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咱作者简介暂龚宝勇渊员怨愿圆 原 冤袁男袁兽医师袁主要从事实验动物疾病模型研究遥
咱通讯作者暂张钰袁研究员袁主要开展实验动物的质量检测和感染疾病动物模型研究遥
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结核病生物诊断试剂豚鼠模型建立
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渊员援 广东省实验动物监测所袁广州摇 缘员园远远猿曰圆援 广东省实验动物重点实验室袁广州袁缘员园远远猿曰
猿援 广东瀚森生物药业有限公司袁东莞摇 缘圆猿愿园愿冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 建立结核病生物诊断试剂模型遥 方法摇 通过在豚鼠腹股沟皮下单次和多次注射不同剂量灭

活 匀猿苑砸增 全菌体袁制备结核病生物诊断试剂模型袁采用 园郾 员 皂蕴渊缘 陨哉冤标准结核菌素渊栽月鄄孕孕阅冤对模型效果进行评

价遥 结果摇 三组剂量渊园郾 圆 皂早 辕 皂蕴袁园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 和 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴冤致敏豚鼠均能建立模型袁其中 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 剂量组皮试

后 圆源 澡 和 源愿 澡 红斑纵横径值均大于 园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 和 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 剂量组袁致敏效果最好曰多次致敏皮试红斑纵横径值

与单次致敏比较无显著差异曰第 员 次皮试后 圆源 澡 红斑纵横径值大于第 圆 次尧第 猿 次和第 源 次皮试后红斑纵横径值

渊孕臆园郾 园缘冤曰此外袁灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏后袁豚鼠体重持续增加袁部分豚鼠注射部位有溃烂发生遥 结论摇 应用 园郾 圆
皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑砸增 全菌体单次致敏豚鼠袁可以建立良好的用于结核病生物诊断试剂评价的模型遥 增加致敏剂量和

致敏次数不能增加变态反应强度遥
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贼怎遭藻则糟怎造燥泽蚤泽援 粤枣贼藻则 圆源 葬灶凿 源愿 澡燥怎则泽袁 贼澡藻 凿蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 则藻凿 泽责燥贼 遭赠 栽月鄄孕孕阅 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 憎葬泽 员缘郾 源 依 圆郾 猿 皂皂 憎澡藻灶 葬 凿燥泽藻 燥枣 园郾 圆
皂早 辕 皂蕴 澡藻葬贼鄄噪蚤造造藻凿 匀猿苑 砸增 憎葬泽 葬凿皂蚤灶蚤泽贼藻则藻凿 枣燥则 蚤皂皂怎灶蚤扎蚤灶早 葬灶凿 葬造造藻则早蚤扎蚤灶早 贼澡藻 早怎蚤灶藻葬 责蚤早泽援 栽澡藻 遭蚤早早藻泽贼 则藻凿 泽责燥贼 憎葬泽
蚤灶凿怎糟藻凿 葬贼 凿燥泽藻泽 燥枣 园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 葬灶凿 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴援 栽澡藻 贼藻泽贼 则藻泽怎造贼泽 泽澡燥憎藻凿 贼澡葬贼 贼澡藻 蚤皂皂怎灶藻 则藻泽责燥灶泽藻 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠 皂怎造贼蚤责造藻
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摇 摇 结核病是由结核分枝杆菌引起的人畜共患慢

性传染病袁在世界范围内具有高致病性和致死性遥
有关结核病的各项研究已成为全球学者关注的热

点袁特别是结核病生物诊断试剂的研究和开发咱员暂 遥
结核病生物诊断试剂的上市和临床应用必须经过

动物模型评价袁因此建立合适的结核病生物诊断试

剂模型袁可避免人体试验的风险袁还可严格控制实

验条件袁增强实验材料可比性和重复性袁有利于更

全面认识生物诊断试剂的有效性和安全性咱圆暂 遥 豚

鼠对结核分枝杆菌高度敏感袁迟发型超敏反应非常

强烈袁已经被广泛应用于抗结核药物和相关生物制

剂检测中袁成为人类结核菌素皮肤试验效能和结核

检测生物制品鉴定效价的金标准咱猿 原 缘暂 袁而且根据

叶中国药典曳圆园员园 版第三部袁必须应用致敏豚鼠来评

价体内诊断类结核病生物诊断试剂咱苑暂 遥 本研究旨

在探索不同灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏剂量和致敏次数

及皮试次数对模型结果的影响袁为建立更简单尧安
全尧可靠的结核病生物诊断试剂模型提供参考遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 注射菌液制备

匀猿苑砸增 菌株用 酝蚤凿凿造藻遭则燥燥噪 苑匀员员 培养基培养 圆员
凿袁收集菌体袁孕月杂 洗 猿 次袁员员缘益袁员园 造 遭 灭活 猿园 皂蚤灶袁
干燥袁放于 源益冰箱备用遥 称取灭活 匀猿苑砸增 全菌体袁
加入注射用生理盐水和等量弗氏不完全佐剂袁研磨

均匀乳化至滴入清水不散开遥 共配成 猿 个剂量组院
园郾 圆 皂早 辕 皂蕴尧园郾 猿 皂早 辕 皂蕴尧园郾 缘 皂早 辕 皂蕴袁现配现用遥
员郾 圆摇 实验动物

杂孕云 级 匀葬则贼造藻赠 豚鼠袁雌雄各半袁猿缘 耀 源缘 日龄袁广
东省医学实验动物中心提供袁合格证号院杂悦载运渊粤冤
圆园园愿鄄园园园圆遥 动物饲养于屏障动物实验室袁实验动物

使用许可证编号院杂再载运渊粤冤圆园员圆鄄园员圆圆袁饲养管理严

格按照叶实验动物饲养管理和使用指南曳进行遥
员郾 猿摇 致敏和皮试

致敏剂量评估院豚鼠检疫适应 苑 凿 后袁分为 猿 组

渊园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 剂量组尧园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 剂量组尧园郾 缘 皂早 辕
皂蕴 剂量组冤袁每组 源源 只袁雌雄各半袁每只豚鼠大腿

内侧腹股沟皮下注射相应剂量灭活 匀猿苑 砸增 全菌体

园郾 缘 皂蕴袁分 猿 个位点进行注射遥 致敏后第 缘 周背部

剃毛袁皮内注射 园郾 员 皂蕴渊缘陨哉冤标准结核菌素渊 栽月鄄
孕孕阅冤进行皮试遥 皮试后 圆源 澡尧源愿 澡 各观察豚鼠 员

次袁测量尧记录皮试红斑硬结的纵横径值袁对各组结

果进行统计分析遥
致敏次数评估院选择 愿 只豚鼠袁雌雄各半袁接种

园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑 砸增 全菌体致敏袁每次 园郾 缘 皂蕴袁
每周 员 次袁持续 猿 周遥 首次致敏后第 缘 周背部剃毛袁
皮内注射 园郾 员 皂蕴渊缘 陨哉冤标准结核菌素渊栽月鄄孕孕阅冤进
行皮试遥 皮试后 圆源 澡尧源愿 澡 各观察豚鼠 员 次袁测量尧
记录皮试红斑纵横径值并计算统计其均值袁与致敏

剂量为 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 致敏 员 次的豚鼠进行比较遥
皮试时间评估院选择 愿 只豚鼠袁雌雄各半袁园郾 猿

皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏袁致敏后第 缘尧苑尧怨尧员员
周背部剃毛袁皮内注射 园郾 员 皂蕴渊缘陨哉冤标准结核菌素

渊栽月鄄孕孕阅冤重复进行皮试遥 比较不同皮试时间红斑

的纵横径值遥
员郾 源摇 观察指标

致敏后每周 员 次称量豚鼠体重袁连续 缘 周袁制作

体重生长曲线曰致敏后每周观察豚鼠腹股沟皮下注

射部位溃烂情况袁连续 缘 周遥 皮试后 圆源 澡尧源愿 澡 各观

察豚鼠 员 次袁测量尧记录皮试红斑的纵横径值并计算

统计其均值遥
员郾 缘 判定依据

根据叶中国药典曳圆园员园 版第三部袁致敏豚鼠应用

标准结核菌素渊栽月鄄孕孕阅冤皮试后 圆源 澡 红斑纵横径值

应大于 缘 皂皂袁才能用于评价体内诊断类结核病生物

诊断试剂咱苑暂 遥
员郾 远摇 统计学方法

本研究测定数值采用 軃曾 依 泽 表示袁成组设计多个

样本均数比较用 韵灶藻鄄宰葬赠 粤晕韵灾粤 检验曰不同时相

两样本均数比较用 蚤灶凿藻责藻灶凿藻灶贼鄄泽葬皂责造藻泽 贼 贼藻泽贼 检验遥
所有数据使用 杂孕杂杂 员远郾 园 统计软件进行分析袁孕 约
园郾 园缘 表示差异有显著性遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 致敏豚鼠体重变化情况

不同剂量灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏豚鼠后袁动物

饮食尧饮水正常袁体重持续增加遥 在致敏后第 缘 周袁
园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 剂量组尧园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 剂量组和 园郾 缘 皂早 辕
皂蕴 剂量组平均体重分别为院 渊源苑愿郾 苑 依 猿愿郾 缘 冤 早尧
渊源怨猿郾 园 依 缘猿郾 园冤早 和渊源怨园郾 远 依 源猿郾 缘冤早袁与初始平均体

重比较袁体重分别增加了 员缘愿郾 远 早尧员源圆郾 员 早 和 员怨缘郾 苑
早遥 结果见图 员遥

园源 中国比较医学杂志 圆园员源 年 员园 月第 圆源 卷第 员园 期摇 悦澡蚤灶 允 悦燥皂责 酝藻凿袁 韵糟贼燥遭藻则 圆园员源袁灾燥造援 圆源援 晕燥援 员园



图 员摇 不同剂量灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏后豚鼠体重曲线

云蚤早援 员摇 栽澡藻 早怎蚤灶藻葬 责蚤早 遭燥凿赠 憎藻蚤早澡贼 糟怎则增藻泽 葬枣贼藻则 泽藻灶泽蚤贼蚤扎葬贼蚤燥灶
憎蚤贼澡 澡藻葬贼鄄噪蚤造造藻凿 匀猿苑砸增 蚤灶 增葬则蚤燥怎泽 凿燥泽藻泽

圆郾 圆摇 不同剂量致敏豚鼠后注射部位变化

豚鼠注射 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑 砸增 全菌体致敏

后袁注射部位出现硬节和溃烂遥 溃烂出现的时间在

致敏后第 源 周袁有 员愿郾 怨豫 的豚鼠发生溃烂袁第 缘 周

有 猿猿郾 猿豫的豚鼠发生溃烂袁在整个实验周期内溃烂

不会愈合遥 见图 圆遥

图 圆摇 致敏后第 源 周袁洞状溃烂袁内有渗出

云蚤早援 圆摇 粤贼 贼澡藻 源贼澡 憎藻藻噪 葬枣贼藻则 蚤皂皂怎灶蚤扎葬贼蚤燥灶袁 贼澡藻 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶
泽蚤贼藻 泽澡燥憎藻凿 泽噪蚤灶 怎造糟藻则 葬灶凿 藻曾怎凿葬贼蚤燥灶

圆郾 猿摇 不同剂量灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏豚鼠后红斑

纵横径值比较

皮试后 圆源 澡袁园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 组和 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 组皮

肤红斑纵横径平均值均小于 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 组渊员缘郾 源 依
圆郾 猿冤皂皂袁三组比较袁差异有显著性渊孕臆园郾 园缘冤遥 皮

试后 源愿 澡袁猿 个剂量组皮肤红斑纵横径值比较袁差异

无显著性渊孕逸园郾 园缘冤遥 结果见表 员遥
圆郾 源摇 多次致敏和单次致敏皮肤红斑纵横径值比较

实验结果显示袁采用 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 致敏剂量连续

三次致敏豚鼠袁皮试后 圆源 澡 和 源愿 澡 红斑纵横径均值

与单次致敏豚鼠的红斑纵横径均值相比较无显著

性差异渊孕 跃园郾 园缘冤遥 结果见表 圆遥
圆郾 缘摇 不同皮试次数红斑纵横径值比较

实验结果显示袁采用 园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑砸增 全

菌体致敏豚鼠袁第 员 次皮试后 圆源 澡 红斑纵横径值大

于第 圆 次尧第 猿 次和第 源 次皮试后红斑纵横径值袁各

组间比较有统计学差异渊孕臆园郾 园缘冤曰皮试后 源愿澡 测

量发现第 圆 次皮试后红斑纵横径值显著低于其它 猿
次皮试后红斑纵横径值渊 渊孕臆园郾 园缘冤袁结果见表 猿遥

表 员摇 灭活 匀猿苑砸增 全菌体不同致敏剂量皮试
红斑纵横径值比较渊軃曾 依 泽冤皂皂

栽葬遭援 员摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 凿蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 则藻凿 泽责燥贼 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠
栽月鄄孕孕阅 泽噪蚤灶 贼藻泽贼渊軃曾 依 泽冤皂皂

组别
郧则燥怎责泽渊灶 越 源源冤

皮试后时间 栽蚤皂藻 葬枣贼藻则 贼澡藻 泽噪蚤灶 贼藻泽贼
圆源 澡 源愿 澡

园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 员缘郾 源 依 圆郾 猿 员员郾 园 依 圆郾 圆
园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 员猿郾 员 依 员郾 愿鄢 员园郾 源 依 员郾 猿
园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 员圆郾 猿 依 员郾 猿鄢 员园郾 远 依 园郾 怨

云 越圆愿郾 怨袁孕 越源郾 员远耘鄄员员 云 越圆郾 猿袁孕 越园郾 员员
注院鄢表示与 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 组比较 孕臆园郾 园缘曰
晕燥贼藻援 鄢 孕臆园郾 园缘袁 增泽援 贼澡藻 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 早则燥怎责援

表 圆摇 园郾 缘 皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑砸增 全菌体 猿 次致敏与
单次致敏豚鼠皮试红斑纵横径值比较渊軃曾 依 泽冤皂皂

栽葬遭援 圆摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 凿蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 则藻凿 泽责燥贼 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠
栽月鄄孕孕阅 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 葬枣贼藻则 猿鄄贼蚤皂藻 葬灶凿 泽蚤灶早造藻
蚤皂皂怎灶蚤扎蚤灶早 贼澡藻 早怎蚤灶藻葬 责蚤早泽援 渊渊軃曾 依 泽冤冤皂皂

组别 郧则燥怎责泽 皮试后时间 栽蚤皂藻 葬枣贼藻则 贼澡藻 泽噪蚤灶 贼藻泽贼
圆源 澡 源愿 澡

猿 次致敏
猿鄄贼蚤皂藻 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶渊灶 越 愿冤 员员郾 缘 依 员郾 远 员园郾 源 依 员郾 员

员 次致敏
杂蚤灶早造藻 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 渊灶 越 源源冤 员圆郾 猿 依 员郾 猿 员园郾 远 依 员园郾 怨

表 猿摇 园郾 猿 皂早 辕 皂蕴 灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏后
不同皮试次数后红斑纵横径值的变化渊軃曾 依 泽冤皂皂

栽葬遭援 猿摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 凿蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 则藻凿 泽责燥贼 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠
栽月鄄孕孕阅 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 葬枣贼藻则 皂怎造贼蚤责造藻 泽噪蚤灶
贼藻泽贼 蚤灶 贼澡藻 早怎蚤灶藻葬 责蚤早泽渊軃曾 依 泽冤皂皂

组别 郧则燥怎责泽渊灶 越 愿冤 皮试后时间 栽蚤皂藻 葬枣贼藻则 贼澡藻 泽噪蚤灶 贼藻泽贼
圆源 澡 源愿 澡

第 员 次皮试 员泽贼 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 员猿郾 园 依 员郾 苑 员园郾 源 依 员郾 猿
第 圆 次皮试 圆灶凿 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 员员郾 猿 依 员郾 圆鄢 愿郾 苑 依 园郾 远鄢
第 猿 次皮试 猿则凿 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 员圆郾 员 依 员郾 源鄢 员园郾 猿 依 园郾 苑
第 源 次皮试 源贼澡 泽噪蚤灶 贼藻泽贼 员员郾 缘 依 员郾 愿鄢 怨郾 怨 依 园郾 怨

云 越圆郾 怨袁孕 越园郾 园源 云 越员猿郾 源袁孕 越远郾 愿圆耘鄄园苑
注院鄢表示袁与第 员 次皮试比较 孕臆园郾 园缘遥
晕燥贼藻援 鄢 孕臆园郾 园缘袁 增泽援 贼澡藻 则藻泽怎造贼 燥枣 枣蚤则泽贼 贼蚤皂藻 泽噪蚤灶 贼藻泽贼援

猿摇 讨论

自从结核菌素反应被罗伯特窑科克在一个世纪

前发现以来袁豚鼠就成为研究迟发型致敏反应

渊阅栽匀冤的动物模型袁且其 阅栽匀 反应与人类进行的

栽月鄄孕孕阅 皮试反应非常相似咱远暂 遥 根据叶中国药典曳
圆园员园 版第三部袁必须应用豚鼠来评价体内诊断类结

核病生物诊断试剂咱苑暂 遥
我们的研究结果显示袁采用 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 匀猿苑 砸增

灭活全菌体单次致敏豚鼠袁圆源 澡 和 源愿 澡 皮试红斑纵

横径均值分别为 员缘郾 源 依 圆郾 猿 皂皂 和 员员郾 园 依 圆郾 圆 皂皂袁

员源中国比较医学杂志 圆园员源 年 员园 月第 圆源 卷第 员园 期摇 悦澡蚤灶 允 悦燥皂责 酝藻凿袁 韵糟贼燥遭藻则 圆园员源袁灾燥造援 圆源援 晕燥援 员园



达到叶中国药典曳圆园员园 版第三部规定的野致敏豚鼠皮

试后 圆源 澡 红斑纵横径值应大于 缘 皂皂冶的判定要求遥
张灵霞等咱员员暂采用 园郾 员 皂蕴 渊缘 皂早冤灭活 匀猿苑砸增 全菌体

连续 源 次致敏豚鼠袁皮试后 圆源 澡 和 源愿 澡 红斑纵横径

均值分别为渊愿郾 圆缘 依 员郾 苑猿冤皂皂 和渊苑郾 源员 依 员郾 圆圆冤皂皂袁
小于我们的致敏结果遥 我们分析此模型皮试反应

强度较弱可能与其未使用弗氏不完全佐剂有关遥
杂怎藻造赠 杂援 运葬泽澡蚤灶燥 等咱愿暂 应用 员愿遭 结核分支杆菌活菌

制备豚鼠模型比应用灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏豚鼠模

型 阅栽匀 反应更强烈袁圆源 澡 阅栽匀 皮试反应红斑纵横

径值为渊员愿 依 猿冤皂皂袁但会引起动物消瘦甚至死亡遥
根据我们的研究结果和已知文献咱愿袁员员暂 袁我们发现豚

鼠 阅栽匀 皮试反应的强度与结核分支杆菌是否灭活

有关袁与致敏次数无关袁多次致敏不能达到增加变

态反应强度的效果遥 当致敏剂量达到可引起明显

阅栽匀 皮试反应的情况下袁增加致敏剂量对皮试结果

无显著影响袁反而可能会引起接种部位的严重溃烂遥
人类感染结核杆菌后袁会引起嗜睡尧精神萎靡尧

体重减轻直至死亡等咱怨暂 袁本研究应用灭活 匀猿苑砸增 全

菌体致敏豚鼠袁豚鼠体重持续增长袁未观察到豚鼠

有明显不适反应遥 注射部分出现溃烂主要是弗氏

不完全佐剂引起的不良反应咱员园暂 袁采用多点注射可以

适当降低溃烂的发生率遥
总之袁本研究完善了结核病生物诊断试剂模型

建立袁改进了制备灭活 匀猿苑砸增 全菌体致敏豚鼠模型

的方法遥 与国内外文献记载的其他结核病生物诊

断模型制备方法相比袁本研究采用 园郾 圆 皂早 辕 皂蕴 匀猿苑
砸增 灭活全菌体单次致敏豚鼠袁可引起适当的变态反

应渊达到标准要求冤且不会引起动物死亡袁是比较合

适的致敏剂量袁可广泛应用于结核病生物诊断试剂

的研制和评价遥
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