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小鼠放射性肺损伤动物模型的建立与鉴定
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　　摘　要：目的　建立放射性肺损伤小鼠模型和有效的定量评价方法。方法　雌性昆明种小鼠７２只，完全随机分为对照组（１８

只）、照射组（５４只）。全肺单次照射２０Ｇｙ，于照射后１、３ｄ和１、２、４、８周取照射组及相同鼠龄对照组小鼠肺组织和静脉血，分别

用 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色，在光镜下观察组织病理改变和胶原纤维沉积情况，用酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）法测定血清转化生长因子β１（ＴＧＦ

β１）含量。结果　与对照组比较，照射组小鼠肺组织早期以渗出为主，表现为肺间质及肺毛细血管充血、水肿，照射后期以肺泡间

隔及部分肺泡腔内可见纤维素样渗出物为特征。同时，ＥＬＩＳＡ法显示照射后７ｄ血清ＴＧＦβ１含量［（１８．４６±１．６７８）ｎｇ／ｍＬ］明显

增高，与对照组［（９．６１±２．０２７）ｎｇ／ｍＬ］比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　通过病理形态学和血清学指标证实成功地建

立了放射性肺损伤小鼠模型，该模型较好地模拟了放射性肺损伤的发生、发展过程。
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　　放疗是胸部肿瘤最主要的治疗手段之一，而放射性肺炎

（ｒａｄｉａｔｉｏｎｐｎｅｕｍｏｎｉｔｉｓ，ＲＰ）作为胸部肿瘤放疗常见的严重并

发症和剂量限制因素，其发生率达５％～１５％，一旦发生，通常

引起严重的临床后果［１］。因此，对放射性肺损伤病理过程及发

生机制的研究越来越受到各国学者的重视，建立一种合适的放

射性肺炎动物模型以及稳定、准确的鉴定方法是进一步深入研

究所必须的。为此，本研究建立了放射性肺损伤小鼠动物模

型，并对模型进行了病理组织学和血清学鉴定，为今后研究放

射性肺损伤防护提供基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料　体质量１７～２１ｇ成年健康雌性昆明小鼠７２

只，购自第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中

心。数字化直线加速器（瑞典ＥＬＥＫＴＡ 公司）、普通光学显微

镜（ＢＸ５０，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）、蛋白核酸分析仪（美国ＢｉｏＲａｄ公

司）、５８０４型台式冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、ＰＲＯＴＥＡＮ Ⅱ

中型垂直电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、ＴＧＦβ１小鼠单抗试剂

盒（美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ）等。

１．２　全胸照射方法　速眠新Ⅱ（１．５ｍｇ／ｋｇ）肌肉注射，全身

麻醉小鼠，将小鼠仰卧位固定于治疗床上，以５ｍｍ铅板防护

动物头部和腹部。照射组小鼠使用直线加速器产生的８ｍＶＸ

射线，经前胸野单次照射小鼠肺脏中平面２０Ｇｙ，剂量率为２００

ｃＧｙ／ｍｉｎ，动物与放射源距离为１００ｃｍ，射野范围为１０ｃｍ×１０

ｃｍ。对照组小鼠给予麻醉后佯装照射。

１．３　鼠肺大体标本观察　于照射后１、３ｄ和１、２、４、８周６个

时相点麻醉小鼠，先结扎气管再剖开胸腔分离主气管，并快速

将气管及双肺剥离出胸腔，观察肺的大体结构改变。

１．４　组织病理学观察　选取小鼠右肺组织予１０％甲醛固定，

常规石蜡包埋切片，作 ＨＥ染色和利用 Ｍａｓｓｏｎ三联染色（肺

组织胶原纤维染色）评价肺组织切片纤维化程度，光镜观察病

理组织结构改变。
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１．５　酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）法检测　于照射后１、３ｄ和１、２、４、８

周６个时相点，每组取３只小鼠眼静脉血１．５～２ｍＬ，２５℃下

放置３０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取血清０．５ｍＬ置于１．５

ｍＬ聚丙二醇试管内，血清转化生长因子（ＴＧＦβ１）含量测定按

说明书进行操作。用包被缓冲液稀释兔抗鼠ＩｇＧ单克隆抗体

包被酶标板，稀释度分别为１∶５０００、１∶１００００、１∶２００００、１

∶４００００，每一浓度包被３个纵行，每孔１００μＬ，４℃过夜，每

孔均作复孔。次日，将酶标板洗涤３次，５％ ＢＳＡ封闭，每孔

２００μＬ，３７℃孵育２ｈ，洗涤３次。在横行包被孔中依次加入

阴性对照血清，弱阳性抗原液及强阳性抗原液，每孔１００μＬ，

３７℃孵育１ｈ，洗涤３次。在每一包被浓度的一个纵行中分别

加入按１∶２０００、１∶５０００、１∶１００００稀释的上述多克隆抗

体，每孔１００μＬ，３７℃孵育１ｈ，洗涤３次。在每一包被浓度的

一个纵行中分别加入按１∶５０００稀释的 ＨＲＰ标记羊抗兔

ＩｇＧ抗体，每孔１００μＬ，３７℃孵育４５ｍｉｎ，洗涤３次。加ＴＭＢ

底物，室温避光显色１５～２０ｍｉｎ，用２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４ 终止反

应，读取ＯＤ４５０值。以ＯＤ值为纵坐标，以标准品浓度为横坐

标，绘制标准曲线。根据血清样品的ＯＤ值在标准曲线上查出

其浓度。

１．６　统计学方法　数据以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软

件进行单因素方差分析，组间比较进行狋检验。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大体观察　小鼠全肺照射后４周，照射野内被毛明显脱

落。解剖标本显示：对照组小鼠肺脏外观呈粉红色，表面光滑，

弹性良好；照射组肺脏轻度肿胀、充血，表面和切面可见散在出

血点，照射后８周全肺呈暗红色。

　　Ａ：对照组；Ｂ：照射后１周；Ｃ：照射后８周。

图１　　小鼠肺照射后组织形态学改变（ＨＥ×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：照射后２周；Ｃ：照射后４周；Ｄ：照射后８周。

图２　　小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ三联染色显示肺组织受

照射后胶原纤维的变化（Ｍａｓｓｏｎ×４００）

２．２　ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色组织学观察　对照组小鼠肺组

织结构正常，肺间质未见充血，毛细血管壁完整，肺泡及细支气

管腔无炎性渗出，见图１Ａ。而照射组小鼠肺组织照射后１、３、

７、１４ｄ病变以渗出为主，肺间质及肺毛细血管充血、水肿，肺泡

腔及细支气管内见较多的淋巴细胞，间质水肿致肺泡壁轻度增

厚，部分肺泡间含水肿液，见图１Ｂ。照射后４、８周病变以慢性

炎症为主，支气管和血管周围可见以淋巴细胞为主的炎症细胞

浸润，肺泡壁增厚，肺泡腔变小，肺泡间隔及部分肺泡腔内可见

纤维素样渗出物，见图１Ｃ。Ｍａｓｓｏｎ三联染色：可见肺间质蓝

色胶原纤维沉积，对照组可见少许纤维组织，见图２Ａ；照射组照

射后２周纤维组织开始增生，见图２Ｂ，照射后４、８周肺纤维化形

成，肺结构紊乱，并可见大量染成绿色的胶原纤维，见图２Ｃ、Ｄ。

２．３　血清ＴＧＦβ１检测结果　照射后１周血清ＴＧＦβ１含量

明显增高，此后逐渐增高，第８周达高峰，与对照组比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１），见图３。

图３　　各组小鼠血清ＴＧＦβ１含量检测

３　讨　　论

放射性肺损伤动物模型建立对进一步研究放射性肺损伤

机制及防治至关重要。综合遗传背景、操作难易程度、费用等

因素，由于小鼠体积小、成本低，易于建立并方便快捷，目前认

为建立放射性肺损伤鼠类动物模型比较适合且应用最为广泛。

本研究应用昆明小鼠建立了放射性肺损伤模型，该小鼠特点是

抗病力和适应力强、成活率高。

放射性肺损伤与照射剂量、受照体积和部位等因素相关，

研究者可根据研究目的来选择照射剂量。进行放射肺损伤的

长期效应研究，国外有学者给予４Ｇｙ或７Ｇｙ单次照射小鼠肺

组织，应用呼吸频率和致死率来评价１年后放射性肺损伤，也

有研究者采用１３．５Ｇｙ单次照射小鼠并持续观察２４周
［１２］。

杨明会等［３］报道对比大鼠一次性给予３０Ｇｙ或３Ｇｙ、每周２

次、总剂量３０Ｇｙ的照射，组织学证实两组均能引发典型的放

射性肺炎和肺纤维化，但２６周后发现小剂量多次照射组大鼠

存活率高。对放射肺损伤进行短期研究，目前多采用大分割单

次照射法。孟玲玲等［４］采用６ｍＶＸ线单次照射小鼠右肺３０

Ｇｙ，观察至照射后２个月。虽然小剂量多次照射被认为更符

合临床常规治疗剂量，但目前大家也逐步开始关注全身立体定

向治疗时的大分割照射，故在本实验中仍采用２０Ｇｙ全肺单次

照射构建放射性肺炎模型。本研究结果表明，通过全肺２０Ｇｙ

单次照射雌性昆明小鼠，成功地复制出典型的放射性肺炎小鼠

动物模型。

国内外学者研究认为放射性肺损伤的病理形态学改变主

要是肺间质充血水肿，肺泡内渗出物增加，炎细胞浸润，后期纤

维结缔组织增生，肺泡萎缩［５６］。本研究结果基本与之相符，照

射组２周内以渗出为主，４周后病变以慢性炎症为主，肺泡间

隔及部分肺泡腔内可见纤维素样的渗出物。因而，通过病理观

察证实本放射性肺炎小鼠模型成功建立。目前比较认同的放

射性肺损伤发生的机制为放疗产生的活性氧直接作用于实质

细胞并通过改变细胞因子的微环境而启动一（下转第２５５７页）
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用的药敏实验方法有一定的关系［１０１１］。桂西地区处于滇、黔、

桂３省交界处，属于边远山区，经济发展比较落后；该地区有

壮、汉、谣、苗等民族分布，主要以壮、汉族为主。近几年，由于

国家药品采购制度以及抗菌药物使用制度逐渐完善，医师的用

药习惯也逐步规范，滥用抗菌药物的现象明显减少，迅速增长

的抗菌药物耐药率得到了有效控制［１２］，但是，由于原发性和继

发性耐药的发生，耐药率还是逐年上升。诱导原发性和继发性

耐药发生的原因是什么，是否真的与地理分布、民族、经济水

平、用药习惯等因素有关？本研究使用了单因素χ
２ 分析 Ｈｐ

耐药与性别、民族、疾病及年龄的关系，寻找产生耐药性的影响

因子，研究结果显示差异无统计学意义。由此可见，桂西地区

人群的性别、民族、疾病及年龄并不是 Ｈｐ耐药产生的主要影

响因素。

本研究结果还显示了桂西地区 Ｈｐ耐药菌株的区域分布

情况，４县市各抗菌药物耐药率比较没有超过１％。原因可能

是该地区地理位置、经济情况、卫生条件等因素的影响，各医院

医师的治疗方法以及用药习惯比较一致，致使原发性耐药和继

发性耐药的发生差异无统计学意义。
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系列的“分子级联”反应，随着活性氧自由基的增多，导致脂质

过氧化、ＤＮＡ和蛋白质的氧化以及致炎因子的进一步激活，最

终导致纤维化形成［７８］。国内外学者对这些生物因子进行了大

量研究，目前比较一致的观点认为血清ＴＧＦβ１水平可以作为

放射性肺损伤的预测因子，与急性放射性肺炎尤其是放射性纤

维化密切相关。本实验发现放疗后小鼠血清ＴＧＦβ１含量呈

现逐渐升高过程，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．

０１），这与 Ｍａｃｈｔａｙ等
［２］研究结果类似，只是在发生改变所对应

的时相点和含量的高低上有所差别。
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