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克雷伯杆菌肺炎老龄大鼠多器官损伤模型的建立

李建生 王守富 秦金利 张慧俭 李素云 余海滨 王峰 刘四化 李亚

【摘要】目的建立细菌性老龄大鼠多器官损伤模型。方法将大鼠随机分为老龄对照组、老龄模型组

和青年对照组、青年模型组。采用气管插管法注入肺炎克雷伯杆菌引起肺部炎症，根据脏器有关生化指标变

化、病理学改变及动物死亡率等情况评价该模型。结果青年模型组和老龄模型组制模24 h后大鼠死亡率分

别为33．3％(5／15)和60．0％(15／25)。与同龄对照组比较，青年模型组和老龄模型组外周血白细胞计数和中

性粒细胞比例明显增高(P均<0．01)，肺、心、肝功能障碍发生率为60％～100 0A；肺动脉血氧分压(PaO：)明

显下降，动脉血二氧化碳分压(PaCOz)显著上升(P<o．05或P<O．01)；血清肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶

(CK—MB)、乳酸脱氢酶(LDH)和丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)明显增高(P<O．05或P<

0．01)；脏器组织学发生了明显的病理学改变。与青年模型组比较，老龄模型组肺Paoz明显下降、PaCOz显著

上升；血清CK、CK—MB、LDH和ALT、AST明显增高(P<O．05或P<0．01)；肺、心、小肠病理损伤评分显著

增高(P均<o．05)，肝、肾亦有增高趋势。结论成功地制备了细菌性老龄大鼠多器官损伤模型，符合老年“肺

启动”机制多器官功能障碍综合征(MODS)特征，该模型制备简便，成功率高。脏器损伤重、死亡率高为老龄大

鼠多器官损伤的特点。
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[Abstract] Objective To reproduce a model of bacterial multiple organ injury(MOI)in aged rats．

Methods Male Sprague-Dawley(SD)rats were used．The young rats were divided into young control group

(YCG．靠=10)and young model group(YMG，斗一15)，and the elderly，aged control group(ACG，挖一10)

and aged model group(AMG．n=25)．The modeI of rats with Klebsiella pneumoniae pneumonia was pro—

duced by tracheal instillation of the bacteria，and injury to various organs was observed and evaluated with

changes in biochemical parameters，pathological pictures and mortality．Results Between YMG and AMG，

the mortality rates were 33．33％(5／15)and 60．OO％(15／25)，respectively，at 24 hours after instillation of

the bacteria．Compared with YCG and ACG，the neutrophil percentage and white blood cell(WBC)counts in

peripheral blood increased significantly in YMG and AMG groups(all P<O．01)，the rates of dysfunction of

the lungs，the heart and the liver，were 60％一100％．The respiratory dysfunction was evidenced by an

increase in the arterial partial pressure of carbon dioxide(PaC02，P<0．01)，and a decrease in the arterial

partial pressure of oxygen(Pa02，P<0．05 or P<0．01)．Myocardial dysfunction was shown by a the sharp

increase in creatine kinase(CK)，ereatine kinase isoenzyme MB(CK—MB)and lactate dehydrogenase

(LDH)，and that of the liver by changes in alanine aminotransferase(ALT‘)and aspartate aminotransferase

(AST，P<0．05 or P<0．01)．The pathological changes under light and electronic microscopy were obvious，

and the main feature was infiltration of the inflammatory ceils．Compared with YMG，Pa02 in AMG dropped

significantly，PaC02 increased，CK，CK—MB，LDH，ALT and ASTalso increased significantly(P<O．05 or

P<0．01)。The scores of pathological injury in the lungs，the heart and the small intestine in the AMG were

obviously higher than that in YMG group(all P<O．05)，and the same was trend in the liver and the kidney．

Conclusion The model of bacterial MOI in aged rats is reproduced successfully。and it mimics the

pathogenesis of multiple organ dysfunction syndrome(MODS)which initiates from infection in the lungs．

The model is simple and convenient to replicate with a high success rate．The MoI in the aged rats is

characterized by the severity of the organ injury and a high mortality rate．
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老年多器官功能障碍综合征(MODSE)是在老

年人器官老化和患有多种慢性疾病基础上诱发的多

器官功能障碍综合征(MoDS)，多器官损伤仍是

MoDS的核心病理过程，感染是MODS诱发和加

重的重要因素。本研究中通过气管插管注入克雷伯
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杆菌引起肺部炎症，由肺而引起多器官损伤，以建立

老龄大鼠多器官损伤模型。

1材料与方法

1．1实验动物及材料：清洁级SD老龄雄性大鼠

35只，鼠龄21个月，体重(550士70)g；SD青年雄性

大鼠25只，鼠龄6个月，体重(200士20)g；均由河南

省实验动物中心提供(合格证号：XK20050001)。

肺炎克雷伯杆菌由中国生物制品检验鉴定所提供

(种系号：k46114)，使用前用无菌生理盐水稀释至

1．2×lO”cfu／L。

1．2动物分组与模型制备：按随机数字表法分组。

35只老龄大鼠分为老龄对照组10只、老龄模型组

25只；25只青年大鼠分为青年对照组10只、青年模

型组15只。参照文献[1]气管插管法制作肺炎模型，

由肺炎导致多器官损伤。肺炎克雷伯杆菌菌液用量

0．3 m1，感染的动物将菌液在肺内保持10 min，最终

造成感染性多器官损伤大鼠模型，模型成功标准参

照文献[2]中动物MODS时器官功能障碍分期诊断

及评分标准判定。取大鼠肺泡灌洗液做细菌培养，采

用双纸片试验法鉴定为克雷伯杆菌。

1．3指标测定及方法

1．3．1血：尾静脉取血，用血液分析仪测定白细胞

(WBC)计数和中性粒细胞比例。

1．3．2生化指标：取腹主动脉血，采用酶动力学法

检测乳酸脱氢酶(LDH)、肌酸激酶(CK)、肌酸激酶

同工酶(CK—MB)；采用速率法检测丙氨酸转氨酶

(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)；尿素氮(BUN)和

肌酐(Cr)；采用电极法测定动脉血氧分压(PaO。)、

动脉血二氧化碳分压(PaC02)。

1．3．3组织含水量：取肺、心、小肠、肝、肾等器官组

织，用生理盐水冲洗除去积血，滤纸沾干表面水分，

分别称湿重，置烤箱中干燥24 h称干重，按公式计

算组织含水量。

含水量=(湿重一干重)／湿重×100％

1．3．4组织病理学观察：取肺、心、肝、肾、小肠组

织，用多聚甲醛水溶液固定，经脱水、透明、浸蜡、包

埋，切成4～6 p．m厚的切片，常规脱蜡、脱水，苏木

素一伊红(HE)染色，脱水、透明、封片。光学显微镜下

观察各脏器组织病理学改变并进行组织损伤评分。

肺脏组织损伤评分按文献[3]标准，分别记为o～

3分；心肌组织损伤评分按文献[4]标准，分别记为

0----3分；肝脏损伤程度分级按文献[5]标准，用+～

+++表示，分别记为0．1～0．3分；肾脏损伤程度分

级按文献[6—7]标准，分别记为0"--4分；小肠组织损
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伤程度分级按文献[8]方法，分别记为0"--,4分。每组

随机选取2只大鼠的肺、心、肝、肾、小肠样本，用戊

二醛前固定、锇酸后固定，梯度乙醇脱水，环氧树脂

包埋，制备超薄切片，铀一铅双染，透射电镜下观察。

1．4统计学方法：应用SPSS 13．0软件；计数资料

用率表示，采用X2检验；计量资料先进行正态分布

检验，符合正态分布者采用单因素方差分析，不符合

正态分布者进行数据转化后比较，结果以均数士标

准差(z土s)表示；P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1各组大鼠死亡率：制模后24 h内各组均无大

鼠死亡；24"-'48 h青年对照组和老龄对照组大鼠无

死亡。老龄模型组大鼠死亡率[60．o％(15／25)]较青

年模型组[33．3％(5／15)3有所升高，但差异无统计

学意义(P>0．05)。

2．2各组大鼠脏器功能障碍分布情况(表1)：老龄

模型组发生肺、心、肝功能障碍的动物数多于青年模

型组，但差异无统计学意义(P>0．05)。

表1各组出现脏器功能障碍的大鼠数 只

2．3各组大鼠外周血WBC计数和中性粒细胞比

例的变化(表2)：青年模型组和老龄模型组WBC计

数和中性粒细胞比例在24 h、48 h分别较同龄对照

组明显升高(P均<O．01)；但两模型组间比较差异

无统计学意义。

表2各组大鼠WBC计数及中性粒细胞

比例比较(；土s)

组别?■篙 中性粒细胞比例

24 h 48 h

青年对照组10

青年模硝组10

老龄对照组10

老龄模型组10

5．06士1．40 4．99士1．09 0．24士0．08 0．25士0．06

16．4812．92b 18．25+3．456 0．60+0．04b 0．62+0．06b

6。38士1．23 6．30士l。26 0．24士0．06 0．24士0．05

13．52+2．86b 16．13-{-3．356 0．56+0．07“0．5610．066

洼：与同龄对照组比较，6P<0．01

2．4各组大鼠脏器生化指标变化

2．4．1 血清CK、CK—MB、LDH、BUN、Cr、ALT、

AST水平(表3)：青年对照组和老龄对照组CK、

CK—MB、LDH、ALT、AST水平比较差异均无统计

学意义(P均>O．05)。青年模型组和老龄模型组血
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清CK、CK—MB、LDH、ALT、AST含量均较同龄对

照组明显升高，且老龄模型组均显著高于青年模型

组(eGo．05或P<o．01)。4组问血BUN、Cr比较

则差异均无统计学意义(P均>O．05)。

2．4．2血PaO。、PaCO。(表3)：青年模型组和老龄

模型组较同龄对照组PaO。均明显降低，PaCO：均

明显升高(P<o．05或P<0．01)；老龄模型组Pa02

则较青年模型组下降显著，PaCO。较青年模型组增

高(P均d0．05)。

表3各组大鼠血气分析指标比较。士s)

组别 动物效PaOz(mm Hg)PaCOz(mm Hg)

青年对照组

青年模型组

老龄对照组

老龄模型组

10 90．63士7．57

10 66．43士9．466

10 83．67士5．45

10 51．46土7．08k

39．75士3．59

50．74士5．44a

42．16土4．16

61．20士9．2lk

注：与同龄对照组比较，aP<0．05 bP<0．01，与青年模型组比

较，。P<O．0511 mm Hg；O．133 kPa

2．5各组大鼠脏器损伤病理变化

2．5．1组织含水量(表5)：青年模型组肺脏组织含

水量较青年对照组明显增高(P<o．05)，心、肝、肾、

小肠有增高趋势，但差异无统计学意义(P均>

0．05)。老龄模型组肺、心、肝、肾、小肠组织含水量均

较老龄对照组显著增高，且高于青年模型组(P<

0．05或P<0．01)。

2．5．2脏器损伤程度评分(表5)：青年模型组和老

龄模型组肺、心、肝、肾、小肠组织损伤程度评分均显

著高于同龄对照组(P均<O．01)，且老龄模型组肺、

心、小肠组织损伤程度评分均明显高于青年模型组

(P均d0．05)。

3讨论

目前有关多器官损伤与MODS动物模型主要

有：①烫伤后金黄色葡萄球菌感染致严重脓毒症大

鼠模型[9]，该模型适合烧(创)伤所致MODS研究。

②两次打击大鼠所致MODS动物模型¨0|，该模型

适合创伤所致MoDs研究。⑧肺炎克雷伯肝菌致大

鼠重症肺炎模型[1¨，制模后均出现血气分析和血流

动力学等改变，符合重症肺炎标准，但是否引起多器

官损伤，未见报道。④肌肉感染灶和腹膜后感染灶所

致MODS家兔模型，缺点是模型制作和动物护理复

杂。⑤山羊双相迟发MODS模型，动物表现为高代

谢、高排低阻和全身炎症等脓毒症样反应。⑥酵母多

糖、去甲斑蝥素和肿瘤坏死因子(TNF)致MODS模

型，这3种物质所致MODS模型的可取之处在于致

病因素简单明确，便于复制，特别适用于发病机制研

究；不足之处在于病因学和病理生理过程与临床

MODS有一定差距，器官功能一般达不到衰竭标

准[2]。⑦油酸／内毒素序贯致伤致老年鼠MODS模

型[1引，该模型为内毒素致伤，而内毒素只是细菌致

病的一种成分，且上述多数研究模型建立在青年动

物身上，忽视了增龄因素对模型的影响。显然，以青

年动物为研究对象的结果来推测MODSE发病机

制和评价药物疗效，显然是不适宜的。

临床MODSE发病诱因中以感染最为多见，其

中肺部感染最多。在内毒素和低灌注诱发的老年大

鼠MODS过程中，肺脏的衰竭发生最早、频率最高；

酵母多糖所致MoDS大鼠也以肺脏出现最早，衰竭

最重。因此，王士雯教授[13-153提出了MODSE肺启

动机制学说，认为老年人因衰老引起的各脏器功能

表3各组大鼠血清CK、CK—MB、LDH、BUN、Cr、ALT、AST水平比较(；士s)

注：与同龄对照组比较，aP<0．05，6P<O．01；与青年模型组比较，‘P<0．05，4P<0．01

表5各组大鼠各脏器组织含水量和脏器损伤程度评分比较(；士s)

．．．
动物 组织含水量(％) 脏器损伤程度评分(分)

组别 ～————
数 肺 心 肝 肾 小肠 肺 心 肝 肾 小肠

注：与同龄对照组比较，-P<0．05，“P<0．01；与青年模型组比较，‘P<0．05，。P<0．01
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减退是形成MODS的基础，而多数老年人并存多种

慢性疾病又使得器官的代偿能力降低，功能衰退加

加重，当老年人感染致病菌时，肺部的炎症细胞被激

活，引起炎症因子的“瀑布”样释放，启动全身炎症反

应，导致多器官功能障碍或衰竭。

本研究表明，老龄模型组制模24 h后大鼠死亡

率高达60 oA；夕h周血WBC计数和中性粒细胞比例

均明显增高；肺、心、肝功能障碍发生率为60％～

100％，脏器组织学和超微结构也发生了明显病理学

改变，这些结果符合多器官功能障碍诊断标准，可见

模型建立是成功的。由于诱发MODSE的致病菌主

要是革兰阴性菌或混合菌，在医院获得性肺炎致病

菌中也是常见肺炎克雷伯杆菌作为致病菌由肺炎自

然状态下导致多器官损伤，与临床发病过程一致，该

模型制备简便，成功率高。
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抑制素降低细菌感染患者炎症因子水平的随机双盲临床研究

为测定抑制素是否能减少严重脓毒症的发生率和急性细菌感染患者炎症因子的水平，研究者对第三疾病控制中心的内

科病房和重症监护病房收入的82例可疑或确诊细菌感染患者进行了随机双盲临床试验。41例患者依次口服HMG辅酶A还

原酶抑制剂40 mg和20 mg，另41例患者口服安慰剂作为对照。通过分析72 h内患者血中炎症因子水平变化，得出两组患者

炎症因子水平与入院时病情的严重程度呈正相关。82例患者中有4例(每组2例)最终发展为严重脓毒症，其他临床检测指标

无明显差异，也无死亡患者。HMG辅酶A还原酶抑制剂组20例患者的肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介素一6(IL一6)水平

显著下降，而口服安慰剂的对照组(20例)患者无明显变化。研究者认为，抑制素可以降低急性细菌感染患者血中的炎症因子水平。

曲冰杰，编译自((Intensive Care Med》，2009—02—11(电子版)；胡森，审校

血乳酸检测对患者入院诊断的价值

有研究报道，入住重症监护病房(ICU)后高乳酸血症患者血乳酸(Lac)水平的下降与存活率呈正相关。研究者把患者分成

以下几组进行比较：脓毒性休克组与出血性疾病组，脓毒性休克组与普通患者组，低氧运输的血流动力学稳定组与不稳定组。

通过检测患者入ICU时的血Lac水平，评价其对重症患者是否具有同样的作用。研究者在两个研究中心共观察394例患者，

显示入ICU后(To)血Lac水平的降低与入ICU 0～12 h(TOtl2)和12～24 h(T12～24)时病死率呈正相关。进一步分析表

明，只有在脓毒性休克组血Lac水平的降低与病死率呈正相关[TO～12 h：相对危险度(HR)=0．34，P=0．004}T12～24：

HR一0．24，P=0．0033，而在出血性疾病组和普通患者组，以及低氧运输的血流动力学稳定组和不稳定组(TO～12 h：HR=

0．78，P一0．52；T12～24 h：HR=1．30，P=0．61)中，血Lac水平的下降与存活率无相关性。研究者认为，不论血流动力学状

况如何，脓毒性休克的发生与患者入ICU 24 h内血Lac水平下降直接相关，而出血及其他与低氧运输相关联的患者则与其无

关。可以猜测患者入院后由于不可逆损伤所致的改变与血Lac水平下降无任何关联。

曲冰杰，编译自《J Trauma》，2009，66(2)：377—851；胡森，审校
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