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褪黑素对脂多糖诱导的脓毒症大鼠肺损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的：探讨褪黑素（ＭＴ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的脓毒症大鼠肺损伤组织的保护作用。方法：成年清洁级ＳＤ雄性

大鼠７２只，随机分为对照组（静脉注射０．９％氯化钠溶液）、ＬＰＳ组（静脉注射ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ）、ＬＰＳ＋ＭＴ１组（静脉注射 ＭＴ

０．１ｍｇ／ｋｇ＋ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ）、ＬＰＳ＋ＭＴ２组（静脉注射ＭＴ１ｍｇ／ｋｇ＋ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ），每组１８只。给药后６ｈ取血，应用酶联免

疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测各组大鼠血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素６（ＩＬ６）和ＩＬ１０的含量；取大鼠肺组织，匀浆，测定超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）和髓过氧化物酶（ＭＰＯ）含量。结果：ＬＰＳ组大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０水平较对照组显

著升高（犘＜０．０１）；给予ＭＴ干预后，大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６水平下降而ＩＬ１０水平上升（犘＜０．０５），且这一效应随ＭＴ剂量增加而

增大。ＬＰＳ组大鼠肺组织ＳＯＤ含量较对照组明降低，而ＭＤＡ和ＭＰＯ含量显著升高（犘＜０．０１）；给予 ＭＴ干预后，大鼠ＳＯＤ

水平有显著升高，ＭＤＡ和ＭＰＯ水平明显下降（犘＜０．０５），且这一效应随ＭＴ剂量增加而增大。结论：ＭＴ可降低ＬＰＳ诱导的

脓毒症大鼠的炎症反应，并能有效拮抗脂质过氧化造成的肺组织损伤，起到一定的肺保护作用；ＭＴ对肺损伤组织的保护作用

与其剂量正相关。

　　［关键词］　褪黑素；脂多糖；脓毒症；肿瘤坏死因子α；白介素

　　［中图分类号］　Ｒ４５３．９　　　［文献标志码］　Ａ

犘狉狅狋犲犮狋犻狏犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犿犲犾犪狋狅狀犻狀狅狀犾狌狀犵犻狀犼狌狉狔犻狀犱狌犮犲犱犫狔犾犻狆狅狆狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉犻犱犲犻狀狉犪狋狊狑犻狋犺狊犲狆狊犻狊

ＳＯＮＧＪｉｅｑｉｏｎｇ，ＷＵＷｅｉ，ＣＨＥＮＳｏｎｇ，ＺＨＵＤｕｍｉｎｇ，ＺＨＯＮＧＭｉｎｇ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｒｉｔｉｃａｌＣａｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＺｈｏｎｇｓｈａｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３２，Ｃｈｉｎａ

　　 ［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ （ＭＴ）ｏｎｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓ．犕犲狋犺狅犱狊：Ｓｅｖｅｎｔｙｔｗｏｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈ１８ｒａｔｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０．９％ＮＳ，犻．狏．），ＬＰＳｇｒｏｕｐ（ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ，犻．狏．），ＬＰＳ＋ＭＴ１ｇｒｏｕｐ（ＭＴ０．１ｍｇ／ｋｇ＋ＬＰＳ

１ｍｇ／ｋｇ，犻．狏．）ａｎｄＬＰＳ＋ＭＴ２ｇｒｏｕｐ（ＭＴ１ｍｇ／ｋｇ＋ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ，犻．狏．）．Ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｏｆａｌｌｒａｔｓｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ

６ｈａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｎｄｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０（ＩＬ１０）

ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．Ｔｈｅｌｕｎｇｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ

（ＳＯＤ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＭＰＯ）ｗｅｒｅａｌｓｏｅｘａｍｉｎｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，

ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１０ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｉｇｈｅｒｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．ＷｉｔｈｔｈｅＭＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅ

ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｕｔｔｈｅＩＬ１０ｌｅｖｅｌｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．Ｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｗａｓ

ｍｏｒｅｒｅｍａｒｋａｂｌｅｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｏｓｅｏｆＭＴ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡａｎｄＭＰＯｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（犘＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤｉｎ

ＬＰＳ＋ＭＴ１ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＤＡａｎｄＭＰＯｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅ

ｔｒｅｎｄｗａｓｍｏｒｅｐｒｏｍｉｎｅｎｔｉｎＬＰＳ＋ＭＴ２ｇｒｏｕｐ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：ＭＴｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＬＰＳｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｓｅ

ｏｆＭＴ．

　　［犓犲狔犠狅狉犱狊］　ｍｅｌａｔｏｎｉｎ；ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｓｅｐｓｉｓ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ

　　脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征，

病情凶险且病死率高，是重症监护病房患者最主要

的死亡原因之一。虽然近年来各脏器功能的支持

治疗手段显著提高，但脓毒症患者的死亡率仍居高
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不下，严 重 影 响 人 们 的 生 活 质 量。褪 黑 素

（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＴ）是松果体分泌的吲哚类神经内分

泌激素，化学名为Ｎ乙酰５甲氧色胺
［１］。该物质由

５羟色胺经两步酶促反应生成，因其经提纯后可以

使两栖类动物皮肤变白，因此又命名为褪黑素。多

项基础［２８］研究发现，其有调节生物钟、改善睡眠、抗

焦虑、抗炎、抗氧化、清除氧自由基、调节免疫以及

抗肿瘤等功能。其中，抗炎、抗氧化及免疫调节作

用对脓毒症的治疗可能有重要意义。本研究拟通

过静脉注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）制造

大鼠脓毒症模型，并给予不同治疗剂量的ＭＴ，探讨

ＭＴ对脓毒症大鼠肺损伤组织的保护作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　成年清洁级ＳＤ雄性大鼠７２只，

体质量（２００±２０）ｇ，购自南京君科生物工程有限公

司。ＭＴ、ＬＰＳ均为Ｓｉｇｍａ公司产品；大鼠肿瘤坏死

因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白介素６

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和ＩＬ１０酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自晶美生物工程（北京）有限公

司；大鼠超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和髓过氧化

物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）检测试剂盒购自南京

建成生物工程研究所。

１．２　动物模型制备与分组　所有大鼠实验前禁食

１２ｈ，不禁水。将这些大鼠随机分为４组，每组１８

只。对照组：尾静脉注射０．９％氯化钠溶液；ＬＰＳ

组：尾静脉注射ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ；ＬＰＳ＋ＭＴ１组：先尾

静脉注射 ＭＴ０．１ｍｇ／ｋｇ，３０ｍｉｎ后再注射ＬＰＳ

１ｍｇ／ｋｇ；ＬＰＳ＋ ＭＴ２ 组：先尾静脉注射 ＭＴ

１ｍｇ／ｋｇ，３０ｍｉｎ后再注射ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ。各组大

鼠均在自然光照下饲养，ＭＴ给药均在９：００至

１０：００完成。

１．３　血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０含量检测　各组大

鼠均在完成静脉注射后 ６ｈ 经戊巴比妥钠

（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，经颈动脉取血后处死。

将全血经离心机离心后取血清，－２０℃冻存待用。

采用ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０

的含量，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。

１．４　肺组织ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＭＰＯ含量测定　取大鼠

新鲜肺组织，加入０．９％氯化钠液，用电动匀浆器制

备１０％肺组织匀浆。制作匀浆过程于冰水中进行。

按各自检测试剂盒说明书测定肺组织中ＳＯＤ、

ＭＤＡ和ＭＰＯ含量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件分析。计

数资料以珔狓±狊表示，组间差异采用单因素方差分

析，对有差异的数据进一步用ＮｅｗｍａｎＫｕｅｌｓ狇检

验进行两两比较，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　血清ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０含量变化　结果

（表１）表明：对照组大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０含

量均处于正常范围的较低水平。ＬＰＳ组大鼠在注

射ＬＰＳ后６ｈ，上述指标均较对照组明显上升（犘＜

０．０１）。ＬＰＳ＋ＭＴ１组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６含量虽仍

显著高于对照组，但较ＬＰＳ组下降（犘＜０．０５）；ＬＰＳ

＋ＭＴ１组ＩＬ１０含量明显高于对照组，但与ＬＰＳ组

差异无统计学意义。ＬＰＳ＋ＭＴ２组大鼠ＴＮＦα、

ＩＬ６含量进一步下降，低于ＬＰＳ＋ＭＴ１组（犘＜

０．０５）；ＬＰＳ＋ＭＴ２组ＩＬ１０含量较ＬＰＳ＋ＭＴ１组

升高，且显著高于ＬＰＳ组（犘＜０．０５）。

表１　大鼠血清犜犖犉α、犐犔６、犐犔１０含量

ｐｇ／ｍＬ；珔狓±狊

组别 ＴＮＦα ＩＬ６ ＩＬ１０

对照组 １２．４±２．５ ８．７±０．８ ７．４±１．２

ＬＰＳ组 ５６．１±７．３ａ １３．０±２．２ａ １６．９±２．８ａ

ＬＰＳ＋ＭＴ１组 ４２．２±４．５ａｂ １２．２±２．０ａｂ １８．１±１．９ａ

ＬＰＳ＋ＭＴ２组 ２４．３±３．８ａｃ １０．７±１．５ａｃ ２０．５±１．６ａｂ

　　ａ犘＜０．０１与对照组相比；ｂ犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；ｃ犘＜０．０５
与ＬＰＳ＋ＭＴ１组相比

２．２　肺组织ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＭＰＯ含量变化　结果

（表２）表明：ＬＰＳ组大鼠ＳＯＤ含量明显低于对照

组，而 ＭＤＡ和 ＭＰＯ含量明显高于对照组（犘＜

０．０１）。ＬＰＳ＋ＭＴ１组大鼠ＳＯＤ含量仍显著低于

对照组，但较ＬＰＳ组升高（犘＜０．０５）；ＬＰＳ＋ＭＴ１

组ＭＤＡ和ＭＰＯ含量仍高于对照组，但较ＬＰＳ组

下降（犘＜０．０５）。ＬＰＳ＋ＭＴ２组大鼠ＳＯＤ含量较

ＬＰＳ＋ＭＴ１组升高，但仍低于对照组（犘＜０．０５）；

ＬＰＳ＋ＭＴ２组 ＭＤＡ和 ＭＰＯ含量较ＬＰＳ＋ＭＴ１

组进一步降低，但仍高于对照组（犘＜０．０５）。

表２　大鼠肺组织犛犗犇、犕犇犃、犕犘犗含量

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ）ＭＰＯ（Ｕ／ｇ）

对照组 １２２±２３ ３．４２±０．５２ ８．２±１．０

ＬＰＳ组 ７３±１５ａ ６．３３±１．４１ａ １３．９±３．２ａ

ＬＰＳ＋ＭＴ１组 ９８±１７ａｂ ５．１１±０．４９ａｂ １１．２±２．６ａｂ

ＬＰＳ＋ＭＴ２组 １１０±２０ａｃ ４．２３±０．５４ａｃ ９．８±１．７ａｃ

　　ａ犘＜０．０１与对照组相比；ｂ犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；ｃ犘＜０．０５
与ＬＰＳ＋ＭＴ１组相比
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３　讨　论

ＬＰＳ诱导的脓毒症可导致组织细胞缺血、缺

氧，而液体复苏和血管活性药物又造成组织缺血再

灌注损伤，并由此引起细胞氧超载，加重炎症反应，

导致组织细胞坏死、凋亡，最终发生多器官功能衰

竭。ＭＴ作为一种神经内分泌激素，具有清除氧自

由基、改善线粒体功能、调节细胞凋亡、抗炎及免疫

调节等作用。

ＴＮＦα和ＩＬ６是重要的促炎及免疫调节因子，

通过生成细胞因子和炎症趋化因子激活炎症级联

反应，增加内皮黏附因子的表达，促进中性粒细胞

对血管内皮细胞的黏附，导致靶器官损伤，从而引

起各种临床症状［９］。而ＩＬ１０是巨噬细胞和单核细

胞产生的抗炎症因子，能够通过下调促炎症因子的

表达来抑制炎症级联反应［１０］，还可以降低巨噬细胞

产生的自由基、氮氧化物等有害物质的水平。有研

究［１１］表明，给ＬＰＳ诱导的脓毒症休克小鼠腹腔注

射ＭＴ能降低ＴＮＦα、ＩＬ１２和ＩＦＮγ等促炎因子

水平，而增加抗炎因子ＩＬ１０的含量。本研究中，

ＬＰＳ组大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０水平均明显

高于对照组，可见ＬＰＳ导致的脓毒症状态下促炎和

抗炎反应均加强。给予小剂量 ＭＴ的ＬＰＳ＋ＭＴ１

组大鼠血清ＴＮＦα和ＩＬ６水平虽仍显著高于对照

组，但较ＬＰＳ组有明显下降，而ＩＬ１０水平有上升

趋势；而给予大剂量ＭＴ的ＬＰＳ＋ＭＴ２组大鼠血清

ＴＮＦα和ＩＬ６水平较ＬＰＳ＋ＭＴ１组进一步下降，

ＩＬ１０水平上升且显著高于ＬＰＳ组。本研究表明，

ＭＴ降低促炎因子ＴＮＦα和ＩＬ６水平的同时能提

高抗炎因子ＩＬ１０的浓度，起到维持促炎／抗炎平衡

的作用，这与既往研究［１１１２］结果相符，而且本研究

进一步显示这一作用与ＭＴ剂量正相关。

ＭＴ可从多个环节上防止自由基损伤，包括阻

止自由基氧化的连锁反应，抑制脂质过氧化，并与

其他抗氧化剂协同减少自由基的生成［１３１６］。还原

型谷胱甘肽可以还原脂质过氧化物，从而消除其对

细胞膜的损伤；而ＭＴ可以通过增强组织中谷胱甘

肽过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶的活性，促使氧化

型谷胱甘肽还原，从而起到保护细胞膜的作

用［１７１８］。ＳＯＤ是机体清除氧自由基最重要的酶之

一，其含量可以反映机体内抗氧化酶的活性及其清

除氧自由基的能力。ＭＴ可以提高ＳＯＤ、过氧化氢

酶等有清除自由基及抗氧化作用酶的活性及其

ｍＲＮＡ表达水平
［１４，１９］。ＭＤＡ是氧自由基通过攻

击生物膜中多不饱和脂肪酸引发脂质过氧化而形

成的产物，是反映氧化损伤程度的指标之一。ＭＰＯ

是血红素过氧化物酶超家族成员之一，参与调节炎

症反应，是中性粒细胞的功能和激活标志，其水平

及活性代表嗜中性多形核白细胞的功能和活性状

态。ＭＰＯ过度表达亦会引起氧化应激，导致氧化

性组织损伤。本研究显示，ＬＰＳ组大鼠肺组织ＳＯＤ

水平较对照组明显下降，而 ＭＤＡ和 ＭＰＯ水平显

著上升，提示脓毒症状态下，肺组织清除自由基的

能力下降，发生严重氧化应激损伤；ＬＰＳ＋ＭＴ１组

大鼠ＳＯＤ水平较ＬＰＳ组上升，而ＭＤＡ和ＭＰＯ水

平则下降，这一趋势在ＬＰＳ＋ＭＴ２组中更明显。可

见ＭＴ可以减轻ＬＰＳ导致的氧化损伤，并且这一作

用随ＭＴ剂量的增加而增强。

综上所述，ＭＴ可减轻ＬＰＳ诱导的脓毒症大鼠

的炎症反应，并有效拮抗脂质过氧化造成的肺组织

损伤，起到一定的肺保护作用，而且这一效应与ＭＴ

的剂量正相关。然而，ＭＴ的抗炎、抗氧化及调节免

疫的机制非常复杂，受多方面因素的影响，因此尚

需要进一步的药理研究及临床试验来证明其有效

性、安全性和远期效果。
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