
浓度
∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏

√ ∏

∏ ±

  种不同浓度对五种细菌菌株的抑菌结果见表 ∀由表

抑菌圈直径数据可以看出 该席夫碱对所测试的五种细菌

有不同程度的抑菌活性 ∀

对氟苯乙醛 !乙醇胺两种原料的抑菌活性 实验结果发

现 原料几乎没有抑菌能力 ∀

3  讨论

含氟席夫碱有较强的抑菌活性 可能因为 ≈ 氟原子

的范德华半径与氢原子的半径最为相近 Χƒ ∗ ≅

Χ ∗ ≅ 当氢原子被取代后 体现出大小几

乎不变 因而不会被生物体中的酶受体所识别 能毫无困难

替代非氟母体 进入生物体的代谢过程 又称伪拟效应 ∀

氟原子的电负性最高 分子中引入氟原子后 电子云分布 分

子偶极矩 !酸碱性 !邻位基团性质甚至分子构型将发生变化

这种差异使受体发生不可逆失活 ∀ 氟原子很难以氟正离

子或氟自由基形式离去 这样 在代谢过程中 酶不能以断裂

≤ 2 键的方式断裂 ≤ 2ƒ键 导致出现代谢障碍 ∀ 引入氟

原子后化合物的亲脂性增加 对组织穿透力强 提高了在生

物体中的吸收和输送速度 ∀

大肠杆菌 !大肠杆菌 !革兰氏阴性细菌 发荧光 ±

属于革兰氏阴性菌 枯草杆菌 !金黄色葡萄球菌属于革兰氏

阳性菌 ∀因此 推测该含氟席夫碱对部分革兰阳性菌和革兰

阴性菌均有一定的抑菌活性 ∀

2 3  结论

抑菌活性试验表明 对氟苯乙醛缩乙醇胺席夫碱具有广

谱抑菌活性 值得进一步研究 ∀目前我们正在合成该含氟席

夫碱的金属配合物以及大量醇胺类席夫碱化合物 并从中筛

选出低毒 !高效 !广谱的新型抑菌药物 ∀
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Μινοχψχλινε对 ρηΗΓ Φ刺激 ΕΧς 304细胞株表达 ΜΜΠ29的抑制作用

刘 郑敏 浙江大学医学院附属第二医院风湿病学教研室 浙江  杭州

摘要 目的  探讨重组人类肝细胞增殖因子 ∏ ƒ 刺激 ∞≤∂ 细胞株表达基质

金属蛋白酶 2 ¬ 2 °2 的作用及米诺环素 的影响作用 ∀方法  绘制正常 ∞≤∂ 细

胞株生长曲线 明确最适生长浓度及对数生长期 明确 ƒ及 的作用浓度 流式细胞仪 ƒ≤ 检

测 ∞≤∂ 细胞株的 °2 水平 ∀结果  ≠ ∞≤∂ 细胞株的最适生长浓度为 ∞ 对数生长期为 ∗ ƒ的

作用浓度为 的作用浓度为 ∞ ∀ 对照组 °2 的表达量为 培养基中加入 2

ƒ 后 细胞存活率为 ? Π °2 的表达量为 培养基中加入 ∞2

后 细胞存活率为 ? Π °2 的表达量为 ∀ ≈ 培养基中加入 ∞2

后加入 ƒ 细胞存活率为 ? Π °2 的表达量为 ∀结论  

ƒ可刺激 ∞≤∂ 细胞株增殖 使 °2 的表达量增加 可抑制 ∞≤∂ 细胞株增殖 使 °2 的表达量降

低 可拮抗 ƒ所引起的 ∞≤∂ 细胞株增殖 从而使 °2 的表达量降低 ∀
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关键词 重组人类肝细胞增殖因子 基质金属蛋白酶 2 ∞≤∂ 细胞株 米诺环素 流式细胞仪

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

Τηε συπρεσσιον φυνχτιον οφΜινοχψχλινε το τηε φυνχτιον τηατ ρηΗΓ Φ στιµ υλατεσ ΕΧς 304 χελλλινε το εξπρεσσ

ΜΜΠ29

≠ ∞ (∆επαρτµ εντ οφ Ρηευµ ατολογψ οφ τηε Σεχονδ Αφφιλιατεδ Ηοσπιταλ, Χολλεγε οφΜεδιχαλΣχιενχε, Ζηεϕιανγ Υνι2

ϖερσιτψ, Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ ∏ ƒ ∏ ∞≤∂ ¬ °2 ∏ 2

∏ ΜΕΤΗΟ∆  × ∏√ ∞≤∂ ∏

× ∏ √ ƒ × °2 ¬

√ ƒ Ρ ΕΣΥΛΤΣ ≠ × ∞≤∂ ∞

∗ × √ ƒ √ ∞2

× ¬ √ °2 ≤ √ ? Π ∏ ∏

∏ ƒ ¬ √ °2 ≤ √ ? Π

∏ ∏ ∏ ∞2 ¬ √ °2 ≈ ≤ √

? Π ∏ ∏ ∏ ƒ ∏

∞2 ∏ ∏ ∏ ¬ √ °2 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ƒ ∏ ∏ 2

∞≤∂ ¬ √ °2 ∏ ∏

∞≤∂ ¬ √ °2 ∏ ∏ ∞≤∂

∏ ƒ °2 √

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ∏ ¬ 2 ∞≤∂ 2

  肝细胞增殖因子 ƒ 是一种

具有多种功能的细胞因子 可促进血管内皮细胞趋化 !迁移 !

增殖及毛细血管形成 ≈ 而基质金属蛋白酶 2 ¬ 2

2 °2 对细胞外基质的降解为血管内皮细

胞提供了迁移的空间 ≈
ƒ及 °2 均在血管病变中发

挥重要作用 本实验检测了 ƒ对 ∞≤∂ 细胞株表达

°2 的影响及米诺环素的抑制作用 从而明确 ƒ与

°2 的相互作用机制及米诺环素的影响作用 为临床用药

打下坚实的理论基础 ∀现将结果报告如下 ∀

1  材料与仪器

1 1  材料

∞≤∂ 细胞株 中国南京皮肤病研究所 ƒ 英

国 ° 公司 抗人 °2 2ƒ ×≤单克隆抗体及同型对

照兔抗鼠 抗体 美国 ⁄公司 ° × ° 2

试剂 法国 ∏ 公司 培养基 美国

公司 ∞°∞≥ 2 2≈ ¬ 2 2

≈ 2 ∏ 美国 ƒ ∏ 公司 胰蛋白酶 美国

≥ 公司 ∞⁄× 2 广州化学试剂厂 分析纯 ° ≥

≅ ° ≥ ≤ ≤ ° °

溶于 蒸馏水中 用 ≤ 调 值至 然后加水定容

至 高压灭菌备用 ≅ ° ≥ ≅ ° ≥稀释 倍所

得 小牛血清 杭州四季青生物工程材料有限公司 四唑

盐 上海生物工程技术服务有限公司 二甲基亚砜 浙江杭

州双林化工试剂厂 分析纯 米诺环素 惠式 百宫制药有

限公司 ∀

1 2  仪器

≤ 培养箱 ∂ 德国 倒置显微镜 ∏ 日

本 细胞计数板 上海市求精生化试剂仪器有限公司 流

式细胞仪 ƒ ≤≥≤ ∏ 美国 ⁄公司 酶标仪 °≥≠ ≥

⁄≠ ∞÷ 美国 ∀

2  方法

2 1  绘制 ∞≤∂ 细胞株生长曲线

取出冻存细胞一支 复苏后接种于含 小牛血清的

培养基的培养瓶中 待细胞接近融合时 胰酶消化计数

按不同浓度 ∞ ∞ ∞ ∞ ∞

接种于 块 孔板 每孔 Λ 每个浓度设复孔 个

分别于 各取一块板 每孔加入新鲜配制的

的四唑盐溶液 继续孵育 后倒掉上清 加入

Λ 二甲基亚砜溶液 振荡 酶标仪检测 处的

吸光度值 以时间 为横坐标 吸光度 Α 为纵坐标

绘制生长曲线 ∀

2 2  ƒ刺激 ∞≤∂ 细胞株生长情况

将消化好的 ∞≤∂ 细胞株按 ∞ 接种于

孔板 每孔 Λ 待细胞进入对数生长期后 加入不同浓度

的 ƒ 每个浓度设复孔 个 后

取出 孔板 每孔加入四唑盐溶液 Λ 继续孵育 后倒

## ≤ ° ∂                中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期



掉上清 每孔加入 Λ 二甲基亚砜溶液 振荡 检测

处的吸光度 计算细胞存活率 实验组吸光度 对照组

吸光度 以浓度 为横坐标 细胞存活率 为纵坐

标作图 ∀

2 3  对 ∞≤∂ 细胞株的作用

将消化好的 ∞≤∂ 细胞株按 ∞ 接种于

孔板 每孔 Λ 待细胞进入对数生长期后 加入不同浓度

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 的 2

每个浓度设复孔 个 后取出 孔板 每孔加

入四唑盐溶液 Λ 继续孵育 后倒掉上清 每孔加入

Λ 二甲基亚砜溶液 振荡 检测 处的吸光

度 计算细胞存活率 实验组吸光度 对照组吸光度 以浓度

为横坐标 细胞存活率 为纵坐标作图 ∀

2 4  对 ƒ刺激 ∞≤∂ 细胞株增殖的抑制

作用

将消化好的 ∞≤∂ 细胞按 ∞ 接种于 孔

板 每孔 Λ 待细胞进入对数生长期后 加入不同浓度的

后加入 的 ƒ 每个浓度设复

孔 个 孵育 后取出 孔板 每孔加入四唑盐溶液

Λ 继续孵育 后倒掉上清 每孔加入 Λ 二甲基亚砜

溶液 振荡 检测 处的吸光度 计算细胞存活率

实验组吸光度 对照组吸光度 以浓度 为横坐标

细胞存活率 为纵坐标作图 ∀

2 5  根据以上得出的 ƒ及 的浓度培养

∞≤∂ 细胞

2 5 1  将消化好的 ∞≤∂ 细胞按 ∞ 接种于

个 培养瓶中 每瓶 待细胞进入对数生长期后 倒

掉上清 ° ≥洗涤一次后 依次加入无血清培养基 2

ƒ ∞ ∞

及 ƒ 继续培养 ∀

2 5 2  收集上清及细胞 ƒ≤ 检测 °2 的表达  收集上

清及细胞 离心 倒掉上清 加 ≅ ° ≥ 混

匀 离心 次 加 Λ 振荡 避

光孵育 加 ≅ ° ≥ 混匀 离心 弃

上清 加入 Λ 振荡 孵育 后加入 Λ 抗

人 °2 2ƒ ×≤标记的单抗及同型兔抗鼠 对照抗体

避光孵育 加 ≅ ° ≥ 混匀 离心

弃上清 加 ≅ ° ≥ Λ 重悬 上机 ≤ ∏ 版本软件

分析 ∀

2 6  统计学处理

实验数据用 ξ ? σ表示 采用单因素方差分析作实验结

果整体差异的显著性及 检验作样本均数的两两比较 ∀运

用 ≥°≥≥ 统计软件进行统计处理 以 ° 为差异具

有显著性意义 ∀

3  结果

3 1  ƒ 可明显刺激 ∞≤∂ 细胞株增殖 如图

∀

图 1  ƒ对 ∞≤∂ 细胞株的作用

Φιγ 1  × ∏ ƒ ∞≤∂

3 Π . , 3 3 Π √ √ ∏ 2

3 2  ∞2 可明显抑制 ∞≤∂ 细胞株

增殖 如图 ∀

3 3  可抑制 ƒ所刺激的 ∞≤∂ 细胞株增

殖 如图 ∀

图 2  对 ∞≤∂ 细胞株的作用

Φιγ 2  × ∏ ∞≤∂

3 Π . , ϖσ χοντρολ γρουπ. Π √ ∞

∏

图 3  对 ƒ刺激 ∞≤∂ 细胞株增殖的抑制作用

Φιγ 3  × ∏ ∏ ƒ ∏2

∞≤∂

3 Π √ ƒ ∏ Π √ ƒ

∞2 ∏
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图 4  不同处理后 °2 的表达

Φιγ 4  × ¬ °2

3 4  ∞≤∂ 细胞株 °2 的表达情况

正常 ∞≤∂ 细胞株 °2 的表达量为 培养

基中加入 ƒ 后 °2 的表达量为 培

养基中加入 ∞ 后 °2 的表达量

为 培养基中加入 ∞

后加入 ƒ °2 的表达量为 见图 ∀

值为 ≤ ∏ 版本软件分析所得数据 其与荧光

抗体与蛋白的结合强度一致 即 值越高 结合越多 蛋

白表达越高 ∀反之亦然 ∀

4  讨论

在多种病理条件下 如增殖性糖尿病视网膜病 ≈ !系统

性红斑狼疮 ≈ !类风湿性关节炎以及骨关节炎 ≈ 中 ƒ是

一个重要的血管病变因子 ∀它通过直接活化增殖活化蛋白

激酶 2 √ ° 和磷脂酰肌醇激

酶 2 ° 诱导血管形成 ≈ ∀

°是细胞生长 !迁移和细胞外基质重建的调节剂 而且可

释放被细胞外基质隔绝的关键的生长因子 如碱性成纤维细

胞生长因子 !血管内皮细胞生长因子以及胰岛素样生长因

子 ≈ ∀

ƒ发挥作用需与其高亲和力的受体 2 结合 ∀ ƒ

与受体结合后 受体 末端的酪氨酸残基磷酸化导致受体活

化 ∀ ⁄≥ ∏ ∏ 区域与各种信号传递

分子结合 激活多种信号传导途径 如 ° 级联系统 使生

物活性信息传入细胞内 从而发挥 ƒ的多种生物学功能 ∀

° 系统包括 ∞ ¬ ∏ 2 ∏ 2

≥ ° 2 ∏ 2 2

√ 及 ≈ ∀ ° 下游存在着 ∞ 2

2 等转录因子 ∞ 活化后由胞浆易位到胞核 磷酸化其

底物 ∞ 2 ≈
∞ 2 与结合于 2 的顺式反应元件的血清

反应因子协同导致 2 基因转录 然后 2 与转录因子 ∏

家族成员组成异二聚体 从而形成 °2 √ 2 ∀

≥ ° ! 以及 ∞ 的活化导致转录因子 °2 的活

化 ∀ °2 可与某些基因的 2 2 2 2 2

反应元件结合 并活化这些基因的转录 ≈ 而这种反应

元件对细胞增殖是很关键的 ∀
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°2 的启动子区域含有 °2 结合位点 可介导

°2 对生长因子的反应 ≈ ∀ 2 2 2 2

可结合 ∏ ⁄ 2 异二聚体 ≈ 从而上调 °2 的

表达 ∀

≤ √ 2 作为一种天然的内源性 ∞ 抑制剂 可抑制

∞ 2 ⁄ ∞ 2 ⁄ ° 级联系统 还可抑

制 ∞ 的磷酸化 ≈ ∀ ƒ与受体结合后使内皮细胞增殖

√ 2 表达明显下调 ≈ 抑制作用减弱 ∀ 为

四环素类光谱抗生素 具有高效与长效性 可抑制内皮细胞

增殖 从而阻止 √ 2 表达下调 是胶原酶及

明胶酶的强抑制剂 可抑制 ° 途径 ≈ 及 ∂ 型胶原

降解 ≈ 这些均可使 °2 表达下调 ∀

我们的试验表明 ƒ与 °2 均在 ∞≤∂ 细胞的生

理病理作用中发挥重要作用 因此抑制 ƒ与受体结合 !抑

制 ∞ 活化及 ∞ 磷酸化 !增加 √ 2 的表达 !特异的

°抑制剂均可抑制 °2 的表达及分泌 从而达到治疗

炎性血管性疾病的目的 其中 不失为一种有效的

药物 ∀
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