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小鼠支气管肺泡灌洗术研究进展
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　 　 【摘要】 　 支气管肺泡灌洗术是研究呼吸系统疾病的一项重要技术,已经在疾病研究中得到广泛运用。 目

前,临床患者的支气管肺泡灌洗操作流程已经逐步规范化,而小鼠作为研究肺部疾病重要的模型动物之一,尚缺乏

针对小鼠的支气管肺泡灌洗液标准采集和检测流程,不规范的流程会导致该技术在研究中的推广和应用受阻,同
时也会影响实验结果的准确性和可靠性。 本文对国内外研究中小鼠支气管肺泡灌洗方法进行了系统总结,以期为

今后运用并建立规范的灌洗流程提供参考和指导。
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【Abstract】　 Bronchoalveolar lavage is an important technique to study respiratory diseases and has been widely used
in disease research. Currently, the procedure of bronchoalveolar lavage in patients has been gradually standardized.
However, in mice, as an important model animal for studying lung diseases, standard collection and testing procedures for
bronchoalveolar lavage fluid are needed. An unstandardized procedure can hinder the promotion and application of this
technique in research and affects the accuracy and reliability of experimental result. This review presents a systematic
summary of domestic and international studies of bronchoalveolar lavage method for mice to provide a reference and
guidance for researchers applying and establishing a standardized lavage procedure.
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　 　 支气管肺泡灌洗术 ( bronchoalveolar lavage,
BAL)在呼吸系统疾病中发挥着重要作用。 医务人

员可以借助这项技术了解患者肺部的炎症水平、细
胞类型等信息,以便更准确地对呼吸系统疾病进行

诊断和治疗[1]。 同时,这项技术也可以用于评估药

物的疗效[2]、探索疾病的发病机制等[3],为呼吸系

统疾病的治疗提供更好地指导。 目前,已有多项指

南提出了临床患者支气管肺泡灌洗标准操作方

法[4-5],还包括支气管肺泡灌洗液的规范化检测流

程等,这为临床操作提供了有益指导。
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小鼠作为肺部疾病研究常用的模型动物,被广

泛运用于肺部感染[6]、肺纤维化[7]、哮喘[8] 等疾病

的研究中。 由于缺乏统一的小鼠支气管肺泡灌洗

标准流程,研究者在实验小鼠支气管肺泡灌洗液的

取样和检测方法上存在较大差别,不同的取样和处

理方法可能会对后续的检测结果产生影响,这不仅

限制了支气管肺泡灌洗术在领域内的推广和应用,
还可能导致实验结果间缺乏可比性及可重复性。
因此,建立一套规范并易于推广的支气管肺泡灌洗

流程就显得尤为重要。 本文系统地总结了国内外

研究中小鼠支气管肺泡灌洗的操作方法,以期能为

研究者运用并建立规范的小鼠支气管肺泡灌洗流

程提供参考和指导。

1　 麻醉

为了获得一份高质量的小鼠支气管肺泡灌洗

液,研究者通常需要对实验小鼠进行适当的麻醉。
常用的全身性麻醉药物从给药途径上大致分为两

类:注射类麻醉药和吸入性麻醉药。 注射类麻醉药

物主要包括戊巴比妥钠、三溴乙醇、氯胺酮及甲苯

噻嗪等,而吸入性麻醉药主要包括异氟烷、七氟烷

等[9]。 小鼠常用的麻醉剂及其剂量、特点等相关信

息汇总见表 1。

表 1　 小鼠常用麻醉剂汇总

Table 1　 Common anesthetics for mice
麻醉途径

Types of anesthesia
名称
Name

常用剂量
Usual dose

特点
Characteristic

参考文献
Reference

注射麻醉
Injectable anesthesia

氯胺酮、甲苯噻嗪
Ketamine,xylazine

氯胺酮 80 ~ 100 mg / kg、
甲苯噻嗪 5 ~ 10 mg / kg
Ketamine 80 ~ 100 mg / kg,
Xylazine 5 ~ 10 mg / kg

常用的注射麻醉组合,可实现有效镇痛等作用。 对小鼠肺
泡灌洗液中总细胞或总蛋白水平影响较小。
Ketamine / xylazine is a commonly used injectable anesthetic
drug combination that can achieve an effective analgesia effect.
It has little effect on total cell or total protein levels in the
bronchoalveolar lavage fluid of mice.

[9-10]

注射麻醉
Injectable anesthesia

戊巴比妥钠
Pentobarbital sodium 30 ~ 50 mg / kg

麻醉起效快且维持时间较长。 但可能引起动物的血压下
降及呼吸抑制。
Although sodium pentobarbital has the advantages such as
rapid onset and a long duration of anesthesia maintenance, it
may cause a drop in blood pressure and respiratory depression
in animals.

[9]

注射麻醉
Injectable anesthesia

三溴乙醇
Tribromoethanol 240 mg / kg

麻醉时间短、起效快。 对动物的呼吸和心脏功能均有抑制
作用且容易引起注射部位的炎症。
Tribromoethanol has a short anesthesia time and rapid onset of
action, but it has inhibitory effects on respiration and cardiac
function and is prone to cause inflammation at the injection
site.

[9]

吸入麻醉
Inhalant anesthesia

异氟烷
Isoflurane

诱导麻醉使用 2% ~ 3%浓
度,维持使用 1. 5% ~ 2%
浓度
Induce anesthesia: 2% ~
3%, Maintain anesthesia:
1. 5% ~ 2%

可以快速诱导和恢复,并且能精确控制和调整麻醉水平。
可能导致小鼠肺泡灌洗液中总细胞计数升高。
Isoflurane can induce anesthesia quickly and the recovery is
rapid, and can also precisely control and adjust the level of
anesthesia. It may cause elevated total cell counts in alveolar
lavage fluid in mice.

[9-10]

　 　 由于支气管肺泡灌洗会对小鼠造成较大的损

伤,并且为了确保插管被正确放置在气管内,多数

研究者选择将实验小鼠安乐死后再进行解剖和灌

洗。 戊巴比妥钠是最常见的安乐死制剂。 在使用

戊巴比妥钠对小鼠进行安乐死时,联合使用局部麻

醉药和抗惊厥药以帮助动物缓解疼痛是有必要的。
同时,为了确保小鼠气管及肺部的完整并顺利完成

后续的灌洗操作,一般不采用颈椎脱臼法和断头法

处理小鼠。
对非临终小鼠进行支气管肺泡灌洗存在以下

困难和挑战:(1)尽管灌洗方法在不断改进,但灌洗

液总会残留一部分在肺内,导致小鼠出现急性肺损

伤等并发症[11];(2)研究者需要谨慎选择麻醉药

物,应尽可能选择对小鼠呼吸、循环系统影响较小

的药物,此外,对实验小鼠进行多次支气管肺泡灌

洗时,研究者还应当注意麻醉剂可能会影响肺泡灌

洗液中细胞总数或总蛋白水平[11];(3)在手术操作

和术后恢复过程中,研究者都需要注意对小鼠进行

保温及生命体征监测,以确保其存活。

2　 灌洗方式

小鼠支气管肺泡灌洗常用的操作方式包括在

体灌洗和离体灌洗。 离体灌洗是将动物支气管及
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肺部完整解剖分离后在体外进行灌洗,其优点是灌

洗回收率相对较高,但可能会对灌洗液中的细胞活

性产生影响。 此外,离体灌洗的解剖过程耗时较

长,要求研究者具有丰富的解剖经验,在过程中还

需要注意避免手术器械刺伤肺叶等情况。
在体灌洗是多数研究者选用的灌洗方式,根据

操作方式不同又可进一步分为气管切开灌洗和气

管插管灌洗。 气管切开灌洗是目前的主流灌洗方

式[12-13],主要包括麻醉小鼠、暴露小鼠气管并半剪

开、导管插入气管后尼龙绳固定、灌洗等步骤。
Luckow 等[14]提出,气管切开灌洗操作步骤复杂、耗
时较长,操作者在实验前需要经过大量培训;而经

口气管插管只需要使用导管从口咽插入气管即可

开始灌洗,相对气管切开更为简便、花费时间较短,
并且经口气管插管获得的灌洗液中细胞数量更多。
值得注意的是,经口气管插管虽然较气管切开相对

简便,但经口气管插管仍需要暴露小鼠肺部及气

管,以确保插管正确进入并保持在合适的位置,并
且小鼠气管插管存在一定难度,反复插管失败可能

会导致小鼠咽喉部出现伤口,血液混入灌洗液中造

成污染。 在体灌洗的两种方法都有各自的优缺点,
研究者可以结合自身操作经验并进行预实验以确

定操作方式。 最后,不论选择哪种方法,研究者都

应仔细操作,避免破坏小鼠气管及肺部的完整性,
导致灌洗液漏出或污染。

3　 灌洗装置

目前,商业化的小鼠支气管肺泡灌洗装置尚未

普及,研究者在进行实验时往往需要自行组装实验

所需的操作设备,这些设备虽然更贴合实验者的个

人习惯,但存在一定的缺陷。 研究者组装所用的部

分装置或工具,可能在其他国家或地区难以购买

到,这会导致部分经过改良的灌洗装置难以在其他

国家或地区推广和应用。 因此,实验者在组装和改

进灌洗装置时,应考虑到设备在其他国家或地区是

否可获得并且易于组装。
灌洗设备主要依据实验者采用气管切开还是

气管插管灌洗而组装,下面将分别论述不同灌洗方

式所采用的基本装置组成。
气管切开灌洗:气管切开灌洗所用装置主要包

括注液部分(注射器)、插管部分(针头和套管)、固
定部分(尼龙绳)。 注液部分由注射器构成,小鼠肺

泡灌洗通常选择 1 mL 注射器。 插管部分由针头和

套管组成,套管较柔软,单独使用不能很好地进入

小鼠气管;注射器针头尖锐,单独使用可能会损伤

气管,并且也不能很好地堵塞气管。 因此需要在注

射器针头上套入一段硅胶软管,这样既可以避免针

头戳伤气管,也能起到防止灌洗液漏出的作用。 这

种方法的弊端是套入的硅胶软管需要研究者自行

裁剪,而且软管口径与针头口径存在差别,可能导

致针头与软管之间难以固定。 张效云等[15] 将静脉

滞留针用于气管灌洗,成功回收 89%以上的肺泡灌

洗液。 此外,Sun 等[13]成功使用 22G 静脉穿刺针用

于支气管肺泡灌洗。 静脉留置针在临床中广泛使

用,商业化产品丰富,可选用 22G 或 24G 型号的留

置针进行支气管肺泡灌洗。 静脉留置针与穿刺针

都是使用具有一定硬度的针芯引导软管进入气管,
可酌情选用。

气管插管灌洗:气管插管灌洗所用装置主要包

括注液部分(注射器)、插管部分(插管针)。 注液部

分同样选用 1 mL 注射器,而插管针则可使用小鼠直

头灌胃针或直型橄榄尖插管[14]。 气管插管法虽然

没有使用尼龙绳固定,但插管的钝端可堵住小鼠声

门部,防止灌洗液倒流。
气管切开法适用于对临终小鼠进行支气管肺

泡灌洗,而气管插管灌洗虽然也需要暴露气管部

分,但完整地保留了小鼠气管,因此更适合于非临

终小鼠的支气管肺泡灌洗。

4　 灌洗液

一份高质量的灌洗液可以提高后续结果的准

确性及可靠性,而灌洗液的种类、保存方法和处理

方式等条件则是影响灌洗液质量的重要因素。
灌洗液通常为中性、等渗的液体,常用的灌洗

液包括生理盐水、磷酸盐缓冲液(PBS)以及平衡盐

溶液,其中生理盐水和磷酸盐缓冲液因为其生理特

性更受国内外研究者喜爱[16-17]。 对于灌洗液的温

度设置,研究者们通常将灌洗液预冷后使用[18],但
并没有解释其原因。 一般而言,以细胞收集、培养

为目的的研究,可以将灌洗液保持在 37℃左右,这
样做可能减少灌洗过程中对组织和细胞的刺激,如
小鼠肺泡巨噬细胞的分离和培养,研究者多选择将

灌洗液加热后使用[19-20]。 另外值得参考的是,37℃
预热的生理盐水在临床支气管肺泡灌洗中更为常

用[5];如果研究目的是对灌洗液中的细胞进行计

数、分类以及检测上清中炎症因子,那么将灌洗液
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预冷并将其低温保存则是更好的选择。 因此,灌洗

液的选择及温度控制需要依据实验目的进行选取

和设定。 相比于不含添加剂的生理盐水或者 PBS,
复合型灌洗液通常具有提高酶和细胞活力等优势。
常用的添加剂包括胎牛血清(FBS) [21]、乙二胺四乙

酸(EDTA) [19] 等,胎牛血清可以提高灌洗液中细胞

的活性,而 EDTA 可以螯合钙、镁等金属离子,加速

细胞的脱离,便于灌洗时尽可能多地采集到肺内的

细胞。 研究表明,复合 PBS 灌洗液(37℃,2 mmol / L
EDTA 和 0. 5% FBS)在灌洗中能收获更多数量的细

胞[19]。 此外,如果灌洗液中含有较多红细胞,可以

加入红细胞裂解液以降低红细胞对后续结果的影

响。 总的来说,根据实验目的来选择合适的添加剂

将有助于获得更高质量的灌洗液,提高检测结果的

准确性。

表 2　 支气管肺泡灌洗参数汇总

Table 2　 Summary of bronchoalveolar lavage parameters
小鼠
Mouse

灌洗液
Lavage fluid

灌洗部位
Lavage sites

灌洗次数
Frequency

离心参数
Centrifugation parameters

参考文献
References

C57BL / 6 PBS(预冷,0. 4 mL)
PBS (pre-cooled, 0. 4 mL)

左肺
Left lung 3 4℃,350 g,5 min [17]

Balb / c 生理盐水(常温,0. 8 mL)
Saline (normal temperature, 0. 8 mL)

左肺
Left lung 3 4℃,1200 r / min,10 min [23]

Balb / c 生理盐水(预冷,1. 0 mL)
Saline (pre-cooled, 1. 0 mL)

右肺
Right lung 3 4℃,1500 g,10 min [24]

C57BL / 6 PBS(0. 4 mmol / L EDTA,预冷,0. 5 mL)
PBS (0. 4 mmol / L EDTA, pre-cooled, 0. 5 mL)

双肺
Whole lung 5 4℃,200 g,5 min [25]

Balb / c PBS(预冷,0. 5 mL)
PBS (pre-cooled, 0. 5 mL)

左肺
Left lung 3 4℃,1000 g,15 min [26]

Balb / c 生理盐水(预冷,0. 8 mL)
Saline (pre-cooled, 0. 8 mL)

左肺
Left lung 5 3000 r / min,10 min [27]

C57BL / 6N PBS(预冷,0. 5 mL)
PBS (pre-cooled, 0. 5 mL)

双肺
Whole lung 3 4℃,200 g,10 min [28]

Balb / c PBS(预冷,1. 5 mL)
PBS (pre-cooled, 1. 5 mL)

双肺
Whole lung 3 4℃,1200 r / min,5 min [29]

Balb / c PBS(常温,0. 4 mL)
PBS (normal temperature, 0. 4 mL)

左肺
Left lung 3 4℃,2500 r / min,5 min [30]

Balb / c PBS(预冷,0. 5 mL)
PBS (pre-cooled, 0. 5 mL)

双肺
Whole lung 6 4℃,2500 r / min,5 min [31]

　 　 对于灌洗液的保存装置,大多数研究者选择将

灌洗液收集后置于塑料离心管中,并没有特别强调

离心管的种类。 一般而言,用于生化检测和细胞因

子分析的液体可以保存在普通离心管中,而用于病

原学分析则应使用无菌容器收集[22],尤其在细胞分

析时最好选用硅化玻璃容器或者无细胞粘附的塑

料容器[10],尽可能地减少细胞损失。
在获得肺泡灌洗液后,研究者需要及时对灌洗

液进行处理,可以将灌洗液试管置于冰上或冷藏,

将灌洗液离心后分为细胞成分及上清液分别保存,
以供后续检测。 细胞成分可以通过总细胞或白细

胞计数进行分析。 不同方式获得的灌洗液中,其细

胞总数可能存在差异,但不同细胞群的比例是相对

固定的。 传统的细胞计数法主要通过将细胞重悬

后制成细胞涂片,利用瑞氏染液进行染色,再由研

究者在显微镜下进行计数并进一步判断出中性粒

细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞等细胞类型。 这种

方法目前正受到许多研究者的质疑,因为细胞的计

数和分类可能因为人为错误而影响结果的准确性。
相比而言,基于流式细胞术的细胞计数和分类法正

成为一种更快速、更准确的检测方法。
上清液常用于生化及细胞因子检测,检测方法

主要包括 ELISA、活性氧检测等。 此外,基于流式的

多因子检测法因为其高效、快速、所需样本量少等

优点,正受到越来越多的研究者的关注。 检测细胞

因子时需要注意,多次的洗涤会稀释细胞因子的浓

度,因此检测第一次灌洗所得灌洗液会更加合适。
若不能及时对灌洗液进行检测,则应将灌洗液

进行保存,通常来说,细胞在灌洗液(4℃)中的保存

时间应尽可能短,而上清液则可保存在-80℃条件

中直至检测。
表 2 汇总了国内外部分研究中灌洗液的种类、

处理方法等参数信息,可以看到,不同的研究之间
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灌洗液的处理条件存在较大差异,未来还需要更多

的研究探讨不同的灌洗液处理条件对后续结果的

影响,并且研究者也需要在文献中更加详细地描述

灌洗液的参数,便于其他研究者参考和借鉴。

5　 灌洗部位

由于小鼠支气管口径较小,难以使用支气管镜

进行操作,通常采取全肺灌洗或灌洗单侧肺部以获

得灌洗液。 研究者若期望获得更多的灌洗标本,则
需要采用全肺灌洗的方法进行操作,但这种方法的

弊端是在一定程度上降低了动物组织标本的利用

度,可能会导致实验动物数量增加,违反了实验动

物减量化、再利用和再循环的原则[32]。 同时还应该

注意到,灌洗的过程对肺组织有一定的损伤,一些

细胞或者分泌物可能被冲刷掉,虽然有部分研究者

选择将灌洗后的肺叶用于组织学检查[28],但夹闭小

鼠单侧肺叶再进行灌洗,将未灌洗的肺叶用于组织

学检查可能是更好的选择[26-27],研究者应结合疾病

模型特点等,选择病变显著侧肺叶进行灌洗。

6　 灌洗量及速度

过量的灌洗液会导致小鼠肺内压力升高,可能

会出现灌洗液从肺组织包膜渗入胸腔等情况,严重

影响灌洗液回收。 常用的单次小鼠支气管肺泡灌

洗液量通常为 0. 2 ~ 1. 0 mL。 研究表明,灌洗液产

生的拉伸力和剪切力可能会对细胞造成一定的影

响[33],相比于 1 mL 灌洗液,0. 5 mL 及 0. 75 mL 的

灌洗液收集到的细胞活性更高。
而对于灌洗液的推注速度,目前尚缺乏研究探

讨这一参数对结果的影响。 大部分研究者采取的

是手工推注灌洗液而并非使用可调节流量速度的

微量注射泵,因此难以对该参数进行量化和比较。
较为公认的是,研究者在灌洗时应略缓慢地将灌洗

液注入肺部,并仔细观察肺部膨胀程度,避免液体

渗漏[10]。

7　 回收率

灌洗液的回抽依赖于肺部的弹性。 相比于急

性肺损伤而言,一些疾病如肺气肿等会严重影响小

鼠的肺部弹性,最终影响灌洗液的回收率。 虽然灌

洗液的回收率似乎可以作为评估实验操作成功与

否的重要指标,但由于不同的实验者间灌洗的操作

方法并不统一,而且动物疾病模型也不同,所以很

难对回收率进行比较。 因此,是否可以将灌洗液的

回收率作为小鼠支气管肺泡灌洗术成功的标准之

一,还需要更进一步的讨论。

8　 总结与结论

近年来,随着新型冠状病毒感染的流行,急性

肺损伤、肺纤维化等疾病受到了越来越多研究者的

关注。 支气管肺泡灌洗作为呼吸疾病研究中的重

要检测手段之一,目前仍存在许多亟待解决的问

题,如灌洗液采集和检测流程的不统一,这些都可

能会限制该技术的传播和推广,同时也可能导致部

分实验结果难以被复现,影响实验的可靠性。 因

此,推进小鼠支气管肺泡灌洗术标准化流程的建立

便显得十分必要。
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