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  【摘要】 目的 采用盐酸 (HCl)灌注联合机械通气双重打击的方法,建立急性呼吸窘迫

综合征大鼠模型。方法 将SD大鼠随机分为7组:生理盐水 (NS)24h组、HCl24h组、NS
7d组、HCl7d组、HCl+低吸气峰压通气 (LP)组、HCl+高吸气峰压通气 (HP)组和博来

霉素 (BLM)组。各组大鼠麻醉后,进行经口气管插管,分别向气管内灌注 NS (1ml/kg)、

HCl(pH=1,1ml/kg)或BLM (1g/L,1ml/kg)。24h后,对NS24h组和HCl24h组大鼠

进行动脉血气分析,若氧合指数<300mmHg(1mmHg=0 133kPa),大鼠将进行LP或 HP2h。

大鼠复苏后观察至第7天,取左肺组织进行 HE染色和 Masson'strichrome染色,评估肺部损伤

及纤维化程度。结果 HCl24h组大鼠颈动脉血的氧合指数为 (213 400±27 318)mmHg;HE
染色可见明显的肺组织出血、水肿及炎性细胞浸润,肺损伤评分显著高于 NS24h组 (t=
-8 549,P <0 05)。HCl7d组、HCl+HP组及BLM组出现不同程度的胶原沉积,肺纤维化

评分与NS7d组比较差异均有统计学意义 (P 值均<0 05);HCl+LP组肺纤维化评分与 NS
组比较差异无统计学意义 (P >0 05);与 HCl7d组相比,HCl+HP组肺纤维化程度更重

(P <0 05)。结论 HCl灌注联合高吸气峰压机械通气可诱导大鼠发生急性肺损伤,加重肺纤

维化,为研究急性呼吸窘迫综合征及其相关性肺纤维化的机制和治疗提供了可靠的动物模型。
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【Abstract】 Objective Toestablishatwo-hitmodelofacuterespiratorydistresssyndromin
ratswithhydrochloricacid HCl instillationfollowedbymechanicalventilation Methods SDrats
wererandomlydividedintosevengroups normalsaline NS at24hgroup HClat24hgroup NS
atday7group HClatday7group HCl+lowpeakinspiratorypressure LP group HCl+high

peakinspiratorypressure HP group andbleomycin BLM group Afteranesthesia orotracheal
intubationwasperformed andNS 1ml kg  HCl pH=1 1ml kg orBLM 1g L 1ml kg 
wererespectivelyinstilledintratracheally After24hours ifoxygenationindex waslessthan
300mmHg 1mmHg=0 133kPa  theratsweresubjectedtomechanicalventilation LPorHP 
fortwohours Theratswereobservedforuptosevendays Theleftlobesoflungswerecollectedto
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assesspulmonaryinjuryandfibrosisusinghematoxylin-eosinstainandMasson'sthrichromestain
respectively Results At24hoursafter HClstimulation theoxygenationindexofratswas

 213 400±27 318 mmHg hematoxylin-eosinstainshowedmorealveolarhemorrhage edemaand
inflammatorycellinfiltrationinlungtissue Thelunginjuryscorein HClat24hgroupwas
significantlyhigherthanthatinNSat24hgroup t=-8 549 P <0 05  HClatday7group 
HCl+HPgroup andBLMgroupshowedmorelungcollagendepositionaswellashigherlung
fibrosisscorecomparedtoNSatday7group allP <0 05  Therewasnosignificantdifferencein
lungfibrosisscorebetweenHCl+LPgroupandNSatday7group P >0 05  Thelungfibrosis
ofHCl+HPgroupwasworsethanthatofHClatday7group P <0 05  Conclusions HCl
combinedwithmechanicalventilation HP inducesacutelunginjuryandaggravatespulmonary
fibrosisinrats providingareliableanimal modeltostudythe mechanism andtherapeutic
approachesofacuterespiratorydistresssyndromanditsrelatedpulmonaryfibrosis 

【Keywords】 Acutelunginjury Models animal Bleomycin
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ARDS是ICU中极为常见的危及患者生命的

疾病,以肺泡上皮细胞损伤和血管通透性增高为病

理基础,尽管有着数十年的研究基础,目前尚无针

对肺损伤本身有确切疗效的药物[1]。全球流行病学

调查数据显示,在住院患者中,重症患者的ARDS
发病 率 为10 4%,ARDS 病 死 率 达34 9% ~
46 1%,与疾病的严重程度呈正相关[2]。机械通气

是目前救治 ARDS的重要手段,近年来提出的保

护性通气策略有效降低了ARDS的病死率。然而,
患者的个体性差异和疾病的异质性决定了呼吸机临

床应用的复杂性[3-5]。若机械通气的参数设置不当,
会加重原有的肺损伤,导致肺纤维化发生,进而影

响ARDS患者的预后。已有研究指出,肺部进行

性纤维增殖与 ARDS的高病死率、通气时间延长

和生存质量下降相关[6-12]。因此,早期有效地控制

肺纤维化的发生、发展将是治疗ARDS、改善患者

预后的重要突破点。目前国内尚无关于 ARDS相

关性肺纤维化的动物模型的报道。本研究旨在建立

一个稳定、可靠的呼吸机相关的 ARDS肺纤维化

动物模型,为 ARDS相关领域的进一步研究奠定

基础。

1 材料与方法

1 1 实验动物 33只SPF级SD大鼠,雄性,

4~6周龄,体质量120~150g,购自广东省医学

实验 动 物 中 心,许 可 证 号:SCXK (粤)2013-
0002。随机分为7组:生理盐水 (normalsaline,

NS)24h 组、盐 酸 (hydrochloricacid,HCl)

24h组、NS7d组、HCl7d组、HCl+低吸气峰

压通气 (lowpeakinspiratorypressure,LP)组、

HCl+ 高 吸 气 峰 压 通 气 (highpeakinspiratory
pressure,HP) 组 和 博 来 霉 素 (bleomycin,

BLM)组。实验动物的使用经本中心实验动物伦

理委员会审查通过。

1 2 仪器与试剂 Servoi通用型呼吸机:德国

MAQUET 公 司;光 纤 冷 光 源:瑞 沃 德 公 司;

i-STAT300血气分析仪:美国雅培公司;G3+ 血

气分析测试卡:美国雅培公司;HCl:广州工业化

学试剂厂;BLM:美国Sigma公司。

1 3 实验方法

1 3 1 ARDS模型建立 HCl24h组和NS24h
组大鼠经腹腔注射3%戊巴比妥钠 (60mg/kg)麻

醉后,经门齿悬挂固定于垂直板上。使用冷光源照

射颈部皮肤,将大鼠舌头向一侧拉出,暴露声门。
将14G血管留置针套管的长度修剪至约2cm,经

声门插入至气管内,固定插管,用1ml注射器经

插管分别灌入1ml/kgHCl(0 1mol/L,pH=
1)、NS (1ml/kg)。随即连接Servoi呼吸机通气

5min,使HCl或NS在肺内分布均匀。参数设置

如 下:吸 入 氧 浓 度 为 50%,呼 气 末 正 压 为

3cmH2O (1cmH2O=0 098kPa),呼气末正压

以 上 的 压 力 控 制 为 10cmH2O,呼 吸 频 率 为

60次/min,吸呼比为1∶2。撤机后,将大鼠置于

纯氧环境中至其苏醒,拔除气管插管,放回鼠笼正

常饲养。24h后检测颈动脉血气以及肺组织病理

改变,进行肺损伤评分。

1 3 2 ARDS呼吸机相关性肺纤维化模型建立 
NS7d组、HCl7d组、HCl+LP组、HCl+HP
组大鼠麻醉后经口气管插管灌入NS或 HCl,24h
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后,HCl+LP组、HCl+HP组大鼠再次麻醉,经

口气管插管,连接呼吸机,按随机分组进行LP或

HP2h。参 数 设 置 如 下,LP:吸 入 氧 浓 度 为

50%,呼气末正压为3cmH2O,呼气末正压以上

的压力控制为10cmH2O,呼吸频率为60次/min,
吸呼比为1∶2;HP:吸入氧浓度为50%,呼气末

正压为0cmH2O,呼气末正压以上的压力控制为

22cmH2O,呼 吸 频 率 为40次/min,吸 呼 比 为

1∶2。通气结束后置于纯氧环境中至其苏醒,拔除

气管插管,放回鼠笼正常饲养至第7天,检测肺组

织病理改变,进行肺纤维化评分。

1 3 3 BLM诱导肺纤维化模型 BLM 粉剂溶于

NS,配制成浓度为1g/L的溶液,过滤后4℃保存

备用。大鼠麻醉后,经口气管插管,灌入1ml/kg
的BLM,连接呼吸机通气5min,使BLM在肺内

分布均匀,撤机后置于纯氧环境中至其苏醒,拔除

气管插管,正常饲养观察至第7天,检测肺组织病

理改变,进行肺纤维化评分。

1 3 4 血气分析检测 大鼠麻醉后,行气管切开

置管,连接呼吸机通气,参数设置如下:吸入氧浓

度为100%,呼气末正压为3cmH2O,呼气末正压

以 上 的 压 力 控 制 为 10cmH2O,呼 吸 频 率 为

60次/min,吸呼比为1∶2。用20G动脉留置针行

右侧颈动脉置管术,抽取颈动脉血约0 1ml,使用

便携式i-STAT300血气分析仪检测血气,间隔

5min再次抽取动脉血进行第2次检测。分别计算

氧合指数,取2次结果的平均值进行统计分析。

1 3 5 组织病理学检测 腹腔注射3%戊巴比妥

钠 (180mg/kg)处死大鼠,开胸解剖分离出气管

和肺,夹 闭 右 侧 支 气 管 后,用4%多 聚 甲 醛 以

22cmH2O的压力灌注左肺叶,结扎并分离出左肺

叶浸泡于4%多聚甲醛中固定,用于制作病理切

片、HE染色和 Masson'strichrome染色。由1位

不参与本实验的病理科医师对病理结果进行肺损伤

评分和肺纤维化评分。

1 3 6 肺损伤评分 对肺组织的以下改变进行评

分:肺泡塌陷,血管周围出血,肺泡出血,血管周

围水肿,血管充血,肺泡多形核白细胞浸润,透明

膜形成,肺泡水肿,巨噬细胞浸润,支气管上皮损

坏。每一项的损伤评分为0~3分。0分:正常;1
分:轻度;2分:中度;3分:重度[13]。在200倍

视野下,每个切片随机选取5个视野分别对以上

10项进行评分,计算每一个视野的肺损伤总分后

取5个视野评分的平均值作为该切片的肺损伤

评分。

1 3 7 肺纤维化评分 将肺纤维化分为8级。0
级:正常;1级:肺泡壁或支气管壁有轻度的增

厚;3级:肺泡壁或支气管壁有中度的增厚,不伴

有明显的肺部结构破坏;5级:肺部结构破坏明显

且伴有纤维条带或小的纤维灶形成;7级:肺部结

构破坏严重且伴有大片纤维化区域,或者出现蜂窝

样肺;8级:纤维化改变充满整个视野。程度介于

1级和3级之间定义为2级,依次类推定义4级和

6级[14]。在200倍视野下,每个切片随机选取5个

视野进行评分,取5个视野评分的平均值作为该切

片的肺纤维化评分。

1 4 统计学分析 采用SPSS15 0软件对数据进

行统计分析。计量资料以x-±s表示,2组样本采

用t检验进行比较,多组样本采用单因素方差分析

进行比较。P <0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 血气分析及肺损伤评估 经气管灌入 HCl
24h后,大 鼠 动 脉 血 氧 合 指 数 <300 mmHg
(1mmHg=0 133kPa),较 NS24h组显著降低

(t=15 421,P <0 05)。见表1、图1。

表1 2组大鼠氧合指数及肺损伤

评分的比较 (x-±s)

组别 鼠数 氧合指数 (mmHg) 肺损伤评分 (分)

生理盐水24h组 5 455 000±21 932 4 400±1 517
盐酸24h组 5 213 400±27 318 12 600±1 517
t值 15 421 -8 549
P 值 0 000 0 000

  注:1mmHg=0 133kPa

注:1mmHg=0 133kPa;与生理盐水24h组比较,aP <

0 05
图1 2组大鼠氧合指数的比较

肺组织 HE染色可见,HCl24h组大鼠肺泡

腔内有淡红色均质状水肿液渗出,红细胞及炎症细
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胞浸润明显 (图2)。HCl24h组肺损伤评分显著

高于NS24h组 (t=-8 549,P <0 05),见表

1、图3。

图2 2组大鼠左肺组织病理表现 HE ×200 A:生理

盐水24h组;B:盐酸24h组

注:与生理盐水24h组比较,aP <0 05
图3 2组大鼠肺损伤评分的比较

注:HCl为盐酸

图4 各组大鼠左肺组织的病理表现 Masson'strichrome染色 ×200 A:生理盐水7d组;B:HCl7d组;C:HCl+低吸气峰

压通气组;D:HCl+高吸气峰压通气组;E:博来霉素组

注:HCl为盐酸

图5 各组大鼠左肺组织的病理表现 HE ×200 A:生理盐水7d组;B:HCl7d组;C:HCl+低吸气峰压通气组;D:HCl+
高吸气峰压通气组;E:博来霉素组

2 2 肺 纤 维 化 评 估  大 鼠 肺 组 织 Masson's
trichrome染色可见,与 NS7d组相比,HCl7d
组、HCl+HP组及BLM 组肺部有不同程度的胶

原沉积 (图4)。HE染色可见,HCI7d组、HCl+
LP组、HCl+HP组及BLM 组肺泡出血、水肿及

中性粒细胞浸润较HCl24h组减轻 (图5)。

HCl7d组、HCl+HP组及BLM组肺纤维化

评分与NS7d组比较差异均有统计学意义 (P 值

均<0 05);HCl+LP组肺纤维化评分与 NS7d
组比较差异无统计学意义 (P >0 05);与HCl7d
组相比,HCl+HP组肺纤维化程度更重 (P <
0 05)。见表2、图6。

表2 各组大鼠肺纤维化评分的比较 (x-±s)

组别 鼠数 肺纤维化评分 (分)

生理盐水7d组 5 0 200±0 447
HCl7d组 5 1 800±0 837a

HCl+低吸气峰压通气组 5 1 000±1 000
HCl+高吸气峰压通气组 5 3 800±1 643ab

博来霉素组 3 4 333±1 155a

F 值 12 503
P 值 0 000

  注:HCl为盐酸;与生理盐水7d组比较,aP <0 05;与 HCl

7d组比较,bP <0 05

3 讨论

ARDS是由各种肺内、肺外因素导致的急性进

行性低氧性呼吸衰竭,病死率高达40%。尽管近

年来对ARDS发生的病理生理、诊断及治疗方面

的研究不断深入并取得一定的进步,但其中的基本

机制尚未完全阐明,而模拟疾病临床发生、发展进

程的动物模型是促进疾病基础研究发展的重要

手段。
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注:HCl为盐酸;A组为生理盐水7d组;B组为 HCl7d
组;C组为 HCl+低吸气峰压通气组;D组为 HCl+高吸

气峰压通气组;E组为博来霉素组;与生理盐水7d组比

较,aP <0 05;与 HCl7d组比较,bP <0 05
图6 各组大鼠肺纤维化评分的比较

ARDS的主要病理特征包括:肺泡-毛细血管

上皮屏障的破坏、肺泡上皮细胞损伤、炎症细胞浸

润、凝血系统的激活和纤溶系统的抑制[15-16]。其临

床病程大致分为:渗出期、增殖期以及纤维化期,

3个阶段序贯或重叠发生。ARDS的造模方法相当

多,根据ARDS致病因素主要分为2种,一是直

接肺损伤模型 (肺内源性),如反复肺泡灌洗、

HCl灌注、机械通气损伤以及油酸静脉注射;二

是间接肺损伤模型 (肺外源性),包括严重创伤、
射 线 等 物 理 打 击, 盲 肠 结 扎 或 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)腹腔注射诱发脓毒症

以及缺血-再灌注损伤等[17-19]。目前国内外常用的

建模方法是使用腹腔注射LPS、气管灌注LPS或

气管灌注HCl。采用的刺激因素和途径不同,所建

立的模型也会表现出不一样的病理生理特征。经腹

腔注射LPS引起的全身性炎症反应重,肺局部的

炎症反应以及肺泡-毛细血管上皮的损伤较轻[20]。
经气管灌注LPS可以导致肺内大量炎性细胞浸润,
但肺水肿的程度则相对较轻[21]。而 HCl是一种刺

激性强的化学物质,经气管灌注入肺后,直接损伤

肺泡-毛细血管上皮屏障,引起肺泡-毛细血管上皮

细胞通透性增加,大量富含蛋白质的液体渗出到肺

泡腔以及肺间质中,造成显著的肺水肿[22]。
在肺保护通气策略的实施下,与传统潮气量通

气相比,接受小潮气量通气的 ARDS患者病死率

下降8 8%[3]。随着 ARDS患者的病死率较前改

善,对于ARDS存活患者远期生存质量的关注越

来越多。现有的 ARDS动物模型的应用大多局限

于ARDS急性期研究,不能够满足目前对 ARDS
基础研究的需求。已有研究表明,肺纤维化的发生

是导致ARDS患者病死率增加以及存活患者远期

生活质量降低的重要因素[6,9,23-24]。而机械通气作

为ARDS患者不可或缺的辅助治疗措施,与肺纤

维化的发生、发展息息相关[25-26]。
因此,本研究拟采用 HCl灌注联合机械通气

的方法,建立一个更贴近临床的 ARDS模型,体

现呼吸机相关的 ARDS肺纤维化的发生。研究结

果显示,使用 HCl经气管灌注到大鼠肺内24h
后,动脉血气分析显示PaO2 显著降低,氧合指数

为150~250mmHg,同时左肺组织病理染色显示

明显的肺出血、水肿以及多种炎症细胞浸润,符合

ARDS的基本病理生理特征。在此基础上使用高吸

气峰压机械通气作为二次打击,在成功撤机后第7
天,左肺组织出现不同程度的肺泡间隔增厚和胶原

沉积病灶,纤维化评分较NS7d组及 HCl7d组

显著增高。该结果表明,对大鼠进行 HCl灌注联

合高吸气峰压机械通气后,成功建立了 ARDS大

鼠模型,且高吸气峰压机械通气加重了 ARDS大

鼠肺纤维化的发生。该模型是目前为数不多的可以

重现ARDS疾病进程3个阶段的动物模型,能够

复制出ARDS的肺水肿、出血、炎性细胞浸润等

主要病理生理特征,体现出ARDS肺部急性渗出、
肺泡间隔增厚及纤维化的改变。胃内容物误吸是临

床上常见的 ARDS诱发因素,HCl灌注是模拟临

床患者的胃内容物误吸;在 HCl灌注诱导 ARDS
的基础上加上呼吸机人工通气,更符合临床ARDS
患者的实际情况。

综上所述,HCl灌注联合高吸气峰压机械通

气可诱导大鼠 急 性 肺 损 伤,加 重 肺 纤 维 化,为

ARDS及其相关性肺纤维化的机制和治疗的基础研

究提供了可靠的动物模型。该模型可应用于ARDS
动态性、长期的实验研究,对降低 ARDS病死率

和改善ARDS存活患者的生活质量具有重要的科

学意义。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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