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镇静小鼠的非侵入式气道反应性测定法及药物作用 3
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摘要  目的 }建立并验证镇静小鼠气道反应性的非侵入式测定法 o探讨小鼠气道高反应性与气道炎症的关系 ∀方

法 }观察致敏及药物对小鼠引喘阈浓度的影响 o及支气管2肺泡灌洗液k���ƒl中白细胞渗出量的变化 ∀结果 }与未

致敏小鼠相比 o致敏小鼠吸入 �� y«的 � ≤«引喘阈浓度显著降低 o���ƒ 中白细胞渗出量显著增高 o地塞米松kz qx

°ªΠ®ªl和氨茶碱kvz qx °ªΠ®ªl可降低致敏小鼠吸入 �� 引起的气道反应性增高和 ���ƒ 中白细胞渗出的增加 ∀结

论 }本模型可有效地检测小鼠气道反应性 o抗原引起的小鼠气道高反应性与气道炎症有关 ∀

关键词  气道反应性 ~乙酰甲胆碱 ~氨甲酰胆碱 ~地西泮 ~小鼠
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  气道反应性k¤¬µº¤¼ µ̈¶³²±¶¬√ ±̈̈ ¶¶l增高是哮喘的

重要特征 o以往研究气道反应性多在豚鼠和大鼠上进

行 ∀近年来 o小鼠模型受到了重视 o因为小鼠具有品系

纯 !繁殖快 !价廉易得等优点 ~与人过敏性哮喘相似 o小

鼠哮喘模型k以卵白蛋白致敏l过敏性反应的抗体主要

是 �ª∞≈t ou  o而豚鼠则由 �ª�抗体介导 ~且小鼠的免疫研

究知识和手段远较豚鼠和大鼠丰富 ~此外用于小鼠的

分子生物学技术较成熟 o已获得多种转基因和基因敲

除小鼠 o因此 o小鼠模型在哮喘研究中将占越来越重要

的地位 ∀但目前对小鼠气道反应性的测定多采用离体

气道平滑肌标本或麻醉气管插管法≈v ow 
o前者不能反映

整体情况 ~后者需进行开胸手术 o操作复杂 o且麻醉条

件可使小鼠的肺活量降低 !呼吸频率减慢 o人工正压通

气还会影响气道反应性测定的准确性 ∀本实验室在以

往镇静大鼠气道反应性测定法基础上≈x  o建立了测定镇

静小鼠气道反应性的非侵入式方法 ∀

1  材料和方法

1 .1  实验动物  ��� 小鼠kt{ ∗ uuªl o⎯ α各半k浙江

 3本研究得到国家自然科学基金k�²qv|zzs{yxl资助
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大学湖滨校区实验动物中心l ∀

1 .2  药品和试剂  卵白蛋白k�� o�µ¤§̈ ∂ l !氯化乙酰

甲胆碱 k ° ·̈«¤¦«²̄¬±̈ ¦«̄²µ¬§̈ o � ≤«l !氨 甲 酰 胆 碱

k¦¤µ¥¤¦«²̄ o≤≤« l均为美国 ≥¬ª°¤公司产品 ~其它药物

均为市售品 ∀

1 .3  动物哮喘模型  参考施焕中等的方法≈y 
o将 ��

tsΛª和氢氧化铝凝胶 ts°ª溶于 s qx°̄ 的生理盐水溶

液 o在小鼠的双足跖 !腹股沟 !腰共 y点皮下各注射s qsx

°̄ o同时颈后皮下注射 s qt°̄ o¬³ s qt°̄ 进行致敏 ou周

后同法再注射 t次 o第 u次注射后 u周对小鼠以s qx h

��k溶于生理盐水l雾化吸入攻击 o每次 us°¬± ot次Π§o

共 y§∀对照组小鼠以 us h的氢氧化铝凝胶同法注射 o

并同法吸入生理盐水气雾剂 ∀

1 .4  气道反应性的测定  小鼠 ¬³地西泮 us°ªΠ®ª或

乌拉坦 tªΠ®ª使之镇静或麻醉后 o置于密闭的自制圆柱

形体积描记器k直径 v¦° o长 tt¦° o体积 zz qz¦°vl内 o通

过压力换能器k� °÷ ts⁄° o美国 �²·²µ²̄¤公司l与平衡

记录仪相连 o实验时吸入溶液k� ≤«或 ≤≤«l由超声雾

化器kwsu型 o上海合力医疗器械厂l雾化 o经雾化盒kts

≅ ts ≅ ts¦°l充分混匀后进入体积描记器内 o描记器内

雾化浓度为 s qtsyy�Π°v
o根据该参数计算雾化药物浓

度k图 tl ∀

图 1  镇静小鼠气道反应性测定系统的示意图

测定呼吸变化时 o暂时封闭通气管 o记录 v°¬±内呼

吸变化 o测量间期以 w�Π°¬±气流保持通气 ∀呼吸容量

变化以下法定标 o将小鼠呼吸抑制后置于体积描记器

内 o注入不同量的空气 o记录描记笔的幅度 o得到容量

变化 k∃∂ oΛ̄ l与幅度 k ÷ o°°l的线性方程 } ∃ς �

p v qutyz n u qsu{z Ξ oν � us oρ� s q|{ oΠ� s qsst ∀

1 .5  麻醉和镇静状态及药物对基础呼吸频率及幅度

的作用  小鼠¬³地西泮 us°ªΠ®ª或乌拉坦 tªΠ®ªo置于

体积描记器内 o稳定 vs°¬± 后 o测定给药后 vs oys 和

|s°¬±时小鼠的基础呼吸频率及幅度 ∀

测定镇静小鼠的基础呼吸频率及幅度后 o¬³地塞

米松kz qx°ªΠ®ªl !氨茶碱kyu qx°ªΠ®ªl或生理盐水 ot«

后测定基础呼吸频率及幅度 o比较给药前后的呼吸变

化 ∀

1 .6  致敏及未致敏镇静小鼠 � ≤«和 ≤≤«的气道反应

性  致敏及未致敏小鼠分别以 �� 和生理盐水攻击

y§o最后一次攻击后 y«每隔 vs ∗ ws°¬±吸入浓度从低

到高的 � ≤«ks q{x ∗ tv qy ≅ ts
p w
°²̄Π°v

l或 ≤≤«kts
p x ∗

ts
p t
°²̄Π°v

l o观察吸入后 v°¬±内呼吸变化 ∀部分小鼠

吸入 y q{u ≅ tsp w °²̄Π°v 的 � ≤«!s q{x ≅ tsp w °²̄Π°v 的

≤≤«或生理盐水 o观察 us°¬±内的呼吸变化 ∀

1 .7  药物对致敏镇静小鼠气道反应性的作用  致敏

小鼠 s qx h �� 攻击 y§后 o测定气道反应性 o然后分别

¬³生理盐水 !地塞米松kz qx°ªΠ®ªl !氨茶碱kvz qx°ªΠ®ª

和 yu qx°ªΠ®ªl o¥¬§≅ v o第 v天先吸入 s qx h �� 攻击小

鼠 us°¬± o吸入后 x«给药 oy«测定气道反应性 o比较给

药前后气道反应性的变化 ∀

1 .8  �� 攻击及药物对小鼠气道炎症的作用  致敏和

未致敏小鼠分别以 �� 和生理盐水攻击 y§o最后一次

攻击后 y«处死 o用 �µ̈¥¶液 u°̄ 分两次作支气管2肺泡

灌洗 o回收液进行白细胞计数并比较 ∀致敏小鼠的给

药方式同上 o�� 攻击后 y«处死 o对支气管2肺泡灌洗液

k¥µ²±¦«²¤̄√ ²̈̄¤µ̄ ¤√¤ª̈ ©̄∏¬§o���ƒl进行白细胞计数并

比较 ∀

2  结  果

2 .1  麻醉和镇静状态对小鼠呼吸频率及幅度的影响

 小鼠kty只l¬³地西泮后频率为 usw ? wy o而 ¬³乌拉

坦ktx只l后频率为 tyv ? wxk Π � s qsx o与¬³地西泮小

鼠比较 oτ2检验l o两组的幅度则无明显差异 ∀

2 .2  致敏及未致敏镇静小鼠 � ≤«和 ≤≤«气道反应性

 随着 � ≤«及 ≤≤«的浓度逐渐增加 o主要表现为浓度

依赖性的频率加快 o个别小鼠可出现幅度增加和变异

波形k呼吸暂停或呼Π吸比改变lk图 ul o参考 �¬³¶等≈z 

的方法及本实验室以前所建立的豚鼠和大鼠气道反应

性测定法≈x o{ 
o以呼吸频率增加 vs h !呼吸幅度增加

xs h或出现变异波形作为喘息的指标 o引起这些变化

的最低浓度作为引喘阈浓度 o其负对数k p ²̄ª °²̄Π°vl

用来表示气道反应性 ∀致敏小鼠的 � ≤«及 ≤≤«的气

道反应性明显高于未致敏小鼠 o表现为引喘阈浓度明

显降低 o其负对数值明显增高k表 tl ~当激发剂浓度增

加 o致敏组的喘息发生率明显高于未致敏组k图 vl o两

组效应均与吸入浓度有依赖关系 o致敏小鼠 � ≤«及

≤≤«的 ∞≤xsk引起半数动物喘息所需浓度l分别为 t qzw

和 t qsu ≅ tsp w°²̄Π°v o未致敏小鼠则分别为 v qzu和 ts q

s ≅ tsp w°²̄Π°v ∀

��攻击的致敏小鼠吸入生理盐水 w°¬±后 o出现

频率显著下降 o直至 tx°¬±后回复 o而吸入 y q{u ≅ tsp w
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图 2  小鼠吸入浓度从低到高的 � ≤«气雾出现的三种

呼吸事件

� p呼吸频率增加 ~� p呼吸幅度增加 ~≤ p异常呼吸波形

表 1  未致敏k生理盐水攻击l和致敏小鼠k�� 攻击l

� ≤«和 ≤≤«的引喘阈浓度k p ²̄ª °²̄Π°vl≈ cξ ? σk νl 

未致敏组 致敏组

� ≤« v qv{ ? s qxsktxl v q{z ? s qwxkvsl 3 t

≤≤« v qvu ? s qvuktxl w qsv ? s qx|kuzl 3 u

注 }3 t Π� s qst o3 u Π� s qsst o与未致敏组比较 oτ2检验

图 3  � ≤«和 ≤≤«气雾引起致敏k�� 攻击l和未致敏

小鼠k生理盐水攻击l喘息反应的浓度2效应关系

t p致敏 n � ≤«k ν � wul ~u p未致敏 n � ≤«k ν � uwl ~v p致敏 n

≤≤«k ν � wul ~w p 未致敏 n ≤≤«k ν � uwl ~3 Π � s qsx o3 3 Π �

s qst o分别与未致敏组比较 oτ2检验

°²̄Π°v � ≤«在 ys¶内的频率有显著增加 ox°¬±内显著

高于生理盐水吸入组 ~未致敏小鼠以生理盐水攻击后 o

吸入同样浓度的 � ≤«和生理盐水后 us°¬±内频率未见

明显变化k图 wl ∀致敏小鼠k�� 攻击l吸入 s q{x ≅ ts
p w

°²̄Π°v ≤≤«后在 |s¶内频率增加k结果未列出l ∀各组

幅度增加均不显著 ∀

2 .3  药物对致敏镇静小鼠气道反应性的影响  地塞

米松kz qx°ªΠ®ªl及氨茶碱kyu qx°ªΠ®ªl对镇静小鼠k致

敏和未致敏l的基础呼吸频率及幅度无明显影响k结果

未列出l ~地塞米松kz qx°ªΠ®ªl和氨茶碱kvz qx°ªΠ®ªl能

显著降低致敏小鼠对 � ≤«的气道反应性 o高剂量的

图 4  未致敏小鼠k生理盐水攻击l和致敏小鼠k�� 攻

击l吸入 � ≤«ky q{u ≅ ts
p w
°²̄Π°vl和生理盐水后呼吸频

率的时效关系

每组动物数均为 ts只 ∀t p吸入 � ≤«~u p吸入生理盐水 ~v p

吸入前的基础值 ~3 Π � s qsx o3 3 Π � s qst o3 3 3 Π � s qsst o与

吸入生理盐水组比较 ~f Π � s qsx of f Π � s qst of f f Π �

s qsst o与吸入前比较 oτ2检验

氨茶碱kyu qx°ªΠ®ªl对致敏小鼠的 � ≤«气道反应性无

显著影响k表 ul ∀

表 2  药物对致敏小鼠k�� 攻击l � ≤«引喘阈浓度

k p ²̄ª °²̄Π°vl的影响kcξ ? σl

组  别 剂量Π°ª#®ªp t ν 用药前 用药后

对照组  { v quz ? s qvw   v qws ? s qwv

地塞米松    z qx y v qws ? s qvy v qty ? s quz 3

氨茶碱  vz qx y v qvy ? s qwt u q|w ? s qs| 3

氨茶碱  yu qx y v qw| ? s qvw v qtv ? s qwt

注 }3 Π� s qsx o与用药前比较 o配对 τ2检验

2 .4  药物对 �� 攻击后致敏小鼠 ���ƒ 白细胞总数的

影响  未致敏小鼠和致敏小鼠分别以生理盐水和 ��

攻击后 y« ���ƒ 中白细胞数目分别为 s qx{ ? s quv ≅

ts
y个Π°̄ 和 t qwx ? s qxs ≅ ts

y 个Π°̄ k Π � s qsstl ~地塞

米松 !氨茶碱均能显著抑制 �� 攻击后致敏小鼠 ���ƒ

白细胞渗出的增加k表 vl ∀

3  讨  论

清醒小鼠由于自发活动多 o不能保证呼吸功能稳

定的检测 ~地西泮和乌拉坦均能抑制小鼠的自发活动 o

本实验显示 o注射地西泮的镇静小鼠翻正反射存在 o对

外界刺激有反应 o乌拉坦则明显抑制小鼠的自主呼吸 o

表明地西泮对呼吸的抑制轻 o能较好地反映呼吸功能

状况 o也能保证小鼠呼吸功能稳定的检测 o这也与大鼠
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表 3  药物对致敏小鼠 �� 攻击后 y « ���ƒ 中白细胞

计数的影响kcξ ? σl

组  别 剂量Π°ª#®ªp t ν ktsy ¦̈¯̄¶Π°̄ l

对照组   tx     v qz{ ? s qzu

地塞米松    z qx y u qwy ? s qwy 3

氨茶碱  vz qx z u qwy ? s qxu 3

氨茶碱  yu qx tv t qw{ ? s q{w 3

注 }3 Π� s qsx o与对照组比较 o��∞• �≠2���∂ �

气道反应性测定条件一致≈x  ∀

�� 攻击的致敏小鼠吸入生理盐水后 w°¬±出现呼

吸频率显著下降 o这种呼吸波动机制不明 o有待于进一

步研究 o吸入激发剂后均在 u°¬±内呼吸发生显著变化 o

故本实验观察的时限为吸入激发剂 v°¬± o既能有效反

映激发剂引起的呼吸变化 o又可避免 v°¬±后呼吸波动

的干扰 ∀ �� 攻击后致敏小鼠的 � ≤«和 ≤≤«的引喘阈

浓度及引喘 ∞≤xs低于未致敏小鼠 o表明致敏小鼠的气

道反应性明显高于未致敏小鼠 o这与麻醉状态下气道

阻力和肺顺应性及离体气道上的结果相符≈t ov 
~而地塞

米松和小剂量氨茶碱等平喘药可显著抑制致敏小鼠的

气道反应性增高 o与其平喘效应一致 o表明本法可有效

反映气道反应性的变化 o引喘阈浓度是气道反应性的

稳定指标 ∀本实验中未见高剂量氨茶碱kyu qx°ªΠ®ªl对

小鼠气道高反应性有显著影响 o可能与较大剂量氨茶

碱的呼吸兴奋作用有关 ∀

本实验中抗原引起小鼠气道反应性增高的同时 o

也引起 ���ƒ 中白细胞渗出增加 o而地塞米松和氨茶碱

能显著抑制抗原引起的这两种效应 o与大鼠哮喘模型

的结果一致≈|  o也提示气道炎症与哮喘中气道反应性增

高有密切关系≈ts 
o� ¶̈¶¤̄ 观察到气道炎症细胞如肥大

细胞参与了气道高反应性≈t 
~地塞米松是经典的抗炎药

物 o可多环节抑制炎症反应 o氨茶碱除舒张支气管外 o

也具有抗炎作用 o本实验中两药降低气道高反应性的

作用可能与抑制抗原引起的气道炎症有关 o国外报道

糖皮质激素和茶碱可能通过抑制炎症细胞产生的细胞

因子降低气道高反应性≈v ott  ∀

国外研究小鼠哮喘模型多采用 ����Π¦品系≈t ov  o

本实验采用较之价廉 !国内更易获得且应用较广泛的

��� 小鼠 o也引发了气道高反应性和气道炎症 o因此具

有较大的推广价值 ∀

本实验室建立的非侵入式镇静小鼠气道反应性测

定方法 o操作简便 !稳定可靠 !可重复利用 o相对于国外

小鼠的气管插管法 o对呼吸中枢抑制轻 o可保持小鼠的

自主呼吸 !无创伤 o更接近临床实际 o通过呼吸频率 !幅

度和节律变化确定引喘指标 o可测得引喘阈浓度 o从而

有效地进行定量分析 ~通过本方法我们还验证了地塞

米松和氨茶碱对抗原引起小鼠气道高反应性的作用 o

为检测药物对气道高反应性的作用提供了简便有效的

手段 o表明本方法在呼吸生理和药理研究上将有较大

的应用价值 ∀
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