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摘要 :目的 :研究塞隆骨提取物对弗氏完全佐剂诱导活化的腹腔巨噬细胞的免疫抑制作用。方法 :小鼠腹腔注射弗氏完

全佐剂诱导腹腔巨噬细胞活化并回收 ,体外加入 LPS及 IFN2γ刺激培养巨噬细胞 ,利用酶联免疫法测定培养上清中细胞

因子 ( IL21β、IL26、IL212p40、TNF2α)水平。结果 :塞隆骨水提物及 90%醇沉部分体内给药均能够能显著抑制弗氏完全佐

剂诱导的巨噬细胞向腹腔的浸润 ,能抑制巨噬细胞在 LPS及 IFN2γ刺激下生成细胞因子 ( IL212p40、IL21β、IL26、TNF2α)。

结论 :塞隆骨提取物对巨噬细胞功能有一定程度的影响 ,能够抑制其产生炎症因子 ,可能是其治疗类风湿性关节炎的作

用机理之一。
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ABSTRACT: A IM : To investigate the mechanism s of M yospa lax fon tan ieri bone extracts for macrophages activa2
tion. M ETHOD S: Comp lete Freund’s adjuvant was used to induce mouse celiac macrophage activation by ip , then

peritoneal exudate cells were cultured in vitro in the p resent of LPS and IFN2γ, concentrations of IL21β, IL26, IL2
12p40, and TNF2αwere by EL ISA measurement and the MAC21 cell p roportion was determ ined by FACS Calibur.

RESUL TS: M yospa lax fon tan ieri bone had immunosupp ressive effect on mouse celiac macrophages, and markedly

decreased p roduction of inflammatory Cytokine. CO NCL US IO N: Inhibition of inflammatory factor may be the

mechanism of action for rheumatoid arthritis.

　　塞隆 (M yospa lax fon tan ieri)骨 ,是高原特有动物

高原鼢鼠的全骨风干品。是我国建国以来第一个国

家级一类动物药材 ,其性微温、味辛咸 ,入肝肾经 ,主

要功能为驱风除湿、散寒、舒筋活络、强筋健骨及增

强机体抗力等。据报道 [ 1, 2 ] ,塞隆骨具有抗炎镇痛

作用并能 1∶1替代虎骨 ,塞隆风湿酒试验和细胞染

色体畸变试验结果均呈阴性。塞隆骨的药用价值已

经受到了众多医药工作者的关注 ,尤其是对于风湿 ,

类风湿性关节炎的治疗作用成为研究者关注的焦

点。前期的药效学实验已经充分证明塞隆骨对类风

湿性关节炎有非常好的治疗预防效果 ,且具有镇痛 ,

抗凝血等作用。为了进一步研究塞隆骨 ,为其深层

次开发利用提供理论依据 ,本实验室对塞隆骨的作

用机制进行了初步研究。

1　材料与方法

1. 1　受试药物 　塞隆骨水提物 ( SLG)及 90%醇沉

部分 ( SLG90)。

制备方法 :高原鼢鼠捕于青海省海北州。塞隆

骨提取物由本实验室提取 ,先分离全骨 ,阴干 ,粉碎 ,

混合取样 ,去离子水煎煮提取 ,减压浓缩 ,得干粉 ,冰

箱保存备用。提取物主要成分为骨胶蛋白 ,蛋白含

量大于 75%。所得干粉溶于 10倍量的水中超声溶
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解、离心、取上清。所得上清加无水乙醇至终浓度为

50% ,静置、待沉淀完全、离心 ,沉淀 80℃烘干得

50%部分。离心所得上清加无水乙醇至终浓度为

90% ,静置、离心 ,沉淀部分烘干即得 90%醇沉部

分。

1. 2　试验动物及实验材料 　SPF级 BALB /c小鼠 ,

♂性 , 6～8周龄 ,购自中国科学院上海实验动物中

心。胎牛血清 ( FBS) : Invitrogen公司产品 , CFA (弗

氏完全佐剂 ) : Sigma公司产品 , EL ISA 用抗体 IL2
12p40、IL21β、IL26、TNF2α: BD PharM ingen 公司产

品。酶标仪 : 美国 Thermo, 产品型号 : Multiskan

MK3;二氧化碳培养箱 ;高速冷冻离心机 ; M icroBeta

多功能液闪 /发光分析仪 : PerkinElmer,产品型号 :

1450。

1. 3　方法

1. 3. 1　造模及给药 　BALB /c小鼠腹腔内注射乳

化后的 CFA 0. 2 mL (含结核杆菌 1 mg/mL )诱导活

化小鼠腹腔巨噬细胞 ,第 2天开始给药 , SLG和醇沉

90%部分分两个剂量组 ,剂量分别为 0. 72 g/kg及

0. 36 g/kg,连续给药两周。

1. 3. 2　腹腔巨噬细胞计数 　实验当天断头处死小

鼠 ,用 10 mL PBS(含 2% FBS)分 3次洗出腹腔渗出

液 ,收集洗出液各 8 mL,常规细胞计数。

1. 3. 3　流式细胞检测 　将 PBS(含 2% FBS)洗出腹

腔渗出液离心 ,用含 2% FBS的 PBS洗一遍后 ,重悬

在含 10% FBS的 RPM I21640培养液 ,计数 ,调细胞

浓度。细胞表面黏附分子 (Mac21)荧光标记检测腹

腔回收细胞中巨噬细胞表面分子 Mac21的比例。用

CELLQuest软件进行分析。

1. 3. 4　腹腔巨噬细胞分离及细胞因子测定 　另取

腹腔渗出液 ,用含 2% FBS的 PBS洗一遍后 ,重悬在

含 10% FBS的 RPM I21640培养液。以 2 ×10
5

cells/

well加入 96孔平板 ,加入 LPS及 IFN2γ刺激 ,培养

过夜 ,收集上清 ,用细胞因子 EL ISA 检测试剂盒

( Pharm ingen产品 )测定培养上清中细胞因子 IL2
12p40、IL21β、IL26、TNF2α的含量。实验方法参照试

剂盒说明进行。酶标仪 450 /570 nm处读 OD值 ,根

据标准品所制得标准曲线得到样品中细胞因子的含

量。试验重复 3次。测定结果以 珋x ±s表示 ,采用单

因素方差分析进行组间差异的比较。

2　结果

2. 1　SLG对腹腔巨噬细胞数的影响 　腹腔巨噬细

胞计数发现各给药组腹腔巨噬细胞数与模型组比较

都显著降低 ,说明塞隆骨提取物能够显著抑制巨噬

细胞向腹腔的浸润趋化。结果见表 1。
Tab. 1　 Effect of SL G on per itonea l macrophages

cell num ber( n = 8)

group Cell ×107 /mL (珋x ±s)

Normal 1. 86 ×107 ±0. 11

Model 3. 12 ×107 ±0. 21##

SLG/0. 36 g/ kg 2. 20 ×107 ±0. 2233

SLG/0. 18 g/ kg 2. 50 ×107 ±0. 153

90% /0. 36 g/kg 1. 96 ×107 ±0. 2133

90% /0. 18 g/kg 2. 10 ×107 ±0. 1233

　　Tab. 1. A ll of the SLG treated group s peritoneal macrophages cell

number was markedly decreased vs model. 3 P < 0. 05, 33 P < 0. 01; ##

P < 0. 01 compared with normal.

2. 2　流式细胞检测 　通过 FACS检测发现塞隆骨

提取以 MAC21表达强阳性的巨噬细胞为主。其抑

制作用呈现良好的量效关系 ,且 90%醇沉部分效果

优于水提物部分。结果见图 1。

F ig. 1　After SL G adm in istered i. p 14 days, per itonea lmacrophages were collected and sta ined w ith mac2

1, and the cellsM ac21 + proportion were determ ined by FACSCa libur

2. 3　SLG对腹腔巨噬细胞产生细胞因子的影响 　

与正常组比较模型组细胞因子水平显著升高。SLG

和醇沉 90%部分各剂量组显著抑制了腹腔巨噬细

胞培养上清中细胞因子 IL212p40、IL21β、IL26、TNF2
α的产量。与模型组比较其抑制作用都有显著性 ,

提示塞隆骨提取物对由 CFA诱导的腹腔巨噬细胞

免疫功能亢进有显著抑制作用。且醇沉 90%部分

的抑制效果明显优于水提部分 ,说明塞隆骨抑制免

疫亢进的作用部位可能主要在 90%醇沉部分。结

果见表 2。
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Tab. 2　 Effect of SL G on Cytok ine production of per itonea l macrophages

group IL212 (p40) /ng/mL IL21β/pg/mL IL26 /pg/mL TNF2α/pg/mL

Normal 0. 24 ±0. 03 80 ±6. 7 560 ±20 1 311 ±120

Model 3. 24 ±0. 20 217 ±10. 2 1 365 ±87 3 620 ±288

SLG/0. 18 g/kg 2. 60 ±0. 233 142 ±11. 33 710 ±26333 3 431 ±131

SLG/0. 36 g/kg 2. 42 ±0. 183 130 ±8. 33 638 ±13333 3 109 ±1533

90% /0. 18 g/kg 1. 87 ±0. 05333 110 ±9. 733 620 ±28333 2 818 ±1773

90% /0. 36 g/kg 0. 86 ±0. 23333 98 ±11. 133 532 ±31333 2 200 ±13233

　　Tab. 2 SLGW ( SLG water extracts) and 90% ( SLG ethanol extracts) inhibits the p roduction of IL212p40、IL21β、IL26、TNF2α from macrophages.

Mouse macrophages were cultured with LPS(1μg/mL) and IFN2γ(25μg/mL) for 24 h in the p resence of SLG. Culture supernatants were collected,

and IL212p40、IL21β、IL26、TNF2α levels were determ ined by EL ISA. Results are exp ressed as mean ±S. E. M. three independent experiments were per2

formed with sim ilar results. 3 P < 0. 05; 33 P < 0. 01; 333 P < 0. 001 vs model.

3　讨论

通过实验发现 SLG水提部分及 90%醇沉部分

均能够显著减少巨噬细胞 (MΦ )向腹腔的浸润 ,MΦ

属于一种抗原呈递细胞 ,它能够加工抗原并呈递给

T细胞引起免疫反应 ,由于类风湿性关节炎 (RA )是

一种机体免疫亢进反应 ,所以 MΦ的减少就能够从

抗原呈递这一过程抑制免疫反应源 ,降低由 T细胞

引起的免疫反应 ,从而抑制 RA引起的机体免疫亢

进。

RA是免疫介导的炎症性疾病 ,细胞因子网络

失调与 RA发病及病程进展密切相关。巨噬细胞等

可分泌多种高水平的细胞因子和炎症介质 ,参与

RA关节损伤的病理进程。MΦ在滑膜组织炎症中

的主要作用不仅是作为经典的抗原呈递细胞摄取非

我抗原 ,并且能够分泌 IL21等细胞因子 ,在这些细

胞因子的参与下使淋巴细胞和 MΦ激活 ,进行免疫

应答 [ 3 ]
,在类风湿性关节炎发病机理中起着‘中心

犯罪 ’作用 [ 4～7 ]。本实验友现 SLG水提物及 90%醇

沉部分都能够显著抑制 CFA诱导的小鼠腹腔 MΦ

产生促炎性细胞因子 IL21、IL26、IL212和 TNF2α,显

著抑制由抗原诱导的小鼠免疫亢进。提示 SLG治

疗类风湿性关节炎的靶细胞与 MΦ有关 ,主要通过

抑制 MΦ向腹腔浸润 ,和降低其分泌促炎性细胞因

子来达到调节免疫亢进 ,从而治疗疾病的目的。实

验中我们对 SLG进行粗分发现 90%醇沉部分对腹

腔巨噬细胞的作用明显优于水提物 ,提示 SLG有效

作用部分可能在 90%醇沉部分即水提物中的一些

小肽类物质中。这为 SLG的临床应用及进一步开

发利用提供了有利的理论依据。
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