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摘要 目的  研究地塞米松和吲哚美辛对 细胞中基质金属蛋白酶2 °2活性的影响及抗炎作用机理 ∀

方法  明胶酶谱法测定  °2的活性 •  法测定细胞培养上清液中  °2蛋白  ×2°≤ 法测定  °2

 的表达 ∀结果  地塞米松和吲哚美辛可显著抑制 ° 诱导的 细胞培养上清液中  °2的活性 且抑制

强度随浓度的增大而增加 地塞米松和吲哚美辛可显著抑制 ° 诱导的的 细胞  °2蛋白分泌及   表

达 且变化趋势与活性变化一致 ∀结论  对  °2活性的抑制作用可能是地塞米松和吲哚美辛抗炎作用的机理之

一 ∀
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  病理条件下白细胞向特定的聚集是炎症反应的

主要特点 在某些组织如关节 !肠或血管床会引起组

织损伤并伴随慢性疾病 如类风湿性关节炎 !肠炎和

局部再灌注损伤≈ ∀白细胞外渗和移行要求降解血

管基底膜和细胞外基质 ∂ 型胶原是组成血管基底

膜和细胞外基质的主要结构蛋白 基质金属蛋白酶2

 °2作为主要降解 ∂ 型胶原的一种基质蛋白

水解酶 在炎性情况下发挥重要作用≈ ∀地塞米松

和吲哚美辛分别是传统的甾体和非甾体抗炎药 对

其抗炎作用的机制研究已有大量报道 但系统地研

究其对白细胞  °2的影响还不多见 本文拟从蛋

白及   水平上研究地塞米松和吲哚美辛对

 °2的影响 以期对其抗炎作用机制进行补充并

对抗炎药物的研发提供新的思路 ∀

材料和方法

细胞  细胞株 由中国医学科学院基础医

学研究所细胞中心提供 ∀

药品和试剂  地塞米松¬ 

≥ ≥⁄≥为 ≥产品 吲哚美辛由

北京市第三制药厂提供 °  ∏  为

°产品 随机引物 !佛波酯°和

硝酸纤维素≤膜为 °产品 胎牛血清ƒ≤≥

为 产品 × ° 培养基和预染蛋

白标记为 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 ×酶为 ×公司产品  °2及

°⁄引物由上海生工公司合成 ×°  ∂ 为

北京鼎国公司产品 ≤⁄Π ⁄ 梯度标准

品为 产品 ∀

明胶酶谱法(γελατιν ζψµογραπηψ)测定 ΜΜΠ29

的活性≈  取对数生长期的 细胞 调细胞数为

 ≅ 
#

以 1 Π孔接种于 孔培养板中 

无血清培养  后 加入药物 !溶剂对照和刺激剂 

 后收集上清液  ≅ γ 离心去细胞碎片 上清

液   ε 冻存备用 ∀取等量上清液与样品缓冲液

混合均匀 上样 ∀开始以  ∂#电泳至溴酚蓝前

沿进入分离胶 然后将电压加至  ∂#
继续电

泳至溴酚蓝前沿离凝胶前端约  时停止电泳 ∀

将凝胶转移入 1  × ÷2溶液  中 低

速摇动  以洗脱 ≥⁄≥ 其间换液 次 ∀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  甲醇  中 

用时取  加入冰醋酸  甲醇  水 

 染色  
≈

至刺激组出现明显的负染酶带 蒸

馏水漂洗 照像 ∀

Ωεστερν Βλοτ测定 ΜΜΠ29 蛋白  将上述冻存

上清液常规电泳分离后进行转膜参照半干式石墨

电转槽说明书 首先将预先浸润阴极转移液的滤纸

置于转移电极负极 然后将 ≥⁄≥胶置于滤纸上 最

后将浸润阳极转移液的 ≤ 膜和滤纸分别覆盖其

上 避免阴 !阳极直接接触 ∀盖上阳极电极 1

#电转  ∗  ∀  ≥  ε 封闭过夜 ×≥×

 #
×1 #

≤1 

×2洗涤 加入羊抗人  °2 终浓 

Λ#
  ε 孵育  洗涤 加入碱磷酶标记的

兔抗山羊 Β 稀释  ε 孵育  洗涤 染

色按试剂盒说明书 拍照 ∀

ΡΤ2ΠΧΡ 法检测 ΜΜΠ29 µ ΡΝΑ表达   总

 的提取 取 细胞 ≅ 
#

  加入

直径为  的玻璃培养皿内 培养  加入药物和

刺激剂  后提总   提取步骤参照 ×试剂

说明书 ∀  ×2°≤ 法扩增  °2   调整各

管总  量一致 用随机引物进行逆转录 方法参

照逆转录酶  ∂ 说明书 取逆转录产物进行 °≤ ∀

引物核苷酸序列为  °2 χ2≤ ≤ ≤

× ≤× ×2χ  χ  ≤  ≤≤

×  2χ ∀ °⁄  χ2≤ × ××

×≤ × ×× 2χ χ2≤≤ ×≤≤ × 

× × ×2χ ∀  °2和 °⁄分别逆转录和扩

增  °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  ε 1 个

循环  ε 延伸  ∀准确吸取上述 °≤ 产物电

泳 紫外凝胶成像系统照像 ∀

结果

1  地塞米松和吲哚美辛对 ΜΜΠ29活性的抑制

由  实验结果可知 静息状态

下无血清培养的 细胞几乎不表现  °2 活

性 但在 1 ≅ 
 
#

°的诱导下 细

胞上清液中  °2的活性显著增加 地塞米松和吲

哚美辛可抑制 ° 诱导的  °2活性增加 且抑

制强度随浓度的增大而增强 其中  ≅ 
 
#
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的地塞米松抑制效果最强图  ∀
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2  地塞米松和吲哚美辛对 ΜΜΠ29 蛋白分泌的抑

制

由 •  实验结果可知 静息状态下无血

清培养的 细胞几乎不分泌  °2 但在 1 ≅


 

#
°  的诱导下  细胞上清液中

 °2的分泌显著增加 地塞米松和吲哚美辛可降

低 °诱导的  °2分泌增加 且抑制强度随浓

度的增大而增强 并与  活性抑制

结果基本一致图  ∀

 °  ≤ °   °   1 ≅

  #  °   1 ≅   # 

 °   1 ≅   #    °   1 ≅  
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3  地塞米松和吲哚美辛对 ΜΜΠ29 µ ΡΝΑ表达的

抑制

由  ×2°≤ 实验结果可知 静息状态下无血清

培养的 细胞中  °2  表达量很小 但在

1 ≅ 
 

#
°  的诱导下  细胞中

 °2  的表达量显著增加 ∀地塞米松和吲哚

美辛可降低 °诱导的  °2  的表达 且抑

制强度随浓度的增大而增强 并与蛋白表达及活性

变化基本一致图  ∀

 ≤⁄Π ⁄   ≤ °    °  

1 ≅   #    °   1 ≅   #

 °   1 ≅   #  °   1

≅   # ¬   °   1 ≅   #
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讨论

是人前单核细胞株 静息状态下主要分泌

弹性蛋白酶和组织蛋白酶  在炎性因子的刺激下 

 °2的表达显著增加 可一定程度上反映炎症时

体内白细胞的状态≈ ∀由实验结果可见 静息状态

下 细胞表达极少量的  °2 在 °诱导下 

细胞  °2活性显著增加 地塞米松和吲哚美

辛可抑制 ° 诱导的  °2活性增加 且抑制强

度随浓度的增大而增大 ∀因为明胶酶谱法结果只反

映  °2降解底物的变化 不能反映此种变化是由

于酶量的改变还是酶活性的改变造成的 因此本实

验设计了蛋白印迹法以检测酶量是否变化 ∀由结果

可见 给药组的 细胞上清液中  °2的分泌

量显著减小 且变化趋势与活性变化趋势一致 由此

可初步断定地塞米松和吲哚美辛对  °2活性的

抑制是由于酶量减少导致的 ∀为进一步阐明细胞培

养上清液中  °2酶量减少的机理 本文又设计了

 ×2°≤ 试验以检测  °2   表达的变化 ∀结

果表明 给药组  °2   表达显著降低 且变

化趋势与蛋白量及活性变化趋势基本一致 由此可

断定细胞培养上清液中酶量减少是  °2生成减

少所致 ∀至于地塞米松和吲哚美辛是通过何种途径
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抑制  °2  表达 我们在后续的试验中继续

探讨了地塞米松和吲哚美辛对 细胞核转录因

子 ϑ和 °2的影响结果待发表 ∀

综上所述 可以得出以下结论  对  °2活

性的抑制可能是地塞米松和吲哚美辛抗炎作用的机

制之一  对于  °2活性的抑制可能是由于抑

制了  °2   表达进而抑制了  °2蛋白分

泌所致 即地塞米松和吲哚美辛是  °2的生成抑

制剂 而不是活性抑制剂  基于  °2在基质降

解 !细胞移行中的重要作用 以此为靶点 建立高通

量的筛选模型 筛选有效的抗炎 !抗肿瘤药物将有广

泛的应用前景 ∀
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中国药学杂志岛津杯第六届全国药物分析优秀论文评选交流会征文通知

为推动我国药物分析事业的发展 促进药物分析技术的交流 在中国药学会支持下 决定 年举办中国药学杂志岛津

杯第六届全国药物分析优秀论文评选交流会 ∀征文通知如下 

征文内容

 近几年国内外药物分析进展的综述 新理论 !新技术 !新方法的应用和药物分析的方法学研究  现代分析手段和检

测新要求在中药分析中的应用  新药质量标准的建立和要求  新剂型或基因工程药物的质量控制  药物血药浓度监

测 !药动学 !生物利用度和溶出度的研究论文  各类分析仪器的使用经验  药物制剂的快速分析检定新方法  毒物快

速分析的检定  药物分析中的新发现 !新发明和新改进  计算机和数学在药物分析领域中的应用  药物分析技术在

打假中的应用 ∀

征文要求  

 报送论文每篇字数限 字左右另页附中英文结构式摘要 综述限 字以内包括参考文献 并附英文题目 要

求未公开发表及未在全国性会议上交流过附单位介绍信 有一定创造性和指导意义 ∀

 论文体例 !格式请参见5中国药学杂志6年第 期稿约 并将文稿软盘≈ƒ书版 • 文本 ×÷×格式一并寄至编

辑部 ∀

其它事宜  

 本次会议通过论文交流后将评选出一等奖 名 二等奖 名 三等奖 名 ∀

 征文截止时间 年 月 日 以邮戳为准 ∀稿件及信封请注明岛津征文字样 寄北京东四西大街 号中国药

学杂志编辑部收 ∀邮编  ∀

 会议时间及地点 年 月 ∀地点 苏州 ∀

 应征论文被录用后 将通知作者 论文录用与否 一律不退稿 ∀
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