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时产生大量氧化
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黑 素 和 硫 氧 还
蛋白都有抗氧化
剂作用 ,  褪黑素
干预对硫氧还蛋
白-2(thioredoxin-
2, Trx-2)表达造
成何种影响 ,  至
今尚无两者相互
作用的研究报道.  
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Abstract
AIM: To assess the effect of melatonin pre-
intervention on the expression of thioredoxin-2 
(Trx-2) and to explore the relationship between 
the protective effects of melatonin on the 
pancreas and the expression of Trx-2 in rats 
with acute necrotizing pancreatitis (ANP). 

METHODS: Male Spraque-Dawley rats (n 
= 72) were randomly divided into an ANP 
group (group A), a melatonin pre-intervention 
(group M), and a control group (group C), 
with 24 rats in each group. The rats in group 
A received three intraperitoneal injections of 
6% L-arginine at 25 mL/kg body weight with 
an interval of 1 h to induce ANP. The rats in 
group M received intraperitoneal injections 
o f 0 .25% mela tonin a t 20 mL/kg body 
weight 30 min before ANP induction. The rats 
in groups A and C received intraperitoneal 
injections of the same amount of saline. 
Rats were sacrificed 6, 12 and 24 h after 
ANP induction. The pathological evaluation 
of pancreatic tissues was performed. The 
concentrations of malondialdehyde (MDA) 
and myeloperoxidase (MPO) were measured 
and the express ion o f Trx -2 mRNA in 
pancreatic tissues was determined by RT-PCR.

RESULTS: In group A, the pathologic score 
and the concentrations of MDA and MPO in 
pancreatic tissues were significantly higher, and 
the expression of Trx-2 mRNA was significantly 
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■研发前沿
褪黑素是松果体
分泌的主要激素, 
具有多种生理功
能. 近年来, 研究
的重点向其抗氧
化作用倾斜 .  目
前认为其抗氧化
作用的机制主要
包括两方面 :  一
方面 ,  他能以电
子供体的形式直
接中和大量的自
由基、活性氧和
一氧化氮 ;  另一
方面 ,  通过激活
若干抗氧化酶类
的活性 ,  起间接
地抗氧化作用. 

lower than those in group C (P < 0.05). In group 
M, the pathologic score and the concentrations 
of MDA and MPO in pancreatic tissues were 
significantly lower, and the expression of Trx-2 
mRNA was significantly higher than those in 
group A (P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of Trx-2 mRNA 
in pancreatic tissues is significantly decreased 
in rats with ANP. Melatonin pre-intervention 
can promote pancreatic tissues to express Trx-2 
mRNA and thus exert a protective effect against 
pancreatic tissue injury. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要  
目的: 观察在大鼠急性坏死性胰腺炎(acute 
necrotizing pancreatitis, ANP)时胰腺组织中硫
氧还蛋白-2(thioredoxin-2, Trx-2)的表达, 探讨
褪黑素对胰腺保护作用与Trx-2表达的关系. 

方法:  72只♂S D大鼠随机分为A N P组(A
组)、褪黑素干预组(M组)、对照组(C组), 每
组24只. A组、M组腹腔注射6%左旋精氨基
酸25 mL/kg体质量3次, 诱发ANP; M组在首
次注射左旋精氨基酸前0.5 h腹腔注射0.25%
褪黑素20 mL/kg体质量, 而A组首次注射左旋
精氨基酸前0.5 h腹腔注射生理盐水20 mL/kg
体质量; C组同法注射等量生理盐水. 各组大
鼠在末次腹腔注射后6、12、24 h分批处死. 
光镜下观察胰腺病理改变并进行评分. RT-
PCR检测胰腺Trx-2 mRNA水平, 并检测胰腺
组织中丙二醛(malondialdehyde, MDA)和髓
过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)含量. 

结果: A组各时点胰腺病理评分显著高于C
组, 而Trx-2 mRNA表达较C组显著降低(均
P <0.05), MPO和MDA较C组显著升高(均
P <0.05). M组各时点胰腺病理评分较A组降
低, Trx-2 mRNA较A组显著升高(P <0.05). 
MPO和MDA较A组显著降低(均P <0.05). 

结论: Trx-2在ANP时的表达显著降低; 外源
性褪黑素可通过促进Trx-2的表达, 减轻胰腺
组织的损伤. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 褪黑素; 硫氧还蛋白-2; 急性坏死性胰腺炎

核心提示: 硫氧还蛋白-2(thioredoxin-2, Trx-2)是
一种主要存在于线粒体的强效抗氧化剂, 在防

止线粒体氧化应激方面, 比Trx-1更具重要作用. 
褪黑素可通过提高Trx-2的表达水平, 减轻胰腺

组织的损伤. 
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0  引言

急性胰腺炎发病机制与氧化应激有关, 抗氧

化剂的应用可能改善急性坏死性胰腺炎(acute 
necrotizing pancreatitis, ANP)的预后. 硫氧还蛋

白-2(thioredoxin-2, Trx-2)是存在于细胞线粒体

一种氧化还原蛋白[1], 研究[2,3]揭示, Trx-2在防

止线粒体氧化应激方面, 比Trx-1更具重要作

用. 本文通过应用外源性褪黑素干预ANP大鼠, 
观察胰腺组织Trx-2 mRNA表达及胰腺组织病

理损伤、氧化应激相关指标的变化, 探讨Trx-2
在ANP的表达与及褪黑索对胰腺组织保护作

用的相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠72只, 清洁级, 体质

量200-250 g(由广西医科大学实验动物中

心提供); 左旋精氨基酸(S i g m a公司); 褪黑

素(Sigma公司); RNA simple Total RNA Kit 
(Tiangen公司); RevertAidTM First Strand cDNA 
Synthesis Kit(Fermentas公司); SYBR Premix Ex 
TaqTM(TaKaRa公司). 
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 72只大鼠按随机表法分成

ANP组(A组)、褪黑素组(M组)和对照组(C组), 
每组24只. 模型建立: 各组大鼠实验前禁食12 h. 
自由饮水; A组和M组腹腔注射6%左旋精氨基

酸25 mL/kg体质量3次, 诱发ANP; M组在首次

注射左旋精氨基酸前0.5 h腹腔注射0.25%褪黑
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■相关报道
Eriko等检测细胞
活力、细胞死亡
的动力学等指标
来评估Trx-2对视
网膜色素上皮细
胞株氧化应激的
保护作用 ,  结果
提示在使用低浓
度的氧化应激诱
导剂时, Trx-2过
表达的细胞死亡
的显著减少 .  在
诱导氧化应激的
早期后Trx-2在维
持细胞活力方面
起的关键作用.

素20 mL/kg体质量, 而A组首次注射左旋精氨

基酸前0.5 h腹腔注射生理盐水20 mL/kg体质

量; C组则腹腔注射等容积的生理盐水. 末次腹

腔注射后6、12、24 h按时点分批处死大鼠. 留
取动脉血和胰腺组织标本. 
1.2.2 胰腺病理学检查: 胰腺组织常规固定、石

蜡包埋、切片及HE染色. 光镜下观察大鼠胰

腺病理改变, 参考Kusske等[4]的标准评分. 
1.2.3 胰腺组织丙二醛和髓过氧化物酶的测

定: 先制备胰腺组织匀浆 ,  采用微量丙二醛

(malondialdehyde, MDA)试剂盒和髓过氧化物

酶(myeloperoxidase, MPO)试剂盒(南京建成生

物工程研究所), 按操作说明书, 使用紫外分光

光度仪进行. 
1.2.4 RT-PCR检测胰腺组织Trx-2 mRNA的表

达: 取胰腺组织各约50 mg, 用RNA simple Total 
RNA Kit提取总RNA, 以RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit逆转录成cDNA, 采用SYBR 
Premix Ex TaqTM荧光实时定量PCR扩增目的片

段. 据GenBank中的基因序列自行设计引物, 由
上海生工生物工程公司合成. Trx-2 mRNA引

物, Sense: 5'-TGGGCTTCCCTCACCTCTAC-3', 
Anti-Sense: 5'-GCTGTTTGGCTACCATCTTC-3', 
产物长度2 5 3  b p ;  β - a c t i n引物 ,  S e n s e : 
5'-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3', Anti-Sense: 
5'-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3', 产物长度

150 bp. 反应条件为: 94 ℃ 30 s; 94 ℃ 30 s, 56 ℃ 
30 s ,72 ℃ 30 s, 40个循环; 最后72 ℃ 2 min最后

融解曲线分析从56 ℃起, 每增0.5 ℃进行读板, 
直到94 ℃. 每次扩增设无cDNA的阴性对照. 在
I-Cycler IQ型实时荧光定量PCR仪(Bio-Rad公司)
上扩增并分析结果(样品的Trx-2 mRNA表达值 = 

Trx-2 mRNA起始拷贝数/β-actin起始拷贝数). 
统计学处理 应用SPSS16.0统计分析软件

处理, 各组计量资料以mean±SD表示, 行单因

素方差分析, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 胰腺组织病理分值 C组大鼠肉眼观无变化; 
镜下见胰腺腺泡结构完整, 腺小叶清晰, 偶见水

肿或少量炎性细胞浸润. A组大鼠胰腺外观为灰

白或暗紫色, 腹腔内有淡黄色或血性腹水, 可见

部分腹腔脏器黏连、脂肪皂化; 镜下见胰腺腺

泡水肿, 炎性细胞浸润, 组织坏死出血, 腺小叶

结构消失, 偶见灶状或大片凝固性坏死. 病理变

化随时间延长而加重, 符合ANP的病理改变; M
组大鼠胰腺的病理学变化较ANP组显著减轻. 
各组胰腺病理分值(表1). 镜下观察情况如图1. 
2.2 胰腺组织MDA、MPO的变化 A组胰腺组

织MDA及MPO水平均较对照组显著升高, 而
M组较A组显著降低, 但仍显著高于C组(表1). 
2.3 胰腺组织Trx-2 mRNA表达的变化 A 组胰

腺组织Trx-2 mRNA的表达量均较M组和C组
显著减少, M组和C组间差异无统计学意义. 3
组内各时点比较差异无统计学意义(表1, 图
2-4) . 

3  讨论

Trx一个广泛分布的氧化还原蛋白, 通过二硫

化物活性中心可逆地催化许多氧化还原反

应, 参与机体多种生物学活动, 其中最为重要

是参与氧化应激的调节机制[5]. Trx通过与氧

化还原活性中心(Cys-Gly-Pro-Cys)Trx形成巯

基, 还原含半胱氨酸的氧化型蛋白质, 反过来

     分组 时间(h) 病理分值 MDA(nmol/mg prot) MPO(nmol/mg prot) Trx-2 mRNA

C组     6 0.14±0.37 1.68±0.57 2.11±0.36 2.24±0.39

  12 0.14±0.37 1.63±0.32 2.79±0.64 2.18±0.16

  24 0.33±0.51 1.64±0.34 3.13±1.09 1.94±0.25

A组     6 4.50±1.19  3.22±1.21a  5.90±1.18a  1.45±0.26a

  12 5.75±1.49a  4.13±1.85a  7.45±1.26a  1.62±0.14a

  24 8.43±1.39  5.07±1.97a  9.09±1.56a  1.29±0.18a

M组     6 3.50±0.75   2.56±0.65ac   4.002±0.709ac  2.88±0.62a

  12 4.12±2.35   3.47±1.35ac   5.319±1.060ac  2.21±0.08a

  24 7.12±1.55   4.12±0.93ac   5.893±1.135ac  2.43±0.11a

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组. C组: 对照组; A组: 急性坏死性胰腺炎组; M组: 褪黑素干预组. MDA: 丙

二醛; MPO: 髓过氧化物酶; Trx-2: 硫氧还蛋白-2.

表  1  3组各项检测指标及病理分值的比较 (mean±SD)
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■同行评价
本研究立题新颖, 
试 验 设 计 合 理 , 
数据真实 ,  结论
可靠.

又被Trx还原酶和二氢烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸盐还原, 还原型Trx过氧化物酶清除活性

氧[6]. 目前发现的硫氧还蛋白有Trx-1、Trx-2、
TRP14[7]和Trx80[8]. 与人类Trx-1结构比较, 人
类Trx-2多了一个N -末端结构域, 他包含两个

高度保守的CXXC结构, 被15-16残基所分离[9]. 
这两个CXXC结构紧密协调一个锌原子, 被确

定为第一个锌结合Trx, 在体外通过H2O2处理

锌结合半胱氨酸, 氧化CXXC结构释放释放锌, 
造成蛋白质的重大构象变化, 自由锌蛋白保存

他的还原酶活性, 研究显示, 锌中心可能发挥

氧化还原开关的作用, 改变一个尚未确定的活

动[9]. Trx-2锌结合蛋白的特点是锌极端的亲和

力, 他远远高于已报告任何锌结合蛋白的亲和

常数, 因此, 这种锌结合蛋白显得更加稳定[10]. 
Ritz等[11]认为, Trx-2可相当于Trx-1, 在氧化应

激条件下, 可以作为一个备份系统. 研究[12,13]

表明, Trx-1和Trx-2过量表达协同阻止多种炎

性因子(肿瘤坏死因子、活性氧、凋亡信号调

节激酶1)诱导的细胞死亡. 最近研究[3]揭示, 线
粒体在细胞凋亡信号转导中发挥关键作用, 而
Trx-2在参与线粒体介导的凋亡途径和防止线

A B

C

图  1  3组大鼠24 h时点胰腺组织镜下观(HE×200). A: 对照组; B: 褪黑素组; C: 急性坏死性胰腺炎组. 
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图  2  实时荧光定量PCR Trx-2 mRNA片段扩增循环曲线. 绿色曲线为标准品, 绿色曲线表示标准品人为稀释后的浓度梯

度, 每一条线是一个标准品标准品扩增形成; 其他色曲线是每一个样品扩增形成. Trx-2: 硫氧还蛋白-2.
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粒体氧化应激方面, 比Trx-1更具重要作用. 
褪黑素是松果体分泌的主要激素, 他广泛

存在于机体的许多组织中, 具有调节睡眠、生

殖、免疫、情绪、抗氧化、抗衰老等多种生

理功能. 近年来, 研究的重点向其抗氧化作用

倾斜, 越来越多的研究表明他能保护细胞核

DNA、膜脂质、胞浆蛋白等生物大分子免受

氧化损伤[14], 是目前已知抗氧化作用最强的自

由基清除剂, 他能有效地清除羟自由基、过氧

烷自由基、过氧亚硝基、超氧阴离子及单线

态氧[15]. 目前认为其抗氧化作用的机制主要包

括两方面: 一方面, 他能以电子供体的形式直

接中和大量的自由基、活性氧和一氧化氮; 另
一方面, 通过激活若干抗氧化酶类的活性, 起
间接地抗氧化作用[16]. 大多数分子的抗氧化作

用受特定细胞间的分布限制, 而褪黑素能跨越

任何形态的屏障进入任何细胞[15,16]. 实验表明

褪黑素能减轻多种物质诱导的多种组织的氧

化应激反应. 在雨蛙素诱导的大鼠ANP模型, 褪
黑素能降低胰腺及肝脏组织的MDA的含量, 提
高过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶的含量, 
从而减轻胰腺及肝脏组织的病理损伤[17]. 褪黑

素提高Mn-SOD、Cu/Zn-SOD在胰腺及Cu/Zn-

SOD在肝脏组织的活性. 褪黑素前干预ANP能
显著的减轻胰腺组织的脂质过氧化反应、减

少MPO及IL-6的含量[18]. 在大鼠免疫性结肠炎

动物模型, 褪黑素可明显改善大鼠结肠炎的症

状, 减轻结肠黏膜的损伤和炎症程度, 实验发

现褪黑素可显著降低大鼠结肠中IL-1、IL-2、
IL-8和TNF-α的含量; 可显著抑制结肠核因子

-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的表达, 促进IκB
表达, 推测褪黑素可能通过清除活性氧及抑制

NF-κB激活水平, 下调炎性细胞因子的表达, 
在一定程度上纠正结肠局部免疫功能紊乱的

状态, 阻断炎性肠病免疫紊乱过程的发生, 达
到了抗结肠炎的作用[19]. 

本实验结果显示, ANP大鼠胰腺组织的

Trx-2 mRNA的表达较对照组显著降低, 可能

与胰腺损伤有关, 外源性给予褪黑素干预可将

Trx-2 mRNA的表达水平提高到正常水平, 从
而提高胰腺组织的抗氧化能力. 本实验给予

褪黑素干预可显著降低ANP大鼠胰腺组织的

MDA、MPO水平, 减轻胰腺的病理改变, 表明

外源性褪黑素对胰腺组织的损伤有保护作用. 
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