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[摘要] 目的 探讨肾上腺素、瞬时受体电位香草酸 1（TRPV1）通道和 P 物质在大鼠急性脊髓损伤（ASCI）并发

肺损伤中的变化及意义。方法　将 228 只雌性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组（90 只）、ASCI 组（108 只）、 
双侧肾上腺切除组（15 只）、双侧肾上腺切除后 ASCI 组（15 只）。采用改良 Allen’s 打击模型（打击锤质量为 10 g，打

击高度为 25 mm）于 T10 脊髓节段制备 ASCI 模型，假手术组仅暴露 T10 节段脊髓，双侧肾上腺切除后 ASCI 组于肾

上腺切除术 5 d 后制作 ASCI 模型。采用高效液相色谱法检查大鼠血清肾上腺素水平。取大鼠肺组织标本，计算肺湿

干质量比以反映肺组织水肿变化，采用 H-E 染色检测肺组织病理学变化，采用免疫组织化学染色、蛋白质印迹法检

测肺组织中 TRPV1 蛋白表达，采用酶联免疫吸附试验检测肺组织中 P 物质的含量。结果　脊髓损伤后 2、6、12、
24、48、72 h，ASCI 组大鼠血清肾上腺素水平均高于假手术组，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。脊髓损伤后 
24、48、72 h，ASCI 组大鼠肺水肿和肺损伤组织病理学变化逐渐加重，损伤 1 周时开始恢复。脊髓损伤后 24、48、
72 h，ASCI 组大鼠肺组织 TRPV1 蛋白表达量和 P 物质含量均较假手术组升高，差异均有统计学意义（P 均＜0.05，
P 均＜0.01）。脊髓损伤后 72 h，双侧肾上腺切除后 ASCI 组肺组织水肿和组织病理学变化均较 ASCI 组减轻。结论
　肾上腺素可能参与大鼠 ASCI 并发的肺水肿和肺损伤进程，这种效应可能与肺组织中 TRPV1、P 物质的表达上调

有关；双侧肾上腺切除预处理可减轻 ASCI 并发的肺水肿和肺损伤程度。
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injury complicated with lung injury

YU Lin, CHU Rui-liang, BI Yang, HE Bo, NAN Guo-xin*

Department of Orthopedics (Ⅱ), Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Ministry of Education Key Laboratory 
of Child Development and Disorders, China International Science and Technology Cooperation Base of Child Development and 
Critical Disorders, Chongqing Key Laboratory of Pediatrics, Chongqing Engineering Research Center of Stem Cell Therapy, 
Chongqing 400014, China

[Abstract]　Objective　To study the changes and significance of adrenaline, transient receptor potential vanilloid 1 
(TRPV1) channel and substance P in rats with acute spinal cord injury (ASCI) complicated with lung injury. Methods Two 
hundred and twenty eight female Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham operation group (sham group,  
n＝90), ASCI group (n＝108), bilateral adrenalectomy group (n＝15), and ASCI after bilateral adrenalectomy group (n＝
15). The ASCI model was established on the T10 spinal cord segment using a modified Allen’s strike model (10 g, 25 mm). 
The sham group only exposed the T10 spinal cord, and the ASCI after bilateral adrenalectomy group was established 5 days 
after bilateral adrenalectomy. High-performance liquid chromatography was used to detect the changes of serum adrenaline. 
The pulmonary tissue specimens were collected from rats. Wet-to-dry lung weight ratio was used to detect the changes of 
pulmonary edema, and H-E staining was used to detect the pathological changes of lung tissue. The expression of TRPV1 
protein in lung tissue was detected by immunohistochemistry and Western blotting. The contents of substance P in the lung 
tissue were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. Results Serum adrenaline levels in the ASCI group were 
significantly higher than those in the sham group at 2, 6, 12, 24, 48, and 72 h after spinal injury (all P＜0.01). The pulmonary 
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edema and lung injury gradually aggravated in the ASCI group at 24, 48 and 72 h after spinal injury, and began to recover 
at 1 week. The expression levels of TRPV1 protein and substance P contents in ASCI group were significantly upregulated 
compared with the sham group at 24, 48, and 72 h after spinal injury (all P＜0.05, P＜0.01). The edema of lung tissue and 
pathological injury in the ASCI after bilateral adrenalectomy group were alleviated compared with the ASCI group 72 h after 
spinal injury. Conclusion Adrenaline may involve in the pathogenesis of pulmonary edema and lung injury in rats with 
ASCI, which may be related to the upregulation of TRPV1 and P substance expression. The pulmonary edema and lung injury 
after ASCI can be alleviated by adrenalectomy.

[Key words]　spinal cord injuries; lung injuries; adrenaline; transient receptor potential vanilloid 1 channel; substance P
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(8): 866-872]

呼吸系统并发症是急性脊髓损伤（acute spinal 
cord injury，ASCI）后最常见的并发症及引起死亡

的主要原因[1-2]。本课题组前期研究发现大鼠发生 
ASCI 后会继发肺损伤、肺水肿等病理变化，但具

体机制尚不明确[3]。肺 C 类神经纤维（pulmonary 
C-fiber，PCF）约占肺迷走神经的 75%[4]，PCF 上
的瞬时受体电位香草酸 1（transient receptor potential 
vanilloid 1，TRPV1）可被某些介质激活并释放下

游神经肽 P 物质等发挥生物效应[5-7]。肾上腺素是

肾上腺分泌的主要激素，成年大鼠吸入肾上腺素

后，通过激活肺部 TRPV1，可使 PCF 活动明显升

高[8]。TRPV1 是几乎所有神经元炎症信号通路的枢

纽[9]，在不同原因引起的肺损伤中，TRPV1 发挥了

重要作用[10-11]。P 物质是存在于中枢神经系统和周

围神经系统中的十一肽，可通过促进血管的舒张，

导致血浆外渗等加重组织损伤[12]。本研究旨在观察 
ASCI 后肾上腺素、肺组织中 TRPV1 和 P 物质的变

化，初步探讨其对 ASCI 继发肺损伤的意义。

1　材料和方法

1.1　主要试剂与仪器　TRPV1 抗体购自美国 Santa 
Cruz 公司，β-actin 抗体购自英国 Abcam 公司，蛋

白质印迹分析仪购自美国 Bio-Rad 公司，P 物质

酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）试剂盒购自美国 Cayman Chemical 
公司，高效液相色谱仪电化学检测器购自日本 
Shimadzu 公司。

1.2　动物与分组　SPF 级健康雌性 SD 大鼠 228 只， 
7～8 周龄，体质量为 220～240 g，由重庆医科大

学实验动物中心提供 [动物使用许可证号：SYXK
（渝）2017-0012]。采用随机数字表法将实验动

物分为假手术组（90 只）、双侧肾上腺切除组 
（15 只）、ASCI 组（108 只）、双侧肾上腺切除

后 ASCI 组（15 只）。

1.3　ASCI 模型制备　用 40 mg/kg 戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉大鼠，将大鼠以俯卧位固定于操作台，

常规备皮消毒。以 T10 为中心，沿脊柱方向做一长

约 2 cm 的纵向切口，依次切开皮肤、肌肉后，暴

露椎板。完全去除 T10 椎板，保留硬脊膜。采用

改良 Allen’s 法，将一个带有刻度的玻璃管置于暴

露段脊髓作为引导，以设定强度（打击锤质量为  
10 g，打击高度为 25 mm）打击脊髓后，立即移除

打击装置。观察到大鼠脊髓迅速充血，双后肢回缩

扑动，尾部卷曲、摆动，提示造模成功。将切口逐

层缝合后置于加热垫上复温，待大鼠麻醉清醒后饲

养于独立通风笼具内，自由饮食。ASCI 组大鼠行

人工按压辅助排尿，每日 3 次，直至恢复自主排

尿。ASCI 组大鼠造模过程中有 4 只于术后 2～24 h 
死亡，予以及时补充。

1.4　双侧肾上腺切除模型制备　术前准备同前。

以肋脊角为中心，沿脊柱方向做一长约 2 cm 的纵

向切口，依次切开皮肤、肌肉后，游离肾脏，暴露

肾上腺，完全去除肾上腺。逐层缝合后置于加热垫

上复温，待大鼠麻醉清醒后饲养于独立通风笼具内

自由饮食。双侧肾上腺切除后 ASCI 组于双侧肾上

腺切除 5 d 后制作 ASCI 模型。双侧肾上腺切除后 
ASCI 组大鼠造模过程中有 8 只于术后 2～24 h 死
亡，予以及时补充。

1.5　组织及标本采集　在脊髓损伤后 2 h、6 h、
12 h、24 h、48 h、72 h、1 周，分别取假手术组和 
ASCI 组大鼠各 6 只，采集血液标本，离心后保存

于 －80 ℃ 冰箱，用于血清肾上腺素水平检测；取

上述脊髓损伤后 6 h、24 h、48 h、72 h、1 周的假手

术组和 ASCI 组大鼠，用于检测肺湿干质量比。在

脊髓损伤后 24 h、48 h、72 h、1 周分别取 ASCI 组

大鼠各  3 只，以及假手术组大鼠  3 只，用于肺组
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织中 TRPV1 蛋白检测。在脊髓损伤后 6 h、24 h、

48 h、72 h、1 周，分别取假手术组和 ASCI 组大鼠

各 6 只，用于肺组织中 P 物质检测。在脊髓损伤后 

6 h、72 h，分别取假手术组、ASCI 组、双侧肾上腺

切除组、双侧肾上腺切除后 ASCI 组大鼠各 6 只， 

用于检测肺湿干质量比。在脊髓损伤后  24 h、 

48 h、72 h、1 周分别取 ASCI 组大鼠各 3 只，在脊

髓损伤后 72 h 分别取假手术组、双侧肾上腺切除

组、双侧肾上腺切除后 ASCI 组大鼠各 3 只，用于

肺组织 H-E 染色；取上述假手术组和脊髓损伤后 

24 h、48 h、72 h、1 周的 ASCI 组大鼠，用于肺组

织免疫组织化学染色。

1.6　各指标检测

1.6.1　高效液相色谱法[13]检测肾上腺素水平　取大

鼠腹主动脉血液 2 mL 于 EDTA 抗凝管中，离心取

血清。按照高效液相色谱仪操作流程，分别检测

假手术组和 ASCI 组大鼠脊髓损伤后 2 h、6 h、

12 h、24 h、48 h、72 h 和 1 周时血清肾上腺素 

水平。

1.6.2　肺组织湿干质量法评估肺水肿　将各组大鼠

在手术后的不同时间点处死，用 40 g/L 多聚甲醛

溶液灌注后，立即取出肺并剔除结缔组织，称量以

获得肺湿质量。将肺在 70 ℃ 烘箱中烘烤 3 d 后，

再次称量以获得肺干质量。计算肺湿干质量比，评

估肺水肿程度。

1.6.3　H-E 染色观察肺组织损伤情况　将各组大

鼠用体积分数为 0.9% 的等渗生理盐水 40 mL 及  
40 g/L 多聚甲醛溶液 40 mL 经心脏灌注后取出肺组

织，经乙醇梯度脱水后用石蜡包埋，制备 4 μm 厚
的组织切片，行 H-E 染色，在普通光学显微镜下

观察肺组织病理学变化。

1.6 .4　免疫组织化学法检测肺组织中  TRPV1  

表达　将制备好的石蜡切片常规脱蜡水化，用 

Triton X-100 破膜，枸橼酸钠缓冲液修复抗原，用

牛血清白蛋白封闭非特异性抗原，加入一抗 4 ℃ 

孵育过夜，加入二抗室温孵育 1 h，二氨基联苯胺

染色，苏木精复染，脱水，封片，拍照。实验重

复 3 次。用 ImageJ 软件对 TRPV1 蛋白表达水平

进行半定量分析。

1.6.5　蛋白质印迹法法检测肺组织中 TRPV1 的

表达　将大鼠处死后取肺组织，保存于液氮中备

用。取出大鼠肺组织，匀浆破碎，加入裂解液提

取蛋白。将高温变性后的蛋白样本加入十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳，然后经湿

转法电转至聚偏二氟乙烯膜上，加入 50 g/L 脱脂

奶粉室温封闭 1 h 后，加 TRPV1 抗体（稀释比例

为 1∶200）4 ℃ 孵育过夜。用吐温 20-Tris 盐缓

冲液洗膜后，加入二抗室温孵育 1 h，再次用吐温  

20-Tris 盐缓冲液清洗后，加显影剂拍照。实验重

复 3 次。用 ImageJ 软件分析蛋白条带的灰度值，

计算目的蛋白的相对表达量。

1.6.6　ELISA 法检测肺组织中 P 物质含量　将大鼠

处死后取肺组织，放入冰盐水中漂洗，剔除附属的

结缔组织，称取适量组织块。按体积比 1∶10 加入

磷酸盐缓冲液，用眼科剪剪碎组织，匀浆器匀浆。

以上操作均在冰上进行。将组织匀浆在 4 ℃ 下以 

1 690×g 离心 15 min，取上清分装冻存备用。按

照 ELISA 试剂盒说明书步骤严格操作，检测 P 物

质含量。

1.7　统计学处理　应用 SPSS 25.0 软件进行统计

学分析。满足正态分布的计量资料以 x±s 表示。

两组数据比较采用独立样本 t 检验；多组数据比

较采用方差分析，两两比较采用 LSD 检验（方差

齐）、Dunnett’s T3 检验（方差不齐）或 Dunnett’s 

C 检验（方差不齐）。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　ASCI 大鼠血清肾上腺素水平变化　ASCI 

组大鼠脊髓损伤后 2、6、12、24、48、72 h 血

清肾上腺素水平分别为（585 .72±14 .56）、

（1 862.15±134.96）、（2 441.96±151.27）、

（2 878.41±218.23）、（455.72±75.59）、

（320.56±31.03）pg/mL，均高于相应时间点的假

手术组，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）；脊

髓损伤后 1 周 ASCI 组大鼠血清肾上腺素水平为

（202.17±15.87）pg/mL，与同时间点的假手术组

相比差异无统计学意义（P＞0.05）。脊髓损伤后不

同时间点 ASCI 组大鼠血清肾上腺素水平差异有统

计学意义（F=741.87，P＜0.01）；血清肾上腺素在

脊髓损伤后 12 h 和 24 h 时达到较高水平，2 个时间

点之间差异无统计学意义（P＞0.05），48 h 和 72 h 

时急剧下降，1 周时接近假手术组水平。见图 1。
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图 2　ASCI 大鼠肺湿干质量比的变化

Fig 2　Change of wet-to-dry lung mass ratio in rats  

with ASCI
ASCI: Acute spinal cord injury. **P＜0.01 vs sham group at 

same time point; △△P＜0.01 vs ASCI 6 h group; ▲▲P＜0.01 vs 

ASCI 24 h group; ▽P＜0.05 vs ASCI 48 h group. n＝6, x±s
2.2　ASCI 大鼠肺湿干质量比变化　假手术组大鼠

各时间点肺湿干质量比稳定在 4.00 左右。脊髓损伤

后 6 h，ASCI 组大鼠肺湿干质量比与同时间点假手

术组相比差异无统计学意义（P＞0.05）；脊髓损伤

后 24、48、72 h，ASCI 组大鼠肺湿干质量比分别为 
6.50±0.34、7.52±0.31、8.36±0.39，与同时间点假手

术组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.01）；脊髓

损伤后 1 周，ASCI 组大鼠肺湿干质量比与同时间点

假手术组相比差异无统计学意义（P＞0.05）。脊髓损

伤后不同时间点 ASCI 组大鼠肺湿干质量比差异有

统计学意义（F=207.06，P＜0.01），肺湿干质量比在

脊髓损伤后 24～72 h 逐渐增高，脊髓损伤后 1 周接

近假手术组水平。见图 2。

2.3　ASCI 大鼠肺组织病理学变化　大鼠肺组

织 H-E 染色结果显示，假手术组大鼠肺泡结构正

常，无淤血及出血，无炎性细胞浸润。脊髓损伤

后 24 h，ASCI 组大鼠肺泡间质有一定增宽，有

出血等表现；脊髓损伤后 48 h，ASCI 组大鼠肺

损伤进一步加重，出血增多，肺泡发生一定的融

合，可见炎性细胞浸润；脊髓损伤后 72 h，ASCI 
组大鼠肺损伤最为严重，肺泡结构紊乱、严重塌

陷、融合，可见大量出血和炎性细胞浸润；脊髓

损伤后 1 周，ASCI 组大鼠肺损伤开始恢复，可见

出血、炎性细胞浸润，肺泡结构基本清晰可见。 
见图 3。

2 . 4　A S C I  大鼠肺组织中  T R P V 1  蛋白表达 

变化　免疫组织化学染色结果（图  4）显示，

假手术组大鼠肺组织中  TRPV1 表达量较低，

阳 性 表 达 主 要 定 位 于 肺 泡 上 。 脊 髓 损 伤 后 

24～72 h，ASCI 组大鼠肺组织中 TRPV1 蛋白

表达较假手术组明显升高，表达水平分别为 

1.46±0.46、1.80±0.46、1.52±0.35，与假手术组

（0.78±0.35）比较差异均有统计学意义（P 均＜ 

0.05）；脊髓损伤后 1 周，ASCI 组大鼠肺组织

中 TRPV1 蛋白表达（0.89±0.52）较 72  h 时下

喻　林，等．肾上腺素、瞬时受体电位

香草酸 1 通道和 P 物质在急性脊髓损伤

大鼠并发肺损伤中的变化及意义

图 1　ASCI 大鼠血清肾上腺素水平的变化

Fig 1　Change of serum adrenaline levels in rats with ASCI
ASCI: Acute spinal cord injury. **P＜0.01 vs sham group at 

same time point; △△P＜0.01 vs ASCI 2 h group; ▲▲P＜0.01 vs 

ASCI 6 h group. n=6, x±s

图 3　ASCI 大鼠肺组织病理学改变

Fig 3　Pathological changes of lung tissues in rats with ASCI
ASCI: Acute spinal cord injury. H-E staining. Original magnification: ×100 (upper row), ×400 (lower row)
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降，接近假手术组水平（P＞0.05）。脊髓损伤

后不同时间点 ASCI 组大鼠肺组织中 TRPV1 蛋
白表达水平差异有统计学意义（F=102.09，P＜ 

0.01），48 h 的蛋白表达量最高。蛋白质印迹分析

结果（图 5）与免疫组织化学染色结果一致。

2.5　ASCI 大鼠肺组织中 P 物质含量的变化　脊髓

损伤后 6 h、24 h、48 h、72 h、1 周，ASCI 组大

鼠肺组织中 P 物质含量分别为（36.02±2.99）、

（ 5 1 . 8 1 ± 3 . 3 0 ） 、 （ 7 0 . 4 3 ± 5 . 4 2 ） 、

（84.03±4.43）、（37.57±3.56）pg/mL，其中 
24、48、72 h 均较同时间点的假手术组升高（P 
均＜0.01），6 h、1 周与同时间假手术组相比差

异均无统计学意义（P 均＞0.05）。不同时间点 
ASCI 组大鼠肺组织中 P 物质含量差异有统计学意

义（F=160.78，P＜0.05），脊髓损伤后 24～72 h 
ASCI 组大鼠肺组织中 P 物质含量逐渐升高，1 周
时接近假手术组水平。见图 6。

2 .6　双侧肾上腺切除对  ASCI  大鼠肺损伤的 
影响　脊髓损伤后 6 h，假手术组、ASCI 组、双侧肾

上腺切除组、双侧肾上腺切除后 ASCI 组大鼠肺湿

干质量比差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。脊髓

损伤后 72 h，ASCI 组和双侧肾上腺切除后 ASCI 组
大鼠肺湿干质量比均明显升高，与各组 6 h 时相比

差异均有统计学意义（8.49±0.49 vs 4.15±0.31，P＜ 

0.01；6.23±0.32 vs 4.29±0.22，P＜0.01）；脊髓损

伤后 72 h，双侧肾上腺切除后 ASCI 组大鼠肺湿

干质量比低于 ASCI 组，差异有统计学意义（P＜ 

0.01）。H-E 染色结果（图 7）显示，双侧肾上腺切除

组大鼠肺泡结构正常，间质无明显增宽；脊髓损伤后 
72 h，ASCI 组大鼠肺泡结构被破坏，肺泡塌陷融合；

脊髓损伤后 72 h，双侧肾上腺切除后 ASCI 组大鼠肺

泡融合、间质增宽等病理表现较 ASCI 组明显减轻，

但仍有一定出血和炎性细胞浸润。

图 4　免疫组织化学染色检测 ASCI 大鼠肺组织中 TRPV1 蛋白的表达

Fig 4　TRPV1 protein expression in lung tissues in rats with ASCI by immunohistochemistry
ASCI: Acute spinal cord injury; TRPV1: Transient receptor potential vanilloid 1. Original magnification: ×400

图 5　蛋白质印迹法检测 ASCI 大鼠肺组织中  

TRPV1 蛋白的表达

Fig 5　TRPV1 protein expression in lung tissues in rats 
with ASCI by Western blotting

ASCI: Acute spinal cord injury; TRPV1: Transient receptor 

potential vanilloid 1. *P＜0.05 vs sham group; △P＜0.05 vs 

ASCI 24 h group; ▲P＜0.05 vs ASCI 48 h group. n=3, x±s

图 6　ASCI 大鼠肺组织中 P 物质含量的变化

Fig 6　Change of substance P contents in lung tissues in 
rats with ASCI

ASCI: Acute spinal cord injury. **P＜0.01 vs sham group at 

same time point; △△P＜0.01 vs ASCI 6 h group; ▲▲P＜0.01 vs 

ASCI 24 h group; ▽▽P＜0.01 vs ASCI 48 h group. n=6, x±s
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于 TRPV1 活化 PCF，释放神经肽 P 物质和降钙素

基因相关肽发挥生物学效应[18-19]。我们推测肾上腺

素可能作为 TRPV1 的上游介质调控 TRPV1-P 物质

轴发挥作用。P 物质通过增加血管通透性、蛋白外

渗、肥大细胞脱颗粒等参与组织损伤进程[20]。P 物
质在缺血再灌注诱导的肺部损伤[21]、烧伤引起的

肺损伤[22]中均起到加重损伤的作用。Jacob 等[23]研

究发现，P 物质受体拮抗剂可有效抑制肥大细胞活

化，减少炎性细胞因子和趋化因子表达，从而减轻

肺损伤、肺水肿。本研究发现 ASCI 后肺组织 P 物
质的表达变化与 ASCI 继发的肺水肿、肺损伤病理

变化趋势基本一致，说明 P 物质可能参与了大鼠 
ASCI 后肺水肿、肺损伤的进程。

Miller 等[24]研究发现，双侧肾上腺切除后，臭

氧诱导的大鼠肺部损伤明显减轻。吕向鹏等[25]研究

发现，α2A-肾上腺素能受体阻断剂可明显抑制脂

多糖诱导的急性肺损伤。本研究初步探索发现，

在 ASCI 并发肺损伤、肺水肿最严重的 72 h 时间

点，切除双侧肾上腺可减轻 ASCI 并发的肺损伤和

肺水肿程度，进一步提示肾上腺素可能参与了大鼠 
ASCI 后的肺水肿、肺损伤进程。

综上所述，在大鼠 ASCI 模型中，肾上腺素、

TRPV1、P 物质依次在脊髓损伤后 24、48、72 h 
达到峰值，并且与脊髓损伤后肺损伤、肺水肿进

程关系密切。我们认为肾上腺素可能参与了大鼠 
ASCI 并发的肺水肿、肺损伤病理进程，这种效应

可能与 TRPV1、P 物质的上调有关；双侧肾上腺

切除预处理可减轻肺水肿和肺损伤病理变化。但肾

上腺素是否通过直接活化 TRPV1-P 物质轴起作用

有待进一步深入研究。
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图 7　双侧肾上腺切除后 ASCI 大鼠肺组织的病理学变化

Fig 7　Pathological changes of lung tissues in rats with 

ASCI after bilateral adrenalectomy (BA)
ASCI: Acute spinal cord injury. H-E staining. Original 

magnification: ×100 (upper row), ×400 (lower row)
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