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前言

随着人口老龄化、大气污染的日益严重和吸烟人数的增

加，慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease,

COPD）已成为人类最常见的致残和致死性疾病之一，预计
2020年 COPD将居世界疾病经济负担的第 5位，全球致死病

因的第 3位[1]。该病主要机制是有害气体和有害颗粒刺激气道

所产生的气道的慢性炎症，最终导致气流受限。目前发现

COPD除了明显的呼吸道症状之外，还往往伴有全身的症状，

其中骨骼肌功能障碍近年来受到极大关注[2-4]，COPD患者骨骼

肌功能不仅与患者活动能力、生活质量密切相关，而且与

COPD患者的预后有着重要的联系。营养不良、骨骼肌组织萎

缩是 COPD重要的全身性表现。有研究发现 COPD患者的股

四头肌功能明显受损，并与肺功能分级相关，肺功能 I级、II

级、III级和 IV级的 COPD患者其股四头肌功能障碍的发生率

分别为 76.5 %、95.2 %、95.7 %、100 %[5]。气道异常炎症反应、氧

化应激、蛋白酶和抗蛋白酶失衡是 COPD的主要发病机制，其

中氧化 /抗氧化失衡是 COPD重要的发病机制之一，并可导致

不同烟熏强度大鼠伸趾长肌抗氧化能力和氧化应激损伤 *
罗 勇 1,2 潘 俊 2 程 意 2 高晶晶 2 韩锋锋 2

（1上海交通大学医学院附属新华医院崇明分院 上海 202150；2上海交通大学医学院附属新华医院 上海 200092）

摘要 目的：研究不同烟熏强度对 SD大鼠骨骼肌组织抗氧化能力及氧化应激损伤的影响，探讨 COPD骨骼肌功能障碍的机制。方
法：40只 SD大鼠随机分为对照组、实验 1组、实验 2组、实验 3组，每组各 10只。实验 1组、实验 2组、实验 3组分别给予 4周、
12周、20周的烟熏强度，烟熏结束后取大鼠双侧伸趾长肌，用酶联免疫吸附测定法（ELISA）方法检测各组大鼠的伸趾长肌组织匀
浆谷胱甘肽（GSH）、氧化型谷胱甘肽（GSSG）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛
（MDA）的浓度，伸趾长肌组织蛋白质提取液羰基化蛋白（PC）的浓度、伸趾长肌组织 DNA中 8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG)的含量。
结果：与对照组相比，实验 1组、实验 2组、实验 3组 GSH、GSH/ GSSG、SOD显著降低（P＜ 0.05～P＜ 0.01），GSSG显著升高（P＜
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Note: Smoking groups compare with control group ▲P＜0.05, ▲▲P＜0.01.

2.2 大鼠骨骼肌组织氧化应激损伤检测

与对照组相比，实验 2 组、实验 3 组 MDA、8-OHdG 显著

增高（P＜ 0.05～P＜ 0.01），实验 3组 PC显著增高（P＜ 0.05），详

见表 2。

COPD患者局部和全身的一些临床表现[6,7]。本文通过烟熏法制

作 COPD大鼠模型，并检测不同烟熏强度的 COPD大鼠伸趾
长肌的氧化和抗氧化的各项指标的变化，探讨 COPD骨骼肌功

能障碍的机制。

1 材料与方法

1.1 材料
6 周龄的雄性清洁级 Sprague-Dawley（SD）大鼠共 40 只，

由上海交通大学医学院附新华医院实验动物中心提供，购自上

海西普尔 - 必凯实验动物公司，生产许可证号：SCXK（沪）
2003-0002，使用许可证号：SYXK（沪）2003-0031，体重约 250 g。
1.2 方法
1.2.1 分组与烟熏 采用随机原则分成 4组，每组大鼠 10只，

分别为对照组、实验 1组、实验 2组、实验 3组。实验组为大鼠

烟熏组，分别暴露于不同剂量的香烟烟雾。每组大鼠总共饲养

20周，从开始实验起除对照组正常饲养外，实验 1组烟熏暴露
强度为 4周（为保持和其它试验组的可比性，先正常饲养 16

周，第 17周起开始烟熏）、实验 2组烟熏暴露强度为 12周（先

正常饲养至第 9周起烟熏）、实验 3组烟熏暴露强度为 20周。

每 5只大鼠为一个单元饲养，饲养单元为 35 cm× 40 cm× 50

cm (容积 70 L)的有机透明玻璃箱，烟熏组大鼠每天暴露于 10

支大前门香烟（上海卷烟厂制造，每支含焦油量 12 mg，烟气烟

碱量〔尼古丁〕0.9 mg，一氧化碳 14 mg），每次被动吸烟时间大

于 30分钟，一周六天。每天定时计算进食量，每两周测量身长，

尾长，体重。所有大鼠均给予普通饮食饲养，自由进食、进水。第

21周所有大鼠用速眠新 0.5 mL～ 0.8 mL腹腔注射麻醉，消毒

后开胸在麻醉状态下经心脏抽血致死。

1.2.2 抗氧化指标检测 处死大鼠 15分钟内游离双侧伸趾长

肌（Extensor digitorum longus，EDL）放入组织管液氮内冻存，统

一用 ELISA方法检测各组实验大鼠的 EDL肌组织匀浆谷胱甘

肽（GSH）、氧化型谷胱甘肽（GSSG）、谷胱甘肽过氧化物酶
（GPx）、过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）浓度。根据

操作指南将不同浓度的标准品和样品加入相应的孔中，37 度

孵育 2 h后洗板。然后依次加入辣根过氧化物酶工作液、标准

色液、终止液，用自动酶标仪处于 30 min 内读取光密度值

（OD），根据标准曲线计算待测样品 GSH、GSSG、GPx、CAT、
SOD的含量。
1.2.3 氧化应激损伤检测 处死大鼠 15分钟内游离双侧 EDL

放入组织管液氮内冻存，统一用 ELISA方法检测各组实验大

鼠的 EDL肌组织匀浆丙二醛（MDA）的浓度、EDL肌组织蛋白

质提取液羰基化蛋白（PC）的浓度，以及 EDL肌组织 DNA 中
8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG)的含量。

1.3 统计学处理

以 SPSS11.0统计软件进行统计，数据以（x± s）表示，对多

样本比较采用方差分析（analysis of variance, ANOVA），两组组

间比较采用配对 t检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠骨骼肌组织抗氧化指标检测

与对照组相比，实验 1组、实验 2组、实验 3组 GSH、GSH/

GSSG、SOD 显著降低（P＜ 0.05～P＜ 0.01），GSSG 显著升高

（P＜ 0.05），实验 1组 GPx显著降低（P＜ 0.05），实验 1 组 CAT

显著升高（P＜ 0.05），详见表 1。

表 1 不同烟熏强度对大鼠伸趾长肌抗氧化指标(U/L)的影响（x± s）

Table 1 The effect of different intensities of passive cigarette smoking on anti-oxidants in extensor digitorum longus of rats

Groups GSH GSSG GSH/GSSG GPx CAT SOD

Control group

Smoking group 1

Smoking group 2

Smoking group 3

F value

P value

638.3± 165.2

256.7± 89.2▲▲

335.4± 112.3▲▲

289.2± 98.5▲▲

8.23

＜0.01

20.2± 9.3

29.8± 10.6▲

24.7± 11.8▲

28.2± 9.2▲

5.62

＜0.05

31.2± 5.6

8.8± 2.5▲▲

9.6± 4.3▲▲

9.5± 3.5▲▲

10.25

＜0.01

70.3± 35.6

42.3± 22.3▲

68.2± 24.9

59.8± 29.5

4.55

＜0.05

43.2± 5.9

68.2± 10.3▲

52.3± 7.8

48.6± 8.4

4.39

＜0.05

136.5± 41.0

85.3± 12.3▲▲

89.2± 16.8▲▲

84.6± 11.8▲▲

7.14

＜0.01

表 2 不同烟熏强度对大鼠伸趾长肌氧化应激损伤的影响（x± s）

Table 2 The effect of different intensities of passive cigarette smoking on oxidative damage in extensor digitorum longus of rats

Groups MDA(nmol/L) PC(nmol/L) 8-OHdG (nmol/L)

Control group

Smoking group 1

Smoking group 2

Smoking group 3

F value

P value

3.05± 1.02

3.12± 0.82

4.38± 1.25▲

5.17± 0.93▲▲

6.89

＜0.05

6.95± 1.60

7.18± 1.06

7.26± 1.30

9.72± 2.03▲

4.52

＜0.05

69.81± 15.51

63.49± 38.94

102.91± 26.62▲▲

128.98± 37.94▲▲

9.75

＜0.01

Note: Smoking groups compare with control group ▲P＜0.05, ▲▲P＜0.01.
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3 讨论

氧化应激是 COPD的发病机制之一，COPD患者局部气道

和全身的氧化应激显著增加并导致局部和全身的一些临床表

现（包括骨骼肌功能障碍）[2-7]。香烟烟雾中含有大量的活性氧自

由基（reactive oxygen species, ROS），每口香烟烟雾中大约有
1017个氧自由基和 4700种有害化学物质，它们可以直接或间

接地攻击细胞成分，甚至杀伤细胞，导致各种疾病的发生。在各

种由卷烟烟雾导致的疾病中，呼吸道疾病首当其冲，尤其是

COPD、支气管肺癌等疾病最受影响[4-9]。烟熏是制作 COPD动
物模型的方法之一。氧化应激的增加并不一定导致靶组织和靶

器官的损伤，而关键在于氧化 /抗氧化两者是否平衡，只有当

氧化 /抗氧化失衡才会导致 COPD发生氧化应激损伤。有研究

报道骨骼肌细胞为了适应氧化应激的增加，上调了某些抗氧化

酶，COPD 患者骨骼肌组织抗氧化能力较同龄健康者显著增
强[10,11]，为此我们测定了烟熏大鼠 EDL匀浆中的包括 GSH、
GPx、CAT、SOD等多种抗氧化指标以探讨 ROS是否会刺激大

鼠提高其抗氧化能力，以及这种抗氧化能力的改变及其规律。

GSH属于含巯基的小分子肽类物质，具有重要的抗氧化

作用和整合解毒作用。在机体解毒、氨基酸转运及代谢过程中

GSH可以保护某些重要的蛋白质和酶分子上的巯基不被氧化

而维持这些体内重要蛋白质和酶的活性。下呼吸道上皮衬液中

所含的 GSH被认为是抗击气道氧化应激的第一道防线，其含

量是血液中的 140倍[12]。有研究发现长期吸烟者，其肺泡下呼

吸道上皮衬液中的 GSH明显升高，是不吸烟者的数倍，一些体

外实验和动物体内实验提示其可能机制是氧化应激激活了促

炎基因和抗氧化剂保护性基因的上调[13]。但本实验发现烟熏各

组大鼠的骨骼肌组织匀浆中的 GSH明显下降，而烟熏各组之

间比较未见显著差异，我们推测烟熏后 GSH水平的降低是由

于其抗氧化时消耗过多所引起，并未见代偿性增高。

GSH在体内可以通过 GPx催化被氧化成 GSSG，在生理
条件下体内以还原型 GSH为主，GSH还原酶可催化两型之间

的互相转化。在正常生理代谢状态下 GSH/GSSG维持在高比

例，一般认为 GSSG约占总 GSH含量的 1 %～ 10 %左右。但是

在氧化应激增加的情况下，GSH氧化成 GSSG，GSH/GSSG 比

率下降，因此可以通过测量该比率来评估氧化应激的程度[14]。

本实验发现 GPx在烟熏 4周时有一过性下降，以后又几乎恢

复，推测开始烟熏后氧化应激反应造成了大量的消耗，以后机

体产生代偿使其有所恢复。而烟熏组大鼠骨骼肌匀浆中的

GSSG与对照组相比明显上升，烟熏组 GSH/GSSG比率却明显

下降，提示骨骼肌氧化应激程度非常显著。

CAT广泛存在于原核和真核生物中，同时在动物的主要

组织中也广泛存在。CAT可催化两个 H2O2分子发生氧化还原

反应，最后生成 H2O，并释放出 O2。本研究中有众多的体内的内

源性抗氧化剂，CAT 是本研究的各项指标中唯一的一种在烟

熏组反而一过性增高的抗氧化剂，烟熏 4周的大鼠其骨骼肌组

织匀浆 CAT 含量高于对照组和烟熏 12 周和 20 周的实验大

鼠。我们估计这是机体的一种代偿性增高，有一些研究者发现

吸烟者肺泡灌洗液中维生素 C的含量要比非吸烟者高出很多，

年轻吸烟者的肺泡巨噬细胞中的抗氧化剂 SOD与 CAT的活

性也是升高的，其可能机制是氧化应激激活了促炎基因和抗氧

化剂保护性基因的上调[13]。SOD是抗氧化防御体系中一类重要

的金属酶类，所有 SOD同功酶的共同生物学作用都是催化 O2
-

歧化为 H2O2和 O2，从而阻止 O2
-在需氧生物体内积聚，SOD是

机体内唯一以 O2
-·为作用底物的酶。需氧代谢的细胞中都含有

SOD，它使氧自由基产生歧化反应，生成 O2和 H2O2，H2O2又在

CAT的作用下，生成 O2和 H2O。于是有毒的 O2
-·在 SOD 和

CAT的共同作用下，变成了无毒的 O2和 H2O，实现了清除机体

内氧自由基、维持细胞内氧化还原平衡、控制 ROS在无害低水
平状态[15]。本实验的结果提示大鼠骨骼肌组织 SOD在烟熏的 4

周就开始下降，并在整个烟熏的过程中没有恢复，提示烟熏过

程中大鼠骨骼肌组织中的内源性抗氧化剂的消耗十分明显，抗

氧化 /氧化平衡完全被打破。

氧化损伤是自由基介导损伤的主要形式，细胞 90％以上

为膜性结构，细胞膜上含有的大量不饱和脂肪酸是最容易受到

ROS攻击的生物分子，它们极易产生过氧化作用。脂类过氧化

反应是一个典型的自由基连锁反应。丙二醛（malondialdehyde,

MDA）是脂质过氧化的重要指标，也是组织氧化应激损伤的重

要证据[6]。蛋白质是构成生物体的重要组成部分，蛋白质自身以

及组成蛋白质的氨基酸都是容易被 ROS攻击的靶分子，ROS

可使蛋白质的肽链断裂，ROS还可使蛋白质的二级、三级和四

级结构破坏，折叠减少，无规律卷曲增加。当蛋白质经受上述这

些改变后其生物功能发生很大变化，由于蛋白质受到 ROS攻

击后必然生成羰基衍生物，因此羰基是判断蛋白质是否被氧化

的标志。核酸尤其是 DNA 是生物体的重要成分，ROS 能使
DNA的双链和（或）单链断裂，使 DNA 的碱基变成自由基，有
ROS产生的 DNA氧化损伤可以破坏核酸分子的完整性和构

型，在 DNA氧化的损伤中鸟嘌呤是最易发生氧化损伤的碱基，

鸟嘌呤氧化可发生在 DNA双链上，在自由基的攻击下以鸟嘌

呤 8位碳原子氧化后可形成 8-OHdG。在各种氧化损伤中，以

鸟嘌呤 8位碳原子氧化后形成 8-OHdG最为常见，因此 8-O-

HdG也成为 DNA损伤最普遍的标志物。同样的情况也在 RNA

中发生，只不过是由鸟嘌呤 8位碳原子氧化后形成 8-羟基 -鸟

嘌呤，其也被作为 RNA损伤的重要检测指标[16]。

我们的研究发现随着烟熏强度的增加，SD大鼠 EDL无论
是骨骼肌组织的脂质、还是蛋白质，或核酸都发生了氧化应激

损伤，烟熏 4周的大鼠骨骼肌组织 MDA、8-OHdG、烟熏 12 周

的大鼠骨骼肌组织 PC的浓度并未见明显增高，但最终 MDA、
PC、8-OHdG随着烟熏时间的上升而明显增加，提示大鼠骨骼

肌组织的氧化应激损伤与烟熏有一定的剂量依赖关系。有研究

发现 COPD患者呼出气冷凝液中 MDA明显升高，且与 COPD

的严重程度相关[17]。我国有研究者也发现用持续 5个月时间气
管内滴注弹性蛋白酶制作肺气肿的动物模型，其腓肠肌中脂褐

素（lipofusion）较对照组明显升高[18]。MDA与蛋白质或核酸交

联后可形成惰性的脂褐素，脂褐素正是自由基介导的蛋白质或

脂质发生氧化后能激发出荧光的色素产物。该实验的数据与本

实验的结果均提示吸烟（或针对气道的其它损害，如气道内滴

注弹性蛋白酶）不仅造成局部呼吸道的损伤，对全身其它远隔

系统和脏器（如骨骼肌组织）同样造成脂质过氧化损伤。已有研

究发现 COPD的氧化应激负担加重是全身性的，并不仅仅只累
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[20] Shah R, Jones E, Vidart V, et al. Biomarkers for early detection of

colorectal cancer and polyps: systematic review[J]. Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev, 2014, 23(9): 1712-1728

[21] Wang S1, Xiang J, Li Z, et al. A plasma microRNA panel for early

detection of colorectal cancer[J]. Int J Cancer, 2015, 136(1): 152-161

[22] Tong WW, Tong GH, Kong H, et al. The tumor promoting roles of

HSP60 and HIF2琢 in gastric cancer cells [J]. Tumour Biol, 2016,

[Epub ahead of print]

[23] Kong Y, Trabucco SE, Zhang H. Oxidative stress, mitochondrial dys-

function and the mitochondria theory of aging [J]. Interdiscip Top

Gerontol, 2014, 39: 86-107

及呼吸系统[6,8]。我们的上述的研究证实香烟烟雾暴露至一定时

间和强度后会导致大鼠气道发生异常炎症反应，这种反应同时

也会导致远隔组织 --骨骼肌组织的氧化应激负荷加重，包括骨

骼肌组织的脂质、蛋白质和 DNA/RNA的氧化损伤。

综上所述，烟熏可使大鼠骨骼肌氧化 /抗氧化失衡，最终

导致骨骼肌氧化应激损伤。COPD患者普遍存在的骨骼肌功能

障碍与氧化应激损伤有密切联系。目前 COPD抗氧化治疗有不

少研究[19,20]，是否会改善 COPD患者的骨骼肌功能还有待于进

一步观察。
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