
褪黑素对氯胺酮所致大鼠膀胱氧化应激损伤的保护作用①

卢勇,谭伟明,牛得草,曾锦江,米华②

(广西医科大学第一附属医院泌尿外科,广西 南宁 530021 E-mail:luyong560@163.com)

摘 要:目的 探讨褪黑素对氯胺酮所致大鼠膀胱氧化应激损伤的保护作用及机制。方法 将雄性SD大鼠30只随机

分为3组:生理盐水组(NS组,生理盐水1ml/d)、氯胺酮组(KET组,氯胺酮100mg/(kg·d-1)、氯胺酮+褪黑素组[MT
组,氯胺酮100mg/(kg·d-1)+褪黑素10mg/(kg·d-1)],每组10只。连续腹腔注射给药12周后收集大鼠膀胱组织,
免疫组化法检测膀胱组织中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)蛋白和环氧化酶-2(COX-2)蛋白的表达,TUNEL法检测膀胱

细胞凋亡情况,透射电镜观察膀胱细胞超微结构的改变。结果 与 NS组、MT组比较,KET组细胞凋亡数、iNOS和

COX-2蛋白表达明显增加(P<0.05),透射电镜下膀胱上皮细胞线粒体出现明显肿胀以及空泡化。与 NS组比较,MT
组细胞凋亡数、iNOS和COX-2蛋白表达差异无统计学意义(P>0.05),透射电镜下膀胱上皮细胞线粒体形态未见明显

异常,与NS组相似。结论 褪黑素对氯胺酮所致的大鼠膀胱氧化应激损伤具有保护作用,其机制可能与抑制iNOS和

COX-2活性,减轻线粒体损伤有关。
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  Abstract: Objective Toexploretheprotectiveeffectsandmechanismofmelatoninonoxidativestressin-
juryinducedbyketamineinratbladder. Methods ThirtymaleSDratswererandomlydividedinto3groups:
normalsalinegroup(NSgroup),ketaminegroup(KETgroup),melatonin+ketaminegroup(MTgroup),
10ratsineachgroup.TheratsoftheNSgroupwereinjectedintraperitoneallywithnormalsaline(1ml/d),
ratsoftheKETgroupwithketamine[100mg/(kg·d-1)],andratsoftheMTgroupwithmelatonin[10mg/
(kg·d-1)]+ketamine[100mg/(kg·d-1)].After12weeksofadministrationbycontinuousintraperitoneal
injection,theratsbladderstissueswerecollected.Immunohistochemicalstainingwascarriedouttoexamine
theexpressionsofinduciblenitricoxidesynthase(iNOS)andcyclooxygenase-2(COX-2)proteininbladdertis-
sues,TUNELmethodwasusedtodetecttheapoptosisofbladdercells,theultrastructurechangesofbladder
cellswereobservedbytransmissionelectronmicroscope. Results AscomparedwithNSandMTgroups,the
numberofbladdercellapoptosisandtheexpressionsofiNOSandCOX-2proteininKETgroupweresignifi-
cantlyincreased(P<0.05),andunderthetransmissionelectronmicroscope,themitochondriaofthebladder
epithelialcellsweremarkedlyswollenandvacuolated.ComparedwithNSgroup,thenumberofbladdercell
apoptosisandtheexpressionsofiNOSandCOX-2inMTgroupwerenotsignificantlyincreasedordecreased
(P>0.05).InMTgroup,themorphologiesofmitochondriaofthebladderepithelialcellsobservedbyusing
transmissionelectronmicroscopywerenormalandsimilartothoseofNSgroup. Conclusion Melatoninmay
protectagainstketamine-inducedoxidativestressinjuryinratbladderbyinhibitingtheexpressionsofiNOSand
COX-2andalleviatingmitochondrialdamage.
  Keywords: melatonin;ketamine;oxidativestress;induciblenitricoxidesynthase;cyclooxygenase-2
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  氯胺酮(Ketamine)属非竞争性 N-甲基-D-天门冬

氨酸受体阻滞剂,具有中枢兴奋、致幻、抗焦虑等作用,
是最常用的三大新型毒品之一。长期滥用可导致氯胺

酮相关性膀胱损伤。本课题组前期研究发现,氯胺酮

会导致大鼠出现氧化应激损伤[1]。褪黑素(melato-
nin,Mel)是由松果体合成分泌的一种激素,是目前已

知清除自由基最强的抗氧化剂[2],可减轻氯胺酮对膀

胱的危害[1],但相关机制尚不清楚。本实验通过观察

大鼠膀胱组织中诱导型一氧化氮合酶(induciblenitric
oxidesynthase,iNOS)和环氧化酶-2(cyclooxygenase-
2,COX-2)的表达变化、细胞凋亡情况以及细胞超微结

构的改变,初步探讨褪黑素对氯胺酮所致大鼠膀胱氧

化应激损伤的保护机制,为治疗氯胺酮相关性膀胱损

伤提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 雄性SD大鼠30只,SPF级,体重

190~210g,2月龄,由广西医科大学实验动物中心提

供。

1.1.2 主要试剂及仪器 褪黑素1g(美国sigma公

司);盐酸氯胺酮注射液100mg/2ml(福建古田制药

有限公司);兔抗大鼠iNOS、COX-2抗体、羊抗兔二抗

(IgG)、TUNEL凋亡检测试剂盒(武汉博士德生物工

程有限公司);DAB显色剂(北京中杉金桥生物技术有

限公司)。组织切片机(德国 Leica公司);显微镜(日
本 OLYMPUS公司);透射电子显微镜(日本JEOL
公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型制备 将30只大鼠随机分为3组,
每组10只:生理盐水组(NS组),给予生理盐水1ml/

d;氯胺酮组(KET组),予氯胺酮100mg/(kg·d-1);
氯胺酮+褪黑素组(MT组),予氯胺酮100mg/(kg·

d-1)+褪黑素10mg/(kg·d-1);药物溶于生理盐水

中,给药总体积均控制在1ml,通过腹腔注射方式给

药,每周大鼠称重两次,以调整给药剂量。连续给药

12周后,以2%戊巴比妥钠麻醉大鼠,收集各组大鼠膀

胱组织进行实验。

1.2.2 免疫组化检测 大鼠膀胱组织经10%甲醛溶

液固定,梯度乙醇脱水后制成石蜡切片。二甲苯脱蜡,

3% H2O2 室温孵育30min。切片加入0.01mmol/L
柠檬酸盐缓冲液后,置入高压锅加热至沸腾,沸腾持续

8min,冷却至室温后加入山羊血清孵育10min,滴加

兔抗大鼠iNOS抗体,置于4℃冰箱过夜,用PBS洗5
min,共洗3次,再加入二抗(羊抗兔IgG),置于室温

30min后,用PBS洗5min,共洗3次,DAB 显色,

PBS冲洗5min,苏木精复染,逐级脱水、透明、封片,

200倍显微镜下观察并拍照。兔抗大鼠COX-2抗体

同此法操作。

1.2.3 TUNEL法检测 TUNEL法检测膀胱凋亡

细胞,严格按照试剂盒说明书操作。

1.2.4 图像分析 应用Imageproplus6.0软件分析

处理免疫组化和 TUNEL凋亡检测图片。免疫组化

图片中含棕色或棕黄色颗粒为阳性细胞,而凋亡染色

图片中以细胞核黄染为凋亡细胞。每张切片在显微镜

(200倍或100倍)下随机选取5个视野,测量累积光

密度值后,根据测定的视野面积计算出平均光密度值。

1.2.5 透射电镜检查 取一部分膀胱组织用2.5%
戊二醛固定,缓冲液漂洗后,锇酸固定,酒精及丙酮脱

水,包埋,做超薄切片,染色后在透射电镜下观察细胞

的超微结构并拍照保存。

1.3 统计学方法 采用SPSS16.0软件分析,计量资

料以(췍x±s)表示,多组间比较采用单因素方差分析,两
两组间比较采用最小显著差法(LSD法),以P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组化结果 iNOS蛋白主要表达于膀胱黏

膜层和黏膜下层,COX-2蛋白主要表达于黏膜层,细
胞浆和细胞膜内出现棕色或棕黄色颗粒为阳性细胞。
与NS组、MT组比较,KET组iNOS、COX-2蛋白表

达均升高(P<0.05)。与NS组比较,MT组iNOS、

COX-2蛋白表达差异无统计学意义(P >0.05)。见

表1、图1。

表1 各组大鼠膀胱组织中iNOS、COX-2
蛋白表达比较 (췍x±s)

组别 n iNOS(OD值) COX-2(OD值)

NS组 10 0.07±0.02 0.10±0.01
KET组 10 0.17±0.03ab 0.21±0.02ab

MT组 10 0.08±0.05 0.11±0.02
F 33.97 58.93
P <0.001 <0.001

 注:蛋白表达以平均光密度值(OD值)表示。与NS组比较,

a:P<0.05;与 MT组比较,b:P<0.05。iNOS蛋白:KET
组与NS组比较,t=-6.57,P<0.001;KET组与 MT组比

较,t=-7.06,P = 0.0000001;MT组与 NS组比较,t=

0.14,P =0.89。COX-2蛋 白:KET 组 与 NS组 比 较,t=

-9.38,P<0.001;KET组与MT组比较,t=-9.27,P=<

0.001;MT组与NS组比较,t=1.06,P=0.30
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图1 免疫组化检测各组大鼠膀胱组织

iNOS、COX-2蛋白表达情况(×200)

2.2 TUNEL法检测结果 NS组膀胱组织黏膜、黏
膜下层以及肌层均未见明显阳性核黄染细胞,说明细

胞凋亡不明显。KET组膀胱组织黏膜及黏膜下层阳

性染色细胞明显增多,即出现明显细胞凋亡状态。

MT组膀胱组织黏膜、黏膜下层以及肌层极少出现细

胞凋亡,未见明显阳性染色。与 NS组、MT组比较,

KET组细胞凋亡水平明显升高(P<0.05);MT组与

NS组相比,差异无统计学意义(P >0.05)。见表2、
图2。

表2 各组大鼠膀胱组织中细胞凋亡水平的比较 (췍x±s)

组别 n 细胞凋亡水平(OD值)

NS组 10 0.08±0.02
KET组 10 0.20±0.04ab

MT组 10 0.10±0.03
F 17.48
P <0.001

 注:细胞凋亡水平以平均光密度值(OD值)表示。与 NS组

比较,a:P<0.05;与 MT组比较,b:P<0.05。KET组与NS
组比较,t=-5.26,P<0.001;KET组与 MT组比较,t=-
4.95,P<0.001;MT组与NS组比较,t=-0.68,P=0.50

图2 TUNEL法检测各组大鼠细胞凋亡情况(×100)

2.3 透射电镜结果 KET组膀胱上皮细胞核出现染

色质边集的现象,线粒体出现肿胀,形态不规则,数量

减少,以及空泡化。而 NS组膀胱上皮细胞无明显异

常,线粒体大小及数量正常,未见线粒体肿胀等病理改

变。MT组基本情况与NS组相似。见图3。

图3 各组大鼠膀胱组织电镜结果(×15000)

注:图内红色箭头为线粒体

3 讨论

长期滥用氯胺酮可导致氯胺酮相关性膀胱损伤,
主要表现为尿频、尿急、尿痛等下尿路症状,急性发作

时,可合并骨盆区剧烈疼痛及持续性血尿[3]。目前发

现可能的发病机制包括[4]:直接毒性损伤、免疫反应、
微循环障碍、神经源性炎症反应等。结合前期研究结

果[1],本实验从氧化应激角度去研究和探讨褪黑素对

氯胺酮相关性膀胱损伤的保护机制。
为探讨氯胺酮诱导膀胱氧化应激损伤的分子机

制,我们观察了大鼠长期腹腔注射氯胺酮后,膀胱组织

中iNOS和 COX-2蛋白表达情况。一氧化氮合酶

(Nitricoxidesynthase,NOS)是调节生成NO的关键

酶。NOS可分为3种亚型,包括内皮型一氧化氮合成

酶(endothelialnitricoxidesynthase,eNOS)、神经型

一氧 化 氮 合 成 酶 (neuronalnitricoxidesynthase,

nNOS)、诱导型一氧化氮合成酶(induciblenitricox-
idesynthase,iNOS)。生 理 需 要 量 的 NO 主 要 由

nNOS和eNOS生产,对维持机体生理功能有重要作

用。但iNOS主要在机体受到损伤或发生肿瘤等病理

情况时才会被激活,iNOS表达增多后,催化L-精氨酸

产生大量 NO,NO进一步诱导大量氮自由基等损伤

因子产生,增强氧化应激损伤。本研究发现,与 NS组

比较,KET组iNOS表达明显增加,说明氯胺酮可上

调iNOS表达,增强膀胱氧化应激损伤。环氧化酶

(cyclooxygenase,COX)是生成前列腺素(prostalan-
dins,PGs)的限速酶,目前发现有COX-1(结构型)和

COX-2(诱导型)两种亚型。COX-2合成的PGs产物

对维持机体的病理生理过程有重要作用[5],如参与细

胞有丝分裂、炎症反应等。由于iNOS和COX-2之间

存在“cross-talk”效应,二者可互相促进表达[6],且NO
可通 过 NO/cGMP路 径 增 加 COX-2的 表 达[5],故

COX-2可能随iNOS表达上调而升高。本研究结果

与上述理论相符合,即 KET组的iNOS和COX-2均

较NS组表达显著升高。LinHC等[7]发现长期滥用

氯胺酮的病人膀胱组织中COX-2和iNOS高表达。
本研究和ChuangSM[8]在动物实验中也得到相一致

的结果,说明氯胺酮所致膀胱氧化应激损伤与iNOS
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和COX-2表达上调有关。
为探讨氯胺酮相关性膀胱损伤是否与细胞凋亡相

关,我们采用TUNEL法检测凋亡细胞和透射电镜观

察,结果显示KET组出现明显的细胞凋亡,大鼠膀胱

上皮细胞线粒体出现明显损伤且数量减少,而 NS组

未见明显异常。以上结果说明氯胺酮能诱导细胞凋亡

和损伤膀胱上皮细胞线粒体。体外实验发现氯胺酮可

刺激正常膀胱上皮细胞内Ca2+浓度升高,诱导线粒体

膜通透性转换孔开放,释放细胞色素C,激活caspase
介导的细胞凋亡[9]。通过对比分析本研究的动物实验

结果和上述体外实验结果,作者认为细胞凋亡确实与

线粒体损伤有一定关系。另外,有研究报道氯胺酮可

通过线粒体途径提高体内NO的含量,主要与氯胺酮

损伤线粒体复合物Ⅰ,诱导线粒体 NO合酶活性增加

相关[10]。由此,推测氯胺酮通过诱导iNOS和COX-2
高表达,或经线粒体途径,增加NO的产生,进而促使

细胞内生成大量自由基,自由基过多又可以反过来破

坏线粒体,使得线粒体释放的自由基增加,形成恶性循

环,诱导膀胱细胞凋亡。
为探讨褪黑素对氯胺酮相关性膀胱损伤的保护机

制,我们观察了褪黑素和氯胺酮联合干预后,大鼠膀胱

组织中iNOS和COX-2的表达和细胞凋亡情况,以及

电镜结果,结果显示:MT组iNOS和COX-2表达明

显低于KET组,且通过凋亡染色未见明显凋亡细胞,
电镜下膀胱上皮细胞线粒体无明显肿胀和减少,提示

褪黑素能有效抑制氯胺酮诱导的iNOS和COX-2表

达上调,减缓线粒体损伤,保护膀胱。有研究报道,褪
黑素可减轻砷暴露造成的膀胱损伤,主 要 是 抑 制

MAPK途径的活化,下调COX-2的表达,降低活性氧

(ROS)的产生[11]。亦有研究显示褪黑素不仅能直接

清除氮自由基,还能下调iNOS的表达[12]。褪黑素还

能有效地调节糖尿病大鼠膀胱组织的氧化应激反应,
保护平滑肌细胞、血管内皮细胞和成纤维细胞线粒

体[13]。从上述三个研究看出,褪黑素不但能下调iN-
OS和COX-2的表达,还保护细胞线粒体。但具体机

制有待进一步研究。
综上所述,褪黑素作为一种新型高效抗氧化剂和

自由基清除剂,能减轻氯胺酮诱导的氧化应激反应对

大鼠膀胱组织的损伤。其机制可能与褪黑素抑制iN-
OS和COX-2的活性,减少NO产生,同时降低线粒体

破坏,有效减轻氧化应激损伤,减少细胞凋亡有关。但

是,在本研究中缺失相关氧化应激信号通路的研究,这
将是本课题下一步的研究方向。
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