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卵清蛋白诱导宫内发育迟缓小鼠发生
支气管哮喘动物模型的建立
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［摘要］　目的　为了研究宫内发育迟缓（IUGR）与哮喘发生的相关分子机制，本研究在 IUGR 模型基

础上建立卵清蛋白（OVA）诱导的支气管哮喘小鼠模型，并且对此模型进行了评价。方法　将受孕后的 16 只

BALB/c 雌鼠分成低蛋白饮食组和正常蛋白饮食组（n=8）。分别接受 8% 低蛋白饮食和 20% 正常蛋白饮食。仔

鼠出生后 6 h 称体重。随机选取低蛋白饮食组中符合 IUGR 标准的 16 只雄性仔鼠纳入 IUGR 组，正常蛋白饮食

组中 16 只雄性小鼠纳入对照组。留取两组小鼠血样测定血糖，ELISA 法检测血清胰岛素水平。将对照组小鼠随

机分为对照 +PBS 组和对照 +OVA 组（n=8），将 IUGR 组小鼠随机分为 IUGR+PBS 组和 IUGR+OVA 组（n=8）。

给予对照 +OVA 组和 IUGR+OVA 组 6 周龄小鼠腹腔注射 2 mg/m LOVA 致敏和雾化吸入 1%OVA 激发，对照 + 

PBS 组和 IUGR+PBS 组以等量 PBS 代替。ELISA 法检测各组小鼠血清 IgE 水平；收集各组小鼠肺泡灌洗液行各

类细胞计数；苏木素 - 伊红染色观察各组小鼠肺组织病理变化。结果　低蛋白饮食组仔鼠生后 6 h 体重低于正

常蛋白饮食组（P<0.01）。IUGR 组小鼠血清胰岛素水平低于对照组（P<0.01）。IUGR+PBS 组 IgE 水平低于对

照+PBS组（P<0.01）；与对照+PBS组和 IUGR+PBS组相比，对照+OVA组和 IUGR+OVA组 IgE水平均明显升高，

且 IUGR+OVA 组 IgE 水平高于对照 +OVA 组（P<0.01）。与对照 +PBS 组和 IUGR+PBS 组相比，对照 +OVA 组

和 IUGR+OVA 组肺泡灌洗液中白细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞计数均明显升高（P<0.01）。OVA

诱导的 IUGR 小鼠肺泡组织呈现大量炎性细胞浸润，细胞间连续性被破坏；气道上皮细胞增生，支气管壁增厚，

管腔狭窄；在支气管和血管壁周围亦观察到大量的炎性细胞浸润。结论　在低蛋白饮食建立的 IUGR 小鼠模型

基础上，成功建立 OVA 诱导的支气管哮喘动物模型，为进一步研究 IUGR 和气道炎症之间的分子机制建立基础。
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Establishment of an ovalbumin-induced bronchial asthma model in mice with 
intrauterine growth retardation
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Abstract: Objective    To establish and evaluate an ovalbumin (OVA)-induced bronchial asthma model in mice 
with intrauterine growth retardation (IUGR), and to explore the molecular mechanism of relationship between IUGR and 
asthma. Methods    A total of 16 pregnant BALB/c female mice were divided into a low-protein diet group (n=8) and a 
normal-protein diet group (n=8), which were fed with low-protein (8%) diet and normal-protein (20%) diet respectively. 
The neonatal mice were weighed 6 hours after birth. Sixteen male neonatal mice with IUGR were randomly chosen 
from the low-protein diet group and enrolled in the IUGR group, and 16 male neonatal mice from the normal-protein 
diet group were enrolled in the control group. Blood samples were collected from the mice in both groups for testing 
of blood glucose. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to determine serum insulin level. The mice 
in the control group were randomized into a control + PBS group and a control + OVA group (n=8 each). The mice in 
the IUGR group were randomized into an IUGR + PBS group and an IUGR + OVA group (n=8 each). Six-week-old 
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宫内发育迟缓（intrauterine growth restriction, 

IUGR）在孕期发生率高达 8%，是导致新生儿死

亡和发生合并症的第 2 位原因，仅次于早产 [1]。宫

内发生发育迟缓的新生儿为小于胎龄儿（small for 

gestational age, SGA），是指出生体重在同性别同

胎龄正常体重的第 10 百分位数以下或低于平均值

的 2 个标准差 [2]。IUGR 的新生儿容易发生近期或

远期的合并症，并且越来越多的研究表明 IUGR 与

其成年后发生 2 型糖尿病、肥胖、高血压等密切

相关 [3]。Ronkainen 等 [4] 研究关注了 IUGR 对肺功

能的影响，以及其与喘息或哮喘的关系，此项研

究基于 5 000 名儿童群体，证实儿童 3~4 岁时出现

的喘息症状可能与 IUGR 相关。近年来越来越多的

研究表明 IUGR 能够影响肺脏成熟，从而引发呼吸

系统结构和（或）功能改变 [5]，在学龄期儿童可表

现为哮喘 [6]。为了研究 IUGR 与哮喘发生的相关分

子机制，本研究在 IUGR 模型基础上建立卵清蛋白

（ovalbumin, OVA）诱导的支气管哮喘小鼠模型，

对建立 IUGR 哮喘模型的方法进行了探讨。

1　材料与方法

1.1　实验动物、饲料及环境

8~10 周龄雌性 BALB/c 小鼠（清洁级），购

自北京维通利华实验动物有限公司，饲养于北京

大学医学部动物实验中心。动物饲料购自北京华

阜康生物科技股份有限公司，饲料包括两种：低

mice in the control + OVA and IUGR + OVA groups were subjected to intraperitoneal injection of 2 mg/mL OVA for 
sensitization and aerosol inhalation of 1% OVA for challenge. Mice in the control + PBS group and the IUGR + PBS 
group were treated with an equivalent amount of PBS. ELISA was used to determine serum IgE level in the mice in 
each group. Bronchoalveolar lavage fluid (BLF) was collected from the mice in each group for cell counting. The lung 
tissue of the mice in each group was stained with hematoxylin and eosin to observe pathological changes. Results    The 
body weight at 6 hours after birth was significantly lower for neonatal mice in the low-protein diet group compared with 
those in the normal-protein diet group (P<0.01). The IUGR group had a significantly lower serum insulin level than 
the control group (P<0.01). The IUGR + PBS group had a significantly lower IgE level than the control + PBS group 
(P<0.01). Compared with the control + PBS and IUGR + PBS groups, the control + OVA and IUGR + OVA groups 
had a significantly increased IgE level, and the IgE level was significantly higher in the IUGR + OVA group than in 
the control + OVA group (P<0.01). Compared with the control + PBS and IUGR + PBS groups, the control + OVA and 
IUGR + OVA groups had significantly increased counts of leukocytes, eosinophils, lymphocytes, and macrophages in 
the BLF (P<0.01). The pulmonary alveoli of OVA-induced IUGR mice showed massive inflammatory cell infiltration 
and damage of intercellular continuity. Meanwhile, airway epithelial cell proliferation, bronchial wall thickening, 
bronchial lumen narrowing, and massive inflammatory cell infiltration around the bronchi and the vascular wall were 
observed. Conclusions    An OVA-induced bronchial asthma model has been successfully established in the mice with 
IUGR induced by low-protein diet, which provides a basis for further study of the molecular mechanism of relationship 
between IUGR and airway inflammation.                                         [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(12): 1223-1228]

Key words: Intrauterine growth retardation; Bronchial asthma; Ovalbumin; Mice

表 1　实验中应用饲料配方

饲料配方 普通饲料 低蛋白饲料

玉米 (%) 38.95 38.95

玉米淀粉 (%) 31.10 43.49

干酪素 (%) 16.73 4.34

面粉 (%) 5.00 5.00

植物油 (%) 3.76 3.76

碳酸钙 (%) 0.38 0.38

磷酸氢钙 (%) 3.23 3.23

微量元素 (%) 0.50 0.50

食盐 (%) 0.30 0.30

多种维生素 (%) 0.05 0.05

粗蛋白 (%) 20.00 8.00

能量密度 (kcal/g) 3.50 3.50

蛋白饲料（8% 酪蛋白）和普通饲料（20% 蛋白）。

饲料配方参照本课题组既往研究基础 [7]，详见表

1。动物饮用水为动物中心提供的纯净水。饲养温

度 24±2℃，湿度 50%~70%，12 h 自动昼夜循环。

干预前所有小鼠均适应性喂养 7 d。

1.2　动物分组及模型建立

参照文献 [8] 的方法，将适应性喂养后的 16 只

BALB/c 雌鼠按照 2 : 1 与雄鼠合笼，次日晨查孕栓，

查到孕栓则记录为受孕雌鼠，记为孕 0 d。采用随

机分组方法将受孕雌鼠分成低蛋白饮食组和正常

蛋白饮食组，每组 8 只。两组孕鼠均单笼喂养，

每日分别添加低蛋白饲料及正常蛋白饲料，自由
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摄食，摄食量及饮水量不受限制，直至分娩。两

组孕鼠分娩后及仔鼠 21 d 断奶后均饲以正常蛋白

饮食。仔鼠出生后 6 h 测量体重，依据文献 [8] 中描

述，IUGR 模型评估鉴定的标准是出生体重低于同

胎龄平均体重的第 10 百分位或 2 个标准差。仔鼠

6 周龄时，随机选取低蛋白饮食组中符合 IUGR 标

准的 16 只雄性仔鼠纳入 IUGR 组，正常蛋白饮食

组中 16 只雄性小鼠纳入对照组。

将 对 照 组 小 鼠 随 机 分 对 照 +PBS 组 和 对

照 +OVA 组（n=8），将 IUGR 组小鼠随机分为

IUGR+PBS组和 IUGR+OVA组（n=8）。参照文献 [9]

的方法，在实验第 0 天、第 14 天，对照 +OVA 组

和 IUGR+OVA 组小鼠腹腔注射 100 μL 含有 OVA

的 PBS 溶 液（OVA 浓 度 为 2 mg/mL） 进 行 致

敏；对照 +PBS 组和 IUGR+PBS 组腹腔注射等体

积 PBS。从第 21 天至第 30 天，将对照 +OVA 组

和 IUGR+OVA 组小鼠置于雾化箱中，雾化吸入

50 μL OVA 溶液（OVA 浓度为 1%），每次激发

30 min，每日 1 次，连续 10 d。对照 +PBS 组和

IUGR+PBS 组小鼠予以等量的 PBS 溶液进行雾化

吸入。诱导发生哮喘模型时无小鼠死亡，成活率

100%。本研究通过检测肺泡灌洗液中炎症细胞计

数、血清IgE水平及肺组织形态学改变等多个方面，

鉴定哮喘模型是否成功建立 [9]。

1.3　小鼠血糖、血清胰岛素和血清 IgE 水平检测

IUGR 建模结束后（即小鼠生后 6 周），进食

后约 2 h，一次性采血针取小鼠尾静脉微量血，通

过微量血糖仪测定末梢血糖水平；采用眼静脉丛

采血法采集小鼠血液标本并收集于未添加抗凝剂

的试管中，凝固后留取血清，采用酶联免疫吸附

法（enzyme-linked  inmmunosorbent assay, ELISA）

检测小鼠血清胰岛素水平。OVA 诱导哮喘模型建

模结束后 24 h，采用眼静脉丛采血法采集小鼠血

液标本收集于未加抗凝剂的试管中，凝固后留取

血清，采用 ELISA 法检测小鼠血清 IgE 水平。胰

岛素和 IgE 抗体 ELISA 试剂盒均购自美国 ALPCO

公司。实验步骤严格按照试剂盒说明书操作。

1.4　小鼠肺泡灌洗液细胞含量测定

采集静脉血后，将小鼠气管切开，22 号套管

针置入并且固定，用无菌生理盐水对气管、支气

管和肺脏进行灌洗，共 2 次，保证肺泡灌洗液回

收率在 75% 以上。肺泡灌洗液离心后，在 1 h 内

表 2　对照组和 IUGR 组小鼠血糖及血清胰岛素水平比较

（x±s）

组别 n 血糖 (mmol/L) 胰岛素 (ng/mL)

对照组 73 8.34±0.26 1.37±0.09

IUGR 组 34 7.78±1.07 0.76±0.35

t 值 1.134 3.795

P 值 0.290 0.005

将细胞与上清液进行分离，将沉淀细胞涂片、固定、

苏木精 - 伊红（HE）染色，光镜下按照细胞形态

进行嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、巨噬细胞和总细

胞的分类计数（至少计数 200 个细胞）。

1.5　小鼠肺组织标本 HE 染色

哮喘模型建模结束后 24 h 取小鼠右肺组织固

定于10%甲醛溶液中，经过洗涤、脱水、透明、浸蜡、

包埋、切片、HE 染色，最后进行透明和封片，通

过显微镜拍照，进行图像采集。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 24.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组间比较采用两样本 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　低蛋白饮食法构建小鼠 IUGR 模型

正常蛋白饮食组新生仔鼠 73 只，低蛋白饮食

组新生仔鼠 43 只，其中死亡 9 只，成活率 79%。

正常蛋白饮食组平均体重 1.99 ± 0.19 g，低蛋白饮

食组平均体重1.67±0.18 g（全部达到IUGR标准），

两组比较差异有统计学意义（t=8.490，P<0.01）。

2.2　对照组和 IUGR 组小鼠血糖及血清胰岛素水

平变化

与对照组相比，IUGR 组小鼠血糖值降低，但

差异无统计学意义（P=0.290）；IUGR 组小鼠血

清胰岛素水平降低，差异有统计学意义（P<0.01）。

见表 2。

2.3　经过 OVA 诱导后各组小鼠血清 IgE 含量测

定结果

对 照 +PBS 组、 对 照 +OVA 组、IUGR+PBS
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组 和 IUGR+OVA 组 IgE 含 量 比 较 差 异 有 统 计

学 意 义（F=317.14，P<0.001）。IUGR+PBS 组

IgE 含 量（3.58±0.27 μg/mL） 较 对 照 +PBS 组

（5.50±0.35 μg/mL）降低（P<0.01）；与对照 +

PBS 组和 IUGR+PBS 组相比，对照 +OVA 组 IgE 含

量（12.89±1.21 μg/mL） 和 IUGR+OVA 组 IgE 含

量（25.00±2.07 μg/mL）均明显升高（P<0.01），

且 IUGR+OVA 组 IgE 含 量 高 于 对 照 +OVA 组

（P<0.01）。

2.4　各组小鼠肺泡灌洗液细胞分类计数

与对照 +PBS 组相比，IUGR+PBS 组肺泡灌洗

液中白细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞

计数均无变化，差异无统计学意义（P>0.05）；与

对照 +PBS 组和 IUGR+PBS 组相比，对照 +OVA 组

和 IUGR+OVA 组白细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞

及巨噬细胞计数均明显增加（P<0.01），且对照 +

OVA 组的白细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞及巨

噬细胞计数均多于IUGR+OVA组（P<0.01），见表3。

图 1　各组小鼠肺组织（肺泡及支气管）病理变化（苏木精 - 伊红染色，×200）　　对照 +PBS 组及 IUGR+PBS

组肺泡结构正常；对照 +OVA 组肺泡壁增厚；IUGR+OVA 组肺泡壁增厚，炎性细胞浸润。对照 +PBS 组及 IUGR+PBS 组支气

管结构正常；对照 +OVA 组支气管壁增厚，炎性细胞浸润；IUGR+OVA 组支气管壁增厚、狭窄，大量炎性细胞浸润。

表 3　各组小鼠肺泡灌洗液细胞分类计数比较　（x±s，×104/L）

组别 n 白细胞计数 嗜酸性粒细胞计数 淋巴细胞计数 巨噬细胞计数

对照 +PBS 组 8 5.8±0.8 0.8±0.4 0.7±0.4 0

IUGR+PBS 组 8 6.8±0.8 0.8±0.4 0 0.42±0.20

对照 +OVA 组 8 31.2±2.6a,b 18.6±1.1a,b 4.6±1.1a,b 1.60±0.89a,b

IUGR+OVA 组 8 16.6±2.4a,b,c 11.8±2.9a,b,c 2.4±0.5a,b,c 1.40±0.54a,b,c

F 值 199.923 148.184 45.741 10.256

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 0.001

注：a 示与对照 +PBS 组相比，P<0.01；b 示与 IUGR+PBS 组相比，P<0.01；c 示与对照 +OVA 组相比，P<0.01。

2.5　各组小鼠 HE 染色后的变化

对照 +PBS 组：肺泡隔膜正常，肺泡壁结构完

整，肺泡间隔和支气管均未发现炎症渗出物；支

气管形态规则，支气管内膜光滑，上皮细胞无明

显增生，支气管和血管壁周围无明显炎性细胞浸

润。对照 +OVA 组：肺泡壁增厚，肺泡空间缩小，

肺泡间隙可见炎性细胞浸润；气道上皮细胞未融

合，气道黏膜明显水肿，气道平滑肌增生增厚，

支气管壁增厚，管腔狭窄，在管腔中观察到许多

炎症分泌物，在支气管和血管壁周围观察到大量

的炎性细胞浸润。IUGR+PBS 组：肺泡组织结构

及支气管组织结构特征与对照 +PBS 组基本相似。

IUGR+OVA 组：肺泡组织中呈现严重的炎性细胞

浸润，肺泡壁增厚，肺泡空间缩小，肺泡上皮细

胞肿大，细胞间连续性被破坏；气道上皮细胞增

生，气道黏膜水肿，支气管壁增厚，管腔狭窄，

在支气管和血管壁周围可见大量的炎性细胞浸润。

见图 1。

对照 +PBS 组

肺泡

支气管

IUGR+PBS 组 对照 +OVA 组 IUGR+OVA 组
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3　讨论

本研究应用 OVA 诱导 IUGR 小鼠发生支气管

哮喘，成功建立了 IUGR 哮喘动物模型，为研究小

于胎龄儿肺功能降低及未来发生哮喘风险的机制

提供了动物实验基础。建立 IUGR 合并哮喘动物模

型，主要需要考虑 3 个方面。首先，需要选择兼

顾 IUGR 和哮喘两种疾病的动物种系。本课题组

曾应用 Wistar 大鼠和 BALB/c 小鼠进行预实验，为

了更贴近 IUGR 发生哮喘的临床实践，后续进行

转基因或基因敲除等进一步研究，本课题组选用

BALB/c 小鼠作为建立模型的动物品种。国内外建

立IUGR动物模型多用Sprague-Dawley（SD）大鼠 [10]

和 Wistar 大鼠 [11-12]，而用于建立支气管哮喘模型

常用BALB/c小鼠 [13]、Brown-Norway（BN）大鼠 [14]、

豚鼠 [15] 等。Yue 等 [16] 研究发现，暴露于 NO2 气体

的 BALB/c 孕鼠的子代小鼠，更容易由 OVA 诱导

发生哮喘。Wang 等 [17] 研究发现，通过将 BALB/c

孕鼠置于低氧环境中，导致仔鼠发生 IUGR，进而

将子代 BALB/c 小鼠通过 OVA 诱导发生哮喘，与

正常对照小鼠相比，发生 IUGR 的 BALB/c 小鼠表

现出更强烈的气道高反应。结合本研究结果，可

见 BALB/c 小鼠适合作为研究 IUGR 及哮喘相关机

制的动物模型。

选好动物种系后，需要解决的第二个问题就

是选择恰当的 IUGR 动物模型建立方法。本课题组

既往成功的通过低蛋白饮食法建立了大鼠 IUGR 动

物模型 [18]，同时应用 IUGR 大鼠模型进行了相关分

子机制的研究 [19-20]，研究结果可靠，模型稳定。本

研究选择低蛋白饮食法建立 IUGR 小鼠模型。低蛋

白饮食法建立 IUGR 模型的关键问题是低蛋白饲料

的获取，本研究结合既往的实验基础，参考国外

IUGR 小鼠动物模型建立的经验 [21]，应用 20% 正常

蛋白饮食和 8% 低蛋白饮食进行研究，BALB/c 小

鼠经过不同蛋白含量的饲料喂养后，低蛋白饮食

组新生小鼠在生后 6 h 体重显著低于正常蛋白饮食

组，IUGR 模型成功建立。国内外常用的 IUGR 模

型制作方法包括酒精干预法、子宫动脉结扎法、

低蛋白饮食法。高琳琳等 [22] 比较了这 3 种模型制

作方法，提示低蛋白饮食建立的 IUGR 动物模型

成功率高，死胎率低，而且亦能很好的模拟 IUGR

的病理生理过程。本研究结果提示，IUGR 组小鼠

血糖及胰岛素水平较对照组降低，提示 IUGR 小

鼠糖原储备不足，胰岛素分泌水平较低。与本研

究结果一致，Boehmer 等 [23] 证实了鼠类和羊 IUGR

动物模型具有胰岛发育障碍和 β 细胞功能不全，

IUGR 动物模型表现为胰腺体积减少、β 细胞数量

减少和胰岛素分泌减少。Berends 等 [24] 研究发现，

宫内发育迟缓小鼠表现出中枢及外周胰岛素抵抗，

其原因可能与其影响下丘脑胰岛素分泌的信号通

路有关。

如何在 IUGR 模型基础上诱导发生哮喘是本

研究需要解决的第三个问题。虽然国内建立哮喘

小鼠动物模型的方法已较成熟，但缺乏在 IUGR

模型基础上建立哮喘动物模型的经验。本研究在

BALB/c 小鼠 IUGR 模型基础上，选择 OVA 腹腔注

射致敏，然后雾化吸入 OVA 激发炎症反应，通过

此种方法建立支气管哮喘模型。支气管哮喘是由

多种细胞（如嗜酸性粒细胞、肥大细胞、T淋巴细胞、

中性粒细胞、气道上皮细胞等）和细胞成分参与

的气道慢性炎症性疾病，其典型的临床特征有气

道炎症、气道重塑及气道高反应性 [25]。因此，支

气管哮喘模型成功的评价指标体现在肺泡灌洗液

中嗜酸性粒细胞、淋巴细胞和巨噬细胞计数，以

及肺组织肺泡及支气管病理形态的改变 [26]。本研

究结果提示，IUGR 组小鼠经过 OVA 诱导后，IgE

含量较 IUGR 组升高，肺泡灌洗液的炎症细胞明显

增多，并且肺组织病理形态学改变显示肺泡及气

道炎症，提示支气管哮喘模型建立成功。Chen等 [27]

通过小鼠雾化吸入 OVA，成功的建立了支气管哮

喘小鼠的气道炎症和高反应，肺泡灌洗液中炎症

细胞明显增多。Zhang 等 [28] 在 OVA 诱导的支气管

哮喘小鼠模型中发现，除了肺泡灌洗液中炎症细

胞增多以外，肺组织形态学提示明显的气道炎症

反应。这些研究结果与本研究哮喘模型结果一致。

总之，本研究在低蛋白饮食法诱导的 IUGR

模型基础上采用雾化和腹腔注射 OVA 成功建立

了 IUGR- 支气管哮喘合为一体的小鼠模型，为研

究 IUGR 与气道炎症之间的分子机制建立了实验基

础，亦为阐明 IUGR 发生支气管哮喘的可能分子机

制奠定了实验室基础。
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