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　　【摘要】　目的：研究４羟基２，２，６，６四甲基哌啶（Ｔｅｍｐｏｌ）对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）引起

的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞氧化损伤的影响。　方法：建立Ｈ２Ｏ２诱导的ＲＡＷ２６４．７巨噬

细胞氧化损伤模型，分为空白对照组、Ｈ２Ｏ２损伤组（０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２）、低剂量Ｔｅｍｐｏｌ

组（０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋０．４ｍｍｏｌ／ＬＴｅｍｐｏｌ）和高剂量Ｔｅｍｐｏｌ组（０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋０．８

ｍｍｏｌ／ＬＴｅｍｐｏｌ），测定每组细胞培养上清液中丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）

和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性。　结果：与空白对照组相比，Ｈ２Ｏ２损伤组培养上清中 ＭＤＡ

含量和ＬＤＨ活性显著升高，ＳＯＤ活性显著降低（犘均＜０．０５）。与Ｈ２Ｏ２损伤组相比，

低剂量 Ｔｅｍｐｏｌ组与高剂量 Ｔｅｍｐｏｌ组细胞培养上清中 ＭＤＡ 的含量［（７．２７±

０．３５）ｎｍｏｌ／ｍＬ和（７．２７±０．２６）ｎｍｏｌ／ｍＬ对（９．５５±０．３１）ｎｍｏｌ／ｍＬ，犘均＜０．０５］和

ＬＤＨ的活性［（５０９．３６±３８．７３）Ｕ／Ｌ 和（４９２．８１±４０．３６）Ｕ／Ｌ 对（７０６．２４±

４８．４６）Ｕ／Ｌ，犘均＜０．０５］均显著降低，而ＳＯＤ的活性［（２４．８４±０．５４）Ｕ／ｍＬ和（２４．８４

±０．２８）Ｕ／ｍＬ对（２１．１６±０．６１）Ｕ／ｍＬ，犘均＜０．０５］均显著升高。低剂量Ｔｅｍｐｏｌ组

和高剂量Ｔｅｍｐｏｌ组ＭＤＡ含量、ＳＯＤ和ＬＤＨ活性无明显差异，Ｔｅｍｐｏｌ的作用不呈剂

量依赖性。 结论：Ｔｅｍｐｏｌ可能通过调节细胞氧化还原系统，对Ｈ２Ｏ２引起的ＲＡＷ２６４．７

氧化损伤起到保护作用。
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　　 全球每年死于心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）的人数可达１６００万
［１２］。动脉粥

样硬化是ＣＶＤ的重要病理基础之一
［３５］，氧化应

激贯穿动脉粥样硬化斑块形成、发展及斑块破裂

触发临床事件的始终。脂质易被活性氧以及相

关酶修饰，进而激发炎症反应［６］。因此，抗氧化

治疗有望成为抗动脉粥样硬化的新方法。目前

用于临床的抗氧化剂主要有天然抗氧化剂和人

工合成抗氧化剂两种［７］。与天然抗氧化剂相比，

人工合成抗氧化剂经过优化设计，抗氧化能

力强。

４羟基２，２，６，６四 甲 基 哌 啶 （Ｔｅｍｐｏｌ，

Ｃ９Ｈ１８ＮＯ２，ＴＰＬ）是超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）类似

物，具有分子量小，通透性好，稳定性强等优点［８］。

研究表明，Ｔｅｍｐｏｌ具有抗氧化、抗炎、抗脂质代谢、

雌激素样调节作用、心血管和神经保护作用等多种

生物学活性［９１１］。本研究利用过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）体

外建立ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞氧化损伤模型，研究

Ｔｅｍｐｏｌ对氧化损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７细胞购于中国科学

院上海生命科学研究院。ＤＭＥＭ培养基购于北京康

彻赛尔生物技术有限公司，胰蛋白酶、ＣＣＫ８购于北

京索莱宝科技有限公司，胎牛血清购于以色列ＢＩ公

司；Ｔｅｍｐｏｌ购于美国Ｓｉｇｍａ公司，丙二醛（ＭＤＡ）含

量、ＳＯＤ活性及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性测试盒购于

南京建成生物工程研究所。

１．２　ＲＡＷ２６４．７细胞的培养

将ＲＡＷ２６４．７细胞接种于含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ完全培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培

养箱中进行培养，细胞实验前传代３次。当细胞密

度达到８０％时，０．２５％胰酶消化细胞用于后续

实验。

１．３　Ｈ２Ｏ２致ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞氧化损伤模型

的建立

将密度为１×１０６个／ｍＬ的ＲＡＷ２６４．７单细胞

悬液接种于９６孔板，每孔１００μＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２

细胞培养箱中培养２４ｈ后弃去培养基，加入含

Ｈ２Ｏ２、１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ完全培养基。共设

置７个浓度梯度组，Ｈ２Ｏ２终浓度分别为０（Ｈ２Ｏ２空

白组）、０．１、０．２、０．３、０．４、０．６、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，每个浓

度梯度设置５个重复孔。细胞培养２４ｈ后，每孔加

入ＣＣＫ８溶液，继续培养３ｈ，酶标仪于４９０ｎｍ波

长处测量吸光度值（ＯＤ值），计算细胞的存活率，

ＲＡＷ２６４．７细胞存活率＝（实验组ＯＤ值／对照组

ＯＤ值）×１００％。

１．４　Ｔｅｍｐｏｌ作用于ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞最佳剂

量的筛选

细胞培养和检测过程同１．３，使用含不同浓度

Ｔｅｍｐｏｌ、１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 完全培养基，

Ｔｅｍｐｏｌ终浓度分别为０（Ｔｅｍｐｏｌ空白组）、０．１、

０．２、０．３、０．４、０．８、１．０、１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＣＫ８检测

ＲＡＷ２６４．７细胞存活率。

１．５　 不同浓度的 Ｔｅｍｐｏｌ和 Ｈ２Ｏ２ 处理下

ＲＡＷ２６４．７细胞培养液中 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 和

ＬＤＨ活性的测定

将密度为１×１０６个／ｍＬ的ＲＡＷ２６４．７单细胞

悬液接种于６孔板，每孔２ｍＬ，分为４组，每组３个

重复孔。Ｈ２Ｏ２ 损伤组加入０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 后

培养２４ｈ，低剂量Ｔｅｍｐｏｌ组和高剂量Ｔｅｍｐｏｌ组分

别加入０．４ｍｍｏｌ／Ｌ和０．８ｍｍｏｌ／ＬＴｅｍｐｏｌ预处

理４ｈ，随后加入０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２继续培养２４ｈ。

空白对照组仅用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ完全培

养基培养。细胞培养结束后收集细胞培养液，于

４℃、１００００转／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后取上清液。按照

测试盒说明书检测上清液中 ＭＤＡ含量、ＬＤＨ和

ＳＯＤ活性。

１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计学分

析，实验数据以均数±标准差表示，用单因素方

差分析对多组数据进行分析，组间数据比较采用

最小显著性差异法检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。
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２　结果

２．１　Ｈ２Ｏ２致ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞氧化损伤

筛选Ｈ２Ｏ２ 浓度的条件是不对ＲＡＷ２６４．７细

胞的正常生长造成影响（与Ｈ２Ｏ２空白组比较）。由

图１可见，与 Ｈ２Ｏ２ 空白组相比，Ｈ２Ｏ２ 浓度在

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ和０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时对ＲＡＷ２６４．７细胞

存活均无明显影响（犘 均＞０．０５），Ｈ２Ｏ２ 浓度≥

０．３ｍｍｏｌ／Ｌ时ＲＡＷ２６４．７细胞存活率显著降低（犘

均＜０．０５）。在对细胞存活不造成影响的前提条件

下，后续实验选择０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２建立氧化损伤

模型。

注：与Ｈ２Ｏ２空白组比较，
（１）犘＞０．０５，（２）犘＜０．０５

图１　不同浓度犎２犗２对犚犃犠２６４．７细胞存活率的影响

２．２　不同浓度Ｔｅｍｐｏｌ对ＲＡＷ２６４．７细胞存活率

的影响

筛选Ｔｅｍｐｏｌ浓度的条件是不对细胞的正常生

长造成影响（与Ｔｅｍｐｏｌ空白组比较）。由图２可见，

与Ｔｅｍｐｏｌ空白组相比，Ｔｅｍｐｏｌ浓度≤０．８ｍｍｏｌ／Ｌ

时对 ＲＡＷ２６４．７细胞存活无明显影响（犘 均＞

０．０５），Ｔｅｍｐｏｌ浓度≥１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时ＲＡＷ２６４．７

细胞存活率显著降低（犘均＜０．０５）。因此，选择

０．４ｍｍｏｌ／Ｌ和０．８ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ用于后续

实验。

注：与Ｔｅｍｐｏｌ空白组比较，（１）犘＞０．０５，（２）犘＜０．０５

图２　不同浓度犜犲犿狆狅犾对犚犃犠２６４．７细胞存活率的影响

２．３　Ｔｅｍｐｏｌ对Ｈ２Ｏ２致ＲＡＷ２６４．７细胞氧化损

伤的保护作用

与空白对照组相比，Ｈ２Ｏ２ 损伤组培养上清中

ＭＤＡ含量和ＬＤＨ活性显著升高，ＳＯＤ活性显著

降低（犘均＜０．０５）。而低剂量Ｔｅｍｐｏｌ组和高剂量

Ｔｅｍｐｏｌ组ＭＤＡ含量和ＬＤＨ活性较Ｈ２Ｏ２损伤组

明显下降，ＳＯＤ活性明显升高（犘均＜０．０５）。低剂

量Ｔｅｍｐｏｌ组和高剂量Ｔｅｍｐｏｌ组ＭＤＡ含量、ＳＯＤ

和ＬＤＨ活性无明显差异，Ｔｅｍｐｏｌ的作用不呈剂量

依赖性。见表１。

表１　犜犲犿狆狅犾对犎２犗２引起犚犃犠２６４．７细胞氧化损伤的影响

　组别 　　ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ 　ＳＯＤ／Ｕ·ｍＬ－１ ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１

空白对照组 ７．５０±０．２７ ２４．３８±０．４５ ５５４．９１±４２．５１

Ｈ２Ｏ２损伤组 ９．５５±０．３１（１） ２１．１６±０．６１（１） ７０６．２４±４８．４６（１）

低剂量Ｔｅｍｐｏｌ组 ７．２７±０．３５（２） ２４．８４±０．５４（２） ５０９．３６±３８．７３（２）

高剂量Ｔｅｍｐｏｌ组 ７．２７±０．２６（２） ２４．８４±０．２８（２） ４９２．８１±４０．３６（２）

　　注：与空白对照组比较，（１）犘＜０．０５；与Ｈ２Ｏ２损伤组比较，
（２）犘＜０．０５

３　讨论

氧化应激学说在众多动脉粥样硬化斑块形成

学说中占重要地位，具体是指机体活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生过多和（或）抗氧化能力

降低，氧化系统和抗氧化系统平衡紊乱，导致潜在

性损伤的病理过程［１２１３］。近年来，巨噬细胞通过介

导氧化应激参与心血管疾病的发生发展成为研究

热点［１４］。动物实验发现，在动脉粥样硬化损伤部位

单核细胞／巨噬细胞还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶可能是生成超氧阴离子的重

要来源。在动脉粥样硬化斑块中超氧阴离子生成

增多，并伴有巨噬细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶催化亚基

ｇｐ９１ｐｈｏｘ（ＮＯＸ２）和ｐ２２ｐｈｏｘ的表达增加。在人冠

状动脉粥样硬化斑块易受损的肩区，ｇｐ９１ｐｈｏｘ广泛

表达，且与巨噬细胞定位一致。以上结果提示，巨

噬细胞氧化应激在动脉粥样硬化发展过程中起关

键作用［１５１６］。

ＭＤＡ是脂质过氧化的生物标记物，反映脂质
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过氧化水平。ＳＯＤ对维持机体氧化与抗氧化平衡

起重要作用，ＳＯＤ活性反映了组织清除自由基的能

力。ＬＤＨ存在于细胞浆，当细胞受损时可释放出

来，细胞培养上清液中的ＬＤＨ活性可反映组织细

胞受损情况。本研究发现，０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理

的ＲＡＷ２６４．７细胞的培养上清液中 ＭＤＡ含量及

ＬＤＨ活性均显著增高，ＳＯＤ活性显著下降，这表明

０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２对ＲＡＷ２６４．７细胞可产生氧化

损伤。

Ｔｅｍｐｏｌ是人工合成的氮氧化物抗氧化剂，本

研究发现，通过Ｔｅｍｐｏｌ预处理ＲＡＷ２６４．７细胞，

可逆转Ｈ２Ｏ２对细胞造成的氧化损伤，与Ｈ２Ｏ２ 损

伤组相比，细胞培养上清液中ＭＤＡ含量及ＬＤＨ活

性显著降低，而 ＳＯＤ 活性显著增高。这说明

Ｔｅｍｐｏｌ可能通过增强ＳＯＤ活性，提高细胞清除

ＲＯＳ的能力，防止细胞膜中不饱和脂肪酸过度氧

化，保持细胞膜结构的完整性，从而保护细胞不受

Ｈ２Ｏ２的氧化损伤。

本研究通过筛选 Ｈ２Ｏ２ 浓度，确定在不影响

ＲＡＷ２６４．７细胞正常生长的情况下，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２可以用于建立ＲＡＷ２６４．７细胞的氧化损伤

模型。Ｔｅｍｐｏｌ对Ｈ２Ｏ２导致的ＲＡＷ２６４．７细胞氧

化损伤具有保护作用，能够逆转Ｈ２Ｏ２损伤引起的

ＭＤＡ 含量、ＬＤＨ 活性升高和 ＳＯＤ 活性降低，

Ｔｅｍｐｏｌ对ＲＡＷ２６４．７细胞氧化损伤的保护作用不

呈剂量依赖关系。
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