Animal Protocol：_____________
动物实验福利与伦理审查表
申请日期：2016年10月8日
	申请人姓名（PI）
	李XX
	申请人单位
	江南大学食品学院

	PI联系方式
	1234456578
	导师姓名/联系方式
	张XX/1456789890

	课题名称
	XX菌缓解小鼠急慢性锰毒性的效果评价

	课题性质
	中国第58批博士后基金“XXXX”

	使用

动物

情况
	品种品系
	C57BL/6小鼠
	动物来源
	上海斯莱克实验动物有限公司

	
	等级
	SPF
	规格
	6~8周龄

	
	数量（只）
	104
	♀（只）
	0

	
	
	
	♂（只）
	104

	
	计划进驻日期2016年X月X日
	计划结束日期2016年X月X日

	实验目的：
XX菌缓解小鼠急慢性锰毒性的效果评价的研究
实验分组与处理：
1. XX菌缓解小鼠急性锰中毒效果评价（约11月中旬结束）
本阶段预计11月初进行，11月中旬结束，然后进行样本取材和各种指标的测试，预计两周时间完成后续测试实验。
组别
分组描述
小鼠数量（只）
治
疗
组
对照组
1天自由饮用蒸馏水，1-2天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳作为对照
8

锰造模组
1天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg），1-2天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳
8

锰+活766
1天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg），1-2天灌胃小鼠1×109cfuXX菌766活菌粉悬浮液（0.2mL）
8

锰+死766
1天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg），1-2天灌胃小鼠0.2mLXX菌766死菌粉悬浮液（与活菌粉同重量）
8

锰+活456
1天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg），1-2天灌胃小鼠1×109cfuXX菌766活菌粉悬浮液（0.2mL）
8

预
防
组
对照组
1-7天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳作为对照，8天灌胃小鼠0.2mL普通饮用水
8

锰造模组
1-7天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳，8天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg）
8

锰+活766
1-7天灌胃小鼠1×109cfuXX菌766活菌粉悬浮液（0.2mL），8天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg）
8

锰+死766
1-7天灌胃小鼠0.2mLXX菌766死菌粉悬浮液（与活菌粉同重量），8天灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg）
8

2. XX菌766缓解小鼠慢性锰中毒效果评价（约12月底结束）
本阶段预计11月上旬进行，12月下旬结束，然后进行样本取材和各种指标的测试，预计两个月时间完成后续测试实验。
分组名称
分组描述
小鼠数量（只）
对照组
每天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳作为对照
8

锰造模组
每天灌胃0.2mL PBS复溶的13%脱脂乳；将氯化锰溶于饮用水中使其浓度达0.6mg/mL, 供小鼠自由饮用
8

仅灌胃766
每天灌胃小鼠1×109cfuXX菌766活菌粉悬浮液（0.2mL），自由饮用蒸馏水
8

锰+766
每天灌胃小鼠1×109cfuXX菌766活菌粉悬浮液（0.2mL），将氯化锰溶于饮用水中使其浓度达0.6mg/mL, 供小鼠自由饮用
8

实验方法：将XX菌采用灌胃(1×109cfu/0.2mL /只/天)的方式到小鼠体内。乳酸菌处理方法为将冻干菌粉用PBS缓冲液复溶，菌浓度约1×109cfu/0.2mL，每只小鼠每天灌胃0.2 mL。
模型构建：
在急性锰中毒实验中，在治疗组中，对照组自由饮用蒸馏水，锰中毒实验组采用灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg），然后针对不同的组别灌胃XX菌766活菌、鼠李糖乳杆菌CCFM492活菌及XX菌766死菌。预防实验组中，针对不同组别先灌胃XX菌766活菌及XX菌766死菌，然后再灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中，使每只小鼠摄入剂量为250mg/kg）[1]。
在慢性锰毒性试验中，对照组自由饮用蒸馏水，锰中毒实验组采用灌胃0.2mL锰水（氯化锰溶于饮用水中使其浓度达0.6mg/mL, 供小鼠自由饮用），然后针对不同的组别灌胃XX菌766菌及灌胃XX菌766菌和锰水八周[2]。
测定指标：
（1） 小鼠粪便、皮毛及组织（肝脏、肾脏及脑）中金属元素锰的测定
收集小鼠粪便时，一只小鼠一个代谢笼进行粪便的收集。
（2） 小鼠血液、尿液及组织中生理指标测定。如小鼠血液中ALT和AST活性；肝脏、肾脏及脑中MDA和GSH含量以及SOD、GPx和CAT活性的测定，脑内苯并-α-芘羟化酶和7-乙氧基香豆素去乙基酶活性；尿液中N-乙酰-β-D葡萄糖苷酶活性及锰含量测定[3]。
（3） 小鼠肝脏、肾脏及脑组织切片观察。
实验结束后动物处理方法:

采用浓度为1％的戊巴比妥钠溶液对小鼠进行腹腔注射，使其麻醉，辅以颈椎脱臼法使其死亡。小鼠器官样品收集：用剪刀在腹正中线稍左侧剪开一个小口，向前至胸骨间突处，再沿肋骨后缘向两侧做横切口，暴露腹腔。观察腹腔内器官正常位置，可以取出相应的器官如肝脏、肾脏、回肠和结肠。用剪刀小心自头骨与颈柱相接的枕骨大孔，向眼窝和前方剪开头骨，在额前横剪，小心用镊子去下头盖骨后，小心将脑取出。最后，小鼠尸体暂存于动物中心冰柜内集满后交予专业的固废物处理公司统一处理。
参考文献：
[1] Zhai QX, Wang G, Zhao JX, et al. Protective effects of lactobacillus plantarum CCFM8610 against acute cadmium toxicity in mice[J]. Applied and Environmental Microbiology. 2013, 5(79): 2508-1515. 

[2] Zhai QX, Wang G, Zhao JX, et al. Protective effects of lactobacillus plantarum CCFM8610 against chronic cadmium toxicity in mice indicate routes of protection besides intestinal sequestration[J]. Applied and Environmental Microbiology. 2014, 13(80): 4063-4071.
[3] 张芳林，锰致大鼠脑线粒体氧化损伤和能量代谢障碍及NAC干预作用的实验研究[D]. 中国医科大学，2008.

	审查项目
	1. 该项目是否必须用实验动物进行实验，即能否用计算机模拟、细胞培养等非生命方法替代动物或用低等动物替代高等动物进行实验。如不能，主要原因是什么？ 

答：不可以，因为我们试验的最终目的是植物XX菌缓解小鼠急慢性锰中毒效果的评价，由于目前对其锰毒性机制仍未完全阐明，临床上缺乏有效的手段阻止锰毒性，因此在临床研究中建立与人类发病机制最为接近的动物模型，认识和探讨发病机理，验证治疗手段，开发治疗药物具有重要的临床意义。小鼠是适合我们试验最低等最经济合理的动物。

2. 表中所填申请人资格和所用动物的品种品系、质量等级、规格是否合适，能否通过改良设计方案或用高质量的动物来减少所用动物的数量。如不能，主要难点是什么？ 

答：我已经和指导老师讨论过动物试验的试验方案，并且已经进行了必要的优化，采用了最少的试验动物来做试验。最后所选取的小鼠是最适合我们的试验方案的，可以节省大量的资源和生命。

3. 采用了哪些改进的实验方法、改良的处死动物方法以及调整了哪些实验观测指标，来优化实验方案、善待动物？

答：我们在取动物血和去动物组织前都采用浓度为1％的戊巴比妥钠溶液对小鼠进行腹腔注射对小鼠进行麻醉，以减轻小鼠的痛苦。

4. 拟采用何种措施保证动物福利？

答：严格按照饲养操作规程的要求喂养动物，给动物干净舒适良好的生存环境，让动物能够安全舒适的生活和休息。

处理动物有适当的时间间隔，并减少必须要的试验处理，尽量不增加动物的痛苦。

	申请人所在单位负责人（导师）签字

年   月   日

	实验动物管理与动物福利伦理委员会意见_____________    
批准时间 _____________     过期时间_____________
伦理委员会主席签字及签章

责任兽医签字


填表要求
1、Animal Protocol号由办公室工作人员填写。

2、申请人必须为具体到本中心进行实验的实验人员，是本项目所有实验人员的组长。申请人单位写实验室名称。

3、课题性质注明基金资助名称和编号。

4、动物实验人员必须具有《江苏省实验动物从业人员岗位证书》。

5、必须写明所有参与实验人员，不在表中人员实验动物中心有权拒绝其进入。

6、动物等级分为SPF级、清洁级、普通级。

7、动物规格以周龄计。

8. 3篇参考文献与表格一起打包发送到laboratoryanimal@163.com，供审查。

9、审查通过后正反打印，请导师签字后到实验动物中心商定动物进入时间和实验室房间。

