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氧化应激体外模型的构建及沙利度胺保护作用的研究

高红亮，吴 超，王 超，程 倩，李 曙
( 皖南医学院 病理生理学教研室，安徽 芜湖 241002 )

【摘 要】目的:通过构建体外氧化应激损伤模型，探讨沙利度胺 ( Thalidomide) 的保护作用以及最佳的作用时间点和浓度。

方法:体外氧化应激损伤模型采用脂多糖( LPS) 构建，流式细胞术测定 LPS 最佳造模时间及浓度。MTT 法测定沙利度胺的无
细胞毒性浓度。流式细胞术测定沙利度胺最佳预处理时间及不同浓度沙利度胺的保护作用。结果: MTT 结果显示沙利度胺
浓度在 0 ～ 125 mg /L范围内对人脐静脉内皮细胞( HUVEC) 基本是无损伤的，故选取沙利度胺最大浓度作为后续试验的浓度。

流式细胞术结果显示，较低浓度的 LPS即可引起凋亡，与处理 6、12 h相比，0． 25、0． 5 mg /L LPS 分别处理 HUVEC 24 h后的凋
亡率增加( P ＜ 0． 05) ，且 1 mg /L LPS处理 HUVEC 24 h后凋亡率最高达到 92%，相比处理 6 h和 12 h后的凋亡率，差异有统计
学意义( P ＜ 0． 05) 。2 mg /L LPS处理 HUVEC在各个时间点与 1 mg /L LPS处理后的凋亡率基本没有差别。100 mg /L沙利度
胺预处理 6 h后凋亡率比模型组低，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，但是与预处理 12、24 h相比，凋亡率基本没有改变，差异无
统计学意义( P ＞ 0． 05) 。此外，100 mg /L沙利度胺预处理后凋亡率( 31． 5% ) 相比 10 mg /L( 52． 6% ) 和 1 mg /L( 68． 6% ) 的沙
利度胺预处理，凋亡率下降，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论:氧化应激损伤模型已成功构建，可用于进一步研究;沙利度
胺可以保护 LPS诱导的氧化应激下的细胞损伤，为沙利度胺进一步应用于临床提供了很好的依据。
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Construction of oxidative stress model in vitro and observation on the protective effect of
thalidomide on oxidative stress

Gao Hongliang，Wu Chao，Wang Chao，Chen Qian，Li Shu
Department of Pathophysiology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To observe the protective effect of thalidomide as well as its optimal time and concentration on the oxidative stress injury model de-

veloped in vitro． Methods: Oxidative stress injury model was constructed in vitro technique with lipopolysaccharides ( LPS) ，and flow cytometry was used

to determine the optimal time and concentration of LPS． MTT assay was performed to determine the cytotoxic concentration of thalidomide． Then flow cy-

tomertry was used to determine the optimal pretreatment time of thalidomide and the protective effect of different concentration of thalidomide on the injury

model． Results: MTT assay showed that thalidomide concentration in between 0 and 125 mg /L produced no cytotoxic effect on human umbilical vein endo-

thelial cells( HUVECs) ，for which the maximum concentration of thalidomide was selected as the reference for subsequent tests． Flow cytometry showed

that low concentration of LPS had led to apoptosis of HUVECs，and apoptosis rate was significantly increased for HUVECs treated by LPS in dose of 0． 25

mg /L and 0． 5 mg /L after 24 h compared to the treatment after 6 h and 12 h( P ＜ 0． 05) ，and the apoptosis rate of HUVECs was up to 92% at 24 h after

LPS treatment in dose of 1 mg /L． The difference was significant in apoptosis rate as compared to the rate at 6 and 12 h after LPS treatment( P ＜ 0． 05) ，

yet was insignificant compared to the rate at 12 and 24 h following treatment( P ＞ 0． 05) ． The apoptosis rate of HUVECs had no difference between LPS

treatment in dose of 2 mg /L and 1 mg /L at different time point． The apoptosis rate was significantly lower than that of model group at 6 h after pretreat-

ment with thalidomide in dose of 100 mg /L ( P ＜ 0． 05) ，yet remained no obvious change as compared to the rate at 12 and 24 h( P ＞ 0． 05) ． In addition，

the apoptosis rate of HUVECs was different by pretreatment with thalidomide in dose of 100 mg /L( 31． 5% ) from that in dose of 10 mg /L( 52． 6% ) and

1 mg /L( 68． 6% ) ( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Oxidative stress injury model was successfully constructed，and can be used for following study purpose． Ad-

ditionally，thalidomide can produce protective effect on cell injury from oxidative stress induced by LPS，which may be good basis for following research of
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thalidomide in clinical use．

【Key words】thalidomide; LPS; oxidative stress; protective effect

氧化应激是指机体在遭受到有害刺激后，机体
细胞内活性氧( reactive oxygen species，ROS) 产生过
多，导致组织和细胞的损伤［1］。由于氧化应激的增
强，组织细胞内 ROS 水平急剧上升，而抗氧化酶如
超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase，SOD) 、过氧
化氢酶( Catalase，CAT) 等活性降低，使得 ROS 大量
生成积聚，损伤核酸、蛋白质及脂质，导致炎症因子
表达，并触发包括平滑肌细胞增殖和迁移在内的多
种病理反应，甚至引起细胞凋亡或坏死［2 － 5］。氧化
应激与临床上多种疾病的发生发展有着极大的联
系，如动脉粥样硬化发生发展、肺纤维化、癫痫、高血
压等［6］。沙利度胺 ( 反应停又名酞胺哌啶酮，Tha-
lidomide) 最初作为镇静剂治疗妊娠呕吐，因有致畸
作用( 婴儿海豹肢) 而被禁用。随着近年来的研究，
沙利度胺作为抗血管生成剂和免疫调节剂被用于多
种疾病的治疗［7］，但是在对抗炎症引起的氧化应激
损伤中的研究较少，本实验旨在通过体外炎症氧化
应激模型的构建，观察沙利度胺对其的影响。

1 材料与方法
1． 1 药品与试剂 沙利度胺购于常州制药厂，为纯
品原料药，将其溶解于二甲基亚砜( DMSO) 后得终
浓度为 50 g /L 的母液。四甲基偶氮唑蓝( MTT) 试
剂盒购于碧云天生物有限公司，脂多糖 ( Lipopo-
lysaccharides，LPS) ( 货号 L2880，Sigma 公司) ，凋亡
试剂盒( Sigma公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 人脐静脉内皮细胞( human um-
bilical vein endothelial cells，HUVEC) 获于弋矶山医
院中心实验室。用 DMEM 培养基加 10%胎牛血清
于 37℃、含 5%CO2 的培养箱中培养，同时在培养基
中加入双抗( 1%青霉素和链霉素) 共同培养。
1． 2． 2 MTT实验 MTT 法检测沙利度胺对于 HU-
VEC的无毒性浓度范围。消化培养处于对数生长
期的 HUVEC，接种在 96 孔培养板中，保证细胞密度
为 1 × 104 /孔，次日待贴壁后，换液，加入沙利度胺
终浓度分别为 1000、500、250、62、31 mg /L的无血清
培养基，每个浓度设 3 个副孔，继续培养 24 h 后加
入 MTT( 5g /L) 各 20 μL，继续在培养箱培养 4 h
后，吸出培养液，将 DMSO 150 μL分别加入每孔，摇
床上避光轻微振荡 5 min 使结晶紫充分溶解，在酶

标仪 570 nm 波长下测吸光度( C) 值。
1． 2． 3 流式细胞术检测最佳造模浓度及时间
LPS浓度设为 4 组( 0． 125、0． 25、0． 5、1 mg /L) ，分别
处理 HUVEC 6、12、24 h后 PBS洗 2 遍，收集细胞上
清液离心，接着采用 0． 25% 不含 EDTA 的胰酶消
化，制备浓度为 1 × 106 个细胞 /mL 的单细胞悬液，
2000 r /min离心 5 min，PBS 洗涤 2 次，收集细胞，用
200 μL缓冲液重悬，分别加入 5 μL FITC 和 10 μL
PI，4℃避光孵育 15 min。用 PBS 将悬液补充至 700
μL，上机检测。采用流式细胞术检测 LPS 不同浓度
及时间点的凋亡率。
1． 2． 4 流式细胞术检测沙利度胺最佳预处理时间
分别用沙利度胺无细胞毒性的最大浓度预处理

HUVEC 6、12、24 h后直接加入 LPS 处理，采用流式
细胞术检测沙利度胺不同预处理时间的凋亡率。
1． 2． 5 统计学分析 采用 SPSS 18． 0 软件进行统
计分析，计量资料以均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示，凋亡
率的比较采用单因素方差分析，两两比较采用 SNK
法，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 LPS最佳作用时间及浓度的确定 通过流式
细胞术测定 LPS 最佳作用时间及浓度，结果显示，
较低浓度的 LPS( 0． 25 mg /L，图 1A) 即可引起 HU-
VEC的凋亡，且随着时间的延长，凋亡率逐渐增加
( 图 1B、C、D) 。处理 6 h 后我们发现不同浓度组凋
亡率差异有统计学意义( F = 24． 12，P = 0． 00) ，通过
两两比较，1 mg /L 和 2 mg /L LPS 组与 0． 25 mg /L、
0． 5 mg /L LPS组相比，凋亡率升高( P ＜ 0． 05) ，而 1
mg /L和 2 mg /L LPS 组凋亡率差异无统计学意义。
在处理 12 h时，单因素方差分析不同浓度组凋亡率
差异有统计学意义( F = 56． 34，P = 0． 00) ，SNK法两
两比较我们发现 2 mg /L LPS 的凋亡率最高 ( P ＜
0． 05) ，可以达到 80%，但还是不能达到模型的要
求。通过对处理 24 h 后不同浓度组凋亡率的方差
分析( F = 42． 18，P = 0． 00) ，差异有统计学意义后进
行两两比较，1 mg /L LPS 处理后 24 h 的凋亡率和
2 mg /L LPS处理 24 h后的凋亡率都可以达到 92%
左右( 图 1E) ，差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) 。故最
终我们选取造模条件为 1 mg /L LPS处理 24 h。
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A ～ D: 0． 25、0． 5、1、2 mg /L LPS分别作用 6、12、24 h; E: 不同浓度沙利度胺分别处理 6、12、24 h的调亡率比较。

图 1 流式细胞术测定 LPS最佳作用时间及浓度

3． 2 沙利度胺无细胞毒性浓度范围的确定 通过
MTT法测定沙利度胺的无细胞毒性范围，结果显
示，当沙利度胺浓度为 31、62、125 mg /L时对细胞基
本是无毒性作用的 ( P ＞ 0． 05，vs． Control) ，故最终
确定沙利度胺无细胞毒性浓度范围为 0 ～ 100 mg /
L。见图 2。

图 2 不同浓度沙利度胺对 HUVEC活力的影响

3． 3 沙利度胺最佳干预时间的确定 通过流式细

胞术测定 100 mg /L沙利度胺最佳预处理时间，方差
分析不同干预组凋亡率差异有统计学意义 ( F =
13． 12，P = 0． 00 ) ，两两比较结果显示，与模型组凋
亡率 ( 91． 6% ) 相比，沙利度胺预处理 6 h ( 43．
26% ) 、12 h( 44． 29% ) 、24 h( 43． 71% ) 的凋亡率均
明显下降，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，但是沙利
度胺预处理组各之间凋亡率差异无统计学意义( P
＞ 0． 05) 。故确定用沙利度胺预处理 6 h。见图 3。
3． 4 不同浓度沙利度胺保护作用的比较 通过流
式细胞术测定不同浓度沙利度胺对氧化应激的保护
作用。方差分析不同浓度组凋亡率差异有统计学意
义( F = 52． 12，P = 0． 00) ，两两比较结果显示，与模
型组凋亡率 ( 75． 74% ) 相比，沙利度胺 1 mg /L
( 68． 62% ) ，10 mg /L ( 52． 66% ) ，100 mg /L
( 23． 04% ) 预处理组均表现出了不同程度的保护作
用，其中 100 mg /L 沙利度胺预处理组凋亡率与 1
mg /L，10 mg /L 预处理组相比，凋亡率下降，差异有
统计学意义( P ＜ 0． 05) 。见图 4。
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1:空白对照组; 2:模型组; 3:沙利度胺单独作用组; 4 ～ 6: 100 mg /L沙利度胺预处理 6、12、24 h后 LPS作用 24 h。

图 3 沙利度胺预处理不同时间点对 HUVEC凋亡率的影响

1:空白对照组; 2:模型组; 3 ～ 5: 1、10、100 mg /L沙利度胺预处理 6 h后 LPS作用 24 h。

图 4 不同浓度沙利度胺保护作用的比较

4 讨论
在很多种疾病的发生发展过程中，氧化应激损

伤都参与了其中的反应。血管内皮细胞在维持血管
内环境稳定中起到重要的屏障作用，但是由于氧化
应激反应的发生，首先受到损伤的便是内皮细胞，而
氧化应激反应所产生的 ROS 是导致血管内皮细胞
凋亡的主要因素［8 － 11］。而心血管疾病发生与发展
的最主要原因便是炎症。有研究表明，动脉粥样硬
化斑块的形成与凋亡的内皮细胞存在着很大的联
系。故通过体外构建炎症模型来探讨炎症发生时内
皮细胞的保护方法显得尤为重要。LPS 是革兰阴性
细菌外璧层中特有的一种化学成分，能够刺激体内
多种细胞合成和释放众多内源性生物活性因子，导
致全身性炎症反应发生，由此引起中毒性休克、全身
炎症反应综合征和多器官功能障碍综合征［12 － 13］，用
于多种体外炎症模型的构建。而由于近年来沙利度
胺在临床上的广泛应用，大家也把目光聚集在沙利

度胺是否能够通过抑制炎症反应来减少氧化应激损
伤时内皮细胞的损伤。故本研究希望用 LPS 构建
体外炎症的模型来探讨沙利度胺的抗氧化应激的效
果，但是由于各个实验室的药品、细胞培养条件等的
差异，我们需要筛选出适合本实验室研究的模型条
件。通过流式细胞术的结果显示，低浓度的 LPS 即
可引起 HUVEC 的凋亡，但是并不能达到炎症模型
的要求，最后发现在相同时间点 0． 25、0． 5 mg /L
LPS处理后的凋亡率基本没有改变，但是 1 mg /L
LPS在处理 24 h后的凋亡率可以达到 92%，另外在
各个时间点 2 mg /L LPS与 1 mg /L LPS处理后的凋
亡率基本相同。故最终确定 LPS 造模浓度为 1 mg /
L，时间为 24 h。此外为了确定沙利度胺在发生炎
症和氧化应激损伤时的保护作用，我们首先筛选了
沙利度胺的无细胞毒性的浓度范围，确定其无细胞
毒性浓度范围 ( 下转第 119 页)
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浓度的磷酸溶液进行考察，结果发现在一定浓度范
围内，随着磷酸浓度的增加，对峰形无明显影响，但
是随着浓度的增加酸度增强，对色谱柱的损伤性也
在增大且该损伤是不可逆的，最终本次实验采用了
甲醇-0． 1%的磷酸溶液作为流动相，效果较好。
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为 0 ～ 125 mg /L。此外我们还测定了沙利度胺的最
佳预处理时间，100 mg /L 沙利度胺分别预处理 6、
12、24 h后，再加入 1 mg /L LPS处理 24 h 后测定其
凋亡率，结果显示，预处理 6、12、24 h 之间的凋亡率
没有明显变化，但是与模型组相比，凋亡率降低。之
后我们又测定了不同浓度的沙利度胺对于 LPS 引
起的氧化应激损伤的保护作用，发现随着沙利度胺
浓度的提高，凋亡率下降，说明沙利度胺在氧化应激
反应损伤中起到了保护作用，且与浓度呈正相关。

综上，我们确定了 LPS 体外炎症模型的建立和
沙利度胺的预处理时间和浓度，为在炎症发生时寻
求更好的保护方式提供了更好的思路，同时也为沙
利度胺更好地服务于临床打下了理论基础。但是沙
利度胺具体的保护机制还有待进一步的研究。
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