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褪黑素对衰老小鼠肺炎时心肌的保护作用

薛桥卢才义李泱马路徐斌施伟伟

·基础研究·

【摘要】 目的了解褪黑素(Mr)对衰老小鼠肺炎时心肌的保护作用。方法将雄性NIH小鼠100只随机分为两组：

一组以n半乳糖制作人工老化模型(n烈组)，另一组以生理盐水作对照(NS组)。每组分别分为4个亚组(12只)进行实

验：生理盐水对照组(NSN，Ⅱ茹日lN)、肺部感染组(NSP，D-gall')、褪黑素+肺部感染组(NSM，D-galM)、溶媒+肺部感染组

(NSV，o-galv)。制模后72 h观察心肌线粒体形态改变，检测血浆中7n旧a、心肌组织中丙二醛(加)A)、TNF-oc、册含量、总
超氧化物歧化酶(T．soD)和铜、锌超氧化物歧化酶(cu，zn-soo)活性。结果肺部感染后小鼠心肌组织中1VIDA、TNF-a含

量增加(NSN v8 NSP，ng日lN vs o-gau'；P<0．05)T-SOD和Cu，Zn-SOD活性、p@含量降低(P<0．05)，心肌组织线粒体损伤
较多。MT干预可部分抑制上述改变、减少线粒体变性(NSM V8N印，n到M vsngalP；P<0．05)。结论MT通过改善心脏

抗氧化功能、降低心肌脂质过氧化、降低血浆和心肌炎性因子含量等作用保护肺炎对人工老化小鼠心脏功能的损害。
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【Abstract】Objective To stuay the influence of melatonin(MT)on the heart of the artificially accelerated aging mouse

with pneumonia．1Vlethods One hundred male NIH mice 1t,vel'e randomly divided into 2 groups and'Wlel'e pretreated with D-

galaetose(D-gal)Or normal saline(NS)respectively．Then，each group was divided into 4 subgroups：the normal group(injected

with normal saline directly through trachea)(N)，pneumonia group(Pseudomonas僦g／n,O$Oj saline suspension w鹬injected

directly through trachea to induce pneumonia)(P)，NT+pneumonia group and vehicle+pneumonia group(MT or vehicle was

give．once a d．y by intraperitoneal injection throughout the induced pneumonia experiment)．1t簏ults The value of pl黜
TNF-c【(NSN vs NSP，D-gaiN vs O-gait'，P<0．05)，and the contents of TNF-(I and MDA(P<0．05)in cardiac tissue were

increased，whereas the content ofATP，the activities ofT-SOD and Cu，Zn-SOD(P<0．05)Wel'_e reduced in mice ofpneumonia

Or vehicle+pneumonia groups．The dltnlage of myocardial mitochondria was prevalent in pneumonia groups．The changes of above

parametet舄and myocardial mitoehondria in M'r+pneumonia group wel'e partially reduced(P<0．05)． Conelmion MT may

partially reduce the myocardial lipid peroxidation and myocardial mitochondria impairment，and l"ecOVel"the ability of energy

metabolism after oeculTence of pneumonia in agilag mollce．
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已有研究表明m甜处理鼠心肌组织脂质过氧化

和抗氧化能力的变化，改变了心肌组织在肺部感染时

对损伤因素的敏感性[1]。应用自由基清除剂是否可

以影响D．斛鼠心脏功能改变的特性还不清楚。本组

实验用自由基的强清除剂【2]一褪黑素(me]atonin，1VIT)

干预，观察MT对肺部感染后心肌中一些物质(如
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MDA含量、SOD活性、TNF-a含量)以及心肌细胞线粒

体形态的影响，以探讨在老化动物肺部感染时应用自

由基清除剂对肺外器官的保护作用。

1材料与方法

1．1实验动物及分组成年雄性NIH小鼠100只

(体重25—30 g，购于解放军总医院实验动物中心)

随机分为两组。一组经背部皮下注射D．gal(D．半乳

糖，每Et 150 n唱／kg体重，6周)制作人工老化动物模

型(D—gal组)，另一组注射等量生理盐水作对照(Ns

组)。造模后动物表现反应迟钝、血浆或组织中脂质

过氧化产物增加，表示模型制作成功。上述两组分
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别分为4个亚组进行实验：生理盐水对照组(经气管

注人生理盐水，NSN、D．gaiN组)、肺部感染组(经气

管注入绿脓杆菌悬液，NSP、D—galP组)、褪黑素

(melatonin，MT)+肺部感染组(制作肺部感染模型前

开始，经腹腔注入褪黑素溶液，1次／d；NSM、D．galM

组)、溶媒+肺部感染组(制作肺部感染模型前开始，

经腹腔注入无褪黑素溶媒，1次／d；NSV、D．列V组)。

所有动物观察3 d后处死留取标本。

1．2 制作小鼠肺炎模型 经腹腔注射乌拉坦

(19，kg体重)麻醉小鼠，用7”钝头针在直视下经气

管内注人新鲜配制的绿脓杆菌(ATCC27853)生理盐

水悬液(1．5×10s菌落／ml，0．005 ml／10 g体重)。

1．3留取标本及检测 在预定时间留取肺组织光

镜、心肌电镜标本；剩余心肌组织制备组织匀浆检测

丙二醛(MDA，硫代巴比妥酸法)、肿瘤坏死因子．a

(TNF-a，放射免疫法)、ATP含量(生物发光法)、总超

氧化物歧化酶(T．SOD，黄嘌吟氧化酶法)、铜锌．超氧

化物歧化酶(cu，Zn．SOD，黄嘌吟氧化酶法)；留取血

浆检测TNF-a含量(方法同前)。每一心肌电镜标本

随机选取3个视野拍摄电镜照片(5000倍)，计算每

一照片中变性线粒体(MIT)数，求平均值(取整数)

进行统计分析。

1．4数据处理计量资料用贾4-s表示，对所有数据

进行方差齐性检验，方差不齐者用非参数方法进行统

计处理；方差齐者用“方差分析和两两比较”对多组计

量资料进行统计处理；计数资料和率的比较用卡方检

验进行统计处理。用相关系数及其显著性检验评价

两个指标间的相关性。统计分析软件为SPSSIO．0 For

Windows。P<0．05时为有显著性差异。

2结果

在本组实验中，部分小鼠死于气管内注入细菌

悬液操作，另有部分死于肺部感染，完成实验全过程

的动物数列于表1中。肺部感染后小鼠的病死率增

加无显著性意义(P=0．176)。MT干预小鼠病死率

无明显影响(P>0．05)。D．甜组和NS组小鼠病死

率无显著性差异(P>0．05)。

肺部感染后小鼠心肌组织中MDA、TNF—a含量

增加，T-SOD、Cu，Zn—SOD、ATP含量降低。组间比较

结果还显示MT干预对肺部感染后心肌中T-SOD、

Cu，Zn—SOD活性有显著影响(方差分析，P<0．05)；

D一烈组与NS组小鼠相比，MDA增加更明显，

T-SOD、Cu，Zn—SOD的活性及ATP含量降低更显著

(方差分析，P<0．05)；在D一列组与NS组之间组织

TNF—a含量也无显著性差异(P>0．05)。肺部感染

小鼠血浆TNF．a含量增高；MT干预可降低小鼠肺部

感染后血浆和心肌组织中TNF．a含量(P<0．05)。

相关分析的结果表明，心肌组织ATP含量与T-SOD

活性呈正相关(r=0．61，P<0．05)、与MDA含量呈

负相关(r=一0．50，P<0．05)。

肺组织光镜病理检查提示，NSN、D—gaiN小鼠肺

组织结构清晰，无炎性细胞浸润；肺炎组小鼠均有肺

炎形成(NSN组、NSM组、D—gaiN组、D．科M组)，表
现为炎性细胞浸润、肺泡内有大量渗出物、部分标本

有出血等(图1，2)。

心肌组织电镜检查结果：NSN、D—gaiN小鼠心肌

线粒体排列有序，无变性；NSP、NSV、D—galP、D．列V

小鼠心肌线粒体均有增多和变性；NSM、D—galM小鼠

心肌线粒体变性数量相对较少，其中D．gaiM小鼠心

肌线粒体变性减少更明显(D．剐M组较D．科P组减

少41．5％；NSM组较NSP组减少34．2％；)。见图

3～5。

表1组织及血浆中部分物质的含量改变(牙±s)

注：。感染与非感染组间比较有显著性差异，P<O．05；。NS与mgal组比较有显著性差异，P<O．05
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图3 D-gale小鼠心肌电镜图(×5000)

线粒体变性，伴数量增多，排列紊乱

图5 n翻Iv小鼠心肌电镜图(X 5000)

线粒体增多，排列紊乱，变性较多

3讨论

在本组实验中我们观察到：MT处理鼠在肺部感

染时心肌组织的膜脂质过氧化水平相对降低，抗氧

化能力相对提高。主要表现为心肌组织的MDA含

量降低、SOD活性相对增高，并伴有血浆及心肌组织

中，INF-a含量的相对降低和心肌线粒体损伤减轻，

提示肺部感染可引起心肌组织损伤，而以MT干预可

明显减轻上述损伤。

D一斛在动物体内有促进自由基损伤作用[3]。生

物膜的脂质过氧化是自由基对动物肌体损伤的标志

之一，MDA是其最终产物【4J。D一甜小鼠心肌中

MDA的积聚、组织中抗氧化酶如SOD活性的降低都

是自由基损伤的结果，这与以往资料相符。

脂质过氧化和抗氧化系统损伤加剧了肺炎发生
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时自由基对心肌的损伤作用。肺炎时参与心肌损伤

的自由基可能有两个来源：其一来源于肺炎的局部，

通过血液循环到达心肌b1；其二来源于肺炎后心肌

组织局部。肺组织释放人血的细胞趋化因子、细胞

粘附因子、内毒素以及血管内皮细胞在炎性反应过

程中产生的细胞间粘附分子可以引起血液中自细胞

在心肌组织中的“扣押”【6 J。Durot等一1观察到心肌细

胞的氧化损伤依赖自由基的攻击，损伤形式可以表

现为膜结构的脂质过氧化、对膜蛋白的氧化修饰、诱

发细胞凋亡等，这可造成多种离子通道特性的改变、

膜受体的改变等。同时自由基还可造成心肌细胞线

粒体钙超载、膜通透性增加、线粒体DNA损伤，使线

粒体出现变性和坏死。

心肌组织抗氧化能力的降低促进了多种炎性因

子和介质的损伤作用。已有研究表明，在血浆中内

毒素、TNF-a、IL-1等刺激下，多种细胞可表现出NF-

加被激活进而促进TNF-a等炎性介质的转录和表

达，心肌细胞有类似的反应。TNF-a等可诱发心肌细

胞线粒体的结构和功能改变，促使线粒体释放活性

氧、内源性氧化剂生成增多【8J，在整体上则可诱发心

脏功能不全等。当D．酬鼠心肌的抗氧化能力降低

时，TNF-a等对心肌组织的损伤即会加重。实验中心

肌组织TNF-a含量增加，参与了肺炎小鼠心肌功能

障碍的形成。其他多种细胞因子如Ⅱ，l有类似作

用。

MT抗自由基损伤作用机制有两种方式：一方

面，MT可直接清除多种自由基，包括最具危害的羟

自由基(OH’)；另一方面，MT可通过增强机体内自由

基清除系统的能力发挥抗自由基作用。同时，lVlT还

可作为抗炎剂发挥局部或全身性的抗炎作用。由于

其分子量小、脂溶性高，可自由进入细胞核，从而能

够为机体提供多系统、多层次的保护作用[9]。实验

中MT干预对心肌中SOD活性的保护作用，符合以

往实验中观察到的MT对自由基清除作用。MT干预

引起的心肌中TNF-a含量的相对降低，可能反映了

姗对肺部炎症的清除作用使心肌的损害相对减轻；
或通过抑制心肌细胞中NF—KB的活性参与调控

TNF—a在心肌中的合成u引。

在以往实验中观察到，心肌功能改变受多重因

素影响。如肺部感染造成的动脉血气分析指标的改

变、炎性因子的作用、自由基和心肌组织的抗氧化反

应对心肌功能改变的影响等，都可能参与了对肺部

感染后心肌功能改变。MT干预对病原菌无直接影

响，对肺部感染造成的局部炎性损伤只能起到减弱

和钝化作用，不能从根本上逆转肺部感染以及由肺

部感染对全身各系统、器官的影响，但其清除自由

基、保护组织抗氧化能力、调理炎性反应等作用仍对

心肌组织产生了一定保护作用。由此我们认为，作

为一种辅助性的干预肺炎过程中肺外器官损伤的手

段，MT的保护作用还应引起重视。尤其在实验中观

察到MT对人工老化小鼠线粒体损伤保护作用相对

明显，提示在抗氧化能力显著降低的老化动物中，MT

对抗自由基损伤的能力更强。

综上所述，肺炎时心肌细胞发生了一系列改变，

自由基、炎性因子和介质在此过程中发挥了重要作

用。D．gal预处理可引起小鼠心肌组织的脂质过氧

化和抗氧化能力减低，这些改变对肺感染时自由基、

炎性因子和介质引起的心肌损伤有“易化”作用。褪

黑素对老化小鼠肺炎时心肌组织有一定保护作用。
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