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　 　 【摘要】 　
 

慢性阻塞性肺疾病(chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)是以持续性气流受限为特征的常见

呼吸系统疾病,其较高的发病率和死亡率给患者和社会带来了沉重负担。 为了复制人类 COPD 的病理,深入探讨

COPD 的发病机制、药物开发等,近年来动物模型的研究得到越来越多的重视。 本文详细综述了近年来常用复合方

法造模的优缺点以及评价模型的方法,为 COPD 的研究奠定基础。
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【Abstract】 　
 

Chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

( COPD)
 

is
 

a
 

common
 

respiratory
 

disease
 

characterized
 

by
 

persistent
 

airflow
 

restriction
 

result
 

ing
 

in
 

high
 

morbidity
 

and
 

mortality
 

that
 

burdens
 

patients
 

and
 

society.
 

To
 

replicate
 

the
 

pathology
 

of
 

human
 

COPD
 

and
 

explore
 

drug
 

developments
 

for
 

treatment,
 

attention
 

has
 

been
 

directed
 

to
 

animal
 

model
 

research
 

in
 

recent
 

years.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

common
 

composite
 

modeling
 

method
  

and
 

evaluation
 

method
  

are
 

reviewed
 

to
 

establish
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

study
 

of
 

COPD.
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　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease,COPD)作为慢性疾病的发病率及

死亡率的主要原因之一,预测到 2030 年将成为全球

第三大死亡原因[1] 。 COPD 具有患病率高、死亡率

高、致残率高、经济负担重等特点[2] ,已经给人类健

康带来了巨大挑战。 因此,通过建立成功的 COPD
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动物模型对研究其发病机制、治疗具有重要的意义。
目前,COPD 啮齿类动物模型应用较多,因为其

具有繁殖成本低、繁殖周期短、基因组与人类相似

等优点,其建模的方法主要分为单一因素造模和复

合因素模型。 单一因素诱导主要有烟草暴露,空气

污染物暴露,气道内滴注酶类、细菌等造成 COPD 模

型,此类模型耗时长,且无法符合气道重塑、血管重

塑、持续气流受限等复杂的 COPD 病理特点。 因此,
为了构建有效的动物模型,复合因素造模越来越得

到更多关注,其不仅缩短了模型时间,而且多因素

可造成多种病理结果的 COPD 模型,应用更加广泛。
本文综述了复合因素造模常用几种方法的特点,为
研究 COPD 各种机制提供依据。

1　 烟草烟雾联合造模方法

吸烟是 COPD 的重要诱因,研究显示烟草烟雾

(cigarette
 

smoke,CS)中含有尼古丁、焦油、一氧化碳

等 4000 多种有害物质,已知可能有 60 多种参与

COPD 的发生[3] ,因此常用 CS 暴露构建 COPD 模

型。 该方法已运用于各类动物 COPD 的模型中,如
小鼠、大鼠、豚鼠、犬类等,一般至少需要暴露 2 个月

才会出现气道炎症反应等早期 COPD 的病理表现,6
个月则出现稳定期 COPD 模型[4] 。 虽然单一 CS 暴

露是目前较为理想的 COPD 模型制备方法,且较为

简便,但由于短时间内很难引起明显的肺泡腔扩

大、小气道重塑及肺功能下降等明显 COPD 的特

征[5] ,以及不同实验中烟雾浓度、烟熏时间不同,暂
缺乏统一标准 CS 暴露方案[6] 。 因此目前更多是利

用 CS 联合其他因素造模,其造成的病理特征更加

符合临床 COPD 的复杂性,在所有复合模型中应用

最为广泛。
1. 1　 CS 联合脂多糖

CS 是氧化剂自由基和不同化合物的混合物,会
导致肺部氧化应激, 脂多糖 ( lipopolysac

 

charide,
LPS)是革兰氏阴性菌的内毒素,可引起肺损伤[7] 。
CS 联合 LPS 诱导模拟了 COPD 的病因,不仅可形成

典型特征的 COPD 模型,而且有效缩短了造模时间,
更加符合 COPD 病理生理特点,因此国内外广泛用

于 COPD 的模型制备。 选择的鼠型主要以雄性

C57BL / 6J 小鼠及 SPF 级 Wistar 大鼠为主,目前最

多的造模方案为第 1 天、第 15 天气道滴注 LPS
 

0. 2
mL(1

 

mL / mg),滴注日不吸烟,2
 

~
 

14
 

d、16
 

~
 

28
 

d
将大鼠置于烟熏箱内被动吸烟,每次持续 30

 

min、每

天 2 次,共计 28
 

d[8-9] 。 观察到肺组织及支气管肺

泡灌洗液( bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF) 中出

现明显的炎症反应,其中中性粒细胞、巨噬细胞、淋
巴细胞数量明显增加,炎性细胞显著募集[10] ,氧化

应激 反 应 明 显 增 强, 如 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

( inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase, iNOS )、 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)等显著增高,以及各种炎症

因子如 IL-6、 IL-8、 TNF-α、 TGF-β 等明显升高[11] 。
相较其他模型来看,CS 联合 LPS 模型炎性反应明显

增强,小气道狭窄、肺泡壁增厚较单纯 CS 模型更加

严重,因此 CS 联合 LPS 更加适合炎性机制及气道

重塑的研究[12] 。
1. 2　 CS 联合大气细颗粒物(PM2. 5)

长期暴露于空气污染也是 COPD 的一个重要危

险因素,最近有研究表明,PM2. 5 暴露在动物模型

中可引发免疫紊乱,促进肺部炎症,加剧气道重

塑[13] 。 目前,予以吸入含有 PM2. 5 颗粒的气体或

气管内滴注 PM2. 5 混悬液两种方法构建 COPD 大

鼠模型,因其制备工艺繁杂,故通过此类方法建立

模型的研究较少[14] 。 Wang 等[15] 将雄性 C57BL / 6
小鼠同时暴露于超声雾化器释放的 PM2. 5 ( 110

 

μg / m3)及被动吸烟装置中,每次 10 支,每天 2 次,
每周 5

 

d,连续 10 月,观察结果显示,CS
 

+
 

PM2. 5 较

CS 组、PM2. 5 组的炎症细胞数量明显增加、气管上

皮细胞显著增生以及 IL-6、IL-8 炎症因子均增高。
Chu 等[16]首先将小鼠全部暴露于烟雾装置中,每次

45
 

min,每天 4 次,持续 90
 

d,结束后将小鼠转移到

PM2. 5(770
 

μg / m3)的容器中,每次 30
 

min,每天 4
次,持续 90

 

d,造模完后显示 CS
 

+
 

PM2. 5 组的肺功

能包括吸气峰流量( PIF)、呼气峰流量( PEF) 以及

巨噬细胞、IL-6、IL-8、TNF-α 均较 CS 组明显增加。
此类实验模型造模时间均在 6 个月以上,建模时间

较长,但可形成持续的慢性炎症反应,在证明 COPD
的小鼠更容易受到空气污染同时,对 COPD 稳定期

研究、小气道重塑也具有重要意义。
1. 3　 CS 联合细菌

感染是 COPD 急性加重常见原因,主要以细菌

感染为主,常见的细菌有铜绿假单胞菌、流感嗜血

杆菌、肺炎链球菌、肺炎克雷伯杆菌等[17] 。 细菌感

染易致动物死亡,故对鼠的选择要求较高,通常选

用 SD 大鼠为模型动物[18] ,选择的方法是细菌混悬

液经气管滴注或鼻腔滴注,且需要反复染菌才可造

成 COPD 模型。 细菌感染很少单独构建 COPD 模
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型,通常都是联合 CS 或另一种细菌造成复合模型。
陈庆芸等[19] 采用 CS 联合肺炎链球菌造模方法,分
别在 1、14、28

 

d 经鼻滴注肺炎链球菌混悬液后观察

大鼠的血氧显著降低,同时 CO2 含量升高,气道阻

力增加,联合模型较单纯的 CS 模型程度更重,其表

现也临床患者相似。 Herr 等[20]利用 CS 联合不同浓

度 的 流 感 嗜 血 杆 菌 ( nontypeable
 

haemophilus
 

influenzae,NTHi)在不同时间内造成 COPD 模型的

比较中发现,CS 组 2 周、3 个月、6 个月的炎症细胞

数量并未出现太大变化,NTHi 组在 2 周和 3 个月时

BALF 中出现大量巨噬细胞和中心粒细胞,而这种

现象在联合组中更为明显;更有趣的是,CS 暴露 6
个月后反而抑制了 IL-17A 的表达,但联合组出现了

明显的升高,因此认为细菌刺激 IL-17A 是必要的,
而 IL-17A 可导致气道产生大量黏液,其他研究表明

CS 联合细菌使巨噬细胞、杯状细胞化生,黏液分明

泌显增多,近年来研究证实黏液分泌增多是 COPD
的一个重要发病机制[21] 。 CS 和细菌成分的共同应

用导致了 COPD 的发展特征,包括可引起气道炎症,
但很少造成肺气肿及气道重塑[22] 。 有研究数据表

明,微生物暴露的程度可能决定了 COPD 模型的炎

症表型[23] ,并且 COPD 发生机制与细菌及其产物有

密切相关,因此 CS 联合细菌更适用于 COPD 的细

菌炎症机制及黏液分泌失衡的研究。

2　 LPS 联合造模方法

LPS 是革兰阴性杆菌的细胞壁成分,可存在于

空气污染和有机粉尘中[24] 。 有研究表明,单独气管

内滴注 LPS 可诱导肺部炎症[25] ,然而,LPS 不是慢

阻肺的主要病因,反复滴注模拟反复感染导致炎症

爆发,只能观察到 COPD 部分病理改变[26] 。 为了复

制人类 COPD 的病理生理,利用 LPS 复合因素构建

模型的研究也越来越多,主要是联合烟熏法或弹性

蛋白酶。 弹性蛋白酶是一种可溶性蛋白水解酶,由
肺中活化的中性粒细胞释放,通过募集炎症因子、
降解肺组织弹性蛋白及纤维蛋白、促进气道粘液分

泌等参与了大多数肺部疾病的发生[27] 。 弹性蛋白

酶主要造成以蛋白酶-抗蛋白酶失衡的特征模型,
此模型可产生严重的肺气肿[28] ,但弹性蛋白酶在

COPD 肺气肿中的作用依赖于多种病理生理机制,
这为 COPD 的机制研究带来了干扰。 Ishii 等[29]第 1
天经 鼻 滴 注 0. 5

 

U 猪 胰 弹 性 蛋 白 酶 ( porcine
 

pancreatic
 

elastase,PPE),随后在第 7、10、14 天分别

经鼻给予 25
 

mg
 

LPS,观察到在 PPE 基础上联合

LPS 可加剧肺气肿,肺组织中中性粒细胞、巨噬细胞

及相关炎症介质明显增加,造成一个肺气肿急性加

重模型。 De
 

Oliveira 等[30] 通过每周 4 次气管内滴

注 PPE,每次 0. 2
 

U,连续滴注 4 周,第 5 周向气管

内滴注 LPS
 

0. 2
 

mg,与 PPE、 LPS 组相比, PPE
 

+
 

LPS 组表现出更严重的肺泡壁破坏、肺泡过度膨胀、
内皮细胞损伤及间质水肿,中性粒细胞及巨噬细胞

浸润,IL-1β、IL-6、TNF-α 和 VEGF 水平升高等,此研

究还检测相关肺外指标,联合组射血分数更低、膈
肌功能显著降低、横膈膜结构紊乱、心室壁增厚等,
成功建立肺气肿恶化模型。 研究表明多次使用

PPE 滴注可形成与人类肺气肿相识的肺外效应[31] ,
而 LPS 联合 PPE 使肺部炎症两次激活,炎症因子释

放造成严重的肺气肿急性加重模型,虽然此模型与

人类 COPD 发病机制不同,但对于肺气肿相关机制

研究依然具有重要意义。

3　 其他因素复合造模方法

除上述应用较多的复合模型外,利用机动车尾

气 ( motor
 

vehicle
 

exhaust, MVE ) 联 合 LPS 建 立

COPD 模型[32] ,CS 联合接种 H3N1 病毒成功建立

AECOPD 模型[33] ,张甜甜等[34] 运用铜绿假单胞菌

及肺炎链球菌建立放大炎症的 AECOPD 模型,除此

之外还有氯化钙
 

+
 

山黎豆类制、烟熏
 

+
 

间歇低氧等

方法来构建 COPD 模型。 总之,复合因素多构成急

性加重期特征为主的 COPD 模型,但不同的因素又

有不同的模型特点,所以需要我们根据实验目的选

择更加贴近的模型。

4　 COPD 模型评估

4. 1　 一般情况

COPD 是一种全身性疾病,在造模过程中可以

观察鼠的皮毛光泽度、精神状况、活动情况、饮食水

量、体质量,以及呼吸状况有无咳嗽、喷嚏、呼吸急

促、呼吸道有物分泌物从口鼻流出、有无气道痰鸣

音等。 一般情况作为初步的评价指标,也可为后续

是否继续造模提供依据。
4. 2　 肺功能及血气分析测定

肺功能的测定在 COPD 中具有重要意义,
FEV1 / FVC( 1 秒率) 更是临床诊断 COPD 的金标

准。 COPD 模型中肺总量、 残气量增大, 肺活量

(FVC)及最大呼气量( PEF)均有所降低[35] 。 吸气
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峰流量(PIF)、呼气峰流量( PEF) 测定表示气道阻

塞程度,除此之外动态肺弹性在肺气肿中明显增

加,其表示肺泡最大程度的过度膨胀和纤维化程

度[31] ,静态顺应性测定等也在评估 COPD 中广泛应

用。 Sun 等[36] 通过测量 FEV25 / FVC、FEV50 / FVC、
FEV75 / FVC 等气流速率参数,提示气流受限情况。
血气相关指标如动脉氧分压( PaO2 )、血氧饱和度

(SaO2)、动脉二氧化碳分压( PaCO2 )的水平提示缺

氧程度。 肺功能测定对有无持续气流受限有重要

意义,且操作方便,可重复性良好。
4. 3　 病理改变

从整体观察 COPD 肺体积增大、肿胀、颜色变浅

和弹性下降等[37] 。 镜下观察稳定期肺组织弹性减

退,肺泡持续扩大,肺泡数量显著减少,小血管管壁

增厚,也可见炎性细胞浸润和气道上皮细胞增生。
在急性加重期可观察到肺上皮细胞出现变形、坏

死,细胞间质有淋巴细胞、中性粒细胞为主的炎性

浸润,支气管黏膜上皮脱落,黏液腺增生、肥大,管
腔可见大量黏液,气管上皮柱状细胞增生,肺泡管、
肺泡囊明显扩大,有时可见肺泡壁变薄破裂形成肺

大泡[38] 。 病理检查可直观观察到气管和肺组织的

病理特征,评估疾病的严重程度,是评价模型是否

成功的最直接有力的证据。
4. 4　 炎症指标

炎症反应作为 COPD 发生的重要机制,在评价

模型中具有重要地位。 通常在血清、肺泡灌洗液、
肺组织中检测炎性细胞及炎症因子水平,炎性细胞

常见有白细胞总数、淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细

胞、TH17 细胞数量等,炎症介质有 IL-6、IL-8、IL-10、
IL-17、TNF-α、TGF-β 等,其测定为 COPD 炎性浸润

和严重程度提供依据。
4. 5　 影像学改变

目前对于临床诊断 COPD 来讲,除了肺功能测

定,影像学资料可直接观察 COPD 的肺部病变进程。
X 光 片 检 查、 电 子 计 算 机 断 层 扫 描 ( computed

 

tomography,CT)、核磁共振成像( magnetic
 

resonance
 

imaging,MRI)作为常用检查手段,在 COPD 模型中

可观察到支气管管壁增厚、肺纹理增粗、肺气肿、肺
纤维化等,严重模型可观察到肺大泡等影像学改

变[39] ,通过胸部微计算机断层扫描(Micro-CT)可观

察肺的形态学变化,判断肺气肿的定量改变。 除此

之外,近年来小动物正电子发射计算机断层显像

(positron
 

emission
 

tomography,PET)-计算机体层扫

描(computed
 

tomography,CT)技术的发展,同样为实

验动物的活体观察创造了条件[40] 。 影像学检查具

有操作简单、结果直观、无创性等优点,目前在动物

实验模型评价中应用广泛。
4. 6　 其他指标

除上述评估方法之外,免疫组织化学法作为病

理诊断的重要手段,通过化学反应使标记抗体的显

色剂显色,以确定肺组织细胞内的抗原,并对其进

行定位、定性及半定量的研究[41] ,其相较 HE 染色

更为优化、精确,同时可评估中心粒细胞、巨噬细

胞、T 细胞等细胞水平,对 COPD 的病理机制研究至

关重要。 蛋白免疫印迹 ( Western
 

Blot) 通过检测

COPD 肺组织及肺泡灌洗液中相关机制蛋白,来确

认模型是否成功。 此外小动物活体体内光学成像

(optical
 

in
 

vivo
 

imaging,OI)技术采用生物发光和荧

光两种方式,可以直接在动物体内检测炎症发生、
特定基因表达等多种细胞基因行为,期待在未来

COPD 研究广泛应用。 除此之外,肺力学测量、形态

计量指标、肺的血流动力学变化等都是评估 COPD
及全身疾病的指标。

5　 结语

COPD 是严重危害人类健康的慢性疾病,其病

因、发病机制、病理变化复杂多样,且其病情进展缓

慢呈进行性,因此目前尚未有根治 COPD 的方法。
缺少完全符合人类 COPD 特征的动物模型便是一个

限制因素,单一因素造模方法目前研究较多,但由

于其耗时长,病理特征不明显,很难符合临床 COPD
的特征。 目前多采用复合因素造模,不同因素造成

其病理特征的侧重点不同,对深入机制的研究有重

要作用。 动物与人类的生理病理尚有差异,想要建

立接近人类 COPD 特点的模型,评估方法必不可少,
在评估模型时,需注意结合功能学、病理学、影像学

及炎症细胞等多种方法,以保证模型成功的准确

性。 尽管复合模型已经从多方面靠近 COPD 病理特

点,但 COPD 包括多种的病理变化,如肺气肿、小气

道重塑、 血管重塑、 支气管炎等, 要想完全再现

COPD 的功能变化仍然是个未解的问题。 尽管复合

因素模型应用广泛,模型良好,但其研究的模型动

物、耗时长短、药物剂量、诱导方式等依然没有统一

标准。 期待未来有更多实验着重于慢阻肺动物模

型的研究,为解决 COPD 的发病机制、寻找有效靶点

药物等作出贡献。
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