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［摘　要］目的：探讨新生大鼠急性肺损伤模型的建立及其病理特征。方法：采用腹腔注射内毒素（ＬＰＳ，
５ｍｇ／ｋｇ）的方法制备新生ＳＤ大鼠急性肺损伤动物模型，在光镜下观察肺的病理变化，观察支气管肺泡灌洗液
（ＢＡＬＦ）中细胞分类情况，用ＥＬＩＳＡ、ＲＴＰＣＲ法检测血清和肺组织中白介素 －６（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ
α）的表达。结果：ＬＰＳ注射３ｈ后，光镜下可见明显的肺出血和中性粒细胞浸润；肺湿／干重比（Ｗ／Ｄ）增加，
ＢＡＬＦ中多形核白细胞（ＰＭＮ）数量明显增加，血清中ＴＮＦα和ＩＬ６表达水平和肺组织中ＴＮＦαｍＲＮＡ水平均显
著增高。结论：新生ＳＤ大鼠腹腔注射ＬＰＳ后，能够引起显著的急性肺部炎症反应。
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是指机
体在遭受创伤、休克、感染、败血症、缺氧等病理刺

激后发生的急性炎症反应，是新生儿临床常见的危

重症［１－２］。目前ＡＬＩ的发病机理尚未完全明确，本
试验采用腹腔注射内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
的方法制备新生ＳＤ大鼠 ＡＬＩ动物模型，并观察肺

组织的病理变化和炎症反应情况，以探讨新生大鼠

ＡＬＩ的病理特征和机制。

１　材料和方法

１．１　材料
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日龄７ｄ、体质量１２～１８ｇ的健康新生 ＳＤ大
鼠５０只（由南方医科大学实验动物中心提供），
ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴＮＦα和ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试
剂盒购自上海 ＥｘＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物模型制备　５０只新生ＳＤ大鼠随机分
为生理盐水对照组（ｎ＝１０）和 ＡＬＩ组（ｎ＝４０），后
者进一步分为 １、３、６及 １２ｈ亚组，每组 １０只。
ＡＬＩ组予以５ｍｇ／ｋｇＬＰＳ腹腔注射；生理盐水对照
组予以５ｍＬ／ｋｇ生理盐水腹腔注射。
１．２．２　组织学检查　新生 ＳＤ大鼠于各时间点用
５％戊巴比妥钠（００２ｍｌ／ｋｇ）麻醉，打开胸腹腔，
肉眼观察肺组织大体病理改变，取右下肺置于４％
的多聚甲醛中固定，常规脱水，冰冻切片，ＨＥ染
色，光镜下观察。

１２３　肺组织湿重／干重（Ｗ／Ｄ）比值测定　取右
上肺叶称湿重（Ｗ）后置６０℃恒温箱，２４ｈ后再称
干重（Ｄ），计算Ｗ／Ｄ比值。
１２４　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）细胞分类　各
时间点新生大鼠腹腔麻醉后，暴露气管，将套管针

插入气管，用生理盐水反复灌洗３次，新生鼠每次
０３ｍＬ，收集（ＢＡＬＦ）约０５ｍＬ。４℃，８００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取沉淀涂片，瑞氏染色，计数２００个细
胞进行分类。

１２５　促炎细胞因子水平测定　酶联免疫吸附试
验（ＥＬＩＳＡ）检测外周血血清中 ＴＮＦα、ＩＬ６表达
量，按试剂盒说明书操作。用 ＲＴＰＣＲ检测肺组织

中ＴＮＦα的表达，ＴＲＩＺＯＬ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）法提取
肺组织总 ＲＮＡ，Ｔａｋａｒａ反转录试剂盒反转录获得
ｃＤＮＡ并进行 ＰＣＲ扩增。大鼠 ＴＮＦα引物参照
Ｇｅｎｅｂａｎｋ，由上海生工生物工程技术公司合成，
ＴＮＦα引物上游序列为５′ＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣ
ＴＡＣＴＧ３′，ＴＮＦα下游序列为 ５′ＣＴＣＡＣＴＧＴＴ
ＣＧＧＧＣＡＴＣＧ３′，退火温度 ５８℃，３０个循环。
ＧＡＰＤＨ引物上游序列为 ５′ＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣ
ＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣ３′，ＧＡＰＤＨ下游序列为５′ＴＧＴ
ＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣＴＣＴ３′，退火温度
６０℃，３０个循环。反应结束后取 ＰＣＲ产物于２％
琼脂糖凝胶中电泳，经凝胶成像分析系统分析电泳

条带。以ＴＮＦα与 ＧＡＰＤＨ条带吸光度的比值代
表ＴＮＦα表达的相对量。
１３　统计学处理

计量资料以（ｘ±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ１２０统计
软件进行ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有显著性。

２　结果

２１　肺组织炎性细胞浸润
对照组新生ＳＤ大鼠肺组织小叶结构清晰，肺

泡腔干净，肺泡间质无炎性细胞浸润，肺泡壁无增

厚，肺泡Ｉ型和ＩＩ型细胞结构清晰。ＬＰＳ注射后可
见肺组织充血明显，肺泡间质和肺泡腔内可见大量

红细胞和中性粒细胞浸润，见图１。

图１　ＬＰＳ注射后各时间点新生ＳＤ大鼠肺组织 （ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＬｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓａｆｔｅｒＬＰＳｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ×２００）

２２　肺组织湿重／干重（Ｗ／Ｄ）比值
新生ＳＤ大鼠注射ＬＰＳ后１ｈ，肺组织湿重／干

重（Ｗ／Ｄ）比值显著增加（Ｐ＜００５），并随着 ＬＰＳ
作用时间的延长而有所增加（Ｐ＜００１），见表１。
２３　ＢＡＬＦ中白细胞

对照组中ＢＡＬＦ中多形核白细胞（ＰＭＮ）数量
约２％～３％，注射 ＬＰＳ后３ｈ和６ｈ的新生 ＳＤ大

鼠ＢＡＬＦ中ＰＭＮ百分率显著增加（Ｐ＜００１），１２ｈ
略有降低，见表１。
２４　血清中促炎细胞因子水平

注射 ＬＰＳ后１ｈ，新生 ＳＤ大鼠血清中 ＴＮＦα
含量显著高于对照组（Ｐ＜００５），在 ３ｈ达到高
峰，随后略有降低，但仍保持较高水平，至１２ｈ仍
显著高于对照组（Ｐ＜００１）。血清中 ＩＬ６的表达
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变化与ＴＮＦα类似，见表１。

表１　各组大鼠肺Ｗ／Ｄ比值、ＢＡＬＦ中ＰＭＮ、血清中ＴＮＦα和ＩＬ６水平（ｎ＝４，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｌｕｎｇＷ／Ｄｒａｔｉｏ，ＰＭＮｉｎＢＡＬＦ，ＴＮＦαｌｅｖｅｌａｎｄＩＬ６ｌｅｖｅｌ

ｉｎｓｅｒｕｍｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝４，ｘ±ｓ）
组别 肺Ｗ／Ｄ比值 ＰＭＮ中ＢＡＬＦ（％） 血清中ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） 血清中ＩＬ６（ｎｇ／Ｌ）
对照组 ５１６±０３８ ２６２±１３３ ２３４６±３０８　 ８５８±２１５
ＬＰＳ１ｈ组 ５８７±０４２（１） ４４９±２３５ ８７３４±７５９（１） ３２２７±１７２（１）

ＬＰＳ３ｈ组 ６２１±０３１（２） １１７３±１７９（２） ２４５０３±１４３４（２） ９７４７±７２４（２）

ＬＰＳ６ｈ组 ６０８±０４４（２） １１８９±２８４（２） １８９２８±１２２６（２） ８５９３±６０４（２）

ＬＰＳ１２ｈ组 ６１８±０５７（２） ９２６±３０７（２） ５７３０±４２５（１） ３６０４±３２９（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

２５　肺组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
对照组中，新生 ＳＤ大鼠 ＴＮＦα表达较弱，注

射ＬＰＳ以后，表达量显著增加，３ｈ达到最高峰（Ｐ
＜００１），随后逐渐下调，但在１２ｈＴＮＦα表达仍
显著高于对照组（Ｐ＜００５），见图２。

Ｂ图为Ａ图的定量分析，ＴＮＦα相对表达量用ＴＮＦα和

ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值来衡量，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图２　肺组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．２　ＴＮＦαｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ

３　讨论

新生大鼠肺组织损伤模型和病理变化文献报

道较少，缺乏系统性研究。本研究参考 Ｃｈｏｉ等
人［３］制备ＡＬＩ成年动物模型的方法，建立新生大
鼠ＡＬＩ模型，观察腹腔注射ＬＰＳ对出生７ｄ后新生
ＳＤ大鼠肺组织损伤的影响。

ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁主要成分，是引起感
染性疾病的主要因素，也是制备成年动物急性肺损

伤模型中最常用的诱导剂。本实验通过新生大鼠

腹腔注射５ｍｇ／ｋｇＬＰＳ建立ＡＬＩ模型，大鼠肺组织

病理改变符合ＡＬＩ的病理改变。本实验结果显示，
与生理盐水对照组比较，ＬＰＳ注射组新生大鼠肺部
充血明显，肺泡间质有炎性浸润，肺泡壁增宽，肺泡

腔内可见出血细胞和粒细胞渗出。本研究发现注

射ＬＰＳ后，新生ＳＤ大鼠肺湿／干重比值增高，ＢＡＬＦ
中ＰＭＮ数量增加，血清中 ＩＬ６的水平显著上升，
且与ＬＰＳ作用时长具有相关性，与肺组织出血时
间和程度具有一致性，表明 ＬＰＳ注射以后引起了
ＡＬＩ和炎症反应。

研究表明，静脉或腹腔注射，以及气管内吸入

ＬＰＳ，都可引起成年大鼠血清、ＢＡＬＦ内ＴＮＦα水平
升高［４－５］，抑制 ＴＮＦα的生成可减轻肺组织水肿
和血管内皮细胞损伤［６－７］。本研究发现，与生理盐

水对照组相比，新生大鼠腹腔注射 ＬＰＳ后，肺组织
中ＴＮＦαｍＲＮＡ水平显著升高，血清中 ＴＮＦα含
量也显著增加。这与 ＬＰＳ诱导成年大鼠 ＡＬＩ模型
变化一致，表明 ＴＮＦα参与了 ＬＰＳ所致的新生大
鼠肺部炎性损伤，可能在新生大鼠 ＡＬＩ／肺出血病
理过程中起着重要的调节作用。

本研究结果表明，ＬＰＳ腹腔注射能够引起新生
大鼠ＡＬＩ和炎症反应，可作为新生儿肺出血研究的
动物模型。
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表２　各组大鼠６０ｓ内穿越平台次数（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｔｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｂｙｒａｔｓｉｎ６０ｓｅｃｏｎｄｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
组　别 ｎ 穿越平台次数（次）

空白组 １５ ６．３３±０．８２
模型组 １５ ２．１７±０．４１
安理申组 １６ ４．３３±１．０３（１）（２）

地黄饮子组 １６ ４．１７±０．９８（１）（２）

治疗组与空白组比较，（１）Ｐ＜０．０１，（２）Ｐ＜０．０１

表３　各组大鼠逃避潜伏期（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｏｆ

ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
组　别 ｎ 潜伏期（ｓ）
空白组 １５ １１．０１±２．２７（１）

模型组 １５ ５２．６５±６．９６
安理申组 １６ ２３．０３±６．１９（１）（２）

地黄饮子组 １６ ２２．４７±４．３６（１）（２）

（１）Ｐ＜０．０１；安理申组、地黄饮子组与空白组比较，（２）Ｐ＜
００１

３　讨论

ＶＤ临床多表现为记忆及认知等功能障碍，其
发病率高、致残率高，给家庭和社会带来沉重的精

神压力和经济负担。本实验灌胃治疗４周后，经
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测结果显示，地黄饮子组 ＶＤ大鼠
路径明显延长、６０ｓ内穿越平台次数显著增加、６０
ｓ内首次穿越原平台时间显著缩短，与模型组相比
差异有统计学意义，提示地黄饮子可改善血管性痴

呆大鼠学习记忆能力，其结果虽与安理申组相当，

且两组比较差异无统计学意义，但可以提示经典古

方地黄饮子在治疗血管性痴呆学习记忆障碍方面

具有明显的改善作用，可提高学习记忆能力的同

时，还可改善大鼠的一般情况，提高生存质量，并为

临床治疗血管性痴呆开发中药新药提供实验基础。

地黄饮子出自金元四大家之首刘完素《黄帝

素问宣明论方》，由熟地黄、石斛、石菖蒲、山萸肉、

肉苁蓉、茯苓、远志、五味子、巴戟天、麦冬、附子、肉

桂、薄荷、姜、枣组成，用于治疗下元虚衰，痰浊随之

上泛，堵塞窍道所致的喑痱证。ＶＤ的病机是以本
虚标实为特征，以肾精不足，髓海失养而成痴呆为

本虚。因此地黄饮子符合 ＶＤ本虚标实的病机特
点，遵循“虚者补之，实者泻之，攻补兼施”的治疗

原则，其意义在于使肾气充盛、精髓得化、髓海得

充，同时化痰开窍，交通心肾以醒神。本研究结果

表明，地黄饮子可改善 ＶＤ大鼠的认知功能，提高
ＶＤ大鼠学习记忆能力。
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