清华大学实验动物研究及使用计划填写指南




 
A.	管理信息	1
B.	研究或教学目的	2
C.	动物实验的必要性，是否可用非动物实验进行替代	2
D.	动物种类的选择、动物模型的科学性	2
E.	实验设计和动物实验操作步骤：	3
F.	动物手术	5
G.	动物需求信息	7
H.	危险试剂或感染性物质	7
I.	实验操作引起的疼痛或痛苦反应的级别评价及预防或减轻措施：	7
J.	动物实验是否有其他特殊需求	8
K.	实验动物安乐死方法	8








2025年4月7日

A. [bookmark: _Toc194927735]管理信息
□初次申请      □已有申请变更，原AP号：      □3年复审，请填写已有的AP号：
	*Protocol中文标题： 

	Title in English:

	项目基金来源：
	项目编号：

	PI： 
	院/系：

	PI E-mail：

	PI办公室电话：
	实验室地址： 


填写说明：
1、 AP变更或3年复审请填写原AP号，初次申请直接勾选。
2、 中文标题和英文标题都要填写。
3、 项目基金来源和项目编号有的话填写准确，暂时没有的话请写无。
4、 PI、院系、PI E-mail、PI办公室电话、实验室地址必须准确填写。
5、 递交AP申请请抄送PI

	姓名 
	已有资质
	手机号码
	E-mail
	在此申请中的职责
	已有经验描述

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


填写说明：
1、列出所有参与该项目的动物实验操作人员。电话号码和E-mail必须准确。
2、已有资质可以是实验动物上岗证号，或培训日期，或已有经验。已取得实验动物上岗证的人员请填写实验动物上岗证号；未取得上岗证且没有实验经验的人员需报名实验动物中心的动物实验操作培训并标明参加培训日期。有上岗证、有实验经验或经过培训的人作为动物实验的主要操作人员。中心不再强制所有实验人员都需考取上岗证。
3、此申请中职责：需要做清楚的职责划分，例如：实验设计、动物管理、手术主要操作、辅助操作等；
4、已有经验描述：不能写有5年经验。要写明做过xxx手术，掌握xxx操作技术，填写内容要与该AP实验相关，对该AP实验有直接帮助。
5、未经过考核和培训的人员不得独自开展动物实验。应有专业技术人员指导和监督，直至熟练掌握。
6、AP通过后需要增减实验人员：联系本实验室AP管理员在MyMice系统中增减实验成员。增减详细方法参考文档(限校内网查看)
B. [bookmark: _Toc194927736]研究或教学目的
填写说明
以一般非生物医学背景人员为对象，用通俗易懂的语言简述研究目的，以及对人类或动物的健康与解决的科学问题。一般只需要以非科学术语描述做什么以及做这个实验的必要性；重大调整需要阐述调整的原因；三年复审需要介绍目前的进展以及后续研究计划。
1、新申请：以什么模型，通过什么方法……期望解决什么问题或做出什么改进。
2、已有申请变更：
描述申请变更的类型如：改变动物种类、增加与原Animal Protocol无关的测试、改变非存活手术为存活性手术、增加了存活性手术、改变单次存活性手术为多次存活性手术、增加动物数量超过20%。
描述变更的原因、目的、为了得到什么改善等等。
3、 3年复审（AP延期）申请：研究目的中补加前期已取得的实验进展及延期待解决什么问题。

C. [bookmark: _Toc194927737]动物实验的必要性，是否可用非动物实验进行替代
填写说明：
1、 说明必须要做动物实验的原因以及能否用非动物实验进行替代。
2、 进行动物实验的必要性描述，例如：已有体外实验数据，须通过体内动物实验进一步验证；神经科学：需要通过整体动物实验研究学习记忆、情绪情感等；微生物、寄生虫、病毒等生物安全等级病原体动物感染模型；毒理研究（GLP类）、药理研究等
D. [bookmark: _Toc194927738]动物种类的选择、动物模型的科学性
填写说明
1、 写明动物选择大鼠、小鼠、兔子等，动物的品系全称
2、 选择该动物模型的理由，例如：参考已发表论文中公认的模型动物、易制作、稳定性好、对动物伤害小的模型、时间周期、具有稳定的遗传背景和易于饲养的特性、与人类基因有较高的相似性，许多生理过程和基因调控机制与人类相近、构建肿瘤模型成瘤率较高等。
3、 注意：动物的成本不应被视为使用某种品系或模型的主要理由。
E. [bookmark: _Toc194927739]实验设计和动物实验操作步骤：
1、 课题设计背景及查阅文献的结果：请从本课题研究开展的可行性进行说明，查阅文献充分利用已有数据，介绍最近的研究进展，不做无科学意义的重复性实验。
2、 请详细介绍动物分组及数量分配，明确每只动物是如何使用的，动物使用总量应与G.和H.使用动物数量相符：分组需要详细介绍对照组和实验组；动物数量不能由科研人员每周或每月可操作的动物数量决定；一般每组6-8只足够，行为学需要10-12只，超过12只需要提供参考文献或其他证明
3、涉及到药品请写明药品名称、给药方式、使用浓度、剂量和频次：涉密药物可用A、B、C等符号代替、给药方式有灌胃、皮下注射、腹腔注射、肌肉注射、滴鼻等；药物浓度单位mg/mL、mM、%等；给药剂量单位mg/kg，ml/kg等；给药频率每天一次、三天一次、一周一次等。
4、需详细介绍动物实验开始到动物实验结束的全过程，说明实验终点的判定：动物造模、用药、治疗过程；动物取材方式，例如取血量、取血方式、取血次数、安乐死取材、灌流取材等；实验终点和生理终点的判定等。
5、需要说明实验终点动物的处置方式：安乐死方式。
6、常用动物数量描述模板
6.1转基因小鼠繁育数量描述：
转基因小鼠来源于~,共需要培育（野生型、杂合敲除、纯合敲除等）N类小鼠。
每个基因型小鼠每年需要N个繁殖笼 （1雄2或3雌配繁）。因此繁殖用动物总数为N类×N（只）×N（笼）=N只。同时，每年需要N只后代。N只后代的分组情况是~。当动物不再有或没有遗传所需要的特征时，将如何处理动物。
6.2获取胚胎/乳鼠动物数量描述：
共要进行N个实验，每个实验需要涉及N个时间点的取材，每个实验/每个时间点需要N个胚胎/乳鼠才能满足，每只动物约可产生N个胚胎/乳鼠，一共需要N个胚胎/乳鼠，需要N只雌性动物，同时需要N只雄性动物配繁。
6.3动物数量常用表达形式
（1）公式形式：n组×每组n只×n个取材时间点×n个实验×n次重复=N只动物
（2）表格形式：
	实验组数
	每组只数
	取材时间
	重复次数
	实验个数
	动物需求总数

	n
	n
	n
	n
	n
	N


（3）表格结合公式
	实验条件
	实验组数
	每组只数
	重复次数

	
	n
	n
	n


n个实验条件×n个实验组×每组n只动物×重复n次=N只动物
7、常用实验操作描述模板
7.1肿瘤相关
7.1.1腋下接种肿瘤实验：接种前酒精棉球擦拭消毒进针位置，在接种部位背侧进针，在皮下划行一段距离到腋下，注射肿瘤细胞（？cells,？μl），注射完毕后，缓慢退出针头，尽量避免漏液。接种后3-5天开始，每2-3天测量一次肿瘤体积，计算公式为=长边×短边²/2。记录小鼠体重、活动状态、毛发光泽度，观察是否出现溃疡或坏死等异常情况。肿瘤直径在？mm3（一般选择100-300mm³） ，开始给药。
7.1.2皮下接种肿瘤实验：接种前酒精棉球擦拭消毒进针位置，接种时选择好部位进针，刺穿皮肤后，注射前针头稍微动一动，能动说明在皮下，否则可能在皮内或者肌肉内。注射肿瘤细胞（？cells,？μl），注射完毕后，缓慢退出针头，尽量避免漏液。接种后3-5天开始，每2-3天测量一次肿瘤体积，计算公式为=长边×短边²/2。记录小鼠体重、活动状态、毛发光泽度，观察是否出现溃疡或坏死等异常情况。肿瘤直径在？mm3（一般选择100-300mm³） ，开始给药。
7.1.3原位接种肿瘤：小鼠原位接种MBT-2/BT474/N-87细胞，（MBT-2接种于膀胱，BT474接种于乳垫，N-87接种于胃部，1 x 106 cells，20ul-50ul）原位接种一周后，接种部位发生癌变，利用小动物活体成像仪进行确认原位肿瘤生长情况，开始给药。
不同的原位肿瘤手术方案略微不同，但大致流程一样，需要展开描述详细操作。
例1：乳腺原位肿瘤模型
（1）术前称重，注射麻醉或吸入麻醉
（2）酒精棉球消毒注射部位
（3）使用注射器将细胞注入到特定部位
例2：结肠原位肿瘤模型
（1）术前称重，注射麻醉或吸入麻醉
（2）备皮与消毒
（3）切口暴露注射部位，再将细胞注入到特定部位
（4）缝合
（5）术后护理与观察
7.2免疫、感染、注射、灌胃操作相关
7.2.1滴鼻感染实验：用异氟烷小鼠麻醉机将小鼠进行麻醉（初始诱导浓度3-4%，氧气通量1-2L/min，注意麻醉深度）。每只小鼠感染？PFU，？μl/只，使用移液器将一半体积病毒液慢慢滴到小鼠一侧鼻孔上，待小鼠吸入鼻腔后再换另一侧鼻孔重复上述操作。滴鼻结束后将小鼠头向上稍置30~60s，以防药液流出。对照组小鼠则等量滴鼻PBS。
7.2.2小鼠足垫注射
通常选择小鼠的一只后脚掌进行注射。前脚不建议用于注射，因为小鼠需要用前脚取食。
（1）消毒：用75%酒精棉球消毒注射部位。
（2）进针：将针头与脚掌呈一定角度（约30°-45°）刺入脚垫皮下。针头刺入约5mm即可。
（3）注射：轻轻推动注射器，缓慢注入药物（mg/ml/g体重）或病毒悬液（？PFU，？μl/只）。注射量通常不超过0.25 mL。
（4）拔针：注射完成后，缓慢拔出针头，用干棉球按压注射部位止血。
7.2.3小鼠灌胃
（1）用右手抓住小鼠尾巴，将其置于粗糙平面上，当小鼠向前挣扎时，用左手的拇指和食指捏住小鼠两耳后颈背皮肤，翻转小鼠置于掌心，拉直后肢，以小指压住小鼠尾巴。确保小鼠的头、颈和身体呈一直线，便于灌胃针头顺利进入。
（2）进针：将8号或9号灌胃针头从小鼠嘴角处插入，压住舌头，抵住上颚，轻轻向内推进，进入食道后会有一个刺空感。小鼠灌胃针插入深度一般为2-3 cm。如果遇到阻力、小鼠反应剧烈或咳嗽，应立即停止推注，重新调整针头位置。
（3）确认针头进入食道后，缓慢推注药液。
（4）注完药液后，轻轻抽出灌胃针。
（5）灌胃后观察小鼠的呼吸和行为，确保其正常。
7.2.4气管灌注
（1）小鼠腹腔注射330mg/kg Avertin麻醉，固定在气管插管手术板上；
（2）用镊子拉出小鼠的舌头；
（3）打开喉灯，找到小鼠的气管，缓慢地插入气管插管；
（4）将注射器连接在气管插管上，匀速缓慢地注入菌液 ；
（5）取下气管插管，小心地将小鼠取下，放回鼠笼，自行苏醒。
7.3行为学实验
7.3.1旷场实验（Open-field test, OFT）
矿场设备为40cm*40cm*40cm的亚克力箱体。小鼠被放置在箱体的中央并允许自由探索5min。记录小鼠行驶的总距离、平均速度、进入中心区域的次数、中心区域停留时间以及中心区域停留时间百分比。
7.3.2 新物体识别实验（Novel object recognition test, NORT）
实验分为3个阶段：适应、训练和测试。适应阶段在睡眠剥夺前进行，持续3天，每天同一时间段内将小鼠放于箱体内自由探索5min。训练阶段在术后24h进行，先在箱体内的两个对立的角落放置两个相同的物体（直径3cm，高度6cm的圆柱体），然后让小鼠自由探索物体和该场地10min。测试阶段分别在训练结束后2h和24h进行，先将箱体内的一个物体用一个新的物体（3cm*3cm*6cm的长方体）取代，然后让小鼠自由探索5min，记录探索每个物体所花费的时间，并计算新物体识别指数（RI, %）=[探索新物体时间/（探索新物体+旧物体时间）]*100%。
7.3.3 Y迷宫实验
 Y迷宫设备由互成120°角的三臂组成（33cm*10cm*11cm）。将小鼠放置于Y迷宫的中心，并允许自由探索8min。记录小鼠进入三个臂的总次数（X）以及自发交替次数（连续选择三个臂中的每一个而不重复进入的次数，Y），计算自发交替次数百分比R%=[Y/(X-2)]*100%。
7.3.4 多平台水环境睡眠剥夺模型
 小鼠的睡眠剥夺在自制的改良多平台水环境睡眠剥夺箱内进行。睡眠剥夺箱大小为37cm*24cm*17cm，箱内放置8个小平台，直径为3cm，高度为5cm。每次将5只小鼠分别放在每个小平台上，在平台下1cm处倒入清水。箱顶盖上大小合适的鼠笼盖，放置饲料和水瓶，各小鼠可以在各平台间自由活动，随意进食饮水，保持水箱内的水温在22-24℃。当小鼠进入快速眼动睡眠后，由于肌张力降低而接触水或掉到水中而清醒，并尽快爬上平台。睡眠剥夺时间共48h（8:00-8:00）。睡眠剥夺结束后，擦拭小鼠全身，待小鼠全身干燥后再进行其他处理。
F. [bookmark: _Toc194927740]动物手术
填写说明
1、 手术地点在动物中心：提供标准的手术室，有气麻、桌子、灭菌后的纸、垫单等。动物地点在中心以外的其他楼宇：请实验者提供手术实验间照片，说明不在动物中心手术的原因以及在其他楼宇做手术的必要性。
2、 手术操作者：在A项中已经描述职责，必须有经验的人操作。
3、 详述整个手术方案：
（1）术前准备：麻醉、镇痛、备皮、消毒；开创大小、针、线规格、清创、缝合等；通过眨眼反射、轻捏脚趾、轻拍腹部等来判定动物进入深度麻醉；手术植入材料的灭菌、型号、尺寸等。
（2）术中观察和监测：观察动物呼吸、心跳等。
（3）术后护理：补液、加热垫保温、观察苏醒后再送回笼位等。
4、 存活性手术
4.1小鼠脑立体定位
（1）麻醉：腹腔注射270-330mg/kg Avertin麻醉小鼠。
（2）固定小鼠：确认小鼠翻正反射消失后，将小鼠固定在脑立体定位仪上，先将小鼠前门齿卡入适配器的孔再将上方旋钮拧紧；用耳杆穿过小鼠的耳朵寻找合适的卡点，注意耳杆的距离等长，不要用蛮力，不然小鼠会被夹死。
（3）定位调平：剪开小鼠的头皮，寻找bregma点即冠状缝与矢状缝的交汇点，以及lambda点即人字缝与矢状缝的交汇点，定位两点在同一高度即可（一般不会超过0.05 mm）。左右调平，判别bregma点之后1.8 mm左右旁开1.5 mm的两个点的高度是否一致（一般不会超过0.05 mm），若不一致，调节左右的升降旋钮进行调节。
（4）钻孔开颅：调平之后，用玻璃微电极的尖端与bregma点调齐定义零点；然后调节定位仪定位目标脑区，用注射器尖端标记一下颅骨上的位置，用无菌骨钻（参考转数10000rpm）缓慢打磨颅骨钻孔（避免电钻钻到脑）。
（5）小心地用颅骨钻在注射位点处轻磨颅骨，将颅骨慢慢打薄，钻孔时一定要小心，避免钻通颅骨后钻入脑组织。
（6）注射病毒：玻璃微电极缓慢下降看针尖能否落到钻的小孔中，若能，在针尖接触到脑膜的时候定义深度的零点；然后缓慢下降（0.02 mm/s）到目标脑区深度，用注射泵的控制器注射？ PFU病毒（一般体积在300-500 nL，速度一般在30-50 nL/min）。10ul的微量注射器，注射剂量是2ul（两侧注射，各1 ul）,打药时间2 min左右。
（7）留针：待病毒注射完后，静置5-10 min即可出针。
（8）术后处理：清理颅骨上的杂质，缝合头皮，在缝合处点上组织胶（利于小鼠恢复），之后取下小鼠将其放在加热垫上等待其苏醒。术后3天连续腹腔注射美洛昔康/抗生素，4mg/kg/天。
4.2皮下组织相容性实验
（1）将制备好的植入电极（？cm×？cm）酒精擦拭消毒后或无菌XX材料，在紫外线照射下消毒30分钟，然后植入SD大鼠背侧皮下组织14天（n=6）。
（2）按照舒泰0.5mg-0.6mg/100g；赛拉嗪1mg-1.2mg/100g ，工作液0.1-0.12ml/100g对大鼠进行腹腔注射麻醉；按照舒泰4mg-6.5mg/kg；赛拉嗪8mg-13mg/kg,工作液0.8-1.3ml/kg对兔子进行肌肉注射麻醉；按照270-330mg/kg，工作液0.14- 0.18ml/10g对小鼠进行腹腔注射麻醉。
（3）将麻醉后的大鼠/小鼠/兔子放置在手术台上，使用固定带将动物固定。术区（XX部位）使用脱毛膏脱毛后用生理盐水棉球擦拭干净，用碘伏消毒术区。用无菌手术刀做一个小切口（约？cm），使用止血钳止血后，将切口周围组织进行层次分离，暴露皮下组织。将预先消毒好的电极/无菌XX材料植入皮下组织，确保电极/无菌XX材料与组织良好接触。确保电极/无菌XX材料植入方向合适，避免对其他重要脏器或血管的损伤。对皮下层和表皮层进行逐层缝合，缝合时注意不要过紧，以免压迫电极/无菌XX材料植入区域。
（4）动物术后将苏醒时皮下注射美洛昔康镇痛剂，大鼠1~4 mg/kg，即0.05~0.2 ml/100g，小鼠4mg/kg，即0.04ml/10g，兔子0.1-0.3mg/kg，即0.05-0.15ml/kg。视动物恢复状况每天给药，一般3天左右，皮下注射。观察动物术后恢复情况，确认动物可以正常活动和进食，观察术后切口的愈合情况，如发现渗血、肿胀、感染等症状，及时进行处理。
（5）在进行组织学分析时，动物进行安乐死（描述方法）后，取材需要研究的皮下区域（ ？cm×？cm ）并固定在10%福尔马林中24小时，对固定的组织样本进行石蜡包埋和切片，以及苏木精和伊红染色（hematoxylin and eosin staining）、马森染色（masson staining）等处理。
4.3肝脏缺血再灌注模型
选择7-8周龄的C57BL/6J雄性小鼠作为实验对象，小鼠术前12小时禁食，自由饮水以减少术中胃肠内容物对手术操作的干扰。通过腹腔注射麻醉剂（270-330mg/kg的三溴乙醇）进行麻醉，皮下注射美洛昔康(2mg/kg)进行镇痛，腹部正中切口，打开腹腔，小心分离出肝脏左、中叶的肝蒂（包括门静脉和肝动脉）。使用无创血管夹夹闭中叶和左叶的门静脉和肝动脉，造成约70%肝脏缺血。夹闭后，肉眼可见阻断叶明显变白，说明阻断成功。用止血钳夹闭皮肤切口临时关闭腹腔，同时将小鼠放在37℃恒温加热垫上保温。持续缺血60分钟。迅速去除血管夹，观察到肝组织色泽变红润证实血液复流。再灌注一段时间后，留取肝脏组织和血清组织标本待检测用，逐层缝合腹腔肌肉和皮肤关闭腹腔，完成手术。
5、 非存活性手术
心脏灌流
（1）麻醉：使用330mg/kg进行腹腔注射麻醉小鼠，剂量为0.18 ml/10g（体重）。确认小鼠失去反射活动（如足趾反射消失）后，继续后续操作。
（2）固定小鼠：将小鼠腹部朝上固定在手术台上，四肢用胶带或针头固定，确保在灌流过程中不会移动。
（3）暴露心脏：用眼科镊拉起胸腔外侧皮毛，用解剖剪剪去皮肤，暴露剑突。沿剑突下方横向剪开肌肉层，暴露横膈膜。小心剪开横膈膜，避免伤到心脏。沿胸骨外侧剪开两侧肋骨，翻开胸廓前壁并用止血钳固定，完全暴露心脏。
（4）插入针头：用眼科镊固定心脏，从左心室紧靠心尖处，以平行于心脏左右中线的角度刺入注射针。
成功穿透心室壁时会有明确的穿透感，切忌用力过猛。继续进针，使针头进入升主动脉，用血管夹或止血钳固定针头。
（5）灌流：在右心房处剪开一个小口，以便灌流液排出。连接装有生理盐水的注射器，匀速推注生理盐水，速度约为每5秒1毫升。观察肝脏是否逐渐失血，流出液体变澄清后，停止生理盐水灌流。
换装有4%多聚甲醛的注射器，继续匀速推注，速度约为每5秒1毫升。观察肌肉收缩、胸腔上拱等现象，灌流结束后拔出针头。
（6）根据实验需求，可进行组织取材或固定
G. [bookmark: _Toc194927741]动物需求信息
需详细填写动物种类、性别、年龄或体重信息；列出所有需要的动物品系信息。转基因动物名称涉密可用代号代替，需要介绍转基因动物的表型预测；使用动物数量要与上文动物实验步骤里描述的一致；动物来源中中心繁殖笼退役B6鼠一般为8月龄以上的经过繁殖和交配并且没有实验背景的鼠，可申领后饲养在屏障内做相关研究，例如：老龄鼠研究；其他实验者退役的实验鼠仅可用于手术或操作练习，不可用作正式试验使用。申请这两类动物需要在动物实验操作里说明步骤。
H. [bookmark: _Toc194927742]危险试剂或感染性物质
人源性实验材料需要提供医学相关伦理批件，并进行传染病检测，检测结果均为阴性方可使用；用于实验的细胞材料需要进行支原体检测，检测结果为阴性方可使用；使用病原微生物和寄生虫实验材料需要同时填写《ABSL-2 病原风险评估报告模板》全部表格：
I. [bookmark: _Toc194927743]实验操作引起的疼痛或痛苦反应的级别评价及预防或减轻措施：
美国农业部（USDA）分类标准：
	USDA-C
	USDA-D
	USDA-E

	动物经历短暂或轻微的疼痛，但无需使用麻醉剂、镇痛剂或镇静剂：
1、抓取或称重
2、注射、采血或通过浅表血管导管植入
3、动物纹身标记
4、啮齿动物的打耳
5、生理指标检查
6、动物行为观察
7、喂养研究，不会导致临床健康问题
8、AVMA 批准了人道安乐死程序
9、常规农业畜牧程序
10、动物捕捉
11、动物奖励计划实施
	实验过程中动物有疼痛和紧张，但可以通过合适的麻醉、镇痛药物来减轻或解除：
1、腹腔镜检查或穿刺活检
2、存活及非存活外科手术
3、术后疼痛或痛苦
4、小鼠的眼部采血
5、终末心脏血采集
6、任何导致明显疼痛、不适或痛苦的术后结局，例如与食欲/活动水平下降、触摸不良反应、开放性皮肤损伤、脓肿、跛行、结膜炎、角膜水肿和畏光相关的结果
7、导管植入的血管暴露
8、麻醉下放血
9、诱导感染或产生抗体
10、必要时进行适当的麻醉和术后/术后镇痛
	实验过程中动物所承受的痛苦不能使用麻醉或镇痛来减轻或消除，或药物使用将干扰实验结果：
1、毒理学或微生物学检测、癌症研究或传染病研究，需要持续直到临床症状明显或发生死亡
2、眼部或皮肤刺激实验
3、术前禁食禁水需求外的食物或饮水中断
4、如果动物无法避免/逃避刺激和/或严重到足以造成伤害或超过短暂的疼痛或痛苦，例如电击
造成烧伤或创伤
5、对动物实施长时间的束缚。
任何存在争议的动物止痛、震惊及麻醉试验过程
6、暴露于异常或极端环境条件。
精神病样行为表明痛苦或痛苦的状态
7、未经 AVMA 批准的安乐死程序



J. [bookmark: _Toc194927744]动物实验是否有其他特殊需求
填写说明：
1、 动物是存在禁食、禁水
需要说明禁食禁水的原因，例如：手术需要、采样需要等，说明禁食禁水的时长、频次和护理方案
2、 动物使用特殊饲料
       说明饲料名称、型号、来源厂家或代理商名称、灭菌方法（须有灭菌证明，推荐Co60灭菌。如未灭菌，需说明情况）。
3、 动物存在单笼饲养情况
单笼饲养需要说明必要性及动物环境丰富化策略，例如：增加纸筒、三折纸等。
4、 特殊仪器传入动物设施需求
请详细描述仪器名称、编号、预约放置房间及使用起止日期等。
5、 活体动物出入动物设施需求
6、 使用PI实验室特殊实验设备开展测试，请详细说明原因及动物福利保障措施，同时提交《清华大学实验动物中心活体动物带进带出申请模板》全部表格
7、 动物实验在动物设施非开放时间段（19：00-7：00）操作
请仔细阅读a-h的要求，并严格执行，同时说明非开放时间段准入的必要性。
K. [bookmark: _Toc194927745]实验动物安乐死方法
1、 CO2窒息法：最常用的方法，适用于大小鼠。
2、 过量麻醉法：适用于所有动物，一般选择麻醉剂量的3倍作为安乐死麻醉剂量。
3、 颈椎脱臼法：一般适用于乳鼠、麻醉后取材等。采用颈椎脱臼法需要说明必要性和人员是否可以熟练操作。
4、 深度麻醉放血法：麻醉后心脏采全血、麻醉后灌流等。
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