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三种方法复制“二次打击”急性呼吸窘迫综合征
动物模型的比较与评价
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　 　 【摘要】 　 目的 　 通过研究三种不同“二次打击”急性呼吸窘迫综合征（ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＡＲＤＳ）动物模型的特点，寻找较为理想的 ＡＲＤＳ 动物模型。 方法　 将 ４８ 只大鼠随机分为 ４ 组，每组 １２ 只。 对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）：尾静脉先注射生理盐水（ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ， ＮＳ）２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后注射 ＮＳ ２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ；油酸 ＋ 油酸组

（ＯＡ ＋ ＯＡ 组）：尾静脉先注入 ＯＡ ０􀆰 ０５ ｍＬ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后继续注射 ＯＡ ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ；内毒素 ＋ 内毒素组（ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ
组）：尾静脉先注入 ＬＰＳ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后继续注射 ＬＰＳ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ；油酸 ＋内毒素组（ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组）：尾静脉先注

入 ＯＡ ０􀆰 ０５ ｍＬ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后注射 ＬＰＳ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ。 ５ ｈ 后处死动物采集标本，检测动脉血气，支气管肺泡灌洗液

（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ） 中白细胞总数、多形核白细胞百分比 （ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｒａｔｉｏ，
ＰＭＮ％ ）、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α， ＴＮＦ⁃α）水平、总蛋白含量，肺干湿重比（ ｌｕｎｇ ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ，
Ｗ ／ Ｄ），观察肺组织病理改变并进行肺损伤评分。 结果 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组、ＯＡ ＋ ＯＡ 组及 ＯＡ ＋ ＬＰＳ
组的氧分压（ＰａＯ２）下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）、ＢＡＬＦ 中白细胞总数、ＰＭＮ％ 、ＴＮＦ⁃α、总蛋白含量，Ｗ ／
Ｄ、肺损伤评分均升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组总蛋白含量、Ｗ ／ Ｄ 均高于 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
而与 ＯＡ ＋ ＯＡ 组比较则差异无显著性；ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组 ＢＡＬＦ 中白细胞计数、ＰＭＮ％ 、ＴＮＦ⁃α 较 ＯＡ ＋ ＯＡ 组高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而与 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组比较则差异无显著性；ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组肺病理改变最典型，肺损伤评分最高。 结论 　 ＯＡ ＋
ＯＡ、ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 和 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 复合打击法均可建立“二次打击”ＡＲＤＳ 大鼠模型，其中 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 复合打击法所复制的

ＡＲＤＳ 模型与临床 ＡＲＤＳ 特点更为接近，有利于研究 ＡＲＤＳ 的病理生理过程，是一种较为理想的“二次打击”ＡＲＤＳ
动物模型。

【关键词】 　 急性呼吸窘迫综合征；“二次打击”模型；油酸；内毒素

【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１７） ０３⁃０２３５⁃０６
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１７􀆰 ０３􀆰 ００２

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ “ ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＹＡＯ Ｄｕｎ⁃ｃｈｅｎ１，２# ，ＰＡＮ Ｌｏｎｇ１，２# ，ＣＨＥＮ Ｂｉｎｇ⁃ｊｕｎ１，２，ＹＵ Ｙｕ⁃ｚｈｏｎｇ１，２，
ＬＩ Ｓｈｅｎｇ⁃ｊｉｅ１，３，ＨＵ Ｇｕｉ⁃ｈｅ１，２，ＭＡ Ｍｉｎｇ⁃ｍｉｎｇ４，ＴＵ Ｙｏｎｇ⁃ｓｈｅｎｇ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ； ２． Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ；
３． Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４３６， Ｃｈｉｎａ；

４． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｕｎ Ｙａｔ⁃ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００８０）



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｆｉｎｄ ａｎ ｉｄｅａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＡＲＤＳ） ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎ⁃
ｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ “ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＡＲＤＳ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ［２􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ （ＮＳ） ｉ． ｖ． ｇｉｖｅｎ ａｔ ０ ｍｉｎ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ］； ＯＡ ＋ ＯＡ ｇｒｏｕｐ
［０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ （ＯＡ） ｉ． ｖ． ｇｉｖｅｎ ａｔ ０ ｍｉｎ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ］； ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ［２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ）
ｉ． ｖ． ｇｉｖｅｎ ａｔ ０ ｍｉｎ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ］； ａｎｄ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ［０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ ＯＡ ｉ． ｖ． ｇｉｖｅｎ ａｔ ０ ｍｉｎ ａｎｄ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ， ｉ． ｖ．
ｇｉｖｅｎ ａｔ ３０ ｍｉｎ］． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ５ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｄｒｕｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ （ＷＢＣ）， ｐｏｌ⁃
ｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｒａｔｉｏ （ＰＭＮ％ ）， ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α （ＴＮＦ⁃α） ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｂｒｏｎ⁃
ｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （ＢＡＬＦ）， ａｒｔｅｒｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ （Ｗ ／ Ｄ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＰａＣＯ２，ＷＢＣ， ＰＭＮ％ ， ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＰａＯ２ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＯＡ， ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ａｎｄ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｌｕｎｇ Ｗ ／ Ｄ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｆｏｒ ａｌｌ）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＯＡ ＋
ＯＡ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＷＢＣ， ＰＭＮ％ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＢＡＬＦ ｉｎ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＯＡ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｔｙｐｉｃａｌ ｐａｔｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｌｌ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＯＡ ＋ ＯＡ， ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ， ａｎｄ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ “ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａ⁃
ｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅ “ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｉｓ ｍｏｒｅ
ｃｌｏｓｅｒ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ＡＲＤＳ ａｎｄ ｉｓ ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＡＲＤＳ， ａｎｄ ｉｓ ａｎ ｉｄｅａｌ “ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ＡＲＤＳ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； “Ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ； Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＴＵ Ｙｏｎｇ⁃ｓｈｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｔｕｙｓ＠ ｇｚｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 急性呼吸窘迫综合征（ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＲＤＳ）是一种临床上常见的急性低氧性

呼吸功能不全的疾病，晚期表现为进行性呼吸窘迫

和顽固性低氧血症，其发病机制、病理生理过程等至

今尚未完全阐明。 因此，ＡＲＤＳ 动物模型的建立对

于研究其发病机制、病理生理改变、治疗、预防等方

面的实验研究有重要意义。 临床中 ＡＲＤＳ 的发生、
发展通常由多种致病因素接连导致。 目前研究认为

ＡＲＤＳ 发病机制除原发病因造成肺部损伤外，还存

在手术创伤、肠道细菌毒素入血等“二次打击”因

素［１ － ３］。 简单来说，“二次打击”的理论基础是：第
一次打击（严重创伤或感染等）引起机体全身炎症

反应 综 合 征 （ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ， ＳＩＲＳ），机体敏感性增高。 此基础上第二次

打击（创伤后感染、不恰当的复苏等）引发 ＳＩＲＳ 失

控，体内炎症反应和抗炎反应失衡， 机体发生

ＡＲＤＳ，甚至多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＯＤＳ）。 因此“二次打击”模
型能更好地模拟人类的 ＡＲＤＳ 过程，建立理想的

“二次打击”ＡＲＤＳ 动物模型对于揭示 ＡＲＤＳ 的发病

机制及其防治有着重要意义［４，５］。 近十几年来，相
关学者使用不同的方法陆续建立了多种“二次打

击”ＡＲＤＳ 动物模型，与“一次打击”模型比较，“二
次打击”模型从临床表现、血气分析结果和肺病理

损伤等方面更符合 ＡＲＤＳ 的诊断标准，模型也更加

稳定、持久［６，７］。 但还未有建立“二次打击” ＡＲＤＳ
动物模型公认、权威的方法，至今没有学者对各种

“二次打击”ＡＲＤＳ 模型进行比较。 目前 ＡＲＤＳ 模型

有整肺灌洗型、盐酸吸入型、油酸型、内毒素型

等［８］。 其中油酸、内毒素诱导的 ＡＲＤＳ 模型被普遍

应用。 本研究分别采用油酸和（或）内毒素构建“二
次打击”ＡＲＤＳ 大鼠模型，观察和比较不同方法建立

的“二次打击”ＡＲＤＳ 大鼠模型的特点，了解不同方

法复制的 ＡＲＤＳ 模型在发病机制上的差异，为临床

治疗和研究 ＡＲＤＳ 提供可靠理想的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 ４８ 只，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ，６
～ ８ 周。 由广州中医药大学实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ００３４】。 饲养期间给予啮齿类动

物标准颗粒饲料（由实验动物中心提供）及自由饮

水，恒定湿度，室温（２５ ± ２）℃。 实验大鼠饲养及组
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织取材均在广州医科大学实验动物中心进行

【ＳＹＸＫ（粤）２０１０ － ０１０４】。 本实验所有操作均符合

中华人民共和国《实验动物管理条例》。
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器与试剂

大肠杆菌脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ），血
清型 Ｏ１１１：Ｂ４（Ｓｉｇｍａ，美国），ＢＣＡ 蛋白含量测定试

剂盒（凯基，中国），肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ α， ＴＮＦ － α）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（伊莱瑞特，中国），
油酸（ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＯＡ），分析纯（西陇化工，中国），全
自动血气分析仪（Ｒａｄｉｏｍｅｔｅｒ，丹麦），全自动血细胞

分析仪（Ｓｙｓｍｅｘ，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及处理

注：Ａ：动脉血氧分压；Ｂ：动脉二氧化碳分压。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＬＰＳ ＋ ＯＡ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 各组动脉血气结果比较（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ａ： ＰａＯ２； Ｂ： ＰａＣＯ２ ． ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｒｔｅｒｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

雄性 ＳＤ 大鼠 ４８ 只，随机分为 ４ 组，每组 １２
只。 大鼠标记称重后用 １０％ 水合氯醛按 １ ｍｇ ／ ｋｇ
麻醉，仰位固定。 对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）：尾静脉注射

生理盐水 ５ ｍＬ ／ ｋｇ；油酸 ＋ 油酸组（ＯＡ ＋ ＯＡ 组）：
尾静脉先注入 ＯＡ ０􀆰 ０５ ｍＬ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后注射 ＯＡ
０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ；内毒素 ＋ 内毒素组（ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组）：尾
静脉先注入 ＬＰＳ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后注射 ＬＰＳ
２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ；油酸 ＋ 内毒素组（ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组）：尾静

脉先注入 ＯＡ ０􀆰 ０５ ｍＬ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后注射 ＬＰＳ ２􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ。 完成第二次注射后，各组于 ５ ｈ 后处死大

鼠并采集标本。
１􀆰 ２􀆰 ２　 血气分析

处死大鼠前经颈动脉采集动脉血 １ ｍＬ，用血气

分析仪测定 ＰａＯ２、ＰａＣＯ２ 值。
１􀆰 ２􀆰 ３　 支气管肺泡灌洗液（ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ）的收集及相关指标的测定

参照文献［８］，收集支气管肺泡灌洗液。 取部分

灌洗液用于白细胞计数 （ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ，

ＷＢＣ）、多形核白细胞百分比（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｒａ⁃
ｔｉｏ， ＰＭＮ％ ）。 灌洗液静置后低温离心机 ２０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液于 － ８０℃低温保存，待测

ＴＮＦ⁃α、总蛋白含量。 ＴＮＦ⁃α 采用 ＥＬＩＳＡ 法测定，具
体操作按试剂盒说明进行。 总蛋白测定采用 ＢＣＡ
法，绘制标准曲线，根据样品的吸光度在标准曲线上

查出浓度，计量单位 ｇ ／ Ｌ。 白细胞计数、多形核白细

胞百分比测定采用血细胞分析仪。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺组织干湿重比、ＨＥ 染色及肺损伤评分

取左肺称重（湿重），然后至 ７０℃恒温干燥箱烘

烤 ２ ｄ 至恒重后称重，计算肺组织干湿重比（ ｌｕｎｇ
ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ， Ｗ ／ Ｄ）。 右肺中叶组织行常规

ＨＥ 染色，参照文献［９］，进行肺损伤评分。
１􀆰 ３　 统计分析

数据均用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件统计，实验结果以均

数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 多组样本之间均数比较采

用多因素方差分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 动脉血气分析

ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组、ＯＡ ＋ ＯＡ 组、ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组与 ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组相比，各实验组大鼠 ＰａＯ２ 均有不同程度降

低，ＰａＣＯ２均有不同程度升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＯＡ ＋ ＬＰＳ
组与 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组、ＯＡ ＋ ＯＡ 组相比，ＰａＯ２ 下降最明

显，ＰａＣＯ２ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见图 １。
２􀆰 ２　 肺水肿程度评估

致伤各组 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量和 Ｗ／ Ｄ 均明显

高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 其中 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组总蛋

白含量、Ｗ ／ Ｄ 均高于 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而
与 ＯＡ ＋ ＯＡ 组比较则无明显差异，见图 ２。
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２􀆰 ３　 炎症反应评估

致伤各组 ＷＢＣ、ＰＭＮ％ 、ＴＮＦ － α 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，均显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 。 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组

ＷＢＣ、ＰＭＮ％ 、 ＴＮＦ － α 较 ＯＡ ＋ ＯＡ 组 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） ，而与 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组比较则差异无显著性，
见图 ３。

注：Ａ：ＢＡＬＦ 中蛋白含量变化；Ｂ：肺干湿重比。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；

与 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５

图 ２　 各组 ＢＡＬＦ 中蛋白含量及 Ｗ／ Ｄ 的变化（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＡＬＦ； Ｂ： Ｌｕｎｇ ｗｅｔ⁃ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ． ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ． ＢＡＬＦ：Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ Ｗ ／ Ｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

注：ＢＡＬＦ 中白细胞总数（Ａ），多形核白细胞百分比（Ｂ），肿瘤坏死因子（Ｃ）的变化。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，
ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组比较；ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，与 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 各组 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ，ＰＭＮ％及 ＴＮＦ － α 的变化（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． ＷＢＣ （Ａ）， ＰＭＮ％ （Ｂ）， ＴＮＦ － α （Ｃ） ｉｎ ＢＡＬＦ． ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ；ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＷＢＣ， ＰＭＮ％ ａｎｄ ＴＮＦ － α ｉｎ ＢＡＬＦ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 肺组织病理形态学观察及肺损伤评分

光镜下，各组均可见不同程度的肺组织结构破

坏，肺泡腔及肺间质水肿、出血、炎症细胞浸润。
ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组主要表现为肺泡隔增宽，组织结构有保

留，呈局灶性肺气肿，大量炎症细胞浸润。 ＯＡ ＋ ＯＡ
组主要表现为肺泡腔内大量水肿液积聚，透明膜形

成，大量红细胞聚集，组织结构仍有保留。 ＯＡ ＋ ＬＰＳ
组则兼顾了 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组、ＯＡ ＋ ＯＡ 组的病理改变，
既有明显的水肿液积聚，亦有明显的炎症细胞浸润，
透明膜形成，组织结构严重破坏，见图 ４。 此外，我
们对各组大鼠肺组织损伤进行了评分。 各实验组对

比 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，评分均明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中 ＯＡ
＋ ＬＰＳ 组评分最高，较 ＯＡ ＋ ＯＡ 组、ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＯＡ ＋ ＯＡ 组和 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组

之间差异无显著性，见图 ５。

３　 讨论

目前研究认为“二次打击”ＡＲＤＳ 动物模型更贴

近临床 ＡＲＤＳ 的发生发展。 但至今为止，仍没有标

准、权威的“二次打击”ＡＲＤＳ 建模。 本研究采用三

种不同方法构建“二次打击”模型，我们发现 ＬＰＳ ＋
ＬＰＳ 组主要以引起肺组织炎症反应为主，ＯＡ ＋ ＯＡ
组主要以导致肺血管通透性增加，引起肺水肿为主，
而 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组结合了前两组的特点，更加符合临床

上 ＡＲＤＳ 的特点。
本研究造模后三组实验大鼠均出现呼吸急促、

８３２
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注：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ａ）：正常肺组织结构。 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组（Ｂ）：中度肺组织结构破坏，肺泡隔增宽，大量炎症细胞浸润及中等量蛋白水肿液。 ＯＡ ＋
ＯＡ 组（Ｃ）：中度肺组织结构破坏，肺泡隔增宽，中量炎症细胞浸润及广泛蛋白水肿液。 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组（Ｄ）：重度肺组织结构破坏，重度炎症细胞

浸润及广泛蛋白水肿液。 代表性肺组织病理照片（ＨＥ 染色）。

图 ４　 各组光镜下肺病理改变（ × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）： ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ（Ｂ）： ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｉｄｅｎｅｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｅｐｔｕｍ， ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍ⁃
ｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｌｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｄｅｍａ ｆｌｕｉｄ． ＯＡ ＋ ＯＡ（Ｃ）： ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｉｄｅｎｅｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｅｐｔｕｍ，
ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｄｅｍａ． ＯＡ ＋ ＬＰＳ（Ｄ）： ｓｅｖｅｒｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｄｅｍａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｆｉｇｕｒｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｔ ４００ｘ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ “ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＡＲＤＳ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５

图 ５　 肺组织损伤评分（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＡ ＋ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
“ｔｗｏ⁃ｈｉｔ” ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＡＲＤＳ

窘迫，四肢发绀，ＰａＯ２ 下降、ＰａＣＯ２ 升高，ＢＡＬＦ 中

ＷＢＣ、ＰＭＮ％、ＴＮＦ⁃α、蛋白含量及 Ｗ／ Ｄ、肺损伤病

理评分均显著升高，而光镜下则可见各组不同程度

不同形态的肺损伤，表明三种方法均建模成功。
炎症反应是 ＡＲＤＳ 发生发展的中心环节，其中

ＰＭＮ 是主要的炎症细胞，而 ＴＮＦ⁃α 则是主要的炎症

因子［１０］。 而 ＢＡＬＦ 中蛋白含量的变化及 Ｗ／ Ｄ 则是

反映肺水肿程度的指标，两者数值的升高均是肺毛

细血管通透性增加的结果。 本研究发现 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ
组 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ、ＰＭＮ％、ＴＮＦ⁃α 最高，与 ＯＡ ＋ ＯＡ
组比较升高明显，而与 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组无明显差异。 与

之相反，ＯＡ ＋ ＯＡ 组蛋白含量及 Ｗ／ Ｄ 最高，与 ＬＰＳ
＋ ＬＰＳ 组比较显著升高，而较 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组无明显差

异。 这种差异提示 ＯＡ 和 ＬＰＳ 不同的致病机制。 有

研究表明，油酸对血管内皮细胞有直接毒性作用，静
脉注射 ＯＡ 通过刺激肺动脉血管收缩、直接损伤肺

９３２
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泡毛细血管内皮细胞和抑制钠离子通道［１１ － １３］。 从

而导致肺血管通透性增加、大量蛋白水肿液渗出，肺
泡内液体重吸收障碍，促进 ＡＲＤＳ 的发生。 而 ＬＰＳ
对肺的直接损伤较小［１４，１５］，ＬＰＳ 作为内毒素的主要

成分，进入机体后激活巨噬细胞释放促炎因子如

ＴＮＦ⁃α 等，趋化并激活 ＰＭＮ，使大鼠机体处于一种

ＳＩＲＳ 状态，同时肺作为最敏感的器官之一，最先受

到损伤，而肺损伤又进一步招募 ＰＭＮ、趋化各种炎

症因子聚集到肺组织中，促使 ＡＲＤＳ 的形成［１６］。 因

此 ＯＡ 相比于 ＬＰＳ 以破坏大鼠肺血管内皮细胞为

主，导致肺血管通透性增加，水肿液渗出，而 ＬＰＳ 较

ＯＡ 以不受控制的炎症级联反应为主，导致肺部炎

症反应。 这点在肺组织病理形态的改变中表现得更

加直观。 ＬＰＳ ＋ ＬＰＳ 组肺组织中大量炎症细胞聚集，
而水肿液较少；ＯＡ ＋ ＯＡ 组肺组织中大量水肿液聚

集，而炎症细胞较少；而 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组肺组织中既有

较多的水肿液聚集，又有较多的炎症细胞浸润。 这

也导致肺组织结果严重破坏，肺换气功能障碍乃至

衰竭，反映在血气分析上则表现为 ＯＡ ＋ ＬＰＳ 组

ＰａＯ２ 值最低、ＰａＣＯ２ 值最高。
综上所述，三种方法建立“二次打击”ＡＲＤＳ 动

物模型，但在炎症机制、蛋白渗漏及病理方面均存在

一定的差异，说明 ＡＲＤＳ 的发生发展与其致病因素

密切相关。 ＯＡ 主要以肺组织局部损伤为主，未见

其对心脏、脑组织的直接损伤［１７］，而 ＬＰＳ 主要以全

身内毒素血症为主，对心脏、脑、肝、肾等各靶器官均

有不同程度的损伤［１８ － ２０］。 油酸 ＋ 内毒素型 ＡＲＤＳ
模型结合了油酸以及内毒素两者对肺损伤的不同机

制，先后静脉注射的内毒素和油酸产生协同作用，该
模型拥有肺毛细血管通透性显著增高及肺内大量炎

症细胞浸润的病理生理特点，同时弥补了油酸 ＋ 油

酸型及内毒素 ＋ 内毒素型肺损伤模型的各自不足，
在发病机制、病理改变上更接近临床 ＡＲＤＳ 的发生

发展过程，适用于对 ＡＲＤＳ 不同发病机理的研究，是
一种较为理想的“二次打击”ＡＲＤＳ 动物模型。
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