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摘要   目的：观察自主建立的p53+/-敲除小鼠（命名为B6-Trp53tm1/NIFDC）模型，在给予尿烷后的

体重、脏器重量、血液学及血生化指标变化，为该模型将来用于临床前药物短期致癌性试验的替代试

验提供背景数据。方法：共设计3个组：阴性对照组（野生型小鼠，给予生理盐水）、尿烷组1（B6-

Trp53tm1/NIFDC小鼠，给予1000 mg·kg-1 尿烷）、尿烷组2（野生型小鼠，给予1000 mg·kg-1 尿烷），

各组动物数量均为20只，雌雄各半。试验期间及试验结束测定各组动物的体重、脏器重量和相对脏器重

量、血液学及血生化指标，并进行统计分析。结果与结论：与阴性对照组相比，尿烷给药第2、3、11及

21周尿烷组1和尿烷组2动物的体重显著下降；尿烷组1动物肺脏和脾脏绝对重量显著升高；尿烷组1和尿

烷组2动物肺脏相对重量显著升高；尿烷组1 动物NEU、RDW%、CHDW%以及尿烷组2 动物LYM%、

BASO%显著升高；尿烷组1及尿烷组2动物的血生化指标无明显改变。
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Abstract   Objective:    To observe the changes of body weight, organ weight, hematological and blood 
biochemical parameters of p53+/- knockout mice named as B6-Trp53tm1/NIFDC, after administration of Urethane 
and to provide background data for using the p53+/- knockout model as an alternative model for short-term 
carcinogenicity study in the field of preclinical safety evaluation of drugs. Methods: A total of three different 
groups were used, including negative control group (wild type C57BL/6 mice administrated with saline solution), 
Urethane group 1 (B6-Trp53tm1/NIFDC mice administrated with 1000 mg·kg-1 Urethane) and Urethane group 
2 (wild type C57BL/6 mice administrated with 1000 mg·kg-1 Urethane). There were 20 mice in each group with 
10 male mice and 10 female mice. The body weight, absolute organ weight, relative organ weight, hematological 
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and blood biochemical parameters were measured during and after the test. Statistical analysis was carried out. 
Results and Conclusion: Compared with negative control group, the body weight of animals in Urethane group 1 
and group 2 after 2, 3, 11 and 21 weeks in administration of Urethane decreased greatly. Both the absolute weight 
of the animals' lung and spleen in Urethane group 1 and the relative weight of the animals' lung in Urethane group 
1 and Urethane group 2 significantly increased. The levels of NEU, RDW% and CHDW of Urethane group1 and 
LYM% and BASO% of Urethane group 2 significantly increased. There was no significant change of the blood 
biochemical parameters in Urethane group 1 and Urethane group 2. 
Keywords： p53+/- knockout mice; Urethane; organ weight; hematological parameters; blood biochemical 
parameters

公众用药安全与药物临床前安全性评价密切

相关，候选药物潜在致癌性评价是药物临床前安

全性评价的重要内容，尤其是创新药物。1997年

人用药品注册技术要求国际协调会议（ICH）颁

布了S1B指南，要求开展大鼠2年长期致癌性试

验以及小鼠1.5年长期致癌性试验，或以一个中

期或短期啮齿类动物体内试验来替代小鼠长期致

癌性试验。对于中期或短期啮齿类动物体内试验

动物模型，目前国际常用啮齿类遗传修饰小鼠模

型[1-3]包括p53+/-基因敲除模型及Tg.rasH2转基因模

型。我国食品药品监督管理总局药品审评中心于

2009年颁布了《药物致癌试验必要性的技术指导

原则》，用于指导我国安评机构开展药物致癌性

试验[4]。大鼠和小鼠长期致癌性试验周期长、费

用高、需要大量受试物和实验动物，而且不符合

国际动物福利的“3R”原则要求[5]。国际上，近

10年来常用遗传修饰小鼠模型6个月短期致癌性

试验来替代小鼠长期致癌性试验，并且，试验数

据已获得日本厚生省、美国食品药品监督管理局

等监管机构的认可[6]。目前，我国临床前药物安

全评价领域还以啮齿类动物的长期致癌性试验为

主[7]，其主要原因是由于国外构建的遗传修饰小

鼠模型价格昂贵，并受知识产权保护，严重限制

了我国使用遗传修饰小鼠模型开展短期致癌性试

验。中国食品药品检定研究院实验动物资源研究

所模式动物室自主构建了p53+/-敲除小鼠模型，并

命名为B6-Trp53tm1/NIFDC，由于该p53+/-敲除模

型与国外的p53+/-敲除模型的背景不同，而且其基

因敲除方法及饲养繁育条件与国外的p53+/-敲除模

型也不一致；因此，有必要对本单位自主构建的

p53+/-敲除小鼠模型进行验证[8]。另外，实验动物

的体重、脏器重量、血液学及血生化指标的检测

也是临床前药物长期毒性试验和致癌性试验中常

规检测项目[9]，因此，本文测定并分析自主建立

的p53+/-基因敲除小鼠模型给予尿烷后的体重、脏

器重量、血液学及血生化指标改变，目的是为该

模型将来用于临床前药物安全性评价短期致癌性

试验体内替代试验提供相关背景数据。

1   材料和方法
1.1   实验动物及分组情况

p53+/-敲除小鼠（B6-Trp53tm1/NIFDC）和

C57BL/6野生型小鼠均饲养于SPF环境，饲喂SPF级

小鼠颗粒饲料，饮用灭菌自来水。动物生产许可证

号为SCXK（京）2014-0013，实验动物使用许可证

号为SYXK（京）2011-0008。

P53 +/-敲除小鼠尿烷初步验证试验设计3个

组：阴性对照组（C57BL/6野生型小鼠，给予生

理盐水）、尿烷组1（P53+/-敲除小鼠，给予1000 

mg·kg-1体重尿烷）和尿烷组2（C57BL/6野生型小

鼠，给予1000 mg·kg-1体重尿烷），所有动物均为

6周龄，每组动物数均为20只，雌雄各半。在给药

期间，尿烷组1有2只雄性动物死亡，尿烷组2有1只

雄性动物死亡。在试验第1d、第4d、第7d分别腹腔

注射给药1次，给药体积10 mL·kg-1体重，给药后

观察24周。分别测定体重、脏器重量、血液学和血

生化指标。

1.2   仪器

Sartorius CPA 423S电子天平（德国Sartorius公

司），Hitachi 7180型全自动生化分析仪（日本日

立公司），Bayer ADVIA120全自动血细胞分析仪

（德国Bayer公司）。

1.3   试剂

清 洗 液 D H 6 2 0 、 清 洗 液 D H 5 2 0 、 稀 释 液

DH640、溶血剂DH680、溶血剂DH910均购自上海
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东湖生物医学有限公司；血液学和血清生化指标检

测试剂均购自中生北控生物科技股份有限公司。

1.4   测定项目及检测方法[8]

体重和脏器重量：检疫期第1d、第7d测定体

重，对计划解剖及濒死动物麻醉前先测定体重（此

体重用于相对脏器重量的计算），死亡动物解剖前

亦需测定体重（如果发现死亡动物器官组织不完

整，则无需称重）。给药期间，雌雄动物每周测定

体重1次。

解剖时摘取心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾

脏、脑、胸腺、肾上腺、颌下腺、卵巢、子宫，剔

除脂肪组织后再用电子天平称重（单位：g）。成

对的脏器一起称重，并以体重计算相对脏器重量。

血液学检测指标共28项，包括中性粒细胞

计数（NEU）、白细胞计数（WBC）、单核细

胞计数（MONO）、淋巴细胞计数（LYM）、

嗜酸性粒细胞计数（EOS）、嗜碱性粒细胞计

数 （ B A S O ） 、 大 未 染 色 细 胞 计 数 （ L U C ） 、

淋巴细胞百分比（LYM%）、单核细胞百分比

（MONO%）、中性粒细胞百分比（NEU%）、嗜

酸性粒细胞百分比（EOS%）、嗜碱性粒细胞百分

比（BASO%）、大未染色细胞百分比（LUC%）、

红细胞计数（RBC）、红细胞比容（HCT）、平均

红细胞容积（MCV）、血红蛋白含量（HGB）、

平均红细胞血红蛋白浓度（MCHC）、平均红细胞

血红蛋白量（MCH）、红细胞血红蛋白含量分布

宽度（HDW）、红细胞体积分布宽度（RDW）、

红细胞内血红蛋白含量（CH）、红细胞内平均血

红蛋白含量（CHCM）、血红蛋白含量分布宽度

（CHDW）、血小板压积（PCT）、血小板分布宽

度（PDW）、血小板计数（PLT）及平均血小板容

积（MPV）。

血 生 化 检 测 指 标 共 1 0 项 ， 包 括 总 蛋 白

（TP）、白蛋白（ALB）、丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、尿素

（UREA）、肌酐（CREA）、葡萄糖（GLU）、

总 胆 固 醇 （ T C H O ） 、 甘 油 三 酯 （ T G ） 、 钙

（CA）。

1.5   统计方法

所有试验数据均采用x±s表示，采用SPSS19.0

软件对所测定的数据进行单因素方差分析检验，再

应用Dunett参数检验法就各组间数据进行多重比较

检验，P＜0.05判断为显著统计学差异，P＜0.01判

断为高度显著统计学差异。

2   结果
2.1   体重

给药第2周尿烷组1和尿烷组2动物的体重降

低，与阴性对照组相比有高度显著统计学差异

（P＜0.01）；给药第3周尿烷组2动物的体重

与阴性对照组相比降低，具有显著统计学差异

（P＜0.05）；给药第11周尿烷组2动物的体重

与阴性对照组相比降低，具有显著统计学差异

（P＜0.05）；给药第21周尿烷组1动物体重与阴

性对照组相比降低，具有显著统计学差异（P＜

0.05）；之后尿烷组1及尿烷组2动物的体重与阴性

对照组没有显著统计学差异（P＞0.05）。见图1。

* 表示与阴性对照组相比 P ＜ 0.05；** 表示与阴性对照组相比 P ＜ 0.01。

图 1   尿烷给药后小鼠体重的变化
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2.2   脏器重量

给药24周，尿烷组1动物肺脏和脾脏的绝对

重量与阴性对照组相比升高，具有显著统计学

差异（P＜0.05）；尿烷组1动物脾脏的绝对重量

与尿烷组2相比升高，具有高度显著统计学差异

（P＜0.01）。见表1。尿烷组1和尿烷组2动物肺脏

的相对重量与阴性对照组相比均升高，具有显著统

计学差异（P＜0.05）。见表2。

表 1   给药 24 周各组动物脏器绝对重量测定结果

脏器名称 阴性对照组（n=20） 尿烷组 1（n=18） 尿烷组 2（n=19）

脾脏 0.070±0.010 0.120±0.120*& 0.064±0.007

肺脏 0.161±0.034 0.180±0.023* 0.180±0.017

心脏 0.137±0.031 0.130±0.021 0.130±0.032

肝脏 1.107±0.288 1.000±0.240 1.070±0.280

肾脏 0.365±0.094 0.340±0.096 0.340±0.088

脑 0.437±0.025 0.460±0.016 0.430±0.019

胸腺 0.050±0.012 0.063±0.110 0.050±0.010

肾上腺 0.009±0.004 0.008±0.005 0.008±0.003

颌下腺 0.162±0.078 0.140±0.015 0.150±0.065

卵巢 0.020±0.046 0.005±0.005 0.007±0.010

子宫 0.083±0.037 0.120±0.005 0.094±0.023

注：n 动物数量；* 表示与阴性对照组相比 P ＜ 0.05；& 表示尿烷组 1 与尿烷组 2 相比 P ＜ 0.01。

表 2   给药 24 周各组动物脏器相对重量测定结果

脏器名称 阴性对照组（n=20） 尿烷组 1（n=18） 尿烷组 2（n=19）

脾脏 0.0026±0.0007 0.0047±0.0049 0.0025±0.0006

肺脏 0.0058±0.0012 0.0069±0.0011* 0.0069±0.0017*

心脏 0.0049±0.0007 0.0050±0.0007 0.0050±0.0005

肝脏 0.0388±0.0033 0.0375±0.0420 0.0399±0.0043

肾脏 0.0128±0.0012 0.0125±0.0015 0.0126±0.0012

脑 0.0164±0.0048 0.0176±0.0029 0.0170±0.0036

胸腺 0.0018±0.0004 0.0026±0.0051 0.0019±0.0005

肾上腺 0.0003±0.0001 0.0003±0.0001 0.0003±0.0001

颌下腺 0.0054±0.0014 0.0049±0.0012 0.0056±0.0014

卵巢 0.0010±0.0022 0.0020±0.0020 0.0003±0.0050

子宫 0.0040±0.0018 0.0053±0.0021 0.0041±0.0010

注：n 动物数量；* 表示与阴性对照组相比 P ＜ 0.05。
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2.3   血液学指标

给药24周，尿烷组1 NEU、RDW%及CHDW%

与阴性对照组相比升高，有显著统计学差异（P＜

0.05）；尿烷组2 LYM%、BASO%与阴性对照组相

比升高，有显著统计学差异（P＜0.05）。上述指

标在尿烷组1和尿烷组2之间没有显著统计学差异。

见表3。

表 3   给药 24 周各组动物血液学指标测定结果

指标 /（单位） 阴性对照组（n=20） 尿烷组 1（n=18） 尿烷组 2（n=19）

NEU /（109·L-1） 0.44±0.36 0.78±0.83* 0.39±0.23

WBC /（109·L-1） 1.53±0.88 2.24±1.44 2.26±1.48

MONO /（109·L-1） 0.01±0.02 0.03±0.05 0.00±0.00

LYM /（109·L-1） 1.04±0.62 1.39±0.69 1.77±1.37*

EOS /（109·L-1） 0.05±0.06 0.06±0.04 0.07±0.09

BASO /（109·L-1） 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

LUC /（109·L-1） 0.00±0.00 0.01±0.02 0.01±0.01

LYM / % 68.43±13.38 68.15±17.55 77.33±11.70

MONO / % 0.93±0.69 1.14±0.71 0.69±0.26

NEU / % 27.44±12.85 26.93±16.60 17.62±8.95

EOS / % 2.79±2.05 3.18±3.26 3.93±4.49

BASO / % 0.04±0.07 0.06±0.06 0.13±0.12*

LUC / % 0.38±0.84 0.54±0.77 0.29±0.15

RBC /（1012·L-1) 8.52±0.80 7.68±2.14 8.37±0.50

HCT / % 40.52±3.98 37.13±9.60 40.17±2.65

MCV / fL 47.57±1.38 49.61±5.73 48.03±1.14

HGB / （g·L-1） 124.47±13.10 113.47±39.53 123.20±8.32

MCHC / （g·L-1） 307.16±10.43 291.60±67.64 307.00±15.53

MCH / pg 14.61±0.33 14.33±3.03 14.73±0.60

HDW / % 20.74±0.78 23.21±6.17 20.78±1.20

RDW / % 13.44±0.43 14.96±2.24* 13.83±0.43

CH / （g·L-1） 14.82±0.36 15.37±0.41 15.02±0.19

CHCM / （g·L-1） 312.53±13.17 313.80±23.63 314.00±8.51

CHDW / % 1.94±0.08 2.23±0.61* 1.98±0.05

PCT / % 0.43±0.13 0.39±0.16 0.43±0.08

PDW / % 52.49±9.94 54.38±9.82 49.35±3.64

PLT /（109·L-1） 826.05±256.04 691.73±254.47 817.50±144.20

MPV / fL 5.53±1.41 5.63±0.68 5.29±0.36

注：n 动物数量；* 表示与阴性对照组相比 P ＜ 0.05。



中国药事  2018 年 7 月  第 32 卷  第 7 期 937

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

2.4   血生化指标

给药24周，尿烷组1、尿烷组2各项生化指

标与阴性对照组相比，无显著统计学差异（P＞

0.05）。见表4。 

表 4   给药 24 周各组动物血生化指标测定结果 ( x ± s)

指标 /（单位） 阴性对照组（n=20） 尿烷组 1（n=18） 尿烷组 2（n=19）

TP /（g·L-1） 63.88±10.77 60.07±16.94 61.34±10.19

ALB /（g·L-1） 31.88±2.51 30.58±2.80 32.10±2.38

ALT /（U·L-1） 38.69±17.78 27.23±19.81 31.17±109.10

AST /（U·L-1） 93.38±32.46 77.00±26.33 80.50±23.54

UREA /（mmol·L-1） 11.56±2.61 12.27±4.21 12.80±2.82

CREA /（μmol·L-1） 22.53±5.78 23.91±5.16 19.23±8.58

GLU /（mmol·L-1） 9.67±1.75 8.78±2.63 8.96±1.81

TCHO /（mmol·L-1） 2.32±0.21 2.06±0.30 2.04±0.22

TG /（mmol·L-1） 0.56±0.19 0.68±0.20 0.63±0.19

CA /（mmol·L-1） 1.97±0.14 1.97±0.10 1.97±0.12

注：n 动物数量。

3   讨论
自 主 构 建 的 p 5 3 + / -敲 除 小 鼠 （ 命 名 为 B 6 -

Trp53tm1/NIFDC）是在C57BL/6背景的干细胞基础

上构建的，即在C57BL/6来源的胚胎干细胞中，

通过基因打靶技术敲除p53基因的第2~5外显子。

获得的首建鼠经过PCR基因型鉴定、Southern杂交

鉴定后再与野生型C57BL/6小鼠杂交，F1代再通

过PCR筛选获得基因敲除小鼠B6-Trptm1/NIFDC。

因此，通过该种方法建立的基因敲除小鼠为纯的

C57BL/6（B6）背景小鼠模型，而且，目前国外

常用的p53+/-敲除小鼠来自129品系，需要通过回

交5～6代才能获得p53+/-敲除小鼠模型，可能还含

有少部分129品系的遗传信息，因此，为混合背景

小鼠模型[10-12]。目前，国内尚未见到给予尿烷后

p53+/-敲除小鼠模型相关生物学特征变化的报道，

包括体重、脏器重量、血液学及血生化参数，而

且，实验动物的体重、脏器重量、血液学及血生化

指标的检测也是临床前药物长期毒性试验及致癌性

试验中常规检测项目[9]，因此，有必要对自主构建

的p53+/-敲除小鼠的上述参数进行测定和分析，为

今后该模型用于临床前药物安全性评价短期致癌性

试验体内替代试验提供相关背景数据。

给药第2周，尿烷组1和尿烷组2 动物的体重明

显下降，与阴性对照组相比有高度显著统计学差异

（P＜0.01）；给药第3周，尿烷组2 动物的体重与

阴性对照组相比降低，具有显著统计学差异（P＜

0.05）。由于尿烷是实验动物中广泛使用的麻醉

剂[13]，实验动物单次大剂量给予尿烷后可产生麻醉

作用，加上本试验是在试验第1、4、7 d分别腹腔

注射给药一次，给药量为1000 mg·kg-1，给药次数

较多且给药剂量较大，给药后动物临床表现为昏

睡，摄食量明显下降，因此，造成体重下降。直到

给药第3周，尿烷组2动物的体重还未恢复至正常范

围。有文献报道连续给予100 mg·kg-1尿烷对 p53+/-

敲除小鼠的体重具有明显的影响，即在试验第85 d

时，p53+/-敲除小鼠的平均体重低于对照组小鼠平

均体重的5.5%，到试验结束时，p53+/-敲除小鼠的

平均体重低于对照组小鼠平均体重的15%[14]。目

前，尿烷有2种常用给药方式：一种是100 mg·kg-1

连续口服给药，另一种是1000 mg·kg-1腹腔注射给
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药1～3次。本试验采用1000 mg·kg-1腹腔注射给药

3次，一方面是为了与国外遗传修饰小鼠模型尿烷

验证试验保持一致以便有更好的可比性；另一方面

考虑到p53+/-敲除小鼠耐受力差，如果增加尿烷给

药次数可能会导致大量尿烷组1动物早期死亡，致

使验证试验不能获得足够的数据[15]。因此，本试验

在试验第1、4、7 d分别腹腔注射给药1次，给药剂

量为1000 mg·kg-1，虽然单次给药剂量较大，但整

个试验期间给药次数较少，因而在给药之后第4周

起直到试验结束，仅在第11周和第21周分别出现尿

烷组2和尿烷组1动物体重与阴性对照组相比降低，

具有显著统计学差异（P＜0.05），而在其他时间

点尿烷组1和尿烷组2动物体重与阴性对照组相比没

有显著统计学差异（P＞0.05），但尿烷组1和尿烷

组2动物体重总体上均低于阴性对照组（见图1），

与文献报道基本一致[14]。

尿烷是一种遗传毒性致癌物，能够促进细胞

有丝分裂，可引起大鼠、小鼠发生肿瘤。C57BL/6

小鼠背景来源的p53+/-敲除小鼠模型因其自身的优

势可作为致癌性试验短期体内替代试验的候选动物

模型[16]。有文献报道给予尿烷后，C57BL/6背景的

p53+/-敲除小鼠容易发生肝脏血管瘤或癌，肺脏肿

瘤也有发生[17]。Carmichael等人[14]的研究表明：连

续给予100 mg·kg-1尿烷可致p53+/-敲除小鼠发生肺

腺瘤，发生率为25%。本试验尿烷组1动物肺脏的

绝对重量升高，与尿烷诱导出现肺腺瘤有关，而尿

烷组1和尿烷组2动物肺脏相对重量的升高可能与尿

烷诱导动物发生肺腺瘤和动物体重下降有关（见图

1）[18]。尿烷还可引起p53+/-敲除小鼠发生脾脏恶性

淋巴瘤，而野生型小鼠无脾脏恶性淋巴瘤，因此，

尿烷组1动物脾脏绝对重量与阴性对照组和尿烷组

2相比升高，与尿烷诱导p53+/-敲除小鼠出现脾脏恶

性淋巴瘤有关[18]。

尽管血液学指标的统计发现尿烷组1 NEU、

RDW%及CHDW%，尿烷组2 LYM%、BASO%与

阴性对照组相比升高，有显著统计学差异（P＜

0.05）。但上述指标在尿烷组1和尿烷组2之间没有

显著统计学差异，而且本次验证试验未进行骨髓涂

片细胞计数分析，因此，上述指标变化的生物学意

义未明，有待将来进行动物数更多的验证试验后进

一步分析和总结。

总之，本文测定并比较了自主建立的 p53+/-敲

除小鼠（B6-Trp53tm1/NIFDC）和野生型小鼠分别

给予尿烷后体重、脏器重量、血液学及血生化指标

变化，不仅为该模型提供了给予尿烷后的体重、脏

器重量、血液学及血生化指标等背景数据，也为将

来该模型用于临床前药物安全性评价致癌性试验短

期体内替代试验奠定了基础。
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