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　 　 【摘要】 　 重度哮喘(severe
 

asthma,SA)患者需要大剂量激素,在联合其他药物治疗才能够维持症状控制,或即

使采用上述治疗仍不可控,是目前哮喘研究的难点和热点之一。 建立一种稳定可复制、高度模拟 SA 临床病理特征

的实验动物模型,对于深入研究 SA 的发病机制、药物治疗和预防具有重要意义。 本文通过回顾与整理国内外近十

年来 SA 动物模型相关的实验研究,从动物选择、模型制备方法、模型病理表型等方面总结和分析 SA 动物模型构建

的最新进展,为基于动物模型开展的 SA 基础研究提供参考依据。
【关键词】 　 重度哮喘;动物模型;过敏原;气道炎症;气道高反应性
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　 　 【Abstract】　
 

Severe
 

asthma,
 

which
 

requires
 

high
 

doses
 

of
 

glucocorticoids
 

in
 

combination
 

with
 

other
 

medications
 

to
 

maintain
 

symptom
 

control
 

or
 

is
 

uncontrollable
 

even
 

with
 

these
 

treatments,
 

is
 

currently
 

a
 

challenge
 

in
 

the
 

clinical
 

management
 

of
 

asthma.
 

The
 

establishment
 

of
 

a
 

stable
 

and
 

reproducible
 

animal
 

model
 

that
 

closely
 

mimics
 

the
 

pathophysiological
 

and
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

patients
 

with
 

severe
 

asthma
 

is
 

important
 

for
 

in-depth
 

study
 

of
 

severe
 

asthma
 

pathogenesis,
 

identifying
 

potential
 

therapeutic
 

targets,
 

and
 

developing
 

targeted
 

drugs.
 

This
 

article
 

reviews
 

studies
 

related
 

to
 

the
 

establishment
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

severe
 

asthma
 

in
 

the
 

past
 

10
 

years
 

and
 

summarizes
 

the
 

recent
 

progress
 

in
 

the
 

establishment
 

and
 

evaluation
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

severe
 

asthma
 

from
 

three
 

aspects:
 

selection
 

of
 

the
 

animal,
 

establishment
 

protocols,
 

and
 

model
 

pathological
 

phenotypes.
 

This
 

review
 

summarizes
 

and
 

analyzes
 

the
 

current
 

progress
 

in
 

the
 

establishment
 

of
 

SA
 

animal
 

models,
 

and
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

severe
 

asthma
 

basic
 

research
 

using
 

animal
 

models.
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　 　 支气管哮喘是一种以慢性气道炎症为主要病

理特征的复杂、异质性疾病,临床表现为发作性咳

嗽、气促、胸闷,以及伴有哮鸣音的呼气性呼吸困

难。 重度哮喘( severe
 

asthma,SA)在确诊哮喘和控

制合并症的基础上,需要使用大剂量吸入性皮质类

固醇激素( corticosteroids,CS),并联合控制药物(如

长效 β2 受体激动剂、白三烯调节剂或茶碱),且 / 或
过去 1 年中有≥50%的时间需使用全身性 CS 控制,



或者采用以上治疗症状仍不可控。 与轻中度哮喘

患者相比,SA 患者诱导痰中嗜酸性粒细胞、中性粒

细胞等炎症细胞数量升高更为明显,气道重塑病理

变化更加显著[1] 。 SA 虽然只占全部哮喘人数的

5% ~ 10%,却是哮喘致残、致死的主要原因[2] 。 SA
的发病机制和治疗靶点成为目前哮喘研究的热点

之一。
建立一种稳定、可复制、便捷,并且能够重现人

类 SA 临床表型和主要病理特征的实验动物模型,
对于研究 SA 的发病机制、药物治疗和预防具有重

要意义。 本文以“重症哮喘 / 重度哮喘 / 难治性哮

喘 / 激素抵抗型哮喘 / 激素不敏感型哮喘” 为关键

词,检索中国知网、万方、PubMed 等文献数据库收

录的近十年来国内外已发表动物实验类研究,将从

动物选择、模型制备方法、病理表型等方面对最近

十年来 SA 模型的构建方法与特点进行总结和分

析,为基于 SA 动物模型开展的相关基础研究提供

参考依据。

1　 重度哮喘模型常用实验动物

　 　 目前 SA 模型常用实验动物既有小鼠、大鼠[3] 、
豚鼠[4] 、兔等,也有研究使用大型动物马进行建模。
对近十年的 SA 动物模型文献中动物种属进行统

计,数据显示小鼠使用率高达 90%,说明小鼠是 SA
研究最常用的实验动物。 小鼠容易诱发气道炎症、
气道高反应性(airway

 

hyperreactivity,AHR)、气道黏

液高分泌等病理变化,因此更适合用于构建哮喘模

型。 其中,尤以 BALB / c 品系小鼠最常使用,更容易

诱发出明显的气道炎症和 AHR,其造模成功率较

高[5] ,其次为 C57BL / 6(包括 C57BL / 6J 和 C57BL / 6
N)、A / J 品系,其中 A / J 小鼠易感哮喘,而且对致敏

剂的反应也很强。
由于小鼠的生长发育较快,在 4 ~ 6 周时身体各

个器官已逐渐成熟,6 ~ 8 周即可达到性成熟,所以

一般实验研究选择正值青壮年的 6 ~ 8 周小鼠。 根

据实验目的不同也可选择不同周龄的小鼠,有研究

者利用 10 ~ 14 周龄小鼠构建 SA 模型,探索 SA 的慢

性高炎症负荷对恐惧行为和大脑神经免疫通路的

影响[6] 。 此外,有研究使用屋尘螨(house
 

dust
 

mite,
HDM)诱导 BALB / c 小鼠构建过敏性哮喘模型,发
现雌性小鼠支气管肺泡灌洗液 ( bronchoalveolar

 

lavage
 

fluid,BALF)中嗜酸性粒细胞、中性粒细胞和

巨噬细胞的数量以及血清 HDM 特异性 IgE 水平均

显著高于雄性小鼠,但在 C57BL / 6NJ 小鼠 BALF
中,雄性小鼠嗜酸性粒细胞的积累高于雌性小鼠;
不仅如此,不同性别、品系的小鼠哮喘模型肺细胞

因子表达也存在差异,比如雌性 BALB / c 小鼠相较

于雄鼠更趋向于 Th17 细胞免疫反应,IL-17A 表达

水平更高,而 C57BL / 6NJ 雌性小鼠哮喘模型的肺中

Th1 细胞因子变化更为明显[7] 。

2　 重度哮喘模型的制备方法

2. 1　 过敏原的选择

　 　 用于制备 SA 动物模型的过敏原主要可分为以

下几类:(1) 环境过敏原:包括 HDM、蟑螂提取物

(cockroach,
 

CRA)、二氧化氮( NO2 )等;(2)病原体

过敏原:包括转录腺病毒[8] 、流感病毒 H3N2[9] 、衣
原体、 流 感 嗜 血 杆 菌[10] 、 呼 吸 道 合 胞 病 毒

(respiratory
 

syncytial
 

virus,RSV)等;(3)化合物过敏

原:包括卵清蛋白 ( ovalbumin, OVA )、 三硝基苯

( trinitro
 

phenyl, TNP ) [11] 、 对 甲 苯 二 异 氰 酸 酯

(toluene
 

diisocyanate, TDI) [12] 等。 对近十年来 SA
模型文献进行统计,结果显示,约 51%的研究选用

OVA 作为造模的过敏原、约 42%的研究选用 HDM
作为造模的过敏原。 目前,最常用的过敏原是 OVA
和 HDM,其中,OVA 是动物哮喘模型应用最广泛的

经典过敏原。 HDM 是哮喘患者中最易接触到的环

境过敏原之一, 临床哮喘患者对其过敏率高达

85%,使用 HDM 诱导 SA 模型可以更好地模拟人类

哮喘的发生过程。
2. 1. 1　 单一过敏原造模

　 　 指只使用一种过敏原制备 SA 动物模型的造模

方法。 有研究者认为白介素 IL-13 ( interleukin,IL-
13)主要介导哮喘炎症反应,使用含有小鼠 IL-13 基

因的腺病毒颗粒作为单一过敏原,发现能够诱导出

具有气道炎症、AHR 和粘液分泌、中性粒细胞增多、
类固醇激素抵抗(steroids-resistant)等特征的动物模

型[8] 。 此外,化合物 TDI 常用于制造泡沫塑料及橡

胶、绝缘漆等,是职业哮喘发病常见过敏原。 有研

究者发现获得职业哮喘的患者通常对 CS 治疗反应

差,因此将 TDI 作为单一过敏原进行小鼠致敏发现

能够显著诱发产生 Th2 和 Th17 反应以及激素

抵抗[12] 。
2. 1. 2　 复合过敏原造模

　 　 指使用两种及两种以上过敏原制备 SA 动物模

型的造模方法。 复合过敏原多以 OVA 和 / 或 HDM
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联合其他过敏原,如 OVA+NO2
[13] 、HDM+流感病毒

H3N2[9] 、OVA +衣原体、流感嗜血杆菌[10] 、 OVA +
TNP [11] 、 OVA + HDM + CRA[14] 等。 有研究者通过

OVA 联合衣原体、流感嗜血杆菌诱导小鼠发现,感
染病菌能够抑制嗜酸性粒细胞,但不能抑制 AHR,
BALF 中性粒细胞有明显升高,使用 CS 治疗后气道

炎症和 AHR 未改善,提示使用病菌复合过敏原可以

诱导 类 固 醇 激 素 抵 抗 性 哮 喘 ( steroids-resistant
 

asthma)模型[10] 。 除病菌以外,常用的 OVA 和 HDM
也可以联合使用作为复合过敏原。 有研究者使用

OVA+CRA+HDM 多重过敏原对小鼠腹腔致敏及滴

鼻激发,与使用单一过敏原相比,复合过敏原更易

诱导小鼠产生激素抵抗[14] 。
2. 1. 3　 单一过敏原和复合过敏原的比较

　 　 使用单一过敏原造模的优点在于方法简单、造
模时间短、成本低,但如 IL-13 腺病毒、TDI 作为动物

造模的过敏原并不常用;使用复合过敏原的优点在

于造模成功率高,更易产生 SA,而且复合过敏原能

够更好的模拟临床复杂的环境-免疫的交互作用,
但复合过敏原造模流程相对复杂、造模时间长、成
本高。 此外,对过敏原类型的选择也和实验研究目

的密切相关,比如 TDI 诱导的 SA 模型,除了诱发

Th2 细胞炎症反应以外,还能够产生显著的 Th17 炎

症反应,用于探索 Th17 细胞在 SA 发病中的作用与

机制[12] ;OVA+HDM 等可以构建高 Th2 型嗜酸粒细

胞的 SA 模型[14] ;HDM +LPS 被用于构建低 Th2 型

和高中性粒细胞的 SA 模型[15] 。
2. 2　 常见佐剂及其选择

2. 2. 1　 常见佐剂

　 　 佐剂是一类能够改变免疫应答类型、发挥辅助

作用的非特异性物质。 目前,临床上使用最多的佐

剂为铝佐剂,包括氢氧化铝( Al ( OH) 3 ) 和磷酸铝

等。 研究表明,铝佐剂可以诱导机体产生强烈的体

液免疫,还能够促进树突状细胞 ( dendritic
 

cells,
DCs)的募集和活化、释放细胞因子及其他介质诱发

炎症反应[16] ,因此在 SA 造模中常配合使用铝佐剂

加强过敏原的致敏效果。
完全弗式佐剂 ( complete

 

Freund ’ s
 

adjuvant,
CFA)属于油乳类佐剂,可诱导体液免疫反应,增强

机体细胞免疫应答能力。 在 SA 模型中 CFA 常和

HDM 配合使用诱导增强免疫反应。 有研究应用

HDM / CFA(1
 

μg / μL,100
 

μL)皮下注射致敏小鼠,
14

 

d 后使用 HDM(5
 

μg / μL,20
 

μL)激发,模型小鼠

的肺部中性粒细胞显著增多并表现出激素抵抗等

特征[17] 。
脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)属于阴离子脂

质佐剂,是革兰氏阴性菌独特的病原相关分子模

式,LPS 可持续释放到环境中并且显著污染室内灰

尘,是哮喘严重程度的增强因素[18] 。 有研究者采用

LPS 作为佐剂联合 OVA 建立 SA 模型,发现该模型

气道炎症以中性粒细胞浸润为主[3] 。 有学者给予

小鼠模型不同剂量 LPS(1
 

μg 或 10
 

μg),发现 OVA
联合高剂量的 LPS 更易建立高中性粒细胞的 SA 哮

喘模型,该模型对 CS 的治疗无效[19] 。
环二鸟苷酸(cyclic

 

diguanylate,c-di-GMP)属于

核酸类佐剂,存在于多种导致 SA 的感染细菌中,c-
di-GMP 已被证明是一种有效的粘膜佐剂,可诱导

Th1 / Th17 反应并伴有低
 

Th2 反应[20] 。 有研究者使

用 HDM 和 c-di-GMP 致敏小鼠,随后用 HDM 和低

剂量的 c-di-GMP
 

激发, 可以成功诱导出小鼠的

AHR,且明显高于单独使用 HDM 诱导的小鼠模型,
此外该模型也表现出中性粒细胞显著增多[21] 。
2. 2. 2　 佐剂的选择

　 　 佐剂的使用可以提高免疫应答作用,但同时佐

剂的使用离不开过敏原的属性,常见 SA 造模多使

用 OVA +Al( OH) 3、HDM +CFA 或 HDM +LPS 等方

式。 铝佐剂和 OVA 通常使用腹腔 / 皮下注射致敏的

方式,在体内诱导 CD4+
 

T 细胞向 Th2 细胞分化,可
增强 OVA 的免疫原性。 LPS 同样为环境中的过敏

原,多配合 HDM 进行滴鼻或气管滴注的方式致敏,
CFA 作为油乳类佐剂,常用腹腔 / 皮下注射的方式

致敏,在滴鼻和腹腔两种方式的加持下,提高造模

成功率。
2. 3　 致敏与激发方法

　 　 SA 模型在致敏和激发的持续时间、时间间隔、
给药途径、给药剂量等虽存在一定差异,但也有以

下 5 个共同点:(1)动物多次致敏,两次致敏间隔通

常为 7 ~ 14
 

d;(2)过敏原激发多持续 4 ~ 7
 

d,能够引

起较强烈的 AHR、气道炎症等特征;(3)给药方式通

常为滴鼻、气管给药、雾化吸入、腹腔注射、皮下注

射等。 其中,腹腔注射多在致敏阶段使用,气管给

药和滴鼻多在激发阶段使用;(4)过敏原剂量:致敏

阶段使用低剂量,激发阶段使用高剂量;(5)多使用

Al(OH) 3、LPS 或 CFA 作为佐剂,能够获得较为稳

定、可重复的 SA 动物模型。 (具体的方法和内容详

见表 1)
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表 1　 重度哮喘模型的构建方法
Table

 

1
 

　
 

Methods
 

of
 

establishing
 

severe
 

asthma
 

models

品系
Strain

性别
Gender

周龄
Week

 

age

致敏方法
Sensitization

 

methods
激发方法

Challenge
 

methods
检测指标

Detection
 

indicators

C57BL / 6[13] ♀ 6 ~ 8

Day
 

0 雾化吸入 NO2
 1

 

h,Day
 

1 ~
3 雾化吸入 1%

 

OVA
Day

 

0
 

nebulized
 

NO2
 for

 

1
 

hour,
 

Day
 

1 ~ 3
 

nebulized
 

inhalation
 

with
 

1%
 

OVA

Day
 

14~ 16
 

雾化吸入 OVA
Day

 

14 ~ 16
 

nebulized
 

inhalation
 

of
 

OVA

AHR、炎症细胞分类计数、细胞因
子分析、激素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

C57BL / 6J[9]  8

使用 5
 

μg / μL
 

HDM 滴鼻,5 次 /
周,连续 5 周
Use

 

5
 

μg / μL
 

HDM
 

by
 

nasal
 

drops,
 

5
 

times
 

a
 

week,
 

for
 

5
 

consecutive
 

weeks

每 周 一 滴 鼻 含 有 流 感 病 毒 的
20

 

TCID50

Every
 

Monday
 

nasal
 

drops
 

20
 

TCID50
 

which
 

contains
 

of
 

influenza
 

virus

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、细胞因子分析、激素
抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

C57BL / 6J,
 

BALB / c[21]  8~ 10

Day
 

1,
 

3,
 

5 滴鼻 25
 

μg
 

HDM+5
 

μg
 

ci-di-GMP
Day

 

1,
 

3,
 

5
 

nasal
 

drops
 

25
 

μg
 

HDM+5
 

μg
 

ci-di-GMP

Day
 

11,
 

18,
 

25 滴鼻 25
 

μg
HDM+ 0. 5

 

μg
 

c-di-GMP,Day12 ~ 13,
 

19 ~ 20,
 

26~ 27 滴鼻 25
 

μg
 

HDM
Day

 

11,
 

18,
 

and
 

25
 

nasal
 

drops
 

25
 

μg
 

HDM+0. 5
 

μg
 

c-di-GMP,Day
 

12 ~ 13,
 

19 ~ 20,
 

and
 

26 ~ 27
 

nasal
 

drops
 

25
 

μg
 

HDM

AHR、炎症细胞分类计数、气道上
皮细胞增殖、细胞因子的分析、激
素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

proliferation
 

of
 

airway
 

epithelial
 

cells,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[11]  6 ~ 8

Day
 

0,
 

7 腹腔注射 10
 

μg
 

TNP-
OVA 复合物
Day

 

0,
 

7
 

intraperitoneal
 

injection
 

with
 

10
 

μg
 

TNP-OVA
 

complex

Day
 

14~ 20,滴鼻 2
 

μg
 

TNP-OVA-IgE 复合物
Day

 

14~ 20
 

nasal
 

drops
 

2
 

μg
 

of
TNP-OVA-IgE

 

complex

炎症细胞分类计数、细胞因子分析
Differential

 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

cytokine
 

analysis

BALB / c[12]  6 ~ 8

Day
 

1,
 

8 用 0. 3%
 

TDI 对小鼠进
行皮肤致敏(每耳 20

 

μL)
Day

 

1,
 

8
 

use
 

0. 3%
 

TDI
 

for
 

skin
 

sensitization
 

of
 

mice
 

( 20
 

μL
 

per
 

ear)

Day
 

15,
 

18,
 

21 使用 3%
 

TDI 进行压
缩空气雾化 3

 

h
Day

 

15,
 

18,
 

and
 

21
 

use
 

3%
 

TDI
 

for
 

compressed
 

air
 

atomization
 

for
 

3
 

hours

炎症细胞分类计数、肺组织病理学
分析、细胞因子分析、激素抵抗
Differential

 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

A / J,
BALB / c[22]  /

Day
 

0,
 

14 皮下注射 50
 

μg
 

OVA
(吸附于 5

 

mg 的 Al(OH) 3 ,溶于

200
 

μL 的生理盐水)
Day

 

0,
 

14
 

subcutaneous
 

injections
 

of
 

50
 

μg
 

OVA
 

( adsorbed
 

in
 

5
 

mg
 

of
 

Al(OH) 3 ,
 

dissolved
 

in
 

200
 

μL
 

of
 

saline)

Day
 

9 ~ 22 滴鼻 25
 

μg
 

HDM(溶于 25
 

μL 生理盐水)
Day

 

9 ~ 22
 

nasal
 

drops
 

25
 

μg
 

HDM
 

(dissolved
 

in
 

25
 

μL
 

normal
 

saline)

AHR、白细胞浸润、组织重塑、细胞
因子和磷酸化受体 p-38、 MKP-1
水平
AHR,

 

leukocyte
 

infiltration,
 

tissue
 

remodeling,
 

levels
 

of
 

cytokines
 

and
 

phosphorylated
 

receptors
 

p-38,
 

MKP-1

C57BL / 6J[23] / /

Day
 

1 背部皮下注射 100
 

μL 乳
化液,其中含有 50

 

μL
 

CFA
 

辅以
4

 

mg / mL 的结核分枝杆菌提取
物和 25

 

μg
 

HDM
Day

 

1
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

100
 

μL
 

of
 

emulsion
 

which
 

containing
 

50
 

μL
 

of
 

CFA,
 

and
 

supplemented
 

with
 

4
 

mg / mL
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

extract
 

and
 

25
 

μg
 

of
 

HDM
 

in
 

the
 

back

Day
 

19~ 22,鼻内吸入 10
 

μg
 

HDM 和
40

 

μL
 

生理盐水
Day

 

19~ 22,
 

intranasally
 

inhale
 

with
 

10
 

μg
 

HDM
 

and
 

40
 

μL
 

saline

AHR、炎症细胞分类计数、细胞因
子分析、肺蛋白分析、肺组织病理
学分析、激素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

cytokine
 

analysis,
 

lung
 

protein
 

analysis,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[14] ♀ 6 ~ 8

Day
 

1,
 

14,
 

21 腹腔注射 20
 

μg
 

OVA+2. 5
 

μg
 

CRA+2. 5
 

μg
 

HDM
+明矾
Day

 

1,
 

14
 

and
 

21
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

20
 

μg
 

OVA + 2. 5
 

μg
 

CRA+2. 5
 

μg
 

HDM+alum

Day
 

26 气管交替给药 20
 

μg
 

OVA 或
CRA 或 HDM,1 周两次
Day

 

26
 

tracheal
 

administration
 

of
 

20
 

μg
 

OVA
 

or
 

CRA
 

or
 

HDM
 

alternately,
 

twice
 

a
 

week

AHR、炎症细胞分类计数、趋化因
子和细胞因子的分析、胶原蛋白分
析、激素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

chemokine
 

and
 

cytokine
 

analysis,
 

collagen
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance
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续表1

品系
Strain

性别
Gender

周龄
Week

 

age

致敏方法
Sensitization

 

methods
激发方法

Challenge
 

methods
检测指标

Detection
 

indicators

Sprague-
Dawley[3]  7 ~ 8

Day
 

0,
 

7 腹腔注射 OVA+明矾,
气管给药 10

 

μg
 

LPS
 

Day
 

0, 7
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

OVA + alum,
 

tracheal
 

administration
 

of
 

10
 

μg
 

LPS

Day
 

14~ 53,雾化吸入 OVA,5 次 / 周,
Day

 

21,
 

35 气管给药 10
 

μg
 

LPS
Day

 

14 ~ 53,
 

nebulized
 

OVA
 

inhalation,
 

5
 

times / week,
 

Day
 

21,
 

35
 

tracheal
 

administration
 

of
 

10
 

μg
 

LPS
 

炎症细胞分类计数、肺组织病理学
分析、细胞因子分析、激素抵抗
Differential

 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

C57BL / 6[24] ♀ 7
Day

 

0,
 

7 皮下注射
 

50
 

μg
 

HDM
Day

 

0,7
 

subcutaneously
 

inject
 

50
 

μg
 

HDM

Day
 

14~ 17 滴鼻 15
 

μg
 

HDM
Day

 

14~ 17
 

nasal
 

drops
 

15
 

μg
 

HDM

炎症细胞分类计数、肺组织病理学
分析
Differential

 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis

C57BL / 6[25] ♀ 6 ~ 7

Day
 

0 ~ 2
 

腹腔注射 100
 

μg
 

HDM
+100

 

μg
 

OVA+15
 

μg
 

LPS
Day

 

0 ~ 2
 

Intraperitoneal
 

injection
 

of
 

100
 

μg
 

HDM+100
 

μg
 

OVA+15
 

μg
 

LPS

Day
 

14 ~ 15,
 

18 ~ 19 使用 OVA 雾化
30

 

min
 

Day
 

14 ~ 15, 18 ~ 19
 

use
 

OVA
 

atomization
 

for
 

30
 

minutes

小鼠行为学、AHR、炎症细胞分类
计数、和细胞因子分析、肺组织病
理学分析
Mouse

 

behavior,
 

AHR,
 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis

BALB / c[26]  6 ~ 8

Day
 

0 皮下注射 100
 

μg
 

HDM
+CFA

 

Day
 

0
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

100
 

μg
 

HDM+CFA

Day
 

14 滴鼻 25
 

μg
 

HDM+30
 

μg 鼻病
毒替代物 poly(I:C)

 

Day
 

14
 

nasal
 

drops
 

25
 

μg
 

HDM+30
 

μg
 

rhinovirus
 

substitute
 

poly(I:C)

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、激素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[27]  6 ~ 8

Day
 

1,
 

7,
 

14 腹腔注射 50
 

μg
 

OVA
 

+
 

4
 

mg 明矾
Day

 

1,
 

7,
 

and
 

14
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

50
 

μg
 

OVA + 4
 

mg
 

Alum

Day
 

21 ~ 27 雾化吸入 3%
 

OVA
 

30
 

min / d, Day
 

24,
 

26,
 

28 使 用 13-S-
HODE(0. 6

 

mg / kg)
Day

 

21~ 27
 

nebulized
 

inhalation
 

of
 

3%
 

OVA
 

30
 

min / d,
 

Day
 

24,
 

26,
 

and
 

28
 

using
 

13-S-HODE
 

(0. 6
 

mg / kg)

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、细胞因子检测分析、
激素抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

Dunkin-
Hartley[4]  /

Day
 

1,
 

4,
 

7 腹腔注射 150
 

μg
 

OVA+100
 

mg
 

Al(OH) 3

Day
 

1,
 

4,
 

and
 

7
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

150
 

μg
 

OVA+100
 

mg
 

Al(OH) 3

Day
 

19,
 

21 雾 化 吸 入 300
 

μg / mL
 

OVA,Day
 

21 雾化吸入 30
 

μg / mL
 

LPS
Nebulized

 

inhalation
 

of
 

300
 

μg / mL
 

OVA
 

on
 

Day
 

19
 

and
 

21,
 

nebulized
 

inhalation
 

of
 

30
 

μg / mL
 

LPS
 

on
 

Day
 

21

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、细胞因子分析、激素
抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[28] / 6 ~ 8

25
 

μg
 

HDM(溶于 50
 

μL 生理盐
水)滴鼻,5 次 / 周,共 7 周
25

 

μg
 

HDM
 

( dissolved
 

in
 

50
 

μL
 

normal
 

saline )
 

nasal
 

drops,
 

5
 

times / week,
 

a
 

total
 

of
 

7
 

weeks

第 7 周的最后 3
 

d,HDM 致敏前 30
 

min 滴鼻接种 1×106
 

TCID50 HRV1B
In

 

the
 

last
 

3
 

days
 

of
 

the
 

7th
 

week,
 

nasal
 

inoculation
 

with
 

1×106
 

TCID50
 HRV1B

 

for
 

30
 

minutes
 

before
 

HDM
 

sensitization

炎症细胞分类计数、肺组织病理学
分析、细胞因子分析、激素抵抗
Differential

 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[29] ♀ /

Day
 

0 皮下注射 100
 

μg
 

HDM
+CFA
Day

 

0
 

subcutaneously
 

inject
 

100
 

μg
 

HDM+CFA

Day
 

14
 

滴鼻 100
 

μg
 

HDM
 

( 溶于 35
 

μL 的生理盐水)
Day

 

14
 

intranasally
 

100
 

μg
 

HDM
 

(dissolved
 

in
 

35
 

μL
 

of
 

saline)

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、细胞因子分析、激素
抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

BALB / c[30] ♀ 8~ 10

Day
 

0 皮下注射 20
 

μg
 

OVA(溶
于 50

 

μL
 

PBS) +50
 

μL
 

CFA
Day

 

0
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

20
 

μg
 

OVA
 

( dissolved
 

in
 

50
 

μL
 

PBS)
 

+
 

50
 

μL
 

CFA

Day
 

21~ 23 雾化吸入 3%
 

OVA
 

10
 

min
Day

 

21~ 23
 

nebulized
 

inhalation
 

of
 

3%
 

OVA
 

for
 

10
 

minutes

肺组织病理学分析、细胞因子分
析、激素抵抗
Lung

 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance
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续表1

品系
Strain

性别
Gender

周龄
Week

 

age

致敏方法
Sensitization

 

methods
激发方法

Challenge
 

methods
检测指标

Detection
 

indicators

BALB / c[15] ♀ 6 ~ 8

Day
 

0 ~ 2 滴鼻 40
 

μL 溶液
(含 25

 

μg
 

HDM+1
 

μg
 

LPS)
Day

 

0 ~ 2
 

nasal
 

drops
 

40
 

μL
 

solution
 

(containing
 

25
 

μg
 

HDM+
1

 

μg
 

LPS)

Day
 

14~ 15,
 

18 ~ 19 滴鼻 40
 

μL 乳液
(含有 6. 25

 

μg
 

HDM+0. 25
 

μg
 

LPS)
Day

 

14~ 15,
 

18 ~ 19
 

nasal
 

drop
 

40
 

μL
 

emulsion
 

( containing
 

6. 25
 

μg
 

HDM +
0. 25

 

μg
 

LPS)

AHR、炎症细胞分类计数、肺组织
病理学分析、细胞因子分子、激素
抵抗
AHR,

 

differential
 

count
 

of
 

inflammatory
 

cells,
 

lung
 

histopathological
 

analysis,
 

cytokine
 

analysis,
 

corticosteroid
 

resistance

3　 重度哮喘动物模型的病理表型分析

3. 1　 气道炎症

　 　 SA 炎症反应可根据气道 Th2 数量分为高 Th2
型和低 Th2 型。 高 Th2 型 SA 以嗜酸性粒细胞浸润

为主,气道细胞炎症因子升高以 Th2 分泌的细胞因

子为主。 IL-4 可诱导幼稚 T 细胞向 Th2 细胞分化、
IL-5 促进骨髓中嗜酸性粒细胞的成熟并释放 IL-13,
使嗜酸粒细胞向气道迁移,通过作用于气道平滑肌

细胞引起气道反应性[31] 。 有研究者使用复合过敏

原制备 SA 模型,与使用 OVA 或 HDM 等单一过敏

原诱导的过敏性哮喘模型比较,OVA+HDM+CRA 多

重过敏原诱导 SA 模型小鼠的白细胞总数明显增

多,其中嗜酸性粒细胞和巨噬细胞数量显著升高,
肺部 Th2 型细胞因子 IL-4、IL-5 的表达水平是普通

哮喘组的 3 倍,IL-13 和 Th1 型细胞因子 IFN-γ、IL-
12 表达水平也显著升高[14] 。 目前,针对高 Th2 型

SA 分泌高水平 IgE、IL-5、IL-13 等炎症介质,已开发

出相应的靶向药物用于临床治疗,而低 Th2 型 SA
仍缺乏有效的生物标志物。

低 Th2 型(或称为 Th2 / Th17 型、中性粒细胞

型)SA 模型以肺中性粒细胞浸润为主要特征,通常

表现为较重的气道炎症反应和气道重塑病理变化,
且对激素治疗反应不敏感,气道细胞因子表达以

Th1 细胞分泌的 IFN-γ 和 IL-12 以及 Th17 细胞分泌

的 IL-17A 为主,其中 IL-17A 被证明可以降低人气

道上皮对 CS 的敏感性[32] 。 采用 HDM 和 LPS 联合

诱导低 Th2 型 SA 小鼠模型,其肺组织炎症细胞总

数及巨噬细胞计数经地塞米松 ( dexamethasone,
Dex)治疗后显著下降,而肺中淋巴细胞和中性粒细

胞浸润及 AHR 不能被有效抑制,在 Dex 治疗后反而

促进 Th1 细胞因子 IFN-γ、IL-12 以及 Th17 细胞因

子 IL-17A 等的表达增加[15] 。 用高剂量 LPS 联合三

磷酸腺苷( adenosinetriphosphate,ATP ) 刺激过敏原

装载后的 DCs,并且将这些细胞通过鼻腔滴注的方

式致敏小鼠,在过敏原激发后该模型表现出 SA 的

特征,气道中性粒细胞和 Th17 细胞数量明显增多,
IL-17A 分泌水平显著升高,与气道滴注低剂量 LPS
刺激的过敏原转载 DCs 相比,该模型组的气道重塑

病理变化显著增强。 进一步研究发现,在中性粒细

胞炎症基础上,IL-17A 对气道结构细胞(如成纤维

细胞等)的作用加重了该模型的气道重塑水平[33] 。
也有研究表明低 Th2 型 SA 小鼠模型对于抗 IL-17F
的治疗有效,而对抗 IL-17A 的治疗无效,提示 IL-
17F 在 SA 炎症病理反应中发挥重要作用[12] 。
3. 2　 气道高反应性

　 　 AHR 是哮喘的基本特征,能够直接或间接通过

运动、冷空气、过度换气诱发,引起气道平滑肌收

缩,从而导致气道变窄和气流受限。 哮喘的 AHR 主

要有两种表现形式:其一表现为短暂的、可诱发的,
通常发生在过敏原暴露后,在吸入 CS 治疗或环境

控制后可迅速缓解,这种短暂的 AHR 对间接刺激更

为明显,研究认为其与气道炎症病理密切相关;其
二表现为持久性,多见于 SA,在吸入 CS 或环境控制

后仍难以缓解,多继发于慢性气道炎症所导致的结

构性气道变化[34] 。
在哮喘患者中,气道敏感性、反应性和最大反

应都明显增强。 但是,与轻中度哮喘相比,SA 患者

的气道敏感性更高。 在相同的 1
 

s 秒内用力呼气量

(FEV1)的变化率下,引起 SA 的气道最大反应的刺

激物浓度低于轻中度哮喘患者[35] 。 同样,在 SA 动

物模型中, 有学者 发 现 患 有 牧 场 哮 喘 ( pasture
 

asthma,
 

PA)的马匹具有重度 AHR,与对照马匹相

比,患有 PA 的马匹吸入乙酰甲胆碱( methacholine,
Mch)后,肺阻力的平均百分比变化明显更大,且诱

发 PA 马匹气道收缩反应的过敏原浓度更低,表明

PA 马匹气道敏感性更强。 同时低浓度 Mch ( < 1
 

mg / mL)引起 PA 的马匹肺阻力增加 40%,而对照组

47 中国比较医学杂志 2023 年 9 月第 33 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

9



在较高剂量 ( 8 ~ 16
 

mg / mL) 下肺阻力仍无明显

变化[36] 。
除了牧草马哮喘,有研究者通过 OVA 特异性

Th1 细胞过继转输,诱发 Th1 细胞介导的 SA 小鼠模

型,与普通哮喘模型组相比,发现 SA 组小鼠肺阻力

升高更加明显,AHR 更显著增强[37] 。 不仅如此,有
研究者使用 HDM 和流感病毒 H3N2 诱导 SA 小鼠

模型,分别在第 4、8、10、15 天检测肺阻力,与仅使用

HDM 诱导的普通哮喘组相比,流感病毒 H3N2 诱导

的 SA 小鼠表现出较早、较高的气道阻力值,AHR 持

续时间延长,且对低浓度的 Mch 敏感性更高[9] 。
3. 3　 气道重塑

　 　 由于哮喘气道炎症造成气道组织结构反复损

伤刺激,最终引起的气道壁结构变化被称为气道重

塑。 其主要病理特征包括气道平滑肌细胞增殖肥

大、上皮完整性丧失、上皮-间质转化、杯状细胞化

生、粘液分泌过多、上皮下纤维化、网状基底膜增厚

和血管生成等, 均可导致不可逆转的肺功能丧

失[38] 。 SA 患者与轻中度哮喘患者比较,气道重塑

更为明显,主要表现为支气管壁增厚,支气管内径

变窄,支气管壁面积百分比增大,导致有效通气面

积减 小 气 道 阻 力 显 著 增 大, 构 成 阻 塞 性 通 气

障碍[39] 。
利用 OVA + CRA + HDM 多重过敏原诱导小鼠

SA 模型,发现小鼠气道上皮杯状细胞内黏液分泌降

低,而细胞外的黏液栓塞明显增强,同时平滑肌层

厚度和肺组织纤维化程度高于轻中度哮喘模型[14] 。
在 OVA 诱导的哮喘小鼠模型过敏原激发阶段(第 5
~ 55 天),使小鼠反复暴露于低剂量的流感嗜血杆

菌(1×107
 

CFU,每周 1 次,共 8 次),能够使小鼠气

道 Th2 细胞主导的嗜酸粒细胞炎症表型,转变为

Th17 细胞主导的中性粒细胞炎症表型,同时导致哮

喘模型气道黏液分泌增加和气道重塑加重,主要表

现为上皮下和血管周围空间的胶原蛋白沉积和肌

肉层增厚,α-平滑肌肌动蛋白和几种主要胶原蛋白

增加[40] 。 此外,Th17 相关细胞因子 IL-17A 和 IL-22
在中性粒细胞型 SA 中发挥了重要作用,并参与气

道重塑。 IL-17A 在 SA 哮喘患者痰液中增加,诱导

上皮细胞、内皮细胞和成纤维细胞表达“促纤维化”
细胞因子,并在体外研究中激发人气道平滑肌细胞

迁移,IL-22 可促进肌成纤维细胞分化、上皮-间质

转化以及体外平滑肌的增殖、迁移,在慢性 SA 小鼠

模型中,气道重塑以上皮下纤维化、粘液过度生成、

平滑肌细胞增生和肥大、高表达 IL-17A 和 IL-22 为

主要特征[41] 。 由此看来,SA 哮喘小鼠模型气道细

胞纤维化高、细胞过度增殖迁移、粘液分泌加重,气
道重塑与中性粒细胞型炎症密切相关。

由于小鼠的气道壁是一种较薄的组织结构,因
此小鼠哮喘模型中气道重塑的研究较少涉及气道

平滑肌的变化,主要聚焦于气道上皮下纤维化。 而

大鼠哮喘模型在过敏原致敏和反复激发后,通常能

够表现出气道平滑肌增生肥厚等组织病理学变化,
这些气道重塑变化与大鼠模型的 AHR 程度密切相

关[42] 。 但是,有研究指出大鼠类固醇抵抗组与皮质

类固醇激素敏感哮喘组相比,两者在杯状细胞增

生、上皮下胶原厚度和气道平滑肌重塑方面无显著

差异[3] 。 因此,SA 动物模型中气道重塑的研究存在

一定生理性局限,其在 SA 疾病中的病理表型差异

性以及诊断价值,仍有待阐明。
3. 4　 激素抵抗

　 　 临床上,SA 患者尽管接受了高剂量的激素治

疗,但仍会出现难以控制的哮喘症状,被称为激素

抵抗 性 哮 喘。 有 证 据 表 明 糖 皮 质 激 素 受 体

(glucocorticoid
 

receptor,GR)异常、核组蛋白去乙酰

化酶 2(histone
 

deacetylase
 

2,HDAC2)活性降低等可

导致激素抵抗的发生和发展[43] 。 此外, 非编码
 

RNA、细胞自噬等因素在激素抵抗中的作用也是近

年研究的热点。
通过 OVA 和衣原体病毒、流感嗜血杆菌、流感

病毒 H1N1、 RSV 合 并 感 染 BALB / c 小 鼠 诱 导

SSIAAD ( severe
 

steroid-insensitive
 

allergic
 

airway
 

disease)新型小鼠模型,小鼠肺部 miRNA-21 表达水

平增加,而 miR-21 靶磷酸酶和张力蛋白同系物

(PTEN)的表达减少,并且与 AKT 磷酸化水平增加

和 HDAC2 水平降低有关, 通过抑制 miR-21 或

PI3K,小鼠对 CS 治疗的敏感性恢复[44] 。 反复接触

过敏原也可导致小鼠对 CS 不敏感,与单次 LPS 激

发相比,A / J 小鼠经 3
 

d 的 LPS(0. 1
 

mg / mL,每只 40
 

μL,每天两次)鼻内激发,HDAC2 和核因子 E2 相关

因子 2(Nrf2)水平显著降低,AKT 磷酸化水平增加,
丙酸氟替卡松对其气道炎症的抑制作用明显减

弱[45] 。 总之,激素抵抗是 SA 的重要病理特征,制备

新型 SA 模型能够更深入地研究其发病机制,并开

发新的治疗药物。
3. 5　 其他

　 　 除气道炎症、AHR、气道重塑和激素抵抗等病
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理表型外,SA 动物模型也表现出不同的分子表型,
如 NOD 样受体蛋白 3( NOD-like

 

receptor
 

protein
 

3,
NLRP3)、外泌体、miRNA、唾液结合免疫球蛋白样凝

集素 9(sialic
 

acid-binding
 

immunoglobulin-like
 

lectin-
9,Siglec-9)等特征性分子,这些分子可能成为 SA 的

特征性诊断标记物或治疗靶点。
NLRP3 炎性小体是一种存在于细胞浆中的多

蛋白复合物,由凋亡相关斑点样蛋片(ACS)、半胱氨

酸蛋白酶- 1( Caspase-1) 以及 NOD 样受体蛋白组

成,它是一种重要的炎症介质,参与多种炎症反应

核免疫调节过程[46] 。 使用衣原体、流感嗜血杆菌以

及 OVA 诱导 SA 小鼠模型,表现为气道中性粒细

胞、NLRP3、IL-1β 表达增高,靶向 NLRP3 的治疗可

以减少 IL-1β 的产生,降低 SA 模型中性粒细胞炎症

和 AHR[10] 。 临床证据也表明,SA 患者肺组织、诱导

痰中 NLRP3 和 IL-1β 的表达增多,这可能与中性粒

细胞比例增加以及哮喘控制不佳有关[47] 。 此外,有
研究显示参与

 

SA
 

发病机制的所有类型的细胞都会

产生和分泌外泌体,外泌体含有蛋白质、核酸、脂

质、细胞因子和生长因子以及共刺激分子,因此可

以调节
 

SA 中的免疫炎症反应[48] 。 miRNA 是一种

内源性非编码小 RNA,它在转录后水平调节细胞功

能,参与调节哮喘等肺疾病,其中 miR-9 可调节
 

GR
 

信号和 AHR,miR-21 能够抑制
 

Th1 相关细胞因子

的表达。 哮喘小鼠敲除 miR-21 表现为嗜酸粒细胞

炎症减少,Th1 型细胞因子增加[49] 。 因此,miR-9 和

miR-21 可以作为 SA 模型的辅助检测指标。 此外,
Siglec-9 是特异性表达于中性粒细胞的抑制性唾液

酸聚糖受体,当 Siglec-9 与特异性配体或抗体结合,
可诱导中性粒细胞凋亡或自噬,有助于促进中性粒

细胞炎症消退,是治疗 SA 中性粒细胞增多的潜在

靶标[50] 。

4　 总结与展望

　 　 目前,SA 动物模型的制备在动物品系、过敏原

种类、致敏和造模方法等方面存在诸多差异,通过

总结近十年的 SA 模型造模方案,发现动物选择多

以 BALB / c 小鼠为主。 致敏原可分为环境过敏原、
病原体过敏原、化合物过敏原三大类,根据过敏原

使用形式的不同,还可分为单一过敏原和复合过敏

原,多配合佐剂来增强模型动物的免疫应答反应。
动物接受过敏原致敏次数通常不少于 2 次,并通过

多次反复的过敏原激发进行诱导,过敏原的给药方

式多选用皮下或腹腔注射、气管滴入或雾化吸入等。
在 SA 动物模型病理表型方面,以高 Th2 型或

低 Th2 型区分表型,伴有气道炎症、气道重塑、AHR
加重,细胞因子显著增高、激素抵抗等特征。 SA 动

物模型可表现出较早、较高的气道阻力值,气道敏

感性更高,且 AHR 持续时间延长,气道重塑病理变

化加重。
此外,SA 动物模型的研究仍存在许多问题。

(1)临床 SA 患者对异体蛋白过敏引发哮喘的较少,
而动物造模时选用 OVA 腹腔或皮下注射致敏具有

明显的局限性,使用病毒感染、环境中提取过敏原

更符合临床;(2)在研究激素抵抗时多选用 Dex 腹

腔注射,而临床较少使用 Dex 治疗,多使用吸入性氢

化可的松或甲泼尼龙;(3)目前 SA 动物模型的表型

较为简单,还不能充分模拟 SA 患者的复杂临床表

型,选用合适的过敏原(多重联合过敏原等)、佐剂

以及致敏和激发方案,同时利用基因编辑等方法可

能有助于构建具有特定临床表型的 SA 模型;(4)在

SA 动物模型中通过传统的气道炎症、AHR、气道重

塑、激素抵抗等指标进行评估以外, 可以结合

NLRP3 炎性小体、外泌体和特定 miRNA 等进行 SA
病理表型分析。

综上所述,今后还需针对 SA 临床表型进一步

优化动物模型的构建方法,建立能够更好地模拟人

类 SA 病理变化的实验动物模型,进而加深对 SA 发

病机制的研究,发现新的干预靶点,并最终开发出

新的 SA 预防和治疗药物。
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