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摘要  目的 检测角叉菜诱导的大鼠胸膜炎渗出细胞中 ≤ ÷2 的存在并观察 ≥2 对其活性的影响 ∀方法

用 ≥⁄≥2° ∞和 • 分析及 ° ≥2 和 ° ≥2 抗血清 识别并检测胸膜炎渗出细胞中的 ≤ ÷2 ∀酶活性

用 × ≤ 法测定 ∀结果 致炎后 ° ≥2 出现 时消失 而 ° ≥2 在注射角叉菜前后均出现 ∀此外 在胸膜

炎大鼠和正常大鼠的肺 !胃 !肾微粒体中 只检测到 ° ≥2 未检测到 ° ≥2 ∀新的非甾体抗炎药 ≥2 可明显

抑制 ≤ ÷2 活性 ≤ 1 Λ # ∀结论 ≤ ÷2 仅存在于角叉菜诱导的炎症部位 ≥2 可选择性抑制

≤ ÷2 并呈剂量依赖性 ∀
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  环氧酶 ≤ ÷ 或称前列腺素 合成酶 ° ≥

是花生四烯酸 代谢 !前列腺素 ° 和血栓素

× ÷ 生物合成过程中重要的限速酶之一 ∀最

近的研究发现 ≤ ÷ 有两种形式 ≤ ÷2 即通常所

指的环氧酶 存在于大多数组织细胞中 而它的异构

体 ≤ ÷2 是一种被诱导的酶 仅存在于多种刺激

因子如 ° °≥ 和 2 等引起的炎症组织

中≈ 并在一些组织中证实有 ≤ ÷2 的存

在≈ 然而在实验动物炎症模型上证据极少 ∀因

此为了证实炎症组织中 ≤ ÷2 的存在 我们以大鼠

胸膜炎模型检测了 ≤ ÷2 的生成并在体外观察了

≥2 对两种酶催化的 代谢产物 ° ∞ 的影

响 ∀

材 料 和 方 法

1  大鼠胸膜炎渗出细胞 !肺 !胃 !肾微粒体的制备及

免疫印迹分析( Ωεστερν βλοτ αναλψσισ)

≥ ∏ ⁄ ≥⁄ 大鼠 ⎯ ∗ 周龄 胸

膜炎组胸膜腔内注射 角叉菜 1 对照组注

射等量生理盐水 ν ∀在一定时间内乙醚吸入

麻醉断头处死 收集胸腔渗出液 细胞分离后悬浮

于 # × 2 ≤ 缓冲液 1 含色氨

酸 # 中 经超声震荡 将细胞破碎

收稿日期 2 2
3 × ∞2 ∏∏ ∏ ≤

于 ≅ 离心 ε ∀取上清液加入 1

× ≅ 离心 ε 沉淀部分悬浮

于 # × 2 ≤ 缓冲液于 ε 保存备

用 ∀

分离大鼠肺 !胃及肾 分别用 #

× 2 ≤ 缓冲液制成匀浆 ∀在 ≅ 离心

取上清液于 ≅ 离心 ε ∀沉淀部

分按前述方法悬浮保存 ∀所有操作均在 ε 下进

行 ∀用 2 蛋白分析法 2 ≤ 美国 测定

制备样品中蛋白含量 分别加样 Λ ∗ Λ
进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

∏ ∏

简称 ≥⁄≥2° ∞ ≈ ∀开始电流

∀当待测样品进入分离胶后将电流调

至 ∀电泳展开后转移到 2

°纤维膜 ≤ 日本 上 用 大日

本制药 封闭后 与 ° ≥2 和 ° ≥2 ≤

≤ 美国 抗血清反应 ∀再与羊抗兔 作用 ∀

以 2 ∏分子标记蛋白 ∏

瑞典 定位≈ 进行蛋白印迹分析≈ ∀免疫染

色的具体步骤按厂家 ≤ 日本 试剂说明书

进行 ∀

2  体外 ΑΑ代谢产物的 ΤΛΧ分离和放射性强度测

定

将 ≤ ÷2 和 ≤ ÷2 ≤ ≤ 美国 分别加

入 # × 2 ≤ 缓冲液中 其中含血红蛋

白 Λ # 和色氨酸 # ∀在此反应系
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统中加入不同浓度吲哚美辛 ≤ 和 ≥2

≈ Ν2 2 ¬ ¬ 2 2 ∏ 2

× 制药 日本 以等量缓冲液为对照

于 ε 温 育 ∀ 然 后 加 入 2

# Λ 继续反应 ∀用 #

≤ 终止反应 经乙酸乙酯提取 次 ∀合并提取液

经旋转蒸发后溶于乙酸乙酯中进行 × ≤ 分离

≅ 硅胶板 • ≤ 美国 ∀展开剂为

乙酸乙酯 ) 异辛烷 ) 乙酸 ) 水 Β Β Β ∀经

Χ2放射色谱摄影仪定位后将样品分别刮下 加入

≥≤2 闪烁液 进行放射性强度测定 ∀以产物

° ∞ 生成量 计算药物对 ≤ ÷2 和 ≤ ÷2 活性的

抑制作用 ∀抑制率 对照放射性计数 给药

放射性计数 对照放射性计数 ≅ ∀

实验数据经统计学 τ2检验处理 ∀

实 验 结 果

1  大鼠胸腔渗出细胞及肺 !胃 !肾微粒体的免疫印

迹分析

胸腔渗出细胞免疫印迹图谱如图 所示 ∀按文

献≈ 报道 ∏标准分子量蛋白质 与人的

° ≥2 和 ° ≥2 的分子量相似 ∀本实验中 正常

大鼠胸腔渗出细胞中只有 ° ≥2 蛋白染色区带

其存留在 和 保持于同一水平 ∀而在角叉菜

诱导的大鼠胸膜炎渗出细胞 为多形核白细胞

少量单核细胞 致炎前无 ° ≥2 区带 致炎后

出现 消失 ∀这与培养的人脐索静脉内皮细

胞中所测结果≈ 相一致 ∀以前的实验≈ 证实 角叉

菜致胸膜炎 ∗ ° ∞ 和 × ÷ 明显升高并可

被阿斯匹林抑制 ∀ ° ≥2 印迹的时间过程与胸膜

炎渗出细胞中 ° 水平相吻合 ∀图 显示 ° ≥2

染色区带存在于正常大鼠和胸膜炎 后大鼠的

肺 !胃 !肾中 而在这些组织中 ° ≥2 区带均未出

现 明显低于检测水平 这表明即使动物有炎症感染

时 ° ≥2 ≤ ÷2 也仅存在于炎症部位 而不存

在于感染动物的其它组织 ∀

ƒ  ∏ ∏

∏ √ ∏

¬∏ ∏ ∏

¬∏ ∏ × 2
∏ ∏

ƒ  ∏

∏

°

∏ × 2 ∏

∏
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2  ΝΣ2398 对 ΑΑ代谢产物的影响

在环氧酶作用下 代谢产物主要为 2 2

° ƒ Α ° ∞ 和 ° ⁄ ∀给药后 种产物的生成都

受到不同程度抑制 仅以与炎症密切相关的 ° ∞

作图 图 ∀结果表明 在体外 ≥2 可明显抑制

≤ ÷2 并呈剂量依赖性 ≤ 1 Λ # ∀相

同剂量对 ≤ ÷2 的影响很小 剂量增至 Λ #

时 对 ≤ ÷2 的抑制率约为 ∀在本实验剂

量范围内 未得出 ≤ ∀说明 ≥2 对 ≤ ÷2 的

抑制作用具有较强选择性 ∀吲哚美辛对 ≤ ÷2 和

≤ ÷2 活性的抑制程度近似 ≤ 分别为 1

Λ # 和 Λ # ∀

ƒ  ∞ ≥2 ο π

≤ ÷2 ≤ ÷2 √ ξ ? σ ν
3 Π 1 3 3 Π 1 √

讨 论

≤ ÷ ° ≥ 催化 转变成 ° 是阿斯匹林

及其它非甾体抗炎药 ≥ ⁄ 作用的靶位 ∀许多

炎症介质可以使 ≤ ÷2 和酶蛋白含量升高

而对 ≤ ÷2 无影响 ∀目前 很多环氧酶抑制剂如阿

司匹林 !吲哚美辛正广泛用于临床 ∀由于其对各部

位选择性不高 在发挥抗炎作用的同时 对抗了

° ∞ 对胃粘膜的保护作用 引起胃粘膜及其它组

织严重不良反应 ∀本文的研究表明 角叉菜所致胸

膜炎 时确有 ≤ ÷2 的检出 ∀研究组其他学者

的测定证实 地塞米松 ∗ # ≥2

# 可以抑制 ≤ ÷2 和 ° ∞ 的生成及

炎性渗出≈ 这表明 ≤ ÷2 参与了炎症部位 °

的生物合成 ∀此外 近年的研究表明 ≤ ÷2 和

≤ ÷2 对各种抑制剂的敏感性不同≈ 大多数环氧

酶抑制剂对 ≤ ÷2 的抑制作用比对 ≤ ÷2 的作用

强≈ ∀本观察证实在胸膜炎大鼠的肺 !胃 !肾中只

检测到 ≤ ÷2 未检测出 ≤ ÷2 这可为选择性

≤ ÷2 抑制剂作为无胃 !肾副作用的新抗炎药提供

一个合理依据 ∀

据报道 新的非甾体抗炎药 ≥2 1 ∗

# 可以发挥抗炎止痛作用 一次口服给药

# 对胃肠道无明显损害≈ ∀本实验在

体外直接检测了 ≥2 对 ≤ ÷2 和 ≤ ÷2 催化

的 代谢主要产物 ° ∞ 生成的影响 可以合理

解释 ≥2 与炎症有关的选择性抑制作用机制 ∀
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≠ ± ∏ ≠ ±≥ ≠ ∏

( Χαπιταλ Υνιϖερσιτψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχε , Βειϕινγ 100054 ; 1 Κιτασατο Υνιϖερσιτψ, ϑαπαν)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ¬ 2 ≤ ÷2 2 ° ≥2
∏ ¬∏ √ ≥2 √ ΜΕΤΗΟ∆Σ : ≤ ÷2 ≥⁄≥2

° ∞ • ∏ ¬∏ ∏ ∏ 1
× ≤ ∏ √ ≤ ÷2 ΡΕΣΥΛΤΣ : × ¬ ∏ ° ≥2

° ≥2 ∏ ° ≥2 ∏ √

∏ • ° ≥2 ƒ∏

° ≥2 ∏ ° ≥2 ∏ ∏ 2
≥2 √ 2 ∏ √

≤ ÷2 ≤ 1 Λ # ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ≤ ÷2 ∏

≥2 √ ≤ ÷2 √ 2
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ¬ 2 2 ∏ • Ν2 2
¬ ¬ 2 2 ∏
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