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肺组织学及超微结构

李啟堂 1） ，代兴飞 1） ，张清东 2） ，严荣爽 1） ，潘　呈 1） ，费德锐 1） ，马裕俭 1） ，徐世鑫 1） ，张　颖 1）

（1）昆明医科大学第二附属医院骨科，云南 昆明　650101; 2）昆明理工大学附属玉溪医院/

玉溪市第二人民医院骨科，云南 玉溪　653100）

[ 摘 要  ]  目的　  探 究 早 发 性 脊 柱 侧 凸 （ early  onset  scoliosis， EOS）合 并 胸 廓 发 育 不 良 综 合 征 （ thoracic

insufficiency syndrome，TIS）幼猪在生长友好技术治疗前后肺组织学及超微结构变化。方法　 选择 6 周龄幼猪，

随机分为对照组（n = 3）、模型组（n = 5）和治疗组（n = 5），在 6 周龄时构建 EOS+TIS 幼猪模型。在 14 周龄时解

除拴系的同时行矫正治疗。18 周龄时对幼猪实施安乐死，取肺组织行 HE 染色、Masson 染色，对 3 组肺组织的

肺实质、肺血管发育进行病理学观察；通过量化放射状肺泡计数（RAC）、肺泡壁厚度（AWT）、肺泡腔面积比

（ASDR）、呼吸膜厚度（RFT）、平均胶原纤维量（ACFV）、肺毛细血管密度（PCD）、肺动脉壁厚度比值（WT%）和

肺动脉壁横截面积比值（WA%）指标评价支气管肺发育不良、肺纤维化表现；同时在透射电镜下观察幼猪模型

肺组织超微结构的改变。结果　 3 组幼猪模型病理学观察：与对照组比较，模型组表现出支气管肺发育不良及

肺纤维化，治疗组上述表现获得缓解。3 组幼猪 RAC、AWT、ASDR、RFT、ACFV、PCD 组间两两比较，差异

有统计学意义（P < 0.05）；WT%、WA% 组间两两比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。透射电镜下模型组细胞结

构受到破坏、完整性差，治疗组细胞结构得到改善。结论　EOS+TIS 幼猪肺组织表现出支气管肺发育不良及肺

纤维化的特征；运用生长友好技术治疗 EOS+TIS 幼猪，其支气管肺发育不良及肺纤维化得到一定程度的改善。
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［Abstract ］   Objective　To explore the histological and ultrastructural changes in lung tissues of piglets with
the early onset scoliosis （EOS） with the combination of thoracic insufficiency syndrome （TIS） before and after the
treatment with the growth-friendly techniques. Methods　Six-week-old piglets were selected and randomly divided
into the control group （n=3），the model group （n=5） and the treatment group （n=5）. An EOS+TIS piglet model was
constructed  at  6  weeks  of  age.  At  14  weeks  of  age，orthodontic  treatment  was  performed  at  the  same  time  as  the
tethering  was  released.  The  piglets  were  euthanized  at  18  weeks  of  age， and  the  lung  tissues  were  taken  for  HE 
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staining and Masson staining. Pathological observations were conducted on lung parenchyma and pulmonary vascular
development in the three groups. Bronchopulmonary dysplasia and pulmonary fibrosis were evaluated quantitatively
with the use of following indicators: radial alveolar count （RAC），alveolar wall thickness （AWT），alveolar septal
density  ratio （ASDR）， respiratory  film  thickness （RFT）， average  collagen  fiber  volume （ACFV）， pulmonary
capillary density （PCD），pulmonary artery wall thickness ratio （WT%），and pulmonary artery wall cross-sectional
area ratio （WA%）. At the same time，the ultrastructural changes in the lung tissue of piglets model were observed
under the transmission electron microscope. Results　Compared with the control group，pathological observation of
the three piglet groups showed that the model group exhibited the bronchopulmonary dysplasia and pulmonary fibrosis，
while the treatment group showed the alleviation of these manifestations.The differences in these groups of young pigs
RAC，AWT，ASDR，RFT，ACFV and PCD were statistically significant （P < 0.05）. The differences between the
WT% and WA% groups  were  not  statistically  significant（P > 0.05） .  Under  the  transmission  electron  microscopy，
the  cell  structure  of  the  model  group  was  damaged  and  had  the  poor  integrity， while  the  cell  structure  of  the
treatment  group  was  improved. Conclusion　 The  lung  tissue  of  EOS+TIS  piglets  shows  the  characteristics  of
bronchopulmonary dysplasia and pulmonary fibrosis; using growth-friendly technology to treat EOS+TIS piglets，its
bronchopulmonary dysplasia and pulmonary fibrosis have been improved to a certain extent.

［Key words ］ Early-onset scoliosis；Thoracic insufficiency syndrome；Bronchopulmonary dysplasia；Lung
histopathology；Transmission electron microscopy

 
早发性脊柱侧凸（early onset scoliosis，EOS）定

义为10 岁之前因各种病因导致的脊柱侧凸。EOS

患儿易快速速演变为严重且僵硬的脊柱侧弯，且

严重的胸椎侧弯合并肋骨融合导致肺的生长发育

受到影响。Campbell 等[1- 2] 将其命名为胸廓发育

不良综合征（ thoracic insufficiency syndrome，TIS），

并将其定义为胸部无法支持正常呼吸或肺部生长。

TIS 特征是胸廓和脊柱畸形或变形导致的呼吸损

害、肋骨融合和先天性脊柱侧弯可导致胸廓三维

畸形，并随着胸廓发育不良综合征的发展而导致

长期的机械抑制肺生长[1，3]，导致病理学上主要

表现为支气管肺发育不良及肺纤维化。目前针对 EOS

的治疗，主要是非融合生长友好型技术[2，4]，虽

然这些治疗方式能够在一定程度上改善呼吸功能，

但针对肺发育不良及肺纤维化的组织学及超微结

构上的变化，在治疗前后的差异尚无相关报道。

因此，本实验通过构建早发性脊柱侧凸合并胸廓

发育不良综合征幼猪模型，运用新型生长友好装

置对其进行治疗，探究早发性脊柱侧凸合并胸廓

发育不良综合征幼猪模肺组织学及超微结构的

变化。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物及分组

本实验设 3 组 [ 对照组（n = 3）、模型组（n = 5）

和治疗组（n = 5）]6 周龄幼猪，本研究经昆明医科

大学伦理委员会批准（KMMU2020135）。 

1.2    外科手术

依已获得成功的造模技术建立模型[5]。在 14

周龄时解除拴系的同时行矫正治疗。对 3 组幼猪

分别在造模前（6 周龄）、造模后 8 周（14 周龄）、

矫治后 2 周（16 周龄）、矫治后 4 周（18 周龄）行脊

柱正侧位 X 线片、CT 扫描检查。18 周龄时对幼

猪实施安乐死，取 3 组肺组织进行病理分析。 

1.3    肺组织形态学观察

对 3 组肺组织应用苏木精-伊红染色、Masson

3 色染色。肺组织用 4% 多聚甲醛固定，脱水，

石蜡包埋。对每块肺组织进行连续切片，使用切

片机（（RM2235; Leica，Wetzlar，DE））将石蜡块切

成厚度4 μm 薄片。脱蜡用二甲苯和不同浓度的乙

醇（100%、95%、80%、70%）各10 min。脱蜡后，

参 照 苏 木 精 -伊 红 染 色 试 剂 盒（Solarbio， CN）和

Masson 3 色染色试剂盒（Solarbio）的说明进行HE

和 Masson 染色切片制备。Pannorama MIDI 病理

扫 描 仪 （ 3DHISTECH， Budapest， HU） 用 于 扫 描

HE 和 Masson 染色的切片。光镜下每组取各取 5

张切片，在 10X 倍镜下每张切片选取左上、右上、

左下、右下 4 个视野，按文献方法测量放射状肺

泡计数[6]：呼吸性细支气管至胸膜的垂线，计算

该线穿过的肺泡数;肺泡壁厚度:测量每个视野内

相邻两肺泡之间最短距离，最后取平均值。肺泡

腔面积比：视野内肺泡腔面积/每个视野面积。呼

吸膜厚度：测量每个视野内肺毛细血管与肺泡Ⅰ

型上皮细胞之间的最短距离。平均胶原纤维量：

视野内胶原纤维量面积/每个视野面积。肺毛细血
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管密度：每组各取 5 张切片，计算出整张切片内

毛细血管数量，除以切片面积，再取千分比。在

20X 倍镜下选择外直径为 50～150 μm 的肺动脉，

测量肺动脉壁厚度比值（WT%）和肺动脉壁横截面

积 比 值 （ WA%）， WT%=（ 外 径 -内 径 ） / 外 径 ，

WA%=（总横截面积-内横截面积） /总横截面积。

上述测量均使用 Image Pro Plus 6.0 进行计算。

透射电镜：肺组织取 1 mm3 大小使用电镜固

定液（索莱宝； P1126）固定，4 ℃ 固定保存及运输，

使用磷酸缓冲液 PB（pH7.4）漂洗后，再使用 1%

锇酸（Ted Pella Inc）避光室温固定。组织依次入逐

渐递增酒精浓度梯度上行脱水，随后 100% 丙酮

（国药集团化学试剂有限公司）置换乙醇两次。使

用丙酮︰812 包埋剂（SPI）不同比例、不同条件下

进行渗透包埋、渗透过夜，在 37 ℃ 烤箱下使用

纯 812 包埋剂过夜，随后放于在 60℃ 烤箱条件下

内聚合 48 h。超薄切片：将树脂块放于超薄切片

机（Leica UC7）40～70 nm 超薄切片。在 2% 醋酸

铀饱和酒精溶液条件下对铜网进行避光染色，依

次使用 70% 酒精、超纯水清洗；然后使用 2.6%

枸橼酸铅溶液避二氧化碳染色，在室温下干燥过

夜 。 最 后 透 射 电 子 显 微 镜 （ HITACHI  HT7800/

HT7700）下观察并采集图像分析。 

1.4    统计学处理

x̄± s

测量资料采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分

析，计量资料用均数±标准差（ ）表示，组间

均数两两比较采用单因素方差分析，P < 0.05 为

差异具有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    冠、矢状位 Cobb 角与左肺容积

6 周龄时 3 组幼猪冠、矢状位 Cobb 角、左肺

容积差异均无统计学意义（P > 0.05）。18 周龄时，

模型组冠状位 Cobb 角（23.00±3.16）°显著大于对

照组（3.00±1.00）°；模型组左侧肺容积（664.22±

19.45）mL 显 著 低 于 对 照 组（1 162.20±33.62）mL。

对照组矢状位 Cobb 角表现为脊柱后凸（21.67±

2.08）°，模型组则出现了明显的脊柱前凸（-32.20±

4.32）°，治疗后冠状位 Cobb 角（8.40±1.14）°、

矢 状 位 Cobb 角 （-10.00±1.58）°、 左 侧 肺 容 积

（844.06±39.01）mL 得到改善，差异均具有统计学

意义（P < 0.001）。 

2.2    HE 和 Masson 染色

与对照组相比，在 HE 染色下模型组肺组织

结构紊乱，肺泡间隔增厚，且肺泡融合增大，数

量减少，分布不均匀，大小不一，肺组织可见炎

性细胞浸润，成纤维细胞增多、肥大，可见部分

血管中层 SMCs 肥大，导致血管壁增厚、血管腔

狭窄、畸形或闭塞。与模型组相比，治疗组肺组

织可见炎症细胞浸润减少，肺泡间隔厚度降低，

肺泡数量增多，血管 SMCs 形态正常化，管腔面

积稍增大，见图 1。

在 Masson 染色下，对照组仅在肺泡间隔区域
 

20

15

10

5

0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

40

30

20

10

0

对照组
模型组
治疗组

对照组
模型组
治疗组

**

**
***

***

***

***

***

**

**

***

***

***

***
***

***

放射状肺泡计数 肺泡壁厚度 肺泡腔面积比 平均胶原纤维量 对照组 模型组 治疗组

肺
毛

细
血

管
密

度

A
B

C

对照组
模型组
治疗组

对照组
模型组
治疗组

***

***
***

对照组 模型组 治疗组

D E100

80

60

40

20

0

WT% WA%

25

20

15

10

5

0

呼
吸

膜
厚

度
 (μ

m
)

图 1    3 组幼猪肺组织 HE 和 Masson 染色统计结果对比

Fig. 1    Comparison of HE and Masson staining results in 3 groups of piglet lung tissues
A：3 组幼猪放射状肺泡计数、肺泡壁厚度统计图；B：3 组幼猪肺泡腔面积比、平均胶原纤维量统计图；C：3 组幼猪肺毛
细血管密度统计图；D：3 组幼猪 WT%、WA% 统计图;E：3 组幼猪呼吸膜厚度统计图；*P < 0.05；**P < 0.01；***P < 0.001。
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及血管周围见少量胶原纤维。模型组中增厚肺泡间

隔区和肺间质区可见大量的胶原纤维；与模型组

比较，治疗组肺泡间隔区和肺间质区胶原纤维可

见减少。

幼猪肺组织的放射状肺泡计数、肺泡腔面积

比模型组均较对照组明显减小，治疗后得到明显

增加；模型组肺组织的肺泡壁厚度、肺胶原纤维

量较对照组明显增大，经治疗后得到明显减小；

上述差异均具有统计学意义（P < 0.001），见表 1、

图 1、图 2。
 

2.3    透射电镜

电镜下对照组细胞结构完整，可见肺泡Ⅰ、

Ⅱ型上皮细胞排列整齐，形态规则，边缘清晰可

见，线粒体嵴清晰。模型组表现肺泡Ⅱ型上皮细

胞结构紊乱，线粒体严重肿胀、空泡化和嵴减少，

细胞核外形不规则、畸形。同时伴有中性粒细胞

等炎症细胞的浸润，肺泡腔内可见大量坏死、脱

落的上皮细胞；治疗组细胞结构得到一定程度的

改善，但仍有线粒体少部分空泡化、细胞结构较

完整等，见图 3。
 

3    讨论

EOS+TIS 最显著的特征：部分肋骨融合、脊

柱侧弯和出生后支气管肺发育不良、肺纤维化。

由于医学伦理的限制，不可能对 EOS+TIS 儿童进

行系统的解剖学研究，为了深入了解 TIS 的自然

病史，探索 EOS 合并 TIS 导致支气管肺发育不良

的机制以及针对其治疗技术开发，动物模型的重

要性是显而易见的。早期有研究初步成功构建了

EOS 合并 TIS 的新西兰幼兔动物模型[7−11]，但并

未对肺组织的病理性改变进行统计分析以及更深
 

x̄± s表 1  3 组幼猪左侧肺组织 HE 和 Masson 染色的测量结果（ ）

x̄± sTab. 1    Measurement results of HE and Masson staining of left lung tissue of three groups of piglets（ ）

对照组（n=3） 模型组（n=5） 治疗组（n=5） F P
放射状肺泡计数（个） 9.35±2.77 6.41±2.14* 7.92±3.56*# 19.92 <0.001※

肺泡腔面积比（%） 63.82±8.34 40.06±8.05* 49.49±13.47*# 95.62 <0.001※

呼吸膜厚度（μm） 9.01±1.97 16.35±2.72* 13.29±2.56*# 160.78 <0.001※

肺泡壁厚度（μm） 5.81±2.78 12.04±3.10* 9.44±2.63*# 89.81 <0.001※

平均胶原纤维量 0.02±0.01 0.18±0.02* 0.13±0.02*# 1 921.33 <0.001※

毛细血管密度（‰） 29.62±6.66 20.24±5.39 24.36±6.90*# 11.66 <0.001※

肺动脉壁厚度比值（WT%） 55.93±14.29 51.31±10.95 56.56±12.39 1.89 0.156
肺动脉壁横截面积比值（WA%） 75.66±11.68 72.22±9.65 75.81±9.64 1.38 0.257

　　与对照组比较，*P < 0.05；与模型组比较，#P < 0.05；※P < 0.001。
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图 2    3 组幼猪肺组织 HE 和 Masson 染色结果比较（胶原纤维呈蓝色，肌纤维、纤维素和红细胞呈红色）（标尺：100 μm）

Fig. 2    Comparison  of  HE  and  Masson  staining  results  of  lung  tissue  of  three  groups  of  piglets （ collagen  fibers  are  blue，
muscle fibers，cellulose and red blood cells are red） （scale bar: 100 μm）

A：对照组肺 HE 染色；B：模型组肺 HE 染色；C：治疗组肺 HE 染色；D：对照组肺 Masson 染色；E：模型组肺 Masson
染色；F：治疗组肺 Masson 染色。
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入探究。Campbell 等[12−13] 在先天性脊柱侧弯和肋

骨 融 合 的 儿 童 中 采 用 垂 直 可 扩 展 假 体 钛 肋 骨

（ vertical  expandable  prosthetic  titanium  rib， VEP-

TR）治疗。患儿的脊柱侧弯和肺功能得到改善。

本实验早期采用单侧后入路脊柱及肋骨栓系构建

EOS 合并 TIS 的幼猪模型，模型组冠状面平均脊

柱侧凸 Cobb 角为（23.00±3.16）°，同时出现矢状

面上生理性胸椎后凸消失，继而出现显著的胸椎

前凸（-32.20±4.32）°。治疗组通过植入新型生长

友好装置，脊柱冠状位 Cobb 角（8.40±1.14）°、

矢状位 Cobb 角（-10.00±1.58）°均得到改善。

在特定的条件下，脊柱和肋骨作为一种动态

的生物力学结构在呼吸中有效地协同工作[1，14−15]。

当胸部受到严重畸形的影响时，该系统的动力学

发生变化，从而干扰正常的呼吸和肺的发育[16]。

Abman 等[17] 提出了支气管肺发育不良的假说—“血

管发育障碍假说”，认为这一现象可能源于肺血

管发育的异常，导致肺泡的正常发育受到影响。

然而，在肺未成熟的阶段，笔者对肺血管发育机

制的具体了解仍然有限，这其中可能牵涉到多种

细胞因子及信号通路[18−19] 的相互作用。BPD 的肺

结构表现出 2 个病理特征：气体交换结构紊乱（包

括肺泡总数、肺泡密度和气体交换表面积的变化）

以及肺泡壁增厚、纤维化[20]。肺纤维化是 1 种广

泛的异质性终末期间质性肺疾病，其特征主要是

细胞外基质过度沉积和肺实质破坏[21]。内皮细胞

由于其特殊的位置而暴露在各种不同维度的机械

力中，如剪切、挤压和拉伸[22]。机械张力的升高

激活了 AT2 细胞中的 TGF-β 信号环，从而驱动

肺纤维化的进展[23]，Mehta 等[11] 同样在新西兰兔

上应用扩大胸廓成形术，观察到肺功能得到改善，

组织学评价显示肺血管增多，但肺泡数和肺泡密

度没有显著增加。本实验拴系了左侧 6～10 肋骨

并使其充分融合成片，导致幼猪胸廓畸形，最终

引起肺的生长发育受到影响，融合成片的肋骨在

肺发育过程中始终存在机械压迫，从而表现出肺

组织的发育不良及纤维化。本实验模型组肺组织

的出现了肺泡数量减少、肺泡腔面积减少、肺毛

细血管减少以及肺泡壁增厚、肺纤维化等变化，

符合支气管肺发育不良及肺纤维化表现，经治疗

后上述表现得到改善，但肺动脉壁厚度、横截面

积比值并未出现统计学差异，考虑原因为幼猪模

型脊柱侧弯角度较小及维持时间短。模型组融合

的肋骨对肺始终存在压迫，导致肺细胞所受到的

应力发生改变，从而促使肺纤维化的形成，通过

植入新型生长友好装置矫正脊柱侧弯及脊柱前凸，

同时切除融合肋骨后，幼猪肺纤维化情况得到明

显改善。在透射电镜下镜下模型组肺泡Ⅱ型上皮

细胞结构紊乱，细胞器肿胀等情况，经新型生长

友好装置治疗后肺泡Ⅱ型上皮细胞结构得到改善，

出现了肺泡Ⅰ型上皮细胞，肺泡腔内死亡脱落的

组织减少。

综上所述，本研究成功量化了 EOS 合并 TIS

导致肺发育不良及肺纤维化的形态学改变，同时

使用新型生长友好装置治疗 EOS 合并 TIS 幼猪模

型，其肺发育不良及肺纤维化的情况得到改善，

但出生后肺支气管发育不良的发生具体分子机制

尚需进一步研究。新型生长友好装置在动物实验

的成功应用，在未来应用于临床治疗 EOS 合并

TIS 患者的道路上迈出关键的一步。同时 EOS 合

并 TIS 导致肺发育不良及肺纤维化的组织学变化

得到统计学证实，为下一步探究其治疗技术开发

及肺发育不良及肺纤维化肺纤维化具体发生机制

有着至关重要的作用。
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