
｜       58 周龄 C57BL/6J 小鼠

设计老龄鼠研究的 8 个注意事项
｜ 摘要

JAX 提供 25-78 周龄的雄性和雌性 B6J 小鼠。老龄 C57BL/6J 小鼠（stock # 000664）是一系列治疗性研究的常
用动物实验品种，包括但不限于代谢紊乱、神经生物学和肿瘤学。人类衰老和小鼠衰老之间存在许多的遗传学
和生理学相似性。老龄 B6J 小鼠是研究衰老过程中可能出现的生物学变化的一个很好的模型品种。也许您一直
在考虑用老龄鼠进行研究⸺那么研究要从哪里开始呢？研究老龄鼠需要考虑哪些因素？您怎样调整实验设计
来应对老龄鼠和年轻小鼠之间的差异？在这里，我们将讨论在您开展研究前的最重要的 8 个注意事项。



设计老龄鼠研究的� 个注意事项

｜   #� 您需要多少只小鼠?

｜   #� 何时开始?

C57BL/6J (000664)的存活率

鼠龄 (周)

图 �

需要多少只小鼠才能观察到不同群体之间的差异？

我们知道，衰老过程中小鼠会有样本损耗，因此在

进行纵向研究时，您不仅要考虑有多少只小鼠才能

开始研究，还要考虑最后需要多少只小鼠才能确保

您获得有统计学意义的数据。一项研究发现，

C57BL/6J（B6J）小鼠的寿命中位数为雌性866天，雄

性901天(图�摘自Yuan等人，2012,https://phenome.-

jax.org/measures/23201)。
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除性别差异外，其他研究发现，以下因素也会影响

小鼠寿命，包括小鼠是否产仔，以及每笼小鼠的不

同饲养密度（实验小鼠的生物学，第26章）。寿命

差异的其他可能原因包括环境、饮食和小鼠健康

状况（Xie等人，2017）。您在您的动物房中看到

的情况可能无法反映在其他动物房中看到的情

况。

为了应对非衰老相关的样本损耗，要确定研究结

束时小鼠的年龄，并考虑在其他研究中观察到

的、存活到该年龄的野生型小鼠的平均数量。计

算相应百分比，以确定研究开始时需要多少额外

的小鼠。

例如：您打算用雌性B6J小鼠进行实验，研究它们至

100周龄。根据文献，B6J小鼠的损耗率约为15%

（85%的小鼠存活至100周）。您还计划在研究结

束时要对20只小鼠进行测定，以获得足够的数据来

确定两组之间的统计差异。在这种情况下，您需

要用24 只小鼠开始研究。

研究开始时的小鼠数量 X 0.85 = 20 → 20 / 0.85 =23.5

始终要取整!

请注意，对照组小鼠的损耗率可能与您的实验组

不同。所以，最好高估所需的“数量”⸺您不想

在15%的损耗时结束研究，但发现您的治疗组有

20%的损耗。此时，您没有足够的小鼠数量来达到

需要的统计显著性！

另一个需要考虑的因素是何时开始您的实验。大约

10 个月的小鼠被认为相当于人类的“中年”，18 个

月相当于老年。如果您想研究一个特定的衰老生物

标志物，请考虑在衰老过程中，该生物标志物何时

开始变化并在该变化开始前规划您的实验，这样才

能完整捕捉到其变化的范围。

例如，如果某一生物标记物在小鼠10个月大时开始

变化⸺您应该考虑提早至8-9个月大时开始研

究，以捕获您观察到该生物标记物变化的时间点

及其影响。但是，如果已知生物标记物在18个月大

时开始变化，那么在9个月大时开始实验可能为时

太早！您会在表型开始显现前的9个月就开始收集

数据。这是一段不必要的漫长时间，将会给您的

预算增加很大的动物饲养成本！
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C57BL/6J 小鼠的存活率。数据来自Yuan 等人，2012，可从小鼠
表型组数据库获取：

https://phenome.jax.org/measures/23201

雄性（N=��）
雌性（N=��）



老龄C57BL/6J 雄鼠

鼠龄(周) 鼠龄(周)

老龄C57BL/6J 雌鼠

｜   #� 了解您的小鼠的健康状况

随着年龄的增长，身体成分会改变，体重和体脂

百分比也有变化。一个重要的考虑因素是，尽管

一般来说，体重随着年龄的增长而增加，但它也

会变得更加多变。在8周龄时，正常体重的范围最

小⸺但到78周时，体重的范围可能非常大（图 
�）。杰克森实验室网站上给出了年轻（8和16周

龄）和年老（24-78周龄）C57BL/6J 小鼠的基础生

理数据。

体重随着年龄的增长而增加，但也显示出较
大的变异性。每月称重30只雄性和30只雌性
C57BL/6J小鼠。给小鼠喂食含有6%脂肪的食
物（LabDiet®5K52 配方饲料）。

要了解小鼠正常衰老时会出现的一些预期的生理变

化。随着年龄的增长，小鼠会逐渐失去体脂，变得

更加衰弱，免疫系统也会改变。

血液学指标会发生改变。

例如，与8周龄B6J小鼠相比，78 周龄B6J小鼠的血小

板计数降低：78周龄B6J雌性小鼠为800x103个细胞

/μL，而8周龄雌性B6J小鼠为1019x103个细胞/μL。

生化指标也会发生改变。

在衰老过程中，胆固醇会增加，虽然这可能存在性别

差异（雌鼠8周vs. 78周：79±9mg/dL vs. 89±22mg/dL；

雄鼠8 周vs. 78 周：100±12 mg/dL vs. 136±29mg/dL）。

当表型显现时，您如何发现？寻找近交品系信息的

一个好资源是小鼠表型数据库（MPD）。该数据库

包含研究人员收集的表型数据⸺方便研究人员对

品系、设施和实验室间的比较。在生物标记物可能

受环境变化影响的情况下，这些数据会发挥作用，

这样您能知道“正常”的范围。此外，您可以考

察不同的近交品系，以了解某些品系是否对您的

表型或生物标志物更敏感或更具抗性。
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脾脏流式细胞术测定发现，B6J小鼠表现出Tregs 的年龄依赖性

增加和其他差异。2月龄和18月龄的C57BL/6J小鼠的活脾细胞

百分比。水平线表示平均值。与2月龄雌性小鼠相比，老年雌

性小鼠的T 细胞减少（p = 0.0383，平均差异为5.1%），Tregs 

增多（p <0.0001；平均差异为10.3%）。与2月龄雄性小鼠相比

，老年雄性的B细胞增多（p<0.0001；平均差异为13.9%），

Tregs也增多（p=0.0129;平均差异为5.4％）。使用双向方差

分析（ANOVA）和Sidak 多重比较校正法，按性别分别对数据进

行分析。

脾流式细胞术检测表明，老年C57BL/6J小鼠的幼稚T 细胞随年龄增长而减少，效应/效应记忆性T细胞随年龄增长而增加。表达相关标志物

的活脾细胞的百分比：幼稚T 细胞（CD44低，CD62高），效应/效应记忆性T 细胞（CD44高，CD62低），中枢记忆性T细胞（CD44 高，CD62 

高），活化效应T 细胞（CD44低，CD62低）。水平线表示平均值。幼稚CD4 和CD8 T细胞的减少在老年雄鼠和雌鼠中很明显（所有4 次比较

，p <0.0001）。在老年雄鼠和雌鼠中，效应/效应记忆性CD4和CD8T细胞显著增加（所有4次比较，p<0.0001）。在老年雄鼠和雌鼠中，中

枢记忆性CD8T细胞显著增加（2次比较，p<0.0001）。CD8活化的效应CD8T细胞群在老年雌鼠中有所增加（p<0.0001）。使用双向ANOVA和

Sidak多重比较校正法，按性别分别对数据进行分析。

来自杰克森实验室的最新数据显示，老龄鼠的免疫

系统组成会发生变化。与年轻小鼠相比，它们的

Treg 细胞明显增多，而雄性小鼠的B 细胞有所增加

（图�）。与2 个月大的小鼠相比，到18 个月时，雄

性和雌性小鼠的幼稚CD4和CD8T细胞都明显减

少，而效应和效应/记忆性CD4 和CD8 T 细胞都明显

增加（图�）。这些变化可能会影响老龄鼠免疫系

统对新病原体或微生物的应答。

还有一些事情需要考虑：

· 小鼠在哪里饲养？

· 您将如何确保它们的福利？

· 与年轻小鼠相比，老龄鼠需要额外监测吗?

在您开始研究之前，您可以做的最重要的事情之一

就是与您的动物房工作人员和临床兽医交谈。讨论

您计划收集的数据，您认为重要的研究终点，并确

定确保小鼠健康和福利的最佳方法。此外，在开始

实验之前，您要获得IACUC 的批准。因此，尽早进

行这些对话将有助于确保每个人的进度相同，并且

目标相同。
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｜ #� 您如何辨识单个小鼠？

｜ # � 雄性与雌性间的区别
与幼鼠一样，老龄鼠也具有性二态性。来自国际小

鼠表型分析联盟（IMPC）的数据显示，在超过

2,000 种基因敲除小鼠品系、超过14,000 种野生型小

鼠和超过40,000 种基因突变小鼠中，已发现大部分

的表型受性别影响，尽管这种二态性在连续而非分

类的性状中更常见（56.6% vs. 9.9%，Karp等人，

2017年）。重要的是，他们发现性二态性在多个研

究中心内是可重复的，不到10%的二态性状表现出

无论您何时进行纵向研究，都要仔细考虑在研究期

内如何辨识单个小鼠。一些辨识方法可能很难长期

使用，因此在开始研究之前确定最佳方法至关重

要。耳孔或耳部缺刻往往很受欢迎，因为它们具有

成本效益。但随着小鼠的年龄增长，打斗（尤其是

雄性）会导致耳朵撕裂或刮伤，这使得难以辨识

单个小鼠。更复杂的方法是植入微芯片，但这很

昂贵并且可能会移位。在表� 中，我们总结了一些

常用的实验对象辨识方法，以及在老龄鼠中应用

的注意事项。

表� 常用的实验对象辨识方法.

相反效应。

了解您感兴趣的两性间性状差异很有必要。老年

雄性C57BL/6J小鼠的进行性葡萄糖不耐受性比老年

B6J 雌鼠更明显（图�）。

设计老龄鼠研究的� 个注意事项 5
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｜   #� 哪种测定方法最适合您的研究?

要研究老龄鼠的代谢变化，选择仅研究雄鼠可能更

合适，因为它们随着年龄的增长，具有更加渐进性

的差异。美国国立卫生研究院的指南建议“在实验

中充分考虑两种性别并按性别分解数据，这样可以

满足基于性别的比较，并可能为临床干预提供信

息。因此，按性别进行适当的分析和透明的数据报

仔细考虑您计划用于老龄鼠的测定方法，对于获取

有意义的结果来说很有必要，包括那些能获得您的

目标表型的最准确信息的测定方法。老龄鼠可能无

法可靠地完成某些特定测定。

例A：老年C57BL/6J 小鼠的视力下降，这可能会妨碍

那些需要视觉提示的试验的开展。在进行需要视觉

提示的测定之前，首先采用视动功能试验来测定小

鼠的视力（Rizzo等人，2018年）。考虑可以在有和

无视力的小鼠中开展替代试验。自发改变试验可用

于评估空间工作记忆，该实验也可以在视力降低的

小鼠中进行（Rizzo等人，2018年）。

例B: 感官和精细运动能力的测定方法是贴纸去除

试验，即在小鼠头顶部放置小的粘性贴纸，然后计

算小鼠移除贴纸所花费的时间。然而，B6背景的

老龄小鼠群体中常见的脱毛现象可能干扰会该试验

（Rizzo等人，2018年）。

任何需要对老龄鼠进行手术的研究的一个重要考虑

因素是麻醉。老龄鼠的肾、心脏或肝脏系统功能变

弱，这使得其对麻醉更加敏感。一些麻醉剂可能在

老年动物中效果更好（Ga r g i u l o等人，201 2 

ILAR）。考虑采用不需要麻醉的替代试验方案

（见表 �）。

告可以提高临床前生物医学研究的严谨性和适用

性。”（NOT-OD-15-102“在NIH资助的研究中

将性别作为生物学变量的考量”）。在可能的情

况下，始终要分析两种性别，并确保使用适当的

统计检验方法来解释性别这一生物学变量。

图 5

C57BL/6J小鼠的葡萄糖耐受异常。6个月龄的B6J 小鼠表现出葡萄糖耐受异常，并且随着年龄的增长
而变得更严重。与雌性小鼠相比，雄性小鼠的葡萄糖不耐受性更严重。小鼠禁食16小时，然后腹腔内
注射2g/kg 葡萄糖。样本量为2和4月龄小鼠各10只；6、12 和18月龄小鼠各20只。
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表 2 用于评估老龄鼠表型的不同测定法

敞箱试验1

握力试验 1

转轮试验1

贴纸去除——受掉毛干扰（脱毛或理毛——老年B6 小鼠常见）1

视力视动功能试验 1

嗅辩试验1

衰弱评估 1 跑轮 1

心电图⸺需要麻醉 2

超声心动图⸺需要麻醉 2

FACs 分类计 3

听性脑干反应⸺侵入性并需要麻醉1

听觉惊跳反射⸺非侵入性 1

自发改变⸺不需要视力1

新空间识别⸺需要视觉线索 1

焦虑

神经肌肉

运动协调

视力

年龄相关的嗅觉改变

身体成分、饮食、运动

心血管疾病

免疫功能

听力

记忆力

� Rizzo 等人，���� 年；� Doevendans 等人，���� 年； � 杰克森实验室

｜  #� 测定验证和统计分析
在任何研究中，验证您的测定方法至关重要。在测

试新疗法的功效之前，确保技术人员受过培训并且

设备正常工作。其目标是在您投入资源到治疗组之

前，先用对照群体进行验证。在老龄鼠研究中，这

种验证同样重要；即使您之前已在年轻小鼠中验证

过您的测定方法，也请使用对照老年组进行重新验

证。对于老龄鼠来说，这可能很困难⸺先要花时

间使小鼠变老再用于验证，所有这一切都必须在实

验开始前完成。

测定试验开展的顺序很重要，应该提前确定。有些

试验对开展顺序很敏感；通常建议从侵袭性最小的

试验开始，最后是侵袭性最大的（McIlwain等人，

2001年）。研究表明，先开展的试验会影响后续试

验的结果，即使是试验期间给予小鼠恢复时间

（McIlwain 等人，2001年）。

对于某些测定方法，例如认知功能评估试验，东莨

菪碱可用于验证。东莨菪碱可以模拟老龄鼠的认知

缺陷。但是，东莨菪碱可能不是所有测定（即视力

或嗅觉）的合适验证方法。另一种选择是购买已经

老龄的小鼠（最老至78周龄）⸺这非常快速，并

便于您在与计划使用的群体更相似的模型中验证您

的测定方法。
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｜   #� 考虑您的实验终点
最后但同样重要的是，考虑老年动物群体的健康监

测和实验终点至关重要。务必咨询兽医工作人员，

讨论如何监测老龄鼠群体的健康状况，并关注它们

的福利。必须持续监测这些变化，不仅是为了实验

管理，还为了实验小鼠的福利。

制定一组明确界定的终点对于正确设计您的研究至

关重要。当研究结束时，终点就是小鼠的关键

点⸺无论是因为您已经获得了研究所需的数据，

还是因为衰老导致健康问题日积月累、从而意味着

要对小鼠实施安乐死。如果您正在研究肿瘤生长的

速度，那么终点可能是肿瘤达到一定大小的时间

点。同样，在研究寿命时，终点可能是小鼠自然、

自发死亡的时间点。除了研究的科学目标外，始终

考虑动物福利至关重要⸺向您单位的动物保护和

利用委员会（IACUC）核实相关问题是确保人道动

物福利终点得到满足的最佳途径。

但是，您将决定终点，并确定评估小鼠健康状况的

方法。衰弱与身体状况评估是一般健康评估的一种

常用方法。衰弱被定义为“虚弱、缓慢、活动少和

耐力差”（Toth 2018年）。有多种评估衰弱的方

法，但在小鼠研究中使用最多的是临床衰弱指数

（CFI，Toth 2018 年，Rizzo 2018 年）。小鼠衰弱与

人类衰弱相似。例如，在小鼠和人类中，衰弱分数

都随着年龄的增长而增加，尽管不同人群的衰弱评

分具有更大的变异性（Toth 2018 年）。

除了在开展实验前验证测定方法之外，还必须制定

合适的数据分析计划。为生物学变量设置适当对照

很重要（即性别）。但是，您可能还需要控制其他

变量，例如体重⸺随着小鼠年龄的增长，其体重

将会更加多变。对于诸如握力试验等试验，应将结

果根据体重进行校正（Rizzo等人，2018年）。在
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设计实验之前，咨询生物统计学家始终是很有必

要的，这样可以确定获得具有统计学意义结果所

需的小鼠数量。任何研究都是如此，特别是在纵

向研究中⸺您肯定不希望在一年的研究结束时发

现您没有足够的数据点!

另一种评价小鼠福利的方法是基于体重和体温。研

究表明，在不同品系中，体重和体温的下降都是死

亡的前兆，即使没有发病征兆（Toth 2018 年）。通

过监测实验小鼠的体重和温度，您就可能预测出小

鼠可能接近其自然终点的时间点。

老龄B�J 小鼠具有模拟人类衰老过程中出现的各种
年龄相关疾病的潜力。尽管所给出的大部分数据都
来自老龄C��BL/�J 小鼠，但其中的许多结论适用
于一般老龄鼠品系。仔细设计并考虑老龄鼠的独特
需求将有助于确保您获得重要且可重复的数据。请
记住，这些类型的研究有可能是长期的，提前制定
细致的计划将有助于您的研究取得成功。

要了解JAX 老龄B�J 小鼠的更多信息，请访问
www.jax.org/aged-b�.
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