
颈脊髓切断对内毒素血症大鼠急性肺损伤的影响

林英 柬曦和字 汪宗昱 曾旭光

【摘要】目的研究颈脊髓切断对内毒素血症大鼠急性肺损伤的影响及可能机制。方法72只SD大鼠

随机分为3组：正常对照组(NC组，8只)，内毒素血症组(ET组，32只)及内毒素血症+颈脊髓切断组

(TCSC组，32只)，后两组按不同时间点(3、6、12和48 h)又分为4个亚组，每个亚组8只。静脉注射脂多糖

(LPS)10mg／kg制备内毒素血症模型。TCSC组注射LPS前切断大鼠颈7脊髓。在不同时间点采血。并留取

肺组织。采用高效液相色谱仪一电化学检测法和酶联免疫吸附法(ELISA)分另0测定血浆去甲肾上腺素(NE)和

白细胞介素一6(IL一6)的浓度；用血气分析仪检测动脉血氧分压(PaOz)；观察各组大鼠肺组织病理学改变及肺

湿／干重(W／D)比值。结果TCSC组6、12和48 h血浆NE浓度、肺W／D比值较ET组均显著降低，Pa02较

ET组显著升高。差异均有统计学意义(P均<0．05)，TCSC组肺损伤程度减轻；3、6、12和48 h血浆IL-6均

明显低于ET组(P均<o．05)。相关性分析显示，血浆NE与IL一6浓度呈显著正相关(r=0．458。尸<o．05)，与

P80：呈显著负相关(，．=一0．528。P<O．05)。结论切断大鼠颈脊髓后造成去交感神经支配可能通过抑制肾

上腺素能受体的过度激活而减轻内毒索血症大鼠急性肺损伤的程度，继而改善肺的氧合。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of transection of cervical spinsl cord(TCSC)on acute

lung injury(ALI)and its potential mechanism in rat．Methods Seventy-two rats were randomly divided into

three groups：normal control group(NC，n一8)，endotoxemia group(ET，雄=32)and endotoxemia
with

TCSC group(TCSC。n一32)。and the latter two groups were divided into four subgroups respectively

according tO different time intervals(疗一8)．Endotoxemia model was established by injecting lipopolysac—

charide(LPS，10 mg／kg)intravenously，and the spinsl cord at 7th cervical spine of rats was transected in

TCSC group．Samples of blood and lung were collected at different time intervals．The plasma leveis of

norepinephrine(NE)and interleukin-6(IL-6)were measured by high performance liquid chromatography

(HPLC)and enzyme—lined immunosorbent assay(ELISA)respectively，and arterial blood oxygen pressure

(Pa02)was determined by blood—gas analyser．The changes in histopathology and lung wet／dry weight

(W／D)ratio were also observed in every group．Results The changes in the levels of NE and lung W／D

ratio of the TCSC group was significantly decreased than those of ET group，but Pa02 of TCSC group was

increased obviously than that of ET group(all P<O．05)．and the degree of lung injury was less intensive in

the TCSC group．At all the time points，the level of IL-6 of TCSC group was lower compared with ET group

(all P<0．05)．The results of correlation analysis suggested that there was a positive correlation between

plasma NE and IL一6 concentration(r一0．458，P<0．05)，a negative correlation between NE and Pa02

(r=一0．528，P<O．05)．Conclusion Sympathectomy as a result of TCSC at 7th cervcal spine may palliate

the degree of ALI and improve oxygenation in rats with endotoxemia by inhibiting excessive activation of

adrenoceptor．
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急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALI／

ARDS)的病理损害除炎性细胞聚集、活化及炎症介

质释放外，还与交感神经的过度兴奋有关。最新的资
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·论著·

料显示，“脓毒症时交感神经兴奋毒性”启动了全身

促炎反应的发生和失控[1]。我们在临床中也观察到，

颈脊髓损伤合并交感神经受抑制的患者在并发感染

后，全身炎症反应的程度较其他患者明显减轻，且

ARDS的发生率也较低，继而推测颈脊髓损伤所致

的交感神经功能受抑可能阻止了ALI的进一步发

生发展。由此，我们通过切断大鼠颈7(C7)脊髓的方

法制备去交感神经支配动物模型，观察颈脊髓切断

对脂多糖(LPS)诱导ALI的作用，探讨去交感神经
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支配对内毒素血症大鼠ALl的影响及可能机制，报

告如下。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：雄性SD大鼠72只，体

重300～350 g，由北京大学医学部实验动物中心提

供。按随机数字表法将动物分为3组：正常对照组

(NC组，8只)，内毒素血症组(ET组，32只)及内毒

素血症+颈脊髓切断组(TCSC组，32只)，后两组

按不同时间点(3、6、12及48 h)又分为4个亚组，每

个亚组8只大鼠。

1．1．1颈脊髓切断去交感神经动物模型的制备：参

照文献[2]的方法制备脊髓全横断动物模型。腹腔注

射体积分数为10％的水合氯醛(3 mg／kg)麻醉大

鼠，俯卧位固定，以C7椎骨棘突为标志，暴露

C7一胸1(T1)棘突及椎板，咬除C7一T1的棘突，移去

椎板，剪开硬脊膜和蛛网膜，横向切断软膜和脊髓实

质，压迫止血，随后缝合肌肉和皮肤，表皮用青霉素

200 kU外敷，术后自然照明，定时翻身，每隔2 h帮

助排尿1次。

1．1．2 内毒素血症动物模型建立[3]：除NC组外，

其余两组大鼠静脉注射LPS 10 mg／kg，然后再给予

林格液40 ml／kg腹腔注射补液治疗。制模后3、6、

12和48 h分别麻醉各组大鼠，开腹暴露腹主动脉，

抽取动脉血1 ml，开胸从心脏采血5～10 ml，留取

右侧肺组织备检。

1．2检测指标及方法

1．2．1 血浆去甲肾上腺素(NE)含量的测定：参照

裴兆辉等[4]的方法，采用高效液相色谱仪(HPLC)一

电化学检测法测定血浆NE含量。配制流动相、标准

品、样品工作液和0．1 mol／L HCIO。溶液。取4 ml

肝素抗凝血，高速低温离心10 min，分离血浆并

于一20℃冰箱中保存。色谱条件：流速0．6 ml／min，

电压0．6 V，图谱优化范围(RANGE)32，运行次数

(RUN)2次，纸速1 mm／s，进样量10弘l。用外标法

计算样本NE含量。NE(ng／L)一标准品进样量／样

品进样量×样品峰面积／NE的峰面积×样品工作

液总面积／样品血浆量。

1．2．2血浆白细胞介素一6(IL一6)含量的测定：用酶

联免疫吸附法(ELISA)测定血浆IL-6的含量，操作

按照试剂盒说明书进行。

1．2．3动脉血气检测：用全自动血气分析仪测定动

脉血氧分压(PaO：)。

1．2．4肺湿／干重(W／D)比值的测定：取大鼠右下

肺组织，拭去血迹后称湿重；将肺组织置于60℃烤

箱内72 h，去除水分后称干重。肺W／D比值反映肺

水肿的程度。

1．2．5 肺组织病理学观察：肺组织以体积分数为

10％的甲醛水溶液固定，石蜡包埋，4／Lm切片，苏木

素一伊红(HE)染色后光镜下观察(×40)。按文献[5]

标准进行肺组织病理损害分级。0级：肺血管、肺泡、

间质及支气管均正常；I级：间质少量中性粒细胞，

间质及肺泡腔出血、水肿范围<25％；I级：间质及

部分肺泡腔有较多中性粒细胞，间质增宽，毛细血管

淤血，肺泡腔出血、水肿程度为25％～50％；i级：

大部分肺泡腔和间质有白细胞聚积成团，间质明显

增宽，肺泡腔出血、水肿程度为50％～75％。

1．3统计学处理：采用SPSS 10．0统计软件，计量

数据以均数士标准差(z士5)表示，组间比较用单因

素方差分析，率及等级资料比较用非参数统计法的

Mann—Whitney检验；血浆NE浓度分别与IL一6含

量和PaO。进行相关性分析，P<0．05为差异有统

计学意义。

2结 果

2．1 血浆NE浓度的变化(图1)：与NC组比较，

ET组血浆NE浓度在各时间点均明显升高(P均<

0．05)TCSC组血浆NE浓度在6--一48 h均显著低

于ET组(P均<O．05)。

注：与NC组比较，‘P<0．05；与ET组同期比较bP<0．05

田1各组大鼠血浆NE浓度变化比较

2．2血浆IL一6含量变化及IL一6与血浆NE浓度

的相关性分析(图2)：ET组各时间点血浆IL一6浓

度均较NC组有所增加(P均<O．05)；TCSC组各

时间点血浆IL一6浓度均较ET组明显降低(P均<

0．05)。相关性分析显示，血浆IL-6与NE浓度呈显

著正相关(r=0．458，P<0．05)。

2．3 Pa02的改变及Pa02与血浆NE浓度的相关

性分析(表1)：与NC组比较，ET组6～48 h Pa02
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明显降低(P均<o．05)，尤其在6 h最显著；TCSC

组6～48 h PaO：均显著高于ET组(P均<o．05)。

相关性分析显示，PaO：与NE浓度呈显著负相关

(r=一0．528，P<O．05)。

注：与NC组比较，·P<o．05f与ET组同期比较，中<O．05

田2各组大鼠血浆IL一6浓度变化比较

裹1各组大鼠PaO。及肺组织W／D

比值的变化比较(；士s)

注：与NC组比较，·P<0．05，与ET组同期比较，‘P<0．05j

1I蛳Hg=0．133 kPa

2．4肺组织W／D比值的变化(表1)：与NC组比

较，ET组肺组织W／D比值在6""48 h均显著升高

(P均<0．05)；而TCSC组肺组织W／D比值较ET

组均明显降低(P均<O．05)。

2．5肺组织病理学观察(表2；彩色插页图3，图

4)：NC组肺泡结构完整，轮廓清晰，肺泡腔及间质

无水肿渗出，未见出血及炎性细胞浸润。给予LPS

3 h后，ET组大鼠出现肺间质出血、炎性细胞浸润、

肺泡间隔断裂、破坏，肺泡融合，肺大泡形成，6 h

后，肺组织损害更加明显，肺泡间隔增宽，水肿明显，

肺泡间隔中有较多的炎性细胞浸润，部分聚集成团，

问质、肺泡腔出血明显；12 h后，肺组织可见大量炎

性细胞浸润，黏膜肌层被破坏；48 h后，肺组织内可

见大量炎性细胞浸润，累及黏膜肌层及气道上皮细

胞层。6～48 h时问段，TCSC组肺组织病变程度较

ET组明显减轻。
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袭2各组大鼠肺组织病理评分变化比较 只

组别 时间动物数 I级

NC组

ET组 3 h

6 h

12 h

48 h

TCSC组 3 h

6 h

12 h

48 h

注：与NC组比较，‘P<0．05f与ET组同期比较，6P<0．05

3讨论

近年来，NE在脓毒症过程中的免疫调节功能

已成为继“胆碱能抗炎途径”后神经免疫领域的一个

研究新热点。早期研究认为，NE可通过单核细胞上

的岛受体介导抗炎反应；但最近的研究却发现，交

感神经系统和肠源性NE能通过激活库普弗细胞上

的0t2A受体促进促炎细胞因子的过度释放，最终导致

严重感染患者多器官功能障碍综合征的发生率及病

死率增加[1]。本实验显示，给予LPS后6"-48 h，ET

组大鼠不论是从血浆NE和IL一6浓度，还是从组织

病理学、Pa0：和肺W／D比值上看，都呈现明显的损

害改变；而TCSC组上述指标的改善程度都很明

显。相关性分析显示，NE浓度与IL一6呈显著正相

关，而与PaO：呈显著负相关，提示交感神经过度兴

奋能加重LPS诱导的ALI。

哺乳动物脊髓内广泛存在肾上腺素能神经纤维

及末稍，其主要来源于脑干A5～A7等肾上腺素能

细胞群[6]。在创伤、休克及严重感染等应激情况下，

分布在脊髓侧角的肾上腺素能神经元下行纤维及神

经末稍释放NE，使血浆NE浓度急剧增加。脊髓切

断后，由于神经递质从变性的轴突中丢失及神经末

梢失去重新摄取NE的功能，致使NE浓度暂时性

增高，出现短时性的拟交感作用[7]。随血浆中NE被

不断代谢分解，而切断的交感神经纤维又不能释放

出NE，故血浆NE浓度也随时间而逐渐降低。

LPS是导致AM／ARDS的主要病因之一，其

病理改变主要为肺泡上皮细胞和血管内皮细胞的弥

散性损害‘引。Rassler等[9-10]通过实验发现，持续输

入NE或a受体激动剂后，肺组织会出现间质和肺

泡水肿、大量淋巴细胞浸润及肺不张等病理改变，肺

泡灌洗液中蛋白含量升高，肺组织表达IL一1a、IL一1p

和IL一6 mRNA及血清IL一6的浓度显著增加；与

NE的a受体激动剂比较，p受体激动剂所致肺损伤

的程度及血清IL一6浓度均明显降低，而胸腔积液量

级一。铲铲扩争俨一一一

I一
级一o
1

4

4

3

1

1

1

o

I_

级一8

2

o

l

1

4

2

3

3

O一

万方数据



·624· ±鱼蕉重煎鱼墼匿堂!!!!堡!!旦筮!!鲞筮!!塑曼!也曼!韭鱼!!丛鲤：垒塑堡!!!!!：∑!!：垫：盟!：!垒

却显著增加。其作用机制可能为：a受体激动剂通过

引起血流动力学的改变(增加右室收缩压和外周血

管阻力)及诱发过度炎症反应而导致ALI，激活p受

体／阻断a受体后，机体通过上调肺泡I型上皮细胞

上的阿米洛利敏感钠通道和Na+一K+一ATP酶的活

性，从而增强对肺泡液体的清除功能[11-12]。Molina

等[13]也发现，在给予LPS后，血清中儿茶酚胺含量

的增加与肺部炎症反应密切相关，这与本实验结果

相一致。研究表明，NE能诱发多种严重的肺损伤

(如嗜铬细胞瘤及神经源性肺水肿)，究其机制，除了

增加肺毛细血管静水压外，NE还能促进IL一6的生

成[1“，而细胞因子的大量激活和过度炎症反应则是

肺血管通透性增加、肺水肿形成的根本原因。Dincer

等[15]的研究结果还显示，NE能诱导人／大鼠肺泡上

皮细胞的凋亡。而肺泡上皮细胞的广泛凋亡正是由

LPS诱导的ALI的重要特征之一[1钊，其作用机制可

能与肺泡及气道上皮细胞表面表达的Fas／Fas配体

系统有关[1"。总之，由感染诱发的血浆NE浓度升

高能加重LPS诱导的ALI，其作用机制可能与肾上

腺素能受体(主要为a受体)被激活后所导致的血流

动力学紊乱及过度炎症反应有关；而适当抑制脓毒

症早期过高的交感张力能调控机体的免疫功能，防

止促炎／抗炎失衡及ARDS的发生。
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·启事·

《机械通气技术临床应用与进展》和《危重病急救医学进展》学习班招生通知

上海交通大学医学院附属新华医院急救中心将分别于2008年10月19—25日举办《机械通气技术临床应用与进展》学

习班[项目编号：2008—03—02—024(国)]，于2008年10月26—31日举办《危重病急救医学进展》学习班[项目编号：2008一

03—10—147(国)]，以宋志芳教授主编的《现代呼吸机治疗学——机械通气与危重病》第2版和《实用危重病综合救治》第1版

为教材，每个学习班授予国家级I类继续教育学分10分。举办地点在上海交通大学医学院附属新华医院，招生对象为从事急

诊、急救、危重病、lCU、呼吸、麻醉等专业人员，招生名额为30～50名。收取费用：学费暨资料费800元，食宿费600元(其余费

用一律不收)。联系人：赵洁(13916733661)，于洋(13761879849)，潘曙明(021—28022655)，宋志芳(13611790423)。

(上海交通大学医学院附属新华医院)
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