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·基础实验研究论著·

支气管肺泡灌洗术在哮喘小鼠模型中的应用

酆孟洁，邱　晨△，刘雯雯

（暨南大学第二临床医学院／深圳市人民医院呼吸内科，广东深圳５１８０２０）

　　摘　要：目的　探讨哮喘小鼠模型支气管肺泡灌洗术标准化操作方法。方法　构建哮喘小鼠模型，使用２４Ｇ静脉留置针对

小鼠全肺进行支气管肺泡灌洗术，共３次，每次０．８ｍＬ，反复抽注３次。支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）离心后取细胞沉淀进行涂片

ＨＥ染色检查。结果　每只小鼠可顺利回收１．８～２．１ｍＬＢＡＬＦ，回收率７５％～８７．５％；哮喘小鼠ＢＡＬＦ涂片可见大量嗜酸性粒

细胞。结论　采用该方法可成功收集哮喘小鼠模型ＢＡＬＦ，可推广应用于其他疾病小鼠模型。
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　　哮喘是一种以可逆性气流受限为特征的气道Ｔｈ２炎症，

常伴有支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）相应改变，表现为嗜酸性粒

细胞增多及Ｔｈ２细胞因子［如白细胞介素（ＩＬ）４、ＩＬ５、ＩＬ１３

等］分泌增加［１２］。以动物模型进行哮喘机制研究时，常以

ＢＡＬＦ改变来判断造模是否成功、治疗是否有效
［３４］。小鼠是

最常用的哮喘模型动物［５６］，因此小鼠ＢＡＬＦ是最常用标本之

一。但小鼠气管具有管径小、管壁薄、长度短、周围血管丰富等

特点，不易获得合格的ＢＡＬＦ标本。目前国内外尚未见专门

针对小鼠肺泡灌洗术的报道。本课题组借鉴大鼠ＢＡＬＦ灌洗

方法［７８］，对哮喘小鼠模型肺泡灌洗术进行了探讨。

１　材料与方法

１．１　一般资料　取６～８周龄ＳＰＦ级Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠２０只，

按体质量编号后，按随机数字表法随机分为正常组和哮喘组，

每组各１０只。哮喘造模方法参考文献［９］。正常组小鼠以等

量生理盐水（ＮＳ）替代卵清蛋白（ＯＶＡ）作为致敏液及激发液，

其余处理方法同哮喘组。所有小鼠在末次激发４８ｈ后切开气

管，插管后提取小鼠ＢＡＬＦ。

１．２　支气管肺泡灌洗　（１）小鼠腹腔注射水合氯醛（４００ｍｇ／

ｋｇ），使小鼠快速过量麻醉致死。将处死的小鼠仰卧位置于解

剖盘（蜡盘）上，图钉固定四肢末端。（２）用７０％乙醇消毒小鼠

颈部皮肤，沿颈部正中线纵行切开１．０ｃｍ皮肤，切口下缘至胸

腔入口处；用止血钳钝性分离皮下结缔组织和肌肉，暴露气管；

分离气管两侧及气管与食管间结缔组织，游离气管；穿两根约

２０ｃｍ长外科缝线于气管食管之间。（３）术者左手持眼科镊，

夹住小鼠气管环状软骨远端气管，提起气管至略呈弧形；术者

右手持２４Ｇ静脉留置套管针，以３０度角从甲状软骨与环状软

骨间结缔组织膜处进针，朝气管隆突方向送静脉留置针，进入

气管约３ｍｍ；左手放下眼科镊，改握住静脉留置针尾端针翼，

右手拔出留置针不锈钢针芯；左手使套管针以与气管平行的方

向，轻柔缓慢向气管隆突方向递送，如有可感阻力，提示遇到气

管隆突，此时应将套管向后退２～３ｍｍ。（４）将置于气管食管

间的手术缝线拿起，分别在套管进入气管处、套管远端处结扎，

尽可能扎紧以固定套管和气管。（５）以１ｍＬ注射器抽吸０．８

ｍＬＮＳ，接在静脉套管针进液端，将 ＮＳ缓缓注入气管，停留

３０ｓ后将ＮＳ缓缓回抽，可见回抽出带乳白色泡沫状液体，重复

灌洗３次，最后可回抽出０．６～０．７ｍＬＮＳ，转移至ＥＰ管中；

重复以上步骤２次。（６）以１５００ｒ／ｍｉｎ将ＢＡＬＦ离心１０ｍｉｎ，

可见离心管底部出现乳白色细胞沉淀，取上清液用于细胞因子

检测，细胞沉淀经１００μＬＮＳ重悬后涂片，在无菌操作台中风

干后，用７５％乙醇固定，行 ＨＥ染色。

２　结　　果

２０只小鼠气管插管均一次性成功，成功回收ＢＡＬＦ，成功

率为１００％。每只小鼠实验过程耗时约１０ｍｉｎ，单人操作即可

完成。气管套管与气管结合牢固，未发生滑脱。灌洗液回抽顺

利，每只小鼠可收集ＢＡＬＦ约１．８～２．１ｍＬ，回收率约７５％～

８７．５％，离心后可获得细胞（０．５～１）×１０６ 个，未见血液污染。
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ＢＡＬＦ涂片检查，正常组见少量巨噬细胞（图１），哮喘组见大

量嗜酸性粒细胞（图２）。

图１　　正常组ＢＡＬＦ涂片（可见少量巨噬细胞，

未见嗜酸性粒细胞）

图２　　哮喘组ＢＡＬＦ涂片（可见嗜酸性粒细胞和

淋巴细胞，以嗜酸性粒细胞为主）

３　讨　　论

支气管肺泡灌洗术是研究呼吸系统疾病基本技术，本研究

分别对哮喘小鼠和正常小鼠实施了支气管肺泡灌洗术，所得

ＢＡＬＦ涂片检查显示正常组ＢＡＬＦ可见少量巨噬细胞，哮喘组

则见大量嗜酸性粒细胞。笔者前期研究已证实，哮喘小鼠

ＢＡＬＦ炎性细胞总数、嗜酸性粒细胞数及ＩＬ４水平均高于正

常小鼠［９］。上述结果提示哮喘造模成功，为后续研究打奠定了

良好的基础。

回顾小鼠肺泡灌洗全过程，与大鼠肺泡灌洗术相比，基本

过程相似，但须注意以下几点：（１）“净”，分离小鼠气管时，要注

意保证气管与周围组织剥离干净，尽可能完全游离颈部气管。

气管周围有较大的血管，若没有剥离干净，在行气管插管时，血

管可能被眼科镊夹破或静脉套管针挑破，导致血液流出而干扰

插管的视野，且血液进入气管将导致ＢＡＬＦ污染，影响ＢＡＬＦ

细胞成分和炎性因子分析。此外，若周围组织剥离不净，则外

科线结扎气管－套管时不易扎牢，套管易滑脱出小鼠气管，导

致肺泡灌洗术失败。（２）“小”：小鼠气管直径（１．５ｍｍ）小于大

鼠气管（２～２．５ｍｍ），因此要注意选取相应直径的套管针。２４

Ｇ静脉留置针常用于儿童输液，分为不锈钢针芯和套管两部

分，套管外径约０．７ｍｍ，长度为２０ｍｍ，针芯长于套管１ｍｍ，

因此适用于小鼠气管插管。（３）“稳”：小鼠气管长度短于大鼠，

因此２４Ｇ静脉套管易被送入气管深处，穿破气管，因此静脉套

管一旦进入小鼠气管，需以与气管平行的方向，轻柔缓慢向气

管隆突方向递送。如果有可感阻力，提示遇到气管隆突，此时

应将套管向后退２～３ｍｍ，防止出现意外。此外，在进行肺泡

灌洗时，要特别注意保护气管套管不被随手拔出，除使用外科

手术线固定气管和静脉套管外，以手握住气管套管的针翼也非

常重要。（４）“少”：大鼠肺组织容量大于小鼠，因此大鼠单侧肺

肺泡灌洗所用ＮＳ可达２．５ｍＬ，但小鼠肺泡灌洗量明显减少。

笔者建议小鼠双侧肺的灌洗液量采用０．８ｍＬ，单肺的灌洗液

量为０．４ｍＬ左右。灌洗液量过大将导致肺内压力急剧升高，

严重时可导致灌洗液由肺组织包膜渗入胸腔中。

若遇到一些意外情况，也需仔细分析原因，以便采取相应

措施。（１）回抽不出ＢＡＬＦ可能与以下原因有关：①气管套管

送入气道太深；②在插管过程中，套管戳破气管，致使气道穿

孔，注射器注入的液体由穿孔处漏入胸腔；③注射器回抽力度

过大，导致静脉套管远端及气管远端变形，阻碍回抽ＢＡＬＦ。

（２）ＢＡＬＦ被血液污染可能与以下原因有关：①气管周围血管

损伤，血液渗漏入气管中；②肺部炎性疾病导致血管通透性增

加，使ＢＡＬＦ中出现红细胞。后一种情况可通过观察肺组织

切片是否存在出血性炎症而鉴别。（３）ＢＡＬＦ涂片发现细胞数

量少可能与气管插管过深，导致灌洗肺叶减少有关。（４）

ＢＡＬＦ涂片发现细胞破裂，胞浆丢失，仅剩细胞核，可能与气管

套管管径太小，而ＢＡＬＦ反复抽吸过频、速度过快，导致细胞

受挤压而变形有关。
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