
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５１０１０７

胍丁胺对脂多糖诱导ＲＡＷ２６４．７细胞氧化应激损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ，ＡＧＭ）对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱导小鼠巨噬细
胞系ＲＡＷ２６４．７氧化应激的抑制作用及其机制。方法　ＲＡＷ２６４．７细胞经 ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）刺激发生
氧化应激，同时ＡＧＭ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）对其进行干预。分为对照组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋ＡＧＭ组、ＡＧＭ组。药物作
用２４ｈ，以２，７二氢二氯荧光素二乙酸酯（２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）为荧光探针检
测细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；Ｇｒｉｅｓｓ法检测细胞内一氧化氮（ＮＯ）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞内的ｉＮＯＳ蛋白及细胞质细胞核内Ｎｒｆ２蛋白表达；ＲＴＰＣＲ检测Ｎｒｆ２下游抗氧化酶血红素
氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）ｍＲＮＡ的表达。结果　与对照组相比，ＬＰＳ可显著增加ＲＡＷ２６４．７细
胞中ＲＯＳ、ＮＯ以及ｉＮＯＳ蛋白水平，而ＡＧＭ干预后上述指标含量均明显降低（Ｐ＜０．０５）。ＡＧＭ干预组
中细胞核的Ｎｒｆ２表达及其下游分子ＨＯ１ｍＲＮＡ表达水平较ＬＰＳ单独刺激组显著升高，表明Ｎｒｆ２信号
通路在ＡＧＭ的作用下被活化。结论　ＡＧＭ可通过活化转录因子 Ｎｒｆ２促进抗氧化酶 ＨＯ１的表达，进
而减轻细胞内的氧化应激损伤。
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　　氧化应激是指体内氧化与抗氧化作用的失衡，主
要由过量产生的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
引起。正常情况下，体内的抗氧化酶如 ＳＯＤ和 ＣＡＴ
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会清除多余的 ＲＯＳ，使其维持生理浓度，参与机体的
信号转导［１］。但是当细胞遭受脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）［２］等外源性刺激时会产生大量的 ＲＯＳ，导
致自由基的集聚。自由基的过度产生会直接损伤

ＤＮＡ、蛋白质和细胞器，促进细胞凋亡以及启动炎症介
质的产生［３］，引发各种疾病，比如糖尿病、神经退行性

疾病（帕金森病、阿尔茨海默病）、心血管疾病（动脉粥

样硬化和高血压）和各种癌症［４］。因此，阻断 ＲＯＳ过
度产生，从而减少炎症介质，能够及时有效地控制相关

疾病的发生与发展。胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ，ＡＧＭ）是由精
氨酸脱羧形成的生物胺，广泛存在于哺乳动物体内。

本课题组前期研究证实，在酵母多糖诱导的小鼠急性

肺损伤模型中，ＡＧＭ能抑制酵母多糖诱导的ＮＦκＢ活
化，从而抑制炎症因子白介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ６和
ＴＮＦα的产生［５］。然而 ＡＧＭ是否具有抗氧化、抗凋
亡等保护作用目前尚不清楚。本研究观察 ＡＧＭ在巨
噬细胞的抗氧化作用并分析其机制，为对抗氧化应激

和炎症疾病提供新的干预手段。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＡＧＭ酸盐（纯度≥９７％）、ＬＰＳ及 ＤＣＦＨＤＡ探针
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶消化液、胎牛血清、
ＲＰＭＩ１６４０培养基、双抗购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒、核蛋白和细胞质蛋白提取试剂盒

及ＮＯ试剂盒购自碧云天试剂公司，逆转录和 ｑＰＣＲ
试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司，兔抗 ｉＮＯＳ多克隆抗体及兔
抗Ｎｒｆ２多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。荧光显微镜
为美国 ＯＬＹＭＰＳ产品，流式细胞仪为杭州艾森生物
ＡＣＥＡＮｏｖｏＣｙｔｅ产品，酶标仪为美国 ＢｉｏＴｅｋ产品。荧
光定量ＰＣＲ仪为ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　ＲＡＷ２６４．７细胞的体外培养
　　ＲＡＷ２６４．７细胞系由第三军医大学大坪医院野战
外科研究所提供，培养于含１０％胎牛血清、１％双抗的
ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内，定
期换液、传代。

１．３　ＭＴＴ药物浓度检测
　　取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，８０００／孔接种于
９６孔板，培养８～１２ｈ后，加药物ＡＧＭ，浓度分别为５０、
１０、２ｍｍｏｌ／Ｌ及４００、８０、１６、３．２、０．６４、０．１２８、０μｍｏｌ／Ｌ
（对照），每个浓度３个复孔，作用２４ｈ；每孔加１０μＬ
ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃培养 ４ｈ；弃上清，加 １５０μＬ
ＤＭＳＯ／孔溶解沉淀，４９０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（４９０）］，
以ｌｏｇ（ＡＧＭ浓度）为横坐标，Ｄ（４９０）值为纵坐标，绘
制曲线，利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件计算ＩＣ５０值。
１．４　ＲＯＳ活性检测
　　取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，２×１０５／孔接种

于２４孔板，培养８～１２ｈ后用ＬＰＳ和ＡＧＭ处理，分为
对照组、ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）组、ＬＰＳ＋ＡＧＭ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）
组、ＡＧＭ组，作用时间２４ｈ；然后弃培养液，每孔滴加
４００μＬ终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＣＦＨＤＡ探针（激发
波长４８５ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ，绿色荧光强度与细胞
内ＲＯＳ的产生成正比），３７℃细胞培养箱内避光孵育
３０ｍｉｎ；无菌ＰＢＳ洗涤细胞３次，分别用倒置荧光显微
镜、流式细胞仪进行荧光强度的观察和检测。

１．５　ＮＯ浓度测定
　　取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，２×１０５／孔接种
于２４孔板，培养８～１２ｈ后用ＬＰＳ和ＡＧＭ处理，分为
对照组、ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）组、ＬＰＳ＋ＡＧＭ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）
组、ＡＧＭ组，作用时间２４ｈ；收集上清，按照碧云天总
ＮＯ检测试剂盒操作，通过经典的 Ｇｒｉｅｓｓｒｅａｇｅｎｔ检测
亚硝酸盐从而测定出总ＮＯ。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ｉＮＯＳ及细胞质、细胞核

内Ｎｒｆ２蛋白的表达
　　取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，５×１０６／孔接种
于１０ｃｍ培养皿；培养８～１２ｈ后用 ＬＰＳ和 ＡＧＭ处
理，分为对照组、ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）组、ＬＰＳ＋ＡＧＭ
（１ｍｍｏｌ／Ｌ）组、ＡＧＭ组，作用时间２４ｈ；ＰＢＳ洗涤细
胞，提总蛋白（检测ｉＮＯＳ蛋白）和细胞质、细胞核蛋白
（检测Ｎｒｆ２蛋白），蛋白定量后，制备蛋白样品，按常规
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法电泳、转膜、５％脱脂奶粉封闭、孵育一
抗和二抗，ＥＣＬ显影，凝胶成像系统曝光。
１．７　ＲＴＰＣＲ检测Ｎｒｆ２下游抗氧化酶ＨＯ１的表达
　　取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，１×１０６／孔接种
于６孔板；培养８～１２ｈ后用 ＬＰＳ和 ＡＧＭ处理，分为
对照组、ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）组、ＬＰＳ＋ＡＧＭ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）
组、ＡＧＭ组，作用３０ｈ；ＰＢＳ洗涤细胞，加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ／
孔，提取总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓度及Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）；按
ＴａＫａＲａＲＲ０４７Ａ试剂盒操作，取１μｇＲＮＡ反转录成
ｃＤＮＡ；按ＴａＫａＲａＲＲ８２０Ａ试剂盒操作，进行ｑＰＣＲ定量
分析，引物序列见表１。扩增条件：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃
１０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。根据得到的 Ｃｔ值，采用
２－ΔＣｔ方法（ΔＣｔ＝Ｃｔ样品 －Ｃｔβａｃｔｉｎ）分别计算基因表达量。

表１　实验用各引物序列与片段大小
基因名 　　　　５′→３′ 片段大小（ｂｐ）

ＩＬ６
上游引物：ＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴＣ
下游引物：ＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧ

１３４

ＨＯ１
上游引物：ＡＡＧＣＣＧＡＧＡＡＴＧＣＴＧＡＧＴＴＣＡ
下游引物：ＧＣＣＧＴＧＴＡＧＡＴＡＴＧＧＴＡＣＡＡＧＧＡ

１００

βａｃｔｉｎ
上游引物：ＧＡＧＡＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣ
下游引物：ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣ

２５６

１．８　统计学分析
　　各实验重复３次。采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计
量资料用 珋ｘ±ｓ表示，行单因素方差分析。

０５９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２　结果

２．１　ＭＴＴ检测ＡＧＭ无毒性浓度
　　ＡＧＭ药物的 ＭＴＴ实验结果见图１，以 ｌｏｇ（ＡＧＭ
浓度）为横坐标，Ｄ（４９０）为纵坐标，绘制曲线，软件计
算半抑制浓度（ＩＣ５０）＝５．４ｍｍｏｌ／Ｌ，则１ｍｍｏｌ／ＬＡＧＭ
在曲线的上平台期，说明该浓度对细胞无毒害作用。
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图１　胍丁胺的浓度梯度

２．２　ＡＧＭ对 ＬＰＳ刺激下 ＲＡＷ２６４．７细胞内 ＲＯＳ产
生的影响

　　１０μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激，１ｍｍｏｌ／ＬＡＧＭ共同作用
２４ｈ，用 ＤＣＦＨＤＡ探针检测 ＡＧＭ对 ＬＰＳ诱导的
ＲＡＷ２６４．７细胞内 ＲＯＳ的变化。荧光检测（图２）显
示：ＬＰＳ刺激２４ｈ后，细胞内 ＲＯＳ产生明显增多，而
ＡＧＭ干预后能显著降低 ＲＯＳ的产生。进一步对荧光
强度进行定量检测，流式细胞仪检测（图３）显示，与对
照组相比，ＬＰＳ刺激组平均荧光强度明显增强（Ｐ＜
００５），ＡＧＭ干预组平均荧光强度较 ＬＰＳ组明显减少
（Ｐ＜０．０５）。３次独立实验获得类似结果。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组；Ｃ：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＡＧＭ
１ｍｍｏｌ／Ｌ组；Ｄ：ＡＧＭ组
图２　倒置荧光显微镜观察药物作用２４ｈ后各组

ＲＯＳ的产生
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１：对照组；２：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组；３：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＡＧＭ
１ｍｍｏｌ／Ｌ组；４：ＡＧＭ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组比较
图３　流式细胞仪检测药物作用２４ｈ后各组ＲＯＳ的产生

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＡＧＭ对 ＬＰＳ刺激下 ＲＡＷ２６４．７细胞内 ＮＯ和
ｉＮＯＳ蛋白生成增多的影响

　　ＡＧＭ单独组与对照组 ＮＯ的产生无明显差异；
ＬＰＳ作用 ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ后，ＮＯ明显高于对照
组；ＡＧＭ加入后其ＮＯ表达量明显降低（Ｐ＜０．０５），说
明ＡＧＭ可抑制 ＬＰＳ诱导的 ＮＯ的产生。进一步检测
ＮＯ产生所需要的酶ｉＮＯＳ的变化发现，对照组与ＡＧＭ
单独组ｉＮＯＳ的产生无明显差异；ＬＰＳ作用 ２４ｈ后，
ｉＮＯＳ的产生明显高于对照组；ＡＧＭ干预后其表达量
明显降低（Ｐ＜０．０５），说明 ＡＧＭ可通过抑制 ｉＮＯＳ蛋
白的表达从而减少ＮＯ的产生。见图４。
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１：对照组；２：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组；３：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＡＧＭ
１ｍｍｏｌ／Ｌ组；４：ＡＧＭ组
Ａ：定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
图４　Ｇｒｉｅｓｓ法测定药物作用２４ｈ后ＮＯ的变化及Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ蛋白的表达

２．４　ＡＧＭ对 ＬＰＳ刺激下 ＲＡＷ２６４．７细胞 Ｎｒｆ２及其
下游抗氧化酶基因ＨＯ１表达的影响

　　ＬＰＳ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

１５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）



显示各组细胞质内 Ｎｒｆ２蛋白无明显差异。细胞核内
ＡＧＭ干预组 Ｎｒｆ２水平较 ＬＰＳ组明显增加，ＡＧＭ单独
组较空白对照组明显增加（图５Ａ）。说明 ＡＧＭ促进
转录因子 Ｎｒｆ２入核。ＰＴＰＣＲ结果显示：ＬＰＳ刺激
３０ｈ后，细胞内炎症因子ＩＬ６产生明显增多（图５Ｂ），
说明ＬＰＳ造模成功，同时ＡＧＭ干预后ＩＬ６显著降低，
与本课题组前期报道 ＡＧＭ有抗炎作用相一致［５］。同

时检测Ｎｒｆ２下游抗氧化酶基因 ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达，
发现ＡＧＭ干预后ＨＯ１表达明显增加（图５Ｃ）。说明
ＡＧＭ通过活化转录因子 Ｎｒｆ２的入核，促进下游抗氧
化酶 ＨＯ１的表达，从而抑制活性氧的产生。
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１：对照组；２：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组；３：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＡＧＭ

１ｍｍｏｌ／Ｌ组；４：ＡＧＭ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｎｒｆ２蛋白表达；Ｂ：半定量分析 ＩＬ６

ｍＲＮＡ表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）；Ｃ：半定量分析ＨＯ１ｍＲＮＡ表达

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与

ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组比较

图５　药物作用２４ｈ后细胞质、细胞核内Ｎｒｆ２蛋白的表达及

药物作用３０ｈ后ＩＬ６、ＨＯ１ｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　ＡＧＭ是近年发现的一种生物胺类，在体内具有多
种生物功能。研究表明 ＡＧＭ在各种损伤和疾病模型

中具有抗氧化作用：如在氧化应激损伤的线粒体模型

中ＡＧＭ可清除 ＲＯＳ产生［６－７］；动物模型中，ＡＧＭ可
改善氧化还原失衡状态［８－９］；在氧化应激损伤的细胞

模型中，ＡＧＭ也表现出其抗氧化活性［１０－１２］。但是

ＡＧＭ对ＬＰＳ诱导的巨噬细胞的氧化应激损伤是否有
抑制作用及其具体机制尚少见报道。

　　ＲＯＳ在 ＬＰＳ诱导的巨噬细胞活化中起重要作
用［１３］。ＮＯ是 Ｎｒｆ２信号通路调节的另一个重要分子，
当受到ＬＰＳ攻击时可产生大量的ＮＯ导致氧化应激和
炎症［１４］。本实验中以 ＬＰＳ模拟 ＲＡＷ２６４．７细胞氧化
应激，ＬＰＳ刺激２４ｈ后，细胞内ＲＯＳ、ＮＯ产生增多，说
明细胞发生明显的脂质过氧化反应。加入 ＡＧＭ干预
后能明显降低 ＲＯＳ和 ＮＯ的产生，提示 ＡＧＭ通过清
除ＲＯＳ和抑制ＮＯ生成表现其抗氧化活性。
　　研究表明核转录因子 Ｎｒｆ２在细胞氧化应激中起
关键的保护作用。Ｎｒｆ２属于 ｃａｐ′ｎ′ｃｏｌｌａｒ（ＣＮＣ）亮氨
酸拉链转录激活因子家族。正常情况下，Ｎｒｆ２与
Ｋｅａｐ１结合以非活性的形式位于细胞质内，被泛素蛋
白酶体途径迅速降解。当受到亲电试剂或活性氧的信

号攻击后，Ｎｒｆ２从Ｋｅａｐ１中解离，并从细胞质转位进入
细胞核内与ＡＲＥ结合，从而激活多种抗氧化基因和Ⅱ
相酶基因的转录，如 ＨＯ１、ＮＯＱ１、γＧＣＳ等参与 ＲＯＳ
的清除［１５－１６］。ＨＯ１是广泛存在于人体多种器官和组
织的一种抗氧化酶，它可以催化血红素降解为一氧化

碳（ＣＯ，可诱导血管扩张）、胆绿素（在胆绿素还原酶
的作用下，能迅速产生内源性抗氧化剂胆红素）和铁。

生理状态下 ＨＯ１在细胞内低表达，可被多种因素包
括缺氧和 ＲＯＳ等刺激后迅速增加。ＨＯ１的上调有
助于增强细胞对刺激的反应［１７］。ＨＯ１因保护巨噬
细胞免受 ＲＯＳ的攻击，最近已经成为抗氧化药物的
发展目标。

　　本实验证实 ＡＧＭ可增强 Ｎｒｆ２核转位，并在转录
水平上表现对抗氧化酶 ＨＯ１的诱导作用。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测显示：ＬＰＳ组Ｎｒｆ２主要在细胞质中表达，而加
入ＡＧＭ干预后细胞核内可见较强的 Ｎｒｆ２的表达，表
明ＡＧＭ可明显促进 Ｎｒｆ２转入细胞核内。ＲＴＰＣＲ结
果显示，ＡＧＭ干预组 ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达较 ＬＰＳ组明
显增加，ＡＧＭ单独组 ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达较对照组明
显增加。综上所述，ＡＧＭ可能通过影响细胞质中
Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１复合体的分离，使 Ｎｒｆ２被释放出来，并促
进其入核，增强与 ＡＲＥ的结合，激活抗氧化酶基因
ＨＯ１的表达［１８］，从而增加 ＣＯ、胆红素的含量来增强
细胞的抗氧化能力。我们做出假设：ＡＧＭ可能氧化
Ｋｅａｐ１蛋白上的特定残基，从而使 Ｎｒｆ２活化。需要进

２５９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



一步的研究来验证这一假设。

　　综上所述，在 ＬＰＳ刺激的巨噬细胞中，ＡＧＭ可抑
制ＲＯＳ的生成、ＮＯ的过量产生。其分子机制是通过
促进Ｎｒｆ２入核，上调抗氧化酶基因 ＨＯ１的表达来实
现其抗氧化作用。这一发现可能为使用抗氧化药物和

化合物对抗氧化应激和组织损伤、脓毒症和内毒素休

克等过度炎症疾病提供新的治疗方法。
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