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摘   要：无菌动物是指通过现代技术手段在其体内外的任何部位均检测不出细菌、真菌、放线菌、

支原体、衣原体、螺旋体、立克次氏体、病毒、原生动物和寄生虫的动物。无菌动物因其不携带

任何微生物，可转化为携带特定微生物的动物，同时因其免疫系统处于休眠状态，对微生物感染

异常敏感，可建立多种悉生动物模型，用于特定微生物感染实验和致病机制研究。此外，无菌动

物作为关键工具，是研究菌群与疾病关系的核心，在微生物与宿主健康、疾病和感染机制研究过

程中，起着不可替代的作用。本文将对无菌动物及其在微生物与宿主互作机制研究中的应用进行

简要综述。 
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Abstract: Germ-free animals refer to the animals in which bacteria, fungi, actinomycetes, 
mycoplasma, chlamydia, spirochetes, rickettsia, viruses, protozoa, and parasites cannot be 
detected in any part of the body and in vitro by modern technologies. Since germ-free animals 
do not carry any microorganism, they can be modeled into the animals carrying specific 
microorganisms. Because of the dormant immune system, germ-free animals are extremely 
sensitive to microbial infections. A variety of gnotobiotic animal models can be established for 
specific microbial infection experiments and pathogenic mechanism research. As a key tool, 
germ-free animals are pivotal in studying the relationship between microbiome and diseases 
and play an irreplaceable role in the research on the relationship between microbiome and host 
health and the mechnisms of infections. We briefly introduce germ-free animals and review the 
applications of germ-free animals in the research on the mechanisms of host-microorganism 
interactions. 
Keywords: germ-free animals; intestinal microbiome; host health; mechanism 
 
 

2007 年，人类微生物组计划启动，目的是

增加与人类健康和疾病相关的微生物群落组成

和功能的认识。人体内拥有庞大的微生物群落，

其数量估计为 100 万亿，大约是人体细胞数量

的 10 倍，另外，微生物编码的独特基因数大约

是人体细胞基因组的 100 倍[1]。微生物在人出

生时就开始定殖在人体各部位，包括皮肤、胃、

肠等组织，其中肠道中的微生物数量最多[2]。

自 1995 年开始，肠道菌群研究引起广泛关注，

这些微生物在肠道中通常发挥重要功能，包括

直接防御病原体，通过其在肠道上皮细胞发育

和维持以及诱导抗体产生中的作用加强宿主防

御，以及代谢食物中难消化的化合物[3]。肠道

菌群研究前期主要围绕微生物组学研究，探究

肠道微生物组成，发现新的肠道新物种。随后，

集中在微生物与宿主互作机制的研究，比如研究

其在免疫系统中的作用机制，以及在肠-脑轴[4-5]

或肠-肝轴[6-8]中的作用等。彻底研究清楚肠道微

生物在人类疾病和健康中的作用和功能仍然是

医学研究中的重点难题之一。 
到目前为止，冠心病、神经退行性疾病等

重大慢性疾病相关的悉生动物、粪菌移植和菌

群人源化动物模型已大量应用于人类疾病发

生机制的研究，这些动物模型也被广泛应用于

评估微生物功能或药物对宿主健康和疾病影

响 [8-10]。但是，肠道微生物在宿主健康和疾病
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中的作用机制在很大程度上仍然是未知的。近

年来，无菌动物(germ-free animals, GF)常被用

作肠道微生物与宿主健康与疾病互作机制研

究的工具[11-12]。与传统饲养动物和未知菌动物

相比，悉生动物(gnotobiotic)模型为微生物与宿

主互作机制研究提供了一个更加简单且直接

的实验动物模型[13]。越来越多的生物医学研究

通过关键细菌、基因和饮食因素精确有效地控

制无菌动物的微生物群，建立符合研究需要的

个性化无菌动物模型。近些年，使用无菌动物

模型发表的文章也呈现逐年快速增加的趋势

(图 1)。 

1  无菌动物 
无 菌 动 物 概 念 是 路 易 · 巴 斯 德 (Louis 

Pasteur)在 1885 年提出的，无菌动物是指在动物

一生中，体内外的任何部位在现代检测技术手段

下均检测不出微生物，包括细菌、真菌、放线菌、

支原体、衣原体、螺旋体、立克次氏体、病毒、

原生动物和寄生虫的动物[14]。按照我国现行国

标 GB14922.1—2001 和 GB14922.2—2011 规定

的微生物等级，实验动物分为普通级(conventinal 
animal, CV)、清洁级(clean animal, CL)、无特定

病原体级(specific pathogen-free animal, SPF)和
无菌级。无菌级动物为最高级别的实验动物，是

指通过剖宫产手术或无菌胚胎移植进行无菌化

获得，利用无菌饲养方法维持于无菌隔离器中，

使用现有方法检测不到活的微生物和寄生虫的

动物。值得注意的是，2023 年 7 月 1 日起实施

的新国标——《实验动物微生物、寄生虫学等级

及检测》(GB14922—2022)取消了清洁级动物。

悉生动物是指有选择地被一种或多种已知细菌

定殖的无菌动物[15]。无菌动物为研究人类健康、

疾病和病原微生物在宿主中的致病机制提供了

宝贵的实验工具[16]。无菌动物模型涉及多个物

种、多种动物，包括无菌小鼠[17]、无菌大鼠[18]、

无菌斑马鱼[19]、无菌狗[20]、无菌鸡[21]和无菌猪[22]

等物种模型。中国医学科学院医学实验动物研究

所是国内最早从事无菌动物繁育和研究的单位

之一，建有无菌大小鼠、豚鼠、兔和蚕等无菌动

物。无菌动物需要始终饲养在设有双重气锁和高

效空气过滤器并保证是无菌状态的隔离器中。 
 
 

 
 
 

图 1  无菌动物在 NCBI-PubMed 中的论文数量 
Figure 1  The number of papers on germ-free animals in NCBI-PubMed. 
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1.1  无菌动物的制备方法 
目前主要采用剖宫产净化(cesarean section 

purification)和无菌胚胎移植(embryo transfer)技
术实现哺乳类实验动物的无菌化。剖宫产净化是

通过剖宫产手术摘除动物的全子宫，把子宫通过

灭菌渡槽传入隔离器内剥离仔畜，仔畜通过人工

喂养或已有的无菌动物带乳方式获得。此方法的

特点是简单、易操作，但制备效率低，且个别微

生物和寄生虫可通过胎盘屏障垂直感染；无菌胚

胎移植方法是将无菌小鼠作为受体鼠，获得供体

鼠的无菌胚胎后移植到无菌受体小鼠体内，让其

自然分娩获得无菌小鼠种群，此方法的特点是制

备效率高，但需要经过培训的专业人员和设备。

无论采用何种方式制备，离乳或分娩后均需进行

微生物检测，始终在隔离器中饲养，饲料、垫料

和水均需高压灭菌处理，保证是无菌的，以维持

和繁殖新的无菌动物品系[15]，而鸟类及鱼类等

其他卵生动物，则在卵表面进行消毒的基础上，

在无菌环境里进行孵化、培育(表 1)。 
因为第一代无菌动物的母本不是无菌的，其

携带的病毒、细菌和细菌代谢物可能通过胎盘传

递给胎儿，因此建议使用二、三代及以后的无菌

动物做实验。在培育无菌动物过程中，需要定期

监测无菌动物的无菌状态。 

1.2  无菌动物的生物学检测 
无菌动物在繁育过程中容易受环境中微生

物的污染。因此，新繁育的无菌动物是否达到应

有的微生物等级，在饲育和实验过程中是否被微

生物污染等需要通过生物学监测来确定。研究人 
 

表 1  不同无菌动物的制备方法的比较 
Table 1  Comparison of preparation methods of 
different germ-free animals 
Species Example Preparation method 
Viviparous 
animals 

Rat, mouse, 
monkey 

Cesarean section, 
germ-free isolator 

Oviparous 
animals 

Zebra fish, 
chicken 

Germ-free incubator, 
biosafety cabinet 

员在无菌动物繁育及实验过程中要定期对动物的

生活环境、饲育用品、动物粪便及活体等进行微生

物学检测。对无菌动物的无菌状态的检测通常使用

3 种筛查实验，包括厌氧和好氧微生物液体培养、

革兰氏染色以及通用性和特异性 16S 或 ITS rDNA
测序[15]。目前，国内对于无菌状态检测通常依据

GB/T14926.41、43—2001 和 GB14922.2—2011 的

方法，通过微生物培养和革兰氏染色筛查无菌状态。 
1.3  无菌动物的生物学特征 

在研究无菌动物的生物学特征过程中，需设

立相同遗传背景的无特定病原体动物作为无菌

动物的对照组[15]。SPF 级动物应该与无菌动物保

持相同的生活环境。同时，需要对 SPF 级动物

进行病原体筛选和测试[23]。另外还需要对无菌

动物的血液学、解剖学、组织学等特点进行系统

的比较医学研究[8-10]。研究发现无菌动物和 SPF
级动物在解剖学和生理学等许多生理学特征方

面存在差异(表 2)。 
例如，无菌小鼠的盲肠体积增大了 4‒8 倍，

盲肠扩大似乎不会特别损害动物的健康。成年无

菌动物的小肠发育较差，比 SPF 级啮齿动物的

小肠表面积小得多，蠕动速度也慢得多，无菌动

物的上皮细胞更新变慢。因此，无菌动物利用营

养的能力受到了损害，其体重比 SPF 级动物轻。

无菌动物的免疫系统与 SPF 级动物明显不同，

也更容易被感染[24]。研究发现，无菌小鼠大脑

中与肥胖相关的多肽表达增加，如胰高血糖素

样肽 1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1)的增加

减少了无菌动物的摄食量[26-27]，无菌小鼠从饮

食中提取能量的效率较低，比正常小鼠更瘦，体

脂更少。因此，无菌动物的饲料应该补充维生素

K 和维生素 B[24]。同时，无菌小鼠的社交行为明

显减少，但这种变化通常可以正常化，如通过粪

菌移植，使其社交行为得到改善或恢复[28]。另

外，啮齿类动物中，与 SPF 级大鼠相比，无菌

大鼠寿命更长，患自发性癌症的几率更低[24]。 
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表 2  无菌动物与 SPF 级动物的生理学特征比较[24] 
Table 2  Compared to physiological features of germ-free animals and SPF animals[24] 
Characteristic Germ-free animal SPF animal 
Nutrition Requirement for vitamins K and B in feed; increased intake of food 

and water 
Vitamin K and B do not need to be added 
to feed; Normal food and water intake 

Metabolism Decreased basal metabolic rate; increased secretion of free amino 
acids and urea and little excretion of acetic acid; more nitrogen in 
the cecal contents and feces 

Metabolism normal 

Circulation Reduced total volume of blood; decreased cardiac output;  
decreased blood flow to skin, liver, lungs, and digestive tract; 
increased cholesterol level and numbers of red blood cells in blood 

Circulation including total volume, 
cardiac output, cholesterol level and red 
blood cells count is normal 

Liver Reduced liver size The liver size is normal 
Lungs Thinner alveolar and capsular walls; fewer reticuloendothelial 

elements 
The alveolar, capsular walls and 
reticuloendothelial elements is normal 

Intestinal 
morphology 

Reduction in total intestinal mass; decrease in the total surface area 
of the small intestine; slender and uniform villi of the small 
intestine; shorter ileal villi and longer duodenal villi; shorter crypts 
of the small intestine; lamina propria of the small intestine thinner, 
with fewer cells and slower cell renewal; larger cecum with a 
thinner wall 

The intestinal morphology is normal 

Intestinal 
function 

Enhanced absorption of vitamins and minerals, alterations in the 
absorption of other ingested materials; altered enzyme content, 
elevated levels of typsin, chymotrypsin and invertase in the feces; 
high levels of mucoproteins and mucopolysaccharides in the feces; 
less fatty acids and no cyclic or branched-chain fatty acids in the 
intestinal content, excretion of primarily; unsaturated fatty acids 

The intestinal function is normal 

Endocrine 
function 

Thyroid iodine uptake decreased and response to epinephrine, 
norepinephrine and vasopressin decreased 

The endocrine function is normal 

Systemic 
immunity 

Plasma cell decrease, immunoglobulin level decreased, white blood 
cell count decreased, oxygen concentration of pulmonary 
macrophages decreased, immunoglobulin and immunoglobulin 
response to DNP-BSA decreased 

The immune system is in an activated 
state 

Infection 
susceptibility/re
sponse 

More susceptible to Shigella flexneri, Bacillus anthracis and 
Mycobacterium tuberculosis, and lower antibody response to 
Escherichia coli[25] 

Show the characteristics of 
insusceptibility 

 

2  无菌动物在微生物与宿主互

作机制研究中具有广泛的应用 
无菌动物作为关键工具，是研究菌群与疾病

关系的核心，在微生物与宿主健康、疾病和感染

机制研究过程中，起着不可替代的作用。无菌动

物模型可用于建立研究饮食干预模型，脑肠轴、

肝肠轴、菌群-肿瘤相关性、药物-菌群互作等宿

主健康和疾病相关领域。无菌动物因其菌群特征

可以推动因果性研究的发展，提供可靠的研究证

据，在微生物与宿主互作机制研究中具有广泛的

应用。目前常见的无菌动物模型包括神经退行性

疾病、心血管疾病、代谢性疾病动物模型等模型

资源，这为肠道菌群靶点药物研发、机制研究和

成果转化提供有力保障。 

2.1  无菌动物在微生物与宿主健康研究中

的应用 
饮食干预与肠道菌群的关系是当前研究宿

主健康与微生物关系的研究热点，肠道微生物为

有关疾病的预防、诊断和治疗提供了新的思路。

无菌动物模型在研究宿主健康与微生物互作机

制中起到关键作用。Ficara 等[29]通过比较无菌小

鼠与普通小鼠生理指标的变化，证实了肠道菌群

会对机体产生影响。Teixeira 等[30]利用无菌动物
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模型证实饮食的不健康会造成肠道菌群失调，引

发肠屏障功能受损，导致相关代谢性疾病发生。

肠道菌群的多样性与饮食习惯密切相关。

Wostmann 等[31]通过研究发现，将传统小鼠的盲

肠微生物移植到无菌小鼠体内，饲养两周后，无

菌小鼠脂肪总量增加 60%，同时伴随着胰岛素

拮抗、脂肪细胞肥大以及瘦素和血糖水平的升

高。这可能因为肠道微生物能够将不可消化的多

糖降解为可被吸收的单糖，从而增加宿主肝脏脂

肪的合成。移植的肠道微生物群能够抑制肠道中

血 管 生 成 素 样 蛋 白 -4 (angiopoetin-like 4, 
ANGPTL4/fasting-induced adipocyte factor, 
FIAF)的表达，血管生成素样蛋白-4 是一种脂蛋

白脂酶循环抑制因子。因此，无菌小鼠接受肠道

微生物移植后，脂肪细胞脂蛋白脂酶活性增加，

导致增加摄取脂肪酸含量，加速积累脂肪细胞甘

油三酯[32]。但是，Fleissner 等[33]研究了不同日粮

对无菌小鼠和普通小鼠体成分的影响，研究发

现，肠道微生物的缺乏不能对饮食诱导的肥胖起

到拮抗作用，肠道中血管生成素样蛋白-4 与肠

道微生物介导的脂肪储存效应没有因果关系。同

时， Jacouton 等 [34] 研究发现鼠李糖乳杆菌

CNCMI-4317 单一定殖到无菌小鼠体内能够增

加血浆中 IL-7 和 FIAF 的含量水平，并调节肠道

FIAF 基因的表达，但是定殖无菌小鼠体重增加

没有显著性。肠道微生物与肥胖关系的具体机制

还需要进一步研究。通过无菌小鼠模型研究发

现，肠道共生微生物产生的醋酸盐通过调节小鼠

肝脏游离脂肪酸受体 2 信号通路来抑制非酒精

性肝病和非酒精性脂肪肝的发生，菊粉等益生元

在调节过程中发挥了重要作用[35]。高脂高糖的

饮食会导致肠道菌群的变化，影响机体代谢过

程，严重者引发机体全身炎症变化，造成多种疾

病的发生发展[36]。在保证胃肠功能以及维持肠

道菌群的平衡中，膳食纤维发挥了重要的作用。

茶多酚饮食能够对肠道菌群紊乱具有调节作用，

能够减轻肠道菌群丰富度和生物多样性降低的

症状[37]。膳食多酚能够调节肠道菌群的多样性

和丰富度，对维持肠道健康具有积极的影响。另

一方面，人类的衰老也与肠道微生物区系组成的

显著变化有关，微生物多样性的丧失在衰老的肠

道中也很明显[38]。衰老是由遗传因素和环境因

素之间的复杂相互作用决定的。肠道微生物群是

许多与年龄相关变化的核心，包括免疫系统失调

和疾病易感性等。在整个生命周期中，肠道微生

物群随着年龄变化而发生广泛的变化，同时伴随

着相关的代谢变化。Thevaranjan 等[39]发现与有

肠道微生物的小鼠相比，无菌小鼠与年龄相关的

肠道功能障碍和炎症减轻了。此外，将年轻的无

菌小鼠与老年野生型小鼠共同居住，会导致微生

物定殖在年轻无菌小鼠肠道中，并显著增加肠道

通透性和炎症标识物，这表明微生物群可以随着

年龄发生“老化”，而与年龄相关的慢性炎症可能

取决于肠道微生物群[39]。 

2.2  无菌动物在微生物与宿主疾病作用机

制研究中的应用 
肠道菌群广泛影响人类疾病，包括皮肤病、

口腔疾病 [40]、肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome, IBS)[41]、过敏性疾病[42]、神经性疾  
病[43]、代谢性疾病[44]和精神障碍疾病[45]等。肠

道菌群和中枢神经系统之间的相互交流已变得

越来越明显。脑-肠轴是肠道与大脑之间的双向

功能通讯网络，涉及神经、免疫、内分泌和代谢

途径。在益生菌干预无菌动物模型的研究表明，

肠道微生物在宿主与疾病如阿尔茨海默症、抑郁

症和帕金森症等相关机制研究中发挥着重要作

用[46]。GF 小鼠表现出成年海马神经炎症发生的

增加，成年海马神经炎症发生在认知过程中起到

重要的作用[47]，GF 小鼠表现出小胶质细胞的不

成熟和缺陷，导致先天性免疫反应受损，这可能 
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导致包括阿尔茨海默病在内的神经系统疾病的

发病。与 SPF 小鼠相比，在 GF 小鼠大脑皮层和

海马区的 N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体 2A 
(NR2A)的表达量降低。在 GF 小鼠的中央杏仁核

中，NMDA 受体 NR2B 亚单位的 mRNA 下调。

NMDA 受体在突触可塑性和认知功能中也起着

关键作用[48]。这些通过脑肠轴进行的交流可能

受到肠壁和血脑屏障通透性变化的调节。在无菌

条件下，无菌动物的血脑屏障更具有渗透性，肠

道微生物群产生的短链脂肪酸、去甲肾上腺素和

组胺等代谢产物通过脑肠轴途径调节大脑的一

系列生理过程[49]。肠道菌群还对大脑和行为产

生一定的影响，包括焦虑和抑郁，认知功能，社

会行为和内脏疼痛等。从患有严重抑郁症患者的

粪便微生物移植到 GF 小鼠肠道内，GF 小鼠诱

导出了类似抑郁的表型[46]。在利用无菌动物疾

病模型进行益生菌干预治疗过程中发现，益生菌

可以改变大脑活动，调节情绪变化[50]。肠道菌

群可以影响动物社会行为，无菌动物表现出新的

社会行为偏好，当无菌小鼠断奶后进行菌群移

植，可以使动物行为正常化，值得注意的是，脆

弱拟杆菌作为益生菌，可以改善肠道屏障功能，

改变刻板印象行为[51]。研究表明，肠道微生物

群可通过直接或间接机制调节犬尿氨酸途径代

谢的色氨酸利用情况从而对中枢神经系统功能

产生下游影响，为脑肠轴研究提供新见解[49]。

中国医学科学院医学实验动物研究所建立了国

内第 1 个无菌 APP/PS1、ApoE 小鼠模型，为研

究肠道菌群与阿尔茨海默症关系提供新的动物

模型[52]。综上所述，无菌动物在阐明宿主疾病

与微生物互作的潜在机制方面是有积极作用的。 

2.3  无菌动物在微生物感染与宿主互作机

制研究中的应用 
对无菌动物的研究表明，微生物群对免疫系

统的发育和成熟必不可少，病原微生物的入侵会

激发机体产生免疫反应，无菌动物作为研究病原

微生物对免疫系统发育和功能影响的重要工具，

广泛应用在病原微生物和宿主互作机制的研究

中。无菌小鼠的单核吞噬细胞和小胶质细胞在刺

激下不能产生各种细胞因子和趋化因子，同时，

无菌小鼠在针对病毒的免疫反应中，无菌小鼠中

的常规树突状细胞(conventional dendritic cells,  
cDCs)功能低下，尤其是各种炎症细胞因子产生

减少，因此他们更容易受到病原微生物的感染[53]。

幽门螺杆菌是一种引起胃溃疡疾病的革兰氏阴

性菌，患者会患有低度炎症。为了评估感染幽门

螺杆菌是否会影响自身的生长，可通过测定无菌

小鼠和 SPF 小鼠在感染幽门螺杆菌后，体内特

定肠道激素的表达水平变化来确定。研究发现，

感染幽门螺杆菌的无菌小鼠表现出胃饥饿素、瘦

素和胰岛素的增加，暴露于幽门螺杆菌会改变生

命早期的宿主代谢，SPF 小鼠的共生微生物群可

以减弱幽门螺杆菌对自身生长的抑制作用[54]。

沙门氏菌属引起的病症是一种全球性分布的急

性传染病，人类感染后表现出发烧、腹泻、严重

者可引起致命的败血症。沙门氏菌感染无菌小鼠

后可明显引起无菌小鼠的回肠和肝脏组织损伤

等变化，植物乳杆菌和鼠李糖乳杆菌发酵后的乳

汁饲喂无菌小鼠后，回肠和肝脏损伤状态缓解，

这可能是通过宿主免疫调节实现的[55]。金黄色

葡萄球菌常引起皮肤感染等疾病，Park 等[56]通

过转录组学分析，与 SPF 小鼠相比较，无菌小

鼠皮肤中的 I 型干扰素(interferon, IFN)信号下

调，干扰素信号的减少与巨噬细胞特异性标志物

CD169+密切相关，而缺乏 CD169+会使机体对金

黄色葡萄球菌造成的皮肤感染的免疫反应减弱。

轮状病毒和诺如病毒是世界范围内引起急性肠

胃炎的主要原因，肠道菌群是影响肠道病毒感染

的第二大因素，尽管有大量证据表明肠源性细菌

能够抑制病毒感染，但在研究病毒感染无菌小鼠
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实验时，发现一定的肠道菌群在一定程度上促进

病毒感染宿主，例如肠道菌群通过稳定病毒颗

粒，促进病毒附着于宿主细胞，或通过改变抗病

毒免疫反应等间接增强肠道病毒的感染[57]。此外，

无菌小鼠在疫苗研发和药物评价上发挥重要作

用，中国医学科学院医学实验动物研究所通过将

无菌豚鼠应用于 EV71 病毒感染研究，为 EV71
比较医学的研究和疫苗保护性效果标准的建立

提供了依据[58]。同时，为手足口疫苗、轮状病

毒疫苗和人戊型肝炎疫苗的研制和评价提供了

悉生动物模型。 

3  展望 
在近 20 年的微生物组研究中，肠道微生物

在肿瘤、代谢性疾病、神经退行性疾病和肠道疾

病等研究过程中发挥了重要作用，但在这些疾病

发生机制方面仍有很多科学问题亟需阐述。无菌

动物作为研究肠道微生物与疾病互作机制的重

要工具，可以为这些疾病的预防和治疗提供新策

略。随着微生物组从基础性研究转向应用性研

究，进入功能微生物组时代，无菌动物研究领域

呈现出新的特点和新的发展趋势，如呈现多样化

和功能化特点，这也使无菌动物种类成倍增加。

随着无菌动物技术逐渐趋于完善，可以为微生物

组功能研究提供支撑，为疫苗、活菌药物、功能

食品、天然活性成分等产品的研发和安全性有效

性评价提供保障。 
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