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肺纤维化大鼠模型造模方法的优化
陈广瑞１，２，李俭２，梁笛２，秦宜德１，付汉江１，２∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 比较气管内滴注、气管内雾化喷入博来霉素（５ ｍｇ ／ ｋｇ）两种给药方式，以及比较腹腔注射

３％戊巴比妥钠麻醉、异氟烷呼吸麻醉（与氧气混合吸入时，异氟烷浓度为 ０． ５％）两种麻醉方式对肺纤维化大鼠

模型的影响，探讨更优的造模方法。 方法　 选择雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５０ 只，随机分为空白对照组、腹腔麻醉气管

内滴注组、腹腔麻醉气管内雾化喷入组、呼吸麻醉气管内滴注组和呼吸麻醉气管内雾化喷入组，每组各 １０ 只。
观察给药后 １、３、７、１４、２１ ｄ，各组大鼠的生存状况及体重变化；给药 ３ 周后处死大鼠，取肺称重，计算肺系数；ＨＥ
染色观察肺组织炎症变化；Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肺组织中胶原增殖；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肺组织中转化生长因子⁃β１
（ＴＧＦ⁃β１）蛋白表达量；碱水解法检测肺组织中羟脯氨酸（ＨＹＰ）的含量。 结果 　 与空白对照组比，４ 种模型组的

大鼠精神状态不佳、体重下降、肺指数上升；肺组织损伤明显，炎症水平增加，胶原增殖显著；肺组织中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋

白表达水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；发现仅气管内雾化喷入博来霉素组大鼠肺组织中羟脯氨酸的含量增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 发现气管内滴注的建模方式其模型大鼠肺部纤维化病灶分布不均匀，纤维化程度不一。 麻醉程度均为

中麻醉的情况下，异氟烷呼吸麻醉（与氧气混合吸入时，异氟烷浓度为 ０􀆰 ５％）的大鼠平均苏醒时间和死亡率均

低于腹腔注射 ３％戊巴比妥钠麻醉方式。 结论　 异氟烷呼吸麻醉下气管内雾化喷入博来霉素是建立肺纤维化大

鼠模型的优选造模方法。
【关键词】 　 造模方法；肺纤维化；博来霉素；麻醉方式
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　 　 肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是一种临床

常见病症，是由多种原因引起的慢性炎症间质性肺

疾病。 其临床表现为不同程度的呼吸困难、咳嗽，
部分患者甚至出现呼吸衰竭而危及生命［１］；严重的

还会导致肺部结构改变，功能丧失［２］。 近年来，其
发病率和死亡率呈逐渐上升的趋势，５ 年生存率不

到 ５０％［３］。 肺纤维化是新冠肺炎的后遗症与并发

症之一［４］，有调查显示，超过三分之一的患者核酸

转阴后仍存在肺部纤维化的情况，后疫情时代，新
冠肺炎的后遗症问题应当引起足够的重视［５］。 肺

纤维化动物模型是开展相关研究的必要工具。 目

前用于建立肺纤维化动物模型的诱导药物有博来

霉素［６］和百草枯［７］，其中以博来霉素最为常用［８］。
已有大量的实验证明，可通过腹腔注射［９］、尾静脉

注射［１０］、气管“Ｔ”形切口后气管内灌注［１１］等给药途

径建立肺纤维化动物模型。 腹腔注射形成的纤维

化病灶与尾静脉注射给予博来霉素会使模型动物

出现胃肠道反应和尾巴肿胀坏死的情况［１２］。 气管

“Ｔ”形切口后气管内灌注会形成创口，不利于后续

灌胃给药等实验的进行。 本文建立一种气管内雾

化喷入博来霉素的给药方式，并对气管内滴注、气
管内雾化喷入两种给药方式进行比较；同时对异氟

烷呼吸麻醉（异氟烷与氧气混合吸入时，异氟烷浓

度为 ０􀆰 ５％）和腹腔麻醉（３％戊巴比妥钠）进行了比

较，探讨建立肺纤维化大鼠模型更优的造模方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体重（１８０ ±
１０）ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１６－００１１】。 正常进食，实验前适应性

喂养 １ 周。 大鼠饲养在湿度恒定，２２ ～ ２６℃和 １２ ｈ
光 ／暗循环的环境中，饲养于军事医学研究院实验

动物中心进行【ＳＹＸＫ（军）２０１７－００２３】。 本实验所

有相关操作均在军事医学研究院动物伦理委员会

的批准下进行，动物管理和使用均符合法规要求

（ＩＡＣＵＣ⁃ＤＷＺＸ⁃２０２０⁃５０３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

异氟 烷 （ 上 海 玉 研 科 学 仪 器 有 限 公 司，
Ｓ１００１０５３３），盐酸博来霉素（美国 ＭＣＥ 公司，ＨＹ⁃
１７５６５Ａ），戊巴比妥钠粉剂（国药集团化学试剂有限

公司， ＷＳ２０２００４０１ ）， ＢＣＡ 蛋 白 检 测 试 剂 盒

（Ｔｈｅｒｍｏ， ＴＣ ２６３６１４），羟脯氨酸 （ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，
ＨＹＰ）试剂盒（南京建成生物工程研究所，Ａ０３０⁃２⁃
１），β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（北京普利莱基因技术有限公司，
ｃ１３１３），ＴＧＦ⁃β１ 抗体（Ａｂｃａｍ，ａｂ１７９６９５），ＲＩＰＡ 裂

解液（北京普利来基因技术有限公司，ｃ１０５３），蛋白

酶抑制剂（北京普利来基因技术有限公司，Ｐ１２５６）。
５２００ 全自动数码凝胶图像分析系统（上海天能

科技有限公司，中国）， ＳＰＦｃｔｒａ ＭＡＸ １９０ 酶标仪

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国），Ａ１１６６５７０４９５０ 紫外分光

光度计（岛津，日本），注射针、喷雾针（北京慧荣和

科技有限公司，中国），ＸＥ７０ 氧气发生器（ＰＦＡＫ，英
国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型的建立及分组

将 ５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠称重、编号，适应性饲

养 １ 周后随机分组，每组 １０ 只，分为①空白对照组、
②腹腔麻醉气管内滴注组、③腹腔麻醉气管内雾化

喷入组、④呼吸麻醉气管内滴注组、⑤呼吸麻醉气

管内雾化喷入组。 造模方式如图 １。 腹腔麻醉使用

３％戊巴比妥钠，剂量为 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ；异氟烷呼吸麻醉

使用氧气发生器，将大鼠放置在一个密闭空间中，
异氟烷与氧气混合吸入时，异氟烷浓度为 ０􀆰 ５％。
当观察到大鼠呈规则的胸腹式呼吸，呼吸数、换气

量减少时，取出，观察眼的表现为：大鼠眼球置中央

或靠近中央眼睑反射迟钝，对光反射亦迟钝，瞳孔

２０２
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稍开大；无口腔反射，说明已将大鼠麻醉至中麻

醉［１３］。 若眼表现为：有眼球运动、眼睑、对光反射眼

球向内下方，瞳孔收缩，结膜露出，流泪；口腔反射：
咽下、咽喉头反射尚有，则为浅麻醉，将动物放回，
继续麻醉至中麻醉。 将博来霉素粉末溶于无菌生

理盐水，终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，待完全溶解后过 ０􀆰 ２２
μｍ 滤膜除菌。 待大鼠至中麻醉后，将大鼠置于倾

斜的操作台上，腹部向上，喉镜压住舌根暴露气管

口，注射针经口腔到达气管，进针约 ５ ｃｍ，分别气管

内滴 注、 气 管 内 雾 化 喷 入 博 来 霉 素， 剂 量 为

５ ｍｇ ／ ｋｇ，此过程在 １５ ｓ 内进行。 给予博来霉素后

将大鼠直立并左右旋转，使药液在肺内均匀分布。
待动物苏醒后，将动物置于 ＳＰＦ 级动物饲养房正常

饲养 ２１ ｄ。 期间观察各组大鼠的生存状况，体重变

化。 ２１ ｄ 后将大鼠按其分组时命名的麻醉方式进

行麻醉，沿腹中线剖开，取肺，洗净，称重，计算肺指

数。 取左肺放入 ４％多聚甲醛通用型组织固定液，
用作病理检测；右肺上肺叶用作 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；右肺

中肺叶用作羟脯氨酸的检测，右肺下肺叶放进冻存

管冻存于－８０℃冰箱留存备用。

图 １　 博来霉素诱导大鼠肺纤维化的造模流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＦ ｉｎ ｒａｔｓ

１􀆰 ２􀆰 ２　 观察各组大鼠体重变化

建立 ＰＦ 大鼠模型后，观察各组大鼠 １、３、７、１４、
２１ ｄ 的生存状况及体重变化。
１􀆰 ２􀆰 ３　 观察各组大鼠肺组织表面特征及肺指数

变化

建立 ＰＦ 大鼠模型后第 ２２ 天，将各组的大鼠分

别称重，按其分组时命名的麻醉方式麻醉后，沿腹

中线剖开，取双肺，用预冷的生理盐水洗净，吸水纸

吸干水分，称量肺组织湿重，计算肺指数，肺指数 ＝
肺组织湿重 ／大鼠体重。
１􀆰 ２􀆰 ４　 病理检测

取各组大鼠的左肺，经预冷的生理盐水充分洗

净，擦干水分，放入 ４％多聚甲醛通用型组织固定

液，固定 ２４ ｈ 后，经脱水、透明、浸蜡和包埋，最后切

片，ＨＥ 染色观察肺泡炎症变化，Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肺

组织纤维化。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达量

取各组大鼠的右肺上叶，加入含蛋白酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 裂解液充分研磨后置于冰上裂解，每 １０
ｍｉｎ 振荡 １０ ｓ，共 ３０ ｍｉｎ。 然后在 ４℃，１１ ４４０ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，收集上清液，ＢＣＡ 法测定上清液中蛋

白含量。 取 ５０ μｇ 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，随后

转移至 ＰＶＤＦ 膜，用 ５％脱脂牛奶室温封闭 ９０ ｍｉｎ，
洗膜，加入一抗稀释液 （ ＴＧＦ⁃β１，１ ∶ ５０００；β⁃ａｃｔｉｎ，
１ ∶５０００），４℃ 冰箱过夜，次日加入辣根过氧化物酶

标记的二抗，室温孵育 ４０ ｍｉｎ，最后使用 ＥＣＬ 显色。
利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件进行分析，结果用灰度值

表示，以目的蛋白与 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值比值，作为目

的蛋白表达的相对水平。
１􀆰 ２􀆰 ６　 碱水解法检测羟脯氨酸（ＨＹＰ）的含量

取各组大鼠的右肺中叶，匀浆，按照试剂盒说

明书进行操作，检测肺组织中羟脯氨酸的含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３􀆰 ０ 统计软件进行

３０２



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ２ 月第 ３１ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ２

统计分析，计量资料以平均值 ± 标准差（ｘ－ ± ｓ）表

示，进行单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 对大鼠存活率的影响

空白对照组大鼠精神状态良好、毛色鲜亮、生

长正常、无大鼠死亡。 麻醉程度均为中麻醉的情况

下，呼吸麻醉的大鼠苏醒较快，平均时间为 １ ｍｉｎ，给
予博来霉素后死亡率为 ０；而腹腔注射 ３％戊巴比妥

钠的大鼠苏醒较慢，平均时间为 １０ ｍｉｎ，给予博来霉

素后均有不同程度的死亡率，其中腹腔麻醉气管内

滴入组大鼠死亡率为 ２０％，腹腔麻醉气管内雾化喷

入组大鼠死亡率为 ４０％，如表 １。

表 １　 ４ 种建模方式的大鼠的死亡率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｍｏｄｅｌｅｄ ｉｎ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｙｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ 总死亡率（％）

Ｔｏｔａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ（％）

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０ ０ ０

腹腔麻醉气管内滴注组
Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ２ ０ ０ ０ ２０

呼吸麻醉气管内滴注组
Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ０ ０ ０ ０ ０

腹腔麻醉气管内雾化喷入组
Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ４ ０ ０ ０ ４０

呼吸麻醉气管内雾化喷入组
Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ０ ０ ０ ０ ０

２􀆰 ２　 对大鼠体重的影响

空白对照组大鼠体重呈逐渐上升的趋势，其余

４ 个建模组大鼠在 ０ ～ １ ｄ 的体重趋于平缓，各组大

鼠体重与空白对照组比差异不具有显著性；１ ～ ３ ｄ
体重下降且与空白对照组相比均具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；各模型组与空白对照组相比，３ ～ ７ ｄ
体重急剧下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；７ ～ １４ ｄ 各模型组大

鼠体重均有所上升，上升幅度与空白对照组间具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；１４ ～ ２１ ｄ 各模型组大鼠

体重仍旧上升且与空白对照组大鼠相比具有统计

学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中呼吸麻醉气管内雾化喷入

组大鼠与其余 ３ 个模型组大鼠相比体重上升最为缓

慢（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（如图 ２）。
２􀆰 ３　 对肺组织的表面特征及肺指数的影响

如图 ３，与空白对照组大鼠肺组织相比，４ 个模

型组大鼠肺组织表面均有不同的肺纤维化病灶，且
气管内雾化喷入的两组大鼠肺组织表面的纤维化

病灶更加均匀。 如表 ２，与空白对照组相比，腹腔麻

醉气管内滴注组、呼吸麻醉气管内滴注组及腹腔麻

醉气管内雾化喷入组大鼠肺指数上升显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 而呼吸麻醉气管内雾化喷入组大鼠肺指数

上升最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 ４ 种建模方式对 ＰＦ 大鼠肺组织炎症的影响

如图 ４，空白对照组大鼠肺组织肺泡结构正常；

注：ａ：空白对照组；ｂ：腹腔麻醉气管内滴注组；ｃ：呼吸麻醉气管内

滴注组；ｄ：腹腔麻醉气管内雾化喷入组；ｅ：呼吸麻醉气管内雾化喷

入组。 （下图同）

图 ２　 不同建模方式致肺纤维化的大鼠及正常大鼠体重

Ｎｏｔｅ． ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ． Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ

ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ． ｃ． Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ． ｄ． Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ

ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ． ｅ． Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ

ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＦ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ

肺内支气管上皮细胞无明显脱落；未见明显的炎性

改变。 ４ 组不同的模型组大鼠的肺组织均有不同程

度的肺泡扩张，肺泡壁变薄；组织多处淤血、出血；
组织实质化，肺泡结构不清晰；肺泡壁增厚，并伴有

４０２
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图 ３　 不同建模方式致肺纤维化的大鼠肺组织表面特征

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

表 ２　 ４ 种建模方式对肺纤维化大鼠肺指数的影响（ｘ－ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＦ（ｘ－ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

２１ ｄ 后肺指数（ｍｇ ／ ｇ）
Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｄｅｘ ａｆｔｅｒ ２１ ｄ（ｍｇ ／ ｇ）

空白对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２０２ ± ０􀆰 １１４

腹腔麻醉气管内滴注组
Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ５􀆰 ９７１ ± ０􀆰 ３５６∗

呼吸麻醉气管内滴注组
Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ６􀆰 ００２ ± ０􀆰 １５４∗

腹腔麻醉气管内雾化喷入组
Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ６􀆰 ４８４ ± ０􀆰 ２５１∗

呼吸麻醉气管内雾化喷入组
Ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ６􀆰 ７１５ ± ０􀆰 ２１７∗∗

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

图 ４　 ４ 种建模方式对 ＰＦ 大鼠肺组织内炎症程度的影响（ＨＥ 染色， ×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＰＦ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）

多量的粒细胞浸润；肺泡腔内可见巨噬细胞浸润。
其中雾化喷入的两组模型组大鼠其肺组织实质化，
炎症程度最为严重。
２􀆰 ５　 对 ＰＦ 大鼠肺组织的胶原增殖的影响

如图 ５ 所示，空白对照组，Ｍａｓｓｏｎ 染色下，组织

未见明显蓝色胶原纤维增生，肺泡结构正常，未见

明显异常改变。 ４ 组模型组中，气管内滴注的两组

其肺泡壁增厚，蓝色纤维中度增生；气管内雾化吸

入的两组其肺泡结构消失，组织可见大量蓝色纤维

增生，呈弥漫性沉积，肺内实质化较为严重。

２􀆰 ６　 对 ＰＦ 大鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达量的

影响

与空白对照组比，４ 组模型组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达

量明显上升，将其灰度值比较，差异具有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）。 ４ 组模型组之间差异不显著（图 ６）。
２􀆰 ７　 对 ＰＦ 大鼠肺组织羟脯氨酸（ＨＹＰ）的含量

影响

与空白对照组比，４ 个模型组大鼠肺组织 ＨＹＰ
含量均上升，仅呼吸麻醉气管内雾化喷入组与空白

对照组相比差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７）。

５０２
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图 ５　 ４ 种建模方式对 ＰＦ 大鼠肺组织内胶原增殖程度影响（Ｍａｓｓｏｎ 染色， ×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＰＦ （Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）

注：与空白对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 各组大鼠肺组织中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ７　 各组大鼠肺组织中 ＨＹＰ 含量的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＹＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论
ＰＦ 是一种以肺泡上皮重塑和细胞外基质积累

为特征的慢性肺疾病［１４］。 其病理主要改变为肺组

织炎性细胞浸润、肺泡结构破坏、胶原沉积。 前期

实验证明，博来霉素可通过腹腔注射［９］、气管内灌

注［１１］、尾静脉注射［１０］等途径建立 ＰＦ 大鼠模型。 本

研究通过无创气管内滴注、气管内雾化喷入博来霉

素的给药方式建立 ＰＦ 大鼠模型。 在给予博来霉素

诱导 ３ ｄ 后大鼠体重急剧下降、精神萎靡、行动迟

缓、毛色不佳；１ 周后体重逐渐上升但仍低于空白对

照组大鼠的体重，精神状态有所好转，但毛色依旧

暗黄。 肺指数分析被认为是估计肺水肿程度的一

种简单方法［１５］，肺指数结果显示，各模型组大鼠肺

指数均上升，呼吸麻醉气管内雾化喷入组大鼠肺指

数上升最为明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＨＥ 染色发现各模型

组大鼠肺泡结构改变，肺组织实质化，并伴有多量

粒细胞浸润，肺泡腔内可见巨噬细胞浸润；Ｍａｓｓｏｎ
染色观察到肺间质内大量蓝色胶原纤维形成，与参

考文献研究结果一致［１６］。 ＴＧＦ⁃β１ 作为驱动肺泡上

皮损伤的关键细胞因子之一［１７］，是反映肺组织受损

程度的指标之一，ＨＹＰ 是组织中胶原纤维的特有成

分，其含量能反映组织中胶原纤维的变化情况，是
衡量其胶原组织代谢的重要指标［１８］。 本研究结果

显示，４ 种模型组大鼠肺组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达量均

上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），仅呼吸麻醉气管内雾化喷入组大

鼠肺组织 ＨＹＰ 含量上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 以上结果表

明，气管内滴注及气管内雾化吸入博来霉素的方式

均可建立 ＰＦ 模型，且均无创口，对于后续的灌胃给

药治疗更有益。 比较两种给药方式，气管内滴注的

建模方式存在模型大鼠肺部纤维化病灶分布不均

匀、纤维化程度不一的缺点；而气管雾化喷入的建

模方式，不仅肺组织纤维化病灶更加均匀，肺指数

上升显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且肺组织中 ＨＹＰ 含量增加更

为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），优于气管内滴注的建模方式。
对于麻醉方式的选择，腹腔注射 ３％戊巴比妥

钠及异氟烷呼吸麻醉（与氧气混合吸入时，异氟烷

浓度为 ０􀆰 ５％）均将大鼠麻醉至中麻醉［１３］，即呼吸方

式为：规则的胸腹式呼吸，呼吸数、换气量减少，血
压、心搏数一定；眼的表现为：大鼠眼球置中央或靠

近中央眼睑反射迟钝，对光反射亦迟钝，瞳孔稍开

大；口腔反射：无。 麻醉程度均为中麻醉的情况下，

６０２
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呼吸麻醉的大鼠苏醒较快，平均时间为 １ ｍｉｎ，给予

博来霉素后死亡率为 ０；而腹腔注射 ３％戊巴比妥钠

的大鼠苏醒较慢，平均时间为 １０ ｍｉｎ，给予博来霉素

后均有不同程度的死亡率。
以上结果表明，异氟烷呼吸麻醉气管内雾化喷

入的造模方式，其模型大鼠肺组织更加均匀，肺纤

维化程度更加明显且大鼠麻醉后苏醒更快，存活率

高，更适用于博来霉素诱导的肺纤维化大鼠模型的

建立。 本研究优化了肺纤维化大鼠模型建立的方

法，以期为研发治疗肺纤维化的药物提供研究基础。
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