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电子烟急性暴露对小鼠BALF及肺表面活性蛋白的
影响研究
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摘要：目的 探索急性暴露于电子烟的小鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）白细胞计数、总蛋白含量以及肺表面活性蛋白

水平，为电子烟的呼吸系统损害作用机制研究提供实验依据。方法 21只C57BL/6N雌鼠随机分为空白对照组、溶剂对

照组和尼古丁组。溶剂对照组和尼古丁组小鼠每天分别暴露于电子烟烟液载体溶剂气溶胶和含25 mg/mL尼古丁的电子

烟气溶胶3 h，空白对照组饲养在洁净空气中。暴露3 d后收集小鼠BALF，通过瑞氏-姬姆萨染色镜检观察细胞形态，

统计白细胞数量，采用BCA法检测总蛋白含量；取小鼠肺组织采用实时荧光定量PCR检测表面活性蛋白基因mRNA表

达水平。结果 3组小鼠生长状况良好，无明显异常，无死亡。尼古丁组小鼠BALF含大量单核-巨噬细胞，空白对照

组和溶剂对照组相对较少。空白对照组、溶剂对照组和尼古丁组小鼠BALF中白细胞数分别为（2.00±0.77） ×107个/L、
（1.79±0.99） ×107个/L和（4.00±1.35） ×107个/L，总蛋白含量分别为（0.16±0.03）、（0.12±0.02）、（0.16±0.04）mg/mL，
肺表面活性蛋白B（SP-B）mRNA相对表达量分别为1.00±0.14、0.82±0.12和0.74±0.07，SP-D mRNA相对表达量分别

为1.00±0.06、0.90±0.02和0.71±0.15，3组比较差异均有统计学意义（F=9.199，P=0.002；F=3.610，P=0.048；F=5.491，
P=0.028；F=10.460，P=0.005）。尼古丁组小鼠白细胞数高于空白对照组和溶剂对照组小鼠（P=0.007、0.003），总蛋白

含量高于溶剂对照组小鼠（P=0.060），SP-B mRNA相对表达量低于空白对照组小鼠（P=0.025），SP-D mRNA相对表

达量低于空白对照组和溶剂对照组小鼠（P=0.004、0.041）。结论 电子烟急性暴露引起小鼠肺内炎症水平升高，肺部

毛细血管屏障受损并降低肺表面活性蛋白的表达。
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Effect of acute exposure to electronic cigarette on bronchoalveolar lavage
fluid and pulmonary surfactant protein in mice

WANG Yindan, LI Ting, ZHANG Guoqing, ZHANG Lu, ZHANG Jinna, HU Renjie, LIU Cuiqing
School of Public Health, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou, Zhejiang 310056, China

Abstract: Objective To assess the effects of acute exposure to electronic cigarette ( e-cigarette ) on leukocyte and total
protein levels in bronchoalveolar lavage fluid ( BALF ) and pulmonary surfactant protein expression in a mouse model, so
as to provide insights into the elucidation of the mechanism underlying the damages to the respiratory system caused by
e-cigarette. Methods Twenty-one C57BL/6N female mice were randomly divided into the blank control group, the sol⁃
vent control group and the nicotine group. Mice in the solvent control group and the nicotine group were exposed to
the solvent aerosol or e-cigarette aerosol containing 25 mg/mL nicotine for 3 hours daily, while mice in the blank con⁃
trol group were bred in clean air. Following 3-day exposure, mouse BALF and lung specimens were collected. The cell
morphology was observed using microscopy following Wright-Giemsa staining and the leukocyte count was estimated in
BALF, while the total protein expression was quantified using bicinchoninic acid ( BCA ) assay. In addition, the mRNA
expression of pulmonary surfactant protein genes was detected in mouse lung specimens using quantitative real-time
PCR ( qPCR ) assay. Results All mice in three groups grew well without obvious abnormality or death seen. Wright-Gi⁃
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emsa staining showed a higher number of mononuclear macrophages in mouse BALF in the nicotine group than in the
blank control group and the solvent control group. The leukocyte counts were ( 2.00±0.77 )×107, ( 1.79±0.99 )×107 and
( 4.00±1.35 )×107 cells/L ( F=9.199, P=0.002 ), and the total protein levels were ( 0.16±0.03 ), ( 0.12±0.02 ) and ( 0.16±
0.04 ) mg/mL in mouse BALF in the blank control group, solvent control group and nicotine group ( F=3.610, P=0.048 ),
and the relative mRNA expression of pulmonary surfactant protein B (SP-B) and SP-D was 1.00±0.14, 0.82±0.12 and
0.74±0.07 ( F=5.491, P=0.028 ), and 1.00±0.06, 0.90±0.02 and 0.71±0.15 in mouse lung specimens, respectively ( F=
10.460, P=0.005 ). The leukocyte count was significantly higher in the nicotine group than in the blank control group
and solvent control group (P=0.007, 0.003), and the total protein content was higher in the nicotine group than in the
solvent control group ( P=0.060 ), while the relative SP-B mRNA expression was lower in the nicotine group than in the
blank control group ( P=0.025 ), and the relative SP-D mRNA expression was lower in the nicotine group than in the
blank control group and solvent control group ( P=0.004, 0.041 ). Conclusion Acute exposure to e-cigarette results in
elevated intrapulmonary inflammatory responses, pulmonary capillary barrier impairment and reduced pulmonary surfac⁃
tant protein expression.
Keywords: electronic cigarette; nicotine; leukocyte; bronchoalveolar lavage fluid; pulmonary surfactant protein

电子烟烟液的主要成分包括丙二醇 （propylene
glycol，PG）、植物甘油 （vegetable glycerin，VG）、

尼古丁和香精等，烟液加热后产生的气溶胶仍可危害

呼吸系统［1］。有研究表明，电子烟会引起氧化应激

和呼吸道炎症［2］，还会加速哮喘模型中过敏性气道

炎症的发展，抑制宿主防御功能，引发与慢性阻塞性

肺疾病相似的损伤效应［3］。但是，电子烟暴露引起

呼吸系统疾病的毒性作用机制尚未明确。

支气管肺泡灌洗 （bronchoalveolar lavage fluid，
BALF）是一种获取肺泡细胞及生化成分的临床方法，

能反映肺部的病理改变［4］。目前关于电子烟暴露引

起 BALF 改变的研究结果并不一致，如 GLYNOS
等［5］研究显示在电子烟暴露 3 天后，BALF 总细胞

数和巨噬细胞数增加，而 WANG 等［6］发现 BALF 总

细胞数和巨噬细胞数均无变化。肺泡表面活性物质是

一种由Ⅱ型肺泡上皮细胞分泌的脂蛋白，肺表面活性

蛋白是肺泡表面活性物质中与磷脂结合的蛋白质。肺

表面活性蛋白功能异常可导致多种呼吸系统疾病，该

物质缺乏可能与过敏、自身免疫性疾病、感染或接触

有毒物质有关［7］。本研究探索小鼠急性暴露于电子

烟气溶胶后 BALF 中白细胞数量、蛋白含量以及肺

组织内肺表面活性蛋白表达水平，为电子烟对呼吸系

统的损害作用机制研究提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂 电子烟发生器（本项目组研

发产品，专利号 ZL202020233576.3，山东巨康科技

公司生产）；组织快速破碎仪（上海净信，Gastprp-
64）；超微量天平（Mettler-Toledo，XPR6U/AC）；实

时荧光定量 PCR 仪（Applied-biosystems，QuantStu⁃
dio 7 Flex）。磷酸盐缓冲液（Hyclone，SH30256.01）；

SYBRGreen （Applied-biosystems，718821）；特氟龙

膜 （Whatman，CAT NO.7592-104）；尼古丁 （北京

诺博莱德科技有限公司，CAS NO.54-11-5）；PG（百

灵威，LG90T53）；VG（深圳市进步时代科技有限公

司）；白细胞稀释液（源叶生物，R20340）；瑞氏-姬
姆萨染色液 （珠海贝索生物技术有限公司，BA-
4017）； BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 （Beytime，
P0012）；RNAisoPlus （Takara，T9108）；cDNA 反转

录试剂盒（Takara，RR036A）。
1.2 实验动物 清洁级 C57BL/6N 雌鼠 21 只，体重

20~24 g，由维通利华提供，生产许可证号为 SYXK
（浙） 2021 - 0012，使用许可证号为 SYXK （浙）

2021-0012。实验前将小鼠适应性饲养 2 周，饲养环

境温度为 20~22 ℃、相对湿度为 55%~60%，给予充

足的水和营养支持。实验方法完全遵循动物实验管理

规范［8］，研究通过浙江中医药大学动物实验中心伦

理审查，审批号：IACUC-20210927-04。
1.3 方法

1.3.1 电子烟烟液制备 PG 和 VG 按体积 1∶1 混

合制备电子烟烟液载体溶剂。该溶剂中加入尼古丁配

制成尼古丁浓度为 25 mg/mL 的烟液。

1.3.2 电子烟暴露模型建立 C57BL/6N 雌鼠随机分

为空白对照组、溶剂对照组和尼古丁组 3 组。空白

对照组小鼠饲养在经高效空气过滤器过滤的洁净空气

中；溶剂对照组小鼠暴露于电子烟烟液载体溶剂气溶

胶；尼古丁组小鼠暴露于含 25 mg/mL 尼古丁的电子

烟烟液气溶胶。溶剂对照组和尼古丁组小鼠分别置

于体积约 0.35 m2 的全身吸入式动式染毒系统，向电

子烟发生装置雾化器中添加不含尼古丁和含尼古丁

的烟液，分别与相应暴露仓体连接，控制进气量约

为 50 L/min。每次暴露开始前 5 min 打开电子烟发生

··457



预防医学 2022年5月第 34 卷第5期 Prev Med, May. 2022, Vol. 34 No.5

器，使其浓度稳定。电子烟发生器每隔 10 s 产生电

子烟气溶胶 5 s，并通过控制电压调节暴露浓度；每

暴露 1 h，关闭电子烟发生器并迅速打开洁净空气进

气阀，给予小鼠洁净空气 30 min。小鼠每天暴露 3 h，
在第 3 天暴露结束后使用电子天平称取小鼠体重，

通过颈椎脱位处死小鼠并取肺称重。

1.3.3 小鼠电子烟气溶胶暴露剂量测定 根据公式

D =C×RMV×d/BW 计算小鼠电子烟气溶胶暴露剂

量［9］；其中 D 为暴露剂量（mg/kg），C 为气溶胶浓

度（mg/L），RMV 为每分钟呼吸量（L/min） = 0.608 ×
BW0.852，d 为每日暴露持续时间（min），BW 为体重

（kg，小鼠约为 0.02 kg）。采用滤膜采样法监测溶剂

对照组和尼古丁组暴露仓内的电子烟气溶胶浓度，每

小时测定 1～2 次。

1.3.4 BALF 收集和检测 结扎小鼠左肺，分离颈部

皮肤及肌肉使气管暴露，用 0.6 mm 穿刺针插入气

管上端后将穿刺针与支气管结扎固定，将预冷的

0.5 mL 磷酸盐缓冲液通过穿刺针缓慢注入右肺后以

最大限度回收灌洗液，重复 3 次。将收集到的

BALF 置于冰上，混匀后取 50 μL BALF 加入 50 μL
白细胞计数液，通过血细胞计数板计算白细胞数量

绝对值。剩余的 BALF 在 4 ℃，1 000 r/min，离心

半径 5.5 cm 的条件下离心 30 min。取上清液采用

BCA 法检测总蛋白含量；收集沉淀部分加入 100 μL
磷酸盐缓冲液重悬后涂片，待其自然干燥后用瑞

氏-姬姆萨染色液染色流水冲洗，显微镜下观察细

胞形态。

1.3.5 肺表面活性蛋白基因 mRNA 表达检测 取小

鼠右肺组织 50～100 mg，加入 RNAisoPlus 试剂，用

组织破碎仪匀浆处理后提取总 RNA，采用 cDNA 反

转录试剂盒将 RNA 反转录成 cDNA，加入 SYB⁃
RGreen 后采用实时荧光定量 PCR 仪检测肺组织中肺

表面活性蛋白 A（surfactant protein-A，SP-A）、肺表

面活性蛋白 B（surfactant protein-B，SP-B）、肺表面

活性蛋白 C （surfactant protein-C，SP-C）和肺表面

活性蛋白 D （surfactant protein -D， SP - D） 基因

mRNA 表达，用 2-ΔΔCt 计算相对表达量。以 β-actin
为内参基因，PCR 引物序列见表 1。

表 1 肺表面活性蛋白和 β-actin 的引物序列

Table 1 The primer sequences of pulmonary surfactant protein and β-actin
基因Gene
SP-A
SP-B
SP-C
SP-D
β-actin

正向引物Forward primer
GAGGAGCTTCAGACTGCACTC
CCACCTCCTCACAAAGATGAC

ATGGACATGAGTAGCAAAGAGGT
CCTGGAGACAGAGGAATCAAAGGT
TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA

反向引物Rreverse primer
AGACTTTATCCCCCACTGACAG
TTGGGGTTAATCTGGCTCTGG
CACGATGAGAAGGCGTTTGAG

CAGGGAACAATGCAGCTTTCTGA
TGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT

1.4 统计分析 采用 Graphpad Prism 8.0 软件统计

分析。定量资料服从正态分布，采用均数±标准差

（x±s）描述，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 Tukey 检验。以 P<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠一般情况及电子烟气溶胶暴露剂量 各组

小鼠生长状况良好，无明显异常行为活动，无小鼠死

亡。暴露 3 d 后，空白对照组、溶剂对照组和尼古丁

组小鼠体重分别为（22.91±1.53） g、（22.61±1.47） g
和 （23.13 ± 1.47） g，肺脏器系数分别为 （0.97 ±
0.08）%、（0.93±0.06）%和（0.91±0.05）%，差异均

无统计学意义 （F=0.210，P=0.813；F=1.261，P=
0.307）。溶剂对照组仓内电子烟气溶胶暴露剂量为

（533.19 ± 174.27） μg / L， 尼 古 丁 组 为 （465.27 ±
187.87）μg/L。
2.2 各组小鼠 BALF 细胞形态、白细胞数和总蛋白

含量 3 组小鼠 BALF 中均以单核-巨噬细胞为主，

其中尼古丁组出现大量单核-巨噬细胞，空白对照组

和溶剂对照组较少。3 组小鼠 BALF 中白细胞数比

较，差异有统计学意义（P<0.05）；两两比较结果显

示，尼古丁组小鼠白细胞数高于空白对照组 （P=
0.007）和溶剂对照组小鼠（P=0.003）；溶剂对照组

与空白对照组小鼠白细胞数差异无统计学意义（P=
0.925）。3 组小鼠 BALF 中总蛋白含量比较，差异有

统计学意义（P<0.05）；两两比较结果显示，尼古丁

组小鼠总蛋白含量高于溶剂对照组小鼠（P=0.060）；

溶剂对照组与空白对照组总蛋白含量差异无统计学意

义（P=0.105）。见表 2。
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表 2 各组小鼠 BALF 中白细胞数和总蛋白含量比较（x±s，n=7）
Table 2 Comparison of white blood cell counts and total protein

contents in BALF of mice among three groups (x±s, n=7)

组别Group

空 白 对 照 组 Blank
control group

溶 剂 对 照 组 Solvent
control group

尼古丁组Nicotine
group

F值

P值

白细胞数White blood
cell count/（×107/L）

2.00±0.77

1.79±0.99

4.00±1.35

9.199
0.002

总蛋白含量Total protein
content/（mg/mL）

0.16±0.03

0.12±0.02

0.16±0.04

3.610
0.048

2.3 各组小鼠肺表面活性蛋白 mRNA 表达水平 3
组小鼠 SP-B、SP-D 的 mRNA 相对表达量比较，差

异有统计学意义（P<0.05）；两两比较结果显示，尼

古丁组小鼠 SP-B、SP-D 的 mRNA 相对表达量低于

空白对照组小鼠 （P=0.025、0.004）；尼古丁组小鼠

SP-D mRNA 相对表达量低于溶剂对照组小鼠 （P=
0.041）；尼古丁组与溶剂对照组小鼠 SP-B mRNA 相对

表达量 （P=0.624），溶剂对照组与空白对照组小鼠

SP-B、SP-D 的 mRNA 相对表达量（P=0.111、0.292）
比较，差异均无统计学意义。3 组小鼠肺 SP-A、

SP-C 的 mRNA 相对表达量比较，差异均无统计学意

义（P>0.05）。见表 3。

表 3 各组小鼠肺表面活性蛋白 mRNA 相对表达量比较（x±s，n=4）
Table 3 Comparison of relative mRNA expression of pulmonary surfactant proteins in mice among three groups (x±s, n=4)

组别Group

空白对照组Blank control group
溶剂对照组Solvent control group
尼古丁组Nicotine group
F值

P值

mRNA相对表达量Relative mRNA expression
SP-A

1.00±0.15
1.33±0.37
0.94±0.20

2.616
0.127

SP-B
1.00±0.14
0.82±0.12
0.74±0.07

5.491
0.028

SP-C
1.00±0.19
1.39±0.55
0.55±0.25

2.242
0.162

SP-D
1.00±0.06
0.90±0.02
0.71±0.15
10.460
0.005

3 讨 论

近年来，流行病学研究表明电子烟使用会导致哮

喘、慢性阻塞性肺疾病、急性呼吸窘迫综合征等急慢

性呼吸系统疾病［10］。一般情况下，人体每天雾化吸

入的电子烟烟液不大于 4 mL，包含 2.1 g PG、2.5 g
VG 和 80 mg 尼古丁［6，11］，据此可推算体重 60 kg 的

成年人日均电子烟暴露剂量最大约为 78 mg/kg。本

研究设置尼古丁组小鼠的暴露剂量为 83.75 mg/kg，
与成人日均电子烟暴露剂量接近，对于阐明人类短期

使用电子烟所产生的健康危害有一定意义。

空气污染等环境因素对人体的健康危害存在性别

差异［12］。既往研究多选用雄性小鼠评价电子烟暴露

的损伤效应，发现电子烟急性暴露、亚慢性暴露均可

导致雄性小鼠 BALF 内白细胞数显著上升［5］。本研

究选用雌性小鼠进行实验，结果显示，尼古丁组雌性

小鼠 BALF 中含有大量单核-巨噬细胞，白细胞数升

高，提示电子烟急性暴露可引起雌性小鼠肺部炎症。

同时，尼古丁组雌性小鼠 BALF 总蛋白含量升高，

反映了肺泡毛细血管膜通透性降低［13］，提示暴露于

更长时间或更高浓度的电子烟可能会导致肺部毛细血

管损伤和屏障功能障碍。GLYNOS 等［5］的研究也支

持这一结果。

肺表面活性蛋白是维持肺内免疫稳态与肺泡功能

的基本成分，与维持肺内环境稳定的先天免疫和炎性

反应密切相关［14］。为进一步探索电子烟暴露对肺部

的影响，本研究检测了小鼠肺组织内 4 种不同表面

活性蛋白 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D。SP-A 是肺

表面活性蛋白中含量最丰富的一种，有助于形成水性

表面活性剂聚集体，调节表面活性剂的回收和分泌，

并维持其生物活性［15］。SP-B 能够降低表面张力并维

持出生后早期肺功能，对 SP-C 前体蛋白的加工、板

层体中表面活性剂磷脂的调控、肺泡中管状髓鞘的形

成至关重要［16］。SP-C 受到 SP-B 的调控，主要功能

是保持脂质的生物物理表面活性，增强体外表面活性

剂磷脂的再摄取［16］。SP-D 可与微生物结合增强宿主

细胞的吞噬能力，发挥抗菌功能并抑制炎症反应的产

生［17］。本研究结果显示，小鼠短期暴露于电子烟后

肺内 SP-B、SP-D 的 mRNA 表达水平降低，提示使

用电子烟可能增加肺泡表面张力，破坏肺内免疫稳态

引起炎症反应，甚至导致肺气肿和肺泡纤维化发展等

相关呼吸系统疾病。但尼古丁组小鼠 SP-B mRNA 表
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达水平与溶剂对照组相比并无明显变化，提示吸入电

子烟载体溶剂产生的气溶胶也可能对呼吸系统存在损

伤效应，具体机制仍需深入研究。电子烟暴露并未引

起 SP-A、SP-C mRNA 表达水平的改变，这是否与

暴露时间有关尚待进一步探索。此外，上述结果也表

明，相较于 SP-A 和 SP-C，SP-B 和 SP-D 对电子烟

暴露更为敏感，有望成为评价电子烟对呼吸系统危害

的生物标志物。

短期急性暴露电子烟导致小鼠肺内炎症、肺部毛

细血管屏障受损并影响肺表面活性蛋白的表达，表明

电子烟对呼吸系统具有毒性作用。需进一步探索电子

烟暴露对肺功能的潜在影响，同时明确肺泡表面活性

物质改变在电子烟吸入导致肺部损伤中的作用，开展

电子烟暴露的慢性影响研究。
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