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摘要%目的!通过比较博来霉素和内毒素诱导 <AM’AB’RE;? 两个品系小鼠的肺纤维化程度(从而建立合适的小鼠

肺纤维化模型* 方法!分别将 <AM’AB’RE;? 两个品系小鼠随机分为对照组’博来霉素组’内毒素组* 博来霉素组

向气管注射博来霉素!B 7Q;.Q体质量"(内毒素组尾静脉注射内毒素!(# DU;.Q体质量"(对照组气管注射等量生

理盐水* 两个品系的对照组’博来霉素组’内毒素组分别于造模后第 ’’"(’&$ 天各处死 $ 只(观察小鼠一般情况(测

量小鼠肺系数+采用 GD染色观察肺组织病理学变化+DE<=F法检测肺组织中羟脯氨酸的含量* 结果!与对照组相

比(两个品系的博来霉素组和内毒素组的肺系数’肺组织羟脯氨酸含量均不同程度增加(有显著性差异!/k#C#B"*

其中对于同一种肺纤维化诱导剂(AB’RE;? 品系小鼠的肺系数’肺组织羟脯氨酸含量与 <AM品系小鼠相比(有显著

性差异!/k#C#B"* 对于同一品系小鼠(博来霉素组在不同时间点的肺系数’肺组织羟脯氨酸含量和内毒素组相

比(无显著性差异!/m#C#B"* 结论!AB’RE;? 小鼠对博来霉素和内毒素更敏感* 博来霉素’内毒素均能够制备小

鼠急性肺损伤肺纤维化模型*

关键词%博来霉素+内毒素+<AM+AB’RE;?+小鼠

中图分类号% M@))!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#?_##)%_#B

’>C%"#4)%?%;d41**24"##?_?"’%4&#"%4#?4##$

!!特发性肺纤维化!<,16:39815:PI7623H+O1[H6*1*(
<KL"是一种原因不明的慢性间质性肺疾病 , "_&- * 其

病理特征主要为弥漫性肺泡炎’成纤维细胞病理性
增长和细胞外基质在肺间质及肺泡腔沉积等(造成
肺组织结构的破坏(最终导致慢性呼吸衰竭* 肺纤
维化是肺受损后的一种并发症(其预后极差(B 年生
存率不到 B#g(目前对于肺部纤维化类疾病的治疗
手段有限(建立稳定而可靠的肺间质纤维化模型是
探索其发病机制和开发有效治疗药物的重要
保障 , )_B- *

目前肺纤维化动物模型采用的主要是啮齿类
动物(如小鼠’大鼠’仓鼠等(小鼠具有繁殖快’饲
养管理费用低等特点(是科研工作者最常选用的

动物 , ?- * 肺纤维化诱导剂主要包括博莱霉素
!RIJ67+512( RET" ’内毒素’胺碘酮’百草枯’石
棉’二氧化硅’放射线’高浓度氧’野百合碱’呼吸

道肠道病毒等(其中以博来霉素和内毒素最为常
用 , ’_%- * 本研究以 <AM’AB’RE;? 两个品系小鼠为
研究对象(以博来霉素和内毒素为肺纤维化诱导
剂(寻找最适合复制肺纤维化模型的小鼠及诱
导剂*

/K材料与方法

/N/K实验动物
清洁级 <AM小鼠 %# 只’清洁级 AB’RE;? 小鼠

%# 只(雄性(?h$ 周龄(体质量 "$h&& Q(浙江省实验
动物中心提供(合格证号%=AYa!浙"&#"’_###"*
/N5K试剂与仪器

博来霉素%海正辉瑞制药有限公司+内毒素%湛
江安度斯生物有限公司+羟脯氨酸试剂盒%南京建成
生物研究所*
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/N3K方法
/N3N/!分组%将 <AM小鼠随机分为对照组’博来霉
素组’内毒素组(每组 )# 只+将 AB’RE;? 小鼠随机
分为对照组’博来霉素组’内毒素组(每组 )# 只*
/N3N5!小鼠肺纤维化模型建立

博来霉素组%腹腔注射 &g戊巴比妥钠!B# 7Q;.Q
体质量"(小鼠麻醉后将其固定在 )#v倾角的鼠板
上(在颈部开一个小口暴露气管(用微量进样器插入
气管注博来霉素 !B 7Q;.Q"(注射完毕后将小鼠直
立左右轻微摇晃 "# 712(使药液均匀分布于双肺(完
毕后缝合皮肤(在伤口处擦碘酒消毒*

内毒 素 组% 内 毒 素 以 生 理 盐 水 溶 解( 按
(# DU;.Q剂量一次性尾静脉注射*

对照组%用与博来霉素同体积的生理盐水气管
灌注*

分别于造模后第 ’’"(’&$ 天每组随机处死 $ 只
小鼠进行后续试验*
/N2K肺系数测定

将各组小鼠沿腹部剪开(完整分离肺组织(用生
理盐水冲洗肺组织 ) 遍(用滤纸吸干后称得肺湿重(
计算肺系数(肺系数l肺湿重!Q";体质量! .Q"* 右
肺置于 (g甲醛溶液中固定(其余肺组织放于冻存
管中(先浸没于液氮 " 8(后转移至@$# i冰箱中
保存*
/NOK小鼠肺组织病理学检查

取右肺组织(用 (g甲醛浸泡过夜固定(制备石
蜡切片(做 GD染色* 在光学显微镜下观察肺组织
病理学改变*
/N4K7;C!<检查肺组织羟脯氨酸

取部分肺组织(称重剪碎后与对应体积的 KR=
!质量体积比 " Q%%7E"加入玻璃匀浆器中(在冰上

充分研磨 & 712(B ###oQ离心 "# 712(取上清(用
RAF法将不同组上清溶液调至相同蛋白浓度* 采
用 DE<=F法检测各组小鼠肺组织中羟脯氨酸
!G‘K"含量*
/NXK统计方法

统计学分析软件采用 *:**"%C# 进行分析(数据
均采用!$.j,"表示(采用单因素方差分析及独立样
本 "检验进行分析(以 /k#C#B 为差异有统计学
意义*

5K结果

5N/K两个品系小鼠一般情况
<AM和 AB’RE;? 小鼠中的对照组均状态良好(

饮食饮水正常(体质量不同程度增加* 相比于对照
组(两个品系的博来霉素和内毒素组小鼠在造模后
均出现不同程度的体质量减轻(活跃度减少等情况*
其中 AB’RE;? 的博来霉素组和内毒素组小鼠体质
量下降最显著* <AM博来霉素组小鼠在第 ’ 天开始
出现死亡(直至第 &$ 天共 ) 例死亡+AB’RE;? 博来
霉素组小鼠在第 ( 天开始出现死亡(直至第 &$ 天共
B 例死亡* <AM的内毒素组和 AB’RE;? 的内毒素组
小鼠无死亡现象*
5N5K小鼠肺系数

肺系数可以反映单位质量下肺湿重的变化(是
反映肺纤维化程度的一个重要指标* 两个品系的博
来霉素组和内毒素组小鼠的肺系数在第 ’’"(’&$ 天
均高于对照组!/k#C#B"* 其中对于同一种肺纤维
化诱导剂(AB’RE;? 品系的小鼠肺系数在第 "(’&$
天与 <AM品系小鼠相比(肺系数升高!/k#C#B"* 对
于同一品系小鼠(博来霉素组肺系数与内毒素组相
比(无显著性差异!/m#C#B"* 结果见表 "*

表 /K两个品系小鼠肺系数的比较#). +̂’/b1$

@%J:-/KE(9P%G#U(&(T:+&) L(-TT#L#-&FJ-F*--&F*( UFG%#&U(T9(+U-!). +̂(/b1"

鼠品系 分组
肺系数;!Q;.Q"

第 ’ 天 第 "( 天 第 &$ 天

<AM
对照组 BC)"j#C%( BC&$j#C$$ BC"’j#C$)

博来霉素组 ’CBBj"C(B# ’C’Bj"C’)# $C"?j"C’(#

内毒素组 ’C&)j"C"$# ’C?)j"CB&# ’C%?j"C()#

AB’RE;?
对照组 BC’(j#C’$ BC$&j#C$" BC$)j#C$%

博来霉素组 ’C$Bj"C’"# "#C?(j&CB(#t "&C’(j)C"?#t

内毒素组 $C&(j"C($# ""C&(j&C’%#t ""CB?j&C"##t

!!注%两个品系分别与对应的对照组小鼠比较(#/k#C#B+与另一品系对应的相同组别小鼠比较(t/k#C#B

>69J%V8J9-6*9H312*-JHJ567:3HJ, 12 98J56HHJ*:62,12Q5629H6I715J(#/k#C#B+ 567:3HJ, -198 98J*37JQH6P: 6O715J56HHJ*:62,12Q9632698JH

*9H312(t/k#C#B

.#(.
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5N3K肺病理形态改变
<AM和 AB’RE;? 的对照组小鼠细支气管和肺

泡结构完整(衬附正常纤毛柱状上皮及肺泡上皮(间
质仅见少量炎性细胞浸润(毛细血管正常+两个品系
的博来霉素组和内毒素组小鼠均出现不同程度的肺
纤维化(肺组织支气管和肺泡结构紊乱(间质见较多

慢性炎细胞浸润(并可见纤维组织增生* 相比于
<AM博来霉素组和内毒素组的小鼠(AB’RE;? 博来
霉素组和内毒素组小鼠肺纤维化程度更高(肺组织
内炎性细胞浸润’肺泡壁断裂及肺泡腔融合不同程
度增加* 结果见图 "*

图 /K小鼠肺组织 W7染色病理图片#[566$

M#)S/KW7UF%#&#&) P%F"(:()$ P#LF+G-(T9(+U-:+&) F#UU+-#[566$

."(.
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5N2K小鼠肺组织中羟脯氨酸含量的比较
<AM和 AB’RE;? 的博来霉素组和内毒素组小

鼠肺组织中羟脯氨酸含量在第 "(’&$ 天均高于对照
组!/k#C#B"* 其中对于同一种肺纤维化诱导剂(
AB’RE;? 品系的小鼠肺组织中羟脯氨酸含量在

第 ’’"(’&$ 天与 <AM品系小鼠相比(含量升高!/k
#C#B"* 对于同一品系小鼠(博来霉素组小鼠的肺
组织中羟脯氨酸含量与内毒素组小鼠相比(无显著
性差异!/m#C#B"* 结果见图 &*

图 5K两个品系小鼠肺组织 WA]含量#). +̂’/b1$

注%两个品系分别于对应的对照组小鼠比较(#/k#C#B+与另一品系对应的相同组别小鼠比较(t/k#C#B

M#)S5KWA]L(&F-&F#&:+&) F#UU+-(TF*( UFG%#&U(T9#L-#). +̂’/b1$

>69J%V8J9-6*9H312*-JHJ567:3HJ, 12 98J56HHJ*:62,12Q5629H6I715J(#/k#C#B+ 567:3HJ, -198

98J*37JQH6P: 6O715J56HHJ*:62,12Q9632698JH*9H312(t/k#C#B

3K讨论

博 来 霉 素 是 从 轮 状 链 霉 菌 ! %"-!&")9(*!,
A!-"3*3$$#"+,"中分离出来的(可有效对抗鳞状细胞癌
和皮肤肿瘤(然而其抗肿瘤作用具有引起肺纤维化
的副作用 , "#- * 博来霉素诱导的动物肺纤维化模型
与人类肺纤维化过程相似度较高(是国内外常用的
肺纤维化诱导剂(常用的方法是通过气管给药 , ""- *

内毒素是革兰阴性菌细胞壁成分(其化学性质
为脂多糖!EK="(耐热而稳定(不易被破坏(在动物
体内可引起发热反应’白细胞反应甚至内毒素性休
克(是临床上引起急性肺损伤的重要因素 , "&_")- * 国
内外已有一些学者采用内毒素制备急性肺损伤肺纤
维化模型(可通过气道’腹腔及静脉等多种途径
给药 , $("(- *

AB’RE;? 是一种常用的近交品系实验鼠(群体
反应性比较均一* AB’RE;? 小鼠肺组织的组织学
结构接近于人类(其作为肺纤维化的模型能够模拟
人的肺纤维化的发病机制和过程 , "B_"?- * <AM小鼠是
一类繁殖力’抗病力和适应力均很强的远交群小鼠(
被广泛 应用于药理学’ 毒理学 等多 种 领 域 的
研究 , "’- *

本研究显示在造模后的第 "(’&$ 天(AB’RE;?
的博来霉素组和内毒素组均出现不同程度的肺纤维
化(其中对于同一种肺纤维化诱导剂(AB’RE;? 品

系小鼠的肺纤维化程度与 <AM品系小鼠相比(有显
著差异* 对于同一品系小鼠(博来霉素组的肺纤维
化程度与内毒素组相比(无显著差异* 实验结果表
明(AB’RE;? 小鼠较 <AM小鼠更适合复制博来霉素
和内毒素诱导的肺纤维化动物模型(但这两种肺纤
维化动物模型形成机制的差异性及适用条件需要进
一步研究*
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