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　　［摘要］　目的　探究用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）联合香烟烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ，ＣＳ）诱导
１２周可否成功构建符合临床标准的慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）小
鼠模型。方法　选取８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ３０只，体质量 ２０～２５ｇ，分为模型组和对照组。采用
ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导进行造模，在第１、１４天使用ＬＰＳ（２ｍｇ／ｋｇ）气管内给药，给药当天不给予 ＣＳ，其余时
间小鼠暴露于ＣＳ中吸烟２次／ｄ（１０支、６０ｍｉｎ／次）。ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导１２周的小鼠为模型组（ｎ＝１５），
未进行干预的同批次小鼠为对照组（ｎ＝１５）。造模后对比两组小鼠肺组织病理（ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色）、炎
症因子（ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＴＮＦα、ＩＬ６）和肺功能（ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％）的变化。结果　与对照组相比，ＬＰＳ＋ＣＳ诱
导后小鼠肺组织病理显示支气管平滑肌层纤维化、肺泡膈断裂、肺泡融合，平均肺泡截距显著增大（Ｐ＜
０．０５），平均肺泡数显著减少（Ｐ＜０．０５），全身和肺部促炎炎症因子 ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＴＮＦα、ＩＬ６均明显增
多，肺功能 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％明显降低（Ｐ＜０．０５），平均肺泡截距和 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％极其显著负相关（ｒ＝
－０．９２２６，Ｐ＜０．００１），而平均肺泡数和ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％呈极其显著正相关（ｒ＝０．９３３０，Ｐ＜０．００１）。结论
　采用ＬＰＳ＋ＣＳ诱导１２周可以成功建立符合临床标准的ＣＯＰＤ小鼠模型。
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ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）特征是持续的气流限制和呼吸系统症
状［１－２］，病因复杂，其本质是炎症反应，其中吸烟、感

染、空气污染等起着重要作用［１，３］。建立符合临床标

准的ＣＯＰＤ动物模型是开展研究的必要条件。早期
ＣＯＰＤ动物模型绝大部分采用对小鼠进行单一的烟草
烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ，ＣＳ）暴露方式造模［４］，时间通常

不少于２４周［５］，实验周期长，干扰因素多；少部分采用

单一脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）气管内注射造
模［６］，过分强调炎症反应忽略了主要病因，这些方法

都不符合ＣＯＰＤ的多因素致病的特征。最新研究提倡
采用更加贴合ＣＯＰＤ病因的ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导的方式
对小鼠进行造模［７］。然而采用这种造模方式的绝大

部分研究过分强调实验的短周期性，采用１个月的实
验周期［７－８］，虽然从实验结果观察也产生了较多典型

的炎症和病理改变，但是没有从病理结构到肺功能全

面分析模型是否符合临床标准，临床诊断以肺功能

ＦＥＶ１／ＦＶＣ％＜７０％为金标准，病史、诱因等为辅助诊断
依据。既往研究者尽管进行了肺功能的检测，但是没

有采用反映小气道阻力的关键性指标 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％
或者肺功能检测结果远高于临床 ＦＥＶ１／ＦＶＣ％＜７０％
的诊断标准，不符合临床实际，而不符合临床标准的模

型又会极大地影响实验结果的可靠性。因此，本实验

拟采用ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导进行造模，结合国内外研究
结果综合考虑将周期延长至１２周［９］，造模后对小鼠呼

吸系统从结构到功能进行全面评估，以期成功建立更

符合临床标准的动物模型，为后续的实验打下基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　７周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量１８～２２ｇ，购自
陆军军医大学小鼠动物房，饲养１周以适应环境。小
鼠置于２５℃的恒温环境中，暗／光周期为１２ｈ，并可自

由进食鼠粮和水。取３０只小鼠分为２组，每组１５只
（确保每个检测内容小鼠均为５只）。对照组：适龄小
鼠存放在ＳＰＦ级动物房独立的鼠笼中，小鼠可以正常
自由活动保证食水；模型组（ＬＰＳ＋ＣＳ）：将小鼠按照造
模方法按时在气管内注射ＬＰＳ后暴露于烟雾中。
１．２　造模
　　使用 ＬＰＳ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｌ２８８０）＋ＣＳ方式造
模［７，１０－１２］。在第１天和第１４天使用ＬＰＳ（２ｍｇ／ｋｇ）气
管内给药，给药当天不给予烟熏。其余每天将小鼠置

于５０ｃｍ×３５ｃｍ×３０ｃｍ的有机玻璃盒，暴露于烟草烟
雾（焦油量１１ｍｇ，烟气烟碱量１．１ｍｇ，烟气ＣＯ１２ｍｇ，
产自中国重庆烟草工业有限公司）２次／ｄ（１０支，６０ｍｉｎ），
连续１２周［９，１３］。至第１２周采集肺组织、肺泡灌洗液
（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）、外周血进行进一
步处理和分析。

１．３　ＨＥ染色
　　造模完成后，麻醉并进行灌注，取小鼠肺组织，置
于４％中性福尔马林溶液中固定。石蜡包埋切片，ＨＥ
染色。切片用乙醇脱水，干燥后用中性树脂密封。采

用病理图像采集与分析系统，观察和记录小鼠肺组织

的病理变化。

１．４　Ｍａｓｓｏｎ染色
　　对肺组织石蜡切片进行Ｍａｓｓｏｎ三色染色后，观察
肺实质和呼吸道的纤维蛋白沉淀情况，用于对比肺部

病理变化，评估纤维化严重程度［１４－１６］。

１．５　肺组织病理评估
　　在每个视野正中心画十字交叉线，计算与交叉线相
交的肺泡间隔数（Ｎｓ）和每个视野内肺泡数（Ｎａ），同时
测量十字线总长（Ｌ）和每个视野面积（Ｓ）。根据以下公
式计算肺组织平均线性截距（ｍｅａｎｌｉｎｅａｒｉｎｔｅｒｃｅｐｔ，
ＭＬＩ）和平均肺泡数（ｍｅａｎａｌｖｅｏｌａｒｎｕｍｂｅｒ，ＭＡＮ）［１７－２０］。
　　ＭＬＩ＝Ｌ／Ｎｓ（其数值反映肺泡平均直径）
　　ＭＡＮ＝Ｎａ／Ｓ（其数值反映肺泡密度）
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１．６　外周血血浆收集
　　将小鼠麻醉后，暴露小鼠心脏，使用１ｍＬ胰岛素注
射器从小鼠右心室收集血液，离心（４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ，
３０ｍｉｎ）后保存于－８０℃冰箱冻存用作下一步分析。
１．７　肺泡灌洗液收集
　　小鼠麻醉后暴露气管，使用手术缝合线将小鼠气
管插管固定在气管内，而后，使用 １ｍＬ注射器汲取
１ｍＬ冷藏 ＰＢＳ（４℃）注入肺部反复冲洗 ３次。收集
的肺泡灌洗液置于离心管离心（４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ，
３０ｍｉｎ），上清液保存在－８０℃冰箱［２１］。

１．８　ＥＬＩＳＡ检测炎症因子
　　使用小鼠酶联免疫分析试剂盒，根据制造商使用
说明操作，用酶标仪在 ４５０ｎｍ波长下测定光密度值
［Ｄ（４５０）］，通过标准曲线计算肺泡灌洗液和外周血血
浆中ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＴＮＦα、ＩＬ６含量。
１．９　肺功能检测
　　小鼠用戊巴比妥钠麻醉，然后行气管切开，使用配套
的小鼠气管插管插入气管约１ｃｍ，而后将麻醉小鼠通过
气管插管紧密连接到机械呼吸机（ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ；ＳＣＩＲＥＱ，加
拿大魁北克省蒙特利尔），使用ＦｌｅｘｉＶｅｎｔＦＸＭｏｕｓｅＮＰＦＥ
模式对小鼠进行３个周期的循环肺功能检测，取平均值

后以ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％作为肺功能结果
［２２－２３］。

１．１０　统计学分析
　　实验数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进行统计学
处理，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，２组数据比较采用独立样
本ｔ检验，分类资料采用相关性分析和线性回归分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　模型组小鼠肺组织显示典型ＣＯＰＤ病理改变
　　肺部切片 ＨＥ染色显示，经过 ＬＰＳ＋ＣＳ暴露的模
型组小鼠肺泡结构紊乱，肺泡膈变薄或断裂，肺泡腔扩

大或融合，形成较多肺大泡，肺泡腔内还可见炎症细

胞；而对照组小鼠的肺组织中没有见到类似病理改变，

小鼠肺部结构整齐，肺泡结构明显（图１Ａ）。对２组小
鼠肺组织切片分别进行病理评分后发现，模型组的平

均肺泡截距明显大于对照组（Ｐ＜０．０５），而每个视野的
平均肺泡数则明显少于对照组（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ、Ｃ）。
Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，模型组小鼠的肺组织中肺间质
和小支气管周围组织纤维化明显，支气管上皮明显增

厚，而在对照组中未发现类似的现象（图１Ａ）。
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Ａ：小鼠肺组织ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果；Ｂ：２组小鼠病理切片肺泡平均线性截距；Ｃ：２组小鼠病理切片平均肺泡数

图１　２组小鼠肺组织病理学观察和定量分析（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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２．２　模型组小鼠血浆和ＢＡＬＦ中炎症因子显著增加
　　对外周血血浆和肺泡灌洗液上清液中的 ＩＦＮγ、
ＩＬ１２、ＴＮＦα、ＩＬ６进行定量检测，统计结果显示与对照
组相比，模型组外周血促炎炎症因子［ＩＦＮγ（Ｐ＜０．０５）、
ＩＬ１２（Ｐ＜０．０５）、ＴＮＦα（Ｐ＜０．０５）、ＩＬ６（Ｐ＜０．０５）］和肺
泡灌洗液中促炎炎症因子［ＩＦＮγ（Ｐ＜０．０５）、ＩＬ１２（Ｐ＜
０．０５）、ＴＮＦα（Ｐ＜０．０１）、ＩＬ６（Ｐ＜０．０５）］均增加，与对
照组比较差异均有统计学意义（图２Ａ～Ｄ）。
２．３　模型组小鼠肺功能显著下降
　　造模成功后分别对２组小鼠进行肺功能检测，结
果显示：与对照组相比，模型组的肺功能严重受损，

ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％结果显示两组肺功能表现存在显著差异
（图２Ｅ）。将肺功能 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％的数据、平均线性
截距（ＭＬＩ）和平均肺泡数（ＭＡＮ）分别进行线性相关
性分析，发现两组数据与 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％均有强相关性
（Ｐ＜０．０１），其中平均线性截距和 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％呈显
著负相关（ｒ＝－０．９２２６，Ｐ＜０．００１，图２Ｆ），而平均肺泡
数和ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％呈显著正相关（ｒ＝０．９３３０，Ｐ＜０．００１，
图２Ｇ）。

３　讨论

　　慢性阻塞性肺病是世界上第四大死亡原因，现在
已成为日益重要的公共卫生挑战［２４－２５］。许多人因

ＣＯＰＤ遭受几十年的痛苦并因疾病本身或其并发症过
早死亡［２６］。因此，开展对ＣＯＰＤ疾病病因机制和治疗
的研究显得格外重要，而动物模型在 ＣＯＰＤ研究中发
挥着不可取代的作用，所以建立符合临床标准的动物

模型具有重大意义。

　　小鼠具有成本低廉、容易饲养、繁殖率高、世代周期
短、结构和细胞功能与人类相近等优势，因此成为制作

ＣＯＰＤ模型的理想实验动物。早期的研究认为单一
ＣＳ暴露是研究 ＣＯＰＤ最合适的造模方法［４－５，２０，２７－２８］，

但是单一因素的干预并不符合ＣＯＰＤ多因素致病的机
制，并且造模周期过长，过长的周期也会带来更多的不

稳定因素，增加实验难度，降低了可靠性，采用单一

ＬＰＳ造模亦不符合 ＣＯＰＤ的病因特征。因此，缩短造
模周期和增加更多干预因素成为值得研究的问题。越

来越多的研究提示采用多因素联合方式诱导ＣＯＰＤ模
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型，其中应用最多的便是通过 ＬＰＳ＋ＣＳ实现联合造
模［７，１０－１２］。虽然既往也有研究使用 ＬＰＳ＋ＣＳ进行造
模，但是绝大部分过分追求短周期，并没有从结构到功

能提供一个完整的符合临床标准的模型，实验更多侧

重于病理分析［１０－１１］，忽略了肺功能检测，而肺功能检

测（ＦＥＶ１／ＦＶＣ％）恰恰是 ＣＯＰＤ临床诊断的金标准，
少数研究在对小鼠进行肺功能检测时仅仅检测呼气时

间（Ｔｅ）、放松时间（Ｔｒ）、吸气流量峰值（ＰＩＦ）、呼气流
量峰值（ＰＥＦ）等非关键数据［２０］，或者由于造模时间偏

短导致 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％＞８０％，不符合临床 ＣＯＰＤ诊断
标准（ＦＥＶ１／ＦＶＣ％＜７０％）

［１３］。因此，需要在强调缩短

建模周期的同时适当地延长造模时间，从而更有效地

建立符合临床标准的模型。

　　本研究对ＬＰＳ＋ＣＳ暴露的小鼠进行肺组织病理切
片并观察，结果发现肺泡膈变薄，肺泡腔扩大、破裂等

典型的ＣＯＰＤ病理改变，与单纯烟熏２４周以及其他方
法造模得到的病理结果相似［４－５］。在对肺组织的病理

评估中，本研究使用平均肺泡数和平均肺泡截距对小

鼠肺部病理改变进行量化分析，平均肺泡数更直观地

反映了肺泡的损失情况，两组的显著差异也预示着模

型组小鼠肺功能会产生较大损失；ＬＰＳ＋ＣＳ联合造模
１２周得到的平均肺泡截距与单一 ＣＳ暴露造模 ２４周
的结果近似［５，１８，２０］，数值处于同一区间，但是单独使用

ＬＰＳ进行１２周造模的小鼠肺部病理切片平均肺泡截
距明显更小［２９］，显然ＬＰＳ＋ＣＳ联合造模的方式效率更
高。本研究还发现，与 ＣＳ暴露小鼠相比，ＬＰＳ＋ＣＳ暴
露小鼠气道周围的胶原沉积更早增加，表明 ＣＳ＋ＬＰＳ
可能通过促进炎症而诱导更严重的气道重塑。虽然被

广泛接受的ＣＳ暴露２４周的方法会导致明显的胶原沉
积［２０］，但在本研究中，ＬＰＳ＋ＣＳ暴露１２周后小气道周
围胶原水平明显升高。

　　ＣＯＰＤ是氧化应激和慢性炎症诱导肺泡凋亡和衰
老的结果［３］，因此，本研究通过对肺泡灌洗液和外周

血血浆中 ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＴＮＦα、ＩＬ６含量进行测量，评
估小鼠肺部和全身的炎症情况。虽然采用不同的试剂

盒进行测量得到的数值不尽相同，但是本研究得到了

和采用其他方式造模具有相似趋势的结果，这些结果

均反映全身和局部炎症反应的增强。

　　以上结果毫无疑问反映了小鼠通过ＬＰＳ＋ＣＳ联合
造模后肺部出现ＣＯＰＤ病理和炎症改变，相关实验提
示也许相对较短的时间就可以在肺组织内找到 ＣＯＰＤ
相似的病理改变［１０－１１］，但是局部的病理改变不能等同

于功能的显著改变，在 ＣＯＰＤ诊断中，肺功能是金指

标，而ＦＥＶ１／ＦＶＣ％是关键指标。ＦＥＶ１／ＦＶＣ％＜７０％代
表气流受限，结合小鼠与人类呼吸频率的换算关系以

及其他实验的经验，小鼠肺功能采用 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％用
于评估［２２，３０－３１］，因此，本研究选择使用 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％
对两组小鼠进行肺功能检测。既往单一 ＣＳ研究也有
肺功能检测，但是没有选用 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％这一指
标［４－５，２７－２８］；单一 ＬＰＳ造模后尽管 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％＜

７０％［３２］，但使用 ＬＰＳ造模本身存在着不可忽视的弊
端：①ＬＰＳ在动物实验中可用来模拟细菌感染引发的
急性炎症反应［３３］，而 ＣＯＰＤ的病因是复杂多样的，采
用单一的方式不符合病因，且感染并不是 ＣＯＰＤ的最
主要病因，因此模型建立的可靠性真实性不足；②短时
间内使用ＬＰＳ在呼吸系统研究中通常用来模拟细菌
感染的急性肺损伤和慢性阻塞性肺疾病急性加重期

（ａｃｕｔｅｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＥＣＯＰＤ）［３４］，使用ＬＰＳ诱导 ＣＯＰＤ模型可以
理解为小鼠ＡＥＣＯＰＤ模型，此时的肺功能结果无法真
实反映肺功能的改变；本实验结果显示经过 ＬＰＳ＋ＣＳ
联合诱导１２周造模后小鼠肺功能 ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％处于
７０％左右，而采用相同方式造模１０周时ＦＥＶ０．１／ＦＶＣ％
虽然也有变化，但是数值普遍处于８０％以上［１３］，显然

造模诱导时间在１０～１２周之间肺功能下降较为明显。
综上，ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导延长至１２周得到的模型更加
符合临床标准。

　　本研究也有一定的局限性：造模周期仅仅参考国
外研究的时间［９，１３，２９］，没有选取多个实验节点动态观

察评估造模情况，如果能进行多个时间节点的结果比

较可能会更有价值。

　　总之，本研究系统地比较了正常小鼠和 ＬＰＳ＋ＣＳ
暴露后小鼠的肺部病理改变、炎症情况和肺功能变化，

证明ＬＰＳ＋ＣＳ联合诱导的方法在 １２周时间可以成功
建立符合临床标准的小鼠 ＣＯＰＤ模型，比单一烟熏或
者单一ＬＰＳ造模简单可控有效，更加适合 ＣＯＰＤ的动
物研究，为后续的实验提供了良好、可靠的基础。
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