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　　［摘要］　目的　观察不同浓度 Ｃｕ２＋对人角质形成细胞株（ＨａＣａＴ）增殖活性及细胞内活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平的影响，用活性氧清除剂Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）验证两者之间的关
系。方法　不同浓度Ｃｕ２＋（０、１０－８、１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ）组或（和）５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ处理
ＨａＣａＴ细胞后，采用ＣＣＫ８法和ＤＣＦＨＤＡ分别检测细胞的增殖活性和细胞内 ＲＯＳ产生，共聚焦显微
镜观察细胞内ＲＯＳ产生及其与线粒体的分布情况。结果　与阴性对照组（０ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋）相比，１０－６、
１０－５ｍｏｌ／Ｌ组Ｃｕ２＋处理４８ｈ后 ＨａＣａＴ细胞相对增殖率分别升高至１１６．１９％（Ｐ＝０．０２７）、１１３．３７％
（Ｐ＝０．０３６），而其细胞内ＲＯＳ产生在处理后３０ｍｉｎ达到１２７．４７％（Ｐ＝０．００１）、１２４．２８％（Ｐ＝０．０３１），
６０ｍｉｎ进一步上升至１４０．４７％（Ｐ＝０．００２）、１３４．２９％（Ｐ＝０．００７）。５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ能拮抗微摩尔浓度
Ｃｕ２＋的上述作用。虽然１０－８、１０－７ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋在处理后６０ｍｉｎ也刺激细胞内 ＲＯＳ产生明显升高至
１１０．９９％（Ｐ＝０．０１６）及 １１７．３４％（Ｐ＝０．０１６），但是处理 ４８ｈ后细胞相对增殖率仅为 １０１．０９％和
１０１８６％，并无促进细胞增殖的效应（Ｐ＞０．０５）。结论　微摩尔浓度Ｃｕ２＋能促进人角质形成细胞增殖，
这种促增殖效应可能与刺激细胞内ＲＯＳ水平的适度上调有关。
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　　铜作为抗菌材料在公元前２６００年古埃及人所著
的ＥｄｗｉｎＳｍｉｔｈ纸草文稿中就有记载，并应用于饮水消
毒及创面治疗［１］。即使到抗生素不断推陈出新的今

天，各种铜配合物［２］或含Ｃｕ２＋的织物［３－５］仍以抗菌谱

广、耐药菌株少、毒性相对较小等诸多优势在抗菌、抗

病毒、抗寄生虫等领域得到广泛应用［５］。此外，铜作

为人体重要的必需微量元素，是铜蓝蛋白、细胞色素氧

化酶、超氧化物歧化酶等众多酶系的辅基，参与了包括

铁代谢、能量代谢、氧化还原等关键生理过程［６］。

Ｈｕ［７］、罗等［８］及张金超等［９］先后报道了在微摩尔浓

度水平Ｃｕ２＋对人血管内皮细胞及小鼠成骨细胞的促
增殖作用，然而对其机制的探索却鲜有涉及。与此同

时，也存在大量关于高浓度 Ｃｕ２＋细胞毒性的报
道［１０－１３］，研究者普遍认为过度刺激细胞内活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生是Ｃｕ２＋杀菌及细胞
毒性效应的关键环节之一，由此引发蛋白变性、脂质过

氧化、ＤＮＡ及ＲＮＡ损伤等一系列反应［１３－１４］。众所周

知，ＲＯＳ不仅参与细胞的凋亡、坏死，还可作为重要的
信号分子，参与细胞的信号转导，激活转录因子，影响

基因的表达，从而促进细胞的增殖和分化［１５］。因此，

我们假设Ｃｕ２＋与ＲＯＳ在剂量效应关系的双向性上是
相互契合的。本研究拟观察不同浓度 Ｃｕ２＋对 ＨａＣａＴ
细胞增殖和胞内ＲＯＳ产生的影响，并进一步采用活性
氧清除剂Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）初步探索微摩尔浓
度Ｃｕ２＋促人角质形成细胞增殖的机制。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　本实验室保存的 ＨａＣａＴ细胞使用含１０％灭活胎
牛血清（ＳＶ３００８７．０１，ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素，１００μｇ／ｍＬ链霉素（ＳＶ３００１０，ＨｙＣｌｏｎｅ公司）的
ＤＭＥＭ培养基（ＳＨ３０２６２．０１，ＨｙＣｌｏｎｅ公司），置于３７℃
５％ ＣＯ２细胞培养箱进行培养。在细胞融合至７０％ ～
８０％时，用含０．０２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ的０．２５％胰酶消化约
５ｍｉｎ，加入少量上述培养基终止。经反复轻柔吹制成
细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ（２００×ｇ，ｒ＝１４．５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，
弃上清后加入适量培养基。采用血球计数板２次计数

取均值后稀释为２．５×１０４／ｍＬ或５×１０４／ｍＬ的细胞悬
液，接种不同规格的细胞培养平板分别用于后续实验。

１．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　ＨａＣａＴ细胞按５０００个／孔（２００μＬ）接种于９６孔
板，每种Ｃｕ２＋浓度实验组设３个重复孔，孵育５ｈ贴壁
后，更换 Ｃｕ２＋［Ｃｕ（ＮＯ３）２·３Ｈ２Ｏ，ＡＲ／５００ｇ，天津大
茂］终浓度为０（阴性对照组）、１０－８、１０－７、１０－６、１０－５、
１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ的培养基。然后每２４小时更换培养
基１次，４８ｈ后将 ＣＣＫ８（ＣＫ０４，Ｄｏｊｉｎｄｏ）与培养基按
１∶１０混合后加入 ９６孔板，其中每孔 １１０μＬ（１０μＬ
ＣＣＫ８＋１００μＬ培养基），３７℃再孵育４ｈ，无细胞的
培养基中加入 ＣＣＫ８作为空白对照。用多功能酶标
仪（Ｖａｒｉｏｓｋａｎｆｌａｓｈ，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）检测波长４５０ｎｍ处
的光密度值［Ｄ（４５０）］。细胞的相对增殖活性按如下
公式计算。

　　相对细胞增殖百分率＝［Ｄ（４５０）ｅｘｐ－Ｄ（４５０）ｂｌｋ］÷
［Ｄ（４５０）ｃｔｒ－Ｄ（４５０）ｂｌｋ］×１００％
　　其中，Ｄ（４５０）ｅｘｐ：各实验处理组（细胞 ＋含 Ｃｕ

２＋

培养基），Ｄ（４５０）ｃｔｒ：阴性对照组（细胞 ＋无 Ｃｕ
２＋培养

基），Ｄ（４５０）ｂｌｋ：空白对照组（无Ｃｕ
２＋培养基）。

　　在活性氧清除剂的处理实验中，分别加入
５ｍｍｏｌ／ＬＮ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ，Ｓ００７７，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）单
独或与１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋共培养４８ｈ后按
上述方法加入ＣＣＫ８进行检测，阴性对照和空白对照
设置同前。细胞的相对增殖活性按上述公式计算。

１．３　ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内活性氧浓度
　　ＨａＣａＴ细胞按１×１０４／孔（２００μＬ）接种于９６孔
板，每种Ｃｕ２＋浓度实验组设３个重复孔，培养２４ｈ后，
每孔加入含１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ（Ｓ００３３１，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）
的无血清 ＤＭＥＭ培养基５０μＬ，并在３７℃避光孵育
６０ｍｉｎ。然后弃除上清液，用 ＰＢＳ反复清洗３次。按
实验设计各组分别加入 Ｃｕ２＋（终浓度分别为０、１０－８、
１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ），活性氧阳性对照
ＲＯＳｕｐ（Ｓ００３３２，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，终浓度 ５０μｇ／ｍＬ）处理
ＨａＣａＴ细胞。无细胞的培养基中加入 ＤＣＦＨＤＡ作为
空白对照。分别在Ｃｕ２＋加入后３０、６０ｍｉｎ用多功能酶
标仪检测激发波长４８８ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ处的荧
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光强度值（Ｆ）。细胞相对荧光强度按如下公式计算。
　　相对荧光强度 ＝［（Ｆｅｘｐ－Ｆｂｌｋ）÷（Ｆｃｔｒ－Ｆｂｌｋ）］×
１００％
　　其中，Ｆｅｘｐ：各实验处理组（细胞 ＋含 Ｃｕ

２＋培养

基），Ｆｃｔｒ：阴性对照组（细胞＋无Ｃｕ
２＋培养基），Ｆｂｌｋ：空

白对照组（无Ｃｕ２＋培养基）。
　　在活性氧清除剂的处理实验中，ＤＣＦＨＤＡ负荷方
法同各 Ｃｕ２＋组，ＰＢＳ反复清洗之后，加入 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＡＣ单独或与 Ｃｕ２＋ （终 浓 度 为 ０、１０－６、１０－５、
１０－４ｍｏｌ／Ｌ）共同处理 ＨａＣａＴ细胞，阴性对照、阳性对
照和空白对照设置同前。分别在处理后３０、６０ｍｉｎ用
多功能酶标仪检测激发波长４８８ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ
处的荧光强度值（Ｆ），并按上述公式计算细胞相对荧
光强度。

１．４　细胞内活性氧与线粒体的共聚焦显微镜观测
　　ＨａＣａＴ细胞按 １×１０４／孔（２００μＬ）接种于装有
２ｍＬ培养基的 １５ｍｍ共聚焦专用细胞培养皿
（８０１００２，ＮＥＳＴ），培养２４ｈ后，每孔加入含１０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＦＨＤＡ和 ５００ｎｍｏｌ／Ｌ线粒体探针 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ
ＲｅｄＣＭＸＲｏｓ（Ｍ７５１２，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）的无血清
ＤＭＥＭ培养基 ５００μＬ，并在 ３７℃避光孵育 ６０ｍｉｎ。
ＰＢＳ反复清洗之后，加入终浓度为５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ单
独或与Ｃｕ２＋（终浓度为０、１０－６、１０－５ｍｏｌ／Ｌ）共同处理
ＨａＣａＴ细胞６０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜（ＬＳＭ７８０，Ｃａｒｌ
Ｚｅｉｓｓ）采集激发波长４８８ｎｍ处的绿色荧光（ＲＯＳ）和
激发波长５７９ｎｍ处的红色荧光（线粒体）照片。设终
浓度５０μｇ／ｍＬＲＯＳｕｐ处理组为阳性对照。
１．５　统计学处理
　　计量数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＰＡＳＷ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１８０．０统计软件，进行ｔ检验或Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结果

２．１　微摩尔浓度Ｃｕ２＋促进ＨａＣａＴ细胞的增殖
　　不同浓度的Ｃｕ２＋对 ＨａＣａＴ细胞增殖的影响是完
全不同的（图１）。阴性对照组在４８ｈ时Ｄ（４５０）值达
到（２．９０８±０．４５０），与之相比，１０－８、１０－７ｍｏｌ／Ｌ两组
ＨａＣａＴ细胞相对增殖率为 １０１．０９％、１０１．８６％，并无
明显变化（Ｐ＞０．０５）；而１０－６、１０－５ｍｏｌ／Ｌ组的相对增
殖率分别达到了 １１６．１９％（Ｐ＝０．０２７）、１１３３７％
（Ｐ＝０．０３６），均表现出明显的促增殖效应，但两组之
间差异无统计学意义（Ｐ＝０．６８４）。然而，当浓度上升
至１０－４ｍｏｌ／Ｌ时，Ｃｕ２＋即表现出明显的细胞增殖毒
性，相对增殖率下降至１２．２０％（Ｐ＝０．００１）；进一步上
升至１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，细胞在短时间内几乎完全死亡，
Ｄ（４５０）值仅为（０．０５±０．２１），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），基本接近于空白值。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照组（Ｃｕ２＋０ｍｏｌ／Ｌ）比较
图１　不同浓度Ｃｕ２＋对ＨａＣａＴ细胞增殖的影响

２．２　不同浓度Ｃｕ２＋对ＨａＣａＴ细胞内ＲＯＳ的影响
　　细胞内ＤＣＦＨＤＡ的荧光强度间接反映了细胞产
生 ＲＯＳ的浓度。与阴性对照组比较，加入 ＲＯＳｕｐ
５０μｇ／ｍＬ后在３０、６０ｍｉｎ时间点上相对荧光强度持
续显著升高（Ｐ＜０．０１），表明 ＨａＣａＴ细胞对 ＲＯＳ阳性
刺激剂的反应性良好；１０－８、１０－７ｍｏｌ／Ｌ两组细胞内
ＲＯＳ浓度仅在６０ｍｉｎ时才明显升高至１１０．９９％（Ｐ＝
００１６）及１１７．３４％（Ｐ＝０．０１６），而且在变化幅度上弱
于１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／Ｌ组。１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／Ｌ
Ｃｕ２＋处理细胞 ３０ｍｉｎ后 ＲＯＳ产生分别迅速升高至
１２７．４７％ （Ｐ＝０．００１）、１２４．２８％ （Ｐ＝０．０３１）、
１２５６０％（Ｐ＝０．００４），６０ｍｉｎ时达到１４０．４７％（Ｐ＝
０．００２）、１３４．２９％（Ｐ＝０．００７）、１３０．６６％（Ｐ＝０．００７），
不同时相点各组间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。１０－３ｍｏｌ／Ｌ细胞内相对ＲＯＳ浓度则明显下降
至８１．６２％ ～８４．９６％，在各个时相点上均明显低于
１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／Ｌ及ＲＯＳｕｐ组（Ｐ＜００１，图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照组（Ｃｕ２＋０ｍｏｌ／Ｌ）比
较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｕ２＋１０－６ｍｏｌ／Ｌ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与
Ｃｕ２＋１０－５ｍｏｌ／Ｌ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｕ２＋１０－４ｍｏｌ／Ｌ
组比较；ｆ：Ｐ＜０．０１，与阳性对照组（ＲＯＳｕｐ）比较

图２　不同浓度Ｃｕ２＋处理ＨａＣａＴ细胞后胞内
ＤＣＦＨＤＡ的相对荧光强度
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２．３　ＮＡＣ对Ｃｕ２＋促ＨａＣａＴ细胞增殖效应的影响
　　加入活性氧清除剂 ＮＡＣ探索 ＲＯＳ在 Ｃｕ２＋促
ＨａＣａＴ细胞增殖效应中的作用。单独加入５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＡＣ处理４８ｈ对 ＨａＣａＴ细胞生长无明显影响；１０－６、
１０－５ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋两组的相对增殖率分别达１１９．８９％
和１１１．７１％，显著高于阴性对照组（Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝
００３１）。与 １０－６、１０－５ ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋两组相比，加入
５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ与 １０－６、１０－５ ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋共同处理
ＨａＣａＴ细胞后相对增殖率分别降至 １０２．６１％（Ｐ＝
００２１）和１０１．３２％（Ｐ＝０．０２７），促增殖作用消失，与阴
性对照组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。然而，１０－４ｍｏｌ／Ｌ
Ｃｕ２＋处理 ４８ｈ后细胞相对增殖率为 １８．９６％，与
５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ共同作用下也仅为２０．５３％，均表现出
明显的细胞增殖毒性（图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照组（Ｃｕ２＋０ｍｏｌ／Ｌ）比
较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｕ２＋１０－６ｍｏｌ／Ｌ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与

Ｃｕ２＋１０－５ｍｏｌ／Ｌ组比较

图３　ＮＡＣ对Ｃｕ２＋促ＨａＣａＴ细胞增殖效应的影响

２．４　ＮＡＣ对ＨａＣａＴ细胞内ＲＯＳ产生的影响
　　加入 ５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ后与 Ｃｕ２＋共同作用 ＨａＣａＴ
细胞，观察其对细胞内ＲＯＳ产生的影响。相对荧光强
度的结果显示（图４）：与阴性对照组比较，单独加入
ＮＡＣ后，细胞内ＲＯＳ产生在３０、６０ｍｉｎ时相点上显著
降低至８２．５１％（Ｐ＝０．００２）、７６．７０％（Ｐ＝０．０１１）；单
独加入１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋后，细胞内ＲＯＳ迅
速升高，在各时相点上的相对荧光强度显著增强（Ｐ＜
０．０１）。与单用Ｃｕ２＋组比较，加入５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ后的
１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／ＬＣｕ２＋组细胞内 ＲＯＳ水平在各
时相点上均显著降低（Ｐ＜０．０５），表明ＮＡＣ对Ｃｕ２＋刺
激的ＨａＣａＴ细胞ＲＯＳ产生有明显的拮抗作用。共聚
焦显微镜观察（图５）：在线粒体示踪剂ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ红
色荧光基本一致的情况下，与阴性对照组相比，１０－６、
１０－５ｍｏｌ／Ｌ组 ＤＣＦＨＤＡ绿色荧光增强，ＲＯＳｕｐ组的绿

色荧光最强，这与反映细胞内ＲＯＳ产生的相对荧光强
度数据表现一致。与单用 Ｃｕ２＋组比较，ＮＡＣ处理
６０ｍｉｎ后的各组ＨａＣａＴ细胞内ＤＣＦＨＤＡ绿色荧光下
降明显，而线粒体ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ红色荧光无明显影响。
各组ＲＯＳ荧光定位均与线粒体定位基本重合，证实了
ＲＯＳ的产生主要来自于线粒体。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照组（Ｃｕ２＋０ｍｏｌ／Ｌ）比
较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｕ２＋１０－６ｍｏｌ／Ｌ组比较；
ｅ：Ｐ＜０．０５，ｆ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｕ２＋１０－５ｍｏｌ／Ｌ组比较；ｇ：Ｐ＜
０．０５，ｈ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｕ２＋１０－４ｍｏｌ／Ｌ组比较
图４　Ｃｕ２＋及ＮＡＣ处理ＨａＣａＴ细胞３０、６０ｍｉｎ后胞内

ＤＣＦＨＤＡ的相对荧光强度

３　讨论

　　本研究不仅证实高浓度Ｃｕ２＋细胞毒性，还观察到
微摩尔浓度下 Ｃｕ２＋对人角质形成细胞增殖功能的影
响，并且通过活性氧清除剂 ＮＡＣ的拮抗作用，明确了
微摩尔浓度Ｃｕ２＋的促人角质形成细胞增殖效应与其
诱导ＲＯＳ产生之间密切关系。
　　虽然刘志伟等［１０］、廖明阳等［１１］曾相继报道 Ｃｕ２＋

在４８ｈ对人肠道上皮细胞（Ｃａｃｏ２）及人近端肾小管
上皮细胞（ＨＫ２）的 ＩＣ５０分别约为 １×１０

－４ｍｏｌ／Ｌ及
５８９×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，然而罗等［８］、张金超等［９］也发现

Ｃｕ２＋在５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ作用７２ｈ及１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ作
用４８ｈ条件下，可分别使原代小鼠成骨细胞及人脐静
脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）相对细胞增殖率提高至
１１２％和１１８％。在用 ＣＣＫ８检测 ＨａＣａＴ细胞增殖过
程中，本研究也发现 Ｃｕ２＋存在剂量效应关系的双向
作用，即Ｃｕ２＋处理ＨａＣａＴ细胞４８ｈ后，在细胞毒性浓
度水平（≥１０－４ｍｏｌ／Ｌ）时，增殖抑制率达到或超过
８７８０％，而在微摩尔浓度水平时，１０－６～１０－５ｍｏｌ／Ｌ
表现出了１３．３７％～１６．１９％的促增殖效应，而１０－８～
１０－７ｍｏｌ／Ｌ则为无作用浓度。这一现象的发现有助于
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图５　Ｃｕ２＋及ＮＡＣ处理ＨａＣａＴ细胞６０ｍｉｎ后胞内ＤＣＦＨＤＡ的共聚焦显微镜观察　（×４００）

人们全面认识Ｃｕ２＋在细胞增殖过程中作用，也激起了
我们探索其促增殖作用机制的兴趣。

　　诸多研究证实 Ｃｕ２＋能够改变细胞的氧化还原状
态，引起细胞内的 ＲＯＳ升高，且其细胞毒作用与之关
系密切［１２－１３，１６］。本研究也证实Ｃｕ２＋对 ＨａＣａＴ细胞内
ＲＯＳ产生有明显的促进作用。所不同的是 ＲＯＳ产生
并没有一直随着 Ｃｕ２＋浓度升高而增加。本实验结果
显示：在毒性浓度 １０－４ ｍｏｌ／Ｌ水平 Ｃｕ２＋作用下，
ＨａＣａＴ细胞内ＲＯＳ升高程度几乎与１０－６～１０－５ｍｏｌ／Ｌ
水平相当，当 Ｃｕ２＋浓度进一步升高达到 １０－３ｍｏｌ／Ｌ
时，ＲＯＳ反而出现了明显的下降。究其原因，我们考
虑浓度过高的Ｃｕ２＋可能与所有的蛋白质巯基结合，使
蛋白质成分失活，细胞的膜结构迅速破坏，细胞死亡进

而丧失产生 ＲＯＳ的能力。尽管刘志伟等［１０］、Ｑｉａｎ
等［１６］分别阐述了 Ｃｕ２＋对人肠道上皮细胞（Ｃａｃｏ２）、
星形胶质细胞（ＣＣＦＳＴＴＧ１）胞内ＲＯＳ产生的影响，但
是对于 ＲＯＳ与细胞增殖之间的剂量效应关系却没有
涉及。我们在实验中发现，在微摩尔浓度下，ＨａＣａＴ细
胞的相对增殖率与细胞内ＲＯＳ产生随Ｃｕ２＋浓度升高而
增强。这对于阐述ＲＯＳ的量效关系是非常有意义的。
　　目前认为ＲＯＳ是调节细胞生理过程的“双刃剑”：
高浓度情况下，ＲＯＳ参与了诸如缺血再灌注损伤、癌
变、动脉粥样硬化及衰老等多种病理过程；在低浓度

时，ＲＯＳ则在胞内信号转导方面发挥着重要的作用，
是细胞增殖、分化的必要条件［１５，１７－１９］。微摩尔浓度

Ｃｕ２＋在引起胞内ＲＯＳ升高１０．９９％ ～１７．３４％时并未

影响细胞的正常增殖反应；而升高３４．２９％ ～４０．４７％
时则表现出了明显的促增殖效应。这两个浓度范围的

ＲＯＳ可能即分别是维持细胞正常功能的“生理浓度”
和发挥促增殖效应的浓度。为了探索 ＲＯＳ浓度水平
与增殖之间的联系，我们在实验中引入了活性氧清除

剂ＮＡＣ来观察确认Ｃｕ２＋产生的ＲＯＳ在促进细胞增殖
中的作用。ＮＡＣ作为一种含巯基（ＳＨ）的化合物，易
透过细胞膜，脱去乙酰基，形成抗氧化剂谷胱甘肽

（ＧＳＨ）的前体物质Ｌ半胱氨酸，已在临床治疗及实验
研究中应用广泛［２０］。加入５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ处理细胞
后，微摩尔浓度 Ｃｕ２＋对 ＨａＣａＴ细胞内 ＲＯＳ产生的诱
导能力下降，同时也下调了其对细胞的促增殖活性。

由此可见，活性氧清除剂 ＮＡＣ拮抗了微摩尔浓度
Ｃｕ２＋的促细胞增殖效应。因此，我们推测：微摩尔浓
度Ｃｕ２＋可能是通过促进 ＲＯＳ的适度上调来促进细胞
的增殖。除此之外，其具体的分子机制以及是否存在

其他的作用机制都尚待进一步进行研究。

　　此外，还有另一现象值得我们关注。在细胞毒浓
度１０－４ｍｏｌ／Ｌ水平，Ｃｕ２＋引起 ＨａＣａＴ细胞内 ＲＯＳ升
高３０．６６％时细胞相对增殖率却下降至１８．９６％；加入
５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ处理细胞后，胞内 ＲＯＳ产生显著下降
的同时细胞增殖水平却没有得到恢复，高浓度 Ｃｕ２＋的
增殖毒性没有受到拮抗。该现象说明高浓度 Ｃｕ２＋的
毒性机制除大量活性氧所致的氧化应激损伤外，Ｃｕ２＋

直接与巯基或ＤＮＡ结合，直接引起蛋白质及核酸变性
可能在其中扮演着更加重要的角色［５］。
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　　综上所述，在不打破细胞内氧化还原平衡的前提
下，微摩尔浓度 Ｃｕ２＋诱导了一定量的胞内 ＲＯＳ产生，
促进了ＨａＣａＴ细胞的增殖。活性氧清除剂 ＮＡＣ通过
清除ＲＯＳ，阻断了氧化还原体系的上调，拮抗了微摩
尔浓度Ｃｕ２＋的促细胞增殖作用，进一步佐证了我们对
于微摩尔浓度 Ｃｕ２＋通过上调 ＲＯＳ产生发挥促增殖作
用的推测。文献［１９，２１］报道 ＲＯＳ可以激活的
ＭＡＰＫＥＲＫ、ＰＩ３ＫＡｋｔ等下游信号通路。这将有助于
我们进一步研究微摩尔浓度 Ｃｕ２＋促增殖效应的信号
转导分子机制。
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