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褪黑素减轻吸烟大鼠颈动脉的氧化损伤
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摘要:目的 探讨褪黑素能否减轻吸烟大鼠颈动脉的氧化损伤ꎮ 方法 将 ２０ 只大鼠随机分为对照组、吸烟组(建立

大鼠吸烟模型)和褪黑素(５ ｍｇ / ｋｇ)干预组ꎮ ７ ｄ 后取颈动脉ꎬ荧光探针 ２ꎬ７￣ＤＣＦＨ￣ＤＡ 检测颈动脉内活性氧

(ＲＯＳ)含量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测颈动脉内 ＮＦ￣κＢ、ｅＮＯＳ、ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达ꎮ 结果 吸烟能明显诱导

大鼠颈动脉内 ＲＯＳ 的增加(Ｐ<０ ０１)ꎻ褪黑素干预组 ＲＯＳ 含量明显回降(Ｐ<０ ０１)ꎻ吸烟组颈动脉内 ｅＮＯＳ 的表达

明显低于对照组(Ｐ<０ ０１)ꎻ褪黑素干预组颈动脉内 ｅＮＯＳ 的表达明显回升(Ｐ<０ ０１)ꎻ吸烟组颈动脉内的 ＮＦ￣κＢ、
ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达明显高于对照组(Ｐ<０ ０１)ꎻ褪黑素干预组的 ＮＦ￣κＢ、ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１
的表达明显回降(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 吸烟能明显诱导大鼠颈动脉内 ＲＯＳ 的增多及氧化损伤ꎬ褪黑素能通过 ＮＦ￣κＢ 通

路减轻吸烟大鼠颈动脉的氧化损伤ꎮ
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　 　 吸烟是一严重危害人类健康的社会行为ꎬ目前中

国人口中吸烟者所占比例较大ꎮ 吸烟是导致动脉粥样

硬化相关性疾病的重要原因之一ꎬ它能够引起冠状动

脉粥样硬化性心脏病、脑梗死及动脉硬化闭塞症等[１]ꎮ
研究表明吸烟可以通过一系列复杂的机制引起血管内

皮的氧化损伤ꎬ 进而导致心血管疾病的发生[２]ꎮ 褪黑

素在人体内广泛分布ꎬ是一高效的抗氧化剂ꎬ具有保护

血管内皮细胞的作用[３]ꎮ 本研究阐明了褪黑素能够降

低吸烟大鼠颈动脉内的活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)含量ꎬ进而减轻其氧化损伤ꎮ
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１　 材料与方法

１ １　 动物及试剂

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只ꎬ平均体质量 ３５０ ｇ
[北京维通利华实验动物技术有限公司ꎬ合格证号:
ＳＣＸＫ(京) ２０１２０００１]ꎻ 褪黑素 ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司)ꎻ荧光探针 ２ꎬ７￣ＤＣＦＨ￣ＤＡ 试剂盒(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｉｎ￣
ｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ香烟(焦油 １３ ｍｇ /支ꎬ
尼古丁 １ ２ ｍｇ /支)ꎻＮＦ￣κＢ 抗体、ｅＮＯＳ 抗体(ＣＳＴ
公司)ꎻＭＣＰ￣１ 抗体( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ ＩＣＡＭ￣１ 抗

体、ＶＣＡＭ￣１ 抗体(博士德生物工程有限公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 大鼠的分组和处理:将大鼠随机分为对照组

(ｃｏｎｔｒｏｌ)、吸烟组(ｓｍｏｋｉｎｇꎻ每天定时置于香烟烟雾

暴露装置中ꎬ每天共暴露于 １０ 支香烟烟雾中)和褪

黑素(ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎻ 皮下注射ꎬ５ ｍｇ / ｋｇꎬ每日 １ 次)干

预组ꎬ每组 ５ 只ꎮ
１ ２ ２　 大鼠颈动脉中 ＲＯＳ 含量的检测:７ ｄ 后将各

组大鼠颈动脉取出ꎬ马上用无菌 ０ ９％氯化钠溶液

冲洗干净ꎮ 将颈动脉置入内皮细胞培养基稀释的

２ꎬ７￣ＤＣＦＨ￣ＤＡ(１ ∶ ３ ０００)中ꎬ３７ ℃、５％的 ＣＯ２ 中

孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 将颈动脉用无血清的培养基冲洗 ３ 次

后ꎬ置入盛有培养基的培养皿中ꎮ 于小动物活体成

像系统( ＩＶＩＳ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ)中定量检测

其荧光强度并拍照ꎮ

１ ２ ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ￣κＢ、 ｅＮＯＳ、 ＭＣＰ￣１、
ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白的表达:将 ６００ μＬ 的 ＳＤＳ
组织裂解液加入保存于液氮中的大鼠颈动脉ꎬ于研

钵中研磨成匀浆ꎮ 常规方法行组织蛋白的提取及蛋

白浓度的测定ꎮ 将总量为 ２０ μｇ 的蛋白上样ꎬ于
１２０ Ｖ恒压下电泳约 ９０ ｍｉｎꎬ３２０ ｍＡ 恒流下进行转

膜ꎬ室温下用 ５％的脱脂牛奶封闭 ６０ ｍｉｎꎬ４ ℃下用

一抗孵育 １２ ｈ(ＮＦ￣κＢ １ ∶ ２ ０００ꎻｅＮＯＳ １ ∶ ２ ０００ꎻ
ＭＣＰ￣１ １ ∶ ２ ０００ꎻ ＩＣＡＭ￣１ １ ∶ ５００ꎻＶＣＡＭ￣１ １ ∶ ５００)ꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后于室温下行二抗(１ ∶ ５ ０００)孵育

１ ｈꎬ用辣根过氧化物酶化学发光法检测目标蛋白的

表达ꎮ 用 Ａｌｐｈａ ＥａｓｅＦＣ ｓｙｓｔｅｍ 软件(Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ Ｓａｎ Ｌｅａｎｄｒｏꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 的实验结果ꎬ测量出目标蛋白以及内参的吸光

度值ꎬ将其比值进行统计分析ꎮ
１ ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１７ ０ 统计软件进行统计学分析ꎬ计量

资料用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两样本均数间的比较

应用 ｔ 检验ꎬ多样本均数间的比较应用方差分析ꎮ

２　 结果

２ １　 各组实验大鼠的颈动脉内 ＲＯＳ 的含量

吸烟组大鼠颈动脉内 ＲＯＳ 含量显著高于对照

组(Ｐ<０ ０１)ꎬ褪黑素干预组大鼠颈动脉内 ＲＯＳ 含

量显著回降(Ｐ<０ ０１)(图 １)ꎮ

Ａ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎻ Ｃ ｓｍｏｋｉｎｇꎻ Ｄ ｓｍｏｋｉｎｇ＋ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎻ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＃Ｐ<０ ０１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｋｉｎｇ

图 １　 各组实验大鼠的颈动脉内活性氧的含量

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

９２５
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２ ２　 各组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ￣κＢ 的表达情况

吸烟组大鼠的颈动脉内 ＮＦ￣κＢ 表达显著高于

对照组(Ｐ<０ ０１)ꎬ褪黑素干预组颈动脉内 ＮＦ￣κＢ
表达显著回降(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ
＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｋｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 各组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ￣κＢ 的表达

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ
　 　 　 ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

２ ３　 各组实验大鼠的颈动脉内 ｅＮＯＳ 的表达情况

吸烟组大鼠的颈动脉内 ｅＮＯＳ 表达显著低于对

照组(Ｐ<０ ０１)ꎬ褪黑素干预组颈动脉内 ｅＮＯＳ 表达

显著回升(Ｐ<０ ０１)(图 ３)ꎮ
２ ４　 各组实验大鼠的颈动脉内 ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１
和 ＩＣＡＭ￣１的表达情况

吸烟组大鼠颈动脉内的 ＭＣＰ￣１、 ＶＣＡＭ￣１ 和

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＃Ｐ<０ ０１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｋｉｎｇ

图 ３　 各组实验大鼠的颈动脉内 ｅＮＯＳ 的表达

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ
　 　 　 ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

ＩＣＡＭ￣１ 表达显著高于对照组(Ｐ<０ ０１)ꎬ褪黑素干

预组颈动脉内 ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 表达显著

回降(Ｐ<０ ０５)(图 ４)ꎮ

３　 讨论

吸烟是引起血管损伤最重要的原因之一ꎮ 香烟

烟雾中包含 ５ ０００ 多种有毒有害的化学物质ꎬ比如

一氧化碳、氮氧化物、活性氧和羟基化合物等[４]ꎮ
从物理性状上讲ꎬ香烟烟雾可以分为气体性的香烟

烟雾和颗粒性的香烟烟雾[５] ꎮ 研究发现ꎬ水溶性的

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｋｉｎｇ
图 ４　 各组实验大鼠的颈动脉内 ＭＣＰ￣１、ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＣＰ￣１ꎬ ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＶＣＡＭ￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)
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杨根欢　 褪黑素减轻吸烟大鼠颈动脉的氧化损伤

毒性物质在香烟烟雾中占很大的比例ꎬ这些毒性物

质能够通过肺的气体交换而进入人体的血液循环

中ꎬ从而损伤人体的组织和细胞ꎬ而氧化损伤便是其

中非常重要的一种[６]ꎮ 有研究表明ꎬ吸烟可以降低

人体的抗氧化能力ꎬ吸烟者血浆中的抗氧化物质明

显低于非吸烟者[７]ꎮ 抗氧化剂维生素 Ｃ 能够明显

改善吸烟者的血管内皮功能[８]ꎮ 褪黑素能够被人

体内的很多组织器官合成和分泌ꎬ它的分子质量小

且脂溶性高ꎬ可以自由通过细胞膜而到达几乎所有

的细胞和亚细胞结构[９]ꎮ 研究发现褪黑素在细胞

中能够发挥重要的抗氧化和抗感染作用ꎬ在多种血

管疾病中具有重要的保护作用[１０]ꎮ
本研究中ꎬ给予实验大鼠香烟烟雾暴露后ꎬ其颈

动脉内的活性氧显著增多ꎬ而注射褪黑素后颈动脉内

的活性氧明显减少ꎮ 这表明香烟烟雾能够对血管造

成氧化损伤ꎮ 进一步的结果显示ꎬ香烟烟雾能够诱导

实验大鼠颈动脉内的 ＮＦ￣κＢ、ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和

ＩＣＡＭ￣１ 蛋白的表达ꎬ而应用褪黑素后这些蛋白的表

达水平显著降低ꎮ 这说明 ＮＦ￣κＢ、ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和

ＩＣＡＭ￣１ 参与了吸烟引起血管氧化损伤的过程ꎮ 目前

已有研究表明 ＮＦ￣κＢ、ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 作

为重要的细胞因子不但介入炎性反应ꎬ而且是细胞氧

化损伤过程中的关键参与者[４ꎬ１１]ꎬ这与本研究的结果

相符ꎮ 而 ＮＦ￣κＢ 作为核心炎性因子则可以诱导

ＭＣＰ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达[１２]ꎮ 结合本研究

结果ꎬ可以推测褪黑素能够通过抑制 ＮＦ￣κＢ、ＭＣＰ￣１、
ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达进而减轻吸烟引起的大鼠

颈动脉的氧化损伤ꎮ 同时本实验尚对血管内源性的

保护因子 ｅＮＯＳ 进行了研究ꎬ发现吸烟能够明显抑制

ｅＮＯＳ 的表达ꎬ而应用褪黑素则可使 ｅＮＯＳ 回升ꎮ 已

有研究表明ꎬ在心血管疾病的氧化应激的病理生理过

程中ꎬｅＮＯＳ 能够发挥重要的保护作用[１３]ꎮ 综上ꎬ本
研究提示褪黑素在减轻吸烟引起的血管氧化损伤方

面具有潜在的临床应用价值ꎮ
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