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·技术与方法·

不同佐剂和激发方式对哮喘小鼠肺部炎性反应的影响

钟文清，谭建新△

（广东医学院附属医院儿童医学中心，广东湛江５２４０２３）

　　摘　要：目的　研究不同佐剂和激发方式对哮喘小鼠的肺部炎性反应发生和发展的影响。方法　应用无特定病原体（ＳＰＦ）

级的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，以卵清蛋白作过敏原，采用氢氧化铝和十二水硫酸铝钾作佐剂，雾化７ｄ后比较炎性反应表现，选用合适的佐

剂后用滴鼻和雾化的激发方式制备小鼠哮喘模型，对肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）的白细胞进行计数及分类和观察肺组织中气管和血管

周围的炎性反应。结果　采用十二水硫酸铝钾激发哮喘ＢＡＬＦ中白细胞和嗜酸性粒细胞比例比氢氧化铝高（犘＜０．０５），肺组织

炎性反应更明显。５次及７次雾化均比３次滴鼻激发哮喘的ＢＡＬＦ中白细胞和嗜酸性粒细胞比例高（犘＜０．０５），肺组织炎性反应

更明显；５次与７次雾化激发哮喘，炎性反应无明显差别；停止雾化１０ｄ后炎性反应明显减轻。结论　在建立哮喘模型中，十二水

硫酸铝钾比氢氧化铝能更明显地诱导肺部炎性反应；雾化比滴鼻更能诱导肺部炎性反应；结束雾化一段时间后炎性反应会消退。
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是一种常见的呼吸系统疾病，临床

表现主要为喘息、气急、胸闷或咳嗽等，肺部病理改变一般为炎

性反应细胞浸润和气道慢性炎性反应等。小鼠是最常用于构

建哮喘模型的动物，国内外的学者所用的佐剂和激发方式各

异。较常用的佐剂为氢氧化铝和十二水硫酸铝钾，激发方式常

用的有雾化和滴鼻。建立稳定的哮喘模型是研究哮喘发病及

其治疗的基础。本研究通过比较不同佐剂和激发方式对哮喘

模型的影响，观察小鼠肺组织中气管和血管周围的炎性反应，

进一步观察在停止雾化１０ｄ后肺部炎性反应的消退情况。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３８只无特定病原体（ＳＰＦ）级小鼠购于广西医

科大学实验动物中心，所有小鼠均为６～８周雌性。

１．２　主要试剂和材料　鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）、氢氧化铝，均购

自美国Ｓｉｇｍａ公司；十二水硫酸铝钾购自上海阿拉丁公司；

ＫＹＷＨ１００４型雾化器（雾化颗粒小于５μｍ）由佛山凯亚医疗

科技有限公司生产；红细胞裂解液由北京康为世纪公司生产；

快速瑞氏染液由南京建成科技有限公司生产。

１．３　方法

１．３．１　致敏液与激发液配制　致敏液分３种：哮喘组每只小

鼠注射２００μＬ致敏液Ⅰ（１００μｇＯＶＡ和２ｍｇ十二水硫酸铝

钾溶于２００μＬ生理盐水）或致敏液Ⅱ（１００μｇＯＶＡ和２ｍｇ氢

氧化铝溶于２００μＬ生理盐水）；对照组用生理盐水代替致敏液

致敏。激发液分３种：１％ ＯＶＡ（１ｇＯＶＡ溶于１００ｍＬ生理

盐水中）、滴鼻液（１００μｇＯＶＡ溶于３０μＬ生理盐水中）、生理

盐水（对照组用生理盐水作为激发液）。

１．３．２　动物分组与激发方法　采用随机数表法将小鼠随机分

成Ａ～Ｆ６组，除Ｄ组８只外其余每组６只，先取３组进行实

验：分别为 Ａ组（对照作用，用生理盐水致敏，生理盐水雾化７

ｄ）、Ｂ组（用致敏液Ⅱ致敏，１％ ＯＶＡ雾化７ｄ）、Ｃ组（用致敏

液Ⅰ致敏，１％ ＯＶＡ雾化７ｄ）；经实验发现十二水硫酸铝钾作

佐剂致敏效果较好（结果见后），再取３组用致敏液Ⅰ致敏，以

激发方法不同分别分为Ｄ组（用滴鼻液激发３ｄ）、Ｅ组（用１％

ＯＶＡ雾化５ｄ）、和Ｆ组（用１％ ＯＶＡ雾化７ｄ，在末次雾化１０

ｄ后处死）。所有实验组均于第０、１４天腹腔注射致敏，于第２１

天开始激发，雾化时间为每天３０ｍｉｎ。Ｄ组滴鼻激发前用１％

戊巴比妥钠１０ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，然后将３０μＬ滴鼻液缓

慢交替滴入２个鼻孔。

１．３．３　支气管肺泡灌洗　于末次激发２４ｈ后（其中Ｆ组末次
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表１　　不同佐剂及激发方式对ＢＡＬＦ白细胞总数及分类计数（狓±狊，％）

组别 白细胞（×１０３） Ｅ Ｍ Ｎ Ｌ

Ａ组 ８．７５±１．１３ ２．５０±１．９６ ７０．３５±５．４１ ６．８８±２．１２ ２０．２６±３．０１

Ｂ组 ７１．０８±５．８９ａ ４０．０２±２．７５ａ ３８．６７±２．９５ａ ８．３７±１．９３ １２．９４±２．６２ａ

Ｃ组 ３６０．８３±３０．６９ａｂ ４６．３３±７．０１ａｂ ３５．２７±４．０３ａ ７．１６±２．１６ １１．２４±２．７５ａ

Ｄ组 １３．７６±１．５８ａｃ ３２．４７±７．２４ａｂｃ ４２．１５±８．５４ａｃ １８．４９±３．４４ａｂｃ ６．８９±２．４３ａｂ

Ｅ组 ３１６．８３±２８．２５ａｄ ４５．２８±６．８９ａｄ ２５．１５±６．６２ａｂｃｄ １６．１０±５．６２ １３．４７±３．８９

Ｆ组 １３．７１±２．０８ａ １３．６６±２．２３ａｂｃｄ ５１．７２±３．３６ａｂｃｄ １１．９３±４．２６ ２２．６９±４．０２ｂｃｄ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；ｃ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较；ｄ：犘＜０．０５，与Ｄ组比较。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组。

图１　　各组肺组织炎性反应比较（ＨＥ×２００）

激发１０ｄ后）经戊巴比妥钠麻醉摘眼球放血处死，仰卧位固

定，分离颈部皮肤和肌肉充分暴露气管，用血管夹夹闭左主支

气管，用注射器经环状软骨做气管插管，０．５ｍＬ生理盐水对右

肺进行灌洗３次后回收８０％左右。肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）于４

℃５００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清后用１００μＬ生理盐水重悬，参照

说明书裂解红细胞，沉淀再用１００μＬ生理盐水重悬，用牛鲍计

数板计白细胞总数。重悬液涂片后进行瑞氏染色，分类计数至

少２００个白细胞。

１．４　肺组织苏木素伊红（ＨＥ）染色　左肺用１０％甲醛固定

２４ｈ后经脱水和常规石蜡包埋，切片厚度为３μｍ，ＨＥ染色后

镜下观察肺部炎性反应。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０对数据进行分析处理，所

有数据以狓±狊表示，组间比较采用 ＡＮＯＶＡ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　激发时的表现　Ｄ组在滴鼻的过程中出现明显腹式呼

吸，呼吸加深加快，有１只因为麻醉过深、滴鼻过快而死亡。除

Ａ组外，所有雾化激发哮喘小鼠在第３次雾化时均出现烦躁不

安、抓鼻、大小便失禁。

２．２　ＢＡＬＦ细胞计数　各组ＢＡＬＦ的白细胞总数比较，见表

１。Ｃ组炎性反应较Ｂ组严重（犘＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｄ组

白细胞轻度增高（犘＜０．０５），Ｂ、Ｃ和 Ｅ组都显著增高（犘＜

０．０５）。Ｃ、Ｅ组与Ｄ组比较，白细胞明显增多（犘＜０．０５）。Ｆ

组与Ｃ组比较，白细胞显著下降（犘＜０．０５）。Ｃ组较Ｅ组白细

胞多但差异无统计学意义（犘＝０．２６２）。对ＢＡＬＦ的白细胞

［包括嗜酸性粒细胞（Ｅ）、单核细胞（Ｍ）、中性粒细胞（Ｎ）和淋

巴细胞（Ｌ）］进行计数和分类计数。在各组的嗜酸性粒细胞比

较中：Ｂ组较Ｃ降低；与Ａ组比较，其余各组均增高；Ｂ、Ｃ及Ｅ

组均较Ｄ组增高；Ｃ组与Ｅ组无差别；Ｆ组比Ｂ、Ｃ、Ｄ及Ｅ组均

明显降低，见表１。

２．３　各组肺组织炎性反应比较　气管和血管周围炎性反应比

较，Ａ组气管完整，气管周围未出现炎性反应细胞浸润的现象，

肺部小动静脉周围无炎性反应细胞浸润，纹理清晰，见图１Ａ。

Ｂ组气管及血管周围炎性反应较明显，部分气管内有黏液栓形

成，见图１Ｂ。Ｃ组气道周围炎性反应浸润，气管上皮细胞增厚

部分脱落，杯状细胞增高，部分气道平滑肌细胞增厚，气管内有

黏液栓形成，血管周围大量的炎性反应细胞浸润，见图１Ｃ，气

管及血管周围炎性反应较Ｂ组重。Ｄ组局部气管出现严重的

炎性反应、黏液栓形成，局部小血管周围出现大量的炎性反应

细胞浸润。但仍有大部分气管及血管周围无炎性反应浸润；Ｅ

组肺部炎性反应类似于Ｃ组。Ｆ组观察到气管周围炎性反应

明显减轻，基本恢复正常；血管周围炎性反应细胞明显减轻但

仍未恢复正常，仍能观察到少量炎性反应细胞浸润。

３　讨　　论

过敏性哮喘是一种以嗜酸性粒细胞增高和气道高反应性

为特点的气道炎性反应，并伴有多种细胞因子参与的过程。环

境、种属、佐剂及激发方法对小鼠哮喘炎性反应均有影响［１］，然

而，不同激发方式对哮喘模型的影响较少报道［２］。虽然近年研

究哮喘特别是难治性哮喘较多采用尘螨作为过敏原［３５］，但在

研究哮喘的防治上更多的是用 ＯＶＡ作为过敏原
［６７］，本研究

亦采用ＯＶＡ作为过敏原，先比较十二水硫酸铝钾和氢氧化铝

佐剂对哮喘模型的影响，同样激发７ｄ均能成功诱发哮喘，但

无论从ＢＡＬＦ中的白细胞和嗜酸性粒细胞计数，还是从肺组

织中气道和血管周围炎性反应比较，以十二水硫酸铝钾为佐剂

的炎性反应程度比氢氧化铝更严重，这可能与十二水硫酸铝钾

佐剂的乳化效果更好有关［１］。

在研究急性哮喘模型中，急慢性模型的构建有不同的方

法［８１０］。为了更好地观察肺部炎性反应表现，本实验采用５次
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和７次的雾化激发方式进行研究，同时也比较３次滴鼻激发的

效果。对于哮喘组，在观察其激发过程的表现时发现有个别小

鼠在第１次雾化时就出现抓鼻、烦躁不安和大小便失禁，第３

次激发时普遍出现上述现象，这说明常用的３次雾化激发能建

立较稳定的哮喘模型［１１１２］，激发５次和７次后能出现较明显的

炎性反应表现，但两者的炎性反应表现无明显差别，７次雾化

组的部分气道平滑肌细胞轻度增厚。平滑肌细胞的增生是气

道重塑的重要组成部分［１３１５］，这说明连续激发７ｄ后才开始出

现气道重塑的病理改变，这也能解释为什么研究气道重塑应该

选用慢性哮喘模型。滴鼻也能诱导哮喘的发生［２，１６１７］，虽然滴

鼻的操作简单耗材也较少，但滴鼻激发受干扰的因素很多，主

要与操作者的技术有关，麻醉得太深或滴得太快均会导致小鼠

死亡，本实验有１只小鼠因此窒息死亡，观察发现在麻醉后接

近苏醒的状态下滴鼻效果最好。滴鼻的过程中要不断翻动小

鼠以达到ＯＶＡ能均匀地进入肺部，但即使这样也不能均匀地

进入肺部，肺部病理切片发现，局部的气道和血管炎性反应严

重，但整个肺部炎性反应较轻，这可能与滴注 ＯＶＡ时局限于

个别气道有关。与正常对照组比较，滴鼻组ＢＡＬＦ中的嗜酸

性粒细胞虽然明显增高，但总炎性反应细胞增高并不明显。与

滴鼻比较，雾化组整体炎性反应明显，肺组织病理也能发现大

部分气道和血管周围出现较明显的炎性反应细胞浸润，这有可

能是引起ＢＡＬＦ中炎性反应细胞明显增高的原因。

综上所述，建立哮喘模型与佐剂和激发方式密切相关。十

二水硫酸铝钾能溶于水，乳化效果比氢氧化铝好，是较理想的

佐剂。在研究肺部整体炎性反应时，传统的雾化激发方法较滴

鼻好。采用５次雾化较３次滴鼻激发的方法能更有效地诱导

哮喘的发生。
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