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不同剂量尼古丁对成年大鼠阴茎海绵体内源性ＣＯ含量及

ＮＯＳ活性影响的研究
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　　摘　要：目的　探讨不同剂量尼古丁对成年雄性大鼠阴茎勃起功能及阴茎海绵体内源性一氧化碳（ＣＯ）含量及一氧化氮合酶

（ＮＯＳ）活性的影响。方法　将３２只１２周龄雄性大鼠随机分为４组，对照组、尼古丁（０．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组、尼古丁（１．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组、尼古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组。给药方式采用皮下注射。８周后，阿朴吗啡试验观察大鼠阴茎勃起情况。取阴

茎海绵体，用改良双波长分光光度法测量其ＣＯ浓度。应用改良的Ｇｒｉｅｓｓ法测量其ＮＯＳ活性。结果　与对照组比较，尼古丁各

组阴茎勃起次数、ＣＯ含量及ＮＯＳ活性明显减少（犘＜０．０１）。阴茎勃起次数，尼古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组较尼古丁（０．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组明显减少（犘＜０．０１），尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组较尼古丁（０．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组、尼古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ

－１·

ｄ－１）组较尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组减少（犘＞０．０５）。尼古丁给药剂量越大，ＣＯ含量及ＮＯＳ活性越低，尼古丁注射各组间

两两比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　尼古丁可导致成年雄性大鼠阴茎勃起功能减弱，阴茎海绵体内源性ＣＯ含量及

ＮＯＳ活性下降；其影响呈给药剂量依赖性；表明内源性ＣＯ是尼古丁致阴茎勃起功能障碍（ＥＤ）的重要信使分子，尼古丁可能通过

降低内源性ＣＯ含量及ＮＯＳ活性致ＥＤ。
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　　阴茎勃起是一种神经血管反应过程。勃起功能障碍（ｅ

ｒｅｃｔｉｌｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＤ）是男子最常见的性功能障碍，其发病率

占中老年男性的５０％，中国约有一亿多男性患有ＥＤ，严重影

响夫妻生活质量［１］。近１０余年来，对于复杂的阴茎勃起机制，

研究的重点已由血流动力学移向神经介质方面。研究表明，一

氧化氮合酶（ＮＯＳ）催化Ｌ精氨酸生成的一氧化氮（ＮＯ）是介

导阴茎勃起的最主要的非胆碱能非肾上腺能（ＮＡＮＣ）神经递

质，在阴茎勃起过程中起着决定性作用［２］。研究证实，内源性

一氧化碳（ＣＯ）是一种新型的神经递质
［３］，是阴茎勃起的一种

基本递质，参与阴茎勃起过程［４］。吸烟是公认的ＥＤ的危险因

素。尼古丁是香烟烟雾中含量最高的一种成分，本实验通过制

备成年雄性大鼠尼古丁给药动物模型，观察大鼠阴茎勃起情

况，检测阴茎海绵体ＣＯ含量及ＮＯＳ活性，分析不同剂量尼古

丁对其影响，进而探讨吸烟对勃起功能的影响及ＥＤ发生的生

理机制，为临床上性功能障碍的治疗提供实验依据，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　成年１２周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２只。

１．１．２　试剂及药物　考马斯亮兰蛋白测定试剂盒（武汉博士

德生物工程有限公司），ＮＯＳ测定试剂盒（武汉博士德生物工

程有限公司），尼古丁（Ｓｉｇｍａ公司），连二亚硫酸钠（还原剂）

（南京建成生物工程研究所），ＫＨ２ＰＯ４（南京建成生物工程研

究所），阿扑吗啡（ＡＰＯ，Ｓｉｇｍａ公司）。
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表１　　各组大鼠阴茎勃起次数及海绵体内源性ＣＯ浓度及ＮＯＳ活性比较（狓±狊，狀＝８）

组别 勃起（次） ＮＯＳ（ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｍｉｎ－１） ＣＯ（ｎｍｏｌ／μｇ）

对照组 ２．６３±０．５２ １１．６８±０．９６ １３．３３±０．３３

尼古丁组

　０．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ １．１３±０．３５ ８．１５±０．６１ １１．０１±０．５４

　１．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ０．６３±０．７４ ４．６５±０．５１▲ ９．０３±０．３１▲

　２．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ０．２５±０．４６▲ １．６６±０．２１▲■ ６．３５±０．５２▲■

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；▲：犘＜０．０１，与尼古丁（０．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组比较；■：犘＜０．０１，与尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组比较。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　选取纯系１２周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２只，

随机分成４组，每组各８只，分别为对照组、尼古丁（０．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组、尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组、尼古丁（２．５

ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组。

１．２．２　动物模型的制备　各组动物分笼单独饲养，标准复合

饲料喂养。将尼古丁溶于生理盐水中制成注射液。尼古丁组

（０．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）每日１次皮下注射尼古丁０．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１，尼古丁组（１．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）每日１次皮下注

射尼古丁１．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，尼古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）

组每日１次皮下注射尼古丁２．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１。给药容积

为０．５ｍＬ／ｋｇ，对照组每日１次皮下注射等容积的生理盐水。

１．２．３　阴茎勃起功能测定　８周后，选择安静的房间内，将大

鼠置于玻璃板上，在每只大鼠颈项部皮下注射阿扑吗啡９０

μｇ／ｋｇ体质量，观察３０ｍｉｎ，记录阴茎勃起次数。以阴茎头充

血及阴茎末端露出为勃起１次

１．２．４　动物处理及取材　勃起功能检测后，乙醚（９９％）麻醉

各组大鼠，颈椎脱臼法处死，切开阴茎包皮仔细分离并剥离出

阴茎组织（包括球部及海绵体脚），迅速置于冰冷的改良Ｋｒｅｂｓ

液中，去除龟头（含阴茎软骨）、尿道海绵体及阴茎背侧血管，取

阴茎海绵体。

１．２．５　组织匀浆的制备　将取出的海绵体组织用４℃蒸馏水

冲洗后，滤纸吸干，电子天平称质量，用眼科小剪将海绵体组织

剪成小块，加入体积总量是海绵体重量９倍的０．８６％的冷生

理盐水，在冰浴中用电动内切式匀浆机制备成１０％的组织匀

浆，４℃低温离心机内，以１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液

即为１０％的海绵体匀浆。

１．２．６　阴茎海绵体匀浆中蛋白含量测定（考马斯亮兰法）　取

１０％阴茎海绵体匀浆上清液用生理盐水按１∶９稀释成１％组

织匀浆，按试剂盒说明操作，测各管吸光度值。将吸光度值代

入公式计算蛋白含量。

１．２．７　ＣＯ浓度的测定　取１０％的海绵体匀浆按文献［５］的

方法测定ＣＯ浓度。

１．２．８　ＮＯＳ活性的测定　取１０％的海绵体匀浆按测定试剂

盒说明操作，测各管吸光度值。将吸光度变化的差异代入

ＮＯＳ酶活性计算公式算出总ＮＯＳ活性。

１．３　统计学处理　数据输入计算机，采用ＳＰＳＳ１１．５软件分

析处理，实验数据以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较时采用ＳＮＫｑ检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　观察大鼠外观　对照组大鼠生长迅速，体质量逐日增加，

毛色白，有光泽，活动灵敏，进食正常。尼古丁各组大鼠出现精

神不振、食欲减退、体质量减轻、毛色发黄、无光泽、粗糙稀少、

对外界刺激反应迟钝、少活动等表现。

２．２　阴茎勃起功能测定　尼古丁注射各组大鼠阴茎勃起次数

都较对照组降低（犘＜０．０１）。尼古丁给药时间越长，阴茎勃起

次数越少。尼古丁注射各组间两两比较，尼古丁（０．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组与尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组与尼

古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），尼古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组与尼古丁（０．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．３　ＮＯＳ活性定量分析　尼古丁注射各组大鼠阴茎海绵体

匀浆中ＮＯＳ活性都较对照组降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。尼古丁给药时间越长，ＮＯＳ活性越低。尼古丁注射各

组间两两比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．４　内源性ＣＯ浓度测定　尼古丁注射各组大鼠阴茎海绵体

匀浆中ＣＯ浓度都较对照组降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。尼古丁给药时间越长，内源性ＣＯ含量越低。尼古丁

注射各组间两两比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

３　讨　　论

阴茎勃起是一个复杂的心理生理过程，本质是一系列神

经血管活动，是神经内分泌调控下阴茎海绵体血流动力学变

化过程。阴茎勃起和疲软态的血流动力学受海绵体平滑肌舒

张和收缩调控。正常阴茎勃起机制决定于海绵体平滑肌收缩

与舒张的精确平衡［６］。海绵体平滑肌收缩由交感神经释放去

甲肾上腺素激活α肾上腺能受体所调控，而舒张则由副交感神

经释放的乙酰胆碱和神经递质ＮＯ介导
［７］。ＥＤ的病因学分为

几个主要方面，２０年前认为８０％的ＥＤ是心理性的，但现在广

泛承认最常见并可解释大多数病例的原因是血管病变，许多血

管疾病的危险因子与ＥＤ的危险性有关，包括吸烟，血清总胆

固醇浓度。吸烟可促进动脉粥样硬化，引起血管收缩，减少阴

茎血流和增加血液黏稠度，同时可增加血液中ＣＯ２ 含量，减少

阴茎氧供。因此，吸烟是ＥＤ的危险因素，是公认的器质性ＥＤ

发生的危险因子。尼古丁是香烟烟雾中的一种重要成分，是烟

草致病的主要成分之一，属吡啶衍生物类生物碱，是一种难闻、

味苦、无色透明的油质液体，挥发性强，在空气中极易氧化成暗

灰色，能迅速溶解于水及乙醇中，通过口、鼻、支气管黏膜很容

易被机体吸收，有剧毒，少量对中枢神经有兴奋作用，能升高血

压，大量则抑制中枢神经系统，使心脏麻痹以致死亡。本实验

中参考蓝晓红等［８］皮下注射尼古丁的方法，制备尼古丁给药动

物模型，观察成年大鼠阴茎勃起次数，发现尼古丁给药各组大

鼠阴茎勃起次数较对照组明显下降，说明尼古丁能导致大鼠

ＥＤ。观察中发现尼古丁给药剂量越大，阴茎勃起次数越少，尼

古丁（２．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组较尼古丁（０．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）

组明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．０１），尼古丁（１．５ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１）组较尼古丁（０．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组、尼古丁（２．５

ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）组较尼古丁（１．５ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）组亦减少，

但差异无统计学意义（犘＞０．０５），分析原因可能与本研究设计

的剂量梯度不足够大、样本数偏小有关。在实验中观察发现，

尼古丁各组大鼠出现精神不振、食欲减退、体质量减轻、毛色发

黄、无光泽、粗糙稀少、对外界刺激反应迟钝、少活动等表现，再

次证实吸烟的危害。现代医学认为，吸烟对勃起功能的损害是
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多方面的。主要包括：对血流动力学的影响、对外周神经递质

释放的影响、对性激素的影响。已有研究表明吸烟对交感神经

的影响是通过尼古丁的作用实现的。ＮＯ在体内是通过 ＮＯＳ

催化Ｌ精氨酸产生的，ＮＯ非常活跃，半衰期仅为数秒钟，很难

对其进行精确的研究，而ＮＯＳ是ＮＯ合成过程的限速酶，可作

为研究ＮＯ的替代，ＮＯＳ活性降低是导致ＥＤ的主要原因
［９］。

Ｘｉｅ等
［１０］将成年大鼠（５月龄）和老年大鼠（２０月龄）分别暴露

在香烟的烟雾中被动吸烟８周，结果成年大鼠和老龄大鼠阴茎

组织总ＮＯＳ活性分别下降７３％、６２％。国内杜国顺和胡礼

泉［１１］将４、１０、１６月龄的 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠放于密闭容器内被动

吸烟２个月，发现吸烟组大鼠与对照组相比，ＮＯＳ活性分别下

降４１％（４月龄）、６９％（１０月龄）和５８％（１６月龄），差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。然而有关香烟烟雾的主要成分———尼

古丁对大鼠阴茎海绵体ＮＯ类血管舒张因子影响的研究，目前

报道较少。本实验通过检测尼古丁给药各组大鼠阴茎海绵体

ＮＯＳ活性，发现尼古丁给药各组大鼠 ＮＯＳ活性显著下降，与

对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），尼古丁剂量越大，

ＮＯＳ活性越低，尼古丁给药各组两两比较差异有统计学意义，

说明尼古丁可通过抑制ＮＯＳ活性，从而致ＮＯ合成不足，导致

阴茎舒张能力减弱而致ＥＤ。

内源性ＣＯ是近十几年来研究证实的重要的细胞信使分

子之一。研究表明，内源性ＣＯ的作用方式类似于 ＮＯ
［１２１３］，

二者在生理功能上有许多共同点。内源性ＣＯ主要由血红素

氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）催化分解血红素而产生。ＨＯ

有 ＨＯ１、ＨＯ２和 ＨＯ３共３种同工酶。研究发现，ＣＯ可以

减弱大鼠阴茎海绵体的张力，ＨＯ的抑制剂能抑制海绵体的舒

张效应［１４］。研究发现，阴茎海绵体上的 ＨＯ２和内皮型 ＮＯＳ

参与调节阴茎的勃起［１５］。可见，ＣＯ／ＨＯ在阴茎勃起中起重要

作用。本实验通过测定实验各组大鼠阴茎海绵体内源性ＣＯ

含量，发现尼古丁给药的各组大鼠阴茎海绵体内源性ＣＯ含量

显著降低，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），尼古

丁剂量越大，ＣＯ含量越低，尼古丁给药各组两两比较差异有

统计学意义，说明尼古丁对大鼠勃起功能的影响有内源性ＣＯ

的参与，从而说明内源性ＣＯ是吸烟引起ＥＤ的一种新型神经

递质，为探讨吸烟致ＥＤ的发生机制及临床治疗提供新的途

径。有关其确切机制和临床意义的研究极有价值，有待深入

研究。
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ｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，

２００９，２９６（８）：８２９８４１．

［８］ＣａｌａｂｒｅｓｅＶ，ＣｏｒｎｅｌｉｕｓＣ，ＫｏｖｅｒｅｃｈＧ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｓｔａｔｕｓ，ｓｉｒｔｕｉｎａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｙｐｅ

２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１１，１２（１）：３５．

［９］ ＢｒｏｗｎｌｅｅＭ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙｏｆ

ｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００１，４１４（６）：８１３８２０．

［１０］ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＢ，ＨａｒｔｎｅｔｔＫＡ，ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＢ，ｅｔａｌ．Ｃａｓｐａｓｅ３

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ

［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００３，１００（６）：７１５７２０．

［１１］ＮｉｓｈｉｋｓｗａＴ，ＥｄｅｌｓｔｅｉｎＤ，ＤｕＸＬ，ｅｔａｌ．Ｎｏｒｍａｌｉｚｉｎｇｍｉ

ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｌｏｃｋｓｔｈｒｅｅｐａｔｈｗａｙｓ

ｏｆｈｙｐｅｒｇｌｙｃａｅｍｉｃｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０４（７）：

７８７７９０．

［１２］ＴｈｏｍｐｓｏｎＥＷ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍａｎｉｆｅｓｔｉｏｎｓｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒ

ｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｉｎｔｈｅｒａｔａｎｄｉｔｓｒｅｖｅｒｓａｌｂｙｉｎｓｕｌｉｎｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡｍＪＡｎａ，１９８８，１８２（３）：２７０２８２．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０５２１）

５８１３重庆医学２０１２年１０月第４１卷第３０期




