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摘要 目的  研究异丹叶大黄素对肿瘤坏死因子 Α× ƒ2Α诱导的人滑膜细胞∏

√ ≥≤白细胞介素22生成和   表达的影响 ∀方法  用   方法测定 2的含量 以  ×2

°≤  法测 2   ∀结果  在  ≅      ≅    # 浓度范围内对 × ƒ2Α诱导的人滑膜细胞 2生成

有抑制作用 并抑制 × ƒ2Α诱导的 ≥≤ 2  表达 ∀结论  抑制 × ƒ2Α诱导的 ≥≤ 2生成 可能与影

响 2  表达有关 ∀

关键词 异丹叶大黄素 白细胞介素2 放免测定法 反转录聚合酶链式反应

中图分类号           文献标识码      文章编号       

  白细胞介素2∏2 2是一种多源

性炎性细胞因子 主要由粒细胞 !单核细胞等产生 

对白细胞有较强的趋化 !聚集活性 可诱导细胞吞

噬 !粘附 !呼吸爆发 !脱颗粒 !释放溶酶体酶和产生超

氧阴离子等 ∀近年研究表明 2与感染性和免疫

性疾病如细菌感染 !过敏性哮喘 !类风湿性关节炎

∏   !⁄≥及癌症等较为密

切≈ ∀

  丹叶大黄素是二苯乙烯低

聚体 本组近年研究表明 能显著抑制脂多糖

°≥诱导的小鼠腹腔巨噬细胞

白细胞介素22生成 并对炎性四肽2

2∏22 °°诱导的

家兔外周血中性粒细胞趋化活性和 Β2葡糖醛酸酶释

放有抑制作用≈  ∀本文观察了 对 × ƒ2Α诱导

的正常人滑膜细胞白细胞介素2生成的影响 并通

过对  测定探讨其抗炎作用原理 ∀

材 料 与 方 法

  药品及试剂  异丹叶大黄素

 为本所植化室林茂教授提供 ∀脂多糖

°≥ !胰酶和 型胶

原酶为 ≥产品 胎牛血清
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∞2 

ƒ≥为 产品 ƒ2培养基为 产品 

× ƒ2Α购自  2×≤2  

为北京东亚免疫技术研究所提供 ∀2 引物

≥ χ2≤≤    ≤≤  × ≤ × ≤ ≤ ×2χ 

χ2≤≤  × × × × ≤ ≤ × ×  × ≤ ≤2χ 

⁄° 引物 ≥χ2 ≤≤ × ≤≤ ≤ 

× ≤ × × ≤2χ χ2≤ × ≤ ≤≤ × ≤ × × ≤ ≤ 

≤ 2χ为上海生工生物工程有限公司合成 ∀

≤⁄ ⁄ 梯度标准品为  公司 

反转录聚合酶链式反应 √ 

    ×2°≤   试 剂 盒 为

°产品 ∀

  人膝关节滑膜细胞培养≈  无菌条件下分离

正常人膝关节关节囊的滑膜层 用无钙 !镁 ⁄∏

缓冲液洗涤滑膜组织 剪成     小块 ∀放入

 培养瓶≤内 加入   ƒ≥的 ƒ培

养液  和胶原酶  终浓度 1  √ 在

 ε   ≤ 培养箱中消化  ∀将未贴壁细胞移

入离心管 离心 ≅   弃上清液 再加入

1 胰酶  置培养箱内消化 1 ∀经 

目不锈钢网过滤 离心 ≅   用  

ƒ≥2ƒ培养液  在  ε   ≤ 培养箱内培

养  弃去未粘附细胞 此时的贴壁细胞为原代滑

膜细胞 用台盼蓝拒染法检测细胞活力大于   

继续培养约  后 用 1 胰酶  1  ∞⁄× 

消化使细胞游离 进行传代培养 选用   代滑膜

细胞进行实验 ∀

  ΤΝΦΑ对滑膜细胞(ΗΣΧ)ΙΛ28 生成的诱导作
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用≈  将细胞铺至 孔细胞培养板 待生长至融

合 加入 × ƒΑ使终浓度为 1 1 1 1

#  培养  收集上清液   ε 冻存  

法测 2含量 ∀

  Ισο对 ΙΛ28 生成的影响  在细胞培养板中加入

终浓度分别为 1 ≅   #   1 ≅

  #   后再加入 × ƒΑ终浓度为

1 #  培养  收集上清液   ε 冻

存 用  法测 2含量 ∀实验数据用方差分析 

并用/ ≥∏0 τ2进行组间均数差异性检验 ∀

  ΤΝΦΑ对 ΗΣΧΙΛ28 µ Ρ ΝΑ表达的影响≈  在 

孔细胞培养板中加 × ƒΑ终浓度为 1 #  

设细胞对照孔 分别培养  和  备用 ∀

  Ισο对 ΤΝΦΑ诱导的 ΗΣΧ ΙΛ28 µ Ρ ΝΑ表达的影

响  在 孔细胞培养板中加 终浓度分别为 1

≅   #  1 ≅   #  后

加入 × ƒΑ终浓度为 1 #  设细胞对照和

刺激剂对照孔 继续培养  备用 ∀

  培养人滑膜细胞总 Ρ ΝΑ的制备  按文献方

法≈将上述处理人滑膜细胞刮下 收集 提取总

    ε 保存待测 ∀

  反转录聚合酶链式反应(ρεϖερσε τρανσχριπτιον

πολψµερασε χηαιν ρεαχτιον , ΡΤ2ΠΧΡ)  将上述  

 Λ加入到终体积为  Λ的反应体系中  ∂ 

×  ≅  ∏ 1 Λ ×° 1

#  °  Λ#
    ≥ 

#   ∂ 反转录酶 1 ∏#Λ
  × ⁄

合成酶 1 ∏#Λ
 ∀引物核苷酸序列为 2 

 χ2≤≤    ≤≤  × ≤ × ≤ ≤ ×2χ 

χ2≤≤  × × × × ≤ ≤ × ×  × ≤ ≤2χ 

 ∀ °⁄   χ2 ≤≤ × ≤≤

≤  × ≤ × × ≤2χ   χ2≤ × ≤ ≤≤ ×

≤ × × ≤ ≤  ≤2χ  ∀2的反应条件

为  ε   ε    ε   ε 

  ε    个循环  ε 延伸  ∀

°⁄的反应条件为  ε   ε  

 ε   ε   ε    个循环 

 ε 延伸  ∀

  准确吸取上述 °≤  产物  Λ在  琼脂糖

凝胶中电泳 用紫外凝胶成像系统照相 ∀

结 果

1  ΤΝΦΑ对 ΗΣΧ ΙΛ28 生成的量效关系

× ƒ2Α在 1 # 即可刺激 2生成 浓

度在 1  1 # 有促进 ≥≤ 2 生成作

用 结果见表  ∀

Ταβ 1  Εφφεχτσ οφ ΤΝΦΑ ον ΙΛ28 προδυχτιον ιν ΗΣΧ

∏ ≤#  2# 

≤     ?  

× ƒΑ    ? 

   ?  3

   ?  3

   ?  3 3

×∏∏ ∏ √   ≥≤  ∏

 × ƒΑ   1  1  1  1
#    ×   2  ∏∏

∏  ∏     ν   

ξ ? σ 3 Π 1  3 3 Π 1 ϖσ

2  Ισο对 ΙΛ28 生成的抑制作用

浓度在 1 ≅   #  1 ≅  

#可显著抑制 × ƒΑ诱导的 ≥≤ 2生成 

结果见表  ∀

Ταβ 2  Ινηιβιτορψεφφεχτ οφ ισορηαποτιγενιν (Ισο) ον

ΙΛ28 προδυχτιον ινδυχεδ ωιτη ΤΝΦΑ 0125 Υ# µ Λ− 1

φορ 24 η ιν ΗΣΧ

∏ ≤  #  2  # 

≤    ?  

× ƒΑ   #    ?     

      ?  

     ?   3

     ?   3 3

×      ≅      ≅    

 ≅    #   ν    ξ ? σ    Π 1 ϖσ

 3 Π 1  3 3 Π 1 ϖσ × ƒΑ

3  ΤΝΦΑ对 ΙΛ28 µ Ρ ΝΑ表达的诱导作用

由图 可见 × ƒΑ明显促进 2   的表

达 × ƒ2Α与 ≥≤ 作用  2  表达水平比

作用   的 表 达 水 平 高 ∀ 图 中 第  道 为

≤⁄  ⁄梯度标准品 第 道为细胞

对照 第 道为 × ƒΑ1 # 刺激  第 

道为 × ƒΑ1 Λ# 刺激  ∀

4  Ισο对 ΤΝΦΑ诱导的人滑膜细胞 ΙΛ28 µ Ρ ΝΑ表

达的抑制作用

图 结果显示 在 1 ≅   #和 1

≅   #浓度明显抑制 × ƒΑ诱导的 2

 的表达 ∀图中第 道为细胞对照 第 道为
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× ƒΑ1 #  第 道为 × ƒΑ  1 ≅

  # 第  道为 × ƒΑ   1 ≅  

# 第 道为 ≤⁄  ⁄ 梯度标

准品 ∀

ƒ  ∞ × ƒΑ 2   ¬

 ∏∏ ∏ ∏  °⁄  2
√ ∏∏ ∏ ∏  

  ×2°≤   × 

     ≤⁄ 

⁄     ≤    × ƒΑ

1 #  ∏      × ƒΑ

1 #  ∏ 

ƒ  ×  2  

¬ ∏∏ ≥≤ ∏  ×ƒΑ

1 #    °⁄  2 √ 

∏ √∏  

 ×2°≤   ×       

     ≤    × ƒΑ

  × ƒΑ1 #    1 ≅  

#     × ƒΑ   1 ≅  

#  ≤⁄  ⁄ 

讨 论

  2是近年命名的与炎症极为密切的细胞因

子 可能在宿主防御反应及疾病中起重要作用 ∀2

为诱导型表达 ∀嗜中性粒细胞 !巨噬细胞 !单核细

胞 !淋巴细胞 !成纤维细胞 !内皮细胞 !肝细胞和滑膜

细胞等在外源性或内源性因子 如脂多糖°≥ 

× ƒΑ和 2Β等诱导下可生成大量的 2以及多

种免疫炎性因子 如  °∞ × × ƒΑ2

和 2等 进一步介导一系列炎症反应 激活粒细

胞发生形变 !游走 !趋化和聚集 在炎症部位产生浸

润 !粘附和吞噬等炎症反应 导致组织炎性损伤甚至

坏死 在急性炎症时呈现典型的红 !肿 !热 !痛等症

状 ∀

有关研究表明 全身性炎症或免疫性疾病可影

响关节滑膜产生反应 ∀如感染或炎症可引起血循环

中有较高浓度的 × ƒΑ及 2Β等炎性因子 从而

引发关节局部的滑膜细胞增殖 !表达生成 2 2

和 °∞ 等多种炎性介质 激活以粒细胞为主的炎

性细胞浸润 !粘附 !吞噬和酶释放等反应 进一步诱

导 ≥≤ 异常增殖 !滑膜增生 !关节腔积液并导致关

节肿胀和关节粘连等一系列的炎症或损伤 这可能

是类风湿性关节炎 发病及病程发展的主要原

因之一 ∀

本组近年对 研究≈  表明 明显抑制

°≥诱导的小鼠腹腔巨噬细胞 2 生成及其

 表达 降低中性粒细胞趋化活性和 Β2葡糖醛

酸酶释放 ∀相关实验亦显示 还抑制刺激剂诱导

的巨噬细胞 × ƒΑ°∞ 生成以及核转录因子 ƒ2

ϑ活化 具有较强的体外抗炎作用 并观察到有抑

制小鼠足肿胀活性 ∀由于机体免疫炎性细胞 细

胞2细胞因子 !细胞因子2细胞因子间以及与神经体

液具有极为复杂的联系和调节网络 因此推测 

呈现的对多种炎性因子生成抑制和抗炎作用 可能

与影响上游调节通路中基因的活化和表达有关 ∀

本文进一步研究了炎性因子 × ƒ2Α对滑膜细

胞 2生成及   表达的影响 并观察了中草

药成分 对 2生成的作用 试图为寻找新的抗

 药物提供新靶点和先导化合物 ∀研究结果显

示 × ƒΑ浓度为 1  1 # 时有明显促进

≥≤ 2生成作用 且呈一定的量效关系 ∀刺激剂

× ƒΑ 1 # 作用  可促进 ≥≤ 2

 表达 ∀在 1 ≅   #和 1 ≅

  # 抑制 × ƒΑ诱导的 ≥≤ 的 2生成

及其  表达 提示 可能通过下调  表

达而抑制 2生成 ∀

上述结果提示 2与免疫性炎症关系极为密

切 研究以 2为靶点的生成抑制剂将为研制抗炎

免疫药提供新途径 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ≤ ∏2 √ ≈  Χανχερ

Ινϖεστ  11    

≈    ≤ ƒ   ≤ ετ αλ ∞ 

 √∏ 2  

¬ ∏ ≈  Αχτα Πηαρµ Σιν
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 ≤  34    

≈    ∏ ≠  ≤ ƒ  ετ αλ ∞ 

 √  ∏  

 ∏∏  ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤   33   

 

≈    ≥    ×  ≥∏

∏   ∏ 2   

∏√2 ∏∏≈ ϑ Χλιν

Ινϖεστ  80    

≈ ≥   ≤ ≤   ≠  ετ αλ 2

¬ ∏ ∏ 

∏≈  ϑ Ι µ µ υνολ  146  

   

≈    ⁄ ⁄  ∏   ετ αλ ∏

     ∏

¬   ∏ ≈  Νυχλειχ

Αχιδσ Ρεσ 11    

≈ ≥  ≥∏    •    ετ αλ 

   ×2°≤   ∏  

√ ∏  ∏    

∏≈  ϑ Ι µ µ υνολ Μετηοδσ 199 

   

≈ ≤ ƒ ∏ ÷ ≠   

∏  × ƒΑ ∏  ∏ 

≈  Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  

35    

ΙΝΗΙΒΙΤΟΡΨ ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦΙΣΟΡΗΑΠΟΤΙΓΕΝΙΝ ΟΝΙΛ28 ΠΡΟ∆ΥΧΤΙΟΝ

ΑΝ∆ µ ΡΝΑ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝΙΝ∆ΥΧΕ∆ ΩΙΤΗ

ΤΝΦΑΙΝ ΝΟΡ ΜΑΛ ΗΥΜΑΝ ΣΨΝΟςΙΑΛ ΧΕΛΛΣ

 ±2 ≠≤∞ ∏2

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×∏  ∏2 2 ∏ 

  ¬ ∏√≥≤∏×ƒΑΜΕΤΗΟ∆Σ  2 

  ×  ¬2   ×2°≤ ΡΕΣΥΛΤΣ  

×ƒΑ1  1 # 
 2 ∏ ×

¬2    ×ƒΑ1 # 
 

≅   #  ≅   #  2 ∏∏×ƒΑ1
# 

 ×∏∏    ≅ 
 

# 
  ≅ 

 

# 
2   ¬  ≥≤ ∏  ×ƒΑ 1 # 

 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ

×ƒΑ2 ∏    ¬  ≥≤ 2 ∏   

¬∏ ×ƒΑ1 # ×2 

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : ∏2∏2     ×2°≤
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