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［基金项目］河南省科技研发计划联合基金（优势学科培育类）项目（２３２３０１４２００２０），国家自然科学基金项目（８２３０５１３８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｍｉｎａｎｔ Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅｓ ）
（２３２３０１４２００２０）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２３０５１３８） ．
［作者简介］唐会猛，男，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统相关疾病。 Ｅｍａｉｌ：２２５２４２２６８９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］田燕歌，女，博士，副教授，研究方向：中医药防治呼吸病。 Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｅ０９１０＠ １２６． ｃｏｍ

单双次气管内滴注博来霉素诱导肺纤维化
大鼠模型的比较

唐会猛１，２，宋庆华３，谢云云１，２，孙鑫１，２，杨帆１，２，杨曙光１，田燕歌３∗

（１． 河南中医药大学第一附属医院呼吸科，郑州　 ４５００００；２． 河南中医药大学第一临床医学院，
郑州　 ４５００４６；３． 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，

河南省中医药防治呼吸病重点实验室，郑州 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用单次及两次气管内滴注博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）构建肺纤维化大鼠模型，比较 ２ 种造

模方式的成模率及稳定性。 方法　 １５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠随机分成空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、单次气管内滴注博来

霉素组（ＢＬＭ⁃Ｓ 组）、两次气管内滴注博来霉素组 （ ＢＬＭ⁃Ｍ 组）。 ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 １ 天采用无创气管内滴注 ＢＬＭ
（３ ｍｇ ／ ｋｇ，单次）诱导；ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 １、１４ 天分别气管内滴注 ＢＬＭ（３、２ ｍｇ ／ ｋｇ）诱导，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组采用无创气管内滴注

０􀆰 ９％氯化钠注射液（１ ｍＬ ／ ｋｇ）；于造模后第 ２８、４２、５６、８４ 天分批取材。 检测大鼠深吸气量（ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ，
ＩＣ）、肺活量（ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ，ＶＣ）、静态肺顺应性（ ｓｔａｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ，Ｃｃｈｏｒｄ）及动态肺顺应性（ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｕｎｇ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｄｙｎ）；观察大鼠肺组织病理变化，并对肺泡炎及纤维化程度进行评分；采用免疫组化检测大鼠肺组织

Ⅲ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅲ，ＣＯＬ⁃Ⅲ）表达。 结果　 （１）一般状态及生存情况：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组和 ＢＬＭ⁃Ｍ 组生存

率分别为：１００％、８０％、６６％。 第 １４ ～ ４２ 天，ＢＬＭ⁃Ｓ 组与 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠体重显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 第 ２８ ～ ４２ 天，ＢＬＭ⁃Ｍ 组体重显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）肺功能：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，第 ２８ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺功能 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ
显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ ～ ８４
天 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （３）肺病理：第 ２８ ～ ８４ 天，ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠出现炎

性浸润及纤维条索后逐渐减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠出现纤维化及肺泡炎后较为稳定（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 （４）胶原沉积：各时间点 ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺组织内 ＣＯＬ⁃Ⅲ表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ ～ ８４ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＣＯＬ⁃Ⅲ含量显著低于 ２８ ｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ２ 种造模方式均可成功建立肺纤

维化模型，其中单次法操作简便，大鼠死亡率更低，２８ ｄ 时纤维化程度明显，但在 ４２ ｄ 之后会逐渐恢复；两次法造模

成功率更高，模型稳定性更好，至 ８４ ｄ 仍有超半数大鼠存在明显纤维化。
【关键词】 　 肺纤维化；动物模型；博来霉素；单次及两次给药
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（１． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ；
２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｃｏ⁃Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＴＩＡＮ Ｙａｎｇｅ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｎｇｅ０９１０＠ １２６． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｔｗｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐｓ
ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ） ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ
ｏｆ １５０ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ （ ｃｏｎｔｒｏｌ）， ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐ ｏｆ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ⁃Ｓ）， ａｎｄ ｔｗｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ⁃Ｍ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｂｙ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｏｎ
ｄａｙ １ ａｎｄ ＢＬＭ ２ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ １４． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ９％ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
（１ ｍＬ ／ ｋｇ）． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ ２８， ４２， ５６， ａｎｄ ８４ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄｅｅｐ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ
（ＩＣ）， ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ （ＶＣ）， ｓｔａｔｉｃ ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ （Ｃｃｈｏｒｄ）， ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ （Ｃｄｙｎ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｒａｔｓ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｇｒａｄｅｄ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩ
（ＣＯＬ⁃ＩＩＩ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 （１） Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ， ＢＬＭ⁃Ｓ， ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ １００％， ８０％， ａｎｄ ６６％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ
ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｎ ｄａｙｓ １４ ～ ４２ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｎ ｄａｙｓ ２８ ～ ４２ ｔｈａｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （２）Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＩＣ， ＶＣ， Ｃｃｈｏｒｄ， ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｏｎ ｄａｙ ２８． ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４２ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ４２ ～
８４ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （３） Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｃｏｒｄｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ２８ ～ ８４ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （ ４） ＣＯＬ⁃ＩＩＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ
ｔｈｅ ＣＯＬ⁃Ⅲ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ａｔ ４２ ～ ８４ ｄａｙｓ ｔｈａｎ ａｔ ２８ ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄ ａｒｅ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｒｅａｔｉｎｇ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｄｏｓｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｉｓ ｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄ， ｈａｓ ａ
ｌｏｗｅｒ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｖｉｓｉｂｌｅ ｂｙ ｄａｙ ２８， ｂｕｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒｓ ａｆｔｅｒ ４２ ｄａｙｓ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ，
ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｄｏｓｅ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ａ ｇｒｅａｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｅｔｔｅｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｗｉｔｈ ｏｖｅｒ ｈａｌｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｓｔｉｌｌ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｖｉｓｉｂｌｅ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｎ ｄａｙ ８４．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ｓｉｎｇｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｄｏｕｂｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种慢性进行性的呼吸系统疾病，其特征是

肺组织不可逆的瘢痕、纤维病灶形成［１－２］，临床上主

要表现为不明原因的干咳、气喘、不断加重的呼吸

困难，预后较差［３－４］。 ＩＰＦ 严重危害公共身心健康，
其发病率、病死率逐年升高［５］，中位生存期短至 ３ ～
５ 年［６］，５ 年生存率甚至不足 ５０％［７］。 近年来中西

医结合抗纤维化治疗 ＩＰＦ 取得了一些进展，然而

ＩＰＦ 发病机制并未明确，截止目前，除肺移植外，仍
无一种彻底根治 ＩＰＦ 的方法［８］。

ＩＰＦ 机制不明，限制了有效防治的研究。 稳定

的、符合临床病理特征的动物模型是探索 ＩＰＦ 发病

机制、寻求有效治疗药物的关键。 目前，反映 ＩＰＦ 病

理特征的动物模型主要有细胞因子过表达法［９］、药
物法［１０］、毒物诱导法［１１］、环境诱导法［１２］ 等多种造

模方法，各种造模方法各有利弊，造模效果不一，与
临床上 ＩＰＦ 患者的特征相比，仍有差异［１３－１４］。 其

中，以气管内滴注博来霉素诱导的肺纤维化模型最

为常见［１５］。 但滴注方式、频次、剂量等方面尚未形

成统一的标准，本研究以 ＳＤ 大鼠为研究对象，通过

气管内滴注 ＢＬＭ 造模，对比单次及两次给药诱导大

鼠肺纤维化的成模率、稳定性和生存率等指标，为
进一步研究提供模型依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料
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１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重（２００ ± ２０）ｇ，
６ ～ ８ 周龄，购自北京斯贝福生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 实验全程均在河南中医

药大学动物实验室【ＳＹＸＫ（豫） ２０２０－０００４】饲养。
饲养环境舒适，饲养温度控制在（２２ ± ３）℃，相对湿

度 ４０％ ～ ６０％，实验室环境保持安静，昼夜各半循

环交替照明。 大鼠自由进食标准饲料，饮用纯净

水，所有实验操作均符合河南中医药大学实验动物

伦理委员会审查标准（ＤＷＬＬ２０２２０３０１４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

注射用盐酸博来霉素（ＢＬＭ，每瓶 １５ ｍｇ，产品

批号：Ｙ２０８０１） 购自日本株式会社；苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色剂试剂盒（产品批号：Ｃ２２０９０１）、Ｍａｓｓｓｏｎ
染色剂试剂盒（产品批号：Ｃ２２１２０１）购自珠海贝索

生物技术有限公司；兔 ｌｇＧ 免疫组化试剂盒 ＳＡＢＣ
即用型（产品批号：ＳＡ１０２２⁃１ＫＩＴ）购自博士德生物

工程有限公司；ＣＯＬ⁃Ⅲ抗体（货号：ＡＦ０１３３６）购自

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司。
Ｍｉｌｌ Ｑ Ｓｙｎｔｈｅｓｌｓ 型 超 净 纯 水 仪 （ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，

ＵＳＡ）；ＰＦＴ 动物肺功能检测系统 （ Ｂｕｘｃｏ， ＵＳＡ）；
３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 病理切片扫描仪 （ 丹吉尔， 中国）；
Ｈｉｓｔｃｏｒｅ Ａｕｔｏｃｕｔ 全自动切片机（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；高
速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＤＭ６０００Ｂ 光学显

微镜（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及动物模型制备

１５０ 只大鼠购回后适应性喂养 ５ ｄ。 将所有大

鼠随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、单次气管内滴

注博来霉素组（ＢＬＭ⁃Ｓ 组）、两次气管内滴注博来霉

素组（ＢＬＭ⁃Ｍ 组），每组各 ５０ 只。 造模前采用腹腔

注射 ０􀆰 １％ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉大鼠，经气管

内滴注博来霉素制备肺纤维化大鼠模型［１６］。 具体

操作方法：采用 １ ｍＬ 注射器抽取 ＢＬＭ 备用，将大鼠

麻醉后仰面固定于鼠板上。 将白色冷光源垂直照

射于大鼠咽喉部，一手提起大鼠舌头，另一手持气

管插管。 伴随大鼠呼吸，待咽喉部白色亮点出现

时，迅速插入气管插管，拔出针芯。 堵住大鼠口鼻，
把棉球薄片放于针口，此时棉球薄片随大鼠呼吸前

后摆动。 再将 １ ｍＬ 注射器向上倾斜约 ６０°，推注

ＢＬＭ 悬液，立即打入 ０􀆰 ５ ｍＬ 空气，随后直立旋转大

鼠，使 ＢＬＭ 均匀分布于大鼠肺部。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分别于

造模第 １、１４ 天气管内滴注 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １００ ｇ ０􀆰 ９％生理

盐水。 ＢＬＭ⁃Ｓ 组分别于造模第 １ 天气管内滴注 ３
ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素，第 １４ 天气管内滴注 ０． １ ｍＬ ／ １００ ｇ
０． ９％生理盐水。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组分别于实验第 １、１４ 天

气管内滴注 ３、２ ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素。
１􀆰 ２􀆰 ２　 一般状态及死亡情况

大鼠进驻动物房后，详细观察记录各组大鼠精

神状态、饮食和二便、毛发、体重增长变化等情况。
实验期间监测大鼠的死亡情况，分析记录大鼠可能

的死亡原因。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集及处理

分别于造模第 ２８、４２、５６、８４ 天 ４ 个时间点取

材，取材前 １２ ｈ 内禁水禁食。 大鼠麻醉后，暴露胸

腔，分离肺组织，拍照记录肺外观，称量肺湿重。 切

分肺组织，左肺用 ４％多聚甲醛溶液灌注 ２０ ｍｉｎ 后

置于组织固定液中固定备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺系数测定

计算各大鼠肺系数：大鼠肺系数 ＝ 肺湿重

（ｇ） ／处死前体重（ｋｇ） × １００％。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺功能检测

造模 ２８、４２、５６、８４ ｄ，大鼠麻醉后，剪开颈部皮

肤，钝性分离皮下肌肉组织，充分暴露大鼠气管，在
气管上部剪一“Ｔ”字形切口，将气管插管带有金属

的一端插入大鼠气管，结扎固定，另一端与 ＰＦＴ 肺

功能检测系统连接。 待大鼠呼吸相对平稳后检测

大鼠的深吸气量（ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＩＣ）、肺活量

（ ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＶＣ ）、 静 态 肺 顺 应 性 （ ｓｔａｔｉｃ
ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ，Ｃｃｈｏｒｄ）、动态肺顺应性（ｄｙｎａｍｉｃ
ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｄｙｎ）等指标。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肺组织病理观察

大鼠左肺固定 ７２ ｈ 后，在近肺门处横切厚度约

３ ｍｍ 的组织，常规脱水，石蜡包埋，使用 Ｈｉｓｔｃｏｒｅ
Ａｕｔｏｃｕｔ 全自动切片机切片（厚度统一为 ４ μｍ），脱
蜡，水化后分别行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色，染色后，晾干封

片。 借助病理切片扫描仪，在镜下观察左肺组织病

理形态变化和胶原纤维沉积情况。 分别以 ＳＺＡＰＩＥＬ
等［１７］和 ＡＳＨＣＲＯＦＴ 等［１８］的评分方法为参考标准，２
人互盲评定肺泡炎和纤维化程度，当评分区别较大

时借助第 ３ 人评分后讨论，确保无异议再确定最终

分数。 根据 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 纤维化最终评分情况，将纤维

化严重程度划分为轻度（０ ～ ２ 分）、中度（３ ～ ６
分）、重度（７ ～ ８ 分），比较各组不同时间点纤维化

情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肺组织胶原蛋白表达检测
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采用免疫组化法检测大鼠肺组织中 ＣＯＬ⁃Ⅲ的

表达。 大鼠肺组织包埋脱蜡，经抗原修复、滴加抗

体 等 步 骤 后 显 色、 复 染 脱 水、 封 片。 利 用

３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 病理切片扫描仪扫描玻片，在软件

Ｓｌｉｄｅ Ｖｉｅｗｅｒ２􀆰 ６ 中截片，每张切片截取 ８ ～ １０ 个视

野，截取的每个视野不重叠。 借助 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６􀆰 ０ 软件计算每个视野下的 ＣＯＬ⁃Ⅲ的积分光密度

的平均值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１􀆰 ３　 统计学分析

利用软件 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 进行统计学分析，实验结

果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 采用单因素方

差分析评估组间差异，若方差齐选用最小显著差法

（ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ＬＳＤ）， 若不齐则采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 法。 并借助 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 将分

析后的实验数据做可视化升级。 以 α ＝ ０􀆰 ０５ 为显

著性标准，且当 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 大鼠体重变化情况及存活率（ｎ ≥ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ
ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ（ｎ ≥ ８）

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般状态及死亡情况比较

２􀆰 １􀆰 １　 一般状态

造模前各组大鼠一般状态良好。 造模后，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠较活跃，喜跑动、毛发白亮有光泽、饮
食佳、呼吸平稳；ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠呼吸急

促，喜静、喜卧、毛发一般、精神萎靡，饮食少。 ＢＬＭ⁃
Ｍ 组第 ２ 次造模后精神较差，毛发晦暗枯槁、不思饮

食、常卧、不喜跑动，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比、ＢＬＭ⁃Ｓ 组生

命状态差。 如图 １Ａ 所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠体重随时

间逐渐增长，ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 １４ 天体重较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ２８ ～ ４２ ｄ 后虽然体重随时

间也逐渐增长，但仍低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
５６ ｄ 后体重基本与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组一致。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 １４ 天体重显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），持
续到第 ４２ 天（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），５６ ｄ 后体重增长明显，但
仍低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），无统计学意义。 与

ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８、４２ 天显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 １􀆰 ２　 死亡情况

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠生命体征较平稳，未见死亡。 造

模后，模型组大鼠生命状态不平稳，死亡大鼠鼻部、
眼部有明显黑色分泌物，腹部胀大，解剖后可见肺

部有大量瘀血，部分大鼠胃肠胀气。 大鼠死亡原因

包括：气管插管滴注 ＢＬＭ 后大鼠呼吸急促，鼻部，口
部有药物及痰液溢出，考虑造模操作不当；麻醉大鼠

苏醒后，大鼠死亡，解剖后可见肺部有大量淤血、瘢痕

组织形成，考虑 ＢＬＭ 细胞毒性较大，大鼠不耐受，感
染后死亡。 如图 １Ｂ 所示，最终 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组、
ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠存活率分别为 １００％、８０％、６６％。
２􀆰 ２　 肺外观及肺系数情况

肺外观如图 ２Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺组织光

滑柔软，颜色红润，结构正常；ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组

大鼠肺结构紊乱，颜色晦暗，表面凹凸不平，可见大

小不一的瘀点瘀斑，部分有灰黑色囊肿，质地较硬。
与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺部纤维病灶面

积更大，肺结构损伤更严重。 随时间增加，ＢＬＭ⁃Ｓ
组大鼠纤维病灶有所恢复，ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺纤维化

程度未见明显消退。

２４１１
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肺系数结果如图 ２Ｂ 所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ＢＬＭ⁃Ｓ 组在不同时间点的肺系数均升高，其中在第

２８ 天时升高最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），随后随时间逐渐

递减。 与 ＢＬＭ⁃Ｍ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺系数较低，但

无统计学意义。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组对比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺系

数在第 ２８ ～ ８４ 天均显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且在第 ４２ 天时达到高峰，此后随时间的增

加，肺系数逐渐减低。

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 不同时间点大鼠肺组织形态及肺系数情况（ｎ ＝ ８ ～ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ８ ～ １０）

２􀆰 ３　 肺功能

造模 ２８ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃
Ｍ 组 ＩＣ、 ＶＣ、 Ｃｃｈｏｒｄ 显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｃｄｙｎ 明显下降，但无统计学意义。 造模 ４２
ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 下降较 ＢＬＭ⁃Ｓ 组显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ５６ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 均降低，但无统计学意义。 造模 ８４ ｄ，
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、
Ｃｄｙｎ 均降低，但无统计学意义。 随着时间的增加，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 逐渐增

加，但无统计学意义。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８、４２ 天 ＩＣ、
ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 降低显著，后逐渐增长，但仍低于

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。

表 １　 各组大鼠不同时间点肺功能比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间 ／ ｄ
Ｔｉｍｅ ／ ｄ ＩＣ ／ ｍＬ ＶＣ ／ ｍＬ Ｃｃｈｏｒｄ ／ （ｍＬ ／ ｃｍＨ２Ｏ） Ｃｄｙｎ ／ （ｍＬ ／ ｃｍＨ２Ｏ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

２８ １１􀆰 ３５ ± ０􀆰 ９６ １３􀆰 ８６ ± ０􀆰 ７７ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２
４２ １４􀆰 ６７ ± １􀆰 ３４ １６􀆰 ６８ ± １􀆰 ３８ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 １４ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ３１
５６ １５􀆰 ４８ ± １􀆰 ２８ １７􀆰 ２７ ± １􀆰 ８８ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １２
８４ １９􀆰 １８ ± ０􀆰 ８９ ２１􀆰 ０７ ± １􀆰 １６ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２９

ＢＬＭ⁃Ｓ 组
ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ

２８ ８􀆰 ２５ ± ２􀆰 ０２∗ １０􀆰 ７２ ± １􀆰 ８６∗ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗∗

４２ １１􀆰 ９９ ± ２􀆰 １７∗ １４􀆰 ０３ ± ２􀆰 ３２∗ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ２０∗ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 １４
５６ １４􀆰 ８２ ± ２􀆰 ３８ １６􀆰 ０３ ± １􀆰 ９４ ０􀆰 ９０ ± ０􀆰 ３０ ０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０９
８４ １７􀆰 ３ ± ２􀆰 ０３ １９􀆰 ０５ ± ２􀆰 １９ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ５５

ＢＬＭ⁃Ｍ 组
ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ

２８ ８􀆰 ２２ ± ２􀆰 ２１∗∗ １０􀆰 ２８ ± ３􀆰 ３５∗ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 １９∗∗ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０６
４２ ８􀆰 ４０ ± ２􀆰 ７８∗∗＃ １０􀆰 １６ ± ３􀆰 ２９∗∗＃ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 １２∗∗＃＃ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０７
５６ １１􀆰 ８６ ± ２􀆰 ２４ １３􀆰 ６４ ± ２􀆰 ７７∗ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２０∗ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０８
８４ １４􀆰 ７９ ± ４􀆰 ７５∗ １６􀆰 ９４ ± ５􀆰 ０６∗ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ３３∗∗ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 １７

２􀆰 ４　 大鼠肺组织病理变化情况

２􀆰 ４􀆰 １　 ＨＥ 染色及肺泡炎评分

ＨＥ 结果如图 ３Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺组织完

整，肺结构清晰，肺泡内未见炎性细胞浸润，无充血

３４１１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

无水肿。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组大

鼠肺组织结构均有不同程度的紊乱，肺泡壁明显增

厚可见塌陷，肺泡腔内有大量细胞聚集，出现炎性

浸润，ＢＬＭ⁃Ｍ 组更为显著。 随着时间的增加，ＢＬＭ⁃
Ｓ 组病理改变有所恢复。 肺泡炎评分结果如图 ３Ｂ
所示：造模 ２８ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃
Ｍ 组肺泡炎评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；造模 ４２ ｄ，与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺泡炎评分显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；造模 ５６、８４ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺泡炎程度升高，但无统计学意义，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺泡炎评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ４２ ｄ
后，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺泡炎评分有所恢复，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ４２
天肺泡炎评分达到高峰，至第 ８４ 天仍处于较高

水平。

图 ３　 不同时间点大鼠 ＨＥ 染色及肺泡炎评分情况（ｎ ＝ ７ ～ １２）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ７ ～ １２）

２􀆰 ４􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色及纤维化评分情况

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果如图 ４Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠

肺组织完整，肺结构清晰，肺泡壁无增厚、无塌陷，
肺间隔内仅存在少量纤维。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠肺组织结构损坏，肺泡壁

明显增厚，气道周围和肺间隔可见交错分布的纤维

条索和瘢痕组织，胶原沉积明显。 与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比

较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维条索与瘢痕组织更为明显，病变

面积更大。 纤维化评分结果如图 ４Ｂ 所示： 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 ２８ ～ ５６ 天纤维化评分

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８ ～ ８４ 天纤维

化评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维化评

分高于 ＢＬＭ⁃Ｓ 组，但组间无显著性差异。 ＢＬＭ⁃Ｓ
组纤维化评分第 ２８ 天后随时间延长有所降低，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ４２ 天的纤维化评分达到高峰，５６ ｄ 后

有所降低，但仍高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
纤维化评分不同分数段占比统计结果如图 ４Ｃ，

４Ｄ 所示：造模 ２８ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组均集中在中度 ３ ～ ６
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分段，ＢＬＭ⁃Ｍ 组轻、中、重度纤维化占比分别为

３３％、５６％、１１％。 造模 ４２ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组中度纤维化

占比降低至 ６０％，轻、重度纤维化占比较低，分别为

３０％、１０％；ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维化中、重度占比较 ２８ ｄ 有

所升高，分别占 ６０％、３０％。 造模 ５６ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组纤

维化轻、中、重度比例分别为 ４０％、５０％、１０％；ＢＬＭ⁃

Ｍ 组纤维化轻、中度纤维化分别为 ３３％、６７％。 造模

８４ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组轻度纤维化比例最高为 ６４％，中度为

３６％，未见重度纤维化；ＢＬＭ⁃Ｍ 组轻、中、重度纤维

化均有分布，但以中度为主占 ５０％，轻、重度纤维化

分数段分别占 ４０％、１０％。

图 ４　 不同时间点 Ｍａｓｓｏｎ 染色及纤维化评分情况（ｎ ＝ ７ ～ １２）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ７ ～ １２）

２􀆰 ５　 各组大鼠肺组织 ＣＯＬ⁃Ⅲ沉积情况

免疫组化结果显示（见图 ５）：ＣＯＬ⁃Ⅲ主要分布

在肺间质、气管、支气管和大血管周围。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
ＣＯＬ⁃Ⅲ的含量较低，仅在气管、支气管周围有少许

分布。 模型组 ＣＯＬ⁃Ⅲ分布较为广泛，在肺间质和大

气管周围尤其突出。 第 ２８ ～ ８４ 天，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组的 ＩＯＤ 值更高，差异具有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ２８ ｄ，与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组

比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＯＤ 值较小，但无统计学意义。 造

模 ４２ ｄ，与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＯＤ 值升高，
但无统计学意义。 造模 ２８ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＣＯＬ⁃Ⅲ含量

达到了高峰，随后随时间的延长，胶原含量呈逐渐

递减的趋势 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ４２ ｄ， ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＣＯＬ⁃Ⅲ含量达到了高峰，但并未随时间的延长，出

现递减的趋势，ＣＯＬ⁃Ⅲ的水平较为稳定，可持续至

第 ８４ 天。

３　 讨论

ＩＰＦ 是一种多发于 ６０ 岁以上老年男性的间质

性肺部疾病，其病理基础主要是胶原纤维过度堆积

和细胞外基质弥漫性的异常分布［１９］，患者常表现为

进行性加重的呼吸困难，最终因呼吸衰竭而死

亡［２０］。 ＩＰＦ 异质性较大，治疗措施有限，发病机制

尚未明确，亟需开展新的机制研究。
动物模型是深入研究疾病机制，开发新药的前

提，优化动物模型对攻克 ＩＰＦ 具有重要意义。 不同

的动物类型诱导的肺纤维化模型不尽相同，目前使

用较多的动物主要有：鼠［２１］、兔［２２］、狗［２３］ 等，其中
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注：与 ２８ ｄ 相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

图 ５　 大鼠肺组织不同时间点 ＣＯＬ⁃Ⅲ表达情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２８ ｄａｙｓ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＬ⁃Ⅲ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

鼠类价格便宜、个体差异性较小是最为常用的物

种。 研究证实，包括 ＢＬＭ、二氧化硅、辐射等多种因

素均可诱导动物肺纤维化。 ＢＬＭ 诱导的动物模型

与人类肺纤维化的典型特征较为相近，是目前应用

最为广泛的一种诱导剂。 ＢＬＭ 致使动物肺纤维化

的方式主要有：气管内滴注，雾化鼻吸入、腹腔注

射、尾静脉注射等。 大量研究表明，给予动物不同

频次、不同剂量的 ＢＬＭ 均可导致动物不同程度的肺

纤维化。 目前报道的 ＢＬＭ 诱导大鼠肺纤维化造模

方式有：一次性滴注 ３􀆰 ５ Ｕ ／ ｋｇ［２４］、３［２５］、５［２６］ ｍｇ ／ ｋｇ
ＢＬＭ，２ 次滴注 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ［２７］ 等。 其中一次性气

管内滴注 ＢＬＭ 方便操作、易于重复、价格便宜。 但

有研究报道一次性无创性气管内滴注 ＢＬＭ 造模成

功率较低，且模型不稳定，模型可持续时间仅为 ２１
ｄ［２８］。 两次造模法诱导动物肺纤维化，模型稳定，造
模成功率较高，弥补了操作技术造成的 ＢＬＭ 未进入

动物气管的缺陷，模型更加稳定，肺纤维化可持续

时间长。 但两次气管内滴注法较单次法操作复杂、
价格昂贵，对动物造成了 ２ 次伤害。 目前，虽然有部

分研究对单多次气管内滴注 ＢＬＭ 诱导大鼠肺纤维

化这一造模方法进行了探索，但多数研究集中于比

较模型的成功率和动物的死亡率，却未动态观察动

物的自愈性［２９］，忽视了模型的稳定性和可持续性，
对于不同时间点适宜的造模方法研究较少。

基于此，本研究以 ＳＤ 大鼠为研究对象，采用气

管内插管滴注 ＢＬＭ 方法，对比单次及两次给药诱导

大鼠肺纤维化的成模率、稳定性和生存率等，明确

不同时间点适宜造模方式。 将模型组分为单次气

管内滴注博来霉素组（３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ）、两次气管内

滴注博来霉素组（首次 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ，１４ ｄ 时再给 ２
ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ），并选取 ２８、４２、５６、８４ ｄ ４ 个不同的时

间节点，动静态结合，多角度的评价成模情况。 旨
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在选取合适的造模方法，为构建理想的肺纤维化动

物模型提供参考，为探索 ＩＰＦ 的发生发展机制和有

效治疗药物的开发奠定实验基础。
外科肺活检是评价 ＩＰＦ 的重要指标。 本研究表

明，造模 ２８ ｄ 模型组大鼠肺部出现弥漫性的肺损

伤，显微镜下可见大量炎性浸润，肺部满布瘢痕组

织，肺间隔增宽有纤维病灶形成。 单次造模大鼠纤

维化程度在造模 ２８ ｄ 达到了高峰，以中度为主，至
第 ４２ 天，１０％转为重度，３０％转为轻度，后纤维化随

时间开始减轻。 多次造模大鼠第 ２８ 天纤维化程度

以中重度为主，部分处于轻度纤维化，但肺泡炎评

分较高。 该时间点为第 ２ 次气管内滴注 ＢＬＭ 后 １４
ｄ，此时肺泡炎和纤维化均存在，与个体差异有关，
部分大鼠肺泡炎表现明显；第 ４２ 天纤维病灶面积显

著增大并达到高峰，且中重度纤维化达到 ９０％，表
明多次诱导加重了大鼠的肺部损伤，但 ５６ ｄ 后也有

部分大鼠纤维化程度减轻；至 ８４ ｄ，仍有 ６０％大鼠

存在明显纤维化病灶，处于中重度纤维化状态。
肺功能是诊断呼吸系统疾病的重要辅助工具，

ＩＰＦ 患者肺组织弹性和扩张能力降低，可表现为限

制性的通气功能障碍伴弥散功能降低［２０］。 限制性

通气功能障碍患者肺容量显著降低，其中 ＶＣ、ＩＣ 是

反映肺容量的重要指标。 造模 ２８，４２ ｄ 模型组大鼠

ＶＣ、ＩＣ 显著降低，提示 ＢＬＭ 致使大鼠肺容量减低，
该结果与 ＩＰＦ 患者肺容量指标表征一致。 造模 ５６ ｄ
ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠 ＶＣ、ＩＣ 有所恢复，但是 ＢＬＭ⁃Ｍ 组在

８４ ｄ 时未见恢复。 此外 ＩＰＦ 患者肺泡结构损伤，纤
维病灶形成，可严重影响气体交换供能，常出现肺

顺应性降低［１９］，Ｃｃｈｏｒｄ 与 Ｃｄｙｎ 是反映肺部顺应性

的常用评价指标。 造模 ２８ ｄ，模型组大鼠肺部动静

态顺应性均出现明显降低，其中 ＢＬＭ⁃Ｓ 组在造模 ５６
ｄ 时顺应性明显回升，而 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺顺应性降

低持续至 ８４ ｄ。
ＢＬＭ 可诱导肌成纤维细胞大量增殖，肌成纤维

细胞增多后产生大量的胶原蛋白，促进细胞外基质

堆积，ＣＯＬ⁃Ⅲ含量可反映胶原纤维的严重程度［３０］。
ＢＬＭ 刺激后 ＢＬＭ⁃Ｓ、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺组织 ＣＯＬ⁃Ⅲ
表达显著升高，提示单次及两次气管内滴注 ＢＬＭ 均

成功诱导大鼠胶原纤维增多。 组内比较结果表明，
ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠胶原含量在 ４２ ｄ 后显著下降，而

ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠胶原表达较为稳定。
综上，本研究认为 ２ 种造模方式均可建立肺纤

维化模型。 其中造模第 １ 天一次性气管内滴注 ３

ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ，在 ２８ ｄ 内纤维化程度更高，方便操作、
价格便宜、可重复性强，对大鼠气道的损伤较小，死
亡率较低，但该种造模方法，在 ４２ ｄ 后大鼠纤维化

明显消退，适合损伤相关机制及疗程较短的疗法机

制探索研究。 两次滴注 ＢＬＭ 诱导的大鼠模型，成模

率更高，在造模第 ４２ 天纤维化程度达高峰，模型持

续时间较长，至 ８４ ｄ 仍存在明显纤维化，是长周期

实验更为理想的造模方法，但该模型操作较单次组

复杂，对大鼠气道进行了 ２ 次损伤，死亡率更高，实
验设计时应充分考虑大鼠个体差异及死亡率。 但

本研究的物种仅选用 ＳＤ 大鼠，且观察时间仅 ８４ ｄ，
对于模型的稳定性和持续性尚需进一步优化。
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７９．
［２８］ 　 ＣＨＵＮＧ Ｍ Ｐ， ＭＯＮＩＣＫ Ｍ Ｍ， ＨＡＭＺＥＨ Ｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ

ｒｅｐｅａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００３， ２９（３）：
３７５－３８０．

［２９］ 　 ＬＩ Ｓ， ＳＨＩ Ｊ， ＴＡＮＧ Ｈ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２２， ３８（５）： ６９９－７２３．

［３０］ 　 ＫＡＲＳＤＡＬ Ｍ Ａ， ＮＩＥＬＳＥＮ Ｓ Ｈ， ＬＥＥＭＩＮＧ Ｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｇｏｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｄ ｃｏｌｌａｇｅｎｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ⁃Ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ
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