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ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＣａＮ／ＮＦＡＴｓｓｉｇｎａｌｉｎｇ
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１．１　Ｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｓ
Ａｌｐｈａｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ（αＭＥＭ），

ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ（ＦＢＳ），ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ
（ＳＤＳ）ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＧｉｂｃｏＢＲＬ（Ｇｒａｎｄ
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βｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ，ｄｉｅｔｈａｎｏ
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ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＳｈｉｍａｄ
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ｔｏｐａｑｕｅｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｓｅｅｄｅｄｉｎ
αＭＥＭ，１０％ ＦＢＳ（ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ），ａｎｄｍａｉｎ
ｔａｉｎｅｄｉｎａｈｕｍｉｄｉｆｉｅｄｉｎｃｕｂａｔｏｒｗｉｔｈ５％ ＣＯ２
ａｎｄ９５％ ａｉｒａｔａｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ３７℃．Ｔｈｅ３ｒｄ
ｔｏｔｈｅ５ｔｈｐａｓｓａｇｅｓｏｆｈＢＭＳＣｓｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎ
ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ａｔｓｕｂｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ，ｈＢＭＳＣｓ５×１０７

Ｌ－１ｗｅｒｅｄｅｔａｃｈｅｄｗｉｔｈ０．２５％ ｔｒｙｐｓｉｎ，ｓｅｅｄｅｄ
ｉｎａ１２ｗｅｌｌｐｌａｔｅａｎｄｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｏｓｔｅｏ
ｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ｗｈｉｃｈｃｏｎｓｉｓｔｅｄ
ｏｆｐｈｅｎｏｌｒｅｄｆｒｅｅαＭＥＭ ｐｌｕｓ１０％ ＦＢＳ
（ｄｅｘｔｒａｎｃｏａｔｅｄｃｈａｒｃｏａｌｓｔｒｉｐｐｅｄ，ＤＣＳ）ｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１，
ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ５０ｍｇ·Ｌ－１ａｎｄβｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｔｏｉｎｄｕｃｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＫ５０６
０．００１，０．０１，０．１，０．５，１ａｎｄ５μｍｏｌ·Ｌ－１，
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（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍｅｄｉｕｍ
ｗａｓｒｅｐｌａｃｅｄｅｖｅｒｙ３ｄｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ．
１．４　ＢｒｄＵｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃ
ｔｉｎｇｈＢＭＳＣｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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ｕｓｉｎｇｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ｐＮＰＰ）ａｓｔｈｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅａｔｐＨ１０．３ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ３７℃
ｆｏｒ３０ｍｉｎａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｗａｓｒｅａｄａｔ
４０５ｎｍ．ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１

ｐｒｏｔｅｉｎ．
１．６　ｏＣｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｏｎｅｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙａｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｄｅｓｃｒｉｂｅｄｂｙＪｏｎｏｅｔａｌ［１３］．Ｂｒｉｅｆｌｙ，
ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｄｅｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣｌ０．６
ｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．Ｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｌｃｉｕｍ
ｉｎｔｈｅＨＣｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｂｙｔｈｅｏｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘｏｎｅｍｅｔｈｏｄ．Ａｆｔｅｒｄｅｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｗａｓｈｅｄｗｉｔｈＰＢＳａｎｄｓｏｌｕｂｉｌｉｚｅｄ
ｗｉｔｈ０．１％ ＳＤＳｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＮａＯＨ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１．
ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈａＢｉｏ
Ｒａｄｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ．Ｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅ
ｃｅｌｌｌａｙｅｒｗａｓｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ
ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓμｇ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ．

１．７　 Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｔｈｅｔｏｔａｌｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＦＫ５０６．０．１％ ＤＭＳＯ ｗａｓ
ｕｓｅｄａｓｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｈｉｌｅｃａｆｆｅｉｎｅ１００
μｍｏｌ·Ｌ－１ｗｈｉｃｈｃａｎａｃｔｉｖａｔｅＣａＮｖｉａｒｅｌｅａｓｉｎｇ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ．ＣａＮ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅ
Ｂｉｏｍｏｌｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎａｓｓａｙｋｉｔ．ＲⅡｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐ
ｔｉｄｅｗａｓｕｓｅｄａｓａｈｉｇｈｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｏｒ
ＣａＮ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｌｅａｓｅｄ
ｆｒｏｍ ＲⅡ ｐｅｐｔｉｄｅｂｙＣａＮ ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃａｌｌｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｂｉｏｍｏｌ Ｇｒｅｅｎ
ｒｅａｇｅｎｔ．ＣａＮ ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｓｔｈｅ
ｔｏｔａｌｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｍｉｎｕｓａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＥＧＴＡ．
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｆｏｒｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃ
ｔｏｒａｌｐｈａ１ｓｕｂｕｎｉｔ（Ｃｂｆα１）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ

ＮｕｃｌｅａｒｅｘｔｒａｃｔｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｕｓｉｎｇＢｅｙ
ｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈＲｅａｇｅｎｔｓ．Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈａＢｉｏＲａｄｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙ
ｋｉｔ．Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙ１０％
ＰＡＧＥ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｒａｎｓｆｅｒｔｏＰＶＤＦｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓ．Ｍｅｍｂｒａｎｅｓｗｅｒｅｂｌｏｃｋｅｄｗｉｔｈ１０％
ＢＳＡｉｎＴＢＳＴａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉ
ｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔＣｂｆα１（ｒａｂｂｉｔｐｏｌｙ
ｃｌｏｎａｌＩｇＧ，ｄｉｌｕｔｉｏｎｉｎＴＢＳＴ１∶２００）．Ａｎｔｉ
ｒａｂｂｉｔ（ｄｉｌｕｔｅｄ１∶５０００ｉｎＴＢＳＴ）ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｓｅｃｏｎｄａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅ
ａｐｐｌｉｅｄａｆｔｅｒｗａｓｈｉｎｇｔｈｅｂｌｏｔｓｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓｉｎ
ＴＢＳＴ．Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔｓｉｇｎａｌｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｕｓｉｎｇａｎＥＣＬｋｉｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ′ｓ
ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．Ｂａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ
ｕｓｉｎｇＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅＡｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ
４．５．２，ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）ａｎｄ
Ｃｂｆα１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓｒｅｌａｔｉｖｅ
ｖａｌｕｅｓｗｈｅｎｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏβａｃｔｉｎｂａｎｄｓ．
１．９　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

Ｖａｌｕｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ珋ｘ±ｓｆｏｒｔｈｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｅｐａｒａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
Ｅｑｕａｌｉｔｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｅｆｏｒｅ
ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｗａｓ
ｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄａＰｖａｌｕｅｏｆ
ｌｅｓｓｔｈａｎ０．０５ｗａｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．
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２．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｈＢＭＳＣｓｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＦＫ５０６０．００１－５μｍｏｌ·Ｌ－１ｈａｄｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｉｐｈａｓｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎ（Ｔａｂ１）．ＦＫ５０６０．００１－０．０１
μｍｏｌ·Ｌ－１ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｗｉｔｈ
ＦＫ５０６０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｔｈｅｍｏｓｔｐｒｏ
ｆｏｕｎｄｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ＦＫ５０６０．５－５μｍｏｌ·Ｌ－１ｉｍｐａｉｒｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒ
ａｔｉｏｎｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈ０．１％ ＤＭＳＯ（Ｐ＜０．０５）（Ｔａｂ．１）．Ｉｎ
ｃｏｎｔｒａｓｔ，ＦＫ５０６０．００１－０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ｈａｄｎｏ
ｅｆｆｅｃｔｏｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈＢＭＳＣｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｓ，ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｂｙｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｏｂｖｉ
ｏｕｓｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙａｔｄ８（Ｔａｂ．２）
ａｎｄｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｄ１２ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ（Ｔａｂ．３）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ＦＫ５０６
０．５－５μｍｏｌ·Ｌ－１ ｍａｒｋｅｄｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｏｔｈ
ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｐｒｉｍａｒｙｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ｈＢＭＳＣｓ）ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ／％　

０．１％ ＤＭＳＯ（ｃｏｎｔｒｏｌ） １００±１５

ＦＫ５０６０．００１ １０８±１４

　　　 ０．０１ １３３±１８

　　　 ０．１ ９０±４

　　　 ０．５ ７５±８

　　　 １ ６６±５

　　　 ５ ４０±９

Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ０．０１ １３５±１３

ＴｈｅｈＢＭＳＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２４ｈ．Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙ
ＢｒｄＵｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ．Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（％）＝ＡＴｅｓｔｇｒｏｕｐ／ＡＤＭＳＯｇｒｏｕｐ×
１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

２．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ
Ｃｂｆα１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａｓｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂ．４， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
０．１％ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ，ＦＫ５０６０．１－５μｍｏｌ·Ｌ－１

ｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｗａｓａｃｈｉｅｖｅｄｉｎＦＫ５０６５μｍｏｌ·Ｌ－１

ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｃａｆｆｅｉｎｅ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ｃａｕｓｅｄ
２ｆｏｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｅｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ．

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈＢＭＳＣｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ／ｍｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０．１％ ＤＭＳＯ ２．１３±０．１７

ＦＫ５０６０．００１ ２．０６±０．１２

　　　０．０１ １．９６±０．２３

　　　０．１ １．８５±０．０９

　　　０．５ １．５４±０．１１

　　　１ １．３０±０．１３

　　　５ ０．８７±０．０８

Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ０．０１ ２．７６±０．２１

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｈＢＭＳＣｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ／μｇ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０．１％ ＤＭＳＯ １２０．５±４．１

ＦＫ５０６０．００１ １１８．４±１．５

　　　０．０１ １１６．４±３．６

　　　０．１ １１１．９±５．０７

　　　０．５ ９２．６±７．２

　　　１ ８１．５±７．３

　　　５ ７３．１±２．６

Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ０．０１ １４６．４±２．４

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ ＤＭＳＯ．

Ｔａｂ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ（ＣａＮ）ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｈＢＭＳＣｓ

Ｄｒｕｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙ／μｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０．１％ ＤＭＳＯ ０．８５±０．０９

ＦＫ５０６０．１ ０．７６±０．１２

　　　０．５ ０．４１±０．０９

　　　１ ０．２６±０．０２

　　　５ ０．１８±０．０２

Ｃａｆｆｅｉｎｅ１００ １．５７±０．０２

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

　　ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．１，ＦＫ５０６０．５－５
μｍｏｌ·Ｌ－１ ｉｎｄｕｃｅｄａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎＣｂｆα１ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ，ＦＫ５０６５ μｍｏｌ·Ｌ－１

ｒｅａｃｈｅｄｍａｘｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏ
ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ３ｆｏｌｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｂｆα１
ｐｒｏｔｅｉｎ．

·６２２· 中国药理学与毒理学杂志２０１１年６月第２５卷第３期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２５，Ｎｏ３，Ｊｕｎ２０１１



Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ１ｓｕｂ
ｕｎｉｔ（Ｃｂｆα１）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＫ５０６ｏｒ１７βｅｓｔｒｏｄｉｏｌ（Ｅ２）０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ
２４ｈ．Ｌａｎｅ１：０．１％ＤＭＳＯ；ｌａｎｅ２：Ｅ２ｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅｓ３－６：ＦＫ５０６
０．１，１ａｎｄ５μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０．１％ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

３　ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

ＦＫ５０６ ｅｘｅｒｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｂｉｐｈａｓｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅ
ＦＫ５０６０．１－５μｍｏｌ·Ｌ－１ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈＢＭＳＣｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈｐｒｅｖｉｏｕｓｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｔｈａｔＦＫ５０６ｗａｓ
ｓｈｏｗｎｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｂｏｔｈｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ
ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓｏｆｍｏｕｓｅａｎｄｒａｔｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ［７］．ＦＫ５０６ｗａｓａｌｓｏｒｅｐｏｒｔｅｄ
ｔｏｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｕｔｉｎｄｕｃｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｒａｔｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｌｉｋｅ ｃｅｌｌｌｉｎｅ， ＲＯＳ１７／２．８
ｃｅｌｌｓ［１４］．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＣｓＡｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｅｌｉｃｉｔ
ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｉｐｈａｓｉｃａｎａｂｏｌｉｃｏｒｃａｔａｂｏｌｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｏｎｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，
ａｎｄｂｏｎｅｍａｓｓ［１５］，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅ
ｃｏｎｔｒａｄｉｃｔｏｒｙｒｅｐｏｒｔｓａｎｄｐａｒａｄｏｘｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓ，
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｕｒｓ，ｓｔｅｍ，ｉｎｐａｒｔ，ｆｒｏｍｔｈｅｗｉｄｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｅ．ｇ．ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌ
ｔｙｐｅｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ）ｆｏｒｔｈｅｓｅｓｔｕｄｉｅｓａｎｄ
ａｌｓｏｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｏｓｕｐ
ｐｒｅｓｓａｎｔｓｕｓｅｄ．

Ｉｔｈａｓｒｅｐｅａｔｅｄｌｙｂｅｅｎｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ
ｂｏｎｅｌｏｓｓｉｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｗｉｔｈｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ６ｔｏ１２
ｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｒｅｎａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｓｉｓｔｓ，
ａｌｂｅｉｔａｔａｌｏｗｅｒｒａｔｅ，ｆｏｒｍａｎｙｙｅａｒｓ［１６］．
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｉｔｈａｓｂｅｅｎｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ

ＦＫ５０６ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｏｒｔｈｉｒｄ
ｐｏｓｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｍｏｎｔｈｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎ
ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｍｏｎｔｈ［１７］．Ｓｕｃｈｃｌｉｎｉｃａｌｅｖｉ
ｄｅｎｃｅｓｍｅａｎｓｔｈａｔｈｉｇｈｄｏｓａｇｅｏｆＦＫ５０６ｍａｙ
ｒｅｓｕｌｔｉｎｏｓｔｅｏｐｅｎｉａｏｒｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓａｆｔｅｒｏｒｇａｎ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｉｔｈａｓｂｅｅｎａｌｓｏｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａＮｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｐｒｏｆｏｕｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＣｂｆα１［４］，ｓｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣａＮｗｏｕｌｄ
ｌｅａｄｔｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣｂｆα１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｉｎ
ｔｈｉｓｒｅｇａｒｄａｎｄｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅ，ｗｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｉｆｈｉｇｈｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＦＫ５０６
０．５－５μｍｏｌ·Ｌ－１ｈａｄａｎｙｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅＣａＮ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈＢＭＳＣｃｕｌｔｕｒｅｓ．ＦＫ５０６０．１－５
μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆＣａＮ ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｌｉｎｅｗｉｔｈｔｈｅ
ｄｅｃｒｅｍｅｎｔｏｆＣｂｆα１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｈＢＭＳＣ
ｃｕｌｔｕｒｅｓ．Ｔｈｕｓ，ｉｔｃａｎｂｅｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔＣａＮ
ｒｅｓｔｒａｉｎｔｍａｙｉｎｔｅｒｐｒｅｔ，ａｔｌｅａｓｔｐａｒｔｌｙ，ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＦＫ５０６ｏｎｔｈｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈＢＭＳＣｃｕｌｔｕｒｅｓａｔｈｉｇｈｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｈｏｗｅｖｅｒ，ｒｅｑｕｉｒｅｓｆｕｒｔｈｅｒ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ．ＩｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏＣａＮ／Ｃｂｆα１ｐａｔｈ
ｗａｙ，ＦＫ５０６ｗａｓｆｏｕｎｄｔｏａｆｆｅｃｔｏｔｈｅｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓｓｕｃｈａｓＥＲＫａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｉｎｏｔｈｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓ［１８］，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅ
ｏｔｈｅｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒＦＫ５０６ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔｉｎｈＢＭＳＣｃｕｌｔｕｒｅｓ．

Ｉｎｓｕｍｍａｒｙ，ＦＫ５０６＜０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ｐｒｏ
ｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈＢＭＳＣｓ，ｗｈｉｌｅ
ＦＫ５０６＞０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｌｉｃｉｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ＣａＮ／Ｃｂｆα１ｐａｔｈｗａｙｍｉｇｈｔｂｅｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒ
ＦＫ５０６ｍｅｄｉａｔｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔｉｎｈＢＭＳＣ
ｃｕｌｔｕｒｅｓ．

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ：

［１］　ＡｒａｍｂｕｒｕＪ，ＨｅｉｔｍａｎＪ，ＣｒａｂｔｒｅｅＧＲ．Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ：ａ
ｃｅｎｔｒａｌｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒｏｆｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯ
Ｒｅｐ，２００４，５（４）：３４３３４８．

［２］　ＬｉｕＹＬ，ＪｉａｎｇＸＸ，ＳｕＹＦ，ＨｕｏＳＷ，ＺｈｕＨ，ＷｕＹ，
ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｅｄＴ ｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｉｎｔｏｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐ
Ｈｅｍａｔｏｌ，２００９，１７（４）：９７４９７６．

［３］　ＫｕｎｇＬ， ＢａｔｉｕｋＴＤ， ＰａｌｏｍｏＰｉｎｏｎＳ， ＮｏｕｊａｉｍＪ，
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高浓度他克莫司抑制人骨髓间质干细胞增殖及向成骨细胞分化

韦鸿雁１，潘　伟２，邱　霓２，黄　丽２，周宏灏２，肖洲生２

（１．湖南省人民医院临床药学室，湖南 长沙 ４１０００５；２．中南大学临床药理研究所，湖南 长沙 ４１００７８）

　　摘要：目的　探讨他克莫司（ＦＫ５０６）对人骨髓间质干细胞 （ｈＢＭＳＣｓ）增殖及向成骨细胞分化的影响。
方法　ＦＫ５０６０．００１～５μｍｏｌ·Ｌ－１处理ｈＢＭＳＣｓ细胞中，雌二醇０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１或咖啡因１００μｍｏｌ·Ｌ－１为阳
性对照组，作用２４ｈ后用ＢｒｄＵ掺入法检测细胞增殖，在促成骨细胞分化液中作用８ｄ后用比色法检测碱性
磷酸酶（ＡＬＰ）活性，作用１２ｄ后用邻甲酚酞络合法检测钙沉积量；通过检测磷酸盐释放量间接反映钙调神
经磷酸酶（ＣａＮ）活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测核心结合因子α１亚基 （Ｃｂｆα１）表达。结果　与ＤＭＳＯ对照组相
比，ＦＫ５０６０．００１～０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１促进细胞增殖，但对 ＡＬＰ活性及钙沉积量无影响；ＦＫ５０６０．５～５
μｍｏｌ·Ｌ－１则呈浓度依赖性地抑制细胞增殖，显著抑制 ＡＬＰ活性及减少钙沉积量（Ｐ＜０．０５）。此外，ＦＫ５０６
０．１～５μｍｏｌ·Ｌ－１呈浓度依赖性地降低ＣａＮ活性，与相同浓度 ＦＫ５０６呈浓度依赖性地下调 Ｃｂｆα１的表达效
应相一致。结论　高浓度ＦＫ５０６可通过ＣａＮ／Ｃｂｆα１通路抑制ｈＢＭＳＣｓ增殖及向成骨细胞成骨分化。

关键词：他克莫司；人骨髓间质干细胞；钙调神经磷酸酶；核心结合因子α１亚基
　
　　基金项目：教育部高等学校优秀青年教师教学科研奖励计划（ＴＲＡＰＯＹＴ）资助项目（３００４０００２）；国家自然科学基金资助
项目 （Ｎ３０１７１０８５）；美国国立卫生研究院资助项目（ＲＯ１ＡＲ０４９７１２）
　　通讯作者：肖洲生，Ｔｅｌ：（０７３１）８２２７８３２３，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｚｓ６４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ
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