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　 　 【摘要】 　 目的　 比较腰穿针气管内滴注及气溶胶气管内雾化两种不同方式，对博来霉素诱导小鼠肺纤维化

模型的影响，以便探索出更佳的造模方法。 方法　 将 ７２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠按体重随机分为空白对照组、腰穿针模

型组和气溶胶模型组，每组 ２４ 只。 空白对照组气管内滴注生理盐水，腰穿针模型组使用腰穿针气管内滴注博来霉

素，气溶胶模型组使用肺部雾化给药装置气管内雾化喷入博来霉素；分别于造模后第 １４ 和 ２１ 天检测小鼠的肺部

影像学病变、组织病理学改变、羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌｏｇｅｎ Ⅰ，ＣＯＬ Ⅰ）表达水平和 α⁃平滑

肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）表达量，以评价各组小鼠肺纤维化程度。 结果　 与空白对照组相比，腰
穿针模型组和气溶胶模型组小鼠均精神萎靡、扎堆喜卧。 与空白对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模型组在 １４
和 ２１ ｄ，小鼠体重均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描结果显示腰穿针模型组白色阴影围绕在气管周围，而气

溶胶模型组白色阴影则分布更为弥散。 肺组织肺泡炎及肺纤维化程度均以气溶胶模型组最高，且以 ２１ ｄ 更为显

著。 腰穿针模型组和气溶胶模型组造模后 １４ 和 ２１ ｄ 羟脯氨酸含量均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ２１ ｄ 羟脯氨酸的增

加更显著、更稳定（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 腰穿针模型组和气溶胶模型组造模 ２１ ｄ 后 ＣＯＬⅠ的表达均显著增加，且以气溶胶

模型组更为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 α⁃ＳＭＡ 蛋白检测结果显示，腰穿针模型组和气溶胶模型组造模 ２１ ｄ 后肺组织中

α⁃ＳＭＡ 的蛋白表达量较空白对照组均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），但两组间无显著性差异。 结论　 综合多种因素，气溶

胶气管内雾化法可以作为肺纤维化模型构建的优选方案。
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（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｉｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ； ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种病因不明、慢性、不可逆性且预后不良

的慢性间质性肺疾病。 ２００９ 年 １ 月至 ２０２０ 年 ４ 月，
全球特发性肺纤维化发病率和患病率分别约为

０􀆰 ０９ ～ １􀆰 ３０ ／ １ 万、０􀆰 ３３ ～ ４􀆰 ５１ ／ １ 万，其中韩国最

高［１］。 在美国，新诊断为特发性肺纤维化患者的中

位年龄为 ６２ 岁，男性占比 ５４％［２］。 作为特发性间

质性肺炎最常见和最严重的类型，ＩＰＦ 诊断后的中

位生存期仅为 ３ ～ ５ 年［３］。 此外，有研究表明，约三

分之一的重症 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 康复患者出现新冠后肺纤

维化，其肺功能及生活质量受到严重影响［４］。
目前临床上由于伦理的限制，很难获得 ＩＰＦ 患

者的肺组织样本。 尽管尚无任何一种动物模型能

够贴合人类 ＩＰＦ 的所有特征，但动物模型仍然可以

部分再现 ＩＰＦ 的临床影像和病理特点，是进行基础

研究的重要先决条件［５］。 因此，建立稳定且易于操

作的动物模型对于探索肺纤维化病理机制、寻求新

型有效的治疗药物具有重要意义。
博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）是目前公认且使用

最广泛的肺纤维化诱导药物，其诱导的模型能够体

现出肺纤维化患者的典型体征和症状，且可重复性

高、易于操作［６］。 本课题组前期经过反复的比较和

研究，发现腰穿针气管插管造模法是最佳的肺纤维

化造模方法［７］。 然而，腰穿针的进针深度难以控

制，过短则易引起 ＢＬＭ 的回流，过长则容易损伤气

管，增加小鼠的死亡率，这会引起模型构建的不稳

定性。 而且，病理学结果显示腰穿针气管插管造模

法获得的病灶分布欠均匀、程度不一，以气管和支

气管周围为主［７］，不能准确模拟临床特发性肺纤维

化病变弥漫性分布的特点。 近年来新型肺部液体

雾化给药装置的研发，为药物经口气管灌注提供了

更优的方案，其可以输送定量的气溶胶到小鼠气管

内，提供较好的药物分布［８］。 本研究将构建一种气

溶胶气管内雾化的给药方式，并将其与腰穿针气管

内滴注法进行比较。 另外，对于 ＢＬＭ 给药后小鼠模

型制备周期的问题，之前的诸多基础研究也各不相

同［９－１１］，这会增加研究结果的偏倚。 因此，为了优化

肺纤维化的建模方法，本实验研究了博来霉素的两

种给药方法和两个周期，以期提供更稳定且更快捷

的造模方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 （ ６ ～ ８ 周

龄），体重 １８ ～ ２２ ｇ，购自浙江省杭州医学院【ＳＣＸＫ
（浙）２０１９－０００２】，饲养于南京中医药大学动物实验

中心的 ＳＰＦ 级啮齿动物设施中【ＳＹＸＫ（苏） ２０２３－
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００７７】，环境温度 ２０ ～ ２２ ℃，相对湿度 ４０％ ～
７０％，１２ ｈ 明暗交替，自由获取食物和水，适应性饲

养 １ 周后进行动物实验。 所有动物实验程序均经南

京中医药大学实验动物伦理委员会批准后进行

（ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０３Ａ０８４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

硫酸博来霉素（ ＴＣＩ，Ｂ３９７２⁃５０ＭＧ），ＰＢＳ 溶液

（ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， Ｇ４２０２ ）， ４％ 多 聚 甲 醛 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ，
ＢＬ５３９Ａ），７５％无水乙醇（Ｍａｃｋｌｉｎ，Ｅ８０９０５６），异氟

烷（瑞沃德，Ｒ５１０），羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）
试剂盒（南京建成生物工程研究所，Ａ０３０⁃２⁃１），ＢＣＡ
蛋白定量检测试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ，２３２２７），蛋白酶抑制

剂 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ， ＳＴ５０６）， 磷酸酶抑制剂 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ，
ＢＬ６１５Ａ），ＳＷＥ 快速高分辨电泳缓冲液（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，
Ｇ２０８１），快速转膜液（ＮＣＭ Ｂｉｏｔｅｃｈ，ＷＢ４６００），α⁃平
滑肌肌动蛋白 （ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１４３９５⁃１⁃ＡＰ），β⁃微管蛋白（ β⁃Ｔｕｂｌｉｎ）
（ＩｍｍｕｎｏＷａｙ，ＹＭ３０３０）。

肺部雾化给药装置（ＹｕＹａｎ，ＹＡＮ３００１２，中国），
７ 号腰穿针（Ｑｉｏｎｇｈｕａ，中国），小型手电筒（掌坤，中
国），小动物麻醉机（ＹｕＹａｎ，ＡＢＳ⁃４，中国），小鼠气

管插管平台（ＹｕＹａｎ，中国），ＩＮＦＩＮＩＴＥ ２００ ＰＲＯ 型

多功能酶标仪（Ｔｅａｃａｎ，瑞士），Ｑｕａｎｔｕｍ ＧＸ Ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ 型小动物活体 ＣＴ 影像系统 （ ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美

国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组以及模型制备

将 ７２ 只小鼠打耳标编号，适应性饲养 １ 周后，
按体重随机分为空白对照组、腰穿针模型组和气溶

胶模型组，每组 ２４ 只。 空白对照组气管内滴注生理

盐水，腰穿针模型组的操作步骤参照课题组前期探

索出的方法［７］，气溶胶模型组采用以下阐述的具体

方法进行肺纤维化模型构建。 记录小鼠的一般情

况、体重变化以及存活率。 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 每组

进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描后处死小鼠，取出一叶肺组织置

于多聚甲醛中固定，其余肺组织置于液氮中速冻，
后－８０ ℃保存。 造模后 １４ ｄ 小鼠肺组织进行苏木

素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色以及 ＨＹＰ 水平检

测。 ２１ ｄ 小鼠肺组织进行 ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色、
ＨＹＰ 水平、免疫组化测定Ⅰ型胶原 （ ｃｏｌｌｏｇｅｎ Ⅰ，
ＣＯＬ Ⅰ）以及 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 气溶胶气管内雾化造模方法

将小鼠放入小动物麻醉机中进行异氟烷吸入

性麻醉，待小鼠麻醉后将其置于气管插管平台上，
呈 ４５°仰卧正位。 麻醉程度的判断：小鼠整个身体

开始呈规则的胸腹式呼吸，瞳孔稍扩大、对光反射

迟钝，无口腔反射。 体位摆好后，主操人员用眼科

镊子夹住小鼠舌尖后向外一侧拉出，助手用小型手

电筒垂直照射小鼠颈部，同时拉直尾巴避免气管弯

曲。 然后主操人员通过气溶胶雾化喷射头紧贴小

鼠舌根中央同时上压，在光源下找到会厌部不断开

合的声门，待声门打开时将喷射头准确插入气管

中，随后助手快速推进高压注射器使得 ＢＬＭ 雾化喷

入气管中（５ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量溶于 ７５ μＬ 生理盐水

中），给药结束后停留 １ ～ ２ ｓ 再缓慢退出喷射头，
此雾化过程在 １２ ｓ 内进行（见图 １）。 之后助手将小

鼠立起保持直立姿势，并水平前后左右轻轻摇晃数

次，后放置于垫料上，使其呈头高脚低位。 待小鼠

自然苏醒后，将其归笼。

图 １　 气溶胶气管内雾化操作示意图和机制图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ａｔｏｍｉｚａｔｉｏｎ
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１􀆰 ２􀆰 ３　 体重、存活率的测量

在整个实验过程中，每天记录小鼠的死亡率，
每 ３ ｄ 对所有小鼠的体重进行一次测量并记录。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺部影像学观察

每只小鼠在气麻机中吸入异氟烷麻醉后，将其

放入 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪器中，设置参数：电压 ９０ ｋＶ，电流

８８ μＡ，调整视野后开始扫描，从而观察小鼠肺部影

像学病变。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺组织病理学分析

将右中肺固定在多聚甲醛中 ２４ ｈ，用乙醇脱水，
使用石蜡包埋固定好的肺组织，降温冷冻后使用石

蜡切片机制成 ３ ～ ５ μｍ 的切片，进行 ＨＥ 染色以及

Ｍａｓｓｏｎ 染色，光学显微镜下观察肺泡炎症及肺组织

纤维化程度。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肺组织 ＨＹＰ 含量检测

取出冻存的肺组织，匀浆，按照南京建成试剂

盒说明书的步骤操作，检测 ＨＹＰ 的含量。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组化法观察肺组织 ＣＯＬⅠ表达

将制备好的肺组织蜡块进行切片，然后脱蜡水

化、抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、封闭、一抗

孵育、二抗孵育、ＤＡＢ 显色、细胞核复染、脱水封片，
最后进行封片拍照，以观察肺组织 ＣＯＬⅠ表达。

注：Ａ：造模后 １４ ｄ 各组小鼠的体重变化；Ｂ：造模后 ２１ ｄ 各组小鼠的体重变化；与空白对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 小鼠体重变化情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ｄ． Ｂ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

ｆｏｒ ２１ ｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肺组织中 α⁃ＳＭＡ 蛋白表

达水平

肺组织称重后加入蛋白裂解液（ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ
＝ １００ ∶ １），利用匀浆机充分研磨，超声后冰上静置

３０ ｍｉｎ，然后 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，收集上清。
使用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度以及稀释

变性。 将得到的上样蛋白样品进行凝胶电泳，随后

转膜、封闭，然后与 α⁃ＳＭＡ 抗体 （ １ ∶ １０００）、 β⁃
Ｔｕｂｌｉｎ 抗体（１ ∶ ５０００）在 ４ ℃下孵育过夜，第 ２ 天再

与二抗孵育 １ ｈ。 最后使用 ＥＣＬ 在蛋白成像仪上进

行可视化，并借助 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５４ 软件半定量分析 α⁃
ＳＭＡ 蛋白表达水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验相关数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行统

计处理，计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
并进行正态性检验和方差齐性检验。 符合正态分

布且方差齐性的数据采用单因素方差分析，多组间

两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

２􀆰 １􀆰 １　 生存状况

空白对照组小鼠毛发浓密，皮毛光滑鲜亮，动
作敏捷、反应迅速，饮食正常，精神状态正常。 ＢＬＭ
气管灌注后，腰穿针模型组和气溶胶模型组小鼠毛

色晦暗，毛发疏松，精神萎靡，行动迟缓、乏力懒动，
喜扎堆蜷卧，进食量减少。
２􀆰 １􀆰 ２　 体重变化

与空白对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模

型组在 １４ 和 ２１ ｄ，小鼠体重均明显下降，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），见图 ２。
２􀆰 ２　 存活率

空白对照组小鼠无死亡。 腰穿针模型组小鼠

１４ 和 ２１ ｄ 存活率均为 ６６􀆰 ６％；气溶胶模型组小鼠

１４ ｄ 存活率为 ８３􀆰 ３％，２１ ｄ 存活率为 ７５％，见图 ３。
２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像学

小鼠 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果显示，与空白对照组相比，
腰穿针模型组和气溶胶模型组肺组织中黑色阴影

均减少，而白色阴影均显著增多，提示两组肺纤维
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注：Ａ：造模后 １４ ｄ 各组小鼠的存活率；Ｂ：造模后 ２１ ｄ 各组小鼠的存活率；与空白对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 各组小鼠的存活率

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ｄ． Ｂ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ ２１ ｄ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ １４ ａｎｄ ２１ ｄ

化模型均构建成功。 第 １４ 和 ２１ 天，气溶胶模型组

的白色阴影面积均明显大于腰穿针模型组。 而且，
腰穿针模型组白色阴影围绕在气管周围，而气溶胶

模型组白色阴影则分布更为弥散（见图 ４）。

图 ４　 造模后第 １４ 和 ２１ 天各组小鼠的 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 影像

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

２􀆰 ４　 组织病理学

ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，空白对照组小鼠

肺泡结构正常，肺泡间隔纤细，无明显淋巴细胞浸

润，无明显蓝色纤维组织增生。 两个模型组均出现

肺纤维化的典型病理特征，包括不同程度的炎症细

胞浸润，肺泡壁增厚，肺泡腔增大，肺泡结构紊乱甚

至消失，肺泡上皮非典型增生，间质组织中胶原蛋

白的过度沉积。 其中气溶胶模型组造模后第 ２１ 天

的炎症和胶原增殖程度最为严重。 对于腰穿针模

型组，造模后第 ２１ 天病理特征更明显，病灶分布欠

均匀，主要集中在气管附近，向边缘扩散。 对于气

溶胶模型组，造模后第 ２１ 天病理特征更明显，可见

大片的淋巴细胞浸润和蓝色纤维组织增生，且分布

比腰穿针模型组更为弥散而均匀，但仍以气管周围

最为显著（见图 ５）。
２􀆰 ５　 ＨＹＰ 水平表达

通过碱水法检测肺组织 ＨＹＰ 水平，发现 １４ 和

２１ ｄ 后，腰穿针模型组和气溶胶模型组 ＨＹＰ 含量均

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与第 １４ 天相比，第 ２１ 天两

组模型组 ＨＹＰ 浓度的增加更显著、更稳定 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）（见图 ６）。
２􀆰 ６　 免疫组化

胶原蛋白的过度沉积是评价肺纤维化模型的

重要证据［１２］。 选取 ３ 组气管内灌注后第 ２１ 天的肺

９１５１
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注：Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：Ｍａｓｓｏｎ 染色。

图 ５　 造模后 １４ 和 ２１ ｄ 小鼠肺组织的病理变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｄａｙ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

注：与空白对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ６　 各组小鼠肺组织中 ＨＹＰ 水平（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＹＰ ｉｎｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ３）

组织进行 ＣＯＬⅠ免疫组化检测。 结果显示，与空白

对照组相比，腰穿针模型组和气溶胶模型组小鼠肺

组织种阳性区域明显增多，说明 ＣＯＬⅠ的表达显著

增加（见图 ７）。 而且，ＣＯＬⅠ以气溶胶模型组更为

显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

２􀆰 ７　 肺组织 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量
选取气管内给药后第 ２１ 天的肺组织进行

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。 与空白对照组相比，两组

模型组小鼠肺组织中 α⁃ＳＭＡ 的蛋白表达量明显升
高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 两组模型组之间
差异无显著性（见图 ８）。

３　 讨论

博来霉素是一种由轮枝链霉菌产生的毒素，临
床上主要用于治疗多种肿瘤性疾病［１３］。 这种物质
具有可能致命的肺部副作用，会反复刺激肺间质性
炎症， 进而诱发严重的肺纤维化［１４］。 １９７８ 年，
ＨＯＬＯＹＥ 等［１５］对死于博来霉素的患者肺组织切片
进行电镜观察，镜下显示，肺组织中Ⅰ型肺泡上皮

细胞减少、Ⅱ型肺泡上皮细胞增殖、嗜酸性粒细胞
浸润、大量胶原沉积、间质水肿、胸膜纤维化等，这
与以往临床发现的 ＩＰＦ 病变相似。 博来霉素诱导的

动物肺纤维化模型与人类肺纤维化具有最相似的
组织病理学变化［１６］，因此成为了目前肺纤维化基础
研究最流行的方法。

０２５１
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图 ７　 造模后 ２１ ｄ 各组小鼠肺组织中 ＣＯＬⅠ蛋白水平（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＯＬⅠ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｄａｙ ２１ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ（ｎ ＝ ３）

图 ８　 各组小鼠肺组织中 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达水平（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ３）

快捷稳定的动物模型是探索肺纤维化发病机

制的重要基础，为进一步研究新型有效的治疗药物

并实现成果向临床转化提供了重要前提。 ＢＬＭ 可

以通过腹膜内、尾静脉、气管内注入、经鼻滴注等方

式诱导肺纤维化模型［１７］。 目前基础研究中应用最

广泛的造模方法是经口咽部无创气管内滴注，然而

具体的气管给药途径及周期参差不齐［１８－２０］。 因此，
寻找稳定高效的肺纤维化造模方法至关重要。 本

课题组前期经反复探索发现，腰穿针气管插管法是

３ 种气管内给药法中的最佳造模途径，然而其进针

深度难以控制，且滴注范围局限，病灶集中于肺门

和气管周围［７］。 近年来本课题组通过进一步多次

实验发现，新型肺部雾化给药装置可能具有更优、
更稳定的造模效果，且熟练后操作较腰穿针更为简

单快捷。 因此，本实验首次将这两种建模方法进行

比较。
实验结果可见，气溶胶气管内雾化给药 ２１ ｄ 获

得的小鼠肺纤维化模型的组织损伤与纤维化程度

最高，且分布较腰穿针模型组更为弥散、更为均匀。
首先，ＨＥ 染色显示气溶胶模型组 ２１ ｄ 的小鼠肺泡

炎症水平最高；Ｍａｓｓｏｎ 染色显示气溶胶模型组小鼠

２１ ｄ 的胶原沉积面积最广。 重要的是，病理结果可

见，气溶胶模型组小鼠 ２１ ｄ 的病灶分布更为广泛而

均匀，而腰穿针模型组的病灶则集中在气管和支气

管周围。 其次，在存活率方面，气溶胶模型组的存

活率要高于腰穿针模型组。 紧接着，通过 ＨＹＰ 检

测，发现与 ＢＬＭ 给药后 １４ ｄ 相比，第 ２１ 天 ＨＹＰ 浓

度的增加更显著、更稳定，这表明 ＢＬＭ 诱导的模型

在第 ２１ 天时具有更稳定的纤维化表型。 因此，本研

究选取 ３ 组造模后 ２１ ｄ 的肺组织进行 ＣＯＬⅠ免疫

组化和 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量检测。 免疫组化结果显

示造模后第 ２１ 天，气溶胶模型组具有更高水平的胶

原表达。 α⁃ＳＭＡ 是成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化的标志物［２１］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，腰穿针模

型组和气溶胶模型组造模后 ２１ ｄ 的小鼠肺组织中

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达量均上升，但两组之间无显著性差

１２５１
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异。 综合各种因素，气溶胶气管雾化法是优于腰穿

针气管插管法的建模方法，且 ２１ ｄ 是较稳定的造模

周期。
值得一提的是，研究人员在反复的建模实验中

总结了一些观点：（１）肺纤维化造模成功的小鼠当

场大多会有呛咳、鼻孔冒泡等表现；其体重主要会

在前 ６ ｄ 急剧下降，多降至 ２０ ｇ 左右甚至 ２０ ｇ 以

下，且存在毛发竖直立起、反应迟钝等体征；（２）气

管内单次给药后 ２１ ｄ 左右可能是肺纤维化最严重

的时段，随后纤维化具有一定自限性；（３）气溶胶气

管雾化法和腰穿针气管插管法均属于经口咽部无

创气管内给药法，对操作者技术均有一定要求，最
大的难点在于操作者能否在光源下看到声门并掌

握时机准确从声门插入气管。 为方便操作者能够

清楚看到声门，掌握好小鼠的麻醉深度则很重要。
麻醉深度过浅，则来不及进针操作，且不易看到声

门的位置；麻醉深度过深，则小鼠容易死亡。 具体

操作过程中，当观察到小鼠整个身体开始呈规则的

胸腹式呼吸、瞳孔对光反射迟钝时，这种程度下的

麻醉则可以便于操作者清晰地看到一张一合的声

门；（４）腰穿针针体坚硬、进针深度难以掌握，针身

进入过长则容易损伤气管，且整体操作时间较长，
这会增加小鼠的死亡率；而肺部雾化给药装置喷射

头顶端圆滑的设计，可保证其安全、温和地插入气

管内，且进针深度基本固定，一般使针身弯曲的前

端部分全部进入小鼠口中即可。 另外，肺部雾化给

药装置呈手持式一体设计，插入气管后即可快速给

药，整体操作时间较短。 故气溶胶气管雾化法小鼠

存活率高于腰穿针气管插管法；（５）气溶胶气管雾

化法和腰穿针气管插管法虽同为经口无创气管给

药，但气溶胶雾化给药优势明显。 肺部雾化给药装

置能够深入气管的同时，以气溶胶的方式将药物温

和均匀的喷洒进各个支气管内，并可到达外周肺组

织，病变范围显然比腰穿针局部气管滴注法要更为

弥散。
研究人员还总结了一些关于肺部雾化给药装

置的操作经验：（１）用于肺部雾化的 ＢＬＭ 剂量和体

积一般要根据小鼠的体重和 ＢＬＭ 的纯度来决定，这
需要操作者在预实验中摸索好，以便正式造模后呈

现出较稳定的纤维化病变以及较低的死亡率；（２）
小鼠麻醉后需使其呈倾斜仰卧位，这可以使得药液

充分进入气管内；（３）使用给药装置前，应用药液润

洗针体内部 ２ ～ ３ 次，以减少误差。 给药装置推进

时应该迅速果断，否则药物喷洒范围较局限。 装置

推进完后针头往往会残留一滴药液，因此最后需在

气管内停留 １ ～ ２ ｓ；（４）药液雾化完毕后抓取小鼠

使其呈直立姿势，并水平前后左右轻轻摇晃，以助

ＢＬＭ 更均匀分布在气管内，同时避免药液堵塞气

道；（５）使用完后针头应及时用 ７５％乙醇超声清洗，
以防下次使用时出现堵针情况。

综上，相对于腰穿针气管插管法，气溶胶气管

雾化法构建的模型具有病灶分布更为弥散而均匀、
纤维化程度更高、存活率更高等优势，是更为适用

于博来霉素诱导小鼠肺纤维化模型建立的选择。
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