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［基金项目］国家自然科学基金（８１８７１５８６，８２２０２４１５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８１８７１５８６， ８２２０２４１５）．
［作者简介］邓书伟（１９９８—），男，在读硕士研究生，研究方向：感染免疫。 Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｓｗｅｉ＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］朱鏐娈（１９８２—），女，研究员，研究方向：感染免疫。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｌｉｕｌｕａｎ＠ ｃｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

肺孢子菌肺炎小鼠模型建立及免疫学评价
邓书伟１，２，３，杜春静４，张玥１，２，３，周妍希１，２，３，张亮５，秦秋实６，朱鏐娈１，２，３，６∗

（１． 首都医科大学附属北京地坛医院传染病研究所，新发突发传染病北京市重点实验室，北京　 １０００１５；
２． 北京市感染性疾病研究中心，北京　 １０００１５；３． 国家传染病医学中心，北京　 １０００１５；４． 首都医科大学

附属北京地坛医院重症医学科，北京　 １０００１５；５． 首都医科大学附属北京地坛医院病理科，北京　 １０００１５；
６． 北京大学地坛医院教学医院，北京　 １０００１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建肺孢子菌肺炎（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）小鼠模型并进行免疫学评价。 方法　 采用

重度联合免疫缺陷（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）小鼠气管滴注肺孢子菌构建 ＰＣＰ 模型，通过实时荧光

定量 ＰＣＲ 及肺组织六胺银染色进行病原学鉴定，通过苏木素－伊红染色评估肺组织损伤程度，通过免疫荧光染色

和流式细胞术进行免疫学评价。 结果　 模型组小鼠感染 ６ 周后，肺组织肺孢子菌 ｒＲＮＡ 拷贝数显著高于假手术组，
六胺银染色可见肺孢子菌滋养体和包囊，肺组织肺泡壁增厚，肺间质增宽，大量 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞 ＣＤ６８＋巨噬细胞

浸润，中性粒细胞活化标志物髓过氧化物酶 （ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ） 和巨噬细胞活化标志物一氧化氮合酶

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）活化水平显著升高，肺内及肺泡灌洗液的中性粒细胞和单核细胞数量及比例

显著高于对照组和假手术组。 结论　 采用 ＳＣＩＤ 小鼠进行气管滴注肺孢子菌能构建稳定的 ＰＣＰ 小鼠模型，该模型

表现出与临床相似的免疫学特征。
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Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５． ３． Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５． ４． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｒｉｔｉｃａｌ
Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｄｉｔａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５． ５． Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ

Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｄｉｔａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５． ６． Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｄｉｔａｎ Ｔｅａｃｈｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，
Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＵ Ｌｉｕｌｕａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈｕｌｉｕｌｕａｎ＠ ｃｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ （ ＰＣＰ ） ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ＰＣＰ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ
Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎｅ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ａｎｄ ｓｉｌｖｅｒ ｈｅｘａａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｓｉｘ ｗｅｅｋｓ ｏｆ
Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｒＲＮＡ ｃｏｐｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ
ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ｔｒｏｐｈｏｚｏｉｔｅｓ ａｎｄ ｃｙｓｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
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ｂｙ ｓｉｌｖｅｒ ｈｅｘａａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ， ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍ ｗａｓ ｗｉｄｅｎｅｄ， ａｎｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｇｒ⁃１＋ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ＣＤ６８＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｈａｄ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ａ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ａ ｍａｒｋｅｒ
ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｓｔａｂｌｅ ＰＣＰ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ
ｉｎｔｏ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｏｕｓｅ；
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肺孢子菌肺炎（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）
是艾滋病、肿瘤放化疗和器官移植患者等免疫低下

人群常见的机会性感染及致死原因［１］。 随着各类

免疫低下人群数目的增多，ＰＣＰ 的发病率逐年攀

升，使得 ＰＣＰ 的预防、治疗以及发病机制等方面的

研究成为多学科关注热点［２－４］。 而构建 ＰＣＰ 动物模

型是研究肺孢子菌在宿主内的生活史、致病机制、
药物筛选和疫苗研制的基础。

既往国内外实验室常使用大鼠或者日本大耳

兔等动物构建 ＰＣＰ 模型。 由于小鼠具有与人类更

接近的生化和遗传背景，同时具有价格低廉、可获

取性高、易于操作等优势，近年来更多小鼠品系被

用于制备 ＰＣＰ 动物模型［５－６］。 目前国内外常使用免

疫功能正常的小鼠构建 ＰＣＰ 模型，主要采用腹腔注

射、皮下注射或口服地塞米松、醋酸氢化可的松等

免疫抑制剂后，使小鼠发生自然感染的方法。 但上

述模型构建方法因存在耗时较长、死亡率较高、免
疫抑制剂注射次数多等缺点而难于获得理想的实

验资料。
为获得耗时较短、操作简单、死亡率低且稳定

的 ＰＣＰ 小鼠模型，使用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 重度联合免疫缺陷

（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）小鼠气管

接种肺孢子菌（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ，Ｐ． ｍｕｒｉｎａ）构

建 ＰＣＰ 模型，并通过病原学、分子生物学、细胞生物

学实验技术对模型小鼠进行免疫学评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１９ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＣＩＤ 小鼠，１８ ～ ２０ ｇ，６ ～ ８
周龄，购自北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】，饲养期间各组小鼠自由饮

水。 饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定，温度

控制在 ２２～２５℃。 实验动物饲养及操作在中国食品

药品检定研究院【ＳＹＸＫ（京）２０２２－００１４】完成，所有

操作都符合首都医科大学动物实验及实验动物管

理委员会的要求（ＡＥＥＩ⁃２０２０⁃０５４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

肺孢子菌 （ Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ， ＡＴＣＣ， ＰＲＡ⁃
１１１ＴＭ），六胺银染色试剂盒（源叶，Ｒ３０４３５），ＨＥ 染

色试剂盒 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ， Ｇ１１２０）， 胶原酶 ＩＶ （ Ｓｉｇｍａ，
Ｃ５１８３）， ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培 养 基 （ Ｇｉｂｃｏ， Ａ１０４９１０１ ），
ＰｒｉｍｅＤｉｒｅｃｔ 􀅺 Ｐｒｏｂｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ ＴａＫａＲａ，
ＲＲ６５０Ａ）， ＤＡＰＩ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， Ｇ１０１２ ）， 抗 体 ＣＤ４５
ＦＩＴＣ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１１⁃０４５１⁃８５），Ｇｒ⁃１ ＰＥ
（ ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ， ５５３１２８ ）， ＣＤ１１ｂ ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５
（ Ｔｏｎｂｏ， ６５⁃０１１２⁃Ｕ０２５）， ＣＤ４８ ＡＰＣ （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１７⁃０４８１⁃８２），ＣＤ１１ｃ ＡＰＣ⁃Ｃｙ７（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，
１１７３２４ ）， Ｇｒ⁃１ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， ＧＢ１１１２９ ）， ＣＤ６８
（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ１１０６７），ＭＰＯ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ１１２２４），
ＦＩＴＣ⁃ＴＳＡ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１２２２），Ｃｙ３ 标记山羊抗兔抗

体（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ２１３０３），ＨＲＰ 标记山羊抗兔抗体

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， ＧＢ２３３０３ ）。 多 色 流 式 细 胞 仪 （ ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ，美国），实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
７５００，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌种保存及菌液制备

６ 只 ＳＣＩＤ 小鼠用于肺孢子菌保种传代，参考

Ｚｈｅｎｇ 等［７］ 对肺孢子菌传代保种的方法，将 １×１０６

的肺孢子菌包囊经鼻滴注 ＳＣＩＤ 小鼠感染 ６ 周后麻

醉处死小鼠，取双侧肺组织剪碎，使用 ７０ μｍ 细胞

过滤器研磨滤过剪碎的肺组织，使用无菌 ＰＢＳ 吹吸

过滤，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上清，使用含

１％链霉素及青霉素的 １０％二甲基亚砜和 ９０％ 热灭

活的胎牛血清制成的冻存液重悬，液氮保存。

１２
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１􀆰 ２􀆰 ２　 建立 ＰＣＰ 动物模型

ＳＣＩＤ 小鼠随机分为模型组（Ｍｏｄｅｌ）、假手术组

（Ｓｈａｍ）和空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。 模型组和假手术

组每组 ５ 只，空白对照组每组 ３ 只。 模型组小鼠采

用 ２００ μＬ 的 ０􀆰 ８％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，使用

０􀆰 ２ μｍ 的 １ ｍＬ 胰岛素针气管内滴注 ６０ μＬ 含有

１０６ 的肺孢子菌核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）拷贝数的肺组

织匀浆液。 假手术组小鼠气管内滴注 ６０ μＬ 正常

ＳＣＩＤ 小鼠肺组织匀浆。 空白对照组不做干预处理。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集与制备　

肺泡灌洗液细胞：模型组小鼠肺孢子菌感染 ６
周，造模 ６ 周后，小鼠麻醉并行颈部脱臼处死，切开

皮肤分离气管，引流管插入气管下端并固定，使用

１ ｍＬ 注射器插入引流管，吸取 ５００ μＬ 无菌 ＰＢＳ 反

复抽吸灌洗 ３ 次，收集全部肺泡灌洗液，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，底层细胞使用 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬，获得肺

泡灌洗液细胞。
肺组织：剪开小鼠胸腔行肺灌流，待全肺变白

后取出双侧肺组织。 左肺剪碎，加入 ２ ｍＬ 消化液

（含 １０％ ＦＢＳ 和 １ ｍｇ ／ ｍＬ 胶原酶Ⅳ的 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基），３７℃摇床消化 ３０ ｍｉｎ，使用 ７０ μｍ 细胞过

滤器研磨，４００ 目滤网过滤，离心弃上清，收集肺组

织白细胞，加入 ３００ μＬ ＰＢＳ 重悬，用于流式细胞术

分析和计数。 右肺使用 ４％多聚甲醛固定。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

使用 ＰｒｉｍｅＤｉｒｅｃｔ 􀅺 Ｐｒｏｂｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒

检测小鼠肺组织匀浆中的肺孢子菌含量。 探针序

列 为： ５ ’⁃ＦＡＭ⁃ＣＣＣＡＧＡＡＴＡＡＴＧＡＡＴＡＡＡＧ⁃
ＭＧＢＮＦＱ⁃３’； 上 游 引 物 序 列 为： ５ ’⁃ＡＧＧＴＧＡＡ
ＡＡＧＴＣＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣ⁃３’，下游引物为 ５’⁃ＡＡＡ
ＡＣＣＴＣＴＴＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡ⁃３’。 以 肺 孢 子

菌 ｒＲＮＡ 为模板构建表达质粒，作为标准品。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺组织切片染色

将右侧完整肺组织 ４％多聚甲醛固定、石蜡包

埋及病理切片，行常规苏木素－伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）和六胺银染色，光镜下观察肺组织病理改

变和肺孢子菌。
肺组织切片双重免疫荧光染色：肺组织切片脱

蜡至水，抗原修复，牛血清白蛋白封闭，加入 １ ∶２００
稀释的一抗 Ｇｒ⁃１ 湿盒内 ４℃过夜，加入相应 Ｃｙ３ 二

抗避光孵育 ５０ ｍｉｎ，切片稍甩干后加入 ＦＩＴＣ⁃ＴＳＡ 避

光孵育 １０ ｍｉｎ，洗涤。 切片置于抗原修复液中微波

处理，滴加 １ ∶２０００ 稀释的一抗 ＣＤ６８ 湿盒 ４℃过夜，
加入相应 ＨＲＰ 二抗室温避光孵育 ５０ ｍｉｎ，切片稍甩

干后 滴 加 ４’，６⁃二 脒 基⁃２⁃苯 基 吲 哚 （ ４ ’， ６⁃
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色 １０ ｍｉｎ，封片，
共聚焦显微镜观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞术

取 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬的肺泡灌洗液细胞和肺组

织白细胞加入抗 ＣＤ４５、Ｇｒ⁃１、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ４８、ＣＤ１１ｃ
混合抗体进行 ４℃染色，清洗，重悬，加入计数微珠，
使用 ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ 流式细胞仪进行细胞分型和计

数，使用 Ｆｌｏｗｊｏ １０􀆰 ６􀆰 ２ 软件进行流式数据分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

符合正态分布的实验数据以平均值±标准误差

（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示，实验数据使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软

件进行统计学分析，三组组间实验数据使用单因素

方差分析进行比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 肺组织肺孢子菌含量

如图 １ 所示，实时荧光定量 ＰＣＲ 阳性质粒标准

品的扩增曲线检测下限为 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，检测上限

为 １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，阳性标准品生成的标准曲线为 ｙ
＝ －０􀆰 ２５１６ｘ ＋ １２􀆰 ０７５，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５４，线性关系良好。
实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示模型组的循环阈值（Ｃｔ
值）要明显低于空白对照组和假手术组，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 同时模型组 Ｐｃ ｒＲＮＡ 拷贝数

和空白对照组及假手术组相比较，差异具有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 １）。
２􀆰 ２　 肺组织原位病原学和病理检查

六胺银染色发现，模型组小鼠肺组织中可查见

肺孢子菌子囊和滋养体（图 ２Ａ），肺孢子菌阳性检

出率为 ８０％（４ ／ ５），而空白对照组和假手术组六胺

银染色镜检未见肺孢子菌滋养体或包囊。 模型组

小鼠肺组织六胺银染色可见肺孢子菌包囊呈圆形、
椭圆形或月芽形，囊壁为淡褐色，囊内小体不着色，
可见条索样结构。 ＨＥ 染色可见空白对照组肺组织

结构正常，假手术组肺组织结构可见轻度改变。 与

空白对照组和假手术组相比，模型组小鼠肺间质增

宽，肺泡壁增厚，同时肺泡腔内可见泡沫样渗出，间
质中有明显增多的中性粒细胞浸润（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 肺组织炎性细胞浸润分析

肺组织切片免疫荧光染色结果显示，空白对照

组肺组织切片仅可见 ＤＡＰＩ 复染的细胞核，无 ＣＤ６８
（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１（红色荧光）阳性信号。 假手术

组中除可见 ＤＡＰＩ 复染的细胞核外，还可见少量

２２
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注：Ａ：肺孢子菌 ｒＲＮＡ 阳性标准品的扩增曲线；Ｂ：肺孢子菌 ｒＲＮＡ 阳性标准品的标准曲线。

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线和标准曲线

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ． Ｂ． Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ
Ｐ． ｍｕｒｉｎａ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

表 １　 三组小鼠肺组织肺孢子菌检测结果比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
指标
Ｉｎｄｅｘ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

假手术组
Ｓｈａｍ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｃｔ ｖａｌｕｅ）ｑＲＴ⁃ＰＣＲ（Ｃｔ ｖａｌｕｅ） ３０􀆰 ８３ ± １􀆰 ２７ ３０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ５６ ２１􀆰 ９２ ± １􀆰 ５５∗ １６􀆰 １１ ＜ ０􀆰 ０１

肺孢子菌 ｒＲＮＡ 浓度对数值（Ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｌｏｇ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒＲＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ

（Ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
３􀆰 ０３ ± ０􀆰 ３９ ３􀆰 ７２ ± ０􀆰 ３１ ６􀆰 ５６ ± ０􀆰 ３９∗ ２５􀆰 ４５ ＜ ０􀆰 ００１

六胺银检测阳性率
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ ０ ０ ８０％ ／ ／

注：六胺银检测阳性率：阳性样本量 ／ 检测的样本量；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

注：Ａ：小鼠肺组织六胺银染色，黑色箭头所示为肺孢子菌包囊；Ｂ：小鼠肺组织 ＨＥ 染色，红色箭头所示为肺组织粒细胞浸润。

图 ２　 小鼠肺组织六胺银和 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｓｔｓ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｂ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

３２
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ＣＤ６８＋巨噬细胞（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞（红
色荧光）浸润于肺间质（图 ３Ａ）。 与空白对照和假

手术组相比，模型组小鼠肺组织切片 ＣＤ６８＋巨噬细

胞（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞（红色荧光）浸润

明显增多。 显微计数统计分析结果显示，模型组小

鼠肺组织中性粒细胞计数高于空白对照组，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；模型组巨噬细胞计数高于空

白对照组和假手术组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
（图 ３Ｂ）。 此外，中性粒细胞活化标志髓过氧化物

酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）在模型组小鼠肺组织中

的表达水平显著高于空白对照组和假手术组（图
３Ｃ，３Ｅ）；同时，巨噬细胞活化标志一氧化氮合酶

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）在模型组小鼠

肺组织中的表达水平显著高于空白对照组和假手

术组，差异具有显著性（图 ３Ｄ，３Ｅ），提示在模型组

中的中性粒细胞和巨噬细胞活化水平显著升高。
２􀆰 ４　 流式分析肺脏免疫细胞变化

空白对照组、假手术组、模型组小鼠肺组织和

肺泡灌洗液中性粒细胞和单核细胞变化见表 ２。 统

计结果显示，肺组织中，与空白对照组和假手术组

相比，模型组中性粒细胞计数和中性粒细胞占白细

胞百分比均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；同时模型组单核

细胞计数及单核细胞占白细胞百分比也显著高于

空白对照组和假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 在肺泡灌洗液

中，与空白对照组和假手术组相比，模型组中性粒

细胞计数和中性粒细胞占白细胞百分比显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；同时模型组单核细胞计数和单核细胞

占白细胞百分比也显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：Ａ：肺组织 ＣＤ６８＋巨噬细胞和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞免疫荧光染色；Ｂ：巨噬细胞和中性粒细胞计数；Ｃ：肺组织 Ｇｒ⁃１ 和 ＭＰＯ 免疫荧光

染色；Ｄ：肺组织 ＣＤ６８ 和 ｉＮＯＳ 免疫荧光染色；Ｅ：肺组织 Ｇｒ⁃１＋ＭＰＯ＋活化中性粒细胞和 ＣＤ６８＋ ｉＮＯＳ＋活化巨噬细胞计数。 两组间比

较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 肺组织免疫荧光双重染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ＣＤ６８＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ Ｇｒ⁃１＋ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ． Ｃ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ Ｇｒ⁃１ ａｎｄ ＭＰＯ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｄ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ＣＤ６８ ａｎｄ ｉＮＯＳ ｉｎ ｌｕｎｇ

ｔｉｓｓｕｅ． Ｅ． Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｇｒ⁃１＋ ＭＰＯ＋ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ＣＤ６８＋ ｉＮＯＳ＋ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｏｕｂｌｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

４２
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表 ２　 流式细胞术分析 ＰＣＰ 模型小鼠免疫学变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＣＰ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
样本类型

Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ
指标
Ｉｎｄｅｘ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

假手术组
Ｓｈａｍ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

肺
Ｌｕｎｇ

粒细胞计数（×１０４）
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃｏｕｎｔ（×１０４）

０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１ １􀆰 ８１ ± ０􀆰 ９８ ２５􀆰 ４ ± ４􀆰 １０∗

单核细胞计数（×１０２）
Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

０􀆰 １９ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５１ １２４􀆰 ８４ ± ２６􀆰 ６８∗

粒细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ（％） ６􀆰 ０２ ± １􀆰 ４８ ４０􀆰 ４４ ± １９􀆰 ０７ ８４􀆰 ８６ ± ３􀆰 ３６∗

单核细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ（％） ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０８ ４􀆰 ２３ ± ０􀆰 ７０∗

肺泡灌洗液
Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｆｌｕｉｄ

粒细胞计数（×１０２）
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

１􀆰 ５８ ± ０􀆰 ３４ ３􀆰 ８７ ± １􀆰 ３２ ３２２􀆰 ７９ ± １４３􀆰 ０９∗

单核细胞计数（×１０２）
Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

０􀆰 ８０ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ２３ １􀆰 ７２ ± １􀆰 ０４∗

粒细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ（％） ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０４ ３２􀆰 ５２ ± １２􀆰 ２６∗

单核细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ（％） ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 １０∗

注：粒细胞百分比：中性粒细胞占 ＣＤ４５＋白细胞的比例；单核细胞百分比：单核细胞占 ＣＤ４５＋白细胞的比例；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｔｏ ＣＤ４５＋ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ＣＤ４５＋

ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

本研究通过对 ＳＣＩＤ 小鼠气道内接种肺孢子菌

获得稳定的 ＰＣＰ 模型。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肺孢子菌感

染具有高灵敏度和特异度，该方法已成熟用于 ＰＣＰ
动物模型肺样本的肺孢子菌载量检测，以及早期肺

孢子菌感染的临床辅助诊断［８－１０］。 本研究通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 发现，模型组小鼠肺孢子菌载量显著高于

空白对照组和假手术组，表明该研究的模型构建方

法可靠。
模型组小鼠肺组织切片六胺银染色查见肺孢

子菌包囊和滋养体，阳性检出率为 ８０％，ＨＥ 结果显

示，与空白对照组和假手术组相比，模型组小鼠肺

组织损伤明显，模型组小鼠肺组织可见明显的肺间

质增宽，肺泡壁增厚、肺泡内红细胞渗出，大量中性

粒细胞浸润。 模型组小鼠肺组织损伤程度可能与

小鼠品系及免疫背景有关。 Ｗａｌｚｅｒ 等［１１］ 发现皮下

注射免疫抑制剂诱导小鼠发生肺孢子菌感染，Ｃ３Ｈ ／
ＨｅＮ 品系小鼠能发生重度感染， 而 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠发生中度的肺孢子菌感染。 Ｗｒｉｇｈｔ
等［１２］发现重度免疫缺陷的 ＣＢ１７ 小鼠能发生正常

的肺孢子菌感染，但未出现肺部炎症。 同时发现与

ＣＤ４＋ＣＤ８＋Ｔ 细胞耗竭的小鼠相比，ＣＤ４＋Ｔ 细胞耗竭

的小鼠在肺孢子菌感染后出现更严重的肺部炎症。
当然，ＰＣＰ 模型小鼠肺组织病理改变可能与肺孢子

菌接种菌量及感染时间相关。 Ｚｈａｎｇ 等［１３］ 发现，

ＰＤ⁃１ 敲除的小鼠经地塞米松诱导免疫抑制后气管

内接种肺孢子菌，ＰＣＰ 小鼠的肺组织 ＨＥ 染色结果

显示 ＰＤ⁃１ 敲除小鼠的肺部炎性情况在肺孢子菌感

染早期较轻，接种后的 ３ ～ ７ 周内炎性细胞浸润不

断增加。 ＭｃＫｉｎｌｅｙ 等［１４］ 发现在 ＰＣＰ 模型小鼠中，
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋的调节性 Ｔ 细胞发挥控制炎症反应的作

用，肺孢子菌感染的初期 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞

在 １４ ｄ 达到峰值，小鼠肺部炎症较轻，随着肺孢子

菌接种时间的进展，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞开始

降低，此时小鼠肺泡灌洗液中炎性细胞越来越多，
肺损伤也越来越重。

多项研究显示，肺泡灌洗液中分离的中性粒细

胞可作为非艾滋免疫缺陷 ＰＣＰ 病人的预后评估指

标，也能作为艾滋 ＰＣＰ 病人短期预后的独立风险因

素［１５－１７］。 Ｚｈａｎｇ 等［１８］ 发现，在非艾滋免疫缺陷的

ＰＣＰ 病人的肺泡灌洗液中有大量增多的中性粒细

胞，这些 ＰＣＰ 病人循环血液中的中性粒细胞和

ＣＤ４＋Ｔ 细胞分别高表达 ＰＤ⁃Ｌ１ 和 ＰＤ⁃１ 分子，提示

中性粒细胞可能通过调节淋巴细胞功能发挥杀菌

作用。 虽然目前关于中性粒细胞在 ＰＣＰ 疾病进展

中的具体作用及其机制还未阐明，但是动物研究发

现随着 ＰＣＰ 进展，肺组织损伤都伴随着中性粒细胞

的大量浸润［１９］。 这些在临床艾滋和非艾滋 ＰＣＰ 病

人及 ＰＣＰ 动物研究中的结果均提示，中性粒细胞参

与肺脏组织损伤。 此外，炎性单核细胞可被募集至

感染部位发挥直接杀菌作用，同时它也是巨噬细胞

５２
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及树突状细胞的前体细胞，但关于炎性单核细胞在

肺孢子菌感染模型中很少有报道。 为了进一步明

确 ＰＣＰ 小鼠模型肺内免疫学变化，本研究对肺组织

进行了免疫荧光双重染色，同时对肺组织内细胞及

肺泡灌洗液分离的细胞进行流式细胞术检测。 肺

组织免疫荧光双重染色结果显示，与空白对照组和

假手术组相比，模型组小鼠肺组织中性粒细胞和巨

噬细胞浸润明显增多，同时细胞活化程度显著升

高。 流式检测发现，在肺泡灌洗液和肺组织中的中

性粒细胞计数和百分比均显著高于空白对照组和

假手术组，与既往报道的 ＰＣＰ 动物肺组织大量粒细

胞浸润结果一致。
综上，使用 ＳＣＩＤ 小鼠经气管切开接种定量的

肺孢子菌，不仅能获得稳定的 ＰＣＰ 动物模型资料，
还能通过控制小鼠初始感染程度以缩短成模时间

和提高模型小鼠的存活率，该模型方法有望成为未

来开展 ＰＣＰ 研究的基础。
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