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气管滴注法与雾化吸入法建立小鼠急性肺损伤

模型及其效果比较

苑少欣  孔雅娴  李蕊  刘三海  朱安妮  乔艳雪  张剑平

【摘要】  目的   比较脂多糖（LPS）气管滴注法与雾化吸入法建立的小鼠急性肺损伤（ALI）模型，

确立更为有效的小鼠肺损伤建模方法。 方法   20 只健康雄性 C57BL/6 小鼠随机分为生理盐水（NS）

气管滴注组、NS 雾化吸入组、LPS 气管滴注组和 LPS 雾化吸入组。分别采用气管滴注法和雾化吸入

法建立肺损伤模型，5 h 后进行小鼠肺湿重 / 干重（W/D）比值测定、支气管肺泡灌洗液（BALF）蛋

白含量测定、细胞分类计数及炎性细胞因子检测。 结果   与对照组相比，LPS 气管滴注组和 LPS 雾

化吸入组小鼠肺 W/D 比值，BALF 中总蛋白浓度，TNF-α、IL-6、MCP-1 和 IL-1β 等多项炎性细胞因

子以及中性粒细胞数目均显著升高（P 均＜ 0.05）；NS 气管滴注组较 NS 雾化吸入组炎症背景高；

LPS 气管滴注组较 LPS 雾化吸入组各项肺部炎症指标组内差异大。 结论   雾化吸入方法对于建立小

鼠 ALI 模型更有效。
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【Abstract】 Objective  To compare the mouse models of acute lung injury (ALI) established by 

intratracheal instillation (IT) and aerosol inhalation (IH) of lipopolysaccharide (LPS), and to investigate which 

method was more effective.  Methods  Twenty male mice were randomly divided into normal saline (NS)-IT 

group, NS-IH group, LPS-IT group and LPS-IH group. The mice of LPS-IT and LPS-IH groups were exposed 

to LPS via intratracheal instillation and aerosol inhalation, respectively. The analysis of lung wet/dry weight 

(W/D) ratio, total protein concentration of bronchoalveolar lavage fluid (BALF), inflammatory cytokines 

in BALF and multiple cell countings in BALF were performed 5 h after exposed.  Results  The lung W/D 

ratio, total protein concentration of BALF, inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-6, MCP-1 and IL-1β in 

BALF, and the amount of neutrophils in BALF were significantly increased in the LPS-IT and LPS-IH groups 

compared with the NS-IT and NS-IH groups (P all < 0.05). Compared with the intratracheal instillation 

method, the aerosol inhalation method appeared to have lower background inflammation in the controls and 

less inter-animal variability.  Conclusion  The aerosol inhalation is proved to be more effective to establish 

the mouse model of ALI.
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 急性肺损伤（acute lung injury，ALI）/ 急性呼

吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，
ARDS）是指由心源性以外的各种肺内外致病因

素导致的急性、进行性缺氧性呼吸衰竭。ALI 和
ARDS 具有性质相同但程度不同的病理和生理改

变，主要表现为由多种炎性细胞（巨噬细胞、中性

粒细胞和淋巴细胞等）介导的肺部局部炎症反应和

炎症反应失控所致的肺毛细血管膜损伤。严重的

ALI 或 ALI 的最终严重阶段为 ARDS，病死率高达

50% 以上
[1-4]

，一直是危重症医学关注的焦点之一。

由于 ALI 发病诱因及疾病过程复杂，发病机制迄今

尚未明确，因此，建立有效的动物模型对研究其发

病机制具有重要意义
[5-6]

。 
 脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）是导致 ALI

的重要因素
[7]
，由于气管滴注操作简单和方便，气

管滴注 LPS 被广泛应用于制作多种肺损伤动物模

型
[8-13]

。依据操作时是否暴露气管，分为非暴露式

和暴露式气管滴注法
[14]
。目前实验室中广泛采用更

加有效的暴露式气管滴注方法。但此种方法为有创

操作，产生的肺部炎症比较局限于滴注点附近，并

不能模拟真实的感染过程
[15]
。雾化吸入法模拟患者

暴露于环境中发生感染的自然途径
[18]
，能够弥补气

管滴注法的不足，更好地控制到达各肺叶内 LPS 的

有效浓度
[12, 16-17]

。但迄今为止，对于 LPS 气管滴注

和雾化吸入两种方法的造模效果尚缺乏客观、系

统的评价。

 本研究拟分别采用 LPS 气管滴注法和 LPS 雾

化吸入法建立小鼠 ALI 模型，对两种方法造模的效

果进行评价，为进一步研究 ALI 发病机制选择更为

稳定有效的动物模型。

材料和方法

一、实验动物

本研究采用 SPF 级 6 ～ 8 周龄 C57BL/6 雄性

小鼠 20 只，体重 20 ～ 23 g，购于中国医学科学院

动物所。动物许可证号为：SCXK 京 2009-0007。 
二、主要试剂和设备

LPS（B.E. coli 0111:B4）和戊巴比妥钠（生

理盐水配制 0.4% 浓度）购自美国 Sigma 公司；抗

-F4/80-FITC、抗 -CD48-APC 和抗 -Gr-1-Percp 荧光

抗体均购自美国 eBioscience 公司；抗 -CD45-APC-
Cy7、 抗 -CD11b-PE-CF594 和 抗 -CD11c-PE 荧 光

抗体，小鼠 CBA（Cytometric Beads Array）试剂盒

和小鼠 IL-1β ELISA 检测试剂盒，绝对细胞计数管

（TruCount Tube）均购自美国 BD Bioscience 公司；

BCA（bicinchoninic acid）蛋白定量试剂盒购自美

国 Bender 公司；自动雾化吸入装置（用 403C 压缩

空气式雾化器改装而成）购自江苏鱼跃医疗设备股

份有限公司。

三、实验方法	
1. 实验分组及模型制备：20 只健康雄性

C57/BL6 小鼠随机分为生理盐水（normal saline，
NS）气管滴注组（NS-IT）、NS 雾化吸入组（NS-
IH）、LPS 气管滴注组（LPS-IT）和 LSP 雾化吸入

组（LPS-IH），每组 5 只，重复 3 次。以 LPS 作

为刺激物（对照组采用 NS），分别采用暴露式气

管滴注法和雾化吸入法建立 ALI 模型。各组于造模

5 h 后收集样本。

（1）暴露式 LPS 气管滴注法建立小鼠 ALI
模型：小鼠腹腔注射 100 ml 戊巴比妥钠（0.4%），

麻醉生效后进行气管滴注：将小鼠仰卧固定于操

作台上，正中切开颈前皮肤，钝性分离皮下组织，

暴露气管。采用静脉套管代替气管导管，实验组

气管内滴注 LPS 0.5 mg/kg（用 NS 配制，LPS
浓度为 100 mg/ml），对照组气管内滴注等体积

NS（5 ml/kg），滴注后立即将动物直立并旋转，

使药物均匀分布于两肺。

（2）LPS 雾化吸入法建立小鼠 ALI 模型：自

动雾化吸入装置启动后，空气压缩机将压缩后的空

气送到装有 LPS 浓度为 2.5 mg/ml 的塑料管中，使

LPS 成为雾状液体，进一步被雾化器送入装有小鼠

的密闭盒中，持续雾化 30 min。对照组雾化吸入相

同时间的 NS。
2.  小鼠肺叶及支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar

lavage fluid，BALF）的获得：造模5 h后给予小鼠

腹腔注射100 ml戊巴比妥钠（0.4%），开胸，结扎

小鼠左主支气管，取左肺。颈部分离气管进行插管

后，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，
PBS）灌洗右肺3次，1 ml/次，回收率大于80%。

将回收的BALF离心后分别获得上清及细胞。

3. 小鼠多项肺部炎性指标的检测：（1）小鼠

肺湿重 / 干重（W/D）比值测定：完整获取小鼠左

肺后，称湿重（W），然后将肺组织置于 95 ℃恒

温箱中干燥，10 h 后取出称干重（D），计算 W/D
比值。

     （2）BALF 上清总蛋白浓度检测：按照 BCA 蛋

白定量试剂盒说明书进行操作，检测 BALF 上清中

总蛋白浓度。

    （3）BALF 上清炎性细胞因子检测：应用小鼠
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CBA 试剂盒和小鼠 IL-1β ELISA 检测试剂盒，按试

剂盒说明书进行操作，检测 BALF 上清炎性细胞因

子，包括 TNF-α、IL-6、MCP-1 和 IL-1β 等。

     （4）BALF 细胞分类及计数：对 BALF 离心后

获得的细胞进行混合流式抗体（CD45/CD11b/F4/80/
Gr-1/CD48）避光染色 15 min。用 2 ml PBS 重悬

BD 绝对计数管，其内含有已知数目的荧光微球。

充分混匀后于每个样本管内加入 200 ml 重悬液体，

应用 FACS Aria Ⅱ流式细胞分选仪（BD Bioscience
公司）对 BALF 中各群细胞及荧光微球进行检

测。获得各群细胞包括所有有核细胞（CD45+
）、

多 形 核 中 性 粒 细 胞（CD45+CD11bhighGr-1high
）、

单核细胞（CD45+CD11bhighCD48high
）和巨噬细胞

（CD45+F4/80high
）及荧光微球百分比，利用下面公

式计算出 BALF 中各群细胞绝对数目：

BALF 中各群细胞绝对数目 = 

四、统计学处理

      采用 GraphPad Prism V 5.01 软件系统对数据进

行统计分析，每两组间比较采用独立样本 t 检验。

以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

结    果

一、肺湿重 / 干重（W/D）比值测定

肺 W/D 比值用来评估肺水肿的严重程度。LPS
气管滴注组和 LPS 雾化吸入组肺 W/D 比值均较相

应对照组显著升高（P ＜ 0.05），提示两种造模方

法均造成不同程度肺水肿。同 NS 雾化吸入组相比，

NS 气管滴注组 W/D 比值显著升高（P ＜ 0.05），

表明气管滴注操作本身即可诱发肺水肿。LPS 气管

滴注组肺 W/D 比值的变异系数显著大于 LPS 雾化

吸入组：前者变异系数 CVa = 0.0776，后者变异系

数 CVb = 0.0187，CVa ＞ CVb，表明气管滴注法产生

的组内差异显著高于雾化吸入法，见图 1。 
二、BALF 中总蛋白浓度的测定

BALF 中总蛋白浓度变化反映了肺部血气屏障

的完整性。LPS 气管滴注组 BALF 中总蛋白浓度较

NS 气管滴注组略有升高，但差异无统计学意义；

LPS 雾化吸入组 BALF 中总蛋白浓度较 NS 雾化吸

入组显著升高（P ＜ 0.001），提示两种方法均不同

程度破坏肺部血气屏障，导致通透性增加。NS 气

管滴注组 BALF 中总蛋白浓度较 NS 雾化吸入组显

著升高（P ＜ 0.05），表明气管滴注操作本身可能

引发上皮细胞损伤，导致肺血气屏障破坏。LPS 气

管滴注组 BALF 中总蛋白浓度的变异系数显著大于

LPS 雾化吸入组：前者变异系数 CVc = 0.7240，后者

变异系数 CVd = 0.0497，CVc ＞ CVb，表明气管滴注

法产生的组内差异显著高于雾化吸入法，见图 2。 
三、BALF 中炎性细胞因子检测

BALF 中炎性细胞因子的浓度直接反映肺泡腔

内炎症反应的程度。LPS 气管滴注组和 LPS 雾化吸

入组 BALF 中 TNF-α、IL-6、MCP-1 和 IL-1β 等多

种炎性细胞因子均较相应对照组显著升高（P 均 ＜ 
0.05），表明两种造模方法均有效激活天然免疫应答，

分泌大量炎性细胞因子。LPS 气管滴注组 BALF 中

TNF-α、IL-6、MCP-1 和 IL-1β 等多项炎性细胞因

子的变异系数均显著大于 LPS 雾化吸入组，表明气

管滴注法产生的组内差异显著高于雾化吸入法，见

图 3 和表 1。 

表 1  两种造模方法 BALF 中炎性细胞因子含量的变异系数比较（%）

 组别 TNF-α IL-6 MCP-1 IL-1β
LPS 气管滴注组 54.38 66.52 62.77 62.46
LPS 雾化吸入组   7.19 13.80   9.77   7.29

表 2    BALF 中细胞分类计数（× 105
， x  ± s）

组别    有核细胞   中性粒细胞     单核细胞    巨噬细胞
NS 气管滴注组 1.788 ± 1.433   0.892 ± 0.717   0.016 ± 0.013 0.768 ± 0.618
NS 雾化吸入组 1.444 ± 0.028   0.001 ± 0.000a   0.012 ± 0.001 1.381 ± 0.038
LPS 气管滴注组 4.000 ± 4.351b   3.608 ± 3.939c   0.010 ± 0.011 0.209 ± 0.227
LPS 雾化吸入组 7.589 ± 0.283d   6.887 ± 0.254e   0.018 ± 0.0007f 0.381 ± 0.014g 

        注：同 NS 气管滴注组相比，
a
：t = 2.778，P = 0.0240，b

：t = 1.080，P = 0.3118，c
：t = 1.157，P = 0.1678；同 NS 雾化吸入组相比，

d
：

t = 48.38，P < 0.0001，e
：t = 60.50，P < 0.0001，f

：t = 9.190，P < 0.0001，g
：t = 55.65，P < 0.0001

表 3    BALF 中各群细胞数目的变异系数比较（%）

组别  有核细胞  中性粒细胞  单核细胞 巨噬细胞
NS 气管滴注组   80.11   80.44   80.88   80.45
NS 雾化吸入组     1.96     5.49   11.80     2.73
LPS 气管滴注组 108.80 109.20 111.70 108.60
LPS 雾化吸入组     3.72     3.69     3.85     3.61
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四、BALF 中细胞分类计数

BALF 中细胞分类计数用于评价小气道和肺泡

腔内炎性细胞浸润的种类和数量。同 NS 气管滴注

组相比，LPS 气管滴注组 BALF 中有核细胞总数、

中性粒细胞数目均升高；同 NS 雾化吸入组相比，

LPS 雾化吸入组 BALF 中有核细胞总数、中性粒细

胞、单核细胞数目均显著升高，巨噬细胞数目显著

降低（P ＜ 0.001），提示两种方法均可引起炎性

细胞向肺部的迁移和募集。

NS 气管滴注组 BALF 中性粒细胞数目显著高

于 NS 雾化吸入组（P ＜ 0.05），表明气管滴注本

身即可引发中性粒细胞向肺部迁移和募集；气管滴

注组各项细胞数目的变异系数显著大于雾化吸入

组，表明气管滴注组产生的组内差异显著高于雾化

吸入组，见表 2 ～ 3。

讨    论

ALI 由于致病因素的多样性和高病死率已经引

起人们的普遍关注，是重症医学的研究热点之一，

但发病机制尚未完全明确
[18-20]

。因此，建立更为完

善的动物模型是阐明其发病机制的前提和重要保证。

LPS 气管滴注法与 LPS 雾化吸入法均为建立

小鼠 ALI 模型的有效方法
[11]
。本研究从肺湿重 / 干

重比值、BALF 中总蛋白浓度、促炎细胞因子及炎

性细胞分类计数等 4 个方面同时对两种方法的造模

效果进行比较。结果表明，两种方法均导致肺部产

生大量炎性细胞因子、趋化因子，大量炎性细胞在
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图 3  各组小鼠 BALF 中多种炎性细胞因子测定  
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肺部浸润及肺水肿形成，说明两种造模方法均可以

成功建立小鼠 ALI 模型。然而，NS 气管滴注组同

NS 雾化吸入组相比，以上各项指标均显著升高，

提示气管滴注方法本身即可对机体造成刺激，产生

较高的炎症背景，尤其是引起大量中性粒细胞向肺

部的募集。在此过程中，侵入性有创操作及注入气

道内液体的体积等造成的影响是不可忽视的。此外，

Smith 等
[18]

研究发现，雾化吸入法应用较低的 LPS
剂量即可产生较高的炎症和较明显的气道上皮化生

现象，同样表明气管滴注和雾化吸入两种方法造模

效果的不同。 
其次，本研究发现，同 LPS 雾化吸入组相比，

LPS 气管滴注组以上炎症指标的变异系数较大，组

内差异显著。气管滴注法的操作过程复杂、步骤多，

因此，小鼠的麻醉状态、气道反应的个体差异、操

作的不稳定性等多种原因均可能造成进入气道内的

LPS 有效剂量不同以及 LPS 在肺内的分布不均。相

比之下，LPS 雾化吸入组小鼠处于同一密闭环境中，

自然吸入 LPS，实验操作过程稳定、人为因素小、

无需麻醉或进行有创操作，肺部各项炎症指标组内

差异小，模型更加稳定。

综上所述，尽管LPS气管滴注法存在多种优点，

雾化吸入法建立的小鼠 ALI 模型更为稳定，各项炎

症指标组内差异小；操作本身对机体无明显刺激，

对照组产生炎症背景低，产生的结果更加稳定可靠，

并且能够更好地模拟患者 ALI 发病过程。因此，在

拥有完善的雾化吸入设备及实验室防护措施健全的

前提下，雾化吸入法是一种更加行之有效的建模方

法。       
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