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摘要 目的  观察免疫抑制剂来氟米特∏∞ƒ及其活性代谢产物 对佐剂性关节炎

模型大鼠 ×ƒ2Α分泌活性及  表达的影响 ∀方法  ×ƒ2Α活性及  表达用 ∞≥法和  ×2°≤ 方法 ∀结果

大鼠腹腔巨噬细胞°Υ呈高度活化状态 ×ƒ2Α分泌水平明显升高 ∀ ∞ƒ明显抑制 °≥诱导的大鼠 °Υ ×ƒ2Α

释放且呈剂量依赖关系 ∀体外用 后 ×ƒ2Α  表达量降低 ∀结论  ∞ƒ和 对 模型大鼠 ×ƒ2Α分泌活

性及  表达有抑制作用 此可能为其抗炎和免疫抑制作用的机制之一 ∀
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  来氟米特是近年新合成的异恶唑类衍生物 已

用于临床治疗类风湿性关节炎和强直性脊柱炎 ∀据

报道该药及其活性代谢产物 通过抑制酪氨

酸激酶和二氢乳清酸盐脱氢酶 

⁄⁄的活性从而抑制细胞增殖 

即通过影响嘧啶的生物合成发挥作用≈  ∀但关于

∞ƒ及 对与  有关的细胞因子的影响报

道较少 ∀为此 我们以  大鼠为研究对象 探讨

∞ƒ在体给药及 离体给药对与  发病及

病情迁延相关的细胞因子 ×ƒ2Α生物活性水平及

 表达改变的影响 以期部分阐明 ∞ƒ 治疗类

风湿性关节炎的作用机制 ∀

材 料 与 方 法

药品及主要试剂  来氟米特 由上海第二军医

大学药学系提供 ∀  德国 药厂产品 

由上海第二军医大学药学系惠赠 强的松

 北京第四制药厂生产 脂多糖

°≥ 大肠杆菌来源 四氮唑蓝

×× 美国 ≥ ≤产品 完全福氏佐剂

ƒ∏.  ∏√≤ƒ 美国 ⁄ 产品 

×试剂  公司产品  ×2°≤ 通用型

试剂盒 鼎国生物公司产品 ∀
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3 通讯作者  × ƒ¬ 

∞2 

  实验动物  •大鼠  ∗ 周龄 体重  ∗

 α ⎯ 兼用 ∀购自北京大学实验动物部 ∀

主要仪器设备  低温低速离心机 

≤° ≤∏∀ ≤ 培养箱 °2型 ≠科学

株式会社 酶标仪 型 美国 2 ⁄公司 °≤

扩增仪 ƒ°  ⁄英国 ×∞≤∞ ×⁄⁄÷ƒ ⁄

凝胶图象分析仪 美国 2公司 ∂紫

外可见分光光度计 日本岛津公司 ∀

大鼠腹腔巨噬细胞(ΠΜΥ)制备  脱臼处死动

物 以 ⁄2液灌洗获得富含 Υ的腹腔细胞 调

细胞浓度至  ≅ 
 #


孔培养板每孔加入细

胞悬液  Λ置  ε   ≤ 培养箱培养  弃

上清液 以 液洗涤 弃除不贴壁细胞 余下为

°Υ∀

大鼠滑膜细胞的制备和培养≈   取滑膜组织 

以 ⁄2液冲洗 剪碎 置于含   小牛血清2

⁄∞ 培养液  和 1  型胶原酶终浓度

1    培养瓶中  ε   ≤ 的饱和湿度培

养箱消化  ∀未黏附细胞  ≅ γ 离心  弃

上清液 置于含 1 胰蛋白酶培养瓶中  ε  

≤  目尼龙网过滤  ≅ γ 离心  

计数 分离出单个滑膜细胞 ∀用含  #
°≥的

⁄∞ 培养液含 Λ2∏

和   ƒ∏ ƒ≤≥制备滑膜细胞悬液

≅ 
#

 ∀加入 孔板中 每孔  于  ε 

  ≤ 中培养  ∀

ΑΑ模型大鼠 ΠΜΥ肿瘤坏死因子2Α(ΤΝΦ2Α)活
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性测定   大鼠佐剂性关节炎模型的建立 

参见文献进行≈ ∀ 含 ×ƒ2Α °Υ上清的获得 

参见文献方法≈ ∀ ×ƒ2Α的活性检测 用 ∞≥

法按说明书进行 ∀

ΡΤ2ΠΧΡ 检测细胞内 ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ
≈   细

胞的分离与培养 常规制备大鼠 °Υ和滑膜细胞 

调整细胞浓度分别为  ≅ 
#和  ≅ 

# ∀

Υ和滑膜细胞培养瓶中加入不同浓度的 

及 °≥终浓度  Λ#
  ε   ≤ 饱和湿度

培养箱中孵育  ∀ 细胞总   的提取及鉴

定 依常规方法进行 ∀  ×2°≤ 引物根据文

献资料设计≈
由鼎国生物公司合成 ∀

引物序列为 ×ƒ2    ƒ

χ ×≤×≤≤×≤×≤ χ  √

 χ ×××××≤××××≤≤ χ  Β2

  ƒχ ××××≤≤××≤≤

≤≤ χ  √χ ≤≤×≤××≤≤××

× χ ∀  ×2°≤ 扩增反应条件参照/通用型  ×2°≤

试剂盒0操作说明进行 ∀ 常规琼脂糖电泳法检

测  ×2°≤ 产物 ∀  ×2°≤ 结果以光密度扫描定

量 用图象分析仪的图象分析系统对凝胶上每一泳

带进行灰度分析 测定  ∂∏ ∂ 值 结果

以各组的 ∂  值与 Β2的 ∂  之比表示 ∀  ×2

°≤ 结果以 次以上实验测定值与相应对照的比值

的 ξ ? σ表示 ∀

统计学处理  计量资料的数据以 ξ ? σ表示 ∀

结果的显著性检验用成组资料的显著性分析 

⁄∏. ∂  ≥≥ 1 ∀

结 果

1  ΛΕΦ对佐剂性关节炎(ΑΑ)大鼠 ΠΜΥ内 !外

ΤΝΦ2Α分泌活性的动态影响

按常规制备  大鼠模型 于制模 始 给

药 每天 次共  ∀于  及 分批处死

动物 培养 °Υ并获得培养上清液 测定 ×ƒ2Α水

平的动态变化 ∀

表 可见 模型大鼠其 ×ƒ2Α的分泌水平在

已明显高于正常对照 且持续到  ∀而 ∞ƒ

对 模型大鼠 °Υ×ƒ2Α的分泌水平有明显的抑

制作用 以中剂量组及大剂量组作用强 ∀从动态结

果看 时 模型组 ×ƒ2Α的分泌水平已达到

较高水平 ∞ƒ各剂量组均有抑制作用 随着 ∞ƒ给

药时间的延长 其对 ×ƒ2Α的抑制作用仍然存在 但

仍以中剂量组及大剂量组作用较强 从对细胞内外

×ƒ2Α水平的影响的观察发现 ∞ƒ 对细胞内 !外

×ƒ2Α分泌水平的影响无明显差异 ∀

Ταβλε 1  ∆ψναµιχσ οφλεφλυνοµιδε ον ΤΝΦ2Α προδυχτιον βψ περιτονεαλ µαχροπηαγεσιν αδϕυϖαντ αρτηριτισ ρατσ

×Π#

×ƒ2√Π#

                                       

∏ ∞¬∏ ∏ ∞¬∏ ∏ ∞¬∏

 ≤  ?   ?   ?   ?   ?   ? 

∏√  ?  3 3  ?  3 3  ?  3 3  ?  3 3  ?  3 3  ?  3 3

∞ƒ   ?  µ µ  ?  µ µ  ?   ?  µ µ  ?  µ  ?  µ µ

∞ƒ   ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ

∞ƒ   ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ  ?  µ µ µ

°  ?  µ  ?   ?  µ µ  ?   ?   ?  µ

∏√ ∏∞ƒ    ##
 ×

   √° ∏∏°≥  #
  ε   ≤ ∏ ∏

 ×∏√×ƒ2 ∏ ∞≥  ξ ? σ ν   
3 Π 1 

3 3 Π 1 ϖσ ∏
µ Π 1 

µ µ Π 1 
µ µ µ Π 1 ϖσ  ∏

2  Α771726 对 ΑΑ模型大鼠 ΠΜΥΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ表

达的影响

培养瓶中加入一系列浓度的  作用后

以  ×2°≤ 方法检测 ×ƒ2Α   表达水平 ∀结果

表明 大鼠 °Υ ×ƒ2Α  表达水平明显高于

正常对照组的水平 ∀ 体外给药对升高了的

×ƒ2Α  表达水平有一定的抑制作用 以浓度较

高的  Λ#
组作用强  Λ#

组也有抑制

作用表  ∀

3  Α771726对 ΑΑ模型大鼠滑膜细胞 ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ

表达的影响

以 模型大鼠滑膜细胞为观察对象 同上法
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观察 对其滑膜细胞 ×ƒ2Α  表达的影

响表  ∀结果发现 模型组大鼠滑膜细胞 ×ƒ2

Α  表达高于对照组 各浓度组作用 

后除  Λ#
剂量组对 ×ƒ2Α  表达有一

定的抑制作用 其余剂量组无明显影响 ∀

Ταβλε 2  Ινφλυενχε οφ Α771726 ον τηε εξπρεσσιον οφ

ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ ιν ΠΜΥ οφ αδϕυϖαντ αρτηριτισ ρατσ (ιν

ϖιτρο)

∏   √×ƒ2ΠΒ2 Π

   ?   

    ?   3 

  Λ#
   ?   µ µ  

  Λ#
   ?   µ  

   Λ#
    ?    

°Υ  1   Λ#

 

∏∏×∏    ×2°≤ 

 ∂∏    ξ ? σ  

¬
3 Π 1 ϖσ 

µ Π 1 
µ µ Π

1 ϖσ  

Ταβλε 3  Ινφλυενχε οφ Α771726 ον τηε εξπρεσσιον οφ

ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ ινοσψνοϖιαλ χελλσ οφ αδϕυϖαντ αρτηριτισ

(ΑΑ) ρατσ (ιν ϖιτρο) ( ν = 4 , ξ ? σ)

∏   √ ×ƒ2ΑΠΒ2

   ?  

    ?   3 3

  Λ#
   ?   µ

  Λ#
   ?  

   Λ#
   ?  

√      1    

Λ#

  ∏∏×∏  

  ×2°≤   ∂∏ 

¬
3 3 Π  1 ϖσ  

µ Π  1 ϖσ 



讨 论

类风湿性关节炎∏ 是免

疫介导的慢性炎症性疾病 ∀其病理机制尚不清楚 

一般认为   起因主要为 × 细胞对未知抗原的反

应 ×细胞被激活后 释放淋巴因子如 ƒ2Χ 继而

激活单核Π巨噬细胞释放多种单核因子2 ×ƒ2Α

和其他炎症介质≈
也与   炎性灶中活化巨噬细

胞 !淋巴细胞等炎症免疫细胞相互诱导 激活 释放

多种细胞因子以及多种蛋白酶和活性氧自由基有

关≈ ∀×ƒ2Α主要由巨噬细胞合成 它在   形成

中有重要作用 它参与  关节炎症 以明显的刺激

增生为特征 可致炎性细胞浸润及新血管形成 ∀在

滑膜中 许多细胞是 ×ƒ2Α的作用靶点≈ ∀ ×ƒ2Α

受体和 已在滑膜衬层的巨噬细胞和成纤

维细胞中以及淋巴细胞和滑膜下内皮细胞中检测

到≈ ∀携带 χ2修饰人 ×ƒ2Α的转基因小鼠表现出

×ƒ2Α失调节和表达的增加 并自发发展为损伤性

关节炎≈
这些均说明 ×ƒ2Α在   形成和发展中

的关键作用 ∀

来氟米特∏∞ƒ是近年新合成的异

恶唑类衍生物 据报道有抑制二氢乳清酸盐脱氢酶

⁄⁄和抑制酪氨酸蛋白激酶的活性的作用 ∀

∞ƒ的活性代谢产物 也可通过抑制酪氨酸

激酶和 ⁄⁄的活性 通过影响嘧啶的生物合成

发挥作用≈ ∀尽管对 ∞ƒ 治疗类风湿性关节炎的

作用机制有了一定研究 但从   的免疫病理学基

础出发 以佐剂性关节炎大鼠为主要研究对

象 探讨 ∞ƒ对   病理改变过程中各种致病因素

的影响 尤其是对一些与   发病及病情迁延相关

的细胞因子生物活性水平及分子水平改变的影响 

还欠深入研究 故我们对其进行了一些探讨 ∀本实

验发现 ∞ƒ  和  #灌胃给药对  大

鼠腹腔巨噬细胞 ×ƒ2Α的分泌抑制作用较强 和

 #两剂量组在 已显现明显的抑制作

用 与  模型组相比 抑制率在   以上 

#组用到  时作用也十分明显 ∀一般认

为 细胞因子的产生过程可分为两个阶段  合

成和蛋白质的翻译 ∀这两个阶段分别接受不同信号

的调节 因此 基因表达的增高 不一定有蛋白质合

成的增加 ∀本实验发现 大鼠腹腔巨噬细胞升高

了的 ×ƒ2Α的   表达与 ×ƒ2Α的合成相一致 

且 ∞ƒ对 大鼠腹腔巨噬细胞升高了的 ×ƒ2Α的

 表达和 ×ƒ2Α的合成均有时间依赖和剂量依

赖的抑制作用 ∀发现 ∞ƒ 抑制 ×ƒ2Α   表达 

表明 ∞ƒ的抑制作用是在基因水平进行的 是发生

在转录水平 还是转录后促进基因降解 尚待深入研

究 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ÷∏ ÷   ≥  ετ αλ Ιν ϖιϖο  

 ∏  √ 

∏∏    Π2Π  ≈  ϑ

Ιµ µυνολ 159    

≈ ∞ ×  ÷∏ ÷  • •  ετ αλ ×

∏∏√   ∏  

 ∏ × ∏  

##药学学报 °∏≥    



[ ϑ] . ϑ Ιµ µυνολ 159    

≈   ≥  ≠  ≥∏∏ 

 ∏2    ∏ √

2 ∏∏≈  ϑ Χλιν Ινϖεστ  80 

   

≈ •    • ≤ ƒ• ∏ 2Β2∏
√  ∏   ∏ √

       

 ≈  Αρτηριτισ Ρηευµ 

 40    

≈    ≤ ∏ ×  ετ αλ  

√ ∏  ≈  Τοξιχολ Πατηολ

 27    

≈  ⁄⁄∏ ∏∏≈ 

Κλιν Ωοχηενσχηρ 68 ∏    

≈ ≤≥ ∏⁄  

    ∏   

¬   ∏   ≈  ϑ Ιµ µυνολ

Μετηοδσ 151    

≈ ∂  ∏ ×   ≥  ×  

   ¬   ∏¬

∏∏∏≈  ΧελλΙµ µυνολ 164 

   

≈ ∞⁄ ∏   

 ≈  Ν Ενγλϑ Μεδ  322 

   

≈ ÷∏≥≠ ≤   √∏ 

 ∏≈  Χηιν ϑ Χλιν Πηαρµαχολ 

≤  2    

≈≤∏ ∞ ×∏∏  2∏∏

×ƒ ∏∏

≈  ∆ρυγσ 55    

≈ ⁄∏  •  ≤∏ ≤±  ƒ   ετ αλ  

∏   √ ∏ 

∏∏ ∏

 ∏2Α ≈ 

Αρτηριτισ Ρηευµ  35    

≈ ° ≤   ετ αλ × 

¬∏∏ √

≈  ΕΜΒΟ ϑ 10    

≈  ∞    ∏∏√

∏≈  Τηερ ∆ρυγ Μονιτ  17    

ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΛΕΦΛΥΝΟΜΙ∆Ε ΑΝ∆ ΙΤΣ ΑΧΤΙς Ε ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΕ ΟΝ ΤΗΕ

ΠΡΟ∆ΥΧΤΙΟΝ ΑΝ∆ µ ΡΝΑ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝ ΟΦ ΤΝΦ2Α ΙΝ ΠΕΡΙΤΟΝΕΑΛ

ΜΑΧΡΟΠΗΑΓΕΣ ΑΝ∆ ΣΨΝΟςΙΑΛ ΧΕΛΛΣ ΩΙΤΗ Α∆ϑΥςΑΝΤ ΑΡΤΗΡΙΤΙΣΙΝ ΡΑΤΣ

 •22

( ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµαχολογψ, Σχηοολοφ Βασιχ ΜεδιχαλΣχιενχεσ, ΜεδιχαλΧεντεροφ Πεκινγ Υνιϖερσιτψ, Βειϕινγ 100083 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ ×√∏∞ƒ¬∏∏

√∏ ¬×ƒ2Α √

 ∏√ ∏√∏∏  ∏ 

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ∞≥ ∏√×ƒ2Α××2°≤ ∏

∏¬×ƒ2ΑΡΕΣΥΛΤΣ  ×∏×ƒ2Α∏°Υ
∏√ ∞ƒ  #

 ×ƒ2Α
∏ °≥   2√  

√ ¬ ∏ ∏2∏√√

×2°≤ °Υ√ ∏

 Π×∏×2°≤  √∏

×ƒ2Α¬√
¬×ƒ2Α ∏ ιν ϖιτρο×ƒ2
Α  ¬  √    ∞≥ ∏  ∏ 

¬ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ∏√∏∏

 ¬×ƒ2Α √∏√

√√2∏∏
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ∏√×ƒ2Α ¬∏√
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