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褪黑素通过激活 SIRT1信号通路发挥抗肺缺血再灌注损伤作用 *
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摘要目的：研究褪黑素（Melatonin，Mel）在肺缺血再灌注损伤中的作用，明确沉默信息调控因子 1（Silent information regulator 1，
SIRT1）信号通路在这一过程中的关键作用。方法：建立大鼠肺缺血再灌注损伤（IR）模型，实验分为 Control、IR、IR+10 mg/Kg Mel、
IR+20 mg/Kg Mel、IR+30 mg/Kg Mel五组，通过检测支气管肺泡灌洗液中白细胞数目、蛋白含量和肺组织中丙二醛（MDA）水平、

干湿重比等指标明确肺组织损伤程度，Western blot检测 SIRT1通路相关分子及凋亡相关蛋白的表达水平，研究其作用机制。结

果：与 IR组相比，Mel处理显著降低了支气管肺泡灌洗液中白细胞数量、蛋白含量和肺组织 MDA含量、干湿重比（P<0.05）；Mel

还显著上调了 SIRT1表达，降低了 Ac-FOXO1表达（P<0.05）；此外，Mel显著提高了抗凋亡蛋白 Bcl-2表达，下调了凋亡蛋白 Bax

表达（P<0.05）。结论：Mel具有明确的抗肺缺血再灌注损伤的作用，SIRT1信号通路在该过程中可能扮演重要角色。
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Melatonin Exerts Protective Effect on Lung Ischemia Reperfusion Injury by
Activating the SIRT1 Signaling Pathway*

To investigate the protective effect of melatonin (Mel) on lung ischemia reperfusion injury as well as

SIRT1's role in this process. The rat lung ischemia reperfusion injury model was established to mimic the clinical lung ischemia

reperfusion injury (IRI). The rats were divided into Control group, IR, IR+10 mg/Kg Mel, IR+20 mg/Kg Mel, IR+30 mg/Kg Mel group.

The white blood cells and protein in bronchoalveolar lavage fluid, malondialdehyde in lung tissue and the wet/dry ratio of lung tissue

were detected. In addition, the SIRT1, Ac-FOXO1, Bcl-2, and Bax expression were detected by Western blot. Compared with
the IR group, Mel treatment significantly reduced the number of white blood cells and the content of protein in bronchoalveolar lavage

fluid, the level of malondialdehyde in lung tissue and the wet/dry ratio of lung tissue (P<0.05). Mel also significantly increased Bcl2

expression and decreased Bax expression (P<0.05). In addition, the SIRT1 expression was up-regulated compared with the IR group and

Ac-FOXO1 expression was down-regulated compared with the IR group (P<0.05). Mel can significantly alleviate lung IRI,

which might be mediated via SIRT1 activation.
Lung ischemia reperfusion injury; Melatonin; SIRT1

前言

肺缺血再灌注（IR）损伤导致的肺功能障碍是肺移植失败

的首要原因，同时也是休克、创伤、心血管手术的主要并发症之

一[1-3]。肺缺血再灌注损伤导致肺泡毛细血管屏障破坏，肺组织

通透性提高，液体和大分子物质渗出到肺间质和肺泡，表现为

肺水、蛋白含量上升 [4,5]。褪黑素（N-乙酰基 -5-甲氧基色胺,

Mel）由人松果体分泌，具有抗炎、抗氧化应激、抗凋亡和镇痛等

有多重生理、病理学作用功效[6-8]。褪黑素在多种实验条件下，在

包括心脏、脑、肝脏在内的多种器官中具有缓解缺血再灌注损

伤的作用[9-11]。此外，研究证实褪黑素对肺纤维化等炎症损伤具

有抑制作用[12]。然而褪黑素对肺缺血再灌注损伤的影响特别是

相关机制尚无明确研究报道。沉默信息调控因子 1（SIRT1）存

在于哺乳动物体内，是酵母沉默信息调节因子 Sir2的同源分

子，具有去乙酰化酶活性[13]。研究表明，在心脏、大脑等实质器

官的缺血再灌注损伤中，SIRT1发挥了重要的保护作用，且该
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Test item Time（h） Control group IR group
IR+10

mg/Kg Mel

IR+20

mg/Kg Mel

IR+30

mg/Kg Mel

TP（g/L） 2 1.7± 0.5 3.7± 0.4* 3.2± 0.3# 2.9± 0.4△☆ 2.7± 0.5△☆

4 1.9± 0.6 5.1± 0.7* 4.5± 0.5# 4.1± 0.3△☆ 3.6± 0.6△☆◇

NEUT（%） 2 7.1± 1.7 26± 1.5* 23± 1.9# 17± 2.5△☆ 16± 3.0△☆

4 6.9± 1.2 35± 2.3* 26± 2.2△ 21± 2.9△☆ 18± 2.8△☆◇

表 1 Mel对支气管肺泡灌洗液蛋白及白细胞的影响

Table 1 Effects of Mel treatment on the protein and white blood cells in bronchoalveolar lavage fluid

Note: n=4, compared with the control group, * P <0.01; compared with the IR group, # P <0.05, △P <0.01; compared with the

IR+10 mg/Kg Mel group, ☆P <0.05; compared with the IR+20 mg/Kg Mel group, ◇P <0.05.

保护作用与褪黑素的抗缺血再灌注损伤具有显著的相关性
[13-15]。但褪黑素对肺缺血再灌注损伤是否有保护作用及该过程

是否有 SIRT1参与尚无定论。本研究拟应用大鼠肺缺血再灌注

损伤模型探究褪黑素的保护作用及机制。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

褪黑素、戊巴比妥（Sigma公司，美国），MDA检测试剂盒

（南京建成公司，中国），SAR-1000型小动物呼吸机（淮北正华

公司，中国）。

1.2 动物与分组情况

雄性 SD 大鼠 80 只（250 g~300 g，8-10 周龄，购自第四军

医大学动物中心），随机分为 5组（n=16）。①Control组；②肺 IR

组；③肺 IR + 10 mg/Kg Mel预处理组；④肺 IR + 20 mg/Kg Mel

预处理组；⑤肺 IR + 30 mg/Kg Mel预处理组。Mel预处理方法

为：大鼠拟行肺缺血前 7日内每日经腹腔注射 Mel一次，剂量

按分组所述，Control组及肺 IR组注射相同容积生理盐水。
1.3 动物模型建立方法

按 Eppinger[16]等人的的方法建立大鼠缺血再灌注损伤模

型。所有大鼠都术前禁食 8 h，禁水 4 h。腹腔注射 1 %戊巴比妥
50 mg/Kg常规麻醉后，气管插管并连接呼吸机行机械通气，潮

气量 10 mL/Kg，频率 60次 /min，同时监测心电图。术中发现大

鼠体动则继续腹腔注射 1 %戊巴比妥 20 mg/Kg。于大鼠左侧第
5肋间处剪开皮肤，钝性分离肋间肌肉，打开胸腔后分离左侧

肺门，此时腹腔注射肝素 100 U/Kg，10 min后用微型无创动脉

夹夹闭肺门，可见左肺呼吸运动停止，颜色逐渐变暗。对照组仅

做开胸和肺门分离处理，其余 4组均夹闭肺门 1 h，之后取下动

脉夹。各组均于再灌 2 h和再灌 4 h后各处死 8只大鼠，取其肺

组织，将其中 4只进行支气管肺泡灌洗，其余 4只取下肺组织

用于MDA测定，肺干湿重比测定及蛋白检测。
1.4 检测指标
（1）支气管肺泡灌洗液蛋白测定：结扎右主支气管，用 3

mL生理盐水灌洗左肺，反复抽吸，重复 3次，回收的灌洗液不

少于 6.5 mL。收集大鼠支气管肺泡灌洗液，4 ℃下 1500 r/min

离心 5 min，采用考马斯亮蓝染色法对灌洗液上清中总蛋白
（TP）进行测定。（2）支气管肺泡灌洗液中性粒细胞百分比：取离

心后的灌洗液沉淀物，瑞氏染色计数白细胞和中性粒细胞

（NEUT）并计算比值。（3）肺组织干湿重比：取左肺下叶组织，约
0.4 g，称量湿重（W）后置于 80 ℃烘箱干燥脱水至恒重，称量干

重（D）。计算W/D。（4）肺组织 MDA检测：取 0.4 g肺组织，研磨

后裂解，提取组织总蛋白，定量后按 MDA检测试剂盒操作，记

录读数并计算 MDA含量。（5）肺组织 SIRT1通路蛋白检测：取

剩余肺组织，提取蛋白并定量后进行Western blot检测蛋白表

达情况。

1.5 Western blot检测

将所提取蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，之后湿转法将蛋

白转到聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜）上。用抗 SIRT1（Abcam，1:

3000）、抗 Ac-FOXO1（Santa Cruz，1:500）、抗 GAPDH（内参，

CMCTAG，1:2000）、抗 Bcl2（Cell signaling technology，1:1000）、

抗 Bax（Cell signaling technology，1:1000）的一抗在 4 ℃条件下

孵育 PVDF膜过夜，次日加相应的二抗（中杉金桥，1:5000）室

温孵育 2 h，最后用 Bio-Rad凝胶成像，进行 ECL发光，应用自

带软件进行蛋白条带灰度分析。目的蛋白灰度值与相应内参灰

度进行比对，然后以对照组为 1进行标准化并进一步统计分

析。

1.6 统计学方法

采用 SPSS13.0统计软件进行统计分析。所有实验结果均

以均数± 标准差表示（掊± S）。多组间差异比较采用单因素方差
分析，两组间差异比较采用 LSD-t检验，以 P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 Mel处理降低支气管肺泡灌注液 TP浓度及 NEUT百分比

与 Control组相比，IR 组 TP 浓度、NEUT 百分比均升高；

与 IR组相比，IR+Mel组 TP浓度、NEUT百分比均降低，且呈

剂量时间依赖性（表 1）。

2.2 Mel处理降低肺组织W/D和MDA水平

与 Control组相比，IR组W/D、MDA均升高；与 IR组相比，
IR+Mel组W/D、MDA均降低，且呈一定的时间依赖性（表 2）。
2.3 Mel处理激活 SIRT1-Ac-FOXO1信号通路

如图 1所示，将目的蛋白相对表达量依对照组标准化之后

进行比较发现，IR组 SIRT1表达显著降低到对照组的(35.21±
5.63) %（P<0.05），Ac-FOXO1表达显著上调到 (197.34± 12.34)
%（P <0.05）。与 IR组相比，MEL可以显著提高 SIRT1表达到
(47.82± 7.47) %（10 mg/Kg Mel, P<0.05）、(59.56± 8.95) %（20

mg/Kg Mel, P<0.01）和 (73.78± 9.87) %（30 mg/Kg Mel, P<0.
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图 1 Mel对 SIRT1及 Ac-FOXO1蛋白表达的影响

Fig.1 Effects of Mel treatment on the expression of SIRT1 and Ac-FOXO1 proteins

Note: n=4, compared with the control group, aP <0.05; compared with the IR group, bP <0.05; compared with the IR+10 mg/Kg Mel group, cP <0.05;

compared with the IR+20 mg/Kg Mel group, dP <0.05.

Test item Time（h） Control group IR group
IR+10

mg/Kg Mel

IR+20

mg/Kg Mel

IR+30

mg/Kg Mel

W/D 2 3.5± 0.52 4.9± 0.59* 4.6± 0.41# 4.4± 0.39△ 4.5± 0.67#

4 3.3± 0.71 5.6± 0.62* 4.8± 0.55△ 5.0± 0.43△ 4.9± 0.71△

MDA

（nmol/g）
2 9.8± 0.9 18.1± 1.1* 15.3± 0.8△ 13.1± 1.2△☆ 13.5± 0.9△☆

4 9.7± 1.2 21.0± 1.3* 17.3± 1.2△ 16.8± 1.5△☆ 15.9± 1.4△☆

表 2 Mel对肺组织W/D和 MDA水平的影响

Table 2 Effects of Mel treatment on the W/D and MDA of lung tissue

Note: n=4, compared with the control group, * P <0.01; compared with the IR group, # P <0.05, △P <0.01; compared with the IR+10 mg/Kg Mel group, ☆P

<0.05.

01），而显著抑制 Ac-FOXO1 表达到 (158.28± 11.78) %（10

mg/Kg Mel, P<0.05）、(149.52± 13.67) %（20 mg/Kg Mel, P<0.

01）、(134.19± 14.28) %（30 mg/Kg Mel, P<0.01）。

2.4 Mel处理提高了抗凋亡蛋白 Bcl2表达，降低了促凋亡蛋白
Bax表达

如图 2所示，将目的蛋白相对表达量依对照组标准化之后

进行比较发现，IR组抗凋亡蛋白 Bcl2表达显著降低到对照组

的(47.26± 6.98) %（P<0.01），促凋亡蛋白 Bax表达显著上调到
(178.73± 15.60) %（P <0.01）。与 IR组相比，MEL可以显著提高
Bcl2 的表达到 (58.77 ± 8.94) %（10 mg/Kg Mel, P<0.01）、
(78.25± 9.61) %（20 mg/Kg Mel, P<0.01）和(90.02± 11.93) %（30

mg/Kg Mel, P<0.01），而显著抑制 Bax 表达到(162.86± 10.18)

%（10 mg/Kg Mel, P<0.01）、(154.73± 11.05) %（20 mg/Kg Mel,

P<0.01）、(148.70± 9.58) %（30 mg/Kg Mel, P<0.01）。

3 讨论

本研究中我们首先探究了褪黑素对肺缺血再灌注损伤后

肺通透性改变的影响。支气管肺泡灌洗液蛋白含量及肺干湿重

比分别是肺泡气血屏障对蛋白和水通透性的指标。本研究发

现，肺缺血再灌注损伤后，支气管肺泡灌洗液蛋白含量及肺干

湿重比显著升高，且随着再灌时间的延长升高更为明显。提示

缺血再灌注损伤破坏气血屏障的完整性，再灌时间的延长进一

步加重了这一损伤。
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图 2 Mel对 Bcl2及 Bax蛋白表达的影响

Fig.2 Effects of Mel treatment on the expression of Bcl2 and Bax proteins

Note: n=4, compared with the control group, aP <0.05; compared with the IR group, bP <0.05; compared with the IR+10 mg/Kg Mel group, cP <0.05;

compared with the IR+20 mg/Kg Mel group, dP <0.05.

褪黑素是一种具有较强自由基清除能力的内源性小分子

物质，多项研究证实该分子在缺血再灌注损伤中通过清除多种

自由基来减轻氧化应激损伤[17]，并且在多种脏器的缺血再灌注

损伤中，褪黑素预处理具有明确的保护作用[18-20]。本研究也证实

褪黑素能显著降低肺缺血再灌注损伤，具体表现为褪黑素处理

能显著减少肺泡内蛋白渗出，降低支气管肺泡灌洗液中中性粒

细胞的比例，降低肺组织的水肿程度及 MDA 水平，提示褪黑

素预处理显著改善了肺组织的通透性，降低了缺血再灌导致的

肺损伤。

文献报道表明，在心肌缺血再灌注中 SIRT1介导了褪黑素

的心肌保护作用 [14]。SIRT1 可使其下游的关键转录因子
Ac-FOXO1脱乙酰化，上调抗凋亡蛋白 Bcl2表达，下调促凋亡

蛋白 Bax的表达，进而发挥抗凋亡作用 [18]。SIRT1/Ac-FOXO1

通路的活化及其对 Bcl2、Bax的调控作用对细胞的抗 IR损伤
具有重要意义[18-20]。考虑到 SIRT1与褪黑素及缺血再灌注损伤

的密切关系，本研究进一步检测了该过程中 SIRT1及其下游分

子 Ac-FOXO1的表达水平，Western blot结果显示肺缺血再灌

注损伤后 SIRT1 的表达显著下降，Ac-FOXO1 的表达显著上

升，同时抗凋亡蛋白表达 Bcl-2显著下降，凋亡蛋白 Bax表达
显著上升，而给予不同浓度的褪黑素预处理逆转了这一变化。

以上结果提示褪黑素对肺组织缺血再灌注损伤的保护作用可

能与其激活 SIRT1，促进 Ac-FOXO1去乙酰化，调控 Bcl2和
Bax等凋亡相关蛋白进而抑制肺组织细胞凋亡相关。

综上所述，该研究表明，褪黑素具有明确的抗肺缺血再灌

注损伤的作用，该作用可能与激活 SIRT1-Ac-FOXO1信号通路

进而抑制细胞凋亡相关。褪黑素可能会成为肺缺血再灌注损伤

临床预防及治疗的新选择，值得进一步深入研究。
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