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  【摘要】 目的 探究瞬时感受器电位香草酸受体1 (TRPV1)在大鼠气管内注入胃液导

致肺纤维化过程中的作用。方法 将30只SD大鼠随机分成对照组、模型组和辣椒平 (CPZ)

干预组,每组10只。模型组气管内注入大鼠胃液0 5ml/kg,每周1次,连续8周,对照组注入

等量生理盐水,CPZ干预组注入胃液前30min腹腔注射CPZ10mg/kg。第9周取材,检测各组

大鼠肺组织中羟脯氨酸含量,通过酶联免疫吸附试验方法检测各组大鼠支气管肺泡灌洗液

(BALF)中转化生长因子β1 (TGF-β1)水平,通过 HE染色和 Masson染色观察大鼠肺泡炎和

肺纤维化程度,免疫组织化学和蛋白质印迹法检测大鼠肺组织中TRPV1、α-平滑肌肌动蛋白及

Ⅰ型胶原蛋白的表达水平。结果 模型组大鼠肺组织中TRPV1、α-平滑肌肌动蛋白及Ⅰ型胶原

蛋白的表达水平,羟脯氨酸含量和肺纤维化评分均明显高于对照组 (P 值均<0 01),CPZ干预

组大鼠肺泡炎及肺纤维化水平比模型组显著降低 (P 值均<0 05);与对照组比较,模型组大鼠

BALF中TGF-β1 水平显著增加 (P <0 01),CPZ干预组大鼠BALF中TGF-β1 水平低于模型

组 (P <0 05)。结论 TRPV1的激活促进误吸胃液大鼠肺纤维化的发生。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectoftransientreceptorpotentialvanilloid1

 TRPV1 intheprocessofpulmonaryfibrosisinducedbyintratrachealadministrationofgastric

juiceinrats Methods ThirtySDratswererandomlydividedintocontrolgroup modelgroupand
capsazepine CPZ interventiongroup withtenratsineachgroup Ratsinmodelgroupwere
intratracheallyinjectedwithgastricjuice 0 5ml kg onceaweekforeightweeks Ratsincontrol

groupwereinjectedwiththesamevolumeofnormalsaline RatsinCPZinterventiongroupwere
intraperitoneallyinjectedwithCPZ 10mg kg at30minutesbeforegastricjuicewasinjected At
theninthweek ratsweresacrificed Hydroxyprolinecontentinthelungtissueofeachgroupwas
detected Theleveloftransforminggrowthfactor-β1 TGF-β1 inbronchoalveolarlavagefluid

 BALF ofeachgroupwasmeasuredbyenzyme-linkedimmunosorbentassay Thedegreesof
alveolitisandpulmonaryfibrosisinratswereobservedbyHEstainingandMassonstaining The
expressions of TRPV1 α-smooth muscle actin and collagen Ⅰ were detected by
immunohistochemistryandWesternblot Results TheexpressionsofTRPV1 α-smoothmuscle
actinandcollagenⅠ andthecontentofhydroxyprolineandthedegreeofpulmonaryfibrosisinlung
tissueofratsinthemodelgroupweresignificantlyhigherthanthoseinthecontrolgroup allP <
0 01  ThedegreesofalveolitisandpulmonaryfibrosisintheCPZinterventiongroup were
significantlylowerthanthoseinthemodelgroup allP<0 05  Comparedwiththecontrolgroup 
thelevelofTGF-β1inBALFofthemodelgroupwassignificantlyincreased P <0 01  andthe
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levelofTGF-β1inBALFoftheCPZinterventiongroupwaslowerthanthatofthemodelgroup P<
0 05  Conclusions TheactivationofTRPV1promotesthedevelopmentofpulmonaryfibrosisin
ratswithgastricjuiceaspiration 
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特 发 性 肺 纤 维 化 (Idiopathic pulmonary
fibrosis,IPF)是一种慢性、进行性、不可逆的间

质性肺疾病。美国每年约有40000例发病,诊断后

的中位生存期仅为3~5年[1-2],尚缺乏疗效显著的

治 疗 药 物。 很 多 研 究 发 现 胃 食 管 反 流 病

(gastroesophagealrefluxdisease,GERD)和胃内

容物误吸在IPF患者中很常见,西方IPF患者

GERD发病率高达67%~88%,在中国为62 3%。
目前,IPF病因尚不明确,但胃食管反流已经被公

认为IPF的危险因素之一。Lee等[3]发现,IPF患

者肺泡灌洗液的pH值下降且胃蛋白酶浓度有所升

高。此外,许多动物实验已经证实,慢性持续胃酸

吸入会导致肺纤维化和其他呼吸系统疾病[4-6]。
瞬 时 感 受 器 电 位 香 草 酸 受 体 1 (transient

receptorpotentialvanilloid1,TRPV1)最初被认

为是表达在初级神经元上的辣椒素和相关天然刺激

物的受体,后来发现是一种表达在多种类型细胞上

的非选择性阳离子通道,可被热、辣椒素、内源性

H+以及反流胃液中的盐酸激活[7-8]。TRPV1主要

通过信息整合,经由Ca2+ 通道对细胞的功能产生

影响,与心肌、肝、肾等多种组织纤维化密切相

关[9-10]。本研究采用气管内注入胃液的方式复制胃

食管反流引起胃液误吸的模型,采用TRPV1抑制

剂辣椒平 (capsazepine,CPZ)进行干预,观察

TRPV1对大鼠胃液微吸入导致肺纤维化的作用。

1 材料与方法

1 1 实验动物 SPF级雄性SD大鼠30只,6~7
周龄,体质量 (200±20)g,由辽宁长生生物有限

公司提供,将大鼠饲养于温度为20~25℃,湿度

40%~70%,人工12h昼夜循环的环境中,自由

进食水。

1 2 主要试剂 羟脯氨酸测定试剂盒 (南京建成

公司),Masson染色试剂盒 (南京建成公司),大

鼠转化生长因子β1 (transforminggrowthfactor-β1,

TGF-β1)酶联免疫吸附试验试剂盒 (美国 R&D
公司),CPZ (美 国 MCE 公 司),TRPV1 一 抗

(美 国 Abcam 公 司 ),α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白

(α-smoothmuscleaction,α-SMA)一 抗 (美 国

Abcam公司),Ⅰ型胶原蛋白一抗 (美国 Abcam
公司),免疫组织化学二抗试剂盒 (福州迈新生物

技术开发公司),DAB显色试剂盒,ECL发光液

(美国Bio-rad公司)。

1 3 动物分组 将30只SD大鼠随机分为3组:
对照组、模型组和CPZ干预组,每组10只。模型

组经气管插管注入大鼠胃液0 5ml/kg,对照组注

入等 量 生 理 盐 水,CPZ 干 预 组 在 气 管 插 管 前

30min腹腔注射CPZ10mg/kg。所有操作每周1
次,连续8周。

1 4 造模方法 将健康雄性SD大鼠适应性饲养1
周后,采用气管插管注入大鼠胃液的方式模拟胃食

管反流大鼠误吸胃内容物的模型。将大鼠用10%
水合氯醛以3 5ml/kg的剂量腹腔注射麻醉后,针

刺大鼠脚掌无反射,证明麻醉充分。将大鼠仰卧位

置于手术板上,头朝向术者,固定头部和四肢,手

术板头侧抬高30~45°,用纱布包裹鼠舌,将鼠舌

向左外上方拉出口腔,使其暴露声门。调整额镜将

照射光源对准声门,即可看见声门随呼吸开闭,趁

声门开启时顺势将静脉留置针插入气管,见管口棉

球随呼吸摆动,证明插管成功。将胃液注入气管,
随即注入少量空气,保证液体全部注入气管,完毕

后立即将动物直立、左右摇晃,以确保液体在肺内

均匀分布,待其清醒后,放回鼠笼。

1 5 标本采集 首次气管灌注9周后,称重,以

10%水合氯醛麻醉大鼠,收集大鼠肺泡灌洗液,取

右肺于4%多聚甲醛内固定,用于组织学和免疫组

织化学分析,取左肺放于-80℃冰箱保存,用于

蛋白质印迹检测。肺组织中羟脯氨酸含量和BALF
中TGF-β1 水平检测具体操作分别按照试剂盒说明

书进行。

1 6 组织学检测 将肺组织常规固定,脱水透明,
石蜡包埋,切片后进行组织学染色。HE染色:充

分烤片后脱蜡水化,苏木精染液3min,流水冲

洗,盐酸酒精分化3s,自来水冲洗15min,伊红

染液2min,蒸馏水洗,梯度酒精脱水,透明,中

性树胶封片。Masson染色操作步骤按照试剂盒说

明书进行。采用免疫组织化学方法检测大鼠肺组织
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中TRPV1表达水平。充分烤片后,脱蜡水化,抗

原修复,灭活内源性过氧化物酶,封闭,一抗孵

育,二抗孵育,DAB显色,苏木素复染,脱水,
中性树胶封片。

1 7 组织学分析 使用Szapiel法评价肺泡炎和肺

纤维化程度,根据HE染色结果对肺泡炎程度进行

评分。0分:无肺泡炎;1分:轻度肺泡炎,病变

范围占全肺20%以下,肺泡间隔因炎症细胞浸润

而增宽,病变局限;2分:中度肺泡炎,病变范围

占全肺的20%~50%,近胸膜处受累更严重;3
分:中度肺泡炎,病变范围超过全肺的50%,呈

弥漫性分布。根据 Masson染色结果对纤维化程度

进行评分。0分:无肺纤维化;1分:轻度肺纤维

化,纤维化范围占全肺20%以下,胸膜和胸膜下

间质受累,存在肺泡结构紊乱;2分:中度肺纤维

化,纤维化范围占全肺的20%~50%;3分:重度

肺纤维化,纤维化范围超过全肺的50%,呈弥漫

性分布。

1 8 蛋白质印迹检测 采用蛋白质印迹检测大鼠

肺组织中α-SMA、Ⅰ型胶原蛋白和 TRPV1蛋白

的表达水平。提取肺组织总蛋白,BCA法检测蛋

白浓度,SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳,转印至PVDF
膜,脱脂牛奶封闭,一抗孵育过夜,二抗孵育,

ECL法显色,以 GAPDH 为内参,应用ImageJ
软件对条带灰度值进行分析。

图1 各组大鼠肺泡炎程度 HE ×100 A:对照组;B:模型组;C:辣椒平干预组

表1 3组大鼠不同时间体质量变化 (g,x-±s)

组别 鼠数 0周 2周 4周 6周 8周

对照组 10 208 6±12 1 216 3±8 4 249 2±8 1 267 0±15 8 302 8±17 8
模型组 10 204 0±11 2 204 2±13 9 239 6±19 9 264 4±15 7 296 1±16 1
辣椒平干预组 10 205 7±9 6 210 4±7 9 240 5±10 3 264 9±16 2 297 8±12 6
F 值 0 450 3 367 1 485 0 075 0 495
P 值 0 645 0 0495 0 244 0 928 0 615

1 9 统计学分析 采用SPSS20 0软件,实验结

果以x-±s表示,经方差齐性检验和正态性检验后,
采用单因素方差分析进行比较,组间多重比较采用

LSD-t检验。P <0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 一般状况 首次气管灌注后,对照组大鼠活

动正常,皮毛光亮,呼吸平稳,精神状态尚可,饮

水、进食量略少于灌注前,1周后恢复;模型组大

鼠活动减少,皮毛光泽差,呼吸急促,精神萎靡,
饮水、进食量明显少于灌注前,2周后恢复;CPZ
干预组大鼠一般状况较对照组略差,但较模型组有

所改善。首次灌注后2周内,各组大鼠体质量均出

现增长缓慢,以模型组最明显;第2周后,各组大

鼠体质量逐渐恢复增长,各组大鼠体质量差异无统

计学意义。见表1。

2 2 肺组织病理学变化

2 2 1 肺泡炎程度 HE染色结果显示,对照组

大鼠肺泡结构基本完整,肺泡和间质仅有少量炎症

细胞浸润,肺泡间隔未见增厚;模型组大鼠定期吸

入胃液导致肺泡结构破坏明显,肺泡间隔增宽,大

量炎症细胞浸润,成纤维细胞增生,可见纤维组织

形成和胶原沉积;CPZ干预组大鼠虽然存在肺泡

结构破坏和炎症细胞浸润,但病理改变程度与模型

组相比明显改善。量化肺泡炎程度,模型组肺泡炎

评分高于对照组 (t=5 79,P <0 01),而CPZ
干预组评分比模型组明显降低 (t=-2 17,P <
0 05)。见图1、2。
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注:与对照组比较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 05
图2 各组大鼠肺泡炎评分

2 2 2 肺组织纤维化程度 Masson染色结果显

示,对照组大鼠肺泡结构完整,仅有少量胶原沉

积;模型组大鼠肺泡结构破坏严重,肺泡壁增厚,
细胞外基质增多,肺泡及气管周围有大量胶原

沉积,肺纤维化评分显著高于对照组 (t=6 91,

P <0 01);与模型组比较,CPZ干预组纤维化程

度显 著 改 善,肺 纤 维 化 评 分 明 显 降 低 (t =
-2 54,P <0 05)。见图3、4。

图4 各组大鼠肺组织纤维化程度 Masson ×100 A:对照组;B:模型组;C:辣椒平干预组

注:与对照组比较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 05
图3 各组大鼠肺纤维化评分

2 3 肺组织中α-SMA及Ⅰ型胶原蛋白的表达 
蛋白 质 印 迹 结 果 表 明,模 型 组 大 鼠 肺 组 织 中

α-SMA表 达 显 著 高 于 对 照 组 (t =3 46,P <
0 01),而CPZ干预组大鼠肺组织中α-SMA表达

与模型组相比下降 (t=-2 11,P <0 05);与

对照组比较,模型组大鼠肺组织中Ⅰ型胶原蛋白表

达升高 (t=5 61,P <0 01),而CPZ干预组大

鼠肺组织中Ⅰ型胶原蛋白表达较模型组降低 (t=
-2 33,P <0 05)。见图5。

注:与对照组比较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 05
图5 蛋白质印迹检测各组大鼠肺组织中α-平滑肌肌动蛋

白及Ⅰ型胶原蛋白表达水平 A:电泳图;B:柱状图

2 4 肺组织中羟脯氨酸含量 与对照组比较,模

型组大鼠肺组织中羟脯氨酸含量明显增加 (t=
11 75,P <0 01),CPZ干预组大鼠肺组织中羟脯

氨酸含量较模型组降低 (t=-4 81,P <0 01)。
见表2。
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表2 各组大鼠肺组织中羟脯氨酸含量 (x-±s)

组别 鼠数 羟脯氨酸 (mg/g)

对照组 10 0 30±0 07
模型组 10 0 74±0 06a

辣椒平干预组 10 0 56±0 12b

F 值 69 78
P 值 <0 0001

  注:与对照组比较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 01

2 5 肺组织中TRPV1的表达 免疫组织化学结

果显示,与对照组比较,模型组TRPV1表达水平

显著增加 (t=9 31,P <0 01),利用CPZ抑制

TRPV1后,大鼠肺纤维化明显改善 (图6、7)。
蛋白质印迹检测也呈现相似的趋势 (图8)。

注:TRPV1为瞬时感受器电位香草酸受体1;与对照组比

较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 01
图7 各组大鼠肺组织中TRPV1表达水平

2 6 BALF中 TGF-β1 水平 结果显示,与对照

组相比,模型组大鼠BALF中 TGF-β1 明显增加

(t=15 16,P <0 01);与 模 型 组 比 较,CPZ
干预组BALF中 TGF-β1 水平下降 (t=-8 29,

P <0 05)。见表3。

注:TRPV1为瞬时感受器电位香草酸受体1
图6 免疫组织化学检测各组大鼠肺组织中TRPV1表达水平 ×200 A:对照组;B:模型组;C:辣椒平干预组

3 讨论

肺纤维化特征性病变是细胞损伤后进一步组织

重塑导致的肺泡结构破坏,肺组织细胞外基质过度

沉积所致的纤维化变性[11]。IPF是最常见的肺纤

维化类型,是一种进行性、致死性疾病,5年生存

率仅为20%[12]。1982年Osler提出胃酸反流和哮喘

之间的联系后,胃酸反流被认为是多种呼吸系统疾

病的危险因素[13]。越来越多的研究发现,IPF可能

与长期误吸胃内容物有关,并通过食管pH值监测

证实,IPF患者GERD发病率远高于健康人[14-16]。

注:TRPV1为瞬时感受器电位香草酸受体1;与对照组比

较,aP <0 01;与模型组比较,bP <0 01
图8 蛋白质印迹检测各组大鼠肺组织中 TRPV1表达水

平 A:电泳图;B:柱状图

表3 各组大鼠BALF中TGF-β1 水平 (x-±s)

组别 鼠数 TGF-β1 (ng/L)

对照组 10 175 03±45 00
模型组 10 609 10±81 75a

辣椒平干预组 10 371 70±59 96b

F 值 115 20
P 值 <0 0001

  注:TGF-β1 为转化生长因子β1;与对照组比较,aP <0 01;

与模型组比较,bP <0 05
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本实验通过向大鼠气道内注入胃液,模拟胃食

管反流引起大鼠误吸胃液的模型,发现连续8周灌

注胃液的模型组大鼠肺泡结构紊乱,肺泡壁增厚,
肺泡炎评分明显高于对照组,Masson染色发现模

型组 大 鼠 肺 组 织 细 胞 外 大 量 胶 原 沉 积,通 过

Szapiel法量化大鼠肺组织纤维化程度,误吸胃液

的模型组大鼠肺纤维化评分显著高于对照组。当成

纤维细胞转化为肌成纤维细胞时,便可分泌α-
SMA。本研究对纤维化的标记物α-SMA及Ⅰ型胶

原蛋白进行了检测,通过蛋白质印迹检测发现,误

吸胃液的模型组大鼠α-SMA及Ⅰ型胶原蛋白显著

高于对照组[17]。此外,羟脯氨酸是胶原蛋白的主

要成分之一,反映组织胶原代谢情况。本研究通过

检测各组大鼠肺组织中羟脯氨酸含量发现,模型组

大鼠肺组织中羟脯氨酸含量明显高于对照组。这些

结果均表明,误吸胃液导致大鼠发生肺纤维化。
目前认为,胃酸反流主要通过酸性物质的直接

损伤和激活迷走神经介导的反射引起呼吸系统疾

病[13]。已有文献报道[18],TRPV1参与了胃食管

反流通过神经反射引起的气道神经源性炎症,但

TRPV1是否参与到误吸反流物直接损伤肺组织引

起肺 纤 维 化 的 过 程,尚 不 清 楚。早 在1998年,

Tominaga等[19]证 实,细 胞 外 低 pH 值 可 激 活

TRPV1离子通道,提示误吸到肺部的酸性胃内容

物可能通过激活TRPV1促进肺纤维化发生。本实

验发现,长期误吸酸性胃液的大鼠不但发生了肺纤

维化,免疫组织化学和蛋白质印迹结果显示其肺组

织内 TRPV1表达水平高于对照组,利用CPZ阻

断TRPV1后,误吸胃液的大鼠肺组织中α-SMA、

Ⅰ型胶原蛋白及羟脯氨酸含量较模型组显著降低,
肺纤维化程度明显改善,这表明TRPV1参与了误

吸胃液导致的肺纤维化发生过程。

TGF-β1 是关键的促纤维化因子,TGF-β1 通

过磷酸化其下游的Smad2/3信号通路,触发促纤

维化基因的过度表达,参与心、肝、肾、肺等多种

器官的纤维化过程[11]。有文献报道IPF患者气道

上皮细胞和成纤维细胞中TGF-β增加[20],本研究

结果与既往研究一致。酶联免疫吸附试验方法检测

各组大鼠BALF中TGF-β1 发现,与对照组相比,
气管内注入胃液的模型组大鼠BALF中TGF-β1 水

平显著增加,而腹腔注射 CPZ抑制 TRPV1后,
大鼠 BALF中 TGF-β1 下降。这些结果均表明,

TRPV1的激活在误吸胃液引起大鼠肺纤维化过程

中起促进作用,而使用 TRPV1抑制剂CPZ可显

著改善大鼠肺纤维化。

本研究首次提出了TRPV1在误吸胃液所致肺

纤维化过程中的重要作用,提示TRPV1可能为合

并胃食管反流的IPF患者提供新的治疗靶点。
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·简讯·

实用无创机械通气技术进修班招生简介

北京朝阳医院呼吸与危重症医学科(西区)

无创正压机械通气的临床应用日趋广泛,从早期用于治疗阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(OSAS)逐步扩展至治疗多种急性

呼吸衰竭,在慢性呼吸衰竭的机械通气治疗中无创通气已居于主导地位。目前,国内多数医院在呼吸科、ICU、急诊科、心脏科

等开展了无创通气治疗,取得一定疗效,但长期以来关于无创通气的一些基本问题仍困扰着临床,如:何种呼吸机可用于无创

通气、为何上机后患者的血CO2 反而更高、患者无法耐受无创通气怎么办……,成为制约无创通气进一步规范、普及应用的重

要因素。

北京朝阳医院呼吸与危重症医学科-北京呼吸疾病研究所在国内较早开展无创通气,是国内无创通气多中心研究的牵头

单位(中华结核和呼吸杂志,2005,28:680-684;中华结核和呼吸杂志,2006,29:13-17),对无创通气的教学具有丰富经验。现

以北京朝阳医院呼吸与危重症医学科(西区)为教学基地,举办无创机械通气专项进修班,时间安排为4个月的短期进修,教学

安排为前半程在ICU进行理论学习和临床见习、后半程在呼吸病房由带教老师指导完整管理无创机械通气患者,通过理论与

实践相结合的强化培训使进修生在短期内初步规范掌握无创通气的临床应用。

招生范围:临床工作中需开展无创机械通气,具有一定呼吸衰竭治疗经验的医生。

招生时间:每年招收3期,每期4个月,分别于6月、10月、2月开学。

报名方式:(1)在朝阳医院网站(http   www bjcyh com cn )首页左下方“最新下载”或在潮阳呼吸支持技术学院网站

(http   www cycrst com index asp)“培训专区”下载《进修申请表》。(2)填写《进修申请表》,封面进修科目栏填写“呼吸与

危重症医学科(西区)”,第三页进修科目要求栏填写“无创机械通气的临床应用”。(3)将《进修申请表》邮寄至:北京市石景山

区京原路5号北京朝阳医院(西区)ICU朱剑收100043,请在信封上注明“无创通气进修”。我们会及时与您联系,我们的联系

电话010-51718872。
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