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褪黑素对慢性阻塞性肺疾病大鼠气道氧化应激的预防作用 
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【摘 要】目的：探讨褪黑素(Melatonin，MLT)对慢性阻塞性肺疾病(Chronic obstructive pulmonary disease，COPD)大鼠模型气道氧 

化应激的影响。方法：36只雄性 Wistar大鼠随机分成对照组、COPD组、MLT组，采用熏烟加气管注入脂多糖(Lipopolysaccharide 

LPS)复制 COPD大鼠模型，MLT组在造模前 30min腹腔注入 MLT。28 d后气管切开测定肺功能，检测肺泡灌洗液(BALF)中自 

细胞计数及分类 ，BALF中一氧化氮(NO)、丙二醛(MDA)、总超氧化物歧化酶(T—SOD)、谷光甘肽过氧化物酶(GSH—PX)，以及 

光镜下观察病理形态。结果：(1)MLT组 BALF中白细胞总数、中性粒细胞比例较 COPD组明显减低(分别为 P<0．0l，P<O．05)， 

单核一巨噬细胞绝对计数下降，与对照组相比差异均无统计学意义。(2)MLT组大鼠 BALF中 NO、MDA较 COPD组明显减低 

(P<0．05)，T—SOD、GSH—PX较 COPD组明显增高(P<0．05)。(3)MLT组0．3 s用力呼气容积(FEV0．3)、0．3 s用力呼气容积 ／用力 

肺活量 (FEVO．3／FVC)、峰流速(PEF)较 COPD组均有增加，但两者之间无显著性差异(P>0．05)，同时仍较对照组减低(尸<O．05 o 

(4)COPD组支气管、肺实质病理改变具有特征性，MLT组病理损害减轻，但仍异常于对照组。结论：通过减少氧化应激，增加抗 

氧化酶类的活性，MLT早期干预能够部分阻止 COPD的进程。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of melatonin(MLT) 

on airway oxidative stress in rats with chronic obstructive 

pulmonary disease(COPD)．Methods：36 male wistar rats were 
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randomly divided into 3 groups as follows：control group，COPD group and MLT group．The COPD model was established by intratracheal 

lip0p0lysaccharide(LPS)and exposure to cigarette smoking for 28 days，the MLT group was given intraperitoneal injection of 10 mg／kg 

MLT 30 minutes before each cigarette challenge．After incision of trachea，the lung function was measured．Then the rats were lavaged，the 

total and different white blood cell counts of bronchial alveolar lavage fluid(BALF)were determined：nitric oxide(NO)，malondialdehyde 

(MDA)，superoxide dismutase(T—S0D)，glutathione superoxide(GSH-PX)were carried out respectively．The pathological changes were 

observed under light microscope．Result：(1)Significant decrease in total white blood cells and neutrophils in BALF was found in MLT 

groupthantheseinCOPD group(P<0．叭 ，P<0．05，respectively)，andthe ratio ofmonocyt—macrophagewaslowerinMLT group．(2)NO and 

MDA in BALF of MLT group significantly decreased(P<0．05)，while T-SOD and GSH—PX in BALF of MLT group significantly increased 

(P<0．05)，as compared with those of COPD group．(3)Forced expiratory volume in 0．3 second(FEV0．3)，forced expiratory volunle in 0．3 

second／forced vital capacity(FEV0．3／FVC)and peak expiratory flow (PEr)in MLT group were higher than those in COPD group，but 

there were no obvious differences between these groups． (4)The model rats shared specific pathological features in bronchial walls and 

lung tissues，and the pathological damages in MLT group were lessened but still abnorm a1．Conclusion：Early intervention with MLT can 

partly inhibit proceeding of COPD by decreasing airway oxidative stress and increasing activity of antioxidant． 

【Key word】Puhnonary disease；Chronic obstructive；Oxidative stress；Melatonin 

慢性 阻塞性肺疾 病 (Chronic obstractive pul1TlO 

nary disease，COPD)是一种具有气流受限特征 的可 

预防和治疗 的疾病 ，发病机制 目前认为与气道炎症 

有关，同时蛋白酶／抗蛋白酶失衡 、氧化／抗氧化失衡 

亦起重要作用I1l，抗氧化治疗是 目前 COPD防治的 

一 个重要靶点。褪黑素(Metatonin，MLT)是松果体分 

泌的主要激素 ，具有调节情绪 、睡眠 、性生殖及昼夜 

节律等多种生理功能，近年来发现 MLT具有强大的 

抗氧化 、抗炎功能f 2_，而外源性 MLT干预对C0PD发 

生发展 的调控作用 ，鲜见报道 。本组研究在预防性 

应用外源性 MLT后，观察 COPD大鼠肺功能、氧化一 

抗氧化指标等方面的变化 ，初步探讨 MLT对 COPD 

发生发展 的影响。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物及分组 

清洁级 10周 Wislar二级雄性大鼠36只(重庆医科大 、 ：： 

动物实验中心)，平均体重(256．08±20．96)g，按随机数字表 

法，随机分为3组，每组 l2只。(1)MLT组 ：参照文献{ ，分别 

于第 1、14 d气管内滴人脂多糖 (Lipopoly saccharide，LPS， 

sigma公司 )各 200 g／200 1，第 2～13 d，15-28 d置于 72 L 

自制密闭玻璃染毒箱给予 5％香烟炯雾被动吸炯染毒(山城 

牌，重庆卷炯厂出品)，每天各 2次，每次 0．5 h，每只每 日熏烟 

30 mill前经腹腔注入 MLT(sigma公司)10 mg／kg，MLT用乙 

醇溶解，加生理盐水稀释至含 5％乙醇的浓度。(2)COPD组： 

熏烟加 LPS造模同MLT组，每只每日熏炯 30 rain前经腹腔 

注入 5％乙醇生理盐水。(3)空白健康对照组：正常喂养，并以 

等体积生理盐水注入气管，等体积 5％乙醇生理盐水注入腹 

腔。所有对象均在第 29 d行肺功能 、肺泡灌洗检查后，股静 

脉放血处死，留取病理标本。 

1．2 实验方法 

1．2．1 肺功能测定 3．5％的水合氯醛麻醉后，行气管切开置 

入导管并固定 ，外接小动物肺功能检测系统(北京航天新概 

念软件公司)，快速注空气 6 ml造成大鼠被动深呼吸，测定呼 

气峰流速(PEr)、0．3 s呼气容积(FE vf1，)、用力肺活量(FVC) 

及 0．3 s用力呼气容积 ／用力肺活量(FEV VC)等指标。 

1．2．2 肺泡灌洗 剪开颈胸部皮肤和肌肉，暴露出气管和双 

肺。夹闭右主支气管后，在气管下部作横行切口，置人连接注 

射器的硅胶管，用 9 ml生理盐水分 3次灌洗左肺，灌洗液纱 

布过滤 ，回收率 80％一90％，肺泡灌洗液(BALF)取 0．1 ml于 

血细胞计数板中测定细胞总数，余 BALF于4℃离心，沉淀涂 

片，Wright—Giemsa染色后进行细胞分类 ，上清液 一70℃保存 

进一步送检一氧化氮(NO)、丙二醛(MDA)、总超氧化物歧化 

酶(T—SOD)、谷光甘肽过氧化物酶(GSH—PX o 

1．2-3 病理标本处理 右肺下叶横贯取材，4％多聚甲醛固 

定(武汉博士德公司)，石蜡包埋，HE染色，光镜下观察形态 

(O1vinpus公司 BX一40型光学显微镜 ，HMIAS一2000图文分 

析系统)。 

1．2．4 BALF中 NO、MDA、T—SOD、GSH—PX测定 试剂盒均 

购自南京建成生物工程研究所，检测方法按试剂盒说明书进 

行 ，比色采用紫外 ／可见全波长扫描酶标仪(Muhisean spec- 

trum，美国ThenT10lab svstems)，需测定波长为：NO和T—SOD 

550 nm．MDA 532 nm．GSH—PX 412 nm。 

1．3 统计学处理 

定量资料数据以均数 ±标准差( ±s)表示，统计软件采 

用 SPSS13．0，多组间用单因素方差分析，组间两两比较使用 

LSD法 。 
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2 结 果

2 ． 1 一 般 情 况

C O P D 组 和 M L T 组 各 有 1 只 大 鼠死 亡 ， 死 因 分

别 为 熏 烟 中窒 息 及 肺 部 感 染 。 余 鼠各 组 间 体 重 无 明

显 差 异 (P > O ． 0 5 ) ， C O P D 和 M L T 组 毛 发 均 黄 枯 ， 精 神

较 萎 靡 ， 而 对 照 组 大 鼠 毛 发 色 白光 泽 ， 食 欲 精 神 佳 。

2 ． 2 病 理 学

光 镜 下 H E 染 色 对 照 组 大 鼠 支 气 管 黏 膜 结 构 完

整 ， 纤 毛 柱 状 上 皮 细 胞 排 列 整 齐 ， 管 壁 及 周 围 无 炎

性 细 胞 浸 润 ， 无 平 滑 肌 体 积 增 加 ， 而 肺 泡 结 构 完 整 ，

大 小 均 匀 一 致 ( 见 图 1 ) 。 C O P D 组 大 鼠 支 气 管 上 皮

部 分 脱 落 ， 管 壁 及 周 围 大 量 以 淋 巴 细 胞 为 主 的 炎 性

细 胞 浸 润 ， 平 滑 肌 细 胞 增 生 ， 肺 泡 腔 膨 大 ， 肺 泡 壁 变

薄 、 断 裂 ， 部 分 肺 泡 损 毁 融 和 ( 见 图 2 ) 。 M L T 组 大 鼠

病 理 损 伤 轻 于 C O P D 组 ， 支 气 管 壁 炎 性 细 胞 浸 润 较

少 ， 肺 泡 壁 虽 仍 较 对 照 组 有 变 薄 和 肺 泡 腔 扩 大 ， 但

融 和 、 毁 损 情 况 较 轻 ( 见 图 3 ) 。

2 ． 3 肺 功 能

C O P D 组 大 鼠 的 F E V ‰ F E V n J F V C
，

P E F 均 较

对 照 组 明 显 减 低 (P < O． O l 及 P < 0 ． 0 5 ) ， M L T 组 上 述 指

标 较 C O P D 组 均 有 增 加 ， 但 两 者 之 间 无 显 著 性 差 异

(P > 0 ． 0 5 ) ， 同 时 M L T 组 仍 较 对 照 组 减 低 (P < 0 ． 0 5 ) 。 见

表 1 。

2 ． 4 B A L F 中 白 细 胞 计 数 及 分 类

C O P D 组 B A L F 的 白 细 胞 总 数 、 中性 粒 细 胞 比

例 均 明 显 增 高 ( 分 别 P < 0 ． 0 1
，

尸< 0 ． 0 5 ) ， 单 核 一 巨 噬 细

胞 比 例 明 显 降 低 (P < 0 ． 0 5 ) ， 但 其 绝 对 计 数 是 增 加 的 ；

M L T 组 同 C O P D 组 比 较 ， 白 细 胞 总 数 及 中性 粒 细 胞

比 例 明 显 减 低 ( 分 别 P < 0 ． 0 1
，

P < 0 ． 0 5 ) ， 单 核 一 巨 噬 细

A B

图 1 对 照 组 大 鼠 支 气 管 ( A )、 肺 组 织 ( B ) H E 染 色 结 果 ( H E x l 0 0 )

A B

图 2 C O P D 组 大 鼠 支 气 管 ( A )、 肺 组 织 ( B )H E 染 色 结 果 ( H E ~ 1 0 0 )

‘

～
▲ ：

如 等

A B

图 3 M L T 组 大 鼠支 气 管 ( A )、 肺 组 织 ( B ) H E 染 色 结 果 ( H E x l 0 0 )



重庆医科大学学报 2009年第34卷第 8期 (Journal of Chongqing Medical University 2009．Vo1．34 No．8) ～ 1 049 一  

胞比例增加( 0．05)，但绝对计数减低 ，MLT组各 

指标基本恢复至对照组水平(P>0．05)，见表 2。 

2．5 BALF中 NO、MDA、T—SOD、GSH—PX浸q定 

COPD组大鼠BALF中氧化指标 NO、MDA较 

对照组大鼠明显增高(P<0．01)，抗氧化指标T—SOD、 

GSH—PX比对照组明显减低(P<0．01)。MLT组大鼠 

BALF中 NO、MDA较 COPD组明显减低( 0．05)， 

T—SOD、GSH～PX较 COPD组明显增高(尸<0．05)，与 

对照组比较，NO、MDA有所增高、GSH—PX有所减 

低，但无显著性差异(P>0．05)，而 T—SOD仍较对照 

水平减低(P<0．05)。见表 3。 

3 讨 论 

氧化应激与吸烟、工业有害气体及反复感染相 

关 ，机体氧化／抗氧化平衡被打破 ，产生大量的氧化 

剂，可直接损伤气道上皮，并且通过减弱中性粒细 

胞的变形能力、激活核转录因子 KB、转录因子活化 

蛋白一1等，调节白细胞介素一8、肿瘤坏死因子一Ot和 

其他炎性蛋白的基因表达，加重肺部炎症[41，同时氧 

化应激还加重蛋 白酶／抗蛋 白酶失衡及 DNA损伤。 

氧化应激时，肺内氧化产物如 NO、过氧化氢(H：O )、 

脂质过氧化物代谢物等明显增加，而肺内抗氧化物 

是增加还是减少，目前结论尚未统一。Daga等l5]认为 

吸烟患者 COPD血中维生素 E及 SOD水平较正常 

明显 减低 。而 Hanta等【6_研究证 明 ，在 COPD患者 ， 

SOD等抗氧化剂明显增加。 

我们采用反复熏烟加气道内注入 LPS法建立 

COPD模 型 ，结 果发 现 ，COPD组肺 功 能 FEV 、 

PEF、FEV∽／FVC均较对照组显著减低，表明存在 

气流受限：支气管和肺实质的病理改变提示气道炎 

症和肺实质 的破坏 ，BALF中氧化指标 NO、MDA较 

对照组明显增高，抗氧化指标 T—SOD、GSH—PX比 

对照组明显减低，提示氧化／抗氧化失衡，BALF中白 

细胞总数及中性粒细胞比例增加 ，单核一巨噬细胞 

绝对计数增加，表明气道腔内存在以中性粒细胞、 

表 1 各组肺功能结果(；±s1 

组别 鼠数(只) 白细胞总数(X 10 个／L) 细胞分类(％) 

单核一巨噬细胞 中性粒细胞 淋巴细胞 

注：与对照组比较 O．o5， O．01；与 COPD组比较，#』)<O．05， P<O．O1 

表 3各组 BALF中MDA、NO、T—SOD、GSH—PX水平(x-+s) 

注：与对照组比较 0．05， P<0．01；与 COPD组比较， O．05 
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单核一巨噬细胞为主的炎症。证 明模型组具有同人 

类 COPD一致的特征。 

MLT是松果体分泌的主要激素，具有调节情绪、 

睡眠、性生殖及昼夜节律等多种生理功能。1993年 

Tan等_7】发现 MLT为强 ·OH清除剂 ，其清除能力是 

还原型谷胱甘肽的 4倍 ，抗氧化机制包括 ：与大多 

数生物抗氧化剂通过加氢反应不同，是 目前已知唯 

一 有给电子能力的抗氧化剂：MLT对脂质l 8I、DNA和 

蛋白质等生物大分子的氧化性损伤均有较强的保 

护作用以及增强抗氧化酶包括 SOD、GSH—PX等 的 

活力及其基因表达。研究发现外源性 MLT能部分阻 

断哮喘大鼠肺组织核转录因子一KB的激活，降低其 

调控的诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)活性及 BALF 

中 NO含量 ，减轻哮喘大 鼠气道炎症和气道高反应 

性[9j，另外新近发现 MLT还可抑制哮喘小鼠气道重 

塑l】01。 

本研究在建模之前应用 MLT干预发现 ：MLT 

组大鼠 BALF中的 NO、MDA较 COPD组明显减低， 

T—SOD、GSH—PX较 COPD组明显增 高 。表 明 MLT 

可以减轻 COPD的气道氧化损伤，提高局部抗氧化 

酶类水平。BALF白细胞总数及中性粒细胞、单核一 

巨噬细胞比例接近对照组，提示 MLT能够改善 

COPD的慢性炎症。支气管和肺组织的病理损伤较 

COPD组减轻，说明 MLT一定程度阻止 COPD的病 

理进程。 

同时 ，我们看 到 ：MLT组肺 功能无 明显改善 ， 

BALF中T—SOD仍低于对照组，MLT组 COPD病理 

特征仍较对照组明显，说明其保护作用尚不完全。 

总之 ，本研究初步证实早期应用 MLT，能明显 

改善氧化损伤，最终能够部分减缓大鼠 COPD的形 

成，其具体机制以及对气道炎症、气道重塑、蛋白酶／ 

抗蛋白酶等其他 COPD发病过程的阻断作用有待 

进一步探讨。 
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