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＇

－０ －苯磺酸酯的作用
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摘要 目 的 观察佐剂性关节炎 （
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） 大 鼠炎症不 同 时期脾核细胞 、 巨 噬细胞 、 中性粒细胞等 。
ＢＡＦＦ 对于 Ｂ 淋

脏 Ｂ 淋巴细胞刺激 因 子 （
Ｂ ＡＦＦ ） 及其受体 （

ＢＡＦＦＲ
） 表达变巴细胞是一个重要的体内平衡的细胞 因子 ， 有助于

化以 及芍药苷 ■＆
＇

－０ －苯磺酸酯 （
ＣＰ －２５

） 对其的影响 。 方法调节固有免疫和适应性免疫应答
⑴

。 在 ＲＡ 患者的

采用完全弗 氏佐剂制备大 鼠 ＡＡ 模型 ， 随机分 为正常组 、
ＡＡ血清和滑液 中 已 检测 到 ＢＡＦＦ 水平增 高 ； 实验室前

组 、
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示 ＢＡＦＦ 过表达可能促进 ＲＡ 的发生发展 。 肿瘤坏
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学法 、流式细胞术 、 Ｑ
－ＰＣＲ 和 Ｗ ｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测 ＣＰ －２５ 对脾 ． Ｈ占斗山 、 和ＬＤ 丄

脏 ＢＡＦＦＲ 表达的影响 ；

Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测脾脏肿瘤坏死 因
ｓｏｃ ｉａｔｅｄ ，

Ｒ ） 是 Ｆ 家族 中王要成贝之

子相关因子 ２
（
ＴＲＡＦ２ ） 蛋 白 的表达 。 结果 与正常组 比较 ，

一

。 研兄 表明 ，

ＲＡ 患者外周 血单核细胞或头验

炎症反应期 （
Ｄ９

） 、 炎症姻 （
Ｄ １ ６

） 、炎症高峰期 （
Ｄ２３

） 及 炎 性关节炎免疫组织 中 ＢＡＦＦＲ 和 ＴＲＡＦ２ｍ

＾

ＮＡ 表达

症缓解 期 （
Ｄ３０

） 模 型 大 鼠血 清 ＢＡＦＦ 水平 和 脾 脏 ＢＡＦＦＲ均明显增加 ，提所 ＲＡ 的发生发展可能与高表达的

ｔｎＲＮＡ 及蛋 白 表达均増 加 。 与 ＡＡ 组 比较 ，

ＣＰ－
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及蛋 白表达 。 体外 ＢＡＦＦ 刺激后 ， 大 鼠脾脏细胞 ＴＲＡ Ｆ２ 及 （
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，

Ｐａｅ
） 进行 了结构修饰 ， 合成 了新型

ＴＲＡ Ｆ２ 及 ＢＡＦＦＲ 蛋 白 的表达 。 结论 ＣＰ －

２５ 发挥炎症免疫活性单体药物 － 芍药苷Ｗ－Ｏ －苯磺 酸酯 （
ＣＰ －２５

 ） 。

调节作用可能与其抑制 ＡＡ 大 鼠 ＢＡ ＦＦＲ 受体及 ＴＲＡＦ２ 信号该实验通 过建立 大 鼠佐 剂 性关节 炎 （
ａｄ

ｊ
ｕｖａｎ ｔ

－

ｉ ｎ
－

分子表达有关 。

 ｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉ ｔｉｓ
，

ＡＡ
） 模型 ，
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ＴＲＡＦ２銳的作用 。
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－ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧ －性表达进行半定量分析 ， 测定脾脏组织中 ＢＡＦＦＲ 蛋
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３
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。白染色平均光密度 （
ｍ ｅａｎｏｐ ｔ ｉ ｃａ ］ｄｅｎｓ ｉ ｔｙ ，ＭＯＤ ） 值

１ ． ２ 大鼠 ＡＡ 模型的制备及分组 将卡介苗 ８０Ｔ后进行统计学分析 。

水浴灭活 １ｈ
， 与高压灭菌的石蜡充分研磨混勻 ， 制１ ． ３ ． ５ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ 水平 变化分析

成 １ ０
ｇ
／Ｌ 完全弗 氏佐剂 （

ｃｏｍｐ
ｌｅ ｔｅｆｒｅｕｎｄａｄ

ｊ
ｕｖａｎ ｔ

，常规步骤抽提脾脏总 ＲＮＡ
， 根据逆转录试剂盒及

ＣＦＡ
） ， 于每只 ＳＤ 大 鼠右后足跖皮 内 注射 ＣＦＡ０ ．１扩增试剂盒中的相关步骤 ， 利用 Ｑ

－ＰＣＲ 法检测脾脏

ｍ ｌ 致炎 ， 造模 当 天 为 Ｄ０
。 造模成功大 鼠随机分为ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ 水平变化 ， 内 参蛋 白 为 ＧＡＰＤＨ

。 对

模型组 、
ＣＰ －２５ （

２５
、
５０

、
１ ００ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 、 甲 氨蝶 呤所得结果采用 ＡＡＣ ｔ 法进行分析 。

（
ｍｅ ｔｈｏ ｔ ｒｅｘａｔｅ

，

ＭＴＸ
）（

０ ． ５ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 、
ＴＧＰ

（
５０ｍ

ｇ
／１ ． ３ ＿ ６ＡＡ大鼠脾脏ＢＡＦＦＲ蛋 白及ＴＲＡＦ２蛋 白表

ｋ
ｇ ） 组 ，

Ｐａｅ
（

５ ０ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ， 另 设 正 常 组 。
ＣＰ －

２５
、达分析 常规裂解脾脏组织 （

Ｒ ＩＰＡ ：ＰＭＳＦ＝ ９９ ：

ＴＧＰ
、
Ｐａｅ 按照 １ ０ｍ ｌ／ｋ

ｇ 体重灌 胃 给药 ， 每天 １ 次 ；

１
） ， 提 取 总 蛋 白 。 取 １ ５ ｜

ｘ ｌ 蛋 白 样 品 上 样 ，

ＳＤＳ －

ＭＴＸ 按照 １ ０ ｍ ｌ／ｋ
ｇ 体重灌 胃 给药 ， 每 ３ ｄ ｌ 次 。ＰＡＧＥ 凝胶 电泳分离蛋 白 ， 湿法转移蛋 白 至 ＰＶＤＦ

１ ３ 指标观察及方法膜 ， 在含 ５ ％ 脱脂牛奶的 ＴＰＢＳ 中室温封闭 ２ｈ
。 放

１ ３ ． １ＡＡ 大鼠临床表现 观察大 鼠致炎后 ， 根据入含 ＢＡＦＦＲ
、
ＴＲＡＦ２—抗 的稀释液 中 （ 浓 度 １ ：

其关节局部的炎症反应 以 及全身表现症状 ， 将 ＡＡ４００
）
４ 丈 过夜 ， 次 日加入 １ ：４００００释度的辣根过氧

模型分为炎症反应期 （
Ｄ９

） 、 炎症初期 （
Ｄ １ ６

） 、 炎症化物酶标记的二抗室温孵育 ２ｈ
。
ＥＣＬ 试剂盒显影 ，

高峰期 （
Ｄ２ ３

） 以及炎症缓解期 （
Ｄ３ ０

）

ｗ
。结果用 Ｉｍａ

ｇ
ｅＱｕ ａｎ ｔＬａｓＭ ｉｎ ｉ 凝胶成像系统扫描存

１ ． ３ ． ２ＡＡ 大鼠外周血 ＢＡＦＦ 水平 采用 ＥＬＩＳＡ 法盘 ， 采用 Ｉｍａ
ｇ
ｅＪ 软件进行分析 。

分别在炎症不 同 时期 （
〇９

、
〇 １ ６

、
〇２３

、
〇３０

） 检测 人人１ ． ３ ． ７ＣＰ －２５ 体外对 ＢＡＦＦ 刺 激的 大 鼠脾脏 细 胞

大鼠外周血 ＢＡＦＦ 水平变化 。 在炎症不 同 时期 ＡＡＢＡＦＦＲ 和 ＴＲＡＦ２ 蛋 白 的表达的 影 响 将正常大 鼠

大 鼠股静脉取血 ，静置 １ｈ 后离心 （
３０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心麻醉后颈部脱臼致死取脾脏常规制备脾脏悬液 、室

１ ５ｍ ｉ ｎ
） ，取外周血上清液 ，

－

８０ｔ 保存待测 。 采用温２０００ｒ／ｍ ｉｎ 离 心 １ ０ｍ ｉｎ 即 得脾脏 细胞 。 用 含

ＥＵＳＡ 试剂盒测定其 ＢＡＦＦ 水平 。 １ ０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 重悬细胞 ， 调整细胞数为 ５

１ ． ３ ． ３ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达 采用流式细胞ｘ１ ０
７

个／ｍ ｌ
。 铺 ６ 孔板 ， 每孔加 １ｍ ｌ 细胞悬液 。 分

． 术分别在炎症不 同 时期 （
Ｄ９

、
Ｄ １ ６

、
Ｄ２３

、
Ｄ３０

） 检测别用 ＬＰＳ 及 ＢＡＦＦ 刺激脾脏细胞 （
ＬＰＳ 终浓度 ４

ｐｇ／

ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达 。 在炎症不 同 时期 ， 将ｍ ｌ
，

ＢＡＦＦ 终浓度 ５００ ） ， 同时给予 ＣＰ－２５
（终浓

ＡＡ 大鼠麻醉后颈部脱 臼 处死 ， 取脾脏常规制备脾度 １ｘ ｌ （Ｔ
６

ｍ〇 ｌ／Ｌ
） ， 在 ３７１

，

５％Ｃ０
２ 无菌环境下

脏悬液 、 室温 ２０００ｒ／ｍｉｎ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 即得脾脏细培养 ７２ｈ
，取脾脏细胞进行 Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 实验 ， 检测

胞 。 每管加入 １ 〇〇
Ｍ 细胞悬液 ， 加人 ＣＤ４５ Ｒ

、
ＢＡＦ －其 ＢＡＦＦＲ 和 ＴＲＡＦ２ 蛋 白 的表达 。

ＦＲ —抗 ， 并设阴性组和 同型组 。
３ ７ 丈 孵育 ３ ０ｍ ｉｎ１ ． ４ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ９ ．０ 软件进行分析 ，

后
，

２０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 １ ０ｍ ｉｎ
， 弃上清液 ， 加人 １ ００

 ｊ

ｊＪ数据以 ＊±ｓ 表示 ， 组 间 比较采用单 因 素方差分析

ＰＢＳ 重悬 ，
加人 ＦＩＴＣ 标记的 山 羊抗兔荧光二抗 ，

３７ （
Ｏｎｅ －Ｗａ

ｙ
ＡＮ０ＶＡ

）０

＾ 孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 加入 ３００
 ｜

ｘｌＰＢＳ 重悬 ， 上机检测 。

２

１ ． ３ ． ４ＡＡ 大鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 蛋 白 免疫组织化 学分
＿口果

析 按照聚合物免疫组化检测系统中的相关要求检２ ． １ 炎症不 同 时期 ＡＡ 大 鼠的临床表现 大 鼠致

测各组大鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 蛋 白表达 。 取大 鼠脾脏组炎后约 １ｄ
，致炎侧足爪 明显肿胀 ；

Ｄ７￣Ｄ９ 时致炎

织
， 常规制备组织切片 。 脱蜡 、水化 、组织抗原修复侧足爪肿胀明显 ，

Ｄ １ ４￣Ｄ １ ６ 出现继发病变 ： 对侧足

后 ，

３％ Ｈ
２
０

２ 去离子水孵育 ５ｍ ｉｎ 阻断 内 源性过氧爪及前肢发生多发性关节肿胀 ， 大鼠出现活动障碍 ，

化物酶 。 滴加 ＢＡＦＦＲ
—抗 ，

４ 冗 孵育过夜 ；

ＰＢＳ 洗鼻部开始充血 ， 双耳炎症结节出现 ，尾部炎症结节出

涤后滴加通用型 Ｉ
ｇ
Ｇ 抗体 －ＨＲＰ 多聚体 ，

３ ７ｔ 孵育现 ；

Ｄ２ １￣ Ｄ２３ 继发性炎症达到 高峰 ， 大 鼠足爪肿胀

１ ５ｍ ｉｎ
； 
ＰＢＳ 洗涤 ； 应用 ＤＡＢ 溶液显色 。 苏木精复度达峰值 ，鼻部充血严重 ，双耳及尾部出现大量炎症

染 、脱水 、透 明 、封片 、镜检。 阳性物质呈棕褐色颗粒结节 ；
致炎 Ｄ２ ８

？ Ｄ３０
， 足爪及关节肿胀开始消退 ，

状 。 另设阴性对照实验 。 采集 ２００ 倍视野图像 ， 利鼻部充血减轻 ， 双耳及尾部严重结节 消退 。 Ｃ Ｐ －２５

用 Ｉｍａ
ｇ
ｅ

－ＰｒｏＰｌｕ ｓ 分别对各切 片 中免疫组化染色 阳 （
５０

、
１ ００ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 能显著减轻大 鼠继发侧 足爪肿胀



安徽 医科 大 学 学报 ／ｌ ｃ ｉａ仏ＭｅＡｄｎａ仏 如 ／ｍ ／２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ ；

５ １
（ ５ ）

？

６４５
？

程度 ， 减少双耳及尾部炎症结节数量 。 见图 １
。反应期 （

Ｄ９ ）
ＡＡ 大鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达有升高趋势 ，

但差异无统计学意义 。 见图 ３
。

ｊＳ
＾

Ｍ Ａ

｜

一

， ｜

Ｂ

「ｉ

『

ｒ
、 ．


■

，
＿ ＿

＿

 Ｉ
■

， ＂

「
．

． ． ．

－

ｉ

ｒ；ｕＵＵｕ
－

 Ｅ轉 Ｉ Ｃ

 １
＇

ｊ ^

图 １ 炎症高峰期 ＡＡ 大 鼠足爪肿胀及 ＣＰ －

２５ 的影响 」 ＇贰

 ＼

Ａ
： 正常组 ；

Ｂ
、
Ｃ

：
ＡＡ

组 ；
Ｄ

：
Ｃ Ｐ

－

２５
（
２ ５ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ）
；

Ｅ
：
Ｃ Ｐ

－

２５
（
５ ０ｍｇ／ 」｜

ｋ ｇ ）  ；
Ｆ

：
Ｃ Ｐ －２５

（
１ ００ｍｇ／

ｋ
ｇ ） ： 星 ：

墨
■ ■ ■ ＿

＂ ＂

 ｆ



 １

１ １



２ ． ２ 炎症不 同 时期 ＡＡ 大 鼠外周 血上清液 ＢＡＦＦ

水平变化 ＥＬＩＳＡ 法结果显示 ， 与正常组 比较 ， 炎症
２ ５ ００  ｒ

反应期 （
Ｄ９

）
ＡＡ 大 鼠外周血上清液 ＢＡＦＦ 水平明显□ 正常组

增高 （
Ｆ
＝ １ ． ９９０

，Ｐ ＜ ０ ． ０５
） ， 炎症初期 （

Ｄ １ ６
） 、 高峰ｙ

ｏｏ ｏ
－

Ｂ ＡＡ沿

^
期 （

Ｄ２３
） 、及缓解期 （

Ｄ３ ０
） 大 鼠外周血上清液 ＢＡ ＦＦＩ＿

水平高于正常大鼠 ，但差异无统计学意义 。 见图 ２
。８

１５ ００
＇

Ｂ

：

｜
，１ １ｒｌ

§
￣￣

图 ３ 炎症不 同 时期 ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达变化

ｒ
＾一

｜ Ａ
： 阴性对照组 ；

Ｂ
： 正常组 ；

Ｃ
：
Ｄ９

；

Ｄ
：
Ｄ １ ６

；
Ｅ

：
Ｄ２ ３

；

Ｆ
：

Ｄ ３ ０
； 与正常

〇 ２
－

组 比较 ：

＊

■？ ＜ 〇 ． ０ ５

。 。

Ｉ Ｍ Ｉ Ｉ 丨 ２ ． ４ＣＰ －

２ ５ 体 内给药对 ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达

正常组Ｄ ９Ｄ Ｉ ６Ｄ ２ ３Ｄ３ ０的影响

图 ２ 炎症不 同 时期 ＡＡ 大 鼠外周血上清 液 ＢＡＦＦ 水平变化 ２ ． ４ ． １免疫组化结 果分析 免疫组化染色切 片 中 ，

与正常组 比较 ：

＊

Ｐ ＜ 〇 ． 〇５细胞核呈蓝紫色 ，

ＢＡＦＦＲ 呈浅黄至棕褐色 。 结果显

示 ， 正常组大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 低表达 ； 与正常组大 鼠

２ ． ３炎症不 同 时期 ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达变比较 ，

ＡＡ 组大鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达 明显增高 ，
ＣＰ －２５

化 流式细胞术结果显示 ， 与正常组 比较 ， 炎症初期 （
２５

、
５ ０

、
１ ００ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 给药后 降低脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达

（
〇 １ ６

） 、炎症高峰期 （
０２ ３

） 及炎症缓解期 （
０３ ０

）
人人 （

Ｆ ＝ ４０ ． ５ ７０
，Ｐ ｃ Ｏ ． Ｏ ｌ

） 。 见图 ４
。

大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲ 表达明显增高 ［
Ｆ

（
Ｄ １ ６

）
＝ ２３ ． ３ ５ ０

，２ ．４ ． ２Ｑ
－ ＰＣＲ 结 果 分析Ｑ

－ＰＣ Ｒ 结果显示 ， 与正

Ｆ
（
Ｄ２ ３

）
＝ ５ ． ５〇２

，

Ｆ
（
Ｄ ３０

）
＝ ８ ２ ． ２ ８ ５

，

Ｐ ＜ ０ ． ０５
］ ； 炎症常组 比较 ，

ＡＡ组大 鼠脾脏ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ水平显著
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？安徽 医科 大 学 学报Ａｃ ｉａ Ｘ ｎｉｍ ｉ２０ １ ６Ｍ ａ

ｙ ；

５ １
（
５

）

增高 （
Ｐ ＜ ０ ．０ １

 ） ；

ＣＰ －２５
（
２５

、
５ ０

、
１ ００ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 给药均２ ． ４ ． ３Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ结 果分析 采用Ｉｍａ
ｇ
ｅＪ软件

能不同程度降低大 鼠脾脏 ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ 水平 （
ｆ＝对 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 结果进行分析 ３ 实验结果显示 ，

ＡＡ

３ ９ ． ３４２
，Ｐ＜ ０ ． ０ １

） 。 见 图 ５
。模型大 鼠脾脏 Ｂ ＡＦＦＲ 表达较正常组显著增加 （

Ｐ＜

０ ． ０ １
）

；

Ｃ Ｐ －

２ ５
 （

２ ５
、
５ ０

、
１ ００ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 给药 不 同程度 降

低大 鼠脾脏ＢＡＦＦＲ表达 （
ｆ＝９２ ８ ．３ ３ ７

， 

Ｐ＜０ ．０ １

） 。

见图 ６
。

－ 、－ ＢＡ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

ＢＡＦＦＲ

ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ——
—

４
厂

Ｄｇ
—

 Ｉ—

１

； ＊  ＊

■■■■ ■ｒ
＾

ｉ

Ｋ^ｇＨＨｉ ＾ ｒ ｉ ｒ
＾－

． ＃＃

ｔ １

－

，

￣ｒ
１

！
４０

ｒ Ｓ

Ｉ

—
Ｉ
—

Ｉ
 ｏ


＾ ，
． ．Ｚ－ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

＿
３ ０

■

Ｔｍ ｔ

４＜
ｌ

｜

Ｌ
ｉ－

ｒ

－

＾ ＪＬ
时ｍ

 图 ６ＣＰ －２ ５ 对 ＡＡ 大 鼠脾脏组织 ＢＡＦＦＲ 蛋 白 表达的影响

Ｓ
２ ０

．
Ｊ

｜
ｒＳ Ａ

： 正 常组 ；

Ｂ
：
Ａ Ａ组

；

Ｃ
：
ＣＰ －

２ ５
（
２ ５ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；

Ｄ
：
Ｃ Ｐ

－

２５
（
５ ０ｍ

ｇ
／

＾ ｋ
ｇ ） 组 ；

Ｅ
：
Ｃ Ｐ

－

２ ５
（

１ ００ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；
Ｆ

：
ＭＴＸ

（
０ ． ５ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；
Ｇ

：
ＴＧＰ

（
５ ０

Ｕ －
ｉ

＜ｍ？
ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；
Ｈ

：
Ｐａｅ

（
５０ｍｇ

／ ｋ
ｇ ） 组 ； 与疋常组 比较 ：

＊ ＊

／
＞

＜ ０ ． ０ 】
： 与

ＡＡ

１ ０
＇

Ｔ 组 比较 ＇ ／＾ Ｏ ． Ｏ ｌ

〇

Ａ Ｂ ＣＤ
＇

ＴＦＧＨ ２ ． ５ＣＰ ＿２５ 体 外 对 ＢＡＦＦ 刺 激 的 大 鼠脾脏 细 胞

ｍ＾＾＾
＇

 ＴＲＡＦ２和ＢＡＦＦＲ蛋 白 表 达 的 影响Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

图 ４ＣＰ －２Ｓ 对 ＡＡ 大 鼠脾脏组织 ＢＡＦＦＲ 表达 的影响ｘ ２００
Ｔｙ

Ａ
： 正常组 ；

Ｂ
：

ＡＡ组 ；

Ｃ
：
Ｃ Ｐ ２５ （

２５ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；

Ｄ
：
ＣＰ ２５

（
５０ｍｇ

／结果显 ７Ｋ  ， 

ＢＡＦＦ
刺激后 ， 脾脏细胞 ＩＫＡＦ２及ＢＡ Ｆ －

ｋ
ｇ ） 组 ；

Ｅ
： ＣＰ

－

２５
（＿ｍｇ

／ｋｇ ） 组 ；

Ｆ
：
ＭＴＸ

（ ０ ． ５ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；
ｆｉ ：

ＴＧＰ
（
５０ＦＲ

蛋 白表达明显增高 ；

ＣＰ －２５
（

１Ｘ １ ０ 

６

ｍ〇］／Ｌ
） 给药

ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；

Ｈ
：
Ｐａｅ

（
５ 〇ｍｇ

／屻组
；

Ｉ
： 阴性对照组

； 与正常组 比较 ：

＊ ＊

Ｐ后 ，

ＴＲＡ Ｆ２ 蛋 白 表 达显 著 降低 （
Ｆ＝３ ５ ５ ．５ ２２

，

Ｐ＜

＜ 〇 ． 〇 １

； 与 入六 组 比较 ：
’ ＜ 〇 ． 〇 １ ０ ． ０ １

） ；

Ｂ ＡＦＦＲ 蛋 白表达显著降低 （
Ｆ＝ ９ ．８ ０ １ ＜

３

「
＊ ＊ ｏ ． ｏ ｉ

）ｓ见图
７

？

，ＪＬ ３ 讨论

Ｓ
２

－

 ＲＡ 是一种主要 以慢性炎性滑膜炎为 主的 自 身

｜二 免疫病 ， 其发病机制 尚不清楚 。 研究
［

７
］

表明 ，
以 Ｔ

、
Ｂ

１ ＼ ＼
ｍ

ＡＡ淋 巴细胞为主的淋 巴细胞在 ＲＡ 的发生发展 中起到

ｆｃ

＇

＇

ｒｎｎｎ＊ ＊ｎ 重要作用 。
ｔｇｐ 是从芍药根部提取 的有效部位 ， 其

？

ＰＩｎ主要成分为 Ｐａｅ
。
ＴＧＰ 可 以抑制 丝裂原活化蛋 白 激

〇 

ＩＭ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ  Ｉ酶信号通路活化 ， 影响成纤维滑膜细胞 （
ｆｉ—ｂ ｌａｓ ｌ

．

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ ｌ ｉ ｋｅｓ
ｙ
ｎｏｖ ｉ ｏｃ

ｙ
ｔｅ ｓ

，ＦＬＳ ） 的ＥＰ受体 －Ｇ
蛋 白

－

ｃＡＭ Ｐ
信

图 ５ＣＰ －

２５ 对 ＡＡ 大 鼠脾脏 ＢＡＦＦ ＲｍＲＮＡ 表达的影响号转导
…

， 抑制 ＦＬＳ 增殖 ， 抑制 白 细胞介素 －

１
、肿瘤

正常组 组 ；
Ｃ

：
ＣＰ卻Ｗ ｋ

ｇ ） 组 ；

丨
）

：
，

（
５０ ＜
坏死野－

ａ 、前列腺素 Ｅ２ 等细胞因子产生 ， 抑制抗
ｋ
ｇ ） 组 ；

Ｅ
：
Ｃ Ｐ －

２ ５
 （ 

１ ００ｍ＾／ ｋ
ｇ ） 组 ；

丨

．

：
Ｉ
Ｖ ＩＴＸ

 （ 
０ ？ ５ｍ

ｇ
／ ｋ

ｇ ） 组 ；

Ｇ
： 
ＴＧＰ

（ 
５ ０

ｍ０ｇ ） 组
；

Ｈ
：
Ｐａｅ

（
５〇 ｍ

ｇ
Ａ

ｇ ） 组 ； 与 正飾 比较 ：

？

？ 〈謂
；与 ＡＡ

体分泌 ， 调节 ＡＡ 大鼠辅助性 Ｔ 细胞 １ ／辅助性 Ｔ 细

组 比较 ：

Ｗ
Ｐ ＜ Ｑ ． Ｑ １ 胞 ２ 和辅助性 Ｔ 细胞 １ ７／调节性 Ｔ 细胞平衡

９
］

；

Ｐａ ｅ

能 够调 节 Ｇ蛋 白
－ＡＣ －

ｃＡ ＭＰ信号转导通路 ， 下 调 促



安徽 医科大 学 学报Ａ ｃ Ｚ ａ
？

加 ／ ｓＭｅｄ ｉｃ ｉＷｂ ／４ ／ｉ ／ｉ ｚｚ ｉ２０ １ ６Ｍａ
ｙ ；

５ １
 （
５

）
．

６４７
？

１

＿
２ ３ ４明 ， 体 内 、 外给予 ＣＰ －２５ 明 显 降低 ＡＡ 大 鼠 Ｂ ＡＦＦＲ

Ｔ ＲＡ Ｆ２ＭＳｍｍｍ的 ｍＲＮＡ 及蛋 白表达 ， 降低 ＴＲＡＦ２ 信号分子的蛋 白

ＢＡ Ｆ ＦＲ 表达 ， 提示 ｃｐ －乃 可能通过抑 制 ｂａｆｆｕ 及 ｔｒａ^

信号分子雜触调节作用 。

Ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ麵 丨 ＿ ＢＡ ＦＦ 是肿瘤坏死因数家族成员 之一 。 作 为 Ｂ

淋 巴细胞存活 因 子 ，

ＢＡ ＦＦ 适 当 的 表达可 以促进 自

２ － °

［ 身反应性 Ｂ 淋 巴细胞的存活
１

１ ２
１

。
Ｉ ５ ＡＦＦ 在 ＲＡ 患者

？关节 中异常表达 ， 并且关节 中 ＢＡ ＦＦ 水平 高于血清

％
＇ － ５

＇

 中 ＢＡＦＦ 水平 。
ＡＡ 大 鼠 的 巨 噬细胞和树突状细胞

Ｓ 丨 ｜中 Ｂ Ａ ＦＴ 高表达 ， 提示 Ｂ ＡＦＦ 可能 与淋 巴 细胞上相

ｍ
Ｌ 〇

－


１
 应的受体结合 ， 介导 了抗原提呈细胞诱导 Ｔ 淋 巴细

｜ 胞的活化和功 能
［

４

。
ＢＡＦＦＲ 主要表达于幼稚 和记

＜〇 ． ５
－忆 Ｂ 细 胞 ， 并通过 启 动选择性核 因 子－

ｋ Ｂ （
ｎｕ ｃ ｌ ｅａ ｒ

ｆａ ｃ ｔ〇 ｒ
－

Ｋ Ｂ
，

Ｎ Ｆ －

Ｋ Ｂ
） 途径 ，通过上调抗凋亡蛋 白增强 Ｂ

〇 ． 〇
＾

＾

￣￣Ｌ＿Ｊ＿Ｌ＿Ｊ＿ Ｉ

４淋 巴细胞存活 。 本实验结果表 明 ： 与正常大 鼠比较 ，

ＡＡ 大 鼠在炎症的不 同时期 （
Ｄ９

、
Ｄ １ ６

、
Ｄ２３

、
Ｄ３ ０

） ，
夕 卜

２ ０

Ｔ 周血 ＢＡＦＦ 水平增高 ， 脾脏 ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ 及蛋 白表

达增加 ， 提示 ＢＡＦＦ／ＢＡＦＦＲ 的异常表达可能参与 了

Ｖ － ５ ■

ｎｎ４二 ａａ 大 鼠炎症的发生发展 。 体 内 给予 ｃ ｐ －２５ 明 显降

￣Ｌ－
ｉｍ低 ＡＡ 大 鼠脾脏 Ｂ ＡＦＦＲｍＲＮＡ 及蛋 白 的表达 ， 提示

ｅ
１ ０

＇

了 Ｃ Ｐ －２５ 抑制 炎症反应可能与调节 ＢＡＦＦＲ 的 表达有

￡ 关 。

＾

° － ５
■

 ＴＲＡＦ 家族在肿瘤坏死因子诱导的细胞存活信

号通路中作为核心分子 ， 可 以调节 Ｎ Ｆ －

ｋ Ｂ 及 Ｊ Ｎ Ｋ 信
° － °￣Ｌ

＾
Ｊ￣Ｌ

＾
Ｊ一

＾

４号通路 ， 在细胞増殖 、分化 、 凋亡 ， 骨重建以 及对细胞

因子的激活／抑制方面起到重要作用
［

１ ３
］

。
ＴＲＡＦ２ 作

图 ７体外 ＣＰ －２Ｓ 对 ＢＡＦＦ 刺激的 ， ，ｔ ，

大 鼠脾翻胞 ＴＲＡ Ｆ２ 和 ＢＡ Ｆ ＦＲ 蛋 白 表达 的影响为 丨 丨 ｛Ａ Ｆ 家 方矢 屯耍成 Ｗ 之一 ， 多 与 Ｎ ｆ ｋ Ｂ 隹经
？

． 通

Ｉ ： ； 

２
 ： 
ＬＰＳ

 （
４
 （

Ｘｇ／
ｍ ｌ

） ； 
３

 ： Ｂ Ａ ＦＦ
（
５００ｎ

ｇ／
ｍ ｌ

） ；

４
 ： Ｂ Ａ ＦＦ＋路的调控及负反馈环节 ， 与 Ｂ 淋 巴细胞增殖 、存活 、

ＣＰ ２５
（ Ｉｘ 丨 ０

６

ｒａ ｏ ｌ／ Ｌ
） ；
与对照组 比较 ：

＊

Ｐ＜ ０ ． ０ １

； 与 ＬＰＳ 组 比分化和抗体产生有密切联系 。 当肿瘤坏死因子受体

Ｓ ：

Ｍ
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ２ 激活 时 ，

ＴＲＡ Ｆ２ 大量募集下游 Ｎ Ｆ －

ｋ Ｂ 转 录 因 子 ，

激活非经典 ＮＦ －

Ｋ Ｂ 信号通路 ， 促进细胞抗凋 亡 ，
从

炎细胞因子 Ｉ Ｌ －２ 和 ＴＮ Ｆ －

ａ
，
上调抗炎细胞因子 ＩＬ４而诱导免疫反应 ，促进 自 身免疫疾病的发展

…
乂 研

和 ＴＧＦ －

ｐ ， 抑制 Ｃ ＩＡ 大 鼠 Ｂ 淋 巴 细胞增殖 ， 降低血究
［

１ ５

表 明 ，

ＴＲＡＦ２ 在 Ｂ ＡＦＦ － ＢＡ ＦＦＫ 及下游信号通

清 中 免疫球蛋 白水平 ， 降低 Ｂ ＡＦＦ／ＢＡＦＦＲ 表达
 ｜ ｜ ）

］

，路的调控 ，特别是在 Ｂ 细胞 的存活 、 活化及功能方

并通过调节 ＢＡ ＦＦ／ ＢＡ ＦＦＲ 介 导 的 Ｐ Ｉ ３ Ｋ／Ａｋ ｉ／ｍＴ０ Ｋ面发挥重要作用 。 实验结果显示 ， 与正常组 比较 ， 体

信号通路 以 抑制 Ｂ 淋 巴 细 胞功能
［

｜ １

。
ＣＰ －２５ 是在外 ＢＡＦＦ 刺激后 ， 脾脏细胞 ＴＡＲＦ２ 蛋 白 表达显著增

Ｐａ ｅ 结构上 ６ 位羟基与苯磺酰基缩合成酯而得到 的加 ；

Ｃ Ｐ －２５
（

１ ０
６

ｍｏ ｌ／ Ｌ
） 给药后 ，

ＴＲＡＦ２ 蛋 白 表达 明

新型活性单体药物 。 实验室前期研究显示 ：
Ｃ Ｐ －

２５显降低 。 提示 ＣＰ －２５ 可能通过 抑制 ＢＡＦＦ －ＢＡ ＦＦ Ｒ －

绝对生物利用度较 Ｐａ ｅ 有 明显提高 ，
ＣＰ －２５ 的 吸收ＴＲＡ Ｆ２ 分子信号调节免疫细胞功能 ， 发挥抗炎免疫

高于 Ｐａｅ
， 消除慢于 Ｐａｅ

， 分布广于 Ｐａｅ
（ 实验数据待调控作用 。

发表 ） 。 本实验成功建立 ＡＡ 模型 ， 结果显示 ，

Ｃ Ｐ －２５综上所述 ，

Ｔ
、

Ｂ 淋 巴 细胞功能异常与 ＲＡ 发生

整体给药显著改善 ＡＡ 大鼠整体和关节的炎症免疫发展密切相关 。
ＢＡＦＦ 在促进淋 巴细胞存活 、 活化 、

反应 （ 实验数据待发表 ） 。 在此基础上 ， 探讨 Ｃ Ｐ －２５增殖过程 中具有重要作用 。
ＣＰ －２５ 作为一种新型活

对 ＡＡ 大 鼠 的治疗作用 以 及可能机制 。 本研究表性单体药物 ， 对大 鼠 ＡＡ 有明显治疗作用 ， 其机制可
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Ｋｖｌ ．３ 在 ＬＰＳ 诱导的小鼠急性肝损伤模型中表达变化
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ｕ ’

３
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’
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摘要 目 的 探讨脂多糖 （
ＬＰＳ

） 诱导 的小 鼠急性肝损伤模无特 效 的 防 治 方 法 。 脂 多 糖 （
ｌ ｉ ｐｏｐｏ ｌ

ｙ
ｓａｃ ｃ ｈａ ｒ ｉｄｅ

，

型 中 钾 离 子 通 道 蛋 白 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 的 表 达 水 平 。 方 法 选 取ＬＰＳ
）诱导的免疫性急性肝损伤模型 ， 是 目 前常用 的

ＣＷ Ｂ ｉｙ６ 小鼠 ， 建立 ＬＰＳ 诱导的急性肝损伤模 型 ， 采用组织
研究肝脏损伤机制模型 。 在免疫性肝损伤 中 ， 免疫

会田胞如 巨嗤细胞 、
Ｔ 淋 巴 细胞在机体的发病过程 中

氨基转移酶 （
ＡＬＴ

） 和谷草转氨酶 （
ＡＳＴ

） 水平 ，
免疫组化 、 荧扣老法■面 仏 ｍ 抽命

、

苗 疋 ＾ｙ １

光实时定量反转 录 － 聚 合 酶链 反 应 （抑－卿 及 Ｗ ｅ－
起着重要作用 。 钾离子通道

Ｊ
白 Ｋｖ ｌ ． ３淋 巴

ｂ ｌｏ ｔ 检测 Ｋｖ ｌ ． ３ 表达变化 ；选取原位灌流的方法分离原代肝
细胞 、 巨唾细胞活化过程 中发挥重要作用 ， 乡 与多种

脏枯否细 胞 （
ＫＣ ｓ

） ， 检 测 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 的 表 达 变 化 。 体 外 培 养 疾病的发生和发展 。 该研究通过建立 ＬＰＳ 诱导 的

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞 ，使用 ＬＰＳ 刺激 ， 进一步检测 Ｋｖ ｌ ． ３ 的表达急性肝损伤模型 ，观察急性肝损伤模型 Ｋｖ ｌ ＿３ 的表

变化 ；使用 Ｋｖ ｌ ． ３ 特异性 阻断 剂 玛格 毒 素 （ Ｍｇ
Ｔｘ

） 预处理达 变 化 ， 体 外 采 用 ＬＰＳ 刺 激 小 鼠 巨 噬 细 胞

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞 ， 再加 ＬＰＳ 刺激 ， 采用 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＲＡＷ２６４ ．７

，检测 Ｋｖ ｌ ．３ 的表达变化 ， 同时采用特异

ｂ ｌ ｏ ｔ 检测细胞因子 的表达变 化 。 结果 组织病理学检查证性阻断剂阻断 Ｋｖ ｌ ．３
， 检测对 ＬＰＳ 诱导 的炎症细胞

实急性肝损伤模型建立成功 ， 模塑组的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 含量均 因子分泌的影响 ， 探讨 Ｋｖ ｌ ＿３ 通道在免疫性急性肝
高于正常组 （

＜Ｐ＜ ０ ． ０〇 ， 模 型 组 组 织 和 原代 肝 脏 ＫＣ ｓ 中损伤进程中 的潜在作用 。

Ｋｖ ｌ ． ３ 表达均低 于 正 常组 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

） ， 体外 实验 ＬＰＳ 刺 激
入 °

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞后 ，
ＫＶ １ ． ３ 表达降低 （

Ｐ ＜ ０ ． 〇５
） ；

Ｋｖ ｌ ． ３ 特异１材料与方法

性阻断剂 Ｍ
ｇ
Ｔｘ 减少 ＬＰＳ 诱导 的细胞 因 子 的分泌 。 结论＿

Ｋｖ ｌ ． ３ 在急性肝损伤模型 中 的表达降低 ， 阻断 Ｋｖ ｌ ． ３ 能减少
１ ＿ １ 实验动物 ４０ 只健康雄性 Ｃ５ ７ ＢＬ／６ 小 鼠 ，

１ ８

ＬＰＳ 诱导 巨 噬细胞炎症 因子 的分泌 ，

Ｋ ｖ ｌ ． ３ 可能在治疗肝脏
￣ ２２

ｇ ， 购于安徽 医科大学实验动物 中心 。 伺养于

疾病过程 中发挥着重要 的作用 。安徽医科大学药学院动物房 。

关键词 离子通道 ； 急性肝损伤 ； 细胞 因 子 ； 枯 否细胞 ；

Ｔ 淋１ ． ２细 胞 株 和 细 胞 培 养小 鼠 巨 噬 细 胞 株

巴细胞 ＲＡＷ２６４ ．７ 购 自美国 ＡＴＣ Ｃ 细胞库 。 用 ＤＭＥＭ 高糖
中 图分类号 Ｒ９６７

；
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