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建立铜绿假单胞菌肺部感染动物模型的两种方法

李　斌△，朱冬青△，于　红，刘洪超，刘士远
第二军医大学长征医院影像科，上海２００００３

　　［摘要］　目的　用两种方法建立家兔铜绿假单胞菌肺部感染模型，并根据病理学、影像学等指标进行评价、比较。方
法　４８只健康清洁级新西兰大白兔随机平均分成Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４组，Ａ组采用经皮气管穿刺法，Ｂ组采用经鼻喷雾吸入法，分别
隔日接种铜绿假单胞菌反复感染家兔，Ｃ、Ｄ组施以无菌生理盐水分别作为穿刺对照组和吸入对照组。接种后隔日１次行胸部

ＣＴ扫描。待家兔感染死亡后取肺脏进行病理学检查。从病理学、影像学和实验室检查等方面验证动物模型并对经皮气管穿

刺法和经鼻喷雾吸入法两种建模方法进行比较评价。结果　（１）病理学指标：接种感染后早期死亡动物肺部均有不同程度的
水肿、出血、结节样脓肿、实变表现，镜下可见肺组织内大量中性粒细胞浸润，灶状脓肿形成；感染死亡较晚动物的肺部实变逐

渐减少，以局部肺不张、纤维增生、肉芽肿形成、淋巴细胞浸润为主要表现。（２）影像学指标：Ａ、Ｂ两组胸部ＣＴ均表现为双侧

多发斑片状模糊影，部分可见实变及脓肿灶。Ａ组于接种后第５天ＣＴ影像上首先发现病变，Ｂ组接种后第７天发现病变。

结论　使用经皮气管穿刺法和喷雾吸入法接种铜绿假单胞菌至新西兰兔肺部，均可成功建立兔铜绿假单胞菌急慢性病程演
变的原发肺部感染模型；两种方法在可操作性、可控性、可适性等方面各有优点。

　　［关键词］　铜绿假单胞菌；细菌性肺炎；动物模型；方法
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　　动物模型被广泛地应用于肺部感染的研究中， 但是建立动物肺部感染模型，尤其是慢性感染比较
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困难，主要原因是动物往往被动接受大剂量的致病
菌接种物，难以模拟真实的感染途径和体内自然的
病程演变，且动物本身缺乏形成慢性肺部感染的基
础疾病（如慢性阻塞性肺病、支气管扩张症、囊性纤
维化等）。肺部细菌感染动物模型制作多采用气管
切开术、气管插管、喷雾吸入接种病原微生物等［１６］

方法，制作过程中遇到的最大问题就是接种的细菌
能很快被机体免疫识别并清除。为了最大可能地模
拟肺部铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，

ＰＡ）感染的病程演变，本研究使用经皮气道穿刺和
经鼻喷雾吸入两种方法接种ＰＡ至新西兰兔肺部，
建立家兔ＰＡ 肺部感染急慢性病程演变的动物模
型，通过病理学、细菌学、影像学指标对模型进行评
价，并对两种方法的造模效果进行比较。

１　材料和方法

１．１　实验动物与细菌　健康清洁级新西兰白兔４８
只，兔龄６～１０个月，体质量２．０～２．３ｋｇ，雌雄不
拘，由上海市公共卫生临床中心动物实验中心提供。
临床分离的ＰＡ由第二军医大学长征医院呼吸科实
验室提供，采用ＶＩＴＥＸ微生物自动分析仪及药敏实
验鉴定。

１．２　试剂　普通琼脂培养基；ＭＨ肉汤；０．９％灭菌
生理盐水；戊巴比妥钠（德国分装）。

１．３　主要仪器设备　ＳｏｍａｔｏｍＳｅｎｓａｔｉｏｎ１６排螺
旋ＣＴ（德国Ｓｉｅｍｅｎｓ公司）、喷雾吸入器（江苏鱼跃
医疗器械有限公司）、普通光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司）。

１．４　ＰＡ悬液的制备　从临床支气管扩张症患者痰
液中分离的黏液型ＰＡ转种于琼脂培养基培养，保存
于４℃冰箱内。挑取少许菌落放入 ＭＨ肉汤中３７℃
孵育２４ｈ，使用当天配制成浓度为１．５×１０８ＣＦＵ／ｍｌ
（麦氏比浊法，相当于０．５个麦氏单位）的ＰＡ悬液。

１．５　实验动物的分组与处理　将４８只兔随机分为

４组，每组１２只：经皮气管穿刺组（Ａ组）、经鼻喷雾
吸入组（Ｂ组）、穿刺对照组（Ｃ组）、吸入对照组（Ｄ
组），于上海市公共卫生临床中心Ｐ２实验室动物房
内分笼饲养。经耳缘静脉注射２％戊巴比妥钠１
ｍｌ／ｋｇ麻醉后，Ａ组用２ｍｌ一次性无菌注射器吸取

１．５×１０８ＣＦＵ／ｍｌ的菌悬液１．５ｍｌ采用经皮气管
穿刺法接种，Ｂ组用喷雾吸入器使家兔经鼻咽吸入
等量菌悬液；Ｃ、Ｄ组接种感染方式分别与Ａ、Ｂ组相
同，以１．５ｍｌ无菌生理盐水替代菌悬液。所有兔均
隔日施以处理因素，３５ｄ后停止。

１．６　监测指标　处理后动物喂养方法相同，定期观
察其生理状态、体质量、体温及血常规。

１．７　ＣＴ扫描　接种当天于接种前所有兔行胸部

ＣＴ扫描以排除病变兔，接种后隔日１次ＣＴ扫描观
察病变。使用儿童头部扫描ＳＦＯＶ （ｓｃａｎｆｉｅｌｄｏｆ
ｖｉｅｗ），螺旋扫描，床进１５ｍｍ／周，动物取俯卧位，头
先进；扫描条件：１２０ｋＶ，２００ｍＡ；ＤＦＯＶ （ｄｉｓｐｌａｙ
ｆｉｅｌｄｏｆｖｉｅｗ）选 择 １００～１２０ ｍｍ；扫 描 模 式：

１．０ｍｍ×１６；肺算法（６０）和标准算法重建（４０）；常
规层厚：３ｍｍ。

１．８　标本采集　Ａ、Ｂ组所有兔均待其自然死亡，最
后处死Ｃ、Ｄ组家兔。动物死亡（自然死亡及处死）
后尸检，观察肺脏大体变化，依照ＣＴ表现所显示的
病变部位标本行病理检查（ＨＥ染色及微生物镜
检）。

１．９　肺组织匀浆细菌培养　取部分病变肺组织，以
无菌ＰＢＳ（ｐＨ７．２）冲洗表面血污后称质量，放入组
织研磨器内加入３ｍｌＰＢＳ，于４℃冰浴下制成肺组
织匀浆，用玻璃棒均匀涂布于琼脂平板上，置于３５℃
温箱内２４ｈ孵育培养。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计
学分析，实验所得数据用珚ｘ±ｓ表示，计量资料采用ｔ
检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　模型建立结果　判断标准：（１）肺组织培养鉴
定为ＰＡ；（２）观察期内兔胸部ＣＴ扫描发现病灶；
（３）病理标本 ＨＥ染色镜下发现肺组织病变。满足
（１）者视为接种成功，以上３条皆满足者视为兔ＰＡ
肺部感染模型建立成功。接种前所有兔均行薄层螺
旋ＣＴ胸部扫描，均未发现异常。除Ａ组２只、Ｂ组

１只兔因麻醉意外死亡，余 Ａ、Ｂ组兔ＰＡ肺部感染
模型建立成功。Ａ组接种后６、１２、１７ｄ分别有动物
死亡，动物生存时间为７～３９ｄ，平均生存时间２５．１
ｄ。Ｂ组动物生存时间为２１～３８ｄ，集中在２１～２８ｄ，
平均生存时间２４．９ｄ。两组平均生存时间差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　动物的一般状况　Ａ、Ｂ组新西兰兔早期有明
显寒颤、发热、喘息急促、亢奋恐慌、毛发粗糙状况，
后期出现反应迟钝、毛发黯淡、营养状态差，且平均
体质量下降明显。Ｃ、Ｄ组新西兰兔未见明显异常。

２．３　胸部ＣＴ表现　Ａ组３只肺内病变出现于接
种后第５天，表现为肺内斑片状密度增高影，边缘模
糊（图１Ａ）。５只病变程度随时间而进展，表现为病
变范围扩大，阴影增浓，见支气管充气征。Ｂ组２只
于接种后第７天首次出现肺部感染征象（图１Ｂ）。病
变程度随时间而逐渐进展，没有出现突然的病变进
展。两组部分动物中出现肺实变及脓肿灶。
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２．４　肺组织匀浆细菌培养　Ａ、Ｂ组兔死亡后取病
变肺组织进行匀浆，于普通琼脂培养基３７℃细菌培
养２４ｈ后可见大小不等、边缘不齐，圆而扁平、表面
光滑、湿润的菌落，在琼脂培养基上长出无色、细小、
无光泽半透明菌落。在普通肉汤中呈均匀浑浊，形
成浅绿色菌膜。行生化特性鉴定，分离菌可发酵葡
萄糖、伯腔糖、木糖，不分解麦芽糖、蔗糖及甘露醇，
可利用柠檬酸盐、还原硝酸盐，ＭＲ及ＶＰ试验均为
阴性。根据培养、形态及生化特性，可鉴定致病菌
为ＰＡ。

图１　兔铜绿假单胞菌肺部感染ＣＴ表现

Ｆｉｇ１　ＣＴａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｌｕｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＣＴｓｃａｎｓｈｏｗｅｄｍｕｌｔｉｐｌｅ，ｉｌｌｄｅｆｉｎｅｄｏｐａｃｉｔｉｅｓｉｎｌｕｎｇｓｉｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙ

ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｃｈｅａｌｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄｉｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙｓｐｒａｙｉｎ

ｈａｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｂ）

２．５　病理学观察　肺组织大体观察：早期死亡家兔
肺脏充血水肿，体积增大（图２Ａ）；一些家兔肺组织
表面出现较多的脓肿灶及出血点。中期死亡的部分
家兔肺脏开始出现体积减小，纤维素性渗出，脓肿及
出血灶减小（图２Ｂ）；部分出现结节性及空洞性病
变，部分出现肺大泡。较晚死亡的家兔肺脏体积减
小，质地轻度变硬（图２Ｃ）。

　　镜下观察：接种后早期急性炎症的表现有肺泡
腔内大量出血、渗出，中性粒细胞浸润、灶状脓肿形
成（图３Ａ）。急慢性混杂或急性炎症向慢性转化时
表现为细支气管壁、管腔、肺泡间隔、肺泡腔内大量
中性粒细胞和淋巴细胞浸润，部分肺组织内出现实
变伴肺气肿，部分纤毛倒伏、脱落，部分出现肺泡Ⅱ
型上皮细胞增殖及肉芽肿形成趋势（图３Ｂ）。慢性
期出现肺泡间隔增厚，肺间质大量淋巴细胞和中性
粒细胞浸润（以淋巴细胞为主），肉芽组织形成（图

３Ｃ），部分出现局部肺不张，纤维增生。Ａ组中有３
只表现为急性肺部感染病理改变，３只为急慢性炎中
有混合表现，４只为慢性为主的病理征象。Ｂ组中有

４只表现为急性炎症病理变化，４只为急慢性兼有的
病理改变，３只表现为慢性炎症改变。

图２　兔铜绿假单胞菌肺部感染大体标本改变
Ｆｉｇ２　ＭａｃｒｏｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｌｕｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ：Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｓｗｏｌｌｅｎｌｕｎｇａｔｔｈｅｅａｒｌｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅ；Ｂ：Ｆｉｂｒｏｓｉｓｌｉｋｅｅｘｕｄａｔｉｏｎａｎｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｗｅｒｅｓｅｅｎａｔｔｈｅｍｉｄ
ｄｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅ；Ｃ：Ｇｒａｎｕｌｏｍａｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓｓｅｅｎｏｎｔｈｅｓｈｒｕｎｋｌｕｎｇａｔｔｈｅｆｉｎａｌｓｔａｇｅｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图３　兔铜绿假单胞菌肺部感染病理变化（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ３　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｌｕｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ：Ｆｏｃａｌａｂｓｃｅｓｓ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａ，ｈｙｐｅｒｅｍｉａｏｆａｌｖｅｏｌａｒｗａｌｌｉｎＮｏ．Ａ２ｒａｂｂｉｔｏｆｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｃｈｅａｌｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉ

ｔｈｅｌｉｕｍ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｏｒｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎＮｏ．Ｂ１０ｒａｂｂｉｔｏｆｓｐｒａｙｉｎｈａｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｉｎｔｅｒｖａｌｏｆａｌｖｅｏｌａｒ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｏｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎＮｏ．Ｂ２ｒａｂｂｉｔｏｆｓｐｒａｙｉｎｈａｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　ＰＡ原称绿脓杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｙｏｃｙａｎｅｒｓ），１８８２年

首先由Ｇｅｒｓａｒｄ从伤口脓液中分离得到。该菌广泛分
布于自然界，亦常定植于人和动物的上呼吸道、消化
道、皮肤、尿道等处。ＰＡ为条件致病性的生物被膜
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菌，其感染肺部时的发病条件、病理改变、临床特点及
影像学表现与其他条件致病菌所致肺部感染有许多

相似之处，并且存在生物膜的抗吞噬和渗透作用及染
色体介导的多重耐药特性［７］，因此ＰＡ肺部感染的诊
断及治疗相对困难。近年来ＰＡ感染日渐增多，尤其
在医院内获得性肺炎的致病菌中居首位（约１０％）［８］，
所以ＰＡ肺部感染的发病机制、病原学、预防治疗等
成为研究热点。ＰＡ肺部感染主要有原发性肺炎、败
血症性出血性肺炎（继发性肺炎）两种形式［８］。原发
性ＰＡ肺炎的感染途径又分外源性及内源性，外源性
感染主要与医疗环境和各种侵袭性治疗损伤有关，而
内源性感染则以咽部及胃肠道定植菌吸入为主［９］。
参照文献［１］、［１０］和［１１］，我们采用两种接种方式分
别模拟两种感染途径，成功建立兔原发性ＰＡ肺部感
染急慢性病程演变模型，并对其进行评价比较。

　　肺部感染的诊断及分期分级需参考临床症状体
征、影像学表现、病理组织学改变和微生物学检查４
个方面［１２］。本研究中Ａ、Ｂ两组新西兰兔在接种ＰＡ
后均出现了不同程度的发热、体质量变化及精神不
佳，两组胸部ＣＴ均在１周内出现肺部感染的征象；Ｂ
组较Ａ组出现稍晚，原因可能是经皮气道穿刺接种的
细菌到达肺部的路径较短，快速且直接，而经鼻喷雾
吸入方式中上呼吸道的防御机制能将细菌过快地清

除。由于本研究欲观察两种方法接种ＰＡ后肺部感
染病程发展演变，从急慢性转化转归角度进行评价，
所以未能设定相应的观察时间点定期处死动物做病

理观察。Ａ组动物较Ｂ组的早期死亡率高，接种后６、

１２、１７ｄ均有动物死亡，Ｂ组动物的存活时间集中在

２１～２８ｄ，但是两者的平均生存时间差异没有统计学
意义。推测Ａ组动物接种后１～３周内表现为早期急
性炎症为主的病理学改变，３～４周内表现为急慢性混
杂或转化的改变，５周左右表现为慢性炎症为主。Ｂ
组４～５周时病理学表现为急性炎症或急性为主的急
慢性混合炎症，５周后出现慢性炎症病理改变。

　　严格执行无杂菌操作是建模成功的关键，特别
在接种及尸检采集标本的过程中。接种前需备皮、消
毒，以防将动物表皮的寄生菌带入气管内，而尸检时
我们采用无菌静脉切开包，开胸后器械必须更换，以
保证接触到肺标本的器械无菌，确保所制备模型的单
一性。即便如此，Ａ组有２只、Ｂ组１只发生了混合感
染的情况，这种结果可能是无菌操作不严造成，但也
不排除ＰＡ感染后更容易继发其他感染的可能。

　　目前肺部感染动物模型的细菌接种常见方法有
气管切开术注入、气管插管注入、雾化吸入等方
法［１６］。本研究采用的经皮气道穿刺和经鼻喷雾吸
入方式与气管切开和气管插管注入法相比，减少了

发生伤口感染、出血等并发症的风险。就两者比较，
经皮气道穿刺可以直接有效地将细菌接种到肺内，
但其准确定位一定程度地依赖于操作手法娴熟与否，
且操作易造成其他病原菌混合感染；经鼻雾化吸入操
作较简易，更符合真实的感染途径，但对细菌感染接
种量的控制不严格。两种方法制作的动物模型的急
慢性炎症的倾向性也略有不同，经皮气道穿刺接种模
型组的急性炎症表现出现相对早且多，经鼻喷雾吸入
模型组相对较多出现急慢性混合炎症或转化期表现。

　　使用经皮气管穿刺法和喷雾吸入法接种ＰＡ至
新西兰兔肺部均可成功建立兔ＰＡ急慢性病程演变
的原发肺部感染模型，两种方法在可操作性、可控性、
可适性等方面各有优点。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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ｆａｃｅａｄｈｅｒｅｎｃｅａｎｄＮＦｋａｐｐａＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ｍＢｉｏ，２０１０，１：ｅ００１４０１０３．

［７］　小林宏行．细菌菌膜的基础与临床［Ｊ］．雷　雨，译．中国临床药
理学杂志，１９９９，１５：２９９３０７．

［８］　ＦｕｊｉｔａｎｉＳ，ＳｕｎＨＹ，ＹｕＶＬ，ＷｅｉｎｇａｒｔｅｎＪＡ．Ｐｎｅｕｍｏｎｉａｄｕｅ
ｔｏＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ：ｐａｒｔⅠ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌｄｉ
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ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｍ］／／Ｎｉｅｄｅｒｍａｎ Ｍ Ｓ，ＳａｒｏｓｉＧ Ａ，ＧｌａｓｓｒｏｔｈＪ，
ｅｄｓ．Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ．２ｎｄｅｄ．Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＬｉｐｐｉｎｃｏｔｔＷｉｌ
ｌｉａｍｓ＆ Ｗｉｌｋｉｎｓ，２００１：３７７３９１．

［１０］郭向华，郭润华，宋志军．大鼠慢性绿脓杆菌生物膜肺部感染模
型细胞因子水平的变化［Ｊ］．现代医药卫生，２０１０，２６：２２４１２２４２．

［１１］ＬｉＦ，ＷａｎｇＷ，ＨｕＬ，ＬｉＬ，ＹｕＪ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｍｂｒｏｘｏｌｏｎｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｃａｕｓｅｄｂｙＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｗｉｔｈｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｉｎａｎｅｎｄｏｔｒａｃｈｅａｌｉｎｔｕｂａｔｉｏｎｒａｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ
ｐｙ，２０１１，５７：１７３１８０．

［１２］中华医学会呼吸病学分会．医院获得性肺炎诊断和治疗指南
（草案）［Ｊ］．中华结核和呼吸杂志，１９９９，２２：２０１２０３．
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