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长春瑞滨诱导大鼠足背静脉炎模型的动态评价
姜 萌1, 郝淑兰1, 仝立国1, 仲启明1, 高振飞2, 王永辉2, 王晞晞星1, 吉海杰1

(1. 山西省中医药研究院中心实验室, 太原 030012;  2. 山西中医药大学方剂学教研室, 太原 030619)

[摘要] 目的　动态观察经大鼠足背静脉注射长春瑞滨溶液诱导静脉炎模型的临床症状和病理变化。方法　28 只 11
周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠随机分为模型组 （20 只） 和对照组 （8 只）：模型组经右后肢足背静脉单次注射 0.1 mL 长春
瑞滨溶液 （4 mg/mL），对照组同法注射等体积生理盐水。每日观察两组大鼠的静脉炎发生情况并记录其分级，采
用排水法测量患肢体积并计算肿胀率，双足平衡测痛仪测试患肢承重占比，红外热像仪检测患肢皮肤温度，连续
9 d。模型组从第 1 天起隔日处死 3 只大鼠，取从注射点至向心端 1 cm 处的静脉组织，采用苏木精-伊红染色法观察
静脉组织病理学改变，用扫描电子显微镜观察血管内膜表面微观结构变化。结果　与对照组大鼠比较，模型组大鼠
第 1 天出现红肿，至第 3 天肿胀率达到 （81.89±15.75） % （P<0.001），而后红肿逐渐缓解，至第 9 天降至 （15.41±
0.33） % （P<0.01）；模型组大鼠患肢第 1 天出现痛觉，至第 3 天明显加剧，承重占比降低至 （36.35±4.91） % （P<
0.001），同时患肢病灶皮肤发热，第 5 天明显升高至 （36.36±0.40） ℃ （P<0.001），痛觉和发热在第 9 天均基本恢复
至正常。模型组大鼠患肢静脉炎分级显示，第 1 天Ⅱ级占 75.0%；第 3 天Ⅲ级、Ⅳ级各占 37.5%；第 5 ~ 9 天多数出现
条索状静脉，以Ⅲ级为主。患肢静脉组织从第 1 天的周围水肿和炎性细胞浸润，逐渐进展为第 3 ~ 9 天的内膜破溃、
管壁增厚，甚至管腔狭窄；同时静脉内膜亦从内皮细胞紧密连接破坏、血细胞粘附，进展为内膜表面粗糙、褶
皱及隆起。结论　经后肢足背静脉单次注射 0.1 mL 长春瑞滨溶液 （4 mg/mL） 建立的静脉炎大鼠模型在第 3 ~ 5 天
以局部红、肿、热、痛为典型特征，至第 9 天基本消退，但仍可见条索状静脉；随病程延长，静脉组织出现水肿、
管壁增厚及管腔狭窄，静脉内膜破溃、表面粗糙甚至完全缺失。

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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Dynamic Evaluation of Vinorelbine-Induced Phlebitis of 

Dorsalis Pedis Vein in a Rat Model

JIANG Meng1, HAO Shulan1, TONG Liguo1, ZHONG Qiming1, GAO Zhenfei2, WANG Yonghui2, WANG Xixing1, 
JI Haijie1

(1. Department of Central Laboratory, Shanxi Province Academy of Traditional Chinese Medicine, Taiyuan 030012, 
China;2. Department of Formulas of Chinese Medicine, Shanxi University of Chinese Medicine, Taiyuan 030619, 
China)
Correspondence to: WANG Xixing (0000-0003-2444-7248), E-mail: wangxx315@163.com;

JI Haijie (0009-0006-7219-6649), E-mail: jihaijie82@hotmail.com

[ABSTRACT] Objective　To dynamically observe the clinical symptoms and pathological changes in a rat 
model of vinorelbine-induced phlebitis via injection into the dorsalis pedis vein. Methods　 Twenty-eight 
11-week-old male SPF-grade SD rats were randomly divided into a model group (n=20) and a control group 
(n=8). The model group received a single injection of 0.1 mL vinorelbine solution (4 mg/mL) via the right hind 
limb dorsalis pedis vein, while the control group received an equal volume of normal saline via the same 
method. The occurrence and grading of phlebitis in both groups were observed and recorded daily. The 
volume of the injured limb was measured by the drainage method to calculate the swelling rate. The weight-
bearing ratio of the injured limb was assessed using a bipedal balance pain meter, and the skin 
temperature of the injured limb was measured by infrared thermal imaging. These measurements were 
conducted for 9 consecutive days. Starting from day 1, three rats from the model group were euthanized 
every other day. A 1-cm segment of the vein extending proximally from the injection site was collected. 
Pathological changes in the vein tissue were examined by hematoxylin-eosin staining, and ultrastructural 
changes of the vascular endothelium were observed using scanning electron microscopy. 
Results　 Compared to the control group, the injected hindlimb of model rats showed redness and 
swelling on day 1, with the swelling rate peaking at (81.89±15.75) % on day 3 (P<0.001), then gradually 
alleviating and decreasing to (15.41±0.33) % by day 9 (P<0.01). Pain was observed in the affected limbs of 
model rats on day 1 and worsened markedly on day 3, with the weight-bearing ratio decreasing to (36.35±
4.91)% (P<0.001). Meanwhile, the skin temperature of the lesion site increased, reaching (36.36±0.40) ℃ on 
day 5 (P<0.001). Both pain and fever returned to near normal levels by day 9. Phlebitis grading in the model 
group showed that 75.0% of rats were grade Ⅱ on day 1; grade Ⅲ and Ⅳ each accounted for 37.5% on day 3; 
from days 5 to 9, most rats exhibited cord-like veins, predominantly grade III. Venous tissue showed 
peripheral edema and inflammatory cell infiltration on day 1, which gradually progressed to intimal rupture, 
vessel wall thickening, and even lumen narrowing from day 3 to 9. The venous intima exhibited destruction 
of tight junctions between endothelial cells and adhesion of blood cells, progressing to roughened, 
wrinkled, and protruding intimal surfaces. Conclusion　 The vinorelbine-induced phlebitis of dorsal foot 
vein in rat model is characterized by local redness, swelling, warmth, and pain from days 3 to 5, which 
largely resolve by day 9, although cord-like veins can still be observed. With disease progression, venous 
tissue develops edema, vessel wall thickening, and lumen narrowing. The venous intima shows rupture, 
roughening, and in some cases, complete loss.
[Key words]  Phlebitis; Dorsalis pedis vein; Vinorelbine; Rats

静脉输液是临床上常用的治疗方式之一，但输注

发疱剂或强刺激性药物后患者易发生局部红肿热痛，

严重者可见沿静脉走行色素沉着和静脉栓塞［1］。长春

瑞滨作为发疱性化疗药物的代表，适用于非小细胞肺

癌、乳腺癌及卵巢癌等肿瘤疾病治疗，而静脉炎是该

药物在临床治疗中最常见的不良反应之一，不仅增加
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患者心理负担与身体痛苦，严重时可影响到化疗方案

的实施［2-3］。因此，开展化疗性静脉炎相关的基础研

究具有重要价值，其中动物模型是不可或缺的研究

工具。

目前，化疗性静脉炎动物模型多经兔耳缘静

脉［4-6］和小鼠尾静脉［7-8］注射发疱药物诱导。另外，

在大鼠尾静脉及兔耳缘静脉周围皮下注射刺激药物亦

可构建化疗性静脉炎动物模型［9］。本课题组前期经大

鼠足背静脉注射3～5 mg/mL长春瑞滨溶液成功构建了

静脉炎模型，表现为局部红肿及条索状静脉，甚至皮

肤溃烂，与以往模型比较具有操作简单及接近临床症

状的特点［10］。为进一步明确化疗性静脉炎的宏观病症

和微观结构变化特点，本研究从静脉炎分级、患肢肿

胀率、患肢局部皮肤温度、患肢承重占比、血管病理

学和内膜表面结构等方面多时间点动态评价长春瑞滨

溶液诱导的大鼠后肢足背静脉炎模型，以期为后续开

展病理机制研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物及饲养环境
SPF级雄性SD大鼠28只，11周龄，体重为（330±

10） g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司

［SCXK（京） 2019-0008］，饲养在山西中医药大学屏

障环境实验室［SYXK（晋） 2020-0006］。本研究方案

通过山西中医药大学医学伦理委员会和山西省中医药

研究院医学伦理委员会批准 （AWE202312409、
SZYLY2024KY-0302），所有实验操作均符合实验动物

伦理要求。

1.2　主要试剂与仪器
酒石酸长春瑞滨注射液（江苏豪森药业集团有限

公司，批号 600210701）；异氟烷（山东安特牧业科技

有限公司，批号151987015）；脱毛膏［利洁时（苏州）

有限公司，批号11734］；R540IE型小动物麻醉机（深

圳瑞沃德生命科技股份有限公司）；PV-200型足趾容

积测量仪和PH-200型双足平衡测痛仪（成都泰盟科技

有限公司）；628C型红外热像仪［含AnalyzIR分析系

统，飞础科智慧科技（上海）有限公司］；SU8100型
扫描电子显微镜（日本Hitachi公司）；BX61正置显微

镜（日本Olympus公司）；HM325型石蜡切片机（美国

Thermo Fisher Scientific公司）。

1.3　大鼠足背静脉炎模型制作及评价流程
28只大鼠用脱毛膏脱去右后肢背侧毛发备皮，次

日经 2%异氟烷麻醉，橡皮筋结扎后肢踝关节上 2 cm
处以充分显露静脉，医用酒精（即 75%乙醇溶液）棉

球擦拭足背，0.45 mm×1.5 mm输液针穿刺足背静脉。

其中 20只大鼠一次性注射 0.1 mL质量浓度为 4 mg/mL
的长春瑞滨溶液，作为模型组；8只大鼠注射等体积生

理盐水（即 0.9% NaCl溶液），作为对照组。注射完成

后，按压针口至无血液外漏。每日观察对照组和模型

组（随机抽取8只）大鼠的活动、进食及被毛等情况，

记录静脉炎分级，测量患肢体积，计算肿胀率，拍摄

热像图，记录患肢局部皮肤温度，测量患肢承重占比，

持续 9 d。同时，分别在第 1天、第 3天、第 5天和第

7天，从其余12只模型组大鼠中随机选取3只处死，取

从注射点至近心端1 cm处的静脉组织进行病理学观察。

第 9天观察结束后，对照组和模型组 8只大鼠均处死，

同法取材。

1.4　模型评价相关指标
肿胀率：采用排水法测量患肢体积。将实验大鼠

后肢放入容积测量仪装有水的烧杯中，浸入至踝关节

上2 cm处，待示数稳定后记录水体积。计算公式：肿

胀率（%）=（造模后容积－造模前初始容积） /造模前

初始容积×100%。
患肢承重占比：将大鼠放入双足平衡测痛仪，倾

斜测试盒使其左、右后足分别置于左、右压力传感器

中央，待动物安静后记录双足压力。计算公式：承重

占比（%）=右后足压力/双足压力总和×100%。
皮肤温度：将大鼠右后肢向外平展于水平桌面，

用红外热像仪于距离45 cm高度处垂直拍摄患肢从注射

点至向心端 5 cm的部位，用AnalyzlR系统自动分析病

灶部位平均温度。

静脉炎分级：每日肉眼观察大鼠患肢颜色、肿胀

及皮损程度等，参考美国护理学会2021年版《输液治

疗护理实践标准静脉炎分级标准》［11］进行评级：无症

状为 0级；穿刺点局部发红为Ⅰ级；局部红斑或水肿

为Ⅱ级；红斑、水肿、条索状静脉为Ⅲ级；红斑和水

肿显著，条索状静脉形成，伴局部溃烂或脓液流出，

记为Ⅳ级。

1.5　大鼠静脉组织病理学观察
采用CO2安乐死法处死大鼠，取右后肢足背（从

注射点至向心端 1 cm范围）静脉组织置于 3%戊二醛

溶液中固定 4 h，用 0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗 3次，每

次 10 min；然后放入 1% 锇酸溶液中固定 2 h，用

0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗3次，每次10 min；经乙醇溶

液梯度脱水后冷冻干燥，经离子溅射仪镀膜制作电镜

标本，用扫描电子显微镜观察静脉血管内膜超微结构。

同时留取一部分后肢静脉组织置于4%多聚甲醛溶液中
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固定过夜，常规脱水，石蜡包埋，切片，苏木精-伊红

染色后，光学显微镜下观察病理学变化。

1.6　统计学分析
采用SPSS 27.0软件分析实验数据。肿胀率、患肢

承重占比和皮肤温度用平均数±标准差表示，采用独立

样本 t检验进行组间比较；2组间的静脉炎分级比较则

采用Kruskal-Wallis H非参数检验。以P<0.05表示差异

具有统计学意义。

2　结果

2.1　足背静脉炎模型大鼠的患肢外观变化
实验期间两组大鼠状态良好，被毛平顺有光泽，

饮水及进食正常。如图1A所示，对照组大鼠右后肢皮

肤光滑润泽且无红肿；模型组大鼠在注射后第 1天可

见右后肢红肿及充血性红斑；第 3天患肢肿胀进一步

加剧，局部皮肤破溃及脱屑；第 5天红肿减轻，脱屑

减少，溃烂面积开始缩小；第 7天红肿明显消退，脱

屑进一步减少，溃烂处干燥结痂；第 9天结痂颜色变

浅，可观察到条索状静脉或串珠样静脉堵塞。

2.2　足背静脉炎模型大鼠的患肢肿胀率变化
对照组大鼠在实验期间右后肢无肿胀，而注射长

春瑞滨溶液的模型组大鼠右后肢第 1天即出现明显肿

胀，第 3天肿胀程度最严重，之后至第 9天逐渐减轻。

不同时间点的两组大鼠注射侧后肢肿胀率数据见表1；
在同一时间点比较，模型组大鼠的患肢肿胀率均大于

对照组，差异有统计学意义（P＜0.01）。
2.3　足背静脉炎模型大鼠的患肢承重占比变化

如表 1所示，对照组大鼠在实验期间右后肢承重

占比均约为双足总压力的 50%，且无明显变化；与对

照组比较，模型组大鼠的右后肢承重占比在造模后第1
天即出现明显降低（P＜0.01），第 3天降至最低（P＜
0.001），此后逐步上升，从第7天开始基本恢复至与对

照组无显著差异（P＞0.05）。
2.4　足背静脉炎模型大鼠的患肢皮肤温度变化

采用红外热成像仪检测大鼠右后肢皮肤温度，红

外成像如图1B所示，不同时间的皮肤温度数据见表1。
结果显示，对照组大鼠的患肢局部皮肤温度较为一致，

平均温度维持在34 ℃左右；而模型组大鼠在第3～5天
患肢局部发热，发热范围集中于踝关节以上至后肢根

部，其中第 3天升至（35.17±0.81）℃，第 5天达峰值

为（36.36±0.40）℃，与对照组对应同一时间点相比差

异均具有显著的统计学意义（P＜0.01，P＜0.001），
第9天基本恢复正常。

2.5　足背静脉炎模型大鼠的患肢静脉炎分级变化
实验期间每日记录两组大鼠患肢的静脉炎分级，

如表2所示。对照组大鼠静脉炎分级均为0级。模型组

大鼠第1天后肢红肿，Ⅱ级占比为75.0%；第3天肿胀

加剧，多数大鼠出现条索状静脉，且局部有溃烂或有

脓液流出，Ⅲ级、Ⅳ级各占 37.5%；第 5、7和 9天则

以Ⅲ级为主，局部溃烂逐渐恢复，仍可见条索状静脉，

至第 9天Ⅱ级和Ⅲ级分别占 37.5%和 62.5%。Kruskal-
Wallis H非参数检验显示，模型组在不同时间点的患肢

静脉炎分级与对照组比较均有统计学意义（H=34.11，
P<0.05）。
2.6　足背静脉炎模型大鼠的患肢静脉组织病理学
变化

苏木精-伊红染色法观察大鼠右后肢足背静脉组织

病理学改变，如图 2A所示。对照组大鼠静脉管腔中

表 1　足背静脉炎模型大鼠不同时间点的患肢肿胀率、承重占比和平均温度
Table 1　Swelling rate, weight-bearing ratio, and average temperature of the injured limb of phlebitis model rats at different 

time points
（

-x±s）

时间点
Time points

Day 1
Day 3
Day 5
Day 7
Day 9

肿胀率/%
Swelling rate/%

对照组
Control group

0.91±0.89
0.99±0.53
1.51±0.30
1.58±0.44
0.30±0.17

模型组
Model group
25.49±7.93**

81.89±15.75***

63.03±1.41***

29.75±5.91**

15.41±0.33**

承重占比/%
Proportion of weight-bearing 

capacity/%
对照组

Control group
51.44±0.04
49.92±1.75
49.49±0.09
49.90±1.85
50.86±1.49

模型组
Model group
44.58±0.86**

36.35±4.91***

44.29±0.08**

47.71±0.25
49.67±1.19

平均温度/℃
Average temperature/℃

对照组
Control group

34.35±0.58
33.85±0.42
34.03±0.77
35.10±0.43
34.40±0.44

模型组
Model group
34.75±0.68
35.17±0.81**

36.36±0.40***

35.28±0.80
34.88±0.63

注：每组 8 只大鼠 （n=8）；与对照组同一时间点比较，**P<0.01，***P<0.001。
Note： Each group consisted of 8 rats （n=8）； compared with the control group at the same time points， **P<0.01，***P<0.001.
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空，内皮细胞排列整齐。模型组大鼠第 1天静脉周围

组织轻微水肿，有少量炎性细胞浸润；第 3天静脉周

围组织明显水肿，大量炎性细胞浸润，内膜不规则破

溃，管壁纤维性增生变厚；第 5天内膜纤维性增生导

致管壁增厚并管腔狭窄，管腔聚集大量红细胞；第 7
天静脉壁增厚，内膜向管腔内凸起并有脱落，同时可

见血栓；第 9天静脉内膜纤维性增生严重，占据管腔

并有血栓形成。

2.7　足背静脉炎模型大鼠的患肢静脉内膜微观结
构变化

扫描电子显微镜观察大鼠右后肢静脉血管内膜表

面微观结构变化，如图2B所示。对照组大鼠静脉内膜

可见纵行内皮细胞长轴，内膜完整光滑。模型组大鼠

第 1天静脉内皮细胞紧密连接轻微破坏，内膜表面破

损以及剥脱；第 3天内膜破溃且表面粗糙，粘附血细

胞；第 5天则基本缺失光滑表面，可见大量隆起内皮

注：A，患肢外观；B，红外热成像 （平均温度：>35.5 ℃且≤35.9 ℃呈绿色，>35.9 ℃且≤36.5 ℃呈蓝色，>36.5 ℃呈红色）。对照组大鼠于右后
肢足背静脉注射 0.1 mL 生理盐水，模型组大鼠于右后肢足背静脉注射 0.1 mL 长春瑞滨溶液 （4 mg/mL），连续观察 9 d （Day 1、Day 3、Day 5、
Day 7 和 Day 9 分别指模型组第 1、3、5、7 和 9 天）。
Note： A， appearance of the injured hindlimb； B， infrared thermal imaging （average temperature： >35.5 ℃ and ≤35.9 ℃， green； >35.9 ℃ 
and ≤36.5 ℃， blue； >36.5 ℃， red）. The control group rats were injected with 0.1 mL of saline solution into the dorsal vein of the right hind 
limb， while the model group rats were injected with 0.1 mL of vinorelbine solution （4 mg/mL）. Observation continued for 9 consecutive 
days. Day 1， Day 3， Day 5， Day 7， and Day 9 refer to the first， third， fifth， seventh， and ninth day after modeling， respectively.
图 1 足背静脉炎模型大鼠不同时间点的患肢外观（A）和红外热成像（B）图
Figure 1 Appearances （A） and infrared thermal images （B） of the injured limbs of phlebitis model rats at different time 

points
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细胞；第7天静脉内膜缺失，至第9天可见不规则褶皱

及隆起。

3　讨论

化疗性静脉炎是临床输液过程中常见的不良反应。

本课题组根据多年临床经验，牵头制定了《化疗后静

脉炎中医诊疗专家共识》并经中华中医药学会发

布［12］。目前，常通过兔耳缘静脉或小鼠尾静脉注射刺

激性药物构建化疗性静脉炎动物模型。兔耳缘静脉表

浅清晰、覆毛少，但饲养条件高、成本昂贵，实际操

作中兔耳缘静脉易扩张且耳温波动幅度大；小鼠易于

饲养且成本低廉，但尾巴表面覆盖环状角质鳞片且尾

静脉走行较深，不利于注射。兔耳和小鼠尾巴的肌肉

软组织较少，所复制的静脉炎症状与临床实际存在一

定差距，此外因解剖结构复杂，获取静脉组织困难，

不利于血管微观结构观察。相比之下，大鼠足背静脉

沿足背表面走行，其起始于跖骨静脉且向近心端上行

至踝关节后汇合于外侧隐静脉［13］。因大鼠后肢接近人

手背和前臂的解剖结构，故本课题组前期经大鼠后肢

足背静脉注射长春瑞滨溶液成功构建了静脉炎模

型［14］，并初步用于课题组开发的复方藤芷凝胶贴膏剂

药效学评价研究［15］。本研究在前期研究基础上重点观

察该模型在不同时间点的患肢肿胀率、局部皮肤温度

和承重占比，以及静脉炎分级、血管病理学和内膜表

面结构等指标，进一步明确长春瑞滨溶液诱导大鼠后

肢足背静脉炎模型的局部症状和静脉组织病理学变化

特点。

本研究首先观察经后肢足背静脉注射长春瑞滨溶

液诱导的静脉炎模型大鼠的红肿热痛和静脉炎分级随

时间的变化情况。红外热成像测温技术是一种基于红

外辐射原理的非接触式测温手段，能够迅速捕捉并显

示物体表面的温度分布情况［16］。排水法则可以测量患

肢肿胀率，双足平衡仪可测试患肢痛阈值。研究结果

表明，长春瑞滨溶液注射造模的第1～3天为炎症急性

期，局部炎症逐步加重，患肢局部皮肤温度逐渐升高，

炎症病灶部位充血，出现患肢发红或红斑，炎性渗出

物导致局部肿胀，并造成机械性阻塞等，进一步的缺

血或缺氧等原因引起营养障碍性皮炎和组织坏死；至

第 3天，静脉炎分级以Ⅲ～Ⅳ级为主，肿胀率到达峰

值，患肢承重占比到达最低，提示痛觉最为明显；第5
天时，患肢局部皮肤温度达到最高，但红肿及痛觉逐

渐消退，溃烂处结痂，皮肤出现干燥脱皮及萎缩，并

可观察到静脉栓塞，至第 7天红斑、发热和痛觉明显

消退；第9天皮炎消失，但静脉炎分级仍以Ⅲ级为主，

多数呈现条索状静脉，双足承重基本平衡且局部皮肤

温度与正常大鼠相比已无明显差异，但仍有肿胀。

血管内皮细胞是覆盖于血管内膜表面的单层扁平

或多角形细胞，可合成和分泌多种血管生物活性物质，

在调节血管张力与血流，维持纤溶凝血系统平衡，防

止血小板聚集等方面具有重要作用［17-19］。正常大鼠足

背静脉内膜完整，内皮细胞紧密排列。而静脉炎模型

大鼠造模后组织损伤引发炎症反应，第 1天血管周围

轻微水肿，内皮细胞紧密连接出现破坏；第 3天水肿

加重，管壁纤维性增生，血管内膜破损严重，粘附大

量血细胞；第 5～7天管腔可见增生凸起物，管壁增

厚，血管内膜粗糙；第 9天管腔内可见血栓或严重纤

维性增生，内膜可见褶皱及不规则隆起。这些结果表

明静脉内皮细胞急性损伤可引起血管内膜结构异常，

表现为慢性期的血管栓塞及条索状改变。

总体来看，经大鼠后肢足背静脉单次注射 0.1 mL
质量浓度为 4 mg/mL的长春瑞滨溶液诱导的静脉炎模

型在第3～5天以局部红、肿、热、痛为典型特征，至

表 2　足背静脉炎模型大鼠在不同时间点的静脉炎分级
Table 2　Grading of phlebitis model rats at different time points

[n（%）]

组别
Groups

Control group
Day 1
Day 3
Day 5
Day 7
Day 9

0 级
0 grade
8 (100.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

Ⅰ级
Ⅰ grade
0 (0.0)
2 (25.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

Ⅱ级
Ⅱ grade
0 (0.0)
6 (75.0)
2 (25.0)
2 (25.0)
3 (37.5)
3 (37.5)

Ⅲ级
Ⅲ grade
0 (0.0)
0 (0.0)
3 (37.5)
4 (50.0)
5 (62.5)
5 (62.5)

Ⅳ级
Ⅳ grade
0 (0.0)
0 (0.0)
3 (37.5)
2 (25.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

P 值
P value

-
1.000
0.001***

0.001***

0.014*

0.014*

注：每组 8 只大鼠 （n=8），与对照组比较，*P<0.05，***P<0.001。
Note： Each group consisted of 8 rats （n=8）； compared with the control group， *P<0.05，***P<0.001.
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第 9天基本消退，但局部静脉呈现瘀血条索状，静脉

组织管壁增厚、管腔狭窄，同时静脉内膜破损、粗糙

甚至缺失，可导致血流滞缓甚至血栓形成，从而影响

血液循环。本研究构建的静脉炎大鼠模型具有操作简

单和性价比高的优势，尤其是症状及病理变化接近临

床病程，为相关治疗药物的开发和病理生理机制研究

提供了一种潜在工具。

[医学伦理声明 Medical Ethics Statement]
本研究涉及的所有动物实验方案均已通过山西中医药大学医
学伦理委员会和山西省中医药研究院医学伦理委员会批准

（审批号分别为 AWE202312409 和 SZYLY2024KY-0302）。所
有实验操作遵照中国实验动物相关法律法规条例要求进行。
All animal experimental protocols involved in this study 
were approved by the Medical Ethics Committee of Shanxi 
University of Chinese Medicine and  Medical Ethics 

注：A 为 HE 染色观察静脉组织病理学变化 （绿色箭头指示内膜不规则破溃；黑色箭头指示内膜纤维性增生；红色箭头指示血栓）；B 为电子显
微镜观察静脉血管内膜微观结构 （绿色箭头指示内膜破溃；黑色箭头指示血细胞粘附；红色箭头指示内皮细胞隆起）。对照组大鼠于右后肢足
背静脉注射 0.1 mL 生理盐水，模型组大鼠于右后肢足背静脉注射 0.1 mL 长春瑞滨溶液 （4 mg/mL），连续观察 9 d （Day 1、Day 3、Day 5、
Day 7 和 Day 9 分别为造模第 1、3、5、7 和 9 天）。
Note： A， histopathological changes of vein tissue stained by hematoxylin-eosin （HE） （green arrows indicate irregular rupture of the inner 
membrane； black arrows indicate intimal fibrous hyperplasia； red arrows indicate thrombosis）； B， microstructure of vascular intima 
observed by scanning electron microscopy （SEM） （green arrows indicate inner membrane rupture； black arrows indicate adhesion of blood 
cells； red arrows indicate elevated endothelial cells）. The control group rats were injected with 0.1 mL of saline solution into the dorsal vein 
of the right hind limb， while the model group rats were injected with 0.1 mL of vinorelbine solution （4 mg/mL）. Observation continued for 
9 consecutive days. Day 1， Day 3， Day 5， Day 7， and Day 9 refer to the first， third， fifth， seventh， and ninth days after modeling， 
respectively. 
图 2 足背静脉炎模型大鼠在不同时间点的静脉组织病理学 （×400） 和血管内膜微观结构 （×1 000）
Figure 2 Histopathology of vein tissues （×400）  and microstructure of vascular intima （×1 000）  in phlebitis model rats 

at different time points
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Committee of Shanxi Province Academy of Traditional 
Chinese Medicine (Approval No. AWE202312409，SZYLY2024
KY-0302). All experimental operations were carried out in 
accordance with the requirements of the relevant laws and 
regulations on experimental animals in China.
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秦皮素对碘乙酸钠诱导骨关节炎模型大鼠的软骨保
护与抗炎作用
刘智伟, 杨 然, 连 浩, 张 玉, 金立伦

(上海交通大学医学院附属新华医院中医科, 上海 200092)

[摘要] 目的　建立大鼠骨关节炎模型，研究秦皮素对骨关节炎大鼠的抗炎作用及机制。方法　18 只 8 周龄雄性
SPF 级 SD 大鼠随机分为 3 组：空白组大鼠右膝关节腔注射 50 μL 生理盐水并连续 1 周；模型组和干预组大鼠右膝关
节腔注射碘乙酸钠 （monosodium iodoacetate，MIA） 造模，干预组再注射秦皮素 （5 mg·kg-1·d-1） 并连续干预 1
周。药物干预后 4 周，采集腹主动脉血，安乐死动物后采集膝关节软骨。采用苏木精-伊红染色、番红 O-固绿染色
和甲苯胺蓝染色进行膝关节软骨的组织病理学观察以及 Mankin 和 OARSI 评分，并用 micro-CT 扫描系统比较分析每
组膝关节的骨体积分数、骨表面积密度和骨小梁数目。采用酶联免疫吸附试验法检测各组大鼠血清中多种炎症因子

［肿瘤坏死因子 α （tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素 1β （interleukin-1β，IL-1β）、白细胞介素 6
（interleukin-6，IL-6）］ 以及软骨寡聚基质蛋白 （cartilage oligomeric matrix protein，COMP） 的表达。采用蛋白
质印迹法测定膝关节软骨中丝裂原活化蛋白激酶 p38 （mitogen-activated protein kinase p38，p38 MAPK）、磷酸
化丝裂原活化蛋白激酶 p38 （phosphorylation-p38 MAPK，p-p38 MAPK）、c-Jun 氨基末端激酶 （c-Jun N-terminal 
kinase，JNK）、磷酸化 JNK 氨基末端激酶 （phosphorylation-JNK，p-JNK） 的表达。结果　大鼠膝关节软骨切片
染色显示，模型组的关节面缺损严重，干预组的软骨破坏相对减轻。micro-CT 显示，干预组的骨体积分数、骨表
面积密度和骨小梁 数 目 均 明 显 高 于 模 型 组 （P＜0.05）； 模 型 组 的 Mankin 评 分 明 显 高 于 空 白 组 （P＜0.05），
干 预 组 的 Mankin 评 分 明 显 低 于 模 型 组 （P＜0.05）；而干预组的 OARSI 评分明显低于模型组 （P＜0.05）。酶联
免疫吸附试验结果显示，模型组大鼠血清中TNF-α、IL-1β、IL-6和COMP含量均明显高于空白组（均P＜0.05），而干预组
含量明显低于模型组（均P＜0.05）。蛋白质印迹结果显示，干预组膝关节软骨组织中 p-p38 MAPK 和 p-JNK 表达水平
明显低于模型组 （均 P＜0.05），而模型组的 p-p38 MAPK 和 p-JNK 蛋白表达水平明显高于空白组 （均 P＜0.05）。
结论　秦皮素药物干预可能通过 p38 MAPK 通路对碘乙酸钠诱导的骨关节炎模型大鼠发挥治疗作用。
[ 关 键 词 ] 秦皮素； 骨关节炎； 软骨； 炎症； 大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0259-10

Cartilage Protection and Anti-Inflammatory Effects of Fraxetin on 

Monosodium Iodoacetate-Induced Rat Model of Osteoarthritis

· 人类疾病动物模型 ·
Animal Models of Human Diseases
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[ABSTRACT] Objective　 To establish a rat model of osteoarthritis and study the anti-inflammatory 
effects and mechanisms of fraxetin. Methods　 Eighteen 8-week-old male SPF-grade SD rats were 
randomly divided into three groups: Rats in the blank group received a right articular cavity injection of 50 
μL of normal saline for 1 week; the model and intervention groups were injected with monosodium 
iodoacetate (MIA) into the right joint cavity to induce osteoarthritis, while the intervention group 
subsequently received fraxetin (5 mg·kg-1·d-1) for 1 week. Four weeks after drug intervention, abdominal 
aortic blood was collected. The animals were then euthanized, and knee joint cartilage were collected. The 
cartilage samples were stained with hematoxylin-eosin, safranin O-fast green, and toluidine blue for 
histopathological examination and scoring using the Mankin and OARSI scoring systems. The 
trabecular bone volume/total volume (Tb. BV/TV), trabecular bone surface density/total volume (Tb. BS/
TV), and trabecular number (Tb.N) of each group were compared and analyzed using a micro-CT scanning 
system. The expression levels of various inflammatory factors [tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin-
1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6)], and cartilage oligomeric matrix protein (COMP) were measured using 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expression levels of mitogen-activated protein kinase 
p38 (p38 MAPK), phosphorylation-p38 MAPK (p-p38 MAPK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), and 
phosphorylation-JNK (p-JNK) were measured by western blotting. Results　 The staining of cartilage 
sections of rat knee joints showed that the articular surface defects in the model group were severe, while 
the cartilage destruction in the intervention group was relatively reduced. Micro-CT results showed that Tb.
BV/TV, Tb.BS/TV and Tb.N in the intervention group were significantly higher than those in the model group 
(P < 0.05); the Mankin score in the model group was significantly higher than that in the blank group (P < 
0.05), the Mankin score in the intervention group was significantly lower than that in the model group (P < 
0.05); while the OARSI score in the intervention group was significantly lower than that in the model group 
(P < 0.05). The results of the enzyme-linked immunosorbent assay showed that the serum levels of TNF-α, 
IL-1β, IL-6, and COMP in the model group were significantly higher than those in the blank group (all P < 
0.05), while those in the intervention group were significantly lower than in the model group (P < 0.05). 
Western blot results showed that the expression levels of p-p38 MAPK and p-JNK in the knee cartilage 
tissue were significantly lower in the intervention group than in the model group (both P < 0.05), and 
significantly higher in the model group than in the blank group (both P < 0.05). Conclusion　Fraxetin may 
play a therapeutic role in a monosodium iodoacetate-induced rat model of osteoarthritis through the p38 
MAPK pathway.
[Key words]  Fraxetin; Osteoarthritis; Cartilage; Inflammation; Rats

骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种复杂的退行

性关节疾病，发病率高，导致骨关节疼痛、僵硬和功

能受限，严重影响患者生活质量，并增加医疗负担，

目前亟需有效的治疗药物［1］。中医药治疗骨关节炎拥

有悠久的历史，且越来越多的证据表明中医药具有更

好的治疗效果［2］。上海魏氏伤科外治敷贴中疗效突出

的经验方消瘀散具有消肿止痛、活血化瘀等功效，其

贴膏外敷联合针刀治疗膝 OA 效果显著，不良反应

少［3］；动物实验发现，消瘀散可修复OA兔关节软骨

损伤，降低软骨组织中基质金属蛋白酶 （matrix 
metallo-proteinase，MMP） 13的表达［4］。然而，该方

药物成分多，有时会出现皮肤瘙痒不适等反应，因此

本课题组考虑在消瘀散精简方（大黄、紫荆皮、三七、

乳香）基础上再加入秦皮。秦皮的有效成分之一秦皮

素，有收涩止痢、止带、明目之功效，可用于治疗湿

热泻痢、赤白带下、目赤肿痛和目生翳膜，亦有抗炎

镇痛、清热解毒的作用［5］。本课题组在前期的体外细

胞实验中通过转录组学分析发现，秦皮素能够调控OA
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大鼠膝关节滑膜组织中 MMP12、乌头酸脱羧酶 1
（aconitate decarboxylase 1，Acod1）和 ATP6V0D2 蛋白

（ATPase H+ transporting lysosomal 38kDa V0 subunit D 
isoform 2，Atp6v0d2）等基因的表达［6］，且通过大鼠软

骨 细 胞 中 的 Toll 样 受 体 4 （Toll-like receptor 4，
TLR4） /髓样分化因子 88 （myeloid differentiation factor 
88，MyD88） /核因子κB（nuclear factor kappa-B，NF-
κB）通路抑制 IL-1β诱导的细胞炎症［7］。秦皮素对OA
动物模型的作用及其机制亟待深入挖掘。

OA的主要特征是关节软骨丢失，导致骨关节的结

构、功能和代谢状态不断变化［8］。炎症和细胞凋亡贯

穿于OA的整个进展过程［9］。促炎细胞因子如肿瘤坏

死因子α（tumour necrosis factor-α，TNF-α）［10］、白细

胞介素（interleukin，IL） -1β［10］和 IL-6［11］被认为是

诱导细胞凋亡和破坏软骨的关键细胞因子，在血清中

的表达水平可作为OA的生物标志。此外，软骨寡聚基

质蛋白（cartilage oligomeric matrix protein，COMP）也

是OA的血清学指标之一［12］。同时，OA的发展还与

Wnt/β - catenin、NF- κB 等信号通路有关［13］，其中

NF-κB信号通路可诱导降解酶的分泌。例如，基质金

属蛋白酶类（matrix metalloproteinases，MMPs）、整合

素样金属蛋白酶与凝血酶 4/5型抗体（a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs 4/5，
ADAMTS4/5）可导致关节软骨降解［14］。此外，磷酸

化 -丝裂原活化蛋白激酶 p38 （phosphorylated p38 
mitogen-activated protein kinase， p-p38 MAPK） 抗

体［15］和磷酸化c-Jun氨基末端激酶（phosphorylated c-
Jun N-terminal kinase，p-JNK）在OA大鼠中表达显著

升高［16］，提示阻断 p-p38 MAPK信号通路可能抑制

OA软骨细胞的凋亡和相关促炎细胞因子的表达。本课

题组结合以上研究结果推测，秦皮素治疗OA的作用机

制也可能与这些信号通路有关。因此，本研究通过碘

乙酸钠（monosodium iodoacetate，MIA）诱导建立 OA
动物模型，在动物体内验证秦皮素治疗OA的作用机

制，从而为魏氏伤科消瘀散的改良并用于治疗OA提供

理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物
8周龄SPF级雄性SD大鼠18只，体重290～330 g，

由上海吉辉实验动物饲养有限公司 ［SCXK （沪）

2022-0009］提供，质量合格证号为 20220009010285。

实验动物饲养于上海交通大学医学院附属新华医院实

验动物屏障设施 ［SYXK （沪） 2023-0048］，室温

（22±2）℃，相对湿度40%～60%，12 h明/暗循环，且

提供高压蒸汽和过滤除菌后的实验动物饮用水及钴 60

辐照灭菌饲料（由江苏省协同医药生物工程有限责任

公司提供），饲养1周以适应环境。动物实验方案获得

上海交通大学医学院附属新华医院医学伦理委员会审

查批准 （XHEC-F-2024-077）。
1.2　主要试剂与仪器

秦皮素（F396636，化学名称为7，8-二羟基-6-甲
氧基香豆素，纯度≥98%）与MIA （S104897，纯度≥
99%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。蛋白

酶抑制剂混合物（P1005，通用型，100×）、RIPA裂解

液（P0013B）、苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）
染色试剂盒（C0105S）、番红O-固绿软骨染色试剂盒

（C0621S）、甲苯胺蓝染色液（C0637）和高灵敏 TMB
显色液（P0206）均购自上海碧云天生物技术有限

公司。 p38 MAPK 单抗 （A4771）、 p-p38 MAPK 多

抗 （AP1508）、 JNK 多抗 （A25329）、 p-JNK 多抗

（AP0105）和GAPDH多抗（AC054）及辣根过化物酶

标记的山羊抗兔二抗（RM70003）购自武汉爱博泰克

生物科技有限公司；测定TNF-α（ab236712）、IL-1β
（ab221834）、IL-6（ab234570）、COMP（ab11056）的

酶联免疫吸附试验 （enzyme linked immunosorbent 
assay，ELISA）试剂盒购自英国Abcam公司。

CO2窒息安乐死设备为本院动物房自制；5430R超
速离心机购自美国 LI-COR Biosciences公司；KA-1000
台式离心机购自上海安亭科学仪器厂；SpectraMax® 
iD3微板阅读器、BCA试剂盒和ChemiDoc MP成像系统

均为美国Bio-Rad公司产品；活体型micro-CT扫描系

统（vivaCT80）为瑞士Scanco Medical AG公司产品。

1.3　实验动物模型的建立与药物干预
将18只SD大鼠分为空白组、模型组和干预组，每

组6只。3组大鼠用剃刀备皮且经碘伏消毒后，腹腔注

射 2%戊巴比妥钠（0.3 mL/100 g），使动物深度麻醉。

动物取仰卧位，屈曲右侧膝关节，充分暴露关节内侧，

对右膝关节进行碘伏和 95%乙醇溶液擦拭消毒后，于

髌骨内侧进针入髌上囊，向模型组和干预组关节腔内

单次注射 50 μL新鲜配制的MIA （60 mg/mL）［7］，同

时向空白组单次注射 50 μL生理盐水。MIA注射后的

第 3天开始，干预组右膝关节腔内注射 50 μL秦皮素

（5 mg·kg-1·d-1，溶于 50 μL生理盐水），连续 7 d。模
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型组和空白组大鼠的右膝关节腔内注射等量生理盐水，

连续 7 d。术后观察大鼠伤口有无渗血、红肿、化脓，

并检测大鼠的生命体征，维持环境的清洁与干燥。

1.4　血液及膝关节软骨取材
药物干预结束后 4周，采集各组大鼠的腹主动脉

血 5 mL。静置 1 h后离心（4 000×g，15 min）取血清，

保存于－80 ℃冰箱，待后续ELISA检测。采用CO2窒
息法安乐死大鼠，收集膝关节软骨，用4%多聚甲醛溶

液浸泡固定后，一部分置于液氮中暂时保存，另一部

分置于－80 ℃冰箱长期保存。

1.5　膝关节软骨的组织病理学观察及评分
膝关节软骨在 4%多聚甲醛溶液中浸泡固定 24 h

后，经脱钙液脱钙 1周、石蜡包埋、切片，分别采用

HE、番红O-固绿和甲苯胺蓝染色法进行骨组织病理

学观察，根据试剂说明书进行操作。

采用Mankin评分标准［5］评估软骨退变程度，从

软骨结构完整性、软骨细胞、软骨基质番红染色、软

骨基质甲苯胺蓝染色和潮标线完整性共 5个方面进行

评分。总分范围为 0～14分，分值判定标准：0～1分
为正常，2～6 分为 OA 早期，7～10 分为 OA 中期，

11～14分为OA晚期。

采用国际骨关节炎研究学会 （Osteoarthritis 
Research Society International，OARSI）半定量评分标

准［16］评估OA严重程度。评分指标及其赋分：软骨结

构（0～8分）、软骨基质情况（0～6分）、软骨细胞分

布及数量（0～3分）、潮线完整性（0～1分）及骨赘形

成（0～3分）。合计分值越大，OA炎症程度越严重。

1.6　膝关节的 micro-CT 成像及微观定量分析
将在 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h后的完整膝关

节，用活体型 micro-CT扫描系统（vivaCT80）  以5 μm
的空间分辨率（55 kV，114 mA，500 ms的积分时间）

扫描胫骨，采用NRecon软件重构图片，使用CTAn软
件分析 3D定量参数，分析膝关节软骨骨量变化［17］。
测量软骨下骨小梁区域的相关参数：骨体积分数

（trabecular bone volume/total volume，Tb.BV/TV）、骨表

面积密度（trabecular bone surface density/total volume，
Tb.BS/TV）、骨小梁数量（trabecular number，Tb.N）。
1.7　ELISA 法检测血清炎症因子含量

按照 TNF-α、IL-1β、IL-6、COMP测定用 ELISA
试剂盒说明，将标准品和各组大鼠血清样品（100 μL）
分别加入 96孔板中，室温孵育 2 h。PBS清洗后加入

100 μL一抗，室温孵育 1 h。清洗后每孔加入 100 μL

二抗，室温孵育 45 min。清洗后每孔加入 100 μL显色

剂，室温避光孵育 30 min。加入 50 μL终止液终止反

应。用微板阅读器检测各样品中TNF-α、IL-1β、IL-6
和COMP含量，检测波长为450 nm。
1.8　蛋白提取与免疫印迹法检测

从液氮中取出各组大鼠的膝关节软骨，放入 EP
管，加入含 20 μL 蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟的

180 μL RIPA裂解液及钢珠，置入预冷的组织研磨器

中研磨，然后在 4 ℃条件下离心（12 000×g） 10 min
后，吸出上清液。使用BCA试剂盒测定蛋白浓度。每

组样本的上样量为 30 μg，用 10%十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳 （浓缩胶 80 V，分离胶 120 V 
60 min） 分离蛋白后，电转移到 PVDF膜（300 mA，
400 V，45 min），然后用5%牛血清白蛋白封闭溶液快

速封闭。加入p38 MAPK、p-p38 MAPK、JNK、p-JNK
和GAPDH（内参）一抗，4 ℃孵育过夜。PBS洗膜后，

加入对应的二抗，37 ℃孵育1 h。使用增强化学发光法

检测免疫反应条带，并使用ChemiDoc MP成像系统和

Image J软件定量分析目的蛋白条带的相对表达量。

1.9　统计学分析
采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析，结果

数据以平均值±标准差表示。采用单因素方差分析和

Tukey多重比较检验进行各组间差异分析。P<0.05表示

差异有统计学意义。

2　结果

2.1　大鼠膝关节软骨组织学染色与评分
HE （图 1A）、番红O-固绿（图 1B）和甲苯胺蓝

（图1C）染色结果显示，与空白组相比，OA模型组大

鼠的膝关节软骨出现了严重侵蚀与缺损，软骨表面不

连续，可见剥脱与磨损；秦皮素干预组的软骨虽出现

侵蚀与缺损，但破坏程度较模型组有明显改善。

Mankin评分和OARSI评分结果见表1，统计分析显示，

模型组评分均明显升高（均P<0.05），而干预组评分明

显低于模型组（均P<0.05），差异具有统计学意义。结

果提示秦皮素在一定程度上延缓了骨关节炎大鼠的膝

关节破坏和磨损。

2.2　大鼠膝关节的 micro-CT 成像及骨小梁微观
结构

各组大鼠膝关节的三维重建CT结果显示，空白组

的胫骨平台表面平滑完整，模型组的胫骨平台骨质缺

失严重、增生较多，干预组的骨质缺失较模型组轻
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（图2），说明秦皮素在一定程度上可抑制骨质增生和骨

质的缺失。相关参数定量分析显示，干预组的骨体积

分数、骨表面积密度以及骨小梁数目均大于模型组

（P<0.05，表1），提示秦皮素可以延缓膝关节胫骨平台

骨质、骨小梁的丢失。

2.3　大鼠血清和膝关节软骨中炎症因子及其通路
蛋白的表达

ELISA结果显示，模型组大鼠的血清炎性因子如

TNF-α、IL-1β、IL-6和 COMP的含量明显高于空白

组（均 P<0.05），而干预组的血清 TNF- α、 IL-1β、
IL-6 和 COMP 含量明显低于模型组（均 P<0.05，图

3A～D）。 蛋白质印迹法检测结果（图 3E～G）显

示，模型组大鼠膝关节软骨组织中 p-p38 MAPK 和

p-JNK 蛋白相对表达水平相对于空白组明显升高

（均 P<0.05），而干预组相对模型组则明显降低 
（均 P<0.05）。

注：A、B、C 分别为 3 组大鼠膝关节软骨组织的苏木精-伊红、番红 O-固绿、甲苯胺蓝染色结果 （比例尺为 300 μm，黑色箭头指向膝关节软骨
表面）。空白组指先向右膝关节腔注射 50 μL 生理盐水，再腔内连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；模型组指右膝关节腔内单次注射 50 μL 新
鲜配制的（60 mg/mL）碘乙酸钠建立膝骨关节炎动物模型，再连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；干预组指右膝关节腔内单次注射 50 μL 新
鲜配制的（60 mg/mL）碘乙酸钠后，再连续 7 d 每天注射 5 mg/kg 秦皮素 （溶于 50 μL 生理盐水） 的大鼠。
Note： A， B， and C are the staining results of hematoxylin-eosin， safranin O–fast green， and toluidine blue in the knee cartilage tissue of 
three groups of rats （scale bar = 300 μm， the black arrow in the picture points to the surface of the knee cartilage）. The blank group refers 
to rats that were first injected with 50 μL of normal saline into the right knee joint cavity， followed by intra-articular injections of 50 μL of 
normal saline for 7 consecutive days； the model group refers to rats that were injected with one time injection of 50 μL fresh prepared 
monosodium iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity to induce osteoarthritis， followed by injections of 50 μL of normal saline 
for 7 consecutive days； the intervention group refers to rats that were injected with one time injection of 50 μL fresh prepared monosodium 
 iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity， followed by fraxetin injections （5 mg·kg-1·d-1， dissolved in 50 μL of normal saline） for 7 
consecutive days. 
图 1 碘乙酸钠注射造模及秦皮素药物干预后大鼠膝关节软骨组织病理学变化
Figure 1 Histopathological changes in rat knee joint cartilage after monosodium iodoacetate injection and fraxetin 

intervention
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3　讨论
OA是全球范围内导致残疾和慢性疼痛的主要原因

之一［1］。随着世界人口老龄化和肥胖症发病率的升

高，人们对治疗骨关节的需求日益增加［18-19］，这促使

科研工作者不断探索治疗OA的潜在药物。传统药用植

物是治疗OA的潜在药物宝库，许多植物及其提取物在

注：A、B、C、D 分别从膝关节 3D 层面、胫骨平台、软骨下骨水平面以及横截面特定区域截面扫描 3 组大鼠膝关节，观察相关骨质情况，评
价骨关节炎情况。空白组指先向右膝关节腔注射 50 μL 生理盐水，再腔内连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；模型组指右膝关节腔内单次注
射 50 μL 新鲜配制的 60 mg/mL 碘乙酸钠建立膝骨关节炎动物模型，再连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；干预组指右膝关节腔内单次注射
50 μL 新鲜配制的 60 mg/mL 碘乙酸钠后，再连续 7 d 每天注射 5 mg/kg 秦皮素 （溶于 50 μL 生理盐水） 的大鼠。
Note： A， B， C， and D represent micro-CT images of the knee joints of three groups of rats， scanned at the levels of 3D reconstruction， the 
tibial platform， the subchondral bone， and specific cross-sectional regions， to assess bone structure and evaluate osteoarthritis changes. 
The blank group refers to rats that were first injected with 50 μL of normal saline into the right knee joint cavity， followed by intra-articular 
injections of 50 μL of normal saline for 7 consecutive days； the model group refers to rats that were injected with one time injection of 50 μL 
fresh prepared monosodium iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity to induce osteoarthritis， followed by injection of 50 μL of 
normal saline for 7 consecutive days； the intervention group refers to rats that were injected with one time injection of 50 μL fresh prepared 
monosodium iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity， followed by intra-articular injections of fraxetin （5 mg·kg-1·d-1， dissolved 
in 50 μL of normal saline） for 7 consecutive days. 
图 2 碘乙酸钠注射造模及秦皮素药物干预后大鼠膝关节的 micro-CT 成像
Figure 2 Micro-CT imaging of the rat knee joint after monosodium iodoacetate injection and fraxetin treatment
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注：A～D 分别为 ELISA 法检测各组大鼠血清 IL-6、IL-1β、TNF-α、COMP 含量变化。E 为蛋白质印迹法检测各组大鼠膝关节软骨组织中 p38 
MAPK、JNK、p-p38 MAPK、p-JNK 蛋白表达。F、G 为 p-JNK/JNK、p-p38 MAPK/p38 MAPK 蛋白表达量比值 （反映 JNK、p38 磷酸化程度，
代表通路激活程度）。空白组指先向右膝关节腔注射 50 μL 生理盐水，再腔内连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；模型组指右膝关节腔内单次
注射 50 μL 新鲜配制的 60 mg/mL 碘乙酸钠建立膝骨关节炎动物模型，再连续 7 d 注射 50 μL 生理盐水的大鼠；干预组指右膝关节腔内单次注射
50 μL 新鲜配制的 60 mg/mL 碘乙酸钠后，再连续 7 d 每天注射 5 mg/kg 秦皮素 （溶于 50 μL 生理盐水） 的大鼠。每组 6 只大鼠 （n=6），与空白
组相比，*P＜0.05；与模型组相比，#P＜0.05。
Note： A-D， show the serum levels of IL-6， IL-1β， TNF-α， and COMP detected by ELISA. E shows the expression of p38 MAPK， JNK， p-p38 
MAPK， and p-JNK proteins in knee cartilage tissues detected by Western blotting. F and G show the ratios of p-JNK/JNK and p-p38 MAPK/
p38 MAPK， reflecting the phosphorylation levels of JNK and p38， which indicate the activation levels of the corresponding pathways. The 
blank group refers to rats that were first injected with 50 μL of normal saline into the right knee joint cavity， followed by intra-articular 
injections of 50 μL of normal saline for 7 consecutive days； the model group refers to rats that were injected with one time injection of 
50 μL fresh prepared monosodium iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity to induce osteoarthritis， followed by intra-
articular injections of 50 μL of normal saline for 7 consecutive days； the intervention group refers to rats that were injected with one time 
injection of 50 μL fresh prepared monosodium iodoacetate （60 mg/mL）in the right knee joint cavity， followed by intra-articular 
injections of fraxetin （5 mg·kg-1·d-1， dissolved in 50 μL of normal saline） for 7 consecutive days. There were 6 rats in each group （n=6）. 
Compared with the blank group， *P<0.05； compared with the model group， #P<0.05.
图 3 秦皮素药物干预后大鼠血清和膝关节软骨组织中炎症相关蛋白的表达
Figure 3 Expression of inflammation-related proteins in rat serum and knee cartilage after fraxetin treatment

表 1　不同组大鼠膝关节软骨的 Mankin 评分、OARSI 评分、骨体积分数、骨表面积密度、骨小梁数量比较
Table 1　Comparison of Mankin score, OARSI score, Tb.BV/TV, Tb.BS/TV, and Tb.N of knee cartilage among different groups

分组
Group

空白组 Blank group

模型组 Model group

干预组 Intervention group

动物数量
n
6

6

6

Mankin 评分
Mankin score

1.17±0.75

10.67±1.86*

5.67±0.82#

OARSI 评分
OARSI sore

1.83±0.75

8.00±1.41*

5.50±1.05#

骨体积分数
Tb.BV/TV

0.59±0.01

0.25±0.02*

0.38±0.02#

骨表面积密度/(mm2·mm-3)
Tb.BS/TV

17.44±0.60

13.28±0.86*

15.59±0.50#

骨小梁数量/mm-1

Tb.N

3.72±0.21

2.47±0.19*

3.29±0.14#

注：OARSI 即国际骨关节炎研究学会；Tb.BV/TV 为骨体积分数；Tb.BS/TV 为骨表面密度；Tb.N 为骨小梁数量。与空白组相比，*P＜0.05；与
模型组相比，#P＜0.05。
Note：OARSI， Osteoarthritis Research Society International； Tb.BV/TV， trabecular bone volume/total volume； Tb.BS/TV， trabecular bone 
surface density/total volume； Tb.N， trabecular number. Compared with the blank group， *P <0.05； compared with the model group ， 
#P <0.05.
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体内外都已被证明治疗OA有效，但其作用机制不明

确，且缺乏有力的实验证据支持［20］。已有研究表明，

秦皮素通过丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 
protein kinases，MAPKs） 通路产生抗肝纤维化作

用［21］，在肠道炎症性疾病中发挥抗炎作用［22］，还可

通过抑制 p38信号通路在体内外抑制破骨细胞分化和

形成［17］。本课题组前期研究了秦皮素对OA细胞体外

模型的作用，本研究进一步探索其在OA大鼠模型中对

软骨破坏和炎症的治疗作用及机制。

OA大鼠的造模方法有很多，其中MIA注射已成为

在大鼠和小鼠中模拟OA关节破坏的标准造模法，且该

方法简便易行［23］。本研究中造模结果显示，模型组大

鼠出现软骨细胞死亡、新血管形成、软骨下骨塌陷坏

死以及炎症反应，其形态学变化和软骨破坏程度与临

床OA患者的膝关节病理变化高度相似。模型组的膝关

节软骨组织学染色及评分都显示软骨破坏严重，在CT
三维重建的基础上，模型组大鼠的胫骨平台骨质缺失

严重。以上结果提示，本研究成功建立了 OA 大鼠

模型。

OA的关键特点之一是软骨下骨骨质丢失［8］。本研

究发现，模型组大鼠经秦皮素药物干预后，软骨破坏

及骨质缺失程度得到了明显缓解，Mankin 和OARSI评
分相对于模型组显著降低，提示秦皮素对大鼠膝关节

软骨有保护作用；进一步分析发现，秦皮素干预组的

骨体积分数、骨表面积密度以及骨小梁数目相比模型

组均明显增加（P<0.05），提示秦皮素治疗可以减轻膝

关节软骨下骨骨质丢失，但具体机制还有待进一步

探索。

已知炎症因子参与软骨炎症的病理过程。慢性炎

症是OA的诱因和疾病加重因素，常见的促炎细胞因子

如 TNF-α、IL-1β和 IL-6是OA病理过程中的关键介

质［11］。COMP作为早期膝OA的诊断和预后生物标志

物，在血清中含量与OA进展呈正相关［24］。本研究结

果表明，注射秦皮素后，OA大鼠血清中TNF-α、IL-
1β、IL-6和COMP表达量均明显降低，表明秦皮素可

能参与调节OA的炎症反应。

MAPK家族信号通路中的p38和 JNK是诱导软骨细

胞凋亡、基质降解和进一步软骨破坏的重要信号分

子［25］。同时，MAPK对 TNF-α、IL-1或 IL-6等的产

生以及导致关节破坏发炎的下游信号通路转导起到关

键的调节作用［1，26］，阻断 p38 MAPK信号通路可抑制

促炎细胞因子表达及软骨破坏。本研究结果显示，秦

皮素注射后 OA大鼠膝关节软骨组织中 p38 MAPK和

JNK的磷酸化活化受到抑制，推测秦皮素对软骨的保

护作用和抗炎机制可能与p38 MAPK通路有关。

本研究结果表明，秦皮素是治疗OA的潜在药物，

且其作用机制可能与p38 MAPK通路有关。本课题组下

一步将纳入西药对照，例如非甾体抗炎药、氨基葡萄

糖、透明质酸等，必要时结合中药、西药联合疗法分

组，对中药、西药、中西药联合治疗OA的临床实践开

展深入研究。
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事、广西实验动物学会常务理事。研究方向是人类疾病动物模型研发和广西特色实验动物开发。

目前主要从事树鼩的基因编辑模型研发，以及树鼩神经系统疾病模型和肿瘤疾病模型等的开发工

作。主持国家自然科学基金项目 1 项，广西科技平台建设项目 1 项，广西自然科学基金重点项目

1项；共计发表学术论文37篇，其中SCI论文17篇。

利用脑立体定位技术将人源三突变APP基因导入海
马区构建阿尔茨海默病大鼠模型
肖林林1,2, 杨逸萱1,2, 黎珊杉1,2, 罗兰诗雨1,2, 尹思威1,2, 孙俊铭1, 施 维1, 欧阳轶强1, 李习艺3

(1. 广西医科大学实验动物中心, 南宁 530021;  2. 广西医科大学基础医学院, 南宁 530021;  3. 广西医科大学公共卫生

学院, 南宁530021)

[摘要] 目的　构建脑海马区表达人源三突变淀粉样前体蛋白 （amyloid precursor protein，APP） 的阿尔茨海默病
（Alzheimer's disease，AD） 大鼠模型，为疾病机制和药物研究奠定基础。方法　将 24 只 12 周龄 SPF 级雌性 SD 大
鼠随机分成空白对照组、空载病毒组和实验组，每组 8 只；其中，实验组通过脑立体定位在海马区注射携带人源三
突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒 （adeno-associated virus，AAV） 进行造模。采用活体成像法观
察各组大鼠脑内的病毒表达情况，新事物识别实验检测各组大鼠的认知记忆能力，实时荧光定量 PCR 检测 APP 基
因表达水平，HE 染色观察脑组织病理，采用尼氏染色观察海马区病变情况，用免疫组织化学检测 β-淀粉样蛋白

（amyloid β-protein，Aβ） 沉积情况。结果　活体成像显示实验组与空载病毒组大鼠脑部均检测到报告荧光。新事
物识别实验发现实验组大鼠的认知记忆能力比对照组显著下降 （P<0.01）。荧光定量 PCR 显示 APP 基因在实验组大
鼠脑内表达水平显著增高 （P<0.01）。重组 AAV 感染大鼠 6 个月后，脑组织 HE 染色和尼氏染色显示，实验组大鼠海
马体 CA1 区神经元细胞和尼氏体数量减少而且排列混乱；免疫组织化学检测实验组大鼠海马 CA1 区及锥形细胞层可
以看到明显的棕褐色沉淀，提示产生了 Aβ 沉积。结论　通过脑立体定位技术联合 AAV 转入人源三突变 APP 基因成
功构建的大鼠模型可体现出典型 AD 特征，该模型可为基于 Aβ 沉积的 AD 病理研究和药物治疗研究提供动物模型并
奠定基础。
[ 关 键 词 ] 阿尔茨海默病； 淀粉样前体蛋白； 人源三突变基因； 脑立体定位； 大鼠模型
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Establishment of a Rat Model of Alzheimer's Disease by Introducing 

Human Triple Mutant APP Gene into Hippocampus via Brain 

Stereotactic Technology

XIAO Linlin1,2, YANG Yixuan1,2, LI Shanshan1,2, LUO Lanshiyu1,2, YIN Siwei1,2, SUN Juming1, SHI Wei1, 
OUYANG Yiqiang1, LI Xiyi3

(1. Laboratory Animal Center, Guangxi Medical University, Nanning 530021, China; 2. School of Basic Medical 
Sciences, Guangxi Medical University, Nanning 530021, China; 3. School of Public Health, Guangxi Medical 
University, Nanning 530021, China)
Correspondence to: LI Xiyi (ORCID: 0009-0006-0280-8451), E-mail: leeciyee@163.com;

OUYANG Yiqiang (ORCID: 0000-0003-2277-4018), E-mail: ouyangyiqiang@stu.gxmu.edu.cn

[ABSTRACT] Objective To establish a rat model of Alzheimer's disease (AD) expressing human triple 
mutant amyloid precursor protein (APP) in the hippocampus, and to provide a model for the study of 
disease mechanisms and drug development. Methods Twenty-four 12-week-old SPF-grade female SD rats 
were randomly divided into a blank control group, a virus control group and an experimental group, with 
eight rats in each group; among them, the experimental group received a stereotaxic injection of adeno-
associated virus (AAV) carrying the human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes into the 
hippocampus. In vivo imaging was used to observe viral expression in the brains of rats in each group, the 
novel object recognition test was used to assess the recognition memory of the rats in each group, real-
time fluorescent quantitative PCR was used to detect the expression level of the APP gene, HE staining 
was used to examine the brain histopathology, Nissl staining was used to assess the hippocampal lesions, 
and immunohistochemistry was used to detect the deposition of amyloid β -protein (Aβ). Results In vivo 
imaging showed that reporter fluorescence was detected in the brains of rats in both experimental and 
virus control groups. Fluorescence quantitative PCR showed that the expression level of the APP gene was 
significantly increased in the brains of rats in the experimental group (P<0.01). Novel object recognition test 
revealed that the recognition memory of rats in the experimental group was significantly reduced 
compared with that of the blank control group (P<0.01). Six months after recombinant AAV virus infection, 
HE staining and Nissl staining of brain tissues showed that the number of neurons and Nissl bodies in the 
CA1 region of the hippocampus in the experimental group was reduced and disorganized; immuno-
histochemistry testing of the CA1 region of the hippocampus and the pyramidal cell layer of the 
experimental group revealed prominent brown deposits, indicating Aβ protein deposition. Conclusion The 
rat model successfully established by stereotaxic injection and AAV-mediated delivery of human triple 
mutant APP gene exhibits typical AD features, providing a valuable animal model for studying AD pathology 
and developing drug therapies targeting Aβ protein deposition.
[Key words]  Alzheimer's disease; Amyloid precursor protein; human triple mutant gene; Brain 

stereotaxis; Rat model

阿尔茨海默病（Alzheimer´s disease， AD）是一种

神经退行性疾病［1-3］，在全球范围内发病率及死亡率

均呈上升趋势，且发病年龄呈年轻化趋势。据《2024
年中国阿尔茨海默病报告》统计，我国的AD及其他痴

呆导致死亡、患病及伤残调整生命年等相关标化指标

均高于全球水平，提示我国在应对AD这一公共卫生挑

战上面临严峻考验［1］。AD的病理特征包括β-淀粉样

蛋白（amyloid β-protein， Aβ）沉积、Tau蛋白过度磷

酸化形成的神经纤维缠结、神经元丢失以及突触损伤。

在AD的发病机制研究中， Aβ级联假说被公认是经典

学说之一［4-5］，即淀粉样前体蛋白（amyloid precursor 
protein，APP）代谢异常，不仅导致β分泌酶切割途径

激活，同时改变γ分泌酶切割位点偏好性，使APP剪
切过程中产生更多毒性Aβ沉积，进而触发神经元损

伤、突触功能障碍及脑区特异性神经元死亡。研究表

明，APP基因突变可通过增强β分泌酶切割效率或促
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进Aβ1-42生成显著加速淀粉样斑块沉积［6-7］。常见的

APP突变类型有 Swedish、London和Austrian突变［8-9］，
其是家族性AD的重要诱因［10］。精准模拟APP异常代

谢的动物模型对解析AD病理机制及药物研发至关重

要。使用人源性的突变APP导入实验动物脑海马区可

以构建模拟遗传突变类型的AD模型。

啮齿类实验动物小鼠常用于AD转基因模型［11-12］。
与小鼠相比，大鼠在认知、行为、大脑结构及药物代

谢上更接近人类［13-14］，且寿命长、体型大，便于操作

与采样，更适合构建AD模型。近年来，基于病毒载体

的基因递送技术为AD模型构建提供了新策略。腺相关

病毒（adeno-associated virus，AAV）凭借其高转导效

率、低免疫原性、跨血脑屏障能力及精准的脑区靶向

性［15］，成为神经科学研究中理想的基因递送工具。本

研究拟通过脑立体定位注射携带人源三突变（Swedish/
London/Austrian） APP基因的AAV载体，构建AD大鼠

模型，以期更真实地模拟Aβ异常沉积的病理进程，为

深入探究AD发病机制和药物开发提供研究基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物
24 只 SPF 级雌性 SD 大鼠均 12 周龄，体重为

（250±20） g，购自广西医科大学实验动物中心［SCXK
（桂） 2020-0003］。动物饲养于广西医科大学实验动物

中心的动物实验室屏障系统 ［SYXK （桂） 2020-
0004］，相对湿度50%～60%，温度22～24 ℃，大鼠可

自由饮水和进食。本实验方案通过广西医科大学实验

动物伦理委员会的伦理审查（编号为 202404010）。所

有动物实验操作遵循实验动物伦理福利3R原则。

1.2　主要试剂与仪器
重组腺相关病毒 （recombinant adeno-associated 

virus，rAAV） -APPs1a-Nluc和 rAAV-Nluc购自武汉枢

密脑科学技术有限公司，均为定制产品；RNA提取试

剂盒 （批号 S20205）、RNA 反转录试剂盒 （批号

R31107）、实时荧光定量 PCR试剂盒（批号 R10101）
均购自北京全式金生物技术股份有限公司；活体成像

萤光素酶底物 Furimazine （批号 162434）购自上海陶

素生物科技有限公司；即用型免疫组化SP试剂盒（批

号 246289710D）购自福州迈新生物技术开发有限公

司；Aβ蛋白抗体（批号B430350）购自美国BioLegend
公司。

小动物活体成像仪购自美国 PerkinElmer 公司；

SMART 3.0小动物行为学记录分析系统、旷场箱、大

鼠新物体识别实验玩具、双通道小动物麻醉机、大鼠

脑立体定位气麻呼吸面罩和异氟烷（批号 20211520）
均购自深圳市瑞沃德生命科技有限公司；荧光定量

PCR 仪 （型号 QuantStudio 7 Flex） 购自美国 Thermo 
Fisher公司；石蜡包埋与切片机（型号RM2235）和生

物显微镜（型号BX53）均购自德国Leica公司。

1.3　重组腺相关病毒载体的构建
采用 rAAV载体构建技术［16］，构建携带人源三突

变APP基因的 rAAV载体。以携带NanoLuc萤光素酶基

因的AAV质粒为骨架载体，整合AAV2血清型的反向

末端重复序列（inverted terminal repeats，ITRs）作为

病毒基因组复制与包装的顺式作用元件，用在辅助质

粒上单独表达的AAV9血清型衣壳蛋白基因（Cap）构

建病毒外壳，在 NanoLuc 萤光素酶基因前插入含

Swedish（K670N/M671L）、London（V717I）及Austrian
（T714I）三重突变的APP cDNA序列，构建实验组病毒

载体质粒。空载病毒质粒不携带人源APP cDNA序列。

空载病毒以及目的病毒的载体结构如图 1所示。

目的载体携带人源三突变 APP基因以及NanoLuc萤光

素酶基因，两个基因共用一个启动子，NanoLuc萤光

素酶基因位于APP基因之后，若萤光素酶基因成功表

达则可推测位于前面的APP基因也成功表达对应蛋白。

两者间用P2A肽隔开，使两个蛋白独立表达，以免影

响蛋白后续修饰。空载病毒和目的病毒相比，除了缺

少人源三突变APP基因外，其他部分皆相同。

1.4　动物分组及脑立体定位接种造模
将 24 只 SD 大鼠随机分为空白对照组 （blank 

control group，BC）、空载病毒组（virus control group，
VC）以及实验组（experimental group，Exp），每组 8
只。空白对照组不做处理，空载病毒组注射AAV空载

体（rAAV-Nluc），实验组大鼠注射携带人源三突变

APP基因的AAV（rAAV-APPs1a-Nluc）载体质粒。

将大鼠置于气体麻醉诱导盒内用异氟烷麻醉后，

剃去大鼠头部区域毛发，用 75%乙醇溶液对皮肤进行

消毒，以脑立体定位气麻呼吸面罩维持麻醉，并固定

于脑立体定位仪上，暴露大鼠颅骨上的前囟点和后囟

点并调节仪器参数：脑立体定位注射位置为正中矢状

缝左右旁开2 mm，前囟后3.3 mm，硬脑膜下进针深度

3 mm，坐标（±2，-3.3，-3）。使用牙科钻钻至硬脑膜

表面后，用 5 μL规格的无菌微量注射器进行病毒注

射，双侧脑区各注射 2 μL 1×1013 vg/mL的病毒悬液。

注射完成后用骨蜡填充注射孔，缝合头皮，碘伏消毒

后放回笼中饲养。
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病毒注射后 2周及 6个月时，称量各组大鼠体重，

按照每 100 g体重腹腔注射 5 mmol/L的萤光素酶底物

Furimazine 0.23 mL，注射 10～15 min后，将大鼠进行

异氟烷气体麻醉，待动物失去知觉后，立刻放入活体

成像仪中维持麻醉，调整参数进行生物发光拍照和记

录结果。

1.5　新物体识别实验检测大鼠的认知记忆能力
注射病毒 6个月后进行各组大鼠的新物体识别实

验，具体操作如下：将大鼠放入旷场箱熟悉5 min，将

两个完全相同的圆柱体放入旷场箱一侧靠边缘位置；

将大鼠再次放入旷场箱中，让其探索 10 min，记录大

鼠与物体的互动情况；1 h后，将其中一个圆柱体替换

为不同颜色的圆锥体，再次将大鼠放入旷场箱中，让

其探索 10 min，记录大鼠对新旧物体的探索时间、次

数等。每次测试结束后，将大鼠放回饲养笼，清洁旷

场箱以消除气味。由行为学分析系统识别动物运动轨

迹，得出探索时间，然后通过计算新物体识别指数

（recognition index，RI）来判断大鼠的学习记忆能力。

RI时间值=探索新物体时间/（探索新物体时间+探索旧

物体时间），RI距离值=探索新物体距离/（探索新物体

距离+探索旧物体距离）。

1.6　荧光定量 PCR 检测大鼠脑海马区 APP 基因
表达

行为学实验后，每组随机取 4只大鼠，称量其体

重，按 50 mg/kg 的剂量腹腔注射戊巴比妥钠溶液麻

醉大鼠，颈椎脱臼处死大鼠。剥离脑组织，摘取海

马体，液氮速冻后置于-80 ℃冰箱保存。根据人类

三突变 APP 基因和大鼠 APP 基因的保守区域序列

（来源于NCBI网站）设计引物，可同时扩增2种基因，

上游引物为 5’-ACTGACCACTCGACCAGGTTC-3’，下

游引物为5’-GGCGTCAACCTCCACCACA-3’。内参基

因 β -actin 的上游引物为 5’-TGTCACCAACTGGG-
ACGATA-3’，下游引物为 5’-GGGGTGTTGAAGGTC-
TCAAA-3’。按照试剂盒说明书步骤提取RNA，并逆

转录，对APP基因进行实时荧光定量PCR扩增，反应

程序：94 ℃ 30 s预变性；94 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，循环

扩增 40次。反应结束后导出Ct值等数据，运用 2-ΔΔCt

法计算相对表达量，并进行统计学分析。同时，对实

时荧光定量PCR扩增产物采用测通法测序验证。PCR
引物合成及扩增产物测序均由生工生物工程（上海）

股份有限公司完成。

1.7　海马区脑组织病理学检测
每组取另外 3只大鼠用于组织病理学检测（剩余

1只为备用）。大鼠麻醉后用生理盐水灌注心脏以置换

血液，再用4%多聚甲醛溶液灌注后剥离脑组织。将脑

组织浸泡于4%多聚甲醛溶液固定48 h后，用梯度乙醇

溶液常规脱水、二甲苯透明后浸蜡包埋，石蜡切

片 4 μm。分别采用HE染色法、尼氏染色法、免疫组

注：A 为空载病毒质粒结构图；B 为携带人源三突变 APP 基因的质粒结构图。APPsla-L-A 代表人源三突变 APP 基因，Nluc 代表 NanoLuc 萤光
素酶基因，SYN promoter 是神经元特异性启动子。
Note：A， structure of the empty viral plasmid； B， structure of the plasmid carrying the human triple mutant APP gene， APPsla-L-A 
represents the human triple mutant APP gene， Nluc represents the NanoLuc luciferase gene， and SYN promoter is the neuron-specific 
promoter.
图 1 重组腺相关病毒载体结构示意图
Figure 1 Schematic diagram of recombinant adeno-associated viral vector structure
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织化学法检测大鼠海马区脑组织的常规组织病理特征、

神经元变化以及Aβ沉积情况。

HE染色：石蜡切片脱蜡后先用苏木精染色细胞

核，分化后再用伊红染液染色；倾去多余染色液后快

速脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。

尼氏染色：石蜡切片脱蜡后，用尼氏染色液浸染

10 min；自来水洗去多余染液，用尼氏分化液分化30 s，
终止分化。显微镜下初步观察染色情况，显色清晰即

可用乙醇溶液梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。

免疫组织化学染色：石蜡切片常规脱蜡，EDTA热
修复后，进行内源性过氧化物酶阻断和血清封闭；加

入Aβ单克隆抗体4 ℃过夜孵育，漂洗后再加入生物素

标记的山羊抗鼠/兔二抗于室温孵育 30 min，DAB显色

后加入苏木精对比染色细胞核；显微镜下初步观察，

染色正常则脱水封固，然后在光学显微镜下进行观察

和拍照。

1.8　统计学分析
采用SPSS 22.0软件对各实验结果数据进行分析处

理。符合正态分布且方差齐性的各组数据采用单因素

方差分析，组内两两比较采用 LSD-t检验；不符合正

态分布和方差齐性要求的数据用Kruskal-Wallis检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　造模后重组 AAV 在大鼠脑部有效表达
造模2周后，腹腔注射萤光素酶底物Furimazine进

行各组大鼠活体成像（图2），结果显示，实验组与空

载病毒组大鼠头部区域可检测到荧光发光，空白对照

注：BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的
腺相关病毒）。各组大鼠腹腔注射萤光素酶底物 Furimazine 后 10 min 观察荧光素报告酶活性。2 周后实验组与空载病毒组头部区域可检测到荧
光发光，6 个月后实验组和空载病毒组的荧光强度都减弱，但仍然可以被检测到；空白对照组未检测到荧光。
Note：BC， VC， Exp are blank control group， virus control group， and experimental group （adeno-associated virus carrying human triple 
mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively. The luciferase 
reporter activity was observed 10 min after intraperitoneal injection of the luciferase substrate Furimazine into rats in each group. 2 weeks 
later， fluorescent luminescence could be detected in the head area of the experimental group and the virus control group， and 6 months 
later， the fluorescence intensity of both the experimental group and the virus control group was weakened， but it could be detected； the 
fluorescence was not detected in the blank control group.
图 2 注射病毒 2 周和 6 个月后大鼠活体成像情况
Figure 2 In vivo imaging of rats two weeks and six months after virus injection

273



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Jun . 2025, 45(3)

组大鼠未检测到荧光；造模 6个月后实验组和空载病

毒组的荧光强度都减弱，但仍然可以被检测到。结果

证明造模后大鼠脑部有效表达 rAAV。
2.2　造模后大鼠的认知记忆能力降低

rAAV感染后，受试大鼠的新物体识别实验结果

（图3）表明，实验组的距离认知指数和时间指数均明

显低于空白对照组（P<0.01）和空载体病毒组（P<
0.05），而空白对照组与空载病毒组相比差异无统计学

意义（P>0.05）。结果提示造模后大鼠的认知记忆能力

明显下降。

2.3　造模后大鼠海马体中 APP 基因表达增强
造模 6个月后，实时荧光定量 PCR检测各组大鼠

海马体中APP基因的相对表达量，结果如图 4A所示。

实验组APP相对表达量与空白对照组和空载病毒组相

比显著增高（P<0.01），而空白对照组与空载病毒组相

比差异无统计学意义（P>0.05）。PCR产物测序结果与

正常人源APP基因序列比对结果如图4B所示，精准定

位到 3个突变位点，分别为 Swedish突变位点GA突变

为TC，Austrian突变位点C突变为T，London突变位点

G突变为A。以上突变位点的位置与 rAAV载体所设计

的预期突变位点完全相符。

2.4　造模后大鼠海马区组织发生明显的病理学
变化

rAAV病毒感染大鼠 6个月后，海马体的HE染色

结果如图5A所示。实验组大鼠的海马体CA1区神经细

胞缺失、皱缩、分布稀疏；空白对照组和空载病毒组

CA1区神经元细胞结构完整，细胞数量正常，神经元

细胞排列整齐，细胞核大圆且染色清晰。

尼氏染色结果如图5B所示。实验组海马体中尼氏

体数量减少，分布稀疏，染色浅淡；空白对照组和空

载病毒组的海马体中尼氏体丰富，染色可见形态饱满、

色深而匀、数量多而密、排列紧致。

免疫组织化学染色结果如图5C所示。实验组大鼠

的海马CA1区及锥形细胞层可以看到明显的棕褐色沉

淀，即产生了Aβ沉积；空白对照组以及空载病毒组在

海马区未看到Aβ沉积现象。

3　讨论

AD作为一种复杂的神经退行性疾病，目前尚无完

全治愈该疾病的方法。近20年来，全球首个获美国食

品药品监督管理局批准的AD新药仑卡奈单抗，也只能

通过清除大脑中的有毒Aβ蛋白，延缓疾病的临床进

程。该疾病不仅对患者的身心健康和生活质量造成了

极大的危害，也给家庭和社会带来了沉重的负担。近

注：A 展示大鼠探索两个相同物体；B 为更换了新物体；C 为以距离为统计指标的新物体识别实验结果；D 为以时间为统计指标的新物体识别
实验结果。RI：新事物识别指数。BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变
APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒），每组 8 只大鼠 （n=8）；与空白对照组相比，**P<0.01；与空载病毒组相比，#P<0.05。
Note：A shows rats exploring two identical objects； B is a new object replaced； C is the result of the new object recognition experiment 
using distance as a statistical index； D is the result of the new object recognition experiment using time as a statistical index. RI：
Recognition index. BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental group （adeno-associated virus carrying 
human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively， 
8 rats per group （n=8）； **P<0.01， compared with blank control group； #P<0.05， compared with virus control group.
图 3 新物体识别实验检测大鼠认知记忆能力
Figure 3 Novel object recognition test to assess recognition memory of rats
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年来，国内外AD患者数量与日俱增，使得该疾病研究

刻不容缓，而构建良好的疾病模型对疾病的治疗研究

具有至关重要的作用。

灵长类动物与人类的亲缘关系很接近，在构建人

类疾病动物模型上具有天然的优势，然而受限于伦理

问题和高昂的实验成本，难以作为可推广的实验动物

用于研究。所以，目前的AD模型构建大多用大鼠和小

鼠。相比于小鼠，大鼠具有更接近人类的神经解剖结

构、行为复杂性和代谢特征。本研究在综合考虑成本、

病理生理特征及其下游研究价值后，选择大鼠作为构

建AD模型的实验动物。

Aβ异常沉积是AD的核心病理标志之一，其生成

直接归因于APP的异常剪切［17-18］。家族性AD患者中，

约 50%的病例与 APP基因突变相关，尤其是 Swedish、
London及Austrian突变，因其对Aβ生成的关键调控作

用而被广泛关注。造模时引入人APP基因可规避物种

差异，精准模拟人类AD的Aβ沉积特征。本研究采用

大脑感染携带 Swedish/London/Austrian突变位点的APP
基因的病毒进行造模，6个月后组织学观察结果显示，

海马区神经元数量减少，形态出现萎缩，尼氏体数量

减少，分布稀疏，染色浅淡，出现了明显的Aβ沉积，

此变化与人类AD患者的病理特征一致［2］。新物体识

别行为学实验发现，实验组大鼠的认知能力显著降低，

认知记忆能力衰退，有效模拟了人类AD的临床疾病特

征。在现有AD大鼠模型中，也有通过转入APP基因进

行造模的文献报道，例如有研究者向Tg6590大鼠转入

携带 Swedish突变位点的 APP基因［19-20］，但该模型出

现行为认知障碍的时间需9个月甚至更长，出现Aβ沉
积的时间在15个月以上，成模时间过于漫长；而且该

模型动物出现的AD病理特征比较单一，不如本研究中

转入三突变APP基因的造模效果好。

目前有不少研究者通过基因编辑技术进行AD造
模［21-22］。清华大学研发的APPNL-G-F转基因大鼠不仅检

测出Aβ沉积，6个月后还检测出Tau蛋白磷酸化、突

触缺失等特征［14］，较好地模拟了AD疾病特征；但12
个月后才检测出神经元缺失，且胚胎显微注射技术难

以避免脱靶效应，不仅限制了目的基因在特定组织功

能的研究，而且可能会导致动物发生与AD无关的不良

后果。例如有研究发现，Tau转基因小鼠的脊髓出现了

细胞坏死，导致后肢残疾，且随着年龄增长，后肢的

残疾加重，寿命只有5～6个月［23］。
另外，还有研究者直接通过脑立体定位注射Aβ进

行造模［24］，能在短时间内诱导局部神经炎症，但同时

容易激起机体免疫反应，且不符合AD患者脑内Aβ沉
积来自长期积累的临床发病机制。而本研究通过高效

转导低免疫原性的AAV在大鼠脑内持续表达 APP基

注：A，为实时荧光定量 PCR 检测结果 ［BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 （通过脑立体定位在海马区注射携带人源三
突变 APP 和 NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒），每组 4 只大鼠 （n=4）；与空白对照组相比，**P<0.01；与空载病毒组相比，##P<0.01］。B
为 PCR 产物测序比对结果，黄色高亮部分指示突变位点。
Note： A is the result of real-time fluorescence quantitative PCR. BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental 
group （adeno-associated virus carrying human triple mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain 
stereotaxic localization）， respectively. 4 rats in each group （n=4）； Compared with blank control group， **P<0.01； Compared with virus 
control group， ##P<0.01. B is the result of real-time fluorescence quantitative PCR product sequencing comparison， and the yellow 
highlighted part is the indicated mutation site.
图 4 大鼠海马体 APP 基因表达及测序结果
Figure 4 APP gene expression and sequencing results in rat hippocampus
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注：BC、VC、Exp 分别为空白对照组、空载病毒组、实验组 ［通过脑立体定位在海马区注射携带人源三突变淀粉样前体蛋白 （APP） 和
NanoLuc 萤光素酶基因的腺相关病毒］。黑色箭头所指区域为皱缩坏死的细胞；红色箭头所指区域为尼氏体稀疏，染色浅淡的细胞；蓝色箭头
所指区域为 β-淀粉样蛋白沉积区域。
Note： BC， VC， Exp are blank control group， virus control group and experimental group （adeno-associated virus carrying human triple 
mutant APP and NanoLuc luciferase genes was injected in the hippocampus by brain stereotaxic localization）， respectively. The areas 
indicated by black arrows are crumpled necrotic cells. The areas indicated by red arrows are cells with sparse Nissl bodies and light staining. 
The area indicated by blue arrow is the area of amyloid β-protein deposition.
图 5 大鼠海马体组织的 HE 染色（A）、尼氏染色（B）和免疫组织化学染色（C）结果
Figure 5 HE staining （A）， Nissl staining （B）， and immunohistochemical staining （C） results of rat hippocampal region

276



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineJun . 2025, 45(3)

因，进而形成Aβ沉淀，可以更近似地模拟AD的发病

进程。

NanoLuc萤光素酶作为基因标记，与传统的萤光

素酶相比，具有体积小（约19 kDa）、亮度高、稳定性

好的优点，结合底物 Furimazine后可发出强烈蓝光，

可透过头骨被活体成像仪捕捉，实现了高灵敏度、低

背景的生物发光检测［25-26］。本研究中将三突变APP基
因与NanoLuc萤光素酶基因共用一个启动子，这种单

载体共表达系统避免了多载体共转染的效率不均问题，

使得NanoLuc萤光素酶的发光信号可以更准确地指示

APP基因的表达情况。

本实验采用脑立体定位仪直接注射携带APP基因

的AAV，利用活体成像仪可快速高效地观察造模效果，

对动物创伤小，检测的灵敏度高，无需额外注射易淬

灭的荧光抗体或牺牲动物获取组织样本，显著简化了

实验流程并符合动物实验伦理的3R原则。此设计不仅

为AD病理机制研究提供了高效工具，更为大型动物

（如非人灵长类）或难以基因编辑的物种提供了造模参

考，规避了转基因动物繁育的高耗时与高成本限制。

综上，本研究通过脑立体定位技术联合AAV转入

人源三突变APP基因成功构建的大鼠AD模型，可体现

出典型的AD组织病理学和认知行为特征，为基于Aβ
沉积的AD病理研究及药物研发提供了动物模型基础。
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慢性肾脏病大鼠主动脉钙化模型的术式优化及效果
评价
潘颐聪, 蒋汶洪, 胡 明, 覃 晓

(广西医科大学第一附属医院血管外科, 南宁530021)

[摘要] 目的　通过不同的肾脏切除手术方法建立 SD 大鼠慢性肾脏病主动脉钙化模型，并进行手术时间及存活时
间比较和效果评价，以探索更优化的建模方法。方法　根据不同手术方式分为腹腔入路先切 2/3 左肾后二期右全肾
切除组 （A 组）、腹腔入路 2/3 左肾及右全肾同时切除组 （B 组）、背入路先切右全肾后二期 2/3 左肾切除组 （C 组）、
背入路先切 2/3 左肾后二期切除右全肾组 （D 组） 共 4 组，比较腹腔入路及背入路、分期及一次性肾脏切除术的 SD
大鼠生存曲线确定最优的肾脏切除手术方式后，选取 24 只 8 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠进行肾脏切除联合骨化三醇钙
化诱导：其中实验组 12 只大鼠行背入路的左侧 2/3 肾切除后右侧全肾切除术，1 周后腹腔注射骨化三醇溶液 1 μg/kg，
以进行主动脉钙化诱导；对照组 12 只大鼠行假手术后 1 周，腹腔注射含 1%DMSO 的生理盐水 250 μL/kg。腹腔注射
药物 3 个月后，观察各组大鼠的存活情况。麻醉状态下，采集各组大鼠的血液样本，测定血清磷和钙离子浓度、血
清尿素氮和肌酐含量。安乐死大鼠后进行剖检，肉眼观察残余肾脏形态，HE 染色观察肾冠状切面的病理学变化。
另外取各组大鼠的全主动脉，茜素红 S 及 von Kossa 染色观察主动脉钙化程度，实时荧光定量 PCR 法检测大鼠主动
脉组织中平 滑 肌 肌 动 蛋 白 相 关 蛋 白 α （smooth muscle actin-associated protein α ， Sm22）、 Runt 相 关 转 录
因子 2 （Runt-related transcription factor 2，Runx2）、骨桥蛋白 （osteopontin ，OPN） 基因表达情况，以评价建
模效果。结果　不同术式优化探索实验发现，背入路先切除 2/3 左肾再切除右侧全肾的 D 组大鼠的存活率最高，提
示该术式是建立肾功能不全的慢性肾脏病模型的最佳手术方式。运用该术式联合高剂量骨化三醇注射的实验组大鼠
血清钙离子浓度显著低于假手术对照组 （P＜0.05），而血清磷离子浓度、血清肌酐及血清尿素氮含量则显著高于对
照组 （P＜0.05）。肾脏 HE 染色可见实验组大鼠肾脏发生明显器质性改变，其中实验组大鼠的肾小球计数比对照组
明显减少 （P＜0.05），提示肾衰竭模型成功建立。茜素红 S 染色可见实验组大鼠的主动脉中膜中有明显的色素沉
着，von Kossa 染色可见实验组大鼠的主动脉中膜层明显有硝酸银沉积，符合肾衰竭主动脉钙化的表现。实时荧光
定量PCR表明，实验组大鼠的主动脉组织中Sm22表达水平下降 （P＜0.05），OPN和Runx2表达水平上升 （P＜0.05），
提示主动脉平滑肌细胞由平滑肌表型向骨样表型转变，主动脉钙化模型诱导成功。结论　采用背入路先切除 2/3 左
肾，再进行右侧全肾切除，联合高剂量骨化三醇溶液摄入的方法，可成功建立 SD 大鼠慢性肾脏病主动脉钙化模型。
该方案能缩短手术时间，提高建模成功率和动物存活率。
[ 关 键 词 ] 血管钙化； 慢性肾脏病； 肾脏切除术； 动物模型； SD 大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0279-11
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rats using different nephrectomy surgical methods, and to compare and evaluate surgical duration and 
survival time to explore a more optimized modeling method. Methods According to different surgical 
methods, the SD rats were divided into four groups: Group A: intraperitoneal resection of 2/3 of the left 
kidney followed by right total nephrectomy in the second stage; Group B: intraperitoneal resection of 2/3 of 
the left kidney and simultaneous right total nephrectomy; Group C: dorsal approach right total 
nephrectomy followed by resection of 2/3 of the left kidney in the second stage; Group D: dorsal approach 
resection of 2/3 of the left kidney followed by right total nephrectomy in the second stage. After comparing 
survival curves of SD rats undergoing intraperitoneal versus dorsal approaches, and staged versus single-
stage nephrectomy, the optimal nephrectomy surgical method was determined. Then, twenty-four 8-week-
old SPF-grade male SD rats were selected for nephrectomy combined with calcitriol-induced calcification. 
Experimental group (12 rats): the dorsal approach left 2/3 nephrectomy followed by right total nephrectomy, 
with intraperitoneal injection of 1 μg/kg calcitriol administered one week later to induce aortic calcification. 
Control group (12 rats): the intraperitoneal injection of 250 μL/kg physiological saline containing 1% DMSO 
one week after sham surgery. After intraperitoneal injection of drugs for 3 months, the survival status of 
rats in each group  was observed. Under anesthesia, blood samples were collected from each group to 
measure serum phosphorus and calcium ion concentrations, as well as serum urea nitrogen and creatinine 
levels. After euthanizing the rats, a post-mortem examination was performed to observe the residual kidney 
morphology, and HE staining was used to observe the pathological changes in the coronal section of the 
kidney. Additionally, the entire aorta of each group was taken, and the degree of aortic calcification was 
observed by staining with Alizarin red S and von Kossa. Real-time fluorescence quantitative PCR was used 
to detect the gene expression of smooth muscle actin-associated protein alpha (Sm22), Runt-related 
transcription factor 2 (Runx2), and osteopontin (OPN) in rat aortic tissue to evaluate the effectiveness of 
the model. Results The exploratory optimization experiment of different surgical procedures found that the 
survival rate of group D rats, which underwent 2/3 left kidney resection followed by right whole kidney 
resection via the dorsal approach, was the highest, indicating that this surgical procedure was the best 
method for establishing a chronic kidney disease model with renal dysfunction. The experimental group 
rats treated with this surgical procedure combined with high-dose calcitriol injection had significantly lower 
serum calcium ion concentration than those in the sham-operated control group (P<0.05), while serum 
phosphorus ion concentration, serum creatinine, and serum urea nitrogen levels were significantly higher 
than those of the control group (P<0.05). HE staining of the kidneys showed significant organic changes in 
the kidneys of the experimental group rats, with a significant decrease in glomerular count compared to 
that of the control group (P<0.05), indicating the successful establishment of a renal failure model. Alizarin 
red S staining showed significant pigment deposition in the aortic media of the experimental group rats, 
while von Kossa staining showed significant silver nitrate deposition in the aortic media of the 
experimental group rats, which was consistent with the manifestation of aortic calcification in renal failure. 
Real-time fluorescence quantitative PCR showed that the expression level of Sm22 in the aortic tissue of 
the experimental group rats decreased (P<0.05), while the expression levels of OPN and Runx2 increased 
(P<0.05), indicating a transition of aortic smooth muscle cells from smooth muscle phenotype to bone-like 
phenotype and successful induction of an aortic calcification model. Conclusion The method of 
establishing an aortic calcification model of chronic kidney disease in SD rats by first removing two-thirds 
of the left kidney via the dorsal approach followed by right total nephrectomy, combined with high-dose 
calcitriol administration, shortens the surgical time, improves the success rate of modeling, and increases 
the animal survival rate.
[Key words]  Vascular calcification; Chronic kidney disease;  Nephrectomy; Animal models; SD rats

慢性肾脏病（chronic kidney disease，CKD）是一

个全球性的健康问题，发病率较高，并发症较多，并

具有高致死率及致残率的特点。随着CKD发展，机体

内矿物质代谢紊乱造成的压力逐渐累积在各个器官，

其中心血管钙化是CKD患者的重要并发症，也是CKD
患者死亡的原因之一［1-2］。因此研究血管钙化对CKD
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患者有重大意义。

建立大鼠慢性肾功能不全血管钙化模型是研究

CKD的常用手段。目前建立大鼠慢性肾功能不全血管

钙化模型的手段较多［3-8］，其中肾切除联合维生素D
摄入是较为经典的慢性肾功能不全主动脉钙化模型建

立方法。研究发现，啮齿类动物经肾切除加上高磷饮

食或高维生素D摄入后能获得较为理想的血管钙化表

型，并且肾切除相较于药物诱导肾脏衰竭来说个体差

异更小［7］。另有学者研究发现，肾切除术后加用大剂

量骨化三醇（一种活化的维生素D）能较好地诱导主

动脉钙化［9］，并且骨化三醇能在一定程度上改善慢性

肾功能不全引起的甲状旁腺亢进症状，能提高建模期

间大鼠的存活率，提示肾切除联合骨化三醇摄入是较

为理想的大鼠慢性肾功能不全血管钙化模型建立方法。

然而，以上方法需要对大鼠进行手术，创伤较大，甚

至严重影响大鼠生存，因此需要选择合理的手术方式

将大鼠的手术创伤降至最小。目前，构建该模型的手

术方式多种多样，有不同的手术入路、不同的肾切除

顺序［10-13］，并且本课题组在预实验中发现不同手术方

式对大鼠生存有较显著的影响。基于此，本研究先将

36只SD大鼠分为不同肾脏切除术式的4组进行探索性

实验，评估优化手术方式后再选取24只SD大鼠进行慢

性肾功能不全建模和血管钙化诱导，然后验证模型动

物的主动脉钙化效果，旨在探索大鼠CKD血管钙化模

型的最优手术方案。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级 SD雄性大鼠 60只，8周龄，体重（210 ± 

10.8） g， 购自广西医科大学动物实验中心 ［SCXK
（桂） 2020-0003］，质量合格证号为 2024235。动物饲

养于广西医科大学 SPF 级动物实验室［SYXK （桂）

2020-0004］，环境温度为（23 ± 3）℃，相对湿度为

（50 ± 5）%，人工照明且控制 12 h明暗交替；动物可

以全天自由饮水，全程常规进食。所有实验操作遵循

动物福利伦理要求，并获得广西医科大学实验动物伦

理委员会审查批准（批号 202312005）；术后允许大鼠

自由活动，自由饮食饮水。

1.2　实验设备及试剂
超低温冰箱（型号MDF-782VE）购自冰山松洋生

物科技（大连）有限公司；倒置显微镜（型号CKX53）
购自日本 Olympus 公司；全波长酶标仪 （型号

Multiskan SkyHigh）购自美国Thermo Fisher Scientific公
司；实时荧光定量PCR仪（型号 qTOWER3G）购自德

国耶拿分析仪器股份公司（AnalytikJena）；RWD动物

气体麻醉机购自深圳瑞沃德生命科技股份有限公司。

血清磷浓度检测试剂盒（批号BC1655）、尿素氮

（尿素）含量检测试剂盒（批号BC1535）、钙检测试剂

盒（邻甲酚酞络合酮比色法，批号BC8333）和骨化三

醇（批号 SC8910）均购自北京索莱宝科技有限公司；

肌酐（creatinine，CRE）测定试剂盒（批号C011-2-1）
购自南京建成生物工程研究所；2%茜素红 S染色液

（批号 G1038-100 mL）、 von Kossa 染色液 （批号

G1043-1）均购自武汉赛维尔生物（Servicebio）科技

有限公司；HE染色液（批号G1005-500 mL）购自武

汉赛维尔生物（Servicebio）科技有限公司；二甲基亚

砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）（批号D6370）购自北

京博奥拓达（Biotopped）科技有限公司；异氟烷（批

号 2025021501）购自深圳市瑞沃德生命科技股份有限

公司；卡洛芬（批号M81424-1G）购自上海迈瑞尔生

化科技有限公司；细胞/组织总RNA提取试剂盒（批号

RC11201）购自南京诺唯赞（Vazyme）生物科技股份

有限公司；逆转录试剂盒（批号RR092A）和快速荧光

定量 PCR试剂盒（批号CN830A）均购自日本 TaKaRa
公司。

1.3　大鼠肾功能不全模型构建术式优化
1.3.1　实验分组

为探索不同手术方式的效果，将36只SD大鼠分为

4个实验组：A组 12只，从腹腔入路先切 2/3左肾后，

二期切除右全肾；B组 6只，从腹腔入路 2/3左肾及右

全肾同时切除；C组6只，背入路先切右全肾后，二期

切除 2/3左肾；D组 12只，背入路先切除 2/3左肾，再

二期切除右全肾。

1.3.2　腹腔入路肾脏切除术
在RWD动物气体麻醉机的麻醉诱导盒中使用 4%

异氟烷/氧气对大鼠进行麻醉诱导，再用 1.5%异氟烷/
氧气混合气体维持麻醉，腹部备皮并用 75%乙醇溶液

消毒，用组织剪剪开腹中线皮肤及腹白线，打开腹腔。

2/3左肾切除：以1号外科缝线缝合腹壁作为牵引提拉

腹壁，用棉签将小肠及降结肠向右侧拨开，并置入棉

球挡开肠管使暴露左侧肾脏。暴露左肾下极，沿包膜

钝性分离左肾下极，沿包膜继续向上钝性分离左肾上

极，将左肾游离。以无损伤镊子轻持左肾上极，高温

电凝刀切割左肾皮质，标记切割范围，以组织剪沿预
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切线剪除肾下极，以电凝刀灼烧止血［14］；用同样方法

处理左肾上极。使用同样的方法暴露右肾，以无损伤

镊子轻持右侧肾脏，向上外轻轻提起暴露右侧肾蒂，

以止血钳夹闭肾蒂血管组织，用组织剪剪断肾蒂，完

整切除右肾。以 1号外科缝合线结扎右侧肾蒂，确定

无出血后，取出棉球恢复肠道位置，连续缝合腹壁，

皮下注射少量 1%利多卡因（＜0.1 mL）用于术后止

痛，随后将大鼠置于恒温电热毯上复苏。如进行分期

肾切除术，则在2/3左肾切除术后1周，再按上述操作

切除右侧全肾。

1.3.3　背入路肾脏切除术
按照1.3.2节方法对大鼠进行麻醉，背部备皮并用

75%乙醇溶液消毒，术前可触摸肾脏大概位置，取第

13肋脊点下方 0.5 cm偏外侧 0.5 cm做 1.5～2 cm切口

（位于竖脊肌外侧）。2/3左肾切除：剪开皮肤浅筋膜，

暴露背阔肌，透过背阔肌可见下方黄色的肾周脂肪即

为正确位置，剪开背阔肌暴露后腹腔；用左手食指于

腹腔触摸肾脏并将其挤出切口，以镊子提起左侧肾下

极脂肪筋膜，暴露筋膜与肾包膜解剖间隙，以中弯钳

或棉签沿间隙钝性分离肾筋膜，完全暴露肾脏及肾蒂

结构；以无损伤镊子轻持左肾下极，用高温电凝刀切

割左侧肾皮质标记切割范围，组织剪沿预切线剪除左

肾下极，以电凝刀灼烧止血；以同样方法处理左肾上

极，确定无出血，肾蒂无扭曲后将左侧肾脏还纳后腹

腔；连续缝合背阔肌，间断缝合皮肤，皮下注射少量

（＜0.1 mL） 1%利多卡因用于术后止痛。1周后行右侧

肾全切术：用相同的方法暴露右肾，由于右肾不方便

触及，可先找到脂肪筋膜，反复提起脂肪筋膜可见到

肾下极，将右肾挤出切口外侧；以镊子提起肾下极脂

肪筋膜，暴露筋膜与肾包膜解剖间隙，以中弯钳或棉

签沿间隙钝性分离肾筋膜，完全暴露右侧肾脏及右侧

肾蒂结构；以无损伤镊子轻持右侧肾脏，以 1号外科

缝合线尽量远离肾门将肾蒂结扎，以剪刀剪断肾蒂将

右肾完整取出；确定结扎牢固无出血后，连续缝合背

阔肌，间断缝合皮肤。若先切除右侧肾则将右肾切除

的顺序与左肾部分切除顺序调换，手术方式不变。皮

下注射 1%利多卡因（＜0.1 mL），随后将大鼠置于恒

温电热毯上复苏。

1.3.4　手术后实验大鼠的生存情况分析
术后大鼠不予束缚，可自由活动，正常摄食摄水。

术后每日按5 mg/kg剂量皮下注射卡洛芬溶液（使用无

水乙醇溶解卡洛芬粉剂配制成10 mg/mL保存液，再使

用生理盐水稀释成 2.5 mg/mL溶液）一次，连续注射

3 d进行术后止痛。记录各组大鼠术后生存状况，以各

组大鼠存活数量及实验时间为变量，分析同一时间内

各组大鼠存活数量，使用概率乘积法计算不同时间点

的生存概率，绘制Kaplan-Meier曲线进行生存分析，

对肾切除术后 60 d内各组大鼠的累积生存概率进行

Log-Rank检验。

1.4　肾功能不全主动脉钙化模型构建
1.4.1　实验分组及钙化诱导

确定最优的肾脏切除手术方式后，选取24只SD大
鼠进行肾脏切除及动脉钙化诱导建模。其中实验组12
只大鼠，行1.3节优化的肾脏切除术后1周，使用高剂

量骨化三醇溶液（先用 DMSO 溶解骨化三醇粉剂配

制成 1 μg/μL 骨化三醇保存液，按 0.99 mL 生理盐

水、5.6 μL DMSO和 4.4 μL骨化三醇保存液的比例配

制成骨化三醇注射液1 mL） 1 μg/kg 进行腹腔注射，每

3 d注射1次，共持续注射3个月进行主动脉钙化诱导。

对照组 12只大鼠行假手术，即暴露肾脏后还纳后腹

腔，1周后腹腔注射生理盐水配制的 1%DMSO溶液 3
个月［7-13］。
1.4.2　建模后动物生存状态观察及安死术后取材

骨化三醇诱导主动脉钙化期间观察各组大鼠的存

活情况，包括精神状态、摄食量、毛发、体重等。3个
月即 12周后，使用 2%异氟烷/氧气混合气体麻醉各组

大鼠，行下腔静脉采血用于血清生化检测，血液样本

采集完成后继续放血安乐死动物。然后进行剖检，肉

眼观察大鼠残余肾脏形态，取材并制成肾冠状切面的

石蜡切片后进行HE染色，同时进行肾小球计数。另外

取各组大鼠的全主动脉，以肾动脉为界分别采集胸主

动脉及腹主动脉两部分，每部分取1/2的主动脉组织以

4%多聚甲醛溶液固定，用于免疫组织化学染色，包括

茜素红 S染色、von Kossa染色；剩下的主动脉组织经

液氮快速冷冻，48 h后置于−80 ℃冰箱冻存，用于实时

荧光定量PCR检测。大鼠尸体包装后贮存在−20 ℃的冰

柜中，待专业公司进行无害化处理。慢性肾脏病主动

脉钙化模型构建实验流程如图1所示。

1.5　模型大鼠的血清生化指标测定
采用下腔静脉采血法抽取大鼠全血约 2.5 mL置入

干燥管或促凝管，3 000 r/min离心15 min，取上清液即

为大鼠血清。分别使用血磷浓度检测试剂盒、尿素氮

（尿素）含量检测试剂盒、钙检测试剂盒（邻甲酚酞络

合酮比色法）和CRE测定试剂盒，按说明书步骤测定
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所有实验大鼠的血清磷和钙离子浓度、血清尿素氮和

肌酐含量。

1.6　大鼠肾脏 HE 染色观察
将大鼠肾脏组织沿冠状面切开固定于4%多聚甲醛

溶液中，常规石蜡包埋，制备厚度为5 μm的肾脏冠状

面组织切片。使用二甲苯浸泡切片，脱蜡后分别使用

无水乙醇、95%和 75%乙醇溶液进行脱水，使用纯水

和去离子水洗涤各 2次，每次 5 min。随后加入苏木精

染液染色 5 min，使用 1%的盐酸乙醇溶液去除多余染

料，并用氨水处理 10 s使部分变蓝，再通过流水冲洗

30 s，去离子水反复洗 10 min。加入伊红染液染色

2～3 min，纯水洗 3 次后，将组织切片依次置于 75%、

95%以及无水乙醇溶液中浸泡各3 min，二甲苯溶液中

浸泡 2次各 5 min。于切片上滴加中性树脂，盖上盖玻

片进行封固。光学显微镜下观察肾脏结构，并用

Image View软件辅助进行肾小球计数。

1.7　大鼠主动脉组织化学染色观察
1.7.1　茜素红 S 染色

将大鼠主动脉组织固定于4%多聚甲醛溶液中，常

规石蜡包埋，制备厚度为5 μm的组织切片。使用二甲

苯浸泡切片脱蜡后，分别使用无水乙醇、95%和 75%
乙醇溶液进行脱水，然后用 2%茜素红 S染色液浸染

20 min。再用95%乙醇溶液和无水乙醇各脱水2次，二

甲苯透明，最后用中性树脂封固。在光学显微镜下观

察主动脉中膜染色情况。

1.7.2　von Kossa 染色
按照1.7.1节方法制备的大鼠主动脉组织切片，使

用二甲苯浸泡切片脱蜡后，分别使用无水乙醇、95%
和 75%乙醇溶液进行脱水，每张切片上滴加 von Kossa
染色液至完全覆盖组织，同时进行紫外线照射，

30 min后用蒸馏水洗 1 min。然后滴加 5%硫代硫酸钠

溶液至完全覆盖组织，放置1 min后进行HE染液复染。

使用 95%乙醇溶液和无水乙醇各脱水 2次，二甲苯透

明后用中性树脂封固［15-16］。在光学显微镜下观察主动

脉中膜染色情况。

1.7.3　染色结果的半定量数据分析
主动脉组织切片染色图像使用Windows11系统的

Microsoft 照片 2025 处理软件智能去除背景后，使用

Image J软件进行图片处理：将图片Type设置成8 bit灰
阶，设置Enhance Contrast为0.3%。对于von Kossa染色

切片，设置 Threshold为 0～168可得到满意的染色面

积，0～251可得到主动脉总面积；对于茜素红S染色，

Threshold设置为 0～163可得到满意的染色面积，0～
251可得到主动脉总面积。以主动脉染色面积占主动脉

注：8 周龄 SD 大鼠饲养于 SPF 级动物屏障设施，常规饮食适应 3 d 后进行左肾 2/3 切除术，术后常规饲养，1 周后进行右肾切除术。1 周后每 3 d
给予 1 μg/kg 骨化三醇注射液。注射 12 周后进行静脉采血，并对全主动脉及肾脏进行取材，血清用于血生化检测，肾脏行冠状面石蜡切片后进
行 HE 染色，主动脉一部分制成石蜡切片进行茜素红 S 染色、von Kossa 染色，一部分进行冻存用于实时荧光定量 PCR 检测。
Note：Eight-week-old SD rats were housed in SPF-grade animal barrier facilities and underwent left kidney two-thirds nephrectomy after 
three days of regular dietary adaptation. After surgery， they were routinely housed and underwent right kidney nephrectomy one week later. 
After one week， administer 1 μg/kg calcitriol injection every three days. After 12 weeks of injection， venous blood collection was 
performed， and samples were taken from the entire aorta and kidneys. Serum was used for blood biochemistry testing， and paraffin-
embedded kidneys were sectioned in coronal side for HE staining. A portion of the aorta was sectioned in paraffin for Alizarin Red S staining 
and von Kossa staining， and a portion was frozen for real-time fluorescence quantitative PCR detection.
图 1 SD 大鼠慢性肾脏病主动脉钙化建模及评价实验流程图
Figure1 Flowchart of the experimental process for modeling and evaluating aortic calcification in SD rats with chronic 

kidney disease
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总面积的百分比评估主动脉钙化程度。

1.8　大鼠主动脉组织中相关基因的荧光定量 PCR
检测

采用实时荧光定量PCR法测定主动脉组织中平滑

肌肌动蛋白相关蛋白α（smooth muscle actin-associated 
protein α， Sm22） 以及骨组织相关的骨桥蛋白

（osteopontin，OPN）、Runt 相关转录因子 2 （Runt-
related transcription factor 2，Runx2）表达量，以此来

反映模型建立后血管平滑肌成骨样表型转变的情

况［4］。采用TRIzol法提取主动脉组织中总RNA，酶标

仪测定RNA浓度后于−80 ℃冰箱保存。在 250 μL离心

管中加入RNA 1 000 μg，用 DEPC水定容至14 μL，后

加入8×DNA酶2 μL，置入PCR仪进行反应，反应条件

为42 ℃ 2 min，4 ℃保存，以清除DNA杂质。反应完成

的离心管中加入5×逆转录酶4 μL，置入PCR仪进行反

应，反应条件为37 ℃ 10 min，85 ℃ 5 s，4 ℃保存，得

到产物为 cDNA，可在−80 ℃保存或直接用于荧光定量

PCR。实时荧光定量PCR体系包括PCR正反向引物各

0.8 μL、SYBR Green Master Mix PCR反应试剂 10 μL、
cDNA模板2 μL、无菌无酶水6.4 μL；其中PCR引物序

列信息见表 1，由TaKaRa公司设计并合成。PCR反应

流程：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性5 s，60 ℃退火延伸

10 s，共40个循环。PCR扩增完成后计算2-△△Ct值，以

反映目的基因的表达水平。

1.9　统计学分析
采用SPSS 20.0软件对实验结果数据进行统计学分

析。计量资料先进行 Shapiro-Wilk正态性检验，符合

时数据用平均数 ± 标准差表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验，多组间比较采用秩和检验。生存分析采

用Kaplan-Meier方法进行统计，使用Log-Rank检验计

算P值，使用R软件 4.3.1版本“survival”包进行生存

分析，使用“survminer”包进行生存分析可视化绘制

Kaplan-Meier曲线。P＜0.05提示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　不同手术方式构建的慢性肾功能不全模型大
鼠存活情况

采用不同手术方式建立的慢性肾功能不全模型大

鼠的术后 60 d累积生存概率有明显差异（图 2，P＜
0.05）。其中腹腔入路2/3左肾及右全肾同时切除的B组
及背入路先切右全肾后二期2/3左肾切除的C组大鼠在

术后10 d内出现大量死亡（死亡率＞50%），背入路先

行2/3左肾切除再行右全肾切除的D组大鼠相较其他组

的术后 60 d累积生存概率最高（P＜0.05），因此后续

采用该术式进行CKD建模。

2.2　CKD 主动脉钙化建模大鼠的效果评估
2.2.1　术后大鼠生存状态及其肾脏、主动脉观测

用优化的肾脏切除术式联合高剂量骨化三醇注射

法建立CKD主动脉钙化模型期间，12只实验组大鼠中

分别于右肾切除后第 7、9、40天各死亡 1只，总共死

亡 3只；而 12只对照组大鼠全部存活。实验组大鼠出

现精神萎靡、摄食量减少、毛发稀疏，以及消瘦等表

现。对实验组所有存活大鼠行安乐死后剖检，结果显

示实验组大鼠残余肾脏苍白水肿，主动脉呈现僵硬改

变，缺乏弹性，动脉壁可触及环状钙化沉积。

2.2.2　血生化检测结果
分别取 9只实验组大鼠及 12只对照组大鼠的血清

样本检测血生化指标，结果数值见表2。统计分析结果

表 1　PCR 引物序列信息
Table 1　Primers for real-time fluorescent quantitative PCR
目标基因名称
Target gene name
Sm22 (Tagln)

OPN (Spp1)

Runx2

β-actin

NCBI 基因序列号
NCBI reference sequence

NC-086026.1

NC-086032.1

NC-086027.1

NC-086030.1

引物序列信息
Primer sequence information

F：5’-CAGATGGAACAGGTGGCTCAA-3’
R：5’-GCCCAAAGCCATTACAGTCCTC-3’
F：5’-GCCGAGGTGATAGCTTGGCTTA-3’
R：5’-TTGATAGCCTCATCGGACTCCTG-3’
F：5’-GGATGCCTTAGTGCCCAAATG-3’
R：5’-CACCCTGTGAGGTGGCTGAA-3’
F：5’-CACCCGCGAGTACAACCTTC-3’
R：5’-CCCATACCCACCATCACACC-3’

扩增片段大小/bp
Amplification fragment size/bp

161

145

120

207

注：Sm22，平滑肌肌动蛋白相关蛋白 α；Runx2，Runt 相关转录因子 2；OPN，骨桥蛋白。
Note： Sm22， Smooth muscle actin-associated protein alpha； Runx2， Runt-related transcription factor 2； OPN， Osteopontin.
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显示，实验组大鼠的血清钙离子浓度显著低于对照组

（P＜0.05），而血清磷离子浓度以及肌酐和尿素氮的含

量均显著高于对照组（P＜0.05）。
2.2.3　肾脏 HE 染色结果

分别取9只实验组大鼠及12只对照组大鼠的肾脏，

制作石蜡切片后行HE染色（图 3）。实验组大鼠的肾

脏冠状切面HE染色结果表明，肾皮质水肿，部分肾小

球萎缩纤维化，肾小囊集合管扩张，表面肾脏受到损

伤；对照组大鼠的肾皮质饱满，肾小球形态完整，肾

单位及集合管形态正常。取肾冠状切面进行肾小球计

数，使用 Image view软件辅助手工计数，结果如图 3B
所示；实验组肾小球数量［（67.55±19.75）个］显著

少于对照组［（398.25±114.29）个，P＜0.001］。
2.2.4　主动脉钙化染色结果

分别取 9只实验组大鼠及 12只对照组大鼠的胸腹

主动脉制作石蜡切片，行茜素红 S染色及 von Kossa染
色（图4）。结果可见，实验组主动脉中膜深染，有明

显的银盐及茜素红 S染液沉积，可见部分细胞坏死，

符合慢性肾脏疾病动脉中膜钙化的特点；对照组可见

主动脉形态完整，未见染色沉积。使用 Image J软件对

染色面积进行相对定量分析（即每例大鼠取胸主动脉

及腹主动脉染色面积占比的平均值进行对照分析），实

验组的茜素红 S及 von Kossa染色面积占比（染色面积

与该切面主动脉总面积之比）明显大于对照组（P＜
0.05），提示实验组的主动脉钙化明显。

2.2.5　主动脉组织细胞 PCR 结果
分别取 9只实验组大鼠及 12只对照组大鼠的主动

脉组织，将每例大鼠胸主动脉样本及腹主动脉样本置

入同一试管，共同提取总RNA后进行实时荧光定量

PCR检测，结果可见实验组与对照组相比，血管平滑

肌成骨样分化表型基因OPN及Runx2的表达水平明显

升高（图 5A、B，P＜0.05），而血管平滑肌收缩表型

基因 Sm22的表达水平明显降低（图 5C，P < 0.001），
提示实验组大鼠主动脉平滑肌组织由平滑肌表型向骨

样表型转变。

3　讨论

SD大鼠肾切除联合骨化三醇诱导主动脉钙化是研

究CDK血管钙化较为经典的动物模型［12，15，17-18］。它不

仅具有建模效率高、模型稳定、可重复性高等优点，

也符合“先发生肾衰竭，后发生血管钙化”的临床过

程，因此被广泛应用于CDK的血管钙化研究［19］。
事实上已有较多学者对CDK血管钙化模型进行过

评估，但大多是论证不同手术所带来的效果差

异［7，20-22］，鲜少针对手术的实施细节进行论证，也少

有人对建模失败的原因进行分析。本研究对手术建模

的操作细节进行了比较分析，发现不同的手术方案带

来的建模效果有可能会大不相同。首先，本研究对手

术入路进行对比分析。经生存分析发现，腹腔入路肾

切除术较背入路手术的大鼠生存状况要差（图2）。这

可能要归因于经腹入路暴露肾脏时对腹腔肠管扰动较

注：横坐标表示切除两侧肾脏后第 2 天开始记录的时间 （单位为
天）。上图展示了接受不同方式手术的大鼠术后 60 d 累积生存率

（Log-Rank 检验，P=0.007 7），其中 D 组大鼠的存活率最高，与 A、
B、 C 组 相 比 差 异 有 统 计 学 意 义 （P 值 分 别 为 0.003 0、 0.007 4、
0.003 0），而且 A、B、C 组的大鼠均在术后 10 d 内大量死亡。
Note： The horizontal axis represents the time （in days） recorded 
from the second day after the removal of both kidneys. Upper of 
the figure shows that there is a significant difference in the 
cumulative survival rate of rats after 60 days of surgery using 
different surgical methods （log-rank test， P=0.007 7） ， The 
survival rate of rats in group D was the highest， with statistically 
significant differences compared to groups A， B， and C （P=0.003 0， 
P=0.007 4， P=0.003 0， respectively）. Moreover， rats in groups A， 
B， and C experienced high mortality within 10 days after surgery.
图 2 不同手术方式构建的慢性肾功能不全模型组大鼠的

Kaplan-Meier 生存曲线分析

Figure 2 Kaplan-Meier survival curve analysis of rats in 
chronic renal insufficiency model groups 
constructed using different surgical methods
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大，易导致术后肠粘连发生；而且大鼠腹腔大网膜组

织极不发达，炎症在腹腔易于扩散，从而影响模型大

鼠的生存状况；而背入路肾切除术在定位准确的情况

下仅需打开一层背阔肌即可暴露肾脏，无其他组织阻

挡，操作相对简单，对腹腔脏器几乎无干扰，大鼠生

存状况较好。其次，本研究对肾脏切除时机也进行了

对比分析。目前大部分学者采用的方式为分期手

术［4-7，20-23］，但也有学者提出一期手术的可能性［20］。

表 2　实验组与对照组大鼠血清生化指标对比
Table 2　Comparison of biochemical indicators between the experimental group and the control group

（
-x±s）

血生化指标
Biochemistry index

血清钙 c/(mmol·L-1)
Serum calcium ions
血清磷 c/(mmol·L-1)
Serum phosphate ions
血清肌酐 c/(μmol·L-1)
Serum creatinine
血清尿素氮 c/(mmol·L-1)
Serum urea nitrogen

实验组（n=9）
Experimental group

1.876±0.036

2.059±0.333

119.960±35.640

57.991±8.745

对照组（n=12）
Control group

1.929±0.042

1.580±0.271

21.164±8.076

22.609±8.058

t 值
t  value
3.431

3.046

8.984

6.895

P 值
P  value

0.004

0.014

<0.000 1

<0.000 1

注：实验组是指肾脏切除联合骨化三醇注射诱导钙化建立的慢性肾脏病主动脉钙化模型大鼠；对照组是指假手术联合含 1%DMSO 的生理盐水
注射的大鼠。
Note：The experimental group refers to rats with chronic kidney disease-associated aortic calcification established by nephrectomy 
combined with calcitriol injection-induced calcification； The control group refers to rats that underwent sham surgery combined with 
injection of physiological saline containing 1% DMSO. 

注：实验组是肾脏切除术+骨化三醇钙化诱导 3 个月的大鼠肾脏，对照组为假手术+DMSO 注射 3 个月的大鼠肾脏。图中白色箭头指示肾小球。
实验组 （CI 组，n=9） 的肾小球数量显著少于对照组 （Sham 组，n=12），***P<0.001。
Note： The experimental group consisted of rats undergoing nephrectomy and calcitriol calcification induction for 3 months， while the 
control group consisted of rats undergoing sham surgery and DMSO injection for 3 months. The white arrow in the picture represents the 
glomerulus. The number of glomeruli in the experimental group （CI group， n=9） was significantly less than that in the control group （sham 
group， n=12），***P<0.001.
图 3 实验组与对照组大鼠的肾脏 HE 染色观察
Figure 3 HE staining observation of kidneys from rats in the experimental and control groups
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本研究结果显示，先行肾脏部分切除术，间隔 1周的

代偿缓冲时间后再行另侧全肾切除术的效果更好。同

时对双肾进行手术，或先切除单侧全肾均会导致实验

大鼠短期内死亡，其原因可能是短时间切除过多肾脏

组织，会导致残余肾功能没有足够时间代偿，从而导

致急性肾衰竭。

骨化三醇作为活性维生素D，具有调节钙磷平衡

的作用，是治疗CDK患者的常用药物；但高剂量的骨

化三醇会扰乱体内钙磷平衡，加速血管钙化。使用骨

化三醇作为钙化诱导剂可减少慢性肾功能不全大鼠磷

酸盐异常造成的机体损伤［22］，亦符合临床上CDK患
者血管钙化的病理生理改变，但缺点是诱导时间较长。

而高嘌呤饮食诱导的大鼠CDK主动脉钙化模型虽然建

模时间短［16］，但易导致血管壁损伤［24］，从而影响后

续实验结果的准确性。有学者认为在完成手术后使用

高磷高钙饮食可以增强钙化效果［22］。但本课题组在前

期实验中发现，高磷高钙饮食的大鼠在进食 2周后出

现食欲减退、懒于进食的情况，这可能与高磷高钙饮

食影响大鼠味觉、磷酸盐负荷过高加速细胞衰老有

关［25］，增加了实验大鼠的痛苦。综合来说，单纯使用

高剂量骨化三醇作为慢性肾功能不全术后血管钙化诱

导剂较为理想。

需要指出，由于客观条件限制，本研究中各组大

鼠数量较少；并且前期实验发现，B、C组两种手术方

注：IN 表示主动脉内膜；ME 表示主动脉中膜；AD 表示主动脉外膜。图 A、B 为 von Kossa 染色；图 C、D 为茜素红 S 染色。实验组 （CI，
n=9） 的染色面积占比明显大于对照组 （sham，n=12）（***P<0.001）。白色箭头处为高倍镜下动脉中膜钙化沉积。
Note： IN represents the intima of the aorta； ME stands for the media of the aortic； AD represents the adventitia of the aorta. Figures A and 
B show von Kossa staining； Figures C and D show Alizarin red S staining. The proportion of stained area in the experimental group （CI， n=9） 
was significantly larger than that in the control group （sham， n=12）（***P<0.001）. The white arrow indicates arterial media calcification 
deposition under high magnification view.
图 4 实验组和对照组大鼠的主动脉 von Kossa 染色及茜素红 S 染色观察
Figure 4 Observation of von Kossa and Alizarin red S staining in the aorta of rats from the experimental and control groups

287



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Jun . 2025, 45(3)

式建模的大鼠死亡率较高，为了遵循动物福利原则，

术式探索实验时减少了这两组大鼠的数量（分别为

6只）。因此，4组实验大鼠的数量不同，得出的结果

可能会具有一定的偏倚。此外，腹腔注射高剂量骨化

三醇的给药方法也可能导致实验大鼠的肠粘连、肠梗

阻发生，一定程度上影响模型成功率。笔者认为，在

实验过程中尽可能减少腹腔刺激（如使用呼吸麻醉、

药物灌胃等方式）是提高实验动物存活率的关键。

综上所述，采用背入路先切除2/3左肾再进行右侧

全肾切除联合高剂量骨化三醇摄入方法建立的SD大鼠

CDK主动脉钙化模型能提高模型成功率及动物存活率。
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肌萎缩侧索硬化症小鼠模型研究进展
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[摘要] 肌萎缩侧索硬化症 （amyotrophic lateral sclerosis，ALS） 是一种不可逆的致死性神经退行性疾病，其发
病率与人口老龄化进程呈正相关。ALS 以运动神经元的渐进性丧失为特征，导致患者肌肉无力、萎缩直至呼吸衰
竭。ALS 的致病机制涉及遗传和环境等多种因素，其中遗传因素尤为重要。目前已发现多个与 ALS 相关的致病基
因，如铜锌超氧化物歧化酶 1 编码基因 （Cu/Zn superoxide dismutase，Cu/Zn SOD1，又称 SOD1）、转录反应 DNA
结合蛋白 43 编码基因 （transactive response DNA-binding protein 43，TDP-43）、肉瘤融合蛋白基因 （fused in 
sarcoma，FUS）、9 号染色体开放阅读框 72 基因 （chromosome open reading frame 72，C9orf72） 等，这些基因
的突变不仅见于家族性 ALS 中，也在散发性 ALS 中被发现。基于发现的 ALS 风险基因，通过多种方式建立了 ALS 动
物模型，如转基因模型、基因敲入或敲除模型和腺相关病毒过表达模型，这些模型模拟了包括运动神经元丢失、泛
素化包涵体形成及神经肌肉接头退变等人类 ALS 部分典型病理特征，但这些模型仍存在局限性：（1） 单一基因突变
模型难以全面模拟临床上散发性 ALS 的复杂多因子致病特征；（2） 模式动物与人类在神经退行性疾病的微环境调节
机制和病变速率上存在明显差异，这可能影响疾病表型的准确重现和药物效果的评估。为更全面地研究 ALS 的病理
机制并推动有效药物的研发，构建和优化 ALS 疾病动物模型显得尤为关键。本综述归纳常用的 ALS 基因突变小鼠模
型，分析各类基因修饰小鼠模型的表型和病理特征，包括常见转基因、基因点突变敲入、基因敲除以及通过腺相关
病毒载体介导的过表达小鼠模型等；通过对比上述模型的优缺点，进一步讨论了其在 ALS 病理机制研究和药物开发
中的具体应用情况，以期为 ALS 研究的模型选择提供参考。
[ 关 键 词 ] 肌萎缩侧索硬化症； 神经退行性疾病； 遗传因素； 基因突变； 小鼠模型
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[ABSTRACT] Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an irreversible, fatal neurodegenerative disorder 
whose incidence is positively correlated with the aging population. ALS is characterized by the progressive 
loss of motor neurons, leading to muscle weakness, atrophy, and ultimately respiratory failure. The 
pathogenesis of ALS involves multiple factors, including genetic and environmental influences, with 
genetic factors playing a particularly significant role. To date, several causative genes have been identified 
in ALS, such as the Cu/Zn superoxide dismutase 1 (Cu/Zn SOD1, also known as SOD1) gene, transactive 
response DNA-binding protein 43 (TDP-43) gene, fused in sarcoma (FUS) gene, and chromosome open 
reading frame 72 (C9orf72). Mutations in these genes have been found not only in familial ALS but also in 
sporadic ALS. Based on the identified ALS risk genes, various ALS animal models have been established 
through multiple approaches, including transgenic models, gene knockout/knock-in models, and adeno-
associated virus-mediated overexpression models. These models simulate some typical pathological 
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features of human ALS, such as motor neuron loss, ubiquitinated inclusions, and neuromuscular junction 
degeneration. However, these models still have limitations: (1) single-gene mutation models are insufficient 
to fully replicate the complex multi-factorial pathogenesis of sporadic ALS; (2) significant differences in 
microenvironmental regulation mechanisms and the rate of neurodegeneration between model organisms 
and humans may affect the accurate reproduction of disease phenotypes and the reliable evaluation of 
drug efficacy. To better understand the pathogenesis of ALS and promote the development of effective 
therapies, constructing and optimizing ALS animal models is crucial. This review aims to summarize 
commonly used ALS gene mutation mouse models, analyze their phenotypes and pathological 
characteristics, including transgenic mouse models, gene knockout/knock-in mouse models, and adeno-
associated virus-mediated overexpression mouse models, and further discuss their specific applications in 
ALS pathogenesis research and drug development by comparing the advantages and limitations of each 
model.
[Key words]  Amyotrophic lateral sclerosis; Neurodegenerative diseases; Genetic factors; Genetic 

mutations; Mouse models

肌萎缩侧索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，
ALS）是一种累及上下运动神经元（motor neurons，
MNs）的神经退行性疾病，其特征是大脑和脊髓中的

MNs进行性丢失导致的运动功能逐渐丧失［1-2］。近年

来，ALS 发病率逐年增长，全球每年发病率约为

2/100 000，患病率约为（6～9） /100 000［3］，国内每

年的发病率和患病率约为（1.33～2.01） /100 000 和
（2.31～3.58） /100 000［4］，多见于中老年（60～79岁）
人群［5］，大部分患者在发病后2～5年内因呼吸衰竭死

亡［5］。ALS以躯干、肢体、咽喉肌和呼吸肌的进行性

肌无力萎缩为特点，具有高致残率和致死率［5］。
遗传、年龄、环境、自身免疫性等多种因素参与

ALS的发病过程［5-7］，其中遗传因素起重要作用。家

族遗传性ALS （familial ALS，fALS）患者约占ALS患
者的 10%，其余 90%则为散发性 ALS （sporadic ALS，
sALS）患者［8］。在针对双胞胎的研究中（该研究包含

同卵双生和异卵双生，异卵双生作为对照），推测ALS
的遗传度约为0.61（0.38～0.78）［9］。目前已发现40多
个ALS致病基因［1］，常见的致病基因有铜锌超氧化物

歧化酶 1编码基因（Cu/Zn superoxide dismutase，Cu/Zn 
SOD1，又称 SOD1）、转录反应DNA结合蛋白 43编码

基 因 （transactive response DNA-binding protein 43，
TDP-43）、肉瘤融合蛋白基因 （fused in sarcoma，
FUS）、含缬酪肽蛋白编码基因 （valosin-containing 
protein， VCP）、 9 号染色体开放阅读框 72 基因

（chromosome open reading frame 72，C9orf72）和视神经

蛋白编码基因（optineurin，OPTN），它们约占 fALS患
者的 60%～70% 以及 sALS 患者的 10%［10］。在中国，

对这些已知的ALS致病基因的研究显示，其在 fALS患
者和 sALS患者中的突变率分别为 55.0%和 11.7%［11］。
遗传突变的多样性及后天致病因素的复杂性进一步增

加了ALS发病机制研究的难度，现有的治疗措施仅在

一定程度上缓解疾病进展，无法有效治愈该疾病。

目前，研究者已经利用ALS患者中发现的相关基

因突变建立了多种ALS小鼠模型，这些模型根据构建

方法可大致分为外源转基因、基因点突变敲入、基因

敲除以及腺相关病毒（adeno-associated virus，AAV）
过表达小鼠模型。动物模型的建立为疾病机制研究和

药物研发奠定了重要的基础。本综述旨在综合介绍常

用的ALS小鼠模型，总结不同模型的优缺点，为ALS
相关基础研究和药物研发的模型选择提供参考。

1　常见转基因小鼠模型

1.1　SOD1 转基因小鼠模型
1993年，Rosen等［12］发现了ALS的第一个致病基

因 SOD1。SOD1编码Cu/Zn SOD1，是一种抗超氧自由

基毒性的关键抗氧化酶，参与超氧自由基向过氧化氢

的转化［13］。突变后SOD1蛋白的抗氧化应激能力下降，

导致蛋白错误折叠并聚集，从而产生细胞毒性作用，

最终引发ALS［13］。已知与ALS相关的 SOD1突变已增

加到 185种以上，大多为错义突变［14］。SOD1突变是

亚洲ALS患者中最常见的基因突变，约占 fALS患者的

30.0%和 sALS患者的1.5%［15］。
1994年，Gurney等［16］将人源G93A突变的 SOD1

插入小鼠基因组中，获得 SOD1G93A转基因小鼠。该模

型是首个ALS小鼠模型，也是目前应用最为广泛的模
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型［17］。此外，其他常用的 SOD1基因突变小鼠还包括

SOD1G85R、SOD1G37R和SOD1H46R等［18］。SOD1G93A转基因

小鼠的表型受基因拷贝数影响，低拷贝数（1～2）模

型表现为病程进展缓慢，发病时间在 6～12个月龄，

该特性使其适用于研究早期发病机制和基因功能；高

拷贝数（20～25）模型表现为病程发展较快，发病时

间在 80～120日龄，该特性使其适用于研究疾病进展

和药物筛选［19］。不同启动子构建的转基因小鼠表型差

异较大，使用Thy1启动子构建的高表达人源 SOD1G93A

转基因小鼠却未表现明显的ALS表型［20］。SOD1转基

因小鼠，尤其是 SOD1G93A转基因小鼠，常被用于ALS
潜在治疗药物的临床前研究。这些小鼠模型在美国食

品药品监督管理局（Food and Drug Administration）批

准用于ALS临床治疗的药物［如利鲁唑（Riluzole）和

依达拉奉（Edaravone）］的临床前研究中，发挥了重

要作用［21-22］。SOD1G93A转基因小鼠也被用于全球首个

SOD1相关ALS的靶向治疗药物托夫生（Tofersen）的

临床前药效评价研究［23］。
ALS患者大脑和脊髓尸检结果常见病理性蛋白聚

集，其中SOD1基因突变的ALS患者中，异常聚集的病

理性蛋白为 SOD1蛋白［24］，而其他基因突变的ALS患
者多数表现为 TDP-43蛋白的异常聚集［25］。同样地，

SOD1突变转基因小鼠的ALS标志是MNs中出现 SOD1
阳性、TDP-43阴性且不溶性的聚集物，突变 SOD1蛋
白因错误折叠和聚集进而导致神经毒性。目前，SOD1
突变ALS小鼠模型主要表现为肌无力、肌肉萎缩、认

知缺陷和瘫痪等特征，病理表型包括神经胶质增生，

以及早期神经元空泡化、晚期脊髓前角MNs丢失、髓

轴突缺失、肌肉去神经支配和神经再支配等进行性神

经病理改变［1，6，26］。
1.2　TDP-43 转基因小鼠模型

TDP-43蛋白由TDP-43基因编码，是一种DNA和
RNA结合蛋白，与神经元可塑性的调节有关，参与基

因转录和mRNA处理加工、剪接和运输［6，26］。TDP-43
蛋白主要定位于细胞核，病理状态下会出现细胞质的

异常定位和聚集，参与形成胞质包涵体，导致细胞核

内 TDP-43蛋白缺失，这是 ALS的重要病理特征［6］。
研究表明，约 97%的 sALS患者表现出TDP-43病理特

征［27］。研究发现，在95%的ALS患者的大脑和脊髓的

MNs中发现了含有过度磷酸化和泛素化的TDP-43蛋白

聚集物［25］。目前的研究已发现至少 48种与ALS相关

的 TDP-43基因突变，约占 fALS患者的 3%和 sALS患

者的1.5%［28］。
基于已知的TDP-43基因突变，目前已建立了大约

20 个 TDP-43 转基因小鼠模型［29］，常见的突变有

TDP-43A315T、TDP-43Q331K和TDP-43M331V等，这些模型

均可较好地模拟ALS相关表型［30-31］。在通过Thy1启动

子过表达人源野生型TDP-43转基因小鼠中，可发现皮

质和脊髓MNs的神经退行性病变，且四肢痉挛性瘫痪

表型跟 TDP-43WT的表达水平相关，纯合转基因小鼠

（TAR4/4，约2倍内源性表达量）在出生后14 d出现后

肢异常反射，而杂合子（TAR4，约1倍内源性表达量）

则在出生后 14个月才出现类似表型［32］。此外，在朊

病毒蛋白（prion protein，PrP）启动子驱动下，过表达

人源 TDP-43WT、TDP-43Q331K和 TDP-43M331V转基因小

鼠的表型差异显著。其中，TDP-43Q331K转基因小鼠 3
月龄时出现运动缺陷症状；而TDP-43M331V和低拷贝数

TDP-43Q331K转基因小鼠均在10月龄时才出现症状，且

表现为年龄依赖性加重；TDP-43WT转基因小鼠则未观

察到明显运动缺陷症状［31］。对于同样的基因突变，使

用不同方法和启动子构建的转基因小鼠的表型也不一

样。例如，人源TDP-43A315T转基因小鼠模型，与采用

细菌人工染色体（bacterial artificial chromosome，BAC）
和内源性启动子构建的小鼠模型相比，在 PrP启动子

驱动下，雄性小鼠出现显著的肠道症状，并最终导致

猝死；然而其 TDP-43蛋白病理表现却不显著［33-34］。
综上，TDP-43转基因小鼠具有启动子依赖性、年龄依

赖性、转基因拷贝数依赖性以及突变特异性的表型

特征。

1.3　FUS 转基因小鼠模型
FUS基因编码类似TDP-43的DNA/RNA结合蛋白，

主要定位于细胞核，在细胞质和细胞核之间穿梭，参

与核质转运、RNA代谢、DNA修复、应激反应和线粒

体功能［17，35］。从ALS患者中鉴定出 60多种FUS突变，

多数为错义突变，其中R521C突变最常见［14］。大多数

FUS突变聚集分布在蛋白C端的核定位信号（nuclear 
localization signal，NLS）区域，导致蛋白在核内定位

减少并在胞质聚集，胞质聚集蛋白产生细胞毒性，同

时造成核内FUS蛋白功能丧失［36］。突变FUS蛋白错误

定位并参与应激颗粒聚集，从而引发细胞内多种功能

障碍和神经炎症［37］。
FUS突变体在小鼠模型中表现出多种行为表型和

神经病理学特征，目前已建立野生型以及多个突变型

FUS （R521C、 R521G、 R521H、 P525L、 R514G 和
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ΔNLS等）转基因小鼠模型，这些小鼠均表现出早期的

MNs丢失、运动缺陷和轻微行为异常等ALS表型［6，17］。
其中，PrP启动子-人源FUSR521C转基因小鼠在2月龄时

即可出现明显的瘫痪和肌肉萎缩。研究显示，这些小

鼠的皮层神经元有严重的树突和突触缺陷、明显的

DNA损伤修复缺陷，同时伴随着多种控制细胞活性、

轴突引导、树突生长和突触功能的RNA转录本表达异

常，尤其是脑源性神经营养因子基因（brain-derived 
neurotrophic factor，Bdnf）［38］。利用Cre重组酶时空依

赖性地控制转基因表达，构建hFUSR521G/Syn1特异性表达

的转基因小鼠。结果显示，1月龄小鼠即出现认知缺

陷，并观察到皮层中MNs的树突状分支和MNs树突的

总面积显著减少；到 6月龄时，小鼠进一步出现运动

功能障碍、胶质细胞激活、线粒体异常和FUS蛋白胞

质错误定位［37］。
与 TDP-43类似，FUS的表达量也与表型高度相

关［25］，过表达人源FUSWT （野生型）转基因小鼠中，

纯合子（额外增加约0.9倍内源性表达量）表现为1月
龄发病，2月龄瘫痪，3月龄死亡，出现严重疾病表

型；而杂合子（额外增加约0.4倍内源性表达量）小鼠

则无明显表型。在纯合小鼠中，病理检查发现FUS蛋
白的异常聚集和60%的MNs丢失，出现以年龄依赖性

的进行性MNs变性［39］。在FUSΔNLS（去除核定位序列）

转基因小鼠模型中，小鼠于 12周龄出现后肢反射异

常。如果把 FUSΔNLS转基因小鼠进一步与过表达人源

FUSWT（野生型）转基因小鼠杂交，得到的双转基因小

鼠于 8周龄表现出后肢反射异常，提示定位缺陷型和

野生型的FUS蛋白均具有表达量依赖的致病性［40］。进

一步研究表明，突触稳态的紊乱是该FUS模型的主要

致病因素之一［41］。
1.4　C9orf72 转基因小鼠模型

C9orf72基因非编码区域的G4C2序列重复扩增是欧

洲人群ALS最常见的致病突变［42］，约占欧洲人群 fALS
患者的 33.7%和 sALS患者的 5.1%［15］。正常人的该区

域G4C2重复次数为 2～30次，而ALS患者出现 30次以

上的重复扩增，部分患者甚至达到数百至数千次重

复［43］。C9orf72参与核质转运、RNA加工、核仁的正

常功能、无膜细胞器形成、翻译、泛素-蛋白酶体系统

和 TDP-43蛋白等的正常功能等［44］。C9orf72突变有

3种致病机制［45］：（1）双向转录造成毒性RNA表达，

形成 RNA-蛋白聚集体；（2）单倍体剂量不足；（3）
重复相关非 ATG （repeat-associated non-ATG，RAN）

翻译机制产生的二肽重复（dipeptide repeat，DPR）蛋

白聚集，进而导致功能毒性。

目前建立的C9orf72重复突变小鼠模型中，仅有少

部分能复制蛋白错误折叠和聚集表型，且多数小鼠不

能完全复刻ALS症状和病理表型。研究发现，在携带

50、500或 800个G4C2重复序列的C9orf72基因BAC转
基因小鼠模型中，重复长度的增加会导致RNA foci和
RNA-蛋白聚集体水平增加，促进疾病外显率和严重程

度增加，使发病时间提前［46］。特别是含有500个G4C2
重复序列的BAC转基因小鼠（C9-500）在不同研究中

有不同的表型。Liu等［47］的研究显示，C9-500 BAC转
基因小鼠出现后肢步态异常（4月龄出现）、瘫痪、生

存率下降、肌肉去神经支配、MNs丢失、焦虑样行为

以及皮质和海马神经退行性病变；Nguyen等［48］的研

究重现了该小鼠的ALS样退行性表型；Mordes等［49］

在两个独立实验中均未再现生存率降低和运动表型；

Nguyen等［50］进一步分析认为，这种差异可能受环境

压力、小鼠遗传背景和处理方式，包括研究方法、数

量规模和性别差异等因素的影响。

2　基因敲入小鼠模型

在ALS小鼠模型中，小鼠表型与突变蛋白的拷贝

数密切相关。传统的转基因模型通常将外源基因随机

插入到宿主基因组中，可以表达高拷贝数突变蛋白。

虽然这种方法比较容易观察到ALS表型，但也有可能

因蛋白过表达而产生非特异性表型，比如，野生型

TDP-43过表达即可出现ALS样表型。相比之下，基因

突变敲入模型多利用成簇的规律性间隔的短回文重复

序列 （clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats，CRISPR）及其相关蛋白（CRISPR-associated 
protein，Cas）基因编辑技术实现精准高效的突变定点

敲入，从而建立内源表达基因的生理水平突变，表型

相对较轻，发病时间晚，可以更好地模拟临床疾病早

期的变化与发病过程，有助于探究疾病的发病机制、

寻找早期生物标志物和治疗靶点［51］。
近年来报告的新ALS致病基因常使用了CRISPR-

Cas9基因编辑技术构建的点突变敲入小鼠模型进行研

究，如氯通道CLIC样 1（chloride channel CLIC like 1，
CLCC1）［52］和原钙黏蛋白 α9 （protocadherin alpha 9，
PCDHA9）［53］。CLCC1突变可导致 CLCC1蛋白表达水

平降低，且蛋白水平与小鼠表型严重程度相关。其中，

NM2453/K298A双突变小鼠的 CLCC1蛋白水平显著降

293



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Jun . 2025, 45(3)

低，在3月龄时即表现出严重的体重减轻、运动异常、

MNs丢失和泛素阳性包涵体。上述现象提示，内质网

阴离子通道蛋白CLCC1维持的内质网离子稳态失调促

进内质网应激-未折叠蛋白反应，参与ALS的发病过

程［52］。PCDHA9L700P纯合敲入小鼠出现小鼠运动功能

异常（4月龄时开始出现，缓慢进展）和生存率下降，

且在老年小鼠中发现肌肉萎缩、去神经支配神经肌肉

接头（neuromuscular junction，NMJ）异常、脊髓MNs
丢失、星形胶质细胞增生和TDP-43蛋白样病理［53］。

常见的ALS点突变敲入小鼠模型多表现出一定的

年龄依赖性和表型不明显的特征。在TDP-43基因C端
缺失的敲入模型中发现，脊髓中MNs仅出现轻度MNs
损伤和突触明显缺陷［53］。在 TDP-43A382T 和 TDP-

43G348C 敲入模型中并未有明显的神经退行性病变、

TDP-43聚集或细胞质错误定位；然而突变MNs的突触

异常和神经元活性降低，提示突触功能障碍是ALS发
病机制的早期事件［54］。TDP-43Q331K敲入小鼠的表型变

化呈阶段性特征，从约 6月龄的中期表现一定程度的

运动障碍，到 12月龄的晚期表现执行功能和记忆障

碍，这些表型均呈现表达量依赖性特点［55］。其中，纯

合TDP-43M337V和TDP-43G298S敲入小鼠表现表达量与年

龄依赖性的MNs变性和胶质增生［56］，而杂合敲入小鼠

无明显表型。此外，TDP-43N390D敲入小鼠表现出年龄

依赖性的运动障碍、肌肉萎缩、TDP-43错误定位、脊

髓MNs丢失和胶质细胞增生等病理特征［57］。在FUS突

变的敲入小鼠中，FUSP525L和FUSΔEX14小鼠显示出毒性

功能的表达量依赖性增加、进行性的和年龄依赖性的

MNs丢失，但无明显运动障碍表型［58］。
除了点突变敲入模型，定点敲入人源突变基因构

建的人源化小鼠模型也用于研究生理水平突变带来的

病理改变。如通过定点敲入剪接位点突变以及部分人

源 FUS 基因片段至小鼠 FUS 基因，构建移码突变

（FUS p.G466VfsX14）的人源化 ALS 小鼠模型（FUS 

Delta14）。该模型在小鼠 12月龄时开始出现运动异常

以及MNs丢失，并不断进展，病理表现出FUS细胞质

异常定位［59］。

3　基因敲除小鼠模型

基因敲除（knock-out，KO） ALS模型相对少见，

这是由于已知致病基因突变中显性突变居多，致病机

制多为毒性获得［1，36］，基因敲除模型往往不能理想地

反映基因突变的致病机制。但是，也有部分ALS致病

基因通过功能丧失（loss of function，LOF）机制致病，

目前已知的敲除模型有 SOD1、FUS、C9orf72、TDP-

43、OPTN、TANK结合激酶 1（tank-binding kinase 1，
TBK1）和SQSTM1（p62蛋白，sequestosome 1）等［60］。

类似C9orf72转基因小鼠模型，C9orf72-KO小鼠的

表型在不同的研究中表现不一，包括纯合和杂合敲除

的小鼠。针对这一现象，研究者进一步探究发现

C9orf72基因敲除对小鼠自身免疫和存活受环境因素，

如肠道微生物群的影响［61］。不仅如此，在 C9orf72-
（G4C2）66的小鼠模型中，敲除C9orf72基因会加重小鼠

运动障碍和生存期等主要表型［62］，且纯合敲除比杂合

敲除表现出更严重的表型［61］。SOD1-KO小鼠仅在老

年表现出MNs缺失和肌肉的过度损失。这种缺失导致

特定的神经表型，如轴突面积减少、NMJ的数量比例

增加和乙酰胆碱受体复杂性降低［63］。神经病理的研究

表明，SOD1-KO小鼠表现出去神经支配肌肉纤维的轴

突萌发和再神经支配在功能上受损［64］。此外，SOD1
敲除会干扰单胺能神经传递，导致动机行为减少［65］。

相比C9orf72和SOD1基因，小鼠TDP-43的纯合子

缺失会导致胚胎早期致死，而杂合子缺失的老年小鼠

会表现出肌肉无力和运动缺陷，但没有明显的MNs的
病理变化和肌肉萎缩［66］。在纯合 FUS-KO小鼠模型

中，小鼠通常只能存活到成年，且没有表现出明显的

ALS表型［67］。此外，OPTN、TBK1和 SQSTM1也是重

要的ALS致病基因。纯合OPTN缺失或突变可能导致

自噬功能障碍和TDP-43的错误定位，从而导致MNs的
神经退行性变［68］。TBK1基因纯合缺失具有胚胎致死

性，而杂合 TBK1-KO小鼠则能模拟 ALS的表型［69］。
SQSTM1-KO小鼠出现神经纤维缠结、神经退行性变和

行为缺陷［70］。

4　AAV 载体介导的过表达模型

AAV载体介导的过表达常用于C9orf72突变的机制

研究。通过AAV载体进行脑室注射（G4C2）66和（G4C2）149
的C9orf72-ALS小鼠模型有神经退行性变和行为障碍

的表型，在这些小鼠神经元中发现了正义和反义的

RNA foci，并观察到多种DPR蛋白包涵体、pTDP-43
阳性包涵体及蛋白核质转运缺陷［71］。C9orf72 通过

RNA 翻译会产生 5 种不同的 DPR，包括 poly（GA）、
poly（GR）、poly（PA）、poly（PR）和 poly（GP）［72］。为了
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研究DPR的致病性，通过AAV载体在小鼠的大脑中表

达GFP-poly（GR）100或者 poly（GR）200。结果显示，这 2
种 poly（GR）表现出明显毒性作用，导致小鼠出现年龄

依赖性的神经元丢失［17］；并在GFP-poly（GR）200过表

达小鼠中，发现TDP-43胞质异常聚集和TDP-43包涵

体的形成［73］。poly（GA）50小鼠在皮层、海马体和大脑

中表现出星形胶质细胞增多、神经元丢失以及行为

缺陷［74］。
通过不同类型启动子的AAV，在神经元和神经胶

质细胞中过表达TDP-43WT或TDP-43M337V，发现突变型

TDP-43在神经元和神经胶质细胞中表现出不同程度的

积累，其中在神经元中毒性更强，并表现为年龄依赖

性病理［75］。利用AAV在皮质脊髓神经元、脊髓MNs
或前肢骨骼肌中过表达突变型 TDP-43 （R82L/K83Q、
C173S/C175），均可诱导TDP-43包涵体病理，且在脊

髓中表达的突变型 TDP-43还诱导了脊髓MNs的大量

丢失以及严重的神经源性肌肉萎缩［76］。随着可跨血脑

屏障的AAV血清型的发展，有研究通过尾静脉以及眼

眶静脉注射 AAV9变异型 PHP.EB病毒过表达野生型

TDP-43，可导致小鼠肢体运动障碍和生存期缩短［77］。
由于转基因动物构建和繁育的周期较长和成本较

高，AAV策略的潜在优势是可以快速筛选和验证候选

基因突变在小鼠整体生理水平的致病性。比如，通过

鞘内注射AAV-SARM1V184G，可诱导小鼠运动障碍（病

毒注射第 3周后）、外周轴突丢失和神经炎症［78］。还

有研究者在新生小鼠脑内注射 AAV-CCNFWT 或者

CCNFS621G，发现野生型和突变型CCNF均可导致小鼠

认知行为学异常（病毒注射后3个月）和TDP-43病理

改变，且突变型的认知行为异常和病理表型更为严

重［79］。不仅如此，AAV也可用于对已知ALS小鼠模型

的遗传修饰，以及进行ALS疾病机制探究和基因治疗

的尝试。

5　总结与展望

本文通过回顾不同类型ALS小鼠模型的病理及行

为表型，总结了常用的小鼠模型的基本特征（表 1）。
除了构建方法的不同之外，这些特征主要来自不同基

因突变导致的具体变化，进一步印证了以基因为切入

点，不断建立并完善ALS疾病模型的重要意义。ALS
是一种高临床异质性、多因素和多基因致病的进行性

神经退行性疾病，由许多具有不同功能的基因突变引

起，致病机制复杂，所以单一的小鼠模型不足以完全

概括疾病的整个轨迹，亟待更多的研究来探究其发病

机制。通过比较不同ALS基因模型的表型和机制可以

进一步明晰研究的方向与思路。

一般来说，转基因模型可以有效地过表达突变型

或野生型蛋白。ALS转基因模型的动物往往较快速地

表现出明显的表型和MNs丢失，因此更适合研究疾病

的终末期以及药物临床前评估［25］。然而，转基因模型

不能完全反映基因突变的特点，如高表达野生型的

SOD1、TDP-43和 FUS蛋白同样具有神经毒性［1，36］，
并且表达的时间和水平难以控制，拷贝数的不稳定给

床前药物研究带来了一定挑战［55］。相比转基因小鼠模

型，基因点突变敲入小鼠模型的蛋白表达量较低且疾

病进展相对较慢，这对于避免某些蛋白的剂量依赖性

毒性至关重要，有助于深入了解疾病早期症状并揭示

关键的基因功能，但缓慢的表型研究会增加研究时间

和成本。基因敲除实验中可能存在的遗传物质残留、

表型不稳定性以及基因组复杂性等问题影响实验结果

的准确性。AAV可以达到时间和空间上对基因表达的

控制，在未来的研究中，AAV将会更多地运用于探索

ALS基因突变的致病性和致病机制，以及筛选潜在基

因治疗靶点。但AAV相对载量较小，对基因大小有一

定限制，同时也有表达量不太可控导致的非特异性表

型等问题。

相比于小鼠模型，灵长类动物模型在模拟复杂的

神经系统和病理特征方面具有更高的相似性和准确性。

如Yin等［80］通过AAV将 TDP-43M337V突变表达在猴脑

中，成功模拟出细胞质中TDP-43聚集的病理特征，但

高昂的成本和伦理问题限制了其广泛应用。因此，在

短期内，小鼠模型仍旧是ALS疾病研究的主要模型。

不同ALS小鼠模型的对比研究为理解疾病的发病机制

和评估治疗策略提供了宝贵的信息。各类模型各有其

应用特点和价值，具体应用应结合实际需求。不仅如

此，考虑到ALS寡基因遗传的特点，多基因改造模型

可以更好地模拟ALS的发病过程和病理特征。例如，

将多个基因同时转入、利用不同的遗传方式改造鼠杂

交或结合遗传改造鼠和AAV注射构建的多重基因改造

模型，有望成为未来ALS小鼠模型的发展趋势。与此

同时，ALS的发病还受到环境因素影响，如束缚应激、

慢性外伤、运动疲劳和营养不良等。因此，建立基因

编辑技术结合环境因素的小鼠模型也是未来的发展

方向。
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表 1　常用的肌萎缩侧索硬化症小鼠模型及其表型特征
Table 1　Commonly used mouse models of amyotrophic lateral sclerosis and their phenotypic characteristics

肌萎缩侧索硬化症小鼠模型
ALS mouse model

转基因小鼠模型
Transgenic mouse model

基因敲入小鼠模型
Knock-in mouse model

腺相关病毒过表达小鼠模型
Adeno-associated 

virus-mediated
overexpression
mouse model

基因
Gene

hSOD1
hSOD1
hSOD1

hTDP-43
TDP-43

hTDP-43
hTDP-43

hFUS
hFUS
hFUS
hFUS

hC9orf72

hC9orf72
hC9orf72
TDP-43
TDP-43

FUS
FUS
FUS

C9orf72

CLCC1
PCDHA9
TDP-43
TDP-43
C9orf72

C9orf72

C9orf72
SARM1

氨基酸改变
Amino acid 
substitution

WT
D90A
G93A

WT
A315T
Q331K
M337V

WT
R521C
R521C
ΔNLS
[500] n

[500] n
[500] n
N390D
Q331K
P517L
Δ14
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K298A
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WT
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[66] n

[149] n
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V184G
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Mechanism

-
-

GOF
-

GOF
LOF/GOF

GOF
GOF
GOF
GOF
GOF
GOF

-
-

GOF
GOF
GOF
GOF

-
-

LOF
-
-

GOF
GOF

GOF

LOF
-

瘫痪
Paralysis

√
-
-
√
-
-
-
-
-
√
√
√

-
-
-
×
-
-
-
-

-
√
√
√
√

√

×
√

认知异常
Cognitive 

impairment

-
-
√
-
√
-
-
√
√
-
-
√

√
-
-
√
-
-
-
-

-
-
-
-
√

√

√
-

神经元
丢失

Neuron 
loss

√
√
√
√
-
√
√
×
-
√
√
√

×
√
√
√
√
√
√
√

√
√
√
√
√

√

√
-

神经胶
质增生
Gliosis

√
√
-
√
√
√
√
×
√
√
√
√

√
√
√
-
√
√
-
×

-
√
-
√
√

√

√
-

胞质包涵体
Cytoplasmic 

inclusion bodies

SOD1, VAC
SOD1, VAC

-
TDP-43, UBI
TDP-43, UBI

×
×
×
×
×

FUS
DPR, RNA foci, 

TDP-43
DPR, RNA foci

RNA foci
TDP-43

×
FUS
FUS
FUS
DPR

TDP-43, UBI
TDP-43

-
TDP-43

DPR, RNA foci, 
TDP-43

DPR, RNA foci, 
TDP-43
TDP-43

-
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疾病动物模型数字化图谱数据库平台的构建与初步
应用
李会萍, 高洪彬, 温金银, 杨锦淳

[广东省生物技术研究院(广东省实验动物监测中心), 广州 510663]

[摘要] 目的　国内研究机构及研究者们建立了丰富的疾病动物模型，并在模型研发过程中积累了大量极具专业
性、特色性和针对性的图谱数据，这些图谱数据具有极高的开发和应用价值。为此，开发一个专业且完整的疾病动
物模型数字化图谱数据库平台非常必要，可实现动物模型图谱数据的开放共享，以实现国内相关机构所持有的疾病
动物模型图谱资源的整合与优化。方法　笔者单位基于 B/S 架构，采用 Java 为主要开发语言，使用 Oracle 数据库
系统及相关辅助工具搭建疾病动物模型数字化图谱数据库。数据库平台在 Linux 环境下运行，用户通过 Web 浏览器
可访问该平台。目前该平台的数据主要来源于广东省内动物模型资源单位汇交的图谱资源。结果　2024 年 8 月，按
系统疾病、动物种属、资源单位 3 个维度的图谱分类结构，构建了疾病动物模型数字化图谱数据库平台。该平台可
实现图谱数据的收集、管理、检索和查看等功能。截至 2025 年 1 月，该平台已有 4 个资源单位汇交了动物模型图谱
数据 61 幅，共 610 个数据项。结论　动物模型数字化图谱数据库平台已构建并实现初步应用，虽然平台的数据规模
尚小，但基本可以实现动物模型图谱资源数据的集成和开放共享功能。相信未来随着图谱数据的不断丰富，该平台
有望为实验动物学科发展以及比较医学研究提供重要的数据支撑，从而推动科研资源的高效利用。
[ 关 键 词 ] 疾病动物模型； 图谱； 数据库
[中图分类号] Q95-33；TP391   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0300-09

Construction and Preliminary Application of Animal Disease Model 
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[ABSTRACT] Objective Domestic research institutions and researchers have established a wide variety 
of animal disease models and accumulated a wealth of specialized, distinctive, and targeted atlas data 
during the model development process. These atlas data are of great value for development and 
application. Therefore, it is necessary to develop a professional and complete digital atlas database 
platform for animal models, which can achieve the open sharing of animal model atlas data and the 
integration and optimization of atlas resources related to disease animal models held by relevant domestic 
institutions.  Methods Based on the B/S architecture, the authors' institution built a digital atlas database 
of animal models, using Java as the main development language and Oracle database system along with 
related auxiliary tools. The database platform ran in a Linux environment and could be accessed by users 
through a web browser. At present, the data on this platform mainly came from the atlas resources 
submitted by animal model resource units within Guangdong Province. Results In August 2024, a digital 
atlas database platform for animal models was constructed based on the classification structure of three 
dimensions: systemic diseases, animal species, and resource units. This platform provided functions such 
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as collection, management, retrieval, and viewing of atlas data. As of January 2025, four resource units had 
submitted 61 atlas data entries of animal models to the platform, totalling 610 data items. Conclusion The 
animal model digital atlas database platform has been constructed and put into preliminary use. Although 
the amount of data on the platform is still limited, it is capable of integrating and openly sharing animal 
model atlas data. It is believed that with the continuous enrichment of atlas data in the future, this platform 
is expected to provide important data support for the development of laboratory animal science and 
comparative medicine research, thereby promoting the efficient utilization of scientific research resources.
[Key words] Animal disease models; Atlas data; Database

疾病动物模型（animal disease model）是指根据科

学研究需要，利用实验动物建立的具有特定表现的动

物实验对象和材料［1］，如糖尿病、白血病、关节炎等

动物模型。通过模拟人类的疾病、生理过程或药物反

应，动物模型能够帮助研究人员研究人类疾病机制、

探索病症治疗方法、评估药物的安全性和有效性等。

而动物模型资源是生命科学研究和生物医药等产业发

展不可或缺的支撑条件，是国家重要的科技战略

资源［2］。
迄今为止，全世界已建立有价值的动物模型超过

5 000种；据保守估计，中国建立的动物模型有近千

种［3-4］。2020年全球动物模型市场规模约为 163亿美

元，2023年该市场规模增长至209亿美元［5］。《中国实

验动物资源发展研究报告 2022》的数据显示，根据美

国Global Market Insights Inc.最新发布的市场报告，近

年来全球仅小鼠模型的市场规模就保持7.7%的年复合

增长率，如果继续保持这一增长率，该市场规模预计

在2025年可达到 117亿美元［6］。可见，国内外的科学

家们借助各种实验方法和技术建立的动物模型资源数

量已经很庞大，以此可以全面评价这些模型的疾病特

征、发病机制，并与人类相关疾病进行比较研究。然

而，这些运用基因组学、表观遗传学、代谢组学、蛋

白质组学等技术建立的动物模型，能否体现人类多基

因复杂系统疾病的特征还需验证研究。对此，研究者

除了构建相关的疾病动物模型外，还需开展不同物种

模型之间、动物模型与人类疾病之间的比较研究。因

此，动物模型图谱数据和临床病理图谱数据结果的系

统比较研究就显得尤为重要。

目前，国内外动物模型相关数据库主要以收集动

物模型资源的基础数据为主，或只对动物模型的系统

组织图谱等进行局部性分析。例如：Aigner等［7］研究

了动物模型系统组织病理学图谱的指导原则，为动物

模型研究结果的评估提供指导；Li等［8］通过肺炎模型

的动物肺部免疫图谱分析了细菌性肺炎的免疫反应情

况。2020年，在科技部的部署下，中国医学科学院医

学实验动物研究所建立了国家动物模型资源共享信息

平台，为重大传染病疫情攻关以及生命科学研究所需

的动物模型资源开发提供了重要的数据支撑。目前，

该平台收集的动物模型信息以动物模型名称、表型数

据、模型评价与验证、制备方法以及动物属性等数据

为主［9］。黄红坤等［10］、吴玥等［11］先后建立了人类疾

病动物模型资源数据库、冠状病毒感染动物模型比较

转录组学数据库，前者主要是收录动物属性、模型制

备、供应单位、文献等相关信息［10］；后者侧重收录的

是感染动物模型与人类的转录组数据［11］。此外，在传

统书籍出版方面，中国农业大学赵德明等［12］拟出版

《实验动物模型组织病理学图谱》；刘江伟等［13］出版

了《急进高原环境组织病理学实验图谱》。纸质版书籍

阅读性强，如果转化为数字化图谱将有助于扩大图谱

资源覆盖面，极大提升共享效率。

总体上，当前研究机构及研究者们建立的动物模

型所产生的大量图谱极具专业性、特色性和针对性，

具有很好的开发和应用价值。但目前这些数据还处于

分散保存的状态，国内尚缺乏专业的、完整的动物模

型数字化图谱数据库。因此，笔者所在单位广东省生

物技术研究院（广东省实验动物监测中心）充分利用

已建立的国家实验动物资源库（2010年由科技部批准，

依托本单位成立国家实验动物数据资源中心并建立资

源库），以此为基础，构建动物模型数字化图谱数据库

平台，通过该平台将广泛收集的动物模型图谱数据入

库和共享，从而为行业发展以及比较医学研究提供重

要的数据支撑，以期能成为业界极具研究价值的学术

图谱资源库。

1　数据来源与处理

数据库通过多种渠道收集图谱数据资源：（1）笔

者单位自主研发的动物模型产生的图谱数据；（2）国

家重点研发计划课题组研究成果汇交的动物模型图谱
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数据；（3）研究机构有意愿共享的数字化图谱数据；

（4）研究者出版的动物模型图谱专著转化为数字化图

谱入库；（5）研究者个人共享的动物模型图谱数据。

目前，数据库中收录的主要是来自国家重点研发计划

课题组研究成果汇交的动物模型图谱数据。

1.1　数据采集标准
对不同来源的模型图谱进行数字化转换后，需要

统一数据格式、存储标准。图谱数据的采集包括文本

和图像两种数据类型，其中文本数据用于描述图谱的

基础信息、病理特征说明、资源单位等，以 txt、doc/
docx、xlsx格式上报；图像数据主要是以可视化形式呈

现模型的病理特征、染色切片等状态，以清晰的图谱

数据进行比较医学研究。因此，图像数据的分辨率要

求为 300 dpi（dots per inch）以上，图像尺寸为 600像
素×400像素，图像通过扫描仪或相机获得（须达到上

述分辨率和尺寸大小），图像文件统一转换为静态 jpg、
png和动态 gif或以多媒体格式（目前不限定视频格式）

存储入库。

1.2　数据审核环节
为了保障图谱数据质量，设置4个数据审核环节：

资源单位管理员根据数据库平台规范填写图谱的基本

信息，完成后由平台确认；收到平台可入库回复后，

由资源单位管理员或者系统操作人员录入详细的图谱

数据，录入完成后由资源单位管理员对数据进行审核；

随后由相关专家（目前主要是动物病理学专业老师）

对数据进行二次筛选、审核；最后由系统自动对数据

的完整性、规范性进行检查。经过以上 4个环节的审

核后，图谱数据最终进入数据库平台。

2　数据库平台开发方法

2.1　开发环境
数据库平台以 Java语言、Oracle关系型数据库系

统以及相关辅助工具开发，整体结构采用主流的B/S
（浏览器/服务器）模式搭建，并在 Linux环境下运行，

运行服务器为Web服务器，并且能支持 Tomcat服务。

用户通过Web界面访问平台，解决了传统访问方式存

在的时空限制问题，形成了统一的动物模型图谱数据

查询和管理窗口，有助于提高图谱资源的共享效率。

数据库平台采用数据层、业务层、应用层的三层体系

架构设计，各层级间具有独立性，既为平台后续扩展

功能预留空间，又有利于维护平台运行的稳定性和安

全性。

2.2　关键技术
2.2.1　主要开发技术

Java是一种适用于网络的面向对象的编程语言，

简单性、分布式、安全性、独立性、可移植性、高性

能等是其主要特点，可以用于编写Web应用程序、分

布式系统等［14］。本平台系统后端开发采用了 Java语
言，前端采用 JavaScript （简称 JS）语言，由 JS控制

HTML页面的行为和交互，并且采用 B/S结构构建平

台，使用户通过Web浏览器更便捷地访问数据库平台。

本研究选用Oracle （10.2.0.1.0）大型关系型数据库系

统作为后台数据库，为数据库平台运行提供了高效的

数据存储和数据安全保护机制［15］。
2.2.2　图谱分类方法

动物模型图谱数据按 3个维度进行分类，包括系

统疾病、动物种属、资源单位。其中系统疾病以周光

兴等［2］的《人类疾病动物模型复制方法学》中分类体

系为依据，将动物模型的系统疾病分为心血管系统、

消化系统、呼吸系统、泌尿系统、生殖系统、内分泌

系统、眼耳鼻喉系统、口腔系统、骨骼系统、皮肤系

统、血液系统、神经系统、感染性疾病、肿瘤、中医

脏腑辨证等16个大类目，在后续数据量扩增时可在16
个大类目中再细分为 181个小类目；动物种属则依据

曹一化等［16］的《自然科技资源共性描述规范》中实

验动物种类为依据，将动物种属分为小鼠、大鼠、豚

鼠、沙鼠、田鼠、仓鼠、实验兔、雪貂、犬、非人灵

长类、实验鸡、实验猪、实验羊、实验猫等［16-17］，当

有新的动物种属时可实时扩展该分类。资源单位则根

据图谱数据提供方或者研究者为单元，便于用户检索

以及图谱资源的对外共享。

2.2.3　图谱展现方式
图谱数据在网页界面的显示分为图像和文字两部

分，在图谱呈现页面上主要借助异步 JavaScript、XML
技术 （Asynchronous JavaScript and XML，AJAX） 和

“CSS+DIV”技术相结合，实现图谱数据的主图和缩略

图无缝切换。用户能通过布尔逻辑的筛选条件和检索

栏输入主题词的方式快速检索所需的图谱数据，这样

不仅有助于加快数据的处理速度，还极大地提高了动

物模型图谱数据资源的共享效率。

3　数据库平台设计

3.1　总体架构设计
数据库架构设计包括数据模型设计、表结构
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设计、数据规范化、数据安全策略等内容。为保障数

据库的稳定性、可扩展性、完整性以及安全性，数据

库平台按数据层、业务层、应用层的三层体系架构进

行整体布局，各层级间的相互依赖关系较低，有利于

系统的维护和功能扩展。其中，数据层负责数据存储，

存储提交到数据库中的丰富的图谱数据；业务层主要

实现图谱数据编码、图谱检索、数据增删处理、系统

管理以及权限配置、安全配置、数据备份等功能；应

用层负责向用户提供一个Web交互界面，当用户请求

图谱数据时，应用层接受请求并发送至业务层，业务

层处理请求，调取图谱数据并推送给用户的Web访问

端。数据库平台的系统总体架构如图1所示。

3.2　图谱分类结构设计
动物模型图谱数据按系统疾病、动物种属、资源

单位这3个维度分类，每个分类设置对应的数据结构、

数据模型、数据描述项等。其中系统疾病包括心血管

系统、消化系统、呼吸系统等16个大类目名称，以及

类别号、关键词、描述定义、用途说明、病理特征等

数据项；动物种属包括品系名称、类别号、造模方法、

性别、年龄等数据项；资源单位包括单位名称、研究

者、电话、邮箱等数据项。上述数据项主要用于动物

模型图谱的基本特征描述，以及模型资源单位和作者

查询，便于在比较医学研究的过程中进行比对和参照。

图谱分类结构中系统疾病、动物种属和资源单位的数

据项如图2所示。

3.3　数据库表结构设计
数据库表结构是数据管理的核心要素，通过科学

合理地设计数据库表结构可以集中地存储、管理大量

的图谱数据，并保障数据库的安全性，更便于维护图

谱数据，提高用户请求时的执行效率。本数据库平台

包括用户信息字段表、疾病模型信息字段表、资源单

位信息表和图谱数据字段表等，其中最核心的是图谱

数据字段表，其数据项包括图谱编码、图谱名称、系

统分类、动物分类、拍摄时间、上传时间、图谱尺寸、

拍摄说明、描述、模型说明、资源单位、图谱状态等

参数；其中图谱编码设置为系统自动编码生成，是图

谱数据的唯一标识符。图谱数据字段表结构如表 1
所示。

4　平台实现

动物模型数字化图谱数据库平台部署在笔者单位

已经构建好的国家实验动物资源库之下，查看地址为

https：//www. lasdr. cn/frontalphoto. do？method=animalList 
Data，用户可通过多种Web浏览器访问，进入“动物

模型图谱”界面，可按系统疾病、动物种属、资源单

位 3个维度进行条件筛查，也可以直接通过检索栏功

能模块以主题词快速查询图谱数据。平台首界面如图3
所示。

4.1　用户及角色管理
为保障数据库平台的稳定运行和数据安全性、准

图 1 动物模型数字化图谱数据库平台的系统总体架构
Figure 1 Overall system framework of animal model digital atlas database platform
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确性，后台系统为不同的资源单位、用户等配置不同

的角色及权限，分别设置了系统管理员、资源单位管

理员、审核专家、普通用户等。系统管理员负责平台

环境及安全性能配置、后台维护、数据备份、数据统

计等，并为其他角色分配相应的权限；资源单位管理

员负责该资源单位自主的图谱数据整理、采集、录入、

汇交、管理等；审核专家对资源单位管理员或研究者

个人等汇交的图谱数据进行鉴定和评价，具有监督和

意见反馈权限，审核图谱数据的可靠性、准确性和有

效性；普通用户是图谱资源的实际使用者，通过Web
浏览器注册成为会员后，可免费查看或检索动物模型

图谱数据资源。

4.2　数据管理
本数据库平台后台系统可实现图谱数据编码、录

入、审核、修改、删除和查看等功能（图 4）。其中，

图谱编码以录入时间顺序规律动态生成，成为图谱资

源的唯一标识符；系统管理员、资源单位管理员按照

统一的图谱数据标准和数据库结构通过后台系统录入

图谱数据，包括录入图谱名称、系统分类、动物分类、

拍摄时间、上传时间、图谱尺寸、拍摄说明、图谱描

述、模型说明等数据项，也可对图谱数据进行修改和

删除处理；专家通过数据审核功能查看图谱数据列表

及图谱详情，对图谱的图像和文本信息内容进行审查，

从而保证动物模型图谱资源的数据质量；系统管理员

通过数据查看功能可以快速预览图谱的可视化状态，

能查看到图谱的静态图像和缩略图及其相关描述信息，

还可以通过数据提交时的自动检查功能来确保数据填

写的完整性。

图 2 动物模型数字化图谱数据库平台的数据分类结构设计
Figure 2 Data classification structure design of animal model digital atlas database platform

表 1　动物模型数字化图谱数据库平台的图谱数据字段表结构
Table 1　Field table structure of the animal model digital atlas database platform

字段名
Field name

编码 Code
图谱名称 Atlas name
系统分类 System classification
动物分类 Animal classification
文件上传 File upload
图谱尺寸 Atlas size
拍摄时间 Shooting time
上传时间 Upload time
拍摄说明 Shooting instructions
描述 Description
模型说明 Model description
资源单位 Resource facility
图谱状态 Atlas Status

字段代码
Field code

TXBM
TXMC
XTFL
DWFL

TXCFDZ
SIZE
PSSJ
SCSJ
PSSM
TXMS
DWSM
ZYDW
TXZT

数据类型（长度）
Data type（length）

VARCHAR2(30)
VARCHAR2(200)
VARCHAR2(20)
VARCHAR2(20)
VARCHAR2(100)
VARCHAR2(20)

DATE
DATE

CLOB(4000)
CLOB(4000)
CLOB(4000)

VARCHAR2(20)
NUMBER

备注
Note

即图谱资源类别号，是唯一身份标识符
图谱资源的具体名称
图谱所属系统疾病类型
图谱涉及动物种属
图谱文件上传名称
图谱的统一大小
图谱的拍摄时间
图谱的上传时间
图谱制作说明
图谱描述说明
动物造模说明
图谱资源的来源单位/研究者
用数字形式表示图谱是暂存，还是已发布的状态
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4.3　数据检索
数据库平台主要通过两种检索方式让用户快速获

得所需的模型图谱资源：一种方式是在首页的二级页

面的检索栏中，用户输入关键词进行模糊检索，如输

入动物模型名称“脊柱炎”则会呈现出图谱标题名称

中带有“脊柱炎”关键词的图谱缩略图及相应的信息；

另一种方式则是通过系统疾病、动物种属、资源单位

3个维度的分类筛选条件快速检索图谱数据，也可以采

用布尔逻辑方法对这 3个维度进行并列条件以及单

一条件检索，如在首页中系统疾病分类选择“骨骼

图 3 动物模型数字化图谱数据库平台的首界面
Figure 3 Home page of the animal model digital atlas database platform

图 4 动物模型数字化图谱数据库平台的数据管理后台界面
Figure 4 Data management backend interface of animal model digital atlas database platform
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疾病”，动物种属选择“非人灵长类”，资源单位选

择“广东省生物技术研究院（广东省实验动物监测

中心）”，则呈现出目前平台已有的 25个“强直性

脊柱炎食蟹猴模型”图谱数据，从而实现快速精确

检索。

这两种方式检索后所呈现的均是图谱的缩略图，

点击缩略图后可进入详细页，用户可在线查看动物

模型图谱的详细信息（图 5），并且可通过鼠标移动

查看图谱局部的放大图像特征。另外，数据库平台

采取技术手段，对数字化后的动物模型图谱数据设

置了使用权限，即只能在线阅读而不能进行复制和

下载，以保证图谱数据的安全和合理使用。

4.4　入库图谱数据
动物模型数字化图谱数据库平台自 2024年 8月

上线开通后，截至 2025年 1月，平台共收录国家重

点研发计划项目研发单位（中山大学附属第六医院、

广东药科大学、广州医科大学）以及广东省生物技

术研究院（广东省实验动物监测中心） 4 个资源单

位汇交的图谱数据。入库的模型图谱资源有 61幅，

数据项有 610 个，涉及心血管系统、消化系统、泌

尿系统、骨骼系统等 4 个疾病模型类别，如表 2
所示。

图 5 动物模型数字化图谱数据库平台的图谱数据详细页面
Figure 5 Detailed page of atlas data on the animal model digital atlas database platform

表 2　动物模型数字化图谱数据库平台现有图谱数据统计
Table 2　Statistics of the existing atlas data on the animal model digital atlas database platform

模型类别
Model category

心血管系统疾病
Cardiovascular diseases

消化系统疾病
Digestive diseases

泌尿系统疾病
Urological diseases

骨骼系统疾病
Musculoskeletal disorders

模型图谱名称
Model atlas name

SGTA 基因敲除小鼠模型

Par3L 基因敲除小鼠模型
DSS 诱导的长爪沙鼠溃疡性肠炎模型
长爪沙鼠放射性直肠炎模型

APCMin/+基因敲除小鼠肠道腺瘤模型

强直性脊柱炎食蟹猴模型

数量/幅
Quantity/

piece

14

3
5
4

10

25

数据项/个
Data item/item

140

30
50
40

100

250

资源单位
Resource facility

广东药科大学

广州医科大学
中山大学附属第六医院
中山大学附属第六医院

广东药科大学

广东省生物技术研究院（广东省实验动物
监测中心）
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5　总结与展望

动物模型作为生命科学、生物医药研究中极其重

要的实验方法和工具，通过模拟人类疾病的发生和发

展过程，能够帮助研究人员深入了解和探索疾病的发

病机制，同时在药物研发、药物疗效评估以及疾病治

疗策略领域提供丰富的材料和实验数据。动物模型图

谱数据是动物模型中的重要组成部分，是科学家们在

比较医学研究过程中的重要数据支撑。通过构建和观

察动物模型图谱，对比研究临床人体疾病的组织病理、

生理结构、行为模式等特征，能够为进一步深入研究

疾病的发生机制、治疗方法等提供更精准、更可靠的

理论依据，这是人类健康研究的重要科学手段之一。

面向国家科技创新战略的重大需求，加快各种人

类疾病动物模型的资源开发和利用，对推动我国生命

科学和医学药学等相关领域基础研究及科技产业的跨

越式发展具有重大意义，是一项重要的战略举措［18］。
近年来，国家层面通过项目支持等方式加大了对实验

动物资源及动物模型资源的研发投入，如国家重点研

发计划等，地方科技相关部门也专门设立了人类疾病

动物模型专项，并且相关国家重点研发计划项目的研

发单位形成的模型病理图谱数据需汇交进入国家实验

动物资源库，试图实现图谱数据的社会化共享。本数

据库平台在此背景下得以建立，也得到了业界专家学

者的大力支持和帮助。

本文重点介绍了动物模型数字化图谱数据库平台

的架构、关键技术以及功能实现。目前数据库平台主

要完成架构的初步设计、部分功能模块的开发，基本

可实现用户管理、数据管理、数据上传、数据存储、

数据审核、数据检索和可视化查看等功能。截至 2025
年 1月，平台已入库 4个资源单位的动物模型图谱 61
幅，共 610个数据项。这些数据已在平台上线，并对

外开放查阅。平台显示界面较简洁、直观，能兼容当

前主流的Web浏览器进行用户访问；平台检索速度较

快，对科技工作者获取疾病动物模型病理图谱，具有

较好的实用性。

但目前动物模型数字化图谱数据库平台建设尚处

于初步阶段，还存在诸多不足之处需改进。（1）平台

功能还需不断优化。如扩展图谱的完整信息查看功能，

完善动物模型图谱的缩略图和高清图查阅相关的用户

权限设置，增加资源单位与用户之间的互动功能，设

立动物模型图谱数据的移动端应用查阅功能等。（2）
动物模型图谱数据采集规范有待完善。以往各资源单

位按照平台要求上报图谱数据，但汇交的图谱数据参

差不齐，缺乏规范性，因此急需制定一套完善的动物

模型图谱数据采集技术规范。（3）图谱数据来源有待

拓展。目前数据库中收录的主要是来自国家重点研发

计划课题组研究成果汇交的动物模型图谱数据，其次

为笔者单位自主研发的动物模型图谱数据。后续需进

一步通过多渠道加大平台的宣传和推广力度，积极与

资源单位或研究者对接，研究动物模型图谱资源数据

的有偿或无偿共享机制，并探索其实现路径；同时与

更广泛的动物模型研究机构、研究者、学术期刊及图

书出版机构等开展合作，以获取更全面、完整、规范

的数字化图谱数据并入库整合，供广大科技工作者更

加便捷地查阅国内相关机构的疾病动物模型图谱资源，

从而更好地为生物医学研究提供高质量的动物模型图

谱资源共享服务。
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重塑细胞间互动：类器官共培养模型赋能疾病机制与
治疗探索
谭邓旭1,2, 马一凡1, 刘 可1, 张延英1, 师长宏2

(1. 甘肃中医药大学第一临床医学院, 兰州 730030;  2. 空军军医大学实验动物中心, 西安 710032)

[摘要] 类器官共培养模型 （organoid co-culture model） 作为一种重现三维微环境以研究细胞间相互作用的新型
工具，近年来在生物医学研究中展现了显著的应用潜力。该模型通过模拟体内组织的微环境，能够为研究细胞间复
杂互动提供更为精准的实验平台，尤其在肿瘤免疫逃逸机制、药物敏感性测试、神经退行性疾病的病理特征揭示等
方面具有重要价值。然而，类器官共培养模型在标准化操作、规模化培养、伦理规范和未来发展方向等方面仍面临
诸多挑战，特别是在实验动物学领域，如何有效地将类器官与传统实验动物模型相结合，以及如何在不同研究需求
中选择合适的模型并探索其替代潜能，仍是当前亟待解决的问题。在伦理审批和动物实验替代方面，类器官共培养
模型提供了一种更加符合“替代、减少、优化 （replacement，reduction，refinement，3R） ”原则的实验方案，
可能成为替代传统实验动物模型的重要工具。为此，本文回顾了该领域的最新进展与面临的关键挑战，详细描述了
类器官共培养模型的构建方法，并阐述了其在发病机制研究和药物筛选中的应用。文章还系统比较了类器官共培养
模型与传统实验动物模型的差异，探讨了二者在具体应用场景中的选择依据。此外，本文讨论了类器官共培养模型
在实验动物替代中的潜在价值，并展望了该技术未来的发展趋势。通过这些讨论，本文旨在推动类器官共培养技术
的创新与发展，并为未来相关研究提供新的视角和科学依据。
[ 关 键 词 ] 细胞间互动； 类器官； 共培养； 实验动物
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[ABSTRACT] The organoid co-culture model, as a novel tool for recreating a three-dimensional 
microenvironment to study cell-cell interactions, has demonstrated significant application potential in 
biomedical research in recent years. By simulating the in vivo tissue microenvironment, this model provides 
a more precise experimental platform for investigating complex cellular interactions, particularly in areas 
such as tumor immune evasion mechanisms, drug sensitivity testing, and the pathological characterization 
of neurodegenerative diseases, where it has demonstrated significant value. However, the organoid 
co-culture model still faces several challenges in terms of standardized procedures, large-scale cultivation, 
ethical guidelines, and future development. In particular, in the field of laboratory animal science, how to 
effectively combine organoids with traditional animal models, and how to select the most appropriate 
model for different research needs while exploring its potential for replacement, remain pressing issues. In 
the context of ethical approval and the replacement of animal experiments, the organoid co-culture model 
offers an experimental approach that better aligns with the "3R" principle (Replacement, Reduction, 
Refinement), potentially becoming an important tool for replacing traditional animal models. To this end, 
this paper reviews the latest advances and key challenges in this field, providing a detailed description of 
the construction methods for organoid co-culture models and discussing their applications in disease 
mechanism research and drug screening. The paper also systematically compares the organoid co-culture 
models with traditional animal models, exploring the criteria for selecting the appropriate model for specific 
applications. Furthermore, this paper discusses the potential value of organoid co-culture models as 
alternatives to animal experiments and anticipates future development trends of this technology. Through 
these discussions, the paper aims to promote the innovation and development of organoid co-culture 
technology and provide new perspectives and scientific evidence for future research.
[Key words]  Intercellular interactions; Organoids; Co-culture; Laboratory animals

在过去十多年中，生物医学领域经历了深刻的技

术变革，其中类器官技术的崛起为器官发育、生理功

能及疾病机制的研究提供了全新的实验平台［1］。类器

官是由干细胞（stem cell，SC）［2］或原代组织［3］在三

维（three dimension，3D）培养和必要生长因子的条件

下自我组织而成的微型功能性组织结构，能够在体外

精确模拟体内器官的关键特征［4］。自 Sato 等［5］于
2009年首次构建出小肠类器官以来，类器官技术迅速

扩展至大脑［6］、肝脏［7］、肺脏［8］和肾脏［9］等多个器

官系统，并推动了发育生物学、疾病模型构建及药物

筛选等多个研究领域的发展［10］。
传统的二维（two dimension，2D）共培养模型虽

常用于研究细胞间相互作用及微环境效应，但由于其

缺乏3D结构和复杂的细胞外基质，难以准确模拟体内

的生理环境［11］。为克服这一局限，类器官共培养模型

应运而生。在 3D 环境中将类器官与免疫细胞

（immunocyte，IC）、基质细胞（stromal cell，StC）、微

生物或多体系细胞等共培养，构建类器官共培养模型，

能够更真实地模拟体内复杂细胞间通信和信号传导网

络，更准确地反映机体生理和病理状态［12］。该模型在

肿瘤微环境研究、免疫治疗评估、感染机制解析、药

物筛选和再生医学等领域均显示出巨大的应用潜力，

因此，在生物医学研究中得以占据重要的前沿

地位［13］。
尽管类器官共培养模型在生物医学研究中取得了

显著进展，但其应用仍面临一些挑战，包括技术标准

化不足、生理特性不典型、区域化缺乏、模型复杂度

高［14］，以及伦理和监管待完善等问题［15］。此外，虽

然类器官在替代传统动物模型方面展现出潜力，但如

何根据不同研究需求，有效地实现类器官与动物模型

的结合，并确保二者的互补性与科学性，仍是当前亟

待解决的问题。本综述旨在为相关研究者提供全面且

深入的参考，同时聚焦类器官共培养模型对实验动物

模型的挑战与促进作用，结合伦理考量和技术优化，

进一步提出未来研究的方向，以推动类器官共培养模

型的技术进步，并加速其在生物医学研究中的转化

应用。

1　类器官共培养模型的构建

类器官共培养模型通过将类器官与 IC、StC及微生

物等进行共培养，创建了不同细胞相互作用的创新平

台（图1）。首先，类器官与 IC的共培养能够精准模拟

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）中的免疫

反应，尤其是在与T细胞和自然杀伤（natural killer，
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NK）细胞等免疫效应细胞的相互作用中，有助于深入

解析肿瘤免疫逃逸机制，并为个体化免疫治疗的发展

奠定实验基础［16］。StC在类器官发育、功能维持和微

环境重塑中起着关键作用，类器官与StC的共培养不仅

通过提供生物力学支持调控类器官的生长和分化，还

能够更精确地模拟组织纤维化等病理过程［17］。此外，

类器官与微生物的共培养模型构建了研究宿主-微生物

相互作用的新平台，通过模拟肠道屏障功能来揭示病

原微生物的感染机制，为研究炎症性肠病、感染性疾

病及癌症等提供了重要的研究工具和新视角［18］。为了

进一步提升模拟复杂生理环境的能力，研究者将微流

控技术与类器官共培养模型相结合。微流控芯片不仅

能够精确控制流体动力学参数和培养条件，还可实现

多种细胞类型的共培养，从而显著提升药物筛选的效

率与精确度，为精准医疗和组织修复等开辟了新的研

究方向［19-20］。综上，类器官与不同细胞类型及技术的

深度整合，显著拓宽了其在生物医学研究中的应用前

景，为解决肿瘤免疫逃逸、代谢紊乱及感染防御等复

杂问题提供了重要的研究平台。

2　类器官共培养模型的应用

相较于传统类器官模型，类器官共培养模型的应

用主要体现为通过构建具有细胞互作功能的体外疾病

模型，并基于此开展疾病机制研究、药物筛选、新药

评价以及临床治疗预测等研究。

2.1　疾病机制研究
2.1.1　癌症

癌症研究中，类器官共培养模型在揭示TME和免

疫逃逸机制方面发挥了关键作用。通过模拟TME中细

胞间的复杂相互作用，为理解癌症的发生、转移、耐

药性形成和免疫逃逸机制等提供了更接近生理状态的

实验平台［21-22］。例如，有研究利用胰腺癌类器官与巨

噬细胞共培养构建模型，揭示了巨噬细胞C-C基序趋

化因子配体5（C-C motif chemokine ligand 5，CCL5） -
特异性蛋白 1 （specificity protein 1，SP1） -双调蛋白

（amphiregulin，AREG）反馈环通过激活C-C趋化因子

受体5（C-C chemokine receptor type 5，CCR5） /Akt［即
蛋白激酶 B（protein kinase B，PKB）］/SP1/分化簇 44
（cluster of differentiation 44，CD44）通路，赋予胰腺癌

细胞干性特征，从而促使其对吉西他滨（gemcitabine）
耐药［23］，该发现为理解胰腺癌耐药机制提供了新的视

角。尽管当前该模型在血管模拟和动态环境再现方面

仍存在一些局限，但其在揭示癌症机制、研究肿瘤细

胞相互作用中具有独特价值［24］。
2.1.2　感染性疾病

类器官共培养模型在揭示病原体感染机制和宿主

免疫反应中取得了重要进展。通过将类器官与病原体

或 IC共同培养，研究者能够模拟人体感染过程，并深

入分析细胞间的相互作用［25］。有研究将沙门菌

（Salmonella）通过显微注射方法注入类器官构建共培

养模型，用于模拟肠道感染，从而能够直接观察病原

体与初级上皮细胞的相互作用，并研究α-防御素抗菌

肽对细菌生长的影响［26］。在病毒研究方面，类器官模

型展现了广泛的应用潜力。以严重急性呼吸综合征冠

状病毒2（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，
SARS-CoV-2）为例，在类器官与SARS-CoV-2的共培

养模型中发现，SARS-CoV-2感染后类器官模型表现

出强烈的趋化因子诱导，这与新型冠状病毒感染患者

的体内情况一致［27］，表明类器官共培养模型可以作为

一种可靠的疾病模型，用于病毒感染研究。这一技术

为新型抗病毒药物和疫苗的研发提供了有力支撑，进

而提升了感染性疾病的治疗效果。

2.1.3　神经系统疾病
在神经系统疾病的研究领域，类器官共培养模型

助力于在体外构建更加可靠的神经类器官模型，用于

图 1 类器官共培养模型的构建示意图
Figure 1 Schematic illustration of the construction of an 

organoid co-culture model
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解析人类中枢神经系统发育机制、疾病进程及其转化

应用等［28］。例如，在阿尔茨海默病 （Alzheimer´s 
disease，AD）研究中，通过构建脑类器官共培养模

型，揭示了神经元和星形胶质细胞中载脂蛋白 E4
（apolipoprotein E4，ApoE4）对微管结合蛋白病理学

改变的本质，表明类器官共培养模型是作为AD研究

和药物发现的一种有价值的病理模型［29］。此外，在

帕金森病（Parkinson´s disease，PD）的研究中，神

经元与星形胶质细胞的共培养揭示了溶酶体蛋白水解

受损，导致晚期糖基化终末产物（advanced glycation 
end product） 积累与 α -突触核蛋白 （α -synuclein，
α-syn）磷酸化增加，进一步由蛋白质去糖化酶功

能丧失而引发早发性 PD 的发展［30］。以上研究表

明，类器官共培养模型为神经系统疾病的药物开发

提供了新的方向。

2.2　药物筛选与治疗评估
类器官共培养模型因其能够高度模拟体内组织的

3D结构和微环境，被广泛认为是预测药物反应、毒性

和不良反应的理想工具。首先，该模型来源于患者组

织，保留了个体的遗传背景和细胞特性，使其在个性

化药物反应预测中展现出显著优势。其次，与传统的

2D细胞培养相比较，类器官更贴近人体真实的生理状

态，能够反映复杂的细胞间相互作用和动态微环

境［31］，从而更精确地预测药物的疗效及毒性。

此外，类器官的多器官建模能力（如肝脏、肾脏、

肠道类器官）为研究药物在不同组织间的代谢、特定

细胞毒性的检测及长期不良反应的评估提供了强有力

的工具。通过结合成簇规律间隔短回文重复

（clustered regularly interspaced short palindromic repeat，
CRISPR）基因编辑和高通量筛选技术，类器官共培养

模型能够加速药物研发进程。2024年的一项研究中，

研究人员开发了一种新型抗体#84.7，并与一种名为

EBET的溴结构域和外末端蛋白降解剂进行偶联，利用

类器官和 IC、StC共培养模型，结合微流控技术实现高

通量药物筛选，为预测肿瘤患者的药物治疗反应提供

了高效便捷的新型平台［32］。2021年，研究人员基于肿

瘤表面抗原谱，制备了靶向MUC1的第二代CAR-T细
胞，并与类器官模型进行共培养，评估CAR-T细胞疗

法在膀胱癌患者中的疗效，为制定个体化免疫治疗方

案提供了实验依据［33］。在中国，利用肿瘤类器官免疫

共培养模型，对齐鲁制药自主研发的新一代抗肿瘤药

物 IM83嵌合抗原受体 T细胞注射液进行了药效评价，

并获得了国家药品监督管理局的药物临床试验许可。

这种将类器官共培养技术和高通量筛选技术相结合的

方法，为精准医疗中的靶向药物开发提供了强有力的

工具，显著缩短了药物开发周期。此外，类器官模型

在其他免疫治疗如疫苗开发和免疫检查点抑制剂

（immune checkpoint inhibitors）的评估中同样表现出

色，进一步推动了个体化免疫治疗的发展。

3　类器官共培养模型与实验动物模型

在生物医学研究中，模型的选择对实验结果的可

靠性和可重复性至关重要。类器官共培养模型作为一

种新兴工具，与传统的实验动物模型在多个关键维度

上存在显著差异，这些差异不仅影响实验设计，还直

接关系到研究结果的适用性和科学价值。深入理解这

两种模型的特征及其优缺点，对于研究人员在实验设

计和结果解释中做出合理选择至关重要。

3.1　两种模型的多维度比较
首先，在复杂性方面，类器官共培养模型因其构

建过程相对简单，使研究人员能够根据实验需求选择

不同细胞类型并调节其相互作用，从而实现微环境的

精准控制［34-35］。这种灵活性使得类器官能够有效模拟

体内复杂的组织结构和功能。相比之下，实验动物模

型具有更高的生物复杂性，能够真实反映生理状

态［36］。然而，这种复杂性也带来了显著的不可预测

性，个体差异和环境变化常常降低实验结果的可重复

性［37］，同时动物与人类之间的物种差异，也会使实验

研究具有一定的局限性［38］。因此，尽管类器官模型在

构建灵活性方面具有明显优势，但动物模型因其更高

的生物复杂性，能更全面地反映生理状态，尤其适合

研究多层次的系统性疾病效应。

其次，在伦理考量方面，类器官共培养模型因不

涉及活体动物而在伦理上更易被接受［39］，并符合动物

福利的“替代、减少、优化（replacement，reduction，
refinement， 3R）”原则，减少了对实验动物的依赖。

相比之下，实验动物的使用须严格遵守动物福利伦理

相关要求、法规［40］，接受严格的伦理审查，这增加了

研究的复杂性，并引发社会公众对动物实验必要性的

质疑。因此，开发和使用类器官模型不仅能够满足科

学研究需求，而且能减少相关伦理争议的风险。此外，

类器官共培养模型的实验周期显著短于动物模型，使

研究人员能够在较短时间内获得实验数据，从而加速

科研进程［41］。同时，基于类器官共培养芯片和新兴的
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生物技术，研究人员可在短时间内实现高通量药物筛

选。相对而言，构建动物模型周期较长，获取实验结

果往往需要数周甚至数月，这不仅延缓了研究的进展，

还增加了研究的成本。因此，快速的实验反馈是类器

官共培养模型的一大优势。尽管类器官模型在以上方

面展现出众多优势，但在生理相关性上依然存在不足。

由于类器官缺乏完整生物体所具有的全身系统调节和

复杂生物反应，在研究系统性疾病时，其应用受到限

制。相比之下，动物模型在生理相关性研究等方面具

有不可替代的优势，动物模型能够全面反映全身生理

状态及疾病机制［42］，为药物代谢和毒性评估等提供重

要依据。因此，尽管类器官模型在技术上具有诸多优

势，但在研究的全面性和深度上，动物模型仍然是不

可或缺的工具。

最后，在研究范围方面和疾病建模方面，类器官

共培养模型主要适用于细胞层面和局部组织微环境的

研究，为个体化医疗、药物筛选、再生医学和基因治

疗等方向的研究提供了强有力的工具［43］。然而，动

物模型能够综合考虑生理、行为及其在疾病中的相

互作用，是基础医学和临床研究中不可或缺的组成

部分，但是受限于物种差异问题，动物模型的使用

也存在一定的局限性。因此，选择适当的模型对于

实现不同研究目标至关重要。

总体而言，类器官共培养模型与动物模型各有优

势和局限（表1）。在复杂性、伦理考量和时间成本等

方面，类器官共培养模型表现出显著优势，但在生理

相关性和研究范围上，动物模型仍具有不可替代的重

要性。因此，未来的研究应致力于优化类器官模型的

生理相关性，并探索其在更广泛领域的应用，以推动

新药开发和疾病研究领域的进展。

3.2　类器官共培养模型的实验动物替代价值
3.2.1　对实验动物科学的挑战与推动

类器官共培养模型通过重建人类特异性的疾病微

环境，能够显著减少实验动物的使用，在肿瘤免疫研

究和药物筛选等领域展现出显著优势。该模型在一些

肿瘤免疫研究和早期药物筛选中，可作为实验动物的

补充工具，减少所需样本量并提高实验效率。尽管类

器官模型在局部机制研究中表现出不俗的优越性，但

其缺乏全身生理系统的动态调控能力，因此在多器官

交互和全身疾病反应研究中仍需依赖动物模型。这种

局限性表明，目前类器官模型无法完全取代动物模型，

而是作为重要补充，与动物模型共同推动科学研究的

进展。

3.2.2　“3R”原则的践行
类器官共培养模型因其独特的生物学优势和技术

创新，或可逐步实现对动物模型的替代，在实践中积

极响应了实验动物伦理学的“3R”原则。类器官共培

养模型以其高效、精准和人源化的特点，显著减少了

实验动物的使用，并提升了实验设计的科学性和可重

复性。这些优势使得类器官模型在替代、减少和优化

动物实验中表现出巨大潜力。未来，随着人工智能和

生物工程技术的结合，类器官模型将进一步优化其生

表 1　类器官共培养模型与实验动物模型的多维度比较
Table 1　Multidimensional comparisons between organoid co-culture models and laboratory animal models

比较维度
Comparison dimension

复杂性
Complexity
伦理问题
Ethical issues
时间成本
Time cost
生理相关性
Physiological relevance
研究范围
Scope of research
疾病建模
Disease modeling
药物测试
Drug testing

类器官共培养模型
Organoid co-culture model

低：可控的细胞组成和环境

较少：不涉及活体动物

较短：快速获取结果

较低：缺乏全身系统

细胞和局部微环境的研究

对人类特异性疾病建模具有高度准确性

精确测试人类特异性的药物反应；高通量

实验动物模型
Laboratory animal model

高：系统的生物复杂性

较多：动物实验伦理问题

较长：动物的生长与繁殖

高：能反映全身生理状态

全身生理和行为的研究

受物种差异限制

全身药代动力学数据
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理相关性，并可能在某些领域全面替代动物实验。总

之，类器官共培养模型不仅代表了实验动物替代的未

来方向，还在推动生物医学研究效率和伦理实践方面

做出了重要贡献。

4　类器官共培养模型的挑战与展望

4.1　面临的挑战和解决策略
尽管类器官共培养模型在生物医学研究中展现出

广泛的应用潜力，但仍面临技术和伦理方面的挑战。

首先，标准化和可重复性问题限制了该模型的广泛推

广。由于不同实验室之间的培养条件存在差异，实验

结果的横向比较成为一大难题。为解决这一问题，需

尽快建立国际统一的技术规范，包括培养液成分、基

质选择和类器官形成所需的标准化操作流程。其次，

利用高通量数据分析和人工智能技术，开发统一的模

型表征工具，通过定量化和自动化的手段提升实验一

致性。最后，在伦理层面，患者来源的肿瘤类器官

（patient-derived organoids，PDOs）的研究还需面对隐

私保护与数据共享的双重挑战。为此，需建立完善的

伦理审批体系，并制定统一的行业标准，以确保患者

样本的使用规范。

此外，跨学科协作不足和技术整合不力限制了类

器官研究的创新潜力。该领域横跨生物学、工程学、

医学和数据科学，然而不同学科间的知识壁垒和沟通

障碍常常导致技术整合效率低下。未来，研究应着力

于构建跨学科联合研究中心，推动不同领域研究人员

之间的交流与合作。同时，通过学科交叉培训培养复

合型人才，并开发一体化的多功能技术平台，将类器

官共培养模型构建、功能分析与动态模拟统一于一个

框架下，从而提升整体研究效率和创新水平。

4.2　未来研究方向
类器官共培养模型作为当代生物医学研究的重要

工具，正逐步从基础研究走向更广泛的临床应用。未

来的研究方向集中于通过技术创新提升模型的复杂性

和功能性，如多器官系统的构建、高通量与自动化技

术的整合（图2），以及加速临床转化的路径优化。

4.2.1　多器官系统构建
多器官系统的构建代表了类器官研究的重要前沿。

通过在微流控芯片上集成多种类器官，研究者能够模

拟多器官之间的相互作用［44-45］，从而研究复杂疾病的

病理机制及药物的多器官效应。这些“器官芯片”系

统不仅能够提供体内相关的生理条件，还可通过微流

控技术精确调控器官间的代谢流与信号传递［46］。未

来，随着微制造技术和纳米技术的进一步发展，多器

官系统有望成为复杂疾病研究和个体化治疗的重要

平台。

4.2.2　高通量与自动化技术
自动化培养系统与人工智能技术的结合为类器官

共培养模型的发展带来了前所未有的机遇。通过集成

自动化平台与先进的计算机算法，研究者能够减少人

为误差，优化数据分析，并显著提升高通量药物筛选

的效率和精确性。2024年的一项研究中，展示了基于

深度学习的 3D图像分割、单细胞表型分类和跟踪技

术，从而自动获取TME中不同相互作用细胞类型的多

维动态数据。这些数据不仅可用于研究肿瘤与TME中
不同细胞类型的相互作用动态，还可用于研究其他组

织或器官生理学和病理学中涉及的各种细胞-细胞相互

作用［47］。未来，自动化技术与人工智能的深度融合将

进一步推动精准医疗和药物研发，尤其是在精准医学

和靶向治疗领域。

4.2.3　实验动物学融合
类器官共培养模型与实验动物科学的融合，将成

为生物医学研究的未来趋势。一方面，类器官模型可

作为动物实验的前期筛选工具，显著减少实验动物使

用量；另一方面，在多器官交互研究中，类器官模型

可弥补动物模型在细胞和组织层面研究中的不足。通

过多器官芯片技术模拟器官间的动态交互过程，再结

合动物实验验证全身生理状态，可大幅提高实验数据

的全面性和相关性。未来，随着人工智能和自动化技

术的深度融合，类器官模型将在复杂疾病建模、药物

开发和个性化医疗领域展现出更大的应用潜力，为生

物医学研究的转化和创新提供有力支持。

4.2.4　临床转化
类器官共培养模型在临床应用中展现出广阔前景。

通过与患者 IC的共培养，研究者能够在体外预测患者

对特定治疗方案的反应，并据此制定个性化治疗策

略［48］。这一过程结合了患者的分子特征、免疫微环境

和药物反应数据，有助于制定更为精准的治疗方案。

类器官模型已被用于肿瘤患者的药物敏感性测试，不

仅优化临床治疗选择，而且在治疗耐药性肿瘤和罕见

疾病方面展现出了显著优势［16］。然而，在提高模型的

临床转化效率，尤其是在模拟体内复杂环境和整合多

种数据来源方面，类器官共培养模型仍然是未来研究

的重点。因此，跨学科的协同创新，以及数据共享和
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技术整合，将在未来的临床应用中发挥关键作用。

5　总结

类器官共培养模型通过再现体内3D微环境并促进

多细胞间相互作用，已成为生物医学研究中的核心技

术之一。这些模型能够有效模拟疾病的病理过程，为

肿瘤微环境、感染性疾病及神经退行性疾病等研究领

域提供关键实验平台，并在精准医疗中展现出独特的

应用潜力。通过与 IC、StC及微生物等的共培养，类器

官模型揭示了肿瘤的免疫抑制机制，并探索了病原体

与宿主细胞间的复杂交互，为制定精准干预策略奠定

了基础。

尽管类器官共培养模型取得了显著进展，但其在

标准化、规模化和伦理规范方面仍面临挑战。培养方

法的标准化对提高实验的可重复性至关重要，而规模

化培养则能支持高通量药物筛选和大规模数据分析的

需求。同时，随着类脑器官技术的发展，科学进步与

伦理规范之间的平衡成为亟待解决的重要议题。因此，

未来的研究应着重解决这些挑战，以推动类器官共培

养模型的进一步优化。

未来的研究应重点关注构建多器官系统，以重现

人体复杂的生理环境，并通过建立器官间的相互作用

网络，全面理解系统性疾病的发病机制。这种多器官

模型能够为提出多器官综合治疗方案提供理论支持。

同时，类器官共培养模型的临床前验证和转化将成为

再生医学与精准医疗的研究重点，为患者提供更具针

对性的治疗方案。通过克服技术和伦理挑战，该模型

有望在生物医学领域释放更大的创新潜力，推动基础

研究、新药研发和精准医疗的发展。
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注：NK，自然杀伤。
Note： NK， natural killer.
图 2 类器官共培养模型的未来研究方向和应用示意图
Figure 2 Schematic diagram of future research directions and applications of organoid co-culture models
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[摘要] 动物实验在生物医药研究中广泛用于安全性评估、毒理学分析、疗效验证以及机制探索。近年来，由于动
物实验伦理审查制度日趋严格、动物福利意识不断提升，同时为了推动更高效、低成本的药物研发，美国在 2022
年 9 月通过了食品药品监督管理局 （Food and Drug Administration，FDA） 现代化法案 2.0，首次取消了新药临床
前研究必须进行动物实验的联邦强制要求。2025 年 4 月 FDA 进一步提出，将在单克隆抗体等药物研发中采用人工
智能计算模型、类器官毒性测试、3D 微生理系统等一系列“新的替代方法”，从而逐步取代传统的动物试验模式。
在这些新兴技术中，生物 3D 打印模型因其高仿生、高重现性和可规模化等特性，逐渐成为动物模型的重要替代和
补充手段。本综述系统梳理了生物 3D 打印技术在生物医药领域的研究与应用进展：首先概述了生物 3D 打印的关键
组成，包括生物材料的选择与功能化设计、多种打印策略的原理及特点，分析其在构建多细胞空间结构、微环境调
控和细胞命运引导方面的优势；其次，介绍了生物 3D 打印模型在药物研发中的典型应用，包括通过构建肿瘤、传
染病和罕见病等疾病模型实现对药效的高通量筛选，以及通过构建肝脏、心脏等器官特异性模型进行药物毒理学研
究；再者，进一步探讨了生物 3D 打印在组织工程领域的应用范围，涵盖骨/软骨、皮肤、血管等多种功能性组织的
构建，以及在再生替代等方面的最新进展。此外，本文还分析了生物 3D 打印模型与动物模型在疾病发生发展和药
物作用机制、精准医疗、药物研发以及组织再生研究等领域的互补优势，讨论了二者交叉应用在提升建模准确性与
生理相关性方面的潜力与挑战。综上，生物 3D 打印作为一种新兴的体外造模与制造技术，正逐步建立起涵盖疾病
建模、药物筛选、毒性预测与组织再生的完整应用体系。
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Prospects for 3D Bioprinting Research and Transdisciplinary 

Application to Preclinical Animal Models
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[ABSTRACT] Animal experiments are widely used in biomedical research for safety assessment, 
toxicological analysis, efficacy evaluation, and mechanism exploration. In recent years, the ethical review 
system has become more stringent, and awareness of animal welfare has continuously increased. To 
promote more efficient and cost-effective drug research and development, the United States passed the 
Food and Drug Administration (FDA) Modernization Act 2.0 in September 2022, which removed the federal 
mandate requiring animal testing in preclinical drug research. In April 2025, the FDA further proposed to 
adopt a series of "new alternative methods" in the research and development of drugs such as monoclonal 
antibodies, which included artificial intelligence computing models, organoid toxicity tests, and 3D micro-
physiological systems, thereby gradually phasing out traditional animal experiment models. Among these 
cutting-edge technologies, 3D bioprinting models are a significant alternative and complement to animal 
models, owing to their high biomimetic properties, reproducibility, and scalability. This review provides a 
comprehensive overview of advancements and applications of 3D bioprinting technology in the fields of 
biomedical and pharmaceutical research. It starts by detailing the essential elements of 3D bioprinting, 
including the selection and functional design of biomaterials, along with an explanation of the principles 
and characteristics of various printing strategies, highlighting the advantages in constructing complex 
multicellular spatial structures, regulating microenvironments, and guiding cell fate. It then discusses the 
typical applications of 3D bioprinting in drug research and development, including high-throughput 
screening of drug efficacy by constructing disease models such as tumors, infectious diseases, and rare 
diseases, as well as conducting drug toxicology research by building organ-specific models such as those 
of liver and heart. Additionally, the review examines the role of 3D bioprinting in tissue engineering, 
discussing its contributions to the construction of functional tissues such as bone, cartilage, skin, and 
blood vessels, as well as the latest progress in regeneration and replacement. Furthermore, this review 
analyzes the complementary advantages of 3D bioprinting models and animal models in the research of 
disease progression, drug mechanisms, precision medicine, drug development, and tissue regeneration, 
and discusses the potential and challenges of their integration in improving model accuracy and 
physiological relevance. In conclusion, as a cutting-edge in vitro modeling and manufacturing technology, 
3D bioprinting is gradually establishing a comprehensive application system covering disease modeling, 
drug screening, toxicity prediction, and tissue regeneration.
[Key words]  3D Bioprinting; Drug development; Tissue engineering; Regenerative medicine; Alternative 

model

动物实验是生物医学研究和药物研发过程中举足

轻重的一环，被广泛用于疾病发生发展机制探索以及

药物疗效和安全性评估。然而，随着疾病机制研究不

断深入、药物研发周期需要缩短、研发成本控制要求

提高，以及动物实验伦理福利合规性要求日益严格，

动物实验面临的挑战也越来越多。其中，最为根本的

制约因素是实验动物与人类在生物学层面存在的种属

差异所导致的低相似性，这使得动物实验结果在向人

类临床转化时存在显著的预测偏差，同时也是药物临

床试验失败率高的原因之一。此外，随着公众对动物

福利的关注度提高，动物实验的伦理合法性也引发争

议［1］。尽管实验动物福利状况的改善能提高研究结果
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的可靠性［2］，但日益严格的伦理审查制度仍让研究者

在设计和实施动物实验时付出了更多时间和经济成本。

为了应对动物实验所面临的这些挑战，2022年 9
月美国参议院通过了食品药品监督管理局（Food and 
Drug Administration，FDA）现代化法案 2.0，允许包括

生物3D打印模型在内的其他非临床试验方法纳入药物

批准流程。2025年 4月，FDA发布新公告，提出将在

单克隆抗体等药物研发中逐步取消动物试验，转而采

用人工智能计算模型、类器官毒性测试、3D微生理系

统等一系列“新的替代方法”以获得更准确、可靠且

与临床试验相匹配的能够证明安全性和有效性的数据。

其中，生物 3D 打印模型具有高仿生、高异质性和高通

量等特征，不仅能够模拟真实生理环境［3］，提高实验

的准确性和可重复性，还能显著减少动物使用数量，

符合伦理要求，因此成为动物实验替代方法中的典例。

相较于其他非临床模型，生物3D打印是用各种细

胞和材料快速、有效、高精度地建立人体相似组织和

器官，展现出能够准确模拟患者治疗反应的潜力［3］。
生物3D打印技术作为一种前沿的增材制造方法，其核

心优势在于精确构建具备特定生物学功能的复杂3D组
织结构， 因此可用于高度仿生性的疾病建模和药理毒

理器官建模，以实现高通量药物筛选和药物毒性评估，

且具有对受损人体组织的有效模拟、功能性修复或替

代性重构的潜在应用价值。与此同时，动物实验仍然

是药物研发中的关键一环，生物3D打印与动物实验的

联合应用能够将二者的优势结合，更为全面有效地模

拟人体内的复杂生物学过程，从而在疾病机制、精准

医疗等方面取得研究突破。本文将系统介绍生物3D打
印技术，以及生物3D打印模型在药物研发与组织工程

领域的研究进展，并探讨其与动物模型等其他非临床

模型的交叉应用及未来前景，以期为生物医药研究和

发展提供参考。

1　生物 3D 打印技术

生物3D打印是由计算机辅助设计，通过逐层沉积

生物材料与活细胞，建立与人体组织或器官结构和功

能相似的非临床模型的技术［4］。目前，该技术在生物

材料创新、打印工艺优化、复杂功能性人体器官生产，

以及血管网络和多细胞类型组织构建等多个方面都取

得了显著进展［5］。
3D打印采用生物材料作为非临床模型中细胞生长

和分化的支撑结构，对打印组织的结构和功能起重要

作用。选择生物打印材料时，需重点考虑其生物相容

性、降解性、力学性能、可打印性和生物活性等因素。

打印技术结合计算机辅助设计可确保模型的高精度和

高可控性，实现模型尺寸、结构和细胞组成的标准化，

降低了个体差异带来的影响［6］，提升了实验结果的可

重复性和可靠性。批量化生产的3D打印模型也有效减

少了重复实验的时间成本。因此，生物材料和打印技

术不仅是生物3D打印的核心要素，而且指引着该领域

的主要发展方向。

1.1　生物材料
根据来源不同，生物材料可划分为天然生物材料

与合成生物材料［7］。天然生物材料如脱细胞外基质

（decellularized extracellular matrix，dECM），具有优良

的生物相容性和生物活性，在生物 3D打印中广泛应

用。为提升材料的结构稳定性，还可将 dECM与其他

材料混合，制备力学性能增强的复合材料。合成生物

材料的结构明确性高，性能可控性强，但由于缺乏天

然细胞外基质（extracellular matrix， ECM）成分，难

以调控细胞的生物化学信号转导，进而影响细胞在材

料表面的附着、增殖与分化等行为，因此通常需要对

合成材料进行修饰，以优化材料与细胞的相互作用。

选择合适的生物材料需要考虑多种因素，包括打

印技术的适配性、目标组织的特异性、所模拟生物过

程的复杂性等。未来还需研发具有可调节性的生物材

料，实现在力学性能、化学性质和生物学特性上的精

确调控，从而准确复现目标组织的蛋白质组成和天然

ECM环境，以构建适用于生物医药研究的体外组织

模型。

1.2　主要打印技术
当前主流的生物 3D打印技术可分为 3类：喷墨

式、挤出式和光固化生物3D打印［8］。这3种打印技术

的工作机制如图1所示。

1.2.1　喷墨式生物 3D 打印
喷墨式生物3D打印技术是传统台式喷墨打印的改

良版，通过精确控制液滴的喷射以构建复杂组织结构，

包括热泡、压电和电磁等多种打印方式。该技术操作

流程简易，成本低，但其发展仍面临诸多挑战，包括

材料限制、喷嘴堵塞、打印速度慢，以及高剪切应力

造成的细胞损伤等。因此，优化喷嘴设计、墨水配方

和打印技术是关键。其中，多材料多喷嘴系统的研发

以及液滴控制技术的进步，为打印异质组织结构和高

分辨率复杂模型提供了可能。同时，信息技术的深度

融合，特别是实时反馈和监控系统的集成应用，显著

提升了打印过程的稳定性和精密度。
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1.2.2　挤出式生物 3D 打印
挤出式生物3D打印技术是利用机械力连续沉积细

丝，构建高完整性的3D生物结构。其可以兼容广泛生

物材料，并支持高细胞密度封装［9］；然而，高剪切应

力［10］、喷嘴直径、凝胶动力学及生物墨水特性等因素

则影响其分辨率和发展。因此，挤出式打印的研究进

展聚焦于降低剪切应力、优化墨水性能和打印条件。

1.2.3　光固化生物 3D 打印
光固化生物3D打印技术根据制造工艺分为扫描式

和投影式两大类型。以数字光处理 （digital light 
processing，DLP）打印技术为例［9］，通过数字微镜芯

片和精密运动控制系统进行快速投影，可以构建毫米

级分辨率的生物3D结构。该技术的低剪切应力特性有

利于维持细胞活力，高分辨率又适用于构建复杂细胞

结构。因此，光固化打印的研究聚焦于提高光固化打

印适用性，包括材料拓展、技术融合及多生物墨水共

打印。此外，人工智能（artificial intelligence，AI）引

入可实时调节打印过程，并增强光固化生物3D打印在

组织工程中的应用潜力。

2　生物 3D 打印模型的药物研发应用

尽管药物的研发投资持续增加，但根据FDA公开

发表的新药批准条目，2021—2025年间新药获批数量

并未显著上升［11］。药物研发时间长、过程复杂、成本

高昂，涵盖药物发现、临床前验证和临床试验等多个

阶段。当前，药物研发面临的一大挑战是非临床模型

预测效力不足。据报道，约 40%的新药在通过动物模

型的临床前验证后，仍会在临床试验阶段遭遇失

败［12］，说明传统的药物研发方法可能存在一定局限

性。此外，临床试验失败往往归因于患者个体间的异

质性，这一特质难以通过传统非临床模型有效评估。

因此，个性化医疗和相应的药物筛选方法逐渐成为研

究热点［13］。生物 3D打印在药理学研究，尤其是药物

筛选、药代动力学和药理学分析方面，具有其独特优

势，因此在近年来得到快速发展。

生物3D打印模型用于药物研发的优势主要体现在

两个方面：一是通过精准调控细胞与细胞、细胞与基

质的组合，构建具有高仿生性的疾病模型，为药物筛

选和评估提供精确平台；二是利用生物3D打印技术构

建具有特定功能的器官模型，以评估药物的治疗效果

及潜在毒性。

2.1　疾病模型
2.1.1　肿瘤模型

在生物3D打印肿瘤模型中，共打印内皮细胞与肿

瘤细胞，以研究肿瘤侵袭、迁移和血管新生过程。成

纤维细胞作为肿瘤微环境中的关键基质细胞，则常被

用于研究ECM重塑。此外，免疫细胞的引入对于提高

模型完整性、生理活性和临床相关性同样至关重要。

Tung等［14］基于生物3D打印技术，构建了整合神

经血管单元（neurovascular unit，NVU）的患者源性胶

注：A，喷墨式生物 3D 打印 （局部加热生物墨水，并膨胀一个气泡以推动液滴从喷嘴头喷出）；B，挤出式生物 3D 打印 （逐层打印连续的细丝
状生物墨水）；C，光固化生物 3D 打印 ［利用数字微镜装置 （DMD） 芯片，使得紫外光或其他光源模式化投射到生物墨水上］。
Note：A， Inkjet-based 3D bioprinting， in which localized heating of the bioink inflates an air bubble to push droplets out from the nozzle； 
B， Extrusion-based 3D bioprinting， which prints continuous filaments of bioink layer by layer； C， Light-based 3D bioprinting， which utilizes 
a digital micro-mirror device （DMD） chip to project patterned UV light or other light sources onto the bioink.
图 1 3 种生物 3D 打印工艺类型的工作机制示意图
Figure 1 Schematic diagram of the working principles of three types of 3D bioprinting processes 
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质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）模型，包括微血管

内皮细胞。该模型与 3D单一培养物和 2D单一培养物

的转录组学数据的比较结果显示，整合 NVU的 3D-
GBM模型的糖酵解、细胞因子信号、血管生成相关基

因表达上调，表明该模型具有高度的临床相似性。药

物筛选结果表明，测试的多数化合物表现出更有效地

破坏肿瘤血管系统的作用，而非直接抑制肿瘤细胞增

殖，提示此类药物的临床效果可能主要通过阻断肿瘤

血液供应来实现。

Desigaux等［15］共打印内皮细胞、肿瘤相关成纤维

细胞（tumor-associated fibroblast，CAF）和肿瘤细胞，

以深入研究CAF在肿瘤发生发展进程中的生物学功能。

发现CAF不仅参与微血管调节，同时对ECM的重塑也

具有显著性影响。模型中富含CAF的基质区域显示出

更高的杨氏模量（又称拉伸模量），平均测量值分别约

为71 kPa和27 kPa。
Tang等［16］将巨噬细胞整合到由患者来源的GBM

干细胞、星形胶质细胞和神经干细胞构成的生物3D打
印GBM模型中，观察到巨噬细胞的加入导致模型表现

出恶性程度更高的间充质亚型GBM特征，且巨噬细胞

优先向M2表型极化；这一现象与GBM中巨噬细胞的

极化特征吻合。他们先前的研究结果表明，高硬度的

生物 3D打印GBM模型在分子水平上表现出间充质亚

型 GBM 的特征，并对标准嵌合抗原受体（chimeric 
antigen receptor，CAR） -T细胞疗法表现出耐药性；这

与在实体瘤中观察到的现象相似［17］。在此基础上，该

团队研究发现，ECM硬度增加可显著抑制CAR-T细胞

渗透和肿瘤细胞杀伤功能，由此开发了一种创新的热

诱导型 CAR-T细胞疗法，以应对高硬度ECM带来的

GBM治疗挑战。随后，该团队还进一步将CAR-T细胞

整合到具有不同硬度的生物3D打印胶质瘤模型中，以

探究生物物理因素对CAR-T细胞治疗的影响［18］。这

些结果共同说明，除了表征肿瘤细胞的免疫反应之外，

免疫细胞的引入对于用生物3D打印模型研究生物治疗

或抗肿瘤药物的免疫耐受机制至关重要。

2.1.2　传染病模型
在传染病研究领域，体外组织模型的应用尚处于

起步阶段，但生物3D打印技术已经展现出不容忽视的

研究价值与应用潜力。该技术能够构建与外来物质接

触的复杂组织模型，包括皮肤、角膜和脉管模型。这

些模型在微观结构和生理功能层面均显示出与天然组

织的高度相似性，在评估病原体直接感染、组织屏障

功能以及治疗效果测试方面具有重要作用。此外，生

物3D打印技术可灌注血管网络，为研究感染细胞或病

原体穿过组织屏障后在体内传播的机制提供了实验平

台，并能够模拟感染诱导的细胞因子变化过程，以探

究这一过程对循环系统的潜在影响。

Johnson等［19］应用生物3D打印技术开发了一种神

经系统芯片，旨在研究神经系统中的病毒感染过程。

该芯片上有 3个腔室：（1）  包含海马神经元的中枢神

经系统腔室；（2）  包含颈上神经节神经元的周围神经

系统（peripheral nervous system，PNS）腔室；（3）  包
含神经膜细胞和上皮细胞的周围神经成分腔室。为了

解神经系统中的病毒感染和转运过程，以开发各种神

经系统疾病治疗方案，研究人员使用伪狂犬病毒作为

病毒检测实验对象。该病毒被改造为在发生单一病毒

颗粒感染时表达原色，在多于一个病毒颗粒感染时颜

色发生改变。研究发现，伪狂犬病毒在PNS室的轴突

网络中运输，从而感染腔室中的外周神经元细胞。而

病毒颗粒在向其他区域的传播中受到了限制，神经膜

细胞和海马神经元中仅表现出单一原色，而非预期中

的多色表达。这表明尽管PNS腔室中神经元的直接感

染确实导致了病毒颗粒传播到海马神经元和神经膜细

胞，但可能还存在限制细胞被多个或多次病毒感染的

细胞因子。除了有助于研究神经系统中病毒感染机制

和屏障外，该神经系统芯片还为病毒学、分子生物学

和神经科学分析提供了一个灵活的生理平台，适用于

分析局部扰动（如药物、病原体、电/机械能等）在神

经系统层面的影响。

2.1.3　罕见病模型
在罕见病研究中，鉴于其发病率低和治愈难度高，

开发精准疾病模型以解析发病机制显得尤为关键。生

物3D打印模型在罕见病模型构建上具有独特优势，能

通过整合多能干细胞、生长因子和3D培养环境实现对

培养干细胞的有效分化。

Banerjee等［20］首次应用抽吸辅助自由形态生物打

印技术，成功创建了人类戈谢病（Gaucher disease，一

种罕见的常染色体隐性遗传病，临床表现神经功能障

碍、骨坏死和畸形、肝脾大和脾功能亢进等） 3D离体

模型。这种技术不同于主流的喷墨式、挤出式和光固

化生物3D打印，是通过抽吸作用，实现对生物墨水的

挤出量和速度的精确控制及精准释放，在进行无支架

打印或需要精准定位时更具有优势。该研究将人骨髓

间充质干细胞和不同严重程度的戈谢病患者的外周血
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单核细胞共培养，形成球状体，借助抽吸辅助自由形

态生物打印技术，精准吸取单个球体，依次放置在应

力凝胶中，实现球体的相互靠近和自组装。这一过程

不仅模拟了骨骼发育进展，还实现了打印后的组织构

建。这种3D打印戈谢病模型具备适应个性化医疗的潜

力，不仅有助于研究戈谢病的病理生理机制，还适用

于个性化药物筛选和开发。此外，尽管生物3D打印技

术用于退行性神经疾病建模时受到一定限制（神经细

胞的高敏感性和脆弱性会导致生物墨水制作困难，逐

层打印过程中结构容易塌陷），但在脊髓或脑样结构模

型构建时展现出一定潜力。已有研究采用生物3D打印

技术制备了一种水凝胶载体［21］，以探究肌萎缩性侧索

硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，一种以大脑皮质

锥体细胞、脑干运动神经核和脊髓前角细胞同时受累

为特征的运动神经元病，俗称渐冻症）患者来源的干

细胞分化过程以及电生理特征。这种用患者来源细胞

制成的3D打印结构可能是用于研究肌萎缩性侧索硬化

症的潜在模型。

2.2　药物毒性评估模型
2.2.1　肝脏模型

肝毒性的低预测性是导致药物在临床试验过程中

失效的原因之一。例如， 2 型糖尿病治疗药物

Fasiglifam （TAK-875） 因具有药物诱导性肝损伤

（drug-induced liver injury，DILI）［22］而未能成功上市。

但在临床前动物实验、早期人体临床试验与Ⅲ期临床

试验的对比结果中，DILI的检测并不总是呈现一致性。

这不仅增加了临床试验受试者潜在的肝毒性风险，也

大幅增加了药物开发流程中的经济与时间成本。因此，

开发以个性化细胞类型为基础的高效的体外肝脏模型，

已被视为一种具有潜力的解决策略。

近年来，生物3D打印肝脏模型已经取得了重大进

展。据Ali等［23］的调查报告，生物打印肝脏模型在药

物毒性实验中的应用占比高达 41%，这与肝脏具有的

外源代谢和解毒功能，以及药物研发对肝毒性预测的

需求一致。例如，基于原代人肝细胞、肝星状细胞和

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial 
cells，HUVECs）构建的生物 3D打印人肝脏模型，用

曲伐沙星（一种无法通过细胞模型评估肝毒性的药物）

处理标准2D培养物和3D打印物，毒性检测结果表明：

即使在亚微摩尔剂量下，3D打印物经曲伐沙星干预后

对白蛋白表达的抑制作用也大于 50%；相比之下，暴

露于相同治疗条件和时间进程的标准2D培养仅在测试

的最高剂量下显示出曲伐沙星毒性，说明3D打印肝组

织在预测临床肝毒性方面具有显著优势［24］。后续研究

在肝细胞类型及打印结构上进行多样性优化，将肝细

胞来源从原代肝细胞拓展至人类诱导多能干细胞和人

脂肪间充质干细胞，并设计了一个肝小叶状的三维结

构，通过在不同的水平和垂直方向上交替打印，可促

进肝细胞和肝星状细胞、HUVECs之间的旁分泌信号

传导［25-26］。2024年，Dey等［27］首次开发出血管化生

物3D打印肝腺泡模型，该模型采用猪 dECM作为生物

打印材料，结合微流控系统，维持细胞长期活性和功

能。在静态模型和微流控模型中研究非肝毒性、肝毒

性和特异性药物，通过测定 3种药物治疗后肝细胞的

总DNA浓度、乳酸脱氢酶活性和细胞色素P450还原酶

活性反应，评估两种模型的差异性和生理相关性。结

果显示，微流控模型在特异性和肝毒性药物的肝毒性

反应方面表现出更高的敏感性，24 h和 72 h时的半数

有效浓度（median effective concentration，EC50）和细

胞内乳酸脱氢酶活性均显著低于静态模型，从而证实

了人体对于不同药物的特异性反应。

2.2.2　心脏模型
药物性心脏毒性可导致心肌坏死、心肌梗死、严

重致死性心律失常等心血管并发症，从而终止药物研

发进程或使已上市药物退出市场。例如，抗组胺药特

非那定通过阻断心脏钾离子通道，导致心肌细胞动作

电位时程延长，进而显著延长QT间期（即心室除极化

和复极化的时程），增加了致死性心律失常的发生风

险［28］。鉴于药物性心脏毒性造成的严重后果，开发具

有高预测性的非临床检测模型显得尤为迫切。然而，

心脏组织具有复杂的生理功能和结构特性，尤其是心

肌细胞的成熟状态及空间有序排列对模型构建带来了

巨大挑战［29］。生物 3D打印技术可为药物性心脏毒性

的评估提供一种创新性的建模策略与技术解决方案。

原代人类心肌细胞在体外培养条件下增殖能力受

限，同时心肌细胞的获取又高度依赖于心脏组织活检，

这进一步限制所获得的原代心肌细胞量。因此，为了

满足构建生物3D打印心脏模型的需求，通过诱导多能

干细胞（induced pluripotent stem cells，iPSCs）定向分

化获得的心肌细胞成为生物3D打印心脏模型的主要来

源。Arai等［30］采用人 iPSCs来源的心肌细胞进行生物

3D打印，成功构建了无支架的 3D心脏模型，并通过

建立能够模拟人类心脏收缩功能的分析系统，评估药

物治疗对心脏结构的潜在毒性影响。此外，以支架为
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基础的生物3D打印心脏模型在药物毒性评估研究中也

极为常见。Iwanaga等［31］采用明胶和海藻酸盐的复合

物作为打印材料，制备了脱细胞支架，然后在支架上

种植心肌细胞，形成了具有动态搏动能力的预组织结

构；在肾上腺素负荷试验中，预组织结构搏动率的显

著提升验证了心肌细胞对药物的反应性以及该3D打印

心肌组织的成熟度。

为满足心脏离体模型构建对心肌组织工程化制造

和实时监测集成的双重需求，生物3D打印技术和器官

芯片技术的结合已成为一种解决方案。Liu等［32］提出

了一种创新性技术路线，将生物3D打印技术和静电纺

丝技术有机结合，用于制造体外 3D工程化心脏组织，

并将其集成至微流控芯片中，构建出用于药物研究的

心脏芯片内模型。该方法通过生物3D打印技术制备微

米级支架框架，随后采用静电纺丝在支架表面涂覆纳

米纤维网络，模拟ECM微环境，指导心肌细胞排列，

促进信号传递和收缩。使用心脏毒性化疗药物多柔比

星（doxorubicin，DOX）和心脏毒性保护剂得拉唑沙

（dexrazoxane，DEX）对该模型进行药物性心脏毒性评

估，结果表明：芯片中单DOX组的心肌细胞搏动频率

在前 5 h逐渐增加，6 h后随着药物暴露时间的延长而

降低，但仍然显著高于 2D对照组，这可能是因为 3D
微环境中心肌细胞更为成熟；而加入DEX 5 h后，芯

片组和2D对照组的心肌细胞搏动频率略有增加；定量

分析结果显示，在添加DEX的实验组中，无论是否联

合使用DOX，肌动蛋白的覆盖面积均显著高于DEX未
添加组。这些结果提示，DEX和DOX具有临床相关

性，该心脏芯片为药物开发过程中的心脏毒性评估提

供了潜在平台。

3　生物 3D 打印模型的组织工程应用

在组织工程研究中，生物3D打印技术以构建具有

生物学功能的3D组织结构为目标，致力于实现对受损

人体组织的有效模拟、功能性修复或替代性重构，其

应用范围涉及骨骼、皮肤、血管等组织。尽管3D生物

打印在组织工程领域中已经取得一定进展，但该技术

的打印分辨率不足、细胞长期存活率受限，以及在组

织功能维持、血管化以及神经整合等方面的挑战仍然

是限制其进一步发展的关键因素。

3.1　生物 3D 打印骨/软骨
在骨治疗领域，生物3D打印技术主要采用两种策

略实现骨修复与重建。一是采用高性能材料制造生物

3D打印植入物，这些植入物作为骨缺损部位的替代

品，提供长期结构支持，以促进机体正常生理功能恢

复［33］。二是借助可降解材料，通过生物 3D打印构建

骨支架，这些支架能促进自然骨再生，并随着骨再生

过程逐步降解，最终完全被健康骨组织替代［34］。Yan
等［35］使用聚己内酯制造了一种可降解支架，能够控

制释放去铁胺，促进血管生成和骨再生，适用于节段

性骨缺损的治疗。尽管生物3D打印骨支架在临床上已

取得一定成果，但如何进一步提高支架的力学机械性

能、模拟天然骨骼的多层次结构特征，以及增强自我

修复能力，仍然是当前骨组织工程领域的研究重点。

生物3D打印技术同样适用于替换受伤或退行性变

化的软骨组织。材料的合理选择是决定打印软骨组织

功能与修复效果的关键。其中，水凝胶是软骨打印中

极具前景的材料之一，其有高度的溶胀性和多孔性，

利于营养物质的传输和多类型细胞的包裹，因此得到

了广泛应用。水凝胶还具有可调节性，能够优化组织

修复效果。此外，负载细胞的水凝胶可提供发育信号

或模拟天然软骨的微环境信号，从而维持软骨形成表

型，并促进基质形成［36］。
3.2　生物 3D 打印皮肤

皮肤作为人体最大的器官，约占成年人总体重的

16%，具备保护、感知等多种功能。生物墨水的选择

是生物3D打印皮肤模型的关键一环。甲基丙烯酰化明

胶（gelatin methacryloyl，GelMA）作为当前使用最为

广泛的生物墨水［37］，在经天然聚合物的添加混合后，

力学性能进一步增强，可适应皮肤组织工程的应用需

求。Shi等［38］报道了一种由GelMA、胶原蛋白和酪氨

酸酶制成的新型生物墨水，使用其进行皮肤治疗时，

伤口愈合速度加快。Jin等［39］开发了一种可模拟自然

全层皮肤三层结构的生物3D打印模型，由GelMA和人

类表皮角质构成的表皮层、成纤维细胞和人类脱细胞

真皮基质构成的真皮层、由HUVECs和GelMA构成的

血管网络和框架复合而成。该离体皮肤模型为细胞生

长和仿生构建提供了最佳微环境。尽管生物3D打印在

皮肤组织工程中展现出巨大潜力，能够克服传统治疗

方法的不足，但仍面临着诸多挑战，例如需要提高打

印分辨率和改善生物材料性能。

3.3　生物 3D 打印血管
目前，心血管疾病治疗主要依赖于支架介入和心

脏搭桥手术。自体血管移植因供体有限且采集过程存

在感染或二次伤害的风险，难以满足临床需求。同种
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异体血管和异种血管移植则面临免疫排斥反应的技术

瓶颈。因此，开发人工血管模型至关重要，而组织工

程的发展使得构建新型人工血管模型成为了研究热点。

生物3D打印技术作为组织工程领域的新兴技术，在调

控血管支架微观结构如孔径大小、几何形态及互连性

等方面具有显著优势。

然而，由于准备时间长和细胞消耗量大，以细胞

和单一成分的材料作为生物墨水的生物3D打印血管模

型仍存在细胞存活率过低等问题。因此，复合型材料

成为优化此类模型性能的重要选择。Gold等［40］构建

了一种由GelMA、纳米硅酸盐和血管平滑肌细胞组成

的人工血管模型，并在血管结构内层接种了内皮细胞；

实验结果显示，这两种细胞均在人工血管模型中表现

出较高的存活率。Wu等［41］将纳米蒙脱石粉末混合明

胶和海藻酸钠制成了一种新的生物墨水，该生物墨水

打印的支架具有较大的断裂伸长率，接近天然乳腺组

织中的动脉，还具备良好的抗蠕变性能和热稳定性；

溶血试验和体外细胞培养结果表明，此血管支架的溶

血率仅为 3.75%，符合医学标准，且细胞毒性弱，生

物相容性好。以上研究结果可为人工血管的临床转化

提供有益参考。

4　生物 3D 打印模型与动物模型的交叉应用

将生物3D打印模型与传统非临床模型如动物模型

交叉应用，能够更有效地模拟人体内的复杂生物学过

程，可望在疾病机制、精准医疗、药物研发和组织再

生等方面取得研究突破。

4.1　机制研究
生物3D打印模型与动物模型在机制研究中的互补

性主要体现在两个方面。一方面，3D打印模型在模拟

疾病微环境方面的精细度，与动物模型具有的整体化

和复杂性特征相结合，可为研究者提供一个更为全面

的疾病进展研究平台。另一方面，3D打印模型提供的

细胞水平和微环境相关数据，与动物模型提供的生理

和免疫数据相互补充，有助于揭示疾病发生发展的深

层次机制。例如López-Carrasco等［42］通过比较不同力

学刚度的神经母细胞瘤体外3D打印模型，证实在高刚

度和长培养时间的3D打印模型中，肿瘤细胞表现出显

著的部分染色体畸变负选择，揭示了适应性压力下染

色体异常和克隆选择的机制；而且动物实验发现肿瘤

连续传递中基因组变化的结果，在高刚度水凝胶培养

的细胞模型中得到了验证，显示出与玻连蛋白基因敲

除小鼠模型中相似的 9号染色体异常，二者结合可共

同证实与刚度相关的基因型变化。

近年来，药物研发人员也正在尝试整合两种模型

的优势，如利用3D打印技术构建肿瘤类器官模型开展

动物药效学实验。Ren等［43］在NSG小鼠（一种免疫缺

陷程度最高的工具小鼠）的肝脏中植入表达荧光素酶

的胆道癌类器官，建立原位人肿瘤异种移植模型，并

验证类器官筛选出的药物效果。结果表明，胆道癌类

器官模型对药物的反应及基于类器官的异种移植小鼠

的治疗效果，与患者临床治疗反应具有高度一致性，

如患者 ICC65T的类器官对5-氟尿嘧啶敏感性较高，因

此在后续的治疗中选用5-氟尿嘧啶的前体物卡培他滨

作为治疗药物，而为期 4至 26个月的随访结果显示该

患者无复发现象。该策略有效优化了药物在模拟生理

环境中的评估体系，显著降低了药物研发失败率，为

揭示肿瘤复杂病理过程和开发新型治疗方法提供了重

要技术支撑。未来，非临床模型的协同优化将成为疾

病机制研究和药物研发的重要方向，推动个性化医学

的持续发展。

4.2　精准医疗
精准医疗是肿瘤治疗中的关键策略，可依据患者

的个体特性、遗传信息、临床表型等构建个性化的最

佳医疗方案，是未来医学发展的重要方向之一。生物

3D 打印模型和患者来源的肿瘤异种移植（patient-
derived tumor xenograft，PDX）模型（一种通过将患者

肿瘤组织移植到免疫缺陷动物体内构建的临床前研究

模型）均是精准医疗的重要组成部分，但适用范围有

所不同。生物 3D打印模型能对直接靶向肿瘤及其微

环境的药物进行快速评估，而PDX动物模型则更适用

于需要经过体内代谢和涉及多器官相互作用的药物

类型。

利用生物3D打印技术可对化疗、靶向治疗、免疫

疗法等多种药物类型以及其组合进行评估，通过精准

控制药物的释放，为每位患者提供定制化的药物筛选

平台，从而有效降低药物不良反应发生率，以及规避

无效治疗。而在此基础上进行的细胞迁移、侵袭特性

和分子机制特征的研究，则为深入理解肿瘤的发生、

发展和转移提供了支持［44］。Zhao等［45］使用患者来源

的细胞构建肺癌 3D打印模型，并与 2D单层细胞模型

对比，发现3D打印模型对靶向药物表现出更高的敏感

性，且药效反应结果具有更高的动物实验一致性。Al 
Shihabi等［46］收集了126例肉瘤患者的194个样本（涵
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盖了 24种不同的肉瘤亚型），使用患者衍生的生物 3D
打印肿瘤类器官建立了一个高通量类器官筛选流程，

通过该流程测试单一药物和组合治疗个体患者的药物

敏感性和耐药性，为患者定制治疗方案；实验结果显

示，59%的样本至少识别出一种FDA批准或美国国家

综合癌症网络（National Comprehensive Cancer Network，
NCCN）推荐的有效治疗方案，80.4%的样本至少对一

种测试药物表现出显著反应。此外，Sun等［47］利用生

物3D打印技术构建的结直肠癌及其肝转移的患者衍生

肿瘤模型，可以预测个体化疗反应；该模型能够维持

原始肿瘤的生物标志物和突变谱，并保持了肿瘤异质

性，从而与化疗的临床结果表现出强相关性。上述结

果表明，生物3D打印模型在辅助临床个性化抗癌药物

筛选方面极有应用潜力。

PDX动物模型在组织病理学、分子生物学、分子

遗传学、结构复杂性、肿瘤异质性和微环境特征上保

留了大部分原代肿瘤的特点［48］，因此具有较好的临床

预测效果。Li等［49］使用4名患者的肿瘤样本构建PDX

动物模型（前 3例患者的长链非编码RNA LYPLAL1-
DT的表达水平显著高于第4例患者）；研究结果显示，

LYPLAL1-DT 高表达的 PDX 模型中，维奈托克

（Venetoclax）和羟氯喹（hydroxychloroquine）显著增强

了顺铂、依托泊苷或紫杉醇诱导的肿瘤细胞死亡，部

分模型甚至出现肿瘤细胞消失现象。该研究结果不仅

表明PDX模型在指导患者个性化用药方面具有重要价

值，同时也验证了药物联合疗法的显著治疗效果，并

确定了该疗法的临床适用范围。PDX模型的药物适用

范围更全面，其完整的消化吸收系统使其对评估多肽

类药物、口服药物和部分中药等需要代谢的药物更为

适宜。用于精准医疗的常见模型对比详见表1。
近年来，AI模型也逐渐成为精准医疗的关键工具。

如采用AI驱动的多组学分析技术构建的非临床模型可

为晚期恶性肿瘤患者匹配临床试验［50］，接受治疗后患

者的客观缓解率为29.2%，比未接受AI匹配治疗的患者

总生存期延长。AI算法还能够分析患者个体的基因组

数据，预测特定药物的反应，从而指导临床用药方案。

4.3　药物研发
在药物发现与开发流程中，体外高通量筛选至关

重要。当前的高通量筛选主要是基于 2D细胞培养模

型，生物3D打印模型在此基础上提升了筛选的临床相

关性，同时满足了筛选阶段对速度和可重复性的要求，

进一步提高了药物筛选结果的验证准确性并节约了研

发资源。

生物3D打印技术已经成功应用于高通量筛选，特

别是在单器官的构建和筛选以及和其他技术联用方面

表现突出。Herpers等［54］建立的结直肠癌类器官样本

库，可对超过 500 种靶向 Wnt 和受体酪氨酸激酶

（receptor tyrosine kinase，RTK）信号转导通路的双特

异性抗体进行高通量成像筛选，发现MCLA-158（一
种 LGR5×EGFR 双特异性抗体） 可以特异性降解

LGR5＋ 肿 瘤 干 细胞表面的表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR），从而杀伤肿

瘤，而对正常的结肠类器官毒性很小，并在几种上皮

癌类型的非临床模型中表现出治疗效果。次年，

表 1 　精准医疗常见模型对比
Table 1 　Comparison of common models in precision medicine

模型类型
Model types

实验周期 Experimental cycle
成本 Cost
建模成功率 Modeling success rate
临床相关性 Clinical relevance
遗传信息保真度 Genetic information fidelity
可重复性 Reproducibility
细胞种类 Cell types

系统完整性 System integrity

材料可控性 Material controllability
通量 Throughput

2D 细胞模型
2D cell model

1 周内
1 000～2 000 元/例

高 (＞90%) [51]

有限
有限

高
有限

低，仅细胞层面

无
高

生物 3D 打印模型
3D bioprinting model

7 d
数万元/批

高 (＞80%) [52]

高
高
高

多样化，含有多种细胞

中等，组织/器官层面，尚缺乏动态
循环和整体性调控

高
高

PDX 动物模型
Patient-derived xenograft 

animal model
3～6 个月

数十万元/批
低 (＞60%) [53]

高
高
低

多样化，但受鼠源细胞影响

高，具有完整生理环境

低
低
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MCLA-158就获得了美国 FDA的新药临床试验批准。

Tebon等［3］通过生物 3D打印技术进行自动化细胞接

种，并结合高速活细胞干涉测量法（high-speed living 
cell interferometry，HSLCI），实现无创、无标记、时间

分辨成像，从而达到对多个类器官实施连续动态质量

监控的目的，最终实现对单个类器官中的药物反应量

化。HSLCI与AI结合后，可进一步将类器官检测量提

升至数千量级，且患者衍生类器官可在手术 1周内给

出筛选结果，从而指导临床用药。另外，生物3D打印

技术和微流体系统结合后，能同时对 4个芯片展开研

究［55］；相较于传统的单次仅能研究一种药物的芯片，

增加了高通量的特性。

4.4　组织再生研究
在组织再生领域，器官移植供体不足、免疫排斥

反应难以规避以及医学伦理争议等问题长期制约着临

床实践与学科发展。生物3D打印技术的发展为这些问

题提供了新的解决策略。该技术通过模拟机体的创伤

愈合和发育过程，植入高活性生物材料负载的类器官，

调控损伤局部的微环境，诱导内源性干细胞向缺损部

位快速募集并激活其定向分化，从而实现组织的再生

与修复。

具体而言，生物 3D打印技术在组织再生中的应

用，主要是定向诱导干细胞分化，并在3D微环境中培

养类器官。这些类器官能够在体内部分行使衰竭器官

的功能，为器官移植提供了创新性替代治疗方案，有

效缓解了器官供体不足的问题。同时，在材料学领域，

有关重组ECM的研究可能有助于逐步解决免疫排斥问

题。利用患者来源的干细胞进行生物3D打印培养类器

官用于自体移植，可在提供健康的个体类器官的基础

上，保持遗传信息的稳定性，而且避免了传统器官移

植中的伦理争议。例如，Hong等［56］利用3D打印技术

制备了具有肝小叶样结构的微组织球体模型，不仅可

维持结构完整，其中肝功能关键酶的表达水平高，在

移植后显示出良好的细胞存活率，而且在Matrigel植入

实验中产生了功能性血管，免疫组化染色样本中α-平
滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）和

CD31染色显示结构化微组织球体内部的细胞密度更

高，有血管生长的迹象，提示该模型对于肝器官修复

或代替表现出巨大潜力。

生物3D打印作为一种非动物性替代实验方法与动

物模型的联合应用，是组织再生治疗领域研究中不可

或缺的一环。例如，Lopez等［57］通过动物实验评估了

一种3D打印的真皮代替物，结果显示该代替物的植入

率为91.8%，组织学评分为75%±8%，结构均匀，可以

作为自体分割厚度皮肤移植的代替物，且能够避免自

体移植全身麻醉和供体部位疤痕等缺点。目前，3D打
印模型和动物实验在心脏血管［58］、肝脏［59］、气

管［60］、肌肉［61］、椎间盘［62］、肠道［63］、毛囊［64］等
多种器官组织的再生和修复上均有联合应用，特别是

当行为学作为重要观察指标时，动物模型能够模拟体

内复杂生理环境与生物力学条件，其提供的临床前数

据是其他体外模型无法替代的。

综上所述，生物3D打印技术不仅在药物研发领域

得到广泛认可，而且在再生医学领域其应用将成为未

来研究的重点；而动物实验将在生物3D打印技术向临

床转化的过程中持续发挥重要作用。技术的交叉融合

不仅为重大损伤和疾病的治疗提供了新方案，同时为

医学伦理和可持续发展提供了新视角。

5　总结与展望
生物 3D打印技术为医药研究领域带来了巨大变

革，该技术在药物研发、组织工程等领域已取得一定

进展，体现了其模拟复杂生物系统的潜力。然而，科

研人员不能止步于此，还需要积极探索跨学科合作的

新领域。其中，生物3D打印技术与AI的融合，以及它

与其他非临床模型尤其是动物模型之间的结合，将成

为当下研究的热点方向。

当前，AI技术已经被证实在动物模型的创建和分

析中具有关键作用。该技术可通过预测药物反应和疾

病进程来减少临床前试验研究对实验动物的依赖，并

且提高研究的准确性和效率。生物3D打印技术作为新

型非动物实验方法已获认可，其与AI技术的结合应用

已成为必然趋势。Ng等［65］全面阐述了AI技术在生物

3D打印中的多种作用，包括微调打印参数以提高打印

质量，运用神经网络算法优化打印参数，以及开发实

时监测和纠错机制，从而减少材料试错成本和时间成

本。AI技术的应用还能加速新型生物墨水的研发，并

借助高通量药物筛选提高预测能力，从而在动物实验

前剔除无效药物。同时，结合患者特异性数据的AI技
术，能够优化生物打印组织的构建，实现个性化和精

准治疗。当然，生物3D打印模型与AI技术的结合在目

前仍面临诸多挑战。例如，需要大量高质量的数据来

提供可靠依据，因此数据的来源和系统收集成为二者

交叉应用研究面临的瓶颈之一。究其原因，数据集质
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量与AI模型的泛化能力和准确性密切相关，这使得高

质量的训练数据集成为AI发挥预测能力的基石。因

此，如何进行有效数据筛选和标准化是生物3D打印与

AI技术的交叉应用需要攻克的关键难题。

与此同时，生物3D打印模型与其他非临床模型的

应用形成了互补的紧密网络。例如，生物3D打印模型

具有高度仿生、可精确模拟、便于研究细胞及分子水

平的优势，但缺乏整体化和疾病动态发展的环境；而

动物模型因具有完整的生物系统，在模拟疾病整体性

和复杂性方面具有独特优势，但存在精细控制难度较

大和伦理争议等问题。因此，二者的交叉应用即可拓

宽研究维度，有助于揭示疾病机制和个体差异性。目

前，这一交叉应用模式已在多种疾病机制、毒理研究、

组织工程、药物研发、精准医疗等领域得到拓展。生

物 3D打印技术与动物模型的结合同样适用于药效测

试，如在开展动物实验前可先使用生物3D打印模型排

除无效药物，从而优化动物实验的前期流程。

此外，生物 3D打印还可与其他非临床模型结合，

例如在生物3D打印模型中引入微流控系统以实现长期

培养，这是研究人员应对生物 3D打印模型在模拟动

态、复杂生物系统挑战方面的尝试。尽管这些技术的

结合目前仍处于起步阶段，但已为生物医学研究提供

了新的视角和方法。因此，从长远发展趋势来看，生

物3D打印模型与其他非临床模型的交叉应用将持续推

动医药事业的发展，有望在疾病机制解析、创新药物

开发及个性化医疗实践等领域成为推动医药事业创新

发展的核心驱动力。
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降压物质检查结果超过质量标准规定的常见原因
分析
童希洋, 阙昌田, 张 峰, 赵 璐, 王红平

[四川省药品检验研究院(四川省医疗器械检测中心, 四川养麝研究所)安全评价中心, 工业和信息化部产业技术基础公

共服务平台, 国家药监局药物制剂体内外相关性技术研究重点实验室, 成都 611731]

[摘要] 根据 《中华人民共和国药典》 2020 年版四部通则 1145，降压物质检查是通过比较组胺对照品与供试品引起
麻醉猫的血压下降程度，判定供试品中所含降压物质的限度是否符合规定的一项常见药品检验方法。当降压物质检
查结果超过质量标准规定 （out of specification，OOS），可能是由药品本身质量风险引起，也可能是源于检验过程
中的错误操作。因此，开展 OOS 原因分析对于确认试验结果、评价药品质量尤为重要。降压物质检查采用猫作为
实验动物，其稳定性相对于常规实验动物更差，且手术难度大、试验流程复杂，这些因素导致调查降压物质检查出
现 OOS 原因的难度较大。通过查阅资料结合实际工作经验，本文主要通过以下 5 方面分析降压物质检查出现 OOS
的原因：（1） 从标准判定、标准内容以及标准起草 3 个方面分析了药品标准对 OOS 的影响；（2） 人员资质，包括岗
前培训、试验操作是否遵循标准操作规程，以及仪器操作的能力；（3） 猫作为降压物质检查所用实验动物，其生理
特性、遗传背景及试验过程中出现的异常状态等因素；（4） 标准品、试剂、受试物以及关键仪器多道生理信号仪；

（5） 包括动物麻醉、动静脉插管手术、给药、数据处理等试验操作。本文旨在为广大药品与生物制品检验同行，在
分析药品降压物质检查过程中出现 OOS 的原因时，提供一些参考思路。
[ 关 键 词 ] 中华人民共和国药典； 降压物质检查； 超过质量标准规定； 药品质量； 猫
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Analysis of Common Causes of Out-of-Specification Results in the Test 

for Depressor Substances

TONG Xiyang, QUE Changtian, ZHANG Feng, ZHAO Lu, WANG Hongping
[Safety Evaluation Center, Sichuan Institute for Drug Control (Sichuan Testing Center of Medical Devices, 
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Ministry of Industry and Information Technology; National Medical Products Administration Key Laboratory for 
Technical Research on Drug Products In Vitro and In Vivo Correlation, Chengdu 611731, China]
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ZHAO Lu (ORCID： 0009-0006-7838-9310), E-mail： zhaol@scidc.org.cn

[ABSTRACT] According to General Chapter 1145 of Division IV in the Chinese Pharmacopoeia (2020 
Edition), the test for depressor substances is a common method for drug testing. It determines whether the 
level of depressor substances in a test sample complies with the specified standards by comparing the 
extent of blood pressure reduction in anesthetized cats induced by the histamine reference substance and 
the test sample. If an out-of-specification (OOS) result occurs in the test for depressor substances, it may 
be caused by inherent quality issues of the drug or errors in the testing process. Therefore, analyzing the 
causes of OOS is particularly important for confirming the test results and evaluating drug quality. Cats are 
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used as experimental animals in the test for depressor substances. Compared with conventional laboratory 
animals, they are less stable, surgery procedures are more challenging, and the testing process is more 
complex. These factors make it more difficult to investigate the causes of OOS in this test. Based on a 
review of the literature and practical work experience, this article analyzes the causes of OOS in the test for 
depressor substances from the following five aspects: (1) an analysis of the impact of drug standards on 
OOS from three aspects: standard determination, standard content, and standard drafting; (2) personnel 
qualifications, including pre-employment training, compliance with standard operating procedures during 
experimental operations, and the ability to operate instruments; (3) factors related to cats, used as 
experimental animals in the test for depressor substances, including physiological characteristics, genetic 
background, and abnormal conditions during the experiment; (4) reference substances, reagents, test 
samples, and key instruments such as the multi-channel physiological signal instrument; (5) experimental 
operations including animal anesthesia, arterial and venous catheterization, drug administration, and data 
processing. This article aims to provide reference approaches for professionals engaged in the testing of 
pharmaceuticals and biological products when analyzing the causes of OOS in the test for depressor 
substances.
[Key words]  Chinese Pharmacopoeia; Test for depressor substance; Out-of-specification; Drug quality; 

Cats

降压物质检查是一种检查药品中降压物质是否符

合规定的常见药品检验方法［1］。由动植物或者微生物

发酵物中提取的药品，可能会混入使血管扩张而降低

血压的活性物质（包括组胺、缓激肽等组胺类物质），

中药中也可能含有未知或已知的降压成分，该类物质

通过静脉注射进入人体后，有急性降血压作用，会引

发严重心血管系统不良反应。因此，降压物质检查对

控制药品质量、保障用药安全具有重大意义［2］。目

前，包括《英国药典》［3］（British Pharmacopoeia 2024）
和《欧洲药典》［4］（European Pharmacopoeia Supplement 
11.5）等也收载了该方法，其原理与《中华人民共和

国药典》（简称《中国药典》）类似，但在给药剂量和

判断依据等方面存在差异。

超过质量标准规定（out of specification，OOS）是

指按照实验规程操作得到不符合所建立质量标准的结

果［5］。OOS分析是药品质量控制与评价的重要内容，

也是实验室质量管理体系的重要组成部分。世界卫生

组织（World Health Organization，WHO）以及美国食

品药品监督管理局 （Food and Drug Administration，
FDA）、英国药品和健康产品管理局（Medicines and 
Healthcare Products Regulatory Agency，MHRA）等机构

均发布了OOS结果调查指南等相关文件，在对FDA指
导原则解读的基础上，欧美国家加大了对实验室或者

工厂中遇到特定问题的研究力度［6］。国内专家学者也

逐渐意识到OOS原因调查对试验异常结果分析的重要

性，也有相关研究对OOS调查的作用与意义、调查分

析流程等进行了探讨［7］。但国内对于OOS的重视程度

仍不足，对于OOS的研究也不够全面细致，所以需要

对各类OOS进行梳理总结，提高对各类试验异常结果

的分析能力。

当降压物质检查出现OOS，可能是药品本身质量

风险引起，也可能源于检验过程中的错误操作，因此

开展OOS原因调查对于确认试验结果、评价药品质量

尤为重要。其中动物实验受多种因素影响，重复性不

佳，降压物质检查采用猫作为实验动物，其稳定性相

对于常规实验动物更差，且手术难度大、试验流程复

杂，这些因素导致调查降压物质检查出现OOS的原因

难度较大。本研究团队（安全评价中心）属于四川省

药品检验研究院（四川省医疗器械检测中心，四川养

麝研究所），本中心承担药品（含生物制品）、医疗器

械、化妆品、药包材等领域的药理毒理及相关生物学

试验，是中西部药检机构中首家通过国家药品监督管

理局药物非临床研究质量管理规范（Good Laboratory 
Practice，GLP）认证的机构。本中心已承担数十个中

药及化药注射剂品种的降压物质检查标准起草和提高，

年完成降压物质检验超过50批次，涉及克林霉素磷酸

酯注射液、复方氨基酸（18AA）注射液、中长链脂肪

乳/氨基酸（16） /葡萄糖（36%）注射液等超过20个品

种。结合实际工作经验和资料查阅，本文将从药品标

准、人员资质、实验动物、试剂与仪器、试验操作 5
个方面分析这些检验工作中降压物质检查出现OOS的
原因，汇总见表1。
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1　药品标准
当检查结果出现OOS时，首先应对药品标准进行

确认和理解，对标准理解有误或不够透彻会导致降压

物质检查的结论出现偏差。

第一，对《中国药典》 2020年版四部通则1145［1］

规定内容进行深入分析理解，减少人为理解偏差带来

的OOS，尤其注意不符合规定结论的判断条件，具体

判断流程见图1。同时，需要核实检验依据或判定依据

及方法适用性，如根据《中国药典》 2020年版四部通

则9301，若药品属于降压药或其主治功能与降压有关，

或药品可能影响猫的反应从而干扰血压监测，可选择

组胺类物质检查项替代。

第二，需要关注药品标准中要求的给药剂量及速

度。如某药品规定“取本品，按《中国药典》 2020年
版四部通则1145检查，按猫体重每1 kg缓慢注射给药

1.0 mL，应符合规定。”然而，目前对于降压物质检查

给药速度缺少明确的要求，“缓慢注射”缺乏明确的速

度定义和依据，给药速度多由试验人员根据经验自行

控制。因此，不同实验室不同试验人员对速度把握尺

度不一致可能会带来试验结果的较大差异，应在标准

操作规程（standard operating procedure，SOP）中对给

药速度进行规定。同时，对照品和供试品需要采用相

同速度进行给药，而对照品磷酸组胺引起动物降压反

应为即时反应，给药速度过慢可能会引起对照品血压

下降值减小，影响结果判定，且存在不同给药速度出

表 1　降压物质检查结果超过质量标准规定常见原因汇总表
Table 1　Summary of common causes of out-of-specification results in the test for depressor substance

类别
Category

药品标准
Drug standard

人员资质
Personnel qualifications
实验动物
Laboratory animal

仪器与试剂
Instrument and reagent

试验操作
Testing procedure

常见问题
Common problem

标准理解有误或不透彻

标准制定缺乏科学性或合理性

试验人员资质不足

猫的品种

试验过程中动物异常（呕吐、苏醒、呼吸受阻等）

对照品不满足要求

关键仪器不满足要求

试剂配制不准确
供试品不符合需求

动物麻醉

动脉和静脉插管手术

给药操作

数据处理

原因或解决措施
Reason or countermeasure

对《中华人民共和国药典》内容进行深入理解，尤其注意不
符合规定结论的判定条件；关注药品标准中给药剂量及
速度

对标准起草资料进行核查，包括限值前研究、限值设定、验
证等内容

加强人员上岗前培训和标准操作规程培训

不同品种的猫遗传背景和生理特性存在一定的差异，对对
照品或药品降压反应不完全一致。可以更换动物来源、
使用实验用猫进行试验

动物在试验过程中出现异常情况会影响其血压，及时清理
呕吐物及呼吸道分泌物；根据动物情况考虑追加麻醉剂

确认对照品及配制后母液储存条件是否符合要求；检查对
照品溶液效力是否降低；核对对照品信息（结晶水）并确
认对照品配制过程的准确性

核对生理信号采集处理系统的运行状态、日常维护与保养、
性能检定是否满足试验要求、连接是否紧密有效

梳理试剂的基本信息；核对配制过程及剂量浓度
梳理供试品基本信息、确认其外观性状、调查配制过程，或

重新取样复检
查阅麻醉剂作用机制、毒性等基本信息；确认麻醉剂的浓度

和剂量是否合理；注意动物麻醉防护，维持动物生理状态
确认动静脉插管是否渗漏；减小创口面积、避免大量出血；

避免分支血管的干扰
注意注射给药速度及给药间隔时间保持一致，每次注射应

在前一次反应恢复稳定后再进行；避免药物之间的相互
作用

对照品与药品拾取的初始值和结束值标准需保持一致；注
意数据修约规则
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现不同结果的可能性。总之，药品标准中要求缓慢注

射的合理性和必要性都值得商榷。

第三，需参照《中国药典》 2020年版四部通则

9301［1］中规定的对药品降压物质检查标准起草资料进

行核查，主要包括限值前研究是否充分、限值设定是

否合理、是否对起草标准进行三批样品验证等内容，

确认药品标准设置的科学性与合理性。

2　人员资质

因降压物质检查试验操作繁杂且难度较大，对试

验人员的要求有较高的专业能力和技术水平。需要确

认初检人员是否具备开展降压物质检查的能力，包括

核实初检人员是否完成规定的上岗前培训、试验过程

是否按照 SOP进行以及初检人员是否具备检测该项目

及仪器的操作技能。

3　实验动物

降压物质检查所用实验动物为猫。猫在分类学上

属于动物界脊索动物门，哺乳纲，食肉目，猫科，猫

属。猫用于动物实验的历史由来已久，早在 19世纪

末，就有科学家将猫用作生理及医药方面的研究［8］。
猫血压稳定、血管壁坚韧、心搏力强，适合用于降压

物质检查。《中国药典》虽明确将猫列为实验动物，但

其标准化进程在国内推进缓慢。目前尚未正式发布实

验猫的国家标准，仅有河北、黑龙江、吉林、四川、

山西、湖北、广东等省份制定了地方标准，但各地方

标准的不统一造成实验动物的质量差异较大，可能成

为降压物质检查结果偏差的主要原因。

按《中国药典》规定，降压物质检查用猫应符合：

健康合格，体重 2 kg以上；若为雌性应为非妊娠期。

应核实猫在饲养期间的房间环境是否符合要求，温度

需保持在 20～26 ℃，相对湿度为 30%～70%。猫对营

养的需求较高，尤其是处于生长期的猫需要优质且足

量的蛋白质。除此以外，猫还存在无法将β-胡萝卜素

转化成维生素A和食用未糊化的淀粉可能引起腹泻等

生理特点。因此，猫粮中应含有足够蛋白质、脂肪、

矿物质、维生素和碳水化合物，保证猫有足够的营养

来源。若发现动物在检疫和适应环境期间出现腹泻、

体重降幅超过20%、感染猫瘟或其他传染疾病等情况，

其健康状态已无法满足降压试验要求，不应纳入试验。

不同品种的猫遗传背景和生理特性存在一定的差

异，对对照品或供试品降压反应不完全一致。目前用

于实验的猫多选短毛猫［9］，但这些猫大部分来源于研

究所自留、流浪猫、家庭捐赠、动物收容所，所用实

验猫的年龄、性别、品种无法保证一致。华北制药厂

在20世纪70年代末开始培育的虎皮猫，作为中国特有

的实验用猫，相对于其他来源的猫，实验用虎皮猫的

繁育饲养条件更稳定、患病和携带寄生虫的概率更低、

血压更稳定［10］。但目前具有实验用虎皮猫生产许可证

的企业仅有 3家，分别为昆药集团股份有限公司、山

西亚宝药业股份有限公司和华北制药股份有限公司，

无法完全满足市场上实验用猫的需求。

猫在试验过程中出现的一些异常情况可能影响到

试验结果。常见的有：（1）每次试验前，应对动物进

行禁食不禁水处理。若麻醉前未进行有效禁食，猫在

试验过程中可能出现呕吐，引起血压值波动。试验过

程中应及时清理动物呕吐物，防止呕吐物进入气管引

起窒息。（2）试验过程中动物苏醒挣扎，导致血压出

注：ds 指对照品给药组，dT 是指受试药物给药组。
Note：ds refers to the control group， dT refers to the test 
substance group.
图 1 降压物质检查结果判断流程图
Figure 1 Flowchart for determining the results of the test 

for depressor substances
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现异常波动。应根据动物状态判断是否追加适量麻醉

剂，但给予麻醉剂可能会引起动物血压变化，影响结

果判断。若需要追加麻醉剂，应避开试验药品给药期

间，追加麻醉剂后应等待动物血压充分恢复后再进行

给药，必要时再次进行灵敏度考察。（3）动物呼吸道

分泌物较多，堵塞气管，导致动物呼吸受阻，血压波

动幅度增加。应及时清理分泌物，必要时可以在手术

时给予适量抗胆碱药抑制呼吸道分泌黏液，保持呼吸

道通畅。（4）动物给药剂量过大，出现大、小便失禁

等异常情况，且血压值大幅降低时，应立即停止试验，

并根据动物状态实施安乐死或进行救治。

4　仪器与试剂

4.1　磷酸组胺对照品
判定供试品降压物质检查是否符合规定是通过比

较供试品与对照品引起动物降压反应值，因此对照品

也是调查降压物质检查出现OOS原因的重点方面。

降压物质检查使用到的对照品为磷酸组胺，该对

照品来源于中国食品药品检定研究院（简称中检院），

CAS 号为 51-74-1，每支 20 mg，储存条件为遮光保

存，并置于2～8 ℃的环境中。精密称取磷酸组胺对照

品适量，按组胺计算，加水溶解成每 1 mL中含 1.0 mg
的溶液，分装于适宜的容器内，于4～8 ℃下贮存，经

验证，溶液中的组胺在保持活性、符合要求的条件下，

可在 3个月内使用。临用时，用 0.9%氯化钠溶液稀释

成所需浓度的溶液。

应确认试验中使用的对照品溶液是否存在异常，

如对照品及配制后母液的储存条件是否符合要求，储

存期间是否存在温度超标及长时间暴露在强光下等异

常情况。检查对照品溶液在 3个月内效力是否降低，

每次试验灵敏度是否符合要求，引起动物血压下降值

是否与之前试验有明显不同。同时，还需确认对照品

配制过程的准确性，特别需注意中检院不同批次的磷

酸组胺对照品可能带有结晶水导致分子量不同，进而

换算系数不同。因此，试验前需要核对中检院官网提

供的对应批号对照品的信息。例如，批号为 150510-
202214的对照品分子式为 C5H9N3·2H3PO4，相对分子

质量为 307.14，换算系数为 0.36；而批号为 150510-
201313的对照品分子式为 C5H9N3·2H3PO4·H2O，相对

分子质量为 325.15，换算系数为 0.34。溶解稀释步骤

的计算公式及计算数值也需要再次核对。除此以外，

还需确认配制过程中用到的电子天平、移液器及容量

瓶等是否进行了检定、校准或标化，且满足试验需求。

4.2　仪器
降压物质检查用到的主要仪器为生理信号采集处

理系统。首先，需核对仪器的运行状态是否正常、是

否进行日常维护与保养、确认性能是否满足试验要求

等，特别需要关注所使用的生理信号采集处理系统通

道及传感器是否通过校准，校准的误差范围是否满足

试验要求，是否进行仪器期间核查及日常校验，尤其

是出现临界值时。其次，应检查仪器本次使用运行状

态、仪器最近使用运行状态是否异常。若条件允许，

立即对试验仪器进行校验，确认其运行状态。也可以

更换生理信号采集处理系统传感器和信号通道进行试

验，以排除不同传感器和信号通道带来的影响。最后，

确认仪器连接状态，尤其在试验过程中出现血压信号

时断时续、血压差突然变小等情况时，需确认包括传

感器与信号放大系统以及电脑与信号采集处理系统之

间的连接是否稳固通畅。

4.3　试剂
降压物质检查用到的主要试剂有：灭菌注射用水、

0.9%氯化钠注射液、肝素钠注射液、麻醉剂等。灭菌

注射用水用于溶解对照品；0.9%氯化钠注射液用于对

照品、供试品和肝素钠注射液的稀释，每次给药后需

立即注射一定量的0.9%氯化钠注射液，以确保供试品

或对照品溶液完全进入血液循环；肝素钠注射液用于

抗凝；麻醉剂用于术前动物的麻醉。首先，梳理试验

中使用到试剂的基本信息，包括试剂名称、来源、批

号、生产日期、有效期、储存条件、使用方法等，确

认试剂是否符合试验要求。其次，确认麻醉剂以及肝

素钠注射剂的配制过程以及给药剂量是否准确合理。

如肝素钠注射液的常用配制浓度为 200～1 000 U/mL，
注射体积通常为1 mL，若给药剂量过大，可能会影响

心脏射血功能进而影响血压值；若给药剂量太少则抗

凝效果不佳，可能引起血液在管路中流动性降低甚至

凝结，从而导致血压差值减小或血压值降低。麻醉剂

乌拉坦在配制过程中体积会有较大变化，因此必须使

用容量瓶进行定容，否则会使麻醉剂浓度不准确，导

致麻醉效果不佳。除此之外，麻醉剂的配制过程会涉

及称量、溶解、稀释等操作，需要对溶解稀释步骤的

计算公式及计算数值再次核对，并确认配制过程中使

用的电子天平、移液器以及容量瓶等是否进行检定、

校准或标化，并满足试验需求。另外需要注意，乌拉

坦虽然是《中国药典》推荐用麻醉剂，但具有一定的

致癌和致畸性，配制时应在通风橱中进行，并且重视

实验操作人员的个人防护。
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4.4　供试品
目前需要进行降压物质检查的品种主要包括：大

输液剂［如复方氨基酸（15）双肽（2）注射液、鱼油

脂肪乳注射液等］、化学药物注射剂（如克林霉素磷酸

酯注射液、注射用盐酸表柔比星等）、原料药等。首

先，应核查供试品的基本信息，至少包括供试品名称、

来源、有效期、批号、规格及储存条件等，确认供试

品是否在有效期内、储存条件是否合理，确保供试品

信息无误。其次，核查供试品外观性状是否稳定、内

外包装是否破损、三腔袋使用前是否混匀，确保供试

品的稳定性；核查供试品取样量是否满足要求、供试

品配制方法是否合理、配制过程中使用的电子天平、

移液器以及容量瓶等是否进行检定、校准或标化，并

满足试验需求；确定供试品给药剂量、体积以及浓度

准确。最后，可对供试品理化性质进行检测来确认供

试品质量，或重新取样复检。

5　试验操作

降压物质检查的主要操作步骤有：动物麻醉-进行

颈动脉插管及股静脉插管手术-注入抗凝剂-打开检测

仪器，记录血压-灵敏度检测-依次注入供试品及对照

品进行检测-处理、分析数据。由于降压物质检查试验

操作细节纷繁且难以回忆溯源，每次试验的操作无法

完全复刻，因此，对此部分的原因分析排查难度较大。

为改善此情况，可以通过完善细化 SOP，加强人员上

岗前培训，以确保试验人员操作的准确性及稳定性。

在出现OOS后，可选择经验更加丰富的试验人员，并

在操作过程进行双人复核来减少试验操作带来的干扰。

5.1　动物麻醉
《中国药典》推荐将巴比妥类作为降压物质检查用

动物麻醉剂，也可以使用尿烷（乌拉坦）或异氟烷呼

吸麻醉等其他麻醉剂。实验动物的麻醉效果是影响试

验的因素之一，也是试验顺利进行的关键。

首先，应查阅不同麻醉剂对猫麻醉效果的资料，

麻醉剂麻醉维持时间要满足试验要求，减少中间追加

而导致麻醉不稳定，影响试验进程。了解麻醉剂麻醉

机理或毒性及不良反应是否会引起动物血压异常，是

否会与对照品或者供试品发生反应影响试验结果可靠

性。如使用舒泰麻醉猫时，被麻醉猫呈熟睡状态，肌

肉松弛作用好，止痛效果强，苏醒快，不抑制呼吸，

不引起癫痫，但是会暂时引起动物体温下降［11］；丙泊

酚起效迅速、可控性强、作用时间短、清醒快而完全、

不良反应少，是较理想的烷基酚类催眠性静脉全身麻

醉药，在临床应用广泛［12］。乌拉坦麻醉猫常用剂量为

1 g/kg，对神经传递的影响较小，且一次注射后可以维

持较长时间的稳定麻醉（6～10 h），麻醉过程中对心

肺系统的影响也很小，但乌拉坦为强致癌物质，还会

使心电活动周期中各波时间和各间期延长，从而引起

心率减慢，对血压和血糖都有一定影响［13］；比索洛尔

或美托洛尔等β受体阻滞剂与利多卡因、布比卡因合

用后会导致后者清除率降低，多次给药会有药物蓄积

的风险［14］；吸入性麻醉药合用后易致心动过缓、血压

明显降低［15］。同时也有研究提出采用速眠新与戊巴比

妥钠的复合麻醉方法，利用药物之间的相加或协同作

用，不仅减少了药物的不良反应和麻醉意外，还减少

了用药剂量，而且安全、高效，该复合麻醉方法是供

试品降压物质检查试验中较为理想的猫麻醉方法［16］。
其次，考虑麻醉剂的浓度和剂量是否合理，不同

的麻醉剂量或浓度会明显影响动物麻醉状态，对血压

值以及血压稳定性也有较大影响。目前，本中心实验

室常用于猫的麻醉剂有戊巴比妥钠和尿烷，其中戊巴

比妥钠的浓度为 45 mg/mL、剂量约 50 mg/kg，尿烷浓

度为 0.4 g/mL、剂量约 1.0 g/kg。另外，还需注意常备

一些如肾上腺素等用于麻醉过量的急救药。不同实验

室选择的麻醉剂种类、浓度、剂量、给药操作等都会

有一定差别，麻醉操作需要不断积累经验。

最后，麻醉防护对于维持动物正常麻醉状态也非

常关键，在进行麻醉前需提前预热实验台，控制温度

在35 ℃左右，防止试验过程中动物失温。若试验过程

中手术台温度过高同样可能会导致猫提前苏醒，引起

其血压波动。

5.2　动脉和静脉插管手术
降压物质检查试验猫手术时，需在一侧颈动脉插

入连接测压计的动脉套管，管内充满适宜的抗凝剂溶

液，以记录血压；在一侧股静脉内插入静脉插管，供

注射药液用。

首先，确认管道是否渗漏。其中，动脉血压较高，

若管道通路出现渗漏，血液会快速回流到管道甚至三

通阀处，需要检查管道各个连接处是否紧密以及动脉

血管结扎线是否系紧，确认出现渗漏原因后，针对性

地更换动脉插管或对管路进行密封补救处理。静脉血

管可以推入一定量的生理盐水，若阻力较大、有液体

渗出或者注射部位有鼓包，即确认静脉插管通路有渗

漏。确认静脉插管有渗漏后，应进一步分离静脉血管

排查渗漏点，根据情况判断是否需要换一侧静脉血管

再次插管，或是结扎血管并在近心端进行再次插管。
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其次，还应核实分离动脉血管和静脉血管操作是

否影响动物状态。分离血管时需采用钝性分离，尽量

减小创口面积，过程中避免大量出血影响动物血压。

分离过程中，还需注意血管周围散在的神经，减少手

术器械触碰，减少对神经造成的损伤。

最后，动脉血管和静脉血管周围常存在一些分支

血管，应确认这些血管是否会影响动物血压值以及给

药准确性。动脉血管上若有较大分支血管可能会引起

插管时出血，应在进行插管前将其结扎，阻断其与颈

动脉的连接；若血管长度允许，尽量将动脉血管远心

端结扎位置选在该分支血管之前，减小动脉分支血管

对动物血压的影响。若静脉周围存在分支血管可能会

导致给药后血压反应值不准确，可以通过结扎分支血

管或者调整插管位置来减少分支血管的干扰。

5.3　给药操作
全部手术完毕后，将测压计调节到与动物血压相

当的高度（一般为 1.3～20.0 kPa），开启动脉夹，待

血压稳定后即可进行药液注射。首先，给药过程中需

保持注射速度一致，降压反应是即时反应，若无给药

速度要求，每次给药操作尽量都在 5 s内完成。每次

注射后立即注入一定量（0.5～1.0 mL）的 0.9%氯化

钠注射液，确保给药剂量准确；相邻两次注射的间隔

时间应保持固定（3～5 min），每次注射应在前一次反

应恢复稳定后再进行。此外，注射剂量一般为 0.2～
1.0 mL/kg，样品和对照品注射体积应保持一致。同时，

受制于猫的血容量约占其体重的 5%～9%，对于体重

为4.5 kg的猫，其血液总量大约在225～405 mL，给药

剂量不能过大。其次，建议在考察不同品种供试品之

前都进行灵敏度检查，这样可以排除上一种药物对对

照品灵敏度的影响。也可在试验给药结束后，再进行

一组灵敏度考察，避免试验后期动物对对照品的灵敏

度下降而出现异常值，尤其是给药剂量较大的时候。

最后，应查询药品包括理化性质（分子量、酸碱性、

溶解性等）、药理作用及其作用机制、毒性及不良反应

以及可能存在的药物相互作用等基本信息。

5.4　数据处理
试验结束后对原始数据进行处理，比较供试品和

对照品引起的降压反应值大小，得出实验结论。不同

实验室使用的采集系统型号不尽相同，数据处理的方

法与标准也存在差异，实验室应建立符合需求的数据

处理 SOP。数据处理需要注意降压反应中对照品与供

试品选取的初始值和结束值标准是否一致，初始值应

统一选取在给药前血压平稳处，结束值应选取在给药

后血压下降最低点处。其次，需注意对照品1/2值计算

过程中采用的数据数值修约规则。《中国药典》对数据

修约主要遵循GB/T 8170—2008《数值修约规则与极限

数值的表示和判定》［17］，采用“四舍六入五考虑”的

原则。

6　讨论

药品检验机构作为国家对药品监管的重要技术支

撑单位，需要承担药品的监督检验、注册检验、强制

检验、复验和委托检验等工作。药品检验机构出具的

结果需准确、可靠，这是实现有效监管的前提，也是

其规避法律风险的保障。因此，要求药品检验机构必

须建立科学合理的实验室质量管理体系。其中，药品

检验机构OOS调查是一种基于实验室风险的内部监控

手段，是实验室质量管理的重要实践［18-19］。
OOS分析和评估能力是衡量实验室质量管理水平

的重要指标。对于药品检验机构而言，通过分析OOS，
可以排除非受试药物本身质量导致OOS的主要原因，

发现实验室在人员资质、仪器与受试物管理能力中可

能存在缺陷，从而提高实验室检验质量及异常问题的

处理能力。药品安全性检查大多涉及动物实验，其不

确定性大、影响因素多、重现性较差，OOS调查过程

具有复杂性。降压物质检查作为药品安全性检查的重

要组成部分，目前仍存在实验动物质量不稳定、试验

操作复杂、对于临界供试品的检查和判断方法欠妥等

不足之处。近年也有一些研究关注采用“组胺类物质

检查法”、体外离体器官试验法以及理化检测方法来替

代降压物质检查法，但是具有降压作用的物质比较复

杂，大多含量极微，单独采用理化方法进行分析难度

较大或不够全面；而“组胺类物质检查法”测定药品

中组胺类物质的限量采用的是离体器官［20］，干扰因素

较多，特别是一些组成较为复杂的制剂。因此，采用

猫进行降压物质检查在目前仍然是药品安全性检查中

不可或缺的方法。

为减少OOS的发生，实验室应加强人员培训，确

保试验人员充分理解检验方法，针对人为因素进行调

整和改善，减少人为失误；加强对供试品、对照品及

试剂的管理，确保试验物质的可靠性和稳定性；完善

仪器校准和维护流程，确保仪器运行状态正常；完善

管理文件，定期对国内外药典、行业标准、SOP进行

梳理，对易错或更新的部分，增加举例与解释，并在

培训时重点说明；建立实验室质量台账，定期审核和

改进实验室操作流程，及时发现并改进存在的问题，
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确保实验室操作的稳定性和准确性。定期对实验室

OOS进行分析总结，包括OOS内容、发生原因、解决

措施及可能暴露的风险等。通过以上措施，可以有效

降低实验室OOS的发生率，提升实验室的检测能力和

质量管理体系的稳定性。一旦出现OOS，需要及时针

对检验全过程开展全面、准确、有效的调查，以确保

检验结果准确可靠，或者发现药品可能存在的一些安

全性风险。

本文虽较为详细地阐述了降压物质检查出现不合

格或异常结果等OOS的主要原因及解决措施，但仍缺

乏充足的试验数据支撑，且部分内容是依据本实验室

的工作经验或文献资料，未经过多个实验室比较验证，

还需进一步确认其适用性。
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五指山猪MHCⅡ类分子基因鉴定与分析
刘园园1,2, 辛文水2, 晁 哲2, 曹宗喜1,2, 蔡艺菲3, 李 强1,2, 李凌伟1,2, 刘光亮1,2,3

(1. 新疆农业大学动物医学学院, 乌鲁木齐 830052;  2. 海南省农业科学院畜牧兽医研究所, 海南省热带动物繁育与疫

病研究重点实验室, 海口 571100;  3. 中国农业科学院兰州兽医研究所, 兰州 730046)

[摘要] 目的　获得五指山猪主要组织相容性复合体 （major histocompatibility complex，MHC） Ⅱ类分子基因序
列，并分析其遗传信息，探究五指山猪 MHC 的生物学功能。方法　采集 3 头成年雄性五指山猪的脾脏样本，根据
MHC Ⅱ类分子基因序列设计引物，采用 RT-PCR 法扩增五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因的编码序列，通过 Sanger 测序
确定 MHC Ⅱ类分子基因序列，利用生物信息学软件分析五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因的理化性质、系统进化关系、
保守基序和结构域，以及染色体位置和共线性关系。结果　共鉴定出 8 个五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因，分别为
SLA-DRA、SLA-DQA、SLA-DQB、SLA-DRB、SLA-DOB、SLA-DMB、SLA-DMA 和 SLA-DOA。Sanger 测序后确
定 MHC Ⅱ类分子基因序列，并将序列上传至 GenBank 获得登录号，分别为 PQ182796、PQ182797、PQ182798、
PQ182799、PQ182800、PQ182801、PQ182802 和 PQ164779。系统进化树分析表明，五指山猪 6 个 MHCⅡ类分子
基因与杜洛克猪、梅山猪、大白猪和巴马猪等不同品种猪的 MHC Ⅱ类分子基因不在同一个分支上。生物信息学分
析表明，MHC Ⅱ类分子大部分为疏水性蛋白，其相对分子质量为 27 700 ~ 30 000，归于同一亚区的基因含有相似
的保守基序，其中 SLA-DQB、SLA-DRB、SLA-DOB 和 SLA-DMB 基因编码的 4 个 MHC Ⅱ类分子包含 MHC Ⅱβ 保守
结构域，SLA-DRA、SLA-DQA、SLA-DMA 和 SLA-DOA 基因编码的 4 个 MHC Ⅱ类分子包含 MHC Ⅱɑ 保守结构域。
8 个 MHC Ⅱ类分子基因散在分布于五指山猪的 7 号染色体长臂上，与人的 3 个基因之间具有共线性关系，而与杜洛
克猪的 5 个基因之间呈现共线性关系。结论　五指山猪的 MHC Ⅱ类分子基因可能具有特殊的遗传学起源。
[ 关 键 词 ] 五指山猪； 主要组织相容性复合体； 生物信息学； 基因序列
[中图分类号] Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0340-09

Identification and Analysis of MHCⅡⅡ Genes in Wuzhishan Pigs
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[ABSTRACT] Objective　 To obtain the gene sequences of major histocompatibility complex (MHC ) Ⅱ
genes of Wuzhishan pigs, analyze their genetic information, and explore the biological functions of their 
MHC system. Methods　Spleen samples were collected from 3 adult male Wuzhishan pigs. Primers were 
designed according to MHCⅡ gene sequences, and the coding sequences of Wuzhishan pig MHCⅡ genes 
were amplified by RT-PCR. Sanger sequencing was performed to determine the full-length sequences. 
Bioinformatics tools were employed to analyze the physicochemical properties, phylogenetic relationships, 
conserved motifs, structural domains, chromosomal localization, and syntenic relationships of these genes. 
Results　Eight MHCⅡ genes were identified in Wuzhishan pigs, designated as SLA-DRA, SLA-DQA, SLA-
DQB, SLA-DRB, SLA-DOB, SLA-DMB, SLA-DMA and SLA-DOA. The full-length sequences of these genes 
were determined by Sanger sequencing and subsequently deposited in GenBank under accession numbers 
PQ182796, PQ182797, PQ182798, PQ182799, PQ182800, PQ182801, PQ182802, and PQ164779. Phylogenetic 
analysis showed that the six MHCⅡ genes of Wuzhishan pigs clustered separately from their counterparts 
in Duroc, Meishan, Large White, and Bama pigs, indicating distinct evolutionary trajectories. Bioinformatics 
analysis demonstrated that most MHC Ⅱ proteins were hydrophobic, with molecular weights ranging from 
27 700 to 30 000 Da. Genes within the same subregion shared conserved motifs. Specifically, four MHCⅡ 
proteins encoded by SLA-DQB, SLA-DRB, SLA-DOB, and SLA-DMB contained the MHC Ⅱ β conserved 
domain, while those encoded by the genes SLA-DRA, SLA-DQA, SLA-DMA, and SLA-DOA contained the 
MHCⅡα conserved domain. The eight MHCⅡ genes were scattered along the long arm of chromosome 7 
in the Wuzhishan pigs, exhibiting syntenic relationships with three human genes and five Duroc pig genes.  
Conclusion　The MHCⅡ genes of Wuzhishan pigs may possess a unique evolutionary origin.
[Key words]  Wuzhishan pigs; Major histocompatibility complex; Bioinformatics; Gene sequence

猪是养殖范围最广的动物之一。猪的生理结构和

解剖特征与人类存在高度相似性［1］，使其能够成为当

代生物医学研究领域（尤其是移植生物学领域）的大

型模式动物［2-4］。五指山猪以其体型小、性成熟早、

遗传性状稳定等优势，成为培育实验用猪的理想猪

种［5-6］。目前，五指山猪已被广泛用于糖尿病［7］、动

脉粥样硬化［8］、过敏［9］和异种移植［10］等研究。1996
年，冯书堂等通过对比五指山猪与人类的器官生理指

标，发现五指山猪器官不仅与人类的大小相近，而且

解剖生理结构也与人类相似［11-12］，提示五指山猪这一

小型猪近交系是人类比较医学和器官移植用的理想

素材。

猪的主要组织相容性复合体 （major histo-
compatibility complex， MHC） 也称猪白细胞抗原

（swine leukocyte antigen，SLA），其相关基因座位于猪

的 7号染色体［13］，主要由 3个部分组成：MHC Ⅰ、

MHC Ⅱ和MHC Ⅲ。MHC Ⅰ和MHC Ⅲ类分子的编码

基因座位于 7p1.1，MHC Ⅱ类分子的编码基因座位于

7q1.1［14］。MHC相关基因座长度为 2.4～2.7 Mb，共包

含约150个基因，其中至少有120个基因被预测具有生

物学功能［15］。MHC Ⅰ类、MHC Ⅱ类和MHC Ⅲ类分

子的编码基因区域跨度分别约为 1.1 Mb、0.5 Mb 和
0.7 Mb［16］。Ⅰ类和Ⅱ类区域分别包含编码MHCⅠ类和

Ⅱ类分子的基因序列，以及多个具有不同功能的非

MHC基因。Ⅲ类区域位于Ⅰ类和Ⅱ类区域之间，不包

含MHC基因，但包含关键的免疫相关基因。

MHC Ⅱ类分子的主要功能包括参与外源性抗原的

递呈、胸腺内CD4+T细胞的分化和发育、免疫应答调

节、移植排斥反应和作为CD4+T细胞的识别分子［17］。
MHC参与移植后免疫耐受的形成，是引起急性及慢性

移植排斥反应的关键分子，同时也是影响移植物功能

状态和存活期限的最重要变量。

本研究采用反转录 PCR （reverse transcription-
PCR，RT-PCR）扩增五指山猪MHC Ⅱ类分子的基因

序列，并通过Sanger测序确定MHC Ⅱ类分子的基因序

列。在此基础上，利用生物信息学方法，针对五指山

猪全基因组数据，系统分析了MHCⅡ类分子的蛋白质

理化性质、系统进化关系、保守结构域、基序（motif）
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特征以及染色体位置等。本研究旨在为五指山猪免疫

系统的研究提供重要的数据支撑，为深入研究五指山

猪免疫应答过程中MHC的生物学功能提供基础数据，

并为疫苗开发、疾病防治、新型实验动物模型的建立

以及人兽共患疾病研究提供新思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物
本研究选用的 3头 12月龄雄性非亲缘五指山猪来

自海南省农业科学院畜牧兽医研究所［SCXK （琼）

2014—0006］的国家级五指山猪保种场。所有五指山

猪在饲养期间自由饮水，并饲喂自制猪饲料。实验开

展前，经过全面的健康检查确认实验对象均无异常，

然后采用电击后放血法安乐死动物，获取其脾脏组织。

本研究方案通过海南省农业科学院畜牧兽医研究所实

验动物伦理委员会审批（获批时间为 2024 年 5 月 1
日），所有实验操作均在该单位实验室内进行，符合实

验动物福利伦理审查要求。

1.2　主要试剂与仪器
HiScript Ⅳ第一链 cDNA 合成试剂盒 （+gDNA 

wiper）（R412）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；PrimeSTAR HS DNA聚合酶试剂盒（R010A）购自

宝生物工程（大连）有限公司；TransZol Up Plus RNA
试剂盒（ER501）购自北京全式金生物技术股份有限

公司；RePure-A （384）梯度 PCR仪购自杭州柏恒科

技有限公司；EPS-300电泳仪和Tanon-4600SF普通凝

胶成像系统购自上海天能科技有限公司；MH15K-
230904010微量高速离心机购自骋克仪器（上海）有限

公司；NanoDrop ONE微量分光光度计购自赛默飞世尔

科技（中国）有限公司。

1.3　引物设计与合成
本研究中引物的设计是基于NCBI数据库中已公开

的猪 MHC Ⅱ类分子的基因序列信息，通过 Primer- 
BLAST工具进行设计，确保引物特异性和扩增效率，

可扩增完整的基因编码序列（coding sequence，CDS）。
具体引物序列和扩增条件见表1，由北京擎科生物科技

股份有限公司合成。

1.4　MHC Ⅱ类分子的基因 PCR 扩增与电泳鉴定
按照TransZol Up Plus RNA试剂盒说明书步骤提取

五指山猪脾脏组织的总RNA，经分光光度计检测其浓

度后，将RNA产物按照HiScriptⅣ 第一链cDNA合成试

剂盒 （+gDNA wiper） 说明书步骤反转录成 cDNA，
cDNA产物置于-40 ℃冰箱保存。经分光光度计检测

cDNA浓度后，将其与表1中的每对引物分别混合制备

表 1　主要组织相容性复合体基因的 PCR 扩增引物信息
Table 1　Information on PCR primers for amplification of major histocompatibility complex (MHC) genes

引物名称
Primer name
SLA-DRA-F
SLA-DRA-R
SLA-DQA-F
SLA-DQA-R
SLA-DQB-F
SLA-DQB-R
SLA-DRB-F
SLA-DRB-R
SLA-DOB-F
SLA-DOB-R
SLA-DMB-F
SLA-DMB-R
SLA-DMA-F
SLA-DMA-R
SLA-DOA-F
SLA-DOA-R

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

GCTTGTATTGCTGTCCATCC
CAAAGTCCATTCCCTGCAAG

ATGGTCCCAGGCCGAGTT
TCACAAGGACCCTTGGTGTC
CCATTACTTCTTCGTTTGCCC

GAAGAAGCTTCACAGCCAGAG
CACACTGTCCTCTCCTGTTC
CTCATGCTGTGAAGACGCTG

CCTCATTTTCTTTTTCCCCCTCC
GGAATCATCCAGAACATCGACC

CCGCTCAGTGTTTGGAGAT
CCATACGAGACCAAATTGCC

GGACCTGGGTTAGCTAGTTAG
ACATGGCAGTGATGTCGTAGG
GGTTAAAACACCAGAGGGCC
GTCTCTCTCACATCCCAGCC

扩增片段长度/bp
Amplicon size /bp

851

768

995

886

926

967

1 028

807

退火温度/℃
Annealing temperature/℃

55

55

55

58

55

55

55

55

注：SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容性复合体 （MHC）；F，正向引物；R，反向引物。
Note： SLA refers to the swine leukocyte antigen， also named as major histocompatibility complex （MHC）. F indicates the forword primer； 
R indicates the reverse primer.
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反应体系（含 PrimeSTAR HS DNA聚合酶 0.5 μL、5×
PrimeSTAR缓冲液10 μL、dNTP混合物4 μL、上下游引

物各1.0 μL、cDNA模板1.0 μL、去RNA酶水32.5 μL），
进行MHCⅡ类分子 8个目的基因的PCR扩增。PCR程

序：98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 5 s，72 ℃延伸 2 min，
循环35次。最后，利用琼脂糖凝胶电泳对PCR扩增产

物进行分离与鉴定。

1.5　DNA 序列测定及比对分析
将琼脂糖凝胶电泳初步鉴定后的扩增产物送至北

京擎科生物科技股份有限公司进行 Sanger测序。使用

SnapGene软件查看测序结果，并将本次测序结果与

NCBI数据库中已公开的猪MHC Ⅱ类分子的基因序列，

以及海南省农业科学院畜牧兽医研究所已建五指山猪

数据库中的MHCⅡ类分子基因进行比对。

1.6　MHC Ⅱ类分子基因的进化树分析
利用MEGA7 Version软件，将已鉴定的MHC Ⅱ类

分子基因的CDS与NCBI数据库上公布的智人（Homo 
sapiens）、 食 蟹 猴 （Macaca fascicularis）、 牛 （Bos 
taurus）、犬（Canis lupus familiaris）和猪（Sus scrofa11.1）
的MHC Ⅱ类分子基因进行多序列比对，并采用最大似

然法构建无根系统发育进化树。

1.7　MHC Ⅱ类分子的理化性质分析
利用SnapGene软件和PSIPRED工具（http：//bioinf.

cs.ucl.ac.uk/psipred）分析MHC Ⅱ类分子的氨基酸残基

数量、相对分子质量、理论等电点和亲水性等理化

性质。

1.8　MHC Ⅱ类分子的保守基序和结构域分析
利用在线工具 MEME （https：//meme-suite. org/

meme/tools/meme）对MHC Ⅱ类分子的基序进行分析

（参数为：最大基序数量设为 10，最佳基序宽度设为

6～50个氨基酸残基）。利用 TBtools可视化分析MHC 
Ⅱ分子的基序。使用 Batch CD-Search 工具（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi）预测

保守结构域，利用 TBtools可视化分析MHC Ⅱ类分子

的保守结构域。

1.9　MHC Ⅱ类分子基因的染色体定位和共线性
分析

利用 TBtools软件，从数据集中获取了五指山猪 7
号染色体的数据，基于该数据确定五指山猪MHC Ⅱ类

分子基因在染色体上的位置并进行可视化分析。使用

TBtools软件分析五指山猪7号染色体与杜洛克猪（Sus 
scrofa） 7号染色以及智人（Homo sapiens） 6号染色体

的共线性关系。

2　结果

2.1　五指山猪脾脏组织中 MHC 基因扩增成功
提取的五指山猪脾脏组织总RNA经微量分光光度

计检测RNA浓度为 803 ng/μL，A260/A280为 2.03。反

转录获得的 cDNA经分光光度计检测，cDNA的浓度为

1 224.8 ng/μL，A260/A280为1.68。
以 cDNA为模板，RT-PCR结果显示，编码MHC 

Ⅱ类分子的 SLA-DRA、 SLA-DQA、 SLA-DQB、 SLA-

DRB、SLA-DOB、SLA-DMB、SLA-DMA和SLA-DOA基

因扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后 ，各目的条带的大小

符合预期，且产物单一（图 1）。

注：SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容性复合体。M，DNA
分子量标准 2000。
Note： SLA refers to the swine leukocyte antigen ［also named as 
major histocompatibility complex（MHC）］. M denotes the DNA 
molecular weight marker （2000 bp ladder）.

图 1 五指山猪脾脏组织中 MHC Ⅱ类分子基因的 PCR 结果
Figure 1  PCR results of MHCⅡ genes in spleen tissues of 

Wuzhishan pigs

2.2　 五 指 山 猪 脾 脏 组 织 中 MHC 基 因 序 列 比 对
一致

将所扩增的 SLA-DRA、 SLA-DQA、 SLA-DQB、

SLA-DRB、 SLA-DOB、 SLA-DMB、 SLA-DMA 和 SLA-

DOA基因产物的 Sanger测序结果与NCBI数据库中猪

MHC Ⅱ类分子基因的 CDS进行比对，结果显示，所

获得的片段序列与猪MHC 基因的CDS结果基本一致。

将其完整序列上传至 NCBI数据库，获得 GenBank登
录 号 分 别 为 PQ182796、 PQ182797、 PQ182798、
PQ182799、 PQ182800、 PQ182801、 PQ182802 和

PQ164779。
2.3　五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因的进化分支

利用MEGA7 Version软件在五指山猪染色体水平

上共鉴定出8个MHC Ⅱ类分子基因，将其与智人、食
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蟹猴、牛、犬和杜洛克猪的MHC Ⅱ类分子基因的CDS
序列进行比对，结果表明 SLA-DRA （PQ182796）、
SLA-DQA（PQ182797）、SLA-DQB（PQ182798）、SLA-

DOB （PQ182800）、 SLA-DMB （PQ182801） 和 SLA-

DMA（PQ182802）在猪种内单独成为一个分支；SLA-

DRB （PQ182799） 和 SLA-DRB/EU431221.1 CMS 
miniature 分属于同一支，亲缘关系更近；SLA-DOA

（PQ164779）和 SLA-DOA/NM_001185143.1分属于同一

支，亲缘关系更近（图 2）。结果提示，五指山猪的 6
个MHC Ⅱ类分子基因与杜洛克猪、梅山猪、大白猪和

巴马猪等不同品种猪的MHC Ⅱ类分子基因不在同一个

分支上。

2.4　五指山猪 MHC Ⅱ类分子的理化性质
由表 2可知，8个基因所编码的MHC Ⅱ类分子由

250～272个氨基酸组成，相对分子质量范围为27 700～
30 000。大部分MHC Ⅱ类分子的等电点在酸性范围

内，仅有 1个成员的等电点在碱性范围内。总的亲水

性平均系数（grand average of hydropathicity，GRAVY）
有2个在负值范围内，表明MHC Ⅱ类分子大部分为疏

水性蛋白。

2.5　五指山猪 MHC Ⅱ类分子的保守基序和保守
结构域

MEME 工具分析 8个MHC Ⅱ类分子的基序结果

表明，归于同一亚区的基因含有相似的保守基序

注：SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容性复合体。
Note： SLA refers to the swine leukocyte antigen ［also named as major histocompatibility complex （MHC）］. 
图 2 五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因的系统进化树分析
Figure 2 Phylogenetic tree analysis of MHCⅡ genes in Wuzhishan pigs
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（图 3A），都包含基序 1和 2。其中，MHC Ⅱ类分子

Ⅱb 亚区除了 SLA-DMB 基因（仅有基序 1 和 2）外，

其余 3 个基因 SLA-DQB、SLA-DRB 和 SLA-DOB 都含

有基序 1、 2、 3、 4 和 6， SLA-DOB 不含基序 10；
MHC Ⅱ类分子的Ⅱa亚区除了 SLA-DMA基因（仅有

基序 1、 2 和 9） 外，其他的 3 个分子 SLA-DRA、
SLA-DQA和 SLA-DOA都含有基序 1、2、4、5、7和 9，
SLA-DRA也不含基序 10。

使用 Batch CD-Search 工具对保守结构域进行预

测，发现SLA-DQB、SLA-DRB、SLA-DOB和SLA-DMB
这4个基因编码的MHC Ⅱ类分子都包含MHC Ⅱβ保守

结构域；SLA-DRA、SLA-DQA、SLA-DMA和 SLA-DOA
这4个基因编码的MHCⅡ类分子都包含MHC Ⅱα保守

结构域（图3B）。MHC Ⅱ类分子分属于Ⅱa和Ⅱb两个

亚区，与先前文献报告的结果［18］一致。

2.6　五指山猪 MHC Ⅱ类分子基因的染色体定位
和共线性关系

通过染色体定位分析发现，8个MHC Ⅱ类分子基

因不均匀地分布在五指山猪的 7号染色体上，具体是

染色体长臂上（7q）（图 4A）。利用 TBtools 分析了

MHC Ⅱ类分子基因在不同猪种内以及与人之间的共线

性关系，结果表明，五指山猪的8个基因与人的3个基

因之间具有共线性关系，而与杜洛克猪（Sus scrofa）
的5个基因之间呈现共线性关系（图4B）。
3　讨论

猪MHC于 1970年被首次鉴定，是一组紧密连锁、

高度多态的编码移植抗原［15，19］。MHC Ⅱ类分子基因

分为Ⅱ a 和Ⅱ b 两个亚区，分别编码 α 肽链和 β 肽

链［15］。目前，国内关于五指山猪MHC Ⅱ类分子基因

表 2　五指山猪 MHC Ⅱ类分子的理化性质分析
Table 2　Physicochemical property analysis of MHC Ⅱ molecules  in Wuzhishan pigs

基因 ID
Gene ID

SLA-DRA
SLA-DQA
SLA-DQB
SLA-DRB
SLA-DOB
SLA-DMB
SLA-DMA
SLA-DOA

染色体定位
Chromosomal 

localization
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07

氨基酸长度/aa
Amino acid 

length/aa
252
255
261
266
264
272
260
250

相对分子质量，×103

Relative molecular 
mass, ×103

28.4
28.2
29.5
30.0
29.8
29.8
28.9
27.7

等电点
Isoelectric point

5.03
5.53
6.97
8.59
5.32
5.69
4.69
6.18

亲水性平均系数
Grade average of 

hydropathicity 
0.029
0.007

-0.222
-0.135
0.024
0.027
0.152
0.016

注：SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容性复合体。
Note： SLA refers to the swine leukocyte antigen ［also named as major histocompatibility complex （MHC）］. 

注：不同颜色的方框代表了不同的保守基序或保守结构域；横坐标为 MHCⅡ类分子的氨基酸长度。SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容
性复合体。
Note： Colored boxes represent different conserved motifs or conserved domains. The x-axis denotes the amino acid length of MHC Ⅱ 
molecules. SLA refers to the swine leukocyte antigen ［also named as major histocompatibility complex （MHC）］. 
图 3 五指山猪 MHC Ⅱ类分子的保守基序（A）和保守结构域（B）分析
Figure 3 Analysis of conserved motifs （A） and structural domains （B） of MHCⅡ molecules  in Wuzhishan pigs
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的研究大多集中在多态性较高的外显子或单个基因的

克隆分析，而对五指山猪MHC Ⅱ类分子基因CDS全长

序列尚不清楚［12，20-21］。
本研究对五指山猪MHC Ⅱ类分子基因进行了全基

因组的鉴定和较为完整的生物信息学分析，从五指山

猪 7号染色体数据中筛选并鉴定出 8个MHC Ⅱ类分子

基因，其中4个属于Ⅱa亚区，4个属于Ⅱb亚区，Ⅱ类

基因的分类与先前文献报告的研究结果［15，18］一致。

本研究通过RT-PCR进一步验证了这些基因序列的准

确性，发现五指山猪MHC Ⅱ类分子基因数量与杜洛克

猪（NCBI参考序列号为GCF_000003025.6）中MHC Ⅱ
类分子基因数量一致，即Ⅱa亚区有 4个基因，Ⅱb亚
区有 4个基因，并且MHC Ⅱ类分子大部分为疏水性

蛋白。

系统进化分析结果显示，五指山猪的8个MHC Ⅱ
类分子基因划分为2个亚区。其中，有2个基因分别与

实 验 用 小 型 猪 （CMS miniature pig） 和 NM_
001185143.1 （NCBI数据库中未注明其物种）的MHC 
Ⅱ类分子基因在同一个分支上，表明他们具有很高的

同源性；而另外6个MHC Ⅱ类分子基因并未与杜洛克

猪、梅山猪、大白猪和巴马猪等其他品种猪的MHC Ⅱ
类分子基因归于同一分支。在以人HLA-DRA、HLA-

DQA、HLA-DQB、HLA-DOB、HLA-DMB、HLA-DMA

基因作为参照的情况下，五指山猪的 SLA-DRA

（PQ182796）、 SLA-DQA （PQ182797）、 SLA-DQB

（PQ182798）、 SLA-DOB （PQ182800）、 SLA-DMB

（PQ182801）和 SLA-DMA （PQ182802）基因在遗传关

系上分别位于人对应 SLA基因的较远端分支，并各自

独立形成一个分支。结果说明，五指山猪与其他MHC 
Ⅱ类基因具有相对较远的遗传距离和亲缘关系，是人

MHC Ⅱ类分子基因的一个远系成员，进化比较缓慢。

五指山猪MHC Ⅱ类分子基因的多态性和功能多样

性可能与其对多种疾病的易感性和抗性有关［19］。已有

研究表明，MHC基因与猪的寄生虫病、病毒性病、细

菌性疾病，以及呼吸性疾病和皮肤疾病有一定的相关

性［21-22］。未来的研究可以进一步探讨这些基因在不同

疾病中的具体作用机制。此外，大量研究表明，鲸、

犬、牛、马和猴等动物中都含有 MHC-DRB、MHC-

DQB和MHC-DQA基因，这意味着这4种基因可能在进

化历程中较早出现，而 MHC-DRA、 MHC-DOB、

MHC-DOA、MHC-DMB和MHC-DMA等基因则可能是

后续为了适应日益复杂的外部环境（特别是影响动物

生长发育的各种因素）而逐渐进化产生的。

对MHC Ⅱ类分子基因在五指山猪和杜洛克猪间进

行共线性分析表明，MHC Ⅱ类分子基因和同为猪科的

杜洛克猪同源基因最多，而和人类之间仅有 3个同源

基因。这一结果表明，MHC Ⅱ类分子基因在种属间存

在差异性，而在种属内具有高度保守性。研究显示，

不同品种的猪有各自独特的生物多样性和遗传稳定性

特征，使得不同品种猪的MHC基因表现出不同的多态

注：人类基因组组装 GRCh38.p12；杜洛克猪基因组组装 Sscrofa11.1；具有共线性的 MHC Ⅱ类分子基因为蓝色线条，具有共线性的其他基因为
灰色线条。SLA，猪白细胞抗原，也称主要组织相容性复合体。
Note： The human genome assembly used is GRCh38.p12； the Duroc pig genome assembly used is Sscrofa11.1. Genes exhibiting syntenic 
relationships with MHC class II molecules are depicted as blue lines， while other syntenic genes are represented by gray lines. SLA refers to 
the swine leukocyte antigen ［also named as major histocompatibility complex （MHC）］. 
图 4 MHC Ⅱ类分子基因在五指山猪 7 号染色体上的分布（A）和五指山猪与人及杜洛克猪的 MHC Ⅱ类分子基因共线性分析（B）
Figure 4 Chromosomal localization of MHCⅡ genes on chromosome 7 in Wuzhishan pigs（A）and syntenic relationship 

analysis of MHCⅡ genes between Wuzhishan pigs， Homo sapiens and Sus scrofa（B）

346



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineJun . 2025, 45(3)

性。蛋白的理化性质分析表明，五指山猪8个MHC Ⅱ
类分子的相对分子质量为27 700～30 000，这一范围与

猪MHC Ⅱ类分子的分子量范围基本吻合，从而证实了

这些分子是猪MHC Ⅱ类分子的典型代表。对MHC Ⅱ
类分子的保守基序进行分析时发现，该蛋白的保守基

序具有多样性，提示五指山猪MHC Ⅱ类分子可能在功

能上具有一定的多样性。

近年来，随着生物技术和基因组学的快速发展，

越来越多的物种中针对MHC Ⅱ类分子的研究正在逐渐

深入。MHC Ⅱ类分子在免疫应答过程中发挥着关键作

用，尤其是在识别和递呈外源性抗原方面。然而，针

对MHC Ⅱ类分子基因编码区全长序列的研究仍然相对

较少。本研究首次在全基因组水平上对五指山猪的

MHC Ⅱ类分子基因进行了系统鉴定，识别出了 8个特

定的MHC Ⅱ类分子基因。通过RT-PCR验证了其编码

序列，结合生物信息学分析获得了这些基因的理化

特性。

本研究结果填补了该领域空白，为五指山猪的免

疫研究提供了基础数据，为疫苗开发和疾病防治提供

了新思路。与以往研究［12，19，23］相比，本研究从全基因

组视角进行系统性分析，提供了更全面的基因组信息。

然而，现有研究也存在一定局限性，如样本数量有限

和功能验证不足。未来的研究可以进一步探讨这些基

因在免疫应答中的具体功能，并且构建疾病模型，探

索基因编辑技术在提高五指山猪健康状况和生产性能

中的应用。通过对MHC Ⅱ类分子基因的深入研究，可

以为了解人类疾病的免疫机制提供参考，促进人兽共

患病的研究，推动疫苗和免疫治疗策略的开发；同时

将有助于提高相关动物模型在医学研究中的应用价值，

进一步推动兽医学与人类医学的交叉研究进展。
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实验动物肠道菌群特征分析及性别差异性的研究
进展
沈黄奕, 黄宇飞, 杨云鹏

[扬州大学兽医学院(比较医学研究院),  扬州 225009]

[摘要] 实验动物是生命科学研究的基石，其作为人类生理、病理及疾病治疗的替代模型，在基础研究、药物开发
和转化医学中具有不可替代的作用。肠道菌群是由细菌、真菌、病毒以及单细胞生物等构成的复杂微生物类群，其
定植于宿主肠道内，与宿主正常生理代谢功能的维持和生命健康密切相关。有研究表明，肠道菌群组成结构的紊乱
可引发肥胖、糖尿病、高血压、炎症性肠病以及阿尔茨海默病等多种疾病。因此，针对实验动物开展肠道菌群的特
征性分析不仅有助于提升实验结果的可靠性，而且将有助于动物实验结果的转化应用。性别差异是生物学研究中的
重要变量，其对实验动物的生理功能、代谢特征及肠道菌群组成均具有显著影响。然而，研究人员在较多生物学研
究中存在明显的实验动物性别偏好性，这极大地限制了研究结果的普适性。本文对小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、
犬、猫、非人灵长类动物、小型猪和鸡这 10 种生命科学实验中常用的实验动物的肠道菌群组成结构特征进行归纳
总结，并对部分实验动物肠道菌群的性别差异进行分析。此外，针对实验动物与人类肠道菌群的对比分析，还为基
于实验动物的比较医学研究提供了新视角。综上，相关研究成果在加深科研人员对不同实验动物肠道菌群特征及其
性别差异性认识的同时，也将为科学研究中实验动物的选用、性别特异性疾病动物模型的构建和结果分析提供指导
和借鉴。
[关键词] 肠道菌群;  实验动物;  性别差异
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Research Progress on Characteristics Analysis of Gut 

Microbiota and Its Sex Differences in Laboratory Animals

SHEN Huangyi, HUANG Yufei, YANG Yunpeng
[College of Veterinary Medicine (Institute of Comparative Medicine), Yangzhou University, Yangzhou 225009, 
China]
Correspondence to: YANG Yunpeng (ORCID: 0000-0001-5163-0940), E-mail: ypyang@yzu.edu.cn

[ABSTRACT] Laboratory animals serve as the cornerstone in life science research, acting as surrogate 
models for human physiology, pathology, and disease treatment. They play an irreplaceable role in basic 
research, drug development, and translational medicine. Gut microbiota, a complex microbial community 
comprising bacteria, fungi, viruses, and unicellular organisms, colonizes the host's intestinal tract and is 
closely associated with the maintenance of normal physiological metabolism and overall health. Studies 
have shown that dysbiosis of the gut microbiota can lead to various diseases, including obesity, diabetes, 
hypertension, inflammatory bowel disease, and Alzheimer's disease. Therefore, conducting characteristic 
analyses of the gut microbial composition of laboratory animals can not only enhance the reliability of 
experimental outcomes but also facilitate their translational application. Sex differences represent a 
critical variable in biological research, significantly influencing the physiological functions, metabolic traits, 
and gut microbial composition of laboratory animals. However, a pronounced sex bias has been widely 
observed in many biological studies, thereby limiting the generalizability of results. This study focused on 
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ten commonly used laboratory animals in life sciences, including mice, rats, guinea pigs, hamsters, rabbits, 
dogs, cats, non-human primates, miniature pigs, and chickens. Their gut microbial composition was 
summarized and related sex-specific differences of certain species were analyzed. Furthermore, by 
comparing the gut microbiota of laboratory animals with that of humans, this study offers novel 
perspectives for comparative medical research. In summary, this study not only deepens researchers' 
understanding of gut microbiota characteristics and sex-dependent variations across laboratory animal 
species but also provides practical guidance for selecting appropriate laboratory animals, constructing 
sex-specific disease models, and interpreting experimental results in scientific studies.
[Key words]  Gut microbiota; Laboratory animals; Sex difference

肠道菌群是定植在宿主肠道中数量众多的微生物

类群，主要包括细菌、真菌、病毒以及其他单细胞生

物等。研究表明，肠道微生物与结肠炎、非酒精性脂

肪肝、尿毒症、动脉粥样硬化、神经退行性疾病以及

肿瘤等疾病的发生、发展进程密切相关［1-6］。随着肠

道微生物与宿主生理代谢关系的解析，肠道微生物作

为影响宿主健康的关键因子受到越来越多研究者的广

泛关注。

生命科学研究中常用的实验动物包括：小鼠、大

鼠、豚鼠、仓鼠、兔、犬、猫、非人灵长类、小型猪

和鸡等。近些年，科研人员开展了一系列肠道菌群测

序工作，已较为清楚地了解了上述实验动物的肠道菌

群特征。其中，性别差异是影响实验动物肠道菌群组

成结构的重要因素。然而，在当前的实验动物相关科

学研究中，部分科研工作者对实验动物肠道菌群特征

及性别差异的重视程度仍较为欠缺。因此，本文聚焦

生命科学实验中常用的实验动物，对其肠道微生物的

组成结构特征及性别差异性进行归纳总结。在此基础

上，本文对比分析了不同实验动物间及实验动物与人

类之间肠道微生物的差异，从肠道微生物角度深化了

研究人员对实验动物在比较医学研究中应用的认识。

最终，本文将加深科研人员对不同实验动物肠道菌群

特征的认识，并从肠道菌群和性别差异的角度，为科

学实验中实验动物的选用和结果分析提供新思路。

1　实验动物研究中存在性别偏好

加州大学伯克利分校的Beery和 Zucker于 2011年
在 Neuroscience and Biobehavioral Reviews 上针对生物医

学研究中所使用实验动物的性别发表了一篇统计分析

文章［7］。该研究结果显示，在 2009年发表的 34种生

物医学期刊中，涉及神经生物学、免疫学、生殖生物

学等十个学科的论文中，只有 28%的动物实验同时使

用雌性和雄性实验动物开展研究，余下的较多动物实

验都偏好于使用雄性动物。近些年，虽然科研人员发

表的论文中包含2种性别的动物实验的比例有所上升，

但学术界对于实验动物性别差异的重视程度仍需加强，

部分科研人员仍未重视实验动物的性别差异。因此，

在实验动物学课程中强化实验动物性别差异对科学研

究的重要性是十分必要的。

研究表明，雌性和雄性动物不仅在生理和心理上

存在着显著差异，其肠道微生物的组成结构也具有明

显差异。因此，性别因素也成为影响动物肠道微生物

的十大因素之一［8］。鉴于此，本文针对不同实验动物

肠道微生物的特征及性别差异性进行归纳总结。

2　实验动物肠道菌群特征及其性别差异性对
比分析

2.1　常用实验动物的肠道菌群特征
2.1.1　小鼠肠道微生物特征

小鼠作为用量最大，应用最广泛的哺乳类实验动

物，在神经科学、遗传学和营养学等科学研究中发挥

了重要作用。鉴于小鼠作为实验动物的重要性，黄树

武等［9］对KM、C57BL/6J、BALB/c和NIH的 4个品种

SPF级小鼠开展了肠道微生物组测序分析，结果显示，

上述 4个品种小鼠的肠道微生物在门水平主要分布于

拟杆菌门（Bacteroidetes）、厚壁菌门（Firmicutes）、变

形菌门（Proteobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）和

疣微菌门（Verrucomicrobia）。其中，隶属于拟杆菌门、

厚壁菌门和变形菌门的微生物占总肠道微生物的 90%
以上。在属水平，小鼠肠道微生物主要分布于未分类

的Muribaculaceae属、毛螺菌属（Lachnospira）、另枝菌

属（Alistipes）、拟普雷沃氏菌属（Paraprevotella）、拟

杆菌属 （Bacteroides）、Muribaculum 属和乳杆菌属

（Lactobacillus）。进一步针对NIH小鼠不同肠道部位的
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肠道微生物分析结果显示，其肠道微生物在十二指肠、

空肠和回肠部位的含量相对较少，这些微生物主要隶

属于乳杆菌属和未分类的Muribaculaceae属。小鼠盲肠

和结肠中的肠道微生物数量较多，主要分布于未分类

Muribaculaceae属、乳杆菌属、螺杆菌属（Helicobacter）、
Muribaculum 属、拟普雷沃氏菌属、杜氏杆菌属

（Duganella）、 Lachnospiraceae_NK4A136_group 和另枝

菌属。小鼠直肠中的肠道微生物主要以螺杆菌属为主。

Liang等［10］针对C57BL/6J小鼠肠道微生物的昼夜节律

波动特征进行分析，发现其肠道微生物中拟杆菌门微

生物的相对丰度和绝对丰度均呈现明显的昼夜节律性

波动。与之不同的是，小鼠肠道中隶属于厚壁菌门微

生物的相对丰度呈现明显的昼夜节律性波动，而其绝

对丰度则丧失节律性。Chen等［11］通过解析不同年龄

段C57BL/6J小鼠肠道微生物的组成结构，发现老年小

鼠（20～22月龄）肠道微生物的丰富度和多样性均高

于年轻小鼠（2～3月龄）。在门水平，年轻小鼠中拟杆

菌门和变形菌门微生物的丰度高于老年小鼠，而未鉴

定的细菌门和脱硫弧菌门（Desulfobacterota）微生物的

丰度低于老年小鼠；在属水平，年轻小鼠中乳杆菌属

微生物丰度高于老年小鼠，而Lachnospiraceae_NK4A1
36、苏黎世杆菌属（Turicibacter）和另枝菌属微生物

丰度低于老年小鼠［11］。
在小鼠肠道微生物的性别差异上，Wu等［12］通过

聚焦不同性别的KM小鼠，对其肠腔内容物和黏液层

中肠道微生物的特征进行分析，结果显示KM小鼠黏

液肠道微生物的丰富度和多样性均明显高于肠腔内容

物中的肠道微生物。在门水平，雄性小鼠肠道内容物

和黏液中厚壁菌门微生物丰度高于雌性小鼠，而拟杆

菌门微生物丰度则低于雌性小鼠。在属水平，雌性小

鼠肠道内容物和黏液层不可培养的Muribaculaceae和苏

黎世杆菌属的丰度高于雄性小鼠；雄性小鼠黏液层中

双 歧 杆 菌 属 （Bifidobacterium）、 链 球 菌 属

（Streptococcus）和肠球菌属（Enterococcus）微生物的丰

度高于雌性小鼠，而副萨特氏菌属（Parasutterella）和

粪杆菌属（Faecalibacterium）微生物的丰度低于雌性

小鼠［12］。针对 IL-10敲除的肠炎模型小鼠的肠道微生

物 分 析 结 果 显 示 ， 雌 性 小 鼠 中 理 研 菌 科

（Rikenellaceae）和嗜黏蛋白阿克曼氏菌（Akkermansia 
muciniphila）的丰度高于雄性小鼠［13］。此外，研究人

员通过对C57BL/6J和BALB/c这2个品种的雌性小鼠和

雄性小鼠进行肠道微生物组成结构分析，发现上述

2个品种小鼠肠道微生物存在明显的性别差异。其中，

C57BL/6J 雌 性 小 鼠 肠 道 微 生 物 中 狄 氏 拟 杆 菌

（Bacteroides distasonis）、 艰 难 梭 菌 （Clostridium 
difficile）、柔嫩梭菌（Clostridium leptum）、产气荚膜梭

菌 （Clostridium perfringens）、共生梭菌 （Clostridium 
symbiosum）、肠球菌属、嗜酸乳杆菌 （Lactobacillus 
acidophilus）、植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）以

及苏黎世杆菌属的丰度高于雄性小鼠，而C57BL/6J雄
性小鼠中埃格特氏菌属（Eggerthella）的丰度高于雌性

小鼠；BALB/c雌性小鼠肠道微生物中双歧杆菌属的丰

度高于雄性小鼠，而 BALB/c 雄性小鼠中奇异菌属

（Atopobium）、Coprobacillus catenoformis、埃格特氏菌

属、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、中间链

球菌（Streptococcus intermedius）、未分类的Ⅱ型梭菌以

及未分类的柔膜菌 （Helotiales） 丰度高于雌性小

鼠［14］。研究人员针对不同性别的ApcMin/+肠癌小鼠模型

进行肠道微生物分析，结果显示雄性肠癌小鼠中嗜黏

蛋白阿克曼氏菌、Romboutsia ilealis、厚壁菌门细菌

ASF500、 Fretibacterium fastidiosum、 约 氏 乳 杆 菌

（Lactobacillus johnsonii）和 Alistipes inops的丰度明显增

加，而雌性肠癌小鼠中发酵乳杆菌 （Lactobacillus 
fermentum）、 古 氏 副 拟 杆 菌 （Parabacteroides 
goldsteinii）、台湾乳杆菌（Lactobacillus taiwanensis）和

甲基戊糖梭菌（Clostridium methylpentosum）的丰度降

低［15］。除此之外，由性别差异引发的肠道微生物组成

结构的改变，在其他疾病动物模型中也有报告。例如，

由高脂饮食引发的代谢综合征模型［16-17］、肥胖症相关

的大肠癌小鼠模型［18］和由外科手术引发的败血症小

鼠模型［19］等。

2.1.2　大鼠肠道微生物特征
与小鼠相比，大鼠在生理特征和行为等方面更加

接近人类，其拥有相对较大的身体和器官尺寸便于多

次采样，或进行体内电生理学、神经外科和神经影像

学程序操作。因此，相对于小鼠，大鼠在毒理学、畸

形学、内分泌学、肿瘤学、神经病学、实验老年学、

心血管系统、牙科和实验寄生虫学等领域具有更广泛

的应用。基于此，研究人员对大鼠的肠道微生物特征

也开展了一系列研究。其中，黄树武等［9］聚焦分析

Wistar大鼠在不同生长时期（1、3、7、12、24、56、
111周龄）的肠道微生物特征，发现大鼠肠道微生物多

分布于厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门、放线菌门和

酸杆菌门（Acidobacteria），这些菌门在大鼠总肠道微
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生物中的占比分别为 28%、21%、13%、10%和 8%。
针对不同生长时期大鼠的肠道微生物分析结果显示，

幼年大鼠（1周龄和3周龄）肠道微生物中拟杆菌门微

生物的丰度明显高于厚壁菌门微生物［20］。随着年龄的

增长，大鼠肠道微生物中厚壁菌门微生物的丰度逐渐

增加，拟杆菌门微生物的丰度逐渐下降，二者的丰度

在成年大鼠（12周龄）肠道中趋于稳定［20］。此外，螺

旋体门的肠道微生物丰度随大鼠年龄的增长呈现出与

拟杆菌门类似的变化趋势［20］；Duan 等［21］针对 SD
（Sprague-Dawley）大鼠空肠和粪便样本中肠道微生物

特征进行分析，结果显示大鼠空肠中肠道微生物多分

布于 Rothia 属、链球菌属、乳杆菌属、异杆菌属

（Alcaligenes）、布劳特菌属（Blautia）和双歧杆菌属，

粪 便 中 肠 道 微 生 物 多 分 布 于 普 雷 沃 氏 菌 属

（Prevotella）、 未 分 类 的 假 单 胞 菌 科 （Pseudo-
monadaceae）、 乳 杆 菌 属 、 未 分 类 的 瘤 胃 菌 科

（Ruminococcaceae）、未分类的毛螺菌科和拟杆菌属。

针对SD大鼠肠道微生物性别差异性的分析结果显

示，雄性大鼠空肠部位肠道微生物的丰度和多样性均

高于雌性大鼠，而二者粪便样本中肠道微生物的丰度

和多样性则无明显的性别差异［21］；在肠道微生物丰度

上，雄性大鼠空肠部位毛螺菌科、紫单胞菌科、厌氧

棍菌属（Anaerorhabdus）、布劳特菌属和棒状杆菌属

（Corynebacterium）微生物丰度高于雌性大鼠，而罗斯

氏菌属（Roseburia）和 Rothia属微生物丰度则低于雌

性大鼠；雄性大鼠粪便样本中 Lachnospiracea_incerae_
sedis属丰度高于雌性大鼠，而脱硫弧菌科、拟普雷沃

氏菌属、Eluslmicrobium属和螺杆菌属微生物丰度则低

于雌性大鼠［21］。
2.1.3　豚鼠肠道微生物特征

豚鼠又称天竺鼠、荷兰猪，其性情温顺，对组胺

和结核菌敏感。基于此，研究人员常利用豚鼠来构建

哮喘、组胺过敏和结核病等模型，借此研究平喘药、

抗组胺药以及抗结核药的作用。近年来，研究人员针

对豚鼠肠道微生物开展了较多研究。其中，Hildebrand
等［22］研究结果显示，豚鼠肠道微生物中隶属于厚壁

菌门、拟杆菌门和变形菌门的微生物相对丰度分别为

28.8%、14.6%和 4.9%。Frias等［23］通过研究禁食对 3
种豚鼠 ［安迪纳 （Andina）、因蒂 （Inti） 和秘鲁

（Peru）］盲肠微生物的影响，发现禁食可提升安迪纳

和因蒂豚鼠盲肠微生物的丰度，降低秘鲁豚鼠盲肠微

生物的丰度。其中，安迪纳豚鼠禁食后，其盲肠中富

集 FIzemoplasmatales、Gastranaerophiales、螺杆菌属、

WCHB1-41、UCG-010、消化球菌属 （Peptococcus）、
UCG-004以及Mailhella属微生物；因蒂豚鼠禁食后，

其盲肠中瘤胃球菌属微生物丰度显著增加；秘鲁豚鼠

禁食后，其盲肠中 Prevotellaceae UCG-004、WCHB1-
41、Monoglobus、Eluslmicrobium、拟杆菌属、UCG-
009、Frisingicoccus 和 Lachnospiraceae ND3007 group 属
微生物丰度增加［23］。Al等［24］开展了饮食类型对豚鼠

肠道微生物影响的研究，结果显示对新生豚鼠饲喂高

糖、高脂饮食可明显改变其肠道微生物组成结构，在

高糖、高脂饮食饲喂豚鼠的肠道微生物组成结构中，

巴 恩 斯 氏 菌 属 （Barnesiella）、 甲 烷 短 杆 菌 属

（Methanobrevibacter）以及颤螺旋菌属（Oscillospira）
的丰度明显降低，而丁酸弧菌属（Butyrivibrio）和

Bacteroides spp.属的丰度增加。Wu等［25］分析了形觉剥

夺性近视豚鼠肠道的微生物特征，结果显示形觉剥夺

性近视豚鼠的肠道微生物丰度低于对照组，而其肠道

微生物多样性则无明显变化。在肠道微生物丰度上，

形觉剥夺性近视豚鼠中 α -变形菌纲、红螺菌目

（Rhodospirillales）、紫单胞菌科、罗斯氏菌属、丁酸弧

菌属、副拟杆菌属、副普雷沃氏菌属以及狄氏副拟杆

菌的丰度低于对照组，而瘤胃球菌属以及隶属于该属

的白色瘤胃球菌的丰度则高于对照组［25］。
2.1.4　仓鼠肠道微生物特征

目前，科学研究中常用的仓鼠品种包括叙利亚仓

鼠（Syrian hamster）、中国仓鼠（Chinese hamster）和

欧洲黑腹仓鼠（European hamster）。其中，叙利亚仓鼠

在科学研究中被广泛使用，占所有仓鼠使用量的90%。
Sylvia等［26］通过分析叙利亚仓鼠肠道微生物组成结

构，发现其肠道微生物多分布于厚壁菌门和拟杆菌门，

其中厚壁菌门微生物的丰度高于拟杆菌门。在科水平，

叙利亚仓鼠肠道微生物主要分布于瘤胃球菌科、颤螺

旋菌科、毛螺菌科和Clostridia_UCG-014［27］；在属水

平，叙利亚仓鼠肠道微生物主要分布于瘤胃球菌属、

Lachnospiraceae_NK4A136_group、Lachnospiraceae_UCG_
001 和 Eubacterium_siraeum_group［27］。Fan 等［28］利用

16S rRNA扩增子测序对中国仓鼠的肠道微生物进行分

析，结果显示其肠道微生物可以分为2个明显的类群，

并且 2个类群肠道微生物的丰富度和多样性存在明显

差异。其中，乳杆菌属、螺旋体属以及Pygmaiobacter
属微生物富集于一个类群，而苏黎世杆菌属和瘤胃梭

菌属微生物富集于另一个类群。Sylvia等［26］针对不同
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性别的西伯利亚仓鼠开展肠道微生物特征分析，发现

在门水平雌性仓鼠肠道中拟杆菌门微生物相对丰度高

于雄性，而蓝细菌门微生物相对丰度则低于雄性。

2.1.5　兔肠道微生物特征
实验兔常用于皮肤刺激试验、热原试验、致畸试

验、毒性试验、人工受孕试验、计划生育研究、免疫

学研究、心血管疾病研究、微生物学研究、眼科学研

究、口腔科学研究和制造诊断血清等研究领域。在兔

肠道微生物研究方面，杨睿等［29］通过对 29、45、60
日龄的家兔进行肠道微生物特征分析，结果显示家兔

肠道微生物的丰富度随着日龄的增长逐渐增加，而肠

道微生物的多样性没有显著变化。在门水平上，家兔

肠道微生物主要分布于厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌

门、疣微菌门（Verrucomicrobia）和放线菌门，其中拟

杆菌门微生物的丰度随着家兔日龄的增加逐渐升高，

变形菌门微生物的丰度先升后降，而疣微菌门微生物

的丰度先降后升；在属水平，家兔肠道微生物主要隶

属于艾克曼菌属（Akkermansia）、埃希菌属-志贺菌属

（Escherichia-Shigella）、布劳特菌属、拟杆菌属、丁

酸弧菌属、不动杆菌属（Acinetobacter）和瘤胃球菌

属，其中随着家兔日龄的增加，隶属于艾克曼菌属和

拟杆菌属的微生物丰度呈现先降后增的趋势；隶属于

不动杆菌属的微生物丰度呈现降低的趋势；隶属于丛

毛单胞菌属的微生物丰度呈现先增后降的趋势；隶属

于未分类的紫单胞菌科的微生物丰度则持续增加。Fu
等［30］通过分析不同生长时期（0、10、60日龄）天府

黑兔的肠道微生物，结果显示60日龄天府黑兔肠道微

生物的多样性明显高于 0、10日龄天府黑兔，并且不

同日龄天府黑兔的肠道微生物组成存在明显差异。在

门水平，随着天府黑兔日龄的增加，其肠道微生物中

变形菌门微生物的丰度逐渐降低，而厚壁菌门和拟杆

菌门微生物的丰度则逐渐增加；在属水平，Ralstonia
属微生物仅富集于 0日龄的天府黑兔，拟杆菌属、副

拟杆菌属、Clostridium sensu stricto 1和 Epulopiscium仅

富集于10日龄的天府黑兔，而艾克曼菌属的微生物则

同时富集于 10、60日龄的天府黑兔［30］。Abdel-Kafy
等［31］ 利用 16S rRNA 扩增子测序对 Native Middle-
Egypt Breed（NM）和Giant Flanders（GF）兔的空肠和

盲肠微生物进行分析，结果显示，NM兔盲肠中肠球菌

属和埃希菌属-志贺菌属微生物丰度低于空肠，而

uncultured Clostridiales vadinBB60 group、Lachnospiraceae 
NK4A136 group、瘤胃梭菌属 5和另枝菌属微生物的丰

度则高于空肠；GF兔盲肠中芽孢杆菌属、乳杆菌属、

Christensenellaceae R-7 group、Ruminococcaceae NK4A214 
group、 Ruminococcaceae UCG-013、 Ruminococcaceae 
UCG-014、 瘤 胃 球 菌 属 2、 罕 见 小 球 菌 属

（Subdoligranulum）、候选单胞生糖菌属（Candidatus 
Saccharimonas）和艾克曼菌属微生物丰度高于空肠，

而肠球菌属、八叠球菌属（Sarcina）、未培养的真杆菌

科、杜氏杆菌属（Dubosiella）和埃希菌属-志贺菌属

微生物丰度低于空肠。对比分析NM和GF兔肠道微生

物发现，在空肠中 Christensenellaceae R-7 group 和
uncultured Eubacteriaceae属微生物富集于GF兔，而拟

杆 菌 属 微 生 物 富 集 于 NM 兔 ； 在 盲 肠 中

Ruminococcaceae UCG-014属微生物富集于GF兔，而瘤

胃梭菌属 5微生物富集于NM兔［31］。Li等［32］分析饲

养温度和湿度对伊拉兔肠道微生物的影响，结果显示，

低温度和低湿度饲养组兔肠道中布劳特氏菌属微生物

丰度增加；而高温度和高湿度饲养可以增加兔肠道中

Lachnospiraceae NK4A136属微生物的丰度，并降低微生

物间的相互作用。

2.1.6　犬肠道微生物特征
犬具有鼻灵敏、智力发达、易驯养、环境适应力

强、记忆力强和情感丰富等特点，因此常被用于基础

医学实验、临床实验、慢性实验、药理学和毒理学实

验等研究。为了对比不同犬肠道微生物的差异性，You
等［33］分析 96份来源于格力犬（Greyhound）、达克斯

猎犬（Dachshund）、马尔济斯犬（Maltese）、比熊犬

（Bichon）、约克夏梗犬（YorkshireTerrier）、吉娃娃犬

（Chihuahua）、博美犬（Pomeranian）、贵宾犬（Poodle）
和斗牛犬（Bulldog）的犬粪便样本的肠道微生物，结

果显示上述粪便样本中肠道微生物多分布于厚壁菌门

（44.8%）、拟杆菌门（27.7%）、梭杆菌门（14.2%）、
变形菌门（8.8%）和放线菌门（3.4%）。在属水平，犬

肠道微生物中相对丰度由高到低的前 10个属分别为：

梭杆菌属（11.0%）、Mediterranea （7.8%）、拟杆菌属

（7.5%）、普雷沃氏菌属（4.6%）、乳杆菌属（3.5%）、
布劳特菌属 （3.3%）、罗姆布茨菌属 （Romboutsia）
（3.1%）、 萨 特 氏 菌 属 （Sutterella） （2.5%）、

Peptacetobacter （2.2%）和粪杆菌属（2.1%）；在种水

平，犬肠道中优势菌株为 Fusobacterium perfoeten、
Mediterranea massiliensis、 粪 便 普 雷 沃 氏 菌 和

Romboutsia timonensis［33］。Fernández-Pinteño 等［34］通
过对不同品种来源的犬按年龄段划分为幼年犬（小于2
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年）、成年犬（2～7年）和老年犬（7年以上）后，对

其肠道微生物开展特征性分析，结果显示不同年龄段

犬肠道微生物的丰富度和多样性无明显差别。在肠道

微生物组成结构上，相较于幼年和成年犬，老年犬肠

道中拟杆菌门、假单胞菌门、瘤胃球菌科、韦荣氏球

菌科（Veillonellaceae）、普雷沃氏菌科、琥珀酸弧菌科

（Succinivibrionaceae）和粪杆菌属来源的微生物丰度

增加［34］。Hu等［35］通过对比分析昆明犬、德国牧羊犬

和比利时马里诺斯犬的肠道微生物特征，发现这 3种
犬的肠道微生物隶属于10个门、15个纲、35个目、60
个科、146个属，其中在门水平3种犬的肠道微生物主

要分布于厚壁菌门（57.44%）、梭杆菌门（28.86%）和

拟杆菌门（7.63%）；在属水平，上述 3种犬的肠道微

生物多分布于消化链球菌属（21.08%）、梭杆菌属

（18.50%）、 乳 杆 菌 属 （12.37%） 和 鲸 杆 菌 属

（Cetobacterium）（10.29%）。差异性微生物分析结果显

示：梭杆菌属微生物富集于德国牧羊犬和比利时马里

诺斯犬，Peptoclostridium属微生物富集于比利时马里诺

斯犬，乳杆菌属微生物富集于昆明犬。此外，比利时

马里诺斯犬肠道中梭杆菌属、消化链球菌属、拟杆菌

属和鲸杆菌属微生物的丰度高于德国牧羊犬，而乳杆

菌属、鲸杆菌属和Romboutsia属微生物丰度低于昆明

犬［35］。Rojas等［36］通过对286只饲养于北美的家犬进

行16S rRNA全长测序，结果显示在种水平有23种菌株

［汉森氏布氏菌 （Blautia hansenii）、活泼瘤胃球菌

（Ruminococcus gnavus） 、 Faecalimonas umbilicata、
unclassified Blautia、unclassified Fusobacterium、肠道柯

林 斯 菌 （Collinsella intestinalis）、 单 形 巨 单 胞 菌

（Megamonas funiformis）、 unclassified Fusobacterium、
Peptacetobacter hiranonis、Blautia marasmi、unclassified 
Lachnoclostridium、Blautia caecimuris、产气荚膜梭菌

（Clostridium perfringens） 、 unclassified Romboutsia、
Blautia glucerasea、 Turicibacter sanguinis、 Romboutsia 
ilealis、unclassified Bacteroides、大肠杆菌（Escherichia 
coli）、Holdemanella biformis、Allobaculum stercoricanis、
粪便普雷沃氏菌 （Prevotella copri） 和 Streptococcus 
lutetiensis］构成北美家犬肠道的核心微生物群，它们

占犬肠道微生物的比例高达75%。
2.1.7　猫肠道微生物特征

猫具有诱导性排卵、平衡感和反射功能发达、呕

吐反射灵敏、心搏力强、血压恒定、药物反应灵敏和

对吗啡表现为中枢兴奋等特点。针对猫的肠道微生物

研究结果显示，拟杆菌门和厚壁菌门是猫肠道微生物

的主要门类，其中拟杆菌门微生物的相对丰度远高于

厚壁菌门［37］。猫肠道微生物中隶属于拟杆菌门、厚壁

菌门和放线菌门的肠道微生物在粪便样本中的检出率

为100%，而隶属于梭杆菌门和螺旋体门的肠道微生物

在所有样本中均未检测到。在属水平，猫肠道微生物

多分布于普雷沃氏菌属（66.7%）、拟杆菌属（7.8%）、
柯林斯菌属 （Collinsella）（4.0%）、布劳特菌属

（3.6%）、巨球型菌属（Megasphaera）（3.6%）和双歧

杆菌属（1.7%）［37］。Kilburn-Kappeler等［38］通过研究

饮食对猫肠道微生物的影响，发现与饲喂正常饮食的

对照组相比，在饮食中添加玉米发酵蛋白可以影响猫

肠道微生物的组成结构。其中，饲喂添加玉米发酵蛋

白饮食的猫肠道微生物中，隶属于氨基酸球菌属

（Acidaminococcus）、 双 歧 杆 菌 属 、 巨 单 胞 菌 属

（Megamonas）、罕见小球菌属和链球菌属的微生物丰

度降低，而隶属于阿里松氏菌属 （Allisonella）、
Catenibacterium、戴阿利斯特杆菌属（Dialister）、丹毒

杆菌属 （Erysipelatoclostridium）、霍尔德曼氏菌属

（Holdemania） 、 Peptoclostridium 和 莫 雷 梭 菌

（Solobacterium）的微生物丰度增加。Drut等［39］研究

结果显示，与健康猫相比，患有炎症性肠病的猫肠道

中双歧杆菌属和拟杆菌属微生物丰度降低，而脱硫弧

菌属微生物丰度增加；患有肠道T细胞淋巴瘤的猫肠

道中梭杆菌属微生物的丰度增加。

2.1.8　非人灵长类动物肠道微生物特征
非人灵长类实验动物在生理、解剖、行为和生物

医学特性上更接近于人类，是医学和生命科学研究中

的高级实验动物。目前，科学研究中常用的非人灵长

类实验动物包括食蟹猴（Macaca fascicularis）和恒河

猴（Macaca mulatta）。中国科学院脑科学与智能技术

卓越创新中心“非人灵长类研究平台”孙强课题组将

雌性食蟹猴按年龄分为仔猴（小于 3 月）、青年猴

（2～5年）、成年猴（7～10年）和中年猴（12～15年）

后对其生长和发育成熟过程中肠道微生物的变化规律

开展研究［40］。结果显示，仔猴的肠道微生物组成结构

与青年猴、成年猴和中年猴存在明显不同。青年猴、

成年猴和中年猴肠道微生物的丰富度和多样性维持在

相对稳定的水平并且明显高于仔猴。在属水平上，仔

猴体内含有大量未鉴定的普雷沃氏菌属和双歧杆菌属

的微生物，而较多链球菌属和未鉴定的瘤胃球菌属的

微生物则在青年猴、成年猴和中年猴体内富集。重要

的是，仔猴肠道微生物的功能与青年猴、成年猴和中
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年猴也存在较大差异。此外，该课题组针对食蟹猴不

同肠段（回肠、盲肠和结肠）的肠道细菌和真菌［41］

的组成结构开展分析，结果显示肠道细菌和真菌的丰

富度和多样性自回肠至结肠逐渐增加；回肠部位肠道

细菌和真菌的组成结构与结肠明显不同，其中肠道细

菌中隶属于拟杆菌纲和螺旋体纲的微生物在盲肠和结

肠部位显著富集，而隶属于放线菌纲和蓝细菌纲的微

生物则富集于回肠；肠道真菌中隶属于曲霉属和节担

菌属的微生物富集于结肠，而镰刀菌属的微生物则富

集于盲肠。相应地，回肠中肠道细菌和真菌的功能也

与盲肠和结肠存在明显差异。针对雄性食蟹猴肠

道微生物昼夜节律性波动分析结果显示，肠道细

菌中厚壁菌门、拟杆菌门、普雷沃氏菌属 、

norank_f_Eubacterium_coprostanoligenes_group、消化球

菌属、未分类的普雷沃氏菌属、未培养的消化球菌属

和unclassified_g_norank_f_Eubacterium_coprostanoligenes_
group的丰度呈现明显的昼夜节律性波动，其中隶属于

厚壁菌门的微生物丰度于时间点 ZT12 （光照周期的

第 12 h）降至最低，而隶属于拟杆菌门的微生物丰度

于该时间点升至最高［42］。与肠道细菌组不同的是，肠

道真菌组分析结果显示雄性食蟹猴肠道中除了曲霉属

真菌呈现微弱的昼夜节律性波动外，大部分真菌丰度

无明显的昼夜节律变化［42］。
针对非人灵长类实验动物不同性别肠道微生物差

异性的研究结果显示，雌性恒河猴肠道微生物的α-多
样性明显高于雄性。其中，隶属于变形菌门、柔壁菌

门、蓝细菌门以及疣微菌门的微生物，在雌性恒河猴

肠道中的相对丰度明显高于雄性［43］。
2.1.9　小型猪肠道微生物特征

中国小型猪种类资源丰富，其中具有明确的遗传

背景和遗传稳定性的小型猪品种包括：西藏小型猪、

版纳小型猪、巴马小型猪、五指山小型猪、剑白小型

猪和蕨麻小型猪。田威龙等［44］对广西巴马小型猪的

肠道微生物开展分析，结果显示肠道微生物在门水平

多分布于厚壁菌门、拟杆菌门和螺旋体门，且隶属于

上述3个门的微生物占总肠道微生物的比例超过95%。
在属水平，广西巴马小型猪的优势菌属为Clostridium_

sensu_stricto_1、密螺旋体菌属（Treponema）、乳杆菌属、

土孢杆菌属（Terrisporobacter）、norank_f_Muribaculaceae
和未分类的毛螺菌科。沈利叶等［45］通过对五指山小

型猪开展肠道微生物分析，结果显示其肠道微生物在

门水平的分布与巴马小型猪类似，主要集中于厚壁菌

门、拟杆菌门和螺旋体门。在属水平，五指山小型猪

肠道微生物多分布于普雷沃氏菌属、瘤胃球菌属、粪

球菌属、考拉杆菌属（Phascolarctobacterium）和埃希

氏菌属。Jiang等［46］通过对 4个年龄段（7、28、56、
180日龄）的西藏小型猪开展肠道微生物特征性分析，

结果显示在门水平拟杆菌门和螺旋体门微生物的丰度

随着猪日龄的增加而增加，而厚壁菌门、变形菌门和

疣微菌门微生物的丰度则随着猪日龄的增加而降低；

在属水平，普雷沃氏菌属和密螺旋体属微生物丰度随

猪日龄的增加而增加，拟杆菌属、艾克曼菌属和Dorea
属微生物的丰度则随着猪日龄的增加而降低。Yosi
等［47］针对母猪产后及新生仔猪的盲肠微生物特征进

行分析，结果显示，母猪产后 27 d内肠道细菌中乳杆

菌属和HT002属微生物丰度增加，而链球菌属、UCG-
005、Rikenellaceae RC9 gut group以及拟杆菌属微生物

丰 度 降 低 ； 肠 道 真 菌 中 哈 萨 克 斯 坦 酵 母 属

（Kazachstania）、地霉属 （Geotrichum） 和毛霉属

（Mucor）微生物的丰度逐渐增加，而Tausonia和Fungi 
genus Incertae sedis属微生物的丰度则逐渐降低。新生

仔猪（3～35 d）盲肠微生物分析结果显示，其肠道细

菌中乳杆菌属、普雷沃氏菌属和弯曲杆菌属微生物丰

度逐渐增加，而梭杆菌属、拟杆菌属和埃希菌属-志贺

菌属微生物丰度逐渐降低；肠道真菌中 Fungi genus 
Incertae sedis属微生物的丰度先增加后降低，而哈萨克

斯坦酵母属微生物的丰度则先降低后增加［47］。
针对猪肠道微生物影响因素的分析结果显示，饲

喂方式、生长周期和性别因素是影响其肠道微生物组

成结构的重要因素。性别因素单独对猪肠道微生物改

变的贡献为0.81%［48］。其中，隶属于梭杆菌科的微生

物在雄性猪肠道中明显富集。

2.1.10　鸡肠道微生物特征
鸡常被用于疫苗生产、药物评价、传染病、激素

代谢、营养学以及高脂血症和动脉粥样硬化的研究领

域。Yang等［49］对白来航鸡肠道微生物组成结构特征

进行分析，结果显示其肠道微生物主要隶属于拟杆菌

门和厚壁菌门，并且拟杆菌门肠道微生物的相对丰度

高于厚壁菌门。在科水平，白来航鸡肠道微生物多分

布于拟杆菌科、瘤胃球菌科、普雷沃氏菌科、紫单胞

菌科、韦荣氏球菌科（Veillonellaceae）、帕拉普氏菌

科（Paraprevotellaceae）、乳杆菌科和丹毒丝菌科；在

属水平，拟杆菌属微生物丰度在白来航鸡肠道微生物

中占据绝对优势，紧邻其后的为颤螺旋菌属、普雷沃
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氏菌属、粪杆菌属、副拟杆菌属、考拉杆菌属和乳杆

菌属［49］。研究人员针对海兰褐鸡产蛋早期和产蛋峰值

期的肠道微生物开展研究，结果显示处于不同产蛋期

的海兰褐鸡肠道微生物多分布于厚壁菌门、拟杆菌门、

变形菌门和梭杆菌门［50］。此外，相较于产蛋早期的海

兰褐鸡，处于产蛋峰值期鸡的拟杆菌门微生物丰度降

低，而梭杆菌门微生物丰度明显增加［50］。在属水平，

产蛋峰值期海兰褐鸡肠道微生物中乳杆菌属和梭杆菌

属微生物的丰度明显高于处于产蛋早期的海兰褐鸡，

而拟杆菌属微生物则表现出相反的趋势［50］。Wang
等［51］针对耳垂颜色为黑色、蓝色和绿色的江山乌骨

鸡开展肠道微生物的特征性分析，结果显示与黑色和

蓝色耳垂的乌骨鸡相比，绿耳垂鸡肠道中螺旋体属和

未分类的乳杆菌目丰度降低，而肠球菌属、未分类的

毛螺菌科和 norank_f_norank_o_RF39 的丰度增加；

Mucispirillum属微生物特异性富集于蓝耳垂的乌骨鸡肠

道，而埃希菌属-志贺菌属微生物特异性富集于黑耳垂

的乌骨鸡肠道。Wang等［52］通过对比西藏鸡和Arbor 
Acres肉鸡（AA肉鸡）的盲肠微生物，发现西藏鸡的

肠道微生物丰度和多样性均显著高于AA肉鸡。在门水

平，西藏鸡肠道中拟杆菌门、脱铁杆菌门 、

Deferrisomatota、 脱 硫 弧 菌 门 、 广 古 菌 门

（Euryarchaeota）、Modulibacteria和 Patescibacteria的丰

度高于 AA 肉鸡，而盐厌氧菌门 （Chloroflexota）、
Aenigmarchaeota和Synergistota丰度低于AA肉鸡；在属

水平，相较于 AA肉鸡，Actinospica、Caenimonas、粪

球菌属、Hamadaea以及Hellea特异性富集于西藏鸡盲

肠中［52］。
2.2　不同实验动物间肠道微生物的对比分析

研究人员除了研究特定实验动物的肠道微生物特

征外，也通过对比分析报告了不同实验动物间肠道微

生物的差异性。其中，Böswald等［53］对比分析叙利亚

仓鼠与C57BL/6J小鼠的肠道微生物，发现二者在不同

肠道部位存在明显的微生物差异。其中，仓鼠回肠中

特异性富集乳杆菌科的微生物，而小鼠回肠以

Muribaculaceae微生物为主；在盲肠和结肠部位，小鼠

特异性富集Muribaculaceae的微生物，而仓鼠富集乳杆

菌科和韦荣球菌科微生物。Crowley等［54］通过对豚鼠

和兔的肠道微生物进行对比分析，发现在门水平，豚

鼠中拟杆菌门微生物的丰度远高于兔，而厚壁菌门微

生物则呈现相反的趋势。此外，研究结果显示将食蟹

猴、巴马小型猪、比格犬和C57BL/6J小鼠来源的肠道

微生物定植于无菌小鼠肠道后可有效缓解其结肠炎的

疾病表型［55］，这表明虽然不同实验动物的肠道微生物

存在差异性，但其在宿主健康的维持上发挥类似的

作用。

3　实验动物与人类肠道微生物的对比分析

鉴于实验动物常被用来构建人类疾病相关的动物

模型，而人类与实验动物间肠道微生物的差异性可能

对实验结果产生影响，因此本文也对不同实验动物与

人类肠道微生物的差异性进行了归纳汇总。其中，

Hildebrand等［22］通过对比豚鼠和人类的肠道微生物，

发现人类的肠道微生物丰度低于豚鼠，其中在门水平

人类肠道中厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门和异常球

菌-栖热菌门微生物的丰度高于豚鼠，而变形菌门、广

古菌门、螺旋菌门、绿菌门（Chlorophyta）、疣微菌

门、蓝菌门（Cyanobacteria）、梭杆菌门、酸杆菌门、

衣原体门（Chlamydiae）、软壁菌门（Tenericutes）、
热 袍 菌 门 （Thermotogae） 、 脱 铁 杆 菌 门

（Deferribacteres）、纤维杆菌门（Fibrobacteres）、互养

菌门（Synergistetes）和绿弯菌门（Chloroflexi）微生

物的丰度低于豚鼠；在属水平，豚鼠肠道中具备黏蛋

白降解能力的艾克曼菌属和可产甲烷的甲烷短杆菌属

微生物的丰度远高于人类。Bai等［56］通过对比分析人

类、鸡和猪的肠道微生物，发现三者肠道中厚壁菌门

微生物的丰度基本一致，而人类肠道中放线菌门微生

物的丰度高于鸡和猪；在属水平，鸡肠道中乳杆菌属

微生物的丰度远高于人类和猪，而人类肠道中双歧杆

菌属微生物的丰度高于鸡和猪。Beretta等［57］对比分

析人类和犬的肠道微生物，发现在门水平幼年和成年

犬肠道中厚壁菌门微生物的丰度均高于人类，而幼年

人类肠道中放线菌门微生物的丰度高于幼年犬。Ito
等［58］对比分析同居状态下的犬和人类的肠道微生物，

发现人类肠道中厌氧棒状菌属（Anaerorhabdus）、罕见

小球菌属、 Dorea、 Fusicatenibacter 和 Eubacterium_
hallii_group 属 微 生 物 的 丰 度 远 高 于 犬 ， 而

Peptoclostridium属微生物的丰度远低于犬。虽然犬和人

类的肠道微生物间存在较大差异，但随着同居时间的

延长，二者部分肠道微生物（活泼瘤胃球菌、普雷沃

氏菌属 9、布劳特氏菌属、Erysipelactoclostridium、粪

杆菌属、梭杆菌属、链球菌属和萨特氏菌属）会发生

水平转移，并且这些在人类和犬肠道微生物中共存的

微生物均具有较高的丰度［58］。此外，Du等［59］通过对
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比分析养猫和不养猫女性的肠道微生物，发现养猫女

性肠道中产碱杆菌科和巴斯德氏菌科微生物的丰度显

著降低，而肠杆菌科和假单胞杆菌科微生物的丰度明

显增加，这进一步表明，伴侣动物（猫和犬）可能通

过肠道微生物的水平转移对人类的健康产生一定影响。

4　总结与展望
肠道微生物与宿主较多生理代谢活动间存在互作，

与宿主健康密切相关。近些年，随着肠道微生物在不

同疾病发生、发展中的作用机制的阐明及其在不同疾

病治疗中的应用，肠道微生物受到越来越多研究人员

的关注，已成为生命科学研究领域的热点。基于此，

本文聚焦生命科学研究中常用的实验动物，一方面对

其肠道微生物的组成结构特征进行了汇总整理，该部

分内容不仅能加深实验动物从业人员对不同实验动物

肠道微生物特征的认识，也能使其在日常工作和科研

中充分考虑肠道微生物对动物健康或实验结果的影响；

另一方面，鉴于科学研究中普遍存在实验动物选取的

性别偏好性，而性别是影响肠道微生物组成结构的重

要因素，其可以使得特定疾病的治疗呈现性别二态性。

因此，本文汇总整理了不同实验动物肠道微生物的性

别差异，希望这部分内容能引起广大科研人员对实验

动物性别差异的重视，进而结合自己的研究目的在实

验动物选取、实验设计、实验结果分析等方面开展性

别差异性分析。

比较医学是实验动物学领域的重要研究内容，因

此本文通过对比实验动物与人类的肠道微生物特征差

异，发现不同实验动物与人类在肠道微生物组成结构

上既存在共性也具有明显的差异性，这提示研究者在

利用实验动物模型模拟或研究人类疾病时，需要充分

考虑二者间的肠道微生物差异，尤其是明显影响肠道

微生物组成结构的实验类型，以便获得更加准确、可

靠的实验结果或结论。

综上，本文不仅可以加深科研人员对不同实验动

物肠道菌群特征的认识，而且从肠道菌群和性别差异

的角度，为科研人员在科学实验中的实验动物选用和

结果分析提供新思路。
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2019年某实验猴养殖场食蟹猴犬瘟热暴发的诊断
王晨娟1, 杨玲焰2, 王立鹏1, 孙雪萍1, 李静文1, 郭连香1, 荣 荣2, 时长军1

(1. 苏州西山生物技术有限公司, 苏州215123;  2. 西交利物浦大学理学院生物科学系, 苏州 215123)

[摘要] 目的　报告 2019 年某实验猴养殖场中食蟹猴群暴发犬瘟热病毒的诊断情况。方法　针对 2019 年底中国华
南地区某实验猴养殖场送检的 21 只患病食蟹猴 （出现面部红疹、皮屑、流鼻涕和腹泻等症状） 的血清、皮肤红疹拭
子和 1 只病死猴的抗凝全血、肝、肺、皮肤组织，共 46 份样品，采用实时荧光定量 PCR 法检测犬瘟热病毒基因片
段，采用免疫组织化学染色法检测肺组织中犬瘟热病毒核蛋白表达。将病死猴的皮肤组织研磨过筛，取滤液接种于
单层 MDCK 细胞系中培养分离病毒，将分离的病毒进行全基因组测序鉴定，采用 Clustal Omega 工具对亚洲不同犬
瘟热病毒分离株进行比对和同源性分析，构建遗传发育树，并对其进行遗传进化分析。结果　经临床追溯，患病的
食蟹猴出现了与麻疹病毒感染食蟹猴类似的症状，剖检病死猴可见肺部有红色病变，大肠黏膜有明显出血。实时荧
光定量 PCR 检测患病猴血清、皮肤红疹拭子及病死猴各组织样本中的犬瘟热病毒核酸结果均呈阳性，由标准曲线公
式计算出皮肤组织中的病毒载量最高；免疫组织化学染色病死猴的肺组织显示犬瘟热病毒核蛋白聚集在肺泡上皮细
胞、肺支气管和细支气管处；从病死猴皮肤组织中分离出 1 株犬瘟热病毒株，遗传进化分析表明其与越南犬中发现
的亚洲 1 型 CDV/dog/HCM/33/140816 株亲缘关系最近，基因相似度达到 98.86%。结论　综合临床症状、核酸检测、
病毒蛋白免疫组织化学法及全基因组测序分析结果，诊断该猴场的食蟹猴感染了犬瘟热病毒，建议将犬瘟热病毒纳
为饲养猴群的监测项目之一。本研究还为进一步分析犬瘟热病毒的分子生物学特性提供了基础。
[ 关 键 词 ] 犬瘟热病毒； 食蟹猴； 非人灵长类； 遗传进化
[中图分类号] Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0360-08

Diagnosis of an Outbreak of Canine Distemper in 

Cynomolgus Monkeys in an Experimental Monkey Farm in 2019
WANG Chenjuan1, YANG Lingyan2, WANG Lipeng1, SUN Xueping1, LI Jingwen1, GUO Lianxiang1, RONG 
Rong2, SHI Changjun1

(1. Suzhou Xishan Biotechnology Inc. , Suzhou 215123, China; 2. Department of Biological Sciences, School of 
Science, Xi'an Jiaotong-Liverpool University, Suzhou 215123, China)
Correspondence to: RONG Rong (ORCID: 0000-0002-7641-7684), E-mail: Rong.Rong@xjtlu.edu.cn;

SHI Changjun （ORCID: 0009-0000-9970-9930）， E-mail: changjun.shi@vrl.net

[ABSTRACT] Objective To report the diagnosis of a canine distemper virus outbreak among a colony of 
cynomolgus monkeys at an experimental monkey farm in 2019. Methods　 A total of 46 samples were 
collected from 21 diseased cynomolgus monkeys (exhibiting symptoms such as facial rash, skin scurf, runny 
nose, and diarrhea) and from one deceased monkey at an experimental monkey breeding farm in South 
China in late 2019, including serum, skin rash swabs, and anticoagulated whole blood, liver, lung, and skin 
tissues were submitted for testing. All submitted samples were tested for canine distemper virus gene 
fragments using real-time  quantitative PCR, while immunohistochemical staining was performed to detect 
canine distemper virus nucleoprotein in lung tissues. The skin tissue of the deceased monkey was ground 
and sieved. The filtrate was inoculated into a monolayer MDCK cell line for virus isolation. Then, whole-
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genome sequencing was performed to identify the isolated virus. The Clustal Omega tool was used to align 
and analyze the homology of different Asian canine distemper virus isolates. A phylogenetic tree was 
constructed, followed by genetic evolutionary analysis. Results　 Clinical retrospective analysis revealed 
that the diseased cynomolgus monkeys exhibited symptoms similar to those observed in cynomolgus 
monkeys infected with measles virus. Necropsy findings showed red lesions in the lungs and significant 
hemorrhage in the colonic mucosa. Real-time quantitative PCR detected canine distemper virus nucleic 
acid in the serum, skin rash swabs of the infected monkeys, and various tissue samples of the deceased 
monkey, all of which tested positive. Calculation based on the standard curve formula indicated the viral 
load was highest in the skin tissue. Immunohistochemical staining of the deceased monkey's lung tissue 
demonstrated aggregation of CDV nucleoprotein in alveolar epithelial cells, bronchi, and bronchioles. A 
CDV strain was isolated from the skin tissue of the deceased monkey. Phylogenetic analysis indicated that 
this strain shares the closest relationship (98.86%) with the Asian-1 type canine distemper virus strain CDV/
dog/HCM/33/140816, previously identified in dogs in Vietnam. Conclusion　 Based on comprehensive 
analysis of clinical symptoms, nucleic acid detection, viral protein immunohistochemistry, and whole-
genome sequencing results, the diagnosis confirms that the cynomolgus monkeys in this facility are 
infected with canine distemper virus. It is recommended to include canine distemper virus as a routine 
surveillance target in captive monkey populations. Additionally, this study provides a foundation for further 
research on the molecular biological characteristics of canine distemper virus.
[Key words]  Canine distemper virus; Cynomolgus monkey; Nonhuman primates; Phylogenetic analysis

犬瘟热（canine distemper，CD）是一种危害幼犬，

具有高度传染性的病毒性疾病；其发病率高且致死速

度快，可通过直接接触或飞沫传播，是一种在世界范

围内分布广泛的疾病。该病是由犬瘟热病毒（canine 
distemper virus，CDV）感染导致。CDV属于副黏病毒

科（paramyxoviridae）麻疹病毒属（morbillivirus），为

RNA病毒。副黏病毒科还包含一系列高致病性的病毒，

如麻疹病毒 （measles virus， MeV） 和牛瘟病毒

（rinderpest virus，RPV）。与具有宿主特异性的MeV和
RPV相比，CDV具有更显著的遗传多样性，其宿主范

围很广，近些年更是突破了物种屏障［1-3］。有研究显

示，CDV可以感染至少6个目、20多个科的哺乳动物，

包括家畜种群，以及自由或圈养的野生动物界的多个

物种［4-9］。CDV的主要宿主是犬和水貂，患病及带病

毒的动物为主要传染源，主要通过动物的体液（鼻涕、

唾液、尿液等）和粪便向外排毒。该病毒的组织侵蚀

性非常广泛，有报道在患病动物的肝、肺、肾、淋巴

结、脾、脑等器官组织中均可检测到病毒［10-11］。
除犬科、浣熊科、熊科、鼬科、猫科外，非人灵

长类动物对CDV也敏感［12-15］。最早感染非人灵长类动

物的病例是1989年由Yoshikawa等［13］在自然感染犬瘟

热病毒的日本猕猴中发现。近年来，CDV在非人灵长

类动物中的感染时有报道，且非人灵长类动物感染后

有2%~60%的致死率［10］。2006年，在我国广西发生过

恒河猴的感染［11］。笔者所在单位苏州西山生物技术有

限公司（下文简称本单位）在2019年底接收了一批来

自华南一猴场疑似CDV感染的食蟹猴样本。本研究通

过对患病动物临床表现症状追溯、分子生物学检测及

所分离病毒的亲缘关系分析，确诊该猴场的食蟹猴感

染了CDV；同时结合本单位多年来针对非人灵长类动

物CDV的检测数据以及该猴场的隔离检测数据，探讨

了CDV的诊断及控制措施，以期为开展CDV研究工作

的同行提供技术参考。

1　材料与方法

1.1　临床送检样本
来自华南地区某实验猴养殖场的21只患病食蟹猴

的血清、皮肤红疹拭子样本，以及 1只病死食蟹猴的

EDTA抗凝全血、破溃皮肤、肺和肝脏组织，共 46份
样本，通过冷链运输，于2019年底送至本单位。随后

本单位在 2019年底及次年 1月对送检样本进行鉴定

诊断。

1.2　主要试剂及仪器
DNA/RNA共提取试剂盒（DP422）购自天根生化

科技（北京）有限公司；随机引物由苏州金唯智生物

科技有限公司合成；逆转录酶（2641A）购自日本

TaKaRa公司；小鼠抗CDV单抗（MA1-82327）购自美

国 Thermo Fisher公司；免疫显色试剂（IHC-BD03-1）
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和DAB染色液（1904001）均购自广州安必平医药科

技股份有限公司；病毒研究用MDCK细胞系购自北京

北纳创联生物技术研究院； DMEM 维持培养基

（SH30243.01）购自美国HyClone公司。PCR仪（ABI 
7500）购自美国Thermo Fisher公司；显微镜（BX43F）
购自日本Olympus公司。

1.3　RNA 提取及实时荧光定量 PCR 反应
取 21只患病猴血清、红疹拭子及 1只病死猴的全

血、皮肤、肺和肝脏组织，用DNA/RNA共提取试剂盒

提取RNA，严格按照试剂盒说明书进行操作。提取的

RNA用 60 μL无RNA酶水洗脱，并用随机引物和逆转

录酶逆转录为 cDNA。逆转录反应体系共 20 μL，含

RNA 模板 9 μL、 100 μmol/L 随机引物 1 μL、 5×M-
MLV Buffer 4 μL、200 U/μL逆转录酶 0.5 μL、40 U/μL
逆转录酶抑制剂 0.5 μL、 2.5 mmol/L dNTP 4 μL 和

RNase-Free ddH2O 1 μL。逆转录反应程序： 42 ℃ 
10 min，95 ℃ 2 min。实时荧光定量PCR采用针对CDV
核蛋白基因设计的引物［16］：CDV-83F （5´-AGCTA-
GTTTCATCTTAACTATCAAATT-3 ）́和 CDV-83R （5´- 
TTAACTCTCCAGAAAACTCATGC-3 ）́。引物由苏州金

唯智生物技术有限公司合成。实时荧光定量PCR反应

体系共 20 μL，其中含 5 μL样本 cDNA模板（同时设

置空白对照和阳性质粒对照）、10 μmol/L上下游引物

各 0.2 μL、2×SYBR Premix 10 μL 和 ROX （50×） 0.4 
μL。在 PCR 仪中 95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，
60 ℃退火延伸 31 s（采集信号），进行 40个循环，绘

制熔解曲线。测得各样本循环阈值（cycle threshold，
Ct），根据标准曲线公式计算样本中的病毒载量（拷贝

数/μL）。
1.4　免疫组织化学法检测

病死猴的肺组织制成冰冻切片，并于室温干燥约

40 min，然后浸泡在冷丙酮中20 min，取出后室温干燥

40 min，用 PBS洗涤 3次，每次 1 min。实验组和空白

对照组分别滴加体积稀释比例为1∶50的抗CDV单抗和

PBS，两组同时进行以下操作：室温孵育60 min，然后

用PBS洗涤3次，每次1 min；再滴加体积比3%的过氧

化氢，室温孵育10 min，而后再次PBS洗涤3次，每次

1 min；滴加辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的二抗，室温孵育 20 min，然后用 PBS洗
涤 3次，每次 1 min；滴加DAB显色剂染色 3～10 min，
流水冲洗 10 min，去除切片上多余的水分，将切片依

次浸入 95%乙醇溶液、无水乙醇、环保透明剂中各 2
次，每次1 min，最后封固，镜检。

1.5　皮肤组织中病毒分离
将病死猴皮肤置于适量无菌生理盐水中，用无菌

剪刀剪碎后研磨。研磨后的样本过筛，收集滤液并用

PBS稀释至 2 mL。随后以 4 000×g离心 5 min，获得上

清液，通过 0.22 μm滤膜过滤。取 500 μL组织滤液接

种于培养的单层MDCK细胞系中作为实验组，未接种

组织滤液的单层MDCK细胞系作为空白对照组，两组

同时进行以下操作：37 ℃吸附1 h后，用PBS清洗细胞

1次，再加入含2%胎牛血清的DMEM维持培养基，在

37 ℃、5% CO2条件下培养。此后每天观察细胞，直到

出现细胞病变效应（cytopathic effect，CPE）。实验组

在第 8天时收集分离到的病毒，进行CDV特异性PCR
验证，方法同1.3节。

1.6　病毒分离株的测序及遗传进化分析
取表现有细胞病变效应的 MDCK 细胞培养液，

3 000×g离心 5 min，取上清液 20 μL加入 5 mL聚乙二

醇 6000混匀，4 ℃存放 24 h，10 000×g离心 20 min，
取沉淀用DPBS重悬。重悬液送上海探普生物科技有限

公司进行全基因组测序。用NovaSeq 6000 （Illumina）
测序仪测序，用SPAdes v3.13.0工具对病毒基因组进行

组装，并将整个开放阅读框序列存放入美国国家生物

技术信息中心管理的GenBank中。采用 Clustal Omega
工具对不同CDV分离株进行多序列比对和核苷酸百分

比同源性计算，用 Seaview 5.02［17］和 PhyML v3.1［18］

算法构建遗传发育树，并对其进行遗传进化分析。

2　结果

2.1　病毒感染食蟹猴的临床症状及剖检情况
经临床追溯，该批食蟹猴在 2019年 6月由越南购

入猴场约半年后，部分动物开始出现面部皮屑（图

1A）、红疹，随后出现流鼻涕（图1B），部分动物伴有

腹泻。这些症状与同属于副黏病毒科麻疹病毒属的麻

疹病毒感染食蟹猴的症状相似。部分病猴后期出现脓

皮症（图1C），足部皮肤增厚并破溃（图1D），这一症

状也是CDV感染食蟹猴的典型临床特征之一。解剖病

死猴后，发现其肺部呈红色病变，大肠黏膜有明显出

血，推测严重的肺炎可能是该病猴死亡的主要原因。

另外，该实验猴养殖场同期共有26只食蟹猴出现上述

症状，其中 8只死亡；本次送检样本正是来自其中的

21只患病猴和1只病死猴。

2.2　患病猴与病死猴送检样本中均检测出 CDV
核蛋白基因片段

使用CDV特异性引物对 21只患病猴和 1只病死猴
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的送检样本进行实时荧光定量 PCR检测，结果显示，

在 21只患病猴血清、红疹拭子样本及 1只病死猴的全

血、皮肤、肺和肝脏组织中均成功扩增出CDV的核蛋

白基因片段，即PCR结果全为阳性，其中 1只病死猴

全血、皮肤、肺和肝脏组织的Ct值分别为36.4、16.1、
17.7和 24.9，病毒载量分别为 1.4 拷贝/μL、4.8×105拷
贝/μL、1.7×105拷贝/μL和 2.0×103拷贝/μL，说明病死

猴皮肤中的病毒载量最高。

2.3　病死猴肺组织中检测出 CDV 核蛋白
使用针对 CDV核蛋白的抗体对病死猴的肺组织

进行免疫组织化学染色，结果显示在肺泡上皮细胞、

支气管和细支气管处均出现棕褐色的特异性染色反

应（图 2），提示病死猴的肺组织中有明显的 CDV
感染。

2.4　病死猴皮肤组织中分离出 CDV
病死猴的皮肤组织经研磨、过滤等处理后接种于

培养的单层MDCK细胞，在接种后第 4天出现疑似病

毒感染后的细胞病变效应，第 8天出现明显的细胞病

变效应（图 3A），表现为细胞重叠，部分细胞形态变

为圆形，细胞质内颗粒增多，部分细胞坏死脱落。经

CDV特异性 PCR验证为阳性后，收集分离到的病毒，

并命名为CDV/CYN/SUZ/2020株。未接种的MDCK细胞

注：大量 CDV 核蛋白抗原聚集于肺泡上皮细胞 （A）、支气管和细支气管 （B），红色箭头指示 CDV 核蛋白抗原的特异性染色 （棕褐色）。空白
对照组肺组织未见阳性表达 （C）。
Note： A large amount of CDV nucleoprotein antigen aggregated in the alveolar epithelial cells （A）， bronchi and bronchioles （B）. The red 
arrow indicates the specific staining （brown color） of the CDV nucleoprotein antigen. No positive expression in lung tissue of blank control 
group （C）.
图 2 免疫组织化学染色法检测病死猴肺组织切片中病毒蛋白表达（DAB 染色，×100）
Figure 2 Detection of viral protein expression in lung tissue sections of the deceased monkey by immunohistochemical 

staining （DAB staining， ×100）

注：A，面部有皮屑；B，流鼻涕；C，脓皮症；D，足部皮肤增厚并破溃。
Note：A， Facial skin scurf； B，  Runny nose； C， Pyoderma； D， Thickening and ulceration of foot skin.
图 1 患病食蟹猴的临床体征
Figure 1 Clinical symptoms of the infected cynomolgus monkeys
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没有出现细胞病变效应（图3B）。

2.5　CDV 分离株测序及遗传进化分析显示其是野
生型病毒株

病毒株 CDV/CYN/SUZ/2020分离自病死猴的皮肤

组织，全基因组长度为15.67 kb。其完整核苷酸序列存

入GenBank中，登录号为MT325867。该分离株的全长

开放阅读框核苷酸序列是亚洲地区具有代表性的CDV
株之一。将其核苷酸序列与亚洲地区常见的病毒株进

行比对，结果（表 1）显示：新分离的CDV/CYN/SUZ/
2020株与在越南发现的CDV/dog/HCM/33/140816株［19］

的同源性最高，为 98.86%；与中国发现的水貂

ZC1310M株也有98.44%的一致性，但与水貂CDV 3株
（疫苗株）的匹配度较低（92.14%），表明此次新发现

的食蟹猴CDV株并非来源于疫苗株，而是野生型病毒

株。另外，与其他实验猴中分离的CDV病毒株相比，

CDV/CYN/SUZ/2020 株 与 BJ-01 株［2］ 和 CYN07-dV
株［10］有 97.05%的相似性，与MKY-KM08株［2］的相

似度为96.93%。
在系统发育分析中，虽然新鉴定的CDV/CYN/SUZ/

2020株属于亚洲1型遗传谱系（图4），但它与2006年
广西犬瘟热恒河猴中分离的CDV株以及2008年北京犬

瘟热恒河猴病例中发现的病毒株均不相同，与2008年
日本食蟹猴感染病例中的病毒株也不相同。

3　讨论

有历史文献记载表明，CDV在1760年通过犬类传

入欧洲某地，并引发了广泛流行，感染后的动物死亡

率很高，最终传播到欧洲的其他地区［20-21］。CDV和

MeV均属于麻疹病毒属，具有相同的基因组结构，并

有高度相似的核苷酸和氨基酸序列。有研究表明，

CDV可能曾感染过人类，与一种人类神经性疾病——

多发性硬化症（multiple sclerosis，MS）存在某种关

联［3］。基于CDV和MeV在分子层面上的相关性，科学

家们可以用CDV来研究麻疹的发病机制，并且开发疫

苗和抗病毒疗法。尽管CDV具有宿主特异性，主要感

染犬科动物，但它仍对包括非人灵长类在内的多种动

物构成威胁。目前，国内外已有多起CDV感染非人灵

注：A，接种 MDCK 细胞后第 8 天出现细胞病变效应 （×40）；B，正
常 MDCK 细胞第 8 天未出现细胞病变效应 （×40）。
Note：A， Cytopathic effect observed in MDCK cells on the 8th day 
after inoculation（×40）； B， Normal MDCK cells without cytopathic 
effect on the 8th day （×40）.
图 3 病死猴皮肤组织滤液接种 MDCK 细胞后的病毒感染细

胞病变效应表现
Figure 3 Observation of cytopathic effect after

inoculation of MDCK cells with skin tissue
filtrate from the deceased monkey

表 1　病死猴皮肤组织中分离的 CDV 株全长开放阅读框核苷酸序列与亚洲常见 CDV 株的一致性(相似度)比对
Table 1　Sequence identity (similarity) comparison between the full-length open reading frame nucleotide sequence of the 

CDV strain isolated from the skin tissue of the deceased monkey and prevalent Asian CDV strains
（%） 

病毒株
Strains

CDV/CYN/SUZ/2020
CDV/dog/HCM/33/140816
ZC1310M
CYN07-dV
BJ-01
MKY-KM08
CDV1_TH/2014
MCL-18-Li-1/1
007Lm
CDV3

CDV/CYN/
SUZ/2020

100.00
98.86
98.44
97.05
97.05
96.93
94.28
93.54
93.93
92.14

CDV/dog/
HCM/33/

140816

-
100.00
98.73
97.31
97.30
97.18
94.54
93.78
94.25
92.37

ZC1310M

-
-

100.00
97.70
97.69
97.56
94.84
94.11
94.57
92.68

CYN07-dV

-
-
-

100.00
99.92
99.64
94.62
93.87
94.53
92.43

BJ-01

-
-
-
-

100.00
99.64
94.61
93.87
94.51
92.42

MKY-
KM08

-
-
-
-
-

100.00
94.57
93.82
94.46
92.43

CDV1_TH/
2014

-
-
-
-
-
-

100.00
94.06
94.57
92.34

MCL-18-
Li-1/1

-
-
-
-
-
-
-

100.00
93.95
91.96

007Lm

-
-
-
-
-
-
-
-

100.00
92.76

CDV3

-
-
-
-
-
-
-
-
-

100.00
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长类动物的报道，且一旦感染，没有疫苗的保护，其

发病率较高。接种MeV疫苗的动物通常也会对CDV产
生免疫反应，所产生的抗体能够识别MeV和CDV之间

保守的表位，从而为宿主提供一定程度的保护［22-23］。
因此推测，MeV免疫可能保护人类免受CDV感染，或

至少使感染者未表现出临床症状。在感染CDV并接种

MeV疫苗的非人灵长类动物模型中，动物产生的抗体

可对 CDV产生部分交叉反应，提供了一定的交叉保

护［24］。此外有文献报道，抗CDV血清治疗有助于促

进CDV感染动物的康复［11］。目前，已有CDV肽作为

候选疫苗的研制报道，未来将有更为成熟的CDV疫苗

产生［25］。
本研究中，对患病猴和病死猴的临床标本进行实

验室调查符合科赫法则［10］，本实验室的检测结果和动

物表现出的典型临床症状共同证明了CDV是导致该猴

群疾病暴发的主要原因。本研究不仅进行了CDV的核

酸检测，还检测了CDV抗体以及会导致皮疹的猴水痘

病毒（simian varicella virus，SVV）、MeV的核酸及其

抗体。结果显示，患病猴血清中的CDV和MeV抗体检

测均为阳性，而SVV核酸、抗体以及MeV的核酸检测

均为阴性，进一步说明了CDV与MeV抗体之间的交叉

反应。

本单位为实验动物第三方检测机构。回溯本单位

在2020年6月至2024年6月针对CDV的全部检测数据

显示：3 414份实验猴血清样本中CDV抗体的总检出率

为 44.11% （1 506/3 414），其中食蟹猴的 CDV抗体检

出率为 53.88% （903/1 676），恒河猴为 37.14% （361/
972），豚尾猴为 31.54% （241/764）；11 333份全血、

口腔/鼻拭子、粪便、肺组织等样本中CDV核酸的检出

率为 1.92% （218/11 333），其中食蟹猴为 1.05%
（76/7 268），恒河猴为3.49%（142/4 073）。可以看出，

CDV抗体的阳性率远高于核酸阳性率。这可能是因为

近年来随着各单位对CDV感染非人灵长类动物的认识

和了解，加强了预防与监测工作，部分动物接种了犬

瘟热疫苗，另外部分猴群接种了麻疹疫苗，而这都会

使动物产生与CDV抗原的交叉反应。因此，与抗体检

测结果相比，核酸检测的阳性率更能反映猴群的实际

感染情况。在本案例中，共有26只食蟹猴发病，其中

8只死亡；在得知检测结果后，该猴场迅速对患病动物

及与其有接触的可疑动物进行了隔离（总计约 200
只），并对隔离动物接种了CDV疫苗。此后，该猴场

出现类似CDV感染症状的实验猴大幅减少，未发现新

病例，也无新增死亡动物。鉴于此，笔者建议将CDV
纳入猴群的日常监测计划中。

据报道，从中国不同地区的狐狸、浣熊和水貂等

动物中分离出来的CDV与来自国外不同地区的CDV一
起构成了6个主要的遗传谱系，包括美国1型（大多数

疫苗株）、美国2型、亚洲1型、亚洲2型等［26-27］。亚

洲 1型CDV于 1991年首次由日本报道［28］，随后蔓延

至多个亚洲国家，包括韩国、泰国和中国［19］。近年，

图 4 基于不同 CDV 株全开放阅读框序列的系统发育分析（黑框标记的为本研究从病死猴皮肤组织中新分离的 CDV 株）
Figure 4 Phylogenetic analysis based on full-length open reading frame sequences of different CDV strains （the CDV strain 

newly isolated from the skin tissue of the deceased monkey in this study is marked with a black box）
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河南省的一个果子狸农场也暴发了CDV疫情，经全基

因组测序发现，该病毒与 1997年导致小熊猫死亡的

CDV相似度高达 98.7%~99.72%，而与美国 1型的一致

性很低；这株CDV不仅导致圈养动物的免疫衰竭，还

可能增加人畜共患风险［29］。
本研究对华南地区某养殖猴场发现CDV感染症状

的 21只患病猴的血清、皮肤红疹拭子以及 1只病死猴

的全血、皮肤、肺、肝脏样本进行CDV核蛋白基因特

异性实时荧光定量PCR扩增，结果均为CDV阳性。随

后，采用免疫组织化学染色技术检测肺组织中的CDV
抗原，发现肺泡上皮细胞、支气管和细支气管处聚集

了大量的CDV核蛋白抗原。最后，成功从CDV阳性病

死猴的皮肤组织中分离出CDV株并进行了全基因组测

序，构建了遗传发育树。遗传进化分析发现，新分离

的CDV/CYN/SUZ/2020病毒株与其他已知的亚洲 1型、

亚洲2型和CDV疫苗株存在差异，但与2014年越南发

现的 CDV/dog/HCM/33/140816病毒株相似度最高；而

越南发现的CDV株与中国河北发现的KC427278.1株亲

缘关系最接近［19］，这提示CDV的跨境传播可能发生

在中国和越南之间。随后该猴场证实，此批食蟹猴确

实是在CDV暴发感染的同年从越南引进。笔者认为，

广泛研究来自中国不同地区及不同动物种属的CDV分
离株，将有助于更好地了解中国CDV感染情况，特别

是非人灵长类动物CDV的起源和演变，同时为CDV的
诊断、疫苗研发和疾病防控提供重要支持。
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鳞状皮屑裸小鼠木糖葡萄球菌的分离鉴定
孔志豪1, 魏晓锋1, 于灵芝1, 冯丽萍1, 朱 琦1, 施国君2, 王 晨2

[1. 上海实验动物研究中心, 上海 201203;  2. 英崴沃(上海)生物科技有限公司, 上海 201203]

[摘要] 目的　拟从鳞状皮屑裸小鼠的皮肤上分离病原菌，并进行病原鉴定、溯源分析和致病性研究，以期为鳞状
皮屑裸小鼠的病原体诊断提供新的思路 。方法　对 1 只患鳞状皮屑皮肤病的裸小鼠的皮肤进行拭子采样，通过核酸
检测、细菌分离培养 、生化鉴定 、16S rDNA 基因扩增测序、全基因组测序构建系统进化树等方法鉴定菌株。然后
取 15 只 BALB/c 裸小鼠，随机分为涂擦生理盐水的对照组、涂擦 1.8×108 CFU/mL 分离病菌液的高浓度组和涂擦
1.8×107 CFU/mL 分离病菌液的低浓度组，通过动物感染试验及 HE 染色观察皮肤组织病理学变化，进行该菌株的致
病性分析。结果　送检裸小鼠的皮肤拭子样本中牛棒状杆菌核酸阴性，排除了牛棒状杆菌的感染。进一步分离培养
的病原菌经高盐甘露醇琼脂平板和血琼脂平板培养以及革兰染色提示为革兰阳性葡萄球菌。16S rDNA 测序和全自
动微生物鉴定系统鉴定结果显示，该菌株为木糖葡萄球菌。全基因组测序后的系统进化树分析显示，该菌株与韩国
叶菜分离株 （GenBank GCA_00207825.1） 的亲缘关系最近。动物感染试验显示，高浓度和低浓度分离菌液分别感
染 17 d 和 20 d 时裸小鼠头颈部和背部开始出现鳞状皮屑，之后逐渐扩散至其他部位；而且两组的皮屑症状均表现为
一过性，分别持续 7 d 和 3 d 皮屑消失；高浓度组和低浓度组的感染率均为 33.33%。与对照组相比，感染后的裸小
鼠皮肤组织病理学观察未发现明显异常，提示该菌株对裸小鼠的致病力存在明显的个体差异。结论　从患鳞状皮屑
裸小鼠皮肤上分离鉴定出 1 株木糖葡萄球菌菌株。该菌株是一种机会性感染病原体，临床表现为一过性的鳞状皮屑
症状，组织病理学并未发生明显改变，并且裸小鼠对该菌株的敏感性存在个体差异。本研究结果为免疫缺陷小鼠或
基因敲除小鼠的病原体诊断提供了数据支撑。
[ 关 键 词 ] 裸小鼠； 鳞状皮屑； 木糖葡萄球菌； 系统进化树
[中图分类号] Q95-33   [文献标志码] A  [文章编号] 1674-5817（2025）03-0368-08

Isolation and Identification of SSttaapphylococcus xylosushylococcus xylosus in Nude Mice with 

Squamous Skin Scurfs

KONG Zhihao1, WEI Xiaofeng1, YU Lingzhi1, FENG Liping1, ZHU Qi1, SHI Guojun2, WANG Chen 2

[1. Shanghai Laboratory Animal Research Center, Shanghai 201203, China; 2. INVIVO (Shanghai) Biotechnology 
Co. , Ltd. , Shanghai 201203, China]
Correspondence to: WEI Xiaofeng (ORCID: 0009-0009-5089-8342), E-mail: wei.xf@outlook.com;

YU Lingzhi (ORCID: 0009-0004-1835-3493), E-mail: yulingzhi@slarc.org.cn

[ABSTRACT] Objective To isolate pathogenic bacteria from the skin of a nude mouse exhibiting 
squamous skin scurfs, and perform bacterial identification, traceability analysis, and pathogenicity studies 
to provide a new approach for the diagnosis of pathogens in nude mice with squamous skin scurfs.
Methods　 Skin swab samples were collected from a nude mouse exhibiting squamous skin scurfs for 
nucleic acid testing, bacterial isolation and culture, biochemical identification, 16S rDNA gene amplification 
and sequencing, and whole genome sequencing to construct a phylogenetic tree. Fifteen BALB/c nude 
mice were randomized into a saline-treated control group, a high-concentration group treated with 1.8×10⁸ 
CFU/mL of the isolated bacterial suspension, and a low-concentration group treated with 1.8×10⁷ CFU/mL 
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of the isolated bacterial suspension. Pathogenicity was assessed by animal infection experiments and 
observation of histopathological changes in skin tissue using HE staining. Results The nucleic acid test for 
Corynebacterium bovis was negative, excluding infection by this organism. The pathogen isolated on 
mannitol salt agar and blood agar, combined with Gram staining, suggested a Gram-positive 
Staphylococcus species. The isolated strain was identified by 16S rDNA sequencing and a fully automated 
microbial identification system as Staphylococcus xylosus. Phylogenetic tree analysis based on whole 
genome sequencing showed that the strain was most closely related to an isolate from leafy vegetables in 
South Korea (GenBank GCA_00207825.1). In the high-concentration group,  squamous skin scurfs appeared 
on the head, neck, and back of nude mice on the 17th day post-infection, while in the low concentration 
group, similar symptoms appeared on the 20th day post-infection and gradually spread to other areas. The 
scaling symptoms were transient, lasting for 7 days in the high-concentration group and 3 days in the low-
concentration group, after which the skin returned to normal. The infection rate was 33.33% in both the 
high- and low-concentration groups. No significant pathological changes were observed in the skin tissues 
of infected mice compared to the control group, indicating marked individual differences in the 
pathogenicity of the strain in nude mice. Conclusion A strain of Staphylococcus xylosus was isolated from 
the skin of a nude mouse exhibiting squamous skin scurfs. The strain is an opportunistic pathogen that 
causes transient squamous skin scurfs without significant histopathological changes, and there are 
individual differences in the sensitivity of nude mice to this strain. These findings can provide valuable data 
for pathogen identification in immunodeficient or gene knockout mice.
[Key words]  Nude mice; Squamous skin scurfs; Staphylococcus xylosus; Phylogenetic tree 

无胸腺裸小鼠作为一种免疫缺陷动物， 是目前生

物医药领域常用的实验动物模型。裸小鼠鳞状皮肤病

是一种全身性角化过度皮炎，典型的临床症状表现为

全身皮肤出现白色鳞状皮屑［1］。牛棒状杆菌通常被认

为是引起该症状的病原体［2-3］。但是，有临床诊断病

例提示感染木糖葡萄球菌也可引起同样的临床症

状［4］。木糖葡萄球菌是一种寄居在哺乳动物皮肤的条

件致病性共生菌，但其对免疫缺陷和基因敲除的小鼠

表现出明显的致病性［5］，症状为皮炎和脓肿等［6-9］，
在这些小鼠的皮肤样本中均可分离到该菌。因此，木

糖葡萄球菌被认为是免疫缺陷和基因敲除小鼠的潜在

机会性病原体［10］。
笔者所在检测室于 2023年 8月接收到一只临床症

状为鳞状皮屑的BALB/c 裸小鼠，经核酸检测排除牛棒

状杆菌感染后，对该裸小鼠病灶区皮肤样本进行病原

分离鉴定、全基因组测序、动物感染试验和组织病理

学检测等研究，判断其感染病原为木糖葡萄球菌，并

进一步探讨该菌对裸小鼠的致病性，以期为鳞状皮屑

裸小鼠的病原体诊断提供更广阔的思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物
1只患鳞状皮屑皮肤病的裸小鼠来自上海实验动物

研究中心质监站的日常检测，对其患病皮肤进行无菌

棉拭子采样，用于病原体诊断。

用于动物感染试验的15只雄性BALB/c裸小鼠均8
周龄，购自上海必凯科翼生物科技有限公司［SCXK
（沪） 2023-0009］， 饲养在上海实验动物研究中心屏

障设施［SYXK（沪） 2019-0003］  。环境温度为20～
24 ℃，相对湿度为45%～55%，饲料 、水 、垫料和笼

盒等均经高压蒸汽灭菌，动物自由采食，光照采取

12 h/12 h昼夜交替。本实验方案通过上海实验动物研

究中心实验动物福利伦理审查委员会审查批准

（PA202303201），全程严格遵循3R原则。

1.2　主要试剂和仪器
32通道全自动核酸纯化仪及配套的磁珠法核酸提

取试剂均购自麦诺迪（上海）生物科技有限公司；全

自动微生物鉴定系统 （VITEK2 Compact）购自法国

Biomerieux 公司；荧光定量 PCR 仪（型号 CFX Opus 
96）购自美国 Bio-Rad 公司；荧光定量 PCR 反应液 
TaqManTM Gene Expression Master Mix （批号 2654759）
购自美国 ABI 公司； 高盐甘露醇琼脂平板（批号

20230801）和血琼脂平板 （批号 20230808）均购自上

海科玛嘉微生物技术有限公司；革兰染色试剂（批号

230109）购自杭州滨和微生物试剂有限公司。生物荧

光显微镜（型号 Imager A1）购自德国Carl Zeiss公司。
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Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒购自生工生物工

程（上海）股份有限公司。

1.3　DNA 提取及核酸检测
将鳞状皮屑皮肤患处采集的拭子样本置于2 mL离

心管中，加入 1 mL无菌生理盐水，浸泡 5～10 min后
振荡 30 s，取 200 μL菌悬液进行全基因组DNA提取。

按照32 通道全自动核酸纯化仪及配套的磁珠法核酸提

取试剂说明书操作。

采用中国实验动物学会团体标准 T/CALAS 20—
2017推荐的实时荧光定量PCR法［11］检测牛棒状杆菌。

PCR 扩增上游引物序列为 5´ -CGGCAGGGACGAA-
GCTT-3´，下游引物序列为 5´-CACGTAGTTAGCCG-
GTGCTTCT-3´，探针序列为 FAM-TGTGACGGTAC-
CTGCAT-MGB。引物和探针均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。PCR扩增条件：50 ℃ 2 min；
95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40个循环。以牛

棒状杆菌扩增片段的重组质粒作为阳性对照，以牛棒

状杆菌阴性正常小鼠的皮肤组织DNA为阴性对照。

1.4　细菌培养及革兰染色镜检
按中国实验动物学会团体标准T/CALAS 92—2020

推荐方法［12］进行木糖葡萄球菌的常规分离培养。用

无菌棉拭子蘸取生理盐水后，刮取鳞状皮屑，将拭子

涂在高盐甘露醇琼脂平板，36 ℃培养 24 h，观察菌落

生长结果。挑取直径为（1.0±0.5） mm，表面光滑，

呈白色圆形凸起，周围有晕环的疑似菌落，在血琼

脂平板上进行单菌落培养，36 ℃培养 24 h后，按革

兰染色试剂说明书推荐步骤进行革兰细菌染色。用

生物荧光显微镜（1 000 倍）观察视野内菌落形成

情况。

1.5　菌落基因组提取及菌种鉴定
收集纯培养的菌落，送至生工生物工程（上海）

股份有限公司进行菌种鉴定。用Ezup柱式细菌基因组

DNA抽提试剂盒进行菌落基因组提取。以16S rDNA通
用扩增引物27F（5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 ）́
和 1492R （5´ -GGTTACCTTGTTACGACTT-3）́ 进 行

PCR扩增。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。PCR反应体系：10×PCR Buffer 5 μL，25 mmol/L 
MgCl2 2 μL，2 mmol/L dNTP 0.5 μL，10 μmol/L的 27F
和 1492R 引物各 1 μL， 5 U/μL 的 Taq DNA 聚合酶

0.5 μL，基因组DNA 1 μL，加水至 25 μL。普通 PCR
扩增条件：94 ℃预变性 5min；94 ℃ 30 s，60℃ 30 s，
72℃ 1 min，35 个循环； 72 ℃延伸8 min 。PCR产物经

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后，进行 16S rDNA测序分

析，同时用全自动微生物鉴定系统进行菌种确认。

1.6　全基因组测序及系统进化树分析
收集纯培养的菌落，送至生工生物工程（上海）

股份有限公司进行二代全基因组测序。全基因组测序

的主要过程：用MagPure 细菌DNA提取试剂盒提取细

菌基因组DNA，用 Illumina NovaSeq 6000测序系统构建

文库。整个基因组DNA被随机片段化，平均大小为 
200～400 bp。所选片段经过末端修复、3´腺苷酸化、

接头连接和PCR扩增。用磁珠纯化后，用Qubit 4.0 荧
光计进行文库定量，并通过2%琼脂糖凝胶电泳评估文

库的长度。在 Illumina NovaSeq 6000平台上测序，然后

用Trimmomatic（v0.36）工具对初始读取的片段进行过

滤，去除低质量碱基，获得质量合格的片段。使用

SPAdes（v.15）工具完成基因组组装后，采用Gapfiller
（v1.11）软件填补基因组空白。

以核心基因集的单拷贝基因集为多序列比对结果，

以 Neighbour-joining 聚类方式，构建该分离菌株的系

统进化树（核心基因树），以自展值百分比（bootstrap 
percentage，Bp）评估进化树分支可信度。

1.7　动物感染试验及组织病理学观察
将15只BALB/c裸小鼠随机分为3组：对照组3只，

高浓度组 6只，低浓度组 6只。适应性饲养 3 d后，对

照组用灭菌棉签蘸取生理盐水 100 μL，沿裸小鼠颈背

部脊柱滚动涂擦所在区域的皮肤；以 1.8×108 CFU/mL
为高浓度组，1.8 × 107 CFU/mL为低浓度组，用灭菌棉

签分别蘸取不同浓度的纯培养的分离菌液均 100 μL，
对相同部位进行感染。每天早上9：00观察记录3组裸

小鼠的临床症状，对首次发现皮屑的时间记录为皮屑

第1天，感染28 d后，将所有裸小鼠行CO2窒息并脱颈

椎法安乐死。

采集裸小鼠的背部脊柱位置皮肤，经 10%甲醛溶

液固定、石蜡包埋、切片（由上海千崖康药生物科技

有限公司完成） 后，通过常规苏木精 - 伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色观察组织病理学变化。

2　结果

2.1　核酸检测显示该鳞状皮屑病原菌并非牛棒状
杆菌

针对牛棒状杆菌的核酸检测结果表明，这只患鳞

状皮屑的裸小鼠的皮肤拭子样本用于实时荧光定量

PCR未出现典型的扩增曲线（图 1），提示牛棒状杆菌

核酸阴性。
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2.2　细菌培养显示该鳞状皮屑病原菌为革兰染色
阳性葡萄球菌

将鳞状皮屑裸小鼠的皮肤拭子样本在高盐甘露醇

琼脂平板上培养，生长出的菌落直径为（1.0±0.5）mm时，

表面光滑，呈白色圆形凸起，周围有晕环（图2A）。而在

血琼脂平板上菌落直径长至为（1.0±0.5）mm时，边缘整

齐，表面光滑，且呈不溶血的灰白色圆形凸起，周围

无晕环（图 2B）。进一步的革兰染色结果显示阳性

（图2C）。
2.3　菌种鉴定显示病原菌为木糖葡萄球菌

从这只鳞状皮屑裸小鼠的皮肤拭子中分离培养的

病原菌提取菌落基因组后，测得的 16S rDNA序列经

BLAST比对，发现与木糖葡萄球菌的16S rDNA序列同

源性为 99.86%。用全自动微生物鉴定系统鉴定该菌株

的置信度达 95%（表 1）。综合两种鉴定方法，结果提

示该分离菌为木糖葡萄球菌。

2.4　分离菌株的系统进化树构建
全基因组测序后系统进化树分析结果表明，本分

离株与韩国叶菜分离株 （GenBank GCA_002078255. 1）
的亲缘关系最近（Bp为100）（图3）。然后将本次的分

离株命名为 slarc01，提交 GenBank，登录 ID 号为

JBHOFF000000000。
2.5　分离培养菌感染动物后的临床表现

动物感染试验显示，生理盐水对照组裸小鼠未出

现皮屑（图 4A），而分离菌高浓度组和低浓度组的裸

小鼠分别在 17 d和 20 d时头颈部和背部开始出现鳞状

皮屑，随后逐渐扩散至其他部位，鳞状皮屑增多。症

状较轻的小鼠仅颈部和背部出现皮屑（图 4B）；症状

严重的则在面部、头部、大腿外侧、背部及腹部均有

皮屑（图4C和4D）。皮屑症状表现为一过性：高浓度

组较为严重，持续 7 d后皮屑消失；低浓度组症状较

轻，持续3 d后皮肤恢复至原来的状态。高浓度组和低

浓度组均各有 2 只裸小鼠出现皮屑，感染率均为 
33.33%（2/6），其中高浓度组的鳞状皮屑症状较为严

重，裸小鼠均抓咬背颈部等出现皮屑的位置。结果表

明，木糖葡萄球菌感染后裸小鼠临床症状存在个体

差异。

2.6　分离培养菌感染后的皮肤组织病理学变化
HE染色显示，与对照组（图 5A）裸小鼠相比，

低浓度组（图5B）和高浓度组（图5C）出现皮屑的裸

小鼠其背部脊柱位置的皮肤表皮结构、真皮毛囊（黑

色箭头）和皮脂腺（红色箭头）结构均完整，无明显

充血、出血、炎症及坏死等病理性改变。

图 2 分离菌株在高盐甘露醇琼脂平板（A）和血琼脂平板（B）上的菌落形态图以及革兰染色镜检图（C）
Figure 2 Colony morphology on mannitol salt agar plate （A） and blood agar plate （B） and Gram staining microscopic 

examination （C） of the isolated strain

注：红色曲线代表阳性对照，黑色曲线代表阴性对照， 绿色曲线代
表样本。蓝色直线代表阈值线。
Note： Red curve shows the positive control. Black curve shows 
the negative control. Green curve shows the sample. Blue line 
shows the threshold line.
图 1 实时荧光定量 PCR 检测显示牛棒状杆菌阴性
Figure 1 Detection of Corynebacterium bovis was 

negative by real-time fluorescence PCR
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3　讨论

2023年，本实验室接检一只鳞状皮屑裸小鼠，根

据其临床症状首先怀疑是牛棒状杆菌感染。然而，取

该裸小鼠皮肤样本经核酸检测，结果显示牛棒状杆菌

核酸阴性。接着采用细菌分离培养的方法，从其皮肤

中分离出大量革兰阳性球菌，16S rDNA测序菌种鉴定

和全自动微生物鉴定系统均显示该菌为木糖葡萄球菌。

经回访，送检该患病裸小鼠的设施按国家标准规定的

SPF级动物病原体项目每季度进行检测，结果均为阴

性；且该设施温湿度符合国家标准要求，在同一设施

饲养的其他裸小鼠未发现该病变，因此排除温湿度或

其他药物因素等引起该病的可能。

木糖葡萄球菌通常被认为是一种非致病性共生细

菌。但是，作为一种机会性致病病原菌，木糖葡萄球

菌在免疫缺陷或基因敲除小鼠中可表现为不同的皮肤

炎症［4，10，13-14］。本研究结果提示，这只鳞状皮屑裸小

鼠可能由木糖葡萄球菌感染导致。2012年的另一例临

床诊断报告也阐述了类似的研究结果假设［4］。病原菌

鉴定结果反馈后，送检单位对出现该临床症状裸小鼠

的供应商提供的所有动物进行了进一步排查，即对新

购动物在接收当日进行采样送检，结果发现其中两家

动物供应商的多个批次均检测出木糖葡萄球菌阳性，

提示该细菌可能由供应商动物本身携带，且在国内动

物供应商种群中并非偶发。因此，笔者建议：虽然木

糖葡萄球菌未列入国家标准 SPF级动物病原体排除列

表，但仍应引起实验动物使用单位的注意［15］。

表 1　分离菌株的生化鉴定结果显示为木糖葡萄球菌
Table 1　Biochemical identification results indicating that 

the isolated strain was Staphylococcus xylosus
生化项目

Biochemical items
D-苦杏仁甙   D-amygdalin
磷脂酰肌醇磷脂酶 C 
Phosphatidylinositol phospholipase C
D-木糖   D-xylose
精氨酸双水解酶 1   Arginine dihydrolase 1
β-半乳糖苷酶   β-galactosidase
α-葡糖苷酶   α-glucosidase
丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶 
Ala-Phe-Pro-arylamidase
环糊精   Cyclodextrin
L-天冬氨酸芳胺酶   L-aspartate arylamidase
β-半乳糖吡喃糖苷酶   β-galactopyranosidase
α-甘露糖苷酶   α-mannosidase
磷酸酶   Phosphatase
亮氨酸芳胺酶   Leucine arylamidase
L-脯氨酸芳胺酶   L-proline arylamidase
β-葡萄糖醛酸酶   β-glucuronidase
α-半乳糖苷酶   α-galactosidase
L-吡咯烷酮芳胺酶   L-pyrrolidonyl-arylamidase
β-葡萄糖醛酸酶   β-glucuronidase
丙氨酸芳胺酶   Alanine arylamidase
酪氨酸芳胺酶   Tyrosine arylamidase
D-山梨醇   D-sorbitol
尿素酶   Urease
多黏菌素 B   Polymyxin B
D-半乳糖   D-galactose
D-核糖   D-ribose
L-乳酸盐碱化   L-lactate alkalinization
乳糖   Lactose
N-乙酰-D-氨基葡萄糖   N-acetyl-D-glucosamine
D-麦芽糖   D-maltose
杆菌肽耐药   Bacitracin resistance
新生霉素耐药   Novobiocin resistance
6.5%NaCl 中生长   Growth in 6.5% NaCl
D-甘露醇   D-mannitol
D-甘露糖   D-mannose
甲基-β-D-吡喃葡萄糖苷   Methyl-β-D-glucopyranoside
支链淀粉   Pullulan
D-棉子糖   D-raffinose
O/129 耐药   O/129 resistance
水杨素   Salicin
蔗糖   Saccharose/Sucrose
D-海藻糖   D-trehalose
精氨酸双水解酶 2   Arginine dihydrolase 2
奥普托欣耐药   Optochin resistance

鉴定结果
Results

-

-

+
+
+
+

-

-
-
-
-
+
-
-
+
-
+
+
-
-
-
+
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
+
-
+
+
-
+

注：1 代表分离菌株 slarc01 。Bp 代表自展值百分比。
Note： “1” represents the isolated strain slarc01. “Bp” represents 

the bootstrap percentage.
图 3 分离菌株基于单拷贝基因集的系统进化树分析
Figure 3 Phylogenetic tree analysis based on single-copy 

orthologue of the isolated strain
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为了深入了解木糖葡萄球菌对裸小鼠的致病性，

本研究将分离的菌株进行了动物感染试验，设置低浓

度组、高浓度组与对照组共 3组。细菌接种后，每天

笼边观察记录临床症状，28 d后结束试验。结果发现，

高浓度组和低浓度组分别有 2只裸小鼠皮肤上出现白

色不规则鳞状皮屑，其中 1只症状轻微的仅出现在头

颈部和背部，另1只严重者的皮屑几乎完全覆盖背部、

肩部、头部和胸腹部皮肤，和文献［4］描述的临床症状

基本一致。不同的是，本研究中的裸小鼠皮屑临床症

状为一过性，3～7 d即消失，没有明显脱落，而文献

［4］中的皮屑伴有部分不规则地脱落，这可能是因为文

献［4］中皮屑症状比较严重，已出现厚厚的成片的皮屑

结块，因此容易脱落。本研究中，高低浓度两组各有

4只裸小鼠未出现皮屑，表明裸小鼠感染木糖葡萄球菌

存在个体差异。以往文献有报道，木糖葡萄球菌作为

皮肤病原体的致病能力还存在物种特异性差异［16-17］。
本研究中组织病理学HE染色结果表明，低浓度组

和高浓度组出现皮屑的裸小鼠与对照组裸小鼠的表皮

层结构以及真皮层毛囊和皮脂腺结构均完整，均无明

显的充血、出血、炎症及坏死等病理性改变。这同以

往文献的结论是一致的：在吞噬细胞超氧化物正常产

生但有其他免疫缺陷的小鼠中，偶尔会出现浅表病变，

注：A，颈背部皮肤涂擦生理盐水的对照组；B，颈背部皮肤涂擦1.8×107 CFU/mL分离培养菌液的低浓度组；C，颈背部皮肤涂擦1.8×108 CFU/mL
分离培养菌液的高浓度组腹部症状；D，颈背部皮肤涂擦 1.8×108 CFU/mL 分离培养菌液的高浓度组背部症状。
Note ： A ， Control group of applying physiological saline solution to the skin on the neck and back ； B ， Low concentration group of 
1.8×107 CFU/mL isolated bacterial solution applied to the skin on the neck and back； C， Abdominal symptoms in the high concentration 
group of isolated bacterial solution with a concentration of 1.8×108 CFU/mL applied to the skin on the neck and back； D， Back symptoms in 
the high concentration group treated with 1.8×108 CFU/mL isolated bacterial solution applied to the skin on the neck and back.
图 4 不同组别裸小鼠感染分离菌液后出现皮屑的临床表现
Figure 4 Clinical manifestations of scaling in different groups of nude mice infected with isolated bacterial suspension

注：A，对照组；B，低浓度组；C，高浓度组。黑色箭头指示真皮毛囊，红色箭头指示皮脂腺 （比例尺大小为 200 μm）。
Note： A， Control group； B， Low concentration group； C， High concentration group. Black arrow indicates dermal hair follicle； red arrow 
indicates sebaceous gland （Scale bar： 200 μm）.
图 5 分离菌感染后鳞状皮屑裸小鼠的皮肤组织病理学变化（HE 染色，×100）
Figure 5 Pathological changes in skin tissues of nude mice with squamous skin scurfs after infection with isolated bacteria 

（HE staining， ×100）
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仅限于眼睑、眼结膜和皮肤；而在吞噬细胞超氧化物

缺失的小鼠中，木糖葡萄球菌感染会导致严重的组织

病理学变化，包括淋巴结、肺、肌肉和骨骼等［6，18］。
文献［19-20］中，木糖葡萄球菌感染的裸小鼠组织病理

学表现均有严重的表皮角质化、真皮层水肿和炎性细

胞浸润等，导致该差异的原因可能跟菌株有关。菌株

不同，毒力可能不同，临床症状和组织病理学结果也

可能不同。另外，还有一篇文献报道木糖葡萄球菌感

染的裸小鼠出现了皮角质化、真皮层水肿和炎性细胞

浸润等临床症状，但这仅是一篇临床病例报道，并没

有进行动物致病性实验［4］。
由于皮肤黏膜中共生微生物、免疫和环境因素之

间的复杂相互作用，木糖葡萄球菌引起裸小鼠发生鳞

状皮屑疾病的机制尚未阐明。金黄色葡萄球菌肠毒素

B 或 其 衍 生 的 α 毒 素 可 诱 导 白 细 胞 介 素 17A
（interleukin-17A，IL-17A）分泌，导致角质形成细胞

异常增殖和炎性细胞募集［21-23］。木糖葡糖球菌是否通

过诱导 IL-17A分泌，导致角质形成细胞异常增殖和炎

性细胞募集有待进一步研究。本研究中动物感染试验

的给药方式是涂擦皮肤，结果表明木糖葡萄球菌可通

过接触方式进行传播，是否存在其他传播方式尚有待

研究。在后续研究中，还可进一步探讨木糖葡萄球菌

的致病机制，包括感染剂量、宿主个体差异等对病变

程度的影响。本研究基于全基因组序列建立了该分离

菌株的系统进化树，溯源分析后发现该菌株与韩国叶

菜分离株（GenBank GCA_002078255.1）的亲缘关系最

为接近，提示两者之间可能存在着未知途径的传播。

需要指出，本研究存在一定局限性。例如：（1）
根据木糖葡萄球菌的动物感染试验中阴性对照未发生

鳞状皮屑得出结论尚不够严谨，如果能排除引起鳞状

皮屑的其他病原菌感染或合并真菌感染的可能性则更

有说服力；（2）使用的实验动物品种、品系、性别、

年龄和数量，以及使用的分离菌株有限。排除上述局

限性后得出木糖葡萄球菌对裸小鼠有鳞状皮屑致病性

的结论才更为准确和可靠。

综上所述，动物感染试验表明，本研究中分离的

木糖葡萄球菌菌株对裸小鼠鳞状皮肤病是一种机会性

感染病原体，临床表现为一过性的鳞状皮屑症状，组

织病理学并未发生明显改变，并且裸小鼠对该菌株的

敏感性存在个体差异。因此，不仅牛棒状杆菌，木糖

葡萄球菌也可能使免疫缺陷裸小鼠出现鳞状皮肤病。

为提高实验动物兽医师对该菌的认识和关注程度，避

免木糖葡萄球菌感染导致免疫缺陷小鼠或基因敲除小

鼠损失，迫切需要深入研究木糖葡萄球菌对免疫缺陷

小鼠或基因敲除小鼠皮肤的致病性及其科学意义。
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无替代，何谈取消
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在本栏目的开始，我们讨论过“为什么要开展动

物实验”［1］以及“如果动物实验不严谨”等问题［2］，
读者朋友们对动物实验的作用及其重要性有了初步认

识，但这还远远不够。近年来，国内外有关“动物实

验将全面替代或取消”的舆论氛围很浓，大有误导公众

的迹象。因此，这一期我们就从“替代”的角度，进一

步探讨现如今是否真到了可以取消动物实验的时候。

2025 年 4 月，美国食品药品监督管理局（Food 
and Drug Administration，FDA）发布公告，宣称将在单

克隆抗体（monoclonal antibody）等药物研发中采用一

系列“新的替代方法”（new alternative methods，
NAMs），包括基于人工智能的毒性计算模型、细胞系

及实验室环境下的类器官毒性测试等，以此来替代或

减少动物实验的使用［3］。公告发布后，立即引发了科

学界、医药界、实验动物产业界等相关领域专业人士

及普通公众的广泛关注。尽管FDA的这一举措在保护

动物福利和推进科研进步方面展现出积极姿态，但我

们必须认识到，目前“替代动物实验”方法尚未达到

普遍适用的程度，也未真正成熟到可以完全取代动物

实验的阶段。

实际上，早在2022年9月29日，美国前总统拜登

签 署 新 的 “FDA 现 代 化 法 案 2.0”（The FDA 
Modernization Act 2.0）时［4］，国内就曾出现“FDA取
消动物实验”之类的过度解读。该法案修改了FDA延
续了80多年的药品临床试验申请政策——即所有药品

在申请临床（人体）试验前，必须先通过动物实验来

验证其安全性和有效性。这一制度性变动在全球范围

内引发热议，许多人误认为该法案的出台意味着FDA
将完全取消动物实验。

美国FDA成立于1906年，主要使命是保护消费者

免受品牌虚假宣传的误导，以及掺假食品、药品和化

妆品的侵害［5］。作为公共卫生的守护者，FDA在美国

医药行业中发挥着举足轻重的作用，是药物上市前的

监管和审查机构，其职责是确保药物的获益大于潜在

风险。

在新药研发过程中，候选药物进入临床试验阶段

之前，必须接受急性、慢性、发育、生殖毒性以及致

癌性的全面评估，以确保其在人体应用中的有效性和

安全性［6］。由于许多干预性实验无法在人类身上直接

进行，因此实验动物如小鼠、大鼠、兔、猪、猫、犬

和非人灵长类动物被广泛应用于临床前研究。这主要

得益于实验动物在遗传组成、分子靶标及代谢途径等

方面与人类具有高同源性，为候选药物应用于人体提

供了可外推的安全性窗口。

有人将FDA现代化法案2.0的出台等同于取消动物

实验，是对该法案的片面理解。该法案仅规定动物实

验不再是递交临床试验申请的强制前提；若申请方能

提供充分的科学数据证明候选药物的安全性与有效性，

也可以开展临床试验。这是FDA鼓励多种动物替代方

法的举措之一，而非彻底否定动物实验。作为美国公

· 科普讲坛 ·
Talk About Science

376



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineJun . 2025, 45(3)

共卫生的守门人，FDA仍需将临床试验风险降至最低。

建立无动物药物测试体系，一直是科学界追求的

重要目标。尽管在某些领域已开发出经过验证的非动

物测试方法（如皮肤刺激测试），但在大多数毒理学与

药理学安全评价中，替代技术仍不成熟或尚未通过验

证［7］。此外，科学界也在不断努力推动更广应用领域

的动物实验替代方法的开发和应用。然而，完全替代

仍是长远愿景，而非即时实现。因此，FDA现代化法

案2.0反映了全球范围内在减少动物实验依赖方面的努

力，却并不意味着动物实验将被彻底抛弃［8］；在缺乏

公认且经过验证的替代方案出台之前，动物实验仍是

药物临床前评价的基石。

在此次公告中，FDA提出在未来1～3年内，基于

现有数据减少动物实验，把单克隆抗体药物的动物实

验周期由 6个月缩短到 3个月，并鼓励企业提交NAMs
数据以“取代”动物实验［9］。然而，这一愿景在落地

时面临诸多挑战：（1）人体系统的复杂性远超细胞模

型和体外实验所能模拟的范围［10］。目前的体外测试、

类器官及计算机模拟尚无法完整覆盖药物在体内的代

谢、免疫反应及毒理学特性。（2） FDA若想缩减乃至

取消动物实验，必须确保替代方法在科学与临床层面

足以支撑新药的安全性和有效性评估，而目前能被监

管部门直接写入法规的替代技术寥寥无几。（3）单克

隆抗体的应用广泛，涉及癌症免疫治疗、炎症、自身

免疫等重大疾病领域，若NAMs尚未成熟便贸然减少

动物实验，恐无法有效保障受试者与未来患者的安全。

1　化妆品研发中完全替代动物实验的实践

要深入理解完全替代动物实验所面临的挑战，不

妨回顾一下欧盟在全面禁止对化妆品开展动物实验的

实践过程。自2004年起，欧盟提出要分阶段禁止对化

妆品进行动物实验，计划至2013年全面禁止。然而实

践表明，在禁令实施后的十年间，欧盟境内几乎未见

有专为化妆品研发的新分子问世。为了推进产品更新

换代和多样化，化妆品企业只能沿用在医药、化工等

领域已完成安全性验证的原料，或在既有安全原料基

础上进行配方与功效叠加，达成产品创新。原因在于

一旦采用全新分子，就需要提交安全性数据，若缺乏

欧盟认可的替代测试方法，便无法完成评价。此外，

欧盟“Regulation 1223/2009 and the cosmetic products 
enforcement regulations 2013：Great Britain”仅涉及消

费者的安全，却未涵盖工人在生产过程中暴露于化学

品的风险；这部分风险由欧洲化学品管理局

（European Chemicals Agency，ECHA）监管。因此，当

企业违规使用未经充分安全验证的原料时，仍可能被

ECHA 要 求 补 充 动 物 实 验 数 据 ［如 同 柳 酸 盐

（homosalate） 和水杨酸 2- 乙基己酯 （2-ethylhexyl 
salicylate）［11］］。可见，即便在相对低风险的化妆品领

域，“零动物实验”也并非易事。

化妆品与单克隆抗体的风险级别以及动物实验替

代门槛截然不同：前者多为局部、低剂量暴露，关键

毒理终点主要集中在皮肤或眼睛刺激及致敏性方面，

并且已经开发出若干经验证的NAMs［12］；而单克隆抗

体药物通常经静脉或皮下注射，随后全身分布，因此

需要评估其免疫原性、细胞因子风暴与靶点相关失调

等复杂终点。这些差异决定了NAMs在化妆品领域的

应用门槛远低于疾病治疗用的单克隆抗体药物。

2　动物实验替代方法开发的困境

要让NAMs真正升格为监管层面的“黄金标准”，

必须依赖毒理学、系统生物学与监管科学的深度协作，

才能建立NAMs与真实世界数据的闭环证据链，同时

还需要进行可靠性或相关性标准的多实验室验证，最

后提交FDA进行资格认证。十多年来，化妆品业界投

入了大量资金进行动物实验替代方法的研究。例如，

仅在 2007—2011年，欧盟官方就投入了约 2.4亿欧元

用于推动动物实验替代的实验技术研究［13］。然而，完

全替代动物实验的测试方法至今仍屈指可数，目前大

部分方法只能作为辅助方式或部分减少动物的使用量，

无法完全脱离对动物实验的依赖。以目前唯一被验证

可用于测试急性口服毒性的新方法——3T3中性红成

纤维细胞光毒替代试验为例［14］，其作用只能是通过为

在体实验提供起始剂量参考来减少实验动物的使用数

量，并不能完全替代动物实验，因此该方法也仅能作

为测试策略或“证据权重法”的一部分，无法单独用

于评估被试品的安全性。另一个动物替代技术是经济

合 作 与 发 展 组 织 （The Organisation for Economic 
Cooperation and Development，OECD）推出的皮肤致敏整

合法（OECD TG 497）［15］，从提出到列入国际认可的

测试指南耗时整整十年。由此可见，动物实验替代虽

然是我们追求的最终目标，但完全替代仍是遥不可及。

3　动物实验替代的舆论导向和引导

事实上，早在1996年，化妆品行业就将“无虐待

动物”认证纳入市场推广；欧盟发布相关禁令后，“无

动物实验”的标签更加普及，却也放大了消费者对替
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代技术成熟度的误解。由于这类片面宣传占据了主导

地位，公众误以为替代方法已足够成熟，购买时高度

关注“无动物实验”标签。同时，由于社会对动物福

利保护的高度关注，“是否进行动物实验”成了舆论讨

论的焦点。然而，“是否已有或正在研发足以替代动物

实验的其他方法”这一问题，却往往被人们忽视。若

缺乏科学普及和公众教育，消费者可能会误以为“所

有动物实验都可以说停就停”。然而现实是，如果目前

尚无完善的替代方案，贸然放弃动物实验只会带来更

大的安全隐患。

由此可见，加强对公众的科普，把社会讨论的焦

点从“做没做动物实验”转向“替代技术如何验证、

何时落地”尤其重要。当前公众的注意力仍过度集中

于前者，而对替代技术的成熟度缺乏足够认知。为了

避免这种本末倒置的现象，需要科研工作者、监管部

门与产业界通力合作，共同加大资源投入，并系统推

进药物安全性评价的替代方案开发与推广验证。

综上所述，FDA公告提出的“减少并优化动物实

验”方向本身值得肯定；科学研究也理应朝着更人道、

更经济、更精准的方向迈进。但在“无替代”之前，

谈“取消”无异于缘木求鱼。只有建立充分可靠的新

方法学并构建数据库支撑，才能逐步降低动物实验占

比，最终实现完全替代；反之，便会陷入“新屋未成、

旧屋先拆”的窘迫境地，既牺牲科学严谨性，也无法

真正保障消费者与患者安全。

作为全球最具影响力的药品监管机构之一，美国

FDA的决策向来是各国法规的风向标。若仓促放宽动

物实验要求，可能导致其他地区在药物审批标准上盲

目跟进，带来监管混乱。毕竟科学稳健才是药品安全

的基石，在NAMs未成熟前，应循序渐进、可量化地

减少动物实验，而非以一句“全面取消”的口号为公

众制造不切实际的期待。欧盟化妆品禁令的经验表明，

要真正替代动物实验，需要投入巨额资金、庞大人力

和漫长时间；而在单克隆抗体这类对安全与有效性要

求极高的药物领域，“一刀切”地取缔动物实验很可能

会产生难以估量的风险。

因此，科学界尤其是实验动物科技界有责任让公

众了解动物实验替代的实践进程及其内涵。事实上，

就目前而言，尚无替代，何谈取消？
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