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一种大鼠慢性哮喘模型的建立与评价 

刘中成 1*, 张艳芬 2 

(河北大学 1. 药学院,  2. 实验室管理办公室, 河北 保定 071002)   

摘要: 本实验旨在探讨一种新的大鼠慢性哮喘模型建立方法。采用组胺激发对 SD 大鼠进行筛选, 模型组经

腹腔和皮下多点注射 OVA (卵清白蛋白) 致敏大鼠, 1% OVA 雾化激发 1 周建立急性模型, 0.1% OVA 雾化激发 12
周建立慢性模型, 对照组以生理盐水代替。通过检测大鼠肺组织病理切片、BALF (肺泡灌洗液) 炎性细胞构成、

血清总 IgE 和 OVA 特异性 IgE、肺功能等指标变化情况及被动皮肤过敏试验对模型进行评价, 并对急、慢性模

型进行了比较。结果显示, 慢性哮喘模型组气道平滑肌及基底膜厚度、杯状细胞增生及胶原沉积情况、皮肤蓝

斑溶出物光吸收度值、血清总 IgE 和 OVA 特异性 IgE 含量等指标均显著高于急性模型组, 但气道炎性细胞浸润

程度及 BALF 中嗜酸性粒细胞比例低于急性模型组; 急、慢性模型组呼吸速率及呼气流量间无显著性差异; 急、

慢性哮喘模型组中以上各指标均显著高于正常对照组。因此, 本实验成功制备大鼠慢性哮喘模型, 基本复制了人

哮喘病理生理特征。 
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Abstract: This study is to establish a rat chronic asthma model.  Sensitive SD rats were selected through 
histamine challenge.  The asthmatic groups were sensitized by ih and ip with OVA, aluminium hydroxide gel 
and inactivated bacillus pertussis on day 1 and 14.  From day 21, acute asthmatic group was aerosolized 1% 
OVA for 1 week, chronic asthmatic group was aerosolized 0.1% OVA for 12 weeks.  The control groups received 
saline as the substitution of OVA.  Twenty four hours after the last provocation, physiological monitoring 
equipment was used to detect the pulmonary function, then the rats were sacrificed.  Bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) was collected to calculate the ratio of different inflammatory cells.  ELISA was used to detect  
total IgE and OVA-specific IgE in serum.  Microscopy was conducted to observe the histopathology of lung 
stained with haematoxylin and eosin staining.  Collagen fibers were detected using Picric acid-Sirius red staining 
technique.  The optical density at 610 nm of extractive from locus caeruleus was detected by passive cutaneous 
anaphylaxis (PCA).  The results showed that the asthmatic characteristics were significantly developed in model 
groups, but not in control groups.  Chronic asthmatic group had significantly higher indexes than acute asthmatic 
group, including the thickness of airway smooth muscle and bronchial basement membrane, and goblet cell  
hyperplasia, the area of collagen in airways, A610 of extractive from locus caeruleus, the concentration of total  
IgE and OVA-specific IgE in serum.  However, inflammatory cell infiltrate in lungs and the percentage of  
eosinophils of white blood cells in BALF were lower in chronic asthmatic group than those in acute asthmatic 
group.  Respiratory rate and respiratory flow showed no significant difference in both model groups.  In   
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conclusion, the rat chronic asthma model is established by the way in this study, which is comparable to the 
physiopathologic characteristics of human asthma. 

Key words: chronic asthma; rat; airway remodelling 
                                                                 

哮喘是由多种因素参与的气道慢性炎症疾病 , 
气道炎症、气道重塑及气道高反应性是其临床的典型

特征。哮喘发病率及死亡率逐年升高, 但至今对其发

病机制仍不十分清楚。鉴于人体实验的局限性, 目前

对于哮喘的研究往往需要通过动物模型来进行。理想

的动物模型是研究哮喘病理生理学机制及探索新型

治疗策略的工作基础。 
哮喘动物模型种类繁多, 其中鼠类应用最为普

遍[1]。但目前哮喘模型大多是经短期致敏、激发所建

立的急性模型, 往往形成气道急性炎症, 缺少上皮纤

维化、胶原沉积、杯状细胞增生、平滑肌增厚及非特

异性 AHR 等结构重塑的慢性哮喘特征, 不能很好地

模拟哮喘患者反复接触变应原使病情逐渐恶化的过

程[2, 3]。近年来, 国内外对慢性哮喘模型的研究报道

逐渐增多, 但大多以小鼠为实验动物, 而以大鼠建立

慢性哮喘模型的研究国内未见报道[4−6]。本实验结合

国内外文献报道, 选择国内常用的 SD 大鼠, 在传统

模型制作方法基础上进行适当改良, 摸索出一种新

的大鼠慢性哮喘模型建立方法。 
 

材料与方法 
实验动物  清洁级雌性 Sprague-Dawley (SD) 大

鼠, 6～8 周龄, 体重 (150 ± 15) g, 由军事医学科学

院动物中心提供, 合格证书号: SCXK-军 2002-001。 
实验试剂  卵清白蛋白 (OVA, Grade V, Sigma

公司); 灭活百日咳杆菌  (北京天坛生物公司); 总
IgE检测试剂盒 (R&D公司); 绵羊抗大鼠 IgE多克隆

抗体 (Serotec 公司); 兔抗绵羊 IgG (北京中杉金桥公

司); 刘氏快速染液 (上海申雄公司)。其他均为国产

分析纯试剂。 
实验仪器   动物多功能生理仪及呼吸传感器 

(中国泰盟科技公司, 型号: BL-420E); 医用超声雾化

器 (北京亚都公司, 型号: YC-Y800); 显微镜 (日本

Olympus, 型号 : BX51); 紫外分光光度计  (美国

Beckman, 型号: DU800); 酶标仪 (美国 Bio-Rad 公

司, 型号: 680); 病理切片系统 (德国 Leica 公司, 型
号: RM2128); 离心机 (德国 Sigma 公司, 型号: 1-14)。 

实验动物筛选  将正常大鼠放于自制的密闭玻

璃箱内, 超声雾化 0.5% 磷酸组胺盐生理盐水溶液刺

激大鼠, 观察大鼠吸入组胺后的呼吸变化情况, 选择

吸入组胺后 20 s 内出现呼吸急促、前肢缩抬、点头

或腹式呼吸等哮喘症状的大鼠作为实验用鼠。 
急、慢性哮喘模型建立  大鼠随机分为正常对照

组 (15 只)、急性模型组 (15 只), 慢性模型组 (20 只), 
分笼饲养, 可以自由进食去 OVA 的特殊饲料和水。模

型组于第 1 天、第 14 天用新鲜配制的 OVA 1 mg 与

含 10%氢氧化铝凝胶的生理盐水混悬液共 1 mL, 在
大鼠四肢内测皮下注射, 每点 0.2 mL, 腹腔注射 0.2 
mL, 同时腹腔注射灭活百日咳杆菌 5×109个; 正常对

照组以生理盐水代替。急性模型组第 21天以 1% OVA
进行雾化吸入, 激发大鼠哮喘, 每次雾化 30 min, 每
天 1 次, 连续 7 天; 慢性模型组第 21 天以 0.1% OVA
进行雾化吸入, 每次雾化 30 min, 3 次/周, 连续 12 周; 
正常对照组以生理盐水 (NS) 代替 OVA 激发。最后

一次激发 24 h 后利用动物多功能生理仪和自制体描

箱, 采用全体积描述法测定呼吸速率及呼气流量, 然
后用戊巴比妥钠腹腔麻醉 (50 mg·kg−1), 75%乙醇浸

泡 3 min 消毒皮肤, 无菌心脏采血致死。 
支气管肺泡灌洗液 (BALF) 采集及 BALF 中炎

性细胞计数  心脏采血致死后, 立即充分暴露颈部, 
分离气管, 将肺整体取出, 手术线结扎左肺后将左肺

固定, 右肺用 37 ℃预热生理盐水 6 mL 灌洗 3 次, 回
吸率在 80%左右。回收后, 1 500 r·min−1 离心 10 min, 
收集 BALF, 置−20 ℃冻存。吸取细胞沉渣 100 μL 涂

片。干燥固定后, 刘氏染色, 显微镜下分类记数 500
个细胞, 计算炎性细胞百分比。 

肺组织病理切片分析  取结扎未经灌洗的左肺, 
石蜡切片, HE 染色观察炎性细胞浸润; 苦味酸-天狼

猩红染色观察胶原沉积情况。每组内随机取不同直径

的支气管进行观测, 利用 CMIIAS 系列-多功能真彩

色病理图像分析系统分析肺部支气管基底膜及平滑

肌厚度变化情况。分别测支气管壁内周长 (Pi)、基底

膜面积 (WAi)、气道平滑肌层面积 (WAm), 并使 WAi、
WAm 与 Pi 的比值作为标化测量值, 分别代表支气管

基底膜厚度 (WAi/Pi) 和平滑肌层厚度 (WAm/Pi)。 
被动皮肤过敏反应 (passive cutaneous anaphylaxis, 

PCA)  参照文献方法略作改进, 大鼠最后一次激发

后 5 h, 背部皮内注射含 OVA 20 μg 的生理盐水溶液

0.1 mL, 每只大鼠注射 4 个点。4 h 后静脉注射 0.5%
伊文思蓝生理盐水溶液 0.5 mL, 30 min 后处死大鼠, 
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剥离皮肤, 将蓝斑皮片剪下, 浸泡于丙酮- 盐水 (7∶3) 
中过夜, 离心后取上清液, 测定 610 nm 处的吸收度

值。 
血清中总 IgE 含量检测  参照 ELISA 试剂盒说

明书进行竞争法检测。 
血清中 OVA 特异性 IgE 含量检测  棋盘法确定

最适抗原 OVA 剂量、血清稀释度及最适 IgE 多抗浓

度, 常规 ELISA 法检测。 
统计学分析   所有数据均采用 x ± s 表示 , 用

SPSS11.0 软件进行分析, 采用成组设计定量资料 t 检
验。 
 

结果 
1  大鼠的生理变化情况 

模型鼠较正常鼠体重增长缓慢, 并表现为竖毛、

毛色失去光泽。雾化激发时呼吸急促, 前肢缩抬, 点
头或腹式呼吸, 节律不规则; 行动迟缓; 呈哮喘样表

现, 并随着激发次数增加症状逐步加重。 
2  大鼠肺组织病理切片 HE 染色结果 

正常对照组细、小支气管及肺泡结构正常, 支气

管黏膜上皮完整, NS 激发 12 周组气道内可见少量炎

症细胞浸润 (图 1A、1C); 哮喘模型组气道壁周围大

量炎性细胞浸润, 细胞气道黏膜不规则增生, 皱褶明

显减少, 上皮细胞有不同程度坏死且有脱落; OVA 激

发 12 周组较 1 周组肺泡间隔炎性细胞减少, 气道杯

状细胞增生, 平滑肌增厚, 纤维化细胞增多等重塑特

征明显加重 (图 1B、1D)。 
哮喘模型组支气管平滑肌及基底膜厚度较正常

对照组显著增厚 (P < 0.01), 气道壁狭窄导致气道收 
 

 
Figure 1  Airway sections of SD rat lungs (haematoxylin and 
eosin stained; original magnification, ×66).  n = 10.  A: Normal 
saline (1 week); B: Ovalbumin (1 week); C: Normal saline (12 
weeks); D: Ovalbumin (12 weeks) 

缩, 与病理检测一致; 慢性模型组支气管平滑肌及基

底膜厚度显著高于急性模型组, 具有显著差异 (P < 
0.01); 1 周和 12 周正常对照组间比较无显著性差异。

结果表明, 经过低浓度 OVA 长时间激发, 使大鼠气

道发生了结构性改变。见表 1。 
 

Table 1  Airways thickness of different groups 
Group WAi / Pi (μm) WAm / Pi (μm) 

1 week NS 12.77 ± 2.21 8.87 ± 1.20 

 OVA 35.19 ± 2.56** 20.00 ± 3.23** 

12 weeks NS 16.23 ± 4.08 10.67 ± 1.83 

 OVA 42.59 ± 3.92△△ 39.21 ± 5.04△△ 

NS: Normal saline; OVA: Ovalbumin.  n = 10.  **P < 0.01 vs 
NS (1 week) group; △△P < 0.01 vs OVA (1 week) group 
 
3  大鼠肺组织病理切片苦味酸-天狼猩红染色结果 

组织切片经苦味酸-天狼猩红染色后, 在偏振光

显微镜下可见, I 型胶原纤维紧密排列, 显黄色或红

色; III型胶原纤维呈疏网状, 显绿色。正常对照组气

道壁薄, 胶原染色浅, 着色面积小; 模型组气道壁明

显增厚, 胶原沉积明显, 染色较深, 着色面积大; 慢
性模型组中胶原沉积较急性模型组明显增厚, 1 周和

12 周正常对照组的胶原沉积情况较接近 (图 2)。 
 

 
Figure 2  Airway sections of lungs of SD rats (Picric acid-Sirius 
red stained; original magnification, ×66).  A: Normal saline   
(1 week); B: Ovalbumin (1 week); C: Normal saline (12 weeks); 
D: Ovalbumin (12 weeks) 
 
4  大鼠 PCA 反应结果 

模型组皮肤蓝斑面积较正常对照组显著增大  
(P < 0.01) (图 3), 慢性模型组皮肤蓝斑面积明显大于

急性模型组, 其 A610 值 (0.39 ± 0.04) 显著大于急性

模型组 (0.27 ± 0.06) (P < 0.05, 图 4); 1 周和 12 周正

常对照组间比较无显著性差异。说明随着反复激发, 
慢性模型组可能处于更严重的致敏状态, 变态反应

程度加深。 
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Figure 3  Locus caeruleus on the back among normal and 
model groups of SD rats by PCA.  A: Model rat; B: Normal rat 
 

 
Figure 4  Optical density at 610 nm of extractive from locus 
caeruleus by PCA.  NS: Normal saline; OVA: Ovalbumin.  n = 5.  
**P < 0.01 vs NS (1 week) group; △P < 0.05 vs OVA (1 week) 
group 

 
5  大鼠血清中总 IgE 和 OVA 特异性 IgE 含量 

以 OVA 作为变态反应的致敏源, 模型组血清中

应产生针对 OVA 特异性 IgE, 利用 ELISA 方法检测

在 570 nm 的吸收度值可间接反映血清中 OVA 特异

性 IgE 含量。模型组血清中总 IgE 和 OVA 特异性  
IgE 含量均显著高于正常对照组, 激发 1 周时模型组

值即显著高于正常对照组 (P < 0.01); IgE 随激发次

数增加而升高, 急、慢性模型组之间差异较大 (P < 
0.01, 表 2)。 
 
Table 2  Concentration of total IgE and OVA-specific IgE in 
serum of SD rats 

Group Total IgE/ng·mL−1 A570 

1 week NS 21.95 ± 2.27 0.224 8 ± 0.087 32 

 OVA 72.46 ± 8.11** 1.816 4 ± 0.120 1** 

12 weeks NS 24.32 ± 5.01 0.209 4 ± 0.056 3 

 OVA 102.31 ± 14.24△△ 2.390 4 ± 0.206 5△△

NS: Normal saline; OVA: Ovalbumin.  n = 10.  **P < 0.01 vs NS 
(1 week) group; △△P < 0.01 vs OVA (1 week) group 

6  大鼠肺功能变化情况 
哮喘模型组呼吸明显加深、加快, 呼吸速率及呼

气流量均显著大于正常对照组 (P < 0.01); 慢性模型

组与急性模型组间比较, 呼吸速率及呼气流量均未见

显著性差异。说明慢性模型组虽发生了气道重塑, 但
与急性模型组相比肺功能并未出现明显变化 (表 3)。 
 

Table 3  Respiratory rate and flow of different groups 
Group Respiratory rate/time·min−1 Respiratory flow/mL·s−1

1 week NS 169 ± 14.36 0.049 ± 0.004 

 OVA 206 ± 10.57** 0.077 ± 0.008** 

12 weeks NS 158 ± 20.82 0.053 ± 0.009 

 OVA 198 ± 17.76 0.072 ± 0.003 

NS: Normal saline; OVA: Ovalbumin.  n = 10.  **P < 0.01 vs 
NS (1 week) group 
 
7  大鼠肺泡灌洗液中炎性细胞组成 

模型组 BALF 中嗜酸性粒细胞所占白细胞百分

比明显增加, 显著高于正常对照组 (P < 0.01), 巨噬

细胞却显著低于正常对照组 (P < 0.05); 慢性模型组

中嗜酸性粒细胞及巨噬细胞所占比例显著低于急性

模型组 (P < 0.05, P < 0.01), 中性粒细胞比例显著高

于急性模型组 (P < 0.01), 淋巴细胞所占比例在两者

之间没有显著差异。1 周和 12 周正常对照组间比较, 
仅中性粒细胞比例具有显著性差异 (表 4)。 
 

讨论 
稳定的慢性哮喘模型可真实复制人哮喘发病过

程, 对推动哮喘临床前实验研究具有重要意义。目前, 
人们所建立的哮喘动物模型种类繁多, 其中鼠类应

用最普遍。豚鼠易被致敏, 能产生 I 型变态反应, 反
应程度强于其他动物, 但个体差异较大, 试验中死亡

率较高, 以豚鼠建立慢性哮喘模型的报道较少。更重

要的是, 豚鼠的变态反应由 IgG 而非 IgE 介导, 这与

人类哮喘有所不同[7]; 小鼠虽然遗传背景较为清楚, 
但由于体积小, 操作不便, 易造成非哮喘性气道阻力

增高, 在国内研究中应用较少。大鼠品系纯, 价格便

宜, 对抗原反应较为一致, 并有 EOS 浸润和气道反 
 

Table 4  Cellular distribution (%) of white blood cells in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 
Group Eosinophil Macrophage Neutrophil Lymphocyte 

1 week NS 7.57 ± 2.04 49.42 ± 8.03 19.79 ± 2.20 23.21 ± 4.50 

 OVA 24.82 ± 1.30** 35.96 ± 6.65* 17.87 ± 3.33 21.34 ± 1.33 

12 weeks NS 5.49 ± 1.53 44.92 ± 7.08 27.57 ± 6.14* 21.98 ± 3.72 

 OVA 19.05 ± 2.81△ 18.85 ± 3.49△△ 41.69 ± 7.52△△ 20.53 ± 2.94 

NS: Normal saline; OVA: Ovalbumin.  n = 10.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs NS (1 week) group; △P < 0.05, △△P < 0.01 vs OVA (1 week) group 
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应性增加, 过敏反应由 IgE 介导, 可产生与人类哮喘

相似的病症, 因此大鼠在哮喘实验研究中得到普遍

应用。国外研究学者大多选择 BN 大鼠为实验动物, 
但 BN 大鼠价格较昂贵, 在国内应用较少。因此, 本
研究选用国内应用较普遍的 SD 大鼠为实验动物建

立慢性哮喘模型, 最近, Hayashi 等[8]研究显示, 雄性

BALB/c 小鼠其嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润的支气

管- 细支气管炎没有雌性 BALB/c 小鼠严重, 而且支

气管肺泡液中炎症细胞数也较之雌性少。流行病学资

料也显示, 女性哮喘患者人数显著高于男性。因此本

实验选择雌性 SD 大鼠作为实验动物。OVA 致敏前作

者利用组胺对实验动物进行了筛选, 提高了模型成

功率, 个体差异明显降低。 
大剂量短期致敏、激发建立急性哮喘模型的方法

较为成熟, 但不能模拟慢性哮喘患者气道重塑等慢

性特征。典型的哮喘模型主要是通过腹腔注射致敏原

及佐剂 1 次或 2 次[2, 3]。作者采用 2 次致敏, 经四肢

皮下和腹腔加强致敏, 同时以灭活百日咳杆菌作为

佐剂, 有文献证实灭活百日咳杆菌能有效激发机体

Th2 应答, 加速哮喘发病。本研究选择浓度仅为 0.1% 
的 OVA 长时间雾化激发, 连续长达 12 周, 以形成典

型的气道重塑症状。雾化期间作者曾分别于 4 周、8
周和 14 周随机选取 2 只大鼠进行组织病理学分析发

现, 雾化 12 周大鼠气道重塑症状较 4 周和 8 周明显, 
但与 14 周较为接近, 因所选动物样本数较少, 结果未

列出。参考 Lee 等的研究结果, 作者认为雾化 12 周

可能是建模较适宜的时间[5, 6, 9]。 
全体积描述法是近年来测定气道高反应性较常

用的方法[10]。本实验采用动物多功能生理仪、压力

传感器以及自制的体描仓来描记呼吸曲线, 可长时

间连续测定呼吸功能变化, 能满足观察较长时间内

生理或药理反应的需要。但由于实验操作过程中大 
鼠具有一定的应激反应, 结果显示正常对照组的呼

吸速率达到了 169 次/min, 高于理论呼吸速率; 但哮

喘模型组的呼吸速率、呼气流速均明显高于正常对照

组, 说明此方法是切实可行的。本研究结果表明, 呼
吸速率及呼气流量在急、慢性模型组之间无显著性差

异, 与 Palmans 等试验相一致, 这种结果可能是由于

慢性模型大鼠气道重塑在一定程度上限制了气道收

缩, 也可能由于长时间激发, 使大鼠气道产生了抵抗

作用[6, 11]。 
气道炎性细胞浸润, 尤其是嗜酸性粒细胞增多

是过敏型哮喘的典型特征。据文献报道, 在小鼠和

BN 大鼠模型中发现随雾化激发次数增多, 嗜酸性粒

细胞浸润加重[2, 12]; 但杨汀和 Kumar 等研究发现, 慢
性哮喘模型 BALF 内嗜酸性粒细胞占白细胞比例显

著低于急性模型, 这与本实验的结果相一致[11, 13]。分

析可能是由于致敏原反复激发, 使气道产生抵抗, 血
管通透性下降, 炎性细胞浸润程度反而低于急性模

型。文献表明, 目前人们所建急慢性哮喘模型气道内

均存在不同程度的炎性细胞浸润, 尤其急性模型肺

泡间隔及伴行血管周围均可见炎性细胞, 这与慢性

哮喘患者症状是不一致的[14]。本实验所建慢性哮喘

模型气管周围仍可见少量炎性细胞, BALF 中嗜酸性

粒细胞比例降低, 中性粒细胞所占白细胞比例提高, 
但 Locke 等[15]认为气道炎症和气道重塑是造成哮喘

动物气道高反应性的主要因素, 气道胶原沉积加重

了这种效应。 
综上所述, 本实验成功复制了 SD 大鼠慢性哮喘

模型。这种反复接触致敏原可导致机体多次发生变态

反应, 复制了哮喘的发生过程, 模拟了哮喘患者慢性

气道炎症及气道重塑的特征。该模型的建立可为探索

哮喘发病机制及有效的治疗途径提供实验基础。 
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