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摘要 目的  研究巴豆油致炎小鼠耳部基质金属蛋白酶2 °2的表达 以及地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇

对  °2表达的影响 ∀方法  免疫组织化学法测定巴豆油致炎小鼠耳部  °2表达 明胶酶谱法测定 细胞

 °2表达 ∀结果  地塞米松和吲哚美辛以及白藜芦醇对巴豆油引起的小鼠耳肿胀有明显抑制作用 对巴豆油引起

的小鼠耳部  °2表达以及 ° 诱导的 细胞  °2表达也有显著抑制作用 ∀结论  巴豆油致炎小鼠耳部

 °2表达增高 地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇的抗炎作用可能与抑制  °2表达增高有关 ∀
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  基质金属蛋白酶2 ¬ 2 

 °2 又称明胶酶   在体内可由多

种细胞分泌 如淋巴细胞 !粒细胞 !巨噬细胞 !角质细

胞 !成纤维细胞 !内皮细胞 !结缔组织细胞及肿瘤细

胞 ∀  °2可降解多种细胞外基质 如明胶 !∂ 

∂ ∂÷ ÷和 ÷∂ 型胶原 !纤连蛋白 !

弹性蛋白 !层连蛋白  !蛋白聚糖

 及玻连蛋白 √ 在胚胎发生 !形
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态形成 !组织重建和伤口愈合等生理过程以及炎症 !

肿瘤侵袭和转移 !血管生成等病理过程中发挥关键

作用≈ ∀正常情况下  °与基质金属蛋白酶组织

抑制剂∏  ×°

处于平衡状态 但在各种外源和Π或内源因素刺激下

两者可出现失衡 导致系列疾病的发生≈ ∀本文研

究巴豆油诱导的小鼠急性耳炎模型中  °2的表

达 以及地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇对  °2

表达的影响 并在人前单核细胞株 细胞上验证

这 种药物对  °2表达的影响 以观察炎症与

 °2的关系 并进一步探讨地塞米松 !吲哚美辛和

白藜芦醇的抗炎作用机理 ∀

材料和方法

动物  ≤ 小鼠 ⎯  ∗  由中国医学科学

院实验动物中心提供 ∀

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  小鼠抗人  °2单克隆抗体 !生

物素偶联羊抗小鼠多克隆抗体及辣根过氧化物酶亲

和素均购自福建迈新生物技术开发公司 地塞米松

¬⁄¬ !明胶及牛血清白蛋白

≥均购自 ≥公司 白藜芦醇√√

由本 所 植 化 室 林 茂 教 授 惠 赠 地 塞 米 松

¬⁄¬ 为 ≥ 产品 吲哚美辛

由北京市第三制药厂提供 ∀

巴豆油诱导小鼠耳部急性炎症模型[ 3]  小鼠随

机分为对照组和给药组 每组 只 地塞米松和

吲哚美辛  #
白藜芦醇  #

 

后 左耳两面涂抹  巴豆油巴豆油Β乙醇Β乙醚 

ΒΒ Λ 后处死动物 剪下左右耳廓 用

直径  的不锈钢打孔器铳下耳片 称左 !右耳片

重量 并计算样品组的抑制率 ∀

免疫组织化学方法[ 4]  小鼠随机分为对照组和

给药组 每组 只 ∀造模型方法同上 ∀剪下左右耳

廓 用包埋剂包埋 冰冻切片 厚  Λ 冷丙酮固定 

蒸馏水洗后用     封闭 再用蒸馏水 !

1 #
°≥  1 ∗ 1洗涤 然后用非免

疫血清封闭 ∀倾去余液 直接滴加  °2 抗体

Β稀释  ε 过夜 ∀滴加生物素标记的羊抗小

鼠抗体Β稀释  ε  ∀滴加辣根过氧

化物酶亲和素Β稀释  ε  ⁄显

色 ∀各操作步骤间均以 °≥漂洗 次 每次  

苏木素复染 ∀透明封片 ∀以上试验设不加  °2

抗体的阴性对照组 ∀

明胶酶谱法(γελατιν ζψµογραπηψ)测定 ΜΜΠ29

的表达[ 5]  取对数生长期的 细胞 调细胞数为

 ≅ 
#

以 1 孔接种于 孔培养板中 无

血清培养  后 加入药物 !溶剂和刺激剂  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  ∂#电泳电泳缓冲液 

1 #
1 #甘氨酸 质量

浓度 1  十二烷基磺酸钠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

蓝前沿距凝胶前端约  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 # 
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≤≤ 
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≤ 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 ∀

统计学分析  结果数据以 ξ ? σ表示 两组间

比较用∏τ作统计学检验 ∀

结果

1  药物对巴豆油引起的小鼠耳肿胀的影响

结果如表  所示 地塞米松 !吲哚美辛

 #和白藜芦醇  #
对巴豆油引起

的小鼠耳肿胀抑制率分别为 1   Π 1 

1   Π 1和 1   Π 1 显示对

小鼠耳部巴豆油炎症均有明显的抑制作用 ∀
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2  巴豆油致炎小鼠耳部 ΜΜΠ29的表达

镜下观察可见 有  °2 表达的细胞呈棕黄

色 且  °2主要由巨噬细胞和结缔组织细胞分

泌 定位在细胞外 ∀正常对照组几乎没有  °2表

达图  巴豆油刺激组  °2表达显著增加图

≤ ∀未加  °2抗体的阴性对照组结果呈阴性 

未见棕黄色图  ∀

 √ 2∏  °2   ≅          ≅   ≤    ≅   ⁄ ≤ 

¬ #  ≅  ∞≤   #   ≅  ƒ ≤ √ #   ≅ 

ƒ∏  ∞¬  ¬ 2 °2 ∏∏    Λ 

 ¬ √  °2

3  药物对巴豆油诱导的小鼠耳炎中 ΜΜΠ29 表达

的影响

由图  ⁄ ∞和  ƒ可见 地塞米松 !吲哚美辛

 #和白藜芦醇  #组染色明显弱于

刺激组 皮下炎性细胞渗出减少 染色变浅 说明地

塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇在此剂量下对巴豆油

引起的小鼠耳部  °2表达有显著抑制作用 ∀

4  药物对 Υ937细胞 ΜΜΠ29表达的抑制

是人前单核细胞株 在炎性因子的刺激

下  °2的表达增加 可在一定程度上反映炎症时

体内白细胞的状态≈ ∀明胶酶谱实验结果如下图

 白色的负染条代表示  °2的活性 ∀将图 用

柯达凝胶成像系统扫描 并用其自带软件进行定量

分析 数据见表  由此可见 静息状态下 细胞

表达极少量的  °2 在佛波脂 

°诱导下 细胞  °2表达显著增

加 地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇可抑制 °诱导的

 °2表达增加 且抑制强度随浓度的增大而增大 ∀
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讨论

小鼠巴豆油耳炎是经典的急性炎症模型 致炎

小鼠耳部充血 !渗出增多 !前列腺素分泌增加 现已

被广泛地应用于抗炎药物筛选 ∀目前国内外尚无巴

豆油致炎小鼠耳部  °表达的报道 考虑到急性

炎症模型以血管通透性增加和白细胞游走为主要特

征 与  °2关系密切 本文考察了巴豆油致炎小

鼠耳部  °2的表达情况 ∀免疫组化实验结果表

明 正常小鼠耳部  °2表达量很少 巴豆油致炎

小鼠耳部  °2 表达显著增高 并且耳肿胀剧烈

者  °2表达量也较多 各给药组均可降低  °2

的表达 其中地塞米松对小鼠  °2表达的抑制作

用最强 同时它的抗炎作用最强 表明此急性炎症模

型有  °2的参与 并且地塞米松 !吲哚美辛和白

藜芦醇的抗炎作用可能与  °2抑制作用相关 ∀

本文还观察了地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇

对 细胞  °2表达的影响 ∀ 细胞为人前

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表达显著

增加 可一定程度上模拟炎症时体内白细胞的状态 

所以选择它为靶细胞≈ ∀实验结果表明 正常 

细胞  °2表达量很少 ° 刺激后  °2表达

显著增加 地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇可显著抑

制 °诱导的  °2表达增加 且抑制强度随着

浓度的增大而增大 ∀由此说明 地塞米松 !吲哚美辛

和白藜芦醇有确切的  °2 抑制活性 并且以

 °2为靶点筛选抗炎药将有一定的应用前景 ∀进

一步观察了地塞米松 !吲哚美辛和白藜芦醇抑制

 °2的原因 发现它们可抑制 °诱导的激活蛋

白2°2的活化 降低  °2   表达和蛋白

生成 抑制  °2的活性≈ ∀
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