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论　著

[摘要]　目的　研究新生期肺炎链球菌肺炎(S.pp)对小鼠肺组织结构及功能的影响。方法　50只新生期(出生后

第7天)BALB/c小鼠随机分为S.pp组和对照组，每组25只。其中S.pp组鼻腔内滴注2×107 cfu肺炎链球菌(5 μl)建立S.pp模

型，对照组滴注等量PBS。感染后3周(幼年期)、5周(成年期)收集各组支气管肺泡灌洗液(BALF)及肺组织标本，HE

染色检测小鼠肺组织炎症情况及肺泡结构；Masson染色检测肺泡周围胶原纤维沉积情况；ELISA检测BALF中IL -25、

IL -33、胸腺基质淋巴细胞生成素(TSLP)水平；EMKA动物肺功能检测系统检测成年期小鼠肺阻力。结果　与对照组

比较，S.pp组小鼠发育至幼年期、成年期时辐射状肺泡计数(RAC)均明显减少[分别为(8.00±1.10)个 vs. (3.53±0.35)

个，P=0.018；(13.73±2.49)个  vs.  (4.02±0.21)个，P=0.018]；平均肺泡截距(MLI)明显增加(分别为88.99±5.55 vs. 

127.10±9.54，P=0.006；74.45±4.84 vs. 131.30±17.86，P=0.020)；肺泡间隔厚度明显增厚[分别为(2.38±0.18) μm vs. 

(3.28±0.13) μm，P=0.002；(3.41±0.60) μm vs. (5.78±0.75) μm，P=0.023]。S.pp组小鼠发育至幼年期平均肺泡直径

(MAD)明显增加[(167.00±8.85) μm vs. (193.40±5.14) μm，P=0.042]，但成年期两组MAD差异无统计学意义。S.pp

组小鼠发育至幼年期、成年期肺泡周围炎性细胞浸润较对照组明显增多(分别为1.68±0.24 vs. 0.72±0.12，P=0.002；

1.88±0.30 vs. 0.67±0.23，P=0.006)。与对照组比较，肺炎组小鼠发育至成年期时BALF中IL-25、IL-33及TSLP水平均

明显升高[分别为(36.16±2.80) pg/ml vs. (45.16±1.74) pg/ml，P=0.024；(52.06±1.70) pg/ml vs. (61.42±1.50) pg/ml， 
P=0.004；(13.32±0.74) pg/ml vs .  (16.71±0.54) pg/ml，P=0.007]；肺泡周围胶原纤维沉积明显增多(0.01±0.01 vs . 

0.44±0.01，P<0.001)；当雾化吸入乙酰甲胆碱浓度达到12.5~50.0 mg/ml时气道阻力较对照组明显升高(P<0.001)。 

结论　S.pp可诱导BALB/c小鼠平均肺泡计数减少，平均肺泡截距增大，肺泡间隔增厚，气道阻力增加，导致肺组织结

构及功能异常。
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[Abstract]　Objective　To study the effect of Streptococcus pneumoniae pneumonia (S.pp) on the lung structure and function 

of mice. Methods　Fifty neonatal BALB/c mice (1-week-old) were randomly divided into S.pp group and control group (25 each). 

Mice in S.pp group were infected intranasally with 2×107 cfu of S. pneumoniae (D39) in 5 μl to establish the S.pp model, same 
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dosage of PBS were used synchronously to treat the mice in control group. Three and five weeks after treatment, lung tissues and 

bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of the two groups were collected, HE staining was performed to detect the pathological changes 

of lung tissue and alveolar structure; the collagen fiber deposition around alveoli was identified by Masson staining; the levels of  

IL-25, IL-33 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP) in BALF were examined by ELISA. Five weeks after the infection, lung 

resistance was evaluated by EMKA pulmonary system. Results　HE staining showed that, compared with control group, the radial 

alveolar count (RAC) decreased significantly in infancy and adult S.pp group (8.00±1.10 vs. 3.53±0.35, P=0.018; 13.73±2.49 vs. 

4.02±0.21, P=0.018), the mean linear intercept (MLI) increased obviously (88.99±5.55 vs. 127.10±9.54, P=0.006; 74.45±4.84 
vs. 131.30±17.86, P=0.020), and the alveolar septum thickness increased markedly [(2.38±0.18) μm vs. (3.28±0.13) μm, 
P=0.002; (3.41±0.60) μm vs. (5.78±0.75) μm, P=0.023]. Compared with control group, the mean alveolar diameter (MAD) 

increased significantly in infancy S.pp group [(167.00±8.85) μm vs. (193.40±5.14) μm, P=0.042], but no significant difference 

existed between control group and adult S.pp group. The infiltration of inflammatory cells around alveoli increased obviously 

in infancy and adult S.pp group compared with that in control group (1.68±0.24 vs. 0.72±0.12, P=0.002; 1.88±0.30 vs. 

0.67±0.23, P=0.006) . Compared with control group, the concentrations of IL-25, IL-33 and TSLP in BALF of adult S.pp group 

increased significantly [(36.16±2.80) pg/ml vs. (45.16±1.74) pg/ml, P=0.024; (52.06±1.70) pg/ml vs. (61.42±1.50) pg/ml, 
P=0.004; (13.32±0.74) pg/ml vs. (16.71±0.54) pg/ml, P=0.007]; Collagen fiber deposition around alveoli increased markedly 

[(0.01±0.01) mm2 vs. (0.44±0.01) mm2, P<0.001], and the airway resistance increased significantly when the concentration of 

inhaled aerosolized methacholine reached to 12.5–50.0 mg/ml in adult S.pp group mice (P<0.001). Conclusion　Streptococcus 

pneumoniae pneumonia may induce the decrease of mean alveolar count, the increase of MLI, the alveolar septum thickness and 

airway resistance in BALB/c mice, thus lead to abnormal lung tissue structure and function.
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肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae，Sp)是儿

童社区获得性呼吸道感染最常见的细菌病原体，

感染后可急剧增加肺部细菌数量，促使大量白细

胞流入肺部，引起弥漫性肺泡上皮细胞损伤 [1]。

流行病学研究发现，新生儿携带和(或)感染肺炎

链球菌后，5岁内发生哮喘的风险明显增高 [2-3]。 
但LaCanna等[4]研究发现，成年期小鼠患肺炎链球

菌肺炎(Streptococcus pneumoniae pneumonia，S.pp)，
肺组织在感染后2周恢复正常，对实验性哮喘的发

生无明显影响。S.pp后肺组织是否完全恢复不仅依

赖于病原微生物是否被彻底清除，也依赖于受损肺

组织是否完全再生修复。本课题组前期研究发现，

新生期S.pp可导致成年期气道上皮完整性缺失，主

要表现为上皮E钙黏蛋白(E-cadherin)、紧密连接蛋

白(ZO-1)表达降低[5]，因此推测肺泡上皮可能已经

发生了损伤。新生期肺炎链球菌感染促进哮喘发生

是否与感染后肺组织结构及功能异常有关目前尚未

见报道。因此，本研究探讨了新生期S.pp对肺组织

结构、上皮源性细胞因子表达水平及气道反应性的

影响，以及新生期S.pp与哮喘发生的关系，以期为

改善儿童S.pp的远期预后提供理论依据。

1　材料与方法

1 . 1 　实验动物　 8 只清洁级 B A L B / c 孕鼠 ( 约
2 8 ~ 3 2  g ) 购 自 重 庆 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心

[SYXK(渝)2018-0003]，饲养于独立通气的消毒饲

养盒中。饲养条件：恒温25 ℃，湿度50%~65%，光

照12 h/d，饲料及饮水充足且均经过消毒处理。自

购买后开始观察并准确记录孕鼠的生产时间。所有

实验操作均于超净工作台内进行。实验过程符合单

位和国家有关实验动物管理和使用的规定。

1.2　菌株　肺炎链球菌标准株(D39)由重庆医科

大学医学检验、临床检验诊断学教育部重点实验

室惠赠。取1 ml标准株接种至TH Y培养基中，在

5%CO2、37 ℃恒温孵箱中培养，待生长至对数期

(6~8 h)，与50%甘油按7:3混匀后，以1 ml/支分装储

存于–80 ℃冰箱备用。

1.3　新生期非致死性S.pp模型的建立　方法参考

本课题组前期研究并适当改进[6]。将出生后第7天
的50只BALB/c小鼠随机分为S.pp组与对照组，每组

25只，分别给予鼻腔滴注5 μl共计2×107 cfu肺炎链

球菌或等量PBS。建立模型后监测各组小鼠生命体

征，以及是否出现安静少动、体重不增、脱毛等感

染表现，感染第2天从S.pp组小鼠中通过简单随机

抽样法抽取3只小鼠，取全肺进行细菌载量检测，

有且仅有肺炎链球菌生长提示建模成功[6]，所有实

验操作均在超净工作台内进行。

1.4　标本收集　两组于建模后3周(幼年期)、5周
(成年期)各取8只小鼠麻醉处死，摘取眼球放尽血

液，仰卧位固定头部及四肢，暴露胸腔，眼科钳夹

闭左肺门，进行支气管肺泡灌洗，收集支气管肺泡

灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid，BALF)，气管插

管后用PBS洗5次，取BALF 1.2 ml，2500 r/min离心

5 min，取上清液保存于–80 ℃用于后续实验。打开
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胸腔，暴露心脏和肺部，剪开左心室，将25号针头

插入右心室以PBS冲洗直至肺部颜色变为粉红色或

白色。取出右肺，储存于–80 冰箱，将完整的左肺

浸入4%多聚甲醛中，4 ℃下固定48 h，乙醇脱水后

包埋在石蜡中，用于后续肺组织病理检测。

1.5　细胞因子检测　采用ELISA法检测成年期小鼠

BALF上清液IL-25、IL-33及胸腺基质淋巴细胞生成

素(thymic stromal lymphopoietin，TSLP)水平，实验

步骤按说明书进行。IL-25、IL-33及TLSP试剂盒购

自上海生工生物技术公司。

1.6　HE染色观察肺组织炎症情况及肺泡结构　选

取S.pp组及对照组小鼠各8个左肺组织进行石蜡包

埋，肺组织连续切为4 μm的石蜡切片，将石蜡切片

脱蜡至水，每只小鼠随机选取3张组织切片进行HE
染色。光学显微镜下，每张切片随机选取上、中、

下、左、右5个视野(×200)，观察肺泡周围炎性细

胞浸润情况及肺泡结构。炎症严重程度按以下评分

标准进行半定量分析[7]：0分，正常；1分，少数炎

性细胞；2分，炎性细胞成环，厚度为1个细胞层；

3分，炎性细胞成环，厚度为2~4个细胞层；4分，

炎性细胞环＞4个细胞层。采用软件Image-Pro® 6.0测
量辐射状肺泡计数(radial alveolar count，RAC：指

从细支气管到其最近胸膜所连接直线穿过的肺泡

数)、平均肺泡直径(mean alveolar diameter，MAD：

在每个视野下随机取6个肺泡，测量每个肺泡直

径，最后取平均值)、平均肺泡截距(mean l inear 
intercept，MLI：参考Dunnil[8]的方法，以视野正中

为中心划“+”交叉线，计数经此交叉线的肺泡隔

数NS，测出“+”字线总长度L，以公式MLI=L/NS
计算平均肺泡截距，用于估计单个肺泡大小的平均

直径)以及平均肺泡间隔厚度(在每个视野下随机选

取6个肺泡，测量每个肺泡四周4个点的肺泡间隔厚

度，取平均值)。
1.7　Masson染色检测肺泡周围胶原纤维沉积水平

　分别从两组中各选取3个肺组织进行Ma s s o n染

色，检测肺泡周围胶原纤维沉积水平。在200倍镜

下随机选取5个视野，采用图像分析软件Image-Pro® 
6.0测定蓝染色区域(为胶原纤维沉积)，取5个视野

平均值[9]。

1.8　小鼠肺功能检测　采用EMKA动物肺功能检测

系统检测成年期(6周)小鼠肺阻力，在小鼠意识清

醒、自主呼吸正常的状态下，使用梯度乙酰甲胆碱

(0、3.125、6.25、12.5、25及50 mg/ml)雾化给药，

其中0 mg/ml为生理盐水雾化吸入以测量气道反应

性基线，通过生物记录仪检测小鼠呼吸气流及压力

变化。每雾化3 min后休息2 min，连续记录5 min，
取平均值，得到小鼠通气肺阻力值(lung resistance，

LR)。
1.9　统计学处理　采用GraphPad Prim 7.0软件进

行统计分析。计量资料符合正态分布，以x ± s表
示，两组间比较采用独立样本t检验；肺阻力指标

分析采用双因素方差分析，进一步两两比较采用

Bonferroni检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　新生期S.pp对小鼠肺泡结构的影响　HE染色

结果显示，S.pp组小鼠发育至幼年期(3周)，R AC
较对照组明显减少[(8.00±1.10)个 vs. (3.53±0.35)
个，P=0.018]，MLI、MAD及肺泡间隔厚度较对照

组明显增加[分别为88.99±5.55 vs. 127.10±9.54，
P=0.042；(167±8.85) μm vs. (193.40±5.14) μm，

P=0.042；(2.38±0.18) μm vs .  (3.28±0.13) μm，

P=0.002]。S.pp组小鼠发育至成年期(5周)，RAC较

对照组明显减少[(13.73±2.49)个  vs .  (4.02±0.21)
个，P = 0 . 0 1 8 ]，M L I和肺泡间隔厚度较对照组

明显增加[分别为74.45±4.84 vs .  131.30±17.86，
P=0.020；(3.41±0.60) μm vs .  (5.78±0.75) μm，

P = 0 . 0 2 3 ] ， 两 组 间 M A D 差 异 无 统 计 学 意 义

[ ( 1 5 5 . 5 0±6 . 3 9 )  μm  v s .  ( 1 7 3 . 7 0±1 4 . 6 2 )  μm，

P=0.317](图1)。

图1　新生期肺炎链球菌肺炎后3周及5周小鼠肺泡结构

(HE ×200，n=6)

Fig.1　Alveolar structure of mice 3 and 5 weeks post neonatal 
Streptococcus pneumoniae pneumonia (HE ×200, n=6)

对照组 S.pp组

3周
5周

2.2　新生期S.pp对小鼠肺泡周围胶原纤维沉积的影

响　Masson染色结果显示，新生期S.pp组小鼠发育

至幼年期肺泡周围胶原纤维沉积(即蓝染区域面积)
与对照组比较差异无统计学意义[(0.04±0.01) mm2 
vs .  (0 .07±0.01) mm 2，P=0.077]，但是发育至成

年期肺泡周围胶原纤维沉积较对照组小鼠明显

增多[ ( 0 . 0 1±0 . 0 1 )  m m 2 v s .  ( 0 . 4 4±0 . 0 1 )  m m 2，

P<0.0001]，差异有统计学意义(图2)。
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图2　新生期肺炎链球菌肺炎后3周及5周小鼠肺泡周围胶

原纤维沉积情况比较(Masson ×200，n=3)

Fig.2　The collagen fiber deposition around alveoli of mice 

3, 5 weeks post neonatal Streptococcus pneumoniae pneumonia 

(Masson ×200, n=3)

图3　新生期肺炎链球菌肺炎后3周及5周小鼠肺泡周围炎

性细胞浸润情况比较(HE ×200，n=5)

Fig.3　Infiltration of inflammatory cells around alveoli of mice 

3, 5 weeks post neonatal Streptococcus pneumoniae pneumonia 

(HE ×200, n=5)

图4　新生期肺炎链球菌肺炎对成年期小鼠气道阻力的影

响(n=5)

Fig.4　Effect of neonatal Streptococcus pneumoniae pneumonia 

on the airway resistance of adulthood mice (n=5)
　　与对照组比较，(1)P<0.001。

对照组 S.pp组

3周
5周

2.3　新生期S.pp对小鼠肺泡周围炎性细胞浸润的

影响　HE染色结果显示，新生期S.pp组小鼠幼年

期及成年期肺泡周围炎性细胞评分较对照组明

显增高，差异有统计学意义[分别为(0.72±0.12)
分 vs. (1.68±0.24)分，P=0.002；(0.67±0.23)分 vs. 
(1.88±0.30)分，P=0.006，图3]。

对照组 S.pp组

3周
5周
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2.4　新生期S.pp对成年期小鼠BALF中IL-25、IL-33、
TSLP表达水平的影响　ELISA检测结果显示，S.pp组
小鼠发育至成年期，BALF中IL-25、IL-33、TSLP水
平较对照组明显升高[分别为(36.16±2.80) pg/ml vs. 
(45.16±1.74) pg/ml，P=0.024；(52.06±1.70) pg/ml vs. 
(61.42±1.50) pg/ml，P=0.004；(13.32±0.74) pg/ml vs. 
(16.71±0.54) pg/ml，P=0.007]，差异有统计学意义。

2.5　新生期S.pp对成年期小鼠气道阻力的影响　

采用无创肺功能仪分析新生期S .pp对成年期小鼠

气道阻力的影响，结果显示，乙酰甲胆碱浓度

≤6.25 mg/ml时两组肺阻力差异无统计学意义，当

乙酰甲胆碱浓度达12.5 mg/ml时，新生期S.pp组小

鼠气道阻力较对照组明显升高，差异有统计学意义

(P<0.001，图4)。

3　讨　　论

流行病学研究发现，新生期肺炎链球菌感染后

发生持续性喘息或哮喘的风险增加[10]，而临床研究

发现，哮喘患者更易发生S.pp，可能与上皮损伤导

致肺炎链球菌清除率降低有关[11]。本课题组前期研

究发现，新生期肺炎链球菌感染可促进实验性哮喘

的发生[12]。肺泡是肺部气体交换的主要部位，具有

结构支撑、气体交换、分泌等多种功能。肺部细菌

数量急剧增加导致中性粒细胞大量流入肺泡，中性

粒细胞通过分泌中性粒细胞弹性蛋白酶(NE)和髓过

氧化物酶(MPO)杀伤细菌的同时，也对肺泡上皮细

胞造成损伤[13-14]。新生期S.pp促进哮喘发生是否与

肺炎后受损肺组织未完全修复导致肺组织结构及功

能异常有关尚未见报道。本课题组前期研究发现，

新生期肺炎链球菌感染可导致成年期肺组织上皮连

接蛋白E-cadherin、ZO-1等表达降低[5]，本研究在

前期研究的基础上进一步探讨了新生期S.pp对肺泡

上皮完整性和结构的影响。

R AC是评估肺泡化程度的重要指标 [15]。临床

研究发现，肺泡化主要发生于出生至2岁期间，但

在随后8年内仍持续增加；小鼠肺泡化在出生后

5~30 d完成[16-17]。本研究发现，新生期S.pp感染小

鼠发育至幼年期及成年期时RAC均较对照组明显减

少，提示新生期S.pp可致小鼠肺泡化降低。MAD及
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MLI可反映气体在肺泡中自由活动的空间大小[18]。

有研究发现持续慢性炎症可导致MLI增加[19]，本研

究结果显示，新生期S.pp致幼年期MAD及MLI较对

照组明显增大，提示早期感染可致肺泡壁断裂融

合，从而使空腔增大、肺泡密度降低，导致肺泡结

构异常。肺泡间隔厚度影响气体交换速率，本研究

发现新生期感染S.pp小鼠发育至幼年期及成年期时

肺泡间隔明显增厚，提示新生期肺炎链球菌感染可

影响气体交换速率。此外，有研究发现，Ⅱ型肺泡

上皮增生及间质纤维化均可导致肺泡间隔增厚[20]。

本课题组前期研究发现，新生期患S.pp可致气道周

围胶原纤维沉积增多[5]，本研究进一步对肺泡周围

胶原纤维沉积进行定量分析，发现新生期S.pp可致

成年期肺泡周围胶原纤维沉积明显增多，提示新生

期S.pp可致肺泡间质胶原纤维沉积、肺泡间隔厚度

增加，从而使气道阻力增高。

Th1/Th2免疫失衡是支气管哮喘的主要发病

机制。本课题组前期研究发现，新生期S .pp可诱

导Th1/Th2免疫失衡 [21-22]。有研究发现，IL -25、
IL -33、TLSP可增强Ⅱ型免疫反应[23]，促进炎症反

应、黏液产生及肺重塑 [24]；肺泡上皮受损后分泌

的细胞因子IL-25、IL-33、TSLP是促进成纤维细胞

增殖分泌胶原纤维的重要介质 [25-27]；Wang等 [28]对

IL-25、IL-33、TLSP与炎性细胞进行共定位研究证

实，IL -25、IL -33、TLSP在促进气道炎症浸润中

起关键作用。其中，IL -25可直接通过介导肺泡上

皮细胞及成纤维细胞活化而导致胶原纤维沉积增 
多 [27]；IL -33为IL -1细胞因子家族成员，可通过基

质金属蛋白酶-9(MMP-9)和基质金属蛋白酶组织抑

制因子-1(TIMP-1)促进细胞外基质蛋白沉积及肺

纤维化发展 [29]；TSLP为IL -7类细胞因子，可通过

肺泡巨噬细胞促进胶原纤维沉积 [26]，且临床研究

显示TSLP抑制剂可减轻过敏性哮喘的气道高反应

性，证实了TSLP在肺功能中的关键作用 [30-31]。本

研究发现，新生期S.pp小鼠发育至成年期时BALF中 
IL -25、IL -33、TLSP均明显升高，提示新生期S.pp
可促进上皮源性细胞因子IL-25、IL-33、TLSP的产

生及肺泡周围胶原纤维的沉积，且可能通过增强

Th2型免疫应答促进哮喘的发生。

综上所述，新生期S . p p可致肺组织不完全修

复，诱导肺组织结构及功能异常，促进气道高反应

性形成，可能是哮喘发病的潜在危险因素。
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