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口咽滴注法与滴鼻法建立铜绿假单胞菌小鼠急性肺炎模型的比较

黄文慧1,覃娇霞1,黄载中1,赵若阳2,石丽璐1,王可1
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摘 要:目的 建立并比较两种铜绿假单胞菌(pseudomonasaeruginosa,PA)小鼠急性肺炎模型,评价其操作简便性、成
功率和实用性。方法 采用改良口咽滴注法(LED冷光源引导联合加样枪头)与传统滴鼻法分别接种PA菌悬液,以黑

墨水示踪评估肺部递送效率。接种24h后,观察肺大体病理变化、测定肺组织菌载量并进行组织病理学分析。结果 
口咽滴注组肺部墨水浸染面积显著大于滴鼻组(63.10%vs30.00%),建模成功率分别为100%和73.68%。口咽滴注

组肺组织均呈现典型肺炎改变(充血、水肿、出血),菌载量显著高于滴鼻组[(6.00±0.48)log10CFU/gvs(5.37±0.38)

log10CFU/g,P<0.001],病理切片显示更明显的肺泡出血及中性粒细胞浸润。结论 冷光源引导口咽滴注法操作快

速、成本低、成功率高、重复性好,是一种更适于呼吸道感染机制研究及药物评价的小鼠肺炎建模方法。
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Comparisonoforopharyngealinstillationandintranasalinstillationforestablishing
amousemodelofacutePseudomonasaeruginosapneumonia

HUANGWenhui1,QINJiaoxia1,HUANGZaizhong1,ZHAORuoyang2,SHILilu1,WANGKe1

(1.DepartmentofRespiratoryandCriticalCareMedicine,theFirstAffiliatedHospitalof
GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China;2.WenzhouInstitute,

UniversityofChineseAcademyofSciences,Wenzhou325000,Zhejiang,China)

  Abstract: Objective ToestablishandcomparetwomousemodelsofacutePseudomonasaeruginosa
(PA)pneumonia,andevaluatetheiroperationalease,successrateandpracticability. Methods Modified
oropharyngealinstillation(guidedbyLEDcoldlightsourcecombinedwithpipettetips)andtraditionalin-
tranasalinstillationwereusedtoinoculatePAbacterialsuspensions,respectively.Blackinktracingwasadopt-
edtoevaluatelungdeliveryefficiency.At24hoursafterinoculation,grosspathologicalchangesofthelungs
wereobserved,bacterialloadinlungtissueswasdetermined,andhistopathologicalanalysiswasperformed. 
Results Inkcoverageareainthelungsoftheoropharyngealinstillationgroupwassignificantlylargerthanthat
oftheintranasalinstillationgroup(63.10%vs30.00%),withthemodelingsuccessratesof100%and73.
68%,respectively.Alllungtissuesintheoropharyngealinstillationgroupexhibitedtypicalpneumonicchanges
(hyperemia,edema,hemorrhage).Thebacterialloadintheoropharyngealinstillationgroupwassignificantly
higherthanthatintheintranasalinstillationgroup[(6.00±0.48)log10CFU/gvs(5.37±0.38)log10CFU/g,
P<0.001].Histopathologicalsectionsshowedmoreobviousalveolarhemorrhageandneutrophilinfiltrationin
theoropharyngealinstillationgroup. Conclusion Thecoldlightsource-guidedoropharyngealinstillation
methodisrapid,low-cost,hasahighsuccessrate,andhasgoodreproducibility.Itisamoresuitablemethod
forestablishingmousepneumoniamodelsinstudiesonthemechanismofrespiratorytractinfectionsanddrug
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evaluation.
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  铜绿假单胞菌(pseudomonasaeruginosa,PA)是
一种条件致病菌,可导致免疫功能低下者,如慢性阻塞

性肺疾病、囊性纤维化、烧伤等患者发生急性或慢性感

染[1-3]。其引起的肺部感染一般病程久、治愈率低及病

死率高,且PA对多种抗生素耐药,已然成为院内感染

的一大难题[4]。为能更深入地研究PA的致病机制以

及探究药物对细菌肺部感染的治疗效果,模拟肺部感

染模型需要更贴近临床,以便评价药物治疗等方面的

研究,进一步指导临床用药和新药研发提供理论和实

验依据。目前,已有多种方法用于建立急性肺炎动物

模型,但不同方法所构建的模型可能存在差异,常用方

法有气管切开术法、气管插管法、经鼻滴入法等[5-8],但
气管切开法较容易损伤小鼠气道造成小鼠死亡。本研

究旨在采用两种不同方法建立急性肺炎动物模型,即
传统的滴鼻法和改良的应用冷光源发光掏耳勺辅助进

行小鼠口咽滴注吸入气管的方法,并对两种方法建造

的模型进行深入比较和分析,以期为相关研究提供更

合适的模型选择依据。

1 材料与方法

1.1 实验主要材料

1.1.1 菌株 PA标准菌株PAO1,由美国北达科他

州大学免疫学实验室惠赠。

1.1.2 动物来源 C57BL/6J小鼠,性别比例1∶1,8
~10周,体重25~30g,购于北京维通利华动物实验

动物技术有限公司,常规饲养于实验动物中心SPF级

小鼠饲养间内,12h/12h昼夜光照,动物房温度为22
~24℃,湿度为70%。本研究方案通过了广西医科大

学第一附属医院医学实验动物伦理委员会的审批

(2024-D281-01)。

1.1.3 主要设备器材 经过改造的桌面阅读架(用做

悬吊小鼠的滴注操作台)、100μL单道移液枪(eppen-
dorf)、电泳加样枪头(QSP1~200μl,USAThermo
FisherScientific)、带光源掏耳勺[9](提供光源,耳勺可

作为压舌板用途)。

1.1.4 主要试剂耗材及仪器 LB肉汤及LB营养琼

脂(均购自海博生物技术有限公司)、磷酸缓冲盐溶液

(PBS,北京索莱宝科技有限公司)、各规格的EP管、离
心管、70μm细胞网筛(FALCON,USA)、异氟烷(购
自山东安特牧业科技有限公司)、圆头镊子、洁净台、组
织匀浆机(上海净信)、低温高速离心机(湘仪)。

1.2 实验分组与处理 将64只SPF小鼠正常饲养,
按照造模方式随机分为滴鼻组A32只和口咽滴注组

B32只,其中每组再随机分为吸入PA菌液组20只作

为实验组,吸入黑墨水组6只作为示踪组,吸入PBS
组6只作为空白对照组。口咽滴注组通过口咽滴注

30μL1×108CFU/mLPA悬液[10],建立PA肺部感

染模型,滴鼻组使用滴鼻法经鼻吸入等量菌液(左右鼻

孔各15μL)。其中在满足统计学有效性和实验可行

性的前提下,为减少实验动物用量,黑墨水组和PBS
组各设置6只小鼠。见表1。

表1 C57BL/6J小鼠急性肺炎模型组分组

分组 数量/只 造模方法 吸入物

A1 20 滴鼻 PA菌液

A2 6 滴鼻 黑墨水

A3 6 滴鼻 PBS
B1 20 口咽滴注 PA菌液

B2 6 口咽滴注 黑墨水

B3 6 口咽滴注 PBS

1.3 肺部感染模型构建操作方法及步骤 操作前准

备:在50mL离心管底部装入10mL左右空间的脱

脂棉球,然后用无菌加长巴氏吸管向棉球内部滴入5
mL异氟烷液体[11],使棉球湿润但不滴水(大约能麻

醉10只小鼠),如果麻醉小鼠数量较多,需适时补充

异氟烷。对小鼠进行麻醉处理过程中,观察小鼠的呼

吸频率由急促转慢,即100~200次/分降到60~100
次/分左右;或用无菌棉签的棉絮触碰小鼠的角膜无眨

眼反应;亦或捏小鼠后肢无挣扎时即为较适合的麻醉

深度。操作过程中如果小鼠苏醒,重复进行麻醉即可。
操作步骤:将木架立在桌面上,待异氟烷麻醉小鼠后,
上门牙挂在木架固定的手术丝线上,小鼠竖立悬挂固

定于木架。右手将小鼠舌头牵拉固定后,左手持发光

掏耳勺下压舌根,暴露口咽部,可看见随呼吸开闭的声

门。右手持移液器,吸取30μLPA悬液,缓缓滴注在

声门上方,尽可能靠近声门,持续下压小鼠舌根,观察

细菌悬液随呼吸进入肺部直至无残留。将小鼠悬挂在

木架上直至麻醉苏醒,放回鼠笼中正常饲养。滴鼻法

也是常用于构建急性肺部感染模型的方式,麻醉后左

手抓持小鼠,面向操作者,取头高脚低位,移液器吸取

30μL细菌悬液,左右鼻孔交替滴注微小液滴,随呼吸

进入肺部,滴鼻完毕后悬挂于线上2~3min,放回笼

中正常饲养。操作者熟练使用发光掏耳勺及配合移液

器加样枪头声门滴注后,每只小鼠的建模时间仅需2
~3min。动物分笼饲养,每4h观察小鼠的进食情况
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与活动精神状态(除夜间24:00之后)。

1.4 标本采取与处理 接种后24h,颈椎脱臼法处

死小鼠,75%乙醇浸泡30s,用无菌纱布吸去多余乙

醇,置于无菌操作台上解剖。打开胸腔观察肺脏大体

病变并评分、拍照记录,无菌分离肺组织,放入含2mL
PBS或4%多聚甲醛的无菌离心管中。

1.5 肺大体病理观察 观察小鼠开胸取出肺脏的肺

大体病理改变,根据肺大体病理改变以及炎症严重程

度分为4级[12]:①Ⅰ级:正常;②Ⅱ级:充血、肿胀、肺
不张;③Ⅲ级:胸膜粘连、实变或肺不张;④Ⅳ级:脓肿、
出血、大面积实变或肺不张。肉眼观察肺脏大体病理

改变,存在充血、出血、脓肿等变化,可初步判断肺部感

染模型构建成功。

1.6 肺组织形态检测 取1.4中浸入4%多聚甲醛

固定24h处理后的肺组织标本 ,经乙醇梯度脱水、二

甲苯透明、浸蜡、包埋后切片(厚度3μm),进行 HE
染色后,在光学显微镜下观察肺组织形态学变化。

1.7 肺组织细菌学负荷测定 取保存于PBS离心管

中的肺组织,在4℃研磨成肺组织匀浆,经过70μm
细胞网筛过滤去除较粗大的组织碎片后,滤液经梯度

稀释后从中取100μL用涂布棒均匀地涂布在LB琼

脂平板上,37℃恒温静置培养24h,计算肺组织中的

细菌菌落总数(CFU)。即CFU/mL=平板上菌落数

×稀释倍数×20。

1.8 统计学方法 使用GraphPadPrism8.0进行作

图和统计学分析,以(췍x±s)表示正态分布的计量资料

数据结果,数据采用3次独立重复试验的平均值。采

用两独立样本t检验比较两组之间的差异。使用Im-
ageJ计算面积,数据采用3次独立重复试验的平均

值。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肺大体病理改变 如图1所示,本实验中测试了

滴鼻接菌的效果,使用滴鼻法和口咽滴注法,让小鼠吸

入黑墨水[9]。滴鼻法小鼠肺部被墨水浸染的面积较

小,平均浸染面积为30.00%,而口咽滴注小鼠肺部的

浸染面积更广泛,平均浸染面积为63.10%,说明该方

法对肺给药更有效。接种PA的 A1组和B1组小鼠

的肺多为Ⅳ级病变。急性肺炎感染模型构建成功的小

鼠在接种PA后24h可见肺大体明显充血、水肿、出
血;接种PBS的 A3组和B3组小鼠为正常肺组织外

观,见图2。所有使用口咽滴注法接种PA的小鼠,其
中3只在感染后至少8h死亡,可能为感染过重,纳入

统计分析,24h后存活17只,解剖肺脏均可见不同程

度肺出血、水肿,表明全部建模成功。使用滴鼻法接种

PA的小鼠,其中1只在1h内死亡,感染时间短,为非

感染原因造成的死亡,剔除该组数据,24h后存活19

只,解剖肺脏仅有部分小鼠的肺脏可见不同程度肺出

血、水肿,未能全部建模成功。

图1 比较滴鼻法与口咽滴注法的效率

图2 PBS组和PA组肺组织大体病理改变

2.2 肺组织病理结果 如图3所示,滴注PA菌液的

小鼠模型组与滴注PBS的正常组相比,其肺病理切片

经HE染色后呈现急性肺炎特点,可见肺内血管扩张

充血,肺泡腔内有大量渗出物,以红细胞渗出和以中性

粒细胞为主的炎症细胞浸润,口咽滴注组尤为明显。

注:蓝色箭头表示中性粒细胞浸润,红色箭头表示红细胞渗出。

图3 肺组织病理(HE,标尺=50μm,25.0×)
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2.3 肺组织细菌学检测 如图4示,A1组和B1组

均培养出较高浓度的PA,对照组A3和B3均未培养

出PA。参考构建急性肺炎成功标准,急性肺炎模型

培养出细菌量>105CFU/g即可证明模型构建成

功[10]。按 照 此 标 准,滴 鼻 法 构 建 模 型 成 功 率 为

73.68%,口咽滴注法成功率为100%,高于滴鼻法。
口咽滴注组菌载量显著高于滴鼻组(6.00±0.48)

log10CFU/gvs(5.37±0.38)log10 CFU/g,P <
0.01。

注:与滴鼻组相比,**P<0.01。
图4 口咽滴注组和滴鼻组肺组织匀浆细菌负荷量的比较

3 讨论

由于肺部感染日益增加,以细菌、病毒等居多[13],
但抗生素使用的不规范和病原体容易发生突变导致产

生耐药性[14],造成治疗难题。而为了解决呼吸道感染

这一难题,研究者需要借助实验动物来创造肺炎模型

以求寻找更适合的药物治疗或者疫苗研发。通过呼吸

道给药染菌、染毒操作的模型需求快速增长,而小鼠是

构建动物模型常用且良好的选择。虽然近年来随着各

种可视化喉镜辅助,插管成功率提高了,但小鼠体型

小,口腔可操作空间狭小,仍然需要多次插管才能成

功[15-16],而多次插管容易损伤小鼠口腔黏膜,造成黏膜

水肿、分泌物增加导致窒息,甚至导致气道穿破、软骨

断裂引起漏气,造成术后感染。所以经口气管插管操

作仍然相对困难,需要操作者练习掌握一定技术和经

验才能提高成功率。大部分研究者通常采用手术法切

开颈前皮肤筋膜暴露气管的气管插管操作。这种方法

操作比较繁琐,需要操作者手法娴熟,加上麻醉深度较

深,对实验动物造成的损伤较大,容易造成动物死

亡[17-19]。也有学者使用透射灯作为光源进行引导经口

直视滴注来完成造模[20],但透射灯所占空间比较大,
影响操作,且需要地方固定,对操作区域要求较高。滴

鼻法作为经典建模方法,虽然操作简便,但成功率较

低,操作过程中小鼠可能打喷嚏或吞咽,造成给药剂量

无法准确计算,感染程度不一致[10,21]。其他的非手术

方式,如气溶胶、雾化吸入法,对实验设备要求高,并且

容易造成病原菌在空气中传播,对环境和实验人员造

成污染和伤害,无法量化动物吸入量的问题[18,22]。
而本实验应用冷光源发光掏耳勺和加样枪头完成

的小鼠口咽滴注法具有以下优点:①电泳加样枪头配

合移液器,操作使用简单、操作灵活、剂量准确、无样品

残留,可重复完成。加样枪头前段细长、有一定柔软

度,能进行较精细的操作,靠近声门,不易损伤小鼠,对
小鼠更加的安全,是一种理想的小动物实验滴注工具;

②冷光源发光掏耳勺的冷光源不会烫伤小鼠的口腔黏

膜组织,避免了组织损伤所引起的一系列炎症反应,前
端勺柄大小恰好适合小鼠口腔,方便伸入并作为压舌

板使用,且易获取;③单次完成的口咽滴注实验,使用

异氟烷进行麻醉,小鼠苏醒时间短,可避免麻醉意外死

亡。如需长时间连续性滴注实验,可以使用戊巴比妥

钠腹腔注射进行麻醉;④冷光源照明联合加样枪头可

清楚地看到声门裂的闭合状态,能更精准定位,将液体

滴入气道。
操作的注意事项:①为减少麻醉过深造成死亡,需

控制麻醉的深度,观察小鼠的呼吸频率由快转慢时,即

100~200次/分降到60~100次/分,5~10s后从麻

醉容器中取出,进行下一步操作;②滴注前,对加样枪

头插管深度进行解剖观测,大致标记插入深度;③滴注

时,加样枪头在中线顺着上颚至咽后壁慢慢向下,在冷

光源观察下尽量靠近声门上方滴注;④滴注过程中需

持续用掏耳勺按压小鼠舌根,防止其吞咽动作[23],减
少滴注液进入食道,直至全部吸入气道;⑤吸入结束后

将小鼠上门牙钩在手术线上,悬挂1~2min,使滴注

液尽可能进入肺部;⑥超过50μL体积的悬液容易导

致小鼠窒息死亡。为了确保实验的成功,通常滴注液

体为20~50μL,根据不同实验的需求进行预实验摸

索最佳剂量及体积。
建模成功的评定标准:①动物一般情况观察:感染

成功的小鼠会出现精神萎靡、活动减少、摄食减少、体
重减轻以及眼、口、鼻分泌物增加等现象[7];②肺大体

病理观察:感染成功的小鼠肺脏可见水肿、充血、出血

的表现;③病原学检测:急性感染肺组织匀浆细菌培养

阳性,并且细菌菌落数>105CFU/g。PA作为多药耐

药条件致病菌,可在慢性阻塞性肺病、囊性纤维化等免

疫低下患者中引起急性或慢性感染[24],且对现有抗生

素具有高度的天然耐药性和获得性耐药性[25-26],这凸

显了研发新型对抗策略的迫切需求。因此,需要方便

可靠的实验动物造模方法非常必要。有研究者提过,
需要优化现有的动物模型构建方法[27-28],以达到高效、
便利的操作优势。

本实验改良的冷光源发光掏耳勺和加样枪头完成
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的小鼠口咽滴注法可应用在多种病原体感染小鼠肺部

模型上。除了本实验中的PA,大肠杆菌[29]、肺孢子

菌[30]、金黄色葡萄球菌[31]和肺炎克雷伯菌[32]也常用

口咽滴注法进行小鼠肺部感染,因此,该实验联合冷光

源发光掏耳勺和加样枪头进行改良的方法,也适用于

其他的病原体肺炎模型,尤其是细菌感染。
综上所述,本实验使用常见的加样枪头和发光掏

耳勺,很好地改进和创新了小鼠肺部接种实验操作的

滴注方法,熟练这项技术只需经过数次初步的练习即

可掌握并单人实施实验。因此,应用冷光源发光掏耳

勺和电泳加样枪头进行的口咽气管滴注新方法可成功

建立经济、操作简洁快速、安全及死亡率低、成功率高、
重复性好的小鼠PA肺部感染模型,能够广泛用于小

鼠呼吸系统的滴注操作。这项技术可应用于其他的肺

部急性细菌感染,对深入研究各种病原体感染引起的

急性肺部感染的发病机制、宿主免疫反应、宿主-病原

体相互作用、病原体耐药机制和寻找、研发新的治疗策

略具有重要意义。
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