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尾部悬吊对大鼠胸主动脉氧化应激水平的影响 *
於进文 蔡 越 王忠超 白云刚 刘 焕 暴军香 马 进△

（第四军医大学航空航天医学教育部重点实验室，航空航天生理学教研室 陕西 西安 710032）

摘要 目的：观察模拟失重对大鼠胸主动脉氧化应激水平的影响，探讨其可能机制。方法：采用 3 周尾部悬吊大鼠模型模拟失重状

态，通过 DHE 荧光探针技术观察大鼠动脉血管超氧阴离子水平变化，通过比色法测定大鼠动脉血管丙二醛（MDA）含量，通过蛋

白印记技术观察悬吊（SUS）大鼠和正常对照（CON）大鼠动脉血管 NOX4、p22phox 的表达变化。结果：尾部悬吊 3 周后，SUS 组大

鼠胸主动脉超氧阴离子水平较 CON 组明显增高,SUS 组（0.849±0.023 nmol/mg protein）大鼠 MDA 含量较 CON 组（0.575±0.054
nmol/mg protein）明显增加；SUS 组大鼠胸主动脉的 p22phox 及 NOX4 蛋白表达均较 CON 组明显增强。结论：模拟失重 3 周可使

大鼠胸主动脉氧化应激水平明显增高，p22phox 及 NOX4 蛋白表达明显增多，结果提示，尾部悬吊模拟失重状态下氧化应激水平

增高可能与 NADPH 氧化酶表达增高有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the level of oxidative stress in tail suspended rats and the mechanism. Methods: 3-week tail
suspended rats were adopted as the animal model of simulated microgravity. DHE fluorescent probe technique was applied to evaluate
the level of superoxide anion. Colorimetry was taken to detect the MDA content. Western blot analysis was taken to compare the expres-
sion of NOX4 and p22phox between the SUS and CON groups. Results: Compared with CON, the level of superoxide anion enhanced
significantly in SUS rats, while the content of MDA increased in SUS rats. The expression of both p22phox and NOX4 increased in SUS
rats as a result of 3-week simulated microgravity. Conclusion: The level of oxidative stress in rats increased by 3-week simulated micro-
gravity, and increased ROS level in tail suspended rats might associated with the enhanced expression of NADPH oxidase.
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前言

航天失重可导致航天人员返回地面后出现以立位耐力不

良为主的多种症状[1]。其发生机理涉及多重机制，而近期的研究

表明，动脉系统的区域性重建可能在航天后立位耐力不良的发

生中发挥重要作用[2, 3]。
活性氧簇（Reactive Oxygen Species，ROS）是氧化代谢的正

常产物，是重要的血管信号分子，在血管功能调节中起着重要

的作用。在高血压、动脉粥样硬化等病理状态下，ROS 水平增

高，表达增强，可导致动脉重塑和血管损伤[4, 5]。文献报道，RAS
是 ROS 生成最重要的促进因素[6]。本实验室前期的研究表明，

尾部悬吊大鼠局部肾素血管紧张素系统（L-RAS）活性增强[7, 8]，

上述工作提示模拟失重条件下，ROS 水平可能发生变化，进而

可能影响血管结构与功能的重建进程。ROS 的生成途径较多，

其中线粒体呼吸链反应以及 NOX 家族的 NADPH 氧化作用被

认为是最主要的途径[9]。本实验采用 DHE 染色观察模拟失重下

胸主动脉 O2- 水平变化，并观察血管 MDA 含量变化，利用

Western Blot 观察 NOX4、p22phox 等蛋白的表达，拟探讨模拟

失重大鼠胸主动脉氧化应激水平的变化及其可能机制。

1 方法

1.1 实验动物与分组

雄性 Sprague-Dawley 大鼠 20 只 (由第四军医大学实验动

物中心提供)，在本实验室专门的动物室内适应饲养 1 周后，按

体重配对原则随机分为对照组 (CON)、尾部悬吊模拟失重组

(SUS)，每组 10 只。模拟失重大鼠按照我室改进的国际通用方

法进行尾部悬吊 3 周[10]，动物饲养与实验均遵照第四军医大学

实验动物饲养和使用规定进行。
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2.3 MDA 含量测定

与 CON 组 （0.575±0.054 nmol/mg protein） 相比，SUS 组

（0.849±0.023 nmol/mg protein）大鼠胸主动脉的 MDA 含量明

显增高（P<0.01）。

2.4 动脉血管 NOX4、p22phox 蛋白表达

与 CON 组相比，SUS 组胸主动脉的 p22phox 蛋白 （图 2）
及 NOX4 蛋白（图 3）表达明显增高（P<0.05）。

Note:* P<0.01，compared with CON group

表 1 对照组与悬吊组大鼠体重及比目鱼肌湿重变化( x±s,n=10)

Table 1 Alterations in body weight and wet weight of soleus of CON and SUS rats ( x±s,n=10)

Body weight(g) Wet weight of soleus

Initial Final Absolute(mg) Ratio(mg/g BW)

CON

SUS

255.4±4.3

258.1±6.2

378.5±3.9

367.3±6.7

147.4±6.0

70.6±5.4*

0.40±0.00

0.20±0.01*

1.2 仪器和试剂

BCA 蛋白定量盒、蛋白裂解液 M-PER（Pirece，美国），DHE
（Invitrogen，美国），NOX4 一抗（Proteintech，美国），p22phox 一

抗（Abcam，美国），ECL 发光液（Millipore，美国），荧光显微镜

（Olympus，日本），MDA 检测试剂盒（南京建成）。
1.3 标本取材

大鼠尾部悬吊 3 周后，取胸主动脉，在显微镜下去除周围

结缔组织，截取 3mm 的血管环冰冻切片行 DHE 染色。领取部

分血管用于 MDA 检测。其余动脉组织均于液氮中速冻 10 min
后置于 - 70℃冰箱保存。同时取大鼠后肢左侧比目鱼肌，称重。
1.4 DHE 法检测 O2- 水平

将预先分离好的血管环包埋于 Tissue-Tek O.C.T. 包埋液

中，置于冰冻切片机中预冷，冰冻切片机切取 10 μm 的血管组

织切片置于载玻片上，室温下晾干。PBS 冲洗切片 5 min 后甩

干液体，加入 DHE（10 μmol/L），37℃条件下避光孵育 30 min
后，荧光显微镜下观察并摄片。应用 Imagine J 软件进行图像分

析。
1.5 MDA 含量测定

使用 MDA 检测试剂盒，按照说明书要求进行实验，简要

步骤如下：将血管组织置于生理盐水中匀浆，4℃离心（3 000 g,
10 min）后取上清液。蛋白定量后，分别取 100 μl 样本，加入

100 μl 试剂一、750 μl 试剂二、250 μl 试剂三，95 ℃加热 50
min，冷却后离心（4 000 g, 10 min），分光光度计（532 nm）读取

吸光度，运用公式计算血管 MDA 含量。

1.6 Western blot 免疫蛋白印记分析

将冻存的血管组织置于细胞裂解液中匀浆，4 ℃离心

（13000 g, 10 min） 后取上清液。蛋白定量后，采用 Invitrogen
4-12％SDS-PAGE 预制胶电泳，每泳道上样量 30 μg。电泳后使

用 Invitrogen 半湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜，经 5％脱脂奶

粉室温下封闭 1 h 后，加入抗 NOX4，p22phox 或者β-actin 一抗

在 4℃下孵育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物酶标记二抗室温

下孵育 1 h，随后使用 ECL 发光液进行发光显影，经凝胶成像

系统扫描并分析。
1.7 统计学分析

所有数据均以 mean±SEM 表示。动物的体重、比目鱼肌

重量、比目鱼肌与体重比值、NOX4、p22phox、β-actin 蛋白光密

度容积值用单因素方差分析进行统计，以 P<0.05 作为具有统

计学差异的检验水准。

2 结果

2.1 实验动物一般情况

实验期间两组动物生长良好，体重均持续增长，实验结束

时悬吊组大鼠体重略低于对照组，但实验前后动物体重在两组

间均无显著差异。与 CON 组大鼠相比，SUS 组大鼠比目鱼肌重

量、比目鱼肌与体重比值均明显降低 (P<0.01)（表 1）。
2.2 DHE 检测 O2- 水平

与 CON 组相比，SUS 组大鼠胸主动脉的红色荧光明显增

强，超氧阴离子（O2-）水平明显增高。

图 1 对照组与悬吊组大鼠胸主动脉超氧阴离子（O2-）水平（标尺 25μm）A: CON;B: SUS

Fig.1 Fluorescence photographs of rat thoracic aorta from CON and SUS goup(scale bar = 25μm)
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3 讨论

本研究通过荧光 DHE 法检测了模拟失重 3 周大鼠胸主动

脉超氧阴离子水平变化，通过比色法测定丙二醛（MDA）含量

的变化，通过 Western Blot 观察了模拟失重对大鼠胸主动脉

NADPH 氧化酶 NOX4 和 p22phox 表达的影响。结果表明：3 周

模拟失重使大鼠胸主动脉超氧阴离子水平明显增高，MDA 含

量增加，p22phox 及 NOX4 蛋白表达明显增高。
目前检测组织中 O2- 的方法包括化学发光法、荧光分析

法、酶学分析法和电子顺磁共振（EPR）。其中荧光分析法最常

用的是 DHE，DHE 进入细胞后与 O2- 反应生成溴化乙锭，后者

与细胞中的 DNA 及 RNA 结合产生红色荧光。具有特异性强，

保存时间长等优点，因此被认为是检测细胞或者组织 O2- 水平

的金标准。本工作通过 DHE 染色发现，模拟失重状态下，胸主

动脉的 O2- 的水平较对照组明显增高。
组织内过量的 ROS 能攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，

引发脂质发生过氧化作用，形成脂质过氧化物，如丙二醛

（MDA），脂质过氧化物通过链式反应能够放大 ROS 的作用。
因此，ROS 水平增加会导致 MDA 含量增加，MDA 的含量常可

反映体内脂质过氧化程度和氧化应激水平。本工作通过 MDA
含量检测发现，模拟失重状态下，胸主动脉的氧化应激水平较

对照组明显增高。
ROS 在血管结构与功能的调控中起着重要的作用。机体

ROS 水平的失衡将会导致机体发生结构及功能的异常。已有研

究工作表明，ROS 与高血压、动脉粥样硬化、糖尿病、炎症、肥胖

等疾病都有着紧密联系[11]。尤其是在对高血压以及动脉粥样硬

化的研究中发现，ROS 作为信号分子，ROS 水平的增高诱发血

管炎症的发生，促进细胞的增殖与凋亡，进一步影响血管的结

构与功能[12-14]。Tuday 及 Gao F 的工作表明，模拟失重可导致胸

主动脉中膜增厚，平滑肌细胞层数增加[15, 16]。结合本工作结果提

示，ROS 在模拟失重条件所致胸主动脉血管结构与功能的重建

中可能发挥重要作用。
几乎所有的血管组织在氧化酶的作用下都会产生 ROS，目

前常见的产生途径主要包括 NADPH 氧化酶（NOX），线粒体的

呼吸链反应，黄嘌呤氧化酶（XO），一氧化氮合成酶（NOS）等，

目前的研究表明，NOX 是动脉血管 ROS 重要的来源[4, 17]。在大

鼠动脉血管内皮细胞、平滑肌细胞以及外膜中，NOX4 是特异

性表达相对比较高的亚型之一，而 p22phox 作为一种膜蛋白，

能够促进 O2- 的生成以及氧化酶的活性的增强[18]。本实验结果

表明，SUS 组 p22phox 以及 NOX4 的表达较 CON 组明显增

高，提示在模拟失重状态下，NOX 系统在氧化应激的产生过程

中发挥主要的作用。此外血管氧化应激的主要来源除了

NADPH 系统外，细胞线粒体电子漏，XO、NOS 在氧化应激产

生中亦可能起着一定作用[19, 20]，同时 NADPH 氧化酶介导的氧

化应激产生过程中，各个亚型对氧化应激的产生影响不一，其

他亚型诸如 NOX2 也可能在其中发挥一定的作用[21]。
综合本实验结果，模拟失重可导致大鼠胸主动脉血管氧化

应激水平增高，NADPH 氧化酶的变化与 ROS 生成有关。但其

具体作用机制还有待进一步探研究，氧化应激在失重状态下对

心血管系统的影响亦需进一步的大量工作以阐明。
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应用篇共分 7 章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260 元, 全国各大书店有售。
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