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守正创新，努力提高本刊
学术服务及引领能力

岁月不居，时节如流。2023年，《实验动物与比较医学》依托第七届编委会团队，严格执行编委

会章程及各项工作制度，在编委队伍优化、专题/专栏/专刊出版、期刊版面改进、学术交流活动组织、

实验动物科创团队推介等方面开展了卓有成效的工作，为实现本刊的“十四五”发展目标打下了坚实

基础。

2023年5月，我们有幸邀请到中国工程院院士、动物病毒学家夏咸柱研究员担任本刊第七届编

辑委员会的特邀顾问。2023年11月，根据2022—2023年参与期刊工作业绩情况评选出8位优秀青

年编委，并按编委会章程的有关规定完成了青年编委人选的调整工作，新增了14位青年编委；调

整后的青年编委队伍由50位青年学者组成，明显增强了整个编委会团队的活力，为本刊未来发展

注入了新的动能。

2023年，本刊持续推进专题、专栏及专刊出版工作。在已有的“人类疾病动物模型”、“实验动

物资源开发与利用”、“动物实验技术与方法”和“实验动物管理及质量控制”等经典专栏基础上，

新推出了“比较医学研究与报告规范”专栏，通过对国际实验动物研究领域内著名的ARRIVE 2.0
指南等进行汉化和解读，促进国内实验动物研究工作的高质量发展和国际认可；该专栏得到了中国

科学技术期刊编辑学会2023年翰笔计划“动物实验医学研究及报告规范化的国际对标”和中国合

格评定国家认可委员会主持的国家重点研发计划“实验动物共性关键质量评价技术标准研究”课题

支持，相关内容已被列为中国科学院大学等国内数家科研、教学单位的教育培训内容。此外，2023
年第4期推出了实验动物科学“华东会议优秀论文展”专题，2023年第5期推出了“庆祝上海实验

动物研究中心成立40周年专刊”，将期刊出版与专业会议和行业大事紧密融合，在把牢学术出版质

量的前提下，积极致力于记录并推动我国的实验动物与比较医学科技发展。

为了突出本刊特色、提高辨识度，2023年初编辑部重新设计了期刊封面，采用富有生命力的蓝

绿色背景，辅以常见实验动物及人体剪影，充分体现实验动物与人类及比较医学的息息相关性；同

时设计了本刊第一个专属 logo，将用作今后各种通知和证书的正式标签。而且为进一步对标国际学

术出版规范，方便国内外读者的多种阅读需求，本刊的内文版式也做了一些优化：每篇文章的首页

给出该文专属二维码，文末提供“引用本文”的推荐格式，图表内容和参考文献都增加了英文对

照。再者，2023年期刊官网的“虚拟专题”和“行业资讯”等栏目内容不断充实，针对优秀论文的

多媒体精准推送和开放存取（包括原始数据、操作视频和审稿意见等）工作也在逐步推进。

新冠疫情结束后的2023年，本刊在主办单位指导和支持下，组织了一系列的线下学术交流活

动：6月，在苏州召开了第七届编委会的第一次编委座谈会；9月，在上海召开了2023年刊务理事

座谈会及“实验动物设施信息化建设案例分享及研讨会”；11月，在2023上海实验动物科学论坛上

承办了“实验动物与学术出版”和“安太力杯青年论坛”两个专场。另外，自 2022年 8月至 2023
年12月，本刊的“实验动物与比较医学科创团队推介”专栏已连续为国内20家优秀科研团队做了

图文并茂的专业宣传。这些学术交流及宣传活动使期刊服务方式从单纯地刊发优秀科研论文，进一

步拓展为搭建更大的学术交流平台。

· 主编卷首语 ·
Preface by Editor-in-Chief 
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基于上述工作，本刊的专业服务力、学术引领力和社会影响力正在不断增强。据2023年底中

国科学文献计量评价研究中心发布的中国学术期刊影响因子年报数据显示，本刊影响因子连续4年
稳步升高，并首次进入了基础医学类Q2区。同时，本刊的国际化推广工作持续进行，继被美国

Chemical Abstracts、美国Ulrichsweb、英国CAB Abstracts和Global Health、波兰 ICI World of Journals
和 ICI Master List、瑞典DOAJ等数据库收录后，2023年又被美国全学科学术全文数据库（EBSCO）
和WHO西太平洋地区医学索引数据库（WPRIM）收录。另外，2023年本刊继续入选中国科协“科

技期刊双语传播工程”，并荣获中文畅销报刊在线阅读平台之一博看网的2023“出版融合创新奖”。

风物长宜放眼量。2024年，《实验动物与比较医学》将延续既定的工作框架和分阶段目标，在

坚持本刊特色和办刊宗旨的同时，密切关注行业需求，依托编委力量，启动大综述组织策划工作，

着力提升本刊的学术影响力；进一步拓展本刊优秀论文的推介宣传渠道，并尝试申请更高水平的国

内外数据库，让更多读者看到本刊发表的更多优秀论文；尽快引入并培养年轻科学编辑，持续加强

编辑部团队建设和服务能力，打造具有更强执行力和创新力的期刊服务团队。2023年所取得的成

绩，离不开全体编委的指导、同行专家的支持、投稿作者的信任和广大读者的关心；2024年我们将

继续坚守初心、守正创新，充分凝聚学科及行业力量，促进我国实验动物与比较医学领域的人才培

养、团队建设、科技合作和创新发展，更好地发挥期刊的学术服务及引领能力。

吴宝金 （执行主编），王 健 （主编）

（2024年2月，写于上海）

本刊被收录情况：
中国科技论文与引文数据库 （CSTPCD，即中国科技核心期刊目录）

中国医药卫生“核心期刊”目录
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 （CAJCED） 统计源期刊
中国超星期刊域出版平台

中国期刊网、万方医学网、中国知网，长江文库、博看网、中邮阅读网，等

美国 《化学文摘》（Chemical Abstracts）
美国 《乌利希国际期刊指南》（Ulrichsweb Global Serials Directory)

美国史蒂芬斯数据库 （EBSCOhost）
国际农业与生物科学研究中心文摘 （CAB Abstracts）

全球健康数据库 （Global Health）
哥白尼期刊数据库 （ICI World of Journals）
哥白尼精选期刊数据库 （ICI Master List）

瑞典开放获取期刊目录 （DOAJ）
WHO 西太平洋地区医学索引 （WPRIM)

*****************************************************************************************************
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自发性脑出血动物模型选择及临床前药物试验指南
（2024年版）
中国研究型医院学会医学动物实验专家委员会

[摘要] 自发性脑出血 （spontaneous intracerebral hemorrhage，sICH） 是最常见和致死性最高的卒中类型，其
特征是脑实质的自发性出血，目前尚无有效的防治方法。现有的 sICH 动物模型可以概括为三大类：（1） 诱导性脑
出血模型，主要有自体血注入、胶原酶注射、微气球充盈、高血糖诱导的 sICH 血肿扩大模型；（2） 自发性高血压
脑出血模型，主要有易卒中性自发性高血压大鼠和易卒中性肾血管性高血压大鼠模型；（3） 基因修饰模型，主要有
高血压脑出血转基因模型、脑淀粉样血管病转基因模型、脑动静脉畸形病变相关基因修饰模型、脑海绵状血管畸形
相关基因修饰模型及胶原蛋白相关基因修饰模型。这些模型不仅帮助我们了解 sICH 的发病机制、探索预防或治疗
的方法，也可用于临床前药物试验，促进 sICH 新药研发工作。本指南系统总结了 sICH 的发病机制，详细介绍了不
同种属建模动物的优劣性、不同 sICH 动物模型的建模原理和方法、建模技术细节、模拟的病理生理机制及其临床
相关性以及 sICH 动物模型神经行为评价技术，并比较了各种 sICH 模型的优缺点及其适用的研究范围，最后重点概
括了 sICH 相关的临床前药物试验设计要点。
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[ABSTRACT] Spontaneous intracerebral hemorrhage (sICH), the most prevalent and lethal subtype of 
stroke, is characterized by spontaneous hemorrhage in the brain parenchyma. Presently, there are no 
effective methods for preventing and treating sICH. The existing sICH animal models can be broadly 
categorized into three classes: (1) induced intracerebral hemorrhage models, including autologous blood 
injection model, collagenase injection model, microballoon inflation model, and hyperglycemia-induced 
sICH hematoma expansion model; (2) spontaneous hypertensive intracerebral hemorrhage models mainly 
include stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRsp) and stroke-prone renovascular 
hypertensive rats (RHRsp); (3) gene-modified models encompassing transgenic hypertensive 
intracerebral hemorrhage, transgenic cerebral amyloid angiopathy, arteriovenous malformation-related, 
cerebral cavernous malformation-related and collagen-related genetically modified animal models for sICH. 
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These models contribute not only to unraveling the pathogenesis of sICH and exploring preventive or 
therapeutic interventions, but also serve as invaluable tools for conducting preclinical drug trials to 
advance novel treatments. This guide comprehensively reviews sICH pathogenesis, delineates the 
superiority and inferiority of different species of modeling animals, explains the modeling principles and 
techniques for various sICH animal models, elucidates the technical details of animal model production, 
summarizes the pathophysiological mechanism simulated by the models and their clinical relevance, 
outlines the neurobehavioral evaluation methodologies for sICH animal models, compares the advantages 
and disadvantages of various models, and suggests their applicable research areas. Additionally, it 
underscores critical considerations in the design of preclinical drug trials for sICH.
[Key words]  Spontaneous intracerebral hemorrhage; Stroke; Animal models; Preclinical drug trials
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自 发 性 脑 出 血 （spontaneous intracerebral 
hemorrhage，sICH）是最常见和致死性最高的卒中类

型［1］。在全球每年新发的 1 500万卒中患者中，sICH
占美国、欧洲和澳大利亚全部卒中的 10%～15%，占

亚洲卒中的 20%～30%［2］；sICH 在中国的占比则更

高，例如湖南长沙地区可达到 55.4%［3］。虽然目前针

对 sICH已普遍实施早期外科手术和 ICU管理措施，但

仍不能有效地避免其较高的致残率和死亡率，30 d死
亡率可达 40%［4］，仅 20%的幸存患者可在 6个月内恢

复到生活自理［5］。因此，通过动物模型深入研究和阐

明 sICH的关键机制、寻找 sICH防治新靶点，具有十分

重要的临床意义［6］。
目前，卒中临床前研究面临的最大挑战是临床转

化困难，大量对动物模型有效的治疗药物在临床试验

中却未得到阳性结果［7］。其中的原因很复杂，而且在

动物模型制备技术的成熟度、模型的标准化和多样性、

模型评价指标的选择、实验条件的控制、模型的临床

相关性等方面均存在缺陷，大多数临床试验也未能遵

循多中心随机双盲原则等，这些都可能导致临床前研

究结果与临床试验结果的不一致。鉴于此，中国研究

型医院学会医学动物实验专家委员会经过长期酝酿和

多次深入讨论，组织中国 60余家科研院校的 100多位

基础和临床研究专家共同参与制订本指南。指南将重

点介绍：（1）不同种属建模动物的优劣性、不同 sICH
模型的建模原理和方法、建模技术细节、模拟的病理

生理机制及其临床相关性、神经行为学评价技术、各

种模型的优缺点及其适用的研究范围；（2） sICH临床

前药物试验的设计要点。希望本指南能作为 sICH临床

前动物模型选择和药物评价研究的指导，以促进我国

脑卒中基础研究成果的转化应用。

1　流行病学与病因学
高血压是 sICH最常见的危险因素。70%的 sICH由

高血压引起，降低血压可明显降低 sICH的发病率。其
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治疗途径包括：（1）急性期措施的控制血压、应用维

生素K拮抗剂和外科手术清除颅内血肿等；（2）长期

措施的个体化最佳降压目标、新型抗凝药物的应用和

创伤更小的外科手术等［8］。在 sICH患者血压≥140/90 
mmHg状态下，发病后6个月再出血的部位及其比例分

别是：脑叶出血 42%，深部实质出血 50%，小脑出血

8%［8］。血压降低程度和神经功能获益之间存在一定

关系。sICH后 1 h内中度（22.8 mmHg）降低收缩压，

90 d后反映神经功能的改良的Rankin量表（modified 
Rankin scale，mRS） 评分明显好转；大幅度 （60 
mmHg）降低收缩压并不能带来神经功能改善和获

益［9］。在急性 sICH动物模型中，血压增高程度与炎性

因子和双重内皮缩血管素-1/血管内皮生长因子信号多

肽 受 体 （the dual endothelin-1/vascular endothelial 
growth factor signal-peptide receptor，DEspR）在外周血

中性粒细胞和单核细胞中的表达水平呈正相关，当血

压较高时DEspR表达水平也较高，对调节神经炎性反

应有重要意义［10］。因此，阻断DEspR表达、减少次级

损伤因子DEspR+ CD11b+免疫类型可降低高血压所致

sICH的死亡率，提高患者生存率，减少神经功能损

伤［11］。给予高盐和N（ω） -硝基-L-精氨酸甲酯盐酸

盐（nomega-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride，
L-NAME）饮食后，人类肾素（renin）和血管紧张素

原（angiotensinogen）过表达（R+/A+）转基因小鼠的动

脉血压呈进展性升高，在 10 d后出现 sICH［12］，该模

型优于胶原酶注射模型。不足之处是出血量过少和出

血时间不确定，导致针对 sICH的治疗时间窗太短［13］。
平滑肌细胞变性导致局部小血管破裂，与颅内深

部自发性 sICH相关，但某些进展性平滑肌细胞变性导

致的小血管病却很少发生深部 sICH。胶原酶Ⅳ
（collagen type Ⅳ，Col4） α1和Col4α2形成的异三聚体

对血管基质膜和功能有重要作用，两种基因突变可引

起脑血管微出血和致命性 sICH［14］。其机制可能是：

通过增加小鼠 Notch3活性而使转化片段（translational 
segment，TS）过度激活，导致上游滋养小动脉血管内

压增加，促使平滑肌细胞缺失的小动脉破裂，从而引

起 sICH［15］。体外研究显示，磷酸化细胞外信号调节

蛋 白 激 酶 1 （phospho-extracellular signal regulated 
kinase 1， p-ERK1） /基 质 金 属 蛋 白 酶 2 （matrix 
metalloproteinase-2，MMP-2）轴与低血清尿酸水平诱

导的弹性蛋白变性密切相关，p-ERK1/MMP-2阻断剂

和生理浓度的尿酸具有 sICH后神经保护功能。其机制

可能是，上调 p-ERK1/MMP-2轴减轻了脑血管中平滑

肌细胞-弹性蛋白收缩单位的破坏［16］。
脑淀粉样血管病是除高血压性穿支动脉病变之外

导致 sICH的另一种小血管病［17］。80%的脑淀粉样血

管病都是散发性的，也有以遗传形式存在的。在70岁
以上的 sICH患者中，20%为脑淀粉样血管病相关性脑

出血［18］。脑淀粉样血管病源性 sICH的临床病理特征

包括：皮层微出血灶（cortical microbleeds，CMB）、皮

层浅表铁沉积（cortical superficial siderosis，cSS）、凸

面蛛网膜下腔出血（convexal subarachnoid hemorrhage，
cSAH）和脑叶 sICH。既往有脑叶 sICH的脑淀粉样血

管病患者，每年出血再发率为 8.9%；伴发 cSAH的脑

淀粉样血管病的患者，每年脑叶出血再发率达到

19%［19］，而 cSS则是脑淀粉样血管病独有的且与更高

sICH复发率密切相关的神经影像标志物［20］。脑淀粉

样血管病相关的短暂性、局灶性神经事件（transient 
focal neurological episode，TFNE）是脑叶 sICH及其致

死的高危因素，尤其当运动系统 TFNE被误诊为短暂

性脑缺血发作（transient ischemia attack，TIA）且错误

应用抗栓药物治疗时更容易导致 sICH。因此做好精确

诊断、避免误诊和误治非常重要［21］。作为脑淀粉样血

管病的生物学标志物，载脂蛋白E（apolipoprotein E，
ApoE）基因亚型ApoEε4和脑淀粉样血管病关系密切。

脑淀粉样血管病源性 sICH的高危遗传因素 ApoEε2增
加了血管的脆性，与 sICH临床后果的严重程度密切相

关。在 ApoE等位基因不同的脑淀粉样血管病诱导的

sICH中，影像学上的生物标志物也有不同表现，如

ApoEε2/ε4两个等位基因和脑淀粉样血管病的电子计算

机断层扫描（computed tomography，CT）标志物，手

指样突起（finger-like projections，FLP）有选择性的密

切关系［22］。
口服抗凝药物可使 sICH的风险增加 7～10倍。与

传统抗凝药物如华法林、普通肝素和其他维生素K拮
抗剂（vitamin K antagonist，VKA）相比，新型直接口

服抗凝剂（direct oral anticoagulation，DOAC）可明显

降低 sICH 风险［23］。与华法林相比，达比加群减少

sICH风险约 60%，阿哌沙班减少约 57%，依度沙班减

少约56%，利伐沙班减少约41%［24］。与传统抗凝药物

低分子肝素相比，阿哌沙班、依度沙班、利伐沙班的

sICH风险相似；与阿司匹林相比，达比加群和阿哌沙

班有相似的 sICH风险，而利伐沙班则增加 sICH风险。

在脑卒中的二级预防过程中，DOAC可以使华法林导
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致的 sICH风险减少46%［25］。虽然DOAC或抗血小板药

物可减少 sICH导致的心血管事件发生，但同时也增加

sICH风险，获益与风险共存［26］。在发生脑微出血的

小鼠中，华法林可引起致命的 sICH。虽然DOAC增加

了微出血风险，但不引发长期的认知功能障碍［27］。目

前尚不清楚抗凝药物是否通过加重患者已有的微出血

而引起 sICH。
脑血管畸形包括脑海绵状血管畸形和脑动静脉畸

形，是继发性 sICH的主要原因。目前国际上没有明确

的脑海绵状血管畸形最佳监测策略，一般需要经过一

段临床观察期和放射影像监测期之后，才能给予明确

的治疗；随着脑海绵状血管畸形的增大，sICH风险也

逐渐增加，引起的临床症状也越来越严重［28］。大多数

脑海绵状血管畸形是散发的，家族性脑海绵状血管畸

形是一种罕见的常染色体显性疾病，其发病与KRIT1、
CCM2和PDCD10基因突变有关，利用这些基因突变可

制作脑海绵状血管畸形动物模型［29］。RASA1基因突变

和家族性脑海绵状血管畸形的严重程度及其表型密切

相关，而EPHB4基因则不参与此类相关性［30］。家族

性脑海绵状血管畸形源性 sICH的再次出血风险高，风

险分层管理与脑海绵状血管畸形的神经损伤程度具有

一致性［31］。脑部动静脉畸形的畸形血管团破裂引起

sICH，其年发病率在 2%～4%，在某些特定条件下达

到34%左右，可引起严重的神经功能缺损［32］。通过对

畸形血管团基因测序，发现5种上调的差异表达基因，

HMOX、PLA2G7、FUCA1、ACP5 和 IFI30，涉及了导

致脑动静脉畸形破裂的炎症过程和细胞外基质的表达；

另有 5 种下调的差异表达基因，包括 TNFSF18、
CCL4L1、TPH1、PKHD1L1和TMEM235与细胞黏附和

肌纤维组装相关，可通过影响炎症和血管强度导致脑

动静脉畸形破裂［33］。血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor，VEGF）过度表达可促进脑动

静脉畸形形成，Ras对VEGF的生理功能有重要作用。

在内皮细胞上可控Ras过度活化小鼠模型中，可出现

脑动静脉畸形和 sICH［34］。在人类脑动静脉畸形内皮

细胞上，可观察到参与 Ras/丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路的

基因突变，如Kras［35］。
高胆固醇血症（hypercholesterolemia）可增加发生

心血管病的风险。不同范围的胆固醇对 sICH发生风险

有不同影响。低密度脂蛋白胆固醇 （low-density 
lipoprotein cholesterol，LDL-C） < 1.82 mmol/L 和较低

的甘油三酯水平增加女性 sICH风险［36］。当血脂水平

在如下范围内，sICH呈强烈的自限性：胆固醇 4.90～
5.10 mmol/L、高密度脂蛋白 1.12～1.33 mmol/L （男性

2.55～2.76 mmol/L）、甘油三酯 5.33～5.82 mmol/L。当

血脂水平高于或低于该范围时，sICH失去自限性，出

现更多和更严重的 sICH［37］。与高血压性 sICH的严重

程度类似，高脂血症可加剧 sICH后炎性反应。使用他

汀类药物降血脂和稳定斑块不增加颅内微出血风

险［38］，对心和脑都具有良好的保护作用，是未来研究

的主要方向。

2　病理学表现
血肿扩大：20 %～ 40%的 sICH患者在发病后第1

天出现血肿扩大，是导致临床严重后果的一个重要危

险 因 素［39］。 影 像 学 表 现 如 CT 血 管 造 影 （CT 
angiography，CTA）的“点征”、CT的“混合征”和

“黑洞征”在一定程度上都预示了血肿扩大［40］。临床

上，BRAIN评分［41］、BAT评分［42］和9点预测评分［41］

这3种评分体系能更精确地预测血肿扩大。

止血药物可防止血肿扩大、预防其带来的严重临

床后果，但减少血肿扩大并不能提高神经功能和存活

率。氨甲环酸（tranexamic acid，TXA）与止血药物的

代表重组激活因子Ⅶ（recombinant activated factor Ⅶ，

rFⅦa）疗效相近。尽管TXA能够最大程度地减少血肿

扩大，但是 90 d内神经功能损伤和致死率并没有得到

改善［43］。在抗血小板药物、VKA和DOAC拮抗剂中，

一种可结合达比加群的依达赛珠（Idarucizumab）单抗

片段具有拮抗达比加群的作用，能逆转达比加群引起

的严重出血。这种具有逆转作用的药物是否能够提高

神经功能，目前仍不清楚［44］。作为一种重组人凝血因

子Xa诱导蛋白，安得塞奈（Andexanet alfa）虽然对急

性 sICH具有良好的止血作用，但同时有18%的患者也

容易发生血栓性事件，如卒中和深静脉血栓等［45］。目

前已有的 sICH动物模型限制了对血肿扩大的研究，胶

原酶和自体血注射模型都不产生血肿扩大，尤其是高

血压和高血脂导致恶化的 sICH［46］。液态聚合物凝胶

凝聚关联组织制作的 sICH模型可形成占位和继发性血

肿，其血肿扩大程度呈血压依赖性，但血肿缺乏溶血

毒性［47］，可用于限制血肿扩大的研究。

急性降低血压是另一种潜在的限制血肿扩大的方

法。血压的急剧上升预示着 sICH后血肿扩大、死亡率

和致残率升高［48］。和常规治疗相比，急性降低血压
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（将收缩压从 140～179 mmHg降低到 110～139 mmHg）
不但不能减少死亡率和致残率，反而会增加肾脏受

损［49］。尽管血肿清除疗法已在临床上广泛应用，但目

前并无证据显示这种外源性的血肿清除可明显改善

神经功能［50］。在自体血注射或胶原酶诱导的两种小

鼠 sICH模型中，内源性血肿清除方法如过氧化物酶

增殖体激活受体- γ （peroxisome proliferator-activated 
receptor-γ，PPARγ）和类脂X受体拮抗剂（retinoid X 
receptor agonists）可改变小胶质细胞/巨噬细胞的表型，

提高吞噬能力，加速血肿清除，促进神经功能恢

复［51］。白细胞介素（interleukin，IL） -4/信号转导与

转录激活因子 6 （signal transducers and activators of 
tranion，STAT6）对内源性血肿的清除起到重要作用，

如经鼻给予 IL-4纳米颗粒，可以加速血肿清除并改善

神经功能，也可将“别吃我（don’t eat me）”信号表

达到抑制吞噬的红细胞上（CD47抗体），达到相同的血

肿清除效果［52］。
白质脱髓鞘损伤和轴索变性：白质损伤（white 

matter injure，WMI）在人类 sICH中常见。sICH可导致

灰质破坏和远/近端WMI，其中WMI和认知能力缺陷、

神经功能缺损以及抑郁有密切关系。WMI的机制与机

械损伤、血红蛋白和铁离子诱导的氧化应激、神经炎

症、兴奋性毒性和血脑屏障破坏等有关［53］。在自体血

注入Thy1-YFP基因敲除小鼠 sICH模型中，WMI的病

理生理机制涉及了轴索破坏、脱髓鞘、成熟少突胶质

细胞（oligodendrocytes，OLG）丢失，sICH后轴索细

胞结构的改变不仅影响着轴索的生理功能，还影响了

线粒体的运输功能，最终出现轴索变性［54］。使用组蛋

白脱乙酰酶（histone deacetylases，HDAC）抑制剂或

敲除HDAC2基因，能通过调节小胶质细胞和巨噬细胞

极化、缓解 sICH小鼠模型的神经炎症和WMI［55］。因

此，保护血肿周围WMI已成为治疗 sICH神经功能损伤

的重要思路和方法。将治疗双向情感障碍、神经退行

性疾病和脑部创伤的氯化锂（LiCl）注入自体血 sICH
模型小鼠中，其病理性WMI包括髓鞘和轴突变性、行

为学表现和电生理功能均得到明显改善，其机制在于：

LiCl 阻断了葡萄糖合成激酶-3β （glycogen synthase 
kinase-3β，GSK-3β）表达，提高了脑源性神经营养

因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）表达，

通过减少 OLG死亡而缓解髓鞘破坏和轴突变性［56］。
使用针对神经炎症的抗生素和抑制小胶质细胞活化的

米诺环素治疗 sICH小型猪模型，以及使用鞘氨醇-1磷

酸酶受体调节剂芬戈莫德（FTY720）治疗 sICH小鼠模

型，都可以减少 WMI。值得注意的是，芬戈莫德

（Fingolimod）目前已用于 sICH临床治疗，每天单次口

服400 mg的米诺环素也有安全的神经保护作用［57-58］。
细胞死亡是 sICH在细胞水平的标志性病理改变。

在 sICH后数小时到数天内，血凝块源性毒性产物导致

细胞死亡。sICH后细胞死亡启动的子程序包括细胞自

噬、凋亡性坏死和铁凋亡等。其中，铁凋亡是一种铁

依赖的非凋亡、坏死及自噬的细胞程序性死亡方式，

主要由脂质过氧化和谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione 
peroxidase 4，GPX4）驱动。sICH动物模型显示，5-脂
氧化酶（5-lipoxygenase，5-LO）基因敲除可以促进神

经功能的恢复，与N-乙酰半胱氨酸阻断毒性花生四烯

酸的产物有关［59］。在胶原酶和自体血注入小鼠 sICH
模型中，脂质过氧化通过抑制铁抑素-1（ferrostatin-1）
和脂抑素-1（liproxstatin-1）表达，可以减轻神经功能

缺损、脑萎缩和神经元细胞死亡等［60］。通过补充

GPX4等硒蛋白或增加脑渗透性硒肽消除铁凋亡，皆可

改善胶原酶诱导小鼠 sICH模型的神经功能。虽然 sICH
患者的铁凋亡基因表达增强，但是抗铁凋亡药物对神

经功能的改善作用仍不清楚［60］。最近的临床研究结果

显示，去铁胺可使中度血肿的 sICH 患者获益［61］。
sICH后细胞死亡涵盖了神经元和脑内皮细胞，其内在

的信号通路仍不清晰。在用胶原酶和自体血制作的小

鼠和山羊 sICH模型中，远离血肿的区域出现了内皮细

胞功能不全和血脑屏障破坏［62］，进一步导致脑水肿，

以及免疫细胞和神经毒性分子、炎症前体分子、血管

活性分子的渗透［63］。sICH诱导的细胞毒性脑水肿和

血管源性脑水肿与脑实质细胞损伤、血管损伤和血脑

屏障破坏密切相关。这两种类型的脑水肿和脑内离子

种类紧密相关，如Na+和Cl-。目前脑水肿治疗仅局限

于高渗液（甘露醇和高渗盐水）或过度换气。尽管磺

脲类受体-1离子通道拮抗剂格列本脲在 sICH大鼠模型

中的作用仍存在争议，但是最近的临床研究结果显示，

格列本脲可以减少血肿周围水肿［64］。

3　细胞病理生理学机制
炎症介质：sICH后炎症虽然部分类似于脑缺血引

起的炎症，但是其导致脑内炎症的机制并不清楚。局

部的小胶质细胞和胶质细胞最早对炎症产生反应，两

者促进炎症激活并吸引循环免疫细胞内流，其中吞噬

细胞占多数。脑出血局部存在增加释放的炎症细胞因
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子，如 IL-1β、肿瘤坏死因子、自由基和化学因子等，

这些炎症细胞因子吸引并激活了淋巴细胞［65］。急性脑

损伤引起的显著炎症加剧了 sICH后的脑损伤。在胶原

酶和自体血小鼠 sICH模型中，血肿周围小胶质细胞产

生甲酰肽受体-1（formyl peptide receptor 1，FPR1）和

甲酰肽结合后，激活并重新聚集了小胶质细胞、嗜中

性粒细胞，进而加重了神经功能损伤。FPR1整合了炎

症过程，可能是未来治疗 sICH的一个靶点［66］。大多

数免疫功能正常的 sICH动物模型可用来研究 sICH后的

炎症影响和化学动力学机制，并且通过炎症相关合并

症为研究 sICH炎症提供了平台。

促炎小胶质细胞和巨噬细胞：sICH后的神经炎症

主要归因于小胶质细胞和巨噬细胞的激活，而 IL-4可
以将小胶质细胞和巨噬细胞的促炎症功能转为抗炎症

功能，其发挥神经保护作用和抗凋亡作用的内在机制

尚不清楚。在 sICH小鼠模型中，给予 IL-4后可以减少

神经损伤、脑水肿及 sICH诱导的缺血性损伤，其机制

可能是：IL-4通过调节M1/M2极化来介导炎症，刺激

M2期小胶质细胞和巨噬细胞的极化，部分通过 JAK1/
STAT6信号转导通路缓解 sICH神经炎症［67］。神经炎

症主要与 sICH较差的预后相关，因此M1期小胶质细

胞和巨噬细胞被认为是 sICH早期的治疗靶点。在啮齿

类动物 sICH模型中，具有中枢神经系统渗透性的四环

素类抗生素如米诺环素可通过抑制促炎小胶质细胞和

巨噬细胞改善神经功能；但前期的临床研究并未得出

此结论［68］。在 sICH后期，M2期小胶质细胞和巨噬细

胞的抗炎症作用可改善神经功能，归因于血肿的移除

和血肿周围水肿的吸收。M2期小胶质细胞和巨噬细胞

也促进局部白质的完整性，甚至产生神经保护。因此，

小胶质细胞和巨噬细胞的亚急性期与优化的、促进抗

炎症的治疗时间窗相一致［69］。需要指出，sICH后神

经炎症不能截然两分为早期和后期，而是一个复杂而

持续的过程，故而在制定实验性神经炎症靶向干预策

略时，必须充分地考虑这一点。

嗜中性粒细胞：sICH患者嗜中性粒细胞的基因表

达上调，其特异性反应包括转移RNA（transfer RNA，
tRNA）转录、线粒体功能紊乱、内质网压力等途径，

非特异性反应包括干扰素信号、神经炎症信号、死亡

受体信号和活化T细胞的核因子途径［70］。嗜中性粒细

胞产生的炎症和细胞毒性加剧了 sICH损伤，同时具有

保护神经功能的作用［71］，如铁清除乳铁蛋白的分泌可

以减少血肿周围水肿，并促进血肿的清除。中性粒细

胞分泌的 IL-27，可减少炎症和细胞毒性产物数量，增

加铁清除物产量，使嗜中性粒细胞的作用倾向于神经

保护方向。值得注意的是，在骨髓中神经系统诱导的

嗜中性粒细胞将 IgG的Fc区与乳铁蛋白相融合，从而

产生良好的治疗效果和等离子体半衰期长的分子［72］。
免疫微环境：为了抵消炎性反应，受损的中枢神

经系统诱导产生了全身的免疫抑制。sICH发生后交感

和副交感神经被过度激活，导致脾脏萎缩和淋巴细胞

减少，而脾脏萎缩的程度和 sICH血肿大小、严重程度

以及免疫抑制之间的关联密切［73］。在注射自体血或胶

原酶的啮齿类动物模型中，sICH后的免疫抑制过程表

达程序性死亡配体-1（programmed death ligand 1，PD-
L1），美托洛尔可作为潜在的治疗选择；此外，周围血

液循环中相关可溶性PD-L1增加，同时血肿周围神经

源性PD-L1减少，证实了脑源性PD-L1是 sICH后免疫

抑制的一个新机制［74］。sICH患者血肿大小和位置的

变化深度影响 sICH后的免疫反应调节，据此可以制作

与临床 sICH更加类似的动物模型。作为鞘氨醇类似物

和鞘氨醇 -1-磷酸酶受体 （sphingosine-1-phosphate 
receptor，S1PR）调节剂治疗复发性多发性硬化的药

物，芬戈莫德（FTY720）可以通过不同的分子机制和

通路如S1PR、NF-κB、磷脂酰肌醇-4，5-二磷酸-3-激
酶/蛋白激酶 B （phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate 
3-kinase/protein kinase B，PI3K/AKT）、蛋白磷酸酶 2A
（protein phosphatase 2A，PP2A）和 P2X7 受体（P2X7 
receptor，P2X7R）产生抗凋亡、抗炎症、抗过氧化应

激功能，对 sICH损伤发挥保护作用［75］。在治疗 sICH
过程中，FTY720的免疫抑制效应主要依赖于阻断辅助

因子 CD4+和效应因子 CD8+ T 细胞和 CD19+ B 细胞来

完成［76］。
肠脑轴：脑叶 sICH常伴有高风险的消化性溃疡；

深部 sICH除了伴有较高的消化性溃疡风险之外，还有

胃食管反流性疾病的风险［77］，这为 sICH后肠脑轴的

存在提供了证据。中枢神经系统调节免疫细胞时，通

过肠脑轴影响微生物组发挥作用；微生物组在中枢神

经系统病理性神经炎症、神经可塑性和自体免疫中起

重要作用。在各种 sICH动物模型中，肠道微生物群通

过激活NOD样受体家族含 pyrin结构域蛋白 3（NOD-
like receptors family pyrin domain containing 3，NLRP3）
炎症小体和炎症细胞释放因子而影响神经炎症，即

NLRP3炎症小体激活了肠道微生物群。通过NLRP3炎
症小体调节菌-肠脑轴，可能作为一种治疗 sICH后二

8
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次损伤的新思路［78］。在胶原酶诱导的小鼠脑出血模型

中，胃肠运动性降低和微生物群失调已被证实，并对

预后产生不利影响；用健康的微生物群再定植脑出血

小鼠，显示出良好的治疗效果［79］。因此，进一步研究

sICH患者的肠道微生物组变化以及微生物组移植将非

常重要。

4　动物模型
迄今已使用小鼠、大鼠、兔、猫、猪、犬、绵羊

和灵长类等动物制作了多种实验性 sICH模型［80］。通

过分析 2021年 10月—2022年 5月发表的 51项 sICH动

物模型研究报告，Paiva等［81］发现大多数研究（63%）
选择大鼠作为实验动物，使用最多的模型是自体血注

入模型（51%），其次是胶原酶诱导模型（35%），较

少的是微气球充盈模型（8%），最少的是脑血管损伤

模型（6%）。无论哪种方法建立的 sICH动物模型均存

在各自的优缺点，因此在 sICH临床前药物试验中精准

选择符合研究目标的动物模型极为重要。

4.1　诱导性模型
4.1.1 胶原酶诱导模型
4.1.1.1 造模原理

胶原酶是一种金属蛋白酶，能够溶解毛细血管周

围的细胞外基质并打开血脑屏障，导致活动性脑实质

出血，模拟了人类 sICH［82］。多种胶原酶可用于诱导

sICH动物模型，其中使用最多的是Ⅶ型胶原酶。

4.1.1.2 造模方法
Rosenberg等［83］于 1990年首次报道：大鼠麻醉、

消毒后固定，颅骨钻孔，在脑立体定位指引下，使用

微量注射泵在 9 min内向左侧尾状核注入含 0.1～1.0 U
胶原酶（Ⅺ型或Ⅶ型）的生理盐水 2 μL 诱导大鼠

sICH；出血范围由胶原酶的注入量决定，通过调节胶

原酶的含量，可控制血肿的大小。最终选择0.5 U的Ⅶ
型胶原酶用于模型制作。随后Clark等［84］采用相同方

法制作了胶原酶诱导的小鼠 sICH模型。

4.1.1.3 模型评价指标
脑血肿：大鼠脑内注射0.2 U胶原酶后10 min左右

出现首次出血。MRI检查显示，出血区的血液扩散到

脑实质，在前 4 h内血肿体积不断增大，4周和 6周后

血肿范围进一步扩大［85］。
脑水肿：大鼠脑内注射胶原酶6 h后，脑水肿迅速

增长，在2～3 d达到峰值［86］。
血脑屏障通透性：Maclellan等［87］用MRI检查发

现，大鼠脑内注射胶原酶 30 min后，开始出现血脑屏

障通透性增加；注射后 12 h、2 d和 4 d呈时间依赖性

加重。

组织病理：尾状核注入 0.5 U胶原酶诱导 sICH大

鼠的脑组织学检查显示，注射后1 h内针刺部位的血管

周围可见红细胞，4 h后出现血肿，24 h后发现含有液

体、血细胞和纤维蛋白的坏死肿块，7 d后观察到充满

脂质的巨噬细胞，第 3周时观察到囊肿。注射后 4、
24、48 h检测到注射部位脑含水量显著增加，24 h检
测到后脑段含水量显著增加。大鼠的行为异常持续了

48 h，在 1周后功能恢复［82］。尾状核注射含有 0.14 U
胶原酶和 1.4 U肝素的生理盐水诱导大鼠 sICH后 12 h，
血肿周围组织的中性粒细胞开始向血肿中心浸润；注

射后48 h，巨噬细胞开始进入血肿中心；注射后1周，

MRI检查可见广泛的白质水肿；组织学检查显示，血

肿周围组织中的中等大小纹状体神经元丢失。推测血

管外渗的血液引起一种脑内混合性炎症细胞反应，在

出血后48～72 h达到最大，与至少持续4～6周的脑细

胞死亡有关［88］。
神经功能缺损：自发旋转、对侧前肢屈曲、后肢

缩回、梁行走能力和双侧前爪抓握测试等神经功能检

测结果显示，尾状核注射胶原酶导致大鼠严重的脑损

伤和持续的神经功能缺损，恢复率低且不能自动恢

复［85］，这与临床上 sICH患者的状况类似。尾状核注

射胶原酶和肝素诱导大鼠 sICH后 1 d，大鼠神经功能

明显受损，2 d后开始出现改善，在 1～2周时明显改

善，但3周后仍残留部分神经功能缺损［89］。大鼠纹状

体内注射0.4 U胶原酶21 d后，神经功能缺损的恢复率

非常低，在2个月后仍可观察到长期的神经缺损［80］。
4.1.1.4 优缺点及应用

优点包括：（1）制作方法简单快速，造模成功率

较高，出血稳定性和重复性较好，模型的一致性较好；

（2）胶原酶模型模拟了临床 sICH发病的几个关键阶

段，包括血管破裂、血肿形成和血肿扩张［90-92］。
缺点包括：（1）胶原酶并没有造成脑血管的物理

性破裂，只是造成了小血管破裂而形成弥漫性渗血，

与深穿支动脉破裂出血导致 sICH的临床情况不符合；

（2）胶原酶对脑组织具有细胞毒性作用，可损伤神经

功能及血脑屏障，并放大了 sICH 后脑内炎性反

应［90-92］。因此胶原酶注射模型并不能完全模拟人类

sICH后继发性脑损伤的病理生理，不能用来研究 sICH
后血肿周围组织的血液循环障碍。
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应用：胶原酶注射模型适用于研究脑血肿及脑水

肿在 sICH损伤中的作用，以及 sICH后神经功能的恢复

及其治疗效果评价等［90-92］。
4.1.2 自体血注入模型
4.1.2.1 造模原理

将自体血液注入动物脑实质内特定区域（如尾状

核），直接有效地形成脑血肿［93］。
4.1.2.2 造模方法

单次注射法：麻醉并固定动物后，在动物颅骨钻

孔。在立体定位引导下，通过微量注射泵将非肝素

化自体动脉血以缓慢恒定的速度注入大鼠尾状核，

注血量与动物脑组织大小相关（大鼠脑注血量 25、
50 和 100 μL 分别相当于人脑 20、40 和 80 mL 的出

血量）［93］。
两次注射法：Deinsberger等［94］在 1996年提出两

次注血 sICH模型构建方法。将 50 μL新鲜自体动脉血

分成两部分，首先以10 μL/min的注射速率将15 μL血
液注入大鼠尾状核，静置针头 7 min使血液沿针道凝

结，然后再以相同速率注入剩余的 35 μL血液以形成

凝块。Belayev等［95］在2003年使用两次注血法制作出

小鼠 ICH模型：在立体定位引导下，将一根30号不锈

钢套管通过一个头颅钻孔引入左侧纹状体；首次注射

（超过 3 min）全血 5 μL，留置 7 min，然后再次注射

（超过5 min）全血10 μL，留置10 min后缓慢抽出注射

插管。该模型产生了持续的神经功能缺损、脑内血肿、

大脑肿胀和皮质灌注不足，与人类高血压基底神经节

脑出血非常相似。

与单次注血模型比较，两次注血模型的主要优点

是显著减少了血液通过针道回流以及向脑室和（或）

蛛网膜下腔渗漏，较好地控制了血肿的大小、形态及

部位，从而产生可重复的脑内血肿；其缺点是注射难

度相对较大、两次注射之间的时间延迟，导致血凝块

更容易形成。

三次注血法：Ma等［96］于2006年对注血模型做了

进一步的改进，制作了三次注血小鼠模型。使用玻璃

毛细管从供体小鼠的眶静脉中迅速提取血液，首先注

入 5 μL血液，暂停 7 min使注入的血液沿着针道产生

凝血，然后再注入5 μL血液，暂停1 min以加强凝血，

最后在 4 min 内注入剩下的 20 μL 血液。注血 60 
min后，模型小鼠出现明显的神经功能缺损。存活48 h
后组织学检查显示，均存在局部脑血肿。该模型的优

点是产生了一致性更好的脑血肿。

经过一系列的持续改进，自体血注入模型的稳定

性和重复性得到明显改善，已经成为目前应用最广泛

的一种 sICH动物模型。并且通过在额叶或基底神经节

注射血液，开发出了猫、犬、猪、羊和猴等大型动物

sICH模型。

4.1.2.3 模型评价指标
脑血肿：大鼠尾状核注入 100 μL自体血 4 h内，

血肿大小稳定，血肿通常在注血后4～6周消退［93］。
脑水肿：大鼠尾状核注入 100 μL自体血后，在

24 h内脑水肿迅速增长，2～3 d达到峰值［93］。
血脑屏障通透性：MacLellan等［87］使用MRI评估

大鼠脑内注入 100 μL自体血后 12 h、2 d和 4 d的血脑

屏障损伤情况，发现血脑屏障通透性呈现时间依赖性

减轻。Knight 等［97］用 MRI 观察到，大鼠脑内注射

100 μL自体血 1 d后，仅在血肿边缘观察到血脑屏障

通透性略有增加，14 d后仍保持轻微升高，血脑屏障

通透性同样呈现时间依赖性降低。

组织病理：Xue等［98］研究了大鼠纹状体注血模型

1 h～4周后，脑内炎症和细胞死亡的时间过程。结果

显示，注血 24 h后血肿周围组织中存在退化的红细胞

和核碎片；中性粒细胞浸润在 48 h达到高峰，之后逐

渐消退；注血 4 h后，小胶质细胞激活开始明显增多，

48～72 h达到最大值，并持续到 4周；CD8a免疫反应

性淋巴细胞在注血后 48 h开始出现，并持续到 1周；

TUNEL阳性细胞在注血后72 h达到最大值，并持续到

4周。推测由血管外渗的血液引起一种脑内混合性炎

症细胞反应，并且在出血后 48～72 h达到峰值，与至

少持续4周的脑细胞死亡有关。

神经功能缺损：自发旋转、对侧前肢屈曲、后肢

缩回、梁行走能力和双侧前爪抓握测试等神经功能检

测结果显示，大鼠脑内注射100 μL非肝素化自体血1、
4、7和 14 d后，神经功能缺损存在时间依赖性恢复，

21 d后神经功能完全恢复［99］。大鼠纹状体注入100 μL
自体血后 1～28 d，神经功能部分恢复［100］。提示自体

血注入模型可能存在神经功能自发性恢复，对长期神

经功能损伤研究的价值可能有限。

4.1.2.4 优缺点及应用
优点包括：（1）模型制作方法直接有效，应用立

体定位仪后血肿位置更加准确，模型制作成功率高；

（2）注血模型脑实质出血的发生发展过程与人类 sICH
的自然病理进程更加接近［90-92］。

缺点包括：（1）脑内注血形成的血肿并非由脑血
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管破裂引起，不能重现人类 sICH的深穿支动脉血管点

状破裂事件；（2）容易出现注入的血液沿针道返流、

向脑室和（或）蛛网膜下腔渗漏等情况，出血量与血

肿形态没有直接关系，模型的一致性较差［90-92］。
应用：脑内注血模型适用于研究血液成分、血凝

块释放物质在 sICH后继发性脑损伤中的作用及其机

制，对 sICH 后的自然凝血和炎症途径研究尤其

合适［90-92］。
4.1.3 微气球充盈模型
4.1.3.1 造模原理

利用微气球充盈产生占位效应，模拟脑血肿的压

迫效果，这是一种纯机械性 ICH模型构建策略［101］。
4.1.3.2 造模方法

由 Sinar等［101］于 1987年首先提出。在 SD大鼠颅

骨上钻孔，将一个微气球安装在25号钝性针头上，通

过立体定位将微气球插入右侧尾状核，最后用牙科黏

合剂密封钻孔。静置 30 min后，在 13.3 kPa的平均压

力下将微气球用 20 s充气至 50 μL，保持 10 min后放

气。微气球充胀模型通过充放气改变微气球的体积，

模拟不同大小血肿对脑组织的压迫作用。

4.1.3.3 模型评价指标
组织病理：微气球的充盈造成了明显的血肿占位

效应，在右侧尾状核上出现广泛的缺血性损伤，同侧

额叶皮质和尾状核的脑血流量（cerebral blood flow，
CBF）降低，颅内压（intracranial pressure，ICP）显著

升高［101］。微气球充气后 6～24 h出现细胞凋亡，24 h
后凋亡细胞分布范围和凋亡细胞数量快速增加；在气

球放气后10～120 min出现神经元坏死，提示细胞凋亡

和死亡均可能有助于病变核心的形成［102］。
4.1.3.4 优缺点及应用

优点：微气球充盈模型模拟了人类 sICH的血肿占

位效应，模型的一致性和重复性较好。

缺点：（1）没有形成脑血肿，不能模拟脑血肿、

血凝块形成及其释放的内源性毒性物质造成的继发性

脑损伤，与临床 sICH的病理生理不符合；（2）易造成

不可逆脑损伤，无法评估继发性脑损伤［90-92］。
应用：微气球模型可用于对 sICH的血肿占位效

应、外科手术清除血肿及其效果的研究，还可用于观

察脑灌注压变化对全身的影响［90-92］。
4.1.4 高血糖诱导的血肿扩大模型
4.1.4.1 造模原理

高血糖增加了实验性脑出血的血肿扩张幅度，这

种作用是由芳烃受体介导的。

4.1.4.2 造模方法
首先利用立体定位仪注射0.075 U胶原酶诱导 sICH

小鼠模型，3 h后经腹腔注射 50%葡萄糖（6 mL/kg）。
注射点周围脑组织内出现明显的血肿扩张现象［103］。
4.1.4.3 模型评价指标

组织病理：与正常血糖水平动物比较，在造模后

6 h高血糖动物右侧基底节观察到更大的肉眼血肿和出

血量持续增加，血肿量在 24 h达到峰值并持续 72 h，
血浆葡萄糖浓度则在出血后8 h恢复到基线水平。芳烃

受体在高血糖 sICH发生后被激活，主要广泛定位于血

管周围的星形细胞和内皮细胞。模型小鼠中芳烃受体

与早期生长反应因子-1相互作用，显著增加以响应高

血糖；随后血栓反应蛋白 -1 （thrombospondin 1，
THBS1） /转化生长因子-β（transforming growth factor-
β，TGF-β） /血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）轴上调，参与了血脑屏障功能损

伤，导致 sICH后脑血肿扩张，模拟了高血糖诱导脑血

肿扩张的病理生理过程［103］。
4.1.4.4 优缺点及应用

优点：该模型部分模拟了在糖尿病基础上发生

sICH的临床情况［103］，并且模拟了临床常见的脑出血

后血肿再扩大的现象，为进一步研究血肿再扩大提供

了一个较好的动物模型。

缺点：建模动物为年轻雄性小鼠，需要进一步明

确性别和年龄依赖性的影响［103］。
应用：本模型可用于研究高血糖对脑血肿扩张的

影响，以及 sICH后血肿扩大的原因与机制等［103］。
4.2　自发性高血压脑出血模型
4.2.1 造模原理

通过遗传学方法建立自发性高血压脑出血模型，

可以较真实地模拟临床脑出血发生的病理生理基础，

是一种理想的 sICH动物模型［104］。
4.2.2 造模方法

易卒中性自发性高血压大鼠 （stroke-prone 
spontaneously hypertensive rat， SHRsp） 由 Okamoto
等［104］采用遗传学方法，选择因卒中死亡的自发性

高血压大鼠子代近亲交配、培育而成。其中 10%发

生高血压病，80%发生脑卒中。易卒中性肾血管性高

血压大鼠 （stroke-prone renovascular hypertension rat，
RHRsp）是由Zeng等［105］用0.3 mm的环状银夹钳夹大

鼠双侧肾动脉，通过缩窄双肾动脉造成肾血管性高血
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压。在肾动脉缩窄 40周后，200 mmHg以上的稳定性

高血压发生率为 100 %。自发性卒中（包括脑出血、

脑梗死、梗死与出血混合性损伤）发生率为 61.8%，
伴有或不伴有蛛网膜下腔积液。

4.2.3 模型评价指标
组织病理：SHRsp大鼠卒中病理特征与人类相似，

具体表现为脑组织内不同程度的出血、小血管扩张及

脑软化，以及神经细胞的纤维走行不清楚或消失

等［104］。RHRsp大鼠具有与人类高血压相似的脑血管

损害：包括细小动脉纤维素样坏死、透明变性、血管

壁增厚、管腔狭窄及微动脉瘤形成等［105］。
4.2.4 优缺点及应用

优点包括：（1）由于与临床发病过程最接近，

SHRsp模型是国际上公认的高血压脑卒中动物模型，

能重现人类 sICH的发病过程［104］；（2）RHRsp易于建

立，价格低廉，且有与人脑出血相似的高血压动脉硬

化的病理生理基础［105］。
缺点包括：（1） SHRsp价格昂贵，来源困难，而

且饲养困难，可重复性差，易变种、断种，以及实验

时间长等［104］；（2）RHRsp不是单纯的 sICH模型，而

是脑梗死、脑出血及混合性脑卒中并存［105］，sICH的

发生率较低；（3）两种模型的共同缺点是重复性差、

脑出血量和位置都不可控，为进行同质性评价带来很

大障碍［104-105］。
应用：RHRsp模型可用于高血压动脉粥样硬化性

脑出血的病理生理机制研究；SHRsp模型比较适用于

研究人类 sICH的发病过程［104-105］。
4.3　基因修饰模型

导致 sICH的病因具有多元性，遗传因素是其中的

一个重要因素。研究发现基因变异与 sICH的发病密切

相关［106-107］，基因变异可以通过影响血压和损伤血管

等途径导致脑实质出血。基因修饰动物模型是指以模

式动物为载体，利用各种基因编辑技术将目的DNA片
段导入或删除，实现内源基因的修改，从而构建出能

模拟人类特定生理、病理、细胞特征的动物模型。一

直以来，日趋成熟的基因工程技术为构建脑出血基因

相关动物模型提供了技术支撑。目前已有几种重要的

转基因 sICH动物模型被成功地应用于实验研究［18］，
包括高血压脑出血转基因模型、脑淀粉样血管病转基

因模型、脑动静脉畸形相关基因修饰模型、脑海绵状

血管畸形相关基因修饰模型和胶原蛋白相关基因修饰

模型。

4.3.1 高血压性脑出血转基因模型
由 Iida等［12］在 2005年首次报道。过度表达人肾

素和血管紧张素原的R+/A+双转基因小鼠患有慢性高血

压，平均动脉压可达到150 mmHg，而且小鼠寿命不受

影响。给予高盐饮食和含一氧化氮合酶抑制剂 L-
NAME饮用水可以诱导小鼠产生更严重的高血压，在

第 3周时平均动脉压高达（198±6）mmHg。所有小鼠

在10周内死亡并伴有脑干出血，其中一些小鼠存在脑

干、小脑和基底神经节出血。出血位置和卒中类型都

与人类高血压出血性中风非常相似，是研究临床 sICH
比较适宜的转基因动物模型。

4.3.2 脑淀粉样血管病转基因模型
脑淀粉样血管病是指 β-淀粉样蛋白沉积在脑血

管上引起的脑血管病［108］，主要沉积于直径为 50～
500 μm的小动脉管壁，大部分存在于靠近管腔的部

位和血管外膜［109-110］。纤维素样坏死和玻璃样变性

可以导致管壁增厚，最终形成双层管壁或者管壁套

管壁的现象［111］。目前至少有 5种过表达淀粉样蛋白

前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）的转基因

小鼠模型［18，112］，其中有些模型具有脑淀粉样血管病

和 sICH的表型，少数模型未发生 sICH。
4.3.2.1 APP23 转基因小鼠模型

APP23 转基因小鼠携带有过表达的突变基因

APP751，由神经元特异性Thy-1启动子控制，可出现

ICH的表型［113-114］。该变异的杂合子小鼠在 19月龄后

才出现明显的脑淀粉样蛋白沉积，累及小动脉，遍及

大脑各个皮层区域，但主要存在于新皮质、海马、丘

脑和软脑膜等部位。19月龄以上的小鼠可并发 sICH，
但出血病灶很小，不可能引起神经系统变性或死亡。

出血部位常见于新皮层和丘脑，而在皮层表面、海马

和纹状体较为少见。27月龄的APP23转基因小鼠可能

发生反复出血，并且出血量较大。该模型可能是研究

脑淀粉样血管病相关脑出血的最佳动物模型。

4.3.2.2 Tg-SwDI 转基因小鼠
该小鼠转入的APP基因携带有3个突变（Swedish、

Dutch和 Iowa），分别是 Swedish K670N/M671L、Dutch/
Iowa E693Q/D694N，由相对脑特异性的启动子Thy1.2控
制［115］。12月龄的Tg-SwDI转基因小鼠可在淀粉样变的

小血管周围出现小出血灶，偶见报道有 sICH的表型。

对于该模型的症状和出血频率，尚无相关研究报告。

4.3.2.3 APPDutch 转基因小鼠
过表达的APP基因携带有E693Q突变，受Thy1启
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动子调控［116］。该突变导致淀粉样变性 -荷兰型

（HCHWA-D）遗传性脑出血［117］。该病为常染色体显

性遗传，β-淀粉样蛋白沉积在软脑膜动脉和皮层小动

脉，患者从50岁开始反复发生脑叶出血。携带有该变

异的小鼠可以发展为脑淀粉样血管病，并出现平滑肌

细胞的丢失和变性、脑实质出血、血管周围胶质增生。

22～25月龄的小鼠开始出现明显的淀粉样蛋白沉积，

29月龄小鼠出现脑出血，类似于老年性脑出血，出血

灶多数很微小，引起小鼠神经系统症状的可能性比较

小。该研究未详细描述出血频率、位置和脑出血相关

症状。

4.3.2.4 Tg2576 转基因小鼠
Tg2576 小鼠曾被广泛用于研究阿尔茨海默病。

Fisher等［118］在该模型中描述了淀粉样变相关的 sICH
转基因小鼠。在人巨细胞病毒启动子控制下，该转基

因小鼠表达人含有 695个氨基酸的 APP剪接体，并携

带有 Swedish突变。通过普鲁士蓝染色可以检测到，

15～24月龄的Tg2576转基因小鼠脑实质内出现数量和

体积逐渐增大的微出血。使用抗血小板聚集药物双嘧

达莫治疗对微出血没有影响。然而，使用抗Aβ-40抗
体处理小鼠 9周后微出血加重，双嘧达莫可预防这种

作用。被动免疫可减少脑实质内淀粉样蛋白沉积，但

可能会加剧血管的淀粉样蛋白沉积。该研究同样未指

出Tg2576小鼠是否都出现了 sICH及出血的详细位置。

目前该模型已被用于 sICH研究［119］。
4.3.2.5 ADanPP7 转基因小鼠

家族性丹麦痴呆是一种罕见的神经系统退行性疾

病，为BRI2基因突变导致的常染色体显性遗传，该变

异导致了异常延长的突变淀粉样蛋白分子结构Dan-淀
粉样蛋白（ADan）。Coomaraswamy 等［120］以 C57BL/6 
N小鼠为背景，构建过表达BRI2基因的Danish突变体

模型，利用以黏粒为基础的叙利亚仓鼠朊蛋白表达框

架，控制该蛋白主要在神经元表达。病理表现为异常

ADan蛋白在脑血管壁沉积，伴血管平滑肌细胞丢失、

小胶质细胞增生和脑微出血。在 18月龄的 ADanPP7
转基因小鼠每侧大脑半球平均存在14个微出血灶，但

确切位置和大小不详。Morris水迷宫实验显示小鼠记

忆受损，旷场实验显示小鼠焦虑增加。这些神经行为

异常是由自身出血所致，还是因淀粉样斑块引起的神

经炎症、神经原纤维缠结等诱发产生，目前尚不

清楚。

脑淀粉样血管病相关的动物模型比较适用于研究

脑淀粉样血管病相关的 sICH和小动脉完整性的分子机

制。这些模型的共同局限性是：sICH的发生与衰老紧

密相关，小鼠模型需要超 10 个月的时间才能发生

sICH。迄今为止，对这些模型的出血症状、时间、部

位、体积及数量尚无详细描述，且无法比较不同模型

的脑出血严重程度［18］。
4.3.3 脑动静脉畸形相关基因修饰模型

脑动静脉畸形是一种胚胎期脑血管发育异常造成

的先天性疾病，即脑动脉和脑静脉之间缺乏毛细血管，

动脉与静脉直接相通，形成动静脉之间的短路，导致

一系列脑血流动力学的紊乱［121］。临床上常表现为反

复颅内出血、部分性或全身性癫痫发作、短暂性脑缺

血发作以及进行性神经功能障碍［122］。大约有5%的患

者为家族性的，包括出血性毛细血管扩张症和毛细血

管畸形-动静脉畸形综合征，二者均为常染色体显性遗

传［123-124］。目前已发现多个基因与脑动静脉畸形相

关［125］。利用基因工程技术制备脑动静脉畸形的动物

模型，大部分用来研究脑动静脉畸形的分子机制，对

sICH表型的描述相对较少。脑动静脉畸形的基因工程

小鼠模型有如下几种：

4.3.3.1 Alk1 条件性基因敲除小鼠模型
对该模型的研究发现，所有小鼠均在脑和脊髓发

生了出血，80%以上的小鼠在10～15周龄出现脑出血

相关的瘫痪或死亡。如果小鼠在此期间没有死亡，即

使他们携带有多发的脑动静脉畸形，死亡风险也会明

显下降。这种小鼠的出血是年龄相关的，可用于研究

脑动静脉畸形血管易于损伤的分子机制［126］。
4.3.3.2 Kras 条件性基因敲入小鼠模型

通过向5周龄小鼠的球后静脉窦注射过表达Kras-

G12V的腺病毒可以成功制备小鼠脑动静脉畸形模型。

小鼠在第 9周时表现为自发性的颅内多灶出血，位于

背侧或腹侧的嗅球和中脑腹侧［127］。此外，条件性过

表达Kras-G12D的转基因小鼠出生后第 1天即可诱导

Kras-G12D表达，早期 12 d内死亡率较高，存活 21 d
的小鼠可以检测到不完全显性的脑出血， 这些小鼠并

没有脑动静脉畸形的表型，脑血管不仅没有扩张，反

而变细且易破裂［128］。
4.3.3.3 Notch4 转基因小鼠模型

条件性表达激活的Notch4蛋白片段的小鼠一般在

2～5周龄内死亡，其神经系统表现包括共济失调和癫

痫。所有小鼠都会出现 sICH，并在 22 d前达到高峰，

出血部位最常见于小脑，其次是新皮层，未见脑干

13



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2024, 44(1)

出血［129］。
4.3.3.4 Endoglin 基因敲除小鼠模型

杂合敲除Endoglin基因的小鼠模型（Eng+/-）只有

30%具有脑动脉畸形的表型，纯合敲除该基因的小鼠

表型正常。在平滑肌细胞内，通过Cre重组酶条件性敲

除Endoglin基因（他莫昔芬诱导），大部分杂合小鼠用

VEGF处理后可以出现脑动静脉畸形［130］。但Endoglin

基因敲除模型是否具有 sICH表型未见报道。

4.3.3.5 其他基因修饰模型
个别基因修饰动物模型可以出现脑出血的表型，

但文献对脑出血的细节描述很少。基质 Gla 蛋白

（matrix Gla protein，MGP）基因敲除小鼠在出生后第4
周，可以检测到有脑动静脉畸形合并有脑出血［131］。
在内皮细胞条件性敲除 Rbpj基因小鼠在出生后第 14
天，可以检测到动静脉畸形和脑出血［132］。Itgb8和
Smad4条件性基因敲除小鼠模型可以出现脑动静脉畸

形［133］，但未见报道是否存在 sICH表型。

4.3.4 脑海绵状血管畸形相关基因修饰模型
脑海绵状血管畸形是一种隐匿性血管畸形，它缺

乏动脉成分，发病率为0.4%～0.8%，占颅内血管畸形

的10%～25%，仅次于脑动静脉畸形［134］。临床上，大

部分患者无任何症状和体征或仅伴有轻度头痛、头晕。

出血较为常见，并且大约8%～37%的患者可出现较大

出血灶［135］。研究表明，有 40%～60%的脑海绵状血

管畸形患者具有家族史，多为常染色体显性遗传疾

病［136］。利用基因工程技术可以制备这些颅内血管畸

形的动物模型，用于脑出血疾病研究。

4.3.4.1 Ccm2 基因相关脑海绵状血管畸形模型
敲除内皮细胞中Ccm2基因表达的小鼠在出生后第

8天，即可检测到脑海绵状血管畸形的表型［137］；这也

导致小鼠寿命缩短［138］：该小鼠第 8天存活率为 99%，
第15天存活率为71%，2月龄存活率为20%。利用 loxp
系统控制 Ccm2 基因的表达，可以显著提高存活

率［139］：90 d 存活率可达 98.1%，150 d 存活率可达

95.8%，平均寿命可达 183 d。脑动静脉畸形也呈持续

进展：出生后 1周，在小脑可以发现小的散发的动静

脉畸形；在第 5周，大脑半球可以检测到小的散发的

动静脉畸形，同时小脑出现多孔洞损伤；在第 12周，

大脑半球和脑干出现损伤，这些损伤随着时间的延长，

都在逐渐增大，融合成大的病灶，并可能出现在所有

的脑区；在第 15周，6只小鼠中有 5只出现了脑出血

的表型；15周以后，所有的小鼠都出现了脑出血的表

型；有 2只小鼠在 5.5月龄和 6月龄时出现了大的脑

血肿［29］。
4.3.4.2 Ccm1+/-/Msh2-/-双基因敲除小鼠模型

该模型同样可以出现脑海绵状血管畸形和微出血，

但目前缺乏对出血表型的细节描述［140］。
4.3.5 胶原蛋白相关基因修饰模型

成人 Ⅳ 型胶原 α1 （collagen type Ⅳ alpha 1，
COL4A1） 基因突变均导致儿童自发性颅内出

血［141-143］。Col4a1Δex41是小鼠COL4A1基因的剪切位点

变异，导致含有3个螺旋结构的41号外显子缺失［144］。
纯合变异的基因工程小鼠Col4a1Δex41/Δex41会在胚胎发育

时期死亡；杂合变异 Col4a1+/Δex41小鼠胚胎生长缓慢，

50%会在出生后1 d内死亡。Col4a1+/Δex41小鼠有多种异

常表现，包括脑穿通畸形和反复发生的多灶性颅内出

血：在胚胎期第 10.5天，小鼠即可出现不规则的出血

和巨大血管、多灶性的脑实质出血和脑室出血；在胚

胎期第 12.5天可发现血管迂曲、密度增大；在出生时

即出现许多肉眼可见的血肿和频发的脑实质出血。

80%的小鼠会有脑穿通畸形，所有小鼠均有脑出血表

型（全外显），出血部位会随着时间而变化：1月龄小

鼠表现为小血管病，在皮层、脑内灰质核团、脑干、

小脑可以出现许多小的含铁血黄素沉积；3月龄的小

鼠前述病变清除，在基底节可出现少数体积较大的血

肿、血红蛋白降低及含铁血黄素沉积，提示反复颅内

出血；随着小鼠年龄增大，会出现巨大血管和血栓形

成。该模型可用于研究脑出血的环境影响因素和遗传

因素。

4.3.6 各种基因修饰模型对比
对各种基因修饰 sICH动物模型的构建方法及优缺

点进行比较，见表1。
4.4　动物模型神经行为评价技术

神经功能包括意识状态、运动、感觉、视觉、共

济和神经反射等。神经功能损伤检测结果不仅是判断

模型制作成功与否的验证性指标，也是保证模型同质

性的质控指标，同时还是评估治疗效果的重要依据。

在 sICH动物实验研究中经常使用的神经行为评分

系统主要有：Bederson评分［145］，可用于检测运动功能

（表 2）；Zea-Longa评分［146］，可用于检测运动功能

（表 3）；平衡木测试［147］，可用于检测运动和平衡功

能（表4）；改良Garcia评分［148］，可用于检测运动和

感觉功能 （表 5） ；改良神经系统严重程度评分

（modified neurological severity score，mNSS）［149］，可用
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表 2　Bederson 评分
Table 2　Bederson score

分类
Classification

正常
中等
严重

检测方法检测方法：：提起大鼠的尾巴，使动物距离台面 10 cm 高，正常大鼠的前爪处于伸直状态，模型大鼠存在神经行为异常表现
等级说明等级说明：：评价等级越高，说明神经损伤越严重
优点优点：：（1）操作简单;（2）从整体上反映动物神经损伤程度，可进行定性和半定量评价
缺点缺点：：（1）检测方法相对粗糙和主观;（2）多用于早期神经损伤检测，不能全面反映远期神经损伤程度

等级
Grade

0
1
2
3

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

未观察到神经缺损
瘫痪侧前肢内收并屈曲于腹下（提尾悬空试验阳性）
向瘫痪侧推动大鼠，阻力较正常侧降低（侧推试验阳性），没有向正常侧转圈行为
除 2 级表现外，伴有向正常侧转圈行为，或爬行时向瘫痪侧倾倒

表 3　Zea-Longa 评分
Table 3　Zea-Longa score

分类
Classification

没有神经功能缺损
轻度神经功能损伤
中度神经功能损伤
重度神经功能损伤

评分说明评分说明：：（1）5 级 0～4 分制评分系统。基础分为 1 分，如果没有基础分，则 2～4 分的评分视为无效。（2）分值越高，说明神经功能缺损越严重

优点优点：：操作简单

缺点缺点：：（1）检测方法相对粗糙和主观；（2）仅用于检测早期神经功能损伤，不能反映远期神经功能损伤程度

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

正常站立或爬行
提尾时瘫痪侧前肢内收屈曲，不能完全伸展
爬行时向瘫痪侧转圈
站立或爬行时，向瘫痪侧摔倒
没有自发性爬行，伴意识水平降低

评分
Scores

0
1
2
3
4

表 1　sICH 基因修饰动物模型的比较
Table 1　Comparison of genetically modified animal models for sICH

模型类别及构建方法
Model categories & construction methods

自发性高血压脑出血 R+/A+双转基因模型：给予高盐饮
食和含 L-NAME 的饮用水，诱导 R+/A+双转基因自发
性 高 血 压 小 鼠 产 生 更 严 重 的 高 血 压 ，从 而 引 发
sICH[12]

脑淀粉样血管病脑出血转基因模型：用过表达 APP 的
转基因小鼠建立了 5 种脑淀粉样血管病模型[18]，包括
APP23 转 基 因 小 鼠 、Tg-SwDI 转 基 因 小 鼠 、APP 
Dutch 转基因小鼠、Tg2576 转基因小鼠和 ADanPP7
转基因小鼠

动静脉畸形脑出血基因工程模型：（1）Alk1 条件性基因
敲除小鼠[126]；（2）Kras 条件性基因敲入小鼠[127]；（3）
Notch4 基因相关基因敲除小鼠[124]；（4）MGP 基因敲
除小鼠[131]；（5）Rbpj 基因敲除小鼠[132]；（6）Itgb8 和
smad4 条件性基因敲除小鼠[133]；（7）Endoglin 基因敲
除小鼠[130]

脑海绵状血管畸形相关基因修饰模型：（1）Ccm2 基因
相关脑海绵状血管畸形模型[137]； （2）Ccm1+/-/Msh2-/-

双基因敲除小鼠模型[140]

胶原蛋白脑出血基因工程模型：Col4a1 突变小鼠[144]

优点
Advantages

模型小鼠出血位置为脑干、基底节和小脑，
与人类 sICH 部位相似[12]。是研究临床
sICH 较理想的基因修饰动物模型

（1）适用于脑淀粉样血管病相关 sICH 和小
动脉完整性的分子机制研究[18, 112]；（2）
APP23转基因模型小鼠在27月龄可发生反
复和较大量的出血，是研究脑淀粉样血
管病相关sICH较理想的模型[113-114]

可用于研究脑动静脉畸形血管易损伤的分
子机制[125]

可用于研究脑海绵状血管畸形的分子机制

可用于研究 sICH 的环境影响因素和遗传
因素[144]

缺点
Disadvantages

（1）造模药物不仅对小鼠肾脏和心脏有影
响，也会影响在该模型上试验新药的药
代动力学和药效学[18]；（2）培育时间长，
小鼠需超过 10 月龄才能发生 sICH[18]

（1）缺乏 sICH 表型的具体描述，且无法比
较不同模型的严重程度[18]；（2）仅 AD‐
anPP7 转基因小鼠模型被报道出现过出
血相关症状，其他 4 种模型的出血量均
较小[120]

（1）制作困难，价格高昂，死亡率高，使用较
少；（2）缺乏对 sICH 表型的细节描述[139]

（1）制作困难，价格高昂，死亡率高，使用较
少；（2）部分模型缺乏对 sICH 表型细节
描述

多数小鼠在早期死亡；存活小鼠在胚胎期
即可发生 sICH，且随年龄增大而加重[144]
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于综合检测运动和感觉功能（表6）。
值得推荐的是，Hartman等［150］对Garcia评分系统

作了修改，设计出一个专门用于 sICH大鼠模型的神经

功能评估系统（表 7），可用于综合评估运动、感觉、

认知和学习等神经功能缺损。

对于 sICH模型动物表现出的学习和记忆能力障

表 4　平衡木测试
Table 4　Balance beam test

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

能够顺利爬过横杆，四肢完全发挥作用，无明显神经损害体征
能够爬过横杆，瘫痪肢体发挥作用＞50%
能够爬过横杆，瘫痪肢体发挥作用＜50%
不能顺利爬过横杆，跌落率＜50%
无法顺利爬过横杆，跌落率＞50%
不能在横杆上爬行，但可以坐在上面
根本爬不上横杆，无法将后腿放在水平位置，如果放在横杆

上就会掉落下来

检测方法检测方法：：将一根长度为 80 cm、宽度为 2.5 cm 的横杆一端放在地
下，另一端以 60°角斜靠在墙面。逐个将动物放到木板上，通过观
察动物在横杆上的行走能力评估其运动功能

评分说明评分说明：：评分为 1～7 分，分值越小，说明神经功能缺损越严重。
优点优点：：（1）装置简单，容易修改以适应不同测试需求；（2）可用于短期

和长期运动功能损伤评估
缺缺点点：：（1）仅适用于较活跃的啮齿类动物，不适用于活动较少的动物；

（2）测试方法未标准化，木条的宽度、长度、形状等均未统一

评分
Scores

7
6
5
4
3
2

１

表 5　改良 Garcia 评分
Table 5　Modified Garcia score

测试项目
Test item

自主运动：观察动物在
鼠笼内 5 min 的活动

体态对称性：提尾使之
悬空，观察四肢状态

前肢伸展功能：提尾悬
空后肢，将前肢放在
桌面，观察前肢伸展
运动状况

攀爬力和握力：攀爬和
抓紧鼠笼的能力

双侧身体触觉

双侧胡须触碰反应

评分说明评分说明：：分值为 4～18 分，18 分为正常。分值越大，表示神经功能
损伤越轻

优点优点：：综合评估运动、感觉、反射功能，可用于短期和长期神经功
能评估

缺点缺点：：评价参数多，操作较复杂

神经缺损表现
Manifestations of neural 

deficits
活动正常
轻度受限
中度受限
严重受限
体态对称

体态不对称
偏瘫
对称

轻度不对称
显著不对称

偏瘫
攀爬容易，抓持有力

攀爬困难，瘫痪侧抓持无力
不能攀爬或转圈

双侧对称
瘫痪侧反应迟钝

瘫痪侧无反应
对称

不对称
瘫痪侧无反应

评分
Scores

3
2
1
0
3
2
1
3
2
1
0
3
2
1
3
2
1
3
2
1

表 6　改良神经系统严重程度评分
Table 6　Modified neurological severity score

测试项目
Test item

运动功能：
（1）提尾试验           

（2）将大鼠放置于 
地板上

感觉功能：
（1）放置试验 (视   

觉和触觉测试)
（2）本体感觉试验

（深感觉测试）
（3）平衡木试验

反射功能：

（1）耳廓反射         

（2）角膜反射         
（3）惊恐反射         

 
（4）癫病、肌阵挛、

肌张力减退

评分说明评分说明：：总分 18 分，评分越高，表示神经损伤越严重。13～18 分为
严重损伤；7～12 分为中度损伤；1～6 分为轻度伤害

优点优点：：综合评估运动、感觉、反射和平衡功能，可用于长期神经功能缺
损评估

缺点缺点：：（1）评价参数多，操作复杂；（2）仅适合评估基底节而非所有脑
区神经功能缺损

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

前肢屈曲
后肢屈曲
后头部在 30 s 内偏离垂直轴> 10°
正常行走
不能直线行走
向偏瘫侧转圈
向偏瘫侧倾倒

离桌面 10 cm 处 45°倾斜靠近桌面，
反应延迟

向桌子边缘压迫鼠爪刺激肢体肌肉, 
无反应

稳定、平衡的姿势

紧抓平衡木边缘
紧抱平衡木，一侧肢体从平衡木垂落
紧抱平衡木，双侧肢体从平衡木垂

落，或在平衡木上转圈（> 60 s）
试图在平衡木上保持平衡但跌落（> 

40 s）
试图在平衡木上保持平衡但跌落（> 

20 s）
跌落，或未尝试保持平衡，或挂在平

衡木上（< 20 s）

接触外耳道时摇头

用棉花轻触角膜时眨眼
对快弹硬纸板产生的短暂噪音有运

动反应
出现一种即得 1 分

评分
Scores

1
1
1
0
1
2
3

1

1

0

1
2
3

4

5

6

1

1
1

1
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碍，目前常采用跳台法、避暗法、穿梭箱法来测定动

物一次性被动回避反射能力；使用Y形水迷宫实验、

Morris水迷宫实验和八臂迷宫实验等评价动物的空间

学习和记忆能力。

5　临床前药物试验设计要点
5.1　实验合法合规

使用实验动物进行临床前药物试验，需要严格遵

守我国的相关法律法规和标准规范。在我囯，实验动

物管理属于行政许可范畴，实行实验动物许可证管理

制度，有一系列的法规和标准。其中规定：实验动物

必须来自具有“实验动物生产许可证”的单位，动物

实验单位必须具有“实验动物使用许可证”，动物实验

设施环境指标应符合国家标准 GB 14925—2023的要

求，否则实验（或试验）结果不予认可。以注册为目

的的药物非临床安全性评价应该在 GLP （Good 
Laboratory Practice）实验室内完成，其他药物非临床

安全性评价和药效学研究应在具备“实验动物使用许

可证”的实验室进行。

5.2 动物种属选择
在 sICH的临床前药物试验中，选择合适的动物种

属非常重要。考虑到不同种属动物间的遗传差异和生

理学特征，需要选择与人类在基因组水平上高度相似

的动物种属，从而提高研究的可靠性和外推性［142］。

用于 sICH 研究的动物有非人灵长类动物、猫［151］、
犬［152］、猪［153］、兔［6］、鼠［154］、绵羊［63］，其中小鼠、

大鼠和猪是最常使用的物种［81］。比较不同种属动物用

于 sICH建模的优缺点，见表8。
5.3　动物模型选择

选择合适的动物模型建立方法并遵循标准的操作

流程，对于实验的可靠性和准确性至关重要。在针对

sICH的药物临床前动物实验中，必须选择最适合拟解

决的关键问题和主要测试目标的动物模型，以获得最

佳的转化价值。现有模型在技术和临床相关性方面有

不同的优缺点，其适用的研究领域也不同，见表9。
5.4　药物安全性和有效性评估

药物安全性和有效性评估是 sICH临床前药物试验

的核心环节。严谨的实验设计和规范的操作流程对于

准确评估药物疗效、提高研究的可靠性和外推性非常

重要。药物安全性和有效性评估实验设计要点包括如

下几个方面：

（1）评价指标：选择科学、客观、敏感的评价指

标，如死亡率、出血面积、神经功能缺损评分等，并

明确各指标的具体检测方法、观察时间点和观察频

次等。

（2）给药途径：根据药物性质和实验要求，选择

合适的给药途径，如口服、注射、脑室内注入等。

（3）给药时间：需要根据 sICH模型特点和试验目

表 7　脑出血大鼠神经功能评分系统
Table 7　Neurological function scoring system in ICH rats

测试项目
Test item

自发活动（在常规鼠
笼内观察 5 min）

肢体运动对称性（尾
部悬挂）

前肢伸展（尾巴悬挂，
前爪悬在桌子上）

攀爬（在 45°角的台面
上进行）

轴向感觉（从后背轻
微刺激躯干）

本体振动感觉（从后
背轻轻触摸）

评分方法评分方法：：通过 6 项功能测试，综合评估大鼠神经功能
评分说明评分说明：：每项测试可能得分为 0～3 分，0 分最差，3 分最好。总分最低 0 分，最高 18 分
优点优点：：一种专用于 ICH 大鼠模型的神经功能评价方法，可用于检测短期和长期的运动、感觉、平衡、认知等神经功能缺损
缺点缺点：尚未见关于该评分系统缺点的报道

评分 Scores

3
大鼠在笼盒里到处移动、探索环

境、爬到鼠笼上缘≥3 个侧面
四肢对称伸展

双侧前肢伸直，用双侧前爪对称
地行走

牢牢抓紧鼠笼钢丝，很容易地爬
到笼顶

对躯干两侧的刺激，大鼠都同样
受到惊吓

对身体两侧的棉花束触碰，大鼠
都会同样地转头

2
大鼠在笼盒里笨拙地到处移动

探索、爬到鼠笼上缘<3 个侧面
一侧肢体较对侧伸展更少或更

慢
前爪行走受损，伸展不对称

肢体不对称地攀爬，或无力抓紧
鼠笼钢丝

一侧身体的反应慢于另一侧

一侧身体的反应慢于另一侧

1
重症大鼠根本没有向上爬行，

在鼠笼里几乎没有移动
一侧肢体活动很少

一侧肢体活动很少

不能攀爬或只能转圈

对一侧躯体的刺激没有反应

对一侧躯体的刺激没有反应

0
大鼠完全没有移

动
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
大鼠完全没有移

动
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
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表 8　sICH 建模动物比较
Table 8　Comparison of different animals for sICH modeling

动物
Animals

非人灵长类动物

猫

犬

猪

兔

啮齿类

绵羊

优点
Advantages

与人类基因相似度超过 90 %，而且生理功能和大脑构造等都与人类
接近，是临床前研究的理想实验动物。适合于 sICH 神经生理和
病理研究、新药研发和外科创新技术转化研究[155]

适合于生理学及神经生理学研究。实验用猫的质量直接影响到研
究结果及临床试验质量[157]

是最早用于建立实验性脑出血模型的动物品种，通过自体血注入方
法，Steiner 等在 1975 年就确定了犬不同脑室出血的致死量；（2）
目前已建立犬自发性高血压 ICH 模型；（3）脑体积较大，便于手术
操作以及精细观察生理和病理变化[155]；（4）自体血注入犬 ICH 模
型已被广泛用于神经生理学和病理生理学机制研究，以及 CT、
MRI、超声等影像检查以及药物治疗和手术干预等方面的研究；

（5）犬和人类在体型大小、心血管生理和解剖结构等方面较相似，
可应用于人类临床诊断成像方式和治疗设备的临床前试验[158]；

（6）与啮齿类动物相比，循环血容量更大，便于连续血液采样[159]

（1）仔猪模型的脑血肿体积可能比啮齿类动物高出 20～30 倍，适合
模拟人类 sICH 的病理生理学过程，用于开发新的外科手术技
术[161]；（2）猪模型近年来已被广泛应用于脑出血诊疗相关的新型
脑内监测仪研发、新治疗方法探索、溶栓药物和血肿清除术疗效
评估等临床前研究[90-91]

（1）体型中等，脑体积明显大于啮齿类，便于手术操作和标本收集，
更适于神经影像学、外科技术和急性脑损伤病理生理等方面的研
究[155]；（2）与大动物比较，使用成本较低，建模成功率高，死亡率偏
低，允许进行更长时间的研究；（3）与人类有相似的脑血管形态特
征，在发生 ICH 时，脑血管的生理学和化学变化与人类相似[90]；

（4）基底节区相对发达，定位相对容易，耳缘静脉取血方便，出血
后神经功能缺损明显[162]

（1）大鼠和小鼠价格便宜，体型较小，繁殖快，容易饲养，是 sICH 研究
中最常用的动物；（2）小型啮齿类动物的全身麻醉和给药更容易，
可以开发大量的实验模型[13]；（3）基因修饰小鼠模型被广泛使用，
是研究 sICH 遗传学机制的最佳动物模型；（4）人类 sICH 的发生部
位多为基底节区，大鼠也拥有基底节区，其中尾状核为脑内最大
核团，容易定位；（5）可以提供好的成本效益，准确的检测和结果
模式，以及大量可用于免疫组织化学和分子生物学的试剂样本

（1）诱导的 sICH 病变可控性好、可重复性高；（2）适用于 sICH 神经影
像学研究，而且可重复性高[63]

缺点
Disadvantages

（1）饲养管理条件要求复杂，一般需要大型动物饲养间；
（2）监管和监督严格，限制了灵长类动物的使用；（3）实
验动物资源稀缺，价格昂贵；（4）生物安全问题[156]，如疫
病监测，与人之间存在较多的人兽共患病；（5）实验操作
安全问题，如需要严格参照实验室标准操作规程进行，
且动物体型较大，具有一定的攻击性，需要专业人员捕
捉；（6）伦理和动物福利问题，如需要提供更充分的科学
依据和伦理论证，更加严谨地评估研究伤害-获益比，考
虑使用的必要性和意义、采取有效的措施以保证动物
福利，以及实验完成后如何妥善处置动物等问题

（1）目前仅有自体血注入猫 ICH 模型，且很少使用；（2）目
前实验用猫仍未被纳入标准化实验动物管理范畴，缺
乏相关国家标准，其遗传背景、年龄、微生物和寄生虫
携带状况不清，无质量合格证明，检测实验室面临巨大
的生物安全风险；（3）血液生化等背景参考数据有限，
有待进一步积累。这些都可能带来实验数据不准确、
实验结果不可靠、重复性差等问题

（1）价格较贵，来源较少，需要大型动物笼舍；（2）作为人
类陪伴动物，用于实验研究时同样受到严格监管，道德
和文化上的原因制约其在生物医学研究中的使用[160]

（1）需要大型动物间；（2）不能以简单、直接的方式评估模
型手术切除血肿的效果

（1）群居性差，同性别成年兔群居饲养会发生斗殴咬伤；
（2）胆小易受惊吓，产生应激反应；（3）缺乏转基因系
统，在研究基因组效应方面的应用有限

（1）大鼠和小鼠脑回缺乏、白质相对稀少，与人类大脑的
相似性较差；（2）脑体积小，限制了可产生血肿的大小，
并且难以用于人体检查仪器和外科手术研究；（3）拥有
人类无法比拟的再生和康复能力[6]

（1）使用率低；（2）大型动物饲养、实验困难
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表 9　sICH 动物模型比较
Table 9　Comparison of animal models for sICH

模型
Models

胶原酶诱导模型

自体血注入模型

微气球充盈模型

高血糖诱导脑出血
后血肿扩大模型

自发性高血压脑出
血模型

基因修饰动物模型

优势
Advantages

（1）操作简单，重复性好，注射位置准
确，出血量可控[163]；（2）能够模拟
sICH 患者自然发生的持续出血和
血肿扩张过程，脑组织学变化与人
类一致，是最接近人类 sICH 的动
物模型[163]；（3）有典型的神经功能
障碍，可作为评价脑出血后神经功
能缺失和促功能恢复的干预手段
效果评价的工具模型[164]；（4）最适
合大鼠和小鼠等小动物，并允许在
转基因小鼠上应用[163]；（5）已开发
出胶原酶注射诱导猪 ICH 模型[153]

（1）操作简单，重复性好，出血位置准
确，出血量一致[93-96]；（2）方法无菌
且不使用外来物质，可模拟人类
sICH 自 然 出 血 和 血 液 凝 固 过
程[93-96]；（3）适用于所有物种，其中
大鼠和小鼠尾状核注血模型使用
最普遍[167]，并允许在转基因小鼠上
应用。通过在额叶或基底神经节
注射血液，已开发出兔、猫、犬、猪、
羊、猴等多种大型动物模型[159, 168]

微气球充盈产生机械性占位效应，可
模拟不同大小血肿对脑组织的压
迫效果[171]

部 分 模 拟 了 在 糖 尿 病 基 础 上 发 生
sICH 的临床情况[103]

（1）SHRsp 与 人 类 动 脉 硬 化 高 血 压
sICH 的病理生理和发病过程最接
近[104]；（2）RHRsp 模型的血压峰值
高，术后 210 d 内平均血压峰值为

（17.2±1.1）kPa，存在与人类 sICH 相
似的高血压动脉硬化病理生理基
础[105]

（1）小鼠双转基因（R+/A+）高血压脑出
血主要发生于基底节、脑干和小脑
等部位[12]，与人类 sICH 多发部位
相似；（2）部分模型更能反映临床
情况，如 APP23 转基因小鼠模型
27 月龄可发生反复及较大量的出
血，可能是研究脑淀粉样血管病相
关脑出血的最佳动物模型[113-114]

劣势
Disadvantages

（1）出血是弥漫性的，是胶
原酶注射部位周围小血
管破裂的结果，其血肿形
成较慢[165]；（2）胶原酶引
起广泛的炎性反应[165]，不
适用于研究脑出血后的
炎性反应机制；（3）胶原
酶有细胞毒性作用[164]，不
能完全模拟人类 sICH 继
发性损伤的病理生理

（1）不是真正意义的血管破
裂 出 血 ，不 能 模 拟 人 类
sICH 的 小 血 管 破 裂[91]；

（2）血液容易渗漏进入脑
室 和/或 蛛 网 膜 下 腔 ，虽
然两次和三次注血啮齿
类动物模型解决了该问
题，但增加了操作的复杂
性[94-96]；（3）该 模 型 的 神
经功能障碍不明显，神经
功能评分较低，因此神经
学功能需要结合多种行
为学评价方法来进行[162]

（1）没有产生真实的血肿，
不能模拟血液和随后血
凝块释放物质引起的继
发性脑损伤 [101] ；（2）易造
成不可逆脑损伤，无法评
估继发性脑损伤[171-174]

建模动物为年轻雄性小鼠，
需进一步明确性别和年
龄依赖性的影响[103]

（1）SHRsp 模型价格昂贵，
来源困难，饲养困难，易
变种及断种，实验时间长
等[104]；（2）RHRsp 不是单
纯的 sICH 模型，而是脑
梗死、脑出血及混合性脑
卒中并存[105]；（3）重复性
差，脑损伤大小和位置都
不可预测[104-105]

（1）价格昂贵，制作困难，实
验 时 间 长 ，动 物 死 亡 率
高[18，112，126]；（2）转基因模
型的出血时间、数量、大
小和位置都不可预测，且
无法比较不同模型脑出
血的严重程度[18，112，126]

适用研究领域
Applicable research areas

（1）常用于啮齿类动物模型，尤其适用于研究 sICH 病
理生理机制，以及脑血肿形成和血肿扩张、血管源
性水肿、血脑屏障损伤、轴突变性、细胞凋亡、内皮
障碍和脑卒中后的全身并发症[18]；（2）大鼠、小鼠模
型尤其适合于 sICH 潜在治疗方法，如脑部超低温、
人 促 红 细 胞 生 成 素 等 的 临 床 前 研 究 ，以 及 微 小
RNA、外泌体、纳米颗粒等新兴治疗探索等[6, 90-91, 166]

（1）啮齿类模型尤其适合 sICH 后血液及血凝块毒性物
质如凝血酶、红细胞、补体、氧化应激、细胞凋亡和
促炎症级联反应在继发性脑损伤中的作用和机制
研究[90-91, 169]；（2）大鼠、小鼠模型适用于脑部超低
温、干细胞等临床前研究，以及微小 RNA、外泌体、
纳米颗粒等新兴治疗探索等[6, 90]；（3）兔模型被用于
研究 sICH 成像技术、手术创新、药物治疗、麻醉药
物对脑血流动力学和颅内压的影响，以及继发性损
伤 的 病 理 生 理 机 制 等[90]；（4）犬 模 型 被 用 于 研 究
sICH 成像技术、脑生理学、新治疗方法，以及立体
定向血肿抽吸手术的安全性和效果评估等[90]；（5）
猪模型[170]临床相关性好，适用于 sICH 病理生理学
和病理化学、水肿发展、血液成分的作用和脑组织
代谢研究，以及组织纤溶酶原激活物（tPA）诱导血
栓溶解后的药物和手术治疗效果评估，深部局部低
温疗法、血红素加氧酶抑制剂等疗效评价等[90]

大鼠模型可用于评估占位效应、颅内压、脑血流量，以
及血肿清除的效果等[101-102，172]

可用于糖尿病对 sICH 发生的影响、脑血肿扩大的原因
和机制等研究[175]

适用于 sICH 病理生理机制研究[104-105]。该模型可以从
以下几个方面进行药效评估： （1）RHRsp 大鼠模型
的生存期；（2）脑出血后运动功能障碍的改善情况；

（3）脑系数；（4）组织形态学方法检测脑水肿程度、海
马 CA1 区神经元变性和细胞数目；（5）脑出血后病灶
吸收速度、小胶质细胞及毛细血管增生情况

（1）转基因啮齿类动物模型可用于研究 sICH 的基因发
病机制及遗传因素对脑出血恢复的影响等[18]；（2）转
基因小鼠模型适用于特定疾病（如脑淀粉样血管病、
动静脉畸形）相关性 sICH 研究[18，113-114，126]
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的选择合适的给药时间点，如出血发生后立即给药、

24 h内给药等。

（4）对照组：设立已上市同类药品阳性对照组，

以评估药物的有效性；设立假手术组、生理盐水组等

阴性对照组，以消除手术和环境等因素对实验结果的

影响。

5.5　药物剂量探索和优化
剂量探索和优化是临床前药物试验的重要环节。

药物剂量与药物疗效和毒性直接相关，合适的剂量应

当在保证动物安全前提下尽可能发挥最大效能［176］。
通过系统地调整药物剂量、观察不同剂量下的治疗效

果，最终有可能找到最佳药物治疗剂量，以确保药物

的安全性和有效性。在 sICH临床前药物试验的药物剂

量探索和优化时，应重点考虑下列因素：

（1）安全剂量和给药频率的估算：应尽可能全面

收集拟试验药物的前期研究数据如理化性质和药代动

力学等，用于估计最低起效剂量和最低毒性剂量；同

时明确药物在体内的消除方式、代谢时间、药-时曲线

等，根据这些数据可估算药物的安全剂量和给药

频率［177-179］。
（2）动物种属及给药途径的差别：应考虑到不同

动物种属和不同给药途径下给药剂量的显著差

别［177-179］，如啮齿类动物和灵长类动物的可接受剂量

完全不同，同一种属动物颅内给药和静脉给药的剂量

亦明显不同。

（3）不同种属动物间的给药剂量换算：在进行某

一种属动物的剂量探索时，需要对同一药物在不同种

属动物之间的给药剂量进行换算，目前最公认和最常

用的方法是单位体表面积法。需要注意的是，换算得

到的剂量只可作为剂量探索的参考，不能直接作为最

终剂量使用［177-179］。
（4）剂量探索试验的设计：剂量探索试验是药效

学评价的初始步骤，其目的是尽早对药物的开发价值

定性，并定位大致的起效剂量范围。其设计要点如下。

①实验模型：与后续正式的药效学实验一样，应当选

择最接近临床病理改变和病程发展过程的动物模型。

可从同类产品中获得信息，有助于确定潜在的实验模

型，并预测/评价拟试验药物在该模型中的安全性和疗

效问题。②实验规模：一般样本量较小，约为正式实

验样本量的一半。例如拟使用啮齿类动物的药效实验，

在实践中其探索实验一般不超过 6只/组，通常使用单

性别动物，必要时开展双性别动物实验。③实验终点：

优先选择临床获益相关性大的实验终点，通常不做机

制研究，不额外增加实验成本。④剂量设计：一般仅

设立阴性对照组和低、中、高 3个药物剂量组，其中

低、高剂量分别为估算的最低起效剂量和最低毒性剂

量。剂量设计通常选择较大的剂量间距，争取在较大

范围内发现药物是否有效及大致有效水平［179］。在通

过探索试验获知药物的起效剂量水平后，还需要在后

续的正式实验中进行进一步确认。正式实验的剂量设

计原则通常是：不再设立较大的剂量组间距，而希望

在较小的剂量范围内精确描述药物的剂量反应关系。

⑤实验操作：动物实验不可避免地受到人为影响，不

同操作者的手法偏好等会对实验造成潜在影响，故探

索实验与后续正式实验的操作者需要保持一致，实验

动物的种属及来源也必须保持一致。

5.6　给药途径和方法确定
在 sICH药物临床前试验中，应根据试验要求和目

的选择合适的给药途径和方法，能够提高治疗效果并

减少不必要的不良反应。同时还应关注给药操作的规

范性和准确性，以减少操作误差对实验结果的影响。

其要点如下：

（1）新药的给药途径由药物的理化性质及药理药

代特点决定［179］。给药途径的选择需要以在靶部位实

现最大药物暴露为目的，同时也要考虑病人的依从性

及临床可实现性。对于口服生物利用度较低的药物，

可以考虑注射途径。需要注意的是注射给药会带来新

的问题，如依从性降低、临床风险上升及药学要求增

加等。在脑出血新药开发中，除常规途径之外，还可

以考虑经鼻脑途径实现脑部给药，能够绕过血脑屏障，

最大程度递送药物。目前已经有多款作用于中枢神经

的药物采用鼻喷制剂，并成功上市。

（2）临床前试验的给药途径需与临床保持一致或

最大程度地模拟临床。对于临床上的胶囊或片剂口服

药物，在临床前试验中给药途径和方法一般是：小动

物通常采用灌胃的方式；大动物可灌胃也可以直接给

予制剂。对于临床上注射使用的药物，在动物实验中

也应以注射方式给药。若无过敏反应或急性反应，动

物静脉注射时间可以较为迅速，否则需要缓慢推注以

保持与临床操作一致。由于皮下注射不同部位可能带

来药物吸收速率的差异，导致药物起效时间及药效差

异。因此在进行皮下注射时，需要明确具体注射部位

并进行多点注射。

（3）若无确定的临床拟用途径，则需根据用药阶
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段、药物特点（作用机制、药代动力学）等方面考虑

给药途径和方法，具体如下。①预防用药：sICH通常

发病急，发病前无征兆［180］，临床上通常根据患者的

发病可能性而选择预防用药，如为预防家族遗传、高

血压、高血糖、高血脂、高胆固醇等患者发生 sICH而

使用的保健类药品［181］。从携带及服用便利性角度考

虑，这类药物应优选口服用药途径，或根据药物特点

选择其他给药途径。在预防性药物的动物实验给药方

案设计时，可重点关注灌胃给药途径。②治疗/发病后

用药：急性发病期需要及早干预、尽快起效，可选择

颅内或静脉注射途径；对于主要发挥清颅内血肿、降

血压作用的药物，在动物实验设计时也应以颅内注射

或静脉注射为主。并且需要选用合适的造模方法，避

免因造模操作不当导致动物过早死亡而无法评价药效。

发病后治疗主要针对神经功能受损，使用促进神经生

长和预防复发类药物，应根据药物作用机制和药代动

力学数据选择合适的给药途径。由于康复治疗的时间

较长，因此在临床前药物试验中不宜选用对动物伤害

较大的给药方式，如颅内注射等。

5.7　药效学实验设计和数据分析方法
药效学实验是新药开发的基石。药效研究应当反

映预期的临床应用和适应症，应遵循科学的实验设计

和数据分析方法，确保实验过程的规范性和结果数据

的可靠性。

5.7.1 药效学试验实验设计要点
（1）组别设计：需要设立正常对照、疾病模型阴

性对照、待试药物的2～3个剂量组以及市售阳性药物

对照。其中市售对照优先选择与新药作用机制相似的

临床用药，其次选择临床主流用药，以评价药物的药

效强度及特点。

（2）模型的选择：由于临床病理病程的多样性，

以及临床前动物模型的病理过程多为人为诱发，动物

模型的病理与临床往往仅会部分一致，很难用一个模

型完整地模拟所有临床情况。因此，通常需要使用 1
种以上的动物物种或2个以上的模型确认新药的药效。

除了最大程度符合临床之外，还需要提高造模的成功

率，产生稳定一致、重复性好、精确度高的血肿。模

型的严重程度不宜过重，造模出血可预期，一般不建

议造成严重出血。严重的脑出血（或注入过量的自体

血）对于任何药物治疗都是极大挑战。处于概念验证

阶段的新药，在模型选择和实验设计中，建议选择程

度合适的脑出血模型，以便清楚地判断药效。为提高

实验的精度，需要提高不同组别动物模型严重程度的

一致性。建议建立相应的模型评价终点和标准，用于

模型的严重程度和一致性评估，确保不同组别动物的

严重程度不存在较大差异。

（3）样本量的确定：需要根据实验体系的灵敏度

来调整，并且满足统计学要求。以啮齿类为例，每组

动物一般不少于10只［182］。
（4）给药时间：早期探索阶段通常优先采用预防

给药；后续的药效学研究则需要尽可能在给药干预时

间上接近临床治疗时间。

（5）药效评估：可靠的生物标志物可以反映病理

病程的改变，有利于临床前动物数据向临床的转化。

建议：①根据药物作用特点设置相关的生物标志物检

测，并且应当对生物标志物的分析方法学及其效能特

点进行充分的描述；②根据药物的药代动力学及药理

机制特点设置药效检测时间点，进行神经行为学和影

像学等的检测。尤其需要重视的是，神经行为学评分

需要进行盲法设计，以排除可能存在的主观倾向性。

5.7.2 数据管理与分析
新药开发需要保证全过程信息的真实、准确、完

整和可追溯［183］。在药效学研究中需要建立实验数据、

实验体系及实验过程管理体系，确保数据的真实、准

确、完整和可追溯性。数据统计与分析是评价药效学

试验结果的重要工具，帮助研究者定量分析变异对实

验结果的影响，从中归纳出具有规律性的结论。数据

统计与分析需关注的要点如下：（1）在实验开始前就

需要根据数据出现的特点选择相应的统计方法；

（2）需要识别非药物因素导致的可疑的异常数据（特

别大或特别小的数据），剔除额外干扰因素的影响［182］；

（3）对实验结果的评价，既要考虑统计学显著性，也

要考虑生物学意义。

5.8　实验伦理和动物福利
在 sICH临床前药物试验中，应遵循法律法规和伦

理原则，保障实验动物的福利和权益。实验动物福利

管理内容以动物实验伦理为重点［184］，涵盖“3R原则”

（即代替、减少、优化原则）、麻醉、镇痛、人道终点、

安乐死等方面，是保证动物实验结果真实可靠的前提。

其中包括：

（1）动物福利：尊重实验动物的“五大自由”（即

生理、环境、卫生、行为、心理共 5个方面的福利）。

在动物实验过程中，通过优化实验环境、提供充足的

饲养空间和良好的饲养条件、合理安排实验进程、采
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用适当的麻醉和镇痛、微量采血［185］等措施，尽可能

减少实验动物的痛苦和牺牲。同时，在实验过程中应

密切监测动物的生理指标和行为变化，及时发现并处

理动物的病症，以确保动物的安全。在动物实验结束

后，采取适当的措施对动物进行安置或执行安乐死，

以尊重动物的生命和权益。

（2）伦理审查：目的是提供独立的伦理审查意见，

确保动物实验在保护动物福利、尊重伦理规范的前提

下开展，以保证实验的合法性、道德性和可靠性。审

查内容主要包括研究者资质、动物选择、实验目的、

方法和条件及动物操作等方面，确保临床前药物试验

实验符合动物实验伦理原则。

（3）人类健康和权益：确保研究结果对人类健康

和权益有积极影响，符合社会伦理和法律规定。
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高原急性缺氧肠道应激损伤小鼠模型的构建与评价
郑建华, 法云智, 董巧燕, 邱业峰, 陈菁青

(军事医学研究院实验动物中心, 北京100071)

[摘要] 目的　通过模拟急性缺氧环境，建立实验性高原小鼠肠道应激损伤模型，为探讨高原急性胃肠病的致病机
制以及防治措施奠定基础。方法　根据体重按随机数字表法，将 36 只 SPF 级成年雄性 BALB/c 小鼠分为常氧 24 h
组、常氧 72 h 组、低氧 24 h 组和低氧 72 h 组，每组 9 只。常氧对照组小鼠饲养于常规屏障环境中；低氧应激组饲养
于屏障环境中的低氧舱内，氧气浓度设定为 10% 以模拟高原环境，分别应激 24 h 和 72 h，建立急性缺氧所致肠道损
伤模型。造模结束后，称量小鼠体重，用 1% 戊巴比妥钠麻醉后断颈处死各组小鼠，采集十二指肠和结肠组织并进
行 HE 染色后观察肠道组织病理形态，通过蛋白质印迹和免疫组织化学法检测肠道组织中紧密连接相关蛋白表达水
平，应用实时荧光定量 PCR 检测炎性细胞因子和趋化因子的 mRNA 表达水平，采用 TUNEL 染色法检测肠上皮细胞
凋亡活性等指标，从而对该模型的肠道损伤相关表型进行评价。结果　与常氧组相比，低氧 24 h 组和低氧 72 h 组的
小鼠表现为体重减轻，十二指肠绒毛长度变短、隐窝结构异常、绒毛/隐窝比下降，结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝
结构不规则。低氧 24 h 组和低氧 72 h 组小鼠的十二指肠和结肠组织中闭锁蛋白 （Occludin） 及闭锁小带蛋白

（zonula occludens-1，ZO-1） 表达水平明显下降 （P<0.05），十二指肠组织中促凋亡蛋白 Bax 表达明显上调，抑凋
亡蛋白 Bcl-2 表达明显下调 （P<0.05），而且肠上皮细胞的凋亡活性显著增强 （P<0.05）。此外，缺氧应激 24 h 和
72 h 后 ， 小 鼠 十 二 指 肠 组 织 中 白 细 胞 介 素 （interlenkin， IL） -1β、 IL-6、 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白 -1 （monocyte 
chemoattractant protein-1，MCP-1） 及肿瘤坏死因子-α （tumour necrosis factor-α，TNF-α） mRNA 水平显著增
高 （P<0.05）；缺氧应激 24 h 后，小鼠结肠组织中炎性细胞因子的表达水平无显著变化 （P>0.05）；但缺氧应激 72 h
后，小鼠结肠组织中促炎因子 IL-1β、TNF-α、IL-6、MCP-1 以及抗炎因子 IL-10 mRNA 水平显著增高 （P<0.05）。
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结论　利用低氧舱模拟高原急性缺氧环境可导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障功能障碍，并诱导肠上皮细胞
凋亡，引发肠道炎性反应。这些结果表明急性缺氧应激肠道损伤小鼠模型构建成功。
[ 关 键 词 ] 高原急性缺氧； 肠道应激损伤； 细胞凋亡； 炎性反应； 小鼠
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Construction and Evaluation of a Mouse Model with Intestinal Injury by 

Acute Hypoxic Stress in Plateau

ZHENG Jianhua, FA Yunzhi, DONG Qiaoyan, QIU Yefeng, CHEN Jingqing
(Laboratory Animal Center of the Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China)
Correspondence to: QIU Yefeng (ORCID:0000-0002-5392-3293), E-mail: qiuyefeng2001@163.com;

   CHEN Jingqing (ORCID:0000-0002-1506-7510), E-mail: CJQ9512@163.com

[ABSTRACT] Objective By simulating acute hypoxic conditions, an experimental model of intestinal 
stress injury in plateau mice was established to explore the pathogenic mechanism of acute 
gastrointestinal diseases in plateau, and to lay foundation for preventive and therapeutic measures.
Methods Thirty-six SPF-grade adult male BALB/c mice were randomly divided into four groups: normoxic 24 
h, normoxic 72 h, hypoxic 24 h, and hypoxic 72 h, based on body weight using a randomized numerical table 
method, with nine mice in each group. Mice in the normoxic group were kept in a conventional barrier 
environment, while those in the hypoxic group were placed in a hypoxic chamber within the barrier 
environment with oxygen concentration set at 10% to simulate plateau conditions. They were subjected to 
stress for 24 h and 72 h, respectively, in order to establish a model of intestinal injury induced by acute 
hypoxia. After modeling, the mice were weighed, anesthetized with 1% pentobarbital sodium, and then 
euthanized by cervical dislocation. Duodenal and colonic tissues were collected. Histopathological 
morphology of intestinal tissues was observed after HE staining. Western blotting and 
immunohistochemistry were used to detect  the expression levels of tight junction-related proteins in 
intestinal tissues. Real-time fluorescence quantitative PCR was performed to measure the expression 
levels of inflammatory cytokines and chemokines. TUNEL staining was used to assess apoptotic activity of 
intestinal epithelial cells, thus evaluating intestinal injury-related phenotypes in this model. Results 
Compared with the normoxic groups, mice in the 24 h and 72 h hypoxia groups showed weight loss, 
shortened duodenal villi, abnormal crypt structure, and decreased villus/crypt ratio. The colonic mucosa 
was infiltrated with inflammatory cells and irregular crypt structure. Expression levels of Occludin and 
zonula occludens-1 (ZO-1) were significantly decreased in duodenal and colonic tissues of mice in the 24 h 
and 72 h hypoxia groups (P<0.05). The expression of pro-apoptotic protein Bax was significantly up-
regulated while expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 was significantly down-regulated in duodenal 
tissues (P<0.05). Apoptotic activity of intestinal epithelial cells was significantly enhanced (P<0.05). In 
addition, interleukin (IL)-1β, IL-6, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) mRNA levels were significantly  increased in duodenal tissues after 24 and 72 h of hypoxic stress(P<
0.05). After 24 h of hypoxic stress, there was no significant change in the expression levels of inflammatory 
cytokines in colon tissues (P>0.05), but after 72 h, the expression levels of pro-inflammatory factors IL-1β, 
TNF- α, IL-6, MCP-1, and anti-inflammatory factor IL-10 mRNAs significantly increased in colon tissues of 
mice (P<0.05). Conclusion The usage of a hypoxia chamber to simulate an acute hypoxic environment in 
plateau can lead to abnormal intestinal tissue structure, intestinal barrier dysfunction, and induce 
intestinal epithelial cell apoptosis, triggering an intestinal inflammatory response in stress mice. These 
findings indicate the successful construction of a mouse model for an acute hypoxic stress-induced 
intestinal injury.
[Key words]  Plateau acute hypoxia; Intestinal stress injury; Apoptosis; Inflammatory response; Mice

我国高原面积辽阔，约占国土总面积的 26%，且

随着经济的不断发展，进入高原的人群越来越多。高

原处于一种低压缺氧环境，海拔4 000 m的空气中氧气

含量只有海平面的60%左右［1-2］；而海拔5 000 m左右

的氧气含量约为10%，为海平面的50%左右［3］。越来

越多的证据表明，急性缺氧会对多种人体器官造成损

伤而危害健康［4-5］，并且肠道作为机体应对各类应激

反应的中心靶器官首当其冲［6］。有研究发现，在前往

高原地区的人群中，胃肠道疾病的发生率随着海拔的

升高而增加［7-8］，大约 80%的急性高原病患者至少有

一种胃肠道不适症状（如厌食症、恶心、腹泻、呕吐

等）［1］。进一步研究显示，肠道特殊的血液供应和解

剖结构增加了其对缺氧的敏感性，这使得其容易受到

缺氧应激的影响［9-10］，在高原缺氧环境中人体会发生

不同程度的胃肠道损伤［11-12］。胃肠道是人体内最大的

细菌和内毒素库，一旦肠道屏障功能受损，大量细菌

和内毒素可能通过血流易位至其他组织或器官，从而

诱导炎性介质的级联、全身炎性反应综合征和多器官

功能障碍综合征（multiple organ dysfunction syndrome，
MODS）等的发作［13-15］。因此，加强对高原胃肠道损

伤病理机制及其干预技术的研究将有助于保障和改善

高原地区人群的健康水平。

急性缺氧性胃肠道损伤的发病机制复杂，目前尚

不清楚。一种可能的解释是肠屏障损伤，即高原暴露

会降低内脏灌注和血氧水平，导致缺氧和氧化应激。

这些应激源可能会损伤肠道屏障，导致细菌移位和局

部或全身炎性反应等后果［9］。此外，有研究表明，氧

稳态对维持胃肠道健康至关重要［1］。随着海拔的升

高，肠道的绒毛长度、隐窝深度、黏膜壁厚度和绒毛

表面积的形态学损伤加重［7］。急性缺氧环境增加了细

菌移位，降低了闭锁蛋白（Occludin）的表达，促进了

脂多糖进入血液［16］。虽然目前已有许多方法用于建立

胃肠道损伤的动物模型，但其中较少有产生类似于急

性缺氧诱导肠屏障损伤表型的模型。已有研究证明，

当大鼠保持在模拟的 7 000 m海拔时，胃肠道明显受

损［7］；而小鼠在氧含量5%条件下饲养48 h（模拟海拔

8 000 m以上）后，肠道受损严重［16］。然而，这种建

模方法与人类实际生活情况不同。人类生存的高度限

制是海拔 5 000 m，90% 的人类生活在海拔 3 000～
4 000 m范围内［9］。因此，急需要一种符合实际且稳定

有效的高原缺氧肠应激损伤动物模型，为低氧环境下

引发高原肠道疾病的发病机制研究提供必要的实验基

础。为此，本研究利用低氧舱，设定氧气体积分数为

10%，模拟海拔5 000 m左右的高原低氧环境，构建更

符合人类生活实际情况的急性缺氧应激肠道损伤小鼠

模型，并对造模结果进行评价。

1　材料与方法

1.1　实验动物
7周龄SPF级雄性BALB/c小鼠36只，体重21～23 g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司［SCXK
（京） 2021-0006］。所有实验操作符合动物福利和动物

实验伦理要求，并通过军事医学研究院实验动物管理

与使用委员会批准［IACUC-DWZX-2022-049］。所有

小鼠饲养于军事医学研究院实验动物中心屏障设施环

境［SYXK （军） 2017-0022，2022年 10月已通过验

收，但尚未领到新证］，恒温在（23±2）℃，相对湿度

为 40%～60%，明暗交替时间 12 h/12 h，每笼（塑料

小鼠笼，长×宽×高：403 mm×165 mm×175 mm）饲养3
只小鼠，自由采食和饮水。所有器材、垫料、饲料等

均在使用前进行高压灭菌处理。

1.2　试剂与仪器
戊巴比妥钠由军事医学院供应站提供，来源于上海

原思标物科技有限公司（货号57-43-2）；HE染液套装

（货号G1003）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；兔

抗鼠闭锁蛋白（Occludin，货号#91131）和切割活化的

半胱氨酸蛋白酶（cleaved caspase-3，c-caspase-3）（货
号#9661）抗体购自美国Cell Signaling Technology公司；

兔抗鼠 Claudin-1 抗体 （货号 37-4900） 购自美国

Invtrogen公司；兔抗鼠闭锁小带蛋白（zonula occludens-
1，ZO-1）抗体（货号21773-1-AP）、B淋巴细胞瘤-2
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（货号12789-1-AP）
和 Bcl-2相关 X蛋白（BCL2-associated X，Bax）抗体

（货号50599-2-Ig）均购自美国Proteintech公司；ECL超
敏发光液（加强型）（货号HXP1868）和BCA蛋白定量

试剂盒（货号LOT：HX351691）均购自北京华兴博创

基因技术有限公司；β-actin抗体（货号 ab8227）购自

英国Abcam公司；聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜）（货号

IPVH00010）购自美国Merck公司；DAB显色试剂盒

（20×）（货号ZLI-9018）和辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG聚合物（货号PV-6001）均购自北京中杉金桥

生物技术有限公司；总 RNA 提取用 TRIGent 试剂盒

（货号 MF034-05）与实时荧光定量 PCR 用 qRT-PCR 
Mix（货号MF787-01）均购自北京聚合美生物科技有

限公司；反转录试剂盒（货号 RR047A）购自日本

TaKaRa BIO公司；基因引物由生工生物工程（上海）股
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我国高原面积辽阔，约占国土总面积的 26%，且

随着经济的不断发展，进入高原的人群越来越多。高

原处于一种低压缺氧环境，海拔4 000 m的空气中氧气

含量只有海平面的60%左右［1-2］；而海拔5 000 m左右

的氧气含量约为10%，为海平面的50%左右［3］。越来

越多的证据表明，急性缺氧会对多种人体器官造成损

伤而危害健康［4-5］，并且肠道作为机体应对各类应激

反应的中心靶器官首当其冲［6］。有研究发现，在前往

高原地区的人群中，胃肠道疾病的发生率随着海拔的

升高而增加［7-8］，大约 80%的急性高原病患者至少有

一种胃肠道不适症状（如厌食症、恶心、腹泻、呕吐

等）［1］。进一步研究显示，肠道特殊的血液供应和解

剖结构增加了其对缺氧的敏感性，这使得其容易受到

缺氧应激的影响［9-10］，在高原缺氧环境中人体会发生

不同程度的胃肠道损伤［11-12］。胃肠道是人体内最大的

细菌和内毒素库，一旦肠道屏障功能受损，大量细菌

和内毒素可能通过血流易位至其他组织或器官，从而

诱导炎性介质的级联、全身炎性反应综合征和多器官

功能障碍综合征（multiple organ dysfunction syndrome，
MODS）等的发作［13-15］。因此，加强对高原胃肠道损

伤病理机制及其干预技术的研究将有助于保障和改善

高原地区人群的健康水平。

急性缺氧性胃肠道损伤的发病机制复杂，目前尚

不清楚。一种可能的解释是肠屏障损伤，即高原暴露

会降低内脏灌注和血氧水平，导致缺氧和氧化应激。

这些应激源可能会损伤肠道屏障，导致细菌移位和局

部或全身炎性反应等后果［9］。此外，有研究表明，氧

稳态对维持胃肠道健康至关重要［1］。随着海拔的升

高，肠道的绒毛长度、隐窝深度、黏膜壁厚度和绒毛

表面积的形态学损伤加重［7］。急性缺氧环境增加了细

菌移位，降低了闭锁蛋白（Occludin）的表达，促进了

脂多糖进入血液［16］。虽然目前已有许多方法用于建立

胃肠道损伤的动物模型，但其中较少有产生类似于急

性缺氧诱导肠屏障损伤表型的模型。已有研究证明，

当大鼠保持在模拟的 7 000 m海拔时，胃肠道明显受

损［7］；而小鼠在氧含量5%条件下饲养48 h（模拟海拔

8 000 m以上）后，肠道受损严重［16］。然而，这种建

模方法与人类实际生活情况不同。人类生存的高度限

制是海拔 5 000 m，90% 的人类生活在海拔 3 000～
4 000 m范围内［9］。因此，急需要一种符合实际且稳定

有效的高原缺氧肠应激损伤动物模型，为低氧环境下

引发高原肠道疾病的发病机制研究提供必要的实验基

础。为此，本研究利用低氧舱，设定氧气体积分数为

10%，模拟海拔5 000 m左右的高原低氧环境，构建更

符合人类生活实际情况的急性缺氧应激肠道损伤小鼠

模型，并对造模结果进行评价。

1　材料与方法

1.1　实验动物
7周龄SPF级雄性BALB/c小鼠36只，体重21～23 g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司［SCXK
（京） 2021-0006］。所有实验操作符合动物福利和动物

实验伦理要求，并通过军事医学研究院实验动物管理

与使用委员会批准［IACUC-DWZX-2022-049］。所有

小鼠饲养于军事医学研究院实验动物中心屏障设施环

境［SYXK （军） 2017-0022，2022 年 10月已通过验

收，但尚未领到新证］，恒温在（23±2）℃，相对湿度

为 40%～60%，明暗交替时间 12 h/12 h，每笼（塑料

小鼠笼，长×宽×高：403 mm×165 mm×175 mm）饲养3
只小鼠，自由采食和饮水。所有器材、垫料、饲料等

均在使用前进行高压灭菌处理。

1.2　试剂与仪器
戊巴比妥钠由军事医学院供应站提供，来源于上海

原思标物科技有限公司（货号57-43-2）；HE染液套装

（货号G1003）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；兔

抗鼠闭锁蛋白（Occludin，货号#91131）和切割活化的

半胱氨酸蛋白酶（cleaved caspase-3，c-caspase-3）（货
号#9661）抗体购自美国Cell Signaling Technology公司；

兔抗鼠 Claudin-1 抗体 （货号 37-4900） 购自美国

Invtrogen公司；兔抗鼠闭锁小带蛋白（zonula occludens-
1，ZO-1）抗体（货号21773-1-AP）、B淋巴细胞瘤-2
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（货号12789-1-AP）
和 Bcl-2相关 X蛋白（BCL2-associated X，Bax）抗体

（货号50599-2-Ig）均购自美国Proteintech公司；ECL超
敏发光液（加强型）（货号HXP1868）和BCA蛋白定量

试剂盒（货号LOT：HX351691）均购自北京华兴博创

基因技术有限公司；β-actin抗体（货号 ab8227）购自

英国Abcam公司；聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜）（货号

IPVH00010）购自美国Merck公司；DAB显色试剂盒

（20×）（货号ZLI-9018）和辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG聚合物（货号PV-6001）均购自北京中杉金桥

生物技术有限公司；总 RNA 提取用 TRIGent 试剂盒

（货号 MF034-05）与实时荧光定量 PCR 用 qRT-PCR 
Mix（货号MF787-01）均购自北京聚合美生物科技有

限公司；反转录试剂盒（货号 RR047A）购自日本

TaKaRa BIO公司；基因引物由生工生物工程（上海）股
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份有限公司合成；一步法TUNEL细胞凋亡检测试剂盒

（货号 G1501-50T）、蛋白酶 K （货号 G1205）、EDTA
（pH 9.0）抗原修复液（货号G1203）、组织自发荧光淬

灭剂 （货号 G1221）、抗荧光淬灭封片剂 （货号

G1401）、DAPI染色试剂（货号G1012）、牛血清白蛋

白 （bovine serum albumin，BSA）（货号 GC305010）、
Cy3 标记的山羊抗兔 IgG （货号 GB111402）和 Alexa 
Fluor 488标记山羊抗兔 IgG（货号GB25301）均购自武

汉塞维尔生物科技有限公司。

低氧设备（型号0320GC-A06）为北京隆福佳生物

科技有限公司产品，包括低氧舱和气体混合机：低氧

舱用于饲养动物，气体混合机通过向低氧舱内灌入N2
和压缩空气来模拟低氧环境。病理石蜡切片机（型号

RM2016）和明场、荧光 FISH数字病理扫描仪（型号

Aperio VERSA）为德国 Leica公司产品。组织包埋机

（型号 JB-L5）为武汉俊杰电子有限公司产品。显微镜

以及成像系统（型号DS-U3）和正置光学显微镜（型

号Eclipse E100）为日本Nikon公司产品。标准规格酶

标仪（型号#1681130）、ChemiDoc成像系统和实时荧

光定量 PCR 仪 （型号 CFX96 Touch Real-Time PCR 
Detection System，C1000 Touch™）均为美国Bio-Rad产
品。组织匀浆机 （型号 MagNA Lyser Instrument， #
03358968001）为瑞士Roche公司产品。核酸蛋白定量

仪（型号 NanoPhotomete，N50-Touch）为德国 Implen
公司产品。全波长酶标仪（型号 SpectraMax ABS plus）
为美国Molecular Devices公司产品。

1.3　分组处理和组织样本采集
所有实验小鼠适应性饲养 1周后，采用随机数字

表法，将小鼠分为常氧24 h组（Normoxia-24 h）、低氧

24 h组（Hypoxia-24 h）、常氧72 h组（Normoxia-72 h）
和低氧 72 h组（Hypoxia-72 h），每组 9只。常氧组小

鼠饲养于实验动物中心屏障环境中，作为对照；低氧

组小鼠放入屏障环境实验室的低氧舱内，实验时氧气

体积分数设定为10%。实验结束后，小鼠禁食6 h，称

重后用 1%戊巴比妥钠，按照 5 μL/g小鼠体重的剂量，

腹腔注射进行麻醉，然后实施断颈法安死术。解剖后

分别采集小鼠十二指肠和结肠组织，置于预冷的 PBS
中冲洗，用滤纸吸干水分，置于液氮冷冻，并转移

至－80 °C冰箱保存，用于后续分子指标检测。另剪取

一小块十二指肠和结肠组织，置于质量分数为4%的多

聚甲醛溶液中固定 24 h，生理盐水（即 0.9%NaCl溶
液）洗涤 3次，保存于 70%乙醇溶液，用于后续的组

织切片制作。为减少个体差异，采集的各类组织均选

择固定部位。

1.4　HE 染色观察肠道组织病理学变化
将固定好的十二指肠和结肠组织进行梯度 75%、

85%、90%、95%、100%乙醇脱水，二甲苯透明、浸

蜡与包埋，切片厚度为5 μm。粘片后于37 ℃烘箱烤片

48 h，切片脱蜡至水，依次将切片放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ
各 20 min，无水乙醇Ⅰ、Ⅱ和 75% 乙醇溶液中各 5 
min，自来水洗，然后进行苏木精和伊红染色：苏木精

染液染3～5 min，伊红染液染色5 min，脱水封固。光

学显微镜下观察染色结果，并拍照。

1.5　蛋白质印迹法检测肠道屏障功能和上皮细胞
凋亡相关蛋白表达

将液氮冷冻保存的组织标本加入RIPA细胞裂解

液、蛋白酶和磷酸酶抑制剂后，提取小鼠十二指肠、

结肠总蛋白，用BCA蛋白定量试剂盒测得蛋白浓度。

每个样本取 30 μg 总蛋白，加入蛋白上样缓冲液，

100 ℃煮沸变性后上样，恒压 120 V电泳 1 h分离不同

分子量蛋白质，恒流 200 mA湿转 60 min将 SDS-聚丙

烯酰胺凝胶上的蛋白转移到 PVDF膜上。加入封闭液

室温封闭 1 h后，加入兔抗鼠Occludin、ZO-1、Bax和
Bcl-2一抗，4 ℃孵育过夜（稀释比例均为 1∶2 000；
内参β-actin抗体稀释比例为 1∶5 000），PBST洗涤 3
次×6 min；加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG二
抗（抗体稀释比例均为 1∶5 000），在室温孵育 1.5 h，
PBST洗涤 3次×6 min；用ECL超敏发光液显影曝光拍

照，将得到的目的蛋白条带用 Image J软件进行光密度

分析并统计灰度值，以目的蛋白与内参β-actin蛋白条

带灰度值表示目的蛋白的相对表达水平。

1.6　免疫组织化学法检测肠道紧密连接蛋白和细
胞凋亡相关蛋白表达

将1.4节中制作好的结肠、十二指肠组织石蜡切片

充分脱蜡，梯度乙醇溶液复水，切片浸泡在柠檬酸盐

缓冲液中微波加热修复，加入3%过氧化氢稀释液消除

内源性过氧化物酶的活性；加入羊血清封闭液37 ℃孵

育 30 min后，加入兔抗鼠Occludin和 c-caspase-3一抗

于4 ℃过夜孵育，PBS洗涤后滴加辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔 IgG二抗并在37 ℃温箱中孵育30 min；PBS
洗涤，DAB显色，苏木精对比染色细胞核，脱水后用

中性树脂封固保存并拍照。利用 Image J软件对每个视

野图片的染色区域进行光密度定量，平均光密度=总光

密度值/组织面积（AOD=IOD/area）。
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1.7　实时荧光定量 PCR 检测肠道炎性细胞因子和
凋亡相关蛋白水平

将液氮冷冻保存的组织取约 50 mg，加入 1 mL 
TRIGent后，低温匀浆裂解，RNA提取具体步骤遵照

TRIGent试剂盒说明进行操作。获得RNA沉淀后于4 ℃
条件下12 000 r/min离心15 min，弃上清液，用1 mL体
积分数为0.1%的DEPC水配制的75%乙醇洗涤RNA沉
淀，该步骤重复 2 次以提高 RNA 的质量；4 ℃条件

12 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，室温干燥 1～2 
min，DEPC 水溶解 RNA，使用 NanoPhotometer-N50-
Touch分光光度计测定RNA浓度和质量并记录；根据

反转录试剂盒说明书的方法，取2 μg总RNA，在去除

基因组DNA后，进行反转录反应得到 cDNA。实时定

量 PCR 反应使用 SYBR Green 染料法，反应体系为

12.5 μL。循环参数包括 95 ℃变性 30 s，1 个循环；

95 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，扩增40个循环。应用熔

解曲线程序进行连续荧光测量，以 β-actin为内参基

因，使用 2-ΔΔCt计算目标基因白细胞介素（interlenkin，
IL） -1β、 IL-6、 IL-10、肿瘤坏死因子 - α （tumor 
necrosis factor- α，TNF- α）及单核细胞趋化蛋白-1
（monocyte chemoattractant protein-1，MCP-1）的mRNA
相对水平，引物序列见表1。

1.8　TUNEL 染色法检测肠道上皮细胞凋亡
使用一步法 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒进行十二

指肠上皮细胞凋亡检测，具体步骤参照说明书进行。

将1.4节中制作好的十二指肠石蜡切片进行脱蜡，用蛋

白酶 K 在 37 ℃孵育 22 min 进行抗原修复，并用

0.1%Triton破膜处理20 min，然后加入TdT酶溶液和荧

光标记液于 37 ℃孵育 2 h，再加入DAPI（体积稀释比

为1∶1 000）对比染色细胞核，最后使用Nikon成像系

统DS-U3对TUNEL阳性染色细胞进行观察和拍照。

1.9　统计学处理
应用SPSS 26.0软件进行统计分析，并用GraphPad 

Prism 9.0软件绘图。各实验结果数值均用平均值±标准

误表示。本研究虽设计了 4组，但统计分析时仅作为

常氧组（24 h或 72 h）和缺氧组（相应时间）进行比

较，因此两组间均数比较采用双侧 t检验，以P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　急性缺氧应激对小鼠体重及肠道组织病理学
变化的影响

与常氧对照组相比，急性缺氧应激 24 h和 72 h均

能够显著降低小鼠体重（P<0.05）（图 1A），这与先前

的研究结果［3］一致。进一步的HE染色结果显示，与

常氧对照组相比，缺氧应激 24 h和 72 h的小鼠结肠表

现出结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝结构异常的现象，

出现了一定程度的病理损伤（图1B～C）；此外，缺氧

应激 24 h和 72 h的小鼠十二指肠绒毛均出现缩短和脱

落现象（图 1D），绒毛长度显著缩短（P<0.05），绒毛

长度与隐窝深度比值均显著降低（P<0.05，图1E）。
2.2　急性缺氧应激对肠道紧密连接蛋白表达的
影响

蛋白质印迹检测结果显示，缺氧应激 24 h和 72 h
后小鼠十二指肠组织中紧密连接蛋白Occludin的相对

表达水平均显著降低（P<0.05，图 2A），而且缺氧应

激 72 h 后 ZO-1 蛋白的相对表达水平显著降低（P<
0.05，图2B）。免疫组织化学检测结果显示，缺氧应激

24 h和 72 h后十二指肠组织中Occludin蛋白的原位表

达量略有减少，但差异尚未有统计学意义（图 2C～
D）；而缺氧应激 24 h 和 72 h 均能降低结肠组织中

Occludin蛋白的原位表达水平，且 24 h组的差异有统

计学意义（P<0.05，图 2E～F）。以上结果提示急性缺

氧应激可导致肠道屏障受损。

表 1　实时荧光定量 PCR 引物序列
Table 1　Sequence list of primers used in real-time fluorescent quantitative PCR

基因
Gene

β-actin
IL-1β
TNF-α
IL-6
MCP-1
IL-10

正向引物
Forward primers（5ʹ→3）́

GGCTGTATTCCCCTCCATCG
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT

CCTGTAGCCCACGTCGTAG
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA
AGCCTTATCGGAAATGATCCAGT

反向引物
Reverse primers（5ʹ→3）́

CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

GGGAGTAGACAAGGTACAACCC
TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
GGCCTTGTAGACACCTTGGT

35



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2024, 44(1)

2.3　急性缺氧应激对肠道组织炎性细胞因子表达
的影响

实时荧光定量PCR检测结果显示，缺氧应激 24 h
后小鼠十二指肠组织中 IL-1β、 IL-6 和 MCP-1 的
mRNA表达水平明显提高，72 h后 IL-1β和 TNF-α表
达水平明显提高（图 3A～B，P<0.05）；缺氧应激 24 h
后小鼠结肠组织中炎性细胞因子的表达均无明显变化，

但 72 h后可炎性细胞因子和趋化因子 IL-1β、TNF-α、
IL-6、MCP-1以及抗炎因子 IL-10的表达水平均明显

增高（图3C～D，P<0.05）。
2.4　急性缺氧应激诱导肠上皮细胞的凋亡

TUNEL染色后观察发现，缺氧应激 24 h和 72 h的
小鼠十二指肠上皮细胞凋亡均显著增加（P<0.000 1，
图4A～B）。免疫组织化学法（针对结肠组织）和蛋白

质印迹法（针对十二指肠组织）结果显示，缺氧应激

24 h能够显著上调小鼠肠道组织中凋亡蛋白c-caspase-
3的表达（P<0.05，图 5A～B）；与常氧对照组相比，

缺氧应激24 h和72 h后抗凋亡蛋白Bcl-2的表达水平显

著降低（P<0.05），而且缺氧应激72 h后小鼠肠道促凋

亡蛋白Bax的表达有增加趋势（图5C～D）。

3　讨论

本研究通过模拟急性缺氧环境，建立了实验性高

原小鼠肠道应激损伤模型，并观察到该模型小鼠肠道

组织出现病理损伤，导致肠屏障功能障碍，主要的病

理表现为十二指肠绒毛脱落、绒毛长度缩短、绒毛长

度/隐窝深度比值降低、肠绒毛受损，以及肠组织中紧

密连接蛋白的表达水平显著降低等。本研究还发现，

缺氧应激可促使小鼠肠道促凋亡相关蛋白表达上调，

抑凋亡蛋白表达下降，肠上皮细胞凋亡增加。此外，

通过对缺氧应激不同时间小鼠肠道炎症水平的监测，

发现缺氧应激可导致肠道组织炎性细胞因子表达水平

升高，炎性细胞浸润，出现一定程度的炎性反应，且

缺氧应激 24 h时十二指肠组织发生炎性反应，而缺氧

72 h时结肠开始出现较为严重的炎性反应。

呼吸急促和中枢神经系统症状如头痛和头晕，是

急性高原反应的主要症状，若不及时治疗，可能导致

高原肺水肿和高原脑水肿，后者是一种潜在的人类致

命性疾病［1-3］。急性高山病是高原地区特有的由急性

缺氧引起的相关疾病。此外，除了常见的头痛、胸闷、

注：A，各组小鼠体重变化 （n=9）；B～C，小鼠结肠 HE 染色结果及病理组织学评分 （每组 3 只小鼠样本）；D，小鼠十二指肠 HE 染色结果；
E，小鼠十二指肠绒毛长度、隐窝深度和绒毛长度/隐窝深度比值 （每组 3 只小鼠样本）。Normoxia 为常氧对照组，Hypoxia 为低氧应激组。数
据表示为平均值±标准误；与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。
Note：A， Changes in body weight of mice in each group （n=9）； B-C， HE staining results and pathohistologic scores of mice colon （n=3）； 
D， HE staining results of mice duodenum； E-G， Lengths of mice duodenal villi， depths of crypts， and values of villus length/crypt depth （n=
3）. Normoxia indicates normoxic control group， and Hypoxia indicates hypoxic stress group. Data are expressed as mean ± standard error； 
compared with normoxic control group， *P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001， ****P<0.000 1.
图 1 缺氧应激对小鼠体重变化、结肠和十二指肠黏膜形态的影响
Figure 1 Effects of hypoxic stress on body weight changes and morphology of the mucosa of the colon and duodenum in 

mice
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心悸等症状外，急性高山病也会出现恶心、呕吐和腹

泻等肠道症状［8-9］，这可能进一步加重呼吸困难、头

晕和头痛。在登上高原后的 2～4 d观察到了包括消化

性溃疡在内的胃肠道病变［5］。据报道，在4 905 m高空

工作的体力劳动者中也出现了高原胃肠道出血［10］。越

来越多的证据表明，肠黏膜损伤是肠功能障碍的主要

注：A～B，蛋白质印迹法检测小鼠十二指肠组织中紧密连接蛋白 Occludin、ZO-1 的表达及其相对表达量分析 （每组 4 只小鼠样本）；C～D，
免疫组织化学法检测小鼠十二指肠组织中紧密连接蛋白 Occludin 及其平均光密度值 （AOD）（每组 3 只小鼠样本）；E～F，免疫组织化学法检
测小鼠结肠组织中紧密连接蛋白 Occludin 及其平均光密度值 （AOD）（每组 3 只小鼠样本）。Normoxia 为常氧对照组，Hypoxia 为缺氧应激组。
数据表示为平均值±标准误；与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
Note：A-B， Expression of tight junction proteins Occludin and ZO-1 in mouse duodenal tissues detected by Western blotting and their 
relative expression level analysis （n=4）. C-D， Detection of the tight junction protein Occludin and its average optical densitye （AOD） in 
mouse duodenal tissues by immunohistochemistry （n=3）. E-F， Detection of tight junction protein Occludin and its AOD in mouse colon 
tissues by immunohistochemistry （n=3）. Normoxia indicates control normoxic group ， and Hypoxia indicates hypoxic stress group. Data 
are expressed as mean ± standard error； compared with normoxic control group ， *P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001.
图 2 蛋白质印迹和免疫组织化学法检测缺氧应激对小鼠十二指肠和结肠组织中紧密连接蛋白表达的影响
Figure 2 Effects of hypoxic stress on the expression of the tight junction protein in mouse duodenal and colonic tissues as 

detected by Western blotting and immunohistochemistry

注：A～B，小鼠十二指肠组织；C～D，小鼠结肠组织。Normoxia 为常氧对照组，Hypoxia 为缺氧应激组。数据表示为平均值±标准误，每组
6 只小鼠样本；与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
Note：A-B, Mouse duodenal tissues; C-D, Mouse colon tissues. Normoxia indicates normoxic control group, and Hypoxia indicates hypoxic 
stress group. Data are expressed as mean ± standard error; n = 6, compared with normoxic control group , *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
图 3 实时荧光定量 PCR 检测缺氧应激对小鼠十二指肠和结肠组织中炎性细胞因子表达的影响
Figure 3 Effects of hypoxic stress on the expression of inflammatory cytokines in mouse duodenal and colonic tissues 

detected by real-time fluorescence quantitative PCR
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原因，但与高海拔有关的胃肠道反应的发病机制尚不

清楚。氧稳态对维持胃肠道健康至关重要，缺氧条件

下氧气是影响人类行为和活动的主要因素［17-19］，高原

地区低氧使得人类一旦进入高海拔地区就容易出现消

化系统变化，胃肠道屏障被破坏并引起功能障碍。研

究表明，当海拔高于2 500 m时，机体容易出现缺氧应

激，这也是人类在攀登高海拔时（海拔>2 500 m）易

出现胃肠道疾病的可能主要原因之一［9］。此外，在缺

氧条件下（如高海拔地区）可观察到血液的重新分配。

更多血液被用于满足其他器官对血液的需要，这加剧

了肠道的缺血和缺氧状态，从而导致肠上皮细胞的损

伤和肠道通透性的增加［13］。上述研究表明缺氧环境下

机体肠黏膜及肠屏障受损。在本研究中，我们发现急

性缺氧应激也可导致小鼠的肠黏膜损伤，具体表现为

急性缺氧应激小鼠十二指肠绒毛长度变短、隐窝结构

异常、绒毛/隐窝比下降，结肠黏膜出现炎性细胞浸

润、隐窝结构不规则等。

紧密连接蛋白表达影响肠黏膜的完整性和通透

性［20］，与肠道屏障密切相关。本研究观察到，急性缺

氧模型小鼠十二指肠和结肠组织中紧密连接蛋白

Occludin和ZO-1的表达水平均显著降低，提示该模型

小鼠的肠黏膜完整性和通透性受损，从而导致肠道屏

障障碍。胃肠道中的缺氧应激可损害肠道微血管，导

致高原性胃肠道出血［10］。本研究虽未观察到模型小鼠

存在明显的胃肠道出血现象，但肠道出现了组织结构

的病理改变以及明显的病理组织损伤。此外，肠道是

机体营养吸收的主要场所。肠屏障受损、功能障碍会

影响营养物质的消化吸收，伴随身体不适、厌食等症

状，这也可能是长期处于高原地区体重减轻的原

因［21］。本研究也发现急性缺氧应激模型小鼠的体重出

现了显著降低。

肠道屏障是病原微生物进入肠腔必须经过的屏障。

当该屏障受到破坏时，病原微生物感染和肠道炎症的

风险容易增加，这会进一步导致细菌移位和局部或全

身炎性反应等［9］。肠道中促炎细胞因子的局部释放可

直接损害肠道屏障，增加肠道通透性，并降低Na+/K+-
ATP 酶活性，引起肠腔内液体积聚，从而导致腹

泻［14］。炎性细胞因子如TNF-α、IL-1β和 IL-6在缺氧

暴露后含量升高，且被认为可促进高原性肺水肿、脑

水肿的发生［22-23］。本研究发现，缺氧应激能够显著提

高小鼠十二指肠和结肠组织中炎性细胞因子及炎性标

志物的表达水平，与前期研究报告［22-25］相一致。缺

氧应激后表达显著升高的TNF-α是一种重要的促炎因

子，其通过诱导上皮细胞凋亡破坏上皮屏障，还可促

注：A，小鼠十二指肠组织的 TUNEL 染色照片；B，TUNEL 阳性细胞计数。Normoxia 为常氧对照组，Hypoxia 为缺氧应激组。数据表示为平均
值±标准误；每组 3 只小鼠样本；与常氧对照组比较，****P<0.000 1。
Note：A, Photographs of TUNEL staining of mouse duodenal tissues; B, TUNEL-positive cell count. Normoxia indicates normoxic control 
group, and Hypoxia indicates hypoxic stress group. Data are expressed as mean ± standard error; n=3, compared with normoxic control 
group , ****P<0.000 1.
图 4 TUNEL 染色法检测缺氧应激对小鼠肠上皮细胞凋亡的影响
Figure 4 Effects of hypoxic stress on apoptosis of mice intestinal epithelial cells detected by TUNEL staining method
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进炎症趋化因子聚集，活化中性粒细胞和巨噬细胞，

以及激活肠道免疫系统［26］。IL-6作为经典的炎症信号

通路中重要的转录调节因子NF-κB的效应分子之一，

可以激活NF-κB，进一步促进炎性细胞浸润，加重肠

黏膜组织损伤。本研究在缺氧应激模型小鼠肠道中也

发现了 TNF- α、 IL-1β 和 IL-6 等炎性细胞因子的

mRNA表达水平显著升高。此外，本研究还发现，十

二指肠中炎性因子表达的显著升高主要发生在缺氧

24 h，而结肠中主要在缺氧应激 72 h时出现炎性标志

物的大量表达。这提示在急性缺氧早期，小肠最为敏

感，较结肠先发生应激损伤，随着缺氧应激时间延长，

结肠炎症加剧。严重的炎性反应过程不仅可促使肠道

出现较为明显的应激损伤，还会对动物的机体性能产

生长期影响。

已有研究表明，细胞凋亡可诱导上皮细胞屏障损

伤，而肠上皮细胞凋亡是引起肠屏障功能障碍和免疫

紊乱的重要机制［27］。细胞凋亡和坏死被认为是肠上皮

更新和组织稳态所必需的两种主要的细胞死亡类型。

细胞凋亡是一种免疫沉默形式的细胞死亡，是抑制肠

道进一步发生炎性反应的重要过程，且肠上皮细胞易

受坏死性凋亡的影响［28］。近年来，一些研究表明肠上

皮细胞坏死性凋亡可导致人类炎症性肠病中的肠道炎

症或损伤［29］；在溃疡性结肠炎中，可溶性CD95L介导

的上皮细胞凋亡可能导致上皮屏障功能破坏，促进病

原微生物入侵［30］；坏死性凋亡有助于促进脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导的肠损伤［29］；在炎性

肠病患者和结肠炎临床前模型中通常可以观察到肠上

皮细胞凋亡［31］。本课题组前期研究结果显示，在离乳

应激仔猪中小肠上皮细胞持续内质网应激诱导的过度

凋亡可能是引起屏障功能异常的原因之一［19］。应激状

态下，体内可产生大量自由基。而自由基作为活性分

子，已被证实是多种细胞内重要的凋亡诱导分子，能

够引起凋亡相关蛋白的表达。这提示应激反应可能与

凋亡信号通路的激活有关。执行细胞凋亡内在途径的

关键取决于Bcl-2家族成员，这些蛋白质可以感知细胞

应激并启动线粒体外膜的透化，导致细胞色素 c和线

注：A～B，免疫组织化学法检测小鼠结肠组织中凋亡相关蛋白 c-caspase-3 及其平均光密度值 （AOD）（每组 3 只小鼠样本）；C～D，蛋白质
印迹法检测小鼠十二指肠组织中凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 的表达及其相对表达量分析 （每组 6 只小鼠样本）。Normoxia 为常氧对照
组，Hypoxia 为缺氧应激组。数据表示为平均值±标准误；与常氧对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
Note ：A-B, Detection of apoptosis-related protein c-caspase-3 and its average optical density (AOD) in mouse colon tissues by 
immunohistochemistry (n=3). C-D, Expression of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2 and their relative expression analysis in mouse 
duodenal tissues detected by Western blotting method (n=6). Normoxia indicates normoxic control group, and Hypoxia indicates hypoxic 
stress group. Data are expressed as mean ± standard error; n=6, compared with normoxic control group , *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
图 5 蛋白质印迹和免疫组织化学法检测缺氧应激对小鼠肠道中凋亡相关蛋白表达的影响
Figure 5 Effects of hypoxic stress on the expression of intestinal apoptosis-related proteins in mouse colon detected by 

Western blotting and immunohistochemistry
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粒 体 衍 生 的 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 激 活 剂 （second 
mitochondria-derived activator of caspases，SMAC）的释

放。细胞色素c和SMAC导致凋亡小体形成和凋亡抑制

蛋白（inhibitor of apoptosis proteins，IAP）的抑制，最

终导致凋亡性细胞死亡［27-28］。本研究发现，构建的急

性缺氧应激小鼠模型中肠道上皮细胞凋亡显著增加，

且凋亡信号通路中抗凋亡蛋白Bcl-2的表达显著下调，

促凋亡蛋白Bax表达增加。Caspase 3是细胞凋亡过程

中最主要的终末剪切酶，它能被凋亡信号活化，对凋

亡相关蛋白进行专一性切割，从而失去抗凋亡活性，

转变为促凋亡蛋白［32-34］。本研究结果发现，急性缺氧

应激小鼠模型中肠道 c-caspase-3的蛋白水平显著提

高。以上结果提示，激活凋亡信号通路可促进肠道上

皮细胞凋亡，是急性缺氧应激引起肠道屏障功能障碍

的可能原因之一。

目前在高原胃肠道疾病与缺氧肠道应激损伤研究

中，多以人作为研究对象，通过测定体重指标、临床

症状、血液样本中肠道脂肪酸结合蛋白（ intestinal 
fatty acid binding protein，I-FABP）、D-乳酸、脂多糖

结合蛋白 （lipopolysaccharide binding protein， LBP）
等［9，20，22］指标评判肠道屏障功能障碍。这种方法对肠

道损伤的评价作用有限，缺乏较为直观的肠道屏障功

能损伤证据。还有部分研究以小鼠、大鼠作为研究对

象，多数模拟海拔在7 000 m及以上的生活环境，可观

察到小鼠、大鼠胃肠道明显受损；而人类长期生存的

高度限制是海拔 5 000 m，且 90%的人类居住生活在

4 000 m海拔以内［3-4］，因此现有的动物建模方法与实

际情况不太相符。本研究模拟海拔5 000 m高原低氧环

境，构建小鼠急性缺氧肠应激损伤动物模型，从而进

行一系列直观评价指标的检测。结果显示，高原急性

缺氧环境可导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障

功能障碍、肠上皮细胞凋亡，并引发肠道炎性反应。

这些结果提示急性缺氧应激肠道损伤小鼠模型构建成

功，但具体的致病机制尚有待进一步深入揭示。
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[摘要] 目的　利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术构建抗肌萎缩蛋白 （dystrophin，Dmd） 基因第 23 号外显子点突变
的 Dmd 基因突变小鼠，分析并验证该小鼠在肌肉及免疫系统中的表型变化，为杜氏肌营养不良症等疾病提供评价
模型。方法　针对 Dmd 基因 23 号外显子序列特征，设计合成小向导 RNA （small guide RNA，sgRNA）；将 Cas9 
mRNA、sgRNA 片段和 oligo donor DNA 显微注射到 C57BL/6J 小鼠受精卵中，并将该受精卵移植至代孕鼠后出生
获得 F0 代小鼠；F0 代小鼠通过交配获得子代小鼠后，基因型鉴定筛选得到 Dmd 基因阳性突变小鼠 （命名为
DmdMu/+小鼠）。选择 3 月龄和 9 月龄的雄性半合子 DmdMu/+小鼠 （命名为 DmdMu/Y 小鼠） 和野生型 C57BL/6J 小鼠

（作为对照） 用于表型验证：称量记录活体小鼠体重，并通过悬挂实验检测小鼠肌张力；采集心脏和半腱肌，采用
HE 染色法观察组织病理学变化，进一步通过蛋白质印迹法检测 9 月龄小鼠肌肉组织内 Dmd 蛋白的表达情况。利用
脂多糖诱导建立 DmdMu/Y小鼠急性炎症模型，采集小鼠颌下静脉血，采用流式细胞术检测外周血中性粒细胞和单核
细胞比例变化。结果　基因组测序和蛋白质印迹结果表明 Dmd 基因点突变小鼠 （即 DmdMu/+小鼠） 构建成功，
DmdMu/+小鼠骨骼肌和心肌中未见 Dmd 蛋白表达，与野生型 C57BL/6J 小鼠相比明显下降 （P<0.05）。与背景相同的
野生型小鼠相比较，3 月龄和 9 月龄的雄性半合子突变小鼠 （DmdMu/Y 小鼠） 体重明显减轻 （P<0.01），肌张力显著
下降 （P<0.05）；9 月龄 DmdMu/Y小鼠的骨骼肌和心肌发生肌间隙变宽等明显病变。未注射脂多糖时，与野生型小鼠
相比，3 月龄 DmdMu/Y 小鼠的外周血中性粒细胞和单核细胞比例显著降低 （P<0.01）；经脂多糖诱导后，3 月龄
DmdMu/Y 小鼠的外周血中性粒细胞比例仍然较野生型小鼠显著降低 （P<0.01），而 9 月龄 DmdMu/Y 小鼠的外周血中性
粒细胞比例在脂多糖诱导后显著升高 （P<0.05），但较野生型小鼠仍显著降低 （P<0.01）；同月龄 DmdMu/Y小鼠经脂
多糖诱导后外周血单核细胞比例与野生型小鼠相比仅有偏低趋势 （P>0.05）。结论　成功构建了 Dmd 基因突变小鼠
模型，证实该基因具有维系肌肉组织正常形态和肌张力等重要功能，并初步发现该基因缺失会减少外周血液中性粒
细胞比例，为后续研究杜氏肌营养不良症患者的免疫系统异变机制提供新的思路。
[ 关 键 词 ] Dmd 基因； CRISPR/Cas9； 杜氏肌营养不良症； C57BL/6J 小鼠
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Construction of Dmd Gene Mutant Mice and Phenotype Verification in 

Muscle and Immune Systems

LIANG Min1, GUO Yang1, WANG Jinjin2, ZHU Mengyan1, CHI Jun2, CHEN Yanjuan1, WANG Chengji1, YU 
Zhilan1, SHEN Ruling1
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Shanghai 201318, China)
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[ABSTRACT] Objective The aim is to utilize CRISPR/Cas9 gene editing technology to construct Dmd 
gene mutant mice with a point mutation in exon 23 of the Dmd gene. Subsequently, the phenotypic 
changes of the mice in muscles and immune systems are analyzed and verified, providing an evaluation 
model for Duchenne muscular dystrophy and other related diseases. Methods Based on the sequence 
characteristics of exon 23 of the Dmd gene, small guide RNA (sgRNA) was designed and synthesized. Cas9 
mRNA, sgRNA fragments, and oligo donor DNA were microinjected into fertilized eggs of C57BL/6J mice. 
After transferring the fertilized eggs to surrogate mice, F0 generation mice were born. After mating with F0 
generation mice, offspring mice were obtained, and Dmd gene positive mutant (DmdMu/+ ) mice were 
obtained after genotype identification. Male hemizygous DmdMu/+ (DmdMu/Y) mice were selected for 
phenotype validation. The body weight of live 3- and 9-month-old mice were recorded. Muscle tension was 
evaluated through the grid test. Hearts and semitendinosus muscles were collected, and the 
histopathological changes were observed using HE staining. Further, the expression of Dmd protein in 
muscle tissue of 9-month-old mice was analyzed by Western blotting. An acute inflammation model was 
established in DmdMu/Y mice using lipopolysaccharide induction. Peripheral blood from the submandibular 
vein was collected, and the changes in the proportion of neutrophils and monocytes were detected by flow 
cytometry. Results The results of genome sequencing and Western blotting confirmed the successful 
construction of Dmd gene point mutant mice (DmdMu/+ mice). Dmd protein expression was not detected in 
skeletal muscle and myocardium of DmdMu/+ mice, and it was significantly reduced compared to wild-type 
C57BL/6J mice (P<0.05). Compared with wild-type mice of the same background, DmdMu/Y mice at 3 and 9 
months of age showed significant weight loss (P<0.01) and decreased muscle tension (P<0.05). 9-month-old 
DmdMu/Y mice exhibited significant pathological changes in skeletal muscle and myocardium, including 
widening of intermuscular space. Under normal condition, compared with wild-type mice, the proportion of 
neutrophils and monocytes in the peripheral blood of 3-month-old DmdMu/Y mice was significantly lower 
than that of wild-type mice (P<0.01). After lipopolysaccharide stimulation, the proportion of neutrophils in 
peripheral blood of 3-month-old DmdMu/Y mice remained significantly lower compared to that of wild-
type mice (P<0.01). The proportion of neutrophils in peripheral blood of 9-month-old DmdMu/Y mice 
significantly decreased after lipopolysaccharide induction (P<0.01), with a trend of change observed in 
monocytes between groups. Conclusion The successful construction of the Dmd gene mutant mouse 
model has confirmed the vital function of Dmd gene in maintaining normal muscle tissue morphology and 
muscle tone. It preliminarily indicated that Dmd gene deletion could significantly reduce the proportion of 
neutrophils in peripheral blood, offering a new perspective for the study of immune system alterations in 
Duchenne muscular dystrophy patients.
[Key words]  Dmd gene; CRISPR/Cas9; Duchenne muscular dystrophy; C57BL/6J mice

抗肌萎缩蛋白（dystrophin，Dmd）基因位于人类

X染色体短臂Xp21上，长达 2 450 kb，是目前已知最

大的人类基因之一。Dmd基因表达的蛋白相对分子质

量为 4.27 ×105，主要分布于骨骼肌细胞、心肌细胞和

脑细胞的细胞膜，同时在机体的其他细胞膜上均有较

微量存在。当人Dmd基因发生缺失突变或者重复突变

时，会导致Dmd蛋白缺失或失去正常功能［1-2］。Dmd
基因突变主要导致 3种遗传疾病，其一为致死性遗传

疾 病 即 杜 氏 肌 营 养 不 良 症 （Duchenne muscular 
dystrophy，DMD），另外两种为贝氏肌营养不良症
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（Becker muscular dystrophy，BMD）和中间型肌营养不

良 症 （intermediate muscular dystrophy， IMD）［3-4］。
DMD是一种罕见的致命性神经肌肉萎缩遗传病，通过

X染色体连锁隐性遗传，因此该病发病人群主要是男

性，女性极为罕见。全球新生男婴的DMD发病率约为

1/3 500，多在 5岁之前发病，20岁左右死亡。而BMD
患者表型较为缓和，大多在 16岁之后丧失运动能力，

且存活时间相对较长。IMD病情介于DMD和 BMD之
间，患者通常在 12～16岁丧失运动能力［5-6］。此外

Dmd基因突变导致的其他疾病类型由重至轻依次为

DMD相关扩张型心肌病、有症状女性携带者、肌肉痉

挛伴肌红蛋白尿、无症状女性携带者和无症状高肌酸

激酶（creatine kinase，CK）血症［4］。
已有文献显示，相较于野生型小鼠，Dmd基因自

发突变的 X-连锁肌营养不良 （X-linked muscular 
dystrophy，mdx）小鼠中骨髓来源巨噬细胞对外源刺激

反应更为剧烈，这种机制受 Toll 样受体 4 （Toll-like 
receptor 4，TLR4）调控［7］。最近也有人指出，mdx小
鼠体内巨噬细胞表现出训练免疫（trained immunity）
的主要特征［8］，这提示训练免疫可能是DMD疾病治疗

的一个潜在靶点。在DMD患者中，肌肉组织更为脆

弱，当肌肉组织受损后，中性粒细胞作为最先应答的

免疫细胞之一，会被募集至受损处［9］。当mdx小鼠的

受损肌肉组织被中性粒细胞浸润后，中性粒细胞能通

过分泌髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）激活巨

噬细胞的促炎活性［10］。由此推测Dmd基因可能在机体

免疫细胞中发挥一定作用。

为了进一步丰富DMD疾病模型的种类，本研究选

择以C57BL/6J小鼠为背景，利用CRISPR/Cas9技术构

建 Dmd 基因第 23 号外显子 C2983T 点突变小鼠

（DmdMu/+），然后选择雄性半合子小鼠（DmdMu/Y）进行

蛋白表达、肌张力和肌肉组织病理学方面的表型验证；

证明Dmd基因点突变小鼠模型构建成功后，进一步用

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导建立DmdMu/Y小
鼠急性炎症模型，采用流式细胞术检测外周血中性粒

细胞和单核细胞比例变化，探索Dmd基因除作用肌肉

系统外对免疫系统的影响，以期为DMD等重大罕见病

的发病机制和治疗研究提供有力工具和参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级C57BL/6J野生型小鼠购自上海灵畅生物科

技有限公司［SCXK （沪） 2023-0003］，3 月龄雌鼠

（体重 22～28 g）和雄鼠（体重 26～32 g）各用于构建

基因突变模型，3月龄和9月龄雄鼠各20只用于对照实

验。基于 C57BL/6J 小鼠建立的 Dmd 基因点突变

（DmdMu/+）小鼠由上海南方模式生物科技股份有限公司

制备和繁育［SCXK（沪） 2019-0002］。动物实验在上

海实验动物研究中心进行［SYXK（沪） 2019-0003］，
小鼠饲养于SPF级动物设施，食用辐照饲料和灭菌水，

昼夜循环照明时间12 h：12 h，室内温度和相对湿度分

别为 20～26 ℃和 40%～70%。所有实验操作均符合上

海实验动物研究中心动物实验伦理要求（审批号：

202301302）。
1.2　主要试剂与仪器

对小鼠受精卵进行基因编辑所需的 pX-T7-sgRNA
质粒和Cas9表达载体为本实验自主构建，mMESSAGE 
mMACHINE® T7 Ultra转录试剂盒（AMB13455）购自

美国 ThermoFisher公司，HiScribe™T7 High Yield RNA
合成试剂盒（#E2040S）购自美国NEB公司。分子生

物学实验所需的DH5α感受态细胞（9128）、T4 DNA连
接酶（2011B）、Taq酶（R100B）和PCR相关试剂等均

购自日本TaKaRa公司，质粒小量抽提试剂盒（D6944）
和琼脂糖胶回收试剂盒（D2500）均购自美国Omega公
司。RIPA裂解液（G2002）、辣根过氧化物酶标记羊抗

鼠二抗（GB23301）和GAPDH单抗（GB15002）均购

自武汉 Servicebio 公司。Dmd 单抗 （D8168） 和 LPS
（L3129） 均购自德国 MERCK 公司。HE 染液套装

（G1003）和ECL化学发光试剂盒（G2014）购自武汉

塞维尔生物科技有限公司。异氟烷购自山东安特牧业

科技有限公司。流式细胞术所需的 CD11b-PC7
（561098）购自美国 BD公司，Ly6g-PE （127607）和

Ly6c-Violet650 （128049） 等流式抗体均购自美国

Biolegend公司。

试验所用仪器：光学显微镜（NIB900）购自宁波

永新光学股份有限公司；高速冷冻离心机（5427R）购

自德国 Eppendorf 公司；PCR 仪 （S1000） 购自美国

Bio-Rad公司；多功能水平电泳槽（HE-120）和凝胶

成像仪（1600）均购自上海天能科技有限公司；病理

切片机（RM2016）购自上海徕卡仪器有限公司；流式

细胞仪（CytoFLEX）购自美国Beckman Coulter 公司。

1.3　Dmd 基因点突变小鼠制备
Dmd 基因点突变小鼠的构建策略如图 1 所示。

C57BL/6J 小鼠的 Dmd 基因定位于染色体 Xp21 区域
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（ENSMUSG00000045103）。根据小鼠 Dmd 基因结构，

选择 23 号外显子上位点，设计小向导 RNA （small 
guide RNA，sgRNA）序列（表 1）。根据 sgRNA 靶位

点，设计合成对应的寡核苷酸供体 DNA （oligo donor 
DNA）（表 1）用于 sgRNA 表达载体构建。sgRNA 和

Cas9表达载体线性化后，根据体外转录试剂盒说明书

进行 sgRNA和Cas9表达载体的体外转录。

取C57BL/6J小鼠受精卵，将Cas9 mRNA、sgRNA
片段和 oligo donor DNA显微注射到受精卵中，然后移

植入代孕鼠，后者产仔获得F0代小鼠。F0代阳性小鼠

与C57BL/6J野生型小鼠交配，经剪鼠尾抽提基因组后

进进行PCR鉴定（PCR引物序列信息见表1）及产物测

序确认，获得阳性F1代小鼠。PCR反应条件：94 ℃ 3 
min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 3 min（共计35个循

环）；72 ℃ 5 min。F1代小鼠经过杂合子自交，获得

Dmd基因敲除的纯合子（DmdMu/Mu，雌性）和半合子

（DmdMu/Y，雄性）小鼠，后代纯合子小鼠由DmdMu/Mu与
DmdMu/Y 小鼠交配获得，均统称为 Dmd 基因点突变

（DmdMu/+）小鼠。选取雄性半合子小鼠DmdMu/Y用于后

续表型验证，以野生型C57BL/6J小鼠作为对照。

1.4　蛋白质印迹检测 Dmd 基因突变小鼠肌肉组
织内 Dmd 蛋白表达

取9月龄的DmdMu/Y小鼠和野生型C57BL/6J雄鼠各

3只，用二氧化碳吸入法使小鼠安乐死后，采集其半腱

肌和心肌，加入预混蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液，经

匀浆、裂解、离心，提取蛋白样品。用含6%分离胶的

聚丙烯酰胺凝胶电泳后，将蛋白电转至 PVDF膜，用

脱脂奶粉封闭后，加入 Dmd 单抗 （一抗，稀释比

例为 1∶1 000）和内参GAPDH一抗（稀释比例为 1∶
2 000），4℃孵育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物酶标

记的羊抗鼠二抗（稀释比例为 1∶5 000），室温孵育

30 min，洗膜后通过化学发光法进行显色。

1.5　小鼠体重称量以及 HE 染色检测 Dmd 基因突
变小鼠心脏及肌肉组织病理变化

称量 3月龄和 9月龄DmdMu/Y小鼠和野生型C57BL/
6J雄鼠各9只的体重并记录，然后随机取3月龄和9月
龄小鼠各3只，二氧化碳法安乐死后取心脏和半腱肌，

用 4%多聚甲醛溶液固定过夜，经乙醇溶液梯度脱水、

石蜡包埋后，切片厚度为 5 μm。切片经二甲苯脱蜡、

乙醇溶液水化处理后，进行HE染色：苏木精染色，盐

酸乙醇溶液分化处理，伊红染液对比染色细胞核，中

性树脂封片，光学显微镜观察组织结构。

1.6　悬挂实验测试 Dmd 基因突变小鼠肢体肌张力
取3月龄和9月龄小鼠各5～8只，参考Kuribara的

测试方法［11］进行悬挂实验（grid test）。在自制的塑料

箱上水平放置直径 1.5 mm 的金属杆，杆距离箱底

30 cm，金属杆上方距离 1 cm加盖，避免小鼠翻坐于

金属杆上，记录小鼠抓取金属杆悬挂直至落地的时间，

以此反映小鼠肢体肌张力。参考文献［12］的标准进

行结果评分：0～4 s为 0分，5～9 s为 1分，10～14 s
为2分，15～19 s为3分，20～24 s为4分，25～29 s为
5分，超过 30 s为 6分。每只小鼠共测 5次，每次间隔

1 min，评分后取平均值。

1.7　建立 LPS 诱导 Dmd 基因突变小鼠炎症模型
取 3 月龄和 9 月龄的 C57BL/6J 雄鼠和 DmdMu/Y雄

鼠，随机分为LPS 0 h和72 h组，每组 5只小鼠。一次

性腹腔注射LPS 5 mg/kg，制备急性炎症模型。分别在

注射LPS药物后0 h和72 h，经异氟烷麻醉，采集小鼠

颌下静脉血，用于后续的流式细胞术检测。

图 1 Dmd 基因点突变小鼠的构建策略示意图
Figure 1 Construction strategy of Dmd gene point 

mutation mice

表 1　sgRNA、oligo donor DNA 和 PCR 引物序列信息
Table 1　sgRNA and oligo donor DNA as well as PCR primer 

sequence information
序列名称

Sequence name
小向导 RNA
sgRNA
寡核苷酸供体 DNA
Oligo donor DNA

引物 I
Primer I
引物 II
Primer II
测序引物
Sequencing primer

序列（5'→3'）
Sequence (5'→3')

TCTTTGAAAGAGCAACAAAATGG

GCTCTGCAAAGTTCTTTGAAAGAGCAATAA
AATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGT
GAAGGAGATGGCCAAGAAAGCACCTTCA
GAAATATGCCAGAAATATCTGTC

ATGCTTGATATTGAGTAGTTA

AATAGATTTGGCTTTTGAT

ATGCTTGATATTGAGTAGTTA
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1.8　流式细胞术检测 Dmd 基因突变小鼠炎症模
型的外周血免疫细胞比例

将1.7节采集到的外周血液进行抗凝处理，按流式

抗体说明书推荐比例加入流式抗体（CD11b-PC7 和
Ly6g-PE用于检测中性粒细胞，CD11b-PC7和 Ly6c-
Violet650用于检测单核细胞），4 ℃避光反应 30 min，
加入自制的红细胞破膜通透剂，室温避光处理10 min，
PBS 洗涤细胞后重悬于 PBS 中。其中每个样品收集

10 000～20 000个细胞，应用流式细胞仪检测外周血中

免疫细胞所占比例。采用CytExpert软件进行结果分析。

1.9　统计学分析
利用PASW 18.0和GraPhpad Prism 8软件进行统计

分析，并用GraPhpad Prism 8软件绘图。各实验所得结

果数据用平均数±标准误表示。独立样本两组间比较采

用 t检验；符合正态分布的多组数据比较采用单因素方

差分析，组内两两比较采用LSD-t检验；P＜0.05为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　成功获得 Dmd 基因点突变小鼠
利用CRISPR/Cas9技术切割Dmd基因 23号外显子

第 2983位处，并通过同源重组方式将胞嘧啶（C）突

变为胸腺嘧啶（T），获得终止密码子提前的基因点突

变小鼠，从而使得Dmd蛋白在翻译表达过程中提前结

束，造成Dmd基因功能的缺失。经受精卵显微注射，

共出生28只F0代小鼠。Dmd基因点突变小鼠鉴定策略

如图 2A所示。通过 PCR方式对 F0代小鼠基因型进行

鉴定，PCR产物（凝胶电泳结果见图2B）经测序确认

（图 2C～D）。本研究共获得 2只Dmd基因点突变的阳

性F0代小鼠。

2.2　Dmd 基因点突变小鼠的表型验证
蛋白质印迹法检测 9月龄的Dmd基因点突变半合

子雄性小鼠（DmdMu/Y小鼠）的半腱肌和心肌内Dmd蛋
白表达水平，结果显示，与野生型 C57BL/6J小鼠相

比，DmdMu/Y小鼠的肌肉（半腱肌）和心脏并未见Dmd
蛋白的表达，差异有统计学意义（P<0.05，图3A、B）。

各组小鼠的体重比较结果显示：3月龄的DmdMu/Y

小鼠体重均值为 （27.4±0.47） g，同月龄的野生型

C57BL/6J 小鼠体重均值为 （30.1±0.35） g； 9 月龄

DmdMu/Y小鼠的体重均值为（35.5±0.61） g，同月龄野

生型 C57BL/6J小鼠的体重均值为（42.6±1.19） g；与

野生型C57BL/6J小鼠相比，DmdMu/Y小鼠明显偏轻，差

注：A，鉴定策略示意图；B，点突变小鼠PCR产物电泳结果；C～D，DNA测序结果 （DmdMu/+为杂合点突变小鼠，WT为野生型C57BL/6J小鼠，
M为DNA分子量标准物）
Note：A， identification strategy diagram； B， PCR electrophoresis maps of DmdMu/+mice； C-D， DNA sequencing results. DmdMu/+， hetero‐
zygous point mutant mice； WT， wild-type mice； M， DNA marker.
图 2 Dmd 基因点突变小鼠基因型鉴定
Figure2 Genotype results of Dmd point mutant mice
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异有统计学意义（P<0.01，图3C）。
对 3月龄和 9月龄小鼠的半腱肌和心肌组织进行

HE染色，结果显示野生型C57BL/6J小鼠的肌肉组织

中细胞核为淡蓝色，细胞质为红色，肌纤维大小均

一；9月龄DmdMu/Y小鼠的肌纤维大小不一，有少量炎

症细胞浸润，肌间隙变宽；3月龄DmdMu/Y小鼠的相应

病理变化症状较轻。HE染色结果还显示，在 9月龄

DmdMu/Y小鼠心肌组织中同样存在心肌细胞大小不一和

肌间隙变宽等病理变化，而野生型C57BL/6J小鼠无此

病变，3月龄DmdMu/Y小鼠的心肌组织表现也基本正常

（图3D）。
悬挂实验（图 3E～F）结果显示，3月龄和 9月龄

DmdMu/Y小鼠的悬挂分数为 4.27±0.25和 0.60±0.19，相

同月龄的野生型C57BL/6J小鼠的悬挂分数为5.44±0.12
和 3.64±0.50，3月龄DmdMu/Y小鼠的悬挂分数值显著低

于同月龄野生型C57BL/6J小鼠（P<0.05），而且9月龄

DmdMu/Y小鼠的悬挂分数显著低于同月龄野生型C57BL/
6J小鼠（P<0.05）和3月龄DmdMu/Y小鼠（P<0.01）。结

果提示，与野生型C57BL/6J小鼠相比较，DmdMu/Y小鼠

的肌张力显著下降，且随着年龄增长，该小鼠的肌张

力也大幅下降。

2.3　DmdMu/Y 小鼠在急性炎症模型中的血液免疫
细胞变化

据报道，DMD 小鼠模型除在肌肉系统病变外，

免疫系统也出现病变，但相对来说，以往的受关注度

较低。为探索 Dmd 基因突变小鼠的免疫系统功能，

本研究用 3 月龄、 9 月龄的 DmdMu/Y 小鼠和野生型

C57BL/6J 小鼠，通过腹腔注射 LPS 制备急性炎症模

型，然后取外周血，采用流式细胞术检测中性粒细胞

和单核细胞比例。结果显示，与 3 月龄的野生型

注：A～B，蛋白质印迹法检测 DmdMu/Y 小鼠半腱肌 （ST） 和心脏组织中 Dmd 蛋白水平 ［野生型 C57BL/6J 小鼠 （WT） 作为对照，GAPDH 为
内参蛋白，n=3，*P<0.05，**P<0.01］；C，3 月龄和 9 月龄 DmdMu/Y 小鼠和野生型 C57BL/6J 小鼠 （WT） 体重测量结果 ［野生型 C57BL/6J 小鼠

（WT） 作为对照，n=9， **P<0.01］；D，HE 染色检测 3 月龄和 9 月龄 DmdMu/Y 小鼠的肌肉病理学变化 ［与野生型 C57BL/6J 小鼠 （WT） 相比，
9 月龄 DmdMu/Y 小鼠的骨骼肌和心肌肌间隙变宽，肌纤维大小不一，有少量炎症细胞浸润 （见箭头）；n=3，比例尺为 100 μm］；E，检测小鼠
肌张力的悬挂实验示意图；F，3 月龄和 9 月龄小鼠前肢悬挂分数统计图 （3 月龄的 DmdMu/Y 小鼠 n=6，WT 小鼠 n=5；9 月龄的 DmdMu/Y 小鼠 n=
8，WT 小鼠 n=5，*P<0.05，**P<0.01）。
Note：A-B, The expression levels of Dmd protein in semitendinosus (ST) and heart of DmdMu/Y mice were detected by Western blotting [wild-
type C57BL/6J mice (WT) were used as the control group; GAPDH was internal control protein; n=3, *P<0.05, **P<0.01]; C, the body 
weight of 3-month and 9-month old DmdMu/Y mice [wild-type C57BL/6J mice (WT) were used as the control group; n=9, **P<0.01]; D, HE staining 
results of muscle tissue pathologic changes in 3-month and 9-month old DmdMu/Y mice [wild-type C57BL/6J mice (WT) were used  as the 
control group; the gap between skeletal (ST) and myocardial (Heart) muscles of 9-month old DmdMu/Y mice became wider and the size of 
muscles varied; Infiltrating inflammatory cells were observed (sigh by arrow);n=3，bar=100 μm]. E, Schematic diagram of grid test; F, The statistical 
chart of the grid test [3-month old, DmdMu/Y mice n=6, WT mice n=5; 9-month old, DmdMu/Y mice n=8, WT mice n=5, *P<0.05, **P<0.01].
图 3 DmdMu/Y小鼠表型验证
Figure 3 Phenotypic validation of DmdMu/Y mice
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C57BL/6J小鼠相比，同月龄 DmdMu/Y小鼠在 LPS注射

0 h时，中性粒细胞和单核细胞比例均显著降低（P<
0.01，图 4A、B），而在LPS注射 72 h后中性粒细胞所

占比例仍然显著降低（P<0.01），但单核细胞比例没

有显著差异 （P>0.05）。另外，与 9 月龄的野生型

C57BL/6J小鼠相比，同月龄 DmdMu/Y小鼠在 LPS注射

0 h 时的中性粒细胞和单核细胞比例均无显著差异

（P>0.05，图 4C～D），而LPS注射 72 h后DmdMu/Y小鼠

的中性粒细胞比例显著降低（P<0.01），单核细胞比

例仅有偏低趋势（P>0.05）。

注：A 和 B，3 月龄 DmdMu/Y 小鼠注射脂多糖 （LPS） 0 h 和 72 h 后的中性粒细胞比例和单核细胞比例变化；C 和 D，9 月龄 DmdMu/Y 小鼠注射
LPS 0 h 和 72 h 后的中性粒细胞比例和单核细胞比例变化。野生型 C57BL/6J 小鼠 （WT） 作为对照。n=5，*P<0.05，**P<0.01。
Note： A-B, Changes in neutrophils ratio (A) and monocyte ratio (B) in 3-month old DmdMu/Y mice after injection of lipopolysaccharide (LPS) 
for 0 and 72 hours; C-D, Changes in neutrophils ratio (C) and monocyte ratio (D) in 9-month old DmdMu/Y mice after injection of LPS for 0 and 
72 hours. The wild-type C57BL/6J mice (WT) were used as the control group; n=5, *P<0.05, **P<0.01.
图 4 流式细胞法检测 LPS 诱导急性炎症模型中 DmdMu/Y小鼠血液中性粒细胞和单核粒细胞比例变化
Figure 4 The proportion of neutrophils and monocytes in the blood of DmdMu/Y mice of LPS-induced acute inflammation 

model detected by flow cytometry
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3　讨论

人Dmd基因拥有79个外显子，在骨骼肌内转录全

长达 14 kb的mRNA，共编码含 3 685个氨基酸的大分

子蛋白质。Dmd蛋白位于肌细胞膜内表面，能维持细

胞膜结构的稳定性，其蛋白质结构从N端至C端依次

为氨基端、血影蛋白棒状区、富半胱氨酸区和羧基

端［13］。除最长的Dmd蛋白外，另有多种不同的蛋白亚

型，广泛分布在肌肉系统和神经系统。Dmd基因突变

除导致骨骼肌出现进行性无力和萎缩外，还常伴随着

心肌受损。

目前已经研发得到多种Dmd基因突变相关的疾病

动物模型。例如，利用 Morpholino 技术敲低斑马鱼

Dmd基因表达得到斑马鱼DMD疾病模型［14］，用于研

究Dmd蛋白和其相关蛋白功能；通过Dmd基因23号外

显子第3185位胞嘧啶自发突变为胸腺嘧啶，导致终止

密码子提前，Dmd基因功能出现缺陷，得到的mdx小
鼠模型［15］，这是目前使用最为广泛的DMD疾病模型

之一；还有一种被认为是介于小鼠DMD模型和人DMD
疾病之间的肌营养不良金毛猎犬模型（golden tetriever 
muscular dystrophy，GRMD），该模型在生物化学、组

织病理和功能学水平等方面非常近似于人 DMD 疾

病［16］；另外是通过第 52号外显子突变得到的猪DMD
模型，该模型在临床、生物化学和病理标志物等方面

类似于人DMD疾病，但是该模型在动物性成熟之前会

出现死亡等［17］。相较于斑马鱼、犬和猪而言，小鼠是

优良的人类遗传性疾病动物模型，其生理和发育功能

与人类相似，且饲养繁育成本相对较低。除了mdx小
鼠模型外，还有科研团队研发出 4号外显子点突变的

DmdE4*小鼠，该小鼠在心肌病和肌肉功能衰退等方面

能较好地模拟 DMD 患者心脏病理等多方面病变进

程［18］；也有科研团队在小鼠基因组上用人源的 51号
外显子替代鼠源的51号外显子并敲除50号外显子，同

时采用腺病毒载体表达 sgRNA靶向人 51号外显子的

CRISPR/Cas9基因编辑方式，有效恢复了Dmd蛋白表

达并改善了包括组织病理学与握力强度在内的DMD特
征［19］。此外，Dmd基因与Dmd相关基因双敲除小鼠即

mdx；utrn-/-鼠也是常见的DMD小鼠模型，该小鼠表现

出严重的肌营养不良表型；其他双基因敲除鼠如mdx；
myoD-/-、mdx；adbn-/-、mdx；α7 integrin-/-、mdx；PV-/- 
等也是研究DMD疾病较好的小鼠模型［20］。

DMD患者体内的 Dmd基因突变率高。据文献显

示，Dmd基因突变有 55%～65%为基因缺失，点突变

约占 25%，重复突变约占 8%［21］。Dmd基因缺失片段

大小与临床疾病的严重程度并不成正相关。本研究设

计的DmdMu/+小鼠将 23号外显子第 2983位碱基胞嘧啶

（C）突变为胸腺嘧啶（T）（C2983T），导致Dmd基因

的终止密码子提前出现，仅产生一个截短的长肽。因

为DMD患者主要为男性，本研究选择Dmd基因点突变

的雄性小鼠DmdMu/Y作为研究对象。研究发现DmdMu/Y

小鼠表现出肌肉退化、心脏结构病变等症状，与文献

报道的mdx小鼠表现一致［22-24］。此外，与文献报道的

DmdE4*小鼠［18］类似，DmdMu/Y小鼠同样出现了心脏组

织病变和肌张力降低等变化。可知本研究构建的DMD
模型小鼠与上述模型鼠相比，病理特征较为一致。但

本研究是利用CRISPR/Cas9技术进行点突变构建DMD
模型，与mdx小鼠等传统的自发性DMD模型相比，建

模周期明显缩短，具有经济高效的优势。经LPS诱导

急性炎症后，初步研究表明，与野生型C57BL/6J小鼠

相比，3月龄的DmdMu/Y小鼠外周血中性粒细胞和单核

细胞比例显著降低，9月龄的DmdMu/Y小鼠中性粒细胞

也显著降低。有文献表明，mdx小鼠相较于野生型小

鼠，在轻微刺激下，与免疫密切相关的下丘脑-垂体-
肾上腺轴（hypothalamic-pituitary-adrenal，HPA）活性

会更强［25］；而在LPS等刺激下，mdx小鼠相较于野生

型小鼠会产生更多的促炎分子［26］。结合本研究结果，

笔者推测Dmd基因可能在免疫系统与神经系统的互作

中发挥了重要作用。

Dmd基因除了在肌肉组织有表达外，在其他细胞

中也有少量表达。本研究中构建的DmdMu/Y小鼠中Dmd
基因失活是否影响了其免疫功能，值得深入探讨。流

式细胞分析结果显示，DmdMu/Y小鼠除了肌肉系统表型

与典型的DMD疾病相吻合外，其免疫系统表型也出现

异常：与野生型C57BL/6J小鼠相比，未注射 LPS时 3
月龄DmdMu/Y小鼠的外周血中性粒细胞和单核细胞比例

均显著降低（P<0.01），而经 LPS诱导后 3月龄和 9月
龄DmdMu/Y小鼠的外周血中性粒细胞比例也显著降低

（P<0.01）。肌肉组织能分泌诸如白细胞介素-6等细胞

因子［27］，而白细胞介素-6在免疫系统中发挥重要作

用。本研究中Dmd基因突变小鼠在全身炎症模型中通

过哪些相关细胞因子等调节免疫系统，这也是一个值

得深入研究的方向。同时，中性粒细胞和巨噬细胞是

吞噬病原体的第一道防线［28］。笔者推测DmdMu/Y小鼠

外周血中低水平的中性粒细胞和单核细胞使得它们更
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容易感染相关病症，或感染过程中病情更重，但是这

需要更多的实验证据来证实。根据已有文献，推测

LPS被注射入DmdMu/Y小鼠体内后，能被血清中的 LPS
结合蛋白识别并富集，与之形成复合物，进而与单核/
巨噬细胞和中性粒细胞细胞膜上的CD14受体结合，后

者与 TLR4受体及髓样分化蛋白-2作用，实现细胞信

号转导［29］。这也是本研究选择在DmdMu/Y小鼠模型上

研究中性粒细胞和单核细胞的原因之一。上述表型验

证结果提示，本研究构建的DmdMu/Y小鼠模型可以成为

研究DMD疾病免疫系统异常的有效模型。

综上所述，本课题组研发的 Dmd 基因点突变

DmdMu/Y小鼠模型的部分症状与DMD疾病症状相吻合，

为研究Dmd基因功能和DMD疾病相关治疗提供了一种

新的有用模型。此外，在该小鼠上也观察到免疫细胞

水平异常，这为DMD疾病的发病机制和药物筛选以及

治疗方案探索提供了新的思路。
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树鼩乳腺肿瘤模型的代谢组学分析
方 茜1, 敖青青2, 李春宏1, 欧阳轶强1, 郭松超1, 胡 冰1

(1. 广西医科大学实验动物中心, 南宁 530021;  2. 桂林市人民医院, 桂林 541002)

[摘要] 目的　研究树鼩乳腺肿瘤发生、发展过程中代谢组学的变化，探讨机体代谢物质改变与肿瘤发生、发展的
密切关系，以期筛选出反映乳腺肿瘤病情进展的生物标志物。方法　通过连续 3 次、每次间隔 15 d 的方式给 20 只树
鼩每只灌胃 7，12-二甲基苯并蒽 （7，12-dimethylbenzoanthracene，DMBA） 0.15 mg/kg，并添加高脂高糖饲料，诱
导实验观察 24 个月或直至树鼩生成乳腺肿瘤。使用气相色谱-飞行时间质谱联用技术 （gas chromatography-time-
of-flight mass spectrometry，GC-TOFMS） 对 DMBA 诱导发生乳腺肿瘤的树鼩、DMBA 诱导未发生乳腺肿瘤的树
鼩以及未诱导正常树鼩 （12 只） 的血清代谢物进行非靶向测定，通过主成分分析 （principal component analysis，
PCA）、正交偏最小二乘法分析 （orthogonal partial least squares analysis，OPLS-DA） 等多维统计分析，进一步
结合 t 检验进行组间差异比较，以 VIP＞1 且 P＜0.05 的标准筛选差异性代谢物，并结合 HMDB 在线数据库对显著变
化的差异代谢物进行鉴定，最后应用京都基因与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of Genesand Genomes，
KEGG） 通路数据库富集代谢相关基因调控通路。结果　DMBA 诱导后树鼩的乳腺肿瘤发生率为 40% （8/20）。
DMBA 造模成瘤组与正常对照组相比，树鼩血清中检测到有 30 种代谢差异产物，其中 18 种下调，12 种上调，差异
均具有统计学意义 （VIP＞1，P＜0.05）；KEGG 通路分析发现，谷氨酸代谢、甘油酯代谢、柠檬酸循环、丙氨酸代
谢这 4 个代谢通路发生显著改变。DMBA 造模成瘤组与 DMBA 造模未成瘤组相比，检测到有 18 种代谢差异产物，其
中 7 种下调，11 种上调，差异具有统计学意义 （VIP＞1，P＜0.05）；KEGG 通路分析发现，柠檬酸循环、谷氨酸代
谢这 2 个代谢通路发生显著改变。DMBA 造模未成瘤组与正常对照组相比，检测到有 31 种代谢差异产物，其中 14 种
下调，17 种上调，差异具有统计学意义 （VIP＞1，P＜0.05）；KEGG 通路分析发现，柠檬酸循环、谷氨酸代谢、甘
油酯代谢这 3 个代谢通路发生显著改变。结论　代谢组学分析可展示乳腺肿瘤树鼩血清中代谢产物的变化特点，结
果提示谷氨酸代谢、甘油酯代谢、柠檬酸循环、丙氨酸代谢途径与高脂高糖饮食下 DMBA 诱导树鼩乳腺肿瘤的发生
与发展有相关性，这为进一步研究乳腺肿瘤发病的生物机制奠定了基础。
[ 关 键 词 ] 树鼩； 乳腺肿瘤； 代谢组学； 7，12-二甲基苯并蒽； 高脂高糖
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Metabolomics Analysis of Tupaia belangeri Breast Tumor Model

FANG Xi1, AO Qingqing2, LI Chunhong1, OUYANG Yiqiang1, GUO Songchao1, HU Bing1

(1. Laboratory Animal Center, Guangxi Medical University, Nanning 530021, China; 2. Guilin People's Hospital, 
Guilin 541002, China)
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[ABSTRACT] Objective To explore the metabolic changes during the development of Tupaia belangeri 

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

[基金项目] 国家自然科学基金资助项目"DMBA 诱发高脂饮食模式乳腺癌模型的比较代谢组学分析"（31760642）
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胡    冰，女，硕士，助理研究员，广西医科大学实验动物中心生产部部长。多年从事实验动物的饲养

繁殖、疾病防控工作，在实验动物的繁殖力综合评估以及胚胎移植保存方面有丰富的工作经验，熟悉多

种实验动物的生活习性。同时参与实验动物学的教学及科研工作，多次指导并参于实验动物学相关的

教学授课比赛，并用广西特色实验动物树鼩建立了多种实验动物模型，包括树鼩乳腺癌模型、树鼩阿尔

兹海默病模型，在实验动物学教学和科研方面积累了丰富经验。主持广西医科大学教师研究项目 1 项，

参与国家自然科学基金项目 1 项、广西自然科学基金项目 1 项。以第一作者发表 SCI 论文 1 篇，参与发表

中英文论文4篇，获批专利2项。
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breast tumors, to investigate the close relationship between the changes of serum metabolic substances 
and the occurrence and progression of tumors, and to screen for biomarkers reflecting the progression of 
breast tumors. Methods Breast tumors in Tupaia belangeri were induced by orally administering 7, 12-
dimethylbenzoanthracene (DMBA) three times, with a 15-day interval between each administration, along 
with a high-fat and high-sugar diet. The DMBA-induced breast cancer group and the DMBA-
inducedwithout breast cancer  group were compared with the control group. Untargeted determination of 
serum metabolites was performed using gas chromatography-time-of-flight mass spectrometry (GC-
TOFMS) in DMBA-induced Tupaia belangeri with breast cancer, DMBA-induced without breast cancer and 
the control group. Multidimensional statistical analysis including unsupervised principal component 
analysis (PCA), and orthogonal partial least squares analysis (OPLS-DA) were conducted. Furthermore, t-
test was used for intergroup differential comparison. Differential metabolites were screened under VIP>1 
and P<0.05 conditions, and significantly changing differential metabolites were identified using the HMDB 
online database. The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway database was utilized to 
enrich metabolic-related gene regulatory pathways. Results The incidence of breast tumors was 40% in 
DMBA-induced Tupaia belangeri. Compared with the control group, 30 metabolic differential products were 
detected in the serum of the group with breast cancer, with 18 down-regulated and 12 up-regulated (VIP>
1, P<0.05). KEGG pathway analysis revealed significant changes in four metabolic pathways: glutamate 
metabolism, glyceride metabolism, citric acid cycle, and alanine metabolism. Compared with the group 
without breast cancer, 18 metabolic differential products were detected, with 7 down-regulated and 11 up-
regulated (VIP>1, P<0.05). KEGG pathway analysis revealed significant changes in the citric acid cycle and 
glutamate metabolism. Compared with the control group, 31 metabolic differential products were detected 
in the serum of the groups without breast cancer, with 14 down-regulated and 17 up-regulated (VIP>1, P<
0.05). KEGG pathway analysis revealed significant changes in three metabolic pathways: glutamate 
metabolism, glyceride metabolism, and citric acid cycle.Conclusion　Metabolomics analysis can reveal the 
characteristics of changes in metabolites in the serum of breast tumors. The results suggest that 
glutamate metabolism, glyceride metabolism, citric acid cycle, and alanine metabolism pathways are 
associated with the occurrence and development of DMBA-induced breast tumors in Tupaia belangeri. It 
provides a foundation for further research into the biological mechanism of breast cancer.
[Key words]  Tupaia belangeri; Breast tumors; Metabolomics; 7, 12-Dimethylbenzoanthracene; High fat 

and sugar

乳腺肿瘤作为一种高度异质性的肿瘤，是女性最

常见的恶性肿瘤，每年全世界大约有 120万妇女罹患

此病，发病率呈明显上升趋势［1-2］。乳腺肿瘤的发生、

发展受诸多因素影响，机制未明。建立适宜的乳腺肿

瘤动物模型，有助于开展乳腺肿瘤分子机制研究，对

防治乳腺肿瘤具有重要意义。

树鼩是生活在热带和亚热带地区的哺乳纲攀鼩

类小型动物。全基因组比较分析发现，树鼩与灵长

类亲缘关系最为接近，与人类在细胞与分子层面有

较高的相似性［3］。正是由于具有这种独特的遗传学

特性，树鼩成为一种潜在的理想实验动物模型，目

前已成功建立了多种疾病动物模型，其中包括乳腺

肿瘤模型［4-5］。

代谢组学属于新兴学科，与蛋白质组学、转录组

学和基因组学共同构成了系统生物学的核心内容。代

谢组学主要是利用相关检测设备快速且准确地分析相

关生物样本，对内源性小分子代谢物的动态变化进行

精准分析，从而能够更进一步地分析相关疾病与内源

性小分子差异代谢物之间的关系［6-7］。目前建立树鼩

乳腺肿瘤模型并进行代谢组学技术分析的研究已有报

道，但是大多数研究使用的是树鼩自发乳腺肿瘤模型，

该模型存在造模成功率低的缺点。为此，本研究通过

化学诱导的方法建立树鼩乳腺肿瘤诱导模型，提高了

造模成功率，并在此基础上分析树鼩乳腺肿瘤发生过

程中的差异代谢物，以期为进一步探究乳腺肿瘤发病

的潜在生物标志物奠定基础。

53



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2024, 44(1)

1　材料与方法

1.1　实验动物
普通级成年（4月龄及以上）雌性树鼩 32只，健

康未育，体重 120～140 g，由中国科学院昆明动物研

究所提供［SCXK （滇） K2020-0004，质量合格证为

0002473］。实验动物饲养于广西医科大学普通级动物

饲养室［SYXK （桂） 2020-0004］，室温（23±2）℃，

相对湿度 30%～60%，12 h明/暗循环，自由饮水。动

物实验方案经广西医科大学实验动物伦理委员会批准

（No.202006029），遵循实验动物3R原则。

1.2　主要试剂与仪器
7，12-二甲基苯并蒽（7，12-dimethylbenzoanthracene，

DMBA）（纯度98%，批号200601）购自上海吉至生化

科技有限公司，DMBA 溶液的配制：电子秤称量

DMBA粉剂 150 mg，溶解于 10 mL花生油中，60 ℃水

浴助溶、振荡混匀，配制成终质量浓度为15 mg/mL的
DMBA溶液。氯仿及吡啶（批号 201101、200724）购

自生工生物工程（上海）股份有限公司。4%多聚甲醛

（批号 201103） 溶液、甲醇分析纯溶液 （批号

JK200730）和L-2-氯苯丙氨酸（批号20023418）购自

上海吉至生化科技有限公司。衍生化试剂双（三甲基

硅 烷 基 ） 三 氟 乙 酰 胺 ［bis （trimethylsilyl）  
trifluoroacetamide， BSTFA］ 含 1% 三 甲 基 氯 硅 烷

（trimethylchlorosilane，TMCS）（批号 211670），购自美

国REGIS Technologies公司。异氟烷（批号 20201519）
和吸入式气体麻醉机购自深圳市瑞沃德生命科技有限

公司。气相色谱仪（型号 Agilent 7890A）购自美国

Agilent公司。质谱仪（型号Chroma TOF PEGASUS HT）
购自美国LECO公司。

1.3　树鼩乳腺肿瘤模型的建立
将 32只树鼩随机分为两组：DMBA造模组 20只，

正常对照组 12 只。DMBA 造模组分 3 次灌胃给予

DMBA溶液，每次每只树鼩灌胃量为0.15 mg/kg，每次

灌胃时间间隔为 15 d；同时增加高脂高糖饮食，即每

日在全价饲料中均匀拌入10％白砂糖和10%猪油，自

由采食。正常对照组在相同的时间内灌胃给予相同体

积的花生油，饲喂全价饲料。DMBA诱导开始后，每

周观察树鼩体内的乳腺肿瘤生长情况，观察期限为 24
个月。

1.4　样本采集
每周观察记录各组树鼩的体重及体长等基础信息。

实验终止时间为到达观察期限24个月或者肿瘤质量超

过树鼩体重的 10%，前者列为DMBA造模未成瘤组，

后者列为DMBA造模成瘤组。实验终止时进行所有组

树鼩血液样本的采集，每只树鼩采血 1 mL，抗凝，

4 ℃保存 2 h后低温离心，取上层血清，分装，保存

于－80 ℃超低温冰箱待用。对生长了肿瘤的树鼩进行

肿瘤样本的采集，即给树鼩吸入异氟烷麻醉后将肿物

完整切除，置于 4%多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋、

切片并进行HE染色，显微镜下观察肿瘤组织病理学变

化。采集完样本后采用二氧化碳吸入法将动物安乐死。

1.5　血清代谢组学分析
使用气相色谱 -飞行时间质谱联用技术 （gas 

chromatography-time-of-flight mass spectrometry， GC-
TOFMS） 对 DMBA 诱导发生乳腺肿瘤的树鼩 （即

DMBA造模成瘤组）、DMBA诱导未发生乳腺肿瘤的树

鼩（即DMBA造模未成瘤组）以及未经DMBA诱导的

正常树鼩（即正常对照组）的血清代谢物进行非靶向

测定，然后通过主成分分析 （principal component 
analysis，PCA）、正交偏最小二乘法分析（orthogonal 
partial least squares analysis，OPLS-DA）等进行多维统

计分析，并结合HMDB在线数据库对显著变化的差异

代谢物进行鉴定，最后应用京都基因与基因组百科全

书（Kyoto Encyclopedia of Genesand Genomes，KEGG）
通路数据库富集代谢相关基因调控通路。血清代谢组

学分析的样本前处理、仪器设置、进样分析及统计学

处理具体参照文献［8］进行。

1.6　统计学分析
采用SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资料

以均数±标准差表示。代谢组学数据使用 SIMCA-
V15.0.2软件（Sartorius Stedim Data Analytics AB，瑞典

Umetrics公司）进行分析，差异代谢物筛选标准为 t检

验的P值＜0.05，同时OPLS-DA模型第一主成分的变量

权重值（variable importance in the projection，VIP）＞1。
2　结果

2.1　DMBA 诱导后树鼩造模结果及基本情况
DMBA诱导实验观察期结束后，发现DMBA造模

组20只树鼩中，共有8只树鼩的乳腺部位长瘤，12只
树鼩并未长瘤。故最终根据是否经DMBA诱导以及诱

导后是否长瘤，将树鼩分为3组：DMBA造模成瘤组共

8只、DMBA造模未成瘤组共 12只，以及正常对照组

共12只。树鼩基本情况详见表1。
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2.2　DMBA 诱导后树鼩乳腺肿瘤的组织病理结果
将树鼩乳腺组织及乳腺肿瘤组织进行HE染色后，

可见DMBA造模成瘤组的乳腺肿瘤组织腺泡结构不规

整，腔壁明显增厚，腺管致密增生，为高度分化的管

状腺瘤（图 1A）；而正常对照组树鼩的乳腺组织腺体

形态良好，排列规则，管腔无扩张（图1B）。
2.3　DMBA 诱导树鼩发生乳腺肿瘤后的代谢组学
比较结果
2.3.1　检测质控与稳定性

使用GC-TOFMS技术分析 3组树鼩血清样本的代

谢产物图谱。本次血清样本的代谢组学检测包括本研

究送检样本与石倩倩等［8］的送检样本，故本文的质控

结果数据、总出峰数与文献 8一致。本次检测一共从

血清样本中提取到 493个峰，经过进一步分析，最后

确定了 451个特征峰；所有样品出峰较均匀，强度适

中。质控样本常用于评价系统的稳定性，本次实验中

的质控样本相关性较高（均＞0.97），表明模型稳定性

好，数据质量高。不同组别树鼩血清的总离子流图

见图2。

注：A，DMBA 造模成瘤组树鼩的乳腺肿瘤组织；B，正常对照组树
鼩的乳腺组织。标尺 50 μm。
Note：A， Breast tumour tissue of the DMBA-induced breast cancer 
group； B， Breast tissue of the normal group. Scale bars， 50 μm.
图 1 树鼩乳腺肿瘤的病理结果
Figure 1 Pathological results of breast cancer in Tupaia 

belangeri

注：A，DMBA 造模成瘤组 （8 只）；B，DMBA 造模未成瘤组 （12 只）；C，正常对照组 （12 只）。
Note： A， DMBA-induced breast cancer group （n=8）； B， DMBA-induced without breast cancer group （n=12）； C， Normal control group （n=12）.
图 2 各组树鼩血清的总离子流图
Figure 2 Total ion flow maps of serum from each group of Tupaia belangeri

表 1　3 组树鼩基本情况
Table 1　Basic information of Tupaia belangeri in three groups

分组
Group

DMBA 造模未成瘤组
DMBA-induced group with breast cancer
DMBA 造模未成瘤组
DMBA-induced group without breast cancer
正常对照组
Normal control

动物数量 n
Number of Tupaia 

belangeri
8

12

12

体重/g
Body weight/g

135.36±20.31

131.11±11.54

123.65±10.54

体长/cm
Body length/cm

17.91±2.12

17.68±1.32

17.73±0.65

肿瘤质量/g
Tumor weight/g

3.15±1.40

-

-

肿瘤体积/mm3

Tumor size/mm3

4 153.12±213.23

-

-

注：肿瘤体积计算公式：V=（D×d2×π）/6，D 代表较长的直径，d 代表较短的直径。
Note：Tumor size was calculated by the formula： V=（D×d2× π）/6， where D represents the larger tumor diameter， and d represents the 
smaller diameter.
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2.3.2　OPLS-DA 结果分析
全部样本的PCA得分散点图结果显示，正常对照

组与DMBA造模成瘤组、DMBA造模未成瘤组的代谢

模式所处象限都不重叠，都位于可信区间内。进一步

采用OPLS-DA分析发现，正常对照组与DMBA造模成

瘤组、DMBA造模成瘤组与DMBA造模未成瘤组、DMBA
造模未成瘤组与正常对照组之间相比较，发现各组血清

样本区分显著，且几乎处于 95% 置信区间内，见图3。

2.3.3　血清差异代谢物的筛选
通过 SIMCA-V15.0.2软件进行分析，以OPLS-DA

模型第一主成分的VIP＞1及P＜0.05筛选差异代谢物；

各组间的差异代谢物火山图见图 4A～C。通过以上分

析得到的差异代谢物在生物学上往往具有结果和功能

相似性/互补性，或者受同一代谢通路的正调控/负
调控。

进一步对以上特征进行层次聚类分析，结果见图

4D～F。DMBA造模成瘤组与正常对照组对比，差异代

谢产物有30种，其中18种下调，12种上调；DMBA造
模成瘤组与DMBA造模未成瘤组对比，差异代谢产物

有 18种，其中 7种下调，11种上调；DMBA造模未成

瘤组与正常对照组对比，差异代谢产物有31种，其中

14种下调，17种上调。

表 2列举了各组之间表达差异最显著的前 15个代

谢物。

2.3.4　差异代谢物所在通路分析
利用KEGG通路数据库富集差异代谢物所在通路，

结果见图5。DMBA造模成瘤组与正常对照组的差异代

谢物共富集到 23条KEGG代谢通路，其中影响因子最

高的 8条代谢通路为谷氨酸代谢、甘油酯代谢、柠檬

酸代谢、丁氨酸代谢、丙酮酸盐代谢、糖异生、花生

四烯酸代谢以及α-酮戊二酸代谢。DMBA造模成瘤组

与 DMBA造模未成瘤组的差异代谢物共富集到 11条
KEGG代谢通路，其中影响因子最高的6条代谢通路为

柠檬酸代谢、谷氨酸代谢、二羧酸盐代谢、神经鞘脂

质代谢、谷胱甘肽代谢，以及丙氨酸、天冬氨酸和谷

氨酸代谢。DMBA造模未成瘤组与正常对照组的差异

代谢物共富集到 18条KEGG代谢通路，其中影响因子

最高的 6条代谢通路为谷氨酸代谢、甘油酯代谢、柠

檬酸代谢、甘油磷脂代谢、二羧酸代谢，以及丙氨酸、

天冬氨酸和谷氨酸代谢。

对差异代谢物参与的代谢途径进行整合分析，结

合KEGG数据库分析，可知DMBA造模成瘤组与正常

对照组对比时，谷氨酸代谢（差异代谢物为α-酮戊二

酸和谷氨酸）、甘油酯代谢（差异代谢物为甘油酸-3-
磷酸）、柠檬酸循环（差异代谢物为α-酮戊二酸和丙

酮酸）、丙氨酸代谢（差异代谢物为丙酮酸）这4个代

谢通路发生显著改变（均P≤0.01）；DMBA造模成瘤组

与DMBA造模未成瘤组相比时，柠檬酸循环、谷氨酸

注：A，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与正常对照组 （NC） 血清代谢物对比的 OPLS-DA 得分图；B，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与
DMBA 造模未成瘤组 （DMBA-nonBC） 血清代谢物对比的 OPLS-DA 得分图；C，DMBA 造模未成瘤组 （DMBA-nonBC） 与正常对照组 （NC）
血清代谢物对比的 OPLS-DA 得分图。
Note：A, The OPLS-DA score plot of blood metabolites comparison between DMBA-induced breast cancer (DMBA-BC) group and normal 
control (NC) group; B, The OPLS-DA score plot of blood metabolites comparison between DMBA-induced with breast cancer (DMBA-BC) 
group and those without breast cancer (DMBA-nonBC); C, The OPLS-DA score plot of blood metabolites comparison between 
DMBA-induced without breast cancer (DMBA-nonBC) group and normal control (NC) group.
图 3 各树鼩组间对比的 OPLS-DA 模型得分散点图
Figure 3 Score scatter plot of OPLS-DA model for each group of Tupaia belangeri
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代谢这 2个代谢通路发生显著改变（差异代谢物均为

α-酮戊二酸和柠檬酸，P均＜0.05）；DMBA造模未成

瘤组与正常对照组相比时，柠檬酸循环（差异代谢物

为柠檬酸）、谷氨酸代谢（差异代谢物为谷氨酸）、甘

油酯代谢（差异代谢物为甘油酸-3-磷酸）这3个代谢

通路发生显著改变（均P=0.002）。

注：A 和 D，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与正常对照组 （NC） 对比；B 和 E，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与 DMBA 造模未成瘤组
（DMBA-nonBC） 对比；C 和 F，DMBA 造模未成瘤组 （DMBA-nonBC） 与正常对照组 （NC） 对比。
Note：A and D， DMBA-induced group with breast cancer （DMBA-BC） vs normal control （NC） group； B and E， DMBA-induced group with 
breast cancer （DMBA-BC） vs DMBA-induced group without breast cancer （DMBA-nonBC）； C and F， DMBA-induced group without breast 
cancer （DMBA-nonBC） vs normal control （NC） group.
图 4 各树鼩组间对比的差异代谢物火山图（A～C）和层次聚类分析结果热图（D～F）
Figure 4 The volcano map （A-C） and heatmap of hierarchical clustering analysis （D-F） of differential metabolites between 

groups of Tupaia belangeri

注：A，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与正常对照组 （NC） 对比的差异代谢物代谢通路；B，DMBA 造模成瘤组 （DMBA-BC） 与 DMBA 造
模未成瘤组 （DMBA-nonBC） 对比的差异代谢物代谢通路；C，DMBA 造模未成瘤组 （DMBA-nonBC） 与正常对照组 （NC） 对比的差异代谢
物代谢通路。
Note：A， Differential metabolic pathways between DMBA-induced group with breast cancer （DMBA-BC） and normal control （NC） group； 
B， Differential metabolic pathways between DMBA-induced （DMBA-BC） group with breast cancer and those without breast cancer 

（DMBA-nonBC）； C， Differential metabolic pathways between DMBA-induced without breast cancer （DMBA-nonBC）group and normal 
control （NC） group.
图 5 各组树鼩之间差异代谢通路分析图
Figure 5 Analysis of different metabolic pathways among groups of Tupaia belangeri
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表 2　DMBA 造模成瘤组与正常对照组树鼩对比关键差异代谢产物
Table 2　Key differential metabolites between DMBA-induced group with breast cancer and control group of Tupaia 

belangeri

DMBA 造模成瘤组 vs 正常对照组
DMBA-BC vs NC

代谢物
Metabolites

甘油酸-3-磷酸
Glycerate-3-

phosphate

谷氨酸
Glutamate
腺苷
Adenosine

2，6-二磷酸果糖
2,6-Fructose 

diphosphate
4-羟基苯甲酸
4-Hydroxyben-

zoic acid
壬酸
Pelargonic acid
1，5-脱水葡萄糖醇
1, 5-Anhydro-

gluosol
α-酮戊二酸
α-Ketoglutaric

acid
富马酸
Fumaric acid

羟胺
Hydroxylamine

2-羟基丁酸
2-Hydroxybutyric 

acid
L-苹果酸
L-malic acid

邻苯二甲酸
Phthalate

丙酮酸
Pyruvate

花生四烯酸
Arachidonic acid

VIP

2.762

2.086

2.561

1.273

1.101

3.167

2.779

2.382

2.301

1.492

2.176

2.313

1.860

2.085

1.356

P

＜0.001

＜0.001

0.001

0.002

0.002

＜0.001

＜0.001

＜0.001

0.001

0.001

0.002

0.002

0.002

0.008

0.033

Log-
FC

-0.650

3.051

2.995

1.035

0.916

-1.640

-1.216

-1.771

-1.174

-0.975

-0.625

-1.319

-4.509

-1.193

-0.543

CT

↑

↑

↑

↑

↑

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

DMBA 造模成瘤组 vsDMBA 造模未成瘤组
DMBA-BC vs DMBA-nonBC

代谢物
Metabolites

十七烷酸
Margaric acid

香芹酮
Carvone
羟基脲
Hydroxyurea

1-磷酸鞘氨醇
Sphingosine 1-

phosphate
1，5-脱水葡萄糖醇
1,5-Dehydrated 

glucose alcohol
鸟氨酸
Ornithine
丙醇二酸
Tartronic acid

3-苯基乳酸
3-Phenyllactic acid

N-乙酰基-D-氨基胺
N-acetyl-D-

aminoamine
α-酮异己酸
α-Ketoisocaproic

acid
己二酸
Adipic acid

柠檬酸
Citric acid

邻苯二甲酸
Phthalic acid

肌苷
Inosine

α-酮戊二酸
α-Ketoglutaric acid

VIP

2.236

2.096

1.160

1.431

1.878

1.344

1.375

1.248

2.648

2.371

1.757

1.043

2.109

1.690

1.978

P

0.013

0.019

0.021

0.024

0.035

0.036

0.037

0.038

0

0.007

0.021

0.021

0.024

0.037

0.038

Log-
FC

1.783

0.812

0.539

0.839

0.418

1.042

0.508

1.373

-2.090

-0.891

-2.106

-0.742

-3.879

-1.451

-0.996

CT

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

DMBA 造模未成瘤组 vs 正常对照组
DMBA-nonBC vs NC

代谢物
Metabolites

甲氧基色胺
Methoxytry

ptamine

肌苷
Inosine
葡萄糖庚糖
Glucose 

heptose
甘油
Glycerol

月桂酸
Lauric acid

腺苷
Adenosine
氨基丁酸
Aminobutyric

 acid
苏氨酸
Threonine

1,2-脱水肌醇
1,2-Dehydrated

Inositol
丝氨酸
Serine

吲哚乙酸
Indoleacetic 

acid
胸苷
Thymidine

柠檬酸
Citric acid

甘油酸-3-磷酸
Glycerate-3-

phosphate
谷氨酸
Glutamate

VIP

3.020

1.280

1.303

2.420

2.291

2.737

2.140

1.738

2.925

1.568

2.373

1.882

2.049

1.664

1.292

P

＜0.001

＜0.001

＜0.001

＜0.001

0.001

0.001

0.001

0.004

0.005

0.008

0.010

0.010

0.010

0.015

0.016

Log-
FC

7.659

4.104

-1.476

-0.419

-1.011

3.399

0.914

-0.702

18.130

-0.830

14.098

2.960

3.048

-0.574

2.622

CT

↑

↑

↓

↓

↓

↑

↑

↓

↑

↓

↑

↑

↑

↓

↑

注：DMBA-BC 为 DMBA 造模成瘤组；DMBA-nonBC 为 DMBA 造模未成瘤组；NC 为正常对照组；VIP 为变量权重值；FC 为差异倍数；CT 变化趋势。
Note：DMBA-BC, DMBA-induced group with breast cancer group; DMBA-nonBC, DMBA-induced group without breast cancer; NC, normal 
control group; VIP, variable importance in the projection; FC, fold change; CT, Change trend.
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3　讨论

乳腺肿瘤是一类严重危害女性健康的肿瘤，在我

国其发病率一直居高不下，呈逐年上升趋势，且患者

越来越年轻化［9］。通过建立相应的动物模型来深入研

究乳腺肿瘤的发病机制，尤为重要。目前，利用树鼩

建立乳腺肿瘤模型的研究已有报道。例如，徐小珊

等［10］利用化学诱癌的方式在刚分娩的母树鼩双侧乳

房的脂肪垫中注射100 mg/kg的DMBA溶液，获得了乳

腺肿瘤树鼩诱导模型，表明DMBA具有诱发乳腺癌的

作用。何保丽等［11］结合高水平的激素作用，并利用

DMBA灌胃的方式，也成功建立了树鼩乳腺肿瘤模型。

然而，如果仅仅使用灌胃DMBA的方式，很难诱导出

树鼩乳腺肿瘤模型［10］。据既往文献报道，高糖高脂饮

食的生活方式也是女性乳腺肿瘤的高风险因素之

一［12-13］。所以本研究尝试在DMBA灌胃的基础下，结

合高脂高糖饮食来建立了树鼩乳腺肿瘤模型。在实验

观察期结束后，发现共有 8只树鼩出现乳腺肿瘤，肿

瘤发生率为 40%。本研究为探讨现代高脂高糖生活方

式促进乳腺肿瘤发生的机制提供了动物模型。

值得关注的是，经DMBA处理24个月仍有60%的

树鼩并未发生乳腺肿瘤。本研究尝试从代谢组学的角

度分析DMBA造模成瘤组与DMBA造模未成瘤组间血

清代谢物的差异，分析高糖高脂饮食结合DMBA化学

诱导建模的影响因素，有助于进一步提高乳腺肿瘤建

模的成功率。肿瘤细胞中糖酵解和三羧酸循环的上调

是癌细胞增殖的已知主要途径之一。肿瘤细胞增殖需

要摄入大量能量来维持细胞生长，故其糖酵解和氨基

酸代谢较为活跃［14］。相对于正常对照组，DMBA造模

成瘤组的α-酮二戊酸、丙酮酸显著下调，而谷氨酸上

调，这与文献报道［15］相符。谷氨酰胺是蛋白质合成

中的编码氨基酸，在体内可以由葡萄糖转变而来，而

肿瘤的发生会上调谷氨酰胺酶表达，这将加速谷氨酰

胺的降解，从而导致大量谷氨酸富集于体内，随后机

体将谷氨酸进一步催化为α-酮戊二酸并进入三羧酸循

环，为肿瘤细胞供能［16-17］。与此同时，机体内的碳源

物质转运进入细胞内后，肿瘤细胞会优先进行糖酵解，

将碳源物质代谢为丙酮酸，随后丙酮酸进入三羧酸循

环后形成α-酮戊二酸，肿瘤细胞需要消耗大量的α-酮
戊二酸，为生物合成柠檬酸和脂肪酸的三羧酸循环提

供碳源，并为肿瘤细胞提供能量，以此来维持肿瘤细

胞的生长［18］。故肿瘤细胞内，丙酮酸和α-酮戊二酸

的含量呈现下降趋势。石倩倩等［8］对7只自发乳腺肿

瘤的树鼩样品进行了代谢组学分析，也发现了同样的

趋势：自发乳腺肿瘤的树鼩血清代谢物中，脯氨酸、

羟脯氨酸出现显著下调。脯氨酸、羟脯氨酸是合成蛋

白质的重要氨基酸之一，这也证明了肿瘤细胞在体内

代谢旺盛，摄取并消耗机体大量的氨基酸。

肿瘤细胞中的脂质代谢紊乱已经被广泛报道［19］。
DMBA造模成瘤组中甘油酸-3－磷酸含量高于正常对

照组，这是由于肿瘤细胞的生长需要大量的脂质来参

与糖酵解。脂质的合成与糖酵解有关，肿瘤细胞会利

用糖酵解的中间产物如柠檬酸来合成脂质，用于满足

肿瘤细胞增殖过程中对生物量的高需求［20］。甘油酸磷

酸化后生成甘油酸-3-磷酸，可进一步糖异生或参与糖

酵解。脂类的超量供给为肿瘤细胞增殖提供了更多的

原料，致使肿瘤细胞快速扩增［21］。
乳腺癌是一类典型的糖酵解和脂肪酸合成显著增

加的恶性肿瘤。α-酮戊二酸、柠檬酸都是糖酵解过程

中的重要中间产物，同时柠檬酸能够进一步被裂解为

乙酰辅酶A。乙酰辅酶A是内源性合成脂肪酸和胆固

醇的关键性物质，并参与重要蛋白的修饰。有研究表

明，肿瘤细胞吸收的葡萄糖通过糖酵解过程转化为柠

檬酸，并通过分解柠檬酸来获能，从而维持肿瘤细胞

的迁移和侵袭［22］。DMBA造模成瘤组与DMBA造模未

成瘤组对比发现，α-酮戊二酸、柠檬酸都出现了下调

的现象，提示DMBA造模成瘤组需要消耗大量的α-酮
戊二酸和柠檬酸来获能。

DMBA造模未成瘤组与正常对照组相比，机体虽

然也出现谷氨酸上调的趋势，但是甘油酸-3-磷酸呈下

调趋势，且柠檬酸呈现上调趋势。笔者推测，虽然

DMBA造模未成瘤组树鼩增加了高脂高糖饮食，但是

并未呈现体内脂质过剩现象，这可能与本组树鼩脂质

吸收能力较弱或脂质代谢能力较强有关。

综上，本研究发现 α-酮戊二酸、丙氨酸、谷氨

酸、甘油酸-3-磷酸以及柠檬酸等代谢产物的改变与

DMBA诱发树鼩乳腺肿瘤的发生与发展密切相关。差

异代谢物在乳腺肿瘤发生、发展中的确切机制有待进

一步探索。

[医学伦理声明 Medical Ethics Statement]
本研究涉及的所有动物实验均已通过广西医科大学实验动物
福利伦理委员会审批同意（批准编号 DW20200527-274）。所
有实验过程均遵照中国实验动物相关法律法规条例要求
进行。
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致病机制提供更多的比较医学基础信息。方法　按照检索策略，以 COVID-19 和 SARS-CoV-2 为检索词，从 GEO、
ArrayExpress、GEN 三大转录组数据库收集获得 2020 年 1 月—2023 年 5 月的新冠病毒感染转录组数据集，分析得到
新冠病毒感染转录组的数据资源组成、分布和研究应用情况，并对数据分布进行可视化展示及关联分析。从临床医
学和比较医学两个方面，围绕临床相关分子机制、生物标志物及相关免疫反应、治疗干预策略等方面，分析现有
新冠病毒感染转录组数据的研究应用和局限性，阐述其研究价值和应用前景。结果　共纳入新冠病毒感染转录
组数据 975 组，在 3 个数据库中样本来源于人的数据集最多，分别占 71.9%、77.9% 和 90.0%。除人以外，小鼠等是
数据主要来源物种，呼吸系统和神经系统是数据分布排名在前的两个系统。在临床意义方面关联 27 个数据集。分
析显示，基于转录组数据挖掘得到呼吸道损伤等相关分子机制，cfDNA 等生物标志物可作为治疗靶点，以 M1 型巨
噬细胞为代表的细胞变化和失调与新冠病毒感染严重程度相关。比较医学分析表明小鼠、仓鼠等均为新冠病毒易感
动物，其中恒河猴和食蟹猴与人类的感染特征高度相似，仓鼠除了呼吸道症状还存在消化系统症状。新冠病毒能在
各种易感动物呼吸系统器官、雪貂的肠道及水貂的耳部进行复制，产生肺炎、弥漫性肺损伤等不同程度的病理变
化；基于免疫应答差异，可使用仓鼠进行中和抗体反应研究。结论　目前新冠病毒感染转录组数据较多，但缺少比
较转录组研究，可将转录组学与比较医学进一步结合，从而对新冠病毒感染的比较医学差异进行更深入的挖掘。
[ 关 键 词 ] 新冠病毒； 转录组； 大数据； 分子机制； 数据分析
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[ABSTRACT] Objective To provide more basic information of comparative medicine for the study of 
biological changes and pathogenesis of COVID-19 by systematical sorting and analyzing the transcriptome 
data. Methods Following a retrieval strategy, using COVID-19 and SARS-CoV-2 as key words, transcriptome 
datasets related to COVID-19 from January 2020 to May 2023 were collected from GEO, ArrayExpress and 
GEN Transcriptome databases. The composition, distribution, and research application of COVID-19 
transcriptome data resources were analyzed. Data distribution was visually displayed and correlation 
analysis was performed. The research applications and limitations of existing COVID-19 transcriptome data 
were analyzed from the perspectives of clinical medicine and comparative medicine, focusing on clinical-
related molecular mechanisms, biomarkers and related immune responses, treatment intervention 
strategies, etc. The research value and application prospects were discussed. Results A total of 975 sets of 
COVID-19 transcriptome data were included. Among three databases, datasets from humans accounted 
for the highest proportion, namely 71.9%, 77.9%, and 90%, respectively. Species other than humans, such as 
mice, were the main sources of data, with the respiratory and nervous systems having the highest 
distribution of data. Twenty-seven datasets were associated with clinical significance. Analysis revealed 
that respiratory tract injury and other related molecular mechanisms were obtained through transcriptome 
data mining. Biomarkers such as cfDNA could be used as therapeutic targets. The severity of COVID-19 
infection was associated with cell changes and disorders represented by M1 macrophages. Comparative 
medical analysis showed that mice, hamsters, and other animals were susceptible to SARS-CoV-2. Rhesus 
monkeys and cynomolgus monkeys exhibited infection characteristics highly similar to human. Apart from 
respiratory symptoms, hamsters also exhibited digestive system symptoms. SARS-CoV-2 can replicate in 
the respiratory organs of various susceptible animals, the intestines of ferrets and the ears of minks, 
resulting in interstitial pneumonia, diffuse lung injury and other pathological changes of varying degrees. 
Based on the differences in immune responses, hamsters can be used for neutralizing antibody reaction 
research.  Conclusion Currently there is a wealth of COVID-19 transcriptome data, but there is a lack of 
comparative transcriptome research. Transcriptomics can be combined with comparative medicine to 
further explore the differences in comparative medicine of COVID-19.
[Key words]  COVID-19; Transcriptome; Big data; Molecular mechanisms; Data analysis

转录组是特定细胞、组织或器官在某种功能状态

下进行DNA转录的所有RNA的总和。转录组数据分析

可研究不同生物中基因表达的变化，有助于理解人类

疾病发生和发展的分子机制［1］。新型冠状病毒即严重

急性呼吸综合征冠状病毒 2 （severeacute respiratory 
syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2，下文简称新冠

病毒）可导致新冠病毒肺炎即新冠病毒疾病（corona 
virus disease 2019，COVID-19），已造成数百万人死

亡。国家卫生健康委已于2022年12月26日发布公告，

将新冠病毒肺炎更名为新冠病毒感染［2］。随着测序能

力的提高和新冠病毒感染研究的深入，新冠病毒感染

转录组数据资源变得更加丰富。转录组作为一种重要

的研究工具，有助于揭示新冠病毒感染的疾病特征和

分子机制，为临床治疗提供了新的思路。

国际上规模较大的转录组数据库有美国国家生物

技 术 信 息 中 心 （National Center for Biotechnology 
Information，NCBI）的 GEO数据库（https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo）、欧洲分子生物学实验室（European 
Molecular Biology Laboratory，EMBL） -欧洲生物信息

学研究所（European Bioinformatics Institute，EBI）的

ArrayExpress 数据库 （https：//www. ebi. ac. uk/biostudies/
arrayexpress）和中国国家生物信息中心的GEN数据库

（https：//ngdc.cncb.ac.cn/gen/）。本文通过归纳以上 3种
数据库中有关新冠病毒感染的转录组数据，然后从临
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床意义角度和比较医学角度分析相关数据的组成与分

布、研究进展以及应用前景，并提出建议，以期为新

冠病毒感染机制研究和新药开发提供理论依据与指导，

也为其在比较医学方面的潜在应用提供思路。

1　数据来源及分析方法

1.1　数据来源
以“COVID-19”或“SARS-CoV-2”为检索词，

“Series”为数据导入类型（Entry type），“Expression 
profiling by array” 或 “Expression profiling by high 
throughput sequencing”为数据类型（Study type），搜索

GEO数据库中 2020年 1月—2023年 5月的新冠病毒感

染相关转录组数据。

以“COVID-19”或“SARS-CoV-2”为主题词，

搜索ArrayExpress数据库和GEN数据库中2020年1月—

2023年5月的新冠病毒感染相关转录组数据。

1.2　纳入和排除标准
纳入标准：（1）研究对象为新冠病毒感染的人、

实验动物或细胞；（2）研究类型为随机对照实验；（3）
技术类型为微阵列和高通量测序技术。排除标准：非

新冠病毒感染或非转录组的其他组学数据。最终获得

新冠病毒感染的转录组数据共975套。

1.3　数据处理
根据研究物种、数据类型、感染组织等进行分类，

并采用Excel 2019和统计学软件Prism 9进行统计处理。

分类结果以柱状图和饼图呈现。

2　数据分析结果

2.1　新冠病毒感染转录组数据总体组成和分布
从GEO、ArrayExpress、GEN三大转录组数据库收

集获得 975 个新冠病毒感染转录组数据集；其中，

GEO 数 据 库 有 783 个 ， GEN 数 据 库 有 132 个 ，

ArrayExpress数据库有60个（图1）。
2.2　GEO 数据库的新冠病毒感染转录组数据

在GEO数据库中，新冠病毒感染转染组数据共有

783个系列和23 208个样本；其中749个系列使用高通

量测序技术，37个系列使用微阵列技术，3个系列同

时使用两种技术。这些数据集主要来源于人类、动物

模型和细胞，其中人类的数据集共有 563个，动物模

型的数据集来源于小鼠（113个）、非人灵长类（58
个）、仓鼠（41个）和其他实验动物（图2）。

2.3　GEN 数据库的新冠病毒感染转录组数据
在GEN数据库中共有 132个新冠病毒感染转染组

数据；按照物种和组织的不同进行分类，整理得到结

果见图 3。其中，人的转录组数据最多（102个），占

所有数据总和的 77.9%。按照病毒感染的系统分类，

排名在前的为呼吸系统和神经系统。进一步统计获得

转录组数据所用的具体测序方法，发现大多使用Bulk 
RNA-seq方法。

图 1 各数据库中 SARS-CoV-2 感染转录组数据
Figure 1 SARS-CoV-2 infection transcriptome data in 

various databases

图 2 GEO 数据库中 SARS-CoV-2 感染转录组数据按研究物种
分类

Figure 2 Classification of SARS-CoV-2 infection 
transcriptome data in GEO series by species
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2.4　ArrayExpress 数据库的新冠病毒感染转录
组数据

在ArrayExpress数据库中共有 60个新冠病毒感染

转染组数据；按照研究物种和检测方法的不同进行分

类整理得到结果见图 4。其中，人的转录组数据最多

（54个），占所有数据总和的 90%。在具体检测方法类

型方面，编码RNA的RNA-seq占比最大。

3　新冠病毒感染转录组数据的临床意义

3.1　探索新冠病毒感染相关临床表型的分子机制
新冠病毒感染的临床分型有四类，即轻型、普通

型、重型和危重型。感染主要病变在肺脏，可累及脾、

心血管、肝、肾和脑等器官。新冠病毒感染具有多种

临床表型，如肺功能不全、血液学改变、肝肾功能异

常和心肌损伤等。本研究整理了基于转录组数据挖掘

得到的临床发现，并与研究使用的数据集信息相关联，

结果见表1。
新冠病毒感染症状集中体现在呼吸道损伤。

Jha 等［3］通过肺部转录组分析发现，与急性炎症

相关的肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）、
白细胞介素 （interleukin，IL） -32、IL-1α、趋化因

子配体［chemokine （C-X-C motif）  ligand，CXCL］ 1
和CXCL3在新冠病毒感染中表达水平较低。这会抑制

病毒转录反应，从而可能导致病毒复制时间延长和严

重的肺损伤。肺损伤患者中存在共同的信号通路，涉

及细胞毒性淋巴细胞和促炎巨噬细胞之间的串扰。此

外， TNF 超家族成员， B 细胞激活因子 （B-cell 
Activating factor of the TNF family，BAFF）和肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体（TNF related apoptosis inducing 

注：A，按研究物种分类；B，按感染系统分类；C，按测序方法分类。
Note：A, classified by species; B, classified by system; C, classified by sequencing methods.
图 3 GEN 数据库中 SARS-CoV-2 感染转录组数据分类结果
Figure 3 Classification result of SARS-CoV-2 infection transcriptome data in GEN database

注：A，按物种分类；B，按具体方法分类。
Note：A， classified by species； B， classified by specific methods.
图 4 ArrayExpress 数据库中 SARS-CoV-2 感染转录组数据分

类结果
Figure 4 Classification results of SARS-CoV-2 

infection transcriptome data in the ArrayExpress 
database
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表 1　SARS-CoV-2 感染转录组临床意义挖掘及对应数据集
Table 1　Clinical significances of  SARS-CoV-2 transcriptome and associated datasets

样本来源
Sample origins

人；雪貂
Human; ferrets
人；雪貂
Human; ferrets
人；C57BL/6 小鼠
Human; C57BL/6

mice
金黄仓鼠
Golden hamsters
人 Human

人 Human

人 Human

人 Human

人 Human
人 Human

人 Human

人 Human

人 Human

人 Human

人 Human
人 Human

人 Human
人 Human

人 Human

人 Human

人 Human

组织/细胞
Tissues/cells

NHBE、A549、Calu3 细胞，肺组织（人）；
鼻腔冲洗液（雪貂）

NHBE、A549、Calu3 细胞（人）；鼻腔冲洗
液（雪貂）

PBMC、肺泡灌洗液（人）；淋巴结（小鼠）

心脏

肺、肝脏
肺泡灌洗液

肺泡灌洗液

肺泡灌洗液

皮肤
血液、鼻上皮、唾液

上呼吸道、鼻咽、全血

外周血、全血、血浆和白细胞

PBMC、全血、血浆和白细胞

全血

外周血

外周血

外周血
血沉棕黄层细胞、A549 细胞

PBMC

PBMC

额叶皮质、脉络丛

发现
Finding

新冠病毒感染肺损伤相关机制

应对新冠病毒感染时 NHBE 细胞上调 MALAT1 和
NEAT1 表达

髓细胞、上皮细胞和 T 细胞之间的相互作用驱动组
织损伤

新冠病毒感染对心脏的损伤机制

新冠病毒感染肝损伤相关机制
严重新冠病毒感染患者的支气管肺泡灌洗液中富

含促炎单核细胞衍生的巨噬细胞
M1 型巨噬细胞和重度新冠病毒感染患者之间的关

系最高
在重症监护室的新冠病毒感染患者中，中性粒细

胞高度激活
新冠病毒感染引起皮疹机制
CCL3 等基因为严重新冠病毒感染鼻腔、口腔和血

液中的生物标志物
发现与新冠病毒感染每种分子亚型相关的特定基

因
ARG1 等 7 个基因生物标志物可区分 SARS-CoV-2

相关的 ARI 和其他类型的 ARI

生物标志物 TGFBI、TTYH2 和 CD4 参与免疫反应和
炎症

新冠病毒感染严重程度的转折点与 S100A9 等 8 个
中性粒细胞特征基因有关

神经损伤相关的 UCHL1 表达增加与严重症状有关
miR-146-146a-5p 等 3 个非编码 RNA 是新冠病毒感

染的潜在治疗靶点
鉴定了 6 个具有不同分子特征的新冠肺炎亚型
cfDNA 能够作为查看疾病严重程度的非侵入性生

物标志物
无症状患者中 PBMC 的免疫反应较弱，复阳患者

的 PBMC 具有高炎症免疫反应
循环单核淋巴细胞的变化可预测新冠病毒感染的

严重程度
新冠病毒感染患者脑和脉络丛细胞的功能失调

数据集编号
Datasets' number

GSE147507

GSE147507

GSE149689； GSE155673;
GSE145926; GSE149443

PRJNA884511

GSE150316
GSE145926

GSE145926

EGAS00001004571 (EGA)

GSE161225
GSE183071

GSE156063; GSE163151

GSE161731; GSE171110
GSE152641; GSE157103
GSE172114; GSE161777

GSE152418; GSE166424;
GSE157103

E-MTAB-11240 (EMBL-EBI)

GSE152418
HRA000238 (NGDC)

GSE143507
GSE147507; GSE154998

GSE179627

GSE180594

GSE159812

注：NHBE 为支气管上皮细胞，A549 为肺癌人类肺泡基底上皮细胞，Calu3 为人肺腺癌细胞，cfDNA 为循环游离 DNA，PBMC 为外周血单核细胞，
MALAT1 为转移相关性肺腺癌转录本 1，NEAT1 为核富集丰度转录本 1，CCL3 为趋化因子配体 3，ARG1 为精氨酸酶 1，ARI 为急性呼吸系统疾病，
TGFBI 为转化生长因子 β 诱导蛋白，TTYH2 为蛋白 tweety 同源物 2，CD4 为分化决定簇抗原 4，UCHL1 为泛素羧基端酯酶 L1。
Note：NHBE， normal human bronchial epithelial cells； A549， human non small cell lung cancer cell line； Calu3， human lung 
adenocarcinoma cell line； cfDNA， circulating-free DNA； PBMC， peripheral blood mononuclear cells MALAT1， metastasis associated lung 
adenocarcinoma transcript 1； NEAT1， nuclear enriched abundant transcript 1； CCL3， C-C motif chemokine 3； ARG1， arginase-1； ARI， 
acute respiratory illness； TGFBI， transforming growth factor beta induced protein； TTYH2， protein tweety homolog 2； CD4， cluster of 
differentiation 4； UCHL1， ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1.
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ligand， TRAIL） 在严重肺损伤中表达水平持续

上调［4］。
感染新冠病毒后，患者经常伴有肺外表现，包括

肝功能障碍。新冠病毒感染转录组分析发现，重症患

者与肝硬化、纤维化、非酒精性脂肪肝和A、B、C型
肝炎患者肝组织的差异主要是以病理组织重塑为特征。

Hammoudeh等［5］分析新冠病毒感染患者肝组织的转录

组数据，发现G偶联蛋白受体家族基因、DnaJ 热休克

蛋白家族成员 B1 （DnaJ heat shock protein family 
member B1，DNAJB1）、胰岛素样生长因子2（insulin-
like growth factor 2， IGF2）、表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）、肝癌衍生生

长因子（hepatoma-derived growth factor，HDGF）和其

他与组织重塑相关的转录产物表达水平显著上调，而

与代谢途径和线粒体功能相关的转录产物表达被显著

抑制。这解答了新冠病毒感染后肝脏解毒能力下降的

分子机制。

在新冠病毒感染严重的患者中，各种皮疹被广泛

报道。Mitamura等［6］发现在新冠病毒感染引起的黄斑

丘疹中，炎性因子（如 IL-6、IL-8和TNF）、Ⅰ型细胞

因子和趋化因子 （如 IFN- γ、 CXCL9、 CXCL10、
CXCL11、2型反应介质 IL-4、IL-5）表达上调，嗜酸

性粒细胞的趋化性和抑制性免疫反应明显增强，细胞

因子风暴延长。伴有嗜酸性粒细胞增多和全身皮疹症

状的新冠病毒感染严重患者具有细胞因子风暴相关的

炎症，且存在趋化因子上调的情况。这一发现表明新

冠病毒感染表现出的皮疹可能是高炎性免疫反应的结

果，即由新冠病毒感染引起的强大系统性免疫反应引

发或导致加剧。

在新冠病毒感染导致住院的患者中，超过三分

之一的患者患有急性肾损伤 （acute kidney injury，
AKI）［7］。Alexander 等［8］发现新冠病毒感染肾脏的

转录组富集在炎症，包括凋亡、自噬、主要组织相

容性复合体Ⅰ类和Ⅱ类以及 1型辅助 T细胞分化，提

示新冠病毒感染导致的 AKI 和脓毒症相关 AKI 之间

有相似性。

心血管系统同样受到新冠病毒感染影响，并发症

包括心肌损伤、心肌炎、急性心肌梗死等［9］。基于

33 805名患者的 150项研究的系统性回顾分析表明，

许多新冠病毒感染患者表现出严重的心血管系统受

累［10］。Wiscovitch-Russo等［10］确定，新冠病毒诱发

坏死性凋亡，从而导致新冠病毒感染严重患者发生主

要不良心血管事件 （major adverse cardiac events，
MACE）。通过下调混合谱系激酶域样蛋白（mixed 
lineage kinase domain-like，MLKL）抑制坏死性凋亡，

可能对于预防严重新冠病毒感染期间心脏损伤引起的

急性和长期MACE具有临床意义。

3.2　揭示生物标志物及相关免疫反应并建立治疗
干预策略

新冠病毒感染转录组数据分析可提供许多疾病信

息。一种常见的应用是比较多组样本，以获得基因表

达特征。由此，人们可以挖掘生物标志物，深入了解

免疫反应和治疗干预途径。

生物标志物对于追踪疾病发生发展具有重要意义，

一般具有诊断、预后、监测等不同作用。Chen等［11］

发现循环游离DNA（circulating-free DNA，cfDNA）能

够作为检查疾病严重程度的非侵入性生物标志物。该

研究确定 cfDNA在轻度和重度病例之间具有明显不同

的信号，具有预测新冠病毒感染严重程度的潜力。

Gómez-Carballa等［12］对不同严重程度的新冠病毒感染

患者的免疫相关基因进行了多组织分析，发现CCL3等
基因是严重新冠病毒感染患者鼻腔、口腔和血液中的

生物标志物，对于治疗过程监测具有一定意义。

Krishnamoorthy 等［13］集成生物信息学和机器学习算

法，发现精氨酸酶 1（arginase-1，ARG1）等 7个基因

生物标志物可区分 SARS-CoV-2相关的急性呼吸系统

疾病 （acute respiratory illness，ARI） 和其他类型的

ARI，且新冠病毒感染后失调的7个基因在新冠病毒感

染康复期可恢复至正常水平，表明其与感染的诊断高

度相关。Clancy等［14］通过外周血单核细胞和白细胞的

转录组预测转化生长因子 β 诱导蛋白（transforming 
growth factor beta induced protein，TGFBI）、蛋白 tweety
同源物2（protein tweety homolog 2，TTYH2）和CD4参
与免疫反应和炎性反应，这 3个转录生物标志物可作

为药物治疗靶点，从而推进新药开发。Liu等［15］使用

患者的外周血进行RNA测序，发现与神经损伤相关的

泛 素 羧 基 端 酯 酶 L1 （ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase isozyme L1，UCHL1）表达增加与严重症状有

关。这些生物标志物可作为治疗靶点并且用于评估新

冠病毒感染患者预后，具有临床治疗意义。

3.3　提示新冠病毒感染的独特免疫学特征
基因共表达分析可以揭示转录调控的分子机制，

可筛选表型性状相关的核心基因，并预测基因间的调

控关系和未知基因的功能。为了剖析新冠病毒感染驱
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动的免疫宿主反应，Aschenbrenner等［16］使用共表达

分析鉴定了 6个具有不同分子特征的新冠病毒疾病

亚型。 Zhang 等［17］ 对 48 名新冠病毒感染患者的

PBMC 转录组进行了全面分析，确定与无症状、有

症状和恢复期新冠病毒感染患者呈正相关的共表达

模块，提出无症状患者中 PBMC 的免疫反应较弱，

复阳患者的 PBMC 具有高炎性免疫反应。Mukherjee
等［18］分析新冠病毒感染的A549细胞和患者支气管

肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid）的转录组

数据，得到细胞因子风暴激活背后与高炎性反应有

关的分子相互作用。

Karami等［19］构建了新冠病毒感染的加权基因共

表达网络，识别出肽聚糖识别蛋白 4 （peptidoglycan 
recognition protein 4， PGLYRP4） 和 类 血 红 素 1
（hephaestin-like 1，HEPHL1）是支气管上皮细胞和肺

癌A549细胞系在新冠病毒感染期间的中枢基因。Hu
等［20］使用基于加权基因共表达网络分析（weighted 
correlation network analysis，WGCNA）的一致聚类方法

对新冠病毒感染患者的分子亚型进行分类，发现了与

每种亚型相关的特定基因。这些基因共表达网络把复

杂的组学数据简化为几个功能模块，将模块与表型信

息相关联可以筛选出更具有生物学意义的模块。基因

共表达网络可提供反映基因关系的全局视图，但该类

分析要求纳入大量样本，以证明分析结果提供的是有

用信息。

3.4　 识 别 非 编 码 RNA 等 转 录 调 节 的 分 子 驱 动
因素

在GEO数据库中，进行非编码RNA分析（包括

通过阵列、基因组拼接阵列和非代码非编码RNA分

析）的新冠病毒感染数据集有 19个。非编码RNA不
会被翻译成蛋白质，但它是病毒感染和抗病毒免疫

反应的重要调节器，参与调节新冠病毒感染及患病

后的生物过程。在细胞因子风暴调节方面，Paniri
等［21］提出 IL-6 和 NOD 样受体热蛋白结构域相关

蛋 白 3 （NOD-like receptor thermal protein domain 
associated protein 3，NLRP3）炎症小体阻断药物对炎

性反应、病毒清除以及病理和临床表现具有潜在影

响。Vishnubalaji 等［22］发现，应对新冠病毒感染时

NHBE 细胞中转移相关性肺腺癌转录本 1（metastasis 
associated lung adenocarcinoma transcript 1，MALAT1）和

核富集丰度转录本1（nuclear enriched abundant transcript 
1，NEAT1）两种长链非编码RNA水平明显上调。Tang

等［23］对从中重度新冠病毒感染的红细胞衰竭患者全

血中分离获得的非编码RNA和mRNA进行了转录组分

析，发现miR-146-146a-5p、miR-21-5p和miR-142-
3p是新冠病毒感染的潜在治疗靶点。非编码RNA参与

了新冠病毒感染的进展和驱动转录调控，但较少应用

于临床策略研究，因此今后应进一步发掘其治疗应用

价值。

3.5　提示细胞变化和失调与新冠病毒感染的严重
程度相关

单细胞转录组学是一种在感染期间识别最关键细

胞类型的工具，可用于大规模细胞图谱构建、细胞类

型鉴定及细胞亚群细化、结合临床病理学辅助疾病分

型等。新冠病毒感染导致细胞调节失常，这是决定疾

病严重程度的关键因素。通过分析同一细胞类型中不

同亚型的比例变化，可以鉴定与新冠病毒感染最相关

的细胞类型，从而确定预防和治疗新冠病毒感染的潜

在靶点。

Liao等［24］基于单细胞转录组分析发现，严重新冠

病毒感染患者的支气管肺泡灌洗液中富含促炎单核细

胞衍生的巨噬细胞。Zhang等［25］利用新冠病毒感染受

体的表达信息进行了细胞间通信分析和轨迹分析，发

现M1型巨噬细胞和重度新冠病毒感染患者之间的关系

最密切。

Filbin等［26］分析单细胞RNA测序数据集，提出髓

细胞、上皮细胞和T细胞之间的相互作用可驱动组织

损伤，中性粒细胞在免疫损伤和急性肺损伤的发展中

发挥作用。Carlos等［27］发现，与新冠病毒感染患者不

同临床表现相关的分子变化涉及中性粒细胞活化，严

重程度的转折点与 S100A9等8个中性粒细胞特征基因

有关。Schimke等［28］也发现，在重症监护室的新冠病

毒感染患者中，中性粒细胞被高度激活。

Utrero-Rico等［29］研究了新鲜血液样本中的循环

单核细胞，证实循环单核淋巴细胞的变化可预测新冠

病毒感染的严重程度。Yang等［30］分析来自对照组和

新冠病毒感染患者的额叶皮质和脉络丛样本的转录组，

观察到新冠病毒感染后出现广泛的细胞扰动和外周 T
细胞浸润，表明新冠病毒感染患者的脑和脉络丛细胞

功能失调。需要指出，目前的单细胞测序费用昂贵，

且存在假阴性，下游的统计和计算分析比较复杂，因

此该方法具有一定局限性。但笔者推测，随着单细胞

测序成本降低以及相应的分析技术发展，这项转录组

检测方法将不断完善，发挥出更大的作用。
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4　新冠病毒感染不同物种的比较医学分析

4.1　病毒感染性差异
动物模型是研究疾病的重要工具，应根据研究目

的和对象的不同使用合适的实验动物。国家动物模型

资源共享信息平台（https：//www.namri.cn）是由科技部

指定中国医学科学院医学实验动物研究所建立的一个

数据量庞大、信息全面的国家平台，广泛收录了国内

外的动物模型等资源及相关信息［31］。本研究使用国家

动物模型资源共享信息平台整理汇总常见的新冠病毒感

染动物模型信息，比较不同物种的新冠病毒感染性差

异，并在GEO数据库检索得到该物种相应的数据集数

量，结果见表2。小鼠、仓鼠、雪貂、猴、水貂等为新

冠病毒易感动物，其中恒河猴和食蟹猴与人的感染特征

高度相似，可用于评价新冠疫苗免疫原性和保护效果。

易感动物感染后普遍出现呼吸道症状和体重减轻的情

况，仓鼠感染后还表现出肠道炎症等消化道症状，且在

转录组数据集较为丰富，存在数据挖掘空间。

4.2　病毒致病性差异
动物模型能够在一定程度上模拟新冠病毒感染症

状，然而病毒在不同动物之间存在致病性差异。分析

比较病毒的致病性差异有助于模型的选择，从而更充

分地发挥实验动物的作用。本研究将人与实验动物的

新冠病毒致病性差异情况进行了梳理，结果见表3。新

冠病毒在 hACE2转基因小鼠、仓鼠、雪貂、水貂和恒

河猴中的复制与人类的亚临床感染类似，复制部位以

肺、气管等呼吸系统的器官为主，也在仓鼠和雪貂的

肠道及水貂的耳部进行复制。各物种病理变化涵盖肺

炎、急性呼吸窘迫综合征、弥漫性肺泡损伤等不同程

度的呼吸道损伤。新冠病毒感染的仓鼠能够产生中和

抗体，并保护其免受再次感染，可用于相关免疫应答

研究。

表 2　不同物种的新冠病毒感染性差异
Table 2　Infectious differences of SARS-CoV-2 in different species

物种
Species

小鼠
Mice
小鼠
Mice
小鼠
Mice

仓鼠
Hamsters

雪貂
Ferrets

猴
Monkeys
猴
Monkeys
水貂
Minks

树鼩
Tree shrews

常用品种/品系
Breeds/ strains 
in common use

hACE2 转基因
小鼠

K18-hACE2 小鼠

hACE2-KI 人源
化小鼠

金黄地鼠

-

恒河猴

食蟹猴

-

-

感染滴度或
剂量

Infection 
titer or dose

1×105 TCID50

1×102 TCID50

4×105 PFU

8×104 TCID50

1×105 PFU

1×106 TCID50

1×106 PFU

1×106 TCID50

1×107 TCID50

感染途径
Routes of 
infection

滴鼻

滴鼻

滴鼻

滴鼻

滴鼻

经气管感染

气管、鼻腔、黏膜
联合感染

经气管感染

口、气管、眼联合
感染

用途
Applications

致病机制研究，疫苗
和药物评估

致病机制研究，疫苗
和药物评估

病毒感染抗体评价，
疫苗评价

致病机制研究，疫苗
和药物评估

致病机制研究，疫苗
和药物评估

致病机制研究，疫苗
和药物评估

评价新冠药物与疫苗

临床病理机制阐述，
药 物 和 疫 苗 评 价 ，
生物标志物筛选

药物筛选和疫苗评估

优点
Advantages

方便，便宜

方便，便宜

方便，便宜

便 宜 ，有 消 化 系
统症状

能通过直接接触
和气溶胶感染

与人类高度相似

与人类高度相似

与人类症状较为
相似

便宜，与灵长类
相似

缺点
Disadvantages

耗时

非致死模型

非致死模型

操作不如小鼠方便，病
毒 7 d 清除，不致死

检测不如小鼠经济

价格昂贵

价格昂贵

应用少，相关试剂较少

没有纯遗传背景的品
系，个体差异较大

GEO 数据
集数量

Number 
of GEO 

datasets
21

9

-

41

5

25

8

-

-

注：TCID50，半数组织培养感染剂量；PFU，空斑形成单位。
Note： TCID50， tissue culture infective dose 50% ； PFU， plaque forming unit.
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4.3　新冠病毒感染的比较转录组数据
COVID-CED （https：//covid.com-med.org.cn/#/）是

一个基于公共数据库中冠状病毒感染动物模型相关开

放数据集的比较转录组数据库［38］。COVID-CED对不

同平台的测序数据进行质控、标准化、去除批次效应，

能够实现跨平台、跨物种的数据分析，比较不同物种、

毒株、剂量、时间点的表达差异。COVID-CED目前收

录了 115个摘自GEO数据库的新冠病毒感染样本，按

类别和内容整理见表4。
在比较医学分析中，本研究梳理了病毒感染和致

病性在人和不同动物之间的差异。根据不同的研究目

的，比较医学分析能够为选用合适的动物模型提供支

撑。然而，新冠病毒感染转录组学鲜少应用于比较医

学的分析研究。由于不同数据集间存在批次效应，且

需要消除自身对照的影响，跨物种、跨毒株等比较转

录组分析较为复杂。现有研究缺乏整合转录组数据集

的比较分析结果，在比较医学方面存在着很大的挖掘

空间。未来，人们可以运用转录组分析来更全面地研

究新冠病毒感染不同物种的比较医学差异。

5　总结
已知转录组的应用与研究存在一定挑战，需要考

虑样本类型、数量及制定数据分析计划以减少批次影

响。不过随着转录组技术的迅速发展，成本逐渐降低，

应用也更加广泛深入。此外，在数据库和在线平台中

储存了大量的开放访问数据，已挖掘发表的数据也可

从不同角度进行分析。而且转录组技术还能够与其他

组学技术相结合，形成新的探究复杂疾病的系统方法。

因此，转录组数据挖掘和分析的潜力巨大，在揭示疾

病发生发展过程及研究治疗对策中有重要价值。

表 3　不同物种的新冠病毒致病性差异
Table 3　Pathogenic differences of SARS-CoV-2 infection in different species

物种
Species

人类
Human

小鼠（hACE2 转基因小鼠）
Mice( hACE2 transgenic mice )

仓鼠
Hamsters

雪貂
Ferrets

水貂
Minks
恒河猴

Rhesus monkey

病毒复制部位
Virus replication 

site
主要在呼吸道和肠道

肺

肺、鼻甲、气管、肠道

鼻甲、气管、肺、肠道

鼻腔、直肠、耳

肺、气管、支气管

病理变化
Pathological change

肺炎，急性呼吸窘迫综合征

间质性肺炎

肺炎，弥漫性肺泡损伤

毛细支气管炎

间质性肺炎，血管周炎，细支气
管周炎，鼻黏膜损伤

间质性肺炎

免疫应答
Immune response

产生针对 S 和 N 蛋白以及 RBD 的 IgG 抗体

产生抗 S 蛋白的特异性抗体

中和抗体反应，IFN-R、IL-4、IL-6、TNF-a、
IL-12p40 上调中和抗体反应

-

-

白细胞和中性粒细胞减少，淋巴细胞增加

参考文献
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注：RBD，受体结合区域；IFN-R，干扰素受体；IL-4，白细胞介素 4；IL-6，白细胞介素 6；TNF-α，肿瘤坏死因子-α；IL-12p40，白细胞介素 IL-12/P40。
Note： RBD， receptor-binding domain； IFN-R， interferon receptor； IL-4， interleukin-4； IL-6， interleukin-6； TNF-α， tumor necrosis -α； IL-12/
P40， Interleukin 12 P40.

表 4　有关冠状病毒感染动物模型的 COVID-CED 数据整理
Table 4　Data collation of COVID-CED related to SARS-

CoV-2 infectious animal model
类别

Category
物种
Species
病毒亚型
Virus subtypes
细胞/组织类型
Tissue/ cell types

时间点
Time point
感染剂量
Infection dose
数据集编号
Dataset number

内容
Content

人、雪貂

野生型、USA-WA1 型

肺、气管、鼻腔，肺癌 Calu3、A549、
A549_oeACE2、H1299 细 胞 ，结
直肠癌 Caco2 细胞，正常人类支
气管上皮细胞

4 h、8 h、12 h、24 h、36 h、72 h、7 d、
14 d

0 MOI、0.2 MOI、0.3 MOI、2 MOI、
5×104 PFU

GSE147507，GSE148729

数量
Number

2

2

9

8

5

2

注：USA-WA1，一种新冠原始毒株；MOI，病毒感染复数；PFU，空斑形
成单位。
Note： USA-WA1， an original strain of COVID-19 virus； MOI， 
multiplicity of infection； PFU， plaque forming unit.
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本文分析了各数据库中新冠病毒感染转录组数据，

对新冠病毒感染转录组学做了全面的解读。新冠病毒

感染转录组数据样本来源以患者为主，感染组织类别

大多定位在呼吸系统和神经系统。本研究围绕不同方

面进行转录组分析，探讨了其临床意义，同时引入新

冠病毒感染不同物种的比较转录组学分析，提示转录

组学在比较医学中的潜在应用价值。

本文还分析了新冠病毒感染单细胞的转录组学数

据，可用于不同细胞类型的差异基因、通路富集、时

序分析、细胞通信分析等，探索各类细胞在疾病中的

功能、状态和相互作用。使用单细胞转录组数据可解

释 SARS-CoV-2引起的免疫功能障碍，有助于深入理

解新冠病毒感染机制，并开展进一步的预防、精确治

疗和预后预测的研究。

新冠病毒感染是现代历史上最具破坏性的传染病

之一，对人类生活的各个方面都产生了严重影响。自

从新冠病毒感染爆发以来，人们不断尝试开发新的抗

病毒药物或治疗策略。新冠病毒感染转录组数据分析

为选择药物和疗法提供了建议和验证，尤其在阐明新

冠病毒感染免疫特征和动态变化等方面具有突出优势。

例如Ren等［39］基于单细胞RNA测序创建拥有146万个

细胞的综合免疫景观，确定了不同的外周免疫亚型变

化与不同的临床特征（年龄、性别、严重程度等）有

关。Meckiff等［40］首次开展免疫细胞应对新冠病毒感

染的反应研究，发现新冠病毒感染严重患者产生了新

的T细胞亚群，该亚群杀死B细胞并减少抗体产生。这

些重大发现为新冠病毒感染研究提供了新的视角。

同类转录组数据分析从其他疾病入手，如自身免

疫病［41］、心血管疾病［42］和哮喘［43］等，大多以转录

组的疾病诊断和预后意义为侧重点，部分研究仅关注

单细胞转录组学。本文亮点在于整理了新冠病毒感染

转录组数据资源与基于转录组的临床研究发现，并将

二者关联，同时从比较医学角度提出转录组的潜在应

用价值。本文整理了现有新冠病毒感染转录组数据的

分布情况，从疾病表型、生物标志物、分子驱动因素

等方面多维度分析转录组数据的临床意义，还将转录

组数据研究和比较医学分析联系起来。笔者认为新冠

病毒感染转录组数据的应用还可以在比较医学方面进

一步拓展，例如对不同物种的转录组数据进行分析比

较，将新冠病毒感染与其他病毒感染转录组进行比较，

从而对新冠病毒感染的比较医学差异进行更深入的挖

掘。目前鲜有新冠病毒感染的比较转录组研究，该方

面内容亟需被填补。
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围绝经期综合征动物模型的制备方法及评价指标
分析
梁天薇, 邓亚胜, 黄 慧, 荣 娜, 刘 鑫, 王玉洁, 林 江

(广西中医药大学基础医学院, 南宁 530200)

[摘要] 目的　对已报道的围绝经期综合征 （perimenopausal syndrome，PS） 动物模型制备方法进行综合分析，
比较模型制备各要素和检测指标的优缺点，为优化相关动物模型并规范其在新药疗效评价中的运用提供有益参考。
方法　采用文献研究方法，以“围绝经期综合征”和“perimenopausal syndrome”等为主题词，在中国知网、万
方数据、PubMed 等数据库中检索 2016 年 1 月—2023 年 2 月发表的与 PS 动物模型制备相关的文献，按照纳入标准
和排除标准筛选出符合 PS 动物模型制备的实验文献，梳理文献中详细记载的实验动物品系、造模方法、给药时长、
阳性药物、检测指标等相关信息。将上述信息统一进行标准化处理后，利用 Excel2010 表格建立 PS 动物模型数据
库，系统归纳总结模型制备要素和评价指标，并用 Excel 2010 软件进行统计学处理和分析。结果　共筛选出 247 篇
文献。制备 PS 动物模型常选用 SD 大鼠 （164 次，65.86%） 和 Wistar 大鼠 （35 次，14.06%）。造模方法常选择双侧
卵巢摘除法 （139 次，53.87%） 和自然老化法 （43 次，16.80%）。用于建模的大鼠年龄从 7 周龄～18 月龄不等，其中
以 3 月龄大鼠 （22 次，21.78%） 最常用。关于检测指标，大多采用血清生化、阴道脱落细胞涂片、组织形态学、一
般情况观察、行为学观察以及脏器组织蛋白免疫印迹等多指标进行综合评价。检验模型是否成功制备常选用西医评
价指标，西医常用阴道脱落细胞涂片方法判定动情周期 （125 次，85.04%），待实验者观察到实验动物动情周期紊
乱或不规则即可认为模型制备成功；同时也有部分文献通过检测发现血清雌二醇含量明显降低来判定造模成功 （5
次，3.04%）。中医证型评价常采用中西医评价指标相结合的方法进行综合评价，实验者通过阴道脱落细胞涂片辅以
一般情况观察判断中医证型 （3 次，2.04%）。结论　目前已有的 PS 动物模型制备方法较多，但相关研究在动物种属
选择、动物年龄、造模成功标准、中医证型评价等方面仍存在较大差异。
[ 关 键 词 ] 围绝经期综合征； 动物模型； 制备方法； 评价指标
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Preparation Methods and Evaluation Criteria Analysis of Animal 
Models for Perimenopausal Syndrome
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[ABSTRACT] Objective To comprehensively analyze the reported preparation methods for animal models 
of perimenopausal syndrome (PS), to compare the advantages and disadvantages of various preparation 
elements and detection indexes, so as to provide useful references for the optimization of the relevant 
animal models as well as the standardization of their application in the efficacy evaluation of new drugs. 
Methods In this paper, literature research methods were applied using "perimenopausal syndrome" as the 
subject term. The publication period of the literature was limited to January 2016 to February 2023. 
Relevant literature on the preparation of PS animal models was retrieved from databases such as China 
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National Knowledge Infrastructure, Wanfang database, and PubMed. After screening the experimental 
literature that met the inclusion and exclusion criteria, detailed information on experimental animal strains, 
modeling methods, duration of drug administration, positive drugs, detection indexes and other relevant 
information were collected. After the above information was standardized, the PS animal model database 
was established using Excel 2010 software. The model preparation elements and evaluation indexes were 
summarized systematically, and the statistical results were processed and analyzed using Excel 2010 
software. Results A total of 247 articles were screened. SD rats (164 times, 65.86%) and Wistar rats (35 
times, 14.06%) were often used to prepare PS animal models. Bilateral ovariectomy (139 times, 53.87%) and 
natural aging (43 times, 16.80%) were chosen as modeling methods. The ages of rats used for modeling 
ranged from 7 weeks to 18 months, with 3-month-old rats (22 times, 21.78%) being the most common. The 
detection indexes were comprehensively evaluated from multiple perspectives, including serum 
biochemistry, vaginal exfoliated cell smear, histomorphology, general observation, behavioral observation, 
and organ tissue protein immunoblotting. Western medical evaluation indexes were commonly used to test 
the successful preparation of models, with vaginal exfoliated cell smears being the most frequently used 
method (125 times, 85.04%). A model was considered successfully prepared when estrous cycle disorder or 
irregularity was observed. Some literature also determined modeling success by detecting a significant 
decrease in serum estradiol levels (5 times, 3.04%). Traditional Chinese medicine (TCM) syndrome 
evaluation often used a combination of Chinese and Western medical evaluation indexes for 
comprehensive evaluation, with researchers determining the TCM syndrome through vaginal exfoliated cell 
smears supplemented by general observation (3 times, 2.04%).  Conclusion There are many methods for 
preparing PS animal models, but there are still significant differences in the selection of animal species, 
age, criteria for successful modeling, and TCM syndrome evaluation in the related literature.
[Key words]  Perimenopausal syndrome; Animal model; Preparation method; Evaluation index

围绝经期综合征（perimenopausal syndrome，PS）
又称更年期综合征，是指女性在围绝经时期由于雌激

素水平降低而出现的一系列精神心理疾患和身体症

状［1］。围绝经期是每个女性必经的关键时期。受工作

压力、家庭因素等外界因素的影响，近年来PS患者数

量逐年上升。据资料显示，每年健康女性中约有 60%
患有PS，发病年龄从 50～60岁不等，病程长短不一，

最短为1年，最长可达10年之久［2］。由于大部分患者

的发病时间较久，PS对正常工作和生活造成了严重的

影响，极大降低了患者的生活质量。因此，临床上需

要对该疾病及早发现和治疗，从而促进PS患者的身心

健康［3］。
深入研究疾病的生理病理过程是治疗疾病的重要

前提，而建立具有重塑性高、与临床疾病特征相符且

稳定的动物模型是进行药物作用机制研究和保证新药

疗效及安全性的重要基础。本文从国内外各大数据库

如中国知网（CNKI）、万方、PubMed等整理了研究PS
动物模型的相关文献，筛选出应用范围较广的动物模

型制备方法及其评价指标，然后分析总结PS动物模型

的制备方法和相关要素，以期推动PS动物模型制备的

规范化进程，促进临床药物联合应用和新药研发。

1　材料与方法

1.1　文献资料来源和检索方法
在中国知网（CNKI）、万方数据、PubMed数据库

收集近 7 年关于 PS 动物模型的文献。在中国知网

和万方平台以“围绝经期综合征”或“更年期综

合征”或“绝经综合征”或“围绝经期”或“更

年期”或“去卵巢”和“动物模型”或“鼠”或

“兔”或“猴”或“犬”或“羊”为主题词，在

PubMed 数 据 库 以 “perimenopausal syndrome” or 
“menopausal syndrome” or “climacteric syndrome” 
and “animal model” or “ rat” or “mice” or 
“mouse” or “rabbit” or “monkey” or “dog” or
“sheep”等为主题词进行检索。文献发表时间均

限制在 2016 年 1 月 1 日至 2023 年 2 月 28 日。

1.2　文献纳入和排除标准
文献纳入标准：（1）关于PS动物模型的实验性文

献；（2）造模时间明确、评价指标清楚且检测指标信

息完整的文献。排除标准：（1）合并有其他疾病或者
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National Knowledge Infrastructure, Wanfang database, and PubMed. After screening the experimental 
literature that met the inclusion and exclusion criteria, detailed information on experimental animal strains, 
modeling methods, duration of drug administration, positive drugs, detection indexes and other relevant 
information were collected. After the above information was standardized, the PS animal model database 
was established using Excel 2010 software. The model preparation elements and evaluation indexes were 
summarized systematically, and the statistical results were processed and analyzed using Excel 2010 
software. Results A total of 247 articles were screened. SD rats (164 times, 65.86%) and Wistar rats (35 
times, 14.06%) were often used to prepare PS animal models. Bilateral ovariectomy (139 times, 53.87%) and 
natural aging (43 times, 16.80%) were chosen as modeling methods. The ages of rats used for modeling 
ranged from 7 weeks to 18 months, with 3-month-old rats (22 times, 21.78%) being the most common. The 
detection indexes were comprehensively evaluated from multiple perspectives, including serum 
biochemistry, vaginal exfoliated cell smear, histomorphology, general observation, behavioral observation, 
and organ tissue protein immunoblotting. Western medical evaluation indexes were commonly used to test 
the successful preparation of models, with vaginal exfoliated cell smears being the most frequently used 
method (125 times, 85.04%). A model was considered successfully prepared when estrous cycle disorder or 
irregularity was observed. Some literature also determined modeling success by detecting a significant 
decrease in serum estradiol levels (5 times, 3.04%). Traditional Chinese medicine (TCM) syndrome 
evaluation often used a combination of Chinese and Western medical evaluation indexes for 
comprehensive evaluation, with researchers determining the TCM syndrome through vaginal exfoliated cell 
smears supplemented by general observation (3 times, 2.04%).  Conclusion There are many methods for 
preparing PS animal models, but there are still significant differences in the selection of animal species, 
age, criteria for successful modeling, and TCM syndrome evaluation in the related literature.
[Key words]  Perimenopausal syndrome; Animal model; Preparation method; Evaluation index
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如中国知网（CNKI）、万方、PubMed等整理了研究PS
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型制备方法及其评价指标，然后分析总结PS动物模型

的制备方法和相关要素，以期推动PS动物模型制备的

规范化进程，促进临床药物联合应用和新药研发。

1　材料与方法

1.1　文献资料来源和检索方法
在中国知网（CNKI）、万方数据、PubMed数据库

收集近 7 年关于 PS 动物模型的文献。在中国知网

和万方平台以“围绝经期综合征”或“更年期综

合征”或“绝经综合征”或“围绝经期”或“更

年期”或“去卵巢”和“动物模型”或“鼠”或

“兔”或“猴”或“犬”或“羊”为主题词，在

PubMed 数 据 库 以 “perimenopausal syndrome” or 
“menopausal syndrome” or “climacteric syndrome” 
and “animal model” or “ rat” or “mice” or 
“mouse” or “rabbit” or “monkey” or “dog” or
“sheep”等为主题词进行检索。文献发表时间均

限制在 2016 年 1 月 1 日至 2023 年 2 月 28 日。

1.2　文献纳入和排除标准
文献纳入标准：（1）关于PS动物模型的实验性文

献；（2）造模时间明确、评价指标清楚且检测指标信

息完整的文献。排除标准：（1）合并有其他疾病或者
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症状的文献；（2）体外实验；（3）毕业论文、会议论

文及综述等类型文献；（4）重复文献；（5）无法获取

全文的文献。

1.3　数据资料整理和统计
将文献中包含动物种属、造模方法、阳性药、检

测指标等的信息录入Excel 2010软件，建立PS动物模

型数据库。实验动物种类、命名均参照《实验动物和

动物实验技术》［4］进行规范化处理，然后归纳总结纳

入文献中 PS动物模型的制备要素及评价指标。使用

Microsoft Excel 2010软件进行结果整理和统计分析。

2　结果

2.1　动物选择
本次研究中共纳入文献 247篇，其中中文 136篇，

英文 113篇。经统计，有 2篇文献同时用了 2种动物，

实验动物总使用频次为249；其中使用频率≥20的动物

分别是 SD大鼠（164次，占比 65.86%）、Wistar大鼠

（35 次，占比 14.06%） 和 ICR 小鼠 （20 次，占比

8.03%），具体见表1。
2.2　造模方法

对 247篇纳入文献中的造模方法进行规范处理，

经统计分析发现，有5篇文献采用2种方法造模，有2
篇采用3种方法制备模型，造模方法共计256次。根据

造模原理区分，主要有卵巢去势法、自然老化法、化

学药物法、环境化学物质四大类；在此基础上加入各

种因素，制备复合模型和病证结合模型。将所涉及的

实验模型进行统计分类后筛选出20种造模方法，其中

使用频率排名前三的分别是双侧卵巢摘除手术法（139
次，占比53.87%）、自然老化法（43次，占比16.66%）
和双侧卵巢摘除手术联合慢性不可预知刺激法（15次，

占比5.81%），详见表2。
2.3　月龄选择
2.3.1　卵巢摘除法动物月龄选择

由表1和表2可知，在动物种类选择上偏向于用鼠

类，造模方法中卵巢去势法占比最多。但进一步分析

发现，PS造模时对动物年龄的选择存在较大差异。故

将文献中标明使用鼠类动物的年龄进行分类统计（同

一篇中使用多个年龄则分别计入），发现大鼠不同月龄

（周龄）选择有33种，累计101次；小鼠不同月龄（周龄）

选择则为14种，累计21次。将动物月（周）龄使用频次

为1的数据排除后得到表3，应用最多的是3月龄大鼠。

2.3.2　自然老化法动物月龄选择
由表 2可知，自然老化法是使用频次排列第二的

造模方法。对该造模方法中明确动物月龄的文献进行

统计，结果发现大鼠在月龄选择上有19种，涵盖的月

龄从 10～18月不等，使用频次共 50次；小鼠则有 6
种，使用频次共 11次。将使用频次为 1的数据排除后

得到表 4，从表中可知采用自然老化法建模时多选择

12月龄左右的大鼠。

2.4　阳性对照药物
将 247篇归纳文献进行统计后发现，动物实验采

用阳性药物做比对的文献累计 141篇，占比 59.84%；
有28篇文献涉及2种阳性药物，2篇文献采用3种阳性

药物，故阳性药物使用总频次为 173次。其中使用最

多的阳性药物为戊酸雌二醇（54次，占比 31.21%）、
雌二醇（17.34%，占比 30 次）和更年安片（14 次，

8.09%）。阳性对照药物使用频次及百分比详见表5。

表 1　围绝经期综合征模型的动物使用情况分布
Table 1　Distribution of animal usage of PS models

动物
Animals

SD 大鼠
Sprague-Dawley rats
Wistar 大鼠
Wistar rats
ICR 小鼠
ICR mice
C57BL/6 小鼠
C57BL/6 mice
KM 小鼠
KM mice
C57BL/6N 小鼠
C57BL/6N mice
C57BL/6J 小鼠
C57BL/6J mice
BALB/c 小鼠
BALB/c mice
基因敲除小鼠
Knockout mice
ddY 小鼠
ddY mice
Fischer-344-CDF 大鼠
Fischer-344-CDF rats
褐家鼠
Rattus norvegicus
狨猴
Marmosets

使用频次/次
Frequency/time

164

35

20

9

7

3

3

2

2

1

1

1

1

百分比/%
Percentage/%

65.86

14.06

8.03

3.62

2.81

1.21

1.21

0.80

0.80

0.40

0.40

0.40

0.40
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表 2　围绝经期综合征动物模型造模方法分布
Table 2　Distribution of modeling methods for perimenopausal syndrome animal models

造模因素
Modeling factors

卵巢去势
Ovariectomy

自然老化
Natural aging method

环境化学物质
Environmental chemicals

化学药物
Chemical drugs

复合因素

Compounding factors

病证结合
Disease-syndrome combination

造模方法
Modelling method

双侧卵巢摘除术
一侧完全摘除，另一侧摘除 80%
一侧完全摘除，另一侧摘除 50%
一侧完全摘除，另一侧摘除 20%
自然老化法

注射 4-二氧化乙烯基环己烯（VCD）

超促排卵药物
卵巢注射无水乙醇
灌服雷公藤多苷片
双侧卵巢摘除术联合慢性束缚法
双侧卵巢摘除术联合慢性不可预知刺激
双侧卵巢摘除术联合电刺激
双侧卵巢摘除术加高脂饮食
双侧卵巢摘除术联合 CO2刺激
双侧卵巢摘除术加睡眠剥夺
注射 VCD 联合慢性束缚法
自然老化加注射氢化可的松
自然老化联合慢性束缚刺激
双侧卵巢摘除术加灌服热性中药
双侧卵巢摘除术联合慢性不可预知刺激

频数/次
Frequency/time

139
4
2
1

43

11

4
2
1
1

10
2
1
1
1
2

13
8
5
5

百分比/%
Percentage/%

54.30
1.56
0.78
0.39

16.80

4.30

1.56
0.78
0.39
0.39
3.91
0.78
0.39
0.39
0.39
0.78
5.08
3.13
1.95
1.95

表 3　卵巢摘除法建立围绝经期综合征动物模型的动物年龄
分布

Table 3　Distribution of animal age in ovariectomy-
induced perimenopausal syndrome animal model

动物
Animals

大鼠
Rat

小鼠
Mouse

年龄
Age

6 周龄
7 周龄

6～8 周龄
8 周龄

8～10 周龄
10 周龄
11 周龄
12 周龄
2 月龄

2～3 月龄
3 月龄

3～4 月龄
4 月龄
6 月龄
7 周龄
8 周龄

频数/次
Frequency/

time
5
4
3

11
2
6
2
9
5
2

22
2
5
4
2
7

百分比/%
Percentage/%

4.95
3.96
2.97

10.89
1.98
5.94
1.98
8.92
4.95
1.98

21.78
1.98
4.95
3.96
9.53

33.33

表 4　自然老化法建立围绝经期综合征动物模型的动物月龄
分布

Table 4　Distribution of animal age in perimenopausal 
         syndrome animal model established by natural 
         aging method
动物

Animals
大鼠
Rat

小鼠
Mouse

月龄
Months of age

10～12
11

11～12
12

11～14
13

12～14
14

13～15
11～15
12～13
13～16

16
11
12

频数/次
Frequency/time

4
2
5
9
3
6
3
2
2
2
2
2
2
4
4

百分比/%
Percentage/%

8.00
4.00

10.00
18.00
6.00

12.00
6.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00

36.36
36.36
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2.5　检测指标
将 247篇文献中PS动物模型检测指标进行统一规

范分类，如遇到同一组织检测方法不同，则分开计算；

若同一检测方法检测不同指标，如检测血清的促黄体

生成素（luteinizing hormone，LH）、促卵泡生成激素

（follicle stimulating hormone， FSH）、 5-羟色胺 （5-
hydroxytryptamine，5-HT）含量，则归纳为一类［5］。
对检测指标进行归纳整理后，选取频次≥5的检测指标

见表6，其中血清生化指标应用频率最高（190次，占

比 19.09%），其次是阴道脱落细胞涂片检查（140次，

占比14.07%）。

表 6　围绝经期综合征动物模型建立后的高频检测指标分布
Table 6　Distribution of high frequency detection indexes 
in perimenopausal syndrome animal models

高频检测指标
High frequency detection indexes

血清生化指标
Serum biochemical indicators
阴道脱落细胞涂片
Shed cell of vaginal smears
脏器形态学观察
Morphology observation of organs
一般情况（体重、饮水量、外观、活动等）
General condition (weight, water 

intake, appearance, activity, etc.)
行为学观察
Behavioral observation
脏器免疫组化
Immunohistochemistry
脏器组织蛋白质印迹
Western blotting
实时定量 PCR 检测相关 mRNA 表达
Real-time quantitative PCR of 

mRNA expression
脏器湿重
Organ wet weight
脏器指数（系数）
Visceral index (factor)
脏器组织匀浆生化
Biochemicals of organ tissue 

homogenates
尾部皮肤和肛门温度
Tail skin and rectal temperature
CT 扫描骨形态计量学参数
Bone histomorphometric 

parameters by CT scan 
TUNEL 染色检测脏器细胞凋亡
TUNEL staining of organ cell 

apoptosis
免疫荧光法检测相关蛋白分布
Immunofluorescence assay for 

protein distribution
戊巴比妥钠睡眠试验
Pentobarbital sodium sleep test
代谢组学
Metabolomics
肠道菌群
Intestinal flora
X 线测骨密度
Bone density measured by X-Ray 
原位杂交法检测相关 mRNA 表达
In situ hybridization of mRNA 

expression

频数/次
Frequency/time

190

140

92

84

68

56

54

54

51

50

42

21

12

11

9

7

6

5

5

5

百分比/%
Percentage/%

19.09

14.07

9.24

8.44

6.83

5.62

5.42

5.42

5.12

5.02

4.22

2.11

1.20

1.10

0.90

0.70

0.60

0.50

0.50

0.50

表 5　围绝经期综合征动物模型建立时阳性对照药物使用频数
分布

Table 5　Frequency distribution of positive control drugs
         used in the establishment of perimenopausal 
         syndrome animal model

阳性对照药物
Positive control drugs

戊酸雌二醇 Estradiol valerate tablets
雌激素 Estrogen
更年安片 Gengnianan tablet
替勃龙 Tibolone
结合雌激素 Conjugated equine estrogen
己烯雌酚 Diethylstilbestrol
坤宝丸 Kunbao pill
教材方 Teaching materials
大豆异黄酮 Soybean isoflavones
右归丸 Yougui Pill
尼尔雌醇 Nilestriol
坤泰胶囊 Kuntai Capsule
莉芙敏 Remifemin
苯甲酸雌二醇 Estradiol benzoate
17α -乙炔雌二醇 17α-Ethinyl oestradiol
染料木黄酮 Genistein
六味地黄丸 Liuwei Dihuang Pills
地西泮 Diazepam
静心口服液 Jingxin oral liquid
红三叶草提取物 Red clover dry extracts
雷洛昔芬 Raloxifen
黄芪精口服液 Milkvetch root oral liquids
滋肾养阴汤 Zishen yangyin decoction
市售蜂蜜 Commercially available honey
柴胡疏肝散 Chaihu Shugan Powder
左归丸 Zougui Pill
更年欣胶囊 Gengnianxin capsule
更年乐片 Gengnianle tablet

频数/次
Frequency/

time
54
30
14
12
7
6
6
5
5
4
3
3
3
2
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

百分比/%
Percentage/%

31.21
17.92
8.09
6.93
4.05
3.47
3.47
2.88
2.88
2.31
1.73
1.73
1.73
1.16
1.16
1.16
1.16
1.16
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
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2.6　造模成功评价指标
2.6.1　西医评价指标

通过整理文献发现，仅有 147篇涉及模型评价指

标检测，其中大部分文献均以观察阴道脱落细胞涂片

发现动情周期紊乱或不规则作为 PS 造模成功标准

（125次，占比85.04%），另外有3.4%（5次）的研究将

检测血清雌二醇（estradiol，E2）水平较正常明显降低

（＜20 ng/mL、＜100 pg/mL）作为判断造模成功的标

准，见表7。

2.6.2　中医评价指标
现有文献中针对病证结合模型的研究较少，仅有

少数研究者通过灌服热性中药使大鼠出现舌红、肛温

上升以及饮水量增加等表现时判定为阴虚内热证［6-7］；
或者通过注射氢化可的松诱导大鼠出现精神萎靡、怕

冷、反应迟钝等符合中医肾阳虚的证候表现［8］，再联

合双侧卵巢摘除术或自然老化法构建阴虚内热证或肾

阳虚证PS动物模型。另外也有部分研究者采用行为学

实验对肝郁证PS动物模型进行评分，合格则视为造模

成功［9］。
2.7　PS 患者与动物模型的疾病特征和检测指标
比较

为了评价动物模型的病理特征是否与PS患者的临

床症状相符，笔者参照《妇产科学（第九版）》中PS
患者的具体临床表现和检测指标［10］，比较分析了 PS
患者与各类PS动物模型在主要病理特征和检测指标等

方面的异同点，整理汇总见表8。
3　讨论

3.1　实验动物选择
经过对文献的归纳和分析，发现目前大部分研究

者选择用于模型制备的动物种类主要是鼠类，也有一

篇文献采用绒猴进行造模［11］。选取鼠类作为主要造模

动物的原因在于繁殖周期稳定，且饲养成本低。此次

研究中还发现大部分文献使用SD大鼠和Wistar大鼠制

备动物模型，可能与这两类大鼠的海马区含有丰富的

脑神经细胞，记忆和学习能力受外界因素影响较大，

更有利于观察相关症状有关［12］。
3.2　造模方法选择

PS动物模型制备方法较多，通过对造模方法整理

分析发现，双侧卵巢摘除术和自然老化法使用频率较

高，在此基础上加入各种干预方法形成复合模型或者

病证结合模型。大部分研究选用卵巢摘除手术法，其

原理是用手术方法摘除卵巢，人为模拟人类在围绝经

期时性激素水平失衡的特点，可直观地体现雌激素撤

退后对全身各系统的影响，更能反映该病的特点，是

最基础的PS模型造模方法之一。据资料显示，卵巢摘

除手术法与自然老化法均能反映PS的性激素水平变化

特点［13-14］。卵巢摘除手术的实验周期短，对实验鼠的

月龄要求不高，故大部分研究者选择此法进行造模。

由于实验鼠在卵巢摘除后体内的雌激素极度匮乏，缺

失人类围绝经期卵巢功能衰退的渐变过程，不符合自

然状态下的人类围绝经期变化特点［15］，因此也有部分

研究者采用部分卵巢切除法［16-17］或自然老化法［18-19］。
自然老化法是选取12月龄左右的自然衰老动物，经阴

道脱落细胞涂片评价为合格的动物即被选为PS动物。

自然老化法在激素水平变化方面比卵巢摘除手术法更

显著［20］，造模过程相对简单，而且还能有效避免手术

风险和药物的毒性作用和不良反应，是部分研究者的

表 7　围绝经期综合征动物模型建立成功的西医评价指标分布
Table 7　 Distribution of evaluation indexes for 

successful establishment of perimenopausal 
syndrome animal models in Western medicine

西医评价指标
Western medicine evaluation indexes

阴道脱落细胞涂片
Shed cell of vaginal smears
阴道脱落细胞涂片+血清雌二醇
Shed cell of vaginal smears and estradiol
血清雌二醇
Serum estradiol

行为学+一般情况
Behavioral and general condition
阴道脱落细胞涂片+行为学
Shed cell of vaginal smears and

behavioral obeservations
阴道脱落细胞涂片+一般情况
Shed cell of vaginal smears and 

general condition

阴道电阻法
Vaginal electrical resistance method

尾部皮肤和肛门温度
Tail skin and anal temperature

阴道脱落细胞涂片+肛温
Shed cell of vaginal smears and anal

temperature

频数/次
Frequency/

time

125

5

5

1

5

3

1

1

1

百分比/%
Percentage

/ %

85.04

3.40

3.40

0.68

3.40

2.04

0.68

0.68

0.68
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首选方法。也有少数研究者选用环境污染物4-二氧化

乙烯基环己烯 （4-vinylcyclohexene diepoxide，VCD）
损害卵巢功能［21-22］，或者用超促排卵药［23-24］促使卵

巢功能衰竭来进行PS造模，但上述两种方法对给药剂

量和给药时间较难把握，尚无统一的标准用量，故不

常被选用。

在制备复合模型过程中，大部分文献选择双侧卵

巢摘除手术联合慢性不可预知刺激和自然老化联合慢

性束缚刺激的方法制备动物模型。此外，多数研究者

从病因发展过程出发，在双侧卵巢摘除或自然衰老的

基础上，采取加入外部刺激的方式模拟PS女性患者受

到的社会压力或刺激的特点，建立围绝经期精神神经

症状模型［25-26］。由于以上造模方法要求实验者在造模

过程中严格观察大鼠的一般状态和控制造模因素，增

加了造模难度，因此只有部分研究者采用此类方法。

与此同时，部分研究者在造模过程中模糊了疾病与症

状之间的概念，PS精神神经症状可表现情绪抑郁，在

造模过程中易与围绝经期抑郁症混淆。故笔者认为，

造模过程中的病症区分将是后续研究的主要方向之一。

另外在病证结合方面，研究者可通过采取灌服热性中

药或者注射氢化可的松的方式制备出符合中医证候特

点的病证结合模型，该模型的成功制备有助于从病证

层面探讨中医药治疗PS的作用机制。但在本次文献统

计中发现，大多数文献对中医证型的判断仅仅通过实

验者的主观评定，缺乏证候评分。故笔者建议，后续

研究者可采取建立证候评分表的方法来确认PS动物的

中医证型。

3.3　动物年龄选择
由表3和表4可知，大部分文献选择3月龄成年大

鼠和 8周龄小鼠作为双侧卵巢切除术的实验对象。有

资料显示该年龄大鼠或小鼠进入成熟期，性周期处于

稳定状态，卵巢内分泌功能已经完善［27-28］，可作为实

验用鼠；若此时摘除双侧卵巢会导致大、小鼠体内的

激素水平显著下降，继而引发 PS［29］。自然老化法则

选用11～12月龄大、小鼠。研究表明，处于该时期的

大、小鼠出现卵巢功能逐渐减退的趋势，与围绝经期

女性的性激素水平下降过程相似，故常用于制备PS模
型动物［30-31］。由于不同年龄动物对雌激素敏感性不

同，选择合适时期进行造模才能更贴近患者临床真实

状态，更易观察指标变化［32］。
3.4　阳性对照药选择

研究者建立PS模型的最主要目的是研发新药和进

行药效学评价，故研究中往往涉及阳性对照药物的选

择。由表 5可知目前涉及的阳性药物种类颇多，不仅

包含了中药、西药，还包括了中药提取物。其中，西

药以戊酸雌二醇为主，是临床中最为常用的激素替代

药物［33］，原理是通过人为补充雌激素来缓解 PS；中

药则选用更年安片，其从中医的角度是通过施以滋阴

补肾、安神除烦中药而起到平衡体内肾阴肾阳，减轻

患者不适感的作用，临床常用于治疗心肾不交型PS患

表 8　围绝经期综合征患者与动物模型的疾病特征和检测指标比较
Table 8　Comparison of disease characteristics and detection indexes between perimenopausal syndrome patients and

          model animals
分类

Categories

临床表现

Clinical 
manifestation

病理学观察
Pathological

observations
生化指标

Biochemical
indexes

影像学检查
Imaging 

examination

PS 患者
PS patients

同：均可出现情绪抑郁或急躁不安、失眠等精神神经症状和毛发稀疏脱落等表现

异：涉及多系统病变，症状复杂，如同时
出现潮热汗出、失眠等症状

同：均检测阴道脱落细胞涂片
异：暂无相关研究

同：均出现激素水平异常，如促黄体生成素（luteinizing hormone，LH）、促卵泡激素（follicle stimulating hormone，FSH）升高，
雌二醇（estradiol，E2）、5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）降低

异：大部分仅检查血清性激素水平，即 LH、
FSH 升高，E2降低，绝经后 FSH＞40 U/L，
且 E2＜10～20 pg/mL 提示卵巢功能衰竭

同：CT 或 X 线检查均可发现骨小梁稀疏，骨密度下降
异：大部分仅通过 CT 或 X 线检查发现骨

密度下降和骨小梁稀疏

PS 模型动物
PS animals

异：症状不如人类明显，部分症状无法直接观察，如排尿困难、潮热汗出等，需
通过检测相关指标来判断

异：可见脏器有不同程度萎缩，部分细胞数量减少

异：检测指标较人类多，增加性激素、神经递质、炎症因子等指标，如造模后动
物体内的多巴胺（dopamine，DA）、白细胞介素-2（interleukin-2，IL-2）水平降
低，促性腺激素释放激素（gonadotropin-releasing hormone，GnRH）升高

异：部分实验采用 X 线检查发现骨小梁稀发且结构紊乱；CT 检查发现骨形态计
量学参数减低；电镜检查发现下丘脑线粒体和内质网损伤等

80



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineFeb . 2024, 44(1)

者，效果明显［34］。
3.5　检测指标选择

本研究结果显示，阴道脱落细胞涂片使用频率最

高，可直接选取阴道脱落细胞涂片观察动物的动情周

期变化，操作简便，具有重复性高的特点。因此，国

内外学者多选用此指标作为建模成功评价标准。其次

是血清生化指标，因为血清生化水平的变化可直接判

定药物干预效果，也间接反映本病的发生原因［35］；其

中血清性激素水平变化可作为核心指标直接判定

PS［36］。组织形态学可直接反映PS对全身各个脏器组

织的损害程度，体现PS患病特点，可进一步辅助实验

者判断模型是否与临床病理特点相符合或者是否达到

用药效果，因此在实验中可选择脏器的病理学检查作

为评估用药效果的指标之一。随着研究手段不断深入，

研究层面也从细胞跨越到分子水平，不少研究者开始

通过检测关键通路蛋白或者mRNA表达差异来探究信

号通路对 PS的影响［37-38］，或通过蛋白质组学或代谢

组学、肠道菌群检测等新兴技术来深入研究PS发病机

制和治疗策略［39-40］。
另外，由于PS临床症状特殊，PS患者常可见精神

神经症状或骨质疏松症状等［41-42］，故根据实验目的不

同选择不同检测方法，如针对PS出现的骨质疏松症时

则多选择X线、CT检查骨相关参数［43-44］，出现相关精

神症状时则会辅以行为学评价进行综合评价。当然动

物的一般情况变化同样也可反映其精神状态改变［45］，
但单纯记录一般情况变化具有主观性，并不能反映建

模成功，此时应选用可量化的评价指标，如加以行为

学实验检测指标进行综合判断［46］。由于 PS发病机制

尚未明确，临床症状涉及心血管、神经、内分泌等多

个系统，研究者不能使用单一指标的检测结果作为判

断造模成功的标准；需要选择对症的多指标进行检测，

其中血清生化、组织形态学以及一般情况观察是 3个
最主要的检测方面。

3.6　模型评价方法选择
模型成功制备是后续研究药物作用机制的必要条

件。在模型评价方面，多数研究者通过阴道脱落细胞

涂片判定动情周期，待实验者观察到实验动物出现动

情周期紊乱或不规则，即视为制备模型成功［47-48］。观

察涂片可因实验者操作原因存在一定主观性，但目前

资料显示阴道脱落细胞涂片是评价PS动物模型最常用

的检测方法，具有简单易行的特点［49］。若实验条件允

许，可选用血清性激素水平作为客观指标，更准确地

反映 PS动物卵巢功能的变化以及造模结果［50-51］。在

此次文献研究中，中医病证结合模型研究仅占少数，

多数研究者仅对动物的中医证候表现进行主观判断，

并未对中医证候进行评分证实动物符合该证型。

3.7　PS 患者与动物模型的疾病特征和检测指标
比较

PS患者与动物模型之间均存在激素和情绪方面的

变化，但PS患者因受外界环境因素的影响，症状存在

复杂多变的特点；而动物饲养环境固定，与患者实际

生存环境存在差异，形成症状较单一的特点。此外，

动物恢复能力较患者强，实验过程中无法评估药物的

治疗效果，故部分动物实验对动物加用各种压力因素

来模拟患者受到的社会压力，以期该模型能更好地反

映疾病的真实变化情况。在指标检测方面，PS患者仅

通过检测血清性激素水平的变化进行评估［10］，再结合

病史即可诊断疾病；而动物模型可通过结合各种检测

指标来评价模型。患者因检测费用高或检测标本难获

取等原因，所采用的辅助检查较少，增加了诊疗难度；

动物实验则在标本数量充足、标本易获取方面具有一

定优势，因此脏器组织形态学检查、脏器组织匀浆生

化指标等检测的相关报道明显增加［52］，再结合代谢组

学、肠道菌群［39］等现代新兴检测技术，可开展多维

度深层次的研究，更有助于深入探讨PS的发病机制，

从而更好地指导临床用药。

4　总结与展望

综上，通过对PS模型制备要素和评价指标进行归

纳总结，分析发现常用的 PS动物模型多选 SD大鼠进

行造模；造模方法则优先考虑卵巢摘除手术法和自然

老化法，其中卵巢摘除手术法大部分选用3～4月大鼠

或 8周龄小鼠，而自然老化法则常用 11～12月龄左右

的大、小鼠；在阳性药选择上，西医常用戊酸雌二醇，

中医则是更年安片；判断模型是否成功多以动情周期

紊乱或不规则为标准，常选取的检测指标是阴道脱落

细胞涂片、血清生化指标、脏器组织形态学变化等。

笔者根据本团队的研究经验，对PS动物模型制备

过程中存在的问题提出一些看法：（1）在明确模型评

价的文献中，大部分文献以动情周期不规则或者紊乱

作为成模标准，但对于动情周期紊乱程度未有统一标

准；（2）仅有少数文献将动物血清E2水平降低作为模

型评价指标，但由于PS症状的复杂性，建议后续可从

性激素、动情周期、行为学等方面相结合来评价；
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（3）目前多数研究者在动物年龄的选择上存在较大差

异，由于不同年龄的大、小鼠对药物的敏感度以及对

检测指标的灵敏度不同，故此后应对动物年龄选择进

行规范化；（4）整理文献过程中发现只有59.84%的文

献涉及阳性药物对照组，多数研究者仅设立正常对照

组、模型组和受试药物组，缺少阳性药物对照，这一

定程度上降低了实验结果的可靠性，故应在后续实验

中注意加入阳性对照组以证明受试药物的优势；

（5） 构建中医病证结合动物模型的证型研究尚未完

善，且证型判断缺乏客观指标，今后应开展更多的中

医病证结合模型研究，以此来对其进行量化标准评分

和证型判定。
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清华大学实验动物中心小鼠自动饮水系统漏水情况
统计分析
唐倩倩, 张秀莉, 常 在

(清华大学生命科学学院, 北京100084)

[摘要] 目的　统计清华大学实验动物中心小鼠自动饮水系统漏水情况，评估自动饮水设备安全性，为动物设施自
动饮水系统的选用和使用维护管理提供参考。方法　本文以清华大学实验动物中心二期动物设施南、北两个屏障饲
养区的小鼠自动饮水系统为研究对象，分别进行了为期 3 年、1 年半的漏水情况监测记录。通过统计分析监测期内
两个屏障饲养区漏水事件发生案例，将漏水原因分为人员误操作、动物行为、异物阻塞、配件变形 4 种，计算南、
北区自动饮水系统因前述 4 种漏水原因造成的总日漏水率，以及因设备自身质量问题即异物阻塞和配件变形两种漏
水原因造成的日漏水率，并进一步对漏水原因以及漏水给设施带来的影响进行分析讨论。同时，统计在监测期末，未
使用自动饮水的一期设施和使用自动饮水系统的二期设施的动物饲养量和饲养人员数量，计算两种饲养模式下人均
负责笼位数的差异。结果　监测期内两个区域共发生漏水 52 起，总日漏水率为 0.000 13%。其中，人员误操作导致
的漏水有 31 起，约占漏水总发生量的 60%，在加强培训、监督检查和有效提醒措施下，可降低人员误操作导致漏
水的发生率；动物行为导致的漏水有 2 起；异物阻塞导致漏水 0 起；因设备质量原因导致的漏水有 19 起，日漏水率
为 0.000 07%。根据清华大学实验动物中心的运行数据统计，使用自动饮水系统的二期设施人均负责笼位数为 908
笼，而未使用自动饮水系统的一期设施人均负责笼位数为 570 笼，在使用自动饮水的条件下人均负责笼位数增加约
59%。结论　清华大学实验动物中心自动饮水系统日漏水率远低于设备理论设计值 0.003%，进一步证明了自动饮水
系统的安全性和有效性。同时，自动饮水系统的使用可以大幅提升饲养工作效率，除购入自动饮水系统需投入采购成
本外，饲养用工成本将随着工作效率的提升而不断下降，从而降低设施整体运行成本。在现代化动物设施建设背景
下，自动饮水系统将会成为动物设施设计和运行的重要考量因素之一。
[ 关 键 词 ] 实验动物； 动物设施； 自动饮水； 漏水率； 小鼠
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Statistical Analysis of the Leakage Situation in the Automated 
Watering System for Mice in Tsinghua University Laboratory 
Animal Resources Center

TANG Qianqian, ZHANG Xiuli, CHANG Zai
(School of Life Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084, China)
Correspondence to: CHANG Zai (ORCID: 0009-0007-6605-2128), E-mail: changzai@mail.tsinghua.edu.cn

[ABSTRACT] Objective To calculate the leakage rate of the automated watering system in Tsinghua 
University Laboratory Animal Resources Center, to evaluate the safety of the system, and provide 
references for selection, maintenance, and management of automated watering systems in animal 
facilities. Methods This study investigated the automated watering system installed in South and North 
Barriers of Tsinghua University Laboratory Animal Resources Center (Phase II). Water leakage monitoring 
was conducted over two periods, one over a period of 3 years and the other over 1.5 years. The occurrence 
of water leakage events at the two barriers during the monitoring period was statistically analyzed, 
classifying the causes into four categories: mishandling by personnel, animal behavior, obstruction by 
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foreign objects, and deformation of fittings. The total daily leakage rate due to these causes and the daily 
leakage rate caused by quality issues, i.e. obstruction by foreign objects and deformation of fittings were 
calculated. Further analysis and discussion focused on the causes of water leakage and its impact on the 
facilities. At the same time, the number of caretakers at the end of the monitoring period in the Phase I 
facility without automated watering system and the Phase II facility with automated watering system were 
counted. Finally the difference in the number of cages per capita under the two watering systems was 
calculated. Results　 A total of 52 water leakage incidents occurred in both areas during the monitoring 
period, with a total daily leakage rate of 0.000 13%. Among them, 31 were caused by personnel mishandling, 
accounting for approximately 60% of total leakages. Enhanced training, supervision, inspection, and 
effective reminder measures could reduce leakage caused by personnel mishandling. There were 2 cases of 
water leakages caused by animal behavior, 0 leakage due to obstruction by foreign objects, and 19 leakages 
due to system quality issues, with a daily leakage rate of 0.000 07%. According to the operation data of 
Tsinghua University Laboratory Animal Resources Center, the average number of cages managed per 
person in facilities equipped with the automated watering system was 908, compared to 570 cages in 
facilities without the automated watering system. This represents an approximate 59% increase in the 
number of cages managed per person with the adoption of the automated watering system. Conclusion 
The daily leakage rate of the automated watering system in the Tsinghua University Laboratory Animal 
Resources Center is significantly lower than the theoretical design rate of 0.003%, which demonstrates the 
system's safety and effectiveness. Additionally, the adoption of an automated watering system can signifi
cantly enhance caretaking efficiency. While initial investments in the system are required, the subsequent 
increase in efficiency leads to a continuous decrease in labor costs, thereby reducing the total operational 
expenses of the facility. In the context of modernizing animal facility construction, automated watering 
systems are becoming an essential consideration in facility design and operation.
[Key words]  Laboratory animal; Animal facility; Automated watering system; Leaking rate; Mice

实验动物是现代生命科学、医学和药学等多门学

科发展与研究的重要实验材料。随着生命科学相关研

究的迅猛发展，研究者对实验动物的使用需求越来越

大、质量要求越来越高［1］。以清华大学实验动物中心

为例，实验小鼠的饲养量从 2011年的 1 600笼逐年增

长至2022年的39 000余笼，11年间饲养量增长了23倍
之多。面对如此庞大的动物饲养量，提高饲养活动的

机械化水平是提升效率、降低人工成本的有效方

法［1］。除了在洗消区域配备含自动灌装垫料功能的隧

道式洗笼机、脏垫料回收机以及柜式洗笼机等自动化

洗消设备外，自动饮水系统的使用同样大幅度提升了

饲养工作效率。也有报道称自动饮水系统在饮水安全、

防止微生物污染、提升效率和减少运营成本等方面，

有着绝对明显的优势［2］。
传统的饮水瓶饲养模式一般是周期性更换，在使

用过程中饮用水较长时间存在饮水瓶中，容易滋生细

菌等对动物有害的物质，影响动物健康。而且饮水瓶

每次更换时需要进行清洗、灭菌和重新灌装等过程，

饲育程序繁杂，增加了过程中的污染风险和人工成本。

相比较之下，自动饮水设备具有持续提供质量稳定的

动物饮水、有利于维护动物质量、降低饲育成本、保

障人员职业健康安全等诸多优势，但是也偶见漏水事

故，甚至导致动物被淹死的情况，这让人们对自动饮

水系统的安全性持怀疑态度［3］。国内自动饮水自2008
年开始逐步推广，但是关于自动饮水系统的使用管理

鲜有报道，难以对自动饮水系统的使用情况和安全性

进行综合评价，导致动物设施在自动化建设或改造过

程中缺乏参考。清华大学实验动物中心的自动饮水系

统自投入使用已达 3年时间，运行基本平稳。针对行

业内大家关心的漏水问题，我们进行了经验总结与情

况分析，希望能够为国内实验动物设施自动饮水系统

的选用和日常管理提供一些参考。

1　材料与方法

1.1　设施设备
清华大学实验动物中心一期（位于西北门西侧）设

施为传统饮水瓶饲养模式，设施建筑面积约 2 900 m2，
主要功能设计为外购动物的饲养和实验区；设计小鼠笼
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位 10 528个，在养小鼠 7 000余笼。二期（位于生物医

学馆地下U4）设施自 2019年底投入使用，目前已平

稳运行 3年时间。二期设施建筑面积 4 900 m2，包含

南、北两个屏障区域，主要用于 SPF级小鼠的饲养繁

育，设计笼位41 200个，在养小鼠30 000余笼。

二期设施配备美国 Edstrom公司的自动饮水系统

（定制，饮水阀为固定式，非快接）。该套系统包括水

处理设备、减压站、内联站、饮水阀、清洗消毒装置

等，按照动物设施的房间布局和独立通风笼具

（independent ventilation cage， IVC） 数量来定制设

计［4］。减压站在保证动物饮水压力适中的前提下，同

时配备了压力、流量等监测和控制功能。房间内的动物

笼架通过弹簧软管连接无菌水管道的内联站，实验动物

通过舔舐饮水阀，可在笼盒内实现自由饮水。为了适应

笼架周期性清洗的流程和房间分区域启动的规划，系统

还配有清洗消毒装置，可按需清洗和消毒。如有特殊饮

水实验需要，可以通过饮水阀堵头实现单个笼位特殊水

控制。自动饮水系统的连接示意图见图1。

1.2　监测时间
南区屏障设施自2019年12月启用自动饮水设备饲

养小鼠，北区屏障设施自 2021年 7月启用自动饮水。

南区屏障设施的监测时间是 2020年 1月—2022年 12
月，共 3 年；北区屏障设施的监测时间是 2021 年 7
月—2022年12月，共1年零6个月。

1.3　分析方法
参考文献报道和实践经验，已知造成饮水阀漏水

的原因主要包括人员误操作、动物行为、异物阻塞、

配件变形这 4种［5］。本研究所讨论的漏水率主要是指

由于产品本身质量问题造成的漏水情况，即异物阻塞

和配件变形两种原因，排除人员误操作、动物行为造

成的漏水情况，以客观公正地评判自动饮水设备自身

的安全性和有效性。日漏水率=统计周期内的漏水饮水

阀数量/［日平均笼位数×统计周期（d）］。通过对受

检设施投入使用自动饮水系统运行情况进行观察记录，

统计截至 2022年 12月 31日饮水阀的漏水数量，各区

域笼位数，按公式计算日漏水率，分析漏水原因。

通过对监测期内一、二期设施动物饲养量和饲养人

员数量的统计，计算饲养员人均负责笼位量情况（人均

负责笼位数=设施笼位量/饲养员数量），比较使用自动

饮水系统对饲养效率和成本控制的影响。

图 1 自动饮水系统的连接示意图
Figure 1 Schematic diagram of the connection of the automated watering system
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2　结果

2.1　南、北区屏障设施 2020—2022 年饮水阀漏水
情况

二期设施南、北区屏障分别于 2020年 1月和 2021
年 7月开始，通过日常工作检查、自动饮水报警系统

等方式获知饮水阀漏水情况，每次发生漏水后及时对

漏水原因进行分析，根据原因类别分类进行统计。截

至 2022年 12月 31日，南、北区屏障共计发生漏水事

件52起，其中人员误操作原因漏水有31起，动物行为

原因漏水2起，异物阻塞原因漏水0起，配件变形原因

漏水19起。根据统计数据不难看出，自动饮水漏水事

件中，约60%是由于人员误操作造成的。

动物行为以及异物阻塞原因造成漏水的发生率相

对较低，这与自动饮水设备的结构设计密不可分，饮

水阀阀杆长度的控制和屏蔽支架横截面积大小的设计

等均使得自动饮水阀不易被动物误触，垫料等异物也

不易从饮水阀前端进入，所以这两种原因引起的设备

漏水情况很少。而配件变形是仅次于人员误操作导致

漏水发生的第二大原因，配件变形的原因可能是安装

过程中损坏、高温高压或不当使用等。监测期内南、

北区饮水阀漏水情况统计结果见表1。

2.2　南、北区屏障设施 2020—2022 年日漏水率
统计南、北区 2020—2022年监测期内的日平均笼

位数，根据日漏水率计算公式，用日平均笼位数乘以

统计周期天数即得到笼盒日。结合表 1漏水饮水阀数

量的统计，计算出监测期内每年所有原因（漏水原因

1～4）造成漏水发生的总日漏水率和仅质量原因（漏

水原因3和4）造成漏水发生的日漏水率，计算不分时

间、不分区域的平均总日漏水率为0.000 13%，质量原

因造成的日漏水率为0.000 07%，均远低于设备设计理

论参考值 0.003%。南、北区日漏水率计算结果

见表2。
2.3　一、二期设施的人均负责笼位量比较

通过对监测期末的一期、二期设施饲养量和饲养

员数量进行统计，计算一期设施和二期设施在两种动

物饮水模式下，饲养员人均负责的笼位数。结果显

示，一期设施笼位量为 7 417笼，饲养员共计 13人，人

均负责笼位数 570 笼；二期设施笼位量为 32 695 笼，

饲养员共计 36 人，人均负责笼位数 908 笼。结果提

示，相较于使用饮水瓶饲养模式的一期设施，使用了

自动饮水系统的二期设施中饲养员人均负责笼位数

提升了 59%。

3　讨论

本研究统计数据显示，清华大学实验动物中心受

检设施由于自动饮水设备质量原因造成的日平均漏水

率为 0.000 07%。据了解，同样使用Edstrom自动饮水

系统的美国波士顿儿童医院 （Boston Children's 
Hospital）和英国剑桥MRC阿瑞斯动物设施（The MRC 

表 1　清华大学实验动物中心南、北区屏障设施 2020—2022 年饮水阀漏水情况统计
Table 1　Statistics on the leakage of drinking water valves in the south and north barriers of Tsinghua University 

Laboratory  Animal Resources Center from 2020 to 2022 

饮水阀漏水原因
Causes for Drinking 
Water Valve leakage

1）人员误操作
Personnel mistake

2）动物行为
Animal behavior

3）异物阻塞
Obstruction
4）配件变形

Deformation
合计
Total

2020

南区
South barrier

14

1

0

5

20

2021

南区
South barrier

9

1

0

2

12

北区
North barrier

2

0

0

0

2

2022

南区
South barrier

5

0

0

12

17

北区
North barrier

1

0

0

0

1

注：北区 2020 年未启用自动饮水系统。
Note：Automated watering system was not activated in North Barrier in 2020.

88



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineFeb . 2024, 44(1)

Ares Building in Cambridge）在内部报告中曾提及其自

动饮水日漏水率低于0.001%，美国索尔克生物研究所

（Salk Institution for Biological Studies） 的这一数值为

0.000 168%。这些数据均验证了自动饮水系统的安全

性和有效性。

同时，使用了自动饮水系统的二期设施中饲养员人

均负责笼位数比采用饮水瓶饲养模式的一期设施中饲

养员人均负责笼位数提升了59%，说明自动饮水系统的

使用可大幅度提高饲养工作效率。除购入自动饮水系

统需投入采购成本外，饲养用工成本将随着工作效率的

提升而不断下降，从而降低设施整体运行成本。

3.1　漏水原因分析
3.1.1　人员误操作

31起人员误操作导致的漏水情况中，有28起是由

于笼盒插反造成的。在自动饮水笼盒使用过程中，经

常由于使用人员粗心，将笼盒插反，使饮水阀抵在没

有不锈钢盖片的盒壁上，再野蛮用力将笼盒强行推回

IVC笼架后，饮水阀导杆在盒壁作用下发生偏移，于

是该笼位的自动饮水阀发生漏水，如图 2A～C所示。

当漏水达到一定量时，会触发报警系统，如图 2D所
示。这种漏水如果不能够被及时发现，水流会滴漏到

下方笼位动物笼盒上，由笼盒生命窗过滤膜浸入笼盒

表 2　清华大学实验动物中心南、北区屏障设施 2020—2022 年日漏水率计算
Table 2　Calculation of the daily leakage rate in south and north barriers of Tsinghua University Laboratory Animal 

          Resources Center from 2020 to 2022

统计时间
Time

日平均笼位数
Average number of cages per day
年度笼盒总数
Total number of cages per year
总故障饮水阀数（含漏水原因 1～4）
Total number of faulty drinking water valves (including causes 1-4)
总日漏水率/%（含漏水原因 1～4）
Total daily leakage rate /% (including causes 1-4)
质量问题造成的故障饮水阀数量（含漏水原因 3、4）
Number of malfunctioning drinking water valves due to quality 

issue (including causes 3, 4)
日漏水率/%（含漏水原因 3、4）
Daily leakage rate/% (including causes 3, 4)

2020
南区

South 
barrier
24 670

9 004 550

20

0.000 2

5

0.000 06

2021
南区

South 
barrier
24 575

8 969 875

12

0.000 13

2

0.000 02

北区
North 
barrier
6 200

1 131 500

2

0.000 02

0

0

2022
南区

South 
barrier
25 382

9 264 430

17

0.000 18

12

0.000 13

北区
North 
barrier
6 678

2 437 470

1

0.000 04

0

0

平均日漏水率
Average daily 
leakage rate

- 

-

-

0.000 13

-

0.000 07

注：A，正确放置的笼具底盒；B 和 C，插反的笼具底盒；D 自动饮水报警系统。
Note：A， Cage in correct placement；B and C, Cage inserted backwards; D, Automated watering alarm system.
图 2 笼盒插反导致自动饮水阀漏水及自动饮水报警系统
Figure 2 Leaking valve caused by cage being inserted backwards and automated watering alarm system
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内，从而发生动物被淹死的严重后果。

另外 3起人为导致的漏水事故是由于自动饮水阀

堵头的错误使用。由于在实验研究中，经常有使用特

殊饮水的需求，而 IVC笼架通常是一个架子整体接入

一套饮水管道，如果其中的某个笼位需要使用饮水瓶

供水，则需要使用自动饮水阀堵头，如图 3所示。同

样由于使用人员粗心或者培训不到位，堵头容易被错

误使用，从而导致漏水。建议在笼位充足的情况下，

可以单独将特殊饮水的动物集中到一个 IVC笼架上，

该笼架不接入自动饮水，全部使用饮水瓶模式，这样

就不会发生此类人员误操作而导致的漏水事故。如果

笼位紧张，使用自动饮水阀堵头仍是一种有效的解决

方法，但是需要使用人员接受专业的操作培训，同时

在使用过程中加强监督和检查。

人员误操作在所有漏水事件中所占比例约 60%，
因此如何降低人为因素带来的自动饮水使用安全风险

成为设施管理者最为关心的问题。本研究中，北区自

动饮水系统启用晚于南区，通过对南区自动饮水系统

使用过程中的漏水事件尤其是人员误操作导致的漏水

事故进行总结分析，我们不断完善对使用人员的培训

和监督检查制度，每次漏水发生后，都会要求违规实

验者再次接受实验动物屏障使用培训，同时，通过电

子屏幕等设备滚动播放自动饮水系统的正确使用方法，

加强对实验者规范操作的提醒。另外由于北区笼位总

量低于南区，人员进出频次相对较低，而且在监测期

内北区并未发生质量原因导致的漏水事件。因此从监

测期的数据（表2）可以看出，北区自动饮水日漏水发

生率低于南区，侧面说明加强培训和监督提醒可以有

效降低人员误操作导致的漏水发生率。

3.1.2　异物阻塞
管道内异物堵塞是导致漏水事故发生的另一重要

原因。这种情况发生通常是由于在饮水阀杆的腔体内，

进入了垫料或金属碎屑等异物，异物导致阀杆偏移，

造成持续性的漏水，如果发现不及时，该笼盒内的动

物将面临被淹死的风险。异物可以从饮水阀的前端或

后端进入。由前端进入主要有两种原因：一是垫料灌

装过多，铺在盒底的垫料高度接近饮水阀的位置，小

鼠在笼内活动时，极容易将垫料带入饮水阀腔体内；

二是垫料太细小，这种情况下，即使垫料灌装高度是

适宜的，也有可能发生堵塞漏水的情况。一般认为直

径小于3 mm的垫料颗粒极易发生堵塞情况［6］。异物由

后端进入，则可能是在清洗消毒过程中被带入，或自

动饮水管路中残留金属碎屑经循环水流带入。

3.1.3　配件变形
高温高压、长期使用、频繁拔插笼盒和动物啃咬

等行为均会导致饮水阀配件变形，出现连接不牢固而

发生漏水的情况。在监测期内共计有19个饮水阀配件

变形导致慢漏情况的发生。但由于自动饮水系统及时

发出警报，未造成动物死亡。厂家对这19个变形配件

进行了故障分析，并给出分析报告，其中大部分故障

原因是饮水阀后端的隔膜变形，如图4所示。

3.1.4　动物行为
由于动物自身行为导致漏水的现象也时有发生。

监测期内曾发生过2起由于小鼠玩水导致的漏水事故，

且两次事故均造成了动物死亡。由于不易触发报警，

该种类型的漏水情况极易造成动物死亡。这一现象可

能与小鼠品系有关，某些特定品系的小鼠更容易出现

玩水行为。此外，使用塑料玩具，小鼠将其抵在饮水

阀处，引发漏水。小鼠做窝，将饮水阀下方垫料堆积

较高，从而导致饮水阀腔体内进入垫料等异物造成漏

水。以上这些都是应当考虑的动物行为造成自动饮水

漏水发生的原因。

注：A，未使用堵头的饮水阀；B，使用堵头的饮水阀。
Note：A， Automatic drinking water valves without deprivation 
cap； B， Automatic drinking water valves with deprivation cap.
图 3 使用和未使用堵头的自动饮水阀
Figure 3 Automatic drinking water valves with and 

without deprivation cap

注：A，正常隔膜；B 和 C，隔膜变形。
Note：A， Normal diaphragm； B and C， Diaphragm deformation
图 4 自动饮水阀隔膜
Figure 4 Automated drinking water valve diaphragm
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3.2　漏水对设施运行的影响
3.2.1　对动物安全的影响

漏水现象如果发现不及时，极有可能造成动物淹

死。该套自动饮水设备有自动报警功能，水流量异常，

超过报警阈值时，相关负责人可以收到报警提醒，以

保证能够及时发现漏水情况，避免影响动物安全［7］。
但是，如何设定报警限值，则需要厂家技术人员根据

设施运行情况，综合考虑饲养量等因素进行判断，报

警限值设定过高，无法及时触发报警；设定过低，易

引发频繁误报警。

3.2.2　对人员的影响
经过分析讨论，我们认为虽然自动饮水系统的安

全性和有效性值得信赖，但仍有发生漏水的可能。由

于人员误操作导致的漏水情况更多，因此自动饮水系

统对使用人员提出了更高的要求，所有人员都应该在

接受专业培训后方可操作配备自动饮水系统的饲养笼

具。同时，饲养人员需要在日常工作中加强对笼盒的

巡查和异常情况鉴别，发现垫料异常湿润或房间地面

出现积水现象时应及时关注自动饮水系统。

3.2.3　对屏障环境的影响
漏水发生后，屏障环境湿度增加。湿度过高时霉

菌等微生物易于繁殖，这些微生物对动物质量和环境

安全是巨大的威胁，饲料和垫料易霉变，动物室空气

中的细菌数与氨浓度也明显增加，容易引发动物呼吸

系统疾病［8］。

4　总结

综上所述，自动饮水系统在清华大学实验动物中

心使用是安全有效的，在过去 3年的使用时间里，平

均总日漏水率为0.000 13%；而在造成漏水事故的原因

中，大部分是人为因素造成，除人员误操作和动物行

为外，仅统计设备质量缺陷造成的漏水，则日漏水率

下降到0.000 07%，远低于设计理论参考值0.003%，也

证实了该套系统的安全性。自动饮水系统的使用不仅

大幅提升了饲养效率，而且对设施运行成本控制同样

具有明显优势。在现代化、自动化程度越来越高的动

物设施建设背景下，相信自动饮水会逐渐成为实验动

物设施设计和运行管理过程中一个重要的选择因素。
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实验动物设施运行维护和保养模式探讨
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[摘要] 随着我国生物医药产业的蓬勃发展，实验动物行业进入快速发展阶段，相应的设施运行系统建设也更加自
动化和智能化。与传统的实验动物设施相比，新设施在送排风、空调、自控及整个屏障的维护方面均需要更加专业
的技术团队。临港实验室实验动物设施涵盖大、小动物饲养和实验等功能区域。该设施管理团队总结日常维护经
验，并结合实验室运行特点，调研探索多种运行维护模式，然后通过分析 3 种常见模式的优劣势，为实验动物设施
管理提出新的思路，也为同行选择最适合的专业维护保养模式提供参考。
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Discussion on the Operation, Maintenance and Care Modes of 
Laboratory Animals Facilities
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[ABSTRACT] With the rapid development of the biopharmaceutical industry in China, the laboratory 
animal sector has entered a stage of rapid growth, and the construction of facility operation systems has 
become increasingly automated and intelligent. Compared to traditional laboratory animal facilities, new 
facilities require a more specialized technical team for the maintenance of air supply and exhaust systems, 
air conditioning, automated control, and the entire barrier system. The Lingang Laboratory’s animal 
facilities accommodate both large and small animals for feeding and experimental purposes. The facility 
management team has summarized daily maintenance experiences and explored various operational and 
maintenance modes based on the characteristics of laboratory operation. After analyzing the advantages 
and disadvantages of three common modes, this paper provides new ideas for the management of these 
laboratory animal facilities, and offers guidance for peers in choosing the most appropriate professional 
maintenance mode.
[Key words]  Laboratory animal facilities; Maintenance mode; Maintenance service

实验动物设施是指用于研究、试验、教学，以及

生物制品、药品及相关产品生产、检定等而进行实验

动物试验及生产的建筑和设备的总和［1］。新冠疫情暴

发及党的二十大召开以来，习近平总书记提出加快建

设科技强国，实现高水平科技自立自强［2］。各部委、

省市对生物医药、科学研究等相关行业的投入不断加

大，各单位开始争相建立规模更大、管理更加智能化

的实验动物设施。设计阶段，在满足用户需求的前提

下，需充分考虑消防、市政、环保要求［3］。设计和施

工是决定实验动物设施建设质量的基础条件。目前越

来越多的设施在建设中设置了自控系统、异常报警系

统、饲养设备监测系统、自动化清洗系统等诸多智能

化的系统。然而，设施建成后诸多系统间能否兼容和

统一管理是日常运行维护的关键，这直接关系到整个

设施运行的稳定性和安全性［4］。目前设施使用方多为

生物医药类专业人员，但设施运行维护和保养方的专

业性不强［5］，相关问题尤为突出；运行维护的商业化

服务在近年来虽然正蓬勃发展，但良莠不齐。因此，
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本文通过调研多个动物设施运行维护模式并加以分析，

结合临港实验室经验，对设施运行模式展开了新思考，

以期提高行业内实验动物设施维护保养的质量，并为

我国实验动物行业发展提供助力。

1　动物设施运行维护模式分析

经多方调研和交流总结，明确实验动物设施维护

和保养的范围一般不含空调主机、高压灭菌器等关键

设备的维修。分析发现，目前市场上主要的 3种针对

实验动物设施的运行维护保养方式包括：全委托模

式［6］、分项分包模式、自建团队模式。现就 3种模式

的优劣进行分析。

1.1　全委托模式
维护保养服务是在自建团队及分项分包的基础上

进行整合，继而产生的新兴服务行业。此类公司的优

点是将实验动物设施中常见的各系统进行分项整合，

继而汇集财务、采购、暖通、水电、弱电、自控等各

专业领域的人才组建核心团队。在此基础上培训项目

团队，一般采用项目经理加技术人员的团队构成。在

派驻到各单位后，为遵守劳动法规，项目团队至少由

4～5人构成。按合同约定执行24 h值班，每2 h进行一

次巡更值勤，观察空调、送排风、纯水等运行情况，

并记录屏障内温湿度、压力变化等数据［7］。实际运行

中如发现问题，会通过微信、电话等方式通知管理团

队。每半年提交一次环境自检报告，总结经验，分析

隐患，努力减少设施故障率，确保设施良好运行。此

类公司通常能弥补技术支撑、耗材采购、应急支援等

自建团队及分项分包无法解决的绝大部分问题，且有

合同约束维护保养公司，保障其提供的维护保养服务，

督促其按时完成各项维护保养工作。缺点是这类公司

往往收费较高，且会让用户对其维护保养服务产生依

赖性，一旦原维护保养公司撤出后，新的维护保养公

司将面临重新熟悉设施的难题。

1.2　分项分包模式
分项分包模式是放弃统一维护保养单位，将动物

设施的各组成系统，如通风空调系统、给排水及供气

系统、电力供应及照明系统、自控视讯系统、安防系

统、洗消设备、饲养系统、高压灭菌器、自控系统［7］

等的维护保养服务分项采购。其中，大型设备多数偏

好以原厂家进行专业维护保养，一般约定每月进行1～
2次维护保养自检，工程师电话值班，承诺出现问题一

天内到达现场处置，简单问题几小时内解决，大问题

几天内解决；其他如净化工程系统（如自控、送排风、

暖通等）委托给不同专业公司；外围区域管理、环境

温湿度监测、设备巡检等工作交由物业管理，其余则

委托维护保养人员维修，如洁净灯、紫外灯的维修，

初、中、高效过滤器的定期更换等。该模式的优点是

可以通过缩减维护保养人员数量，将屏障环境监测任

务与物业巡更、监控任务合并，由物业统一进行监测，

达到节约运行成本的效果。缺点是分项分包采购招标

项目数量多、横跨时间长，对于采购审批手续多的单

位会非常繁琐。另外存在各分包方无法第一时间赶到

现场，需要设施工作人员亲自进行应急处理，以及后

续责任认定等问题。该模式要求实验动物设施运行方

管理团队的责任意识强、业务能力高，对设施情况完

全掌握，具有运行决策权，否则容易阻滞设施正常

运行。

1.3　自建团队模式
自建团队人员一般由各单位自行招聘、雇佣。优

点是团队人员相对稳定，人员流动性小。维护保养人

员需能按录用目的完成固定业务，如24 h值班、每2 h
一次的巡检、记录环境数据、故障处置等。但缺点也

同样明显，团队人员随着时间增加往往会出现安于现

状、应对维修不重视、保养不到位等问题。另外，全

部维修支出均需要在单位内进行采购审批，项目多、

数量大，可能对于一些紧急抢修情况会存在时效性问

题。同时，随着行业发展，动物设施内的设备不断更

新换代，对维护保养人员的专业性要求也不断提

高［8］。因此，该模式的维护保养团队更应具备全面的

运行维护技能以应对各类检修任务，所有易损耗材都

要了解型号和采购方式以确保检修的时效性。自建团

队受限于收入、年龄及学习能力，会逐渐表现出专业

技术能力提升慢的缺点，继而丧失对环境设施的完全

掌控，容易诱发安全隐患。因此，近年来选择完全自

建团队的单位正变得越来越少。

3种运行维护模式的优缺点对比见表1。其中，自

建团队的管理难度最高，而分项分包的运行效率最低

且管理难度高，正逐渐被淘汰。全委托模式的维护保

养效率最高，相应的运行成本也最高，但同样存在核

心系统、专业系统的维修保养需要厂家进行等限制。

调研发现，目前新建实验动物设施通常具有设施体量

大、系统种类多的特点［9］。新设施运行初期尚能依靠

核心设备自带的保修条款以低成本运行，但随着运行

时间的增加，若只选择某一种单纯的运行维护模式是

不能保障设施正常运行的，甚至可能还会大幅度增加中

期运行成本，这时就需要探索一种新的运行维护模式。
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2　临港实验室运行维护概况

临港实验室成立于2021年，脑科学分部的实验动

物设施主要有 SPF级鼠房及普通级猴房，服务于脑科

学研究［不开展药物非临床研究GLP（Good Labratory 
Practice）实验］，设施由旧厂房改造而成。运行之初，

临港实验室实验动物中心管理团队在调研各单位的维

护保养情况后，用半年时间对设计、施工遗留的各种

问题进行了整改。调研中发现，近年来随着净化公司

业务面的拓展，这类公司开始打造动物设施从设计到

建设以及后期运行维护的全生命周期服务；同时，越

来越多的设施运行方为了简化管理、节省成本，将运

行维护管理从传统的分项分包模式转向了维护保养公

司全委托模式。本管理团队在充分考虑不同维护保养

方式的优劣后，决定采用行业普遍做法，同时为了动

物设施能更好运行，一并开展了新模式探索。现将我

们实践探索 2年多的经验总结如下，希望能为同行选

择适合的维护保养模式提供参考。

2.1　维护保养服务需求
临港实验室的实验动物设施维护保养服务需求包

括：（1）人员配置应符合劳动法，白天至少 2名维护

保养人员在岗，夜间至少1人在岗；（2） 24 h值班，每

2 h按巡检路线对设施巡检一次，能及时发现问题；

（3） 15 min响应机制，杜绝消极怠工；（4）每2 h抄写

自控实时记录，分析温湿度、压差变化对屏障是否有

潜在危害；（5）做好设施日常巡检计划和保养维修计

划，严格按计划执行，确保设施处于良好的运行状态；

（6）定期检测及保养主要设备，及时消除安全隐患；

（7）统计分析设施运行数据，即根据设备运行参数记

录，汇总分析设施设备运行状态，研判运行风险；（8）
送排风机组常见问题2 h内解决，特殊情况12 h内应急

恢复；（9）每半年对设施自检一次，出具检测报告。

2.2　全委托服务内容及存在问题
临港实验室的实验动物设施维护保养服务内容包

括：风冷式冷热水机组巡检/维护、溶液空调机组巡

检、温湿度控制系统巡检/维护、水系统巡检、净化送

风机组巡检、净化排风机组巡检/维护、自动控制系统

维护、装饰系统维护、各类仪器设备运行维护、电力

系统巡检、环境监测、过滤器更换等其他零星工作。

目前，临港实验室的实验动物设施硬件条件能满

足使用需求，但动态运行中维护保养仍存在一些问题，

分列如下。

2.2.1　维护保养范围如何界定
实验动物设施一般分为屏障饲养区域、配套辅助

区域、外围实验区域及业务办公区域［5］。不同的区域

对运行维护的要求不一致。其中，屏障饲养区域对自

控系统的专业性要求高；而配套辅助区域的部分关键

大型设备如溶液空调、高压灭菌器、自动化清洗机等

维护保养的专业性要求高，必须与生产厂家或指定供

应商签订维护保养合同，这是设施运行安全的基石；

其他区域则可通过常规的检修服务满足维护需求。所

以，就整个动物设施的运行维护而言，目前很难只对

接唯一的维护保养方就能实现全方面的维护保养覆盖。

2.2.2　维护保养人员水平存在差异
为了防止意外情况对设施的影响，保证人员及设

施的安全，实验动物设施运行方往往要求维护保养人

员有严格的安全（风险）控制处理能力［10］。目前，维

护保养公司在前期沟通及确定委托项目的时候均承诺

派遣有经验有技术的维护保养人员驻场服务，但基本

在中后期涉及人员变动时就指派新人接手相关工作，

这些新的人员往往都是公司就地招募，经短暂培训后

即进入岗位，由于入行时间短，他们对动物设施不了

解，屏障维护经验不足，工作态度和责任心也无法令

人满意，因此不能很好地保持较高的运行维护水准。

表 1　三种实验动物设施运行维护和保养模式的优缺点对比
Table 1　Comparison of advantages and disadvantages of three maintenance modes for laboratory animals

维护保养模式
Maintenance mode

自建团队
Self-built team

分项分包
Subcontracting by items

全委托
Full outsourcing

每日巡检记录
Daily inspection 

records

有

无

有

核心设备检修能力
Core equipment 

maintenance 
capability

无

有

无

24 h 值班
24 h on duty

有

无

有

响应速度
Response 

speed

较快

慢

快

紧急情况处置能力
Emergency 

response capability

较小

无

大

运行风险
Operating risk

大

较小

小
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用户方虽可按合同提出要求，不接受这种新老交替的

派遣工作方式，但是维护保养人员的专业水平并不能

精确衡量，所以基本无法改变实质性的现状。该人员

安排方式在工作交接、应急故障抢修中尤显弊端，会

导致日常运行维护工作出现疏漏、突发故障抢修不及

时、故障原因调查慢等问题［11］。
2.2.3　维修耗材费用归属及质量差异

临港实验室的实验动物设施选择维护保养公司全

委托模式，签订 1年的维护保养服务合同。合同费用

包含屏障区域的人员驻场、日常维护、系统设备故障

维修等服务费用，其他还覆盖单价 200元以下零部件

的购买费用，单价超过 200元的零部件采购费用则由

实验室承担。维护保养总面积为4 200 ㎡，包括鼠房屏

障和辅助区域约 2 200㎡，猴房饲养区和辅助区域约

2 000㎡。2022年维护保养价格在 70万左右，2023年
指定耗材及品牌后的维护保养价格在80万左右。2022
年度常见日常维修项目包括：每周更换4～5根紫外线

灯管、2～3个洁净灯和8～10个整流器，每月更换1～
2个时控开关。虽然明确地归属了限额，但是零配件质

量有优劣之分，价格区间在 200元以下的大部分零部

件的价格会直接反映材质优劣，而维护保养单位往往

会选用相对低价的产品以保证公司利润，在实际使用

中很快会损坏，这势必会增加大量的维护保养工作量。

2023年度指定品牌后，目前的故障率同比下降50%以

上。因此，在拟定招标文件内容时需注明“200元以下

零部件采购品牌由用户方指定”，以避免出现上述问

题。另外，一些特殊设备、核心设备如空调机组、灭

菌器、洗笼机等一旦出现核心故障，维护保养公司并

无维修能力，本实验室参照行业普遍做法与厂家签订

了全包或半包式的维护保养合同。

3　实验动物设施维护保养管理模式新思考

3.1　合理规划维护保养范围，融入智能化管理新
理念

实验动物设施的运行维护保养涉及项目多、工作

量大，应根据实际情况合理划分项目。同时，针对日

常维护和值班等技术含量低但工作量大的工作，建议

引入智能化报警系统、日常巡检打卡上报系统等智能

化管理系统［12］，在减少人力的同时，每条异常情况均

由系统记录以避免巡检人员出错遗漏，能极大提高日

常维护保养工作的效率。在此基础上，年度外包可以

只包含维护保养值班巡逻、日常监控报警、设备日常

保养清洁以及屏障硬件的维修等工作。而针对大型运

行系统及设备如高压灭菌器、空调系统，则交由厂家

维护保养，明确检修职责。这样既可解决维护保养公

司核心系统维修不专业、厂家维修不及时等问题，亦

可降低运行风险。而且维护保养服务的内容和工作量

将更加固定，易于管理且费用稳定。

3.2　建设在线管理系统，提升维护保养工作效率
在线管理系统是衡量一个企业是否实现现代化管理

的一项指标，过去的外包维护保养工作往往与内部管理

系统没有交集。因此，如能建设一套集成式的管理软

件，将维护保养管理纳入其中，可解决维护保养任务在

派工单、电话发布中存在的“统计难”问题。通过将维

护保养任务数字化，管理人员可以更加精确地掌握维护

保养过程中产生的工作量、耗材数量、故障率、故障频

率等数据，使维护保养工作更加易于管理。

另外，对于具有多名维护保养人员的设施可考虑

引入“美团”“饿了么”等企业的抢单模式，赋予维护

保养绩效成绩。管理人员通过在线派单－维护保养抢

单－报修人员完成后确认－管理审核维修结果－最终

获得绩效的流程管理，既可提升维护保养人员的工作

积极性，也可掌握维护保养的工作进度。

3.3　组建高水平管理团队，加强监督与沟通
实验动物设施的维护保养工作涉及给排水、暖通、

电气等大小十几个专业［8］。日常运行中需要专业的管

理人员进行日常的管理工作，数字化、智能化管理，

低碳运行是今后实验动物设施管理的发展方向。以更

加节能环保的空调机组如低能耗的溶液空调机组为例，

通过APP实时接收设备运行数据、报警信息，设备可

实现 24 h数据监测［13］。一旦在设备运行时发现问题，

管理人员及维护保养人员通过对APP实时数据进行分

析，可在厂家指导下完成对该设备的应急处理，这样

就解决了最难的维护保养问题［14］。需要指出的是，维

护保养作业时，管理团队应在事前、事后进行维护保

养通知，做好细节把控，以避免作业对空间环境、设

备产生影响而妨碍正常工作。每季度，管理团队要对

过去一段时间的维护保养工作进行总结，严格按照实

验人员进出流程培训维护保养人员，综合评估维护保

养难度并进行工作优化；同时，维护保养公司应根据

业务评估，定期组织员工学习维护保养技能，提升维

护保养服务质量。

综上所述，同行单位可以从自身设施实际出发，

考虑设施硬件选型，提高团队管理水平，因地制宜地

平衡技术、经费和管理成本，最大程度地降低设施运

行风险，选择最合适的维护保养模式。
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不同麻醉通气方法在胸外科微创手术培训中的应用
与比较
刘意抒1, 赵善民2, 蔡丽萍3

(1. 海军军医大学第三附属医院医学模拟中心, 上海 200438;  2. 海军军医大学基础医学院实验动物学教研室, 上海 

200433;  3. 海军军医大学第一附属医院临床教育中心, 上海 200433)

[摘要] 目的　对比单肺通气和小潮气量双肺通气麻醉方法在实验猪胸外科微创手术培训中的应用效果和安全性。
方法　将 40 例接受手术机器人胸外科手术的实验猪随机分为双肺通气组 （n=20） 和单肺通气组 （n=20）。双肺通
气组施行单腔气管插管，术中使用小潮气量快呼吸频率联合二氧化碳气胸的麻醉通气方法。单肺通气组在纤维支气
管镜引导下放置双腔支气管导管进行单肺通气。比较两组动物的麻醉实施指标，包括术中心率 （heart rate，HR）、
无创平均血压 （mean blood pressure，MAP）、呼气末二氧化碳 （end-tidal carbon dioxide，ETCO2） 和血氧饱和
度 （oxygen saturation，SpO2） 等生命体征数值以及手术培训考核情况。结果　两组动物的插管成功率均为 100%，
术中均无动物死亡。双肺通气组插管完成时间短于单肺通气组 （P＜0.001）。组内比较中，双肺通气组在胸科手术
开始后 30 min （T1） 和手术完成时 （T3） 的 SpO2含量显著高于手术开始 60 min （T2）（P＜0.05），T2和 T3的 ETCO2、
HR 和 MAP 显著高于 T1 （P＜0.05）；单肺通气组中，T1和 T3的 SpO2含量显著高于 T2 （P＜0.05），ETCO2含量随时间
逐渐上升 （P＜0.05）。在同一时间点的组间比较中，双肺通气组的 SpO2含量在所有时间点 （T1、T2、T3） 均显著高
于单肺通气组 （P＜0.05）。结论　单肺通气和双肺通气的麻醉方法都具有对术中动物生命体征的影响可控且对手术
操作培训的影响较小的优点，皆可满足胸外科手术机器人培训需求。单肺通气在肺叶切除术中体验感更好，而使用
小潮气量双肺通气的麻醉方法较单肺通气具有实施简便、无需额外购置设备的优点，可作为实验猪胸腔镜手术时的
一种麻醉补充选择。
[ 关 键 词 ] 实验猪； 麻醉； 胸腔镜手术； 气道管理； 手术机器人培训
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Application and Comparison of Different Anesthetic Ventilation 
Methods in Minimally Invasive Thoracic Surgery Training

LIU Yishu1, ZHAO Shanmin2, CAI Liping3

(1. Medical Simulation Center of the Third Affiliated Hospital of Naval Medical University, Shanghai 200438, China;
2. Department of Laboratory Animal Science, College of Basic Medical Sciences, Naval Medical University,
Shanghai 200433, China;3. Clinical Education Center of the First Affiliated Hospital of Naval Medical University, 
Shanghai 200433, China)
Correspondence to: CAI Liping (ORCID: 0009-0003-5485-5506), E-mail: ccg9115@126.com

[ABSTRACT] Objective To compare the effectiveness and safety of one-lung ventilation and small tidal 
volume two-lung ventilation anesthesia methods in the training of minimally invasive thoracic surgery on 
experimental pigs. Methods Forty experimental pigs undergoing robotic thoracic surgery were randomly 
divided into two groups: two-lung ventilation group (n=20) and one-lung ventilation group (n=20). The two-
lung ventilation group underwent single-lumen tracheal intubation, utilizing a small tidal volume with a fast 
respiratory rate combined with carbon dioxide pneumothorax for anesthesia ventilation during the 
operation. The one-lung ventilation group received one-lung ventilation using a double-lumen bronchial 
catheter placed under fiberoptic bronchoscopic guidance. The anesthesia implementation indexes from 
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the two groups were compared, including the values of vital signs such as operative heart rate (HR), 
noninvasive mean blood pressure (MAP), end-tidal carbon dioxide (ETCO2), and oxygen saturation (SpO2), as 
well as the assessment of surgical training performance. Results The intubation success rate for animals in 
both groups was 100%, with no intraoperative deaths. The intubation completion time was significantly 
shorter in the two-lung ventilation group compared to the one-lung ventilation group (P < 0.001). 
Within each group, SpO2 levels were significantly higher in the two-lung ventilation group at 30 minutes 
after the start of thoracic surgery (T1) and at surgery completion (T3) compared to 60 minutes after the start 
of surgery (T2) (P<0.05). ETCO2, HR, and MAP were significantly higher at T2 and T3 compared to T1 (P<0.05). 
In the one-lung ventilation group, SpO2 levels were significantly higher at T1 and T3 compared to T2 (P<0.05), 
while ETCO2 levels gradually increasing over time (P<0.05). In the between-group comparisons at the same 
time points, SpO2 levels of the two-lung ventilation group were significantly higher than those of the one-
lung ventilation group at all time points (T1, T2, T3) (P<0.05). Conclusion Both one-lung ventilation and two-
lung ventilation anesthesia methods are effective and safe for use in surgical training, with controllable 
effects on intraoperative animal vital signs and minimal impact on surgical operation training, meeting the 
needs of robotic thoracic surgery training. One-lung ventilation provides a better experience during 
pneumonectomy procedures, while small tidal volume two-lung ventilation is easier to implement and does 
not require additional equipment purchase, making it a feasible supplemental anesthesia option for 
thoracoscopic surgery on experimental pigs.
[Key words]  Experimental pig; Anesthesia; Thoracoscopy surgery; Airway management; Surgical robot 

training

达芬奇手术机器人凭借对肺癌、食管癌、纵隔肿

物等手术治疗的显著优势［1］，在胸外科手术领域日益

被广泛应用。因此，外科医生使用手术机器人的培训

需求也逐年攀升。在进行胸外科专项训练时，通常使

用实验猪模拟患者，进行机器人胸腔镜下肺叶切除术、

淋巴清扫等操作。按照培训要求，兽医需迅速确定适

用于胸腔镜的麻醉方案，维持培训过程中动物生命体

征稳定，同时要确保手术视野。2017年国内首个达芬

奇手术机器人国际培训中心在海军军医大学第一附属

医院正式投入使用［2］，这是国内第一家使用实验猪进

行达芬奇手术机器人标准化培训的平台。然而如何选

择符合机器人胸腔镜下动物麻醉培训需求的麻醉方法，

尚无可供参考的资料。为了填补这一领域的空白，本

研究选取了40例手术机器人胸外科专项培训用猪，探

讨人体临床上应用的单肺通气和小潮气量双肺通气麻

醉模式［3-6］在实验猪胸腔镜手术中的应用效果，以期

寻求更适合实验猪胸腔镜手术的麻醉策略，从而提高

实验猪胸腔镜手术的安全性和动物福利水平。

1　材料与方法

1.1　实验动物
雌性实验用长白猪 40 头， 3 月龄，体质量为

（28±3） kg，购自上海甲干生物科技有限公司［SCXK
（沪） 2020-0006］，饲养与实验均在海军军医大学实验

动物中心普通级实验室［SYXK（沪） 2022-0011］进

行。所有动物健康状态良好，适应性饲养 14 d且检疫

合格后施行胸腔镜手术培训。按照数字表法随机将动

物分为双肺通气组和单肺通气组，每组各20例。实验

时两组动物体重分别为（29.55±0.80） kg 和（29.70±
0.72） kg，组间无明显差异（P>0.05）。本研究通过长

海医院医学伦理委员会实验动物伦理审查并批准

［CHEC（A.E） 2023-012］。
1.2　实验药品与设备

舒泰 50（注射用盐酸替来他明盐酸唑拉西泮）规

格为替来他明 125 mg+ 唑拉西泮 125 mg （批号

BN8KM7A，法国Virbac公司）；硫酸阿托品注射液规

格为 2 mL∶1 mg（批号 20220312，上海全宇生物科技

驻马店动物药业有限公司）；兽用异氟烷规格为100 mL
（批号 20211101，江苏恒丰强生物技术有限公司）；托

芬那酸注射液规格为50 mL∶2 g（批号202209161，山

东信得科技股份有限公司）；氯化钾注射液规格为

10 mL∶1 g（批号 20220504，吉林省华牧动物保健品

有限公司）。实验设备包括动物专用呼吸麻醉机（迈瑞

EX20-Vet）；生命体征监护仪（迈瑞BeneView T5）；气
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腹机系统（德国 STORZ公司，26430520-1）；支气管

镜（日本Olympus公司，cv-290）；单腔气管导管（柯

惠医疗，6.5号，批号 2230444FED）；双腔气管导管

（柯惠医疗，32Fr/Ch-10.7mm，批号 202106317X）；听

诊器及达芬奇手术机器人 Si 系统 （美国 Intuitive 
Surgical公司，Da Vinci Si IS3000型）。
1.3　麻醉药品、用量及实验方法

两组实验猪术前禁食12 h，禁水4 h。麻醉实施前

20 min经肌内注射0.04 mg/kg阿托品注射液。颈后肌内

注射 0.4 mg/kg舒泰进行镇定和麻醉诱导，待动物失去

抵抗力后采取仰卧位固定于动物用手术床。开放耳缘

静脉通路，肌内注射 8 mg/kg托芬那酸注射液施行镇

痛，经尿道放置导尿管。持续监护动物的心率（heart 
rate， HR）、无创平均血压 （mean blood pressure，
MAP）、呼气末二氧化碳 （end-tidal carbon dioxide，
ETCO2）和血氧饱和度（oxygen saturation，SpO2）等生

命体征数值。手术结束后，调节异氟烷浓度至最高6%
至少 5 min，待动物进入深度麻醉后静脉注射 1 g/kg氯
化钾注射液实施安乐死。所有动物尸体按规定进行无

害化处理。

1.3.1　双肺通气组
实验猪经口插入单腔气管导管，门齿深度 24～26 

cm，使用听诊器确定导管置入肺内位置，连接动物麻

醉机进行麻醉维持。胸科手术操作前使用常规双肺通

气，设置潮气量 10～15 mL/kg，通气频率 12～15 次/
min，呼吸比1∶2。胸科手术时先暂停机械通气，开放

气道后注入压力设定值为 4～6 mmHg（1 mmHg=0.133 
kPa）的CO2实现人工气胸，待右侧肺塌陷后与呼吸麻

醉机连接，调整为小潮气量双肺通气模式，设置潮气

量 4～6 mL/kg，呼吸频率 20～22 次/min，呼吸比 1∶
2，异氟烷浓度2%～3%。
1.3.2　单肺通气组

实验猪经口插入左侧双腔支气管导管，利用纤维

支气管镜引导确定左双腔支气管导管球囊的位置，于

侧管开口处能够看到气管隆嵴及部分支气管内套囊标

注为插管成功。胸科手术时开放右侧气道，注入压力

设定值为 4～6 mmHg的 CO2，待右侧肺完全塌陷后，

封堵右侧肺通气，施行左侧肺通气模式，潮气量设置

为7～9 mL/kg，频率15～18 次/min，呼吸比1∶2，2%～3%
异氟烷进行麻醉维持。

1.4　观察指标
比较两组动物麻醉插管完成时间（min）、插管成

功率（%）、人工气胸建立后15 min（T1）、30 min（T2）
及手术完成（T3）时的HR、MAP、ETCO2和SpO2等生

命体征数值，以及手术过程中机械臂碰撞次数（次）、

术中出血量（mL）、手术完成时间（min）、动物死亡

率（%）和中转开胸率（%）等手术操作指标。

1.5　统计学方法
采用SPSS 26.0统计学软件进行数据分析，计量资

料用平均数+标准差（ sx 
 ）表示。两组间比较采用

独立样本 t检验，两组内不同时间比较采用重复测量方

差分析，组间比较采用Duncan检验，以P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　两组动物麻醉实施效果比较
双肺通气组和单肺通气组各20只动物的体重差异

无统计学意义，动物体型基本一致。2组动物的插管成

功率均为100%（表1）。双肺通气组使用喉镜将气管导

管经声门放入气管内，无需借助额外设备即可完成气

管插管术，操作简便。因此，与使用纤维支气管镜定

位的单肺通气组相比，双肺通气组的插管时间更短。

统计学分析显示，两组之间的插管时间存在极显著差

异（P<0.001）。
2.2　两组动物生命体征指标比较

在双肺通气组内不同时间下，人工气胸建立后 15 
min（T1）和手术完成（T3）的SpO2含量显著高于人工

气胸建立后30 min（T2）（P<0.05）；T2和T3的ETCO2含
量、HR和MAP均显著高于T1（P<0.05），但T2和T3之
间差异无统计学意义（P>0.05）。在单肺通气组内不同

时间下，T1和T3的SpO2含量显著高于T2（P<0.05），但

T1和T2之间差异无统计学意义（P>0.05）；ETCO2含量

随时间变化逐渐上升，各时间之间相比差异有统计学

意义（P<0.05）；但HR和MAP在不同时间下差异无统

计学意义（P>0.05）（图1）。
在同一时间下，除双肺通气组的 SpO2含量在所有

时间（T1、T2、T3）均显著高于单肺通气组外（P<
0.05），双肺通气组和单肺通气组之间的ETCO2含量、

HR、MAP差异均无统计学意义（P>0.05）。
2.3　两组动物手术培训考核情况比较

双肺通气组和单肺通气组的机械臂碰撞次数、手

术时间、出血量差异均无统计学意义（P>0.05）；2组
间的死亡率和转开放手术率均为0%，差异也均无统计

学意义（P>0.05）（图2）。达芬奇手术机器人在操作过
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程中，由于视野受阻或操作空间狭小，机械臂碰撞的

风险会增加，从而导致机器损坏或手术风险增加，甚

至可能导致术中严重出血，迫使转为开放手术。本研

究中两组机器臂碰撞数据均较低且无明显差异，术中

出血量和手术时间也未出现明显差异，表明两种麻醉

通气方法均能提供良好的手术视野和操作空间。另外，

两组动物的死亡率和术中转开放率均为0%，说明两种

麻醉通气方法都能提供培训所需的操作空间。

2.4　两组动物胸腔镜下手术视野比较
根据达芬奇手术机器人培训实施要求，动物在进

行胸腔镜手术时应选择适当的麻醉通气方式，以确保

手术视野充分暴露，并避免因视野被阻挡或操作空间

狭小而增加机械臂碰撞次数或术中出血量。研究结果

显示，两组机械臂碰撞数据均较低且无统计学意义的

差异，表明两种麻醉通气方法均能提供良好的手术视

野和操作空间，对分离、切除等培训操作没有影响。

具体视野如图 3所示。在单肺通气中，由于完全封堵

术侧肺通气，仅向对侧肺脏进行通气，因此术中术野

不受通气因素的影响，能保持相对静止。而在双肺通

气时，术侧肺脏采用小潮气持续通气模式，术侧肺脏

虽未完全萎陷和静止，但未对手术操作造成不良

影响。

2.5　手术机器人培训的实验猪麻醉策略与方法
两组动物手术数据对比证实了单肺通气或小潮气

量双肺通气联合CO2气胸模式都可满足培训麻醉需求，

我们据此制定了适用于手术机器人培训的实验猪麻醉

策略与方法，见图4。在完成动物麻醉诱导后，可以根

据培训内容选择适合的动物麻醉通气方式。对于食管

表 1　两组动物麻醉实施指标比较
Table 1　Comparison of anesthesia implementation indexes between two groups of animals

（ sx 
 ）

指标
Indexes

动物体质量/kg
Animal body weight/kg
插管用时/min
Intubation time/min
插管成功率/%
Intubation success rate/%

双肺通气组 (n=20)
Two-lung ventilation 

group
29.55±0.80

5.25±1.30

100±0

单肺通气组 (n=20)
One-lung ventilation 

group
29.70±0.72

14.35±3.27

100±0

t 值

0.625

-11.557

 -

P 值

0.535

<0.001

-

注：A～D，人工气胸建立后 15 min （T1）、30 min （T2） 及手术完成 （T3） 时的血氧饱和度 （SpO2）、呼气末二氧化碳 （ETCO2）、心率 （HR）、
平均血压 （MAP） 数值结果。TLV 为双肺通气组 （n=20），OLV 为单肺通气组 （n=20）。与 T1 比较，* P<0.05；与 T2 比较，# P<0.05；与 TLV 比
较，& P<0.05.
Note：A-D， the numerical values of blood oxygen saturation （SpO2）， end-expiratory carbon dioxide （ETCO2）， heart rate （HR）， and mean 
blood pressure （MAP） at 15 minutes （T1）， 30 minutes （T2） after the establishment of artificial pneumothorax， and completion of surgery 

（T3）. TLV represents the two-lung ventilation group (n=20), while OLV represents the one-lung ventilation group (n=20). Compared with T1, 
*P<0.05; Compared with T2, #P<0.05； Compared with the TLV group, &P<0.05.
图 1 两组动物的生命体征指标比较
Figure 1 Comparison of vital signs indices between two groups of animals
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切除术、纵隔淋巴清扫等对术侧肺塌陷和视野静止度

要求不高的术式，可以选择双肺通气，并插入6.5号单

腔气管导管。而对于部分肺叶切除术，可选择单肺通

气，并插入 32 Fr/Ch双腔支气管导管至左肺支气管，

以获得术中相对静止稳定的视野。在进行胸腔手术前，

双组都需要先暂停常规双肺通气，开放气道后实施二

氧化碳气胸使术侧肺脏塌陷。双肺组调整通气方式，

术中持续实施小潮气量快呼吸频率联合二氧化碳的麻

醉通气方法。单肺通气组封堵右肺通气，实施左肺通

气模式。术中持续监测动物的生命体征。完成培训后，

调整异氟烷浓度至 6%，持续至少 5 min后，通过静脉

注射 1 g/kg 氯化钾实施安乐死术，统一采取无害化

处理。

3　讨论

作为微创外科最先进的技术，以达芬奇机器人手

术为代表的机器人辅助胸科手术凭借其高清立体的手

术视野、高度灵活的机械臂和仿真手腕、有效滤除人

手自然颤动等优势，在外科领域逐渐被认可并广泛应

用［7-9］。达芬奇手术机器人是目前国际上应用最广泛

的手术机器人系统。该系统已在全世界范围内广泛应

用于肺、食管、纵隔等胸外科常规手术，特别是在一

些空间相对狭小的胸外科手术场景中可能优于传统胸

科手术［10］。手术机器人培训中心用实验猪模拟临床手

术环境［11］，对兽医麻醉操作时间、动物术中状态，以

及充分暴露目标脏器提供手术视野等有一定要求。目

前国内外对适用于手术机器人培训的实验动物麻醉方

法和策略，尤其是胸腔镜下实验猪的麻醉，尚无可参

考的文献或实施建议。

人体临床上的胸腔镜手术中一般采用双腔支气管

插管的方式实现健侧单肺通气及术侧肺脏塌陷的麻醉

方法，让手术视野暴露更充分，方便手术操作［12-14］。
但支气管导管定位不准确易造成患者术中出现低氧血

症、气道压升高、CO2蓄积等并发症［15］，且双腔支气

管插管的管体粗、放置位置深，必须使用纤维支气管

镜辅助定位。该方法操作繁琐、耗时长，若无纤维支

气管镜设备则成功率更低。另外在手术过程中因体位

翻转可能导致导管移位，影响麻醉管理，严重时甚至

影响手术治疗效果［16-17］。近年来有文献报告，在胸腔

镜手术中使用小潮气量双肺通气联合CO2气胸的麻醉

方法也可提供安全有效的气道管理。

本研究显示，双肺通气组和单肺通气组虽然插管

成功率都是100%，但是双肺通气组只需要将单腔气管

插管置入气管内，无需额外借助纤维支气管镜定位，

操作较单肺通气组简便、用时短，两组间插管时间具

有极显著统计学差异（P<0.001）。在麻醉诱导过程中，

迅速建立气管通道可满足培训要求，对于应对动物突

发性呼吸骤停也具有重要作用，其能有效降低动物意

外死亡率，保证动物福利。如图 1所示，建立气管通

道时间对SpO2含量、ETCO2含量、HR、MAP的影响明

显 （P<0.001）； SpO2 含量在两组间比较差异明显

（P<0.005）；时间×组别的交互作用则对 ETCO2含量、

HR、MAP的影响不明显（P>0.05）。

注：A～C，手术过程中机械臂碰撞次数 （次）、手术时间 （min） 和
出血量 （mL） 数值结果比较。TLV 为双肺通气组 （n=20），OLV 为
单肺通气组 （n=20）。与双肺通气组相比，nsP>0.05。
Note：A-C， the number of robotic arm collisions (times), surgical 
time (min), and blood loss (mL) during the surgical procedure. TLV 
represents the two-lung ventilation group (n=20), while OLV 
represents the one-lung ventilation group (n=20). nsP>0.05, vs TLV 
group.
图 2 两组动物手术培训考核情况比较
Figure 2 Comparison of surgical training assessment 
between the two groups of animal surgeries

注：A 为双肺通气组胸腔镜下视野，其中白色箭头指示小潮气量通
气模式下的肺叶。B 为单肺通气组胸腔镜下视野，其中白色箭头指
示已塌陷的肺叶。
Note：Figure A shows the view under thoracoscopy of the two-
lung ventilation group， with the white arrow indicating the lung 
lobe under low tidal volume ventilation mode. Figure B shows the 
view under thoracoscopy of the one-lung ventilation group， with 
the white arrow indicating the collapsed lung lobe.
图 3 两组动物胸腔镜下手术视野比较
Figure 3 Comparison of the thoracoscopic surgical field 
between the two groups of animals
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手术中两组动物的 SpO2 都在人工气胸建立后

30 min（T2）时下降（P<0.05），双肺通气组的 SpO2含
量在所有时间段（T1、T2、T3）均显著高于单肺通气组

（P<0.05）。SpO2是血液中氧含量的估计值，通过监护

仪等设备采用非侵入性方法可方便持续估测氧血红蛋

白相对于血液中血红蛋白总量的百分比值，这是评估

呼吸系统功能的重要指标。T2时因部分肺组织切除造

成肺功能受损，机体处于高应激状态下，释放大量的

血管活性物质导致肺泡上皮和血管内皮通透性增高，

诱发大量炎性因子，刺激呼吸中枢导致缺血缺氧［18］。

图 4 手术机器人胸外科专项培训中实验猪的麻醉策略与方法
Figure 4 Anesthesia strategies and methods for experimental pigs in specialized training for robotic thoracic surgery
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本研究显示T2时SpO2值虽显著下降，但仍在安全范围

内。双肺通气组因术侧部分仍有机械通气和血流供氧，

较单肺通气组降低了低氧血症的发生率，因此双肺通

气组同时间段的SpO2值高于单肺通气组。

两组动物的 ETCO2值均随着时间变化逐渐上升，

人工气胸建立后30 min（T1）和手术完成（T3）高于人

工气胸建立后15 min（T1）（P<0.05）。ETCO2作为一种

新型的无创监测技术，被广泛应用于术中监护，通过

监测能够直观地显示出患者的肺血流及通气状况，降

低了不良事件的发生概率［19］。手术中向胸腔内注入

CO2气体促使术侧肺脏塌陷，提供手术操作空间，在一

定程度上会降低肺的顺应性，增加气道阻力和无效腔

的气体量，从而导致通气障碍的发生［20］。手术过程中

胸腔内注入的CO2经肺部创面吸收导致ETCO2值升高。

两组动物的HR和MAP数值在同组的不同时间段内随

着时间延长而增加（P<0.01和P<0.05），提示在术中动

物出现了血流动力学指标的波动，其原因可能是胸腔

压力的增加使心脏搏动产生压迫，继而出现HR代偿性

增加。但总体分析，无论是HR还是MAP，都在正常

可接受范围内，未引起循环障碍。由此可知，两组动

物在术中的生命体征都符合培训要求。

两组动物的死亡率和术中转开放率都为0，说明两

种麻醉通气方法是安全可行的。术中出血量和手术时

间也未有明显差异，提示无论是双肺通气组还是单肺

通气组都符合胸外科手术机器人培训的实施要求。

综上所述，实施单肺通气时，因术侧肺脏被封堵，

术中未产生通气，因此在整个手术过程中得到清晰且

相对静止的手术视野，且完全塌陷后的术侧肺脏体积

小，占据术中视野较少，对于切除肺脏术的操作干扰

较小，术者体验感更好，可作为肺叶切除术的首选麻

醉方法。实施双肺通气时，使用单腔气管插管具有操

作简单、完成插管耗时短、技术易掌握、无需添置额

外纤维支气管镜设备等优势。术中持续通气的方法虽

然可以提升动物的 SpO2，但无法做到术侧肺脏相对静

止，术者的体验感会比单侧通气组降低。在食管切除

术或纵隔淋巴清扫等手术中，双肺通气方法对手术目

标脏器的感官体验感影响不大且操作方便，可作为首

选麻醉方法。
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3Rs 中心 （NC3Rs） 于 2019 年组织发布的一份适用于任何与活体动物研究报告相关的指导性清单，用以提高动物
体内实验设计、实验实施和实验报告的规范性，以及动物实验结果的可靠性、可重复性和临床转化率。ARRIVE 
2.0 指南的使用不仅可以丰富动物实验研究报告的细节，确保动物实验结果信息被充分评估和利用，还可以使读者
准确且清晰地了解作者所表述的内容，促进基础研究评审过程的透明化和完整性。本文是在国际期刊遵循 ARRIVE 
2.0 指 南 的最佳实践基础上，对 2020 年发表于 PLoS Biology 期刊上的 ARRIVE 2.0 指南完整解读版 （https：//
arriveguidelines.org） 第五部分包括“推荐 11 条”里的第 6～11 条：“动物照护和监测”、“解析/科学阐释”、“可推
广性/转化”、“研究方案注册”、“数据获取”和“利益冲突声明”等内容进行了编译、解释和阐述，以期促进国内
研究人员充分理解并使用 ARRIVE 2.0 指南，提高实验动物研究及报告的规范性，助推我国实验动物科技与比较医学
研究的高质量发展。
[ 关 键 词 ] 动物实验； ARRIVE 2.0 指南； ARRIVE 推荐 11 条； 疼痛管理； 动物照护和监测
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[ABSTRACT] Improving the reproducibility of biomedical research results is a major challenge. 
Transparent and accurate reporting of the research process enables readers to evaluate the reliability of 
the research results and further explore the experiment by repeating it or building upon its findings. The 
ARRIVE 2.0 guidelines, released in 2019 by the UK National Centre for the Replacement, Refinement and 
Reduction of Animals in Research (NC3Rs), provide a checklist that is applicable to any in vivo animal 
research report. These guidelines aim to improve the standardization of experimental design, 
implementation, and reporting, as well as enhance the reliability, repeatability, and clinical translation of 
animal experimental results. The use of the ARRIVE 2.0 guidelines not only enriches the details of animal 
experimental research reports, ensuring that information on animal experimental results is fully evaluated 
and utilized, but also enables readers to understand the content expressed by the author accurately and 
clearly, promoting the transparency and completeness of the fundamental research review process. At 
present, the ARRIVE 2.0 guidelines have been widely adopted by international biomedical journals. This 
article is based on the best practices following the ARRIVE 2.0 guidelines in international journals, and it 
interprets, explains, and elaborates in Chinese the fifth part of the comprehensive version of the ARRIVE 2.0 
guidelines published in PLoS Biology in 2020 (the original text can be found at https://arriveguidelines.org). 
This section includes the items 6-11 of Recommended 11 section, covering "Animal Care and Monitoring", 
"Interpretation/Scientific Implications", "Generalisability/Translation", "Protocol Registration", "Data 
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Access" and "Declaration of Interests". Its aim is to promote a comprehensive understanding and use of 
the ARRIVE 2.0 guidelines among domestic researchers, to enhance the standardization of experimental 
animal research and reporting, and to promote high-quality development of experimental animal sciences 
and comparative medicine research in China. 
[Key words]  Animal experiment; ARRIVE 2.0 guidelines; ARRIVE Recommended set; Pain management; 

Animal care and monitoring

透明且准确的报告对于提高生物科学研究结果的

可重复性是至关重要的，它有助于研究人员评估研究

方法的严谨性、研究结果的可靠性，进而重复该实验

或在该成果的基础上进行深入探索。英国国家 3Rs中
心（NC3Rs）在 2010年发布了ARRIVE指南即《动物

研究：体内实验报告》（Animal Research：Reporting In 
Vivo Experiments）［5］。2020年对该指南进行修订，并于

PLoS Biology期刊发表了ARRIVE 2.0指南及其完整解

读版［13-14］（与前文可见 https：//doi.org/10.1371/journal.
pbio.3000411）。该指南陈列了一份适用于活体动物研

究报告的指导性清单和详细说明，用以指导实验设计、

实验实施和实验报告等整个动物实验研究过程的规范

性和准确性。其中“关键10条”构成了研究报告的最

低要求，而“推荐条目集”则为所述研究提供了更多

的背景内容。《实验动物与比较医学》于 2023年第 43
卷第1～4、6期分别对ARRIVE 2.0指南的相关信息［15］

以及关键 10条［103-104，155］和推荐 11条中部分内容进行

了详细解读［219］。本文将继续对“推荐 11条”中的

第 6～11条（即条目 16～21），包括“动物照护和监

测”、“解析/科学阐释”、“可推广性/转化”、“研究方案

注册”、“数据获取”和“利益冲突声明”等内容进行

相应编译介绍，以期促进国内研究人员充分理解

ARRIVE 2.0指南，从而将指南建议应用到研究设计

中，并在研究实施过程中遵循指南、收集报告所需的

信息，以提高动物实验研究及报告的准确性、规范性

和可重复性。

2.6　条目 16：动物照护和监测
2.6.1　子条目 16a：描述在实验方案中未减轻动物疼
痛、折磨和苦难而采取的任何干预性措施或步骤

解释解释：：一个安全有效的镇痛方案对缓解动物疼痛、

折磨和苦难是至关重要的。未经处治的疼痛会影响动

物的生理习性，同时增加实验的可变性。然而，某些

特定的疼痛管理方案也会引入可变性，从而影响实验

数据［220-221］。同时，对动物福利管理方案的报告不足

也导致实验方法不合规、镇痛及其他福利措施不到位

或不适当等现象长期存在［221］。因此，对缓解疼痛、

折磨和苦难方案的详细描述可以为研究人员提供实用

的信息以重复该方法。

应明确描述疼痛管理策略，包括：特异性镇痛药；

给药方法（例如配方、途径、剂量、浓度、体积、频

率、时机和使用的设备）；选择理由（例如动物模型、

疾病/病理、方案、作用机制、药代动力学、人员安

全）；减轻疼痛的修正方案（例如更改麻醉方案、增加

监测频率、修改方案、适应性训练等）。

在实验/手术过程中，如果由于实验原因而没有使

用合理预期该用的止痛剂或其他福利措施，则应提供

科学依据［222］。
报告示例报告示例 1：：“如果仔猪出现腹泻，给予电解质溶

液并补充水；如果腹泻在 48 h内无好转，给予仔猪单

剂量的头孢噻呋（5.0 mg/kg，商品名 Excede，美国

Zoetis公司）肌内注射；如果治疗后继续失液，则给予

仔猪单剂量磺胺甲恶唑和甲氧苄啶口服混悬液（50 
mg/mL和 8 mg/mL，美国Hi-Tech Pharmacal公司），连

续3 d口服治疗。”［223］

报告示例报告示例 2 ：：“如前所述，手术前 1 h，给予小鼠

含有 1 mg/kg 丁丙诺啡 （商品名 Temgesic； 比利时

Schering-Plough Europe 公司）的坚果酱（即榛子酱，

意大利 Ferrero公司），让小鼠主动摄取。小鼠在术前

2 d已经习惯纯坚果酱。”［224］

报告示例报告示例 3：：“如果术后的格拉斯哥综合疼痛测量

量表（Glasgow Composite Pain Scale，GCPS）评分等于

或大于6分（总分24分），则额外给予美沙酮0.1 mg/kg
肌内注射（或在需要时静脉注射）镇痛。30 min后重

新评估疼痛情况。记录美沙酮的使用剂量和

次数。”［225］

2.6.2　子条目 16b：报告任何预期或非预期的不良
事件

解释解释：：报告不良事件可以使其他研究人员在该研

究中（以此作参考）设计适当的福利评估，并将此类

事件发生的风险降至最低。如果该实验是测试某种治

疗的效果，那么不良事件的发生可能会改变治疗获益

与风险［226］之间的平衡。
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应报告在研究中出现的任何对动物福利有负面影

响的不良事件（如：心血管和呼吸抑制、中枢神经系

统紊乱、体温过低、摄食量减少），并注明这些不良事

件是预期的还是意外的。如果在研究期间没有观察到

或没有记录不良事件，则需要明确说明。

报告示例报告示例 1：：“在接受了N2转导的人类细胞的 12
只小鼠中，11只出现了小鼠淋巴结肿瘤。该 neo基因

在小鼠细胞和人类细胞中都能被检测到，但明显的淋

巴细胞增生仅见于小鼠的前T细胞，小鼠在5个月后发

生白血病。发病小鼠迅速表现出严重的疾病症状，12
只小鼠中有5只在同一天濒临死亡，另外6只在1个月

内濒临死亡。在接受了N2转导的人类细胞的12只小鼠

中，11只因为出现了明显的淋巴结和脾肿大、弓背、

体重下降等现象而不得不被提前安乐死。在14个月内

仔细观察第12只小鼠，它没有显示任何白血病或其他

不良事件的迹象，解剖时也没有见到异常组织。每天

至少观察小鼠 1次以发现疾病迹象，即以下任何一种

或多种症状：体重减轻、弓背、嗜睡、快速呼吸、皮

肤变色或不规则、腹胀、半麻痹、淋巴结明显肿大，

以及皮下可见实体肿瘤。在实验中出现任何疾病迹象

都会被记录为“不良事件”，随即处死小鼠并进行尸

检，以确定病因。”［227］

报告示例报告示例 2：：“尽管实验方案参考了文献报道，但

方案 1中的犬表现出了高水平应激，大都有过呕吐。

这导致我们需要将实验方案做较大改动，以优化我们

的空腹和餐后代谢研究方案。”［228］

2.6.3　子条目 16c：描述为研究建立的人道终点、监
测指征和监测频率。如果研究未设置人道终点，请予
以说明

解释解释：：人道终点是预先确定的形态学、生理学和/
或行为指标，定义在这些情况下动物将从实验研究中

被移除。使用人道终点有助于在实现科学目标的同时

使动物伤害最小化 ［229］。报告为特定研究、物种和品

系所建立的人道终点，应包括临床体征监测的明确标

准［230］和需要实施安乐死或其他既定措施的临床症状

标准，还应包括诸如一般福利指标（如体重减轻、摄

食量减少、异常身体姿势）和特定方案的福利指标

（如癌症研究中的肿瘤大小［231］、卒中研究中的感觉运

动缺陷［232］）等细节。

应报告监测的时间和频率，同时应考虑到动物的

正常昼夜节律和科学研究方案所需时间，以及监测频

率增加情况（例如，术后恢复、疾病研究期间的关键

时期，或在观察到不良事件后）。发布所监测的临床体

征评分表［233］有助于指导其他研究人员建立临床相关

的福利评估方案，特别是对于报告新方案的研究。

即使没有动物达到人道终点，也应该报告这些信

息。如果没有为某项研究建立人道终点，则需要明确

说明这一点。

报告示例报告示例 1：：“研究小组成员和兽医每天都对动物

进行 2次监测。通过对动物体重（每周 2次）、食物和

水的摄入量，以及动物的活动、喘气和皮毛状况进行

常规评估来监测动物的健康状况。在执行安乐死前，

允许肿瘤在小鼠体内生长的最大体积为2 000 mm3”。［234］

2.7　条目 17：解析/科学阐释
2.7.1　子条目 17a：结合本研究目标和假设、现有理论
和文献中其他相关研究来解释结果

解释解释：：对研究结果的解释应该是在研究目标的背

景下（详见条目 13：研究目标）进行，这点很重要。

对于假设检验研究而言，对结果的解释应集中于主要

结果（详见条目6：结果测量），而从其他结果衍生出

的探索性结果不应作结论性的描述，因为其统计学效

力可能不足或不可靠。

应在当前理论背景下讨论所发现的研究结果，最

好参考相关的系统综述，因为单个研究并不能提供一

个完整的体系。如果没有系统综述，那么应注意避免

选择性地引用支持自己结果的研究或仅引用那些有统

计学意义的研究报告［235］。
在适当情况下，应详细描述实验方法或研究发现

对提高动物福利标准或减少未来研究中使用动物数量

的意义（例如，由于使用一种新方法而减少了结果的

可变性，从而可以在不失去统计学效力的情况下使用

更小样本的动物数量）。虽然这些技术的改进可能不是

研究的主要焦点，但将之付诸报告并发布可以使之在

科学界得以更广泛地传播和运用。

报告示例报告示例 1：：“有文献报道，系统性红斑狼疮小鼠

MRLlpr 中， IL-18 表达缺失可选择性地降低 CD4+和
CD8+ T细胞在肾内的比例，而其他白细胞群，如粒细

胞、单核细胞和巨噬细胞不受其影响。这与我们研究

中‘肾内 IL-18过表达’模型提供的数据相反，提示

本研究中 IL-18浓度已超过生理范围。”［236］

报告示例报告示例 2：：“这个新设备显示在多个记忆评估中

具有显著减少动物使用数量的潜力，这些记忆评估任

务专门用于检测新药是否可能导致失忆。......在过去的

5年里，大约有43 000只动物被用于这些检测任务，但
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如果用这个连续试验设备，我们估计动物使用量可能

会减少到26 000只。......新的范例显示，在获得可靠结

果并维持任务统计学效力的同时，所需动物数量可以

被大幅减少。”［237］

报告示例报告示例 3：：“总之，我们的研究结果显示，老龄

合并症动物大脑再灌注时或3 h后外周给药白细胞介素

1 受体拮抗剂 （interleukin-1 receptor antagonist， IL-
1Ra），可以防止脑损伤并减少神经炎症。这些发现解

决了最近的系统综述中有关 IL-1Ra用于卒中治疗所担

忧的问题，并为 IL-1Ra作为缺血性脑卒中治疗的先导

候选药物提供了进一步的支持性证据。”［238］

2.7.2　子条目 17b：评价研究的局限性，包括潜在的
偏倚来源、动物模型的局限性，以及与结果相关的不
精确性

解释解释：：讨论研究工作的局限性，对于将研究结果

置于一定背景中、解释结果的有效性并赋予其结论可

信度水平而言至关重要［239］。局限性在科学研究中是

不可避免的，描述它们对于分享经验、指导最佳实践

和帮助设计未来实验都是必不可少的［240］。
应对研究中所呈现的证据质量进行讨论，并考虑

动物模型对具体研究问题的合适程度。讨论分离因果

关系（也称为内部效度［241］）的研究设计时应该包括

是否考虑了潜在的偏差风险（详见条目 2～5：样本

量；纳入和排除标准；随机化；盲法）。

报告示例报告示例 1：：“虽然在这项研究中，我们没有对畜

群源进行抽样，但鉴于中西部地区甲型流感病毒

（influenza A virus，IAV）感染的普遍性，推测这些种

群呈 IAV阳性的可能性很高。……然而，我们不能完

全排除后备母猪在到达畜群后感染常驻病毒的可能性。

虽然新到的后备母猪被安置在指定隔离区域，并制定

了相关方案以尽量减少疾病传播（例如，隔离并接种

疫苗），但是这些区域或方案可能依旧无法完全防止感

染仅局限在指定区域。”［242］

报告示例报告示例 2：：“尽管本研究数据表明，在我们建立

的基因靶向舒张性心衰模型中，持续的全身性 toll样受

体 9 （Toll-like receptor 9，TLR9）刺激加重了舒张性

心衰，但在因果关系的机制解释以及临床炎症性疾病

状态和其他心衰状况的推断中仍存在一些局限性。首

先，我们建立的药理学炎症模型尚无法区分由心脏

TLR9刺激引起的直接效应和由全身炎症介导的间接效

应。其次，尽管一些全身性炎症条件具有先天免疫系

统紊乱的重要特征，其中一些又特别包含了TLR9信号

转导失真，但持续的TLR9刺激并不一定代表临床相关

的炎症状况。最后，心肌细胞肌质网钙离子 ATP酶 
（sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase， SERCA2a）
基因敲除模型不能充分代表舒张性心衰的分子基础或

临床特征”。［243］

2.8　条目 18：可推广性/转化
评论这项研究的结果是否具有普适性，以及如何

外推到其他物种或实验条件，包括任何与人类生物学

的关联（适用时）。

解释解释：：研究成果发表的一个重要目的是为未来的

研究提供信息。就动物研究而言，它可以为开展进一

步的体内研究或其他研究领域（例如，人体临床试验）

提供参考信息。考虑周全是必要的，因为额外的、不

必要的动物研究是一种浪费且不道德的行为。同样地，

基于证据不充分或误导性的动物研究而启动的人体临

床试验会增加研究浪费，并对研究参与者的风险-获益

平衡产生负面影响［241，244］。
评估研究结果的意义时，应考虑其研究类型。设

计良好的假设检验研究比探索性研究更能提供可靠的

证据（详见条目 13： 研究目的）。一项新颖的探索性

研究的发现可能为未来类似背景下的研究提供信息，

或者文献中可能已经积累了足够的证据以证明在其他

物种或人类中进行进一步研究是合理的。应讨论将研

究成果推广或转化时需要开展哪些进一步的研究（若

有）。还应讨论和阐释与现有证据相关的结果，特别是

其他研究小组是否报告了类似的或其他支持性的发

现［245-246］。也可以讨论观察到的某种效应所处条件的

范围，以及可能调节这种效应的因素。这些因素可能

包括：种群情况（如年龄、性别、品系、物种），干预

措施（如同一类别的不同药物），测量结果（如评估记

忆的不同方法）。

报告示例报告示例 1：：“我们的研究结果表明，海马体脑深

部刺激（hippocampal deep brain stimulation，hDBS）可

以有效地调节中脑边缘网络。这一发现可能对hDBS用
于一些癫痫病例治疗具有临床意义，因为已有证据表

明该神经网络的连通性在内侧颞叶癫痫 （mesial 
temporal lobe epilepsy，MTLE）中受到抑制，不过还需

要进一步研究hDBS恢复MTLE诱导中脑边缘结构功能

连接缺失的潜能。”［247］

报告示例报告示例 2：：“生长停滞特异性基因 1 （growth 
arrest specific gene 1，GAS1）的肿瘤抑制作用曾在细胞

培养或异种移植模型中被报告过，但本研究报告小鼠
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Gas1基因对体内原发性肿瘤的抑制活性尚属首次。最

近有关转基因传送安全载体设计的研究进展可能会将

我们的研究结果推广到人类身上，从而在肝脏肿瘤疾

病领域显现出一个很有前途的研究方向。”［248］

2.9　条目 19：研究方案注册
提供一份声明，说明是否在研究实施前制订了研

究方案（包括研究问题、关键设计特征和分析计划），

以及该方案是否进行了注册，在何处注册。

解释解释：：与临床试验的做法类似，动物研究方案注

册已经成为一种可能提高动物研究透明度的机

制［244，249-250］。在实验开始前注册一份研究方案，不仅

使研究人员能够证明其假设、方法和分析都是预先计

划好的，而不是由实验中出现的数据决定的；而且这

样可以提高科学的严谨性，同时保护研究者免受选择

性报告结果的质疑［251-252］。研究方案应包括：（1）所

要解决的问题和研究的关键特征，例如要验证的假设、

主要结果指标（如果适用）和统计分析方法；（2）开

展该研究所采用的实验流程。

研究方案可以按照不同的完整度进行注册。例如，

在越来越多的期刊提供的注册报告格式中，声明研究

方案经过同行评议，无论研究结果如何，一旦被接受，

该期刊都承诺发表已完成的研究［249］。
其他在线资源包括开放科学框架（Open Science 

Framework，OSF）［253］，适合于存放PHISPS（Population； 
Hypothesis； Intervention； Statistical Analysis Plan； Primary； 
Outcome Measure; Sample Size Calculation）方案［254］，
并为研究人员提供了针对预先注册内容的灵活性浏览

权限，在研究发表之前不对公众开放，并有选择地与

审稿人及编辑分享信息。还可以使用实验设计辅助系

统（Experimental Design Assistant，EDA）生成带时间

戳的 PDF，其中可列出实验设计的关键要素［255］，可

用以证明研究的实施、分析和报告都是预先设计的，

没有被新出现的数据过度驱动。我们建议注册方案至

少应包含所有PHISPS要素：种群、研究假设、干预措

施、统计分析计划、主要结局指标和样本量计算。

投稿时应提供一份声明，说明是否在研究之前准

备了研究方案；如果适用，还需提供带有时间戳的注

册方案或说明注册地点。当研究方案发生了偏离，应

在文章中描述这些变化的原因，以便读者在评估研究

结果时能够考虑到这一点。

报告示例报告示例 1：：“所有研究方案的详细描述都可以在

注册报告（Kandela等，2015）中找到。其他详细的实

验笔记、数据和分析可在开放科学框架（OSF）［研究

资源识别码 （research resource identifier， RRID）： 
SCR_003238］（https：//osf.io/xu1g2/）上获得。”［256］

报告示例报告示例2：：“为了最大限度地提高研究的客观性，

我们在开始收集数据之前预先注册了包括两种假设、

预设方法和数据分析完整计划的研究方案（https：//osf.
io/eb8ua/register/565fb3678c5e4a66b5582f67，可访问日

期开始于 2017年 12月 29日）。我们严格执行了该方

案，所有的统计分析都严格遵循了我们预先注册的数

据分析计划（https：//osf.io/eb8ua/）。”［257］

报告示例报告示例 3：：“我们在开放科学框架（OSF）上预

先注册了分析方案（Sheldon和Griffith，2017），这有

助于科学研究的可重复性和开放合作。进行预注册是

为了限制进行分析的数量，并验证我们对先验假设的

有限数量进行测试的承诺。我们使用的方法与预先注

册的方法一致。”［258］

2.10　条目 20：数据获取
提供一份声明，说明研究数据是否可以共享，以

及可以在哪里获取。

解释解释：：数据共享声明可以描述其他人如何获取论

文所呈现的数据。共享带有充分注释的数据可以使其

他人重复这些数据分析，从而独立地测试和验证该研

究结果。数据共享也允许对数据进行重新利用，并通

过组合来自多个研究的数据，创建新的数据集（例如

用于二次分析）。这使得其他研究者可以探索新的主

题，并增加该研究的影响力，潜在地防止非必要的动

物使用，并提高研究资金的利用价值。另外，获取原

始数据也有助于进行文本和自动化数据的挖掘［259］。
越来越多的出版商和资助机构要求作者或被资助

人公开他们的数据［260］。附带有相关数据的期刊文章

可能会被更频繁地引用［261-262］。数据集本身也可以被

独立引用，这为作者提供了额外的学术声望。而这种

做法正在被越来越多地认可和接受［263］。
在可能的情况下，应分享有助于推导出论文中主

要结论的所有数据。数据应遵循 FAIR （findability， 
accessibility，interoperability，and reusability）的指导原

则［264］，即数据可查询、可获取（不要使用过时的文

件类型）、可交互操作（可用于多个平台和多个软件

包）、可重复使用（具有足够的数据描述符）。

数据可以从结构化的、专业的（特定领域的）、开

放获取的数据库中公开访问，例如由美国国家生物技

术信息中心（NCBI，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）或欧
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洲生物信息学研究所（EBI，https：//www.ebi.ac.uk/）
维护的数据库。如果这样的数据库不可用，则可

以将数据存储在非结构化但公开可用的数据库中，

例如 Figshare （https：//figshare.com/）、Dryad （https：//
datadryad.org/）和Zenodo（https：//zenodo.org/），或开放

科学框架（OSF，https：//osf.io/）。还有一些具有严格标

准的搜索平台可以用以识别相关的数据库，例如

FairSharing （https：//fairsharing. org/）和 re3data （https：//
www.re3 data.org/）。

报告示例报告示例 1：：“数据可用性：所有数据均可从

Figshare 网 站 （http：//dx. doi. org/10.6084/m9. figshare. 
1288935）获得。”［265］

报告示例报告示例 2：：“生成这个数据集的一个基本目标是

方便外部合作者和研究人员访问非洲刺毛鼠（spiny 
mouse）转录序列信息。序列读取和元数据可从NCBI
（PRJNA342864）获得，组装转录组（Trinity_v2.3.2和
tr2aacds_v2） 可以从 Zenodo 存储库 （https：//doi. org/
10.5281/zenodo.808870）获得。然而，对于缺乏生物信

息学专业知识的研究人员来说，访问和使用这些数据

可能具有挑战性。为了解决这个问题，我们托管了一

个“SequenceServer…BLAST” - 搜索网站 （http：//
spinymouse.erc.monash.edu/sequenceserver/）。该网站提

供了一个对用户友好的界面，可访问 tr2aacds_v2组装

的序列信息（以探索带标记的蛋白质编码转录本）和/
或 Trinity_v2.3.2 组装的序列信息（以探索非编码转

录本）。”［266］

2.11　条目 21：利益冲突声明
2.11.1 子条目 21a：声明任何潜在的利益冲突，包括经
济上的和非经济上的。如果不存在利益冲突，则应予
以说明

解释解释：：利益冲突是指干扰（或可能被视为干扰）

研究的完整及客观呈现、分析和解释的任何因素。利

益冲突可以是经济上的或非经济上的，专业上的或个

人的。它们可以存在于机构中、团队中，也可以存在

于个人。在同行评审、编辑和出版决策中都应考虑潜

在的利益冲突，其目的是确保透明度。在大多数情况

下，利益冲突声明不会妨碍出版或评审过程。

表 4提供了几种常见的利益冲突相关声明案例。

如果不确定，则需要声明所有潜在的利益冲突，包括

认为可能存在的和真实存在的利益冲突［267］。

报告示例报告示例 1：：“这项研究是由Gubra ApS公司资助

的。作者 LSD、PJP、GH、KF和HBH均受雇于Gubra 
ApS公司。作者 JJ和NV是Gubra ApS公司的所有者。

GubraApS公司为作者 LSD、PJP、GH、KF、HBH、JJ
和NV等提供了研究材料和工资。”［268］

报告示例报告示例 2：：“作者声明不存在竞争性利益

冲突。”［269］

2.11.2　子条目 21b：列出所有的资金来源（包括课题
识别号），以及资助者在研究设计、分析和报告中所起
的作用

解释解释：：标明资助来源可使读者评估所有利益冲突

和潜在偏倚来源。例如，与其他来源资助的研究相比，

表 4　有关竞争性或利益冲突的声明案例
Table 4　Examples of competing or conflict of interest declaration

类别
Category
经济利益
Financial

非经济利益
Nonfinancial

从属关系
Affiliations
知识产权

Intellectual property
个人关系
Personal
意识形态
Ideology

内容
Content

作者因该项研究发表而直接收到或预期收到的经济资助或其他款项，或从对研究成果感兴趣的组织获得资助或其他款项

研究者个人或机构可获得非经济形式的实物或其他利益，这包括研究者在政府、非政府组织或商业组织中担任无薪顾问
职位

研究者受雇于顾问委员会，或是对该研究工作结果感兴趣的组织

该研究涉及某人或其组织拥有的专利或商标，还包括所报告的科学进展对于该机构、作者或研究资助者的潜在开发价值

朋友、家人、人际关系和其他可能从研究中获得经济或其他方面利益的亲密关系人

与研究工作相关的信仰（如政治或宗教），或是相关宣传或游说组织成员

注：英文原表请见 https：//doi.org/10.1371/journal.pbio.3000411.t002。
Note： The original table is from https：//doi.org/10.1371/journal.pbio.3000411.t002.
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由产业资助的临床研究倾向于报告更有利的结果，存

在选择性报告的偏倚［270-272］。临床前研究的证据也表

明，资金来源可能影响研究结果的解释［267，273］。
还应报告其他资助信息，包括资助机构和基金编

号。如果该研究得到了多个来源的资金资助，则需列

出所有来源，包括内部基金。明确资助人在设计、分

析、报告和/或出版决策中所发挥的作用。如果研究没

有获得特定的资助，而是作者工作职责的一部分，则

需要列出作者的所在单位。

报告示例报告示例 1：：“意大利卫生部的当前研究基金PRC 
2010/001（http：//www.salute.gov.it/）为作者MG提供了

资助。资助者在研究设计、数据收集和分析、发表决

策或手稿编写方面未担任任何角色。”［274］

报告示例报告示例 2：：“这项研究得到了 Tabriz大学医学院

结核病和肺研究中心以及 Tabriz大学研究委员会的资

助。资助者没有参与研究设计、数据收集和分析、出

版决定或手稿准备等任何方面。”［275］

报告示例报告示例3：：“这项工作是由支付给作者AEW的薪

水支持完成。资助单位在研究设计、数据收集和分析、

出版决定或手稿准备中无任何作用。”［276］

[作者贡献 Author Contribution]
马政文负责 ARRIVE 2.0 指南完整版第五部分即“推荐 11 条”

中第 6～11 条内容的编译初稿和修改，为第一作者；
李垚负责 ARRIVE 2.0 指南完整版中文编译工作的策划、组

织，以及对 ARRIVE 2.0 指南完整版提出关键性修改建议；
王剑、卢今参与 ARRIVE 2.0 指南完整版“推荐 11 条”中第 6～

11 条内容的翻译初稿审定；
李夏莹、刘晓宇和刘永刚负责对 ARRIVE 2.0 指南完整版“推

荐 11 条”中第 6～11 条编译内容提出关键性修改建议；
陈国元、卢晓、白玉和卢选成负责对 ARRIVE 2.0 指南完整版

中文编译内容提出关键性修改建议；
陶雨风负责对 ARRIVE 2.0 指南完整版“推荐 11 条”中第 6～11

条编译内容提出关键性修改建议，并提供基金支持；
庞万勇负责 ARRIVE 2.0 指南完整版中文编译工作的指导，以

及全部内容的审定。

[利益声明 Declaration of Interest] 

本文所有作者均声明不存在利益冲突
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2022年12月30日，敬爱的长者、慈爱的老师、杰出的实验动物科学家及教育家李厚达教授永远离开了我们。

2023年12月16日，在先生仙逝一周年之际，扬州大学兽医学院举办了实验动物学专业人才发展暨科技创新论坛，

并隆重开展了“致敬李厚达教授”的追思活动。来自全国各地的200余名知名学者、扬州大学实验动物专业的毕

业生及李厚达教授的挚友齐聚扬州，深切缅怀李厚达教授积极进取、艰苦创业、成果卓著的精彩人生。

追思活动由扬州大学兽医学院党委书记蔡丽娅主持。扬州大学党委书记焦新安教授、兽医学院院长王志强教

授先后作了发言，高度赞扬了李厚达先生在实验动物学学科建设、人才培养和科学研究等方面所做出的重要贡献，

并对李先生致以崇高敬意。作为李厚达先生的第一位硕士研究生，李劲松院士分享了自己在扬州大学求学时的经

历，感激先生对他独特的教学启蒙方式，引

领他走上了克隆技术的科研生涯。李院士的

每一言每一语都流露了对先生的真情厚意，

每一字每一词皆载满了对先生的真挚怀念。

李院士还倡议设立“李厚达教育基金”，以

此激励更多后辈，为中国实验动物科技事业

发展做出更大贡献。中国食品药品检定研究

院实验动物资源研究所原所长贺争鸣研究员

回忆了自己参与原国家科学技术委员会条件

局委托扬州大学于1983年举办的第一届全国

实验动物科学技术人员进修班的点滴经历，以及辅助李厚达先生编撰《中国大百科全书》第三版兽医学学科实验

动物学分册的故事。他表示：“行动是致敬李厚达先生最好的方式。希望在日后工作中用实践行动，加倍努力工

作，创造出更多更好的成果，竭力推动我国实验动物科学的发展。”

先生已去，离开了他为之奉献一生的事业，但先生永远活在学生们的心中。他的多位学生分别用文字表达了

对先生的敬仰与怀念，从中可以窥见先生鲜活丰满的形象和崇高的风范。

第一篇：我第一次和李厚达老师去上海出差
——薛整风教授（扬州大学兽医学院比较医学中心
原主任）

1983年 4月，江苏农学院正式承担了原国家科委

举办“第一期全国实验动物专业技术培训班”的任务

后，李厚达老师就紧锣密鼓地为 9月开班做了大量筹

备工作。其中有师资队伍的组织、教材编写和刻印、

学员食宿的安排、实验室和实验课程的准备等一系列

工作。当时有一件困扰所有老师的事——大家对实验

动物科学的专业知识了解甚少，也没有饲养过大、小

鼠，严重缺乏感性认识。为了解决这一困惑，李老师

联系了上海的相关单位，组织相关教师实地考察，现

场学习。

学校放暑假的第二天，李厚达老师就带我去上海

出差。这是我第一次和李老师一起出差，虽然此事已

过去40年了，但至今记忆犹新。当年，从扬州到上海

可不简单，直达的只有公共汽车，一天也只有 2个班

次，扬州人去上海大多数是过江到镇江然后乘火车。

那次出差李老师申请使用了校车，是一辆金杯牌面包

车。同行的老师有严忠慎、朱模中、李国忠、吴云霞、

· 人文回忆 ·
Memories

 图 1 李厚达教授在不同时期（依次为青年、中年、晚年）的留影
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潘瑞荣、徐少浦、李厚达和我。早晨 7∶00从学校出

发，中午从八圩汽渡过江，到达上海已是下午4∶30。
在上海，李老师带领我们先后拜访了施履吉老师、

刘瑞三老师，在舒家模、胡开元、王楠田、陈天培、

金蓓蕾等老师的热情接待下，对原上海第一医学院实

验动物科学部、第二军医大学动物中心、上海生物制

品研究所动物室、中科院上海实验动物中心进行了参

观学习。

参观学习结束后，我留在了上海，被安排到上海

生物制品研究所动物室和原上海第一医学院实验动物

科学部学习实验动物的饲养管理、无菌隔离器的操作

与管理。在学习期间，我又认识了皇甫在、周光兴、

陆志刚、潘振业等老师。整个暑假我都在上海学习。

暑假结束前，我带了 4笼盒（4个品系）小鼠回学校，

李厚达老师亲自去镇江火车站接我，然后一起乘校车

回到扬州。

这次在上海的参观学习，使我认识了许多上海实

验动物科学领域里的前辈和同行，也看到了当年在瓦

罐里饲养小鼠，在楼梯洞里养犬的情景。我深刻体会

到李厚达老师白手起家，创建实验动物科学人才培养

基地的艰辛。自此，我一直跟随李厚达老师，从事实

验动物科学的教学与研究工作，直至2021年退休。

第二篇：厚待学子，达济同行——钱莉教授（扬州
大学医学院院长，2001 级硕士生）

2001年有幸成为李厚达老师的硕士研究生，成为

李老师课题组这个大家庭中的一员，感受到的是浓浓

的团结、和谐、奋发的氛围。李老师人如其名。“厚”：

为人厚道，待人宽容。作为临床医学本科毕业的我，

没有任何的科研基础，进入实验动物这个研究领域，

几乎什么也不懂。但李老师每次对我提出的问题都是

用不紧不慢的语调，细致耐心地解答，现在回想起来，

仍然心存温暖。李老师对事业的追求，对实验动物学

科的热爱，对后辈的提携也深深感染着我。当我成了

老师后，始终以李老师为我的人生榜样，即使只能学

到李老师的一点皮毛，也会终身受益。“达”：穷则独

善其身，达则兼济天下。医学院的学位点建设起步较

晚，2001年我本科毕业时医学院还没有硕士学位授权

点，依托于李老师建立的实验动物学科，医学院的很

多老师和学生都成了实验动物学方向的硕士研究生和

博士研究生，不仅对我们个人的成长，也对医学院的

科研和学科建设起到了极大的促进作用。

第三篇：亲爱的导师，感恩有您——高慧教授、主
任 医 师（扬 州 大 学 医 学 院 临 床 医 学 系 ，2002 级 博
士生）

我的导师李厚达，正如您的名字一样，宽厚、豁

达。李老师是我们学生心目中最伟大的导师，是我们

知识的源泉和智慧的引领者。您不仅以卓越的学识和

丰富的经验为我们传授知识，教会我们学术上的技能

和理论，更以宽广的胸襟和温暖的胸怀塑造我们的品

格，引领我们树立正确的价值观，注重人文关怀和社

会责任，使我们在专业能力提升的同时，也成长为有

道德情操和社会担当的人才。您不仅在自己的研究领

域硕果累累，而且致力于培养学术接班人，传承学术

智慧。学子们受益于您的深厚知识和教学经验，您的

学术影响力将长久传世。您是我们前进道路上的灯塔，

是我们终身学习的榜样。感恩有您！

第四篇：学业导师，人生榜样——宗卫峰主任药
师（江苏省食品药品监督检验研究院，2000 级硕士）

李老师不仅是我学习上的导师，更是我人生的榜

样。他不仅具有严谨求实的治学精神，而且对实验动

物学科的发展有着独特的前瞻性眼光，总能敏锐地发

现实验动物研究的新动向。他对我的关爱之情，至今

历历在目：我读研一的时候，李老师就让我查询克隆

的研究进展，在课题组内进行汇报前，先单独试听我

的讲解，指出需要改进的部分，汇报后又给予肯定，

让我感受到自己的进步和成长。另外，我还记得他送

我到现在这家单位来面试的情景，从扬州来南京的路

上对我千嘱咐万叮咛地交代着面试时的注意事项，使

我信心大增，顺利通过面试；而且同一天送我面试之

余，他还到动管办、检测站、南师大等单位交流沟通，

这种敬业精神也给我留下了深刻印象。还有他孜孜不

倦的创新精神也让我深感敬佩：李老师在快退休时还

参与申请了国家小鼠遗传工程资源库项目，并积极推

动实验动物科技产业转化工作，这在当年是很具有超

前眼光的。李老师，您的言传身教将永远影响着我们。

第五篇：师恩难忘——吴宝金研究员（中国科学院
分子细胞科学卓越创新中心动物平台主任，2001 级
博士生）

1993年本科毕业之后，我在扬州大学医学院从事

人体解剖学教学工作，由于每年同样的内容要给不同

班级的学生讲解好多遍，我很快便对解剖学教学失去
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了兴趣。在2000年获得解剖学硕士学位后，我还梦想

着去做一名临床医生，但是那个年代考研是需要介绍

信的，想通过考博改变专业几乎是不可能的。我在迷

茫失落之际，恰好在校园宣传橱窗前看到李老师招收

“比较医学”方向研究生的信息，突然间就有了努力的

方向。我第一次拜访李老师就得到了热情接待，李老

师让我恶补实验动物专业知识并指导我准备应试。最

终我有幸做了他的第一个博士生。

先生育人最大的特点是以身作则，言传身教。先

生的以身作则首先体现在工作细节上，比如他经常亲

自背着液氮罐出差运标本，还亲自带学生到邵伯湖养

鸭场采集血液标本，总是和学生一起参与动物实验取

材，喜欢带着学生到优秀实验室参观学习等等。先生

的以身作则更体现在对待名利的态度上。先生数十年

一直居住在学校分配的苏农五村家属楼，同事们、学

生们换再大的房子，他都毫不羡慕。在我学习期间，

李老师的实验室大约有 30个研究生，经费压力巨大。

先生承接了很多横向课题，所得资金全部用于学生的

科研工作，丝毫没考虑过改善自己的居住条件。因为

跟学校借款建设比较医学中心，有很长一段时间，单

位每月只发给先生2 000元工资让他维持基本生活。即

便如此，先生也毫无怨言，他的心思全在教书育人上。

李老师的高尚人格，是我终生学习的榜样。

先生一生育人无数，我应该是获益最大的一个。

读博期间，先生根据我的医学背景，让我做乙酰基亚硝

基脲诱变培育人类疾病小鼠模型开发。这项工作需要大

规模饲养小鼠及大量的经费支撑，对此先生是完全放

手，毫不吝啬，鼎力支持。我博士毕业之际，先生尽心

尽力地帮我设计了不同的发展道路：曾经尝试把我留在

兽医学院比较医学中心，推荐我到中国医学科学院医学

实验动物研究所，还推荐我到同济大学动物中心。在我

回原单位工作之后，李老师将我博士期间培育的数十个

小鼠品系和资料全部交给我，还把自己办公室的钥匙给

了我，好让我有条件继续从事原来的科研工作。我原以

为是先生偏爱我，后来才渐渐明白，无论你是什么年

龄、身份及背景，只要有求于先生，他都会有求必应

答，并平等对待，无条件提供帮助。

2014年我到中国科学院生化与细胞所工作以后，

李老师正好也居住在上海，我们便有了较多的交流机

会。我每年都会到先生家走动几次，当面聆听先生的

教诲。从本单位动物房的管理，到坚持科研工作的重

要性，甚至做人做事的原则，先生都毫无保留分享了

他的真知灼见。最后一次和先生一起工作，是共同编

著《中国大百科全书》第三版兽医学学科实验动物学

分册，李老师是主编，我是副主编。大概有十多次，

他一个人坐一个多小时地铁到我的办公室，“固执”地

坚持他的想法和标准，有效保证了编写词条的质量。

我们通常一起在单位食堂共进午餐，同事们也都知道，

这位敦厚慈祥的老者是我的老师。五十多岁的我还能

和七十多岁的老师在一起工作，想来也是十分幸运和

幸福。新冠疫情的几年里，李老师和师母回到扬州养

老，我们见面机会变少，和劲松师兄一起回扬州为先

生祝寿应该是最后一次见面。防疫封控放开之后，先

生却跟着疫情走了。在那个非常时期，我没能送先生

最后一程，这是我永远的遗憾。

第六篇：永远的恩师——邢华教授（扬州大学兽医
学院实验室管理中心原主任，2003 级博士生）

我作为李厚达先生的学生，在本科阶段的1980年
就亲耳聆听了先生主讲的“畜牧机械化”课程，感受

到了现代化的养殖业模式；参加工作后，恰逢先生创

建扬州大学实验动物学学科，有幸加入其团队学习相

关研究的思路和方法，是先生将我带进实验动物科学

的大门，并使之成为了我的主要研究方向；2003年又

到先生门下攻读博士学位，跟随先生开展其主持的国

家“973”项目“转基因高等动物的创建与高级脑功能

分析”之“犬生殖生理与转基因犬构建的研究”课题

研究，系统学习了先进的理论、技术。我的学习、工

作生涯基本是在先生身边度过的。

先生对生物科学前沿动态的敏锐洞察力，敢为人

先、“摸着石头过河”的创新意识，充分运用一切资

源、抢抓机遇建立平台的行动力，精准把控研究大方

向、为学生营造宽松学术环境的人才培养模式，……，

这些永远是我学习的榜样！

李老师，2022年 7月 21日学生陪您进入您学习、

工作、生活了60余年的校园。尽管当时您对许多事情

的记忆已不太清晰，但谈起实验动物学科创立的点点

滴滴，您却滔滔不绝、如数家珍。当看到动物房等设

施，当听到您开创的实验动物学科人才济济、成果丰

硕时，您的兴奋之情溢于言表。不承想，这竟成了您

进入校园的最后一次，与为之奋斗一生的事业最后道

别。还记得2022年11月3日陪师母去养老院送药、探

望，您的精神、身体状况还很好，还向护理员介绍

“这是我的学生”，笑谈学科建立、国家级重大科研项
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目申报与中标的趣事。不承想，这竟成了我们师生的

最后一次见面。在这次见面的57天后，李老师永远离

开了我们。

敬爱的李老师，我们永远怀念您！

第七篇：加倍努力工作是对李厚达老师的最好
追忆——贺争鸣研究员（中国食品药品检定研究院
实验动物资源研究所，第 1 期全国实验动物科学技术
人员进修班学员）

我是原国家科委条件局在江苏农学院举办的第一

期全国实验动物科学技术人员进修班的学员。当时我的

领导兼老师即我国实验动物领域老前辈孙靖先生与进修

班班主任李厚达老师关系很好，因而使我对李老师有着

更多的了解和敬佩。在20世纪80年代，我国实验动物

科技工作刚刚起步，没有完整的师资队伍和适用教材，

也没有教学大纲和专业的实习场所，要组织举办时间长

达一年的进修班谈何容易。就是在这样困难的条件下，

李老师精心组织，事无巨细，亲力亲为，硬是把来自全

国几十个单位的实验动物技术人员汇集起来，邀请全国

实验动物领域知名专家莅临授课，组织专业人员翻译和

编写教材，带领全体学员去上海和苏州有关机构实地学

习，在主管部门的支持下成功举办了国内首届实验动物

技术人员的高水平进修班。进修班学员在回到单位后均

成为业务骨干，在各自的工作岗位上为我国实验动物科

技事业发展做出了重要贡献。

后因一些项目工作与李老师的接触更多了一些。

在与李老师一起工作接触过程中，我学习到李老师很

多的优秀品质和专业知识。比如：2001年 3月 12日，

由李厚达教授和高翔教授联名提出了“建立国家小鼠

遗传资源中心的建议”，其中就明确了“借机孵化、洋

为中用、股份制产业化、两条腿走路”19字的基本思

路，这在当时是一个很大胆的突破。在国家遗传工程

小鼠资源库的建设过程和最后验收阶段，我曾多方面

与李老师一起工作，他的为人处世、做事风格、学识

水平和创新求实的风格深深感染着我，使我受益匪浅。

最后一次与李厚达老师一起工作是 2017年 3月 17
日，在扬州大学参加由李厚达老师任主编的《中国大

百科全书》第三版兽医学学科实验动物学分册的第二

次工作会议。李老师思维敏捷、考虑全面，对编写框

架和具体条目都提出了明确要求。虽然这是我第三次

参加这类内容的编写，但李老师的见地使我受益良多。

对李厚达老师的最好追忆就是加倍努力工作，做

好我们每一天应该做好的事情，竭力推进我国实验动

物科学事业发展，为我国科技创新和高质量发展贡献

我们的力量。

第八篇：儒雅学者，敬业楷模——忆恩师李厚
达教授——邵义祥教授（南通大学实验动物中心原
主任，2002 级博士生）

“玉壶存冰心，朱笔写师魂”。

1978年10月，我踏进这令人神往的校园——江苏

农学院，并在此度过了大学四年的美好学习时光。在

畜牧兽医系畜牧专业学习的四年里，李厚达老师是最

令我难忘的恩师之一。“畜牧业机械化”课程的主讲人

就是李厚达老师。那时的李老师，年轻、英俊、帅气、

儒雅，讲课别具一格，从不照本宣科，而是结合实际，

善于举例，讲解机械化自动化的意义、作用及发展前

景，引人入胜。这样的课令我十分感兴趣，也很受启

发。其中，倒顺开关工作原理、继电器工作原理、行

程开关、速度控制原理、拖拉机发动机四冲程工作原

理等都是通过实验课进行设计、拆解、操作来讲解和

实践的，让我印象深刻。这些知识使我获益多多，对

我后来从事实验动物设施管理工作助力颇大。

大学毕业后，我被分配到南通医学院设备科动物

场工作（1992 年更名为实验动物中心，科级建制；

2005年更名为南通大学实验动物中心，副处级建制）。

踏上工作岗位之后，李老师仍给予我很多关心、厚爱、

支持和帮助，引领我不断取得新的进步。

2002年，我考取李老师的博士研究生，研究方向

为疾病动物模型。在三年半的博士生学习研究中，李

老师总是言传身教、悉心指导，还给我配备了得力的

实验助手。我不仅顺利完成学业，获得双证，而且更

重要的是，我的学术领悟力、创新能力得到了全面提

升，管理能力和协调能力等也得到加强。

李老师的爱岗敬业、拼搏进取、刻苦钻研及诲人

不倦都对我产生了深刻的影响。他的正直性格、诚信

品格、敬业精神、求实作风都令我由衷地敬佩。举一

个例子：我在申报教授职称时，提交的代表作恰巧是

李老师评审的。李老师不因为我是他的学生就网开一

面，而是公正无私，严格按要求给予评价。同时他亦

将实情告知于我，指出我的文章不成系列，其中有篇

文章属于教学管理成果，不能体现科研创新能力和专

业水平，因此作为科研代表作不很恰当。他勉励我要

继续潜心科研，重新发表一篇同一研究系列的高水平

118



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineFeb . 2024, 44(1)

论文，下次再重新申报。李老师还帮助我分析现有研

究结果，指导我如何凝练方向、如何撰写高水平论文、

如何向高水平刊物投稿。正是他的一丝不苟和严格要

求，让我充分认识到自身的不足，从而明确了努力方

向。虽然我的教授职称晚评了两年，但从中得到的启

发、受到的触动、获得的教益却很大，让我真正领悟

到了授人以渔的真谛。

李老师曾多次来南通大学指导和讲学，也曾携师

母一起来南通游览观光。在交谈中，他多次讲到江苏

农学院与南通医学院的渊源关系。他对张謇先生的功

绩和精神也了解颇多，对南通充满感情，对南通的发

展甚为关注。他还告诉我，师母也是南通（如皋）人

呢。他非常感慨，说张謇先生在中国历史上是位了不

起的人物，功勋卓著，南通的发展也得益于张謇的建

设基础。

江苏省乃至我国实验动物科学事业能有今天的成

就，得益于李老师等先贤们的坚持、坚守和持之以恒，

得益于他们长期的辛勤耕耘和艰苦努力。作为我国实

验动物科学学科建设的奠基人之一，李老师为实验动

物人才的培养做了大量卓有成效的工作，立体式、全

方位地培养了大批实验动物科技人才。例如，举办各

种形式的实验动物科技人才培训班，建立实验动物方

向本科专业，培养实验动物方向硕士、博士研究生，

为我国各高校、科研院所、生命科学领域、生物医药

行业输送了大批合格的实验动物科技人才。李老师誉

满天下，桃李满天下。

我将先生作为学习的楷模，在人才培养中严格要

求，在实验动物学教学、科研、管理上全身心投入，

兢兢业业工作，踏踏实实做人。我曾主持南通大学实

验动物中心工作30年，我和我们团队积极进取，爱岗

敬业，真诚奉献，各项工作都取得了长足的发展，受

到学校领导、师生的广泛好评，也得到省内外同行的

充分肯定。我们的人才培养也成效显著：与实验动物

相关的本科专业从无到有，从有到好；研究生培养也

令人欣慰，指导毕业的14届研究生如今都在各自的岗

位上为教书育人，为实验动物科学发展、为生物医药

研发贡献力量。学生们没有辜负恩师的栽培和殷切期

望。让我们以此来告慰恩师的英灵吧，这也是我们献

给恩师最好的礼物。

恩师虽然离开了我们，但其事业仍福泽社会、惠

及后人。恩师精神与日月同辉，与山河同在！

敬爱的李厚达老师永垂不朽！您永远活在我们

心中！

第九篇：怀念恩师李厚达先生——李劲松研究员
（中国科学院院士，中国科学院分子细胞科学卓越创
新中心，1993 级硕士生）

1993年 9月我进入扬州大学畜牧兽医学院，跟随

李厚达老师攻读硕士研究生。1996年 7月毕业留校任

教，在李老师的教研组负责“细胞生物学”教学工作。

1999年考入中科院动物研究所攻读陈大元老师的博士

研究生。2002年赴美国洛克菲勒大学从事博士后研究。

2007年回到中科院生化与细胞所开展独立科研至今。

回顾我的科研生涯，扬州大学是我科研的启蒙之地，

李厚达老师是我的科学引路人。

李老师是我科学的引路人，在李老师的引导下，

我从事与动物克隆相关的研究直至今日。记忆犹新的

是，在入校没多久，李老师递给我一本美国生殖生物

学年会的会议摘要，指着其中的几篇关于动物克隆研

究的文献，告诉我动物克隆是前沿和热点，要好好学

习和了解。这件事在我的内心深处埋下了一粒种子，

并随着时间的推移，逐渐生根发芽，长成了一棵大树。

在攻读硕士期间，基于李老师的悉心指导与热心鼓励，

我主要研究小鼠胚胎的玻璃化冷冻，掌握了基本的小

鼠胚胎操作技术，为今后的科研道路奠定了坚实基础。

李老师鼓励学术自由，对新的技术充满兴趣，他从不

会对学生们的研究设限，并始终鼓励学生知识破圈、

放开手脚、大胆钻研。在这样严谨但自由的科研氛围

的影响下，我对科学研究产生了浓厚的兴趣，快速成

长，顺利完成课题。同时，这段经历对我今后的科研

活动也产生着深远的影响。在随后的科研训练中，我

掌握了更多的动物克隆相关技术。2012年，我率领团

队创建了半克隆技术，如今半克隆技术已经在构建复

杂编辑小鼠模型中发挥着重大作用。从克隆到半克隆，

既是科学的传承，又是站在巨人肩膀上的一次科学突

破。这一切都源于最初李老师给我的一本会议摘要。

李老师在我学术生涯的早期提供了几个关键的机

会，为我在科研道路上的成长奠定了重要基础。因为

当时的扬州大学实验动物中心饲养着大量的乙型肝炎

病毒（HBV）转基因小鼠，李老师为我设计了研究生

课题“HBV转基因小鼠的胚胎冷冻”，研究期间开展了

HBV转基因小鼠相关特性的分析研究。在科研生涯的

起始阶段就接触到至今仍然非常热门的转基因相关研

究，这段经历让我受益终身。1997年 3月，在李老师

的安排下，我去北京大学旁听本科生的“细胞生物学”

课程，同时利用课余时间到中国科学院动物研究所陈
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大元老师实验室学习动物克隆相关的知识和技术。后

来李老师还亲自带着我去北京拜访陈大元老师，开启

了我从事动物克隆研究的序幕。回顾至今，我能够在

科学上做出一些成绩，都是源于李老师当年提供给我

的机会。

李老师一生都致力于实验动物学科研和教育工作，

从无到有地创办了扬州大学实验动物专业，为中国实

验动物科技事业的发展培养了一大批优秀的专业人才，

是中国实验动物学开拓者之一。何其有幸，我能成为

李老师招收的第一位硕士研究生，这是我人生中无比

珍贵的一段经历。先生对工作的执着热情，“一生只做

一件事”的精神，以及博大的育人胸怀都在潜移默化

中深深影响着我的人生和学术生涯。

恩师已逝，精神长存。缅怀先生是为了更好地传

承先生的精神，我辈当继续努力，为中国实验动物科

技事业发展做出更多贡献。

附：李厚达教授生平
李厚达先生 1942 年 4 月 22 日出生于南京；1965 年苏北

农学院兽医专业毕业，毕业后留校任教，先后从事过兽医外
科学、兽医外科手术学和畜牧业机械化的教学工作；自 1983
年开始从事实验动物学的教学科研工作；1986—1987 年作为
访问学者赴美国密歇根州立大学进修实验动物；2007 年退
休；2022 年 12 月 30 日因病医治无效在扬州逝世，享年 81
岁。先生曾任扬州大学比较医学中心主任、农学院实验动物
教研室主任、农业部全国农业院校教学指导委员会兽医学科
组第 1、2 届委员，中国实验动物学会第 1、2、3 届理事及第
4、5、6 届常务理事，中国动物学会 1996—2000 届理事，江
苏省动物学会1992—2008年4届常务理事、副理事长，第1～4
届江苏省实验动物专业委员会主任，江苏省实验动物管理委
员会第 1、2 届副主任兼专家组组长。

1983—1985 年，李厚达先生受原国家科委委托，在江苏
农学院举办了两期全国实验动物科学技术人员进修班，培养
了我国最早一批实验动物学人才，其中包括贺争鸣、仇志
华、刘年双、施张奎、孔利佳、卢笑丛、刘迪文等一大批优

秀的实验动物科学骨干，为我国实验动物科学的发展奠定了
坚实的基础。先生以办实验动物人才培训班为契机，开创了
扬州大学实验动物学教学与科研工作。在李厚达先生的主导
下，扬州大学 （当时为苏北农学院） 于 1984 年率先在全国兽
医、畜牧等本科专业中开设了实验动物学课程，1992 年开始
招收实验动物学硕士研究生，1997 年设立实验动物学硕士研
究生培养点并受国家科技部委托举办实验动物科学专业证书
班，1999 年起开设实验动物学本科专业，2000 年开始招收
博士研究生。李厚达先生一生为我国实验动物学科学事业培
养了实验动物学本科专业学生 150 多人，博硕士研究生 40 余
人，其中包括李劲松、孙强、徐向明、吴宝金、邵义祥、张
泉、钱莉等新一代实验动物科技工作者。扬州大学因此成为
我国实验动物人才培养上具有重要地位的高等学府，实验动
物学专业毕业生的就业率高达 100%，在 2023 年软科中国大
学专业排名中，该校实验动物学荣获 A+等级，排名全国
第一。

李厚达先生是实验动物科技战线上的积极分子。在 1985
年召开的全国第二次实验动物科技工作会议上，为推动我国
实验动物科学工作的发展，李先生起草了给“党中央和国务
院的紧急建议书”，与会代表 100 多人在“建议书”上签名。
这份“建议书”反映了当时全国实验动物科技工作者的心
愿，为我国实验动物科学事业的发展留下了闪光的一笔。他
在 1985 年发起并组织成立了江苏省实验动物专业委员会，在
担任专业委员会主任及省实验动物管理委员会专家组组长期
间，大力组织、参与了 《江苏省实验动物笼器具地方标准》
的编写，江苏省实验动物质量检测一站、二站以及江苏省实
验动物大鼠、小鼠、兔、毕格犬饲养基地的建立，以及 《江
苏省实验动物管理办法》 的起草，为江苏省实验动物科技工
作规范化、质量标准化做出了贡献。退休之后，先生仍关心
关注实验动物事业的发展，长期指导中国科学院神经所及生
化细胞所的动物平台管理工作，有力推动了采用胚胎操作技
术进行实验小鼠的保种和微生物净化工作。

李厚达先生白手起家建立了扬州大学实验动物学科和科
研团队，先后主持并完成了国家“九五”科技重点攻关“白
血病、鼻咽癌转基因动物模型，人消化系统肿瘤模型及质控
大鼠肿瘤动物模型的建立”课题；完成国家“十五”科技重
点攻关“国家遗传工程小鼠资源库的建立”项目 （李厚达为
项目第二主持人）；承担国家“973”规划“转基因高等动物
的创建与高级脑功能分析”项目，主持“犬生殖生理与转基
因犬构建的研究”课题；参加江苏省和农业部的多个研究项
目；在国内首先开展 ENU 诱变工作，培育了 30 余个突变系
小鼠，定位鉴定了近 20 个突变基因；发表论文 50 余篇；为
了实验动物科技人才培养，先生非常重视实验动物科技教材
编写工作，主编了第 1～3 版的江苏省实验动物从业人员培训
教材、《实验动物质量检测程序与方法》、《实验动物疾病及
其检测》、《实验动物寄生虫》、《实验动物解剖学》 等 10 多部
书籍，第 1～2 版农业部全国教材 《实验动物学》，以及 《中
国大百科全书》 第三版兽医学学科实验动物学分册。

（收稿日期：2024-01-02 修回日期：2024-02-08 ）
（本文由李劲松、吴宝金整理）

（本文编辑：张俊彦，富群华）
[引用本文]
薛整风， 钱莉， 高慧， 等 . 深切缅怀李厚达教授[J]. 实验动物与比较医
学, 2024, 44(1): 115-120. DOI: 10.12300/j.issn.1674-5817.2024.022.

图 2 李厚达教授八十华诞合影留念（2022 年 4 月）
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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 （神经科学研究所） 非人

灵长类研究平台主任。国家杰出青年基金获得者，科技部中青年科技创新领军人才，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。中国实验动物学会理事，中国实验动物学会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，上海市实验动物学会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，为了向公众普及实验动物相关知识，坚持实验动

物科普写作多年，为“实验动物那些事儿”公众号主要作者之一，发表科普文章70余篇。

[写在前面]  一年多前，杂志编辑部俊彦老师就曾和我商量，是否可以在 《实验动物与比较医学》 上以科普专栏的
形式，向读者朋友们介绍一下实验动物及这个行业的特点和贡献。之前出于两个考量一直没敢接这个任务：其一是
时间有限；其二是虽对实验动物和动物实验的很多话题有所了解，但大多还不够深入。2023 年 9 月在西双版纳召开
的实验动物资源及应用学术研讨会期间，俊彦老师再次提出邀请，盛情难却下我答应准备一段时间后可以开此栏
目。由于时间精力限制，目前我还没有一个清晰完整的计划和目标，只做想到哪写到哪的打算。最大的可能是将本
人在微信公众号“实验动物那些事儿”上发表过的内容进行重新整理和汇总，使之更加系统和完整。另外，对文章
的长短也没有固定要求，希望能够做到尽可能完整地阐述一个主题。实验动物对生物医学研究至关重要，但公众对
其的了解仍不够深入。这里再次感谢俊彦老师和杂志给我这个机会，让我能以这样的方式和广大读者朋友们探讨实
验动物和动物实验相关问题。

为什么要开展动物实验
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］ R-332；Q95-33 ［文献标志码］ B ［文章编号］ 1674-5817（2024）01-0121-06

过去一个多世纪以来，医学和生命科学取得了飞

跃式的发展，人类不仅建立了麻醉、安全输血、器官

移植、人工心脏瓣膜等医疗技术和手段，还研发出了

抗生素、疫苗和各种药物，从而消灭或控制了多种曾

经严重威胁人类生命和健康的疾病。所有这些成就的

取得都离不开动物实验的贡献。但绝大多数公众在享

受动物实验科研成果所带来的健康和福祉时，却并不

了解动物实验及其在历史和当前背景下对生命科学和

医学研究及药物研发的重要性。在某些情况下，社会

大众甚至一些科研工作者出于同情动物（尤其是人类

伴侣动物，如犬和猫），对使用实验动物开展科学研究

不理解，甚至一些实验动物和动物实验从业人员也或

多或少地在潜意识里对开展动物实验的合理性有所怀

疑。与此同时，一些主张“动物权利”的文章往往对

动物实验做片面性、误导性解读，也很容易让不了解

全部事实真相的公众或者虽然了解但不够深入的从业

人员对动物实验产生误解。例如，2023年国内外出现

的有关哈佛大学Livingstone M S教授发表于PNAS上一

篇题为“Triggers for mother love”的文章［1］的伦理争

议，无论是国外科学界的联名撤稿信［2］，还是国内科

学媒体报道，都反映出人们对当下动物实验必要性和

合理性的认识不足。因此，本专栏的第一篇文章将通

过列举动物实验的几个重要贡献来阐述为何要开展动

物实验。

众所周知，出于伦理考量，很多介入性的实验都

无法在人体中进行，而诸如小鼠、大鼠、兔、猪、猫、

犬和猴等实验动物不仅在遗传组成上与人类高度同源，

而且具有和人类相似的组织器官和系统。这些遗传同

源且结构相似的组织器官不仅以相同的方式执行着其

生理功能，而且在遗传和环境作用下会发生类似的各

种疾病，因此科学家可以用实验动物来模拟人类的生

理活动以及疾病的发生和发展过程。基于以上原因，

过去几个世纪以来，动物实验几乎充斥于生命科学和

医学研究的每个领域。以诺贝尔生理学或医学奖为例，

截至 2023年，在已颁发的全部 114个奖项中，有 101
个与动物实验相关，其研究成果都是基于动物实验而

来。这里我们不妨选取几个有代表性的工作来一瞥动

物实验所发挥的作用。

· 科普讲坛 ·
Talk About Science
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1　恐怖的细菌感染与血清疗法

1.1　白喉治疗
2023年 9月，英国《卫报》（The Guardian）报道

了尼日利亚白喉疫情暴发事件［3］。这次疫情导致7 200
人感染，453人死亡，让白喉这一传染病重新进入了公

众视野。其实，早在一百多年前的20世纪初，白喉曾

是导致一半儿童死亡的罪魁祸首，被称为“儿童绞杀

天使”。白喉病的传染性强，致死率高，10岁以下儿童

感染后死亡率高达 80%，故成为当时儿童健康的主要

威胁，仅美国每年就有10万～20万人发病，其中死亡

约1.5万人，而在欧洲每年因感染白喉而死亡的人数更

是达到了5万人，其中绝大多数为儿童。

白喉是由白喉杆菌引起的一种急性呼吸道传染病，

因其感染后可在患者喉咙处形成灰色或白色斑块肿胀

而得名。由于这种肿胀会封闭呼吸道而令患者窒息，

部分患者最终会因呼吸困难而被活活憋死。在白喉流

行的年代，由于没有其他的有效治疗方案可以选择，

医生有时甚至会使用锋利的尖刺直接穿破封锁气道的

肿块来为患者保命，这个治疗过程是非常痛苦的。

19世纪末，随着显微镜的发明，科学家们终于找

到了导致该病的元凶——白喉杆菌；此后，又很快地

搞清楚了白喉毒素是白喉杆菌致病的主要原因。接着，

德国科学家埃米尔·阿道夫·冯·贝林（Emil Adolf 
von Behring）发现，用白喉杆菌培养肉汤（含有白喉

毒素）接种豚鼠后，不仅可以刺激被接种动物产生抗

白喉毒素血清（抗体），进而中和掉白喉毒素的毒性，

抵抗白喉感染，而且这种抗毒素血清对其他白喉感染

动物也有治疗作用，并建立了针对白喉的血清疗法。

在动物实验成功后，贝林很快开始使用抗白喉毒

素血清开展人体试验。然而，由于血清数量和质量问

题，该测试的成功率并不高。其后，拥有大型动物实

验经验的保罗·埃尔利希（Paul Ehrlich）开发出了标

准化血清生产技术，并通过给马接种白喉毒素来生产

大量高质量抗白喉毒素血清。在使用马抗白喉毒素血

清后，人体试验才真正取得成功。1894年的一份报告

中显示，对 220名白喉儿童进行马抗白喉毒素血清治

疗后总体治愈率达到了 77%，而且其治愈率取决于治

疗开始时间；如果是在确诊后的前 2天开始治疗，成

功率可接近 100%；如果是确诊后的第 6天才开始治

疗，则成功率会下降到50%［4］。
1901年，冯·贝林因该项工作获得了首届诺贝尔

生理学或医学奖。正是因为冯·贝林基于豚鼠动物实

验建立的抗白喉毒素血清疗法，终于为白喉这一种严

重威胁人类尤其是儿童健康的疾病找到了有效的治愈

方法。虽然这一疗法仍存在外来血清抗体具有抗原性

且可能是潜在过敏源等问题，但在没有其他可用疗法

的年代，这毕竟是一种可以救命的有效疗法。

1.2　破伤风治疗
当你不小心被钉子扎伤且伤口很深，去医院处理

伤口时，医生一般会建议你打一针抗破伤风针，其主

要成分是抗破伤风毒素血清。这是因为环境中广泛分

布的厌氧致病菌——破伤风梭菌，非常容易经由皮肤

或黏膜伤口侵入人体，在伤口内的缺氧环境下会迅速

生长繁殖，并通过产生毒素侵袭运动神经元，从而导

致咬肌、背棘肌、腹肌和四肢肌等肌肉痉挛，引发患

者出现牙关紧闭、阵发性痉挛和强直性痉挛等临床

症状。

破伤风梭菌和它的孢子广泛存在于与我们工作和

生活密切相关的土壤、灰尘以及动物和人类的粪便中，

极易通过刺穿伤、撕裂伤、皮肤破损、感染的注射器

接种或昆虫叮咬进入体内。由于感染源在环境中广泛

分布，加之伤者认为个别小伤微不足道而忽视，未做

及时处理，最后很容易导致破伤风感染。

破伤风感染的致死率极高，不经治疗的患者死亡

率几乎是 100%。在抗生素被发现和疫苗被广泛应用

前，破伤风与结核、白喉一样，曾是人类生命和健康

的最大威胁之一。如今在使用含破伤风类毒素的疫苗

大规模免疫接种后，破伤风感染已经逐年减少，现存

病例主要集中在不洁分娩的母婴中。根据世界卫生组

织的统计，2018年仍有2.5万名新生儿死于破伤风，但

相较于1988年的83万人，已减少了近97%。
与白喉杆菌一样，既然破伤风梭菌也是通过产生

毒素致病的，那么血清疗法是否同样有效呢？其实针

对破伤风毒素的血清疗法建立的时间比针对白喉毒素

血清疗法的建立时间还要早。

1889 年日本细菌学家北里柴三郎 （Kitasato 
Shibasaburo）成功获得破伤风梭菌纯培养物，并证明

其是导致破伤风的病原体。1890年，北里柴三郎和

冯·贝林合作发表了通过动物血清转移破伤风毒素和

白喉毒素免疫力的研究结果，开启了血清疗法的时代。

然而，与白喉毒素抗血清相反，破伤风抗血清在用于

治疗目的时相对无效。其原因是破伤风梭菌经伤口进

入人体后，早期通常没有明显的感染症状，只有当毒
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素经血液循环达到中枢神经系统后，感染者才会显现

出明显症状。而此刻即便使用抗破伤风血清治疗也为

时已晚。再加上当时破伤风感染的病例远低于白喉感

染病例，因此并没有引起科学家的广泛关注。

正当破伤风感染的血清疗法几乎要淡出人们视线

时，来自法国巴斯德研究所的兽医和微生物学家埃德

蒙·诺卡德（Edmond Nocard）却利用这个方法成功治

愈了感染破伤风梭菌的马。马匹在当时具有极其重要

的经济和战略意义，不仅作为人类耕作和运输等生产

活动中重要的畜力被大量饲养，而且战马也是当时重

要的战略资源。由于厌氧的破伤风梭菌会在马粪中大

量繁殖，马匹常常会因为蒺藜扎伤等轻微伤或常规绝

育手术而感染破伤风［5］。与此同时，相较于包括人类

在内的其他哺乳动物，马还是对破伤风毒素最敏感的

物种。因此，即便在感染早期，马也会显现出一些症

状，这就给了使用抗破伤风毒素血清对其进行有效治

疗的机会。通过对马匹进行抗破伤风毒素血清治疗的

结果也让科学界发现，在潜在的破伤风梭菌感染患者

中，使用抗毒素血清进行预防性接种仍然有效。这一

预防性接种的理念很快在第一次世界大战中得到了证

实，并挽救了大量伤兵的生命。

1914—1918年的第一次世界大战，是人类战争史

上最残酷和致命的战争之一，造成数千万军民受伤和

两千万士兵死亡［6］。除子弹和炸弹致死之外，伤口感

染在士兵死亡原因中排名第一，而导致死亡的主要感

染是气性坏疽和破伤风，因为在泥泞或灰尘漫天的战

场环境中破伤风孢子无处不在，其感染也就成了家常

便饭。战争初期，在没有使用破伤风毒素抗血清进行

预防性接种时，受伤士兵的破伤风感染率非常高。如

1914年 8—10月期间，德国第 15军到军医院就诊的伤

兵中破伤风感染率高达6.3%，在英国军队中受伤士兵

的破伤风发病率也有3.2%［7］。1914年，在欧洲西线战

场上感染破伤风的德国伤员死亡率从 75%到 100%不

等，同样在海外受伤的英国士兵感染破伤风后死亡率

也高达 78.2%。其后，交战双方都进行了针对受伤士

兵的破伤风毒素抗血清预防性接种，从而令冲突双方

的破伤风发病率急剧下降。保守估计，抗破伤风毒素

抗血清预防接种挽救了数十万伤员的生命［7］。
与此同时，为了满足破伤风毒素抗血清生产需求，

大量马匹被接种破伤风培养物肉汤（含有破伤风毒素）

用来生产抗毒素血清。而战后，抗破伤风毒素血清接

种也成为军马和农业用马受伤后的常规处置措施，极

大地减少了伤马因感染破伤风而死亡的比例。因此，

在血清疗法的临床应用中，马不仅是破伤风毒素抗血

清的生产者，也是受益者。这是动物实验同时让人类

和动物受益的一个经典案例。

2　病毒性疾病及疫苗研发

2.1　脊髓灰质炎疫苗
20世纪被称为“夏日幽灵”的脊髓灰质炎（国内

俗称小儿麻痹症）曾肆虐全球，可导致感染者瘫痪、

呼吸困难甚至死亡。而如今这种传染病在多数国家已

经被消灭，这要得益于美国科学家乔纳斯·索尔克

（Jonas Salk）和阿尔伯特·萨宾（Albert Sabin）的疫苗

研发工作。由于脊髓灰质炎病毒只感染灵长类动物，

因此在疫苗研发和早期的疫苗生产过程中使用了大量

实验猴。中国医学科学院昆明医学生物学研究所的非

人灵长类实验动物设施就是在这样的背景下建立的，

其帮助我国基本消灭了脊髓灰质炎病毒感染。

脊髓灰质炎是一种具有高度传染性的病毒性疾病，

主要影响 5岁以下儿童。脊髓灰质炎病毒主要通过粪

口途径在人与人之间传播，也较少通过常见媒介（例

如受污染的水或食物）传播，后在肠道中繁殖，进而

侵入被感染者的神经系统并导致全身麻痹。19世纪末

20世纪初，脊髓灰质炎疫情频发，成为世界上最可怕

的疾病之一。1916年美国纽约市的一次大爆发就导致

了 2 000多人死亡。高峰期的 1952年，仅美国就报告

有 57 000多人感染。许多在脊髓灰质炎病毒感染中幸

存下来的患者，由于脊髓中控制下肢的神经受损导致

腿部变形而无法正常行走，或控制自主呼吸的神经受

损而无法正常呼吸，需要终生依靠呼吸机辅助呼吸。

到20世纪中叶，脊髓灰质炎病毒已遍布世界各地，每

年导致超过50万人死亡或瘫痪。由于缺乏有效的治疗

方法且流行病例不断增加，因此迫切需要研发针对该

病毒的有效疫苗。

在脊髓灰质炎早期研究工作中，从认识病毒感染

途径，到了解病毒感染后的病理特征，甚至病毒培养

和传代都离不开灵长类动物。如研究发现该病毒具有3
种不同的免疫学毒株，所有这些毒株均可导致被感染

者出现不可逆的麻痹甚至死亡［8］。同时科学家认识到

初始感染发生在胃肠道的淋巴组织，并且病毒血症对

于中枢神经系统感染至关重要［9］。这些发现都是基于

非人灵长类动物研究获得的。后期疫苗的研发和生产

同样离不开非人灵长类动物。在阐明了脊髓灰质炎的
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发病机制后，首个成功的脊髓灰质炎疫苗由索尔克研

发出来，并于 1955年 4月成功完成人体临床试验［10］。
这个疫苗的生产是在猴肾原代细胞培养扩增病毒的基

础上完成的。后续萨宾又成功研发出口服减毒疫苗，

并在其推出后的前两年，就避免了近 50万人死亡和

500万例脊髓灰质炎病例的发生［11］。为满足大量的疫

苗生产需求，据估算仅在美国和欧洲就使用了超过一

百万只实验猴［12］。因此，可以说离开非人灵长类动

物，就不可能有脊髓灰质炎疫苗的成功研发和批量生

产，并最终控制甚至在全球绝大多数国家根除了脊髓

灰质炎。据世界卫生组织估计，自2000年以来，疫苗

已使全球约1 300万名儿童免于脊髓灰质炎爆发而导致

的死亡。自1988年以来，全球脊髓灰质炎病毒感染人

数已从 350 000例下降到 2016年报告的 37例，下降了

约99.99%。
2.2　麻疹病毒疫苗

大约在研发脊髓灰质炎疫苗的同时，非人灵长类

动物也被用于麻疹病毒的研究和疫苗研发工作中。通

过空气传播的麻疹病毒是传染性最强的人类病原体之

一，由于频繁爆发，其发病率和死亡率都很高［13-15］。
小鼠等小型实验动物对麻疹病毒通常不易感，也不会

出现灵长类动物中常见的复杂病理变化，因此非人灵

长类动物是研究麻疹病毒的首选模型。基于在非人灵

长类动物上的研究结果，科学家建立了体外连续培养

麻疹病毒技术，为20世纪60年代成功研发出减毒麻疹

疫苗奠定了基础［16］。虽然可以在细胞系、原代细胞、

类器官或组织培养物中开展麻疹病毒的研究，但是只

有通过非人灵长类动物进行在体实验，才能准确确定

病毒是如何进入机体、如何导致疾病发展和传播，以

及由此引发的涉及多器官和系统的免疫变化。此外，

基于非人灵长类动物模型的研究结果也已被用于优化

现有的麻疹疫苗，提供更优的疫苗递送模式，并为开

发其他疫苗提供了参考。

2.3　埃博拉病毒疫苗
埃博拉病毒可能是目前发现的最致命的病毒，它

会引起急性出血热，人类感染后致死率高达 50%。与

人类一样，非人灵长类动物也容易感染埃博拉病毒，

且其感染后的发病机制（包括临床表现、化学和血液

学指标以及最终死亡率）都与人类非常相似［17-18］。使

用啮齿类动物模型开发和测试的埃博拉病毒候选疫苗

在非人灵长类动物测试中发现没有保护作用，最终还

得通过使用非人灵长类动物模型才成功开发出了埃博

拉病毒疫苗［19］。因此，非人灵长类动物模型对于评估

埃博拉病毒的候选疫苗和药物疗法价值非凡，并充分

反映了其具有更高的临床转化价值的特点［20］。另外，

黑猩猩感染埃博拉病毒后死亡率约为 77%，大猩猩感

染后的死亡率更是高达 95%，都远高于人类感染埃博

拉病毒后的死亡率。20世纪90年代至今，埃博拉病毒

已经导致全球1/3的大猩猩和黑猩猩死亡。因此，这些

基于动物实验开展的疫苗研发工作，在让人类受益的

同时，也能让动物受益。抗埃博拉病毒疫苗的研发过

程正说明，动物实验在帮助人类的同时，对挽救已处

于濒危状态下的人类近亲——大猩猩和黑猩猩至关

重要。

3　糖尿病与胰岛素的发现

糖尿病是一种慢性代谢性疾病，其特征是血糖水

平升高，且随着时间的推移，高血糖会对心脏、血管、

眼睛、肾脏和神经造成严重损害。世界卫生组织对糖

尿病的统计数据显示：全球约有4.22亿人患有糖尿病，

其中大多数生活在低收入和中等收入国家，每年有150
万人死亡直接归因于糖尿病。在过去的几十年里，糖

尿病的病例数量和患病率都在稳步增加［21］。
众所周知，胰腺对维持血糖的稳定至关重要。胰

腺对维持血糖水平稳定至关重要。早在1889年，德国

医生约瑟夫·冯·梅林（Baron Joseph von Mering）和

奥斯卡·明科夫斯基（Oscar Minkowsk）发现犬在切除

胰腺后出现了糖尿病的所有症状和体征，从而明确胰

腺与循环系统内糖代谢具有密切关系。那么胰腺是如

何调控血糖的呢？这个问题的答案是由一名年轻的加

拿大外科医生弗雷德里克·格兰特·班廷（Frederick 
Grant Banting）找到的。

1921年，班廷来到了多伦多大学约翰·詹姆斯·

里卡德·麦克劳德（John James Rickard Macleod）教授

的实验室开展胰腺中血糖调控成分的分离工作。凭借

其出色的外科手术技能，班廷通过结扎犬胰管使胰腺

外分泌细胞（内含多种蛋白水解酶）退化而得到了胰

岛。班廷的助手查尔斯·贝斯特（Charles Best）利用

其扎实的化学分析技术，成功从胰岛中分离出了可以

降低犬血糖的有效成分——胰岛素，之后在麦克劳德

指派的生物化学家詹姆斯·科利普（James Collip）的

帮助下，进一步将胰腺中提取的胰岛素纯化到了临床

可用纯度。1923年 1月，多伦多医院的一名患糖尿病

的14岁男孩接受了胰岛素注射治疗，24 h后他的血糖
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从 520 mg/dL降至 120 mg/dL，尿酮也随之消失。班廷

和麦克劳德因这项工作分享了1923年的诺贝尔生理学

或医学奖，获奖后班廷将他的一半奖金分给了贝斯特，

而麦克劳德则将他的一半奖金分给了科利普［22］。另

外，班廷、贝斯特和科利普共同分享了胰岛素专利，

并以1美元的价格卖给了多伦多大学。

胰岛素的发现极大地改善了糖尿病患者的生活质

量，也推动了糖尿病相关研究，而犬一直是糖尿病研

究的首选动物模型。之后，同样基于犬模型，阿根廷

内分泌学家贝尔纳多·阿尔贝托·豪赛（Bernardo 
Alberto Houssay）进一步研究了胰岛素的产生机制，发

现垂体前叶可以通过分泌激素调节胰岛素分泌，并因

此获得1947年的诺贝尔生理学或医学奖。

不仅仅是人类，宠物同样会患糖尿病。来自美国

的统计数据显示：1/300的犬和 1/230的猫一生中会患

糖尿病［23］；且宠物糖尿病的发生率在近十年来呈上升

趋势，其中犬患病率上升了 80%，猫患病率上升了

18%［24］。因此，胰岛素的发现和糖尿病的机制解析在

为人类生命健康作出重要贡献的同时，也保障了动物

尤其是人类的主要伴侣动物即宠物犬和猫的健康。

4　结语

近 2个世纪以来，人类在疾病防控上取得的几乎

所有辉煌成就都离不开动物实验研究，除了药物及疫

苗研发外，在临床上开展的诸如麻醉、输血、镇静和

外科手术等诊疗技术也都是在动物实验基础上建立的。

但至今人类还面临着诸如HIV病毒、Zika病毒和埃博

拉病毒等严重传染病的威胁，也没有攻克恶性肿瘤和

阿尔茨海默病等重大疾病。而体外培养细胞还不能反

映其来源组织器官的功能和形态，计算机也无法模拟

心脏或肾脏等器官的完整功能，因此动物实验在目前

及未来很长一段时间内仍然是必不可少的。

同时，需强调的是，基于动物实验建立的疾病防

控及诊疗技术不仅让人类受益，动物也是受益者。宠

物和家畜的药物和疫苗研发同样依赖于动物实验，例

如通过接种炭疽、牛瘟和猪丹毒疫苗，已经拯救了数

以亿计的动物生命。基于动物实验的研究甚至是挽救

濒危动物必须和必要的手段，人类有责任和义务通过

开展基于动物实验的科学研究，尽快开发出有效的防

控手段，保护地球生命共同体。

现在我们可以给“为何要开展动物实验”一个答

案了，那就是为了人类和动物的健康！

（2023年12月9日星期六，写于强业路500号）
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书讯：电子实验手册《实验动物胚胎操作实验手册》正式发布

在生命科学的探索旅程中，胚胎学以其悠久的历史和不断涌现的创新成果，占
据着一个不可或缺的位置。为了支持科研工作者深入这一复杂而精细的领域，中
国科学院分子细胞科学卓越创新中心动物实验技术平台主任吴宝金研究员和中国
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孙强研究员担任
主编，与国内 14 家单位的 82 位科研工作者合作，编纂了胚胎学领域内首部中文电
子实验手册《实验动物胚胎操作实验 手 册》（ISBN：978-1-951285-07-4）。 该 实
验 手 册 于 2024 年 1 月 5 日 在 美 国 Bio-protocol 旗下的 Bio-101 平台正式在线发
布。同日，该手册在 2023 年度上海市实验动物学会学术年会上举行了首发仪式。

本手册共分 9 个章节，包含 57 个详尽的胚胎操作实验方案，覆盖了 11 种实验
动物，包括小鼠、长爪沙鼠、犬、猪、猴、树鼩、鸡、斑马鱼、果蝇、牛及羊。其中，小鼠
胚胎操作实验方案（13 个）及长爪沙鼠实验方案（7 个）主要围绕基因修饰小鼠制
备、品种品系冷冻保种及病原净化控制；犬、猪、猴等大动物胚胎操作方案各有 5~6
条，内容围绕体细胞克隆及显微注射法制备基因修饰动物；树鼩胚胎操作方案（4
个）着重于通过精原干细胞制备基因修饰动物；鸡胚胎操作方案（7 个）偏重鸡胚的
应用；斑马鱼胚胎操作技术（5 个）围绕品系保存及基因修饰鱼的制备；果蝇（3 个）、
牛（1 个）、羊（1 个）则是简单介绍了有关受精卵的基本操作。以上实验方案均由国
内高水平科研单位的一线科技工作者提供，不仅有已被国家级实验动物种质资源
中心及各单位实验动物支撑平台广泛采用的成熟的胚胎操作技术体系，而且有国
内科学家开发、优化的创新技术，如体细胞克隆猴的诞生、精原干细胞介导基因修饰树鼩的培育，以及通过人工精子改造培育健康
小鼠等。本手册的科学顾问是中国科学院分子细胞科学卓越创新中心李劲松院士和中国科学院广州生物医药与健康研究院赖良
学教授，他们的实验室为本手册贡献了多篇高质量的实验方案，保证了这本实验指南的科学水准。

读者可以通过访问 Bio-101 平台 https://cn.bio-protocol.org/bio101/special_issue.aspx?siid=95，查看该手册的完整内容。在 Bio-
101 平台上，您也可以通过每篇文章的“Q&A”板块与作者直接交流相关问题。欢迎各位读者提出任何意见和建议，以促进本手册
的未来更新和扩展。
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