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专题介绍

小鼠动物实验方法系列专题(六)
小鼠是生命科学研究和医学研究的重要模式生物。随着小鼠基因组测序计划的完成, 国际上明显加速

了在这方面研究的投入和部署。从2005年起, 美国、欧盟、加拿大等批准了一系列重大科学计划, 开展基因

工程小鼠的大规模研制, 这些项目包括美国国立卫生院的小鼠基因剔除计划(KOMP, http://www.nih.gov/sci-
ence/models/mouse/knockout)、欧盟第七框架的欧洲小鼠条件性剔除计划(EuCOMM, http://www.eucomm.org)
和加拿大的北美小鼠条件性剔除计划(NorCOMM, http://norcomm.phenogenomics.ca/index.htm)等。中国也在

2006年由科技部立项、上海南方模式生物研究中心牵头启动了中国的小鼠条件性基因敲除计划, 该计划支

持了国内几十个高校和研究所150种条件性基因敲除小鼠模型的建立。随着这些研究计划的快速进展, 大量

基因工程小鼠模型成为科学界的共同资源, 这将对功能基因组和人类疾病治疗的机制以及新药的研发产生

重大而深远的影响。为帮助读者能更好地利用这些小鼠资源开展研究, 我们以专栏形式陆续刊登介绍小鼠

动物实验技术的文章, 也欢迎读者能够踊跃投稿, 把自己手头正在做的小鼠动物实验技术方法和心得体会介

绍给大家, 一起来分享实验过程中的得失和快乐。
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摘要      近年来, 哮喘发病率有逐年增长的趋势, 因此利用动物模型研究哮喘发生的分子生物

学机制及治疗方案具有重要的意义。利用卵清蛋白(ovalbumin, OVA)致敏诱导动物发生哮喘是比

较成熟的方法。常用的实验动物有小鼠、大鼠、豚鼠、家兔等。该文主要介绍一种可以有效致敏

129Sv品系小鼠、建立哮喘疾病模型的技术路线, 并对模型指标进行了具体的描述, 供从事相关研

究的人员参考。
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哮喘属于Ⅰ型超敏反应, 也称为速发型超敏反

应, 是由多种炎性细胞如嗜酸性粒细胞、肥大细

胞、T淋巴细胞、中性粒细胞、气道上皮细胞等[1-2]

和Th2[3-4]细胞因子(IL-4、IL-5、IL-10、IL-13)参与

的气道慢性炎症疾病。引起哮喘的抗原也称变应

原。已确认的变应原有相似的物理特性, 如易溶于

水、分子量在10~40 kDa之间, 但它们的生物学性质

不同, 主要包括植物花粉、真菌孢子、菌丝和螨虫

等。哮喘作为一种慢性气道炎症, 反复发作使气道

壁结构发生变化, 包括气道平滑肌增厚、细胞外基

质沉积、基底膜增厚、炎症细胞浸润和腺体增生肥

大, 导致持续非特异性的支气管高反应性(bronchial 
hyperresponsiveness, BHR)[5-6]。

在哮喘的发病机制中, Thl和Th2淋巴细胞亚群

数目功能失衡, 以及Thl/Th2比例失调起到了重要

作用[7]。Th2分泌的细胞因子(IL-4、IL-5、IL-10、
IL-13)对哮喘具有促进作用, Th1分泌的细胞因子

(IFN-γ、IL-12)对哮喘的发生有抑制作用[5,8-13]。

迄今, 研究人员对于动物哮喘模型建立及运用

已有100多年[14], 其中运用腹腔注射卵清蛋白(oval-
bumin, OVA)预致敏, 随后进行喷雾吸入OVA, 已成

为建立小鼠哮喘模型应用最为广泛的方法[15]。本文
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就这一方法的实施及相关评价指标做一详细介绍。

1   材料与方法
1.1  试剂和仪器

OVA(Sigma公司), 用生理盐水配制成1%的溶

液; 生理盐水(丰原涂山制药有限公司); 氢氧化铝佐

剂(国药); 戊巴比妥钠(Sigma公司); 980超声雾化仪

器(上海新天缘医疗设备有限公司); 荧光定量PCR仪
(Eppendorf公司); ELISA kit (eBioscience公司); 眼科

剪; 旋转石蜡切片机(Thermo公司); Synergy2多功能

酶标仪(BioTek公司)。
1.2  实验动物

SPF级别的129Sv小鼠12只(上海南方模式生

物研究中心保种供应), 均为雄性, 6~8周龄, 体重

24~30 g, 分为实验组6只, 对照组6只。小鼠饲养在

恒温(21~22 ºC)和具备空气过滤的房间, 每隔12 h光
暗循环。非实验期间小鼠自由进食及饮水, 食物为

辐照消毒后的标准鼠粮, 饮水为高温消毒后的纯净

水。本文的动物实验方案获得单位动物伦理委员会

的批准。

1.3  OVA哮喘模型的建立

实验组在第0天和第5天分别给每只小鼠腹腔注

射含有20 μg OVA和2 mg氢氧化铝佐剂的生理盐水。

对照组仅给予佐剂。从第12天开始实验组小鼠用1%
的OVA生理盐水溶液进行喷雾处理, 激发小鼠的过敏

反应, 每天2次, 每次1 h, 2次间隔4 h, 共进行5天。对

照组仅给予生理盐水雾化吸入。喷雾过程在规格为

27 cm×20 cm×10 cm的透明塑料容器中进行。容器一

头连接超声雾化器, 经超声振荡产生的OVA气雾剂进

入容器, 在容器另一头有两个小孔, 便于气体流通。

1.4  临床观察  
主要观察小鼠是否出现烦躁不安、呼吸急促、

腹肌抽搐、大小便失禁等症状。

1.5  炎症标本采集及分析

1.5.1　支气管肺泡灌洗(bronchoalveolar lavage, BAL)
最后一次OVA喷雾处理24 h后对小鼠进行支气管

肺泡灌洗。小鼠称重后注射戊巴比妥钠进行全身麻

醉。麻醉后固定在解剖台上, 用手术刀纵向切开颈

部肌肉暴露气管进行气管插管, 用1 mL注射器向

气管内缓慢注射1 mL PBS并反复抽吸2次, 回收率

50%~90%, 回收液即为肺支气管肺泡灌洗液(BAL 
liquid, BALF)。灌洗液3 000 r/min离心10 min, 上清

转移到新的离心管中, 置于–20 ºC保存用于分析细

胞因子水平; 沉淀用PBS悬浮后用于细胞计数和涂

片观察(瑞氏—姬姆萨染色, Wright-Giemsa staining), 
根据染色后细胞的形态、大小以及核的形态区分成

嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞和中性粒细胞。

体积从小到大是: 淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细

胞和嗜酸细胞。嗜酸性粒细胞颗粒呈鲜红至桔红色; 
巨噬细胞核呈浅紫色, 胞质呈灰蓝色; 淋巴细胞核呈

深蓝紫色, 胞质呈天蓝色; 中性粒细胞核为蓝紫色, 
颗粒呈蓝紫至紫红色。

1.5.2　肺部基因表达水平测定及肺组织切片HE染色

灌洗液回收结束后立即处死小鼠。肺部组织一部分

提取RNA并用荧光定量RT-PCR分析基因表达水平, 
另一部分用于HE染色观察组织病理情况[17]。

1.6  实验数据处理

实验所得数据采用OriginPro 7.0 软件进行数据

处理, 统计学分析采用students’ t-test。
 

2   结果
经过OVA致敏及喷雾处理后, 实验组小鼠可以

观察到烦躁不安, 出现频繁瘙痒的行为改变。

通过对小鼠支气管肺泡灌洗液(BALF)中的细

胞进行瑞氏—姬姆萨染色, 根据染色后细胞的形态、

大小以及核的形态区分成嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、

淋巴细胞和中性粒细胞, 通过计数统计后发现, OVA
实验组BALF中总细胞及上述各种细胞类型的数目

与对照组小鼠相比有显著的提高(图1)。同时, 实验

组小鼠BALF中细胞因子IL-4、IL-5和IL-13的水平

显著高于对照组小鼠(图2), 说明OVA抗原致敏能激

发小鼠中跟哮喘相关的Th2类细胞因子的上调。荧

表 1　炎症因子RT-PCR引物

Table 1　Primers for inflammatory cytokine
引物 序列

Primer	 Sequence
IL-4F	 5’-ACA GGA GAA GGG ACG CCA T-3’
IL-4R	 5’-GAA GCC CTA CAG ACG AGC TCA-3’
IL-5F	 5’-AGC ACA GTG GTG AAA GAG ACC TT-3’

IL-5R 5’-TCC AAT GCA TAG CTG GTG ATT T-3’

IL-10F 5’-GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA-3’

IL-10R 5’-ACC TGC TCC ACT GCC TTG CT-3’

IL-13F 5’-GGA GCT GAG CAA CAT CAC ACA-3’

IL-13R 5’-GGT CCT GTA GAT GGC ATT GCA-3’

EotaxinF 5’-TGT CTC CCT CCA CCA TGC A-3’
EotaxinR	 5’-GAT CTT CTT ACT GGT CAT GAT AAA GCA-3’
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末次OVA喷雾处理24 h后, 小鼠肺泡灌洗液(BALF)中总细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞和中性粒细胞计数。NC为腹腔注射佐剂组

(对照组), OVA表示腹腔注射乳清蛋白组(实验组)。数据以mean±SEM表示, n=6, *P<0.01, **P<0.005, ***P<0.000 1。
Total cell and eosinophils, macrophages, lymphocytes and neutrophils counts in BALF of OVA (OVA) treated mice and Non-OVA (NC) treated mice 24 h 
after the last OVA atomization imbibition. Data are shown as mean±SEM, n=6, *P<0.01, **P<0.005, ***P<0.000 1.

图 1　肺泡灌洗液(BALF)中的总细胞数及各类细胞数

Fig.1　Total and differential cell counts in the BALF

n=6, 数据以mean±SEM表示, *P<0.01, **P<0.005。
n=6, data are shown as mean±SEM, *P<0.01, **P<0.005.

图 2　ELISA检测灌洗液(BALF)中相关因子的水平

Fig.2　Relative cytokine production in BALF by ELISA

光定量PCR也证明了实验组小鼠肺部与哮喘相关基

因的表达显著上调(图3)。病理分析表明, 与对照组

NC与OVA组小鼠哮喘相关基因的相对表达量。数据以mean±SEM表

示, n=6, *P<0.01, **P<0.005。
Relative expression of some asthma related genes in lungs from OVA 
(OVA) treated mice and Non-OVA (NC) treated mice. Data are shown 
as mean±SEM, n=6, *P<0.01, **P<0.005.

图 3　哮喘模型小鼠肺部哮喘相关基因的表达情况

Fig.3　Expression of asthma relative genes

相比, 实验组小鼠均发生了肺部血管及支气管壁增

厚, 并伴随大范围的淋巴细胞浸润(图4)。
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3   讨论
与其它动物相比, 小鼠哮喘模型具有许多优势, 

如成本较低、易于获得、繁殖力强、遗传背景清楚、

相关研究较为丰富等。尤其是小鼠可以利用基因剔

除技术和转基因技术方便地获得各种突变体, 易于

研究哮喘的分子机制。

实验小鼠品系很多, 常用的品系有C57BL/6、
129Sv、BALB/c、CBA等。不同小鼠品系在气道反

应性、T淋巴细胞免疫等方面有自身不同的特点。

C57BL/6小鼠对尘螨和豚草抗原的反应性较强, 而
BALB/c小鼠较易产生针对卵白蛋白(OVA)和花粉的

气道高压反应(airway hyper-responsiveness, AHR)和
高滴度IgE。

当前, 制备基因剔除小鼠的ES细胞常来源于

129Sv, 因此观察用129Sv品系的小鼠是否易于建立

小鼠哮喘模型具有一定的指导意义。OVA预致敏

制作动物哮喘模型, 有不同的致敏激发方式。OVA
的使用浓度也不尽相同, 不同的文献报道的模型制

作有不同的差异。本文摸索出以致敏剂量为20 μg 
OVA和2 mg氢氧化铝佐剂的生理盐水建立129Sv小
鼠哮喘模型。

我们参考了文献[16-17]的报道, 进行了实验研

究, 结果表明, OVA致敏129Sv小鼠, 出现了哮喘的典

型分子生物学特征。Th2细胞因子的表达显著增加, 
其中IL-5能使嗜酸细胞活化与增殖, 在形成气道嗜

酸粒细胞炎症中起到重要的作用[18]。国外学者[19]已

证实IL-4可诱导B淋巴细胞合成IgE, 本文中实验组

BALF及肺部因子分析均表明IL-4均比对照组高, 也
提示着IgE的滴度会上调, 研究人员可以对最后一次

OVA喷雾处理24 h后的小鼠采取血清检测IgE, 也可

以用BALF检测IgE。气道高反应性也是作为哮喘疾

病模型的一个指标, 利用该模型深入研究哮喘机理, 
如: 平滑肌重塑及气道重塑等变化的研究人员, 可以

检测这个指标, 目前, 国内外大多采用全身性体积描

记法测定方法。

该哮喘模型可以用来研究气道嗜酸性细胞炎

症、气道高压反应、气道黏液产生、化学介质和细

胞因子分泌变化以及基因及相关药物作用等。但该

模型往往只形成急性炎症, 缺少肺组织纤维化、平

滑肌增生、微血管增多、气道壁增厚等慢性炎症表

现, AHR也只持续至末次雾化激发后72 h, 以后逐渐

恢复至正常水平, 这些特点需要在研究中注意。

箭头所指表示小鼠经OVA致敏激发后肺部血管壁及支气管壁增厚, 发生了淋巴细胞浸润。10倍视野下, 图A和图B的标尺=100 μm; 20倍视野下, 

图C和图D的标尺=40 μm。

Arrow indicates that vessel wall and bronchial wall of OVA treated mice increased thickness, and the infiltrating lymphocyte. A, B, bar=100 μm; C, D, 
bar=40 μm.

图 4　哮喘模型小鼠肺病理切片及HE染色

Fig.4　Pathological section and HE staining of mouse lung tissue
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A Method to Induce Asthma Model by OVA in 129Sv Mice Strain

Lin Zhirong1, Wang Weigang1, Yan Huimin2, Wu Youbing2, Ren Jianke2*
(1School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China;

 2Shanghai Research Center for Model Organisms, Shanghai 201203, China)

Abstract        As morbidity of asthma is increasing in recent years, it is necessary to investigate the molecular 
mechanism and treatment methods of asthma. OVA is one of several sensitinogens for inducing asthma in mice, rat, 
guinea pig and rabbit. In this article, we introduced a method to induce asthma model in 129Sv strain by OVA and 
described the evaluation index for this model, which provide reference for researchist.
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