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实验动物非麻醉安乐死技术的伦理学探讨

张道涵,邵红霞∗

(复旦大学基础医学院,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　 对实验动物实施仁慈终点,是动物实验伦理的基本要求,除了被广为接受的麻醉法安乐死,非麻醉

手段的使用也极为普遍。 本文以动物实验伦理的“3R”原则和实验动物福利的“五项自由”为准则,系统探讨了断

颈、颈椎脱臼两大非麻醉安乐死方法的伦理正当性,分析了空气栓塞法、液氮冰冻法、放血法、窒息法等作为安乐死

方法存在的伦理问题及改进对策,并探讨了多种安乐死方法综合应用的可行性,为处于使用非麻醉安乐死方法伦

理困境中的实验者提供借鉴和思路。
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　 　 【Abstract】　 Euthanasia
 

of
 

laboratory
 

animals
 

is
 

among
 

the
 

fundamentals
 

of
 

animal
 

experimental
 

ethics.
 

Apart
 

from
 

the
 

widely
 

accepted
 

euthanasia
 

method
  

involving
 

anesthesia,
 

non-anesthesia
 

method
  

are
 

also
 

commonly
 

used.
 

On
 

the
 

basis
 

of
 

the
 

“ 3R ”
 

principle
 

of
 

animal
 

experimental
 

ethics
 

and
 

the
 

“ five
 

freedoms ”
 

of
 

experimental
 

animal
 

welfare,
 

we
 

systematically
 

discuss
 

the
 

ethical
 

legitimacy
 

of
 

two
 

non-anesthetic
 

euthanasia
 

method,
 

decapitation
 

and
 

cervical
 

dislocation.
 

Additionally,
 

potential
 

ethical
 

problems
 

and
 

possible
 

improvements
 

of
 

air
 

embolism,
 

liquid
 

nitrogen
 

freezing,
 

bloodletting,
 

and
 

apnea
 

as
 

euthanasia
 

method
  

are
 

discussed.
 

We
 

also
 

propose
 

feasible
 

approaches
 

of
 

euthanasia
 

involving
 

integrative
 

method.
 

Our
 

analysis
 

may
 

assist
 

researchers
 

in
 

performing
 

ethical
 

non-anesthesia
 

euthanasia.
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　 　 安乐死(euthanasia)一词来源于希腊文,原意为

“平安和有意义的死亡”,在实验动物学领域指“以

科学人道的理念和方式,使动物生理和心理痛苦最

小化而采取的动物意识迅速丧失的处死过程” [1] 。
鉴于实验动物为人类健康奉献了它们宝贵的生命,
我们有责任对实验动物实施仁慈终点,即采用安乐

死技术以最大程度减轻实验动物死亡时的痛楚,使

它们的死亡过程平和、安宁,进而使实验动物的死

亡更有意义和价值。 然而如何选用恰当的安乐死

技术,使其既不会干扰生物医学研究结果又符合实

验动物福利伦理要求,成为困扰不少科研工作者的

难题。
根据实验动物福利原则,实验动物安乐死过程

需要尽可能避免其出现疼痛、焦虑、恐惧等负性情



绪,或尽量减少其持续时间。 “麻醉法”因其可阻断

痛觉的传播,进而让动物失去意识,成为实施实验

动物安乐死的首选方法。 美国兽医协会( American
 

veterinary
 

medical
 

association,AVMA)推荐的直接安

乐死均直接或间接使用了麻醉性的化学药物(包括

吸入性药物与注射药物) [2-3] 。 然而麻醉性的化学

药物的使用存在一定的局限性,不能满足所有生物

医学研究需要,因而采用颈椎脱臼、二氧化碳(CO2 )
安乐死方法、空气栓塞、断颈等不使用化学药物处

死实验动物仍然很常见,成为直接安乐死与非安乐

死之间的“灰色地带”。 对于非麻醉性方法处死实

验动物所代表的条件安乐死方法,有关其伦理正当

性的论证少见且零散,亟待相关从业人员开展交流

探讨。 本文将依据动物实验的伦理原则,探讨各种

非麻醉实验动物处死方法的伦理正当性,以期为条

件安乐死方法的优化和改进提供借鉴。

1　 实验动物安乐死的伦理学基础

1. 1　 实验动物福利基本原则

　 　 “动物具有感知力,并且可以分辨快乐和痛

苦”,彼得辛格《动物解放》一书的观点,奠定了将动

物权益纳入伦理考虑的基础,“快乐最大化、痛苦最

小化”成为动物福利伦理的基本考虑。 由于实验动

物的特殊性,实验过程中难以完全避免对实验动物

的伤害,因此实验者应权衡动物实验为人类乃至整

个地球生态带来的潜在受益及给受试实验动物个

体带来的可能伤害[4] ,遵循替代( replacement)
 

、减
少( reduction) 原则开展相关研究设计,并将优化

 

(refinement)
 

原则贯彻始终[5-6] 。 在实验动物生命

周期的全过程尽可能采取措施以减轻动物的痛苦,
并提供相应的外部条件,在生理、环境、卫生、心理、
行为 5 个方面提倡动物福利[7-8]

 

,以确保实验动物

处于健康、舒适、快乐的自然生活状态。 替代、减少

和优化的“3R 原则”和免于饥渴、不适、痛苦 / 伤病、
恐惧 / 焦虑和表达天性的“五项自由”为善待实验动

物提供了基本伦理框架,并被包括我国在内的众多

国家纳入实验动物福利伦理审查要求以及实验动

物保护相关法文中[7,9] 。
1. 2　 实验动物福利在安乐死中的具体体现

　 　 安乐死作为对实验动物实施仁慈终点的技术,
在实施过程中侧重关注“免于痛苦 / 伤病”以及“免

于恐惧 / 焦虑”两条原则[10] 。 虽然安乐死很难完全

实现“没有痛苦与伤害”,但可通过改善实施安乐死

的条件和技术,减少动物死亡过程中的痛苦以及死

亡前的恐惧与焦虑。 无疼痛安乐死的建立有助于

减少疼痛;尽量减少动物感知,尽快使动物进入无

意识状态,有助于减轻恐惧与焦虑[9] ,从而实现让

实验动物仅在短时间承受微量的疼痛和痛苦,达到

仁慈终点的目标。
1. 3　 实验动物麻醉安乐死方法及其局限性

　 　 2020 年出版的《AVMA 动物安乐死指南》(以下

简称《指南》)是世界范围内实验动物安乐死时普遍

使用的指导性文件。 根据该指南,处死实验动物的

方式分为 3 种:(1) 直接安乐死;(2) 条件安乐死;
(3)非安乐死[3,9] 。 其中直接安乐死主要包括吸入

性药物法及通过静脉注射、肌肉注射、腹腔注射、口
服或直肠内灌注等给药途径进行的注射药物法。
麻醉安乐死可以阻断痛觉的传播并让动物失去意

识,符合“免于痛苦 / 伤病”以及“免于恐惧 / 焦虑”原

则,如过量注射巴比妥酸盐或其衍生物(巴比妥类

药物)可逆行抑制中枢神经系统,即先抑制动物产

生意识的大脑皮层,进而抑制动物维持心跳、呼吸

的脑干生命中枢[11-12] 。 这种注射麻醉法不需要特

殊的麻醉设备,引发环境污染或实验者中毒的风险

亦小于吸入性药物法。 因此,静脉或腹腔注射巴比

妥类药物注射液成为目前国际公认的绝大多数动

物种类首选的直接安乐死方法[13] 。 然而,麻醉安乐

死存在一定的局限性,当有以下特殊实验需求时,
实验人员常需选取非麻醉的“条件安乐死”。

(1)生物样本质量有特殊需要时

巴比妥类药物等液体麻醉药物常通过静脉或

腹腔注射途径给药,药物会随循环系统扩散至动物

体内各处;吸入性药物法使用的乙醚、异氟烷等气

体,由于分子量较小,也会快速扩散至动物体内各

处。 死亡动物体内致麻醉的气体或药剂的存在,一
定程度上会影响组织、血液、尿液等样本的分析[14] ,
如腹腔注射强碱性巴比妥类药物注射液可导致体

液 pH 降低、腹腔内器官表面潮红[11,13] 、皮肤中神经

递质分布改变、主动脉与肠道平滑肌对神经递质敏

感性下降[15-16] 以及肝组织超微结构变化[17] ;而使

用气体麻醉剂易造成肺泡毛细血管阻塞、血管通透

性改变[18]与脑脊液酸性增强[10] 。
(2)有较高取材时效性要求时

有研究表明,120
 

mg / kg 超剂量注射巴比妥酸

盐进行大鼠安乐死时,大脑神经元膜电位一直持续

到药物注射后 1
 

h 余(3660 s)才出现了标志彻底脑
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死亡的“死亡波”(由大量神经元同时失去活性而去

极化产生) [19] 。 即便提高注射剂量至 200
 

mg / kg 并

以呼吸或心跳停止作为实验动物死亡的判断标准,
也需要至少 7

 

min[12,20] 。 在此期间,许多脏器可能

会因为呼吸停止或减缓造成的缺氧而衰竭[21-22] 。
在一项比较不同安乐死对小鼠卵细胞质量的研究

中,异氟烷麻醉组小鼠卵细胞的完整率(65. 8%)显

著低 于 颈 椎 脱 臼 组 小 鼠 卵 细 胞 的 完 整 率

(93. 1%) [23] 。 因此,对于有较高取材时效性要求的

研究,常不适合使用麻醉类安乐死。
(3)麻醉状态的动物会干扰实验结果时

注射巴比妥类药物注射液会让动物在完全死

亡之前相继进入 1 期与 2 期麻醉状态[9] ,这种麻醉

状态会显著改变不同种类神经元中的基因与蛋白

质的表达[24] ,甚至可能通过神经递质与激素分泌的

改变进一步影响肝等重要脏器的新陈代谢过

程[21,25] ,进而对相关实验结果造成严重干扰。

2　 常见非麻醉处死方法及其伦理分析

　 　 由于麻醉安乐死存在一定的局限性,常需选择

非麻醉方法进行替代,不仅如此,非麻醉法,如颈椎

脱臼处死实验小鼠,因其操作便捷,无须额外工具

和药物,在研究和教学中均有较广泛应用。 那么,
以非麻醉法处死实验动物,是否符合动物实验伦理

要求的“仁慈终点”要求,需逐一展开分析。
2. 1　 断颈

　 　 断颈,顾名思义,是操作人员利用特制的断头

装置(如闸刀),实施动物断头操作。 行断颈需由熟

悉操作的实验人员抓取已麻醉镇静或清醒的动物

保定于与动物体型配套的断头装置上,随即快速拉

动闸刀,切断动物头颈连接处;断头完成后,断头装

置需清洗去血迹与气味,闸刀刀片亦需擦拭清洁、
涂抹轻机油润滑且定期磨刀或更换刀片以保证刀

片锋利,从而使断头装置始终保持干净且性能良

好。 断颈常用于啮齿类动物、禽类、两栖类与爬行

类,而对新生啮齿类动物行断颈亦可使用锋利的剪

刀而非闸刀。 此外,使用 DecapiCone􀳏 等一次性保

定器辅助保定可以缓解动物保定时的应激状态,且
使动物姿态固定更准确,受到《指南》推荐[3] 。 断颈

能够使动物的中枢神经系统在安乐死实施早期即

发生阻抑,从而丧失各种知觉(主要是疼痛)
 

和意

识[26] 。 通过对大鼠脑组织内氧含量的测定发现,断
头后 3

 

s 脑内氧含量即低于维持意识所需的氧含

量[25,27] ,脑主要供能物质( ATP、NADH、磷酸肌酸、
葡萄糖等)含量也迅速降低[28-29] ;脑电记录则显示

断头后小鼠在约 5 ~ 10
 

s 内即丧失视觉诱发电位(即
通常所指的“完全失去意识”),且无论断头前是否

处于麻醉状态,约 15 ~ 20
 

s 后将不再有脑电信号发

生,约 30
 

s 后脑电信号不再持续(即通常所指的“脑

死亡”) [10,25,28,30] 。 此外,由于切断处的颈 1 缺乏感

觉神经,从神经解剖学角度来看,规范的断颈也不

构成产生疼痛的条件,即便由于断头操作不当使得

切断处位于颈 1 以下,根据疼痛闸门控制理论,由于

大量组织瞬间损伤产生的过载感觉信号也会被脊

髓神经元抑制,使其无法上行至大脑皮层进而被感

知[31] ,已有人类病例进行佐证。 另有实验表明,若
规范操作,大鼠和小鼠不会因为断头或处于其他大

鼠或小鼠被断头的现场而产生下丘脑-垂体-肾上

腺轴的应激反应[9] ,即采用断颈不会增加被执行安

乐死的动物本身以及附近其他实验动物的焦虑、恐
惧与压力。 因此断颈从动物福利原则来看是人道

的,此外,出于实验需求的考虑,神经科学、脑科学

实验中往往需要进行脑部取材,断颈可以方便后续

取材实验的开展[32-34] ;亦有研究表明,无麻醉的断

颈对动物血清生物标志物的干扰远小于二氧化碳

(CO2)安乐死方法与腹腔 / 静脉注射巴比妥类药物

注射液[35] 。 基于以上分析,断颈目前被认为是一种

条件性接受的安乐死方法,并在很多情况下是权衡

实验需要与动物伦理之下的最优解[35] 。
特别值得一提的是,1986 年版《指南》曾反对无

麻醉的断颈,原因在于当时有文献表明对清醒大鼠

实施断颈后,脑电活动能维持 13 ~ 14
 

s,且脑电波形

与疼痛状态下观察到的波形类似[36] 。 然而脑电波

的存在不等价于意识存在,即便是麻醉状态下的动

物也仍然可以检测到对疼痛刺激的脑电反应[37] ,该
反应并不足以表明疼痛刺激能被动物所感知。 后

续研究亦表明断颈前动物是否麻醉对断颈后动物

脑电的变化并无显著影响[19] ,麻醉甚至可能延长断

头后脑电消失的时间(可能是麻醉状态下脑耗氧速

率降低,导致断头后神经元缺氧延迟)。 此外,行断

颈后大鼠脑电波形也不仅仅在疼痛状态下才会产

生,而是更接近于神经元受到抑制的麻醉状态与深

度睡眠[38] ,清醒状态下给予食物等事件亦可诱发类

似波形。 此外,针对大鼠特定脑区的新皮质低电压

快速活动(LVFA)和海马节律性慢活动( RSA)的精

细脑电记录进一步佐证了大脑对断颈的反应与大
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脑对疼痛刺激的反应并不相同[38] 。 基于以上证据,
《指南》自 2000 年版起,一定程度上支持断颈的使

用,将措辞从原来的“正当性有待科学检验” 改为

“根据实验需要采用” [25,39] ;2013 版《指南》则完全

没有提及“断颈后的脑电活动与疼痛相关”这一观

点[40] ;2020 版《指南》亦仅声明“对断颈后的脑电活

动的解释存在争议,仍需讨论”。
由于人类历史上断头台曾被作为酷刑的象征,

又兼断头后实验动物易大量出血,断头瞬间动物躯

干会不自觉产生抽搐[30] ,因此断颈相比于注射麻醉

法易被公众认为是“直观上难以接受” 的安乐死。
然而,基于专业设计的实验动物断颈并不是通常意

义上“流血的杀戮”,已被现代神经科学证明既不会

增加实验动物的痛苦,也不会增加其恐惧和焦虑情

绪,不仅符合源于西方的现代动物实验伦理,更与

我国儒家倡导的“恻隐之心”,“不忍其觳觫”等动物

伦理思想不谋而合[41] 。 此外,我国及基督教、伊斯

兰教文化国家的民众在屠宰肉用畜禽(包括牛、羊、
猪等哺乳类与鸡、鸭等鸟类甚至鳖等爬行类) 时也

均采取类似的方法[42-44] ,因而断颈作为一种安乐死

方式,事实上已被中外普通大众所接受。 此外,一
项针对 801 名实验人员的调查亦显示,使用断颈等

看似“残酷”的物理方式相比于吸入性药物法,对于

实验人员继发性创伤后应激的发生程度与同情心

满足感没有显著影响[45] 。 因此,就实验人员主观感

受而言,断颈也是可被接受的安乐死方法。
但是,动物行断颈前保定时发出的叫声、释放

出某种外激素[13] 、断颈后流出血液的气味等对周围

其他动物的影响尚有许多不确定性,尤其是对于某

些较敏感的种属,仍然存在致使其他动物焦虑与恐

惧的可能。 此外,虽然“尸体完整权”目前被认为是

一种“人格权”的体现[46] ,并不为非人所享有(如死

胎断头取出术是目前被广泛接受的处理忽略性横

位的妇科手术,未娩出的胎儿依我国法律不属于

人,因此也不享有包括尸体完整权在内的人格权),
但出于对实验动物的尊重,若非实验特殊需要(例

如脑科学研究取材常不可避免地需要彻底破坏颅

骨以取出完整大脑[3] ),应避免采用让动物首身分

离的非“人道”方法。 鉴于此,断颈仍应当作为条件

性使用的安乐死方法,在伦理审查时需要严格慎

重,如美国实行断颈需经实验动物管理与使用委员

会 ( institutional
 

animal
 

care
 

and
 

use
 

committee,
IACUC)批准。

2. 2　 颈椎脱臼

　 　 颈椎脱臼的原理与断颈类似,且不需要固定器

械与锋利的刀片。 采用直接脱颈椎法实施安乐死,
动物的脑电活动与视觉诱发电位与断颈无统计学

差异[25] 。 有研究认为,颈椎脱臼前动物是否处于麻

醉状态对于颈椎脱臼后的脑电信号没有影响,即动

物在脱颈椎后很快失去意识,因此该脑电信号不足

以证明动物仍然能感受到疼痛。 出于动物福利考

量,颈椎脱臼主要弊端在于操作不熟练将会导致动

物有较长时间的挣扎,因此对于操作人员有较高要

求。 从另一方面来讲,安乐死成功率不高的问题并

不是颈椎脱臼方法特有的。 即便是实验技巧熟练

的操作者实施麻醉药物注射,动物在被抓取、保定

与注射的过程中挣扎、发出叫声的时间也显著长于

颈椎脱臼抓取与保定的用时。 此外,根据对经颈椎

脱臼安乐死的小鼠尸体检验进行的不完全估计,巴
比妥类药物腹腔注射位点错误率约为 6% ~ 20%,与
实施颈椎脱臼后 3

 

min 动物仍未完全停止呼吸的几

率约 10%无显著差异[10,12] ,巴比妥类药物错误注射

的位置多为肠道、胃、子宫角、膀胱与皮下[12] ,麻醉

药液从这些组织进入循环系统需要较长时间,而这

些组织通常又分布有较为丰富的感觉末梢,因此积

累在此处的巴比妥类药物注射液酸盐溶液不仅不

能起到麻醉或者安乐死作用,反而会给动物带来巨

大痛苦感,并不符合“免于痛苦 / 伤病” 原则。 由于

不同动物对剂量敏感性不同,常常会发生由于麻醉

不彻底导致动物苏醒,需要重新注射补给药的情

况,动物在接受注射的过程中出于恐惧将反复挣

扎,不符合“免于恐惧 / 焦虑”原则。 相比之下,较高

的成功率与不可逆性使得颈椎脱臼成为一种值得

推荐的非麻醉安乐死方法。 考虑到诸多优越性,
2020 年版《指南》撤销了 2013 版当中对颈椎脱臼安

乐死适用动物体型的限制,同时对必要的辅助器械

使用 条 件 以 及 安 乐 死 实 施 细 节 进 行 了 细 化

说明[3,13] 。
在实践层面上,国内外均存在不少实验者常在

实施颈椎脱臼前先行用乙醚、异氟烷等气体麻醉剂

对动物进行麻醉或镇静,特别多见于消化道功能研

究、血液感染与肿瘤等需要取材的在体实验[47-54] ,
这种方式使实验人员执行安乐死及取材过程更为

便捷、高效,一定程度上也缓解实验人员在实施颈

椎脱臼时的心理负担。 颈椎脱臼还常配合其他安

乐死方法使用,作为确保动物死亡的第二道程序,
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进一步提高安乐死的成功率。
2. 3　 空气栓塞法

　 　 空气栓塞法通过向动物血管中注射空气形成

空气栓塞阻断供血,最终导致动物死亡,此过程不

需消耗任何耗材、产生创伤,也不会向动物体组织

中引入任何可能干扰生化鉴定的杂质,并且被认为

可以排除脑部的血流,减少神经科学、脑科学实验

中脑组织取材时凝血造成的样本污染。 基于以上

优点,空气栓塞法一度应用较广。 然而根据国内文

献报道,我国实验者并没有向动物颈内静脉注射空

气诱发脑空气栓塞处死动物的做法,常用的方法

(乃至教学实验的操作方法[55] )均为向兔耳缘静脉

注射空气。 尸检结果表明,耳缘静脉注射的空气随

血流进入右心室,并在心脏中与空气混合致血液呈

泡沫状,随血液循环进入肺动脉并栓塞主干及分

支,诱发呼吸功能衰竭,而空气进入脑动脉的发生

率仅 50%左右,且进入其中的空气仅形成不足以完

全栓塞血管的气泡串[56] ,更难以“排除脑部血流”。
因此接受空气栓塞法的动物常死于肺部气体交换

障碍所致的窒息,而非脑部血管栓塞直接导致的脑

功能丧失。 空气注射后动物出现呼吸急促,心跳加

快,口唇发绀,大小便失禁以及临终喘息样呼吸等

窒息 样 症 状 并 伴 有 剧 烈 挣 扎, 亦 可 佐 证 此 观

点[57-58] 。 由于清醒实验动物经空气栓塞法处死时

承受巨大痛苦、恐惧、焦虑的时间可持续几分钟,有
违“免于痛苦 / 伤病”、“免于恐惧 / 焦虑” 原则。 因

此,若将空气栓塞法用于动物安乐死,必须先将动

物麻醉以减少其痛苦。
2. 4　 液氮冰冻法

　 　 为防止变性或细胞中溶酶体破裂导致蛋白质

分解,需测定蛋白质的生物样本往往储存于液氮

中。 放入液氮中的生物组织可以在极短时间内降

至超低温,因此用液氮直接冰冻法似乎可以在极短

时间内使动物进入超低体温无意识状态,同时生物

组织即刻得到低温保存[22] ,满足较高取材时效性的

实验操作,看似是一举两得的安乐死。 1986 年的

《指南》甚至规定唯一可以不麻醉就实行断颈的情

况是在断颈后立即用液氮冷冻法保存大鼠头部[59] 。
然而有研究表明,0. 5

 

g 的鼠肾放入液氮中,其核心

温度保持在 30℃以上的时间显著大于 20
 

s[19] ,而动

物脑部更因有颅骨、头皮等结构的隔热作用,需要

更长时间才能使核心温度降至神经元正常工作的

温度下限。 以大鼠为例,通常需 30 ~ 80
 

s[60] ,远超单

独使用断颈后大鼠残存脑电活动的时间,在这段时

间内,由于传入神经未遭到破坏,动物完全可以感

知超低温造成的剧烈疼痛。 冰冻法虽然一定程度

上减少了动物意识丧失需要的时间,减少了动物的

焦虑与恐惧,但是在生命的最后时刻给动物造成极

大的疼痛,因此并不适合作为安乐死方法使用。
2000 年版《指南》明确指出,只有体重小于 4

 

g 的爬

行动物、两栖动物和岀生时间短于 5
 

d 的新生小鼠,
鉴于其体积小、降温快以及对冷致痛觉敏感程度不

高,可以采用急速冷冻法[3,13] 。
2. 5　 放血法

　 　 对于需要获得大量血液或活体血细胞进行后

续研究的实验,采用放血法不易使样本受到麻醉剂

污染,且放血过程本身不会造成较大疼痛感,看似

是比较理想的非麻醉安乐死方法。 然而放血过程

耗时较长,如家兔放血过程常需持续 2 ~ 3
 

h 才会导

致最终死亡[61] ,且动物进入昏迷状态之前,低血容

量易引起焦躁、恐惧[13] ,因此放血法常常配合其他

安乐死方法使用以确保动物死亡,如若作为处死动

物的单一方法使用,放血法只能用于无意识的动

物[62] ,如已被击晕的动物。 此外,以放血法处理携

带有传染性病原体的动物时,还需注意操作者的生

物安全问题[63] 。
2. 6　 窒息类方法

　 　 窒息类方法如闷死、绞死、溺水、胸廓按压等机

械方式阻止动物呼吸,动物在失去意识之前会因承

受巨大的恐惧、痛苦而猛烈挣扎反抗,甚至有可能

危害到实验者自身安全,因此从人与动物两方的福

利来看,都不是适宜的安乐死方法,AVMA 评价其为

“不人道的杀害动物方法” [3,13] ,应坚决避免作为安

乐死的实施方法。
2. 7　 其他

　 　 在处理一些体型较大(如牲畜)、难以保定(如

攻击性较强的动物)等特殊实验动物或者需进行研

究但难以捕获的野生动物,出于物理条件上的限

制,采用吸入性药物法或注射药物法以及断颈或颈

椎脱臼均不可行[64] ,甚至可能对安乐死实施人员的

生命安全构成威胁。 此种情况下,可用穿透型系簧

枪(penetrating
 

captive
 

bolt,
 

PCB)法、脑内爆破法以

及枪击法等[3] 。 这些方法的正确使用可以直接损

毁动物脑中枢,让动物瞬间丧失意识,因此普遍被

认为也是符合动物伦理的安乐死。
此外,对于二氧化碳(CO2)安乐死方法的使用,
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目前仍存在较大争议。 支持者认为二氧化碳(CO2 )
安乐死方法可以批量处死大量小型动物,不易造成

环境污染、生物安全性高、成本低廉,且可以在饲养

动物的笼箱中完成,省去了安乐死实施时所需的抓

取、保定以及与其他动物混笼、转移等操作,一定程

度上减少了动物被执行安乐死之前的恐惧与焦虑,
也是目前应用广泛的安乐死[10] 。 反对者则认为,无
论是放入动物前即将笼箱充满二氧化碳气体的预

灌注法,还是直接向动物笼箱内释放二氧化碳的灌

注法,均可能造成动物的痛苦和不适。 脑电活动显

示,预灌注法将动物置于纯二氧化碳后因窒息而死

亡的时间短于颈椎脱臼和断颈[25] ,但清醒动物吸入

过高浓度的二氧化碳气体将导致动物呼吸道黏膜

因碳酸刺激而产生明显的疼痛。 灌注法中,二氧化

碳流量过高同样也可能引起动物黏膜疼痛,而二氧

化碳充盈速率过低则会造成动物因呼吸困难而痛

苦。 此外,还有研究表明啮齿类动物嗅神经中存在

专门感受二氧化碳刺激的感受器,0. 1%浓度的二氧

化碳即可引起该感受器去极化,因此对人类而言无

色无味的二氧化碳,对于啮齿类动物而言可能是一

种异味,回避箱实验也从行为学角度证实了这一

点[10,65] 。 考虑到这些争议与问题,新版《指南》对于

二氧化碳(CO2)安乐死方法的应用采取相对开放的

态度,相较于 2013 版,新版不但将“预灌注法是不

可接受的”改为“预灌注法是不建议的”,而且将二

氧化碳最佳充盈速率从每分钟置换安乐死容器体

积的 10% ~ 30%,修改为每分钟 30% ~ 70%[3,13] 。

3　 讨论与展望

　 　 综上所述,虽然目前广泛推荐使用麻醉安乐

死,但以断颈与颈椎脱臼为代表的一系列符合动物

伦理的非麻醉安乐死方法仍具有不可替代的优势。
当今生物科学与医学研究的需求各异,实验人

员在实际应用时,应权衡研究需求和伦理福利需

要[62] ,兼顾不同品类、不同年龄实验动物的生理、心
理需求,并可综合使用多种安乐死以减轻实验动物

在生命最后时刻的疼痛感以及恐惧与焦虑[66] ,如针

对小鼠大脑皮层研究时,采用异氟烷镇静处理后,
先行颈椎脱臼,再使用断颈,通过综合应用多种安

乐死,既能确保符合动物伦理要求的仁慈终点,又
方便进行脑部取材且不会干扰实验结果。

此外,为避免实验人员因技术操作不熟练增加

实验动物的痛苦,应加强对初学者的伦理教育以及

实验动物操作技能训练,如使用已实施安乐死的动

物或已取材完毕的动物尸体替代活体动物供初学

者练习,或开发相关模拟器具供实验者练手。 对参

与教学实验的学生,也可采取一些辅助措施,如采

用异氟烷镇静后,再实施颈椎脱臼,不仅可降低实

施难度,也可减少实验者的心理负担,各教学院校

可根据各自教学需要选择性使用。
随着认知神经生物学的发展,科研人员在对动

物意识、疼痛与负性情绪的评估中纳入了更全面、
客观的电生理(如视觉诱发电位)以及行为学指标

(如可以有效反映动物腹腔注射后不适感的腹腔相

关 行 为 ( peritoneum-directed
 

behaviors,
 

PDB ) 指

数[11] 与动态负重测试 ( dynamic
 

weight
 

bearing,
 

DWB)指数[67] ),从而对被执行安乐死动物的具体

感受有了更全面的认识。 与此同时,通过迅速且直

接破坏脑部重要结构以期实现无痛、无意识安乐死

的非麻醉安乐死方式,如贯穿特定脑中枢的微波辐

射法、电击法等技术正在逐渐发展成熟中[2] 。 这些

技术进展,不仅让我们可利用更合理的评估方式重

新审视实验动物安乐死的伦理正当性,还有助于实

现安乐死的迭代更新,进而让实验人员可根据各自

的研究需求,更加从容自信地选择适宜的安乐死。
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