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博来霉素诱导大鼠与小鼠肺纤维化模型的评价
燕苗苗１，２，赵亚昆１，２，王搏１，２，邱志广１，２，田燕歌１，２∗

（１． 河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，郑州　 ４５００４６；
２． 河南中医药大学河南省中医药防治呼吸病重点实验室，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用一次性气管滴注不同剂量博来霉素诱导大、小鼠肺纤维化模型，明确其适宜造模剂量，
并比较大、小鼠模型特征。 方法　 将 ３０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为空白组、博来霉素低剂量组（３ ｍｇ ／ ｋｇ，ＢＬ⁃Ｌ 组），博来

霉素高剂量组（５ ｍｇ ／ ｋｇ，ＢＬ⁃Ｈ 组），每组各 １０ 只，３０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分组同上。 观察动物每日精神、饮食等一般

情况及每周体重变化，通过非束缚小动物肺功能测量仪检测动物的潮气量（ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ，ＴＶ）、每分钟通气量

（ｍｉｎｕｔｅ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ，ＭＶ）、５０％潮气量呼气流量（５０％ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ，ＥＦ５０），采用 ＨＥ 和Ｍａｓｓｏｎ 染色法观

察肺组织病理学改变，采用羟脯氨酸（ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含量检测试剂盒测定肺组织羟脯氨酸含量。 结果

①存活率和体重 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组存活率分别为 ７０％、８０％，ＳＤ 大鼠分别为 ７０％、５０％。 第 ７ 天

起，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＢＬ⁃Ｈ 组体重显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＳＤ 大鼠 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组体重均显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 ②肺功能 与空白组比较，第 １０ 天，ＳＤ 大鼠两剂量组 ＴＶ 均降低（Ｐ ＜ ０． ０１），而 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠未见显著变

化；第 ２１ 天，ＳＤ 大鼠 ＢＬ⁃Ｌ 组肺功能 ＴＶ 和 ＭＶ 显著下降（Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１），ＢＬ⁃Ｈ 组 ＴＶ 显著下降（Ｐ ＜ ０． ０１），
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠两剂量组 ＴＶ、ＭＶ 和 ＥＦ５０ 均显著下降（Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１）。 ③肺病理和羟脯氨酸含量第 ２１ 天，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ 大鼠 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组肺组织均出现炎性浸润和纤维条索，肺泡炎和纤维化程度评分均显著

升高（Ｐ ＜ ０． ０１），肺组织中 ＨＹＰ 水平均显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１）。 结论　 博来霉素 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 与 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 均可

诱导大、小鼠肺纤维化模型。 综合存活率、肺功能、肺病理等各项指标，认为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的适宜造模剂量为

５ ｍｇ ／ ｋｇ，ＳＤ 大鼠的适宜造模剂量为 ３ ｍｇ ／ ｋｇ。
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ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ，
ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓｅ ｆｏｒ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗａｓ ５ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ｔｈａｔ ｆｏｒ ＳＤ ｒａｔｓ ｗａｓ ３ ｍｇ ／ ｋｇ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是间质性肺病中最为常见的类型，患病率随年

龄增长且预后不良，确诊后中位生存期不足 ５
年［１－２］。 间质性肺病（ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＬＤ）
是以弥漫性肺实质、肺泡炎和间质纤维化为基本病

理改变，以活动性呼吸困难、限制性通气障碍为临

床表现的一类疾病［３］。 ＩＰＦ 发病原因复杂，发病机

制尚未明确，目前除肺移植外尚无有效的根治方

式［４］。 因此，建立稳定可靠且易操作的模型对于深

入探讨其发病机制、寻求有效的治疗药物具有重要

意义。 因 ＩＰＦ 为 ＩＬＤ 中原因不明的一类疾病，目前

的研究多模拟其肺纤维化病理特征，博来霉素

（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ） 诱导的模型更符合临床病理表

现［５］。 然而，动物的种属、博来霉素的剂量差异导

致诸多研究者无法成功模拟文献中报道的模型。
例如，小鼠种属有 ＫＭ 小鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠、ＢＡＬＢ ／
Ｃ 小鼠等，ＢＬＭ 常用剂量有 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ［６］、３ ｍｇ ／
ｋｇ［７－８］、５ ｍｇ ／ ｋｇ［９－１０］等；大鼠种属有 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠、ＳＤ
大鼠等， ＢＬＭ 常用剂量有 ３ ｍｇ ／ ｋｇ［１１－１２］、 ３􀆰 ５ Ｕ ／
ｋｇ［１３］、５ ｍｇ ／ ｋｇ［１４－１５］等。 不同动物用何剂量 ＢＬＭ 建

立肺纤维化模型、不同模型之间有何差异等未见报

道。 一次性气管滴注 ＢＬＭ 为常用模型制备方法，给
药 ２１ ｄ 后可见肺组织出现明显纤维化［１６］。 因此，
本研究以常用的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ 大鼠为研究

对象，采用一次性气管内滴注 ＢＬＭ 的方法，选取常

用的两个剂量（３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｍｇ ／ ｋｇ），探索建立肺

纤维化模型的博来霉素适宜剂量，比较不同种属动

物模型之间的差异，为进一步研究提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，６ ～ ８ 周龄，体重

（２００ ± ２０）ｇ；３０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，６ ～
８ 周龄，体重（２０ ± ２）ｇ，购自斯贝福（北京）生物技

术有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养环境：室
内保持温度 ２５℃，湿度 ５０％，每日昼夜对半循环照

明，动物自由摄食及饮用纯净水，饲养于河南中医

药大学动物实验室【ＳＹＸＫ（豫）２０２０－０００４】。 本研

究通过河南中医药大学实验动物福利伦理审查委

员会审查批准（ＤＷＬＬ２０２２０３０１４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

硫酸 博 来 霉 素 （ 规 格： 每 瓶 １５ ｍｇ， 批 号：
４１０７３０）购自日本株式会社公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

苏 木 素 伊 红 （ ＨＥ ） 染 色 试 剂 盒 （ 批 号

２０１８０６０３ ）、 Ｍａｓｓｏｎ 三 色 染 色 试 剂 盒 （ 批 号

２０１８０７０８）、羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含量检

测试剂盒（批号：ＢＣ０２５５）购自索来宝生物科技有限

公司。 非束缚小动物肺功能测量仪（Ｂｕｘｃｏ，ＵＳＡ）；
Ｌｅｉｃａ⁃ＤＭ６０００Ｂ 光学显微镜及 ＬＡＳ Ｖ４􀆰 ７ 照相系统

（Ｌｅｉｃａ， Ｇｅｒｍａｎｙ）； 低温高速离心机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）；Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ（ ＩＰＰ） ６􀆰 ０ 专业图像分析

系统（Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，ＵＳＡ）；ＥＬＸ８００ＵＶ 型酶标

仪（ Ｂｉｏ Ｔｅｋ，ＵＳＡ）；Ｍｉｌｌｉ Ｑ Ｓｙｎｔｈｅｓｌｓ 超净纯水机

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）。
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与模型建立

将大、小鼠按随机数表法分为空白组、博来霉

素低剂量组（ＢＬ⁃Ｌ 组）和博来霉素高剂量组（ＢＬ⁃Ｈ
组），每组各 １０ 只。 采用一次性气管内滴注博来霉

素法［１７］建立肺纤维化模型。 腹腔注射 １％戊巴比妥

钠麻醉大鼠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、小鼠（６０ ｍｇ ／ ｋｇ），在咽喉

部冷光源照射下经声门裂进行气管插管，ＢＬ⁃Ｌ 组和

ＢＬ⁃Ｈ 组分别滴入 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素，空
白组滴入生理盐水，滴入后令大、小鼠悬垂并旋转，
使药物在肺内分布均匀。 造模当日记为第 ０ 天，正
常饲养至第 ２１ 天后取材。
１􀆰 ２􀆰 ２　 体重增长率

体重增长率 （％） ＝ （第 ｎ 天体重 －第 ０ 天体

重） ／第 ０ 天体重

１􀆰 ２􀆰 ３　 肺功能检测

分别于造模前、第 １０ 天、第 ２１ 天采用小动物全

身体积描记检测系统检测大、小鼠的潮气量（ ｔｉｄａｌ
ｖｏｌｕｍｅ， ＴＶ）、 每分钟通 气 量 （ ｍｉｎｕｔｅ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ，

ＭＶ）、 ５０％ 潮 气 量 呼 气 流 量 （ ５０％ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ
ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ，ＥＦ５０）等指标。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺组织病理学观察

左肺置于 ４％的甲醛溶液中固定，石蜡包埋切

片后进行 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，于显微镜下观察肺组

织病理学变化。 采用 Ｓｚａｐｉｅｌ 等［１８］ 和 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 等［１９］

评分体系分别评价肺组织肺泡炎和纤维化严重程

度（表 １，表 ２）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺组织羟脯氨酸含量测定

取 ２０ ｍｇ 肺组织于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中并剪成糜

状，加入 ２００ μＬ 提取液与肺组织混匀，置于 ９８℃水

浴锅中加热 ５ ｈ，后续操作参照 ＨＹＰ 含量检测试剂

盒说明书进行检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件分析数据，所有数据

以平均值 ± 标准误差（ｘ－ ± ｓｘ－）表示，组间比较采用

单因素方差分析方法，方差齐者采用最小显著值

法，方差不齐者采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 法，显著性水准取

α＝ ０􀆰 ０５。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
表 １　 Ｓｚａｐｉｅｌ 评分系统

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｚａｐｉｅｌ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ
级别
Ｌｅｖｅｌ

肺泡炎
Ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ

计分
Ｓｃｏｒｅ

无
Ｎｏｎｅ

无肺泡炎
Ｎｏ ａｌｖｅｏｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ０

轻度
Ｍｉｌｄ

单核细胞浸润使肺泡间隔增宽，仅限于局部和近胸膜部，面积小于全肺 ２０％，肺泡结构正常
Ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｗｉｄｅｎｅｄ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｅｐｔａ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｔｏ ｌｏｃａｌ ａｎｄ ｎｅａｒ ｐｌｅｕｒａ， ａｎｄ ｗａｓ ２０％
ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ， ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌ

１

中度
Ｍｏｄｅｒａｔｅ

受累面积占全肺 ２０％～５０％，近胸膜部较重
Ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ａｒｅａ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ２０％～５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｒｅａ ｎｅａｒ ｔｈｅ ｐｌｅｕｒａ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ２

重度
Ｓｅｖｅｒｅ

肺泡炎面积﹥ ５０％，偶见肺泡腔内由单核细胞及出血造成的实变
Ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ａｒｅａ ＞ ５０％， ｗｉｔｈ ｏｃｃａｓｉｏｎａｌ ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ
ａｌｖｅｏｌａｒ ｃａｖｉｔｙ

３

表 ２　 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分系统
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｓｈｃｒｏｆｔ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

纤维化程度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

组织病理学特征
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ

０ 肺组织正常
Ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

１，２ 细支气管或肺泡壁轻度纤维化
Ｍｉｌｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｅｓ ｏｒ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌｓ

３，４ 细支气管或肺泡壁中度纤维化，但无明显肺结构破坏
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｅｓ ｏｒ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌｓ， ｂｕｔ ｎｏ ａｐｐａｒｅｎｔ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

５，６ 明显纤维化并伴有肺结构破坏，形成纤维条带或纤维小结节
Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｆｏｒｍｉｎｇ ｆｉｂｒｏｕｓ ｂａｎｄｓ ｏｒ ｆｉｂｒｏｕｓ ｎｏｄｕｌｅｓ

７ 重度肺组织结构变形或出现大片纤维化区域；蜂窝肺归于此类
Ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｒ ｌａｒｇｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｈｏｎｅｙｃｏｍｂｓ ｆａｌｌ ｉｎｔｏ ｔｈｉｓ ｃａｔｅｇｏｒｙ

８ 整个区域全部出现纤维化病灶
Ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｆｏｃｉ ａｐｐｅａｒ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ａｒｅａ
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２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

２􀆰 １􀆰 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

空白组毛色光亮、精神状态良好、饮食饮水正

常；ＢＬ⁃Ｌ 组毛色逐渐干枯、饮食饮水减少、精神倦

怠、不喜动，第 ６、７、８ 天分别死亡 １ 只；ＢＬ⁃Ｈ 组毛色

逐渐干枯、不喜饮食、精神萎靡、形体消瘦、活动减

少，第 ６、９ 天分别死亡 １ 只。 ２１ ｄ 后 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃
Ｈ 组存活率分别为 ７０％、８０％。 空白组体重在 ２１ ｄ
内逐渐增长，与空白组比较，ＢＬ⁃Ｌ 组体重第 ７ 天未

见明显变化，第 １４、２１ 天显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而第 ７、１４、２１ 天，ＢＬ⁃Ｈ 组体重显著下降（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）（见图 １）。

注：与空白组比较，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠造模后 ２１ ｄ 内体重增长率

变化（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ
ｗｉｔｈｉｎ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）

２􀆰 １􀆰 ２　 ＳＤ 大鼠

空白组精神状态良好、毛色光泽、反应灵敏、饮
食饮水正常（麻醉操作不当第 ０ 天死亡 ２ 只）；ＢＬ⁃Ｌ
组毛色逐渐干枯、精神惓怠、反应迟钝、饮食饮水减

少、形体消瘦，第 ９、１１、１６ 天各死亡 １ 只；ＢＬ⁃Ｈ 组毛

色干枯、精神萎靡、反应不灵敏、不喜饮食、形体消

瘦，第 ５、６、８ 天各死亡 １ 只，第 ９ 天死亡 ２ 只。 ２１ ｄ
后 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组存活率分别为 ７０％、５０％。 空

白组在 ２１ ｄ 内体重相对稳定，未见明显变化。 与空

白组比较，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组第 ７、１４、２１ 天体重均

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ２）。

图 ２　 ＳＤ 大鼠造模后 ２１ ｄ 内体重增长率

变化（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈｉｎ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）

２􀆰 ２　 肺功能

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

空白组肺功能呈稳定升高趋势，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃
Ｈ 组肺功能有所升高，但升高缓慢。 第 ０ 天，ＢＬ⁃Ｌ
组和 ＢＬ⁃Ｈ 组较空白组无明显差异；第 １０ 天，ＢＬ⁃Ｌ
组和 ＢＬ⁃Ｈ 组肺功能较空白组有所降低，但无统计

差异；第 ２１ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组 ＴＶ、ＭＶ、ＥＦ５０ 较

空白组均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 ３）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＳＤ 大鼠

空白组肺功能未见明显变化，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ
组肺功能呈下降趋势。 第 ０ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组

较空白组无明显差异；第 １０ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组

ＴＶ 较空白组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ２１ 天，ＢＬ⁃Ｌ
组 ＴＶ、 ＭＶ 较空白组显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＢＬ⁃Ｈ 组 ＴＶ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 ４）。
２􀆰 ３　 羟脯氨酸含量

第 ２１ 天取材后进行羟脯氨酸含量检测。 与空

白组比较，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ 大鼠 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃
Ｈ 组羟脯氨酸含量均显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 可见不同剂量博来霉素刺激后大小鼠羟脯

氨酸含量均升高，且呈剂量依赖性（见图 ３）。
２􀆰 ４　 肺组织病理学

２􀆰 ４􀆰 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

空白组肺组织结构完整，未见明显的炎性细胞

及纤维化病灶；ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组 ＨＥ 染色均可见

肺组织结构破坏、肺泡壁明显增厚，全肺产生炎性

浸润，Ｍａｓｓｏｎ 染色均可见明显的蓝色染色的纤维条

索及胶原沉积，ＢＬ⁃Ｈ 组较 ＢＬ⁃Ｌ 组纤维条索更密集，
蓝色染色的胶原颜色更深，纤维化程度更严重（见
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图 ４Ａ）。 与空白组比较，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组肺泡炎

及纤维化程度均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ４Ｂ）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＳＤ 大鼠

空白组肺组织结构完整，未见明显炎性细胞及

纤维化病灶。 ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组均可见 ＨＥ 染色肺

组织结构破坏、肺泡壁明显增厚、炎性浸润，Ｍａｓｓｏｎ
染色均可见明显的蓝色染色的纤维条索形成及胶

原沉积，主要病变部位集中在器官周围，向边缘扩

散（图 ５Ａ）。 与空白组比，ＢＬ⁃Ｌ 组和 ＢＬ⁃Ｈ 组肺泡

炎及纤维化程度均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ５Ｂ）。

表 ３　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肺功能情况（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ７ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间
Ｔｉｍｅ ＴＶ（ｍＬ） ＭＶ（ｍＬ） ＥＦ５０（ｍＬ ／ ｓ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ００ ９４􀆰 ２３ ± １􀆰 ５１ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０１ １２１􀆰 ３９ ± ９􀆰 １４ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０３

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０２ １８８􀆰 ７８ ± １１􀆰 ７８ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０４

ＢＬ⁃Ｌ 组
ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ８５ ± １􀆰 ８２ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２ ９３􀆰 ３９ ± １２􀆰 ７１ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０４

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０１∗∗ １４２􀆰 ３２ ± ４􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０２∗

ＢＬ⁃Ｈ 组
ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４６ ± １􀆰 ８６ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０２ １０３􀆰 ０９ ± １０􀆰 ９８ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０１

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０２∗∗ １０８􀆰 ６３ ± １０􀆰 ００∗∗ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０４∗∗

表 ４　 ＳＤ 大鼠肺功能情况（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ５ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ（ｘ－ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ５ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间
Ｔｉｍｅ ＴＶ（ｍＬ） ＭＶ（ｍＬ） ＥＦ５０（ｍＬ ／ ｓ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ １􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０５ ３００􀆰 ２５ ± １６􀆰 ６３ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 ０７

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ １􀆰 ８５ ± ０􀆰 １０ ２９９􀆰 ３１ ± ２３􀆰 ３２ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 １３

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ １􀆰 ７１ ± ０􀆰 １０ ２８２􀆰 １８ ± ３４􀆰 ５５ ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 １５

ＢＬ⁃Ｌ 组
ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０６ ３１７􀆰 ２１ ± １１􀆰 ５６ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０５

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０９∗∗ ２４９􀆰 ３１ ± ６􀆰 ６７ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ０２

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０６∗∗ ２０７􀆰 １０ ± ９􀆰 ２４∗ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０５

ＢＬ⁃Ｈ 组
ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ

造模前 Ｂｅｆｏｒｅ ｂｕｉｌｄｉｎｇ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０６ ３１１􀆰 ６６ ± １８􀆰 ５６ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０８

第 １０ 天 Ｄａｙ １０ １􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０６∗∗ ２７５􀆰 ５８ ± ７􀆰 ７８ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 ０５

第 ２１ 天 Ｄａｙ ２１ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０９∗∗ ２３６􀆰 ６８ ± １２􀆰 ９８ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０３

图 ３　 大、小鼠肺组织中羟脯氨酸水平（ｎ ＝ ５ ～ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ５ ～ ６）
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图 ４　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肺组织病理学变化及评分

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｓｃｏｒｉｎｇ

图 ５　 ＳＤ 大鼠肺组织病理学变化及评分

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ａｎｄ ｓｃｏｒｉｎｇ

３　 讨论
肺纤维化是指在各种因素刺激下，肺组织发生

炎症反应、上皮间质转化、氧化应激等病理过程，导
致细胞外基质不断沉积，所造成的具有进行性、不
可逆性的瘢痕化病理改变。 在临床上主要表现为

肺功能下降、呼吸困难，疾病后期发展为呼吸衰竭

进而导致死亡。 逐年升高的患病率和死亡率给患

者和社会造成了沉重的负担。
肺纤维化严重危害公众健康，其机制不明，缺

乏有效治疗药物，加强对肺纤维化机制和新药研发

的研究具有重要的社会意义，适宜的符合人类病理

特征的动物模型是探讨发病机制、寻求有效治疗药

物的基础。 肺纤维化模型可由多种因素诱导建立，
如百草枯、二氧化硅、放射刺激和博来霉素等诱导

方式。 百草枯诱导的毒性大、致死率高，可经鼻吸

入对实验人员造成损伤［２０］，二氧化硅诱导的肺纤维

化模型更符合病因明确的矽肺纤维化［２１］，放射刺激

造模法对实验设施要求高且成模周期长［２２］。 博来

霉素作为一种抗肿瘤药物，其最大的毒副作用是会

诱发肺纤维化，且诱导的动物肺纤维化模型的病理

过程与临床相近，是目前最为常用的诱导药物［２３］。
博来霉素诱导常用的方式有雾化吸入、腹腔注射、
滴鼻给药、气管滴注等。 雾化吸入法［２４］ 操作简单且

在肺内分布均匀，但吸入量不确定，成模稳定性差；
腹腔注射法［２５］ 致死率低但成模周期长，经济性差；
滴鼻给药法［２６］入肺的位置较浅，成模效果差。 气管

滴注分为经口咽部无创滴注和气管切开滴注两种，
王志超等［２７］研究发现气管切开滴注成模率高、病灶

分布均匀，但操作复杂且对动物伤害大，经口咽部

无创气管滴注具有动物创伤小、成模率高、成模周

期短的优点。 本研究选用经口咽部无创气管滴注

法，在冷光源照射咽喉部下观察到开合的声门裂，
经由口咽部可准确插入气管，本课题组经过大量实

验已熟练掌握此造模法。 目前，对肺纤维化模型的
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研究很多，但由于动物种属多样、博来霉素剂量混

杂，难以有效模拟同样的模型。 因此，本研究基于

文献调研和本课题组以往的研究，选定肺纤维化研

究的常用鼠种 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ 大鼠作为研究

对象，使用一次性气管滴注 ３ ｍｇ ／ ｋｇ、５ ｍｇ ／ ｋｇ 两种

剂量博来霉素诱导肺纤维化模型，主要探究建立经

济、稳定、可行性强的肺纤维大、小鼠模型的最佳博

来霉素剂量，以期为进一步研究提供依据。 研究普

遍认为，博来霉素肺纤维化模型前 ７ ｄ 为炎症期，
７ ～ １４ ｄ 肺组织胶原蛋白增加，２１ ｄ 时肺损伤已处

于纤维化期［２８］。 本研究发现，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ
大鼠经博来霉素诱导后体重在 ２１ ｄ 观察期间均出

现下降，但大鼠下降程度较小鼠明显，两个剂量

ＢＬＭ 对小鼠死亡率影响不大，而大鼠死亡率较高，
呈剂量依赖性，可见 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠对 ＢＬＭ 具有一

定的耐受性，ＳＤ 大鼠对博来霉素刺激更为敏感。 肺

纤维化导致肺组织弹性及顺应性降低，气道附近的

纤维化导致气道阻力增加，表现为肺容积下降和气

道受阻等情况，肺容积减小造成肺部限制性功能障

碍从而导致 ＴＶ 下降［２９－３０］，ＭＶ 代表肺通气功能，
ＥＦ５０ 代 表 气 道 阻 塞 程 度［３１－３２］。 本 研 究 发 现，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠和 ＳＤ 大鼠经博来霉素诱导后肺功

能呈现降低趋势。 ＳＤ 大鼠不同剂量 ＢＬＭ 诱导后，
肺功能持续下降，对潮气量和肺通气功能影响均较

为明显，与体重降低正相关，而 ＥＦ５０ 变化不显著，
说明在 ２１ ｄ 观察期间 ＢＬＭ 未造成 ＳＤ 大鼠气道阻

塞。 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素诱导的小鼠肺功能在第 １０
天后呈较为显著的升高趋势，而 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠未

见明显升高，说明低剂量博来霉素诱导的小鼠模型

在 １０ ｄ 后肺功能可能出现恢复，博来霉素诱导 ２１ ｄ
后小鼠 ＥＦ５０ 显著降低，而大鼠未见明显改变，可见

小鼠在气道阻塞、肺通气障碍方面改变较为明显，
而大鼠可能出现滞后。

在博来霉素刺激下，成纤维细胞向肌成纤维细

胞转化，过度增殖的肌成纤维细胞产生大量的细胞

外基质，包括形成胶原纤维的主要成分胶原蛋

白［３３］，ＨＹＰ 含量测定可判断肺组织内胶原蛋白含

量，是反映纤维化程度的重要指标［３４］。 本研究发

现，大、小鼠经博来霉素诱导后肺组织 ＨＹＰ 水平均

升高，且呈剂量依赖性，说明博来霉素可引起不同

种属动物肺组织胶原沉积。 不同剂量博来霉素诱

导 ２１ ｄ 大小鼠肺组织均表现出肺泡结构破坏、肺泡

壁增厚、炎性细胞浸润、大量纤维条索及胶原沉积，

均表现出明显的肺泡炎和纤维化，但小鼠表现为全

肺纤维化，大鼠表现为片状纤维化，以气道周围较

为明显。 这可能与气管内滴注的模型制备方式和

大小鼠生理特点差异有关。
综上所述，博来霉素 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 与 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 均可

诱导大、小鼠肺纤维化模型。 本研究结合肺功能、
羟脯氨酸水平及存活率等指标，认为制备 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠肺纤维化模型博来霉素的适宜剂量为 ５ ｍｇ ／
ｋｇ，制备 ＳＤ 大鼠肺纤维化模型博来霉素的适宜剂

量为 ３ ｍｇ ／ ｋｇ。 但本研究的动物种类仅选用了 ＳＤ
大鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，且仅观察到 ２１ ｄ，对于模型

的稳定性尚需进一步研究。
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