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摘要 目的  研究脂多糖°≥对人类风湿性关节炎 成纤维状滑膜细胞ƒ≥基质金属蛋白酶2 °2表

达的影响 ∀方法  明胶酶谱法测定  °2酶活性 •  法测定  °2蛋白的表达  ×2°≤ 法测定  °2

 的表达 ∀结果  °≥处理对 ƒ≥中  °2表达无显著影响 °≥刺激的 细胞培养上清液可明显增强 ƒ≥

中  °2酶活性 !蛋白分泌及  表达 地塞米松可显著抑制上述变化 且其抑制作用随浓度的增加而增强 ∀结

论  °≥对 ƒ≥中  °2表达无直接影响 °≥刺激的 细胞上清液使 ƒ≥中  °2表达增加 而地塞米松能抑

制  °2的变化 ∀
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  类风湿性关节炎∏  是一

种常见的以关节组织慢性炎症性病变为主要表现的

全身性疾病 ∀研究发现  关节软骨和骨的损伤主

要是由于滑膜细胞的活化和增生引起≈ ∗  ∀基质金

属蛋白酶2¬ 2   °2是一

种主要降解 ∂ 型胶原的基质蛋白水解酶 而 ∂ 型

胶原是组成血管基底膜和细胞外基质的主要结构蛋

白≈ ∀在  病人滑膜液和血浆中  °2水平较正

常人显著升高 表明  °2与  软骨及骨的损伤

关系密切≈ ∀正常滑膜细胞表达少量的  °2 但

在  情况下 许多细胞因子可刺激其表达增加≈ ∀

脂多糖°≥是一种炎症因子 在

 的发生和发展中起重要作用 ∀但关于 °≥刺激

对   滑膜细胞  °2表达影响的研究尚未见报

道 本文对此进行了研究 同时观察了传统的甾体抗

炎药 地塞米松对此过程的影响 ∀

材料和方法

  药品和试剂  °≥购自 °公司 地塞米松

¬ !明胶  !十二烷基磺酸钠

≥⁄≥ !四氮唑蓝××均购自 ≥公司 胎牛血清

ƒ≤≥为 产品 × °培养基 !ƒ 

培养基和预染蛋白标记为 产品 °∏

 为 ° 产品 羊抗人  °2  为

 ⁄ ≥公司产品 碱性磷酸酶标记的兔抗山羊

为 ≥ ≤∏公司产品 ×Π≤°染色试剂盒为

华美公司产品  °2及 °⁄ 引物由上海生

工公司合成 ≤⁄Π ⁄ 梯度标准品为

产品 ∀

Υ937细胞株的培养  细胞株由中国医学

科学院基础医学研究所细胞中心提供 ∀细胞在含

  ƒ≤≥ 青霉素  ∏# 

和链霉素 

#
的  °培养液中常规培养 ∀

成纤维状滑膜细胞(φιβροβλαστ2λικε σψνοϖιοχψτε ,

ΦΛΣ)的培养[ 7]  取类风湿性关节炎病人在关节置

换手术中切除的滑膜组织 用无钙 !镁的 ⁄∏缓

冲液洗涤滑膜组织 剪成  ∗  
 小块 加入胶原

酶消化 用含   ƒ≤≥的 ƒ 培养液常规培养 

洗去未粘附细胞 用 1 胰酶21  ∞⁄×消

化 传代培养 选用  ∗ 代滑膜细胞进行实验 ∀

ΜΤΤ法检测 ΛΠΣ及地塞米松处理对 ΦΛΣ生长

的影响  以细胞数  ≅ 
#接种于培养瓶

中 加入终质量浓度为  #的 °≥ 培养  

后 取上清液备用 ∀将 ƒ≥以  ≅ 
 #

接种于

孔培养板中 培养  弃上清液 分别加入 ƒ 

培养液 !含  #
°≥的 ƒ 培养液或上述 

上清液各  Λ培养  ∀再加入不同浓度的地

塞米松继续培养  加入  #
×× 1 培

养  弃去培养液 用 ⁄≥ 1 裂解细胞 

 波长下测定其吸光度 Α值 并计算细胞增长

率 ∀

增长率   
试验组 Α值
对照组 Α值

  ≅ 

明胶酶谱法(γελατιν ζψµογραπηψ)测定 ΜΜΠ29

酶活性[ 8]  以细胞数  ≅ 
#接种于培养

瓶中 加入终质量浓度为  #的 °≥ 培养  

后 取上清液备用 ∀将 ƒ≥以 1 ≅ 
#接种于

培养瓶中 培养  弃去培养液 分别加入 ƒ 培

养液 !含  #
°≥的 ƒ 培养液或上述 

上清液 培养  ∀再加入不同浓度的地塞米松继

续培养  取上清液与上样缓冲液混合均匀 进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳 ∀将凝胶转移入 1  ×

÷2溶液  中 低速摇动  以洗脱 ≥⁄≥ 取

出凝胶浸入明胶酶缓冲液  # 


×

# 


≤≤   #


≤ Λ# 


≤  1  ε 孵育  ∗  ∀然后转移入染

色液中片 ° ∏溶于蒸馏水  和甲醇

 中 用时取  加入冰醋酸  甲醇 

水   染色  
≈

蒸馏水漂洗 照像 ∀

Ωεστερν βλοτ测定 ΜΜΠ29 蛋白表达  取上述

°≥及药物处理后的 ƒ≥培养上清液进行 ≥⁄≥2聚丙

烯酰胺凝胶电泳 电泳结束 用半干式石墨电转槽将

蛋白转移到 ≤膜上 ∀加入羊抗人  °2 终质

量浓度  #
  ε 孵育  洗涤 加入碱性磷

酸酶标记的兔抗山羊 Β 稀释  ε 孵育

 用 ×Π≤°染色试剂盒染色 拍照 ∀

ΡΤ2ΠΧΡ 法检测 ΜΜΠ29 µ ΡΝΑ表达  取上述

°≥ 及药物处理后的 ƒ≥ 加 ×试剂提取总

  调整各管总   量一致后 用随机引物进行

逆转录 取等量的逆转录产物进行 °≤ ∀引物核苷

酸序列为 ≠  °2  χ2≤ ≤ ≤ ×

≤× ×2χ  χ2 ≤  ≤≤ ×

 2χ   °⁄ χ2≤ × ×× ×≤

× ×× 2χ χ2≤≤ ×≤≤ ×  ×

× ×2χ ∀  °2 的反应条件为  ε   

 ε 1  ε 1  ε 1 

个循环  ε 延伸  ∀ °⁄ 的反应条件

为  ε   ε 1  ε 1 

## 药学学报 °∏≥    



 ε 1 个循环  ε 延伸  ∀准确

吸取等量 °≤ 产物电泳 紫外凝胶成像系统照像 ∀

结果

1  ΛΠΣ及地塞米松处理对 ΦΛΣ生长的影响

由表 可见 用含 °≥ #
的 ƒ 培养

液培养 ƒ≥  后与用不含 °≥的 ƒ 培养液培

养的 ƒ≥相比 细胞生长无显著差异 细胞增长百

分率为 1  ∀而用 °≥ #
刺激的 

细胞的培养上清液培养 ƒ≥  后 与用不含 °≥

的 ƒ 培养液培养的 ƒ≥相比 细胞生长有显著差

异 Π 1 细胞增长百分率为 1  ∀在加入

 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅ 


#地塞米松  

后 细胞培养上清液引起的 ƒ≥ 细胞生长无明

显变化 其细胞增长百分率分别为 1  1 

和 1  三者之间无明显差异 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ λιποπολψσαχχηαριδε ( ΛΠΣ) , τηε

συπερναταντ οφ Υ937 χελλ στιµ υλατεδ βψ ΛΠΣ ανδ

δεξαµετηασονε ον τηε γροωτη οφ Φιβροβλαστ2λικε
σψνοϖιοχψτε (ΦΛΣ)

∏
⁄

Π#     Α
°

Π

ƒ   1 ? 1

ƒ   1 ? 1  

ƒ   1 ? 1 3 3 3 ϖ ϖ ϖ  

ƒ    ⁄  ≅   1 ? 1 3 3 3 ϖ ϖ ϖ  

 ≅   1 ? 1 3 3 3 ϖ ϖ ϖ  

 ≅   1 ? 1 3 3 3 ϖ ϖ ϖ  

ƒ ƒ≥ ∏ƒ  ∏ ƒ  ƒ≥ 

∏ƒ  ∏ °≥ #
  ƒ

  ƒ≥ ∏  ∏  

∏°≥ #
   ƒ    ⁄ ƒ≥

∏  ∏  ∏

°≥  #
  ¬ƒ≥

∏   ν    ξ ? σ 3 3 3 Π 1
ϖσ ƒ ∏

ϖ ϖ ϖ Π 1 ϖσ ƒ  ∏

2  ΛΠΣ及地塞米松对 ΜΜΠ29酶活性的影响

的结果图 显示 ƒ 培养

液培养 ƒ≥  后 上清液中存在少量有活性的

 °2  ∀用 °≥刺激 ƒ≥  后 ƒ≥上清

液中  °2酶活性无显著变化 ∀但用 °≥

刺激的 细胞培养上清液培养 ƒ≥  后 ƒ≥

上清液中  °2酶活性较°≥刺激的 

细胞的培养上清液中  °2酶活性明显增

加 在加入不同浓度地塞米松  后 由 细胞

上清液引起的 ƒ≥中  °2酶活性的增加被抑制

 ∗  且抑制效果随地塞米松浓度的增加而

增强 ∀

 ƒ≥ ∏ƒ  ∏  ƒ≥ 

∏ƒ  ∏ °≥   ƒ≥ 

∏  ∏  ∏°≥

  ∏ ∏°≥

   ƒ≥ ∏  ∏

 ∏  °≥   ≅    ≅    ≅

  # ¬  ƒ≥ ∏

 

ƒ∏   ∞    °≥  

∏    ∏  °≥ 

¬  °2 √  ∏∏2
 √ ƒ≥  × √   °2 

 ≥∏

∏¬

3  ΛΠΣ及地塞米松对 ΜΜΠ29蛋白表达的影响

由 •  实验结果图 显示 用 ƒ 培

养液培养 ƒ≥  后 ƒ≥分泌少量的  °2蛋白 

而用 °≥刺激 ƒ≥  后 ƒ≥中  °2蛋白的表

达无显著变化 ∀用 °≥刺激的 细胞的培养上

清液培养 ƒ≥  后 与 °≥刺激的 细胞的培

养上清液中  °2蛋白相比 ƒ≥上清液中  °2

蛋白的表达显著增加 加入不同浓度地塞米松  

后 由 细胞上清液引起的 ƒ≥中  °2蛋白

表达的增加被抑制 且抑制效果随地塞米松浓度的

增大而增强 并与  的结果基本一

致 ∀

4  ΛΠΣ及地塞米松处理对 ΜΜΠ29 µ ΡΝΑ表达的

影响

由  ×2°≤ 实验结果图 显示 用 ƒ 培养液

培养 ƒ≥  后 ƒ≥表达少量  °2  

 用 °≥刺激 ƒ≥  后 ƒ≥中  °2  表

达无显著变化 ∀用°≥刺激的 细胞的

培养上清液培养 ƒ≥  后 ƒ≥中  °2  

表达显著增加 在加入不同浓度地塞米松

 后 由 细胞上清液引起的 ƒ≥中  °2

 表达的增加被抑制 ∗  且抑制效果

随地塞米松浓度的增加而增强 并与蛋白表达及活

性变化基本一致 ∀

##刘柏合等 脂多糖对人类风湿性关节炎滑膜细胞基质金属蛋白酶2表达的影响



 °  ƒ≥ ∏  ƒ  ∏

  ƒ≥ ∏  ƒ  ∏ °≥

  ≥∏ ∏°≥ 

  ƒ≥ ∏  ∏  

∏°≥    ƒ≥ ∏

∏   ∏  °≥   ≅
   ≅    ≅   # ¬ 

ƒ≥ ∏ 

ƒ∏   ∞   °≥ 

∏    ∏  °≥ 

¬   ¬   °2 

∏∏2√ƒ≥ ≥∏

∏¬

 ≤⁄Π ⁄  ƒ≥ ∏

ƒ  ∏    ƒ≥ ∏  ƒ  ∏

°≥    ƒ≥ ∏  

∏  ∏°≥     

ƒ≥ ∏  ∏  ∏

°≥  ≅     ≅    ≅   # ¬

ƒ≥ ∏ 

ƒ∏   ∞   °≥ 

∏    ∏  °≥ 

¬     ¬   °2 

∏∏2√ƒ≥ ≥∏

∏¬

讨论

  在   疾病情况下 滑膜细胞活化和增生 

 °2 表达过量 从而引起关节软骨和骨损伤 ∀

°≥是一种在  的发生和发展中起重要作用的炎

症刺激因子 本文利用体外培养的 ƒ≥研究了 °≥

对滑膜细胞中  °2表达的影响 ∀实验结果显示 

°≥刺激对 ƒ≥生长无显著影响 对 ƒ≥中  °2

表达无影响 ∀

是人单核细胞株 在炎性因子的刺激下 

可分泌多种炎症介质和细胞因子 一定程度上反映

了炎症时体内白细胞的状态≈ ∀为模拟  疾病情

况下关节腔的环境 本文用 °≥刺激 细胞后 

取细胞培养上清液代替 ƒ≥ 原培养液 继续培养

ƒ≥ 并对 ƒ≥生长及 ƒ≥中  °2表达进行了检

测 ∀实验结果显示 与未加 °≥刺激或加 °≥直接

刺激的 ƒ≥相比 °≥刺激的 细胞培养上清液

可明显促进 ƒ≥生长 Π 1 ∀同时 用 °≥刺

激的  细胞培养上清液培养 ƒ≥ 后 ƒ≥ 中

 °2   和蛋白的表达明显增加 并且 ƒ≥中

 °2酶活性也明显增强 ∀

本文进一步研究了传统的甾体抗炎药地塞米松

对上述 ƒ≥ 的生长及  °2表达的影响 结果表

明 地塞米松不影响 °≥刺激的 细胞培养上清

液引起的 ƒ≥的生长 但可减少 °≥刺激的 细

胞培养上清液引起的 ƒ≥中  °2  和蛋白的

表达及  °2 的酶活性 ∀地塞米松抑制 ƒ≥ 中

 °2  和蛋白的表达及酶活性的趋势基本一

致 即随其浓度增加其抑制作用增强 ∀

从上述结果可 在  疾病情况下 °≥可能不

直接对 ƒ≥产生影响 而是通过刺激体内的免疫细

胞 使其分泌多种炎症介质和细胞因子 从而间接刺

激 ƒ≥ 使 ƒ≥生长加快 并使其  °2表达和酶活

性增加 引起关节软骨的损伤 ∀地塞米松可在不影

响 ƒ≥生长的情况下 通过抑制各种炎症介质和细

胞因子对 ƒ≥中  °2   蛋白以及酶活性的

影响 发挥其抗炎作用 ∀由于   疾病情况下 除

 °2表达改变外 ƒ≥中还存在多种异常表达的

炎症介质和细胞因子 °≥刺激对 ƒ≥中一些相关

的炎症介质和细胞因子的影响有待进一步深入研

究 ∀
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≈  Αρτηριτισ Ρηευµ  39    

≈ ∂° ≤   ≤∞ 

 ≈ 

Αρτηριτισ Ρηευµ  37    

≈ ≤  ∏ ± ≤ ƒ  ετ αλ∞ 

  ∏∏ √ 

≈  Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  35    

≈  ≠×  ∏    ≤≠  ετ αλ  

¬  ¬ 2

    ≈  Αχτα Πηαρµ Σιν 药

学学报  38    

≈ ×   ƒ  2

∏ √ ∏

≈  Αναλ Βιοχηεµ  249    

≈ ≥2  • ∏   ° • ≤  ⁄

 ∏    2⁄
¬  ∏ 2 ¬

¬ ≈  ϑ Βιολ Χηεµ  268  

   

2003年中国药学发展奖推荐工作全面启动

中国药学发展奖是经国家科技部奖励工作办公室于 年 月 日批准的全国性医药领域中的奖项 它也是奖励个人

的奖项 下设三个奖项即学科奖 !地奥中药奖 !康辰骨质疏松医药研究奖 年有 人获奖 ∀学科奖设特别贡献奖 !中药奖 !

生物技术药品奖 !药物化学奖 !药理学奖 !药剂学奖 !药物分析奖 !医院药学管理奖 !药学企业管理奖 ∀根据大家提议 年

学科奖增设杰出青年学者奖 ∀地奥中药奖设一 !二 !三等奖 康辰骨质疏松医药研究奖设特别贡献奖 !学科成就奖和杰出青年

学者奖 ∀奖金 千至 万元 两年评审一次 ∀学科奖 !地奥中药奖是药学发展基金委员会和中国药学会联合举办的 康辰骨质

疏松医药研究奖是药学发展基金委员会和骨质疏松基金委员会联合举办的 ∀

中国药学发展奖的设立 旨在对我国药学领域中做出突出贡献和取得重大科技成果的科技工作者进行表彰 !宣传和物质

奖励 ∀激励科技工作者跟踪和超越世界先进水平 为振兴药学 !推动药学事业的发展做出更大的贡献 ∀推荐工作已在全国范

围内进行 截止时间为 年 月 日 ∀届时由院士 !专家组成的评审委员会进行评审并公示 在北京人民大会堂请国家领

导和院士等为获奖者颁奖 ∀药学发展基金  吕国持 !陈秀兰 !马剑文 

##刘柏合等 脂多糖对人类风湿性关节炎滑膜细胞基质金属蛋白酶2表达的影响




