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小鼠生物净化技术平台的设计、运行及维护
王芊芊1,刘迪文1,洪胜辉1,汪　 洌1,2∗

(1.浙江大学实验动物中心,杭州　 310058;2.浙江大学医学院,杭州　 310058)

　 　 【摘要】 　 利用小鼠生物净化技术将实验小鼠的微生物级别由低级别提升至高级别已成为实验动物研究机构

必不可少的一项业务,同时也是保障实验小鼠质量的重要技术手段。 目前国际通用的小鼠生物净化方案以体外受

精-胚胎移植( in
 

vitro
 

fertilization-embryo
 

transplantation,IVF-ET)技术为主。 小鼠生物净化技术平台是一个综合性

的实验室,涵盖了待净化小鼠饲养室、小鼠胚胎操作室、代孕小鼠饲养室、净化后小鼠饲养室等不同的功能区域。
以浙江大学实验动物中心小鼠生物净化技术平台为例,分析小鼠生物净化技术平台的设计要点和运行模式,并从

小鼠微生物质量控制、环境卫生控制和仪器设备维护方面讨论平台的维护,以期给同类型技术平台建设提供参考。
【关键词】 　 小鼠生物净化;体外受精;胚胎移植;屏障设施;隔离器
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　 　 【Abstract】 　
 

Raising
 

the
 

microbial
 

level
 

of
 

experimental
 

mice
 

by
 

mouse
 

rederivation
 

has
 

become
 

essential
 

in
 

experimental
 

animal
 

research
 

institutions,
 

and
 

it
 

is
 

an
 

important
 

technical
 

method
  

to
 

guarantee
 

the
 

life
 

quality
 

of
 

experimental
 

mice.
 

The
 

current
 

international
 

mouse
 

rederivation
 

protocol
 

is
 

in
 

vitro
 

fertilization
 

and
 

embryo
 

transplantation
 

technology.
 

The
 

technology
 

platform
 

of
 

mouse
 

rederivation
 

is
 

comprehensive,
 

covering
 

various
 

functional
 

areas
 

including
 

a
 

dirty
 

mouse
 

feeding
 

room,
 

mouse
 

embryo
 

operation
 

room,
 

surrogate
 

mouse
 

feeding
 

room,
 

and
 

purified
 

mouse
 

feeding
 

room.
 

Considering
 

the
 

technology
 

platform
 

of
 

mouse
 

rederivation
 

in
 

the
 

Animal
 

Center
 

of
 

Zhejiang
 

University
 

as
 

an
 

example,
 

the
 

design
 

strategies
 

and
 

operation
 

mode
 

were
 

analyzed,
 

and
 

maintenance
 

of
 

the
 

technology
 

platform
 

is
 

discussed
 

from
 

the
 

aspects
 

of
 

mouse
 

microbial
 

quality
 

control,
 

environmental
 

sanitation
 

control,
 

and
 

instrument
 

and
 

equipment
 

maintenance
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

construction
 

of
 

the
 

same
 

type
 

of
 

technology
 

platform.
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　 　 随着生命科学、医学和药学等学科的飞速发

展,近十几年来实验小鼠的使用量一直呈递增趋

势[1] 。 同时各高校和研究机构的合作交流不断加

深,学科间的交叉融合持续深入,各种基因修饰小

鼠被从国外引入到国内,不同科研单位间的实验小

鼠馈赠也日益频繁[2] 。 而不同饲养环境和条件、路
途运输等因素可能使实验小鼠携带有未知病原微

生物[3-6] ,不同微生物等级的小鼠若没有经过隔离



检疫或生物净化而引入屏障系统很容易感染其他

SPF 级实验小鼠,甚至导致屏障设施内大规模的污

染从而引发严重的生物安全事件[7] 。 因此,非生产

单位来源的实验小鼠引入屏障设施前必须经过隔

离检疫或生物净化。 常规的隔离检疫场所占用的

空间较大,每批次检疫动物需放置于不同隔离器

中,周转时间长[8] 。 隔离检疫不合格的实验动物需

要退回、安乐死或重新进行生物净化以提高其微生

物等级。 因此,建立实验小鼠生物净化体系极有必

要,对微生物级别不明的实验小鼠直接进行生物净

化可加快其引入程序,同时也可以通过定期净化屏

障设施内的实验小鼠实现该目标。
浙江大学实验动物中心 ( 以下简称中心) 自

2009 年开始就从事实验小鼠的生物净化工作,经过

十几年的发展已建成一套完整的小鼠生物净化体

系。 设有不同功能区域的实验室,配备稳定的技术

人才队伍,拥有成熟的生物净化技术。 至今已成功

净化几百种基因修饰小鼠品系[9] ,为学校各院系科

研的顺利进行提供了技术支持和保障。

1　 小鼠生物净化技术平台的设计

　 　 虽然利用剖腹取胎法和体外受精-胚胎移植

(IVF-ET)技术均能进行小鼠生物净化[10-13] ,但由于

很多感染啮齿动物的常见病毒(如小鼠肝炎病毒、
淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒等)和病原体(如支原

体)能通过胎盘屏障由母体垂直传染给胎鼠[14-17] ,
剖腹取胎法可能存在不能彻底清除鼠源病毒的风

险。 因此,除特殊情况外,推荐采用 IVF-ET 技术。
为保证实验的成功,首先应根据小鼠的微生物级别

设置不同功能区块的实验室,使待净化小鼠与净化

后的小鼠形成绝对的物理隔离;其次,在人员设置

上应保证相对独立,操作不同微生物级别小鼠的技

术人员应完全分开;最后,在硬件设施和仪器设备

上应按照病原微生物防控的要求来布置和采购。
1. 1　 不同功能区块实验室的设置

　 　 如果条件允许,可将待净化与净化后小鼠饲养

室设置在不同建筑楼,但不宜相距太远,或将两者

设置在同一设施不同楼层。 以本平台为例,所有待

净化和净化后小鼠均饲养于浙江大学实验动物中

心独立 SPF 级屏障设施内 [ SYXK ( 浙) 2018 -
0016],为保证尽可能不产生交叉污染,生物净化技

术平台分为三个独立功能区块:待净化小鼠饲养

室、体外受精( IVF)净化室和胚胎移植及净化后小

鼠饲养室。
1. 1. 1　 待净化小鼠饲养室

　 　 待净化小鼠饲养室用于暂养微生物等级不明

的待净化雄鼠和用于促排卵的同背景雌鼠。 因待

净化小鼠所携带微生物不明确,存在一定的生物安

全风险,因此屏障系统应采用负压或在正压的屏障

环境内用隔离器饲养。 本平台待净化小鼠饲养室

设置在正压 SPF 级屏障系统内,三走廊设计,采用

三级(初、中、高效)空气过滤系统。 待净化雄鼠饲

养室置有中型隔离器 6 台,小型隔离器 4 台,可同时

容纳多个不同品系的小鼠暂存饲养。 促排卵雌鼠

饲养室采用 IVC 饲养笼具。
1. 1. 2　 体外受精(IVF)净化室

　 　 IVF 净化室在 SPF 级屏障系统外,安装有独立

的空调和电气系统。 内有 2 台生物安全柜(Thermo,
1285,1287),1 台超净工作台(苏州市苏杭科技器材

有限 公 司, JB-CJ-1500FX )、 2 台 CO2 培 养 箱

(Thermo,HERACELL
 

150)和体式显微镜(Olympus,
SZ51,SZ61)等。 净化室内又分为 4 个实验区,分别

是污染区、半污染区、IVF 实验区和洁净区。 (1)污

染区:技术人员穿戴好无菌隔离服,佩戴口罩和手

套后在生物安全柜中采集待净化雄鼠附睾尾和促

排卵后雌鼠输卵管;(2)半污染区:为过渡区域,存
放有实验所需的耗材、洁净的白大褂和实验鞋等;
(3)IVF 实验区:另一名技术人员完成采集精子团和

卵子团以及体外受精的实验;(4)洁净区:完成体外

受精实验后的小鼠胚胎存放于洁净区内的 CO2 培

养箱中,等待转移至胚胎移植净化区。
1. 1. 3　 胚胎移植及净化小鼠饲养室

　 　 胚胎移植实验室和净化小鼠饲养室位于另一

独立的 SPF 级屏障系统内,仅允许平台工作人员出

入。 胚胎移植实验室配有 CO2 培养箱 ( Thermo,
4111)、超净工作台(苏州市苏杭科技器材有限公

司, JB-CJ-1500FX)、 体式显微镜 ( Olympus, SZ51,
SZ61)和恒温台(常州翔天实验仪器厂,DB) 等仪

器,可完成小鼠胚胎移植手术。 净化小鼠饲养室分

为两个等级,一级为最高等级,仅饲养用于制备假

孕受体的雌鼠群和输精管结扎雄鼠群,为生物净化

核心鼠群;二级饲养经胚胎移植手术后的雌鼠及净

化后仔鼠。
1. 2　 技术人员的分工和流向

　 　 生物净化各个环节的技术人员应严格分工,避
免交叉。 以本平台为例,设有 1 名主管,负责统筹平
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台整体运行、制定实验计划、与客户对接等工作。
待净化小鼠饲养管理员 1 人,专职从事接收和饲养

待净化雄鼠、饲养同背景 SPF 级雌鼠和雌鼠促排卵

的工作。 IVF 实验技术员 2 人,负责于实验当日采

集待净化雄、雌鼠的附睾尾和输卵管,完成 IVF 实

验,清洗胚胎后转移。 胚胎移植技术员 2 人,在净化

屏障内接收待移植小鼠胚胎,并将其移植。 净化小

鼠饲养管理员 2 人,负责饲养生物净化 SPF 级核心

鼠群和净化后的小鼠,以及给新生净化仔鼠剪脚趾

编号等工作。 净化小鼠饲养管理人员流向遵循从

一级向二级,且不逆向流动的原则。

2　 小鼠生物净化技术平台的运行

2. 1　 制定严格的管理制度和操作规程

　 　 平台参照国标和地方标准,结合中心实际情况

制定了“屏障设施动物实验室使用规章制度”“体外

受精净化室使用规章制度” “实验动物从业人员培

训制度”“实验动物屏障设施安全管理制度” “设施

监控系统管理制度”和“屏障设施内实验动物健康

与福利监控制度”等制度以及“屏障系统 SPF 级实

验小鼠饲养管理操作规程” “屏障系统的日常卫生

与消毒操作规程” “消毒剂的配制与使用方法” “实

验人员进出屏障设施操作规程” “实验动物进出屏

障设施操作规程”“实验小鼠生物净化操作规程”等

具体操作规程和标准作业程序( standard
 

operating
 

procedure,SOP),同时制定了实验动物屏障设施突

发事件应急预案,以确保平台的正常运行。
2. 2　 小鼠生物净化流程及单品系净化周期

　 　 实验人员如有小鼠生物净化的需求,在中心网

站上预约并填写《浙江大学小鼠生物净化申请表》。
双方根据待净化小鼠的具体情况(可选用待净化雄

鼠只数、年龄、单 / 多基因修饰等) 制定相应的实验

方案和计划。 以单品系生物净化为例,实验人员在

指定时间将待净化小鼠送达中心,由专职工作人员

接收并放入隔离器内适应性饲养 1 周。 生物净化团

队准备同背景雌鼠促排卵(所需 1 周),安排体外受

精实验(所需 1 周),代孕小鼠孕期 3 周,仔鼠出生 7
~ 10

 

d 剪脚趾编号并进行基因型鉴定。 净化仔鼠 3
周离乳后,将代乳鼠或野生型( WT) 仔鼠送往苏州

西山生物技术有限公司进行 SPF 级微生物检测(所

需 3 周),出具第三方检测报告。 检测合格后交付

净化子代鼠。 整个净化周期预计共需 12 周,如遇特

殊品系或因待净化雄鼠精子质量差导致首轮实验

失败则需要更长时间。 因此,实验人员应根据此实

验周期合理安排实验计划。
2. 3　 基于 IVF-ET 技术的小鼠生物净化方案

　 　 研究中涉及实验已通过浙江大学实验动物福

利与伦理委员会审批( ZJU20220403),并按实验动

物使用的 3R 原则给予人道的关怀。
(1)准备受体鼠群:6 ~ 8 周 SPF 级 ICR 雄鼠和

8 ~ 12 周 SPF 级 ICR 雌鼠购自江苏集萃药康生物科

技有限公司[ SCXK(苏) 2018-0008]。 雄鼠单笼饲

养 1 周后在一级净化饲养间内完成结扎手术。 雌鼠

每笼 5 只。 所有饲养小鼠自由取食及饮水,饲养间

内温度为 22 ~ 24℃ ,12
 

h / 12
 

h 明暗交替。
(2)采集精子团、超数排卵和收集卵子团:IVF

实验当天 8 ∶ 30 左右将待净化雄鼠麻醉或安乐死,
取一侧或双侧附睾尾,采集精子团至提前预热 1

 

h
的精子获能微滴中,放入 37℃ ,5%

 

CO2 培养箱中获

能。 实验前 1 周自江苏集萃药康生物科技有限公司

购买 3 ~ 4 周 SPF 级同背景供卵雌鼠 5 ~ 6 只,在屏

障系统内饲养 1 周后,于 IVF 实验前 3
 

d
 

17:00 ~ 18:
00 注射 10

 

U 孕马血清促性腺激素(PMSG),48 ~ 50
 

h 后注射 10
 

U 人绒毛膜促性腺激素( HCG)。 IVF
实验当天 9 ∶ 30 左右安乐死供卵雌鼠并采集输卵

管,在显微镜下划破输卵管壶腹部,将卵子团引入

IVF 培养液滴中。 吸取获能 1
 

h 后具有活力的精子

液滴约 10
 

μL 加入卵子团液滴中,尽快将 IVF 培养

皿放入 37℃ ,5%
 

CO2 培养箱中[18] 。
(3)2-细胞期胚胎清洗、移植:IVF 实验第二日

8 ∶ 00 左右,在镜下挑选出透明带完整、具有 2 个对

称卵裂球的 2-细胞期胚胎,在 10 个 M2 培养微滴

(50
 

μL / 微滴)中逐次清洗,最后将清洗后的胚胎放

入提前预热的 M2 培养液中,传入屏障内进行移植。
(4)胚胎移植:IVF 实验当天下午挑选自然发情

的 ICR 雌鼠与结扎雄鼠合笼,第二日验栓。 在胚胎

移植室的超净工作台内麻醉见栓雌鼠,置于解剖镜

下剪去体背一侧小面积的被毛,用 75%乙醇溶液消

毒皮肤。 在背部相当于最后一根肋骨的位置剪开

一个纵向切口,用镊子夹取脂肪小心牵引出卵巢、
输卵管和子宫并固定。 找到输卵管的伞口,用维纳

斯剪在卵巢囊膜上避开大血管剪开一个小口。 用

移植针吸取 25 ~ 28 枚胚胎,将移植针前端插入伞

口,吹入胚胎。 最后将卵巢和输卵管等放入小鼠腹

腔中,分别缝合肌肉层和皮肤[19] 。
2. 4　 小鼠生物净化项目管理

　 　 本平台小鼠生物净化技术服务采用项目管理
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的形式,每一个待净化小鼠品系视为一个独立的技

术服务项目,课题组负责人与中心签订技术服务协

议,并支付费用,启动项目。 所有收费项目的价格

标准均经过浙江大学收费管理小组论证通过。 项

目进行过程中由平台负责人及时与客户沟通反馈

实验进程。 净化后合格的小鼠交付即视为项目结

束。 负责人将所有完成的生物净化项目资料整理

并归档,以便日后查阅。
2. 5　 技术人员培训与考核

　 　 生物净化技术团队主要分为小鼠饲养管理技

术员和 IVF-ET 实验技术员,两者在工作内容上有差

距,因此培训内容有差别。 前者着重于实验小鼠屏

障系统饲养管理和繁育,后者培训主要以小鼠胚胎

操作技术为主。 平台会定期组织技术培训并不定

期送技术人员外出培训。 平台人员因岗位不同而

设置不同的考核形式,平台每年组织小鼠饲养管理

技术员进行“小鼠饲养管理与屏障系统维护”笔试

考试和小鼠笼盒更换实践操作考试。 IVF-ET 实验

技术员参加“小鼠饲养管理与胚胎操作”笔试考试

和小鼠胚胎操作实践操作考试。 平台设置激励机

制,对总成绩排名靠前的技术人员进行一定的奖励。

3　 小鼠生物净化技术平台的维护

3. 1　 小鼠微生物质量控制

　 　 核心鼠群的质量控制:所有经过充分清洗的小

鼠胚胎都将被移植入 SPF 级假孕雌鼠体内,并由其

代乳直至仔鼠离乳。 因此维持核心鼠群的微生物

质量是净化实验成败的关键。 核心鼠群每饲养架

设置有同品系哨兵鼠 2 只,每周换笼均取同笼架上

各个鼠笼中少量脏垫料加入哨兵鼠笼盒,使其与之

充分接触。 每 3 个月从哨兵鼠笼中随机挑选 1 只哨

兵鼠送往第三方进行微生物质量检测,并出具检测

报告。 同笼另一只哨兵鼠留作复检。 虽然输精管

结扎雄鼠制备后能反复与发情雌鼠交配用以准备

同步发情受体鼠,每只结扎雄鼠在每周交配 1 ~ 2 次

的频率下能使用半年甚至一年之久。 但每次合笼

操作都会增加一次污染风险。 因此,结扎雄鼠一般

使用 3 个月至半年即淘汰。
净化后小鼠的质量控制:同批次净化后小鼠送

往第三方检测机构进行微生物质量检测并出具检

测报告,质检合格的小鼠方可交付。
3. 2　 净化屏障区域环境卫生控制

 

　 　 SPF 级净化饲养间的环境卫生控制应等同或高

于一般 SPF 级小鼠饲养间的要求。 每天应对换笼

操作台、地面、实验室门把手等进行消毒,每周轮换

用消毒水对饲养间所有墙面、顶面等擦拭、清洗和

消毒。 每周轮换采用 0. 1%新洁尔灭、0. 2%过氧乙

酸和 0. 17%百毒杀进行 2 次空气喷雾消毒。 定期清

洗和更换 IVC 初、高效进出风过滤器和屏障设施的

初、中、高效过滤器。
IVC 小鼠饲养笼架由多条送风和回风管道串联

而成,使用一段时间后,回风口和回风管内易堆积

饲料和垫料粉尘,而且管道内不易清理容易形成卫

生死角,如果不定期对笼架进行彻底清洗和消毒,
容易滋生细菌从而污染 SPF 级实验小鼠[20] 。 工作

人员应每天擦拭笼架外表面,每季度彻底清洗笼架

外表面、内部管道和进出风口。
平台每季度对所有屏障内环境和 IVF 净化室进

行 1 次落菌数检测,检测结果均符合 GB14925-2010
《实验动物环境及设施》的要求。
3. 3　 平台仪器设备的维护

　 　 平台所有仪器设备均按照相应的国标、行业标

准和操作规程定期进行维护、保养和更换[21-24] 。 主

要仪器设备维护和保养方案如下:
(1)CO2 培养箱:每季度清除箱体内全部去离

子水,清洁箱体,消毒后重新注水。 每半年运行 1 次

高温灭菌程序并对箱体内温度和 CO2 浓度进行校

准。 每年更换 HEPA 过滤器。
(2)超净工作台:每日清洁超净工作台台面并

整理台面物品。 每年检测紫外灯管能量并依据监

测结果确定是否更换紫外线灯管。 定期更换送排

风过滤膜。
(3)生物安全柜:每月检查所有配件、报警是否

正常,所有操作阀门是否运行良好,预过滤积尘情

况,紫外灯和操作显示屏是否能正常工作并清洁不

锈钢表面的污渍或斑点。 每半年对生物安全柜进

行一次空气消毒,检测进风风速和工作区层流风速

并校正。 每年更换过滤器部件,检测紫外灯管能量

并依据监测结果确定是否更换紫外线灯管。
(4)隔离器:每周换完笼盒后清洁隔离器内污

物。 每月用 75%乙醇彻底清洁隔离器内壁并检查

隔离器密闭性,特别是所有接缝处。 每年更换隔离

器的送排风过滤膜。
(5)脉动真空压力蒸汽灭菌器:每日由设施组

人员检查灭菌器情况并记录。 每半年由中心兽医

团队用 3M 生物培养指示剂对实际灭菌效果进行检

521中国比较医学杂志 2023 年 8 月第 33 卷第 8 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

August
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

8



测。 每年由杭州市特种设备检测研究院检测灭菌

器的压力表、安全阀、炉体和水质等并出具报告。
(6)屏障设施内的初、中、高效过滤器:每月清

洗或更换初效过滤器,每季度更换中效过滤器,每
年更换高效过滤器。

4　 结语

　 　 小鼠生物净化是提高实验小鼠微生物级别的

有效方法,是防止不明微生物等级的实验小鼠引入

实验动物设施造成污染和危害的必要关卡,关系到

实验动物设施的生物安全问题。 生物净化实验室

从设计之初就应充分考虑各功能区块的设置和技

术人员的分工,以尽量避免交叉污染。 利用 IVF-ET
技术净化实验小鼠的成功率非常高,甚至能够一次

性净化被多种病原微生物感染的小鼠品系,对于提

升实验小鼠的微生物级别实用且有效[25] ,但要长期

维持净化后小鼠的微生物级别达到 SPF 级往往非

常困难,需要有一系列严格的制度、规范和监督措

施加以保障。 IVF-ET 对技术人员的专业性有较高

的要求,对技术人员的培训和考核尤为重要,如何

建成一支稳定、配合默契的技术队伍是值得负责人

认真考虑的问题。 小鼠生物净化技术平台在运行

和维护中涉及到多部门联动,如接收外来小鼠时需

要兽医审核,实验小鼠饲养也需要兽医团队的监

管,净化后小鼠流向各饲养区或其他实验动物饲养

设施要与接收方做好交接和转移,以防在运输中污

染净化后的小鼠导致功亏一篑。
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