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小鼠福利受损模型的建立

及营养干预作用的研究

杨   斐，胡   樱, 许兰文

(复旦大学实验动物科学部，上海200032)

[摘要]   目的   探索建立实验小鼠的福利受损模型，并研究营养干预对模型小鼠福利的改善作用。

方法   以反复制动模拟常规实验处置对小鼠的福利损害，测定与福利相关的神经内分泌、免疫、

生化、生长指标和饲料效价，评价其在实验中消耗的生物学代价；采用营养咬棒对模型小鼠同步

干预，测定相关指标。结果    制动小鼠体增重和饲料效价(FER)显著降低(P<0.01)，血清促肾

上腺皮质激素(ACTH)、皮质酮(CORT)、肾上腺素(EPI)、去甲肾上腺素(NE)水平显著升高(P<0.01)，

血清 β-内啡肽(β-EP)、白介素-2(IL-2)水平、脾脏指数、外周血白细胞总数(WBC)、脾脏T 、B
淋巴细胞增殖能力(SIT,  SIB)显著降低(P <0.05， P <0.01)。与模型对照组比较，营养咬棒组CORT、

ACTH 、EPI 和 NE显著降低(P<0.05)，脾脏指数、脾脏T 、B 淋巴细胞增殖能力、IL-2 和 WBC

显著升高(P<0.05，P <0.01)。结论   制动小鼠再现了福利损害时动物的神经内分泌紊乱、免疫抑

制和生长抑制状况，可作为福利受损的动物模型，营养干预有助于改善制动小鼠的神经内分泌紊

乱和免疫抑制。
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在实验动物福利技术研究领域，近年来越来

越多的证据表明常规的实验处置手段能够引起动物

的应激反应，如不予及时控制和干预，往往导致

额外的福利损害[1]，不仅降低了实验动物的福利水

平，也在一定程度上干扰了科学研究。对此类福

利损害的技术评价和干预，正成为该领域的热点问

题。然而，由于缺乏合适的动物模型，这方面的

研究受到极大限制，迄今为止尚未形成统一的评价

指标和成熟的干预技术。本研究参考制动术

（restraint）的方法，采用小鼠建立实验性福利受

损动物模型，并根据动物在应激状态下的营养需求

特点和小鼠的行为习性对模型动物进行营养干预，

初步探索该模型在动物福利评价和干预技术研究中

的意义, 以及采取营养干预改善小鼠福利的可行性。

1  材料与方法

1.1   动物

清洁级封闭群雄性KM 小鼠192 只，20~22 日

龄, 购自复旦大学实验动物科学部, 并在该部SPF级

动物实验设施内进行[SCXK(沪)2005-0002，SYXK

(沪)2002-0011]。动物饲养于无色透明塑料小鼠盒

内(尺寸为294 mm×202 mm×135 mm), 4只/笼,

采用12 h明 / 暗光制，照明时间7∶00~19∶00。

1.2   主要仪器和试剂

上海精科MP502B型电子秤, 双圈牌MA110 型

电子分析天平，德国Eos-bravo 全自动生化分析

仪，日本pocH-100iv Diff全自动动物血液分析仪，

美国Bio-Tek Elx800 USA 酶标仪，美国SHELLAB

C O 2 培养箱。
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生化常规指标(血清总蛋白、血糖、总胆固

醇)测定试剂由北京利德曼生化技术有限公司提供。

激素和细胞因子( 小鼠皮质酮、促肾上腺皮质激

素、肾上腺素、去甲肾上腺素、β - 内啡肽、白

细胞介素- ２)测定试剂盒全部为血清型，系美国

RapidBio公司产品，购自上海轩昊科技发展有限公

司。ConA、LPS、MTT 和 RPMI-1640 培养基为

Sigma 公司产品。

1.3   实验分组和处理

1.3.1   福利受损模型建立   研究观察期为9 d，分组

和处理如下: 对照组，48只, 常规饲养，不作任何

实验处理, 实验组, 48只, 每日早(7∶00-8∶00)

晚(18∶00-19∶00)各制动1 h，具体操作为：将

小鼠水平装入自制塑料制动器，调节制动器活塞使

之限制小鼠进退和掉头，但不产生压迫感，实验

处理同时禁饮食。非处理时间的饲养管理操作和环

境条件控制同对照组。

1.3.2    营养干预研究   观察期为14 d，分组和处理

如下: 模型对照组，48只，处理同1.3.1实验组。

干预组，48 只，处理同模型对照组，自处理之日

起采用营养咬棒同步干预，具体操作为：白天

2次处理间隙给予营养咬棒1支/笼，悬于笼盒内。

咬棒按《实验动物 小鼠大鼠配合饲料》国家标准

GB14924.3-2001用氨基酸和维生素配伍，并以琼

脂赋形，每支长约8 cm, 直径 1.5 cm，重量约

12 ± 1 g。

1.4   测定项目和测定方法

1.4.1   生长和摄食测定   每次实验处理结束后立即

测量体重，饲料消耗测定于每次实验组处理前、

后进行, 分别统计4个时段(19∶00~7∶00; 7∶00

~8∶00; 8∶00~18:00; 18:00~19:00)的饲料消耗。

按下列公式计算饲料效价：

1.4.2   外周血白细胞(WBC)计数   动物经单侧尾静脉

采血20 µl，以15 g/L 的 EDTA-K2溶液抗凝，2 h
内置pocH-100iv Diff全自动动物血液分析仪上测定

白细胞总数。

1.4.3   胸腺和脾脏指数测定   取外周血白细胞计数

的动物，完成白细胞计数后当天摘取胸腺和脾脏，

剔净结缔组织，称量湿重，按下列公式计算脾脏

指数(spleen index)和胸腺指数(thymus index):

饲料效价(FER)=
    实验期间体增重 /g        

 ×100%
         实验期间饲料消耗总量 /g

1.4.4   血液生化指标测定   动物经眼眶动静脉取血,

室温静置30 min，4℃离心(3000 r/min)15 min，分

离血清，立即测定血清总蛋白(TP)、血糖(GLU)和

总胆固醇(TCHO)含量，测定采用终点法, 按仪器说

明操作。用于测定激素和细胞因子的血清分装后-

20℃保存待测, 测定采用ELISA法, 按试剂盒说明书

操作。

1.4.5   淋巴细胞增殖活性测定

1.4.5.1   脾细胞悬液制备   将动物脱颈处死，无菌

取脾，剔净结缔组织，用无菌Hanks 液漂洗数次，

用玻璃注射器芯将脾脏碾碎，加入适量无菌Hanks

液制成单细胞悬液，于200目不锈钢筛网上过滤3

遍，收集滤液并用无菌 Hanks 液洗涤 3 次，除去

红细胞，以 RPMI-1640 完全培养液调整细胞浓度

为2.5× 106个/ml备用。

1.4.5.2    淋巴细胞增殖反应    取制备好的脾细胞悬

液按200  µl/well接种于96孔细胞培养板，每份样
品均设3个T细胞平行试验孔，3个B细胞平行试

验孔，以及 3 个对照孔，每个试验孔加入预先平

衡至室温的ConA工作液(T细胞)或LPS工作液(B细

胞)10 µl, 对照组加入RPMI-1640完全培养液10 µl，
置培养箱中以5% CO2，饱和湿度, 37℃培养72 h。

另设不加细胞悬液的空白孔。

1.4.5.3   呈色与测定  于培养结束前4 h取出培养

板，每孔加入MTT 工作液20 µl，按前述条件继
续培养4 h后，终止培养，吸弃孔内上清200 µl，
每孔加入150 µl DMSO，置酶标仪上震荡10 min，
在490 nm处读取各孔吸光度值(A490)并以空白孔调

零。以刺激指数表示淋巴细胞增殖能力，按以下

公式计算刺激指数：

刺激指数(SI)=试验孔A490均值/对照孔A490均值

脏器指数= 
 脏器重量/g  

×100%
                                               体重/g

1.5   统计学处理

实验结果用STATA 软件进行统计，结果以均

值±标准差(x- ± s)表示，两组均数比较采用t 检验,
检验水准，α=0.05，α=0.01。

2   结果

2.1   福利受损动物模型的建立

随着日龄增长，实验组和对照组体重差距逐



7 6 Apr.2008,28(2)实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine

渐增大，实验组的体增重(△BW)和饲料效价(FER)

均低于对照组，差异极显著(P<0.01)(表 1)，两组

饲料消耗总量和日、夜摄食量构成无显著差异。

与对照组比较，实验组 C O R T、A C T H、N E

升高，β-EP 下降，差异极显著(P<0.01)，EPI 显
著升高(P<0.05)(表2)。

实验组和对照组的血清 TP、GLU、TCHO 含

量差异均无显著性(P>0.05)(表3)。

与对照组比较, 实验组脾脏指数(spleen index)

降低且差异显著(P<0.05), IL-2和WBC降低且差异

极显著(P<0.01)。测定小鼠脾脏细胞对丝裂原的反

表 1  小鼠实验期间体重变化和饲料效价

Table 1  Body weight and FER of control and restrainted mice

  组别Group                   n                        BW1/g                                BW2/g                            △BW/g                               FER/%

对照组Control              16                  18.91±1.51                     38.72±1.78                    19.81±1.94  22.46±1.98

实验组 Subject               16                  18.30±1.2                       32.53±1.61**                 14.22±1.67**  15.22±1.32**

注: ①BW1: 实验初始体重; BW2: 实验终末体重; △BW= BW2-BW1; ②与对照组比较, **P <0.01

Note: ①BW1: Body weight at the begining of experiment;        BW2: Body weight at the end of experiment, △BW= BW2-BW1

 ②compared with control group, **P<0.01

表 2  小鼠血清中5种激素的水平

Table 2  Serum levels of 5 hormones from control and restrainted mice

  组别Group          n  CORT/nmol·L-1          ACTH/ng·L-1         β-EP/ nmol·L-1         EPI/ng·L-1           NE/µg·L-1

对照组Control       16             39.65±4.16 5.76±0.59                6.13±0.64               36.46±4.25           16.83±1.72

实验组 Subject       16      44.23±4.57** 7.85±1.31**             3.56±0.39**            41.65±6.77*          19.20±1.83**

注: ①与对照组比较, **P <0.05, *P <0.01

Note: ①Compared with control group, *P <0.05, **P <0.01

表 3  血清 TP、GLU、TCHO 含量

Table 3  Serum levels of TP,GLU and TCHO from control and restrainted mice

   组别Group            n                         TP/g·L-1            GLU/mmol·L-1                TCHO/mmol·L-1

对照组 Control           16                        48.16±3.16                 7.05±0.95                       2.61±0.30

实验组 Subject           16                        48.91±3.10                 6.92±1.01                       2.55±0.38

表 4  免疫指标测定结果

Table 4  Indices of immune functioning from control and restrainted mice

   组别Group         n       spleen index/%       thymus index/%       IL-2/ ng·L-1      WBC/109·L-1              SIT                      SIB

对照组 Control     16        0.255±0.031        0.238±0.030          20.79±2.11         8.21±0.70         1.52±0.13         1.34±0.20

实验组 Subject     16        0.228±0.025*       0.245±0.037          14.45±1.59**       7.04±0.76**      1.17±0.10**      1.09±0.11**

注: ①与对照组比较, **P <0.05, *P <0.01

Note: ①Compared with control group, *P <0.05, **P <0.01

应显示实验组T细胞刺激指数(SIT)和B细胞刺激指

数(SIB)均低于对照组且差异极显著(P<0.01)(表4)。

2.2   营养咬棒干预研究

干预组和模型对照组实验期间体增重和饲料效

价差异均无显著性(P>0.05)(表5)。

与模型对照组比较，干预组CO R T、A C T H、

EPI和 NE 均降低且差异显著(P<0.05)(表6)。

与模型对照组比较，干预组的T细胞刺激指数

(SIT)和IL-2升高且差异极显著(P<0.01)，B细胞刺

激指数(SIB)、脾脏指数(spleen index)和WBC升高

且差异显著(P<0.05)(表7)。
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3   讨论

动物实验研究中, 实验处理给动物带来的生理

痛苦和心理压力及其累积效应是公认的福利损害[2],

确切评价此类损害程度是实验动物福利技术研究的

重要基础。对多种动物的观察和研究表明，动物

的福利水平表现为动物在适应环境改变过程中付出

的生物学代价，评价这一生物学代价必须综合考虑

动物外观、行为模式、生长发育水平、特异性和

非特异性免疫力、神经内分泌反应以及器官组织病

理等福利相关指标的变化[3]。然而由于缺乏合适的

动物模型，目前对这些指标在动物福利技术评价中

的意义及其应用的研究受到极大限制。因此，本

研究借鉴一种温和的身心刺激手段(制动术)模拟实

验中动物的福利损害，探索建立能够重现慢性福利

损害累积效应的动物模型，为实验动物福利技术评

价和干预研究提供合适的对象。本研究参考目前探

讨较多的动物福利相关指标，以小鼠的体重变化反

映其生长发育水平，以饲料消耗反映其摄食行为，

以血清TP、TCHO 和 GLU 反映其物质代谢状况，

以外周 WBC 总数、主要免疫器官指数、脾淋巴细

胞增殖能力、血清IL-2水平反映其基础免疫状况，

表 6  营养干预对制动小鼠血清中5种激素含量的影响

Table 6  Effect of nutritional intervention on serum levels of 5 hormones in restrainted mice

    组别 Group           n          CORT/nmol·L-1        ACTH/ng·L-1       β-EP/ nmol·L-1         EPI/ng·L-1         NE/µg·L-1

模型对照组 Model         16              45.87±4.76               7.96±1.33              3.12±0.51              40.15±6.67        20.79±2.07

干预组 Subject          16              41.04±5.56*              7.04±1.12*             3.25±0.41              36.03±4.18*       18.82±2.25*

注: ①与模型对照组比较, **P <0.05

Note: ①Compared with model control group, *P <0.05

表 7  营养干预对制动小鼠免疫指标的影响

Table 7  Effect of nutritional intervention on indices of immune functioning in restrainted mice

  组别 Group        n              SIT                         SIB                    spleen index/%               IL-2/ ng·L-1              WBC/109·L-1

模型对照组 Model      16       1.17±0.13            1.12±0.10             0.230±0.021                14.68±1.51                 5.97±0.86

干预组 Subject      16       1.30±0.12**         1.20±0.09*            0.251±0.017*               17.71±1.92**               6.83±1.04*

注: ①与模型对照组比较, **P <0.05, **P<0.01

Note: ①Compared with model control group, *P <0.05, **P<0.01

以5种激素(神经递质)的血清含量反映其神经内分

泌反应，通过综合评价这些指标的变化来比较实验

组和对照组的福利状况。

在对福利受损小鼠模型研究中发现，实验组

外周 CORT、ACTH、EPI 和 NE 水平升高而 β-EP
的水平下降，提示实验处理改变了动物相关神经内

分泌系统活性。外周CORT 和 ACTH 水平升高是下

丘脑-垂体-肾上腺(HPA)反应的主要的生物化学表

现。在动物福利评价中，HPA 反应程度是最经典

的指标[4]。实验表明制动刺激引起HPA轴的级联激

活，导致肾上腺皮质释放大量糖皮质激素(GC)并使

其维持在较高水平。生物体面对环境挑战时提高

GC 的循环水平有助于帮助维持机体在不同环境中

的稳态，然而血液中持久的高水平GC 会导致机体

损伤，也可能减弱机体对外界的适应力。EPI 和

NE是交感-肾上腺-髓质系统(SNS)反应的主要外周

产物， SNS反应的生理意义是通过紧急动员确保重

要器官的血液供应, 迅速提高机体防御能力, 然而制

动导致SNS反应持续较长时间则可能导致多种组织

的缺血坏死和功能紊乱[5]。内阿片肽家族的重要成

员 β-EP 已被证明和身心刺激存在某种联动[6]，而
且是神经-内分泌-免疫网络的共同物质基础以及作

表 5  营养干预对制动小鼠体重和饲料效价的影响

Table 5  Effect of nutritional intervention on Body weight and FER in restrainted mice

 组别 Group           n                  BW1/g                                BW2/g                               △BW/g                                  FER/%

模型对照组 Model         16             18.95±1.42                      32.30±1.85                     13.35±1.84                        15.03±1.41

干预组 Subject         16             18.76±0.93                      32.57±2.20    13.81±2.09             15.33±1.15
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用最强的内源性镇痛物质, 推测制动小鼠外周β-EP
水平下降在一定程度上引起网络调节的紊乱以及可

能改变动物的痛阈, 从而间接影响动物福利水平。

和对照组比较, 实验组血清中这5种激素(神经递质)

的水平的明显波动提示制动使动物的稳态受到破坏,

内环境失调, 罹患适应性疾病的风险大大增高。

免疫抑制是公认的实验动物福利问题[7]。研究

也观察到实验组外周WBC 总数、外周IL-2 含量、

脾脏指数和淋巴细胞增殖力均明显低于对照组。

WBC总数和脾脏指数是评价实验动物免疫系统功能

的常用指标， 两者降低提示机体免疫细胞总数减少

并可能发生免疫器官萎缩，淋巴细胞增殖活性下降

反映机体对特异性抗原的应答能力降低，IL-2是体

内作用最强的T 细胞生长因子，由T 细胞系分泌，

其产量下降在一定程度上反映了机体的免疫抑制状

况。综合以上结果可知实验组出现了免疫抑制，

这表明可以通过制动模拟实验动物福利损害时的免

疫抑制状况。

此外，实验动物福利受到损害时，往往引起

生长发育迟缓。研究中，实验组体重增长明显低

于对照组。由于两组饲料消耗总量差异不显著而饲

料效价差异显著，可知制动没有明显抑制动物的采

食行为，但是降低了饲料作用于动物生长的效率。

因此, 制动小鼠再现了福利受到损害时神经内

分泌、免疫和生长方面的非特异性变化。制动术

(restraint)是研究身心压力对机体影响的常用方法[8]。

运用制动术模拟动物在实验中的福利损害，主要是

依据其刺激方式、刺激性质和所引发的反应。多

数实验都需要对动物进行保定，保定的过程和制动

极其相似。许多“无害”的常规实验操作往往同

时造成动物生理和心理上的不适，制动术也属于身

心刺激。在福利受损的实验动物中，常常观察到

生长、行为、内分泌和免疫的一系列非特异性反

应，制动也使机体出现类似变化[ 9 , 1 0 ]。而且，制

动过程本身也是一种轻微的福利损害，就实验小鼠

而言，制动至少限制了其活动自由，剥夺了其舒

展肢体、选择自然姿势的权利，妨碍其梳理、清

洁等个体修饰行为的表达以及社群交流，并引起恐

惧、憎恶的情绪[11]。因此, 制动小鼠的各项指标的

变化反映了一般动物实验过程对动物机体稳态的累

积损害效应。本研究结果进一步表明, 采用该方法

建立的福利受损模型能够在神经内分泌、免疫和生

长发育方面较好地模拟实验中动物的福利损害情况,

适合作为相关的福利评价和干预研究的动物模型。

在模型动物的基础上, 本研究观察了采用特制

的营养咬棒实施营养干预的效果。根据对模型和常

态动物的比较分析, 研究确立用HPA 反应、SNS 反

应和β-EP外周水平综合评价实验动物的神经内分泌
反应, 用外周白细胞总数、脾脏指数、外周IL-2水

平以及脾脏淋巴细胞增殖能力评价其基础免疫状

况，用体增重和饲料效价评价其生长。结果显

示，干预显著降低了实验性福利损害模型小鼠的

HPA 反应和 SNS 反应相关激素水平，并使小鼠各

项免疫指标均有不同程度恢复，提示营养咬棒的干

预能够促进小鼠神经内分泌系统功能恢复正常，缓

解小鼠的免疫抑制，对于改善其内环境的失调、

预防和纠正各组织器官功能紊乱具有显著作用。

许多研究发现，机体在应对劣性刺激的时候

会提高对某些营养素尤其是一些氨基酸和维生素类

的需求，及时补充不仅有利于机体物质代谢平衡和

恢复体力，并可帮助动物保持正常精神状态，降

低对疾病的易感性[12~14]。本研究发现，通过营养

咬棒提供这些营养素有助于降低小鼠在对抗制动过

程中消耗的生物学代价，改善其福利状况。鉴于

实验动物的营养摄入必须兼顾动物正常生长和实验

应用的要求，营养干预的思路是通过弥补所缺乏的

营养素维持机体的正常状态，咬棒配伍所用营养素

均属于小鼠常规饲料的营养成分，且参考《实验

动物 小鼠大鼠配合饲料》国家标准GB 14924.3-

2001 和常用实验剂量设计，因此在维护动物健康

和保障实验应用两方面均符合安全性原则。此外，

研究亦观察到小鼠对咬棒表现出频繁的探究和把玩

行为，提示营养咬棒的形状和给予方式符合小鼠的

行为习性和天性。行为调节也是动物福利干预的重

要方式，推测营养咬棒的干预作用还可能与行为调

节有关，相关机制有待进一步深入研究。
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Establishment of Welfare Impaired Mice Model
and Effect of Nutritional Intervention

YANG Fei, HU Ying, XU Lan-wen

(Department of Laboratory Animal Science, Fudan University, Shanghai 200032, China)

[Abstract]    Objective    To establish an the welfare impaired mice model and investigate the effect of
nutritional intervention. Methods    Mice undergoing poor welfare due to repeated restraint ( simulate the
procedures of laboratory routine) were used to measure the biological value when they were adapting to
this procedure by testing welfare related indices (neuroendocrine parameters, immune parameters,
biochemical parameters, body weight and food consumption ),and the effect of nutrient agar stick was
assessed by using this model. Result    Restraint mice showed higher basal serum CORT, ACTH, EPI,
NE and  lower basal serum β-EP, IL-2 as well as lower body weight gain and FER compared with control
group. Meanwhile, WBC, spleen index and splenocyte proliferation of restraint ones decreased significantly.
Compared with model group, nutrient stick group showed lower levels of CORT, ACTH, EPI, NE, higher
levels of β-EP,  IL-2, WBC, spleen index and splenocytes proliferation. All the difference was significant.
Conclusion    The study established successfully an animal model that display the neuroendocrine
disorder, immune suppression and growth suppression due to impaired welfare, and suggested that
nutritional intervention do benefit to improve the neuroendocrine disorder and immune suppression.
[Key words] Animal welfare; Model; Biological value; Nutritional intervention; Mice


