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一种小鼠无创气管插管的方法及其应用

吕晓希, 刘姗姗, 李云炫, 胡卓伟*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 无创气管插管是临床常用技术手段, 但对实验小鼠进行无创气管插管具有一定难度。特别是对同一小鼠

进行反复气管插管极易对小鼠咽喉部造成损伤。本研究提供了一种便捷可靠的小鼠气管插管方法, 可针对同一实

验动物进行反复无创操作, 进而可用于各类药理学及其他实验。本实验所有动物实验均通过中国医学科学院药物

研究所伦理审查委员会审查。应用此种方法同时配合小鼠肺功能检测仪, 本课题组绘制了小鼠肺功能发育曲线, 发

现小鼠在 8周龄或 18～20 g时肺功能发育成熟。同时应用此方法, 本课题组成功制备了多次博莱霉素所致慢性肺

纤维化模型。因此, 该小鼠无创气管插管方法是安全可靠的药理学实验手段。
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A simple method and the application of mouse tracheal intubation
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Abstract: Although noninvasive trachea cannula is a common technique in clinic, this technique is hard to be

applied in mice. It is even more difficult to perform the repeated noninvasive trachea cannula on the same mouse

due to the throat injury. Here we report an effective, rapid and easy method to perform the noninvasive intubation

on mice. This method can effectively be applied to many pharmacological and other related studies. In addition,

this strategy can protect the mouse from physical injury caused by operative procedure. All procedures involving

animal treatment were approved according to the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the Institute

of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences. In alliance with lung function measurement system, we

detected the normal lung function values and presented the lung function development curves of mice of different

age. We found that the lung function of mice was matured at 8 weeks old or at the body weight of 18-20 g. In

addition, we constructed the mouse model of multiple bleomycin induced pulmonary fibrosis by using this method

and illustrated that the trachea cannula is more efficiency than nasal inhalation. Using this method, we have

confirmed that the immune microenvironment in lung tissue of multiple bleomycin model is distinct from that of

single bleomycin induced pulmonary fibrosis model. Thus, this method is a reliable and safe strategy for the

pharmacology study.
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气管插管是药理学研究的重要方法之一, 是构建

多种呼吸系统疾病模型及气道内给药的有效手段。虽

然无创气管插管在临床中应用十分普遍, 但在实验动

物上进行这一操作却存在很大挑战, 特别是对小鼠进

行气管插管。小鼠气道直径较小, 进行气管插管时很

难正确观察到气道位置, 容易将插管插入食道造成食

道或咽部损伤。早在 1999年Brown等[1]就发表了关于

小鼠气管插管的方法。这一技术被广泛应用于肺功能
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检测及支气管灌洗[2]。随后便有很多研究针对小鼠气

管插管进行改进并提供相应的解决方案[3-6]。虽然这

些方案均可成功进行小鼠气管插管, 然而这些操作方

法的便捷性以及设备的可及性并不尽如人意, 绝大多

数操作需要专业培训且操作成本较高。在这些报道

中, 大多小鼠气管插管的方法依赖大型冷光源或者检

耳镜, 导致操作较为复杂或后续操作不便, 且普遍存在

的主要问题是, 当插管接近气管时, 插管本身会挡住光

线, 因此操作会在最关键的步骤时变得困难。理想的

小鼠气管插管方法应当符合硬件设备体积小且易获

得, 操作过程简单便捷, 操作时视野暴露完全, 对小鼠

气道及其他组织结构损伤小, 重现性好等特点。应用

恰当的小鼠气管插管可以实现小鼠气道给药、肺功能

测定、病毒感染和肺部损伤造模等操作。其中, 有些操

作需要对同一小鼠进行反复气管插管, 这就要求操作

不能给实验动物带来损伤。本研究提供了一种简单便

捷的小鼠无创气管插管方法, 同时应用此方法绘制了

小鼠肺功能发育曲线 , 并完成了气道内给药造模等

操作。

材料与方法

试剂 博莱霉素 (bleomycin, BLM) 购自日本化

药株式会社; 羟脯氨酸检测试剂盒购自南京建成生物

工程技术有限公司; Masson三色染色试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司。

气管插管工具 套管: 10～15 g小鼠使用 22 G套

管针 , 套管长度为 16 mm, 体重大于 15 g 的小鼠使用

20 G套管针, 套管长度为 20 mm (图 1A)。导丝: 直径

0.4 mm直导丝, 材质为聚丙烯 (图 1B)。光源: 卡兰德

新专利 X6型光导纤维自然色冷光手电 (图 1C和D)。

自制小鼠插管平台: 使用泡沫塑料板作为平台底座, 底

座上倒放置一U型铁丝用于固定小鼠体位 (图1E)。

气管插管步骤 将麻醉后小鼠腹部朝下, 上门牙

悬挂于操作台弯曲的铁丝上, 使用冷光源照射小鼠颈

部皮肤。用一弯头镊子将小鼠舌头拉出, 用另一镊子

伸入小鼠口腔, 同时观察口腔内光线。若光线不足可

调整冷光源照射位置, 以确保小鼠口腔内的可视性。

用伸入口腔镊子一端顶住小鼠上颚, 一端压住小鼠舌

根, 尽量暴露视野, 并在冷光源的辅助下观察声带的位

置 (图 2A, 见视频 1)。注意小鼠气管位置较为贴近舌

根, 在食管靠颈后侧, 但食管在操作时并不可见其开

口, 因此应当密切注意声带处变化, 以便进行后续操

作。在冷光源照射下小鼠气管开口处为一亮点, 且跟

随小鼠呼吸声带会横向开合, 若观察不到声带位置可

调整视线角度, 直至看到开合的声带便可进行下一步

操作。对于 10～15 g的小鼠采用 22 G套管针插管, 对

于 15 g以上的小鼠采用 20 G套管针插管。将套管针

套于导丝上, 导丝露出套管针顶部约 10 mm。使用导

丝将套管针引导至气管后 (图 2B, 箭头指引部位为导

丝, 见视频 2), 取回导丝, 将套管针推入小鼠气管完成

插管 (图 2C, 见视频 3)。每只小鼠可以使用一个新的

无菌套管针和导丝, 但是在 75%的乙醇中消毒后也可

重复使用该插管及导丝。插管后将小鼠从操作台上取

下, 平躺于操作台面上, 用手指堵住插管针一端, 若观

察到小鼠呼吸频率及幅度减慢, 松开手指后小鼠呼吸

频率及幅度恢复至原先水平, 即代表插管成功。本研

究所使用套管针长度可保证在进行气管插管后套管针

开口部位位于支气管分叉上方3～6 mm (图2D)。

肺纤维化动物模型 本实验所有动物实验均通过

中国医学科学院药物研究所伦理审查委员会审查。雄

性 C57BL/6J 小鼠 , SPF 级别 , 体重 20 g 左右 , 6～8 周

龄, 购自斯贝福 (北京) 生物技术有限公司 (实验动物

许可证号 002802)。多次BLM诱导肺纤维化模型制备

方法: 小鼠隔夜禁食, 使用三溴乙醇麻醉小鼠, 气管内

给予BLM (1 U·kg-1)。使用气管插管或滴鼻方法向气

管内给予 50 μL BLM, 并迅速旋转操作板, 使BLM能

Figure 1 The equipment of mouse trachea intubation. A: Intubation cannula: deep access IV catheters, 22 G, 16 mm (blue) for mice with

body weight of 10-15 g, deep access IV catheters, 20 G, 20 mm (red) for mice with body weight over 15 g; B: Guide wire with diameter of

0.4 mm; C, D: Optical fiber flashlight with natural color; E: Self-made operating pad for mouse trachea intubation
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够均匀进入肺叶, 而后直立放置 5 min。整个操作在约

60 ℃左右的手术操作台进行。小鼠 2周造模 1次, 总

共6次[7]。

小鼠肺功能检测 小鼠使用三溴乙醇麻醉后置于

Flexivent小动物肺功能系统上 (flexiVent, SCIREQ Inc

公司)。小鼠设定通气量为 10 mL·kg-1, 呼吸频率为每

分钟 150次, 小动物肺功能分析仪检测小鼠的吸气、呼

气气道阻力和肺顺应性等数据, 并进行数据分析[8]。

病理评分 取材后的小鼠肺组织, 经 4% 多聚甲

醛固定之后, 脱水后石蜡包埋, 切成 4 μm厚度的肺切

片。进行Masson三色染色, 并做炎症评分, 得分越高,

说明炎症损伤程度越大。Ashcroft评分标准: 0分: 正

常肺组织; 1分: 肺泡或支气管壁轻微增厚; 3分: 肺泡

或支气管壁中度增厚, 但不伴有明显的肺泡结构紊乱;

5分: 肺泡结构受到破坏, 条索状纤维带或小范围纤维

灶形成; ７分: 肺泡结构被严重破坏, 广泛的纤维灶形

成, 蜂窝状肺可归于此级; 8分: 全视野纤维化病变; 2、

4、6分介于相应的分数之间。

羟脯氨酸含量检测 称量小鼠左肺湿重, 匀浆后

取 200 μL上清, 在玻璃试管中加入 550 μL的水解液,

混匀后在 95 ℃水解 20 min。调节 pH值后定容, 使用

活性炭处理后, 离心取上清。按照试剂盒说明书进行

操作, 测各管的吸光度, 使用吸光度计算羟脯氨酸的含

量, 详见南京建成羟脯氨酸测定试剂盒。

小鼠肺功能发育测定 测定小鼠肺功能体重发育

曲线时选择体重 10～12 g雄性C57BL/6J小鼠, 每周测

量小鼠肺功能, 直至小鼠体重超过 25 g。测定小鼠肺

功能周龄发育曲线时选择周龄 4 周的雄性 C57BL/6J

小鼠, 每周测量小鼠肺功能, 直至小鼠9周龄。

小鼠气道内给药可及性 使用气管插管法或滴鼻

法向小鼠气管内给予 50 μL印度墨水, 并迅速旋转操

作板, 使墨水能够均匀进入肺叶, 而后直立放置 5 min。

随后取出小鼠肺脏, 计算印度墨水染色面积。

统计学分析 除炎症评分外, 文中的结果采用均

值±标准差 (
-
x ± s) 表示 , 两组之间的均值比较采用

Student's t 检验 , 多于两组的组间分析使用 one-way

ANOVA Tukeys' multiple comparison检验; 炎症评分的

结果使用箱线图来展示, 统计采用卡方检验进行显著

性分析。

结果

1 小鼠肺功能发育曲线

脏器功能发育是研究药物及病理生理的重要指

标, 本研究使用上述无创气管插管法对一组固定小鼠

进行肺功能测定, 绘制肺功能体重曲线和肺功能周龄

曲线。结果显示, 10 g体重下小鼠深吸气量为0.49 mL,

18～20 g 时增加至 0.99 mL (图 3A); 10 g 体重下小鼠

动态弹性为 1.45 cmH2O·s·mL-1, 18～20 g 时降低至

0.82 cmH2O·s·mL-1 (图3B); 10 g体重下小鼠动态阻力为

55.72 cmH2O·mL-1, 18～20 g时降低至31.62 cmH2O·mL-1

(图3C); 10 g体重下小鼠动态顺应性为0.018 4 mL·cmH2O
-1,

18～20 g 时增加至 0.035 6 mL·cmH2O
-1 (图 3D); 10 g

体重下小鼠主气道阻力为 0.79 cmH2O·mL-1, 18～20 g

时降低至 0.289 cmH2O·mL-1 (图 3E); 10 g 体重下小

鼠组织衰减为 9.71 mL·cmH2O
-1, 18～20 g 时降低至

6.05 cmH2O·mL-1 (图 3F), 由此可见小鼠体重在 18～

20 g时肺功能发育成熟。与肺功能体重曲线相比, 肺

功能周龄曲线有很多相似之处。小鼠深吸气量及动态

Figure 2 The procedure of mouse trachea intubation. A: Expose of the vocal cords; B: A guide wire is inserted into the trachea, the arrow‐

head represents guide wire; C: The cannula is inserted through the guide wire; D: The analysis of the position of cannula
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顺应性由第 4周龄起增加至 8周龄时到达平台期 (图

3G和 J)。小鼠动态弹性、动态阻力、主气道阻力和组

织衰减由第 4周龄起降低至 8周龄时到达平台期 (图

3H、I、K、L), 说明小鼠于 8周龄时肺功能发育成熟, 同

时证明本研究所提供气管插管方法可无创对同一实验

动物反复操作。

2 气道内给药可行性分析

气管插管是肺内给药的重要途径之一, 本研究验

证了应用提供的气管插管方法对肺内给药的可行性,

除此之外, 也对比了传统滴鼻法是否可以满足肺内给

药需求。结果显示, 应用不同方法对小鼠肺内给予印

度墨水后, 滴鼻组染色部位集中在气管和主支气管, 肺

实质染色比例极为有限。应用气管插管向肺内滴注墨

水后可以观察到绝大部分肺实质存在着色, 气管虽有

着色但明显浅于滴鼻法 (图 4A)。统计学结果显示, 气

管插管法可使 96%表面积的肺部染色, 显著高于滴鼻

组的17% (图4B)。

3 多次BLM肺内损伤所致肺纤维化模型制备

肺内给予BLM是制备肺纤维化模型的重要策略,

然而单次气管内给予BLM仅能造成急性肺纤维化, 但

肺内多次给予小剂量BLM可以诱导更加贴近于临床

的慢性肺纤维化。因此, 无创造模在多次肺内损伤模

型制备中极为重要。本研究同样对比了多次BLM滴

鼻和气管插管滴注制备慢性肺纤维化模型的可靠性。

结果显示, 气管插管造模与滴鼻造模相比, 肺部出现明

显纤维化 (图 5A), 肺重指数和肺内羟脯氨酸含量明显

增高 (图 5B和C), 小鼠肺功能显著降低 (图 5D)。与此

同时 , 气管插管组肺部炎症评分也显著高于滴鼻组

(图5E)。

讨论

与之前报道[1]的经典和改进的方法比较, 本研究

描述的方法有以下几方面的优点。首先, 本方法所使

用设备较为简单, 易于获得且价格便宜, 便于加工改

造。使用传统检耳镜作为光源虽然同样在便捷性上可

以满足实验需求, 但是当检耳镜深入小鼠口腔并接近

气管开口时, 操作者很难看到气管开口。本研究作用

导丝直径为 0.4 mm, 这种导丝不仅可以最大限度暴露

操作视野, 同时还可避免直接插入插管对小鼠造成的

物理创伤。本研究中所使用光源为商业化自然色冷光

Figure 3 Growth curve of mouse lung function. A-F: Lung function-for-weight curve of mice; G-L: Lung function-for-age curve of mice.

IC: Inspiratory capacity; Rrs: Respiratory system resistance; Ers: Respiratory system elastance; Crs: Respiratory system compliance; Rn:

Airway resistance; G: Tissue damping

Figure 4 Feasibility analysis of intrapulmonary exposure through trachea intubation. A: Representative images of Indian ink exposed

lungs; B: Indian ink stained area ratio
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源, 其穿透力强, 光源集中易于调整照射角度。在目前

的研究工作中, 本课题组通过反复验证这一操作的可

靠性, 证实该方法易于进行小鼠肺内给药、肺内损伤造

模和无创肺功能测量等操作。

本研究制备了多次BLM肺内损伤所致小鼠肺纤

维化模型, 该模型需要对小鼠进行总计 6次造模, 因此

无创造模方法极为重要[7]。目前仅有无创气管插管和

滴鼻两种主要的肺内无创造模方式。然而本研究结果

显示, 滴鼻仅能将造模液体主要送至支气管, 较难进入

肺泡, 因此不适合进行肺泡损伤的造模方法。小鼠滴

鼻法通常可用于向小鼠肺部给予表达 Cre酶的病毒,

用以实现对转基因小鼠肺癌的造模[9]。然而这种造模

方式和急性及慢性肺损伤造模原理不同。腺病毒Cre

肺内感染仅需感染少量细胞便可产生自发肿瘤, 但肺

损伤模型需刺激剂到达广泛的肺泡才能成功造模, 因

此本方法更适合于肺损伤相关模型的制备。本课题组

最近应用这一方法, 成功构建了多次BLM小鼠肺纤维

化模型, 证明在慢性损伤刺激下, 蛋白激酶GSK-3β通

过与泛素编辑酶A20相互作用, 抑制其酶活性, 导致其

底物蛋白核转录因子C/EBPβ不能被泛素化降解而堆

积在巨噬细胞, 引起并维持巨噬细胞的促纤维化表型,

从而促进肺纤维化的发生和发展。该研究证实了这一

插管方法的有效性和可靠性[10]。

本方法在进行插管时, 需注意在最初用镊子撑开

嘴巴时, 尽量将舌根部压低, 这样可以最大可能地暴露

插管视野。如果使用无保护的镊子, 很容易造成舌头

损伤, 这可能会导致小鼠死亡。在首次学习此插管方

法时, 最重要的是根据小鼠头颈部位置调整目视方向,

以使气管开口可视化。如果正确完成操作, 并在小鼠

舌部施加足够的牵引力, 则很容易看到声带并观察到

声带的开合。最初, 如果此可视化存在问题, 则通常是

由于操作人员并未给予足够的拉力施加于舌头。稍微

增加此拉力将舌头拉直可视化路径, 以便可以看到声

带。一旦看到气管开口, 则随后插入导丝则相对简单。

然而在将套管针送入气管时, 手部可能会感受到阻力

存在, 这是由于声带的开合有时会阻挡套管针进入气

管。此时, 应当轻微调整套管针插入角度并反复尝试,

但动作应当保持轻微, 以免损伤声带。尽管Das等[11]

描述了一个独特的微观可视化气管插管系统, 且该描

述的系统具有较高的插管效率, 但需要专用光纤设备,

增加了操作的不便捷性。值得注意的是, 本方法针对

不同体重的小鼠采用了不同直径的套管针进行插管。

本方法针对体重在 10～15 g的小鼠使用 22 G套管针

(外径 0.7 mm), 而对 15 g体重以上小鼠使用 20 G套管

针 (外径 0.9 mm), 这样的设计可以使得套管与气管间

有较好的密闭性, 同时体重较低的小鼠也不会由于套

管针外径过大导致插管失败和损伤小鼠气道。为了保

证两种不同直径套管针的可比性, 本课题组对体重在

Figure 5 The preparation of multiple bleomycin injury induced pulmonary fibrosis mouse model. A: Masson staining was performed to

evaluate fibrotic changes in lungs; B: Lung index of the indicated mice; C: Hydroxyproline content in the right lung of the indicated mice;

D: Lung function of the indicated mice; E: Inflammatory score of the indicated mice
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15～16 g的小鼠使用了 22 G和 20 G套管针进行了肺

功能测量, 结果显示对于同一只小鼠两种套管针测量

的结果偏差在 8%以内, 这证明两种套管针所测得肺

功能数据具有可比性。同时显示本方法所提供的套管

针可以与小鼠气管产生良好的密封性, 满足机械通气

以及肺功能测量的要求。本研究发现 20 G套管针在

体重<30 g的小鼠中均可产生良好的气密性, 因此本研

究使用两种套管针所测量的小鼠肺功能发育曲线是可

靠的。本研究所描述小鼠肺功能发育曲线有助于判断

药物及基因对小鼠肺发育影响。特别是对于儿童药物

进行研发时, 应当更多关注脏器发育安全性问题。

本研究所测小鼠肺功能发育曲线提示小鼠体重在

18～20 g时肺功能发育成熟, 对应周龄为 8周龄。这

与通常药理学实验所用C57BL/6J小鼠规格相似, 说明

在这一体重周龄下所做呼吸功能研究不会受到小鼠体

重周龄增加而导致的偏差影响。同时这一时间也与小

鼠肺部组织结构发育一致[12]。另一方面, 通过本研究

可以观察到小鼠体重在 10～17 g, 周龄在 4～6周龄时

小鼠肺功能变化较大, 因此在这一体重周龄范围内进

行动物实验需考虑到肺发育问题。本研究所提供小鼠

肺功能发育曲线存在一定的局限性。首先, 本研究采

用C57BL/6J雄性小鼠进行肺功能检测, 因此同一品系

雌性小鼠, 或是不同品系小鼠肺功能发育曲线可能存

在偏差。另外, 本研究最小观察体重为 10 g, 最小观察

周龄为 4周龄, 因此本研究所提供小鼠肺功能发育曲

线缺乏体重<10 g或周龄<4周的相关数据。

本文中视频1、视频2、视频3见网页: https://kns.cnki.net/

kcms/detail/11.2163.R.20200515.1230.003.html。
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