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基于香烟烟雾提取物气管滴注构建一种新的COPD小鼠模型研究

殷 鑫, 詹红艳, 刘欣玉, 李小顺, 张梓倩, 李严严, 林明宝*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 针对传统的香烟烟雾诱导的慢性阻塞性肺疾病 (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) 小鼠模型

周期长且稳定性不易保证, 本文基于香烟烟雾提取物 (cigarette smoke extract, CSE) 气管滴注, 探讨建立一种CSE诱

导的COPD小鼠模型。以C57BL/6J小鼠为模型动物, 除正常对照组外, 各组动物气管滴注CSE, 采用小动物呼吸肺

功能检测系统测定小鼠气道反应性及肺功能, 血液体液分析仪测定小鼠支气管肺泡灌洗液 (bronchoalveolar lavage 

fluid, BALF) 中白细胞分类计数, 酶联免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 测定BALF中炎症

因子及中性粒细胞胞外诱捕网 (neutrophil extracellular traps, NETs) 水平, 以及苏木精−伊红染色法 (hematoxylin-

eosin staining, H&E) 检测小鼠肺组织病理学改变。实验经中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所实验动物

管理与动物福利伦理委员会审批通过 (批准号: 00006301)。研究结果表明, 气管滴注CSE后, 模型组小鼠呈现显著

的COPD样病理和功能性改变, 表现为呼吸急促、体重增长缓慢; H&E染色见肺组织大量炎性浸润、肺泡壁塌陷及

肺泡腔扩张等病理变化; BALF中炎症细胞分类计数 (白细胞总数、中性粒细胞数、嗜酸性粒细胞数)、炎症因子水平

如肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素 6 (interleukin-6, IL-6) 及NETs水平与正常对照组比较均

显著升高 (P < 0.01、P < 0.001); 气道反应性指标特殊气道阻力 (specific resistance, airway, sRaw) 显著升高 (P < 

0.05), 肺功能指标呼气峰值流速 (peak expiratory flow, PEF)、用力呼气 75% 肺活量的瞬间流量 (forced expiratory 

flow at 75% of forced vital capacity, FEF75)、动态肺顺应性 (dynamic lung compliance, Cdyn)、第 100 ms 用力呼气量 

(forced expiratory volume in the first 100 ms, FEV100) 及第 100 ms用力呼气量占用力肺活量的比值 (the ratio of forced 

expiratory volume in the first 100 ms to forced vital capacity, FEV100/FVC) 均显著降低 (P < 0.01), 呼吸指数 

(respiratory index, RI) 显著上升 (P < 0.05)。而与模型组相比, 罗氟司特 (roflumilast, RFST) 可显著改善模型动物的

炎症病理改变和肺功能损伤。综上, 基于CSE气管滴注可快速制备COPD小鼠模型, 在一定程度上复制COPD气道

炎症及肺功能下降, 可为COPD病理机制、药物筛选评价研究提供一种新的候选动物模型。
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A new mouse model of chronic obstructive pulmonary disease based 

on intratracheal instillation of cigarette smoke extract
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(Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100050, China)

Abstract: The traditional cigarette smoke-induced chronic obstructive pulmonary disease (COPD) mouse 

model has a long period and its stability is not easily guaranteed. Based on the intratracheal instillation of cigarette 

smoke extract (CSE), this study aims to establish a CSE-induced COPD mouse model. C57BL/6J mice were used 

as model animals, except for the normal control group, animals in each group received intratracheal instillation of 

收稿日期: 2024-12-25;     修回日期: 2025-02-18.

基金项目: 中国医学科学院中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金 (2024-RW350-01); 北京市自然科学基金面上项目 (7222288).

*通讯作者Tel: 86-10-63165191, E-mail: mingbaolin@imm.cams.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2024-1287

·· 1746



殷 鑫等: 基于香烟烟雾提取物气管滴注构建一种新的COPD小鼠模型研究

CSE. The airway reactivity and pulmonary function of the mice were measured using a small animal respiratory 

pulmonary function testing system, the leukocyte classification count in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 

of the mice was determined using a blood and body fluid analyzer, the levels of inflammatory factors and 

neutrophil extracellular traps (NETs) in BALF were measured using enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA), and the histopathological changes in the mouse lung tissue were detected using H&E staining method. 

The experiments were approved by the animal care and welfare committee of Institute of Materia Medica, Chinese 

Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College (approval No. 00006301). The results of the 

study showed that after intratracheal instillation of CSE, the model group mice exhibited significant COPD-like 

pathological and functional changes, characterized by tachypnea, slow weight gain. H&E staining showed 

pathologic changes such as massive inflammatory infiltration of lung tissue, alveolar wall collapse and alveolar 

lumen dilatation. The leukocyte classification count (total leukocytes, neutrophils, eosinophils), the levels of 

inflammatory factors such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), and NETs levels in the BALF 

were significantly increased compared to the normal control group (P < 0.01, P < 0.001). The index of airway 

reactivity, specific resistance, airway (sRaw) was significantly increased (P < 0.05), pulmonary function indicators 

such as peak expiratory flow (PEF), forced expiratory flow at 75% of forced vital capacity (FEF75), dynamic lung 

compliance (Cdyn), forced expiratory volume in the first 100 ms (FEV100), and the ratio of forced expiratory 

volume in the first 100 ms to forced vital capacity (FEV100/FVC) were significantly reduced (P < 0.01), while the 

respiratory index (RI) was significantly increased (P < 0.05). Compared to the model group, roflumilast can 

significantly improve the inflammatory pathological changes and pulmonary function damage in model animals. In 

summary, the intratracheal instillation of CSE can rapidly establish a COPD mouse model, replicating the airway 

inflammation and decreased pulmonary function of COPD to a certain extent, and provides a new candidate animal 

model for the study of the pathological mechanism and drug screening evaluation of COPD.

Key words: animal model; chronic obstructive pulmonary disease; cigarette smoke extract; airway inflammation; 

pulmonary function

慢性阻塞性肺疾病 (chronic obstructive pulmonary 

disease, COPD) 是一种由气道炎症和/或肺泡结构异常

导致持续的、进行性的气流阻塞而产生的常见的慢性

呼吸系统疾病[1], 已成为全球第三大致死疾病[2]。在中

国, COPD疾病负担呈现患病率高、死亡率高、经济负担

高的“三高”特征, 患病人数约占全球总数的四分之一。

而且, 随着人口老龄化、吸烟持续高发和环境空气污染

的影响, 我国COPD的疾病负担预计将继续大幅增加, 

给社会和经济带来沉重负担[3]。然而, COPD药物治疗

当前仍面临巨大挑战。虽然当前临床治疗主要手段吸

入性糖皮质激素和长效 β2受体激动剂、双支扩与三联

疗法有效缓解了COPD患者的疾病症状, 但仍存在许

多不足, 如感染、耐药、黏膜出血及内分泌代谢异常等

不良反应。因此, 发现新的COPD治疗药物十分紧迫。

但是, 当前对于COPD研究及药物评价的疾病动

物模型仍十分有限, 现有的COPD动物模型诱导因素

包括香烟烟雾 (cigarette smoke, CS)、弹性蛋白酶、脂多

糖、细菌和空气颗粒物等[4]。由于吸烟被认为是COPD

的最强刺激因素[5], CS暴露模型作为单因素诱导的典

型代表应用最为广泛, 该模型较好地复制了COPD气

道慢性炎症和小气道功能受损的病理特征, 但其存在

造模周期长且稳定性不易保证等不足。单一的动物模

型无法模拟人类COPD的复杂疾病特征, 多种疾病模

型的联合评价可有效帮助研究人员加深对COPD病理

机制的探索以及相关治疗药物的筛选与评价研究。而

且, 实验动物模型作为COPD病理机制、药物发现研究

的重要载体, 其病理特征和发生发展规律的准确性和

可靠性显得尤为重要。香烟烟雾提取物 (cigarette 

smoke extract, CSE) 常作为刺激剂用于 COPD 相关体

外细胞模型的建立[6], 有研究报道其通过鼻腔滴注或

腹腔注射建立动物模型用于COPD研究[7-10], 但是鼻腔

滴注主要影响上呼吸道且暴露不均匀, 腹腔注射诱导

的病理特征与 COPD 肺部的疾病规律存在较大的差

异。因此, 本研究采用气管滴注CSE方法, 制备COPD

小鼠模型, 并从气道炎症、肺组织病理、气道反应性及

肺功能等指标评价模型的可行性, 以期为COPD病理

机制及药物发现研究提供一种周期短、稳定可靠, 且更

符合COPD肺部疾病特征的动物模型, 为现有模型提

供一种有效补充。

材料与方法

主要试剂与仪器 “大前门”牌香烟 (焦油量 9 mg, 

烟气烟碱量 0.6 mg, 烟气一氧化碳量 12 mg) 购自上海
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烟草集团有限责任公司; 罗氟司特 (roflumilast, RFST) 

购自上海源叶生物科技有限公司 (货号 S43303); 小鼠

肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介

素 -6 (interleukin-6, IL-6) 酶联免疫吸附检测试剂盒 

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 均购自美

国 Biolegend 公司 (货号 430904, 431304); Quant-iTTM 
 PicoGreenTM dsDNA定量试剂盒购自美国Invitrogen公司 

(货号P7589); 氯化乙酰甲基胆碱 (acetyl-beta-methylcholine 

chloride, Mch) 购自德国Sigma公司 (货号A2251)。

Sysmex XN1000全自动血液体液分析仪, 日本希

森美康公司; Buxco小动物呼吸肺功能检测系统, 美国

DSI公司; BX 43生物显微镜, 日本OLYMPUS公司; 包

埋机、切片机、染色机, 德国Leica公司; 3K15高速冷冻

离心机 , 德国 Sigma 公司 ; GL-802A 型微型台式真空

泵, 海门市其林贝尔仪器制造有限公司。

实验动物 雄性 C57BL/6J 小鼠 , SPF 级 , 体重

20～22 g, 购买于北京华阜康生物科技股份有限公司, 

动物许可证编号: SCXK (京) 2024-0003。动物饲养于

中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所动物实

验中心, 饲养条件: 室温 23 ± 2 ℃, 湿度 50% ± 10%, 通

风 10次/小时全新风, 12 h/12 h光暗循环, 自由进食进

水。本研究由中国医学科学院、北京协和医学院药物

研究所实验动物管理与动物福利伦理委员会审批通

过 (动物伦理批准号: 00006301)。

CSE 的制备 采用负压抽吸的方式制备 CSE 生

理盐水溶液[11,12]。于包氏管中装入生理盐水; 顶端连

接香烟, 侧端连接真空泵后, 点燃香烟, 控制真空泵匀

速、缓慢抽吸香烟烟雾至生理盐水中, 直至香烟燃尽; 

每燃尽 1支香烟后, 轻轻晃动包氏管使烟雾充分溶于

生理盐水, 制得CSE终浓度为每毫升含 1支香烟; 液体

移入离心管以 5 000 r·min-1离心 10 min, 取上清 (即为

CSE), −80 ℃冻存备用。

实验分组和COPD模型制备 如图 1所示, 30只

雄性C57BL/6J小鼠随机分为 3组: 对照组、模型组、罗

氟司特组 , 每组 10 只。除对照组给予等量生理盐水

外 , 模型组、罗氟司特组小鼠分别于第 1、5、9 天麻醉

后, 气管滴注 50 μL CSE制备疾病模型。同时, 罗氟司

特组于第 3～9 天 , 5 mg·kg-1腹腔注射 (intraperitoneal 

injection, ip) 给药, 每天 1次, 连续 7天, 对照组和模型

组给予等剂量的生理盐水。动物末次给药 24 h后 (即

第10天), 进行有关指标的检测。

小鼠一般情况观察及体重监测 每天观察小鼠饮

食进水、精神状态、呼吸频率等行为, 每两天测定小鼠

体重1次, 监测各组小鼠体重的动态变化。

小鼠气道反应性测定 清醒小鼠置于无创特殊气

道阻力检测系统 (Buxco-NAM) 中, 使其适应 5 min后, 

生理盐水 (0.9% NaCl) 或递增浓度的氯化乙酰甲基胆

碱 (6.25、12.5、25 mg·mL-1) 雾化并送入腔室1 min, 每次

给药后记录2 min内的特殊气道阻力 (specific resistance, 

airway, sRaw) 测量值并取其平均值, 用于比较各组小

鼠气道反应性的差异。

小鼠肺功能测定 小鼠麻醉后, 分离颈部皮肤与

肌肉, 行气管插管; 插管另一侧连接肺功能检测系统 

(Buxco-PFT), 检 测 呼 气 峰 值 流 速 (peak expiratory 

flow, PEF)、用力呼气 75% 肺活量的瞬间流量 (forced 

expiratory flow at 75% of forced vital capacity, FEF75)、

动态肺顺应性 (dynamic lung compliance, Cdyn)、第

100 ms 用力呼气量 (forced expiratory volume in the 

first 100 ms, FEV100)、第100 ms用力呼气量占用力肺活

量的比值 (the ratio of forced expiratory volume in the 

first 100 ms to forced vital capacity, FEV100/FVC, 其中

FVC经体重校准), 以及呼吸指数 (respiratory index, RI)。

支 气 管 肺 泡 灌 洗 液 (bronchoalveolar lavage 

fluid, BALF) 中白细胞总数及其分类计数 采用预冷

PBS溶液 (分3次, 共2 mL) 收集BALF, 以1 500 r·min-1、

4 ℃离心 5 min, 取上清待测炎症因子 , 细胞沉淀以

200 μL 添加有 5 mg·mL-1 EDTA·2K 的 PBS 溶液重悬 , 

通过 Sysmex XN1000 全自动血液体液分析仪测定

BALF 中白细胞 (leukocyte, white blood cell, WBC) 总

数 及 其 中 性 粒 细 胞 (neutrophil, Neu)、淋 巴 细 胞 

(lymphocyte, Lym)、单核细胞 (monocyte, Mon)、嗜酸性

粒细胞 (eosinophil, Eos)、嗜碱性粒细胞 (basophil, 

Bas) 数量。

BALF炎症因子测定 取BALF上清, 采用ELISA

法, 参照试剂盒说明检测BALF中TNF-α、IL-6的含量。

Figure 1　 Model building diagram of COPD mouse model. 

Except for the control group, which was given an equal amount of 

saline, mice in the model group and RFST group were anesthetized 

on days 1, 5, and 9, respectively, and the COPD model was prepared 

by intratracheal instillation of 50 μL CSE. RFST group was 

administered by intraperitoneal injection at a dose of 5 mg·kg-1 

from day 3 to day 9, and equal doses of saline were given to the 

control and model groups. COPD: Chronic obstructive pulmonary 

disease; RFST: Roflumast; CSE: Cigarette smoke extract; ip: 

Intraperitoneal injection
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BALF 中 性 粒 细 胞 胞 外 诱 捕 网 (neutrophil 

extracellular traps, NETs) 含量测定 采用Quant-iTTM 

PicoGreenTM dsDNA 定量试剂盒 , 测定 BALF 中 NETs

的主要成分游离DNA (cell-free DNA, cfDNA) 含量[13]。

肺组织病理学检测 取小鼠肺组织, 于 4% 甲醛

中固定后, 脱水, 石蜡包埋, 切片后进行苏木精−伊红

染色 (hematoxylin-eosin staining, H&E), 做病理组织学

检查; 并对其支气管−血管周围炎症进行评分 (0: 未见

炎症细胞浸润; 1: 偶见静脉、支气管旁袖口状炎症细

胞浸润; 2: 大多数静脉、支气管旁炎症细胞浸润明显, 

炎症细胞 1～5层; 3: 大多数静脉、支气管旁大量炎症

细胞浸润, 炎症细胞大于 5层), 每张切片选择 5处进行

评分, 计算其平均值。

统计学分析 采用 SPSS Statistics 26.0 统计软件

进行数据统计分析, 数据以平均值 ± 标准差 (x ± s) 表

示; 组间数据比较采用单因素方差分析 LSD检验 (方

差齐) 或 Tamhane's T2检验 (方差不齐), 以 P < 0.05判

定具有统计学差异。

结果

1　模型小鼠一般情况观察

正常对照组小鼠实验期间活动饮食均正常, 毛发

光泽, 精神可, 呼吸频率正常, 无喘息等情况; 模型组小

鼠饮食减少, 呼吸急促伴喘鸣, 精神倦怠; 罗氟司特组

可改善上述症状。

2　模型小鼠体重的变化

如图 2结果所示, 与正常对照组相比较, 模型组小

鼠体重增长缓慢, 第 8天起, 模型组体重与对照组相比

体重显著下降 (P < 0.05、P < 0.01), 与COPD患者及传

统COPD小鼠模型的体重变化趋势一致。而且, 阳性

药罗氟司特干预后, 给药组较模型组小鼠体重下降显

著 (P < 0.05、P < 0.01、P < 0.001), 这也与临床报道的

罗氟司特用于COPD患者治疗, 存在体重减轻的不良

反应相一致[14]。

以上结果表明 : 气管滴注 CSE 可引发小鼠产生

COPD呼吸急促、喘息的典型症状, 以及食欲不振、体

重下降的伴随症状。

3　模型小鼠BALF中白细胞分类计数

如图 3结果所示, 与正常对照组相比较, 模型组小

鼠BALF中白细胞总数、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞计

数显著升高 (P < 0.01); 而且, 中性粒细胞占比升高显

著 (P < 0.001), 与 COPD 气道炎症以中性粒细胞为主

要炎症浸润细胞的病理特征相符; 此外, 与模型组相比

较, 罗氟司特组可显著降低模型小鼠白细胞总数、中性

粒细胞、单核细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞计数

以及中性粒细胞占比 (P < 0.01)。

4　模型小鼠BALF中炎症因子及NETs水平

如图 4结果所示, 与正常对照组相比较, 模型组小

Figure 3　Effects of intratracheal instillation of CSE on categorical leukocyte counts in BALF of mice. A: Leukocyte classification count in 

BALF; B: Percentage of neutrophils in BALF. n = 6, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Con group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs Mod group. BALF: 

Bronchoalveolar lavage fluid; WBC: White blood cell; Neu: Neutrophil; Lym: Lymphocyte; Mon: Monocyte; Eos: Eosinophil; Bas: Basophil

Figure 2　 Effect of intratracheal instillation of CSE on body 

weight changes in mice. n = 10, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Con 

group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Mod group. Con: 

Control; Mod: Model
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鼠BALF中炎症因子TNF-α、IL-6生成水平, 以及NETs释

放水平均显著升高 (P < 0.01、P < 0.001), 模型小鼠肺泡

炎症反应特征与传统COPD模型特征相符; 与模型组

相比较, 罗氟司特组可显著降低模型小鼠TNF-α、IL-6

以及NETs水平 (P < 0.01、P < 0.001), 显示其治疗效果。

以上结果表明: 气管滴注CSE可引发小鼠气道炎

症, 中性粒细胞、TNF-α及 IL-6是主要的炎症细胞和细

胞因子, 与COPD气道炎症特征相符, 说明模型构建成

功; 同时, 该模型还观察到NETs水平的升高。

5　模型小鼠肺组织病理学检查结果

如图 5结果所示, 光镜下, 正常对照组小鼠肺组织

结构形态学正常, 肺泡清晰, 未见明显炎症细胞浸润; 

模型组小鼠肺组织部分肺泡壁塌陷, 肺泡不规则扩大

并相互融合, 细支气管、小静脉周围见大量炎症细胞浸

润, 气道上皮细胞纤毛发生粘连、坏死以及脱落等改

变, 炎症病理评分与正常对照组相比较显著升高 (P < 

0.001); 罗氟司特组可显著改善模型小鼠肺组织的病理

损伤、显著降低其炎症病理评分 (P < 0.05或P < 0.001)。

该结果表明: 气管滴注CSE可引发小鼠肺组织炎

症细胞浸润、肺泡结构破坏等COPD肺组织损伤的病

理学形态改变, 进一步说明模型构建成功。

6　模型小鼠气道反应性 (支气管激发试验)

如图 6结果所示, 随着氯化乙酰甲基胆碱浓度的

成倍递增, 模型组与正常对照组小鼠的 sRaw均逐渐增

加, 当浓度达到 25 mg·mL-1时, 模型组小鼠 sRaw显著

高于正常对照组 (P < 0.01), 提示模型小鼠气道反应性

增高; 当浓度达到 12.5 mg·mL-1以上时, 罗氟司特可显

著降低模型小鼠 sRaw (P < 0.05、P < 0.001)。

该结果表明: 气管滴注CSE可使小鼠对氯化乙酰

甲基胆碱刺激产生过强的支气管收缩反应, 引发气道

反应性增高, 进一步说明模型构建成功。

7　模型小鼠肺功能测定结果

如图 7结果所示, 与正常对照组相比较, 模型组小

鼠肺功能流量−容积曲线 (flow-volume loop, F-V loop) 

减弱、曲线下面积显著减小; 如图 8结果所示, 模型小

鼠 PEF、FEF75、Cdyn、FEV100以及 FEV100/FVC均显著降

Figure 4　Effects of intratracheal instillation of CSE on levels of inflammatory factors and NETs in BALF of mice. A: TNF-α; B: IL-6; C: 

cfDNA. n = 6, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Con group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Mod group. TNF-α: Tumor necrosis factor-α; IL-6: 

Interleukin-6; cfDNA: Cell-free DNA

Figure 5　 Effects of intratracheal instillation of CSE on 

pathologic histological examination in lung tissue of mice. H&E 

staining of lung tissue (200× ) and inflammatory pathological 

scores of lung tissue. n = 4, x ± s. ###P < 0.001 vs Con group; *P < 

0.05, ***P < 0.001 vs Mod group

Figure 6　 Effect of intratracheal instillation of CSE on airway 

hyperreactivity to Mch challenge in mice. n = 8, x ± s. ##P < 0.01 

vs Con group; *P < 0.05, ***P < 0.001 vs Mod group. sRaw: Specific 

resistance, airway; Mch: Acetyl-beta-methylcholine chloride
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低 (P < 0.01、P < 0.001), 而 RI显著上升 (P < 0.05), 提

示模型小鼠肺功能显著下降, 与COPD患者临床肺功

能特征相符; 此外, 罗氟司特可增强模型小鼠肺功能F-V 

loop, 显著提升 PEF、FEF75、Cdyn、FEV100 等肺功能指

标 (P < 0.05), 显著降低RI (P < 0.05)。

该结果表明: 气管滴注CSE可引发小鼠肺通气功

能障碍、肺弹性降低等COPD样肺功能损伤, 进一步说

明模型构建成功。

讨论

疾病动物模型在人类疾病病理机制及其治疗药物

发现研究中具有十分重要的作用, 理想的动物模型应

尽可能复制人类疾病的特点和发生发展过程, 此外还

必须具备可重复性高、同源性高、动物成活率高等条

件。诸如吸烟、遗传、变应原、污染物、病原体等的环境

暴露是 COPD 的主要风险因素 , 尤其是吸烟已成为

COPD 最强的刺激因素[15], CS 以多种方式损伤人体 , 

更容易引起肺功能异常, 其有害成分在肺部沉积, 引发

气道炎症, 导致肺组织结构改变和功能异常、气道阻力

升高, 促进COPD的发展[16]。

长期CS暴露是最常应用的COPD疾病动物模型

单因素造模方法, 真实地模拟了人类患病环境, 且符合

人类吸烟过程, 但在停止刺激后疾病不同于人类所呈

现的进行性发展特点且部分可逆[17], 无法模拟临床

COPD的复杂性。此外, 由于其造模时间通常持续6个

月左右[18], 增加了实验的复杂性和成本, 由于CS的暴

露量和暴露均匀性难以精确控制且缺乏统一标准, 限

制了该模型的应用。另有研究报道, CSE鼻腔滴注和

腹腔注射方式与CS暴露的建模效果相近, 鼻腔滴注可

以模拟烟雾等有害物质通过鼻腔进入肺部的自然过

程, 操作相对简便, 刺激物可通过鼻腔分布到上呼吸

道, 但其在鼻腔的吸收受到多种因素影响, 且到达下呼

吸道的量不足, 加之可能引起鼻部疾病, 导致模型一致

性较差, 影响COPD模型构建效果。虽然CSE含有香

烟烟雾的所有成分, 但是其腹腔注射所涉及的病理生

理机制仍不清楚, 且与CS肺部暴露模型条件存在明显

差异, 究竟是靶向性损伤肺组织还是诱导全身性炎症

细胞通过受损内皮向肺组织浸润有待明确[19], 影响该

方法制备的模型对COPD疾病特征的复制。

对此 , 为克服 CS 肺部暴露制备 COPD 模型周期

长、CSE鼻腔滴注一致性差且具有不良反应、CSE腹腔

注射制备模型病理生理不清的不足, 本研究采用短期

Figure 7　Effect of intratracheal instillation of CSE on pulmonary 

function F-V loop in mice. n = 10, x ± s. F-V loop: Flow-volume loop

Figure 8　Effects of intratracheal instillation of CSE on pulmonary function in mice. A: PEF; B: FEF75; C: Cdyn; D: FEV100; E: FEV100/

FVC; F: RI. n = 10, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Con group; *P < 0.05 vs Mod group. PEF: Peak expiratory flow; 

FEF75: Forced expiratory flow at 75% of forced vital capacity; Cdyn: Dynamic lung compliance; FEV100: Forced expiratory volume in the 

first 100 ms; FEV100/FVC: The ratio of forced expiratory volume in the first 100 ms to forced vital capacity; RI: Respiratory index
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多次气管滴注CSE方法, 建立了一种CSE肺部直接靶

向性损伤的新型小鼠COPD模型, 并全面评价了该模

型对COPD疾病特征的复制性及其用于疾病研究的可

行性。总的来说, 本研究所构建的COPD动物模型, 与

传统的长期CS暴露相比, 具有短期内快速重现COPD

大部分病理特征的优势; 与 CSE鼻腔滴注相比, 具有

一致性和重复性好、能够重现COPD小气道阻塞病理

特征的优势; 与 CSE腹腔注射相比, 模拟了烟雾对肺

部的直接影响 , 减少了全身不良反应 , 具有更贴近

COPD病理机制的优势。

慢性咳嗽、呼吸急促和喘息是COPD患者主要的

临床症状, 体重减轻也是重要的临床表现之一, 与频繁

的病情恶化和意外再入院的风险增加有关[20]。能量失

衡引起的COPD患者体重减轻可能是呼吸功增加、慢

性炎症、急性加重和厌食症导致的能量摄入减少所

致[21,22]。本研究结果显示, CSE 气管滴注模型组相较

于正常对照组小鼠呼吸急促伴喘鸣、体重增长缓慢, 这

与临床COPD患者表现一致。

气道炎症贯穿COPD的整个病程, 中性粒细胞处

于 COPD 气道炎症反应的中心, 大量研究证实 COPD

患者体内中性粒细胞数量增加或功能激活, 表现为痰

液和BALF中的中性粒细胞数量增加[23,24]、中性粒细胞

肺部迁移和黏附增加[25]。本研究结果显示, CSE气管

滴注模型组小鼠 BALF中性粒细胞占比高达 90%, 这

与吸烟引起COPD的中性粒细胞炎症相符。而且, 研

究报道中性粒细胞NETs存在于COPD稳定期及急性

加重期患者的痰中, 且与气流受限严重程度相关[26], 这

可能与香烟烟雾和烟草主要成分尼古丁可以引起中性

粒细胞释放NETs有关[27]。本研究制备的模型组小鼠

BALF中NETs主要成分 cfDNA含量显著升高, 进一步

提示该模型与吸烟引起的COPD特征相符。此外, 吸

烟引起的中性粒细胞炎症及巨噬细胞活化释放了大量

炎症因子, 本研究模型中检测到异常升高的TNF-α和

IL-6, 可以刺激中性粒细胞释放NETs, 而NETs及其成

分与激活先天免疫应答反应有关[28], 如此循环互作放

大COPD的炎症反应。进一步采用最直观的肺组织病

理评价指标[29], 评价本研究模型小鼠肺组织的病理改

变。研究结果显示, 模型小鼠肺组织支气管、血管周围

区域表现出广泛的炎症细胞浸润、肺泡壁塌陷、肺泡扩

大融合形成肺大泡且伴有气道上皮细胞坏死及脱落, 

而且炎症病理评分显著升高, 这些病理改变均与人类

COPD的病理特征相似。综上可见, 本研究采用 CSE

气管滴注制备的小鼠模型可有效复制COPD气道炎症

病理生理特征。

气道高反应性 (airway hyperresponsiveness, AHR) 

是哮喘的主要特征, 在COPD患者中也存在[18], 且与预

后变差、死亡风险增加相关[30]。此外, 不仅在哮喘动物

模型中, 在多种COPD动物模型中也观察到对不同刺

激的 AHR[31,32]。在本研究中, CSE气管滴注模型组小

鼠对乙酰甲胆碱的敏感性增加并导致AHR, 这可能是

气道炎症及肺实质结构改变引起的。

肺功能是临床上诊断COPD的金标准, 进行性肺

功能下降是COPD的标志, 同时也是评价动物模型的

重要指标。小气道是 COPD 的主要气流阻塞部位[33], 

导致第一秒用力呼气量 (forced expiratory volume in 

the first second, FEV1) 和 FEV1/FVC比值的降低, 并随

着时间推移而发展; 肺气肿时, 肺泡间隔丧失[34], 肺充

气不均, Cdyn减低; COPD患者F-V loop相较于正常人

有所“塌陷”[35], 在本研究中, CSE气管滴注模型组小鼠

观察到同样的肺功能改变现象: F-V loop“塌陷”, PEF、

FEF75、FEV100、FEV100/FVC及Cdyn均显著下降, 提示小

气道功能障碍、气道阻塞; RI升高, 提示气道阻塞导致

肺部通气功能和换气功能存在障碍, 与既往COPD疾

病临床特征的研究结果相符[36,37]。AHR及肺功能检测

结果进一步证明了本研究所制备的动物模型对COPD

典型小气道阻塞疾病特征的有效复制。

综上所述, 本研究基于CSE气管滴注方法建立的

COPD 小鼠模型, 可在一定程度上复制 COPD 的气道

炎症和以小气道阻塞为代表特征的肺功能下降。而

且, COPD治疗药物罗氟司特在该模型中表现出显著

的治疗效果。因此, 可以认为气管滴注CSE能够成功

构建COPD小鼠模型, 该模型的优点在于耗时短、易于

操作、成本低而且可复制COPD的大部分病理特征, 该

模型可为COPD病理机制及药物治疗筛选评价研究提

供一种候选的疾病动物模型工具。
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