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定量口鼻吸入法建立大鼠慢性阻塞性肺病模型
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(1. 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室,长沙　 410331;2. 湖南普瑞玛药物研究中心有限公司,
长沙　 410331;3. 中山大学中山医学院药理教研室,广州　 510080)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较烟雾经口鼻吸入 + 脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)气管滴注和烟雾全身暴露 + 脂多糖

气管滴注诱导的大鼠慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmonary disease,COPD)模型的差异,为 COPD 模型的

构建提供新的造模方法。 方法　 将 90 只雄性 SD 大鼠随机分为正常对照组、烟雾全身暴露组、烟雾口鼻吸入组,每
组 30 只。 烟雾全身暴露组采用“自制熏烟箱”进行烟雾的全身暴露,烟雾口鼻吸入组采用“定量吸烟装置”进行口

鼻吸入烟雾,两组动物均每天进行烟雾暴露 1 次,每次 60 min,连续 8 周,同时分别于造模第 1、7、15、21 天经气管注

入 LPS(1 mg / kg),以诱导建立 COPD 模型。 分别对定量吸烟装置和自制烟熏箱生成的烟雾进行质量控制,包括烟

雾颗粒的浓度稳定性和均一性验证,烟雾颗粒的粒径分布检测,并分别于造模 4、6、8 周通过肺功能检查、肺泡灌洗

液炎症因子白介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)含量的检测、组织病理学检查来比较两种造模方式的差异。
结果　 定量吸烟装置能生成浓度稳定的烟雾(浓度分别为 1. 1 mg / L(以颗粒计)和 0. 1 mg / L(以尼古丁计)),且其

质量中值粒径(median mass aerodynamic diameter,MMAD)(以尼古丁计)为 0. 86 μm,几何标准差(geometric standard
deviation,GSD)为 2. 12,自制烟熏箱所生成的烟雾浓度稳定性和均一性偏差均明显大于定量吸烟装置;烟雾口鼻吸

入组大鼠肺功能 FEV0. 2 / FVC、肺顺应性(Cdyn)指标均较烟雾全身暴露组下降更为明显,气道阻力(penh)增加更明

显;烟雾口鼻吸入组大鼠肺泡灌洗液 IL-6、TNF-α 水平在造模后 6 周即可见显著增加,烟雾全身暴露组大鼠需至造

模 8 周。 烟雾口鼻吸入组和全身暴露组大鼠造模后支气管炎症病变程度基本相当,但口鼻吸入组的肺气肿病变程

度更严重,且与全身暴露组(造模 8 周)相比,口鼻吸入组(造模 6 周出现)肺气肿病变出现统计学差异的时间更早;
烟雾口鼻吸入组平均内衬间隔(mean linear intercept,MLI)在造模 4 ~ 8 周均显著增大,平均肺泡数(mean alveolar
number,MAN)在造模 6 ~ 8 周均显著减少;烟雾全身暴露组仅造模 8 周可见 MLI 显著增大和 MAN 显著减少。 烟

雾口鼻吸入组肺功能指标(FEV0. 2 / FVC、Cdyn、Penh)、肺泡灌洗液细胞因子水平(IL-6、TNF-α)、肺泡组织病理学变

化(支气管严重和肺气肿病理评分、MLI、MAN)在造模后均可见显著的异常改变,但各指标变化的变异系数(CV%)
明显小于烟雾全身暴露组的相应指标。 结论　 LPS(1. 0 mg / kg)气管滴注联合烟雾全身暴露或烟雾口鼻吸入均能

构建典型的大鼠慢性阻塞性肺病模型,其中烟雾口鼻吸入能缩短模型构建的造模周期,连续造模 6 周即可成模,表
现为典型的慢性阻塞性肺病症状(肺通气功能障碍,支气管-肺脏慢性炎症浸润,并同时伴有肺气肿),且模型动物

个体间的差异更小(烟雾口鼻暴露 vs 烟雾全身暴露,CV%值更小)。
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【Abstract】　 Objective　 To compare differences in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) models induced
by smoke inhalation through the nose-mouth plus lipopolysaccharide (LPS) or smoke exposure through the whole body plus
LPS in rats, providing a new model for COPD. Methods　 Ninety male SD rats were randomly divided into normal control,
whole body exposure, and smoke inhalation groups with 30 rats per group. The whole body exposure group was placed in a
smoke box, whereby smoke contacted the whole body of the rats, whereas the smoke inhalation group inhaled smoke via the
nose-mouth in a quantitative smoking device. Animals in both groups were exposed to smoke once a day for 60 min over 8
weeks. LPS (1 mg / kg) was injected through the trachea on days 1, 7, 15, and 21 to induce the COPD model. Quality
control of the smoke generated by the quantitative smoking device and smoking box included verification of the concentration
stability and uniformity of the smoke particles and the particle size distribution of the smoke. At 4, 6, and 8 weeks of
modeling, pulmonary function examination, the content of proinflammatory factors interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis
factor-α (TNF-α) in alveolar lavage fluid, and histopathological examination were performed to compare the two modeling
methods. Results　 Quantitative smoking devices produced smoke with a stable concentration of 1.1 mg / L (total particles)
and 0.1 mg / L (nicotine), with a median mass particle size of 0.86 μm (nicotine) and a GSD of 2. 12. The deviation in
stability and uniformity of the smoke concentration produced by the smoking box was obviously greater than that of the
quantitative smoking device. Compared with the whole body exposure group, pulmonary function indexes FEV0. 2 / FVC and
pulmonary compliance (Cdyn) in the smoke inhalation group were decreased significantly, and airway resistance (Penh)
was increased significantly. IL-6 and TNF-α levels in alveolar lavage fluid of the smoke inhalation group were significantly
increased at 6 weeks after modeling, and those in the whole body exposure group were increased at 8 weeks after modeling.
The lesion severity of bronchial inflammation after modeling was similar in smoke inhalation and whole body exposure
groups, but the degree of emphysema lesions in the nose-mouth inhalation group was more severe, and statistically
significant differences in emphysema lesions appeared earlier in the nose-mouth inhalation group ( after 6 weeks of
modeling) than in the whole body exposure group (after 8 weeks of modeling). The mean linear intercept (MLI) in the
smoke inhalation group was increased significantly at 4 ~ 8 weeks of modeling, and the mean alveolar number (MAN) was
decreased significantly at 6 ~ 8 weeks of modeling. MLI was increased significantly and MAN was decreased significantly in
the whole body exposure group after 8 weeks of modeling. In the smoke inhalation group, significant abnormal changes were
observed in pulmonary function indexes (FEV0. 2 / FVC, Cdyn, and Penh), cytokine levels in bronchoalveolar lavage fluid
(IL-6 and TNF-α), and alveolar histopathological changes (bronchial severity and emphysema pathological score, MLI,
and MAN) after modeling. However, the coefficient of variation (CV%) of each index was significantly lower than that in
the whole body exposure group. Conclusion 　 A 1. 0 mg / kg LPS endotracheal drip combined with whole body smoke
exposure or nose-mouth smoke inhalation both establish a typical rat COPD model. Inhaled smoke via the nose-mouth route
shortened the modeling period. The model was established after 6 weeks of continuous smoke exposure, presenting typical
symptoms of COPD (pulmonary ventilation dysfunction and broncho-lung chronic inflammatory infiltration accompanied by
emphysema), and the difference between individual model animals was small ( nose-mouth smoke inhalation vs smoke
exposure, CV% values were smaller) .

【Keywords】　 nose-mouth inhalation; chronic obstructive pulmonary disease; cigarettes; lipopolysaccharide; rats
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic obstructive
pulmonary disease,COPD)是肺气肿和(或)慢性支

气管炎导致的以气道不完全可逆性气流受限为特

征的一类慢性呼吸系统疾病[1-3]。 目前已报道的

COPD 动物模型造模方法众多,包括单因素法(被动

吸烟、二氧化硫(SO2)吸入、脂多糖气管滴注、呼吸

道反复感染(主要是细菌)、蛋白酶诱导、基因工程

技术)和复合因素法(被动吸烟 + LPS、被动吸烟 +
蛋白酶、被动吸烟 + 呼吸道感染等) [4-6]。 香烟烟雾

是慢阻肺发病最相关的危险因素之一,烟雾暴露造
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模最接近人类 COPD 的患病环境,因此被动吸烟被

认为最符合人类 COPD 发展的造模方法[7-8]。 但被

动吸烟法存在烟雾暴露条件不易控制的缺点,导致

造模剂量无法量化,造模时间没有统一的标准,且
动物之间的病变程度也存在着较大差异。 因此,通
过标准化的手段控制烟雾暴露条件,对 COPD 模型

建立的稳定性和重现性具有重要意义。 本研究采

用经口鼻吸入烟雾诱导大鼠 COPD 模型,通过烟雾

浓度监测(以烟雾总颗粒物重量和颗粒物中的尼古

丁重量)控制烟雾暴露条件的稳定性,为 COPD 模

型建立的标准化提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级健康 SD 大鼠 90 只,雄性,6 ~ 9 周龄,
体重 180 ~ 220 g,购于湖南斯莱克景达实验动物有

限公司【SCXK(湘)2019-0004】,饲养于湖南普瑞玛

药物研究中心有限公司屏障环境动物实验室

【SYXK(湘)2020-0015】。 饲养期间大鼠自由摄食

和饮水,所用 SPF 鼠料( 60Co 消毒)由北京科奥协力

饲料有限公司提供。 饲养环境:昼夜各半循环照

明,温度 20. 5 ~ 25. 4℃, 湿度 43% ~ 64%。 本动

物实验经湖南普瑞玛药物研究中心有限公司动物

伦理与福利委员会的批准(IACUC-2021(2)022)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

芙蓉牌香烟(每支香烟含焦油量:11 mg,烟气

烟碱量:0. 9 mg,烟气一氧化碳 13 mg,20 支 /包,湖
南常德卷烟厂);尼古丁(批号:0830-RC-0003,生产

单位:广州佳途科技股份有限公司);脂多糖(LPS)
(规格:每瓶 10 mg,批号: 000011064,有效期至:
2022. 06,生产单位:Sigma);大鼠 TNF-α、IL-6、IL-8
ELISA 试剂盒(批号均为:092021,生产单位均为江

苏酶免实业有限公司)。 定量吸烟装置,由两部分

组成:第一部分为自动吸烟机(400 mm × 300 mm ×
400 mm,上海塔望智能科技有限公司),第二部分为

HRH-MNE3026 型小动物单浓度口鼻动态暴露吸入

染毒系统;撞击式药物气溶胶采样器(NGI)(北京慧

荣和科技有限公司);PFT 肺功能检测系统(上海塔

望智能科技有限公司);LC-20AT 高效液相色谱仪

(日本岛津);BG-800 型血气电解质分析仪(深圳市

麦迪聪医疗电子有限公司);Spectra Max i3x 型多功

能酶标仪(上海美谷分子);B203LED 型生物显微镜

(重庆奥特光学仪器有限公司生产);DFC 420C 型

病理成像系统(德国 Leica)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 香烟烟雾生成的质量控制

(1)“定量吸烟装置”烟雾生成的质量控制

注:A:电脑控制器;B:自动吸烟机;C:进气管路;D:烟雾暴露

塔(三层);E:大鼠吸入固定器;F:吸入暴露通道;G:抽气口;
H:抽气管路;I:过滤装置。

图 1　 定量吸烟装置连接装置示意图

Note. A. Computer controller. B. Automatic smoking machine. C.
Intake pipe. D. Smoke exposure tower ( three floors ) . E. Rat
inhalation fixator. F. Inhalation exposure channel. G. Air extraction
port. H. Suction pipe. I. Filter device.

Figure 1　 Quantitative smoking device schematic diagram
of connection device

香烟烟雾的成分众多,分为气相成分(二氧化

碳、一氧化碳、氮氧化物、挥发性低分子烷烃等)和

固相成分(尼古丁、烟焦油、亚硝胺等) [9-12],其中电

脑控制器(A)控制香烟机(B)进行烟雾生成,并经

口鼻吸入暴露系统(由 C、D、E、F、G、H、I 构成)的进

气管路(C)进入暴露染毒舱(D),烟雾通过染毒舱

的吸入通道(如图 F 所示,共 36 个吸入通道,其中 4
个分别用于氧气浓度、二氧化碳浓度、压差和湿度

的持续监测,剩余 32 个通道均可用于大鼠吸入染

毒)被大鼠经口鼻吸入体内,染毒仓内剩余的气溶

胶经抽气口(G)和抽气管路(H)被回收,并经过滤

装置(I)过滤除去气溶胶颗粒。 采用抽气泵经吸入

通道(F)采集染毒仓内的烟雾总颗粒(滤膜收集法,
抽气流量 1. 0 L / min,持续时间 10 min)称量采集

前、后滤膜重量差值,并计算烟雾总颗粒物浓度(滤
膜重量差值 / (1. 0 L / min × 10 min)),并进一步通

过高效液相色谱分析仪检测生成的烟雾,并获得稳

定浓度的烟雾颗粒(以烟雾总颗粒计,1. 1 mg / L;以
尼古丁计,0. 1 mg / L)。 在吸入染毒前分别进行雾

化稳定性和均一性验证,其中雾化稳定性验证即考

察烟雾生成后不同时间(如生成后的 10、30、60、90、
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120、180 min)的烟雾颗粒的浓度稳定性(以尼古丁

计,不同时间点的烟雾浓度在目标浓度的 ± 20%范

围内为稳定性合格);雾化均一性验证即考察不同

吸入通道(共 32 个通道,以十字交叉方向分别在每

层选择 4 个通道)的烟雾浓度差异(以尼古丁计,不
同吸入通道的烟雾浓度在目标浓度的 ± 20%范围

内为均一性合格[13-15])。 同时采用 NGI 进行烟雾颗

粒的粒径分析(以尼古丁为检测标志物),考察烟雾

的粒径分布情况。
(2)“自制烟熏箱”烟雾生成的质量控制

如图 2 所示,采用香烟机与透明 PVC 箱(400
mm × 300 mm × 400 mm)进行连接构建“自制烟熏

箱”,其中香烟机(A)进行烟雾生成,并经进气管路

(B)进入 PVC 箱体内(C),将大鼠放置于箱体底部

进行全身烟雾暴露。 采用抽气泵(F)经气溶胶采样

口(E) 采集烟雾总颗粒 (滤膜收集法,抽气流量

1. 0 L / min, 持续时间 10 min),称量采集前、后滤膜

重量差值,并计算烟雾总颗粒物浓度(滤膜重量差

值 / (1. 0 L / min × 10 min)),并进一步通过高效液

相色谱分析仪检测生成的烟雾。 在吸入染毒前分

别进行雾化稳定性和均一性考察,其中雾化稳定性

验证即考察烟雾生成后不同时间(如生成后的 10、
30、60、90、120、180 min)的烟雾颗粒的浓度稳定性

(以尼古丁计,并与定量吸烟装置的烟雾浓度进行

比较);雾化均一性验证即考察箱体 a、b、c、d、e 位置

的烟雾浓度差异(以尼古丁计)。 同时采用 NGI 通

过采样口(E)采集烟雾颗粒,并进行烟雾颗粒的粒

径分析(以尼古丁为检测标志物),考察烟雾的粒径

分布情况。
1. 2. 2　 分组与造模

大鼠适应性饲养了 7 d 后,按体重随机分为正

常对照组、烟雾全身暴露组(模拟传统造模方式)、
烟雾口鼻吸入组,每组 30 只。 烟雾全身暴露组采用

自制烟雾暴露箱(400 mm × 300 mm × 400 mm)进
行全身烟雾暴露,每天 1 次,每次 60 min,连续 8 周,
动物接触烟雾途径包括口鼻吸入、皮肤和毛发接触

等;烟雾口鼻吸入组每天经口鼻吸入固定浓度的烟

雾颗粒(1. 1 mg / L(以总颗粒物计)和 0. 1 mg / L(以
尼古丁计)),每天 1 次,每次 60 min,连续 8 周,具
体如图 1 所示:将香烟放入自动吸烟机(B),燃烧生

成烟雾,通过电脑控制器(A)控制烟雾流速,并经进

气管路导入烟雾暴露塔(D)供大鼠进行口鼻吸入,
将大鼠装入吸入固定器内(E),其口鼻部朝向插入

注:A:自动吸烟机;B:进气管路;C:烟熏箱;D:通气口(包括

D1、D2、D3、D4,用于与外界连通进行气体交换);E:气溶胶采

样口;F:大气采样器(用于采集烟雾颗粒);a,b,c,d,e 分别为

进行烟雾气溶胶颗粒采样的 5 个位置,通过从 E 采样口伸入

采样管路至 a,b,c,d,e 5 个位置,采用大气采样器 F 进行气溶

胶颗粒采集。

图 2　 自制烟熏箱连接装置示意图

Note. A. Automatic smoking machine. B. Intake pipe. C. Smoke
exposure chamber. D. Vent ( including D1, D2, D3, D4, used for
communication with the outside for gas exchange ) . E. Aerosol
sampling port. F. Air sampler ( for collecting smoke particles) . a,
b, c, d and e are the five locations for sampling smoke aerosol
particles respectively. By extending the sampling pipe from
sampling port E to five locations a, b, c, d and e, atmospheric
sampler F is used to collect aerosol particles.

Figure 2　 Self-made smoking box schematic diagram
of connection device

吸入暴露通道(F)进行烟雾的口鼻吸入,每次同时

可进行 32 只大鼠的口鼻吸入造模。 两种烟雾暴露

方式的香烟消耗率均为每分钟 0. 75 支(据香烟的

含量换算成尼古丁理论供应速度为 0. 675 mg / min,
换算成 60 min 内的尼古丁总量为 40. 5 mg)。 以首

次吸入染毒当天计为第 1 天,除正常对照组外,其余

各组均分别于吸入染毒第 1、7、15、21 天经气管滴注

1 mg / kg 的 LPS,以诱导形成大鼠慢性阻塞性肺部模

型,气管滴注方法如下:动物轻微麻醉,将大鼠仰卧

于解剖板上呈 30° ~ 45°倾斜位置,耳镜下暴露,用
微量注射器自声门处快速插入气管,并进行 LPS 的

滴注。 正常对照组滴注等体积的 0. 9%氯化钠注

射液。
1. 2. 3　 观察指标

(1)大鼠的一般行为观察:包括活动情况、进食

量、体重变化、毛发等;(2)肺功能检测:分别于末次

造模第 4、6、8 周(第 28、42、56 天)从各组取大鼠 10
只,腹腔注射 60 mg / kg 舒泰 50 麻醉,于气管上作倒

“T”型开口,进行气管插管,用 PFT 肺功能检测系统
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检测肺功能 0. 2 s 最大呼气量 /用力肺活量(FEV0. 2 /
FVC)、肺顺应性 ( Cdyn)、气道阻力 ( Penh) 指标;
(3)各时间点各组动物检测肺功能后,进行肺泡灌

洗液采集,具体操作方法如下:各组大鼠放血安乐

死,用 0. 9%氯化钠注射液 6 mL,自气管开口处注入

右肺,行肺泡灌洗,并收集肺泡灌洗液,采用大鼠

ELISA 试剂盒检测肺泡灌洗液 TNF-α、IL-6、IL-8 水

平;(4)组织病理学检查:各时间点各组大鼠采集取

肺泡灌洗液后,解剖取左侧肺,10%中性福尔马林溶

液固定,常规石蜡包埋、切片,进行苏木精-伊红

(HE)染色,观察各组大鼠肺组织形态学变化,并进

行病理评分和肺组织形态学定量分析,其中病理评

分标准如下:对支气管、细支气管周围肺泡炎症及

肺气肿程度进行病理评分,其中未见明显异常,记
录“-”,得 0 分;轻度病变,记录“ + ”,得 1 分;中度

病变,记录“ + + ”,得 2 分;重度病变,记录“+ + +”,
得 3 分。 肺组织形态学定量分析[16-21]:显微镜图像

上,以视野正中为中心划“ + ”字交叉线,计数经此

交叉线的肺泡间隔数(NS)。 测出“ + ”字线总长度

(L),以 MLI = L / NS 得到平均内衬间隔,其大小反

映肺泡平均直径。 单位面积平均肺泡数(MAN):计
数每个视野的肺泡数 ( Na),除以该视野的面积

(N),MAN = Na / N,其数值反映肺泡密度。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 统计软件进行分析,计量资料

数据在分析前进行正态性检验和方差齐性检验,正
态分布数据以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,并计算

变异系数(CV%) = 标准差 /平均值 × 100%。 非正

态分布数据用中位数表示。 两组均数比较采用 t 检
验,多组均数比较采用单因素方差分析。 以 P <
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 香烟烟雾生成的质量控制

2. 1. 1　 定量吸烟装置烟雾颗粒浓度稳定性和均一

性验证

如表 1 所示,吸烟机连接暴露吸入染毒系统进

行雾化发生后 10、30、60、90、120、180 min 的气溶胶

浓度均在目标浓度 1. 1 mg / L(以总颗粒物计) 和

0. 1 mg / L(以尼古丁计)的 ± 20%范围内的;暴露塔

上、中、下层通道偏差均在目标浓度的 ± 20%以内,
提示“定量吸烟装置”能持续、稳定并均一的生成固

定浓度的烟雾颗粒,为大鼠经口鼻吸入浓度稳定的

烟雾颗粒提供了质量可控的造模条件。

表 1　 定量吸烟装置香烟颗粒浓度稳定性和均一性

Table 1　 Stability and uniformity of cigarette particle concentrations in quantitative smoking devices

验证方法
Method of verification

称重法(以颗粒物重量计)
Method of weighing

(weighed by particulate matter)

高效液相色谱法(以尼古丁计)
HPLC

(measured by nicotine)

验证内容
Content of verification

稳定性验证(3 h)
Verification of
stability(3 h)

上、中、下层均一性验证
Uniformity verification
of upper, middle and

lower layers

稳定性验证(3 h)
Verification of
stability(3 h)

上、中、下层均一性验证
Uniformity verification
of upper, middle and

lower layers

目标浓度(mg / L)
Target concentration(mg / L) 1. 1 1. 1 0. 1 0. 1

实测浓度(mg / L)
Measured concentration(mg / L) 1. 03 ~ 1. 21 1. 01 ~ 1. 27 0. 099 ~ 0. 111 0. 100 ~ 0. 112

偏差(%)
Deviation(%)

-5. 5 ~ 10. 0 -8. 2 ~ 15. 5 -1. 1 ~ 11. 2 -0. 2 ~ 12. 1

是否合格
Qualifiedor not

合格
Up to standard

合格
Up to standard

合格
Up to standard

合格
Up to standard

2. 1. 2　 自制烟熏箱烟雾颗粒浓度稳定性和均一性

验证

如表 2 所示,吸烟机连接“自制烟熏箱”进行雾

化发生后 10、30、60、90、120、180 min 的气溶胶浓度

在目标浓度(1. 1 mg / L(以总颗粒物计)和 0. 1 mg / L
(以尼古丁计))的-19. 8% ~ 28. 9%范围内,偏差极

大;烟熏箱 a、b、c、d、e 五个位置的烟雾颗粒浓度在

目标浓度的-30. 9 % ~ 39. 1%范围内,提示将烟雾

颗粒导入“自制烟熏箱”后,其气溶胶颗粒浓度偏差

较大,可能进一步导致动物无法持续吸入稳定的烟

雾颗粒,且不同动物之间吸入的烟雾颗粒浓度同样

差异较大。
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表 2　 自制烟熏箱香烟颗粒的浓度的稳定性和均一性

Table 2　 Stability and uniformity of the concentration of cigarette particles in the self-made smoking box

验证方法
Method of verification

称重法(以颗粒物重计)
Method of weighing

(weighed by particulate matter)

高效液相色谱法(以尼古丁计)
HPLC

(measured by nicotine)

验证内容
Content of verification

稳定性验证(3 h)
Verification of
stability(3 h)

a ~ e 位点均一性验证
Verification of

uniformity a ~ e position

稳定性验证(3 h)
Verification of
stability(3 h)

a ~ e 位点均一性验证
Verification of uniformity

a ~ e position

目标浓度(mg / L)
Target concentration(mg / L) 1. 1 1. 1 0. 1 0. 1

实测浓度(mg / L)
Measured concentration(mg / L) 0. 82 ~ 1. 34 0. 76 ~ 1. 53 0. 080 ~ 0. 125 0. 100 ~ 0. 163

偏差(%)
Deviation(%)

-25. 5 ~ 21. 8 -30. 9 ~ 39. 1 -19. 8 ~ 28. 9 -16. 8 ~ 35. 8

是否合格
Qualifiedor not

偏差大
Large deviation

偏差大
Large deviation

偏差大
Large deviation

偏差大
Large deviation

2. 1. 3　 烟雾颗粒的粒径分布监测

如图 3 所示,以尼古丁为代表,对定量吸烟装

置和自制烟雾暴露箱中的烟雾颗粒的粒径分布

(质量中值粒径 MMAD,几何标准偏差 GSD)进行

考察,其烟雾颗粒的 MMAD 分别为 0. 860 μm 和

0. 904 μm, GSD 分别为 2. 120 和 1. 603,提示两种

造模装置中的烟雾颗粒粒径分布基本一致,烟雾

颗粒均能有效沉积于呼吸道,并且沉积部位主要

集中于呼吸道的深部(细支气管和肺泡) [16-26] ,具
有较大的呼吸系统危害。

注:A:香烟烟雾中尼古丁的特征液相色谱峰;B:定量吸烟装置的烟雾颗粒中尼古丁的粒径分布;C:自制烟熏箱中烟雾颗粒中尼古丁

的粒径分布。

图 3　 烟雾颗粒中尼古丁的粒径分布

Note. A. Characteristic liquid chromatographic peak of nicotine in cigarette smoke. B. Particle size distribution of nicotine in cigarette smoke.
C. Size distribution of nicotine in smoke particles in a “homemade smoker” .

Figure 3　 Size distribution of nicotine in smoke particles

2. 2　 大鼠一般情况及体重变化

如图 4A 所示,正常对照组大鼠实验期间活动

情况、二便、摄食、毛色等临床观察均未见异常,体
重稳定增长;烟雾全身暴露组实验期间活动、二便、
摄食等均未见异常,但动物毛色枯黄;烟雾口鼻吸

入组实验期间活动、二便、摄食、毛色等均未见异

常。 如图 4B 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴

露组动物造模后 3 ~ 8 周体重明显降低(P < 0. 05
或 P < 0. 01),烟雾口鼻吸入组动物造模后 5 ~ 8 周

体重明显降低(P < 0. 05 或 P < 0. 01);与烟雾全身

暴露组相比,烟雾口鼻吸入组造模后 8 周体重明显

增加(P < 0. 05)。
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注:A:各组大鼠临床观察;B:各组大鼠体重增长曲线图。 烟雾口鼻吸入组与正常对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;烟雾全身暴露

组与正常对照组相比,+P < 0. 05,++P < 0. 01;烟雾全身暴露组与烟雾口鼻吸入组相比,#P < 0. 05。 (下图同)

图 4　 COPD 大鼠临床观察

Note. A. Clinical observation of each group; B. Body weight growth curves of rats in each group. Smoke inhalation group compared with the

normal control group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Whole body exposure group compared with the normal control group, +P < 0. 05, ++P <

0. 01; Whole body exposure group compared with the smoke inhalation groups, #P < 0. 05. (The same in the following figures)

Figure 4　 Clinical observation of COPD rats

2. 3　 大鼠 COPD 模型肺功能的变化

如图 5A 所示,造模期间,正常对照组肺功能指

标(FEV0. 2 / FVC、Penh、Cdyn)趋于稳定;与正常对照

组相比,烟雾全身暴露组大鼠造模后 4 ~ 6 周的

FEV0. 2 / FVC 均呈进展性减小,其中烟雾全身暴露组

仅造模 8 周的 FEV0. 2 / FVC 可见显著减小 ( P <
0. 01),组内个体间的变异系数 CV%值为 19% ~
24%;烟雾口鼻吸入组大鼠造模后 4 ~ 6 周的

FEV0. 2 / FVC 均呈进展性减小,且造模 6、 8 周的

FEV0. 2 / FVC 均可见显著减小(P < 0. 01),组内个体

间的变异系数 CV%值为 8% ~ 11%。

注:因动物死亡,烟雾全身暴露组造模 4 周(n = 9)。

图 5　 COPD 大鼠肺功能的变化

Note. Due to animal death, whole-body smoke exposure group was modeled for 4 weeks(n = 9).

Figure 5　 Changes of pulmonary function in COPD rats

如图 5B 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴

露组仅见气道阻力 Penh 有增加趋势,但无统计学意

义,且组内个体间的变异系数 CV%值为 37% ~
42%;烟雾口鼻吸入组造模 4、6 周均可见气道阻力

Penh 的增大,但无统计学意义,造模 8 周可见 Penh
显著增大(P < 0. 01),且组内个体间的变异系数

CV%值为 13% ~ 17%。
如图 5C 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴

露组造模后 4、6 周的肺顺应性仅见降低趋势,但无

统计学意义,造模 8 周的肺顺应性可见显著降低(P
< 0. 01),且组内个体间的变异系数 CV%值为 36%
~ 75%;烟雾口鼻吸入组造模后 4、6、8 周的肺顺应

性均可见显著降低(P < 0. 05 或 P < 0. 01),且组内

个体间的变异系数 CV 值为 16% ~ 30%。
2. 4　 大鼠 COPD 模型肺泡灌洗液细胞因子的变化

如图 6 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴露

组造模第 4、6 周肺泡灌洗液 IL-6、TNF-α 水平仅见升

高趋势,但无统计学意义,造模第 8 周肺泡灌洗液 IL-
6、TNF-α 显著升高(P < 0. 01),并且 IL-6 和 TNF-α
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的组内个体间的变异系数 CV%值分别为 14% ~
27%、14% ~ 34%;烟雾口鼻吸入组造模第 4 周肺泡

灌洗液 IL-6、TNF-α 水平仅见升高趋势,但无统计学

意义,造模第 6、8 周肺泡灌洗液 IL-6、TNF-α 均可见

显著升高(P < 0. 01),并且 IL-6 和 TNF-α 的组内个体

间的变异系数 CV%值分别为 4% ~ 8%、5% ~ 8%。

注:因动物死亡,烟雾全身暴露组造模 4 周(n = 9)。

图 6　 COPD 大鼠肺泡灌洗液细胞因子的变化

Note. Due to animal death, whole-body smoke exposure group was modeled for 4 weeks(n = 9).

Figure 6　 Changes of cytokines in alveolar lavage fluid in COPD rats

2. 5　 大鼠 COPD 模型支气管-肺组织病理检查

2. 5. 1　 支气管-肺组织病理学评分

如图 7 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴露

组和烟雾口鼻吸入组造模 4、6、8 周支气管病理评分

均显著增大(P < 0. 01),且随着造模时间延长,病变

程度越严重。 且烟雾全身暴露组造模 6、8 周支气管

炎症病变均为轻度至重度改变;口鼻吸入组造模

6 周支气管炎症病变为轻度至重度改变,造模 8 周

支气管炎症病变为中度至重度改变。

与正常对照组相比,烟雾全身暴露组造模 4、6
周肺气肿程度仅见增大趋势,但无统计学意义,造
模 8 周肺气肿程度显著增大(P < 0. 01),但仍有 3 /
10 只大鼠未见明显肺气肿病变。 与正常对照组相

比,烟雾口鼻吸入组造模 4 周肺气肿程度仅见增大

趋势,但无统计学意义,造模 6、8 周肺气肿程度显著

增大(P < 0. 01),且所有动物均可见明显肺气肿,且
造模 6 周肺气肿病变为轻度至中度改变,造模 8 周

肺气肿病变为中度至重度改变。

注:因动物死亡,烟雾全身暴露组造模 4 周(n = 9)。

图 7　 COPD 大鼠支气管-肺组织病病理检查

Note. Due to animal death, whole-body smoke exposure group was modeled for 4 weeks(n = 9).

Figure 7　 Pathological scores of broncho-lung tissue in COPD rats

2. 5. 2　 肺组织形态学定量分析

如图 8 所示,与正常对照组相比,烟雾全身暴露

组和烟雾口鼻吸入组大鼠造模后 4 ~ 8 周的肺 MLI
均呈进展性增大,其中烟雾全身暴露组仅造模 8 周

的肺 MLI 可见显著增大(P < 0. 05),组内个体间的

变异系数 CV%值为 40% ~ 66%;烟雾口鼻吸入组

造模 4、 6、 8 周的肺 MLI 均可见显著增大 ( P <
0. 01),组内个体间的变异系数 CV%值为 22% ~
27%。 与正常对照组相比,烟雾全身暴露组造模后

4、6 周的 MAN 仅见减少趋势,但无统计学意义,造

1211



中国实验动物学报 2023 年 9 月第 31 卷第 9 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,September 2023,Vol. 31, No. 9

模 8 周的 MAN 可见显著减少(P < 0. 01),且组内个

体间的变异系数 CV%值为 32% ~ 41%;烟雾口鼻

吸入组造模后 6 周、8 周的 MAN 均可见显著减少

(P < 0. 05 或 P < 0. 01),且组内个体间的变异系数

CV 值为 17% ~ 19%。

注:因动物死亡,烟雾全身暴露组造模 4 周(n = 9)。

图 8　 COPD 大鼠肺组织形态学定量分析

Note. Due to animal death, whole-body smoke exposure group was modeled for 4 weeks (n = 9).

Figure 8　 Quantitative analysis of lung tissue morphology in COPD rats

3　 讨论

烟雾是诱发慢阻肺发病的最相关危险因素之

一,采用烟雾诱导动物 COPD 模型最接近人类的慢

阻肺发病进程和组织病变类型,因此主流的 COPD
造模方法多采用烟雾单因素或烟雾复合因素(复合

LPS、病原微生物感染、蛋白酶等)进行诱导,烟雾成

为了 其 中 必 备 的 诱 因。 烟 雾 具 有 固、 气 二 相

性[10-12],组成成分复杂(其中气相成分包括二氧化

碳、一氧化碳、氮氧化物、挥发性低分子烷烃等;固
相成分则包括尼古丁、烟焦油、亚硝胺等),且来源

众多(烟草、垃圾或稻草等的焚烧烟雾、汽车尾气烟

雾、工业烟雾等) [12],导致动物造模时的烟雾暴露条

件不易控制(如造模剂量无法量化或量化程度不够

精确,或量化后的造模剂量偏差较大)、造模时间无

法统一,同时烟雾暴露空间内不同位置的浓度差异

则是导致模型动物之间的个体差异较大的原因之

一[8]。 故本次研究采用吸烟机联合口鼻吸入暴露

系统组成“定量吸烟装置”,通过定量口鼻吸入烟雾

进行大鼠 COPD 模型的构建。 结果显示,与烟雾全

身暴露相比,烟雾经口鼻定量吸入能诱导形成更稳

定、均一的,个体差异更小的大鼠 COPD 模型,且其

造模条件能通过烟雾浓度和粒径分布进行验证和

监测,造模剂量能根据烟雾浓度和吸入时长进行量

化,造模时间为连续吸入烟雾 6 ~ 8 周,并可根据需

求调整造模时长来复制不同严重程度的 COPD
模型。

烟雾暴露条件包括造模条件(烟雾浓度、烟雾

粒径分布)和舱体的环境条件(氧气浓度、二氧化碳

浓度、温度、湿度等) [14-15]。 稳定和均一浓度的烟雾

能确保在每日造模时,个体动物能持续吸入浓度稳

定、一致的烟雾颗粒,这能确保动物的造模剂量是

稳定均一的,能减少动物因造模剂量不一致引起的

个体差异。 本研究分别采用了两种表示方式对烟

雾浓度进行定量,分别为烟雾的颗粒浓度(以颗粒

的总重量计)和烟雾的代表性成分浓度(以尼古丁
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计),其中浓度的稳定性验证分别比较了两种造模

装置(定量吸烟装置和自制烟熏箱)连续 180 min 生

成稳定浓度烟雾的能力,浓度的均一性验证分别比

较了两种造模装置不同吸入通道(针对定量吸烟装

置)或箱体内不同位置(针对自制烟熏箱)之间的烟

雾浓度的均一性。 结果显示,本研究中烟雾的目标

浓度分别为 1. 1 mg / L(以烟雾颗粒计)和 0. 1 mg / L
(以尼古丁计),在烟雾生成的 180 min 内,“定量吸

烟装置”的烟雾浓度范围为 1. 030 ~ 1. 210 mg / L
(以烟雾颗粒计)和 0. 105 ~ 0. 110 mg / L(以尼古丁

计),自制烟熏箱的烟雾浓度范围为 0. 82 ~ 1. 34
mg / L(以烟雾颗粒计)和 0. 080 ~ 0. 125 mg / L(以尼

古丁计);定量吸烟装置不同吸入通道的烟雾浓度

范围为 1. 01 ~ 1. 27 mg / L(以烟雾颗粒计)和 0. 100
~ 0. 112 mg / L(以尼古丁计),自制烟熏箱的烟雾浓

度范围为 0. 76 ~ 1. 53 mg / L (以烟雾颗粒计) 和

0. 100 ~ 0. 163 mg / L(以尼古丁计)。 上述结果提

示,自制烟熏箱内烟雾颗粒的浓度稳定性和均一性

的偏差均远大于“定量吸烟装置”,这可能造成动物

个体间的烟雾吸入量差异较大,并进一步导致模型

动物的病变程度个体差异大,这是在本次研究的全

身暴露组中得到的相互印证。 此外,根据“定量吸

烟装置”中烟雾的浓度和吸入时长对大鼠定量吸入

烟雾的剂量进行换算为 50. 8 mg / kg(以烟雾颗粒

计)和 4. 6 mg / kg(以尼古丁计)。
烟雾的粒径分布能够评估烟雾颗粒在气道中

的有效沉积的情况,文献报道显示,粒径小于 7 μm
的颗粒能有效沉积于呼吸道[27-32],且粒径越小,沉
积部位越深,其中粒径小于 0. 5 ~ 2. 0 μm 的颗粒能

有效沉积于肺泡中[33-38]。 本次研究结果显示,定量

吸烟装置和自制烟熏箱生成的烟雾颗粒 MMAD(以
尼古丁计)分别为 0. 860 μm 和 0. 904 μm,GSD 分

别为 2. 120 和 1. 603,提示两种造模装置生成的烟

雾均能有效在肺部沉积,且沉积部位主要集中于下

呼吸道(细支气管和肺泡) [3-7],具有较大的呼吸系

统危害[8-10]。 定量吸入时,舱体的环境条件(氧气

浓度、二氧化碳浓度、温度、湿度等)能保证在吸入

造模时,不会因为缺氧、温度过高等因素导致动物

异常(如死亡),本次研究对烟雾暴露舱内的环境条

件进行的监测。 结果显示,氧气浓度大于 19%,二
氧化碳浓度小于 1%,温度为 19 ~ 25℃,湿度为

30% ~ 70%。 自制烟熏箱因无法配置环境监测的

配件,无法实时监测箱体内的氧气、二氧化碳浓度

和箱体温度,因此采用自制烟熏箱造模的全身暴露

组在造模期间有 1 只动物死亡,且动物在造模期间

均表现出一定的临床观察异常(如体重降低、毛发

枯黄无光泽等),上述异常症状可能与动物长期处

于缺氧和高温环境有关。
本次研究通过将 1. 0 mg / kg 脂多糖经气管滴

注,并分别联合全身暴露和定量口鼻吸入来诱导大

鼠慢阻肺模型,并在造模期间对模型的进展情况进

行动态监测(监测指标包括肺功能、肺泡灌洗液和

肺组织病理检查),以确定大鼠 COPD 模型在烟雾

定量吸入条件下的成模时间,并比较全身暴露和定

量口鼻吸入造模方法的差异。 结果显示:(1)采用

烟雾全身暴露和烟雾定量口鼻吸入均可诱导形成

大鼠慢性阻塞性肺病模型,两种造模方法形成的模

型具有相同的病理生理改变(包括:①FEV0. 2 / FVC
和 Cydn 显著减小,Penh 显著增大;②IL-6 和 TNF-α
水平的显著升高;③支气管、细支气管及附近肺泡

均可见明显的慢性炎症浸润,肺泡腔显著增大,肺
平均内衬间隔显著增大,肺泡数显著减少)。 (2)慢
阻肺的病理改变包括慢性支气管炎和 (或) 肺气

肿[1-3],烟雾全身暴露组和烟雾口鼻吸入组均可诱

导产生明显的慢性支气管炎症,但与烟雾全身暴露

组相比,口鼻吸入诱导形成的慢性支气管炎病变程

度更严重,造模 8 周可形成中度至重度支气管炎症

病变(同时经口鼻吸入法可诱导更早发生肺气肿病

变,提示烟雾定量经口鼻吸入法的成模周期更短。
以模型动物同时伴有慢性支气管炎和肺气肿病变

作为 COPD 的成模标准进行判断,烟雾全身暴露法

造模 4、6、8 周的成模率(同时伴有支气管炎症和肺

气肿)分别为 20%、30%、70%,造模 8 周可初步建立

COPD 模型,且支气管-肺组织病变主要集中于轻度

至中度改变(慢性炎症浸润和(或)肺气肿),同时部

分动物未见肺气肿病变,动物个体间的肺组织病变

均一性较差。 经口鼻吸入法在造模 4、6、8 周的成

模率分别为 40%、100%、100%,提示造模 6 ~ 8 周

即可成功建立 COPD 模型,这小于文献报道的造模

周期[16-18],且经 6 周造模可诱导形成轻度至中度为

主的慢性阻塞性肺病,主要表现为肺功能显著下

降,肺部炎症因子水平( IL-6、TNF-α)显著升高,支
气管-肺组织主要表现为轻度至中度的炎症浸润,并
伴有轻度至中度的肺气肿;烟雾口鼻吸入法造模 8
周可诱导形成中度至重度的慢性阻塞性肺病,同时

肺功可见显著下降,肺部炎症因子水平显著升高,
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且烟雾定量口鼻吸入法诱导形成的模型个体差异

更小(个体间的 CV%值更小,仅为烟雾全身暴露法

各检测指标 CV%值的 0. 1 ~ 0. 5 倍),组织病理改

变更均一,且病变更严重。 (4)采用烟雾口鼻吸入

法进行 COPD 模型的构建,造模期间各环境参数稳

定(氧气浓度、二氧化碳浓度、温度、湿度等),且模

型动物未见死亡;采用烟雾全身暴露法进行 COPD
的构建,造模第 4 周可见 1 只大鼠死亡,可能与动物

吸入烟雾时导致的缺氧有关。
本次研究虽通过“定量吸烟装置”实现了烟雾

的定量吸入,并实现了大鼠 COPD 模型造模剂量的

相对量化(烟雾吸入剂量分别为 50. 8 mg / kg(以烟

雾颗粒计)和 4. 6 mg / kg(以尼古丁计))。 但需注意

的是,香烟的组成成分复杂,生成的烟雾包括了固

相成分和气相成分[10-12],本次研究仅对其中的固相

成分进行了定量(包括:(1)整体的烟雾颗粒;(2)单
一的代表性成分:尼古丁),无法完全代表烟雾的整

体成分,同时不同来源的香烟生成的烟雾成分不甚

相同[39-43],这些因素均对烟雾口鼻吸入构建 COPD
模型的标准化(造模剂量标准化、造模时间标准化、
生理病理改变标准化)产生了影响,但本次研究至

少提供了一种烟雾生成和造模条件的质量控制方

案,为 COPD 模型构建的稳定重现提供实验参考,同
时后续可进一步研究比较不同来源的烟雾(焚烧烟

雾、尾气烟雾、工业烟雾等)对 COPD 构建的影响。

4　 结论

综上所述,LPS(1. 0 mg / kg)气管滴注联合烟雾

全身暴露或烟雾口鼻吸入均能构建典型的大鼠慢

性阻塞性肺病模型,其中烟雾口鼻吸入能缩短模型

构建的造模周期,连续造模 6 周即可成模,表现为典

型的慢性阻塞性肺病症状(肺通气功能障碍,支气

管-肺组织慢性炎症浸润,并同时伴有肺气肿),且模

型动物个体间的差异更小。
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