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吴     铃，博士，上海交通大学医学院附属第九人民医院辅助生殖科胚胎实验室副主任技师，硕士

生导师。长期从事生殖内分泌的基础和临床研究，发现高糖皮质激素通过改变精子中靶基因启动

子区域的甲基化水平导致子代糖代谢异常的具体机制；同时聚焦于多囊卵巢综合征发病机制以及

治疗策略的研究，发现肝脏分泌蛋白对卵巢的调控作用。相关研究入选 2021 年度中国代谢性疾病

重要研究进展。主持国家自然科学基金 3 项，局级课题 1 项；以第一作者或通信作者 （含共同） 在

Cell Metab、J Exp Med、Am J Obstet Gynecol、Cell Rep 以及 J Clin Endocrinol Metab 等杂志发表论

文近30篇。荣获上海交通大学医学院九龙青年优秀人才提名奖等奖励。

来曲唑缓释片皮下给药构建小鼠多囊卵巢综合征模
型及其肝脏转录组学分析
许秋雨1, 严国锋2, 付 丽2, 范文华2, 周 晶2, 朱 莲2, 仇淑雯1, 张 洁1, 吴 铃1

(1. 上海交通大学医学院附属第九人民医院辅助生殖科, 上海 200011;  2. 上海交通大学医学院实验动物科学部, 上海 

200025)

[ 摘 要] 目的　通过对青春期前小鼠进行来曲唑缓释片皮下给药和高脂饮食处理，构建小鼠多囊卵巢综合征
（polycystic ovary syndrome，PCOS） 模型，比较模型小鼠与安慰剂对照小鼠的肝脏转录组差异，以探索 PCOS 发
病过程中肝脏的作用机制。方法　定制剂量为 2 mg 的来曲唑缓释片，缓释周期为 40 d。分别将对照安慰剂缓释片
和来曲唑缓释片包埋在 3～4 周龄的 C57BL/6J 小鼠颈后皮下，每组 8 只，构建对照组及来曲唑诱导的 PCOS 模型，
并在包埋次日给予小鼠高脂饮食处理。造模周期 5 周，每周监测每组小鼠的体重和 24 h 进食量。收样时记录小鼠肝
脏重量，通过 HE 染色观察小鼠卵巢和肝脏组织病理变化，通过油红 O 染色观察肝脏脂质沉积水平，通过 F4/80 免
疫组织化学染色观察肝脏巨噬细胞浸润程度，通过 Masson 染色观察肝脏纤维化水平；通过转录组学测序技术分析
对照组和模型组小鼠肝脏组织中基因表达的差异，并对显著差异表达的基因进行富集分析；通过实时荧光定量 PCR
验证两组小鼠肝脏组织中显著差异表达的基因。结果　与对照组相比，来曲唑缓释片皮下给药和高脂饮食处理后的
模型组小鼠体重显著增加 （P<0.001），卵巢的多囊样表型显著，肝重比显著下降 （P<0.05），但小鼠的肝脏重量、
肝组织形态和脂质沉积没有显著影响 （P>0.05）。转录组学测序发现，来曲唑处理后小鼠肝脏中有 119 个上调、217
个下调的差异表达基因，广泛参与胆固醇和类固醇合成、类固醇激素合成及炎症反应相关通路。荧光定量 PCR 结果
显示，与对照组相比，模型组小鼠肝脏的 HSD3B2 和 HMGCR 基因的 mRNA 表达上调 （P<0.01），IL4、CCL2 和
COL1A1 基因的 mRNA 表达下调 （P<0.05）。但 Masson 染色与 F4/80 免疫组织化学染色未见肝脏纤维化水平与巨噬
细胞浸润程度的显著改变。结论　来曲唑缓释片皮下给药和高脂饮食处理可以成功构建小鼠 PCOS 模型。模型小鼠
肝脏中基因表达变化显著，可能通过调控胆固醇和类固醇代谢，参与 PCOS 的发病机制。
[ 关 键 词 ] 来曲唑； 多囊卵巢综合征； 肝脏； 转录组测序； 小鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）02-0119-11

A Mouse Model of Polycystic Ovary Syndrome Established Through 

Subcutaneous Administration of Letrozole Sustained-Release Pellets 

and Hepatic Transcriptome Analysis

XU Qiuyu1, YAN Guofeng2, FU Li2, FAN Wenhua2, ZHOU Jing2, ZHU Lian2, QIU Shuwen1, ZHANG Jie1, 
WU Ling1

(1. Department of Assisted Reproduction, Shanghai Ninth People's Hospital, Shanghai Jiao Tong University 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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School of Medicine, Shanghai 200011, China;  2. Department of Laboratory Animal Science, Shanghai Jiao Tong 
University School of Medicine, Shanghai 200025, China)
Correspondence to: WU Ling (ORCID: 0000-0001-9217-9412), E-mail: wuling9hospital@126.com

[ABSTRACT] Objective Prepubertal mice are administered subcutaneously with letrozole sustained-
release pellets behind the neck and treated with a high-fat diet to establish a mouse model of polycystic 
ovary syndrome (PCOS). The liver transcriptomes of the model mice are compared with those of the 
placebo control mice to investigate the underlying mechanisms of liver involvement in the pathogenesis of  
PCOS. Methods　 A customized 2 mg dose of letrozole sustained-release pellets with a 40-day release 
period was used. The control placebo and letrozole pellets were implanted subcutaneously in the dorsal 
cervical region of 3-4-week-old C57BL/6J mice (8 mice per group) to establish the control group and 
letrozole-induced PCOS model group. Both groups were treated with a high-fat diet starting the day after 
administration. The modeling period lasted for 5 weeks, during which body weight and 24-hour food intake 
were monitored in each group every week. When samples were collected, liver weight was recorded. 
Pathological changes in ovarian and hepatic tissues were examined by hematoxylin-eosin (HE) staining, 
while hepatic lipid deposition was observed by Oil Red O staining. The extent of macrophage infiltration in 
the liver was evaluated via F4/80 immunohistochemical staining, and hepatic fibrosis levels were observed 
by Masson's trichrome staining. Transcriptomic sequencing was performed to analyze differentially 
expressed genes (DEGs) in liver tissues between the control and model groups, followed by enrichment 
analysis of significant DEGs. Quantitative real-time fluorescent quantitative PCR (qPCR) was subsequently 
used to validate the expression of significant DEGs in liver tissues of both groups. Results Compared with 
the control group, the model group which received subcutaneous letrozole sustained-release pellets 
combined with a high-fat diet exhibited significantly increased body weight (P<0.001), prominent polycystic 
ovarian morphology, and significantly decreased liver-to-body weight ratio (P<0.05). However, no significant 
changes were observed in absolute liver weight (P>0.05), hepatic histomorphology, or lipid deposition. 
Transcriptome sequencing identified 119 upregulated and 217 downregulated DEGs in the liver tissues of 
letrozole-treated mice, which were predominantly enriched in pathways related to cholesterol and steroid 
biosynthesis, steroid hormone metabolism, and inflammatory responses. qPCR validation demonstrated 
that mRNA expression of HSD3B2 and HMGCR was significantly upregulated in liver (P<0.01), while mRNA 
expression of IL4, CCL2 and COL1A1 was downregulated (P<0.05) in the model group compared with the 
control group. However, Masson's trichrome staining and F4/80 immunohistochemical analysis showed no 
significant changes in hepatic fibrosis or macrophage infiltration. Conclusion　 Subcutaneous 
administration of letrozole sustained-release pellets combined with a high-fat diet successfully establishes 
a mouse model of PCOS. The model mice exhibited significant changes in hepatic gene expression. Liver 
may contribute to PCOS pathogenesis through regulating cholesterol and steroid metabolism.
[Key words]  Letrozole; Polycystic ovary syndrome; Liver; Transcriptome sequencing; Mice

多 囊 卵 巢 综 合 征 （polycystic ovary syndrome，
PCOS）以高雄激素血症、卵巢多囊样改变、排卵异

常、高抗米勒管激素（anti-Müllerian hormone，AMH）
水平为主要诊断标准，同时伴有肥胖、胰岛素抵抗等

代谢功能障碍；其作为一种生殖内分泌疾病，是导致

无排卵性不孕最常见的原因［1］，影响全球范围内大约

10%～13%的女性［2］。PCOS是一种慢性疾病，目前尚

无法治愈，一经诊断，常伴随终身。临床上通常会根

据患者的临床表现及需求，在管理生活方式的基础上

给予相应的对症治疗，从而改善 PCOS患者出现的代

谢、内分泌及不孕症状；然而PCOS的不良影响并不止

这些，目前针对患者全身代谢和内分泌功能异常的治

疗仍面临许多挑战［3］。
PCOS动物模型的建立方法多样，包括外源高雄激

素造模、芳香化酶抑制剂造模、产前雄激素或AMH造

模、胰岛素造模、肠道菌群造模等，但至今还没有一

种模型能够完全复制模拟PCOS患者的临床特点。本研

究组选择芳香化酶抑制剂造模方法，使用芳香化酶抑
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制剂来曲唑阻断雄激素向雌激素转化的过程。研究表

明，在青春期前开始持续接受来曲唑治疗的小鼠可以

呈现出许多PCOS的生殖和代谢特点，包括肥胖、雄激

素和黄体生成素升高、卵巢多囊样表现和动情周期紊

乱［4］；而来曲唑结合高脂饮食，会在此基础上诱导出

更明显的代谢异常，包括肥胖、胰岛素抵抗和血脂异

常等［5］。另外，相较于其他方式，通过缓释片给药的

造模方法简便，仅需要一次皮下包埋，且缓释稳定。

因此，在青春期前接受来曲唑缓释片皮下包埋结合高

脂饮食处理，可以模拟多数PCOS患者的内分泌和代谢

表型。

肝脏是机体的重要代谢器官，与PCOS之间存在许

多潜在的关联。以代谢功能障碍相关脂肪性肝病为例，

多项研究已证实其与PCOS有很高的共患率和相关性，

互为发病的风险因素［6-7］。肝脏分泌的多种因子在

PCOS患者血液中水平异常，如性激素结合蛋白（sex 
hormone-binding globulin，SHBG）、FutuinA 和成纤维

细胞生长因子 21 （fibroblast growth factor-21，FGF21）
等［8-10］。但 PCOS模型中肝脏组织和功能的变化仍不

清楚。本研究拟通过来曲唑缓释片皮下包埋和高脂饮

食相结合的方法构建PCOS小鼠模型，然后对模型小鼠

的肝脏进行转录组测序及差异基因分析，并进一步作

功能富集分析，为探讨PCOS发病过程中肝脏的作用机

制和有效筛选PCOS作用靶点提供模型和数据参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物
16只 SPF级雌性C57BL/6J小鼠，3周龄，体重为

（11.9±1.1）g，购自上海灵畅生物科技有限公司［SCXK
（沪）2023-0003］，质量合格证号为 20180003027971。
所有实验小鼠均饲养于上海交通大学医学院实验动物

科学部［SYXK（沪） 2023-0041］的屏障环境实验动

物设施中，每笼饲养 4只小鼠，提供充足的无菌水和

饲料，保持环境内温度 20～22 ℃，相对湿度 50%～
60%，光照明暗 12 h交替。本实验经上海交通大学医

学院实验动物饲养管理与使用委员会批准（批号

JUMC-2023-066-B），实验过程中严格遵守我国动物

实验伦理和使用相关准则。

1.2　主要试剂与仪器
来曲唑缓释片（批号SX-999-2mg）及对照安慰剂

缓释片（批号 SC-111-2mg）通过美国 IRA公司定制，

均为直径约3 mm的片剂，缓释周期为40 d，缓释剂量

为 50 μg/d。高脂饲料D12492 （批号 22090102）购自

美国 Research Diets公司。舒泰（批号 98CKA）购自

法国Virbac公司。右美托咪定（批号190625BP）购

自江苏恒瑞医药股份有限公司。异氟烷 （批号 
20211201）购自江苏恒丰强生物技术有限公司。通用

型组织固定液（批号G1101）、F4/80免疫组织化学染

色所用一抗（批号GB113373）和辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔二抗（批号GB23303）购自武汉赛维尔生物

科技有限公司。TRIzol试剂（批号 15596）购自美国 
Thermo Fisher Scientific公司。RNA反转录试剂盒（批

号 RR036A）与定量 PCR 试剂盒 TB Green Premix Ex 
Taq（批号 RR420A）购自日本 TaKaRa公司。小鼠体

重测量用电子天平（型号Secura612-1CN）和肝脏重量

称量用电子天平（型号 BSA224S-CW）均购自德国

Sartorius 公司。Matrx VWR 小动物麻醉机购自美国

MIDMARK公司。

1.3　PCOS 模型小鼠构建
参考相关文献［11-12］所描述的方法，将 16只 3周

龄 C57BL/6J雌鼠随机分为两组：安慰剂对照组 8只，

来曲唑造模组8只。用试剂盒中的灭菌稀释液溶解舒

泰粉末，取 1 mL舒泰溶液（50 mg），加入等体积的

右美托咪定溶液（0.1 mg），使用生理盐水稀释。所

有小鼠在屏障环境内适应 3 d 后，按 50 mg/kg 舒泰

联合 0.1 mg/kg右美托咪定的剂量腹腔注射进行麻醉。

使用剃毛机脱去小鼠后颈部毛发，用镊子提起皮肤，

用眼科剪在颈后剪开约 2～3 mm长的竖直小口，使用

镊子钝性分离皮肤，将缓释片塞进皮下，缓释片会自

动贴合小鼠皮肤组织，随后用镊子夹紧并缝合手术创

口。术后，将小鼠放置在新的饲养笼里，每笼 4只，

并用高压灭菌后的纸巾覆盖保暖。术后8～24 h观察小

鼠麻醉苏醒情况，并在 24 h内更换两组小鼠饲料为新

鲜高脂饲料，持续饲喂5周。

1.4　小鼠日增重与卵巢、肝脏的组织学检测
缓释片包埋后的第 7、14、21和 28天，测量所有

动物体重，计算体重变化率［（被测当天体重－初始

体重） /初始体重×100%］。从造模当天起，每周最后一

天检测小鼠 24 h进食量：于当天上午 9点，给小鼠换

用新鲜颗粒状的高脂饲料，称取饲料重量并记录；次

日上午 9点，再次称取每笼的高脂饲料重量并记录，

计算得到 24 h全笼摄食量（即饲料重量差值）及每笼

中每只小鼠的平均日摄食量（饲料重量差值/每笼小鼠

数目）。每周监测1 d，连续监测5周。
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第36天称量小鼠体重后，使用小动物麻醉机和异

氟烷麻醉小鼠。通过颈椎脱臼法安乐死小鼠后迅速剪

开胸腔，收集所有小鼠的卵巢和肝脏，称量肝脏重量。

将每只小鼠的肝脏左叶组织，用剪刀纵剖为左右两部

分。将右侧卵巢和一半肝脏左叶迅速投入通用型组织

固定液中，用于制备石蜡切片，通过HE染色观察组织

病理学变化，通过Masson染色观察纤维化情况。另一

半肝左叶迅速投入通用型组织固定液，用于制备冰冻

切片，进行油红O染色，观察脂质沉积情况。肝脏剩

余部分先在液氮中速冻，之后冻存于−80 ℃冰箱。

1.5　肝脏 F4/80 免疫组织化学染色
利用巨噬细胞表面标志物F4/80（即小鼠表皮生长

因子样含模块黏蛋白样激素受体）进行肝脏免疫组织

化学检测。将组织切片脱蜡脱水，并依次进行抗原修

复、内源性过氧化氢酶阻断、山羊血清封闭；滴加F4/
80抗体工作液，4 ℃过夜孵育；清洗后室温孵育二抗，

然后滴加DAB显色液并在光学显微镜下观察；特异性

棕色出现后，洗去DAB染色液，使用苏木精对比染色

细胞核；分化、脱水、透明、封片固定后，在显微镜

下观察。

1.6　肝脏转录组学分析
随机选取 6个肝脏组织样本（安慰剂对照组和来

曲唑造模组各3个），使用TRIzol提取样本总RNA。对

RNA进行富集、片段化、逆转录、二链合成，末端修

复并加接头后对 cDNA进行 PCR扩增、纯化，获得测

序文库后上机进行双端测序。筛选差异表达基因的

主要指标为差异倍数（fold change，FC）和 P值，以

|log2FC|≥1且P<0.05作为标准。对得到的差异基因进行

GO功能注释、KEGG通路和GSEA富集分析。

1.7　实时荧光定量 PCR 验证肝组织中差异表达
基因

选择2个上调基因和3个下调基因，运用定量PCR
法对其转录水平进行验证。使用TRIzol试剂提取肝脏

组织总 RNA，利用反转录试剂盒反转录得到 cDNA，
质量浓度为 5 ng/μL。每个反应体系 10 μL，包括 5 μL
的2× TB Green、正向和反向引物各0.5 μL以及4 μL的
cDNA。定量 PCR 反应条件：95 ℃预变性反应 30 s，
95 ℃变性反应 5 s，60 ℃退火反应 30 s，设置 40次循

环。以 36B4基因为内参，采用 2-△△Ct方法计算目标基

因 3β -羟类固醇脱氢酶 2 （3 beta- and steroid delta-
isomerase 2，HSD3B2）、 3-羟基 -3-甲基戊二酰辅

酶 A 还原酶（3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
reductase，HMGCR）、白细胞介素-4 （interleukin-4，

IL4）、C-C基序趋化因子配体 2（C-C motif chemokine 
ligand 2， CCL2） 和 I 型胶原 α 链 （collagen，type I，
alpha 1，COL1A1）的mRNA相对表达水平，基因引物

序列见表1。

1.8　统计学方法
应用 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计分析与绘

图，实验结果采用均数±标准误表示，采用独立样本

t检验确定差异显著性，P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　来曲唑和高脂饮食造模后的小鼠体重和肝脏
状况

在造模期间监测小鼠体重和进食量，发现与同样

高脂饮食的安慰剂对照组和造模组初始体重相比，来

曲唑缓释片包埋并高脂饮食 2周起，模型组小鼠的体

重增加更为显著（P<0.001，图 1A），但摄食量没有显

著差异（P>0.05，图 1B）。卵巢石蜡切片的HE染色结

果显示，在对照组中，卵巢组织可见黄体且卵泡形态

正常，表明存在正常排卵现象；而模型组小鼠的卵巢

发育期卵泡明显增多，且缺乏黄体，局部甚至出现了

表 1　引物序列
Table 1　Sequences of primers

引物名称
Primer name

36B4-F
36B4-R
HSD3B2-F
HSD3B2-R
HMGCR-F
HMGCR-R
IL4-F
IL4-R
CCL2-F
CCL2-R
COL1A1-F
COL1A1-R

引物序列
Sequence (5'→3')

AGATTCGGGATATGCTGTTGGC
TCGGGTCCTAGACCAGTGTTC
GGTTTTTGGGGCAGAGGATCA
GGTACTGGGTGTCAAGAATGTCT
CAAACATTGTCACCGCCATC
CCACCCACCGTTCCTATCTC
GGTCTCAACCCCCAGCTAGT
GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT
TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA
GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
GCTCCTCTTAGGGGCCACT
CCACGTCTCACCATTGGGG

注：36B4，核糖体蛋白侧柄亚基 P0，作为内参；HSD3B2，3β-羟
类固醇脱氢酶 2；HMGCR，3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶；
IL4，白细胞介素-4；CCL2，C-C 基序趋化因子配体 2；COL1A1，
I 型胶原 α 链。F，正向；R，反向。
Note： 36B4， ribosomal protein lateral stalk subunit P0； HSD3B2， 
3 beta- and steroid delta-isomerase 2； HMGCR， 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-coenzyme A reductase； IL4， interleukin-4； CCL2， 
C-C motif chemokine ligand 2； COLA1， collagen， type I， alpha 1. 
F， forward； R， reverse.
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注：A，与初始体重相比，小鼠前 4 周每周体重变化率；B，小鼠造模期间每周 24 h 摄食量；C，小鼠卵巢 HE 染色 （×50）；D，小鼠肝脏重量；
E，小鼠肝重比；F，小鼠肝脏 HE 染色 （×400）；G，小鼠肝脏油红 O 染色 （×400）。每组 8 只小鼠；与安慰剂组相比，*P<0.05，***P<0.001，
nsP>0.05。C、F 和 G 图中，上图与下图分别代表两个独立的生物学重复实验。
Note： A， Weekly rate of body weight change of mice during the first 4 weeks compared to their initial body weight； B， Weekly food intake of 
mice in 24 hours during the modeling period； C， Ovary HE staining of mice （×50）； D， Liver weight of mice； E， Liver-to-body weight ratio of 
mice； F， Liver HE staining of mice （×400）； G， Liver Oil Red O staining of mice （×400）. Each group consisted of 8 mice. Compared with 
placebo group， *P<0.05， ***P<0.001， nsP>0.05. In fig. C， F and G， the upper and lower panels show two independent biological replicates.
图 1 来曲唑和高脂饮食造模对小鼠体重、摄食量和肝脏的影响
Figure 1 Effects of letrozole and high-fat diet modeling on body weight， food intake and liver in mice
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出血性囊肿，提示排卵功能障碍（图1C），表明PCOS
模型构建成功。

对两组小鼠的肝脏重量进行比较，结果显示，两

组间肝脏重量没有显著差异（P>0.05，图 1D），但模

型组的肝脏指数即肝重比显著低于对照组（P<0.05，
图 1E）。HE染色结果显示，两组间肝细胞均有损伤，

但肝组织形态没有显著差异，肝细胞脂质沉积程度未

见明显差异（图1F）。油红O染色结果也显示，两组间

肝脏脂质沉积程度相似（图1G）。
2.2　来曲唑和高脂饮食诱导的 PCOS 模型小鼠的
肝脏转录组学分析

每组随机选取 3个肝脏组织样本的转录组测序结

果显示：与安慰剂对照组相比，来曲唑造模组小鼠的

肝脏中共有 336 个差异表达基因 （|log2FC| ≥1 且 P<
0.05），其中119个基因表达水平上调，217个基因表达

水平下调（图2A和B）。

GO功能注释结果显示，上调基因主要富集在胆固

醇合成代谢、甾醇合成代谢，以及继发性酒精代谢等

生物学过程中（调整后P<0.05，图 3A）；下调基因则

主要富集在炎症、细胞趋化过程中（调整后 P<0.05，
图3C）。KEGG通路富集结果显示，差异表达基因主要

富集在类固醇合成、类固醇激素合成、细胞周期，以

及 IL-17与细胞因子等炎症反应相关通路（调整后P<
0.05，图3B和D）。

GSEA富集分析结果显示，与安慰剂对照组相比，

模型组小鼠的肝脏中表达上调基因主要富集在胆汁酸

代谢、胆固醇合成、氧化磷酸化、谷胱甘肽代谢以及

类固醇激素合成和代谢过程（P<0.01，图 4），表达下

调基因主要富集在炎症反应、IL6-JAK-STAT3信号通

路、IFN-γ反应通路等与慢性炎症和免疫相关的通路

（P<0.001，图4）。
2.3　来曲唑和高脂饮食诱导的 PCOS 模型小鼠的
差异基因验证

荧光定量PCR结果显示，模型组小鼠肝脏组织中

HSD3B2和HMGCR基因的mRNA水平明显上调（均P<
0.01，图 5A），IL4、CCL2和 COL1A1基因的mRNA水

平明显下调（均P<0.05，图 5B）。这一结果与转录组

测序结果一致。基于 IL4、CCL2与COL1A1等炎症和纤

维化指标的表达降低，进一步通过组织切片染色验证

肝脏炎症和纤维化程度的改变。肝脏Masson染色和F4/
80 免疫组织化学染色结果显示，与安慰剂对照组相比

较，模型组小鼠的肝脏纤维化和巨噬细胞浸润水平没

有明显变化（图5C和D）。
3　讨论

PCOS影响育龄期女性的生理和心理健康，其发病

机制与代谢和内分泌功能关系密切。肝脏作为人体重

要的代谢器官，参与性激素、营养物质以及药物毒物

的代谢［13］。基于肝脏的病理状态与PCOS之间的关联，

有研究者新近提出了肝脏-卵巢轴的概念；并有相关研

究指出，肝脂肪变性的病理状态与高PCOS发生风险之

间存在显著关联［14］。然而肝脏功能异常在PCOS发病

中的作用机制，目前仍不明确。

已有文献报告，长期连续施用来曲唑抑制芳香化

酶可以诱导小鼠和大鼠出现PCOS表型［11，15］，且模拟

人类高脂饮食也会诱导小鼠出现一定的生殖和代谢异

常［16］。参考既往研究的造模方式［17-18］，本研究通过

手术将 40 d缓释的来曲唑缓释片植入小鼠背部颈后皮

下，并给予高脂饮食处理，模拟人类高脂饮食习惯的

条件，更全面地复制人类 PCOS患者的生殖和代谢表

型，着重研究来曲唑在高脂饮食条件下的作用。实验

结果显示，高脂饮食下，相比安慰剂对照组小鼠，来

曲唑模型组小鼠的体重增加更显著，卵巢PCOS样表型

也显著，表明小鼠PCOS模型诱导成功。

肝脏是机体重要的代谢器官，与PCOS之间存在许

多潜在的关联。本研究分析PCOS小鼠模型肝脏的转录

注：A，来曲唑造模组 vs 安慰剂对照组的差异表达基因数量柱状图；
B，来曲唑造模组 vs 安慰剂对照组的差异表达基因火山图。
Note：A， Bar chart of the number of differentially expressed genes 
between the letrozole model group and the placebo control 
group； B， Volcano plot of differentially expressed genes between 
the letrozole model group and the placebo control group.
图 2 来曲唑和高脂饮食造模后小鼠肝脏组织中差异基因分析
Figure 2 Analysis of differentially expressed genes in liver 
of mice after letrozole and high-fat diet modeling
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组测序结果发现，来曲唑造模组小鼠肝脏表达上调的

差异表达基因主要富集在类固醇合成、类固醇激素合

成、胆固醇合成和代谢通路。PCOS患者常伴有血浆胆

固醇水平异常［19］，而PCOS大鼠模型的卵巢转录组中

也发现了胆固醇、类固醇代谢相关基因表达失调［20］，
这些变化可能影响卵巢性激素的合成。胆固醇代谢异

常在脂肪肝的发生中也起到重要作用［21］。本研究发

现，模型组小鼠肝脏中胆固醇合成限速酶HMGCR的
表达显著上调，这与既往研究结果一致，即HMGCR
上调可促进饮食诱导的肥胖小鼠的脂肪组织炎症、胰

岛素抵抗和肝脏脂肪变性［22］，而这些病理变化在

PCOS的发生发展中又发挥重要作用［23］。同时，本研

究还发现，肝脏参与类固醇激素合成的HSD3B2表达

也显著增强。因此，肝脏可能通过调控胆固醇和类固

注：A，来曲唑造模组上调表达基因的代表性 GO 功能注释；B，来曲唑造模组上调表达基因的代表性 KEGG 富集分析；C，来曲唑造模组下调
表达基因的代表性 GO 功能注释；D，来曲唑造模组下调表达基因的代表性 KEGG 富集分析。
Note： A， Representative GO functional annotations of upregulated differentially expressed genes in the letrozole model group compared to 
the placebo control group； B， Representative KEGG enrichment analysis of upregulated differentially expressed genes in the letrozole 
model group compared to the placebo control group； C， Representative GO functional annotations of downregulated differentially 
expressed genes in the letrozole model group compared to the placebo control group； D， Representative KEGG enrichment analysis of 
downregulated differentially expressed genes in the letrozole model group compared to the placebo control group.
图 3 来曲唑和高脂饮食造模后小鼠差异表达基因的功能注释和富集分析
Figure 3 Functional annotation and enrichment analysis of differentially expressed genes in mice after letrozole and high-

fat diet modeling
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醇代谢，影响脂肪组织功能和糖脂代谢，进而参与

PCOS的发病机制。

此外，对下调差异基因的分析显示，白细胞迁移、

IL-17、IL6-JAK-STAT3等炎症相关的信号通路被显著

富集［24-25］，荧光定量PCR结果也显示来曲唑造模组小

鼠肝脏炎症及纤维化相关基因 IL4、CCL2、COL1A1的

mRNA表达水平下调。这与既往文献中双氢睾酮诱导

的 PCOS大鼠模型中肝脏 IL6表达无显著变化、TNFα
和 IL-1β表达水平升高，以及PCOS患者存在肥胖、脂

肪组织炎症、胰岛炎症和全身慢性炎症的表现存在一

定差异［26-29］。同时，本研究发现，在同样的高脂饮食

喂养条件下，相较于安慰剂对照组，来曲唑造模组的

注：A~B，来曲唑造模组 vs 安慰剂对照组 GSEA 富集分析 （A，高表达基因集；B，低表达基因集）。FDR，假发现率。
Note： A-B， GSEA enrichment analysis of genes in the letrozole model group compared to the placebo control group （A，upregulated gene 
sets； B， downregulated gene sets）. FDR， False discovery rate.
图 4 来曲唑和高脂饮食造模后差异表达基因的 GSEA 富集分析
Figure 4 GSEA enrichment analysis of differentially expressed genes after letrozole and high-fat diet modeling
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小鼠体重增加更为显著，但肝重比却有所下降，且肝

脏中与炎症反应相关的信号通路富集也呈现下调趋势。

这些结果提示，来曲唑可能通过某种机制在一定程度

上影响了肝脏的炎症反应和纤维化水平。然而，肝脏

相关染色结果却未表现出明显的巨噬细胞浸润和纤维

化程度变化，这表明来曲唑的作用程度和具体机制仍

需进一步研究。

需要说明，本研究未设置普通饮食的来曲唑组和

安慰剂组，在一定程度上限制了来曲唑单独作用和高

脂饮食单独作用的肝脏影响评估。未来本研究组将在

机制研究时完善分组，以更全面地揭示来曲唑和高脂

饮食在PCOS发病中的独立和协同作用。另外，本研究

缺少对胰岛素抵抗和血脂相关指标的检测，可能限制

了对PCOS模型代谢状态的全面评估。未来将纳入这些

指标，以更全面地揭示PCOS的代谢异常及其与肝脏功

能的关系。

综上，本研究通过构建来曲唑结合高脂饮食诱导

PCOS小鼠模型，成功模拟了PCOS的生殖系统组织学

表型，并从组织形态学和转录组学水平对模型组和对

照小鼠的肝脏结构和功能进行比较，且分析了肝脏在

小鼠PCOS模型发病过程中的作用机制。本研究结果提

示，肝脏可能是通过胆固醇和类固醇代谢改变参与

PCOS的发生发展，为进一步探索PCOS的发病机制和

治疗策略提供了新思路。

注：A，3β-羟类固醇脱氢酶 2 （HSD3B2） 和 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶 （HMGCR） 基因的相对表达量；B，白细胞介素-4 （IL4）、C-C
基序趋化因子配体 2 （CCL2）、I 型胶原 α 链 （COL1A1） 基因相对表达量；C，肝脏 Masson 染色 （×400）；D，肝脏 F4/80 免疫组织化学染色

（×400）。每组 8 只小鼠；与安慰剂对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。C 和 D 图中，上图与下图分别代表两个独立的生物学重复。
Note： A， Relative expression levels of 3 beta- and steroid delta-isomerase 2 （HSD3B2） and 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 

（HMGCR）； B， Relative expression levels of interleukin-4 （IL4），C-C motif chemokine ligand 2 （CCL2）， and collagen， type I， alpha 1 （COL1A1）； C，
Liver Masson staining （×400）； D， Liver F4/80 immunohistochemistry staining （×400）. Each group consisted of 8 mice. Compared with placebo 
group， *P<0.05，  **P<0.01. In fig. C-D， the upper and lower panels show two independent biological replicates.
图 5 来曲唑和高脂饮食造模后小鼠差异基因的实时定量 PCR 验证
Figure 5 Real-time quantitative PCR verification of differentially expressed genes in mice after letrozole and high-fat diet 

modeling
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异常子宫出血大鼠模型的构建与评价
连 辉1, 姜艳玲1, 刘 佳1, 张玉立2, 谢 伟2, 薛晓鸥2, 李 健1

(1. 北京中医药大学中医学院组织胚胎教研室, 北京 100029;  2. 北京中医药大学东直门医院妇科, 北京 100700)

[ 摘 要] 目的　通 过 模 拟 排 卵 功 能 障 碍 型 异 常 子 宫 出 血 （abnormal uterine bleeding-ovulatory dysfunction ，
AUB-O） 病因，建立异常子宫出血大鼠模型，为异常子宫出血病理机制研究及治疗药物开发提供可靠的模型支持。
方法　将 24 只成年 （10 周龄） 雌性 SD 大鼠适应性饲养后，随机分为正常对照组 （6 只） 和模型组 （18 只）。正常对
照组大鼠在屏障环境中正常饲养；模型组大鼠在屏障环境中经背侧入路行双侧卵巢切除术，休养 1 周后开始造模用
药。模型组造模第 1 ~ 3 天每日每只大鼠背部皮下注射雌二醇 0.5 mg，第 4 ~ 7 天每日皮下注射孕酮 5.0 mg；同时于
第 6 天经背侧相同手术切口向双侧子宫腔各注射 0.5 mL 大豆油，于第 8 天行米非司酮 （10 mg/kg） 灌胃，造模期间
持续观察大鼠所处动情周期的阶段及其变化趋势。造模后 48 h 内观察并记录大鼠子宫出血情况，米非司酮灌胃后
0、12、24、36、48 h 模型组动态收集血清和子宫组织样本，正常对照组在 36 h 同时取材。取材后分别进行 HE 染
色、血清性激素 ELISA 测定、免疫组织化学检测、TUNEL 凋亡染色、蛋白质印迹检测、转录组学测序和生物信息学
分析，对异常子宫出血大鼠模型进行综合评价。结果　异常子宫出血大鼠表现为子宫出血，内膜剥脱损伤、复旧不
全，内膜炎性细胞浸润、凋亡增强，间质、腺体和血管结构破坏。与正常对照组相比，异常子宫出血大鼠的血清卵
泡刺激素、雌二醇和促黄体生成素水平明显升高 （P<0.05）；子宫内膜血管密度明显降低 （P<0.05）；血管内皮生长
因子在子宫内膜剥脱处表达定性观察到明显增强，而在间质血管周围表达显著下降 （P<0.01）；基质金属蛋白酶-9
在内膜损伤部位表达定性观察到明显增强，而在未剥脱间质和腺体处表达显著降低 （P<0.01）；子宫内膜间质细胞
凋亡显著增强 （P<0.01）；成纤维细胞生长因子 2 和内皮素-1 在子宫组织中的表达水平均明显下降 （P<0.05）。比较
异常子宫出血大鼠与正常大鼠子宫组织的转录组测序结果，共筛选到 4 723 个差异表达基因，其中表达上调基因为
2 191 个，表达下调基因为 2 532 个；KEGG 富集分析显示，差异基因显著富集在炎症、免疫凋亡、细胞信号转导、
增殖分化和肌肉收缩等相关通路。结论　采用雌激素、孕激素和米非司酮序贯给药模拟 AUB-O 病因的方法，可成
功建立异常子宫出血大鼠模型。该模型的子宫内膜损伤与炎症和凋亡相关，病理表现受血管收缩和内膜再生能力异
常影响。该大鼠模型具有与临床非结构性病因异常子宫出血相近的病理特征，可以作为研究病理机制和治疗方法的
有效模型。
[ 关 键 词 ] 异常子宫出血； 动物模型； 大鼠； 蜕膜化； 复旧不全
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[ABSTRACT] Objective　 By simulating the etiology of abnormal uterine bleeding-ovulatory dysfunction 
(AUB-O) and establishing a rat model of abnormal uterine bleeding (AUB), this study aims to provide an 
experimental platform for investigating pathological mechanisms and developing therapeutic drugs for 
AUB.  Methods　 After acclimation, 24 adult (10-week-old) female SD rats were randomly divided into a 
normal control group (6 rats) and a model group (18 rats). The normal control group was housed in a barrier 
environment, while the model group underwent bilateral ovariectomy via dorsal approach in the same 
environment and rested for one week before starting to receive modeling drugs. In the model group, from 
Days 1 to 3 of modeling, each rat received a daily subcutaneous injection of 0.5 mg estradiol into the dorsal 
region. From Days 4 to 7, a daily subcutaneous injection of 5.0 mg progesterone was administered. On Day 
6, rats received bilateral injections of 0.5 mL soybean oil per uterine cavity (total 1.0 mL) via the same dorsal 
surgical incision. On Day 8, mifepristone (10 mg/kg) was administered via oral gavage. The estrous cycle 
stage and its dynamic changes were continuously monitored during modeling. Uterine bleeding was 
recorded during the 48-hour observation period post-modeling. Serum and uterine tissue samples were 
collected from the model group at 0, 12, 24, 36, and 48 h after mifepristone administration, while the normal 
control group was sampled at 36 h. The samples were subjected to HE staining, serum sex hormone ELISA, 
immunohistochemistry, TUNEL apoptosis staining, Western blotting, transcriptome sequencing, and 
bioinformatics analysis for comprehensive evaluation of the AUB rat model. Results　 The AUB rats 
exhibited uterine bleeding, endometrial detachment and injury, incomplete uterine restoration, 
inflammatory cell infiltration in the endometrium, enhanced tissue apoptosis, and structural damage of the 
stroma, glands, and vasculature. Compared with the normal control group, the levels of serum follicle-
stimulating hormone (FSH), estradiol, and luteinizing hormone (LH) were significantly increased in the AUB 
rats (P<0.05). The vascular density of the endometrium was significantly reduced (P<0.05). The expression 
of vascular endothelial growth factor (VEGF) was qualitatively observed to be markedly enhanced at the 
site of endometrial detachment but significantly decreased around the stromal blood vessels (P<0.01). 
Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) expression was qualitatively observed to be strongly upregulated at 
the site of endometrial injury but significantly reduced in the non-detached stroma and glands (P<0.01). 
Endometrial stromal cell apoptosis was significantly enhanced (P<0.01). The expression levels of fibroblast 
growth factor 2 (FGF2) and endothelin-1 (ET-1) in uterine tissues were significantly decreased (P<0.05). After 
comparing the transcriptome sequencing results of uterine tissues between AUB and normal rats, a total of 
4 723 differentially expressed genes were identified, including 2 191 up-regulated genes and 2 532 down-
regulated genes. KEGG enrichment analysis revealed that these differentially expressed genes were 
significantly enriched in pathways related to inflammation, immune apoptosis, cell signal transduction, 
proliferation and differentiation, and muscle contraction, among others. Conclusion　 An AUB rat model 
can be successfully established using a sequential administration protocol of estrogen, progesterone, and 
mifepristone to simulate the etiology of AUB-O. In this model, endometrial injury is associated with 
inflammation and apoptosis, with pathological manifestations influenced by abnormal vasoconstriction 
and impaired endometrial regeneration. This rat model closely recapitulates pathological characteristics of 
non-structural AUB observed in clinical practice, making it a validated experimental platform for exploring 
the pathological mechanisms and therapeutic interventions of non-structural AUB.
[Key words]  Abnormal uterine bleeding; Animal models; Rats; Decidualization; Incomplete restoration
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异常子宫出血（abnormal uterine bleeding，AUB）
是指与正常月经的周期频率、规律性、经期长度、经

期出血量中任何 1项不符，源自子宫腔的异常出血，

是妇科临床常见的症状和体征［1］。正常月经是内膜增

殖、蜕膜化、炎症、缺氧、细胞凋亡、止血、血管收

缩以及最后的修复和再生之间的良好平衡，这些过程

中任何一个不平衡都可能导致子宫内膜表型异常，发

生 AUB［2］。 根据国际妇产科联盟 （International 
Federation of Gynecology and Obstetrics， FIGO） 的

PALM-COEIN 病因分类［3］，AUB以非结构性病因为

主［4］。但非结构性病因AUB的病理机制尚未完全阐

明，缺乏合适的动物模型已成为限制非结构性病因

AUB临床前研究的一个主要问题。

目前用于研究非结构性病因AUB的动物模型主要

有以子宫出血特征显著而被使用的大鼠不完全流产子

宫出血模型［5］、属于排卵功能障碍型 AUB （AUB-
ovulatory dysfunction，AUB-O）的单一雌激素诱导AUB
大鼠模型［6］、 属于医源性原因型 AUB （AUB-
iatrogenic causes，AUB-I）的单一孕激素诱导 AUB动
物模型［7］、同属于AUB-I分型的节育器AUB动物模

型［8］、属于子宫内膜疾病型 AUB （AUB-endometrial 
disorders，AUB-E）的恒河猴炎性AUB模型［9］等，但

现有模型存在成因不归属AUB临床病因、子宫无明显

出血、实验动物昂贵等多种问题，造模方案没有得到

广泛认可。现有AUB-O临床前动物模型的诱导模式单

一，不能充分反映临床病理特点，另外也缺少子宫内

膜局部纤溶亢进等病因所致的AUB-E动物模型。因

此，非结构性病因AUB动物模型领域还存在许多空

白，需要继续研发。

本研究根据AUB-O的发病原因，参照雌激素、孕

激素预备-植物油诱导-孕激素撤退的“月经”造模模

式［10］，以 SD大鼠为实验材料，构建具有明显AUB-O
疾病表型且重复性好的AUB大鼠模型，并将该模型应

用于AUB病理机制的研究，以期为非结构性病因AUB
相关研究提供模型数据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物
24只 SPF级 10周龄雌性 SD大鼠，体重为 250～

270 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司

［SCXK（京）2021-0006］提供，质量合格证号为

No.110011231109085634。所有大鼠饲养于北京中医药

大学实验动物中心屏障设施环境［SYXK（京） 2023-

0011］，饲养环境温度为20～25 ℃，相对湿度为（55±
10）%，通风良好，12 h光照/12 h黑暗交替循环，大

鼠可自由获取水和食物，大鼠饲料由实验动物中心购

自斯贝福（北京）生物技术有限公司，所有器材、垫

料和饲料等均在使用前进行灭菌处理。本研究中所有

动物实验方案通过北京中医药大学动物实验伦理委员

会审查批准（BUCM-4-2022040606-2007），严格执行

实验动物使用及照护相关的国家法规及标准。

1. 2　主要试剂与仪器
苯甲酸雌二醇注射液（兽药字163232511）购自上

海全宇生物科技动物药业有限公司；黄体酮（即孕酮）

注射液（兽药字120031439）购自合肥新科信动物药业

有限公司；金龙鱼大豆油（hp724516084440）购自益

海嘉里金龙鱼食品集团股份有限公司；米非司酮

（M7250）、苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染

色试剂盒 （G1120） 和高效 RIPA 组织/细胞裂解液

（R0010）均购自北京索莱宝科技有限公司；低温高速

离心机（Centrifuge 5810R）为德国 Eppendorf AG公司

产品；组织包埋机（HistoCore Arcadia H）、自动切片

机（RM2265）和超分辨显微组织成像系统（APERIO 
VERSA 8）均为德国Leica公司产品；大鼠卵泡刺激素

（follicle-stimulating hormone， FSH） ELISA 试 剂 盒

（KT3441-A）、大鼠雌二醇（estradiol，E2）ELISA试剂

盒 （KT3450-A）、大鼠促黄体生成素 （luteinizing 
hormone，LH） ELISA试剂盒（KT40332-A）和大鼠孕

酮（progesterone，PROG） ELISA试剂盒（KT3426-A）
均购自江苏科特生物科技有限公司；兔抗血小板-内皮

细胞黏附分子 -1 （platelet endothelial cell adhesion 
molecule-1，CD31）多克隆抗体（28083-1-AP）、兔

抗血管内皮生长因子 （vascular endothelial growth 
factor，VEGF）多克隆抗体（YN5444）、兔抗成纤维细

胞生长因子 2 （fibroblast growth factor 2，FGF2）多克

隆抗体 （YT5549） 和兔抗内皮素-1 （endothelin-1，
ET-1）多克隆抗体（YT5147）均购自美国 ImmunoWay
公司；小鼠抗基质金属蛋白酶-9 （matrix metallo-
proteinase-9，MMP-9）单克隆抗体（GB12132）购自

武汉赛维尔生物科技有限公司；通用二步法检测试剂

盒（小鼠/兔增强聚合物法检测系统，PV-9000）购自

北京中杉金桥生物科技有限公司；TUNEL细胞凋亡试

剂盒（显色法，B0068）购自北京兰博利德商贸有限公

司；蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合液（P002）、BCA蛋

白定量试剂盒（WB6501）和蛋白上样缓冲液（还原

性，WB2001）均购自苏州新赛美生物科技有限公司；
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高通量研磨仪（LJ-TISS-24）购自山东蓝景电子科技

有限责任公司；Omni-Easy™一步法PAGE凝胶快速制

备试剂盒（PG212）购自上海雅酶生物医药科技有限

公司；10×SDS-PAGE快速电泳液（B2005）、10×快速

转膜液（B2006）、封闭专用脱脂奶粉（进口分装，

P1622-500） 和 Super ECL Plus 强 效 超 敏 发 光 液

（P1050-500）均购自北京普利莱基因技术有限公司；

化学发光成像仪（ChemiScope 6100）购自上海勤翔科

学仪器有限公司。戊巴比妥钠及手术用耗材均由东直

门医院妇科手术室惠赠。

1. 3　分组和模型建立
将 24只雌性 SD大鼠适应性饲养后随机分为正常

对照组（Control） 6只和模型组（Model） 18只，3只/
笼，依次编号。正常对照组大鼠在屏障环境中正常饲

养，模型组大鼠在屏障环境中经背侧入路行双侧卵巢

切除术。术前禁食不禁水，用 1 %戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉（35 mg/kg）后，消毒，俯卧位固定；术中注

意减小手术切口，以缩短手术时间；术后大鼠侧卧，

保持气道通畅，注意保暖，预防感染。休养 1周后开

始造模用药。第 1、2、3天每日每只大鼠背部皮下注

射雌二醇 0.5 mg，第 4、5、6、7天每日皮下注射孕酮

5.0 mg，即皮下序贯注射雌激素和孕激素以诱导子宫

内膜增生；同时于第 6天经背侧相同切口行二次手

术，向双侧子宫腔各注射 0.5 mL大豆油，以诱导子宫

内膜蜕膜化；然后于第8天灌胃米非司酮（10 mg/kg），
以模拟孕激素撤退。将灌胃米非司酮结束时刻记为孕

激素撤退 0 h，这时向大鼠阴道内置入从医用棉签上

取下的干燥医用脱脂棉球（约 80 mg），深入阴道约

1.5 cm，每 12 h更换棉球并记录收集到的子宫出血情

况（图1）。

1. 4　阴道脱落细胞涂片
随机选取 2笼模型组大鼠和 2笼正常对照组大鼠，

从开始造模用药到孕激素撤退，每日进行阴道脱落细

胞形态学观察。取医用棉签蘸取少量生理盐水，深入

大鼠阴道大约 1 cm，顺时针轻柔转 2圈后取出，在载

玻片上顺时针滚动均匀铺开脱落细胞，用无水乙醇溶

液固定后，浸入亚甲蓝溶液中染色 15 min，去离子水

漂洗2次，在光学显微镜下观察并记录细胞形态。

1. 5　标本采集与处理
模型组大鼠于孕激素撤退 0、12、24、36、48 h，

注：图中曲线为正常人体月经周期中雌激素和孕激素水平的变化。图中流程为制备异常子宫出血大鼠模型的方案。
Note： Curves in the figure represent the changes in estrogen and progesterone levels during the normal human menstrual cycle. The 
process in the figure illustrates the protocol for preparing a rat model of abnormal uterine bleeding.
图 1 月经周期内雌孕激素水平变化示意图和异常子宫出血大鼠模型制备流程图
Figure 1 Schematic diagram of estrogen and progesterone level fluctuations during the menstrual cycle and flowchart of 

the preparation process for a rat model of abnormal uterine bleeding
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动态收集大鼠血清和子宫组织样本（图 1）。用 1 %戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉（40 mg/kg）后，腹主动脉采

血，急性大失血法安乐死大鼠后，在大鼠子宫愈合段

上方剪取双侧子宫，剪去子宫周围组织。记录子宫的

颜色、大小、质地等外观变化，将子宫沿中线剪开分

成两份：一份置于体积分数为4 %的甲醛溶液中固定，

用于组织学检查；另一份于液氮中速冻，-80 ℃冻存。

收集的大鼠动脉血在采血管中颠倒混匀，室温静置，

待血液完全凝固、血清析出后，4 ℃条件下3 000 ×g离
心10 min，注射器抽取血清，用EP管分装后，冻存于

-80 ℃冰箱备用。模型组大鼠孕激素撤退后 36 h时的

子宫出血特征最明显，取材 6只大鼠；其余时刻各取

材 3只大鼠，共收集到 18只模型组大鼠的血清和子宫

组织样本。正常对照组6只大鼠在孕激素撤退36 h时，

按上述步骤收集正常对照组大鼠的血清和子宫组织

样本。

1. 6　HE 染色观察大鼠子宫内膜组织病理学变化
大鼠子宫组织经10 %甲醛溶液固定48 h后，放入

编号包埋筐，用自来水冲洗过夜。将组织依次进行梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，浸蜡，使用组织包埋机制

备组织蜡块。修块后使用自动切片机进行组织切片

（4 μm），切片置于42 ℃水浴中展平，使用多聚赖氨酸

处理过的黏附载玻片捞片后甩去水分，放入烘箱37 ℃
过夜，烘干的切片于 4 ℃保存。将组织切片依次进行

二甲苯脱蜡，梯度乙醇和去离子水复水。复水的组织

切片浸入苏木精染色液进行细胞核着色 10 min，自来

水漂洗；浸入酸性乙醇分化液（1 %）分化，自来水漂

洗；浸入伊红染色液进行细胞质着色 10 min，去离子

水漂洗。用梯度乙醇脱水、二甲苯透明和中性树胶封

固后，于通风橱中阴干。光学显微镜下观察大鼠子宫

病理改变并摄片。

1. 7　ELISA 检 测 大 鼠 血 清 FSH、E2、LH 和 PROG
浓度

参照 ELISA试剂盒说明书操作，简要步骤包括：

配制梯度浓度标准品稀释液，梯度稀释因子为2，在酶

标板上设空白孔、标准孔（设置重复孔）和待测样品

孔；血清样品稀释，稀释因子为5。标准品稀释液和样

品稀释液上样，每孔 50 μL，封板 37 ℃孵育 30 min，
浓缩ELISA洗涤液用去离子水稀释为标准浓度，洗涤

液洗涤酶标板 5次，吸水纸拍干；除空白孔外，其余

各孔加入辣根过氧化物酶标记的抗 FSH、E2、LH和

PROG抗体50 μL，再次封板37 ℃孵育30 min，洗涤液

洗涤5次后拍干；各孔先加入过氧化氢50 μL，再加入

四甲基联苯胺 50 μL，轻轻振荡混匀，避光 37 ℃显色

10 min，加酸性终止液50 μL终止反应；酶标仪调零后

于450 nm波长处测量各孔吸光度（A值），计算标准曲

线。根据稀释因子，求得大鼠血清性激素浓度。

1. 8　 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 子 宫 内 膜 中 CD31、
VEGF 和 MMP-9 表达

将大鼠子宫组织的石蜡切片，脱蜡复水，浸入

柠檬酸钠缓冲液（0.01 mol/L），微波炉加热，温度

计显示缓冲液温度升高到 98 ℃后维持温度，抗原修

复 15 min，室温环境下自然冷却，用 PBS 缓冲液

（0.01 mol/L）漂洗切片 3次，每次 3 min；用免疫组化

笔在切片组织周围画圈，在圈定的组织上加入内源性

过氧化物酶阻断剂，室温孵育 10 min，PBS漂洗 3次；

用含5 %脱脂奶粉的PBS室温封闭抗原1 h，漂洗3次；

分别加入目的蛋白CD31、VEGF、MMP-9的特异性抗

体（体积稀释比例为 1∶1 000），4 ℃孵育过夜，漂洗

3次；加入反应增强液，室温孵育 20 min，漂洗 3次；

加入增强酶标山羊抗兔 IgG聚合物或者抗小鼠酶标二

抗，室温孵育 20 min，漂洗 3次；DAB显色，显色终

止后再用苏木精对比染色细胞核，封固后于光学显微

镜下观察并摄片。应用 Image J图像分析软件对各组图

片进行多视野图像分析。

1. 9　TUNEL 染色检测子宫内膜凋亡情况
将大鼠子宫组织石蜡切片，脱蜡复水后，参照

TUNEL染色试剂盒说明书操作。在圈定的组织上依次

加入以下试剂并避光孵育：蛋白酶K溶液 20 μg/mL，
室温20 min；0.3 % H2O2溶液，室温30 min；TUNEL反
应液 （TdT 酶和 Biotin TUNEL 反应液的体积比

为 1∶49），37 ℃ 2 h；Streptavidin-HRP工作液，37 ℃ 
30 min。每种试剂孵育后用PBS漂洗3次，每次3 min；
DAB显色，显色中止后再用苏木精对比染色细胞核，

封固后于光学显微镜下观察并摄片。应用 Image J图像

分析软件对各组图片进行多视野图像分析。

1.10　免疫印迹法检测子宫组织中 FGF2 和 ET-1 的
表达水平

冻存的大鼠子宫组织样本按照大约 1 g∶10 mL的
质量体积比，加RIPA细胞裂解液、1 %裂解液体积的

蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合液，低温振荡研磨离心提

取子宫总蛋白，再次滴加蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合

液，BCA法测定总蛋白浓度。依据蛋白浓度测定结果

和统一上样蛋白浓度进行蛋白变性，吸取样品蛋白、
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RIPA、上样缓冲液于 EP 管中，100 ℃金属浴加热

10 min，离心聚拢变性蛋白，放入-20 ℃冰箱中快速冷

却并保存。使用凝胶快速制备试剂盒制胶，统一体积

上样，使用快速电泳液恒压200 V电泳30 min，使用快

速转膜液恒流350 mA电转35 min，抗原封闭后分别加

入目的蛋白 FGF2、ET-1的特异性抗体（体积稀释比

例为 1∶1 000） 4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3次，每次

5 min；孵育标记二抗，洗膜后ECL发光液显影，曝光

拍照；膜再生液洗脱，再次封闭后继续按步骤曝光内

参蛋白β-actin。用 Image J图像分析软件测量各条带灰

度值，并进行光密度分析，以目的蛋白与内参蛋白条

带测量分析值的比值表示目的蛋白的相对表达水平。

1. 11　转录组学测序分析
取正常对照组和模型组孕激素撤退 36 h （简称

Model-36 h）大鼠各6只，每只大鼠均取约100 mg的冻

存子宫组织，置于干冰中，运输至上海欧易生物医学

科技有限公司进行转录组学测序。测序数据经过清洗

获得高质量 reads后，比对到参考基因组，计算获得

counts数值，得到样本检测的基因数目。计算基因的

FPKM定量结果，并进行主成分分析。筛选差异表达

基因时，以 q-value＜0.05并且|log2 （fold change） |＞1
作为标准，绘制火山图，以展示单个基因的表达变化

和显著性；绘制差异表达基因分组聚类热图，以展示

基因表达模式的整体视图和样本间的聚类关系；对差

异表达基因进行GO功能分析和KEGG富集分析，并根

据q-value列举出显著上调的前10个基因和显著下调的

前10个基因。

1.12　统计方法
对正常对照组（Control）和模型组孕激素撤退36 h

（Model-36 h）各 6只大鼠的检测数据进行统计，应

用 SPSS 20.0、GraphPad Prism 8软件进行统计分析和

绘图，数据以平均数±标准误（-x ±s-x）表示。每组数

据进行正态性检验，符合正态分布的数据采用 t 检
验，P＜0.05为差异有统计学意义；非正态分布数据

则采用Wilcoxon秩和检验，P＜0.05为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　AUB 模型大鼠的动情周期出现变化
正常对照组大鼠的阴道脱落细胞形态呈周期性

改变，以 4～6 d为一个动情周期（图 2A）：动情前

期时膨大呈椭圆形的有核上皮细胞占绝大多数，偶

见少量白细胞和角化上皮细胞；动情期时绝大多数

细胞为外形不规则的角化上皮细胞，聚集在一起形

成堆状，如落叶状，可见极少量白细胞和有核上皮

细胞；动情后期时不规则角化上皮细胞、有核上皮

细胞和白细胞均可见，且比例相当；动情间期时细

胞总数较为稀少，以白细胞为主，偶见一些有核上

皮细胞。模型组大鼠双侧卵巢切除后，造模用药第 1
天，由于双侧卵巢切除缺乏内源性雌孕激素，用药

前阴道脱落细胞的形态全部静止于动情间期；造模

用药第 2天，随着外源性雌激素的补充，脱落细胞

形态改变呈动情前期；第 3天，持续补充外源性雌

激素，脱落细胞形态再变为动情期；第 4天，序贯

补充外源性孕激素，脱落细胞形态持续处于动情期，

直到孕激素撤退。结果提示，从卵巢切除到孕激素

撤退，模型组大鼠的阴道脱落细胞形态呈非周期性

改变（图 2B）。
2.2　AUB 模型大鼠的子宫组织出现病理学变化

正常对照组大鼠子宫外观呈白色且组织致密，

镜下子宫内膜单层柱状上皮排列紧密，间质和腺体

结构清晰、染色均匀，子宫内膜可见少量红细胞散

在分布于间质中，血管中红细胞个数少（图 3A）。
模型组大鼠子宫外观偏红、肿胀，镜下子宫内膜上

皮细胞和间质细胞（蜕膜细胞）排列松散，间质组

织中出现较多红细胞，血管中红细胞淤滞，可见子

宫出血（图 3B～F）：在孕激素撤退 0 h，子宫内膜血

管中聚集大量红细胞，血管扩张（图 3B）；12 h后可

见内膜明显充血、炎性细胞浸润，功能层局部出现

明显的上皮间质坏死脱落和腺体结构破坏，血管进

一步扩张伴随结构破坏，红细胞逸散到间质中（图

3C）；24 h后间质组织中红细胞数量明显增加，部分

功能层脱落，出现内膜上皮新生，子宫腔内可见脱

落的内膜碎片（图 3D）；36 h后内膜功能层损伤面积

最大，大量内膜组织游离到子宫腔中，子宫出血量

达到最大（图 3E）；48 h后子宫内膜功能层剥脱状态

缓解，遗留有蜕膜组织，内膜脱落部分完成上皮新

生，遗留蜕膜组织仍可见损伤的血管和坏死的间质

细胞（图 3F）。
2.3　AUB 模型大鼠血清性激素、子宫疾病相关蛋
白表达和内膜细胞凋亡均发生变化

检测大鼠血清性激素水平的 ELISA 检测结果显

示，与正常对照组相比，模型组大鼠在孕激素撤退

36 h的血清中FSH、E2和LH水平明显升高（P＜0.05），
PROG无明显差异（P>0.05，图 4A）。免疫组织化学

检测结果显示，与正常对照组相比，模型组大鼠在
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孕激素撤退36 h时CD31标记的子宫内膜血管密度明显

降低（P<0.05）；VEGF在子宫内膜剥脱处表达明显增

强，而在间质血管周围表达水平显著下降（P<0.01）；
MMP-9在子宫内膜损伤部位表达明显增强，而在未剥

脱间质和腺体处表达水平显著降低（P<0.01，图 4B）。
TUNEL染色后观察发现，与正常对照组相比，模型组

大鼠在孕激素撤退 36 h时的子宫内膜间质细胞阳性率

显著增加（P<0.01，图 4B）。蛋白质印迹检测结果显

示，与正常对照组相比，模型组大鼠在孕激素撤退

36 h时的子宫组织中FGF2和ET-1的表达水平均明显

下降（P<0.05，图4C）。
2.4　AUB 模型大鼠子宫组织的基因表达谱出现
变化

转录组学测序结果显示，与正常对照组相比，

模型组大鼠在孕激素撤退 36 h时子宫组织中的基因

表达数量显著降低（P＜0.000 1，图 5A）。主成分分

析结果显示，模型组孕激素撤退 36 h大鼠（M）与

正常对照组大鼠（C）样本的聚类距离较远，二者在

基因表达模式方面存在较大差异（图 5B）。差异表达

基因分析获得的Venn图和火山图显示，模型组孕激素

撤退36 h大鼠与正常对照组大鼠之间共筛选到4 723个
差异表达基因（图5C～D），其中表达上调（Up）基因

为2 191个，表达下调（Down）基因为 2 532个。进一

步的分组聚类热图显示，模型组孕激素撤退 36 h大鼠

子宫组织中表达上调（Up）基因包括RNA调控基因

（如Nck1、Actn4）、分化凋亡（如Btc、Olfm4）、免疫

（如 Tnfaip6、 Ceacam1） 相关的基因，表达下调

（Down）基因包括与炎症过程（如 Il36rn、Pla2g3）、细

胞黏附（如Ctnnd2、Frem3）相关的基因（图5E）。表

1列出了AUB模型大鼠与正常大鼠的差异表达基因中

前10个上调和前10个下调基因的基本信息。

GO功能分析结果显示，表达上调的差异表达基

因与细胞黏附、细胞通信、蛋白质定位、细胞迁移、

细胞外基质相互作用相关；最显著相关的生物学过

程包括细胞黏附、细胞-细胞黏附、对雌二醇的反应

等，还有正向调节细胞迁移、正向调节血管生成等；

最显著相关的细胞组分包括细胞表面和细胞外基质；

最显著的分子功能涉及碳水化合物结合、胶原蛋白

注：A，正常对照组一只代表性大鼠在一个动情周期内阴道脱落细胞的形态变化 （1、2、3、4 d 分别为动情前期、动情期、动情后期和动情间
期，呈周期性改变）；B，模型组一只代表性大鼠从卵巢切除、激素诱导到孕激素撤退的阴道脱落细胞形态变化 （1、2、3、4 d 分别为动情间
期、动情前期、动情期和动情期，呈非周期性改变）。图片中黑色箭头 （➡） 指向有核上皮细胞，星号 （􀆽） 标记为角化上皮细胞，方框 （□）
内为白细胞。图中比例尺为 50 μm。
Note： A， Morphological changes of vaginal exfoliated cells of a representative rat in the normal control group during one estrous cycle 

（Days 1， 2， 3， and 4 correspond to proestrus， estrus， metestrus， and diestrus， respectively， showing cyclical changes）； B， Morphological 
changes of vaginal exfoliated cells of a representative rat in the model group from ovariectomy， hormone induction to progesterone withdrawal 

（Days 1， 2， 3， and 4 correspond to diestrus， proestrus， estrus， and estrus， respectively， showing a non-cyclic pattern）. In figures， black 
arrows （➡） indicate nucleated epithelial cells， asterisks （􀆽） mark keratinized epithelial cells， and boxes （□） denote white blood cells. In 
figures， the scale bar is 50 μm.
图 2 异常子宫出血模型大鼠动情周期改变的阴道脱落细胞涂片检测 （亚甲蓝染色，×200）
Figure 2 Detection of changes in the estrous cycle in abnormal uterine bleeding model rats using vaginal exfoliated cell 

smear （methylene blue staining， ×200）

136



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2025, 45(2)

注：A，正常对照大鼠的子宫外观和子宫内膜组织 HE 染色图片；B～F，异常子宫出血模型大鼠孕激素撤退 0、12、24、36、48 h 的子宫外观
和收集每 12 h 子宫出血的阴道棉球 （右下角）、子宫内膜组织 HE 染色图片。HE 染色的低倍镜图片中两个星号 （􀆽） 分别标记为两个高倍镜观察
处，黑色箭头 （➡） 指向内膜上皮、腺体、坏死的间质、血管和出血等结构和病理现象。HE 染色图中比例尺从左到右分别为 500 μm、50 μm
和 50 μm。
Note： A， Uterine morphology and the HE-stained images of endometrial tissue in normal control rats； B-F， The uterine morphology in AUB 
model rats at 0 h， 12 h， 24 h， 36 h， and 48 h after progesterone withdrawal， along with vaginal cotton balls collected for uterine bleeding 
assessment every 12 hours （lower right corner）， and the HE-stained images of endometrial tissue at the corresponding time points. The two 
asterisks （􀆽） in each low-magnification HE-stained image indicate the two areas observed under high magnification， and the black arrows 

（➡） point to the structures and pathological phenomena such as the endometrial epithelium， glands， necrotic stroma， blood vessels， and 
bleeding. In the HE-stained images， the scale bars from left to right column are 500 μm， 50 μm and 50 μm， respectively.

图 3 异常子宫出血模型大鼠的子宫外观、出血情况和内膜组织病理变化
Figure 3 Uterine morphology ， bleeding patterns ， and histopathological changes of endometrial tissues in abnormal 

uterine bleeding model rats
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注：A，ELISA 检测正常对照大鼠和异常子宫出血模型大鼠孕激素撤退 36 h 血清中性激素包括 FSH、E2、LH 和 PROG 的水平 （n=6）；B，免疫
组织化学染色检测两组大鼠子宫组织中血管内皮表达蛋白即血小板-内皮细胞黏附分子-1 （CD31）、血管生成蛋白即血管内皮生长因子

（VEGF）、间质损伤和修复蛋白即基质金属蛋白酶-9 （MMP-9） 的表达及其结果分析 （n=3，照片图比例尺为 100 μm），以及大鼠子宫内膜
TUNEL 染色结果及其阳性细胞占比统计 ［n=3，低倍镜图片 （比例尺为 100 μm） 中星号 （􀆽） 标记为高倍镜 （比例尺为 25 μm） 观察处］；C，
蛋白质印迹法检测两组大鼠子宫组织中成纤维细胞生长因子 2 （FGF2） 和内皮素-1 （ET-1） 的表达及其相对量分析 （n=3，数据表示为平均值±
标准误；与正常对照组比较，nsP＞0.05，*P<0.05，**P<0.01）。
Note： A， ELISA was used to measure serum levels of sex hormones， including FSH， E2， LH， and PROG， in normal control rats and the AUB 
model rats at 36 h after progesterone withdrawal （n=6）. B， Immunohistochemistry was performed to assess the expression of vascular 
endothelial marker platelet endothelial cell adhesion molecule-1 （CD31）， angiogenesis-related protein vascular endothelial growth factor 

（VEGF）， and stromal injury/repair protein matrix metalloproteinase-9 （MMP-9） in uterine tissues of both groups，along with statistical 
analysis of the results （n=3； scale bars： 100 μm）. Additionally， TUNEL staining of rat endometrium was conducted， and the percentage of 
positive cells was quantified ［n=3； asterisks （􀆽） in low-magnification images （scale bars： 100 μm） indicate regions selected for high-
magnification observation （scale bars： 25 μm）］. C， Western blotting was employed to detect the expression of fibroblast growth factor 2 

（FGF2） and endothelin-1 （ET-1） in uterine tissues of both groups， along with relative quantification （n=3； data presented as mean ± 
standard error （SE）； Compared with normal control group， nsP＞0.05， *P<0.05， **P<0.01）.
图 4 异常子宫出血模型大鼠的血清性激素水平、子宫血管和间质的损伤修复情况和血管收缩功能的变化
Figure 4 Changes in serum sex hormone levels， injury and repair of uterus blood vessels and stroma， and vascular 

contractile function of uterus in abnormal uterine bleeding model rats
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结合、肝素结合等（图 6A）。表达下调的差异表达基

因与细胞分化、突触功能、离子运输、细胞骨架运动

以及细胞外基质的组成和功能相关；最显著相关的生

物学过程包括上皮到间充质转变、参与心内膜垫形成

等细胞分化和组织发育，还有突触组织、兴奋性突触

后电位、突触组装的正向调节等神经系统功能；最显

著相关的细胞组分包括细胞表面和细胞外基质；最显

著的分子功能涉及离子通道和信号转导相关的电压门

控钾通道活性和谷氨酸受体活性等（图6B）。
KEGG富集分析结果显示，表达上调的差异表达

基因富集于肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）
信号通路、核因子 κB （nuclear factor-kappa B，NF-
κB） 信号通路和磷脂酰肌醇 3 激酶 -蛋白激酶 B
（phosphoinositide 3 kinase-protein kinase B，PI3K-Akt）
信号通路等，这些通路共同参与了炎症、免疫凋亡、

细胞信号转导、增殖分化等生物学过程（图 6C）。表

达下调的差异表达基因富集于Wnt信号通路、钙离子

信 号 转 导 通 路 和 环 腺 苷 酸 （cyclic adenosine 
monophosphate，cAMP）信号通路等，这些通路同样参

与炎症、免疫凋亡、细胞信号转导、增殖分化等生物

学过程，其中钙离子信号转导通路和 cAMP信号通路

还参与调控肌肉收缩（图6D）。
3　讨论

AUB病因多样，病理生理学机制复杂，属于妇科

临床常见病和难治病。在选择实验动物时，发生行经

现象的动物可能自发或适合诱导AUB。目前发现的具

有行经现象的动物有猿 （Hominoidea）、世界猴

（Cercopithecoidea）［11］ 、 非 洲 刺 毛 鼠 （Acomys 
cahirinus）［12］、黑獒蝙蝠 （Molossus ater）［13］ 和象鼩

（Elephantulus myurus）［14］等。自发月经的灵长类动物

的子宫是与人类子宫相近，在雌激素和孕激素的作用

下历经周期性变化，然而受限于伦理问题和实验成本，

难以用于实验研究。其他非灵长类动物由于缺少标准

化动物种系、特异性抗体等原因，也不适用于实验。

常用的实验动物如小鼠、大鼠、仓鼠和兔等，它们的

子宫结构和性激素变化与人类存在显著差异，因此在

使用啮齿类动物进行AUB研究时需要诱导其子宫内膜

发生人体子宫内膜分泌期蜕膜样改变。

早在20世纪80年代，Finn等［10］在激素控制下通

过子宫腔注射花生油诱导小鼠子宫内膜蜕膜化的操作

方法，建立了模拟月经小鼠模型。之后月经生理问题

的研究大多采用小鼠作为模型动物，遵循雌激素、孕

激素预备-植物油诱导-孕激素撤退的造模模式，小鼠

有了“月经”后就可以在此基础上开展非结构性病因

AUB的实验探索［15］。国内王晓东等［16］通过对早孕大

鼠进行抗早孕处理，使大鼠蜕膜化的子宫内膜损伤出

血，建立大鼠不完全流产子宫出血模型。该模型的造

模周期较短，子宫出血特征明显，但其抗早孕子宫出

血的病因不属于AUB的临床病因分类，因此将该模型

用于AUB相关研究缺少理论支持。非结构性病因AUB
动物模型各有特点［17］，但目前仍缺少可观察到子宫出

血、符合AUB病因分类且表现出临床AUB-O病理特征

的临床前动物模型。

大鼠在操作难度和样本组织收获量方面比小鼠更

具优势，而且二者的神经内分泌生殖系统相似——动

情周期短、周期黄体寿命短且无功能、缺乏自发的黄

体期［18］。因此，大鼠可能同样适用雌激素、孕激素预

备-植物油诱导-孕激素撤退的造模模式。本研究结合

该造模模式，模拟AUB-O的发病原因，成功建立了

AUB大鼠模型。该模型的雌激素和孕激素预备剂量参

考了单一雌激素诱导AUB大鼠模型的促进子宫内膜异

常增生的雌激素剂量，并模拟月经小鼠模型的孕激素

剂量，大鼠子宫注射植物油的剂量与米非司酮药物撤

退孕激素剂量则经过多次实验摸索而来，结合观察判

断取材时机，使该模型更多地表现出AUB-O的病理

特点。

该方法制备的大鼠模型半数可明显观察到子宫出

血，可以通过子宫出血判断大鼠子宫内膜的损伤程度。

本研究中根据棉球收集到的每 12 h子宫出血量，选择

对模型孕激素撤退 36 h进行重点研究，病理检测结果

也证明此时的子宫内膜损伤面积在各取材时间中最大，

出血更明显，适用于后续实验研究。AUB模型大鼠表

现为子宫内膜功能层剥脱、血管损伤出血、血管收缩

止血和再生能力异常、间质和腺体结构破坏，伴有内

膜炎性细胞浸润、间质细胞大量凋亡，同时也观察到

内膜损伤并不是在子宫内膜功能层同步发生的，子宫

内膜表现出复旧不全的特征。

本研究中大鼠 AUB模型的特征与非结构性病因

AUB-O的临床表现在多个方面趋同。已知下丘脑-垂
体-卵巢（hypothalamic-pituitary-ovarian，HPO）轴功

能调节或靶器官效应异常可以导致AUB-O的发生。在

青春期，HPO轴激素间的反馈调节尚未成熟，大脑中

枢对雌激素的正反馈作用存在缺陷，下丘脑和垂体与

卵巢间尚未建立稳定的周期性调节，FSH相对峰值呈

持续低水平，无促排卵性LH峰形成，卵巢虽有卵泡生
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长，但卵泡发育到一定程度即发生退行性变，形成

闭锁卵泡，无排卵发生，孕激素相对缺乏［19］。在绝

经过渡期，卵巢功能不断衰退，卵泡近于耗尽，剩

余卵泡往往对垂体促性腺激素的反应性低下，雌激

注：A，转录组学测序正常对照大鼠和异常子宫出血模型大鼠孕激素撤退 36 h （Model-36 h） 样本的基因数目 （与正常对照组比较，****P<
0.000 1）；B，主成分分析结果；C，两组间表达基因差异的 Venn 图 ［图中蓝色区域表示 Model-36 h 相比正常对照组表达显著降低 （Down）
的基因集合，红色区域表示 Model-36 h 相比正常对照组表达显著升高 （Up） 的基因集合］；D，差异表达基因分布火山图 （下调差异表达基因
中符合差异倍数筛选条件的用蓝色表示，不符合差异倍数筛选条件的用浅蓝色表示；上调差异表达基因中符合差异倍数筛选条件的用红色表
示，不符合差异倍数筛选条件的用浅红色表示；差异不显著的表达基因用灰色表示。图中标注了部分差异倍数较高的下调和上调差异表达基
因）；E，差异表达基因分组聚类热图，图中颜色深浅代表数据点的数值高低 （根据相似性进行分组聚类，图中标注了差异倍数较高的上调和
下调基因）。
Note： A， The number of genes in rat samples from the normal control rats and the AUB model rats at 36 h after progesterone withdrawal 

（Model-36 h）（compared with normal control group， ****P<0.000 1）； B， Results of principal component analysis； C， Venn diagram showing 
the differences in expressed genes between the two groups ［The blue area represents the gene set with significantly decreased expression 

（Down） in the Model-36 h compared to normal control group ， while the red area represents the gene set with significantly increased 
expression （Up） in the Model-36 h compared to normal control group］； D， Volcano plot of differentially expressed genes （down-regulated 
differentially expressed genes meeting fold change criteria in blue， non-meeting fold change criteria in light blue； up-regulated differentially 
expressed genes meeting criteria in red， non-meeting criteria in light red； non-significantly expressed genes in gray. The plot labels some of the 
differentially expressed genes with higher fold changes， including both down-regulated and up-regulated ones）； E， Differentially expressed 
gene clustering heatmap by group ， where the intensity of color represents the value of data points （grouping and clustering are based 
on similarity， and genes with higher fold changes in up-regulation and down-regulation are labeled in the heatmap）.
图 5 异常子宫出血模型大鼠子宫组织中差异表达基因的转录组学分析
Figure 5 Transcriptomic analysis of differentially expressed genes in uterine tissue of abnormal uterine bleedingmodel rats
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素和孕激素分泌量锐减，特别是孕激素水平先于雌激

素下降，促性腺激素水平升高，但不形成排卵期前LH
高峰，无排卵发生［20］。本研究中，模型大鼠E2水平受

到前期外源性激素控制，后期经过较长时间的生理性

回落，在子宫内膜剥脱时E2水平对于诱导增生的内膜

相对不足，同时孕激素拮抗剂的使用使孕激素效应相

对不足，这与青春期和绝经过渡期的激素缺乏特征一

致。此外，临床上AUB患者由于黄体萎缩不全，子宫

内膜持续受孕激素刺激，无法按时脱落，导致经血淋

漓不尽或大量出血。本研究中模型大鼠的血清孕激素

水平与正常大鼠相当，对于需要去除蜕膜组织的大鼠，

正常的血清孕激素水平相对“较高”，不利于内膜剥

脱，旧的病理性内膜阻碍了新的生理性内膜的再生，

结果促进了异常子宫出血的发生；病理染色可见孕激

素撤退 48 h后模型大鼠子宫内还存在较多量的内膜组

织，模型大鼠子宫内膜复旧不全的特点也与AUB-O子
宫内膜脱落困难的临床表现［21］一致。而在模拟月经

小鼠模型中，蜕膜组织在孕激素撤退 48 h内同步崩解

表 1　异常子宫出血模型大鼠与正常对照大鼠子宫组织的差异表达基因中前 10 个上调和前 10 个下调基因的基本信息
Table 1　Basic information of the top 10 up-regulated and the top 10 down-regulated differentially expressed 

genes in uterine tissues between abnormal uterine bleeding model rats and normal control rats

编号
No.

Up-regulated genes
1

2

3
4
5
6

7

8

9
10

Down-regulated genes
1

2
3
4
5

6
7
8

9

10

基因符号
Gene symbol

Scin

Btc

Serpinb11
Slc16a12

Tprg1
Olfm4

Tnfaip6

Nck1

Actn4
Tmbim1

Gstm5

Armh4
LOC102548820

Arg2
Frem2

Mppe1
Lef1

Smad9

Miga1

Bmpr1b

log2差异倍数
log2(fold change)

4.173

5.961

9.021
6.266
8.356
8.147

6.344

2.451

1.188
3.027

-4.393

-5.671
-7.032
-4.338
-6.413

-1.346
-3.875
-4.048

-1.944

-2.515

q 值
q-value

4.546×10-191

7.347×10-158

1.630×10-142

9.424×10-126

2.229×10-118

2.346×10-108

3.099×10-93

1.127×10-84

1.391×10-83

1.062×10-82

3.077×10-61

4.422×10-54

2.774×10-52

1.561×10-50

6.963×10-47

1.575×10-44

3.022×10-43

8.538×10-42

4.052×10-41

1.387×10-38

功能概述
Summary

Predicted to enable actin filament binding activity and phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate binding activity. etc.

Enables epidermal growth factor receptor binding activity and growth 
factor activity. etc.

Predicted to enable serine-type endopeptidase inhibitor activity. etc.
Enables creatine transmembrane transporter activity. etc.
Predicted to be active in cytoplasm. etc.
Predicted to enable cadherin binding activity and structural molecule 

activity. etc.
Predicted to enable several functions, including carboxylesterase activity. 

etc.
Predicted to enable several functions, including eukaryotic initiation factor 

eIF2 binding activity. etc.
Enables ubiquitin protein ligase binding activity. etc.
Predicted to enable calcium channel activity and death receptor binding 

activity. etc.

Enables glutathione transferase activity and identical protein binding 
activity. etc.

Predicted to enable TORC2 complex binding activity. etc.
-
Enables arginase activity and nitric-oxide synthase binding activity. etc.
Predicted to be involved in anatomical structure morphogenesis and cell 

adhesion. etc.
Predicted to enable GPI anchor binding activity. etc.
Predicted to enable several functions, including DNA binding activity. etc.
Predicted to enable DNA-binding transcription factor activity, RNA 

polymerase Ⅱ-specific. etc.
Predicted to enable protein heterodimerization activity and protein 

homodimerization activity. etc.
Predicted to enable several functions, including ATP binding activity. etc.

注：表中大鼠基因功能注释来自美国国家生物技术信息中心数据库。
Note： The rat gene function annotations listed in the table are sourced from the National Center for Biotechnology Information Database in 
the United States.
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脱落，到 48 h蜕膜组织碎片完全清除，子宫内膜恢复

到蜕膜前的状态［22］。复旧不全是本研究中大鼠模型区

别于模拟月经小鼠模型最独特的部分，模型大鼠具有

更长的病程，有利于实验研究。另外，模型大鼠残存

注：A，上调差异表达基因的 GO 功能分析；B，下调差异表达基因的 GO 功能分析；C，上调差异表达基因的 KEGG 富集分析；D，下调差异
表达基因的 KEGG 富集分析。
Note： A， GO functional analysis of up-regulated differentially expressed genes； B， GO functional analysis of down-regulated differentially 
expressed genes； C， KEGG enrichment analysis of up-regulated differentially expressed genes； D， KEGG enrichment analysis of down-
regulated differentially expressed genes.
图 6 异常子宫出血模型大鼠子宫组织中差异表达基因的转录组学分析
Figure 6 Transcriptomic analysis of differentially expressed genes in uterine tissue of model rats with abnormal uterine 

bleeding
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的内膜组织可能导致大鼠表现出较长时间的疼痛症状，

甚至降低大鼠受孕概率，在这些方面与AUB临床病理

特征的相似性也需要后续研究的进一步检验。

月经失血过多是子宫内膜疾病型AUB （abnormal 
uterine bleeding-endometrial disorders，AUB-E）的主要

临床症状，内膜修复延迟会导致月经出血时间延

长［23］。已有研究表明，VEGF可扩张血管，增加血管

通透性，诱导新生血管形成，促进子宫内膜周期性血

管修复，其表达降低不利于内膜新血管的生成［24］。
FGF2能够促进创伤愈合与组织修复，加速伤口愈合过

程，其表达水平降低表明组织损伤后修复能力不

足［25］。月经失血过多还与血管活性因子表达失调有

关，在月经过多的患者子宫内膜中ET降低，负责其失

活的中性内肽酶增加［26］。血管收缩能力直接决定了月

经的失血量［27］，ET-1通过收缩子宫内膜小动脉来减

少月经失血［28］。本研究中AUB大鼠模型的子宫组织

中VEGF、FGF2和ET-1表达水平均明显下降，提示模

型大鼠的子宫内膜损伤修复能力减弱，血管收缩止血

能力受限，这是该模型关键的病理机制之一。这些实

验结果与AUB-E的临床表现有许多相同之处，提示该

模型可能也适用于AUB-E相关的实验研究。

AUB的发生与炎症失调相关［29-30］。中性粒细胞流

的产生及其分泌的MMP等炎性因子能促进细胞外基质

的正常降解［31］。本研究中，AUB大鼠模型的MMP-9
仅在内膜损伤部位表达增强，而在未剥脱间质和腺体

处表达明显降低。该模型大鼠表现的病理现象可能与

其炎症反应能力不足有关，导致宫腔组织脱失不足，

从而引发子宫内膜的再生和修复困难，最终发展为子

宫复旧不全。

AUB的发生也与凋亡过程异常有关。细胞凋亡可

能是人类月经子宫内膜中最早的组织学变化之一，细

胞凋亡先于月经炎症和明显脱落，并持续到月经后的

子宫内膜修复［32］。凋亡影响着月经的进程［33］，凋亡

现象可以及时持续地反映子宫内膜破坏和修复的进程

及病理状态，一定程度上预测内膜的转归。本研究建

立的AUB大鼠模型中，子宫内膜脱落周围的间质细胞

凋亡显著增强，说明凋亡参与模型的病理过程，特别

是子宫内膜的损伤过程。

为了深入探明雌激素、孕激素和米非司酮序贯使

用导致大鼠AUB的病理机制，本研究应用转录组学测

序的方法，检测分析了模型组和正常对照组大鼠子宫

组织中差异表达基因及对应的生物学过程。结果表明，

大鼠AUB可能与炎性反应、免疫反应、凋亡过程、细

胞增殖分化和肌肉收缩失衡密切相关，这与本研究中

的其他实验结果可以相互验证。与表达上调基因显著

相关的生物学过程提示，在AUB模型大鼠子宫组织

中，与细胞间相互作用和激素信号转导相关的基因表

达水平上升，细胞运动和组织重塑增强；显著相关的

细胞组分提示，AUB模型大鼠子宫组织中有与细胞外

环境相互作用的基因表达增强；显著相关的分子功能

提示，模型大鼠子宫组织中与分子识别和细胞黏附相

关的蛋白质功能被显著激活。与表达下调基因显著相

关的生物学过程提示，模型大鼠子宫组织中细胞分化

和组织构建能力下降，神经突触的发育和功能受到了

抑制；显著相关的细胞组分提示，模型大鼠子宫组织

中有与细胞结构和细胞外环境相关的基因表达水平降

低，这可能影响子宫中细胞功能和细胞间通信功能，

进而影响组织和器官的整体功能；显著相关的分子功

能提示，模型大鼠子宫组织中离子运输和神经信号传

递减少。KEGG富集分析结果提示，模型大鼠子宫组

织可能具有更强的炎症反应，免疫反应和凋亡受到影

响，在细胞信号转导和细胞命运的决定方面也可能发

生了改变，细胞增殖和分化活性可能显著降低，钙离

子信号转导的肌肉收缩、神经传导、细胞分裂分化活

性减弱，由 cAMP介导的细胞增殖分化与肌肉收缩功

能减弱。Li等［34］的研究也发现，用于治疗AUB的生

化汤可以调节包括子宫肌层收缩、子宫内膜重建、免

疫系统、血管生成和凝血系统、性激素信号转导以及

抗菌活性等多方面有关子宫功能的基因表达，这表明

子宫收缩、内膜重建、免疫反应等机制在AUB的发生

和治疗中都起到重要作用。诚然，本研究尚缺少对转

录组学测序结果的直接实验验证，尚待后续完善。

综上所述，AUB大鼠模型是大鼠子宫在经历雌激

素和孕激素促进内膜增生、一定孕激素水平下经植物

油诱导内膜蜕膜化［35］、米非司酮给药模拟孕激素撤退

后出现的子宫内膜损伤脱落和复旧不全的病理模型，

伴有子宫出血现象。相较现有的非结构性AUB模型，

本研究中AUB大鼠模型的优势是病理特征明显、造模

成本低、条件可控。但需要说明，该模型尚存在一些

不足。已知模型动物的子宫内膜病理变化受激素水平

影响，孕激素效应的控制是模型制备成功与否的关键。

本研究的模型制备采用每日注射的方式调整激素水平，

每日注射激素后大鼠体内激素水平快速升高，之后缓

慢下降。从整体实验过程来看，人为使模型激素水平

上下波动，干扰了模型孕激素效应的控制，因此该模

型可以向着优化激素给药模式的方向改进，如将每日
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激素给药量分多次注射，或者在大鼠体内植入硅橡胶

管来缓释激素［36］，抑或使用带微调控功能的给药泵控

释激素，从而提高模型制备的同质性。再者，给大鼠

子宫腔注射植物油诱导蜕膜化的方式需要二次开刀手

术，对实验动物的伤害较大，模型动物用于药理学实

验会继续增加给药等实验步骤，造模损伤较大可能导

致后续实验数据获取量不能达到预期，甚至导致实验

失败。因此，可以优化诱导蜕膜化的操作方法，如在

大鼠卵巢切除术时尽量减小手术切口，并将切除卵巢

后的子宫残端在切口缝合时固定于皮下，二次手术依

据切除术入路原位进入，方便尽快找到子宫，同时减

少二次手术损伤，或采用腹腔镜注射等方法代替损伤

更大的开刀手术［37］。AUB大鼠模型制备过程中，雌激

素、孕激素与米非司酮相对剂量可能决定了内膜复旧

不全的发生［38-39］。本研究中孕激素用量不足以支持增

生子宫内膜充分蜕膜化，米非司酮的实验用量也不足

以完全封闭孕激素效应，而临床导致AUB发生的激素

紊乱模式并不单一，具体患者的激素水平和变化趋势

也不尽相同，本研究中使用的激素用量关系只是其中

一种。因此，调整雌激素、孕激素与米非司酮的相对

剂量，改变大鼠的激素模式可能会使该模型表现出更

多的其他的病理特点。

另外，AUB的临床前模型动物选择也值得进一步

深入探讨。相比啮齿类动物，兔作为AUB模型动物可

能更有优势。仅从体内诱导蜕膜化一环来看，兔在蜕

膜化发生机制上比小鼠和大鼠更接近人类，只给予雌

激素和孕激素就可以成功诱导兔子宫发生蜕膜化［40］，
但本研究未在此方向深入。此外，目前唯一发现具有

月经现象的啮齿动物——非洲刺毛鼠，在经过标准化

种系培育后用于AUB研究领域也值得期待。
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华东地区第十七届实验动物科学学术交流会在沪成功举办

2025 年 4 月 16—19 日，由上海市实验动物学会主办、华东地区兄弟学会/协会协办的第十七届实验动物科学学术交流会在上
海召开。大会以“共创实验动物新篇章，赋能生物医药大发展”为主题，吸引了全国 800 余名专家学者、企业代表及行业管理者参
会。

中国实验动物学会常务副理事长秦川教授、上海市科协学会学术部（科技创新服务部）潘祺部长、上海市科委生物技术和医药
处陈敦副处长、长三角实验动物创新联盟范春理事长出席会议并致辞。会议特邀中国科学院院士徐国良教授、美国 The Jackson 
Lab 专家 John Sundberg 及国家遗传工程小鼠资源库主任高翔教授作主旨报告，邀请日本 Naomi Nakagata 教授等 7 位国内外专
家作大会报告。专家们分享了哺乳动物表观遗传、皮肤病理学、实验动物前沿技术和疾病模型研发的最新成果。

交流会共收到来自全国各地的投稿论文 272 篇，评选出参与专题交流的优秀论文 35 篇，内容涵盖比较医学研究、实验动物新
技术、中医药药理药效、实验动物管理与教学、动物模型与资源等多个专题。此外，会议还设立 AI 制药及实验动物替代、无脊椎动
物模型等特邀报告专题，举办实验动物病理专题学习班及“泓腾杯”乒乓球团体赛，并组织实验动物设施参观考察活动。

闭幕式上，大会表彰了优秀论文作者及乒乓球赛获奖团队，并完成与下一届主办方山东省实验动物学会的会旗交接。
上海市实验动物学会秘书处供稿
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基于16S rRNA测序的2型糖尿病db/db小鼠模
型口腔菌群差异分析
潘钱家1, 葛峻沂1, 胡 楠2, 华 飞3, 顾 敏1

(1. 苏州大学附属第三医院, 常州市第一人民医院口腔科, 常州 213003;  2. 苏州大学附属第三医院, 常州市第一人民医

院药学部, 常州213003;  3. 苏州大学附属第三医院, 常州市第一人民医院内分泌科, 常州213003)

[摘要] 目的　研究 db/db 小鼠口腔菌群的改变，为探寻 2 型糖尿病与口腔微生态的联系提供实验基础。方法　选
取 8 只 10 周龄雄性 db/db 小鼠为糖尿病实验组，8 只 10 周龄雄性 db/m 小鼠为正常对照组。适应性喂养 5 d 后，在相
同饲料饲养的第 6 天和第 37 天行尾静脉采血，测定两组小鼠的空腹血糖 （fasting blood glucose，FBG） 水平和口
服葡萄糖耐量 （oral glucose tolerance test，OGTT），以验证糖尿病模型的可靠性。在相同饲料饲养的第 15 天采集
两组小鼠两侧颊黏膜、舌背与舌腹、口底黏膜、上腭硬区黏膜、上下颌牙龈的龈上区域的口腔菌群样本，提取口腔
微生物的基因组 DNA 后，使用 GeneAmp 9700 热循环仪对其中 16S 核糖体 RNA （16S ribosomal RNA，16S rRNA）
基因的 V3～V4 区进行扩增，然后在 Illumina MiSeq 平台上通过双标引扩增和测序对口腔菌群结构进行评估，然后
应用 QIIME （version 1.6.0） 软件进行生物信息学分析。结果　实验开始后第 6 天和第 37 天的 FBG 水平和 OGTT 检
测结果均显示 db/db 小鼠比 db/m 小鼠表现出明显的 2 型糖尿病症状。α 多样性分析显示两组小鼠的口腔菌群在多样
性上无显著差异 （P＞0.05），而在丰富度上差异显著 （P＜0.05）。主坐标分析显示 db/db 小鼠的口腔菌群结构与
db/m 小鼠存在显著差异 （P＜0.05），物种组成分析以及 LEfSe 分析显示 db/db 小鼠口腔菌群在门水平以变形菌门

（p_Proteobacteria） 为主的相对丰度显著上升 （P＜0.05），而在属水平上变形杆菌属 （g_Proteus） 和肠球菌属
（g_Enterococcus） 的相对丰度极显著上升 （P＜0.001）。结论　2 型糖尿病 db/db 小鼠的口腔菌群结构和丰富度均
较血糖正常的对照小鼠出现了显著变化。
[ 关 键 词 ] 2 型糖尿病； db/db 小鼠； 口腔菌群； 16S  rRNA 测序
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[ABSTRACT] Objective　 To investigate the changes in oral microbiota of db/db mice and provide an 
experimental basis for exploring the relationship between type 2 diabetes mellitus and oral microecology. 
Methods　Eight 10-week-old male db/db mice were designated as the diabetes experimental group (db/db 
group), while eight 10-week-old male db/m mice were assigned as the normal control group (db/m group). 
After a 5-day adaptive feeding period,  tail venous blood samples were collected on the 6th and 37th days, 
and fasting blood glucose (FBG) levels and oral glucose tolerance test (OGTT) were performed for both 
groups to verify the reliability of the diabetes model. On the 15th day of feeding with the same diet, oral 
microbiota samples were collected from the buccal mucosa, dorsal and ventral tongue surfaces, oral floor 
mucosa, hard palate mucosa, and the gingival areas of both the upper and lower jaws of the two groups. 
Genomic DNA from the oral microbiota was extracted, and the V3-V4 regions of the 16S ribosomal RNA 
(16S rRNA) gene were amplified using a GeneAmp 9700 thermocycler. The composition of the oral 
microbiota was evaluated through double-labelled amplification and sequencing on the Illumina MiSeq 
platform, followed by bioinformatics analysis using QIIME software(version 1.6.0). Results　The FBG levels 
and OGTT results on the 6th and 37th days after the start of the experiment indicated that db/db mice 
exhibited more pronounced symptoms of type 2 diabetes compared to db/m mice. Alpha diversity (α 
diversity) analysis showed no significant difference in the diversity of oral microbiota between the two 
groups (P>0.05); however, there was a significant difference in richness (P<0.05). Principal coordinate 
analysis(PCoA) revealed differences in the oral microbiota composition between the db/db group and db/m 
group (P<0.05). Species composition analysis and LEfSe analysis demonstrated that the relative abundance 
of oral microbiota in db/db group mice, predominantly composed of p_Proteobacteria, increased 
significantly at the phylum level (P<0.05). At the genus level, the relative abundances of g_Proteus and 
g_Enterococcus showed a significant increase (P<0.001). Conclusion　 The composition and diversity of 
oral microbiota in db/db mice with type 2 diabetes mellitus significantly differed from those without the 
disease.
[Key words]  Type 2 diabetes; db/db mouse; Oral microbiota; 16S rRNA sequencing analysis

2型糖尿病是因胰岛β细胞功能障碍及靶器官胰岛

素抵抗导致的以持续性高血糖及长期代谢紊乱为主要

病变特征的代谢综合征［1-2］，其病因复杂，包括遗传

因素、肥胖和不良生活方式［3］。2型糖尿病有许多危

害，不仅会导致肥胖、动脉粥样硬化性心血管疾病、

肌肉减少症，甚至会导致患肥胖相关癌症的风险

增加［4-6］。
构建动物模型可以较好地模拟糖尿病的发生发展

过程，是研究糖尿病病理改变、发病机制以及潜在炎

症机制的一种重要方式［7-8］。目前已有多种不同类型

的 2型糖尿病啮齿类动物模型，根据模型构建的原理

不同，大致可分为诱导型、自发突变型和基因工程型

这 3种类型［9］。其中，诱导型动物模型以高脂饲料喂

养的膳食诱导型与注射链脲佐菌素（streptozotocin，

STZ）的化学药物诱导型为主。高脂饲料喂养诱导法通

过饮食引发动物体内糖脂代谢紊乱，降低胰岛素敏感

性，从而出现胰岛素抵抗。不同品种品系的小鼠对高

脂饮食喂养的反应存在差异，同品种品系的小鼠对高

脂饮食喂养的反应也存在一定程度的不同。而且 STZ
诱导法由于血糖迅速升高，容易导致动物酮症酸中毒

而死亡［10］。此外，通过基因工程制造2型糖尿病动物

模型也有耗时较长、对技术设备和饲养环境要求较高

等缺点。相比而言，db/db小鼠是由于瘦素受体基因自

发性突变而形成的自发性 2型糖尿病模型，不需要额

外的诱导条件，且表型稳定，能够在不同的实验环境

中重复出现。db/db小鼠早期表现为脂质代谢紊乱，血

糖、血脂水平显著升高，糖耐量及胰岛素耐量异常，

其高血糖水平能够稳定维持，能较好地模拟人类 2型
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糖尿病胰岛素抵抗的病理进程，是研究 2型糖尿病较

为理想的模型［11］。已有研究表明，db/m小鼠与 db/db
小鼠的背景品系相同，且db/m小鼠的体重和血糖一直

处于相对正常的水平［12］。故本研究选取 db/m小鼠作

为对照，可以更好地观察 db/db小鼠和 db/m小鼠在血

糖方面的差异。

口腔菌群是机体微生物群的重要组成部分，通过

多种机制影响着宿主口腔和全身各系统的健康［13］。研

究表明，口腔菌群与牙周炎、龋病、糖尿病、心血管

疾病以及系统性疾病之间均存在一定的关系［14-16］。也

有研究证实，菌群失调相关的牙周炎与糖尿病之间存

在一定的双向关系［17-18］。据文献报告，糖尿病患者中

牙周病的患病风险提高了3～4倍，其中血糖未控制的

糖尿病患者的牙周病程度更重［19-20］。因此，深入了解

糖尿病与非糖尿病动物之间口腔菌群的差异，对于阐

明其双向机制、维护口腔与全身健康具有重要的意义。

本研究以 db/db小鼠为糖尿病研究对象，以 db/m
小鼠为正常对照，通过16S核糖体RNA（16S ribosomal 
RNA，16S rRNA）测序技术分析db/db小鼠与正常小鼠

口腔菌群的组成与差异，旨在为研究糖尿病与口腔菌

群之间的关系提供实验数据。

1　材料与方法

1.1　实验动物
选取 8只品系为BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/m，背景为

C57BLKS/J的SPF级10周龄雄性db/db小鼠（作为自发

性 2型糖尿病模型），以及 8只 10周龄雄性 db/m小鼠

（作为正常对照），均购自常州卡文斯实验动物有限公

司 ［SCXK （苏） 2021-0013］，质量合格证编号为

320730240100044946。小鼠由常州市第一人民医院

［SYXK（苏） 2023-0038］购买，饲养于江苏科标医学

技术集团有限公司［SYXK（苏） 2021-0013］提供的

屏障设施。设施环境由中央空调系统自动控制，温度

20～25 ℃，相对湿度 40%～70%，换气次数为 15～20 
次/h全新风，有12 h/12 h的光/暗循环。每日为动物提

供足够的颗粒料和新鲜的饮用水，其中饲料为常规实

验室 SPF级鼠粮（主要成分为 10%水、18%粗蛋白、

4%粗脂肪、5%粗纤维、8%粗灰分及各类氨基酸、维

生素与矿物质），由江苏科标医学技术集团有限公司提

供；饲料及饮水均经过灭菌处理，饮水瓶每周通过高

温高压灭菌一次。动物实验经江苏科标医学技术集团

有限公司伦理委员会批准后开展，伦理批件号为

IACUC23-0126。
1.2　主要试剂及仪器

一次性无菌鼻咽用尼龙植绒拭子购自广州达佳生

物科技有限公司；无菌DNA保存液购自广州市齐云生

物技术有限公司（LOT：JR23753A）；葡萄糖购自广州

泽塔生物科技有限公司；电子分析天平（型号BT25S）
为德国 Sartorius 公司产品；血糖仪及配套血糖试纸

（型号 ACCU-CHEK Active）为瑞士 Roche Diagnostics 
GmbH公司产品；唾液DNA提取试剂盒购自上海美吉

生物医药科技有限公司；JY600C电泳仪购自北京君意

东方电泳设备有限公司；GeneAmp 9700热循环仪购自

美国Applied Biosystems公司；AxyPrepDNA凝胶回收试

剂盒（AP-MN-P-500）购自美国Axygen公司；Miseq
基因测序分析仪为美国 Illumina 公司产品。

1.3　实验分组
参照文献［21］的方法，本实验共纳入 16只小鼠，

正常对照组为8只db/m小鼠，糖尿病实验组为8只db/
db小鼠。两组小鼠不予其他干预，用相同的鼠笼适应

性饲养后，定期给予相同的饮水与饲料，直至实验

结束。

1.4　小鼠血糖检测
在获取 db/db小鼠与 db/m小鼠后，对小鼠进行检

疫，并进行适应性喂养。小鼠经过 5 d的适应性喂养

后，在实验正式开始时（实验第 1天）首先对每一只

小鼠采用耳标方式进行标记。在实验第 6天与第 37天
对两组小鼠行尾静脉取血（采血前禁食 12 h，不禁

水），用酒精棉球对鼠尾进行消毒并自然风干，用采血

针采集尾尖血液，用血糖仪测量空腹血糖（fasting 
blood glucose，FBG）浓度。FBG测量全部结束后，用

50%葡萄糖水溶液（将无水葡萄糖固体按2 g/kg的剂量

与生理盐水混合配制而成）对 2组小鼠进行灌胃，每

只间隔 1 min，并在灌胃后的 0.5 h、1 h、1.5 h、2 h检
测血糖浓度，进行口服葡萄糖耐量 （oral glucose 
tolerance test，OGTT）分析［22］。通过观察血糖浓度的

变化来评估小鼠的糖代谢能力，OGTT分析2 h后血糖<
7.8 mmol/L说明小鼠对葡萄糖的调节能力正常，而≥
11.1 mmol/L说明小鼠可能患有糖尿病。

1.5　口腔菌群收集
在实验开始后的第 15天［23］，分别对两组小鼠进

行口腔菌群的采集。抓取并固定小鼠，用长10 cm的无

菌小镊子撑开小鼠口腔，随后用直径2 mm的一次性无

菌鼻咽用尼龙植绒拭子分别收集 db/m小鼠和 db/db小
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鼠的口腔唾液样本，采样部位包括两侧颊黏膜、舌背

与舌腹、口底黏膜、上腭硬区黏膜、上下颌牙龈的龈

上区域，每个部位用同一个拭子刮取 3次，拭子绒毛

浸湿样即为采样合格。然后迅速将拭子放置在装有

1 mL无菌DNA保存液的1.5 mL离心管内，用无菌剪刀

剪掉棉签柄，残留长度不低于离心管长度的1/2，之后

保存于-80 ℃冰箱，并在干冰保存条件下送检。

1.6　细菌基因组 DNA 提取和 16S rRNA illumina
测序

根据试剂盒说明书，使用DNA试剂盒提取口腔微

生物总 DNA。使用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测基因组

DNA完整性。使用GeneAmp 9700热循环仪对细菌 16S 
rRNA基因的V3～V4区进行扩增，采用的通用引物为

338F （5'-ACTCCTACGGGAGGCAG-CAG-3'）和 806R
（5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）。PCR产物使用

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒进行纯化回收。在

Illumina MiSeq平台上通过双标引扩增和测序方法对口

腔菌群结构进行评估，然后应用QIIME（version 1.6.0）
软件进行生物信息学分析：通过主坐标分析

（principal coordinate analysis，PCoA）揭示样本间的相

似性或差异性，通过LEfSe分析、门及属水平菌群差异

分析揭示样本间的物种差异，通过α多样性分析评估

一个特定区域或生态系统内的物种多样性，通过群落

柱状图分析、相对丰度热图分析对样本的群落组成进

行分析。

1.7　数据处理及统计分析
采用SPSS软件（Version 26.0）、GraphPad Prism软

件（Version 9.0）和R-studio软件（Version 1.0）对血

糖及测序数据进行统计学分析以及可视化处理。生物

信息学分析结果以平均值±标准差或中位数（四分位

数）表示，采用独立样本 t检验对正态分布的数据进行

两组间比较，采用Mann-Whitney U检验对非正态分布

的数据进行两组间比较。P＜0.05表示差异具有统计学

意义。

2　结果

2.1　 db/db 小 鼠 及 db/m 小 鼠 的 血 糖 相 关 指 标
差异

两组小鼠的 FBG 和 OGTT 测定结果表明，db/db
小鼠第 6 天和第 37 天的 FBG 浓度都 ≥11.1 mmol/L
（图1A），并且第6天的OGTT≥11.1 mmol/L（图1B）；而

db/m小鼠的 2次 FBG浓度均<11.1 mmol/L，且 OGTT<
11.1 mmol/L；同时 db/db组小鼠的OGTT试验的曲线下

面积显著高于作为正常对照组的db/m小鼠（图1C）。结

果提示，与 db/m小鼠相比，db/db小鼠是 2型糖尿病

小鼠。

2.2　db/db 小鼠与 db/m 小鼠的口腔菌群差异
2.2.1　口腔微生物群的结构分析

通过针对16S rRNA基因的MiSeq测序分析db/db小

鼠及db/m小鼠的口腔菌群差异，结果从16份小鼠口腔

样本中获得了2 079 122个有效读数。测序序列以97%
的相似性聚类为一个种下单元（operational taxonomic 

注：A，禁食 12 h 的空腹血糖 （FBG） 浓度；B，0~2 h 的口服葡萄糖耐量 （OGTT） 分析；C，OGTT 试验的曲线下面积 （AUC）。db/db 小鼠为
糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。
Note：A， The concentration of fasting blood glucose （FBG） levels after a 12-hour fasting period； B， Analysis of oral glucose tolerance test 

（OGTT） from 0-2 hours； C， Area under the curve （AUC） of the OGTT. Db/db mice served as the diabetic group， while db/m mice were the 
normal controls， n=8 per group. *P＜0.05， **P＜0.01， ***P＜0.001.
图 1 db/db 小鼠及 db/m 小鼠的血糖相关指标差异
Figure 1 Comparison of blood glucose indices in db/db mice and db/m mice
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units，OTU），保留至少在 3个样本中序列数都≥5的
OTU，共获得 123种 OTU。其中 db/db 小鼠的 OTU 为

102.30±8.43，而 db/m小鼠的OTU为 77.25±29.32，2组
间 OTU 差异具有统计学意义（P＜0.05）。用 R 语言

（Version 1）进行统计分析和作图，PCoA分析中采用

bray_curtis的距离算法，差异检验采用双尾检验，并用

错误发现率（false discovery rate，FDR）法进行多重检

验校正。db/db小鼠与 db/m小鼠的菌落在OTU水平上

表现出两组相对离散，样本距离离散值差异显著，群

落结构发生显著变化（P＜0.05），第一主成分（PC1）
和第二主成分（PC2）分别解释了43.54%和24.26%的

数据变异，结果如图2A所示。为确定两组群落组成的

分类水平，进行了从门水平到属水平的 LEfSe 分析

（图2B）。
在 db/db 小鼠中，变形菌门（p_Proteobacteria）、

变形菌纲 （c_Gammaproteobacteria）、巴斯德氏菌目

（o_Pasteurellales）、乳杆菌目（o_Lactobacillales）、棒

杆 菌 目 （o_Corynebacteriales）、 摩 根 菌 科 （f_
Morganellaceae）、巴斯德杆菌科（f_Pasteurellaceae）、
气 球 菌 科 （f_Aerococcaceae）、 链 球 菌 科 （f_
Streptococcaceae）、肠球菌科（f_Enterococcaceae）、棒

状 杆 菌 科 （f_Corynebacteriaceae）、 鼠 杆 菌 属

（g_Muribacter）、变形杆菌属（g_Proteus）、棒状杆菌属

（g_Corynebacterium）、肠球菌属（g_Enterococcus）、链

球菌属（g_Streptococcus）、气球菌属（g_Aerococcus）、
假芽孢杆菌属（g_Fictibacillus）富集。而 db/m小鼠富

集了葡萄球菌目（o_Staphylococcales）、葡萄球菌科

（f_Staphylococcaceae）、坦纳菌科（f_Tannerellaceae）、
副拟杆菌属（g_Parabacteroides）、嗜冷咸海鲜球菌属

（g_Jeotgalicoccus）、葡萄球菌属 （g_Staphylococcus）、
颤 螺 旋 菌 科 下 未 分 类 属 （g_unclassified_f_
Oscillospiraceae）、瘤胃球菌科下未分类属（g_norank_
f_Ruminococcaceae）、肠杆菌属（g_Enterorhabdus）、考

拉杆菌属（g_Phascolarctobacterium）。

2.2.2　口腔微生物群的特征
小鼠口腔微生物群的α多样性分析包括物种观测

丰富度指数（spieces observed richness index，Sobs）、
香农指数（Shannon index，Shannon）、辛普森多样性

指数（Simpson diversity index，Simpson）、基于丰度的

覆盖估计值（abundance-based coverage estimator index，
ACE）、Chao1丰富度估计量（Chao1 richness estimator，
Chao1）和测序覆盖度（sequencing coverage，Coverage）。

注：A，db/db 小鼠和 db/m 小鼠之间的主坐标分析；B， 基于 LEfSe 的支系图是从门级到属级的结果 （p 表示门水平，c 表示纲水平，o 表示目
水平，f 表示科水平，g 表示属水平）。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。
Note：A， Principal coordinate analysis （PCoA） between db/db mice and db/m mice ； B， LEfSe-derived cladogram showing taxonomic 
differences from phylum to genus level （p for phylum； c for class； o for order； f for family； g for genus）. Db/db mice served as the 
diabetic model， while db/m mice were the normal controls ， n=8 per group.
图 2 db/db 小鼠及 db/m 小鼠口腔菌群结构的 PCoA 分析和 LEfSe 分析
Figure 2 PCoA and LEfSe analysis of oral microbiota composition in db/db mice and db/m mice
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α多样性分析结果显示，db/db小鼠和db/m小鼠之间的

Shannon指数、Simpson指数和 Coverage指数均没有显

著差异（P＞0.05），而 Sobs指数、Chao1指数和 ACE
指数具有显著差异（P＜0.05）（表1），提示db/db组与

db/m组在菌群的多样性上没有显著差异（P＞0.05），
而在菌群群落的丰富度上具有显著差异（P＜0.05）。
2.2.3　口腔微生物菌群在门水平上的差异

在门水平上对 db/db组和 db/m组小鼠口腔微生物

群的相对丰度进行统计分析，结果如图 3A～B所示。

在门水平上，两组小鼠的口腔微生物群以厚壁菌门

（p_Firmicutes）、变形菌门（p_Proteobacteria）、放线菌

门 （p_Actinobacteriota）、拟杆菌门 （p_Bacteroidota）
为主，相对丰度均在 1%以上。与 db/m小鼠相比，db/
db小鼠的口腔菌群样本中变形菌门的相对丰度显著增

加（P<0.05），其余菌门的相对丰度在两组之间没有明

显差异（图3C）。
2.2.4　口腔微生物菌群在属水平上的差异

在相对丰度热图中，显示了小鼠口腔菌群在分类

学属水平上总丰度前50的详细微生物群组成，如图4A
所示。两组小鼠的口腔微生物群在属水平上显示出较

大的个体差异，相对主要的菌属是葡萄球菌属

（g_Staphylococcus）、鼠杆菌属（g_Muribacter）、链球菌

属（g_Streptococcus）、气球菌属（g_Aerococcus）、棒状

杆菌属 （g_Corynebacterium）、嗜冷咸海鲜球菌属

（g_Jeotgalicoccus）、肠球菌属（g_Enterococcus）、变形

杆菌属（g_Proteus）、副拟杆菌属（g_Parabacteroides）、

表 1　db/db 小鼠及 db/m 小鼠口腔菌群的 αα 多样性分析
Table 1　Alpha (αα) diversity analysis of oral microbiota in 

db/db mice and db/m mice
（n=8, 

-x±s）

指标
Index

观察物种指数
Sobs
香农指数#

Shannon#

辛普森指数
Simpson
基于丰度的覆盖估计值
ACE
Chao1 丰富度估计量
Chao1
测序覆盖度
Coverage

db/m

10.25±8.43

2.40 (2.25~2.48)

0.18±0.04*

105.56±8.34

105.67±9.78

0.999 9

db/db

77.25±29.33

2.32 (2.23~2.51)

0.16±0.04

79.49±30.06

79.25±30.42

1.000 0

P 
value
0.049*

0.529

0.499

0.045*

0.046*

0.458

注：#非正态分布数据用中位数 （四分位数） 法表示。db/db 小鼠为
糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。两组之间相
比，*P＜0.05。
Note：#Non-normally distributed data are presented as median 

（quartiles）. Db/db mice served as the diabetic model， while db/m 
mice were the normal controls， n=8 per group. * P＜0.05.

注：A～B，db/db 组和 db/m 组口腔微生物在门水平上的群落组成直方图；C，变形杆菌门的相对丰度。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小
鼠为正常对照组，每组 8 只。*P＜0.05。
Note：A-B， Phylum-level community composition of oral microbiota in db/db and db/m groups； C， Relative abundance of p_Proteobacteria. 
db/db mice served as the diabetic model， while db/m mice were the normal controls， n=8 per group. *P＜0.05.
图 3 db/db 小鼠与 db/m 小鼠口腔微生物菌群在门水平上的差异
Figure 3 Comparison of oral microbiota between db/db mice and db/m mice at the phylum level
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瘤胃球菌科下未分类属（g_norank_f_Ruminococcaceae）、
肠 杆 菌 属 （g_Enterorhabdus） 和 假 芽 孢 杆 菌 属

（g_Fictibacillus）。与db/m小鼠相比，db/db小鼠中，鼠

杆菌属、链球菌属、气球菌属、棒状杆菌属、肠球菌

属、变形杆菌属和假芽孢杆菌属的相对丰度显著升高

（P＜0.05），其中以变形杆菌属和肠球菌属的相对丰度

上升最为显著（P＜0.001），而葡萄球菌属、嗜冷咸海

鲜球菌属、副拟杆菌属、瘤胃球菌科下未分类属和肠杆

菌属的相对丰度显著降低（P＜0.05）。
3　讨论

2型糖尿病是一种胰岛素抵抗或分泌不足导致的慢

性疾病，是危害老年人健康的主要慢性疾病之一，不

仅影响着患者的全身健康，而且呈现逐渐年轻化的趋

势。现有的研究表明，2型糖尿病与心血管疾病、慢性

肾病以及口腔疾病的发生发展均有着密切联系［24-26］。
口腔菌群是指以细菌为主的所有口腔微生物群体，目

前通过 16S rRNA基因测序发现口腔菌群中大约有 700
多种微生物，其物种多样性与复杂性仅次于肠道微生

物群，是人体第二大微生物群［27］。口腔健康与全身健

康存在着双向关系，口腔常驻菌群的失衡会对人体全

身健康造成影响，而全身性疾病也会影响口腔健康，

从而导致口腔疾病的发生与发展［28］。
目前，许多学者对糖尿病与口腔菌群之间的关系

已经展开过部分研究。李宗泽等［29］通过 16S rDNA 
Amplicon测序法分析了 2型糖尿病患者与正常人群的

口腔菌群，发现两者口腔菌群的丰度及优势菌属差异

无统计学意义，糖尿病患者与正常人群的口腔菌群结

构具有相似性，说明糖尿病导致口腔疾病的发生可能

并非特异致病菌所致，而是高糖环境导致口腔微生态

紊乱。程梦蓉等［30］研究发现，糖尿病患者较健康人

群的口腔微生物数目及物种均匀度无明显差异，但口

腔致病菌（如普雷沃氏菌、梭杆菌属、消化链球菌属）

的比例增加。Gao等［31］从公开数据库的5项研究报告

中收集了470个样本数据，对其综合分析后发现2型糖

尿病患者口腔菌群中放线杆菌的数量显著增加，但其

发病机制还需进一步的临床研究。这些研究表明，2型
糖尿病与口腔菌群的关系密切，但其具体联系十分复

杂，仍需进一步探索。

动物模型可以较好地模拟疾病的发生发展过程。

许多研究者通过构建糖尿病动物模型研究糖尿病与菌

群之间的关系。赵玉兰等［32］发现db/db小鼠的血糖升

高，骨强度降低，且db/db小鼠与野生型小鼠的肠道菌

群多样性及特定菌群丰度存在差异，为研究肠道菌群

与糖尿病骨质疏松提供了基础。朱洪杨等［33］通过小

鼠模型研究发现，葛根可减轻db/db小鼠胰岛细胞的炎

症损伤，改善胰岛素抵抗。彭川等［34］通过 16S rRNA
技术研究蒌连丸对db/db小鼠肠道菌群的影响，发现在

蒌连丸饲喂后db/db小鼠的肠道菌群从门到属水平均发

生了变化，有益菌相对丰度增加。刘军等［35］通过16S 
rRNA基因测序法比较分析了不同品系 1型糖尿病小鼠

的肠道菌群，发现肠道菌群的组成及比例差异较大，

优势菌群在不同品系小鼠模型中的组成比例发生了改

变。目前针对糖尿病而开展的动物模型研究结果多以

肠道菌群的改变为主，而 2型糖尿病小鼠模型的口腔

菌群改变尚待深入研究。

本研究运用 16S rRNA测序法，通过菌群的α多样

性、PCoA分析、物种组成和LEfSe分析探索了db/m对

照组小鼠和db/db糖尿病小鼠的口腔菌群差异。结果表

明，糖尿病小鼠的口腔菌群结构与对照组小鼠存在差

异，两组小鼠的口腔菌群在多样性上无显著差异，而

在丰富度上差异显著。这表明糖尿病小鼠出现了口腔

微生态的失衡，且这种失衡在多样性上无显著差异，

说明并不是外在致病菌定植于口腔内导致的菌群紊乱；

而丰富度的差异则表明，这种菌群结构的变化是口腔

常驻菌群数量的变化所致，这可能是糖尿病小鼠高血

糖的状态改变了口腔内微生态环境导致的变化。有研

究发现，糖尿病患者牙周袋内检测出牙龈卟啉单胞菌、

福赛坦氏菌、齿垢密螺旋体、伴放线聚集杆菌等牙周

可疑致病菌的数量显著增加［36］，这也提示糖尿病可能

对口腔菌群的组成产生影响。也有学者发现，伴糖尿

病的牙周炎患者的龈下菌群组成不同于不伴糖尿病患

者，而降血糖治疗有利于改变并重建和谐的口腔菌群

生态［37］。口腔微生态失衡与全身健康密切相关，有研

究表明，口腔微生态的失衡会对糖尿病小鼠的脾脏免

疫产生影响［38］，这说明全身的高血糖状态导致口腔微

生态失衡，在某种程度上能够造成人体免疫力的降低，

从而为机会致病菌提供了致病的可能性。已有文献还

表明，糖尿病状态下口腔内的可疑致病菌增多并富集，

这些可疑致病菌不仅能够通过牙周袋-血液循环途径引

起系统性炎症，进而影响胰岛素信号通路和血糖控制，

还能通过口腔-肠道途径来干扰肠道菌群的稳态，导致

系统性炎症发生和胰岛素抵抗［39］。这些研究为探索糖

尿病与口腔疾病之间的关系提供了思路。与李宗泽

等［29］的研究结果不同，本研究发现糖尿病小鼠模型

的口腔菌群与正常对照组存在着较为明显的差异，糖
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注：A，db/db 和 db/m 组唾液微生物群中 50 种优势物种的相对丰度热图；B～M，葡萄球菌属、鼠杆菌属、链球菌属、气球菌属、棒杆菌属、
嗜冷咸海鲜球菌属、肠球菌属、变形杆菌属、副拟杆菌属、瘤胃球菌科下未分类属、肠杆菌属、假芽孢杆菌属水平的相对丰度。正态分布的
数据由条形图表示，非正态分布的数据用箱线图表示。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。*P<0.05，**P<0.01，
***P<0.001。
Note： A， Heatmap showing the relative abundance of the top 50 dominant species in the saliva microbiota （db/db vs. db/m）； B-M， 
Relative abundance of the following genera： g_Staphylococcus， g_Muribacter， g_Streptococcus， g_Aerococcus， g_Corynebacterium， 
g_Jeotgalicoccus， g_Enterococcus， g_Proteus， g_Parabacteroides， g_Ruminococcaceae， g_Enterorhabdus， and g_Fictibacillus. Normally 
distributed data are presented as bar plots， and non-normally distributed data as box plots. Db/db mice served as the diabetic model， while 
db/m mice were the normal controls， n=8 per group. *P < 0.05， **P < 0.01， ***P < 0.001.
图 4 db/db 小鼠及 db/m 小鼠的口腔微生物菌群在属水平上的差异
Figure 4 Differences in oral microbiota composition between db/db mice and db/m mice at the genus level 
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尿病小鼠的口腔菌群结构出现了显著变化，在门水平

上显示变形菌门丰度上升，而在属水平上以变形杆菌

属、链球菌属和气球菌属的相对丰度上升最为显著。

其中，变形菌门已经被证实与口腔感染密切相关。这

进一步说明，本实验中糖尿病状态造成的以变形菌门

丰度升高为主的口腔菌群结构失衡，与口腔疾病的发

生发展密切相关。由于变形菌门中的细菌在口腔中常

规定植，属于机会致病菌，因此，糖尿病增加其发病

机会的机制还需进一步研究。此外，需要说明，菌群

分析结果的差异可能与测序方法、样本选择、操作误

差等多种因素有关。

综上所述，本研究利用db/db小鼠模型研究了2型
糖尿病对口腔菌群的影响，结果显示糖尿病组小鼠的

口 腔 菌 群 结 构 在 门 水 平 上 表 现 为 变 形 菌 门

（p_Proteobacteria）丰度上升，而在属水平上以变形杆

菌属（g_Proteus）、链球菌属（g_Streptococcus）和气球

菌属（g_Aerococcus）的相对丰度上升最为显著，提示

2型糖尿病小鼠的口腔微生态环境出现了显著变化。深

入了解糖尿病与口腔菌群变化的关系，对于阐明其双

向机制，促进口腔与全身健康具有重要的意义。本研

究探寻db/db小鼠口腔菌群的改变，为研究糖尿病与口

腔菌群的关系提供了新的参考。
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啮齿类动物药物成瘾模型的构建方法和应用进展
王碧莹1,2, 鲁家铄3, 昝桂影3, 陈若松3, 柴景蕊3, 刘景根4, 王瑜珺珺 1,2,3

[1. 烟台大学药学院, 烟台 264000; 2. 烟台新药创制山东省实验室, 中科环渤海(烟台)药物高等研究院, 烟台 264117;  

3. 中国科学院上海药物研究所, 上海 200120; 4. 浙江中医药大学, 杭州 310000]

[摘要] 药物成瘾也被称为药物依赖或物质使用障碍，是一种慢性复发性脑疾病，其主要特征为强迫性地寻求和使
用药物以及失去对用药的控制能力。长期摄入成瘾物质会导致生理和心理上的依赖，一旦停止使用，患者便会经历
一系列强烈的不适反应，如焦虑、失眠、恶心、呕吐等，同时还会产生对药物的强烈渴求。药物依赖分为躯体依赖
和精神依赖。躯体依赖也被称为生理依赖，是指因反复使用成瘾性药物而导致的病理性适应状态，其在停药后会产
生严重的躯体症状，即戒断综合征。精神依赖也被称作心理依赖，是指使用者对成瘾性药物在心理层面的渴求，以
获取服药后的特殊快感，并需要定期或持续使用以维持这种欣快感。成瘾机制复杂，受到遗传、环境等多种因素的
影响，并涉及记忆、奖赏和决策等高级神经活动。目前在药物成瘾领域仍缺乏有效的治疗手段。面对复杂的成瘾问
题，实验动物研究是不可或缺的。合理运用动物行为模型来模拟人类药物成瘾的情况，可以促进对成瘾机制和脑科
学奥秘的深入探索与研究。本文以啮齿类动物为主，介绍了与躯体依赖和精神依赖相关的多种动物实验模型，包括
躯体依赖模型、行为敏化模型、条件性位置偏爱模型、药物辨别模型和自身给药模型的构建原理、方法和流程，同
时对比各实验模型的特点，论述相关模型在揭示成瘾机制方面的适用条件，旨在为成瘾机制的研究和治疗手段的开
发提供支持。
[ 关 键 词 ] 药 物 成瘾； 啮齿类； 动物模型； 躯体依赖； 精神依赖
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Establishment Methods and Application Progress of Rodent Models for 

Drug Addiction
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(1. School of Pharmacy, Yantai University, Yantai 264000, China; 2. Shandong Laboratory of Yantai Drug Discovery, 
Bohai Rim Advanced Research Institute for Drug Discovery, Yantai 264117, China; 3. Shanghai Institute of Materia 
Medica, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200120, China; 4. Zhejiang Chinese Medical University, 
Hangzhou 310000, China)
Correspondence to: LIU Jinggen (ORCID: 0000-0002-2869-0029), E-mail: jgliu@simm.ac.cn;
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[ABSTRACT] Drug addiction, also referred to as drug dependence or substance use disorder, is a chronic 
and recurrent brain disease. Its main characteristics are compulsive drug-seeking behavior, continued use 
of drugs, and a loss of control over intake. Prolonged use of addictive substances can result in both 
physiological and psychological dependence. When usage is ceased, individuals may experience intense 
discomfort, including anxiety, insomnia, nausea, vomiting, and a strong craving for the substances. Drug 
dependence is classified into two types: physical dependence and psychological dependence. Physical 
dependence describes a pathological state of adaptation that results from the repeated use of addictive 
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substances, leading to severe withdrawal syndrome upon cessation. Psychological dependence involves a 
mental craving for addictive substances, which is needed to experience the specific euphoria that follows 
consumption. Regular or continuous use is required to sustain these euphoric effects. The mechanisms of 
addiction are complex and influenced by genetic, environmental, and various other factors. They involve 
higher-level neurological activities, such as memory, reward, and decision-making. Currently, effective 
treatment methods for drug addiction are insufficient. Due to the complexity of drug addiction, laboratory 
animal research is essential. Using animal behavioral models to simulate human drug addiction can 
enhance our understanding of the mechanisms of addiction. This research offers a comprehensive 
overview of various animal experimental models that explore both physical and psychological dependence. 
It includes detailed descriptions of the methods and procedures used to assess physical dependence, 
behavioral sensitization, conditioned place preference, drug discrimination, and self-administration 
experiments. Additionally, the characteristics of each experimental model are compared, and the relevance 
of these models is discussed, aiming to provide support for the research on addiction mechanisms and the 
development of therapeutic methods.
[Key words]  Drug addiction; Rodents; Animal model; Physical dependence; Psychological dependence

药物成瘾，即药物依赖是一种慢性复发性脑疾病，

其核心特征是对成瘾物质的强烈和持续的渴求以及不

可控的使用行为［1-2］。常见的成瘾性药物分为麻醉类

药物和精神类药物两大类：麻醉类药物包括阿片类、

可卡因类、大麻类和氯胺酮等；精神类药物则包括镇

静催眠药、抗焦虑药物（如巴比妥类和苯二氮卓类）、

中枢兴奋剂（如苯丙胺类）和致幻剂（如麦角二乙胺）

等［3］。药物依赖通常可以分为躯体依赖和精神依赖，

许多依赖性药物兼具这 2 种依赖，例如阿片类药

物［4-6］。然而，少数药物如致幻剂仅表现出精神依赖

而无躯体依赖。常用的躯体依赖模型涉及对实验动物

施用一定剂量的药物后进行急性戒断，以观察其躯体

戒断症状，如跳跃、咀嚼和上睑下垂等。精神依赖的

常用模型包括行为敏化、条件性位置偏爱、药物辨别

和自身给药实验［7-9］。本文以啮齿类动物特别是大鼠、

小鼠为主，详细介绍躯体依赖、行为敏化、条件位置

偏爱、药物辨别和自身给药这 5种药物成瘾模型构建

方法及其评价指标，论述成瘾背后的神经机制。

1　药物成瘾实验动物

在药物成瘾研究中，常用的实验动物包括大鼠、

小鼠、果蝇、豚鼠、斑马鱼及灵长类动物（如猕猴），

其中以大鼠、小鼠和猴最为常见［7］。在实验动物的饲

养环境和福利待遇方面，所有实验程序和过程必须严

格遵守中国《实验动物管理条例》。所有实验动物应被

饲养在屏障设施动物房中，以确保它们拥有充足且健

康的食物、饮用水，以及清洁、舒适的生活环境。在

其生存期间（包括运输过程中），实验动物应享有基本

权利，免受饥渴、不适、惊恐、折磨、疾病和疼痛，

并确保其自然行为得以实现，受到良好的管理与照料。

在实验动物管理方面，必须遵循科学合理的操作技术

规程，善待实验动物并尊重其生命。实验应尽可能采

取减少痛苦的方法，避免或减少动物的应激、痛苦和

伤害。所有动物实验的方法和目的都应符合人类道德

伦理标准和国内标准［10］。

2　药物成瘾动物模型的分类

2.1　躯体依赖模型
2.1.1　造模原理

躯体依赖是指药物戒断后的1～3周内出现的躯体

戒断症状，这些症状可能在停药后8 h内就会出现。具

体表现包括烦躁不安以及自主神经系统紊乱症状，如

多汗、流泪、流鼻涕和肢体颤抖等。在动物模型中，

通常通过递增剂量的吗啡给药后，以单次注射阿片受

体拮抗剂纳洛酮来诱发急性戒断症状，从而模拟实验

动物的急性躯体戒断反应［11-12］。
2.1.2　造模方法

成年小鼠（以C57BL/6小鼠为例）被分为生理盐

水对照组和吗啡戒断组。吗啡戒断组小鼠每天早晚各

注射1次吗啡（9∶00和17∶00），持续5 d，并逐日递

增剂量，分别为 20、40、60、80、100 mg/kg。第 6天
早上继续给予 100 mg/kg 的吗啡，4 h 后注射纳洛酮

（10 mg/kg）以诱发戒断症状。随后，快速将实验动物

置于一个圆柱形透明隔离笼中（直径30 cm，高70 cm）
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进行观察，记录在30 min内出现的躯体依赖指标［13］。
躯体依赖指标包括跳跃、体重减轻、爪颤、湿狗

样颤抖、身体伸展、齿颤、体颤、上睑下垂、嗅闻、

竖毛、腹泻和咀嚼。其中，跳跃、爪颤、湿狗样颤抖、

身体伸展和嗅闻根据发生次数记录；其余指标（体重

减轻、齿颤、体颤、上睑下垂、竖毛、腹泻和咀嚼）

以每5 min为一个时段记录，若观察期间出现1次或以

上记为1，未出现则记为0；在30 min的观察期内，每

个指标最多记录 6次。对照组在相同时间点以生理盐

水代替吗啡和纳洛酮注射，其他实验步骤保持不变。

2.2　动物行为敏化模型
2.2.1　造模原理

大多数精神依赖性药物，如阿片类物质（吗啡、

海洛因）、苯丙胺、甲基苯丙胺和可卡因等，均能够引

发实验动物的行为敏化（behavioral sensitization），表

现为实验动物行为增加和兴奋性增强［14-17］。这种现象

也被称为反向耐受现象［8］，即反复给予相同剂量的精

神类药物，不仅没有导致实验动物产生耐药性，反而

增强了药物的效应。研究表明精神类药物（如吗啡）

引起的行为敏化与腹侧被盖区（ventral tegmental area，
VTA）介导的多巴胺释放增加密切相关［18］。
2.2.2　造模方法

造模通常分为 3个阶段：形成期、转换期和表达

期。在实验开始前，成年小鼠（体重为 18～20 g）需

提前在屏障设施内饲养 1周以适应环境，从而避免实

验过程中出现应激反应。形成期每天为小鼠皮下注射

10 mg/kg的吗啡，持续5～7 d；转换期停药3～7 d（若
需可延长停药时间），以促进敏化行为的形成；表达期

给予实验动物相应的应激刺激或药物，以激发行为敏

化反应。

行为敏化的动物主要表现为在狭窄空间内的活跃

度增加。整个实验过程使用自发活动模型进行测试，

主要观察指标为动物自发活动的增加。同时，行为敏

化的动物也可能表现出刻板行为，如齿颤、爪颤、摇

头或咀嚼。因此，需要从不同方面综合判断，以确认

行为敏化的程度和表现。

2.3　条件性位置偏爱模型
条件性位置偏爱 （conditioned place preference，

CPP）模型是一种经典的动物实验模型，用于评估药

物的精神依赖性［19］。尽管该模型在临床和药理学研究

中缺乏直接的人类试验数据支持，并且在造模过程中

存在动物只能被动接受药物强化，无法体现主动觅药

行为的特征，同时暴露出对药物剂量变化敏感性不足

的缺陷，但因其试验周期短、操作简便且成本低廉等

优势，自1980年以来，该模型仍在药物滥用研究领域

得到了广泛应用。CPP模型不仅用于研究成瘾机制，

还可用于戒毒药物的开发，并在初步探索神经精神疾

病药物的成瘾风险方面发挥重要作用［20-21］。
2.3.1　造模原理

CPP的基本原理基于巴甫洛夫条件反射理论，通

过将药物奖赏刺激与一个原本不具奖赏特性的环境条

件建立关联，在经过训练后，使模型动物即使在没有

药物奖赏刺激的情况下，该环境条件仍能引发其对该

环境的偏好［22-23］。实验设备通常由 2～3个箱体组成，

有时也会使用更多箱体的模型［24］。每个箱体的环境特

征明显不同，如灯光颜色、墙壁颜色和地板材质等，

以便动物将这些不同的环境线索与药物奖赏刺激条件

联系起来。

2.3.2　造模方法
CPP模型常用双箱体设备进行造模。给药途径不

受限制，可根据药物特性选择不同的给药方式，如腹

腔注射、静脉注射、皮下注射或灌胃，使其与人类的

给药方式一致。实验分为前测、训练和测试3个阶段。

在实验开始前，实验动物需在屏障设施中饲养约1周，

以适应环境，减少应激反应和实验误差［25-26］。
前测阶段：移除两箱体之间的隔板，让成年小鼠

在两个箱体间自由穿梭 15 min，记录其在不同箱体中

的停留时间。剔除在任一箱体中停留时间少于180 s的
动物，并将停留时间在 450～720 s的箱体定义为动物

的“非伴药箱”，另一箱体则为“伴药箱”。前测阶段

根据动物种类和时间不同，通常持续 1～3 d，每日 1
次，每次10～15 min。

训练阶段：在两箱体间放置隔板，使动物只能在

指定箱体中活动。动物经皮下注射吗啡后，将其置于

伴药箱内停留 40～50 min；之后，动物腹腔注射生理

盐水，并被置于非伴药箱内停留相同时间。伴药箱和

非伴药箱的训练可在同 1 d进行，但需间隔 5 h以上或

隔天进行。训练通常持续4～8 d。
测试阶段：在训练阶段结束后24～48 h进行测试，

移除两箱体之间的隔板，将经过训练的动物不加任何

处理放入试验箱内，使其在两个箱体间自由穿梭

15 min，记录动物在每个箱体的停留时间。通常测试

仅进行1次。

观察指标：主要为动物在伴药箱的停留时间，即
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伴药箱测试时间。如果伴药箱测试时间显著增加，表

明受试药物具有奖赏作用，动物对其产生依赖。在前

测阶段，动物在伴药箱的停留时间为伴药箱前测时间。

条件性位置偏爱值为常用评价指标，反映训练前后动

物在伴药箱内停留时间的变化，其计算公式为：条件

性位置偏爱值（s） =伴药箱测试时间-伴药箱前测

时间。

2.4　药物辨别模型
药物辨别实验（drug discrimination experiment）是

一种行为药理学实验，用于评估测试药物的主观效应

是否与已知的滥用药物（即训练药物）相似。通常选

择具有已知依赖性或滥用倾向的药物（如可卡因、甲

基苯丙胺）作为训练药物进行建模，然后用不同剂量

的待测药物进行替代测试，以评价待测药物是否能引

发与训练药物类似的行为反应。踏板反应百分比通常

指的是动物在药物辨别实验中对特定踏板（或杠杆）

的按压反应比例，用于评估动物对训练药物的辨别能

力以及测试药物的药理学特性。根据美国食品药品监

督管理局的指导原则，如果待测药物能够完全或部分

替代（即按压待测药物对应踏板的百分比为 20%～
80%）训练药物，则该药物可能具有滥用潜力。然而，

只有当正确踏板反应百分比达到或超过 60%时，才能

表明待测药物与训练药物具有相似的主观效应，可能

属于同类药物。

2.4.1　造模原理
该模型基于动物辨别训练药物诱导的内感受线

索是否存在的能力。内感受线索是指来自身体内部

的生理信号或感觉，这些信号通过神经系统传递到

大脑，并影响认知、情绪和行为。此模型通过根据

动物的操作反应提供强化（通常是食物或水）来评

估这种辨别能力。给药后，动物需要作出一种反应；

而给予安慰剂后，动物则需要作出另一种反应。一

旦动物学会这种辨别后，就可通过研究 2种反应方

式的反应分布差异，来检测其他药物引起的内感受

线索的相似性。泛化是指从已知信息或经验中提取

规律，并将其应用到新的、未见过的情境或数据中

的能力。当动物按压与训练药物相关的踏板（或杠

杆） ≥80%时，认为受试物与训练药物“完全泛化”；

当动物按压与训练药物相关的踏板（或杠杆） <20%
时，则为“无泛化”；二者之间为“部分泛化”。在

这些泛化测试过程中，任何一种反应都不会得到强

化，以提供公正的偏好测量。

2.4.2　造模方法
食物训练：在食物训练开始之前，将成年SD大鼠

禁食约 18 h，以提高动物的活动探究能力，从而提高

食物训练的成功率。食物训练每天进行 1次，每次实

验持续 30 min或获取 50次食物奖励后结束。训练期

间，实验箱内的左右踏板均为有效，大鼠踩踏左踏板

或右踏板均可获得食物奖励。训练以固定比率（fixed-
ratio，FR） 1（FR1）开始。实验启动后，实验箱中的

踏板伸出，左右踏板上方的刺激灯亮起，房灯熄灭，

此时大鼠踩 1次左踏板或右踏板即可获得 1次食物奖

励，同时刺激灯熄灭，房灯亮起，2 s后刺激灯再亮，

房灯熄灭，进入下一轮奖励。如果大鼠能在连续 2 d，
每天的30 min内获取50次奖励，则FR值增加1（即获

取 1次食物奖励所需的踏板次数增加 1）。每次实验结

束后，记录FR值、总奖励次数、总有效踏板次数、左

踏板次数和右踏板次数。如果在FR10（动物连续鼻触

10次后获得药物）的条件下，动物能在连续2 d，每天

的 30 min内获取 50次食物奖励，则视为食物训练成

功。未成功的动物可以选择继续训练或淘汰，而成功

的动物可选择继续强化训练。

辨别训练：食物训练成功的大鼠进入辨别训练，

用于辨别可卡因（10 mg/kg）和生理盐水注射液。训练

每天进行1次，训练开始前15 min，给大鼠腹腔注射可

卡因（10 mg/kg）或生理盐水注射液，每次训练30 min
或获得50次食物奖励后结束。辨别训练以6 d为1个训

练周期，前 2 d给予生理盐水注射液，接下来的 2 d给
予可卡因，然后再分别给予生理盐水和可卡因。设置

当给予可卡因时左踏板为正确踏板，而给予生理盐水

时右踏板为正确踏板。辨别训练从FR1开始，即给予

可卡因或生理盐水后，大鼠踩1次正确踏板获得1次食

物奖励。若大鼠在连续 6 d中有 5 d总正确踏板反应百

分比≥80%，则FR值增加1。实验中发现90%的大鼠能

达到这一标准，因此 FR值按 1、2、4、6、10的顺序

递增。当大鼠在FR10条件下，连续 10 d中有 8 d满足

以下标准，则辨别训练视为成功：（1）第 1次食物奖

励前的正确踏板反应百分比≥80%；（2）总正确踏板反

应百分比≥80%；（3）总奖励次数≥35。可卡因踏板反

应百分比的计算公式为（正确踏板次数/总踏板次

数）×100，反应率为总踏板次数除以所用时间。

替代测试：成功完成药物辨别训练的动物进入替

代测试阶段，从低剂量到高剂量（0、0.1、0.5、1.25、
2.5、5、10 mg/kg）的可卡因进行替代实验。即使用生

161



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Apr . 2025, 45(2)

理盐水和可卡因各进行1 d的辨别训练，在达到辨别训

练成功标准后进行某一剂量可卡因的替代。替代完成

后，再进行 1 d可卡因和 1 d生理盐水的辨别训练，训

练成功后进行下一个剂量的可卡因替代，如此循环直

至全部剂量替代完成。实验以大鼠获得 1次食物奖励

或实验时间达到 30 min为结束。未达到辨别训练成功

标准的动物可以选择继续训练直到达到标准，或者当

替代前2 d内有超过70%的动物满足标准时，所有动物

进行替代测试（未满足标准的动物仍可参加替代但不

计入该剂量的统计中）。1周内最多进行 2次剂量替代

实验。所有药物给药均在实验开始前 15 min进行腹腔

注射［27-28］。
2.5　自身给药模型
2.5.1　造模原理

自身给药（drug self-administration，DSA）技术最

早可追溯到 1940年，当时 Spragg利用黑猩猩研究吗啡

的依赖性［14］。随着 1960年代自动静脉注射技术的发

展，自身给药实验得到了广泛应用。这类实验本质上

是操作性条件反射（操作式条件化），旨在建立动物的

操作行为与享受奖赏物质或成瘾药物快感之间的联

系［29-30］，从而很好地模拟人类的自发觅药和复吸行

为［31］。自 1960年代以来，自身给药模型已成为研究

药物依赖的应用最广泛的动物模型之一［32］。在这些实

验中，大鼠和猴通常被用作实验对象。

2.5.2　造模手术流程
SD大鼠颈动脉插管手术：术前准备足够的无菌手

术器械，确保工具始终无菌。为实验动物使用适量麻

醉药和镇痛药，剃除大鼠背部和右颈部毛发并彻底消

毒。在右颈部剪开约 0.5 cm的纵向切口，末端接近锁

骨中线，分离右颈静脉并用缝合线结扎远端。在大鼠

背部肩胛骨中心皮肤剪开约2 cm切口，通过镊子将导

管从背部皮下引至颈部切口处，将导管插入右颈静脉

并缝合固定。缝合皮肤切口，并再次消毒。术后需连

续 3 d用导管注射抗生素以防感染，伤口需 7 d恢复。

从术后第2天起至实验结束，每天通过导管给予0.2 mL
无菌肝素钠（2 mg/mL），检查导管，保持导管通畅以

确保其正常使用。

2.5.3　造模实验设备
大鼠的自身给药行为训练在经典的操作式训练箱

中进行。训练箱为一立方体（30 cm×30 cm×30 cm），
地板由间距1 cm的金属横杆组成。右侧箱体上方设有

蓝色房间灯，右侧底部有两个鼻触孔。药物通过恒速

注射泵输送至箱体内部。箱体的数据采集卡通过数据

线连接至计算机控制软件。在两个鼻触孔中，左鼻触

孔为有效鼻触孔，内设橙色线索灯；当动物接触该孔

时，线索灯亮起持续 20 s，同时蓝色房间灯熄灭 20 s，
且注射泵伴随线索声完成 1次药物注射，此过程由软

件记录。鼻触有效孔后，系统进入 20 s不应期，此期

间再触有效孔不会触发光声变化，也无法进行药物注

射，但行为仍被记录。右鼻触孔为无效孔，触碰此孔

既不会引发灯光变化，也无法获得药物注射，但行为

将被软件记录。

2.5.4　造模训练模式与训练程序
自身给药实验采用颈静脉给药法［29］。实验大鼠在

屏障设施中饲养，并提前3 d进行环境适应，以减少实

验过程中应激反应对结果的影响。自身给药操作主要

包括鼻触和按压杠杆2种模式。鼻触模式通常包括2种
训练程序：FR 和累进比率（progressive-ratio，PR）。
FR模式：在此模式中，鼻触次数与给药次数比率恒

定。只要动物完成预定次数操作，即可获得药物［30］。
PR 模式：在此模式中，操作次数随每次给药而增

加。第 n 次药物注射所需鼻触次数计算公式为：

5e0.2n-5［31-32］，式中，e表示自然对数的底数。

FR1程序：在训练箱中采用 FR1模式进行自身给

药行为训练，以建立海洛因自身给药模型［30］。在此模

型中，实验动物每次鼻触有效孔即可获得 1次药物注

射，且两次注射间有20 s不应期。整个训练持续12 d，
前 6 d每次注射剂量为 100 mg/kg，后 6 d减少至 50 mg/
kg，动物表现出显著的剂量依赖性，鼻触次数和给药

次数明显增多。当药物注射次数达30次或训练时间达

3 h，训练结束。在每次训练前，通过静脉给药抗生素

以防感染，并检查插管通畅性，排除插管损坏的动物。

每次训练结束后，通过导管给予动物 0.2 mL肝素钠

（2 mg/mL），防止插管堵塞。

PR程序：训练分为 3个阶段。第 1阶段采用 FR1
程序连续训练3 d，每天3 h，然后调整为FR2（动物连

续鼻触2次后获得药物）程序，再次连续3 d训练，每

天 3 h。第 2阶段使用 FR5（动物连续鼻触 5次后获得

药物）程序训练，直至动物每日给药次数稳定3 d内波

动小于10%，每次训练持续3 h。第3阶段采用PR程序

训练，鼻触次数计算公式为NP（n） =5e0.2n－5，式中，

NP（n）表示鼻触次数，n代表实验次数，e表示自然

对数的底数，训练直至每日给药次数稳定（3 d内波动

小于 2次）。当动物连续 1 h未获得下次药物注射，或

训练时间达 5 h，此时的给药次数即为断点值（break 
point），用以反映动物的觅药动机水平［30-33］。

162



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineApr . 2025, 45(2)

3　不同成瘾动物模型的特点及应用

躯体依赖模型主要用于评估药物是否会导致依赖

性，即在长期反复用药后，突然停药是否会出现戒断

症状。这类评估可以整合在重复给药毒性试验中进行，

也可以单独进行。该模型的特点是实验周期短、操作

简单且经济实惠。不同药理性质的药物通常会产生不

同的戒断症状，通过该模型的行为学指标可以准确地

反映戒断症状。

行为敏化模型反映了药物奖赏效应引起的神经系

统发生一系列适应性改变后，对药物及相关刺激的反

应性增强。这是一种逐渐增强并持久的行为反应过程。

该模型不仅能从行为学角度提供支持，还是评估精神

活性物质滥用与依赖潜力的重要工具。该模型的特点

是操作简便、实验周期短，尤其是单次给药的行为敏

化动物模型，实验数据的离散程度较小，结果稳定且

可重复性高。与其他成瘾模型相比，行为敏化最显著

的特点是其长期存在性。

CPP是评估药物精神依赖性的常用实验动物方法

之一，为临床研究提供了丰富的指导性数据。在该实

验中，实验动物对某一箱体的自发偏好在解释实验结

果时具有关键作用。动物对药物偏好的分数代表了药

物精神依赖性潜力的大小，也反映了动物对该药物成

瘾的可能性。此方法多用于研究药物的奖赏效应及潜

在成瘾性，同时有助于探索涉及奖赏的神经回路。这

些研究结果有助于揭示药物成瘾过程中条件性刺激、

环境记忆和奖赏系统间的相互作用。该模型设备简便，

实验周期短，动物不受操作和运动方式的影响，不会

因药物测试后干扰运动机能而影响结果，其最大优点

在于既能测出药物的奖赏效应，也能检测其厌恶效应。

药物辨别模型广泛用于理解滥用药物潜在主观特

性的机制，即能否导致机体辨别或区分 2种或多种药

物的差异感受，从而产生不同的行为反应。该模型在

药理学上具有较强选择性，表现出良好的类别特异性，

用于研究具有辨别刺激效应的药物在多个药理学问题

上的应用，如不同给药途径的效应、剂量效应、药效

持续时间、药物相似度及立体结构、结构活性关系、

代谢物活性等。此外，还可用于筛选与训练药物具有

相似机制的药物，或排除具有滥用潜力的药物。

自身给药模型模拟的是实验动物的寻药行为，因

为该行为在该模型中是自发性的，故其被认为可以更

好地模拟人类的成瘾渴求行为。通过该实验，研究者

不仅可以评估药物的精神依赖性，还能揭示其神经依

赖机制，建立复吸模型，为临床戒毒提供科学依据。

自身给药模型涵盖了药物成瘾的全过程，即形成阶段

（偶然用药、规律用药和强迫用药）、戒断和消退阶段、

复吸阶段。许多成瘾性药物均能诱导动物建立自身给

药行为，模拟成瘾者主动觅药和用药行为。实验中的

动物复吸行为可以很好地模拟成瘾者在长期戒断后，

受条件性线索或熟悉环境诱导重新用药的情形。该模

型符合以下 3项：预测效度，能够预测成瘾剂量和相

关特征（如渴求程度、戒断症状等）；表观效度，用药

及觅药行为与人类相似；结构效度，动物成瘾原因及

病程进展情况与人类相似。该模型的显著特点是实验

动物可通过特定的自主行为操作（如压杆或鼻触）自

主获取药物。

除上述核心模型外，还有其他模型如跑道模型和

颅内自刺激模型等［34］。这些模型可从不同角度评估成

瘾性药物对动物的影响。研究者可结合具体实验要求

进行选择，并根据实际情况调整实验参数或使用多种

动物模型，以达到客观评价的目的。

4　动物模型用于药物成瘾机制研究进展

成瘾模型揭示了成瘾行为的规律，而药物成瘾作

为一种典型的成瘾形式，其机制更为复杂。多巴胺

（dopamine）和成瘾密切相关。成瘾性物质通过激活中

脑边缘多巴胺系统大量释放多巴胺，使大脑的奖赏机

制异常活跃，从而导致人产生欲望和快感最终导致成

瘾［35］。目前公认的奖赏通路由中脑-边缘-皮质多巴胺

系统构成，这一通路起始于中脑VTA的多巴胺神经元，

其神经纤维通过内侧前脑束投射至伏隔核（nucleus 
accumbens，NAc）、海马内侧前额叶皮层（hippocampal-
medial prefrontal cortex）和杏仁核（amygdala）等脑区，

是调节奖赏效应的重要通道。研究表明，各类成瘾性

物质都能直接或间接激活这些奖赏中枢，诱导多巴胺

浓度升高，产生奖赏效应。伏隔核是产生欣快感的核

心，其多巴胺浓度上升与奖赏直接相关。通过VTA到
伏隔核的途径可以增加多巴胺的传递，介导药物滥用

的急性奖赏效应及与奖赏相关的慢性变化［36-38］。同

时，海马与伴随欣快感的时间及环境空间记忆密切相

关。此外，内侧前额叶皮层到背侧中脑导水管周围灰

质（dorsal periaqueductal gray matter）的途径在强迫性

用药行为中发挥重要作用［39］；杏仁核通过与终纹床核

（bed nucleus of stria terminalis）的互作，参与成瘾记忆
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和应激诱导的复吸，在不同药物类别的应激诱导的药

物渴求中扮演重要角色［40］；外侧缰核 （lateral 
habenula）则在药物戒断后的负性情绪中起关键作

用［41］。这些脑核团均接受来自VTA的多巴胺投射，当

VTA的多巴胺神经元被激活时，这些脑区的多巴胺浓

度便会上升，从而进一步形成与药物奖赏相关的关联

性记忆，最终导致强迫性用药行为和成瘾的形成。

近年来新的成瘾机制和相关神经环路的发现不断

揭示出成瘾行为的复杂性和多样性。这些发现强调了

不同脑区和神经递质在成瘾过程中的协同作用。例如，

丘脑室旁核（thalamic paraventricular nucleus）通过投

射到杏仁核中央核（central nucleus of amygdala，CeA）
和NAc，协调阿片类药物相关记忆的获取和维持［42］。
伏隔核核心（NAc core）与腹侧海马 CA1区（ventral 
hippocampal CA1 region，vCA1）回路在可卡因的 CPP
中发挥重要作用。可卡因复吸需要CA1-伏隔核核心通

路的参与，可卡因能够改变 vCA1与NAc核心记忆痕迹

细胞的神经可塑性，强化其间的兴奋性突触连接［43］。
该研究从全新的角度揭示了一条特殊的CA1-伏隔核核

心印迹细胞神经环路，其中CA1编码不同情景相关的

记忆，而伏隔核核心则储存可卡因奖赏相关的记忆。

CA1 印迹细胞与伏隔核核心中表达多巴胺 1 型受体

（D1）的印迹神经元形成特定的加强连接，这种突触后

连接的加强对于记忆提取至关重要。

此外， 5-羟色胺 （5-hydroxytryptamine， 5-HT）
对可卡因成瘾的强迫性具有调控作用，5-HT信号通过

眶额叶皮质 （orbitofrontal cortex， OFC） - 纹状体

（corpus striatum）通路调控可卡因成瘾［44］，在这项研

究中揭示了一种可卡因在大脑中特有的作用机制，这

种机制的特殊性在于，除了引发所有毒品摄入都会增

加的多巴胺外，还会引发 5-HT的大量增加。事实上，

5-HT对多巴胺引起的奖励系统的过度兴奋起着内在的

制动作用。

5　总结与展望

药物成瘾作为慢性复发性的神经精神类疾病，与

肿瘤、心血管等疾病不同，其发病机制和诊疗方法具

有特殊性［45］。因此，研究并建立具有高临床特征稳定

可靠的动物模型，已成为探索此类疾病的关键环节。

由于单一的成瘾模型只能反映成瘾过程中的某个特定

阶段的特征，因此药物成瘾需要在多种模型中进行相

互验证，才能全面、系统地揭示其行为药理学和神经

生物学基础。未来，完善药物成瘾的临床前动物模型

不应仅限于药物强化或神经生物学适应性研究，还需

包括通过反复接触成瘾性药物（长时间用药）以模拟

成瘾患者的强迫性用药特质，这是各类诊断体系标准

所强调的关键特征。唯有多管齐下，优势互补，才能

深入理解成瘾的病因和病理生理学，并提供新见解。

此外，研究者应根据具体实验情况调整实验参数，以

更客观地评估药物的成瘾特性。多方位的方法和研究

为理解和克服成瘾行为提供了重要的科学基础。

近年来，神经影像学技术的飞速发展使在动物活

体内进行无创、连续的动态研究成为可能。这一发展

使得从整体、细胞、分子乃至功能等不同层面深入研

究参与成瘾的特定脑区和核团成为可能。将成瘾模型

与脑影像学结合，研究者可以最大限度地模拟并观察

成瘾、戒断、复吸全过程中大脑结构和功能的变

化［46］，这已成为当代成瘾研究的热点之一。目前，神

经影像技术常用的方法包括单光子发射计算机断层显

像（single photon emission computed tomography）、正电

子发射断层显像（positron emission tomography）和功能

性磁共振成像（functional magnetic resonance imaging）
等［47］。这些方法主要用于分析脑的解剖结构、脑内神

经递质水平的变化、受体数量及其亲和力的变化，以

及相应脑区的激活状态（如血流量或新陈代谢情况）。

随着神经影像技术的发展和分辨率的提高，成瘾模型

的脑影像研究必将在成瘾治疗方法、药物开发及机制

研究中发挥更为重要的作用。
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常见哮喘动物模型的建立方法与评价研究进展
罗世雄1, 张 赛2, 陈 慧2

(1. 天津中医药大学, 天津 300193;  2. 天津中医药大学第二附属医院, 天津 300250)

[摘要] 支气管哮喘 （简称哮喘） 是一种以气道炎症、气道高反应性和气道重塑为特征的常见的慢性呼吸系统疾
病，其发病机制复杂且具有异质性，涉及遗传、免疫、环境等多种因素。目前针对哮喘的治疗手段相对有限，深入
探究哮喘的发病机制、探寻有效的治疗方法以及开发新型药物已成为当务之急。因此，哮喘动物模型的建立至关重
要。然而，至今仍没有一种理想的哮喘动物模型能够全面、准确地复刻人类哮喘发生与发展的所有特征。本文对近
5 年来哮喘动物模型建立方法的研究进展进行了系统梳理，详细综述了常见实验动物 （如小鼠、大鼠、豚鼠）、常见
致敏剂 （包括卵清蛋白、屋尘螨、脂多糖、甲苯二异氰酸酯），以及用常见实验动物及致敏剂建立哮喘动物模型的
方法，并对这些模型的优缺点和适用范围进行了客观评价。本文总结了哮喘模型的评价指标，涉及行为学、肺功
能、病理学、免疫学、药效学等多个方面。难治性哮喘动物模型的建立方式虽尚未完善，但通过相关文献检索，总
结了难治性哮喘动物模型造模的几种思路，旨在为相关研究提供有价值的参考。根据现有的科学技术，笔者推测未
来哮喘动物模型的研究将更加聚焦于临床相关性、技术创新以及多学科融合。具体而言，未来哮喘动物模型将通过
多重致敏原联合诱导并应用基因编辑等新技术，提升模型的临床相关性，实现模型的多样化与个性化，并使用生物
成像、传感技术动态监测哮喘气道炎症及气道重塑等相关反应，甚至可利用芯片技术寻找动物模型替代方法，最终
致力于开发出更能模拟人类哮喘复杂性和异质性的多因素复合模型。
[ 关 键 词 ] 哮喘； 动物模型； 评价指标； 致敏剂
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Research Progress in Establishment and Evaluation of Common Asthma 

Animal Models
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(1. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300193, China; 2. The Second Affiliated Hospital of 
Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300250, China)
Correspondence to: CHEN Hui (ORCID:0009-0003-2757-8486), E-mail: erkechenhui@sohu.com

[ABSTRACT] Bronchial asthma (hereinafter referred to as asthma) is a common chronic respiratory 
disease characterized by airway inflammation, airway hyperresponsiveness, and airway remodeling. Its 
pathogenesis is highly complex and heterogeneous, involving multiple factors such as genetics, immunity, 
and environmental exposure. Currently, therapeutic options for asthma remain relatively limited, making it 
an urgent priority to explore its underlying mechanisms, identify effective treatment strategies, and develop 
new drugs. In this context, the establishment of animal models for asthma plays an irreplaceable and 
crucial role. However, to date, no single ideal animal model has been able to fully and accurately replicate 
all the features of the onset and progression of human asthma. This study systematically reviews the 
research progress over the past five years in the establishment methods of asthma animal models. It 
provides a detailed overview of commonly used experimental animals (such as mice, rats, and guinea pigs), 
frequently used sensitizing agents (including ovalbumin, house dust mite, lipopolysaccharide, and toluene 
diisocyanate), and the methods for establishing asthma models using these animals and sensitizers. This 
study also presents an objective evaluation of the advantages, limitations, and applicability of each model. 

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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Evaluation criteria for asthma models are summarized across multiple dimensions, including behavioral 
assessments, pulmonary function, histopathology, immunological indicators, and pharmacodynamics. 
Although methods for establishing refractory asthma models remain underdeveloped, several strategies for 
modeling refractory asthma have been summarized through a review of relevant literature, aiming to 
provide useful references for related research. Based on current scientific and technological 
advancements, it is anticipated that future research on asthma animal models will focus more on clinical 
relevance, technological innovation, and multidisciplinary integration. Specifically, future models are 
expected to adopt multi-sensitizer induction protocols, apply cutting-edge tools such as gene editing, 
enhance clinical relevance and promote diversification and personalization of models. Furthermore, 
advanced technologies such as bioimaging and biosensing are anticipated to enable dynamic monitoring 
of airway inflammation and remodeling. Organ-on-a-chip platforms may also be explored as potential 
alternatives to traditional animal models. The ultimate goal is to develop multifactorial, composite models 
that better simulate the complexity and heterogeneity of human asthma.
[Key words]  Asthma; Animal model; Evaluation criteria; Sensitizing agents

支气管哮喘（以下简称哮喘）是由多种细胞和细

胞组分参与的气道慢性非特异性炎症性疾病，其临床

表现是反复出现喘息、气急，可伴或不伴有胸闷和咳

嗽等症状，同时存在气道高反应性以及可变的气流受

限情况，且随着病程发展最终可导致气道重塑。据

2024年流行病学调查显示，哮喘是全球范围内患病率

最高的慢性气道疾病之一，全球约有3亿哮喘患者［1］。
2015年全国人口普查数据显示，在我国20岁及以上的

人群中，哮喘患者的数量可能达到约4 570万人［2］。
哮喘动物模型可应用于探索哮喘发病机制、评估

新型治疗方法、研发新药的各个方面。因此，构建稳

定可靠的哮喘动物模型显得尤为必要。理想的哮喘动

物模型应当与人类哮喘的病理生理学机制以及临床变

化过程高度契合。具体而言，哮喘动物模型须具备免

疫球蛋白E（immunoglobulin E，IgE）介导的抗原敏感

性、嗜酸性粒细胞增多、气道阻力增加、急性支气管

收缩、气道慢性炎症；后期进展至气道阻塞、黏液纤

毛清除率降低、黏液分泌增强、气道壁结构重塑以及

平滑肌增生等病理特征［3］。本文对近五年来国内外常

见哮喘动物模型的构建方法与评价体系进行综述，系

统总结了不同动物品种及品系的特点、致敏原、造模

方法、评价指标的研究进展。在此基础上，对哮喘研

究的未来发展方向进行展望，为深入探索哮喘的发病

机制、开拓其治疗途径、研发新型治疗药物提供新的

理论视角和实践思路。

1　实验动物选择

在选择实验动物时，需要综合考虑多重因素：动

物经济成本、饲养条件的难易程度、造模成功率、模

型动物哮喘发病过程及特征与人类哮喘的相似度、标

本采集的便捷性等。根据实验目的与要求，需选择最

适宜的实验动物种类及品种品系。哮喘动物模型的构

建历程历史悠久，从起源至今使用过的动物有豚鼠、

小鼠、大鼠、家兔、猫、犬、猴、羊、猪和灵长类动

物等。而后经过研究者们不断探索，哮喘动物模型的

造模方式逐渐成熟，所使用的动物品种品系也逐渐规

范化。根据相关文献检索结果显示，近五年来，最常

用作哮喘动物模型建立的动物有以下 3类：大鼠、小

鼠、豚鼠，按动物种类和品种品系的使用频率由高到

低排列，依次为 BALB/c小鼠、C57BL/6小鼠、SD大

鼠、Wistar大鼠、豚鼠。以下将对各类动物的优缺点

进行简要阐述，其中建立哮喘动物模型的常用动物及

其优缺点见表1。
1.1　小鼠

近年来，小鼠已成为构建哮喘模型最为常用的实

验动物，主要归因于小鼠的免疫遗传背景相对清晰，

并且其基因组与人类基因组的相似性高达 90% 以

上［4］。利用小鼠进行哮喘模型构建具有诸多优点，如

实验成本较低，可选品系较多，造模方法较成熟，容

易产生气道炎症、气道高反应性、黏液增多等典型的

哮喘症状。在哮喘模型中，BALB/c和C57BL/6是两个

常见的实验小鼠品系［5］。其中，BALB/c小鼠因造模成

功率最高而被广泛使用［6-7］。近年来，随着基因敲除

技术的发展，C57BL/6基因敲除小鼠在哮喘相关研究

中的应用也日益增多［8-9］。
有研究表示［10］，在使用卵清蛋白（ovalbumin，

OVA）诱导小鼠哮喘模型时，BALB/c小鼠更易出现呼

吸频率减慢、点头样呼吸、抓挠行为增多、腹部痉挛
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等哮喘特异性症状。而C57BL/6小鼠仅表现为活动减

少和呼吸深快。此外，BALB/c小鼠肺组织病理学变

化、嗜酸粒细胞浸润程度，以及血清白细胞介素-4
（interleukin-4，IL-4）水平改变均更显著。因此，在

目前的临床研究中，依旧是 BALB/c小鼠使用频率更

高。然而，使用小鼠建立哮喘模型也存在若干局限性。

首先，小鼠和人类在气道和肺部的生理结构上存在诸

多差别。如人类的远端气道是呼吸性支气管，而小鼠

的则是非肺泡化支气管；人类的气管和支气管内均分

布有基底细胞，而小鼠的基底细胞仅存在于气管中；

小鼠气道平滑肌少于人类等。以上差异导致小鼠哮喘

模型中，肺部炎症的病理特征与人类哮喘存在不

同［11］。其次，小鼠对过敏原易产生耐受性［12］，所以

在建立慢性哮喘模型时，其成功率相对较低。综上所

述，小鼠更适合用作急性期哮喘模型的研究，尤其在

气道高反应性、气道炎症等指标的研究及药物疗效观

察方面具有优势。

1.2　大鼠
除小鼠外，大鼠也常用于建立哮喘模型，其具有

来源广泛、价格低廉、相对小鼠体型较大、饲养和繁

殖操作简便、取材方便等特点。大鼠因体型相对较大

和麻醉状态下展现出高稳定性的特点，为吸入过敏原

后急性哮喘发作期间各项生理指标的准确测量提供了

十分有利的条件［13］，并且麻醉后的实验操作和取材难

度也相对较低。所以，大鼠模型在研究哮喘以及其他

肺部疾病方面都有重要作用。相较于其他物种，大鼠

具备独特的支气管循环的解剖学特征，因此在蛋白质

学、遗传学等方面也展现出更多优势［14］。在诸多大鼠

品种中，SD大鼠和Wistar大鼠为国内外研究常用模型，

因二者都是由 IgE介导的过敏反应，并且可诱发与人类

相似的迟发相变态反应和速发相变态反应。在实践中，

两品种大鼠各有其优势：相较于Wistar大鼠，SD大鼠

（特别是雄性大鼠）更常被使用，可能与其耐受性强，

且能够接受致敏原长期高浓度雾化刺激有关［15］。然

而，在相同的实验条件下，Wistar大鼠建造哮喘模型

成功率比 SD大鼠高［16］。大鼠造模缺点在于其易对过

敏原产生耐受性［4］，且相关的分子生物学试剂不够

齐全。

1.3　豚鼠
豚鼠作为哮喘研究的动物模型，具有悠久的历史

及经典地位，因其肺部解剖结构、生理及药理反应与

人类均高度相似［17］。特别是在气道分支、神经生理

学、肺循环系统和平滑肌分布以及肥大细胞定位和介

质分泌方面［18］。相比其他动物，豚鼠对OVA更敏感，

更易产生哮喘相关症状，包括气道高反应性、嗜酸性

粒细胞增多、发生Ⅰ型变态反应、产生速发和迟发型

哮喘反应等。所以豚鼠哮喘模型常被用于研究化学刺

激因子过敏反应。此外，豚鼠也可用于开发皮质类固

醇和 β受体激动剂等药物［19］。然而，与人类不同的

是 ， 豚 鼠 的 变 态 反 应 主 要 由 免 疫 球 蛋 白 G
（immunoglobulin G，IgG）介导。造模后的豚鼠不会出

现气道重塑现象，且豚鼠个体间对致敏原的反应存在

较大差距，部分个体在致敏后易出现急性过敏性休克，

而有些则无明显哮喘症状，这极大地影响了实验结果

的一致性和可靠性［20］。此外，当前缺乏研究豚鼠炎症

和免疫反应的试剂和特异性分子工具，导致对豚鼠标

本的检测工作存在一定困难。因此，相对于大鼠和小

鼠，豚鼠在当今实验研究中使用频率相对较低。

1.4　其他动物
家兔、猫、犬、羊、猪和灵长类动物等作为哮喘

动物模型的频率相对较低。其中，家兔，尤其是新西

兰白兔因性格温顺，在家兔中体型相对较小，价格相

对低廉，并且可反复使用而不出现脱敏现象，可用于

自身对照研究慢性哮喘，但其整体应用频率均较

少［21］。相比之下，猫、犬、羊、猪和灵长类动物等动

物的肺部构造及药代动力学特性与人类更加相似，且

实验检测更便捷，适宜进行长期观察研究。然而，此

类动物普遍价格高昂、饲养管理难度较大，且缺乏相

关的免疫反应试剂及特异性分子工具，因此在哮喘动

物模型研究中应用较少。

2　致敏剂选择

可用作制备哮喘动物模型的致敏剂主要分为以下3
类：蛋白质类，如 OVA、蟑螂提取物 （cockroach 
extract，CRA）、猪蛔虫蛋白、动物毛发和皮屑蛋白、

屋 尘 螨 （house dust mite， HDM）、 粉 尘 螨

（dermatophagoides farinae，DF）、昆虫毒液蛋白、花粉

蛋白（如豚草花粉、桦树花粉等所含的蛋白质成分）

等；化学物质类，如甲苯二异氰酸酯 （toluene 
diisocyanate，TDI）、二氧化硫（SO2）、甲醛等；微生

物及其产物类，如脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）、
肽聚糖（peptidoglycan，PGN）、真菌孢子和菌丝提取

物（如曲霉素、青霉素等）等［22］。其中，使用频率最

高的致敏剂为OVA，其次为HDM。以下将对各种常见

致敏剂的优缺点进行简要分析，其中哮喘动物模型常

用致敏剂的优缺点及适用范围见表2。
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2.1　卵清蛋白
OVA获取途径便捷、成本低廉、致敏效果显著，

且具有较强的免疫原性，所诱导的免疫应答与人类哮

喘的免疫病理机制相似，且反应稳定可重复，因此是

建立哮喘模型中最常用的致敏剂。在作为致敏剂应用

时， OVA 的激发浓度范围为 1%～10%，其中，

1%OVA 是最常使用的浓度。但也有研究［3］认为，

OVA浓度为50 μg/mL时，其致敏效果最佳。氢氧化铝

［Al（OH）3］作为佐剂，能够有效增强免疫系统的抗原特

异性Th2免疫应答［23］。因此，目前大部分哮喘动物模

型都采用OVA联合氢氧化铝进行致敏处理。

2.2　屋尘螨
HDM作为一种与人类关系密切的过敏原，是诱发

人类和动物哮喘的最常见因素之一［24］。相关研究表

明，HDM诱导的哮喘小鼠的气道平滑肌增生明显，且

肺泡灌洗液、肺组织和气道炎症细胞中均以嗜酸性粒

细胞为主，Th2 炎症因子表达水平增高［25］。然而，

HDM的培养和提取过程易受培养条件、提取方法等多

种因素影响，导致其标准化操作存在较大难度。此外，

HDM致敏诱导周期相对较长，一般需要数周甚至数

月。不同品种品系和个体的动物对HDM的反应也存在

差异，因此，近年来在科研中，HDM的使用频率有所

下降。

2.3　脂多糖
经 LPS致敏后，动物肺组织中内质网应激标志物

的表达水平显著增加［23］。LPS为革兰氏阴性菌细胞壁

中的成分，它可通过激活多条信号通路，高效诱导细

胞因子的合成与释放，从而激发炎症反应，加重气道

高反应性。因此，LPS常被用作构建哮喘动物模型。

然而，LPS单独诱导的哮喘模型炎症持续时间有限，

且不同品种品系、不同个体动物对其反应存在较大差

异，因此不常单独使用。当低浓度的LPS与其他过敏

原联合使用时，可以增强机体的免疫反应，加重哮喘

症状，从而模拟出更复杂的哮喘病理状态。

2.4　甲苯二异氰酸酯
TDI被用于职业性哮喘（occupational asthma，OA）

的发病机理及治疗策略的研究中。OA通常由个体暴露

于具有高反应性的二异氰酸酯类化学品引起，而 TDI
是其中最为常见的化学物质。TDI通过与气道上皮细

胞相互作用，引发气道炎症反应，并刺激细胞因子和

趋化因子的产生与释放，促进气道中炎症细胞的存活

和聚集，导致气道重塑、高反应性及炎症的产生［26］。
然而，TDI具有毒性，实验过程中对其剂量控制要求

严格，且价格昂贵，因此仅适用于OA的相关研究。

3　常见哮喘动物模型的造模方法与评价

3.1　卵清蛋白致敏哮喘模型
3.1.1　卵清蛋白致敏小鼠

每隔 7 d对小鼠腹腔注射一定剂量的Al（OH）3及
OVA混合液，进行2～3次致敏处理。激发期使用一定

浓度OVA溶液对小鼠进行连续雾化吸入，每次持续时

间约 30 min。急性期造模持续 3～7 d，慢性期则持续

2～4周。Park等［27］分别于第 1天和第 14天对 5～6周
龄的BALB/c小鼠以混合 1%Al（OH）3的OVA溶液腹腔

注射致敏。随后以 1 mg/mL浓度的OVA溶液分别于第

21、22、23天滴鼻激发，成功建立了哮喘小鼠模型。

此方法建立的哮喘模型动物稳定性强，哮喘症状明显，

炎症反应及气道高反应性显著，因此常用于研究哮喘

发病机制及药物有效性。

3.1.2　卵清蛋白致敏大鼠
大鼠急性期模型的建立通常采用以下方法：每隔

7 d对大鼠进行1～2次多点位皮下注射及腹腔注射一定

表 1　建立哮喘动物模型的常用动物及其优缺点
Table 1　Commonly used animals in asthma models and their advantages and disadvantages

动物种类
Animal species

小鼠
Mouse

大鼠
Rat

豚鼠
Guinea pig

优点
Advantages

免疫遗传背景清晰、实验成本低、品系多、造模方
法成熟、容易产生气道炎症、容易诱发气道高反
应性、容易出现黏液增多等哮喘症状

来源广、价格低廉、体型较大、易饲养繁殖、麻醉后
稳定性高、取材方便

容易被致敏、肺部解剖结构和生理药理反应与人
类相似

缺点
Disadvantages

和人类的气道和肺部的生理结构
差异大、对过敏原易产生耐受性

易对过敏原产生耐受性、相关分子
生物学试剂不齐全

价格较高、个体反应差距较大、缺
乏相关炎症和免疫反应的试剂
和特异性分子工具

适用范围
Scope of application

急性期哮喘模型气道高反应及气道
炎症等的研究及药物疗效观察

急慢性哮喘模型气道及肺组织生理
病理观察及肺功能、气道阻力测
定等相关研究

研究化学刺激因子过敏反应、开发
皮质类固醇和 β 受体激动剂等药
物
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剂量的OVA、灭活百日咳杆菌疫苗及Al（OH）3混合液，

激发期则使用OVA溶液雾化吸入30 min，连续7 d。慢

性期模型的建立常采用四肢多点位皮下注射及腹腔注

射一定剂量的OVA与Al（OH）3混合液2～3次，激发期

连续OVA溶液雾化吸入，每次 30 min，持续 8周。雷

俊等［28］分别于实验第1、8天，对SPF级雄性SD大鼠

腹腔注射 10%OVA与Al（OH）3混合液 0.5 mL，并同时

于两侧腹股沟皮下注射上述混合液各 0.25 mL，进行 3
点位注射致敏；从实验第 15天起，2%OVA雾化液雾

化激发，每次30 min，每天1次，持续14 d，成功建立

哮喘大鼠模型。OVA致敏大鼠哮喘模型有速发和迟发

双相反应［29］，因此可用于急性和慢性模型的建立，常

用于特异性抗原抗体反应的研究。

3.1.3　卵清蛋白致敏豚鼠
豚鼠喘模型的建立可分为以下 3 种：肌内注射

OVA溶液，同时腹腔注射1次Al（OH）3来致敏；每隔7 d
腹腔注射较高浓度的OVA及Al（OH）3混合液 2次，激

发期连续OVA溶液雾化吸入，每次 30 min，持续 7～
10 d；通过OVA溶液滴鼻致敏，激发期再使用OVA溶
液雾化吸入。丁云录等［17］选取 3 周龄 Hartley 豚鼠

（雌雄各半）作为实验对象，于第1天对每只豚鼠腹腔

注射 1 mL 10%OVA溶液致敏，第 15天开始用 1%OVA
溶液进行雾化吸入激发，每天1次，连续7 d，成功建

立哮喘豚鼠模型。OVA激发后，豚鼠会出现气道高反

应性，长期激发可出现平滑肌增生、基底膜增厚等气

道重塑现象。因此，该豚鼠哮喘模型适用于研究气道

高反应及气道重塑的发生机制、影响因素及干预措施。

3.2　屋尘螨致敏哮喘模型
建立HDM致敏小鼠及大鼠哮喘模型可采用每周

2～3次HDM溶液滴鼻；或每隔 7 d进行 1次多点位皮

下注射HDM溶液；或每隔 7 d进行 1次腹腔注射HDM

溶液等。体型较大的动物如豚鼠、家兔等，则采用麻

醉后气管插管将HDM溶液滴注到气管的方式建立哮喘

模型。Ji等［30］采用皮下注射50 μg HDM溶液致敏，腹

腔注射 100 μg HDM溶液激发，成功建立哮喘小鼠模

型。郭妍蓉等［31］于实验第 0、14天使用 100 μL 混合

液［含 20 μg HDM，1 mg Al（OH）3，溶于生理盐水］

对小鼠腹腔注射致敏，后于实验第 21～58天，每周 3
次HDM溶液滴鼻激发，成功建立慢性过敏性哮喘小

鼠。通过文献检索发现，使用HDM联合Al（OH）3腹腔

注射致敏，随后HDM滴鼻激发时，动物哮喘症状更为

严重，且更容易出现气道重塑现象，因此此方法常用

于建立慢性哮喘动物模型。HDM致敏后，动物肺组织

及气道炎症反应明显，常用于相关炎症因子作用机理

及药物研究。然而，HDM致敏具有不稳定性，因此，

在利用HDM建立哮喘模型时，需要根据HDM的性质

选择合适的给药方式、给药时间间隔及次数。

3.3　脂多糖致敏哮喘模型
3.3.1　脂多糖致敏小鼠

研究者常将LPS与OVA联合用于哮喘动物实验致

敏。首先通过腹腔注射OVA致敏，再利用LPS滴鼻激

发，此方案可诱导小鼠出现典型哮喘症状，包括气道

炎症反应、黏液分泌增加、气道高反应性等。另外，

也可单独使用 LPS滴鼻致敏。Jonckheere等［32］采用

40 μg/mL LPS溶液对小鼠进行滴鼻致敏，每只小鼠每

天给予 50 μL，连续 4 d，成功建立了急性哮喘小鼠模

型。此哮喘模型可用于哮喘发病机制探究以及药物筛

选等领域。

3.3.2　脂多糖致敏大鼠
LPS致敏大鼠常采用气管内滴注或雾化吸入的方

式。Liu等［33］分别于第0、14天对6～8周龄SPF级SD
大鼠腹腔注射 LPS、Al（OH）3和OVA的混合溶液，随

表 2　哮喘动物模型常用致敏剂的优缺点及适用范围
Table 2　Advantages, disadvantages, and application scope of commonly used sensitizers in asthma animal models 

致敏剂
Sensitizers

卵清蛋白
Ovalbumin
屋尘螨
House dust mite
脂多糖
Lipopolysaccharide

甲苯二异氰酸酯
Toluene diisocyanate

优点
Advantages

价格便宜，致敏效果好，给药途径多样可选

致敏后肺组织及气道炎症反应明显

可通过激活多条信号通路，高效诱导细胞
因子合成与释放，激发炎症反应，加重气
道高反应性

是导致职业性哮喘的最常见的化学物质

缺点
Disadvantages

致敏浓度存在较大范围的差异

个体反应差异大

不稳定性，常作为佐剂与卵清蛋白
合用

有毒性、剂量控制要求高，成本高

适用范围
Scope of application

建立急慢性过敏哮喘模型

建立慢性哮喘模型、嗜酸性粒细胞型
哮喘模型

建立急性期及中性粒细胞型哮喘模型

职业性哮喘的发病特征及治疗的研究
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后于第21～23天雾化吸入OVA激发成功建立哮喘大鼠

模型。大鼠的气道结构和生理功能与人类较为相似，

对LPS的免疫反应也与人类有一定相似性，此模型常

用于研究哮喘病理生理过程以及评估药物对气道炎症

和气道重塑的影响。

3.4　甲苯二异氰酸酯致敏哮喘模型
TDI诱导的哮喘模型常以BALB/c小鼠为实验对象。

Pollaris等［34］于实验第 1、8天于小鼠耳背部涂抹一定

浓度的TDI致敏，于第 15天采用气管滴注法给予低浓

度的 TDI激发，成功建立OA小鼠模型。Pandey等［35］

使用TDI建立小鼠哮喘模型，以 1%TDI滴鼻致敏，再

以2.5%TDI滴鼻激发，成功建立TDI-OA型小鼠哮喘模

型。TDI诱导的哮喘动物可出现呼吸急促、肺组织支

气管管壁破坏、管腔增厚、炎细胞浸润等哮喘症状和

病理改变。

3.5　难治性哮喘造模
难治性哮喘通常指使用推荐的最大剂量吸入治疗

后，哮喘症状仍然无法得到有效控制的一类哮喘。这

类患者在临床中占哮喘患者总数的5%～10%，其典型

发作一般以接触变应原、运动和病毒性上呼吸道感染

（如感冒）为诱因。目前，临床尚未完善关于此类哮喘

模型建立的方法，但根据其发病特点，有学者提出以

下造模思路可供参考，即运用常规造模方法成功建造

慢性期哮喘动物模型后，给予反复的外界刺激和不规

则的小剂量激素吸入，从而造成哮喘反复，症状不稳

定，激素不敏感或部分抵抗的难治性哮喘模型。根据

给予的外界刺激的不同，可将造模方法分为变应原反

复刺激法、反复呼吸道感染造模法、减毒合孢病毒疫

苗造模法、运动刺激法［36］。即变应原（如香烟、花

粉、灰尘等）被动吸入；革兰氏阴性菌、衣原体、支

原体减毒疫苗等雾化吸入；减毒合孢病毒疫苗雾化吸

入；特殊运动装置或悬挂法使其运动、疲劳。

文莎等［37］在气道重塑及激素敏感型哮喘模型基

础上，以OVA联合Al（OH）3致敏，将按照2 mg/kg为标

准配制的地塞米松治疗液，于雾化前 30 min对小鼠行

腹腔注射，每周连续2 d，中断5 d，持续9周，成功建

立激素抵抗型哮喘模型 （steroid-resistant asthma，
SRA）小鼠，即SRA组小鼠于雾化第6周开始便表现出

激素不能缓解小鼠哮喘症状。

4　哮喘动物模型的评价指标

4.1　行为学评价
哮喘动物模型常在激发后呈现不同程度的咳嗽、

呼吸急促、头面部瘙痒、挠首舔足、烦躁不安、毛发

竖立、腹部抽搐等哮喘样症状；严重者可出现安静少

动、行动迟缓，甚至抽搐跌倒、四肢软瘫、俯伏不动

等反应。长期连续激发后可出现体重下降，毛发失去

光泽等。实验室常选用激发给药后 20～30 s内即出现

上述任意2～3个症状的动物作为实验用鼠［38］。
4.2　肺功能评价

造模成功的动物吸气阻力、呼气阻力均明显高于

正常对照组，且其肺顺应性数值下降，提示肺组织弹

性减弱、扩张和收缩能力变差。另外，哮喘模型动物

用力呼气量（forced expiratory volume，FEV）、用力肺

活量（forced vital capacity，FVC）等指标降低，第一

秒用力呼气容积与用力肺活量比值（forced expiratory 
volume in 1 second/forced vital capacity，FEV1/FVC）比

值减小，反映气道阻塞导致气体呼出受限。

4.3　病理学评价
在造模成功的动物模型中，肺泡灌洗液可见嗜酸

性粒细胞数、淋巴细胞数有不同程度的增加；血清学

检测中可见 IL-4浓度不同程度的增高和 IFN-γ浓度不

同程度的降低；肺组织病理切片可见支气管及血管周

围大量嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、肥大细胞等炎症细

胞聚集。在重症哮喘模型及气道重塑哮喘模型中，可

见气道平滑肌增厚、基底膜增厚、管腔变狭窄，气管

痉挛，弹力纤维增生，黏液腺增生肥大、黏液栓形成

等气道重塑的病理改变。其中，评价哮喘造模成功的

最主要指标是肺组织病理形态学改变［10］。
4.4　免疫学评价

造模成功的动物哮喘模型血清或支气管肺泡灌洗

液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中特异性 IgE
抗体水平显著升高，该指标是衡量机体对过敏原产生

免疫反应的重要标志。Th2细胞功能增强，会导致Th1/
Th2细胞因子失衡，具体表现为 IL-4、IL-5、IL-13等
Th2型细胞因子分泌增加，而 IFN-γ等Th1型细胞因子

分泌减少。此外，BALF中的炎症因子如组胺、白三

烯、前列腺素等含量也会升高，这些炎症介质在哮喘

的发病过程中起重要作用。

4.5　药效学评价
除探索哮喘发病机制外，哮喘动物模型还常被用

于评测新的治疗方法、研究开发新的治疗药物。研究

者常采用的给药途径包括灌胃、腹腔注射、气管内给

药、静脉给药、滴鼻等方式。哮喘模型建立成功的动

物，在给予哮喘治疗药物后，可观察到动物喘息频繁、

呼吸困难、咳嗽等症状明显得到缓解，提示模型动物
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的症状符合哮喘特征，且对治疗措施有良好的响应性。

同时，通过对比模型组和未予药物干预组的肺功能、

病理学、免疫学指标，结果显示模型组的各项指标均

优于未予药物干预组，说明模型具有药物干预的可逆

转性，进一步证明模型的有效性。

5　哮喘动物模型研究展望

哮喘作为全球患病率最高的慢性气道系统疾病之

一，但临床有效的相关药物却相对匮乏。因此，建立

哮喘动物模型对人类研究哮喘的发病机制和作用靶点、

开发哮喘相关药物、检验哮喘相关药物及其他治疗方

法具有深远影响。虽然目前可用于哮喘模型研究的动

物种类繁多，但经过综合考量，目前最佳选择仍是小

鼠、大鼠、豚鼠。哮喘动物模型的建立因实验动物、

致敏剂剂量的选择，以及给药频率与周期的不同，使

得哮喘建模各有优劣，而哮喘动物模型的优劣程度取

决于能否准确且全面地模拟人类哮喘的发病机制及病

情发展过程。现有哮喘动物模型的构建方法仍有诸多

局限性，仅能表现哮喘某特定阶段的部分病理特征，

缺乏能够完全模拟人类哮喘发生、发展的建模方法。

根据文献研究进展及未来技术的发展趋势，哮喘动物

模型未来有望在以下几个方面取得显著进展。

5.1　模型的临床相关性提升
未来的研究将更侧重于开发能够准确模拟人类哮

喘病理生理特征的模型。通过采用多重过敏原的联合

诱导，优化致敏和激发方案，结合基因编辑技术，构

建更具有临床特点的哮喘模型，如老年哮喘、儿童哮

喘、重症哮喘等。对于慢性炎症与气道重塑模型的构

建，可通过长期暴露于低剂量过敏原，并借助高分辨

率成像技术、生物传感器等先进手段，动态监测并研

究慢性气道炎症和气道重塑的变化及其机制。激素抵

抗模型通过长期不规则激素刺激模拟临床激素抵抗型

哮喘的模型，以研究其发病机制和寻找新的治疗靶点。

5.2　新技术的应用
随着生物技术的发展，新的工具和方法将被引入

哮喘动物模型的研究中。基因编辑技术，特别是

CRISPR-Cas9等基因编辑工具，可以对动物基因进行

精准敲除、嵌入或修饰，从而可开发出具有特定基因

背景的哮喘模型，以研究基因与环境因素的交互作用。

目前基因编辑动物已被运用于哮喘实验中，Khumalo 
等[39]通过杂交转基因技术制备了诱导性白细胞介素4
受体 α亚基（interleukin-4 receptor α，IL-4Rα）缺失

小鼠，用于研究 IL-4Rα缺失对哮喘免疫反应进程的

影响。单细胞测序技术可通过单细胞测序分析哮喘模

型中不同细胞类型的转录组变化，揭示细胞异质性和

关键细胞亚群在哮喘发病中的作用。CAR-T细胞疗法

在哮喘动物模型中的应用已取得一定成果，未来将进

一步研究细胞治疗技术与哮喘模型的结合，为哮喘的

根治开辟新的可能。

5.3　模型的多样化与个性化
未来，哮喘动物模型将更加多样化，以满足不同

的研究需求。除了常用的小鼠和大鼠等小型啮齿类动

物模型外，其他大动物模型（如猪、犬、非人灵长类

动物）也可能被更多地开发利用，以促进呼吸介入疗

法、药物代谢动力学等领域的研究。此外，未来还将

结合小动物和大动物模型的优势，从不同角度深入剖

析哮喘的病理机制，并基于患者个体特征（如基因背

景、过敏原暴露史）开发个性化动物模型，以期为精

准医学领域的研究提供支持。

5.4　伦理与替代方法的探索
随着动物实验伦理标准的不断提升，未来的研究

将更加注重开发替代性实验方法。如类器官、芯片器

官等体外模型技术将得到进一步发展，用于研究哮喘

的细胞和分子层面的机制。同时，借助计算机模拟技

术，结合动物模型所提供的实验数据，能更精准地预

测哮喘的发病过程和药物疗效。

综上所述，未来哮喘动物模型的研究方向将更加

注重临床相关性、技术创新和多学科融合。通过运用

不同种属动物模型，进一步优化致敏剂效应及稳定性，

丰富致敏剂种类，提高造模效果稳定性。此外，利用

基因编辑、单细胞测序、芯片器官等前沿技术，开发

出能更全面地模拟人类哮喘复杂性和异质性的多因素

复合模型，有望深入揭示哮喘的发病机制，为开发创

新性治疗策略提供有力支持。
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基于中西医临床病证特点的重症肌无力动物模型
分析
陈钰涵1, 陈瑾玲1, 李 欣2,3, 区燕华2,3, 王 斯1, 陈镜伊1, 王兴易1, 袁嘉丽1, 段媛媛2,3, 羊忠山1, 

牛海涛1,2,3
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大学), 暨南大学基础医学与公共卫生学院, 广州 510632; 3. 广州市无菌动物与微生态转化重点实验, 暨南大学实验动

物管理中心, 广州 510632]

[摘要] 重症肌无力 （myasthenia gravis，MG） 是一种自身免疫性疾病，主要表现为骨骼肌无力，严重时可累及
呼吸功能。目前，西医治疗 MG 以免疫抑制剂为主，但长期用药的不良反应显著；而中医治疗具有多靶点干预的优
势。由于 MG 的发病机制尚未完全明确，因此建立契合中西医临床特征的动物模型对机制研究及新药开发至关重
要。本文系统梳理了 MG 的中西医病因病机、诊断标准及动物模型研究进展。西医认为 MG 发病与遗传易感性、环
境因素及自身抗体介导的突触后膜损伤密切相关；中医则将其归为“痿证”，病机为先天禀赋不足与后天失养。西
医诊断需综合典型症状、疲劳试验、血清抗体检测及电生理检查；中医诊断则以主症结合次症及舌脉辨证分型。现
有动物模型以实验性自身免疫性重症肌无力 （experimental autoimmune myasthenia gravis，EAMG） 和被动转移
重 症 肌 无 力 （passive transfer myasthenia gravis， PTMG） 为 主 。 其 中 ， 电 鳐 乙 酰 胆 碱 受 体 （acetylcholine 
receptor，AChR） 诱导的 EAMG 模型与西医诊断标准吻合度较高，但中医次症吻合度不足；人工合成 AChR 多肽
模型应用广泛，但中医证候吻合度低；肌肉特异性酪氨酸激酶 （muscle-specific tyrosine kinase，MuSK）、低密度
脂蛋白受体相关蛋白 4 （low density lipoprotein receptor associated protein 4，LRP4） 诱导模型及转基因模型创
新性强，但临床吻合度偏低。模型评估需结合行为学、电生理及免疫指标，而中医证候模型尚缺系统性构建。笔者
认为，未来研究需融合中医病因学造模法与西医病理机制，构建病证结合模型，并建立基于“以方验证”的中医证
候评价体系，结合新兴技术提升模型科学性与实用性。本文将为优化 MG 动物实验设计、推动中西医结合研究提供
理论依据，也为中药复方疗效评价及机制探索奠定基础。
[ 关 键 词 ] 重症肌无力； 病证结合； 诊断标准； 动物模型； 吻合度
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[ABSTRACT] Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease characterized primarily by skeletal 
muscle weakness and, in severe cases, respiratory involvement. Western medical treatment predominantly 
relies on immunosuppressants, but long-term administration often leads to notable side effects. In 
contrast, traditional Chinese medicine (TCM) offers the advantage of multi-target interventions. However, 
the pathogenesis of MG has not been fully elucidated, and the establishment of animal models that 
accurately reflect the clinical characteristics of both Chinese and Western medicine is essential for 
mechanism research and new drug development. This paper systematically reviews the etiology and 
pathogenesis, diagnostic criteria, and progress of animal model research for MG from both Chinese and 
Western medicine perspectives. In Western medicine, the pathogenesis of MG is closely related to genetic 
susceptibility, environmental factors, and autoantibody-mediated postsynaptic membrane damage. In 
TCM, MG is classified under the category of "flaccidity syndrome", attributed to congenital deficiencies and 
acquired malnourishment. Western diagnostic criteria involve a combination of clinical symptoms, fatigue 
testing, serum antibody assays, and electrophysiological evaluation. In contrast, TCM diagnosis 
emphasizes the integration of primary and secondary symptoms with tongue and pulse pattern 
differentiation. Currently available animal models mainly include experimental autoimmune myasthenia 
gravis (EAMG) and passive transfer myasthenia gravis (PTMG). The Toredo acetylcholine receptor (AChR) 
induced EAMG model aligns well with Western diagnostic criteria, but poorly matches secondary 
symptoms in TCM. The synthetic AChR peptide model is widely used, but shows low conformity with TCM 
syndromes. Models induced by muscle-specific tyrosine kinase (MuSK), low-density lipoprotein receptor-
related protein 4 (LRP4), and transgenic models demonstrate high innovation but exhibit low clinical 
conformity. Evaluation of these models requires integration of behavioral, electrophysiological, and 
immunological indicators. However, a systematic framework for modelling TCM syndromes is still lacking. 
Future research should integrate TCM-based etiological modelling methods with the Western pathological 
mechanisms to construct disease-syndrome combination models. Additionally, it is crucial to establish a 
TCM syndrome evaluation system based on "validation by prescription", as well as to improve the scientific 
rigor and practicality of animal models by the incorporation of emerging technologies. This review provides 
a theoretical foundation for optimizing MG animal model design, advancing the research on the 
combination of Chinese and Western medicine, and supporting efficacy assessment and mechanism 
exploration of Chinese herbal prescriptions.
[Key words]  Myasthenia gravis; Disease-syndrome combination; Diagnostic criteria; Animal model; 

Conformity

重症肌无力（myasthenia gravis，MG）是一种自身

免疫性疾病，其特征是神经与肌肉接头间的信号传递

受到阻碍，导致部分甚至全身骨骼肌无力的症状。其

主要临床表现为肌无力且运动后加剧，因此该症状通

常在早晨较轻，晚上加重。眼外肌是最常见的受影响

部位，常表现为上睑下垂和复视。大多数患者最终会

出现全身性肌无力，但呼吸肌无力较为罕见且严

重［1］。根据流行病学数据分析得知，MG的发病率和

患病率在逐年升高，且与年龄、性别、遗传以及环境

等因素密切相关［2］。西医治疗的手段主要分为非药物

治疗和药物治疗，非药物治疗主要包括血浆置换法、

胸腺切除术、干细胞以及基因治疗法等新的治疗手段，

这些疗法逐渐被研究及应用；药物治疗方面，临床上

常应用的药物包括乙酰胆碱酯酶抑制剂、糖皮质激素

和免疫抑制剂等，均可有效缓解MG的症状［3］。但长

期的西药应用会造成一定的不良反应，在一定程度上

降低患者的生活质量。若从中医的角度去认识MG，
MG病机为先天禀赋不足、后天失养，致脾肾肝虚衰，

气血阴阳亏损，久虚络瘀成痿；治当补虚通络，以健

脾益气、养血生津、活血疏络为法，遵循“治痿独取

阳明”并调肝肾精血的原则［4］。随后，依照君臣佐使

之法，配伍中药，施以治之。已有研究表明，中药改

善MG症状疗效显著，具有多靶点、不良反应少等优

势［5］。因此，中西医结合防治MG具有重要意义。

动物模型的发展对于MG疾病的研究具有重要意

义。目前，现代医学对MG的发病过程以及发病机制

尚未研究清楚，因此建立吻合临床的中西医病证结合

MG动物模型，对中西医防治研究至关重要。本文旨在
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分析MG的中西医临床特征，并综合评估现有的MG动
物模型，对比其与中西医症状的吻合度，能更好地为

中西医病证结合的MG模型建立动物实验研究以及新

药开发提供基础，同时也有利于更全面地认识MG疾
病的本质。

1　重症肌无力的中西医病因病机

1.1　西医病因病机
目前，诱发MG的主要风险因素为遗传因素、环

境因素以及性激素水平的波动，其中环境因素包括外

来病原微生物的感染［1］。尽管国内外许多学者已经对

MG发病原因以及病理机制进行了深入研究，但其病因

病机尚未完全明确。目前已明确的机制有 2种，且都

与 MG 相关的自身抗体有关，一种是乙酰胆碱受体

（acetylcholine receptor，AChR）抗体可以激活补体，生

成一种可导致突触后膜损伤的复合物［6］，同时抗乙酰

胆碱受体抗体（acetylcholine receptor antibody，AChR-
Ab）可与AChR交联，加速AChR的内化以及降解，部

分AChR-Ab甚至可以直接阻断AChR的结合位点［7］；
而另一种抗肌肉特异性酪氨酸激酶（muscle-specific 
tyrosine kinase，MuSK）抗体不会激活补体，但可以阻

止MuSK和低密度脂蛋白受体相关蛋白 4（low density 
lipoprotein receptor associated protein 4，LRP4）以及其

他蛋白的相互作用，从而导致突触后膜上的AChR聚
集密度减少［8］。上述 2种机制最后都会影响神经肌肉

接头处的信号传递，导致肌肉收缩无力进而诱发MG。
1.2　中医病因病机

MG在中医学上无统一病名，但根据四肢肌肉痿软

无力，甚至全身肌肉萎缩瘫痪等临床症状，可以将其

归属于痿证、睑废、视歧、上胞下垂、喑痱和头倾等

范畴［9］。现代医家多从痿证来论治［10］，其病因病机

可归结为先天禀赋不足与后天失养，累及多脏腑功能

失调。先天不足多责之于肾精亏虚与脾胃虚弱，因肾

为先天之本，主藏精生髓；脾为后天之本，主化生气

血。若肾精不足则髓海空虚，脾胃虚弱则气血生化乏

源，精亏血少无以濡养筋脉肌肉，发为痿证［11-12］。后

天失养则与饮食劳倦或情志内伤密切相关，如饮食不节

损伤脾胃，运化失司则水谷不化，湿浊内生，阻滞气

机；久病及肝，肝失疏泄则气血运行不畅，筋脉失于濡

润，渐致痿弱［13］。此外，外感风、火、湿、燥等邪

气［14］，既可困阻脾胃，耗伤中气，亦可扰动肝肾，耗

损阴精，如湿热下注劫伤肾阴，或肝郁化火灼耗精血，

终致气虚不升、精亏络瘀，发为痿病。此过程需分论脏

腑病机：脾胃气虚则升举无力，症见肢体下垂、乏力；

肝肾阴虚则筋骨失养，症见肌肉消瘦、颤动；脉络瘀阻

则血不荣筋，症见麻木僵硬，故治疗须辨证论治。

2　重症肌无力的诊断标准

2.1　西医诊断标准
西医在诊断疾病时，通常会结合实验室检查和影

像学检查结果，综合考量患者的临床症状和体征，并

参考患者的病史，最终进行诊断。本文参照《中国重

症肌无力诊断和治疗指南（2020版）》［15］以及《重症

肌无力诊断和治疗中国专家共识》［16］的要求，拟定

MG的西医诊断标准，其中MG典型的临床特征、疲劳

试验阳性以及冰敷试验阳性等临床试验结果为必备条

件，若药理学、电生理、血清抗体或胸腺影像检测的

任意一项检测结果为阳性或异常，即可诊断为MG。因

MG还未有可供参考的模型评价新方法，因此根据临床

对MG诊断的标准对表格中的指标进行赋分，其中典

型临床特征以及临床试验各赋分 20%，剩下的指标各

赋分15%，共计100%。具体内容见表1。
表 1　重症肌无力西医诊断标准
Table 1　Western medical diagnostic criteria for myasthenia gravis

序号
Number

①
②

③

④

⑤
⑥

指标分类
Classification of indicators

典型临床特征（20%）
临床试验（20%）

药理学检查（15%）

电生理检查（15%）

血清学抗体检测（15%）
胸腺影像学检查（15%）

临床表现
Clinical manifestation

局部或全身肌群出现波动性疲劳无力，且在休息后稍有减轻
让受累肌群进行持续活动后，肌肉无力症状加重即为疲劳试验阳性；冰敷受累肌群，肌无力症状明显减轻

与改善即为冰敷试验阳性
肌内注射胆碱酯酶抑制剂甲基硫酸新斯的明后，以改善最显著时的单项绝对分数计算相对评分，各单项

相对评分有一项为阳性者，即为新斯的明试验阳性
采用低频重复电刺激神经干，波幅衰减 10% 以上为阳性；单纤维肌电图测定“颤抖”研究神经-肌肉传递功

能，“颤抖”增宽或阻滞为阳性
可以检测到 AChR 抗体阳性或者 Titin 抗体阳性，极少部分可以检测到 MuSK 抗体阳性或者 LRP4 抗体阳性
胸腺 CT 提示胸腺增生或胸腺瘤

注：AChR，乙酰胆碱受体；MuSK，肌肉特异性酪氨酸激酶；LRP4，低密度脂蛋白受体相关蛋白 4。
Note： AChR， acetylcholine receptor； MuSK， muscle-specific tyrosine kinase； LRP4， low density lipoprotein receptor associated protein 4.
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2.2　中医诊断标准
中医诊断标准参照 2008年中华中医药学会发布

的《中医内科常见病诊疗指南》［17］（西医疾病部

分）、《中医内科学》（第 10 版）、痿病（重症肌无

力）中医诊疗方案（2018年版）以及文献［18］中

关于痿病与痿证的标准来制定。MG在中医诊断中具

体表现的主症为：①上胞下垂；②视歧；③四肢痿

软无力；④言语謇涩；⑤咀嚼和吞咽困难；⑥严重

时可出现呼吸困难。次症是依据各四肢痿软无力型

来变化的，证型不同，次证不同，包括：①纳呆、

少气懒言；②腰膝酸软、畏寒肢冷；③五心烦热，

自汗、盗汗；④少寐多梦；⑤面色变化，如面色萎

黄或无华；⑥二便变化。凡主症具有 2项或以上（上

胞下垂与四肢痿软无力必备其一），次症具有 2项或

以上，同时舌质和脉象基本符合，即可诊断。依据

中医诊断标准可以将MG的中医辨证分型分为以下 8
类：脾胃气虚证，脾肾两虚证，肝肾亏虚证，气血

亏虚证，肺脾气虚证，湿邪困脾证，瘀血阻络证，

大气下陷证。大气下陷证为急危重症在临床不太常

见。以上证型分类具体内容见表 2，在判断与中医临

床诊断标准吻合度时，符合主症一项赋值 15%，符

合次症一项赋值 5%，共计 100%。

3　重症肌无力实验动物模型分析

3.1　实验动物选择依据
MG动物模型研究发展至今，已在大鼠、小鼠、兔

和普通猕猴等动物身上成功建立和复制。其中鼠类为

MG模型中常用的研究对象［19］。鼠类因其基因与人类

同源性高、成本较低、易于饲养、易于管理、繁殖速

度快和病变过程与人类MG相似等优势，经常作为MG

表 2　重症肌无力中医辨证分型
Table 2　Syndrome differentiation of myasthenia gravis in traditional Chinese medicine
辨证分型
Syndrome differentiation
脾胃气虚证
Spleen and stomach qi 

deficiency syndrome
脾肾两虚证
Spleen and kidney deficiency 

syndrome

肝肾亏虚证
Liver and kidney deficiency 

syndrome
气血亏虚证
Qi and blood deficiency 

syndrome
肺脾气虚证
Lung and spleen qi 

deficiency syndrome
瘀血阻络证
Blood-stasis obstruction

syndrome
大气下陷证
Pectoral qi collapse 

syndrome

湿邪困脾证
Dampness traps the spleen 

syndrome

主证
Main syndrome

①  上胞下垂，视歧；
②  肢体痿软无力；
③  言语謇涩、咀嚼和吞咽困难
①  上胞下垂；
②  四肢倦怠无力；
③  吞咽困难，口齿不清

①  上胞下垂、复视或斜视或视
物不清；

②  肌肉萎缩
①  上胞下垂；
②  四肢软弱无力或全身无力，

行动困难
①  上胞下垂；
②  肢体痿软无力

①上胞下垂、复视或斜视；
②行动不便

①  上胞下垂；
②  颈软头倾，全身无力；
③  吞咽困难，构音困难；
④  呼吸困难
①  上胞下垂，眼胞肿胀；
②  肢体倦怠无力困重

次证
Secondary syndrome

①  神疲乏力； ②  胸闷气短； ③ 纳呆；④ 便
溏或排便无力； ⑤ 面色萎黄； ⑥  脘腹痞胀

偏阴虚： ①  腰膝酸软； ②  自汗或盗汗； ③  
口干咽燥，五心烦热； ④  纳差； ⑤  小便色
黄，大便干结。

偏阳虚： ①  腰膝酸软，腹部冷； ②  下利清
谷； ③  畏寒身冷； ④  小便清长夜尿多，大
便稀溏

①  五 心 烦 热 ，目 干 涩 ，口 干 咽 燥 ； ②  乏
力 ； ③  音喑； ④  头晕、耳鸣； ⑤  腰膝酸
软； ⑥  肌萎缩； ⑦  遗精或月经不调

①  面色无华； ②  神疲乏力； ③  气短声低； 
④  心悸； ⑤  自汗

①  咳嗽； ②  痰多； ③  易感冒； ④  自汗或盗
汗

①  眼球活动不灵； ②  畏光； ③  消瘦

①  喘脱； ②  汗出频频； ③  咳痰无力或不能； 
④  唇甲发绀； ⑤  重者不能平卧，甚至俯仰
难合； ⑥  精神烦躁； ⑦  呼吸急促张口抬
肩，危重期则呼吸微弱表浅；⑧  意识障碍

①  胸膈痞闷； ②  面晦纳垢； ③  纳呆便溏

舌脉
Pulse and tongue

舌淡、苔薄白、脉细弱

偏阴虚：舌红，少苔，脉细数；
偏阳虚：舌质淡胖，苔淡胖，脉

沉迟少力

舌红、苔薄或无苔、脉细数

舌淡、苔薄白、脉细弱

舌淡、苔白、脉细弱

舌暗淡、苔少、脉弦细

舌质淡或暗，舌体胖大或有齿
痕，苔薄白或少苔或黄厚腻，
脉滑数或脉沉细或沉细尺弱

舌胖大，苔白腻，舌边有齿痕，
脉濡缓或滑
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实验研究的模型动物。其中大鼠以Lewis大鼠为代表，

该鼠种抵抗感染能力强，同时也是MG高敏感品系，

成模后与人MG相似度高，发病时有急性期和缓解期

之分，疾病发展进程快且表现症状严重，因此被广泛

应 用 于 建 立 实 验 性 自 身 免 疫 性 重 症 肌 无 力

（experimental autoimmune myasthenia gravis， EAMG）
的模型［20-21］。以C57BL/6品系为代表的小鼠，该鼠也

是MG高敏感鼠品系，因其具有典型的免疫系统、易

于人为调控免疫条件和能够明确区分淋巴细胞的多种

功能亚型等特性［22］，且造模过程中其易感性高而常被

应用于MG研究中。与小鼠相比，大鼠更易出现急性

反应期和更严重的肌无力症状［23］且成模率高；而小

鼠造模率相对较低，可能与神经肌肉接头处神经细胞

释放大量乙酰胆碱所致的高安全系数有关［24］。据临床

病例统计，女性MG患者多于男性患者［25］，因此MG
模型动物在性别选择上，多选择雌性，相较于雄性而

言更易诱发MG［26］。在年龄选择上，以鼠类为例，一

般为6～8周龄［27］，基于自身免疫机制，B淋巴细胞对

AChR的记忆反应可能会降低年老小鼠建立肌无力模型

的成功率，因此造模时应选择适龄动物作为实验研究

对象。在构建MG动物模型时常选择体重140～180 g的
雌性 Lewis大鼠和体重 14～16 g的雌性C57BL/6小鼠。

体重对自身抗体胞外有效浓度具有决定性作用［28］，而

该浓度是影响突触传递效率的关键因素之一［7］。因

此，在建立MG动物模型时，应依据实验目标和具体

条件，挑选合适的动物品种品系及相应年龄、体重的

动物作为建模对象。

3.2　重症肌无力动物模型与临床特点的吻合度
MG动物模型通常是通过主动免疫或被动免疫法以

及基因工程来建立模型。常见的模型类型主要为 2大
类，一类为EAMG模型，另一类则被动转移重症肌无

力 （passive transfer myasthenia gravis，PTMG） 模型。

根据其具体造模方法及原理可分为以下 14类：电鳐

AChR诱导的 EAMG模型，人工合成 AChR多肽构建

EAMG模型，被动转移EAMG鼠血清中的AChR-Ab建
立的 PTMG模型，用MG患者血清及血清内成分建立

PTMG模型，利用杂交瘤细胞株制备单克隆抗体建立

PTMG模型，向实验动物脑室中注入MG患者AChR-Ab
建立 PTMG 模型，通过 MG 患者胸腺组织移植建立

PTMG模型，通过移植MG患者外周淋巴细胞建立PTMG
模型，MuSK诱导的 EAMG 模型，重组人 AChR 建立

EAMG模型［29］，采用核酸疫苗建立EAMG模型，利用

转基因小鼠神经肌肉接头 （neuromuscular junction，

NMJ）局部产生的γ干扰素（interferon-γ，IFN-γ）建

立 EAMG模型，利用人免疫球蛋白转基因小鼠构建

EAMG模型，以及 LRP4诱导的EAMG模型［30］。其具

体的造模方法、造模原理、特点、吻合度及应用情

况［31-52］如表3所示。

总体来看，每种模型都有其优势和局限性，选择

哪种模型取决于研究的具体目标和可用资源。若研究

的重点是模拟人类MG的发病过程和药物开发，则会

选择成模率高、与人类发病症状相似度高的模型，如

电鳐AChR诱导的EAMG模型；若研究重点是快速筛选

且资金有限，则会选择操作简便、成本低廉的模型，

如人工合成AChR多肽构建的EAMG模型。对于需要长

期观察的研究，则需要选择症状维持时间较长的模型；

而对于研究特定免疫反应或病理机制，就需要更特定

的模型，如MuSK诱导的 EAMG模型或 LRP4诱导的

EAMG模型。

3.3　重症肌无力模型评判指标
判断模型MG模型是否构建成功，主要从以下8方

面评估：临床方面的变化，包括动物体重及肌力，精

神状态、毛色、步态、日常活动、咀嚼摄食情况和呼

吸频率等［53］；行为学指标，包括游泳试验、抓握试验

和悬吊试验等；新斯的明试验；AChR抗体浓度及滴度

检测，与正常鼠相比浓度会升高；电生理改变，低频

率 重 复 电 刺 激 （Low-frequency repetitive electrical 
stimulation）、肌电图等，会出现典型的MG病理改变；

病理形态学观察，骨骼肌神经肌肉接头处病理改变，

例如突触前膜与后膜面积是否有改变，突触间隙是否

有增宽，突触后膜褶皱是否有变化以及AChR的密度

变化等；血清胆红素和尿酸的测量［54］；细胞免疫因子

水平的检测，常选用转化生长因子-β （transforming 
growth factor- β， TGF- β）、 IFN- γ、 白 细 胞 介 素

（interleukin，IL） -1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-10和IL-
17等因子作为检测指标［27］。

4　讨论和总结

目前，建立MG动物模型的方法还在不断探索和

发展中，研究者们仍在努力建立合适的动物模型为MG
的发病机制以及临床治疗提供可靠研究对象。总结现

有的模型建立方法有约 16种，中西医吻合度各不相

同，根据建立方法主要分为主动免疫法和被动免疫法。

在这多种模型中，当属电鳐AChR诱导的EAMG模型最

为经典。但因从电鳐身上提取AChR难度较高，该模

型逐渐被人工合成AChR多肽构建的EAMG模型所取
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表 3　常见重症肌无力动物模型中西医临床病证特点吻合度分析
Table 3　Analysis of the conformity between common animal models of myasthenia gravis and clinical symptoms in 

Chinese and Western medicine

电鳐 AChR 诱导的 EAMG 模型
AChR-induced EAMG model 

using the electric ray

人 工 合 成 AChR 多 肽 构 建 的
EAMG 模型

Model of AChR-induced EAMG 
using synthetic AChR peptide

被 动 转 移 EAMG 鼠 血 清 中 的
AChR-Ab 建立的 PTMG 模型

Model of PTMG by passive 
transfer of AChR-Ab in the 
serum of EAMG rats

用 MG 患者血清及血清内成分建
立 PTMG 模型

Model of PTMG with serum and 
intraserum components 
from MG patients

利用杂交瘤细胞株制备单克隆抗
体建立 PTMG 模型

Establishment of a PTMG 
model using hybridoma cell 
lines for the preparation of 
monoclonal antibodies

向实验动物脑室中注入 MG 患者
AChR-Ab 建立 PTMG 模型

Establishment of a PTMG 
model by injection of AChR-
Ab from MG patients into the 
brain ventricles of experi‐
mental animals

Lewis 大鼠

Lewis 大鼠

Lewis 大鼠

BALB/c
小鼠

Lewis 大鼠

SD 大鼠

从电鳐的电器官分离纯化 AChR 后，
与含有结核分枝杆菌的弗氏完全佐
剂（Freund’s complete adjuvant，
FCA）充分混合，在实验大鼠的足垫、
腹部及背部皮下多点注射乳剂。用
类似方法再行 2～3 次增强免疫[27]。
通过提取出的 AChR 诱导大鼠产生
自身免疫反应

将人工合成的肽段（一般常用肽段为 α
97～116 以及 α129～145 肽段）与等
量 FCA 充分混匀制成乳剂于大鼠手
足垫多点注射，一个月后加强免疫一
次[35]；通过合成多肽作为免疫原诱导
大鼠产生特异性的免疫反应

从 EAMG 大鼠血清中获得 IgG，将抗体
稀释于生理盐水后，注射到大鼠颈静
脉中[38]，使大鼠被动获得抗 AChR-
Ab，获得 MG 的病理特征

收集未使用过激素治疗的 AChR-Ab 阳
性和阴性的 MG 患者血液，分离血清
后 以 每 次 0.8 mL 注 射 小 鼠 ，连 续
7 d，在初次注射血清后 24 h 后，再腹
腔注射环磷酰胺 300 mg/kg。通过
使用该方法，使小鼠获得 MG 的病理
特征

AChR 单 抗 mAb35/mAbA7/mAbG10
杂交瘤细胞株腹腔注射[39-40]，从而模
拟 MG 的自身免疫反应

收集 MG 患者血清提取 AChR-Ab，将
其注入大鼠侧脑室，隔日重复，共 3
次。大约 2 周后建立 CNS 损害的大
鼠模型[26,35]。其原理为诱导大鼠产
生类似于人类 MG 的神经肌肉接头
传递障碍

优点为典型模型，成模率高，可
行性强，与人类的发病进程相
似度高[31]，主要适用于 MG 的
发病机制以及药物开发方面
的研究[32]；

缺点为操作复杂、制备成本高、
不易推广，同时成模后在选择
合适干预治疗 MG 的时间窗
方面存在困难[33-34]

优点为操作简单，方法简便，成本相
对低，模型易于复制，成模率高，
且该模型有利于MG发病机制
和治疗药物的研究[36]；

缺点为实验周期较长、表现的肌
无力症状较轻[37]

优点为成模率高，成模速度快，
适合短期快速实验；

缺 点 为 因 为 需 要 已 成 模 的
EAMG大鼠，因此不适合首次
实验。而且该模型维持肌无
力的症状时间短，不适合长期
实验

优点为造模时间短，制备成本
低，制备方法简单，适合短期
研究；

缺点为血清来源难以获得，患
者存在异质性，模型结果评
定以及实验标准化困难，同
时血清中存在各种免疫蛋白
及炎症介质，不能保证单因
素影响

优点为建模时间短，发病率高，
易于评估，适合进行短期研
究

优点为该模型的建立为阐明
MG 中枢神经系统损害的机
制提供依据；

缺点为操作复杂且难度高，同
时对实验环境与条件要求严
格

符合西医的有①、
②、③、④、⑤，吻
合度 85%；

符合中医主证的有
①、③、⑤；

符合中医次证的有
⑥ ，总 体 吻 合 度
50%

符合西医：的有①、
②、③、④、⑤，吻
合度 85%；

符合中医主症的有
①、③、⑤；

符合中医次症的有
⑥ ，总 体 吻 合 度
50%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑤，吻合度
65%；

符合中医主症的有
①、③、⑤，吻合度
45%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑥，吻合度
65%；

符 合 中 医 主 症 的 有
③、⑤；

符 合 中 医 次 症 的 有
⑤ 、⑥ ，总 体 吻 合
度 40%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③ 、⑤ ，吻 合 度
50%；

符 合 中 医 主 症 的 有
①、③、⑤，吻合度
45%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑤，吻合度
65%；

符 合 中 医 主 症 的 有
③；

符 合 中 医 次 症 的 有
⑥ ，总 体 吻 合 度
20%

模型类型
Model types

动物
Animal 

造模方法及原理
Modeling method and principle

模型优缺点
Model advantages and 

disadvantages

与临床病证特点的吻
合度

Conformity with 
clinical disease 
characteristics
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通过 MG 患者胸腺组织移植建立
PTMG 模型

Establishment of a PTMG 
model by thymus tissue 
transplantation from MG 
patients

通过移植 MG 患者外周淋巴细胞
建立 PTMG 模型

Establishment of a PTMG 
model by transplantation of 
peripheral lymphocytes from 
MG patients

MuSK 诱导的 EAMG 模型
MuSK-induced EAMG model

重组人 AChR 建立 EAMG 模型
Recombinant human AChR 

modelling of EAMG

NOD/
SCID
小鼠

NOD/
SCID
小鼠

C57BL/6J
小 鼠 或
Lewis 大
鼠

Lewis 大鼠

将 MG 患者的完整胸腺组织移植到严
重联合免疫缺陷小鼠（NOD/SCID）
小鼠肾被膜下[41-42]。其原理主要基
于胸腺在 MG 发病机制中的作用，
异常胸腺组织能产生自身反应性 T
细胞和产生 AChR-Ab 的 B 细胞，从
而导致神经肌肉接头传递障碍。因
此移植 MG 患者的胸腺组织，从而
模拟 MG 的病理特征

将 MG 患者血淋巴细胞进行腹腔注入
NOD/SCID 小鼠体内[43]。移植的淋
巴细胞在免疫缺陷小鼠体内植入，
并开始对宿主的神经肌肉接头产生
免疫反应

以大鼠 MuSK 基因编码序列为模板合
成小鼠 MuSK 抗原，采取主动免疫
法将小鼠 MuSK 与 FCA 混合制成抗
原乳剂，通过尾静脉或腹腔注射入
小鼠体内，28 d 后重复注射一次[44]。
另一种方法则是采用被动转移法来
建立模型，将 MuSK 阳性患者血清
IgG 通过腹腔注射入实验鼠体内连
续 5 d 以上，首次注射后 24 h，需另
外注射环磷酰胺 300 mg/kg[45]。类
似此种方法的还有每日腹腔注射
MuSK 阳 性 患 者 血 清 中 提 纯 的
IgG4[46]以及从成年小鼠肌肉克隆的
MuSK 的 cDNA 筛选一种变异亚型
并将其命名为 MuSK 60，随后将该
亚型注射进大鼠腹腔[47]。免疫后的
实验动物体内会产生针对 MuSK 的
自身抗体，这些抗体会攻击神经肌
肉接头，导致 AChR 簇的解体，进而
影响神经肌肉传递，引发肌无力症
状

将人工合成的人 AChR α 亚基 1～210
片段通过质粒转染的方法获得融合
蛋白，并将其与等体积 FCA 制成乳
剂 ，于 大 鼠 肩 背 足 垫 等 处 多 点 注
射[48]。大鼠的免疫系统将识别这些
含了 AChR 的免疫原性序列蛋白作
为抗原，并产生特异性的免疫反应

优点为该方法为胸腺致敏机制
打下基石；

缺点为胸腺细胞虽然参与了
MG 的发病过程，但不是 MG
唯一的致病因素

优点为 CD4+T 细胞在 MG 发病
中的作用提供了依据

缺点为 MuSK 抗体介导的 MG
的具体机制尚未完全明确，
动物模型还处于研究阶段，
且 与 AChR 诱 导 的 模 型 相
比，发病率偏低且模型不成
熟

优 点 为 成 模 率 高 ，免 疫 原 充
足，操作简便，成本低廉

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑥，吻合度
65%；

符 合 中 医 主 症 的 有
③；

符 合 中 医 次 症 的 有
⑥ ，总 体 吻 合 度
20%

符 合 西 医 的 有 ① 、
④ 、⑤ ，吻 合 度
50%；

符 合 中 医 主 症 的 有
⑤；

符 合 中 医 次 症 的 有
⑥ ，总 体 吻 合 度
20%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑤，吻合度
65%；

符 合 中 医 主 症 的 有
①、③、⑤，总体吻
合度 45%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③ 、⑤ ，吻 合 度
50%；

符 合 中 医 主 症 的 有
①、③、⑤；

符 合 中 医 次 症 的 有
⑥ ，总 体 吻 合 度
50%

续表

模型类型
Model types

动物
Animal 

造模方法及原理
Modeling method and principle

模型优缺点
Model advantages and 

disadvantages

与临床病证特点的吻
合度

Conformity with 
clinical disease 
characteristics
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采用核酸疫苗建立 EAMG 模型
Modelling EAMG using nucleic 

acid vaccines

利用转基因小鼠神经肌肉接头局
部产生的 IFN-γ 建立 EAMG 模
型

Establishment of an EAMG 
model using locally produced 
IFN- γ in transgenic mice 
neuromuscular junction

利用人免疫球蛋白转基因小鼠构
建 EAMG 模型

Construction of an EAMG 
model using human 
immunoglobulin transgenic 
mice

LRP4 诱导的 EAMG 模型
Model of LRP4-induced EAMG

C57BL/
6J 小
鼠[49]

BALB/c  
小鼠

C57BL/6J
小鼠

C57BL/6
小鼠

核酸疫苗通过将克隆靶抗原编码的
基因或 DNA 片段加入到如质粒、噬
菌体等载体中去，然后向实验动物
体内注入重组后的载体，而使得机
体表达靶抗原基因，从而激活机体
的免疫系统，产生相应的体液和细
胞免疫。可以诱导小鼠的免疫系
统识别并产生针对 AChR 的抗体，
从而模拟 MG 的病理过程

将鼠 IFN-γ 基因与调节性片段——鼠
nAChＲε 基因融合，构建 DNA 质
粒，植入小鼠卵母细胞，使新生小
鼠在神经接头处表达该基因并产
生 IFN-γ[50]。其原理为 IFN-γ 的过
量产生可能导致局部免疫细胞的
活化，如增加巨噬细胞和 T 细胞的
浸润，这些免疫细胞会对神经肌肉
接头造成损伤，进而影响神经信号
的传递，引发 MG 的发生

建立了表达人免疫球蛋白的转基因
小鼠，并将由电鳐电器官提纯的
AChR 与 FCA 一起，于第 0、3、5 周
皮下注射该小鼠[51]。这将使小鼠产
生人源性抗 AChR 抗体，模拟 MG
患者体内的免疫病理过程

通过单体集聚蛋白与 LRP4 相互作用
形成二元复合物，协同 LRP4 诱导
的 MG 模型促进四聚体形成，从而
影响运动神经元末梢释放集聚蛋
白诱导的 AChR 聚集[52]，影响神经
信号的传递，引发肌无力症状

优点为免疫原性好，可以产生
较强的持久性免疫应答；

缺点为表现出的肌无力症状
不严重，操作困难，同时该
造模技术方法尚在探索和
完善阶段

优点为该模型为探索研究性
模型，证明了 MG 的发病与
IFN-γ 有关，表现出的症状
以及指标与人类 MG 相似度
高；

缺点为典型性不足，操作复杂
有难度

优点为该模型产生的抗体均
为人源性抗体，在免疫学上
更接近人 MG；

缺点为成本高，操作难，模型
尚未成熟

优点为该模型为研究探索性
模 型 ，为 LRP4 参 与 MG 发
病提供了依据；

缺点为成本高，模型稳定性不
足

符 合 西 医 的 有 ① 、
⑤，吻合度 35%；

符合中医主症的有
③ ，总 体 吻 合 度
15%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑤，吻合度
65%；

符合中医主症的有
①、③、⑤；

符合中医次症的有
⑤、⑥，总体吻合
度 55%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③、④、⑤，吻合度
65%；

符合中医主症的有
①、③、⑤；

符合中医次症的有
⑤、⑥，总体吻合
度 55%

符 合 西 医 的 有 ① 、
③ 、④ ，吻 合 度
50%；

符合中医主症的有
③ ，总 体 吻 合 度
15%

续表

模型类型
Model types

动物
Animal 

造模方法及原理
Modeling method and principle

模型优缺点
Model advantages and 

disadvantages

与临床病证特点的吻
合度

Conformity with 
clinical disease 
characteristics

注：AChR，乙酰胆碱受体；EAMG，实验性自身免疫性重症肌无力；PTMG，被动转移重症肌无力；AChR-Ab，抗乙酰胆碱受体抗体；MG，
重症肌无力；MuSK，肌肉特异性酪氨酸激酶；IFN-γ，γ 干扰素；LRP4，低密度脂蛋白受体相关蛋白 4；IgG，免疫球蛋白 G。本文根据 MG 西
医诊断标准及中医辨证分型，根据临床的标准进行赋分，结合文献中动物模型的一般表现及检测指标计算其吻合度，同时将模型吻合度分为高
中低三项，临床吻合度≥70% 为高，50%～70% 为中，≤50% 为低。
Note： AChR， acetylcholine receptor； EAMG， experimental autoimmune myasthenia gravis； PTMG， passive transfer myasthenia gravis； 
AChR-Ab， acetylcholine receptor-Ab； MG， myasthenia gravis； MuSK， muscle-specific tyrosine kinase； IFN- γ， interferon- γ； LRP4， low 
density lipoprotein receptor associated protein 4； IgG， immunoglobulin G. In this paper， syndrome scores were assigned based on both the 
diagnostic criteria of Western medicine and the syndrome differentiation types of traditional Chinese medicine for MG. The conformity 
between animal models and clinical manifestations was assessed by combining clinical scoring standards with reported phenotypic 
characteristics and detection indicators in the literature. The degree of conformity was categorized into three levels-high （≥70%）， middle 

（50%-70%）， and low （≤50%）.
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代。后一种方法操作简单、成本低廉、成模率高，且

西医与中医的临床吻合度也相对较高，在 50%左右。

其他模型，例如LRP4诱导的MG模型、利用转基因小

鼠NMJ局部产生的 IFN-γ建立EAMG模型以及通过移

植MG患者外周淋巴细胞构建的PTMG模型等，均属于

探索性研究模型，它们为揭示MG的发病机理提供了

一定的理论基础。然而，尽管这类模型具有一定的创

新性，但其代表性和典型性尚不足，未来仍需对这类

模型进行深入研究，以使其更加完善。从临床吻合度

的角度审视，无论是中医还是西医的标准，这些模型

的吻合度均不及前述典型模型。

在文献研究中注意到，关于MG的动物模型尚未

发现专门针对中医病证的模型。例如针对脾肾两虚或

者脾胃气虚证型专门设置的模型，大多数都是在用西

医的某一类经典造模方法成模后再用中医的某种治法

与方剂去干预模型动物，取得疗效后评价此方剂与治

法的疗效。这一问题的存在，可能是由于构建相关病

证模型时，模型的成模标准难以明确。例如，小鼠的

舌脉难以观察，以及MG中医的一些症状，如纳差、

盗汗和烦热等难以量化，主观性大，难以获得研究者

们的一致认可。针对上述问题，在动物模型的制备过

程中，应考虑中医病因学造模法、现代病因病理造模

法和病证结合造模法等多种方法，以适应不同中医药

研究的需求。同时建立一套相对科学的模型评判标准。

目前评判动物模型的标准多建立在人的证候诊断标准

基础上，对于动物缺乏可行性。故如何提高中医证候

动物模型的科学性、准确性和实用性，更好地服务于

中医药的研究和临床应用，仍是MG动物模型未来努

力的方向。因此，需要在模型复制过程中和复制成功

后观察具有特异性的、更为客观的评价指标，并充分

采用以方验证、以证测药的方法。未来在MG中医病

证动物模型研究方面，可采用病证结合动物模型，即

将西医疾病与中医证候有机结合，以更好地体现中医

整体化思维，更符合中医整体观和辩证观，是较为理

想的中药药效研究动物模型。

根据MG动物模型中西医临床病证特点吻合度分

析结果，西医的临床吻合度普遍比中医的吻合度高，

建立科学可量化的中医病证MG动物模型是未来发展

的方向之一，同时应该逐步建立和完善相关的模型评

价标准。
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· 实验动物与职业健康专题 ·
Laboratory Animals and Occupational Health

【实验动物与职业健康专题·导语】

20 世纪 90 年代末，随着世界经济全球化与国际贸易的发展，职业健康安全逐渐引起了社会的广泛关注，并形成了
一种不断完善的管理体系。1996 年，英国首先发布了 BS 8800 《职业健康安全管理体系指南》（Guide to Occupational 
Health and Safety Management Systems），美国、日本、澳大利亚和新西兰等随后相继发布了本国的职业健康安全管
理体系的指导性文件、指南或导则。我国于 1999 年由原国家经贸委颁布了 《职业健康安全管理体系试行标准》，2020 年
将国际标准化组织 （International Organization for Standardization） 颁布的标准 45001 《职业健康安全管理体系 要求
及使用指南》（Occupational Health and Safety Management Systems - Requirements with Guidance for Use） 全文等
同采用并转化为国家标准 GB/T 45001—2020 《职业健康安全管理体系 要求及使用指南》。同时，我国在 《中华人民共和
国职业病防治法》 的基础上，还发布了一系列职业健康相关的配套规章与文件，以促进企业及相关机构依法加强落实职
业健康管理要求。

与传统工业企业和现代制造企业相比较，实验动物领域具有一定的特殊性。国际实验动物评估和认可委员会
（Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International，简称 AAALAC International）
是具有代表性的非政府组织，其认可指南中对实验动物机构的职业健康管理有明确的要求。我国于 2014 年发布的国家
标准 GB/T 27416—2014 《实验动物机构 质量和能力的通用要求》 对实验动物机构职业健康体系也有明确的要求。近年
来，我国一般工业企业的职业健康管理和职业病防治工作已经得到了高度重视，并取得了长足发展，但实验动物行业的
职业健康安全管理大多还处于零散的基础阶段，文件化、体系化和规范化均尚有明显不足。而随着环境、社会和公司治
理 （Environmental， Social and Governance，ESG） 理念的提出，国际上对实验动物机构的国际合作与持续性发展又
提出了更高要求。

因此，为促进实验动物机构加深对职业健康安全管理的理解，提升实验动物行业的职业健康安全管理水平，本刊特
组织“实验动物职业健康安全管理专题”。本期专题共 5 篇文章。文章一 《实验动物机构职业健康安全管理体系建设要
点》，主要介绍职业健康安全管理体系的发展历史、相关的法律法规，以及实验动物机构建立职业健康安全管理体系需
要关注的要点和不可忽略的问题。文章二 《浅谈非人灵长类实验动物从业人员的职业健康管理措施》，从灵长类实验动
物生产和使用机构从业人员面临的职业风险因素、常见的灵长类动物人兽共患病出发，详细介绍了灵长类实验动物相关
的职业暴露处理方式及职业健康安全管理体系的建立及管理，旨在提高灵长类实验动物机构与从业人员的健康安全意
识，加强个人防护及专业技能操作规范性，防范重大传染病风险。文章三 《国内普通高校实验动物从业人员职业健康风
险防控概述》 梳理了高校实验动物从业人员的职业健康管理现状、常见职业健康问题，并从高校、实验动物中心、实验
动物从业人员 3 个层面提出相应的防控措施，以提升高校实验动物从业人员职业健康管理水平。文章四 《实验动物机构
职业健康档案建立内容及要点》，详细介绍了实验动物机构职业健康档案的管理要求，并结合 GB/T 27416—2014 《实验
动物机构 质量和能力的通用要求》、GBZ 188—2014 《职业健康监护技术规范》 及国家安全监管总局发布的 《职业卫生
档案管理规范》 等，系统解析实验动物机构职业健康管理档案的法定构成要素；通过探讨档案信息采集标准、数据动态
更新机制、多部门协同管理模型等关键环节，为构建符合法规要求且具备实操性的实验动物机构职业健康档案管理制度
提供技术路径。文章五 《实验动物机构建设项目职业健康防护设施“三同时”的实施要求》，是结合国家法规与行业实
践，系统阐述实验动物机构建设项目中职业病防护设施 “三同时”（同时设计、施工、投产） 的发展历程、实施流程与
管理要点，旨在通过规范预评价、设计、施工、验收等环节，依法实施实验动物项目建设，保障从业人员的职业健康安
全；还介绍了职业病防护设施“三同时”过程的关键流程和规范要求，列举了一系列表格样式，方便实验动物机构
借鉴。

总之，实验动物机构职业健康安全管理体系的建立能够提供一个有力的管理手段，有助于全面有效地提高职业健康
安全管理水平，促进与国际先进管理接轨，提升实验动物机构的品质形象与运营效益。期待本期专题内容可以为我国实
验动物机构的职业健康安全管理体系建设提供帮助，促进同行交流，进而推动我国实验动物机构职业健康安全管理水平
的整体提升。

本期专题特邀编委：邵奇鸣
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（英文）》编委。长期从事实验动物设施、EHS（环境、健康及安全）及实验动物机构质量体系的建设及

管理工作。参与国家标准、团体标准如 GB/T 39759—2021《实验动物 术语》、GB/T 43051—2023《实

验动物 动物实验生物安全通用要求》、GB/T 061—2021《实验动物 安乐死技术规范》和 GB/T 062—

2021《实验动物 运输管理规范》的编写与审核，在国际国内刊物发表论文40余篇。

实验动物机构职业健康安全管理体系建设要点
邵奇鸣1, 卞 勇2, 施爱民3

[1. 江苏鼎泰药物研究(集团)股份有限公司, 南京 211800;  2. 南京中医药大学实验动物中心, 南京 210023;  3. 南京医

科大学医药实验动物中心, 南京211166]

[摘要] 职业健康安全管理体系作为现代企业管理制度之一，越来越受到人们的重视。近年来，职业健康安全管理
体系在各个领域不断完善和发展，逐渐成为企业竞争力的重要指标。目前，国际实验动物评估和认可委员会

（Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International， 简 称 AAALAC 
International） 和 中 国 合 格 评 定 国 家 认 可 委 员 会 （China National Accreditation Service for Conformity 
Assessment，CNAS） 均对实验动物相关的职业健康管理提出了要求。而在国内实验动物行业，由于各机构对职业
健康相关的法律法规不够熟悉，缺乏经验丰富的管理人员，实验动物机构的职业健康安全管理体系发展相对滞后，
尚处于发展初期。本文通过总结作者在实验动物机构建立职业健康安全管理体系的实践经验，首先介绍了国内外有
关实验动物的职业健康安全法律法规、我国实验动物机构常见职业病及其危害因素，然后从建立职业健康安全管理
制度、开展职业健康安全培训、从业人员职业健康检查、职业病危害因素现场检测、落实建设项目职业病防护设施

“三同时”制度、建立及维护职业健康档案、建立职业危害告知管理制度、建立职业病危害事故应急救援预案等方
面指出实验动物机构进行职业健康安全管理体系建设的要点，以供行业内作参考。
[ 关 键 词 ] 职业健康安全管理体系； 法律法规； 实验动物机构
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[ABSTRACT] As one of the modern enterprise management systems, the Occupational Health and Safety 
Management System (OHSMS) has garnered increasing attention. The OHSMS has undergone continuous 
refinement and expansion across various fields, emerging as a pivotal indicator of enterprise 
competitiveness. Currently, both the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 
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Care (AAALAC) International and the China National Accreditation Service for Conformity Assessment 
(CNAS) require for establishing occupational health management related to laboratory animal work. 
However, within the domestic laboratory animal industry, development of OHSMS is relatively lagging 
behind due to unfamiliarity with laws and regulations and a lack of experienced management personnel. 
Consequently, the OHSMS in laboratory animal institutions is still in its early stage. Drawing on the authors' 
practical experience in establishing OHSMS in laboratory animal institutions, this article first outlines 
domestic and international occupational health laws, regulations, and safety management systems for 
laboratory animals, as well as common occupational diseases and their associated risk factors in China. 
Subsequently, this article highlights key elements for the construction of OHSMS in laboratory animal 
institutions in areas such as establishing occupational health and safety regulations, conducting training, 
performing occupational health examinations for staff, monitoring on-site occupational hazard factors, 
implementing the "three simultaneous" system for occupational disease prevention facilities in 
construction projects, creating and maintaining occupational health records, developing a notification 
management system for occupational hazards, and formulating emergency response plans for 
occupational disease hazard accidents. These points are intended as a reference for professionals in the 
industry.
[Key words]  Occupational health and safety management system (OHSMS); Laws and regulations; 

Laboratory animal institutions

国际职业健康委员会（International Commission on 
Occupational Health，ICOH）指出，职业健康旨在通过

预防健康损害，控制风险，使工作适应人以及人适应

工作，促进和维护所有职业劳动者的身体、心理和社

会福祉处于最高水平［1］。职业健康是对工作场所内健

康危害进行预测、识别、评估和控制的一门科学［2］。
在我国，截至2023年末，约7.4亿就业人员中，有2亿
多人从事接触职业病危害作业［3］。其中，实验动物从

业人员有相当一部分会接触职业危害因素。我国高度

重视劳动者的职业健康［4］，早在2001年就颁布了《中

华人民共和国职业病防治法》［5］，随后又不断完善了

职业病防治和职业健康相关的法律法规和标准体

系［6-9］，以切实保障劳动者的合法权益。

近年来，尽管实验动物行业也逐渐重视起职业健

康管理工作，但由于一系列原因，如缺少专业的职业

健康管理人员，对职业健康相关的法律法规不够熟悉，

职业健康主体责任不够明确，对法律法规要求不能完

全落实到位，职业健康培训不够等，实验动物机构的

职业健康仍处于管理初期。不少实验动物机构尚未真

正建立起行之有效的职业健康安全管理体系，且大部

分从业人员对职业健康知晓率较低。为了帮助实验动

物机构更好、更快、更有效地建立职业健康管理体系，

本文通过总结笔者所在单位建立实验动物机构职业健

康安全管理体系的经验，并结合法律法规要求，将建

设职业健康安全管理体系的要点、重点进行详细阐述，

以供同行参考。

1　国内外职业健康法律法规介绍

1.1　国际职业健康安全管理体系的发展历程
职业健康安全管理体系（Occupational Health and 

Safety Management System，OHSMS）是从 1980年代后

期逐步兴起。英国首先于 1996年颁布了BS 8800标准

即《职业健康安全管理体系指南》［10］。随后一些跨国

公司和大型现代化联合企业，为强化自己的社会关注

力和控制损失，开始建立职业健康安全管理制度。

1996―1997 年 ， 美 国 工 业 卫 生 协 会 （American 
Industrial Hygiene Association，AIHA）、澳大利亚标准

委员会和新西兰标准委员会、日本工业安全卫生协会

（Japan Industrial Safety and Health Association，JISHA）
与挪威船级社（Det Norske Veritas，DNV）相继分别制

定了《职业健康安全管理体系》［11］、《职业健康安全管

理体系原则、体系和支持技术通用指南》［12］、《职业健

康安全管理体系导则》［13］和《职业健康安全管理体系

认证标准》［14］等指导性文件，有效地指导了大型企业

建立并实际运用职业健康安全管理体系。1999年，由

英国标准协会牵头，DNV等13个组织共同提出职业健

康安全评价系列标准（Occupational Health and Safety 
Assessment Series，OHSAS） 18001 《职业健康安全管

理体系规范》和 18002《职业健康安全管理体系——

OHSAS 18001实施指南》。2018年，OHSAS 18001转化
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成 ISO 45001《职业健康与安全管理体系》［15］，引入了

更加规范的职业健康安全管理体系及对此体系的评估

系统。

1.2　国内职业健康法律法规体系的建立
随着国家对职业健康管理的重视程度提升，我国

职业健康相关的法律法规体系也逐渐建立并完善。依

从国家法律法规体系，我国的职业健康安全法律法规

体系按照宪法、法律、行政法规、地方性法规及相关

标准等制定成不同的规范性文件［16］。中国国家经济贸

易委员会借鉴了国际标准OHSAS 18000，于1999年10
月颁布了《职业安全卫生管理体系标准（试行）》。此

后中国国家质量监督检验检疫总局也发布了 GB/T 
28000—2001 《职业健康安全管理体系》，包括 GB/T 
28001“规范”和GB/T 28002“指南”两个部分。在

2018年OHSAS 18001 转化为 ISO 45001后，中国国家

市场监督管理总局和国家标准化研究院等采用 ISO 
45001，制定了 GB/T 45001—2020《职业健康安全管理

体系 要求及使用指南》［17］，全面替代了GB/T 28000系
列标准。2024 年 3 月，我国又发布了 GB/T 45007—

2024 《职业健康安全管理体系 小型组织实施 GB/T 
45001—2020指南》［18］，指导小型机构建立及实施职业

健康安全管理体系。

1.3　实验动物机构常用的职业健康相关法律、规
章、标准及合规性评价

按照中国法律法规架构，我国相继出台了近百条

职业健康相关的法律法规、部门规章。这些职业健康

法律法规基本上都是通用型，适合国内所有行业及实

验动物机构。为了方便实验动物机构建立职业健康安

全管理体系，表 1列选了部分常用且适用于中国实验

动物行业的职业健康安全法律法规，以供同行参考。

由于国家出台的职业健康法律法规通用于各行业，

所以实验动物机构在收集到相关的法律法规后要进行

合规性评价，按本机构的实际情况找出此法律法规适

用本机构的条文。每个机构可以建立自己的法律法规

合规性评价表，主要内容可包括法规及标准的名称、

文号，与本机构适应的条款，合规性的依据，评价的

时间，以及评价人等（表2）。合规性评价建议每年做

一次，也可随时收集新增的法律法规并进行评价。

2　实验动物机构常见职业病及其危害因素

2.1　职业病分类
职业病是指用人单位的劳动者在职业活动中，因

接触粉尘、放射性物质和其他有毒、有害物质等而引

起的疾病。我国将于 2025年 8月起最新实施的《职业

病分类和目录》［19］将法定职业病调整为12大类 135
种，包括尘肺病及其他呼吸系统疾病、职业性皮肤病、

职业性眼病、职业性耳鼻喉口腔疾病、职业性化学中

毒、物理因素所致职业病、职业性放射性疾病、职业

性传染病、职业性肿瘤、职业性肌肉骨骼疾病、职业

性精神和行为障碍、其他职业病。

表 1　适合实验动物机构的职业健康相关法律、规章和标准范例
Table 1　Examples of occupational health laws, regulations and standards applicable to laboratory animal institutions

序号
No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

法律法规、标准
Law, regulation and standard

中华人民共和国职业病防治法
职业病分类和目录
职业病危害因素分类目录
职业健康监护技术规范
国家卫生健康委办公厅关于进一步加强用人单位职业健康培训工作的通知
建设项目职业病防护设施“三同时”监督管理办法
工作场所职业卫生管理规定
职业健康档案管理规范
用人单位职业病危害告知与警示标识管理规范
用人单位劳动防护用品管理规范
用人单位职业健康监护监督管理办法
GBZ 2.1—2007 工作场所有害因素职业接触限值 第 1 部分：化学因素
GBZ 2.2—2007 工作场所有害因素职业接触限值 第 2 部分：物理因素
GB 39800.1—2020 个体防护装备配备规范 第一部分：总则

发布机构
Issuing authority

全国人民代表大会常务委员会
国家卫生健康委员会等
国家卫生和计划生育委员会
国家卫生和计划生育委员会
国家卫生健康委员会办公厅
国家安全生产监督管理总局
国家卫生健康委员会
国家安全生产监督管理总局
国家安全生产监督管理总局
国家安全生产监督管理总局
国家安全生产监督管理总局
国家卫生健康委员会
中华人民共和国卫生部
国家市场监督管理总局

发布时间
Date of issue

2018
2024
2015
2014
2022
2017
2021
2013
2014
2018
2012
2019
2007
2020
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2.2　职业病危害因素
职业病危害因素是指在工作环境中存在的，对职

业人群的健康、安全和作业能力可能造成不良影响的

一切要素或条件的总称，包括化学、物理、生物等因

素。我国将职业病危害因素分为 6大类共 459种［20］。
其中，粉尘 52种，化学因素 352种，物理因素 15种，

放射因素 8种，生物因素5个及其他。

实验动物机构从业人员在日常工作中会接触到职

业病危害因素，但并非接触职业病危害因素就会发生

职业病。诊断职业病必须满足以下条件：（1）在职的

工作人员；（2）必须是在从事职业活动的过程中产生；

（3）必须是因接触职业危害因素而引起；（4）必须是

中国职业病分类和目录所列的职业病。总之，诊断为

职业病必须满足员工在工作岗位并接触法定职业病危

害因素。因此，实验动物机构需要分析本机构各部门

可能存在哪些职业病危害因素，列出并告知员工。表3
筛选了实验动物机构可能接触到的职业病危害因素。

表 4则列举了实验动物机构中部分工作岗位/部门可能

接触到的职业病危害因素。

3　实验动物机构的职业健康安全管理体系建
设要点

3.1　实验动物机构主要负责人职责
实验动物机构的职业健康安全管理主要负责人是

担任该机构最高领导职务或具有最高管理职责的人员。

根据《中华人民共和国职业病防治法》的要求，机构

主要负责人对实验动物机构的职业病防治工作全面负

责。其主要责任包括：依法组织本单位的职业病防治

工作，建立本机构的职业健康管理部门，建立职业健

康管理制度，制定本机构的职业健康监护计划并提供

保障经费，建立职业健康管理档案和应急预案，组织

演练，安排职业健康体检等。主要负责人需要在任职3
个月内参加当地主管部门组织的职业健康培训（首次

培训不少于 16学时），考试后获得证书，随后每年参

加继续教育（再培训每年不少于8学时）。

表 2　实验动物机构的职业健康安全管理体系合规性评价表范例
Table 2　Example form of compliance evaluation for occupational health and safety management system in laboratory 
animal institutions

序号
No.

1

2

3

4

5

法律法规名称
Law and 
regulation 
name

中华人民共和国安
全生产法

中华人民共和国职
业病防治法

建设项目职业病防
护设施“三同时”
监督管理办法

职业健康检查管理
办法

用人单位劳动防护
用品管理规范

实施日期
Implementation 

date

2021/9/1

2019/1/1

2017/5/1

2019/2/28

2018/1/15

颁布单位
Issuing 

authority 

全 国 人 民 代
表 大 会 常
务委员会

全 国 人 民 代
表 大 会 常
务委员会

国 家 安 全 生
产 监 督 管
理总局

国 家 卫 生 健
康委员会

国 家 安 全 监
督 总 局 办
公厅

适用条款
Applicable 

clause

全文

1~7、14~15、
21、23、25~
26、34、36~
37、39~40

3~4、8~29、
第六章

9~13、15

全文

符合性证据
Conformity evidence

建立健全全员安全生产责任
制；按要求配备专职安全管
理人员，设置安全管理机构；
定期组织安全培训；“三同
时”已验收通过；安全例会；
应急演练

配备兼职的职业健康专业人
员；职业病防治工作纳入目
标管理责任制；制定职业病
防治计划和实施方案；建立
职业健康监护档案；

按照要求进行“三同时”报告编
制

按规定组织岗前、在岗、离岗体
检，并告知员工检查结果

配备个体防护装备，督促员工
正确佩戴

合规性评价
Compliance 

evaluation

符合

符合

符合

符合

符合

评价时间
Evaluation 

date

2024/6/12

2024/7/18

2024/7/18

2024/7/18

2024/7/20

评价责任人
Evaluator

xxx

xxx

xxx

xxx

xxx

注：评价责任人一栏的 xxx 代表评价人的姓名。
Note： The placeholder “xxx” in the column of Evaluator represents the name of the individual conducting the evaluation.
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3.2　建立职业健康安全管理制度
良好的规章制度是建设实验动物机构职业健康安

全管理体系的基本保障，按照《工作场所职业卫生监

督管理规定》［7］，机构至少需要建立 13项职业健康安

全管理制度。需要建立的职业健康安全管理制度包括：

（1）职业病危害防治责任制度；（2）职业病危害警示

与告知制度；（3）职业病危害项目申报制度；（4）职

业病防治宣传教育培训制度；（5）职业病防护用品管

理制度；（6）职业病防护设施维护检修制度；（7）职

业病危害监测、检测和评价管理制度；（8）建设项目

职业病防护设施“三同时”管理制度；（9）劳动者职

业健康监护及其档案管理制度；（10）职业病危害事故

处置与报告制度；（11）岗位职业健康操作规程；（12）
职业病危害应急救援与管理制度；（13）法律法规、规

章规定的其他职业病防治制度等。这13项管理制度是

实验动物机构建立职业健康安全管理体系的最基本要

求。各机构也可在此基础上，制定更加详细的管理制

度或标准操作规程，并需要定期修改、完善。

表 3　实验动物机构可能存在的职业病危害因素
Table 3　Potential occupational hazard factors in laboratory animal institutions

职业病危害因素
Occupational hazard

粉尘
Dust
化学因素
Chemical factors

物理因素
Physical factors
放射因素
Radiation factors

生物因素
Biological factors

种类
Type

皮毛粉尘、其他粉尘

铅、磷等重金属及其化合物，二氧化硫，氨，一氧化碳，硫化氢，苯，甲苯，二甲苯，甲醛，乙腈，四氯化碳，有机磷，环氧乙
烷，异丙醇，磷酸二丁基苯酯，碳酸钙，柴油，甲基肼，硫酸及三氧化硫，二氧化氯，乙醚，氢氧化钠，碳酸钠（纯碱），臭
氧，过氧化氢，丙酮等

噪声，高温，激光，低温，微波，紫外线，红外线，工频电磁场等

密封放射源产生的电离辐射（主要产生 γ、中子等射线），非密封放射性物质（可产生 α、β、γ 射线或中子），X 射线装置
（含 CT 机）产生的电离辐射 ( X 射线），加速器产生的电离辐射（可产生电子射线、X 射线、质子、重离子、中子及其感
生放射性等），中子发生器产生的电离辐射（主要是中子、γ 射线等），未提及的可导致职业病的其他放射性因素

艾滋病病毒，布鲁氏菌，伯氏疏螺旋体，森林脑炎病毒，炭疽芽孢杆菌，未提及的可导致职业病的其他生物因素

表 4　实验动物机构内职业病危害岗位及危害因素清单示例
Table 4　Example list of  positions with occupational hazards and corresponding hazard factors in laboratory animal 

institutions
部门

Department
供试品部
Dep. of test article

病理部
Dep. of pathology
遗传毒性实验室
Genotoxicity lab
分析实验室
Analytical lab
清洗间
Cleaning room
解剖间
Anatomy room
热力站
Heating substation
污水处理站
Wastewater treatment station

工种/岗位
Job/ position

供试品配置员、分析人员

实验技术人员

实验技术人员

实验技术人员

清洗人员

实验技术人员

锅炉操作人员

操作人员

职业病危害因素
Occupational hazard

甲醇、氢氧化钠、甲基纤维素、羟甲基纤维素钠、氰及腈类化合物（乙腈）、盐酸、三氟
乙酸、磷酸、二甲苯、二甲基亚砜、氢氧化钾、三氟乙酸甲酯、异丙醇、磷酸、四氢呋
喃、氨等

甲醛、多聚甲醛、氢氧化钠、乙酸、乙醇、二甲苯、盐酸、甲酸、过氧化氢、丙酮、碳酸钠、
石蜡、二氨基联苯胺、聚乙二醇辛基苯基醚等

二甲苯、甲醇、乙醇、乙酸、盐酸、氢氧化钠、氢氧化钾、过氧化氢、二氨基联苯胺、聚乙
二醇辛基苯基醚等

乙酸、盐酸、氨基联苯胺、异丙醇、丙酮、三氯甲烷、甲醇、乙腈、乙酸乙酯、二氯甲烷等

氨、噪声、癸甲溴铵、次氯酸钠、次氯酸、乙醇、苯扎溴铵、过氧化氢、盐酸等

甲醛、乙酸、乙醇等

噪声、高温等

氢氧化钠、聚合氯化铝等
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3.3　职业健康安全培训要求
国家对职业健康培训内容及培训时长有严格的规

定［6］。机构主要负责人及职业健康管理人员按照法规

要求，需参加外部培训、考试并取得合格证书；实验

动物从业人员的职业健康安全培训可由机构内部自行

组织及考试。表 5汇总了国家卫生健康委对各层级人

员的培训内容及培训时间要求。

实验动物机构可制定年度培训计划并组织实施。

职业健康安全年度培训计划包括培训题目、培训时长、

考试方式、培训人、被培训人（部门）、培训效果评价

等。职业健康培训计划也可以与安全生产培训计划及

生物安全培训计划［21-22］合并成一份环境 -健康-安全

（Environment-Health-Safety，EHS）年度培训计划。培

训计划需要签字生效，以保证培训计划的合规性、有

效性及可监督实施。

3.4　从业人员职业健康检查
职业健康检查是法律规定的一种强制性体检。《职

业健康检查管理办法》［23］、《职业健康监护技术规

范》［24］及《用人单位职业健康监护监督管理办法》［8］

均要求机构对从业人员进行职业健康检查。体检的内

容及项目是根据从业人员的工作岗位及是否接触职业

病危害因素来设定的。按照规范要求，职业健康检查

包括岗前、岗中、离岗前检查。

岗前检查是从业人员在从事职业病危害岗位实际

工作前的检查。如果新员工入职于存在职业病危害因

素的岗位，在入职前就需进行职业健康检查。这个检

查对实验动物机构本身有保护作用，同时也让员工清

楚了解从事该岗位可能会接触到的职业病危害因

素［21］。如果员工有职业病禁忌证，可不安排此岗位的

工作。上岗前职业病检查还包括员工从非职业病岗位

转到职业病岗位工作前的职业健康体检。

岗中检查是根据职业病危害因素，定期（可以是

每年一次）进行职业健康检查。需要说明的是，常规

的健康体检不可以代替职业健康监护体检。同时，为

避免员工重复体检，职业健康体检可以在普通健康体

检的基础上，增加需要做职业病检查的项目。

离岗前检查是指在离岗前需要给接触职业病危害

的员工安排体检。体检的目的是获知此员工在本单位

是否患有职业病，避免日后可能产生的法律纠纷。员

工离职前后 90 d内所做的职业健康体检都可认为是离

职前职业健康体检。

职业健康检查不同于实验动物机构组织的年度体

检。职业病体检需要在有职业病体检资质的检查机构

或医院进行。如果是放射性相关的职业健康体检，还

需要体检机构有放射性职业健康体检资质。职业病体

检结果需经过有医学背景的人员（可以是机构内有医

学背景的人员，不是必须有行医资质）评估后存入员

工职业健康档案。评估也可请职业病体检机构进行。

如果发现疑似职业病，需要到医疗机构进行确诊，并

及时报告相关部门。

3.5　职业病危害因素现场检测
实验动物机构除了对从业人员检查外，还需对有

职业病危害因素的场所进行检查。检测机构需要有相

应资质。如果是职业病危害严重的单位，每年至少进

行一次场所检测，每 3年至少进行一次职业病危害现

状评价。由于大部分实验动物机构属于职业病危害一

表 5　实验动物机构的职业健康培训内容及培训时间要求
Table 5　Required content and schedule of occupational health training in laboratory animal institutions

被培训人
Trainee

主要负责人
Responsible 

person

职业健康管理人员
Occupational 

health manager

从业人员
Employee

培训类别
Training 
category

首次培训

继续培训

首次培训

继续培训

岗前培训
岗中培训

培训内容
Training content

我国职业健康形势，职业健康法律法规，职业健康管理知识，职业健康相
关工作介绍及案例分析等

职业健康相关法律法规、规章，职业病危害事故应急救援，优秀案例分析，
常见职业病防治违法违规案例分析，职业病传染病预防控制措施等

职业健康相关法律法规、规章及主要职业健康标准，职业病危害因素及其
防护措施，个体防护装备，职业病防护设施“三同时”职业病申报，警示
和告知，职业健康档案管理等

职业健康法律法规，应急救援，工作相关疾病预防控制案例分析等

本机构的职业健康管理制度和操作规程等
按照机构实际情况定制

培训时间 /h
Training 
time/h

16

8

16

8

8
4

考试、获证
Testing/

certificate

外部，考试获证

外部，
考试获证

外部，考试获证

外部，考试获证

内部，考试
内部，考试
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般单位，故每 3年进行一次场所职业病危害因素检测

即可。若是放射性工作场所或其他特殊的工作场所，

需要按照具体要求的频率进行检测。检测报告及结果

需要在机构内公示，检测结果需存入档案。

3.6　落实建设项目职业病防护设施“三同时”制度
按照《中华人民共和国职业病防治法》及《建设

项目职业病防护设施“三同时”监督管理办法》［25］的
要求，任何新建、改建或扩建的实验动物机构的职业

病防护设施都必须与主体工程同时设计、同时施工、

同时投入生产和使用（简称“职业健康三同时”）。职

业病防护设施“三同时”是被不少实验动物机构尤其

是建设年代较早的实验动物机构所忽略的一个重要步

骤。由于职业健康安全防护三同时是法规强制要求的，

所有实验动物机构一定要高度重视，在实验动物设施

项目规划前期及建设期间就需要同步开展职业病防护

设施“三同时”的工作。此工作一般需请有资质的第

三方机构与实验动物机构共同完成。如果前期没有做

建设项目职业病防护“三同时”，则可以请有资质的第

三方机构完成职业健康防护现状评价。

3.7　建立及维护职业健康档案
职业健康档案管理是实验动物机构职业健康安全

管理体系的重要一环，是职业健康管理工作的基础。

按照《职业卫生档案管理规范》［24］要求，实验动物机

构需要建立至少 7个职业健康管理档案。职业健康管

理档案包括：（1）建设项目职业卫生“三同时”档案；

（2）职业卫生管理档案；（3）职业卫生宣传培训档案；

（4）职业病危害因素监测与检测评价档案；（5）用人

单位职业健康监护管理档案；（6）劳动者个人职业健

康监护档案；（7）法律、行政法规、规章要求的其他

资料文件。实验动物机构还可按照自己的实际运行情

况，增加其他的职业健康管理档案。

3.8　建立职业危害告知管理制度
职业危害告知的目的是使从业人员知晓本人工作

岗位或工作场所存在的职业病危害因素、机构采取的

防护措施、人员及环境职业健康危害因素检测的结果

等。通过告知，可以使从业人员了解所在机构目前开

展职业病防治工作的进展，提高自我保护意识，提升

机构的职业健康管理水平。职业病危害告知至少包括

以下 5种方式：合同告知、公告栏告知、警示标识告

知、职业健康培训告知和职业健康检查结果告知。

实验动物机构在与从业人员签订劳动合同时，需

告知从业人员所在的岗位、可能接触到的职业病危害

因素及可能产生的职业病、本岗位的职业禁忌证和职

业病防护措施及待遇等，并在劳动合同中写明。如果

是制式合同比较难于增加条文，机构可以采用合同附

件形式告知。此合同附件也需要员工及机构共同签字

并存档。

职业病危害告知卡是警示告知的一种，用来告知

现场工作人员此场所存在的职业病危害因素。告知卡

上列明可能造成的健康危害、防护措施、应急处理及

急救电话等。实验动物机构需要在所有存在职业健康

危害因素的工作场所的醒目位置张贴职业危害告知卡，

并对员工进行培训。告知卡应经常检查，如果发现脱

落、损坏等，需要及时修整或更换。有职业病危害因

素的场所还需贴放警示标识。

公告栏公布的内容可包括职业病防治的规章制度、

操作规程、职业病危害事故应急预案、工作场所职业

病危害因素检测结果、典型案例等。职业病公告栏应

尽量设置在门厅、入口等醒目位置。

通过培训告知员工职业病防治的法律法规、本机

构的标准操作规程、职业病防护设备和个人防护用品

等，可以增强实验动物从业人员的职业病防范意识，

帮助他们正确使用个人防护用品。培训告知可以通过

年度培训计划及实际培训来完成。

职业健康体检及职业危害因素环境检测的结果也

需要告知员工。职业健康体检报告需要分发给员工，

并签字留底。实验动物机构可要求职业病体检单位提

供年度职业健康体检总结报告。

3.9　建立职业病危害事故应急救援预案
实验动物机构需要制定本机构的职业病危害事故

应急救援预案。如果前期未制定也可以补制定。应急

预案的基本内容应当包括：（1）应急救援组织机构；

（2）应急队伍人员的职责；（3）应急队伍，包括现场

救护、医疗、治安、消防、交通管理、通讯、供应、

运输、后勤等；（4）应急救援装备、物资、药品配备；

（5）事故发生后应采取的处理措施；（6）救援方式、

人员防护、现场保护；（7）危险区域的隔离；（8）应

急培训计划及演练；（9）本预案的启动与终止场景等。

该预案可以在做职业健康防护设施“三同时”时由第

三方协助制定，也可由机构自行制定。实验动物机构

在预案制定后，需要对员工进行培训，并组织演练。

4　总结

实验动物机构建立、实施和维护职业健康安全管

理体系，旨在保障从业人员健康安全，消除机构危险

源，减少因工作导致意外伤害和职业性疾病发生的概
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率［26-27］。通过提高工作场所的健康性和安全性，改善

劳动条件，增加防护，维护实验动物从业人员的合法

利益。职业健康安全管理体系的建立与实施，可提高

实验动物机构形象，完善机构内部管理，提高从业人

员的凝聚力，对创造更好的社会效益和经济效益起到

极大的推动作用。

职业健康安全管理体系的建设是一个长期、复杂

且持续性的工作。笔者建议实验动物机构在建设职业

健康安全管理体系的过程中，要紧密结合本机构的实

际情况，关注国家法律法规的更新，按照要求组建适

合于本机构的管理团队，制定相应的管理文件及管理

规程，建立适合的培训体系，做好个人防护用品的管

理。实验动物机构的职业健康安全管理档案除了满足

国家要求外，也需要有本机构的特点。总之，实验动

物机构需结合本机构的实际与特点建立适宜的职业健

康安全管理体系。
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浅谈非人灵长类实验动物从业人员的职业健康管理
措施
李 倩1,2, 陈佳琦1,2,3, 李丽红1,2, 张飞燕1,2, 毛华明3, 吕龙宝1,2

(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. 云南农业大学动

物科学技术学院, 昆明 650201)

[摘要] 非人灵长类因其与人类在遗传学和生理学上的高度相似性，成为生命科学研究和生物医药开发的关键性实
验动物，不仅为神经系统疾病和传染病的机制研究提供理想平台，还被广泛用于大分子药物的临床前安全性评估，
被誉为“金标准”。然而，这种生物学相似性也导致从业人员因接触非人灵长类实验动物或其组织、体液而面临较
高的人兽共患病传播风险。结合近年来国内外人兽共患病暴发情况及国家生物安全法颁布实施的背景，本文综述了
非人灵长类实验动物从业人员面临的职业风险因素 （包括生物因素、化学因素、物理因素）、常见的人兽共患病及
其病原体分类、传播途径、危害程度，以及从业人员职业危害暴露的处理方式，进而提出建立多维防控体系：

· 实验动物与职业健康专题 ·
Laboratory Animals and Occupational Health
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（1） 风险评估与应急处理，即通过职业健康安全委员会 （Occupational Health and Safety Committee，OHSC） 定
期识别危险源，制定暴露后紧急处理流程 ；（2） 管理体系优化，即完善设施设计、个人防护装备配置，并强化从
业人员健康监护与疫苗接种 ；（3） 技术培训与规范操作，即开展非人灵长类实验动物行为学、生物安全操作等专
项培训，推广智能监控技术以减少攻击性事件等措施。本文旨在提高非人灵长类实验动物从业人员的健康安全意
识，加强人员个人防护及专业技能操作的规范性指引，从而保障从业人员健康安全，降低职业暴露率，有效预防实
验动物相关职业病。
[ 关 键 词 ] 非人灵长类动物； 职业健康； 职业暴露； 生物安全； 人兽共患病
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Occupational Health Risk Management Measures for Personnel 

Handling Non-Human Primate Laboratory Animals: An Overview

LI Qian1,2, CHEN Jiaqi1,2,3, LI Lihong1,2, ZHANG Feiyan1,2, MAO Huaming3, LÜ Longbao1,2
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[ABSTRACT] Owing to their high genetic and physiological similarities to humans, non-human primates 
(NHPs) have become pivotal animal models in life sciences research and biomedical development. NHP 
laboratory animals are not only an ideal platform for exploring the mechanisms of neurological diseases 
and infectious diseases, but they are also widely used in preclinical safety evaluations of macromolecular 
drugs, which are considered the "gold standard". Nevertheless, this biological similarity increases the risk of 
zoonotic disease transmission to personnel working with NHP laboratory animals, their tissues, and body 
fluids. In light of recent domestic and international outbreaks of zoonotic diseases as well as the 
implementation of the Biosafety Law, this study examines the occupational risk factors encountered by 
personnel working with NHPs. This includes biological, chemical, and physical factors. This paper also 
covers common zoonoses, classification of the corresponding pathogens, transmission routes, risk severity 
levels, and protocols for post-exposure management. A multidimensional prevention and control 
framework is proposed, which includes the following components. (1) Risk Assessment and Emergency 
Response: Regularly identify hazards through an Occupational Health and Safety Committee (OHSC) and 
develop post-exposure emergency protocols. (2) Optimization of Management Systems: Improve facility 
design, optimize the allocation of personal protective equipment, and enhance health surveillance and 
vaccination programs. (3) Technical Training and Standardized Operations: Provide specialized training in 
NHP laboratory animal ethology and biosafety practices. Additionally, implement intelligent monitoring 
technologies to reduce the occurrence of aggressive incidents. This paper outlines measures designed to 
enhance health and safety awareness among personnel working with NHP laboratory animals. It 
emphasizes the need for strengthened guidance on the use of personal protective equipment (PPE) and 
the standardization of professional operational practices. The goal is to safeguard personnel health and 
safety, reduce occupational exposure rates, and effectively prevent occupational diseases related to 
laboratory animals.
[Key words]  Non-human primates; Occupational health; Occupational exposure; Biosafety; Zoonosis

非人灵长类（non-human primates，NHPs）作为目

前备受瞩目的实验动物，在推动生命科学研究、生物

技术创新、生物医药产业发展中具有重要意义。NHPs

和人类的生长发育系统存在密切联系，例如：黑猩猩

与人类共享98.77%的蛋白编码基因［1］，食蟹猴蛋白质

编码基因与人类的相似性为98.3%［2］。NHPs不仅是研
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究神经系统和传染性疾病的理想动物模型［3］，而且作

为临床前研究的“金标准”，在评估大分子候选药物的

安全性、生物学活性或药理效应方面，展现出了不可

替代的实验价值［4］。
然而，正是因为NHPs在生物学和遗传学层面与人

类具有高度相似性，从业人员与NHPs之间的病原生物

传播风险较其他实验动物群体更大［5］。许多自然感染

NHPs的病原体可能跨物种传染给人类，一些人间传染

性病原体也同样可传染给NHPs，并存在从NHPs再次传

染给人类的可能。这一潜在风险意味着，与NHPs或其

血液、组织有所接触的从业人员应更加关注职业健康安

全，并在日常工作中严格做好个人防护及规范操作。

实验动物从业人员是指从事实验动物饲养管理、

动物实验操作、技术支持、科学研究、行政管理、实

验动物医疗护理、辅助作业，以及阶段性参与相关工

作的各类专业人员［6］。研究表明，直接接触实验动物

的从业人员由于长期暴露在实验动物环境中，呼吸道

和过敏性疾病的发生风险会明显增加［7］。同时，人兽

共患病和动物性气溶胶也可能对相关从业人员的健康

构成较大威胁。此外，在动物实验操作过程中，还可

能存在被动物抓伤或咬伤的风险，尤其是涉及感染性

动物时，可能造成更为严重的后果。

尽管实验动物从业人员上岗前都会接受专业培训，

但在实际操作中，个人防护工作落实不足或者操作不

规范的问题依然普遍存在。例如，工作人员因护目镜

影响视野而不愿佩戴，对动物保定技术不熟练，对职

业健康安全风险的意识不足等。因此，如何保障NHPs
从业人员的职业安全并减少职业危害，已成为不容忽

视的问题。本文就NHPs从业人员可能存在的职业健康

风险问题，结合相关法律法规、标准、认可准则以及

本单位的实践经验，提出自己的见解，仅供同行探讨。

1　NHPs 从业人员的职业风险因素

在与NHPs及其分泌物、排泄物直接接触的过程

中，从业人员往往因为疏忽而可能暴露于多种对人

体有害的物理、化学或生物因素［8］，具体包含以下

3个方面。

1.1　生物因素
涉及职业健康的生物因素可划分为两大类。

第一类是传染病，包括但不限于人兽共患病。可

细分为以下3种：（1）病毒类疾病，如埃博拉出血热、

猴B病毒感染、黄热病、狂犬病、麻疹、猴痘等［5］；
（2）病原菌类疾病，如结核病、志贺氏菌病、沙门菌

病等；（3）病原寄生虫类疾病，如弓形虫病、阿米巴

原虫病等。其传播途径包括：直接接触（咬伤、抓伤

等）、飞沫传播、空气传播（生物气溶胶）、食物、水

和污染物以及媒介传播等［5，8］。
第二类是过敏原。过敏是一种常见于实验动物护理

或使用人员的职业性疾病［9-10］，可能对多达三分之一的

动物实验人员的生活和工作产生不利影响，症状包括鼻

炎、皮疹和哮喘等［11］。NHPs主要过敏原包括毛发、排

泄物、血液及组织液等。其主要传播途径是吸入，其次

是皮肤接触和眼睛接触［12-13］。空气流动性、湿度、清

洁消毒等因素都能影响空气中过敏原的含量［14］。
1.2　化学因素

在NHPs饲养和操作过程中，为保持环境洁净度而

需要使用各类化学消毒剂，如乙醇、84消毒液、过氧

乙酸等。在手术类实验中还会用到挥发性麻醉药（如

异氟烷等），以及保存组织的化学试剂（如多聚甲醛

等）。此外，实验动物饲养过程中还会产生大量的氨气

等有害气体。这些化学物质的浓度达到一定水平时，

会对人体的皮肤、眼睛、呼吸道及肺部组织等造成不

同程度的损害；若长期暴露于此类化学物质中，人体

的肝脏、神经系统及肌肉运动功能会出现紊乱，进而

增加感染甚至癌变的风险。

1.3　物理因素
一是动物伤害：实验动物常因恐惧或疼痛而抓伤、

扎伤、咬伤从业人员。二是物品伤害：在抬举笼具、

动物、大型仪器、饲料等重物时，从业人员可能存在

肌肉过度劳损、锐器伤害、摔倒等风险。三是噪声伤

害：在动物饲养区、清洁区或实验操作区放置的高压

灭菌器、麻醉机、B超机、监护仪、高频电刀等仪器

设备会产生噪声污染，长时间在噪声环境中工作，可

能会引起听力损伤、头痛、失眠等症状。此外，个人

防护装备使用不当、热烧伤、低温冻伤等也是值得关

注的物理风险因素。

2　NHPs 从业人员常见的人兽共患病

世界卫生组织（World Health Organization，WHO）
将人兽共患病（zoonosis）定义为由共同病原体引起

的、能在脊椎动物与人类之间自然传播的疾病。这类

疾病由人类和其他脊椎动物共有的病原体引起，且在

流行病学上具有关联性。在已鉴别出的1 407种人类病

原体中，属于人兽共患病的病原体占比高达 58%。
NHPs被视为人兽共患病的潜在宿主，约25%的人类新

发传染病与非人灵长类宿主动物共有［8］。NHPs从业人
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员因职业特性需频繁接触动物，存在携带人兽共患病

病原体的风险。因此，提升工作人员对于NHPs实验动

物相关人兽共患病问题的认知尤为重要，让其充分了

解并掌握必要的预防措施，尽量减少与病原体的直接

接触，从而保障其身体健康与人身安全。

2.1　NHPs 相关的人兽共患病病原体
人兽共患病病原体可通过多种途径传播，包括针

头刺伤、动物咬伤和抓伤、污染物飞溅导致的意外摄

入，黏膜污染、笼子和设备的污染，甚至传染性气溶

胶等。表1总结了几种与NHPs相关的病原体，这些病

原体可能存在于所有灵长类动物中，引起慢性或潜伏

性感染［5，15］。
2.2　NHPs 相关的人兽共患病

由于人类和NHPs具有密切的系统发育关系，这使

表 1　NHPs 相关的人兽共患病病原体
Table 1　Zoonotic pathogens associated with NHPs

病原体类型
Pathogens types

病毒
Viruses

细菌
Bacteria

后生动物寄生虫
Metazoan parasites

原生动物寄生虫
Protozoan parasites

病原体名称
Pathogen names

猴疱疹病毒/B 病毒
猴 D 型逆转录病毒

猴免疫缺陷病毒
猴 T 细胞趋向性病毒 1 型

猴泡沫病毒
猴空泡病毒 40

猴麻疹病毒
猴痘病毒
黄热病毒
登革病毒

埃博拉病毒
甲型肝炎病毒

传染性软疣病毒
乙型肝炎病毒

类鼻疽伯克霍尔德菌
弯曲杆菌属

结核分枝杆菌
牛分枝杆菌

麻风分枝杆菌
钩端螺旋体属

沙门菌属
志贺菌属

假结核耶尔森菌
小肠结肠炎耶尔森菌

微小膜壳绦虫
结节线虫属
类圆线虫属

鞭虫属
蠕形住肠线虫

弓形虫属
疣状肠杆菌

结肠小袋纤毛虫
隐孢子虫属

溶组织内阿米巴
肠贾第鞭毛虫

疟原虫
克氏锥虫

非人灵长类动物
Non-human primates types

猕猴
Macaques

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

√
√
√
√
√

狒狒
Baboons

√

√
√
√

√
√
√

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

√
√
√
√
√

长尾猴
Guenons

√

√

√
√
√

√
√
√

√
√
√
√
√

√

√
√

√
√
√
√
√

松鼠猴
Squirrel 
monkeys

√
√

√
√
√

√
√
√
√
√
√

√

√
√
√
√
√
√

黑猩猩
Chimpanzees

√

√

√
√
√

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

√

√
√
√
√
√
√
√
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得二者之间的人兽共患病发生风险显著增大。在饲养、

生产、实验、运输等过程中，工作人员可能通过多种

途径被 NHPs 及其组织所携带的病原体感染，同时

NHPs也可能通过与患病工作人员的接触而被感染。目

前，NHPs相关的主要人兽共患病种类、病原体危害程

度、传播途径以及人类感染症状详见表2。
3　NHPs 从业人员职业危害暴露的处理方式

从业人员在接触实验动物过程中，面临多种职业

危害暴露风险。张朝阳等［39］研究显示，67.40%的兽

医人员发生过职业危害暴露，其中生物化学伤害占

62%，伤害性暴露占 61%，吸入性暴露占 49%，接触

性暴露占44%，器械伤害占25%。以下是针对NHPs职
业危害暴露的处理方式。

3.1　紧急暴露处理
NHPs从业人员发生紧急暴露事件时，可按如下步

骤进行处理。（1）皮肤暴露：首先应立即用流动清水

快速冲洗伤口及周围皮肤，若遇出血状况，则需在冲

洗的同时，适度挤压伤口以促进血液及潜在污染物的

排出；持续冲洗伤口 15 min以上，然后使用肥皂或聚

表 2　人兽共患病的传播途径及人员感染症状
Table 2　Transmission routes of zoonotic diseases and symptoms in infected humans

疾病名称
Disease names

猴 B 病毒感染
Simian B virus infection
猴痘病毒感染
Monkeypox virus infection
埃博拉出血热
Ebola hemorrhagic fever
黄热病
Yellow fever

猴免疫缺陷病毒感染
Simian immunodeficiency 

virus infection
狂犬病
Rabies
麻疹
Measles

登革热
Dengue fever
结核病
Tuberculosis
沙门氏菌病
Salmonellosis

志贺氏菌病
Shigellosis

疟疾
Malaria
阿米巴痢疾
Amebic dysentery

病原体名称
Pathogen names

猴疱疹病毒/B 病毒

猴痘病毒

埃博拉病毒

黄热病毒

猴免疫缺陷病毒

狂犬病毒

麻疹病毒

登革病毒

结核分枝杆菌

沙门菌属

志贺菌属

疟原虫

溶组织内阿米巴

危害程度分类*

Hazard 
classifications *

第一类

第一类

第一类

第一类

第二类

第二类

第三类

第三类

第二类

第三类

第三类

无

无

传播途径
Transmission routes

咬伤、抓伤、黏膜暴露

呼吸道、直接接触[21]

直接接触动物分泌物
或体液污染物

蚊虫叮咬、传染性物质
接触皮肤表面伤口、
针头刺伤

传染性物质接触黏膜、
皮肤表面伤口、针头
刺伤

咬伤、抓伤或舔舐

呼吸道、直接接触

蚊虫叮咬、针头刺伤

呼吸道、消化道或破损
的皮肤

接触动物分泌物或粪
便、黏膜接触或皮肤
破损感染

接触动物分泌物或粪
便、黏膜接触或皮肤
破损感染

蚊虫叮咬、针头刺伤

消化道

人体临床症状
Human clinical symptoms

伤口部位疱疹样病变、神经症状、脑炎。死亡率达
70%～80%[16-20]

临床表现类似天花，但病情相对较轻,发热、全身不
适及淋巴结肿大 [22-23]

发热、呕吐、腹泻、出血。死亡率为 69%～88%[24-25]

部分呈隐性感染；发热、头痛、黄疸、出血、死亡[5, 26]

已知的感染病例中未观察到临床症状[5]

发热、疲劳、抽搐，死亡率近 100%[26]

发热、上呼吸道炎症、眼结膜炎、皮肤斑丘疹和颊黏
膜有麻疹黏膜斑，疹退后遗留色素沉着伴糠麸样
脱屑,可继发多种并发症[27-30]

发热、皮疹、登革休克综合征、偶有死亡[5]

可侵入人体全身各种器官，主要侵犯肺脏，属于慢
性消耗性疾病[31-36]

胃肠炎（水样腹泻、腹痛、发热），病程 2～7 d；少数
发展为败血症或局部化脓感染[5]

血性腹泻、黏液脓血便、腹痛及里急后重，可伴高热
（38～40 ℃）[5]

周期性规律发作，全身发冷、发热、多汗，长期多次
发作后可引起贫血和脾肿大[37-38]

腹部不适、腹泻、大便有腐败腥臭味、肝脓肿等[5]

注：*危害程度分类依据 《人间传染的病原微生物目录》（2023 版）。
Note： *The classification of hazards is based on the List of Pathogenic Microorganisms Transmitted Among Humans （2023 edition）.
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维酮碘溶液擦拭伤口及周围皮肤［40］；最后前往医疗机

构，遵循医嘱进行相应疫苗的预防性接种。（2）黏膜

暴露：用洗眼器清洗污染的黏膜，持续清洗 15 min以
上，注意禁止用洗涤剂或防腐剂直接清洗眼睛。（3）深

度外伤：用聚维酮碘溶液浸泡消毒纱布，将纱布覆盖

在伤口上，紧急送往医院治疗并遵医嘱。

3.2　暴露评估与处置
暴露后的风险评估取决于多种因素，包括暴露源

的性质、暴露途径、动物种类及其潜在危险性，以及

暴露人员的生理状态等。

对涉事实验动物进行评估，需要确定该实验动物

的信息档案，包括其健康状况（包括体表、口腔、皮

肤、黏膜的检查，以确定是否有疱疹、溃疡等病理性

表征）、动物的用药情况及实验状态、动物种群的微生

物学状态（包括查看既往B病毒及逆转录病毒的检测

报告）等。

对人员进行评估，则包括以下几个方面：是否正

确使用个人防护装备，是否遵循适当的暴露后应急处

理流程，以及是否详细记录了暴露的时间、地点、严

重程度、接触的体液或组织的类型等信息。此外，如

果发生暴露事件的动物正处于使用免疫抑制剂等药物

的研究项目，这可能会增加发生上述感染的风险，从

而更容易将病原体传播给暴露人员。因此，根据涉事

动物及暴露人员的检测结果，在专业医师的指导下，

可对受伤人员进行相应治疗。若检测结果显示存在细

菌感染，通常需要在暴露事件发生后 3～5 d内使用抗

生素进行治疗，直至感染症状完全消退时方可停药。

另外，在感染情况较为严重，特别是存在破伤风感染

风险的情况下，还需辅以破伤风抗毒素的注射治疗。

3.3　采样检测
发生职业暴露后，应当对暴露人员和涉事动物分

别采集血清样本进行病毒检测。采样检测时间通常设

置在暴露当天、暴露后 3～6周，暴露后 3个月这 3个
时间点，以确保能够捕捉到潜在的病毒感染变化。若

涉事动物为猕猴，无论暴露人员有无临床症状，均应

按感染B病毒的情况处理：受伤人员通常需口服3～5 d
的阿昔洛韦、更昔洛韦和伐昔洛韦等抗病毒药物［41］，
以确保有效控制病毒感染。

4　NHPs 从业人员的安全防护管理措施

4.1　职业健康安全计划
NHPs的血液、体液和细胞等被认为具有潜在危

险，从业人员在接触NHPs或其组织时，存在感染风

险。因此，所有涉及NHPs生产或实验的机构均应制定

相应的职业健康安全计划，并且该计划需要与国家和

地方性法规相符。

4.1.1　危险识别
危险识别是制定和管理职业健康安全计划的重要

组成部分。具体包括设施设计布局和运行机制是否合

理，是否配备工程层面的安全保护设备，设施内部运

行及标准操作规程是否适宜，工作场所的个人防护装

备以及紧急救护物品是否合理齐备，人员是否按照规

范要求执行等。

4.1.2　风险评估及预防措施
机构通常需要成立职业健康安全委员会

（Occupational Health and Safety Committee，OHSC）或

专项小组，定期检查本机构的职业健康安全运行情况，

有效识别与评估潜在风险，并制定预防措施，以确保

职业健康安全计划的切实执行，将工作场所的健康风

险降至最低。一旦发生感染事件，OHSC可对暴露人员

进行详尽的风险评估，并提供专业的医学治疗建

议［42］。此外，OHSC需要从预防医学的角度，对从业

人员进行职业健康安全管理，包括：定期对实验动物

从业人员进行健康评估；通过问卷调查的形式记录从

业人员既往病史、当前使用药物、过敏史、妊娠计划、

既往免疫接种及结核菌素皮试结果；在定期体检时，

除常规体检项目外，增加与结核病相关的体检内容；

提供必要的免疫接种服务，如麻疹疫苗、破伤风疫苗、

所开展实验相关的病原体疫苗等。

4.2　职业健康管理体系
国际实验动物评估和认可管理委员会（Association for 

Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 
International，AAALAC International）及中国合格评定

国家认可委员会（China National Accreditation Service 
for Conformity Assessment，CNAS）对实验动物机构职

业健康安全管理体系均有明确的规定［42-43］。即实验动

物机构应建立职业健康安全管理体系、提供必要的资

源、控制相关的风险，并持续改进职业健康安全绩效。

该管理体系主要包括风险评估、危险源管理及控制、

行为规范、人员能力要求与培训、设施的设计保障及

运行管理、设备检查与性能保证、个体防护装备、职

业健康保健服务、职业健康安全信息沟通、职业健康

安全绩效的监测、应急准备和响应等要求。

4.2.1　职业健康检查内容
具体包括工作人员上岗前体检、在岗期间检查、

离岗前体检及应急健康检查，并建立职业健康监护档

案及长效的职业健康监护评价体系。根据职业实际需

求，对从业人员进行相关职业病检查，并采取接种必
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要疫苗等预防性措施。在此基础上，结合从业人员所

接触的职业病危害因素，对检查结果进行综合分析，

及时发现职业禁忌证，以便及时得到合理防护或早期

调离、早期诊断、早期治疗。

4.2.2　从业人员技术培训
兽医、饲养技术人员、研究人员、管理人员均需

要持续开展专业培训［44］。为此，需建立一套良好的兽

医护理方案，实验操作人员必须具有从事该岗位相应

的专业教育背景或单位相关培训，且需掌握一定的风

险控制知识和技能［45］。培训内容应包括：机构的职业

健康与安全计划、人兽共患病的预防手段、防护设备

使用说明、生物样本处理程序、职业暴露处理方式、

NHPs行为特性、相关的标准操作程序和机构政策、安

全工作实践，以及回顾处理方式和实验技术，并展示

应用技术的熟练程度。通过培训，需确保从业人员严

格执行各项操作规程，提高业务技能，减少因技术操

作不当而引发的安全事故，重视和加强教育培训，使

从业人员充分掌握防护要求及暴露后的紧急处理措施。

4.2.3　职业健康安全管理操作规程
饲养NHPs（尤其是猕猴）的机构应制定、实施和

严格执行标准操作程序，最大限度降低实验人员与B
病毒接触的潜在风险。此外，这些机构还需制定职业

暴露紧急处理程序、工作人员健康防护规程，并定期

评估和更新职业健康安全风险分析报告等。

4.3　个人安全防护要求
4.3.1　正确使用个人防护装备

个人防护装备能够为操作人员提供物理屏障，防

止皮肤、眼睛和黏膜直接接触潜在的有害性或传染性

物质，并尽量减少咬伤和划伤等身体伤害。NHPs操作

人员应佩戴口罩、防护眼镜、一次性手套、专用的工

作服或实验服。防护眼镜（面罩、环绕式防护眼镜或

其他设备）的选择应根据工作类型、NHPs近身程度，

以及工作人员视野清晰度需求来决定。此外，还需考

虑实验方案、NHPs种类、所采用的技术或操作手段，

以及相关制度政策等因素，进一步加强防护装备。例

如，在处理猕猴实验时，佩戴双层手套是大多数机构

的常规做法。

4.3.2　避免人身伤害
NHPs聪明、敏捷、强壮，在某些情况下还具有攻

击性。这些特点，再加上实验过程中需要移动重型设

备，或实施特定的研究方法，工作人员往往面临各种

身体伤害的风险，包括被咬伤、划伤、割伤、针刺、

挤压和腰背部损伤等。为避免人身伤害，工作人员应

尽可能避免直接接触意识清晰的NHPs；对NHPs注射

镇静剂时，工作人员应在操作前检查并修剪其指甲；

注意检查破损或有锋利边缘的笼子和设备，并将其撤

出使用；堆放与搬移笼具时，应尽量使用手动或液压

升降机；工作人员应穿防滑的安全鞋等。

4.4　实验操作安全工作规范
对NHPs进行实验操作的人员应遵循安全工作规

范，以尽量减少伤害，降低感染人兽共患病的风险。

其安全工作方式主要包括：（1）进入动物设施的操作

人员应接受过与动物固有风险和危害相关的职业健康

培训，并且应穿着适当的防护服；（2）在开展涉及

NHPs的手术操作过程中，使用针头、注射器和其他利

器时应特别小心，应尽可能使用带有可伸缩针头的注

射器；如果使用了不可伸缩的针头，则不应回套针帽，

而应在使用后直接放入防穿刺的利器盒中；（3）工作

人员不得在饲养或使用NHPs的区域进食、饮水、吸

烟、配戴或摘取隐形眼镜、化妆或服药；（4）工作人

员在接触动物时，应将手和其他物品远离口、眼和

鼻；（5）工作人员在离开饲养或使用NHPs的动物设

施或指定工作区域前，应先脱去防护服，随后脱下防

护手套并立即洗手；（6）应对接触NHPs及其体液和

排泄物的表面（如治疗台）进行规范消毒，并定期评

估环境质量［46］；（7）做好猴群（主要是猕猴）B病毒

感染防控，需加强猴群病原微生物筛查，及时剔除B
病毒阳性动物，避免猴群中出现B病毒潜伏感染个体

排毒引发传播的事件，降低感染风险；（8）还需重视

实验动物福利，减少动物应激，降低工作人员被抓伤

和咬伤的风险。

5　总结

近年来，我国工业领域的职业健康安全逐步走向

法治化、规范化的管理轨道，已构建起覆盖风险评估-
过程控制-应急处置的全链条管理体系。然而，在实验

动物行业领域，从业人员的职业健康防护仍存在短板，

需要持续关注和研究实验动物从业人员的职业健康问

题。尤其NHPs具备与人类高度相似的蛋白编码基因，

其对多种人兽共患病病原体具有双向易感性，加之常

见的NHPs相关人兽共患病具有较高的致死率，一旦感

染，目前尚无有效治疗方法，这些均使得相关从业人

员面临更大的职业健康安全风险。

因此，建议实验动物机构通过建立涵盖工程技术

防护体系、风险分级管控机制、法规伦理、心理健康

的多维防控体系，提高从业人员的综合素养及实验动

物机构的安全管理水平，严格落实对从业人员职业健

康安全问题的监督检查管理，定期开展职业体检及监
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测工作，严格做好个人防护，以预防为主，全面落实

人员职业健康安全的防护工作，从而有效保障从业人

员的生命健康安全。

未来，有望通过推进实验室智能监控系统，如采

用行为识别人工智能技术实时预警动物攻击行为等手

段，实现职业暴露事件发生率的大幅下降。同时随着

国家监管力度的持续加强、《中华人民共和国生物安全

法》配套细则落地，以及人工智能技术在实验动物领

域的逐渐应用，我国正朝着“零感染、低压力、高福

利”的实验动物研究目标稳步迈进，将为全球生命科

学研究提供新范本。
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国内普通高校实验动物从业人员职业健康风险防控
概述
张 倩, 邓青秀, 蔡 林

(成都中医药大学实验动物研究中心, 成都 610032)

[摘要] 随着国内实验动物行业的飞速发展，动物实验成为高校科研成果产出和课堂教学的重要辅助手段，实验动
物从业人员队伍也日益壮大。虽然近年来国家开始重视实验动物从业人员职业健康，并出台了相关的法规政策，但
是现阶段高校针对实验动物从业人员的职业健康风险防控还处于薄弱环节。因此，笔者围绕高校实验动物研究中心
管理规范，通过走访、座谈以及学术交流，对国内 9 家普通高校实验动物从业人员的职业健康管理与防护现状进行
了深入调研，揭示了高校实验动物从业人员面临的 5 大职业健康风险，包括实验动物过敏症、人兽共患传染病、机
械性损伤、化学性刺激以及心理因素，指出当前高校普遍存在管理体系不健全、风险评估机制缺失和防护设施不足
等核心问题。针对上述问题，本研究提出了三级防控体系：在高校层面，需健全制度并加大经费投入；在实验动物
中心层面，应建立动物生物安全实验室，并强化危险源管控、应急预案演练与健康监护；在实验动物从业人员层
面，需规范防护装备使用，参与职业健康培训，严格执行安全操作规程，及时上报职业暴露事件。在多方协作的基
础上，笔者尝试分析并探讨构建国内普通高校科学、高效的职业健康保障体系的可行路径，以期为实验动物行业的
可持续发展提供理论支撑与实践参考。
[ 关 键 词 ] 普 通 高校；实验动物从业人员；职业健康；风险防控
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Review on Occupational Health Risk Prevention and Control for 

Laboratory Animal Practitioners in Chinese General Universities
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(Laboratory Animal Research Center, Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610032, 
China)
Correspondence to: DENG Qingxiu (ORCID: 0009-0007-8630-6041), E-mail: 1042097157@qq.com

[ABSTRACT] With the rapid development of the laboratory animal industry in China, animal 
experimentation has become a crucial tool for both scientific research output and classroom teaching in 
universities. Correspondingly, the workforce engaged in laboratory animal work has expanded significantly. 
In recent years, while the Chinese government has begun to emphasize the occupational health of 
laboratory animal practitioners by introducing relevant laws and policies, current prevention and control 
efforts within universities remain insufficient. This study conducted an in-depth investigation into the 
occupational health management and protection of laboratory animal practitioners in nine general 
universities in China, focusing on the management standards within university laboratory animal research 
centers. The research was carried out through field visits, interviews, and academic exchanges, focusing on 
standardized management practices within university laboratory animal research centers. The findings 
highlight five major occupational health risks faced by these practitioners: laboratory animal allergy, 
zoonotic infectious diseases, mechanical injuries, chemical exposures, and psychological factors. Key 
challenges identified include underdeveloped management systems, a lack of risk assessment 
mechanisms, and inadequate protective facilities. To address these issues, the study proposes a three-
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tiered prevention and control framework. At the university level, institutions should establish 
comprehensive regulatory systems and increase funding investment. At the laboratory animal center level, 
biosafety laboratories should be developed, risk source management strengthened, and emergency 
preparedness and health monitoring enhanced. At the level of individual practitioners, appropriate use of 
personal protective equipment should be enforced, occupational health training should be provided, 
standard operating procedures should be strictly followed, and occupational exposure incidents should be 
reported promptly. Through multi-party collaboration, this study explores feasible paths for constructing a 
scientific and efficient occupational health protection system in domestic universities, aiming to provide 
theoretical support and practical references for the sustainable development of the laboratory animal 
industry in China.
[Key words]  General university; Laboratory animal practitioners; Occupational health; Risk prevention

随着社会的进步与国家对生命科学教育和科研发

展的重视，实验动物成为生命科学相关科研工作当中

必不可少的研究对象。如今，实验动物学已逐渐发展

成一门研究实验动物和动物实验的综合性学科。越来

越多的国内高校着力建设实验动物中心，动物实验依

托实验动物中心平台在医药类院校中得以广泛开展。

实验动物从业人员作为实验动物管理、饲养、研究和

实验操作等相关工作的一线人员，是实验动物科学发

展和科技进步的实践者和保障者。实验动物从业人员

指从事实验动物或动物实验相关工作并取得劳动报酬

或经济收入的各类人员，包括科研人员、技术人员、

管理人员、实验动物医师、辅助人员、阶段性从业人

员［1］。由于其工作的特殊性，这一群体面临着多样化

的职业伤害风险，属于高风险职业人群。

多次职业病的暴发，促使世界各国逐渐认识到职

业健康的重要性。1970年，美国通过了《职业安全与

健康法案》，该法案规定了工作人员的职业安全与健康

标准，要求所有单位应确保工作场所安全、提供健康

的工作条件，并提前告知工作人员可能出现的职业伤

害［2］。2014年，中国发布实施的《实验动物机构 质量

和能力的通用要求》（GB/T 27416－2014），首次明确

将实验动物从业人员的职业健康安全要求纳入实验动

物机构的管理范围之内［3］。2019年发布的国家标准

《实验动物福利和人员职业健康安全检查指南》（RB/T 
018－2019）进一步为相关活动提供了指导和规范，以

保证相应检查活动的质量［4］。但目前中国高校实验动

物中心的管理水平存在较大差异，缺乏一套完整的职

业健康管理体系，从业人员对职业危害防控意识相对

薄弱。因此，如何有效避免职业性暴露，开展具有针

对性的职业健康教育，提高实验动物从业人员防控意

识，保障实验动物从业人员职业健康，成为亟待解决

的新课题。

全国开展实验动物相关工作的高校数量较多且分

布广泛。北京、上海、浙江等地的高校在实验动物领

域的研究和教学实力尤为突出。这些地区的高校通常

拥有更丰富的科研资源和师资力量，能够承担更高水

平的实验动物研究工作，研究主要集中在生物、医学、

药学等学科领域。

本文围绕实验动物研究中心管理规范，在 2019—
2023年期间，笔者通过走访、座谈以及学术交流，深

入调研了国内若干高等教育机构中实验动物从业人员

的职业健康管理与防护现状，共计调研 9家单位，包

括3所综合性高校和6所医学类高校（其中3所是以中

医药学科为主体的高水平中医药大学）。调研单位设施

建设地址分布广泛，包括四川、重庆、云南、北京、

山西、浙江、山东、湖南等地，各单位的建筑面积均

在 1万平方米左右，在国内高校的实验动物工作中具

有一定的代表性和示范意义。根据调研结果，本文对

高校实验动物从业人员职业健康管理存在的问题和常

见职业健康病进行分析阐述，旨在探索出相应的防控

措施，以确保高校实验动物从业人员的职业健康。

1　高校实验动物从业人员职业健康管理现状

近年来，国内大多数医药大学和综合性大学陆续

建设了大规模的实验动物中心，并从实验动物生物安

全和实验动物从业人员职业健康的角度出发，制定了

一系列防护措施［5］。具体措施包括：提供必要的岗

位培训，如动物实验操作技能、安全操作规程、职业

健康知识等；提供适当的个人防护装备，如手套、口

罩、护目镜等；提供定期体检服务，主要是常规健康

指标的检测；建立应急预案和紧急处置程序以应对突

发事件，保障人员安全。尽管已采取上述措施，但在
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实验动物从业人员职业健康管理方面，还存在部分

问题。

首先，缺乏完整的职业健康管理体系。部分高校

未能严格遵守国家法律法规，制定符合本校实际情况

的职业健康管理规章制度和标准操作流程；在人员配

置上，未设置专职职业健康管理的岗位，或该岗位由

部门其他职位人员兼任，这类兼职人员通常缺乏专业

管理能力，导致管理过程混乱，职权划分不清晰。

其次，在职业健康管理体系中，危险源辨识、风

险评估机制和相应控制措施等重要组成内容尚不完善。

制定有效的计划和措施并严格执行，可以将机构的各

种安全风险，尤其是职业健康风险，控制在可接受的

范围内。然而，目前国内鲜有高校能够做到详细制定

并严格执行一套完整、正式且结构化的程序来进行危

害辨识，并对这些风险因素进行评估。同时，部分高

校管理者对实验动物从业人员职业健康程度重视不足，

高校实验动物中心承担着学校的主要科研和教学任务，

而保证实验动物的健康和福利是增加科研产出和辅助

师生教学的重要前提，相比之下，实验动物从业人员

的职业健康问题却常被忽视。

进入高校实验动物中心的人员组成复杂且活动频

繁，尤其是在特定时间段（如实验课高峰期和毕业设

计阶段），实验人员集中开展动物实验，对中心的人员

管理和资源分配构成了巨大挑战。此外，实验动物从

业人员的自我防护亟待加强，具体问题包括以下两个

方面。一方面，高校研究人员群体规模大、专业背景

多样，部分研究人员在入校前后未接受过实验动物学

和职业健康相关培训，生物安全意识薄弱，实验操作

和理论知识不足；另一方面，实验动物饲养人员学历

普遍较低，学校提供的待遇偏低，因此招聘难度大，

且人员流动性高。这不仅影响饲养工作的稳定性，也

增加了职业健康防控培训的难度。这些问题凸显了加

强实验动物从业人员培训、完善管理机制以及提升资

源分配效率的必要性。

2　高校实验动物从业人员常见职业健康问题

职业健康问题主要包括实验动物过敏症、人兽共

患传染病、机械性损伤、化学性刺激和心理因素等多

个方面。

2.1　实验动物过敏症
过敏症是实验动物从业人员目前最普遍的职业健

康问题。实验动物过敏症主要与实验动物及其相关的

过敏性物质（如动物毛发、尿液、粪便、皮屑、饲料、

垫料、霉菌等）有关，这些过敏性物质可导致从业人

员呼吸道、皮肤和眼部产生过敏性炎症反应［6-7］。相

关研究表明，大多数的实验动物从业人员存在过敏症

状，并且可能会发展成哮喘、鼻炎等过敏性并发

症［8-9］，特别是长期接触啮齿类动物和兔的从业人

员［10-11］。而在高校实验动物中心，最常用的实验动物

是啮齿类动物和兔。另外，与其他机构相比，高校实

验动物从业人员中年轻的实验技术人员和科研人员

（20～30岁）占比较大。从美国国家职业安全与健康研

究所公布的数据来看，与年长工作人员相比，年轻工

作人员（20～30岁）可能因为缺乏执行任务的经验和

工作培训不足而更容易遇到职业健康和安全问题。在

调研的 9所高校中，有 78%的实验动物中心在新建设

施或更新设备后，逐渐采用了自动化智能化设备，如

大鼠、小鼠独立通风笼盒（individually ventilated cage，
IVC），脏垫料倾倒机，隧道式洗笼机和动物垫料自动

加料机等，这在很大程度上降低了过敏性物质对实验

动物从业人员呼吸系统的刺激作用。

2.2　人兽共患传染病
人兽共患传染病是另一大职业健康问题。随着高

校学科发展的延伸，实验动物种类逐渐增多，科研实

验用动物要求较高，各单位从具备实验动物生产许可

证的生产单位购买，基本能保证动物质量。但是教学

实验中常用的实验动物不仅仅局限于小鼠、大鼠和兔，

还包括山羊、绵羊、青蛙、鸽子和鲫鱼等实验用动物，

其中大部分来源于养殖场，检疫难度大，动物质量难

以得到保证，极易将一些人兽共患病病原体带入动物

实验室［12］。实验动物从业人员与患有人兽共患病或携

带人兽共患病原体的实验动物接触，甚至是接触含有

病原体的动物实验室空气，均可能导致人兽共患病的

发生。常见的人兽共患病主要包括狂犬病、猴B病毒

感染、汉坦病毒感染、布鲁氏菌病、沙门氏菌病、流

行性出血热、弓形虫病、疥螨病和日本血吸虫病等。

生物安全事件时有发生，有调查显示，实验动物从业

人员的弓形虫感染率显著高于其他人群［13］。2009年，

美国军方实验室 1名科研人员感染兔热病［14］；2015
年，瑞士沃州大学医院中心实验室人员在小鼠接种过

程中，不慎被针头刺伤或被小鼠咬伤从而感染了淋巴

细胞脉络丛脑膜炎病毒［15］；2011年，东北农业大学

28名师生进行羊解剖实验时感染了布鲁氏菌病［16］；
2021年，一名兽医在解剖病死猴时，不慎感染了猴B
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病毒后死亡［17］。因此，高校动物中心应与具备良好信

誉和实验动物生产许可证的生产单位建立合作关系，

采购动物时要求生产单位提供实验动物质量合格证、

检验检疫报告等必要文件。同时，动物中心质控部门

也要对采购的实验动物进行二次检验检疫，确保动物

符合国家相关标准。

2.3　机械性损伤
机械性损伤主要包括针刺伤、锐器伤、动物咬伤

或抓伤。实验动物从业人员经常会用手术器械进行基

本实验和构建实验动物模型，在实验过程中，频繁接

触注射器材及其他锐利器械，如果实验器材消毒灭菌

不彻底，感染病原菌的概率会极大提高。实验动物从

业人员在对实验动物进行抓取和保定的过程中，极易

被实验动物抓伤或咬伤，尤其在面对非人灵长类实验

动物时，要提高警惕防止抓伤，同时注意猴B病毒的

危害。另外，实验动物从业人员在饲养过程中经常需

要搬运实验动物、笼具、饲料、垫料、饮水设备等重

物，使肌肉或者关节过度负重，造成肩周炎、腰肌劳

损、网球肘（即肱骨外上髁炎）等［18-19］持续性伤害。

还需注意高压清洗设备、垫料处理设备和动物噪声等

对实验动物从业人员产生的听力损伤，此外，笼盒清

洗设备和高压灭菌器使用中产生的热水、高温蒸汽也

可能会带来烫伤的风险。因此，操作人员在参加设备

培训时不仅要学会设备的正确操作方法，也要掌握相

关应急处理措施，例如，熟悉自动化设备急停按钮的

位置。

2.4　化学性刺激
实验动物从业人员在使用化学消毒剂时，有引起

咽喉炎、流涕、职业性哮喘、强致癌、致畸的风险。

实验动物设施中常用的消毒剂主要包括过氧化氢、含

氯消毒剂（如 84消毒液）、过氧乙酸、苯扎溴铵、乙

醇、次氯酸、甲醛、戊二醛等，特别是甲醛、戊二醛

对人体的皮肤、眼睛、呼吸道及胃肠道具有极大的毒

性和刺激性，甚至有致癌风险［20］。在屏障环境内，为

确保生物洁净度，经常通过紫外线照射对传递窗、手

术室、更衣室、超净工作台、清洁走廊和污物走廊等

进行消毒灭菌，如果照射时间过长，会促使环境中臭

氧浓度升高，导致工作人员产生胸闷、气短、恶心等

不适症状，还会刺激眼睛、黏膜和肺组织，严重时可

破坏肺部表面活性物质，引起肺水肿和哮喘等［21］。因

此，紫外线照射应设置定时关闭或人员离开前手动关

闭确认。此外，实验动物每日代谢产生的废气中含有

大量的氨、硫化氢、甲基硫醇等有害物质，实验人员

长期吸入后会引发恶心、头痛、嗅觉灵敏度降低等症

状，甚至增加罹患鼻炎、结膜炎，甚至肺水肿等疾病

的风险［22］。
2.5　心理因素

高校实验动物从业人员的心理问题相较于其他职

业领域更为明显。一方面是自我价值感低，在实验动

物学发展初期，高校实验动物中心是一个较为边缘化

的部门，经常出现自我监管和缺乏外部有效监管的情

况，该部门的福利待遇相对落后，且工作内容繁重，

实验动物从业人员在工作中获得的自我价值感较低。

但随着动物设施自动化与智能化水平的提升，以及中

心管理制度的完善，实验动物从业人员对工作的自我

价值感正逐步提升。另一方面是恐惧心理，实验人员

在工作过程中容易被实验动物抓伤、咬伤或者被锐器

刺伤，经常担心会有感染的风险。有研究表明，年轻

实验人员（20～30岁）在对实验动物进行安乐死或者

实验操作时，心理压力会增大［23-24］。近年来，有研究

关注到实验动物从业人员在长期工作中不断目睹和接

触动物的剧烈痛苦和创伤，这使他们在长期的情感付

出中自身心理也受到损伤，这种现象被称为“同情疲

劳”（compassion fatigue，CF）。CF在实验动物行业中

的影响程度难以精确评估，因为实验人员可能会在其

职业生涯的不同时期受到不同程度的影响。实验人员

CF的症状表现多样，从抑郁、焦虑、愤世嫉俗和慢性

身体疾病，到社交孤立、旷工、噩梦、药物滥用，甚

至自杀倾向，均有可能出现［25-26］。

3　高校实验动物从业人员职业健康保障措施

实验动物从业人员作为实验动物管理与科研活动

的直接执行者，长期暴露于过敏原、病原微生物、机

械损失、化学性刺激及心理压力等多重职业危害中，

实验动物从业人员的健康安全受到严重威胁。虽然近

年来国家开始重视实验动物从业人员职业健康并出台

了相关的法规政策，但是现阶段国内高校针对实验动

物从业人员职业健康防控还存在薄弱环节。为保障高

校实验动物从业人员的职业健康安全，本文从高校、

实验动物中心和实验动物从业人员 3个层面提出相应

的防控措施。

3.1　高校的政策支持
建立权责清晰的监管体系。权利和职责清晰划分

有助于管理工作的有序开展，实验动物相关管理工作

也需要层级管理体系。高校实验动物中心作为高校主

要的实验动物使用部门，既要接受国家各级行政部门
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的监督管理，也要接受高校其他职能机构的监督［27］。
实验动物中心直接管理的同级或上级部门，应根据各

学校实验动物中心实际情况，制定相应的管理规程和

制度，重点关注设施安全运行、生物安全风险防范和

实验人员个人防护等方面，并督促实验动物中心日常

工作根据规章规范安全有序开展。同时，提高对实验

动物从业人员职业健康安全的关注度。

提高实验动物从业人员的福利待遇。福利待遇直

接关系到实验动物从业人员的工作积极性、工作质量

和人才保留。实验动物从业人员职业健康不仅包括生

理健康，也包括心理健康。研究表明，大部分人员在

被动物咬伤后，会出现焦虑、精神不振、恐慌害怕等

情绪，适当地对人员进行心理疏导和知识培训有助于

缓解心理压力［28］。因此，高校可针对职业暴露者提供

专业的心理辅导员，以持续关注并应对从业人员心理

变化情况。高校校工会或后勤部应加大对实验动物从

业人员的人文关怀力度，并设立职业健康津贴。教师

发展中心应根据中心人员不同的职业发展需求，设立

明确的晋升通道和职称评定标准，增强从业人员的成

就感和满意度。

加大对实验动物中心的重视力度。研究发现，许

多单位因为经费有限而导致设施设备老化严重、维保

不及时、管理制度落实不到位等问题，存在大量安全

隐患。实验动物从业人员在日常工作中频繁接触实验

动物、注射针头、手术器械和各种消毒剂，个人防护

用品是保障人员健康的最后一道防线。然而在实践中，

经常会出现因个人防护用品质量差而无法有效抵御多

种职业伤害风险。因此，高校亟须加大对实验动物中

心的人力和物力支持，以加速改造老旧设施、强化设

备安全维护、购买优质防护用具。目前，一些智能化、

自动化设备应用较成熟，可极大降低实验动物从业人

员的职业伤害。自动化垫料处理设备、智能动物垫料

加料机和动物自动饮水系统等设备也逐渐在高校引进

以替代部分人工饲养工作，减轻饲料、垫料、动物排

泄物及机械劳损对实验动物从业人员的职业伤

害［29-30］。相较于传统的人工清洗方式，隧道式洗笼机

大大提高了笼盒清洗效率，降低了清洗人员的职业伤

害，机械自动化、标准化清洗已经成为实验动物行业

发展的必然选择［31］。以调研对象中的某高校为例，该

实验动物研究中心建筑面积 11 512 m2，配备约 13 150
个 IVC笼盒，其中小鼠11 400笼，大鼠1 750笼；另有

3 400个开放式笼盒，其中小鼠 1 300笼，大鼠 1 700

笼，豚鼠400笼。IVC笼盒平均一周清洗一次，开放式

笼盒平均一周清洗 2次。按传统的人工清洗方式，预

计需21名清洗人员方可完成，且清洗过程中存在动物

房清洗间工作环境较差、清洗质量不稳定、清洗人员

易患实验动物过敏症等问题。因此，申购隧道式洗笼

机尤为迫切。

3.2　实验动物中心部门的操作管理
建立职业健康安全管理体系。如何构建职业健康

管理体系是高校管理的一大难题，邵奇鸣等［32］构建

的实验动物设施的职业健康管理体系可供参考。由机

构法定代表人或者机构管理层成员担任管理职位，指

定实验动物中心职业健康管理人员，专职负责实施职

业健康管理相关工作，确保至少 1名实验动物从业人

员作为代表，参与到机构职业健康安全的事务中，以

保障员工权益，并及时获取人员的实际需求。根据国

家法律法规和政府相关部门的要求，建立职业健康方

针及职业健康安全目标，并报请高校管理层批准。对

职业健康管理体系文件进行统一管理，建立职业健康

管理制度和操作规程，以指导从业人员的具体实践

活动。

建立危险源辨识、风险评估和控制机制［33］。危险

源辨识、风险评估和及时采取控制措施是职业健康安

全管理体系的核心内容，也是其他管理要素的重要输

入信息。危险源辨识应全面考虑危险源的不同类型，

根据危险源进行风险评估，再根据评价出的不同风险

级别采用不同的控制原则。首先考虑消除危险源，从

源头消除风险；当不能避免风险源时，应考虑用低风

险的方式（如采用低毒性物质）替代高风险的方式，

将风险降低至可接受水平。

建立员工职业健康预防和监护制度。对新入职员

工告知其职业健康危害因素，进行医学评估，制订体

检计划。每年定期进行职业病体检，做好接种人群筛

选工作，在适当时候进行疫苗接种［34］。配备专业的个

人防护用品，做好使用者的培训和使用登记。对实验

动物从业人员进行职业健康防护培训，中心需要提供

充足的培训资源，并构造有效的安全文化氛围，有助

于工作人员更早地识别和减少危害［35-36］。培训因人而

异，根据不同人员的职责、能力、文化程度及面临的

不同风险，有针对性地开展教育学习。例如，针对实

验动物饲养人员应学习个人防护用具的正确使用方法，

加强对实验动物抓伤、咬伤、刺激性消毒剂的防护教

育；针对科研人员和实验技术人员加强生物安全教育，
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掌握风险应急响应措施；针对实验动物管理人员加强

相关政策法规学习，及时更新管理策略；针对设施维

护人员加强消防安全培训等［37-38］。实验动物中心还应

主动向全校师生和来访者告知该区域可能面临的职业

健康安全风险。

加强实验动物设施建设。有研究表明，职业健康

安全等级主要取决于实验动物类别、设施安全、暴露

强度、持续时间和频率、个人的易感性以及特殊工作

场所职业病和职业伤害的历史［39］。其中，设施安全在

人员职业健康中至关重要。相较于开放笼盒，将啮齿

类动物饲养在 IVC笼具中可以有效防止病原体在笼间

传播，降低过敏因子水平，从而显著减少实验动物从

业人员的过敏症患病率［40］。根据动物实验教学内容，

建设相应级别的动物生物安全实验室（animal biosafety 
level，ABSL）配备化学通风柜、生物安全柜等，防止

病原微生物对师生或实验动物和环境造成危害。

3.3　实验动物从业人员的自我防护
做好个人清洁和防护。对于长期暴露于实验动物

设施的工作人员，个人清洁和良好的卫生习惯可极大

减少职业危害。从业人员应熟悉进出实验室个人防护

装备穿脱流程，并根据实验需求，正确选择和使用个

人防护装备，如实验服、护目镜、手套、口罩等，确

保这些装备符合安全标准，并能有效防止接触有害物

质或微生物。在需要处理有毒、有害或感染性物质时，

应尽量避免直接接触，可使用适当的工具和容器，避

免皮肤、眼睛或口腔接触有害物质。例如，消毒剂使

用过程中具有较低的接触限值，并且根据风险评估，

相关人员可能需要配备有化学药筒的呼吸器，而实验

动物设施中广泛使用的N95口罩可以用于预防过敏原，

但不足以防止化学品的吸入。在清洁大型动物房的地

板或在下吸式工作台上工作时，使用护目镜或面罩、

手套及全身性防护服，可有效防止操作中飞溅的污水

污染［33］。实验动物从业人员需不断提高自我防护意

识，切勿因个人经验丰富而存在侥幸心理。

严格执行职业健康管理制度。熟悉并积极参与制

定实验动物中心的职业健康安全规章制度，根据相关

操作规程进行日常实践活动。每年定期进行健康检查，

并针对接触职业病危险因素的不同，进行相应的职业

病体检。这样，通过健康检查，可以及时发现和处理

可能存在的健康问题，保障身心健康。

重视职业健康安全教育，提高防护意识。积极接

受单位定期开展的生物安全培训、实验技能培训和职

业健康培训等，提高安全防护意识和操作技能，了解

可能存在的职业危害和风险，学习如何正确应对突发

情况。实验动物从业人员应了解动物的特性，评估实

验可能带来的伤害，正确抓取动物。若发生任何事故

或职业危害事件，或出现职业病相关症状，应立即依

据职业暴露上报流程报告给上级管理人员，并详细记

录事故的情况和处理过程。

以上建议涉及高校管理体系的完善、实验动物中

心规章制度的制定与执行以及个人防护意识的加强。

这些措施将有助于降低职业暴露风险，提高从业人员

的工作积极性和满意度，从而促进高校实验动物工作

的健康发展，为科研事业的持续、稳定发展提供重要

保障。然而，要将这些建议转化为实际行动，仍需各

方的共同努力和持续关注。
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实验动物机构职业健康档案建立内容及要点
许 超1, 孙秋芳2, 邵奇鸣1

[1. 江苏鼎泰药物研究(集团)股份有限公司, 南京 211800; 2. 北京志道生物科技有限公司, 北京 100080]

[摘要] 实验动物机构建立职业健康安全管理体系中重要的一环是建立职业健康档案。此档案是保障实验动物从业
人员合法权益的重要环节，也是对实验动物机构本身的保护。依据相关法律法规，实验动物机构有责任为从业机构
及实验动物从业人员建立职业健康 （也称职业卫生） 监护档案并妥善保存。依据 《职业卫生档案管理规范》，实验
动物机构至少要建立 7 个职业健康档案盒：建设项目职业健康“三同时”档案，职业健康管理档案，职业健康宣传
培训档案，职业病危害因素监测与检测评价档案，用人单位职业健康监护管理档案，从业人员个人职业健康监护档
案，以及其他档案。在此基础上，《工作场所职业卫生监督管理规定》 又细化了职业健康档案的要求及细节，包括：
职业病防治责任制文件；职业卫生管理规章制度、操作规程；工作场所职业病危害因素种类清单、岗位分布及作业
人员接触情况等资料；职业病防护设施、应急救援设施基本信息，以及其配置、使用、维护、检修与更换等记录；
职业病防护用品配备、发放、维护与更换等记录；职业病危害事故报告与应急处置记录等 12 项要求。总之，职业健
康档案包含了一系列与从业人员职业健康相关的资料和信息，是一个综合性的档案。基于作者的实践经验，本文简
述了职业健康档案的主要类型及每个类型的基本内容及建设要点，并对怎样建立职业健康档案进行了详细解析，以
期帮助实验动物机构顺利建立职业健康管理档案，完善机构的职业健康安全管理体系。
[ 关 键 词 ] 实验动物机构；从业人员； 职业健康； 管理档案
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Establishment of Occupational Health Related Files in Laboratory 

Animal Institutions
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[ABSTRACT] Establishing occupational health related files is a key component of building an 
occupational health and safety management system in laboratory animal institutions. These files not only 
serve as a critical means of protecting the legitimate rights and interests of laboratory animal personnel 
but also provide institutional safeguards. According to relevant laws and regulations, laboratory animal 
institutions are responsible for establishing and properly maintaining occupational health surveillance files 
(also known as occupational hygiene files) for both the institution and its personnel. In accordance with the 
Occupational Health Archives Management Standards, laboratory animal institutions are required to 
maintain at least seven categories of occupational health management archive folders: the "three 
simultaneous" occupational health archives for construction projects; occupational health management 
folders; occupational health publicity and training folders; folders for monitoring and evaluating 
occupational disease hazard factors; employer occupational health surveillance folders; individual 
occupational health surveillance folders for employees; and other relevant folders. Building upon this 
foundation, the Regulations on the Supervision and Administration of Occupational Health in the 
Workplaces further specify detailed requirements for occupational health files. These include: documents 
outlining the responsibility system for occupational disease prevention and control; occupational hygiene 
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management systems and standard operating procedures, lists of types of occupational disease hazard 
factors in workplaces, their distribution by job distribution, and records of work exposure, basic information 
on occupational disease prevention and emergency rescue facilities, along with records of their allocation, 
usage, maintenance, inspection and replacement; records concerning the provision, distribution, 
maintenance and replacement of personal protective equipment (PPE); and reports on occupational 
disease hazard incidents; and corresponding emergency response records—amounting to twelve specific 
requirements in total. In short, occupational health management files are a comprehensive collection of 
data and documentation related to workers' occupational health. Based on the author's practical 
experience, this paper outlines the main types of occupational health management files, their basic 
contents, and key points in their development. It also offers a detailed analysis of how to establish such 
files, aiming to support laboratory animal institutions in successfully developing occupational health 
management archives and improving their occupational health and safety management systems.
[Key words]  Laboratory animal institutions; Employees; Occupational health; Management files

职业健康（又称职业卫生）管理体系从20世纪90
年代末开始在全球范围内建立［1-2］，中国对该管理体

系也开始重视。自《中华人民共和国职业病防治

法》［3］颁布后，国内相继颁布了相关的职业健康安全

管理法规、部门规章等，其中职业健康管理档案在各

类法规及规章制度中均有明确要求。《中华人民共和国

职业病防治法》明确要求建立、健全职业卫生档案和

从业人员健康监护档案。《职业卫生档案管理规范》［4］

对机构建立职业健康档案的细节做了明确的规定及要

求。《工作场所职业卫生管理规定》［5］要求用人单位按

照《用人单位职业健康监护监督管理办法》［6］建立职

业卫生（职业健康）监护档案。

建立完善的职业健康档案，既是保障实验动物机

构和员工共同利益的客观需要，也是推动实验动物机

构可持续发展的重要环节。该法的适用范围虽然较广

泛，且在其他行业已实施多年，但在实验动物机构这

一行业内，研究人员普遍对职业健康管理体系法规的

要求理解不足，尤其是对职业健康管理档案的详细要

求了解匮乏。不少机构未能按照国家要求建立完整的

职业健康管理档案。基于国家对职业健康档案建立形

式、内容的总体要求，结合实验动物机构建立职业健

康管理档案的具体实践，本文介绍了职业健康档案的

具体内容及要求，以期帮助实验动物机构建立卓有成

效的职业健康档案管理体系。

1　职业健康档案概述

职业健康档案，是指用人单位在职业病危害防治

和职业卫生管理活动中形成的，能够比较准确、完整

地反映本单位职业健康工作全过程的文字、图纸、照

片、报表、音像资料、电子文档、日常管理记录等文

件材料［7］。按照《职业卫生档案管理规范》的相关要

求，职业健康档案至少需要包括以下 7个方面：建设

项目职业健康“三同时”档案，职业健康管理档案，

职业健康宣传培训档案，职业病危害因素监测与检测

评价档案，用人单位职业健康监护管理档案，从业人

员个人职业健康监护档案，以及法律、行政法规、规

章要求的其他资料文件。

《工作场所职业卫生管理规定》对用人单位的职业

健康档案做了更加细化的要求，要求的档案数量也增

加到了12个，包括：职业病防治责任制文件；职业卫

生管理规章制度、操作规程；工作场所职业病危害因

素种类清单，岗位分布以及作业人员接触情况等资料；

职业病防护设施、应急救援设施基本信息，以及其配

置、使用、维护、检修与更换等记录；工作场所职业

病危害因素检测、评价报告与记录；职业病防护用品

配备、发放、维护与更换等记录；主要负责人、职业

卫生管理人员和职业病危害严重工作岗位的从业人员

等相关人员职业卫生培训资料；职业病危害事故报告

与应急处置记录；从业人员职业健康检查结果汇总资

料，存在职业禁忌证、职业健康损害或者职业病的从

业人员处理和安置情况记录；建设项目职业病防护设

施“三同时”有关资料；职业病危害项目申报等有关

回执或者批复文件；其他有关职业卫生管理的资料或

者文件。这些职业健康管理档案构成了国家对所有机

构职业健康档案管理方面的统一规范要求。实验动物

机构通过不断完善职业健康档案，确保真实、准确地

记录并掌握本机构职业健康管理和防治工作的各个环

节，从而完善职业健康安全管理体系。以下逐步论述
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实验动物机构如何建立职业健康档案的具体步骤和

方法。

2　实验动物机构职业健康档案的建立

2.1　建设项目职业健康“三同时”档案
建设项目职业病防护设施“三同时”（以下简称职

业健康“三同时”），指职业病防护设施需要与机构的

新建、扩建及改建类项目的主体工程同时设计、同时

施工、同时投入生产和使用［8］。职业病防护设施是指

消除或降低工作场所中职业病危害因素的浓度或者强

度，预防和减少职业病危害因素对从业人员健康的损

害或影响，保护从业人员健康的设备、设施、装置、

构（建）筑物等的总称。对于实验动物机构而言，无

论是新建实验动物设施，还是对旧设施进行改建或扩

建，这些工作都会涉及职业健康危害因素［9］。因此，

实施职业健康“三同时”是必需的。

实验动物机构在建设、改造的过程中，产生的职

业健康“三同时”文件类型包括：项目备案证书，与

第三方机构签订的职业健康“三同时”合同，建设项

目职业病危害防治法律责任承诺书；职业病危害预评

价报告、专家评审意见；建设项目职业病防护设施设

计专篇及对专篇评审意见；职业病危害控制效果评价

报告及专家评审意见；安全监管部门审核、审查、验

收批文；全套竣工图纸、竣工总结；工程改建、扩建

及维修、使用中变更的图纸等有关材料。不同实验动

物机构可根据自身情况添加不同的档案，所有的职业

健康“三同时”档案需要存档备查。

2.2　职业健康管理档案
职业健康管理档案是实验动物机构职业健康档案

的关键档案之一，也是机构职业健康管理工作的重要

记录。职业健康管理档案包括但不限于：实验动物机

构年度职业病防治计划［10］，年度计划的内容包括工作

目标、实施方案、职业病防治目标、培训计划、检查

方案、个人防护用品的配置及使用指导、检测与监护

计划、考核与年度总结等。管理档案还包括安全目标

指标、管理方案、执行情况及考核绩效，职业病危害

项目申报表，实验动物机构的职业病防治经费，实验

动物机构职业病防护设施清单及维护维修记录，警示

标识及职业病危害告知，紧急预案（如机构职业病危

害事故应急救援预案、实验动物设施突发紧急事件应

急预案）及检查记录等。

职业健康管理档案有助于实验动物机构的管理人

员及时掌握从业人员的健康状况，履行机构职业病防

治职责。在职业病事件发生时，这些档案可作为明确

责任归属的关键依据。同时，职业健康档案的完整性

也能反映实验动物机构在职业健康管理方面的全面性

和系统性。实验动物机构最好设立专门的管理部门或

专人管理。对于规模较小的实验动物机构，可以采取

兼职管理的方式，但建议留存管理部门成立的正式

文件。

职业健康管理档案还包括机构需要建立的职业健

康管理制度，这些制度至少包括13项基本制度：职业

病危害防治责任制度，职业病危害警示与告知制度，

职业病危害项目申报制度，职业病防治宣传教育培训

制度，职业病防护设施维护检修制度，职业病防护用

品管理制度，职业病危害监测及检测评价管理制度，

建设项目职业卫生“三同时”管理制度，从业人员职

业健康监护及其档案管理制度，职业病危害事故处置

与报告制度，职业病危害应急救援与管理制度，岗位

职业卫生操作规程，以及法律法规、规章规定的其他

职业病防治制度。如果实验动物机构接触高致病性病

原微生物或放射性危害因素，机构需增加相应的管理

制度及培训，并留存培训记录。此外，实验动物机构

还可按照自身的情况，增加适合机构自身的职业健康

管理制度。

2.3　职业健康宣传培训档案
职业健康培训是职业健康法规对用人单位的主要

要求之一。要建立培训档案，实验动物机构首先要建

立本机构的培训管理制度，并在此基础上制订年度职

业健康培训计划。机构须搜集并保存培训的所有文件

（包括但不限于照片、视频及公众号发布的宣传内容）。

培训对象范围广泛，不仅包括机构负责人、职业健康

管理人员、全体从业人员，还包括学生、实习生、外

包人员、承包商等。

实验动物机构的培训内容建议按照《进一步加强

用人单位职业健康培训工作的通知》［11］（附件“用人

单位职业健康培训大纲”）中的培训内容及培训时间

执行。培训内容包括职业健康相关法律法规、规章和

国家职业卫生标准；职业病危害预防和控制的基本知

识，如生物安全［12］、岗位职业病危害因素、管理制度

和操作规程、人兽共患病及其安全防护、辐射危害及

其防护、动物抓取及保定要求、锐器使用及废弃、消

毒剂的配置及使用、洗眼器等应急设备使用及注意事

项、手术及解剖过程的安全防护等。
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培训中执行签到制度，并设置考核环节，以及对

培训效果进行评价。实验动物机构的主要负责人及职

业健康管理人员初次培训时长应不少于16学时，此后

每年的继续教育应不少于 8学时；此类培训一般由上

级部门组织，机构主要负责人及职业健康管理人员需

要经过考核并取得相应证书。从业人员上岗前培训不

得少于 8学时，此后每年的在岗培训不得少于 4学时，

从业人员的培训可由机构内部实施。所有培训记录，

包括培训通知、培训课件、考试试卷、培训效果评价、

培训证书等，机构均需妥善保存并定期存档。

2.4　职业病危害因素监测与检测评价档案
在实验动物设施及实验室环境中，多数岗位存在

不同程度的职业病危害因素：如更换垫料过程中，可

能会接触到谷物粉尘；在实验过程中，可能会使用甲

醛、次氯酸钠、乙腈、二甲苯、盐酸、硫酸、消毒剂

等危险化学品，清洗笼具时可能会接触噪声；操作高

压灭菌器时，可能面临高温风险；接触放射源或放射

性仪器设备，可能会面临放射性暴露风险；接触患有

人兽共患病的动物或病原体，可能面临感染或过敏等

生物性危害［13-17］。这些潜在的职业健康风险需要由具

备丰富经验的管理人员主导，邀请熟悉岗位工作流程

的专业人员参与识别，具体的识别过程可依照职业健

康“三同时”评价报告或职业健康现状评价报告，结

合机构的实际情况来实施。

实验动物机构应定期对工作人员进行职业病检查，

并对存在职业病危害因素的场所进行检测，同时建立

相应的职业病危害因素监测与检测评价档案。此档案

包括了实验动物机构各部门的生产工艺流程、职业病

危害因素场所及检测点分布示意图，实验动物机构可

能产生的职业病危害设备、材料和化学品表，从业人

员接触职业病危害因素汇总表、职业病危害因素日常

监测汇总表。鉴于需要有第三方机构参与检测，实验

动物机构还需要收集第三方机构的资质证书、职业病

危害因素检测评价合同书及评价报告。最主要的是，

实验动物机构首先要识别自身存在的职业病危害因素

及其存在部位，然后根据这些基础信息，建立本机构

的职业病危害因素监测与检测评价档案。

列举机构大部分存在的职业危害因素等级及检测

方案如下。职业病危害场所的检测根据《工作场所职

业卫生管理规定》［18］第二十条规定：职业病危害程度

评价为“严重”的用人单位应当定期委托具有资质的

职业卫生技术服务机构，每年至少进行一次职业病危

害因素检测；每三年至少进行一次职业病危害现状评

价。职业病危害因素为一般的用人单位，应当委托具

有相应资质的职业卫生技术服务机构，每三年至少进

行一次职业危害因素检测。根据卫健委《关于开展职

业卫生分类监督执法试点工作的通知》［19］（附件“用

人单位职业病危害风险分级方法”），如果实验动物机

构存在以下情况之一，则被判定为严重职业病危害场

所：如已确认对人致癌的化学有害因素，放射性危害

作业岗位，电离辐射（除外Ⅲ类射线装置、Ⅳ类和Ⅴ
类密封源、丙级非密封源工作场所及予以豁免的实践

或源）。各实验动物机构可根据本机构是否属于一般还

是严重职业病危害场所来制定检测计划及频率。

2.5　职业健康监护管理档案
职业健康监护档案是为从业人员建立的，用来记

录从业人员职业健康状况的重要档案。以预防职业病

为目的，根据从业人员的职业接触史，定期或不定期

地进行职业健康医学健康检查和收集相关资料，连续

性地监测从业人员的健康状况。此过程需深入分析从

业人员的健康变化与其所接触的职业病危害因素的关

系，并及时地将健康检查和资料分析结果反映给机构

的高层管理人员及从业人员，以便及时采取干预措施，

保护从业人员健康。

职业健康监护档案的建立主要是依据《职业健康

监护技术规范》［20］来设置的，职业健康监护管理档案

的主要内容如下：（1）职业健康检查机构资质证书。

职业健康体检不同于普通职业体检，需要在卫健委公

布的具有专业资质的机构进行，相关信息可登录各地

卫健委网站查询。（2）职业健康检查结果汇总表。应

列明检查日期、机构、体检种类（岗前、岗中、离

岗）、应检人数（应参加体检人数）、实检人数（该日

期实际参加体检人数）等。（3）检查异常情况及监护

结果。一般上岗前职业健康体检若有异常，建议不录

取或是调岗。在岗期间，若职业健康体检有异常，应

暂时调岗并进行复查；若复查结果仍不合格，则建议

调岗，但调岗前需要复查。若经过体检机构多次检查

确认，岗位职业健康危害因素与病症存在明确对应关

系，被明确诊断为职业病患者，应及时记录，并上报

到属地上级卫生健康监督管理部门。（4）职业危害事

故报告和处理情况。实验动物机构在日常生产经营过

程中，如发生人员急性职业中毒等危害事故，应及时

送医治疗，并立即成立事故调查组，调查组需对发生

情况、人员救治和处理情况等事故经过进行记录、调
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查和处理。（5）监护档案汇总。如果确诊为职业病，

需要向上级主管部门汇报。

2.6　从业人员个人职业健康监护档案
实验动物机构应当为从业人员建立职业健康监护

档案。此档案为个体档案，需要给每一位在涉及职业

病危害因素岗位工作的从业人员建立。比如，病理实

验室接触甲醛的从业人员，锅炉房涉及噪声的从业人

员，分析实验室接触乙腈的从业人员等。实验动物从

业人员个人职业健康监护档案包括了从业人员的个人

基本情况、职业史、职业病危害接触史、目标疾病、

健康检查的内容和周期、从业人员的劳动合同告知书

（告知该个体岗位所涉及的职业危害因素、禁忌证及可

能引起的危害等信息）、从业人员所在工作场所的职业

危害因素监测结果（以证明工作环境安全及场所浓度

符合国家要求）、历次职业健康体检情况、职业健康检

查结果。如果检查出职业病，此档案还需增加处理结

果和职业病诊疗等相关个人健康资料的信息。从业人

员在离开实验动物机构前，可从实验动物机构获取加

盖机构印章的个人职业健康监护档案复印件，以确保

从业人员职业健康信息的完整性与可追溯性。

实验动物机构为从业人员建立的职业健康监护档

案通常包括以下内容：（1）从业人员的基本信息，如

姓名、性别、籍贯、年龄、文化程度等。（2）为新上

岗或转岗等提供的职业健康评估依据，需要了解从业

人员的既往病史及从业经历，从业经历需要详细到以

往工作的岗位及可能接触到的职业病危害因素。

（3）职业病危害接触史，记录从业人员在以往的工作

中接触到的职业病危害因素。（4）从业人员工作岗位

的职业病危害因素监测结果，工作场所检测的职业病

危害因素可包括空气、水源、噪声、化学、物理、生

物等。这些职业病危害因素的检测因岗位不同而不同，

检测的频率也因是严重职业病危害（每年一次）还是

一般职业病危害（每三年一次）而不同；放射性岗位

的环境检测应每年至少进行一次，且每三年至少进行

一次职业病危害现状评价。（5）职业健康检查结果及

处理情况档案，所有的检查结果需要经过机构有医学

背景的人员评估（或请第三方检测机构进行评估）。

（6）职业病诊疗资料，如果从业人员被诊断为职业病，

机构需要保存从业人员所有诊疗过程、治疗效果以及

康复情况等资料。

2.7　法律法规中其他资料文件
实验动物机构若涉及辐射实验或高致病性病原微

生物操作，需按照相关法律法规、规章要求执行，并

建立相应的档案。此外，职业健康档案还需包括所有

外部监管机构的检查及整改的记录，以及客户进行的

检查及提出的整改要求的记录，所有相关文件均需留

档保存。综上所述，建立职业健康管理档案是一个长

期的过程，需要管理者重视，将涉及的资料完整地收

集、保存，做到有据可依，有档可查。

3　总结

职业健康档案管理的建立是实验动物机构管理和

记录职业病危害因素防治过程的有效工具。全面有效

的内容和完善的材料，有助于机构系统地、动态地追

踪和了解国家对于职业病防治法律法规要求，并接受

所属行政部门的监督。通过对实验动物机构工作环境

的评估和监测，可及时发现和控制职业病危害因素，

不仅能有效地减少职业病发生率，降低从业人员的健

康风险，还能妥善解决实验动物机构与从业人员之间

可能发生的法律纠纷，减少因职业病导致的损失，间

接优化机构的运营成本。建立职业健康管理档案是一

个长期的过程，实验动物机构应以卫健委颁布的《工

作场所职业卫生管理规定》等多种法规，通过多种手

段、方法来制订符合实验动物机构实际运营需求的职

业健康管理体系［21］，完善职业健康管理档案，并不断

在PDCA（计划、执行、检查、处理）循环中进行改进

和完善。
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上海实验动物科普志愿者服务队征集“实验动物百问百答”

为促进社会公众准确了解并科学认知实验动物科学，发扬志愿者精神，弘扬科学家精神，倡导科学方法，恪守科学道德，
普及科学知识，传播科学思想，2017 年 6 月，上海实验动物研究中心党总支领导成立了上海实验动物科普志愿者服务队

（Shanghai Laboratory Animal Popularization Volunteer Service Team，SLAP）（“上海志愿者网”团体 ID：92332603）。这
是目前上海唯一一支，也是国内少数专门针对实验动物科学的专业化科普志愿服务团队之一。

 多年来，SLAP 积极履行社会责任，坚持“两面向三走进”（即面向全国、面向全市，走进社区、走进校区、走进展区），
主动参与新时代文明实践工作，并为上海市妇联、上海市科技团工委等提供面向公众的公益科普配
送服务，取得了良好的社会效应。同时，SLAP 以“专业化”“可持续”为能力建设目标，在“解密
生命科学——走近伟大的实验动物科学”“科学背后的无名英雄——实验动物的驯化史”等多个上海
市级和浦东新区科普专项的支持下，不断丰富科普课程、探索服务模式、拓展服务路径，积累了诸
多多元化、高质量的科普成果。其中, 《鼠鼠我啊 怎么就成实验动物了呢》 等科普视频以深入浅出的
阐释和极具亲和力的生动语言，在“哔哩哔哩”平台上一经发布即获得破百万的点击量，取得了广
泛的科学普及成效。SLAP 先后荣获“上海市志愿服务先进集体”“长三角优秀科技志愿服务组织”

“上海市大众科学传播优秀科技志愿服务项目”“上海科普教育创新奖提名奖”“上海市优秀科普微视
频”“浦东新区科普课件大赛优秀奖”等诸多荣誉。

为进一步深化公众对实验动物知识的理解与掌握，SLAP 联合 《实验动物与比较医学》 编辑部面
向社会广泛征集实验动物相关问题 （及其答案）。优秀问答内容将被收录于 《实验动物百问百答》 科
普手册，并有机会获得一定奖励。诚挚期待全国实验动物行业内的专家、学者、从业者以及科普爱
好者积极参与 （扫码填写），分享专业知识与宝贵经验，共同为实验动物领域的知识传播与交流合作
贡献力量。感谢您的支持！

《实验动物与比较医学》 编辑部
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实验动物机构建设项目职业健康防护设施“三同时”
的实施要求
蔡梦诗1, 苏 醒1, 邵奇鸣2

[1. 百奥赛图(北京)医药科技股份有限公司, 北京 102609;  2. 江苏鼎泰药物研究(集团)股份有限公司, 南京 211800]

[摘要] 职业健康是一门致力于识别、评估、预测和控制工作场所内的职业性有害因素以及这些因素对健康潜在影
响的科学。其核心目标是通过有效的预防措施和保护机制，保障劳动者的安全，降低职业性有害因素给健康带来的
风险，从而促进从业人员在职业活动中的身体健康、心理健康，并增进其社会福利。建设项目职业健康防护设施

“三同时”（以下简称职业健康“三同时”） 即建设项目的职业病防护设施应与主体工程同时设计、同时建设、同时
投入生产和使用。职业健康“三同时”实施的过程包括了职业病危害预评价、职业健康防护设施的设计，确保其符
合职业病防治的要求。在建设项目的施工阶段，职业健康防护设施必须与主体工程同时施工，确保设施的完整性和
有效性。最后，由建设单位组织对职业病危害控制效果进行评价及职业健康防护设施验收，以保障员工的职业健
康。实施建设项目职业健康防护“三同时”是国家的强制性规定，如违规将会面临罚款、强制性停工等后果。然
而，对于一些实验动物机构而言，如何实施建设项目职业健康防护设施“三同时”，仍然是个难点。本文通过介绍
职业健康“三同时”的发展历程、实验动物机构履行建设项目职业健康“三同时”的意义及具体实施步骤，旨在为
实验动物机构完成职业健康“三同时”提供有效的信息和具体的实施方法。
[ 关 键 词 ] 实验动物机构； 职业健康“三同时”； 职业健康安全
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[ABSTRACT] Occupational health is a discipline dedicated to the identification, assessment, prediction, 
and control of occupational hazards in the workplace and their potential impacts on health. Its core 
objective is to ensure the safety of workers through targeted preventive strategies and protective 
mechanisms, thereby minimizing health risks caused by occupational hazards and promoting physical 
health, mental well-being, and overall social welfare in the workplace. The "three simultaneities" of 
occupational health protection facilities in construction projects (hereinafter referred to as "three 
simultaneities") refers to the principle that occupational disease prevention facilities must be designed, 
constructed, and put into operation simultaneously with the main project. The implementation of "three 
simultaneities" involves several stages: a preliminary assessment of occupational disease risks, the design 
of occupational disease protection facilities in accordance with relevant standards, and ensuring these 
facilities are constructed in parallel with the primary engineering project to maintain integrity and 
effectiveness. During the construction phase, occupational disease prevention facilities must be 
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constructed simultaneously with the main project to ensure their integrity and effectiveness. Upon project 
completion, the construction unit is responsible for evaluating the control effects of occupational disease 
hazards and conducting the acceptance of occupational disease prevention facilities to ensure the 
occupational health of employees. The implementation of the "three simultaneities" for occupational 
disease protection facilities in construction projects is a mandatory national regulation, and non-
compliance may result in legal penalties such as fines and forced suspension of work. However, for some 
laboratory animal institutions, the implementation of the "three simultaneities" remains a challenge. This 
paper aims to provide practical guidance and feasible implementation strategies for such institutions by 
introducing the development history of the "three simultaneities" in occupational health, explaining its 
relevance and necessity in the context of laboratory animal facilities, and outlining step-by-step procedures 
for compliance and implementation.
[Key words]  Laboratory animal institutions; Occupational health "three simultaneities"; Occupational 

health and safety

自《中华人民共和国职业病防治法》［1］出台以来，

国内相继发布了一系列职业健康配套措施。2017年原

国家安全生产监督管理总局（现应急管理部）发布的

第90号令《建设项目职业病防护设施“三同时”监督

管理办法》［2］是中国企业建立职业健康安全管理体系

的一个最基本、最重要的环节。职业健康安全管理体

系在国内外已经成为企业发展的有力推动工具。国内

已实施的一系列管理措施和政策，旨在降低职业危害

的发生率。本文将深入介绍实验动物机构建设项目职

业病防护设施“三同时”的实施方法。本文通过系统

梳理“三同时”制度的发展历程，详细阐述该制度在

实验动物机构中的实施意义和主要工作内容，旨在为

实验动物机构提供全面、具体且具有可操作性的指导，

助力其有效落实“三同时”制度。这不仅提高职业健

康管理水平，还能保障从业人员的身体健康和生命安

全，从而推动实验动物行业的健康、可持续发展。

1　建设项目职业健康“三同时”的发展历程

建设项目职业健康防护设施“三同时”（以下简称

职业健康“三同时”）即建设项目的职业病防护设施

应与主体工程同时设计、同时建设、同时投入生产和

使用。纵观中国职业健康“三同时”的发展，可追溯

到新中国成立初期。当时，职业病防治工作受到苏联

模式的影响，建立起各级防疫机构，规范了防疫管理

制度，完善了卫生监督制度，加强了防疫教育，但还

缺少职业健康标准。1956年发布的《工业企业设计暂

行卫生标准》强调新建和改建工业企业必须关注卫生

设施的设计。随着“文化大革命”爆发，职业健康相

关工作几乎停滞。改革开放后，职业健康工作全面恢

复。1987年《中华人民共和国尘肺病防治条例》［3］的

出台首次通过法律形式确立“三同时”的基本要求，

推动职业健康工作的进一步发展。卫生部等多部门共

同发布的 《工业企业设计卫生标准》（GBZ 1—
2010）［4］明确规定新建、改建企业的职业病防护设施

必须与主体工程同时设计、施工和投产。2001年《中

华人民共和国职业病防治法》第一次将职业健康“三

同时”列入法规，极大地推动了“三同时”制度的全

面法治化。欧美国家将职业健康安全列入实验动物行

业的从业要求中［5］，《实验动物饲养管理和使用指

南》［6-7］明确要求全面的动物饲养管理和使用计划必须

包含从业人员的职业健康与安全计划（Occupational 
Health and Safety Program，OHSP）。这一要求反映出在

实验动物的管理与操作过程中，职业健康不仅是法律

规定的义务，更是保障科学研究质量与实验动物福利

伦理的重要环节。2014年发布的《实验动物机构 质量

和能力的通用要求》（GB/T 27416—2014）［8］，首次将

实验动物从业人员的职业健康安全要求纳入实验动物

机构的管理范围。2017年《建设项目职业病防护设施

“三同时”监督管理办法》（国家安全生产监督管理总

局令第90号）要求各机构从源头上控制职业病，保证

从业人员的职业健康，促进机构的可持续发展。不断

修订的职业健康法律法规和技术标准使得职业病防护

的“三同时”制度得到了持续优化和完善。经过多年

的发展，建设项目职业健康“三同时”制度已经从早

期的技术要求演变为法律强制性条款，成为中国职业

病防治工作中不可或缺的重要组成部分。

2　实验动物机构履行建设项目职业健康“三
同时”的意义

职业健康“三同时”的实施对于实验动物机构和
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社会的重要意义主要体现在法律责任、经济效益和人

员健康 3个方面。首先，在法律责任方面，职业健康

“三同时”是法规要求，若实验动物机构不执行相关要

求，可能会面临罚款、停工整顿和责任人追责等一系

列的法律后果，只有切实落实实施，实验动物机构才

可以避免由此带来的法律责任；其次，在经济效益方

面，实验动物机构在项目建设初期全面考虑职业病防

护的要求，将职业健康及职业病预防工作前置，可以

减少因后期改建和设备更新造成的高昂费用，从而降

低因职业病造成的法律风险和减少保险费用，提高机

构整体盈利能力，减少成本支出；最后，在人员健康

保障方面，职业健康“三同时”的实施可有效预防职

业病的发生，保护实验动物机构从业人员的身心健康，

增强从业人员的安全感与归属感，提升工作积极性和

忠诚度。

综合来看，职业健康防护“三同时”的实施不仅

能确保实验动物机构履行法律义务，还能实现经济收

益和员工权益保障的同步提升，对实验动物机构的可

持续发展有着积极的影响［9-12］。

3　实验动物机构实施建设项目职业健康“三
同时”的主要内容

实验动物机构在设施建设开始前，就需要根据国

家卫生健康委等颁发的《职业病分类和目录》［13］及
《职业病危害因素分类目录》［14］来判定此建设项目是

否存在职业病危害因素及可能引发的职业病，然后根

据《工作场所职业卫生监督管理规定》［15］第十四条规

定：新建、改建、扩建的工程建设项目和技术改造、

技术引进项目可能产生职业病危害的，建设单位应当

按照国家相关建设项目职业病防护设施“三同时”监

督管理的规定执行。依据这些规定，寻找有资质、有

经验的第三方机构来共同完成职业健康“三同时”要

求的职业病危害预评价、职业病防护设施设计、职业

病危害控制效果评价。

3.1　职业病危害预评价
职业病危害预评价分准备、评价、报告编制 3个

步骤进行。首先，评价机构人员根据法律法规，要求

实验动物机构提供必需的资料。例如，实验动物设施

建设项目的概况，工艺流程和设备布局，主要使用的

原辅料，重要的仪器设备，公辅工程，岗位设置及人

员数量，各部门或工艺可能产生的职业病危害因素及

其对工作场所、从业人员健康影响与危害程度，三废

处理流程及工艺，危险化学品清单（包括最大存储量

及存储位置），工作制度，实验动物饲养/使用量等。

表1～5列出了实验动物机构需要提供给评价机构进行

预评价的基本资料范例。

评价机构根据实验动物机构提供的文件（工艺流

程、设施总平面布置、岗位设置、人员数量、设备

等），初步识别实验动物机构的工艺过程（动物采购、

使用到处理的全过程），动物设施环境及设施建设期可

能存在的职业病危害因素及其来源、特点与分布，对

建设项目可能产生的职业病危害因素、危害程度、健

康影响、防护措施等进行预测及卫生学评价。

预评价阶段还需要与已经完成职业健康安全“三

同时”或已经投入使用的同类实验动物机构进行比较。

预评价报告初稿完成后，实验动物机构需组织职业健

表 1　公用辅助工程示范列表
Table 1　Example list of public auxiliary works

工程类别
Project category

公用工程
Public infrastructures

储运工程
Storage and transportation infrastructures

工程名称
Project name

给水

排水

供电

危化品暂存间

扩建前
Before 

expansion
xx 吨/年

xx 吨/年

xx 万千瓦时/年

位于某房间面积
50 m2

扩建项目
Expansion 

project
xx 吨/年

xx 吨/年

xx 万千瓦时/年

不新增

扩建后
After expansion

xx 吨/年

xx 吨/年

xx 万千瓦时/年

同原设计

备注
Note

拟建项目依托现有给
水管网

拟建项目依托现有排
水管网

拟建项目依托现有供
电管网

xx

注：xx 为具体数值。
Note： xx denotes a specific numerical value.
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康专家对预评价报告进行评审，按照评审意见对报告

进行整改及修订，并将最终完成的报告在机构内部进

行公示。公示完成后，向上级主管部门提交材料进行

备案登记。提交的材料需遵循各省市区的具体要求，

主要包括以下 7项：预评价工作过程报告；评审意见

书；建设项目批准文件；预评价报告；预评价委托书；

编制机构的法律承诺书；实验动物机构对评价报告的

意见汇总等。在获得备案批文后，再进行职业健康防

护设施设计。

3.2　职业健康防护设施设计
职业健康“三同时”的设计专篇包括对职业病防

护设施的设计。内容包括建筑设计、职业病防护设计、

辅助设施设计、应急设施设计及管控措施等［9］。其

中，辅助用室及卫生设施的设置情况（女工室、卫生

间等）是应该加强关注的。

设计专篇的基本资料需要包括本项目基本情况、

工艺流程、项目概述、平面图、原辅料、仪器设备等

与预评价类似的基本内容。对可能涉及的饲养、使用

及实验过程等进行描述，以发现所有工艺中可能涉及

的职业健康危害因素。

表 2　建设项目主要原辅料示范列表
Table 2　Example list of primary raw and auxiliary materials for construction project

序号
Number

1
2
3
4
5
6

名称
Name

肿瘤细胞系
Tunel 试剂盒
小鼠繁殖饲料
垫料（玉米芯）

75% 乙醇
二甲苯

规格
Specification
1 mL/冻存管
100 片/盒
10 kg/包
50 kg/袋
500 mL/瓶
500 mL/瓶

年用量
Annual consumption

xx 支冻存管
xx 盒
xx 包
xx 袋
xx 瓶
xx 瓶

使用位置
Location of use
xx 号楼 xx 房间
xx 号楼 xx 房间

动物设施
动物设施

易制爆品暂存间
危化品暂存间

注：xx 为具体数值。
Note：  xx denotes a specific numerical value.

表 3　工艺过程中主要职业病危害因素示范列表
Table 3　Example list of major occupational hazard factors 

in working process

序号
Number

1
2

评价区域
Assessment area

病理部
动物中心

职业病危害因素
Occupational 

hazards
甲醛、二甲苯等

75% 乙醇、次氯酸钠等

工作场所
Workplace

解剖间
洗消间

表 4　职业病危害防护设施示范列表
Table 4　Example list of occupational hazard prevention facilities 

序号
Number

1
2
3

评价区域
Assessment area

病理部实验室
动物中心操作间
动物中心清洗间

职业病危害防护设施
Occupational hazard 
prevention facilities

生物安全柜
生物安全柜

降噪墙面

防护设施的功能分析
Functional analysis of protective facilities

实验室
部分操作间

清洗间

表 5　个人防护用品示范列表
Table 5　Example list of personal protective equipment

序号
Number

1
2
3
4

个人防护用品种类
Type of personal protective 

equipment

一次性口罩
防护眼镜

耳塞
防烫手套

标准/相关产品型号（范例）
Standard / Relevant model (Sample)

按照《一次性使用医用口罩》（YY/T 0969-2013）标准
3M 10436、霍尼韦尔 R-01680 等

3M 1100、霍尼韦尔 S300L
安百利 ABL-S528 防水防烫耐高温手套

使用部门/岗位
Department / position 

of use

动物中心、病理部
病理、分析

动物中心
动物中心洗消前室
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实验动物机构可能涉及的工艺流程包括 6 项：

实验动物采购、使用、废弃流程；实验动物饲养流

程；药效实验流程或安全性评价实验流程，包括动

物适应期、给药、动物观察、指标的测定、解剖或

安乐死流程；病理流程；分析实验流程；其他涉及

的流程。

设计专篇需按照工艺流程对实验动物机构可能

存在的职业病危害因素进行识别。使用玉米芯垫料，

在进行垫料脱包、添加垫料或换笼时，饲养人员接

触到的谷物粉尘；清洁消毒过程中使用的消毒

剂［16］；接触动物时，接触到的皮毛粉尘（微量）；

试剂配制过程中，可能会接触到的盐酸、氢氧化钠

溶液等；病理工作涉及的甲醛、氢氧化钠、乙酸、

乙醇、丙酮等；分析工作涉及的二甲苯、乙腈等；

动物设施的工程维护过程中，人员会接触到的噪声；

污水处理过程中，人员会接触到的氢氧化钠等。这

些都是实验动物机构存在的职业健康危害因素。此

外，在动物饲养、清洁消毒、试剂配制、实验动物

样本处理等过程中也存在着相应的职业健康危害因

素。表 6举例说明施工期间可能出现的职业病危害

因素，表 7举例说明实验动物机构不同工作场所职

业病危害因素。

建设项目还需要与同类机构做比较，对可能发生

职业病的危险程度进行分析及预测。实验动物生产企

业需与另外一家规模类似且已完成职业健康安全“三

同时”的实验动物生产企业作比较。同时，需与同类

机构所建立的职业健康管理制度进行对比，以评估本

实验动物机构已建立的职业健康安全管理制度体系是

否完善［17-22］。此外，也可将实验动物机构职业健康管

理制度与国家要求的政策制度进行对比寻找差异。

职业健康“三同时”设计专篇完成后，实验动物

机构同样需要组织职业健康专家对专篇进行评审，并

对专家提出的问题进行整改。在机构内公示一周后，

实验动物机构向上级主管部门提交材料进行备案登记。

主要材料包括以下 7项：建设项目职业病防护设施设

计审查申请书，建设项目立项审批文件，建设项目职

业病防护设施设计单位资质，建设项目职业病防护设

施设计专篇，建设单位和职业健康专家对职业病防护

设施设计专篇的评审意见，建设项目职业病危害预评

价报告审核的批复文件，职业病防护设施设计专篇法

律责任承诺书等。获得备案回执后，进行开工建设。

3.3　控制效果评价与验收
实验动物设施建设完成后，设施运行30～180 d内

实验动物机构须完成职业健康“三同时”的验收工作。

验收可分为准备、评审、整改及信息公示4个阶段。

验收准备：实验动物机构与第三方机构一起制定

评审（验收）方案，明确验收各阶段的任务及分工，

并将验收方案提交主管部门。机构需组织进行职业健

康危害因素的检测，安排专家评审会议。

验收评审：实验动物机构负责介绍项目及防护设

施的基本情况及管控措施。评审组依据标准逐项评审

并进行现场核查，形成验收意见。

整改：实验动物机构根据评审意见进行整改并形

成书面整改报告。

信息公示：实验动物机构通过机构内部公告栏或

网站公示职业病危害评价和防护设施验收的相关信息，

以便从业人员和行政部门查询。公示完毕，获得主管

部门的批复，表明职业健康“三同时”验收工作结束。

职业卫生“三同时”具体工作流程见参考文献［23］。
4　总结

建设项目职业病防护设施“三同时”工作是从源

头上预防、控制和消除建设项目可能产生的职业病危

害的根本措施，也是贯彻落实国家职业病预防的方针

“预防为主、防治结合”的主要工作之一，是保障从业

人员健康权益的有效手段。职业健康安全“三同时”

表 6　施工建设期主要职业病危害因素（范例）
Table 6　Major occupational hazards during construction （as an example）
主体工程
Main project
建筑设备工程
Building equipment engineering

生产设备安装工程
Production equipment installation engineering

子工程
Sub project

建筑给水排水
建筑电气工程

通风与空调工程
机械设备安装

可能存在的职业病危害因素
Potential occupational hazards

噪声、粉尘（水泥尘为主），露天高温，劳动过程中强制体位
噪声、粉尘（水泥尘为主），露天高温，劳动过程中强制体位
噪声、粉尘（水泥尘为主），露天高温，劳动过程中强制体位
噪声、粉尘、化学毒物（二氧化锰、氮氧化物、一氧化碳、臭氧等），露天高

温，劳动过程中强制体位、职业紧张等
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是《中华人民共和国职业病防治法》和《建设项目职

业病防护设施“三同时”监督管理办法》（国家安全生

产监督管理总局令第90号）的要求。如不执行，安全

监管部门会给予警告、责令限期改正，对逾期不改正

机构处以十万元以上五十万元以下的罚款，甚至关停

建设项目。

具体实施中需要注意国家规定的两个时间点。如

果在 2017年 5月 1日前已经正式投产运行，但尚未开

展建设项目职业病防护设施“三同时”的实验动物机

构，可以完成工作场所职业病危害因素检测并进行现

状评价；2017年5月1日以后，尚未竣工验收的建设项

目需要按照要求进行职业病危害预评价、职业病防护

设施设计和职业病危害控制效果评价。在此过程中实

验动物机构需要与有资质的第三方合作，聘请有经验

的职业健康专家对职业健康安全“三同时”进行审核，

并对专家提出的问题进行整改。完成后通过公告栏或

机构网站公布职业健康安全“三同时”信息，并向安

全监管部门提交验收方案及评价报告。

实验动物机构在设施进行新建或大改造时，实施

职业健康安全“三同时”，并建立机构的职业健康安全

“三同时”制度。这从遵循法规、保障实验动物从业人

员的健康和促进行业可持续发展三个层面，有效地推

动了实验动物机构优化生产工艺和加强职业健康安全

管理，可有效降低职业健康安全事故的发生率，减少

因事故导致的经济损失或生产中断。在制度实施过程

中，机构和从业人员需深入学习职业健康知识，强化

防护意识，主动采取防护措施，形成良好的职业健康

安全文化氛围。从根本上保障实验动物行业的健康发

表 7　实验动物机构不同工作场所的主要职业病危害因素（范例）
Table 7　Major occupational hazards in different workplaces of laboratory animal institutions （as an example）

设计单元
Design unit

动物饲养及
实验单元

Animal 
housing 
and 
experiment 
unit 

公辅单元
Public 

auxiliary 
unit

设计子单元
Design subunit

饲养间

实验间

废液间

供电单元

清洗单元

污水处理
单元

制水单元

饲养

给药

采血、检测

麻醉、安乐
死

环境消毒

变电所、配
电室/配电间

笼具清洗

污水处理站

纯水制备系
统

岗位
Position

动物饲
养员

技术员

兽医、
技术员

兽医、
技术员

技术员

设备管
理员

动物饲
养员

设备管
理员

设备管
理员

主要作业内容
Main tasks

动物饲养

给药

血常规、尿
常 规 等 检
测

麻 醉 剂 、麻
醉设备

危 废 存 储 、
转运

变配电装置
巡检

笼具清洗

污水处理系
统巡检

纯水制备系
统巡检

定员/位
Number of 
employees/

positions
xx

xx

xx

xx

xx

xx

xx

xx

xx

设备
Equipment

笼具

注射器等

全血、尿
液自动分
析仪

注射器、麻
醉机

/

变 配 电 装
置

超 声 波 清
洗机

污 水 处 理
设备

纯 水 制 备
系统

职业病危害因素
Occupational 

hazards

动物皮毛粉尘、
动 物 病 原 微 生
物、噪声

药物

/

麻药

盐 酸 、甲 醛 、乙
醇 、 丙 酮 、 二
甲 苯 、 甲 醇 、
乙腈

工频电场

动物皮毛粉尘、
动 物 病 原 微 生
物、噪声、消毒
剂

噪声

噪声

接触途径
Exposure 

route

皮肤、呼吸
道、眼、听
觉器官

皮肤、呼吸
道、眼

/

皮肤、呼吸
道、眼

皮肤、呼吸
道、眼

皮肤

皮肤、呼吸
道、眼、听觉
器官

听觉器官

听觉器官

接触时间
Exposure 

time

每班累计 xx h

间 断 作 业 ，每
班累计 xx h

间 断 作 业 ，每
班累计 xx h

间 断 作 业 ，每
班累计 xx h

每班 xx 次，每
次 xx min

每 班 x x 次 ，
每次累计xx h

间断作业，每
班累计 xx h

每班 xx 次，每
次 xx min

每班 xx 次，每
次 xx min

注：xx 为具体数字 （因机构不同，此数值不同，故使用 xx 代替）；/表示没有。
Note： xx denotes a specific number （which varies depending on the institution， hence it is replaced by xx）；  / Indicates none.
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展，提高机构及从业人员的健康安全意识，减少对人

体和环境的危害，有助于树立良好的企业形象，吸引

更多资金和人才，为提升实验动物行业整体的社会认

可度、促进行业可持续发展筑牢了坚实根基。此外，

职业健康“三同时”制度与国际标准接轨，满足国际

标准 ISO 45001以及国际实验动物评估和认可委员会

（Association for Assessment and Accreditation of 
Laboratory Animal Care International， 简 称 AAALAC 
International）、加拿大实验动物管理委员会（Canadian 
Council on Animal Care，CCAC）和欧洲实验动物科学

联 合 会 （Federation of European Laboratory Animal 
Science Associations，FELASA）等组织的职业健康体

系要求。有利于中国实验动物机构参与国际交流与合

作，提升国际竞争力，促进实验动物行业在全球范围

内的协同发展。
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登革病毒对树鼩不同组织来源细胞的易感性及感染
特性研究
刘 欣1, 杞梦迪1, 王文广1, 罕园园1, 陆美丽1,2, 李 娜1, 代解杰1, 陆彩霞1

(1. 北京协和医学院/中国医学科学院医学生物学研究所, 昆明650118;  2. 云南大学生命科学学院, 昆明 650500)

[摘要] 目的　探究登革病毒 （dengue virus，DENV） 对树鼩不同组织来源细胞的易感性及感染特征，为扩充
DENV 的树鼩易感细胞库提供依据。方法　将 DENV 以感染复数 （multiplicity of infection，MOI） 为 0.02 的剂量分
别接种于树鼩皮肤成纤维细胞 （tree shrew skin fibroblasts，TSFs）、原代树鼩肾上皮细胞 （primary tree shrew 
renal epithelial cells，pTRECs）、树鼩主动脉内皮细胞 （tree shrew aortic endothelial cells，TAECs）、树鼩主动脉
平滑肌细胞 （tree shrew aortic smooth muscle cells，TASMCs）、树鼩肝细胞 （tree shrew hepatocytes，THs）、
树 鼩 角 膜 基 质 细 胞 （tree shrew corneal stromal cells， TCSCs）、 树 鼩 脑 微 血 管 内 皮 细 胞 （tree shrew brain 
microvascular endothelial cells， TBMECs） 及 树 鼩 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞 （tree shrew retinal microvascular 
endothelial cells，TRMECs），用常规培养 DENV 的 C6/36、Vero、A549 及 BHK-21 细胞系作为阳性对照。在感染病
毒后 6 d 内，每 12 h 用倒置显微镜观察各种细胞的病变效应，用实时荧光定量 PCR 检测细胞培养物中病毒核酸载
量，绘制病毒增殖曲线，用噬斑实验检测病毒滴度。结果　除 TRMECs 外，DENV 对 7 种树鼩细胞均易感。随着感
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染 时 间 的 延 长 ， 7 种 树 鼩 细 胞 均 出 现 变 圆 、 脱 落 、 坏 死 及 裂 解 等 明 显 的 病 变 效 应 。 在 pTRECs、 TBMECs、
TASMCs、TAECs 和 THs 这 5 种树鼩细胞的培养裂解物中检测到的病毒核酸载量与 4 种阳性对照细胞接近，大于 4×
107 拷贝/μL。以上 5 种树鼩细胞均能产生感染性子代病毒，其中 3 种树鼩细胞 TAECs （3.13×105 PFU/mL）、THs

（2.03×105 PFU/mL）、pTRECs （1.58×105 PFU/mL） 中的 DENV 滴度较接近阳性对照细胞 C6/36 （3.85×105 PFU/
mL），且能更早收获病毒。结论　DENV 对树鼩多种组织来源的细胞易感，且病毒增殖速度快于常见其他物种来源
的传代细胞系，其中 TAECs、THs 和 pTRECs 尤其适于 DENV 增殖培养。同时，这些细胞可能参与 DENV 在树鼩体
内的感染。
[ 关 键 词 ] 树鼩细胞； 登革病毒； 细胞病变效应； 病毒增殖曲线； 病毒感染
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Study on Susceptibility and Infection Characteristics of Dengue Virus in 

Cells Sourced from Different Tissues of Tree Shrews

LIU Xin1, QI Mengdi1, WANG Wenguang1, HAN Yuanyuan1, LU Meili1,2, LI Na1, DAI Jiejie1, LU Caixia1

(1. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Kunming 
650118, China;  2. School of Life Sciences, Yunnan University, Kunming 650500, China)
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LU Caixia (ORCID: 0000-0001-7186-7451), E-mail: lcx@imbcams.com.cn

[ABSTRACT] Objective To investigate the susceptibility and infection characteristics of dengue virus 
(DENV) in cells derived from diverse tissues of tree shrews and to provide a basis for expanding the 
repertoire of DENV-permissive cell models in this species. Methods　DENV was inoculated at a multiplicity 
of infection (MOI) of 0.02 into tree shrew skin fibroblasts (TSFs), primary tree shrew renal epithelial cells 
(pTRECs), tree shrew aortic endothelial cells (TAECs), tree shrew aortic smooth muscle cells (TASMCs), tree 
shrew hepatocytes (THs), tree shrew corneal stromal cells (TCSCs), tree shrew brain microvascular 
endothelial cells (TBMECs), and tree shrew retinal microvascular endothelial cells (TRMECs). C6/36, Vero, 
A549, and BHK-21 cells (commonly used for DENV propagation) were used as positive controls. Over 6 days 
post-infection, cellular cytopathic effects were monitored at 12-hour intervals using an inverted 
microscope, viral RNA loads in cell lysates were quantified by real-time fluorescent quantitative PCR to 
generate proliferation curves, and viral titers were determined by plaque assay. Results Seven types of tree 
shrew cells, except TRMECs, were susceptible to DENV. Prolonged infection induced pronounced 
cytopathic effects, including cell rounding, detachment, necrosis, and lysis, across all susceptible cells. The 
viral RNA loads detected in lysates of pTRECs, TBMECs, TASMCs, TAECs and THs, approached those of 
positive controls (≥4×10⁷ copies/μL). Infectious progeny viruses were produced by these five cell types, with 
three (TAECs, 3.13×105 PFU/mL; THs, 2.03×105 PFU/mL; pTRECs, 1.58×105 PFU/mL) exhibiting titers 
comparable to C6/36 (3.85×10 ⁵ PFU/mL) and earlier viral harvests. Conclusion　 DENV exhibits broad 
susceptibility to tree shrew cells of multiple tissue origins, with proliferation rates surpassing those of 
conventional cell lines sourced from other species. TAECs, THs, and pTRECs are particularly suitable for 
large-scale DENV proliferation, suggesting their potential involvement in in vivo infection.
[Key words]  Tree shrew cells; Dengue virus; Cytopathic effect; Viral proliferation curves; Viral infection

登革病毒（dengue virus，DENV）是黄病毒科、黄

病毒属的一种单股正链RNA病毒，主要有4种血清型，

均可通过伊蚊（埃及伊蚊和白纹伊蚊）叮咬传播给人

类，并在人类和蚊子之间循环，部分非人灵长类动物

作为储存宿主也可参与传播［1］。近几十年来，DENV

感染所引起的一系列疾病的发生率激增，从2000年的

50.54万例增加到2024年报告的超760万例（截至2024
年4月30日），给全球公共卫生系统造成了重大疾病负

担［2］，但目前尚无有效的疫苗和药物［3］。由于缺乏与

人类感染DENV相似的动物模型，严重阻碍了其疾病
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机制、疫苗与药物的研究开发工作［4-5］。
目前用于DENV体外研究的细胞模型有非洲绿猴

肾细胞Vero、叙利亚仓鼠肾细胞 BHK-21、幼蚊细胞

C6/36、人非小细胞肺癌细胞A549及人脐静脉内皮细

胞HUVEC等，它们对DENV有较高的敏感性［6-8］。然

而，DENV在C6/36细胞中的复制动力学及细胞免疫应

答特征可能与人体生理反应有所不同［9］；DENV 在

Vero、BHK-21细胞中连续传代会出现毒力减弱的情

况［8-10］。此外，Vero 细胞存在Ⅰ型干扰素（typeⅠ 
interferons，IFN-Ⅰ）分泌缺陷［11］，该细胞用于DENV
机制研究可能导致结果出现偏差。由于常用细胞系存

在一定不足，需要筛选更多易感细胞系，为不同的研

究目的提供更多选择。已有研究结果证实，从树鼩不

同组织分离的多种细胞可用于病毒感染研究。例如，

Zhao等［12］证实，原代树鼩肝细胞易受丙型肝炎病毒

感染；Zhang等［13］发现，树鼩肾、肺、肝、皮肤和主

动脉的原代细胞易受寨卡病毒感染，并诱导原代皮肤

和原代胸主动脉细胞产生先天性抗病毒反应；Kayesh
等［14］发现，树鼩肺成纤维细胞对4种血清型的DENV
都具有易感性；丁相荣等［15］发现，DENV在树鼩角膜

基质细胞（tree shrew corneal stromal cells，TCSCs）上

出现病变的时间早于Vero细胞。以上研究表明，树鼩

细胞在DENV相关研究中具有较大潜力。然而，树鼩

细胞系对DENV的易感性及感染特征数据十分匮乏。

本研究选择DENV入侵的主要靶器官（皮肤、血

管、肝、肾等）［16-17］来源的树鼩细胞和本实验室已开

展研究的TCSCs［15］为研究对象，并以常规培养用细胞

系C6/36、Vero和BHK-21为阳性对照，探究 8种树鼩

细胞对DENV的易感性及感染特性，以期扩充DENV
的易感细胞库，同时为后续体内实验提供参考。

1　材料与方法

1.1　细胞与病毒株
8种树鼩细胞系包括树鼩主动脉内皮细胞（tree 

shrew aortic endothelial cells，TAECs）、树鼩主动脉平

滑 肌 细 胞 （tree shrew aortic smooth muscle cells，
TASMCs）、树鼩肝细胞（tree shrew hepatocytes，THs）、
原 代 树 鼩 肾 上 皮 细 胞 （primary tree shrew renal 
epithelial cells，pTRECs ）、树鼩皮肤成纤维细胞（tree 
shrew skin fibroblasts，TSFs）、TCSCs、树鼩脑微血管

内皮细胞 （tree shrew brain microvascular endothelial 
cells，TBMECs）、树鼩视网膜微血管内皮细胞（tree 
shrew retinal microvascular endothelial cells，TRMECs），

均由本实验室分离鉴定，稳定传代后保存。

4种阳性对照细胞系包括C6/36细胞（由中国医学

科学院医学生物学研究所孙强明研究员惠赠，并由本

实验室稳定传代后保存），以及A549细胞、Vero细胞

和BHK-21细胞（均为本实验室传代保存）。

DENV Ⅱ型 43 株（GenBank： AF204178），由清

华大学程功实验室惠赠，由本实验室经C6/36扩增后

保存。

1.2　主要试剂与仪器
DMEM/F-12 （1∶1）培养基（VivaCell，C3130-

0500）和PBS（VivaCell，C3580-0500）为上海逍鹏生

物科技有限公司产品；RPMI 1640培养基（C11875500
BT）、青霉素-链霉素溶液（Gibco，15140-122）和胰

蛋白酶 （Gibco， 25200-056） 为美国 Thermo Fisher 
Scientific公司产品；胎牛血清（CellBox，CF-01P-02）
为长沙赛尔博克斯生物科技有限公司产品；QIAamp®

病毒RNA小提试剂盒（52906）为德国Qiagen公司产

品；One Step Prime ScriptTM RT-PCR试剂盒（RR064A）
为日本 TaKaRa公司产品；低熔点琼脂糖（Biosharp，
BS384）和结晶紫染色液（Solarbio，G1062）为北京杰

兰柯科技有限公司产品；引物和探针由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。

35 mm细胞培养皿（706001）为无锡耐思生命科

技股份有限公司产品；细胞计数仪（TC20）为美国

Thermo Fisher Scientific 公司产品；定时定量 PCR 仪

（BFX-950）为美国 Bio-Rad 公司产品；生物安全柜

（1287）和恒温培养箱（CO2T/C）为美国FORMA公司

产品；倒置荧光相差显微成像系统（ECLIPSE Ti-S）
为日本Nikon公司产品。

1.3　实验室生物安全条件
依据《人间传染的病原微生物目录》（国卫科教发

〔2023〕 24号）和《病原微生物实验室生物安全管理条

例》（2018年 3月 19日修订版），DENV体外研究所需

生物安全实验室等级为BSL-2。本研究在中国医学科

学院医学生物学研究所药物安全评价中心病原微生物

安全实验室开展，实验室的生物安全备案证号为

2024SW0025。
1.4　细胞培养及病毒接种

所有细胞复苏后接种于T25培养瓶。C6/36细胞使

用RPMI 1640完全培养基（含10%胎牛血清、1%青霉

素-链霉素），于5% CO2、28 ℃培养箱培养；其他细胞

使用DMEM/F-12（1∶1）完全培养基（含10%胎牛血

清、1%青霉素-链霉素），于5%CO2、37 ℃培养。当细
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胞生长至80%～90%时，接种于多个35 mm直径的细胞

培养皿，过夜培养 12 h以上。细胞汇合度约为 60%～
70%时，计数。弃去原培养液，用PBS洗一次。感染

组加入 500 μL维持液（含 2%胎牛血清、1%青霉素-
链霉素的培养基），以感染复数 （multiplicity of 
infection，MOI）为 0.02的剂量分别将病毒液接种于感

染组培养皿中，孵育2 h；所有树鼩细胞和阳性对照细

胞设置未感染的阴性对照组，仅加入等体积维持液。

弃去培养液，PBS洗一次，加入2 mL维持液（含2%胎

牛血清、1%青霉素-链霉素的培养基），继续培养。

1.5　细胞病变观察
每隔 12 h在倒置显微镜下观察感染组和对照组的

细胞形态，拍照并记录细胞病变效应 （cytopathic 
effect，CPE）；同时取4份感染组培养皿，封口后移入

−80 ℃冰箱冻存。各组均观察至病变终点（≥95%CPE）
或未感染细胞老化死亡。未见 CPE记为“-”；疑似

CPE 记为“ ±”； 0%～25%CPE 记为“ +”； 26%～
50%CPE 记为“++”； 51%～75%CPE 记为“+++”；
76%～100%CPE记为“++++”。
1.6　病毒增殖检测

将冻存的细胞培养皿于−80 ℃冻融两次，使细胞

充分裂解。将培养皿内所有液体，连同细胞碎片，一

同移入离心管后，1 200×g、4 ℃离心 10 min，收集上

清液。用QIAamp®病毒RNA小提试剂盒提取病毒基因

组 RNA。用 One Step Prime ScriptTM RT-PCR 试剂盒进

行实时荧光定量PCR，检测病毒核酸载量。DENV C基
因引物设计参考文献［18］，正向引物（DENV-F）序

列为：5'-AATTAGAGAGCAGATCTCTGATGAA-3'，反

向引物 （DENV-R） 序列为 5'-AGCATTCCAAGTG-
AGAATCTCTTTGT-3'；探针（Probe）序列为5'-FAM-
CTGTTGTACAGTCGACACGCGGTTTCTC-BHQ1-3'。反

应体系包括 2× 一步式 RT-PCR 反应液 Ⅲ 10 μL，
TaKaRa Ex Taq HS聚合酶（5 U/μL）、PrimeScript RT酶
混合液Ⅱ、正反向引物（10 μmol/L）和探针各0.4 μL，
RNase Free ddH2O 7 μL，总 RNA 1 μL，反应条件：

42 ℃ 5 min，95 ℃ 10 s；95 ℃ 5 s，55 ℃ 20 s，循环40
次。分别以感染后小时数（hours post infection，hpi）
和起始模板量对数值（log10 copies/μL）的平均值，绘

制不同树鼩细胞中的病毒增殖曲线，并与阳性对照细

胞进行比较。

1.7　病毒滴度测定
当细胞病变程度达到 75%～80%时（即CPE刚达

到最大），病毒的复制和释放达到相对较高的水平，此

时是收获病毒的适宜时间。根据1.6节中获得的病毒核

酸载量检测结果，选择载量最高的前 5种细胞用于

DENV的培养。在各培养细胞病变达到75%~80 %时收获

病毒液，并采用噬斑实验测定不同细胞的病毒感染性滴

度。步骤如下：用维持液（含2%胎牛血清、1%青霉素-
链霉素的培养基） 10倍梯度稀释病毒液（10-1～10-5），
接种于长成单层的Vero细胞，每个梯度接种 2孔，对

照孔加入不含病毒的维持液，置于细胞培养箱中孵育

2 h；弃去孵育液，PBS洗涤；将2%低熔点琼脂糖和培

养基（含 4%胎牛血清、2%青霉素-链霉素）按 1∶1
混合，待温度降至37 ℃左右时将混合液覆盖于细胞孔

上，继续培养 7 d。待形成噬斑后，加入 4%甲醛溶液

固定1 h，用流水轻轻洗去覆盖物和甲醛，加入结晶紫

染液后于室温孵育 30 min，用水冲洗并晾干，计数噬

斑形成单位（plaque forming unit，PFU）。根据公式计

算滴度：病毒滴度（PFU/mL） =平均噬斑形成单位×稀
释倍数/每孔接种体积（mL）。
1.8　数据统计分析

采用GraphPad Prism 8软件进行统计分析和制图。

实验结果以 -x ±s表示，对数据进行正态性检验，符合

正态分布的两组间比较采用 t检验，多组比较采用方差

分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　DENV 感染后 7 种树鼩细胞发生显著病变
在DENV接种后观察的6 d（144 h）内，所有细胞

均出现光学显微镜下可分辨的细胞病变，出现CPE的
时间见表 1。TSFs产生可分辨病变的时间最早，为感

染后 24 h； 4 种树鼩细胞 TAECs、 TASMCs、 THs、
pTRECs以及C6/36均于感染 36 h出现病变；TCSCs以
及2种常用细胞BHK-21、A549于感染48 h出现病变；

TBMECs 和 Vero 于感染 60 h 出现病变；而树鼩细胞

TRMECs的病变始终不明显。

5种树鼩细胞 TAECs、TASMCs、THs、pTRECs和
TSFs于感染 72～84 h时病变达到最大，早于阳性对照

细胞BHK-21（96 h）、A549 （132 h）、C6/36 （144 h）
和 Vero （144 h）；2 种树鼩细胞 TCSCs 和 TBMECs 于
108 h时病变程度达到最大，早于阳性对照细胞A549、
C6/36和Vero。
2.2　DENV 感染后 7 种树鼩细胞形态变化

在倒置显微镜下，树鼩细胞 TAECs、TASMCs、
pTRECs及TBMECs呈梭形或多角形，具有相似的CPE
特征（图 1）：在病变中期（51%～75%CPE），部分细
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胞变圆、脱落，导致胞间隙增大，细胞呈拉丝状，此

后细胞快速大量脱落；在病变晚期 （76%～100% 
CPE），少量仍贴壁的细胞呈细长梭形或不规则形，边

缘粗糙、颗粒增多；TBMECs同时出现空泡化，最后

全部脱落。而另外4种树鼩细胞的CPE不明显：THs呈
圆形或多边形，发生病变的细胞变圆、脱落，可见细

胞碎片，最终细胞碎片和死细胞黏附在底部残留的细

胞骨架上；TSFs呈梭形，病变细胞快速裂解，呈剧烈

拉丝状，虽然未感染TSFs也出现了拉丝状，但感染组

明显更加严重；TCSCs呈梭形至多角形，病变细胞裂

解或变圆脱落，平皿底部残留细胞骨架。TRMECs被
感染后出现拉丝状，但未感染的TRMECs也出现拉丝，

虽然感染组相较于未感染对照组产生更多细胞脱落和

拉丝现象，但对比不明显。

依照各种细胞的特点，DENV引起树鼩细胞发生

的CPE类型可分为：①细胞变圆、脱落（见于本实验

中所有细胞）；②细胞伸长、拉丝 （见于 TAECs、
TASMCs、pTRECs、TBMECs和 TSFs）；③细胞空泡化

（见于 TBMECs）；④细胞碎裂（见于 THs和 TCSCs）。
以上结果表明，7种树鼩细胞感染DENV后产生了不同

程度的CPE。

2.3　DENV 感染后不同树鼩细胞的病毒载量
感染DENV后，每 12 h采用实时荧光定量 PCR法

检测各种细胞培养物中的病毒载量，共4次。由图2可
知，除 TRMECs外，其他 7种树鼩细胞对DENV均易

感，而且在感染DENV后病毒载量呈先升后降的趋势，

达到峰值后病毒载量水平能维持一段时间。

各种细胞感染后病毒载量达到峰值的时间见表 2，
树鼩细胞中 pTRECs的病毒载量最高（9.18×107拷贝/
μL），最接近阳性对照细胞C6/36和Vero的病毒载量，

其次为 TBMECs （7.43×107拷贝/μL）、TASMCs （7.27×
107 拷贝/μL）、 TAECs （6.87×107 拷贝/μL） 和 THs
（4.08×107拷贝/μL），这 5种树鼩细胞的病毒拷贝数均

高于 4×107拷贝/μL，处于阳性对照细胞峰值载量最高

值（Vero）和最低值（A549）之间。

2.4　不同树鼩细胞的 DENV 滴度
检测病毒感染性的噬斑实验结果见图3，噬斑区为

不染色区域，斑块较大、轮廓较清晰，可用于噬斑计

数。选择10-4和10-5这2个病毒液稀释度，每个稀释度

设2个重复孔，即共4个孔进行计数，然后计算病毒滴

度。5 种树鼩细胞均可产生感染性子代病毒，其中

TAECs中增殖的DENV滴度最高［（3.13±0.61）×105 PFU/

表 1　登革病毒感染不同细胞后的细胞病变效应变化
Table 1　Changes of cytopathic effect (CPE) in different cell types after dengue virus (DENV) infection

细胞
Cell

TAECs
TASMCs
THs
pTRECs
TSFs
TCSCs
TBMECs
TRMECs
Vero
BHK-21
A549
C6/36

接种后时间/h
Time post-infection/h

12
-
-
-
-
±
-
-
-
-
-
-
-

24
-
-
-
±
+
-
-
-
-
-
-
-

36
+
+
+
+

++
±
-
-
-
-
±
+

48
++
++
+

++
+++

+
±
±
±
+
+
+

60
+++
+++
++

+++
+++

+
+
±
+

++
+

++

72
++++
++++
+++

++++
++++

++
++
+
+

+++
++
++

84
++++
++++
++++
++++
++++
+++
+++

+
+

+++
++

+++

96
++++
++++
++++
++++
++++
+++
+++

+
+

++++
+++
+++

108

++++
++++

+
++

++++
+++
+++

120

++++
++++

+
++

++++
+++
+++

132

+++
++++
++++
+++

144

++++

++++
++++

注：TSFs，树鼩皮肤成纤维细胞；pTRECs，原代树鼩肾上皮细胞；TAECs，树鼩主动脉内皮细胞；TASMCs，树鼩主动脉平滑肌细胞；THs
树鼩肝细胞；TCSCs，树鼩角膜基质细胞；TBMECs，树鼩脑微血管内皮细胞；TRMECs，树鼩视网膜微血管内皮细胞；C6/36、Vero、A549
及 BHK-21 细胞系作为阳性对照。未见 CPE 记为“-”；疑似 CPE 记为“±”；0%～25%CPE 记为“+”；26%～50%CPE 记为“++”；51%～
75%CPE 记为“+++”；76%～100%CPE 记为“++++”。
Note： TSFs， tree shrew skin fibroblasts； pTRECs， primary tree shrew renal epithelial cells； TAECs， tree shrew aortic endothelial cells； 
TASMCs， tree shrew aortic smooth muscle cells； THs， tree shrew hepatocytes； TCSCs， tree shrew corneal stromal cells； TBMECs， tree 
shrew brain microvascular endothelial cells； TRMECs， tree shrew retinal microvascular endothelial cells； The C6/36， Vero， A549 and BHK-
21 were used as positive control cells. CPE was graded as： -， no observable CPE； ±， suspected CPE； +， 0–25% CPE； ++， 26%–50% CPE； 
+++， 51%–75% CPE； ++++， 76%–100% CPE.
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mL］，接近于阳性对照细胞C6/36［（3.85±1.95） ×105 
PFU/mL］；其次为 THs［（2.03±0.68） ×105 PFU/mL］、
pTRECs［（1.58±0.66） ×105 PFU/mL］，与阳性对照细

胞 C6/36相比明显降低（P＜0.05）；TASMCs中DENV
滴度为 ［（1.03±0.05） ×105 PFU/mL］， TBMECs 中
DENV滴度为［（0.29±0.14） ×105 PFU/mL］，均显著

低于阳性对照细胞（P＜0.01）。
3　讨论

已知DENV感染伊蚊后，首先在肠道中进行复制，

进而被转运到唾液腺。在伊蚊叮咬人的过程中，病毒

通过唾液被接种到皮肤的真皮层（少量释放入血），被

皮下组织的单核细胞吞噬，传播至单核-巨噬细胞系

统，病毒增殖后进入血液，引起病毒血症；随后病毒

在组织的网状内皮系统和淋巴组织中增殖，再次入血

引起病毒血症［19］。DENV可通过多种途径引起复杂多

样的临床症状。研究表明，DENV与抗体形成的免疫

复合物以及病毒NS1蛋白介导可引起血管通透性增加

和凝血系统障碍，从而导致多种组织器官的血浆渗漏、

出血；重症登革热可导致休克、肝损伤、肾损伤、神

注：TAECs 为树鼩主动脉内皮细胞；TASMCs 为树鼩主动脉平滑肌细胞；pTRECs 为原代树鼩肾上皮细胞；THs 为树鼩肝细胞；TBMECs 为树
鼩脑微血管内皮细胞；TCSCs 为树鼩角膜基质细胞；TSFs 为树鼩皮肤成纤维细胞；TRMECs 为树鼩视网膜微血管内皮细胞；C6/36、Vero、
A549 及 BHK-21 作为阳性对照细胞。
Note： TAECs， tree shrew aortic endothelial cells； TASMCs， tree shrew aortic smooth muscle cells； pTRECs， primary tree shrew renal 
epithelial cells； THs， tree shrew hepatocytes； TBMECs， tree shrew brain microvascular endothelial cells； TCSCs， tree shrew corneal 
stromal cells； TSFs， tree shrew skin fibroblasts； TRMECs， tree shrew retinal microvascular endothelial cells； The C6/36， Vero， A549 and 
BHK-21 cells were employed as positive controls.
图 1 倒置显微镜下不同来源的树鼩细胞和阳性对照细胞感染登革病毒前后的形态学变化（×200）
Figure 1 Morphological changes in tree shrew cells of different tissues and positive control cells before and after dengue 

virus （DENV） infection under inverted microscope （×200）
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经系统并发症、眼病、横纹肌溶解等多个器官系统受

累［16，20］。然而，重症登革热的具体机制至今未完全阐

明。现有研究认为，多种因素如细胞因子风暴、抗体

依赖性增强效应、病毒变异等均参与了DENV的致病

过程［21-22］。

DENV感染易感细胞后引起细胞病变是构成感染

的直接标志，同时细胞内的信号转导途径发生变化，

从而导致了可从组织学、免疫组织化学、分子水平等

各种方法检测的感染表征［23］。这些表征是理解病毒与

细胞互作机制的基础，也是体内实验的重要参考。据

文献报告，常用于DENV体外研究的非洲绿猴肾细胞

Vero对多种病毒易感是因为干扰素基因表达缺陷［24］，
虽然其获得了广谱病毒易感性，也可能由于无 IFN-Ⅰ
的环境而忽略了病毒在与宿主免疫系统互作时的某些

关键适应机制，或放大了药物的有效性，因此限制了

该细胞在某些病毒感染机制研究中的应用。另外两种

常用的幼蚊细胞C6/36和叙利亚仓鼠肾细胞BHK-21因
物种亲缘关系与人较远，在机制研究中不具有明显优

势。因此，需要在与人类亲缘关系近的物种中寻找合

适的细胞，以帮助研究者理解DENV感染、致病机制

和跨物种传播风险。

细胞基质是病毒增殖的基础，其质量直接影响后

续产品的质量和安全性。世界卫生组织（WHO）和我

国国家药品监督管理局对生产人用疫苗和其他生物制

注：TAECs，树鼩主动脉内皮细胞；TASMCs，树鼩主动脉平滑肌细胞；THs 树鼩肝细胞；pTRECs，原代树鼩肾上皮细胞；TSFs，树鼩皮肤
成纤维细胞；TCSCs，树鼩角膜基质细胞；TBMECs，树鼩脑微血管内皮细胞；TRMECs，树鼩视网膜微血管内皮细胞；C6/36、Vero、A549
及 BHK-21 作为阳性对照细胞。
Note： TAECs， tree shrew aortic endothelial cells； TASMCs， tree shrew aortic smooth muscle cells； THs， tree shrew hepatocytes； 
pTRECs， primary tree shrew renal epithelial cells； TSFs， tree shrew skin fibroblasts； TCSCs， tree shrew corneal stromal cells； TBMECs， 
tree shrew brain microvascular endothelial cells； TRMECs， tree shrew retinal microvascular endothelial cells； The C6/36， Vero， A549 and 
BHK-21 cells were employed as positive controls.
图 2 实时荧光定量 PCR 检测感染不同来源的树鼩细胞后登革病毒的增殖曲线
Figure 2 Viral proliferation curves of tree shrew cells of different tissues after dengue virus （DENV） infection via real-time 

fluorescent quatitative PCR

表 2　各种细胞感染后病毒载量峰值及达到峰值的时间
Table 2 Peak viral load and time-to-peak in different cell 

types after dengue virus (DENV) infection
细胞
Cell

pTRECs
TBMECs
TASMCs
TAECs
THs
TCSCs
TSFs
Vero
C6/36
BHK-21
A549

病毒载量峰值/（拷贝 · μL-1）
Peak viral load/ (copies·μL-1)

(9.18±0.21)×107

(7.43±0.75)×107

(7.27±0.43)×107

(6.87±0.30)×107

(4.08±0.02)×107

(1.11±0.05)×107

(1.50±0.05)×106

(1.39±0.22)×108

(1.28±0.21)×108

(6.73±0.13)×107

(1.13±0.05)×107

时间/h
Time/ h

48
72
84
72
48
36
84

120
120
48
60
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品的细胞基质有着明确的要求［11］。建立新的细胞基质

是一项复杂的工作，目前认可并广泛使用的只有少数

几种细胞，其中使用最多的Vero细胞被WHO推荐为可

靠和安全的疫苗生产首选细胞系［25-26］。然而，有研究

表明，Vero细胞传代次数超过 150代次时，可能具有

潜在致瘤风险和遗传不稳定性［27］。由于现有细胞系尚

不能满足所有标准和需求，因此有必要评估和对比不

同细胞系以开发新的细胞基质。

树鼩与人类遗传相似性高，是值得研究的对象之

一。本研究发现多种树鼩细胞在体外感染DENV后可

出现明显的CPE，在这些树鼩细胞上观察到的细胞病

变现象也出现在感染 DENV 的人源细胞上。皮肤是

DENV的重要靶器官，大多数皮肤损害在早期出现，

表现为全身皮肤出现充血性皮疹或点状出血疹［28］。体

外感染的TSFs容许DENV的复制，在人源真皮成纤维

细胞上也观察到了一致的结果［29］，表明成纤维细胞可

能是与DENV互作的细胞之一。

已报告的重症登革热患者中常伴有肝肾损伤，这

是导致死亡或长期影响的因素之一，可能由多种机制

共同作用而引发［30］。感染DENV后 THs和 pTRECs表
现出明显而快速的 CPE，THs早期细胞脱落速度慢，

晚期脱落明显加快，在人源肝细胞株HepG2和Hep3B
细胞中也能观察到这一现象［31］，提示可能存在相同的

细胞死亡途径。

树鼩不同血管来源的内皮细胞 TAECs、TBMECs、
TRMECs感染DENV后表现各异，表明不同来源的内皮

细胞可能由于存在异质性而对DENV具有不同易感性。

登革热患者和尸检报告中大动脉相关的病变较罕

见［32］，然而主动脉来源的TAECs在3个血管内皮细胞

中对病毒的容许性最高，病变最快；主动脉另一细胞

成分 TASMCs也显示高度敏感性，也有研究报告了人

源脐动脉平滑肌细胞对DENV的容许性［33］，提示需关

注DENV感染患者主动脉的隐匿风险。TBMECs感染

DENV 后发生明显 CPE，类似地，人 BMECs 感染

DENV-3也引起病变［34］，共同提示脑微血管内皮可能

作为病毒入侵神经系统的途径。

注：A，C6/36 细胞中 DENV 增殖所形成的斑块；B，TAECs 中 DENV 增殖所形成的斑块；C，TASMCs 中 DENV 增殖所形成的斑块；D，THs 中
DENV 增殖所形成的斑块；E，pTRECs 中 DENV 增殖所形成的斑块；F，TBMECs 中 DENV 增殖所形成的斑块。C6/36 细胞作为阳性对照；红圈
指示噬斑；10-3、10-4、10-5表示病毒液稀释倍数；control 表示未感染病毒的对照孔。
Note： A， Plaques formed by DENV proliferating in C6/36 （positive control）； B， Plaques formed in tree shrew aortic endothelial cells 

（TAECs）； C， Plaques formed tree shrew aortic smooth muscle cells （TASMCs）； D， Plaques formed in tree shrew hepatocytes （THs）； E， 
Plaques formed by DENV proliferating in primary tree shrew renal epithelial cells （pTRECs）； F， Plaques in primary tree shrew brain 
microvascular endothelial cells （TBMECs）. The C6/36 cells were employed as the positive control. Red circles demarcate individual plaques. 
Viral dilutions are indicated as 10-3， 10-4， and 10-5. The “control” denotes uninfected wells， serving as a negative reference.
图 3 噬斑实验测定不同树鼩细胞中登革病毒的病毒滴度
Figure 3 Quantification of dengue virus （DENV） titer in tree shrew cells of different tissues via plaque assay
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DENV感染可引起多种眼部症状，包括视网膜出

血、黄斑水肿和血管炎等［35-36］。本研究中，TCSCs感
染DENV后引起该细胞病变和较高水平病毒复制，提

示病毒可能在体内直接感染角膜组织，从而引起病变；

DENV在TCSCs中产生细胞病变的速度早于Vero细胞，

这与丁相荣等［15］的研究结果一致。然而，本研究发

现，DENV在TRMECs上似乎没有复制，细胞病变水平

也相对较低，但病毒增殖情况也可能受细胞状态等多

种因素的影响，因此还需进一步探索。

综上，本研究选择的8种树鼩细胞中，有7种细胞

（TAECs、 TASMCs、 THs、 pTRECs、 TSFs、 TCSCs 和
TBMECs）发生了可明确辨别的CPE，表现出差异的敏

感性和不尽相同的病变特征，且与相应的人源细胞和

病例报告在某些方面相符合。同样地，病毒增殖的分

子水平检测结果也提示这7种树鼩细胞能够支持DENV
复制和感染，而且病毒拷贝数随感染时间而升高；其

中 5种树鼩细胞 pTRECs、TBMECs、TASMCs、TAECs
和THs与阳性对照细胞相当，均能产生感染性子代病

毒；3种树鼩细胞 TAECs、THs、pTRECs与阳性对照

细胞C6/36的子代病毒滴度相当。本研究结果表明，树

鼩细胞具有作为DENV感染机制研究和抗病毒药物开

发工具的潜力，它们可能也是DENV在树鼩体内的感

染位点。值得注意的是，相较于常用的Vero和BHK-
21细胞，树鼩细胞生长速度更快，对病毒感染更敏感，

DENV感染树鼩细胞后更早达到75%～80% CPE（尤其

是TAECs、pTRECs、THs），且产生的病毒载量和滴度

噬斑数达到了常用细胞系水平，因此在病毒制备时能

够兼顾病毒产量和生产效率。

综上所述，本研究选择的7种树鼩细胞对DENV均
具有易感性，其中 pTRECs、TAECs、THs 是发展为

DENV病毒培养工具的潜力细胞。同时本研究提示，

这些树鼩细胞来源的体内组织器官可能是DENV感染

的致病部位，建议研究人员在整体动物造模时应关注

这些组织器官。
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长，兼任本机构的 IACUC 主席和生物安全委员会副主任，以及佛山大学研究生兼职导师。同时受聘

为CNAS兽医领域和实验动物机构认可领域评审员、广东省和广州市科技评审专家，入选CNKI知网

评审专家库。长期致力于实验动物质量标准化、动物疾病模型构建及动物疾病快速诊断等研究工

作，并聚焦于非人灵长类动物病原感染与免疫机制研究。先后主持完成省部级科技计划项目 7 项，

起草实验动物质量控制和检测技术相关标准 20 余项，获得广东省科技进步二等奖 1 项、中国实验动

物学会科技奖励二等奖和三等奖各 1 项、广东省五一劳动集体奖 1 项、广东省实验动物管理工作优秀

团队奖1项，以第一作者或通信作者身份发表论文40多篇。

感染性动物实验的福利与伦理特殊要求
闵凡贵1, 富宏坤2, 刘永刚3, 刘香梅4, 刘忠华5, 李 垚垚 6, 陶雨风2

(1. 广东省生物技术研究院, 广东省实验动物监测中心, 广州 510663;  2. 中国合格评定国家认可委员会, 北京 100062; 

3. 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所, 哈尔滨 150001;  4. 广州质量监督检测研究院, 广州 511400;  5. 华南农业大学

实验动物中心, 广州 510640;  6. 上海交通大学医学院实验动物科学部, 上海 200025)

[摘要] 感染性动物疾病模型是研究传染病传播方式、发病机制及抗感染药物不可或缺的重要工具。在感染性动物
疾病模型制备及应用过程中不可避免会遇到动物疼痛、痛苦等违背动物福利伦理的情况。因涉及生物安全管理，多
数感染性动物实验仍以动物的死亡为实验终点，这对动物福利与伦理的保障工作提出了极高的要求。针对感染性动
物实验的福利与伦理指导原则或规范亟待建立。本文以实验动物福利与伦理的基本原则为依据，探讨感染性动物实
验中福利与伦理的特殊性，强调感染性动物实验应充分考量研究计划的科学研究目的、人员职业健康安全和动物福
利伦理三者之间的平衡。本文还通过文献研究以及与常规实验动物福利伦理要求的对比分析，从人员要求、实验动
物选择标准、生存环境管理及设施设备、特殊照料和兽医护理、人道终点等方面提出感染性动物实验对福利伦理的
特殊要求。笔者认为，开展感染性动物实验的人员应接受有效的生物安全培训，机构应赋予实验动物使用与管理委
员会 （Institutional Animal Care and Use Committee，IACUC）、兽医和兽医技术人员足够权限，以保障人员与动
物福利伦理；实验动物的选择需充分考虑研究目的、福利、伦理及生物安全等要求，实验动物易感性和体型大小是
高等级生物安全实验室重点关注的内容；明确人道终点是感染性动物实验不可或缺的福利伦理要素，环境丰富化和
特殊护理是实现动物福利伦理必要的保障。本文内容可为相关工作提供参考。
[ 关 键 词 ] 感染性动物实验； 福利； 伦理； 人道终点
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(1. Guangdong Provincial Laboratory Animals Monitoring Center, Guangdong Provincial Biotechnology Research 
Institute, Guangzhou 510663, China; 2. China National Accreditation Service for Conformity Assessment, Beijing 
100062, China; 3. Harbin Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150001, 
China; 4. Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou 511400, China; 5. Laboratory Animal 
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Science, School of Medicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200025, China)
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[ABSTRACT] Infectious disease animal models serve as indispensable tools for understanding the 
transmission patterns, pathogenesis, and anti-infective medicine. During the preparation and application of 
infectious animal disease models, situations inevitably arise that violate animal welfare and ethics, such as 
animal pain, suffering, and distress. Considering the biosafety factors, animal mortality is still used as the 
experimental endpoint in most experiments on infectious animals, which poses extremely high 
requirements for animal welfare and ethics. It is imperative to establish guiding principles or norms for the 
welfare and ethics of infectious animal experiments. Based on the fundamental principles of the welfare 
and ethics of experimental animals, this paper explores the special welfare and ethical requirements in 
infectious animal experiments. It emphasizes that infectious animal experiments should fully consider the 
balance among the scientific objectives of the research plan, animal welfare and ethics, and occupational 
health and safety of personnel. Based on literature research and comparative analysis of the welfare and 
ethical requirements of conventional animal experiments, special welfare and ethics requirements for 
infectious animal experiments are proposed, including personnel requirements, experimental animal 
selection standards, living environment management and equipment, special care and veterinary care, and 
humane endpoints. Personnel are required to undergo effective biosafety training, and sufficient authority 
should be granted to the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), veterinarians, and 
veterinary technicians to ensure the implementation of animal welfare and ethics practices. The selection 
of laboratory animals should fully consider the requirements of research objectives, welfare, ethics, and 
biosafety, with the susceptibility and body size of laboratory animals being the key concerns in high-level 
biosafety laboratories. It is also clarified that the humane endpoint is an indispensable element of welfare 
and ethics in infectious animal experiments. Environmental enrichment and special care are necessary 
guarantees for achieving animal welfare and ethics. Therefore, this study can serve as a reference for 
relevant work.
[Key words]  Infectious animal experiment; Welfare; Ethics; Humane endpoints

随着实验动物科学的快速发展，实验动物福利与

伦理理念已深入生物医学科技工作者心中。实验动物

“五大自由”（5 freedoms）和“替代、减少、优化”

（Replacement， Reduction， Refinement，3Rs）原则及其

内涵被充分解读并用于指导动物实验活动，基于此的

研究成果被广泛认可。

作为研究传染病传播方式、发病机制及抗感染药

物等方面的关键环节，感染性动物疾病模型受到高度

重视。为获得最理想的动物疾病模型，不同种属的实

验动物被用于模型筛查研究中［1］。在感染性动物疾病

模型的制备及应用过程中，要求动物饲养在负压屏障

环境中，在接种病原体发病后，不可避免地会产生疼

痛等不适症状。虽然这种不适可以通过镇痛药物来缓

解，但在部分实验过程中，动物接受治疗或镇痛等操

作会影响实验关键数据的获取，并且通常以动物的死

亡（通常采用安乐死）作为科学（实验）终点，这些情况

均与常规实验动物福利和伦理理念相违背［2］。同时，

与常规动物实验相比，感染性动物实验除需要考量和

平衡感染性动物实验科学研究目的、动物福利伦理需

求外，还应考虑生物安全防护要求［3］，针对感染性动

物实验福利与伦理的管理工作更加困难、复杂。因此，

亟须建立动物福利伦理特殊要求的指导原则或规范。

1　感染性动物实验范围

动物实验是指利用实验动物或其他动物开展的科

学研究、教学、检定以及其他实验，包括动物体内实
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验、使用动物离体器官或组织开展体外实验，以及使

用动物源类器官开展的相关实验。利用感染性材料开

展的动物实验统称为感染性动物实验。感染性材料包

括病原生物以及某些存在潜在生物危害的生物材

料［4］，通常不包括益生菌及相关产品。

2　感染性动物实验的特殊考量

同常规动物实验一样，感染性动物实验需要考虑

科研目的与动物福利伦理之间的平衡关系。感染性实

验中使用的感染源以及在感染实验过程中产生的气溶

胶及其他废弃物不仅可能会导致实验场所污染，还可

能会对操作人员造成潜在生物危害。因而，人员福利

及职业健康也是感染性动物实验需要考量的重要因

素［3］。病原生物危害等级越高，对生物安全和职业健

康安全提出的要求就越高。因此，若在科学研究目的、

人员职业健康、动物福利伦理之间实现平衡，则该动

物实验方案具备可行性（图1）。当实验设计不能实现

科学研究目的，或实验使用的感染源在实验过程中缺

乏有效的灭活途径和人员防护措施，或无法提供实现

动物福利的方案时，感染性动物实验研究计划不宜被

批准实施。

2.1　科学研究目的考量
在拟定感染性动物实验研究计划前，首先需要明

确研究目的，如开展病原发病机制研究、确定病原毒

力、研究宿主易感性或病原耐药性等，以便于确认科

学终点；其次，需要系统查阅文献资料，充实研究基

础，做到立论依据充足；最后，还应充分了解选择的

不同种属动物是否有配套试剂和专用检测设备，如单

抗、检测试剂、限定在生物安全实验室范围内专用的

Micro-CT等。如实验条件尚未成熟，则不宜开展相关

动物实验［4］。

2.2　人员职业健康考量
应制定详细的感染性动物实验风险评估报告。风

险评估报告应涵盖感染源的相关生物学特性、生物危

害等级要求、预防与治疗措施、实验活动风险，以及

管理规范、生物安全等级达标的动物设施、相配套的

生物安全设备和个体防护要求等内容，据此来评估机

构所具备的现有条件及项目组成员的能力，以确认该

机构是否胜任项目的开展；还应考虑到特殊人群（免

疫力异常者、妊娠期女性等）不宜参与感染性动物

实验。

2.3　动物福利伦理考量
由于感染实验设施的特殊性和感染引起的损伤等

因素，动物会出现与“五大自由”不符的状态，甚至

在实验中常以自然死亡为科学终点。为了达成科学研

究目的，动物又必须承受这些痛苦和不适，因此在制

定感染性动物实验方案时，要充分应用“3Rs”原则。

当该动物实验不能采用体外实验或其他方法替代时，

应充分考虑并满足动物福利伦理的要求。对于为获得

科学研究目的无法缓解动物痛苦或以自然死亡为终点

的实验，同时要制定合适的纳入和排除机制［5］，确保

在动物福利受到影响的时候，能够采取有效的方式开

展“人道干预终点”［6］。Felgenhauer等［7］在开展流感

相关研究中很好地利用了人道干预终点，在动物体重

减少超过 30%，且出现严重呼吸困难、濒死时，及时

对动物实施了安乐死。此外，还需探讨如何通过优化

实验流程，或通过体外模拟和预实验，减少体内实验

所需的动物数量。只有充分考量“3Rs”原则，将其进

一步应用到实际方案设计中，才能够将感染性动物实

验对动物福利的负面影响降至最低。

3　实验动物福利与伦理通用要求

实验动物福利的核心是保障动物的健康和快乐状

态，是对动物权利的尊重［8］；实验动物伦理的核心是

对动物的人道主义关怀，确认动物在道德层面的应有

地位［9］。2006年，科技部首次颁布了中国关于实验动

物福利伦理的文件《关于善待实验动物的指导性意

见》［10］。这份文件具有行政指令性，为后期陆续制定

的关于实验动物福利伦理管理的国家、行业及地方标

准奠定了坚实的基础［11］。世界范围内，动物福利“五

大自由”和实验动物“3Rs”原则已被广泛认同。

3.1　五大自由
“五大自由”即不受饥渴的自由（生理福利）、生

图 1 感染性动物实验需考量的三要素
Figure 1 Three factors to consider in infectious animal 

experiments
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活舒适的自由（环境福利）、不受痛苦伤害和疾病折磨

的自由（卫生福利）、表达天性的自由（行为福利）、

无恐惧和悲伤的自由（心理福利）。其基本出发点是让

动物在健康和快乐（well-being）的状态下生存，或在

无痛苦的状态下快速死亡，在极端保护动物与极端利

用动物之间找到平衡点。

3.2　“3Rs”原则
“3Rs”原则在获得了广泛认可的同时，也在不断

发展。近年来，在“3Rs”基础上诞生了第四个“R”，
目前对此尚未形成统一认识，多归结为对无结果实验

动物使用计划的“拒绝（refusal，R）”或对实现实验

动 物 价 值 及 保 障 动 物 实 验 科 学 性 的 “ 责 任

（responsibility，R）”。无论是“3Rs”或“4Rs”，都是

为了在不损害科学利益的前提下，最大程度地减少对

实验动物的伤害。如何在感染性动物实验过程中利用

“3Rs”原则指导实验，是目前从事感染性动物实验的

科研人员面临的主要问题。由于感染性实验会给动物

造成不可避免的痛苦和不适，因此，科研人员需充分

考虑采用体外实验（细胞、类器官）等“替代”方法

来实现“科学研究目的”。“减少”即减少动物用量，

需要通过预实验或其他实验结果的推理，科学地计算

出能达到“科学研究目的”前提的最少动物用量。在

计算过程中，还应考虑到因感染性实验中动物死亡带

来的“减员”现象等因素，这些因素的推理和计算都

需要充分研判预实验的结果。“优化”即提升现有的实

验条件或技术方法，在缓解动物福利压力的同时，能

够实现动物实验结果的高效产出。在结合“3Rs”原则

规范实验设计、实施、报告等整个动物实验研究过程

方面，建议使用ARRIVE 2.0指南以及该指南所涉及的

Experimental Design Assistant （EDA） 实验设计平台

（https：//eda.nc3rs.org.uk/）［12］。

4　感染性动物实验的特殊福利伦理要求

研究表明，要确保动物福利体系的一致性，不同

的动物福利会影响感染性动物实验结果［4，13］。因此，

实验过程中动物福利伦理的实施与评估尤为重要，需

特殊考量与福利伦理相关的因素［14］。与常规动物实验

相比，感染性动物实验在人员、实验动物、生存环境、

饲养管理和人道终点等方面提出了更高的要求（表1）。
4.1　人员要求

从事感染性动物实验的人员除了对专业素质、科

学理念、技术操作等因素提出较高要求外，还应接受

全面的职业健康和生物安全培训，熟悉实验动物福利

的评估要求，清楚实验活动中的风险及应采用的防护

措施。此外，应配置专职兽医。兽医应参与制定研究

方案及实验活动的全过程，并能对涉及动物福利的情

况作出准确预判。管理层赋予实验动物使用与管理委

员 会 （Institutional Animal Care and Use Committee，
IACUC）、兽医和兽医技术人员权限处理有特殊福利与

伦理需求的动物，如采取安乐死措施。在感染性动物

实验开展过程中，IACUC、兽医以及机构负责人之间

的沟通显得格外重要。机构应对感染性动物实验提供

足够的资源进行支持，以确保实验顺利、安全地实施，

避免发生生物安全事件。同时，IACUC应充分对感染

性动物实验的研究计划进行科学判断，讨论其必要性

和科学性，在以能够解释科学问题为目标的基础上批

准相关研究计划。兽医人员需对即将开展和已经开展

的感染性动物实验行使监督权利，若出现与动物福利

相违背的事件，应第一时间与研究小组进行沟通，并

处置动物，以确保动物福利的有效落实。

4.2　实验动物选择标准
4.2.1　依据研究目的

单一的动物疾病模型很难同时模拟人类疾病临床

症状、疾病进展、病理生理变化及免疫学反应等疾病

特征，深入研究一种疾病往往要建立多个种属的动物

模型。因此，研究重点不同，选择的动物模型也不同。

首先要根据研究目的去选择实验动物，如研究流感的

免疫机制可以选择小鼠，而建立高度模拟人类流感症

状的理想流感动物模型，则要选择雪貂和非人灵长类

动物［15-16］。
4.2.2　依据福利、伦理及生物安全要求

由于涉及生物安全管理，感染性动物实验在动物

选择方面要求更加严格，首选条件是动物的易感性。

首先，应选择易感动物，且等级越高、标准化程度越

高越好，如选择无菌动物或悉生动物可以更好地获得

预期结果。在确保能达到研究目的的前提下，优先选

择进化程度较低的动物［17］。其次，选用的动物数量必

须符合统计学要求，尽量做到数量最少化。此外，由

于同一种实验动物存在个体差异，还应高度重视个体

的选择：（1）年龄。一般均选用成年动物来进行实验，

但是对于病毒分离相关研究则优先选择幼龄期动物。

（2）性别。在实验研究中，应根据多方面因素来选择

动物的性别，如应考虑雌激素的保护作用、雄性动物

的不相容性等因素。（3）生理状态。选用状态良好的

实验动物，不宜采用处于妊娠、哺乳期的雌性动物。
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4.2.3　依据其他因素
在建立感染性疾病动物模型过程中，实验病原种

类不同、病原接种途径不同、采集的样本量不一致，

都会影响到实验动物种属和体型大小的选择。因此，

应充分考虑各种可能的因素，尽量降低实验动物不适

合的风险。对于新型的模式动物，还应充分考虑是否

有特异性的试剂与耗材。

4.3　生存环境管理及设施设备
感染性动物实验应在负压屏障环境设施内开展，

同时设施符合生物安全实验室的相关标准要求［18］。实

验动物笼器具应无毒无害，表面光滑无倒刺；饲养空

间和饲养方式满足动物需求。由于动物生存微环境为

负压，与生产繁育设施差异大，新进动物的适应性饲

养观察时间（检疫）可能会延长，基础生理生化指标

稳定需要更长的周期。

环境丰富化是保障动物福利的重要途径，但是动

物感染病原后，通常会出现活动减少甚至嗜睡的症状。

在这种情况下，环境丰富措施不宜过度，以免影响动

物的活动。啮齿类动物感染后通常伴有体温的损失，

非人灵长类动物的体温则会升高。面对这种情况，应

当采取必要的措施维持实验动物的体温相对稳定［19］。
此外，群居环境可以充分实现动物社会化，减少

不必要的伤害；还能避免攻击性压力诱导的炎症细胞

活动，上述效应使得实验动物社会化群体管理受到广

泛重视。但是，实验动物仍存在“弱肉强食”的自然

属性，例如群居动物会以体弱或濒死的动物为食。因

此，在实验动物疾病快速进展阶段，应增加观察实验

动物的频次，及时隔离体弱动物，或必要时单独饲养

动物。非人灵长类和犬等大型实验动物通常需要单笼

饲养，对动物实验的开展提出极高福利要求，需要研

究者充分平衡动物福利与研究目的［20］，除了提供包括

玩具、镜子在内的福利措施外，尽量在感染前延长训

练时间，让动物具备更好的自理能力后再进行感染性

实验［21-23］。
在交叉污染控制方面，感染性动物实验室有很高

的要求。尽管ABSL-2实验室在采取有效的隔离措施

时，同一实验间可以兼容多个项目，但仍建议按病原

的特性进行分类管理，例如消化道传播的病原和空气

传播的病原应相对分开。ABSL-3/4实验室则应严格按

照实验室认可适用范围和审批要求，执行单房间单病

表 1　常规动物实验和感染性动物实验福利要求比较
Table 1　Comparison of welfare requirements for conventional animal experiments and infectious animal experiments

福利因素
Welfare factors

人员
Personnel

实验动物
Laboratory animal
生存环境
Living environment

社会化管理
Social management
采食与饮水
Food and water
交叉污染控制
Cross contamination control

兽医护理
Veterinary care
人道终点
Humane endpoint
实验终点
Experimental endpoint

常规动物实验
Conventional animal experiments

具备实验动物从业人员上岗资质
或经过专业培训

遵循“3Rs”原则

普通环境、屏障环境（正压），笼器
具空间尺寸满足《实验动物 环境
及设施》（GB 14925—2023）要求

动物以群居为主

自由采食和饮水

同一实验间可以多项目兼容

正常兽医护理

必要时设置人道终点

动物可以存活和重复利用

感染性动物实验
Infectious animal experiments

ABSL-2 实验室
ABSL-2 laboratory

除满足实验动物从业人员基本需
求外，还应接受生物安全相关培
训并通过考核

除满足“3Rs”原则外，动物易感性
是核心要求，关注动物体型大小

负压屏障环境，笼器具空间尺寸满
足《实验动物 环境及设施》（GB 
14925—2023）要求

啮齿类动物群居为主，大动物单笼
饲养为主

必要时辅助饮食和特殊照顾

采取有效的隔离措施，同一实验间
可以多项目兼容，但应按病原特
性分类管理

特殊兽医护理

出于生物安全风险控制要求，必须
设置人道终点

动物死亡

ABSL-3/4 实验室
ABSL-3/4 laboratory

除满足 ABSL-2 实验室人员要求外，必要
时，实验开展前留存本底血清

除满足“3Rs”原则外，动物易感性是核
心要求，动物体型越小、数量越少越好

负压屏障环境，使用生物安全型笼具，笼
器具空间尺寸满足《实验动物 环境及
设施》（GB 14925—2023）要求

啮齿类动物群居为主，大动物单笼饲养

必要时辅助饮食和特殊照顾

同一实验间只能从事一种病原感染实验

特殊兽医护理

必须设置人道终点

动物死亡
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原管理。

4.4　特殊照料和兽医护理
对于行动困难、食欲低下及其他需要特殊关照的

动物，应当采取必要的特殊照料或辅助饮食的措施，

采取的措施应获得本机构 IACUC和项目负责人的批准。

这类措施应有助于满足动物的基本生理和心理需求，

包括提高环境温度、改变食物性状、提供高营养和适

口性强的食物、优化垫料或做巢材料等。

动物感染疾病后的疾病进展、反复保定和损伤性

采样等均会加重动物的痛苦和伤害。因此，实验设计

中应充分考虑药物干预或特殊医学护理的必要性。药

物治疗或特殊兽医护理对实验结果的影响应该有文献、

预实验结果或其他技术资料的支持，否则不能简单地

因为“可能会影响实验结果”而拒绝采取减少疼痛和

痛苦的兽医护理措施。例如，吗啡能加速沙门菌感染

小鼠模型的疾病进展，并增强沙门氏菌在小鼠中的传

播性，影响小鼠存活率和平均生存时间，在沙门菌感

染动物疾病模型研究中需慎用［24］；而布洛芬可以有效

缓解小鼠疼痛而不影响弓形虫感染的疾病进展，值得

在弓形虫体内感染研究中推广［25］；药效学评价中增加

治疗或药物干预更能模拟人类患者的疾病进展［4］。
是否采取特殊兽医护理需要充分考虑以下 5项因

素：干预措施对病程进展是否有影响，感染导致的脱

水、无法正常采食等对潜在治疗方法或慢性病是否有

影响，采取药物干预或支持性护理的动物感染模型可

能更好地模拟现实中患者的体况，动物所经历的预期

疼痛或痛苦程度是否会显著改变其免疫反应，动物感

染模型承受的痛苦和伤害在人类疾病患者身上基本不

会发生。

4.5　人道终点
人道终点是人为采取措施减轻、最小化或终止实

验动物的疼痛或痛苦的时机，通常早于实验终点；人

道终点不是单纯的安乐死，也包括为了减轻或缓解动

物的疼痛或痛苦而实施的有效措施，如治疗手段或终

止实验操作，通过人道终点的实验动物仍然可以存活。

加拿大实验动物管理委员会针对人道终点确立并制定

了《动物科学终点、人道干预点和累积终点确定指

南》［6，26-27］，该指南对动物实验的科学终点、人道干预

点、累积终点的确定、实施和监督进行了阐述和分析，

具有很好的借鉴作用。

感染性动物实验的疾病进展会给动物带来持续的福

利问题。因此，每个实验方案均应建立针对特定病原感

染的人道终点评价体系。通常不同病原对应的人道终点

不同，不能一概定论。感染性动物实验人道终点的评价

体系主要基于动物的状态和行为，包括但不限于以下5
项指标［2，4，28］：（1）体重变化。表现为体重快速下降

（如下降10%～20%）、动物完全不摄食或摄食明显减少、

未监测到体重变化但出现恶病质等情形。（2）体温变

化。体温显著降低，通常低于34 ℃［29］，触之冰冷。（3）
体征变化。全身性脱毛或被毛粗乱，持续性倦怠伴随蜷

缩、弓背、目光呆滞、嗜睡或持续躺卧等。（4）生理指

标。动物在感染过程中，机体功能和代谢发生不可逆的

损伤，严重影响动物健康的情形，如炎症因子风暴的诱

发。（5）异常行为。包括活动性下降、警觉性下降、刻

板行为、自残、焦躁不安等。

5　感染性动物实验福利与伦理的实施管理

由于感染性动物实验涉及生物安全管理，所有动

物实验方案均应先提交机构生物安全委员会进行审查，

通过审查后再提交 IACUC进行福利与伦理审查。

动物福利与伦理工作应进行闭环管理。动物实验

活动开始之前，确定好动物福利伦理措施；动物实验

活动开展过程中做好日常监督；动物实验活动实施完

成后，应审查福利与伦理措施的有效性；IACUC与兽

医应全程参加动物福利与伦理的管理工作［30］。
研究人员提交的感染性动物实验方案应有平衡科

研目的与动物福利伦理的说明；明确潜在的动物福利

伦理问题及必要的干预措施；提供实验终点和人道终

点，尽可能避免以动物死亡作为实验终点［3］。研究人

员、兽医师、护理人员和 IACUC应熟悉人道终点评价

体系，并能客观地评价人道终点。

当生物安全风险控制与动物福利伦理要求相冲突

时，应遵循“风险优先与最小伤害平衡原则”。在法定

框架下，生物安全是国家安全的重要组成部分，强调

的是防范和应对生物风险，保障人民生命健康和国家

安全。因此，研究人员首先需要严格执行《生物安全

法》关于病原体管理和实验室生物安全的规定，同时

遵守《科技伦理审查办法 （试行）》（国科发监

〔2023〕 167号）对实验动物使用的伦理审查要求，通

过优化实验设计、改进操作流程等方式，将动物福利

损害降至最低，例如采用“仁慈终点”操作及时终止

动物痛苦。在 IACUC进行福利与伦理审查时，需重点

关注研究的必要性和研究人员是否明确了感染性动物

实验中两者的平衡点。生物安全和动物福利伦理并不

是完全对立的概念，通过科学管理和伦理审查，既能

有效保障实验动物的使用符合科学研究的需要，又能

确保实验动物在使用过程中不受虐待和被过度使用。
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6　总结和展望

实验动物是“活的度量衡”，是生命科学研究中的

“人类替难者”，有权利享受福利保障和伦理关怀。动

物福利和伦理不是极端的动物保护，它代表的是科学

研究与动物福利伦理之间的利益平衡。动物福利应贯

穿于实验动物的饲养管理、运输、检验检疫、实验设

计、实验操作等各个环节［31-32］。
感染性动物实验不可避免地会导致动物持续产生

疼痛、痛苦和悲伤，这对动物福利和伦理提出了极高

的要求。如何有效平衡科研目的与动物福利伦理及生

物安全的关系，是研究人员需要深入设计规划、

IACUC审查与监督的核心内容。感染性动物实验中的

人道终点至关重要，需充分利用“科学终点”、“人道

干预终点”以及“累计终点”来确保动物的福利的实

施：将动物生存率作为病原致病性研究、评价疫苗或

药物的关键指标，动物死亡仅作为实验终点；目前已

建立人道终点指标的感染性实验，如流感病毒研究，

不得以实验动物自然死亡为评价指标；对于目前仍然

以动物自然死亡作为科学终点的研究，应该思考如何

减轻动物痛苦，或在动物濒死时立即终止实验的情况

下如何达到研究目的。因此，动物实验相关人员均应

接受人道终点评价体系培训，客观地评价人道终点。

实验动物福利落实在人，包括科研人员、IACUC
成员、兽医、实验操作人员及饲养人员。各个环节的

人员都应秉承科学精神，心怀仁义道德，对实验动物

负责，善待实验动物生命，维护实验动物福利伦理。

实验动物的福利问题关系到科学结果的准确性、科学

家在公众心目中的形象，也影响到公众对科学研究的

认可度，在多领域全方位践行实验动物福利可助力于

我国科技大国形象和科技创新能力的提升。
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本栏目在开始阶段曾和大家讨论过“为什么要开

展动物实验”［1］以及“如果动物实验不严谨”会有什

么严重后果［2］。这一期我们将进一步探讨影响动物实

验严谨性的性别“歧视”问题及对策。

在生物医学研究发展进程中，“男性（雄性）主

导”曾是一条不成文的“传统”。而在动物实验中，研

究者也常常偏好使用雄性动物。乍看之下，选用雄性

动物似乎有诸多“便利”，例如可以省去追踪雌激素变

化的繁琐步骤，也可避免雌性动物因雌激素周期性变

化带来的实验数据波动。然而，不容忽视的是，不同

性别的个体间在生理结构、激素水平、免疫机制，乃

至疾病发生和发展上存在显著差异。若仅从单一性别

（雄性）个体中获取数据，再将研究结果“广而推之”，

直接应用到另一种性别（雌性）群体，可能会给后者

带来更高的安全风险与健康隐患。本文将从心血管、

免疫等方面的最新生物医学研究出发，为读者揭示动

物实验中“性别歧视”的现状与危害，并探讨为何

“男（雄）女（雌）有别”这一问题值得我们高度

重视。

1　生物医学研究中的“她”缺席

1.1　“单一性别”研究传统的历史与成因
回顾近现代医学史，女性群体在很多临床研究中，

并未受到应有的重视。历史上，女性常被认为是医学

和生物医学研究的“小人物”而被排除在外——药物

临床试验通常只招募男性志愿者。即使是在21世纪的

今天，临床研究中女性的参与比例也低于男性。不仅

如此，作为生物医学研究的临床前工作——动物实验

通常也将使用雄性动物设置为默认选项。研究显示，

在 2011—2012年发表的 1 200余篇神经科学论文中，

仅有42%注明了所用动物的性别，其中仅 24%真正纳

入了雌性动物［3］。而在这些纳入了雌性动物的研究论

文中，真正将雌性和雄性数据分开统计的屈指可

数［4］。这样的“单一性别”研究传统不仅存在于神经

科学领域，在其他领域也普遍存在。加州大学伯克利

分校的研究人员曾对2009年出版的34种生物医学期刊

文献进行抽样分析，其中涵盖神经生物学、免疫学、

生殖生物学等10个学科，结果显示，只有28%的实验

同时使用了雌性和雄性动物［4］。神经生物学和药理学

两个主要学科的“雄性偏好”尤其明显，研究中雄性

和雌性占比分别达5.5∶1和5∶1［5］。
那么，为什么会产生这种现象呢？一方面，部分

研究者担心雌性动物的激素周期会带来更多的数据

“噪声”，增加实验复杂度［6］；另一方面，若将雌性和

雄性分组研究，往往需要更大的样本量、更多的经费

以及更长的实验周期［7］。因此，基于种种考虑，不少

研究团队在实验设计之初就选择了“只用雄性”这条

“捷径”。然而，从科学的严谨性和对人类健康的全面
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考量来看，这条“捷径”或许并不能节省时间和成本——

因为忽视性别差异导致的数据偏差，很可能会在

后期研发或临床试验阶段造成更多的失败和资源

浪费［8］。
1.2　动物实验中的“两性别”政策与现状

针对动物实验中的“性别歧视”现象，加拿大卫

生部早在2010年就要求其资助的项目在实验设计阶段

必须考虑性别因素［9］。此后，美国国立卫生研究院

（National Institutes of Health，NIH）也于2014年出台正

式规定，要求科研项目应当尽量纳入“两性别”的实

验动物，若仅使用单一性别，则需说明科学理由［10］。
这些政策的实施效果又如何呢？

十年后的 2020 年，美国西北大学医学院的

Woitowich等［5］发表了关于动物实验性别歧视问题的

新一轮统计分析。通过对2009年和2019年发表的文献

进行追踪分析，研究发现，同时使用雄性和雌性实验

动物的论文占比在 2009年为 28%，到 2019年增长为

49%［5］；其中神经科学和免疫学领域的研究论文中

“两性别”使用率提升最为显著，分别从29%和16%上

升至63%和46%［5］。尽管这一结果看似令人欣慰，但

进一步分析却发现，在2019年发表的论文中，将雌性

和雄性数据分开统计分析的比例反而低于 2009年［5］。
这表明许多研究虽然在实验设计上纳入了雄性和雌性，

但并未将性别视为一个潜在影响实验结果的重要变量

进行深入研究。从整体来看，这种“在场却不受重视”

的情况依旧未得到根本性改善。

目前，除北美地区出台了相对明确的要求外，欧

盟、日本和中国等国家或国际组织还没有出台完善的

强制性政策来约束科研项目必须将性别因素纳入考量。

由此可见，动物实验中的“性别歧视”仍然是一个世

界范围内尚未彻底解决的问题。

2　动物实验中性别因素的重要性

2.1　“男女有别”并非小误差
2.1.1　不同性别的心血管差异

心血管疾病是全球死亡率位居首位的疾病。女性

绝经前的高水平雌激素在一定程度上能保护其心脏，

使得绝经前女性的心脏病发病率显著低于同年龄段男

性。但在绝经后，女性雌激素水平下降，心脏病发病

率急剧上升；至 50岁后，女性的患病率与男性相当，

甚至在某些情况下更高［11］。在小鼠心脏病实验模型

中，雄性小鼠与雌性小鼠的心脏结构和细胞组成也存

在明显差异：雌性小鼠间充质细胞的数量大约是雄性

小鼠的1.6倍，而雄性小鼠髓样细胞、粒细胞和B细胞

的占比更高［12］。如果通过切除性腺来消除激素影响，

雄性小鼠和雌性小鼠的心脏细胞构成会逐步变得相似；

再次补充雌激素或雄激素后，之前的差异又会重新出

现［12］。由此可见，性激素水平对于心脏结构及功能的

调控极为关键。在此背景下，如果仅使用雄性动物构

建模型来研究心脏疾病，其结论对雌性个体乃至女性

患者的适用性可能会大幅削弱。

2.1.2　不同性别的免疫差异
男性和女性对外来病原和自身抗原的免疫反应非

常不同。一般情况下，女性的体液免疫和细胞免疫都

相对更强。研究发现，女性乙肝病毒携带者的病毒载

量往往低于男性；人类免疫缺陷病毒 （human 
immunodeficiency virus，HIV）急性感染的女性血液中

病毒载量比男性低约 40%；面对各种疫苗，女性往往

也能产生更好的免疫应答［13］。反之，“免疫更强”也

为女性增加了患自身免疫性疾病的风险，比如系统性

红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）、干燥

综合征（Sjögren syndrome，SS）等疾病的女性患者明

显高于男性［14］。有意思的是，NZB/WF1小鼠模型在

系统性红斑狼疮的病理特征上与人类具有相似性——

雌性小鼠的发病率和死亡率都远高于雄性小鼠［15］。若

只是使用雄性小鼠去研究 SLE，就永远无法看清真实

的两性世界中 SLE的严重程度，也无法为患病率更高

的女性患者提供更有效的干预措施。

2.2　“雌性缺失”对女性健康的隐形风险
在基础研究和药物研制阶段仅以雄性动物的实验

数据为依据，很可能导致研究结果在面对女性激素水

平、基因表达和代谢途径等特殊变化时出现效果误差。

统计数据显示，女性的药物不良反应率大约是男性的

1.5～1.7倍［16］。这种差异一方面源于男性和女性的药

物代谢通路可能存在不同，另一方面则因为多数药物

的早期测试主要依赖雄性动物或人类男性受试者，缺

乏针对女性人群的药物适应性研究。例如，美国最受

欢迎的安眠药安比恩（Ambien，通用名为唑吡坦）在

女性体内的代谢速度较慢，使得女性在服用后第二天

早上体内药物浓度仍然较高，进而影响驾驶等需要高

度警觉的活动［17］。此药物反应上的性别差异促使美国

食品药品监督管理局（Food and Drug Administration，
FDA）在 2013年调整了女性的推荐剂量，将女性推荐

剂量减半以降低不良反应风险［18］。此外，低剂量的阿
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司匹林在预防男性群体发生心肌梗死方面有疗效，而

在女性群体中则更多地起到预防脑卒中的作用［19-20］。
这些案例无疑凸显了药物研发和临床试验中性别

因素的重要性，提示未来的医药研究和药物开发需要

更加重视性别差异。在新药研发过程中，非常有必要

从动物研究的最初阶段就将性别差异纳入考量；同时

对现有药物也应该进行不同性别的回顾性研究，以完

善研究结论，提高两性别治疗效果的一致性和安全性。

3　科研中“性别平衡”难以实现的原因及解决
对策

3.1　原因
如前所述，在科学研究发展历史中，性别差异往

往会被有意或无意地忽视。即便在部分科研人员对疏

忽性别因素会造成严重后果有所认识的今天，科学研

究中的性别平衡也难以实现。究其原因，除研究人员

对于雌性动物性周期和研究成本的考量外，对性别差

异的认识不足也是一个重要因素。许多研究者对于性

别如何影响实验结果的具体情况缺乏深入理解，有时

甚至认为只要实验结果看起来可行就足够了。这种思

维方式可能导致研究结果无法广泛适用于不同性别。

此外，相关政策和审稿制度的不严格也助长了这

一现象。尽管加拿大卫生部和美国NIH已经要求在研

究申请和资助阶段考虑性别因素，但在更多的国家和

地区，类似的要求尚未成为标准或纳入科研审批制度。

即便主流期刊在投稿指南中提出了性别因素的相关建

议，但往往缺乏强制约束力，导致许多研究人员仍未

能充分考虑“性别平衡”的重要性。

综上，科研中对性别差异的忽视既来自资源和认

知的匮乏，也受到现行政策和审批制度的制约。面对

这种情况，科学界需要加强对性别因素的重视教育、

制定严格的支持政策和完善学术审稿标准，以推动科

学研究中的“性别平衡”，确保研究结果的普遍适用性

和科学严谨性。

3.2　对策
在生物医学研究中，性别因素的忽视不仅是一个

研究设计上的缺陷问题，也关系到科研质量和成果的

适用性。对此，可以从以下几个方面着手来解决这个

问题。

首先，科研资助机构应该完善审批与监管流程，

借鉴加拿大卫生部和美国NIH的经验，强制要求在项

目申请阶段明确说明是否考虑性别因素以及如何设计

实验来分析不同性别的数据，这可以从源头上保证科

研资金的合理使用，并促进研究质量的提升。

其次，学术期刊和学术团体应加强对提交稿件的

质量审核，确保研究者在方法学部分详细注明动物的

性别分配，并检查是否进行了性别分组分析。对于未

充分考虑性别差异或未能提供忽视性别差异的理由的

研究论文，应要求作者补充相关数据或在讨论部分明

确指出研究的局限性。

再次，高校和科研院所应在教育环节强调动物性

别差异的科学性，通过系统化课程和专题讲座帮助研

究人员深入理解性别如何影响生理和遗传表现，以及

这些差异对实验结果可能产生的影响，尤其是依赖单

一性别动物实验获得的医药制品曾在实际应用中带来

怎样的不良后果。通过理论教育和实践教训警示，达到

从思想上消除科研中忽视“性别平衡”的根本性问题。

最后，通过多中心合作和大数据共享的方式，排

除饲料差异、微生物组差异及饲养密度差异等环境因

素的干扰，让性别因素的影响得以被更充分、准确地

提炼和显示。如国际小鼠表型分析联盟（International 
Mouse Phenotyping Consortium，IMPC）曾对4万多只基

因敲除小鼠的表型数据进行大规模汇总，并在不同实

验中心进行重复验证，找出了许多表型在雄性小鼠和

雌性小鼠之间的差异［21］。对大规模数据的多中心合作

研究和分析，可以帮助科研人员更准确地识别和理解

性别因素对研究结果的影响。这种合作不仅能减少单

一环境的局限性和偏差，还能通过广泛整合数据库资

源，加深我们对不同疾病模型用于不同性别群体研究

适宜性的理解，进而推动个性化医疗的发展。

通过这些措施的实施，可以逐步提高科研领域对

性别差异的认识和重视，从而提升研究结果的适用性

和科学性。这不仅是学术界的责任，也是科研人员向

社会公众承诺的一部分，以确保科研成果能够公正地

惠及每一个人。

4　结语

研究人员开展动物实验的初衷都是为了人类健康，

但如果在实验过程中只用雄性动物，那么我们更精准

地表述或许应该是“为了男性健康”。事实证明，无论

是心血管疾病、感染性疾病，还是代谢疾病或自身免

疫疾病，都存在显著的性别差异。对这些差异视而不

见，不仅与科学精神相悖，更会对女性乃至整体人群

带来潜在危险。重视性别差异显然有助于提高研究的

准确性。而且通过雌性和雄性对比，我们可以识别更

多潜在的生理机制与调控靶点，避免得出“半吊子”
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结论。同时，重视性别差异还有助于加快新药研发进

程。在动物实验阶段即实施雌性和雄性分组，并依据

实验结果及时调整后续临床试验，能够有效降低临床

阶段遭遇不良反应的突发风险。从宏观角度看，在实

验动物分组中纳入不同性别，前期看似增加了投入，

但长远来看，不同性别的纳入能够有效减少因性别差

异导致的实验数据偏差、结论局限性，从而避免重复

实验与资源浪费。最后，从动物实验伦理角度考量，

在“3Rs”原则（替代、减少、优化）的指导下，重视

不同性别动物的使用是真正优化实验设计、避免无谓

的动物牺牲、使研究结论实现社会价值最大化的保障。

需要强调的是：动物实验中的“性别歧视”，并非

只是一种道德或社会议题，而是实实在在影响科学严

谨性和公众健康的关键因素。随着研究逐步深入，我

们对生理、免疫和遗传机制的认识越发细化，对性别

变量的忽视只会让结论更加片面，甚至可能产生误导。

让“她（雌）”在科研实验中得到与“他（雄）”同

样的重视，不仅是对科学客观性的尊重，更是对所有

女性乃至所有人健康的守护。换句话说，只有真正做

到男性和女性平等、雄性和雌性并重，我们才能在未

来的医学与生物学研究中跨出更稳健、更全面的一步。
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