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实验动物  新型冠状病毒肺炎（COVID-19）

动物模型制备技术规范 

1 范围 

本文件规定了新型冠状病毒肺炎（COVID-19）动物模型制备的过程中风险控制、人员

培训、动物质量控制、动物麻醉、动物感染、模型症状观察、模型生化指标检测、模型样

本病毒载量测定、血清抗体检测等环节的技术要求。 

本文件适用于新型冠状病毒肺炎啮齿类和非人灵长类等动物模型的制备和评价。 

2  规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。凡是注明日

期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。不注日期的引用文件，其最新版本（包

括所有的修改单）适用于本文件。 

GB14922.1   《实验动物  寄生虫等级与监测》 

GB14922.2    《实验动物  微生物等级与监测》 

GB19489     《实验室生物安全通用要求》 

T/CALAS3—2017  《实验动物  健康监测总则》 

3  术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1   

COVID-19 动物模型 COVID-19 animal model  

用 SARS-CoV-2 病毒株人工感染动物，使其能够模拟 COVID-19 的临床表现、发病过

程、病理生理学变化、免疫学反应等特征的疾病动物。 

4  风险控制要求 

4.1  风险识别和评估 

4.1.1  临床标本的处理可能产生的风险如附录 A 所示。 

4.1.2  动物感染实验可能产生的风险如附录 B 所示。 

4.1.3  人员身体状况、工作能力、工作压力等因素导致的风险。 

4.1.4  其他风险评估和控制按照 GB 19489 相关要求执行。 

4.2  风险控制 

4.2.1  临床样本处理过程中风险防控见附录 C。 
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4.2.2  动物实验过程中风险防控方法参见附录 D。 

4.2.3  生物安全实验室内的废弃物应按附录 E 分类处理。 

4.2.4  生物安全实验室内人员健康监测按附录 F 执行。 

5  人员培训要求 

5.1  应对实验室工作人员进行 BSL-3 实验室运行等规则的培训，使其掌握各种仪器、设

备、装备的操作步骤和要点，能进行正确的操作和使用。 

5.2  应对实验室人员进行新型冠状病毒动物模型制备各个环节操作及知识培训，包括： 

a）临床样本采集、处理； 

b）动物的饲养、观察、称重、测温、记录及动物福利培训； 

c）动物麻醉、感染、采样等技术操作的培训； 

d）动物解剖、病理取材培训； 

e）动物各种临床检查，尤其是 X 身线检测技术培训。 

5.3  应按照 4.1 和 4.2 相关内容对实验人员进行新型冠状病毒实验操作的风险识别、评估

及控制培训。 

5.4  应按照 GB 19489 对实验室工作人员进行意外事故安全处理的过程培训。 

5.5  应对培训后人员进行考核，考核方式包括书面考核与现场考核。 

6  动物质量控制要求 

6.1  动物背景资料的确认 

应选用有清楚背景信息的动物进行动物模型的制备。动物的背景信息应包括： 

a）动物的种类信息； 

b）遗传背景与来源； 

c）年龄； 

d）性别； 

e）微生物、寄生虫监测情况； 

f）冠状病毒相关病原监测记录； 

g）动物转运记录。 

6.2  动物饲养  

动物饲养环境应按照 GB 19489 要求进行。 

6.2.1  非人灵长类动物单笼饲养。 

6.2.2  不同种属、不同批次的动物不应混合饲养。 

6.2.3  应为动物提供饮食和饮水等，并按时清洁。 

6.3  动物常规检疫 

6.3.1  应对动物的临床状况进行观察和记录，如发现异常，应对异常进行记录并作后续处

置。观察项目包括： 

a）动物的摄食、摄水量； 

b）动物自然状态下的动物被毛外观； 

c）动物的活跃度、是否存在行动障碍、有无持久弓背和震颤等现象； 
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d）动物头部、眼睑、肛门、外生殖器、尾部、四肢等处有无异常。 

6.3.2  动物大体外观评价标准： 

a）精神状态良好，活动自如； 

b）肢体匀称，四肢无残缺，无畸形和外伤； 

c）被毛光亮、色正，紧贴身体；皮肤弹性良好，无创伤和异常物； 

d）发育良好，体质健壮； 

e）天然孔无异常分泌物。 

6.4  动物微生物的检测 

6.4.1  COVID-19 动物模型制备用动物应符合国家标准 GB 14922.1 和 GB 14922.2 的 SPF

等级动物要求。 

6.4.2  进行 COVID-19 动物模型制备的动物应在检疫期内，通过病原学和血清学检测测定

SARS-CoV-2 以及可能相关的病原微生物。 

6.4.3  病原学检测采集动物咽鼻等拭子样品，进行 SARS-CoV-2 病原核酸检测，排除隐性

或潜伏期感染。 

6.4.4  血清学检测采集动物血清，进行 SARS-CoV-2 抗体检测，排除动物已被感染获得免

疫影响模型建立。 

6.5  其他监测要求 

动物健康监测程序、环境、饮水、饲料垫料等要求按照 T/CALAS 3—2017 执行。 

7  麻醉操作要求 

7.1  操作程序 

7.1.1  实验动物麻醉前宜禁食 8 h～12 h； 

7.1.2  实验动物麻醉按表 1 所示方法进行。 

表 1  实验动物麻醉方法 

动物种类 麻醉剂选择 麻醉计量/（mg/kg） 麻醉方式 

啮齿类动物 三溴乙醇 200 腹腔注射 

舒泰/50 4 臀部或大腿肌肉注射 
非人灵长类动物 

盐酸氯胺酮 10 臀部或大腿肌肉注射 

 
7.1.3  麻醉后护理 

7.1.3.1  啮齿类动物麻醉后护理： 

a）麻醉中的动物要注意保温； 

b）可使用眼膏保护动物角膜； 

c）通过持续观测动物呼吸、体温等指标监测动物身体状态。 

7.1.3.2  非人灵长类动物麻醉后护理： 

a）动物麻醉后等待苏醒的过程中应取侧卧位； 

b）通过触诊动脉、观察黏膜颜色、测量体温、观察呼吸状态等指标持续监测身体

状况。 
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7.2  其他要求 

7.2.1  非人灵长类动物麻醉不足时，需要补充麻醉剂量，盐酸氯胺酮补充 5 mg 为宜，舒

泰/50 补充 2 mg 为宜，以动物没有肌张反射为准。 

7.2.2  麻醉过度时，应立即按摩动物心脏，50～60 次/min，5 min 内动物可出现自主呼吸；

可使用加热灯或毛毯等以维持动物的体温。 

7.2.3  在动物麻醉后的转运过程中不要将动物直接暴露于环境，以免造成污染。 

8  COVID-19 动物模型感染技术要求 

8.1  感染方法选择 

8.1.1  小型动物以滴鼻方式将 SARS-CoV-2 病毒液送入动物呼吸道，使动物感染。 

8.1.2  非人灵长类动物模型以气管插管方式将 SARS-CoV-2 病毒液送入动物呼吸道，使动

物感染。 

8.2  滴鼻感染技术要求 

8.2.1  动物滴鼻感染操作应在生物安全柜中完成。 

8.2.2  感染过程中动物呼吸道应处于垂直状态。 

8.2.3  病毒感染量不应超过 5 μL。 

8.2.4  感染时应将病毒液从一侧鼻孔滴入呼吸道，待上一滴完全吸收后，再滴入下一滴。 

8.2.5  完成滴鼻后将动物放回笼盒，待苏醒观察无异常后，移出生物安全柜饲养。 

8.2.6  感染后，应根据风险防控程序将废弃物进行无害化处理。 

8.3  气管插管感染技术要求 

8.3.1  动物气管插管感染操作应在生物安全柜中完成。 

8.3.2  感染过程中动物声门处于开放状态，并对声门会厌部进行局部麻醉。 

8.3.3  局部麻醉后 3 min～5 min，动物会厌部对刺激无反应时开始进行插管操作。 

8.3.4  插管时宜使用直径为 2 mm 的、带有长度刻度的硅胶软管进行操作，并固定在上

颚处。 

8.3.5  注入病毒时应使动物保持坐姿，将装有病毒的注射器连接软管，缓慢注入。 

8.3.6  待动物吸收病毒后，将动物从生物安全柜中取出，放回负压笼具，待动物完全苏醒

后，操作人员方可离开。 

8.3.7  感染完成后，应根据风险防控程序将软管和其他耗材进行无害化处理。 

9  COVID-19 啮齿类动物模型一般症状观察要求 

9.1  观察动物的精神状态，营养状态等，有无异常表现、患病或死亡并及时记录。 

9.2  是否出现食量减少、逐渐消瘦、活动减少、皮毛失去光泽等症状，并做详细记录。 

9.3  根据被感染动物出现症状的情况判断疾病发生的严重程度。 

10  COVID-19 恒河猴模型一般症状观察要求 

按照表 2 进行动物的观察并记录动物出现的症状，根据被感染动物出现症状的情况，

判断疾病发生的严重程度。 
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表 2  正常猴与异常猴外观特征比较 

项目 正常表现 异常表现 

平整有光泽 无光泽，有干燥感 被毛 

一般生长致密 变成粗糙不平整 

有张力 松弛或肿胀、感觉失水干燥 皮肤 

有弹性 松弛 

粪便成形，固状 含水量多、软、黏液多、有血或脓、不成形 

颜色呈黄褐色、黑褐色 白色、褐色或红褐色 

粪便 

排泄量 50 g～100 g/d 排量不定 

肛门和外阴部 经常是很干净的 周围沾有粪便、血液或黏液，闭合不紧 

腹部 紧张度适中 极度腹胀或呈凹陷 

鼻孔 鼻稍通常表现潮润 明显干燥或流涕（半透明黏液或不透明脓样液体），严重时

鼻出血 

口唇 淡褐色，紧闭稍显潮湿 发干，色变浅，大量流涎或出血，闭合不紧 

眼有神 眼无神，惺松 

显得安宁 不安地颤抖 

眼 

湿润 部分发白或浑浊  

耳 耳朵有弹性、竖立 耳朵无弹性，从耳孔里流出脓或血 

脸部 脸部有弹性 有伤、发疹，脸部肿胀 

手、足、躯干、头 动作自如 活动不规则或笨拙、发抖或痉挛、活动不自如 

体重 体重正常 体重下降 

体温 37℃～38.5℃ 体温异常 

11  COVID-19 动物模型血生化检测要求 

11.1  测定肝功能、肾功能、心肌酶、血脂等指标，具体检测项目如下： 

丙氨酸转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、γ-谷氨酰转移

酶（γ-GT）、总胆红素（T-bil-D）、直接胆红素（D-bil-D）、总蛋白（TP）、白蛋白（ALB）、 

总胆汁酸（TBA）、胆碱酯酶（CHE）、肌酐（CREA-S）、尿酸（UA）、尿素（UREA）、

β2-微球蛋白（β2-Mg II）、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、

低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、载脂蛋白 A1（ApoA1）、乳酸脱氢酶（LDH）、肌酸激

酶（CK）、肌酸激酶 MB 型同工酶（CK-MB）、葡萄糖（Glu-GOD）、免疫球蛋白 A（IgA）、

免疫球蛋白 G（IgG）、免疫球蛋白 M（IgM） 

11.2  检测技术要求 

11.2.1  待检样品应处于良好质量状态。在进行样本的检测前，应进行质控检测。 

11.2.2  质量控制样品和检测冻存样品从冰箱拿出后，室温放置使其充分液化。 

11.2.3  样本检测前应充分离心。 

11.2.4  样本检测应严格按照生化检测仪操作要求进行。 

11.2.5  检测过程中，应注意观察仪器状态，如出现异常及时处理。 
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11.2.6  待全部样品检测完成后，产生的废液和废弃物应按风险控制要求进行无害化处理。 

12  标本病毒载量检测操作要求 

12.1  标本类型：各种拭子、组织或血浆。 

12.2  检测方法：荧光定量 RT-PCR 法。 

12.3  标本处理：应通过低速冷冻离心分离去除杂质。 

12.4  核酸提取：按试剂盒说明提取标本病毒核酸。 

12.5  按试剂盒说明通过逆转录合成 cDNA，具体程序不同试剂盒会有差异。 

12.6  使用 Real-Time RT-PCR 方法检测病毒载量。 

13  血清中 IgG 抗体滴度检测技术要求 

13.1  血清中 IgG 滴度检测方法为酶联免疫吸附法（ELISA）。 

13.2  对照设计 

13.2.1  阴性对照：SPF 动物血清。 

13.2.2  阳性对照：SARS-CoV-2 免疫或感染后抗体阳性血清。 

13.3  检测步骤 

13.3.1  样本处理 

血清样本灭活处理条件宜为 56℃水浴灭活 30 min。 

13.3.2  包被抗原 

用 SARS-Cov2 蛋白包被酶标板，每孔蛋白量 100 μL（0.1 μg），4℃过夜后用洗液洗

涤 3 次，用 0.5%BSA 封闭 1 h，每孔 220 μL。 

13.3.3  稀释血清 

按照等倍稀释方式稀释血清，起始稀释倍数宜为 1︰100，共 12 个梯度。 

13.3.4  加样 

待测样品应在同一块酶标板中，同时设置阴性对照和阳性对照，每孔加入 100 μL，

37℃孵育 30 min，用洗液洗涤 5 次，孔内不应留有残液。 

13.3.5  加 IgG-HRP 二抗 

用酶结合物稀释液将酶结合物稀释至工作浓度，每孔 100 μL；37℃孵育 30 min；用洗

涤液洗 5 次，每次 1 min～2 min，孔内不应留有残液。 

13.3.6  加底物溶液 

每孔加入底物显色液 100 µL，37℃孵育 5 min。 

13.3.7  终止反应 

加入终止液 50 µL。 

13.3.8  测定 OD 值 

在酶标仪上，于 450 nm 波长下测定 OD 值。 

13.4  结果判定 

13.3.1  Cut-off 值=感染前血清的 OD 值×2.1（优先选择）或者 Cut-off 值=阴性血清的平

均值×2.1，由 Cut-off 值判定是否有特异性抗体，再根据具体实验评价感染、疫苗免疫，
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以及药物有效性。 

13.3.2  抗体滴度为 Cut-off 值的前 1 个点的稀释倍数，标记为：滴度=1︰X。 

14  中和抗体检测技术要求 

14.1  检测方法 

14.1.1  观察抗体抑制细胞病变效应（CPE）。 

14.1.2  测定抗体的中和保护作用及滴度。 

14.2  检测样本 

新型冠状病毒感染动物的血清。 

14.3  样品接收和保存 

14.3.1  按照 SARS-CoV-2 接收的标准操作规程收取病毒，–80℃保存病毒。 

14.3.2  实验开始前，室温或 37℃解冻样本。 

14.4  检测步骤 

14.4.1  细胞培养 

将对数生长期的 Vero E6 细胞接种 96 孔板，每孔 100 µL，至细胞生长至单层铺满时

使用。 

14.4.2  血清灭活 

将待检血清在 56℃水浴中灭活 30 min，使用含 2% FBS 的 DMEM 培养基倍比稀释，

备用。 

14.4.3  准备病毒工作液 

使用含 2% FBS 的 DMEM 培养基将病毒稀释至 200 TCID50/100 μL。 

14.4.4  抗原抗体孵育 

14.4.4.1  实验组 

将稀释好的病毒和血清按 1︰1 比例混匀，按照每个稀释度 4 个复孔，每孔 150 μL，

加入空白 96 孔板中，37℃孵育 1 h。 

14.4.4.2  细胞对照组 

按照 4 个复孔，每孔 150 μL 含 2%FBS 的 DMEM 培养基，加入空白 96 孔板，37℃孵

育 1 h。 

14.4.4.3  病毒对照组 

在 1.5 mL 离心管中将稀释好的病毒和含 2%FBS 的 DMEM 培养基按 1︰1 比例混匀，

按照 4 个复孔，每孔 150 μL，加入空白 96 孔板，37℃孵育 1 h。 

14.4.5  细胞感染 

1 h 后，弃去各组 Vero E6 细胞培养液，分别加入步骤 14.4.4 中各组孵育好的液体，每

个稀释度 4 个复孔，每孔 100 μL。 

14.4.6  培养观察 

将处理好的 96 孔板放入 37℃、5% CO2 培养箱中培养 4 天至 5 天，定期观察 CPE 并

记录结果。 全
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14.5  结果判定 

14.5.1  当加入 100 TCID50 的病毒对照组出现完全病变，且 Vero E6 细胞对照组正常，表

示试验成立，则判定结果。 

14.5.2  结果计算 

按照 Reed 和 Muench 氏法计算抗体中和滴度，表 3 给出示例。 

距离比例=（高于 50%的无 CPE 率–50%）/（高于 50%的无 CPE 率–低于 50%的无 CPE

率），NT 的对数=高于 50%的无 CPE 率的血清稀释度的对数+距离比例×稀释系数的对数 

表 3  血清中和抗体检测结果结算举例 

累计 
血清稀释度 CPE 数 无 CPE 孔数 

CPE 无 CPE 无 CPE 率/% 

1︰2（10–0.3） 0 4 0 9 100 

1︰4（10–0.6） 1 3 1 5 83 

1︰8（10–0.9） 2 2 3 2 40 

1︰16（10–1.2） 4 0 7 0 0 

 

本例中： 

距离比例=（83%–50%）/（83%–40%）=0.7 

高于 50%的无 CPE 率的血清稀释度为 1︰4（10–0.6），其对数为–0.6，稀释系数的对

数为–0.3。NT=–0.6+0.7×（–0.3）= –0.81，–0.81 的反对数=1/6，即 1︰6 稀释的待检血清

可用于保护 50%细胞培养免于 CPE。 
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附  录  A 

（资料性附录） 

临床标本处理过程中可能产生的危害 

A.1  临床标本处理：对咽拭子标本进行挤压、对肺组织进行漂洗时，在研磨组织、振荡混

匀及离心过程中可能有气溶胶的产生、液体的溅出或滴洒等危害。 

A.2  病毒组织培养/病毒 TCID50 测定和中和实验：在吸取病毒液接种细胞过程中出现液体

滴洒或溅出或吹打混匀，以及离心过程中形成气溶胶。 

A.3  新型冠状病毒的血清学抗原、抗体检测/病毒 RNA 的提取：灭活前感染性材料的滴洒

或溅出。 

A.4  病毒样品离心：发生离心管的破裂。 
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附  录  B  

（资料性附录） 

动物感染实验可能产生的风险 

B.1  麻醉、接种动物时病毒的暴露。 

B.2  动物抓咬等行为污染动物体表，抓取动物时散播到空气中或直接接触感染给人. 

B.3  动物呼吸产生的气溶胶携带病毒传染给人. 

B.4  采样和动物解剖时，动物含病毒的唾液、血液、排泄物飞溅到工作人员的面部或体表。 

B.5  针头、玻璃实验器材扎伤。 

B.6  从动物笼中移动动物时产生气溶胶，外溢到动物室空间（任何的动物实验室空气污

染），甚至到工作走廊。 

B.7  动物笼、食物、水、排泄物，以及清理排泄物、装入高压器皿等时污染病毒，暴露于

空间，造成污染。 

B.8  动物逃逸造成实验室污染。 
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附  录  C  

（规范性附录） 

临床样本处理时风险防控措施 

C.1  对活病毒样本的操作 

C.1.1 应在生物安全三级实验室的外排式生物安全柜内进行。 

C.1.2  实验人员上岗前应接受严格的生物安全以及该病毒实验技术的培训。 

C.1.3  实验人员应按生物安全三级实验室防护级别进行个人防护。 

C.1.4 实验完毕后用有效氯含量为 0.55%的含氯消毒液擦拭工作台面、生物安全柜内壁及

台面，用有效氯含量为 0.55%的含氯消毒液擦拭实验器材表面移出生物安全柜。 

C.1.5  废弃物需要经过 121℃高压处理 30 min 后运出实验室。 

C.2  已经灭活的病毒标本的操作 

C.2.1  可在 BSL-2 级实验室进行操作。 

C.2.2  实验过程中产生的废液和使用过的耗材等都应用有效氯含量为 0.55%的 84 消毒液

（原液︰水=1︰9）浸泡 30 min 后运出实验室进行集中处理。 

C.3  标本处理数量 

每次操作的标本不应超过 20 份，如处理经过扩增后的标本，病毒的原始容积≤2.5 mL/份

时，每次操作的标本不能超过 10 份；2.5 mL～10.5 mL/份时，每次操作的标本不能超过 5

份；＞10.5 mL/份时，每次操作的标本不能超过 3 份。 
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附  录  D 

（规范性附录） 

 动物感染实验中风险防控措施 

D.1  工作人员在进行实验操作过程中，应保证充足的光线，防止被针头、刀片等锐器刺

伤或者划伤。 

D.2  避免使用尖锐物品和利器，必要时应倒放在耐扎的容器内，使用后收集在特定的带

盖容器内保存至最后消毒处理或毁掉。 

D.3  将使用后的一次性针头重新套上针头套。不应用手直接接触使用后的针头、刀片等

锐器。 

D.4  大动物实验应充分麻醉后进行，轻拿轻放，避免产生气溶胶。 

D.5  进行接触动物血液、体液、食物、水、病毒培养液等实验操作时应戴手套，操作完

毕后进行消毒。 
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附  录  E 

（规范性附录） 

废弃物处理 

E.1  动物尸体、排泄物等应装入严格防渗漏的专用容器。 

E.2  针头、一次性注射器、手术刀片等锐器应放入利器盒。 

E.3  一次性防护服、手套、啮齿类动物替换笼具应装入生物安全垃圾袋。 

E.4 分类后所有废弃物容器均装入生物安全垃圾袋内，使用灭菌指示胶带扎紧袋口，标示

废弃物类别、处理时间、处理人员等基本信息，经消毒后进行高压灭菌。 

E.5  高压灭菌后，对排泄物盛放盘、IVC 笼盒进行洗刷，其他废弃物统一标识后置于专用、

有标识的危险废物处置容器中。 

E.6  废物处置容器装载量不应超过设计容量的 3/4，集中回收后按照医疗垃圾交由专业机

构处理，建立废弃物处理台账。 
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附  录  F 

（规范性附录） 

人员防控措施 

F.1  实验人员应在身体状况良好的情况下进入 ABSL-3 实验室工作，出现下列情况，不应

进入： 

a）患发热性疾病； 

b）感冒、上呼吸道感染或其他导致抵抗力下降的情况； 

c）妊娠、已经在实验室控制区域内连续工作 4 h 以上，或其他原因造成的疲劳状态； 

d）皮肤有伤口和擦伤。 

F.2  实验过程中个人防护 

F.2.1  应严格穿戴 2 层手套和 2 层防护服，里面 1 层为可高压回收服，外面 1 层为一次性

防护服。 

F.2.2  应戴 N95 口罩和防护眼罩或一次性防护面罩，动物感染实验时应戴电动正压防护装

置进行操作。 

F.2.3  从动物笼中移动动物进行采样、解剖时，应对动物先行麻醉，体表消毒，防止流动

感染。 

F.2.4  完成实验退出实验室进入缓冲间时，更换外层手套，用消毒剂喷洒全身，包括胶靴

（包括胶靴底部）、丘比特正压防护装置。 

F.2.5  进入工作走廊，再次用消毒剂进行全身消毒；脱去胶鞋、丘比特正压防护装置，消

毒剂消毒处理，紫外照射消毒；脱去乳胶手套和外层白色防护服，放到污物桶中。 

F.3  人员健康监测 

F.3.1  工作人员的监测期从开始进行实验，直至实验结束后半个月，期间应每日早晚测量

体温并观察相应症状。实验开始、结束时应进行人员核酸检测。 

F.3.2  操作者或其所在实验室的工作人员在此期间出现发热等类似症状，应被视为可能发

生实验室感染，应立即报告实验室负责人，对疑似感染者采取严格的隔离防护措施，送至

指定医院就诊。 

F.3.3  建立实验室工作人员可疑症状报告的制度，并保证他们能及时被定点专科医院收治。 

F.3.4  建立感染控制与医疗监测方案，包括禁忌人群、实验室症状监测、感染控制、特殊

情况（意外事故事件、水灾、火灾等自然灾害）和误用的控制措施。 
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