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砥砺奋进，持续推动期刊
高质量发展

岁序更替，华章日新。回顾2024年，本刊出版工作稳扎稳打，保质保量地完成了全年6

期超700页的出版任务。为了提升读者的阅读体验，本刊改用了视觉友好型的王子双胶本白书

纸，让学术知识的传递更加舒适宜人。同时，新辟了实验动物学专家主笔的“科普讲坛”专

栏，每期1篇，旨在打破实验动物科学与生物医学等其他学科之间的专业壁垒，让更广泛的交

叉学科研究人员甚至大众了解实验动物与比较医学的发展历史和专业特点，更好地理解动物实

验伦理和福利要求。

为进一步提升期刊的学术引领力，本刊在不断完善编辑部初审、同行专家外审、主编及常

务编委终审的三审机制基础上，继续加强约稿、组稿力度，推出了多篇具有较高行业影响力的

优秀文献，包括：填补国内空白的中国首部神经疾病动物模型指南《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）》，为神经疾病动物模型的研究和应用提供了权威的指

导和规范；瞄准行业热点及难点的《中国实验猴产业的历史、现状、挑战与机遇》，引起了国

内实验动物资源及科技产业工作者的广泛思考和积极讨论；借鉴国际指南ARRIVE、符合中国

国情及相关法规标准的国内首份《动物实验与比较医学研究论文出版规范清单（2024年

版）》，旨在进一步规范中国动物实验与比较医学研究论文的质量标准和出版流程，促进科技

及期刊的高质量发展和国际交流。

为提高期刊传播力，本刊充分利用期刊官网、中国实验动物信息网、中国知网、万方医学

网、维普网和中国超星等平台进行推广，并新增了新华网-学术中国、博看网、长江文库、中

邮阅读网等平台，让本刊的可见度尽可能突破传统纸媒的局限，被更多读者阅读参考。2024

年还推出了每期一篇的重点推优论文数字人视频，更灵活多样地展示和推广优秀学术成果。此

外，从2024年10月起，新录用的稿件均可通过中国知网和期刊官网进行单篇网络首发，结

合每篇文章专属的数字对象唯一标识符（digital object unique identifier，DOI），可突

破双月刊整期出版的时间限制，加速学术成果的网络传播和作者首发权认可。

在编委队伍建设方面，2024年初本刊评选出了18位优秀编委和优秀特邀审稿专家，表彰

他们作为期刊学术质量守护者、引领者的敬业精神，为编委会后续工作树立榜样，凝聚力量；

另外，通过定向邀请、公开征集以及常务编委会审议，至2024年底，增补了7名来自美国、

英国和日本等国家的国际编委，为期刊的国际影响力提升及下一届编委会升级工作奠定了坚实

基础。

· 主编卷首语 ·
Preface by Editor-in-Chief 
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在期刊影响力方面，本刊的影响因子连续5年稳步提升，且连续3年成功入选“中国科

协-科技期刊双语传播工程项目”；参与了由中国科学院中国激光杂志社牵头的期刊集群建设项

目，并成功入选“中国科技期刊卓越行动计划（二期）集群（集团）化试点项目”（编号：集

群-B5），为期刊进一步的数字化和精品化建设提供了更强大的支撑；2025年1月，本刊被

Scopus数据库收录，期刊的学术水平、动物福利伦理关注和透明出版政策等均得到评委会的

高度认可。

2024年，本刊还获得了以下荣誉：“人类疾病动物模型”栏目获评第7届华东地区期刊

“优秀栏目”，这是对本刊栏目策划和内容建设方面的认可；2023年发表的1篇综述《精神分

裂症动物模型的研究概述》和1篇基础研究类论文《猪血型PCR鉴定方法的建立》被评为

2024年海上医刊高质量论文（SHMJ50），这是对作者们研究成果的认可，也是对期刊学术

质量的肯定；编委会1人获得中国期刊协会颁发的“从事期刊出版工作30年荣誉证书”，编辑

部1人被评为“长三角科技期刊优秀编辑”，这是对编委和编辑部工作人员长期辛勤付出的最

好见证。

展望2025年，我们满怀信心，充满期待。这是期刊“十四五”规划的最后一年，也是第

七届编委会工作的收官之年。因此，本刊将继续激发更多编委活力，凝聚国内外专家力量，进

一步加强专题专栏出版，精心策划更多高质量的专题栏目，组织国内外知名专家撰写前沿综

述、研究报告和述评文章，为读者呈现更多具有深度和引领性的学术内容；将进一步优化严格

的审稿、专业的编辑加工和规范透明的出版流程，确保发表的每一篇文章都真实、可读、可借

鉴，切实提升期刊的学术质量，促进行业内交流与共享；将依托主办单位的支持，稳定编辑部

人才团队，通过加强培训、优化分工和管理制度建设，持续提升期刊编校质量和学术服务能

力；将举办第七届编委会的第二次全体座谈会，通过深入交流和探讨，总结经验，共谋发展，

随后启动第八届编委会换届工作，为期刊的更高水平发展注入新的活力和能量。

砥砺奋进，笃行致远。在新的一年里，我们将继续秉承守正创新、兼容并蓄的理念，与广

大作者、读者、审稿人和编委们携手共进，共同推动《实验动物与比较医学》期刊迈向更高水

平，努力打造一个更加国际化、数字化、精品化的学术交流平台，为实验动物与比较医学领域

的科技工作者提供更可信更实用的学术服务平台，为加快实现我国科技自立自强、创新突破及

高质量发展做出更大贡献。

王 健（主编），吴宝金（执行主编）

（2025年2月，写于上海）
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曹学锋，医学博士，副教授，硕士研究生导师。现任职于青海大学医学院基础医学部，曾赴美国

犹他大学人类分子遗传实验中心做访问学者，主要从事病理生理学及相关学科的教学与科研工作。

主要研究方向为高原病与高原低氧适应机制及损伤干预，擅长从代谢、线粒体能量利用、高原病

药物干预等角度，研究高原低氧下高原世居人群和土著动物适应极端环境的分子生物学机制以及

损伤干预机制。2019 年参与项目“青藏高原多民族地区医学机能实验平台搭建及实验教学改革与

创新实践研究”荣获国家教学成果二等奖；2022 年获得青海省“高端创新人才”培养拔尖人才项

目；2023 年作为主要完成人参与的“高原鼠兔氧传递及细胞呼吸特征和白色脂肪棕色化机制”研

究荣获青海省科学技术成果奖。近年来主持“藏药莪达夏干预低氧性肺动脉高压中的 G6PD 蛋白修

饰组学研究”等国家级、省部级科研课题 4 项，参编 《高原临床病理生理学》 等国家规划教材 3 部，以第一作者身份发表

SCI论文、国内核心期刊论文16篇。

基于UHPLC-QE-MS的高原鼠兔肾脏差异代谢物
及低氧适应机制分析
何雨昕1, 白振忠1,2, 薛 华1, 郭子旭1, 曹学锋1,2

(1. 青海大学医学院, 西宁810001;  2. 青海大学高原医学研究中心, 西宁810001)

[摘要] 目的　运用超高效液相色谱-四极杆静电场轨道阱质谱 （ultra-high-performance liquid chromatography 
coupled with quadrupole electrostatic field orbital trap-mass spectrometry，UHPLC-QE-MS） 非靶向代谢组学分
析法探讨不同海拔高原鼠兔肾脏低氧适应性代谢变化的潜在机制。方法　捕捉青海省果洛藏族自治州玛多县星宿海
地区海拔 4 360 m （MD 组） 和青海省海北藏族自治州门源地区海拔 2 900 m （MY 组） 处的高原鼠兔各 10 只，经麻
醉后采集血清样本，经安死术后采集肾脏样本，分别进行一般生理生化指标测定和代谢组学分析。其中一部分血清
样本用于血液学分析，另一部分用于血气分析，剩余部分检测生化指标。肾组织样本中代谢物提取后，进行
UHPLC-QE-MS 分析，运用代谢组学主成分分析 （principal component analysis，PCA） 和正交偏最小二乘判别分
析 （orthogonal partial least squares discriminant analysis，OPLS-DA） 方法分析差异代谢物，筛选标准为变量投
影重要度 （variable Importance in the projection，VIP） >1.5 且倍数变化 （fold change，FC） >1.5 或 VIP>1.5 且
FC<1/1.5。利用相关性分析热力图、差异显著性分析火山图、信号通路识别气泡图和矩形图分别分析差异代谢物及
相关信号通路。结果　MD 组高原鼠兔的红细胞计数、葡萄糖、尿素氮、尿酸和同型半胱氨酸含量高于 MY 组，而
血红蛋白、血细胞比容、肌酐和二氧化碳结合力低于 MY 组，这表明不同海拔的高原鼠兔血液携氧能力存在明显差
异。经主成分模式识别分析和 OPLS-DA 置换检验显示，MD 组和 MY 组高原鼠兔肾脏代谢物具有明显的聚类型分布

（R²Y=0.930，Q²=0.655）。按照筛选标准，并经数据库比对发现，不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢物差异分子有 46
个，其中 MD 组高原鼠兔的蟾蜍二烯羟酸内酯、腺苷、腺嘌呤、薯蓣皂苷、盐酸小檗碱、鼠尾草酚和虾青素表达水
平均显著升高 （VIP＞1.5，P＜0. 05），花生四烯酸、组胺和香豆素水平显著下降 （VIP＞1.5，P＜0.05）。相关信号
通路分析显示，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成通路具有最大影响因子 （P＜0.05），而泛酸盐和辅酶 A 生物合
成通路呈现最显著富集 （P＜0.05）。结论　不同海拔高原鼠兔肾脏差异代谢物氨基酸、泛酸盐及辅酶 A 通路可能参
与高原鼠兔高原低氧适应代谢机制。

[ 关 键 词 ] 高原低氧；高原鼠兔；肾脏；超高效液相色谱-四极杆静电场轨道阱质谱；代谢通路
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0003-10

· 实验动物资源开发与利用 ·
Development and Utilization of Laboratory Animal Resources
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[第一作者] 何雨昕（1999—），女，硕士研究生，研究方向：慢性高原病及低氧适应机制与损伤干预。E-mail： 2650279239@qq.com。ORCID：

0009-0004-5385-8905
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Analysis of Kidney Differential Metabolites and Hypoxia Adaptation 

Mechanism of Plateau Pikas Based on UHPLC-QE-MS

HE Yuxin1, BAI Zhenzhong1,2, XUE Hua1, GUO Zixu1, CAO Xuefeng1,2

(1. Medical College of Qinghai University, Xining 810001, China;  2. High Altitude Medical Research Center, Qinghai 
University, Xining 810001, China)
Correspondence to: CAO Xuefeng (ORCID: 0000-0002-0612-4616), E-mail: 2002980001@qhu.edu.cn

[ABSTRACT] Objective To explore the potential mechanisms of hypoxic adaptive metabolic changes in 
the kidneys of plateau pikas at different altitudes using non-targeted metabolomics analysis via ultra-high-
performance liquid chromatography coupled with quadrupole electrostatic field orbital trap-mass 
spectrometry (UHPLC-QE-MS). Methods 10 plateau pikas were captured at an altitude of 4 360 m in 
Xingxiuhai area, Maduo County, Guoluo Tibetan Autonomous Prefecture, Qinghai Province (MD group), and 
10 plateau pikas were captured at an altitude of 2 900 m in Menyuan area, Haibei Tibetan Autonomous 
Prefecture, Qinghai Province (MY group). After anesthesia, serum samples were collected, and kidney 
samples were collected after euthanasia. General physiological and biochemical indicators were measured 
and metabolomics analysis was performed. Part of the serum samples was used for hematology analysis, 
another part for blood gas analysis, and the remaining part for biochemical indicator detection. Metabolites 
were extracted from the kidney tissue samples and then analyzed using UHPLC-QE-MS. Differential 
metabolites were analyzed using metabolomics principal component analysis (PCA) and orthogonal partial 
least squares discriminant analysis (OPLS-DA), with screening criteria set as variable importance in 
projection (VIP) >1.5 and fold change (FC) >1.5, or VIP>1.5 and FC<1/1.5. Correlation analysis heatmaps, 
significance analysis volcano plots, signaling pathway recognition bubble charts, and rectangular graphs 
were used for the analysis of differential metabolites and related signaling pathways. Results The red blood 
cell count, glucose, urea nitrogen, uric acid, and homocysteine levels in the MD group plateau pikas were 
higher than those in the MY group, while hemoglobin, hematocrit, creatinine, and carbon dioxide combining 
power were lower than those in the MY group. This indicated a significant difference in the blood 
oxygen-carrying capacity of plateau pikas at different altitudes. The principal component pattern 
recognition analyses, and OPLS-DA permutation test showed that the kidney metabolites of the MD and 
MY groups of plateau pikas had distinct clustering distributions (R²Y=0.930, Q² =0.655). According to the 
screening criteria and database comparison, 46 differential metabolites were identified in the kidneys of 
plateau pikas at different altitudes. In the MD group of plateau pikas, the expression levels of bufadienolide, 
adenosine, adenine, diosgenin, berberine chloride, carnosol, and astaxanthin were significantly increased 
(VIP>1.5, P<0.05), while the levels of arachidonic acid, histamine, and coumarin were significantly decreased 
(VIP>1.5, P<0.05). The analysis of related signaling pathways showed that the biosynthetic pathways of 
valine, leucine, and isoleucine had the largest impact factors (P<0.05), while the biosynthetic pathways of 
pantothenate and coenzyme A showed the most significant enrichment (P<0.05). Conclusion The 
differential metabolites of amino acids, pantothenate, and coenzyme A pathways in the kidneys of plateau 
pikas at different altitudes may be involved in the metabolic mechanisms of plateau pikas' hypoxia 
adaptation in high-altitude environments.
[Key words]  High-altitude hypoxia; Plateau pika; Kidney; UHPLC-QE-MS; Metabolic pathway

青藏高原被称为“世界屋脊”，平均海拔 4 500 m
以上，具有低氧、高寒、强烈紫外线等严峻环境特征。

高 原 鼠 兔 （plateau pikas， 拉 丁 学 名 为 Ochotona 

curzoniae）是已经在青藏高原生存了约 37万年的小型

啮齿类土著动物，具备完善的高原低氧环境适应机

制［1］。截至目前，有关人类和动物在心、肺、脑器官

方面的高原低氧适应及损伤性研究较多，而高原土著

动物对低氧环境的肾脏适应机制研究鲜有报道［2］。
有文献报道，急进高原低氧暴露可破坏肾脏线粒

体，甚至造成肾小球内皮细胞凋亡［2］。长期低氧暴露
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增加交感神经兴奋性，激活肾素-血管紧张素-醛固酮

系统，以致肾血管强烈收缩，肾血液灌注下降，进而

出现组织缺血缺氧，引起一系列肾损伤表现。然而，

高原鼠兔作为高原低氧适应的理想动物模型，其肾脏

在高原低氧环境下能够维持正常功能，并不出现明显

的损伤性变化。有研究认为，高原鼠兔的高原低氧适

应机制可能与其生成大量代谢物质有关［3-5］。
前人研究分析了高原缺氧的发病机制以及代谢组

学在高原缺氧相关疾病研究中的应用［6］。本研究基于

超 高 效 液 相 色 谱 （ultra-high-performance liquid 
chromatography，UHPLC） -四极杆静电场轨道阱质谱

（quadrupole electrostatic field orbital trap-mass 
spectrometry，QE-MS）  分析方法，鉴定生活于不同海

拔的高原鼠兔肾脏差异代谢标志物，探讨标志性差异

代谢物及其关键通路，以期为高原鼠兔及高原土著动

物肾脏低氧适应机制研究提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物
选取生活于青海省果洛藏族自治州玛多县星宿海

地区海拔 4 360 m的高原鼠兔（MD组）和藏族自治州

门源地区海拔 2 900 m的高原鼠兔 （MY组）各 10只，

体重均在120～150 g，3月龄左右，雌雄各半。两组高

原鼠兔的生存环境均为山地草原，捕捉时间均在11月
中旬。MD 组动物生存环境温度为-8 ℃，氧浓度为

12%；MY 组动物生存环境温度为-4 ℃，氧浓度为

14%。
1.2　主要试剂和仪器

甲醇（批号 167312）、乙腈（批号 789101）、乙酸

铵（批号 112131）、22%氨水（批号 145161）和甲酸

（批 号 130050） 均 为 质 谱 纯 ， 购 自 德 国 CNW 
Technologies公司；L-2-氯苯丙氨酸（批号 20240819）
购自上海康朗生物科技有限公司。

UHPLC 系统 （1290 Infinity Ⅲ LC） 购自美国

Agilent公司；高分辨质谱仪（Triple TOF 6600）购自

美国AB Sciex公司；高速离心机（Heraeus Fresco17）、
数据采集和分析软件（Xcalibur 4.0.27）和组合型四极

杆静电场轨道阱质谱仪Q Exactive（Orbitrap MS）均购

自美国Thermo Fisher Scientific公司；天平（BSA124S-
CW）购自德国 Sartorius 公司；研磨仪（JXFSTPRP-
24）购自上海净信科技有限公司；明澈纯水仪（D24 

UV） 购自德国 Merck Millipore 公司；超声仪 （PS-
60AL）购自深圳市雷德邦电子有限公司；ACQUITY 
UPLC HSS T3色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）购自

美国Waters公司；全自动血液分析仪（ADVIA 2120i）
购自德国 Siemens 公司；全自动生化分析仪 （BS-
1000M）购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司；

干式血气分析仪（ST2000）购自武汉明德生物科技股

份有限公司。

1.3　血液及肾脏样本采集
所有高原鼠兔在捕捉当天即转运至青海大学医学

院/高原医学研究中心的实验室进行采样。按照体重计

算麻醉用药剂量，使用8 mL/kg乌拉坦经腹腔注射麻醉

后进行腹主动脉采血。将血液常温静置 2 h，然后以

3 000 r/min、4 ℃离心 10 min，收集上清液，分装后置

入-80 °C冰箱备用。高原鼠兔的血液样本采集完毕后，

注射过量乌拉坦使动物安乐死，然后摘取右侧肾脏，

立即置于液氮冷冻，随后转移至-80 °C冰箱保存。本

研究中动物实验方案经青海大学医学院医学科学研究

伦理委员会审查批准（No. 2021-16），实验操作过程中

严格遵循《实验动物管理条例》和《医学实验动物管

理实施细则》等规范文件。

1.4　一般生理生化指标测定
采集好的两组高原鼠兔血清样本，一部分经全自

动血液分析仪计算红细胞计数、血红蛋白浓度及血细

胞比容，另一部分用血气分析仪测定二氧化碳结合力，

剩余部分置于冰上用全自动生化分析仪检测葡萄糖含

量、尿素氮含量、肌酐含量、同型半胱氨酸含量、尿

酸含量等生化指标。

1.5　肾组织代谢组学分析
1.5.1　代谢物提取

称取两组高原鼠兔每只50 mg右肾组织块样品，加

入 1 000 μL提取液（甲醇、乙腈和水的体积配比为 2∶
2∶1，且含L-2-氯苯丙氨酸1 μg/mL），涡旋混匀30 s；
加入钢珠， 45 Hz 研磨处理 4 min，冰水浴中超声

5 min。重复上述步骤 2～3次，-20 ℃静置 1 h。然后

将样品在 4 ℃条件下 12 000 r/min离心 15 min，取上清

液于进样瓶中上机检测。从所有待测样品中另取等量

上清液混合成质控（quality control，QC）样品上机检

测，以评估仪器的稳定性和分析方法的可靠性，从而

确保实验数据的准确性和可信度。

1.5.2　UHPLC-QE-MS 测定及数据处理
使用 1290 UHPLC 系统进行液相色谱 （liquid 
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chromatography，LC） -串联质谱联用 （tandem mass 
spectrometry，MS/MS）分析，使用的 UPLC HSS T3色
谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm ）与Q Exactive耦合。

每份样品的进样体积为2 μL。流动相A以0.1%甲酸水

溶液为正离子模式，以 5 mmol/L乙酸铵水溶液为负离

子模式；流动相 B 为乙腈。洗脱梯度设置：0 min，
99%A， 1%B； 1 min， 99%A， 1%B； 8 min， 1%A，
99%B；10 min，1%A，99%B；10.1 min，99%A，1% 
B；12 min，99%A，1% B。流速为0.5 mL/min。

在 LC/MS 实 验 信 息 依 赖 采 集 （information 
dependent acquisition， IDA） 的 基 础 上 ， 使 用 Q 
Exactive质谱仪获取MS/MS数据。Xcalibur 4.0.27软件

会根据事先设定的条件，自动采集并触发MS/MS质谱

图的生成，同时实时分析全扫描测量的MS数据。同

时，电喷雾电离（electrospray ionization，ESI）源参数

条件设置：鞘流气（Sheath）气流速为45 Arb，辅助气

流（Aux）速为 15 Arb，质量即质荷比（m/z）范围为

70～1 000，毛细管温度 400 ℃，全扫描MS分辨率为

70 000，MS/MS 分辨率为 17 500，噪声对比估计

（noise contrastive estimation，NCE）模型中碰撞能量为

20/40/60 eV，喷雾电压分别为 4.0 kV （正） 或

-3.6 kV（负）。
使用 ProteoWizard 软件将质谱原始数据转成

mzXML格式。再使用MAPS软件（XCMS内核，1.0版
本）做保留时间矫正、峰识别、峰提取、峰积分、峰

对齐等预处理，生成由保留时间、m/z值和峰强度组成

的数据矩阵。以上UHPLC-QE-MS测定由上海百趣生

物医学科技有限公司完成，并利用该公司的内部MS2
数据库进行代谢物鉴定。

1.5.3　差异代谢物筛选及信号通路识别
主成分分析（principal component analysis，PCA）

通过正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least 
squares discriminant analysis，OPLS-DA）过滤代谢物

中与分类变量不相关的正交变量，进而发现差异性代

谢物。筛选标准为OPLS-DA模型第一主成分的变量投

影重要度（variable importance in the projection， VIP）＞

1.5且倍数变化（fold change，FC）＞1.5，或VIP＞1.5
且 FC＜1/1.5。对肾脏代谢物样本变量进行 PCA、
OPLS-DA以及第一、第二主成分的多元变量模式识别

分析和OPLS-DA置换检验，并绘制各图。其中，置换

检验后用决定系数（R²Y）表示模型对因变量Y 的方差

解释程度，即模型能够解释的Y方差的比例；取值范

围为 0～1，值越接近 1，表示模型对 Y的拟合效果越

好。同时用预测决定系数（Q²）评估模型对新数据的

预测能力，通常通过交叉验证计算，反映了模型在未

参与建模的数据上的预测性能；取值范围为 0～1，值

越接近 1，表示模型的预测能力越强。

运用相关性分析热力图、差异显著性分析火山图、

信号通路识别气泡图和矩形图分别进行差异代谢物及

相关信号通路分析。其中相关性分析热力图中通过颜

色深浅表示代谢物之间的相关性强度，颜色越深表示

相关性越强；其横轴和纵轴均为代谢物名称，颜色表

示相关性系数。火山图以对数变化值为横轴，显著性

值为纵轴，通过点的位置和颜色区分显著性差异的代

谢物；点的位置越靠近右上角或左上角，表示该代谢

物的变化显著且变化幅度大。气泡图的横轴为富集因

子（表示代谢物在通路中的富集程度），纵轴为通路名

称；气泡大小表示富集的代谢物数量，颜色表示P值
的显著性（颜色越深表示P值越小）。利用矩形图进行

相关信号通路分析，以通路名称为横轴，富集因子或

P值为纵轴，通过矩形的大小或颜色表示通路的富集

程度或显著性；矩形越大或颜色越深，表示通路的富

集程度越高或显著性越强。

1.6　统计学方法
使用SPSS 27软件进行统计学分析。数据均采用均

数±标准差（-x±s）表示。组间差异比较采用独立样本 t
检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　不同海拔高原鼠兔的一般生理生化比较
生活于海拔 4 360 m和 2 900 m的两组高原鼠兔红

细胞计数、葡萄糖、尿素氮、肌酐和同型半胱氨酸含

量差异无统计学意义（均P＞0.05），而血红蛋白浓度、

血细胞比容、尿酸和二氧化碳结合力有显著差异（P＜
0.05，表 1），提示生活于不同海拔的高原鼠兔血液中

红细胞携氧能力已存在明显差异。其中MD组尿酸含

量高于MY组，而血红蛋白、血细胞比容和二氧化碳

结合力水平低于MY组，提示随着海拔升高，高原鼠

兔对低氧条件出现生理适应，代谢和血液系统产生相

应改变。

2.2　不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢物出现明显的
聚类型分布

PCA、OPLS-DA以及第一、第二主成分的多元变

量模式识别分析和 OPLS-DA 置换检验结果见图 1。
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PCA 模型得分散点图（图 1A）显示，海拔 4 360 m
（MD组）和 2 900 m（MY组）的高原鼠兔肾脏代谢物

样本分散在 2个不同的区域；主成分得分值基本集中

分布于散点置信区内的区域无明显交叉和重叠，表明

两组之间存在肾脏组织主成分代谢物的差异。PCA散
点图（图 1B）显示，所有样本包括质控用QC样本均

基本在95%置信区间（霍特林T²置信椭圆，Hotelling's 
T-squared ellipse）内。 OPLS-DA模型得分散点图（图

1C）显示，MD和MY样品分散在 2个不同的区域，呈

聚类型分布于圆形散点置信区内的 2个区域，结果显

示OPLS-DA模式识别效果优于PCA。OPLS-DA模型置

换检验（图 1D）中 R²Y=0.930，Q²=0.655；其中，R2Y
非常接近 1，说明建立的模型符合样本数据的真实情

况；Q2值为0.655，说明模型可以比较好地解释两组样

本之间的差异。OPLS-DA模型置换检验（图 1D）显

示，置换检验随机模型的Q2值均小于原模型的Q2值
（0.930 vs 0.840），Q2的回归线与纵轴的截距为-0.61；

随着置换保留度逐渐降低，置换的 Y变量比例增大，

随机模型的Q2逐渐下降，表明建立的模型具有良好的

稳健性，不存在过拟合现象。

2.3　不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢物差异
UHPLC-QE-MS分析后，经数据库比对和OPLS-

DA筛选标准发现，不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢物差

异分子有46个，详细数据见表2。其中，海拔4 360 m
（MD组）的高原鼠兔肾脏代谢物中蟾蜍二烯羟酸内酯、

腺苷、腺嘌呤、薯蓣皂苷、盐酸小檗碱、鼠尾草酚和

虾青素等水平明显高于海拔 2 900 m 的高原鼠兔组

（MY组），VIP＞1.5，P＜0.05；同时，MD组高原鼠兔

中花生四烯酸、组胺和香豆素等代谢物的水平低于MY
组（VIP＞1.5，P＜0.05）。
2.4　不同海拔高原鼠兔肾脏差异代谢物的相关性
及信号通路

对不同海拔高原鼠兔肾脏差异代谢物的定量值进

行Pearson相关系数计算，结果以热力图表现（图2A）。
图中，横纵坐标代表两组对比的差异代谢物，不同位

置的色块代表对应位置代谢物间的相关系数大小，红

色表示正相关，蓝色表示负相关；非显著性相关用叉

号进行标注。正相关 r值为0～1，负相关 r值为-1～0；
r的绝对值越接近1，两变量的关联程度越强；反之，r
绝对值越接近0，关联程度越弱。

火山图（图2B）中，每个点代表一个代谢物，横

坐标代表该组对比各物质的FC（取以 2为底的对数），

纵坐标表示 t检验的P值（取以10为底的对数的负数），

散点大小代表OPLS-DA模型的VIP值（即散点越大，

VIP值越大）；散点颜色代表最终的筛选结果，显著上

调的代谢物以红色表示，显著下调的代谢物以蓝色表

示，非显著差异的代谢物以灰色表示。

通路识别气泡图（图 2C）和矩形图（图 2D）显

示，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成通路在拓扑

分析中的影响因子最大（P＜0.05）；泛酸盐和辅酶A
生物合成通路富集程度最显著（P＜0.05），提示上述

通路可能参与高原鼠兔肾脏的高原低氧适应机制。

3　讨 论

青藏高原有着独特的地理环境和气候特征。高原

鼠兔是青藏高原土著小型啮齿类动物，已经进化出特

有的遗传和代谢机制来适应严峻的高原环境。有文献

报告，高原低氧暴露会造成不同程度的肾功能损

伤［7］。然而高原低氧环境下高原土著动物肾脏适应的

表 1　不同海拔高原鼠兔的一般生理生化指标比较
Table 1　 Comparison of general physiological and 

biochemical indicators of plateau pikas at 
different altitudes

（
-x±s）

项目
Item

RBC Ccell/(1012·L-1)
HGB ρ/(g·L-1)
HCT φ/(%)
GLU c/(mmol·L-1)
BUN c/(mmol·L-1)
Cr c/(µmol·L-1)
UA c/(µmol·L-1)
CO2CP c/(mmol·L-1)
HCY c/(µmol·L-1)

MD 组
MD group 

(n=10)
6.93±0.85

116.36±7.39
36.45±2.62

6.07±3.66
7.48±4.01

21.55±5.97
45.09±21.90
18.72±5.85
25.03±10.31

MY 组
MY group 

(n=10)
6.75±1.65

141.40±21.45
42.58±7.09

5.84±2.51
5.89±3.00

22.36±8.65
24.27±15.84
26.01±5.83
18.35±12.09

t 值
t value

0.355
-4.074
-2.985
0.177
1.054

-0.258
2.555

-2.928
1.393

P 值
P value

0.726
0.001
0.007
0.861
0.305
0.799
0.019
0.008
0.179

注：MD，来自青海省果洛藏族自治州玛多县星宿海地区海拔4 360 m
的高原鼠兔；MY，来自青海省海北藏族自治州门源地区海拔2 900 m
的高原鼠兔。RBC，红细胞计数；HGB，血红蛋白；HCT，血细胞
比 容 ； GLU， 葡 萄 糖 ； BUN， 尿 素 氮 ； Cr， 肌 酐 ； UA， 尿 酸 ；
CO2CP，二氧化碳结合力；HCY，同型半胱氨酸。
Note： MD， plateau pikas from the Xingxiuhai area， Maduo County， 
Guoluo Tibetan Autonomous Prefecture， Qinghai Province at an 
altitude of 4 360 m； MY， plateau pikas from the Menyuan area， 
Haibei Tibetan Autonomous Prefecture， Qinghai Province at an 
altitude of 2 900 m. RBC， red blood cells； HGB， hemoglobin； HCT， 
hematocrit； GLU， glucose； BUN， blood urea nitrogen； Cr， 
creatinine； UA， uric acid； CO2CP， carbon dioxide combining power； 
HCY， homocysteine.
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代谢组学研究报告甚少。本研究选取生活于4 360 m和

2 900 m海拔的高原鼠兔，鉴定其肾脏差异代谢物，并

探讨其可能的低氧适应机制。通过OPLS-DA建模分析

显示，该模型符合样本数据的真实情况，具有高解释

力和稳健性；PCA模型的散点图也表明两组样本间存

在明显差异。结果表明，两组高原鼠兔肾脏在适应高

原低氧等特殊环境时存在不同的代谢物质基础。

由于高海拔氧分压的降低，高原鼠兔促红细胞生

成素刺激红细胞增殖和血红蛋白浓度升高，从而增强

血液携氧能力，确保组织能够获得足够的氧气。此外，

高海拔高原鼠兔的尿酸水平升高可能与慢性缺氧环境

下红细胞增多相关，血红蛋白嘌呤代谢产物尿酸也随

之增多。尿酸在血清中具有抗氧化作用，能保护红细

胞免受氧化应激损伤，维持红细胞形态，阻止棘形和

球形红细胞的形成。高海拔地区的氧分压下降，动物

需要增加呼吸频率和呼吸深度来补偿氧气的不足，这

会导致呼出的二氧化碳量增加，二氧化碳结合力下降。

高原鼠兔受到长期低氧胁迫表现出适应高原环境

的遗传和代谢机制改变。本研究表明，生活于海拔

4 360 m的MD组高原鼠兔肾脏组织中腺苷水平均显著

大于生活于海拔2 900 m的MY组。腺苷有助于血管扩

张和拮抗儿茶酚胺类物质的缩血管效应。有文献报告，

在极端高海拔环境条件下，细胞外腺苷水平也随之升

高［8］。然而腺苷二磷酸（adenosine diphosphate，ADP）
和腺苷三磷酸（adenosine triphosphate，ATP）有助于

细胞外腺苷的生成；在疾病状态下，外核苷酸酶表达

增加和腺苷生成是保护细胞和抑制炎症的机制之

一［9］。腺嘌呤经补救合成途径生成腺苷一磷酸

（adenosine monophosphate，AMP）［10］。由此推测，MD
组高原鼠兔的腺嘌呤增加可能是机体能量利用的适应

机制之一。

本研究发现，MD组高原鼠兔的肾脏组织中薯蓣皂

苷和盐酸小檗碱显著增加（P<0.05）。薯蓣皂苷具有神

经保护、抗癌、抗动脉粥样硬化以及保肝等作用［11］。
在肾组织中，薯蓣皂苷具有抗氧化应激效应［12］。小檗

碱能抑制一氧化氮水平的升高［13］。一氧化氮升高是否

与小檗碱抑制有关，还有待进一步验证。本研究中MD
组的花生四烯酸水平下降显著低于MY组，而花生四

烯酸及其代谢产物能调节肾素的释放 ［14］，提示高原鼠

兔可能通过花生四烯酸的代谢机制抵抗低氧胁迫，有

利于维持血容量和血压相对恒定。

有研究发现，鼠尾草酸和鼠尾草酚可激活Kelch样

注：A 为生活于海拔 4 360 m 的高原鼠兔 （MD 组） 对生活于海拔 2 900 m 的高原鼠兔 （MY 组） 的主成分分析 （PCA） 模型得分散点图；B 为
全部样本 （包括 QC 样本） 的 PCA 得分散点图。图 A~B 中横坐标 PC［1］和纵坐标 PC［2］分别表示第一主成分和第二主成分得分，散点颜色和形
状表示样本的实验分组。C 为 MD 组对 MY 组的正交偏最小二乘判别分析 （OPLS-DA） OPLS-DA 模型得分散点图 （横坐标表示预测主成分得分
值，反映组间分离程度。纵坐标表示正交主成分得分值，反映样本组内差异分布）。D 为 MD 组对 MY 组 OPLS-DA 模型置换检验 （X 轴上 t［1］P
和 Y 轴上 t［1］O 分别代表第一和第二区域的主要成分；R²Y=0.930，Q²=0.655）。
Note：A is the scatter plot of principal component analysis （PCA） model between MD group and MY group； B is the scatter plot obtained by 
PCA for all samples （including QC samples）. In the figure A and B， the horizontal axis （PC［1］） and the vertical axis （PC［2］） represent the 
scores of the first and second principal components， respectively， and the color and shape of the scatter points indicate the experimental 
grouping of the samples. C is the scatter plot of the orthogonal partial least squares discriminant analysis （OPLS-DA） model between MD 
group and MY group （The horizontal axis represents the scores of the predictive principal components， reflecting the separation degree 
between groups. The vertical axis represents the scores of the orthogonal principal components， reflecting the distribution of differences 
within groups）； D is the permutation test of the OPLS-DA model of MD group for MY group （X-axis （t［1］P） and Y-axis （t［1］O） represent 
the principal components of the first and second regions， respectively. R²Y=0.93， Q²=0.655）.
图 1 超高效液相色谱-四极杆静电场轨道阱质谱（UHPLC-QE-MS）分析不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢组学
Figure 1 Ultra-high-performance liquid chromatography coupled with quadrupole electrostatic field orbital trap-mass 

spectrometry （UHPLC-QE-MS） analysis of kidney metabolomics in plateau pikas at different altitudes
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表 2　不同海拔高原鼠兔的肾脏代谢物差异分子
Table 2　Differential molecules of kidney metabolites in plateau pikas at different altitudes

峰值
Peak

4217
3586
2596
5668
6118
4040
4168
4196
4221
3212
5578
5294
5476
2896
3198
5570
5501
4549
4596
5805
5001
4671
4717
4514
5688
5523
7265
3058
3410
3101
4573
3554
3984

59
6640
5674
3695
4631
5940
6407
5768
302

6496
4165

41
5711

代谢物
Metabolites

中文名 Chinese name
蟾蜍二烯羟酸内酯
薯蓣皂苷配基
盐酸小檗碱
顺丁烯二酰亚胺
腺嘌呤
7,8-脱氢虾青素
贝那普利酯
胆固醇-3,7,12,25-呋喃-3-葡萄糖醛酸
7-乙氧基香豆素
1-硬脂酰甘油磷酸甘油
2-甲氧基对乙酰氨基酚硫酸盐
黄嘌呤
四氢生物蝶呤
小穗苎麻素
坎二酸
GDP-3,6-二脱氧-D-半乳糖
棉酚
4-香豆素基莽草酸酯
紫丁香苷
5-O-甲基-间氨基-肌醇
癸二酸
萨马素 A
3-脱氢酶
硫烯草丹
双甲苯苄醇
烟碱
吡达隆
高肌肽
阿非迪霉素
松香酸盐
秦皮苷
高多环内酯
法尼基半胱氨酸
泛酸
1-甲基腺苷
L-二氢脱壳素
十八碳四烯酸
6-脱氧巴西红厚壳素
异戊烯焦磷酸
环氧化物青蒿琥酯
苄基青霉酸
异亮氨酸
L-缬氨酸
鼠尾草酚
花生四烯酸
组胺

英文名 English name
Bufadienolide
Diosgenin
Berberine chloride
Maleimide
Adenine
7,8-Dehydroastaxanthin
Benazeprilat
Cholestane-3,7,12,25-tetrol-3-glucuronide
7-Ethoxycoumarin
1-Stearoylglycerophosphoglycerol
2-Methoxyacetaminophen sulfate
Xanthosine
Tetrahydrobiopterin
Cryptopleurine
Canbidiolic acid
GDP-3,6-dideoxy-D-galactose
Gossypol
4-Coumaroylshikimate
Syringin
5-O-Methyl-myo-inositol
Sebacic acid
Samaderin A
3-Dehydrogenase
Sulfallate
Bitolterol
Nicotiamine
Pyridarone
Homocarnosine
Aphidicolin
Abietate
Fraxin
Homodolicholide
Farnesylcysteine
Pantothenic acid
1-Methyladenosine
L-Dihydroanticapsin
Stearidonic acid
6-Deoxyjacareubin
Isopentenyl diphosphate
Artomunoxanthentrione epoxide
Benzylpenicilloic acid
Isoleucine
L-Valine
Carnosol
Arachidonic acid
Histamine

MD 组 vs MY 组 
MD group vs MY group

RT/s
302.521
375.853
448.647
157.759
128.009
304.975
279.705
273.513
261.173
412.530
36.282
57.261
42.319

440.968
413.844
36.317
41.544

179.435
169.451
33.358

135.122
163.209
157.505
185.215
35.519

169.858
29.322

412.238
388.298
408.903
174.802
380.038
328.343
157.754
44.286

157.754
359.953
237.103
142.170
27.729

151.870
71.954
55.803

279.762
466.526

35.217

VIP
2.841
2.790
1.684
2.051
1.992
2.124
2.212
2.149
1.795
1.586
2.150
1.863
1.632
2.258
2.004
1.735
1.725
2.266
2.374
2.543
2.295
1.535
2.158
1.844
1.568
2.201
1.490
1.966
2.133
2.373
1.098
1.667
2.148
2.460
2.135
2.510
2.698
2.310
2.771
2.401
2.655
1.669
1.684
2.070
1.614
1.740

P value
0.046 1
0.000 0
0.010 1
0.003 3
0.002 6
0.007 8
0.000 8
0.001 2
0.017 9
0.025 1
0.000 5
0.007 7
0.011 0
0.000 3
0.012 7
0.001 6
0.019 3
0.009 7
0.010 3
0.000 5
0.046 3
0.037 8
0.000 9
0.049 0
0.001 1
0.000 1
0.019 5
0.006 3
0.005 0
0.033 4
0.034 3
0.004 0
0.015 9
0.000 1
0.003 3
0.000 1
0.003 7
0.011 0
0.038 3
0.000 0
0.025 4
0.045 9
0.018 2
0.003 8
0.010 5
0.042 9

FC
216.417
23.644

2.418
2.275
1.355

13.719
10.772
5.633
2.839
2.103
0.453
0.448
0.425
0.292
0.284
0.197
0.160
0.103
0.050
0.026
0.077
0.217
0.170
0.190
0.271
0.454
0.401
0.390
0.205
0.088
0.085
0.234
0.224
0.480
0.482
0.463
0.103
0.096
0.004
0.249
0.034
0.698
0.637

31.391
0.695
0.537

注：MD，来自青海省果洛藏族自治州玛多县星宿海地区海拔 4 360 m 的高原鼠兔；MY，来自青海省海北藏族自治州门源地区海拔 2 900 m 的高
原鼠兔。RT，保留时间中值；VIP，变量投影重要度；FC，倍数变化，即两组实验物质定量的比值；P value，两组差异代谢物的显著性概率。
Note： MD，plateau pikas from the Xingxiuhai area，Maduo County，Guoluo Tibetan Autonomous Prefecture， Qinghai Province at an altitude 
of 4 360 m； MY， plateau pikas from the Menyuan area， Haibei Tibetan Autonomous Prefecture， Qinghai Province at an altitude of 2 900 m. 
RT， median retention time； VIP， variable importance in projection； FC， fold change， the quantitative ratio of two groups of experimental 
substances； P value， probability of significance of different metabolites between the two groups.
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ECH相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associating protein 1，
Keap1） /核因子 E2相关因子 2 （nuclear factor erythroid 
2-related factor 2，Nrf2） /抗氧化反应元件（antioxidant 
response element，ARE）信号转导通路而发挥抗氧化

作用［15］。因此推测，低氧刺激导致高原鼠兔体内氧化

应激增加，Keap1/Nrf2/ARE经典抗氧化应激通路激活，

这可能是本研究中MD组高原鼠兔的鼠尾草酚水平显

著高于MY组的分子机制。另外有文献报道，虾青素

可激活Nrf2，促进Keap1与Nrf2解离，进而促进ARE
下游基因氧化还原平衡因子表达，有利于高原鼠兔适

应高原低氧条件下氧化应激环境。Hassanein 等［16］研
究发现，17种植物来源的香豆素衍生物可刺激Nrf2转

注：A 为相关性分析热力图 （Corr 为变量相关系数）；B 为火山图 （VIP 为变量投影重要度；FC 为倍数变化，即两组代谢物定量的比值；P 值反
映两组差异代谢物的显著性概率）；C 为通路识别气泡图；D 为通路识别矩形图 （Gm 即甘油磷脂代谢；Pm 即嘌呤代谢）。
Note：A is correlation analysis heat map （Corr， correlation coefficients of variables）； B is the volcano plot （VIP， variable importance in 
projection； FC， fold change， the quantitative ratio of two groups of experimental substances ； P value， probability of significance of 
different metabolites between the two groups）； C is the pathway recognition bubble chart； D is the path identification rectangular graph 

（Gm， glycerophospholipid metabolism； Pm， purine metabolism）. 
图 2 不同海拔高原鼠兔的肾脏差异代谢物相关性及其相关通路
Figure 2 Correlation of kidney differential metabolites and related pathways in plateau pikas at different altitudes
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录，致使下游Keap1/ Nrf2/ARE通路激活，从而发挥抗

氧化应激损伤效应。组胺对肾小球滤过率的影响被认

为是组胺与 H1 受体介导肾小动脉收缩调节的结

果［17-18］。本研究中，MD组的组胺水平显著低于MY
组，推测低氧环境激活高原鼠兔肾脏组织中组胺H1受
体激活，导致入球动脉收缩，肾小球血浆流量减少，

肾小球滤过率下降。

MD组高原鼠兔的蟾蜍二烯羟酸内酯含量显著高于

MY组。蟾蜍二烯羟酸内酯类化合物属于强心苷类，具

有抗肿瘤、抗炎、免疫调节、抗菌抗病毒、利钠、强

心和收缩血管等作用［19-21］。推测蟾蜍二烯羟酸内酯可

能影响高原鼠兔的肾脏血液分布，进而改变钠水的重

吸收，有利于维持血容量的相对恒定，以更好地适应

高原极端环境。

本研究中氨基酸代谢差异表明其在肾脏高原适应

机制中发挥核心作用，它们不仅是蛋白质合成的基本

单元，还参与肾脏的多种代谢过程。肾脏中氨基酸通

过不同的转运系统被重吸收和分泌，维持血液中氨基

酸的平衡，并支持肾脏在滤过、重吸收和排泄代谢废

物方面的功能。泛酸盐（维生素B5）及其衍生物辅酶

A在肾脏适应中扮演重要角色。泛酸盐是辅酶A的前

体，而辅酶A是脂肪酸氧化、糖异生和乙酰化反应等

代谢通路的关键辅助因子。辅酶A有助于调节能量代

谢与脂质代谢，确保肾脏适应高原低氧下的代谢改变，

同时肾脏中氨基酸代谢改变对于维持内环境稳态至关

重要。氨基酸代谢差异改变可作为高原鼠兔适应高原

低氧的特征性改变，对于不同海拔高原鼠兔的适应机

制研究具有重要意义。

支链氨基酸（branched-chain amino acids，BCAAs）
包括缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸，在蛋白质合成、能

量产生和信号转导中起着重要作用。它们的生物合成

途径主要涉及丙酮酸衍生物类的氨基酸合成，包括丙

酮酸脱羧过程中，丙酮酸与硫胺素焦磷酸（thiamine 
pyrophosphate，TPP）结合形成中间产物乙酰TPP，再

与另一个丙酮酸缩合，形成α-乙酰乳酸，然后通过一

系列反应生成BCAAs。BCAAs的代谢与蛋白质合成和

细胞生长密切相关，其作用机制主要通过mTOR信号

通路实现。泛酸是辅酶A的前体，二者均为生物体内

重要的代谢物，在能量代谢及生物合成中发挥关键作

用。辅酶A参与如脂肪酸氧化、糖酵解及三羧酸循环

等生化反应。

蟾蜍二烯羟酸内酯、腺苷、腺嘌呤、薯蓣皂苷、

盐酸小檗碱、鼠尾草酚和虾青素等代谢物，以及花生

四烯酸、组胺和香豆素等，在生物体内的代谢过程可

能与BCAAs和辅酶A的生物合成途径存在交互影响。

例如，氨基酸代谢可能影响上述代谢物生成，而辅酶

A作为酰基载体参与脂肪酸的合成和氧化，也可能影

响上述代谢物的生成。上述代谢物的生物合成和代谢

途径可能受到BCAAs和辅酶A代谢的影响，因为其可

能共享相同的代谢中间产物或由共同信号通路调控。

总而言之，BCAAs和辅酶A的生物合成途径与上述代

谢物之间存在复杂的交互调控，对于维持生物体的正

常代谢过程发挥着重要作用。本研究中，缬氨酸、亮

氨酸和异亮氨酸生物合成通路及泛酸和辅酶A的生物

合成通路的影响因子和富集程度依次下降且具有显著

性，表明上述通路可能在高原鼠兔低氧适应方面具有

重要作用。本研究还发现其他一些高VIP值、P值和

FC值的差异性代谢物，如环氧杂蒽酮在MD组表达水

平显著低于MY组，而藜芦胺和顺丁烯二酰亚胺等表

达水平在MD组显著高于MY组。这些差异代谢物在低

氧环境的调节机制目前仍不明确，还需进一步研究。

综上所述，本研究中发现的肾脏组织差异代谢物

可能揭示不同海拔高原鼠兔的高原适应机制，可作为

低氧适应的生物标志物，并为高海拔地区人类高原肾

脏相关疾病治疗提供新的研究方向。
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常书福，博士，毕业于复旦大学，师从钱菊英和舒先红教授。毕业后留院工作，现为复旦大学

附属中山医院心内科副主任医师。临床主攻冠心病介入手术，熟练掌握各种复杂冠状动脉介入

技术，且对疑难心血管疾病诊治和危重心血管疾病抢救经验丰富。基础科研聚焦于冠心病、冠

脉微血管功能障碍和心脏衰老相关研究，目前主持省级课题 2 项 （临床冠心病和心脏衰老基础

课题各 1 项），市级和院级课题各 1 项；参与多个临床研究课题 （包括科技部重点研发项目和国

家自然科学基金重点项目） 和多个临床试验，代表团队多次参加国内外学术交流。以第一作者

或者通信作者身份发表学术论文多篇，其中有 8 篇发表在 European Heart Journal 等 SCI 期刊；

获批实用新型专利3个。

刘荣乐，博士，毕业于复旦大学，师从我国著名心脏病学专家葛均波

院士，曾赴美国南加利福尼亚大学做访问学者，现为复旦大学附属中山医院心内科主治医师。

临床主要从事结构性心脏病的诊疗及介入手术，以及肿瘤心脏病学，特别是免疫检查点抑制剂

相关心肌炎的诊疗工作。基础研究主要涉及动脉粥样硬化、衰老和干细胞治疗等领域，重点关

注组织因子途径抑制物 2 对动脉粥样硬化的影响、平滑肌细胞表型转变在主动脉夹层和主动脉

瘤中的作用机制，以及内皮祖细胞对血管新生的影响等方面，有着较为丰富的分子生物学、细

胞学实验和动物实验基础，包括构建多种基因敲除小鼠模型的经验。参与多项国家自然科学基

金面上项目；发表论文10余篇，其中以第一作者身份发表SCI论文5篇。

SHJHhr小鼠的心脏衰老表型研究
刘荣乐1, 程 灏1, 尚付生2, 常书福1, 徐 平3

(1. 复旦大学附属中山医院, 上海 200032;  2. 上海大学转化医学研究院, 上海 200444;  3. 上海吉辉实验动物饲养有

限公司, 上海 201611)

[摘要] 目的　探讨自发性早衰 SHJHhr小鼠心脏的衰老现象。方法　对不同周龄 （10 周龄和 24 周龄） 的 SHJHhr小
鼠 （SHJHhr组） 和野生型 ICR 小鼠 ［用作野生组 （wild-type， WT 组）］ 进行对比研究。用小动物活体超声影像系
统分析心脏功能，安死术后采集各脏器并称重，了解心脏萎缩情况；苏木精-伊红 （hematoxylin-eosin，HE） 染色
后观察心脏病理损伤情况；Masson 染色后分析心脏纤维化情况；麦胚凝集素 （wheat-germ agglutinin，WGA） 染
色后分析心脏心肌细胞面积；酶联免疫吸附法检测心肌组织中氧化损伤指标包括超氧化物歧化酶 （superoxide 
dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶 （glutathione peroxidase，GPX） 和过氧化氢酶 （catalase，CAT） 的活
性以及 8-羟基-2'-脱氧鸟苷 （8-hydroxy-2'-deoxyguanosine，8-OHdG） 含量；实时荧光定量 PCR 法检测炎症、纤维
化、氧化应激相关标志因子的 mRNA 表达水平；比色法检测丙二醛 （malondialdehyde，MDA） 水平。结果　与同
周龄的 WT 组小鼠相比，10 周龄 SHJHhr组小鼠的每搏输出量 （stroke volume，SV）、射血分数 （ejection fraction，
EF）、缩短分数 （fractional shortening，FS） 和心肺重量无明显差异；但是当小鼠达到 24 周龄时，SHJHhr 组小鼠
的 SV、EF 和 FS 值明显低于同周龄 WT 组小鼠 （均 P<0.05），肺脏重量无显著变化，但是心脏重量显著降低 （P<
0.05）。选取 24 周龄小鼠心脏组织进行组织学分析发现：与 WT 组小鼠相比，SHJHhr 组小鼠的心脏纤维化水平无明
显差异，但 WGA 染色显示心肌细胞面积显著减少 （P<0.05）。PCR 检测发现氧化应激标志因子 Sod2、Gpx1 和 Cat
基因的 mRNA 水平显著下调 （均 P<0.05）。生化检测发现心肌组织中氧化损伤相关酶 SOD、GPX 和 CAT 活性显著
降低 （均 P<0.05），而氧化应激标志物 8-OHdG 和 MDA 水平显著增加 （均 P<0.05）。 结 论　 SHJHhr小鼠心脏
出现早衰现象，可能与心肌组织氧化应激损伤有关。
[ 关 键 词 ] SHJHhr小鼠；心脏衰老；氧化损伤
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Study on Cardiac Aging Phenotypes of SHJHhr Mice

LIU Rongle1, CHENG Hao1, SHANG Fusheng2, CHANG Shufu1, XU Ping3

(1. Zhongshan Hospital, Fudan University, Shanghai 200032, China; 2. Institute of Translational Medicine, 
Shanghai University, Shanghai 200444, China; 3. Shanghai Jihui Laboratory Animal Care Co. , Ltd. , Shanghai 
201611, China)
Correspondence to: CHANG Shufu (ORCID: 0000-0003-4190-3655), E-mail: chang.shufu@zs-hospital.sh.cn

[ABSTRACT] Objective　 To investigate the spontaneous premature cardiac aging in SHJHhr mice. 
Methods　 A comparative study was conducted between SHJHhr mice (SHJHhr group) and wild-type ICR 
mice (WT group) at different ages (10 and 24 weeks). Cardiac function was analyzed using a small animal in 
vivo ultrasound imaging system. After euthanasia, organs were collected and weighed to assess the extent 
of cardiac atrophy. Cardiac pathological damage was observed using hematoxylin-eosin (HE) staining. 
Cardiac fibrosis was analyzed using Masson staining. Myocardial cell area was analyzed after wheat germ 
agglutinin (WGA) staining. The activities of oxidative damage indicators in myocardial tissue, including 
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), and catalase (CAT), as well as the content of 
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG), were measured using enzyme-linked immunosorbent assay. 
Real-time fluorescence quantitative PCR was used to measure the mRNA expression levels of factors 
associated with inflammation, fibrosis, and oxidative stress. Colorimetric assay was used to measure 
malondialdehyde (MDA) levels. Results　Compared to WT group mice of the same age, 10-week-old mice in 
the SHJHhr group showed no significant differences in stroke volume (SV), ejection fraction (EF), fractional 
shortening (FS), or heart and lung weights. However, at 24 weeks of age, mice in the SHJHhr  group had 
significantly lower SV, EF, and FS values compared to mice of the same age in the WT group (P<0.05), 
with no significant change in lung weight but a significant reduction in heart weight (P<0.05). Histological 
analysis of heart tissue from 24-week-old mice revealed no significant difference in cardiac fibrosis levels 
between SHJHhr and WT groups, but WGA staining showed a significant reduction in myocardial cell area in 
mice in the SHJHhr group (P<0.05). PCR analysis revealed a significant downregulation of mRNA levels of 
oxidative stress factors Sod2, Gpx1, and Cat genes (P<0.05). Biochemical assays indicated significantly 
reduced activities of oxidative damage-related enzymes SOD, GPX, and CAT in myocardial tissue (P<0.05), 
while the levels of oxidative damage markers 8-OHdG and MDA significantly increased (P<0.05). 
Conclusion　 Mice in the SHJHhr group exhibit premature cardiac aging, which may be associated with 
oxidative stress damage in myocardial tissue.
[Key words]  SHJHhr mice; Cardiac aging; Oxidative damage

衰老是生物体随着时间的增长，生理、生化和机

体功能逐渐退化直至丧失的一种生物过程［1］。研究发

现，心血管疾病的发生率在老年人群中明显增高［2-3］，
提示衰老是影响心血管健康的一个主要风险因素。在

我国，随着人口老龄化的日益加剧，心血管疾病事件

也持续增多［4］。因此，开发能够模拟人类心肌衰老的

动物模型成为当前科研工作者的重要任务之一，这对

于衰老引起的心血管疾病的研究有着重大意义。

在衰老研究中，动物模型通常分为自然衰老、加

速衰老和基因编辑三种［5］。自然衰老小鼠模型最符合

人类正常衰老特征，也是其他衰老模型的衡量器［6］。
然而，自然衰老小鼠模型存在耗时、费力、成本高、

心血管疾病发生率低的缺点，因此不适合应用于心血

管衰老研究［7］。加速衰老小鼠模型虽然具有建模周期

短、重复性好等优点，但是其维系成本较高、模型表

型差异大，在心血管衰老研究中的应用受到一定限

制［8］。基因编辑小鼠模型可研究特定基因在单一衰老

疾病中的作用，已被广泛应用于各种疾病研究［9］。随

着基因编辑技术的日益成熟，基因敲除小鼠被广泛应

用于衰老研究中，尤其是心血管衰老的研究［10］。
SHJHhr小鼠是国内自主培育的一种无毛（hairless，

hr）基因突变小鼠，通过将 ICR小鼠突变子代与亲代

回交，其后代再进行自交，成功建立了无毛小鼠繁育

群体；该小鼠具有甲状腺功能障碍［11］、皮肤老化［12］
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和骨与关节退变［13］等自发性衰老表型［14］。本研究基

于该品系小鼠的生物学特性，观察与分析其不同周龄

小鼠心脏组织的衰老表型，为衰老引起心血管疾病的

研究提供实验载体。

1　材料与方法

1.1　实验动物
实验分 4组：10周龄 SHJHhr小鼠、10周龄 ICR小

鼠、24周龄SHJHhr小鼠和24周龄 ICR小鼠，每组6只，

均为雄性［14］，由上海吉辉实验动物饲养有限公司

［SCXK（沪） 2017-0012］提供。动物饲养于上海大学

转化医学院［SYXK（沪） 2019-0020］和复旦大学附

属中山医院［SYXK（沪） 2021-0022］的屏障设施中。

饲养环境温度为（22±2）℃，相对湿度为 50%～60%，
12 h自动昼夜循环，小鼠可自由进食进水。所有动物

实验方案均经复旦大学附属中山医院动物伦理委员会

（批号 2021-05-07）和上海大学科技伦理委员会审查

通过（批号 ECSHU2020-101），并按照美国国立卫生

研究院的《实验动物护理和使用指南》以及中国实验

动物使用相关标准进行实验操作。

1.2　试剂耗材
组织固定液即 4%中性甲醛溶液（FNB4-5L）、苏

木素伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色液（HE-3-
500）和Masson三色染色试剂盒（MST-100T）均购自

上海科汇生物技术有限公司；iFluor488-麦胚凝集素

（wheat germ agglutinin， WGA） 染色试剂 （绿光，

G1730-100UL）和 DAPI染色试剂（G1012-10ML）均

购自武汉赛维尔生物科技有限公司；荧光猝灭剂

（P0128S）和 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒（P0006）
购自上海碧云天生物技术股份有限公司；丙二醛

（malondialdehyde，MDA）含量检测试剂盒（BC0025）
以及超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、
谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GPX）、
过氧化氢酶（catalase，CAT）活性检测试剂盒（货号

分别为 BC0175、BC1190、BC0205）均购自北京索莱

宝科技有限公司；8-羟基-2'-脱氧鸟苷（8-hydroxy-
2'-deoxyguanosine， 8-OHdG） 酶 联 免 疫 吸 附 法

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 测定试

剂盒（impELM14205-48T）购自上海毕合生物化学技

术有限公司；实时荧光定量 PCR试剂盒（TB Green，
RR420）、RNA提取试剂（TRIzol，9108）和反转录试

剂盒（RT Master Mix，RR036）均购自日本TaKaRa公

司；移液器枪头、离心管、冻存管等常用耗材均购自

无锡耐思生命科技股份有限公司。

1.3　仪器设备
超 高 分 辨 率 小 动 物 活 体 超 声 影 像 系 统

（Vevo2100） 购自加拿大 VisualSonics 公司；酶标仪

（Infinite E Plex）购自瑞士 TECAN公司；研究级全玻

片扫描系统VS200（含普通白光和荧光显微镜）购自

日本Olympus公司；动物用气体麻醉机购自美国Dwyer
仪器仪表制造公司；qTOWER³ 系列 PCR仪购自德国

Analytik Jena AG公司。

1.4　心脏超声检测
取 10周龄、24周龄的 SHJHhr小鼠（即 SHJHhr组）

和 ICR小鼠（即WT组）各6只，一共24只。4种小鼠

经适应性饲养 3 d后，进行心脏超声检测。具体步骤：

小鼠放入麻醉诱导盒中，应用异氟烷气体进行麻醉，

将已麻醉的小鼠以仰卧姿势固定在动物操作平台上；

将小鼠口鼻塞入麻醉面罩，以体积分数为2%、流量为

0.41 mL/min的异氟烷维持麻醉；在动物操作平台的电

极涂上导电膏，并用医用胶带将小鼠的爪子固定在电

极垫上，确保采集到正确的心电图，其间维持小鼠体

温，并检查呼吸频率；将脱毛膏涂抹在小鼠的胸部和

上腹部，2 min后用湿纱布或湿纸巾擦去脱毛膏，用生

理盐水擦拭干净；调整探头位置，避免压迫心脏，进

行数据采集。左心室胸骨旁长轴视图用于左心室容量

和功能评估，取心尖四腔切面检测小鼠心脏舒张功能。

心功能指标中每搏输出量（stroke volume，SV）、射血

分数 （ejection fraction，EF） 和缩短分数 （fractional 
shortening，FS）主要反映心脏的收缩功能，二尖瓣前

向血流e峰与a峰的比值（E'/A'）主要反映心脏的舒张

功能。

1.5　脏器称重
随机选取 10周龄和 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小

鼠各 6只，禁食过夜，取静脉血后，采用颈椎脱臼法

实施动物安死术。分离并收集小鼠肺脏和心脏，称取

其重量，然后固定保存心脏组织，用于后续的病理学

分析和分子生化检测。脏器重量用胫骨长度进行校准，

即以肺或心脏重量/胫骨长度比率反映肺或心脏的萎缩

情况。

1.6　HE 染色和 Masson 染色检测心脏组织病理
将 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠（各 6只）心

脏组织经固定液固定 48 h后，经过逐级脱水透明处理

后进行石蜡包埋，随后行 5 μm切片。分别用HE染色
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液及Masson三色染色试剂盒进行染色，然后用光学显

微镜观察心脏组织的病理变化并拍照。HE染色主要反

映组织细胞坏死、水肿、变性和炎性细胞浸润等异常

病理学改变； 而Masson 染色主要反映组织纤维化。最

后，使用 Image-Pro Analyzer 7.0软件定量分析心脏组

织纤维化情况，并用 Image J图像分析软件计算胶原纤

维面积与组织总面积的比值，该比值越大表示纤维化

程度越严重。

1.7　WGA 染色检测心肌细胞面积
将 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠（各 6只）心

脏组织切片经脱蜡、抗原修复，加入WGA工作液，温

箱中孵育 1 h。随后用DAPI对比染色细胞核，并在加

入荧光猝灭剂后进行固定。最后使用荧光显微镜捕获

和分析图像，并使用 Image-Pro Analyzer 7.0软件定量

分析心肌细胞面积。

1.8　ELISA 法和比色法检测心脏组织中氧化损伤
指标

取 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠（各 6只）左

心室心尖位置组织，制备组织匀浆，根据ELISA试剂

盒生产商提供的说明书，用相应试剂盒检测心脏组织

中氧化损伤相关酶 SOD、GPX和CAT的活性，以及氧

化应激标志物 8-OHdG和MDA的含量。然后，使用酶

标仪测量吸光度，绘制标准曲线，计算每组样本中各

生化指标的活性或含量。

1.9　实时定量 PCR 法检测相关因子表达水平
取 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠（各 6只）左

心室心尖位置组织，应用TRIzol试剂提取心脏组织中

总 RNA，用 RT Master Mix试剂盒反转录生成 cDNA。
然后以 cDNA为模板，应用实时荧光定量 PCR试剂盒

进行检测。目的基因包括氧化应激相关因子 Sod2、
Sod3、Gpx1 和 Cat，炎症因子 Il1β、 Il6、Tnf 和 Ccl2，
纤维化因子 Tgfβ1、Col1α1 和 Actα2，以及内参基因

GAPDH的引物序列见表 1。PCR 反应条件：95 ℃预

变性反应 5 min，95 ℃变性反应 10 s，60 ℃退火反应

30 s，设置 35次循环。通过 2–ΔΔCt 法计算目的基因的

mRNA相对水平。

1.10　统计学分析
实验结果使用平均数±标准差（-x±s）的形式表示，

采用Graphpad Prism 8.0软件进行统计分析。两组间均

数比较采用 t检验；多组间均数比较采用单因素方差分

析，然后使用 LSD-t检验进行两两比较。P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　24 周龄 SHJHhr小鼠的心功能减退
10周龄和24周龄的两组小鼠经小动物心脏超声检

测心功能结果见图1A。心功能结果分析发现，10周龄

的 ICR小鼠（WT组）和SHJHhr小鼠心脏收缩功能指标

SV（图 1B）、EF（图 1C）和 FS（图 1D）之间没有显

著差异（均 P>0.05）；但是当达到 24周龄时，SHJHhr

小鼠的SV、EF和FS值均明显低于WT组 ICR小鼠（均

P<0.05）。10周龄和 24周龄的WT和 SHJHhr小鼠心脏

表 1　目的基因的 PCR 引物序列
Table 1　Primer sequences of target genes used for real-

time fluorescent quantitative PCR
基因名称

Name of genes
Sod2

Sod3

Gpx1

Cat

Il1β
Il6

Tnf

Ccl2

Tgfβ1

Col1α1

Actα2

GAPDH

引物序列
Sequence (5’→3’)

CAGACCTGCCTTACGACTATGG; 
CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT
CCTTCTTGTTCTACGGCTTGC; 
TCGCCTATCTTCTCAACCAGG
CCACCGTGTATGCCTTCTCC; 
AGAGAGACGCGACATTCTCAAT
GGAGGCGGGAACCCAATAG; 
GTGTGCCATCTCGTCAGTGAA
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT; 
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
CCAAGAGGTGAGTGCTTCCC; 
CTGTTGTTCAGACTCTCTCCCT
CACGCTCTTCTGTCTACTGAACTTC; 
CTTGGTGGTTTGTGAGTGTGAGG
TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA; 
GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
CCACCTGCAAGACCATCGAC; 
CTGGCGAGCCTTAGTTTGGAC
GCTCCTCTTAGGGGCCACT; 
ATTGGGGACCCTTAGGCCAT
GTCCCAGACATCAGGGAGTAA; 
TCGGATACTTCAGCGTCAGGA
AGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC; 
CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG

注：Sod2，线粒体超氧化物歧化酶 2；Sod3，线粒体超氧化物歧化
酶 3；Gpx1，谷胱甘肽过氧化物酶 1；Cat，过氧化氢酶；Il1β，白细
胞介素 1β；Il6，白细胞介素 6；Tnf，肿瘤坏死因子；Ccl2，趋化因
子 （C-C 基元） 配体 2；Tgfβ1，转化生长因子 β1；Col1α1，Ⅰ型胶
原 α 链；Actα2，α-心肌肌动蛋白 2；GAPDH，甘油醛-3-磷酸脱氢
酶。
Note： Sod2， superoxide dismutase 2； Sod3， superoxide 
dismutase 3； Gpx1， glutathione peroxidase 1； Cat， catalase； Il1β， 
interleukin 1 beta； Il6，interleukin-6； Tnf， tumor necrosis factor； 
Ccl2， chemokine （C-C motif） ligand 2； Tgfβ1， transforming 
growth factor beta 1； Col1α1， collagen， type I， alpha-1； Actα2， 
actin alpha cardiac muscle 2； GAPDH， glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase.
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舒张功能指标 E'/A' （图 1E）之间也没有明显差异

（P>0.05）。
2.2　24 周龄 SHJHhr小鼠出现心脏萎缩

与WT小鼠相比，10周龄和 24周龄的 SHJHhr小鼠

肺脏重量/胫骨长度的比率无明显变化（P>0.05），提

示肺组织无显著肥大反应（图2A）；10周龄时，WT小
鼠与SHJHhr小鼠的心脏重量/胫骨长度比率之间也无明

显差异（P>0.05）；但当达到24周龄时，SHJHhr小鼠的

心脏重量/胫骨长度比率明显低于10周龄SHJHhr小鼠和

24周龄WT小鼠（均P<0.05），提示24周龄SHJHhr小鼠

心脏出现萎缩现象（图2B）。
2.3　24 周龄 SHJHhr小鼠心肌细胞面积减少

将 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠心脏组织进行

组织学染色观察（图3A），其中HE染色发现心肌炎性

浸润的组间差异不明显，Masson染色显示两组心肌纤

维化程度也无显著差异，而WGA染色显示心肌肥大标

志物WGA在两组之间有显著变化。定量分析显示，

SHJHhr小鼠的心脏纤维化水平与WT组小鼠差异无统计

学意义（P>0.05，图 3B），而 SHJHhr小鼠的心肌细胞

面积明显小于WT组小鼠（P<0.05，图3C）。

注：A，多普勒超声图；B～E，心功能指标的组间比较：每搏输出量 （SV）、射血分数 （EF）、 缩短分数 （FS） 和 二尖瓣前向血流 e 峰与 a 峰
的比值 （E'/A'）。以非早衰的野生型 ICR 小鼠 （WT 组） 作为对照，n=6；*P<0.05。
Note： A， Doppler ultrasound images； B to E， Intergroup comparison of cardiac function indicators： stroke volume （SV）， ejection fraction 

（EF）， fractional shortening （FS）， and the ratio of the early （E'） to late （A'） mitral inflow velocities （E'/A'）. Wild-type ICR mice without 
premature aging （WT group） were used as controls， n=6； *P<0.05.
图 1 心脏超声检测不同周龄 SHJHhr小鼠的心脏功能
Figure 1 Cardiac ultrasound examination of SHJHhr mice cardiac function at different ages

注：A，肺脏重量/胫骨长度比率；B，心脏重量/胫骨长度比率。以
非早衰的野生型 ICR 小鼠 （WT 组） 作为对照，n=6，*P<0.05。
Note： A， Lung weight to tibia length ratio； B， Heart weight to 
tibia length ratio. Wild-type ICR mice without premature aging （WT 
group） were used as controls， n=6， *P<0.05.
图 2 不同周龄 SHJHhr小鼠的肺脏和心脏重量
Figure 2 Lung and heart weights of SHJHhr mice at 

different ages
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将 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠心肌组织进行

实时荧光定量PCR法检测，结果发现：与WT组相比，

SHJHhr小鼠心脏中炎症因子 Il1β、 Il6、Tnf和Ccl2基因

的mRNA表达水平没有发生显著变化（均P>0.05，图

3D），提示 24周龄 SHJHhr小鼠心脏未发生明显炎症；

与WT组相比，SHJHhr小鼠心脏中纤维化因子 Tgfβ1、
Col1α1和Actα2基因的mRNA表达水平也没有发生显著

变化（均P>0.05，图 3E），提示 24周龄 SHJHhr小鼠心

脏尚未出现显著的纤维化相关分子改变。

2.4　24 周龄 SHJHhr 小鼠心脏组织中氧化损伤指
标观察

将 24周龄的WT小鼠和 SHJHhr小鼠心肌组织进行

实时荧光定量 PCR法检测，结果发现：与WT小鼠相

比，SHJHhr小鼠心肌组织中氧化应激因子 Sod2、Gpx1
和 Cat 基因的 mRNA 水平明显降低（均 P<0.05），而

Sod3的mRNA水平没有显著变化（P>0.05，图4A）。
分离 24周龄两种小鼠的心肌组织后进行ELISA检

测发现：与WT小鼠相比，SHJHhr小鼠心肌组织中氧化

损伤相关酶如 SOD（图 4B）、GPX（图 4C）和CAT活
性（图 4D）均明显降低（均P<0.05），而心肌组织中

氧化应激标志物8-OHdG（图4E）和MDA（图4F）水

平均明显升高（均P<0.05）。
3　讨论

研究衰老离不开衰老动物模型。以往的研究中多

用加速系统性衰老模型（如药物诱导、辐射诱导、基

因调控等），这一模型虽然能在一定程度上模拟自然衰

老，但并不能完全等同于自然衰老［5，9］。自然衰老动

物模型被公认为最符合人类自然衰老特性的实验动物

模型［15-16］；但其存在周期长、费用高、健康状况差、

注：A，HE、Masson 和 WGA 染色的代表性图片；B，Masson 染色显示心肌纤维化水平统计；C，WGA 染色显示心肌 WGA 表达细胞所占面积
分析；D，实时荧光定量 PCR （RFQ-PCR） 检测心肌细胞中 Il1β、Il6、Tnf 和 Ccl2 基因的 mRNA 表达水平；E，RFQ-PCR 检测心肌细胞中 Tgfβ1、
Col1α1 和 Actα2 的 mRNA 表达水平。以非早衰的野生型 ICR 小鼠 （WT 组） 作为对照，n=6；与 WT 组比较，*P <0.05。
Note： A， Representative images of HE， Masson， and WGA staining； B， Statistical analysis of myocardial fibrosis levels shown by Masson 
staining； C， Analysis of the area occupied by WGA-positive cells in myocardial tissue as shown by WGA staining； D， Real-time fluorescent 
quantitative PCR （RFQ-PCR） measurement of mRNA expression levels of Il1β， Il6， Tnf， and Ccl2 in cardiomyocytes； E， RFQ-PCR 
measurement of mRNA expression levels of Tgfβ1， Col1α1， and Actα2 in cardiomyocytes. Wild-type ICR mice without premature aging （WT 
group） were used as controls， n=6. Compared with the WT group， *P <0.05.
图 3 24 周龄 SHJHhr小鼠的心脏组织病理和相关因子转录水平分析
Figure 3 Analysis of cardiac histopathology and related factor transcriptional levels in 24-week-old SHJHhr mice
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表型差异大、可重复性较差的特征，很难应用于抗衰

老研究［17］。
本研究基于 SHJHhr自发性早衰小鼠，探索其是否

存在心脏衰老改变，为 SHJHhr小鼠应用于心脏衰老研

究提供依据。本研究中心脏超声检查发现，SHJHhr小

鼠在生长到 24周龄时，心脏收缩功能指标 SV和EF显
著低于WT组小鼠，提示 SHJHhr小鼠在 24周龄已经出

现自发性心功能减退；结合心衰模型标准［18］，说明心

脏功能自发性早衰模型构建成功。脏器称重发现，

SHJHhr小鼠心脏在 24周龄时出现萎缩，但是肺脏重量

未出现变化；这提示尽管24周龄的SHJHhr小鼠心脏萎

缩，心脏功能出现下降，但是尚未出现心衰现象，肺

脏未发生水肿。

随后针对 24 周龄小鼠进行心脏组织学观察时，

WGA染色发现 SHJHhr小鼠的心肌细胞面积明显减少，

这说明 hr突变会导致心肌细胞萎缩，从而加剧心脏功

能下降。最后对24周龄小鼠的心肌组织氧化损伤因子

进行了 ELISA 检测，结果发现 hr 突变会下调 SOD、
GPX和CAT活性，促进氧化应激标志物8-OHdG表达，

这些结果说明 hr突变诱发抗氧化系统功能障碍和心肌

组织氧化应激损伤。心脏生理性衰老与氧化应激之间

存在密切关系。氧化应激是指体内氧化与抗氧化作用

失衡的一种状态，倾向于氧化会导致细胞损伤和衰老。

在心脏衰老过程中，氧化应激被认为是核心环节之一，

直接导致细胞损伤，如内质网应激、细胞凋亡和铁死

亡等 ［19］。但必须指出的是，在 24周龄的 SHJHhr小鼠

心脏组织中未观察到明显的炎症和纤维化，而炎性细

胞浸润和组织纤维化是心脏衰老发生的重要标

志［20-21］。因此，本研究结果提示SHJHhr小鼠出现的自

发性心脏衰老尚处于早期，还需要进一步的观察和更

多的证据。在未来研究中，应将扩大年龄范围，进一

步考察 SHJHhr小鼠的心脏病理结构和衰老相关分子标

志物的变化。

综上所述，本研究结果表明SHJHhr小鼠在24周龄

时心脏功能减退，心脏萎缩，SOD、GPX和CAT活性

降低，8-OHdG表达升高。这些结果提示 SHJHhr小鼠

可能出现了自发性心脏早衰，且与心肌组织氧化应激

损伤有关。本研究将为今后针对衰老引起心脏疾病的

基础研究和药物开发提供了一种非常有前景的动物

模型。

注：A，RT-PCR 检测氧化应激因子超氧化物歧化酶 （Sod） 2、Sod3、谷胱甘肽过氧化物酶 （Gpx） 1 和过氧化氢酶 （Cat） 的 mRNA 表达水
平；B~D，ELISA 法检测 SOD、GPX 和 CAT 活性； E，ELISA 法检测 8-羟基-2'-脱氧鸟苷 （8-OHdG） 含量表达；F，ELISA 法检测丙二醛

（MDA） 水平。以非早衰的野生型 ICR 小鼠 （WT 组） 作为对照，n=6，与 WT 组比较，*P <0.05。
Note： A， RT-PCR was used to measure the mRNA expression levels of oxidative stress factors superoxide dismutase （Sod） 2， Sod3， 
glutathione peroxidase （Gpx） 1， and catalase （Cat）； B to D， ELISA was used to determine the activities of SOD， GPX， and CAT； E， ELISA 
was used to measure the expression level of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine （8-OHdG）； F， ELISA was used to assess the level of malondialdehyde 

（MDA）.  Wild-type ICR mice without premature aging （WT group） were used as controls， n=6. Compared with the WT group， *P <0.05.
图 4 24 周龄 SHJHhr小鼠的心脏组织氧化损伤相关因子分析
Figure 4 Analysis of oxidative damage-related factors in cardiac tissue of 24-week-old SHJHhr mice
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不同毛色豚鼠的TYR及MC1R基因多态性及组织
表达分析
汤银根1, 冯亚仙1, 钟 敏1, 卫 振2, 汪 洌2, 刘迪文2

(1. 浙江宏润生物科技有限公司, 桐乡 314512;  2. 浙江大学实验动物中心, 杭州 310013)

[摘要] 目的　为定位豚鼠优势性状基因筛选遗传标志，探索豚鼠酪氨酸酶 （tyrosinase，TYR）、黑素皮质素 1 受体
（melanocortin 1 receptor，MC1R） 基因多态性及其 mRNA 表达水平与毛色表型的关系。方法　选择自主培育的普
通级豚鼠 57 只，依据毛色分为白 （22 只）、花 （22 只） 和黑 （13 只） 3 组。腹腔注射过量戊巴比妥钠对豚鼠施行安
乐死后，取背部皮肤，提取组织中 DNA。通过克隆测序，检测各组豚鼠 TYR、MC1R 基因外显子编码序列 （coding 
sequence，CDS） 的多态性，采用实时荧光定量 PCR 方法检测两个基因在皮肤组织中的 mRNA 表达，进而探讨两
基 因 与 豚 鼠 毛 色 的 关 系 。 结 果　 在 TYR 外 显 子 Ⅰ 的 CDS 区 域 发 现 1 个 单 核 苷 酸 多 态 性 （single nucleotide 
polymorphism，SNP） 位点，其碱基 A 被 G 替换。所有白色豚鼠的 TYR 基因呈 G/G 基因型；深色 （花、黑） 豚鼠无
G/G基因型，多数为A/A型，少数为A/G型；黑色豚鼠的A/A基因型频率高于花色豚鼠。MC1R基因外显子有2 760 bp
序列缺失，标记为-基因；非缺失样本标记为 N 基因。大部分白色豚鼠的 MC1R 基因呈−/−基因型；花色豚鼠以−/N
为主；黑色豚鼠以 N/N 为主，−/N 次之。白色豚鼠的 TYR 基因表达水平较高，花色豚鼠较低，黑色豚鼠居中，但三
者无显著性差异 （P>0.05）。白色豚鼠的 MC1R 基因表达水平非常低，花色及黑色豚鼠均极显著高于白色豚鼠

（P<0.01），黑色豚鼠又显著高于花色豚鼠 （P<0.05）。结论　豚鼠 TYR 与 MC1R 基因协同调控毛色。TYR 基因的 G 位
点突变可能导致豚鼠白化，MC1R 基因的 N 位点改变影响毛色的深浅。
[ 关 键 词 ] 豚鼠； 基因多态性； 基因表达； 毛色； 酪氨酸酶； 黑素皮质素 1 受体
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0021-09

Polymorphism and Tissue Expression Analysis of TYR and MC1R Genes 

in Guinea Pigs with Different Coat-Color Phenotypes

TANG Yingen1, FENG Yaxian1, ZHONG Min1, WEI Zhen2, WANG Lie2, LIU Diwen2
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[ABSTRACT] Objective To explore the polymorphism of tyrosinase (TYR) and melanocortin 1 receptor 
(MC1R) genes and their mRNA expression levels in relation to coat-color phenotypes in guinea pigs, 
providing genetic markers for locating dominant traits in guinea pigs. Methods A total of 57 self-bred 
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ordinary-level guinea pigs were selected and divided into three groups based on coat color: white (n=22), 
variegated (n=22) and black (n=13). The guinea pigs were euthanized with an overdose of pentobarbital 
sodium via intraperitoneal injection. DNA was then extracted from the dorsal skin tissue. Polymorphism in 
the coding sequence (CDS) of the exons of the TYR and MC1R genes in each group was detected by cloning 
and sequencing. The mRNA expression of the two genes in skin tissues was detected by real-time 
fluorescent quantitative PCR to investigate the relationship between these genes and guinea pig coat 
color. Results A single nucleotide polymorphism (SNP) site was found in the CDS region of TYR exon Ⅰ , 
where the base A was replaced by G. All white guinea pigs had the G/G genotype for TYR, while no 
deep-colored (variegated and black) guinea pigs exhibited the G/G genotype for TYR. Most deep-colored 
guinea pigs had the A/A genotype, and a few had A/G genotype. The A/A genotype frequency in black 
guinea pigs was higher than in variegated guinea pigs. A 2 760 bp sequence deletion was identified in the 
exon of the MC1R gene, marked as the − gene, with non-deleted samples marked as N gene. Most white 
guinea pigs had the −/− genotype for MC1R, variegated guinea pigs mainly had the −/N genotype, and black 
guinea pigs mainly had the N/N genotype, with a few showing the −/N. The TYR gene expression level was 
higher in white guinea pigs, lower in variegated guinea pigs, and intermediate in black guinea pigs, but 
there was no significant difference among the three groups (P>0.05). The MC1R gene expression level in 
white guinea pigs was extremely low, while both variegated and black guinea pigs showed significantly 
higher levels than white guinea pigs (P<0.01). Black guinea pigs showed significantly higher levels than 
variegated guinea pigs (P<0.05). Conclusion　The TYR and MC1R genes synergistically regulate coat color 
of guinea pigs. The G-site mutation in the TYR gene may lead to albinism, and the change of N-site in the 
MC1R gene affects the depth of the coat color.
[Key words]  Guinea pig; Gene polymorphism; Gene expression; Coat color; Tyrosinase; Melanocortin 1 

receptor

豚鼠作为病毒学研究及疫苗开发的载体，是一种

比较理想的实验动物［1］。本课题组曾报告，豚鼠对口

蹄疫病毒攻击的易感性与其毛色表型存在显著相关

性［2］，提示毛色基因结构及表达水平可能与豚鼠免疫

力相关。已有研究表明，毛色调控基因黑素皮质素 1
受体（melanocortin 1 receptor，MC1R）的多态性与烧

伤后创面感染易感性及免疫功能相关［3］。因此，毛色

基因变化可能导致免疫功能变化，从而影响豚鼠对口

蹄疫病毒的易感性。已知各品种豚鼠的毛色表型多样，

毛色基因多态性与毛色表型紧密相关。

酪氨酸酶（tyrosinase，TYR）和MC1R是调控毛色

的两个重要基因。TYR是酪氨酸酶相关蛋白家族成员

之一，酪氨酸酶是黑色素合成过程中的限速酶，TYR

表达量及活性的高低直接影响真黑素与褐黑素的表

达，进而对动物毛色产生影响。TYR由5个外显子和4
个内含子组成，其编码区（coding sequence，CDS）为

1 593 bp。MC1R是黑色素细胞中的G蛋白偶联受体，

主要参与黑色素类型与数量的调控，导致真黑色素

（黑色或棕色色素）或褐黑色素（红色或黄色）的产

生。MC1R基因有1个外显子，其CDS为951 bp。2018

年，Yu等［4］检测了野生色、白棕斑块色及白色3种被

毛豚鼠的 TYR基因多态性，发现白色豚鼠 TYR 基因

外显子 I 区域呈 A→G点突变。同年，Vidal［5］发现，

白色伴有棕色、棕黑色和黑色斑块 3种被毛的豚鼠

MC1R基因序列缺失多态性与毛色有关。国内赖伟宁

等［6］还报告，黄毛色豚鼠的 MC1R 基因在 603 260～
606 019 bp 处缺失一段 2 760 bp的序列，其中包括

CDS区域。在上述文献基础上，本研究拟通过对本课

题组培育的 3种毛色即白色、花色及黑色豚鼠的 TYR
和MC1R毛色基因CDS多态性及RNA表达量分析，探

讨豚鼠毛色基因多态性和表达量在调控豚鼠毛色中的

作用，以期为研究豚鼠毛色基因相关性状提供遗传

标志。

1　材料与方法

1.1　实验动物
由中国医学科学院引进的白色豚鼠，与浙江大学

实验动物中心原先饲养的花色豚鼠杂交，然后通过近

亲繁殖11代，分离出白色、黑色和花色3种毛色群体。

每个毛色群体再以封闭形式远交繁殖 4代以上，最后
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形成 3个远交群。将白色豚鼠命名为 Zmu-1∶DHP品
种，黑色豚鼠命名为Zmu-2∶DHP品种，花色豚鼠命名

为DHP品种。本实验取 Zmu-1∶DHP白色豚鼠 22只，

DHP 花色豚鼠 22 只，Zmu-2∶DHP 黑色豚鼠 13 只，

体重约 300～400 g，性别不论。所有动物均来自浙江

宏润生物科技有限公司［SCXK（浙） 2022-0010］，质

量合格证号为 20240315Cddz0600999173。所有豚鼠毛

色表型见图1。

1.2　试剂及仪器
DNA提取试剂盒（Code No.9765）、RNA提取试剂

盒 （Code No. 9767）、RNA 反转录试剂盒 （Code No. 
RR037Q） 和 SYBR Green 荧光定量 PCR 染料 （Code 
No. RR820Q）均购自日本 TaKaRa公司，2×Hieff@PCR
预混液（Yeasen 10157）购自翌圣生物科技（上海）股

份有限公司。DNA测序试剂BigDye3.1、5×测序缓冲液

和高度去离子 （Hi-Di） 甲酰胺购自美国 Applied 
Biosystems公司，虾碱酶（shrimp alkaline phosphatase，
SAP）购自美国Promega公司，外切酶ExoⅠ购自美国

Epicentre公司。2720型PCR仪和3730XL型测序仪均购

自美国Applied Biosystems公司，CFX-96荧光定量PCR
检测仪、Gene Pluser Xcell型电泳仪和GelDoc XR（170-
8170）型凝胶图像仪均购自美国Bio-Rad公司，Nano-
Drop分光光度计购自美国Thermo公司。

1.3　皮肤组织取样
动物实验在浙江中医药大学动物实验研究中心

［SYXK（浙） 2021-0012］的豚鼠饲养室进行，普通级

环境，相对湿度为40%～70%，室温保持在22～26 ℃，

昼夜时长 12/12 h。动物实验方案经浙江中医药大学实

验动物管理与伦理委员会审查批准（IACUC-202305-
11）。整个动物饲养及实验操作过程均按照中国动物伦

理福利相关标准执行。获取实验材料前，先用过量戊

巴比妥钠麻醉对豚鼠施行安乐死，然后剪取其背部直

径为 1.5 cm的皮肤，置于 2 mL试管内，迅速放入液

氮。等所有皮肤组织样本取完后，放置于−85 ℃冰箱

保存。

1.4　DNA、RNA 提取及 RNA 反转录
分别用DNA和RNA提取试剂盒，按照说明书提取

豚鼠皮肤组织中DNA及RNA，然后电泳检测其质量。

使用反转录试剂盒将RNA反转录成 cDNA，以供后续

实时荧光定量PCR检测；具体操作按照试剂盒说明书

进行。

1.5　引物设计
在 NCBI 上查到豚鼠 TYR、MC1R 基因的 DNA 序

列，包括外显子（含CDS）和部分内含子。在CDS及
其旁侧序列上用Primer 5.0软件设计引物，使扩增的目

标序列覆盖所有CDS。在TYR基因的CDSⅠ区域设计2
对引物，在CDSⅡ-Ⅴ区域各设计1对引物。因某些豚

鼠个体的MC1R基因涉及序列缺失（包括CDS及其两

侧序列缺失），所以该基因设计1对跨越缺失区的引物

MC1R-F2和MC1R-R2，同时在缺失区内外各设计1条
引物MC1R-F和MC1R-R。扩增TYR和MC1R基因的引

物序列见表1，MC1R两对引物在基因序列上的结合位

置示意见图2。
另外，用软件设计检测 TYR、MC1R基因RNA表

达量的引物序列，详见表2。
1.6　测序分析 TYR 和 MC1R 基因多态性

利用表 1所示DNA引物，分别用 PCR扩增 3个品

种豚鼠皮肤组织中的TYR、MC1R基因，电泳检测扩增

产物。然后委托上海天昊生物科技有限公司对扩增的

DNA片段进行测序，使用 Polyphred软件分析基因结

构、单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，
SNP）突变点和突变区域。

图 1 白色 （A）、花色 （B） 和黑色 （C） 豚鼠的毛色表型
Figure 1 White （A）， variegated （B）， and black （C） coat-color phenotypes of the guinea pigs
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1.7　实时荧光定量 PCR 检测 TYR 和 MC1R 基因
表达

按照 SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ荧光定量试剂盒说

明书，配制下列扩增液：SYBR®Premix Ex TaqTM Ⅱ

（2×） 10 μL，20 μmol/L 正反向引物各 1.0 μL，Rox 
0.4 μL， cDNA 模板 1.0 μL，DEPC 处理水 6.6 μL，
共 20 μL。引物序列见表 2。模板为 3种毛色豚鼠的

皮肤组织 cDNA。将该反应体系加到用于荧光定量

反应的 8联管内，用实时荧光定量 PCR仪分别扩增

TYR 及 MC1R 基因，同时设置 β-actin 内参，灭菌双

蒸水替代模板作为阴性对照组。cDNA 浓度及参照

组进行统一归一化。扩增反应条件：预变性 95 ℃ 
3 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40个循环。熔解曲线

从 55 ℃开始，每 30 s升高 0.5 ℃，直到 95 ℃，循环

1 次。所有反应信息资料由 ABI StepOnePlus PCR 仪

收集，循环阈值（cycle threshold，Ct）值通过计算

机软件测量和计算，经公式 2-△△Ct计算目的基因的

相对表达量。

表 1　测序扩增 TYR、MC1R 基因编码序列的引物
Table 1　Primers for amplifying the coding sequences of the TYR and MC1R genes

引物名称
Primer name

TYR-1F1
TYR-1R1
TYR-1F2
TYR-1R2
TYR-2F
TYR-2R
TYR-3F
TYR-3R
TYR-4F
TYR-4R
TYR-5F
TYR-5R
MC1R-F
MC1R-R
MC1R-F2
MC1R-R2

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5' to 3')

GCTCAAACAGAGTTTGGAAGCA
AAACATGGGAGTTGATCCATTCTT
GAGTGTCCCAGAGAAGGATAAATTC
ATGAGGTGCTCTGTAAGGACAGATA
CCTGATTATTAGAAATCAAAGCTGGTAAC
AATTTAAACACAAAGTCAGGAGGAAA
TAGTCATTTGGACTTTTATCAGGTAAACTA
AATCCTACCAACTGGGTAAATTAGCATA
ATATTATGTAGGGCACAATAGCATGAA
TAGAGATAACACTCTAGAAACATAAACTT
AAAAATTGAGATTTCCTTCTATTTCAG
GATCTTCACTGACAAACAGGGATT
CACTCTTGGGACCCCTGGAT
TTCCTGCTTTTTGGGGTCATACTC
CCCCGTGATAAACAGCACAATGG
TTGTGCCTCCTTTGCTTGTGTC

扩增片段长度/bp
Length of amplified 

fragment/bp
534

571

382

387

462

365

1 249

3 956 or 1 196

位置
Location

外显子Ⅰ

外显子Ⅰ

外显子Ⅱ

外显子Ⅲ

外显子Ⅳ

外显子Ⅴ

外显子

外显子Ⅰ

注：黄色区域为编码序列 （CDS） 区。两个直箭头之间为序列缺失
区 （某些个体具有）。
Note： Yellow area represents the coding sequence （CDS）. The 
sequence missing area is between two arrows （present in some 
individuals）.
图 2 MC1R 基因的引物结合位置
Figure 2 Primer binding site of MC1R gene

表 2　PCR 检测 TYR、MC1R 基因表达量的引物序列
Table 2　Primers for PCR detection of TYR and MC1R gene expression

引物名称
Primer name

TYR-F
TYR-R
MC1R-F
MC1R-R
β-actin-F
β-actin-R

引物序列（5’→3’）
Primer sequence (5’ to 3’)

TGGAACAAGCACGTCAGATCTG
AGCTGCTTTCTCTTGTGATGGC
TCGCCGTGGACCGCTATATCTC
AGGTGATGAAGAGGGTGCTGGAG
TGTGGATCGGCGGCTCTATC
GACTCATCGTACTCCTGCTTGC

扩增片段长度/bp
Length of amplified 

fragment/bp
118

132

79

位置
Location

TYR 编码序列Ⅴ区域

MC1R 编码序列

β-actin
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1.8　统计学分析
使用Chromas 2、Primer 5和DNAman 9软件进行测

序结果分析；使用Cervus 3.0软件分析基因频率和基因

型频率。使用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。3个毛

色品种豚鼠的TYR、MC1R基因型和基因频率用百分率

表示，组间比较采用卡方检验；基因表达量用平均值±
标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，组内比

较采用 LSD-t检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

使用GraphPad Prism 9软件制作统计图。

2　结果

2.1　TYR 基因的外显子 CDS 及氨基酸序列多态性
豚鼠TYR基因测序发现，外显子Ⅰ的CDS区域有1

个 SNP变异点，其变异位置部分峰值图如图 3所示，

可见该区域第710 bp位置上核苷酸由野生型A（图3A）
突变成白化型G（图 3B），杂合型R见图 3C，等位基

因由此形成A/A、G/G、A/G三种基因型，外显子Ⅱ-Ⅴ
的CDS区域无突变。运用软件将TYR基因的CDSⅠ翻

译成273个氨基酸的序列，比对突变型和野生型序列，

发现第 237号氨基酸位置由密码子 gac突变为 ggc，相

对应天冬氨酸D变为甘氨酸G。突变点附近的两条氨

基酸序列见图4。
2.2　MC1R 基因的 CDS 序列多态性

豚鼠MC1R基因外显子CDS及旁侧序列测序发现，

部分个体的 MC1R基因呈现两个断裂点，分别位于第

603 260 bp和 606 019 bp位置，断裂点之间缺失一段

DNA序列，长度为 2 760 bp，其中包括CDS区域。因

片段缺失而造成MC1R基因呈长度多态性，其插入序

列及断裂点旁侧部分序列的峰值图见图5。

图6所示电泳图验证了MC1R序列缺失现象，可见

用MC1R-F/R引物扩增野生型样本能得到1 249 bp的片

段（泳道 2），其单倍体基因标记为N，而突变型样本

不能扩出产物（泳道1），其单倍体标记为−，泳道3为
杂合型产物；用MC1R-F2/R2引物扩增野生型样本能

得到 3 956 bp的片段（泳道 5），而突变型样本只扩出

1 196 bp的片段（泳道 4），泳道 6为杂合型产物。因

此，断定突变型比野生型缺少2 760 bp的片段。

注：A 为 A/A 野生纯合型；B 为 G/G 突变纯合型；C 为 A/G 杂合型
（绿色峰与黑色峰合并）。
Note： A， A/A Wild homozygous； B， G/G Mutant homozygous； 
C， A/G Heterozygous （green peak combined with black peak）.
图 3 豚鼠 TYR 基因外显子 I 编码序列区域的 SNP 峰值图
Figure 3 Single nucleotide polymorphism （SNP） peak plot 

in the coding sequence region of TYR  gene exon 
Ⅰ in guinea pigs

图 4  豚鼠 TYR 基因外显子 I 编码序列区域的变异点氨基酸
序列

Figure 4 Amino acid sequences at the mutation point in 
the coding sequence region of TYR gene exon Ⅰ 
in guinea pigs

注：垂直箭头指示序列断裂点。
Note：Vertical arrow indicates the sequence breakpoint.
图 5 豚鼠 MC1R 基因外显子缺陷区域的峰值图
Figure 5 Peak plot of the deleted sequence region in the exon of MC1R gene in guinea pigs
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2.3　TYR 基因的基因型及基因频率
将3种豚鼠的TYR基因变异情况统计列于表3，可

见每种豚鼠基因型和基因的最高频率如下：Zmu-1∶
DHP 白色豚鼠的 G/G 基因型及 G 基因频率都高达

100%；DHP花色豚鼠的A/A基因型为 77%，A基因频

率为 89%； Zmu-2∶DHP 黑色豚鼠的 A/A 基因型为

85%，A基因频率为92%。因此说明白色豚鼠全部是G/
G基因型，而花色及黑色豚鼠以A/A基因型为主，黑色

豚鼠的A/A基因型频率又略高于花色豚鼠。随着豚鼠

白色表型向黑色表型过渡，TYR 等位基因由 G 转变

至A。
2.4　MC1R 基因的基因型及基因频率

将携带缺失片段的 MC1R 基因单倍体位点标记

为-，片段未缺失的位点标记为N，则正常MC1R等位

基因的基因型为 N/N，一侧等位基因片段缺失的为

N/-，两侧等位基因片段均缺失的为−/−。3种豚鼠的

MC1R基因变异情况统计列于表4，从中可见每种豚鼠

基因型和基因的最高频率如下：Zmu-1∶DHP白色豚鼠

的-/-基因型频率为 82%，−基因频率为 89%；DHP花
色豚鼠的N/-基因型为55%，-和N基因频率各为50%；
Zmu-2∶DHP 黑色豚鼠的 N/N 基因型为 50%，略高于

N/-基因型，N基因频率为 71%。因此说明白色豚鼠

以-/-基因型为主，花色豚鼠以N/-为主，黑色豚鼠以

N/N为主。随着豚鼠白色向黑色表型过渡，MC1R等位

基因由-转变至N。

2.5　TYR 和 MC1R 基因的 RNA 相对表达量
实时荧光定量PCR分析5只白色、5只花色和4只

黑色豚鼠的 TYR、MC1R基因表达水平，结果见图 7。
就TYR基因（图7A）来说，Zmu-1：DHP白色豚鼠的基

表 3　豚鼠 TYR 基因的基因型频率及基因频率
Table 3　Genotype and gene frequencies of the TYR gene in guinea pigs

品 种
Breed

Zmu-1:DHP （n=22）
DHP （n=22）

Zmu-2:DHP （n=13）

基因型频率（样本数）
Genotypic frequency（Sample size）

G/G
1.00 （22）
0.00 （0）
0.00 （0）

G/A
0.00 （0）
0.23 （5）
0.15 （2）

A/A
0.00 （0）
0.77 （17）
0.85 （11）

基因频率（基因数）
Gene frequency（Gene count）

G
1.00 （44）
0.11 （5）
0.08 （2）

A
0.00 （0）
0.89 （39）
0.92 （24）

注：A 为野生型基因，G 为突变型基因。
Note： A is the wild-type gene， G is the mutant gene.

表 4　豚鼠 MC1R 基因的基因型频率及基因频率
Table 4　Genotype and gene frequencies of the MC1R gene in guinea pigs

品 种
Breed

Zmu-1:DHP （n=22）
DHP （n=22）

Zmu-2:DHP （n=12）

基因型频率（样本数）
Genotypic frequency（Sample size）

−/−
0.82 （18）
0.23 （5）
0.08 （1）

−/N
0.14 （3）
0.55 （12）
0.42 （5）

N/N
0.05 （1）
0.23 （5）
0.50 （6）

基因频率（基因数）
Gene frequency（Gene count）

−
0.89 （39）
0.50 （22）
0.29 （7）

N
0.11 （5）
0.50 （22）
0.71 （17）

注：N 为野生型基因，−为突变型基因。
Note： N is the wild-type gene， − is the mutant gene.

注：1、4 泳道为-/-突变纯合型，2、5 泳道为 N/N 野生纯合型，3、6
泳道为-/N 杂合型。1、2、3 泳道为 MC1R F/R 引物扩增产物，4、5、
6 泳道为 MC1R F2/R2 引物扩增产物。
Note： 1， 4 lanes are -/- Mutant homozygous type； 2， 5 lanes are N/
N Wild homozygous type； 3， 6 lanes are -/N Heterozygous type. 1， 
2， 3 lanes are the amplification products of MC1R F/R primers； 4， 
5， 6 lanes are amplification products of MC1R F2/R2 primers.
图 6 豚鼠 MC1R 基因 PCR 产物电泳图
Figure 6 Electrophoretic map of PCR products of MC1R 

gene in guinea pigs
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因表达量高于DHP花色和 Zmu-2∶DHP黑色豚鼠，但

无显著差异（P>0.05）；Zmu-2∶DHP黑色豚鼠的 TYR
基因表达水平也高于DHP花色豚鼠，但差异也不显著

（P>0.05）。就MC1R基因（图 7B）来说，DHP花色和

Zmu-2∶DHP 黑色豚鼠的基因表达量都极显著高于

Zmu-1∶DHP白色豚鼠（P<0.01）；而Zmu-2∶DHP黑色

豚鼠的 MC1R 基因表达水平明显高于 DHP 花色豚鼠

（P<0.05）。

3　讨论

与其他动物一样，豚鼠的毛色演变机制比较复

杂。已知 TYR及MC1R是调控动物毛色比较重要的基

因，并且两者相互协同调控产生多种毛色。TYR是调

控酪氨酸生成黑色素的限速酶，其活性高低与调控生

成真黑色素还是褐黑色素，即皮毛呈黑色还是浅色有

关。MC1R激活或抑制将影响 TYR的表达和活性，从

而调节色素深浅［7］。色素基因的多态性及活性关系黑

色素产生的量及比例，能引起动物被毛的颜色深浅和

斑块形成［8］。本研究检测了豚鼠TYR和MC1R基因的

多态性及组织表达，结果发现：TYR基因CDSⅠ区域

第 710 bp点突变呈 SNP，产生野生型A和白化型G两

种核苷酸，所有白色被毛表型的豚鼠100%呈现G/G基
因型。这说明该 SNP与白化表型呈完全共分离，支持

白化隐性遗传模式。该位点错义突变 710A>G，
Asp237Gly与豚鼠产生白化表型有关，这与Yu等［4］证
明的白化豚鼠 TYR基因变异结论相同。Yan等［9］认
为，白化机制是A/A变异为G/G后，该位点插入了一

个过早终止编码序列，导致不能合成色素来调控皮毛

产生深色之故。深色被毛（花、黑）表型豚鼠的TYR
基因少量呈A/G基因型，多数呈A/A基因型，而且黑

色豚鼠的A/A基因型频率高于花色豚鼠，说明豚鼠毛

色变成深色（花、黑）后，A基因和A/A基因型频率快

速增高。因此提示，A是 TYR控制深色表型的主要基

因，呈显性遗传特征。

本研究还发现，MC1R基因外显子缺失2 760 bp序
列，因而出现基因长度多态性。据报道，MC1R基因缺

失2 760 bp片段后，将失去调控产生黑色素的功能［5］，
或产生黄色被毛［6］。所以，MC1R的缺失型为-/−突变

型，控制产生浅色被毛；非缺失型为N/N野生型，控

制产生深色被毛。这从白毛豚鼠MC1R有比较高的−/−
基因型频率，深色豚鼠中的花色豚鼠以−/N基因型为

主，黑色豚鼠以N/N基因型为主，−/N基因型次之可以

看出。以上结果说明，随着毛色由花色变为黑色，豚

鼠MC1R的N基因和N/N基因型频率逐渐增高。N基

因是MC1R调控深色被毛的主要基因，呈显性遗传，

而−基因呈隐性遗传。由此可见，豚鼠深色毛是TYR基
因A位点及MC1R基因N位点共同调控的结果。本研究

使用的豚鼠是本课题组培育品种，与文中参考文献

［6］报告的豚鼠来源及遗传不同，但相同毛色豚鼠的

关键毛色基因突变位点仍一致，进一步证明这些基因

突变是促使毛色多样性的主要因素。

从基因表达结果来看，白色豚鼠TYR的G基因表

达率较高，MC1R基因表达率极低，证明豚鼠白色被毛

主要由TYR的G基因调控。深色被毛豚鼠中，TYR的G
和MC1R的−基因频率降低，A和N基因频率升高，同

时花色到黑色豚鼠的基因表达率增强，表现毛色逐渐

变深，直至黑色，这与中国家驴深色被毛变化的情

况［10］相似。然而在调控色素由浅变深的过程中，两

个基因在品种间的表达水平差异很大：TYR基因表达

组间P>0.05，可见其调控力较弱；而对MC1R基因来

说，花色及黑色豚鼠基因表达率均极显著高于白色豚

鼠（P<0.01），黑色豚鼠基因表达率又高于花色豚鼠

（P<0.05），可见其调控力极强。这说明，豚鼠深色被

注：TYR 基因中，白色与花色和黑色豚鼠比较，P>0.05；花色与黑
色豚鼠比较，P>0.05。MC1R 基因中，白色与花色和黑色豚鼠比较，
P<0.01；花色与黑色豚鼠比较，P<0.05。
Note： In the TYR gene， white group is compared with variegated 

（decor） and black groups， P>0.05； variegated （decor） group is 
compared with black group， P>0.05. In the MC1R gene， white group 
is compared with variegated （decor）and black groups， P<0.01； 
variegated （decor） group is compared with black group， P<0.05.
图 7 实时荧光定量 PCR 检测豚鼠 TYR、MC1R 基因的 RNA 表

达量
Figure 7 RNA expression levels of TYR and MC1R  genes in 

guinea pigs detected by real-time fluorescent 
quantitative PCR
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毛以MC1R调控力较显著，TYR可能仅对每个个体深毛

色起到不同程度的修饰及辅助作用，这与朱谋等［11］

提出的 TYR较弱、MC1R较强的结论相一致。杨永升

等［12］认为，MC1R是影响黑色素合成的主效基因，该

基因变异会导致不同的表型性状。本研究中个别MC1R

的−/−基因型个体出现深色表型，可能是TYR的A及其

他有色基因与−/−基因共同调控的结果。因此，豚鼠毛

色变化与毛色基因紧密相关，毛色基因的多态性变化

与个体基因表达差异等因素复合构成豚鼠多种被毛颜

色，尤其还有其他毛色基因引起花色被毛的随机调和

式变化。

毛色基因调控机体产生色素，包括真黑色素和褐

黑色素。据文献报告，黑色素与抵抗病毒传染病有关。

Manning等［13］认为，黑色素可以抑制艾滋病发生，皮

肤较黑的人感染艾滋病概率显著降低。胡国斌等［14］

报告，黑色素能抵抗流感病毒。鲁明等［15］阐述了黑

色素的作用机制，认为黑色素在皮肤及黏膜中起到增

强抵抗病毒侵入的作用，能够抑制人类免疫缺陷病毒

（human immunodeficiency virus，HIV）的复制。笔者也

曾发现，课题组培育的Zmu-1：DHP白色豚鼠对口蹄疫

病毒极敏感，而脚爪部位伴有黑色毛的DHP花毛豚鼠

则对该病毒呈抗性，说明豚鼠黑色素的增多及其产生

部位对病毒的易感性至关重要。结合豚鼠病毒易感性

的表型，从本文基因分析来看，TYR控制白色毛的G
基因可能是豚鼠对病毒敏感及免疫力较低表型的标志

基因，反之，控制有色毛的TYR的A基因和MC1R的N
基因可能是抵抗病毒及免疫力较高表型的标志基因。

由于表型与基因存在相关性，标志基因又可能与其他

性状基因存在连锁关系，因此本研究中这些色素基因

位点可作为遗传标志，为筛选豚鼠优势性状基因提供

锚定位点或方向标。
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肥胖食蟹猴一般身体指标、血糖、血脂的动态监测及
相关性分析
韦炎冶1, 申 果1, 张鹏飞1,2, 石松平1, 胡家豪1, 张绪哲1, 花慧源3, 花冠洋3, 陆宏正3, 曾 勇1,4, 

季 风1,4, 韦祝梅1,4

(1. 广西华仁济瀛生物科技有限公司, 南宁 530000;  2. 广西科学院, 南宁 530007;  3. 来宾市新桂生物科技有限公司,

来宾 546108;  4. 广西华仁医学科技集团, 南宁 530000)

[摘要] 目的　通过检测肥胖型食蟹猴的一般身体指标与血糖、血脂的动态变化，探究各指标之间相关性，为肥胖
食蟹猴模型研究提供参考依据。方法　选取 5～17 岁的正常雄性食蟹猴 30 只 （体重指数＜35 kg/m2且糖化血红蛋白
含量＜4.50%） 和自发性肥胖雄性食蟹猴 99 只 （体重指数≥35 kg/m2 且糖化血红蛋白含量＜4.50%），连续 3 年监测
其腹围、皮脂厚度、体重、体重指数、空腹血糖、糖化血红蛋白以及血脂四项指标，并使用重复测量方差分析、简
单线性回归和多元线性回归相关性分析方法分析各指标间的相关性。结果　与正常食蟹猴相比，肥胖食蟹猴的腹
围、皮脂厚度、体重、体重指数和甘油三酯水平均显著升高 （均 P<0.05）；正常食蟹猴的皮脂厚度逐年上升，其余
指标维持稳定。与第 1 年相比，肥胖食蟹猴第 2 年腹围、皮脂厚度、体重、体重指数、甘油三酯和空腹血糖水平显
著升高 （均 P<0.05），且升高趋势在第 3 年持续存在 （均 P<0.05）。正常食蟹猴第 2、3 年的肥胖发生率分别为
16.67% 和 23.33%，糖尿病的发病率均为 16.67%。肥胖食蟹猴第 2、3 年糖尿病的发病率分别为 29.29%、44.44%，其
中在 11～13 岁群体发病率分别为 36.36%、44.68%，大于 13 岁群体的发病率 （分别为 28.13% 和 51.35%）。相关性分
析结果显示，糖尿病发病组食蟹猴的空腹血糖与年龄、腹围、皮脂厚度、体重、甘油三酯水平均显著相关

（均 P<0.05）。结论　长期肥胖可导致食蟹猴的一般身体指标及空腹血糖水平升高，并增加糖尿病的发病率；在肥
胖引起的糖尿病食蟹猴中，其空腹血糖与年龄、体重、腹围、皮脂厚度、甘油三酯水平均高度相关，这对于预测自
发性糖尿病的发生有一定意义。
[ 关 键 词 ] 肥胖； 食蟹猴； 身体指标； 血糖； 血脂； 相关性分析
[中图分类号] Q95-33；R-332  [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0030-07

Dynamic Monitoring and Correlation Analysis of General Body 

Indicators, Blood Glucose, and Blood Lipid in Obese Cynomolgus 

Monkeys

WEI Yanye1, SHEN Guo1, ZHANG Pengfei1,2, SHI Songping1, HU Jiahao1, ZHANG Xuzhe1, HUA Huiyuan3, HUA 
Guanyang3, LU Hongzheng3, ZENG Yong1,4, JI Feng1,4, WEI Zhumei1,4

(1. Guangxi Huaren Jiying Biotechnology Co. , Ltd. , Nanning 530000, China; 2. Guangxi Academy of Sciences, 
Nanning 530007, China; 3. Laibin Xingui Biotechnology Co. , Ltd. , Laibin 546108, China; 4. Guangxi Huaren 
Medical Science and Technology Group, Nanning 530000, China)
Correspondence to: WEI Zhumei (ORCID: 0000-0002-1846-7501), E-mail: weizhumei@hrjyswkj.com

[ABSTRACT] Objective　This study aims to investigate the dynamic changes in general body parameters, 
blood glucose, and blood lipid profiles in obese cynomolgus monkeys, exploring the correlations among 
these parameters and providing a reference for research on the obese cynomolgus monkey model. 
Methods　30 normal male cynomolgus monkeys aged 5 - 17 years old (with body mass index < 35 kg/m² 
and glycated hemoglobin content < 4.50%) and 99 spontaneously obese male cynomolgus monkeys (with 
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body mass index ≥35 kg/m² and glycated hemoglobin content < 4.50%) were selected. Over a period of 
three years, their abdominal circumference, skinfold thickness, body weight, body mass index, fasting blood 
glucose, glycated hemoglobin, and four blood lipid indicators were monitored. The correlations between 
each indicator were analyzed using repeated measurement ANOVA, simple linear regression, and multiple 
linear regression correlation analysis method. Results Compared to the control group, the obese group 
exhibited significantly higher levels of abdominal circumference, skinfold thickness, body weight, body 
mass index, and triglyceride (P＜0.05). In the control group, skinfold thickness increased annually, while 
other indicators remained stable. Compared with the first year, the obese group showed significantly 
increased abdominal circumference, skinfold thickness, body weight, body mass index, triglyceride, and 
fasting blood glucose in the second year(P＜0.05), with this increasing trend persisting in the third year (P＜
0.05). In the control group, the obesity incidence rates in the second and third years were 16.67% and 
23.33%, respectively, while the prevalence of diabetes remained at 16.67%. In the obese group, the diabetes 
incidence rates were 29.29% and 44.44% in years 2 and 3, respectively. Among the 11-13 year age group, the 
incidence rates were 36.36% and 44.68%, while for the group older than 13 years, the rates were 28.13% and 
51.35%. Correlation analysis revealed significant associations (P＜0.05) between fasting blood glucose and 
age, abdominal circumference, skinfold thickness, body weight, and triglyceride in the diabetic monkeys. 
Conclusion Long-term obesity can lead to the increases in general physical indicators and fasting blood 
glucose levels in cynomolgus monkeys, and an increase in the incidence of diabetes. In diabetic 
cynomolgus monkeys caused by obesity, there is a high correlation between their fasting blood glucose 
and age, weight, abdominal circumference, skinfold thickness, and triglyceride levels, which is of some 
significance for predicting the occurrence of spontaneous diabetes.
[Key words]  Obesity; Cynomolgus monkey; Body indicator; Blood glucose; Blood lipid; Correlation 

analysis

肥胖是一种慢性代谢性疾病，其特征是体内脂肪

的过度积累和分布，导致体重增加。长期肥胖会引起

机体糖脂代谢紊乱，进而导致糖尿病、高血脂等并发

症。肥胖与糖尿病之间有着较大的关联性。研究表明，

脂肪中产生的蛋白激酶 Cε （protein kinase C epsilon，
PKCε）可影响脂肪组织健康，干扰葡萄糖代谢，从而

促进糖尿病等疾病发生［1］。肥胖是高脂血症的重要危

险因素，并直接导致胆固醇代谢异常。食蟹猴

（Cynomolgus Monkeys，拉丁学名为Macaca fascicularis）
作为医学研究中常用的非人灵长类实验动物，和人类

亲缘关系较近，基因组序列相似度高达 98%［2］。在众

多临床前实验中，如新型冠状病毒疫苗的研发，相比

啮齿类和其他类动物，食蟹猴能够较为准确地预测疫

苗在人体中的反应，具有显著优势［3］。尽管已有灵长

类实验动物用于肥胖和糖尿病研究的文献报道，但由

于灵长类动物的饲养成本较高，其肥胖相关指标的长

期监测数据相对匮乏。因此，本研究通过对肥胖食蟹

猴的体重、体重指数（body mass index，BMI）、腹围、

皮脂厚度、血糖、血脂等指标进行为期 3年（2022—
2024年）的动态监测，探究肥胖食蟹猴身体指标的变

化规律、指标之间相关性以及相关并发症，为肥胖食

蟹猴模型研究提供基础数据。

1　材料与方法

1.1　实验动物及饲养条件
实验动物来源于来宾市新桂生物科技有限公司

［SCXK（桂） 2023-0004］。从常规饲养的年龄在5～17
岁的 440 只雄性食蟹猴中筛选出正常食蟹猴 30 只
［BMI＜35 kg/m2 且 糖 化 血 红 蛋 白 （glycosylated 
hemoglobin A1c，HbA1c）＜4.50%］和自发性肥胖食

蟹猴 99只（BMI≥35 kg/m2且HbA1c＜4.50%），均为普

通级，年龄5～17岁，体重6～14 kg。
动物实验于 2022—2024年在来宾市新桂生物科技

有限公司实验动物设施中开展［SYXK （桂） 2024-
0001］，研究方案经来宾市新桂生物科技有限公司实验

动物管理委员会审核批准 （IACUC 批准号：XGI-
2022-08-001）。动物饲养在大笼中，每笼 5～10只，

饲养环境温度为 18～26 ℃，相对湿度为 40%～70%，
提供自然光照；饲喂全价猴颗粒饲料（购自北京科澳

协力饲料有限公司），并辅以青饲料，24 h自由饮水。

1.2　主要仪器及试剂
电子秤（型号RCS-20）购自江苏苏宏医疗器械有
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限公司；高速冷冻离心机（型号 Sorvall Legend Micro 
17R）购自美国Thermo Fisher Scientific公司；全自动生

化仪 （型号 ARCHITECT c16000） 购自美国 Abbott 
Laboratories公司；皮脂厚度仪（型号PZJ-01）购自常

熟市新枫仪表有限公司；水平尺（型号DL700600C）
为得力集团有限公司产品；硫酸阿托品注射液（批号

230301，规格10 mL：50 mg/支）为芮城县方宏动物药

业有限公司产品；注射用舒泰 50（批号 9AE7A，规格

250 mg/瓶）为法国Virbac公司产品。

1.3　一般身体指标的检测
每年6～8月进行年度检疫时检测1次，连续检测3

年。动物禁食 12 h后，麻醉动物：麻醉前 15 min于动

物股外侧肌内注射硫酸阿托品注射液（0.01 mg/kg），
15 min后注射舒泰50（3 mg/kg）。麻醉完成后，测量每

只食蟹猴的体重、冠臀长、腹围和皮脂厚度，计算

BMI。体重测量：使用电子秤进行称重（kg）。冠臀长

测量：动物自然侧卧于操作台上，身体保持舒展，平

直，将水平尺刻度面朝上，调节水平尺中的气泡，使

之位于两分划线中间，测量从头顶到尾根的长度

（m）。腹围测量：动物双臂提起，使动物端坐在操作

台上，用皮尺环绕肚脐位置的腹部一周测量腹围

（cm）。皮脂厚度测量：使用皮脂厚度仪夹住动物肚脐

下方皮肤，测量皮脂厚度（mm）。BMI=体重/冠臀

长度 2。
1.4　血液生化指标测定

每年6～8月进行年度检疫时检测1次，连续检测3
年。动物禁食 12 h后，麻醉动物，根据灵长类实验动

物24 h内安全采血量公式［体重（kg） ×65（mL/kg） ×
7%］计算出安全采血量，通过静脉采集相应血量。

EDTA-K2采血管（1 mL/只）用于检测HbA1c；氟化

钠+EDTA采血管（1 mL/只），2 h内离心分装，用于检

测空腹血糖（fasting blood glucose，FPG）；普通生化

采血管（2 mL/只），保存于 4～8 ℃约 2 h后离心分装

保存，用于检测总胆固醇（total cholesterol，TC）、甘

油三酯 （triglyceride， TG）、高密度脂蛋白胆固醇

（high density lipoprotein cholesterol，HDL-C）和低密度脂

蛋白胆固醇（low density lipoprotein cholesterol，LDL-C）。
FPG≥5.56 mmol/L或HbA1c≥5%判定为糖尿病［4］，TC≥
3.0 mmol/L、TG≥1.10 mmol/L且 LDL-C≥2.00 mmol/L判
定为高血脂［5］。
1.5　统计学分析

采用SPSS 23.0统计学软件进行测得数据分析，实

验结果以平均值±标准差（-x±s）表示。组间比较采用

独立样本 t检验，同一组动物同一指标不同年份之间比

较采用重复测量方差分析，肥胖组糖尿病动物各项指

标之间的相关性分析采用简单线性回归和多元线性回

归分析法，检验水准为α=0.05。
2　结果

2.1　正常与肥胖食蟹猴的一般身体指标比较
独立样本 t检验分析结果显示，肥胖组食蟹猴连续

3年（2022—2024年）的腹围、皮脂厚度、体重和BMI
均显著高于正常组（P＜0.05）；正常组食蟹猴的皮脂

厚度在2023和2024年显著高于2022年（P＜0.05），而

肥胖组食蟹猴的腹围、皮脂厚度、体重和BMI在 2023
年和2024年均显著高于2022年（P＜0.05）。进一步的

重复测量方差分析结果显示：年龄和组别对腹围、皮

脂厚度和BMI存在显著交互作用（P＜0.05），而且年

龄和组别均对腹围、皮脂厚度、体重和BMI具有显著

的主效应（P＜0.05）。以上结果表明，肥胖食蟹猴的

腹围、皮脂厚度、体重和BMI随年龄呈正相关增长趋

势，详见表1。
2.2　血液生化指标
2.2.1　血脂四项指标比较

独立样本 t检验分析结果显示，与正常组相比，肥

胖组食蟹猴的 TG 水平在 2022—2024 年均显著升高

（P＜0.05）；与 2022 年相比，正常组 TC 在 2023 年，

HDL-C在2023和2024年均显著升高（P＜0.05）；肥胖

组 TG 水平在 2023 年和 2024 年显著高于 2022 年

（P＜ 0.05），TC和HDL-C在 2023年显著高于 2022年
（P＜0.05）。进一步的重复测量方差分析结果显示：年

龄 和 组 别 对 TC 和 HDL-C 存 在 显 著 交 互 作 用

（P＜0.05）；年龄和组别对 TG 均有显著的主效应

（P＜0.05），年龄对TC、LDL-C和HDL-C均有显著的

主效应（P＜0.05），详见表1。
2.2.2　空腹血糖和糖化血红蛋白水平比较

重复测量方差分析结果显示，与2022年相比，肥

胖组的 FPG在 2023和 2024年均显著升高（P＜0.05），
HbA1c在 2023年显著升高（P＜0.05）。同时，年龄增

长对FPG具有显著的主效应（P＜0.05），详见表1。
2.3　相关性分析
2.3.1　正常与肥胖食蟹猴的年龄分布及糖尿病、高
脂血症患病分析

患病率分析结果显示：正常组在2023年和2024年
的肥胖发病率为16.67%和23.33%，糖尿病发病率均为

16.67%，其中在11～13岁群体的发病率分别为25.00%
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和 23.08%，未观察到高脂血症；肥胖组在 2023年和

2024年的糖尿病发病率分别为 29.29%和 44.44%，其

中在11～13岁群体的发病率分别为36.36%和44.68%，
13岁以上群体的发病率分别为 28.13%和 51.35%；肥

胖组在 2023 年和 2024 年高脂血症发病率均为

1.01%（表2）。
2.3.2　糖尿病食蟹猴的各项指标相关性分析

简单线性回归分析结果显示，糖尿病食蟹猴空腹

血糖水平与年龄（r=0.300，P＜0.01）、腹围（r=0.353，
P＜0.01）、皮脂厚度（r=0.296，P＜0.01）、体重（r=
0.488，P＜0.01）呈显著正相关（图 1）。相关性矩阵

分析结果显示，糖尿病食蟹猴年龄与 FPG （r=0.548，
P＜0.05） 和 TG （r=0.530，P＜0.05） 水平显著正相

关； FPG 与年龄 （r=0.548， P＜0.05）、HbA1c （r=
0.819，P＜0.05）、体重（r=0.492，P＜0.05）、腹围（r=
0.481，P＜0.05）、BMI（r=0.463，P＜0.05）和TG（r=
0.565，P＜0.05）显著正相关（P＜0.05），详见表 3。
多元线性回归分析结果显示，FPG与年龄、BMI、TG
的标准化回归系数分别为 0.353、0394、0.329 （P＜

0.05），决定系数R2=0.740，P＜0.05，说明FPG的变化

有 74.0% 是由年龄、BMI和TG变化引起的。

3　讨论

向心性肥胖（腹部肥胖）主要表现为腹围增加、

内脏脂肪堆积和体重增加，这是肥胖症的主要特

征［6-7］。本研究选取了 30只正常雄性食蟹猴及 99只
自发性肥胖型雄性食蟹猴，持续监测它们在 2022—
2024 年的身体指标变化。根据中国 BMI 分级标准，

32≤BMI<36为中度肥胖；为排除因季节、环境和饲养

条件等因素造成的短暂轻度肥胖，本研究仅纳入中度

及以上肥胖且无其余并发症的个体（BMI≥35 kg/m2且
HbA1c＜4.50%）进行监测。结果显示，与正常组相

比，肥胖组在2023年和2024年的腹围、皮脂厚度、体

重、BMI和TG水平显著升高；时间趋势分析显示，正

常组的皮脂厚度随年龄增长逐渐增加，其余指标维持

稳定；与2022年相比，肥胖组在2023年的腹围、皮脂

厚度、体重、BMI、TG和FPG水平均显著升高，2024
年维持在2023年的水平，表明肥胖显著促进了皮下脂

肪的堆积、体重的增加，以及空腹血糖的升高。

长期肥胖可导致胰岛素抵抗、心血管疾病，甚至

癌症［8］，并被认为是心血管疾病和 2型糖尿病的重要

预测指标［9-10］。向心性肥胖患者更容易发展为 2型糖

尿病，这可能与患者腹部皮下脂肪的异常堆积、前体

表 1　正常与肥胖食蟹猴各指标比较
Table 1　Comparison of various indicators between normal and obese cynomolgus monkeys

（
-x±s）

指标
Indicator

AC l/cm

SFT d/mm

BW m/kg

BMI

TG c/(mmol·L-1)
TC c/(mmol·L-1)
LDL-C c/(mmol·L-1)
HDL-C c/(mmol·L-1)
FPG c/(mmol·L-1)
HbA1c ω/%

正常组（N=30）
Normal group

2022

37.12±4.27

4.55±2.21

6.93±0.91
33.13±3.45

0.63±0.23

1.86±0.41

0.97±0.25

1.69±0.60

4.40±0.24

4.12±1.34

2023

38.13±5.14

8.30±4.43△△

7.27±0.93
34.20±4.67

0.77±0.34

2.26±0.42△△

0.84±0.27

2.23±0.69△△

4.52±1.12

4.11±0.29

2024

36.93±6.42

8.17±4.82△△

7.30±1.09
34.51±5.81

0.69±0.23

2.09±0.52

0.81±0.30

2.29±0.69△△

4.49±1.58

4.10±0.25

肥胖组（N=99）
Obese group

2022

46.58±7.35**

13.40±9.29**

9.59±1.81**

42.88±6.10**

0.75±0.45

2.07±0.44**

0.96±0.29

2.07±0.67

4.48±1.04

4.21±0.19

2023

50.03±8.47**△△

18.76±10.14**△△

10.50±2.20**△△

47.17±8.25**△△

1.08±0.67*△△

2.47±0.55△△

0.95±0.36

2.26±0.77△

5.25±1.99△△

4.42±0.92△

2024

49.77±8.53**△△

22.01±12.82**△△

10.60±2.20**△△

48.57±0.59**△△

0.98±0.49**△△

2.10±0.45

0.88±0.31*

2.06±0.64

5.10±1.83△△

4.45±1.45

F 值
F  value

F 交互
a

3.487

3.524

2.893

4.433

1.968

4.480

1.902

7.541

1.826

0.606

F 时间
b

5.969

20.057

13.517

12.116

9.659

53.847

6.624

12.433

3.442

0.437

F 组间
c

67.589

39.045

70.542

77.520

8.423

2.704

1.271

0.302

3.524

3.502

P 值
P  value

P 交互
a

0.032

0.032

0.059

0.014

0.144

0.012

0.151

0.010

0.163

0.547

P 时间
b

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

0.034

0.642

P 组间
c

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

0.040

0.103

0.262

0.584

0.063

0.064

注：AC 为腹围，SFT 为皮脂厚度，BW 为体重，BMI 为体重指数；TG，甘油三酯；TC，总胆固醇；LDL-C，低密度脂蛋白胆固醇；HDL-C，高
密度脂蛋白胆固醇；FPG，空腹血糖；HbA1c，糖化血红蛋白。与正常组相比，*P＜0.05，**P＜0.01；与 2022 年相比，△P＜0.05，△△P＜0.01。
a指方差分析交互作用的 F 值或 P 值； b指方差分析时间因素的 F 值或 P 值； c指方差分析分组因素的 F 值或 P 值。
Note： AC， abdominal circumference； SFT， skinfold thickness； BW，body weight； BMI，body mass index； TG， triglyceride； TC， total 
cholesterol； LDL-C， low density lipoprotein cholesterol； HDL-C， high density lipoprotein cholesterol； FPG， fasting blood glucose； HbA1c， 
glycosylated hemoglobin A1c. Compared with normal group， *P＜0.05， **P＜0.01； Compared with 2022， △P＜0.05， △△P＜0.01. aF or P value 
for interaction； bF or P value for time； cF or P value for between groups.

33



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2025, 45(1)

脂肪细胞分化障碍、过量的游离脂肪酸在内脏器官中

蓄积，导致各类代谢功能紊乱有关［11-12］。血脂异常也

会使患者的胰岛素敏感性降低，出现胰岛素抵抗，最

终导致血糖异常升高［13-14］。过多的脂肪积累会导致内

源性胆固醇积累，引起胰岛素抵抗，继而引起了血糖

升高以及胆固醇代谢紊乱，表现出高胆固醇和高甘油

三酯。既往研究表明，性别、年龄和BMI是初诊T2DM

患者并发向心性肥胖的重要危险因素，此外BMI、TG
和 HDL-C 对向心性肥胖的诊断也有一定的预测价

值［15］。肥胖患者合并糖尿病、高血压、高脂血症与高

尿酸血症的风险增加，身高和腰臀比可用于预测患者

肝脏的脂肪变性程度［16］。
本研究对不同年龄段的正常和肥胖食蟹猴发生糖

尿病和高血脂的情况进行分析。结果表明，两组食蟹

表 2　正常与肥胖蟹猴糖尿病、高脂血症并发症数据表
Table 2　Data table of diabetes and hyperlipidemia complications in normal and obese cynomolgus monkeys

组别
Group

正常组（N=30）
Normal group

肥胖组（N=99）
Obese group

患病
Disease

肥胖 Obese

糖尿病 Diabetes mellitus

肥胖 Obese

糖尿病 Diabetes mellitus

高脂血症 Hyperlipidemia

年龄/岁
Age/ years old

<8
8~10
11~13
>13

总计
<8

8~10
11~13
>13

总计
<8

8~10
11~13
>13

总计
<8

8~10
11~13
>13

总计
8~10
总计

发病数/只（发病率/%）
Number of cases (Incidence rate / %)
2023

0 (0.00)
1 (8.33)
2 (25.00)
2 (22.22)
5 (16.67)
0 (0.00)
2 (16.67)
2 (25.00)
1 (11.11)
5 (16.67)
5 (100.00)

15 (83.33)
44 (100.00)
32 (100.00)
96 (96.97)

0 (0.00)
4 (22.23)

16 (36.36)
9 (28.13)

29 (29.29)
1 (5.56)
1 (1.01)

2024
0 (0.00)
2 (33.33)
3 (23.08)
2 (20.00)
7 (23.33)
0 (0.00)
1 (16.67)
3 (23.08)
1 (10.00)
5 (16.67)
2 (100.00)

10 (90.91)
44 (100.00)
34 (100.00)
90 (90.91)

0 (0.00)
4 (33.33)

21 (44.68)
19 (51.35)
44 (44.44)

1 (8.33)
1 (1.01)

注：AC，腹围；SFT，皮脂厚度；BW，体重；FPG，空腹血糖。
Note： AC， abdomen circumference； SFT， skinfold thickness； BW， body weight； FPG， fasting blood glucose.
图 1 糖尿病食蟹猴空腹血糖与年龄、腹围、皮脂厚度、体重的简单线性回归
Figure 1 Simple linear regression of FPG with age， abdominal circumference， skinfold thickness and body weight in 

diabetic cynomolgus monkeys
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猴均在8岁开始出现糖尿病，提示8岁可能是食蟹猴的

糖尿病敏感期。正常组食蟹猴在2023年和2024年发生

肥胖的比例分别为 16.67%和 23.33%，呈现上升趋势；

正常组在 2023 年和 2024 年发生糖尿病的比例均为

16.67%，无明显变化。肥胖组中11～13岁食蟹猴的糖

尿病患病比例在 2023 年为 33.36%，2024 年升高至

44.68%；13岁以上食蟹猴的糖尿病发病率由2023年的

28.13%升高至 2024年的 51.35%，表明 11～13岁是肥

胖食蟹猴的糖尿病高发年龄阶段，也说明除了肥胖，

年龄也是糖尿病的重要危险因素。肥胖组食蟹猴在

2023—2024年的肥胖比例有下降趋势，这可能与部分

动物出现明显的糖尿病症状（“三多一少”），导致体

重和BMI下降有关，这也与同一时间段的一般身体指

标先显著上升后趋于平稳的现象相符。

本研究中相关性分析显示，糖尿病食蟹猴的空腹

血糖与年龄、腹围、皮脂厚度、体重呈显著正相关，

相关性矩阵和多元回归分析也证实了空腹血糖与年龄、

BMI和TG水平有显著的正相关性，提示这些指标对于

自发糖尿病具有一定的预测价值。既往研究表明，雌

性食蟹猴的体重与瘦素、胰岛素、血糖和甘油三酯水

平显著相关，是研究人类肥胖的良好模型［17］，这与本

次研究的雄性食蟹猴结果有相似之处；但从雄性食蟹

猴的一般身体指标、生化指标以及糖尿病的发病情况

来看，雄性食蟹猴同样适合作为肥胖模型，同时也是

自发糖尿病的良好模型。

本次研究具有一定的局限性，仅检测了 3年肥胖

食蟹猴的相关数据，下一步应增加监测的年限，以发

现肥胖食蟹猴的长期变化趋势，为肥胖症基础研究提

供更准确的参考。另外，在研究长期变化趋势的同时，

还应该根据动物情况优化研究方案，充分考虑长期研

究风险并具有相应措施，例如动物的生理机能可能会

出现自然衰退，对已发展成为糖尿病的动物应加强临

床观察，减少动物应激，对于出现严重糖尿病症状的

动物应给予相应的药物治疗，以保障动物福利。

[医学伦理声明 Medical Ethics Statement]
本研究涉及的所有动物实验已通过来宾市新桂生物科技有限
公司实验动物管理委员会审核批准 （批号：XGI-2022-08-
001）。所有实验过程均遵照中国实验动物相关法律法规条例
进行。
All animal experiments involved in this study have been 
reviewed and approved by the Laboratory Animal 
Management Committee of Laibin Xingui Biotechnology 
Co., LTD. (Approval No. XGI-2022-08-001). All experimental 
operations have been carried out in accordance with the 
requirements of the relevant laws and regulations on 
experimental animals in China.
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申果负责研究方案策划，参与文章修订；
张鹏飞参与研究方案策划、方法设计、文章修订；
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花慧源、花冠洋、陆宏正提供实验材料，包括实验动物；
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表 3　各指标相关性矩阵
Table 3　Correlation matrix of each indicator

指标
Indicator
年龄 Age
FPG
HbA1c
BW
AC
SFT
BMI
TG
TC
LDL-C
HDL-C

年龄
Age

-

FPG

0.548**

-

HbA1c

0.339
0.819**

-

BW

0.090
0.492*

0.388
-

AC

0.291
0.481*

0.322
0.907**

-

SFT

0.218
0.338
0.383
0.774**

0.838**

-

BMI

0.093
0.463*

0.364
0.944**

0.870**

0.745**

-

TG

0.530**

0.565**

0.772**

0.151
0.238
0.389
0.112

-

TC

0.281
-0.017
0.077

-0.427*

-0.386
-0.374
-0.418*

0.169
-

LDL-C

0.224
-0.003
0.025

-0.117
-0.123
-0.222
-0.057
-0.002
0.713**

-

HDL-C

-0.079
-0.313
-0.359
-0.458*

-0.472*

-0.527**

-0.461*

-0.395
0.681**

0.291
-

注：FPG，空腹血糖；HbA1c，糖化血红蛋白；BW，体重；AC，腹围；SFT，皮脂厚度；BMI，体重指数；TG，甘油三酯；TC，总胆固醇；
LDL-C，低密度脂蛋白胆固醇；HDL-C，高密度脂蛋白胆固醇。*P＜0.05，**P＜0.01。
Note： FPG， fasting blood glucose； HbA1c， glycosylated hemoglobin A1c； BW， body weight； AC， abdominal circumference； SFT， skinfold 
thickness； BMI， body mass index； TG， triglyceride； TC， total cholesterol； LDL-C， low density lipoprotein cholesterol； HDL-C， high density 
lipoprotein cholesterol. *P＜0.05， **P＜0.01.
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肝螺杆菌感染引起VDR-/-小鼠炎性肠病相关肠纤维
化模型的建立及机制探讨
吴志浩1, 曹舒扬2, 周正宇1

[1. 苏州大学苏州医学院实验动物中心, 苏州 215000;  2. 扬州大学兽医学院(比较医学研究院), 扬州 225000]

[ 摘 要] 目的　利用肝螺杆菌 （Helicobacter hepaticus，H.hepaticus） 致维生素 D 受体 （vitamin D receptor，
VDR） 缺陷小鼠肠纤维化，构建炎性肠病模型，初步探究其病理特征及发病机制。方法　用 2×108 CFU 的 H.
hepaticus 菌液灌胃野生型和 VDR-/-雄性小鼠各 5 只 （分别命名为 WT 和 VDR-/-小鼠感染组），隔天 1 次，连续 3 次；同
时设立未感染对照组，即野生型和 VDR-/-雄性小鼠各 5 只，灌胃等体积 PBS。最后一次灌胃后第 7 天检测小鼠感染情
况，确认感染后每周称量 1 次小鼠体重。于确认感染后第 16 周时剖检小鼠，采集并测量结肠组织长度，取粪便检测
含水量；将结肠组织分成 4 份，一份做石蜡切片用于 HE、阿尔辛蓝-过碘酸希夫 （alcian blue-periodic acid Schiff，
AB-PAS）、 Masson 和 免 疫 组 织 化 学 染 色 ， 一 份 提 取 DNA 后 使 用 实 时 荧 光 定 量 PCR （real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction，RFQ-PCR） 检测 H.hepaticus 定植水平以判断感染效果，一份提取 RNA
后采用反转录 PCR （reverse transcription-PCR，RT-PCR） 法检测细胞因子表达情况，另一份提取蛋白后采用蛋白
质印迹法检测 α-平滑肌肌动蛋白 （alpha smooth muscle actin，α-SMA） 和白细胞介素 （interleukin，IL） -33 表达
水平。结果　所有感染组小鼠经灌胃 3 次后均成功感染 H.hepaticus。与 VDR-/-小鼠未感染对照组相比，VDR-/-小鼠
感染 H.hepaticus 16 周后体重明显减轻 （P＜0.05），并出现肠道出血情况，粪便含水量显著多于未感染对照组和
WT 小鼠感染组 （P＜0.05）。与 WT 小鼠感染组相比，VDR-/-小鼠感染组的结肠组织经 HE 染色显示炎性细胞浸润，
AB-PAS染色显示肠腺萎缩不规则、腺泡减少，Masson染色显示胶原面积增多。RT-PCR显示VDR-/-小鼠感染组的结肠
组织中 IL-6、IL-33、肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis factor-α，TNF-α） 和 α-SMA 等炎症及纤维化相关基因的转
录水平比 WT 小鼠感染组明显升高 （P＜0.000 1）；免疫组织化学法和蛋白质印迹结果显示IL-33 和 α-SMA 蛋白表达水
平也明显增多 （P＜0.001）。结论　VDR-/-小鼠感染 H.hepaticus 后表现为更严重的炎症反应，出现黏膜炎性浸润、
黏膜组织功能受损、胶原沉积等病变，提示炎性肠病模型构建成功。进一步研究发现 VDR 缺陷可能通过影响 IL-33
表达加剧了炎性肠病相关的肠纤维化进程。
[ 关 键 词 ] 肝螺杆菌； 肠纤维化； 炎性肠病模型； 维生素 D 受体； 小鼠
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[ABSTRACT] Objective　 To employ Helicobacter hepaticus (H. hepaticus, H. h) to induce intestinal 
fibrosis in vitamin D receptor deletion (VDR-/- ) mice, thereby establishing a model of inflammatory bowel 
disease to investigate its pathological characteristics and underlying mechanisms. Methods　 Five male 
WT and five male VDR-/- mice were orally administered a suspension containing 2×108 CFU of H.hepaticus 
(referred to as the WT+H.h group and the VDR-/-+H.h group, respectively), with treatments occurring every 
other day for three administrations. Concurrently, two uninfected control groups were established, 
consisting of five WT and five VDR-/- mice, which were administered an equivalent volume of PBS. Seven 
days after the final administration, the infection status of the mice was assessed, and their body weight was 
recorded weekly. At the 16th week post-infection, the mice were dissected, and the length of the colon 
tissue was measured, with fecal moisture content analyzed. The colon tissue was partitioned into four 
parts: one for paraffin embedding for HE, alcian blue-periodic acid Schiff (AB-PAS), Masson's trichrome 
staining, and immunohistochemical analysis; one for DNA extraction to evaluate the colonization levels of 
H. hepaticus through real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RFQ-PCR), thereby 
assessing the impact of the infection; one for RNA extraction to analyze cytokine expression via reverse 
transcription-PCR (RT-PCR); and one for protein extraction to measure the expression levels of alpha 
smooth muscle actin (α -SMA) and interleukin (IL) -33 using Western blotting. Results All mice in the 
infected groups successfully were infected with H. hepaticus after three oral gavages. Compared to VDR-/-  
control group, VDR-/- mice exhibited significant weight loss (P<0.05), intestinal hemorrhage, and higher fecal 
water content after 16 weeks of H. hepaticus infection than the uninfected control group and the WT+H.h 
group (P<0.05). Compared to the WT+H.h group, HE staining of the VDR-/-+H.h group showed inflammatory 
cell infiltration, AB-PAS staining revealed irregular atrophy of intestinal glands and reduced acini, and 
Masson staining showed increased collagen area. RT-PCR demonstrated that the transcription levels of 
inflammation and fibrosis-related genes, including IL-6, IL-33, tumor necrosis factor-α (TNF-α), and α-SMA 
(P < 0.000 1), were significantly upregulated in the colon tissues of VDR-/-+H. h group. Additionally, 
immunohistochemical analysis and Western blotting showed that the protein expression levels of IL-33 and 
α-SMA were markedly increased (P<0.001) in the VDR-/-+H.h group. Conclusion　VDR-/- mice infected with 
H. hepaticus exhibit more severe inflammatory responses, including mucosal inflammatory infiltration, 
impaired mucosal tissue function, and collagen deposition, indicating successful construction of the 
inflammatory bowel disease model. Further research suggests that VDR deficiency may exacerbate the 
intestinal fibrosis process associated with inflammatory bowel disease by affecting IL-33 expression.
[Key words]  Helicobacter hepaticus; Intestinal fibrosis; Inflammatory bowel disease model; Vitamin D 

receptor; Mice

炎性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）是一

种以炎症和缓解反复交替发生的慢性肠道疾病，根据

临床表现和病因不同分为克罗恩病（Crohn disease，
CD）和溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）［1］。流

行病学调查显示，随着工业化发展加快，中国 IBD患
者数量逐年增多，且环境和遗传多态性因素可能导致

IBD患者在中国不同区域的分布存在差异［2］。IBD的发

病涉及多种因素，例如多种免疫细胞及炎症反应、肠

道微生物群、患者遗传学因素和环境变化等［3］。而病

因久积又导致肠道损伤与黏膜愈合循环发生，最终促

使细胞外基质沉积形成纤维化［4］。
肝螺杆菌（Helicobacter hepaticus，H.hepaticus）是

革兰阴性、弯曲状杆菌，属于螺杆菌属的一员，也是

一种肠道致病菌，可引起某些易感品系小鼠（如

BALB/c、B6-IL10-KO和AJCr）发生慢性结肠炎、盲

肠炎、结肠癌［5］。H.hepaticus感染模型可被用于研究

IBD发病机制，为探究治疗 IBD提供新方案［6］。
研究表明，维生素D的生物学功能取决于其活性
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形式 1，25二羟基维生素D［1，25（OH）2D］，其与维生素

D受体（vitamin D receptor，VDR）结合并调节下游基

因转录［7］。在肠上皮细胞中，VDR呈现高表达，亦可

调节维生素D的生物活性，并通过VDR信号通路保护

肠道上皮屏障，阻滞结肠炎的发生［8］。临床调查显

示，在 IBD患者血清检查中发现 79%的患者缺乏维生

素D，且VDR也呈现低表达水平，提示维生素D及其

受体可能与 IBD 发展密切相关 ［9］。本研究使用

H.hepaticus分别感染野生型 C57BL/6小鼠和VDR缺失

小鼠，然后探究该菌致肠道疾病发生的特性及潜在机

制，以期为 IBD相关研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　菌株和实验动物
菌株H.hepaticus 3B1（ATCC51449）购自美国典型

培养物保藏中心（American Type Culture Collection），
保存于－80 ℃备用。10只 SPF级、VDR缺乏的雄性

C57BL/6J小鼠（以下简称VDR-/-）购自江苏集萃药康

生物科技股份有限公司［SCXK（苏） 2023-0009］。10
只野生型雄性C57BL/6J小鼠（以下简称为WT）购自

扬州大学兽医学院（比较医学研究院）［SCXK （苏）

2022-0009］。所有动物每只体重均为（19±0.5）  g，饲

养于扬州大学兽医学院动物实验室 ［SYXK （苏）

2022-0044］。环境温度为（22±2）℃，相对湿度为

40%～60%，昼夜 12 h更替。10只VDR-/-小鼠及 10只
WT小鼠分别分为感染组和对照组，每组各5只。实验

前所有小鼠的螺杆菌属检测均呈阴性。本研究方案经

扬州大学实验动物伦理委员会审议通过（审批号

202405003）。
1.2　主要试剂和仪器

布氏肉汤和布氏琼脂购自美国BD公司；脱纤维绵

羊血、HE染色试剂盒、阿尔辛蓝（alcian blue，AB）-
过碘酸希夫（periodic acid Schiff，PAS）染色试剂盒和

改良Masson染色试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公

司；布氏肉汤添加剂购自青岛海博生物技术有限公司；

RNA抽提试剂TRIzol购自美国 Invitrogen公司；反转录

试剂盒和 2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix购
自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；细菌DNA提取

试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；兔抗α-
平滑肌肌动蛋白（alpha smooth muscle actin，α-SMA）
抗体、兔抗白细胞介素（interleukin，IL） -33抗体和

兔抗β-actin抗体购自英国Abcam公司；用于免疫组织

化 学 染 色 的 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 兔

SignalStainc® Boost IHC Detection Reagent和用于蛋白质

印迹的羊抗兔 IgG均购自美国Cell Signaling Technology
中国分公司；蛋白质印迹检测用 AmershamTM ECL 
Select试剂和BCA蛋白浓度测定试剂盒购自南京碧云天

生物技术有限公司。

Thermo Scientific Steri-Cycle™ iCO₂三气培养箱和

NanoDrop 2000 分光光度计购自美国 Thermo 公司；

T100™ Thermal CyclerPCR扩增仪、Sub-Cell® GT电泳

仪和ChemiDoc™ MP Imaging System凝胶成像仪购自美

国Bio-Rad公司；StepOne™ 实时荧光定量PCR仪购自

美国 Applied Biosystems公司；RM2235石蜡切片机和

DM1000 光学显微镜及 DFC450 C 摄像系统购自德国

Leica 公司。

1.3　细菌培养与模型构建
将H.hepaticus菌液涂于含5%脱纤维绵羊血的布氏

琼脂平板上，在 37 ℃、微需氧（85%N2，10%CO2，
5%O2）环境下培养 5 d后，刮取所有菌落并用 PBS洗
涤，使用分光光度计测量并调整菌液至600 nm吸光度

（A值）为1～1.5，此时H.hepaticus浓度约为1×109 CFU/
mL（CFU为菌落形成单位，colony-forming unit）。

将 10只WT小鼠和 10只VDR-/-小鼠随机均分为对

照组和感染组，即 WT 小鼠对照组 （WT control）、
WT 小鼠感染组 （WT+H. h）、 VDR-/- 小鼠对照组

（VDR-/-control）、VDR-/-小鼠感染组（VDR-/-+H.h），每

组5只小鼠。感染组分别按每只0.2 mL菌悬液（PBS为
溶剂，含H.hepaticus约2×108 CFU）进行灌胃，而对照

组灌胃等体积 PBS。每隔 1 d灌胃 1次，累积 3次，最

后一次灌胃后第 7天使用螺杆菌属环介导等温扩增

（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）快速检

测方法对感染组所有小鼠进行H. hepaticus定植检测，

以 LAMP扩增结束后反应管内呈绿色反应液为阳性判

定［10］，以此判断感染成功与否，并将灌胃完成后第 7
天作为后续实验初始时间。

1.4　组织采样与收集
细菌感染成功后称量各组小鼠体重，并在每周日

定期称量各组小鼠体重共计16周。同时，计算疾病活

动指数（disease activity index，DAI）评分，相关指标

包括体重减轻（无体重减轻，0分；1%～5%，1分；

5%～10%，2 分；10%～15%，3 分；>15%，4 分 ）、
大便黏稠度（正常为0分，软便1分，稀便2分，水样

便3分）和便血（正常为0分，隐血阳性为1分，明显

便血为2分，大量出血为3分）［11］。于感染后第16周，

安乐死后收集各组小鼠粪便，测定其含水量，计算公
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式为：粪便含水量（%） =（原粪便重量－烘干粪便重

量） /原粪便重量×100。
使用二氧化碳吸入法将小鼠安乐死后，采集并测

量小鼠的结肠长度，用质量分数4%的多聚甲醛溶液固

定近端结肠组织后，采用 HE 染色、AB-PAS 染色、

Masson染色以及免疫组织化学染色检测组织病理学变

化。另取部分近端结肠组织匀浆处理后提取DNA，以

16S rRNA为靶基因构建标准品质粒并定量，梯度稀释

后作为标准品模板进行实时荧光定量PCR，进行标准

曲线绘制后即可通过循环阈值（cycle threshold，Ct）
计算DNA拷贝数，从而检测H.hepaticus定植水平［12］。将

剩余的中段及远端结肠组织冻存于－80 ℃，液氮研磨后

采用反转录PCR（reverse transcription-PCR，RT-PCR）
和蛋白质印迹法检测细胞因子转录水平和蛋白水平。

1.5　结肠组织病理学检测
结肠组织固定后脱水，用石蜡包埋、切片（5 μm）

后分别进行HE染色、AB-PAS染色和Masson染色，具

体操作根据试剂盒说明书进行。最后使用光学显微镜

观察组织病理学病变，根据 Image-Pro Plus 6.0分析软

件计算肠组织的胶原面积，并使用如下评分标准对其

进行组织学活动指数（histological activity index，HAI）
病理评分。相关指标包括炎症（无，0分；局限于黏膜

层，1分；扩展到黏膜下层，2分；扩展到肌层或浆膜

层，3分）、水肿（无，0分；轻度，1分；中度，2分；

重度，3分）、上皮缺陷（无，0分；隐窝结构轻微变

形，1分；隐窝结构明显变形或部分缺失，2分；隐窝

结构完全破坏或溃疡形成，3分）、杯状细胞缺失（无，

0分；轻度减少，1分；中度减少，2分；重度减少或

完全缺失，3分）以及增生（无，0分；隐窝轻度拉

长，1分；隐窝明显拉长，2分；隐窝显著拉长或增

厚，3分）。
1.6　RT-PCR 检测细胞因子转录水平

选取中段结肠组织，液氮研磨后加入1 mL TRIzol，
提取结肠RNA，在分光光度计上测260 nm和280 nm处
吸光度（A）值。当A260 nm/A280 nm比值为1.8～2.0时，将

高纯度RNA用反转录试剂盒获得 cDNA，然后在RT-
PCR仪上进行扩增，检测 IL-1β、IL-6、IL-33、肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、转化

生长因子 β （transforming growth factor- β， TGF- β）
和 α-SMA等细胞因子基因的mRNA转录水平。引物设

计序列见表1。扩增条件：95 ℃预变性2 min，95 ℃变

性 15 s，60 ℃退火 30 s，40个循环。PCR分析得各组

内参基因GAPDH和目的基因的Ct值，运用2-△△Ct公式

计算目的基因表达量。

1.7　免疫组织化学法检测 IL-33 蛋白表达
将结肠组织切片进行脱蜡，水洗3次，3%过氧化

氢孵育15 min，水洗3次。用0.1 mmol/L枸橼酸盐进行

高温抗原修复，冷却至室温后，再水洗3次。滴加5%
牛血清白蛋白，于37 ℃封闭30 min，用PBS溶液水洗3
次。加入兔抗 IL-33一抗（体积稀释比例为1∶2 000），
4 ℃孵育过夜，用PBS洗3次。加入辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗（体积稀释比例为 1∶400），37 ℃孵

育 30 min，用PBS洗 3次。DAB显色 3 min，用苏木精

对比染色细胞核2 min，再用PBS溶液漂洗3次，晾干，

用中性树脂封固，于光学显微镜下观察。IL-33阳性信

号为棕色沉淀，细胞核与细胞质均有分布。

1.8　蛋白质印迹法检测纤维化相关蛋白表达
取近端结肠组织，经液氮研磨后加入RIPA裂解

表 1　PCR 引物序列
Table 1　Sequences of primers used for PCR

引物名称
Primer name

TGF-β
α-SMA
TNF-α
IL-1β
IL-6
IL-33
GAPDH

基因序列号
Gene ID

22059
11475
21926
16176
16193
77125
14433

序列
Sequence

F: CCACCTGCAAGACCATCGAC; R: CTGGCGAGCCTTAGTTTGGAC
F: CCCAGACATCAGGGAGTAATGG; R: TCTATCGGATACTTCAGCGTCA
F: CAGGCGGTGCCTATGTCTC; R: CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG
F: GAAATGCCACCTTTTGACAGTG; R: TGGATGCTCTCATCAGGACAG
F: TCTATACCACTTCACAAGTCGGA; R: GAATTGCCATTGCACAACTCTTT
F: ATTTCCCCGGCAAAGTTCAG; R: AACGGAGTCTCATGCAGTAGA
F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG; R: GGGGTCGTTGATGGCAACA

扩增片段长度/bp
Amplicon size/bp

91
104
89

116
88

118
95

注：TGF-β，转化生长因子 β；α-SMA，α-平滑肌肌动蛋白；TNF-α，肿瘤坏死因子-α；IL-1β，白细胞介素-1β；IL-6，白细胞介素-6；IL-33，
白细胞介素-33；GAPDH，甘油醛-3-磷酸脱氢酶，作为内参。
Note： TGF-β， transforming growth factor-β； α-SMA， alpha smooth muscle actin； TNF-α， tumor necrosis factor-α； IL-1β， interleukin-1β； 
IL-6， interleukin-6； IL-33， interleukin-33； GAPDH， glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase， as the internal control.
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液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂（×100），冰上裂解

20 min；4 ℃，12 000 r/min离心 15 min，取上清液用

BCA蛋白定量试剂盒校准蛋白浓度。取等量蛋白液加

入 loading蛋白上样缓冲液，于100 ℃煮沸5 min使蛋白

变性。在 PAGE胶中上样 10 μL，电泳（80 V 40 min，
120 V 50 min）后转膜（200 mA 60 min），分别与抗 IL-
33抗体、抗α-SMA抗体、抗β-actin抗体（稀释比例

均为1∶1 000）在4 ℃孵育16 h；随后，将膜与辣根过

氧化物酶偶联的羊抗兔 IgG （稀释比例为 1∶20 000）
孵育1 h，用Amersham ECL Select试剂检测目的蛋白表

达量。

1.9　数据统计分析
在光学显微镜下观察 HE 染色、AB-PAS 染色、

Masson染色及免疫组织化学染色结果，记录组织结构、

抗原位置及表达量，统计肠道病理学评分；结果数据

用平均数±标准差表示，采用非配对双尾 t检验进行组

间比较。所有结果数据经Graphpad Prism 9软件进行差

异分析并制图，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　H.hepaticus 感染引起 VDR-/-小鼠体重减轻和
结肠缩短

H.hepaticus三次灌胃后第7天，收集所有感染组小

鼠的粪便，使用LAMP快速检测方法进行H.hepaticus定
植检测。LAMP扩增结束后，反应管内均呈绿色反应

液，提示所有感染组小鼠均成功定植H.hepaticus，即

感染成功。如图1A所示，成功感染后第8周，VDR-/-+
H.h组小鼠体重增长速度放缓；感染10周后，VDR-/-小
鼠体重显著低于 VDR-/-小鼠未感染组（P<0.05）；而

WT、VDR-/-及 WT+H.h 组之间小鼠体重无显著差异

（均 P>0.05）。
小鼠结肠长度是评估小鼠结肠炎的重要参数。在

成功感染后第 16周时，与WT小鼠对照组相比，WT+
H.h组小鼠结肠明显缩短（P<0.01）；与VDR-/-小鼠相

比，VDR-/-+H.h组小鼠结肠明显缩短（P<0.01，图2）。
此外，与WT小鼠对照组相比，VDR-/-小鼠对照组也出

现结肠缩短（P<0.01），而 VDR-/-+H.h组小鼠结肠较

VDR-/-小鼠相比更短（P<0.01）。
粪便含水量是评估腹泻型肠炎的重要指标。

VDR-/-小鼠感染H.hepaticus后第 16周，出现腹泻和便

血表征，粪便含水指标显著高于对照组和WT+H.h组小

鼠（P<0.05，图 1B）。DAI 评分结果（图 1C）显示，

VDR-/-小鼠感染H.hepaticus后肠炎加重，与其他各组的

评分差异显著增加（P<0.000 1）。
综上所述，H.hepaticus感染可引起VDR-/-小鼠结肠

炎，并随着感染时间延长，病情加重。

注：VDR-/-对照组与其他 3 组比较，在感染 10 周后体重出现差异 （*P<0.05，**P<0.01，n=5）。VDR-/-感染组小鼠粪便含水量和疾病活动指数评分
均显著高于其他组 （*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，n=5）。
Note： A significant disparity in body weight was observed after a 10-week infection period when comparing the VDR-/-control with the 
remaining three groups （*P<0.05， **P<0.01， n=5）. The fecal water content and disease activity index score in VDR-/-+H.h group mice were 
significantly higher compared to those in the other groups （*P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001， ****P<0.000 1， n=5）.
图 1 H.hepaticus 感染后各组小鼠的体重变化（A）、粪便含水量（B）和疾病活动指数评分（C）比较
Figure 1 Body weight changes （A）， fecal water content （B）， and disease activity index score （C） of mice infected by 

H.hepaticus
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2.2　 VDR 缺 失 促 进 H. hepaticus 在 小 鼠 结 肠 中
定植

为比较WT和VDR-/-小鼠感染H.hepaticus是否具有

差异性，使用实时荧光定量PCR检测方法测定近端结

肠中H.hepaticus拷贝数，从而反映细菌定植水平［11］。
结果显示，H.hepaticus在VDR-/-小鼠结肠的定植水平显

著高于WT小鼠（图 3A），这提示VDR缺失可能是导

致小鼠感染H.hepaticus后体重和结肠长度差异的原因

之一。

2.3　H.hepaticus 感染致 VDR-/- 小鼠发生结肠炎
和肠纤维化

H.hepaticus 感染 16周后，取各组小鼠的近端结肠

组织进行病理切片染色（图4）。HE染色结果（图4A）
显示，VDR-/-小鼠感染组肠道杯状细胞减少，固有层

淋巴细胞聚集，隐窝淋巴细胞浸润，部分组织隐窝结

构消失，隐窝内肠腺数量减少，且大小形状不规则，

黏膜上皮略有增厚；而WT小鼠感染组仅出现轻微的

杯状细胞缺失和淋巴细胞浸润；WT和VDR-/-小鼠对照

注：VDR-/-小鼠感染组的 H. hepaticus 肠道载菌量显著高于 WT 小鼠感染组 （**P<0.01，n=5）。组织学活动指数评分显示，H.hepaticus 感染引
起结肠病变，并且 VDR 缺陷加重了结肠病变 （*P<0.05，***P<0.001，****P<0.000 1，n=5）。
Note：The intestinal colonization of H.hepaticus was significantly higher in the VDR-/-+H.h group compared to the WT+H.h group（**P<0.01， n=
5）. Histological activity index showed that the infection with H.hepaticus induced colonic pathology， while VDR deficiency exacerbated the 
pathological changes in the colon（*P<0.05， ***P<0.001， ****P<0.000 1， n=5）.
图 3 小鼠感染 H.hepaticus 后的肠道载菌量（A）和结肠组织 HAI 评分（B）
Figure 3 Colonic bacterial colonization （A） and HAI score of colon tissues （B） in mice infected with H.hepaticus

注：A 为各组 1 只小鼠的代表性结肠长度对比照片；B 为 H.hepaticus 感染导致结肠缩短，并且 VDR 缺陷加重了这一病变 （**P<0.01，n=5）。
Note：A， Comparison photos of representative colon lengths of one mouse from each group ； B， H.hepaticus infection resulted in a 
significant reduction in colon length， and VDR deficiency further exacerbated this pathological effect（**P<0.01， n=5）.
图 2 H.hepaticus 感染后各组小鼠的结肠长度
Figure 2 Colon length of mice in each group after H. hepaticus infection
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组小鼠肠道结构正常，肠腺清晰，未见明显病变。

AB-PAS染色结果（图 4B）表明，VDR-/-小鼠感染组

肠道杯状细胞缺失，黏液减少，而WT感染组和WT、
VDR-/-小鼠对照组肠道结构正常。Masson 染色结果

注：VDR-/-小鼠感染组表现为更为严重的淋巴细胞浸润，杯状细胞缺失和黏液分泌减少，并且胶原纤维沉积变多。其中放大倍数×40 的比例尺
为 500 μm，×200 的比例尺为 100 μm，×100 的比例尺为 200 μm。
Note： The VDR-/-+H.h group exhibited more severe lymphocyte infiltration， loss of goblet cells， and reduced mucus secretion， along with 
increased collagen fiber deposition. The magnification is ×40 with a scale bar of 500 μm， ×200 with a scale bar of 100 μm， or ×100 with a 
scale bar of 200 μm.
图 4 H.hepaticus 感染小鼠 16 周后结肠组织 HE 染色（A）、阿尔辛蓝-过碘酸希夫染色（B）和 Masson 染色（C）
Figure 4 HE staining （A）， AB-PAS staining （B） and Masson staining （C） of colon tissue of mice infected with H.hepaticus 

for 16 weeks
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（图 4C）显示，VDR-/-小鼠感染组肠道胶原纤维增多，

肠纤维化程度加重，而WT小鼠感染组胶原沉积较少，

WT、VDR-/-小鼠对照组肠道无胶原沉积。综上所述，

VDR缺失会促进H.hepaticus感染，引起小鼠肠炎和肠

纤维化。

2.4　H.hepaticus 感染促进 VDR-/-小鼠结肠组织
中炎症及纤维化因子表达

通过比较在VDR-/-和WT小鼠感染H.hepaticus后的

结肠组织多种炎症因子的表达水平，探究肠纤维化发

病机制。RT-PCR检测结果如图 5A所示，在VDR-/-小
鼠中，H.hepaticus感染引起促炎和促纤维化因子转录水

平升高。具体而言，VDR-/-小鼠感染组主要炎症因子

IL-6、TNF-α和 IL-1β基因转录水平较WT小鼠感染组

明显升高（P＜0.000 1），纤维化相关指标 α -SMA、
TGF-β、IL-33转录水平比WT感染组也明显升高（P＜
0.000 1）。结果表明，H.hepaticus感染VDR-/-小鼠引起

结肠炎性因子和纤维化因子的表达，促进了肠纤维化

的发展。

2.5　H.hepaticus 感染通过促进 IL-33 表达和释放
引起 VDR-/-小鼠肠纤维化

为探究H.hepaticus感染引起VDR-/-小鼠肠纤维化的

致病机制，对肠道组织中相关因子表达进行免疫组织

化学（图5B）和蛋白质印迹（图5C）检测。α-SMA是
反映胶原沉积的重要指标［13］。蛋白质印迹结果显示，

注：RT-PCR 检测显示，与 WT 小鼠感染组相比，VDR-/-小鼠感染组促炎因子和促纤维化因子转录水平显著升高 （****P＜0.000 1，n=5）；免疫组
织化学和蛋白质印迹也发现纤维化相关蛋白如 IL-33 和 α-SMA 表达的上调 （**P<0.01，***P<0.001）。图 B 中放大倍数为 200，比例尺为 100 μm。
Note： RT-PCR showed that， compared to the WT+H. h group， the transcription levels of pro-inflammatory and pro-fibrotic factors were 
significantly elevated in the VDR-/-+H. h group （****P＜0.000 1，n=5）. Immunohistochemistry and Western blotting also revealed an 
upregulation of fibrosis-related proteins such as IL-33 and α -SMA （**P<0.01， ***P<0.001）. In Figure B， the magnification is ×200， and the 
scale bar is 100 μm.
图 5 H.hepaticus 感染小鼠 16 周后结肠组织 mRNA 表达水平检测（A）、IL-33 免疫组织化学染色（B）和蛋白质印迹（C）
Figure 5 Detection of mRNA expression levels in colon tissue of mice infected with H. hepaticus after 16 weeks （A）， IL-33 

immunohistochemical staining （B）， and Western blotting （C）
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VDR-/-小鼠感染组α-SMA蛋白表达水平高于WT感染

组（P＜0.01），这提示VDR缺乏可导致H.hepaticus促
进了肠炎向肠纤维化发展。IL-33是一种多效性细胞因

子，参与组织修复，包括纤维化疾病的发生、发

展［14］。免疫组织化学和蛋白质印迹结果均显示，与

WT小鼠感染组相比，VDR-/-小鼠感染组肠道中 IL-33
水平升高（P＜0.001），提示VDR的缺失引起 IL-33表
达上调，可能是加剧肠纤维化的原因之一。

3　讨论

IBD临床表现包括持续过度的炎症反应、肠纤维化

导致的肠管狭窄以及肠道菌群紊乱等［15］，IBD的发病

与维生素D水平低有关［9］。H.hepaticus感染小鼠通常为

持续性状态，持续性的炎症反应能够使一些免疫缺陷

鼠很好地模拟 IBD［16-17］，但其在免疫健全鼠如C57BL/
6 中感染症状不明显。本研究使用 H. hepaticus 感染

C57BL/6J及相同背景的VDR-/-小鼠，发现H.hepaticus

感染 C57BL/6J 小鼠后引起了轻微的肠炎症状，而

H.hepaticus感染VDR-/-小鼠后出现结肠缩短、黏膜炎性

浸润、黏膜组织功能受损、胶原沉积等症状更为明显，

并且VDR-/-小鼠未感染对照组无任何病变。本研究在

模拟 IBD 病理改变的同时，能够模拟 IBD 患者的低

VDR信号，可为 IBD模型构建及其发病机制和治疗研

究提供一定参考。

VDR在多种组织中均有表达（如皮肤、肠道等），

具有广泛的生物学功能，参与调控自噬、细胞增殖、

肠屏障、肠道微生物群系和免疫反应［18］。本研究发

现，VDR缺陷使H.hepaticus感染小鼠模型的DAI评分

增加，H.hepaticus定植量增多，肠腺功能受损，这可能

与VDR的肠屏障保护功能有关。已有研究表明，VDR
通过一系列作用参与维持黏液层和肠道上皮的完整性，

如调控紧密连接和黏附连接等成分的表达，以及抗菌

肽和黏蛋白的释放［19］。此外，VDR可作为先天免疫对

病原微生物威胁反应的关键调节因子，广泛参与免疫

调控，发挥免疫抑制功能［20］，这可能是 H.hepaticus

感染VDR-/-小鼠引起了更为严重的炎症反应的原因之

一。肠纤维化是 IBD的一种临床表现，由于有害刺激

未及时消除，造成肠炎伤口愈合延长或中断，于肠黏

膜中反复出现并最终形成结缔组织［21］。本研究发现

H.hepaticus感染VDR-/-小鼠引起了更高的促纤维化因子

（如 IL-33、TGF-β）转录水平和更严重的胶原沉积。

IL-33在各种屏障部位高度表达，不仅促进伤口愈合和

组织修复，还参与炎症和组织修复间失衡引起的纤维

化进程，在 IBD纤维化中起一定作用［22］。本研究结果

显示，IL-33表达水平在VDR-/-+H.h组中显著升高，并

且α-SMA表达量上调表明纤维化加剧，这提示VDR信
号可能通过抑制 IL-33表达来阻止纤维化进程。

综上所述，H.hepaticus感染VDR-/-小鼠成功构建

了 IBD模型；VDR缺陷导致了肠屏障功能受损和免疫

反应紊乱，并通过影响 IL-33表达加剧了纤维化进程。

H.hepaticus引起VDR-/-小鼠肠纤维化是一种新型模型，

相比于常规品系小鼠，H.hepaticus能够在VDR-/-小鼠中

长期感染并引起肠炎症状，拓展了H.hepaticus肠炎模

型的运用范围。并且，本模型能够模拟 IBD患者的低

VDR信号特征，可为研究 IBD发病机制、探索肠纤维

化治疗新措施和筛选治疗新药物提供了新的选择，这

具有重要的临床意义。与此同时，H.hepaticus在实验动

物群体中广泛传播带来的巨大威胁也应引起高度重视。
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非人灵长类实验动物用于人类卵巢衰老研究进展
肖文娴1,2, 吕龙宝1,2,3

(1. 中国科学院昆明动物研究所, 昆明 650223;  2. 国家非人灵长类实验动物资源库, 昆明 650223;  3. 中国科学院大

学, 北京 100049)

[摘要] 卵巢具有卵泡发生与激素分泌两大功能，与女性的生殖能力密切相关。卵巢衰老表现为卵巢形态改变、卵
子数量减少和激素水平变化，不仅导致女性生育力下降，也被认为是多器官衰老的始动因素。此外，卵巢衰老伴随
的性激素分泌紊乱还可能诱发心血管疾病、睡眠障碍、潮热等疾病和症状。由于社会压力与自身职业规划等因素的
影响，现代女性的生育年龄普遍延迟，而卵巢功能的衰老进程却不会随年龄的增加而减缓。许多女性面临着想要生
育时，却已错过最佳适育年龄，出现不孕不育等问题。这使人们日益关注延缓卵巢衰老的研究。非人灵长类实验动
物在进化上与人类的亲缘关系最为接近，与人类基因组的序列同一性高达 93%，因此在生理代谢、生殖内分泌、发
育衰老等研究中具有其他模式动物无法比拟的优点，在非人灵长类实验动物上得到的研究结果转化应用到人类医学
上也更为可靠。本文首先从卵巢衰老与治疗现状为切入点，概述非人灵长类实验动物作为卵巢衰老研究模式动物的
优势，接着从生殖内分泌激素水平、卵巢的形态结构与功能、卵巢衰老的其他生理变化等方面。综述了非人灵长类
实验动物应用于卵巢衰老研究的进展，并对存在的问题与展望进行总结，以期对读者有所帮助。
[ 关 键 词 ] 非人灵长类实验动物； 卵巢衰老； 性激素； 卵泡
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Research Progress on Human Ovarian Aging Using Non-Human 
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[ABSTRACT] The ovary has two main functions: folliculogenesis and hormone secretion, both of which 
are closely related to female fertility. Ovarian aging is characterized by morphological changes, a reduction 
in follicle numbers, and fluctuations in hormone levels. It not only leads to a decline in female fertility, but is 
also considered to be a key driver of multi-organ aging. In addition, the disruption of sex hormone secretion 
associated with ovarian aging can lead to the occurrence of related diseases and symptoms, such as 
cardiovascular diseases, sleep disorders, and hot flashes. Due to the influence of social pressures and 
personal career planning, many modern women are increasingly postponing childbearing. However, ovarian 
aging does not slow down with advancing age. As a result, many women face issues such as infertility when 
they are ready to have children, having missed their optimal childbearing age. This leads to growing interest 
in research on delaying ovarian aging. Non-human primates share the closest evolutionary relationship 
with humans, with a genomic sequence identity of 93%, which grants them unparalleled advantages over 
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other model animals in studies on physiological metabolism, reproductive endocrinology, and 
developmental aging. Findings obtained in non-human primates are also more reliably translatable to 
human medical research. This study begins by discussing the current state of ovarian aging research and 
treatment strategies, highlighting the advantages of non-human primates as laboratory animals for ovarian 
aging research. It then reviews research progress in areas such as reproductive endocrine hormone levels, 
ovarian morphology and function, and other physiological changes associated with ovarian aging. 
Furthermore, it summarizes existing challenges and future research directions, aiming to provide valuable 
insights for researchers.
[Key words]  Laboratory non-human primates; Ovarian aging; Sex hormones; Follicles

随着生物医药技术的迅速发展，人类的寿命较之

从前大大延长，而女性的生育年龄却没有相应延长。

社会压力增大导致许多女性推迟生育，从而错过了最

佳适育年龄，致使不孕不育率增高、生育力下降等问

题的出现。卵巢是维持女性生育能力的重要性腺器官，

如何延缓卵巢自然衰老，将女性的生育年龄适当延长，

是人们越来越关注的问题。目前治疗卵巢衰老的方法

主要有激素替代治疗、注射间充质干细胞等，但这些

方法均有局限性。

非人灵长类实验动物的遗传和生理特征与人类最

为相近，在人类遗传学、生理代谢、生殖、衰老等方

面的研究中具有极大的应用价值，是啮齿类等实验模

式动物所无法替代的。在非人灵长类实验动物上的研

究结果更可能转化应用于医药领域。20世纪60～90年
代，对非人灵长类实验动物的研究主要集中在观察分

析整个月经周期或不同年龄段（如幼年期、生殖力旺

盛期、围绝经期，主要集中在围绝经期）激素分泌水

平以及卵泡数目的变化，并发现非人灵长类实验动物

的激素变化水平与人类女性的月经期不同阶段及整个

生命过程的变化基本一致，卵泡储备功能的变化也极

为相近。

近年来，利用非人灵长类实验动物模型进行的卵

巢衰老研究越来越多。目前国际上的研究主要集中在

卵巢早衰和卵巢癌等所致的卵巢病理性衰老，对于卵

巢自然衰老所发生变化的研究则较少。本文将从激素

水平、卵泡数目、卵巢形态与功能等方面进行阐述，

并结合现有的国内外研究进展及实验猴在繁殖方面存

在的问题，提出一些建议和展望。

1　卵巢衰老及其治疗的现状

女性生育力在20～30岁达到顶峰，35岁左右卵巢

功能开始减退，由此导致生育力和内分泌功能衰退，

进入绝经过渡期，最终导致绝经［1-2］。研究表明，大

多数女性在 49～52岁进入绝经，绝经平均年龄为 50
岁，这意味着女性有较大一段生存时间处于绝经后阶

段［3-4］。卵巢衰老意味着妇女逐渐进入围绝经期，同

时会有潮热、夜间出汗、情绪障碍、泌尿生殖疾病、

阴道干燥等症状［5］，成为女性衰老的“多重起搏

器”［6］。在人类预期寿命不断延长的同时，女性卵巢

衰老的脚步却并未减缓。随着越来越多的育龄夫妇选

择推迟生育，许多育龄妇女想要生育时已经错过了其

最佳适育年龄，这使得人们对于如何改善女性卵巢功

能、延缓卵巢衰老越来越重视。

女性随着年龄的增长，卵巢的功能逐渐衰退，卵

泡数量下降，由小窦状卵泡颗粒细胞分泌的抑制素B
（inhibin B）减少［7］，使得下丘脑-垂体-卵巢轴功能出

现紊乱，垂体分泌的卵泡刺激素（follicle-stimulating 
hormone，FSH）和黄体生成素（luteinizing hormone，
LH）增多，而卵巢分泌的雌二醇（estradiol，E2）减

少［8］。FSH分泌增多会加剧卵泡的募集及丢失。同时，

由于生长状态的窦前卵泡及小窦卵泡数量下降，由其

颗粒细胞分泌的抗米勒管激素 （anti-Müllerian 
hormone，AMH）也随之减少。此外，卵巢萎缩出现纤

维化，闭锁卵泡增多。临床上常用年龄、AMH、FSH、
E2及窦状卵泡数来评价卵巢的储备功能［9］。

现在治疗女性卵巢衰老的方法主要有激素替代治

疗及近几年新兴的间充质干细胞移植治疗。若采用激

素替代治疗，应短期内使用低剂量，因为长期的激素

替代治疗会引起子宫内膜癌、乳腺癌、动脉疾病、卒

中、高脂血症及高血压等并发症［10-12］。虽然在小鼠上

的研究显示，间充质干细胞的确可适当改善卵巢环境，

但由于“肺部首过效应”，绝大部分干细胞滞留于肺部
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中，只有极少部分干细胞可到达卵巢［13-14］，而且干细

胞移植存在免疫排斥反应的风险。

2　非人灵长类实验动物作为卵巢衰老研究模
式动物的优势

目前，卵巢衰老的研究中使用最多的非人灵

长类实验动物为猕猴属的普通猕猴（也称恒河猴，

rhesus macaque，拉丁学名为 Macaca mulatta） 及食

蟹 猴 （cynomolgus macaque， 拉 丁 学 名 为 Macaca 

fascicularis）［15-16］。猕猴地理分布很广，从阿富汗和印

度横跨亚洲到达太平洋的中国海岸。作为一种旧大陆

猴，该物种与人类亲缘关系密切，其最后的共同祖先

来自大约 2 500万年前［17-18］。由于伦理问题，许多研

究无法直接在人类身上开展，因此迫切需要合适的动

物模型。研究表明［19］，非人灵长类实验动物与人类在

DNA序列上的相似性高达98.77%，在生理、解剖、免

疫及神经学方面也均有许多相似之处，因此在众多研

究领域具有无可替代的作用，是医学研究实验中的绝

佳模式动物。

在艾滋病、结核病、流感和肝炎等人类传染病的

研究中［20-21］，非人灵长类实验动物对于与人类病原体

相关的传染性病原体（包括猿免疫缺陷病毒和流感）

的反应，使其成为疫苗开发的首选模型［18］。因它们与

人类极为相似，非人灵长类实验动物的平均寿命比大

多数其他同等体型的哺乳动物的平均寿命高出近4倍。

它们还表现出自然发生（即不需要基因操作）与年龄

相关的疾病，这些疾病在个体寿命中自然出现，其发

展过程与人类的情况非常相似［22］。对机体衰老的研究

集中于心血管疾病、肺部、肌肉骨骼、代谢等

方面［23-24］。
许多非人灵长类物种，尤其是猕猴的生殖生物学，

与人类极为相似。例如，猕猴的月经生殖周期在繁殖

季时每月固定一次，平均为24～31 d［25-26］。这些周期

在许多方面与人类的月经周期相似，包括激素分泌模

式、子宫组织变化、卵泡发育、月经周期中期的排卵

和月经来潮［27］。此外，猕猴的衰老速度约为人类的 3
倍，青春期在 2.5～4.5岁，围绝经期约为 26岁，中位

寿命为 27岁，最长寿命约为 40岁［28］。因此，使用非

人灵长类实验动物作为卵巢生殖衰老研究的模式动物

可避免人类伦理学上的问题，同时可以更好地模拟出

人类生殖上的衰老表征进程及变化。

3　非人灵长类实验动物用于卵巢衰老研究的
相关进展
3.1　生殖内分泌水平的变化
3.1.1　促性腺激素

促性腺激素（gonadotropic hormone，GnH）包括

LH和FSH，两者都是由腺垂体嗜碱性细胞分泌的一种

由α和β亚基组成的糖蛋白激素，参与调控卵巢中卵

泡发育以及类固醇激素（性激素）的合成与分泌［29］。
排卵期GnH分泌量的激增是由雌激素反馈作用诱导产

生的。FSH的主要功能是促进卵泡发育，而LH能促使

优势卵泡的排出。此外，LH还能与FSH共同促进未受

精的优势卵泡发育为黄体，并使其释放孕激素。

Matteri等［30］在 1992年报告了成年雌性猕猴月经

周期的增生期和黄体期 FSH、LH激素的波动范围值，

并发现在月经周期第 8～10 天分泌具有生物活性的

FSH，也是卵泡生长发育的关键时期；Hillier等［31］以
普通狨猴为研究对象，通过实验证实了颗粒细胞对

FSH和LH的反应性增加与卵泡成熟度有关，而FSH能

直接诱导GnH反应性卵泡发育的相关变化，凸显了普

通狨猴作为实验动物模型在研究与人类相关排卵前卵

泡发育机制方面的应用价值；Shideler等［32］通过检测

分析老年雌性猕猴的全年数据，发现与年龄有关的月

经周期异常发生后，雌性猕猴尿液中FSHβ亚基的基线

水平显著增高。

3.1.2　性腺激素
性腺激素主要包括雌激素、孕激素（孕酮）、雄激

素（睾酮）等类固醇激素（甾体激素）。雌激素和雄激

素对生殖系统的调控作用会贯穿整个青春期，在成年

期达到分泌高峰［33］。卵巢不仅能分泌雌激素和孕酮，

也少量分泌睾酮。其中，雌激素有两个分泌高峰，第

一个高峰出现在排卵期，由优势卵泡分泌雌激素；第

二个高峰由黄体细胞分泌，此次高峰的雌激素值低于

第一个高峰。雌激素主要由成熟卵泡的内膜细胞和黄

体细胞产生。天然雌激素包括雌酮、E2和雌三醇等，

其中E2活性最强。通常情况下，正常女性体内主要分

泌E2，而多囊卵巢综合征患者体内主要分泌雌酮。孕

酮（progesterone，P4）由卵巢的黄体细胞分泌，在月

经周期中，若检测出P4的分泌高峰，即证明此月经周

期已排卵；如未受孕，黄体则会萎缩凋亡，P4分泌减

少。而孕早期的黄体与月经周期中的黄体在形态和功

能上均不同，孕期P4分泌量持续增加，在人类妊娠第
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11或 12周，其分泌量仍保持较高的水平［27］。研究表

明，非人灵长类实验动物小窦状卵泡内的卵母细胞核

成熟与E2、P4和AMH水平下降有关［34］。
女性在中年时卵巢功能衰退，卵巢类固醇分泌停

止，绝经后抑郁症和注意力缺失症的发病率也随之增

加。有研究通过利用猕猴围绝经期手术模型，采用短

期或长期E2或E2+P4替代疗法，发现卵巢类固醇激素尤

其是E2对血清素神经元的功能和健康至关重要，而在

绝经后妇女中，因E2缺乏而促进血清素神经元向凋亡

方向恶化，导致注意力缺失症［35］。
一项研究通过对卵巢切除的松鼠猴和猕猴进行不

同时间长度（0、2、4、7、14 d）的E2治疗发现，2 d
的治疗已可引起足够的雌激素效应，雌激素受体

（estrogen receptor，ER）和孕激素受体（progesterone 
receptor，PR）与药物莫西孕酮和普美孕酮的结合活性

也达到最大值；松鼠猴子宫组织中ER和PR的表达水

平分别约为猕猴的三分之一和八分之一，但受体亲和

力相似，而且松鼠猴中E2和P4浓度的增加可以弥补其

ER和PR表达量的减少［36］。Kohama等［37］通过观察手

术诱导绝经后不久的老年猕猴的体内激素与认知水平，

以探究体内激素替代对记忆和注意力的影响，最终得

出：在卵巢激素丧失后不久，长期服用雌激素对改善

认知功能有益处。

3.1.3　抗米勒管激素
AMH主要表达于次级、窦状卵泡的颗粒细胞中，

在闭锁卵泡中不表达，因此，AMH是准确反映卵巢储

备功能情况的内分泌学指标。AMH能保障发育卵泡的

质量，并防止卵泡过快过早地消耗，保持卵巢的储备

功能。有研究提示，在雌性猕猴的青春前期，AMH对

卵泡生长起正反馈作用，但对窦状卵泡的成熟则有负

反馈作用［38］；一项研究通过对 219只猕猴及 529只食

蟹猴进行血清AMH检测，结果显示，食蟹猴的平均

AMH水平均高于猕猴，猕猴及食蟹猴的血清AMH水

平在幼年期、成年期和老年期呈动态变化，但在月经

周期的不同阶段以及体重指数对AMH水平没有明显影

响［39］；为探究非人灵长类实验动物围绝经期的早期生

物标志物，Downs等［40］检测老年雌性猕猴从绝经前到

围绝经期和绝经过渡期猴体内生殖激素水平的变化，

发现与年龄有关的FSH、LH、抑制素B和AMH分泌量

的变化可能是向围绝经期过渡的第一个内分泌表现。

3.2　卵巢结构与功能的变化
卵巢衰老在结构与功能上主要表现为卵巢体积萎

缩、纤维化、卵泡数量减少、生长卵泡和黄体减少、

闭锁卵泡增多。卵泡的逐渐减少导致卵巢功能日益衰

退从而进入围绝经期直至绝经。卵泡的发育成熟是一

个由卵巢内和卵巢外事件相互关联的复杂过程，最终

导致成熟卵母细胞排卵、破裂卵泡转化为黄体。原始

卵泡由处于减数分裂二分裂阶段的未成熟卵母细胞组

成，周围有一层相对未分化的颗粒细胞。卵母细胞保

持未成熟状态的原因很多，其中之一是颗粒细胞分泌

的 卵 母 细 胞 成 熟 抑 制 剂 （oocyte maturation 
inhibitor）［41］。卵泡颗粒细胞可能会通过分泌卵泡抑制

素（follistatin）来抑制垂体中 FSH的生成，从而间接

抑制卵泡的发育成熟。虽然颗粒细胞上存在大量LH受
体，但卵泡液中的雌激素和黄体生成抑制因子

（luteinizing inhibitor）等因素会阻止这些颗粒细胞过早

地生成黄体［41］。
随着排卵前LH分泌量的激增，卵母细胞减数分裂

得以恢复，随之出现卵泡破裂和黄体形成。黄体主要

由颗粒细胞构成，会在一段时间内分泌较多的孕酮。

在排卵前，卵泡必须接触到足够水平的LH和FSH并产

生相应的反应，黄体才能分泌高浓度的孕酮，以维持

其正常的生命周期［41］。有研究发现［42］，幼年期与青

年期猕猴的卵巢脏器指数、卵巢细胞凋亡率均不存在

显著性差异，但二者与老年期猕猴均存在显著性差异；

而且随着年龄增长，猕猴卵巢组织中的卵泡数量逐渐

减少，间质则排列散乱，髓质被大量卵巢组织包括纤

维结缔组织和血管所填充。另有研究显示［43］，在 1.5
岁日本猕猴的卵巢组织中可观察到发育中的三级卵泡，

而从老年狨猴卵巢组织中获得的未成熟卵母细胞，经

体外诱导卵母细胞成熟和受精后，也能获得胚胎［44］。
Nichols等［45］将1～25岁的雌性猕猴分为5个不同

年龄组后发现，卵巢中原始卵泡和初级卵泡的比例在

不同年龄组间均有显著差异，接近或正处于绝经过渡

期（20～25岁）的样本显示出卵巢衰老的迹象，卵泡

稀疏，排列分散且闭锁，原始卵泡数量较少，基质组

织减少；Lu等［46］应用时空转录组学技术检测并比较

了年轻与衰老的非人灵长类实验动物卵巢后发现，炎

症反应、衰老相关分泌表型、衰老和纤维化可能是促

进卵巢衰老的主要因素；一项基于猕猴卵巢衰老模型

的研究证实，高活性间充质干细胞疗法可通过多种细

胞和分子机制改善卵巢的组织结构和分泌功能，从而

抵抗卵巢衰老［47］。此外，通过向老年猕猴体内注射骨

髓间充质干细胞，也能增加卵巢体积，增强性激素的
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调节能力，减轻肺纤维化程度，抑制细胞凋亡，增加

血管密度，促进卵泡再生，从而逆转卵巢颗粒细胞老

化进程［48-49］。上述研究表明，猕猴的卵巢储备耗竭情

况与人类极为相似，提示非人灵长类实验动物可作为

研究人类卵巢衰老模型的理想动物模型。

3.3　卵巢衰老的其他生理变化
在人类卵巢衰老的过程中，因卵泡耗损会导致小

窦状卵泡的颗粒细胞减少，进而导致抑制素B浓度下

降［7，50］，在B超下还可见卵巢窦状卵泡数目减少、卵

巢体积减小，以及间质血流减小等症状［51］，而这些变

化在非人灵长类实验动物上还未有报道。此外，月经

周期或动情周期紊乱的出现可能是卵巢储备功能减退

的第一个信号。值得注意的是，人类女性的月经周期

并没有明显的季节性，而实验室猕猴在半自然的户外

条件下会表现出一年一度的非繁殖季节。暴露在自然

环境下的猕猴会在秋冬季节提前受孕，若没受孕则会

持续几个排卵周期，而在非繁殖季节时无排卵和黄体

期缩短的情况增多。雌性猕猴生殖具有季节性，这与

体内激素、气候水平等有关；在 3～9月的非繁殖季

节，猕猴的月经周期不规则且长，甚至可能出现闭经，

子宫内膜较薄，子宫内膜线清晰可见；而在10月至来

年 2月的生殖季节，猕猴月经周期则相对稳定且短，

子宫内膜在月经周期中出现分泌、增生等周期性变

化［52］。Wang等［53］通过检测分析年轻和老年的非人

灵长类实验动物卵巢单细胞转录组图谱，发现 7种具

有不同基因表达特征的卵巢细胞类型；进一步分析这

些细胞类型特异性衰老相关转录组学变化后发现，早

期卵母细胞和颗粒细胞的特异性抗氧化信号转导受到

干扰，这表明氧化损伤可能是卵巢功能随年龄衰退的

关键因素。

4　存在的问题及展望

现代人类在寿命延长的同时，生育年龄却没有随

之相应改变，女性的生殖能力衰退是不可避免的，女

性的自然绝经年龄及可生育年龄范围较之从前并无变

化。随着社会压力的增加，许多女性想生育，却已错

过最佳适育年龄，卵巢早衰也呈年轻化趋势且发病率

逐渐上升。在中国，随着“三孩”优化生育政策的推

出，卵巢衰老所引发的生育问题愈加严重。此外，卵

巢衰老还会带来骨密度降低、泌尿系统疾病、心血管

疾病等并发症，这大大降低了围绝经期女性的生活质

量。因此，将重点放在缓解女性生殖衰老，以保持生

育能力和维护与年龄相关的激素分泌功能，进行相关

生物医学研究显得极为重要。

非人灵长类实验动物作为人类的近亲，可以再现

人类的衰老过程和老年相关疾病的发展情况，因此其

在传染病、生殖医学、衰老相关的疾病等方面被广泛

应用于动物模型，可以避开在人类上进行研究的伦理

学问题，并且在非人灵长类实验动物上的研究成果也

更易转化应用到人类医学上；另一方面，因生物大分

子的发展迅猛、试剂抗体的研发等，实验猴供不应求，

这使得在非人灵长类实验动物上的研究越来越重要，

其地位已作为国家战略资源受到高度重视。

2020年，中国实验灵长类养殖开发协会对国内26
家会员单位的调查显示：国内实验食蟹猴总存栏数超

过18万只，其中繁殖母猴不到4万只，占比仅21.7%。
此外，目前人类人口在非人灵长类实验动物分布的地

区不断扩大、气候变化等因素，直接或间接地削弱了

非人灵长类实验动物栖息地和降低生物多样性［54］。在

生产繁育方面，较之啮齿类等其他实验动物，非人灵

长类实验动物还存在繁殖周期及哺育时间长、繁殖次

数少、胎仔数少等客观事实，因此提高非人灵长类实

验动物的繁殖性能、增加新生非人灵长类实验动物的

数量尤为重要。总之，研究非人灵长类实验动物的卵

巢衰老问题，在改善非人灵长类实验动物的繁育能力

的同时，对人类医学研究方面的进步也具有重要的参

考借鉴与指导意义。

目前，在非人灵长类实验动物卵巢衰老上的研究

也存在以下问题：（1）因伦理限制和非人灵长类实验

动物资源的相对缺失，国外在非人灵长类实验动物上

卵巢衰老的研究在20世纪60～90年代较为集中，且多

为对月经周期中的激素分泌波动变化的探究。国内外

在非人灵长类实验动物的生殖方面的研究多见于辅助

生殖，尤其是子宫内膜功能方面的研究，包括检查猕

猴的妊娠状况［55-57］、监测卵泡的发育情况［58-59］，以

及根据检测到的激素水平、卵泡发育情况等，对动物

个体进行输精等操作。（2）目前在卵巢研究中以病理

性研究居多，包括卵巢早衰、多囊卵巢综合征等，且

多在小鼠、大鼠等啮齿类动物上进行［60-61］，而对于卵

巢自然生理性衰老的研究则相对较少。之后可在非人

灵长类实验动物上建立相关卵巢自然衰老的评价指标，

从而为开展卵巢衰老的相关研究提供参考指标及评判

标准，有助于改善非人灵长类实验动物的卵巢衰老状
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况，提高其繁殖性能。中国应充分发挥非人灵长类实

验动物资源方面现有的独特优势，持续推进卵巢衰老

相关的研究。

间充质干细胞具有很大的应用前景，但如何提高

注入体内细胞的注射效率，并且降低机体自身的免疫

排斥反应，从而改善卵巢衰老带来的一系列生殖问题，

相信该问题的解决对于缓解卵巢衰老及带来的生育问

题非常重要。人类卵巢极难获取，随着生物信息学的

兴起，可通过获取年轻生殖力旺盛与年老处于围绝经

期的非人灵长类实验动物卵巢组织，筛选出差异表达

基因，比较二者卵巢在表达上的差异和涉及的相关代

谢通路，从而开展相关分子机制的研究。也可通过基

因编辑技术，在相应实验动物上对卵巢衰老相关的差

异表达基因进行修饰，并进行探究及验证。通过将新

型的生物技术与动物实验相结合，为开展人类卵巢衰

老的研究及治疗提供更为可靠的动物模型及指导依据，

从而缓解现有的社会生育压力问题。
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疝疾病动物模型研究及新型疝修补材料应用进展
费 彬1, 郭文科2, 郭建平2

(1. 山西医科大学汾阳学院, 汾阳 032200;  2. 山西医科大学附属汾阳医院, 汾阳 032200)

[摘要] 疝是普外科常见病和多发病，指体内器官整体或一部分离开正常的解剖位置，通过先天或后天形成的薄弱
点、缺损或空隙进入其他部位。疝的发生机制复杂，与腹壁薄弱或腹腔内压增高等多种因素有关，临床表现多样，
因类型、部位和严重程度的不同而有所差异。随着老龄化社会进程不断加剧，疝的发病率呈逐年上升趋势。动物模
型作为研究疝疾病的重要手段，一方面能够检验新修补材料和新技术的安全性和有效性；另一方面有助于临床医师
探索新的手术方式，并对某些疝疾病及其并发症的发生机制和新疗法展开研究。由于不同类型的疝疾病在病理生理
机制上存在显著差异，其动物模型的建立方法和评价标准也呈现出明显的多样性。此外，动物模型的建立方法与实
验目的密切相关，不同的实验目的对动物模型的要求各不相同。因此，根据不同的实验目的精准选择动物模型的建
立方法，是确保研究顺利开展并取得可靠成果的关键。为此，本文综述了建立腹外疝 （包括腹壁切口疝、腹股沟
疝、脐疝、造口旁疝、嵌顿疝及盆底疝）、先天性膈疝、食管裂孔疝及脑疝动物模型的有效方法，详细分析了这些
模型的优缺点及相关的评价标准；同时，总结了一些新型疝修补材料在临床前疝疾病动物模型研究中的应用，以期
为疝疾病相关研究及治疗提供有价值的参考。
[ 关 键 词 ] 疝； 动物模型； 修补材料； 研究进展
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0055-12

Research Progress on Animal Models for Hernia Diseases and New 

Hernia Repair Materials

FEI Bin1, GUO Wenke2, GUO Jianping2

(1. Fenyang College, Shanxi Medical University, Fenyang 032200, China; 2. Fenyang Hospital Affiliated to Shanxi 
Medical University, Fenyang 032200, China)
Correspondence to: GUO Jianping (ORCID: 0009-0005-2655-7127), E-mail: gjphr@126.com

[ABSTRACT] Hernia is a common and frequently occurring condition in general surgery, referring to the 
displacement of an organ or part of an organ from its normal anatomical position through a congenital or 
acquired weak point, defect, or space into another area. Its pathogenesis is complex, involving multiple 
factors such as abdominal wall weakness or increased intra-abdominal pressure. The clinical 
manifestations of hernia vary depending on its type, location, and severity. As the aging of the population 
continues to advance, the incidence of hernia has been increasing annually. Animal models serve as an 
important tool in hernia research. They enable the evaluation of the safety and efficacy of new repair 
materials and techniques, as well as assisting clinicians in developing new surgical methods and 
investigating the mechanisms and novel therapies for certain hernia diseases and their complications. 
Given the significant differences in the pathophysiological mechanisms of different types of hernia 
diseases, the methods and evaluation criteria for establishing animal models are highly diverse. 
Furthermore, the methods for establishing animal models are closely related to experimental objectives, 
and different experimental goals require different animal models. Therefore, selecting appropriate animal 
models based on experimental objectives is crucial for ensuring the smooth progress of research and 
obtaining reliable results. To this end, this review summarizes effective methods for establishing animal 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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models for external abdominal hernias (including incisional hernia, inguinal hernia, umbilical hernia, 
parastomal hernia, incarcerated hernia, and pelvic floor hernia), congenital diaphragmatic hernia, hiatal 
hernia, and cerebral hernia. It provides a detailed analysis of the advantages, disadvantages, and evaluation 
criteria of these models. Additionally, this review summarizes recent preclinical applications of new hernia 
repair materials, aiming to provide references for animal experimental research in the field of hernia studies.
[Key words]  Hernia; Animal model; Repair material; Research progress

疝是指组织或器官的一部分因组织薄弱、缺损或

异常的腔内压力升高，而离开正常的解剖位置，并向

组织薄弱、缺损处突出而形成的结构，俗称疝气。临

床中常见的腹外疝包括腹股沟疝、切口疝、脐疝、造

口旁疝及嵌顿疝等，其他疝还有先天性膈疝、食管裂

孔疝、脑疝和脊髓疝等。随着现代外科的发展，疝修

补手术已从传统张力修补发展到目前广泛开展的开放

无张力修补术和腹腔镜疝修补术，甚至出现了机器人

手术系统的运用。此外，材料科学的不断创新和发展，

能够帮助临床医师进行更加精简的手术，以提炼出更

加安全可靠的手术方式［1］。在修补材料和技术不断创

新的过程中，动物实验发挥了不可替代的作用。新型

手术方式和修补材料需要基于大量动物实验才能进入

临床使用，而一个良好的动物模型是实验成功的关键

因素。本综述通过总结各种疝疾病相关动物模型的建

立方法、优缺点，以及一些新型疝修补材料的临床前

应用情况，归纳了建立稳定疝模型的有效方法，以期

为疝疾病的动物实验研究提供参考。

1　腹外疝动物模型

腹外疝（external abdominal hernia）是临床上一种

常见外科疾病，主要指腹腔内脏器或组织通过腹壁薄

弱点或缺损处向外突出，形成可见或可触及的肿块。

常见的腹外疝包括切口疝、腹股沟疝、脐疝、造口旁

疝及嵌顿疝等。腹外疝动物模型是研究腹外疝发病机

制、治疗方法和新型修补技术的重要工具，为临床转

化提供了关键支持。每种腹外疝发生发展过程不同，

其动物模型构建方法亦不同，现总结如下。

1.1　腹壁切口疝动物模型
切口疝（incisional hernia）是由于切口表面的皮肤

虽愈合，但切口部位的肌肉或筋膜未愈合或仅部分愈

合，导致组织或内脏从疝口膨出，从而继发的一系列

病理生理学变化。切口疝的发生，一方面与患者的自

身因素有关，如年龄、体重、吸烟与否、营养状况及

基础疾病等；另一方面，外科医师对各种手术细节的

把控也起到至关重要的作用，如切口的选择、术中对

切口的保护及切口的缝合关闭技术等［2］。
腹部手术后切口疝发生率高达 12.7%～23%，因

此，在腹壁疝动物模型中以腹壁切口疝为主［3］。为了

更好地模拟实际临床，此动物模型均为手术诱发模型。

造模层次和方法大致可分为 3种：腹膜前全层肌肉切

开但不切除肌肉组织（方法1）；切除部分肌层，即去

除腹膜前部分腹直肌层，缺损面积较大的也会去除部

分腹外斜肌和腹内斜肌（方法2）；腹膜前全层肌肉缺

损或全层腹壁切除（含腹膜）（方法3）。目前，尚无评

价腹壁切口疝模型的统一标准，但一般应满足以下几

点：形成明显包块；无死亡或体重改变；无自愈倾向。

此外，腹壁缺损大小，目前也无统一标准，不同学者

对此有不同的理解，或根据实验目的而定标准。目前，

该模型常用的实验动物有猪、兔和鼠等，相关总结如

表1所示。

1.1.1　猪模型
猪具有体型大，在腹壁厚度、强度和组织构成方

面与人类腹壁比较接近等优势，常被用作腹壁疝修补

术的临床前模型［3］。但也存在成本高，手术及麻醉操

作难度大等缺点，导致近几年其使用率呈逐渐下降

趋势［4］。
有学者通过方法 1，于体重为 20～25 kg的雌性小

型猪上腹部中线造10 cm切口，再分离腹白线两侧肌层

形成疝缺损，结果于术后 1周可形成典型的切口疝；

但也有学者认为此法仅行单纯腹壁切口，由于肌肉交

错容易使伤口自愈，导致造模成功率低［3，5］。Sahoo
等［6］通过方法 2和方法 3创建了 3种不同损伤程度的

疝模型：腹直肌部分厚度缺损（10 cm×5 cm），保留腹

直肌后鞘；腹膜前全层肌肉缺损（15 cm×7.5 cm），同

时制造腹膜切口缺损并缝合关闭腹膜缺损；腹膜前全

层肌肉缺损（11 cm×10 cm）。以上3种模型均在术后2
周出现明显切口疝。但有学者认为术中腹壁肌肉层次

较难判断，且术后动物的运动导致各层腹壁肌肉受力

改变，导致疝形成率和疝环的尺寸不稳定［3］。仲洁
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等［3］按照人类平均身高170 cm，大腹壁疝的腹壁缺损

最大径>12 cm的比例，设计大小约 4 cm×2 cm椭圆形

猪下腹部腹壁全层缺损，结果术后 1个月所有实验猪

均出现明显腹壁切口疝；术后 3个月行疝环单纯修补

术后又均出现疝复发，这表明该模型无自愈倾向，可

推荐使用。

1.1.2　犬模型
犬体型相对适中，腹壁解剖结构在很多方面与人

类较为相似，也被用作腹壁切口疝动物模型。国外学

者通过切除腹壁全层组织构建切口疝模型，缺损大小

不一，多用于修补材料的组织学评估［7-8］。但由于犬

饲养管理和手术麻醉复杂等原因，近年来很少使用。

1.1.3　兔模型
家兔腹壁结构与人体大致相似，存在腹内斜肌、

腹外斜肌及腹横肌等组织结构，具有体型小、易操作

等优点，也是常用的动物模型，但近几年其使用率也

呈逐渐下降趋势［4］。国内学者根据人类平均身高

170 cm，大腹壁疝的腹壁缺损最大径>12 cm的比例，

设计缺损大小，经实验验证，制造大小约3 cm×3 cm的
缺损是一种可靠的方法［9-10］；而在国外的研究中，形

成疝缺损大小不一，如Benito-Martínez等［11］和Pérez-
Köhler等［12］的研究中实验人员于侧腹部制造大小为

5 cm×2 cm缺损、大小 6 cm×4 cm缺损等。在这些研究

中，研究重点在修补材料，可能忽略了这种造模方法

是否可行的问题。

1.1.4　大鼠模型
国内外学者通过同样的手术方法制备出大鼠腹壁

切口疝模型，该模型不仅简单有效、重复性好，还兼

顾经济性和易行性，其使用率呈逐年上升趋势［4，13-14］。
Sahin等［15］比较了单纯腹壁切口与腹壁肌肉切除造模

效果，发现通过腹壁肌肉切除形成的大鼠疝模型，在

疝囊大小、张力和延伸值方面，都是统计学上最理想

的切口疝模型。此外，国内有学者通过在大鼠腹部切

除3 cm×0.6 cm全层腹壁肌肉组织，再使用商业化聚丙

烯补片对腹壁缺损进行无张力修复评估，结果同样表

明，这一制作切口疝小动物模型的方法操作简便，成

功率高且可重复性好［13］。
1.2　腹股沟疝动物模型

腹股沟疝（inguinal hernia）是指发生在腹股沟区

域的腹外疝，其发病机制目前尚不明确，可能与性别、

年龄、家族史、先天因素如鞘状突未闭、腹股沟管发

育短等，及后天因素如机体生长发育及一些慢性病，

如肝病、腹水、肾病等相关［16］。目前，腹股沟疝的手

术技术已十分成熟，难以从无张力疝修补术的理念方

面进行突破，当前更多聚焦于修补材料的研发。在这

个不断创新的领域中，腹股沟疝动物模型发挥着重要

作用。腹股沟疝动物模型分为自发型、转基因型及手

术诱发型。目前尚无统一评价标准，理想的腹股沟疝

动物模型应具有与人类腹股沟区相似的解剖结构，能

够形成大小适中，又便于进行观察和手术修复的疝缺

损。该模型常用的实验动物有猪、兔和鼠等，相关总

结如表1所示。

1.2.1　自发模型
常用的自发模型有猪模型和兔模型。猪的腹股沟

区解剖结构与人类非常接近，其动物模型更加贴合临

床。有报道称小型猪腹股沟阴囊疝发生率可达51.6%。
小型猪腹股沟阴囊疝是由于小型猪小肠及网膜经腹股

沟管进入鞘膜腔内引起，这与人类腹股沟斜疝在解剖

结构与发病机制上十分相似，可作为一种自发型腹股

沟疝模型［17］。缺点是饲养经济成本高和实验操作

复杂。

家兔先天具有腹股沟管内环口永不闭合的特点，

即使家兔并不能自发形成疝，仍被大多数研究者采

用［18］，故笔者将其归纳为自发模型。有研究表明，兔

模型更适合小儿微创手术训练模型［19］，其缺点是腹股

沟管内部空间小，局部解剖差异较大，适用条件有限。

1.2.2　转基因模型
腹股沟疝发生的一个潜在原因是作用于腹壁肌肉

的性类固醇激素水平的改变，下腹肌组织中的芳香化

酶将睾酮转化为雌二醇，会引起强烈的纤维化，导致

肌肉萎缩和腹股沟疝［20］。Zhao等［21］的研究中，构建

了含有完整的人类芳香化酶编码区，一个>75 kb的启

动子区，包括启动子 I.4、I.7、I.f、I.6、I.3和PⅡ以及

3'-聚腺苷化位点的芳香化酶转基因小鼠。在12周时，

90%以上的雄性芳香化酶转基因小鼠可观察到双侧腹

股沟阴囊疝。此模型主要用于性激素在疝疾病发病机

制的相关研究。

1.2.3　手术诱发模型
手术诱发模型指通过外科手术在动物的腹股沟区

制造缺损或薄弱区，模拟腹股沟疝的发生。通过切除

或破坏腹股沟管的壁层结构，在精索旁、皮肤和腹腔

之间形成缺损，缺损的内部被认为是深环（内口），外

部被认为是浅环（外口），腹腔内容物可通过内口突出

而形成疝［22］。但此模型与人类腹股沟疝的形成差距较
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大，适用条件有限。

1.3　脐疝动物模型
脐疝（umbilical hernia）是常见的腹壁疝之一，主

要症状为肠管等腹腔内容物通过脐部薄弱区域突出体

外。有研究表明，脐疝的病因主要与腹壁结构发育和

胶原代谢有关［23］。脐疝动物模型为自发模型，目前此

模型尚无统一评价标准，但一般包括以下几点：脐部

出现局限性的球形、半球形或椭圆形突起，大小适中，

可重复性好；疝内容物为正常腹壁脏器组织。该模型

常用实验动物为大鼠，相关总结如表1所示。

恽时锋等［24］首次在 SD大鼠繁育过程中发现 3例
大鼠自发性脐疝。另一项研究发现，通过近交繁殖先

天性脐疝大鼠获得能稳定遗传的大鼠脐疝模型，随着

近交系数增大，大鼠脐疝发生率升高，F12、F13代脐

疝发生率可达 100%［25］。孙天奇等［26］的进一步研究

表明，遗传性脐疝大鼠模型表型特征明确，生物学特

性有别于SD大鼠，可用于研究脐疝致病机制及其易感

基因。

1.4　造口旁疝动物模型
造口旁疝（parastomal hernia）是一种特殊类型的

切口疝，由小肠或者结肠经造口侧方脱出所致。其病

因主要与造口位置位于腹膜外，腹壁筋膜开口过大，

造口肠段与腹膜、腹壁筋膜固定或愈合不良及持续性

腹腔高压等有关［27］。为了更好地评估修补补片在造口

旁疝修补术中的生物相容性及力学性能，临床前动物

模型实验是不可或缺的环节。造口旁疝动物模型为手

术诱发模型，目前尚无统一评价标准，但一个理想和

典型的造口旁疝动物模型应该有明显的疝环、突出的

疝囊以及一个造口。该模型常用实验动物为大鼠，相

关总结如表1所示。

Zhu等［28］首次建立了造口旁疝动物模型，在研究

过程中发现造口旁疝评分与切除肌肉的位置和形状显

著相关，而非切除肌肉的体积。在动物选择方面，发

现兔对结肠造口手术表现出不耐受，表现为持续腹泻

并最终死亡；而大鼠对结肠造口术的耐受性良好，推

荐使用。通过设计 4种不同手术方式进行比较，该研

究结果发现，通过在造口周围建立大小约（纵） 3 cm×
（横） 2 cm椭圆形腹直肌缺损形成造口旁疝模型，其评

分显著高于其他组，可推荐作为建立大鼠造口旁疝模

型的最佳方法。

1.5　嵌顿疝动物模型
嵌顿疝（incarcerated hernia）是指肠管等疝内容物

进入疝囊后无法自行还纳回腹腔的一种状态，若疝内

容物不能及时复位，进而会发生血运障碍形成绞窄疝。

建立嵌顿疝动物模型对于进一步研究其病理生理反应、

探索早期诊断和治疗方法有重要意义。嵌顿疝动物模

型为手术诱发模型，目前尚无统一评价标准，一般根

据观察不同时间节点的肠管形态及组织学观察来模拟

临床中疝内容物从嵌顿到较窄再到坏死的变化。该模

型常用实验动物为大鼠，相关总结如表1所示。

模型构建方法为腹部纵行切口进腹，取回盲部近

端肠管约4 cm并标记嵌顿部位，测量嵌顿部位肠管直

径分别为 d1、d2，将肠管置于皮肤与腹壁肌肉间的间

隙，确保皮肤缝合后对脱出肠管无压迫；设定疝环直

径为D，腹腔内注射生理盐水 2 mL，然后从上至下连

续缝合腹膜及腹壁肌肉，将肠管嵌顿于切口远心端，

形成人工疝环口，直径为D=0.8×［（d1+d2） /2］，最后

连续缝合皮肤。此造模操作简单易行，已被多数学者

应用并认可［28-29］。
1.6　盆底疝动物模型

盆底疝（pelvic floor hernia）是指疝囊在骨盆盆缘

以下的腹外疝，主要分为闭孔疝、坐骨孔疝、盆底腹

膜疝及会阴疝。盆底疝形成的病因有两方面：各种原

因导致的腹内压或盆腔内压力升高；手术或非手术因

素造成的盆底筋膜组织损伤［30］。
盆底疝动物模型可分为手术诱发模型和转基因模

型，目前无统一评价标准，一般应包括可还纳的疝囊

并可触及疝环，或通过再次解剖观察疝囊与疝环位置

进一步验证。该模型常用实验动物有犬和小鼠，相关

总结如表1所示。

1.6.1　犬手术诱发模型
模型建立首先通过外科手术游离犬盆底肌肉筋膜

组织间隙（肛门外括约肌、坐骨尾骨肌和肛提肌、闭

孔内肌间的间隙），然后围手术期诱导便秘以提高实验

犬腹内压。术后 1个月，实验犬均出现盆底疝，经局

部解剖进一步证实［31］。
1.6.2　小鼠转基因模型

有研究发现，一种源自野生C57BL/6品系的尿激

酶型纤溶酶原激活剂缺陷转基因小鼠的直肠脱垂发生

率很高，可观察到直肠黏膜不可逆的脱出和整个会阴

区域的肿胀现象；经组织学检查发现，该小鼠的周围

肌组织出现不同程度的损伤和纤维化［32］。此模型为盆

底疝的发病机制研究提供了一种可选方法。
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2　先天性膈疝动物模型

先天性膈疝（congenital diaphragmatic hernia）是一

种出生缺陷，每 2 000～4 000例活产新生儿中就会出

现1例［33］。其特点是膈肌闭合不全，胎儿腹腔器官疝

入胸腔，导致肺发育不良和血管重塑，引起出生后肺

动脉高压和心功能不全，致死率可达到50%［34］。先天

性膈疝的病因尚不清楚，但约有三分之一的病例被认

为与多基因遗传有关［35］。除了手术方法外，先天性膈

疝的治疗选择很有限。因为对其病因知之甚少，因此

需要更好的实验模型来阐明其发病机制，同时测试新

的治疗方法。

先天性膈疝动物模型尚无统一评价标准，不同学

者根据自己的研究目的和方法，采用不同的评价指标。

一般来说，膈疝发生率及与人类先天性膈疝发生的相

似程度（如膈肌缺损位置，及临床表现等）是重点观

察指标。膈疝动物模型可分为转基因模型、药物诱发

模型及外科手术诱发模型，相关总结如表2所示。

2.1　转基因模型
先天性膈疝转基因模型指通过基因敲除而诱发先

天性膈疝的啮齿类动物模型。迄今为止，大约 30%的

先天性膈疝新生儿已被确定为遗传因素所致［35-36］。随

着近年来创新分子技术的出现，先天性膈疝转基因动

物模型越来越普遍，为膈缺损及相关肺异常的发病机

制和病因提供了新的候选基因和信号通路［37］。目前，

小鼠基因组数据库（http：//www.informatics.jax.org）中

已列出了 18种与人类先天性膈疝表型相似的小鼠模

型。先天性膈疝转基因动物模型不仅可以模拟膈疝的

自然发生，而且有助于人们了解其所涉及的基因以及

这些基因的修饰如何改变疾病的进程，是研究产前治

疗先天性膈疝最常用的动物模型［38］，但这种模型也存

在技术难度和成本高的缺点。

2.2　药物诱发模型
药物诱发模型指将硝基酚用于受孕啮齿动物，其

会导致动物后代出现先天性膈疝和肺发育不良的情

况［39］。通常情况下，将 100 mg硝基酚溶解在 1 mL橄
榄油中，在妊娠第9.5天给药时，40%～60%的后代出

现左侧先天性膈疝；而在妊娠第11天给药时，出现右

侧先天性膈疝更为常见［40］。这种模型经济、方便，同

时可模拟人类膈疝不同严重程度的肺和膈胚胎发育研

究［41］，但也存在一些缺点：首先，硝基酚仅应用于啮

齿动物，尚无研究显示其对大型动物有效；其次，硝

表 1　腹外疝动物模型的构建方法及优缺点
Table 1　Methods for establishing animal models of external abdominal hernia, and their advantages and disadvantages

疝疾病类型
Types of hernia

腹壁切口疝
Incisional hernia

腹股沟疝
Inguinal hernia

脐疝
Umbilical hernia
造口旁疝
Parastomal hernia
嵌顿疝
Incarcerated hernia
盆底疝
Pelvic floor hernia

构建方法
Establishment 

Methods
手术诱发

自发

转基因
手术诱发

自发

手术诱发

手术诱发

手术诱发

转基因

实验动物
Laboratory 

Animals
猪

犬
兔
鼠
猪

兔

小鼠
大鼠
大鼠

大鼠

大鼠

犬

小鼠

优点
Advantages

腹壁结构、生理功能与人类相似程度高，临床
转化率较高[3-4]

腹壁结构、腹腔压力变化规律等与人类相似[7-8]

成本较低，体型小，操作简单[4,11-12]

成本低，操作简单，模型重复性好[4,13-15]

疝的发生机制更贴合临床实际，可研究疾病自
然发生过程[17]

成本较低；存在永不闭合内环口；体积大小适
中，更适合腹腔镜手术操作训练[18-19]

可重复性强，多用于机制研究[20]

可控制疝种类及严重程度，快速成模型[22]

发生机制更贴合临床，可用于基因的研究[26]

成本低，操作简单；模型重复性好[28]

简单易行，可控性和重复性好[28-29]

疝的发生机制更贴合临床实际情况[31]

可用于盆底疝的发病机制研究[32]

缺点
Disadvantages

成本较高，手术、麻醉操作复杂[3-4]

成本较高，饲养管理和手术麻醉操作复杂[7-8]

腹壁厚度、强度与人类差异较大[4,11-12]

腹壁厚度、强度与人类差异较大[4,13-15]

发生率低，样本获取难度大；遗传背景不明
确[17]

腹股沟区解剖与人类差距较大；不能形成
疝，适用条件有限[18-19]

技术难度及成本高，适用条件有限[21]

与临床实际差距较大，应用较少
个体差异大[24]

腹壁厚度、强度与人类差异较大

疝内容物、疾病进展速度及治疗效果等多方
面与临床存在一定差异[28-29]

盆底局部解剖复杂，不易识别，与人类存在
差异[31]

技术难度及成本高，适用条件有限[32]
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基酚干预的无先天性膈疝胎儿也出现肺发育不良，因

为其致畸作用涉及多个器官，特别是对各种肺细胞的

影响；因此，无法区分肺发育不良是由于疝内容物的

机械压迫还是致畸作用所致［39］。
2.3　手术诱发模型

手术模型的优点在于手术诱导的先天性膈疝模型

几乎不受致畸物诱导效应的影响，可以在大、小型动

物上进行研究；但手术模型仅限于从小管期开始的对

胎儿肺的研究，因为早期进行手术死亡率为100%［40］。
2.3.1　羊模型

第一个手术模型是在绵羊胎儿中进行的，Harrison
等［42］在妊娠晚期肺发育的假腺期，通过在左侧肋间

隙打开胎儿胸部，切除部分横膈肌，制造膈疝缺损。

实验分析观察了肺大小和体积在不同手术胎龄（从98 d
到138 d，妊娠期共 145～150 d）的变化。目前，手术

先天性膈疝羊模型已标准化，手术在妊娠 60～63 d
（肺发育的伪腺体阶段）之间进行［43］。羊模型的主要

优点是胎儿尺寸更大，更容易形成疝缺损；其缺点主

要是绵羊成本高、妊娠周期长以及窝产仔数量少［44］。
2.3.2　兔模型

兔模型具有成本较低、妊娠期较短、窝产仔数较

多及肺部生理学与人类具有一定的相似性等优点。一

研究中，兔先天性膈疝手术模型是在妊娠 23～26 d的
兔胎进行的（肺发育假腺期，兔胎儿足月需31～32 d），
结果死亡率>45%，且无明显肺发育不全［45］。另一研

究，在妊娠第20天造模，死亡率100%［46］；在妊娠第

24天和第25天造模，胎儿成活率达70%，发生明显肺

发育不全及肺血管厚度增加。此外，有研究在妊娠第

23天进行手术，并在妊娠第25、27、29、30天采集胎

儿样本，发现肺发育不全随时间延长而加重［47］。手术

过程大致如下：剖开孕兔腹部和子宫，在胎儿胸侧血

管之间的标志处行一侧胸廓切开术，当肺收缩显露横

膈膜时造成膈肌缺损。

2.3.3　大鼠模型
由于硝基酚诱导的先天性膈疝模型仅限于啮齿动

物，因此 Sbragia等［40］首次在大鼠中建立先天性膈疝

模型，这有助于使用新的组学技术来探索先天性膈疝

环境下肺异常发育的机制，而不受致畸物的干扰。在

Sbragia等［40］的报告中，手术在妊娠第 18.5天（相当

于人类肺小管发育阶段）进行，方法与兔先天性膈疝

模型类似，研究结果表明，在肺重比（总肺肿瘤/胎儿

体重）和肺组织学上的变化均与硝基酚诱导的先天性

膈疝模型相似。大鼠先天性膈疝模型的其他优点是存

在足够大的疝缺损，这与在人类身上发现的一致。而

大鼠先天性膈疝模型的局限性包括：手术为显微操作，

术者需要有显微操作基础；手术在肺发育假腺期后，

因此不能观察膈肌缺损对之前肺发育的影响。

3　食管裂孔疝动物模型

食管裂孔疝（hiatal hernia）是指胃和（或）其他

腹部脏器通过食管裂孔从腹腔突出并进入胸腔。该病

的发病机制尚不清楚，可能主要是由膈肌食管裂孔周

围韧带结构弹性降低或胃内压力增加，导致腹腔内容

物疝入胸腔，因此老年及肥胖是该病的主要危险

因素［48］。
食管裂孔疝动物模型分为自发模型和手术诱发模

型，目前尚无统一评价标准。理想的食管裂孔疝动物

模型应具有与人类相似的食管裂孔及其周围组织结构，

并且体积适中，能够提供足够视野进行腹腔镜手术等

操作。常用实验动物有猪、犬和兔等，相关总结如表2
所示。

3.1　自发模型
3.1.1　猪模型

猪的食管裂孔较大，相当于较小的食管裂孔疝，

并且左右膈肌脚清楚，各解剖标志与人体基本相似，

不需要特殊干预就可以建立动物训练模型［49］。有学者

认为，在进行猪模型手术时，其立体感、方向感与进

行人体腹腔镜手术时基本一致［50］。同样，在猪模型上

进行机器人食管裂孔疝修补联合胃底折叠手术安全可

行。该模型为外科医师提供了机器人手术系统缝合打

结技术以及不同折叠术式的操作训练平台［49］，但也存

在一定缺点，如：猪的肝左叶大、胃底宽、膈肌位置

深，这给手术区域的显露造成了一定的困难；猪的脾

脏狭长、质地脆、游离胃底时易发生出血，术中应谨

慎操作。

3.1.2　鼠和兔发模型
有学者在鼠和兔体内进行食管裂孔疝修补术，用

于研究不同补片在食管裂孔处对膈肌的影响及其组织

学变化［51-52］，但这种模型与人类解剖差异较大，因

此，适用条件有限，近年来较少使用。

3.2　食管裂孔疝手术诱发模型
3.2.1　猪模型

Brody等［53］经胸入路游离了 5头家猪的食管裂孔

区，并切断胃短血管，使胃底上升至胸腔内，成功复
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刻了食管裂孔疝模型。此外，Smith等［54］通过切除猪

的左膈肌脚和部分左膈，建立了两种缺损尺寸的大裂

孔疝模型，包括 40 mm×30 mm 的标准大小缺损和

40 mm×50 mm的更大缺损，为后续进行巨大食管裂孔

疝的相关研究提供了可靠的参考依据。

3.2.2　犬模型
Desai等［55］通过左侧胸腔镜入路，首先离断下肺

韧带，在辨认出食管和迷走神经后，将膈食管膜切开，

并对胃食管连接处进行环形解剖，后将食管下段和胃

底牵拉至后纵隔，将胃体固定在膈肌的左后脚处，成

功建立食管裂孔疝模型，为食管裂孔疝的相关研究提

供了一种可选的动物模型。

4　脑疝动物模型

脑疝（cerebral hernia）是由颅内压增高引起的部

分脑组织移位，当移位超过一定的解剖界限时则称之

为脑疝。其基本病因有颅脑损伤、急性脑血管病、颅

内肿瘤及囊肿等［56］。为了进一步研究其病理生理机

制，并探索诊断及治疗方法，脑疝动物模型应运而生。

目前，脑疝动物模型有广西巴马小型猪急性颅内高压

合并脑疝模型和兔脑中心疝模型。二者均为手术诱发

模型，分别具有各自的评价标准，相关总结如表 2
所示。

4.1　广西巴马小型猪急性颅内高压合并脑疝模型
此模型通过向右侧顶叶、颞叶和额叶内注射自体

股动脉血以制备颅内出血，注血速度为1 mL/min，致急

性颅内高压致脑疝症状出现［57］。其诊断标准为：颅内

压≥50 mmHg；呼吸频率明显减慢（≤6次/min）或呼吸

停止或出现潮式呼吸；心率≥200次/min，或≤50次/min
和/或伴心律失常；单侧或双侧瞳孔散大至边缘；头颅

CT 或磁共振成像（magnetic resonance imaging，MRI）
可见颅内血肿形成、中线偏移。符合以上 3条及以上

即可做出诊断。此模型具有稳定性和重复性好的优点，

且与啮齿动物相比，猪脑的解剖结构和生理学特性与

人类更为相似。同时，猪脑容积大，更易于影像学检

查明确血肿占位及颅内压的监测等，但也存在麻醉、

手术操作技术难度大等不足。

4.2　兔脑中心疝模型
脑中心疝又称经小脑幕疝或小脑幕疝，通常由肿

瘤特别是额叶、顶叶或枕叶肿瘤引起。模型构建方法

为通过带导丝的可注水球囊沿大脑镰于前纵裂范围内，

向前插入直至颅底中线部位并固定，深度 2.5 cm，然

后以 0.01 mL/min向球囊内注入生理盐水［58］。该模型

构建成功的标准为出现典型的脑中心疝生命体征变化，

经MRI检查后可观察到额底注水球囊占位，解剖形态

学可见脑中线结构向后下移位。此模型使用水球囊可

将初始病灶局限于额底区域，相较于输入自体血，具

有可控性高、干扰因素较少等优点。但该模型也存在

手术操作技术复杂、难度大等缺点。

5　新型疝修补材料的应用

5.1　液体修补材料
East等［59］提出，液体纳米纤维支架是一种液体形

式的外科修补材料。该支架由纤维蛋白密封胶和聚-
α-己内酯纳米纤维组成，在家兔腹壁正中行5 cm切口

并一期缝合，将液体纳米纤维支架均匀平铺于术区。

于术后 6周时处死动物，对其腹壁进行组织学和生物

力学评价。结果发现，该支架能够改善愈合筋膜的生

物力学特性，表明这种“液体补片”可能对切口疝形

成有预防作用。

5.2　超细单丝新型聚对苯二酯防粘连网片
腹腔内置补片容易引起肠粘连和瘘管等并发症，

目前已有各种防粘连的复合补片被开发应用。有研究

表明，腹腔内粘连形成除了与补片材料有关外，还与

孔隙大小和表面积有关，且带有超细单个聚对苯二酯

链的多丝可以减弱异物反应，形成较小的异物肉芽肿。

因此，Helmedag等［14］开发了一种具有超细单丝直径

的新型聚对苯二酯网，通过将其植入大鼠皮下和在腹

腔镜下固定于家兔腹膜内，分别评估其生物相容性和

防粘连效果，结果表明，新型聚对苯二酯网具有更轻

的异物反应及粘连形成情况。

5.3　计算机体层摄影可检测的复合补片
补片疝修补术后，可能出现肠道粘连、瘘管，甚

至网状物侵入输精管，导致生育障碍等并发症，可能

的原因是宿主组织的收缩和折叠使补片发生移位。因

此，开发一种通过常规成像技术可检测的补片，该补

片在并发症的预防及早期诊断中发挥着重要作用。

Ding等［60］研发了一种由硫酸钡纳米颗粒与聚丙烯熔

融而成的聚合物，其硫酸钡浓度为 30%，细胞毒性试

验表明，其不影响细胞活性和增殖。观察兔腹壁切口

疝模型可知，该聚合物在CT下成像清楚而且生物相容

性良好。
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5.4　3D 打印器官源脱细胞外基质血管支持补片
3D打印作为一种新型制造技术，可以有效减少材

料浪费，并根据体内缺陷的不同结构，制备出合适形

状的组织工程支架［61］。张海光等［62］以脱细胞真皮基

质和聚乳酸为材料，制备3D打印血管支撑补片，体外

实验表明，其缝合载荷、抗拉强度、亲水性和降解率

均显著高于猪小肠黏膜下层补片和聚乳酸补片，且细

胞相容性良好。将其植入大鼠腹壁切口疝模型中，术

后 4周观察发现，缺损区域修复良好，无明显感染、

血清肿、血肿等情况发生，表明其生物相容性良好，

在未来有望应用于腹壁重建。

5.5　新型网状缝合线
传统缝合线有明显的缺点，即在高张力闭合中切

割和拉穿组织会导致切口疝发生。一种新的由多根聚

丙烯细线组成的网状缝线，其设计具有灵活大孔外壁

和中空的核心，允许组织生长进入到缝线中，从而提

高早期伤口强度，减少缝线撕裂［63］。选择单纯腹中线

切口的猪或鼠腹壁切口疝模型进行实验验证，结果表

明，腹壁强度明显增强，病理组织学发现，网状缝线

的中空部分充满成纤维细胞、胶原蛋白及血管［64］。此

外，Scheiber等［65］使用离体的猪腹壁通过循环应力球

破裂模型比较网状缝线与常规缝线，结果发现，网状

缝线最大牵引力明显高于常规缝合线（850.1 N v. s 
714.7 N，P<0.009 5）。这表明，用合理的缝线设计来

改善缝线-组织界面的力分布可能是防止缝线拉穿组织

导致切口疝的可行策略。

6　总结与展望

腹壁切口疝的动物模型已较为成熟，但缺乏手术

操作规范和模型评估标准。因此，在未来，首先应建

立手术操作和模型评估标准；其次应建立长期慢性模

型及合并症模型，以模拟临床实际情况。腹股沟疝动

物模型由于腹股沟区解剖结构的特殊性，与临床存在

较大差异，因此，应根据实验目的灵活选择和设计模

型，以满足实验要求。在未来，还需优化动物模型设

计，开发出更加贴合临床实际的模型。脐疝动物模型

可用于脐疝致病机制及易感基因的研究，但由于小儿

先天性脐疝自愈率高且修复技术简单，所以脐疝并未

受到普遍重视，因此其相关动物模型的研究和应用较

少。未来，需进一步开发脐疝相关的动物模型。造口

表 2　先天性膈疝模型、食管裂孔疝模型及脑疝动物模型的构建方法及优缺点
Table 2　Methods for establishing animal models of congenital diaphragmatic hernia, hiatal hernia, and cerebral hernia, 

and their advantages and disadvantages

疝疾病类型
Types of hernia

先天性膈疝
Congenital diaphragmatic 

hernia

食管裂孔疝
Hiatal hernia

脑疝
Cerebral hernia

构建方法
Establishment 

methods
转基因

药物诱发

手术诱发

自发

手术诱发

手术诱发

实验动物
Laboratory

animals
小鼠

大鼠、小鼠

羊

兔

大鼠

猪

鼠、兔

猪

犬
广西巴马

小型猪
兔

优点
Advantages

可模拟疾病自然发生；特定基因的功
能研究[37-38]

经济易行；可模拟人类膈疝不同严重
程度的肺和膈胚胎发育研究[39-41]

胎儿尺寸大，易形成疝缺损[44]

成本较低，妊娠期短，窝产仔数多，肺
部生理学与人类相似[45-47]

成本低，妊娠期短，窝产仔数多[40]

重要解剖结构与人类相似；多用作手
术训练模型[49-50]

简单易行[51-52]

重要解剖结构与人类相似；可作为手
术训练模型[53-54]

重要解剖结构与人类相似[55]

大脑解剖及生理与人类相似；脑容积
较大，易于影像学评估[57]

病灶局限，可控性高[58]

缺点
Disadvantages

技术难度及成本高[37-38]

缺乏对大型动物的实验研究；存在硝基
酚本身致畸作用的影响[39]

成本高，妊娠周期长，窝产仔数少；仅限
于从小管期开始的胎儿肺的研究[44]

仅 限 于 从 小 管 期 开 始 的 胎 儿 肺 的 研
究[45-47]

手术操作难度大，需显微操作基础；仅限
于从小管期开始的胎儿肺的研究[40]

成本高；麻醉、围术期监护等复杂[49-50]

与临床差距较大；适用条件有限，近年来
较少使用[51-52]

成本高；麻醉、围术期监护等复杂[53-54]

成本高；麻醉、围术期监护等复杂[55]

成本高；麻醉、围术期监护等复杂[57]

手术操作技术难度较大[58]
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旁疝动物模型可用于评估修补材料，致力于降低造口

旁疝修补术后的复发率。目前，仅有少量实验研究建

立了大鼠造口旁疝动物模型，为了更好地模拟临床实

际情况，未来应尝试在大型动物体内建模。嵌顿疝动

物模型主要用于研究缺血肠道的病理生理变化和药物

干预对缺血肠道的影响。现有的造模方法简单易行，

能够较好地模拟临床嵌顿疝的病理生理变化，但是，

目前主要依赖于大鼠模型，未来应补充建立其他实验

动物模型。

先天性膈疝动物模型构建方法多样，在机制研究

中具有互补优势。但与临床实际情况仍存在一定差异。

未来，应致力于开发更接近临床的模型构建技术，并

制定相关的建模标准和操作规范，提高模型的质量和

可重复性，加速临床转化。

近年来，食管裂孔疝动物模型主要作为食管裂孔

疝修补术和胃底折叠术手术训练的模型。由于大型动

物猪腹腔内空间和解剖结构与人类相似，手术效果良

好，因此受到多数研究者青睐。

脑疝动物模型有统一的评价标准。在颅脑损伤的

相关研究中，发挥着重要作用。常用实验动物为猪，

能够最大程度地模拟临床实际情况。

综上所述，各种疝疾病的动物模型都发挥着不可

替代的作用，是连接基础研究和临床应用的重要桥梁。

但其仍存在缺陷与不足，因此，需要不断完善和更新

疝疾病动物模型，这需要所有专科医师及相关生物医

学工作者的共同努力。
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常亮堂，高级实验师，中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心实验动物中心狨猴主管。

主要从事实验狨猴饲养繁殖和技术服务管理，以及非人灵长类实验动物的行为学实验等科学

研究工作。现管理的狨猴动物房拥有 1 000 余只狨猴，是国内最大的实验狨猴种群，且带领

一支高水平、专业的狨猴饲养繁殖技术员和兽医团队。参与国家科技部“科技创新2030－脑

科学与类脑研究”、中国科学院战略先导专项、中国科学院青年团队、国家自然科学基金面

上项目等课题项目。擅长利用非人灵长类动物猕猴和狨猴进行高级认知行为学研究，掌握建

立猕猴镜像自我识别模型的核心训练技术。所在团队建立了国际上首个猕猴镜像自我识别自

我意识模型，相关成果以第一作者发表在Current Biology 和PNAS 等期刊。

一套无抓捕应激的实验狨猴椅设计及其初步应用
徐聖业1,2, 黄俊锋1,3, 陈一航1,2, 常亮堂1

(1. 中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心实验动物中心, 上海 200031;  2. 南京医科大学基础医学院,南京

210029;  3. 临港实验室, 上海201602)

[摘要] 目的　为避免实验猴因直接抓捕引发应激反应的问题，提高狨猴在行为学、双光子成像和电生理等实验中
的适应性和实验效率，研制一种无须抓捕即可将狨猴保定的实验猴椅装置。方法　通过 3D 图形设计和打印，制作
一套可在狨猴实验时配合使用的转运笼和猴椅。首先将转运笼与实验饲养笼的食盆出口对接，轻微驱赶狨猴进入转
运笼，之后将转运笼与猴椅连接，再次轻微驱赶狨猴进入猴椅，保定后进行后续实验。通过观察转运和保定的时间
效率、狨猴的配合度以及应激反应等进行有效性测试和改进。结果　经过测试与改进，该装置可以在无须抓捕的情
况下，顺利完成狨猴的保定，显著提高了实验的流畅度和效率。随着操作次数的增加，狨猴会更加配合，操作速度
加快，实验效率得到了显著提升。使用该装置后，实验狨猴的应激反应明显减少。特别是与传统的抓捕方法相比，
使用该装置能显著减少狨猴的焦虑和不适，提高了其在实验中的配合度。结论　本团队设计的猴椅装置能够在无须
抓捕的情况下轻松实现狨猴的保定，在确保后续实验顺利进行的同时，还能保障动物福利。该装置具有操作简便、
实用性强、成本低等优点，易于推广使用。
[ 关 键 词 ] 普通狨猴； 猴椅； 保定； 应激
[中图分类号] Q95-33; Q-337 [文献标志码] A [文章编号] 1674-5817（2025）01-0067-06

Design of a Capture Stress-Free Marmoset Monkey Chair Device for 

Experiments and Its Preliminary Application

XU Shengye1,2, HUANG Junfeng1,3, CHEN Yihang1,2, CHANG Liangtang1

(1. Laboratory Animal Center, Center for Excellence in Brain Science and Intelligence Technology, Chinese 
Academy of Sciences, Shanghai 200031, China; 2. School of Basic Medical Sciences, Nanjing Medical University, 
Nanjing 210029, China; 3. Lingang Laboratory, Shanghai 201602, China)
Correspondence to: CHANG Liangtang (ORCID: 0009-0000-5308-3792), E-mail: changliangtang@ion.ac.cn

[ABSTRACT] Objective　 To avoid stress responses in experimental monkeys caused by direct capture, 
and to improve the adaptability and experimental efficiency of marmosets in behavioral, two-photon 
imaging, and electrophysiological experiments, a device for immobilizing marmosets without the need for 
capture is developed. Methods　 A set of compatible transport cage and monkey chair was produced 
through 3D graphic design and printing. First, the transport cage was aligned with the feeding outlet of the 

· 动物实验技术与方法 ·
Animal Experimental Techniques and Methods
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experimental housing cage, and the marmoset was gently guided into the transport cage. Then, the 
transport cage was connected to the monkey chair, and the marmoset was gently guided into the chair for 
immobilization. Subsequent experiments were carried out afterward. The effectiveness was evaluated by 
observing the efficiency of transport and immobilization, the marmoset cooperation level, and stress 
responses. Results　After testing and improvements, the device successfully completed immobilization of 
marmosets without the need for capture, significantly improving the fluency and efficiency of the 
experiment. As the number of operations increased, the marmosets became more cooperative, and the 
operation speed was significantly enhanced. After using the device, the stress responses were noticeably 
reduced, with marmosets showing lower stress levels. In particular, compared to traditional capture 
methods, the use of this device significantly reduced marmoset anxiety and discomfort, increasing their 
cooperation levels during the experiment. Conclusion　 The monkey chair device designed allows for 
restraint of marmosets without the need for capture, ensuring smooth progress of subsequent 
experiments while also safeguarding animal welfare. This device is easy to operate, highly practical, 
cost-effective, and has great potential for widespread application.
[Key words]  Common marmoset; Monkey chair; Restraint device; Stress

普通狨猴（common marmoset，拉丁学名为Callithrix 
jacchus）是一种新大陆猴，属于灵长目卷尾猴科狨亚

科狨属的一种。随着医学、生命科学，尤其脑科学研

究的不断深入，使用狨猴作为实验动物开展研究越来

越广泛，而在动物实验过程中常常需要将狨猴适当保

定后进行行为训练、药物注射等实验。目前，国内外

大多采用抓捕的方式使狨猴进入保定装置［1-4］。然而，

狨猴是一种易应激的实验动物［5］，其应激因素包括环

境变化（如噪声、光照、温度波动，以及转运过程）、

社会因素（如孤立或群体竞争）、实验操作（如身体约

束和频繁操作）和健康问题等。这些应激反应往往会

影响实验效率，并降低实验结果的可靠性。因此，在

实验过程中，应尽量避免直接抓捕保定，减少狨猴应

激反应，以防对实验的顺利进行或实验结果带来不利

影响。为此，本研究团队设计了一套无须抓捕即可将

狨猴保定，进而顺利开展动物实验的猴椅。现将结果

报告如下，以供同行参考借鉴。

1　技术方案

1.1　设计思路
本研究团队使用狨猴进行的行为学实验、双光子

成像实验和电生理实验中，均需要猴椅这一保定装置。

实验狨猴常规上猴椅的步骤如下：（1）将实验转运笼

挂在实验饲养笼食盆口处；（2）通过挤压方式将狨猴

驱赶至转运笼内；（3）将装有狨猴的转运笼移至实验

室，通过防咬手套抓捕并保定狨猴，然后上猴椅进行

保定；（4）开展相关实验。由于用防咬手套抓捕并保

定狨猴这一步骤对狨猴的刺激非常大。狨猴发生应激

反应常常会导致实验进展缓慢甚至受阻。因此，本团

队设计转运笼与猴椅共两部分，实验前将转运笼与猴

椅对接，通过轻微挤压或者驱赶，使狨猴无须抓捕即

可从转运笼转移至猴椅，进而进行保定操作，开展相

应的实验。

1.2　转运笼的设计及材质结构
转运笼的设计功能是保证将动物转运到猴椅进行

保定。具体包括：（1）转运笼与实验饲养笼的食盆出

口对接，通过挤压方式轻微驱赶实验狨猴进入转运笼

中；（2）能够与猴椅进行对接，使实验人员通过轻微

驱赶即可将实验狨猴引导至猴椅中；（3）在转运过程

中，能够观察到动物的状态。

转运笼结构如图1所示。转运笼主体与其他5个部

分（包括挂钩、后挡板、可移动挂钩配套螺母固定块、

提手、前挡板）通过螺丝或者卡槽固定在一起（实体

见图2A）。图1E中的推板（实体见图2B）为转运笼的

辅助工具，用于驱赶狨猴进入猴椅。

转运笼各部件包括后挡板、可移动挂钩配套螺母

固定块、提手、主体、前挡板，均通过图形软件设计，

方便根据实验需求调整，并通过3D打印完成。转运笼

部件的材质为3D打印用丙烯腈-苯乙烯-丁二烯共聚物

（acrylonitrile butadiene styrene，ABS）树脂，能够满足

实验需求，易于清洗消毒。挂钩材质采用不锈钢，需

要承受整个转运笼和狨猴的重量，同时便于清洁

消毒。

1.3　猴椅的设计及材质结构
猴椅的设计功能包括：（1）能够与转运笼进行对

接，实验人员可通过驱赶训练方式将实验狨猴引导至
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猴椅中；（2）打开猴椅卡板（图 1-12），待狨猴伸出

头部，立即收紧猴椅卡板对狨猴颈部进行束缚和保定，

卡板的位置可以根据狨猴颈部的大小进行调节，或更

换不同尺寸的卡板；（3）通过调节可升降底座，使狨

猴在猴椅中更容易适应；（4）当需要狨猴使用前肢进

行实验操作时，可拆卸或更换前挡板；（5）当需要狨

猴头部保定以进行实验操作时，可以通过加装固定器

装置，与固定头柱相连，进行狨猴头部的保定控制；

（6）圆形观察孔则用于观察狨猴的状态。

猴椅结构如图1所示，分为猴椅主体与其他5个部

分（包括前挡板、后挡板、卡板、可升降底座和固定

脚），主体与这些部分通过M6螺母或者卡槽固定在一

注：A，转运笼前视图；B，转运笼左视图；C，转运笼俯视图；D，转运笼侧视图；E，推板；F，猴椅前视图；G，猴椅左视图；H，猴椅俯
视图；I，猴椅侧视图；J，防冲罩。1，挂钩；2，转运笼后挡板；3，可移动挂钩配套螺母固定块；4，挡板锁紧螺母孔；5，提手；6，转运笼
主体；7，圆形观察孔；8，转运笼前挡板；9，猴椅前挡板；10，猴椅后挡板；11，猴椅主体；12，猴椅卡板；13，可升降底座；14，猴椅固
定脚。
Note： A， Front view of the transport cage； B， Left view of the transport cage； C， Top view of the transport cage； D， Side view of the 
transport cage； E， Push plate； F， Front view of the monkey chair； G， Left view of the monkey chair； H， Top view of the monkey chair； I， 
Side view of the monkey chair； J， Anti-collision cover. 1， Hook； 2， Rear panel of the transport cage； 3， Movable hook nut fixture block； 4， 
Locking nut hole for the panel； 5， Handle； 6， Main body of the transport cage； 7， Circular observation hole； 8， Front panel of the 
transport cage； 9， Front panel of the monkey chair； 10， Rear panel of the monkey chair； 11， Main body of the monkey chair； 12， Monkey 
chair clamping plate； 13， Adjustable base； 14， Fixed legs of the monkey chair.
图 1 转运笼和猴椅的结构示意图
Figure 1 Schematic diagram of the transport cage and monkey chair

注：A，转运笼；B，推板；C，猴椅；D，防冲罩。
Note： A， Transport cage； B， Push plate； C， Monkey chair； D， Anti-collision cover.
图 2 转运笼和猴椅的实体照片
Figure 2 Photos of the transport cage and monkey chair
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起（实体见图 2C）。图 1J中的防冲罩（实体见图 2D）
为辅助工具，用于防止狨猴在卡住颈部和松开颈部时

冲出猴椅。

猴椅主体和配件均通过图形软件设计，方便根据

实验需求调整，并通过 3D打印完成。猴椅材质均为

3D打印用ABS树脂，能够满足实验需求，且易于清洗

消毒。

1.4　转运笼及猴椅配套使用方法
1.4.1　上猴椅过程

首先利用提手，通过挂钩，将转运笼整体挂在实

验饲养笼上，并与打开的食盆出口对接，保证转运笼

前挡板处于关闭状态；打开转运笼后挡板，通过实验

饲养笼的挤压杆将狨猴驱赶至转运笼中，立刻关闭转

运笼后挡板；通过转运笼主体上的圆形观察孔，可以

观察狨猴在转运过程中的状态。将装有狨猴的转运笼

前挡板与猴椅后挡板对接牢固后，将转运笼前挡板与

猴椅后挡板同时打开，可通过轻微拍打转运笼，让狨

猴进入猴椅；或者用辅助工具推板（图1E和图2B）的

挡板遮盖转运笼后挡板，然后将转运笼后挡板撤掉，

用手抓住辅助工具手柄，缓慢往猴椅侧推动，以驱赶

狨猴进入猴椅。保证防冲罩（图1J和图2D）固定在猴

椅上，打开猴椅卡板，待狨猴伸出头部，立即收紧猴

椅卡板对狨猴颈部进行束缚和保定；拆卸防冲罩，即

可进行后续实验。可根据实验需求固定头部，拆卸或

更换前挡板。

1.4.2　下猴椅过程
实验后，狨猴从猴椅返回饲养笼的过程与其上猴

椅的顺序相反。首先要将防冲罩固定，然后松开猴椅

卡板，狨猴返回转运笼，通过转运笼对接返回饲养笼。

操作过程中应密切注意衔接处稳固，防止动物逃逸。

1.5　测试与改进
转运笼最初设计时采用了固定位置的挂钩。后期

考虑到不同饲养笼的悬挂范围不一样，将设计改进为

可移动的挂钩螺母固定块。这样可以根据不同饲养笼

的需求调整挂钩的位置。为确保这一改进的有效性，

本研究团队进行了为期 2周的实地测试，重点关注挂

钩的稳定性、调整灵活性、结构耐久性和时间效率。

测试中发现，螺母固定块在频繁调节时可能出现微小

松动，影响稳定性。因此，进一步优化了螺母的紧固

设计，加入了防松垫片以提高稳定性，同时让固定块

在槽中可以快速移动，简化了操作步骤。

改进后的优点和效果包括：（1）转运笼适配狨猴

饲养笼，可以通过移动挂钩位置来适应不同的狨猴饲

养笼；（2）猴椅底座可以升降，卡板可以更换为不同

规格，以适应不同体型的狨猴；（3）转运笼和猴椅均

为树脂材质，不仅轻便、耐用、方便清洗与消毒，并

且对狨猴无刺激；（4）转运笼和猴椅外壳上的圆形观

察孔有利于通风和观察狨猴的状态。

2　初步应用结果

使用该设备可以无须抓捕就能将未经训练的狨猴

保定在猴椅上进行实验。具体操作流程：先引导狨猴

从饲养笼进入转运笼，随后实验人员将转运笼移至实

验室内；接着，把转运笼的前挡板与猴椅的后挡板精

准对接，移除挡板后，轻轻驱赶狨猴进入猴椅，即可

开始实验；实验完毕，撤掉猴椅的后挡板，狨猴就能

自行返回转运笼，随后被送回饲养笼。对于初次使用

该设备的狨猴，整个操作过程一般耗时 5～6 min，参

见视频1（请至文末扫描二维码，或见期刊官网的增强

出版视频）。而对于经过长期训练并已熟悉设备的狨

猴，上述流程会更高效，整个过程可缩短至2～3 min，
参见视频2（请扫文末二维码，或见期刊官网）。

目前，该设备已经成功应用于多项狨猴在头部固

定状态下的行为学实验。例如，狨猴通过主动拉杆获

得水奖励的舔水任务实验，以及通过气味刺激进行选

择判断的行为实验等，参见视频3（请扫文末二维码，

或见期刊官网）。此装置在狨猴舔水过程中，已连接电

容传感器记录舔水的次数和时长，实现自动化数据采

集。此外，在进行狨猴气味抉择实验时，气味刺激通

过美国 National Instruments 公司的 NI 卡（USB-6009）
进行数据采集，后续可用Matlab R2024a软件进行数据

分析。这些实验过程中，该设备提供了稳定的固定和

操作平台，有效减少了狨猴的应激反应，保证了实验

的顺利进行。

3　讨论

本团队设计了一种新型的无抓捕应激性狨猴保定

猴椅装置，包括转运笼和猴椅，旨在提高狨猴在接受

训练和研究过程中的舒适度和安全性，保障实验的准

确性和效率，以及提高实验动物福利。传统的抓捕狨

猴上猴椅的方式往往会使狨猴产生应激反应，影响其

行为和生理指标的准确性。为了克服这些问题，在设

计过程中考虑了以下几个关键因素。（1）舒适性设计：

材料选择不会引起刺激的树脂，并且通过可更换可移
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动的卡板和底座对狨猴进行保定，可以适应不同体型

的狨猴，提供良好的支撑和舒适的体位，减少长时间

固定带来的不适。（2）安全性保障：采用螺母固定的

方式，可确保狨猴在转运和上猴椅过程中不会逃脱。

（3）操作便捷性：转运笼和猴椅的各个部分能够拆卸，

可以根据实验需要进行调整和更换；另外，树脂材质

相对不锈钢更加轻便，便于清洁和维护；同时在设计

上考虑了实验人员的操作便捷性，减少对狨猴的直接

接触和干扰。（4）实验准确性：转运笼和猴椅设计稳

固，不易摇晃，确保在实验过程中狨猴保持稳定，减

少外界因素对实验结果的影响；更为重要的是，整个

上下猴椅流程简单，操作时间短，狨猴应激小，可有

效保障实验数据的准确性。因此，本团队设计的新型

转运笼和猴椅不仅提升了狨猴的舒适度和安全性，还

为实验提供了更加稳定和准确的条件。这种人性化的

设计理念不仅体现了研究人员对动物福利的重视，也

有助于提高实验结果的可靠性和有效性。

需要说明，在实验过程中应注意该猴椅的使用范

围。（1）最佳适用场景是长期需要上猴椅进行清醒状

态的狨猴实验，或者抓捕过程会明显影响狨猴表现和

研究结果的实验。比如主动拉杆舔水任务实验，是一

个长期训练的实验，每次实验都要求狨猴在清醒状态

下上猴椅，如果抓捕后上猴椅，会造成狨猴应激，造

成行为实验的不稳定。因此，这类实验非常适合使用

该猴椅。（2）推荐使用场景是短期上猴椅实验，即使

有抓捕过程也不会影响实验表现和结果，但是从动物

福利的角度推荐使用本装置。例如行为学实验、双光

子成像和电生理实验等［1-4］，笔者也推荐可以用本装

置提高动物福利。另外，本装置中转运笼和猴椅可以

分开使用，转运笼可以作为普通转运笼使用，搭配其

他猴椅或者实验装置使用。猴椅单独使用时也可采取

直接抓捕方式上猴椅。（3）不适合使用场景是需要狨

猴采取俯卧式进行的实验，比如清醒狨猴核磁实验需

要设计俯卧式保定装置［6］。
另外，在使用过程中遇到以下问题时，建议采取

相应辅助措施。（1）某些狨猴在实验前期，由于不愿

意上猴椅，或者对实验训练产生抗拒行为，不愿意从

饲养笼进入转运笼，或者不愿意从转运笼进入猴椅，

都会造成上猴椅的难度增加和时间延长。这时可以通

过使用挤压笼和辅助工具推板（图1E和图2B）进行主

动驱赶。随着训练时间延长，完成任务获得奖励越来

越多，这种情况会逐渐改善，最终到达熟练状态，只

需轻微或者无须驱赶就能完成上猴椅。（2）某些狨猴

在实验前期，由于被猴椅卡板卡住颈部，产生抗拒行

为，不主动把头从猴椅伸出，无法进行保定颈部操作。

这时可以通过食物诱导，适当加上禁食，增加配合动

力来解决。随着训练时间延长，完成任务获得奖励越

来越多，这种情况会逐渐改善，最终达到熟练状态，

主动伸出头部，完成保定操作。（3）某些狨猴在猴椅

中会不停转动，无法进行实验。这时可通过安装转头

柱进行头部固定解决。

综上所述，本团队设计的无抓捕应激狨猴保定猴

椅装置已在科研领域发挥重要作用，相信将其作推广

应用会推动狨猴相关研究的进一步发展。本装置已提

交专利申请，猴椅的发明专利申请号为202510218404.6，
转移笼的实用新型专利申请号为 202520318181.6，本

文发表前处于审查阶段。另外，本装置可能需要配合

挤压饲养笼使用，挤压饲养笼是由常规狨猴饲养笼改

造设计定制而成。如需要转运笼、猴椅及挤压饲养笼

的图纸设计相关信息，可联系本团队。

附件：

［医学伦理声明 Medical Ethics Statement］

本研究所涉及的所有动物实验均已通过中国科学院脑科学与
智能技术卓越创新中心生命科学伦理委员会的相关项目审查

（项目序号：CEBSIT-2021055）。所有实验过程均遵照中国实
验动物相关法律条例要求进行。
All animal experiments involved in this study have been 
reviewed and approved by the Institutional Animal Care 
and Use Committee （IACUC） of the Center for Excellence 
in Brain Science and Intelligence Technology （CEBSIT）， 
Chinese Academy of Sciences （Project Number： CEBSIT-
2021055）. All experimental procedures were conducted in 
accordance with relevant laws and regulations regarding 
laboratory animals in China.

［作者贡献 Author Contribution］

徐聖业负责图纸设计，装置测试改进，论文撰写与修改；
黄俊锋参与装置测试改进，参与文章撰写思路探讨、论文审

核及修改；
陈一航参与装置测试改进，参与文章撰写思路探讨；
常亮堂负责装置的设计思路，撰写方案策划，论文审核及

修改。

视频 2 视频 3视频 1
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不同光照时长对NIH小鼠体重和学习记忆能力的
影响
张 楠, 李怀银, 连晓娣, 魏娟鹏, 高 明

(兰州生物制品研究所有限责任公司, 兰州 730046)

[摘要] 目的　研究不同光照时长对发育期 NIH 小鼠体重和学习记忆能力的影响。方法　实验选取体重相近的发育
期 NIH 小鼠 40 只，雌雄各半。小鼠经每天 12 h 光照时长适应性饲养 1 周后，被随机分为每天 0、6、12、18、24 h
光照时长组，每组 8 只，实验周期为 7 周，其中前 5 周为不同光照时长条件下的饲养阶段，后 2 周为行为学实验阶
段。通过体重监测以及 T 型迷宫、新位置识别和八臂迷宫等行为学实验，分析 光 照 时 长 对 小 鼠 体 重 和 学 习 记 忆
能力的影响。结 果　在光照处理期间，各组小鼠间的体重变化无显著差异 （P＞0.05）；在光照处理第 2 周和
第 3 周，每天 24 h 光照时长组小鼠的体重增长量显著高于每天 0 h 和 6 h 光照时长组 （P＜0.05）。在光照处理 5 周
后，T 型迷宫实验中，每天 0 h 光照时长组小鼠的潜伏期时间极显著长于每天 12 h 光照时长组 （P＜0.01）；每天 24 h
光照时长组小鼠的潜伏期时间显著长于每天 12 h 光照时长组 （P＜0.05）。新位置识别实验中，每天 12 h 光照时长组
小鼠的辨别指数和新位置观察时间均长于其他组，且与每天18 h光照时长组差异极显著 （P＜0.01），与每天24 h 光照
时长组差异显著 （P＜0.05）；八臂迷宫实验中，每天 12 h 光照时长组小鼠找到饲料的时间、参考记忆错误比率和工
作记忆错误比率均短于每天 0 h 光照时长组，且差异显著 （P＜0.05）；而每天 24 h 光照时长组小鼠的工作记忆错误
比率高于每天 12 h 光照时长组，且差异显著 （P＜0.05）。结论　每天 24 h 光照会影响 NIH 小鼠的体重增长，而每天
光照时长超过 18 h 或低于 6 h 会减弱 NIH 小鼠的学习记忆能力。
[ 关 键 词 ] NIH 小鼠； 光照时长； 体重； 学习记忆能力
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0073-06

Effects of Different Durations of Light Exposure on Body Weight and 

Learning and Memory Abilities of NIH Mice

ZHANG Nan, LI Huaiyin, LIAN Xiaodi, WEI Juanpeng, GAO Ming
(Lanzhou Institute of Biological Products Co. ,Ltd. , Lanzhou 730046, China)
Correspondence to: GAO Ming (ORCID: 0009-0003-2618-6587), E-mail: gaominglss@163.com

[ABSTRACT] Objective This study aims to investigate the effects of varying durations of light exposure on 
body weight and learning and memory abilities of pubertal NIH mice. Methods Forty pubertal NIH mice, 
evenly split by gender and with similar initial weights, were subjected to a 12 h light-dark cycle for one week. 
They were then randomly assigned to groups with daily light exposure durations of 0, 6, 12, 18, and 24 hours, 
with 8 mice in each group. The experimental period lasted for 7 weeks, with the first 5 weeks as the feeding 
phase under different light exposure conditions, and the last 2 weeks as the behavioral testing phase. Their 
body weight was monitored, and learning and memory abilities were assessed using the T-maze, object 
location test, and eight-arm maze tests. Results During the light exposure period, there were no significant 
differences in body weight among groups (P>0.05). However, the weight gain of mice in the 24 h group was 
significantly higher than that of the 0 h group and the 6 h group during the second and third weeks of light 
exposure (P<0.05). After five weeks of light exposure, in the T-maze test, the latency time of the 0 h light 
exposure group was significantly longer than that of the 12 h group (P<0.01), and the latency time of the 
24 h light exposure group was significantly longer than that of the 12 h group (P<0.05). In the object location 
test, the mice in 12 h group exhibited a higher discrimination index and spent more time observing the new 
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location compared to the other groups, with significant differences in comparison to the 18 h group (P<0.01) 
and the 24 h group (P<0.05). In the eight-arm maze test, the time to find food, the reference memory error 
rate, and the working memory error rate in the 12 h group were all lower than those in the 0 h group, with 
significant differences (P<0.05). Moreover, the working memory error rate in the 24 h group was higher than 
that in the 12 h group, with significant differences (P<0.05). Conclusion Continuous 24 h light exposure 
affects body weight gain, while light exposure durations exceeding 18 h or below 6 h per day weaken the 
learning and memory abilities of NIH mice.
[Key words]  NIH mice; Light exposure duration; Body weight; Learning and memory abilities

对动物而言，环境光是使生物钟与外部时间同步

的关键信号，不仅支持着小鼠对周围环境的认知及活

动，也对动物体内激素平衡、神经反应、昼夜节律及

繁殖等调节具有重要影响［1-5］。研究发现，光照变化

可以引起动物肥胖和代谢异常［6］，产生抑郁样行

为［7］，剥夺动物的学习记忆能力［8］。强光照刺激会使

动物脑组织内发生应激和氧化损伤，诱发认知障

碍［9］，同时会引起哺乳动物生理性紊乱和视网膜损

伤，并导致学习记忆障碍［10］；因此，与正常动物相

比，强光照刺激的动物会产生行为上的变化，从而影

响一些以行为学评价为评估方法的疾病诊断和实验结

果。很多关于光照对小鼠影响的研究［11-13］选取的小

鼠不在小鼠发育的关键阶段，错过了对外界环境的敏

感时期，且光照实验时间较短，未能更好地观察到其

对小鼠产生的影响。所以，本实验选择发育期的小鼠

作为研究对象，在离乳后至个体成熟的整个阶段进行

不同时长的光照处理。考虑到小鼠在部分行为学实验

中可能因为需要训练而产生压力情绪，或因为小鼠自

身运动障碍对行为学检测结果产生影响，本实验采用

依靠动物自身的探索天性、无训练压力影响的T型迷

宫实验和新位置识别实验，结合八臂迷宫实验来综合

分析小鼠的学习记忆能力，排除了动物自身机能障碍

对观察指标产生的影响。本研究为提高NIH小鼠在光

照时长方面的动物福利，降低NIH小鼠自身对未来动

物实验结果评估的影响提供了参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
3周龄体重相近的 SPF级NIH小鼠 40只，雌雄各

半，均来源于兰州生物制品研究所有限责任公司实验

动物室［SCXK（甘） 2023-0001］，并饲养于屏障设施

中［SYXK（甘） 2023-0001］。
1.2　试剂与仪器

分析纯无水乙醇购自国药集团化学试剂有限公司

（批号 20230208）。T型迷宫、新位置识别探索箱和八

臂迷宫均由本实验室自制，用料为单层纸板箱，其内

部表面粘有黑色塑料膜。T型迷宫和八臂迷宫跑道的

长、宽、臂高均为30 cm×10 cm×30 cm；新位置识别探

索箱是长、宽、高均为40 cm的正方体箱。电子秤购自

上海友声衡器有限公司（型号BS-3000L）。
1.3　实验分组

选取体重相近的 3周龄 SPF级NIH小鼠 40只，随

机分为 5组，每组 8只，雌雄各半分笼（即每笼 4只）
进行预饲养。大鼠、小鼠维持饲料购自北京科澳协力

饲料有限公司，满足动物营养需求。不同组的小鼠饲

养在屏障系统同一区域的不同房间（此区域为其他区

域维保时待用区，实验进行时为闲置状态），环境条

件：室温（23±2）℃，相对湿度维持在（60±5）%，

动物笼盒长、宽、高为 26 cm×15 cm×12 cm，聚丙烯

PP塑料盒，锯末垫料。LED白光灯置于饲养盒上方

30 cm处，光照强度为 300 lx，光照时长为 12 h，小鼠

在此条件下适应 7 d。于小鼠 4周龄时，将 5组的光照

时长分别设置为每天 0 h（光照剥夺）、6 h、12 h（对
照组）、18 h和 24 h（持续光照）。实验期间，小鼠共

饲养7周，其中前5周为不同光照时长条件下的饲养阶

段，除每周不超出0.5 h的称量动物体重、添加饲料和

饮水、更换饲养盒等工作在工作照度下进行外，其余

时间小鼠均处于实验设置的光照环境中；后 2周为行

为学实验阶段，八臂迷宫实验需要对小鼠限饲，需在

最后进行，防止对其他行为学实验有影响。除行为学

实验前训练时间和行为学实验时间在工作照度下进行

外，其余时间小鼠同样均处于实验设置的光照环境中。

实验结束后，各组小鼠均采用二氧化碳吸入法致死。

本实验方案已通过兰州生物制品研究所有限责任公司

实验动物管理和使用委员会福利伦理审批（审批编号：

IACUC-LIBP-202402004）。
1.4　小鼠体重的测定

预饲养结束后称量小鼠体重。光照实验开始后，

每周记录1次各组小鼠的体重，持续记录5周以进行统

计分析。
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1.5　T 型迷宫实验
光照处理5周后，进行T型迷宫实验。实验开始前

5 d，每天抓取、轻抚动物，使动物熟悉实验人员。实

验开始时，将动物限制在T型迷宫的主干臂上10 s。解

除限制，当动物自由选择一个目标臂（以尾尖进入目

标臂为标准），将动物限制在目标臂上30 s，然后将动

物放回主干臂。限制其在主干臂内 10 s再进行下一轮

实验；若动物 60 s内没有进入任何臂，则记录实验失

败，开始进行下一轮实验，每只动物共循环进行 5次
实验。用摄像装置记录动物连续进入不同臂的次数，

这些次数为交替数，基于交替数来计算交替百分比，

以评价动物的空间记忆能力，交替百分比越高则空间

记忆能力越强，交替百分比（%） = （交替数/5） ×
100，以及选择的潜伏期（动物从主干臂解除限制后到

进入一个目标臂之间的时间），来评价动物的运动能力

和对环境探索的积极性，动物的积极性与运动能力越

强则潜伏期越短，反之潜伏期越长。每只动物实验结

束后用 75%的乙醇溶液擦拭迷宫，待干燥后进行下一

只动物实验。完成一个实验的上限时间为2 min，若动

物超时，将其从迷宫中移出，放回饲养笼，这次实验

视为无效，至少30 min后再次进行测试。

1.6　新位置识别实验
T迷宫实验结束1 d后进行新位置识别实验，将动

物放入没有物体的实验箱中，适应 3 d，每只每天

10 min。3 d后在实验箱中放入两个完全相同的物体。

打开摄像装置，将动物背向物体放入，进行5 min的识

别活动，活动结束后用 75%乙醇溶液对实验箱和物体

进行擦拭。2 h后开始测试实验，将两物体中的一个移

到新的位置。再次将动物背向物体放入并计时 5 min，
记录动物对两物体的识别时间；实验结束后，用 75%
乙醇溶液对实验箱和物体进行擦拭。识别行为为动物

鼻子朝向物体，且鼻尖距离该物体2 cm以内。辨别指

数= （新位置物体的识别时间‐旧位置物体的识别时

间） /识别总时长，辨别指数和新位置观察时间越长，

则表示动物对新位置物体的兴趣更大，具有更好的空

间记忆能力。

1.7　八臂迷宫实验
新位置识别实验结束 1 d后，对各组小鼠进行限

饲，每天每只仅给予正常饲料2～3粒，直至八臂迷宫

实验结束。实验期间每天称量各组小鼠体重，保证每

只小鼠体重不低于限饲前体重的 85%。第 2天，在八

臂与中央区撒几粒饲料，每次将 4只小鼠一起放入中

央区，自由进食、探索10 min；第3天，重复第2天的

内容；第4天，每次放入1只动物，每个臂的外端放1
粒饲料，小鼠自由摄食，饲料吃完或者 10 min结束停

止实验；第 5天，重复第 4天的内容；第 6天摄像记

录，随机选择4个臂外端放1粒饲料，将动物限制在迷

宫中央 30 s，然后让动物自由探索，直到动物将饲料

吃完或 10 min仍没吃完饲料，终止实验，每只动物进

行 5次重复实验，其间间隔 1.5 h。动物去除气味方法

同上。测试指标：工作记忆错误比率，即动物再次进

入已经吃过饲料的臂中的次数/总入臂次数；参考记忆

错误比率，即动物进入不曾放过饲料的臂中的次数/总
入臂次数；找到饲料的时间，即臂门打开后至第一次

找到饲料的时间，用工作记忆错误比率和参考记忆错

误比率来评价动物的学习记忆能力，比率越高说明对

记忆削弱的影响力越大，用找到饲料的时间来评价动

物的运动活性，时间越短则运动活性越强。

1.8　数据分析
采用SPSS 26.0软件对实验结果进行统计分析，结

果数据用 -x±s 表示。各组数据进行单因素方差分析

（one-way ANOVA）；当多组间有差异时，采用 LSD多
重比较方法进行两两比较分析。P＜0.05表示差异具有

统计学意义。

2　结果

2.1　光照时长对小鼠体重变化的影响
由图1可知，5组小鼠在光照处理各阶段的体重无

显著差异（P＞0.05）。比较光照处理各阶段的体重可

知，光照处理1周后，每天6 h光照时长组小鼠体重增

长量均小于其他组，且与每天 12 h和 18 h光照时长组

小鼠相比差异显著（P＜0.05），与每天 24 h光照时长

组小鼠相比差异极显著（P＜0.01）；光照处理 2周后，

每天24 h光照时长组小鼠体重增长量均大于每天0 h和
6 h光照时长组，且与每天 0 h光照时长组小鼠相比差

异显著（P＜0.05），与每天6 h光照时长组小鼠相比差

异极显著（P＜0.01）；光照处理3周后，每天24 h光照

时长组小鼠体重增长量均大于每天 0 h和 6 h光照时长

组，且差异显著（P＜0.05）；光照处理 4周后，每天

24 h光照时长组小鼠体重增长量大于每天6 h光照时长

组，且差异显著（P＜0.05）；光照处理5周后，各组小

鼠体重增长量基本趋于一致（P＞0.05）。
2.2　光照时长对小鼠学习记忆能力的影响
2.2.1　T 型迷宫实验结果

由表1可知，5组小鼠T型迷宫实验的潜伏期差异

具有统计学意义：每天0 h光照时长组小鼠的潜伏期极
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显著长于每天 12 h光照时长组（P＜0.01）；每天 24 h
光照时长组小鼠的潜伏期显著长于每天 12 h光照时长

组（P＜0.05）。对于T型迷宫实验的交替百分比，5组
小鼠间的差异无统计学意义（P＞0.05），但是每天

12 h光照时长组的交替百分比在所有组别中最高。

2.2.2　新位置识别实验结果
由表2可知，5组小鼠新位置识别实验的辨别指数

差异具有统计学意义：与每天 24 h光照时长组相比，

每天 12 h光照时长组小鼠的辨别指数显著更高（P＜
0.05）；与每天18 h光照时长组相比，每天12 h光照时

长组小鼠的辨别指数极显著更高（P＜0.01）。小鼠新

位置识别实验的新位置观察时间具有统计学意义（P＜
0.05）：与每天24 h光照时长组相比，每天12 h光照时

长组小鼠的新位置观察时间显著更长（P＜0.05）；与

每天 18 h光照时长组相比，每天 12 h光照时长组小鼠

的新位置观察时间极显著更长（P＜0.01）。

2.2.3　八臂迷宫实验结果
由表3可知，5组小鼠八臂迷宫实验找到饲料的时

间差异具有统计学意义（P＜0.05），与每天 12 h光照

时长组相比，每天0 h光照时长组小鼠找到饲料的时间

显著更长（P＜0.05）；5组小鼠八臂迷宫实验参考记忆

错误比率差异具有统计学意义（P＜0.05），与每天

12 h光照时长组相比，每天0 h光照时长组小鼠的参考

记忆错误比率显著更高（P＜0.05）；5组小鼠八臂迷宫

实验工作记忆错误比率差异具有统计学意义

（P＜ 0.05），与每天12 h光照时长组相比，每天0 h和
24 h光照时长组小鼠的工作记忆错误比率显著更高

（P＜0.05）。
3　讨论

本次实验发现，在不同的光照条件下小鼠的体重

均有增加，其中经过每天 24 h持续光照处理的小鼠，

其体重及平均体重增长速度均比其他组高，这与佘丽

芝等［14］的研究结论相一致。但并不是光照时长越长

就越有利于动物的生长。昼夜节律系统使动物在特定

表 2　5 周光照实验后第 1 周光照时长对 NIH 小鼠新位置识别
实验结果的影响

Table 2　Effects of light exposure duration in the first week 
after a 5-week light experiment on the results of 
new location observation test in NIH mice

（-x±s）
组别（每天光照时长）
Groups (daily light 

duration)
0 h
6 h
12 h
18 h
24 h

辨别指数
Discrimination 

index
0.17±0.09
0.34±0.23
0.38±0.24

-0.30±0.34**

0.06±0.27*

新位置观察时间/s
Exploration time/s

59.14±15.01
67.15±11.40
69.10±11.77
48.53±16.88**

52.75±13.22*

注：以每天 12 h 光照时长组为对照组，*P＜0.05，**P＜0.01，每组 n=8。
Note： The daily 12 h light exposure group was used as the control 
group， *P<0.05， **P<0.01， n=8.

表 1　5 周光照实验后第 1 周光照时长对 NIH 小鼠 T 型迷宫实验
结果的影响

Table 1　Effects of light exposure duration in the first week 
after a 5-week light experiment on the results of 
T-maze test in NIH mice

（-x±s）

组别（每天光照时长）
Groups (daily light 

duration)

0 h
6 h
12 h
18 h
24 h

潜伏期/s
Incubation 

period/s

26.50±5.42**

18.86±3.60
17.86±3.44
17.00±5.18
22.75±4.43*

交替百分比/%
Alternation 

percentage/%

0.53±0.18
0.48±0.26
0.60±0.24
0.42±0.20
0.50±0.28

注：以每天 12 h 光照时长组为对照组，*P＜0.05，**P＜0.01，每组 n=8。
Note： The daily 12 h light exposure group was used as the control 
group， *P<0.05， **P<0.01， n=8.

注：ns，差异无统计学意义； 每组小鼠各 8 只。
Note： ns， differences were not statistically significant； There are 
8 mice in each group.
图 1 不同组别小鼠的体重变化
Figure 1 Changes in the body weight of mice in different 

groups
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的时间进食，昼夜节律失调使动物在低摄食阶段进食，

这会影响其健康［15］。例如在光照期（夜行啮齿动物休

息期）喂食的小鼠容易患糖尿病、代谢综合征和肥

胖［16］。在谭吉凤等［17］的研究中发现，每天12 h光照

环境下生活的小鼠体重增加量低于每天 24 h光照环境

下生活的小鼠，这与本实验的结果相似。由此可以推

测：动物体重受一定光照时长的影响，在研究饮食等

以体重增长为考量因素的实验时应考虑光照因素，建

议动物暴露在光照环境下的时长宜在每天18 h以内。

有研究表明，持续黑暗和持续光照均会使小鼠产

生昼夜节律紊乱和心律失常［18-19］。夜间活动的啮齿动

物在黑暗阶段暴露于光线下会增加其抑郁样和焦虑样

行为发生的概率［20］。长期强光照会使动物情绪变得消

极，休息行为增加［21］。在T型迷宫实验中，与每天12 h
光照时长组相比，每天0 h光照时长组小鼠的潜伏期极

显著更长（P＜0.01）；与每天 12 h光照时长组相比，

每天 24 h 光照时长组小鼠的潜伏期显著更长（P＜
0.05）。在八臂迷宫实验中，与每天12 h光照时长组相

比，每天0 h光照时长组小鼠找到食物的时间均显著更

长（P＜0.05）。推测在完全黑暗或完全光照环境下生

活的小鼠会产生消极或抑郁情绪，最终导致取食行为

减少。

在 T型迷宫实验中，各光照时长组间的交替百分

比无统计学意义（P＞0.05）。在新位置识别实验中，

接近每天 12 h光照时长组的小鼠，其辨别指数最高和

新位置观察时间最长；且每天 18 h、24 h光照时长组

小鼠的辨别指数最低。这说明每天光照时长接近 12 h
时，动物的学习记忆能力可能达到最佳状态；每天光

照时长大于 18 h时，光照时长越长，对小鼠学习记忆

能力的负面影响越大。八臂迷宫实验也得出相似的结

果：每天光照时长在 12 h左右时，参考记忆和工作记

忆错误比率最低，这与张昊康等［11］、Huang等［22］的
研究结果相同。值得注意的是，谢雯等［12］的研究结

果表明，光照实验周期为一周，对于小鼠的学习记忆

没有影响。可能是因为研究因素上的差异，谢雯等研

究的处理条件为光照强度，而本实验为光照时长。此

外，本实验光照处理的时间为 35 d，比谢雯等研究的

处理时间更长。本研究结果显示，光照时间对NIH小

鼠辨别指数和新位置识别实验结果有一定影响，如在

研究中未考虑光照因素，会影响实验结果的可靠性和

准确性。

综合分析体重和 3种行为学检测结果可知，每天

光照时长为 12 h时更适宜NIH小鼠健康生长，且该条

件下其学习记忆能力最佳。

[医学伦理声明 Medical Ethics Statement]
本研究所涉及的所有动物实验均已通过兰州生物制品研究所
有限责任公司实验动物管理和使用委员会审核批准（批准号：
IACUC-LIBP-202402004）。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。
All animal experiments involved in this study have been 
reviewed and approved by the Laboratory Animal 
Management and Use Committee of Lanzhou Institute of 
Biological Products Co., Ltd. (Approval number: IACUC-
LIBP-202402004). All experiments were carried out in 
accordance with the relevant laws and regulations of 
laboratory animals in China.
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连晓娣参与动物实验和记录数据；
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表 3　5 周光照实验后第 2 周光照时长对 NIH 小鼠八臂迷宫实验结果的影响
Table 3　Effects of light exposure duration in the second week after the 5-week light experiment on the results of eight-arm 

maze test in NIH mice
（-x±s）

组别（每天光照时长）
Groups (daily light duration)

0 h
6 h
12 h
18 h
24 h

找到饲料的时间/s
Time to find food/s

18.50±10.41*

7.13±4.94
10.75±8.63
7.63±3.34

11.75±6.71

参考记忆错误比率/%
Reference memory error rate/%

29.13±8.63*

19.00±9.26
18.13±7.61
18.63±5.76
25.50±9.12

工作记忆错误比率/%
Working memory error rate/%

31.63±6.41*

19.71±8.01
16.38±8.16
18.88±8.29
28.63±6.21*

注：以每天 12 h 光照时长组为对照组，*P＜0.05，每组 n=8。
Note： The daily 12 h light exposure group was used as the control group， *P<0.05， n=8.
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利用辅助生殖技术挽救基因修饰小鼠的实例分析
王芊芊, 陶斯珏, 卫 振, 金晖晖, 刘 平, 汪 洌

(浙江大学实验动物中心, 杭州 310058)

[摘要] 目的　利用辅助生殖技术挽救生殖障碍的基因修饰小鼠品系，为完善珍贵实验小鼠品系的拯救技术更新提
供参考。方法　对 28 种不同品系的 9～18 月龄不育雄性小鼠实施体外受精-胚胎移植 （in vitro fertilization-embryo 
transfer，IVF-ET） 技术，即通过观察不育雄性小鼠的精子密度、精子活动等指标，选择活力较强的精子用于 IVF-
ET 实验，在仔鼠出生后统计受精率、异形卵率和仔鼠出生率。对 12 种不同品系的 8～18 月龄不孕雌性小鼠实施优化
的卵巢移植技术，即选取相同背景的 6 周龄雌性小鼠作为受体小鼠，摘除受体小鼠一侧完整的卵巢并结扎其另一侧
输卵管，然后分离出供体小鼠一侧卵巢，将其原位植入受体小鼠摘除卵巢的一侧。术后 21 d 将受体小鼠与相同背景
的 8 周龄野生型雄性小鼠合笼繁育，待仔鼠出生后，统计卵巢移植受体妊娠率、受体活产率等数据。结果　利用
IVF-ET 技术成功挽救 28 种小鼠品系，雄性小鼠最大年龄为 18 月龄。首轮 IVF-ET 实验成功率为 89.29% （25/28）。生
殖障碍雄性小鼠 IVF 的平均受精率为 （51.01±14.97） %，异形卵率为 （9.03±5.28） %，仔鼠出生率 （18.60±7.03） %。
40 只卵巢移植受体小鼠中 39 只存活，卵巢移植受体妊娠率为 33.33% （13/39），卵巢移植后受体活产率为 17.95%

（7/39）。采用卵巢移植技术成功挽救 4 种小鼠品系，其中雌性小鼠最大年龄为 18 月龄；另外，8 种品系因最终未
获得存活至性成熟的子代小鼠而未被挽救。结论　针对不同原因引起的生殖障碍雄性小鼠，特别是对于错过最佳
繁育年龄的小鼠，IVF-ET 技术可有效进行品系挽救，获得子代小鼠。针对老龄雌性小鼠的品系挽救，卵巢移植技术
可作为重要备选方案，但成功率相对 IVF-ET 技术较低，存在一定实验风险。
[ 关 键 词 ] 基因修饰小鼠； 中老龄； 生殖障碍； 体外受精-胚胎移植； 卵巢移植
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）01-0079-08

A Case Study of Using Assisted Reproductive Technology to Rescue 

Genetically Modified Mice with Reproductive Disorder Phenotypes

WANG Qianqian, TAO Sijue, WEI Zhen, JIN Huihui, LIU Ping, WANG Lie
(Laboratory Animal Center of Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)
Correspondence to: WANG Lie (ORCID: 0000-0001-5094-012X), E-mail: wanglie@zju.edu.cn

[ABSTRACT] Objective　 The utilization of assisted reproductive technology to rescue genetically 
modified mouse strains with reproductive disorders provides a reference for improving techniques to 
preserve valuable experimental mouse strains. Methods　 In vitro fertilization-embryo transfer (IVF-ET) 
technology was performed on 28 strains of infertile male mice aged 9-18 months. Several indicators such as 
sperm density and sperm motility in infertile male mice were assessed to select the most viable sperm for 
IVF-ET experiments. Fertility rate, abnormal egg rate, and birth rate were recorded after the birth of the 
pups. An optimized ovarian transplantation procedure was applied to 12 strains of infertile female mice 
aged 8-18 months. 6-week-old female mice with the same genetic background were selected as recipients. 
One intact ovary was removed from each recipient mouse, and the contralateral oviduct was ligated. An 
ovary from a donor mouse was isolated and transplanted orthotopically into the side where the ovary had 
been removed in the recipient mouse. Twenty-one days post-surgery, recipient mice were co-housed with 8-
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week-old wild type male mice of the same genetic background for breeding. Data such as the pregnancy 
rate and live birth rate of the recipients were recorded after the birth of the pups. Results　 IVF-ET 
successfully rescued 28 mouse strains, with the oldest male mice being 18 months old. The success rate of 
the first round of IVF-ET experiments was 89.29% (25/28). The average fertility rate of IVF in infertile male 
mice was (51.01±14.97)%, the abnormal egg rate was (9.03±5.28)%, and the birth rate of offspring mice was 
(18.60±7.03)%. 39 out of 40 ovarian transplant recipient mice survived, with a pregnancy rate of 33.33% (13/
39) for ovarian transplant recipients, and a live birth rate of 17.95% (7/39). Four mouse strains were 
successfully rescued using optimized ovarian transplantation technology, with the oldest female mice 
being 18 months old. 8 strains were not rescued as they failed to produce offspring that survived to 
sexual maturity. Conclusion　 IVF-ET is an effective approach for rescuing mice with reproductive 
disorders caused by different reasons, especially for those beyond the optimal breeding age. Ovarian 
transplantation technology can also be used as an alternative for aged female mice. But its success rate is 
relatively lower than that of IVF-ET, and carries a higher experimental risk.
[Key words]  Genetically modified mouse; Middle-aged and aged; Reproductive disorders; In vitro 

fertilization-embryo transfer; Ovarian transplantation

基因修饰小鼠在生命科学和医药学中的应用需求

与日俱增［1-3］。小鼠在繁育过程中会出现由繁殖方案

不合适、感染、疾病或自身品种品系因素等导致的生

殖障碍，特别是一些特殊的基因敲除小鼠品系会出现

繁殖力低下等问题［4-7］。对于仅存少量中老龄个体的

小鼠品系，辅助生殖技术是挽救濒危小鼠品系的重要

技术手段。常规的辅助生殖技术包括体外受精（in 
vitro fertilization， IVF）［8］、卵胞质内单精子注射

（intracytoplasmic sperm injection， ICSI）［9］、胚胎移植

（embryo transfer，ET）［10］和卵巢移植［11］等。本文总

结分析浙江大学实验动物中心小鼠生物净化团队在

2020年12月至2024年3月间，利用辅助生殖技术开展

基因修饰小鼠品系挽救工作的成功实例，为同行挽救

中老龄、濒危的基因修饰小鼠品系提供技术参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
中老龄的雄性不育基因修饰小鼠28种品系，共31

只，9～18月龄；同品系的青年基因修饰可育雄性小

鼠各1只，共28只，3～6月龄，作为中老龄组的对照

组。雄性小鼠均由浙江大学各个课题组提供，品系背

景为 C57BL/6J，用于 IVF-ET 法挽救基因修饰小鼠

品系。

用于体外受精、收集受精卵的 SPF级 3～4周龄

C57BL/6J雌性小鼠，用于代孕的 SPF级 6～8周龄 ICR
雌性小鼠，用于制备假孕雌性小鼠的 SPF级 6～8周龄

ICR雄性小鼠，均购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司［SCXK（沪） 2017-0005］和江苏集萃药康生物

科技股份有限公司［SCXK （苏） 2018-0008］。其中

ICR雄性小鼠在屏障环境内适应性饲养1周后进行输精

管结扎手术。

不孕的基因修饰雌性小鼠12种品系，共18只，8～
18月龄，由浙江大学各个课题组提供，品系背景为

C57BL/6J。SPF级6周龄C57BL/6J卵巢受体雌性小鼠购

自江苏集萃药康生物科技股份有限公司［SCXK（苏）

2018-0008］，用于卵巢移植技术挽救基因修饰小鼠

品系。

所有小鼠均饲养在浙江大学实验动物中心屏障环

境［SYXK（浙） 2018-0016］的独立通风饲养笼盒内。

雄性小鼠单笼饲养，同基因型雌性小鼠每笼5只饲养。

小鼠可自由饮食饮水。饲养间内温度为22～24 ℃，相

对湿度为40%～70%，光照周期为12 h/12 h明暗交替。

所有实验方案经浙江大学实验动物福利与伦理委员会

审 核 批 准 （ 批 准 号 分 别 为 ZJU20220403、
ZJU20230022）。所有实验严格依照实验动物福利的

“3R”原则进行，并在动物饲养与实验过程中予以人道

关怀。

1.2　体外受精-胚胎移植技术
主要技术流程为雌性小鼠超数排卵及卵子团的收

集、雄性小鼠精子团的采集、体外受精、胚胎移植假

孕雌性小鼠的准备、2-细胞期胚胎的清洗和移植以及

仔鼠的基因型鉴定。

雄性小鼠精子团的采集方法（图 1）：从不育雄性

小鼠先采集一侧附睾尾中的精子团，将其置于提前预

热的精子获能液滴（180 μL）（美国 Sigma-Aldrich公
司，货号MR-070-D）中，30 min后，吸取 5 μL精子
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悬液在倒置显微镜（OLYMPUS，型号 IX71）下观察并

记录精子密度，判断精子活力、形态等。如遇精子稀

薄（与正常C57BL/6J雄性小鼠精子数量［12］相比，不

育雄性小鼠精子数量＜2×105/mL）或活力较差的情况，

应立即采集另一侧附睾的精子团，或更换其他备用雄

性小鼠。其余技术参照文献［13］所述方法。

1.3　卵巢原位移植技术
受体雌性小鼠单侧输卵管结扎：依据供体雌性小

鼠卵巢数量及重量，麻醉相应数量的受体雌性小鼠，

固定卵巢、输卵管和子宫的方法同胚胎移植，用非吸

收缝线（10-0）分别在输卵管两处进行结扎，并用眼

科角膜剪小心离断结扎点之间的输卵管（图 2A）。然

后将卵巢、输卵管和子宫放入小鼠腹腔，分别缝合肌

肉层和皮肤。

分离供体小鼠卵巢：将供体小鼠腹腔注射 1.25%
阿佛丁（美国 Sigma-Aldrich 公司，货号 T48402-5G）
麻醉，备皮并消毒皮肤，分层剪开腹部皮肤和腹壁肌

肉层，分离出双侧卵巢并称重记录（图 2B）。迅速将

供体卵巢放入 37 ℃预热的 M2 培养液（美国 Sigma-
Aldrich公司，货号M7167）中清洗，待移植。

受体雌性小鼠自体对侧卵巢摘除：在受体小鼠另

一侧以同样的方式固定卵巢、输卵管和子宫（图2C），
在输卵管伞口对侧的卵巢囊膜上剪开一个适度大小的

切口，将自体卵巢从囊膜中小心剥离出来，并用眼科

角膜剪剪断卵巢蒂，摘除完整的卵巢。

供体卵巢原位移植：根据供体卵巢重量和大小，

将完整或1/2卵巢轻轻放入受体小鼠已去除自体卵巢的

卵巢囊膜内，用缝线（10-0）将卵巢囊膜缝合（图

2D），将植入卵巢、输卵管和子宫放回小鼠腹腔，逐层

缝合肌肉层和皮肤。

受体雌性小鼠合笼繁育：术后将受体雌性小鼠放

置在37 ℃保温毯上直至苏醒，雌性小鼠饲喂实验鼠生

长繁殖饲料（江苏省协同医药生物工程有限责任公司，

货号XTI01FZ-010），并在笼中放置适量的高温高压灭

菌过的做窝材料。待移植术后21 d按1∶1将其与同背

景、8周龄野生型雄性小鼠合笼进行繁育。仔鼠出生

后，进行基因型鉴定。统计自合笼之日至 6个月内受

体小鼠的生产情况，如有阳性子代小鼠存活，记为成

功挽救的小鼠品系。

1.4　数据处理及统计
实验结果数据经Excel 2016软件整理，数据用均

数±标准差表示，并以GraphPad Prism 8软件绘图。采

用 SPSS 16.0 统计软件对结果进行单因素方差分析

（ANOVA检验）和 t检验，以P＜0.05表示差异有统计

学意义。采用SPSS 16.0中相关性分析程序，分析小鼠

年龄与 IVF受精率之间的关系，通过Pearson相关系数

检验进行验证。当 P<0.05时，为相关性显著；当 P<
0.01时，为相关性极显著。

各变量计算公式如下：经 IVF-ET技术挽救小鼠成

功率（%） =经 IVF-ET技术获得阳性仔鼠的品系数/生
殖障碍供精雄性小鼠品系总数×100；受精率（%） =2−
细胞期胚胎数/（2-细胞期胚胎数+未受精卵数+异形卵

子数） ×100；异形卵率（%） =异形卵子数/（2−细胞

期胚胎数+未受精卵数+异形卵子数） ×100；仔鼠出生

注：A，采集的雄性小鼠一侧附睾尾与一段输精管；B，将附睾尾中采集的精子团放入精子获能液滴中；C，2 只不同品系雄性小鼠的精子在获
能 1 h 后的精子状态，左侧培养液滴中的精子稀薄，右侧培养液滴中精子散开均匀。
Note：A， The unilateral cauda epididymidis and a segment of the vas deferens from a male mouse； B， Sperm masses collected from the 
cauda epididymidis placed into droplets of sperm capacitation medium； C， The sperm status of two different strains of male mice after 1 h 
of capacitation： in the left culture droplet， the sperm were sparse， while in the right culture droplet， they were evenly dispersed.
图 1 雄性小鼠采集精子团及获能 1 h 后的精子状态
Figure 1 Sperm masses collected from male mice and sperm status after 1 h of capacitation
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率（%） =出生仔鼠数/移植 2−细胞期胚胎数×100；卵

巢移植受体妊娠率（%）=卵巢移植后妊娠受体只数/卵
巢移植后存活受体总数×100；卵巢移植受体活产率

（%） =受体妊娠、产下活仔且仔鼠存活至离乳的受体

只数/卵巢移植后存活受体总数×100；经卵巢移植挽救

小鼠成功率（%） =经卵巢原位移植后获得阳性仔鼠的

品系数/生殖障碍供卵小鼠品系总数×100。

2　结果

2.1　利用 IVF-ET 法挽救基因修饰小鼠品系的结果
统计

本研究中，生殖障碍供精雄性小鼠品系共 28种，

利用 IVF-ET技术共挽救 28种基因修饰小鼠品系，成

功率 100%。其中 25种品系经一轮 IVF-ET实验即成功

获得阳性子代小鼠，首轮实验成功率为 89.29% （25/
28）；另外3种品系通过两轮实验最终获得阳性子代小

鼠，成功被挽救。不育基因修饰小鼠经 IVF-ET的异形

卵率、受精率及仔鼠出生率见表1。中老龄组平均受精

率为（51.01±14.97）%（n=28，统计最终成功的 28种
品系 28只雄性小鼠的数据，以下均同此），较青年组

（76.37±11.16）% （n=28） 有极显著性差异 （P＜
0.001）（图3A）；中老龄组异形卵率为（9.03±5.28）%
（n=28），较青年组（6.57±2.71）% （n=28）有显著差

异（P＜0.05）（图3B）；中老龄组仔鼠出生率（18.60±
7.03）% （n=28） 较青年组 （20.96±7.44）% （n=28）
略低，但差异无统计学意义（P＞0.05）（图3C）。

通过 SPSS 16.0软件分析得出：IVF受精率与供精

雄性小鼠年龄呈极显著负相关（P＜0.01），相关系数为

-0.682，提示随着雄性小鼠日龄增长，IVF受精率呈下

降趋势（图3D）；异形卵率与供精雄性小鼠年龄呈正相

关，相关系数为 0.214，但相关性无统计学意义（P＞
0.1）；仔鼠出生率与供精雄性小鼠年龄呈负相关，相关

系数为-0.203，其相关性同样无统计学意义（P＞0.1）。
统计自雌性小鼠注射第一针孕马血清促性腺激素

（pregnant mare serum gonadotropin，PMSG）（宁波三生

生物科技股份有限公司，兽药字110914564，1 000 U/瓶
冻干粉）之日（记为第 1 天）至仔鼠出生的时间，

IVF-ET技术平均获得仔鼠时间为（25.79±7.56） d（n=
28）。除 3种品系经两轮 IVF实验获得仔鼠所需时间分

别为41 d、43 d和55 d外，其余品系自 IVF之日（19～
21） d仔鼠即出生。

2.2　利用卵巢移植技术挽救基因修饰小鼠品系的
结果统计

采用卵巢原位移植技术将12种基因修饰小鼠品系

共 18只老龄雌性小鼠的单/双侧卵巢移植入 40只受体

小鼠体内。供体小鼠左侧卵巢平均重量（3.19±1.20）mg
（n=16，18只老龄雌性小鼠中有2只鼠的左侧卵巢有囊

肿，弃用；取剩余 16只雌性小鼠的左侧卵巢），右侧

卵巢平均重量（4.06±1.76）mg（n=18，取18只老龄雌

性小鼠的右侧卵巢）。

术后除 1只受体雌性小鼠死亡外，其余 39只均存

活，并于术后 21 d开始与 8周龄野生型C57BL/6J雄性

小鼠合笼。合笼后，仅 13只受体雌性小鼠妊娠并生

产，卵巢移植受体妊娠率为 33.33% （13/39），其中 7
只受体雌性小鼠产下活仔且仔鼠存活至离乳，卵巢移

植后受体活产率为17.95%（7/39）。统计自合笼日（记

为第 1 天）至首窝仔鼠出生时间，平均为（88.92±

注：A，在受体小鼠一侧输卵管的两处位置进行结扎；B，摘取供体小鼠一侧完整的卵巢组织；C，固定受体小鼠另一侧卵巢和输卵管；D，将
供体小鼠一侧完整的卵巢组织移植入摘除了受体小鼠卵巢的囊膜内，并缝合囊膜。
Note： A， Ligation was performed at two sites on the oviduct of one side of the recipient mouse ； B， An intact ovary from one side of 
the donor mouse was harvested； C， The ovary and oviduct on the other side of the recipient were stabilized； D， The intact ovary from the 
donor was transplanted into the ovarian capsule of the recipient at the site where the ovary had been removed， followed by suturing of the 
capsule.
图 2 小鼠卵巢移植手术
Figure 2 Ovarian transplantation surgery in mice
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36.60） d（n=13，统计13只妊娠雌性小鼠的数据）。综

上，经卵巢移植技术共挽救老龄基因修饰小鼠品系 4
种，供体雌性小鼠月龄分别为10月龄、15月龄、15月
龄和 18月龄，妊娠率及活产率见表 2。经卵巢移植技

术挽救基因修饰小鼠成功率为33.33%（4/12）。
3　讨论

超过6～8月龄的基因修饰小鼠可能由于多种原因

出现繁殖障碍，如亲本小鼠更新不及时、繁殖小鼠过

晚配繁、繁殖笼内雌性小鼠年龄过大等［14-16］，或同时

合并多种因素，如亲本小鼠老龄且患病，或特殊品种

品系的低繁殖力等。多重因素的叠加会增加辅助生殖

技术的难度，同时品系丢失的风险也随之增大。本研

究观察到，不育基因修饰雄性小鼠虽然异形卵率较青

年组有显著差异，提示精子质量随年龄增大而下降，

且体外受精的胚胎发育率较适龄雄性小鼠显著降低，

但大部分仍可通过常规 IVF-ET技术获得阳性子代。

IVF体系的稳定性至关重要，在开展实验前应确保各

批次试剂及实验条件均已通过预实验测试，且在正式

实验中不随意更改实验参数。值得注意的是，一定要

选择 3～4周龄的雌性小鼠（不少于 5只）进行一轮

IVF实验，因为若促排卵雌性小鼠年龄过大或数量太

表 1　经体外受精-胚胎移植挽救的不育基因修饰小鼠的异形卵率、受精率及仔鼠出生率
Table 1　Abnormal egg rate, fertility rate and birth rate of infertile genetically modified mice rescued by in vitro fertilization-

embryo transfer
（

-x±s）

不育雄性小鼠月龄/月
Age of Infertile male mice/month

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

动物数量
n

3
4
4
4
4
4
1
1
1
2

异形卵率/%
Abnormal egg rate/%

4.35±2.21
11.55±8.29
9.38±2.35
7.14±1.12
9.50±6.44
13.15±7.72

6.13
5.04
9.09

8.31±3.53

受精率/%
Fertility rate/%

48.99±28.09
62.34±11.32
60.85±10.46
48.87±13.72
42.21±5.86
53.07±12.79

36.79
43.17
47.20

42.45±27.12

仔鼠出生率/%
Birth rate/%

19.87±13.93
16.84±5.43
17.41±10.46
19.04±5.31
19.68±1.92
16.51±4.60

12.82
15.00
20.00

27.66±10.50

注：A，青年组与中老年组小鼠体外受精后的受精率比较；B，青年组与中老年组小鼠体外受精后的异形卵率比较；C，青年组与中老年组小
鼠体外受精-胚胎移植后的仔鼠出生率比较。*P＜0.05，***P＜0.001，ns，差异无统计学意义；D，雄性小鼠年龄与受精率的关系。
Note： A， Comparison of in vitro fertilization （IVF） fertilization rates between the young group and the middle-aged and aged group ； 
B， Comparison of IVF abnormal egg rates between the young group and the middle-aged and aged group； C， Comparison of IVF-embryo 
transfer （ET） birth rate between the young group and the middle-aged and aged group. *P<0.05， ***P<0.001； ns， differences were not 
statistically significant； D， Correlation between male mice age and fertility rate.
图 3 青年组与中老龄组受精率、异形卵率和仔鼠出生率的比较
Figure 3 Comparison between the young group and the middle-aged and aged group in their fertility rates， abnormal egg 

rates， and birth rates
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少，将无法保证获取足够多的卵细胞，加之不育雄性

小鼠的精子质量不可控，易最终导致实验失败。对于

仅剩1～2只雄性小鼠的品系，建议麻醉雄性小鼠采集

单侧附睾尾中精子团进行体外受精，如最终获得子代

小鼠数量太少，可择日取该雄性小鼠另一侧附睾尾再

进行一轮 IVF-ET实验。对于无法通过常规体外受精获

得足够多 2-细胞期胚胎的不育雄性小鼠，可采用 ICSI
技术，但需要较高的成本投入，技术门槛也更高，所

以建议优先选择 IVF-ET技术［17］。
卵巢内卵泡的发育受下丘脑-垂体-卵巢轴的调

控［18］。神经内分泌功能障碍、卵泡储备下降和老龄雌

性卵巢分泌物均能导致生殖功能下降［19］，因此雌性小

鼠的最适繁育年龄段较雄性小鼠更短，一旦配种不及

时，易出现生殖障碍而导致该品系丢失。以往国内文献

有关小鼠卵巢移植的研究，供体雌性小鼠多为新生小鼠

或适龄小鼠［20-21］，而对于老龄雌性小鼠卵巢移植的研

究鲜有报告。2009年，Niikura等［22］研究表明，老龄雌

性小鼠的卵巢组织中仍存在极少量减数分裂前的生殖细

胞，将20月龄雌性小鼠的卵巢移植入2月龄雌性小鼠卵

巢囊膜中，老龄雌性小鼠卵巢内休眠的干细胞仍能被重

新激活并产生卵母细胞，但这些卵母细胞是否具备受精

能力并能由受体小鼠产出活体小鼠，该研究并未深入探

索。本研究发现18月龄不孕雌性小鼠的卵巢经原位移

植到年轻雌性小鼠体内后，不但能定植、产生卵母细

胞，且能正常受精并活产小鼠至离乳。

通过对比郁丽丽等［20］的研究结果，同为C57BL/
6J背景的小鼠，经卵巢原位异体移植后，10日龄的供

体小鼠可获得最高移植后妊娠率，为100%（n=5）；20
日龄供体小鼠移植后妊娠率为60%（n=5）；4周龄供体

小鼠移植后妊娠率仅为 40%（n=5）。左琴等［21］将 10
日龄C57BL/6J雌性小鼠的新鲜卵巢原位移植到 4周龄

C57BL/6J雌性小鼠体内，妊娠率为 80%（n=5）。以上

研究结果均显示，卵巢移植成功率与供体小鼠的年龄

呈负相关［20-21］。裴承斌等［23］将6～8周龄 ICR雌性小

鼠的卵巢原位异体移植120 h后腹腔注射10 U/只PMSG，
48 h后取出卵巢组织，经切片、HE染色后观察卵泡形

态并作分类计数。与对照组（未做卵巢移植的6～8周
龄 ICR雌性小鼠）相比，移植后卵巢内的次级卵泡数

和窦卵泡数均低于对照组（n=6，P＜0.05）。此结果也

与李宇彬等［24］的研究结果一致，提示即使对于较为

年轻的雌性小鼠，卵巢原位移植操作仍可能造成一定

程度的生育力损失。本研究也观察到，老龄雌性小鼠

卵巢移植后活产率并不高，可能与供体小鼠年龄较大，

其卵巢储备很可能已近衰竭有关。已有研究报告表明，

卵巢组织经分离、切割和移植后，机械损伤和缺血性

损伤会导致原卵巢组织中大量卵泡的丢失［25-26］，这可

能是影响本研究中卵巢移植后受体雌性小鼠活产率的

重要原因。卵巢移植技术的关键在于受体和供体小鼠

必须具备组织相容性，否则，供体卵巢将因排异而坏

死，从而导致移植失败；因此，一般建议使用裸小鼠、

NSG等免疫缺陷小鼠作为供体小鼠［11］。本研究选择使

用与供体小鼠同遗传背景的C57BL/6J小鼠。

以往的研究中，卵巢原位移植为多采用摘取受体

双侧卵巢，并移植供体双侧卵巢的方法，且多将供体

卵巢放入卵巢囊膜后即将其回纳入腹腔［20-21，27］。此方

法不需要缝合卵巢囊膜，操作更简便且用时更短，但

弊端是移植后的供体卵巢组织容易从囊膜内滑出，或

者由于术后移植卵巢不能被很好地固定，影响血供和

血管重建，最终导致移植失败。李茗薇等［27］ 在
C57BL/6J雌性小鼠卵巢原位移植术后 35 d观察卵巢组

织形态学，发现有10%的卵巢消失，40%的卵巢萎缩，

推测这是由于卵巢囊膜无法将游离的供体卵巢组织固

定于原位，小鼠在活动中卵巢组织滑脱或血供不足引

起萎缩所致。因此，针对老龄不孕供体小鼠，本研究

表 2　经卵巢移植成功挽救的不育基因修饰小鼠的供体小鼠月龄、妊娠率和活产率
Table 2　Age of donor mice, pregnancy rate and live birth rate of infertile genetically modified mice successfully rescued 

through ovarian transplantation
供体雌性小鼠月龄/

月
Age of donor mice/

month
10
15
15
18

左侧卵巢移植的受体小鼠数/只
The number of recipients for donor’s 

left ovarian transplantation

1
1
1
1

右侧卵巢移植的受体小鼠数/只
The number of recipients for donor’s 

right ovarian transplantation

1
1
2
1

妊娠率/%
Pregnancy rate/%

100.00 （2/2）
50.00 （1/2）
66.67 （2/3）

100.00 （2/2）

活产率/%
Live birth rate/%

100.00 （2/2）
100.00 （1/1）
100.00 （2/2）
100.00 （2/2）
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优化了卵巢原位移植术，即结扎并离断一侧输卵管，

摘除另一侧卵巢并移植供体卵巢的方法，保留受体小

鼠的一侧卵巢正常分泌激素的功能，以帮助受体小鼠

在卵巢移植后快速建立下丘脑-垂体-卵巢轴功能，促

进卵母细胞成熟。同时，本研究还优化了手术细节，

即缝合卵巢囊膜，此法可避免供体卵巢从囊膜中滑出，

有助于供体卵巢的定植和移植后的血管重建。手术过

程中的要点包括：卵巢囊膜的开口不宜过大，移除受

体卵巢时应注意不要剪破卵巢蒂底部的卵巢囊膜，否

则易致供体卵巢滑脱；由于卵巢囊膜很薄，缝线点

不宜与切口边缘过近，打结不宜过紧，以防止缝线

从囊膜上拉脱；应选择粗细适中的手术缝合线，建

议用 10-0手术缝合线，视卵巢囊膜的切口大小缝合

1～2针。

综上所述，本研究证实，对于具有明显生殖障碍

表型的基因修饰小鼠可以通过 IVF-ET技术和卵巢移植

技术等辅助生殖技术进行品系挽救。此外，相较于

IVF-ET技术，卵巢移植技术获得子代时间较长且时间

不可控，对操作人员的手法精准度和熟练程度要求较

高，且成功率相对较低，可应用于在仅剩不孕中老龄

雌性小鼠或珍贵雌性小鼠突然死亡的情况下，也可作

为 IVF-ET 技术挽救濒危基因修饰小鼠品系的技术

补充。
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实验动物设施换气次数检测能力验证结果评价
刘 巍1,2, 张心妍1,2, 侯丰田1,2, 许中衎衎 1,2, 马丽颖1,2

(1. 中国食品药品检定研究院, 北京 102629;  2. 国家啮齿类实验动物资源库, 北京 102629)

[摘要] 目的　通过组织实施换气次数检测实验室能力验证计划，探索实验动物设施环境领域能力验证方式，初步
了解相关实验室在标准应用及检测水平的现状，规范换气次数检测方法，确保检测结果的准确性和可靠性。
方法　2023 年 9—11 月，中国食品药品检定研究院负责组织开展实验动物设施换气次数检测的实验室能力验证计划

（编号 NIFDC-PT-417）。此次能力验证计划的现场测试分为两个部分：笔试和实际操作。笔试采用开卷形式，判断
题着重考察参加者对标准条款的掌握情况，应用题则是通过构建模拟检测场景考察实验人员对数据处理的应用；实
际操作按照中国合格评定国家认可委员会 （China National Accreditation Service for Conformity Assessment，
CNAS） 相关准则，通过分割水平样品对的形式，准备 2 个实验房间作为能力验证样品。2 个房间均按照 CNAS 相关
要求，经过均匀性、稳定性测试，并且测试结果合格。参与能力验证的实验室需要对这 2 个实验间各进行 3 次测试，
要求在规定时间内完成换气次数的检测和计算，并提交本次检测的结果报告单和原始记录。结果　共有 27 家实验
室报名并参加本次能力验证，均在规定时间内反馈结果，所有参测实验室的结果均被评定为满意。结论　本次能力
验证客观且科学地评估了国内部分实验室在换气次数方面的检测能力，有效地促进了行业整体检测水平的提升，为
监管部门规范检测机构提供了技术支撑，为委托单位购买检测服务提供了可靠的参考依据。通过本次能力验证，组
织方发现部分实验室对仪器的校准及校准结果的利用不够充分，未来需进一步完善相关标准，以提高检测的准确性
和可靠性。
[ 关 键 词 ] 实验动物； 洁净室； 换气次数； 能力验证； 风量罩
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Evaluation of Proficiency Validation Results for Air Change Rate Testing 

in Laboratory Animal Facilities

LIU Wei1,2, ZHANG Xinyan1,2, HOU Fengtian1,2, XU Zhongkan1,2, MA Liying1,2

(1. National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 102629, China; 2. National Rodent Laboratory Animal 
Resources Center, Institute for Laboratory Animal Resources, Beijing 102629, China)
Correspondence to: MA Liying (ORCID: 0009-0009-1851-5575), E-mail: maly@nifdc.org.cn

[ABSTRACT] Objective By organizing and implementing a laboratory proficiency validation plan for air 
change rate testing, this study aims to explore proficiency testing approaches in laboratory animal 
facilities, assess the current status of relevant laboratories regarding standard application and test 
capabilities, standardize air change rate testing methods, and ensure the accuracy and reliability of test 
results. Methods From September to November 2023, the National Institutes for Food and Drug Control 
(NIFDC) organized a laboratory proficiency validation plan for air change rate testing in laboratory animal 
facilities (Plan Number: NIFDC-PT-417). The proficiency testing was conducted on-site and consisted of two 
parts: a written test and practical operation. The written test was open-book. True/false questions focused 
on participants' understanding of specific clauses in relevant standards, while application-based questions 
assessed their ability to handle data processing in simulated testing scenarios. The practical operation was 
conducted according to the relevant criteria of the China National Accreditation Service for Conformity 
Assessment (CNAS). Two laboratory animal rooms were prepared as proficiency testing samples using a 
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sample splitting approach. These rooms underwent uniformity and stability testing according to CNAS 
requirements and were approved. Participating laboratories were required to conduct three tests on each 
of the two laboratory animal rooms, complete the testing and calculation of air change rate within the 
specified timeframe, and submit their test result reports and original records. Results A total of 27 
laboratories registered and participated in the proficiency testing. All participating laboratories submitted 
their results within the designated timeframe, and the outcomes of all tested laboratories were rated as 
satisfactory. Conclusion This proficiency validation program objectively and scientifically evaluates the air 
change rate testing capabilities of selected domestic laboratories, effectively promoting the overall 
improvement of testing capabilities in the industry. It provides technical support for regulatory authorities 
to standardize testing institutions and offers reliable references for the purchase of testing services. 
Through this activity, it was identified that some laboratories need to further enhance their calibration of 
instruments and the utilization of calibration results. Future efforts should focus on refining related 
standards to improve the accuracy and reliability of testing.
[Key words]  Laboratory animal; Cleanroom; Air change rate; Proficiency validation; Air flow hood

换气次数（air change rate，又称 ventilating times）
不仅反映了实验动物设施及其他类型洁净室机组的运

行效能，而且是调节室内温湿度，降低有害气体（如

氨气）和微生物气溶胶浓度，维持洁净度等环境参数

的重要手段［1-5］。换气次数检测是实验动物质量检测

站（中心）以及相关领域第三方检测机构须具备的基

本检测能力之一，检测结果不仅反映了实验动物设施

是否符合要求，还反映出设施运行能耗及管理

水平［6］。
中国合格评定国家认可委员会（China National 

Accreditation Service for Conformity Assessment，CNAS）
要求检测机构在初次认可、定期监督等环节应具有参

加相关能力验证活动的经历，并以此作为外部质控的

手段［7-8］。因此，按照实验室认可和实验室资质认定

的有关要求，2023年 9—11月，中国食品药品检定研

究院（以下简称中检院）首次组织实施实验动物设施

换气次数检测能力验证计划。本次能力验证拟按验证

方案检验实验动物环境及设施的换气次数，主要目的

是通过能力验证，发现、分析并解决洁净环境检测中

存在的问题，监控实验室检测能力的维持情况，识别

实验室间存在的差异，进而促进各实验室共同提高检

测水平［9］。

1　材料与方法

1.1　参比实验室
本次能力验证活动采用网上公开报名的形式，吸

引来自全国共17个省、自治区、直辖市的各级食品药

品检验机构、实验动物检测机构、药品生产企业、第

三方检测机构等，共27家实验室参与本次能力验证活

动，每家实验室派人到中检院参加现场测试。

1.2　检测仪器
风量罩是专门用于测量各种风口风量的仪器，通

常包含基座、捕风罩及框架、传感器、主机等，通过

内置笛形管感知风压变化，再由主机计算并显示风量

测量值。激光测距仪通过计算激光自设备发射到目标

反射回来所用时间来测量长度。本次能力验证的27家
实验室所用差压式传感器风量罩涉及国内外9个品牌，

测量范围能够覆盖本次待测风量范围，且所有风量罩

均可满足国标要求，即“风量罩分辨率应为 1 m³/h以
上”。测距设备有6家实验室使用钢卷尺，另有21家实

验室使用激光测距仪。

测距设备可分为钢卷尺和激光测距仪两大类10个
品牌18种型号，《实验动物 环境及设施》（GB 14925—
2010）对测距设备类型、分辨率、量程等未提出明确

要求，通过查看各型号说明书及计量证书，确认各实

验室测距的设备测量范围能够覆盖本次待测房间尺寸。

各实验室所用的设备情况见表1。
根据《实验动物 环境及设施》（GB 14925—2010）

要求，检测机构应使用热球式风速仪或风量罩测量房

间全部送风口（正压）或排风口（负压）的风量（m³/h），
使用钢卷尺或激光测距仪等测距设备测量房间长、宽、

高，并计算出房间室内容积（m³），再计算风量/容积

的比值，即得到该房间的换气次数（次/h或 air change 
rate，ACH）［10］。
1.3　能力验证方案设计
1.3.1　现场考核内容

现场考核分为笔试和实际操作两部分。笔试试卷

由中检院长期从事实验动物设施检测，具有中级及以
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上职称的人员讨论形成，笔试试卷共包括5道判断题，

1道应用题。判断题着重考察实验人员对标准条款的细

节掌握，应用题则是通过构建模拟检测场景考察实验

人员对数据处理的应用。每家实验室派 1名实验人员

参加笔试考核。

实际操作的考核为 2间动物实验间，分别记为房

间1和房间2；根据《能力验证样品均匀性和稳定性评

价指南》（CNAS—GL003）对房间的均匀性和稳定性分

别进行考察［11］。现场考核使用的风量罩分辨率不低于

1 m³/h，测距设备分辨率不低于 1 mm。在报名参加项

目时，能力验证管理系统随机赋予每间实验室1个由3
位数字组成的实验室代码，该代码是实验室在本次能

力验证活动中的唯一性标识，其目的在于增加实验室

间数据串通的难度，并由组织方对各实验室的结果

保密。

参与本次能力验证活动的实验人员到达测试现场

后，按作业指导书的要求进行检测：仪器性能确认，

即确认仪器能否正常使用，并提供在有效期内的计量

证书。房间状态确认，即确认 2个房间标识及运行状

况是否正常。现场测定，即在 10 min内按要求对房间

进风量及房间容积进行检测，并记录数据，若时限内

未完成数据采集，则该测定记为不合格；每个房间检

测3次（风量、房间容积）。离开测试现场到数据处理

间，计算 3次换气次数的平均值，该结果作为实验室

结果提交。

1.3.2　考核打分细则
参测实验室的换气次数检测能力总分值为笔试和

实际操作分值的和，满分为100。得分60分及以上者，

评价结果为满意；得分 60分以下者，评价结果为不

满意。

笔试部分总分值为50分，其中判断题30分，应用

题 20分。应用题共 2道，分别为：正确写出实验动物

设施检测遵循的标准名称及标准号；根据模拟检测场

景和数据，准确写出换气次数计算公式，并按要求的

格式提交计算结果。

对于参加实验室测量换气次数准确度的现场考核，

本轮次 2间实验间为分割水平样品对，采用《能力验

证结果的统计处理和能力评价指南》（CNAS—
GL002）［12］推荐的中位值和标准化四分位距法进行统

计和结果评价。实验室能力判断采用稳健 z比分数，

ZB=［S-med （S）］ /NIQR （S），式中：ZB为实验室

间比分数，S为一对样品测量结果的标准化和，med
（S）为 S 数据的中位数，NIQR （S） =0.741 3× （S3-
S1），NIQR（S）为 S数据的标准化四分位距，S3为上

四分位数，S1为下四分位数。ZW= ［S-med （D）］ /
NIQR（D），式中：ZW为实验室内比分数，D为一对

表 1　27 家实验室的设备使用情况
Table 1　Equipment usage status of 27 laboratories

实验室设备
Laboratory equipment

各品牌风量罩
Various brands of air flow hoods

宏瑞净化 Honri airclean

加野 KANOMAX 

Shortridge

华宇净化
HuaYu purification equipment
西瓦卡 Cvokly
苏净 SuJing
凯茂 KIMO
德图 TESTO
特赛 TSI

不同测距设备
Different ranging equipment

钢卷尺 Steel measuring tapes
激光测距仪 Laser distance meters

第三方
检测机构

Third-party laboratory 
category

/
/
/
/

/
/
/
/
3

1
2

实验动物
检验检测机构

Laboratory animals 
testing institution

1
1
/
/

1
/
/
2
8

2
11

食品药品检验机构
Food and drug inspection 

and testing institution

/
/
/
/

/
1
2
/
4

1
6

药品生产企业
Pharmaceutical 
manufacturing 

enterprise

/
/
1
1

/
1
/
1
/

2
2

总计
Total

1
1
1
1

1
2
2
3
15

6
21
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样品测量结果的标准化差，med（D）为D数据的中位

数，NIQR （D） =0.741 3× （D3-D1），NIQR （D）为D
数据的标准化四分位距，D3为上四分位数，D1为下四

分位数。ZB和ZW的判定准则同 z比分数。ZB主要反

映结果的系统误差，ZW主要反映结果的随机误差。对

于样品对，ZB≥3表明该样品对的两个结果过高；ZB≤
-3表明其结果过低；ZW≥3表明两个结果间的差值过

大。该部分总分值为50分，具体打分明细见表2。

1.3.3　指定值的确定
指定值是指对能力验证物品的特定性质赋予的值，

本轮次能力验证活动指定值为参比实验室测量结果的

中位值。指定值的标准不确定度反映本次能力验证活

动指定值的可信程度：

标准不确定度=

1.4　统计学方法

使用Excel 2019整理数据，绘制柱形图和尧敦图

（Youden）［14-15］。 使用SPSS 26.0软件进行统计学处理，

计算所得数据用-x±s表示，绘制频次直方图并拟合正态

曲线。对风量罩品牌与风量检测结果、测距仪种类与

房间尺寸分别进行相关性分析，以P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　能力验证样品指定值及标准不确定度
本次能力验证样品为中检院实验动物资源研究所

的2个动物实验间，房间均匀性和稳定性均符合要求。

以所有参加单位测得结果的中位值作为房间1和房间2
指定值，2个房间指定值分别为 18.9 次/h和 19.1 次/h，
2个房间指定值的标准不确定度计算分别为0.19 次/h和
0.10 次/h。
2.2　各实验室测量换气次数的能力验证判断

参与本次能力验证的27家实验室中，有19家实验

室获得笔试满分；在实际操作环节，27家参比实验室

换气次数结果分布呈正态分布（图1），汇总统计结果

详见表3，这表明参比实验室之间并不存在群体性的系

统偏差。

分别计算27份结果的ZB和ZW值。26家实验室的

|ZB|≤2，占比 96%；1家实验室的 2<|ZB|≤3，占比 4%。
26家实验室的|ZW|≤2，占比 96%；1家实验室的|ZW|>
3，占比 4%。换气次数稳健Z比分数柱状图的数值从

左往右，由小到大依次排列（图2）。
2家实验室（编号 410、449）的测试结果均处于

外圈椭圆外。具体为，410实验室提交的房间数据整体

偏大；449实验室提交的房间1数据偏大，其结果与图

3结果相呼应。对此，建议410实验室可从设备、操作

等方面进行排查并改善相关情况；449实验室可从人

员、操作等环节进行查找并解决暴露出来的问题。

表 2　实际操作打分明细
Table 2　Score breakdown of actual operations

分值
Score

50
40
30
20
10
0

打分明细
Score breakdown

两个 Z 值均为“|Z|≤2”
一个 Z 值为“|Z|≤2”，另一个 Z 值为“2＜|Z|＜3”
一个 Z 值为“|Z|≤2”，另一个 Z 值为“|Z|≥3”
两个 Z 值均为“2＜|Z|＜3”
一个 Z 值为“2＜|Z|＜3”，另一个 Z 值为“|Z|≥3”
两个 Z 值均为“|Z|≥3”

注：表格中的 Z 值分别指代 ZB 和 ZW；ZB 为实验室间比分数，ZW
为实验室内比分数。
Note： The Z values in the table refer to ZB and ZW respectively； 
ZB represents the inter-laboratory score， ZW represents the intra-
laboratory score.

表 3　27 家参与实验室的反馈结果汇总统计量
Table 3　The summary statistics of the feedback results from 27 laboratories

统计量
Statistics

房间 1 
Room 1
房间 2

Room 2

参加实验室数/个
Number of 
laboratories

27

27

中位值/ACH
Median/ACH

18.9

19.1

标准化四分位距（NIQR）
Normalized interquartile 

range

0.786

0.419

稳健 CV/%
Robust CV/%

4.16

2.20

最大值/ACH
Maximum/ACH

20.6

19.8

最小值/ACH
Minimum/ACH

18.0

18.3

极差/ACH
Range/ACH

2.6

1.5

注：ACH，换气次数。
Note： ACH， air change rate.

1.25 × 稳健标准差

实验室数量

[13]
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2.3　不同品牌风量罩对风量结果的影响
对房间1和房间2的测量结果进行分析，分别对不

同风量罩品牌进行平均值比较，结果显示，不同品牌

风量罩对测量结果影响差异不显著（房间1，P=0.178；
房间2，P=0.908）。
2.4　不同种类测距设备对房间尺寸测量的影响

对钢卷尺、激光测距仪在测量两个房间尺寸的结

果进行了相关性分析，结果显示，相比于房间长度、

宽度，房间高度与测量器具种类间的相关性极其显著

（P<0.01）（表4）。
3　讨论

本次能力验证为全国范围内实验动物设施环境检

测领域的首次能力验证，一方面考察参加实验室对检

测标准的正确理解和掌握；另一方面考察参加实验室

的仪器操作和实验水平。

3.1　笔试
判断题是对《实验动物 环境及设施》（GB 14925—

2010）换气次数相关条款的辨析，目的是考察各实验

室对标准的掌握程度。全部实验室都获得该部分的满

分，说明各实验室对 《实验动物 环境及设施》

（GB 14925—2010）中关于各房间换气次数的规定熟

悉情况良好。

应用题是基于日常检测场景，考察实验室在面对

特殊房间构型的情况下获得正确换气次数的能力，并

按保留 3位有效数字的要求计算换气次数。部分实验

室不理解“有效数字”和“保留 3位小数”的意义导

致丢分。有效数字在数学上是“从第一个非零数到末

尾数字止”；在检测工作中实际测量到的数字，包括所

有的准确数字和最后一位可疑数字，与“保留 3位小

数”概念不相同。

笔试反映出部分实验室对有效数字的理解和掌握

仍有欠缺，建议相应机构加强标准培训和宣贯。具体

到本次换气次数检测项目中，风量罩测定值是3位有效

数字（如765 m³/h），激光测距仪根据其设备测量精度具

有 3～5位有效数字（如 5.235 1 m、5.235 m、5.24 m），

注：A、B 分别代表房间 1 和房间 2 的换气次数结果分布；ACH，换
气次数。
Note： A and B represent the distribution of air change rates for 
Room 1 and Room 2 respectively； ACH， air change rate.
图 1 换气次数结果分布图
Figure 1 Distribution chart of air change rate results

注：A，实验室间比分数 （ZB，Z 指代 ZB），ZB 表示实验室间比分
数，用于评估不同实验室之间的测量一致性；B，实验室内比分数

（ZW，Z 指代 ZW），ZW 表示实验室内比分数，用于评估同一实验室
内部测量结果的稳定性。
Note：A represents the inter-laboratory score （ZB， Z represents 
ZB）， where ZB stands for the inter-laboratory score used to 
evaluate the consistency of measurements among different 
laboratories； B represents the intra-laboratory score （ZW， Z 
represents ZW）， where ZW stands for the intra-laboratory score 
used to assess the stability of measurement results within the 
same laboratory.
图 2 27 家实验室参与测试的实验室间和实验室内分数值
Figure 2 The inter-laboratory score and intra-laboratory 

score score values tested by 27 laboratories

91



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2025, 45(1)

钢卷尺具有 4位有效数字（5.235 m）。根据《数值修约

规则与极限数值的表示和判定》（GB/T 8170—2008）中规

定，实验动物设施检测应采用“全数值比较法”，即将

计算值不经修约处理与标准进行比较［16］，3位有效数

字的报告值为18.9 次/h（示例）。

3.2　实际操作
换气次数测量项目主要误差来源于操作环境、设

备和人员。操作环境在能力验证实施时间段内，有专

人维护操作环境的稳定性，保障了能力验证房间换气

次数的稳定性。换气次数需要使用两类设备，一类是

用于测量风量的风量罩；另一类是测量长度的卷尺或

激光测距仪。

根据《实验动物 环境及设施》（GB 14925—2010）
附录C的要求，测量仪器校准后才可使用。风量罩的

校准时间间隔由使用者根据仪器使用情况、仪器本身

性能等因素决定，建议复校时间间隔不超过 12个月。

在本次能力验证检测中，27家参与的实验室均提交了

在计量有效期内的计量证书。

3.2.1　测距设备
在测量房间容积时，特别是高度时，相较于激光

测距仪，钢卷尺受其自身材质挠性的影响，在没有辅

助工具的情况下，难以在有圆弧角的墙壁上准确测得

房间尺寸，这容易导致长度读数偏大，从而使测量的

房间换气次数偏小。

在使用激光测距仪的实验室中，有 1家的测量精

度为0.1 m，该测量精度低于钢卷尺，因此建议《实验

动物 环境及设施》（GB 14925—2010）在换气次数检

测方法中，建议使用激光测距仪，同时增加对测距设

备精度的要求，如精度不低于0.01 m。
3.2.2　风量罩的校准规范及校准结果应用

随着社会和科技的发展，对风量罩测量技术的要

求越来越高。国内的不同地区采用了不同的检定规程/
校准规范，缺乏统一的风量罩校准规范（表5），导致

在生产和使用过程中，较难满足量值溯源和周期校准

的需求，将造成风量罩检定结果难以直接判定［10，17］。
为确保风量罩测量值的可信和准确，国家有必要制定

统一的风量罩校准规范，以便进行正确可靠的量值溯

源，规范中国风量罩测量仪器的检测方法，提高中国

风量罩测量仪器的设计水平和产品质量，保证量值传

递的准确一致。

同时，现场实际操作部分反映出，部分实验室未

能根据校准证书对测量结果进行校正，也未能根据风

量罩的常用测量范围选择合理的校准风量点。检测实

验室应以实验动物设施内常见风口风量范围为依据，

选取适宜的流量校准点。

获得校准证书后，应对设备校准结果进行结果符

注：图中的内、外圈椭圆分别表示 95% 和 99% 概率的置信区域，椭
圆的中心为 2 个房间中位值的交点将各实验室的结果对输入坐标体
系，尧敦图中每个实验室的结果对用圆点表示，其中有 2 家实验室
对应的是同一圆点 （即同数值）。
Note ：The inner and outer ellipses in the graph represent 
confidence regions with probabilities of 95% and 99% ， 
respectively. The center of the ellipses corresponds to the 
intersection point of the median values of the two rooms. All 
laboratory results are plotted on this coordinate system， with 
each laboratory's result represented by a data point in the Youdun 
diagram. Two laboratories correspond to the same data point （i.e.， 
the same value）.
图 3 结果分布尧敦图
Figure 3 Youden plot of result distribution

表 4　房间边长与不同测量设备的相关性验证
Table 4　Verification of the correlation between room side 

length and different measuring devices
（

-x±s，N=27）

设备类型
Type of meters

钢卷尺
Steel measuring tapes

激光测距仪
Laser distance meters

参数
Parameter

长
宽
高
长
宽
高

房间 1
Room 1

3.675±0.018
2.053±0.033
2.693±0.012**

3.683±0.005
2.050±0.012
2.705±0.003**

房间 2
Room 2

4.264±0.028
3.769±0.029
2.700±0.006**

4.265±0.003
3.761±0.006
2.705±0.003**

注：使用不同类型测量设备测量房间的不同参数，与长度、宽度相
比较， **P < 0.01。
Note： Using different types of measuring devices to measure 
different parameters of a room， comparing these parameters with 
length and width， **P<0.01.
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合性评定，风量罩的示值误差|∆|≤最大允许误差的绝对

值-示值误差的扩展不确定度为合格［18］，风量罩的准

确度/测量不确定度一般为5%［19-20］。
结合校准证书结果可利用回归分析原理，建立基

于实际测量值与仪器示值之间的近似线性函数关系，

使用最小二乘法对已知数据进行最佳直线拟合［21-22］，
可在Excel软件或WPS表格中，使用LINEST函数求斜

率和截距，使用方法：=LINEST （标准器示值数组，

待校仪器示值数组，TRUE或省略，FALSE或省略），

再将仪器示值转化为实际测量值。

3.2.3　背压补偿
当气体流经风量罩，由于罩体的阻力会导致压力

降低，使得笛形管感受到的压差比实际风量所产生的

压差更小。因此，需要对笛形管所测压力进行附加，

即背压补偿（back pressure compensated）。不同品牌不

同型号的风量罩，对于背压补偿功能具有不同的使用

要求，实验室应根据设备说明书按需使用背压补偿功

能。以 TSI 8380风量罩为例，当风量大于 850 m³/h时
应使用背压补偿功能［23］。经过查阅原始记录，在本次

能力验证中，仅编号为410的实验室使用背压补偿功能

进行风量测量。本次各送风口风量均不大于 850 m³/h，
因此错误使用背压补偿功能将导致所测风量结果大于

实际值，最终导致410实验室对房间1和房间2测量的

换气次数偏高。

3.2.4　人员
为准确测定 2间动物实验间的换气次数，尽可能

降低人员操作对测定结果的影响，在本次能力验证测

试中制定了详尽的作业指导书，统一规范现场测试的

具体操作细节。虽然各家实验室所用风量罩的品牌及

型号不完全一样，但其零件及结构相近。通过现场观

察及问询，在本次能力验证测试中发现，个别实验室

人员不熟悉风量罩结构组成和组装方式，缺少风量罩

使用经验，这说明该实验室实验人员应加强设备操作

的培训。

本次测试中长、宽、高的测点位置是特定的，测

试结果与操作人员摆放激光测距仪的位置密切相关，

尤其是探头部位的位置。现场观察到部分实验室在使

用激光测距仪时，仪器未与墙壁方向保持垂直，这导

致其测距光路变长，房间容积的测量结果偏大，造成

换气次数偏少。

4　总结

4.1　探索行业发展痛点的解决方法
实验动物标准化一直是实验动物学科发展的重点，

质量管理是实验动物管理的核心和切入点。中国实验

动物标准化体系经过多年发展，已形成一定规模和水

平。实验动物设施环境检测技术标准化是实验动物行

业发展的支点和交汇点。相较于实验动物细菌、病毒

和遗传位点检测等项目的能力验证活动［24-26］，实验动

物环境因其无法运输、始终处于动态稳定的状态、人

员聚集、场地限制等困难因素而难以开展。设施环境

检测机构缺少外部质控活动，不易发现自身存在问题，

影响检测结果准确性。检测结果质量是检测实验室始

终关注的重点。为保证检测结果，质量监控是检测实

验室质量管理的重要一环。通过组织和开展能力验证

活动，可以为各地实验动物监管机构（实验动物管理

办公室）提供技术支撑，帮助其开展监督工作，为实

验动物设施运营方采购实验动物设施建设、运营和管

理相关服务的提供参考依据。

4.2　为标准制（修）订提供参考依据
本次能力验证活动的能力评价标准偏差σ，可作

为同类型检测能力验证活动及实验室内部质控活动的

目标偏差参考值。经过多轮次的能力验证活动，能力

平均标准差可作为检测机构的质控要求，并被纳入检

测标准或规范，从而逐步提升检测行业标准，促进标

准化的应用与行业的提升。目前在换气次数检测中，

标准对测距设备无要求。结合本次能力验证结果，建

议标准在检测仪器中增加对测距设备的要求，有助于

各检测机构统一数据。

4.3　提升参加实验室能力
能力验证不仅是实验室外部质控评价手段，同时

也是对外宣传的工具、解决质量纠纷的方法［27］、市场

监管部门对检测市场的监督手段。质量管理和控制是

表 5　本次参比风量仪校准依据
Table 5　Calibration basis of the wind gauge in this 

experiment
序号

Serial number
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

标准名称
Standard name

风量罩计量校准规范
数字风量罩校准规范
差压式流量计
电接风向风速仪
数字压力计
风量罩校准规范
热球式换气次数仪
风量罩校准规范
风量罩校准规范
风量罩计量校准规范

标准号
Standard code

JCJ/I201004.1
JJF（闽）1068—2015
JJG 640—2016
JJG 613—1989
JJG 875—2019
JJF（苏）179—2015
JJG（建设）0001—1992
JJF（辽）230—2015
JJF（浙）1150—2018
JJF（京）116—2023

93



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2025, 45(1)

检测机构持续发展的关键［28］。促进质量体系建设，不

仅提高了检验人员的检测能力，而且加强了对所用仪

器设备、原始记录和报告的规范化管理［29］，为各机构

查找不足起到促进和提高的作用。
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实验动物屏障环境设施安全准入体系建设的探索与
实践——以南京大学仙林校区为例
侯冬霞1, 铁祚庥2, 陆 勇1, 南盼盼3, 鲍 洁1

(1. 南京大学生命科学学院, 南京 210023;  2. 南京大学现代工程与应用科学学院, 南京 210023;  3. 南京大学实验室与

设备管理处, 南京 210023)

[摘要] 实验动物在高校进行的科学研究和实验教学中具有重要地位，是顺利开展相关研究和教学工作必不可少的
支撑条件。高校开展生命科学、医学、药学、化学、生物医学工程等学科的科研和教学工作，都离不开动物实验。
规范化运行的实验动物屏障环境设施 （barrier environmental facility for laboratory animal） 是保障动物实验结果稳
定、科学和可靠的重要平台。加强实验动物屏障设施准入的科学管理，是保障实验动物屏障设施规范化运行、控制
实验动物质量和稳定性、避免实验动物和工作人员遭受病原微生物污染，甚至避免暴发人兽共患病等生物安全事故
的重要防线。本文以南京大学仙林校区 2019 年开始运行的 3 个实验大鼠、小鼠小型实验动物屏障设施为例，针对屏
障设施的安全准入管理体系，根据近 5 年来实验动物屏障设施运行的实际情况，并结合这些年在不断探索和优化其
准入管理体系过程中的经验，从管理制度建设和标准操作规程 （standard operating procedure） 制订与执行角度
出发，探讨了以下 5 个方面：屏障设施人员、动物、物品和仪器设备准入管理，以及屏障系统空气进出控制管理；
同时，对这 5 个方面进行了全面系统地梳理、总结，以期能为学校动物实验平台的建设和管理起到有益的借鉴作
用，并对后续开展科学研究、保障公共卫生安全和确保实验人员健康提供支持。
[ 关 键 词 ] 实验动物； 屏障环境设施； 准入管理； 生物安全
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Exploration and Practice of Safe Access System Construction for Barrier 

Environment Facilities of Laboratory Animals: A Case Study on Xianlin 

Campus of Nanjing University

HOU Dongxia1, TIE Zuoxiu2, LU Yong1, NAN Panpan3, BAO Jie1

(1. School of Life Sciences, Nanjing University, Nanjing 210023, China; 2. College of Engineering and Applied 
Sciences, Nanjing University, Nanjing 210023, China; 3. Laboratory and Equipment Management Office, Nanjing 
University, Nanjing 210023, China)
Correspondence to: HOU Dongxia (ORCID: 0009-0003-2279-266X), E-mail: dxhou128@nju.edu.cn

[ABSTRACT] Laboratory animals are essential in scientific research and experimental teaching in 
colleges and universities. Disciplines such as life sciences, medicine, pharmacy, chemistry, and biomedical 
engineering heavily rely on animal experiments. The standardized barrier environmental facility for 
laboratory animals provides a fundamental platform for stable, scientific, and reliable animal experiment 
results. Rigorous access management for such facilities is a vital safeguard for maintaining standardized 
operations of facilities, controlling the quality and stability of laboratory animals, mitigating pathogen 
contamination risks among animals and laboratory staff, and preventing biosecurity incidents such as 
zoonotic disease outbreaks. Taking the small-scale barrier facilities for laboratory rats and mice at Nanjing 
University's Xianlin Campus, operational since 2019, as an example, this study focuses on the safety access 
management system of these facilities. Based on five years of operational data and accumulated 
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experience in studying and optimizing the access management system, this study, from the perspectives of 
management system development and the formulation and implementation of standard operating 
procedures, reviews five aspects of access management: personnel access, animals access, material 
access, equipment access, and air circulation control. Furthermore, these aspects are systematically 
analyzed and summarized to serve as a reference for the construction and management of the laboratory 
animal facilities in universities, while also contributing to scientific research, public health security, and the 
well-being of experimental personnel.
[Key words]  Laboratory animal; Barrier environmental facility; Access management; Biosafety

实验动物屏障环境设施 （barrier environmental 
facility for laboratory animal，以下简称“屏障设施”）

是满足无特定病原体（special pathogen free，SPF）级

实验动物使用要求，以研究、实验、教学、生物制品

和药品及相关产品生产、检定等为目的，能够严格控

制人员、物品和空气的进出，而进行动物实验和应用

的建筑物和设备的总和，是目前应用最广泛、最多的

一类实验动物设施［1］。屏障设施的规范化稳定运行是

保障生命科学、医学、药学、化学和生物医学工程等

学科相关动物实验顺利开展的必要条件［2］。
实验动物屏障设施是一个较为封闭的系统，建成

之后，需要经过严格的卫生消毒、环境检测、主管部

门验收合格等一系列准备工作后方可投入使用［3］。屏

障设施启用后，就会有人员、动物、物品、设备和空

气等持续进出设施［4］。为了保障在屏障设施内开展的

动物实验具有稳定性、科学性和可靠性，如何优化屏

障设施的管理和使用，控制病原微生物等危害设施内

环境的因素传入屏障设施成为防控关键。因此，做好

屏障设施的安全准入管理至关重要。从 2019年开始，

南京大学（以下简称“本校”）仙林校区先后共有 3
个实验大鼠、小鼠小型屏障环境设施（面积分别为

432 m2、150 m2、454 m2）投入使用，分别是南京大学

生命科学、生物医学工程和化学生物学学科科研和教

学相关动物实验的重要支撑平台。3个小型设施严格遵

守国家、地区和行业的相关法规和标准，进行规范化

运行管理。而随着动物实验需求的日益增长，本校仙

林校区的动物实验人员日渐增多，现有实验动物屏障

设施面临着前所未有的管理压力，也让本校动物实验

平台的建设迫在眉睫。本文结合现有 3个小型设施的

运行管理经验，基于最早投入使用的生命科学学院的

屏障设施（面积432 m2），就本校仙林校区屏障设施的

安全准入管理体系，从管理规章制度建设和标准操作

规程（standard operating procedure，SOP）的制订与执

行出发，主要是对人员准入、动物准入、物品准入、

设备准入和空气进出控制管理 5个方面进行系统总结

和探讨（图1），以期为南京大学及其他高校的动物实

验平台建设和管理提供有益借鉴。

1　管理规章制度建设和标准操作规程制订

实验动物屏障设施的管理规章制度和 SOP是保障

屏障设施运行的基础。管理规章制度是屏障设施规范

化、制度化管理的纲领性文件，不仅明确了相关人员

的职责，还给出了详细的操作流程，因此该文件应该

全面、规范以确保各项工作顺利运行。SOP是以文字

的形式，统一的格式来系统描述操作人员日常重复性

工作的操作步骤和遵守事项［5］。SOP是指导相关人员

“如何进行操作”的指导性文件，具有针对性、程序

性、规范性和可操作性，能确保相关人员按标准和步

骤顺利完成任务。屏障设施管理制度和 SOP的制订与

编写既要参照国家、地区和行业的相关标准，也要结

合自身的实际情况，实现“写你所做，做你所写”的

目标［6-7］。基于此，针对现有屏障设施的实际情况，

本校动物实验平台的管理人员先后制订了《动物实验

规定（试行）》《实验人员违规处理办法（试行）》

《实验动物生物安全事件应急预案》等管理文件；制订

并不断修订及更新 SOP，其内容主要包括质量标准、

通用管理、屏障设施动物饲养、屏障设施动物繁育、

屏障设施动物实验和仪器管理6个方面，共55个文件、

40个表格。这些文件具体包括屏障设施准入管理的相

关内容，涉及人员、动物和设备等多方面的管理与维

护要求。总而言之，屏障设施的准入管理体系包含人

员准入管理、动物准入管理、物品准入管理、设备准

入管理和空气进出控制管理。

2　屏障设施安全准入管理

2.1　屏障设施人员准入管理
人员的流动是影响屏障设施运行质量的关键动态

因素［8］。首先，申请进入屏障设施的人员必须遵守规
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定，与实验动物饲养、实验、屏障设施运行管理无关

的人员一律不得进入屏障设施［9］；其次，需要进入屏

障设施的人员，主要分为管理人员、技术人员、工作

人员，以及高校里流动性很大的实验人员。针对进入

屏障设施的不同人员，建立各自的准入制度，对人员

准入进行分类细化的管理。

管理人员和技术人员：需持有江苏省实验动物专

业技能培训记录卡；身体健康（出具合格的体检报告，

无特定病原微生物携带）；经过实验动物中心的人员培

训，熟悉和掌握本屏障设施的 SOP和管理制度，方可

进入。工作人员：主要包括动物饲养人员和专业设备

维护人员，需身体健康（出具合格的体检报告，无特

定病原微生物携带）并获得江苏省实验动物专业技能

培训记录卡；经过实验动物中心工作人员的培训和考

核，熟悉本屏障设施的 SOP和管理制度，具备良好的

无菌观念，方可进入。此外，未从事过实验动物相关

工作的饲养人员，进入屏障设施第一个月由现有的饲

养人员带领工作，待进一步掌握日常动物饲养工作的

所有操作内容和细节，方可进行独立饲养实验动物的

工作。实验人员：需持有江苏省实验动物专业技能培

训记录卡；参加动物中心实验人员准入培训并通过考

核，培训内容根据培训对象和培训目的而定［10］。
针对高校研究生为主体的实验人员，培训的主要

内容包括：生物安全相关法律法规、屏障设施的风险

评估与管理、本校实验动物生物安全应急预案的解读；

动物实验福利伦理审查的概念、必要性及其原则，以

及本校实验动物福利伦理审查的工作规程和申请流程；

屏障设施的概况、使用屏障设施开展动物实验的 SOP
和管理制度；实验动物相关基础知识，实验大鼠、小

鼠的品种品系、命名和繁殖策略等；小鼠保定、给药、

采血和安乐死等基础操作技术，动物实验中麻醉剂和

镇痛药物的选择策略等。培训以线下讲解、线上交互

式网页教学和实验动物操作视频教学相结合的形式进

行。此外，获得省实验动物专业技能培训记录卡和动

物中心准入证的实验人员，若进入屏障设施内开展动

物实验，在申请屏障设施准入权限时，还需要持有南

京大学科学与技术伦理委员会实验动物福利伦理分委

会审查通过的《动物实验伦理审查同意书》。最后，获

得屏障设施准入权限的实验人员，首次进入屏障设施

时，由中心动物饲养人员进行带教，以进一步熟悉进

出和使用屏障设施的流程和规程。

2.2　屏障设施动物准入管理
实验动物的进出也是影响屏障设施运行质量的重

要环节。科学研究的目的和方法不同，进入屏障设施

的动物品种和品系也大不相同。强化屏障设施的动物

准入管理也是保障屏障设施稳定运行的重要举措［9］。
所有在屏障设施内开展的动物实验项目都需经过动物

福利伦理的审查，进入屏障设施的实验动物需通过屏

障设施管理人员的审批。因研究课题需要，拟进入屏

障设施保种扩繁的特殊品系动物，均需通过生物净化

图 1 实验动物屏障设施安全准入体系
Figure 1 Safe access system for barrier environment facilities of laboratory animals
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后，方可进入屏障设施繁殖区饲养。其他常规品系的

实验动物由实验人员提交采购动物申请，屏障设施管

理人员审批通过后，统一从具有《实验动物生产许可

证》且资质较好的实验动物供应单位采购。实验动物

进入屏障设施前，饲养人员需要查验进动物审批单、

随动物一同来的动物质量合格证，以及动物外包装盒

的完整性。全部确认无误后，对外包装进行喷雾消毒，

并经传递窗将动物传入屏障设施隔离检疫室饲养观察

4～7 d，无异常后再移入相应饲养室内。

2.3　屏障设施物品准入管理
屏障设施运行和动物实验操作相关物品进入屏障

设施的管理也是屏障设施准入管理体系的重要组成部

分。所有物品在进入设施前均需进行灭菌处理，不得

随人员直接带入屏障设施。灭菌处理方式以其是否耐

高温高压来进行区分。耐高温高压的物品，如动物饲

养笼盒、垫料、抹布、笼牌、记录用纸、净化服、口

罩、手套、离心管和常规手术器械等，必须经过高温

高压蒸汽灭菌后方可进入屏障设施；宜辐照灭菌的物

品，如动物饲料、记录用笔、垃圾袋和胶带纸等，均

采用真空后钴-60辐照灭菌，再经消毒液浸泡后由工

作人员通过传递窗紫外照射后传入屏障设施；不耐高

温高压的未开封血糖试纸、一次性注射器等耗材，利

用 75%乙醇溶液表面喷洒、紫外线照射 30 min进行消

毒，再经传递窗由工作人员传入屏障设施；不耐高温

高压、不可紫外线照射的试剂、药品和细胞悬液等物

品，利用 75%乙醇溶液对包装外表面消毒，经传递窗

由工作人员传入屏障设施。

2.4　屏障设施仪器设备准入管理
屏障设施正常运行也不可避免需要传入相关仪器

设备，仪器设备进入屏障设施前也需要进行灭菌处理。

区分设备准入管理的方法主要根据仪器设备的耐氧化

性质确定。耐过氧化氢氧化的设备，如大鼠、小鼠独

立通风笼盒（individually ventilated cage，IVC）的主机

和笼架等经低温消毒间利用过氧化氢发生器设备产生

的过氧化氢气化（约 39.16 mmol/m3）熏蒸后传入屏障

设施；不耐过氧化氢的设备，如相机、体视显微镜、

小动物气体麻醉机、低温冰箱等，需新开封设备，经

低温消毒间利用 75%乙醇溶液表面擦拭、紫外线照射

30 min后传入屏障设施。

2.5　屏障系统空气进出控制管理
内环境稳定是实验动物屏障设施规范化运行的基

本保障，主要是指温度、日温差、相对湿度、换气次

数、正负压差、空气洁净度、空气沉降菌、氨浓度、

噪声、照度等参数均符合相应国家标准，且保持稳

定［1］。空气的进出是影响屏障设施内环境稳定的关键

因素，空气进出控制管理也是屏障设施准入管理体系

不可缺少的组成部分。控制管理空气进出屏障设施主

要需要确保屏障设施使用的全新风空调、净化、加湿

和排风等系统处于正常工作状态［11］。
在屏障设施运行中，一方面，按照已安装全新风

空调等系统的操作和维护要求，进行规范操作，以保

持内环境相关参数的稳定性；另一方面，设定了自控

系统与手机联动的报警机制，并安排专业设备维护人

员 24 h在岗，手机出现报警提示后，立即安排设备维

护人员进行排查，并联系管理人员商定解决办法。与

此同时，设备维护人员每2 h巡查一次，巡视空调等系

统运行情况，并记录屏障设施内每个房间的温湿度、

压力等参数，如发现异常，立即做出响应。此外，每

年定期会请专业的检测人员对屏障设施内环境进行动

态检测，并记录包括空气沉降菌、氨浓度、噪声和照

度等各项参数。

3　总结

实验动物屏障环境设施的运行成本高，一旦发生

故障或污染，后果很严重。因此，必须加强科学管理，

避免因操作不规范造成实验动物遭受病原微生物污染，

甚至暴发人兽共患病等事故，确保屏障设施内动物实

验的稳定性和可靠性。实验动物屏障设施的安全准入

管理体系是保障屏障设施性能的基础安全防线。本校

仙林校区的实验动物屏障设施自运行以来，根据自身

的实际运行情况，不断探索和优化其准入管理体系。

近5年来，先后共有982名师生通过了动物中心实验人

员培训考核，共计完成 139个实验小鼠品系的净化；

使用了 79 679只小鼠、2 644只大鼠，支撑了 200多个

科研项目的顺利开展，发表了 400余篇实验动物相关

的国际学术论文，支撑了 608学时的实验动物相关教

学；动物存活率达99.97%以上，已实现屏障设施规范

化稳定运行目标。基于此，笔者对目前设施准入管理

体系的探索和建设进行了梳理总结，以期为学校动物

实验平台的建设和管理起到有益的借鉴作用。
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提高动物实验系统评价/Meta分析的证据确定性：
GRADE方法的实证研究
李腾飞1,2,3, 郑卿勇1,2, 许建国1,2, 李艺羿1,2,3, 周泳佳1,2,3, 徐彩花1,2, 张明悦1,2, 田杰祥4, 王 钢4, 

田金徽1,2

(1. 兰州大学循证医学中心, 兰州大学基础医学院, 兰州 730000;  2. 甘肃省循证医学重点实验室, 兰州 730000;  3. 甘

肃中医药大学护理学院, 兰州 730000;  4. 甘肃中医药大学附属医院风湿免疫科, 兰州 730000)

[摘要] 动物实验是生物医学研究中的重要手段，是连接基础研究与临床试验的桥梁。动物实验的系统评价/Meta
分析 （systematic review/meta-analysis，SRs/MAs） 是整合动物实验证据的重要手段，能够促进成果向临床研究
转 化 ， 降 低 转 化 风 险 ， 并 推 动 基 础 研 究 的 资 源 整 合 。 随 着 证 据 推 荐 分 级 的 评 估 、 制 订 与 评 价 （grading of 
recommendations assessment，development and evaluation，GRADE） 方法的不断发展，其在动物实验 SRs/
MAs 中的应用受到了越来越多的关注。本文首先阐述了 GRADE 方法在动物实验 SRs/MAs 中的应用原理及具体应用
类型，包括定性描述的系统评价、Meta 分析及网状 Meta 分析；接着深入分析了 GRADE 方法在实际应用中的误用
情况，主要包括未正确进行证据体分级、证据体分级不当、误用于定性系统评价、升降级过程记录与结果不一致，
以及误用于提供推荐意见；此外，还全面探讨了 GRADE 方法在动物实验 SRs/MAs 中的证据确信度升降级因素，包
括偏倚风险、间接性、不一致性、不精确性和发表偏倚对证据降级的影响，以及大效应量和跨物种一致性对证据升
级的作用；最后，针对上述问题提出了改进策略，包括进一步研究与优化 GRADE 方法在动物实验 SRs/MAs 中的应
用细节、制定符合动物实验研究特点的 SRs/MAs 报告规范，以及加强研究人员在 GRADE 方法上的专业培训等。本
文旨在通过提升动物实验 SRs/MAs 的证据质量，增强其在临床决策中的可靠性，促进动物实验研究成果更高效地
转化为临床实践。
[ 关 键 词 ] 动物实验； 系统评价； Meta 分析； 推荐分级的评估、制订与评价； 证据确信度； 证
据分级
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[ABSTRACT] Animal experiments are essential tools in biomedical research, serving as a bridge between 
basic research and clinical trials. Systematic reviews and meta-analyses (SRs/MAs) of animal experiments 
are crucial methods for integrating evidence from animal experiment, which can facilitate the translation of 
findings into clinical research, reduce translational risks, and promote resource integration in basic 
research. With the continuous development of the Grading of Recommendations, Assessment, 
Development, and Evaluation (GRADE) methodology, its application in SRs/MAs of animal experiments has 
gained increasing attention. This article first outlines the principles and specific applications of the GRADE 
methodology in SRs/MAs of animal experiments, including qualitative descriptive systematic reviews, 
meta-analyses, and network meta-analyses. It then deeply analyzes the misuse of the GRADE methodology 
in practice, including incorrect evidence grading, improper classification of evidence, misapplication in 
qualitative systematic reviews, inconsistencies between the documentation of the upgrading and 
downgrading process and results, and inappropriate use for making recommendations. Furthermore, this 
article comprehensively discusses the factors influencing the grading of evidence certainty in SRs/MAs of 
animal experiments, including the impact of bias risk, indirectness, inconsistency, imprecision, and 
publication bias on evidence downgrading, as well as the role of large effect sizes and cross-species 
consistency in evidence upgrading. Finally, in response to the issues discussed, improvement strategies are 
proposed, including further research and optimization of the GRADE methodology for SRs/MAs of animal 
experiments, the development of reporting guidelines tailored to the characteristics of SRs/MAs in animal 
experiment research, and enhanced professional training for researchers in the GRADE methodology. This 
article aims to improve the quality of evidence in SRs/MAs of animal experiments, strengthen their 
reliability in clinical decision-making, and promote the more efficient translation of findings from animal 
experiment research into clinical practice.
[Key words]  Animal experiment; Systematic reviews; Meta-analyses; Grading of recommendations 

assessment, development and evaluation; Certainty of evidence; Evidence grading

动物实验是医学和生物学领域中知识探索和问题

解决的重要工具［1］，即使用动物在受控的实验室条件

下进行科学研究。作为实验动物科学的组成部分，动

物实验对于临床试验和医学证据的转化具有不可替代

的作用［2］。在医疗实践中，动物实验的系统评价/Meta
分析（systematic reviews/meta-analyses，SRs/MAs）发

挥着重要作用，它们不仅能够加速动物实验研究发现

的临床应用，还能有效避免时间浪费［3-4］。特别是在

缺乏人类研究证据的情况下，动物实验的 SRs/MAs能
够为临床决策和卫生政策制订提供支持［2］。然而，证

据体的质量即确信度（certainty of evidence）对于医疗

决策至关重要，因此对动物实验 SRs/MAs的证据体质

量进行分级评价是必要的。

证据推荐分级的评估、制订与评价（grading of 
recommendations assessment，development and evaluation，
GRADE）方法是一种评估证据体质量和推荐意见强度

的重要工具［5］。在动物实验SRs/MAs中应用GRADE方
法，可以使得证据体分级更加合理，从而提高 SRs/
MAs结果的可靠性［6］。尽管已有研究对动物实验 SRs/
MAs中GRADE方法的应用进行了理论阐述，并提供了

实例分析［6-8］，但目前 GRADE方法在动物实验 SRs/
MAs中的实际应用情况尚不清楚。

因此，本研究全面收集国内外已发表的使用

GRADE方法进行证据体质量评估的动物实验 SRs/MAs
文献，评估GRADE方法在动物实验SRs/MAs中的应用

现状、存在的问题以及证据体质量分级情况，以期为

未来的动物实验研究提供有价值的参考。

1　GRADE 方法的分级原理

GRADE方法提供了一个清晰的框架来评估证据体

的质量，将证据体分为高、中、低、极低共4个等级。

这种方法首先根据研究设计来评估证据体的初始质量，

通常将无明显缺陷的随机对照试验 （randomized 
controlled trial，RCT）的证据体质量定为高等级。证据

体的初始质量受到研究的偏倚风险、结果的不一致性、

不精确性、间接性以及发表偏倚的影响而降低［9-13］。
将观察性研究的初始证据体质量通常定为低等级，大

效应量、存在剂量-效应关系和负偏倚会提升其证据体

质量［14］。图 1呈现了使用GRADE方法进行证据体质

量分级的过程。
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此外，GRADE方法还定义了推荐强度，反映了推

荐意见对目标人群潜在影响的确定性。推荐强度分为

强推荐和弱推荐［15］，这一分类不仅基于证据体的质

量，还综合考虑了患者的偏好与价值观、利弊平衡和

资源的可利用性［16-17］。GRADE方法综合考虑了研究

设计、研究质量、结果一致性和其他相关因素，以确

定证据体的质量和推荐强度，从而为临床实践和决策

提供指导。

2　动物实验 SRs/MAs 中 GRADE 方法的应用
类型

在动物实验SRs/MAs中，数据合并策略通常分为3
种主要类型：定性系统评价、Meta分析以及网状Meta
分析。对于不同数据分析方法的GRADE分级见图2。
2.1　基于定性描述的动物实验系统评价

使用评估定性系统评价证据可信度的工具

（confidence in the evidence from reviews of qualitative 
research，CERQual）来评价证据质量。它从方法学局

限性、相关性、一致性和数据充分性 4个维度进行评

价。方法学局限性关注原始研究的设计和实施；相关

性评估研究目的和对象与系统评价问题的匹配度；一

致性检查合并结果与原始研究结果的一致性；数据充

分性评价支持系统评价结果的数据量和丰富性。基于

这4个方面的评估，CERQual为动物实验SRs的每个结

果提供高、中、低、极低的信度分级。

实例分析实例分析：：Zhou等［18］的研究使用CERQual对定

性证据进行了质量评估。结果显示，由于纳入研究设

计的局限性、结果的不一致性以及证据的不精确性，

定性证据的质量普遍较低，影响了证据的可靠性和对

临床实践的推荐强度。

2.2　基于 Meta 分析的动物实验 SRs/MAs
动物RCT的起始证据级别为“高”，主要考虑偏倚

风险、间接性、不一致性、不精确性和发表偏倚 5个
降级因素。使用荷兰动物实验系统评价研究中心

（systematic review center for laboratory animal 
experimentation，SYRCLE）发布的 SYRCLE 动物实验

偏倚风险评估工具评估动物研究的偏倚风险；间接性

从研究对象、干预措施、比较组、结果的角度进行评

估；不一致性通过考虑置信区间（confidence interval，
CI）的重叠程度、各个纳入研究效应量的大小和方向、

异质性检验的P值和 I2 值进行评估；精确性评估考虑

样本是否达到最优信息样本量 （optimal information 
size，OIS）以及可信区间的宽窄程度；发表偏倚结合

定性和定量方法全面考虑。动物观察性研究的起始证

据级别为低，但确定升级因素的方法仍需进一步研究。

实例分析实例分析：：何冰等［19］的研究使用GRADE方法对

黄连制剂治疗大鼠代谢综合征的传统Meta分析结果进

行了证据质量评级。结果显示，由于纳入研究的方法

学质量问题、样本量不足以及显著的统计学异质性，

大多数结果的证据质量被评为极低，Lee's指数的改善

效果证据质量被评为低。这表明，虽然黄连制剂显示

出对代谢综合征大鼠模型的潜在疗效，但由于证据质

量的限制，其结论的可靠性和临床应用的推荐强度受

到限制，需要更多高质量的研究来验证这些发现。

2.3　基于网状 Meta 分析的动物实验 SRs/MAs
与Meta分析方法不同，网状Meta分析方法可同时

图 1 使用 GRADE 方法进行证据体确信度分级
Figure 1 Using the GRADE methodology to grade the certainty of evidence
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纳入直接比较和间接比较证据，使得分级过程相对复

杂。GRADE工作组建议分四步对其进行证据质量分

级：第一步，分别呈现直接比较和间接比较的效应量

和可信区间。第二步，不考虑不精确性，对每一组直

接比较和间接比较的证据质量分别进行分级。如果直

接证据等级为高且对网状Meta分析结果的贡献大于等

于间接证据，则网状Meta分析证据质量基于直接证据

的质量等级；否则仍需对间接证据质量进行分级。第

三步，基于形成间接证据一阶环路的直接证据质量等

级，采取就低原则决定间接证据质量，并考虑不可传

递性。第四步，基于直接证据和（或）间接证据等级，

考虑不一致性和不精确性，最终确定网状Meta分析的

证据质量。

实例分析实例分析：：Zhou等［18］的研究使用GRADE方法对

定量证据进行了质量评估。结果显示，由于大多数研

究存在结果不一致、不精确性以及可能的选择偏倚和

报告偏倚，整体证据质量被评为低。此外，大多数研

究未能清晰报告基线特征，进一步影响了证据的可靠

性。因此，尽管研究提供了关于不同可降解膜在引导

骨/组织再生中的疗效的证据，但由于上述局限性，证

据的整体质量较低，限制了对研究结果的解释和应用。

3　动物实验 SRs/MAs 中应用 GRADE 方法的
文献特征分析

检索中国知网、万方、中国生物医学文献数据库、

PubMed、Embase和Web of Science数据库，检索时间

从各数据库建立至 2024年 4月 1日。检索策略结合主

题词（MeSH/Emtree）和关键词。中文检索词包括：

“动物实验”“鼠”“兔”“狗”“犬”“蛙”“蟾蜍”“猴”

“猿”“猪”“猩猩”“鱼”“果蝇”“系统评价”“Meta分
析”等。英文检索词包括：“animal experimentation”
“animal model”“mice”“rat”“rabbit”“dog”“frog”
“toad”“monkey”“ape”“pig”“swine”“paniscus”
“bonobo”“chimpanzee”“gorilla”“pongo”“fish”“fruit 
fly”“systematic review”“meta-analysis”等。经过筛

选，共得到42篇使用GRADE方法的动物实验SRs/MAs
的文献，其中英文文献 39 篇［18，20-57］，中文文献 3
篇［19，58-59］，卡方检验显示，中英文文献在应用

GRADE方法学频率方面差异无统计学意义（χ2=0.23，
P=0.63）。

纳入动物实验 SRs/MAs的基本特征：鼠、犬和猫

是最常用的动物模型。根据国际疾病分类第十一次修

注：CERQual，定性系统评价证据可信度；GRADE，推荐分级的评估、制订与评价。
Note：CERQual， confidence in the evidence from reviews of qualitative research ； GRADE， grading of recommendations assessment ， 
development and evaluation.
图 2 不同数据分析方法 的 GRADE 分级
Figure 2 GRADE for different data analysis methods
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订本 （international classification of diseases-11， ICD-
11），消化系统疾病（9篇，21.43%）和肌肉骨骼系统

疾病（7篇，16.67%）是 GRADE 方法应用较多的领

域；药物（20篇，47.62%）是最常见的干预措施，其

次是手术 （7 篇， 16.67%） 和饮食干预 （5 篇，

11.90%）；暴露因素主要是化学物质和环境暴露

（3 篇，7.14%）。27篇（64.29%）文献采用了Meta分
析方法，2篇（4.76%）文献同时采用了Meta分析和定

性描述，13篇（30.95%）文献采用了定性描述；14篇
（33.33%） 文献纳入了 1～10 个原始研究， 18 篇
（42.86%）文献纳入了 11～30个，10篇（23.81%）文

献纳入了大于30个。

纳入动物实验 SRs/MAs的证据确定性评级特点：

首次采用GRADE方法评估证据体确定性的文献发表于

2012年。38篇（90.48%）文献采用了 GRADE方法，

2篇（4.76%）文献采用了 GRADE方法的改编版本，

2 篇（4.76%）文献同时使用了GRADE和 CERQual两
种方法；41篇（97.62%）文献将证据体质量分为高、

中、低、极低共 4个等级，1篇（2.38%）文献将证据

体质量分为高、中、低共 3个等级；19篇（45.24%）
文献采用了证据概要表（evidence profiles，EP），8篇
（19.05%） 文献使用了结果总结表 （summary of 
findings，SoF），15篇（35.71%）文献未使用这两种标

准化模板。

4　动物实验 SRs/MAs 中误用 GRADE 方法的
主要类型

4.1　未对证据体进行正确分级
8篇文献错误地将纳入的原始研究视为一个评分单

元。根据GRADE方法，证据体质量分级应针对每个结

局指标单独进行，这是其与传统证据分级系统的主要

区别。即使 SRs/MAs只纳入了一项研究但报告了多个

不同的结局指标，也应对每个结局指标分别进行质量

分级。当存在多个结局指标时，GRADE建议根据其临

床重要性对这些指标进行优先级排序，区分为“至关

重要”和“重要”的指标。在这种情况下，整体的证

据体质量评级应依据“至关重要”结局中评级最低的

证据来确定［60］。
4.2　证据体级别分类不当

1篇文献错误地将证据体分为高、中、低共3个等

级。这与 GRADE 方法所采用的 4 个等级（高、中、

低、极低）不符，分类错误可能会对证据体质量和推

荐强度的准确评估产生不利影响。

4.3　误用于定性系统评价
13篇文献错误地将GRADE方法应用于定性系统评

价的证据质量评估。目前，GRADE方法主要适用于定

量 SRs/MAs 的分级，并不适用于定性系统评价。

CERQual工具最早开发于 2010年，是由多个国际机构

共同制定的定性系统评价分级系统［61-62］。CERQual工
具通过评估方法学上的局限性、相关性、结果的一致

性以及数据的充分性 4个维度来对定性系统评价进行

证据质量评级。与GRADE方法相似，二者都旨在衡量

证据的可信度，并且使用高、中、低、极低共 4个等

级来表示证据质量。未来研究需要进一步评估

CERQual 工具在动物实验 SRs/MAs 中的适用性和局

限性。

4.4　升降级过程记录与结果不一致
3篇文献在升降级过程中的记录与其最终的评级结

果不匹配，这可能反映出评级过程缺乏透明度和详细

记录。EP和 SoF是标准化的模板，用于结构化地呈现

证据分级结果［63］。为了提高证据质量结果的呈现质

量，建议采用EP和 SoF。此外，研究者应基于研究设

计设定的起点和升降级因素进行仔细审查，以确保最

终等级的准确性。

4.5　误用于提供推荐意见
2篇文献错误地将GRADE方法用作直接提供推荐

意见的工具。虽然GRADE方法在多个研究领域都有应

用，但其在不同领域的应用方式和目的存在差异。在

临床实践指南的制定中，GRADE方法不仅评估证据的

质量，还进一步对基于这些证据的推荐意见进行强度

分级以指导临床决策。在卫生技术评估中，GRADE方
法的应用重点在于证据质量的评估，是否提供具体推

荐意见取决于评估的具体目的和需求［64-65］。在动物实

验 SRs/MAs中，GRADE方法主要用于证据质量分级，

而不是直接提供推荐意见。

5　动物实验 SRs/MAs 中 GRADE 方法的升降
级因素

在排除了 19篇（45.24%） GRADE方法使用不当

的文献后，对剩余的23篇（54.76%）文献进行深入分

析以探讨升降级因素的特征。23篇文献共评估了 232
个证据体，其中，7个（3.02%）证据体为高质量；36
个（15.52%）证据体为中等质量；71个（30.60%）证

据体为低质量；118个（50.86%）证据体为极低质量。

在这些SRs/MAs中，共记录了4个升级因素和437个降

级因素。主要的升级因素包括大效应量 （2 个，
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50.00%）和跨物种一致性（2个，50.00%）。主要的降

级因素包括严重的偏倚风险（161个，36.8%）、结果

不精确（127个，29.1%）、不一致性（108个，24.7%）
和其他（41个，9.4%）。
5.1　升级因素

在 232个证据体中，4个（1.72%）证据体因特定

的正面因素而被上调，其中，2个（50.00%）证据体

由于显示出大效应量；2个（50.00%）证据体因在多

个物种中观察到一致的研究结果，这些因素均增强了

研究结论的普适性和可信度。

在GRADE方法中，虽然观察性研究的初始证据确

定性等级通常较低。但在发现大效应量或者跨物种动

物实验显示出一致的效应方向和大小时，证据确定性

等级可以得到提升。然而，不同动物物种间结果的一

致性如何被评估（是作为升级因素还是作为不一致性

或间接性的指标）仍需在未来的研究中进一步探讨。

5.2　降级因素
5.2.1　偏倚风险

在232个证据体中，161个（69.40%）证据体因存

在严重的偏倚风险而被降级。而这 161个证据体中，

61个（37.89%）证据体因 SYRCLE评分低于 8，表明

这些研究在设计上有严重缺陷；18个（11.18%）证据

体因缺乏分配隐藏和盲法；15个（9.32%）证据体未

透明报告随机序列产生和（或）盲法的实施；12个
（7.45%）证据体因纳入的大多数研究存在偏倚；12个
（7.45%）证据体因无随机或系统抽样、样本量选择依

据不充分、选择性报告研究结果等原因； 43 个
（26.71%）证据体未具体说明导致偏倚风险的原因。

SYRCLE偏倚风险评估工具是专为动物实验设计

的，旨在评估研究的内在真实性。该工具包括了选择

性偏倚、实施偏倚、测量偏倚、失访偏倚和报告偏倚

多个维度［66-67］。SYRCLE工具对每个条目的偏倚风险

进行单独评估，将风险分为低、高或不明确共 3个等

级，而不是提供一个总体评分［66，68］。这种评估方法避

免了为工具内各个要素之间分配固定“权重”，“权重”

分配往往缺乏合理标准，并且可能因研究结果和评审

而异［66］。
选择性偏倚主要涉及“分配序列”“基线特征”

“隐蔽分组”3个条目。由于动物实验通常样本量较小

且随机分配并非动物实验研究中的标准实践模式，基

线特征的差异可能对实验结果产生显著影响［69］。因

此，未来的研究需要特别重视基线特征的均衡性，尤

其是在未实施随机分配或样本量较小的实验中。

此外，研究者应当更注重随机化方法和隐蔽分组

策略的应用，以降低选择性偏倚。在动物实验中，科

研人员应加强对随机化安置和盲法实施的认知。饲养

环境因素（温度、湿度、光照和水质）对实验结果有

显著影响，因此，必须采用标准化程序，确保实验动

物饲养在统一的环境中，以减少由环境引起的偏倚。

盲法的实施能够有效减少干预和结果测量过程中的偏

倚，在评估主观性指标时，盲法的实施尤为

重要［69-70］。
5.2.2　间接性

在 232个证据体中，29个（12.50%）证据体因存

在严重的间接性而被降级。间接性主要来源于研究对

象选择、干预措施的限制和结果测量。其中，人群外

推（37.93%）是导致间接性的最常见原因；其次是评

估方法的差异性 （17.24%） 和干预措施的变异性

（6.90%）；其余的证据体（37.93%）未具体说明导致间

接性降级的原因。

在评估动物实验证据的间接性时，需要考虑 4个
主要问题：首先是研究对象，需确保使用的动物模型

与所研究的疾病紧密相关，并考虑不同模型因地理和

资源条件的差异；其次是干预或对照措施，研究中的

干预应与研究兴趣相符，且生物或社会因素相似，以

减少间接性；再次是结果的类型，如果研究仅报告替

代结果而非直接的临床结果，那么，其在临床实践中

的应用可能受限；最后是间接比较，当缺乏直接比较

时，需通过共同对照进行间接推断［8］。
在评估研究对象的间接性时，需考虑两种特殊情

况：当SRs/MAs的目标是为规划临床试验提供信息时，

如果研究包含了低级动物模型，必须评估其从动物到

人类的外推性差异，在这种情况下，使用非人类灵长

类动物模型的研究通常不考虑间接性问题；第二，当

研究结果直接用于指导临床决策或制定卫生政策时，

以低级动物模型为基础的研究被认为具有非常严重的

间接性，而以非人类灵长类动物为模型的研究则被认

为具有严重的间接性［6］（图3）。
5.2.3　不一致性

在232个证据体中，108个证据体（46.55%）因不

一致性而被降级，主要原因是效果的不明确性

（69.44%），表现为结果虽然倾向于支持或反对某种治

疗，但它们跨越了多个有效性类别或由于试验数量不

足而无法评估一致性。此外，15.74%的证据体因高异
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质性或 I²＞50%而被降级；1.85%的证据体因为结果的

不一致性；0.93%的证据体则因为 95%CI较宽；13个
（12.04%）证据体未具体说明导致不一致性降级的

原因。

评估动物实验中的不一致性包括分析CI的重叠程

度、效应量的大小和方向、异质性检验的P值和 I2值。

当研究存在无法合理解释的异质性时，建议降低证据

的确定性等级；如果异质性可以通过考虑动物的种类、

干预措施、比较措施或研究的偏倚风险等因素得到解

释，研究者应该在 SRs/MAs中提供或实施适当的亚组

分析。未来的研究应深入分析和解释异质性并通过实

施针对性的亚组分析来探究其潜在来源［8］。
5.2.4　不精确性

在232个证据体中，127个（54.74%）证据体因不

一致性而被降级，其中，57个（44.88%）证据体显示

出有限的一致性，表现为效果既不显著也不确定，甚

至可能有负面效果；26个（20.47%）证据体因小样本

量和（或） 95%CI穿过零效应线；9个（7.09%）证据

体由于 95%CI过宽；5个（3.94%）证据体由于纳入研

究的高异质性；30个（23.62%）证据体未具体说明导

致不精确性降级的原因。

证据体的精确性评估主要关注样本量是否达到OIS
以及CI的宽窄程度。在动物实验中，样本量的计算可

以参考Charan等［71］在 2013年提出的动物实验样本量

计算公式。连续型数据的样本量计算公式为：2×SD2×
（Zα/2+Zβ） ×2/d2，式中，SD为之前同类研究或预实验

的标准差；Zα/2=Z0.025=1.96；Zβ=Z0.20=0.842；d为两组

均值的差值。二分类数据的样本量计算公式为：2×
（Zα/2+Zβ）

2×P× （1-P） /（p1-p2） 2，式中，Zα/2=Z0.025=
1.96；Zβ=Z0.20=0.842；p1-p2为两组事件发生率的差值；

P为合并的发生率，即（干预组发生率+对照组发生

率） /2。在解释动物实验结果时，效应量的方向通常

比其大小更为重要。在评估精确性时，主要基于CI是
否包含了无效值。此外，如果CI包含了两个或多个级

别，则可考虑降级［6］。当前面临的挑战包括开发和验

证将不同实验单位纳入OIS计算的方法，探索如何将

动物实验的效应量转化为临床上的决策阈值，以及对

于未进行Meta分析的动物实验系统评价，如何更准确

地描述和评价其结果的精确性。

5.2.5　发表偏倚
在232个证据体中，12个（5.17%）证据体因发表

偏倚而被降级，其中，6个（50.00%）证据体是由于

漏斗图的不对称性和Egger检验的显著性（P＜0.05）；
4个（33.33%）证据体是由于小样本量；2个（16.67%）
证据体是由于漏斗图的不对称性。

发表偏倚在证据降级中出现的频率最低，其评估

主要基于漏斗图和Egger检验。然而，这两种方法都可

能会低估或高估发表偏倚［72］。因此，需要全面评估发

表偏倚的风险，包括细致分析研究结果的分布以识别

是否存在阳性结果的过度报告，尤其是小样本研究；

审视资金来源和利益冲突的透明度，特别是由制药行

业资助的研究；以及评估SRs/MAs检索策略的全面性。

6　总结及建议

尽管动物实验的 SRs/MAs结果不是临床决策或卫

生政策制定的最佳证据，但当人类面临研究数据不足

的公共卫生紧急情况时，决策者可能会依赖动物研究

的证据来制定政策。因此，探索如何在动物研究领域

有效应用GRADE方法，对于提高动物研究证据的质量

和适用性至关重要。未来研究应关注以下几个领域：

需要进一步研究和优化GRADE方法在临床前动物实验

SRs/MAs中的应用，包括确定OIS的计算方法，制定和

规范间接性的标准和定义，以及确立升级标准的准则；

开发和制定一套符合动物实验研究特性的 SRs/MAs报
告规范，并推动规范在期刊中的采纳［73］；确保研究人

员在应用GRADE方法进行证据质量评级前接受方法论

方面的专业培训，以提高评级的专业性和分级结果的

透明度；建议推广GRADE方法的知识，并在动物实验

图 3 研究对象间接性的特殊情况考虑
Figure 3 Special considerations for indirectness in the study population
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SRs/MAs中加强其使用。

GRADE方法虽然为评估证据质量提供了一个结构

化的框架，但在动物实验 SRs/MAs中的应用尚未广泛

普及，并且在实施过程中也出现了一些误用情况。当

前，采用GRADE方法进行评级的动物实验SRs/MAs普
遍显示出较低的证据质量，这可能限制了它们在临床

决策中的应用。为了提升证据的质量和可靠性，未来

的研究需要进行更严格的研究设计；相关机构应鼓励

进一步的研究以强化GRADE方法的应用；加强研究者

对GRADE方法的接受度和理解；在动物实验证据合成

中建立和推广GRADE方法的知识体系。
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3. 实验动物的用药，尤其是麻醉镇痛药物必须优先使用药用级麻醉剂，特别是当涉及存活手术的动物实验时。鉴于无法确
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非人灵长类研究平台主任。系国家杰出青年科学基金获得者、科技部中青年科技创新领军人才，

并且荣获 2018 年谈家桢生命科学创新奖、2019 年国务院政府特殊津贴、2020 年药明康德生命化
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人源化小鼠模型培育史
孙 强

(中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心,上海 200031)
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本专栏在之前的两篇文章《NOD小鼠培育接力

赛》［1］和《殊途同归的免疫缺陷小鼠培育史》［2］中，

介绍了常用模式动物——免疫缺陷小鼠及其背景品系

的生物学特性和培育历程。从中我们可以了解到实验

小鼠与生命科学研究史的密切关联，以及科学家们在

这一领域的不懈努力和创新精神。事实上，实验小鼠

的培育与应用探索从未止步，在免疫缺陷小鼠的基础

上又发展出人源化的实验小鼠，这为研究人类疾病提

供了更加合适的动物模型。本篇将聚焦于人源化小鼠

模型的培育史，为读者朋友们详细介绍其发展过程中

的几次关键突破，以进一步理解实验动物资源对推动

人类医学进步及健康事业发展的重要价值。

1　人源化小鼠培育的 3 次突破

复杂的生物过程通常需要在个体水平上（体内）

进行研究和分析，然而基于伦理考虑，大多数介入性

生物学研究并不能以人类作为实验对象。作为人类的

替难者，小鼠无疑是生物学和医学领域最常用的实验

动物模型。其中，免疫缺陷小鼠的出现，使得在其体

内移植人体免疫组织或细胞来构建人鼠嵌合模型，即

人源化小鼠成为可能。自1988年首次成功将人体造血

细胞移植到重症联合免疫缺陷 （severe combined 
immunodeficiency，SCID）小鼠起，人源化小鼠培育历

经了三十余年的发展。至今，人源化小鼠模型已成为

研究人类造血功能、先天性和适应性免疫、自身免疫、

传染病、癌症生物学和再生医学等领域的重要模型

工具。

无胸腺裸小鼠因发生Foxn1nu基因纯合突变致胸腺

发育不良，从而缺乏成熟的T细胞，不发生依赖T细胞

的免疫排斥反应。但由于其仍具有B细胞和自然杀伤

（natural killer，NK）细胞，因此无法作为人源化小鼠

模型的受体动物。SCID小鼠因携带 Prkdcscid纯合突变

（scid突变）导致T细胞和B细胞均存在成熟缺陷，这

使得部分人体细胞可以在该小鼠体内存活。在此基础

上，1988年科学家就已成功将人外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）和人造血干

细胞（hematopoietic stem cell，HSC）移植到SCID小鼠

体内，构建了人源化 SCID小鼠模型。因此，可以把

SCID小鼠的出现视为人源化小鼠培育的第一个突破。

然而，基于SCID小鼠的人源化小鼠模型仍存在一

些缺点：（1）植入的人体细胞在SCID小鼠体内重建水

平非常低，且不能产生功能性免疫系统；（2） SCID小
鼠存在“渗漏”现象，随着年龄的增长，会部分恢复

T和B细胞功能；（3） SCID小鼠体内的NK细胞和其他

先天免疫活性处于高水平，限制了HSC的植入成功率；

（4）移植时为了清除 SCID小鼠的内源性造血干细胞，

需要对其进行半致死剂量的放射性辐照，而 scid突变

产生DNA损伤修复缺陷，会导致其抗辐照能力差。基
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于以上原因，在人源化小鼠的培育上还需要寻找新的

突破。新的契机来自将 scid突变导入到非肥胖糖尿病

（non-obese diabetes，NOD）小鼠中，即第二代人源化

小鼠NOD/scid小鼠的成功培育。

前文《NOD小鼠培育接力赛》［1］中已经介绍NOD
小鼠不仅血糖代谢异常，还存在多种免疫缺陷（包括

NK细胞和补体C5功能缺陷）。将NOD小鼠与 SCID小
鼠杂交，并连续回交 10代以上后，可得到 scid突变纯

合的同源导入近交系（congenic inbred strain）NOD.Cg-
Prkdcscid小鼠（简称 NOD/scid小鼠）。在遗传组成上，

NOD/scid小鼠与NOD小鼠的唯一不同就在于 Prkdc这
个位点，前者携带纯合的 scid突变，而后者是野生

型［3］。NOD/scid小鼠不仅没有了NOD小鼠的自发糖尿

病和胰岛炎表型，而且与包括C3H/scid、C57BL/6-scid
在内的 scid突变同源导入近交系小鼠和 scid突变来源

的CB.17/scid小鼠相比，还具有支持更高水平的人体造

血细胞植入的能力。研究表明，NOD/scid小鼠的人源

细胞移植效率比其他品系 scid突变小鼠高5～10倍［4］。
因此，可以说NOD/scid小鼠是人源化小鼠培育工作的

第二个突破。

NOD/scid小鼠的培育成功不仅推动了人源化小鼠

模型的广泛使用，也为进一步优化人源化小鼠提供了

方向。但NOD/scid小鼠同样存在着诸多不足，主要表

现为：（1）因自发淋巴瘤，平均寿命仅有 8个月［5］；
（2）NK细胞仍具有一定活性，同时免疫“渗漏”问题

也未得到解决；（3） scid突变导致抗辐照能力弱的问

题依然存在。这些缺陷说明人源化小鼠模型培育工作

仍有很大的提升空间。基于对免疫系统发育的理解，

应用遗传操作技术构建出极重度免疫缺陷小鼠，自然

而然地成为了人源化小鼠培育的第三个突破。

当给 NOD/scid 小鼠注射 NK细胞发育相关抗体，

阻断NK细胞发育后，可以提高其人体造血细胞移植水

平，说明残留的NK细胞活性仍然是影响NOD/scid小
鼠人造血细胞移植能力的主要因素之一［6］。如果将残

余的NK细胞活性全部消除，是不是可以进一步提升

NOD/scid小鼠的人类造血细胞移植能力呢？随着小鼠

遗传操纵技术的成熟，科学家几乎可以构建任意基因

和任意类型遗传突变的小鼠模型。在此背景下，不同

突变类型的白细胞介素 （interleukin， IL） -2 受体

（IL-2 receptor，IL-2R） γ链基因（IL2rg）敲除小鼠被

相继构建成功，这为人源化小鼠培育带来了新的突破。

IL-2Rγ链是 IL家族中 IL-2、IL-4、IL-7、IL-9、

IL-15和 IL-21高亲和力受体的关键组成部分，为受体

传导这些细胞因子信号发挥重要作用。IL-2Rγ链的缺

失会导致T细胞、B细胞发育和功能严重受损，并完全

阻止了NK细胞的发育。因此，在NOD/scid背景下通

过引入 IL2rg突变，就可以形成T、B和NK3种细胞功

能同时缺失的小鼠。在这个思路指引下，日本东京大

学和美国杰克森（Jackson）实验室先后培育了NOG、
NSG和NRG等多种极重度免疫缺陷小鼠。

NSG是商品名NOD scid gamma （NSG™）的简称，

其正式名称为 NOD.Cg-Prdkcscid IL2rgtm1wjl/ShiLtSzJ。该

小鼠是由 Jackson实验室用雌性NOD/scid小鼠与雄性

IL2rg 基因敲除小鼠 B6.129S4-IL2rgtm1Wjl/J 交配，再用

NOD/scid小鼠回交 8代后的子代近交培育而成的同源

导入近交系小鼠。NOG是 NOD.Cg-Prkdcscid IL2rgtm1Sug/
ShiJic简称，由日本东京大学实验动物中心培育。NOG
小鼠是比NSG小鼠更早开发出来的极重度免疫缺陷小

鼠，与 NSG小鼠相比，最大的区别在于 IL2rg位点。

NOG小鼠导入了一个截短的 IL2rg基因（缺乏胞内段，

可以结合细胞因子，但不能传递信号），而NSG小鼠则

是引入了全长 IL2rg基因片段删除。除此之外，NOG小
鼠培育使用的是日本保有的 NOD/Shi-scid 小鼠，而

NSG小鼠培育使用的是 Jackson实验室保有的NOD/Lt-
scid小鼠。这也可能给二者带来一些差异，例如：在

人体脐带血移植能力上，NSG小鼠略高于NOG小鼠；

在体重上，NSG小鼠要比NOG小鼠重一些［7］。而在主

要的免疫学性状上，二者高度相似，都是缺少功能性

T、B和NK淋巴细胞，同时存在巨噬细胞和补体功能

缺陷。

NSG和NOG小鼠很少自发淋巴瘤。现有研究数据

表明，NOG和NSG小鼠的胸腺瘤发病率不足 1%，而

NOD/scid小鼠的胸腺瘤发病率高达 67%［8］。因此，低

自发淋巴瘤的 NSG 和 NOG 小鼠更加长寿，不会像

NOD/scid小鼠那样只有不到 8个月的寿命。需要注意

的是，小鼠的 IL2rg基因位于X染色体上，因此雌性

NSG小鼠为 IL2rgtm1Wjl纯合子，雄性小鼠为 IL2rgtm1Wjl半
合子。

为了解决 scid突变导致小鼠抗辐照能力弱的问题，

Jackson 实验室又培育了 NOD. Cg-Rag1tm1MomIL2rgtm1Wjl/
SzJ小鼠（简称NRG小鼠）。与NSG和NOG小鼠不同的

是，NRG小鼠的T、B细胞功能缺失是由免疫细胞成熟

发育的另一个关键基因——重组激活基因（recombination 
activating gene 1，Rag1）突变所致。由于Rag1基因突
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变不影响DNA损伤修复，所以NRG小鼠不存在因携带

scid突变导致抗辐照能力差的问题。理论上，NRG小
鼠是一种比NOG和NSG小鼠更优秀的极重度免疫缺陷

小鼠［9］。
与所有先前培育的免疫缺陷小鼠模型相比，引入

IL2rg基因突变的免疫缺陷小鼠极大地提高了人体造血

细胞植入能力，也使得NOG、NSG和NRG等成为人源

化小鼠模型构建中最常用的受体动物，它们不仅能够

支持大量的人类免疫细胞长期植入和稳定存在，还能

形成部分人类造血功能［10］。因此，可以把引入

IL2rgnull或Rag1突变，培育出NOG、NSG和NRG等极

重度免疫缺陷小鼠，视作人源化小鼠培育的第三个

突破。

2　使用 NOD 背景品系小鼠培育的原因

在上述人源化小鼠培育过程，人们不禁要问：为

何常用的极重度免疫缺陷小鼠如NSG、NOG、NRG和
B-NDG等都要以NOD小鼠作为背景品系进行培育呢？

研究表明，以 C57BL/6 （B6）为背景品系，敲除

重组激活基因（Rag2）和 IL2rg 得到纯合 BRG 小鼠

（B6-Rag2nullIL2rgnull）同样会出现T、B和NK细胞功能

缺失，成为极重度免疫缺陷小鼠［11］。但使用BRG小
鼠进行人类细胞（如HSC）移植造模时，其HSC定植

和生长分化能力要远低于在NOD小鼠遗传背景下培育

的具有相同基因突变的 NRG （NOD-Rag2nullIL2rgnull）

小鼠。那么是什么原因导致了这一差异呢？

哺乳动物免疫系统中除了T、B和NK细胞外，还

有一种被称为巨噬细胞的免疫细胞。它们以细胞吞噬

的方式清除体内的细胞碎片、外来病原菌或异物［12］。
巨噬细胞的吞噬作用受其细胞表面的各种信号分子调

控。其中有一种细胞表面受体分子被称为信号调控蛋

白 a（signal-regulatory protein α，SIRP-α）。SIRP-α与
其配体CD47结合后，会向巨噬细胞发送减少或停止吞

噬的信号。CD47是HSC表面分子之一，因此，在人源

化小鼠中，HSC 可借助 CD47 与宿主巨噬细胞上的

SIRP-α结合来抑制巨噬细胞的吞噬作用［13］。从免疫

排斥的角度理解，亦可把CD47看作是HSC在宿主中实

现“自我”身份识别的标志。这种作用机制类似于

HSC向巨噬细胞发出了“别吃我”（don't eat me）的信

息。因此，宿主小鼠体内巨噬细胞上的SIRP-α对HSC
所携带CD47的识别能力强弱，将决定HSC的最终命

运。其识别能力弱，就无法有效向巨噬细胞发送“别

吃我”信号，这将导致多数HSC被巨噬细胞吞噬；其

识别能力强，就能有效地发送出“别吃我”信号，得

以让更多的HSC存活。

进一步的疑问是，为何NOD背景品系的小鼠可以

如此高效地接收来自HSC的“别吃我”信号呢？

通过基因比对分析发现，原来NOD小鼠巨噬细胞

上的SIRP-α序列非常独特。与129和B6等其他小鼠品

系相比，NOD小鼠的SIRP-a蛋白序列和空间结构与人

类的 SIRP-a更为相似。这令NOD小鼠的 SIRP-α与人

源CD47的亲和力（识别能力）远高于B6等其他品系

小鼠（提高 10倍以上）。因此，将 HSC移植到具有

NOD背景的免疫缺陷小鼠体内后，“别吃我”信息传递

得更高效，从而极大地降低了巨噬细胞对植入HSC的
吞噬清除作用。

以同源导入的方式将 NOD 小鼠的 SIRP- α 基因

（NODSIRPα）导入到BRG小鼠，得到背景品系为B6并携

带 NOD-SIRPα 基 因 的 BRGS （B6-Rag2nullIL2rgnull 
NODSIRPα）小鼠［14］。该小鼠的HSC移植效率不仅远高

于 BRG 小鼠，甚至比具有 NOD 背景的 NRG 小鼠还

要高。

3　人源化免疫系统小鼠模型的培育

在人源化小鼠的培育上，美国和日本的科学家们

一直是你追我赶又互通有无，激烈地比拼着（图 1）。
美国的 Jackson实验室先于日本培育出了NOD/scid小
鼠，但日本的东京大学却先于美国培育出了含 IL2rg基
因功能缺失突变的NOG小鼠（2002年日本培育出NOG
小鼠，2005年美国培育出NSG小鼠），随后美国科学

家们（来自 Jackson实验室）又培育出了抗辐照的NRG
小鼠。2015年，中国的百奥赛图公司通过基因编辑技

术直接将NOD/scid小鼠的 IL2rg基因敲除（大片段删

除），也获得了类似NOG和NSG的极重度免疫缺陷小

鼠，即NOD-PrkdcscidIL2rgtm1/Bcgen小鼠，商品名为B-
NDG®。从生长曲线看，B-NDG®与NSG小鼠类似。B-
NDG®的 IL2rg基因突变是在NOD/scid小鼠上直接实施

的，不同于通过同源导入方式引入 IL2rg突变的NSG和
NOG小鼠。因此，B-NDG®小鼠具有更高的NOD背景

纯度。

有了极重度免疫缺陷小鼠后，通过将人类免疫系

统的一部分（如 PBMC）移植到其（如NSG小鼠）体

内即可以得到人源化 PBMC （Hu-PBMC）小鼠模型。

一方面，该模型的构建速度通常较快，可在较短时间

内获得成熟的人类T细胞，常被用于T细胞功能研究和

肿瘤免疫治疗评价；另一方面，PBMC主要以成熟的T
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细胞为主，因此容易引发移植物抗宿主病 （graft 
versus host disease，GVHD），导致小鼠生存时间缩短，

进而限制了其长期使用。另外，人类免疫系统的其他

成分（如B细胞、巨噬细胞、NK细胞）也难以在这种

模型中完全重建。

如果将HSC中的CD34+细胞移植到新生或免疫缺

陷小鼠体内，就会得到 Hu-CD34 小鼠。相比 Hu-
PBMC小鼠，Hu-CD34小鼠具有更全面的免疫系统，

通常会包括T细胞、B细胞、巨噬细胞和NK细胞。因

此，Hu-CD34小鼠更适合用于研究复杂的免疫反应，

并可以进行长期研究，适合模拟慢性传染病和癌症免

疫疗法的研究。该小鼠的缺点是免疫系统重建速度较

慢，通常需要几个月的时间才能获得成熟的免疫细胞；

此外，人类免疫系统的重建并非总是完全成功，某些

特定的免疫细胞群体可能出现功能不全的表现。

上述两种人源化小鼠模型移植的人类细胞均来自

造血系统的免疫细胞，因此被称为人源化免疫系统小

鼠模型。除此之外，通过将人类肝细胞移植到免疫缺

陷小鼠的肝脏中，亦可以得到人源化肝脏小鼠模型。

该模型可以模拟人类肝脏的药物代谢，因此，在药物

代谢、毒性评价、相互作用等研究中发挥着重要应用，

常被用于研究与肝脏相关的疾病，如肝炎、肝纤维化

和肝癌等。但该模型也有其缺点，主要表现为小鼠的

肝脏微环境与人类差别很大，移植的人类肝细胞无法

完全再现其在人体中的功能；另一个缺点是肝脏人源

化水平受小鼠寿命和免疫系统的限制，很难做到长期

维持人类肝脏功能。

除了直接用于免疫等相关疾病研究外，通过将肿

瘤患者的原代肿瘤组织移植到免疫缺陷小鼠体内，还

可以获得人源化肿瘤小鼠模型，即患者来源的异种移

植肿瘤（patient-derived xenograft，PDX）模型。该模

型的特点是保留了人类肿瘤的绝大多数基因组和组织

学特征，进而保持了移植肿瘤的异质性和患者特异性，

较好地反映了人类肿瘤的生物学特征。PDX模型常被

用于抗癌药物筛选和个性化癌症治疗研究，能较为准

确地预测药物在人类患者中的疗效。但正是由于缺乏

人类免疫系统，该模型无法用于研究肿瘤免疫反应或

免疫治疗。此外，肿瘤在小鼠体内的生长环境与在人

体内完全不同，因此药物反应可能也有所不同。另外，

在肿瘤移植过程中，选择压力也会导致部分肿瘤特性

改变，肿瘤无法完全保持其原始状态。

总而言之，尽管历经多年研究，人源化小鼠的培

育得到了极大发展，也为人类疾病的研究做出了不可

估量的贡献，但由于人类细胞和小鼠微环境之间存在

着无法克服的物种屏障，时至今日，人源化小鼠仍然

只能重构部分人体功能。这也意味着在研究某些复杂

疾病和筛选新药时，必须结合更多临床与体外模型的

数据来验证，从而获得更客观、全面的结论。有鉴于

此，目前通过遗传操作技术将人类基因（如细胞因子、

人类主要组织相容性抗原等）移植到NSG等免疫缺陷

小鼠体内，实现对其微环境的改造，令其更好地支持

人体功能的重建，已经成为当下人源化小鼠培育的新

方向。这一做法不仅有助于人类免疫细胞的归巢和增

殖，还可以在更大程度上模拟人类的免疫反应过程，

为疾病机制研究及药物评估提供了更精准的动物模型。

此外，读者朋友们也不妨思考一下，为何相较于NOD
和NOD/scid小鼠，NSG和NOG小鼠很少自发淋巴瘤？
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社会的监督。

1. 所有来稿必须是作者的原创作品，如文中使用先前发表的观点和数据等应准确引用，如使用图片和表格则需要提供相关
的版权及许可证明。

2. 本刊坚决抵制第三方代写或代投、抄袭 （即剽窃）、造假 （包括伪造及篡改） 等学术不端行为。一经发现，编辑部立即
撤稿，该文所有作者均会被列入黑名单。

3. 本刊不接受重复发表文章 （包括不同语种），也不允许作者一稿多投 （包括同时或错时）。稿件一旦受理，编辑部将第一
时间处理。若作者有加急需求，可第一时间联系编辑部寻求帮助。

4. 作者投稿前须确认署名及顺序，所有作者均须对该文的科研诚信负责。投稿时应登记所有署名作者的基本信息，并在文
末附作者贡献说明及利益冲突声明。职务作品投稿还应经得作者所在单位审批同意。

5. 涉及人体及实验动物的研究性论文需在研究开展前通过医学伦理或动物实验伦理审查，投稿时需提交审查批件的电子扫
描件。正文中应注明伦理审批机构名称及批号，并在文末附中英文的医学伦理声明。

6. 若来稿有过投稿他刊的经历，本刊鼓励作者第一时间如实说明，并提供以往的审稿意见及修改情况 （包括补充论据或解
释说明）。这样的诚信行为有利于该稿在本刊的审稿速度和录用概率。

7. 本刊实行严格的三审制度，所有来稿均需通过编辑部初审、同行评议专家外审和主编定稿会终审共 3 个审稿环节，才决
定录用与否。

8. 本刊审稿专家和编辑均须公正、尽责对待所有来稿，对学术不端行为不姑息、不偏袒，努力维护期刊学术声誉，并在文
章未发表前不随意公开研究内容，以保障作者的首发权。

9. 所有来稿若涉及学术不端行为，均须由作者本人负责。本刊对已发现的学术不端作者，保留通报其所在单位及同领域期
刊社的权利。

《实验动物与比较医学》 编辑部
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《实验动物与比较医学》稿约（2025年版）

《实验动物与比较医学》（CN 31-1954/Q，ISSN 1674-
5817）创刊于 1981年，系国内第一本实验动物科技领域

的专业学术性刊物。本刊兼顾普及与提高，刊登实验动

物和比较医学领域的研究新成果、新进展和各种信息，

内容主要涉及人类疾病动物模型构建、实验动物资源开

发与利用、实验动物设施及管理、实验动物福利与伦理、

动物实验技术与方法、实验动物医学、比较医学方法研

究，以及实验动物应用于生物医药各领域的基础与应用

研究。目前本刊为中文双月刊，由上海科学院主管，上

海市实验动物学会和上海实验动物研究中心主办。读者

对象为生物学、医学、药学、动物学和农学等各领域从

事实验动物生产、繁育、检测和管理，以及应用实验动

物进行比较医学研究的广大科技工作者、教育工作者和

医学工作者。欢迎各方作者投稿。

1   稿件写作要求和注意事项

1.1 总体要求：研究论著的内容必须构思有据、设计严密、

材料标准、方法可靠、数据精确且运用恰当的统计学方

法分析处理，应在前人工作基础上有所发展，提供新知；

具体要求参见本刊发布的《动物实验与比较医学研究论

文出版规范清单（2024年版）》。文献综述或实践探索类

文稿应由相关科研团队基于自身近年来的研究成果或实

践经验撰写，要求有较强的前瞻性和指导性。

1.2 论文结构：论文内容一般按下列顺序分节排列。中文

和英文对照的文题、作者姓名、单位名称（含城市和邮

编）、结构式摘要和关键词，引言，材料与方法，结果，

讨论，参考文献。基金项目、第一作者和通信作者简介

（含E-mail和ORCID）放在首页脚注位置，致谢、医学伦

理声明、作者贡献及利益声明等信息放在讨论之后。正

文中各级标题层次按1、1.1、1.1.1、……的形式排列。

1.3 文题及摘要：论文标题力求简明、具体、确切，应能

概括出文章要旨。中文题目字数一般以少于 20个汉字为

宜，尽量不使用非公知的缩略词；英文标题内容应与中

文对应一致，且各个实词的首字母大写。中英文摘要应

具有独立性和自明性，尽量完整、准确地呈现论文的主

要内容，字数应在500字以上；其中，研究论著、系统综

述和Meta分析类论文的摘要撰写应采用 IMRAD结构，即

分目的、方法、结果和结论四部分，一般应是 800字以

上、具有自明性的长摘要。关键词应尽量选用美国国立

医学图书馆Medical Subject Headings （MeSH）中的主题

词，3～5个，中英文相对应。

1.4 正文要点：正文中引言部分需说明本研究背景和创新

点。方法部分应介绍清楚研究方案及其关键信息，包括

研究对象的数量和纳入及排除标准、实验动物麻醉和安

乐死等福利伦理要点、改进和创新的方法及操作步骤、

检测指标和研究观察的主要及次要结局等，以保障研究

的可重复性。此外，研究中所用试剂应注明生产厂家和

批号，仪器应注明制造商和型号；实验分组应详细说明，

应设空白对照、阴性对照及阳性对照。正文中结果部分

应与之前的方法部分一一对应，并包含具体的统计学分

析数据。有关本实验结果的讨论性文字应放在讨论部分，

需深入讨论和比对国内外相关研究文献并提出展望。

1.5 统计学要求：应用恰当的统计学方法进行定量分析，

并列出统计分析软件名称及版本号。统计学符号按GB/T 
3358—2009《统计学词汇及符号》的有关规定书写，如：

（1）正态分布的计量资料用-x±s表示，非正态分布时用中

位数M（四分位数）表示；（2）计数资料的卡方检验应给

出 χ2值；（3）两组比较的独立样本 t 检验应给出 t 值；

（4）多组比较的方差分析应给出F值，然后组内两两比

较应用 LSD-t检验或 SNK-q检验等，给出相应的 t值或 q
值；（5）相关性分析应给出相关系数 r值；（6）差异是否

有统计学意义应给出具体的P值范围。

1.6 图表要求：图表分别按其在正文中出现的先后次序连

续编码。每幅图表应有中英文对照的标题、表头及注解

说明。整个图表及其注解内容应具有自明性。照片图要

求有足够的清晰度和对比度，需按在正文中出现的顺序

陈列每张高清组合图。显微照片还需注明放大倍数（或

给出标尺）和染色方法。非原创图表必须提供授权使用

证明。

1.7 单位、数字和符号：计量单位按《中华人民共和国法

定计量单位》要求书写，并以单位符号表示。数字使用

执行GB/T 15835—2011标准《出版物上数字用法》的相

关规定，公历世纪、年代、年、月、日、时刻和计数、

计量均采用阿拉伯数字表示。

1.8 名词术语：科技名词应规范使用正确术语（参考“术

语在线”，https：//www.termonline.cn），药品名应用通用名

（非商品名），非常见物种应列出拉丁学名。非常用缩略

语需要在首次出现时按照“中文全称（英文全称，英文

缩略词）”的格式介绍，后面直接用缩略语即可。

1.9 参考文献：无论是综述、论著，还是经验交流类文章

都需引用足量的参考文献，且应尽量引用新而有代表性

的原创性文献，避免引用已撤销文献、会议摘要及人工

智能（AI）生成资料。综述文章的参考文献中最近3年的

一般应占 50%以上，论著类文章应占 30%以上。参考文
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献引用格式应参照GB/T 7714—2015《信息与文献 参考文

献著录规则》要求，采用顺序编码制著录，即依照其在

正文（含图表）中出现的先后顺序用阿拉伯数字加方括

号上标在相应文字之后。文后对应的参考文献应详细著

录其著作者姓名、文题、出处、年卷期、页码及DOI等
完整信息，中文文献还应给出英文翻译。常见的参考文

献标识包括：图书M、期刊 J、报纸N、学位论文D、会

议报告C、标准 S、专利P、档案（包括条例、法规及公文

等）A、电子公告EB。
2   投稿要求及注意事项

2.1 投稿方式：请通过本刊官网（http：//www.slarc.org.cn/ 
dwyx）的在线投稿系统（官网首页左上角“作者投稿”）

进行投稿。投稿前请仔细阅读官网首页的“期刊政策”

和“投稿必看”中相关说明。投稿时请按照系统要求步

骤填写所有正确信息。

2.2 投稿材料：投稿时需上传必要的补充材料，清单如

下。（1）WORD文稿；（2）投稿自查清单（逐条打钩）；

（3）单位介绍信（盖章）；（4）基金资助证明（如有）；

（5）实验动物及动物实验有关的“三证一表”（如涉及），

包括实验动物生产许可证、实验动物质量合格证、实验

动物使用许可证和动物福利伦理审查表；（6）人体试验

伦理审批证明文件（如涉及）；（7）作者贡献声明表；

（8）利益冲突声明表；（9）版权转让协议；（10）其他辅

助材料（如高清原图、原始数据、视频及音频等）。以上

材料均提供电子文件即可。

2.3 学术诚信：来稿须是作者独立取得的原创性成果，无

抄袭、剽窃、涉密、一稿多投、署名争议等问题，且保

证文稿中所有实验材料、方法和结果等陈述内容（包括

数据）均真实可信。本刊杜绝第三方代投、代写和代修

行为，也不接收AI合成的稿件（包括图像）。如有AI辅
助，则必须在投稿时说明涉及部分及使用工具。一旦发

现来稿存在学术不端行为，将撤稿处理，并通报作者所

在单位。

2.4 作者署名：作者署名及单位信息（包括顺序）需在投

稿时确认。多中心合作论文须确保无知识产权争议。集

体（团队）署名的论文须指定主要负责人作通信作者。

在线投稿时请填写每一位署名作者的完整信息，并在文

末说明所有署名作者的具体贡献及利益冲突情况。署名

即是确认知情并能够对本文内容负责，其中第一作者或

通信作者负责与期刊联系并能回应读者疑问。

2.5 医学伦理：实验动物的使用需遵守《实验动物管理条

例》和《实验动物 福利伦理审查指南》（GB/T 35892—
2018）等国家法规及标准，以及ARRIVE 2.0、IGP 2012 
等国际规范。动物实验需遵守“3R”原则，经得所在单

位实验动物福利伦理委员会（或相关机构）的审查批准，

其中实验动物麻醉、安乐死及肿瘤负荷等均需符合动物

福利伦理要求。人体临床试验需先注册（提供注册号），

并经所在单位的医学伦理委员会审批通过，其中受试内

容及其标本获取等需签署知情同意书。

2.6 评审政策：本刊执行严格的三审三校制度，并遵循国

内外出版伦理相关规范，包括COPE和 ICMJE推荐规范等

国际指南。所有来稿均需通过编辑部初审、同行评议专

家外审和主编定稿会终审共3个审稿环节（其间遵守发表

前保密义务），才能决定录用与否。作者投稿后可在线查

询审稿进度，若有疑问或加急需求可直接联系编辑部。

退修稿件逾期3个月未回复时，视作自动撤稿。

2.7 编校修改：按照《中华人民共和国著作权法》有关规

定，在遵循作者文责自负原则的基础上，本刊有权对录

用稿件做文字方面的编辑加工（修改或删节）。凡有涉及

原意的修改，会请作者审核确认。送印前，还会请作者

认真校对清样。逾期未回复者视为同意修改和发表。发

表后如需勘误，须经规范的申请更正流程。

2.8 版权说明：本刊为开放获取期刊，使用CC BY-NC- 
ND 4.0 协议。所有文章一经发表即可永久供读者免费阅

读和下载。作者向本刊投稿，即视为愿意将著作财产权 
（包括但不限于复制权、发行权、翻译权、汇编权、改编

权、信息网络传播权等）授予本刊，而且本刊有权将上

述权利转授给第三方。所有稿件均须署名作者签署版权

转让协议书。

2.9 相关费用：本刊对所有来稿免收审稿费。稿件确认录

用后，需支付包含彩版制作费在内的论文发表费

（200 元 /千字，彩版1000元）。优秀稿件可酌情减免版面

费。稿件刊出后，编辑部一次性支付稿酬（包含所有版

权转让的报酬），并赠当期杂志2册。

2.10 数字推广：本刊为中国科技论文统计源期刊（即中

国 科 技 核 心 期 刊）， 并 被 SCOPUS、 DOAJ、 CA、
Ulrichsweb和WPRIM等多个国际重要数据库收录。本刊

提供网络首发即优先在线出版服务，文稿一经录用即可

通过中国知网和期刊官网优先数字发布。期刊正式出版

后，读者可在本刊官网、中国知网、万方、维普和超星

等国内多家数字平台以及国际数据库中实现文献检索。

同时，本刊官网中所有过刊文献及相关资料均可免费

下载。

2.11 联系地址：上海市浦东新区金科路3577号，《实验动

物与比较医学》编辑部（邮政编码：201203）。电话：

021- 50793657。E-mail：bjb50793657@163.com。投稿咨

询QQ群：750879769。
《实验动物与比较医学》 编辑部
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