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［摘要］　目的　比较环磷酰胺、来氟米特和甲泼尼龙对博来霉素诱导的肺间质纤维化小鼠模型的疗效。
方法　将７５只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分成空白组、模型组、环磷酰胺组、来氟米特组及甲泼尼龙组（ｎ＝１５）。空白
组气管内注入０．９％氯化钠注射溶液０．２ｍＬ，其余５组气管内注入博来霉素（５ｍｇ／ｋｇ）建立肺纤维化模型，２４ｈ
后分别对空白组、模型组每日用０．２ｍＬ０．９％氯化钠注射溶液灌胃，药物组每日分别用环磷酰胺 （５０ｍｇ／ｋｇ）、
来氟米特 （４ｍｇ／ｋｇ）和甲泼尼龙灌胃（１０ｍｇ／ｋｇ）。并于造模后第７、１４、２８天分批处死小鼠，取小鼠肺脏评估肺
泡炎程度及纤维化的程度。结果　（１）博来霉素诱导组小鼠体质量较对照组减轻（Ｐ＜０．０５），环磷酰胺、来氟米
特组和甲泼尼龙组小鼠在第７、１４、２８天小鼠体质量较模型组均明显增加（Ｐ＜０．０５）。（２）与模型组相比，环磷
酰胺组与甲泼尼龙组小鼠７天、１４天时肺泡炎评分降低（Ｐ＜０．０５）；第７天、１４天、２８天时纤维化评分明显降低
（Ｐ＜０．０５）。而来氟米特组小鼠肺泡炎及纤维化评分较模型组差异无统计学意义。结论　环磷酰胺和甲泼尼
龙能显著降低博来霉素诱导的小鼠肺间质纤维化，减轻肺组织肺泡炎及肺纤维化程度，但来氟米特没有类似作

用。
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　　间质性肺病 （ＩＬＤ）指主要累及肺间质、肺泡和
（或）细支气管的一组肺部弥漫性疾病［１］。目前发

现部分肺间质纤维化常继发于结缔组织病（ＣＴＤ）如
类风湿关节炎、系统性硬化症、系统性红斑狼疮、多

肌炎／皮肌炎等。有文献证实，１５％的ＩＬＤ是由ＣＴＤ
引起的［２］，称之为结缔组织病相关的间质性肺疾病

（ＣＴＤＩＬＤ），它是ＣＴＤ呼吸系统并发症的重要临床
表现之一，也是引起死亡的重要原因。ＣＴＤＩＬＤ中
无论非特异性间质性肺炎或寻常型间质性肺炎，其

病理学特征早期均可见炎性细胞浸润，随之才是成

纤维细胞增生和胶原沉积。间质纤维化一旦形成，

将不可逆地导致严重的甚至威胁生命的呼吸循环功

能障碍。目前，国内外对于肺纤维化的治疗效果并

不理想，且存在各种争议；而动物模型可以帮助观察

不同的药物对肺间质纤维化的治疗效果，目前，国际

上应用最为广泛的是博来霉素诱导的肺纤维化动物

模型［３］。本研究拟采用气管内滴注博来霉素的方

法建立小鼠肺间质纤维化模型，探讨常用于结缔组

织病药物环磷酰胺、来氟米特及激素对于博来霉素

诱导的肺间质纤维化小鼠模型的疗效差异。

１　材料和方法
１．１　实验动物　清洁级 Ｃ５７ＢＬ／６，雄性小鼠，５周
龄。购于北京维通利华公司，饲养于北京朝阳医院

医学研究中心动物室。

１．２　药物与试剂　博来霉素Ａ５（１５毫克／支，日本
化药株式会社产）；小鼠细胞因子／趋化因子磁珠检测
试剂盒（购于上海升联医疗器械有限公司）；Ｍａｓｓｏｎ
染色试剂盒（购自福州迈新生物技术开发有限公司）。

１．３　动物模型建立及给药　将７５只 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠用苦味酸进行编号标记，然后使用随机数字表法

进行分组，随机分成空白组、模型组、环磷酰胺组、来

氟米特组及甲泼尼龙组（每组１５只）。小鼠在实验
室饲养一周后，采用４％水合氯醛０．１ｍＬ腹腔注射
麻醉，无菌条件下作气管切开，空白组气管内注入

０９％氯化钠注射溶液０．２ｍＬ，其余５组所有小鼠
（模型组和药物组）气管内一次性给予博来霉素０．２
ｍＬ（５ｍｇ／ｋｇ）制作实验动物模型。

于造模后第２天起，空白组和模型组每日给予
０．２ｍＬ０．９％氯化钠注射溶液灌胃，艾拉莫德组每日
给予０．２ｍＬ艾拉莫德灌胃（９０ｍｇ／ｋｇ），环磷酰胺组
每周给予０．２ｍＬ环磷酰胺灌胃（５０ｍｇ／ｋｇ），来氟米
特组每日给予０．２ｍＬ来氟米特灌胃（４ｍｇ／ｋｇ），甲泼
尼龙组每日给予甲泼尼龙０．２ｍＬ（１０ｍｇ／ｋｇ）灌胃。

期间每天观察小鼠体质量、食欲和活动等。

１．４　标本收集　五组小鼠分别于造模后第７、１４、
２８天随机死５只小鼠（每次每组随机抽取 ５只小
鼠），开胸取肺并称重，切取右肺叶置于１０％的甲醛
溶液中固定，然后进行 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色，光
学显微镜下观察肺组织病理结构变化。同时摘除小

鼠眼球取血行细胞因子检测。

１．５　细胞因子检测　血清细胞因子检测步骤根据
ＭｏｕｓｅＬｕｍｉｎｅｘＳｃｒｅｅｎｉｎｇＡｓｓａｙ试剂盒说明书进行，
方法为ＥＬＩＳＡ检测法。
１．６　结果判定标准　病理学评分根据Ｓｚａｐｉｅｌ等［４］

报道的方法确定肺泡炎和肺纤维化的程度，将肺泡

炎和肺纤维化分级并计算积分进行分析。１级：１
分，无肺泡炎；２级：２分，轻度肺泡炎和肺间质纤维
化，单核细胞浸润使肺泡间隔增宽仅限于局部，面积

不到全肺的２０％，肺泡结构正常；３级：３分，中度肺
泡炎和肺间质纤维化，面积占全肺的２０％ ～５０％；４
级：４分，重度肺泡炎和肺间质纤维化，面积超过全
肺的５０％，偶见肺泡腔内有单核细胞及出血造成。
１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分
析，所有计量资料用 ｘ±ｓ来表示，两个独立样本比
较采用ｔ检验，组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　一般情况及体质量　体质量资料列表，经整体
分析（单因素方差分析），除０天外，其余时间点，五
个组的整体差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。两两比
较并结合主要情况来看：空白组小鼠生长良好，除体

质量自然增长外，其他无异常改变；博来霉素诱导的

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠活动减少，饮食进水较前减少，部分小
鼠可见皮毛暗淡无光泽，皮毛紊乱甚至伴有脱毛现

象。与空白组对比，模型组、环磷酰胺组、来氟米特

组和甲泼尼龙组在第 ７、１４、２８天小鼠体质量下降
（Ｐ＜０．０５）；与模型组对比，环磷酰胺组小鼠第７、１４
天重低于模型组小鼠体质量但差异无统计学意义，

第２８天体质量有所增加（Ｐ＜０．０５），甲泼尼龙组小
鼠在第 ７、１４、２８天小鼠体质量均明显增加（Ｐ＜
００５），来氟米特组与模型组相比体质量差异无统
计学意义。见表１。
２．２　小鼠肺组织ＨＥ染色情况及肺泡炎评分
２．２．１　小鼠肺组织 ＨＥ染色情况　各组小鼠肺组
织ＨＥ染色显示（图１）：（１）空白组：肺泡间隔和肺
泡腔内未见炎性细胞浸润，肺泡间隔未见增厚，无新
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表１　五组小鼠不同时间体质量变化比较（ｘ±ｓ，ｇ）

组别 鼠数（只） 第０天 第７天 第１４天 第２８天
对照组 ５ １８．０１±０．９２ １９．４０±１．３４ ２１．９５±０．４９ ２４．３６±０．８３
模型组 ５ １７．８８±０．９９ １３．７７±１．２５ａ １２．６７±０．９５ａ １３．６７±０．８８ａ

环磷酰胺组 ５ １８．１１±０．８７ １３．５５±１．２２ａ １２．１０±０．７３ａ １７．０６±０．８４ａｂ

来氟米特组 ５ １７．８１±１．１５ １３．１８±０．９９ａ １２．６４±１．０７ａ １３．１６±０．７７ａｃ

甲泼尼龙组 ５ １７．９４±０．９６ １６．２３±０．６４ａｂｃｄ １６．８３±０．４９ａｂｃｄ １９．５９±０．６３ａｂｃｄ

Ｆ值 ０．０６９ ２７．６６２ １４３．５３３ １６８．７４０
Ｐ值 ０．９９１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：两两比较为ＨＳＤｑ检验；与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与环磷酰胺组比较，ｃＰ＜０．０５；与来氟米

特组比较，ｄＰ＜０．０５

生血管形成。（２）模型组：第７天肺泡间隔和肺泡
腔内有炎性细胞浸润，以单核巨噬细胞为主，成纤维

细胞逐渐增多；第１４天肺泡萎缩压扁、间隔增宽，肺
泡上皮肿胀，炎性细胞浸润较明显，成纤维细胞明显

增多并可见纤维组织增生，出现肺纤维化改变；第

２８天肺泡间隔炎性细胞减少，但肺泡结构破坏，纤
维组织呈条索样瘢痕改变，肺间质纤维化形成。

（３）来氟米特组在第７、１４、２８天病理变化同模型组
变化基本相同；（４）环磷酰胺组及甲泼尼龙组第７、
１４天肺泡萎缩不明显，间隔略增宽，肺泡上皮略显
肿胀，炎性细胞浸润减少，成纤维细胞较少；第２８天
部分肺泡结构破坏，局部肺间质有成纤维细胞聚集，

形成轻中度肺间质纤维化。

与空白组相比，博来霉素诱导组小鼠（模型组、

环磷酰胺组、来氟米特组及甲泼尼龙组）肺部肺泡

炎症程度均增加。与模型组相比，来氟米特组小鼠

肺部病变程度同模型组基本相似，但环磷酰胺组和

甲泼尼龙组小鼠肺部病变较模型组有明显减轻。

２．２．２　小鼠肺组织肺泡炎评分　如表２所示，整体
分析，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。两两比较并
结合主要数据分析：使用博来霉素诱导的各组小鼠

模型（模型组、环磷酰胺组、来氟米特组及甲泼尼龙

组）肺泡炎在７、１４、２８ｄ炎症评分均明显高于对照
组（Ｐ＜０．０５）。环磷酰胺组与甲泼尼龙组７ｄ、１４ｄ
时肺泡炎程度评分较模型组减轻（Ｐ＜０．０５）；２８ｄ
时与模型组肺泡炎程度差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。环磷酰胺组和甲泼尼龙组两组之间肺泡炎
程度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。来氟米特组７
天、１４天、２８天与模型组肺泡炎程度比较均差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　小鼠肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色情况　各组小鼠肺组
织Ｍａｓｓｏｎ染色显示（图２）：胶原纤维呈蓝色，肌纤

维呈红色，红细胞呈橘红色，细胞核呈蓝黑色。空白

组：肺组织无明显变化，仅于大气道和血管壁周围可

见少量蓝色的基质胶原纤维。模型组：第７天小鼠
肺间质、和肺泡间隔可见蓝色胶原沉积；第１４天可
见呈小灶样蓝色的胶原纤维；第２８天肺间质胶原增
生沉积呈弥漫性，并伴有肺泡的融合。来氟米特组

肺组织病理改变基本同模型组，环磷酰胺组与甲泼

尼龙组肺组织病理改胶原纤维沉积程度较模型组减

轻，成纤维细胞灶均有所减少。与空白组对比，灌注

博来霉素各组 Ｍａｓｓｏｎ染色显示的胶原沉积程度均
增加。

表２　肺组织病变ＨＥ染色评分比较（ｘ±ｓ，分）

组别 鼠数（只） 第７天 第１４天 第２８天
对照组 ５ １．１８±０．０７ １．０８±０．０８ １．０１±０．０１
模型组 ５ ３．４５±０．１０ａ ３．８８±０．０４ａ ２．７５±０．０４ａ

环磷酰胺组 ５ ３．１５±０．０４ａｂ ３．０６±０．０４ａｂ ２．７３±０．０３ａ

来氟米特组 ５ ３．４７±０．１０ａｃ ３．８４±０．０５ａｃ ２．７４±０．０８ａ

甲泼尼龙组 ５ ３．１２±０．０５ａｂｄ ３．０２±０．０４ａｂｄ２．７０±０．０３ａ

Ｆ值 ７９３．３０７ ２３５５．０５４ １４７９．８７１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：两两比较为ＨＳＤｑ检验；与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，
ｂＰ＜０．０５；与环磷酰胺组比较，ｃＰ＜０．０５；与来氟米特组比较，ｄＰ＜０．０５

２．４　小鼠肺组织肺纤维化评分　整体比较得知，五
组各时间点处整体差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
两两比较并结合主要数据分析：使用博来霉素诱导

的各组小鼠模型（模型组、环磷酰胺组、来氟米特组

及甲泼尼龙组）肺纤维化在７、１４、２８天评分均明显
高于对照组（Ｐ＜０．０５）。来氟米特组７天时较模型
组纤维化程度减轻（Ｐ＜０．０５），１４天、２８天较模型
组纤维化程度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；环磷
酰胺组与甲泼尼龙组７天、１４天、２８天时纤维化程
度均较模型组明显减轻（Ｐ＜０．０５）。见表３。
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　　ａ：对照组第７天；ｂ：对照组第１４天；ｃ：对照组第２８天，肺泡间
隔和肺泡腔内未见明显异常；ｄ：模型组第７天；ｅ：模型组第１４天；ｆ：
模型组第２８天；ｇ：环磷酰胺组第７天、ｈ：环磷酰胺组第１４天，肺泡
萎缩不明显，间隔略增宽，肺泡上皮略显肿胀，炎性细胞浸润减少，成

纤维细胞较少；ｉ：环磷酰胺组第２８天：部分肺泡结构破坏，局部肺间
质有成纤维细胞聚集，形成轻中度肺间质纤维化；ｊ：来氟米特组第７
天，均可见肺泡间隔和肺泡腔内有以单核巨噬细胞为主的炎性细胞

浸润，可见成纤维细胞；ｋ：来氟米特组第１４天，均可见肺泡萎缩压
扁，肺泡上皮肿胀，炎性细胞浸润明显，成纤维细胞较多并可见纤维

组织增生；ｌ：来氟米特第２８天均可见肺泡间隔炎性细胞减少，但肺
泡结构破坏，纤维组织呈条索样瘢痕改变；ｍ：甲泼尼龙组第７天肺
泡间隔和肺泡腔内有炎性细胞浸润，可见少量成纤维细胞；ｎ：甲泼尼
龙组第１４天肺泡间隔有炎性细胞浸润，肺泡上皮略肿胀，成纤维细
胞较多；ｏ：甲泼尼龙组第２８天肺泡间隔炎性细胞较少，部分肺泡结
构破坏，肺间质有成纤维细胞聚集

图１　小鼠肺病理ＨＥ染色结果（×１００）

表３　肺组织病变Ｍａｓｓｏｎ染色评分比较（ｘ±ｓ，分）

组别 鼠数（只） 第７天 第１４天 第２８天
对照组 ５ １．００±０．０１ １．００±０．００ １．００±０．００
模型组 ５ １．８６±０．０７ａ ３．５２±０．０２ａ ３．８０±０．０４ａ

环磷酰胺组 ５ １．７１±０．０４ａｂ ３．１５±０．０５ａｂ ３．０８±０．０３ａｂ

来氟米特组 ５ １．７０±０．０７ａｂ ３．５３±０．０４ａｃ ３．８７±０．０３ａｂｃ

甲泼尼龙组 ５ １．６４±０．０２ａｂｃ ２．２５±０．０４ａｂｃｄ ３．０５±０．０３ａｂｄ

Ｆ值 ２３５．７９２ ４７３３．３６６ ７８６３．３０７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：两两比较为ＨＳＤｑ检验；与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与环

磷酰胺组比较，ｃＰ＜０．０５；与来氟米特组比较，ｄＰ＜０．０５

　　ａ：对照组第７天；ｂ：对照组第１４天；ｃ：对照组第２８天，肺组织
纤维染色未见明显异常；ｄ：模型组第７天；ｅ：模型组第１４天；ｆ：模型
组第２８天；ｇ：环磷酰胺组第７天，肺间质可见少量蓝色的基质胶原
纤维；ｈ：环磷酰胺组第１４天，肺间质见较多蓝色的胶原纤维；ｉ：环磷
酰胺组第２８天，肺间质胶原增生沉积呈轻度弥漫性；ｊ：来氟米特组
第７天；ｋ：来氟米特组第１４天，均可见肺间质和肺泡间隔可见蓝色
胶原沉积；ｌ：来氟米特组第２８天，均可见肺间质胶原增生沉积呈弥
漫性，并伴有肺泡的融合；ｍ：甲泼尼龙组第７天，仅于血管壁周围可
见少量蓝色的基质胶原纤维，余未见明显异常；ｎ：甲泼尼龙组第１４
天，肺间质见较多蓝色的胶原纤维；ｏ：甲泼尼龙组第２８天，肺间质胶
原增生明显，未见肺泡的融合

图２　小鼠肺病理Ｍａｓｓｏｎ染色结果（×１００）

３　讨论
目前ＣＴＤＩＬＤ的治疗目前仍没有共识，缺乏有

效的治疗方法，检索近年国内外的相关文献报道，所

涉及的ＣＴＤＩＬＤ常用的治疗药物有：糖皮质激素、
免疫抑制剂、生物制剂等［５１１］。糖皮质激素作为首

选药物被应用于临床，结果表明激素对肺间质纤维

化的疗效确是有限的［１２１３］。免疫抑制剂中报道较

多的有甲氨蝶呤、环磷酰胺、吗替麦考酚酯等。其中

环磷酰胺在ＣＴＤＩＬＤ的治疗中疗效相对肯定，而来
氟米特（ＬＥＦ）在 ＣＴＤＩＬＤ的治疗报道几乎未见。
环磷酰胺作为一种强有力的经典的免疫抑制剂，主

要通过杀伤免疫细胞（Ｔ细胞和 Ｂ细胞）并抑制免
疫细胞的数量和功能发挥作用，其起效慢、作用时间

持久。来氟米特是丙二腈酰胺类免疫抑制剂，其通
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过抑制二氢乳酸脱氢酶活性发挥抑制淋巴细胞增殖

作用，起效慢、作用时间持久、副作用较其他大多数

免疫抑制剂少。本研究对比了环磷酰胺、来氟米特

及甲泼尼龙对小鼠肺间质纤维化疗效差异。

鉴于博来霉素广泛用于建立肺纤维化的动物模

型，本研究构建了博来霉素诱导的肺纤维化小鼠模

型，发现博来霉素诱导后小鼠肺组织炎性细胞浸润

明显，肺间质和肺泡间隔胶原纤维增生呈弥漫性并

伴有肺泡的融合；而使用环磷酰胺或者甲泼尼龙干

预后，小鼠在疾病的不同时间炎性细胞浸润明显减

轻，肺间质和肺泡间隔胶原染色中胶原纤维减少，肺

泡炎和肺纤维化病理评分明显降低。提示环磷酰胺

及甲泼尼龙可以抑制炎性细胞的浸润，降低小鼠肺

泡炎和肺纤维化的程度，对肺纤维化小鼠有一定的

积极干预作用。但是来氟米特干预组小鼠肺泡炎程

度及纤维化程度较模型组差异无统计学意义，提示

来氟米特对ＩＬＤ暂无明确疗效。
本实验结果显示环磷酰胺和甲泼尼龙能减轻及

抑制博来霉素诱导的小鼠的炎性反应和肺间质纤维

化的发生发展，而来氟米特对小鼠肺间质纤维化无

明显抑制作用，临床医师在使用来氟米特治疗

ＣＴＤＩＬＤ时，需先评估患者的肺部情况，严格掌握适
应证，谨慎使用ＬＥＦ，有肺部基础疾病的患者尽量避
免使用。
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