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　　摘　要：在流感病毒研究的动物模型中，雪貂（Ｆｅｒｒｅｔ）是目前最为敏感的实验动物，鼻内接种人流感病
毒后出现与人相似的感染症状，广泛用于流感病毒的机制、传播和疫苗评价等研究。对雪貂进行正确和规范
的操作是影响试验结果成功与否的关键因素之一，当前国内尚无在流感病毒研究中对雪貂操作的实验技术
进行系统详细的报道。论文结合实际操作和文献对流感病毒研究中雪貂的抓取、麻醉、病毒接种、鼻洗液收
集、心脏采血、临床症状观察、剖检和组织样品保存等操作流程进行探索性研究，初步建立了标准规范的实验
操作程序，具有较强的实用性和可操作性，对后续研究者具有重要的参考和指导意义。
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　　流行性感冒（简称流感）是由流感病毒（Ｉｎｆｌｕｅｎ－
ｚａ　ｖｉｒｕｓ，ＩＦＶ）引起的一种急性呼吸道传染病，严重
危害人类健康和生命［１－４］。动物实验在流感病毒研
究中是非常重要的一个环节，选择合适的动物模型
及正确规范的操作对于病毒实验研究结果的科学性

和准确性尤为关键［５－７］。
雪貂（ｆｅｒｒｅｔ）是目前最为敏感的ＩＦＶ感染动物

模型，很容易感染人流感病毒，形成与人类相似的流
感症状，经过鼻内接种感染后会出现体温升高，并出
现如打喷嚏、流涕、活动度降低等呼吸道症状。能够
检测相关临床参数，如温度，脉搏，呼吸频率，获得相
对大量的血清用于血清学和抗原特性研究。目前已
广泛用于流感病毒机制、传播和疫苗评价等多方面
研究［８－１０］。国内目前有建立雪貂流感病毒模型的研
究，但对于雪貂的具体实验操作尚无报道［１１－１２］。我
们通过实验过程中获得的经验并结合相关文献报道

对雪貂在流感研究中的常规操作进行探索性研究，
探讨建立标准饲养操作程序，为研究提供规范的操
作方法，保证获得客观准确的试验结果。

１　材料

１．１　动物
雪貂，来源于有动物饲养繁殖许可证单位，年龄

６月龄～８月龄，体重在８００ｇ～１　２００ｇ。性别选择
无固定要求，尽量选择同性别雪貂。注意：①需有供

应商提供流感病毒抗体阴性（如 Ｈ１Ｎ１，Ｈ３Ｎ２和Ｂ
型流感病毒等）检测报告，或者试验单位对提供动物
进行相应检测达到实验要求；②购买的雪貂需进行

７ｄ～１５ｄ隔离观察，进行体温的测量和相关流感病
毒抗体的检测，满足试验标准方可开展实验研究。

１．２　仪器和设备
昆明动物生物安全二级实验室，由中国医学科

学院医学生物学研究所提供；生物安全柜，ＵＳＡ
Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；独立通风负压（温度２０℃，湿度

５０％～６０％，压差１０Ｐａ～１５Ｐａ）生物隔离笼具，苏
州冯氏实验动物设备有限公司产品；电子天平，Ｇｅｒ－
ｍａｎｙ　Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司产品；电子体温计，Ｊａｐａｎ　Ｏｍ－
ｒｏｎ公司产品。
研究中人员防护严格按照国家农业部和卫生部

颁布的病原微生物实验操作规范执行。

２　实验程序

２．１　雪貂的抓取和固定
操作者一只手抓住雪貂的颈背部，将其四肢悬

空进行固定（图１），另一只手托住雪貂的臀部和四
肢（图２），大多数雪貂在这种保定姿势下会比较放
松和配合，另一名操作者可轻抚雪貂腹部和背部，降
低雪貂的紧张情绪。雪貂具有锋利的牙齿，如果没
有正确的抓取和有效的防护，能够对操作者带来一
定危险，用厚皮革、纺纶或金属网手套操作进行保护



和防止受到动物的攻击。

图１　雪貂的固定和抓取
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图２　雪貂的抓取和麻醉
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２．２　雪貂的麻醉
麻醉剂的配方和用量如表１所示［１３］，使用配制

的麻醉剂为舒泰５０和速眠新Ⅱ，将舒泰５０和速眠
新Ⅱ按照１∶５的体积比进行混合，每只雪貂使用

０．０５ｍＬ／ｋｇ～０．０８ｍＬ／ｋｇ体重的麻醉剂量。操作
者按照上述方式抓取雪貂将其仰卧，麻醉人员用

７００ｍＬ／Ｌ酒精在雪貂大腿内侧（麻醉注射区域见图

２）消毒，将麻醉剂注入到大腿肌肉组织中。每只雪
貂注射０．０８ｍＬ麻醉剂，观察雪貂眼睛活动、四肢
的松弛来确定是否完全麻醉。为了避免交叉感染，
每次需操作和麻醉１只雪貂。注意：①雪貂取血或
处死时需进行深度麻醉，采取注射麻醉方法，保证对
雪貂的操作具有足够的时间，同时需严格控制麻醉
剂量，尽量减少过度麻醉对雪貂和试验验带来的影
响；②麻醉剂需要专人负责管理，提前配制好足够使
用的麻醉剂，麻醉操作至少需要２人～３人配合进
行。经验：①由于个体差异，同体重雪貂在该剂量下
也出现耐受情况，如雪貂仍未麻醉，适当增加麻醉
剂，等待２ｍｉｎ～３ｍｉｎ即可；②研究统计显示雪貂
在该剂量下维持麻醉时间约为４５ｍｉｎ～９０ｍｉｎ，该
剂量能保证对雪貂有效的麻醉，同时不会产生过度
麻醉导致雪貂长时间不能苏醒。

２．３　雪貂的采血和血清分离
对雪貂使用前腔静脉采血，一次采血不能超过

１０％的动物血液量［１３］。在研究中我们采用易操作、
成功率较高的心脏采血（图３）。将雪貂按上述方式
抓取和麻醉，仰卧平放在生物安全柜内的操作盘中，

使用电推剪将雪貂从脖子下沿胸骨剃剪干净，用手
探明心脏搏动最强部位，通常在胸骨左缘的正中，位
于倒数第二、三肋骨中间。采血部位用７００ｍＬ／Ｌ
酒精擦拭消毒，使用１ｍＬ一次性注射器垂直缓慢
刺入心脏，缓慢拔针并回抽，直到血开始填充注射
器，收集所需血量后，拔出针头，使用消毒脱脂棉轻
压注射部位止血。小心将血液转移到血清分离管，
室温静止３０ｍｉｎ以上，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分
离血清转至另一干净离心管中，－２０℃保存。经
验：①实际操作显示雪貂前腔静脉血管较细，颈部皮
肤较疏松，针头容易滑落，没有经过大量练习操作前
腔静脉采血不易成功，由于雪貂较贵，一般实验室难
以大量练习；②研究显示雪貂每周一次心脏采血０．５
ｍＬ～０．６ｍＬ，连续采血不超过２月，对雪貂健康状
况和体征指标无明显影响。

表１　麻醉剂配方和用量

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｆ　ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ

药物 Ｄｒｕｇｓ 剂量／（ｍｇ·ｋｇ－１）Ｄｏｓａｇｅ
氯胺酮 Ｋｅｔａｍｉｎｅ　 ２５
甲苯噻嗪 Ｘｙｌａｚｉｎｅ　 ２
阿托品 Ａｔｒｏｐｉｎｅ　 ０．０５

图３　雪貂的心脏采血
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２．４　雪貂的接种和鼻洗液收集
雪貂在清醒状态能够通过打喷嚏排斥接种，雪

貂在轻度麻醉后鼻内接种，病毒能够完全被摄
入［１３］。在我们的研究中提前准备所需的足够病毒
量（通常准备１个～２个额外的剂量），将病毒液放
在冰袋或碎冰上，使其保持低温状态。使用１ｍＬ
移液器吸取５００μＬ病毒液，将雪貂按上述方式固定
和麻醉，将一侧鼻孔向上，使用移液器缓慢逐滴滴入
鼻腔接种２５０μＬ病毒液，借助雪貂的呼吸，病毒可
以快速的被完全被吸入，更换另一侧鼻孔接种２５０

μＬ病毒液（图４）。研究显示，雪貂单侧鼻腔接种

５００μＬ病毒液，也能够完全吸入。雪貂鼻洗液收集
过程中，使用１．５ｍＬ 离心管，每管提前准备好

０．５ｍＬ～１ｍＬ含５　０００单位双抗／ｍＬ　ｐＨ７．２的无
菌ＰＢＳ，将雪貂固定好，头下尾上，头部侧置，鼻孔下
方放置无菌平皿（图５），将洗液缓慢从一个鼻孔注
入，洗液会顺着鼻腔或从另一个鼻孔流出，平皿收
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集。收集的鼻洗液尽快放置于－８０℃冰箱保存，待
检测。由于雪貂对于鼻部刺激较为敏感，接种和鼻
洗液收集时头部需要较好的固定。经验：一般最终
收集的鼻洗液体积为洗液体积的７０％～８０％，需提
前准备实验需要的相应体积洗脱液。

图４　雪貂的鼻内接种
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图５　雪貂鼻洗液收集
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２．５　雪貂的体温体重测量和临床症状观察
雪貂体温体重的测量均在生物安全柜内进行，

由于动物体温和体重在１ｄ内存在一定的波动，需
要在每天的同一时刻进行测量。体重的测量时将雪
貂从笼具内取出放于电子秤上保持读数静止３ｓ以
上进行记录（精确度０．０１ｋｇ）。我们对于不同组别
体重记录结果显示季节性 Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒的感
染对于雪貂体重的影响并不明显（Ｐ＞０．０５）。
雪貂体温测量时通过雪貂皮下植入芯片，利用

芯片读数读取动物体温数值［１３］。在我们的实验中，

将甘油润滑后的电子体温计插入雪貂直肠，保持体
温计读数５ｓ～１０ｓ无变化进行记录（图６）。经验：

①使用电子体温计检测操作简便快捷、数值稳定、记
录准确，对雪貂无影响；②结果显示，雪貂接种流感
病毒后１ｄ～２ｄ体温会升高，随后恢复正常。雪貂
的正常温度范围是３７．８ ℃～４０ ℃，平均温度是

３８．８℃。
雪貂感染流感病毒后的临床症状评价标准在国

际上使用较多的是表２，主要观察雪貂鼻部症状和
活动能力［１３－１４］，在试验中，通过在体重体温测量时近
距离观察鼻部症状及在笼具内长时间观察活动度。

经验：①根据我们的观察和多数文献报道显示，季节
性流感病毒感染雪貂后，多数雪貂的临床症状并不
明显［１４］，我们从鼻部症状观察多数雪貂感染后会出
现鼻镜干燥，不断用舌头舔鼻现象，部分雪貂观察到
流涕，较少的能够观察到打喷嚏。由于雪貂本身特
性致其鼻部抽吸及活跃度指标使其不易观察和判

断；②在研究中，我们认为雪貂鼻镜干燥和使用舌头
舔鼻频率也能够作为流感病毒感染症状之一，纳入
临床症状评价体系。

图６　雪貂的体温测量
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表２　雪貂感染后临床评分标准
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评分
Ｓｃｏｒｅ

鼻部症状
Ｎａｓａｌ　ｓｙｍｐｔｏｍｓ

活跃度
Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｌｅｖｅｌ

０ 无症状 Ｎｏ　ｓｙｍｐｔｏｍｓ 非常活跃Ｆｕｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ

１ 鼻头抽吸或打喷嚏
Ｎａｓａｌ　ｒａｔｔｌｉｎｇ　ｏｒ　ｓｎｅｅｚｉｎｇ

仍活动但活跃度降低
Ａｃｔｉｖｅ，

ｂｕｔ　ａｃｔｉｖｅ　ｌｅｖｅｌ　ｄｏｗｎ

２ 流涕
Ｎａｓａｌ　ｄｉｓｃｈａｒｇｅ　ｏｎ　ｅｘｔｅｍａｌ　ｎａｒｅｓ

警觉不活跃
Ａｌｅｒｔ，ｂｕｔ　ｎｏｔ　ａｃｔｉｖｅ

３ 口式呼吸 Ｍｏｕｔｈ　ｂｒｅａｔｈｉｎｇ
不活跃，不警觉

Ｎｏｔ　ａｃｔｉｖｅ，ｎｏｔ　ａｌｅｒｔ

２．６　雪貂的处死和组织收集
雪貂在剖检、取样前必需执行安乐死。雪貂首

先需被注射麻醉后，通过心脏穿刺注射安乐死Ｅｕ－
ｔｈａｎａｓｉａⅢ溶液（每毫升包含的活性成分为３９０ｍｇ
戊巴比妥钠和５０ｍｇ苯妥英钠）［１３］。在安乐死前，
麻醉后的雪貂可以通过心脏穿刺收集大量血液。我
们在研究中使用０．４ｍＬ剂量麻药注射雪貂大腿肌
肉，雪貂１ｍｉｎ～２ｍｉｎ内迅速深度麻醉，使用２０ｍＬ
或５０ｍＬ 注射器，心脏穿刺大量采血５０ｍＬ～
６０ｍＬ（图２）。研究显示，雪貂注射相应剂量麻醉剂
后，１ｍｉｎ～２ｍｉｎ内雪貂能够迅速死亡，不需再注射
安乐死溶液。正确收集雪貂的组织样本对于分析非
常重要，需使用单独的器械收集不同组织样品，不同
动物／组织之间用酒精消毒（将要收集的组织所需要
器具放在含７００ｍＬ／Ｌ酒精烧杯中消毒，每个组织
单独放入一个烧杯中）。用无菌纱布轻拭檫净血液

和组织，将采集组织放入预先称重和标记清晰的收
集管内并尽快冻存。对于雪貂组织先收集理论上病
毒含量低的组织，如脑、心、肝脾肾组织在肺和鼻甲
骨之前进行，使高病毒含量器官造成的污染降低到

７２张　涛等：流感病毒感染雪貂的标准化操作程序建立



最小。我们的研究主要检测肺部和鼻甲骨病毒含
量，文献显示鼻甲骨病毒含量多高于肺部，因此先收
集肺部组织［１３］。７００ｍＬ／Ｌ酒精将胸部区域消毒，
用剪刀将肋部皮肤切除，干净剪刀剪开胸部，镊子夹
起使其远离胸腔（图７，图８）。打开胸腔，用剪刀和
干净镊子移除肺部和心脏将其放在干净的平皿上。
使用手术剪切除部分左下或右下肺叶，放入预先称
重和标记的收集管中，放入－８０℃冻存待用。鼻甲
骨收集按照文献［１３］进行操作，使用解剖刀切除鼻
子顶部软骨和软组织，将刮匙插入每一个鼻孔，挖出
鼻甲放入标记好的１５ｍＬ试管中，尽快冻存于－８０
℃待用。其他组织的收集也需避免样本间的交叉污
染及器具的消毒。如果组织需要固定进行病理学研
究，采集的样本应小于１ｃｍ厚，以便有足够的福尔
马林渗透。组织放入固定液之前用ＰＢＳ轻轻漂洗
或用纱布轻拭除净多余的血，固定剂的量至少是采
集组织体积（Ｖ／Ｖ）的１５倍～２０倍，室温放置１周
后方可进行试验。注意：①我们在研究中操作的原
则是尽量避免交叉污染，按病毒滴度从低到高进行
收集。先收集阴性对照组雪貂，依次收集高滴度感
染组雪貂；②用于病毒滴度和组织病理学试验样本
需来自同一动物。

图７　雪貂的胸腔剖检

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ａｎａｔｏｍｙ　ｏｆ　ｔｈｏｒａｃｉｃ　ｃａｖｉｔｙ　ｏｆ　ｆｅｒｒｅｔ

图８　雪貂的胸腔打开
Ｆｉｇ．８　Ｏｐｅｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ｔｈｏｒａｃｉｃ　ｃａｖｉｔｙ　ｏｆ　ｆｅｒｒｅｔ

３　讨论
作为流感病毒研究常用的动物模型，雪貂和小

鼠相比体型较大，易于监测体温、脉搏和呼吸频率，
感染病毒能够出现和人类似的流涕、咳嗽等临床症
状，在观察和检测上具有较大的优势［１５－１９］，已广泛用
于流感病毒传播、致病机理、疫苗开发和药物评价的

各个方面［２０－２２］。虽然国外对流感病毒的雪貂试验操
作有详细的报道，但实际操作和观察中仍有许多需
要注意的方面。国内相关的研究报道较少，且主要
集中在模型制备上［１１－１２］，没有涉及雪貂麻醉、采血和
剖检及样品收集等详细操作。由于雪貂对病毒易
感，且价格昂贵、体型较大，进一步加大了后续研究
者的试验难度。本研究针对其他报道中没有涉及但
对试验结果具有重要影响的环节，如在麻醉剂选择、
剂量和麻醉后苏醒时间、不同途径采血方式的比较
及对雪貂影响、感染后临床症状观察及如何剖检和
收集样品方面进行详细介绍并结合实际经验提出可

行的操作方案，对于其他研究者具有重要的指导和
参考价值。此外，在流感病毒的雪貂试验中如何有
效的避免感染是一个非常关键的问题。由于雪貂较
大且易感，在不同动物之间，及对环境和操作人员容
易造成感染，因此操作人员必须进行正确规范的操
作，尽量减少污染和感染的危险，确保人员的安全和
研究结果的客观准确。此外，操作者需要在工作中
提高避免感染和污染的意识，对于试验细节需要在
工作中综合考虑，如清理粪便、更换饮水饲料等饲喂
工作以及体温、体重测量，采血和剖检等试验操作时
均应首先处理空白对照组，其次为低剂量感染组，最
后是高剂量感染组。尽量避免饮水，饲料以及器材
等带来相互污染的可能。同时不同剂量组间和组内
个体间也需要充分的消毒，包括笼具和仪器的消毒，
也包括操作人员自身的消毒。总之，按照本研究报
道的操作步骤，提前设计并充分考虑影响试验的关
键环节和因素，能够有效降低在试验的误差和污染，
在获得客观、准确的试验结果的同时有效提高研究
的效率。
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