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小鼠急性肺损伤的效果评价
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【摘要】 目的 观察脂多糖（LPS）诱导急性肺损伤（ALI）小鼠的炎症因子变化，探讨不同剂量 LPS 在

ALI 发生发展过程中不同时间点对肺损伤的影响。方法 将 210 只 C57BL/6 小鼠按气管内滴注 LPS 剂量分

为 2.5、5.0、7.5、10.0 mg/kg 组，采用气管内滴注 LPS 的方法复制 ALI 模型 ；并设正常对照组、生理盐水对照

组，每组 10 只。LPS 损伤后 1、2、4、8 h 观察小鼠的肺组织湿 / 干质量（W/D）比值、肺损伤评分及肺组织病理

学的变化，同时检测血清和支气管肺泡灌洗液（BALF）中去甲肾上腺素（NE）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、

白细胞介素 -6（IL-6）和蛋白含量。结果 ① LPS 所致肺损伤呈剂量依赖性增加和时间依赖性增加。② 随

LPS 剂量增加和作用时间延长，LPS 组肺组织 W/D 比值、肺损伤评分增加，血清和 BALF 中 NE、TNF-α、IL-6

及 BALF 中蛋白含量均显著增加，LPS 5.0 mg/kg 组作用 4 h 是出现急性呼吸窘迫综合征（ARDS）显著特征

的剂量和时间点〔肺 W/D 比值 ：4.97±0.41，肺损伤评分（分）：5.60±1.52 ；血清 NE（ng/L）：379.99±27.65，

TNF-α（ng/L）：159.15±20.62，IL-6（ng/L）：177.15±29.13 ；BALF 中 NE（mg/kg）：105.85±13.66，TNF-α

（mg/kg）：227.22±48.01，IL-6（mg/kg）：251.55±54.08，总蛋白含量（g/L）：1.59±0.37〕，但上述指标的变化以

LPS 10.0 mg/kg 组作用后 8 h 较 LPS 7.5、5.0、2.5 mg/kg 组相同时间点更显著〔肺组织 W/D 比值 ：5.10±0.18 比

5.01±0.43、5.01±0.19、4.91±0.30，肺损伤评分（分）：9.20±1.48 比 8.00±1.00、6.00±1.22、4.40±0.89 ；血清

NE（ng/L）：447.43±34.63 比 419.23±30.62、391.16±54.91、372.59±51.52，TNF-α（ng/L）：205.99±31.31 比

181.01±25.11、161.01±13.98、138.83±28.95，IL-6（ng/L）：233.76±34.84 比 206.21±26.68、186.58±26.54、

156.99±28.83 ；BALF 中 NE（mg/kg）：190.82±41.75 比 153.30±35.42、122.64±25.15、80.23±13.69，TNF-α

（mg/kg）：305.24±72.99 比 292.77±38.07、249.60±35.20、193.63±10.83，IL-6（mg/kg）：354.81±67.79 比

303.02±54.24、272.43±32.34、197.64±12.35，BALF 总蛋白含量（g/L）：2.31±0.30 比 2.02±0.26、1.62±0.19、

1.10±0.24，P＜0.05 或 P＜0.01〕。结论 LPS 诱导的小鼠 ALI 程度与剂量和时间呈正相关。LPS 5.0 mg/kg 作

用 4 h 是出现 ARDS 显著特征的剂量和时间点。
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【Abstract】 Objective　To observe the changes of inflammatory factors in acute lung injury (ALI) in mice 
induced by lipopolysaccharide (LPS), and to explore the influence of different doses of LPS on ALI onset and progress at 
different time points.  Methods  Intratracheally, LPS at the dosages of 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0 mg/kg were administered 
to a total of 210 C57BL/6 mice, and according to the difference in dosage, they were divided into four groups. The 
ALI model was replicated by intratracheally dropping of LPS. And a normal control group and a normal saline control 
group were established (each, n=10). The changes of index of pathological lung tissue and lung tissue wet/dry (W/D) 
ratio were observed at 1, 2, 4, and 8 hours after injury, and simultaneously, the levels of norepinephrine (NE), tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6) and protein in serum and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 
were detected.  Results  ① The degree of lung injury induced by LPS was dose- and time-dependent. ② With the 
increase of LPS dosage and prolongation of time, in LPS group, the lung W/D ratio and the index of pathological lung 
tissue were increased; additionally, the levels of NE, TNF-α, IL-6 and protein in serum or BALF were also significantly 
increased. The critical occurrence point of acute respiratory distress syndrome (ARDS) with specific characteristics 
was at 5.0 mg/kg of LPS acting for 4 hours [lung W/D ratio: 4.97±0.41, index of pathological changes of lung tissue 
(score): 5.60±1.52; serum NE (ng/L): 379.99±27.65, TNF-α (ng/L): 159.15±20.62, IL-6 (ng/L): 177.15±29.13; 
BALF NE (mg/kg): 105.85±13.66, TNF-α(mg/kg): 227.22±48.01, IL-6 (mg/kg): 251.55±54.08, total protein (g/L): 
1.59±0.37]. The injury induced by LPS acting for 8 hours in the dosage group 10.0 mg/kg was the most significant  in 
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 急性肺损伤（ALI）是多种因素导致的急性低氧

性呼吸功能不全或衰竭，病死率高，发病机制不明 ；

其病理表现为肺毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞

损伤而造成弥漫性肺间质及肺泡水肿［1-2］。ALI 多

诱发或合并多器官功能障碍综合征（MODS）［3］，甚

至多器官衰竭（MOF）［4］，预后极差。近年来对 ALI

的研究虽在其发病机制、病理生理和呼吸支持治疗

方面有一定提高，但对 ALI 的治疗和预防仍无突破

性进展，其病死率高达 25%～30%，主要原因是由于

ALI 的发病机制迄今尚未完全阐明［5-8］。因此对其

发病机制进行研究，为治疗 ALI 提供新的理论依据，

具有重大意义。

 脂多糖（LPS）可诱导动物 ALI 的发生，通常可

用于复制与细菌感染有关的实验动物模型［9-10］。本

研究采用递增剂量 LPS 诱导肺损伤，观察小鼠肺组

织病理学改变、肺组织湿 / 干质量（W/D）比值，同时

检测血清和支气管肺泡灌洗液（BALF）中的去甲肾

上腺素（NE）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞

介素 -6（IL-6）含量和 BALF 中蛋白含量，探讨不同

剂量 LPS 在不同时间点对小鼠肺损伤严重程度的

影响及其在 ALI 发生发展过程中的意义。

1 材料与方法

1.1 动物分组及处理 ：C57BL/6 雄性小鼠 210 只，

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，体质

量（18±2） g，动物合格证号 ：SCXK（京）2012-001。

戊巴比妥钠 40 mg/kg 腹腔麻醉小鼠，经气管滴入

LPS（O111 ：B4，美国 Sigma 公司）制备 ALI 模型，按

2.5、5、7.5、10 mg/kg LPS 及作用 1、2、4、8 h 分组，

并设生理盐水对照组和正常对照组，每组 10 只。

1.2 检测指标及方法 ：各时间点收集小鼠的支气管

肺泡灌洗液（BALF），心脏取血，最后取肺脏。

1.2.1 肺组织 W/D 比值测定 ：取小鼠左肺称湿质

量，经 70 ℃烤箱中烤干脱水 48 h 后再称干质量，计

算左肺组织 W/D 比值。

1.2.2 肺组织病理形态学观察和肺损伤评分 ：取右

肺上叶，10% 甲醛水溶液固定、石蜡包埋、切片、苏

木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察肺组织病理学

变化。按肺间质水肿、肺泡水肿、炎性细胞浸润、肺

泡出血、透明膜形成、肺不张改变的等级进行分析。

 肺损伤评分 ：按照 Smith 评分体系［11］，依据肺

水肿、肺泡及间质炎症细胞浸润、肺泡及间质出血、

肺不张和透明膜的形成等 5 项指标分别进行肺损伤

严重程度评分。肺血管、肺泡、间质及支气管均正常

为 0 分；病变范围小于整个视野面积的 25% 为 1 分；

病变范围为整个视野面积的 25%～50% 为 2 分 ；病

变范围为整个视野面积的 50%～75% 为 3 分 ；病变

范围大于整个视野面积的 75% 为 4 分 ；总的肺部

损伤评分为上述各项之和。

1.2.3 血清和 BALF 中 NE、TNF-α、IL-6 和 BALF

中蛋白含量的测定 ：用酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测 NE、TNF-α、IL-6 含量，用 BCA 法检测 BALF

中蛋白含量，具体操作参照试剂盒说明书进行。

1.3 统计学分析 ：使用 SPSS 21.0 统计软件进行数

据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组

间比较采用单因素方差分析，各组与对照组的比较

采用 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织 W/D 比值变化比较（表 1）：与正常对

照组和生理盐水对照组比较，LPS 组肺组织 W/D 比

值于给药 1 h 后开始显著升高（均 P＜0.05）。随着

LPS 剂量增加和作用时间延长，肺组织 W/D 比值显

著升高（均P＜0.05），以 LPS 10 mg/kg 组升高最显著。

2.2 肺组织病理学观察和肺损伤评分 ：LPS 组肺

损伤评分均显著高于正常对照组和生理盐水对照

组（P＜0.05 或 P＜0.01 ；表 1）。光镜下可见与正常

对照组和生理盐水对照组比较，LPS 组肺组织充血

明显增多，并伴有大量的炎性细胞浸润 ；同时，随着

LPS 剂量增加和处理时间延长，LPS 诱导的肺部损

comparisons with other groups of dosages at the same time points [lung W/D ratio: 5.10±0.18 vs. 5.01±0.43, 5.01±0.19, 
4.91±0.30; index of pathological changes of lung tissue (score): 9.20±1.48 vs. 8.00±1.00, 6.00±1.22, 4.40±0.89; 
serum NE (ng/L): 447.43±34.63 vs. 419.23±30.62, 391.16±54.91, 372.59±51.52; TNF-α(ng/L): 205.99±31.31 
vs. 181.01±25.11, 161.01±13.98, 138.83±28.95; IL-6 (ng/L): 233.76±34.84 vs. 206.21±26.68, 186.58±26.54, 
156.99±28.83; BALF NE (mg/kg): 190.82±41.75 vs. 153.30±35.42, 122.64±25.15, 80.23±13.69; TNF-α(mg/kg): 
305.24±72.99 vs. 292.77±38.07, 249.60±35.20, 193.63±10.83; IL-6 (mg/kg): 354.81±67.79 vs. 303.02±54.24, 
272.43±32.34, 197.64±12.35; total protein (g/L): 2.31±0.30 vs. 2.02±0.26, 1.62±0.19, 1.10±0.24, P < 0.05 or P < 
0.01].  Conclusions  The severity of ALI induced by LPS in mice was positively correlated to LPS dosage and duration 
of its action. After administration of LPS 5 mg/kg for 4 hours, remarkable characteristic manifestations of ARDS occur in 
mice, reaching the critical point.

【Key words】  Lipopolysaccharide;  Acute lung injury;  Inflammatory factor
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伤程度呈明显加重趋势，肺泡隔增宽、肺泡融合、炎

性细胞浸润和出血等症状逐渐加重，且肺组织结构

异常更加严重（图 1）。

 LPS 5.0 mg/kg 组处理 4 h 时，出现典型的肺损

伤表现，间质及部分肺泡腔有较多中性粒细胞，间

质增宽，毛细血管淤血，肺泡腔出血水肿在 35%～ 

40%。此时，肺损伤评分显著高于其他低剂量组和

较短作用时间组（P＜0.05 ；表 1）。

2.3 血清中 NE、TNF-α 和 IL-6 含量的变化比较

（表 2）：与正常对照组和生理盐水对照组相比，LPS

组血清 NE、TNF-α、IL-6 含量在 1 h 后开始即显著

升高（均 P＜0.01）。随着 LPS 剂量增加和作用时间

延长，血清中 NE、TNF-α、IL-6 含量均逐渐升高，

且以 LPS 10.0 mg/kg 组升高最显著。

表 1 各组肺组织 W/D 比值、肺损伤评分比较（x±s）

组别
动物数

（只）

肺组织 W/D 比值 肺损伤评分（分）

给药后 1 h 给药后 2 h 给药后 4 h 给药后 8 h 给药后 1 h 给药后 2 h 给药后 4 h 给药后 8 h

正常对照组 5 4.26±0.16 0.00±0.00

生理盐水对照组 5 4.29±0.06 4.26±0.19 4.32±0.19 4.35±0.09 0.00±0.00 0.00±0.00 0.80±0.84 1.20±0.84 c

LSP 2.5 mg/kg 组 5 4.55±0.32 a 4.65±0.18 b 4.77±0.30 b 4.91±0.30 bc 3.80±1.10 b 3.80±1.30 b 4.20±1.64 b 4.40±0.89 bc

LPS 5.0 mg/kg 组 5 4.72±0.29 b 4.84±0.10 b 4.97±0.41 bc 5.01±0.19 bc 4.60±0.55 b 4.60±0.89 b 5.60±1.52 bc 6.00±1.22 bd

LPS 7.5 mg/kg 组 5 4.82±0.21 b 4.90±0.31 b 4.95±0.49 b 5.01±0.43 b 6.80±0.84 b 7.40±1.82 b 7.80±0.84 bc 8.00±1.00 bc

LPS 10.0 mg/kg 组 5 4.92±0.28 b 4.95±0.30 b 5.02±0.40 b 5.10±0.18 b 6.80±2.17 b 8.40±0.89 bd 8.60±1.14 bd 9.20±1.48 bd

注 ：与正常对照组和生理盐水对照组比较，aP＜0.05，bP＜0.01 ；与给药后 1 h 比较，cP＜0.05，dP＜0.01 ；空白代表无此项

A1 A2 A4 A8

B1 B2 B4 B8

C1 C2 C4 C8

D1 D2 D4 D8

E1 E2 E4 E8

图 1 各组肺组织病理学改变（HE 染色  中倍放大）

A 为生理盐水组 ；B、C、D、E 为 LSP 2.5、5.0、7.5、10.0 mg/kg 组 ；1、2、4、8 分别为给药 1、2、4、8 h
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表 2 各组血清 NE、IL-6、TNF-α及 BALF 中 NE、IL-6、TNF-α、总蛋白的变化比较（x±s）

组别
给药

后时间

动物数

（只）

血清（ng/L） BALF

NE TNF-α IL-6 NE（mg/kg） TNF-α（mg/kg） IL-6（mg/kg） 总蛋白（g/L）

正常对照组 1 h 5 211.40±31.00 20.83±  3.86 56.81±  9.77 49.83±15.55 10.18±  3.89 14.34±  4.24 0.48±0.13

生理盐水对照组 1 h 5 201.28±23.52 20.77±  2.80 59.08±  9.27 48.59±  7.71 10.07±  3.89 15.17±  4.06 0.50±0.14

2 h 5 202.18±20.97 21.60±  2.63 60.64±  5.58 49.14±  9.81 10.23±  1.98 15.40±  5.45 0.44±0.05

4 h 5 202.39±17.04 21.16±  5.00 59.78±15.67 49.42±  7.92 9.41±  2.54 16.79±  4.79 0.48±0.08

8 h 5 202.67±20.98 22.42±  5.19 59.02±13.93 48.04±  9.06 9.85±  1.99 16.01±  4.69 0.48±0.12

LSP 2.5 mg/kg 组 1 h 5 358.14±30.26 a 84.43±25.11 a 107.38±28.30 a 67.17±11.55 52.96±  8.32 b 60.38±  9.62 b 0.88±0.19 a

2 h 5 365.40±40.84 a 111.38±22.65 ac 134.02±23.64 ac 74.15±12.85 b 87.43±  5.11 a 94.60±  9.94 a 0.93±0.24 a

4 h 5 369.80±30.89 a 121.41±24.95 ad 142.21±21.78 ad 84.44±13.61 a 130.60±11.99 ad 137.97±10.03 ad 0.97±0.20 a

8 h 5 372.59±51.52 a 138.83±28.95 ad 156.99±28.83 ad 80.23±13.69 a 193.63±10.83 ad 197.64±12.35 ad 1.10±0.24 a

LPS 5.0 mg/kg 组 1 h 5 360.94±39.62 a 128.42±23.30 a 147.98±27.76 a 78.22±16.32 b 146.36±33.48 a 155.21±34.09 a 1.08±0.11 a

2 h 5 373.57±45.05 a 135.43±17.46 a 158.66±24.32 a 86.58±18.75 a 189.20±34.35 ac 200.82±52.27 ac 1.24±0.26 a

4 h 5 379.99±27.65 a 159.15±20.62 ac 177.15±29.13 ac 105.85±13.66 ac 227.22±48.01 ad 251.55±54.08 ad 1.59±0.37 ad

8 h 5 391.16±54.91 a 161.01±13.98 ad 186.58±26.54 ad 122.64±25.15 ad 249.60±35.20 ad 272.43±32.34 ad 1.62±0.19 ad

LPS 7.5 mg/kg 组 1 h 5 377.83±27.90 a 145.07±48.67 a 173.59±29.51 a 100.05±21.94 a 220.66±31.53 a 208.41±42.11 a 1.51±0.32 a

2 h 5 402.82±56.49 a 168.63±32.76 a 191.44±27.44 a 121.60±26.13 a 251.19±43.30 a 272.43±45.25 ad 1.70±0.24 a

4 h 5 411.76±52.14 ac 173.99±38.28 ac 197.37±16.19 ac 133.62±35.80 ad 258.84±47.71 ac 288.56±42.34 ad 1.89±0.19 ac

8 h 5 419.23±30.62 ac 181.01±25.11 ad 206.21±26.68 ad 153.30±35.42 ad 292.77±38.07 ad 303.02±54.24 ad 2.02±0.26 ad

LPS 10.0 mg/kg 组 1 h 5 404.57±36.62 a 170.60±23.09 a 180.22±27.84 a 130.03±19.14 a 252.99±36.10 a 291.85±36.32 a 1.81±0.25 a

2 h 5 420.35±24.44 a 187.58±29.88 a 191.98±36.41 a 155.38±32.98 ac 286.80±50.19 a 314.00±19.58 a 1.97±0.33 a

4 h 5 435.98±34.31 ac 190.65±28.95 ac 219.04±41.01 ad 176.45±30.53 ad 295.39±36.23 ac 333.04±45.62 ac 2.13±0.33 ac

8 h 5 447.43±34.63 ad 205.99±31.31 ad 233.76±34.84 ad 190.82±41.75 ad 305.24±72.99 ad 354.81±67.79 ad 2.31±0.30 ad

注 ：与正常对照组和生理盐水对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05 ；与给药后 1 h 比较，cP＜0.05，dP＜0.01

2.4 BALF 中 NE、TNF-α、IL-6 蛋白含量及总蛋

白含量的变化（表 2）：与正常对照组和生理盐水对

照组比较，LPS 组 BALF 中 NE、TNF-α、IL-6 蛋白

含量及总蛋白含量在给药 1 h 后即升高。随着 LPS

剂量增加和作用时间延长，BALF 中 NE、TNF-α、

IL-6 蛋白含量及总蛋白含量均逐渐升高，且以 LPS 

10.0 mg/kg 组升高最显著。

3 讨 论

 急性呼吸窘迫综合征（ARDS）是 ALI 的严重

阶段，是临床上常见的危重病，其临床特征是呼吸

窘迫、低氧血症等，主要是由内毒素血症引起［12-14］。

LPS 是脂质和多糖的复合物，是内毒素的主要成

分，位于革兰阴性（G-）菌的细胞壁外膜，是强有力

的致伤剂。G- 菌感染而产生的内毒素血症是引发

ALI/ARDS 的主要原因。研究表明，内源性炎症因子

过度释放是 ALI/ARDS 重要的发病机制之一［15］，在

ALI/ARDS 发病过程中，TNF-α、IL-6 等炎症因子

增多，并可进一步引起淋巴细胞、单核 / 巨噬细胞释

放其他细胞因子，进而引起肺毛细血管通透性增加、

肺间质水肿等一系列肺损伤表现，增加 BALF 中的

蛋白含量［16-20］，引起严重的肺损伤，并可导致 MOF。

 通常，使用 LPS 复制 ALI 模型时，LPS 可通过

静脉注射或气管内滴入［21］。本研究采用 LPS 气管

滴入法致伤 C57BL/6 小鼠，通过使用不同浓度的

LPS 在多个时间点进行观察，模拟临床严重感染引

发 ALI 的发生发展过程。LPS 引起肺损伤时，促炎

因子和肿瘤坏死因子的水平均出现升高［22］，出现以

TNF-α 为中心的大量炎症因子的释放［23］。同时，

有研究显示，在给予 LPS 后，血清 NE 浓度明显升

高，且与 IL-6 浓度呈显著正相关，与动脉血氧分压

（PaO2）呈显著负相关［24］，这与另一研究中给予 LPS

后，血清儿茶酚胺含量增加与肺部炎症反应密切相

关的结论基本一致［25］。另外，ALI 早期血管内皮

细胞和肺泡上皮细胞受损，肺泡上皮细胞和血管内

皮细胞凋亡导致血管壁和肺泡壁通透性增加，渗出

增加［26］，BALF 中蛋白含量变化可反映肺组织通透

性的改变及肺损伤严重程度。因此，观察不同剂量

LPS 诱导的 ALI 小鼠肺组织病理学变化，以及血清、

BALF 中 NE、IL-6、TNF-α 含量以及 BALF 中总蛋

白含量变化，对于研究 ALI 的发生发展有着十分重
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要的意义。

 本 研 究 结 果 表 明 ：不 同 剂 量 的 LPS 可 引 起

C57BL/6 小鼠不同程度的 ALI。本研究的特点在于

通过观察肺组织 W/D 比值及病理学变化，结合血清

和 BALF 中 NE、炎症因子含量变化以及 BALF 中蛋

白含量来判断 ALI 的发生发展，可根据实验目的不

同来选择 LPS 的剂量和作用时间点，更有利于研究

的进行。本研究结果显示，当 LPS 在 5.0 mg/kg 作

用 4 h 时，小鼠肺组织含水量显著高于较低 LPS 剂

量和较短作用时间组，其病理变化显著加重，基本

符合 ARDS 的特征。同时，血清和 BALF 中炎症因

子以及 BALF 中蛋白含量也较其他较低 LPS 剂量和

较少作用时间组显著增多。这说明气管内滴注 LPS  

5.0 mg/kg 后 4 h 是诱导小鼠发生 ARDS 的临界剂量

和作用时间点，可作为后续复制 ALI 小鼠模型的优

选方案。
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本刊对论文中实验动物描述的有关要求

 在医学论文的描述中，凡涉及到实验动物应符合以下要求 ： ① 品种、品系描述清楚 ； ② 强调来源 ； ③ 遗传背景 ； ④ 微生

物学质量 ； ⑤ 明确体质量 ； ⑥ 明确等级 ； ⑦ 明确饲养环境和实验环境 ； ⑧ 明确性别 ； ⑨ 有无质量合格证明 ； 10  有对饲养

的描述（如饲料类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求）； 11  所有动物数量准确 ； 12  详细描述动物的状况 ； 13  对动物实验

的处理方式有单独清楚的交代 ； 14  全部有对照，部分可采用双因素方差分析 ； 15  尤其是要注明本实验的动物处置过程是否

符合动物伦理学要求。


