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　 　 【摘要】 　 目的　 着力于解决盲肠穿刺结扎(CLP)模型因水肿肠道封堵结扎穿刺部位随机影响模型动物感染

进程的问题,探索通过复合感染支架整合盲肠结扎穿刺法和植入带菌物法,建立感染可持续的脓毒症动物模型。
方法　 将 54 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术组(Sham 组,n

 

=
 

18)、盲肠穿刺结扎组(CLP 组,n
 

=
 

18)、复合感染脓

毒症模型组(MIM 组,n
 

=
 

18),其中每组 10 只用于考察各组动物一般生存状态、盲肠结扎部位封堵情况和生存率;
每组另 8 只用于考察各组脓毒症损伤指标。 采用 HE 染色观察大鼠心脏、肝、肺、肾组织病理形态改变;取腹主动脉

血检测脂多糖(LPS)、白介素-6( IL-6)、心肌钙蛋白-Ⅰ( cTn-I)、丙氨酸氨基转移酶( ALT)、天冬氨酸氨基转移酶

(AST)、总胆红素(TBil)、乳酸(Lac)和肌酐(Cr)含量;取肝组织检测丙二醛(MDA)和腺嘌呤核苷三磷酸( ATP)含

量。 结果　 造模 96
 

h 后,Sham 组大鼠无死亡,CLP 组大鼠生存率 70%,MIM 组生存率 0%;MIM 组心脏、肝、肺、肾
组织损伤程度较 CLP 模型组更为严重;MIM 组分别与 Sham 组和 CLP 组比,LPS、IL-6、cTn-I、ALT、AST、TBil、Cr、
Lac、MDA 含量最高,ATP 含量最低,均具有显著性差异(P

 

<
 

0. 05);MIM 组 LPS、IL-6、TBil、MDA 等指标的变异系

数较 CLP 组明显更小。 结论　 MIM 组可使肠内容物不断渗漏引发持续感染,反应感染和炎症的关键指标(LPS、IL-
6、MDA 等)变异性远低于 CLP 组,病程进展更为一致,其模型的结构效度更好;MIM 组较 CLP 组,术后感染表现更

为剧烈、器官损伤程度更深、而死亡率更高且组内死亡时间更为均一,其模型的表面效度更好,因而更符合严重感

染导致机体过度反应而产生脓毒症 MODS 的临床实际。
【关键词】 　 脓毒症;多器官功能障碍综合征;复合感染模型;盲肠结扎穿刺
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【Abstract】　 Objective　 We
 

focused
 

on
 

solving
 

a
 

problem
 

in
 

the
 

infection
 

course
 

of
 

cecum
 

ligation
 

and
 

puncture
 

(CLP)
 

septic
 

model
 

animals,
 

i. e. ,
 

the
 

random
 

occlusion
 

of
 

ligation
 

and
 

puncture
 

sites
 

due
 

to
 

bowel
 

edema.
 

To
 

establish
 

a
 

septic
 

animal
 

model
 

with
 

a
 

sustainable
 

infection,
 

we
 

combined
 

cecal
 

ligation
 

puncture
 

and
 

bacterial
 

carrier
 

implantation
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with
 

a
 

compound
 

infection
 

stent. Methods　 Fifty-four
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups:
 

Sham
 

(n =
18),

 

CLP
 

(n= 18),
 

and
 

multiple
 

infect
 

model
 

(MIM,n= 18)
 

groups.
 

In
 

each
 

group,
 

10
 

rats
 

were
 

investigated
 

for
 

their
 

survival
 

status,
 

intra-abdominal
 

infection,
 

and
 

survival
 

rate.
 

Another
 

8
 

rats
 

were
 

selected
 

for
 

studying
 

related
 

indicators
 

of
 

sepsis
 

multiple
 

organ
 

dysfunction
 

syndrome
 

( MODS)
 

injury.
 

The
 

detected
 

indicators
 

included
 

LPS,
 

IL-6,
 

cTn-I,
 

ALT,
 

AST,
 

TBil,
 

Lac,
 

and
 

Cr
 

abdominal
 

aortic
 

blood
 

contents;
 

MDA
 

and
 

ATP
 

liver
 

tissue
 

contents,
 

and
 

HE
 

staining
 

of
 

pathological
 

changes
 

in
 

heart,
 

liver,
 

lung,
 

and
 

kidney
 

tissue. Results　 96
 

h
 

after
 

molding
 

operation,
 

there
 

were
 

no
 

deaths
 

in
 

the
 

Sham
 

group,
 

and
 

survival
 

rates
 

in
 

the
 

CLP
 

and
 

MIM
 

groups
 

were
 

70%
 

and
 

0%,
 

respectively.
 

The
 

degrees
 

of
 

injury
 

in
 

the
 

heart,
 

liver,
 

lungs,
 

and
 

kidneys
 

in
 

the
 

MIM
 

group
 

were
 

greater
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CLP
 

model
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

and
 

CLP
 

groups,
 

the
 

MIM
 

group
 

had
 

the
 

highest
 

contents
 

of
 

LPS,
 

IL-6,
 

cTn-I,
 

ALT,
 

AST,
 

TBil,
 

Cr,
 

Lac,
 

and
 

MDA
 

and
 

the
 

lowest
 

of
 

ATP,
 

all
 

of
 

which
 

were
 

significantly
 

different
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

coefficients
 

of
 

variation
 

for
 

LPS,
 

IL-6,
 

TBil,
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

MIM
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

relation
 

to
 

those
 

of
 

the
 

CLP
 

group. Conclusions
 

The
 

MIM
 

group’s
 

intestinal
 

contents
 

leaked
 

continuously
 

to
 

cause
 

persistent
 

infection,
 

which
 

result
 

ed
 

in
 

much
 

lower
 

variability
 

in
 

key
 

infection
 

and
 

inflammation
 

indicators
 

(LPS,
 

IL-6,
 

MDA,
 

etc. )
 

and
 

a
 

more
 

consistent
 

course
 

of
 

disease
 

than
 

in
 

the
 

CLP
 

group.
 

Thus,
 

the
 

structural
 

validity
 

of
 

the
 

MIM
 

model
 

was
 

better.
 

Compared
 

with
 

the
 

CLP
 

group,
 

the
 

MIM
 

group
 

had
 

more
 

severe
 

postoperative
 

infections,
 

deeper
 

organ
 

damage,
 

higher
 

mortality,
 

more
 

consistent
 

within-group
 

death
 

times,
 

and
 

thus
 

had
 

greater
 

face
 

validity.
 

Therefore,
 

the
 

MIM
 

model
 

best
 

fits
 

with
 

the
 

clinical
 

profile
 

of
 

septic-MODS,
 

which
 

is
 

caused
 

by
 

an
 

over-reaction
 

to
 

severe
 

infection.
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　 　 脓毒症是由于严重感染引起机体过度反应而

出现危机生命的多器官功能障碍综合征( multiple
 

organ
 

dysfunction
 

syndrome,MODS) [1-2] 。 这一定义

凸显了感染是脓毒症的明确诱因,而 MODS 是脓毒

症的重要病理特征,也是脓毒症不良结局的决定性

因素。 由于缺乏有效治疗药物,仅我国严重脓毒症

患者病死率高达 50%,每年的医疗费约为 46 亿美

元[3-5] ,由此造成沉重经济和社会负担。 缺乏稳定、
贴近临床的动物模型,使脓毒症病理生理学和相关

药物研究受到较大限制[6-7] 。 历经数十年的脓毒症

药物研发,均以失败告终。 因此,建立稳定能够高

度模拟人类脓毒症病理生理过程的脓毒症动物模

型对脓毒症研究至关重要。 目前盲肠结扎穿刺

(cecum
 

ligation
 

and
 

puncture,CLP)动物模型是脓毒

症研究的经典模型,因具有血流动力学、代谢过程、
炎症反应阶段等与人类脓毒症类似的临床表现。
然而,良好的脓毒症动物模型除需模拟人类脓毒症

的临床表现,还需能够模拟人类脓毒症的病程发

展。 但实践中发现,经典 CLP 模型脓毒症大鼠由感

染造成肠道水肿并封堵盲肠穿刺结扎部位,此过程

会受到诸多因素的影响并随机发生,导致部分模型

动物的感染过程延缓或终止,进而造成相同造模条

件下的模型动物差异性大的结果[8-11] 。 此外,考察

药物对脓毒症的影响,如不能排除 CLP 模型肠道随

机封堵穿刺结扎部位的问题,就很难确认药物的实

际效用。 据此,本研究以 CLP 模型为基础,着力解

决 CLP 模型因水肿肠道封堵结扎穿刺部位随机影

响模型动物感染进程的问题,探索通过复合感染支

架整合盲肠结扎穿刺法和植入带菌物法,建立感染

可持续的脓毒症动物模型,即复合感染脓毒症模型

(multiple
 

infect
 

model,MIM)。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

54 只 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,体重(230
 

±
 

20) g, 购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【SCXK(湘)2019-0004】,于采光通风良好,温度 20
 

~
 

26℃ ,相对湿度 42%
 

~
 

62%的室内适应性饲养

6
 

d 后进行实验,饲养于云南中医药大学实验动物

部【SYXK(滇) K2017 - 0005】。 随机分为假手术组

(Sham 组)、盲肠穿刺结扎组(CLP 组)、复合感染模

型组( MIM 组)每组各 18 只,以上各组再随机分为

生存率组每组 10 只和实验组每组 8 只。 研究流程

均符合云南中医药大学实验动物伦理委员会要求

(R-062021135)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

10%鼠粪混悬液(10
 

g 大鼠新鲜粪便
 

+
 

0. 02
 

g
连二亚硫酸钠+90

 

mL 生理盐水,600
 

r / min 离心 10
 

min,取上清,-20℃冰箱冷冻保存备用)。
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脂多糖( lipopolysaccharide,LPS) 试剂盒(泉州

睿信,20210720);白介素-6( interleukin6,IL-6)试剂

盒(泉州睿信,20210809);乳酸( lactic
 

acid,Lac)试

剂盒( 南京建成, 20210707); 丙氨酸氨基转移酶

(alanine
 

aminotransferase,ALT) 试剂盒(南京建成,
20210524 ); 天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ( aspartate

 

aminotransferase, AST ) 试 剂 盒 ( 南 京 建 成,
20210518);心肌肌钙蛋白 I( cardiac

 

troponinI,cTn-
I)试剂盒(Elabscience,20210806);肌酐( creatinine,
Cr)试剂盒(南京建成,20210708);总胆红素( total

 

bilirubin,TBil)试剂盒(南京建成,20210730);丙二

醛 ( malondialdehyde, MDA ) 试 剂 盒 ( 南 京 建 成,
20210702 ); 腺 嘌 呤 核 苷 三 磷 酸 ( adenosine

 

triphosphate,ATP)试剂盒(碧云天,012521210621);
抗凝剂(康卫仕,20201012)。

冰冻切片机∗ / MEV ( 莱比信,中国);包埋仪

1100
 

mm
 

×
 

500
 

mm
 

×
 

380
 

mm / YD-6L(益迪医疗,中
国);玻片扫描影像系统 TeksqraySQS-1000(eksqray,
中国);多功能酶标仪 InfiniteM200PR0( TECAN,瑞
士)。

图 2　 建立复合感染模型步骤

Figure
 

2　 Steps
 

to
 

establish
 

a
 

multiple
 

infection
 

model

1. 1. 3　 主要器材和设备

复合感染支架(自制参见图 1),通过复合感染

支架整合盲肠结扎穿刺法和植入带菌物法。 盲肠

穿刺部位固定于支架通孔一侧,辅助以通孔处呈均

匀分布的突起,二者协同可阻碍水肿肠道封堵盲肠

结扎穿刺部位;其次通过向固定在支架上的棉球滴

加粪便提取液,干扰远端水肿肠道对盲肠结扎部位

的封堵。 最终达到建立稳定而可持续感染的脓毒

症动物模型的目的。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 模型制作

术前 14
 

h 禁食不禁水。 麻醉满意后腹部中下

图 1　 复合感染支架图

Figure
 

1　 Multiple
 

infect
 

model
 

stent
 

diagram

部铺放洞巾,75%乙醇消毒,从尿道口上 1
 

cm 处沿

腹中线切开约 2. 5
 

cm 纵行切口,用钝性无菌解剖镊

探查腹腔,暴露盲肠,避开血管分离肠系膜,距盲肠

末端 1
 

cm 处用 3 / 0 型号手术缝合线结扎,将结扎部

固定于复合感染模型支架中心部位,然后轻提起结

扎盲肠,用 21 G 针在结扎部位从上向下螺旋状穿刺

三针六孔, 每针旋转 30°, 两针之间上下间隔约

3
 

mm。 穿刺盲肠挤出少量粪便,用消毒签擦去挤出

的粪便。 在复合感染支架预先固定的两个 0. 03
 

g
棉花上各滴加 10%鼠粪混悬液 0. 3

 

mL。 轻提腹腔

切口,将复合感染支架放入腹腔并尽量至于腹腔底

部。 最后逐层缝合切口。 将术后大鼠置于笼中直

至麻醉苏醒,正常饲养。 所有动物手术在 20
 

min 内

完成,保持一致性。 CLP 组:不安放复合感染支架

和滴加鼠粪混悬液,其余同 MIM 组。 Sham 组:仅暴

露盲肠,其余同 MIM 组。 操作过程如图 2 所示。
1. 2. 2　 生存率实验

每隔 2
 

h 观察,连续观察 96
 

h 各组大鼠是否出

现嗜睡、少动、竖毛、蜷缩、食欲减退;眼睛和口鼻是

否有分泌物;上述症状是否随时间发展症状加剧;
死前是否出现颤抖、全身僵化、呼吸不畅;动物开腹
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后检查盲肠结扎穿刺部位封堵情况,观察是否有混

浊渗出液,肠道肿胀粘连程度,脏器是否有瘀血。
记录各组大鼠死亡时间。
1. 2. 3　 炎症和 MODS 损伤指标检测

生存率实验中 MIM 组大鼠在术后 17. 5
 

h 首先

出现死亡,因此大鼠统一在 17. 5
 

h 麻醉腹主动脉取

血,用枸橼酸钠抗凝,经 2500
 

r / mim 离心 10
 

min 后

血浆样本按照说明书检测 LPS、 IL-6、 MDA、 Lac、
ALT、AST、cTn-I、Cr、TBil、ATP 的含量。 取肝组织测

定 MDA 和 ATP 含量。
1. 2. 4　 HE 染色形态学检查

取新鲜的脏器组织置于 4%多聚甲醛中固定,
依次进行 HE 染色步骤后通过玻片扫描保存分析

结果。

注:与假手术组及 MIM 组相比,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001。

图 3　 造模后各组生存曲线及死亡时间柱状图(n
 

=
 

10)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group
 

and
 

the
 

MIM
 

group,
  ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.

Figure
 

3　 Survival
 

curve
 

and
 

death
 

time
 

histogram
 

of
 

each
 

group
 

after
 

molding(n
 

=
 

10)

1. 3　 统计学分析

收集并整理数据,以平均值
 

±
 

标准差( x-
 

±
 

s)表
示。 使用 SPSS

 

26. 0 进行数据统计分析,使用 Graph
 

Pad
 

Prism
 

8. 0. 1 进行图像制作。 组间比较采用方

差分析,生存研究采用 log-rank 检验。 统计标准为:
P

 

<
 

0. 05 有统计学意义,P
 

<
 

0. 01 具有显著性差

异,P
 

<
 

0. 001 极具显著性差异。

2　 结果

2. 1　 一般情况

Sham 组:所有大鼠术后 4
 

h 左右全部麻醉苏醒,
醒后能自由活动、正常进食饮水、没有嗜睡及蜷缩状

态,受刺激后有规避动作、行动速度稍慢、眼角和鼻尖

没有分泌物,无明显不良症状。 术后 12
 

h 左右已经

有 9 只大鼠运动速度恢复正常。 96
 

h 解剖未发现腹

腔渗出液、肠管扩张和脏器肉眼观察无明显损伤。
CLP 组:所有大鼠术后 4

 

h 左右全部麻醉苏醒,
12

 

h 左右所有大鼠开始出现嗜睡、进食减少、精神

状态不佳、行动缓慢、蜷缩抱团、鼻尖有少量分泌

物、尿量减少。 22
 

h 后 3 只大鼠开始出现寒战、呼吸

困难、死亡。 36
 

h 后存活大鼠症状逐步改善。 死亡

大鼠解剖可见:盲肠结扎部位未能完全封堵,穿刺

针孔明显,盲肠结扎部位呈暗红色,腹腔有浑浊腹

水,肠道粘连,空肠充气。 心脏、肝、肺等脏器瘀血

明显。 而存活大鼠 96
 

h 解剖可见盲肠结扎部位被

水肿肠道严密封堵,盲肠结扎部位与周围肠道较难

分离,盲肠末端变灰绿色。 腹腔有较少或无清澈腹

水,肠道肿胀粘连程度较死亡鼠大幅减轻,心脏、
肝、肺和肾未见瘀血。

MIM 组:所有大鼠术后 4
 

h 左右全部麻醉苏醒,
8

 

h 后所有大鼠开始出现嗜睡、无进食、精神状态不

佳、行动缓慢、蜷缩抱团、竖毛、鼻尖有分泌物、尿量

减少;大约 12
 

h 后症状逐步显著,眼角出现红色分

泌物,腹胀明显。 16
 

h 后陆续有大鼠出现明显寒战

和呼吸困难、有濒死感。 27
 

h 后全部死亡。 打开腹

腔可见盲肠结扎部位盲肠结扎部位未被完全包裹,
穿刺针孔明显,盲肠结扎部位呈暗红色,腹腔有浑

浊或血性腹水,肠道粘连,空肠充气。 心脏、肝、肺、
肾等多个脏器瘀血明显。
2. 2　 生存率实验结果

观察改良 CLP 模型造模 96
 

h 期间大鼠生存状

况并记录死亡时间(见图 3)。 术后 96
 

h,Sham 组

大鼠生存率 100%,CLP 组大鼠生存率 70%,术后

22. 5
 

h,CLP 组首只大鼠出现死亡,其中 3 只死
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亡时间集中在( 29
 

±
 

7) h 期间,其余存活。 MIM
组生存率 0%,术后 17. 5

 

h
 

MIM 组首只大鼠出现

死亡,死亡时间集中在( 22
 

±
 

5) h 期间。 从死亡

时间柱状图可知,与 Sham 组相比,CLP 组无统计

学意义(P
 

>
 

0. 05) ,而 MIM 组统计意义极显著

(P
 

<
 

0. 001) 。 大鼠生存时间与放置复合感染支

架密切相关。
2. 3　 血清中炎症指标和器官损伤指标变化

通过前期生存率实验结果,对造模 17. 5
 

h 后大

鼠进行 LPS、 IL-6、 MDA、 cTn-I、 ALT、 AST、 TBil、 Cr、

Lac 和 ATP 指标检测。 组间比较差异均具有统计学

意义(P
 

<
 

0. 05)。 结果知:LPS、IL-6、MDA、cTn-I、
ALT、AST、TBil、Cr 和 Lac 的含量 Sham 组较低,CLP
组和 MIM 组显著升高, MIM 组最高。 ATP 含量

Sham 组最高,而 CLP 组和 MIM 组显著降低,MIM
组最低(见图 4)。

从各组变异系数对比表可看出,MIM 组内反映

感染与炎症的模型关键指标(LPS、IL-6、MDA)变异

性远低于 CLP 组,且大部分指标变异性均较 CLP 组

更小(见表 1)。

注:A:各组 LPS 含量的比较;B:各组 IL-6 含量的比较;C:各组 MDA 含量的比较;D:各组 cTn-I 含量的比较;E:各组 ALT 含量的比较;F:各组

AST 含量的比较;G:各组 TBil 含量的比较;H:各组 Cr 含量的比较;I:各组 Lac 含量的比较;J:各组 ATP 含量的比较;与假手术组和 MIM 组相

比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。

图 4　 造模 17. 5
 

h 后各组指标的变化水平(n
 

=
 

8)
Note.

 

A.
 

Comparison
 

of
 

LPS
 

content
 

between
 

groups.
 

B.
 

Comparison
 

of
 

IL-6
 

content
 

between
 

groups.
 

C.
 

Comparison
 

of
 

MDA
 

content
 

between
 

groups.
 

D.
 

Comparison
 

of
 

cTn-I
 

content
 

between
 

groups.
 

E.
 

Comparison
 

of
 

ALT
 

content
 

between
 

groups.
 

F.
 

Comparison
 

of
 

AST
 

content
 

between
 

groups.
 

G.
 

Comparison
 

of
 

TBil
 

content
 

between
 

groups.
 

H.
 

Comparison
 

of
 

Cr
 

content
 

between
 

groups.
  

I.
 

Comparison
 

of
 

Lac
 

content
 

between
 

groups.
 

J.
  

Comparison
 

of
 

ATP
 

content
 

between
 

groups.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group
 

and
 

the
 

MIM
 

group. ∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001.

Figure
 

4　 Level
 

of
 

change
 

of
 

indicators
 

in
 

each
 

group
 

after
 

17. 5
 

h
 

of
 

molding(n
 

=
 

8)

表 1　 造模 17. 5
 

h 后各组变异系数对比表( x-
 

±
 

s)
Table

 

1　 Comparison
 

table
 

of
 

coefficients
 

of
 

variation
 

of
 

each
 

group
 

after
 

17. 5
 

h
 

of
 

mold
 

making( x-
 

±
 

s)
组别

Groups
LPS

(EU / L)
IL-6

(pg / L)
MDA

(nmol / mgprot)
cTn-I

(pg / L)
ALT

(IU / L)
AST

(IU / L)
TBil

(μmol / L)
Cr

(μmol / L)
Lac

(mmol / L)
ATP

(nmol / L)

Sham 组
Sham

 

group 0. 111 0. 074 0. 277 0. 080 0. 361 0. 229 0. 187 0. 222 0. 182 0. 088

CLP 组
CLP

 

group 0. 159 0. 162 0. 241 0. 084 0. 177 0. 143 0. 292 0. 184 0. 178 0. 156

MIM 组
MIM

 

group 0. 032 0. 048 0. 111 0. 066 0. 115 0. 176 0. 095 0. 111 0. 127 0. 091
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2. 4　 大鼠 HE 染色观察脏器组织病理学结果

心脏:Sham 组无炎性细胞浸润,心肌细胞排列

整齐,心肌纤维结构完整无断裂,心肌横纹清晰,血
管结构完整,无扩张及充血;CLP 组有炎性细胞浸

润,心肌细胞排列紊乱,心肌横纹模糊,细胞质空泡

化增加,部分区域出现间质水肿,毛细血管扩张;
MIM 组可见大量炎性细胞浸润,心肌纤维变性、坏
死、心肌横纹几乎消失,可见细胞核固缩或溶解,毛
细血管明显扩张充血,周围有红细胞渗出,部分区

域呈凝固型坏死改变。

图 5　 造模 17. 5
 

h 后脏器组织 HE 染色结果(n
 

=
 

8)
Figure

 

5　 HE
 

staining
 

results
 

of
 

posterior
 

organ
 

tissues
 

17. 5
 

h
 

after
 

molding(n
 

=
 

8)

肝:Sham 组汇管区未见炎症性细胞浸润,肝小

叶和肝细胞形态正常;CLP 组有炎性细胞浸润,肝
窦扩张,肝细胞水肿,细胞核肿胀,气球样变性明

显;MIM 组有大量炎性细胞浸润,细胞边界不清,细
胞广泛水肿,部分细胞出现凋亡小体,细胞核碎裂、
溶解,中央汇管区可见肝细胞出血性坏死。 肝窦扩

张,肝索结构紊乱,肝小叶结构不清,可见大量红细

胞渗出。
肺:Sham 组未见明显炎性细胞浸润,肺组织平

整无皱褶,结构正常,肺泡结构清晰,肺泡壁薄;CLP
组出现炎性细胞浸润,部分肺泡壁结构破坏,肺泡

周围血管腔扩张,肺泡扩张融合,肺泡数目变少且

变大,纤维间隔增厚;MIM 组出现大量炎性细胞浸

润,肺泡壁明显增厚,肺间隔明显增厚,肺泡塌陷,
部分肺泡腔及呼吸性支气管内出血,毛细血管变少

且畸形,大量红细胞渗出。
肾:Sham 组未见明显炎性细胞浸润,肾小球结

构正常,肾小管管腔完整齐;CLP 组可见肾皮质及

间质有大量炎性细胞浸润,并可见肾小球萎缩、肾
小管上皮细胞水肿、空泡变性;MIM 组出可见大量

炎性细胞浸润,肾小球及基底膜萎缩、球囊间隙明

显增宽,肾小球毛细血管扩张及充血,大量红细胞

外渗出,上皮细胞水肿,空泡变性。 肾小管壁增厚、
血管腔接近闭塞。 远曲小管及收集管内可见红细

胞(见图 5)。
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3　 讨论

脓毒症是宿主对感染功能失调反应引起的危

急生命的多器官功能障碍综合征[1] ,是当代重症医

学研究的焦点和难点。 建立稳定且可较好模拟脓

毒症临床复杂病理生理过程的动物模型,无疑是脓

毒症病理生理机制研究和治疗药物筛选的基础。
注射内毒素和植入活菌培养物脓毒症模型可

控制感染剂量,稳定性和重复性好。 但二者仅是对

实验动物的急性一次性打击,无法模拟临床患者存

在的感染灶持续性地释放病菌和内毒素过程。 此

外基于注射内毒素模型开发的药物在临床上并未

显示出有益效果,这提示模型与临床有较大差距。
CLP 模型通过盲肠结扎穿刺,破坏肠道屏障,引起

肠内菌群持续性释放,模型动物病情不断发展,具
有更好的临床相关性[12-13] 。 但实际操作中如果盲

肠结扎部位稍长、穿刺针孔过大、过多,容易导致动

物死于急性损伤,与感染导致机体过度反应的本质

不符;而如果结扎部位稍短、穿刺较少,又容易出现

水肿肠道随机封堵盲肠结扎穿刺部位,表现为:(1)
有的动物不能有效封堵盲肠结扎穿刺部位,病情不

断发展至死亡;(2)有的动物部分封堵减少一定肠

道菌群释放,生存周期大幅延长;(3)有的动物全面

有效封堵,病情不再发展长久存活。 由此造成模型

动物组间变异性大,进而干扰脓毒症机制研究和药

物效果评价。 针对 CLP 模型的弊端,有学者做出积

极有益的探索[14] ,如通过静脉采血针套管呈“十”
字型固定于盲肠结扎穿刺部位,以阻碍水肿肠道对

盲肠结扎穿刺部位的封堵,并能造成较 CLP 模型更

为严重的炎症反应和多器官功能障碍。 但笔者重

复该模型发现,该模型仍不能完全避免结扎盲肠被

封堵问题,且模型动物死亡时间不均一,模型动物

有相当的存活率。
本实验着力解决 CLP 模型水肿肠道封堵盲肠

结扎部位影响感染进程这一核心问题通过在复合

感染支架头部棉球滴加鼠粪混悬液,干扰肠道对盲

肠结扎部位的封堵;通过植入复合感染支架可物理

隔绝水肿的肠道对盲肠结扎穿刺部位封堵;最后通

过螺旋均匀的穿刺方法能够在发生封堵的情况下,
肠道也很难对盲肠结扎部位完全封堵。 实现 MIM
模型能够始终存在持续感染源的目的。 本模型亦

可手术切除结扎盲肠,将包裹特定细菌的膜性小囊

穿刺后固定于复合感染支架中心孔上,在棉球上滴

加同种细菌,进而开展特定细菌导致脓毒症发展的

机制研究,如革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌致脓毒

症差异研究。 这是传统 CLP 模型不易实现的。
判断动物模型有效性可从结构效度和表面效

度两方面评价,结构效度是理论基础。 临床上脓毒

症患者一般体内存在感染病灶,感染灶持续性地释

放病菌和内毒素,从而引起炎症反应、氧化应激、内
皮损伤、循环状态改变、能量代谢低下和器官功能

障碍等病理生理改变[15-17] ,伴有剧烈炎症反应和严

重器官损伤症状[18-20] 。 本模型实验动物为 SPF 级

大鼠,其同批大鼠本身无明显感染与炎症,因此

MIM 模型鼠的 LPS、IL-6、MDA 等指标的组内变异

系数较小可直接反映该模型的感染与炎症进程更

为一致。 此外 LPS、IL-6、MDA 指标反映 MIM 模型较

CLP 模型感染、炎症反应更为强烈;cTn-I、AST、ALT、
TBil、Cr、Lac 和 ATP 等指标说明 MIM 模型较 CLP 模

型更能造成心脏、肝、肾多器官功能障碍[21-23] ,并伴

随能量代谢低下。 HE 染色结果也表明造成严重的器

官损伤。 因此 MIM 模型的结构效度更好。 表面效度

是动物模型表现症状与人类自然发展的相似性。 临

床脓毒症最常见症状有疲劳、呼吸短促和精神状态改

变等[24] 。 大鼠有嗜睡、无进食、精神状态不佳、行动

缓慢、蜷缩抱团、竖毛等表现可作为类似临床脓毒症

的表现。 MIM 模型大鼠集中出现类似宏观病理表现。
因此 MIM 模型的表面效度更好。

综上,本研究显示放置滴加粪便的复合感染支

架,能够实现脓毒症模型核心要求的持续感染,还
可人为决定注射感染源种类,实现复合感染,更贴

近脓毒症因感染引发的发病机制。 该模型的动物

死亡时间较 CLP 模型更为集中,多器官高度损伤,
且感染与炎症进程更为统一,因此有利于开展脓毒

症病理生理和药效评价等相关研究。 但此模型需

开较大切口放置复合感染支架,易致实验数据偏倚

且主观控制盲肠结扎长度在实际操作中有误差,加
之没有做血流动力学相关指标,可能与临床实际有

一定出入。 此次改良模型方法可为今后脓毒症模

型提供借鉴意义,并在此基础上继续改良创新。
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