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I

摘 要

特发性肺纤维化(IPF)是一种慢性、逐步发展且通常是致命的肺部疾病，诊

断后的平均生存期仅有 2-3年，其病理机制尚不清晰，目前也缺乏显著有效的治

疗药物。现阶段，建立一个科学、可重复的的肺纤维化动物模型，能够作为研究

其发病机制和新药开发的坚实基础。本课题以博莱霉素致单侧肺纤维化的 SD大

鼠为研究对象，采用肺脏系数测定、组织病理学评价、羟脯氨酸含量测定和基因

表达检测的方法验证大鼠模型的可靠性，并通过血液生物标志物的检测探索非侵

入式检测纤维化程度的方法，希望为肺纤维化的药物研发提供基础和保障。

关键词： 博莱霉素，肺纤维化，大鼠
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a sort of chronic, processive and usually

deadly lung disease. The average survival period of IPF patients after diagnosis is

only about 2-3 years. Its pathogenesis is unclear and currently effective drug

treatment is lacking. At the present stage, the establishment of a scientific and

replicable animal model of pulmonary fibrosis is the basis for exploring its

pathogenesis and developing effective drugs. In this study, the SD rats with unilateral

pulmonary fibrosis caused by bleomycin were selected as the research object, and the

reliability of the rat model was verified by means of lung coefficient measurement,

histopathological evaluation, determination of hydroxyproline content and gene

expression detection. We also explored non-invasive methods to detect the degree of

fibrosis through blood biomarkers, thus expecting to provide the basis and guarantee

for the drug discovery of pulmonary fibrosis.

Key words： bleomycin, pulmonary fibrosis, rat
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一、前言

间质性肺疾病(interstitial lung disease, ILD)，是一系列非均质性、非肿瘤性的

肺部疾病[1]。ILD 的病理改变包括不同程度的间质纤维增生，各种急性和慢性的

炎症细胞浸润形成复杂多样的、相互交叠的组织结构[2]。

肺纤维化是各种间质性肺病的最后阶段，其主要特征在于肺内各级支气管,

以及其终端的肺泡的结构破坏和细胞外基质在肺内各处的累积。而特发性肺纤维

化(idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)则是一类致病机制不完全明确，病情更加严

重的肺纤维化。该疾病在高龄（70岁以上）人群中预后严重不良，且病人的诊

断后中位生存期仅为 2.5 ~ 3.5年[3]。

截止至 2021年，获 FDA 批准上市的肺纤维化治疗药物仅有吡非尼酮和尼达

尼布两种。其中吡非尼酮靶点不明，目前认为是转化生长因子-β(TGF-β)的抑制

剂，能够影响成纤维细胞增殖和胶原合成；尼达尼布则是一种小分子三重酪氨酸

激酶抑制剂，作用于 pDGFR、vEGFR和 bFGFR三种生长因子受体[4]。然而，这

两种上市药物虽能部分改善肺功能指标如用力肺活率和一氧化碳弥散量，却并不

能改善死亡率，目前 IPF尚无确定显著有效的治疗药物和治疗方法，远不足以满

足临床需要[5]。因此，建立一个科学、可重复的肺纤维化动物模型作为研究 IPF

发病机制和开展新药研发的坚实基础，具有非常重要的意义。

尽管在部分家养动物（如猫、狗等）中，存在自发性肺纤维化的发生，但在

发病机制研究和临床前治疗评估中，啮齿类动物模型仍是最不可或缺的模型[6]。

根据诱导方式的不同，肺纤维化啮齿类动物模型又可分为博来霉素诱导[7]、二氧

化硅诱导[8]、辐射诱导[9]和石棉肺[10]等类型。其中博来霉素诱导的肺纤维化模型

是目前应用最广、临床前试验中最具特征的动物模型[11]，该模型的优势包括：模

型建立周期短、早期分子特征与人 IPF急性加速期最相似，而不足之处则在于：

年轻的实验动物接受造模手术后容易发生自愈[6]。C57BL/6J小鼠由于其易感性，

是博莱霉素诱导肺纤维化造模中最主要的实验动物[12]，而气管注射博莱霉素造成

双侧肺损伤则是最常用的造模方法[13]。然而，在实际操作中，气管注射博莱霉素

诱导的双侧肺损伤肺纤维化小鼠模型存在动物死亡率高、组内纤维化分布及程度

差异大的问题，而本课题所研究的博莱霉素致单侧肺损伤肺纤维化大鼠模型，由
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于纤维化区域仅分布于大鼠左肺最大叶，能够很好地避免死亡率高和纤维化分布

不均的问题。总而言之，我们希望通过建立和优化博莱霉素致单侧肺损伤肺纤维

化大鼠模型，避免双侧肺损伤纤维化模型中的缺陷，从而更有效地辅助肺纤维化

发病机理的探索和治疗药物的研发。
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二、材料与方法

2.1 材料

2.1.1 实验动物

66只雄性 SD(Sprague Dawley)大鼠，6-8周龄，体重 180-220 g（实验前体重

达到 350 g左右），北京维通利华。

2.1.2 实验器材

手术器械（眼科剪、组织剪、弯尖头维纳斯剪、直头眼科镊、弯头眼科镊、

PE管、带针缝合线）；手术垫布；生理盐水；5 mL注射器；1 mL注射器；酒精

棉球；碘伏棉球；剃毛器；小动物呼吸机 VentElite（带保温垫）；动物体重天平

（精度：0.01 g）；电子天平（精度：0.001 g）。

2.2 试剂

2.2.1 动物组织 RNA抽提试剂

TRIzol试剂(宝日医生物)；氯仿；异丙醇；70%乙醇（由无水乙醇+RNase-Free

H2O配制）；RNase-Free H2O。

2.2.2 反转录与实时荧光定量 PCR试剂

Prime script RT Master Mix (宝日医生物)。

表 1 反转录反应体系

组成 反转录体系（20 μL）

RTMaster Mix 4 μL

RNA 1 μg

加 RNase-Free水定容至 20 μL

SYBR GREEN(诺唯赞生物)；qPCR引物（生工生物）。

表 2 Real-time fluorescent quantitative PCR(qPCR)体系

组成 实时荧光定量 PCR体系（11 μL）

SYBR GREEN 5.5 μL

Forward Primer(10 μM) 0.3 μL

Reverse Primer(10 μM) 0.3 μL

cDNA 5 μL
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表 3 Real-time fluorescent quantitative PCR(qPCR)引物序列

引物名称 序列（5’-3’）

GAPDH-F AAGGTGGTGAAGCAGGCGGC
GAPDH-R GAGCAATGCCAGCCCCAGCA
Co1a1-F GACATGTTCAGCTTTGTGGACCC
Co1a1-R AGGGACCCTTAGGCCATTGTGTA
α-SMA-F TCCAGAGTCCAGCACAATACCAG
α-SMA-R AATGACCCAGATTATGTTTGAGACC
IL-6-F TGTTGACAGCCACTGCCTTCCC
IL-6-R ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTATCCT

2.2.3 羟脯氨酸（hydroxyproline，hyp）含量测定试剂

表 4 储备液与工作液配方

氯铵 T缓冲液

柠檬酸三钠 0.2738 g
柠檬酸 0.0402 g

无水乙酸钠 0.4162 g
异丙醇 2.88 mL
ddH2O 定容至 14.6 mL

ER储备液
对二氨基苯甲醛 9.8 g
70%高氯酸 10.79 mL

氯铵 T储备液
氯铵 T 0.1869 g
ddH2O 定容至 0.9346 mL

T工作液 氯铵 T缓冲液 13.9428 mL
氯铵 T储备液 0.4016 mL

ER工作液
ER储备液 19.6262 mL
异丙醇 52.3364 mL

50%异丙醇
异丙醇 45 mL
ddH2O 45 mL

表 5 标准曲线的溶液配方

组成 体积(μL)

Hyp(0.01 μg/μL) 0 40 80 160 480 640

50%异丙醇 1200 1160 1120 1040 720 560

氯铵 T工作液 200 200 200 200 200 200

ER工作液 1000 1000 1000 1000 1000 1000

2.2.4 大鼠的造模手术和牺牲所用试剂
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造模：舒泰-50（麻醉用），博莱霉素溶液（造模组气管滴注用），生理盐水

（WT组气管滴注用）。

表 6 舒泰-50配方

组成 舒泰-50（1 mL）

舒泰 50（冻干粉末） 5 mg

加生理盐水定容至 1 mL

表 7 博莱霉素溶液（4 mg/mL）配方

组成 博莱霉素溶液（10 mL）

博莱霉素（粉末） 40 mg

加生理盐水定容至 10 mL

牺牲：心尖灌流采用 PBS缓冲液（pH = 7.4）；肺组织固定液采用 4%

Paraformaldehyde(PFA)溶液（pH = 7.4）。

表 8 PBS灌流液配方

组成 PBS缓冲液（1 L）

氯化钠 8.0 g

磷酸氢二钠 1.44 g

磷酸二氢钾 0.24 g

氯化钾 0.2 g

加 ddH2O定容至 1 L

调节溶液 pH至 7.4

表 9 PFA溶液配方

组成 PFA溶液（1 L）

多聚甲醛（粉末） 40 g

加 PBS缓冲液定容至 1 L

调节溶液 pH至 7.4

2.2.5 给药实验所用药品

0.5%羧甲基纤维素钠溶液（CMC-Na solutoin）；尼达尼布混悬液（浓度：3，

6，9 mg/mL）

表 10 羧甲基纤维素钠溶液（CMC-Na solution）
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组成 CMC-Na 溶液（1 L）

羧甲基纤维素钠（粉末） 5 g

加 ddH2O缓冲液定容至 1 L

65℃烘箱放置过夜

表 11 尼达尼布混悬液配方（以 3 mg/mL为例）

组成
尼达尼布（3 mg/mL, 100

mL）

尼达尼布（粉末） 300 mg

加 CMC-Na溶液定容至 100 mL

注：1. 尼达尼布粉末需先转移到研钵中，混合少量 CMC-Na 溶液，充分研磨至无颗粒状态，

再转移至蓝盖试剂瓶中。

2.3 实验方法

2.3.1 技术路线图

图 1. 技术路线图

本研究的流程包括：于第 0天开展造模手术，手术后第 3，6，9天称量大鼠体重，第 10天
分组给药，第 21天牺牲大鼠。称取大鼠体重、肺重，计算肺重比；用 4% PFA固定大鼠左

肺大部，做 HE病理切片及评分；称取约 30 mg肺组织，抽提总 RNA做基因表达检测；精

确称量 30 mg肺组织，用于测定组织中羟脯氨酸含量。

2.3.2 博莱霉素致单侧肺损伤纤维化大鼠模型

所有动物实验均按照上海药物研究所动物保护与使用委员会批准的程序进

行。雄性 SD大鼠在动物房（12 hr光照+12 hr黑暗，给予充足的食物和水）适应
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一周后，开始造模。首先，肌肉注射舒泰-50（50 mg/kg）麻醉大鼠使其进入深

度睡眠。随后，剃毛并对气管周围皮肤用酒精棉球消毒三次，割开大鼠气管，插

管至左支气管，滴注博来霉素(2 mg/kg，0.5ml/kg)或生理盐水(0.5ml/kg)，缝合伤

口并用碘伏消毒，送回动物房。

造模(第 0天)后第十天(第 10天)，按照（初始重量-10天后重量）/初始重量

的值进行分组，剔除未发病与状态较差大鼠，分为 6组：野生型组(WT)，模型

对照组(Vehicle)，尼达尼布给药组(30, 60, 90 mg/kg)，WT组 8只，其余每组 10

只大鼠。给药从第 10天持续至第 21天，每天灌胃一次，共 12天。第 21天 PBS

心尖灌流后取大鼠肺组织，进行左右叶分别称重，另取部分左肺用 4%多聚甲醛

/PBS（PFA）溶液固定，部分-80℃冰箱冻存用于 RT-qPCR和 hyp 含量测定。实

验流程图详见：图 3A。

2.3.3 RNA抽提与实时定量荧光 PCR

使用 TRIzol试剂从动物组织中提取总 RNA，取约 30 mg组织样品于 2 mL ep

管中，加入 300 μL 预冷的 TRIzol和 3颗 beads，低温组织研磨仪：70 Hz，运行

30 s，暂停 15 s，研磨 3次，随后冰上静置 30 min充分裂解组织。接着，向样品

中加入 60 μL氯仿，vortex至少 15 s混匀，4℃，12000 rpm离心 15min。取上清

约 150 μL于灭菌的 ep管中，加入 150 μL异丙醇，混匀后-20℃静置 6 h以上，

使得 RNA充分沉淀。随后 4℃，12000 rpm离心 15min，弃去上清，使用 70%乙

醇清洗沉淀去除有机溶剂，离心弃去乙醇。最后，将洗涤干净的 RNA沉淀置于

通风橱中放置约 20 min，充分挥干乙醇，待沉淀被吹干后，加入 150 μL RNase-Free

水溶解。

使用 Nanodrop 2000测定全部 RNA样品浓度（ng/μL）。总 RNA (1000 ng)用

prime script反转录Master Mix在 20 μL反应体系中逆转录为 cDNA，然后加入

ddH2O至 200 μL，用于后续的 Real-time荧光 PCR反应。反应以 GAPDH作为内

参基因，采用 SYBR GREEN进行实时定量荧光 PCR。

2.3.4 肺组织切片的制备及评分

取部分大鼠左肺后，用 4% Paraformaldehyde(PFA)溶液溶液固定，随后嵌入

石蜡中，制成 5 μm厚的切片，并用 H&E或Masson染色，随后使用多光谱组织

成像仪对组织切片进行拍摄，最后采用细化的 Ashcroft标准对纤维化评分，或采

用 HALO软件进行胶原面积的量化。
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表 12 Ashcroft评分标准（经过细化）

纤维化分级 Ashcroft评分标准

0
肺泡隔：无纤维化病灶；

肺结构：正常。

1
肺泡隔：孤立性单纯纤维化改变（肺泡隔增厚，但小于正常肺的

三倍）；

肺结构：肺泡腔部分增大，少量渗出物，无纤维化物质存在。

2
肺泡隔：明确的纤维化改变（肺泡隔增厚，大于正常肺的三倍）

形成小结节；

肺结构：同 1。

3
肺泡隔：每个高倍镜视野下几乎所有肺泡壁可见非间断性纤维化，

（肺泡隔增厚，大于正常肺的三倍）；

肺结构：同 1。

4
肺泡隔：仍然可见肺泡隔；

肺结构：肺泡腔出现孤立的纤维化结节（小于等于 10%的高倍视

野）。

5
肺泡隔：仍然可见肺泡隔；

肺结构：肺泡腔出现融合性的纤维化结节（大于 10%和小于等于

50%的高倍视野），肺组织结构部分受损，但尚存结构。

6
肺泡隔：可见，但几乎不存在；

肺结构：大片不间断纤维化结节（大于 50%的高倍视野），肺组织

构架几乎不存在。

7
肺泡隔：不存在；

肺结构：肺泡腔几乎充满纤维化物质，但是仍存在 5个以内空泡

样结构

8
肺泡隔：不存在；

肺结构：高倍镜下肺泡腔充满纤维化组织。

2.3.5 羟脯氨酸含量测定

精确称量约 30 mg的大鼠肺组织并记录，加入 2 mL浓盐酸水解组织，随后

补加至 5 mL浓盐酸于玻璃管中，关闭管盖，置于 120℃烘箱中反应 22-24 h，使

得组织中的羟脯氨酸充分溶于浓盐酸中。取出反应后产物，过滤除去不溶性杂质，

过滤后溶液储存于新的 5 mL离心管中。取 100 uL过滤液于离心管中，开盖置于

40℃烘箱中 3天直至烘干。

取出烘干后的样品，按表 4中的方法配制并依次向玻璃管中加入 1.2 mL 50%

异丙醇、200 uL氯铵 T工作液(混匀，室温放置 10 min）和 1 mL ER工作液，并

配制羟脯氨酸标准液（表 5），在 50℃水浴中反应 90 min，其间注意避光。取出

200 uL反应后溶液加入酶标板中，使用 BioTek ELx800 plate reader测量样品 560
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nm吸光度，标准品扣除 Blank吸光度，绘制标准曲线，根据标准曲线（A= k*conc.

+b）拟合的斜率和截距及样品吸光度值，可计算得样品中羟脯氨酸含量（μg），

除以第一步中称得的肺组织重量，得每毫克肺组织样品中 hyp含量（μg/mg lung）。

2.3.6 血生化指标的测量

牺牲大鼠当日（Day 21），深度麻醉大鼠后，眼球后静脉丛取血于抗凝管（管

壁带有乙二胺四乙酸粉末）中，暂存于冰上。随后所有样品 12,000 g离心 3 min，

取上清（弃去血细胞）得血浆。取 200 μL血浆于干净的 1.5 mL ep管中，通过生

化分析仪进行血生化指标的检测。

2.3.7 统计学分析

大鼠WT组 n = 8，Vehicle组、OFEV-30组、OFEV-60组和 OFEV-90组 n 均

为 10。全部柱形图采用平均值±标准误（SEM）表示。Vehicle组和WT组之间

显著性分析采用 Student’s t test，各尼达尼布给药组和Vehicle组之间采用 one-way

ANOVA，两两之间采用 Fisher’s精确检验确定显著性。
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三、研究结果

3.1 大鼠总死亡率较低，给药时期体重稳定上升

通过统计大鼠的死亡情况以及持续监测大鼠体重，我们绘制了大鼠的生存曲

线图以及体重变化趋势图。从 Day 0到 Day 21，WT组死亡率为 0%，造模组总

死亡率为 16.4%，即总生存率达 83.6%（图 2A）。对于分组中未被剔除的大鼠，

自第 10天入组到第 21天牺牲，大鼠死亡率为 0%，这有效地避免了双侧肺纤维

化模型中，动物大量死亡所导致的，存活动物组内纤维化程度偏轻，组间纤维化

程度不一致等问题。剔除组死亡的大鼠中，部分体重持续降低继而死亡，死后解

剖发现存在双侧纤维化的现象，可能是由于手术中未能成功插管入左支气管，导

致博莱霉素流入左右两肺所致。

除此之外，不论是WT组、Vehicle组还是尼达尼布给药组，其体重均在造模

后第 10-21天持续上升（图 2B）。以上数据表明，在手术操作纯熟的情况下，博

莱霉素诱导的单侧肺损伤肺纤维化模型具有实验动物死亡率低、肺纤维化对动物

生存影响较小的优势。

A
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图 2. 大鼠死亡率及体重数据

（A）野生型（WT）与 IPF 造模（Modeling）大鼠生存曲线。其中不论大鼠在后期分组中

被剔除与否，其死亡率均纳入“Modeling”统计。（B）SD大鼠给药后体重变化图。持续时间：

Day 10 - Day 21。

3.2 IPF大鼠左肺损伤并严重萎缩

按照如图 2A的流程开展造模、分组、给药实验后，在第 21天牺牲大鼠（舒

泰-50深度麻醉），PBS心尖灌流后取出大鼠肺组织，称量其全肺重与左肺重。

由图 1B可见，与WT组相比，Vehicle组大鼠左肺呈现出损伤和萎缩的外观。

同时由左肺系数（图 2C），可知气管滴注博莱霉素的造模组（包括 Vehicle,

OFEV-30, OFEV-60和 OFEV-90），不论给药与否，其左肺占全肺的比重相较于

气管滴注生理盐水的WT组均呈现显著降低，这与造模组左肺的严重萎缩密切相

关。

图 3. IPF大鼠肺部外观与左肺系数

（A）单侧肺纤维化大鼠模型建立与检测流程。在 Day 0开展造模手术，在 Day 3, Day 6, Day

B
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9和 Day 10分别监测大鼠的体重，在 Day 10对大鼠按体重变化进行分组并口服给药，随后

Day 10 - Day 21每天口服给药一次，并于 Day 21 牺牲全部大鼠。BLM：博莱霉素；BW：

体重。（B）WT和 Vehicle组大鼠肺部外观示意。其中 Vehicle组大鼠左肺与WT相比，出现

了明显的损伤。（C）左肺系数的测定。左肺系数 = 左肺重/全肺重*100%，OFEV-30：尼达

尼布 30 mg/kg。造模组（Vehicle, OFEV）左肺系数相对于WT均出现显著降低。****P < 0.0001。

3.3 模型组大鼠左肺病理切片表明纤维化程度严重，给药能缓解纤维化程度

我们采用 Ashcroft评分标准[14]对 H&E染色的 IPF大鼠左肺病理切片进行评

分，其中 0分代表无纤维化的正常肺组织，8分代表视野内呈现 100% 纤维化（详

见材料与方法，表 12）。由图 4C可知，模型对照组（Vehicle）的 HE 病理切片

评分的均值在 6分左右，说明绝大多数切片视野中的纤维化面积大于总面积的

50%，纤维化程度较为严重，而当尼达尼布的给药剂量达到 90 mg/kg时，大鼠

肺部纤维化的程度能够被部分缓解。

Masson染色利用大分子量的苯胺蓝能够渗透进结构疏松的结缔组织的原理，

将胶原纤维特异性染成蓝色。因此，通过定量分析Masson染色的切片中蓝色所

占面积，能够判断胶原的含量，从而推知纤维化严重程度。由图 4D，Vehicle组

肺组织切片中胶原面积显著高于WT组，且当尼达尼布的给药剂量达到 90 mg/kg

时，胶原面积相较于 Vehicle组显著减小。

A

B
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图 4. H&E与Masson染色的肺组织切片及评分

取出大鼠左肺大部，用 PFA固定、石蜡包埋，制成 5 μm厚的切片，并用 H&E/Masson染色，

拍摄切片的显微图像，最后采用 Ashcroft评分标准进行评分/使用 HALO软件对胶原面积进

行定量分析。（A, B）H&E、Masson染色的肺组织切片。Scale Bar = 2 mm（C）肺组织切片

纤维化程度评分。（D）胶原面积定量。****P < 0.0001，***P< 0.001，**P< 0.01。

3.4 Vehicle组羟脯氨酸含量较WT显著升高

羟脯氨酸是胶原质组成的主要成份之一，当体内结缔组织大量增生时，hyp

含量也会随之升高。羟脯氨酸含量能够很好地表征大鼠肺组织中胶原的沉积[15]，

从而体现肺纤维化的严重程度。羟脯氨酸含量测定的具体步骤见：实验方法 2.3.5。

由图 5可知，Vehicle组和尼达尼布三个给药剂量组的羟脯氨酸含量均较WT

有显著提高，而 Vehicle组和三个给药组之间无显著差异，可能与给药时间较短

（12天），且阳性药尼达尼布本身无法逆转肺部既有的胶原沉积有关。除此之外，

为了提高羟脯氨酸含量测定实验的准确性，日后还可以考虑采用更耐压、密封性

更好的玻璃瓶用于盛放样品，从而减少高温裂解后液体被烘干所带来的误差。

C

D
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图 5. 羟脯氨酸含量测定结果

肺组织样品由浓盐酸水解产生游离的羟脯氨酸，经过氧化与呈色反应产生红色化合物，在

560纳米处有特征吸收峰。用 hyp 标准品点样作标准曲线，并根据样品的吸光度 A560，在

标准曲线上找到对应的 hyp含量，再将 hyp含量除以测定使用的肺组织重量，可得每毫克肺

组织中的 hyp含量（μg/mg lung）。***P < 0.001。

3.5 纤维化和炎症相关基因的表达在 Vehicle组显著升高，并随给药剂量升高而

降低

通过大鼠肺组织中总 RNA的提取、逆转录和 qPCR技术，我们检测了纤维

化和炎症相关基因在大鼠左肺中的表达。主要选取的基因包括：1. Col1α1：纤维

化发生基因，能够表征 I型胶原蛋白的表达量；2. α-SMA：α-平滑肌肌动蛋白，

可表征肺间质中成肌纤维细胞数量[16]；3. IL-6：炎症因子，可表征肺部炎症的严

重程度。由图 6可知，以上三个基因在 IPF大鼠肺部的表达水平呈现一致的趋势，

即：三个基因的相对表达量在 Vehicle组相对WT显著升高，并且随给药剂量的

升高而逐渐降低。说明博莱霉素诱导的肺纤维化能够诱发纤维化和炎症相关基因

的表达上调，且阳性药物尼达尼布的 12日给药能够剂量依赖性地下调这些基因

的表达。

图 6. Col1α1, α-SMA和 IL-6的 mRNA表达

从肺组织样品中提取总 RNA，反转录得 cDNA，以之为模板进行实时荧光定量 PCR。（A）
Collagen1 a1（Col1α1）。（B）α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）。（C）白介素 6（IL-6）。以 GAPDH

A B C
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为内参基因，相对表达量 = 2^(Ct 内参-Ct 基因)，各组别基因表达水平都根据WT组相对表达量

归一化。*P < 0.05。

3.6 血液生化指标表征肺纤维化严重程度的初探索

牺牲大鼠当日，通过对大鼠进行眼球后静脉丛取血和血样离心，我们采集了

每只 IPF大鼠的血浆样本，随后使用生化仪检测了部分可能与肺纤维化相关的指

标（图 7）。尽管对于验证肺纤维化动物模型建立的有效性而言，组织病理切片

评分和羟脯氨酸含量测定被公认为是能够更加准确地判定肺纤维化严重程度的

方法，但血液生化指标的检测也为我们提供了一种通过非侵入式方法判断大鼠肺

纤维化进展情况/严重程度的思路，这种思路也将在给药前分组的环节，帮助我

们提高分组的准确性和科学性。

现有研究表明，肺纤维化大鼠肺泡灌洗液（BALF）中的总蛋白（TP）和乳

酸脱氢酶（LDH）含量与野生型大鼠相比，均会出现显著升高（TP：3倍窗口，

LDH：2.5倍窗口）[17]。因此，我们尝试检测这两个生化指标在 IPF大鼠血液中

是否同样存在上升的趋势。

如图 7A，对于 TP而言，Vehicle组与WT组相比没有显著的上升或下降，

且各个给药组与 Vehicle组之间也无明显的变化趋势。如图 7B，对于 LDH而言，

在 Vehicle组可以观察到约 2倍的窗口，且给药能够显著降低 LDH的水平，只是

这种降低缺乏剂量依赖性。总而言之，根据这次实验的结果，我们认为血浆 TP，

不同于 BALF TP，并不能够很好地判定肺纤维化的严重程度；血浆 LDH则能够

部分反映肺纤维化的严重程度，若要提高精确度，可能还需要进一步的探索。

图 7 IPF大鼠血液生化指标的检测。

（A）TP：总蛋白（Total Portein）；U/L：单位/升，表示每升液体含有酶活力的单位。（B）
LDH：乳酸脱氢酶（Lactate Dehydrogenase）。*P < 0.05。

A B
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四、讨 论

4.1 模型的建立与稳定性验证

与双侧纤维化大/小鼠模型相比，大鼠的单侧肺纤维化模型的优势在于：1. 实

验动物死亡率较低；2. 纤维化分布的组内差异较小，与之相对照，双侧模型的

纤维化区域往往不会均匀分布在左右肺的每一叶中。而单侧模型缺点在于：造模

手术更加复杂，对手术操作（包括消毒、插管、缝合等）的要求更高。在本课题

中，造模组中有 85%（34/40）的大鼠纤维化仅分布于左肺或以左侧纤维化为主，

能够较好地实现纤维化分布的组内差异较小的优势。

与此同时我们发现，阳性药物尼达尼布给药 12天后，大鼠左肺中纤维化和

炎症相关基因的表达得到了显著的缓解，而左肺系数、病理切片和羟脯氨酸含量

与 Vehicle组相比没有明显的改善，其原因可能在于博莱霉素剂量偏大导致造模

组左肺纤维化程度十分严重，12天的治疗性给药虽能缓解纤维化相关基因表达，

从而抑制纤维化的进展，却无法逆转原有的纤维化水平。这也暗示着疗效更强的

治疗性 IPF药物研发依然任重道远。

4.2 血清生物标志物的确定与分组方法的改善

为了对新药的疗效进行准确的评价，我们需要保证 Vehicle组和每个给药组

在给药实验开始前，肺纤维化平均严重程度一致且标准偏差基本一致。然而，目

前现有的关于大鼠单侧肺纤维化造模的文献中采用的随机分组的方法[18]，并不能

够完全满足这一点。

因此，在后续的实验中，我们还可以尝试在分组（Day 10）前采用眼眶取血

的方法，检测大鼠血液中与肺纤维化密切相关的生物标志物，从而在给药前通过

非侵入方法确定大鼠肺纤维化的严重程度。在图 6的实验中，我们发现血浆 TP

并不能够用于判定肺纤维化的严重程度，而血浆 LDH则能够部分反映肺纤维化

的严重程度，但准确度不高，若要提高精确度，还需进一步的探索。通过查阅总

结现有的文献报道，我们认为金属基质蛋白酶 7（MMP7）；Ⅱ型肺泡细胞表面抗

原-6（KL-6）和趋化因子 18（CCL-18）是三个对 IPF进展预测更有前景的血清

生物标志物[19]。理由如下：

MMP-7：经过大量队列研究证实，MMP-7即将作为研究最充分的肺纤维化

血清标志物之一应用于临床诊断。MMP-7的作用机理与细胞外基质重塑和纤维
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增生密切相关，与健康人群相比，IPF患者血清中的MMP-7水平显著提高，同

时也显著高于非 IPF间质性肺炎患者[20]。

KL-6：在 IPF患者的血清和肺泡灌洗液中，KL-6水平均检测到显著升高[21]。

在博莱霉素诱导的肺损伤中，Ⅱ型肺泡上皮细胞大量增殖，以便分化为 I型肺泡

细胞从而开展损伤修复。之后，随着 IPF的进展，先前增殖的Ⅱ型肺泡细胞发生

坏死，其表面抗原和内容物被释放到肺泡腔和血管中。因此，血液中 KL-6的显

著升高同样被认为可以很好地反映 IPF的严重程度。

CCL-18：CCL-18是一种趋化因子，趋化因子的分泌能够在肺泡和毛细血管

损伤部位周围形成促纤维化的环境，起到招募成纤维细胞的作用。随后成纤维细

胞将增殖分化为成肌纤维细胞，释放过量的细胞外基质，细胞外基质逐渐累积，

最终将促成肺纤维化的表型。研究表明，IPF患者血清 CCL-18水平高于健康对

照，且 CCL-18水平的升高与预后不良相关，提示 CCL-18也是 IPF的一种潜在

的血清生物标志物[22]。

4.3 总结与展望

在本项研究中，我们通过气管插管至左侧支气管滴注博莱霉素，建立了博莱

霉素诱导的单侧肺损伤大鼠肺纤维化模型，通过肺脏系数测定、病理学评价、羟

脯氨酸含量测定和基因表达检测的方法验证了该模型的可靠性，最后，通过血生

化指标的测量，对非侵入式方法检验大鼠肺纤维化严重程度开展了初探索。该模

型的建立降低了实验动物的死亡率、减小了纤维化程度的组内差异，模型组纤维

化程度严重但基因表达层面能够被尼达尼布给药显著缓解，总体而言是一个较为

有效可靠的肺纤维化动物模型。通过非侵入式方法在分组前探明大鼠肺纤维化的

严重程度，从而进行更加科学的分组，则是该单侧肺损伤大鼠肺纤维化模型未来

的改进方向。
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