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家蚕细胞基因工程人 Α干扰素对小鼠的免疫调节作用

李  放  王  � t  王秋娟  高文青u
k南京 utsss| 中国药科大学生理教研室 ~t中国药科大学生化研究室 ~u中国药科

大学新中新药筛选中心l

摘要  目的 }观察家蚕细胞基因工程 Αt 干扰素kµ«�ƒ�2Αtl对小鼠的免疫调节作用 ∀方法 }采用测定环磷酰胺 vs

°ªr®ª免疫抑制小鼠碳粒廓清速率 o血清溶血素的方法观察µ«�ƒ�2Αts qt os qw ot qu ≅ tsy��r®ª对校正廓清指数 o脾脏

和胸腺重量以及溶血血红蛋白值的影响 ~利用离体胸腺细胞与µ«�ƒ�2Αttxsss otxss otxs��r°̄ 共孵 o观察kµ«�ƒ�2Αtl

对胸腺细胞的增殖作用 ∀结果 }µ«�ƒ�2Αt 增强免疫抑制小鼠巨噬细胞对碳粒的吞噬作用 o使廓清指数增加k Π �

s qstl o脾脏重量增加k Π� s qstl o血红蛋白值有所增加 ~但µ«�ƒ�2Αtt qu ≅ tsy��r®ª却能使正常小鼠的血红蛋白值大

幅度增加 ~µ«�ƒ�2Αttxss otxsss��r°̄ 能促使胸腺细胞增殖 o且 txsss��r°̄ 能促进 s qt h °�� 的增殖作用k Π �

s qsxl ∀结论 }家蚕细胞基因工程人 Αt干扰素多方面地对小鼠的免疫具有增强作用 ∀

关键词  蚕 ~干扰素 ~碳粒廓清指数 ~体液免疫 ~细胞免疫

Τηειµ µ υνε ρεγυλατιον οφ ρηΙΦΝ2Αιν µιχε

�¬ƒ¤±ªk�¬ƒl o• ¤±ª �¬±ªk • ¤±ª � l o• ¤±ª ±¬∏­∏¤±k • ¤±ª ±�l oετ αλ( ∆επαρτµεντ οφ Πηψσιολογψ , Νανϕινγ

utsss|l

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε : ×² ²¥¶̈µ√¨·«̈ ¬°°∏±¬·¼ ©̈©̈ ¦·¶µ«�ƒ�2Αt kµ̈¦²°¥¬±̈ §¬±·̈µ©̈µ²±2Αt ∏¶¬±ª º¬·« ª̈ ±̈ ¶ ²©

≤«¬±̈ ¶̈ ¶¬̄®º²µ°l ²± °¬¦̈ qΜΕΤΗΟ∆ : � ¤̈¶∏µ¬±ª·«̈ ¶̈µ∏° ³«¤ª²¦¼·¬¦¬±§̈ ¬oº ¬̈ª«·²©·«̈ ¬°°∏±̈ ²µª¤±k¶³̄¨̈ ± ¤±§

·«¼°∏¶l ¤±§ «̈ °²̄¼·¬¦ «̈ °²ª̄²¥¬± ²© µ«�ƒ�2Αt s qt os qw ¤±§ t qu ≅ tsy��r®ª ¬± ¬°°∏±¤·²µ¼ ¬±«¬¥¬·̈§ °¬¦̈ º¬·«

¦¼¦̄²³«¤³«¤°¬§̈ kvs°ªr®ªl q�¥¶̈µ√¨·«̈ ³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ©̈©̈ ¦·¶²©µ«�ƒ�2Αt ¥¼ ¬±¦∏¥¤·¬²± ²©·«¼°∏¶¦̈¯̄¶ º¬·«µ«�ƒ�2Αt ²©

txsss otxss ¤±§txs��r°̄ qΡ ΕΣΥΛΤΣ :µ«�ƒ�2Αt ±̈«¤±¦̈§·«̈ ³«¤ª²¦¼·²¶¬¶·² ¦¤µ¥²± ¬± ¬°°∏±¤·²µ¼ ¬±«¬¥¬·̈§ °¬¦̈ o¤±§

¬±¦µ̈¤¶̈§·«̈ ¶̈µ∏° ³«¤ª²¦¼·̈ ¬±§̈ ¬k Π � s qstl ~¬·¤̄¶² ¬±¦µ̈¤¶̈§·«̈ º ¬̈ª«·²©¶³̄¨̈ ±k Π � s qsxl ¤±§·«̈ «̈ °²̄¼·¬¦

«̈ °²ª̄²¥¬± √¤̄∏̈ qµ«�ƒ�2Αtt qu ≅ tsy��r®ª¬°³µ²√ §̈·«̈ «̈ °²̄¼·¬¦ «̈ °²ª̄²¥¬± ªµ̈¤·̄¼ ¬± ±²µ°¤̄ °¬¦̈ ~µ«�ƒ�2Αttxss o

txsss��r°̄ ¤¦¦̈¯̈ µ¤·̈§·«̈ ³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ²© ¼̄°³«²¦¼·̈¬± °¬¦̈ o¤±§µ«�ƒ�2Αttxsss��r°̄ ±̈«¤±¦̈§·«̈ ³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ©̈©̈ ¦·¶

²©s qt h °�¤k Π� s qsxl qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ :µ«�ƒ�2Αt ¶«²º §̈·«̈ ¬°°∏±¤·²µ¼¬°³µ²√ °̈ ±̈·¬± °¬¦̈ ¤·§¬©©̈ µ̈±·¤¶³̈ ¦·¶

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆Σ  ¶¬̄®º²µ° oµ«�ƒ�2Αt o³«¤ª²¦¼·̈ ¬°§̈ ¬o«∏°²µ¤̄ ¬°°∏±¬·¼ o¦̈¯̄ ∏̄¤µ¬°°∏±¬·¼ q

  生物免疫修饰剂对免疫细胞k包括 × o� o�< o��细

胞等l具有调节作用 ∀中国人民解放军南京军区南京

军事医学研究所用家蚕核多角体病毒作为载体 o家蚕

细胞为宿主细胞 o利用基因工程方法 o高效地表达了人

Α干扰素kµ«�ƒ�2Αtl ∀本文通过碳粒廓清实验 o血清溶

血素测定以及淋巴细胞增殖反应各项实验 o探讨µ«�ƒ�2
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Αt的免疫作用 ∀

1  材  料

家蚕细胞基因工程人 Α干扰素k南京军事医学研

究所分子遗传室 ov ≅ tsy��ru°̄ o批号 |ysustl ∀ � ××

k噻唑兰lk≥∞� ∂ � 分装 o上海华美生物技术公司 o批号 }

�≥ssu{l ∀环磷酰胺k上海第十制药厂l ∀培养液为加

有双抗的 � °��2tyws o并加入 ts h 小牛血清 ∀印度墨

汁k��⁄������lk上海长江日用粘合材料厂l ∀

2  动  物

昆明种小鼠 o体重 t| ∗ uxªo购于中国药科大学动

物室 ∀

3  统计方法

·检验 ∀

4  方法与结果

4 q1  非特异性免疫2小鼠碳粒廓清速率的测定≈t ou 

小白鼠 ys只 ot{ ∗ uuªo按体重随机分成 y组 o雌雄

各半 ∀分别为对照组 o环磷酰胺 vs°ªr®ª组 oµ«�ƒ�2

Αtt qu ≅ tsy��r®ªos qw ≅ tsy��r®ªos qt ≅ tsy��r®ª组 o以

及µ«�ƒ�2Αtt qu ≅ tsy��r®ª与环磷酰胺 vs°ªr®ª合用

组 oµ«�ƒ�2Αt¬° qo连续给药 z§o而环磷酰胺则为 ¬³qo测

试前连续给 v§~给药第 {天 o每鼠尾静脉 ¬√ o稀释 x倍

的印度墨汁 s qsx°̄ rtsªo而后 v oy o| otu和 tx°¬±从眼

眶采血 o每次采血 usΛ̄ o加入 u°̄ s qt h �¤u≤�v溶液中摇

匀 ot«后 o在 y{s±°下比色 ∀tx°¬±采血后立即放血处

死 o取肝 !脾 !胸腺 o称重 ∀计算廓清指数及校正廓清指

数 Α∀以 v oy o| otu和 tx°¬±的 �⁄值回归直线得 ®oΑ�

®trv ≅体重rk肝重 n脾重l ∀

结果见表 t及表 u ∀表明 µ«�ƒ�2Αt 有增加非特异

性免疫功能的作用 o它增加脾及胸腺重量 o使校正廓清

指数较环磷酰胺 vs°ªr®ª单独使用增加k³� s qstl o能

够提高环磷酰胺小鼠的免疫力 ∀

表 1  (ν � tsl

�µ²∏³ ⁄²¶̈
�• q

³µ̈2§²¶̈rª §̈¤·«rª

•·q²©�¬√ µ̈r�• q

r°ª#®ªp t

•·q²©≥³̄¨̈ ±

r�• qr°ª#®ªp t

•·q²©×«¼°∏¶

r�• qr°ª#®ªp t

¦²±·µ²̄ us q{ ? t qs uu qw ? v qu    xw ? z    v qz ? s q|    v qt ? s q{

¦¼ vs°ªr®ª us qw ? s q| uv qt ? v qt yu ? y 3 t u qz ? s qw 3 u t qw ? s qv 3 u

µ«�ƒ�2Αt s qt ≅ tsy��r®ª us qx ? t qt uw qt ? v qt yw ? tt 3 t w qy ? t qs 3 t o3 w u qx ? s qz 3 w

s qw ≅ tsy��r®ª us q| ? s qz uv qy ? v qt yy ? tz w qw ? t qw 3 w v qt ? s q| 3 w

t qu ≅ tsy��r®ª ut qt ? t qs uv q{ ? u qv ys ? tz x qz ? t qv 3 u o3 w v qs ? tt 3 w

µ«�ƒ�2Αt n¦¼ t qu ≅ tsy��r®ª ut qs ? s q{ uv qs ? u qw x| ? y u q| ? s qy 3 t o3 v t qx ? s qw 3 u

n vs°ªr®ª

注 }3 t }Π� s .sx , 3 u Π� s qst o√¶¦²±·µ²̄ ~3 v Π� s .sx , 3 w Π� s qst √¶¦¼

表 u  (ν � ts)

�µ²∏³ ⁄²¶̈
�•

³µ̈2§²¶̈kªl §̈¤·«kªl
�k ≅ tsp vl Α

≤²±·µ²̄ us q{ ? t qs uu qw ? v qu   w qvtx ? t qwz   v qsv ? s qvt

¦¼ vs°ªr®ª us qw ? s q| uv qt ? v qt u qt|y ? s qx| 3 u t q|y ? s qvy 3 u

µ«�ƒ�2Αt s qt ≅ tsy��r®ª us qx ? t qt uw qt ? v qt x qvz| ? t qyw u qzx ? s qxs 3 w

s qw ≅ tsy��r®ª us q| ? s qz uv qy ? v qt { qtxv ? t q{v 3 u o3 v u qut ? s q{s 3 w

t qu ≅ tsy��r®ª ut qt ? t qs uv q{ ? u qv y quu| ? t q|t 3 t v qss ? s qus 3 w

µ«�ƒ�2Αt n¦¼ t qu ≅ tsy��r®ª ut qs ? s q{ uv qs ? u qw y q{|v ? t qzz 3 v u q|w ? s qwv 3 w

n vs°ªr®ª

注 }3 t }Π� s .sx , 3 u Π� s qst o√¶¦²±·µ²̄ ~3 v Π� s .sx , 3 w Π� s qst √¶¦¼

4 q2  体液免疫 ) 血清溶血素的测定≈t  ∀

小白鼠 ys 只 ot{ ∗ uvªo按体重随机分成对照组 o

µ«�ƒ�2Αtt qu ≅ tsy��r®ªos qw ≅ tsy��r®ªos qt ≅ tsy��r®ª

组 o环磷酰胺 vs°ªr®ªo及 µ«�ƒ�2Αtt qu ≅ tsy��r®ª与环

磷酰胺 vs°ªr®ª合用组 ∀每组雌雄各半 ∀µ«�ƒ�2Αt ¬° o

连续给药 z§o而环磷酰胺则为¬³o测试前连续给 v§~给

药第 w天 o给以 s qu°̄ us h的绵羊红细胞k≥� �≤l ∀免疫

w§后 o即给药第 {天 o放血处死 o分离血清 ∀每组的血

清混合于试管中 o用生理盐水作对倍稀释kt }ux !t }xs !

t }tss !t }wss !t }{ssl ∀

取 v只豚鼠 o颈动脉放血 ovz ε 水浴放置 t«o用长
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针头剥离血凝块 otxssµr°¬±离心 ts°¬± o取血清 o所得

血清混合 o用 ≥� �≤ 在 w ε 下吸收 vs°¬± o得补体 ∀

取不同稀释度的血清 t°̄ 置试管内 o放入冰水浴

中 o依次加入 ts h ≥� �≤ 悬液 s qx°̄ ot }ts 稀释的豚鼠

血清 t°̄ ∀另设不加补体而以生理盐水代替的对照管 ∀

移置 vz ε 温箱中 o保温 ts°¬± o孵毕 o放入冰浴以终止反

应 ∀usssµr°¬± 离心 ts°¬± ∀取上清液与都氏试剂

k�¤�≤�v t qsªo氰化钾 s qsxªo高铁氰化钾 s quªo双蒸水

加至 tsss°̄ l反应 o在分光光度计 xws±° 波长比色 o测

定血红蛋白值 ∀

结果表 v ∀表明µ«�ƒ�Αt能使溶血血红蛋白值增高

kµ«�ƒ�Αt v 个剂量组的 �≤xs分别为 w qu{ oz qwt 和

tt qttl o也即产生抗体增加 o表明 µ«�ƒ�Αt 使体液免疫

功能增强 ∀但就 µ«�ƒ�Αt t qu ≅ tsy��r®ª与 ¦¼ vs°ªr®ª

合用组而言 o它的 �≤xs为 u q{| o与 ¦¼ vs°ªr®ªku qyyl相

差不大 ∀

表 v  (ν � tsl

�µ²∏³ ⁄²¶̈   �• r°�≥×2§²¶̈ �• r³²¶·2§²¶̈ �≤xs

≤²±·µ²̄     uu q{ ? t qt     ux qy ? u qx       v qvy

¦¼ vs°ªr®ª uu qt ? t qs uv qv ? u qx 3 u u qyy

µ«�ƒ�2Α s qt ≅ tsy��r®ª uu qu ? u qu ux qv ? t qz 3 v w qu{

s qw ≅ tsy��r®ª uu qs ? t q| uy qt ? u qu 3 v z qwt

t qu ≅ tsy��r®ª uu qt ? t qu uy qs ? t q| 3 v tt qtt

µ«�ƒ�2Αn¦¼ t qu ≅ tsy��r®ªn vs°ªr®ª uu qw ? t qx uv qv ? u qx 3 u u q{|

注 }3 t Π� s .sx , 3 u Π� s qst √¶¦²±·µ²̄ ~3 v Π� s .sx , 3 w Π� s qst √¶¦¼

4 q3  细胞免疫 ) 淋巴细胞增殖反应≈t 

取 u只小鼠断颈处死 o放入 zx h酒精中浸泡 o取胸

腺 o剔除结缔组织 o通过消毒的不锈钢筛网将细胞筛入

放有 �¤±®. ¶液的消毒平皿中 o反复用 �¤±®. ¶液冲洗

以去除血细胞 o用 � °��2tyws 稀释使细胞数大约 t ≅

tsz个r°̄ ~显微镜下观察细胞生长良好 ~将其接种于 |y

孔培养板 o与不同的药物孵育 o每孔细胞数相同 o体积

相等 o分为对照组 !s qt h °�� n txsss��r°̄ µ«�ƒ�2Αt !

txsss��r°̄ µ«�ƒ�2Αt !s qt h °�� n txss��r°̄ µ«�ƒ�2

Αt !txss��r°̄ µ«�ƒ�2Αt !s qt h °�� n txs��r°̄ µ«�ƒ�2

Αt !txs��r°̄ µ«�ƒ�2Αt !以及 s qt h °�� 各组 ∀细胞与药

物共孵 zu«o静置 o轻吸弃上清 tssΛ̄ o加入 � ×× kt

°ªr°̄ ltssΛ̄ o微量振荡器振荡 t°¬± ovz ε 孵育 v«o轻吸

上清 o加酸化异丙醇 tusΛ̄ o混匀 oxzs±° 在 ⁄�vsuu 型

酶联免疫分光光度计测定 �⁄值 ∀

结果表明家蚕基因工程人干扰素2Αkµ«�ƒ�2Αtl呈剂

量依赖性的促使淋巴细胞k主要是 × 淋巴细胞l的增

殖 oµ«�ƒ�2Αt 三个剂量与 �≥ 相比 otxsss��r°̄ 和

txss��r°̄ 有显著性差异 ∀见表 w ∀

5  讨  论

干扰素是一种高活性蛋白质 ∀由于它对病毒性疾

病的防治效果以及它对治疗肿瘤 o引起了许多临床工

作者的兴趣 ∀本实验中利用小鼠碳粒廓清实验 o发现

µ«�ƒ�2Αt能使小鼠脾及血液中吞噬细胞数量增多 o免疫

器官包括脾及胸腺重量增加 ∀这与文献报导 �ƒ�2Α使

枯否氏细胞体积增大 o数量扩增 o�u�u释放量增表 w  

�µ²∏³ ≤²±¦̈±·µ¤·¬²± �⁄ √¤̄∏̈

¦²±·µ²̄  s qxu ? s qszu

s qt h °�� s qzt ? s qs{w

µ«�ƒ�2Αt  txsss��r°̄ s qz| ? s qszv 3 u

txss��r°̄ s qzy ? s qs{u 3 t

txs��r°̄ s qyt ? s qtsv

s qt h °�� nµ«�ƒ�2Αt txsss��r°̄ s q|u ? s qsyx 3 u o3 v

txss��r°̄ s q{{ ? s qsz{ 3 u

txs��r°̄ s qzt ? s qs|y

注 }3 tΠ � s .sx , 3 u Π � s qst √¶¦²±·µ²̄ ~3 v Π � s qsx √¶ s qt h

°�� ªµ²∏³q

加≈v ∗ z  o以及腹腔巨噬细胞活化≈{ 一致 ∀

杨林花等≈| 发现 �ƒ�2Α能使因羟基脲引起的白细

胞减少现象有所改善 o并且会使细胞发生细胞遗传学

反应 ∀实验中 o我们发现注射µ«�ƒ�2Αt使细胞免疫力功

能增强 o淋巴细胞总数k因为取的是胸腺 o故主要 × 细

胞l增加 o� ×× 法测得的活细胞数增加 ∀因此 o推测注

射µ«�ƒ�2Αt后 o可增强机体的细胞免疫状态 o提高淋巴

细胞及 ��数量与活性 o增强自发的细胞介导细胞毒作

用从而增强机体抗肿瘤作用 ∀

实验中 oµ«�ƒ�2Αt能够增加已利用绵羊红细胞作为

抗原免疫的小鼠发生大量红细胞溶血 o测定的血清溶

血素值升高 o表明小鼠体液免疫功能增强 o抗体产生力

增强 ∀同时证明了 µ«�ƒ�2Αt能增强肿瘤细胞特异性抗

原的表达 o也可加强肿瘤抗体的产生 o从而在补体和抗

体依赖性细胞毒性白细胞的参与下可以增强对肿瘤细
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胞的溶解作用 ∀

对家蚕细胞基因工程人 Αt ) 干扰素对特定的免疫

细胞以及免疫作用机理还需进一步的研究 ∀
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超滤法制备甲硝唑注射液

张卫星  邹仁敏  程建国k济南 uxssvt 济南军区总医院制剂科l

  配制甲硝唑注射液 o目前常规配制方法有 u种 o一

是将甲硝唑和氯化钠同时加到适量注射用水中 o溶解

后加入活性碳 o加热煮沸 ∀由于活性碳对甲硝唑有较

强的吸附作用 o配制中不仅需要增加甲硝唑的投料量 o

而且使半成品含量难以掌握 ∀其优点是可吸附甲硝唑

原料中的细菌内毒素等杂质 o确保配制质量 ∀另一方

法是先将氯化钠溶解于注射用水中 o加活性碳处理 o过

滤除去活性碳后再投入甲硝唑 o此法可避免活性碳对

甲硝唑的吸附作用 o但对甲硝唑原料质量要求严格 o否

则细菌内毒素检查项目不易合格 ∀为了克服常规配制

方法的缺点 o提高甲硝唑注射液质量 o我们试用超滤技

术制备甲硝唑注射液 o效果满意 ∀现介绍如下 ∀

1  配制工艺

取氯化钠和甲硝唑溶解于规定量的注射用水中 o

搅拌均匀后进行超滤 o超滤液与药液循环 x°¬± o取超滤

液测定半成品 o合格后即可超滤 o灌装 o严封 o灭菌 o即

得 ∀

2  注意事项

超滤时药液温度应低于 ws ε o超滤器用注射用水

冲洗并放净器内残留水后再超滤药液 o预先循环超滤

数分钟可使药液含量均匀 o防止因超滤膜内残水使前

期超滤液含量偏低 o并具有再次清洗超滤膜内壁的作

用 o故循环超滤的时间愈长超滤液的质量愈好 ∀

3  应用效果

我们应用超滤法 t 年多来 o制备甲硝唑注射液万

余瓶 ∀结果表明 o超滤法能有效地截留药液中的细菌

内毒素 o产品的澄明度合格率明显提高 o微粒数显著下

降 o临床使用中尚未发现一例输液反应 ∀

4  讨  论

我们使用的超滤器是截留分子量 ysss的中空纤维

超滤膜装置 o其特点是超滤速率大 o每小时可达 t吨以

上 o能满足输液的生产需要 o可有效地截留各种微粒 !

胶体 !细菌 !热原和大分子溶质 o具有能量消耗少 o工艺

流程短等优点 ∀可避免由于使用活性碳所造成的对药

物的吸附及对药液和环境的污染 o从而使输液质量明

显提高 ∀超滤器可反复长期使用 o我们使用的超滤器

已超滤液体上千吨 o仍完好无损应用如初 o故使用超滤

法具有良好的经济效益和社会效益 ∀
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