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　　摘　要：　目的　小鼠变应性鼻炎模型在变应性鼻炎发生发展及治疗手段疗效评估的研究中具有重要的作
用，本研究在现有方法的基础上对小鼠鼻腔灌洗以及鼻黏膜的获取方法进行了改进，以提高小鼠鼻腔灌洗以及鼻

黏膜获取的效率与质量。方法　经后鼻道的鼻腔灌洗方法，并将它与经气管插管的鼻腔灌洗进行了比较，通过比
较灌洗液回收率以及操作耗时，以确定两种方法的优劣。另外本研究还提出了两种小鼠鼻黏膜获取方法：即从鼻

骨和上颚两个开放的窗口获取鼻黏膜，以及分部位获取鼻黏膜的方法，并通过图片的形式对过程予以了展示。

结果　经过简单培训的实验员用后鼻道鼻腔灌洗法收集的灌洗液量要显著高于颇有经验的实验员用气管插管鼻
腔灌洗法获取的灌洗液量，平均回收率达９３％，而且操作耗时明显缩短。通过从鼻骨和上颚两个开放的窗口获取
鼻黏膜，以及分部位获取鼻黏膜的方法，可以分别实现最大化的获取小鼠鼻黏膜。结论　经后鼻道的鼻腔灌洗，从
鼻骨和上颚两个开放的窗口获取鼻黏膜，以及分部位获取鼻黏膜的方法，操作简单，效率高，容易掌握，将会为小鼠

变应性鼻炎模型研究的取材方法提供重要参考。
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　　变应性鼻炎是最常见的过敏性疾病。在欧美国
家其人群发病率甚至已经达到了４０％，在中国其发
病率也接近２０％［１］。变应性鼻炎不仅严重降低患

者的生活质量，而且还会引起一系列并发症，甚至会

迁延发展为哮喘。变应性鼻炎动物模型作为一种有

力的研究工具，在探讨变应性鼻炎发生发展的机制

中，以及在对潜在的干预手段及治疗药物的疗效进

行评价中都具有重要的应用价值［２３］。小鼠因为与

人的同源性较高，而且容易构建基因敲除品系，在疾

病模型研究中更具优势。然而因为小鼠个体较小，

模型制备后期的取材操作均具有较高的难度，比如：

收集小鼠鼻腔灌洗液以及获取小鼠鼻黏膜。通常小

鼠鼻腔灌洗是经气管插管逆向灌注，然后收集从鼻

孔流出的灌洗液。然而该方法不易掌握，对于初学

者而言，很容易出现灌洗液从小鼠口腔中漏出，而导

致灌洗失败或灌洗液回收得率低的情况。另外在小

鼠鼻黏膜的获取方法上，也鲜有文章能从方法学的

角度提供具体而直观的参考。因此本研究对小鼠鼻

腔灌洗的方法进行了改良，以提高灌洗的效率。同

时，对小鼠鼻黏膜完整获取，以及分部位获取的两种

方式进行了具体而直观的描述，以满足研究者不同

的实验目的与要求，并提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
０．２％ 甲紫溶液，ＰＢＳ缓冲溶液，眼科剪刀，镊

子，１ｍＬ注射器，平口针头／管，手术刀片，莱卡体视
显微镜（拍照用）等。

１．２　实验动物
约８周龄Ｃ５７／ＢＬ６雌性小鼠９只，购于广东药

康生物科技有限公司（ＳＣＸＫ（粤）２０２０－００５４），在
广州医科大学附属第二医院 ＳＰＦ级动物实验中心
饲养（ＳＹＸＫ（粤）２０１８－０１９２）。本研究实验方案获
得广州医科大学附属第二医院动物伦理委员会的

批准。

１．３　小鼠后鼻道鼻腔灌洗操作步骤
二氧化碳麻醉处死小鼠，沿颈部剪下小鼠头部。

将剪刀伸进口腔沿一侧下颌剪开小鼠脸颊部，并将

舌根及喉颈部的组织掀开并移至另一侧（或剪掉），

分离暴露小鼠上颚，可见软腭内有一管道（后鼻

道），并可见开孔，在正常位置时此孔正对小鼠气管

入口上方，位置接近舌根部。用纱布吸干头部残端

的血液。将含灌注液的注射器（平头的针口）沿后

鼻道开孔，插入后鼻道约３～５ｍｍ，推注液体，在小
鼠鼻孔处用１．５ｍＬＥＰ管回收灌洗液（图１）。
１．４　两种鼻腔灌洗方法的比较

为了评估新方法的优势，我们将其与气管插管

鼻腔灌洗法进行了比较。小鼠气管插管鼻腔灌洗方

法操作流程是：二氧化碳麻醉处死小鼠，剪开颈部皮

肤和组织，暴露小鼠气管，在气管上剪一小孔，向小

鼠头部的方向插入灌洗针头，将针头抵近小鼠咽喉

部，推注注射器，使灌洗液从鼻孔流出，并予以收集。

注意控制好灌洗针头的位置，避免灌洗液从小鼠口

腔流出，导致灌洗失败。我们安排了一名对气管插

管法颇有经验的实验员用气管插管法对９只小鼠进
行鼻腔灌洗，之后安排另一名之前未做过鼻腔灌洗，

但经过简单培训（训练了２只小鼠）的实验员用后
鼻道鼻灌洗法也对这９只小鼠进行了鼻腔灌洗，灌
洗液是３００μＬ，分别记录两种方法灌洗液的回收量
以及操作耗时。为了避免鼻腔残留液体的影响，我

们在气管插管灌注后往气管里灌注了空气，排出了

鼻腔残留液体，前后两种方法间隔时间约３０ｍｉｎ。
１．５　从鼻骨及上颚两个窗口获取小鼠鼻黏膜的方法

为了更好的显示小鼠全部鼻黏膜的区域，我们

用０．２％的甲紫溶液经后鼻道灌洗鼻部，灌洗时用
镊子稍夹紧鼻孔，使染色剂分布在整个鼻腔中。钝

性分离小鼠头部皮肤组织，暴露小鼠头骨，用镊子沿

鼻孔向上撬开鼻骨。用镊子分离披覆在上颚的软组

织，暴露鼻腔的底部。用镊子将小鼠左右侧上颌牙

齿与牙槽骨截断外翻，用镊子撬开上颚位于后气道

底部的骨片，暴露整个后鼻道。在甲紫溶液的示踪

下，可以看到整个鼻腔被染上蓝色的黏膜。用镊子

从鼻腔顶部及底部两个窗口分别取下鼻黏膜及软

骨，并将软骨上的黏膜取干净。位于后鼻道的黏膜

组织也可以根据研究者的目的予以单独获取。由这

种方法获取的鼻黏膜可以进行后续鼻黏膜蛋白与组

织ＲＮＡ的提取等实验（图２）。
１．６　分部位获取小鼠鼻黏膜的方法

钝性分离小鼠头部皮肤组织，暴露小鼠头骨。

将小鼠头骨两侧颧骨与上颌骨连接的位置用剪刀剪

开；用镊子沿鼻孔向上撬开鼻骨。用镊子分离披覆

在上颚的软组织，暴露鼻腔的底部。用镊子将小鼠

两侧上颌牙槽骨截断；用剪刀将小鼠上门齿及鼻尖

部的骨质剪掉。在上颌骨的底部，用刀片或剪刀断

开骨鼻中隔与左右两侧上颌骨的骨质连接；用镊子

夹住上颌骨前端，分别往左右两侧撬开上颚骨，镊子

夹住骨鼻中隔的底部并取下骨鼻中隔，小心不要破
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坏鼻黏膜。可见披覆在左右侧上颌骨上的鼻黏膜；

以及披覆在骨鼻中隔两侧的鼻黏膜；后续可以根据

研究者的兴趣与研究目的，分部位获取鼻黏膜进行

相关的检测，也可以将所获取的３个部位的鼻黏膜
进行组织固定后进行后续的脱钙以及组织染色等

（图３）。
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图２　从鼻骨及上颚两个窗口获取小鼠鼻腔黏膜　Ａ：从鼻骨上方可见被甲紫染色的鼻腔黏膜；Ｂ：沿鼻孔向上撬开鼻骨；Ｃ：
从撬开的鼻骨窗口向下观察鼻黏膜；Ｄ：从鼻骨窗口向下观察鼻黏膜获取干净的效果；Ｅ：从上颚观察被甲紫染色的鼻腔黏膜；
Ｆ：撕开上颚软组织暴露鼻腔黏膜；Ｇ：撬开上颌牙槽骨及上颚支撑鼻道的骨质部分暴露鼻腔黏膜；Ｈ：从上颚底部的窗口观察
鼻黏膜获取干净的效果
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图３　分部位获取小鼠鼻黏膜组织　Ａ：断开颧骨与上颌骨的连接；Ｂ：撬开鼻骨；Ｃ：断开骨鼻中隔与左右两侧上颌骨的骨质
连接；Ｄ：撬开左右两侧上颌骨；Ｅ：分离并取出鼻中隔；Ｆ：披覆在左右两侧上颌骨以及骨鼻中隔两侧的鼻黏膜
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２　结果

２．１　两种鼻腔灌洗方法比较
我们将后鼻道鼻腔灌洗与气管插管鼻腔灌洗法

进行了比较。先后对同一小鼠分别经２名不同经验
的实验员进行灌洗操作，并比较两种方法灌洗液的回

收量以及操作耗时。结果显示，对经气管插管法颇有

经验的实验员，在灌注３００μＬ洗液后，鼻腔灌洗液的
回收量均值为２５４μＬ，平均回收率为８４．７％，而只是
经过简单培训的实验员用后鼻道鼻腔灌洗法的灌洗

液回收量均值为２８０μＬ，要高于颇有经验的实验员用
气管插管鼻腔灌洗法获取的灌洗液回收量（ｔ＝
５．３１９，Ｐ＜０．０１），平均回收率高达９３％。在操作耗
时上，经气管插管鼻腔灌洗操作平均耗时为１３９．５ｓ，
经后鼻道鼻腔灌洗操作平均耗时为８３ｓ，经后鼻道鼻
腔灌洗在操作耗时上比用气管插管鼻腔灌洗法节省

约５７ｓ，差异具有统计学意义（ｔ＝４．８７８，Ｐ＜０．０１）。
２．２　两种鼻黏膜获取方法的比较

我们用甲紫溶液对鼻黏膜进行了灌注染色，并

采用上述两种方法对鼻黏膜进行了获取。从鼻骨及

上颚两个窗口获取鼻黏膜的方法能够最大化的获取

小鼠鼻黏膜组织，取完鼻黏膜后，从上下两个窗口观

察整个鼻腔，未见明显的鼻黏膜残留（图２）。通过
分部位获取鼻黏膜的方法，我们最后能够成功获得

披覆在两侧上颌骨以及骨鼻中隔两侧的鼻黏膜组织

（图３）。该方法对披覆在上述部位的鼻黏膜基本不
会造成人为的损坏，方便进行后续的包括病理学在

内的诸多分析。我们从后续样品的用途上，将两种

获取小鼠鼻黏膜的方法进行了比较，结果如表１所
示，分部位获取鼻黏膜的方法后续能够进行组织病

理学的检测，两种方法获取的鼻黏膜都可以进行包

括细胞学以及分子生物学在内的进一步分析。

表１　两种小鼠鼻黏膜获取方法的比较

两种小鼠鼻黏膜获取方法的

比较

从鼻骨及上颚两个

窗口获取鼻黏膜

分部位获

取鼻黏膜

是否可以最大化的获取鼻黏膜

组织？
是 否

是否可以实现分部位获取

鼻黏膜？
否 是

黏膜是否可用于组织病理学

分析？
否 是

黏膜是否可用于后续细胞学

分析？
是 是

黏膜组织是否可用于分子生物

学分析（如蛋白质，ｍＲＮＡ等）？
是 是

３　讨论

变应性鼻炎的主要临床表现是鼻塞、鼻痒，打喷

嚏、和流清涕，因此它是以局部为主要表现的变应性

疾病。在临床上血清变应原特异性ＩｇＥ的检出，对变
应性鼻炎通常具有重要的诊断价值。然而有一部分

患者是局部变应性性鼻炎［４］，除了能在局部检测出变

应原特异性ＩｇＥ，血清学中并没有变应原特异性 ＩｇＥ
的明显升高［５６］。另外，Ｗａｔｔｓ等［７］在对变应性鼻炎的

研究中发现，患者的血液和鼻腔灌洗液样本显示出了

截然不同的基因表达谱及基因信号通路。因此围绕

鼻腔及鼻黏膜是变应性鼻炎研究的重点区域。

鼻腔灌洗以及鼻黏膜获取是变应性鼻炎模型研

究中的重要步骤［８］。噬齿类动物，如兔，大鼠，豚

鼠，小鼠等都可用于变应性鼻炎的研究［９１０］。然而，

目前研究ＡＲ多以大鼠或豚鼠为多见。如果排除了
取材困难的因素，小鼠模型用于研究变应性鼻炎则

更为合适［１１］。主要原因有：①小鼠模型造模操作相
对简单；②小鼠价格相对便宜，而且方便饲养；③小
鼠种属的商业试剂和检测试剂盒选择性较多，方便

研究；④易于构建基因缺陷或培育特定品系小鼠，方
便深入研究［１２］；⑤遗传背景清晰，而且小鼠基因的
同源性与人的更高。因此，解决小鼠在鼻腔灌洗以

及鼻黏膜组织取材方面的瓶颈，将为小鼠变应性鼻

炎模型的研究提供重要帮助。

本研究我们在参考原有小鼠鼻腔灌洗方法的基

础上，提出了一种简易的鼻腔灌洗方法，即经后鼻道

的鼻腔灌洗方法。该方法操作简单，灌洗的效率高，

而且容易掌握。在小鼠变应性鼻炎模型研究中，研

究者可对鼻腔灌洗液的成分，包括细胞因子以及收

集的细胞进行进一步分析。研究者可以根据自身的

实验条件，选择合适的灌洗液量，比如５０～１００μＬ，
甚至更少的灌洗液，或重复灌洗，以提高回收的灌洗

液中相关指标的检出水平。在这种情况下经后鼻道

的鼻腔灌洗方法的优势就会更明显，因为它的灌洗

液回收得率更高，而且容易掌握，基本上不会出现漏

出的情况。

在小鼠鼻黏膜获取方法方面，Ｄａｖｉｄ在２０１３年
曾提出一种通过固定，脱钙去骨的方式获取完整小

鼠鼻组织的方法［１３］，该方法步骤相对繁琐，因为能

够较完整的保持鼻组织的解剖结构，所以比较适用

于病理以及组织形态学的观察。然而因为鼻组织已

经被固定，所以该方法并不能实现对新鲜的鼻黏膜

组织进行分析研究。而其他模型或研究类文章对小

鼠鼻黏膜获取方法的描述都比较含糊，缺少具体而
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图４　经气管插管及经后鼻道获取小鼠鼻腔灌洗液的方法比较　Ａ：灌洗液回收量的比较；Ｂ：两种方法操作耗时的比较　

注：表示经配对ｔ检验分析，两种方法的差异Ｐ＜０．０１。

直观的方法学参考。因此基于以上情况，我们提供

了两种直观的解决方案，一种是最大程度地获取新

鲜鼻黏膜的方法，该方法从鼻骨及上颚两个窗口暴

露鼻黏膜，通过这两个窗口能够最大化地获取小鼠

鼻黏膜组织，而且根据研究需要，可以选择是否获取

后鼻道及鼻咽部的黏膜组织。该方法获取的鼻黏膜

组织可以用于蛋白提取，组织匀浆，以及 ＲＮＡ提取
等后续操作。另外一种是分部位获取鼻黏膜，通过

该方法可以获取披覆在左右两侧上颌骨上的鼻黏

膜；以及披覆在骨鼻中隔两侧的鼻黏膜。研究者可

以在保持黏膜相对完整的情况下，对取出的黏膜予

以固定及后续的组织染色等。也可以撕下不同部位

的鼻黏膜进行后续的目标蛋白及 ｍＲＮＡ的分析等。
研究表明鼻中隔黏膜和鼻腔外侧壁黏膜的组织结构

有所不同［１４］，不同区域的鼻黏膜血管通透性及血管

分布也会有一定差异［１５］，因此不同部位的鼻黏膜应

对环境物质及变应原的刺激可能会有所差别。因此

选择不同部位的鼻黏膜，或者变化最为明显的鼻黏

膜进行分析研究，或者在小鼠变应性鼻炎模型中通

过比较同一只模型小鼠单侧鼻孔变应原刺激与未刺

激侧鼻黏膜的变化差异，将会有助于解析变应性鼻

炎发生发展的机制。

总之，小鼠变应性鼻炎模型在变应性鼻炎发生

发展及治疗手段干预的评价研究中具有重要的作

用，本研究提出的经后鼻道的鼻腔灌洗方法以及两

种小鼠鼻黏膜获取方法，将会为小鼠变应性鼻炎模

型研究提供重要参考。
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