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饮用某 ５４％ｖｏｌ白酒对大鼠肾上腺髓质细胞 ＡＤＭ及
ＡＣＴＨ表达的影响
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（贵州医科大学 组织学与胚胎学教研室，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：探讨摄入不同剂量某５４％ｖｏｌ白酒对大鼠肾上腺髓质细胞内肾上腺髓质素（ＡＤＭ）及促肾上
腺皮质激素（ＡＣＴＨ）表达的影响。方法：正常雄性ＳＤ大鼠１２０只随机法分为正常对照组（ＮＧ，ｎ＝３０）和实验
组（灌胃白酒，ｎ＝９０），实验组又分为低剂量组［ＬＧ，０８ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）］、中剂量组［ＭＧ，１６ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）］和高剂
量组［ＨＧ，２４ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）］，实验组大鼠于每日１１∶００ＡＭ及５∶００ＰＭ各灌胃一次，ＮＧ组不予处理；各组大鼠
分别于实验第４、８、１２、１６及２０周末取肾上腺组织，采用免疫组织化学 ＳＡＢＣ法、图像分析法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
大鼠肾上腺髓质中ＡＤＭ及ＡＣＴＨ表达。结果：与ＮＧ相比较，第４、８、１２、１６及２０周末各实验组，大鼠肾上腺髓
质细胞ＡＤＭ、ＡＣＴＨ免疫组织化学染色强度及平均光密度差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，与
ＮＧ组比较，第４、８、１２、１６及２０周各实验组大鼠肾上腺组织 ＡＤＭ、ＡＣＴＨ蛋白表达水平差异均无统计学意义
（Ｐ＞００５）。结论：在本实验设定的剂量和时长下，摄入该５４％ｖｏｌ白酒对大鼠肾上腺髓质ＡＤＭ及ＡＣＴＨ的表
达无明显影响。
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　　肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ）是一种
降压肽，具有多种生物活性。ＡＤＭ以旁分泌方式
作用于肾上腺，不仅可以抑制肾上腺皮质球状带醛

固酮的分泌，还能抑制肾上腺髓质儿茶酚胺的分

泌［１］。促肾上腺皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）是腺垂体分泌的肽类激素，可促进肾
上腺皮质发育和皮质醇（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲ）的合成与释
放［２］。ＡＤＭ能通过负反馈作用抑制下丘脑促肾上
腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＣＲＨ）的分泌从而抑制基础 ＡＣＴＨ的分
泌［３］。酒类饮品的主要成分是乙醇和水，约占总

量的９８％左右，其余微量成分包括酸类、酯类、醇
类、醛类、酚类及其他芳香族化合物，这些微量成分

大部分对人体健康有益［４］。饮酒不当或饮酒过量

不仅有损身体健康，还可能危害公共安全，饮酒与

健康的关系已经成为人们关注的热点问题。本研

究拟通过模拟正常人的饮酒习惯（饮用量和时间

点），建立不同时长及不同剂量饮酒大鼠模型，采

用免疫组织化学 ＳＡＢＣ法、图像分析法、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各组大鼠肾上腺髓质组织的 ＡＤＭ及
ＡＣＴＨ表达，为健康科学饮酒提供基础研究资料。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　实验对象　清洁级雄性ＳＤ大鼠１２０只，体
质量１８０～２２０ｇ（贵州医科大学实验动物中心提
供）。大鼠常规适应性分笼饲养（普通颗粒饲料、

自由饮食饮水）。

１１２　主要试剂及抗体　兔抗鼠 ＡＣＴＨ抗体
（Ｂｏｓｔｅｒ公司），兔抗鼠ＡＤＭ抗体（Ｂｏｓｔｅｒ公司），β
Ａｃｔｉｎ（ＴｒａｎｓＧｅｎ公司），ＳＡＢＣ试剂盒（Ｂｏｓｔｅｒ公
司），戊巴比妥钠（美国 Ｓｉｇｍａ公司），５４％ｖｏｌ白酒
（贵州某白酒厂）。

１１３　仪器与设备　超低温冰箱（德国 Ｔｈｅｒｍｏｓ

Ｆｉｓｈｅｒ公司），显微镜 ＮｉｋｏｎＹＳ型（日本 Ｎｉｋｏｎ公
司），ＬｅｉｃａＲＭ型切片机（德国Ｌｅｉｃａ公司），低温离
心机ＣＴＲＥ（日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司），电泳仪ＤＹＹ－６Ｃ，
ＤＹＣＺ－２４ＤＮ型（北京六一公司），恒温干燥箱
ＧＺＸ－ＤＸ－Ｘ型（中国新胜公司），多功能成像系
统５６００型（中国ＣＬＩＮＸ公司），正置荧光显微镜附
图像采集系统 （日本 Ｎｉｋｏｎ公司），Ｉｍａｇｅｐｒｏ
ｐｌｕｓ６０图像分析系统（美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公
司）。

１２　方法
１２１　分组及处理　１２０只成年雄性 ＳＤ大鼠适
应性喂养一周后，随机分为正常对照组（ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＮＧ）３０只和实验组（灌胃白酒）９０
只，实验组又分为低剂量组［ＬＧ，０８ｍＬ／（ｋｇ·
ｄ）］、中剂量组［ＭＧ，１６ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）］及高剂量组
［ＨＧ，２４ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）］，每组各３０只；各组大鼠设
４周、８周、１２周、１６周组及２０周５个观察时间点。
实验组大鼠每日以 ５４％ｖｏｌ白酒灌胃两次（１１∶
００ＡＭ，５∶００ＰＭ），至取材前１日。ＮＧ组予以正常
喂养。

１２２　取材及标本处理　各组于各时间点前禁食
１０ｈ，戊巴比妥钠麻醉后取材。取一侧肾上腺组
织，４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，４μｍ连续
切片（３张／只），每张切片间隔５６μｍ，以备行免疫
组织化学染色及图像分析；取另一侧肾上腺组织

－８０℃保存，以备用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ＡＣＴＨ及
ＡＤＭ的表达。
１２３　肾上腺髓质细胞中 ＡＣＴＨ及 ＡＤＭ表达检
测　采用免疫组织化学染色显示ＡＣＴＨ和ＡＤＭ免
疫反应阳性细胞。主要步骤为：切片经烤片，脱蜡，

乙醇下行入水，１０％甲醇 －Ｈ２Ｏ２浸泡１０ｍｉｎ，正常
羊血清（按１∶２０比例稀释）封闭３０ｍｉｎ，加入兔抗
鼠ＡＣＴＨ抗体（按１∶１００比例稀释）、兔抗鼠 ＡＤＭ
抗体（按１∶１００比例稀释）４℃冰箱保存过夜，滴加
生物素化 ＩｇＧ（按 １∶１００比例稀释）３７℃孵育
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３０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ复合物（按１∶１００比例稀释）３７℃
孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染细胞核，常规
封片。１％ＰＢＳ缓冲液代替特异性抗体作为阴性对
照，其余步骤同上。

１２４　肾上腺组织匀浆 ＡＣＴＨ及 ＡＤＭ表达检测
　取－８０℃冰箱保存的肾上腺组织，于匀浆器中
裂解，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上清。测
定样品总蛋白浓度（ＢＣＡ法），ＳＤＳＰＡＧＥ（５×）制
样，沸水浴５ｍｉｎ，－２０℃保存备用，行 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭，加入兔抗
鼠ＡＣＴＨ抗体（按１∶４００比例稀释）、兔抗鼠 ＡＤＭ
抗体（按１∶５００比例稀释），４℃孵育过夜，羊抗兔
ＩｇＧＨＲＰ（按１∶５０００比例稀释）和兔抗鼠ＩｇＧＨＲＰ
（按１∶５０００比例稀释）孵育 １５ｈ，洗膜（１×
ＴＢＳＴ），ＥＣＬ混合液化学发光（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），经
曝光 （ＣＬＩＮＸ凝胶成像系统）后用 Ｉｍａｇｅｐｒｏ
ｐｌｕｓ６０图像分析系统对各条带相对积分光密度分
析，以βａｃｔｉｎ为内参照。
１３　统计学分析

实验数据以均值±标准差（ｘ±ｓ）形式表示，采

用ＳＰＳＳ２３０软件进行单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ）分析。Ｐ＜００５时差异具有统计学意义。

２　结果

２１　肾上腺髓质细胞ＡＣＴＨ及ＡＤＭ表达
ＮＧ组及各实验组肾上腺 ＡＣＴＨ及 ＡＤＭ免疫

反应产物呈棕褐色或棕黄色细颗粒状，分布于肾上

腺髓质细胞胞质或细胞核内，所有阴性对照未见免

疫反应阳性产物。实验第 ４、８、１２、１６及 ２０周末
时，各实验组肾上腺髓质细胞 ＡＣＴＨ及 ＡＤＭ免疫
反应阳性产物位置及强度与ＮＧ组比较，未见明显
变化（见图１，图２）。
２２　肾上腺髓质ＡＣＴＨ及ＡＤＭ阳性细胞光密度

第４、８、１２、１６和 ２０周各实验组肾上腺髓质
ＡＣＴＨ阳性细胞的平均光密度与 ＮＧ组相比，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。第４、８、１２、１６
和２０周各实验组肾上腺髓质 ＡＤＭ阳性细胞的平
均光密度与 ＮＧ相比，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２。

Ａ、Ｂ分别为４周ＮＧ、ＭＧ；Ｃ、Ｄ分别为８周ＮＧ、ＨＧ；Ｅ、Ｆ分别为１２周ＬＧ、ＭＧ；
Ｇ、Ｈ分别为１６周ＬＧ、ＨＧ；Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ分别为２０周ＮＧ、ＬＧ、ＭＧ、ＨＧ

图１　各组大鼠肾上腺髓质ＡＣＴＨ阳性细胞（ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＡＣＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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Ａ、Ｂ分别为４周 ＮＧ、ＭＧ；Ｃ、Ｄ分别为８周ＮＧ、ＨＧ；Ｅ、Ｆ分别为１２周ＬＧ、ＭＧ；
Ｇ、Ｈ分别为１６周ＬＧ、ＨＧ；Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ分别为２０周ＮＧ、ＬＧ、ＭＧ、ＨＧ

图２　各组大鼠不同时间肾上腺髓质ＡＤＭ阳性细胞（ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＡＤＭｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

表１　各组大鼠不同时间肾上腺髓质ＡＣＴＨ阳性细胞的平均光密度（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＡｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＣＴＨｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

时间 ＮＧ ＬＧ ＭＧ ＨＧ
４周 ０１３９±００１７ ０１２６±００１４ ０１３３±００１６ ０１２１±０００７
８周 ０１４１±００１０ ０１３２±００１６ ０１３９±００１７ ０１２９±００１２
１２周 ０１３８±００１６ ０１４０±００１０ ０１５２±０００８ ０１３１±０００８
１６周 ０１３７±００１２ ０１３８±０００９ ０１３５±０００９ ０１３１±００１４
２０周 ０１３８±０００８ ０１３９±００１１ ０１３６±００１３ ０１３８±００１３

表２　各组大鼠不同时间肾上腺髓质ＡＤＭ阳性细胞的平均光密度（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＡｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＤＭｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

时间 ＮＧ ＬＧ ＭＧ ＨＧ
４周 ０４２１±００２６ ０３９１±００１７ ０４０５±００２７ ０３９２±００２２
８周 ０４１５±００３０ ０３７７±００１２ ０３６４±００３１ ０３７２±００２９
１２周 ０４１８±００２４ ０３７５±００１２ ０３９５±００１９ ０３９２±００２２
１６周 ０４０７±００２６ ０３７６±００１７ ０２５８±００１７ ０３８４±００２０
２０周 ０４１１±００２３ ０３８２±００３４ ０２８７±００３３ ０３９１±００１９

２３　肾上腺组织匀浆中ＡＣＴＨ及ＡＤＭ表达
ＡＣＴＨ、ＡＤＭ、βａｃｔｉｎ蛋白分别在 ２９ｋＤ、２２

ｋＤ、４２ｋＤ处显示出特异性条带（如图３）。与 ＮＧ
组相比，第４、８、１２、１６及２０周各剂量组大鼠肾上
腺组织内ＡＣＴＨ、ＡＤＭ表达水平比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。

３　讨论

适量饮酒可使动脉血管扩张从而导致血压下

降，其对于患轻微高血压及血液循环不良患者有

益［５］。还有研究报道，适量饮酒可以降低冠心病、
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图３　各组大鼠不同时间肾上腺组织匀浆中ＡＣＴＨ及ＡＤＭ表达水平
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＣＴＨａｎｄＡＤＭｉｎａｄｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

心肌梗塞、心力衰竭、心肌缺血性中风的风险［６］。

过量饮酒对机体可造成严重的危害，也可以使癌症

的发生率和死亡率均上升［７－８］。有研究证明，当酒

依赖者遇到饮酒相关环境时，易产生类似应激的反

应，出现一系列生理指标的改变［９－１０］。大量饮酒

可使ＡＣＴＨ以及肾上腺皮质激素的分泌增加，导致
应激水平改变。

ＡＣＴＨ在机体中具有十分广泛的生理作用，其
中包括体温调节、心血管功能调节、神经损伤恢复

与再生等多种生理功能［１１］。在应激状态下，ＡＣＴＨ
磷酸化水平急剧升高。有研究认为，只有磷酸化后

的ＡＣＴＨ才具有生理活性。大鼠长期饮酒可以导
致机体下丘脑－垂体 －肾上腺轴（ＨＰＡ）功能发生
严重紊乱，此时糖皮质激素的合成与分泌可能不再

受ＡＣＴＨ的调控［１２］。

ＡＤＭ参与多种生理、病理过程的调节，特别是
在调节心血管和肾功能的稳态方面发挥重要生物

学效应［１３］。乙醇引起的各组织损害主要是通过促

进自由基生成的结果。氧自由基可以促进 ＡＭＤ
的合成与分泌［１４］。而氧自由基清除剂 Ｎ乙酰半
胱氨酸（Ｎａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）可以抑制 Ｈ２Ｏ２对
ＡＤＭ合成的促进作用，并几乎完全阻断Ｈ２Ｏ２与同
型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）的协同作用。

本实验大鼠灌胃剂量分为０８ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）、
１６ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）及２４ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）。经换算后相
当于正常成年人（６０ｋｇ）每日饮酒７８ｍＬ、１５６ｍＬ

及２３４ｍＬ。前期研究也表明，在该设定条件下该
５４％ｖｏｌ白酒对大鼠肝脏的功能无明显影响［１５－１６］。

在本实验设定的剂量和时长下，大鼠肾上腺髓质

ＡＣＴＨ、ＡＤＭ表达没有发生显著改变，即对肾上腺
髓质功能无明显影响。
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