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摘要　 目的　 探索超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）拟似剂四甲基哌

啶（Ｔｅｍｐｏｌ）对间歇性低氧小鼠血管舒张功能的影响。 方法

　 将雄性 Ｃ５７ 小鼠随机分为正常氧（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、间歇性低氧

（ＩＨ）组、间歇性低氧 Ｔｅｍｐｏｌ 干预（ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ）组。 ＩＨ 组和

ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组小鼠放入低氧仓进行间歇性低氧处理，每天

８ ｈ，连续 ４ 周。 ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组在间歇性低氧处理最后一周

每天给予 Ｔｅｍｐｏｌ（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃。 离体血管张力测定系统

检测血管的功能，荧光探测针 － 二氢乙啶（ＤＨＥ）染色法检

测血管活性氧（ＲＯＳ）含量，ＥＬＩＳＡ 法测量一氧化氮（ＮＯ）浓
度。 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，间歇性低氧 ４ 周后，ＩＨ 组小鼠

胸主动脉对乙酰胆碱（ＡＣｈ）引起的内皮依赖性舒张功能下

降、心肌肥大，胸主动脉中 ＲＯＳ 增加而 ＮＯ 水平降低；应用

Ｔｅｍｐｏｌ 可使 ＩＨ 小鼠胸主动脉中 ＲＯＳ 水平降低、ＮＯ 浓度增

加，改善间歇性低氧引起的内皮依赖性舒张功能受损和心肌

肥大。 结论　 Ｔｅｍｐｏｌ 可能通过降低 ＲＯＳ，增加 ＮＯ 的生物利

用度，改善间歇性低氧引起的心血管功能障碍。
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　 　 阻塞性睡眠呼吸暂停（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｓｌｅｅｐ ａｐｎｅａ，
ＯＳＡ）是影响 ５％普通人群和 １８％ ５０ 岁以上老年人

群的常见疾病［１ － ２］。 ＯＳＡ 的特点是睡眠期间反复呼

吸暂停，导致间歇性低氧和睡眠片段化，是高血压、
缺血性心脏病、动脉粥样硬化、冠心病、中风等心脑

血管疾病的独立危险因素。 间歇性低氧（ ｉｎｔｅｒｍｉｔ⁃
ｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａ，ＩＨ）可通过氧化应激、一氧化氮利用不

足、全身炎性反应、交感神经过度激活和内皮修复能

力降低等途径导致血管内皮功能障碍，进而增加高

血压等心血管疾病的发生风险［３］。 Ｔｅｍｐｏｌ 是一种

抗氧化剂［４］，作为 ＳＯＤ 类似物，可以穿透细胞膜并

与细胞内和细胞外的氧自由基反应，通过清除 ＲＯＳ
减少氧化应激保护血管内皮功能［５ － ６］。 该研究旨在

探讨口服 Ｔｅｍｐｏｌ 对 ＩＨ 引起的小鼠心血管损伤的保

护作用。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物 　 ３６ 只雄性清洁级 Ｃ５７ 小鼠，体
质量（２４ ± ３）ｇ，由安徽长临河医药科技有限公司提

供，合格证号［Ｓｃｘｋ（皖）２０１７ － ００１］。 动物分笼饲

养，自由摄食和饮水，通风良好，室温 １８ ～ ２５ ℃。
１． １． ２　 仪器　 测氧仪（ＣＹＳ⁃１ 型，南京新飞分析仪

器制造有限公司）；ＤＭＴ ６２０Ｍ 血管张力测定系统

（丹麦 ＤＭＴ 公司）；倒置荧光显微镜，冰冻切片机

（德国徕卡）；全自动酶标仪（南京德铁实验设备有

限公司）。
１． １． ３ 　 试剂 　 医用压缩氧气（浓度 ＞ ９９. ９％ ）、压
缩氮气（浓度 ＞ ９９. ９％ ）由合肥众益化工产品有限

公司充装；Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ（ＤＨＥ）、ＮＯ 测试盒购自

上海碧云天生物技术有限公司；Ｔｅｍｐｏｌ、乙酰胆碱

（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）、硝普纳（ ｓｏｄｉｕｍ ｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ，
ＳＮＰ）、苯肾上腺素 （ ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ，Ｐｈｅ） 购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ＩＨ 模型的制备和分组　 小鼠在适应性饲养

１ 周后进行实验，随机分成正常氧量组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、间
歇性低氧组（ＩＨ）、间歇性低氧 Ｔｅｍｐｏｌ 干预组（ＩＨ ＋
Ｔｅｍｐｏｌ），每组 １２ 只。 本研究采用 ＩＨ 诱导小鼠心血

管损伤模型，通过氮气稀释原理，向低氧舱循环充入

氮气和氧气，每一循环为 ９ ｍｉｎ，４ ｍｉｎ 充入氮气，随
之 ５ ｍｉｎ 充入氧气，由测氧仪监测间歇性低氧舱中

的氧浓度，调节气体流量，使每一循环间歇性低氧舱

内的最低氧浓度达到 ６％ 左右，持续时间为 ４５ ｓ 左

右，然后再逐渐恢复至 ２１％ ，间歇性低氧舱内氮气

和氧气的转换通过定时电磁转换器来完成（图 １）。
将 ＩＨ 组以及 ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组小鼠放进低氧仓内，进
行每天 ８ ｈ 的间歇性低氧处理（９ ∶ ００ ａｍ － ５ ∶ ００
ｐｍ），连续 ４ 周。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组除不入箱内，其余均与
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ＩＨ 组进行相同处理。 在间歇性低氧处理 ３ 周之后，
ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组连续 １ 周每天使用 Ｔｅｍｐｏｌ （ １００
ｍｇ ／ ｋｇ）给予灌胃处理，而 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＩＨ 组则灌注

相同体积 ０. ９％ 生理盐水。 实验第 ４ 周末，处死小

鼠，进行血管离体实验。

图 １　 间断性低氧舱内氧含量的变换模式

１． ２． ２　 心脏重量指标测定　 实验模型制备完成后，
首先进行小鼠体质量测量，随即用 １０％ 水合氯醛

（０. ０５ ｍｌ ／ １０ ｇ）腹腔注射麻醉。 将麻醉小鼠固定，
准备成套眼科剪与镊子打开小鼠胸腔，将心肺等器

官充分暴露，随即将还在跳动的心脏迅速摘取，剥离

多余结缔组织等，随后置于冰冷生理盐水中，轻轻冲

洗，挤压多余血水，用吸水纸将心脏中多余水分吸

除，称重后立即进行称重后液氮存放，计算心重指数

为心脏重量 ／体质量（ｍｇ ／ ｇ）；将小鼠胫骨完整分离

出，取 出 测 量 长 度， 计 算 心 脏 重 量 ／胫 骨 长 度

（ｍｇ ／ ｃｍ）的比值。
１． ２． ３　 离体血管张力检测　 利用 ＣＯ２ 吸入法麻醉

并处死小鼠，采用上述方法摘取小鼠心脏后，紧贴小

鼠脊柱，取出完整胸主动脉，操作需动作快速轻柔，
对血管无牵拉。 将血管放置在预先接通混合氧

（９５％Ｏ２ 和 ５％ＣＯ２）的 Ｋｒｅｂｓ 溶液中，借助显微镜，
将包裹在血管周围多余脂肪和结缔组织以及其他杂

质从外壁上小心清除，使其达到干净透明状态。 然

后将胸主动脉分别截断为 ２ ｃｍ 左右。 手持眼科镊，
将血管环固定在 Ｍｙｏｇｒａｐｈ 张力器两端，浴槽中持续

通入混合氧，预置 ５ ｍｌ 的 Ｋｒｅｂｓ 液，全程保持 ｐＨ 值

７. ４，温度 ３７ ℃。 待血管稳定后，再给予 ２ ｍＮ 的前

负荷，缓慢拉伸血管环，并利用 Ｐｏｗｅｒｌａｂ 系统记录血

管张力的变化。 待平衡 ３０ ｍｉｎ 后，加入高钾溶液刺

激血管，每次 ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，２ 次 ／ １５ ｍｉｎ。 血管达到最

大收缩时，吸出高钾溶液，随后用 Ｋｒｅｂｓ 液洗脱残留

药物，３ 次 ／ １５ ｍｉｎ。 随后加入 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｈｅ 刺激血

管预收缩，在收缩达到稳定峰值时，加入 ＡＣｈ（１０ － ８

～ １０ － ５． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）或 ＳＮＰ（１０ － ９ ～ １０ － ５ ｍｏｌ ／ Ｌ），检测血

管内皮依赖性与内皮非依赖性舒张功能。 ＡＣｈ 可激

动血管内皮细胞 Ｍ３ 亚型，促进内皮依赖性舒张因

子（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｒｅｌａｘｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ＥＤＲＦ）之一

ＮＯ 的释放，从而引起邻近平滑肌细胞松弛，促使血

管内皮性依赖性舒张；ＳＮＰ 致使平滑肌松弛，在血管

平滑肌内代谢产生 ＮＯ，引起血管非内皮依赖性舒

张。
１． ２． ４　 胸主动脉中 ＮＯ 测定 　 取剥离干净的胸主

动脉加入裂解液，使用低温超声裂解仪裂解组织，离
心取上清液；使用裂解液将 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＮＯ２ 稀释

成 １、１０、２０、４０、６０、８０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的标准品；配制 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＮＯ２，参考说明书的操作步骤操作，用全

自动酶标仪测量出吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值。
１． ２． ５　 胸主动脉中活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）测定　 将剥离干净的胸主动脉用 ＯＴＣ 包埋，
冰盒静置后放入液氮，最后置 － ８０ ℃冰箱保存。 使

用冰冻切片机将包埋好的血管切成 ５μｍ 的病理切

片。 将 ＤＨＥ ＲＯＳ 荧光探测液（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）与标本常

温避光孵育 ５ ～ ２０ ｍｉｎ。 ＤＨＥ 在超氧化物生成处被

氧化成为氧化乙锭，与 ＤＮＡ 相结合之后，可被激发

出红色的荧光，通过荧光显微镜观察荧光的强度，并
ＩｍａｇｅＪ 软件计算血管内 ＲＯＳ 含量。
１． ３　 统计学处理　 用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ８ 软件作图和

数据统计分析，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，多个影响因素多组间的比较

用双因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 Ｔｅｍｐｏｌ 对 ＩＨ 小鼠主动脉舒张功能的影响　
离体血管张力检测结果显示：３ 组小鼠胸主动脉内

皮依赖性舒张功能存在明显差异［Ｆ（２，１５） ＝ ２７. ５４，Ｐ
＜ ０. ００１］ （图 ２Ａ）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＩＨ ４ 周后，
Ｐｈｅ 预收缩的胸主动脉环对 ＡＣｈ 引起的内皮依赖性

舒张显著降低（Ｐ ＜ ０. ００１）；口服 ＳＯＤ 类似物 ｔｅｍｐｏｌ
可改善 ＩＨ 引起的内皮依赖性舒张功能 （ Ｐ ＜
０. ００１），但不能完全恢复正常内皮依赖性舒张水

平。 ３ 组间 Ｐｈｅ 预收缩的胸主动脉环对 ＳＮＰ 引起的

内皮非依赖性舒张差异无统计学意义（图 ２Ｂ）。 提

示 ＩＨ 可能是通过影响内皮细胞而不是平滑肌细胞
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引起血管舒张功能的改变。
２． ２　 Ｔｅｍｐｏｌ 对 ＩＨ 小鼠主动脉中 ＲＯＳ 与 ＮＯ 含量

的影响 　 图 ３Ａ⁃Ｃ 依次为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、 ＩＨ 组、 ＩＨ ＋
Ｔｅｍｐｏｌ 组小鼠胸主动脉 ＤＨＥ 荧光染色后显示 ＲＯＳ
分布与浓度。 荧光亮度与 ＲＯＳ 含量正相关，亮度越

强，ＲＯＳ 含量越多。 分析结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＩＨ 组小鼠胸主动脉中 ＲＯＳ 荧光强度显著升高

（Ｐ ＜ ０. ００１），口服 Ｔｅｍｐｏｌ 可降低 ＩＨ 小鼠胸主动脉

中 ＲＯＳ 水平（Ｐ ＜ ０. ００１），但不能恢复到正常水平

（Ｐ ＜ ０. ００１） （图 ３Ｄ）。 提示 Ｔｅｍｐｏｌ 作为超氧阴离

子清除剂可通过减少血管中活性氧的产生或者清除

活性氧来发挥保护心血管的作用。 ＮＯ 测定结果显

示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＩＨ 组小鼠胸主动脉中 ＮＯ 含

量降低（Ｐ ＜ ０. ００１），口服 Ｔｅｍｐｏｌ 后，可以提高 ＩＨ
小鼠胸主动脉中的 ＮＯ 含量（Ｐ ＜ ０. ０１），但不能恢

复到正常水平（Ｐ ＜ ０. ００１） （图 ３Ｅ）。 提示 Ｔｅｍｐｏｌ
可能是通过减少活性氧的产生，提高 ＮＯ 生物利用

率来减少血管内皮功能损伤，从而发挥心血管保护

作用。

２． ３　 Ｔｅｍｐｏｌ 对 ＩＨ 小鼠体质量和心脏重量的影响

　 与 Ｃｏｎｔｏｌ 组相比，间歇性低氧 ４ 周后，ＩＨ 组小鼠

体质量显著降低［Ｆ（２，２１） ＝ １５. ２８，Ｐ ＜ ０. ００１］，而心

脏重量 ／体质量比值［Ｆ（２，２１） ＝ １９. １６，Ｐ ＜ ０. ００１］和

心脏重量 ／胫骨长度比值 ［ Ｆ（２，２１） ＝ １２. ０８ ， Ｐ ＜
０. ００１］显著增加，提示间歇性低氧小鼠出现心肌肥

大。 口服 Ｔｅｍｐｏｌ 后，与 ＩＨ 组比较，ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组

小鼠的体质量明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１），心脏重量 ／体质

量比值（Ｐ ＜ ０. ０１）和心脏重量 ／胫骨长度比值（Ｐ ＜
０. ０１）明显下降，提示 Ｔｅｍｐｏｌ 可抑制 ＩＨ 小鼠心肌肥

大。 见表 １。

表 １　 Ｔｅｍｐｏｌ 对间歇性低氧小鼠体质量和心脏重量

的影响（ｎ ＝ ８，�ｘ ± ｓ）

组别
体质量

（ｇ）
心脏重量 ／ 体质量

（ｍｇ ／ ｇ）
心脏重量 ／ 胫骨长度

（ｍｇ ／ ｃｍ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２５． ５５ ± ０． ７８ ４． １６ ± ０． ３７ ５３． ４０ ± ４． ７９
ＩＨ ２１． １７ ± ２． ３２∗∗∗ ５． ９３ ± ０． ９２∗∗∗ ６８． ８８ ± ８． ２４∗∗∗

ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ ２４． ２２ ± １． ３９＃＃ ４． ５１ ± ０． ３５＃＃ ５８． ３８ ± ４． ８４＃＃

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＩＨ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 Ｔｅｍｐｏｌ 对 ＩＨ 小鼠主动脉内皮依赖性舒张功能的影响

　 　 Ａ：不同浓度 Ａｃｈ 诱导的胸主动脉内皮依赖性舒张变化情况；Ｂ：不同浓度 ＳＮＰ 诱导的胸主动脉舒张；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜
０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＩＨ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ３　 小鼠主动脉 ＲＯＳ 和 ＮＯ 含量 ＳＰ × ４００
　 　 Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＤＨＥ 荧光染色示 ＲＯＳ；Ｂ：ＩＨ 组荧光染色示 ＲＯＳ；Ｃ：ＩＨ ＋ Ｔｅｍｐｏｌ 组 ＤＨＥ 荧光染色示 ＲＯＳ；；Ｄ：ＤＨＥ 染色量化分析结果统计图；

Ｅ：小鼠胸主动脉 ＮＯ 含量统计图；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＩＨ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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３　 讨论

　 　 本研究显示经 ＩＨ 处理 ４ 周，可引起小鼠胸主动

脉对 ＡＣｈ 引起的内皮依赖性舒张功能下降、心肌肥

大，胸主动脉中 ＲＯＳ 增加而 ＮＯ 水平降低，提示 ＩＨ
引起的心血管功能障碍可能与氧化应激增加使 ＮＯ
的生物利用度下降有关；口服 ＳＯＤ 类似物 Ｔｅｍｐｏｌ，
使 ＩＨ 小鼠胸主动脉中 ＲＯＳ 水平降低、ＮＯ 浓度增

加，改善 ＩＨ 引起的内皮依赖性舒张功能和心肌肥

大。
　 　 ＯＳＡ 是多种心脑血管疾病的独立危险因素，是
患者致残和死亡的主要原因，ＩＨ 是 ＯＳＡ 的主要病

理生理学特点和损伤机制，被认为是引起心脑血管

疾病的最为重要的因素［７］。 反复 ＩＨ 可引起氧化应

激和 ＲＯＳ 增加，而 ＲＯＳ 可作为信号分子在 ＯＳＡ 引

起的并发症中起着重要的作用，抑制 ＲＯＳ 对心血管

具有重要的保护作用［８］。 ＲＯＳ 是氧在生物体内通

过单电子还原产生化学性质活泼的物质，包括超氧

阴离子 （·Ｏ － ２ ）、羟自由基 （·ＯＨ） 和过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）等。 细胞内的 ＲＯＳ 来源于氧化酶催化的代

谢产物和线粒体电子传递链，涉及 ＲＯＳ 代谢的酶有

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ 氧化酶（ＮＯＸ）、黄嘌呤氧化酶、超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢（ＣＡＴ）等。 超氧化物会氧

化生物分子，与 ＮＯ 的反应促进过氧亚硝酸盐的形

成，减少 ＮＯ 的生物利用度。 而在 ＳＯＤ 的作用下

ＣＡＴ 酶和谷胱甘肽过氧化物酶则可将过氧化氢转

化为水和氧气，在 ＲＯＳ 的代谢中发挥了重要作用。
Ｔｅｍｐｏｌ 是一种可透膜的金属非依赖性 ＳＯＤ 拟似物，
可以减轻自由基引起的损伤，提高 ＮＯ 的生物利用

度，在氧化应激的动物模型中发挥有益的作用［９］。
本研究中，Ｔｅｍｐｏｌ 可抑制 ＩＨ 小鼠主动脉中 ＲＯＳ 水

平，提高 ＮＯ 浓度，显著改善 ＩＨ 小鼠血管内皮依赖

性舒张功能和心肌肥大。 Ｔｒｏｎｃｏｓ ｅｔ ａｌ［１０］ 也发现，
Ｔｅｍｐｏｌ 可明显降低间歇性低氧模型大鼠的血压、血
浆内皮素和血管内 ＲＯＳ 水平，提示 ＲＯＳ 在 ＩＨ 诱发

的心血管疾病中起着重要作用。
　 　 血管内皮细胞是连续覆盖于血管腔表面的单层

上皮细胞，是多种血管活性物质的产生和作用部位，
在维持血管张力、参与管壁炎症修复、调节血管生长

以及调控血小板聚集和凝血功能等方面起着重要作

用。 内皮细胞可通过产生的 ＮＯ，促进局部血管舒

张，抑制血小板聚集、单核细胞黏附和血管平滑肌增

殖来维持血管正常的形态和功能。 内皮功能障碍被

认为是心血管疾病发展过程中最早可检测到的和可

能被逆转的异常之一。 内皮功能障碍通常指的是内

皮依赖性血管舒张功能受损，与 ＮＯ 生物利用度降

低有关；而非内皮依赖性血管舒张功能受损，则表示

与血管壁中的平滑肌功能障碍有关的进一步的结构

损伤。 慢性 ＩＨ 可通过氧化应激、一氧化氮利用不

足、全身炎性反应、交感神经过度激活和内皮修复能

力降低等途径导致血管内皮功能障碍能，进而增加

高血压等心血管疾病的发生风险，可能是引起间歇

性小鼠心肌肥大的机制之一。 本研究显示，ＩＨ 小鼠

胸主动脉对 ＡＣｈ 引起的内皮依赖性舒张功能下降，
而对 ＳＮＰ 引起的非内皮依赖性舒张功能正常，提示

血管内皮功能受损可能是 ＩＨ 引起心血管疾病的重

要原因之一，具体机制有待进一步研究。
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