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烟雾和弹性蛋白酶诱导大鼠肺气肿模型的实验研究

An obstructive emphysema model in rats induced by smog and elastase

谭群友 ,龚太乾 ,李东亮 ,王如文 ,蒋耀光　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所全军胸外科中心 ,重庆 400042)

　　阻塞性肺气肿是一种常见的 、以气流受限为特征的呼吸道

疾病[ 1] ,其发病机制和动物模型仍在探讨中。本研究旨在观察

烟雾和弹性蛋白酶在肺气肿形成过程中的作用及相互影响 , 为

相关的实验研究复制出较理想的阻塞性肺气肿动物模型。

1　材料和方法

1.1　动物分组及模型制作
　　48 只纯种雄性 SD大鼠(第三军医大学大坪医院野战外科

研究所实验动物中心提供),体质量 280～ 343 g , 完全随机等分

为4 组 ,每组 12 只。吸烟组和复合组大鼠置于自制有机玻璃

箱内被动吸烟 , 每次点燃香烟(银象牌)15 支 , 1 次/d , 持续 30

min ,每周5 次 , 连续 7周 。第 4 周时吸烟组气管内注入生理盐

水1 ml , 复合组气管内注入猪胰弹性蛋白酶(SURVA公司)溶液

1 ml(50 U/100 g)。注酶组正常喂养 7 周 ,第 4周时气管内注入

猪胰弹性蛋白酶溶液 1 ml(50 U/100 g)。对照组正常喂养 7周 ,

第 4周时气管内注入生理盐水 1 ml。

1.2　血气分析与肺功能测定
　　7 周后 ,肌注速眠新(0.04 ml/ 100 g)全麻大鼠 ,颈动脉采血

1 ml ,血气分析。气管切开插管 , 参照文献[ 2] ,应用 AniRes2003

动物肺功能分析系统(北京鑫奥成科技有限公司)测定潮气量

(VT)、最大自主通气量(MVV)、0.3 s 用力呼气容积(FEV0.3)、

FEV0.3/ FVC(用力肺活量)和功能残气量(FRC)。其中 FEV0.3

和FVC 的测定采用外加压力法迫使大鼠深呼气和深吸气。

1.3　病理标本制备及形态定量分析
　　主动脉放血处死大鼠 ,完整取出肺脏 , 肉眼观察肺部改变。

经气管用 4%多聚甲醛溶液灌注固定 , 保持 20 cmH2O 压力 30

min ,所灌注的液体量为肺总容积(TLC)。 4%多聚甲醛溶液固

定肺脏 24 h 以上 ,矢状面取材 4 块 ,脱水 , HE 染色和Weigert弹

力纤维染色 ,光学显微镜下观察。每张切片均随机选取上 、中 、

下 、左和右 5 个视野 ,用 HIPS-1000多功能真彩色病理图文分析

系统对标本(10×10)进行每视野的平均肺泡数(Na)、肺泡直径

(Da)、肺泡表面积(Sa)和肺泡隔密度(Ds)测定与计算。

1.4　统计学处理
　　数据以  x± s表示 , 采用 SPSS8.0 统计软件行方差分析及
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均数间多重比较。

2　结果

2.1　呼吸功能及血气分析
　　注酶组和复合组 VT、MVV、FEV0.3、FEV0.3/ FVC和 PaO2 降

低 ,而 FRC 和 PaCO2 增加 , 与对照组比较 , 差异显著(注酶组

P<0.05 ,复合组 P<0.01), 而吸烟组无明显变化(P>0.05)。

2.2　病理观察及形态学定量
　　肉眼观察大体标本吸烟组和复合组肺脏略变黄 , 复合组的

肺脏可见有局部区域脏层胸膜下气腔增大 , 而注酶组仅有轻度

变化 ,对照组及吸烟组肉眼见无肺气肿征象。光镜下 , 吸烟组

和复合组可见有肺泡巨噬细胞及中性白细胞在终末细支气管

内聚集。复合组动物出现肺泡管 、肺泡囊及肺泡发生扩张及破

坏 ,弹力纤维减少 、破碎 ,巨噬细胞及中性粒细胞在终末细支气

管内聚集。注酶组有同样但程度较轻的变化。对照组无变化。

注酶组和复合组 Na、Ds 和弹力纤维含量均降低 , 而 TLC 、Sa 和

Da增加 ,与对照组比较 , 差异有显著性(注酶组 P <0.05 , 复合

组 P <0.01),而吸烟组无明显变化(P>0.05)。

3　讨论

　　目前常采用吸烟 ,气管内吸入或注射蛋白酶的方法复制阻

塞性肺气肿动物模型 , 但烟雾主要诱导小气道炎症(慢性支气

管炎)且所需时间较长 , 而单纯给予蛋白酶主要破坏肺泡壁(肺

气肿)而无明显的气道阻塞性改变 ,并且若要复制严重肺气肿

而给予大剂量蛋白酶易致动物的高病死率[ 3] 。 本研究同时给

予大鼠烟雾和弹性蛋白酶 ,复制出了功能学和病理学均较理想

的阻塞性肺气肿模型。本组将猪胰弹性蛋白酶溶于生理盐水

后滴入大鼠气管内 ,破坏了终末细支气管和肺泡壁 ,肺功能 、动

脉血气分析显示 VT、MVV、FEV0.3 、FEV0.3/FVC 、PaO2 降低 , 而

FRC 和 PaCO2增加。病理观察及组织学定量检测表明 , 肺总容

积 、肺泡数 、肺泡间隔密度和弹力纤维含量均降低 , 而肺泡表面

积和直径增加 ,符合阻塞性肺气肿的特征性改变 , 但改变尚不

明显。吸烟已被公认为肺气肿的主要致病因素 , 它可引起蛋白

酶/抗蛋白酶平衡失调导致肺气肿的发生[ 4 , 5] 。 经弹性蛋白酶

处置后的动物暴露于香烟雾中 ,肺气肿程度明显大于单纯气管

内注入弹性蛋白酶的动物 ,而单纯暴露于香烟雾中的动物只有

肺泡炎性细胞浸润 , 无明显的肺气肿病变 , 从而证明香烟吸入

可促进弹性蛋白酶诱发的肺气肿进展。其可能的机制是:动物

由气管内注入弹性蛋白酶后 ,肺内弹力纤维断裂 、破坏 , 引起肺

泡腔扩大 , 肺弹性回缩力下降[ 3] ;吸烟可引起弹性蛋白酶的主

要来源的肺泡巨噬细胞和中性白细胞聚集[ 5 ,6] ;香烟的气相烟
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雾中富含氧化剂 ,后者可抑制α1-抗胰蛋白酶的活性 , 从而引起

肺内弹性蛋白酶/抗蛋白酶失衡 , 致使肺弹力纤维破坏[ 5] ;同

时 ,吸烟可以抑制弹性蛋白的合成和修复 , 加重肺气肿的病变。

肺气肿的自然发展是一个慢性过程。本组结果表明 , 吸烟作为

一个辅助因素 ,不但可引起小气道炎症 , 而且能强化弹性蛋白

酶的作用 ,加快肺气肿的病程。这有利于科研工作者在相对短

期内制作出理想的阻塞性肺气肿动物模型 , 为利用这一模型完

成其它重要的科研项目赢得宝贵的时间。

　　关键词:烟雾;弹性蛋白酶;大鼠;肺气肿 ,阻塞性;疾病模型

　　中图法分类号:R563.3　　　文献标识码:B
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兔肾体外灌注的形态学变化及损伤机制

Morphologic changes of perfused rabbit kidney and its corresponding mechanisms

王贵波 ,吴　军　　(第三军医大学西南医院烧伤研究所 , 创伤 、烧伤与复合伤国家重点实验室 ,重庆 400038)

　　由于目前待移植肾脏采取单纯冷藏法保存
[ 1]
, 其较短的保

存时限以及低温状态使得目前在实验研究中非常有效的以基

因治疗为主减轻移植器官排斥反应和诱导受者免疫耐受状态

的方法不能在临床实施。本实验即对待移植肾脏进行常温下

体外灌注 ,观察不同灌注液对肾脏的形态学影响并探讨其损伤

机制 ,为进一步的常温下待移植肾脏的免疫修饰条件研究提供

实验依据。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组
　　健康成年大耳白兔 50 只(第三军医大学实验动物中心提

供),雌雄不拘 ,体质量 2.5 ～ 3.0 kg ,随机分为正常对照(5只)、

DMEM组(15 只)、血浆组(15 只)、血液+DMEM 组(15 只)。 观

察时相点为灌注后 1、3 、6 h , 每组每时相点 5 只动物。

1.2　主要试剂
　　DMEM(Gibco), Bcl-2 小鼠 IgG1 单抗 、Bax 小鼠 IgG2b 单抗
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(Santa Cruz),细胞凋亡 POD 试剂盒(Roche), DAB 显色试剂盒 、

SP9002 免疫组化试剂盒(北京中山生物技术有限公司)。

1.3　实验模型及方法
　　实验兔3%戊巴比妥钠耳缘静脉麻醉(1 ml/ kg)后无菌条件

下取左肾 ,肝素钠抗凝冲洗残存血液 ,迅速接入灌注系统。 灌

注系统由可调式蠕动泵(2 台)、氧合器 、储液器 、器官保存器及

连接管道组成[ 2] 。将肾脏的动静脉插管接头分别与灌注装置

动静脉管接头相连 ,将输尿管接头与排尿管连接。氧合器供氧

浓度为99.9%, 氧流量为2 L/ h , 氧分压大于95 mmHg , 灌注液经

过两道过滤装置滤除杂质后供给离体肾 , 流量调节为

20 ml/min[ 3] ,灌注温度控制在 21 ～ 25 ℃。 DMEM 组灌注液为

DMEM ,血浆组灌注液为新鲜的猪血浆 , 血液+DMEM 组灌注液

为两者 1∶3 混合液。

1.4　检测指标及方法
　　在确定的时相点终止灌注 , 观察肾脏大小 、色泽和形态变

化。将离体肾脏用 4%多聚甲醛固定 , 常规脱水 、透明 、包埋 、

5 μm 切片 ,HE染色后光镜下观察分析。

　　凋亡原位末端标记法(terminal deoxynucleotidyl transferase

TdT-mediated biotin dUTP nick end-labeling , TUNEL)染色并苏木素

复染行凋亡率分析 ,每时相点各 5 张切片 , 在 10×40 倍视野下

计阳性细胞率。

　　Bcl-2 、Bax LAB-SA法(labeled strept avidin-biotin)免疫组化染

色及半定量分析 ,按试剂盒说明书行 Bcl-2 、Bax 免疫组化染色。

每时相点各 5张切片 ,MIG2000 图像分析软件(重庆大学)行其
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