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【摘* 要】目的：用仔猪作模型，研究经锌元素诱导的外源性

金属硫蛋白（7:#R0）对机体抗氧化功能和超氧化物歧化酶

（CUN）基因表达的影响/ 方法：选用杜长大杂交仔猪 !, 头，

随机分为 ( 组（!，$ 和 (）/ 分别肌肉注射经生理盐水溶解的

猪肝 7:#R0 " 4G [ YG（! 组），"/ , 4G [ YG（$ 组），!/ ’ 4G [ YG
（( 组），让仔猪运动产生应激/ 注射 R0 后 ( 8 和 ’ 8，分别从

每组取 ( 头仔猪屠宰取肝脏，测定肝脏中与抗氧化有关的生

化指标，检测肝脏 CUN 基因表达水平/ 结果：在应激条件下，

补充外源性 7:#R0 一段时间后，仔猪肝脏 CUN，\CK#]^ 活性

显著升高（7 _ "/ "+），RNF 含量显著降低（7 _ "/ "+），肝脏抗

活性氧和抗超氧阴离子水平也有提高的趋势/ 在注射 7:#R0
后 ’ 8，"/ , 4G [ YG，!/ ’ 4G [ YG 组仔猪肝脏 CUN 基因表达水平

比对照组显著提高（7 _ "/ "+）/ "/ , 4G [ YG 组和 !/ ’ 4G [ YG 组

’ 8 CUN 基因表达水平比 ( 8 显著增加，表明 R0 对 CUN 基因

表达的诱导与时间和剂量关系密切/ 结论：补充外源性 7:#
R0 可提高应激机体的抗氧化物酶活性，从而提高机体的抗应

激能力/
【关键词】金属硫蛋白；抗氧化酶；基因表达；仔猪

【中图号】‘!+!* * * 【文献标识码】F

GH 引言

应激可使机体脂质过氧化反应增强，继而通过产

生自由基造成组织损伤，致生物体病变，生产力下

降，甚至死亡［!］/ 金属硫蛋白（41@522>@86>:16:，R0）

是分子量低、富含半胱氨酸的金属结合蛋白/ 研究表

明，R0 具有显著的清除自由基、抗脂质过氧化和增

强机体免疫力的作用［$ b (］/ 因此，R0 通过清除自由

基，可增强抗氧化酶的活性，阻断脂质过氧化链式反

应，减少膜脂质过氧化损伤，减少 NSF 损伤/ 因而将

R0 应用于动物，完全有可能达到缓解氧化应激，提

高生长速度，减少疾病的发生，减缓鲜肉氧化速度，延

长动物利用年限，提高经济效益的目的/ 但以往有关
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金属硫蛋白的抗氧化、抗应激研究以内源性为主，而

且大都仅从抗氧化酶的活性变化来探讨金属硫蛋白

清除自由基、抗氧化的作用! 有关 "# 在猪体内的研

究鲜见报道! 基于此，我们以杜长大杂交仔猪为对

象，通过注射外源性 $%&"#，测定肝脏与自由基有关

的生化指标以及肝脏中 ’() 基因表达水平，从蛋白

和基因水平探讨外源性 $%&"# 在应激状态下对抗氧

化酶的影响!

!" 材料和方法

!! !" 材料" 选用胎次、日龄相同并且体质量相近的

杜长大三元杂交雄性仔猪 *+ 头，*, - 一次性断奶，

单栏饲养，自由采食和饮水! 试验前体质量（,! ,. /
0! .,）12! 屠宰前 * - 停食，不断水! 梯度 345 仪：德

国 6778%-9:; 生产，型号为 <==*0<<+++；稳压稳流电

泳仪：北京六一仪器厂生产，型号为 )>>&?@；凝胶成

像系统：美国 AB3 @C9DEF2C%2 ’GHI8E 生 产，型 号 为

J)’&+000；紫外分析仪：北京六一仪器厂生产，型号

为 K)&L,0=@；紫外分光光度计：德国 6778%-9:; 生

产，型号为 ?0=*0<,=0；超低温冰箱：青岛海尔股份有

限公司生产，型号为 @)&=L?M#&?<K；台式离心机：德

国 6778%-9:; 生产，型号为 48%I:C;N28 <,*<)；低温离

心机：德国 6778%-9:; 生产，型号为 48%I:C;N28 <+*05；

微波炉：青岛海尔股份有限公司生产，型号为 O5&
?P0.)K! 猪肝 $%&"#：本课题组提取的产品；@Q(R>&
#64O! ’()&<.<#"试剂盒：购自 (RQ’ 公司；谷胱甘肽

过氧 化 物 酶（ J’O&3R）活 力 测 定 试 剂 盒、丙 二 醛

（")S）测定试剂盒、活性氧（5(’）测定试剂盒、超氧

阴离子（’(S）自由基测定试剂盒：购自南京建成生物

工程研究所；Q’(J6T 总 5TS 抽提试剂盒：购自日本

基因株式会社；5#&345 试剂：购自 SE8:HUFE 3UF:&
EFVCF @C9I8VU 公司；琼脂糖及 #:CH：购自 59VU8 公司；

J8%8 5ND8:#" *00 W7 )TS MF--8:：购自 "@Q X8:E%IFH
公司!
!! #" 方法

*! .! * Y 试验设计 Y 将 *+ 头 供 试 仔 猪，随 机 分 为

= 组，每组 ? 头! 驱赶仔猪使其产生应激，然后= 组分

别肌肉注射经生理盐水溶解的猪肝 $%&"# 0 E2 Z 12
（* 组），0! + E2 Z 12（. 组），*! ? E2 Z 12（= 组）! 在注

射 "# 后 = U 和 ? U，分别从每组随机抽取 = 头仔猪，

从前腔静脉放血屠宰，取肝脏，测定肝脏中与抗氧化

有关的生化指标，检测肝脏 ’() 基因表达水平!
*! .! .Y 样品采集Y 解剖时取两份 * 2 左右的肝脏迅

速用无菌锡铂纸包好并编号于液氮中速冻，再转移至

[ P0\冰箱中以备总 5TS 的抽提和肝脏上清液的

制备!
*! .! =Y 肝脏上清液的制备Y 取 0! . 2 左右经低温保

存的肝组织在冰冷的生理盐水中漂洗，除去血液，滤

纸拭干，称质量，放入玻璃匀浆管中，然后用移液管量

取预冷的生理盐水（+! ? 2 Z M），生理盐水的体积是组

织块质量的 L 倍! 将匀浆管下端插入盛有冰水混合

物的器皿中，上下转动捣杆数 *0 次，充分研碎，使组

织匀浆化! 将制备好的 *00 EM Z M 的匀浆在 ,\，=000
: Z EC% 离心 *< EC%，取上清液!
*! .! ,Y 肝脏中与抗氧化有关的生化指标的测定Y 肝

脏上清液中 ’() 活性，J’O&3R，")S，5(’ 和 ’(S
自由基水平的测定按各试剂盒说明书操作!
*! .! < Y 基因表达分析Y 采用半定量 5#&345 方法，

以 =&磷酸甘油醛脱氢酶（JS3)O）为内标［,］!
*! .! <! *Y 总 5TS 的提取Y 采用 Q’(J6T&M’ 总 5TS
抽提试剂盒，按说明书操作，提取的总 5TS 经紫外分

光光度计测得 !.?0 Z !.+0 在 *! + ] .! 0 之间，可作为逆

转录反应的模板!
*! .! <! .Y 引物设计Y 根据网上（^^^! %VWC! %DE! %CU!
29_ Z ）发 表 的 基 因 序 列（ ’()：60?PL*，JS3)O：

SX0*P0PL ）采用引物设计软件进行设计，’() 上游

引物：<‘& S##4S#JJ4JS4JSSJJ4 &=‘，下游引物：

<‘& #4SS##S4S44S4SJJ44S&=‘， 扩 增 长 度 ,<=
W7；内标 JS3)O 上游引物 <‘& #JSS4JJS###JJ4&
4J4S#&=‘，下游引物 <‘& ##4#44S#JJ#4J#JSSJS&
=‘，扩增长度 .LP W7；引物均由日本株式会社 )TS 合

成事业部合成!
*! .! <! = Y 5#&345Y 反转录聚合酶链式反应（5#&
345）用 58F-&I9&J9 5#&345 W8F-H 试剂采用一步法

进行!
*! .! <! ,Y 5#&345 产物定量Y 取 *< "M 345 扩增产

物于 .0 2 Z M 琼脂糖凝胶上电泳（ 含溴化乙锭），在凝

胶成像系统下观察结果并拍照! 采用图像处理系统

对 345 产物条带进行密度扫描，以 =&磷酸甘油醛脱

氢酶（JS3)O）作为 5#&345 的质控，将待测 ’() 基

因表达与其对应 JS3)O 表达的比值进行比较后得

出一相对量，从而计算出各组的基因表达量的相对变

化量!
统计学处理：计量数据以 " # $ 表示! 采用 ’S’

?! *.统计软件进行方差分析（JM" 过程），并用 )N%&
VF% 法进行多重比较!

#" 结果

#! !" "# 对仔猪肝脏抗氧化能力的影响Y 仔猪应激

时注射外源性 $%&"# 一段时间后，仔猪肝脏 ’()，
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!"#$%& 活性升高，’() 含量降低，抗活性氧和抗超

氧阴离子水平也有提高的趋势* 尤其在注射 +,$’-
后 . /，肝脏 "0(，!"#$%& 活性，’() 含量各组比较

差异具有统计学意义（! 1 2* 23，表 4）*
同时由表 4 知，注射相同剂量 +,$’-，. / "0(，

!"#$%& 活性比 5 / 提高，且!组 . / "0(，!"#$%&
活性比 5 / 提高（! 1 2* 23），’() 含量降低（! 1
2* 24）* 各组肝脏抗活性氧和抗超氧阴离子水平 . /
与 5 / 相比也有提高的趋势*

表 46 不同剂量的 ’- 对仔猪肝脏中与抗氧化有关的指标的

影响 （" 7 5，# $ %）

组别
’()

（"89: ; <）

"0(
（"=>? ; <）

!"#$%&
（"=>? ; <）

@0"
（"=>? ; <）

"0)
（"=>? ; <）

5 /

6 对照 A* 22 B 2* 3A 4C4C B 5D4 .C3 B D5 D35A B 53D 4A.2. B .3E

6 2* E
6 8< ; =< 5* C2 B 2* 3F DD3F B 554 CA. B AC> DCCF B D4F 4AEFD B A.F

6 4* .
6 8< ; =< 5* 53 B 4* D4 D3CE B DD3> CA5 B 45> DC3. B AA3 43D4. B E24

. /

6 对照 5* CD B 2* 45 4C5F B 44D C2D B F5 D.D3 B 4.D 4342D B C.5

6 2* E
6 8< ; =< D* .4 B 2* 43>G DCCF B 452> E3F B 3A> DEC. B D4E 43AE2 B .C.

6 4* .
6 8< ; =< 4* FC B 2* 4CHG 53E. B DFDHG EFA B AC>G DEEF B DD2 4..25 B 5.D>

>! 1 2* 23，H! 1 2* 24 &% 同一时间对照组；G! 1 2* 23 &% 相同剂量处理

下 5 /*

!" !# $% 对仔猪肝脏 &’( 基因表达水平的影响 #
由表 D 和图 4，D 可知，注射 ’- 后 5 / 各组相比，肝脏

"0( 基因表达水平差异不显著（! I 2* 23）* 注射 ’-
后 . / 各组相比，!组肝脏 "0( 基因表达水平比#组

显著提高（! 1 2* 23）* 注射相同剂量 +,$’- 在不同

的时间，第 4 组 5 / 与 . / 肝脏中 "0( 基因表达水平

相比差异不显著（! I 2* 23）* 第 D 组和第 5 组 . / 肝

脏中 "0( 基因表达水平比其 5 / 的显著提高（! 1
2* 23）*

表 D6 不同剂量的 ’- 对仔猪肝脏中 "0( 基因表达水平的影

响 （" 7 5，# $ %）

组别
5 / 肝脏

"0( ; !)%(#
. / 肝脏

"0( ; !)%(#

对照 D* DC B 2* 35 D* DF B 2* 5A

2* E 8< ; =< D* 4F B 2* 5D D* EC B 2* D5G

4* . 8< ; =< D* D3 B 2* DF 5* D. B 2* 3F>G

>! 1 2* 23 &% 对照组；G! 1 2* 23 &% 5 /*

4：8>J=KJ；D L A：2* E 8< ; =< 组；3 L C：4* . 8< ; =< 组；E L 42：对照组；

44：阴性对照组*

图 46 5 / 肝脏 "0( 基因表达的 @-$%M@ 产物 D2 < ; N 琼脂糖

电泳图

4：8>J=KJ；D L A：对照组；3 L C：2* E 8< ; =< 组；E L 42：4* . 8< ; =< 组*

图 D6 . / 肝脏 "0( 基因表达的 @-$%M@ 产物 D2 < ; N 琼脂糖

电泳图

)# 讨论

正常情况下，机体存在一个完整的包含酶系和非

酶系的抗氧化系统，抗氧化酶有 "0(，!"#$%& 等，非

酶系有 OP、还原性谷胱甘肽等，均有清除自由基的作

用* 在他们的协同作用下，使体内过多的自由基转变

为无害的水，起到抗氧化的作用* 羟自由基是最活

跃，也是毒性较大的含氧自由基* 由于至今体内尚未

发现羟自由基的清除酶系，’- 有效地抗羟自由基作

用显得重要* )QK: 等［3］比较了 ’- 与谷胱甘肽抗羟

自由 基 保 护 (R) 的 作 用，发 现 当 ’- 浓 度 为 45
"89: ; N 时，(R) 的 降 解 几 乎 完 全 被 抑 制，而 42
889: ; N 的 !"# 才能达到此作用* 而且在某些应激

情况下，!"# 水平下降，而 ’- 合成增加* 本试验结

果表明，注射外源 +,$’- 后，在一定的时间和浓度

下，可显著提高仔猪肝脏 "0(，!"#$%& 的活性，降低

肝中 ’() 的含量* 肝脏抗活性氧和抗超氧阴离子的

水平也有提高的趋势，从而提高机体的抗应激能力*
本结果同时表明，仔猪应激时，外源性补充 +,$

’- 一段时间后，"0( 8@R) 表达水平提高，"0( 的

活性增加* "S<T,9 等［.］研究 小 鼠 的 黄 酮 细 胞 发 现

"0( 活性还受精胺的调控，这种调控是发生在转录

水平* +,$’- 中半胱氨酸含量丰富，在巯基化合物生

成的同时，并有精氨酸残基，这样提供了 "0( 活性增

强的物质基础*
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静脉注射泵在心血管患者治疗中的应

用与护理体会
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!" 引言" 静脉注射泵是一种用少量液体将药物精确、微量、

均匀、持续地泵入体内的新型仪器，在 ZV\，VV\ 病房广泛应

用" 我科从 &’’!6!& 始使用静脉注射泵注射硝普钠、消心痛等

药物治疗急、慢性心衰、冠心病、高血压危象等疾病" 它能保

持药物以均衡的速度 &F + 持续滴入，符合心血管患者用药准

确、剂量小、速度慢的特点，保持治疗的稳定和顺利进行，无不

良反应发生"

#" 临床资料" &’’!6!& ] &’’)6!&，%H’ 例急慢性心衰、冠心病、

高血压危象等患者均应用浙江大学医疗器械厂出产的 U\6
)’V& 型静脉注射泵治疗" 静脉注射泵由泵、注射器、泵管 % 部

分组成，注射剂量 % ^ ) 7W ] +，注射器选择一次 )’ 7W 规格，泵

管选择 G’ ^ !&’ 27 一次性延长管" 泵入硝普钠或消心痛等注

射液" 固定注射泵、连接交流电源，检查注射泵的电路、管道

和仪器状态" 用 )’ 7W 注射器吸取液体（按医嘱取 $ R ] W 生理

盐水 _ 消心痛或硝普钠等均匀）［!］" 其乳头与延长管的一端

相连接，排气后放入针管夹内，推动滑座至可注射状态，打开

电源开关，遵医嘱以每小时 % ^ ) 7W 流量输入泵内显示器上，

按动启动键“E3,Q”，可见注射指示，为注射开始，注射泵进入

工作状态"

$" 讨论I !泵入前排尽注射器、延长管内空气，防止空气栓

塞，严格执行无菌操作技术，每 &F + 更换注射器、延长管一

次，如有污染，随时更换" "使用过程中注意检查液体是否渗

漏或脱管，当输液泵报警时，应迅速查找原因，作出相应处理"
#加强监护，密切观察病情" 观察有无血压、脉搏、心率、呼吸

及心电图改变，血压每半小时测一次" 平稳后改 & + 测一次，

密切观察患者面色、表情、四肢末梢循环及主诉，病情一旦发

生变化，采取积极救护措施，有效防止意外发生"
心血管患者液体量控制相对较严，输液速度快则增加心

脏负荷，加重心衰；单位时间内扩管药物进入过多过量，则会

引起血压突降、休克、甚至死亡；输液速度过慢则易引起管道

堵塞、凝血" 目前此类患者普遍都用扩管药物，根据药物作用

及病情需要，必须用尽可能少的液体，使治疗用药准确、及时、

缓慢、匀速注入体内［&］" 以上病例中的心血管患者若用普通

输液器与液体连接，静脉点滴此类药物时随着患者体位、肢体

位置的改变，输液速度忽快忽慢，药量进入体内剂量不均，容

易引起各种不良后果，需要护理人员随时观察和调节输液速

度，费时费力，致使治疗延误，影响病情恢复" 使用注射泵则

能维持恒定压力，使药液按要求的剂量准确、均匀、持续地泵

入，当有堵塞时，报警系统报警" 报警常见原因有管道受压、

扭结或阻塞；滑座与注射器分离；停电或电源插销脱开" 当患

者烦躁、咳嗽、解大小便，体位变换时容易出现" 认真对待注

射泵每一次报警，护理人员及时排除报警原因，是保证注射泵

治疗的关键［%］" 使用注射泵最短的患者为 & ^ % +，最长的有

连续 H ^ 5 < 不间断（根据病情和用药情况），均没有发生不良

反应" 因此，注射泵在心血管患者治疗过程中，可随时观察药

液注射速度，随时调节，易于观察患者病情变化，并且使用方

便，用药剂量准确，安全可靠，节省人力物力，保证了心血管患

者病情及时控制，达到早日康复的目的"
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