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&&!摘&要"&目的&支气管哮喘(哮喘)的动物模型是研究人类哮喘的重要手段之一$但模型很难模拟人类哮

喘的主要特点$而且因致敏原的不同影响了实验研究的意义% 该文采用哮喘的常见致敏原尘螨抗原提取物(c.40)

制作尘螨过敏性哮喘模型$并描述其气道炎症$评估其气道高反应性$尽可能与人类哮喘的病因及病变过程相似$

以利于哮喘的实验研究% 方法&'#?baG<+小鼠分为对照组和模型组$各 < 只$c.40 两次腹腔注射致敏( 23R"$

23R!")$麻醉后滴鼻激发隔日一次$共 ? 次$空白对照组用生理盐水代替$末次激发后 $> ( 检测气道高反应性

(M̂ C)$之后进行支气管肺泡灌洗$肺组织做病理检测 (常规及特殊染色)% 结果&模型组气道阻力增加幅度

(C3UK)*动态肺顺应性下降幅度('2R*K)均增高(!L"7"!)$C3U增加 $#K时(1'$#C3U)$'2R* 下降 !#K时

(1'!#'2R*)所需的A'(浓度均下降(!L"7"!)#肺泡灌洗液(bMaB)中细胞总数*嗜酸细胞绝对值计数以及嗜酸

细胞百分比均增加(!L"7"!)#模型组肺组织病理积分高于对照组(!L"7"!)$并且出现超微结构的改变$还可见

杯状细胞$粘液及大量肥大细胞颗粒% 结论& 采用腹腔注射致敏并滴鼻激发的方法可以建立尘螨过敏性哮喘模

型$具备了气道炎症及气道高反应性的特点% !中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&PG& 'P%""

!关&键&词"&尘螨#气道高反应性#哮喘#小鼠

!中图分类号"&C;==&&!文献标识码"&M&&!文章编号"&!""% ;%%="($""%)"# ;"<>? ;">
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&&支气管哮喘的病理形态学基础是由嗜酸性粒细

胞(_9D)*肥大细胞*I淋巴细胞和中性粒细胞等多

种炎性细胞及细胞组分参与的慢性气道炎症$并由

此引起气道高反应性(M̂ C)$从而导致气道阻塞*
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气流受限% 目前对哮喘病因*发病机制*治疗药物的

研究离不开动物模型% 据统计资料表明$人群中支

气管哮喘(哮喘)的患病率为 !7!K E@7@K$其中

%"K左右哮喘患者对尘螨过敏!!"

$所以尘螨模型与

人类的哮喘有更多的相似之处$动物模型的建立显

得更加重要% 本文参考国外文献!$"

$用尘螨抗原

(c.40)致敏激发建立模型$观测气道反应性$肺组

织病理改变等指标%

$E材料与方法

$7$E动物和试剂

清洁级'#?baG<+雌性小鼠 !$只$ < E%周$体重

!% E$$ F$购自上海必凯实验动物有限责任公司% 饲

养温度 $= E$<r$相对湿度 <"K E?"K$昼夜照明

!$G!$ (% c.40购自美国 4̀..4公司(J1b?"TJ$@)%

$7!E模型的建立

对照组用生理盐水$模型组用尘螨抗原提取物G

氢氧化铝($"

&

FG$ /F)于第 " 天*第 !" 天腹腔注射

()707)致敏$第 !? 天开始激发$隔日一次$共 ? 次%

模型组小鼠麻醉后用尘螨抗原 #"

&

a滴鼻()7*7)激

发$浓度为 > /FG/a$对照组用生理盐水代替%

$7FE气道高反应性检测

采用A.2T63\ X(南京美易科技有限公司提供)

生物信号采集分析系统$首先对系统进行定标$定标

过程是确定系统输出与输入的对应关系% 对应关

系包括零点和变化比例% 零点调整是把输入为零

时的输出值设置为零% 实验过程中$根据定标过

程确定的零点和变化率$可以精确地计算输入端

的实际数值%

小鼠末次激发后 $> ($腹腔注射 $#K乌拉坦麻

醉$# /aGHF$行气管插管并固定$分离一侧颈外静脉

行静脉插管并固定$另外在小鼠右前胸 > E# 肋间行

胸膜腔插管% 然后$将小鼠放入体积描记器里% 主

要记录指标&潮气量(5I)$跨肺压(1-0)$气道流速

(

'

5

)$记录基础值$然后将不同浓度的乙酰甲胆碱

A'(("7#$!$$$>$%

&

FG/a)$"7# /aGHF$通过静脉

给药$观察潮气量*跨肺压和气道流速的变化情况%

并比较气道阻力(C3U)和肺动态顺应性('2R*)的

变化$C3U是气流通过呼吸道时在吸气*呼气过程中

肺处于等容量下$其等于推动压力与流速之比

(1-0G

'

5

)% '2R*是指呼吸运动中当气流速度为零

时的潮气量与跨肺压之比$即 '2R* V5IG1-0% 将

给药后的C3U*'2R*与给药前的基础C3U*'2R*相

比较$得到在不同浓度的A'( 下气道阻力与肺顺应

性的变化$比较 C3U增加 $#K$'2R* 下降 !#K时所

需的A'(浓度$分别用1'$#C3U和1'!#'2R*表示%

$HGEO(WI中细胞计数

将bMaB的沉渣用 ! /a1bD液重悬$用细胞计

数板计数细胞总数$少量的红细胞不计入总数$取

"7"$ /a1bD重悬液用嗜酸细胞计数液做_9D绝对

值计数$所有细胞计数工作均由一专人完成%

$7%E光镜标本制作及观察

石蜡包埋后的左肺组织$切片$>

&

/厚$常规苏

木精T伊红染色$观察支气管及血管周围的炎症细胞

浸润情况$有无水肿$上皮损伤等情况$并予以评

分!= E#"

% MbT1MD染色$观察杯状细胞增生及黏液分

泌情况$红色表示中性黏液$蓝色表示酸性黏液$紫

红色表示中性和酸性的混合物% 甲苯胺蓝染色观察

肥大细胞及其颗粒%

$7PE电镜标本的制作及观察

快速取近左肺门组织约 ! //d! //d! //

大小$ 用冷的 $7#K戊二醛作前固定$再用 !K的锇

酸后固定$半薄切片定位$_198%!$ 包埋$超薄切片

机切片$ T̂?#"" 型透射电镜观察是否出现肺泡
-

型

上皮细胞结构的改变$是否出现板层体空泡化和排

空现象$_9D和中性粒细胞等炎症细胞的浸润$肥大

细胞及杯状细胞的改变$纤毛结构的变化$肺泡隔增

厚和基底膜增厚%

$7&E统计学处理

统计分析采用 D1DD!!7# 软件完成% 用 C检验

统计%

!E结果

!7$E气道反应性

$7!7!&小鼠 C3U的检测&&静脉注射不同浓度

A'(后$小鼠的 C3U逐渐增大$模型组增大的幅度

显著高于对照组(!L"7"!)$(表 !)%

$7!7$&小鼠 '2R* 的检测&&静脉注射不同浓度

A'(后$各组小鼠的 '2R* 逐渐缩小$模型组减小的

幅度显著大于对照组(!L"7"!)$(表 $)%

$7!7=&小鼠 1'$#C3U&1'!#'2R* 的检测&&模型

组 1'$#C3U*1'!#'2R* 均显著低于对照组 (!L

"7"# 或!L"7"!$表 =)%

!H!EO(WI中细胞总数和Q=U绝对值计数的比较

模型组bMaB中细胞总数*_9D 绝对值计数和

_9D占细胞总数的百分比(_9DK)均显著高于对照

组(!L"7"!$表 >)%

'%><'
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表 $E?A9激发后小鼠@6;增加幅度
(N]H)

组别 鼠数
A'(浓度(

&

FG/a)

"7# ! $ > %

对照组 < !#7%= ]=7@< !?7>! ]=7$> !%7%$ ]#7=@ $?7?# ]>7!! =#7?! ]#7>@

模型组 <

$"7<> ]$7>?

3

=?7!< ]?7?%

\

>=7@$ ]%7<%

\

<$7"> ]<7">

\

%!7=! ]!=7%!

\

&&3&与对照组比较$!L"7"#$\& !L"7"!

表 !E?A9激发后小鼠A:85下降幅度
(N]H)

组别 鼠数
A'(浓度(

&

FG/a)

"7# ! $ > %

对照组 < ?7$< ]$7"" @7?? ]!7<% !"7?# ]$7%# !=7%$ ]!7$? $$7$? ]=7<<

模型组 <

!"7%$ ]$7=#

3

!#7"@ ]=7!!

\

$@7!# ]>7$@

\

=>7$# ]>7=$

\

>=7"$ ]?7#"

\

&&3&与对照组比较$!L"7"## \&!L"7"!

&&表 FE小鼠CA!%@6;和CA$%A:85的比较
(N]H)

组别 鼠数 1'$#C3U(

&

FG/a) 1'!#'2R*(

&

FG/a)

M组 < =7<? ]!7#" >7<" ]"7#@

b组 <

"7<< ]"7!>

3

!7$$ ]"7!>

\

&&3&与M组比较$!L"7"# $\&!L"7"!

&&表 GE小鼠O(WI中细胞总数'Q=U绝对值计数

和Q=U占细胞总数的百分比的比较
(N]H)

组别 鼠数 细胞总数
_9D绝对

计数( d!"

@

Ga)

_9D占细胞总数

的百分比(_9DK)

对照组 < "7$# ]"7"> " "

模型组 <

=7$# ]"7#<

3

%!7== ]$#7<=

3

$>7@? ]<7<<

3

&&3&与对照组比较$!L"7"!

!7FE肺组织病理改变

$7=7!&对照组小鼠肺组织病理改变&&肺组织结

构完整$各级支气管腔规则$黏膜上皮完整无脱落$

支气管及血管周围未见炎症细胞浸润$细支气管平

滑肌未出现增殖等情况$无明显的杯状细胞未见黏

液栓$未见明显的肥大细胞颗粒(图 !)%

$7=7$&模型组小鼠肺组织病理改变&&大体观察&

肉眼可见小鼠肺脏呈轻度均匀性膨大$色发白*浑

浊$有多处不规则的暗红色充血区$切面有白色粘稠

的分泌物渗出%

镜下观察&肺组织切片苏木精T伊红染色可见支

气管及血管周围炎性细胞浸润$以_9D*淋巴细胞和

中性粒细胞为主$肺间质及肺泡腔内也可见炎性细

胞浸润$气道上皮多处断裂或脱落$纤毛细胞消失*

上皮纤毛改变$亦可见黏液细胞$基底膜轻度增厚且

形态不规则$细支气管平滑肌轻度肥大$支气管管壁

轻度增厚% 杯状细胞增多$大量黏液分泌$肺组织内

可见大量的肥大细胞颗粒(图 $)%

图 $E对照组小鼠肺组织切片(

(&肺组织结构完整$管腔规则(苏木精T伊红染色d!"")# O&小鼠支气管内无大量黏液分泌$未见

杯状细胞增生(MbT1MD染色d$"")# A&未见明显的肥大细胞# K&电镜显示正常的肺泡
-

型上皮细胞( d$" """)%

&&图 !E哮喘组小鼠肺组织切片(

(&支气管周围有大量炎症细胞浸润(苏木精T伊红染色 d!"")# O&小鼠肺组织显示支气管

大量黏液分泌及杯状细胞增生(MbT1MD染色d$"")# A&可见明显的肥大细胞及其颗粒(箭头所示)# K&电镜显示脱落的肺泡
-

型上

皮细胞线粒体空泡( d$" """)%

'@><'
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$7=7=&肺组织治疗病理评分&&血管周围*支气管

周围_9D及水肿*上皮损伤$模型组均重于对照组

(表 #)%

&& 表 %E肺组织炎症病理评分
(N]H)

组别 血管周围_9D 支气管周_9D 水肿 上皮损伤

对照组 "7"" ]"7"" "7"" ]"7"" "7=" ]"7!" "7== ]"7"%

模型组
=7%= ]"7?#

3

=7>= ]"7#"

3

=7<? ]"7##

3

=7%= ]"7<#

3

&&3&与对照组比较$!L"7"!

!7GE小鼠支气管及肺细小动脉超微结构改变

电镜下发现$对照组小鼠支气管纤毛上皮细胞

纤毛排列整齐$肺泡隔结构正常#肺泡
-

型上皮细

胞$可见板层小体$表面微绒毛丰富$见图 !c#静息

状态下的单核吞噬细胞$细胞浆内含有许多溶酶体$

以初级溶酶体为主$表面凸起不明显$表面光滑伪足

不多$吞噬不活跃#未见嗜酸性粒细胞和淋巴细胞的

浸润% 哮喘组小鼠支气管纤毛上皮细胞纤毛排列稀

疏$纤毛正常结构缺失$部分有融合现象% 巨噬细胞

内可见次级溶酶体#毛细血管内可见嗜酸性粒细胞

附壁现象$支气管壁*肺间质和肺泡腔中可见多个

_9D$胞浆内可见丰富的嗜酸性颗粒#可见脱落的肺

泡
-

型上皮细胞$表面微绒毛减少$胞质水肿$内含

空泡的线粒体$见图 $c% 肺泡隔内胶原纤维增多$

肺泡隔增厚% 可见肥大细胞及其颗粒#支气管壁可

见胞浆内有大量黏液颗粒的杯状细胞%

FE讨论

支气管哮喘其发病机制复杂$有大量的学说$其

中炎症假说已得到大家的认可$ Z̀8M$""$ 版中已明

确提出哮喘是一种慢性炎症性疾病% 而且气道炎症

是气道高反应性的病理基础$大多数模型的评估也是

根据气道高反应性和嗜酸粒细胞炎症作为观察指标%

本研究采用同源突变近交系小鼠///'#?baG

<+$其遗传背景清楚$较稳定$可重复性强$试剂多$

便于哮喘炎症变化及 M̂ C产生的免疫学和遗传学

研究% 本模型制作参照国内外文献$即腹腔内注射

尘螨抗原致敏$同时给予佐剂氢氧化铝$采用滴鼻激

发制作% 本实验制作的小鼠尘螨模型具有哮喘的基

本特征&具有气道的炎症及气道高反应性% 这与文

献!<"报道的模型基本相似$此外我们还评估了气道

高反应性$描述了超微结构的改变%

本实验采用体积描记法测定气道阻力(C3U)*

动态肺顺应性('2R*)*1'!#'2R* 和 1'$#C3U来评

价气道反应性状况$使用A'(静脉给药作为激发方

法$C3U反应大气道的功能状态$其增大反应了平滑

肌痉挛$黏膜充血水肿$粘液分泌增加$'2R* 反应肺

组织的弹性状况$其下降提示小气道有阻塞$二者结

合可以反应小鼠的通气功能状况% 实验结果表明哮

喘组与正常对照组比较 M̂ C明显升高%

国内外的类似模型并不多见$多采用95M建立

模型$而且动物选择*制作方法*指标检测等均有所

差别% 文献!?"采用两次腹腔注射致敏$但本文在激

发时延长了激发时间$能更好的使模型的气道反应

性增高% 同时对气道呼吸力学指标进行测定$在气

道炎症方面本文不但做了常规病理$特殊细胞染色$

而且还进行电镜检测$尽可能从多方面阐明哮喘模

型的病理变化$加之同时评估了气道高反应性$使模

型的特点进一步与人类的哮喘特点相似% 我们建立

的尘螨哮喘小鼠模型具有多种细胞参与的气道炎症

和 M̂ C特征$而且气道高反应性检测方法可以反应

气道的高反应状态$表明该模型建立成功$适用于哮

喘的基础研究%
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