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[摘要] 药物开发中的实验动物福利伦理备受关注，如何善待动物已成为一个重要课题。微量采血法（blood
microsampling）克服了常规大容量采血方法操作复杂、对动物的伤害大、对啮齿类动物的数量要求高等诸多缺点，
在动物福利、科学性和成本方面均有极大优势，其应用被认为是落实3R原则的重要实践。本文介绍微量采血法的
最新研究进展以及在非临床研究中应用的优势和挑战，以期推动这项新技术在药物开发领域内更广泛应用。
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[ABSTRACT] The welfare and ethics of laboratory animals in drug development has attracted increasing
attention, and how to treat animals well has become an important topic. Blood microsampling overcomes
several disadvantages of conventional large-volume blood sampling methods, such as complex operation,
great harm to animals and high requirement on rodent quantity, and has great advantages in animal
welfare, scientificity and cost. Therefore, its application is regarded as an important practice to implement
the 3Rs. This article reviewed the latest research progress of blood microsampling, and its advantages and
challenges in non-clinical studies in order to promote the wider application of this new technique in this
field.
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药物临床前的评价研究离不开实验动物的条件技

术支撑。为探究药物的有效性和安全性，为人类临床

试验提供参考，需要开展各种体内外实验，包括药效

学（pharmacodynamics）、药代动力学（pharmacokinetics）
和毒代动力学（toxicokinetic）等评价研究。作为动物

离体器官、组织、细胞的“捐献者”，以身试病、以身

试药、以身试毒的“受难者”，实验动物为人类及动物

的健康作出了巨大贡献和牺牲。随着科学技术的发展

与社会文明的进步，如何处理动物实验引发的伦理学

问题，已成为药物研发中的一个重要课题。

以替代（replacement）、优化（refinement）和减少

（reduction）为核心的3R原则为缓和与化解实验动物伦

理矛盾提供了一种可行的解决理论。3R原则是现代科

学研究中使用动物的基本原则［1］。世界范围内，已有

上百个国家制定了实验动物福利相关的法律法规及标

准，这些法律及标准的核心均是3R原则。欧盟2010年
颁布的《保护实验动物 2010/63/EU号指令》也明确了

3R原则的指导性地位［2］。我国修订中的《实验动物管

理条例》《关于善待实验动物的指导性意见》《实验动

物福利伦理审查指南》等法规及标准中也明确了3R原

则。因此，3R原则是实验动物福利伦理的核心体现。

生物分析技术的进步，开启了微量血样分析的时

代，也带动了微量采血法的发展。微量采血法是指血

液样本不超过 50 μL［3］的采集程序。该技术最大的特

征是样品体积的微小化，例如利用Gyrolab免疫实验平

台，血液样本的体积可缩小至4 μL［4］。在药物非临床

研究中应用微量采血法，被认为是贯彻3R原则的重要

实践，得到了国际人用药品注册技术协调会

（International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use， ICH）
的认可［5］。因此，本文聚焦于药物非临床研究领域，

介绍了微量采血法的最新研究进展以及应用的优势和

挑战，以期推动该技术更广泛的应用，促进药物研发

与动物福利伦理的协调发展。

1 不同微量采血法的最新进展

非临床研究中，有几种常用的微量采血法。实际

应用过程中，方法的选择应考虑到每种方法的适用条

件和特点（表1）。

1.1 干血斑（dried blood spot，DBS）
DBS，即将约 15 μL的全血样品直接滴到卡纸上，

样品在常温干燥后，通过使用打孔器获得相同尺寸的

滤纸片，用于样品的提取和分析。DBS因具有微创、

简单、易于存储和运输等优点，五十多年来一直是临

床上新生儿遗传代谢性疾病筛查的常用采血方法。

2004年，Beaudette和Bateman［6］将DBS引入到非临床

研究中，并证明了其在药物发现阶段的潜力后，DBS
技术迅速推广。Clark等［7］开发了一套高灵敏度的通

用性分析方法，可使 90%测试化合物的定量下限为

1 ng/mL，并将其应用于小鼠药代动力学研究，得到了

更高质量的药代动力学特征。Barfield等［8］将DBS首

表1 非临床研究中几种常见的微量采血法
Table 1 Common approaches for bloodmicrosampling in non-clinical studies

注：DBS为干血斑，DPS为干血浆斑，VAMS为固定体积采血，CMS为毛细管微量采血，HCT为血细胞比容。
Note：DBS，dried blood spot；DPS，dried plasma spot；VAMS，volumetric absorptive microsampling；CMS，capillary microsampling：HCT，
hematocrit.
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微量采血法
Blood micro-
sampling method
DBS

DPS

VAMS

CMS

基质类型
Matrix type

全血

血浆

全血、血浆、
血清

全血、血浆、
血清

基质形式
Matrix form

干燥

干燥

干燥

液体

优点
Advantages

无需离心，储存和运输方面要
求低

储存和运输方面要求低

储存和运输方面要求低，样品
体积准确

样品体积准确

缺点
Disadvantages

全血数据与血浆数据转化复杂，HCT效应，需要特殊的提取
技术

需要特殊的提取技术，可能需要离心

全血数据与血浆数据转化复杂，血浆、血清制备程序复杂

储存和运输要求高（－20℃），血浆、血清制备操作不便

注：DBS为干血斑，DPS为干血浆斑，VAMS为固定体积采血，CMS为毛细管微量采血，HCT为血细胞比容。
Note：DBS，dried blood spot；DPS，dried plasma spot；VAMS，volumetric absorptive microsampling；CMS，capillary microsampling：HCT，
hematocrit.

307



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Aug. 2022, 42(4)

次用于非临床安全性评价研究，观察到从犬血DBS样
品中获得的乙酰氨基酚毒代动力学特征与液态基质血

样的相当。

近来，研究人员对DBS的研究热情因其在临床应

用中暴露出来的生物分析问题而有所降低。DBS的生

物分析问题均与基质为全血有关。具体来说，血细胞

比容（hematocrit，HCT）会影响斑点的大小［9］和目标

分析物的提取，进而在定量生物分析中引入系统误

差［10］。这对于遗传均一性良好的实验动物来说，可能

并不是太大的问题，但在开发红细胞增多症、贫血、

癌症等疾病的药物时，应特别关注。业界在过去几年

内也提出了几种解决方案：一是通过基于钾离子浓度

或血红蛋白浓度［11］来估计和校准DBS样品中的HCT；
二是改变滤纸材料，如采用疏水纸，减少血纸互

作［12］；三是通过滤纸片预打孔［13］或滤纸片周围增设

滤纸环［14］，配备“计量芯片”［15］等技术收集和存储

准确体积的血液。这些技术的改进，大大促进了DBS
的应用和发展。

1.2 干血浆斑（dried plasma spot，DPS）
DPS与DBS相似，唯一不同的是滴在卡纸上的是

血浆样品。DPS保留了DBS的许多优点（稳定性好，

保存和运输方便），同时解决了DBS最大的问题（HCT
效应）。缺点是血液需要离心处理，且所需血量要加

倍。在一项以犬为模型的研究中，Li等［16］分析了不

同方法（通过移液器或 SAFE-TEC）制备的DPS样品

中利托那韦的浓度，结果显示与液态血浆中的药物浓

度一致，试验样品再分析（incurred sample reanalysis）
的结果也表明DPS技术可稳定检测。之后，Li等［17］

的对比研究显示从大鼠尾静脉连续采血制备DPS样品

或液态血浆中多乙酰氨基酚及其代谢产物对乙酰氨基

酚葡糖苷酸（APAP-gluc）和对乙酰氨基酚硫酸结合物

（APAP-sulf）的浓度，与从舌下静脉采集的血浆中浓

度不相上下，且连续收集毒代动力学样品并未增加动

物的应激水平，从而证明了DPS在大鼠毒代动力学研

究中的实用性。

相较于其他微量采血技术，DPS在非临床研究中

的应用很少，可能与干燥基质的验证负担以及复杂的

操作程序有关。该技术最新的改进主要是提高了操作

和分析的自动化水平，包括在DBS的基础上增加红细

胞过滤膜［18-20］以简化采样程序，引入微流体过滤和

自动计量技术［21］以快速获得准确体积的血浆，以及

开发与现有DBS机器人技术兼容的DPS卡［19-20］。

1.3 固定体积采血法（volumetric absorptive
microsampling，VAMS）

VAMS是采样设备的吸头不完全浸入全血、血浆

或血清中，通过毛细作用准确收集特定体积血样的方

法。干燥后，血样被运送到生物分析实验室进行处理。

VAMS也是DBS的一个改进版，几乎拥有DBS的全部

优点，且不用考虑HCT的影响［22-23］，操作更方便，更

适合自动化处理。经多项方法验证，已有文献报告证

明了VAMS应用于非临床研究的可行性［24-26］。VAMS
的首次实际应用是Denniff等［27］对乙酰氨基酚的大鼠

毒代动力学研究。这项研究中，VAMS样品和液态稀

释血样表征的药-时曲线下面积很接近，但药峰浓度之

间出现了 40%的差异，差异的原因可能与样本量小有

关，而与采血方法无关。Thiry等［28］通过优化生物分

析方法，将VAMS成功应用于4种伊曲康唑制剂的生物

利用率的评估实验中。

值得一提的是，虽然VAMS在基质选择上比DBS
更为灵活，但选择全血为基质时同样面临需要关联全

血浓度和血浆浓度的问题，选择其他基质类型，需要

利用其他设备来制备血浆或血清，操作较为复杂。

1.4 毛细管微量采血法（capillarymicrosampling，
CMS）

CMS是指用毛细管准确收集固定体积全血、血浆

或血清的方法。典型的过程是将毛细管的一端浸入血

液中，通过毛细作用准确收集全血，完成后可直接进

行低温保存，也可进行稀释、分离血浆或血清等预处

理。CMS被视为最有潜力的微量采血法，因为它除了

样品量的减少外，与常规采样并没有本质区别［29-31］。
基质的形式未发生改变，避免了进行“干基”和“湿

基”之间的桥连研究，且CMS多用于制备应用最广泛

的血浆样品，不需要全血和血浆数据之间建立联系的

复杂过程。与普通DBS相比，CMS所采样品体积更准

确［30］，与基质的生理特性（如HCT）无关。受DBS的
启发，人们很快将CMS应用到非临床研究中，评估了

小鼠、大鼠和犬等物种的药代动力学、毒代动力学参

数，结果证明该技术给出的结果与常规方法有高度可

比性［31-36］。
CMS的缺点是操作复杂，分离血浆或血清时需要

切割毛细管，存在扎伤风险。不过有研究者提出了一

种带触变性凝胶（离心时在血细胞和血浆间形成物理

屏障）的毛细管［37］，这种改良的毛细管省去了切割步

骤，提高了操作的便利性和安全性。
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2 微量采血法的应用优势

2.1 动物福利方面
微量采血法有助于3R原则中“优化”的实现。由

于所需血量很少，根据实验性质可选择动物的疼痛、

组织损伤及压力最小且操作更简单的采血部位和程序。

常用的采血部位通常是大鼠、小鼠的侧尾静脉、隐静

脉，兔的耳缘静脉，犬、猴的头静脉。对于啮齿类动

物和兔来说，可大幅缩短采血前通过加热或施加化学

刺激物等措施促进血管扩张的时间［38］。对于所有动物

而言，采血过程中不需要或仅需要很小程度的身体限

制，保证了人员安全，避免了动物应激。在 Powles-
Glover等［38］的研究中，高达62%的大鼠在未进行任何

身体限制的情况下被成功实施了微量采血法。常用的

采血针规格为23 G，故对动物身体的损伤极小［39］。另

外，由于操作简单方便，采样程序可直接在动物设施

中进行。

除了“优化”，微量采血法也有利于“减少”的实

现。非临床研究中，对动物数量影响最大的是药代动

力学和毒代动力学研究。常规啮齿类动物的药代动力

学研究设计，一般在 24 h内设 6～12个采血时间点，

每个时间点每个组至少 3只动物，以充分解析药物的

动力学性质。由于血容量和采样部位等［40］的限制，

每个组需要 24～36只小鼠或者 6～9只大鼠［41-42］。毒

代动力学与药代动力学类似，但是给药剂量更高。常

规啮齿类动物的安全性评价中，为避免干扰毒理学终

点，毒代动力学样本是由主要研究动物之外的卫星动

物提供的，这使得动物用量更大。微量采血法结合灵

敏的生物分析技术，使血样体积微小化，允许在特定

时间内对同一动物同一位点进行多次采样，因此可以

大幅减少动物的用量。据报告，与传统采样相比，微

量采血法可减少66%～95%［28，43-50］的动物用量，当然

具体减少幅度取决于研究类型、物种、采血方案等

因素。

2.2 科学方面
微量采血法允许重新设计非临床研究方案，以更

少的动物获得足够多的优质数据，提高了研究的转化

价值。“多”体现在检测指标、药-时曲线数量的增

加［48］，以及可获得常规方法难以采集的信息，实现信

息的最大化。“优质”来源于两个方面：一是不易造成

动物过度的应激反应，对药代动力学或毒代动力学参

数的干扰较小，这在肝提取率较高的药物研发中尤为

重要；二是对于啮齿类动物，同一个体的药理学或毒

理学效应可直接与药物暴露关联，而且每只啮齿类动

物都可能拥有完整的药代动力学/毒代动力学特征，个

体间的变异系数降低了。Joyce等［47］研究了微量采血

法所得药代动力学参数的个体间变异系数，结果显示

传统采血的高达150%，而微量采血法的不超过30%。
2.3 成本方面

微量采血法可有效节约成本。随着动物用量减少，

药物、动物、实验用品和实验人员等直接成本大幅下

降，尤其在药物量十分有限的发现阶段和利用昂贵的

转基因小鼠［34，47］开展的研究中。另一方面，以较低

的成本获得充足的优质数据，意味着可以用少量的资

源开展实验，从而快速做出决策，这对药物发现项目

都相当有利。例如，在药物发现阶段早期，筛选具有

合适的生物利用率的化合物，可采用连续微量采血法

将 6种化合物的药代动力学研究同时进行，这样的动

物用量可减少 80%，药物材料可减少 75%，研究时间

减少40%［47］。当然，成本的节约程度取决于具体的研

究类型、物种、采血方案等［51］。

3 微量采血法的应用挑战

目前，微量采血法的发展面临着两个挑战。一是

提升检测微小体积样本中目标分析物的能力。样品体

积的减少，制备和运输方式等的改变，可能会给检测

的准确度和灵敏度造成不利影响。绝大多数目标分析

物与高灵敏度的分析方法（液相色谱－质谱联用法

LC-MS/MS和Gyrolab免疫实验平台）兼容，可使用 10
μL或更少的样品就达到足够的灵敏度，而对于药物为

肽类和核酸类等具有特殊分子结构和性质的物质，可

能还需要开发灵敏度更高的生物分析方法。二是毒理

学解释的能力。啮齿类动物的非临床安全性评价中，

收集毒代动力学血样可能会对主要研究动物的器官功

能和临床病理参数产生影响。有研究人员对此进行了

调查，结果表明：在正常及某些特殊生理状态（如妊

娠）的啮齿类动物上实施微量采血法，对毒理学评价

终点的影响是微乎其微的［32，37，43-45，52-53］。当然，为支

持微量采血法的更广泛应用，还需要继续开展相关的

配套研究，如针对具有特殊分子结构和性质的物质，

开发灵敏度更高的生物分析方法，进一步探索各种毒

性研究中对主要研究动物实施微量采血法收集毒代动

力学样本的影响等。
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4 小结

在药物非临床研究中，微量采血法能提高动物福

利，减少动物的用量，获得足够、优质数据，降低研

发成本，是值得推广的一项新技术。但是，未来还需

要继续开展该方法及其相关的配套研究，以促进其更

广泛的应用，实现科学进步与动物福利伦理进步并行。
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200多个国家的30多万种期刊，涉及学科950余个，是目前世界上规模最大、搜罗最全的国际期刊检索工具之一。乌利希数据
库的官方网址为http://ulrichsweb.serialssolutions.com/。

《实验动物与比较医学》创刊于1981年，是国内实验动物科技领域的第一本专业性学术期刊，刊登国内外实验动物和比较
医学领域科技研究及应用的新成果、新进展和新信息，内容主要涉及人类疾病动物模型、动物实验技术与方法、实验动物资源
开发与管理、动物生物学、实验动物医学、人类与动物比较医学等。衷心感谢广大作者、读者、审者及编者对本刊的热情关注
和大力支持，诚挚欢迎国内外实验动物与比较医学专家、学者、科研人员、硕博士研究生等继续向本刊投递高质量稿件，为
《实验动物与比较医学》向更高水平、更高质量发展共同努力！
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