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  摘要 目的 通过单独烟草烟雾暴露(cigarettesmokeexposure,CSE)或CSE联合脂多糖(lipopo-
lysaccharide,LPS)、猪胰弹性蛋白酶(porcinepancreaticelastase,PPE)气管内滴注2种方法构建慢性

阻塞性肺疾病(chronicobstructivepulmonarydisease,COPD)大鼠模型并比较造模效果。方法 SPF
级雄性SD大鼠30只,随机分为对照组、烟熏组、联合组,每组10只,分别予正常环境饲养、CSE、CSE
联合LPS及PPE气管内滴注。每周检测大鼠体重,4周后检测大鼠肺功能,HE染色观察肺组织病理

变化,测定血清肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)、白细胞介素-8(interleukin-8,IL-8)及

肺组织中黏蛋白5AC(mucin5subtypeAC,MUC5AC)水平。结果 烟熏组、联合组大鼠体重显著低

于对照组(P<0.05);联合组大鼠体重明显低于烟熏组(P<0.05)。联合组用力肺活量(forcedvitalca-
pacity,FVC)显著低于对照组(P<0.05),烟熏组、联合组大鼠第0.3s用力呼气量(forcedexpiratory
volumein0.3s,FEV0.3)、FEV0.3/FVC水平显著低于对照组(P<0.05);联合组大鼠FEV0.3、FVC、

FEV0.3/FVC水平显著低于烟熏组(P<0.05)。烟熏组与联合组肺泡腔均呈扩大融合;联合组可见间隔

变薄、断裂,融合成肺大泡。烟熏组、联合组大鼠血清TNF-α、IL-8及肺组织MUC5AC水平明显高于对

照组(P<0.05);联合组大鼠血清TNF-α、IL-8及肺组织 MUC5AC水平明显高于烟熏组(P<0.05)。
结论 以上2种方法均能成功构建COPD大鼠模型,CSE联合LPS、PPE气管内滴注建立的模型比单

纯CSE建立的模型更符合COPD患者的临床特点及病理特点。
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  Abstract Objective Toestablishtheratmodelofchronicobstructivepulmonarydisease(COPD)bycigarette
smokeexposure(CSE)aloneorCSEcombinedwithlipopolysaccharide(LPS)andporcinepancreaticelastase(PPE)

intratrachealinstillation,andtheeffectsofthetwomodelswascompared.Methods ThirtySPFgrademaleSDrats
wererandomlydividedintocontrolgroup,smokinggroupandcombinationgroup,with10ratsineachgroup,re-
spectivelygivennormalenvironmentfeeding,CSE,CSEcombinedwithLPSandPPEintratrachealinstillation.The
weightofratswasmeasuredeveryweek,thelungfunctionofratswasmeasuredafter4weeks,thepathological
changesoflungtissuewereobservedbyHEstaining,andtheserumtumornecrosisfactor-α(TNF-α),interleukin-8
(IL-8)andmucin5subtypeAC(MUC5AC)levelsinlungtissuewasmeasured.Results Theweightofratsin
smokinggroupandcombinationgroupwassignificantlylowerthanthatincontrolgroup(P<0.05),andtheweight
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ofratsinthecombinationgroupwassignificantlylowerthanthatinthesmokinggroup(P<0.05).Theforcedvital
capacity(FVC)ofthecombinedgroupwassignificantlylowerthanthatofthecontrolgroup(P<0.05),theforced
expiratoryvolumein0.3s(FEV0.3)andFEV0.3/FVClevelsofratsinthesmokinggroupandthecombinationgroup
weresignificantlylowerthanthoseinthecontrolgroup(P<0.05),andthelevelsofFEV0.3,FVCandFEV0.3/FVC
inthecombinationgroupweresignificantlylowerthanthoseinthesmokinggroup(P<0.05).Thealveolarcavity
ofbothsmokinggroupandcombinationgroupshowedenlargedfusion,andinthecombinedgroup,theseptabe-
camethinner,fracturedandfusedintopulmonarybullae.ThelevelsofserumTNF-α,IL-8andMUC5ACinlung
tissuesofratsinsmokinggroupandcombinationgroupweresignificantlyhigherthanthoseinthecontrolgroup
(P<0.05),andthelevelsofserumTNF-α,IL-8andMUC5ACinlungtissuesofratsincombinationgroupwere
significantlyhigherthanthoseinsmokinggroup(P<0.05).Conclusion Theabovetwomethodscouldsuccessful-
lyconstructCOPDratmodels.ThemodelestablishedbyCSEcombinedwithLPSandPPEintratrachealinstillation
ismoreconsistentwiththeclinicalandpathologicalcharacteristicsofCOPDpatientsthanthemodelestablishedby
simpleCSE.

Keywords chronicobstructivepulmonarydisease;animalmodel;cigarettesmokeexposure;lipopolysaccha-
ride;porcinepancreaticelastase

  慢性阻塞性肺疾病(chronicobstructivepulmo-
narydisease,COPD)简称慢阻肺,特点是持续存在的

气流受限及呼吸系统症状,主要由于长期暴露于有害

颗粒或气体中所引起[1]。根据世界卫生组织(world
healthorganization,WHO)预测,到2030年,COPD
将成为全球三大死因之一[2]。建立与临床患者疾病

发生发展 及 病 理 变 化 相 符 合 的 动 物 模 型,是 研 究

COPD发病机制与治疗药物的基础[3]。COPD造模动

物主要为小鼠、大鼠、豚鼠[4],其中大鼠能在烟草烟雾

暴露(cigarettesmokeexposure,CSE)等方法下快速

构建稳定模型,且疾病病程与人类患者相似,因此被

广泛 应 用[5-6]。CSE 法 所 建 立 的 大 鼠 模 型 有 着 与

COPD患者相似的病理生理特征,因此成为常见的造

模方法,但存在肺泡病变轻、造模时间总体偏久的问

题[7]。脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导模型或

猪胰弹性蛋白酶(porcinepancreaticelastase,PPE)诱
导模型只是短时间内造成肺损伤,不会出现渐进性通

气障碍,因此只符合COPD患者的部分特征[8]。基于

此,本研究拟采用CSE联合LPS、PPE气管内滴注建

立COPD大鼠模型,并与CSE诱导模型相对比,以期

为COPD的实验研究提供造模周期短、稳定可靠的造

模方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取健康7周龄无特定病原体(specificpathogen
free,SPF)级雄性SD大鼠30只,体重(200±20)g。
大鼠由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供,实验

动物生产许可证号为 No.SCXK(湘)2019-0004。饲

养设施由湖南中医药大学第一附属医院医学创新实

验中心提供,使用许可证号为 No.SYXK(湘)2020-
0010。饲养环境温度控制在(22±2)℃,适应性饲养7
d后进行实验。本实验所涉及的动物实验操作均经过

湖南中医药大学第一附属医院医学创新实验中心实

验动 物 伦 理 委 员 会 批 准,伦 理 编 号 为 No.ZY-
FY20211220。

1.2 主要试剂与仪器

PPE购自上海Acmec公司;LPS及1%戊巴比妥

钠购自美国Sigma-Aldrich公司;香烟购自湖南中烟

工业有限责任公司(焦油含量10mg/根);4%多聚甲

醛溶液购自Biosharp公司;肿瘤坏死因子-α(tumor
necrosisfactor-α,TNF-α)、白细胞介素-8(interleukin-
8,IL-8)、肺组织中黏蛋白5AC(mucin5subtypeAC,

MUC5AC)酶联免疫吸附试验(enzymelinkedimmu-
nosorbentassay,ELISA)试剂盒购自长沙乐丰生物科

技有限公司。
自制烟熏箱(80cm×60cm×80cm透明有机玻

璃箱);电子天平(松竫ZG-TP101);动物肺功能检测

仪器(英国EMMS公司,型号CRFM100)。

1.3 造模方法

将30只大鼠随机分为3组,对照组、烟熏组、联合

组各10只。3组大鼠适应性饲养1周后,烟熏组采用

CSE法,联合组采用CSE联合LPS、PPE气管内滴注

法制备COPD大鼠模型。
对照组在正常环境下饲养4周。
烟熏组大鼠置于烟熏箱内,每天上午、下午各进
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行60min被动吸烟处理;每次给予10支香烟,分2批

燃烧,点燃后放进烟箱,自行燃尽为止,2次烟熏间隔

时间≥5h,共烟熏4周。
联合组大鼠与烟熏组大鼠熏烟方式基本相同,但

香烟量减半,烟熏时间为第2~13d及15~28d;并于

第1d及第14d行气管内滴注PPE、LPS,给予LPS、

PPE气管内滴注当天不进行CSE。首先使用1%戊巴

比妥钠(40mg/kg)腹腔内注射麻醉,将大鼠头高尾低

仰卧位固定于鼠板上,予聚维酮碘溶液皮肤消毒,纵
向切开颈部皮肤约2cm,逐层钝性分离。暴露气管

后,用1mL注射器先抽取0.3mL空气,再分别抽取

LPS(0.1mg/0.1mL)及PPE(10U/0.1mL)快速注

入气管内。青霉素冲洗伤口后缝合肌肉及皮肤,将大

鼠左右摇晃数分钟,使药物均匀分布于左右两肺,最
后放入笼盒待其苏醒,术后7d每日用青霉素冲洗伤

口预防感染。

1.4 大鼠一般情况

观察各组大鼠体重变化,实验开始前称量大鼠体

重,此后每1周称量1次。除此之外,还有观察各组大

鼠呼吸情况(是否有咳嗽、气喘等)、口鼻分泌物、精神

状态、皮毛色泽、活动情况、进食量等。

1.5 大鼠肺功能检测

大鼠麻醉后固定,剥离暴露气管,行气管插管,连
接固定后,置于小动物肺功能检测仪上检测肺功能。
测定第0.3s用力呼气量(forcedexpiratoryvolumein
0.3s,FEV0.3)、用力肺活量(forcedvitalcapacity,

FVC)、第0.3s用力呼气量/用力肺活量(FEV0.3/

FVC)等指标。

1.6 大鼠肺组织病理学观察

肺功能测定完成后,将左肺叶组织置于4%多聚甲

醛溶液中,固定后脱水、透明处理、石蜡包埋、连续切片,
采用苏木精-伊红(hematoxylinandeosin,HE)染色,光
学显微镜(100倍视野)下观察大鼠肺组织病理变化。

1.7 大鼠血清TNF-α、IL-8水平检测

剖开大鼠腹部,将针尖平行于腹主动脉取血,室
温静置后3000r/min离心10min,抽取上清液1~2
mL,使用ELISA法检测血清TNF-α、IL-8水平,严格

按试剂盒说明书进行操作。

1.8 大鼠肺组织 MUC5AC水平检测

大鼠右肺叶组织充分匀浆后,离心机3000r/min
离心10 min,吸 取 上 清 液,ELISA 法 检 测 肺 组 织

MUC5AC水平,严格按试剂盒说明书进行操作。

1.9 统计学方法

采用SPSS25.0软件进行统计分析,计量资料以

均数±标准差(x±s)表示,组间比较采用单因素方差

分析,两两比较采用LSD法,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 一般情况比较

对照组大鼠呼吸状况、精神状态良好,无口鼻分

泌物,皮毛清洁有色泽,活动灵敏,进食量无改变。烟

熏组、联合组大鼠出现咳嗽、气喘等症状,精神萎靡,
有口鼻分泌物,皮毛枯黄无光泽,活动缓慢,不喜动,
进食量明显变少;且联合组较烟熏组改变更明显。

从第1周开始,烟熏组、联合组大鼠体重显著低

于对照组(P<0.05)。联合组大鼠体重明显低于烟熏

组(P<0.05)。见图1。

图1 各组大鼠体重变化

2.2 肺功能指标比较

烟熏组、联合组大鼠FEV0.3、FEV0.3/FVC水平

显著低于对照组(P<0.05),联合组FVC显著低于对

照组(P<0.05)。联合组大鼠FEV0.3、FVC、FEV0.3/

FVC水平显著低于烟熏组(P<0.05)。见表1。

表1 各组大鼠肺功能指标比较(n=10,x±s)

组别 FEV0.3(mL) FVC(mL) FEV0.3/FVC(%)

对照组 5.35±0.36 5.68±0.36 94.20±0.57

烟熏组 4.67±0.28* 5.37±0.29 86.79±0.68*

联合组 3.06±0.38*△ 3.67±0.43*△ 83.34±0.81*△

  与对照组比较*P<0.05;与烟熏组比较△P<0.05

2.3 肺组织病理形态学比较

对照组大鼠肺组织肺泡结构正常连续,未见明显

炎性细胞浸润,肺泡间隔整齐无断裂,肺泡腔无病理

性扩大。烟熏组大鼠小气道支气管壁增厚,可见炎性

细胞浸润,肺泡间隔增宽,肺泡腔融合、扩张。联合组

大鼠肺组织病理改变较烟熏组变化更明显,支气管壁

明显增厚,大量炎性细胞浸润,肺泡间隔明显扩大,还
有部分肺泡间隔变薄、断裂,形成肺大泡。见图2。
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图2 各组大鼠肺组织病理学表现(×100)

2.4 血清TNF-α、IL-8水平比较

烟熏组、联合组大鼠血清TNF-α、IL-8水平明显

高于对照组(P<0.05)。联合组大鼠血清TNF-α、IL-
8水平明显高于烟熏组(P<0.05)。见表2。

表2 各组大鼠血清中TNF-α、IL-8水平

比较(n=10,ng/L,x±s)

组别 TNF-α IL-8
对照组 197.56±4.17 75.16±4.98
烟熏组 329.50±5.09* 102.51±4.33*

联合组 556.67±3.11*△ 156.36±5.39*△

  与对照组比较*P<0.05;与烟熏组比较△P<0.05

2.5 肺组织 MUC5AC水平比较

烟熏组、联合组大鼠肺组织 MUC5AC水平明显

高于 对 照 组 (P <0.05)。联 合 组 大 鼠 肺 组 织

MUC5AC水平明显高于烟熏组(P<0.05)。见表3。
表3 各组大鼠肺组织 MUC5AC水平

比较(n=10,ng/L,x±s)

组别 MUC5AC
对照组 0.26±0.04
烟熏组 0.72±0.05*

联合组 1.48±0.08*△

  与对照组比较*P<0.05;与烟熏组比较△P<0.05

3 讨论

理想的动物模型需要满足以下条件:符合人类疾

病的病理生理特点、制备过程可重复性高及动物存活

率高等。目前有各种各样的COPD动物模型,包括绵

羊[9]、狗[10]、猪[10]、兔[11]、猴子[12]、豚鼠[13]、小鼠[14]、
大鼠[15]和松鼠。尽管人类和大鼠在生理、免疫和解剖

系统上有差异,但凭借体型小、繁殖成本低、繁殖周期

短、基因组与人类相似等优点,大鼠成为研究人类

COPD的常用动物模型[16]。
目前存在多种COPD的造模方法,如CSE诱导、

LPS诱导、PPE诱导、基因调控和多因素诱导等[17-18]。

吸烟是COPD患者最重要的危险因素之一,CSE可以

尽可能地模拟COPD患者的发病机制,但不足之处有

暴露周期长、肺泡病变轻、稳定性差等[16]。PPE或

LPS气管内滴注可引起肺部病理改变,同时也可引起

肺部炎症,但不足的是PPE或LPS诱导的COPD模

型与临床患者发病机制存在出入。相比常用方法,为
缩短造模时间,且更符合COPD患者发病机制,本研

究采用CSE联合LPS、PPE气管内滴注建立COPD
大鼠模型,并与单纯CSE法建立的模型进行比较。

消瘦是COPD患者常见的临床表现,可能与炎症

反应、肌肉修复能力下降、低氧血症及CO2潴留引起

厌食等有关[19],消瘦会对患者健康状况及预后产生不

良影响[20]。本研究通过每周测量大鼠体重,发现烟熏

组、联合组大鼠体重明显低于对照组,这与患者消瘦

的临床表现相一致。
气道炎症和黏液高分泌是COPD发展的重要因

素。大量黏液分泌为病毒、细菌等微生物繁殖提供了

生存条件,引起感染的同时也产生了大量炎症细胞,
而这反过来又促进黏液大量分泌,形成恶性循环[21]。

TNF-α、IL-8是重要的促炎因子,TNF-α可促进中性

粒细胞向肺组织黏附及渗出,促进炎症反应,也可调

节 MUC5AC 的 分 泌[22];IL-8 可 调 节 肺 部 炎 症 反

应[23]。黏蛋白是气道黏液的重要组成部分,与黏液的

性质及功能密切相关,其中 MUC5AC与气道黏液高

分泌关系最为密切[24]。本研究发现,烟熏组、联合组

大鼠血清TNF-α、IL-8及肺组织 MUC5AC水平显著

高于对照组,符合COPD气道炎症及黏液高分泌的

特点。
截至目前,COPD动物模型评估系统尚未有统一

标准。与肺功能指标、气道炎症指标和氧化应激指标

相比,肺组织病理学发生相应改变是评价COPD动物

模型成功建立的最重要参数
[16]。 本实验结果显示,采

用以上2种方法建立COPD动物模型后,大鼠体重增

长缓慢,FEV0.3和FEV0.3/FVC水平下降,血清TNF-
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α、IL-8及肺组织 MUC5AC水平升高;肺组织 HE染

色结果进一步证实支气管壁增厚,有炎性细胞浸润,
肺泡间隔增宽,肺泡腔不同程度融合、扩张;表明以上

2种方法均能成功构建COPD大鼠模型。相比烟熏

组,联合组大鼠体重增长更为缓慢,肺功能下降更显

著,支气管壁增厚更明显,有大量炎性细胞浸润,肺泡

腔更大程度融合、扩张,出现肺大泡。因此,CSE联合

LPS、PPE气管内滴注建立的模型比单纯CSE建立的

模型更符合COPD患者的临床特点及病理特点。
综上所述,以上2种方法均能成功构建COPD大

鼠模型,CSE联合LPS、PPE气管内滴注建立的模型

比单纯CSE建立的模型更符合COPD患者的临床特

点及病理特点。
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