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不同感染途径致大鼠肺炎模型制备的比较
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索铜绿假单胞菌致大鼠肺炎模型的制备方法，为后续研究奠定实验基础。 方法　 将 Ｓｐｒａ⁃
ｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 ４８ 只随机分为 ４ 组：Ａ 对照组、Ｂ 气管注射组、Ｃ 气管插管感染组和 Ｄ 滴鼻感染组。 适应饲喂

３ ｄ 后，分别给予不同造模干预，分别于干预后 ５、１０ 和 １５ ｄ 动态监测各亚组大鼠体重、体温、白细胞数、肺组织病理

学变化等。 结果　 各模型组大鼠行为学表现、体重、体温、白细胞、肺组织炎症病理学表现均与对照组差异有显著

性；②各模型组均证实为铜绿假单胞菌感染，对照组则阴性。 结论　 经滴鼻途径以铜绿假单胞菌感染大鼠，可得到

合格大鼠肺炎模型；此感染途径可避免手术创口带来的炎症反应干扰，简便易行，可推广。
【关键词】 　 铜绿假单胞菌；耐药菌；肺炎；炎症反应；大鼠
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　 　 重症肺炎是临床较为常见的急危重症［１］，稳定

可靠的动物模型是研究重症肺炎防治及机制的必要

前提与基础。 细菌性肺炎是最常见的重症肺

炎［２，３］，可因细菌泛耐药多耐药而不治致死，所以国

内外学者都在积极寻求包括中医药在内的有效防治

途径，耐药菌致肺炎的动物模型制备显得尤为重要。
目前虽有所报道，但多因制备过程复杂或动物品系

所限［４， ５］，尚不能大批量获取用于中医药防治耐药

菌致肺炎研究的 ＳＤ 大鼠模型。
本研究将对比不同感染途径，通过 ＳＤ 大鼠生

理病理状态及肺组织病理学变化等进行初步鉴定，
再结合肺组织分离的 ＰＡ，据重症肺炎诊断标准进一

步鉴定，最终确定高效感染途径的同时，为后续研究

提供稳定可靠的模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ４８ 只，体重（１６０
± １０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１１ － ００１１】；实验操作于北京市中医

研究所【ＳＹＸＫ（京）２０１３ － ０００２】，并经过本院动物

伦理委员会审批【２０１５０７０１０２】。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

铜绿假单胞菌由临床分离获得，经三家三甲医

院（北京中医药大学东直门医院、首都医科大学附

属北京朝阳医院和首都医科大学附属北京中医医

院）互证，编号 ＰＡ⁃Ｒ００３，留存备用。 实验研究前常

规复苏培养，以生理盐水调整麦氏浊度值至 １，获取

新鲜菌液备用。
本实验所及仪器均为实验室常规仪器。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

随机分为对照组、模型 １ 组、模型 ２ 组和模型 ３
组，每组 １２ 只；模型干预前适应饲喂 ３ ｄ，干预当天

设为 ０ ｄ，干预后第 ５、１０ 和 １５ 天处死的分别设为各

组的Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ亚组；各亚组分笼饲养，每笼 ４ 只，饲
养条件为恒温（２０ ± ４）℃，光照和黑暗 １２ ｈ 更替，自
由进食及饮水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 气管注射感染

大鼠常规麻醉后，仰卧位固定于操作台上，将舌头

拉出口外固定，暴露声门，以导管插入气管约 ０􀆰 ５ ｃｍ，拔
出导丝，以注射器将 ０􀆰 ６ ｍＬ 菌液经导管注入大鼠气管，
尤其最后加注少许空气，以确保菌液全部进入气管［６］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 气管插管感染

大鼠常规麻醉后，仰卧位固定于操作台上，颈部消

毒、备皮， 逐层切开颈部皮肤至暴露上段气管（如图 １
示），以 Ｙ 型静脉留置针经气管插管，拔出针芯，将 ０􀆰 ６
ｍＬ 菌液由留置针白色帽端处注入。 切口缝合，保持大

鼠直立位 １ ｍｉｎ，确保菌液进入气管支气管［７，８］。

图 １　 大鼠颈部气管暴露示意图

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｔｒａｃｈｅａ ｉｎ ａ ｒａｔ

１􀆰 ２􀆰 ４　 滴鼻感染

大鼠常规麻醉后，使大鼠鼻孔处于 ４５ 度向上倾

斜状态，将 ０􀆰 ６ ｍＬ 菌液以微量加样器滴入鼻腔，再
改变大鼠体位，使其保持直立位约 １ ｍｉｎ，确保菌液

进入气管支气管。
对照组大鼠用 ０􀆰 ６ ｍＬ 生理盐水滴鼻。 上述各

种干预后 ２４ ｈ 内死亡的排除出实验，并重新以相同

干预的大鼠替代入组。
１􀆰 ３　 诊断标准

参考 ２０１６ 年中国医师协会急诊医师分会发布的

“中国急诊重症肺炎临床实践专家共识”，２０１６ 年中

华医学会呼吸病学分会发表的“中国成人社区获得性

肺炎诊断和治疗指南”和 Ｌｕｎａ 等关于重症耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌肺炎动物模型诊断标准，结合预试

验结果确定本研究大鼠重症肺炎模型制备成功的诊

断标准：（１）出现反应迟缓、嗜睡、进食饮水减少等；
（２） 呼吸喘促，可见明显双胸廓运动；（３） 体重增长

低于 ３ ｇ ／ ｄ，体温 ＞ ３８℃，即呈现高温；（４） 血及双肺

典型炎症表现：白细胞 ＞１５ ×１０９ ／ Ｌ，肺组织出现炎细

胞浸润和或出血等。
１􀆰 ４　 动态监测

１􀆰 ４􀆰 １　 生理观察

观察大鼠生理病理状况是否主动摄食摄水；是
否呆滞、竖毛、嗜睡；鼻腔及眼眶有无分泌物；有无气

促，有无喘鸣音；尿色、量及粪便变化等。
１􀆰 ４􀆰 ２　 体重监测

适应饲喂时开始记录体重，干预后于处死前记

录各亚组大鼠体重。
１􀆰 ４􀆰 ３　 体温监测

从适应饲喂开始每天监测大鼠体温，探测时，使

１０６
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其处于自然状态，避免过于紧张，将兽用电子体温计

软头部位插入直肠约 ５ ～ ８ ｃｍ，读数即可。
１􀆰 ４􀆰 ４　 血中白细胞监测

各亚组大鼠常规麻醉后，无菌开腹，腹主动脉取

血（如图 ２ 示）。
常规显微镜下细胞计数，四个大方格白细胞为

Ｎ，按如下公式计算白细胞数（１０９ ／ Ｌ） ＝ （Ｎ × １０ ×
２０ ／ ４） × １０６。

图 ２　 大鼠腹主动脉取血示意图

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ ｉｎ ａ ｒａｔ

１􀆰 ４􀆰 ５　 肺组织病理学监测

分别在干预后第 ５、１０ 和 １５ 天，处死各亚组大

鼠，无菌分离肺组织，左肺后叶行组织病理学检查：
进行肺组织宏观病理观察后，再以 ４％ 多聚甲醛固

定、脱水、浸蜡包埋，连续切片（５ μｍ）后，常规 ＨＥ
染色，光镜下观察，每例标本随机选 ６ 张切片，每张

切片随机取 ３ 个视野采集图像留存分析。
１􀆰 ４􀆰 ６　 肺组织菌落计数

分别在感染后第 ５、１０ 和 １５ 天，处死各亚组大

鼠，无菌分离肺组织，左肺前叶行肺组织匀浆菌落计

数：置于无菌 １ ｍＬ 组织匀浆器中，以 ８００ μＬ ０􀆰 ９％
生理盐水研磨成匀浆， 常规接种培养。 通过形态识

别后传代，以 ＰＣＲ 方法鉴定是否是铜绿假单胞菌。
预期目的条带为 ５０４ ｂｐ，引物如下：

上游 Ｐ１： ５’ＡＴＧＧＡＡＡＴＧＣＴＧＡＡＡＴＴＣＧＧ ３’
下游 Ｐ２： ５’ＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＣＧＡＣＧＣＧＡＣ ３’

１􀆰 ５　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计学处理。 各组数

据在分析前进行正态性检验和方差齐性检验，正态

分布数据以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ） 表示，非正态分
布数据用中位数表示。 两组均数比较采用 ｔ 检验，
多组均数比较采用单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 行为学变化观察结果

干预 ５ ｈ 后，模型组大鼠出现烦躁，活动度增

强；干预后第 ２ ～ ５ 天，模型组大鼠摄食摄水减少，
反应迟缓，活动减弱，毛发乱，光泽差，鼻腔和眼眶可

见分泌物，现腹式呼吸，闻及喘鸣音。 干预后第 ６ ～
１０ 天，大鼠食欲、活动度进一步下降，蜷缩聚集明

显，毛发乱且黏腻，鼻腔及眼眶分泌物增多，部分嗜

睡（触之可醒），喘鸣音伴寒战，偶见大鼠死亡。 干

预后第 １１ ～ １５ 天，各症状进一步加重，几乎无进食，
呈脱骨貌，活动极度迟缓，瘫卧笼角，被毛逆立，大鼠

眼眶和鼻腔分泌物又减少，喘促明显，可见张口呼

吸，垫料局部黄褐色，各模型组均有死亡，以气管插

管感染模型组最多。
对照组大鼠食欲、皮毛、活动度、呼吸系统状况、

体重、体温等较干预前无明显变化；摄食、摄水正常，
反应灵敏，活动自如，皮毛顺滑光亮，无嗜睡，无异常

分泌物，无气促，无喘鸣，整体状态良好。
２􀆰 ２　 体重结果

造模干预前适应饲喂 ３ ｄ，干预当天体重记为 ０
天结果，与每亚组结果比较，结果如图 ３ 示。

图 ３　 各组大鼠体重随时间变化的结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

２􀆰 ３　 体温结果

造模干预前各组大鼠体温差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 经预实验反复摸索，造模干预次日，各模型

组大鼠即出现发热，干预后 ５ ｄ，各模型组间比较，差
异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），与对照组相比，均出现显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 干预后 １０ ｄ，各模型组均有不

同程度降温，气管插管感染模型组下降最不明显，与
另两个模型组差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 干预后

１５ ｄ，各模型组大鼠体温仍处于高温状态，较 １０ ｄ
时又都略有上升，模型Ⅲ组仍与另两个模型组差异

有显著性，如图 ４ 示。
２􀆰 ４　 白细胞结果

各模型组在干预后 ５ ｄ，血中白细胞数明显升

高，５ ｄ 和 １０ ｄ 时各模型组间差异无显著性，但与对

照组比较都高，且差异有显著性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），干预

１５ ｄ 时模型Ⅲ组白细胞数较另两模型组更低，可能

与该组手术创伤较大，死亡较多有关，如图 ５ 示。

２０６
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图 ４　 各组大鼠体温随时间变化的结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｉｔｈ
ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 病理学变化结果

在干预后 ５、１０ 和 １５ ｄ 时，对照组大鼠肺组织

均呈红色，形态正常，弹性良好，无出血点；肺泡大小

相对一致，肺泡壁较薄，支气管上皮完整，管腔内无

分泌物。
各模型组在干预 ５ ｄ 后，肺脏均出现典型炎症

表现，各模型组差异无显著性，且均持续至 １５ ｄ。 炎

症表现主要有，肉眼观察颜色呈暗红色，有明显出血

瘀点，触之有实质感；显微镜下明显看到炎性细胞浸

润，肺泡结构不清等，如图 ６ 示。

图 ５　 各组大鼠白细胞随时间变化的结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ ｗｉｔｈ
ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ６　 各组大鼠干预 ５ ｄ 时肺组织的 ＨＥ 染色结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

２􀆰 ６　 肺组织病原菌鉴定

各组肺组织匀浆标准接种，分离传代后，各模型

组均可筛到扁平湿润、边缘不整齐有金属光泽的典

型铜绿假单胞菌菌落；挑取单个菌落进行常规 ＰＣＲ
鉴定，均可扩增到大小为 ５０４ ｂｐ 的条带（如图 ７
示），与预期片段大小一致，证实各模型组肺脏中确

有 ＰＡ 病原菌存在。
２􀆰 ７　 最佳途径的确定

综合分析上述结果，各模型组自干预后均无明

显生长，即各干预措施均严重影响大鼠食欲；各模型

组体温均呈高温后略降趋势；白细胞数变化规律也

较一致，但死亡情况差异有显著性，推测与模型Ⅲ组

手术创伤较大有关；各模型组自干预 ５ ｄ 起，肺脏病

理学炎症变化一致且差异无显著性。 据此筛选出感

染效果均一稳定，感染途径简便易行的肺炎模型制

备途径—滴鼻感染。

注：Ａ． 对照组；Ｂ． 分子标尺组；Ｃ． 模型 １ 组；Ｄ． 模型 ２ 组；Ｅ． 模
型 ３ 组。

图 ７　 铜绿假单胞菌鉴定结果
Ｎｏｔｅ． Ａ． ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ；Ｂ． ｍａｒｋｅｒ；Ｃ． ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １；Ｄ． ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ２；Ｅ． ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３．

Ｆｉｇ． ７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

３　 讨论

肺炎是指终末气道、肺泡腔及肺间质等相关的

肺实质炎症，可由多种病原体如细菌、病毒、衣原体

和真菌等引起，以细菌病原最为多见［２，３］。 近年由

于我国抗生素的不规范使用甚至滥用，使得临床耐

３０６
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药菌越来越多，成为医学界亟待解决的难题［９］。 为

提高耐药菌致肺炎的病原诊断及防治能力，建立接

近临床肺炎表征的动物模型，开展相关研究尤为必

要且迫切，所以，本模型制备尤具实际应用价值。
在临床重症肺炎病例中，分离出来的革兰阴性

菌比例最高，其中铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌较

为常见［１０，１１］。 所以，以铜绿假单胞菌做肺炎模型的

研究最贴近临床，模拟价值最高，具有实际应用前

景。 早在 １９７９ 年，Ｃａｓｈ 等［１２］ 以气管切开注射的方

式构建了铜绿假单胞菌致小鼠肺部感染的模型；李
倬哲等［１３］于 ２００１ 年通过气管接种，建立了大鼠⁃铜
绿假单胞菌⁃肺炎模型；同年，李华强等［１４］ 利用气管

插管后推注活菌成功建立免疫功能低下的大鼠肺炎

模型。 李斌等［１５］则比较了不同途径（经皮气管穿刺

及经鼻喷雾吸入）建立兔肺炎模型的优劣。 这些模

型的制备充分证实了铜绿假单胞菌作为病原菌的可

行性。 至于浓度，一般选择 １０８ ～ １０９ ｃｆｕ ／ ｍＬ，注菌

量随动物体重及种属而有所不同。
本实验尝试的各感染方式，受条件所限，感染部

位多为前端气管较严重。 但肺炎重症时可累及下呼

吸道、全肺乃至全身器官，所以，后期研究可结合脓

毒症开展。 滴鼻途径的确定尤具突破性意义。 早在

１９９６ 年，Ｔａｋａｓｈｉｍａ 等［１６］ 在小鼠麻醉后，经鼻滴入

１０ ６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 菌液，成功建立肺炎链球菌肺炎小鼠模

型。 罗明晶等 ［１７］在小鼠麻醉后，经鼻给予 ４０ μＬ
的 ２ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的金葡菌悬液，建立了金黄色葡

萄球菌肺炎模型。 刘晓红等［１８］ 以滴鼻方式滴入

１００ μＬ 的 １ × １０ ７ ｃｃｕ ／ ｍＬ 肺炎支原体菌液，建立过

小鼠支原体肺炎模型。 这都证明了滴鼻途径的可行

性，但都局限于小鼠，本研究以滴鼻途径成功建立了

大鼠模型，具有一定创新性，且更贴近实际研究—基

础研究实验首选大鼠［１９］，具备更好的推广潜力。
病毒性肺炎多选用小鼠制备模型，采用病毒滴

鼻，经鼻黏膜吸收，造模易成功［２０］。 细菌性肺炎因

研究多使用 ＳＤ 大鼠或 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠［２１，２２］，所以本实

验制备模型也选择 ＳＤ 大鼠，确保与后续研究更好

衔接。 另外，大鼠对细菌感染的耐受力好，死亡率相

对较低；且对病原菌刺激敏感、适合规模化制备，便
于推广使用。
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