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脂多糖诱导大鼠脓毒症相关心肺损伤模型的构建及评价
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摘要院目的 观察脂多糖渊LPS冤诱导大鼠脓毒症相关心肺损伤情况袁为构建大鼠脓毒症相关器官损伤模型并研究脓毒症相关疾
病提供有效的实验手段遥 方法 采用随机数字表法将 SPF级雄性 Sprague-Dawley大鼠分为对照组渊Control组冤和 LPS模型组
渊LPS组冤两组袁每组 10只遥建立脂多糖诱导的大鼠脓毒症模型遥 LPS组腹腔注射 LPS渊10 mg/kg冤曰C组腹腔注射等量生理盐水遥
注射后 24 h行超声心动图检查心功能遥 留取心肺组织标本和血标本遥 ELISA法检测血清中肿瘤坏死因子 琢渊TNF-琢冤尧白介素
1茁渊IL-1茁冤尧白介素 6渊IL-6冤尧高迁移率族蛋白 B1渊HMGB1冤尧肌钙蛋白 I渊cTnI冤和脑钠肽渊BNP冤的水平遥检测每组大鼠肺组织湿
重与干重的比值渊W/D冤遥 HE染色观察心肺组织病理改变并进行肺损伤评分遥 结果 与 C组比较袁脂多糖腹腔注射后 LPS组大
鼠于 24 h内死亡 4只袁 生存率降低 渊 约0.05冤曰 造模 24 h后 LPS组大鼠血清中 TNF-琢尧IL-1茁尧IL-6尧HMGB1含量升高 渊 约
0.05冤袁炎症反应重曰左室射血分数降低袁心室舒张功能及室壁运动幅度减退袁血清中 cTnI和 BNP含量升高渊 约0.05冤袁HE染色
也可见心肌细胞水肿尧坏死及炎症细胞浸润等明显损伤曰肺损伤评分和肺组织W/D比值升高渊 约0.05冤遥 同时袁HE染色可见肺
泡间隔增宽尧间质充血水肿以及炎症细胞浸润明显袁肺损伤显著遥 结论 实验成功建立脂多糖诱导大鼠脓毒症及相关心肺损伤

模型袁该方法稳定尧可靠袁可为探讨脓毒症相关疾病提供模型基础遥
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Construction and Evaluation of Lipopolysaccharide-induced Sepsis-related Myocardial Injury
and Lung Injury Model in Rats
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Abstract：Objective To observe the sepsis-related myocardial injury and lung injury induced by lipopolysaccharide (LPS) in rats, and to provide an
effective experimental method for the construction of sepsis -related organ injury model in rats and the study of sepsis -related diseases.
Methods SPF male Sprague-Dawley rats were divided into two groups with random number table method ( =10): Control group (group C), LPS
model group (group LPS). Establish a rat model of sepsis induced by LPS. Rats in group LPS were intraperitoneally injected with LPS (10 mg/kg);
rats in group C were intraperitoneally injected with an equivalent amount of saline solution. After 24 h, cardiac function was measured with
echocardiography. Then, blood samples, cardiac and lung tissue samples were collected. Serum tumor necrosis factor alpha (TNF-琢), interleukin-1茁
(IL-1茁), IL-6, high mobility group box-1 (HMGB1), cardiac troponin I (cTnI) and brain natriuretic peptide (BNP) were detected by ELISA. Wet/dry
weight ratio (W/D) in lung tissues was detected. Myocardial and pulmonary pathological changes and lung injury score were observed through HE
staining.Results Compared with group C, 4 rats in group LPS died within 24 h of modeling and the survival rate was significantly decreased ( <
0.05). After 24 hours of modeling, the levels of serum TNF-琢, IL-1茁, IL-6 and HMGB1 in LPS group increased ( <0.05), and the inflammatory
response was severe. Left ventricular ejection fraction decreased, ventricular diastolic function and wall motion amplitude decreased, serum cTnI and
BNP levels increased ( <0.05), HE staining also showed obvious damage such as myocardial cell edema, necrosis and inflammatory cell infiltration.
Lung injury score and lung tissue W/D ratio increased ( <0.05). At the same time, HE staining showed widened alveolar septum, interstitial
congestion and edema, obvious infiltration of inflammatory cells, and significant lung injury.Conclusion The model of lipopolysaccharide-induced
sepsis and related myocardial injury and lung injury in rats is successfully established. This method is stable and reliable, and can provide a model
basis for exploring sepsis-related diseases.
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脓毒症（sepsis）是机体对感染的反应失调，导致
危及生命的器官功能障碍，其重点则是器官受损，而

脓毒症引起的心肺靶器官损伤则是临床常见的急、

危重症，发病率和死亡率皆极高[1，2]。构建模拟临床
脓毒症模型对探索脓毒症及相关器官损伤的发病机

制并寻求有效的预防治疗手段极其重要和关键。目

前应用的盲肠结扎穿孔致脓毒症模型因手术操作及

肠道菌群组成等差异而常常具有较大的变异性，腹

腔注射脂多糖致脓毒症模型因其致病方式统一且可

控、引起临床表现同质，以及可产生脓毒症休克等严

重的病理反应[3-5]，后者可有效应用于脓毒症临床前
的实验研究，但关于其心肺损伤情况的具体研究却

甚少。因此，本研究拟通过构建脂多糖诱导大鼠脓

毒症模型，观察其心肺损伤特征，为建立可靠的脓毒

症相关器官损伤模型提供参考。

1材料与方法
1.1实验动物 健康雄性 SPF级 Sprague-Dawley大
鼠 20只，购自湖南省实验动物中心。动物合格证号：
SYXK（湘）2020-0015，体重 200~230 g，6~8周龄，适
应性饲养 1周。本研究已通过武汉大学人民医院实
验动物福利伦理审查，编号：WDRM 动 (福 )第
20200820号。
1.2 主要试剂与仪器 脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS，批号：L2880）购自 Sigma Aldrich 公司，白介素
1茁（interleukin-1茁，IL-1茁，批号：ab255730）、白介素
6（IL-6，批号：ab234570）、肿瘤坏死因子 琢（tumor
necrosis factor alpha，TNF-琢，批号：ab46070）、脑钠
肽（brain natriuretic peptide，BNP，批号：ab108815）
及肌钙蛋白 I （cardiac troponin I，cTnI，批号：
ab246529）酶联免疫吸附测定法（enzyme linked
immunosorbent assay，ELISA）检测试剂盒购自Abcam
公司，高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box-1，
HMGB1，批号：ARG81351）ELISA检测试剂盒购自
Arigo公司，苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染
色试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；超声

诊断扫描仪购自 Sonosite公司，BX51-P光学显微镜
购自 Olympus公司。
1.3方法
1.3.1实验动物分组及处理 采用随机数字表法，将

大鼠分为 2组（ =10）：对照组（C组）和 LPS模型组
（LPS 组），并行大鼠脓毒症模型的制备，实验前禁
食 12 h，自由饮水。将 LPS用无菌生理盐水配制成

1 mg/ml LPS溶液，LPS组腹腔注射 1 mg/ml LPS溶
液（10 mg/kg），C组腹腔注射等容量无菌生理盐水。
1.3.2心脏超声检测大鼠心功能 大鼠建模 24 h 后
使用 2%戊巴比妥钠（30 mg/kg）进行腹腔内注射法
麻醉。麻醉后的大鼠固定于操作台上，前胸部备皮，

使用超声诊断扫描仪，将频率 12 MHz超声探头置
于胸骨旁左心室长轴切面，测量左室收缩末期内径、

左室舒张末期内径，M型超声选取 3个心动周期测
量取平均值，根据 Teichholtz公式计算左室射血分
数（left ventricular ejection fraction，LVEF），并观察
大鼠心肌收缩力及室壁运动幅度情况。

1.3.3大鼠血清及心肺组织标本收集 心超检测结束

后立即打开大鼠胸腔，使用采血针左心室釆血 3 ml，
加入干燥试管，4 益下 3000 g（离心半径 7.7 cm）离
心 15 min后，取上清液，-80 益保存待用。同时，取
大鼠心脏放入 4 益生理盐水漂洗，沿左心室最大横
径冠状切面取左心室心肌组织，置入 40 g/L多聚甲
醛溶液中固定 12 h用于 HE染色。最后充分的暴露
肺组织，完整取下整个肺脏组织备检测余下指标。

1.3.4 ELISA检测相关炎症因子及心肌损伤指标 采

用 ELISA 测 定 血 清 中 IL -1茁、IL -6、TNF -琢、
HMGB1、BNP及 cTnI的含量，严格按照试剂盒步骤
进行操作。于 96孔板上标注相应空白孔、标准品孔
和待测孔区域。空白孔先留置，50 滋l的标准品依不
同浓度各加入相应标准品孔，40 滋l 的稀释液和
10 滋l的待测样本加入待测孔。之后在待测孔和标
准品孔中加入辣根过氧化物酶标记的检测抗体

100 滋l，空白孔则不加，并将反应孔用封板膜封
住，进行 60 min恒温温箱温育，结束后弃去液体，
并于滤纸上拍干。随后将洗涤液加满孔中，1 min静
置后甩去并继续拍干，前后如此洗板 5次。最后将底
物 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺工作液加入所有孔中，
行 15 min 37 益避光培育后将 50 滋l硫酸终止液加
入所有孔，并于 15 min的时间内在波长 450 nm处
进行所有孔的光密度值测量。行标准曲线的绘制，

3个复孔取平均值，计算血清样本中待测样本含量。
1.3.5 HE染色观察心肌组织病理学变化 心肌组织

标本固定后行脱水、透明、包埋处理，使用时切片。在

心肌组织标本染色之前先使用二甲苯对切片进行脱

蜡，随后入浓度由高到低乙醇以及蒸馏水。使用苏木

精对切片进行数分钟的染色，并于酸水及氨水中各

数秒钟进行分色处理。使用流水对切片进行 1 h冲
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洗并放入蒸馏水片刻，之后使用 70%和 90%乙醇对
切片进行 10 min脱水，并使用伊红对切片进行数分
钟的染色。切片经染色后使用无水乙醇脱水，并再

次使用二甲苯透明处理。使用树胶滴于切片上，盖

玻片进行封固，即可于光学显微镜下观察心肌组织

病理形态变化。

1.3.6肺损伤检测 留取左肺组织固定于 4%多聚甲
醛中进行病理学观察并行 Smith评分[6]。固定后对肺
组织进行脱水、透明，石蜡包埋、切片，后行 HE 染
色，光学显微镜下观察两组大鼠肺组织病理学改变，

并请两位病理科医师进行读片，对病理切片显示的

肺组织损伤程度进行评分。评分根据肺水肿、肺泡

及间质炎症、肺泡及间质出血、肺不张和透明膜形成

的程度分别按各项严重程度行 0~4分的评定，无改
变亦或非常轻微改变为 0分，轻度、中度、重度、极重
度改变依次为 1、2、3、4分，各项评分之和即评定为
肺损伤评分。

1.3.7肺组织湿干比检测 取右肺组织，用滤纸将肺

表面的水分吸干，并使用电子称快速称量其重量，

此重量为大鼠肺组织湿重（W），然后置于 80 益电
热恒温干燥箱中烤 72 h至恒重后称其重量，此重
量为大鼠肺组织干重（D），大鼠肺组织湿重值/大鼠
肺组织干重值，即为大鼠肺组织湿干比（wet/dry，
W/D）。通过计算W/D来测量含水量，以评估肺组织
的水肿程度。

1.4统计学方法 采用 SPSS 19.0软件进行数据统计
和分析，计量资料以（ 依）表示，组间比较采用独立

样本 检验，约0.05表示差异有统计学意义。
2结果
2.1 LPS诱导大鼠脓毒症造模成功及血清中相关炎
症因子水平 LPS腹腔注药数小时后，大鼠逐渐开始
表现有精神萎靡、呼吸短促，对刺激反应减弱等，

12 h后甚至有大鼠发生死亡，大鼠脓毒症模型制备
成功，造模 24 h内 LPS组大鼠死亡 4只，存活大鼠
纳入统计。与 C 组大鼠比较，LPS 组大鼠血清中
IL-1茁、IL-6、TNF-琢及 HMGB1等相关炎症因子水
平升高，差异有统计学意义（ 约0.05），见表 1。
2.2大鼠心功能及心肺损伤情况 造模 24 h后行心
脏超声检查显示，LPS组大鼠心肌收缩力和室壁运
动幅度出现减弱，LVEF 较对照组降低（ 约0.05）。
LPS组大鼠血清中 BNP及 cTnI等心肌损伤指标水
平升高，肺损伤评分及肺组织 W/D升高，差异有统
计学意义（ 约0.05），见表 2。
2.3光镜下观察心肺组织病理学改变 C 组大鼠肺
泡结构完整，支气管腔及肺泡腔内无明显病理改

变，见图 1A。LPS模型组大鼠肺组织结构完整性消
失，肺泡及肺间质大量出血，组织水肿，炎症细胞大

量浸润（中性粒细胞为主），肺泡间隔增厚，见图

1B。C组大鼠心肌纤维形态结构无异常，核居中，横
纹清楚，心肌细胞无明显水肿、变性及坏死，未见炎

性细胞浸润，见图 1C。L组大鼠心肌纤维排列欠规
整，心肌细胞明显水肿、部分心肌细胞核消失、炎性

细胞浸润，变性坏死明显、红细胞渗出多，心肌损伤

严重，见图 1D。

组别

C组
LPS组

10
10

存活

10
6

TNF-琢
59.00依9.65
333.00依55.39

-11.937
约0.05

HMGB1
12.08依1.78
79.03依12.54
-12.947
约0.05

IL-1茁
8.20依0.65
83.6依7.41
-28.678
约0.05

IL-6
30.44依5.19
119.88依18.14

-13.407
约0.05

表 1 两组大鼠存活率及血清中相关炎症因子含量的比较渊 依 袁pg/ml冤

LVEF（%）
88.00依2.00
57.00依2.35
28.526
约0.05

组别

C组
LPS组

10
6

BNP（pg/ml）
32.67依8.31
391.17依71.71

-12.164
约0.05

cTnI（ng/ml）
0.40依0.10
4.30依0.27
-33.070
约0.05

肺损伤评分（分）

1.00依0.47
9.33依1.03
-18.634
约0.05

肺组织W/D
4.13依0.56
5.23依0.34
-4.331
约0.05

表 2 两组大鼠心功能及心肺损伤情况的比较渊 依 冤
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3讨论
脓毒症和脓毒症休克每年可威胁全球数百万人

的生命健康，其死亡率高达 30%，心肺脏器是脓毒
症介导脏器损伤的常见靶器官，其损伤是脓毒症不

良预后的重要标志[7]。目前脓毒症建模并无统一标
准，其伴随器官损伤模型也无明确评定标准，故探索

构建并评价一种脓毒症及其伴随重要脏器损伤模型

具有重要意义。研究显示[8]，单次腹腔注射 LPS可用
于有效制备大鼠脓毒症相关重要脏器损伤模型，

LPS 20 mg/kg腹腔注射 5~12 h 后即可开始观察到
肝脏、胃肠道及心肌等重要脏器损伤，为更明确的观

察心肺组织损伤情况并降低模型死亡率，经过相关

预实验后本研究采用了腹腔注射 LPS 10 mg/kg 制
备大鼠脓毒症模型以用于 24 h后观察心肺组织损
伤情况。

本研究通过大鼠腹腔注射 LPS，发现大鼠随时
间进展明显有精神萎顿、对刺激反应减弱及呼吸短

促等症状，且逐渐加重并于 24 h内有一定死亡率，
这些临床快速筛查脓毒症患者指标 [1，2]可初步证实
大鼠脓毒症模型成立。同时，在注射 24 h后存活大
鼠心肌收缩力及室壁运动幅度明显减退，伴有

LVEF降低；血清中 TNF-琢、IL-6、IL-1茁、HMGB1及
cTnI、BNP含量显著增加，且病理形态结果显示心肌

组织纤维水肿、细胞变性坏死、线粒体空泡破裂、伴

有增加的炎性细胞浸润等，肺组织肺泡壁显著增厚、

间质性肺水肿、大量炎性细胞浸润，且肺损伤评分及

W/D明显升高。表明 LPS诱导大鼠脓毒症及心肺组
织损伤模型制备成功。

LPS作为革兰氏阴性细菌细胞壁的关键性组成
成分，注射 LPS 诱导脓毒症模型，可产生特定的内
毒素中毒模式，并可在短时间内诱发大量炎性细胞

因子如 TNF-琢、IL-6、IL-1茁、HMGB1 等的释放，引
发机体强烈的炎症反应。本研究结果显示，与 C组大
鼠比较，LPS组大鼠无论血标本亦或心肺组织标本
中相关炎症因子皆明显增多，证实机体发生了强烈

的炎症反应，有效复刻了脓毒症模型。这种非多种微

生物感染脓毒症模型虽并不能完全模拟脓毒症病理

生理变化，但其致病方式统一且可控，相关炎症因子

检测明确，使其具有一定的同质性，避免了盲肠结扎

穿孔脓毒症模型因宿主对感染反应不同而产生的较

大变异性[9，10]。同时，在该条件下，LPS还可通过激
活核转录因子 资B 及丝裂原活化蛋白激酶等信号
通路增加下游多种炎症介质的释放，并可致机体强

氧化应激状态引起线粒体功能及能量代谢障碍等，

进而在多种相关病理生理机制下造成急性肺损伤和

心肌损伤等重要脏器功能障碍[11，12]。研究也证实[13-15]，

注：A：对照组大鼠正常肺组织；B：LPS组大鼠肺组织内可见炎症细胞等；C：对照组大鼠正常心肌组织；D：LPS组大鼠心肌组织中可见明显
红细胞渗出等

图 1 两组大鼠心肺组织病理形态变化渊HE染色袁伊200冤

A B

C D
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这些炎症因子水平的高低与心肺损伤的程度直接

相关。

临床中关于脓毒症心肌损伤的大量研究是通过

超声心动图进行[16，17]，而 cTnI由于其高特异性和敏
感性则被用于定义心肌损伤[18]。另有研究显示[19]，在
心肌损伤时 BNP升高变化可能更早于 cTnI，可作为
各种因素致心肌损伤早期诊断发现的一个较为敏感

指标。Smith评分作为半定量评分系统可有效的对
损伤肺组织病理形态进行评分，而 W/D则可直接评
定肺组织的水肿程度[6，20]。因此，本研究检测了以上
相关指标，发现 LPS组大鼠心肌损伤标志物、心功
能等明显病变及肺损伤评分、W/D 等明显升高，表
明 LPS诱导脓毒症后心肺损伤严重，并可充分提供
脓毒症心肺损伤模型的相关评定指标。

综上所述，通过腹腔注射脂多糖可成功诱导大

鼠脓毒症并构建其相关心肺损伤模型，且该方法建

立的脓毒症及心肺组织损伤模型稳定、可靠，可为探

讨脓毒症及心肺组织损伤的病理机制及预防保护措

施提供模型基础。
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