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昆明小鼠放射性肺炎病理观察
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摘要%目的!阐明昆明小鼠放射性肺炎发生发展过程的病理变化+ 方法!采用 ?[a的 _射线 &#D+单次全胸照射

造模(分别于照射后第 ’*"(*&$ 天取材进行 VW染色*病理观察(并应用 <73RQJFM6FOS*图像分析系统对肺泡壁厚

度*肺泡腔面密度*肺间质面密度进行定量测定分析+ 结果!辐照后随时间延长(肺泡萎缩*肺间隔增宽*炎细胞浸

润程度加重(&$ , 后可见肺泡塌陷实变(轻度纤维化改变+ 肺泡壁厚度*肺泡腔面密度*肺间质面密度测量结果差

异极显著+ 结论!采用上述方法复制的昆明小鼠放射性肺炎模型(病理变化过程符合放射性肺炎病程发展+
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!!放射性肺损伤是胸部肿瘤放疗*骨髓移植等预
处理后常见的并发症(严重时加速患者死亡 - ". + 病
程可分为早期急性肺炎和晚期放射性肺纤维化 &
期 - &. + 本研究模拟临床放疗条件(制备昆明小鼠放
射性肺炎模型(阐明疾病发生发展过程肺部病理变
化(为中药治疗奠定研究基础+

/K材料与方法

/M/K样本#对象$选择及分组
昆明小鼠(雌雄各半(B 周龄(体质量为!&#l&"R(

=FY级(购自北京华阜康生物科技股份有限公司(许
可证号%- =A_d!京" &#"(J###(.+ 动物饲养条件%
同时分笼饲养于山西省中医药研究院中心实验室(
自然光照(自由进水(室内温度 "$ i&% h(湿度
)?fi?#f+

将实验小鼠随机分为 ( 组%空白对照组以及模
型组照射后 ’98*"(98*&$98 ) 组+ 每组 "# 只(雌雄
各半+
/M5K模型制备

动物经 )f戊巴比妥麻醉后(采用 ?[a的 _射
线 &#D+单次全胸照射!图 ""造模(照射位置为头部
下方*剑突以上(照射野面积 & 57k) 57(剂量率%

& D+;712(放射源距皮 "## 57+ 空白组不做任何
处理+

图 /K4DI的 e射线 56\$ 单次全胸照射’

放射源距皮 /66 P9

L#)X/K56 \$ P+9+:%F#U-H(Q-(R4DIe8G%$ #GG%H#%F#(&

(RR+::P"-QF(&P-’ %&HQ(+GP-8QY#&H#QF%&P-_/66 P9

/M3K取材及常规病理观察
分别于照射后第 ’*"(*&$ 天后杀检取材(肺脏

经宏观观察后(与心脏一起包入纱布中置于 "#f中
性甲醛溶液进行固定+ 取左肺叶和右肺中叶(常规
脱水*石蜡包埋*切片后(经 VW染色后显微镜下观
察肺脏组织病理学形态改变+
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/M2KZ7染色步骤
二甲苯 <J" "# 712,二甲苯 <J& "# 712,二甲苯

<J) "# 712,无水乙醇 <B 712,%Bf乙醇 <B 712,
’Bf乙醇 <B 712,苏木素 ( 712,自来水清洗,
#CBf盐酸 B *,自来水清洗,"f氨水 B *,自来水
清洗,伊红 & 712,’Bf乙醇 <<B *,$Bf乙醇 B *

,%Bf乙醇 <<B *,无水乙醇 <<"# 712,二甲苯 <<J"
"# 712,二甲苯 <<J& "# 712,二甲苯 <<J) "# 712- ). +
/MVK图像分析

采用 <73RQFM6FOS*图像分析系统检测组织切
片中肺泡壁厚度*肺泡腔面密度!肺泡腔面积;视野
单位面积"*肺间质面密度 !肺间质面积;视野单位
面积" - (. + 每张切片随机选取 B 个视野测量+
/M4K统计方法

文中数据用统计软件 =F== &&C# 进行分析(均
!!

以!(,l-"表示(采用 "检验+

5K结果

5M/K照射后 ,D 小鼠临床表现
照射 ) , 后(d[小鼠背部胸段照射野被毛脱

落(状态萎靡+
5M5K组织病理学形态变化

空白对照组肺实质与间质部分病理组织学结构均
正常!图 &JN"+ 模型组照射 ’ ,后可见轻度肺炎(肺泡
间隔增宽*少量炎细胞浸润!图 &J\"+ 照射 "( , 后表
现为轻J中度肺炎(肺泡塌陷(炎细胞浸润肺泡间隔(破
坏肺泡结构(轻度渗出!图 &JA"+ 照射 (周后可见重度
肺炎(肺泡塌陷实变(炎细胞大量浸润(轻度纤维化改变(
毛细血管充血(气管支气管上皮杂乱*脱落!图 &JG"+

图 5K组织病理学形态变化KZ7a/66
注%N% 空白对照组,\% &#D+照射后 ’ ,,A% &#D+照射后 "( ,,G% &#D+照射后 ( 周

L#)X5K;+&) "#QF(T%F"(:()#P%:P"%&)-QKZ7a/66
>69Q%N% \O32. 5629M6ORM6S:, \% ’ , 3P9QM&#D+1MM3,139162, A% "( , 3P9QM&#D+1MM3,139162, G% ( -QQ.*3P9QM&#D+1MM3,139162

5M3K定量测定
正常对照组与模型组肺泡壁厚度*肺泡腔面密

度*肺间质面密度变化见表 "+ 照射 &#D+后(随时
间延长(肺泡壁增厚(第 ’*"(*&$ 天测量结果差异显

/$’/
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著!*m#C#"",肺泡腔萎缩(面积减小(第 ’ 天后差异
显著 !*m#C#B"(第 "(* &$ 天后差异极显著 !*m

#C#"",肺间质增宽(面积增大(第 "(*&$ 天后测量
差异极显著!*m#C#""+

表 /K肺泡壁厚度)肺泡腔面密度)肺间质面密度测量结果
@%J:-/K@"-H-F-G9#&%F#(&(RF"#PY&-QQ(R%:U-(:%G*%::Q%&HQ+GR%P-9%QQH-&Q#F$ (R%:U-(:%GQT%P-Q%&H#&F-GQF#F#%:F#QQ+-

测量指标 正常对照组
模型组!照射后"

第 ’ 天 第 "( 天 第 ( 周
肺泡壁厚度 ’C%&! l#C’& "(C#"! l#C%B$$ &"C&& l"C$&$$ )&C)) l&C))$$

肺泡腔面密度 #C’"&!l#C"’? #C?#(!l#C"()$ #C)$% l#C"&)$$ #C")& l#C#%)$$

肺间质面密度 #C##&#(l#C##"’$ #C##&%?l#C##(($ #C#"#’l#C#&&#$$ #C#&()l#C#(’$$

!!注%$*m#C#B,$$*m#C#"

>69Q%$*m#C#B ‘*5629M6O( $$ *m#C#" ‘*5629M6O

3K讨论

放射性肺炎系由肺癌*食管癌*乳腺癌或胸部其
他恶性肿瘤经放射治疗后(在放射野内的正常肺组
织受到损伤而引起的炎症反应(该病的发生率为
BfiB#f(严重肺炎发生率为 "#fi&#f(病死率高
达 B#f- B. + 尽管近年来治疗手段不断进步(尤其是
中医辨证治疗放射性肺炎具有较好的疗效 - ?. (但是
该病的发生率仍高达 )#f+ 放射性肺炎的发生发
展对机制研究及防治措施的优化至关重要(综合遗
传背景*研究费用及操作难易程度等因素(选择昆明
种小鼠作为实验动物 - ’J$. + 模拟临床放疗条件建立
放射性肺炎模型(阐明放射性肺炎发生发展过程的
病理变化+

参照周仟等*白蕴红等 - %J"#.方法(采用 ?[a的
_线单次大剂量 &#D+照射复制小鼠放射性肺损伤
模型(分别于照射后第 ’*"(*&$ 天(观察小鼠一般体
征(并进行病理 VW染色观察+ 射线照射 ) , 后出
现活动减少*精神萎靡*体质量减轻*胸背部脱毛等
状况+ 此外(随着观察时间的延长(肺泡(肺间质均
出现进行性病变(

通过实验发现(?[a的 _线 &#D+辐照对肺部
病变有明显影响+ 昆明小鼠辐照第 ’ 天后(肺间质
增宽(炎细胞轻度浸润,辐照第 "( 天后(肺泡塌陷(
肺间质进一步增厚(炎细胞浸润明显(红细胞轻度渗
出(表明肺部病变已初步出现,而辐照第 &$ 天后(肺
泡萎缩实变(炎细胞大量浸润(毛细血管充血(气管
支气管上皮杂乱*脱落(出现轻度纤维化改变(表明
肺部病变已经非常明显+ 此外(通过统计学定量分
析结果(显示辐照第 "(*&$ 天后肺泡壁厚度*肺泡腔
面积*肺间质面积变化极显著!*m#C#""+ 本次实验
主要偏向于从宏观*表观方向选择表征放射性肺炎

病变的关键指标(如肺泡壁厚度*肺泡腔面积*肺间
质面积等进行观察描述(下一步应从分子生物学角
度对放射性肺炎的病理机理予以进一步观察和验
证+ 综上所述(病理学研究结果符合放射性肺炎的
病变规律 - $. (可用于进一步药理研究+
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!!"%B% 年 d1O837和 cO1‘1QM- B.发现在大鼠肿瘤细
胞系中存在一种污染性物质(经分离发现该污染物
为病毒(并称为 d1O837M39‘1MS*!dHa"或 H39a1MS*
!Ha"+ "%?# 年 I66O32 等 - ?.总结前人研究(通过移
植人类肿瘤的无细胞!AQOOJPMQQ"游离成份(会导致
仓鼠出现病变(认为这种可滤过性因子是病毒引起
的(并从大鼠中分离该因子(移植到人肝癌细胞 "
!VW:J"" 中(最终鉴定为病毒(这种病毒称之为
I66O32 病毒(通常称之为 VJ"病毒+

"%%$ 年 \3OOJD66,M158 等 - ’.发现了一种新的大
鼠细小病毒 FHaJ"(通过克隆*G>N序列分析来与
其他细小病毒进行比对发现(FHaJ" 的编码衣壳蛋
白的 aF" 序列和其他细小病毒的 aF" 序列相似度
不超过 ?%f(这就解释了 FHaJ" 的抗原差异性+ 同
时(\3OOJD66,M158 进行抗体检测分析发现(其有别于
dHa和 VJ"不同的血清型(是第三种血清型+ &##&
年 L32 等 - $.发现了之前三种大鼠细小病毒不同的
H[a毒株(分别是 H[aJ"3(H[aJ"T(H[aJ"5(通过
基因组核苷酸序列分析和蛋白质氨基酸序列预测的
方法(发现三种 H[a毒株它们有着共同的启动子
和剪切区域(转录起始密码子和终止密码子(它们基
因序列的同源性约 %’f(氨基酸序列的相似性约
%Bf(H[a与 dHa和 VJ" 的基因序列差异性小(但
是与 FHaJ" 存在较大差异+ 通过 VN<试验发现(
H[a有着与 dHa*VJ" 和 HFaJ"不同的血清型+

5K大鼠细小病毒检测方法

5M/K毒株分离与鉴定
对疑似感染细小病毒的大鼠进行组织取材(取

材部位根据可能感染毒株的不同而不同+ 将取材的
组织进行培养(获取上清液(用滤膜过滤(滤过液接
种特定细胞进行培养(然后进行病毒检测(如动物回
归实验*分子生物学鉴定*血清学鉴定等+

国外一般采用 >\J)&( d细胞对 VJ" 毒株进行
分离培养 - %J"". (如 EQS58*等在研究如何高质量大规
模纯化生产 VJ" 毒株时(采用由 =a(# 转化的新生
儿肾细胞 >\J)&( d(来提高 VJ" 作为 G>N病毒的
复制扩增能力+ 对 dHa株一般采用 G[W[培养基
培养大鼠肾细胞 !>Hd细胞 " - "&J"). (dHa病毒在
>Hd细胞上会形成吞噬斑(所以可以通过病毒空斑
实验检测 dHa毒株+

刘先菊等 - "(J"B.分别建立了大鼠细小病毒 dHa

株和VJ"株的细胞培养方法+ 采用大鼠胶质瘤细胞
系!H39RO13O5QOOO12QA?"培养大鼠细小病毒 dHa和
VJ"(待细胞病变达到测定标准后(进行 Y<IA鉴定
所培养病毒的抗原(用 VN测定培养物上清效价(用
G>N测序鉴定所培养病毒(结果发现采用 A? 细胞
系可以大量培养 dHa和 VJ"+
5M5K血清学检测

血清学检测是诊断和鉴定病毒的重要方法之
一+ 我国实验动物标准规定了四种方法用于大鼠细
小病毒的检测 - &. %血凝抑制试验!V<"*免疫酶试验
!<WN"*免疫荧光试验 !<YN"*酶联免疫吸附试验
!WE<=N"+

吴小闲等 - "?.采用 V<方法检测大鼠细小病毒
Ha株!也称 dHa"和 VJ" 株(均发现存在阳性感染
的情况+ 贺争鸣等 - "’.采用 WE<=N*<WN和 V<这三
种方法进行比较(检测了大鼠细小病毒 Ha株(发现
WE<=N和 <WN在重复性和抗体阳性检出率方面均优
于 V<!*m#C#B"+ 王翠娥等 - "$.采用 WE<=N方法对
&#"& 年至 &#") 年国内 )? 家单位的大鼠和小鼠血
清进行病毒抗体检测(检测出来的阳性样品再用免
疫荧光试验!<YN"进行复检(大鼠细小病毒检测项
目按照查尔斯河实验室的检测项目进行(发现大鼠
细小病毒毒株 HFa*VJ"*dHa*H[a均呈阳性+ 李
晓波等 - "%.报道(在 "? 个实验动物质量检测实验室
进行比对中("( 个实验室采用 WE<=N(占 $’CBf()
个实验室采用 <YN方法(另有 " 个实验室同时采用
<YN和 WE<=N方法+ 目前(对大鼠细小病毒进行检
测的进口 WE<=N试剂盒一般采用 A83MOQ*H1‘QM*
\169Q58 IM3,12RF3M92QM**_:MQ**\16E1PQ=51Q25Q等公
司产品+ 国产 WE<=N大鼠细小病毒检测试剂盒主
要采用中国食品药品检定研究院产品+ 付瑞等 - &#.

建立了 VJ" 细小病毒抗体 WE<=N检测方法(经试验
发现与大鼠 dHa病毒有交叉反应+

不同国家或地区检测大鼠细小病毒毒株类型不
同(初检和复检的方法也有所差异+ 如美国查尔斯
河实验室的动物诊断研究服务部 - &".对近五年北美
地区和西欧!主要是法国"的大鼠和小鼠流行病学
情况进行研究+ 共收集了 B# 万份小鼠样品和 $ 万
份大鼠样品+ 采用血清学方法检测大鼠细小病毒
!病毒毒株为 dHa*H[a*VJ" 和 HFa"+ 初步检测
采用多重免疫荧光方法 ![SO91:OQ/Q, YOSM67Q9M15
<77S2Q26N**3+([Y<N"或 WE<=N(对于检测出的阳
性样品复检采用 <YN或 VN<(具体见表 &+

/"$/


