
Note：A, Body measurements of a monkey (the left shows the front of the monkey, the right shows the back of it, unit: cm.) B, Design 
drawing of the wound-protective clothing. C, Finished suit (this is a basic sample without limb coverage; the left shows the front of the 
garment, the right with zippers shows the black of it). D, Rhesus monkeys wearing wound-protective clothing after xenograft knee joint 
transplantation (sample with pants; the left shows the monkey just after surgery, the right shows the monkey a week after surgery).
图 1 异种组织器官移植围手术期的恒河猴伤口防护服制作过程
Figure 1 Manufacturing process of wound-protective garments for rhesus monkeys during perioperative period of 

xenotransplantation
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预留10 cm，沿中线剪开，便于缝装拉链。在背侧中线

拉链旁边设置多条拉链，每条拉链之间有 3 cm的间

隔，可根据纱布包裹厚度选择不同位置的拉链链合，

以便调整衣服松紧（图1C）。
1.3.2　伤口防护服的穿戴

术前 3 d缝制好伤口防护服，给实验猴适应性穿

着，并观察伤口防护服对恒河猴日常生活及情绪的影

响。手术后即刻为实验猴穿着防护服，如有不合身，

则在术后苏醒过程中进行调整。术后如发现器官移植

伤口区域的敷料松动或者防护服松动，则立即更换

（图1D）。

2　结果
2.1　异种移植术围术期恒河猴均成活

7只恒河猴的异种组织器官移植手术均获得成功，

包括1例肝脏移植、1例肾脏移植、1例心脏移植、1例
神经移植、1例膝关节移植、1例腹壁组织移植和 1例
皮肤联合角膜移植。手术过程顺利，无严重麻醉及围

手术期并发症发生。移植术后，所有恒河猴均顺利苏

醒，移植器官或组织均成活。术后随访中，有 4只恒

河猴死于移植后相关并发症；有3只存活已超过一年，

所移植器官仍有正常功能，无相关并发症，提示不因

器官移植而影响生存（具体资料见表1）。

2.2　伤口防护服有利于异种移植受体恒河猴的伤
口愈合

7只恒河猴术后均穿戴伤口防护服来保护伤口免受

抓挠。术前恒河猴穿上伤口防护服开始适应，第 1小
时内因好奇会拉扯、抓挠防护服，1 h后基本适应。恒

河猴穿着防护服时，活动、进食基本不受影响，也没

有出现情绪暴躁等情况。通过伤口防护服的保护，未

发现恒河猴抓挠影响伤口愈合的情况，所有手术伤口

均于术后7～14 d 达Ⅰ期愈合（图2～3）。愈合后不再

穿戴防护服。

3　讨论

猴是最常见的非人灵长类实验动物，其在生理机

能、形态结构和生化代谢等许多方面都与人类高度相

似［12］。因此，应用猴进行科学实验研究对理解人类自

身至关重要。基因编辑猪-猴异种组织器官移植实验的

手术难度大、代价高，需要多部门、多单位配合。手

术前后每个环节都需要认真应对，其中伤口保护是围

表 1　异种组织器官移植手术的受体恒河猴资料
Table 1　Information of recipient rhesus monkeys undergoing xenotransplantation surgery

编号
Number

1
2
3
4
5
6
7

性别
Sex

雄
雄
雄
雄
雄
雄
雄

年龄/year
Age/year

8
9
10
10
11
12
15

体重/kg 
Weight/kg

11.0
11.2
10.0
11.4
10.6
12.0
17.5

移植组织或器官
Transplanted 

tissue or organ
肝脏
心脏
肾脏

膝关节
角膜和皮肤
颅骨和神经

全层腹壁组织

手术时长/h
Operating time/h

7.5
4.0
4.5
4.0
6.5
6.0
8.0

并发症
Complication

无
无
无
无
无
无
无

存活时间/d 
Survival 
time/d

14
20
27

>365
>365
>365

13

伤口愈合
Wound 
healing

Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合
Ⅰ期愈合

注：手术时长不包括取供体的时间。
Note：Surgical time does not include donor harvesting.

注：左为术后即刻；右为术后 10 d 拆线时。
Note：Left, immediately after surgery; Right, 10 days after surgery at 
the time of removing stitches.
图 2 行异种肾移植术后的恒河猴伤口愈合情况（腹部伤口）
Figure 2 Wound healing of rhesus monkeys after 

xenogeneic kidney transplantation (abdominal 
wound)
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手术期护理中非常重要的一个方面，如果护理不当，

可能导致伤口撕裂、感染，从而影响到整个移植术

结果。

实验猴从术前 4周开始进行环境适应性训练，可

消除其因突然到达陌生环境而引起的应激性反应，既

可保障动物福祉，也可在一定程度上减轻术后并发

症［13］。术前伤口防护服的适应性穿着，可使实验动物

适应防护服的束缚，不对防护服感到陌生，还可以根

据具体情况实时调整防护服的大小。术前禁食禁水和

术前用药非常关键，可有效减少手术相关的并发症，

提高手术成功率。

组织器官移植手术创伤大，术后反应重，可能出

现的并发症较多［14］，因此术后护理非常关键。实验动

物的术后恢复情况除了与术中操作、术后排斥反应，

感染、移植器官适配等有关外，也与术后的护理有关，

有时护理不良甚至可能导致实验失败，甚至动物死

亡［15］。伤口保护是术后护理的一个重要方面，尤其是

异种皮片移植的实验，避免术后抓挠是实验成功的关

键。以往大多采用限制动物活动的方式以达到保护实

验动物伤口的目的，如在猴的肘关节和腕关节上佩戴

支具，限制其触及伤口，但这样不仅会影响实验动物

的活动和进食，还可能影响其情绪［16］。本实验中制作

的伤口防护服最大程度上保证了实验动物术后的正常

活动和进食，也有效防止了其术后抓挠伤口。此外，

由于恒河猴被毛浓密纤长，术区敷料固定困难，伤口

防护服还可帮助固定伤口敷料，防止敷料脱落。

综上，在基因编辑猪-猴多组织多器官移植围手术

期，精细的围手术期护理和合适的伤口保护对于手术

和实验的成功非常重要。术前准备为手术的成功实施

创造了最好的条件，且降低了手术并发症的发生风险。

伤口防护服的开发应用，不仅可以在不影响实验动物

活动和进食的基础上有效保护伤口，同时还可以减少

实验人员的工作量。精细的术后护理能够有效降低动

物手术死亡率，提高实验动物生活质量，避免不必要

的重复手术和实验，同时减轻对动物造成的疼痛和伤

害，尽最大可能地使用较少量动物获取实验所需数据。
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不同发育时期小鼠代谢笼实验的最佳适应期探讨
谭 贺, 杨晓辉, 张大秀, 王贵成

(复旦大学发育生物学研究所, 上海 200433)

[摘要] 目的　探究小鼠代谢笼实验中不同发育时期小鼠的最佳适应时间，以期为利用小鼠开展代谢研究提供参
考。方法　使用 3 个发育阶段 （离乳期 M1、青春期 M2 和成年期 M3） 的雄性 C57BL/6J 小鼠共 80 只进行为期 7 d 的
代谢笼实验，每 5 min 记录小鼠摄食、饮水、能量消耗、呼吸商、体重和活动水平等数据。通过时间序列分解和综
合聚类分析对数据进行处理，采用重复测量方差分析法并结合 t 检验进行统计学差异比较，以推断最佳适应时间。
结果　不同发育阶段的小鼠代谢活动存在明显差异 （P<0.01）。与 M2 和 M3 小鼠相比，M1 小鼠的运动水平较低 （P<
0.01），并且昼夜节律不明显。M1 小鼠具有更高的氧气消耗量、二氧化碳呼出量和能量消耗水平，以及较低的呼吸
商 （均 P<0.001），表明其主要以脂肪作为能量来源。对摄食、饮水和能量消耗等因素进行分析后发现，各发育阶段
的小鼠在第 1 个光周期 （0～12 h） 与 第 2 个光周期之间 （24～36 h） 存在明显差异 （均 P<0.05），而 24 h 后每日摄食
量、饮水量不再有明显差异 （均 P>0.05）。综合多指标进行聚类分析后发现，小鼠在进入代谢笼的前24 h 综合指标与
后续 6 d 的综合指标不成簇，出现离群，表现出明显差异。结论　小鼠代谢笼实验可以用于检测小鼠连续的生理学
指标变化，结果提示小鼠进入代谢笼 24 h 就可以适应新的代谢笼环境，这为小鼠代谢实验设计提供了理论依据。
[ 关 键 词 ] 代谢笼； 适应期； 摄食； 饮水； 聚类分析； 小鼠
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Optimal Adaptation Period for Metabolic Cage 
Experiments in Mice at Different Developmental Stages

TAN He, YANG Xiaohui, ZHANG Daxiu, WANG Guicheng
(Institute of Developmental Biology and Molecular Medicine, Fudan University, Shanghai 200433, China)
Correspondence to: WANG Guicheng (ORCID: 0000-0002-3979-419X), E-mail: wangguicheng@fudan.edu.cn

[ABSTRACT] Objective To investigate the optimal adaptation period for mice at different developmental 
stages during metabolic cage experiments, aiming to provide a reference for conducting metabolic 
research using mice. Methods A total of 80 male C57BL/6J mice at three developmental stages (weaning 
period M1, adolescent M2, and adulthood M3) were subjected to a 7-day metabolic cage experiment. Data 
on food intake, water intake, energy expenditure, respiratory quotient, body weight, and activity levels were 
recorded every five minutes. The collected data were processed using time series decomposition and 
comprehensive cluster analysis. Statistical differences were compared using repeated measures ANOVA 
combined with t-test to determine the optimal adaptation period. Results Significant differences in 
metabolism were observed among mice in different developmental stages (P<0.01). Compared with 
adolescent (M2) and adult (M3) mice, weaned mice (M1) exhibited lower activity level (P<0.01) and less 
distinct circadian rhythm. M1 mice had higher oxygen consumption, carbon dioxide production, and energy 
expenditure, as well as a lower respiratory quotient (all P<0.001), indicating that they mainly relied on fat as 
an energy source. Analysis of food intake, water intake, and energy expenditure revealed significant 
differences between the first light cycle (0-12 h) and the second light cycle (24-36 h) across all 
developmental stages (all P<0.05) . However, there was no significant difference in daily food intake or 
water intake after 24 hours (both P>0.05). Comprehensive cluster analysis of multiple indicators showed 
that the overall indicators of mice during the first 24 hours in the metabolic cages did not cluster with 
those of the subsequent 6 days, demonstrating significant differences. Conclusion Metabolic cage 
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experiment can be used to detect continuous physiological changes in mice. The results suggest that mice 
can adapt to new metabolic cages environment within 24 hours, providing a theoretical basis for the design 
of metabolic experiments using mice.
[Key words]  Metabolic cage; Adaptation period; Food intake; Water intake; Cluster analysis; Mice

近年来，代谢性疾病（如高脂血症、高血压病、

糖尿病、肥胖、高尿酸血症等）的发病率和死亡率逐

年攀升，对人体健康和生命安全造成严重影响，已成

为公共卫生领域关注的一个焦点［1］。此类疾病的发病

率随年龄增长而上升［2］，但其潜在的病理生理机制目

前尚未完全阐明，相关概念和标准也尚不明确。因此，

了解代谢性疾病的发病机制和早期诊断标准具有重要

意义。

为探究代谢性疾病的发生风险和致病机制，研究

人员常使用小鼠或大鼠代谢异常模型进行实验［3-5］，
其中监测动物代谢与行为指标是评价模型构建成功与

否的关键。代谢笼是一种可连续测量和记录实验动物

代谢与行为指标的分析系统，广泛应用于研究［6-8］。
代谢笼包含活动、食物、水、氧气和二氧化碳等检测

模块，以及数据记录和存储等模块，用以对实验动物

进行连续监测［9］。为确保数据准确，通常在一个笼内

只放置一只实验动物。鉴于代谢和行为指标具有周期

性特点，代谢笼实验通常持续 24 h以上。但是研究发

现，单调的独居环境、较小的活动空间和密集分布的

金属材料可引发实验小鼠或大鼠出现应激和不适反

应［10-15］。代谢笼中的独居环境会降低大鼠的药物代谢

能力［16］。长时间在代谢笼中饲养的小鼠易出现氧化应

激水平、皮质酮水平和肌酐排泄量显著增加的现象。因

此，多项实验指南建议缩短小鼠在代谢笼中的时间［17］。
然而，为了获得稳定可靠的后续实验数据，常需

要动物适应新环境和位置。因此，代谢笼实验中的适

应期设置至关重要。适应期过短可能导致实验数据受

环境因素影响；过长则增加时间和经济成本，同时可

能影响小鼠的生理和心理状态。另外，适应期受多种

因素影响，如实验环境、操作和小鼠特征等，并无固

定准则。基于以上考虑，本研究使用不同发育时期的

C57BL/6J小鼠进行代谢笼实验前的适应期监测，通过

周期性检测确定稳定指标的时间点，以期为同领域研

究者提供实验适应期的设计依据，并为其他实验平台

提供参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物及饲养条件
根据Dutta等［18］对小鼠年龄的分期标准，选择 3

个发育阶段的 SPF级 C57BL/6J小鼠共 80只：离乳期

（M1，出生后21～28 d，24只）、青春期（M2，出生后

29～42 d，24只）、成年期（M3，出生后43～70 d，32
只）进行实验研究。实验小鼠来源于美国杰克逊实验

室（JAX序列号：1045045），小鼠引进后一直饲养在

复旦大学发育生物学研究所的实验动物屏障设施

［SYXK（沪） 2020-0032］。鉴于雄性小鼠对独居环境

具有更强的适应能力［19］，故本实验选取雄性小鼠作为

研究对象。实验动物屏障设施内环境温度为 22～
24 ℃，相对湿度为 40%～70%，昼夜光照节律 12 h
（8∶00～20∶00）。在代谢分析期间使用与小鼠饲养室相

同的酸化水、饲料与垫料，以减少小鼠需要适应的环

境因素。所有小鼠饲养及实验操作均遵循《复旦大学

发育生物学研究所动物管理与使用指南》（2020）的要

求，实验方案通过复旦大学发育生物学研究所动物管

理委员会批准（No. IDM2021093）。
1.2　实验仪器及其参数设置

高分辨率多通路小鼠呼吸运动测量系统购自美国

Sable Systems International公司（型号Promethion core），
实验中使用生活笼、环境监测模块、代谢监测模块、

质量监测模块和位置监测模块，1次实验中平行进行8
笼检测。实验中小鼠的体重、摄食与饮水情况监测使

用通用型MM-1质量测量模块进行，MM-1提供0.002 g
分辨率的测量结果；笼盒中的代谢相关空气指标由美

国 Sable Systems International公司的 Promethion代谢筛

查用 GA3m2气体分析仪测量，获得二氧化碳、氧气等

的含量变化数据；小鼠行为学指标数据由美国 Sable 
Systems International公司的Promethion BXYZ Beambreak
活动监测仪记录，获得小鼠的移动距离和步行距离。

每次实验开始前1 d将实验所需笼具、饲料盒以及

气体通道进行高温高压灭菌，水瓶经过紫外消毒室消

毒后组装，笼具底部铺一层垫料。在进行气体与模块

校准后建立检测文件，水瓶与饲料盒在MM-1测量模

块下悬挂过夜，次日检查以防止水瓶泄漏。检测正式

开始于次日早上 8时，实验小鼠于 8∶00左右从饲养室

取出，8∶10放入笼具。

1.3　小鼠运动及代谢数据的采集
80只小鼠进行了为期7 d的代谢笼实验，实验周期
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内每5 min进行一次实验数据采集，经软件处理后生成

csv文件。能量消耗（energy expenditure，EE）与呼吸

商（respiratory quotient，RQ）是代谢笼实验中被广泛

关注的2个指标，研究中常采用这2个指标的稳定时间

作为最短适应时间。能量消耗水平通过检测氧气消耗

量（VO2）和二氧化碳呼出量（VCO2），然后根据Weir
公式［EE（kcal/d） =（3.9×VO2+1.1×VCO2） ×1.44］计

算得到。呼吸商代表动物在不同运动强度或生理状态

下机体消耗脂肪或碳水化合物的比例，其通过生成二

氧化碳和消耗氧气的比率（RQ=VCO2/VO2）计算得到。

X、Y、Z轴移动频率和步行距离可反映小鼠探索新事

物的天性，这 2个指标的稳定时间象征着探索期结束

时间。总运动距离反映小鼠在代谢笼环境中的整体运

动强度。食物摄入、饮水与体重是反映小鼠适应期效

果的3个指标，当这3个指标稳定时，认为小鼠已经适

应新环境［20］。
在本研究中，选择能量消耗、呼吸商、体重、食

物摄取、饮水和活动水平等作为小鼠对环境适应程度

的指标。以 24 h为周期，对数据进行时间序列分解和

综合聚类分析，以判断小鼠的适应时间。

1.4　统计学方法
使用 SPSS 26.0软件进行各指标数据的统计分析，

然后采用 Python 3.12.2软件进行数据可视化处理和统

筹分析。结果数据以平均值±标准误（-x±se）表示，采用

重复测量方差分析 3个发育阶段统计数据的差异显著

性，并采用双侧 t检验进行组内前后两天指标的比较。

P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠的运动水平与年龄相关
小鼠进入新环境后通常会经历几个不同的适应阶

段：第一阶段是畏惧期，此阶段小鼠刚进入新环境，

通常会在角落蜷缩身体，判断环境是否有威胁存在；

第二阶段是探索期，此阶段小鼠多数会沿边界运动并

探索周围环境；第三阶段为适应期，此阶段小鼠基本

可以适应当前环境，不再恐惧并且恢复正常的进食、

饮水和打理毛发等行为。

在实验过程中，剔除部分小鼠状态恶化或中途死

亡、代谢笼盒传感器故障和水瓶泄漏等数据后，共有

48只小鼠（M1即离乳期8只，M2即青春期16只，M3
即成年期24只）的活动和代谢数据纳入统计。对于纳

入统计的小鼠，统计其在代谢笼中对X、Y、Z轴红外

射线矩阵的打断次数（反映移动频率）。结果显示，

M1小鼠在 X、Z轴上移动频次显著低于M2小鼠（P<
0.01，P<0.001）和 M3 小鼠（P<0.01，P<0.001）（图

1A～C）。统计各个发育时期的小鼠在代谢笼中每5 min
的运动距离，结果显示，M1小鼠在每 5 min内的运动

距离显著短于 M2 小鼠 （P<0.01） 和 M3 小鼠 （P<
0.05），并且呈现出较差的昼夜节律（图1D～F）。以上

结果提示，小鼠的运动水平与其发育阶段密切相关。

2.2　小鼠的代谢能力与年龄相关
随着年龄增长，小鼠在代谢笼中的氧气消耗量

（4.586±0.247 7、4.020±0.277、3.602±0.168 6）和二氧

化碳呼出量 （3.489±0.199 2、3.109±0.164 0、2.984±
0.205 8）逐渐降低，离乳期（M1）小鼠的氧气消耗量

和二氧化碳呼出量显著高于青春期（M2）和成年期

（M3）小鼠（均P<0.001，图 2A～B）。通过Weir公式

计算得到的能量消耗水平也同样逐渐降低（0.527±
0.005 1、0.460±0.002 9、0.420±0.001 9），M1小鼠显著

高于M2和M3小鼠（均P<0.001，图2C）。不同发育阶

段小鼠的呼吸商存在差异，M3小鼠明显高于M2和M3
小鼠（均P<0.001，图2D）。尽管成年期小鼠的呼吸商

仍然较低，表明脂肪是主要的能量来源，但随着年龄

增长，能量来源从以脂肪高占比向以碳水化合物高占

比转化。以上结果提示，小鼠的代谢能力随着年龄发

生变化。

2.3　小鼠适应能力随时间变化
对小鼠各项适应能力数据进行整理分析，第 1天

（0～24 h时间段）和第2天（24～48 h时间段）的饮食

数据比对后发现，小鼠的摄食量和饮水量没有显著差

异（P＞0.05）；同样，第2天（24～48 h时间段）和第

3天（48～72 h时间段）的摄食量和饮水量也没有显著

差异（P＞0.05）。结果表明，在 24 h时间内，小鼠已

经可以正常进食和饮水，并在后续实验周期内趋于稳

定（表1）。
3个发育时期的小鼠在X、Y、Z轴上的运动水平随

时间变化（图1A～C）。进一步对小鼠在X、Y、Z轴上

运动打断射线的频次总和进行比对分析后发现，M2和
M3小鼠在第 1天的运动水平显著高于第 2天及后续实

验周期（均P<0.001，表1）。结果说明代谢笼实验第1
天时小鼠处于探索代谢笼环境的适应阶段；小鼠在第2
天及后续实验周期内各个方向上的运动水平稳定，说

明此阶段小鼠已对代谢笼环境有了很好的适应能力。

为了精确探究小鼠对新环境的适应时间，对前2 d
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的情况进行了详细研究，特别是比较了第 1个光周期

（0～12 h）和第 2个光周期（24～36 h）内小鼠的摄食

量和饮水量变化。结果显示，M1小鼠在第1个光周期

与第 2个光周期之间的摄食量和饮水量都存在显著差

异（P<0.05，P<0.001），M2小鼠的摄食量和饮水量差

异不明显，M3小鼠仅摄食量有显著差异（P<0.001，

注：A～C，小鼠在 X 轴、Y 轴和 Z 轴上打断红外射线的频次，离乳期 （M1，n=8） 小鼠在 X 和 Z 轴上运动频次显著低于青春期 （M2，n=16） 和
成年期 （M3，n=24） 小鼠 （*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）；D～F，M1、M2 和 M3 小鼠每 5 min 在所有方向上的运动距离总和。
Note：A-C, Frequency of infrared beam interruptions on X, Y, Z axes, the movement frequencies of weaned mice (M1, n=8) on X and Z axes 
was significantly lower than that of adolescent (M2, n=16) and adult (M3, n=24) mice (*P<0.05，**P<0.01, ***P<0.001); D-F, Total movement 
distance of M1, M2, M3 mice in all directions every 5 minutes in metabolism cage.
图 1 不同发育阶段的 C57BL/6 小鼠在代谢笼内的活动水平比较
Figure 1 Comparison of activity levels of C57BL/6 mice at different developmental stages in metabolism cages

注：A，氧气消耗量的变化；B，二氧化碳呼出量的变化；C，能量消耗 （EE） 水平的变化；D，小鼠代谢笼中呼吸商 （RQ） 变化。离乳期
（M1，n=8） 小鼠的 O2消耗水平、CO2呼出水平和能量消耗水平显著高于青春期 （M2，n=16） 小鼠和成年期 （M3，n=24） 小鼠 （***P<0.001），
而 M3 小鼠的 RQ 显著高于 M1 和 M2 小鼠 （***P<0.001）。以上数据均以体重 （g） 为基准进行校正，结果以 mean±SEM 表示，统计学显著性差
异通过重复测量数据方差分析给出。
Note：A, Changes in oxygen consumption; B, Changes in carbon dioxide exhalation; C, Changes in energy expenditure (EE) levels; D, 
Changes in metabolic cage respiratory quotient (RQ) in mice. O2 consumption, CO2 exhalation, and EE of weaned mice (M1, n=8) were 
significantly higher than those of adolescent (M2, n=16) and adult (M3, n=24) mice (***P<0.001). RQ of M3 mice was significantly higher than 
that of M1 and M2 mice (***P<0.001). Data were calibrated on body mass (g), and results were expressed as mean±SEM, statistically 
significant differences were shown by repeated measures ANOVA. 
图 2 不同发育阶段的 C57BL/6 小鼠在代谢笼中的代谢活动变化
Figure 2 Metabolic activity changes of mice in metabolism cages across 3 age groups
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表2）。结果说明，不同年龄小鼠适应摄食和饮水的时

间略有不同，但24 h内都会趋于稳定。

在3个不同发育阶段的小鼠中，M1、M2小鼠的氧

气消耗量、二氧化碳呼出量和能量消耗水平在第 1天
和第 2天之间无显著差异（均P>0.05），但M3小鼠的

氧气消耗量、二氧化碳呼出量和能量消耗水平在第 1
天和第 2天之间存在显著差异（均P<0.05，图 2）。基

于上述多项指标的综合考量可知，3个发育阶段的小鼠

在进入新环境的24 h内已经成功适应。

2.4　代谢笼环境中小鼠适应时间的可视化处理
为了更加直观地分析 3个发育阶段小鼠的代谢指

标变化，运用Python软件对收集到的小鼠代谢笼数据

进行分析。选取每5 min内所有定向运动距离总和、在

XYZ轴上的移动频次、氧气消耗量、二氧化碳呼出量、

摄食量和饮水量等指标进行可视化处理。结果显示，

每5 min内所有定向运动总和以及X、Y、Z轴上的移动

频次这4个运动指标在第1天都显著高于后续周期。同

样地，第 1天的氧气消耗量、二氧化碳呼出量和摄食

量指标数据出现了偏高的离散曲线，后续阶段的数据

趋于稳定且与小鼠在光周期与暗周期的活动和生理状

态相吻合，呈现在光周期内活动水平和氧气消耗水平

低，暗周期内活动水平和氧气消耗水平高的特

点（图3）。
2.5　代谢笼环境中小鼠适应时间的聚类分析

运用 Python软件的 K-means算法对氧气消耗量、

二氧化碳呼出量、呼出水含量、能量消耗、呼吸商、

每5 min内所有定向运动总和、总运动距离、摄食量和

饮水量指标进行聚类分析。分析结果显示，M1小鼠的

第1天数据（M1_1）与后续6 d的数据（M1_2～M1_7）
相分离，不能形成聚类；M2和M3小鼠同样呈现了第1
天与后续6 d数据离散的结果，不能形成聚类（图4）。
综上所述，各个发育时期的C57BL/6小鼠在进入代谢

笼环境后，仅需 24 h便能适应环境，随后可开始收集

代谢数据。

3　讨论

本研究使用的 Promethion系统采用流式呼吸测量

法检测代谢率，使用各种传感器技术监测食物和水的

表 2　小鼠进入代谢笼内第 1 个与第 2 个光周期的各指标适应
效果评价

Table 2　Evaluation of adaptation effects on various 
indicators in metabolic cages during the first 
and second light periods

（
-x±se）

适应时间
Adaptation 

time
第 1 个光周期
0-12 h
第 2 个光周期
24-36 h

指标
Indicators

摄食量/g
饮水量/mL
摄食量/g
饮水量/mL

离乳期(M1)
Weaned (M1)

1.52±0.44
0.44±0.29
2.03±0.45*

1.29±0.43***

青春期(M2)
Adolescent 

(M2)
1.16±0.47

0.37±0.25
1.05±0.47
0.54±0.35

成年期(M3)
Adult (M3)

1.58±0.72
0.49±0.34
0.95±0.42***

0.67±0.31

注：M1 为离乳期小鼠；M2 为青春期小鼠；M3 为成年期小鼠。以第
1 个光周期作为对照组，*P<0.05，***P<0.001。
Note：M1, weaned mice; M2, adolescent mice; M3, adult mice. 
Compared to the first light cycle, *P<0.05, ***P<0.001.

表 1　小鼠进入代谢笼内前 3 d 的各指标适应效果评价
Table 1　Evaluation of adaptation effects on various indicators in metabolic cages during the first three days

（
-x±se）

适应时间
Adaptation time

第 1 天
0-24 h

第 2 天
24-48 h

第 3 天
48-72 h

指标
Indicators

摄食量/g
饮水量/mL
XYZ 轴移动频次/次
摄食量/g
饮水量/mL
XYZ 轴移动频次/次
摄食量/g
饮水量/mL
XYZ 轴移动频次/次

离乳期(M1)
Weaned (M1)

4.43±1.12
3.38±0.62

222.21±23.20
4.69±0.80
3.57±0.73

186.22±32.15
4.78±1.00
4.78±1.00

168.21±54.76

青春期(M2)
Adolescent (M2)

4.27±1.02
2.98±0.59

289.41±40.00
4.25±0.99
3.15±0.75

240.27±32.29***

3.82±0.67
3.05±0.66

213.24±24.71***

成年期(M3)
Adult (M3)
5.02±1.51
3.50±1.01

368.90±39.49
4.50±1.21
3.44±0.77

264.98±36.63***

4.78±1.14
3.43±0.82

250.81±25.62***

注：XYZ 轴移动频次为小鼠在 X、Y、Z 轴上运动打断射线的频次总和。以第 1 天作为对照组，***P<0.001。
Note：XYZ movement frequency is the total number of interruptions of infrared beams on the X, Y, and Z axes. Compared to the first day, 
***P<0.001.
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摄入量、动物体重和运动位置（X、Y、Z红外探测阵

列），同时配备环境监测、跑轮、通道等模块应用于特

殊的实验设计。为了保持实验的普适性，本研究仅使

用了生活笼、环境监测、代谢监测、体重监测和位置

监测模块。成功设置后，该系统在指定时间范围内每

5 min进行一次代谢、体重和位置数据的测量，同时监

测环境变量，如光照、温度、湿度和声音等。然而，

由于实验平台的差异，包括饲养室与实验室、代谢笼

与饲养笼之间的差异，如环境噪声、温度、光照等，

会导致小鼠产生探索和适应的行为。这些行为可能会

注：A，小鼠在代谢笼中每 5 min 内所有方向上的运动总和；B，小鼠每 5 min 在 X 轴上的运动频次；C，小鼠每 5 min 在 Y 轴上的运动频次；
D，小鼠每 5 min 在 Z 轴上的运动频次；E，小鼠在代谢笼中消耗氧气的变化；F，小鼠在代谢笼中呼出二氧化碳的变化；G，小鼠在代谢笼中
每 5 min 内摄取食物的质量；H，小鼠在代谢笼中每 5 min 内饮水量。M1 为离乳期小鼠；M2 为青春期小鼠；M3 为成年期小鼠。
Note：A, The total movements of the mice in all directions during 5 minutes in metabolic cages; B, The frequency of movement along the X 
axis; C, The frequency of movement along the Y axis; D, The frequency of movement along the Z axis; E, Changes in oxygen consumption in 
metabolic cages; F, Changes in carbon dioxide exhaled in metabolic cages; G, The amount of food intake every 5 minutes by mice in 
metabolic cages; H, The amount of water intake by mice every 5 minutes in metabolic cages. M1, weaned mice; M2, adolescent mice; M3, 
adult mice.
图 3 不同发育阶段的小鼠进入代谢笼后的适应指标数据可视化分析
Figure 3 Visualization analysis of adaptation indicators for mice in metabolic cages at different developmental stages
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影响小鼠的日常行为模式和日夜节律，从而使得特定

时段的数据无法完全代表正常状态下的小鼠行为和代

谢表型。

先前的研究普遍认为，正常小鼠在代谢笼实验中

的适应时间应该大于 48 h，从 48 h开始，数据基本能

达到稳定状态［20-21］。然而，由于研究的具体内容不

同，实验者通常使用不同年龄和品系的小鼠进行代谢

笼实验。因此，年龄和品系应是影响小鼠最佳适应时

间的两个主要因素。

本次研究采用摄食、饮水、体重和活动水平作为

衡量小鼠适应代谢笼环境的指标。通过连续7 d的数据

采集分析发现，不同发育阶段的小鼠代谢水平存在显

著差异。离乳期（M1）小鼠在X、Z轴上打断红外射

线的频次和每5 min运动距离均显著低于青春期（M2）
和成年期（M3）小鼠。这表明M1小鼠的运动频率较

低，运动距离较短。此外，M1小鼠在食物摄入、饮水

和运动方面的节律性较差，在光周期和暗周期阶段没

有明显区别。因此，在进行代谢检测，特别是易受生

物节律影响的生理数据时，应谨慎考虑使用M1或日龄

更小的小鼠。

M2和M3小鼠在进入代谢笼的第 1天呈现活动频

率高、运动量大，并伴随氧气消耗量、二氧化碳呼出

量和能量消耗提高的现象；然而，与第 2天和后续阶

段相比，第 1天的摄食量、饮水量、体重和能量消耗

注：离乳期小鼠进入代谢笼的第 1 天 （M1_1）、青春期小鼠进入代谢笼的第 1 天 （M2_1） 和成年期小鼠进入代谢笼的第 1 天 （M3_1） 数据均出
现离群，不与同组内数据成簇。 Kcal_hr，小鼠每小时能量消耗/mL；VCO2，小鼠二氧化碳呼出量；VO2，小鼠氧气消耗量/mL；VH2O，小鼠
饮水量 mL；Allmeters.5m，小鼠每 5 min 总运动距离/m；Pedmeters.5m，小鼠每 5 min 内定向运动总距离/m；Foodupa.5m，小鼠每 5 min 摄
食量/g；Waterupa.5m，小鼠每 5 min 饮水量/mL。
Note：The data from day 1 in metabolic cages for weaned mice (M1_1), adolescent mice (M2_1), and adult mice (M3_1) were outliers and did 
not cluster with the data from the same group. Kcal_hr，EE per hour/mL；VCO2，mice carbon dioxide exhalation；VO2，oxygen consumption/
mL；VH2O，water intake/mL；Allmeters.5m，total movement distance in 5 min/m；Pedmeters.5m，total directional movement distance along 
X, Y, Z axes in 5 min/m；Foodupa.5m，food intake in 5 min/g；Waterupa.5m，water intake in 5 min/mL。
图 4 不同发育阶段的小鼠进入代谢笼后各适应指标数据的多因素聚类分析
Figure 4 Multifactor clustering analysis of adaptation indicators for mice at different developmental stages in metabolic 

cages

508



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct . 2024, 44(5)

水平均显著降低，这可能是由于适应新环境所致。不

过，第2天相较于第3天以及随后的时间，这些数据之

间没有显著差异。说明在经过1 d适应后，小鼠已经在

新的代谢笼环境中取得良好的适应效果。

早期研究中，对代谢笼适应期的设置问题往往存

在不同的观点。Kalliokoski等［17］利用 BALB/c小鼠进

行了为期 3周的代谢笼实验，结果显示代谢笼实验组

小鼠的代谢物皮质酮和肌酐水平显著升高，机体处于

较高的氧化应激水平，因此认为小鼠无法适应代谢笼

环境。Eriksson等［22］研究表明，对于年幼大鼠，代谢

笼环境不会造成明显的应激反应。另有研究表明，小

鼠的饲养、攀爬、梳理毛发、进食行为和皮质酮水平

在饲养位置改变后立即发生显著变化，但大多数行为

会相对较快地稳定下来，皮质酮水平会在1 d内恢复到

正常水平［23］。
已知新的饲养环境会影响小鼠生理和心理状态，

而长时间的代谢笼环境被认为对于小鼠是一种中度或

重度压迫［24］。另一方面，为了得到稳定可靠的数据，

应该让动物适应新的笼子和位置的变化［23］。因此，在

小鼠代谢检测实验中，适应期的设计是必要且关键的。

根据小鼠的年龄和品系设计代谢笼实验的适应期，是

提高实验效率和数据可用性的有效手段。本研究结果

显示，对 C57BL/6 小鼠进行代谢活动检测时，设置

24 h的适应期是比较合适的选择。鉴于代谢检测系统

的多样性和动物平台的差异，本研究结果还有待于进

一步验证，不能否定其他的代谢检测系统或平台存在

不同于本平台的研究结果。本研究可为使用Promethion
系统的代谢笼实验提供数据支持，同时也可为其他平

台的代谢笼实验设计提供参考。
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人肝肿瘤细胞的裸小鼠原位癌建模条件优化及评价
孟 雨1,2, 梁冬丽2, 郑琳琳2, 周园园2, 王朝霞2

(1. 上海交通大学生命科学技术学院, 上海 200240;  2. 上海交通大学实验动物中心, 上海 200240)

[摘要] 目的　优化通过注射人肝肿瘤细胞株构建原位癌裸小鼠模型的条件，并探索适宜的给药治疗时间。
方 法　 选用稳定表达萤光素酶报告基因 （LUC） 的人肝细胞癌 Hep3B 与肝母细胞瘤 HepG2 细胞株，使用小动物活
体成像系统分析萤光素酶发光强度与肝肿瘤细胞数量之间的线性相关性，验证人源肝肿瘤细胞的发光效率。在 5 周
龄 雌 性 BALB/c 裸 小 鼠 的 肝 叶 原 位 接 种 不 同 浓 度 （8×106、 2.4×107、 7.2×107 个/mL）、 不 同 重 悬 介 质 （PBS、
Matrigel） 的人肝肿瘤细胞悬液 HepG2-LUC 和 Hep3B-LUC （共 12 组，每组 7 只），分别构建人肝肿瘤裸小鼠原位癌
模型。每 7 d 为 1 个周期记录各组小鼠体重，用小动物活体成像系统定期监测原位肿瘤的生长过程，观察肿瘤生长
趋势。接种肿瘤细胞后第 35 天 剖取小鼠肝脏，制备病理切片，进行苏木精-伊红（hematoxylin and eosin，HE）染
色观察组织病理学变化。结果　两种人肝肿瘤细胞株的发光强度均与细胞数量呈正相关 （R2=0.983 1，R2=0.970 5），
适宜用于原位癌模型的构建。HepG2-LUC 高浓度组，HepG2-LUC+Matrigel 低、中、高浓度组，Hep3B-LUC 中、
高浓度组与 Hep3B-LUC+Matrigel 低、中、高浓度组均成功造模。HepG2-LUC+Matrigel 高浓度组较低浓度与中浓
度组小鼠的体重显著下降 （P<0.05），Hep3B-LUC+Matrigel 高浓度组较低浓度与中浓度组小鼠的体重也显著下降

（P<0.05）。成功造模组小鼠的荧光发光强度随时间呈指数型增长 （R2>0.950 0），且在移植后 14 d 发光强度至少可达
到 1.0×107 p/ （s·cm²·sr）。 HepG2-LUC 低、中浓度组和 Hep3B-LUC 低浓度组小鼠肝脏未见明显的病理学变化，其余
组肝脏肿瘤和肝细胞病变明显。结论　对于 HepG2-LUC 细胞株，推荐肝叶原位注射 2.4×107 个/mL （50 µL） 且与
Matrigel 重悬的混合细胞液体造模，并于造模后第 7 天给药或采取预后措施；而对于 Hep3B-LUC 细胞株，推荐肝叶
原位注射 7.2×107个/mL （50 µL）（不与 Matrigel 重悬混合） 造模，并于造模后的第 14 天给药或采取预后措施。
[ 关 键 词 ] 肝癌； 原位移植； HepG2-LUC； Hep3B-LUC； BALB/c 裸小鼠
[中图分类号] R73-3；Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2024）05-0511-12

Optimization and Evaluation of Conditions for 
Orthotopic Nude Mouse Models of Human Liver Tumor Cells

MENG Yu1,2, LIANG Dongli2, ZHENG Linlin2, ZHOU Yuanyuan2, WANG Zhaoxia2

(1. School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China;
2. Laboratory Animal Center, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China)
Correspondence to: WANG Zhaoxia, E-mail: zhaoxiaw@sjtu.edu.cn

[ABSTRACT] Objective The study aims to optimize the conditions for constructing orthotopic nude 
mouse models of liver cancer by injecting human liver tumor cell lines and to explore appropriate timings 
for drug administration. Methods Human hepatocellular carcinoma Hep3B and hepatoblastoma HepG2 
cell lines, which stably expressing the luciferase reporter gene (LUC), were selected. The linear correlation 
between the luciferase luminescence intensity and the number of liver tumor cells was analyzed using a 
Small Animal In Vivo Imaging system to verify the luminescent efficiency of the human liver tumor cells. 
Different concentrations (8×106, 2.4×107, 7.2×107 cells/mL) and resuspension media (PBS, Matrigel) of human 
liver tumor cell suspensions HepG2-LUC and Hep3B-LUC were orthotopically inoculated into the liver lobes 
of 5-week-old female BALB/c nude mice (12 groups, 7 mice each) to construct human liver tumor nude 
mouse orthotopic cancer models. Every 7 days, the weights of mice were recorded, and the growth of 
orthotopic tumors was monitored using the Small Animal In Vivo Imaging system. On day 35 post-cell 
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Animal Models of Human Diseases

[第一作者] 孟  雨（1999—），女，硕士研究生，研究方向：实验动物。E-mail： mengyu0809@sjtu.edu.cn；
梁冬丽（1988—），女，博士，实验师，研究方向：实验动物模型、雄性生殖。E-mail： July_liang@sjtu.edu.cn

[通信作者] 王朝霞（1969—），女，博士，研究员，研究方向：医学实验动物学。E-mail： zhaoxiaw@sjtu.edu.cn

511



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2024, 44(5)

inoculation, mouse livers were dissected, and pathological slices were prepared for HE staining to observe 
histopathological changes in liver tissues. Results The luminescence intensity of human liver tumor cell 
lines was positively correlated with the number of cells (R2=0.983 1, R2=0.970 5), indicating their suitability 
for orthotopic model construction. Successful modeling was achieved in the high-concentration groups of 
HepG2-LUC, the low-, medium-, and high-concentration groups of HepG2-LUC+Matrigel, the medium- and 
high-concentration groups of Hep3B-LUC, and the low-, medium-, and high-concentration groups of Hep3B-
LUC+Matrigel. For both HepG2-LUC+Matrigel and Hep3B-LUC+Matrigel groups, mice in the high-
concentration groups exhibited significantly reduced body weight compared to the low- and medium-
concentration groups (both with P<0.05). The luminescence intensity of successfully modeled mice 
increased exponentially over time (R2>0.950 0), and reached a minimum of 1.0×107 p/(s ·cm² · sr) by day 14 
post-transplantation. Mice in the low- and medium-concentration groups of HepG2-LUC and the low-
concentration group of Hep3B-LUC showed no significant pathological changes, while the other groups 
exhibited evident liver tumors and hepatocyte lesions. Conclusion For the HepG2-LUC cell line, the 
recommended injection volume is 50 µL with a cell density of 2.4×107 cells/mL, resuspended with Matrigel, 
followed by drug administration or prognostic measures on day 7 post-modeling. For the Hep3B-LUC cell 
line, the recommended injection volume is 50 µL with a cell density of 7.2×107 cells/mL, not resuspended 
with Matrigel, with administration or prognostic measures on day 14 post-modeling. 
[Key words]  Liver cancer; Orthotopic transplantation; HepG2-LUC; Hep3B-LUC; BALB/c nude mice

恶性肝肿瘤是指发生在肝脏的恶性病变，主要包

括肝癌和极为罕见的肝肉瘤。肝癌主要分为肝细胞癌

（hepatocellular carcinoma， HCC） 和 胆 管 细 胞 癌

（cholangiocellular carcinoma，CCA）。在成人病例中，

HCC占比可达 90%，CCA约占 10%。在儿童病例中，

恶 性 肝 肿 瘤 主 要 是 胚 胎 来 源 的 肝 母 细 胞 瘤

（hepatoblastoma，HB），占 60%～70%，其次是 HCC，
占 25%～30%［1-2］。目前，临床上针对HCC的治疗手

段仍以传统的手术切除为主［3-4］，但其治疗效果差，

术后转移及复发率较高［5］。其他的一些保守治疗手

段，如消融治疗、经导管动脉化疗栓塞术、免疫治疗

和靶向治疗［6］，也难以治愈肝癌。不同于HCC的治疗

方法繁多，针对HB的治疗手段目前仅局限于肝切除和

化疗［7］。近年来HB的发病率持续上升，但相关治疗

药物的研发仍没有显著进展。因此，亟须建立一种高

效、操作简便、能满足临床研究需求的原位肝癌动物

模型，以进一步加速抗肿瘤药物的研发。

原位肝肿瘤动物模型的种类多样，大致分为自发

性肝肿瘤模型、诱发性肝肿瘤模型、移植性肝肿瘤模

型、基因修饰模型等。其中，移植性肝肿瘤模型在药

物研发中应用最为广泛。根据移植物来源不同，移植

性肝肿瘤模型又分为同种移植和异种移植。前者的受

体动物一般拥有完整的免疫系统，是评估免疫调节疗

法的有力工具；后者则需要使用免疫缺陷动物，能高

度模拟人类肿瘤的特点［8］。异种移植又分为异位移植

（如皮下、腹腔）与原位移植。原位移植肿瘤模型能准

确地反映肿瘤环境，特别是血管化和基质的影响［9］，
但它比异位移植的操作更复杂，且存在不易观测的缺

点。萤光素酶作为一种体内报告基因，其标记特异性

强、组织穿透率高，可以有效弥补原位癌模型难以观

测的短板，利用活体成像技术可以直接观察、定量监

测肿瘤在体内的生长、转移及对药物的反应等

情况［10-11］。
本研究分别选用萤光素酶报告基因（luciferase 

reporter gene，LUC）标记的人肝母细胞瘤HepG2、人

肝癌细胞株Hep3B构建人肝肿瘤裸小鼠原位癌模型，

辅以生物发光活体成像，实现肿瘤生长情况的动态监

测，并对造模条件进行优化与评价，为临床筛选新药

及评估不同治疗手段提供基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物及其饲养环境
5周龄雌性 BALB/c 裸小鼠 84只，体重 15～17 g，

购自上海灵畅生物科技有限公司［SCXK（沪） 2023-
0003，实验动物质量合格证编号为 2023000302957、
20230003003317、20230003003378］，随机分为 12 组
（7只/组）。动物饲养于上海交通大学实验动物中心屏

障设施［SYXK（沪） 2023-0042］，24 h提供无菌水和

固体棒状饲料，室温（24±2）  ℃，相对湿度 40%～
70%，定期检测环境卫生。动物在 12 h光照和 12 h黑
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暗的交替环境下饲养，正常摄食和饮水。动物先经适

应性饲养7 d后开展动物实验，并按照实验动物使用的

3R原则给予人道关怀。本实验经上海交通大学实验动

物伦理与使用委员会批准（批号A2023099），严格遵

守国家有关动物实验伦理和使用准则。

1.2　细胞、试剂和仪器
萤光素酶报告基因标记的HepG2-LUC和Hep3B-

LUC细胞株分别购自南京科佰生物科技有限公司和厦

门逸漠生物科技有限公司。HepG2-LUC细胞培养使用

MEM基础培养液，并添加 10%胎牛血清、1% 非必需

氨基酸、 1 mmol/L 丙酮酸钠和 2 µg/mL 嘌呤霉素；

Hep3B-LUC 细胞培养使用 Hep3B-LUC 专用培养液。

两种细胞均置于37 ℃，5% CO2培养箱中培养。

Hep3B-LUC专用培养液购自厦门逸漠生物科技有

限公司；基质胶（Matrigel，保存于－20℃）购自美国

Corning公司；D-荧光素钾购自上海乐辰生物科技有限

公司；MEM培养液、PBS、胎牛血清、嘌呤霉素、丙

酮酸钠和非必需氨基酸均购自赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；异氟烷购自深圳市瑞沃德生命科技股份有

限公司；质量分数 4%多聚甲醛溶液、苏木精-伊红

（hematoxylin and eosin，HE）染色试剂盒购自南京森贝

伽生物科技有限公司。

小动物三维光学活体成像系统（IVIS Spectrum）
为美国 PerkinElmer 公司产品；小动物专用麻醉机

（R500）为深圳市瑞沃德生命科技股份有限公司产品；

组织脱水机（Excelsior AS）和染料染色机（Gemini 
AS-ClearVue）为美国Eprida公司产品。

1.3　细胞生物发光效率测试
将处于对数生长期的HepG2-LUC和Hep3B-LUC

细胞分别按每孔中细胞数量梯度（2×103、4×103、8×
103、1.6×104、3.2×104、4.8×104、6.4×104个）接种于

黑色96孔细胞板中，每个梯度设置3个复孔。培养8 h
后加入 100 µL D-荧光素钾底物（150 µg/mL），静待

2 min后使用小动物活体成像仪测定萤光素酶报告基因

在细胞内的表达发光情况。以平均生物发光强度反映

萤光素酶表达水平，单位为光子数/（秒·平方厘米·

球面度），即 p/（s·cm2·sr）。使用Graphpad prism 10软
件对数据进行线性回归和单因素方差分析。

1.4　细胞原位注射裸小鼠肝肿瘤模型的构建
1.4.1　细胞原位注射肝肿瘤模型

消化、收集处于对数生长期的肝肿瘤细胞HepG2-
LUC 和 Hep3B-LUC，用 PBS 稀释成 8.0×106 个/mL

（低）、2.4×107个/mL （中）、7.2×107个/mL （高）共 3
个浓度的细胞悬液，置于0～4 ℃冰盒中低温保存。取

42 只 BALB/c 裸小鼠，随机分为 6 组，分别命名为

HepG2-LUC低、中、高浓度组，以及Hep3B-LUC低、

中、高浓度组，每组各7只。

使用异氟烷进行呼吸麻醉，用碘伏进行腹部皮肤

消毒，于胸骨下部0.5 cm处开小口，无菌棉签轻轻挤

压出小鼠左肝叶，用 1 mL 注射器分别注入 50 µL
的 3个浓度的 2种细胞悬液。细胞接种完成后旋转出

针，棉签按压后立即使用电凝笔止血，轻轻提拉皮肤

将肝叶退回腹腔后缝合，碘伏擦拭创口。待裸小鼠苏

醒后，皮下注射美洛昔康（0.02 mL/10 g）以镇痛，一

天一次，连续3 d。
1.4.2　细胞+基质胶原位注射肝肿瘤模型

消化、收集处于对数生长期的 HepG2-LUC 和

Hep3B-LUC细胞，先用 PBS稀释成 1.6×107、4.8×107、
1.4×108共 3个浓度的细胞悬液，再与Matrigel基质胶

（4 mg/mL）以1∶1的比例混合成终浓度分别为8.0×106

个/mL（低）、2.4×107个/mL（中）、7.2×107个/mL（高）
的细胞悬液，所有操作均于0～4 ℃冰盒中进行。后续

建模步骤同1.4.1节，每种细胞每个浓度（分别命名为

HepG2-LUC+Matrigel 低、中、高浓度组， Hep3B-
LUC+Matrigel低、中、高浓度组）各7只裸小鼠。

1.5　肝脏病理检查
将肝肿瘤细胞原位接种完成后的裸小鼠置于常规

屏障环境下饲养，每天观测并记录小鼠存活情况。以

每7 d为1个周期记录各组小鼠体重（检测时间点记为

D0、D7、D14、D21、D28、D35），并用小动物活体成

像系统定期监测原位肿瘤的生物发光情况（检测时间

点记为D7、D14、D21、D28、D35），观察肿瘤生长趋

势。接种肝肿瘤细胞后的第35天，进行末次体重记录

及活体生物发光成像后，以二氧化碳过量吸入结合颈

椎脱臼法安乐死所有裸小鼠。剖开腹腔，摘取肝脏，

观察肝脏表面的肿瘤形态，并拍照记录。将肝脏样本

立即放入质量分数为 4%的多聚甲醛溶液中固定 24～
48 h，然后进行脱水、石蜡包埋与切片，常规HE染色

进行病理组织学观察。

1.6　统计学方法
使用Graphpad prism 10软件进行统计分析与绘图，

各实验结果数值均用平均值±标准差表示。多组间差异

采用两因素方差分析，并用 Tukey法进行事后多重比

较，P<0.05为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　人肿瘤细胞的生物发光强度与其数目成正比
将7个细胞数量梯度的HepG2-LUC细胞和Hep3B-

LUC细胞分别与过量的D-荧光素钾底物混合孵育后，

测定生物发光强度。以细胞数（X）为横坐标，平均生

物发光强度（Y）为纵坐标，绘制相关曲线（图 1）。
结果显示，相关曲线的斜率分别可达 785.8和 1 762.0，
相关系数R2分别为 0.983 1（P<0.000 1）、0.970 5（P<
0.000 1），差异均有统计学意义。结果表明，该细胞株

的萤光素酶报告基因表达活性良好，可用于原位癌模

型的构建。

2.2　Matrigel 的使用导致接种细胞高浓度组的小
鼠体重显著降低

在造模过程中，HepG2-LUC高浓度（7.2×107个/
mL）组，HepG2-LUC+Matrigel 高、低浓度（8.0×106

个/mL）组，Hep3B-LUC+Matrigel 高、中浓度（2.4×
107个/mL）组的裸小鼠各死亡 1只，存活率为 85.7%；
其余各组裸小鼠无死亡，均存活至第35天，存活率为

100%。
手术造模后的35 d内HepG2-LUC高、中、低浓度

组裸小鼠的体重变化如图2A所示：裸小鼠体重随时间

不断增长，且 3组间无显著差异（P>0.05）。HepG2-
LUC+Matrigel中、低浓度组裸小鼠体重随时间不断增

长，二者无显著性差异（P>0.05）；而高浓度组在第

21、28和35天时体重显著下降，相较于低浓度组分别

下降了 1.89 g （P=0.002 0）、 2.42 g （P=0.002 4） 和

2.93 g（P=0.000 5），相较于中浓度组分别下降了1.63 g
（P=0.005 1）、2.16 g（P=0.001 3）和2.47 g（P=0.000 9）
（图2B）。Hep3B-LUC高、中、低浓度组裸小鼠的体重

变化如图 2C所示：裸小鼠体重随时间不断增长，且

3 组间无显著差异 （P>0.05）。Hep3B-LUC+Matrigel

注：A 和 B 分别为萤光素酶报告基因 （LUC） 标记的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞 （ HepG2-LUC）、人肝癌细胞 Hep3B （ Hep3B-LUC） 细胞与 D-
荧光素钾底物混合孵育后的生物发光效率，一元线性回归及单因素方差分析显示各细胞数目与平均生物发光强度呈线性正相关关系。96 孔板
中，从左至右每孔含细胞数量依次为 2×103、4×103、8×103、1.6×104、3.2×104、4.8×104和 6.4×104个 （n=3）。
Note: A, Bioluminescence efficiency of human hepatoblastoma HepG2 cells labeled with luciferase reporter gene (LUC) after incubating 
with D-luciferin potassium; B, Bioluminescence efficiency of human hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC after incubating 
with D-luciferin potassium. Simple linear regression and one-way ANOVA test showed that the number of each cell was positively correlated 
with the average bioluminescence intensity. In the 96-well plate, the number of cells in each well from left to right was 2×103，4×103， 8×103， 
1.6×104， 3.2×104， 4.8×104, and 6.4×104, n=3.
图 1 人肝肿瘤细胞株的细胞生物发光效率
Figure 1 Cell bioluminescence efficiency of human liver tumor cell lines
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中、低浓度组的体重随时间不断增长，二者无显著性

差异（P>0.05）；而高浓度组体重增长缓慢，造模后7、
14、21、28和 35 d的裸小鼠体重相较于低浓度组分别

下降了1.58 g（P=0.002 2）、1.62 g（P=0.005 0）、1.60 g

（P=0.009 4）、1.44 g（P=0.022 4）和2.27 g（P=0.025 8），
相较于中浓度组分别下降了1.13 g（P=0.019 7）、1.34 g
（P=0.018 3）、1.45 g（P=0.027 5）、1.44 g（P=0.028 8）
和1.88 g（P=0.047 9）（图2D）。

2.3　Matrigel 的使用显著提高肝肿瘤原位模型的
成功率

对于HepG2-LUC细胞，直接原位注射造模、不用

Matrigel时，低浓度组与中浓度组在造模后 7～35 d期
间肿瘤荧光表达极弱，平均发光强度在 2×103～4×
103 p/（s·cm²·sr），随时间增长并无明显变化，表明肝

脏处并未形成原位肿瘤；HepG2-LUC高浓度组（7.2×
107 个/mL）在第 7 天时发光强度达到了 3×106 p/（s·
cm²·sr），并随时间的增长，发光面积及强度逐渐增

加，最高于第28天达到了1.6×108 p/（s·cm²·sr），进一

步计算显示其前 28 d的平均发光强度随着时间呈指数

型 增 长 （Y=105.9×e0.18X， R2=0.978 0， P=0.011 1，
图3A）。

使用Matrigel作为细胞重悬介质的原位注射造模后

第 7天，HepG2-LUC+Matrigel低浓度组裸小鼠的肿瘤

平均发光强度为1.3×106 p/（s·cm²·sr），然后随时间呈

指数型增长（Y=105.7×e0.2X，R2=0.954 8，P=0.004 1），
至第 35 天平均发光强度达到 5.1×108 p/（s·cm²·sr）。
HepG2-LUC+Matrigel 中浓度组第 7 天的发光强度为

3.4×107 p/（s·cm²·sr），然后随时间呈指数型增长（Y=
106.8×e0.17X，R2=0.955 7，P=0.003 7），至第28天发光强

度达9.6×108 p/（s·cm²·sr）。HepG2-LUC+Matrigel高浓

度组第 7天的发光强度为 3.4×107 p/（s·cm²·sr），并随

时间呈指数型增长 （Y=107.1×e0.21X，R2=0.992 6，P=
0.022 4），至第 28天发光强度达 2.9×109 p/（s·cm²·sr）
（图3B）。

对于Hep3B-LUC细胞株，直接原位注射造模、不

用Matrigel时，低浓度组与HepG2-LUC低浓度组相似，

在造模7～35 d裸小鼠体内肿瘤平均发光强度持续处于

2.0×103 p/（s·cm²·sr）左右，无明显变化，表明肝脏

处并未形成原位肿瘤。中浓度组第 7天发光强度为

2.4×105 p/ （s·cm²·sr），最高于第 28 天达 2.2×107 p/

注：A～D 依次为 HepG2-LUC ［萤光素酶报告基因 （LUC） 标记的用 PBS 稀释成不同细胞浓度的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞］、HepG2-LUC+
Matrigel ［LUC 标记的与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 混合成不同细胞浓度的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞］、Hep3B-LUC （LUC 标记的用 PBS 稀
释成不同细胞浓度的人肝癌 Hep3B 细胞）、Hep3B-LUC+Matrigel ［LUC 标记的与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 混合成不同细胞浓度的人肝癌
Hep3B 细胞］ 原位注射裸小鼠的体重随时间增长趋势。与低浓度 （8×106 个细胞/mL） 组相比，#P<0.05，##P<0.01，###P=0.000 1；与中浓度

（2.4×107个细胞/mL） 组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P=0.000 1；3 组之间比较，nsP>0.05。
Note：A-D represent body weight over time in nude mouse orthotopic tumor models of HepG2-LUC [human hepatoblastoma HepG2 cells 
labeled with luciferase reporter gene (LUC) and diluted with PBS into different cell concentrations], HepG2-LUC+Matrigel (human 
hepatoblastoma HepG2 cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell concentrations), Hep3B-LUC (human 
hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC and diluted with PBS into different cell concentrations), and Hep3B-LUC+Matrigel 
(human hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell concentrations) 
successively. Compared with the low-concentration (8×106 cells/mL) group of the same time, #P<0.05, ##P<0.01, ###P=0.000 1; Compared with 
the medium-concentration (2.4×107 cells/mL) group of the same time, #P<0.05, ##P<0.01, ###P=0.000 1; Compared among the three groups of 
the same time, nsP>0.05.
图 2 不同接种细胞浓度、不同介质的肝肿瘤模型裸小鼠的体重变化
Figure 2 Body weight changes of nude mouse liver tumor models with different cell concentrations and suspension media
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注：A～D 依次为 HepG2-LUC ［萤光素酶报告基因 （LUC） 标记的用 PBS 稀释成不同细胞浓度的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞］、HepG2-LUC+
Matrigel （LUC 标记的与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 混合成不同细胞浓度的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞）、Hep3B-LUC （LUC 标记的用 PBS 稀
释成不同细胞浓度的人肝癌 Hep3B 细胞）、Hep3B-LUC+Matrigel （LUC 标记的与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 混合成不同细胞浓度的人肝癌
Hep3B 细胞） 原位注射裸小鼠的每周成像结果，提示造模后各组小鼠体内发光强度随时间的变化趋势 （虚线提示呈指数型增长）。
Note：A-D represent the weekly bioluminescence monitoring results of nude mouse orthotopic tumor models of HepG2-LUC [human 
hepatoblastoma HepG2 cells labeled with luciferase reporter gene (LUC) and diluted with PBS into different cell concentrations], HepG2-
LUC+Matrigel (human hepatoblastoma HepG2 cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell concentrations), 
Hep3B-LUC (human hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC and diluted with PBS into different cell concentrations), and 
Hep3B-LUC+Matrigel (human hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell 
concentrations) successively, which show the change trends of the luminescence intensity over time after in-situ modeling (dotted lines 
indicate exponential growth).
图 3 不同接种细胞浓度、不同介质的肝肿瘤模型裸小鼠体内生物发光强度
Figure 3 Bioluminescence monitoring of nude mouse liver tumor models with different cell concentrations and suspension 

media
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（s·cm²·sr），增长期间指数模型为 Y=104.8×e0.21X （R2=
0.969 0，P=0.015 6）。高浓度组的发光强度也由第7天
的 2.3×106 p/（s·cm²·sr）持续发展到第 35天的 2.5×108 
p/（s·cm²·sr），随时间呈指数增长（Y=106×e0.16X，R2=
0.974 0，P=0.001 8，图3C）。

使用 Matrigel 辅助造模时，Hep3B-LUC+Matrigel
高、中、低浓度组裸小鼠的肿瘤发光面积及强度均随

时间的增长逐渐增加。低浓度组的发光强度随时间呈

指数型增长（Y=103.7×e0.19X，R2=0.971 2，P=0.002 1），
从第 7天的 2.4×104 p/（s·cm²·sr）持续发展到第 28天
的 4.7×106 p/（s·cm²·sr）。中浓度组第 7天的发光强度

为8.6×105 p/（s·cm²·sr），随时间增长，第35天最高可

达 4.0×107 p/（s·cm² ·sr），增长期间指数模型为 Y=
105.6×e0.14X （R2=0.948 6，P=0.005 0）。高浓度组的发光

强度也由第7天的4.0×106 p/（s·cm²·sr）持续发展到第

35天的1.2×109 p/（s·cm²·sr），随时间呈指数增长（Y=
106×e0.21X，R2=0.998 1，P<0.000 1）（图3D）。

另外，4种原位癌模型的发光位置均局限于腹部，

未发现远端转移。部分模型（如HepG2-LUC高浓度

组，HepG2-LUC+Matrigel高、中浓度组，Hep3B-LUC
中浓度组）于第 35天出现平均发光强度降低的现象，

推测由于肿瘤实质过密，光透过率降低。总的来说，

构建成功的肝肿瘤裸小鼠模型中，生物发光强度均以

指数型增长，但由于细胞系、细胞溶液介质、细胞浓

度的区别，初始发光强度有所不同。

2.4　各组裸小鼠病理学特征与活体成像结果一致
各组裸小鼠均于造模后第35天时安乐死，解剖后

均未发现腹水或腹壁瘤、远端肿瘤及在其他脏器的播

散性种植等现象。取小鼠肝脏，肉眼观察（图4A）发

现：HepG2-LUC低、中浓度组和Hep3B-LUC低浓度

组的肝脏色泽绛红，均未见实质性肿瘤，表明造模未

成功，与活体成像检测结果一致；HepG2-LUC高浓度

组形成的原位肝肿瘤组织多为表面黑色类圆形凸起，

质地硬；Hep3B-LUC中、高浓度组形成的原位肝肿瘤

组织多呈灰白色，微凸，质地较硬，其中高浓度组可

见少许黑色病变；HepG2-LUC+Matrigel低、中、高浓

度组的肝脏均可见黑色凸起的肿瘤组织，质地硬；

Hep3B-LUC+Matrigel低、中、高浓度组的肝脏均可见

明显灰白色肿瘤组织，质地硬，其中中浓度组可见少

许黑色病变，高浓度组可见大量黑色病变。

进一步将肝脏组织制备成病理切片，进行HE染
色，结果如图 4B。未成瘤组裸小组的肝索排列整齐，

细胞核与细胞质比例适宜；成瘤组的肝小叶组织正常

结构消失，癌细胞成巢状排列，细胞核大且浓染，核

质比增高，癌组织与正常肝组织界限清晰，周围肝细

胞存在压迫萎缩。

3　讨论

本研究将不同背景的表达萤光素酶报告基因的人

源细胞株以不同浓度、不同重悬介质直接注射至裸小

鼠肝脏中建立了人肝肿瘤细胞株的裸小鼠原位癌模型，

每组小鼠存活率最低可达 85.7%，在生长过程中仅有

HepG2-LUC+Matrigel与Hep3B-LUC+Matrigel高浓度组

小鼠出现体重下降。通过小动物活体成像系统监测肿

瘤发展状况以及HE染色进行肝脏病理分析，发现不同

的人肝肿瘤细胞株构建的裸小鼠原位癌模型差异较大，

这些差异与细胞株的分型、浓度及重悬介质等均相关，

其中HepG2-LUC高浓度组、HepG2-LUC+Matrigel低/
中高浓度组、Hep3B-LUC中/高浓度组和Hep3B-LUC+
Matrigel低/中/高浓度组均造模成功，且肿瘤生长情况

与时间呈指数型关系。

动物模型可以分为异位模型与原位模型。相比于

异位模型，原位模型能够更准确地模拟肿瘤微环境

（特别是血管化和基质的影响），因此成为动物肝肿瘤

的主要造模方式［9，12］。目前最常用的方法是皮下荷瘤

后组织移植法［13-15］，即将体外培养的细胞皮下注射于

腋窝处建立肿瘤后剪碎移植于肝脏，这种方法的操作

简单，但肿瘤生长速度较慢导致耗费时间过长，并且

所需动物数目较多［16］。另一种方法是本文采用的原位

细胞注射法，即直接将肝肿瘤细胞注射到实验动物的

肝脏内，能够减少使用动物数量，提高造模效率，加

快药物研究进程，但操作不当易造成组织损伤、动物

死亡。使用棉签按压、电凝笔止血、减少术中对肝脏

的压迫等方法可减少术中出血、减少漏液与组织损伤、

降低肿瘤转移率［17］。本研究表明，通过合理改进相关

手术细节，基本可避免出现肝肿瘤转移。

在原位细胞注射建立的肝肿瘤模型中，每只小鼠

接种的细胞数量是影响肿瘤发展速度的重要因素，但

不同细胞所需的接种数量也有所不同。Wu等［11］选用

的Huh7-LUC细胞接种数量为1.0×106个/只，第20天平

均发光强度达到1.0×108 p/（s·cm²·sr）。但Zhang等［18］

选用的Hepa1-6-LUC细胞接种数量仅为 4×105个/只，

第20天平均发光强度同样可达到1.0×108 p/（s·cm²·sr）。
此外，选择合适的肝肿瘤细胞浓度与注射体积也是利
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注：HepG2-LUC，用 PBS 稀释成不同细胞浓度的萤光素酶报告基因 （LUC） 标记的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞接种裸小鼠左肝叶后 35 d；
HepG2-LUC+Matrigel，与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 以 1∶1 的比例混合成不同细胞浓度的 LUC 标记的人肝母细胞瘤 HepG2 细胞接种裸小鼠
左肝叶后 35 d；Hep3B-LUC，用 PBS 稀释成不同细胞浓度的 LUC 标记的人肝癌细胞 Hep3B 接种裸小鼠左肝叶后 35 d；Hep3B-LUC+Matrigel，
与 Matrigel 基质胶 （4 mg/mL） 以 1∶1 的比例混合成不同细胞浓度的 LUC 标记的人肝癌细胞 Hep3B 接种裸小鼠左肝叶后 35 d。A 图中比例尺
大小为 5 mm，B 图中各细胞浓度组内左右两图的比例尺大小分别为 50 µm 和 20 µm。
Note：HepG2-LUC, left liver lobe of nude mice 35 days after in-situ modeling with human hepatoblastoma HepG2 cells labeled with 
luciferase reporter gene (LUC) and diluted with PBS into different cell concentrations. HepG2-LUC+Matrigel, left liver lobe of nude mice 35 
days after in-situ modeling with human hepatoblastoma HepG2 cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell 
concentrations. Hep3B-LUC, left liver lobe of nude mice 35 days after in-situ modeling with human hepatocellular carcinoma Hep3B cells 
labeled with LUC and diluted with PBS into different cell concentrations. Hep3B-LUC+Matrigel, left liver lobe of nude mice 35 days after 
in-situ modeling with human hepatocellular carcinoma Hep3B cells labeled with LUC and diluted with 4 mg/mL Matrigel into different cell 
concentrations. The scale size is 5 mm in figure A, and the scale sizes of the left and right graphs in each cell concentration group are 50 µm 
and 20 µm respectively in figure B.
图 4 不同接种细胞浓度、不同介质的肝肿瘤模型裸小鼠的肝脏组织典型图片 （A） 和 HE 染色图 （B）
Figure 4 Gross images (A) and HE staining (B) of liver tissue in nude mouse liver tumor models with different cell 

concentrations and suspension media
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用原位细胞注射法构建原位移植性肿瘤动物模型时较

难把握的一个问题，细胞浓度过高易形成栓塞，注射

体积过大对操作者技术要求高。现有肝肿瘤原位细胞

注射模型中所选择的注射体积与细胞浓度各不相同。

如同样利用鼠源H22细胞建模，罗晓琴等［17］的研究

中使用细胞浓度高达108个/mL，而注射体积仅为5 µL，
细胞总量为5×105个/只；李泽山等［19］则使用细胞浓度

为 1.0×106 个 /mL，注射体积为 20 µL，细胞总量为

2×104个/只；潘蕊等［20］同样使用细胞浓度为 1.0×106

个/mL，但注射体积高达 100 µL，细胞总量为 1.0×105

个/只。对于HepG2细胞原位注射模型也同样存在不

足，如赵然等［21］将 150 µL、1.0×107个/mL的HepG2
细胞直接注射到肝脏中，仅采用棉签按压止血，腹壁

粘连率高达 90%，推测是由于注射体积过大导致细胞

溢漏至创口或腹腔；尹君等［22］将HepG2细胞浓度调

整至 8.5×107个/mL，注射体积为 60 µL，细胞总量为

5.1×106个/只，虽未发现腹壁粘连，但是小鼠均在第20
天左右死亡，推测是由于注射细胞总量过大导致病情

发展迅速。

为了解决以上问题，参考现有的文献报告结果，

本研究选取了较低（4.0×105个/只）、中等（1.2×106个/
只）和较高（3.6×106个/只）共 3个细胞接种量梯度，

比较不同接种量对肿瘤发展速度和模型构建效果的影

响，以期构建稳定高效的肝肿瘤裸小鼠模型，为其他

相关细胞系构建类似模型提供实验参考。本研究选取

的两种人源细胞有以下特性：HepG2源自人肝母细胞

瘤，具有低转移、在裸小鼠中成瘤率较差的特点，

AFP阳性，HBsAg阴性，无乙型肝炎病毒（hepatitis B 
virus，HBV）基因组［23-24］。但该细胞系所含有的生物

转化代谢酶与人正常肝实质细胞同源，在药物作用相

关研究中代谢酶保持稳定，是肝细胞代谢或遗传毒性

方面研究的理想细胞系［25-26］；Hep3B源自人肝细胞

癌，在裸小鼠中能致瘤，但基本不转移［23］。与HepG2
不同的是，这株细胞整合了完整的HBV基因组，可用

于HBV感染后发展致癌的相关研究。本研究结果表

明，对于HepG2与Hep3B细胞系，原位注射细胞总量

至少需要达到1.0×106个，才能保证成瘤率。

Matrigel基质胶是一种富含细胞外基质蛋白和各种

生长因子的可溶组织基底膜基质。目前，Matrigel已被

证实能够提高人肿瘤细胞在裸小鼠上的生长速度，有

助于减少异质性和细胞渗漏，提高造模成功率，同时

减少细胞使用数目［27］。另外，Matrigel基质胶已被应

用在多种癌症的异种模型中［28-31］，但在肝肿瘤中

Matrigel主要应用于类器官的培养［32-34］。本研究通过

对比实验探索了Matrigel基质胶在异种肝肿瘤原位模型

中的功能，发现HepG2-LUC+Matrigel与Hep3B-LUC+
Matrigel不同浓度组均能观察到肝脏肿瘤生长，且成像

结果显示发光强度均与时间呈正相关，而未使用

Matrigel的HepG2中、低浓度组和Hep3B低浓度组则未

能成功造模。由此可见，Matrigel的使用可以在肝肿瘤

细胞较少时支撑并促进肿瘤生长。此外，Matrigel在高

于 10 ℃的环境下会迅速凝固，将细胞与Matrigel混合

后注射入小鼠肝脏内，细胞随凝固的Matrigel固定在肝

脏内，有效地防止了因细胞外溢造成的腹腔播散。总

体来看，使用Matrigel可极大提高构建肝肿瘤原位模型

的成功率。

成像技术的进步对于生物学、药学和医学的发展

具有推动作用，小动物活体成像的主要优势是能够监

测深层肿瘤、发现转移灶等［35-36］，因此被广泛应用于

组织药代动力学、药效学研究［37］。本研究的成像结果

表明两种细胞系建立的原位肿瘤模型均未出现肿瘤转

移，该结果与HepG2细胞特性相符。但对于Hep3B细
胞，黎凤鸣等［15］构建的Hep3B皮下移植瘤模型显示

肿瘤转移，而本研究未发现肿瘤转移。鉴于也有报告

称Hep3B细胞系的迁移能力低［38-39］，所以对于Hep3B
细胞系可能还需做进一步的特性研究。

综上所述，本文探究了Matrigel基质胶对于构建原

位肝肿瘤模型的影响，优化了 2种人肝肿瘤细胞的裸

小鼠原位移植模型条件，利用小动物活体成像技术监

测肿瘤发展情况，推荐的造模条件如下：不易成瘤的

HepG2-LUC细胞单独注射造模时所需细胞量较大，辅

以Matrigel能够减少细胞用量且加快肿瘤发展速度，但

当细胞浓度高时模型动物的体重下降过快，说明进入

肿瘤末期过早，故推荐每只小鼠注射 1.2×106个细胞

（如体积50 µL、浓度2.4×107个/mL），并使用基质胶辅

助造模，于造模后第 7 天给药或采取预后措施。

Hep3B-LUC、Hep3B-LUC+Matrigel 2组使用高浓度细

胞建模后原位肝肿瘤的初期表现很相似（第 7天生物

发光强度接近），但后者（即辅以Matrigel混悬后）与

低、中浓度组相比，第 7天开始体重显著下降，且肿

瘤发展速度较快（第35天生物发光强度达到1.2×109 p/
（s·cm²·sr），动物状态过差会影响后续实验；Hep3B-
LUC+Matrigel中浓度组（Y=105.6×e0.14X）与Hep3B-LUC
高浓度组（Y=106×e0.16X）的肿瘤发展曲线相似，疾病
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进展速度适宜；相比之下，Hep3B-LUC+Matrigel低浓

度组的肿瘤发展速度较慢，同时考虑到经济因素与操

作便捷性，故推荐每只小鼠注射3.6×106个细胞（如体

积 50 µL、浓度 7.2×107个/mL），不使用基质胶辅助造

模，可于造模第14天给药或采取预后措施。该模型构

建方法的优化可为相关研究者提供参考，极大提高实

验重复性，促进肝肿瘤相关药物研究与临床治疗。
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改良型十二指肠旷置术对2型糖尿病大鼠糖代谢的
影响
杨 劲1, 俞诗雅2, 林 楠1,2, 方永超1, 赵 虎1, 邱锦维2, 林鸿铭2, 陈惠燕2, 王 瑜1, 吴伟航1,2

(1. 联勤保障部队第九〇〇医院普通外科, 福州 350000;  2. 福建医科大学福总临床医学院普通外科, 福州 350000)

[摘要] 目的　探讨防反流的改良型十二指肠旷置术对 2 型糖尿病 （type 2 diabetes mellitus，T2DM） 大鼠糖代谢
的影响，明确十二指肠在维持葡萄糖稳态中的作用。方法　取 40 只 5 周龄的雄性 SD 大鼠，通过高脂饲料喂养联合
低剂量链脲霉素诱导 T2DM。将 36 只达到 T2DM 模型标准的大鼠随机分为 3 组：单纯十二指肠旷置术组 （DE 组）、
防反流的改良型十二指肠旷置术组 （MDE 组） 及假手术组 （SO 组），每组 12 只。术后第 4 周行胃肠道造影，并分
别于术前及术后 1、2、4、8 周检测各组大鼠的体重、空腹血糖浓度、血清胰高血糖素样肽-1 （glucagon-like 
peptide-1， GLP-1） 浓 度 ； 术 后 8 周 处 死 大 鼠 ， 取 每 组 大 鼠 胆 胰 袢 1 cm 肠 段 ， 行 病 理 切 片 的 苏 木 精 - 伊 红

（hematoxylin and eosin，HE）染色后在光学显微镜下观察肠黏膜绒毛长度。结果　胃肠造影显示 DE 组中造影剂明
显向十二指肠肠腔反流，而 MDE 组未见反流现象。术后 1 周，3 组大鼠的体重较术前均短暂性显著下降 （P<0.05），
之后各组大鼠体重均随时间增长，组间体重无显著差异 （P>0.05）。与 SO 组比较，MDE 组和 DE 组术后各个时间点
的空腹血糖浓度明显下降 （P<0.05），GLP-1 浓度显著升高 （P<0.05）；MDE 组术后各个时间点的空腹血糖浓度均比
DE 组低 （P<0.05），但 MDE 组和 DE 组之间术后各个时间点的血清 GLP-1 浓度无显著差异 （P>0.05）。在肠黏膜形
态学上，MDE 组大鼠的胆胰袢黏膜绒毛长度均明显短于 DE 组和 SO 组 （P<0.05）。结论　防反流的改良型十二
指肠旷置术可以有效改善 T2DM 大鼠的糖代谢，避免食糜向旷置的十二指肠反流，从而加强其降糖作用。
[ 关 键 词 ] 十二指肠旷置术； 2 型糖尿病； 血糖； 胃肠造影； 肠绒毛； 大鼠
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Effect of Modified Duodenal Exclusion Surgery on Glucose 
Metabolism in Rats with Type 2 Diabetes Mellitus

YANG Jin1, YU Shiya2, LIN Nan1,2, FANG Yongchao1, ZHAO Hu1, QIU Jinwei2, LIN Hongming2, CHEN Huiyan2, 
WANG Yu1, WU Weihang1,2

(1. Department of General Surgery, 900th Hospital of Joint Logistics Support Force, PLA, Fuzhou 350000, China; 
2. Fuzong Clinical Medical College, Fujian Medical University, Fuzhou 350000, China)
Correspondence to: WU Weihang (ORCID: 0000-0002-7335-6388), E-mail: 454646066@qq.com

[ABSTRACT] Objective To investigate the impact of anti-reflux modified duodenal exclusion surgery on 
glucose metabolism in rats with type 2 diabetes mellitus (T2DM), and to elucidate the role of the duodenum 
in maintaining glucose homeostasis.Methods　Forty male Sprague-Dawley rats aged 5 weeks were fed a 
high-fat diet and induced with T2DM using low-dose streptozotocin. Thirty-six rats that met the T2DM 
model criteria were randomly divided into three groups: the simple duodenal exclusion surgery group (DE 
group), the anti-reflux modified duodenal exclusion group (MDE group), and the sham operation group (SO 
group), with 12 rats in each group. Gastroenterography was performed 4 weeks after surgery, and the body 
weight, fasting blood glucose levels, and serum glucagon-like peptide-1 (GLP-1) concentrations were 
measured before surgery and at 1, 2, 4, and 8 weeks post-surgery. Eight weeks post-surgery, the rats were 
euthanized, and a 1 cm segment of the biliopancreatic loop was collected from each group for pathological 
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sectioning and HE staining to observe the intestinal mucosal villus length under an optical 
microscope. Results Gastroenterography showed that there was significant reflux of the contrast agent 
into the duodenal lumen in the DE group, while no reflux was observed in the MDE group. At one week post-
surgery, the body weights of rats in all three groups significantly decreased compared to before surgery (P<
0.05), and then the body weights of all groups increased over time, with no significant differences between 
the groups (P>0.05). Compared with the SO group, the fasting blood glucose levels in the MDE and DE 
groups significantly decreased at all time points post-surgery (P<0.05), while GLP-1 concentrations 
significantly increased (P<0.05). The fasting blood glucose levels in the MDE group were lower than those in 
the DE group at all time points post-surgery (P<0.05), but there were no significant differences in serum 
GLP-1 concentrations between the MDE and DE groups (P>0.05). Regarding intestinal mucosal morphology, 
the villus lengths of the biliopancreatic loops in the MDE group were significantly shorter than those in the 
DE and SO groups (P<0.05). Conclusion Anti-reflux modified duodenal exclusion surgery effectively 
improves glucose metabolism in T2DM rats by preventing the reflux of chyme into the diverted duodenum, 
thereby enhancing its hypoglycemic effect.
[Key words]  Duodenal exclusion surgery; Type 2 diabetes mellitus; Blood glucose; Gastroenterography; 

Intestinal villi; Rats

近 30 年来，全球范围内 2 型糖尿病 （type 2 
diabetes mellitus，T2DM）的患者数逐年上升，严重危

害人类健康。在中国，成年人糖尿病的患病率达到

10.9%［1-2］，其中T2DM约占 90%。外科减重手术在减

轻体重的同时，可以有效治疗T2DM，且效果优于药物

治疗［3］。有研究报告，胆胰分流 （biliopancreatic 
diversion，BPD）和Roux-en-Y胃转流术的降糖效果均

较好，分别为 95%和 75%［4-7］。这两种术式的降糖效

果有差异，分析其原因可能是旷置小肠的长度不同导

致。BPD手术旷置小肠较长，几乎不存在食糜反流至

十二指肠，因此降糖效果更佳。笔者推测，隔绝食糜

与十二指肠的接触在降糖中可能起到一定作用，但单

纯小肠旷置仍不可避免食糜反流。故本研究拟通过比

较在十二指肠与空肠之间放置硅胶管以防止食糜反流

的 改 良 型 十 二 指 肠 旷 置 术 （modified duodenal 
exclusion，MDE）与单纯十二指肠旷置术（duodenal 
exclusion，DE）对 T2DM 大鼠空腹血糖的改善情况，

进一步探讨其降糖的潜在机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与材料
SPF级雄性SD大鼠40只，5～6周龄，平均体重为

150 g，购自福州世宸生物科技有限公司［SCXK（闽）

2016-0002］。所有实验大鼠饲养于中国人民解放军联

勤保障部队第九〇〇医院比较医学科实验动物中心的

屏障环境设施［SYXK（闽）2018-0006］中，每笼饲养

4只，大鼠可自由摄食高脂饲料及饮水。屏障系统中室

温20～26 ℃，相对湿度40%～70%，换气≥15次/h，采

用全新风系统，光照明暗各 12 h。动物实验方案通过

联勤保障部队第九○○医院实验动物福利伦理委员会

审查批准（2020-79）。
高脂饲料（含 10%猪油、2.5%胆固醇、20%蔗

糖、67.5%基础饲料）购自上海懋康生物科技有限公

司（MS1607）；500 mg 链脲霉素（streptozocin，STZ）
购自美国 Sigma Aldrich公司（V900890）；安素肠内营

养粉购自福建康德乐大药房（H20080270）；拜安捷 2
代（BayerBreeze2）血糖仪购自德国Bayer 公司（YZB/
USA 5910-2011）；管径 4 mm 的硅胶管购自美国

Thermo Fisher 公司 （TSR0200100p）；二肽基肽酶 4
（dipeptidyl peptidase Ⅳ ， DPP- Ⅳ） 抑制剂 （HY-
169110） 及血清胰高血糖素样肽 -1 （glucagon-like 
peptide 1， GLP-1） 检 测 用 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒

（E-AB-F0994D）均购自美国AD公司。

1.2　大鼠 T2DM 模型建立
40只SD大鼠均自由摄食高脂饲料、净水，高脂饲

料喂养4周后，大鼠禁食12 h，以30 mg/kg剂量的STZ
行一次性腹腔注射。STZ注射后继续高脂饲料喂养，

72 h及1周后测大鼠的随机血糖。若两次测量的随机血

糖浓度均≥16.7 mmol/L，则认为达到 T2DM模型标准。

结果发现，在40只SD鼠中，有36只达到了T2DM标准。

1.3　手术分组及手术操作
将36只T2DM模型大鼠随机分成3组，每组12只，

分别行十二指肠旷置术（DE组）、置管+十二指肠旷置
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术（MDE组）及假手术（SO组）。各组大鼠于术前禁

食18 h，自由饮水，以4 mL/kg剂量的氯胺酮腹腔注射

麻醉。麻醉成功后，消毒、铺巾，于腹部正中线、剑

突下4 cm切口。

DE组（图1A）：用手术剪逐层切开皮肤、肌肉及

腹膜，进入腹腔，自幽门下5 mm处横断十二指肠，用

2-0号丝线行荷包缝合以包埋十二指肠残端；距屈氏

韧带2 cm处横断空肠，将远端空肠与胃幽门残端行端

端吻合，在距离吻合口15 cm处的空肠系膜对侧肠壁上

切开一条长约 1 cm的切口，并与空肠近端进行端侧

吻合。

MDE组（图 1B）：在与DE组相同的位置横断肠

管，缝合包埋十二指肠残端，远端空肠与胃幽门残端

行端端吻合；在距离吻合口15 cm处的空肠系膜对侧肠

壁上切开一条长约1 cm的切口，将一只长约4 cm、管

径约 2 mm的硅胶管（图 1C）的一端两侧缝合并固定

于近端空肠肠壁上（图 1D），另一端伸入空肠远端，

再用 5-0医用涤纶编织线行肠管端侧吻合。为了便于

造影中识别胆胰袢，术中在胆胰袢两侧以及胆胰袢与

共同袢吻合口处固定医用显影条标记（图1E）。
SO组：在幽门下方和空肠相同位置切断肠管，并

在原处行端端吻合，保持相同的创伤与暴露时间，然

后彻底止血，用温生理盐水冲洗腹腔，逐层关闭腹腔。

在动物复苏期间，为了维持大鼠体温，采用红外线加

热设备，以确保在麻醉苏醒过程中大鼠的核心体温保

持稳定。

1.4　胃肠道造影观察
术后 4周，对大鼠行胃肠道的泛影葡胺造影，以

观察DE术后胃肠道的解剖结构及其运动特点。先给大

鼠灌胃 1 mL/100 g剂量的泛影葡胺造影剂，30 min后，

再给大鼠腹腔注射4 mL/kg剂量的氯胺酮，待大鼠麻醉

后，四肢固定于木板上，进行X线透视观察。

1.5　术后指标检测
术后禁水6 h，禁食3 h，予以5%葡萄糖生理盐水

20 mL/d皮下注射补液，第 4天起改流质饮食（10%安

素溶液），第7天恢复正常普通饲料饮食。分别测定各

组大鼠在术前（0周）以及术后1周、2周、4周、8周
禁食 12 h后的体重。术后第 2周起，每日监测大鼠进

食量，人为控制添加饮食至 13.5～15.0 g。用拜安捷 2
代血糖仪，通过尾静脉，检测各组大鼠的空腹血糖

（fasting plasma glucose，FPG）浓度。于眼内眦静脉，

用毛细玻璃管采血 2 mL，立即滴入 1%DPP-Ⅳ抑制剂

（一种T2DM治疗药物，可以提高内源性GLP-1浓度），

3 500 r/min离心 5 min后取血清，用ELISA试剂盒检测

注：A，DE 组手术示意图；B，MDE 组手术示意图；C，采用直径约 2 mm、长约 4 cm 硅胶管制成的十二指肠肠腔套管，头端标示显影条，便
于造影中识别；D，将硅胶套管一端缝合固定于肠壁，可见胆胰液从硅胶管通畅流出；E，单纯十二指肠旷置后吻合结束，于胆胰袢及胆胰袢
和共同袢的吻合口处标记显影条，便于术后造影中识别胆胰袢。
Note：A, Schematic diagram of the surgical procedure for the DE group. B, Schematic diagram of the surgical procedure for the MDE group. 
C, Duodenal intestinal lumen tubes made of silicone tubing of about 2 mm in diameter and 4 cm in length, with the head end labeled with a 
contrast strip for easy identification in imaging. D, One end of the silicone tube was sutured to the intestinal wall, allowing biliopancreatic 
fluid to flow smoothly from the silicone tube. E, End of the anastomosis after simple duodenal exclusion surgery, with contrast strips 
marking the biliopancreatic loop and the anastomosis of biliopancreatic loop and common loop to facilitate the identification in 
postoperative imaging.
图 1 单纯十二指肠旷置术（DE）组和防反流十二指肠旷置术（MDE）组大鼠的手术示意图
Figure 1 Surgical illustrations of rats in the duodenum exclusion (DE) group and the modified duodenal exclusion (MDE) 

group with anti-reflux
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血清中GLP-1的浓度。

1.6　肠道组织病理观察
术后 8周，通过腹腔注射氯胺酮（按剂量 100 mg/

kg体重）的方法安乐死各组大鼠，在安静环境中监测

大鼠直至确认其死亡，确保过程符合伦理要求。DE组
和MDE组采集胆胰袢肠段：取十二指肠残端至屈氏韧

带之间的十二指肠肠管，从中间截取长约 1 cm的肠

段，经等渗生理盐水冲洗后，浸泡于质量分数为4%的

甲醛溶液中，制作病理切片。采用常规苏木精-伊红
（hematoxylin and eosin，HE）染色法对肠黏膜组织进行染

色：切片经梯度乙醇溶液水化后，用苏木精染液进行

核染色，随后用 1%盐酸乙醇溶液分化；流水冲洗后，

用伊红染液进行细胞质染色；脱水、透明后，用中性

树胶封固。采用盲法，在光学显微镜下观察肠黏膜的

组织形态学特征，用Motic Images Advanced 3.2图像分

析系统测量每个切片中 4条肠绒毛的长度，取其平均

值进行统计分析。

1.7　统计分析
采用SPSS 20.0和Graphpad Prism 8.0软件进行统计

学分析以及数据可视化，计量资料以均数±标准差

（Mean±SD）表示；多组间比较以（体重/血糖/GLP-1×
时间）作为影响因素，进行双因素方差分析，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　术后大鼠胃肠道反流情况
胃肠造影观察发现，单纯行十二指肠旷置术的DE

组大鼠胆胰袢存在明显的造影剂反流现象（图 2A），
而同时放置了硅胶管的 MDE 组未见造影剂反流

（图2B）。

2.2　术后大鼠死亡及并发症情况
实验中，MDE组的 2只大鼠分别因肠梗阻和吻合

口瘘于术后1周内死亡，DE组的1只大鼠因术后8 h出
血死亡，SO组大鼠无死亡。因此，SO、DE和MDE组
纳入统计分析的大鼠分别有12、11和10只。实验结束

（术后8周）后，安乐死MDE组存活大鼠，解剖观察置

管在位情况，发现其中 2只大鼠体内放置于十二指肠

的硅胶管脱落。

2.3　术后大鼠体重变化
在术前，单纯十二指肠旷置术组（DE组）、防反

流十二指肠旷置术组（MDE组）及假手术组（SO组）
大鼠的体重差异无统计学意义（P>0.05）。与术前相

比，3组大鼠术后 1周的体重均显著降低（P<0.05），
组间差异无统计学意义（P>0.05）。1周以后随时间大

鼠体重逐渐增加，且在各个时间点的组间体重差异无

统计学意义（P>0.05）（图2C）。

注：A，单纯十二指肠旷置 （DE） 组术后的胃肠造影图 （图中箭头所示为胆胰袢，可见造影剂反流至胆胰袢中）；B，单纯十二指肠旷置+套管
置入 （MDE） 组术后的胃肠造影图 （箭头所示为套管置入的胆胰袢，未见造影剂反流至胆胰袢征象）；C，三组大鼠术后的体重变化 （SO，假
手术；ns，差异无统计学意义；SO、DE 和 MDE 组大鼠分别为 12、11 和 10 只）。
Note：A, Postoperative gastroenterography of simple duodenal exclusion (DE group, n=11) (the arrow indicates the biliopancreatic loop, with 
visible contrast reflux into the loop). B, Postoperative gastroenterography of simple duodenal exclusion + tube placement (MDE group, n=10) 
(the arrow indicates the biliopancreatic loop with inserted tube, with no contrast reflux observed). C, Postoperative body weight changes in  
three groups of rats (SO, Sham operation, n=12; ns, No statistical difference).
图 2 DE 组及 MDE 组大鼠术后胃肠造影和体重变化
Figure 2 Postoperative gastroenterography and body weight changes in DE and MDE rat groups
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2.4　术后大鼠空腹血糖浓度变化
与术前比较，DE组和MDE组大鼠术后空腹血糖

浓度均显著下降（P<0.05），而 SO组术前与术后空腹

血糖无明显变化（P>0.05）。DE组和MDE组术后在各

个时间点的空腹血糖浓度较 SO 组均显著降低（P<
0.05），且MDE组术后空腹血糖浓度较DE组更低，差

异有统计学意义（P<0.05，图3A）。
2.5　术后大鼠血清 GLP-1 浓度变化

术后 4～8周，DE组和MDE组大鼠的血清GLP-1
浓度较术前显著升高（P<0.05），但两组间差异无统计

学意义（P>0.05）；SO组大鼠术前、术后的血清GLP-1
浓度相比无显著变化（P>0.05，图3B）。

2.6　术后大鼠的肠黏膜形态学变化
HE染色后显微镜下观察发现，MDE组大鼠的胆胰

袢肠黏膜绒毛长度均明显小于 DE 组和 SO 组 （P<
0.05），而后两组肠的肠绒毛长度无明显差异（P>0.05，
图6）。此外，MDE组的肠黏膜还表现出以下病理组织

形态特征：绒毛变短且排列不规则，隐窝深度增加，

黏膜层变薄，细胞核增大且染色质浓缩，以及细胞间

质中炎症细胞浸润增多。相比之下，DE组和 SO组的

肠黏膜绒毛排列较为整齐，隐窝深度正常，黏膜层厚

度保持一致，细胞核大小和染色质分布正常，炎症细

胞浸润较少。这些形态学变化表明，MDE处理可能对

肠黏膜的结构和功能产生影响。

注：A，3 组大鼠术前、术后不同时间点的空腹血糖变化折线图和柱形图；B，3 组大鼠术前、术后不同时间点 GLP-1 的变化折线图和柱形图。
SO 组，假手术组，n=12；DE 组，单纯十二指肠旷置组，n=11；MDE 组，单纯十二指肠旷置+置管/防反流组，n=10。ns，差异无统计学意义。
*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，****表示 P<0.000 1。
Note：A, Line graphs and bar charts showing the changes in fasting glucose levels of the three groups of rats at different time points before 
and after surgery. B, Line graphs and bar charts of changes in GLP-1 levels at different time points pre- and post-operatively in the three 
groups of rats. SO group, Sham operation group, n=12; DE group, Simple duodenal exclusion group, n=11; MDE group, Simple duodenal 
exclusion with tube placement/anti-reflux group, n=10. ns, No statistical difference. * indicates P<0.05, **indicates P<0.01, ***indicates P<0.001,
****indicates P<0.000 1.
图 3 3 组大鼠术前、术后不同时间点的空腹血糖和 GLP-1 浓度变化
Figure 3 Changes in fasting glucose and GLP-1 levels in the three groups of rats at different time points before and after 

surgery

527



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2024, 44(5)

3　讨论

外科代谢手术能够有效缓解T2DM，其疗效在国际

上已得到广泛认可［8］，但关于其降糖机制，至今尚未

完全阐明。在诸多学说中，“前肠学说”受到当今大多

数学者的认同。“前肠学说”认为：通过旷置十二指肠

和一部分近端空肠，使该段旷置肠管被排除于食糜之

外，减少近端小肠抗胰岛素激素的分泌，从而达到改

善糖代谢的作用［9］。本课题组前期研究发现，Roux-
en-Y胃转流术的降糖效果优于毕Ⅱ式胃大部切除术，

后者是在胃大部切除术后将残留胃和上端空肠吻合，

同时将十二指肠残端自行缝合的一种术式；胃肠造影

结果提示，这可能与毕Ⅱ式更容易发生食糜反流至十

二指肠有关［10］。笔者推测，外科代谢手术后存在食糜

向近端旷置的小肠（胆胰袢）反流，根据“前肠学说”

理论，一旦食糜向胆胰袢反流，将会使外科手术的降

糖效果大打折扣。有研究报告，T2DM患者通过内镜放

置一种带覆膜的十二指肠-空肠支架，支架上薄膜可隔

绝食物与近端小肠接触，从而达到旷置近端小肠的目

的，结果显示，在支架植入 1周后，空腹血糖和餐后

血糖即明显下降，并且持续改善至术后 24周［11-12］；
另有研究在自发性糖尿病Goto-Kakizaki（GK）大鼠中

放置相似的腔内覆膜，同样能达到降低血糖、改善糖

耐量的效果［13］。这些研究结果与笔者先前的推测相符

合，且更进一步证实隔绝食糜对近端小肠的刺激在改

善 T2DM的糖代谢中起到至关重要的作用。然而，国

内尚未见有关十二指肠旷置术后食糜反流影响糖代谢

的研究。

本研究在单纯十二指肠旷置术的基础上，于旷置

的十二指肠与共同袢之间放置一段软硅胶管，目的是

防止食物向旷置的十二指肠肠腔内反流，隔绝食糜对

十二指肠的刺激，以研究单纯十二指肠旷置术的降糖

效果。术后 4周胃肠造影证实，单纯十二指肠旷置的

DE组存在造影剂向十二指肠反流的现象，而放置硅胶

管的MDE组未见造影剂向十二指肠反流。肠黏膜形态

学观察发现，MDE组的胆胰袢黏膜绒毛长度明显短于

DE组和 SO组，这可能是由于MDE组的胆胰袢长期缺

乏食物刺激，从而引起肠绒毛失用性萎缩的结局。胃

肠造影与病理结果一致证明，该放置硅胶管的单纯十

二指旷置模型可有效防止食糜向胆胰袢反流。

本研究进一步发现，在术后1～8周，MDE组的空

腹血糖浓度低于各个时间节点DE组大鼠的空腹血糖浓

度，并且差异有统计学意义（P<0.05），这提示避免食

糜向十二指肠反流可进一步增强代谢手术的降糖效果，

这与“前肠学说”不谋而合。本实验中 3组大鼠在术

后 1周内，因手术创伤体重均暂时性明显下降，之后

随时间缓慢上升，各组之间体重差异无统计学意义（P<
0.05）；将体重变化与空腹血糖浓度联系起来分析，可

发现该术式的降糖效果不依赖于术后体重下降，这与

前人研究结果［14-15］相一致。

GLP-1主要是由末端小肠中 L细胞分泌并参与改

善糖代谢的一种激素，当未消化的食物过早排至末端

小肠，可促进GLP-1的分泌，血清中GLP-1浓度升高

可促进胰岛素分泌，提高胰岛素敏感性，从而改善糖

代谢［16］，甚至发挥神经保护作用［17］。MDE组与DE
组通过旷置十二指肠使未消化食糜更早排至远端小肠，

注：SO，假手术组，n=12；DE，单纯十二指肠旷置组，n=11；MDE，单纯十二指肠旷置+置管/防反流组，n=10。ns，差异无统计学意义。
*表示 P<0.05。
Note：SO, Sham operation group, n=12; DE, Simple duodenal exclusion group, n=11; MDE, Simple duodenal exclusion with tube placement/
anti-reflux group, n=10. ns, No statistical difference. *indicates P<0.05.
图 4 3 组大鼠术后 8 周后的胆胰袢肠黏膜绒毛形态图（HE 染色，×100）
Figure 4 Morphology of intestinal mucosal villi of biliopancreatic collaterals in three groups of rats after 8 weeks （HE 

staining， ×100）
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因此血清GLP-1浓度明显高于 SO组，但MDE组与DE
组血清GLP-1浓度无明显差异，说明食糜向十二指肠

的反流不是通过影响GLP-1的分泌调节糖代谢，其降

糖效果的提升可能与避免食糜激活十二指肠黏膜上受

体，或者通过肠道神经-内分泌调节引起不利于糖代谢

的因素有关。

综上所述，本研究表明，防反流旷置十二指肠可

以有效改善 T2DM大鼠的糖代谢，避免食糜向旷置的

十二指肠反流，从而增强其降糖效果，更进一步支持

了“前肠学说”理论。关于食糜反流对降糖效果的影

响有待进一步验证，本课题组将在后续的实验中进一

步研究其机制。
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经血干细胞移植联合运动训练促进大鼠脊髓损伤康
复的转录组学分析
戚龙菊1, 陈世园1,3, 廖泽华1,3, 石袁虎1,3, 孙郁雨1, 王庆华2

(1. 南通大学附属南通第三医院, 南通市第三人民医院, 南通 226000;  2. 南通大学实验动物中心, 南通 226001;  3. 南

通大学医学院, 南通 226001)

[摘要] 目的　通过转录组测序分析探讨经血干细胞 （menstrual blood-derived stem cells，MenSCs） 移植联合运
动训练治疗脊髓损伤 （spinal cord injury，SCI） 大鼠的潜在干预靶点和分子机制。方法　选用 SPF 级 2 月龄雌性
SD 大鼠，采用第十胸椎 （T10） 处半切方式构建 SCI 模型后，分为 SCI 后 MenSCs 移植联合运动训练组 ［简称细胞
与跑步机训练 （cell and treadmill training，CTMT） 组］ 和 SCI 组 （作为对照），每组 12 只大鼠。其中，CTMT 组大
鼠在建模后 1 周于损伤局部显微注射 MenSCs 1×105个，随后进行为期 2 周的减重有氧运动训练。选取损伤处的脊髓
组织进行转录组测序分析，获得 SCI 组和 CTMT 组大鼠的脊髓组织中 mRNA 表达数据，进行基因表达差异分析、
GO 功能富集分析、KEGG 通路富集分析和蛋白质互作网络分析。同时，采用 BBB 评分评估两组大鼠的运动功能康
复情况，苏木精-伊红（hematoxylin and eosin，HE）染色评估两组大鼠损伤局部的组织病理学改善程度，采用实时荧
光定量 PCR 法和蛋白质印迹法对差异基因表达进行验证。结果　转录组测序分析差异基因的表达数据显示，与 SCI
组相比，CTMT 组有 247 个上调基因及 174 个下调基因，其中 Bdnf、Hmox1、Sd4、Mmp3 和 Cd163 等基因显著上调

［|log2 （FoldChange） |≥0.66，P<0.05］。KEGG 通路富集分析与 GO 功能富集分析提示，这些差异基因主要参与了
生长发育、代谢反应及免疫炎症过程，例如轴突生长、电子传递链等。其中，Bdnf 基因富集在 PI3K-Akt 信号通路。
BBB 评分显示，MenSCs 移植联合运动训练显著提高 SCI 大鼠的运动能力。HE 染色提示治疗组大鼠的损伤局部病理
变化程度显著减轻。实时荧光定量 PCR 法和蛋白质印迹法证明，CTMT 组脊髓组织中脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF） mRNA 和蛋白表达水平均显著高于 SCI 组 （P<0.001）。结论　MenSCs
移植联合运动训练治疗可能通过上调 BDNF 表达促进 SCI 大鼠运动功能的恢复，这为 SCI 的临床康复治疗提供了一
个新思路。
[ 关 键 词 ] 脊髓损伤； 转录组测序； 经血干细胞； 运动训练； 脑源性神经生长因子； 大鼠
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[ABSTRACT] Objective　 To explore the potential therapeutic targets and molecular mechanisms of 
menstrual blood-derived stem cells (MenSCs) transplantation combined with exercise training in 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases

[基金项目] 南通市科技计划项目“GelMA 水凝胶负载 MenSCs-Exo 调控 miR-421 / MAGED1 /PI3K-Akt 分子轴改善脊髓损伤后功能恢复的机制
研究”（JC2023040）、“MenSCs 外泌体调控 miR-421/MAGED1/PPARγ 轴改善脊髓损伤后轴突再生机制及其临床诊疗技术攻关”

（MS22022012）；南通市卫生健康委员会科研课题面上项目“有氧运动调控 GDNF 减轻脊髓损伤后疼痛的机制及临床应用研究”
（MS2022062）

[第一作者] 戚龙菊（1985—），女，硕士，副主任护师，研究方向为脊髓损伤后功能康复。E-mail： qilongjunt@163.com
[通信作者] 王庆华（1978—），男，博士，讲师，研究方向为脊髓损伤后功能康复。E-mail： wangqh@ntu.edu.cn。ORCID： 0000-0003-3661-6408

531



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Oct . 2024, 44(5)

promoting recovery in rats with spinal cord injury (SCI) through transcriptome sequencing analysis. 
Methods　 Female SD rats aged two months were selected and a SCI model was established by a 
hemisection at the tenth thoracic vertebra (T10). The rats were then divided into two groups: the Cell and 
Treadmill Training (CTMT) group, which received MenSCs transplantation and treadmill training after SCI, 
and the SCI group (control), with 12 rats in each group. One week after modeling, the CTMT group received 
a microinjection of 1×105 MenSCs at the injury site, followed by two weeks of weight-supported aerobic 
exercise training. Spinal cord tissue from the injury site was selected for transcriptome sequencing, and 
mRNA expression data from both the SCI and CTMT groups were analyzed. Differential gene expression, 
GO (Gene Ontology) functional enrichment, KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway 
enrichment, and protein-protein interaction (PPI) network analyses were performed. Motor function 
recovery was assessed using the Basso, Beattie, and Bresnahan (BBB) score, while histopathological 
changes at the injury site were evaluated through hematoxylin-eosin (HE) staining. Real-time fluorescent 
quantitative PCR and Western blotting were used to verify the expression of differentially expressed genes.
Results　Transcriptome sequencing analysis showed 247 upregulated genes and 174 downregulated genes 
in the CTMT group compared to the SCI group. Notably, genes such as Bdnf, Hmox1, Sd4, Mmp3, and Cd163 
were significantly upregulated [|log2(FoldChange)| ≥0.66, P<0.05]. KEGG pathway enrichment analysis and 
GO functional enrichment analysis indicated that these differentially expressed genes were mainly involved 
in growth and development, metabolic reactions, and immune-inflammatory processes, such as axon 
growth and the electron transport chain. The Bdnf gene was notably enriched in the PI3K-Akt signaling 
pathway. The BBB score showed that MenSCs transplantation combined with exercise training significantly 
improved the motor function of SCI rats. HE staining revealed that pathological changes at the injury site 
were significantly reduced in the treatment group. Furthermore, real-time quantitative PCR and Western 
blotting confirmed that brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mRNA and protein expression levels in 
the CTMT group were significantly higher than those in the SCI group (P<0.001). Conclusion　 The 
combined exercise training with MenSCs effectively promotes the recovery of motor function in SCI rats by 
upregulating BDNF expression, providing a novel strategy for SCI treatment.
[Key words]  Spinal cord injury; Transcriptome sequencing; Menstrual blood-derived stem cells; Exercise 

training; Brain-derived neurotrophic factor; Rats

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是一种严重致

残的疾病，伴随诸多并发症，包括感觉和运动功能障

碍、排尿失禁、自主功能失调等，其受损功能恢复是

康复领域内的一个世界级难题［1］。目前，临床上主要

通过外科手术治疗缓解损伤脊髓内压力，用皮质类固

醇药物治疗减轻脊髓组织的肿胀程度，通过康复训练

降低疼痛、瘙痒和溃疡等并发症［2］。然而，由于中枢

神经系统的自我修复能力有限［3］，传统的治疗方法并

不能重建损伤后脊髓的神经传导功能。

近年来，多种干细胞已经被报告可应用于 SCI的
治 疗 ， 并 取 得 了 一 定 效 果［4-6］。 经 血 干 细 胞

（menstrual blood-derived stem cells，MenSCs） 于 2007
年被首次从女性月经期间脱落的子宫内膜中分离出来。

它具有来源丰富、无创采集、安全性高等特性，且拥

有极强的多向分化能力［7］和稳定的遗传性能［8］；同

时，因其自体移植伦理风险低，定向分化为神经元的

能力较强［9］，免疫调节和神经营养因子分泌能力也

强［10］，正逐步成为中枢神经系统疾病治疗的新材料。

本课题组前期研究证实，MenSCs移植能降低大鼠 SCI
后的胶质瘢痕面积，抑制神经元凋亡，促进轴突再生

和功能恢复［11］。然而，细胞移植后，由于缺血、缺氧

和水肿的微环境，大部分细胞可能会死亡［12］。因此，

如何保留移植的MenSCs并使其保持活力，进而发挥相

应功能，需要进一步探索。

近年来，运动康复锻炼在预防和治疗各种疾病方

面变得越来越重要［13-14］。诸多临床研究表明：运动训

练有利于 SCI患者的运动诱发电位和体感诱发电位改

善，促进神经肌肉运动功能的恢复［15-16］；这种广泛接

触特定任务的重复性训练有助于促进初级运动皮层的

重组［17］；运动训练明显改善了不完全SCI患者的神经
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功能恢复和神经可塑性［18］；与对照组相比，运动训练

明显增加了腰部运动神经元中一种脑源性神经营养因

子 （brain-derived neurotrophic factor， BDNF） 的 表

达［19］。另有研究证实，运动训练叠加重复经颅磁刺激

（repetitive transcranial magnetic stimulation， rTMS） 可

显著提升不完全性 SCI大鼠后肢的运动功能，通过促

进BDNF和突触素Ⅰ（synapsinⅠ，SYN1）表达，改善

中枢运动控制及运动神经元的可塑性［20］。
SCI疾病的治疗和康复是一个复杂过程，治疗靶点

的缺失限制了机制研究和临床诊疗的成效。开展高通

量转录组分析，可从多角度探讨MenSCs联合运动锻炼

治疗 SCI的分子机制，帮助挖掘潜在的治疗靶点。本

研究采用第十胸椎（T10）半切法构建大鼠 SCI模型，

通过转录组测序筛选出MenSCs移植联合运动训练治疗

SCI大鼠模型组和对照组大鼠脊髓组织中差异表达基因

和信号通路，并在大鼠体内验证该治疗效果和关键基

因表达情况，以期挖掘针对 SCI的临床康复治疗潜在

靶点。

1　材料与方法

1.1　实验动物及饲养环境
SPF级2月龄雌性SD大鼠（220～250 g）购自南通

大学实验动物中心［SCXK（苏） 2019-0001］，饲养于

屏障设施［SYXK（苏） 2020-0029］。大鼠自由采食高

压灭菌水和 60Co辐照灭菌的鼠饲料（购自江苏省协同

医药生物工程有限责任公司），使用高压灭菌的玉米芯

垫料（购自苏州双狮实验动物饲料科技有限公司），环

境温度为 20～26 ℃，12 h/12 h明暗周期循环，相对湿

度为 40%～70%。此动物实验设计方案获得了南通大

学实验动物中心实验动物伦理福利审查委员会的审核

批准（批号 S20201230-332），充分遵照动物的“5大
自由”和“3R”原则，以保障实验动物和科研人员福

利，维护动物实验伦理准则。

1.2　细胞制备及鉴定
MenSCs的获取、培养及鉴定根据本课题组既定实

验方案进行，并获得南通市妇幼保健医院伦理委员会

批准（No.2016-023）。简要步骤：征集健康成年育龄

女性志愿者，在经期第 2天，无菌操作条件下，将月

经血采集杯置入阴道深处，采集月经血；在实验室中

进行MenSCs的分离、培养、扩增及传代等过程；同时

对MenSCs进行鉴定，主要通过流式细胞仪检测细胞表

面标志物如CD146-APC、CD73-PerCP、CD105-PE和
CD73-FITC以鉴定MenSCs的特性，并通过成脂诱导分

化、成骨诱导分化、成软骨诱导分化实验鉴定MenSCs
的多向分化潜能［11，21］。本实验中使用的细胞主要处于

第6～7代。

1.3　大鼠模型制备
所购SD大鼠在性别确认和健康观察后适应性饲养

1周，采用 3%的异氟烷和氧气混合气体诱导麻醉大

鼠，术中维持异氟烷体积分数为2%。大鼠经补液和护

眼后行备皮操作，于第十胸椎处作2 cm切口，分离黏

膜和肌肉，掰除椎板和两侧椎弓根，以暴露脊髓，用

11号手术刀片于垂直中央血管处切断右侧一半脊髓组

织。大鼠在缝合后置于 37 ℃热台直至苏醒，经补液

（皮下注射2 mL温热生理盐水）、镇痛（皮下注射缓释

型 buprenex，0.05 mg/kg）和抗炎（肌内注射青霉素，

200 000 U/d）处理后返回笼盒中。每日定时人工按摩

大鼠的膀胱区辅助排尿。同时，剔除术后第一天损伤

侧完全自主运动、自主排尿以及术后 1周出现严重尿

血、尿路感染、严重腹胀、过度虚弱等不符合 SCI模
型标准的大鼠。符合 SCI模型标准的大鼠随机分为脊

髓损伤组（SCI组）和 SCI建模后MenSCs移植联合运

动训练［简称细胞与跑步机训练（cell and treadmill 
training，CTMT）］组，每组12只。

一次手术后 1周，再次麻醉大鼠，并暴露脊髓，

于损伤正中处向头侧和尾侧各旁开 2 mm，CTMT组采

用微量进样器注射1×105个MenSCs（约5 µL）［22］，SCI
组注射 5 µL PBS，术后护理过程同上。二次手术次日

开始，采用ZH-PT大鼠实验跑台（购自安徽正华生物

仪器设备有限公司），CTMT组大鼠开始减重运动训练。

运动训练策略：每次训练前排空大鼠膀胱，然后用夹

子（中间隔层纱布）夹住大鼠尾巴，使其下半身悬吊

起来，前肢接触跑台；跑台速度设定为6 m/min，大鼠

每次运动20 min，2次/d，5 d/周，总共2周；训练周期

内，可根据大鼠的后肢运动能力恢复情况，逐渐降低

悬吊高度，调整后肢承受体重的范围在 20%～40%。
每天 2次的运动在早晚固定时间点进行，并保持动物

笼盒位置固定，以减少混杂因素。

1.4　大鼠运动功能评估
采用评价 SCI模型大鼠运动能力的 BBB评分体系

（Basso， Beattie， and Bresnahan locomotor rating scale），
分别于造模前（即造模当天）及首次造模后 1、3、5、
7、10、14、21 d评估 SCI组及CTMT组大鼠（每组随

机抽取 7只大鼠）右后肢的运动能力恢复情况。实验

人员需事先进行统一培训，然后在双盲情况下依据

BBB评分表对各组大鼠的运动能力进行评分。
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1.5　大鼠组织取材
二次手术后 2周，将大鼠置于安乐死箱内引入二

氧化碳处死，通过捏压脚趾反射等方法确认其生命迹

象彻底消失。在确定大鼠无呼吸、无心跳后，沿着大

鼠背部造模处的创口，打开背部皮肤及肌肉，暴露脊

柱。再沿已摘除椎板的创口处，拆除剩余椎板，暴露

完整脊髓。从尾部剪断脊髓，剪断脊髓与周围神经的

连接。取出脊髓，去掉脊髓外膜，洗涤干净，取损伤

处（T10）上下共5 mm长度的脊髓组织。每组12只大

鼠，随机取每组 3只大鼠的脊髓组织样本，置于组织

RNA保存液即RNA Keeper Tissue Stabilizer（R501，购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司）中，冻存于 
－80 ℃，以便后续测序分析；再随机取每组 3只大

鼠的脊髓组织样本，保存于4%甲醛固定液中，用于后

续冰冻切片和苏木精-伊红（hematoxylin and eosin，HE）
染色；再随机取每组 5只大鼠的脊髓组织样本，冻存

于－80 ℃，用于后续的实时荧光定量PCR和蛋白质免

疫印迹法检测；每组各剩余1只大鼠，取材后备用。

1.6　转录组测序及生物信息学分析
将各组大鼠手术损伤处脊髓组织（总长5 mm，每

组3份样本，来源于3只大鼠）从保存液中取出，液氮

冷冻后用TRIzol试剂（购自美国 Invitrogen公司）提取

RNA。使用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离长度为 18～30 nt
的RNA，随后用 Illumina测序平台（来自广州基迪奥

生物科技有限公司）进行测序分析，结果用统计分析

软件 R （4.1.0）中的 edgeR （3.36.0）软件包（http：//
www. bioconductor. org/packages/release/bioc/html/edgeR.
html）来鉴定两组间差异表达基因。进一步利用分析

软件 R中的 limma包（3.50.3）、heatmap包（1.0.12）、
ggplot2包（3.5.0）和 clusterProfiler包（4.10.0）开展差

异表达基因的生物信息学相关分析，按照“高通量的

测序→数据的质控→参考基因组的比对→基因表达水

平的分析→聚类分析→GO/KEGG富集分析→蛋白互作

网络分析”的技术路线进行。

1.6.1　样品之间的相关性检验与主成分分析
实验与样品的选择是否可靠，可以通过分析样品

之间的基因表达水平来实现。样品之间表达模式的相

似程度通常用相关系数表示。而样品之间基因表达量

的主成分分析，可以评估样本的重复性、处理因素间

的整体差异、样本分组情况和实验设计的科学性。

1.6.2　基因差异表达分析
差异基因的分布情况用火山图直观呈现。将阈值

设定为 |log2 （FoldChange） |≥0.66并且 P＜0.05，筛选

两 组 中 的 差 异 基 因 。 依 据 差 异 基 因 的 log2
（FoldChange）大小，呈现上调和下调最显著的各15个
基因，将功能相同或相近的基因行分层聚类法

（hierarchical clustering）分析，以热图形式呈现结果。

1.6.3　差异表达基因的功能分析
采用基因本体（Gene Ontology，GO；http：//www.

geneontology. org） 和京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes， KEGG；
http：//www.kegg.jpl）这两个数据库，分别对差异表达

基因（上调和下调的基因）进行分子功能、细胞组分、

生物学过程与KEGG通路的富集分析，以气泡图形式

呈现结果。

1.6.4　蛋白互作网络分析
依据 |log2 （FoldChange） |≥0.66且 P＜0.05的筛选

标准，共获得421个显著差异基因。从STRING蛋白质

互作数据库（http：//string-db.org）内提取出目标基因

集的互作关系，构建网络，进行蛋白质互作（protein-
protein interaction，PPI）网络分析。用 Cytoscape软件

呈现差异基因表达的蛋白互作网络示意图，然后用

Cytoscape软件的cytoHubba插件来判定核心节点基因。

1.7　组织冰冻切片和 HE 染色
对多聚甲醛溶液灌注固定后各组大鼠的脊髓组织

（每组 3份样本，分别来源于 3只大鼠）进行修剪，经

10%、20%、30%蔗糖溶液脱水，平放于包埋盒（购自

北京索莱宝生物科技有限公司）内。将装有组织的包

埋盒进行最佳切割温度化合物 （optimal cutting 
temperature compound）包埋。等待 30 min后，安装样

品托，组织修块后，使用冷冻低温切片机（德国Leica
公司产品）进行连续性切片，对脊髓进行冠状面

切片 （厚 10 µm）。切片置于－20 ℃冰箱保存，用于

HE染色（试剂盒购自北京索莱宝生物科技有限公司）：

苏木精染 色 5 min， 双 蒸 水 （ddH2O） 洗 2 次 ，

1%HCl 分化 25 s，ddH2O洗 2次后伊红染色 1.5 min。
梯度脱水封固后使用Olympus DP71软件采集图像，用

于后续的数据分析。

1.8　实时荧光定量 PCR 和蛋白质印迹法检测
取各组大鼠损伤处脊髓组织（每组 5份样本，来

源于5只大鼠），用TRIzol提取总RNA，用通用型逆反

转录试剂盒 HiScript Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 
R211-01 （购自南京诺维赞生物科技股份有限公司）

获得 cDNA，用通用型高灵敏度染料法定量 PCR 检测
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试剂盒 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix Q711-
02 （购自南京诺维赞生物科技股份有限公司）以及

StepOne™实时荧光定量 PCR系统（购自美国 Applied 
Biosystems公司）进行目标基因的PCR检测。引物序列

如下：Bdnf 基因的正向引物为 5’-TGATGCTCAGC-
AGTCAA-3’，反向引物为 5’-CACTCGCTAATACT-
GTCAC-3’；内参基因GAPDH的正向引物为 5’-CCT-
CCTGCACCACCAACTGCTT-3’，反向引物为5’-GAG-
GGGCCATCCACAGTCTTCT-3’。PCR反应过程：95 ℃
预变性 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，40个循环。Bdnf
基因的相对表达水平用2-ΔΔCt方法计算，每份样本设置

3个复孔。

取各组大鼠损伤处脊髓组织（每组 5份样本，来

源于5只大鼠），组织研磨后加入RIPA裂解液，匀浆，

离心后吸取上清液，测定蛋白质浓度后沸水中变性。

使用BDNF抗体（以GAPDH抗体作内参，均购自英国

Abcam公司，工作液稀释比例为1︰1 000）检测BDNF
蛋白表达。采用ECL法显影摄片，试剂盒购自北京索

莱宝生物科技有限公司。最后利用 Image J软件进行目

的条带的灰度值分析。

1.9　数据处理及统计方法
用SPSS 23.0软件及GraphPad Prism 8.0软件进行数

据的统计和分析。首先对各实验结果数据进行K-S单
样本检验，确认数据是否符合正态分布；正态数据用

均数±标准差（ sx 
 ）表示，通过两独立样本 t检验进

行两组间比较；偏态分布的计量资料用中位数（四分

位间距）［M （P25， P75）］ 表示，通过 Mann-
Whitney U秩和检验进行两组间比较。计数资料用频数

和构成比进行描述，通过非参数 χ2检验进行两组间

比较。以P＜0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组大鼠的脊髓组织转录组测序数据可靠
Illumina测序后相关性检验结果显示，各样本之间

表达量分布均一性高，中位数、四分位数范围和极值

均较为接近，表明测序数据质量较好（图 1A）。在主

成分分析结果（图 1B）中，一个样本用一个点表示，

共 6个样本；横坐标是 PC1（0.409），为第一主成分；

纵坐标是PC2（0.317），为第二主成分。主成分分析结

果显示，同一组内的样本聚集在一起，表明本实验操

作具有良好的可重复性；而不同组间的样本则呈现较

大的空间距离，说明主要样本间的差异来自组间

差异。

2.2　两组大鼠脊髓组织中差异表达基因情况
与SCI组（对照组）相比，CTMT组大鼠脊髓组织

中有 174 个基因表达下调，有 247 个基因表达上调

（|log2（FoldChange） |≥0.66，P＜0.05）。表 1中列出了

在差异表达基因中下调或上调最显著的 15个mRNA，
其中显著上调的基因主要有 Rabepk、Pkig、Cthrc1和
Bdnf等。依据样本的每千个碱基的转录每百万映射读

取的片段 （fragments per kilobase of exon model per 
million mapped fragments， fpkm）  ， 使 用 R 包 中

pheapmap 工具、ggplot 工具，绘制差异基因火山图

（图 2A）及聚类热图（图 2B），以此呈现 SCI 组和

CTMT组大鼠脊髓组织中的mRNA表达差异情况。

2.3　两组大鼠脊髓组织中差异表达基因相关通路
图 3A～C是两组大鼠脊髓组织中差异表达基因的

GO功能富集分析气泡图。图 3D是差异表达基因的

KEGG 通路富集气泡图。GO 富集分析中，3 个本体

（ontology） 分别表示“分子功能 (molecular function，
MF)”“细胞组分(cellular component，CC) ”“生物学过程

(biological processes，BP)”。进一步的功能富集分析显

示，差异基因同分子功能的相同蛋白结合呈显著相关

性，与细胞组分的细胞质和细胞外间隙显著相关，与

生物学过程的免疫反应和神经发育显著相关。最后，

KEGG通路富集分析结果表明，差异基因主要集中在

代 谢 通 路 （metabolic pathway）、 癌 症 相 关 通 路

（pathways in cancer） 和细胞内信号通路 （PI3K-Akt 
signaling pathway）等；其中，Bdnf基因可调控细胞内

信号转导通路（表2）。
2.4　两组大鼠脊髓组织中差异表达基因的互作
关系

针对421个差异表达基因，从STRING数据库内提

取出目的基因集的互作关系，构建PPI网络图（图4）。
相比于SCI组，CTMT组大鼠脊髓组织中Bdnf、Hmox1、
Sd4、Mmp3、Cd163、Cat和 Traf3等基因表达显著上

调，且有较多的节点连接数量。其中，Bdnf在差异基

因互作结果中形成了较大的节点，提示该基因在相关

病理生理过程中发挥着重要的调控作用。

2.5　MenSCs 移植联合运动训练能够改善 SCI 大
鼠的运动功能

采用HE染色法检测SCI大鼠脊髓损伤局部的组织

病理学改变程度，结果见图5。SCI组损伤局部脊髓组

织较疏松，形成大片空洞，伴有大量炎症细胞浸润，

组织明显充血、水肿，甚至有部分区域伴有微血管的
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注：A 为样本表达量分布情况 （FPKM，每千个碱基的转录每百万映射读取的片段），可见 SCI 组 （即单纯脊髓损伤手术组，作为对照，n=3）
和 CTMT 组 （即 SCI 手术后经血干细胞移植联合运动训练组，n=3） 各样本的中位数、四分位数范围和极值均较为接近，表明测序结果在组内
均一性较好，测序数据质量可靠。B 为主成分分析 （PC1，第一主成分；PC2，第二主成分），可见同组样品聚类在比较接近的空间内，而样本
间差异主要来源于组间差异。
Note：A showed the distribution of sample expression levels (FPKM, fragments per kilobase of exon model per million mapped fragments); in 
the figure, the median, interquartile range and extreme values of the samples in SCI (spinal cord injury, as the control, n=3) group and the 
CTMT (the transplantation of menstrual blood-derived stem cells combined with treadmill training after SCI surgery, n=3) group were 
relatively close, which indicated that the sequencing results were more homogeneous within the group and the sequencing data quality was 
high. B showed the principal components analysis (PC1, principal component 1; PC2, principal component 2), and the samples from the same 
group were clustered together with close proximity, and the differences between samples mainly arose from intergroup differences.
图 1 两组大鼠的脊髓组织样本间基因表达量分布情况和主成分分析
Figure 1 Distribution of gene expression and principal component analysis of spinal cord tissue samples in the two groups 

of rats

表 1　经血干细胞移植联合运动训练治疗后脊髓损伤大鼠的脊髓组织中显著上调和下调基因
Table 1　Significantly up-regulated and down-regulated genes in spinal cord tissues of spinal cord injury rats after 

transplantation of menstrual blood-derived stem cells combined with exercise training
表达上调基因
Up-regulated 

gene
Psme3
Fgd2
Sdc4
Cthrc1
RGD1302996
Rabepk
Bdnf
Pkig
AABR07065925.1
Ehmt1
AABR07062152.1
Ctbp1
Akr1b10
Ssh1
Piga

log2(差异倍数)
log2

(FoldChange)
2.542 363 895
1.870 409 798
1.591 559 898
1.259 963 833
1.205 943 515
1.201 118 420
1.141 863 432
1.036 827 364
0.970 924 295
0.944 670 184
0.939 321 669
0.898 198 041
0.859 136 478
0.818 982 469
0.785 438 853

t 值
t value

2.672 366 157
5.277 683 881
2.530 079 050
3.177 793 692

12.811 980 370
2.962 815 910
3.525 110 815
6.255 767 217
6.151 591 228
6.578 534 619
6.344 499 009
5.961 511 123
3.868 507 287
5.813 203 431
3.303 450 635

P 值
P value

0.040 381 267
0.002 476 179
0.048 412 378
0.021 693 595
0.000 027 300
0.028 125 989
0.001 447 754
0.001 095 780
0.001 189 396
0.000 855 702
0.001 022 741
0.001 385 227
0.009 887 528
0.001 564 263
0.018 700 031

表达下调基因
Down-regulated 

gene
Ptpdc1
RT1-N2
Cd79al

Six4
Matn2

Clec4a3
AABR07051551.2

Cmtm3
Dpy19l3

Cd74
Cxcl13

RGD1563231
Jchain
Ighm

AABR07060872.1

log2(差异倍数)
log2

(FoldChange)
-0.941 169 616
-0.961 937 408
-1.007 349 648
-1.071 889 332
-1.137 472 728
-1.273 541 156
-1.308 692 094
-1.324 596 882
-1.623 739 520
-2.034 312 055
-2.697 259 120
-3.151 695 504
-3.390 915 739
-3.673 986 054
-5.052 108 514

t 值
t value

-2.823 151 331
-3.508 946 559
-3.292 831 274

-15.482 205 520
-3.927 529 073
-2.512 270 495
-2.825 531 707
-5.371 453 966
-3.419 084 313
-2.712 776 259
-3.378 916 162
-2.603 665 774
-2.827 200 269
-3.369 414 954
-3.355 872 330

P 值
P value

0.033 418 310
0.014 746 432
0.018 934 378
0.000 009 930
0.009 277 287
0.049 532 946
0.033 319 465
0.002 279 345
0.016 347 174
0.038 372 308
0.017 124 825
0.044 063 014
0.033 250 368
0.017 314 754
0.017 589 546
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破裂出血变化，纤维束排列层次不够清晰；CTMT组局

部脊髓组织排列整齐且紧密，但仍存在轻微空洞，没

有炎性细胞浸润和组织充血水肿，纤维束的排列层次

比较清晰（图 5A）。对比结果表明，MenSCs移植联合

运动训练干预后显著改善了SCI大鼠的脊髓损伤程度。

进一步用 Image J软件分析表明，与 SCI组相比，联合

治疗显著降低了脊髓损伤区域面积 （图 5B，P＜
0.001）。

术后 14 d开始，BBB评分表明，联合治疗组大鼠

的后肢运动功能显著高于 SCI 组大鼠（图 5C，P＜
0.05，P＜0.001）。实时荧光定量PCR法检测损伤局部

脊髓组织中Bdnf基因表达情况，结果表明联合治疗组

的 Bdnf mRNA 表达量显著高于 SCI 组 （图 5D，P＜
0.001）。蛋白质印迹法分析表明，联合治疗组大鼠脊

髓组织中BDNF蛋白含量显著高于SCI组（图5E，P＜
0.001）。

综上说明，MenSCs移植联合运动训练治疗能有效

改善 SCI大鼠损伤局部脊髓组织的病变结构，促进后

肢运动功能恢复，上调BDNF表达。

3　讨论

SCI后会触发包括急性期和慢性期在内的完整病理

过程，并且会导致一系列与疾病相关联的破坏性事件

的发生，如炎症反应、氧化应激、缺血、凋亡，以及

感觉、运动功能障碍等［23］。近年来，随着再生医学的

发展，干细胞已经成为 SCI治疗的热点材料。移植的

干细胞可以分泌多种营养因子，进而促进血管再生、

细胞分化、抵抗炎症和凋亡等。然而，干细胞移植后

的细胞易流失、定植率低、定向分化能力差，而且其

作用的分子机制尚不明确，这些均对其未来的临床推

广应用提出了新的挑战。

运动康复锻炼是目前在 SCI恢复期被广泛应用的

手段之一，能够有效减缓损伤平面的扩展，改善损伤

局部微环境，降低诸如疼痛、痉挛等并发症，促进运

动功能恢复。迄今为止，尽管许多措施在治疗 SCI方
面显示出了良好的应用前景，但是单一策略并不能完

全恢复 SCI患者的神经功能。组合疗法已被证明能更

有效地促进神经回路重建和功能恢复。

注：A，火山图中，横坐标为基因表达变化倍数，纵坐标表示差异基因表达量的统计显著性，上调和下调的基因分别用红色和蓝色实心圆点表
示，灰色圆点表示表达无差异的基因。B，聚类热图中，横坐标为样品名称，纵坐标为基因名称，粉色表示高表达基因，蓝色表示低表达基
因。SCI 为对照组 （即单纯脊髓损伤手术组，作为对照，n=3），CTMT 为联合治疗组 （即 SCI 手术后经血干细胞移植联合运动训练组，n=3）。
Note： A, in volcano plot, horizontal axis indicated the fold change in the gene expression, the vertical axis indicated the statistical 
significance of differential gene expression profile, the red and blue dots indicated the upregulated and downregulated genes, respectively, 
and the gray dots indicated the non-DEGs; B, in clustered heatmap, the horizontal axis indicated the sample names, the vertical axis 
indicated gene names, the pink indicated highly expressed genes, and the blue indicated low expressed genes. SCI was the control group 
(spinal cord injury, as the control, n=3), and CTMT was the cell and treadmill training group (the transplantation of menstrual blood-derived 
stem cells combined with treadmill training after SCI surgery, n=3).
图 2 两组大鼠的脊髓组织间差异表达基因火山图和聚类热图
Figure 2 Volcano plot and clustered heatmap of differentially expressed genes in spinal cord tissues between the two 

groups of rats
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本研究主要通过转录组测序分析探讨了MenSCs联
合运动训练这一组合疗法治疗 SCI大鼠的潜在干预靶

点和分子机制。全基因组层面的综合分析能够为从分

子生物学角度深入探讨 SCI 的病理进程提供新的视

角［24］。本研究采用转录组测序方法，首次探讨了 SCI
大鼠和运动训练联合MenSCs治疗大鼠后的脊髓组织中

基因表达谱差异。通过转录组测序发现，联合治疗组

中共有247个基因表达上调，174个基因表达下调。为

了探索差异基因的潜在功能，采用GO和KEGG富集分

析来预测两组间差异基因的生物学功能，包括生物学

过程、分子功能、细胞成分和信号通路等情况。本研

究中GO富集分析结果显示：分子功能以代谢和免疫功

能为主，如NAD或NADP活性、抗原结合、趋化因子

受体结合，这与Wu等［11］和Li等［25］的研究结果相吻

合；同时显示，联合治疗调节了免疫过程，与唐丹

等［26］报告的跑台运动训练可调节HMGB1/TLR4/NF-
κB信号通路，抑制 SCI后大鼠肺组织炎症反应并改善

其肺损伤的研究结果相吻合。细胞成分中，胞外区域、

神经轴突和神经元胞体占了主要地位。生物学过程显

示神经调控及免疫调节为主，如神经元发育、凋亡、

突触可塑性及轴突引导。KEGG富集分析结果则提示，

差异基因多与神经系统、免疫系统活动有关。GO和
KEGG分析结果均提示差异基因主要通过调控 PI3K-
Akt、Rap1和 IL-17等信号通路，促进脊髓损伤后的

修复。

本研究进一步通过 PPI网络分析，在上调基因集

中筛选出节点基因，包括Bdnf、Hmox1、Sd4、Mmp3、
Cd163、Cat和Traf3等。其中，Bdnf基因形成最大的节

注：A～C 分别为 GO 富集分析中的 3 个本体，即分子功能 （A）、细胞组分 （B） 与生物过程 （C）；D 为 KEGG 通路富集分析。富集系数列在 X
轴，富集条目列在 Y 轴，气泡大小表示富集在各条目上的基因数量，面积愈大表示富集基因数量愈多，而颜色呈现的是反映差异显著性的 P 值
大小，红色愈深代表其差异性愈显著。
Note：A-C indicated the 3 analysis ontologies for Gene Ontology (GO) enrichment analysis, including molecular function (A), cellular 
components (B) and biological processes (C), respectively. D represented the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
enrichment analysis. The X-axis represented the fold enrichment, the Y-axis represented the enrichment items, and the bubble size 
indicated the number of genes enriched on each item. The larger the bubble, the greater the number of enriched genes. The color 
corresponded to P-value. The darker the red color, the more significant the difference.
图 3 两组大鼠脊髓组织中差异表达基因的 GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析
Figure 3 GO enrichment and KEGG pathway enrichment analyses of differentially expressed genes in spinal cord tissues 

of the two groups of rats
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点，提示其在脊髓损伤修复过程中发挥重要作用。

BDNF（即Bdnf基因表达的蛋白）是一种典型的神经营

养因子，广泛参与神经元分化及发育，可以通过激活

特定的受体（如 TrkB、TrkC等），促进损伤脊髓的修

复［27-29］。本课题组的前期研究结果表明，运动训练能

够促进 BDNF和 TrkB在损伤远端脊髓组织中的表达，

并且促进了 SCI大鼠后肢运动功能的康复［11］；同时，

前期研究结果显示，MenSCs治疗可以促进BDNF表达。

另有研究证实，BDNF能够在损伤局部发挥保护神经

元、促进轴突再生，以及调节中枢神经突触可塑性的

作用［30-31］。因此，本课题组推测MenSCs治疗联合运

动训练可通过调节BDNF表达，促进SCI大鼠的康复。

干细胞及运动训练均已被证明能够有效改善 SCI

后损伤局部的免疫微环境，抑制神经元凋亡，促进轴

突再生，进而增强运动功能的恢复［4-6，11］。然而，

MenSCs移植和运动锻炼组合疗法在治疗 SCI中的疗效

及机制尚未见报道。本课题组以往工作发现，MenSCs
移植能促进SCI大鼠的轴突再生，但SCI后的病理微环

境导致移植后干细胞活力被抑制［11］。有研究报告提

示，运动训练能够显著提高损伤局部神经干细胞的活

化及向神经元的定向分化［32］。另有临床研究显示，运

动训练联合脂肪来源的间充质干细胞移植能够显著促

进血管生成，改善严重SCI患者的运动功能［33］。亦有

研究表明，运动训练可以提高移植干细胞的定植、存

活及分化［34］。因此，笔者推测在SCI中，运动锻炼亦

可对MenSCs的存活发挥相似的作用。

表 2　两组大鼠脊髓组织中差异表达基因的 KEGG 信号通路富集分析结果
Table 2　Results of KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes in spinal cord tissues of the two 

groups of rats

信号通路名
Term of signal pathway

Rap1 signaling pathway

Fluid shear stress and
atherosclerosis

PI3K-Akt signaling
pathway

ECM-receptor 
interaction

Cytokine-cytokine 
receptor interaction

IL-17 signaling pathway

Pathways in cancer

Chemical carcinogenesis-
DNA adducts

Cholesterol metabolism

Focal adhesion

Metabolic pathway

Mineral absorption
Toll-like receptor 

signaling pathway
Human papillomavirus

infection
Glycosphingolipid 

biosynthesis

计数
Count

10

8

13

6

11

6

17

5

4

8

36

4
5

11

3

富集系数
Gene ratio

2.506 265 664

2.005 012 531

3.258 145 363

1.503 759 398

2.756 892 231

1.503 759 398

4.260 651 629

1.253 132 832

1.002 506 266

2.005 012 531

9.022 556 391

1.002 506 266
1.253 132 832

2.756 892 231

0.751 879 699

P 值
P value

0.010 546 665

0.014 625 259

0.014 714 234

0.016 252 600

0.016 582 561

0.020 227 194

0.020 758 687

0.040 451 734

0.053 168 933

0.054 767 437

0.068 256 357

0.072 932 376
0.074 076 217

0.079 092 324

0.081 761 102

基因名
Genes

Angpt1, Rassf5、Vegfb、Lpar1、Rapgef6、Efna4、Met、Bcar1、Rap1gap、Adcy6

Prkaa1、Mef2c、Sdc4、Gsta4、Il1r2、Gstt3、Hmox1

Prkaa1、Itga4、Angpt1、Bdnf、 Lama4、Lpar1、Vegfb、Ppp2r3b、Efna4、Gng7、
Spp1、Col9a3、Met

Sdc4、Itga4、Rgd1565355、Lama4、Spp1、Col9a3

Cxcl10、Cntf、Il25、Tnfsf15、Tnfrsf9、Il1r2、Il21r、Ccr7、Ltb、Cxcl13、Ccl17

Cxcl10、Il25、Traf3、Mmp3、Lcn2、Ccl17

Ctbp1、Lama4、Lpar1、Vegfb、Gstt3、Adcy6、Dll4、Gsta4、Peg12、Traf3、
Gng7、Rassf5、Ccdc6、Hmox1、E2f3、Met

Cyp3a9、Hpgds、Gsta4、Gstt3

Rgd1565355、Apoh、Apoc1、Apoc3

Itga4、Lama4、Vegfb、Spp1、Col9a3、 Pip5k1c、Met、Bcar1

Mtmr2、Gldc、Mtmr14、Pde3b、Gstt3、Hexd、Ehmt1、Adcy6、Abo、Selenbp1、
Cyp3a9 、Hpgds 、Neu4 、Spp1 、Hmox1 、St3gal6 、Ca8 、Pip5k1c 、
Csgalnact1、Car1、Uros、Qrsl1、 Coq7、Sirt3、Nt5c3b、Akr1b10、 Cyp2u1、
Gsta4、Akr1c15、P4ha3、Piga、Cat、Acot1、Idnk

Atp7b、Slc40a1、Hmox1、Slc39a4
Cxcl10、Irf3、Traf3、Spp1、Tlr3

Irf3、Itga4、Traf3、Rt1-N2、Lama4、Spp1、Col9a3、Ppp2r3b、Rt1-T24-1、Tlr3、
Llgl1

St3gal6、Abo
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注：圆点及其大小分别代表节点 （node） 和度 （degree），与此节点连接的基因数目越多，节点越大；点内填充红色代表该节点的基因表达量
上调，蓝色代表该节点的基因表达量下调。
Note：The size of the dots represented the node and degree, the node with more connections had a larger size; the red color in the dots 
represented the up-regulation of gene expression in this node, and the blue color represented the down-regulation of gene expression.
图 4 两组大鼠脊髓组织中差异表达基因的蛋白互作网络图
Figure 4 Protein-protein interaction network of differentially expressed genes in spinal cord tissues of the two groups of 

rats

注：A 为苏木精-伊红染色观察 SCI 组 （即单纯脊髓损伤手术组，作为对照，n=3） 和 CTMT 组 （即 SCI 手术后经血干细胞移植联合运动训练组，
n=3） 大鼠的脊髓损伤局部结构病理变化情况 （放大 40 倍）。B，A 图中损伤区域面积的统计结果 （***P＜0.001，n=3）。C，2 组大鼠的 BBB 运
动评分比较，分数越高说明运动功能恢复越好。D，实时荧光定量 PCR 检测两组大鼠损伤脊髓组织中Bdnf 的转录水平差异 （***P＜0.001，n=5）。
E，蛋白质印迹法检测两组大鼠损伤脊髓组织中 BDNF 蛋白水平差异 （***P＜0.001，n=5）。
Note：A showed the local structural pathological changes of the spinal cord injury in the SCI group (spinal cord injury, as the control, n=3) 
and the CTMT group (the transplantation of menstrual blood-derived stem cells combined with treadmill training after SCI surgery, n=3), 
observed by hematoxylin-eosin staining (magnified 40 times). B, statistical results of the lesion area in Figure A (***P<0.001, n=3). C, BBB 
motor score, a higher score indicated a better recovery of motor function. D, Real-time fluorescence quantitative PCR was performed to 
detect the changes in the transcriptional level of Bdnf gene in the injured spinal cord in rats of SCI and CTMT groups (***P<0.001, n=5). 
E, Western blotting analysis was performed to detect the changes in the protein level of BDNF in SCI and CTMT groups (***P<0.001, n=5).
图 5 经血干细胞移植联合运动训练治疗可促进脊髓损伤大鼠的运动功能恢复及 BDNF 表达
Figure 5 Menstrual blood-derived stem cells transplantation combined with treadmill training promotes motor function 

recovery and BDNF expression in spinal cord injury rats
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本研究实验进一步证明，运动训练联合MenSCs治
疗的方式可以有效促进BDNF的表达或分泌。分析原

因可能是运动锻炼促进了移植MenSCs的定植、存活及

分化，同时改善了 SCI大鼠损伤局部的组织结构，促

进了其后肢运动功能的恢复。这与Sun等［35］研究显示

的间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）和

运动训练可通过激活PI3K/AKT/mTOR通路恢复 SCI后
运动功能的结果相吻合。本研究揭示了运动训练联合

MenSCs移植在 SCI大鼠康复过程中的作用，并初步探

讨了BDNF在此过程中发挥的重要作用。本研究结果

提示BDNF有望成为治疗SCI患者的潜在靶点，为以后

干细胞联合运动康复锻炼在 SCI患者中的应用提供了

临床前实验基础和理论依据。

当然，此研究亦存在不足，比如，在动物实验时

应同时设立更严谨的实验对照，如空白对照组和单因

素处理组（包括运动训练组和MenSCs移植治疗组）。

本研究仅将MenSCs移植联合运动康复作为一个整体组

合治疗方法，与模型对照组进行比较，针对性探讨这

种复合疗法对 SCI大鼠的作用。在后续研究中，本课

题组将纳入更多的处理因素，并在不同维度上观察运

动康复和MenSCs治疗对SCI动物脊髓损伤的修复作用。
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PNR检测在糖尿病肾脏疾病模型大鼠诊断及药效评
价中的应用
张乃群1, 袁飘漂1, 曹琳茸1, 应 娜1, 杨涛涛2

(1. 余姚市第四人民医院, 余姚 315470;  2. 宁波市医疗中心李惠利医院, 宁波 315000)

[ 摘 要] 目的　通过监测肾小球足细胞相关分子 podocin 和 nephrin 的 mRNA 比值 （podocin mRNA： nephrin 
mRNA ratio，PNR） 在大鼠糖尿病肾脏疾病 （diabetic kidney disease，DKD） 早期模型中的变化，并将其与尿白
蛋白-肌酐比值 （urinary albumin to creatinine ratio，U-ACR） 对比，评价 PNR 作为 DKD 早期诊断指标的可行性；
并比较缬沙坦和福辛普利钠对 DKD 的早期干预作用。方法　采用尾静脉注射链脲霉素 （streptozotocin，STZ）

（60 mg/kg） 建立 DKD 大鼠模型，监测对比 PNR 与 U-ACR 的早期变化，适时给予缬沙坦和福辛普利钠干预；采用
苏木精-伊红 （hematoxylin and eosin staining，HE） 染色观察肾小球结构形态，透射电子显微镜观察肾小球足细
胞超微结构。结果　造模后 PNR 在第 9 天达临界值 （≥1），较 U-ACR 在第 15 天达临界值 （≥30 mg/g） 更早；造模后
第 9 天给予缬沙坦和福辛普利钠干预，发现其对 U-ACR 均有显著降低作用 （P＜0.05），且缬沙坦低剂量优于高剂量

（P＞0.05），而福辛普利钠高剂量优于低剂量 （P＞0.05）；低剂量的缬沙坦和福辛普利钠均对 PNR 有明显降低作用
（P＜0.05），高剂量未见明显影响；缬沙坦和福辛普利钠干预对肾小球结构及足细胞排布均具有一定的改善和维持
作用。结论　PNR 较 U-ACR 更早变化，对大鼠 DKD 早期诊断具有一定的提示作用，缬沙坦和福辛普利钠早期干预
对大鼠 DKD 有一定的治疗作用。
[ 关 键 词 ] PNR； 尿白蛋白-肌酐比值； 糖尿病肾脏疾病； 蛋白尿预防； 大鼠
[中图分类号] R587.1；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2024）05-0543-07

Application of PNR Detection in the Diagnosis and Drug-efficacy 
Evaluation of Diabetic Kidney Disease in Rats

ZHANG Naiqun1, YUAN Piaopiao1, CAO Linrong1, YING Na1, YANG Taotao2

(1. The No.4 People's Hospital of Yuyao, Yuyao 315470, China; 2. Ningbo Medical Center Lihuili Hospital, Ningbo 
315000, China)
Correspondence to: YANG Taotao (ORCID: 0009-0000-7268-9685), E-mail: 843397827@qq.com

[ABSTRACT] Objective This study aims to monitor the mRNA ratio of podocin to nephrin (PNR) in 
glomerular podocytes of early diabetic kidney disease (DKD) rat models. The feasibility of using PNR as an 
early diagnostic indicator for DKD was evaluated by comparing it with the urinary albumin-to-creatinine 
ratio (U-ACR). Additionally, the early intervention effects of valsartan and fosinopril sodium on DKD were 
compared. Methods The DKD rat model was established by caudal intravenous injection of streptozotocin 
(STZ) at a dosage of 60 mg/kg. The early changes in PNR and U-ACR were monitored and compared, 
followed by timely intervention with valsartan and fosinopril sodium. Hematoxylin and eosin staining (HE) 
was used to observe glomerular structure, while transmission electron microscopy examined the 
ultrastructure of glomerular podocytes. Results　 PNR reached the critical value(≥1) on day 9 after 
modeling, earlier than U-ACR, which reached the critical value(≥30 mg/g) on day 15. Intervention with 
valsartan and fosinopril sodium on day 9 after modeling significantly reduced U-ACR (P < 0.05), with low-
dose valsartan showing better results than high-dose (P>0.05), while high-dose fosinopril sodium 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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outperformed low-dose (P>0.05). Both low doses of valsartan and fosinopril sodium significantly reduced 
PNR (P<0.05), with no significant effect observed for high doses. The interventions with valsartan and 
fosinopril sodium improved and maintained glomerular structure and podocyte arrangement. Conclusion　
PNR changes earlier than U-ACR, indicating its potential as an early diagnostic marker for DKD in rats. Early 
intervention with valsartan and fosinopril sodium demonstrates a therapeutic effect on DKD in rats.
[Key words]  PNR; Urinary albumin-to-creatinine ratio (U-ACR); Diabetic kidney disease; Proteinuria 

prevention; Rats

糖尿病肾脏疾病（diabetic kidney disease，DKD）
既往称为糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN），是

糖尿病（diabetes mellitus，DM）中最常见的慢性微血

管并发症之一［1］。肾小球脏层上皮细胞（即足细胞）

中的裂隙隔膜蛋白nephrin和podocin是滤过屏障选择性

滤过功能的关键组成部分，当滤过屏障遭到破坏时产

生蛋白尿，而蛋白尿又是DKD的独立危险因素［2］。因

此，尽早对DKD蛋白尿进行检测和干预尤为必要。

血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（angiotensin Ⅱ receptor 
blocker， ARB） 和 血 管 紧 张 素 转 换 酶 抑 制 剂

（angiotensin-converting enzyme inhibitor，ACEI） 是临

床上用于控制蛋白尿的常用药物，但多是在蛋白尿已

出现，或相关指标如尿微量白蛋白-肌酐比值（urinary 
albumin-to-creatinine ratio，U-ACR）发生明显变化时

开始干预［3］。本研究通过监测肾小球足细胞蛋白

podocin 和 nephrin 基因表达，并计算二者比值

（podocin mRNA： nephrin mRNA ratio，PNR），对DKD
进展进行评估以确定最佳用药窗口期；同时，及时在

病变早期进行缬沙坦胶囊和福辛普利钠片的药物干预，

为DKD的早期评估和干预时间窗研究提供依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级雄性SD大鼠120只，6～8周龄，体重180～

200 g，购自上海斯莱克实验动物有限公司［SCXK
（沪） 2022-0004］；大鼠饲养在浙江中医药大学动物实

验研究中心屏障设施［SYXK（浙） 2021-0012］，环境

温度为（20±2）℃，相对湿度为 50%～60%，光照为

12 h/12 h明暗交替，噪声<50 db；并在实验过程中按

实验动物使用的3R原则给予人道主义关怀。本研究方

案已通过浙江中医药大学实验动物管理与伦理委员会

审查批准 （批准编号： 20221114-13；终审编号：

IACUC-202304-11）。
1.2　主要试剂

缬沙坦胶囊（Valsartan）（80 mg/粒，7粒/盒）为

北京诺华制药有限公司产品；福辛普利钠片

（Monopril）（10 mg/片，14片/盒）为中美上海施贵宝制

药有限公司产品；链脲霉素（streptozotocin，STZ）为

德国Calbiochem公司产品（批号B56987）；盐酸塞拉嗪

溶液（2 mL×10支/盒）为敦化市圣达动物药品有限公

司产品（批号 20221030）；阿托品溶液（2 mL/支，

10 支/盒）购自上海全宇生物科技（驻马店）动物药业

有限公司（批号210803）；舒泰50（50 mg/mL，10 mL/
瓶）为法国Virbac公司生产（批号BN8EZG）；尿生化

检测试剂盒、总RNA提取试剂（RNAiso Plus）、逆转

录试剂盒（PrimeScript RT Reagent Kit）、荧光定量PCR
试剂盒（SYBR Premix EX TaqTMⅡ）均购自宝生物工程

（大连）有限公司。

1.3　主要仪器
ACCU-CHEK Advantage 血糖仪 （德国 Roche 公

司）；7020型全自动生化分析仪（日本Hitachi公司）；

激光多普勒微循环血流仪（英国Moor公司）；80I相差

显微镜（日本Nikon公司）；iQ5荧光定量 PCR仪（美

国BIO-RAD公司）；实验动物安乐死系统（北京广源

达科技发展有限公司）。

1.4　模型制备和早期评估
适应性饲养 3周后，取体重 300～340 g的雄性 SD

大鼠 60只。除 24只大鼠作为正常对照组（正常饲养，

不作任何处理）外，其余 36只大鼠禁食不禁水 16 h
（21：00～次日 13：00），经尾静脉一次性注射 STZ
（60 mg/kg）建立糖尿病模型［4］。造模后给予大鼠充足

饮水和饲料，3 d后禁食不禁水 12 h （21：00～次日

09：00）检测空腹血糖，取血糖值范围在 15.0～25.0 
mmol/L的糖尿病模型大鼠24只。

造模后3 d、5 d、7 d、9 d、11 d、13 d、15 d、17 d
各取 3只糖尿病模型大鼠进行代谢试验，正常对照组

也在相同时间点各取 3只进行代谢试验。收集 24 h尿
液，用全自动生化分析仪监测尿肌酐 （urine 
creatinine，U-Crea） 和尿微量白蛋白 （urine micro-
albumin，U-Alb），计算二者比值即 U-ACR。用舒泰
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50 （45 mg/kg）、盐酸塞拉嗪溶液（10 mg/kg）和阿托

品溶液（0.04 mg/kg，2 mL/kg，需在注射舒泰50前5～
10 min注射）复合过量麻醉大鼠，摘取其肾脏组织并

清洗、分离组织后离心，按照试剂盒说明书进行RNA
提取、反转录并检测 podocin mRNA和 nephrin mRNA，
计算PNR，并进行组织病理学检查和超微病理学检查。

1.5　模型分组和给药干预
适应性饲养 3周后，取体重 300～340 g的雄性 SD

大鼠50只，按1.4节方法建立糖尿病模型后第9天，随

机分为 5组：模型对照组（给予 0.9%NaCl溶液即生理

盐水，10 mL/kg）、缬沙坦高剂量组（50 mg/kg）、缬沙

坦低剂量组 （25 mg/kg）、福辛普利钠高剂量组

（50 mg/kg）和福辛普利钠低剂量组（25 mg/kg），每组

10只。另设含 10只大鼠的正常对照组（给予生理盐

水，10 mL/kg）。缬沙坦、福辛普利钠分别研磨成粉

后，用灭菌水配制为混悬液，当各组大鼠的PNR＞1且
稳定后进行药物干预。给药前将药液摇匀，经口灌胃，

每天 1次，连续 4周。实验结束后，对上述大鼠实施

CO2安乐死，并取其肾脏组织做进一步分析。

1.6　药效评价
1.6.1　代谢试验

给药2周和4周后各进行一次24 h代谢试验，时间

从上午9：00开始至次日上午9：00结束。每笼1只大

鼠，收集 24 h尿液，用尿生化检测试剂盒测定尿总蛋

白（urine total protein）、尿素氮（urine urea nitrogen）、
U-Crea（单位g）和U-Alb（单位mg）含量，并计算U-
ACR值（即U-Alb和U-Crea的比值）。

1.6.2　mRNA 检测
肾脏组织按流程处理后，用RNAiso Plus试剂进行

组织中总RNA提取，再用PrimeScript TM RT Reagent反
转录成 cDNA后，使用SYBR Premix EX TaqTMⅡ试剂盒

检测 nephrin与 podocin mRNA水平。各引物序列如下：

nephrin 的正向引物为 5’ -GACACCTGCATGATG-
AAGTGGAG-3’，反向引物为 5’-CAGGCCAGCGAA-
GGTCATAG-3’，目的片段的大小为 102 bp；Podocin
的正向引物为 5’-AGAAGACATCCAGCCACACAAG-
3'，反向引物为 5’-CAGCCCCTCAACCCAAAA-3’，
目的片段的大小为84 bp。根据实时荧光定量PCR测定

的循环阈（cycle threshold，Ct）值按照公式 2-ΔΔCt，计

算目的基因的相对表达量。

1.6.3　肾脏病理观察
给药实验结束后，摘取大鼠右侧肾脏，漂洗去血，

放入体积分数为 10%的甲醛溶液中固定 48 h，石蜡包

埋、切片，进行常规病理苏木精-伊红（hematoxylin 
and eosin，HE）染色，在光学显微镜下观察肾脏组织

的细胞结构。进一步将肾皮质切至 1 mm3大小，置于

2.5%戊二醛溶液中固定，脱水包埋切片后，用透射电

子显微镜观察肾小球足细胞的超微结构。

1.7　统计分析
采用SPSS 19.0软件进行统计分析，符合正态分布

的计量数据采用均数±标准差（-x±s）表示，组间比较

采用两独立样本 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　造模后大鼠 U-ACR 和 PNR 值比较
与未处理的正常对照组大鼠相比，注射 STZ建立

糖尿病模型后的前 13 d，U-Alb无法被检测到或很低；

直至第 15天时，U-ACR≥30 mg/g，提示出现蛋白尿，

DKD模型构建成功。同时采用实时荧光定量PCR检测

肾组织中podocin mRNA和nephrin mRNA，计算PNR值
后发现，造模后PNR逐步升高，至第9天时＞1，后呈

继续升高的趋势（表1）。通过对比发现，PNR早于U-
ACR达到临界值的变化。

2.2　药物干预对 U-ACR 和 PNR 的影响
按照模型制备的条件，造模后第 9天开始分组并

进行药物干预。与正常对照组比较，模型对照组大鼠

的U-ACR在药物干预实验开始时有升高趋势，但差异

无统计学意义（P＞0.05）；至给药第 4周时差异显著

（P<0.01），其中缬沙坦和福辛普利钠高、低剂量均有

降低作用（P<0.01），且缬沙坦低剂量组的作用稍优于

高剂量组，福辛普利钠高剂量组稍优于低剂量组。与

正常对照组比较，模型对照组的PNR在实验开始时即

升高超过临界值（PNR＜1），差异有统计学意义（P<
0.05）；至第4周时差异显著（P<0.01），其中缬沙坦低

剂量组和福辛普利钠低剂量组均显著降低（P<0.01）
且低于临界值（表2）。
2.3　STZ 造模及药物干预后的肾小球结构

经HE染色后光学显微镜下观察可见，正常对照组

大鼠肾脏肾小球形态正常、轮廓清晰、结构完整；与

正常对照组比较，模型对照组肾小球肿胀，基底膜增

厚，系膜区基质沉积，结构破损不完整；与模型对照

组比较，缬沙坦组和福辛普利钠干预后大鼠肾小球形

态和结构均有改善，高剂量组均优于低剂量组（图

1A～F）。
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进一步用透射电子显微镜观察可见，正常对照

组大鼠的肾小球足细胞结构完整，足突排列整齐清

晰，“拉链状”布局显而易见，基底膜平滑规整；

与正常对照组比较，模型对照组大鼠的肾小球足细

胞足突广泛融合或消失，“拉链状”布局模糊不成

型，基底膜弥漫性不规则增厚，上皮下电子致密物

沉积；与模型对照组相比，缬沙坦组和福辛普利

钠组大鼠的肾小球形态和结构有不同程度改善，

且福辛普利钠组大鼠的肾小球和基膜的形态结构

较缬沙坦组好；其中，缬沙坦低剂量组优于高剂

量组，而福辛普利钠高剂量组优于低剂量组（图

1A’～F’）。

表 1　STZ 造模后大鼠 U-ACR 和 PNR 值的变化
Table 1　Changes of U-ACR and PNR values in rats after STZ modeling

（
-x±s, n=3）

造模后时间
Time after molding/d

3

5

7

9

11

13

15

17

U-ACR/(mg·g-1)
正常组
Normal

12.69±3.69

13.29±4.05

13.02±3.7

12.14±3.27

11.96±3.21

13.88±4.02

12.73±3.98

13.01±2.98

模型组
Model

ND

ND

ND

9.45±6.23

18.19±8.75

ND

72.59±19.51

77.68±11.16

PNR
正常组
Normal

0.85±0.40

0.88±0.31

0.86±0.37

0.91±0.27

0.90±0.25

0.89±0.30

0.87±0.38

0.91±0.42

模型组
Model

0.39±0.19

0.64±0.45

0.66±0.10

1.26±0.11

1.70±0.65

1.63±0.63

1.25±0.17

2.54±0.20

注：U-ACR，尿微量白蛋白与尿肌酐的比值；PNR，足细胞相关分子 podocin 和 mephrin 的 mRNA 比值。ND，因无检测值而无法计算。
Note：U-ACR, urinary albumin-to-creatinine ratio; PNR, podocin mRNA: nephrin mRNA ratio. ND, no detection value, therefore cannot be 
calculated.

表 2　药物干预对糖尿病模型大鼠 U-ACR 和 PNR 的影响
Table 2　Effects of drug intervention on U-ACR and PNR in diabetic model rats

（
-x±s, n=10）

组别
Group

正常对照
Normal control (0.9%NS)
模型对照
Model control (0.9%NS)
缬沙坦低剂量
Valsartan 25 mg/kg
缬沙坦高剂量
Valsartan 50 mg/kg
福辛普利钠低剂量
Fosinopril 30 mg/kg
福辛普利钠高剂量
Fosinopril 60 mg/kg

U-ACR/(mg·g-1)
给药前
0 week

11.69±3.15

17.96±6.45

18.08±7.03

18.86±6.90

18.73±6.82

17.86±5.92

给药 4 周
4 weeks

11.45±3.25

896.12±62.89**

408.99±78.03△△

480.97±94.34△△

314.93±67.81△△

236.61±43.55△△

PNR
给药前
0 week

0.92±0.21

1.24±0.11

1.16±0.14

1.14±0.24

1.26±0.22

1.17±0.21

给药 4 周
4 weeks

0.89±0.17

1.64±0.08**

0.53±0.13△△

1.28±0.44

0.92±0.28△△

2.14±0.29

注：U-ACR，尿微量白蛋白与尿肌酐的比值；PNR，足细胞相关分子 podocin 和 mephrin 的 mRNA 比值。与正常对照组比较，*P<0.05，**P<
0.01；与模型对照组比较， △P<0.05，△△P<0.01。
Note：U-ACR, urinary albumin-to-creatinine ratio; PNR, podocin mRNA: nephrin mRNA ratio. Compared with normal control group, *P<0.05,
**P<0.01; Compared with model control group, △P<0.05, △△P<0.01.
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3　讨论

DKD是以微血管病变为主的肾小球疾病，发病机

制目前尚不明确，可能与长期高血糖引起的代谢紊乱、

遗传因素、肾小球血流动力改变、细胞因子产生增加、

氧化应激、炎症反应、激肽系统及自噬等有关［5］。蛋

白尿作为标志性症状贯穿整个DKD病程，早期微量白

蛋白尿发展为显性蛋白尿，再进展至大量蛋白尿，最

后出现终末期肾衰竭。DKD病理改变主要是肾小球系

膜细胞增殖、系膜细胞外基质增加、肾小球基底膜增

注：A、A' 为正常对照组 （0.9% NaCl）；B、B' 为模型对照组 （0.9% NaCl）；C、C' 为缬沙坦低剂量组 （Valsartan 25 mg/kg）；D、D' 为缬沙
坦高剂量组 （Valsartan 50 mg/kg）；E、E' 为福辛普利钠低剂量组 （Fosinopril 30 mg/kg）；F、F' 为福辛普利钠高剂量组 （Fosinopril 60 mg/
kg）。B 图中，箭头①为肾小球形态轮廓，箭头②为系膜区基质沉积；B’图中，箭头①为足细胞基底膜弥漫性不规则增厚，箭头②③为足细胞

“拉链状”结构布局破损、模糊不成型。
Note：A and A’ represent the normal control group (0.9% NaCl), B and B' represent the model control group (0.9% NaCl), C and C' represent 
the low-dose Valsartan group (Valsartan 25 mg/kg), and D and D' represent the high-dose Valsartan group (Valsartan 50 mg/kg). E and E' 
represent the low-dose fosinopril sodium group (Fosinopril 30 mg/kg), and F and F’represent the high-dose fosinopril sodium group 
(Fosinopril 60 mg/kg). In fig. B, the arrow ① indicates the glomerular contour, the arrow ② indicates the mesangial matrix deposition. In 
fig. B', the arrow ① indicates the diffuse irregular thickening of the podocyte membrane, while the arrows ② and ③ indicate damage and 
fuzziness of the “zipper” layout of podocytes.
图 1 各组大鼠肾脏组织的 HE 染色 （A～F，×400） 和透射电子显微镜观察 （A'～F'，×5 000）
Figure 1 HE staining (A-F， ×400) and transmission electron microscopy (A'-F'， ×5 000) of renal tissues in each group of rats
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厚和结节性或弥漫性肾小球硬化，可伴间质性肾炎或

肾小动脉硬化［6］。蛋白尿的出现是肾小球滤过系统异

常导致的，临床常用的降压药物（ARB、ACEI类等）

对其具有改善作用，且有研究认为这些降压药物可能

对滤过系统结构和组成（即肾小球足细胞）具有一定

保护作用［2］。肾小球滤过屏障由足细胞、肾小球基底

膜和内皮细胞组成，足细胞与相邻足突之间的裂孔膜

构成了蛋白滤过的最后一道屏障，一旦足细胞损伤脱

落将缺乏再生能力。因此，研究足细胞结构及其蛋白

或能在DKD病程中更早预测蛋白尿。

Nephrin蛋白特异性表达于足细胞，其通过同种二

聚体形成可以自我组装的拉链样结构，形成裂孔膜的

分子基础［7］。Podocin蛋白是继 nephrin之后发现的一

种同样特异性表达于足细胞的关键蛋白，一方面通过

与nephrin连接形成裂孔膜的骨架，另一方面其富含的

胆固醇和神经鞘脂可以增强 nephrin 诱导的信号转

导［8］。研究发现，足细胞损伤以及nephrin、podocin蛋
白在肾小球的表达下降，均与蛋白尿的发生及发展密

切相关：足细胞损伤程度越大，nephrin和podocin蛋白

表达下调越多，足细胞之间裂孔膜的结构破坏越严重，

从而导致蛋白尿产生［9］。
对DKD进行早期检测和干预的重要性不言而喻，

既往研究多是在传统指标出现变化后才开始干预［8］。
本研究结合文献报告，在前期研究中采用大剂量 STZ
（60 mg/kg）尾静脉注射制备DKD大鼠模型［10］，该模

型能短时间内反映疾病急性进展，为相关指标变化和

机制研究提供基础条件［11-12］。本研究发现，U-Alb在
DKD疾病早期含量很低且不稳定，导致U-ACR无法检

测和计算；PNR可以正常通过检测肾脏足细胞蛋白

nephrin和podocin的mRNA相对表达量计算得出。对比

U-ACR与 PNR的变化发现，PNR较U-ACR变化稳定

且更早达到临界值。

本实验与其他研究报告［13-14］相似，ACEI和ARB
类药物均对U-ACR有显著降低作用，说明尽早干预确

有必要。根据PNR的变化给予缬沙坦和福辛普利钠干

预，两类药物在大鼠模型中均对蛋白尿有控制作用，

同时对PNR也有影响，这说明缬沙坦与福辛普利钠对

DKD大鼠的肾小球足细胞蛋白 nephrin和 podocin表达

具有干预作用，podocin和 nephrin基因表达比值 PNR
变化是这种干预作用的综合体现和实验证实［15-16］。组

织病理学检查和超微病理学检查发现，这些药物对肾

小球结构形态及肾足细胞的分布排列也有明显的改善

作用，提示其独立于降血压以外的肾脏保护作用很可

能是通过改变肾小球足细胞蛋白及结构来实现的。但

缬沙坦和福辛普利钠两种药物对PNR呈现出剂量和效

果不一致的作用，低剂量时均作用显著，高剂量时差

异不明显，因此高、低剂量表现的差异值得进一步深

入探究。

本实验研究虽有一些新的探索和发现，如大剂量

尾静脉注射 STZ制备急性DKD大鼠模型能反映相关指

标的短期急性变化，但鉴于模型复制具有一定的失败

率，且研究和观察周期较短，在药效观察方面尚有一

定局限性和不足。此外，在DKD疾病早期检测PNR值
并设定其临界值的结论尚未达成共识，但本实验发现

可为相关研究提供新的思路，为DKD早期诊断、防治

及药物开发提供新的生物学指标。

综上，本研究在前期研究基础上制备了大鼠糖尿

病模型，以此模拟DKD疾病的发生和急性进展；对比

发现PNR相较于传统指标U-ACR在造模后更早达到指

标临界值，并且通过药物干预试验验证了缬沙坦和福

辛普利钠两类药物对蛋白尿的防治作用；本研究中

PNR的检测及分析结果提示，ACEI和ARB类药物的肾

脏保护效应或许是通过肾小球足细胞podocin和nephrin
蛋白实现的。PNR或许是DKD早期监测的一个潜在指

标，可以为DKD的早期诊断、预防治疗及药物开发研

究提供新的线索。
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生殖毒理学研究动物模型的建立方法及应用评价
黄冬妍1,2, 吴建辉1,2

(1. 上海市生物医药技术研究院, 国家卫生健康委生育调节药械重点实验室, 上海生殖健康药具工程技术研究中心, 

上海 200237;  2. 上海市生物医药技术研究院药理毒理学研究室, 上海 200032)

[摘要] 生殖毒理学是指应用毒理学方法研究外来物质干扰卵子或精子生成的机制及其有害作用对后代影响的学
科，研究内容包括受试物对亲代生殖功能的损伤作用和对子代胚胎的毒性评价。人们每天会接触到各种药品、化学
品和环境污染物，这些物质是否具有生殖毒性，关乎子孙后代的健康，这就需要通过生殖毒理学研究来进行评价。
由于生殖毒性评价的特殊性和重要性，国内外相关机构出台了相应的指导原则、国家标准或行业标准，均涉及动物
实验。在生殖系统疾病研究中，目前开发出了很多研究重要生殖器官的动物模型，如睾丸和卵巢研究用动物模型。
每种模型均涉及动物的选择、方法的建立和评价指标的量化，且各有其优势和局限性，研究人员使用时要根据试验
需求和模型特点来综合考量。本文针对生殖毒理学研究中常用的生殖与发育毒性评价动物模型，包括生育力与早期
胚胎发育毒性评价大鼠模型、胚胎-胎仔发育毒性评价大鼠模型、胚胎-胎仔发育毒性评价兔模型、胚胎-胎仔发育毒
性评价小型猪模型、围产期毒性评价大鼠模型、胚胎发育毒性评价斑马鱼模型，化学药物和放射疗法诱导、自身免
疫性和卵巢切除等方式引起的卵巢毒性评价动物模型，以及化学药物和环境因素引起的睾丸毒性评价动物模型，对
这些模型的建立方法、应用范围和特点进行总结，以期为相关领域的研究应用提供参考。
[ 关 键 词 ] 生殖毒理学； 发育毒性； 围产期毒性； 睾丸毒性； 卵巢毒性； 动物模型
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Establishment Methods and Application Evaluation of Animal 
Models in Reproductive Toxicology Research

HUANG Dongyan1,2, WU Jianhui1,2

(1. Shanghai Institute for Biomedical and Pharmaceutical Technologies, NHC Key Lab of Reproduction 
Regulation, Shanghai Engineering Research Center of Reproductive Health Drugs and Devices, Shanghai 200237, 
China; 2. Department of Pharmacology and Toxicology, Shanghai Institute for Biomedical and Pharmaceutical 
Technologies, Shanghai 200032, China)
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[ABSTRACT] Reproductive toxicology is a discipline that uses toxicological methods to study the 
mechanisms by which foreign substances interfere with the generation of eggs or sperm and their 
detrimental effects on offspring. Research includes evaluating the damaging effects of test substances on 
reproductive function of parents and the toxicity evaluation of offspring embryos. People are exposed to a 
wide range of drugs, chemicals and environmental pollutants on a daily basis, and determining whether 
these substances have reproductive toxicity is crucial for the health of future generations. Reproductive 
toxicology research is therefore critical. Given the specificity and importance of reproductive toxicity 
evaluation, corresponding institutions both domestically and internationally have issued guidelines, 
national standards, or industry standards, all of which involve animal experiments. In the study of 
reproductive system diseases, numerous animal models have been developed to investigate key 
reproductive organs, such as testicles and ovaries. Each model involves the selection of animals, the 
establishment of methods, and the quantification of evaluation indicators, and all have advantages and 
limitations. The choice of model should be based on experimental needs and the characteristics of the 
model. This paper summarizes commonly used animal models for reproductive and development toxicity 
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Animal Models of Human Diseases
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evaluation in reproductive toxicology research, including rat models for fertility and early embryonic 
development toxicity, rat models for embryo-fetal development toxicity, rabbit models for embryo-fetal 
development toxicity evaluation, minipig models for embryo-fetal development toxicity, rat models for 
perinatal toxicity, zebrafish models for embryonic development toxicity, and models for evaluating ovarian 
toxicity induced by chemical drugs, radiotherapy, autoimmunity, and ovariectomy, as well as models for 
evaluating testicular toxicity caused by chemical drugs and environmental factors. The methods for 
establishing these models, their application scope, and characteristics are reviewed in order to provide 
references for relevant research applications.
[Key words]  Reproductive toxicology; Development toxicity; Perinatal toxicity; Testicular toxicity; Ovarian 

toxicity; Animal models

毒理学是一种主要通过动物实验等方法，研究外

源性因素（包括化学、物理、生物因素）对生物系统

的有害作用，以预测其对人体的危害，从而为确定安

全限值并采取防治措施提供科学依据的学科。作为毒

理学的一门分支学科，生殖毒理学着重应用毒理学方

法，研究外来物质（如药物、农药、环境污染及工业

化学物质）干扰卵子或精子生成的机制及所致有害作

用对后代的影响［1］。1960年代，沙利度胺（商品名：

反应停）在上市前由于没有被充分评估其潜在的生殖

毒性，导致全球许多国家的孕妇使用后产下很多四肢

短小、形同海豹的婴儿，这就是震惊世界的“反应停

事件”［2］。经过此事件，世界各国开始重视生殖毒理

学研究，并对药物的生殖毒性进行系统性评价。

在药物开发过程中，通过哺乳动物生殖毒性试验

可以评估受试物对动物生殖功能及其子代发育过程的

影响，预测药物可能产生对生殖器官和细胞、受孕、

妊娠、分娩、哺乳等亲代生殖机能的不良影响，以及

对子代胚胎－胎儿发育、出生后发育的不良影响。生

殖毒性研究在限定临床研究受试者范围、降低临床研

究受试者和药品上市后使用人群的用药风险方面发挥

着重要作用［3］。近年来，随着中国育龄夫妇不孕不育

率的逐年提高，对生殖毒性研究的需求变得越来越迫

切。药物生殖毒性评价领域已经出台了相应的技术指

导原则，同时食品保健品的生殖毒性评价领域也颁布

了相应的国家标准，其评价方法成熟，评价指标完善。

此外，有关食品、保健品、环境污染物的生殖毒性研

究报告也越来越多［4］。
动物模型作为研究人类疾病的一个重要工具，在

探索疾病的病理机制、开发治疗药物方面发挥着极其

重要的作用。目前，生殖毒性动物模型已广泛应用于

药物、食品、保健品、环境污染物等的评价［5-6］。本

文对生殖毒理学研究中常用的动物模型建立方法、应

用范围和优缺点进行综述，以期为从事药物生殖毒性

评价和生殖系统疾病药物研发的专业人员提供有益

参考。

1　生殖与发育毒性评价动物模型

生殖与发育毒性试验是评价药物对哺乳动物生殖

系统的影响而进行的一组试验，包含对一个完整生命

周期（即从第一代受孕至下一代受孕）的观察，可以

检测即时和潜在的不良影响。根据“人用药品注册技术

要求国际协调会”（International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human 
Use，ICH）关于人用药物生殖毒性研究技术指导原

则［7］，一般评估下列阶段：（A）从交配前至受孕（成

年雄性和雌性的生殖功能、配子的发育和成熟、交配

行为、受精）；（B）从受孕至着床（成年雌性的生殖功

能、着床前发育、着床）；（C）从着床至硬腭闭合（成

年雌性的生殖功能、胚胎发育、主要器官形成）；（D）
从硬腭闭合至妊娠结束（成年雌性的生殖功能、胎仔

发育和生长、器官发育和生长）；（E）从子代出生至离

乳（分娩和哺乳、新生幼仔对宫外生活的适应性、离

乳前发育和生长）；（F）从子代离乳至性成熟（离乳后

发育和生长、适应独立生活、青春期开始和达到完全

性功能、对第二代的影响）。

在药物开发过程中，通常采用经典的三段试验方

案来评价大多数药物的生殖毒性：Ⅰ段，即生育力与

早期胚胎发育试验阶段（ A 和 B）；Ⅱ段，即胚胎-胎
仔发育试验阶段（C和D）；Ⅲ段，即围产期发育试验

阶段（C～F）。考虑到实用性、可获得性和背景历史数

据，生殖与发育毒性评价试验一般在啮齿类动物中进

行，通常选用的是大鼠、小鼠；在特殊情况下，如对

生物制品进行评价时，选用犬和非人灵长类动物。仅

胚胎-胎仔发育毒性评价试验会采用第二种非啮齿类哺

550



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineOct . 2024, 44(5)

evaluation in reproductive toxicology research, including rat models for fertility and early embryonic 
development toxicity, rat models for embryo-fetal development toxicity, rabbit models for embryo-fetal 
development toxicity evaluation, minipig models for embryo-fetal development toxicity, rat models for 
perinatal toxicity, zebrafish models for embryonic development toxicity, and models for evaluating ovarian 
toxicity induced by chemical drugs, radiotherapy, autoimmunity, and ovariectomy, as well as models for 
evaluating testicular toxicity caused by chemical drugs and environmental factors. The methods for 
establishing these models, their application scope, and characteristics are reviewed in order to provide 
references for relevant research applications.
[Key words]  Reproductive toxicology; Development toxicity; Perinatal toxicity; Testicular toxicity; Ovarian 

toxicity; Animal models

毒理学是一种主要通过动物实验等方法，研究外

源性因素（包括化学、物理、生物因素）对生物系统

的有害作用，以预测其对人体的危害，从而为确定安

全限值并采取防治措施提供科学依据的学科。作为毒

理学的一门分支学科，生殖毒理学着重应用毒理学方

法，研究外来物质（如药物、农药、环境污染及工业

化学物质）干扰卵子或精子生成的机制及所致有害作

用对后代的影响［1］。1960年代，沙利度胺（商品名：

反应停）在上市前由于没有被充分评估其潜在的生殖

毒性，导致全球许多国家的孕妇使用后产下很多四肢

短小、形同海豹的婴儿，这就是震惊世界的“反应停

事件”［2］。经过此事件，世界各国开始重视生殖毒理

学研究，并对药物的生殖毒性进行系统性评价。

在药物开发过程中，通过哺乳动物生殖毒性试验

可以评估受试物对动物生殖功能及其子代发育过程的

影响，预测药物可能产生对生殖器官和细胞、受孕、

妊娠、分娩、哺乳等亲代生殖机能的不良影响，以及

对子代胚胎－胎儿发育、出生后发育的不良影响。生

殖毒性研究在限定临床研究受试者范围、降低临床研

究受试者和药品上市后使用人群的用药风险方面发挥

着重要作用［3］。近年来，随着中国育龄夫妇不孕不育

率的逐年提高，对生殖毒性研究的需求变得越来越迫

切。药物生殖毒性评价领域已经出台了相应的技术指

导原则，同时食品保健品的生殖毒性评价领域也颁布

了相应的国家标准，其评价方法成熟，评价指标完善。

此外，有关食品、保健品、环境污染物的生殖毒性研

究报告也越来越多［4］。
动物模型作为研究人类疾病的一个重要工具，在

探索疾病的病理机制、开发治疗药物方面发挥着极其

重要的作用。目前，生殖毒性动物模型已广泛应用于

药物、食品、保健品、环境污染物等的评价［5-6］。本

文对生殖毒理学研究中常用的动物模型建立方法、应

用范围和优缺点进行综述，以期为从事药物生殖毒性

评价和生殖系统疾病药物研发的专业人员提供有益

参考。

1　生殖与发育毒性评价动物模型

生殖与发育毒性试验是评价药物对哺乳动物生殖

系统的影响而进行的一组试验，包含对一个完整生命

周期（即从第一代受孕至下一代受孕）的观察，可以

检测即时和潜在的不良影响。根据“人用药品注册技术

要求国际协调会”（International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human 
Use，ICH）关于人用药物生殖毒性研究技术指导原

则［7］，一般评估下列阶段：（A）从交配前至受孕（成

年雄性和雌性的生殖功能、配子的发育和成熟、交配

行为、受精）；（B）从受孕至着床（成年雌性的生殖功

能、着床前发育、着床）；（C）从着床至硬腭闭合（成

年雌性的生殖功能、胚胎发育、主要器官形成）；（D）
从硬腭闭合至妊娠结束（成年雌性的生殖功能、胎仔

发育和生长、器官发育和生长）；（E）从子代出生至离

乳（分娩和哺乳、新生幼仔对宫外生活的适应性、离

乳前发育和生长）；（F）从子代离乳至性成熟（离乳后

发育和生长、适应独立生活、青春期开始和达到完全

性功能、对第二代的影响）。

在药物开发过程中，通常采用经典的三段试验方

案来评价大多数药物的生殖毒性：Ⅰ段，即生育力与

早期胚胎发育试验阶段（ A 和 B）；Ⅱ段，即胚胎-胎
仔发育试验阶段（C和D）；Ⅲ段，即围产期发育试验

阶段（C～F）。考虑到实用性、可获得性和背景历史数

据，生殖与发育毒性评价试验一般在啮齿类动物中进

行，通常选用的是大鼠、小鼠；在特殊情况下，如对

生物制品进行评价时，选用犬和非人灵长类动物。仅

胚胎-胎仔发育毒性评价试验会采用第二种非啮齿类哺
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乳动物（兔）进行评估。当传统动物不适合致畸性试

验研究时，要根据具体情况，选择另一种可替代的动

物进行试验。目前，小型猪作为生殖毒理研究的模式

动物，应用不断增多，在胚胎-胎仔发育毒性评价试验

中，可作为替代动物［7］。2003年，美国国立卫生研究

院将斑马鱼列为大鼠与小鼠之后的第三类模式动物，

其也被广泛应用于药物的发育和胚胎毒性的研究［8］。
1.1　生育力与早期胚胎发育毒性评价大鼠模型

大鼠由于遗传背景明确、操作方便，通常被推荐

用于建立生育力与早期胚胎发育毒性评价动物模型。

建模方法：成年大鼠于交配前至少 2周开始给予受试

物，雄性大鼠给药持续整个交配期；雌性大鼠给药持

续至胚胎着床期 ［即妊娠第 6 天 （gestation day 6，
GD6），见阴栓和/或精子者为交配成功，并定义为妊娠

第 0天（GD0）］，并于GD13～GD15处死雌性大鼠。试

验期间，观察受试大鼠的外观（至少每天1次）、体重

（至少每周2次）、摄食量（至少每周1次）、动情周期，

并剖检所有亲代大鼠，保存大鼠的睾丸、附睾、卵巢、

子宫，以及肉眼观察有异常的组织器官；对雄性大鼠

进行精子计数和活力检查，对雌性大鼠统计黄体数、

着床点数、活胎数和死胎数［3，7］。
郑成成等［9］选用 SD大鼠进行了荆防颗粒浸膏的

生育力与早期胚胎发育毒性试验，将雌、雄大鼠分别

给药 2周和 4周后合笼交配，并在交配期间持续给药，

交配成功的雌鼠继续给药至GD6。试验期间，每日观

察动物的一般状态；雄鼠和未交配成功的雌鼠每周测

定 2 次体重，妊娠雌鼠于 GD0、GD3、GD6、GD9、
GD12、GD15分别测定1次体重；雌、雄鼠交配前每周

测定 1次摄食量，妊娠雌鼠于GD0、GD6、GD12分别

测定1次摄食量。给药结束后检查雄鼠的精子活动度、

数量和形态，称量睾丸、附睾、前列腺和精囊的湿重，

并计算脏器系数；妊娠雌鼠于GD15解剖检查妊娠情况

和着床数（统计活胎、死胎、吸收胎数量），称量子宫

连胎、子宫和卵巢的质量。另有研究者［10］在评价柚

皮苷对 SD大鼠生育力与早期胚胎发育毒性的研究中，

采用类似的建模方法和评价指标，只是在具体细节上

稍有区别，如：妊娠雌鼠于GD0、GD2、GD4、GD6、
GD8、GD10、GD12、GD14 分别测定 1 次体重；于

GD0、GD6、GD13分别测定1次摄食量。

1.2　胚胎-胎仔发育毒性评价动物模型
胚胎-胎仔发育毒性试验的目的是观察受试物对妊

娠动物的胚胎及胎仔发育的不良影响，包括胎仔发育

和存活情况。通常用大鼠和家兔作为模型动物，在特

殊情况下会选用小型猪。

1.2.1　胚胎-胎仔发育毒性评价大鼠模型
大鼠是胚胎-胎仔发育毒性试验最常用的啮齿类动

物。建模方法：从GD6或GD7开始每天给予孕鼠受试

物，持续至GD15～17，并于分娩前（GD20或 21）处

死，进行解剖后终点检查。试验期间，观察动物的外

观（至少每天 1次）、体重（至少每周 2次）、摄食量

（至少每周 1次），并进行毒代动力学（toxicokinetics，
TK）检测；剖宫后，保存肉眼观察的异常器官，进行

黄体、活胎、死胎和吸收胎计数，计算着床数，测量

胎仔体重和顶臀长，检查胎仔外观、软组织和骨骼，

观察胎盘并称重［3，7］。
Yue 等［11］ 选 用 SD 大 鼠 进 行 了 洛 索 洛 芬

（loxoprofen）的胚胎-胎仔发育毒性检测，GD6～15期
间每天对孕鼠静脉注射洛索洛芬。试验期间，每天观

察动物 1～2次；于GD0、GD3、GD6、GD10、GD13、
GD16和GD20分别测定 1次孕鼠体重，于GD0、GD3、
GD6、GD10、GD13、GD16和GD19分别测定 1次摄食

量；于GD20进行剖宫检查，称量子宫质量，统计黄体

数、活胎数、死胎数和吸收胎数，观察胎仔性别和外

观，测量顶臀长，检查胎儿内脏和骨骼。在伴随TK试
验中，设毒代A组和B组，A组动物于GD6首次给药时

进行采血，而B组动物于GD15采血，采血时间点为给

药前以及给药后 5 min、30 min、1 h、2 h、4 h、7 h
和 24 h。同生育力与早期胚胎发育毒性评价试验一样，

不同的胚胎-胎仔发育毒性试验的具体方案也会略有不

同。如Kuwata等［12］设计DS-7309的大鼠胚胎-胎仔发

育毒性试验时，给药期为GD7～17，于GD0测定 1次
未妊娠雌性大鼠体重，于 GD0、GD3、GD7、GD9、
GD11、GD13、GD15、GD17和GD20分别测定 1次孕

鼠体重和摄食量；分别于GD7和GD17采血，采血点为

给药前以及给药后 30 min、2 h、7 h和 24 h，用于 TK
试验。

1.2.2　胚胎-胎仔发育毒性评价兔模型
兔是胚胎-胎仔发育毒性试验最常用的非啮齿类动

物。建模方法：从GD6或GD7开始每天给予孕兔受试

物，持续至GD18～19，并于分娩前（GD28或GD29）
处死孕兔，进行解剖后终点检查。试验期间，观察动

物的外观（至少每天1次）、体重（至少每周2次）、摄

食量（至少每周 1次），并进行 TK检测；剖宫后，保

存肉眼观察到的异常器官，进行黄体、活胎、死胎和

吸收胎计数，计算着床数，测量胎仔体重和顶臀长，
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检查胎仔外观、软组织和骨骼，观察胎盘并称重［3，7］。
Kuwata等［12］选用兔进行了DS-7309的胚胎-胎仔

发育毒性试验，于GD6～18给予DS-7309。试验期间，

每天观察动物 1～2次；于GD3、GD6、GD9、GD12、
GD15、GD18、GD21、GD24和GD28分别测定 1次体

重，GD1～28每日测定摄食量；于GD28进行剖宫检

查，统计活胎数和吸收胎数，计算着床数，称量子宫

等。于 GD6 和 GD18，分别在给药前以及给药后

30 min、2 h、7 h和24 h采血，进行TK分析。

兔和大鼠胚胎-胎仔发育毒性试验的建立方法和评

价指标较为一致，在进行胚胎-胎仔发育毒性伴随TK
试验时，一般设置卫星组，参考受试物的药代动力学

数据设计采血时间点，多为GD6～8。Rao等［13］在进

行PTX-2的大鼠和兔胚胎-胎仔发育毒性试验时，考虑

到动物可能在妊娠和非妊娠状态下药代动力学不同，

除了分别在GD7、GD17/19（大鼠/兔）进行首次和末

次采血外，在GD13增加了一次中间采血，采血点为给

药前以及给药后 5 min、1 h 、4 h 、8 h 和 24 h。大多

数药物的胚胎-胎仔发育毒性试验是在大鼠和（或）家

兔上进行，这两个物种对发育毒性药物同样敏感，但

在相同的全身暴露水平下，家兔对母体毒性药物略敏

感。尽管如此，在大鼠和家兔的发育毒性低不良反应

水平上，依然有 68% 的药物表现出 2 倍以上的

差异［14］。
1.2.3　胚胎-胎仔发育毒性评价小型猪模型

小型猪在生理学和解剖学等方面与人类有很多相

似性，对很多人类致畸物质表现出敏感性，可作为胚

胎-胎仔发育毒性评价的替代动物模型。建模方法：于

GD11～35 期间给予孕猪 （6～8 月龄） 受试物，在

GD28～35期间每天通过超声检查确定妊娠状态。试验

期间，每日观察动物临床体征，并记录摄食量和体重

的变化。于GD110～112进行剖宫产检查，包括黄体、

着床、死胎和活胎计数，胎仔外观和内脏检查、性别

确定等。为了缩短小型猪致畸试验的研究周期，有研

究者于GD60（妊娠中期）和GD110分别对哥廷根小型

猪进行剖宫产检查，发现中期剖宫产胎猪大小与终末

处死家兔时胎兔的大小和体重相当；通过生殖器官内

部检查可确定胎猪性别，骨骼和软骨双染法可检出骨

骼改变，结果表明小型猪中期剖宫产技术可行，能缩

减成本，节省时间［15-16］。
1.3　围产期发育毒性评价大鼠模型

围产期发育毒性试验的目的是检测母体动物从胚

胎着床至离乳时给药对妊娠或哺乳期雌性动物与子代

发育的不良影响，推荐使用大鼠作为动物模型。建模

方法：从胚胎着床（GD6 或 GD7）开始给药至子代

（F1）出生后第 20天（postnatal day 20，PND20），即

F1代离乳的时间点。孕鼠（F0）分娩后，饲养其子代

（F1）至离乳，每窝至少保留雌、雄子代各1只；子代

（F1）至少 10周龄时，将同组内非同窝的雌、雄子代

大鼠进行合笼交配，检测其生殖能力。试验期间，观

察F0雌性大鼠的外观（至少每天1次）、测量体重（至

少每周 2次）和摄食量（至少每周 1次，直至哺乳中

期）；PND21进行剖检，保存肉眼观察的异常器官，计

数子宫着床点；观察F1子代大鼠离乳前后的存活、性

别、体格发育情况，测量体重，检测性成熟程度和生

育力，以及感觉功能和反射行为［3，7］。
Song等［17］在研究新型冠状病毒疫苗ZF2001的围

产期发育毒性时，选用10～12周龄的SD大鼠，分别于

交配前 7 d、GD6、GD20和 PND20肌内注射 ZF2001，
其间记录F0代雌性大鼠的一般状况、体重和摄食量，

PND21进行剖宫产检查。在PND1～21期间，每日观察

F1代大鼠的临床体征、存活情况，记录体重和生长发

育指标；并于PND4将F1代均窝至8只/窝，雌雄各半；

于PND19进行自主神经活动测试，PND20进行改良的

Irwin’s行为评价；在PND21处死每窝中的 6只后进行

大体检查；于PND77将每窝中剩余的 2只大鼠（一雌

一雄）用于生育力检测，记录雄鼠的交配天数，计算

交配率和交配后雌鼠受孕率，并于GD15 处死F1代雌

性大鼠，剖宫产检查，记录黄体数、着床数、活胎数、

死胎数和吸收胎数等。

1.4　胚胎发育毒性评价斑马鱼模型
斑马鱼作为一种水生脊椎动物，具有每次产卵数

量多、胚胎透明、发育时间短等特点。斑马鱼在受精

后 72 h内完成胚胎发育，并在 3个月内达到性成熟。

斑马鱼与人类基因的同源性达 70%，具有 87%的全基

因组相似性，且 82%的人类疾病相关基因可以在斑马

鱼中找到同源性。因此，斑马鱼可以作为评价药物潜

在发育毒性的模式动物［18］。建模方法：将雌、雄斑马

鱼以一定比例隔离在产卵池中（使用玻璃隔板），于次

日清晨交尾产卵，数分钟后（一般不超过 30 min）收

集胚胎。正常发育的胚胎在含待测受试物的培养皿中

继续培养，在不同时间节点观察性腺、产卵率、受精

率、受精卵死亡率、孵化率和胚胎死亡率等指标［18］。
Yu等［20］在评价全氟辛酸对斑马鱼早期胚胎发育

的毒性研究中，将4月龄AB野生型斑马鱼置于产卵池

中，受精 2 h后选用正常的胚胎进行试验，在受精后
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12 h、24 h和72 h分别用显微镜观察胚胎存活率，在受

精后 72 h测定胚胎孵化率、体长和畸形率，在受精后

120 h测量斑马鱼幼体的运动情况。

综上，大鼠、兔、小型猪和斑马鱼是目前生殖与

发育毒性评价试验汇总常用的模型动物，各自的优缺

点［7，21］汇总见表1。

2　卵巢毒性评价动物模型

人类胎儿卵巢中生殖细胞的发育可形成有限的原

始卵泡池，而卵泡池是女性成年后生育能力和生殖寿

命的最终决定因素。在胎儿卵巢发育过程中，如果亲

代暴露在毒性物质中，可能会引起子代生殖表型的变

化，包括卵巢重量降低、原始卵泡数量减少、雌激素

水平改变、生殖功能下降等，也可能增加成年后卵巢

相关疾病的易感性［22］。雌性子代的生殖表型变化（包

括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ段）已经在第一节中具体描述，本节主

要讨论卵巢相关疾病模型。卵巢早衰又称为早发性卵

巢功能不全，是指女性40岁之前出现原发性或继发性

闭经，月经稀发或闭经至少4个月，随机2次检查（间

隔 >4 周） 的血清卵泡刺激素 （follicle-stimulating 
hormone，FSH） ≥25 IU/L，并伴有雌二醇（estradiol，
E2）和抗米勒管激素（anti-müllerian hormone，AMH）
水平降低的内分泌疾病。卵巢早衰的病因复杂且发病

机制尚不明确，而理想可靠的动物模型是开展卵巢早

衰病理机制和干预技术研究必不可少的物质基础。卵

巢早衰模型常用动物为大鼠和小鼠，建立方法一般包

括放化疗诱导、自身免疫、卵巢切除、特定基因敲除

和超促排卵等［23］。卵巢早衰患者在临床上表现为卵泡

丢失、卵泡闭锁增多、包膜增厚、间质纤维化的组织

病理学改变，以及低雌激素和高促性腺激素的内分泌

表现［24］。大鼠、小鼠的动情周期可以反映卵巢功能，

是评价卵巢早衰大鼠、小鼠模型的重要指标。如果同

时出现动情周期紊乱、低雌激素和高促卵泡激素水平、

卵巢组织中各级卵泡变少而闭锁卵泡增多、卵巢颗粒

细胞凋亡率增高等现象，且以上各项指标与对照组比

较具有显著性差异，即可判定为造模成功。

2.1　化学药物诱导的卵巢早衰模型
环磷酰胺、顺铂和雷公藤多苷等化学药物可以通

过促进卵泡闭锁，加速卵泡耗竭，从而引发卵巢早衰。

Shen等［25］选用C57BL/6小鼠，每天腹腔注射50 mg/kg
环磷酰胺，连续 14 d，小鼠出现动情周期紊乱、血清

FSH水平升高、E2和AMH水平显著降低、卵巢组织中

各阶段生长卵泡数目减少、闭锁卵泡数增多等典型的

卵巢早衰表型。董若曦等［26］给予Wistar大鼠腹腔注射

4 mg/kg的顺铂，间隔 1周再次注射，结果大鼠出现动

情周期紊乱、体重明显下降、AMH水平降低和卵巢组

织中各级卵泡数量减少等卵巢早衰表型。另有文献报

告，连续每天灌胃 40 mg/kg 和 50 mg/kg 雷公藤多甙

14 d，均能引起Wistar大鼠（或 SD大鼠）动情周期紊

乱、血清E2水平显著降低、子宫内膜厚度和卵巢面积

显著减少、闭锁卵泡数明显增多等卵巢早衰特征［27］。
目前，药物诱导卵巢早衰模型的报道较多，多选择大

鼠、小鼠或家兔，单次或者连续给药后均能建立较为

理想的卵巢早衰模型（其建模方法汇总见表 2），可用

于相关药物的药理毒理学评价。

2.2　放射疗法诱导卵巢早衰模型
卵巢对射线十分敏感，其中原始卵泡受损最明显。

电离辐射会导致细胞内活性氧 （reactive oxygen 
species，ROS）水平升高，诱发炎性反应，从而使卵

巢内代谢和能量调节发生改变，引起颗粒细胞与卵母

表 1　生殖与发育毒性试验常用模型动物的比较
Table 1　Comparisons of animal models for reproductive and developmental toxicity tests
模型动物
Modeling 

animals
大鼠
Rats
兔
Rabbits
小型猪
Minipigs
斑马鱼
Zebrafish

优点
Advantages

生物学资料全面；妊娠期短，生育力强；自发畸形率低；价格低廉，
易获得

同大鼠；且生殖道与人类最相似

性成熟时间较其他非啮齿类动物短；器官发生期短（妊娠第 11～
35 天）；与非人灵长类动物相比，多产，精子学资料与人类相似

生殖周期短；每次产卵数量多；胚胎透明易观察，胎仔发育迅速；
实验成本低

缺点
Disadvantages

对性激素敏感，不适用于多巴胺受体激动剂和非固醇类抗炎药物
的研究；对外源性蛋白的应用受限；药理活性有限或无活性

对某些抗生素和消化道紊乱有易感性，其临床症状难以解释

胎盘缺乏转移大分子能力；妊娠期长（114 d）；受试物用量大，成本
高；尚无用于研究的商业试剂盒

生殖系统基础资料相对缺乏；体外受精，与人类繁殖方式差异大
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细胞损伤、老化及质量下降，卵巢储备功能降低，诱

导卵巢早衰的发生［27］。通过暴露在不同剂量的X射线

或 γ射线可建立卵巢早衰模型，操作简单，耗时短，

效果显著。Tan等［28］利用X射线照射仪，以4 Gy的辐

射剂量对C57BL/6J小鼠进行单次全身照射，每周连续

6 d，持续 2周。照射期间，小鼠出现动情周期紊乱，

表现为持续的动情后期和动情间期、短暂的动情期。

解剖后发现卵巢重量、血清AMH水平和各级卵泡数的

显著下降，成功建立了小鼠卵巢早衰模型。孙萍等［29］

用 0.5 Gy和 0.7 Gy钴 60γ射线照射大鼠后发现，随着射

线剂量的增加，卵巢组织中闭锁卵泡数量逐渐增多，

成熟卵泡和次级卵泡数逐渐减少，颗粒细胞层变薄。

因此，大剂量的钴 60γ射线可以用来建立卵巢早衰大鼠

模型。

2.3　自身免疫性卵巢早衰模型
研究显示，10%～30%的卵巢早衰与自身免疫性

疾病相关。因此，通过切除新生动物胸腺或利用透明

带3多肽（zona pellucida glycoprotein 3，ZP-3）作为抗

原对雌性动物进行免疫，可构建自身免疫性卵巢早衰

模型。将新生动物的胸腺切除，会导致自身免疫性

CD4+ T细胞缺少，引起急性免疫性卵巢炎。用ZP-3 免
疫后，同样可以引起卵巢明显的炎症改变。大量卵泡

受到淋巴细胞的浸润、破坏后，无法继续生长为成熟

卵泡，从而出现卵巢萎缩。涂晓娟等［30］选用新生3 d
的BALB/c小鼠，无菌条件下打开胸腔，取出两片白色

胸腺后立即缝合，小鼠会出现血清FSH和黄体生成素

（luteinizing hormone，LH）水平显著升高、淋巴细胞浸

润、纤维组织增生、生长卵泡数明显减少、闭锁卵泡

数目明显增多等表型，与人类自身免疫性卵巢早衰的

典型症状高度一致。Li等［31］利用完全弗氏佐剂，以

ZP-3多肽（75 µg/kg）为免疫原，通过腹腔注射的方

式，对7～8周龄的BALB/c雌鼠进行第一次免疫，14 d
后再进行一次加强免疫，并在 42 d后处死小鼠，发现

小鼠出现典型的卵巢早衰表型，包括动情周期紊乱、

血清 FSH水平上升、血清AMH和 E2水平显著降低、

各级卵泡数量明显减少、大量卵泡闭锁等。

2.4　卵巢切除型卵巢早衰模型
卵巢切除模型是研究雌激素缺乏和卵巢功能下降

的经典模型，可以模拟临床上卵巢手术损伤所致的卵

巢早衰，以及围绝经期妇女的临床症状和相关病理学

改变。建模方法：小鼠麻醉后，完全暴露卵巢，用手

术缝合线结扎卵巢两侧血管，切除双侧全部卵巢组织，

并以丝线将残端结扎，逐层缝合关闭腹腔［32］。周宇

等［33］通过手术方式切除小鼠的双侧卵巢后，观察到

小鼠的雌激素水平直线下降，动情周期停滞，血清

FSH水平显著升高，其他的生理病理改变也符合卵巢

早衰的临床表现。卵巢切除法建模对小鼠的一般生理

情况影响较小，是研究卵巢早衰较为理想的动物模型。

2.5　基因敲除型卵巢早衰模型
染色体异常和基因突变都可以引起卵巢早衰的发

生。目前，基因敲除的卵巢早衰模型已较为成熟，该

模型有助于人们了解某特定基因对卵巢早衰的作用。

表 2　药物诱导卵巢早衰动物模型的建立方法比较
Table 2　Comparisons of modeling methods for drug-induced premature ovarian failure animals

诱导药物
Inducing drugs

环磷酰胺
Cyclophosphamide

顺铂
Cisplatin

雷公藤多苷片
Tripterygium glycosides

tablet

所用动物
Animals

家兔

2～3 月龄大鼠
6～8 周龄 C57BL/6 小鼠
Wistar 大鼠
SD 大鼠
C57BL/6 小鼠
Wistar 大鼠
7～8 周龄 SD 鼠
8 周龄 SD 大鼠
12 周龄 SD 大鼠

给药方式
Administration

腹腔注射

腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射
腹腔注射

灌胃

给药剂量和周期
Dose and time

50 mg/kg 连续 2 d

20 mg/kg，连续 20 d
50 mg/kg，连续 14 d；100 mg/kg，连续 10 d
4 mg/kg, 第一次注射后间隔一周再注射
6 mg/kg，第一次注射后间隔一周再注射
50 mg/kg，连续 7 d
50 mg/kg，连续 14 d
400 µg/kg，连续 60 d
50 mg/kg，连续 14 d
40 mg/kg，连续 70 d

评价指标
Evaluation indicators

血清 FSH、E2 和 AMH 水平，卵巢
组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

动情周期，血清 FSH 、E2 和 AMH
水平，卵巢组织病理学表现

注：FSH，卵泡刺激素；E2，雌二醇；AMH，抗苗勒氏管激素。
Note： FSH, follicle-stimulating hormone; E2, estradiol; AMH, anti- Müllerian hormone.
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该模型一般选用小鼠，敲除特定基因后，小鼠血清

FSH和LH水平明显增高，卵巢体积减小，原始卵泡数

减少，闭锁卵泡数增多，符合卵巢早衰特征。目前已

报告的卵巢早衰相关基因包括：磷酸酯酶与张力蛋白

同源物基因（phosphatase and tensin homolog，PTEN）、
生长分化因子 9 基因 （growth differentiation factor 9，
GDF9）、脆性 X 智力低下 1 基因 （fragile X mental 
retardation 1，FMR1）、B淋巴细胞瘤-2基因（B-cell 
lymphoma-2，Bcl-2）等。其中，叉头框转录因子 2基
因（forkhead transcription factor gene 2，FOXL2）是目

前研究最多的卵巢早衰相关基因［34］，在卵泡细胞发育

和成熟过程中发挥重要作用。Emori等［35］发现敲除雌

性小鼠的FOXL2基因后，小鼠颗粒细胞停止生长，随

后卵母细胞死亡，大量卵泡闭锁，生育能力降低。随

着基因编辑技术的广泛应用，尤其是常间回文重复序

列丛集（clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats，CRISPR）及其关联蛋白（CRISPR-associated 
proteins，Cas）技术，为新的基因突变型卵巢早衰动物

模型的建立提供了良好的技术支持。

2.6　超促排卵型卵巢早衰模型
对于啮齿类动物，给予超排卵剂量的孕马血清促

性腺激素（pregnant mare serum gonadotrophin，PMSG）
和人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，
HCG）反复诱导超排卵，可导致卵泡闭锁增多，血清

雄激素和E2水平均下降。建模方法［36］：7～8周龄的

C57BL/6雌性小鼠腹腔注射 5 U的 PMSG，48 h后腹腔

注射5 U的HCG，19 h后腹腔注射25 U的前列腺素F2α
（prostaglandin F2α，PGF2α），完成一个促排卵周期；

12 h后进行下一个周期的注射，通过连续10次以上促

排卵周期后，即可建立卵巢早衰小鼠模型。Nie等［37］

通过上述方法对C57BL/6小鼠进行 5次、10次和 15次
的连续超排卵，结果发现超过10次超排卵后模型小鼠

的卵巢指数降低、原始卵泡数减少、血清E2和AMH
水平下降，而FSH水平上升、颗粒细胞凋亡显著增加，

即出现卵巢早衰表型。

卵巢早衰动物模型的建立方法多样，各自的优缺

点汇总见表3。科研人员可根据每种模型的特点和实验

需求选择合适的建模方法。

3　睾丸毒性评价动物模型

睾丸在精子发生和分泌激素过程中发挥着至关重

要的作用。睾丸组织中生精小管和间质的形态与功能发

育会形成高度协调的微环境，保证了睾丸的正常发育和

精子生成［38］。药物和环境类激素污染物等许多外源性

物质，会引起睾丸组织损害，导致精子发生障碍，最终

引起男性不育。因此，在进行雄性生殖系统毒性评价

时，睾丸毒性评价显得尤其重要。同卵巢毒性一样，睾

丸介导的子代生殖表型的变化已经在第一节中详细描

述，本节主要讨论受试物对睾丸的直接毒性作用。该类

睾丸毒性动物模型的建立方法与药物重复给药毒性研究

类似，即根据受试物特点，选择合适的动物和给药方

式，给予一定周期的暴露，动物安乐死后，对相关指标

进行检测。评价睾丸毒性的实验动物一般选择大鼠、小

鼠。组织学检查被认为是评价睾丸损伤最敏感的指标。

若睾丸萎缩，生精小管退化或坏死，同时精子质量和活

力显著性下降，即可判定为造模成功［1］。

表 3　常见的卵巢早衰动物模型比较
Table 3　Comparisons of common animal models of premature ovarian failure

建模方式
Modeling methods

化学药物诱导
Chemical drugs induction
放射疗法诱导
Radiotherapy induction
自身免疫
Autoimmunity
卵巢切除
Ovariectomy
基因敲除
Gene knockout
超促排卵
Superovulation

优点
Advantages

造模方法简单易行，周期短，成本低，模型稳定，应用最广

成功率高，可重复性强，周期短，能模拟临床放疗损伤导致
的卵巢早衰

模拟程度好，适用于免疫学相关的卵巢早衰生物医学研究

模拟程度好，对动物其他组织的损伤小

能明确某一特定基因对卵巢早衰的作用

有效模拟自然衰老卵巢特征，适合卵巢衰老绝经领域研究

缺点
Disadvantages

卵巢功能有自然恢复的可能性，不适合进行长期的
探索性研究

不易操作，对实验者的健康会产生潜在危害；在干预
过程中对其他器官也会产生损伤，影响实验结果

造模方法复杂，成功率低，周期长

永久性的卵巢功能丢失，无法应用于卵巢早衰临床
治疗研究

成本高，对实验技术要求高，存在外源性基因表达不
稳定可能

应用相对较少，缺少背景资料
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刘丽莉等［39］通过腹腔注射的方式给予昆明小鼠

每天50 mg/kg的环磷酰胺，每周1次，连续4周，小鼠

出现睾丸指数显著降低、睾丸曲细精管结构不完整、

生精细胞脱落后呈现大面积的空泡、精子存活率降低

而畸形率升高、血清睾酮水平降低等表型。Lin等［40］

以灌胃的方式每天给予 SD大鼠 40 mg/kg的雷公藤多

苷，连续 4周，可以降低精子活力，引起生精小管损

伤，建立了具有生殖毒性的弱精子症大鼠模型。在雷

公藤多苷建模后，大鼠表现出体重减轻和发育迟缓，

与中医中由脾虚肾虚引起男性不育的症状一致。

除药物外，环境因素对睾丸的毒性作用也不容小

觑，并且随着研究的深入，不断有新的环境污染物被

发现可能导致睾丸损害。内分泌干扰物（endocrine 
disrupting chemicals，EDCs）是一种干扰体内天然激素

合成、分泌、转运、结合、作用或消除的外源性物质，

可损害生殖系统和内分泌系统［4］。双酚A、邻苯二甲

酸二（2-乙基己基）酯［di-（2-ethylhexyl） phthalate，
DEHP］、重金属、丙烯酰胺是常见的具有睾丸毒性的

EDCs，可以用于建立睾丸毒性模型。Iram等［41］以灌

胃的方式给予小鼠每天500 mg/kg的DEHP，连续4周，

生精细胞和支持细胞高度扭曲，生精小管萎缩，睾丸

重量、生精小管管腔平均横截面积、生精细胞数和间

质细胞数均减少。Zheng等［42］在Wistar大鼠饲喂饮水

中分别加入梯度浓度的醋酸铅，根据小鼠的饮食习惯，

在每晚9时更换新的醋酸铅饮水，并在第2天上午9时
再次更换，连续 56 d。结果显示，随着醋酸铅剂量的

增加，死精子数量和畸形精子数量增加，精子总数和

活力下降，睾丸细胞凋亡数量增加，血清睾酮浓度下

降，提示醋酸铅致大鼠睾丸毒性模型建立成功。

4　总结

随着2017年中国加入 ICH，以及2020年生殖与发

育毒性相关指导原则［ICH.S5（R3）］的更新，进行

生殖与发育毒性试验时通常选择研究背景资料丰富、

与人的种属接近、容易获取且方便操作的动物开展试

验，常规实验动物为大鼠、小鼠和家兔。考虑到动物

对受试物致畸敏感性的差异，在开展胚胎-胎仔发育毒

性试验时，通常选择两种动物，一种是啮齿类动物如

大鼠，一种是非啮齿类动物如家兔，以充分暴露受试

物的生殖毒性［7］。小鼠由于易惊、胎仔小、群体畸形

现象明显，通常不作为首选动物；大鼠通过催乳素维

持早期妊娠，不适合用于评价多巴胺类兴奋剂或降低

催乳素水平药物的生殖毒性试验；家兔对消化道功能

紊乱药物和抗生素敏感，其临床表现难以解释。在这

些特殊情况下，可以考虑使用替代动物，如小型猪。

目前在药物毒理学试验中已有几十种不同品种品系的

小型猪得到应用，但国内有关小型猪生殖毒性试验的

研究资料还相对有限，在应用上还存在局限性。非人

灵长类动物应视为非常规的实验种属，常用于评价仅

在灵长类中具有药理学活性的生物制品对胚胎-胎仔发

育和出生后早期发育的影响。近年来，使用非人灵长

类动物进行生物制品发育毒性测试的比例有所下降

（2020—2022 年占生物制品许可申请的 22%，而

2002—2015年为 62%），现在更多的生物制品在啮齿

类动物中进行测试（2020—2021年占生物制品许可申

请的 37%）［14］。在进行动物试验时，还要充分考虑动

物福利，遵守“3R”原则。斑马鱼的应用减少了哺乳

动物的使用量，而且斑马鱼获取方便，实验周期短，

实验成本低，已在部分早期发育毒性研究中替代大鼠

和兔。

卵巢早衰动物模型的建立方法多样，每种方法均

有独特性和局限性。目前，肿瘤和自身免疫性疾病在

临床上发病率高，且社会关注度高，国内外研究化疗

药物和自身免疫性疾病导致的卵巢早衰模型最多，其

中环磷酰胺、顺铂和ZP-3最具代表性，是公认的卵巢

早衰发病机制和治疗研究的常用动物模型。睾丸是许

多物质产生生殖毒性的靶器官，而且毒性作用的分子

机制多样。在实验研究中，主要依据其发病原因的不

同而采用不同的病理方法来进行模型制备，其中化疗

药物和内分泌干扰物造模应用较为广泛。

需要强调，研究人类生殖毒性并没有单一的理想

动物模型，应根据受试物的特点、与人体的相互作用

以及实验动物的特点进行综合考量，选择最适合的动

物模型，在一定条件下也可以采用多个动物模型进行

评价。尽管动物模型因其局限性不能完全模拟人类疾

病，但不断发展优化的动物模型为生殖系统疾病发生

机制和治疗靶点的探索提供了更多可能。同时，生殖

毒理学动物模型作为评价生殖系统疾病的重要工具，

在相关药物开发、诊断方法筛选方面起着不可替代的

作用，对于维护生殖健康，提升国家人口安全具有重

要意义。
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基于行政许可的四川省实验动物管理现状与对策
分析
陈 兵1,2, 邹弈星1,2, 王敬东1,2

(1. 四川省农村科技发展中心, 成都 610041;  2. 四川省实验动物管理委员会办公室, 成都 610041)

[摘要] 实验动物是支撑科技进步与创新不可或缺的战略资源。同时，实验动物生物安全是国家公共卫生安全的重
要组成部分，而实验动物生产与使用许可是法定的行政许可事项。本文首先梳理了四川省实验动物生产与使用许可
证及持证单位的数量、类型及行业分布，实验动物设施面积和前 10 位单位情况，实验动物生产种类、数量及部分
单位的实验动物生产能力，实验动物使用种类、数量及前 10 位的单位情况等管理和发展现状；然后探讨认为四川
省实验动物行业的发展优势是产业规模领先西部、区域影响力不断增强和综合效益不断显现，同时存在的主要问题
是实验动物生产能力不能较好地满足实验动物使用需求、实验动物技术创新水平有待提升、实验动物安全管理任重
道远等；最后提出相应的对策建议，包括积极支持实验动物生产提质提效、建立稳定的实验动物科技创新支持机
制、高度重视实验动物安全管理等。本文可为进一步提高四川省及其他省市的实验动物管理水平和行业发展动能提
供参考。
[ 关 键 词 ] 实验动物； 行政许可； 四川省； 发展现状； 管理对策
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Animal Management in Sichuan Province Based on Administrative 
Licensing
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[ABSTRACT] Laboratory animals are indispensable strategic resources that support technological 
progress and innovation. At the same time, the biosafety of laboratory animals is an important component 
of national public health security. The production and use of laboratory animals require statutory 
administrative licensing. This article first summarizes the current status of management and development 
in Sichuan Province by reviewing the number, types, and industry distribution of license-holding facilities, 
the area of facilities and the status of top ten largest facilities by area, the types and quantities of 
laboratory animals produced, and the production capacity of certain facilities, as well as the types and 
quantities of laboratory animals used and the status of the top ten facilities by animal quantity. Then, it 
discusses the development advantages of the laboratory animal industry in Sichuan Province, including its 
leading industrial scale in the western region, increasing regional influence, and emerging comprehensive 
benefits. However, there are significant issues such as the inability of laboratory animal production to 
adequately meet the demand, the need to improve the level of technological innovation, and the 
challenges of ensuring animal safety management. Finally, corresponding countermeasures suggestions 
are proposed, including actively supporting the improvement of quality and efficiency of laboratory animal 
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production, establishing a stable support mechanism for technological innovation, and placing a strong 
emphasis on animals safety management. This article aims to provide a reference for further improving the 
management level and industry development momentum of laboratory animals in Sichuan Province and 
other provinces.
[Key words]  Laboratory animals; Administrative licensing; Sichuan Province; Development status; 

Management countermeasures

实验动物作为生命科学研究中的“精密仪器”，被

广泛应用于生命科学［1］、食品药品［2］、仪器设备［3］、
环境保护［4］、航空航天［5］、检验检测［6］等多个领域，

是不可或缺的战略性生物资源，也是生物技术创新突

破的内源动力及其先进性的重要标志［7］。自2018年以

来，四川省努力探索实验动物管理工作新模式，相继

出台了一系列用以规范实验动物监督管理、保障实验

动物质量和生物安全的规章制度与标准规范，如《四

川省实验动物管理办法》《关于进一步做好实验动物质

量管理工作的通知》等，从而推动本省实验动物行业

的高质量发展。本文系统地梳理了四川省实验动物行

政许可和行业发展状况，进一步分析了四川省实验动

物发展优势及存在的问题，以期为下一步精准出台实

验动物创新与发展的支持政策和管理措施提供参考。

1　四川省实验动物许可和管理现状

1.1　实验动物许可证持证单位
1.1.1　持证单位及许可证数量

截至2023年12月底，四川省实验动物持证单位共

116家；其中，仅持有生产许可证的单位有7家，仅持

有使用许可证的单位有 93家，持有双证的单位有 16
家。有效期内的实验动物许可证共 151张；其中，实

验动物生产许可证30张，实验动物使用许可证121张，

分别占总数量的19.87%和80.13%。部分持证单位持有

多张实验动物许可证。例如，成都生物制品研究所有

限责任公司持有实验动物生产许可证 2张和实验动物

使用许可证4张。

1.1.2　持证单位类型
四川省实验动物持证单位包括企业、高等院校、

科研院所和其他单位。其中，企业数量最多，达 84
家，占单位总数的72.41%；大专院校有14家，占单位

总数的 12.07%；科研院所有 9 家，占单位总数的

7.76%；其他单位有 9 家，占单位总数的 7.76%
（图1A）。
1.1.3　持证单位行业分布

四川省实验动物持证单位涉及行业包括生物医药、

教育科研、医疗卫生、农林化工和其他行业。其中，

生物医药类最多，有77家，占总数的66.38%；教育科

研类有14家，占总数的12.07%；医疗卫生类有11家，

占总数的 9.48%；农林化工类 6家，占总数的 5.17%；
其他有8家，占总数的6.9%（图1B）。
1.2　实验动物设施
1.2.1　设施总面积

截至2023年12月底，四川省实验动物设施总面积

为29.67万m2。按设施用途划分，实验动物生产设施和

使用设施面积分别为 10.47万m2和 19.2万m2，分别占

总设施面积的35.29%和64.71%。按设施等级划分，实

验动物设施普通环境、屏障环境和隔离环境面积分别

为 19.18、 9.65 和 0.84 万 m2，分别占总设施面积的

64.64%、32.52%和 2.84%，主要为普通环境设施和屏

图 1 2023 年底四川省实验动物持证单位的类型（A）和行业分布（B）以及实验动物的生产量（C）和使用量（D）统计
Figure 1 Types (A) and industrial distribution (B) of license-holding laboratory animal facilities, as well as the production 

(C) and usage (D) statistics of laboratory animals in Sichuan Province as of the end of 2023
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障环境设施。

四川省实验动物设施面积范围集中在 200～
3 000㎡，有 111个，占总数的 73.51%。而 10 000㎡及

以上的设施 9个，占 5.96%；3 000～9 999㎡之间的设

施 13个，占 8.61%；1 000～2 999㎡之间的设施 41个，

占 27.15%；500～999㎡之间的设施 23个，占 15.23%；
200～499㎡之间的设施 44个，占 29.14%；小于 200㎡
的设施21个，占13.91%。
1.2.2　设施面积前 10 位的单位情况

从四川省持证单位拥有的设施面积来看，成都华

西海圻医药科技有限公司的实验动物设施面积最大，

包含 2处实验动物使用设施（2张许可证），总面积达

40 144 ㎡，其中普通设施面积为 33 670 ㎡、屏障环境

设施面积为6 474 ㎡；其次是四川横竖生物科技股份有

限公司，有实验动物生产设施和使用设施共3处（3张
许可证），总面积为39 200 ㎡，全部为普通环境设施，

用于饲养实验猴和开展猴相关实验；四川省医学科学

院·四川省人民医院实验动物研究所的设施面积排在

第3位，有实验动物生产设施和使用设施共5处（5张
许可证），总面积为25 320 ㎡，其中普通环境设施面积

为 23 400 ㎡，屏障环境设施面积为 1 920 ㎡。四川省

实验动物设施面积位居前10位的单位见表1。

1.3　实验动物生产
1.3.1　生产动物种类

四川省生产的实验动物有大鼠、小鼠、豚鼠、仓

鼠、兔、犬、猴、实验用猪、实验用羊共 9种。从实

验动物携带微生物等级划分，省内生产的大鼠、小鼠、

仓鼠是SPF级；豚鼠是普通级和SPF级；兔、犬、猴、

实验用猪和实验用羊为普通级。目前，省内无 SPF级
兔和无菌级实验动物生产。

1.3.2　生产动物数量
2023年，四川省实验动物生产量为 344.35万只。

从动物种类上看，小鼠生产量最大，为 280.73万只，

占全部实验动物生产总量的 81.53%；大鼠生产量为

29.81万只，占 8.66%；仓鼠生产量为 18.73万只，占

5.43%；兔生产量为9.28万只，占2.70%；豚鼠生产量

为 4.35 万只，占 1.26%；猴生产量为 0.39 万只，占

0.11%；实验用猪生产量为0.95万只，占0.28%；比格

犬生产量为0.11万只，占0.03%（图1C）。按生产动物

等级进行分析，普通级实验动物有12.41万只，占全部

实验动物生产总量的 3.61%；清洁级实验动物有 0.56
万只，占 0.16%；SPF级实验动物有 331.38万只，占

96.23%；目前暂无无菌级实验动物生产。

1.3.3　部分单位的实验动物生产能力
2023年，四川省实验动物年产量超过 100万只的

单位有 2家，分别为成都药康生物科技有限公司和成

都达硕实验动物有限公司。四川省实验动物生产数量

位居前6位的单位见表2。在大动物生产方面，四川格

林豪斯生物科技有限公司年产出实验猴 600只以上，

四川养麝研究所年产出比格犬600只以上。

1.4　实验动物使用
1.4.1　使用动物种类

四川省使用的实验动物种类有小鼠（含裸小鼠）、

大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、犬、猴、实验用猪、实验用

表 1　2023 年四川省实验动物设施面积前 10 位的单位情况
Table 1　Top 10 laboratory animal facilities by facility area in Sichuan Province, 2023

排名
Rank

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

单位名称
Facility name

成都华西海圻医药科技有限公司
四川横竖生物科技股份有限公司
四川省医学科学院 · 四川省人民医院实验动物研究所
四川格林豪斯生物科技有限公司
四川大学华西医院
雅安普莱美生物科技有限公司
成都药明康德新药开发有限公司
成都海枫生物科技有限公司
四川维通利华实验动物技术有限公司
成都达硕实验动物有限公司

实验动物设施面积/㎡
Laboratory animal facility area/㎡

普通环境
Conventional 
environment

33 670
39 200
23 400
14 300

1 250
13 067
10 514
9 133

0
   8 400

屏障环境
Barrier 

environment
6 474

0
1 920

0
12 138

0
2 353
2 385
11 056
1 000

总面积
Total area

40 144
39 200
25 320
14 300
13 388
13 067
12 867
11 518
11 056
9 400
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猫和实验用羊等10种（其中，实验用猪、实验用猫和

实验用羊已有四川省实验动物地方标准），部分单位还

使用鸭、雪貂、树鼩等非标准化实验用动物。从使用

动物微生物等级来看，各单位使用的大鼠、小鼠主要

为 SPF级，少量单位具备使用无菌级小鼠的能力（如

四川省中医药科学院）；普通级和SPF级豚鼠均有单位

使用；使用的兔主要为普通级和 SPF级；使用的犬、

猴、实验用猪、实验用猫和实验用羊主要为普通级。

1.4.2　使用动物数量
2023年，四川省实验动物使用量为 122.88万只。

从实验动物使用总量上看，小鼠的使用量最大，达

77.79万只，占全部实验动物使用总量的63.31%；大鼠

使用量为 17.91万只，占 14.57%；仓鼠使用量为 14.25
万只，占11.64%；豚鼠使用量为5.04万只，占4.10%；
兔使用量为 5.51万只，占 4.48%；犬使用量为 0.72万
只，占0.59%；猴使用量为0.28万只，占0.23%；实验

用猪的使用量为 0.65万只，占 0.53%；其他动物的使

用量为0.69万只，占0.55%（图1D）。

1.4.3　使用量前 10 位的单位情况
从各单位使用实验动物的情况来看，成都生物制

品研究所有限责任公司使用的实验动物量最大，为

22.43 万只/年，占全省全年实验动物使用总量的

18.26%，主要用于疫苗生产；其次是四川大学，使用

实验动物9.54万只/年，占全省全年实验动物使用总量

的 7.77%，包含小鼠、大鼠、豚鼠、兔、犬、猴等，

主要用于科学研究、教学等，详见表3。
2　四川省实验动物行业发展优势及存在的
问题

2.1　发展优势
2.1.1　产业规模领先西部

近年来，四川省实验动物产业发展迅速，产业规

模在西部地区领先。四川省实验动物许可证已发放153
张，是重庆市（西部第二）的 2.64倍和陕西省（西部

第三）的 3.56倍；实验动物生产数量为 344.35万只，

是重庆市（西部第二） 21万只的16.40倍；实验动物使

表 2　2023 年四川省部分单位的实验动物生产能力
Table 2　Production capacity of selected laboratory animal facilities in Sichuan Province, 2023

序号
Number

1

2
3

4
5
6

单位名称
Facility name

成都达硕实验动物有限公司

成都药康生物科技有限公司
成都生物制品研究所有限责任公司

简阳达硕动物科技有限公司
四川大学
四川省实验动物专委会养殖场

实验动物生产范围
Production scope of laboratory animals

普通级：小型猪、比格犬、豚鼠、兔
SPF 级：大鼠、小鼠、豚鼠
SPF 级：小鼠、大鼠
SPF 级：小鼠、仓鼠
清洁级：豚鼠
SPF 级：大鼠、小鼠
SPF 级：大鼠、小鼠
SPF 级：小鼠、大鼠、豚鼠
普通级：兔、豚鼠

生产能力
Production capacity

>100 万只

>100 万只
>30 万只

>10 万只
>5 万只
>5 万只

表 3　2023 年四川省实验动物使用量前 10 位单位情况
Table 3　Top 10 facilities by laboratory animal usage in Sichuan Province, 2023

排名
Rank

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

单位名称
Facility name

成都生物制品研究所有限责任公司
四川大学
成都华西海圻医药科技有限公司
四川大学华西医院
西南医科大学
四川省中医药科学院
四川科伦药业股份有限公司
四川海思科制药有限公司
四川省药品检验研究院
成都中医药大学

使用实验动物种类
Laboratory animal species used

仓鼠、小鼠
小鼠、大鼠、豚鼠、兔
小鼠、大鼠、豚鼠、兔、猴、比格犬、小型猪
大鼠、小鼠、犬、实验用猪、实验用羊、兔、猴、豚鼠
小鼠、大鼠、兔、豚鼠
小鼠、大鼠、豚鼠、兔
猫、兔、豚鼠、小鼠
大鼠、小鼠、兔、豚鼠
兔、豚鼠、大鼠、仓鼠、小鼠、犬、猫
大鼠、小鼠、兔、豚鼠

使用数量/万只
Usage quantity, ×104

22.43
9.54
8.32
6.42
5.93
5.07
3.15
3.13
2.95
2.87
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用数量为 122.84万只，是重庆市（西部第二） 46万只

的 2.67倍。在西部地区，仅四川省有年产量超过 100
万只的实验动物企业（共2家）；四川省实验动物生产

经济效益达到 1.06亿元，是重庆市（西部第二）的

3.1倍。

2.1.2　区域影响力不断增强
自 2018 年以来，四川省先后吸引维通利华

（Charles River）、玛斯生物 （MARSHALL）、美敦力

（Medtronic，Inc.）等实验动物行业头部企业，以及药

明康德、集萃药康、先导药物等上市企业落户成都天

府国际生物城、成都医学城、新川创新科技园等生物

医药园区。这些企业的加入形成了实验动物生产供应、

外科手术模拟操作、临床医师技能培训、临床前研究

外包服务（CRO）、新药研发安全性评价（GLP）等生

物医药全链条服务体系。而且“四川造”实验动物已

走出国门，远销至美国、韩国等国家，以及北京、上

海、广东、江苏、香港、澳门等省市及地区，体现了

四川省作为西部实验动物大省的辐射带动作用和不断

增强的区域影响力。

2.1.3　综合效益不断显现
依托实验动物，各单位积极开展新药临床前药代

及药效评价，提供基于重大疾病的动物模型、组织和

细胞水平的新药筛选、作用机制研究及有效性评价，

为化学药物、生物技术药物、基因治疗药物、中药复

方及中药注射剂研发提供服务，产生了显著的社会效

益。“十三五”期间，四川省疾病预防控制中心的生物

安全防护三级实验室取得了高致病性动物病原微生物

实验室资格证书，填补了本省高等级生物安全实验室

的空白；成都威斯克生物医药有限公司利用实验动物，

研发了重组新型冠状病毒蛋白疫苗（Sf9细胞）“威克

欣”，为疫情防控提供了保障；全省实验动物销售实现

经济效益超 3亿元人民币，利用实验动物开展药物安

全评价、动物实验外包模型服务等实现直接经济效益

近9亿元人民币。

2.2　存在的主要问题
2.2.1　实验动物生产不能较好地满足实验动物使
用需求

目前，四川省内部分单位存在针对 SPF级兔、无

菌级小鼠等实验动物的使用需求，但省内暂无相关单

位生产相应级别的实验动物。而北京等发达地区已建

立了全等级实验动物生产基地，能够较好地满足本地

实验动物使用单位对不同等级实验动物的需求［8］。目

前，四川省部分高等级实验动物种类只能从东部地区

采购，从而增加了科研成本和时间成本。此外，常用

实验动物生产韧性不强，在 2020年新冠疫情暴发后，

实验猴、犬、豚鼠等作为病毒研究、新药研发和疫苗

检定不可或缺的“活的仪器”， 省内需求激增，导致

供应严重不足。如 2022年，四川省豚鼠生产量为 1.38
万只，而使用量达 4.65万只；比格犬生产量为 1 442
只，而使用量高达8 829只。部分使用单位因实验动物

供应问题无法解决而不得不暂停实验。

2.2.2　实验动物技术创新水平有待提升
近年来，四川省增加了基因敲除大鼠、小鼠、豚

鼠等功能性实验动物的生产，然而在利用这些功能性

或者常规实验动物来研发实验动物新品种、构建人类

疾病动物模型、开发实验动物新技术等方面，还有待

进一步提升。云南省通过科研项目支持、建立质量技

术规范、建立树鼩地方标准等方式，已成功开发树鼩

作为实验用动物［9-10］；而四川省的实验动物创新尚没

有持续稳定的科研项目支持。2019年新冠疫情暴发时，

疫情防控、疫苗研发等科学研究急需开展，北京市率

先完成了小鼠、猴感染新型冠状病毒的动物模型构

建［11］；广东省研制了新型冠状病毒N蛋白表达菌株；

河南省开发出具有高度生物安全性的拟严重急性呼吸

综合征冠状病毒 2型（severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2，SARS-CoV-2）小鼠肺部炎症模型［12］；
而四川省在利用实验动物技术开展重大疫病和传染病

防控及机制研究等方面，还有待进一步加强。

2.2.3　实验动物安全管理任重道远
四川省实验动物单位较多，分布在成都、绵阳、

雅安、泸州、自贡、宜宾、眉山等 12 个地市

（州）［12］，并且实验动物行业涉及生物医药、教育科

研、医疗卫生、农林化工等领域，但各地各单位的实

验动物安全管理水平参差不齐。根据《中华人民共和

国安全生产法》中“管行业必须管安全、管业务必须

管安全、管生产经营必须管安全”的原则，以及《中

华人民共和国生物安全法》中“病原微生物实验室应

当采取措施，加强对实验动物的管理，防止实验动物

逃逸，对使用后的实验动物按照国家规定进行无害化

处理，实现实验动物可追溯。禁止将使用后的实验动

物流入市场”等要求，在实验动物设施监督管理过程

中发现，部分单位存在设施管理维护不及时、实验动

物使用全流程不可追溯、未实质性开展涉及实验动物

的项目审查、实验动物福利与伦理审查没有完全落实、
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管理制度和操作规程修订更新不及时、执行记录不够

全面等问题［13-14］。上述管理中的薄弱环节都会影响实

验动物行业的健康发展。

3　四川省实验动物行业发展对策建议

3.1　积极支持实验动物生产提质增效
一是针对四川省还不具备生产条件的实验动物，

如无菌级小鼠、SPF级兔等进行优化布局，鼓励企业

联合区域内高校、科研院所共建实验动物生产平台。

科技厅通过后补助形式对这些共建平台进行支持。优

先支持有屏障设施的生产单位通过设施新建或改建，

建设无菌级小鼠、SPF级兔等高等级实验动物生产设

施。二是对于目前生产 SPF级大鼠及仓鼠、普通级豚

鼠、犬、猴、实验用猪的实验动物相关生产单位，支

持其对现有设施进行扩建，扩大相应实验动物的生产

规模，为科学研究、药物开发、疫苗研制等提供充足

的实验动物保障。

3.2　建立稳定的实验动物科技创新支持机制
一是建立实验动物科学技术创新发展体制与机制。

加强省级层面的实验动物立法和实验动物系列标准修

订，提高实验动物法制化、标准化管理水平，建立健

全实验动物标准体系和资源研制、引进、保存与共享

的长期维持机制，同时建立行业自律机制，实现行业

自我管理［1］。二是提升实验动物创新平台能级。目

前，四川省尚无实验动物领域的国家级创新平台。反

观国内生物医药大省，均建有高能级实验动物创新平

台，如广东省大动物模型研究中心和国家新药创制孵

化基地实验动物公共服务大平台，以及重庆国家生物

产业基地实验动物中心等。三是设立实验动物科技创

新专项。持续支持实验动物资源开发、质量控制、动

物福利、动物模型研究等领域的新技术、新方法研究，

不断提升四川省实验动物科技创新能力，支撑服务新

质生产力发展。

3.3　高度注重实验动物安全管理
一是强化实验动物安全的全周期全过程管理。在

国家及省级实验动物法律法规和制度修订过程中，实

验动物全流程溯源管理将是安全管理规范的重点之

一［15］。围绕实验动物生产、销售、运输、饲养、实

验、废弃物处置等过程，采用全球定位系统（global 
positioning system， GPS）、 射 频 识 别 技 术 （radio 
frequency identification，RFID）、第五代移动通信（5th 
generation mobile communication，5G）等现代信息技

术，实现信息化、全流程、全周期监管。二是定期组

织开展实验动物设施风险隐患排查和治理。实验动物

设施安全运行是动物实验成功的基本条件［16］，针对保

障设施安全运行的消防器材、仪器设备、消毒用品、

防护用具等，定期进行风险隐患排查和治理，以确保

设施安全、稳定运行。三是完善管理制度体系。安全

管理制度建设是实验动物安全稳定发展的重要保障。

江苏省科技主管部门编制了《实验动物安全管理指导

手册（试行）》，北京［17］、江苏［18］、江西［19］、湖

南［20］等地还出台了突发实验动物生物安全事件应急

预案。因此，出台相应的应急预案和指导手册，对进

一步完善四川省实验动物安全管理制度体系具有重要

意义。
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动物实验证据整合方法研究的进展与挑战
郑卿勇1,2, 李腾飞3, 许建国1,2, 周泳佳3, 马智超4, 王 娜5, 李莫兰5, 杨雯景5, 吴佩润4, 王海东6, 
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[摘要] 动物实验证据整合是生物医学研究中的关键环节，为疾病机制的深入研究与新药开发等提供了重要的先验
信息。目前，动物模型在模拟人类疾病方面发挥着不可替代的作用，但动物实验证据整合在实践中仍面临诸多挑
战，包括受重视程度不足、研究设计的异质性明显、高发表偏倚、与临床研究实践存在差距等。本文首先指出动物
实验原始研究证据的现存问题，包括动物模型的选择和适用性、动物实验研究设计的考量、动物实验证据转化的影
响因素等方面；然后介绍了多种动物实验证据整合方法的应用进展，如系统评价与 Meta 分析、系统评价再评价/伞
形综述、范围综述、证据图谱等；最后探讨了目前动物实验证据整合面临的主要挑战以及针对性的改进策略，旨在
提高动物实验研究成果向临床实践转化的效率，并推动循证医学的发展。未来，通过不断优化原始实验研究方案与
证据整合实践，有望逐步构建一个更为科学、高效的动物实验证据综合环境，为临床试验与人类健康事业作出更大
的贡献。
[ 关 键 词 ] 动物实验； 证据整合； 研究进展； 循证医学
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[ABSTRACT] Integrating evidence from animal experiments is a critical component of biomedical 
research, providing essential prior information for in-depth investigations of disease mechanisms and new 
drug development. Animal models have played an irreplaceable role in simulating human diseases. 
However, the integration of evidence from animal experiments has faced numerous challenges, including 
insufficient emphasis, significant heterogeneity in study designs, high publication bias, and discrepancies 
with clinical research practices. This paper first identifies existing issues in the original research evidence 
from animal experiments, such as the selection and applicability of animal models, considerations in the 
design of experimental studies, and factors influencing the translation of animal experimental evidence. It 
then discusses various methods for integrating this evidence, including systematic review and 
meta-analysis, overview of systematic review/umbrella review, scoping review, and evidence mapping, 
while highlighting recent advancements in their application. Finally, the paper addresses the main 
challenges currently encountered in the integration of evidence from animal experiments and proposes 
targeted improvement strategies aimed at enhancing the efficiency of translating research outcomes into 
clinical practice and promoting the advancement of evidence-based medicine. By continuously optimizing 
original experimental research protocols and evidence integration practices, this work aims to establish a 
more efficient and scientific environment for the synthesis of evidence from animal experiments, ultimately 
contributing to clinical trials and human health.
[Key words]  Animal experiments; Evidence integration; Research progress; Evidence-based medicine

在生物医学研究中，动物实验一直是推动科学发

现和临床应用的基石［1］。从基础研究到新药开发，动

物模型的使用为理解复杂的生理过程、揭示疾病分子

机制以及评估治疗方法提供了宝贵的先验信息［2-3］。
然而，随着科学的进步和社会伦理意识的提升，动物

实验的合理性、必要性、透明度以及结果的解释面临

更为严苛的审视［4］。为应对这些挑战，动物实验的设

计和实施必须遵循更高的标准，包括实验方案的周密

策划、操作流程的专业规范、数据分析的严谨精确，

以及研究报告的透明详尽。此外，实验结果的复现性

要求也促使研究人员应采用标准化与共享原始数据的

做法以增强动物研究的可信度，并促进科研数据的累

积。总之，科研工作者需要不断探索提高动物实验的

临床相关性与证据可信度的更优方案，以减少由于物

种间差异带来的复杂性影响，同时积极寻求更为科学

的证据获取方法。

然而，随着动物实验数量激增，如何系统地评价

与整合广泛的研究证据，成为该领域面临的又一项紧

迫而重大的挑战［5］。动物实验研究结果的证据整合，

即通过系统评价（systematic review）、Meta分析、证据

图谱（evidence mapping）等方法对现有数据进行深入

剖析与整合重构，已成为提升研究透明度和可靠性的

关键手段。这不仅提高了动物实验科学证据对临床研

究的指导价值［5］，亦揭示了研究间的潜在差异，帮助

科研人员更好地理解不同研究结果的可转换性与局限

性。当然，在动物实验证据整合过程中，仍存在诸多

挑战，如研究设计的异质性、高发表偏倚现象、与临

床研究之间的实践转化差距等［6-8］。
本文将全面评估动物实验研究证据整合的现状，

深入探讨动物实验研究设计、数据处理与结果报告中

遇到的主要挑战，提出可能的改进策略，并基于现有

案例分析提高证据整合效率，以期为未来的动物实验

研究提供参考和指导。

1　动物实验原始研究证据的现存问题

1.1　动物模型的选择和适用性
在生物医学与中医药研究中，选择合适的动物模

型对于确保实验结果的有效性和转化潜力至关重

要［9-10］。生物学相关性是挑选模型时的首要条件，需

要对疾病状态、目标器官、生理反应、药物代谢途径
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等因素进行综合考量，从而增强研究结论的外推性。

目前，在探索某种疾病机制或治疗方案的过程中，国

内外研究者均广泛地开展了动物模型的选择与探索研

究［11-13］。此外，动物模型在预测临床效果方面同样展

现出十分重要的能力，包括对药物在生物体内反应性

的预测、不良反应的识别以及治疗效果的评估［14］。尽

管动物模型提供了宝贵的数据信息，但因其无法完全

复制人类复杂的生物学过程，其实验结果仍存在诸多

不确定性与偏差。

1.2　动物实验研究设计的考量
动物医学科学领域的研究设计类型繁多，包括单

组设计、随机区组设计、拉丁方设计、交叉设计与正交

设计等［15］（图1），实验设计的严谨性直接影响研究结

论的准确性。同时，剂量选择的偏倚也是一个常见问

题，不同剂量在动物体内可能会出现较大的药效与反应

差异［16］，而这些反应与人类的剂量反应曲线可能存在

显著偏差。此外，标准化报告的低执行率阻碍了实验结

果的解释，也降低了研究的透明度与可重复性。为解决

这些问题，研究人员需要严格遵循既定的实验设计和报

告指南［17-18］，包括实验动物选择的合理性论证、详尽

的方法论阐述，以及数据和分析方法的透明公开，这将

有助于提升研究质量，减少结果解释的偏倚。

1.3　动物实验证据转化的影响因素
动物实验证据转化过程中的主要影响因素包括生

物学差异、实验设计的合理性、剂量选择和药效评估

的复杂性、研究结果的可复现性、报告完整性［19］，以

及伦理和社会接受度挑战。另一个重要的影响因素是

动物实验数据的多源性与散在分布，各实验室间可能

采用不同的实验设计、操作流程准则、剂量给药、数

据收集和分析方法，即使在相同的研究方向下也难以

直接比较或汇总分析结果，这增加了获取一致结论的

难度。此外，现阶段的动物研究数据通常分散在不同

的出版物、数据库、特定会议与案例报告中，缺乏统

一的数据存储与检索系统。故研究人员在收集不同来

源的实验证据时面临重大挑战，重要信息的遗漏风险

显著增加。

为克服上述困难，研究人员正致力于探索新的策

略和工具，如使用人源化动物模型［20］、发展高通量筛

选技术［21］、应用系统生物学方法［22］，以增强动物实

验的预测价值。同时，需要制定通用的动物实验数据

报告与记录准则，并建立高质量的动物实验数据库，

以便跨研究领域的数据挖掘与比较分析。此外，加强

国际合作和构建数据共享机制也将有助于提高动物实

验数据的整合性与可用性，进而提升其对未来研究和

临床应用的贡献，最终增强动物实验在生物医学研究

中的转化能力。

注：SR 指系统评价；NMA 指网状 Meta 分析。
Note：SR, systematic review; NMA, network meta-analysis.
图 1 动物实验证据整合方法现状
Figure 1 Current methods for integrating evidence from animal experiments
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2　动物实验证据整合方法的应用进展

21世纪初，Lancet、Nature杂志均刊文强调了动物

实验系统评价在启动新临床试验中的重要价值［2，23］。
随着循证医学理念的不断深化和普及，国内外学者

已探索并实践了多种动物实验证据整合的方法，并

积累了宝贵的经验。图 2展示了 2000—2023年多类

证据整合方法在动物实验证据整合中的应用趋势，

可见系统评价与Meta分析文献数量显著增长，2021

年达到峰值（4 006篇），随后略有下降。其他方法

如单臂试验 Meta 分析、累积 Meta 分析、定性系统

评价/Meta 整合、快速系统评价和证据图谱在近年

来亦被广泛关注，特别是定性系统评价/Meta 整合

和网状Meta分析自 2018年后应用显著增加。此外，

动物实验的范围综述在 2021 年和 2022 年同样增势

明显，分别达到 238篇和 316篇。表 1总结了几类常

见的动物实验证据整合方法的应用特点，以下作重

点介绍。

2.1　系统评价与 Meta 分析
在循证医学领域中，系统评价与Meta分析被普遍

认为是提供最高级别证据的方法。其在动物实验研究

中的应用同样至关重要，能提供严谨的数据分析与证

据整合方案。自 1996 年首篇动物实验系统评价文

章［24］发表后，诸多学者在该领域纷纷开展了循证实

践。目前，在动物实验证据整合的实践中，传统的干

预性系统评价与Meta分析应用最为广泛。此外，单臂

试验Meta分析、累积Meta分析、定性系统评价、快速

系统评价与网状Meta分析等方法也逐步得到应用，以

增强动物实验研究结果的解释能力和适用范围。

自2005年起，国内学者开始关注动物实验系统评

价，引入相关概念并深入探讨了其在临床前研究中的

潜在优势与局限性［34］。随后，一系列的方法学研

究［35-37］推动了系统评价在临床前动物实验中的广泛

应用。同时，Meta分析方法的应用也在中医药动物实

验中得到扩展，进一步推动了中医药现代化和国际化

进程。至2017年，针对中医药动物实验的系统评价报

告指南正式出版［38］。
2.1.1　单臂试验 Meta 分析

单臂试验Meta分析常用于关注单个群体中事件的

发生率［39］，在处理稀有事件或者在样本量较小的研究

中尤为重要。因为在这类情况下，单个研究往往难以

产生具有说服力的结论。在动物实验证据中，该方法

尤其适用于评估特定事件（如疾病发生率、死亡率或

治愈率）在不同研究中的频率分布。然而，该方法的

表 1　动物实验研究证据的主要整合方法概览
Table 1　Overview of main methods for synthesizing evidence from animal experiment studies

整合方法
Integration methods

系统评价与 Meta 分析
Systematic review and meta-analysis

单臂试验 Meta 分析
Meta-analysis of single-arm trials
累积 Meta 分析
Cumulative meta-analysis
定性系统评价/Meta 整合
Qualitative systematic review/meta-synthesis
快速系统评价
Rapid review
网状 Meta 分析
Network meta-analysis
系统评价再评价/伞形综述
Overview of systematic reviews/ 

umbrella review
范围综述
Scoping review
证据图谱
Evidence mapping

应用特点
Application characteristics

通过严谨的研究设计和方法学，对现有的动物实验数据进行系统性
综述与定量分析（部分），以提供最高级别的证据。Meta 分析可综
合多个研究的结果，对其进行定量整合，揭示干预措施的总体效果

通常用于关注单个群体中事件的发生率，特别适用于处理稀有事件
或样本量较小的研究

将研究资料作为连续性的统一体，评估随时间累积研究结果的动态
变化趋势

关注研究结果的叙述性合成，适用于研究设计差异过大或数据类型
不适合定量分析的情境

高效、加速版的系统评价方法，适用于紧急决策或时间敏感情况下的
证据综合

结合直接和间接证据，综合多个比较组的结果，评估不同干预措施之
间的相对效果

对已有的多个系统评价进行再评价，部分会再次进行统计分析，提供
某一领域的全面证据概览

映射某一研究领域的文献分布，识别研究的数量和特征，揭示知识空
白，通常不进行质量评估和定量分析

主要包括证据图与证据差距图，其系统性地检索和分析现有证据，通
过表格或图形形式展示研究现状和证据差距，支持决策制定和研
究规划

实例参考
Examples

Perna A, et al/1996[24]

Alonso S, et al/2016[25]

Inchuai R, et al/2021[26]

Pommergaard H C, et 
al/2011[27]

Ciapponi A, et al/2011[28]

Yao M, et al /2015[29]

Hirst J A, et al /2014[30]

Gardner E G, et al /
2019[31]

Koch S E, et al /2022[32];
moola S, et al /2021[33]
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应用也需要考虑不同动物实验间潜在的异质性，包括

研究设计、实验条件、动物种群等差异，这些都有可

能影响结果的解释和应用。

实例分析：2016年，Alonso等［25］基于单臂试验Meta
分析方法，探索了坦桑尼亚牛中结核病、布鲁菌病和

锥虫病的流行情况及潜在影响因素，提供了更为准确

的风险估计。然而，由于样本量小、研究地域广、不

同研究设计与诊断方法差异导致研究间的异质性较大，

需要开展更大规模、更有力的流行病学研究来加强对

人兽共患病和威胁公共卫生的风险进行评估和管理。

2.1.2　累积 Meta 分析
累积Meta分析将研究资料视为连续的统一体，旨

在评估某领域证据随时间推移而发生的动态变化趋

势［40］，揭示某领域证据随新研究发布而逐步演进的情

况。在动物实验证据整合背景下，累积Meta分析适用

于跟踪和评价特定干预或治疗方法的效果一致性及其

随时间的变化。

实例分析：Inchuai等［26］基于累积Meta分析发现，

1990至 2008年间爬行动物中衣原体感染呈上升趋势，

随后总体稳定在略高于 20%的水平。其中，澳大利亚

爬行动物的衣原体感染率最高（68.6%，95% CI：36.8～
89.1），另外在物种分类中，鳄鱼的感染率相对较高

（68.6%，95% CI： 32.5～89.1），但亚组分析的数据量

有限，这增加了假阴性风险。

2.1.3　定性系统评价与 Meta 整合
定性系统评价与Meta整合侧重于对研究结果进行

叙述性合成，而非定量数据的整合。当研究设计差异

过大或数据类型不适合定量分析时，定性系统评价是

一类重要方法。定性系统评价强调对研究上下文的深

入理解，包括实验设计、研究质量、动物种属差异及

干预措施多样性等，总结研究间的共同主题和模式，

识别研究领域中的缺口和未来研究方向。这种方法尤

其适用于初步探索某一领域或研究结果过于复杂而难

以量化的情境。

实例分析：Pommergaard等［27］利用小鼠、大鼠、

猪、犬、兔等多种动物构建临床结肠吻合口漏模型，

并基于定性系统评价方法探讨了不同动物模型在结肠

吻合口漏病因分析与预防措施上的差异。该研究表明，

大鼠具有较强的抵抗腹腔感染能力，因而难以用于此

类疾病的临床研究；相比之下，小鼠和猪由于其特性

可能成为更合适的选择。

2.1.4　快速系统评价
快速系统评价（rapid review）是一种高效的系统

评价方法，旨在短时间内快速整合现有证据，以应对

紧急的临床问题或决策需求。此方法特别适用于需要

迅速决策或在时间敏感情况下提供科学依据的情境，

如公共卫生突发事件或临床实践中急需解决的问题。

在动物实验领域，快速系统评价可用于紧急情况中的

治疗策略评估或疾病暴发时的病理机制研究，其在追

求效率的同时可能会对系统评价的严谨性构成挑战，

但基于预先制定的计划和明确的方法，可以确保复现

性与透明度，保持研究的可信度。

注：SR 指系统评价；本研究数量是基于中国知网 （CNKI） 与 PubMed 数据库的综合结果。
Note： SR, systematic review. The number of studies is based on a combined result from China National Knowledge Infrastructure (CNKI) 
and PubMed databases.
图 2 动物实验各类型研究开展数量的分布趋势（2000—2023 年）
Figure 2 Distribution trends of various types of animal experimental studies （2000-2023）
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实例分析：在 COVID-19流行期间，疫苗的安全

性问题亟须证据支持。2021年，Ciapponi等［28］通过快

速系统评价评估了 38 项临床与非临床研究（包括

2 398 855名孕妇与 56只妊娠动物）的证据，未发现

COVID-19疫苗及其组成成分在妊娠期间存在显著的安

全性问题。这项研究为当时世界卫生组织的指导意见

提供了强有力支撑，即孕妇在高风险暴露环境或面临

重症风险增加的情况下可考虑接种COVID-19疫苗。

2.1.5　网状 Meta 分析
网状Meta分析（network meta-analysis）是在传统

Meta分析的基础上发展而来，能够同时综合多个比较

组之间的直接与间接证据［41］。在动物实验研究中，面

对多种不同的实验组合，网状Meta分析提供了一种全

面且精确的方法来估计治疗效果。该方法不仅可以增

强特定比较组的证据基础，还能评估不同治疗组之间

的相对效果，并对多种治疗策略进行优劣排序。然而，

目前在动物实验中运用网状Meta分析的案例较少，且

主要集中在干预性实验的设计上。

实例分析：2015年，Yao等［29］基于传统Meta分
析与网状Meta分析方法评估了不同剂量姜黄素与安慰

剂对脊髓损伤（spinal cord injury， SCI）大鼠的治疗效

果。8项纳入研究的汇总证据显示，姜黄素有改善大鼠

神经功能恢复与抗氧化的潜力，且在一定范围内，随

剂量增加，疗效更为显著。但原始研究的整体方法学

质量较差，仍需进一步验证。

2.2　系统评价再评价/伞形综述
系统评价再评价（overview of systematic reviews），

也称为伞形综述（umbrella review），是一种高级别的

证据整合方法，通常应用于已有多项系统评价存在的

广泛研究基础主题。系统评价再评价方法旨在全面总

结相关系统评价中的信息，以提供某一领域内的全面

证据概览［42］，或通过再次证据数据合并实现更具说服

力的精确估计。在动物实验中，系统评价再评价能够

帮助研究者和决策者快速把握某一疾病或治疗领域中

临床前研究的趋势与结论，并识别需要进一步探索的

方面。然而，该方法依赖于现有系统评价的质量水平，

研究人员在开展动物领域的系统评价再评价时需对纳

入研究进行严格的方法学质量审查，并采用适当的统

计方法处理可能的偏倚和异质性。

实例分析：2014年，Hirst等［30］基于系统评价再

评价方法全面回顾了 31篇干预性动物实验系统评价，

重点关注卒中、脊髓损伤、脑出血等神经系统疾病，

发现原始研究中随机化、分配隐藏与盲法设置对Meta

分析合并结果的影响至关重要。汇总证据强调，临床

研究的合理性应基于高质量的动物实验结果，不应让

偏倚较大的动物研究影响后期人体临床研究的方向。

2.3　范围综述
范围综述（scoping review）旨在映射某特定领域

研究文献的数量和特征，以识别和填补知识空白［43］。
与传统系统评价不同，范围综述通常不对纳入研究的

质量进行严格评估，也不旨在提供合并效应量的定量

分析，而是展示某研究领域的全貌特征。在动物实验

证据整合中，范围综述尤其适用于初步探索一个主题

方向，理解研究的分布情况，辨识关键变量和概念。

通过这种文献调研，研究人员能够确定哪些区域已得

到充分研究，哪些区域尚待深入探索或存在争议。

实例分析：一项针对动物宿主感染中东呼吸综合

征 冠 状 病 毒 （Middle East respiratory syndrome 
coronavirus，MERS-CoV）的范围综述［31］中，研究团

队采用Arksey和O'Malley提出的方法框架，制定了详

尽的研究方案，筛选相关文献，并收集建模病毒传播

动态的关键数据，以呈现该疾病在骆驼中的传播情况。

结果显示，尽管大量观察性研究关注田间调查中的感

染率，但是实验研究更侧重于提供有关疾病传播和病

程特征的定量数据，这些数据对于理解病毒在自然条

件下的传播至关重要。

2.4　证据图谱
证据图谱是基于系统评价理论，对某研究领域现

有证据进行系统性检索、综合分析评价，并通过表格

或图形呈现。这种新型的证据整合方法主要包括证据

图（evidence map）和证据差距图（evidence gap map），
其主要目的是系统揭示科研证据的现状与差距，从而

支持决策制定和科学研究［44-45］。
证据图通常基于特定的分类体系，将研究按照主

题、研究设计、研究对象或其他关键维度进行组织和

呈现。它展示特定领域内研究的性质、特点及数量，

提供一个清晰的研究全景视图，通过整合和比较多方

资源，明确不同证据的样本量与结论性信息。证据差

距图则侧重于明确标示出现有证据基础上的缺口，即

尚未被充分研究的领域或问题。通过可视化技术，证

据差距图详细展示特定领域中的现有证据，重点评估

和分析与疾病干预措施相关的证据，而不包括预防和

预后等方面的证据［45］。在动物实验领域，创建证据图

谱能使研究者和资助机构更好地了解当前临床前研究

的结构与差距，识别关键研究领域，并指导未来的实

验设计和资金投入。这对于提高实验研究的透明度和
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研究效率具有重要意义。

实例分析 1：在对阿尔茨海默病 （Alzheimer's 
disease）相关的动物模型研究进行证据图分析时［32］，
研究者整理了不同类型的动物模型、使用的实验方法

以及研究焦点（如药物治疗、认知功能评估等）。证据

图系统地展示了当前研究的主要集中领域及方法学多

样性，帮助研究者快速识别高频研究主题和潜在研究

空白。此外，这种整合分析揭示了某些研究方法在过

去十年中的发展趋势，为新入行的研究者指明了研究

方法选择的方向。

实例分析 2：在研究钩端螺旋体病（leptospirosis）
的流行病学和风险因素时［33］，研究团队创建了一种证

据差距图，这是全球首个针对单一疾病的证据差距图，

系统性地映射和识别研究空白。该证据差距图揭示了

研究的地理分布不均以及动物研究与人类研究之间的

差异。此外，该图还揭示了高风险群体的研究相对不

足，这些群体包括农民和农业工人等与动物密切接触

的职业人群。该图不仅帮助研究人员和决策者理解现

有研究的分布情况，还明确指引了未来的研究方向。

3　动物实验证据整合面临的主要挑战及其改
进策略

3.1　动物实验证据整合工作需引起重视
动物实验在探究疾病机制、开发新药及进行安全

性评估中提供了重要数据，但其证据整合的重要性尚

未得到充分重视。一方面，部分从事临床前研究的学

者尚未充分认识到证据整合在提高动物研究证据等级

与可靠性方面的重要意义。另一方面，在科研评价及

政策制定中，由于取证和用证水平不足，动物实验证

据整合的效果和应用范围受到限制。此外，缺乏对动

物实验二次证据科学有效性和相关性的充分认识，导

致相关研究资金的分配和研究人员的专业培训等方面

存在不足，进一步加剧了这一问题。

3.2　动物实验研究的局限性与异质性
动物实验的严谨性与科学性仍有待提升［46］，报告

水平整体欠佳。虽然 SYRCLE工具［4］、PREPARE［47］

与ARRIVE［17］报告规范为动物实验研究提供了详尽指

导，如对“随机化方法”的明确解释，但在当前实践

中，随机分配被忽视、盲法实施不当、对照组设置不

合理等问题仍普遍存在［19，39，48］。这种不足可能导致实

验结果的偏倚与不精确，从而显著增加了动物实验结

果向人类临床实践转化时的风险。

此外，动物实验研究设计的异质性是另一项重要

挑战。各研究团队可能采用不同种类的动物模型、疾

病条件、干预措施和结果测量方法，这导致对同一问

题的研究结果解释与比较存在困难［49］。研究设计差异

还体现在样本量、实验操作标准以及数据记录和分析

方法上，这些差异可能影响最终结论的科学性和准确

性，进而加剧了证据整合分析的难度。为提高动物实

验证据整合的质量，研究者应严格遵循动物实验研究

报告标准［17，47］，并对不同研究间的设计差异进行细致

评估，采取适当策略来处理这些差异。未来，在动物

实验的注册、实施和报告过程中，应更加重视并严格

执行上述关键因素，以确保研究结果的有效性和可靠

性，提高其科学价值和临床应用潜力。

3.3　发表偏倚带来的挑战
早期，Nature已刊文［19］强调，相比于临床试验，

动物实验中存在的发表偏倚现象更为突出。多项系统

评价［50-51］亦披露了动物研究间潜在的发表偏倚。因

动物实验研究通常涉及较大的资源和时间成本，研究

者更倾向于发布阳性结果，这种趋势导致发表的论文

可能无法代表整个研究领域的真实情况，从而进一步

对二次证据整合造成乐观估计。为应对这一风险，研

究者需要采用严格的纳入与排除标准，并使用透明、

可重复的方法学工具与发表偏倚检测来确保纳入动物

研究的质量与可信度。此外，通过综合分析多项研究

的结果，即使用证据图谱能够提供更为全面的证据概

览，有助于揭示领域内真实的研究现状与未来的研究

方向。

3.4　动物实验与临床研究的实践差距
动物实验和临床研究作为医学研究的两大支

柱［52］，都致力于推动医学科学的发展并改善人类健

康，但在实践中仍存在显著差异。这些差异表现在多

个方面：首先，由于伦理、法规及社会接受度的限制，

一些复杂的临床问题可能无法在动物模型中得到完全

模拟的研究条件；其次，多数系统评价［53-54］发现，

尽管动物实验在模拟疾病状态方面具有价值，但其难

以准确映射到同一疾病的临床研究中，特别是在实验

设计、结局指标及效应结果等方面存在差异。为弥补

这一差距，研究者需要努力提高动物实验的相关性和

实用性，建立标准化的实验核心指标集，以促进动物

实验与临床试验之间的对接，确保研究成果能够更直

接地指导临床研究设计与决策。例如，可通过改进实

验设计、增加样本量、使用更接近人类的动物模型等

方法来提高研究成果的转化效率。此外，加强跨学科

合作变得日益重要，有助于整合不同领域的知识和技
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术，以促进从实验室到临床应用的有效过渡。

4　总结

动物实验作为生物医学研究的重要一环，在疾病

机制探索、新药开发和治疗方法评估中发挥了关键作

用。然而，动物实验证据的有效整合对于提升研究透

明度、可靠性及临床相关性至关重要。选择适宜的动

物模型是确保研究结果有效性和转化潜力的前提，研

究设计需综合考虑疾病特性、生理反应和药物代谢途

径等因素。同时，采用随机化方法、盲法实施和对照

组设置等是减少偏倚、提高研究质量的重要方法。

系统评价和Meta分析是目前动物研究领域证据整

合的主要方法，为深入分析和整合动物实验数据提供

了严谨的方法学途径。此外，系统评价再评价/伞形综

述、范围综述和证据图谱等方法不仅提升了动物实验

科学证据对临床研究的指导价值，还有助于揭示不同

研究结果的可转换性与局限性。尽管如此，动物实验

证据整合过程中仍存在诸多挑战，包括研究者对该领

域的重视程度不足、研究设计的异质性、数据共享难

题、统计方法限制以及高发表偏倚等问题。此外，动

物实验与临床研究之间仍存在一定的实践差距，这需

要提升动物实验的相关性和实用性，并通过建立标准

化的核心指标集以促进两者的有效衔接。

综上所述，本文全面审视了动物实验证据整合的

研究进展、面临的挑战及可能的改进策略。动物实验

证据整合是一项充满挑战的任务，通过不断优化原始

实验研究方案与证据整合实践，有望在实现更高效、

更科学的证据整合方面取得突破，提升动物实验在生

物医学研究中的转化效能，为人类健康事业作出更显

著的贡献。
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动物实验与比较医学研究论文出版规范清单（2024年版）
《实验动物与比较医学》 编辑委员会

[摘要] 动物实验与比较医学研究论文的规范性、透明性和完整性直接关系到该研究成果的可信度、可重复性和临
床转化率。国际上用以规范动物实验研究及报告的指导性文件有 ARRIVE 指南等，中国也已有较为完整的用于规范
实验动物科技工作的相关法规条例和标准体系，然而这些已有文件对中国学者开展动物体内实验研究论文写作及出
版工作仍缺少具体、可行的操作指导。因此，《实验动物与比较医学》 编辑委员会在借鉴 ARRIVE 2.0 指南和中国法
规条例及标准的基础上，牵头制定了适合中国学者使用的动物实验与比较医学研究论文出版规范清单。该清单适用
于作者撰稿及投稿时自查、同行专家评议时审查、期刊编辑出版前核查，以及发表后的读者评价等，可以有效促进
中国实验动物与比较医学研究的规范化和高质量发展。
[ 关 键 词 ] 动物实验； 比较医学； 原创性论著； 出版规范； 检查清单
[中图分类号] R-332；Q95-33；G237.5   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2024）05-0577-06

Guideline Checklist for Publishing Research Papers on Animal 
Experimentation and Comparative Medicine in China (2024 Edition)

Editorial Board of Laboratory Animal and Comparative Medicine
Correspondence to: ZHANG Junyan (ORCID: 0000-0001-6007-9062), E-mail: callar_zhang@163.com

[ABSTRACT] The standardization, transparency, and completeness of research papers in animal 
experimentation and comparative medicine research are crucial for ensuring the credibility, reproducibility, 
and clinical applicability of research findings. Internationally recognized guidelines, such as the ARRIVE 
guidelines, serve to standardize animal experimentation and reporting. In China, there is already a 
comprehensive framework of regulations and standards governing laboratory animal research. However, 
the practical guidance in these documents remains insufficient to effectively guide Chinese researchers in 
writing and publishing in vivo animal research papers. To address this gap, the Editorial Board of Laboratory 
Animals and Comparative Medicine has developed a checklist of publication standards tailored for Chinese 
scholars, informed by the ARRIVE 2.0 guidelines and Chinese regulations and standards. This checklist is 
applicable for authors to self-check during manuscript preparation and submission, for peer experts during 
the review process, for journal editors in pre-publication verification, and for readers to evaluate published 
works. It aims to effectively promote the standardization and high-quality development of laboratory animal 
and comparative medicine research in China.
[Key words]  Animal experiments; Comparative medicine; Original research papers; Publication 

standards; Checklist 

1　制订背景

实验动物与比较医学研究是生物医药等领域的基

础支撑性工作。动物实验的规范性不仅决定着相关研

究结果的可靠性、可重复性和可转化率，而且体现了

动物实验科技伦理的遵循程度。为了提高动物实验研

究及其报告的科学性、规范性和透明性，国外机构或

组织制定了包括ARRIVE （Animal Research： Reporting 
of In Vivo Experiments）［1］ 在内的若干指南。2023—
2024年，《实验动物与比较医学》编辑部组织国内专家

对ARRIVE 2.0指南进行了详细解读［2-7］，受到了国内

读者的广泛关注。但是，由于国情及语言差异，国内

学者在动物实验与比较医学研究设计及论文写作过程

中，应用ARRIVE 2.0指南还存在一定的实际困难。

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

[基金项目] 国家重点研发计划“实验动物共性关键质量评价技术标准研究”（2022YFF0711000）；中国科学技术期刊编辑学会 2023 年翰笔计划医
学中青年编辑科研项目“动物实验医学研究及报告规范化的国际对标（指南汉化推广）”（HBJH-2023-A16）

[通信作者] 张俊彦（1979—），女，硕士，副编审，研究方向：医学期刊出版。E-mail： callar_zhang@163.com。ORCID: 0000-0001-6007-9062
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2　制订依据
在中国，用以规范实验动物管理和动物实验研究

的法律法规和标准体系已经较为完整。现有的国家法

规条例包括2017年科学技术部修订的《实验动物管理

条例》、2020年全国人民代表大会常务委员会审议后发

布的《中华人民共和国生物安全法》、2023年国家六部

委及中国科学院等机构联合发布的《科技伦理审查办

法（试行）》等。此外，还有诸多的国家、地方、行

业及团体标准，其中，国家标准分为强制性和推荐性

两种：强制性国家标准包括《实验动物 遗传质量控

制》（GB 14923—2022）、《实验动物 微生物、寄生虫

学等级及监测》（GB 14922—2022）、《实验动物 环境

及设施》（GB 14925—2023）、《实验动物 配合饲料营

养成分》（GB 14924.3—2010）；推荐性国家标准包括

《实验动物 动物实验通用要求》（GB/T 35823—2018）
和《实验动物 福利伦理审查指南》（GB/T 35892—
2018）等。上述法规、标准的发布和实施有效促进了

中国实验动物生产和使用的规范化，但对于动物实验

研究及论文出版工作仍缺乏具体、详细的可操作性指

导。因此，《实验动物与比较医学》编辑委员会联合上

海市实验动物学会、北京实验动物学学会、福建省实

验动物学会、陕西省实验动物学会、青海省实验动物

协会、山西省实验动物学会等的专家学者，在参考

ARRIVE 2.0指南［2-7］和国内相关法规、标准［8-20］的
基础上，拟订了一份可以用于规范实验动物与比较医

学研究论文写作、投稿、审稿、出版的清单（表 1），
以便国内开展动物实验的研究人员和期刊编审者使用。

3　适用范围
需要说明，这是一份专门针对动物实验与比较医

学研究论文（即基于动物体内实验的原创性研究论文，

非文献综述及经验交流类论文）的中文审查清单，按

照国内生物医学类期刊出版论文结构的先后顺序来罗

列相关条目，并建议了各条目的遵从性级别（分为必

要和推荐共两个等级），可供广大作者、审者、编者和

读者使用。本清单的适用场景包括：（1）作者撰写论

文及投稿前自查；（2）同行评议专家外审、编委终审

时审查；（3）期刊编辑初审、加工、校对时核查；（4）
发表后读者及相关机构评价；（5）研究人员在实验设

计阶段参考。因此，使用者可对照本清单，在各条目

前的“是”或“否”选项上打钩——必要条目应全部

符合，推荐条目应尽可能符合，以此判断该动物实验

研究是否规范且符合科技伦理，论文是否符合期刊出

版要求，研究成果是否可信、可借鉴。

4　实施计划
本清单一经发表，将用于《实验动物与比较医学》

期刊的作者投稿前自查、投稿后三审核查和出版前三

校复查，敬请广大作者、审稿专家和编委知悉。同时，

欢迎广大生物医学期刊工作者参考借鉴本清单，以共

同促进中国实验动物与比较医学研究的规范化和高质

量发展。
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表 1　动物实验与比较医学研究论文的投稿自查、审稿核查和出版规范清单
Table 1　Checklist for submission, reviews, and publication standards of animal experimentation and comparative medicine 

research paper

题目及摘要
Title and 

Abstract

前言
Preface

材料与方法
Materials and

Methods

题目

作者及单位

摘要

关键词

研究背景

研究目标

实验动物

饲 养 场 所 及
条件

实 验 方 案 审
查

试剂及仪器

研究设计

实验方法

是□否□ 体现动物实验或比较医学研究，如列出动物种类或模型
类型

是□否□ 包含实验动物专门从业人员及专业机构

是□否□ 包含研究目的、实验方法（含使用动物的品种品系及数
量、动物模型建立及使用分组、检测或分析方法等关键信
息）、主要结果和研究结论

是□否□ 包含实验动物相关信息，如动物种类或模型类型等

是□否□ 充分表述研究背景或依据，包括以往研究进展、动物实验
及本研究的必要性、所用动物种类及模型的选择理由等

是□否□ 说明本研究类型、目标（解决什么科学问题或验证什么假
设）、比较医学意义或实际应用价值

是□否□ 描述使用动物的品种品系（含亚系）、数量、性别、年龄（或
发育阶段、生理状态）、体重、微生物控制等级、动物来源
单位及其生产许可证号（或野生动物驯养繁殖许可证）、
健康或免疫状态、基因修饰状态（如基因型）等信息

是□否□ 描述动物实验所在设施的单位名称及其使用许可证号、
动物饲养和实验的环境设施条件（如普通环境/屏障环
境/隔离环境、温度、湿度、光照等）、饲料及饮水

是□否□ 陈述动物实验方案及过程的审批机构（如实验动物福利
伦理委员会）名称及审批号

是□否□ 描述主要试剂和仪器的名称、规格/型号、来源（如厂家名
称）等

是□否□ 提供试剂（如抗体）和器械批号，以及特殊试剂的配制方
法和关键仪器的设置参数

是□否□ 清晰表述实验分组，包括设置对照（如正常对照、模型对
照、阴性及阳性处理对照）、说明分组原则（若有随机分
组，需说明随机化分组的方法）和各组处理方法等

是□否□ 说明降低潜在影响因素（如手术操作人员，处理、采样及
测量顺序，动物或笼具位置等）的策略（如标准化、随机
化、均衡化、盲法等）

是□否□ 说明每个实验及各组内实验单元、动物（包括性别比）、采
集或分析样本的数量

是□否□ 说明动物数/样本量的确定依据，包括生物统计软件或算
法、效应量、变异性指标、检验效能或参考文献等

是□否□ 说明实验单元/动物纳入及排除标准，以及结果分析时数
据的纳入及排除标准，需提前设定

是□否□ 说明如何采用盲法分析各组实验结果数据

是□否□ 列出实验流程示意图
是□否□ 详细描述关键的实验细节（含动物模型制作、评价及使用

过程），包括使用材料、采用方法、操作步骤，以及处理时
间和频次，给药名称、浓度、体积/剂量及途径，外科手术
过程、麻醉剂名称及剂量/剂型等

是□否□ 描述照顾和护理动物的方法，包括为减轻动物痛苦或紧
张而采取的干预性措施，如术前、术中、术后的镇静、镇
痛、麻醉、护理和给药方法等

是□否□ 说明实验及观测周期、人道终点设置标准、安乐死时机和
方法等

1.1

1.2(T)

1.3

1.4

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4.1

3.4.2(T)

3.5.1

3.5.2(T)

3.5.3

3.5.4(T)

3.5.5(T)

3.5.6(T)

3.5.7(T)
3.6.1

3.6.2

3.6.3

必要

推荐

必要

必要

必要

必要

必要

必要

必要

必要

推荐

必要

推荐

必要

推荐

推荐

推荐

推荐
必要

必要

必要

中英文对照

作者贡献与责任相当

参照 ARRIVE 2.0 推荐
第 1 条；结构化长摘
要，中英文对照

中英文对照

参照 ARRIVE 2.0 推荐
第 2 条

参照 ARRIVE 2.0 推荐
第 3 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 8 条

参照 ARRIVE 2.0 推荐
第 5 条

参照 ARRIVE 2.0 推荐
第 9 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 9 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 1 和第 4 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 4 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 2 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 3 条

参照 ARRIVE 2.0 关键
第 5 条

中英文对照
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孙  强，研究员，博士生导师，中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心非人灵长类研究平

台主任。系国家杰出青年科学基金获得者、科技部中青年科技创新领军人才，并且荣获 2018 年

谈家桢生命科学创新奖、2019 年国务院政府特殊津贴、2020 年药明康德生命化学研究奖-学者

奖、2022 年度上海市自然科学奖一等奖。同时是中国实验动物学会理事、灵长类实验动物专业

委员会常务理事，上海市实验动物学会理事、生物安全专业委员会委员。长期致力于实验动物

管理和模式动物构建及相关技术的研发工作，发表 SCI 论文 22 篇。自 2004 年起从事非人灵长类

相关研究，获得中国首批“试管食蟹猴”，利用慢病毒转染和基因编辑技术先后构建了多种实验

猴疾病动物模型，建立了基于精巢异种移植和激素注射的实验猴成熟加速技术，并在国际上首

次得到体细胞克隆猴和胚胎干细胞高比例嵌合的食蟹猴。

NOD小鼠培育接力赛
孙 强

(中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心, 上海 200031)

[中图分类号] Q95-33   [文献标志码] B  [文章编号] 1674-5817（2024）05-0583-04

2024年第 3期本专栏推出的《近交系小鼠培育及

其背后的故事》［1］一文中介绍了实验动物常用近交系

小鼠的起源。为了延续这一话题，接下来本专栏将介

绍几种具有特殊表型的实验小鼠的培育过程。其中，

具有免疫缺陷表型的小鼠无疑是最常用的模式动物之

一。虽然裸小鼠和SCID小鼠是最知名的两种自发突变

免疫缺陷小鼠，但当下常用的免疫缺陷小鼠如NSG、
NOG、NRG和B-NDG®都是以NOD小鼠为背景品系培

育而成的［2］。为更好地了解这些免疫缺陷小鼠，就有

必要先了解和掌握NOD小鼠的特性。故本篇将给读者

朋友们介绍一下NOD小鼠的主要生物学特性和其曲折

的培育史。

1　NOD 小鼠的生物学特性

NOD小鼠是少有的一个在美国之外通过近交培育

成功的自发突变实验动物模型。NOD 是 non-obese 
diabetes的首字母缩写，中文意思为非肥胖糖尿病。即

NOD小鼠为非肥胖糖尿病小鼠的简称。常见的糖尿病

主要分两种类型，其中 1型糖尿病是一种因遗传易感

导致患病个体胰腺中产生胰岛素的β细胞受自身免疫

攻击破坏而功能丧失，无法分泌胰岛素而形成的疾

病［3］。NOD小鼠就是一款自发 1型糖尿病模型小鼠，

其培育成功不仅为研究自身免疫性糖尿病和胰岛细胞

损伤提供了不可替代的模型工具，同时也促进了 1型
糖尿病早发现、预防和临床治疗的研究进展［4］。

NOD小鼠的糖尿病表型包括：具有糖尿病特征性

胰岛炎（胰岛被白细胞浸润所致），胰岛β细胞选择性

破坏，雌性小鼠 12周龄左右时胰岛素含量显著下降

（雄性则会晚几周发生），形成低胰岛素血症和高血糖

血症。值得注意的是，NOD小鼠在糖尿病发病率上存

在性别差异，雌性小鼠发病早，发病率高，30周龄时

的发病率为 90%～100%；而雄性 NOD小鼠到 30～40
周龄时的发病率也只有40%～60%［5］。

2　NOD 小鼠的曲折培育史

2.1　始于自发白内障小鼠
20世纪 70年代，总部位于日本大阪市的盐野义

（Shionogi）制药公司着手研发和培育胰岛素依赖型糖

尿病啮齿类动物模型的工作，并成立了项目团队。此

前，在该公司位于油日（Abrahi）的实验动物中心工

作的大藤博史（Hiroshi Ohtori）博士，正利用来自日

本实验动物供应商CLEA株式会社的 Jcl-ICR小鼠，开

展自发白内障品系的培育工作。ICR小鼠源自 Swiss封
闭群小鼠。ICR这个名称源自 Swiss品系小鼠的培育机

构——美国癌症研究所（Institute of Cancer Research）
的首字母缩写。这些 ICR小鼠随后被转给商业育种公

司，并且衍生出了类似 Jcl-ICR（日本CLEA公司）和

CD-1 （美国 Charls River 公司）的商品化小鼠。到

1966年，Jcl-ICR种群中出现了白内障表型。大藤博史

以此为基础，期望通过近交繁育固定这个表型，并建

· 科普讲坛 ·
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立一个自发白内障的近交系小鼠。这个工作到1975年
得以完成，获得了一个常染色体显性遗传的自发白内

障近交系，命名为CTS（Cataract Shionogi）［6］。
基于白内障与糖尿病的相关性，大藤博史在CTS

小鼠培育过程中突发奇想：“能否在培育白内障小鼠的

同时，通过监测血糖水平不同进而筛选得到自发糖尿

病的小鼠模型呢？”于是，从CTS小鼠近交繁育的第 6
代开始，他与之后来到油日实验动物中心的吉田丰彦

（Toyohiko Yoshida）一起，以空腹血糖水平为选育指

标，对培育中的CTS小鼠进行高血糖和正常血糖分组

繁育。如此繁育10代后，白内障性状在两组小鼠中都

消失了，这说明血糖变化与这些小鼠的自发白内障没

有相关性。之后，大藤博史离开了油日实验动物中心，

吉田丰彦则继续这项血糖分组繁育糖尿病小鼠的工作。

到第 13代时，得到了两个血糖水平差异明显的亚系，

其中正常血糖亚系小鼠的空腹血糖水平为 100 mg/dL，
高血糖亚系小鼠的空腹血糖水平为150 mg/dL。
2.2　意料之外的高尿糖小鼠

1973年，日本盐野义制药公司的糖尿病动物模型

研发项目组因缺乏实质性进展，面临解散的命运。在

项目组成立之初，因有丰富的动物饲养工作经验，被

从油日调到总部的前田真作（Jinsaku Maeda），不得不

又回到了油日实验动物中心。与此同时，原本在油日

实验动物中心工作的吉田丰彦离开了油日，于是前田

真作就接手了大藤博史和吉田丰彦培育的这两个空腹

血糖值差异明显的亚系小鼠的饲养管理工作。此时，

高血糖亚系小鼠已表现出较高的血浆葡萄糖水平和葡

萄糖不耐受，其中雄性小鼠尤其明显，但并没有出现

糖尿迹象。由于曾参与糖尿病项目攻关小组的关系，

前田真作从这两个亚系中各抽取了几对小鼠，送到位

于大阪的公司总部项目组，进一步做糖尿病表型的检

查和评估工作。在总部的糖尿病模型项目组的吉野义

弘（Yoshihiro Tochino）对这些小鼠进行了血糖和尿糖

检查，发现其中一只来自正常血糖亚系的雌性小鼠存

在多尿和尿糖阳性症状，而其余小鼠均没有多尿和糖

尿。这是一个出乎意料的结果，因为与最初期望相反，

不是在高血糖亚系，而是在正常血糖亚系中发现了高

尿糖小鼠。

虽然这只小鼠来自正常血糖亚系，但其尿糖水平

很高，且体重迅速减轻，很快死于酮症酸中毒。吉野

义弘没有对发病的这只高尿糖小鼠进行生化和病理检

查，但他在 1975年的公司研讨会议上报告了上述发

现。很快这个消息被传到了油日实验动物中心。此前，

前田真作曾发现血糖正常亚系小鼠中出现了多例新生

小鼠死亡的事件，并将死亡原因归咎于饮水瓶漏水导

致的笼盒内垫料过度潮湿。在听到吉野义弘报告的消

息后，前田真作猜测垫料的过度潮湿可能是由小鼠多

尿造成，于是把更多的小鼠送到大阪总部给吉野义弘

检测。检测结果证实了前田真作的猜测，吉野义弘在

更多的血糖正常亚系小鼠中发现了尿糖阳性个体，而

在高血糖亚系中却没有发现。吉野义弘以前田真作的

英文名（Maeda）和他自己的英文名（Tochino）首字

母为这种在血糖正常的鼠群中出现尿糖的小鼠命名为

“mt小鼠”。与此同时，油日实验动物中心的病理学家

村岗义弘（Yoshihiro Muraoka）也首次在“mt 小鼠”

（第 20代）的胰腺中发现了胰岛炎。1976年，吉野义

弘和村岗义弘等在日本糖尿病协会近畿地区会议上介

绍了“mt小鼠”。但由于是地方会议，这个工作并没有

引起多少人注意。

2.3　NOD 小鼠正式定名
1970年，因建立 2型糖尿病模型闻名（1957年在

名古屋大学培育了葡萄糖耐受不良和重度肥胖的KK小
鼠）的近藤恭二（Kyuoji Kondo）教授被任命为油日实

验动物中心的科学顾问。近藤恭二的博士生牧野进

（Susumu Makino）跟随导师一起来到了油日实验动物

中心。随后，牧野进在近藤恭二的指导和要求下，一

直从事这 3项工作：（1）培育一种自发糖尿病小鼠品

系；（2）以“mt小鼠”为基础群培育一个血糖正常品

系小鼠；（3）用“mt小鼠”开展糖尿病相关的遗传

分析。

1975年，牧野进在前田真作退休后开始全面接管

“mt小鼠”。此时的“mt小鼠”已经近交繁育到了第20
代，部分小鼠已经转到了无特定病原体 （specific 
pathogen-free，SPF）的环境设施下饲养。到 1980年，

“mt小鼠”在牧野进手上又繁育了 20代，自发胰岛炎

和胰岛素依赖性的糖尿病性状已经完全固定下来（此

时不仅仅是尿糖阳性的小鼠，而已是糖尿病小鼠），品

系的名称也被他改为NOD。
2.4　NOD 小鼠国际化

1981年，牧野进在日本举行的首届非肥胖糖尿病

研讨会上介绍了NOD小鼠，使其被日本学界所知的同

时，也导致了NOD小鼠的需求量与日俱增。为了满足

日益增长的需求，日本盐野义公司命令油日实验动物

中心扩大生产，同时还专门成立了NOD管理委员会来
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决定NOD小鼠的分发和派送。同年，吉野义弘等在以

色列举行的糖尿病动物模型专题研讨会上，向全世界

科学家介绍了NOD小鼠。这使得NOD小鼠的知名度从

日本扩展到了国外。

1982年，美国的杰克森（Jackson）实验室向日本

盐野义公司提出引入NOD小鼠并在美国建立繁殖种群

的申请，但被日本NOD管理委员会以生产能力不足为

由拒绝了。之后，日本NOD管理委员会还做出NOD小
鼠不供应国外的决定。但这直接导致美国糖尿病协会

及其旗下学术期刊做出不接受日本NOD小鼠相关研究

论文的回击。在这种压力下，日本盐野义公司最终与

美国糖尿病协会达成合作协议。到1984年，NOD小鼠

终于可以走出日本，并在美国和澳大利亚等国建立了

新的繁殖种群。

NOD小鼠起源自日本商业公司引进的 ICR小鼠即

Jcl-ICR小鼠。由于 ICR小鼠具有良好的繁殖性能，因

此NOD小鼠也继承了这一优良品种的繁殖性能，平均

窝产仔数可达 9只。然而，由于糖尿病，大多数雌性

NOD小鼠最多能生产两胎。此外需要注意的是，在不

同微生物等级饲养条件下，糖尿病的发病率存在差异：

SPF饲养条件下NOD小鼠的糖尿病发病率显著高于普

通环境饲养的NOD小鼠［7］。后续的研究表明，NOD小
鼠除了血糖异常外，还存在多种免疫缺陷，如抗原递

呈细胞免疫调节功能缺陷［8］、T淋巴细胞库的调节缺

陷［9］、NK细胞功能缺陷［10］、巨噬细胞产生的细胞因

子缺陷［11］、伤口愈合不良［12］及缺乏溶血补体C5［13］

等，这也是其后来成为明星免疫缺陷动物背景品系的

主要原因。

3　NOD 小鼠培育过程的启示

从大藤博史脑洞大开地在CTS小鼠培育的同时开

展糖尿病小鼠培育算起至NOD小鼠培育成功并为世人

所知历经了15年。由于NOD培育早期的工作内容主要

是以日文报道或发表，且主要在小范围内进行交流，

多不为世人所知。牧野进是首位以第一作者身份发表

NOD小鼠繁育英文论文的人［14］，令业界误以为他是这

个小鼠品系的培育者。实际上，真实的NOD小鼠培育

史是一个多人参与的接力赛，其间任何一个人放弃或

不用心都可能会导致失败。可以说，这段历史既见证

了日本实验动物科学的发展历程，也体现了科学家细

心、耐心和富有责任心的品质，值得我们学习。而盐

野义制药公司为NOD小鼠培育提供了相对宽松且积极

的科研环境，亦是功不可没，但科学无国界，实验动

物资源的开放共享也是科学研究国际化合作的必然需

要。此外，NOD小鼠并非来自预想中的高血糖亚系，

说明科学实验结果往往会出人意料，并不总是按预期

的方向发展，这也是科学的魅力所在。
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书讯：《医学实验动物学》（第 2 版）教材出版

迄今为止，几乎所有应用于人类临床的治疗方案在最初发展和测试时都
离不开动物实验研究。医学动物实验在疾病防治、药物与医疗设备研发以及
外科手术创新等方面不可或缺。动物实验不仅大大改善了人类和动物的健
康，而且帮助人们更深入地了解生物医学基础知识。目前，我国大多数农
业、生物和医学院校均开设了实验动物科学相关课程，但不同院校的实验动
物学课程体系相差较大，使用教材的内容和质量也参差不齐。

为了给高等院校在读本科生及研究生们提供一本合适且实用的、包含先
进技术的实验动物学教科书，2008 年西安交通大学刘恩岐教授、四川大学
尹海林教授和南方医科大学顾为望教授等共同编写了 《医学实验动物学》

（第 1 版）。该教材经科学出版社出版后因需求量较大被重印了 9 次，产生了
较大的社会影响。然而，随着生物医学的不断进步，动物实验技术日新月
异，第 1 版教材的相关内容亟需更新以适应新的变化。此外，如何根据 3Rs
原则及动物福利伦理最新要求，更规范、更有效地开展动物实验研究，以提
高相关结果的临床转化效率，也已成为生物医学教学及研究人员必须面对的
一个基础问题。因此，2024 年 6 月，刘恩岐教授和空军军医大学师长宏教
授、重庆医科大学谭冬梅教授共同主编的 《医学实验动物学》（第 2 版）

（ISBN 978-7-03-077568-9） 经科学出版社正式再版问世。
本书以第 1 版 《医学实验动物学》 为基础，结合作者团队二十多年的实

验动物学教学、动物实验研究和其他多本教材编写的诸多经验，并且充分征询了使用实验动物进行生物医学研究的师生们的广
泛意见，经过较长时间的思考和总结后，对教材内容做了全面更新。新教材保持了第 1 版简明扼要的特色，突出理论教学、实
验操作和技能培训，系统涵盖了实验动物学基本知识和最新的动物实验技术；同时，为了更好地
开展教学工作，将第 1 版的 8 章内容扩展到 12 章，包括：实验动物在生物医学研究中的地位和作
用、实验动物福利与伦理、常用实验动物种类及其生物学特性、实验动物遗传质量控制、实验动
物微生物和寄生虫质量控制、实验动物环境和营养控制、动物实验设计、人类疾病动物模型、基
因修饰动物制作及应用、实验动物饲养和管理、实验动物麻醉和安乐死，以及动物实验技术等。

本书作为科学出版社推出的“十四五”普通高等教育研究生规划教材之一，不仅是生物医学
相关专业本科生和研究生的标准教科书，也是从事动物实验研究、实验动物饲养及其他相关专业
人士必备的参考书。欢迎对本书感兴趣的读者直接扫码获取更多信息。

（本刊副主编刘恩岐教授供稿）
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