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　　［摘要］　目的　比较熏香烟加气道内注入脂多糖（ＬＰＳ）法和单纯熏香烟法建立慢性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）大鼠模型的效
果。方法　８周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，随机分为３组，每组８只。其中１组作健康对照，另２组分别进行熏香烟加气道内注入
ＬＰＳ和单纯熏香烟处理建立ＣＯＰＤ模型。观察动物一般情况和肺组织病理学，测定肺组织平均内衬间隔 （ＭＬＩ）和平均肺泡

数 （ＭＡＮ）；检测外周血常规和支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ）常规。结果　两个模型组大鼠消瘦，伴有间歇咳嗽和气促，外周
血和ＢＡＬＦ中的白细胞总数及中性粒细胞百分比均较对照组明显增高（Ｐ＜０．０１）；肺组织 ＨＥ染色显示两个模型组大鼠均具

有慢性支气管炎和肺气肿的典型病变，ＭＬＩ较对照组明显增高，而 ＭＡＮ较对照组明显下降（Ｐ＜０．０１），但两个模型组组间差

异无统计学意义；熏香烟加气道内注入ＬＰＳ组比单纯熏香烟组气道及肺组织的炎症浸润更明显，单纯熏香烟组主要表现为肺

泡过度扩张。结论　熏香烟加气道内注入ＬＰＳ和单纯熏香烟两种方法均可成功制备大鼠ＣＯＰＤ模型，其病理生理改变与人
类ＣＯＰＤ类似，前者比后者更符合ＣＯＰＤ自然发病过程。

　　［关键词］　慢性阻塞性肺疾病；动物模型；炎症；脂多糖；烟草暴露
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　　慢性阻塞性肺病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａ
ｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是常见的慢性呼吸系统疾病，发
病率和病死率高，严重威胁人类健康。国内外研究
人员通过建立ＣＯＰＤ动物模型对该病进行了大量研
究工作。但由于ＣＯＰＤ的病变累及气道、肺实质乃
至肺血管等多级结构［１］，发病机制、临床发展过程复
杂，迄今尚无公认的理想动物模型。近数十年随着
对ＣＯＰＤ发病机制的认识不断深入，其动物模型也
逐步改进。本研究参考文献［２］，采用熏香烟结合气
管注入脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）法和单纯熏
香烟法分别复制ＣＯＰＤ大鼠模型，比较两者的效果，
探求更合理的造模方案。

１　材料和方法

１．１　动物分组和模型复制　清洁级８周龄 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠２４只，雌雄不限，体质量２００～２２０ｇ，上海斯莱
克实验动物有限公司提供，随机分为３组，每组８
只。（１）Ａ组：采用熏香烟加气管注入ＬＰＳ法造模，
给药剂量参考文献［３］，大鼠ｄ１（即造模第１天，以下
相同）、ｄ１４经气管注入ＬＰＳ（０５５：Ｂ５，Ｓｉｇｍａ公司）

２００μｇ（３００μｌ），ｄ２～ｄ３０（ｄ１４除外）置入玻璃熏烟
染毒箱 （５０ｃｍ×４０ｃｍ×４０ｃｍ，８０Ｌ）内熏红旗渠
牌香烟烟雾（烤烟型，焦油含量１４ｍｇ／支，尼古丁含
量１．１ｍｇ／支），４０ｍｉｎ／次，２次／ｄ（每次８支烟），每
周休息１ｄ；（２）Ｂ组：ｄ１～ｄ８０单纯熏烟，熏烟方法
同Ａ组，其中ｄ１、ｄ１４经气管注入３００μｌ生理盐水；
（３）Ｃ组：健康对照组，ｄ１、ｄ１４经气管注入３００μｌ生
理盐水，其余时间无特殊处理。各组动物均饲养至

ｄ８０时处死并采集标本。

１．２　标本采集、处理和检测　大鼠称重，腹腔注射

１０％水合氯醛（０．３ｍｌ／１００ｇ）麻醉后，以真空抗凝采
血管经腹主动脉取血约１～２ｍｌ，于２ｈ内送检血常
规。然后放血处死大鼠，开胸暴露气管和肺门，于右
主支管处结扎右肺，左肺以生理盐水２ｍｌ×３次行
肺泡灌洗，回收率约８０％，肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）存入
可防止细胞附壁的硅塑管内静置１ｈ后，取１ｍｌ
ＢＡＬＦ以４００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，收集细
胞计数，沉淀细胞涂片并晾干后行瑞氏染色，检测各
种有核细胞百分率。左肺灌洗完毕后弃用，切取右
侧肺剖开，置于４℃磷酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，

ｐＨ７．３）中洗去血液，浸入１０％甲醛溶液中固定

２４～４８ｈ，取右下肺常规石蜡包埋，ＨＥ染色。每只
动物随机选取２张肺组织 ＨＥ染色病理切片，每张
切片随机选取上、中、下、左和右５个视野（避开大血
管和支气管），１００×显微镜下观察，数码相机摄像。
在每个视野正中心划十字交叉线，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内衬间隔 （ＭＬＩ）和平均肺
泡数 （ＭＡＮ）：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）。

１．３　统计学处理　计量资料用珔ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ
１３．０软件进行分析，组间比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　动物一般情况观察　各组大鼠均未出现死亡。

Ａ组和Ｂ组大鼠在每次熏烟初始喜聚集成堆闭目静
卧，熏烟较长时间后逐渐出现张口喘息、流涎、大汗，
腹式呼吸加剧；Ａ和Ｂ组动物分别在造模开始的第

１周和第２周前后逐渐出现间歇咳嗽，呼吸急促，精
神萎靡，拱背蜷缩，皮肤松弛，皮毛无光泽且脱落严
重，消瘦。Ａ、Ｂ两组造模结束时的外观无明显差异，
体质量增加分别为（３５．０±２．７）ｇ和（４６．４±１．１）

ｇ。Ｃ组大鼠实验前后活动正常，无明显气促，体质
量增加（５８．０±１．１）ｇ，与Ａ、Ｂ两组相比差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　血常规和ＢＡＬＦ检测情况　Ａ组和Ｂ组外周
血中白细胞总数和中性粒细胞分类升高，与Ｃ组相
比差异有显著差异（Ｐ＜０．０１）；Ａ、Ｂ两组间的外周
血白细胞总数和中性粒细胞比例差异则无统计学意

义（表１）。与Ｃ组相比，Ａ组和Ｂ组的ＢＡＬＦ白细
胞总数及中性粒细胞数均明显增高（Ｐ＜０．０１），单
核巨噬细胞所占构成比明显降低（Ｐ＜０．０１）；Ａ组

ＢＡＬＦ中的白细胞总数、中性粒细胞和淋巴细胞分
类稍高于Ｂ组，但两者差异无统计学意义（表１）。

２．３　肺组织病理学观察　大体标本：Ｃ组大鼠肺脏
肉眼观表面光滑平整，呈淡红色，弹性好，切面见肺
泡大小均一。Ａ组和Ｂ组大鼠的两肺外观膨胀，体
积明显增大，弹性差，肺表面略显不平，并可见小囊
泡状突起，肺脏切面可见多量较大的肺泡腔，大小、
形状不一。

　　ＨＥ染色：由图１Ａ、１Ｂ可见，Ｃ组切片见支气
管和肺泡结构清晰，气道黏膜上皮完整，纤毛排列整
齐，肺泡大小均匀；ＣＯＰＤ模型组（Ａ和Ｂ组，图１Ｃ～
１Ｆ）则表现为支气管黏膜上皮脱落，腺体增生，管壁
有淋巴细胞、浆细胞为主的炎细胞浸润；细支气管痉
挛，周围平滑肌细胞增生，肺泡腔不规则扩大，可见
炎细胞浸润和肺大疱；小血管管壁增厚。此外，Ａ组
较Ｂ组更常见气道管壁及周围，以及肺间质内不同
程度的炎症细胞浸润，支气管黏膜皱襞增多更为明
显，突入管腔，导致管腔变窄或闭塞，腔内可见黏液
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栓及炎性渗出；Ｂ组细支气管壁有时可见不同程度
的炎细胞浸润，主要表现为肺泡广泛扩大，肺泡间隔
变薄及断裂。

　　ＭＬＩ及 ＭＡＮ结果：单位面积内，Ａ组和Ｂ组

ＭＡＮ低于Ｃ组，而 ＭＬＩ大于Ｃ组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）；Ａ组ＭＬＩ绝对值较Ｂ组稍低，ＭＡＮ绝
对值较Ｂ组稍高，但差异无统计学意义（表２）。

表１　Ａ、Ｂ、Ｃ三组大鼠血常规和ＢＡＬＦ检测情况

Ｔａｂ１　Ｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅａｎｄｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｉｎＧｒｏｕｐＡ，Ｂ，ａｎｄＣ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｂｌｏｏｄ

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） Ｎ（％）
ＢＡＬＦ

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） Ｎ（％） Ｍ（％） Ｌ（％）

Ａ １８．９±４．０ ４２．１±７．７ ３．５７±０．１７ ２２．５７±１．７６ ７３．２４±０．９２ ４．１８±１．０１
Ｂ １７．２±３．９ ３５．２±４６．３ ３．４６±０．４２ ２１．９４±１．６５ ７３．９１±１．８１ ４．１５±１．３６
Ｃ ８．３±２．１ １５．３±４３．２ ２．１３±０．２４ ８．３０±０．８５ ８７．１０±１．１３ ４．６０±１．０７

ＧｒｏｕｐＡ：Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｔｗｉｃｅ＋ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｆｏｒ１ｍｏｎｔｈ（ＧｒｏｕｐＡ）；ＧｒｏｕｐＢ：Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ

ｓｍｏｋｅｉｎｈａｌａｔｉｏｎｆｏｒ１ｍｏｎｔｈｏｎｌｙ；ＧｒｏｕｐＣ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；Ｎ：Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ；Ｍ：Ｍｏｎｏｃｙｔｅ；Ｌ：Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．

Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ

图１　各组大鼠肺组织病理学改变

Ｆｉｇ１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｌｕｎｇｉｎＧｒｏｕｐＡ，Ｂ，ａｎｄＣ
Ａ，Ｂ：ＧｒｏｕｐＣ；Ｃ，Ｄ：ＧｒｏｕｐＡ；Ｅ，Ｆ：ＧｒｏｕｐＢ．ＡｒｒｏｗｐｏｉｎｔｓｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｉｎＤ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ｃ，

Ｅ）；×１００（Ｄ，Ｆ）；×４００（Ａ，Ｂ）

表２　Ａ、Ｂ、Ｃ三组大鼠肺组织 ＭＬＩ和 ＭＡＮ结果

Ｔａｂ２　ＭＬＩａｎｄＭＡＮｏｆｒａｔｓｉｎＧｒｏｕｐＡ，Ｂ，ａｎｄＣ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＬＩｌ／μｍ ＭＡＮ（μｍ－２）

Ａ ５２．３４±３．１２ ３．１３±０．２７

Ｂ ５０．９０±３．７０ ３．０２±０．３４

Ｃ ４２．５２±４．４１ ４．２４±０．２９

Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ．ＭＬＩ：Ｍｅａｎｌｉｎｉｎｇｉｎｔｅｒｖａｌ；ＭＡＮ：Ｍｅａｎ

ａｌｖｅｏｌｉｎｕｍｂｅｒ

３　讨　论

　　动物模型是进行 ＣＯＰＤ研究的重要基础，但

ＣＯＰＤ是一种发病机制和临床病理非常复杂的疾

病，这使得建立模拟ＣＯＰＤ多方面病理变化和临床

特征的理想动物模型十分困难。目前人们常用的

ＣＯＰＤ造模方法有：（１）大气污染法，如吸入ＳＯ２
法［４］和氯化镉诱导法［５］等。（２）单纯熏香烟法。吸

烟是目前引起 ＣＯＰＤ的最主要因素，烟雾能导致黏

膜纤毛系统结构和功能异常，引起支气管痉挛，直接

损伤肺泡上皮导致肺血管内皮细胞及肺泡巨噬细胞

聚集、活化，逐渐呈现相应的病理和病理生理学改

变［６］。各种动物、甚至不同种系的大鼠对香烟易感

性有很大差异。我们曾比较ＳＤ大鼠和 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

发现，后者对香烟的耐受性不及前者，熏烟如果过浓

过久（＞１０支／次，每次１ｈ），Ｗｉｓｔａｒ大鼠更易出现

ＣＯＰＤ症状。此外，熏烟法难以控制烟雾浓度，且多

数报道认为诱发周期往往需４～１３个月［７］。但我们

建立单纯熏烟的ＣＯＰＤ模型仅用了８０ｄ，效果亦较

好。（３）弹性蛋白酶法［２］。该法简便且稳定，但它造

成的病变与人类常见的由长期吸烟引起的并不完全

一致，且病变往往分布不均。（４）ＬＰＳ诱发［８］。它只

可短时间内复制出与ＣＯＰＤ所造成相似的呼吸道

损伤，并不能复制出渐进性慢性的病理过程。（５）基

因调控的肺气肿动物模型［９］。另外，现人们常用药

物诱导配合烟熏法［３］，相对易于操作且造模效果与
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人类ＣＯＰＤ类似。

　　由于人们对大鼠基因组研究较深入，且大鼠基

因组与人较为相似，故而是最常用的模型动物。我

们选用 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，它种系较纯，利于模型的可重

复性及比较，且大鼠体形较小、适应性强，生命周期

较短，成本低。但它也有一定的缺陷，例如啮齿类动

物气管内纤毛的分布较少，气管黏膜下的腺体不发

达，且缺乏有呼吸功能的细支气管。我们的结果显

示，在模型组大鼠都有典型的小气道炎症、渗出反应

和气道重塑、血管壁增厚等表现，说明总体上大鼠仍

是较理想的ＣＯＰＤ造模选择。

　　我们采用了熏香烟加ＬＰＳ法及较长期单纯熏

香烟法两种方式，所得模型均较理想，表现为各级支

气管黏膜上皮损伤，气道内分泌物增多，气道与肺实

质炎细胞浸润，气道壁增厚和小气道痉挛，肺小动脉

壁增厚，肺大疱形成等多层次改变［１０］。Ａ组使用２
次气管内注入 ＬＰＳ模拟细菌感染和炎症，这是

ＣＯＰＤ病程中重要的病理生理过程，也是ＣＯＰＤ急

性加重常见因素。我们比文献［１１］适当增加气道滴

入液体的体积，是为减少用药误差和便于药物在大

鼠肺部更均匀分布，而动物能良好耐受。Ｂ组采用

国际通用单纯熏烟法，但我们仅用８０ｄ而非３个

月，所得结果也很理想，我们认为可能与动物种属敏

感性以及年龄较小有关。比较Ａ、Ｂ组发现，二者在

共性中还有一些各自特点：Ａ组病理切片中气道及

肺实质的炎症浸润较Ｂ组更常见，支气管黏膜改变

更显著，而Ｂ组则以肺泡腔扩大和肺泡及血管床破

坏为主。此外，动物模型也显示出ＣＯＰＤ的全身炎

症反应和营养障碍等表现：动物体形消瘦，外周血和

ＢＡＬＦ中炎性细胞增多，特别是中性粒细胞数量明

显增多。

　　总之，ＣＯＰＤ模型的建立方法仍然在探索中。

根据本研究我们认为，采用熏烟加ＬＰＳ气管注入法

复制ＣＯＰＤ模型，较单纯熏烟所得的模型更省时，

并更好重现了ＣＯＰＤ的组织炎症特征，小气道病变

和气道重塑更为明显。
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