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Abstract Objective To explore the effect of ＲNA interference eukaryotic translation elongation factor 1δ
( EEF1D) gene expression on the sensitivity of DDP and PGPIPN in human ovarian cancer resistant cells． Methods
According to human EEF1D gene design and screen the best siＲNA which can down regulate the gene expression

and construct the shＲNA expression vector pLJM1-shＲNA． The SKOV3 and SKOV3 /DDP cell lines stably trans-
fected with pLJM1-shＲNA-EEF1D were constructed by lentiviral expression vector． ＲT-PCＲ and Western blot were
used to detect the expression of EEF1D gene in stable transfected cell line． MTT assay was used to determine the
inhibitory rate of PGPIPN，DDP，DDP /PGPIPN on the proliferation of stable transfected cell lines． Ｒesults The
results showed that the recombinant lectiviral vector pLJM1-shＲNA-EEF1D was successfully constructed． ＲT-PCＲ
and Western blot confirmed that EEF1D was knockdown in SKOV3 and SKOV3 /DDP． Moreover，MTT results show
that，compared with control group and nonspecific transfection group，the proliferation of DDP /PGPIPN group was
significantly inhibited ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion The sensitivity of human ovarian cancer SKOV3 /DDP cells to
DDP /PGPIPN is significantly enhanced by interfering with EEF1D gene expression．
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载气吹扫尼古丁长期吸入对大鼠心血管功能、
氧化应激和炎症水平影响

程 攀1，何 庆2，3，张晓宇2，3，张永学1，张文欣1，汪志伟1，赵庆中1，高 杉1

摘要 目的 研究载气吹扫尼古丁吸入对大鼠心血管功能、
氧化应激和炎症水平的影响并初步探讨其机制。方法 将

40 只雄性健康 SD 大鼠随机均分为 4 组。实验组进行载气

吹扫尼古丁法致大鼠吸入，每日分别定时暴露 1、2、4 h，确定

为低、中、高剂量组。对照组在标准条件下饲养。90 d 后，测

定大鼠心功能，心、肺、血清中内皮型一氧化氮合酶( eNOS) 、
白介素 1β( IL-1β) 、肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 、白介素 10( IL-
10) 含 量，血 清 中 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( SOD ) 活 性 和 丙 二 醛

( MDA) 含量。结果 与对照组比较，暴露处理组血压明显
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升高，血清 SOD 活性降低，谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px)

含量升高，而 MDA 含量明显降低。心、肺血清 IL-1β、TNF-

α、IL-10 含量均有不同程度的升高。结论 载气吹扫尼古

丁吸入的大鼠血压升高，心功能存在障碍，机体氧化 － 抗氧

化失衡并且心肺发生炎症反应，其机制可能与内皮细胞功能

紊乱和交感、副交感系统的同时激活有关。
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尼古丁( nicotine) 是一种无色的液态生物碱，最

早从烟草中提取发现，故又名烟碱。烟碱性剧毒，小

剂量可兴奋呼吸中枢，升高血压，而大剂量摄入将引

起中枢神经系统的麻痹。研究［1］显示尼古丁在循

环系统、呼吸系统、中枢神经系统、内分泌系统等中

存在负性效应，其中对心血管功能的影响极为重要，

通过损伤血管内皮，影响血脂代谢，诱发动脉粥样硬

化的形成。同时尼古丁诱导细胞膜的损伤，干扰
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GSH 代谢循环，影响氧化 － 抗氧化平衡［2］。目前，

在尼古丁染毒动物模型的建立、尼古丁生物学效应

实验室研究中，多采用皮下注射方法; 在研究烟草危

害的相关实验中，多采用香烟燃烧、电子烟烟雾暴露

法。但皮下注射法对于模拟吸烟环境的真实性很

差，直接燃烧香烟法对于环境存在污染，而使用电子

烟暴露法除环境污染外，成本也太高。为此，该实验

建立了载气吹扫尼古丁吸入暴露法观察和研究尼古

丁吸入暴露对大鼠心血管功能、氧化应激状态和炎

症水平的影响。

1 材料与方法

1． 1 药物及仪器 尼古丁; 一氧化氮( nitric oxide，

NO) 、丙二醛( malondialdehyde，MDA) 、超氧化物歧

化酶( superoxide dismutase，SOD) 、谷胱甘肽过氧化

物酶( glutathione peroxidase，GSH-Px) 试剂盒、PE 聚

乙烯塑料管、静脉穿刺套管针、气相色谱仪、BL-420S
生物机能实验系统

1． 2 载气吹扫尼古丁吸入暴露法建立 该实验结

合气象色谱 － 串联质谱法( GC-MS) 定性、定量分析

技术，建立了载气吹扫尼古丁吸入暴露法，该方法采

用空气气流、氧浓度稳定，尼古丁浓度恒定可控。本

研究 根 据 GC-MS 结 果，确 定 尼 古 丁 吸 入 浓 度 为

5. 083 μg /ml，拟在该浓度下进行大鼠吸入暴露实

验。
1． 3 动物模型制备及分组 40 只雄性 SD 大鼠，体

重( 180 ± 10) g。随机均分为对照组、尼古丁低剂量

组、尼古丁中剂量组和尼古丁高剂量组，每组 10 只。
其中每天固定时间，低、中、高剂量尼古丁组分别暴

露处理 1、2、4 h，连续 90 d。除烟雾暴露外，各组动

物其他饲养条件相同。
1． 4 测量指标

1． 4． 1 尾动脉无创测压 打开仪器预热、定标后，

固定大鼠，将加压套固定至大鼠近尾根部。使鼠尾

穿过脉搏传感器，插入尾部加热器中的加热管内，保

持鼠尾正好处于脉搏传感器的“脉搏信号传感片”
上方。调节鼠尾压迫片至传感片紧贴鼠尾下方的尾

动脉，待大鼠脉搏稳定，开始测量血压。
1． 4． 2 颈动脉插管 麻醉后，手术暴露右颈总动脉

5 ～8 mm，游离的动脉两端用动脉夹固定。将套管穿

刺针沿动脉走行刺入，拔出穿刺针，将动脉近心端动

脉夹取下，仅留套管于动脉。手持针柄将套管小心送

入心脏方向，至显示压力波形为左心室压力为止。
1． 4． 3 体外血管环 设定水浴锅温度为 37 ℃，调

至“液温”档。打开 BL-420S 生物机能实验系统，定

标、定张力、定零值。处死大鼠后，迅速取出胸主动

脉，置于持续通有 95% O2 + 5% CO2 混合气体的

Krebs 液中。于解剖显微镜下，用眼科剪剔除多余

的结缔组织和脂肪组织，冲净血管内余血，剪成 4 ～
5 mm 的血管环后，小心穿至张力传感器的三角环

上。倒入 10 ml Krebs 液于浴槽并持续通混合氧，给

予静息张力 0. 5 g，孵育 1 h，每 15 min 换液 1 次。
放液，加入 10 ml 高 K + 溶液进行血管预收缩刺激，

13 min 待稳定后 Krebs 液洗掉高钾溶液，每 10 min
换一次液。加入 10 ml Krebs 液接着加 10 μl PE( 10
mmol /L) ，计时 13 min。稳定后，由低到高依次加入

浓度为 0. 01、0. 1、1、10 mmol /L 的 Ach 溶液，观察浓

度梯度下血管内皮依赖的舒张活性。
1． 4． 4 血清 NO、MDA、GSH-Px 的含量和 SOD 活性

含量测定 麻醉后，行颈总动脉取血，于 4 ℃下离心

15 min( 1 500 r /min) 分离血清，然后按试剂盒说明

测定血清中 NO 含量、MDA、GSH-Px 的含量和 SOD
活性检测。
1． 4． 5 ELISA 检测 严格按试剂盒，用 ELISA 检测

血清、心肌组织和肺组织中白介素 1β ( interleukin-
1β，IL-1β) 、白介素 10( interleukin-10，IL-10) 、肿瘤

坏死因子 α ( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 、内皮

型一氧化氮合酶( endothelial NO synthase，eNOS) 水

平。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行分析，

各组数据均以 珋x ± s 表示，多组均数的比较采用单因

素方差分析，进一步比较采用 LSD 方法，检验水准 α
= 0. 05。

2 结果

2． 1 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心重指数、肺重指

数和肾重指数的影响 SD 大鼠长期吸入尼古丁后，

与对照组比较，尼古丁低、中、高剂量组体重和心重

有降低趋势，其中尼古丁中剂量组体重和心重降低

明显，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。尼古丁低

剂量组心重指数( HW/BW) 及尼古丁高剂量组肺重

指数( LW/BW) 和肾重指数 ( KW/BW) 降低明显。
见表 1。
2． 2 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠尾动脉压的影响

与对照组比较，尼古丁低、中、高剂量组动脉血压

都有明显的不同程度的上升趋势，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 3 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心功能的影响
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表 1 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心重指数、肺重指数和肾重指数的影响( 珋x ± s，n = 8)

项目 对照组 尼古丁低剂量组 尼古丁中剂量组 尼古丁高剂量组 F 值

体重( g) 542． 91 ± 31． 96 538． 80 ± 58． 70 484． 50 ± 26． 37＊＊ 535． 50 ± 50． 24 3． 14
心重( g) 1． 40 ± 0． 20 1． 33 ± 0． 18 1． 23 ± 0． 07＊＊ 1． 39 ± 0． 16 1． 89
肺重( g) 2． 13 ± 0． 34 2． 29 ± 0． 37 2． 01 ± 0． 13 1． 98 ± 0． 25 1． 91
肾重( g) 3． 32 ± 0． 41 3． 40 ± 0． 28 3． 33 ± 0． 27 3． 12 ± 0． 35 1． 05
HW/BW 2． 58 ± 0． 38 2． 47 ± 0． 17 2． 56 ± 0． 16 2． 60 ± 0． 19 17． 61
LW/BW 3． 95 ± 0． 80 4． 27 ± 0． 27 4． 17 ± 0． 36 3． 71 ± 0． 41 1． 96
KW/BW 6． 11 ± 0． 69 6． 33 ± 0． 489 6． 87 ± 0． 36＊＊ 5． 85 ± 0． 61 4． 94

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

表 2 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心功能的影响( 珋x ± s，n = 8)

项目 对照组 尼古丁低剂量组 尼古丁中剂量组 尼古丁高剂量组 F 值

HＲ( 次 /min) 364． 55 ± 57． 90 369． 90 ± 48． 76 400． 00 ± 28． 92 372． 38 ± 56． 28 0． 83
LVSP( mmHg) 139． 20 ± 25． 26 133． 81 ± 14． 94 145． 15 ± 14． 58 139． 03 ± 27． 57 0． 37
LVEDP( mmHg) － 20． 83 ± 17． 68 － 9． 19 ± 12． 17 － 20． 56 ± 6． 66 － 19． 46 ± 20． 76 1． 06
+ dp /dtmax( mmHg /s) 4 086． 05 ± 1 211． 21 3 096． 65 ± 562． 89 4 158． 16 ± 506． 02 4 511． 42 ± 1 707． 34 2． 38
－ dp /dtmax( mmHg /s) － 3 856． 61 ± 1 151． 11 － 3 003． 29 ± 478． 20 － 3 923． 98 ± 493． 69 － 3 952． 49 ± 1 585． 27* 1． 54
ABP( mmHg) 108． 83 ± 6． 18＊＊ 120． 14 ± 8． 84＊＊ 126． 95 ± 14． 81＊＊ 125． 41 ± 12． 43＊＊ 4． 39

HＲ: 心率; LVSP: 左心室收缩压; LVEDP: 左心室终末舒张压; + dp /dtmax: 左心室内压最大上升速率; － dp /dtmax: 左心室内压最大下降速

率; ABP: 颈动脉压; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 1 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠尾动脉压的影响( 珋x ± s，n = 8)

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

SD 大鼠长期吸入尼古丁后，与对照组比较，尼古丁

高剂量组左心室收缩压与舒张压明显升高，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 与对照组比较，尼古丁低、
中、高剂量组动脉血压发生不同程度的增高，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见表 2。
2． 4 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血管舒张功能的

影响 与对照组比较，尼古丁高剂量组对乙酰胆碱

诱导的内皮依赖性舒张反应有明显的下降趋势，差

异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 5 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 NO 含量及

心、肺、血清 eNOS 表达的影响 与对照组比较，尼

古丁低、中、高剂量组血清 NO 有不同程度的下降，

差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。见图

3。心、肺、血清 eNOS 含量均有明显的降低，差异具

有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 4。

图 2 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血管舒张功能的影响( 珋x ± s，n = 8)

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 3 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 NO 含量的影响( 珋x ± s，n = 8)

1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量组; 3: 尼古丁中剂量组; 4: 尼古丁高

剂量组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心、肺、血清 eNOS

表达的影响( 珋x ± s，n = 8)

A: 心肌组织中 eNOS 蛋白表达; B: 肺组织中 eNOS 蛋白表达; C:

血清中 eNOS 蛋白表达; 1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量组; 3: 尼古丁中

剂量组; 4: 尼古丁高剂量组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 6 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 MDA、GSH-
Px 含量及 SOD 活性的影响 与对照组比较，尼古

丁低、中、高剂量组血清 MDA 含量明显降低，GSH-
Px 含量明显升高，SOD 活性增加。其中，尼古丁低

剂量和中剂量组 MDA 含量明显下降，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; 尼古丁低、中剂量组

GSH-Px 有不同程度的增加，差异有统计学意义( P
＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) ; 尼古丁低剂量组 SOD 活性增加，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 5。
2． 7 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 TNF-α、IL-

1β、IL-10 含量的影响 SD 大鼠长期吸入尼古丁

后，与对照组比较，尼古丁低、中剂量组血清中 TNF-
α 量显著增加，差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) 。
尼古丁低、中、高剂量组血清中 IL-1β 量几乎无变

化，差异无统计学意义; 与对照组比较，尼古丁低剂

量和中剂量组血清 IL-10 量显著增加，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 6。

图 5 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 MDA、GSH-Px 含量

及 SOD 活性的影响( 珋x ± s，n = 8)

A: MDA; B: GSH-Px; C: SOD 活性; 1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量

组; 3: 尼古丁中剂量组; 4: 尼古丁高剂量组; 与对照组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 8 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠肺 TNF-α、IL-1β、
IL-10 含量的影响 SD 大鼠长期吸入尼古丁后，与
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图 6 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠血清 TNF-α、IL-1β、

IL-10 含量的影响( 珋x ± s，n = 8)

A: TNF-α; B: IL-1β; C: IL-10; 1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量组; 3:

尼古丁中剂量组; 4: 尼古丁高剂量组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

对照组比较，尼古丁低、中、高剂量组肺组织 TNF-α、
IL-1β、IL-10 含量都有不同程度的增加，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 7。
2． 9 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心肌 TNF-α、IL-
1β、IL-10 含量的影响 SD 大鼠长期吸入尼古丁

后，与对照组比较，尼古丁低、中、高剂量组心肌组织

中 TNF-α、IL-1β、IL-10 含量有不同程度的增加，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 8。

3 讨论

烟草中含有多种生物活性物质，其中最重要的

图 7 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠肺组织中 TNF-α、IL-1β、

IL-10 含量的影响( 珋x ± s，n = 8)

A: TNF-α; B: IL-1β; C: IL-10; 1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量组; 3:

尼古丁中剂量组; 4: 尼古丁高剂量组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

活性成分是尼古丁，而尼古丁是引起肺部疾病，心血

管疾病和免疫功能障碍发展中的主要危险因素［3］。
氧自由基的产生可抑制 eNOS 的活性，进而影响 NO
和内皮素 1 ( endothelin-1，ET-1) 的释放［4］。血管内

皮细胞是一层覆盖在血管管腔的单层细胞，已证实

内皮具有活跃的内分泌功能，通过释放多种介质，参

与血 管 的 收 缩 与 舒 张，血 管 的 生 成 以 及 炎 症 反

应［5］。各种物理化学因素、氧化应激、炎症等都可

造成血管内皮的损伤，而内皮损伤是高血压、冠心病

等疾病发展的重要病理学基础。尼古丁通过改变
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图 8 长期吸入尼古丁对 SD 大鼠心肌组织中 TNF-α、IL-1β、
IL-10 含量的影响( 珋x ± s，n = 8)

A: TNF-α; B: IL-1β; C: IL-10; 1: 对照组; 2: 尼古丁低剂量组; 3:

尼古丁中剂量组; 4: 尼古丁高剂量组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

NO 缓激肽，内皮素和白三烯的释放来影响血管张

力，其中 NO 是血管内皮细胞合成和分泌最重要的

血管舒张因子，作为反映血管受损程度及功能的一

项指标，在调控血管张力中有着重要意义。血管内

皮细胞通过 eNOS 生成 NO，eNOS 是诱导合成 NO 的

关键性限速酶，eNOS /NO 信号通路与高血压等内皮

功能障碍相关疾病的发生发展密切相关。
活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 引起细胞

的毒性过程称为氧化应激，在调控血管张力和内皮

功能中有着重要意义。尼古丁可增加血液 ＲOS 的

产生，且存在剂量依赖性［6］。其中，过氧化的脂质

可分解产生 MDA，因此 MDA 的含量可作为一项细

胞受损程度和自由基产生情况的指标。而 GSH-Px
和 SOD 在吸烟介导的氧化应激中都有着重要的保

护作 用，两 者 可 以 用 来 评 价 氧 化 应 激 的 影 响 程

度［7］。本实验结果表明，大鼠血清 SOD 活性升高，

GSH-Px 含量增加，而 MDA 含量明显降低，其机制可

能与尼古丁通过作用于烟碱型乙酰胆碱受体，同时

激动交感神经系统和副交感神经系统，引起的机体

氧化 － 抗氧化水平的失衡有关。
TNF-α 作为机体创伤或感染后产生最早的炎性

因子之一，TNF-α 的水平是反映肺部感染及病变程

度的良好指标。而 IL-1β 与 TNF-α 有十分相似的作

用，在肺部炎性疾病早期，IL-1β 参与肺部炎性疾病

的发病过程，在急性肺损伤中，IL-1β 较早生成，可

诱发、放大炎症反应，临床上以其水平的高低来判断

肺损伤程度［8 － 12］。同时 IL-1β 也会导致肺纤维化，

主要诱导炎症反应，可通过协同 TNF-α 并促进其他

炎性因子的表达，进而加强炎性反应程度［13］。IL-
10 是由 Th2 细胞产生的一种细胞因子，是强有力的

抗炎因子。尼古丁抑制促炎细胞因子 TNF-α，IL-1β
和 IL-12 的产生，同时刺激 IL-10 的分泌，通过作用

于烟碱受体发挥抗炎作用［14］。本实验结果显示，尼

古丁低、中、高剂量组的心、肺组织 TNF-α、IL-1β、IL-
10 含量均明显升高，说明尼古丁的吸入可引起大鼠

心、肺组织的炎症反应。
综上所述，本实验采用载气吹扫尼古丁吸入法，

观察到尼古丁可引起大鼠内皮细胞功能紊乱和血压

的升高，氧化应激的失衡和心、肺组织的炎症及心功

能的损伤，其深入机制有待进一步探讨。
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Effects of long-term inhalation of nicotine by gas-purge on cardiovascular
function，oxidative stress and inflammation in rats

Cheng Pan1，He Qing2，3，Zhang Xiaoyu2，3，et al
( 1Dept of Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Combustion ＆ Pyrolysis Study
of Key Laboratory of China Tobacco，China Tobacco Anhui Industrial Co． ，Ltd． ，Hefei 230088;

3Anhui Key Laboratory of Tobacco Chemistry，China Tobacco Anhui Industrial Co． ，Ltd． ，Hefei 230088)

Abstract Objective To investigate the effects of inhalation of nicotine on cardiovascular function，oxidative stress
and inflammation in rats and its mechanism． Methods Forty healthy male SD rats were randomly divided into four
groups． The experimental group was inhaled nicotine by air-purging． The rats were exposed for 1 h，2 h and 4 h
daily，respectively，and were determined as low，medium and high dose groups． The control group was housed un-
der standard conditions． After 90 days，aortic reactivity and blood pressure were measured． The levels of endotheli-
al NO synthase( eNOS) ，interleukin-1β ( IL-1β) ，tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukin-10 ( IL-10 )

in heart，lung tissue and serum of rats were measured． Serum nitric oxide ( NO ) content，malondialdehyde
( MDA) content，superoxide dismutase ( SOD) activity and glutathione peroxidase ( GSH-Px) activity were meas-
ured respectively． Ｒesults Compared with the control group，the blood pressure of the experimental group was sig-
nificantly increased． NO，eNOS and MDA content were significantly decreased． GSH-Px activity was significantly
increased． The levels of IL-1β，TNF-α，IL-10 were significantly increased in heart，lung and serum respectively．
Conclusion Long-term inhaled nicotine by air-purged impaired cardiac function and caused high blood pressure，

induced oxidative stress and cardiopulmonary inflammatory reaction． The mechanism may be related to endothelial
dysfunction and simultaneous activation of sympathetic and parasympathetic systems．
Key words nicotine; cardiovascular function; oxidative stress; inflammatory cytokines; rats
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