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大气细颗粒物致炎动物模型系统评价
侯天芳１，马元元２，王广发１∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索大气污染对动物的致病机制，对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠采用无创性气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５颗粒悬浮液

的方法，构建大气污染致炎动物模型。 方法　 将 １５０ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分成空白对照组、生理盐水组、
ＰＭ２􀆰 ５低度组（２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ）、ＰＭ２􀆰 ５中度组（５ ｍｇ ／ ｋｇ）和 ＰＭ２􀆰 ５高度组（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）共 ５ 组，各剂量组气管滴注第 ３ 天，
第 ７ 天、第 ２１ 天、第 ３５ 天、第 ４９ 天，气管滴注操作完成后 ２４ ｈ 采取组织样本，采用 ＥＬＩＳＡ、肺组织病理 ＨＥ 染色

的方法，来验证无创性气管滴注方法的可行性和致炎模型构建成功与否。 结果　 本建模方法，成功率高达 ９６％ 。
采用气管滴注法，建模小鼠肺组织炎症评分与气道滴注时间的延长和剂量呈正相关。 ＰＭ２􀆰 ５暴露后，肺内有大量

淋巴细胞聚集及吞噬颗粒的巨噬细胞浸润，肺泡间隔增宽。 各暴露组分别与生理盐水对照组、空白组比较，肺泡

灌洗液中炎症因子 ＩＬ⁃６、肺组织匀浆中 ＴＮＦ⁃α 水平增高，高剂量组差异最显著。 结论 　 本实验用气管滴注法建

立小鼠致炎模型成功，并证明此方法简单、可靠，可广泛用于小鼠呼吸系统重复滴注，有利于进一步研究大气污

染及其他致炎机制。
【关键词】 　 ＰＭ２􀆰 ５；大气污染；气管滴注；模型；小鼠
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　 　 大气污染已成为世界各国面临的重大环境和公

共卫生问题，大气污染成分中危害首当其冲的是大

气细颗粒物（ＰＭ２􀆰 ５），ＰＭ２􀆰 ５（空气动力学直径小于或

等于 ２􀆰 ５ μｍ 的颗粒物）由于表面积大，占可吸入颗

粒物比重的 ２ ／ ３，在空气中存留时间长，其表面吸附

的有害物质多，对人体健康的危害最大［１］， 大气颗

粒物表面成分复杂，研究发现不同季节和不同地区

的颗粒物成分差异很大，引发炎症反应和氧化应激

反应的程度亦有差别［２］。 大气细颗粒物引发疾病

的发病机制、病理生理过程等至今尚未完全阐明，使
用动物模型是现代生物医学研究中的一个极为重要

的实验方法和手段，动物模型的建立对于研究其发

病机制、病理生理改变、治疗、预防等方面的实验研

究有重要意义，因此，呼吸道暴露是职业医学、环境

医学及毒理学等研究领域常用的一个重要暴露途

径，呼吸道染毒、呼吸道给药已经成为动物实验不可

或缺的手段［３］，本实验通过建立一种廉价、高效、无
创的呼吸道给药或染毒方法，并对动物模型进行系

统炎症评价，为今后的相关研究提供帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １５０ 只，体重（２５
± ２）ｇ，８ 周龄，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１】，在北京大学第一

医院实验动物中心【ＳＹＸＫ（京）２０１４ － ００１０】饲养。
小鼠自由进食６０ＣＯ 照射消毒过的颗粒饲料及小动

物饮水机消毒处理过的水，小鼠饲养在 ＩＶＣ 笼盒

内，盒内的垫料为高压消毒过的玉米芯垫料。 饲养

间内温度 ２３ ～ ２５℃，１２ ｈ 光 ／ １２ ｈ 黑暗，湿度 ４０％～
７０％ 。 小鼠适应性饲养一周后开始实验，本课题研

究内容通过了北京大学第一医院实验动物福利伦理

委员会的审查（项目批准编号：Ｊ２０１６０９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＰＭ２􀆰 ５ 颗粒的采集、提取和悬液制备

颗粒物采集：采样点为北京大学第一医院内科

楼楼顶，应用 Ｓｔａｐｌｅｘ ＰＭ２􀆰 ５ 大流量采样器，流量为

１􀆰 １３ ｍ３ ／ ｍｉｎ，流量精度 ３％ ，玻璃纤维滤膜（２０􀆰 ３
ｃｍ × ２５􀆰 ４ ｃｍ）收集颗粒物，于 ２０１６ 年 １ 月连续采

样 ９６ ｈ。 颗粒物提取：将附有 ＰＭ２􀆰 ５颗粒的玻璃纤维

滤膜剪成小块，放入 ２５０ ｍＬ 烧杯；加入无菌超纯水，
低温超声 １ ｈ，每隔 ５ ｍｉｎ 轻轻摇晃烧杯，以混匀悬

浮液；将烧杯中的悬浮液倒至已称重的离心管中；然
后用超纯水清洗留在烧杯中的膜 ２ ～ ３ 次，收集悬浮

液至同一个离心管中；使用 ６ 层纱布过滤悬液，低温

冷冻干燥离心管，称重，计算收获颗粒物质量，回收

颗粒于 － ２０℃冰箱保存。 ＰＭ２􀆰 ５颗粒物悬液的制备：
根据实验小鼠的体重称取 ＰＭ２􀆰 ５颗粒物，于动物实验

前一天用生理盐水配置不同浓度的细颗粒物混悬

液，超声振荡混匀，４℃冰箱保存备用，使用前再次超

声振荡混匀。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验动物分组和染毒

将小鼠随机分成三个实验组和两个对照组，每
组 ６ 只。 分别为空白对照组（ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ）、生理盐

水组 （ ＮＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）、低度组 ＰＭ２􀆰 ５ （ ｌｏｗ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ，２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ）、 中 度 组 ＰＭ２􀆰 ５ （ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ，５ ｍｇ ／ ｋｇ）、高度组 ＰＭ２􀆰 ５ （ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，
１０ ｍｇ ／ ｋｇ），建模方法采用气管滴注，气管滴注量为

每次每只 ５０ μＬ，用 ５％ 水合氯醛麻醉处理，一周滴

注两次，最长连续滴注时间为 ７ 周，气管滴注操作完

成后 ２４ ｈ 取材，分别在第 ３ 天、７ 天、２１ 天、３５ 天、４９
天为时间点处死动物。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ２４ 号 ＧＹ 型静脉留置针改进处理方法

退出移除留置针针芯，用消毒处理后的眼科剪

把留置针端两侧手柄翼沿中轴剪掉，使整个留置针

前段平滑无阻挡，便于深入小鼠声门裂部位，可在距

离塑料套管远端约 １ ｃｍ 处用布胶布缠绕一圈，模拟

楔形装置用于控制插入咽部的深度（小鼠声门裂至

气管分叉的距离约为 １ ～ １􀆰 ５ ｃｍ），以免插入过深损

伤气道。 自制咽拭子（粗细适合小鼠咽腔大小），麻
醉后用于快速清理呼吸道分泌物，以免窒息。 透射

灯可使用冷光光源投射灯，透过皮肤在可视下清晰

看到声门裂。

６６



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ２ 月第 ２６ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． １

操作方法：（１） ５％ 水合氯醛以 ６ ～ ７ ｍＬ ／ ｋｇ 剂

量进行安全麻醉，麻醉标准为舌头可以拉出口腔外，
不自行回缩。 （２）将麻醉后的小鼠仰卧固定于操作

板，将小鼠颈部置于冷光源灯下，充分清理呼吸道分

泌物，冷光源透视下，可清晰看到声门裂，此时观察

小鼠声门裂开闭频度。 （３）用 １ ｍＬ 注射器与改装

后的留置针吻合固定，吸取 ５０ μＬ 滴注剂量，此时滴

注液体位于留置针软管内，液面水平静止。 （４）快

速插入留置针软管，此时可清晰观察到留置针软管

内液注浮动，说明成功插入气管，推注滴注量后，再
次推入稍许空气，辅助颗粒物悬液进入肺内。 （５）
迅速从气道拔出套管针，再次清理呼吸道，观察声门

裂开闭频度加快，关闭光源，悬挂约 ５ ～ １０ ｓ，随后可

观察到小鼠呼吸幅度明显加快，可闻及小鼠湿啰音。
将小鼠侧卧位放置于保温毯上，注意避免小鼠误吸。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肺组织病理学观察

染毒结束后，立即取肺组织，置甲醛溶液固定，
石蜡包埋后切片，作 ＨＥ（苏木素⁃伊红）染色。 光镜

下观察肺组织的病理学改变（见图 ３），并进行肺组

织光学显微镜病理学观察：每只小鼠随机选 ２ 张切

片，对每张切片进行肺组织病理光镜下定性分析，并
予炎症评分。 观察指标包括：气管及支气管黏膜上

皮的脱落，杯状细胞的增生，嗜酸粒细胞的浸润；上
皮基底膜的增厚；管壁及伴行小血管周围炎细胞的

浸润；肺泡结构的改变，肺泡间隔的宽度，肺泡间隔

及肺泡巨噬细胞内颗粒物质的沉积等。
肺组织炎症评分：由两名病理科医师独立双盲

观察病理切片，对支气管周围及小血管周围的炎症

程度进行客观评分［４］。 ０ 分：未见炎症细胞浸润；１
分：偶尔可见成套状的炎症细胞浸润；２ 分：大部分

支气管或血管周围可见薄层（１ ～ ５ 个细胞厚度）的
炎症细胞浸润；３ 分：大部分支气管或血管周围可见

厚层（大于 ５ 个细胞厚度）的炎症细胞浸润。 取支

气管周围和小血管周围炎症评分的平均值作为总的

肺脏病理炎症评分（见表 １ 及图 ４）。
１􀆰 ３　 数据处理和统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件对资料进行统计学分

析。 所有数据均以均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ），用 Ｌｅｖｅｎｅｓ
检验方差分析，对于方差齐的实验数据采用单因素方

差分析 ＡＮＯＶＡ 及 ＬＳＤ 检对各指标的组间差别进行

比较；方差不齐的数据采用独立样本的非参数检验和

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ Ｔｅｓｔ 对各指标的组间差别进行比

较。 当 Ｐ ＜０􀆰 ０５ 时，差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征的变化

在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠造模后饲养的过程中，ＰＭ２􀆰 ５暴

露后的小鼠烦躁不安，呼吸急促，腹式呼吸幅度明显

增强，这种现象在中、高度组小鼠更为明显，且在造

模后第 ７ 天最为严重，小鼠毛发逐渐失去光泽，背部

毛发变稀疏。 小鼠气管滴注后，随着造模时间延长，
小鼠活动状态减低、灵敏度下降。
２􀆰 ２　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后各组小鼠体重变化

随着气管滴注时间的延长，小鼠体重会增加，在
各组小鼠组内体重无明显差异改变（见图 １）。

图 １　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５小鼠体重变化

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

２􀆰 ３　 成功操作气管滴注后的小鼠存活率及解剖大

体观

实验小鼠共 １５０ 只，操作成功后至取材时间点，
１４４ 只成功进行气管插管、滴注，总的处理存活率高

达 ９６％ 。 其中麻醉意外死亡小鼠为 ６ 只。 气管插

管、滴注操作本身耗时为每只动物 ３０ ｓ ～ １ ｍｉｎ，加
之麻醉及其他操作，平均每只动物耗时 ３ ～ ５ ｍｉｎ，
末次气管滴注结束后，过量麻醉处死动物，解剖可见

双肺弥漫黑色颗粒物，小鼠双肺进行肺泡灌洗后仍

可见 ＰＭ２􀆰 ５浸润沉积于肺内，见图 ２。
２􀆰 ４　 小鼠肺组织病理学改变

２􀆰 ４􀆰 １　 肺组织 ＨＥ 染色

图 ３ 可见对照组小鼠细小支气管和肺泡结构正

常，支气管黏膜上皮完整，支气管腔和肺泡腔内未见

炎性渗出，支气管腔和肺泡腔内未见吞噬颗粒物质

的巨噬细胞和明显的炎细胞浸润，无平滑肌的增生

和基底膜的增厚。
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表 １　 气管滴注不同组小鼠肺组织炎症病理学评分结果

Ｔａｂ． １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ
分组 Ｇｒｏｕｐｓ 评分 Ｓｃｏｒｅ（ 􀭰ｘ ± ｓ ）

剂量依赖性
Ｄｏｓｅ⁃ｅｆｆｅｃｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ
（第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１）

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ３３３３ ０􀆰 ５７７３５
２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ １ ０
５ ｍｇ ／ ｋｇ ２􀆰 ３３３３ ∗＆ ０􀆰 ５７７３５
１０ ｍｇ ／ ｋｇ ３ ∗＆ ０

时间依赖性
Ｔｉｍｅ⁃ｅｆｆｅｃｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ
（中度组 ５ ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｄａｙ ３ １ ０

Ｄａｙ ７ １􀆰 ３３３ １􀆰 １５４７
Ｄａｙ ２１ ２􀆰 ３３３ ∗ § ０􀆰 ５７７３５
Ｄａｙ ３５ ２􀆰 ６６６７ ∗ § ０􀆰 ５７７３５
Ｄａｙ ４９ ３ ∗ § ０

注：∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与对照组相比；＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与低度组相比； § Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与第 ３ 天处死组相比。
Ｎｏｔｅ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ； § Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ｄａｙ ３ ｇｒｏｕｐ．

注：ａ． 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后第 ４９ 天的肺解剖大体观，可见 ＰＭ２􀆰 ５ 沉积（长箭头）； ｂ． 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５ 后第 ４９ 天双肺灌洗后的解剖大体观，可见

ＰＭ２􀆰 ５浸润沉积肺内（短箭头）。

图 ２　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后的肺解剖观

Ｎｏｔｅ． ａ． ＰＭ２􀆰 ５ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｅｐｏｓｉｔ ｖｉｓｉｂｌｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ （ ｌｏｎｇ ａｒｒｏｗ） ａｔ ４９ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＰＭ２􀆰 ５ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ （ ｌｏｎｇ ａｒｒｏｗ）． ｂ． Ａｉｒ ｐｏｌｌｕｔａｎｔ ｄｅ⁃

ｐｏｓｉｔ ｏｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｃｕｔ ｓｕｒｆａｃｅ（ｓｈｏｒｔ ａｒｒｏｗ） ａｆｔｅｒ ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ ｌａｖａｇｅ， ａｔ ４９ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

　 　 ＰＭ２􀆰 ５暴露后的小鼠可见弥漫性细小支气管和

血管周围炎性细胞的浸润，包括中性粒细胞和淋巴

细胞浸润，有淋巴滤泡的形成，未见明显嗜酸粒细胞

增多。 气道上皮有不同程度的脱落，支气管黏膜上

皮未见杯状细胞的增生。 上述改变在中高剂量组小

鼠的肺组织较为明显，且在 ＰＭ２􀆰 ５暴露后 ２１ ｄ 尤为

明显。 高度组小鼠 ＰＭ２􀆰 ５暴露后第 ２１ 天，细小支气

管黏膜上皮增生明显，支气管腔内可见脱落的黏膜

上皮，肺组织内见灶性纤维母细胞增生，内见大量淋

巴细胞聚集及吞噬颗粒的巨噬细胞浸润，肺泡间隔

增宽，可见大量吞噬了颗粒物质的肺泡巨噬细胞

（尘细胞），有的尘细胞已经浸润到肺泡腔中。 对各

组小鼠肺组织炎症浸润的情况进行评分（表 １ 及图

４）后发现，ＰＭ２􀆰 ５暴露后的小鼠肺组织支气管和小血

管周围的炎症评分显著高于对照组，且高度剂量比

低度剂量的 ＰＭ２􀆰 ５能够诱导更严重的炎症反应。
２􀆰 ４􀆰 ２　 气管滴注不同组小鼠肺组织炎症病理学评

分结果

不同组小鼠进行气管滴注后肺组织炎症病理

中，与对照组进行比较，各处理组中差异有显著性表

达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且随着气道滴注时间的延长和剂量

增大，小鼠肺组织炎症评分逐渐增大。 见表 １。
２􀆰 ４􀆰 ３　 气管滴注小鼠存在明显的时间和剂量依赖

性，见图 ４。

８６
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注：ａ． 正常肺细小支气管和肺泡上皮细胞表现。 ｂ． 气管滴注 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＭ２􀆰 ５后第 ２１ 天镜下可见细支气管周围炎症，部分肺间隔增宽，支气管

腔内可见脱落的黏膜上皮细胞（黑色箭头）。 ｃ 和 ｄ． 气管滴注 １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＭ２􀆰 ５后第 ３５ 天镜下可见大量吞噬颗粒的巨噬细胞浸润（红色箭

头），肺间隔及肺泡腔内见大量吞噬颗粒的巨噬细胞及淋巴细胞聚集（黑色箭头）。

图 ３　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后肺组织 ＨＥ 染色病理改变

Ｎｏｔｅ． ａ． Ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｕｎｇ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｏｒｍａｌ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｅｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． ｂ． Ａ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｅｓ ｗｉｔｈ ｉｎｆｌａｍｍａ⁃
ｔｉｏｎ， ｗｉｄｅｎｅｄ ｉｎｔｅｒａｌｖｅｏｌａｒ ｓｐａｃｅ ａｎｄ ｆａｌｌｉｎｇ ｏｆｆ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ） ａｔ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．

ｃ ａｎｄ ｄ． Ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｅｎｇｕｌｆｅｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ） ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｅ ａｎｄ ａｌｖｅｏ⁃
ｌｉ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ） ａｔ ３５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２００ μｍ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

注：随着气道滴注时间的延长和剂量增大，小鼠肺组织炎症评分逐渐增大，说明气管滴注致炎具有剂量的依赖性（第 ２１ 天）和时间的依

赖性（５ ｍｇ ／ ｋｇ）。

图 ４　 气管滴注后小鼠存在明显的时间和剂量依赖性

Ｎｏｔｅ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｏｓｅｓ， ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｒｅ ｇｅｔｔｉｎｇ ｈｉｇｈｅｒ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｔｉｍｅ⁃ｅｆｆｅｃｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ
（ｄａｙ ２１） ａｎｄ ｄｏｓｅ⁃ ｅｆｆｅｃｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ （５ ｍｇ ／ ｋｇ） ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｏｓｅ⁃ ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ
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２􀆰 ５　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后小鼠肺泡灌洗液和肺组织

匀浆的炎症细胞因子表达

小鼠肺泡灌洗液中各剂量组 ＩＬ⁃６ 水平高于对

照组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示 ＰＭ２􀆰 ５ 气管滴

注小鼠后导致炎症水平增高（见图 ５ａ）。 小鼠肺组

织匀浆中高剂量组 ＴＮＦ⁃织水平高于对照组，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示 ＰＭ２􀆰 ５气管滴注小鼠后导致

炎症水平增高（见图 ５ｂ）。

注：ａ． 各组小鼠肺泡灌洗液 ＩＬ⁃６ 含量； ｂ． 各组小鼠肺组织匀浆 ＴＮＦ⁃α 肺含量。 与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 ５　 气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５后各组小鼠肺泡灌洗液 ＩＬ⁃６ 和肺组织匀浆 ＴＮＦ⁃α 的含量比较

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＡＬＦ ＩＬ⁃６ （ａ） ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ＴＮＦ⁃α （ｂ） ｏｆ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２􀆰 ５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ （∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

３　 讨论　

本研究采用多个时间点多组进行构建小鼠无创

性气管滴注 ＰＭ２􀆰 ５致炎动物模型，对实验数据进行比

较和分析，实验结果差异显著，致炎期持续时间长，
大气颗粒物致炎模型炎症评分存在时间剂量依赖

性，构建大气污染致炎动物模型成功。
目前，国内外学者在呼吸道染毒用到的气管滴

注方法尚不统一，主要方案包括暴露式和非暴露式

气管滴注及其改进方法。 有创性暴露式操作创伤性

大，不易把控操作，难以均衡操作本身对建模的影

响。 另外全身吸入暴露舱、经鼻吸入暴露装置等自

然吸入暴露装置的涌现，但依然在短期内难以替代

气管滴注法。 使用暴露舱存在如下问题：设备费用

高，购置维护费用昂贵；经雾化的给药或染毒物质在

舱内分布不均匀，从而较难评价身处舱内不同位置

的动物的外暴露浓度［３］。 既往非暴露式气管滴注

虽然可弥补以往暴露式气管滴注法有创性的不足，
但插管操作很容易增加动物的痛苦和不适，由于小

鼠气管生理结构脆弱、狭窄，因此，既往非暴露式气

管滴注法应用于小鼠会更加困难与复杂，滴注的精

确性和成功率降低［５ － ６］。 近年来，国内外学者对非

暴露式气管滴注法进行了不断的改进。 贾晓峰等［３］

建立了透射灯下用普通注射器经口直视气管滴注

法，成功完成了 １６２ 次小鼠插管、滴注操作，晋乐飞

等［７］在投射灯下用移液器建立了吸入式气管滴注

方法，但运用普通注射器和移液器进行滴注其精确

度远不如自制小鼠气管插管，同样会增加小鼠的痛

苦与不适。 Ｓｐｏｅｌｓｔｒａ 等［８］ 运用喉镜、自制塑料支架

和吸入麻醉设备建立了一套快速插管的气管滴注

法：喉镜的使用能够精确定位气管的位置，大大保证

了滴注的成功率；但是，该方法对操作要求比较高，
操作比较复杂，其他研究者难以快速掌握。

本研究创新使用了改良后的静脉留置针软管作

为气管插管工具，蛇形冷光源灯照射小鼠颈部，在清

晰视野下观察到小鼠声门裂，细小软管可轻松插入

小鼠气管，整个操作装置可保证滴注量的精确性，又
可将操作不适降到最低，当观察到软管中液体随着

小鼠的呼吸而上下移动即证明气管插入成功，可推

注药液，推注后观察小鼠呼吸频度加快，呼吸幅度加

深，声门开闭频度加快，可闻及肺部湿啰音。 该方法

操作快速准确，简单易学，使用设备常见易得，对小

鼠气道的损伤很小，可反复多次进行操作。 如果小

鼠麻醉技术恰当成熟，该方法的成功率可达 １００％ 。
本实验建模分组设计严谨合理，实验中以生理

盐水组作为实验（ＰＭ２􀆰 ５悬浮液）对照组和不进行任

０７
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何处理的空白对照组进行比较，肺组织病理评分和

炎症因子结果均显示未见明显的统计学差异，表明

肺滴注生理盐水和气管滴注操作对检测的各指标没

有显著影响，肺部致炎主要是 ＰＭ２􀆰 ５引起，为后续的

致炎机制研究提供科学依据支撑。 造模小鼠肺组织

病理提示 ＰＭ２􀆰 ５滴注后小鼠肺内有大量淋巴细胞聚

集及吞噬颗粒的巨噬细胞浸润，肺泡间隔增宽，存在

明显的时间和剂量依赖性表现，既往本课题组北京

大学第一医院 Ｚｈａｏ 等［９］ 采用急性暴露 ＰＭ２􀆰 ５后，病
理组织学评分在 ＰＭ２􀆰 ５暴露后第 ２４ ｈ 达到最高，之
后逐渐下降，至第 ７ 天达到最低水平，但在暴露后

第 １４ 天出现了轻度的反弹，考虑因模型急慢性暴

露不同及 ＰＭ２􀆰 ５颗粒采集时间及成分的差异引起病

理上改变趋势不完全相符。
在实验过程中，我们要注意做好麻醉及气管滴

注操作后小鼠的保暖措施，否则易引起意外死亡。
另外，小鼠在实验过程中意外死亡的原因有待进一

步研究，但是由于样本量大，可大大减少这种偏倚带

来的影响。 从肺组织病理和肺功能改变情况结果可

以看出实验结果可靠，从 ＥＬＩＳＡ 检测肺泡灌洗液炎

症因子结果可以证明本研究成功，为下一步深入研

究大气污染致病机理奠定了基础。 本实验使用了便

于操作的无创气管滴注方法，易操作，达到精确滴

注，减少了实验误差，提高了成功率，大大缩短了实

验时间，是本研究获得成功的关键。
本次实验初步探讨了炎症反应在 ＰＭ２􀆰 ５致肺损

伤中的作用，在今后的研究中对 ＰＭ２􀆰 ５的时间效应和

系统效应予以进一步的关注，为深入研究大气污染

对机体的致病机理奠定了基础。
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