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● 基础研究

实验性阻塞型I垂III呼吸暂停综合征小型猪的氧化应激反应

张文莉 王士雯 朱庆磊 薛桥 刘谟焓杨洁

【摘要】 目的利用动物模型观察实验型阻塞型睡眠呼吸暂停综合征小型猪的氧化应激反应，以探讨睡眠呼吸

暂停致动脉粥样硬化的可能机制。方法 中国小型猪16头，分为阻塞型睡眠呼吸暂停(0sA)组和对照组，每组8头。

OSA组用凝胶注射法制作动物模型。分别于制作模型前及12周后取实验动物静脉血检测黄嘌呤氧化酶(XOD)、超氧

化物岐化酶(SOD)及丙二醛(泓)。结果(1)实验后，OSA组XOD水平明显升高，前后分别为(3．71±0．07)U／L和
(4．82土0．08)U／L，两者相比差异有统计学意义，对照组XOD水平无明显变化。实验后OSA组与对照组XoD值相

比差异有统计学意义。(2)实验后，OSA组的SOD水平明显降低，前后分别为(142．33±6．82)NU／ml和(121．21士

1．93)NU／ml，两者相比差异有统计学意义；MDA水平明显升高，前后分别为(3．66±0．47)／zmol／L和(5．59士

0．75)／tmol／L，两者相比差异有统计学意义。对照组SOD水平及MDA水平无明显变化，实验后oSA组与对照组二

指标相比差异有统计学意义(P<o．05)。结论实验性阻塞型睡眠呼吸暂停使动物机体处于氧化应激状态，产生了

大量的氧自由基，增多的氧自由基介导了一系列病理生理反应，促进了动脉粥样硬化的发生和发展。

【关键词】睡眠呼吸暂停，阻塞性；动脉粥样硬化；氧化性应激；模型，动物
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[Abstract]Objective To explore the possible mechanism of sleep apnea causing atherosclerosis by observe the

oxidative stress reaction in the animal models with experimental obstructive sleep apnea syndrome．Methods Sixteen

Chinese miniature pigs were equally divided into obstructive sleep apnea(OSA)group and control group．Animal

models were made by gel injection method in OSA group．Before surgery and 12 weeks after surgery，venous blood

was obtained from experimental animals to measure xanthine oxidase(XOD)，superoxide dismutase(SoD)and ma—

londialdehyde(MDA)．Results (1)After surgery，the level of XODwas obviously elevated in oSA group，increas—

ing from(3．71士0．07)to(4．82士0．08)U／L．Significant difference existed in the XOD level between before and after

surgery．No significant change in the level of XOD was found in control group after surgery．There was significant

difference in the XOD level between OSA and control groups after surgery．(2)After surgery，the level of SOD de-

pressed from(142．33-t-6．82)to(121．21士1．93)NU／ml in OSA group．Significant difference existed in the SOD

level between before and after surgery．The level of MDA was obviously elevated in OSA group after surgery，in-

creasing from(3．66土0．47)to(5．59士0．75)／xmol／L．Significant difference existed in the MDA level between before

and after surgery．In control group，there were no significant changes in the levels of SOD and MDA after surgery．Signifi—

cant differences existed in SoD and MDA between OSA and control groups after surgery(P<0．05)．Conclusion Experi—

mental obstructive sleep apnea can put the animals into oxidative stress state and produce a large amount of oxygen

free radicals．Increased oxygen free radicals induce fl series of pathophysiological reactions and promote the initiation

and development of atherosclerosis．
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一些临床研究表明睡眠呼吸暂停与动脉粥样硬

化密切相关[1’2]，但其发病机制却不清楚。近年来

随着对氧自由基研究的深入，发现氧化应激反应在

动脉粥样硬化的发生发展过程起到了非常重要的作

用[3]。那么氧化应激反应在睡眠呼吸暂停与动脉粥

样硬化的关系中又扮演了一个怎样的角色呢?作者

利用中国小型猪阻塞型睡眠呼吸暂停(obstructive

sleep apnea，OSA)模型[41研究模型动物的氧化应激

反应，并推测睡眠呼吸暂停与动脉粥样硬化相互关

系的发病机制。

1材料和方法

1．1 动物与分组 中国小型猪16头，购自北京农

业大学，雄性，平均体重(20．7士2．69)kg。小型猪

单笼饲养并编号，分为oSA组及对照组，每组8头，

基础饲料(由北京农业大学提供)按309／(kg·d)分

上、下午两次给予，自由饮水，根据体重变化调整饲

料量。在3个月后，两组动物的平均体重分别为

(34．26土2．32)kg和(33．81士2．04)kg，组间相比无

显著性差异。

1．2仪器与器械 多导睡眠仪(Alice 3，美国Re—

spironics公司)；低温高速离心机(BECKMAN CS-

15R，美国)；紫外分光光度仪(BECKMAN DU一640

型，美国)；电热恒温水温箱(北京长安科学仪器厂)。

1．3试荆 医用聚丙烯酰胺水凝胶(奥美定，吉林

省富华医用高分子材料有限公司，国药管械准字

2000第367183号，生产批号：2001070103)；超氧化

物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)试剂盒(南

京建成生物工程研究所)；丙二醛(malondialde—

hyde，MDA)试剂盒(南京建成生物工程研究所)；黄

嘌呤氧化酶(xanthine oxidase，XOD)试剂盒(南京

建成生物工程研究所)。

1．4 阻塞型睡眠呼吸暂停模型的制作 实验动物

手术当天早晨禁食、禁水，测量体重，麻醉采用戊巴

比妥钠20mg／kg耳静脉注射。麻醉后动物呈仰卧

位，四肢固定。连接多导睡眠仪，测定动物的脑电图、

口鼻气流、鼾声、胸式呼吸、腹式呼吸及血氧饱和度等

指标。采用内部注射法n]，将5ml奥美定稀释后混

匀，用金属注射器将其注射入动物双侧咽腭弓及舌根

部，术中密切观察实验动物的状态，防止窒息。

1．5 多导睡眠图检查 手术前用多导睡眠仪检测

脑电图、口鼻气流、鼾声、胸式呼吸、腹式呼吸、血氧

饱和度，术后再监测2h，醒后送回笼中。1周后复查

多导睡眠图，检测前肌注地西泮2ml／kg，检测指标

同上，监测2h后送回笼中。

1．6超氧化物歧化酶的测定 采用黄嘌呤氧化酶

法。分别于制作模型前及12周后清晨空腹取实验

动物静脉血2ml，分离血清0．1ml，用紫外分光光度

仪在550nm波长处测定吸光度。

1．7 丙二醛的测定 采用硫代巴比妥酸法。血清

0．1ml，取血及分离方法同上，用紫外分光光度仪在

532nm波长处测定吸光度。

1．8 黄嘌呤氧化酶的测定XoD可催化次黄嘌呤

生成黄瞟呤，与此同时产生超阴离子自由基，当有电

子受体及显色剂存在的情况下，生成紫红色结合物，

根据后者生成量的多少可以推算出XOD的活力。

血清0．1ml，取血及分离方法同上，用紫外分光光度

仪在530nm波长处测定吸光度。

1．9统计方法 计量资料用z±s表示，用配对t

检验进行统计处理。全部统计分析用SPSSl0．0 for

Windows统计软件包进行，以P<O．05认为差异有

统计学意义。

2结 果

2．1 多导睡眠图结果 术前OSA组实验猪多导

睡眠图正常。手术中实验猪逐渐出现鼾声，手术结

束后出现呼吸暂停或低通气及血氧饱和度下降，1

周后复查上述指标，呼吸暂停时间、呼吸暂停指数均

较手术当天明显增加，血氧饱和度明显下降(P<

0．05．表1)。

表1 OSA组实验猪的睡眠呼吸情况

注：AHI=呼吸暂停指数；sa()z一血氧饱和度；术后即刻与

术前相比，。P<0．05；术后1周与术后即刻相比，8 P<

0．05

2．2影像学结果 手术后2周行电子计算机断层

扫描，0SA组猪咽腔内可见到不规则形状环阴影，
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咽腔呈明显狭窄状(图1)。

图1 OSA组实验猪咽腔内可见不规则环状阴影，

咽腔明显狭窄(如箭头所示)

2．3组织学结果 12周后处死0SA组猪取冠状

动脉前降支行HE染色，在光镜下观察血管结构的

改变。可见冠状动脉前降支动脉粥样硬化的早期表

现，既内膜不光滑，内皮细胞脱落，有泡沫细胞形成

的脂纹(图2)。

图2动脉粥样硬化的早期病变——由泡沫细胞

积聚形成的脂纹(X200)

2．4 两组动物实验前后黄嘌呤氧化酶活性的变

化结果见表2。实验前两组XOD值无明显差

别。实验后，OSA组XOD水平明显升高，与实验

前相比有显著性差异，对照组XOD水平无明显变

化。实验后oSA组与对照组相比有显著性差异。

2．5 两组动物实验前后超氧化物岐化酶活性和丙

二醛含量的变化见表2。实验前，两组的SOD活

性和MDA含量无差别。实验后，OSA组的SOD

水平明显降低，MDA水平明显升高，与实验前相比

有显著性差异；对照组SOD水平及MDA水平无明

显变化，实验后OSA组与对照组二指标相比有显

著性差异。

3讨论

睡眠呼吸暂停发作时最主要的特征是睡眠中间

断发生的低氧，这种低氧与持续性低氧是不同的，它

表现为反复发生的低氧／复氧的过程，与心肌梗死时

的缺血／再灌注过程极其类似Is]。缺血／再灌注被认

为是一种氧化应激，在这个过程中，有大量的氧自由

基生成，因而造成了缺血／再灌注损伤。基于此，可

以假设睡眠呼吸暂停时发生的低氧／再复氧是另一

种类型的氧化应激，它也可以产生大量的氧自由基。

Schultz等[6]报道了OSA综合征患者中性粒细胞产

生的氧自由基增多，经持续气道正压治疗后氧自由

基迅速下降。还有人报道睡眠呼吸暂停患者循环血

中一氧化氮(NO)水平下降，经持续气道正压治疗后

可以恢复至正常水平口]。这些研究证明了上述假

设，但是，增多的氧自由基与睡眠呼吸暂停患者的病

理改变之间有何关系还不清楚。Dyugovskaya等[83

发现睡眠呼吸暂停患者单核细胞中CDl5和CDllc

的表达增强，这两个分子与细胞内活性氧的产生相

关，而且，黏附分子的表达和活性氧的水平均与单核

细胞与内皮细胞之间的黏附性升高有关，重要的是，

持续气道正压治疗可以使黏附分子的表达下调并降

低活性氧的产生。国内亦有研究表明黏附分子参与

了睡眠呼吸暂停综合征的病理生理过程曲】。因为黏

附分子表达增强与动脉粥样硬化相关，因此笔者有

理由推测由睡眠呼吸暂停导致的氧化应激与动脉粥

样硬化的发病机制有关。

对于动脉粥样硬化的发病机制，研究者曾提出

多个学说，目前多数学者认为，继发于内皮损伤的内

皮通透性、黏附性、血液凝固性改变及所释放的大量

细胞因子及生长因子将导致动脉粥样硬化的一系列

表2两组动物XOD、SOD及MDA水平

注：与实验前相比，。P<O．05；实验后与对照组相比，8 P<O．05
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连锁反应，其中内皮损伤被认为是重要的始动环节，

随着对内皮细胞功能认识的提高，人们更重视“非剥

脱性内皮功能性损伤”的意义[10|，并发现自由基对

内皮细胞有损伤作用。

自由基是氧化应激反应的产物。氧化应激态是

指机体内氧化增强剂一抗氧化剂之间的平衡向氧化

增强的方向变化，衡量机体氧化应激程度通常可测

定氧化作用的产物、抗氧化剂水平及反应过程中相

关酶的变化。本实验测定了两组动物的XOD、

MDA及SOD水平，发现实验组的XOD及MDA水

平明显升高，SOD水平明显降低。XOD、MDA及

SOD是用于判断机体氧化应激状态的常用指标[111。

在生物有机体内氧的代谢过程中，黄嘌呤或次

黄嘌呤在XoD的作用下，可通过将单电子或双电

子给予氧的方式而氧化成尿酸，并释放氧自由

基[1引。XOD主要存在于毛细血管的内皮细胞内，

正常情况下只有10％呈氧化型存在，当组织缺氧时

由于ATP减少，膜泵功能失常，钙离子进入细胞激

活依赖于钙离子的蛋白水解酶，使还原型嘌呤酶变

为氧化型嘌呤酶。另外，组织缺氧时，ATP降解为

ADP—AMP一腺苷一次黄嘌呤，当复氧时，XOD可

催化次黄嘌呤生成尿酸，并在此过程中释放大量的

氧自由基。本实验中，动物血浆中XOD水平升高

说明睡眠呼吸暂停所致的反复缺氧／再复氧过程已

使机体产生了过多的XOD，在XOD所介导的酶促

反应中产生了大量的氧自由基，使有睡眠呼吸暂停

的个体处于一种氧化应激的状态，并由此引发一系

列的病理性反应。

MDA是脂质过氧化物(1ipid peroxide，LPo)的

最终代谢产物，可以反映机体内脂质过氧化的程度。

增多的MDA与低密度脂蛋白(I。DI。)结合，产生

MDA-LDL，因此血浆中MDA—LDL含量增多，

MDA-I。DL与天然的LDL相比，其理化特性发生改

变，有细胞毒性。它还参与泡沫细胞的形成，LDL

有一种受体即所谓“清道夫受体”，直接参与动脉粥

样硬化中泡沫细胞的形成Ll引。MDA—LDL较天然

的LDL带负电荷更多，更易与清道夫受体结合；另

一方面，MDA—LDL在细胞中代谢释放的游离月日固

醇不易被清除，又进一步使巨噬细胞、内皮细胞及血

管平滑肌细胞中的胆固醇酯增加，引起后者在这些

细胞中堆积，结果使上述细胞转变为泡沫细胞。

MDA—LDL又抑制巨噬细胞的移动，引起巨噬细胞

在内皮下堆积，后者又使LDL发生氧化修饰，由此

产生恶性循环，形成了动脉粥样硬化的早期病变。

MDA—LDL对内皮细胞的毒性效应实际上是其

含有的LPO的作用口“，LPO致动肪粥样硬化的机

制主要有以下几个方面：(1)直接造成内皮细胞生物

膜损伤及平滑肌细胞增生、坏死；(2)抑制前列腺素

I：(PGI：)合成酶，减少PGI。产生，激活血栓素A。

(TXA。)合成酶，增加TXA。的合成；(3)抑制抗凝

血酶Ⅲ的活性，凝血酶的产生增加，促进血凝；(4)降

低细胞膜脂质的流动性，抑制膜结合酶的活性；(5)

促进血小板凝集；(6)促进氧化型LDL(Ox-LDL)的

生成，Ox-LDL具有强烈的致动脉粥样硬化作用。

SOD是生物体内最重要的抗氧化酶，它可以清

除超氧化物自由基，防止对机体直接或间接的损伤

作用，并且可以调节细胞内的N0水平，保护细胞免

受损伤，对机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要

的作用。血浆S()D水平下降说明SoD的合成减少

或消耗增加。Fukai等[15]发现NO可以调节血管细

胞外SOD的水平，提高动脉平滑肌细胞SOD的表

达，当内皮功能损伤，No水平下降时，自然会影响

SOD的表达，因此降低了机体的抗氧化能力，使氧

自由基增多，导致一系列的病理反应，包括动脉粥样

硬化。

由上所述，实验性0SA综合征动物体内反映

其氧化应激状态的指标发生了显著的变化，组织学

结果亦显示除外其他混淆因素后，实验动物冠状动

脉出现了动脉粥样硬化的早期病变，由此笔者认为，

睡眠呼吸暂停通过氧化应激反应介导了动脉粥样硬

化的发生。推测睡眠呼吸暂停促使冠状动脉粥样硬

化发生发展的部分机制如下：(1)睡眠呼吸暂停所致

反复的低氧／再氧化过程类似于心肌梗死时的缺血／

再灌注，它使机体处于一种氧化应激状态，因此血浆

中XOD水平升高。(2)在XOD介导的酶促反应中

产生了大量的氧自由基，氧自由基可以直接损伤内

皮细胞。(3)氧自由基增多和内皮功能损伤使机体

的抗氧化能力降低，脂质过氧化的程度加重，经氧化

修饰的LDL对机体有一系列的毒性作用，它可以导

致内皮细胞的凋亡、促进平滑肌细胞的增生，可以抑

制NO的合成及直接灭活NO，同时刺激内皮素的

分泌，促使了动脉粥样硬化的发生和发展。其他可

能的机制还有PGI。／TXA：平衡的破坏，血浆中同

型半胱氨酸水平升高的作用等。笔者在其他研究中

将进一步叙述。

总之，氧化应激反应在睡眠呼吸暂停致动脉粥

样硬化的形成过程中起到了关键的作用，扮演了重
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要的角色，如何阻止或延缓这一过程的发生为今后

的研究工作提出了新的问题和思路。
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