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摘要 :目的 　了解塞隆骨水提物 ( SLG2B )对胶原诱导的小鼠

关节炎的治疗作用及治疗机制。方法 　利用牛 Ⅱ型胶原诱

导 DBA /1小鼠类风湿性关节炎模型即 C IA。SLG2B口服给

药观察小鼠关节炎指数的变化情况 ,体外培养关节炎小鼠脾

细胞及巨噬细胞 , EL ISA法测定 IL212、IL22、IFN2γ、TNF2α几

种细胞因子。RT2PCR测定 SLG2B对关节炎小鼠巨噬细胞

IL21β、IL26、iNOS mRNA表达的影响。结果 　SLG2B能明显

的抑制牛 Ⅱ型胶原诱导关节炎的发生 ,能够减轻关节炎的各

种症状。SLG2B在加抗原和不加抗原的情况下都能够明显

的抑制关节炎小鼠脾细胞的增殖同时发现 SLG2B能够抑制

IL22、IFN2γ、L212p40、TNF2ɑ细胞因子的产生。还能够抑制

小鼠腹腔巨噬细胞 IL21、IL26及 iNOS mRNA的表达。这可

能是 SLG2B在小鼠关节炎中表现治疗效果的分子基础。结

论 　SLG2B对小鼠关节炎有很好的治疗效果 ,其作用机制主

要是通过抑制巨噬细胞及脾细胞产生炎性细胞因子和抑制

炎性细胞因子 mRNA的表达来达到治疗类风湿性关节炎的

作用。
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　　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

增强机体抵抗力等。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。本实验室一直在进行塞隆骨治疗类风湿

性关节炎的研究工作。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　动物 　实验全部采用 SPF级 DBA /1小鼠 ,

♂, 6～8 wk龄。体重 20～25 g,分为 5组 ,每组 10

只 ,购自中国科学院上海实验动物中心。

1. 2　受试药物及实验材料 　①受试药物 :名称 :塞

隆骨水提物 ( SLG2B ) ;配制方法 :试验前用生理盐水

稀释至所需浓度后使用。②试剂 : Ⅱ型牛胶原 :购

自日本胶原研究协会 ; Sigma胎牛血清 ( FBS) : In2
vitrogen公司产品 ; CFA (弗氏完全佐剂 ) : Sigma公司

产品 , EL ISA 用抗体 IL212、IL22、IFN2γ、TNF2α: BD

PharM ingen公司产品 ; RNA酶抑制剂 :购于深圳华

美公司 ,批号 : 2711910; IgG抗体测定试剂盒 : BD

PharM ingen公司产品 ; IL21β、IL26、iNOS引物按照

Genebank提供的序列 ,计算机设计 , GAPDH参考文

献 ,北京赛百胜公司合成 ; ConA、LPS均为美国 Sig2
ma产品。③主要仪器 :酶标仪 :美国 Thermo,产品

型号 :Multiskan MK3;二氧化碳培养箱 :美国 REVCO

产品型号 : 3 000 T;高速冷冻离心机 :德国 SIGMA,

产品型号 : 3218K型 ;高速冷冻离心机 :德国 SIGMA

产品型号 : 3218K型 ; ER ICOMPinc PCR 仪 : 美国 ;

Pharmacia B ioteeh U ltrospec 3000紫外分光光度计 :

英国 ; 二氧化碳培养箱 : 美国 REVCO 产品型号 :

3 000 T。

1. 3　实验方法

1. 3. 1 　造模及给药 　小鼠关节炎模型建立 :

DBA /1, 6～8 wk龄 , ♂小鼠 ,随机分为 5组 (模型对

照组、阳性药对照组 MTX 1 mg·kg
- 1、SLG2B 高、

中、低剂量组 ) ,每组 8只小鼠。分别于小鼠尾根部

皮下注射佐剂与胶原的乳化物 01025 m l (含胶原

125μg) , 3 wk后进行攻击 ,于尾根部皮下注射佐剂

与胶原的乳化物 01025 m l (含胶原 125μg)。1 wk

后开始发病 ,给药剂量分别为 0109、0118、0136 g·

kg- 1 3个剂量组 ,每天 1次。口服给药 ,连续给药 2
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wk
[ 3 ]。

1. 3. 2　小鼠关节炎评分 　小鼠造模后 10 d全部发

病 ,同时观察关节肿胀情况 , 3～4 d评分一次 (0分 :

无红肿 ; 1分 :小趾关节红肿 ; 2分 :趾关节和足趾肿

胀 ; 3分 :踝关节以下的足爪肿胀 ; 4分 :包括踝关节

在内的全部足爪肿胀 )。最高为 12分。每 4天评分

1次 ,进行分级记录。

1. 3. 3　SLG2B对胶原诱导的关节炎小鼠脾细胞体

外增殖的影响 　关节炎模型建立同上 ,实验分为 5

组 (模型对照组、阳性对照组、SLG2B给药组 0109、

0118、0136 g·kg
- 1 ) ,连续给药 1 wk,常规分离脾细

胞。用含 10%小牛血清的 RPM I 1640培养液将细

胞浓度调成 4 ×10
9 ·L

- 1。于 96孔板中每孔加入

100μl的细胞悬液 , 100μl的抗原 ,对照加 100μl

的培养液 ,总体积 200μl。每实验组设 3个复孔。

细胞于含 5% CO2 的 37℃培养箱中培养 ,培养结束

前 8 h每孔加入 25μl
3
H2胸腺嘧啶核苷酸。继续培

养至实验结束 ,然后将培养板冻存于 - 20℃冰

箱 [ 4 ]
;测定时将冻融的细胞用细胞收集仪收集至玻

璃纤维膜上 ,加入闪烁液后于β计数仪上读取参入

细胞 DNA的 3 H2胸腺嘧啶核苷酸量 ,以 cpm值代表

细胞增殖的情况。

1. 3. 4　SLG2B对关节炎小鼠炎性细胞因子的影响

　关节炎模型建立同上 ,实验分为 5组 (模型对照

组、阳性对照组、SLG2B给药组 0109、0118、0136 g·

kg- 1 ) ,连续给药 1 wk。关节炎小鼠脾细胞分离同

11313项 ,脾细胞悬液 5 ×10
5

/孔加或不加抗原 (100

mg·L
- 1 )刺激 , 3复孔 ,于含体积分数为 0105 CO2

的 37℃培养箱中培养 24～72 h,收上清。用细胞因

子 EL ISA检测试剂盒 ( Pharm ingen产品 )检测 IL22、
IFNγ、IL212。

　　腹腔巨噬细胞分离 :实验前 3 d小鼠腹腔注射

体积分数为 011的巯基乙酸液 ( TG) ,实验当天断头

处死小鼠 ,用 PBS (含 FBS体积分数为 0102) 洗出

腹腔渗出液 ,离心 ,用含体积分数为 0102 FBS的

PBS洗 1遍后 ,重悬在含体积分数为 011 FBS的 RP2
M I 1640培养液。以 2 ×10

5
cells·well

- 1加入 96孔

平板 ,加入 LPS及 IFN2γ刺激 ,加或不加抗原培养过

夜 ,收集上清 , 用细胞因子 EL ISA 检测试剂盒

( Pharm ingen产品 )检测 IL22、IFNγ、IL212、TNF2γ的

含量 [ 5, 6 ]。

1. 3. 5　血清抗 Ⅱ型胶原抗体测定 　致炎后 d 44,小

鼠摘眼球取血 ,室温放置后离心取血清 ( 5 000 r·

m in
- 1

, 5 m in) ,进行 CⅡ特异性抗体检测。用 PBS

将 CⅡ稀释 (100 mg·L - 1 ) , 96孔酶标板每孔加入

100μl稀释后的抗原 ,密封酶标板。于 4℃冰箱孵

育过夜。洗 3遍后 ,每孔加入 200μl封闭液 ,室温

下封闭 1～2 h。清洗后 ,每孔加入 100μl样品 (封

闭液稀释 )。密封平板 , 37℃,孵育 1 h。清洗后加

入 HRP连接的抗小鼠 IgG,在室温放置 1 h。底物

( TMB)显色 015 h 后 ,加入终止液 ( 1 mol·L
- 1

H2 SO4 )。于 450 nm、校正 570 nm处 ,测定 OD值。

1. 3. 6　SLG2B体内给药对腹腔巨噬细胞细胞因子

IL21β、IL26、iNOS mRNA产生的影响 　方法 :关节炎

小鼠经塞隆骨提取物治疗 1 wk后 ,收集各组腹腔巨

噬细胞于 EP管中 , 5 ×10
6 每管。加入 1 m l TR Izol

( Invitrogen)裂解。提取总 RNA 并反转为 cDNA。

以 PCR反应扩增 cDNA,反应的条件如下 , 95 ℃ 5

m in,接下来 35个循环 ,每循环为 95℃ 30 s, 55℃ 30

s, 72℃ 1 m in。最后 72℃ 10 m in。

所用 引 物 序 列 : β2actin sense: 5′2GGGAAT2
GGGTCAGAAGGA23′; anti2sense: 5′2AAGAAGGAAG2
GCTGGAAA23′; IL21β sense: 5′2CCAGGATGAGGAG2
GACCCAAGCA23′; anti2sense: 5′2TCCCGACCATT2
GCTGTTTC23′; IL26 sense: 5′2TTGCCTTCTTGGGACT2
GATGCT23′; anti2sense: 5′2GTATCTCTCTGAAG2
GACTCTGG23′; iNOS sense: 5′2AAGTCAAATCCTAC2
CAAAGTGA23′; anti2sense: 5′2CCATAATACTGGTT2
GATGAACT23′; PCR产物以质量分数为 0101的琼

脂糖电泳 , EB染色后拍照。

1. 3. 7　统计学处理 　实验结果以 珋x ±s表示 ,两样

本均数比较采用 t检验。

2　结果

2. 1　SL G B对小鼠关节炎发病的影响 　SLG2B给

药后能够明显的抑制 C IA小鼠多发性关节炎的发

生 ,并且高剂量组优于 MTX (1 mg·kg- 1 )。给药 20

d后小鼠关节炎症状明显减轻 ,足肿胀明显减退 ,小

鼠行动灵活 ,见 Fig 1。

2. 2　SL G2B对胶原诱导的关节炎小鼠脾细胞体外

增殖实验 　经 SLG2B治疗 1 wk的关节炎小鼠脾细

胞体外经抗原刺激后的增殖反应与模型对照组相比

明显降低。在加或不加抗原的情况下 SLG2B都表

现出了对脾细胞增殖的抑制作用 ,见 Fig 2。

2. 3　SL G2B体内给药对关节炎小鼠细胞因子产生

的影响 　SLG2B各剂量组明显抑制了脾细胞及腹腔

巨噬细胞培养上清中细胞因子 IL22、IL212、IFN2γ、

IL26、TNF2α的产量。与模型组比较其抑制作用都

有显著性 ,提示 SLG2B对关节炎小鼠脾细胞和巨噬

细胞免疫功能亢进有明显抑制作用 ,见 Fig 3。
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2. 4　SL G2B体内给药对关节炎小鼠血清中特异性

抗体产生的影响 　SLG2B口服给药对关节炎小鼠脾

血清中特异性抗 C II抗体的产生没有影响。说明

SLG2B对小鼠关节炎的治疗不是通过 B淋巴细胞发

挥作用起效的 ,对体液免疫没有明显影响 ,见 Tab 1。

Tab 1　The effect of SL G2B on an t2collagen

IgG an tybody of m ice serum ( n = 8)

Group Dose /g·kg - 1 OD value

Control D istilled water 0. 134 ±0. 003

SLG2B 0. 09 0. 145 ±0. 021

SLG2B 0. 18 0. 165 ±0. 033

SLG2B 0. 36 0. 159 ±0. 012

2. 5　SL G2B体内给药对腹腔巨噬细胞细胞因子

IL 21β、IL 26、iNO S m RNA 产生的影响 　SLG2B 体

内给药能抑制腹腔巨噬细胞 IL21β、IL26 及 iN2
OSmRNA的表达。0118、0136 g·kg- 1给药组电泳

条带明显被抑制 ,说明 SLG2B能够从 mRNA水平抑

制上述几种炎症因子的表达 ,从而抑制巨噬细胞产

生上述 3种炎症因子 ,见 Fig 4。

3　讨论

通过对塞隆骨提取物的实验研究中发现 SLG2B
具有很强的免疫抑制作用。在 C IA小鼠关节炎模

型上 , SLG2B能够明显抑制小鼠关节炎的发病 ,减轻

C IA小鼠的相关症状 ,显示其有较好的抗炎作用。

与模型组比较 SLG2B 各剂量组明显的降低了 C IA

小鼠发病指数的评分 ,治疗组小鼠足肿胀等症状明

显减轻。在脾细胞及腹腔巨噬细胞炎性细胞因子的

测定中同 SLG2B一样 ,表现出了对细胞因子产量的

明显抑制。不同剂量的 SLG2B都可以抑制脾细胞

产生 IL22、IFN2γ、IL212 ( P < 0105或 P < 0101) ,并

能明显的抑制脾细胞的体外增殖 ,说明塞隆骨提取

物能够抑制机体细胞免疫功能的亢进。同时观察了

SLG2B对 C IA小鼠炎性细胞因子 TNF2ɑ产生的抑

制作用 ,结果发现 SLG2B可以明显抑制关节炎小鼠

腹腔巨噬细胞产生 TNF2ɑ( P < 0105或 P < 0101) ,

说明 SLG2B抗 C IA小鼠关节炎的作用可能与对抗

上述炎性介质作用有关。为了深入研究塞隆骨提取

物的免疫作用机制 ,我们应用 RT2PCR技术研究了

胶原性小鼠关节炎模型 IL21β、IL26、iNOS mRNA表

达的影响。结果显示 : SLG2B各剂量组给药 1 wk均

能明显抑制关节炎小鼠腹腔巨噬细胞 IL21β、IL26、
iNOS mRNA表达。这一试验结果说明 SLG2B能够

抑制胶原型关节炎小鼠腹腔巨噬细胞 IL21β、IL26、
iNOS mRNA表达而抑制炎性介质的产生。这可能

是 SLG治疗类风湿性关节炎的主要分子免疫抑制

机制之一。我们的实验还发现 SLG2B治疗组对 C IA

小鼠血清中 IgG抗体的产生没有明显作用。说明

SLG2B在对类风湿性关节炎起效过程中其作用靶点

可能与 B淋巴细胞无关。

　　SLG2B对巨噬细胞所表现出的特有的免疫抑制

活性应是它治疗类风湿性关节炎的主要机制。

SLG2B能够明显抑制巨噬细胞产生的多种炎性因

子 ,表现出了强大的免疫抑制活性。它对小鼠关节

炎巨噬细胞因子、IL21、IL26、TNF2α、NO所表现出的

抑制作用是其治疗作用的主要机制。越来越多的研

究结果表明 ,活动性关节炎与巨噬细胞 IL21、IL26和
TNF2α明显相关 ,在 RA发病过程中的重要作用 ,而
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F ig 3　Effects of SL G on cytok ine production of C IA m ice

After adm inistration of SLG2B one week, sp lenocytes cells of C IA m ice were incubated with 100 mg·L - 1 collagen or nothing for 48, 72 h. Culture super2

natants were collected and analyzed by EL ISA for levels of IL22. 48 h Culture supernatantswere collected and analyzed by EL ISA for levels of IFN2γ、IL2

12. n = 8, 3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs vehicle control. A: Production of IL22; B: Production of IFN2γ; C: Production of IL212; D: Production of TNF22

F ig 4　The effects of SL G2B on IL 21β、IL 26、iNO S

m RNA expression s after adm in istra tion one week

与 T细胞相关性不显著。NO的作用也受到关注 ,

NO可以促进 MΦ释放 IL21、TNF2ɑ,形成恶性循环

而增加 RA的临床症状 ,并且影响纤维母细胞样滑

膜细胞诱导产生基质金属蛋白酶 (MMPs) ,加重关

节损伤 ,因此 ,抑制 iNOS合成 ,减少 NO可以减轻关

节损伤 [ 6, 7 ]。
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尼莫地平对癫痫大鼠海马突触后致密物 95表达的影响
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摘要 :目的 　探讨尼莫地平 ( nimodip in, N IM )对戊四氮 ( Pen2
tylenetetrazol, PTZ)点燃癫痫大鼠空间学习记忆能力及海马

突触后致密物 95 (postsynap tic density 95, PSD295) 表达的影

响。方法 　动物分为正常对照组、PTZ组和 N IM 组 ,采用

PTZ慢性点燃癫痫模型 ,应用 Morris水迷宫观察各组大鼠空

间学习记忆能力 ,W estern blot及反转录多聚酶链反应 (RT2
PCR)方法检测各组大鼠海马 PSD295蛋白和 PSD295 mRNA

的表达。结果 　PTZ致痫组大鼠空间学习记忆能力受损 ,其
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海马 PSD295蛋白水平及 PSD295 mRNA表达较对照组明显

减少 ( P < 0105) ;与 PTZ组比较 , N IM组大鼠空间学习记忆

能力好转 ,其海马 PSD295蛋白水平及 PSD295 mRNA表达均

升高 ( P < 0105)。结论 　PTZ点燃癫痫大鼠存在空间学习

记忆受损 ,可能与 PSD295 表达减少有关 ; N IM 可以提高

PSD295的表达 ,改善癫痫大鼠的学习记忆能力。

关键词 :尼莫地平 ;癫痫 ;空间学习记忆 ;突触后致密物 95

　　癫痫是常见的神经科综合征 ,临床发现 30% ～

40%的癫痫患者除癫痫发作外 ,常伴有学习记忆力

减退等认知功能受损的表现 ,严重影响了患者的生

存质量。癫痫与认知功能损害的关系已被人们广泛

重视 ,并已成为现代癫痫病学研究的热点之一 ,但癫

痫对认知功能损害的机制还不清楚。文献表明 , 钙

超载在这个功能紊乱过程中起着重要的作用。电生

理研究发现 ,细胞膜上至少有三类电压依赖性钙门

控通道 ,即 L、N及 T型 ,尼莫地平为双氢吡啶类钙
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The effects of M yospa lax fon tan ier i extracts
on ca ttle type Ⅱcollagen2induced arthr itis
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Abstract: A im 　To investigate the therapeutic effects

and mechanism s ofMyospalax fontanieri extracts( SLG2
B) on cattle type Ⅱcollagen2induced arthritis in DBA /

1 m ice. M ethods 　 The collagen2induced athritis
(C IA) model was established to research on the p re2
ventive effects and cure RA for SLG2B p rotein, the cell

culture technology was used to study the influence of

effects of cytotoxicity and influences of T and MΦ cell

p roliferation and the concentrations of IL21、IL26、IL2
12p40、IFN2γ and TNF2α were detected by EL ISA.

Through RT2PCR the inhibitory effect on IL21β、IL26
and iNOS mRNA gene exp ression was detected too. Re2
sults　The results showed that SLG2B had the good

effect of p revention and cure on C IA and could inhibit

joints of the forepart affect swell. SLG2B could supp ress

the p roliferation of T lymphocytes stimulated with Co2
nA. They all had the inhibitory effect on IL22、IFN2γ、
IL212 and TNF2ɑp roduced in cultured T cell and peri2
toneal macrophages in C IA m ice. It had the inhibitory

effect on IL21β、IL26 and iNOS mRNA gene exp ression

in peritonealmacrophages of C IA m ice in vivo. Conclu2
sion s　SLG2B has good therapeutic effect on collagen2
induced arthritis, the main mechanism s of which are

related to its decrease of cytokine p roduction and inhi2
bition of mRNA exp ression of inflammatory cytokines.

Key words: rheumatoid arthritis; inhibition of cyto2
kines; collagen; RT2PCR
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