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  w种不同浓度对五种细菌菌株的抑菌结果见表 t∀由表

t抑菌圈直径数据可以看出 o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 o实验结果发

现 o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 o可能因为 ≈z 
}ktl氟原子

的范德华半径与氢原子的半径最为相近 kΧƒ } ∗ tqvx ≅ ts
pts

°oΧ� } ∗ tqt ≅ ts
pts

°lo当氢原子被取代后 o体现出大小几

乎不变 o因而不会被生物体中的酶受体所识别 o能毫无困难

替代非氟母体 o进入生物体的代谢过程 o又称伪拟效应 ∀ kul

氟原子的电负性最高 o分子中引入氟原子后 o电子云分布 o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 o

这种差异使受体发生不可逆失活 ∀ kvl氟原子很难以氟正离

子或氟自由基形式离去 o这样 o在代谢过程中 o酶不能以断裂

≤ 2�键的方式断裂 ≤ 2ƒ键 o导致出现代谢障碍 ∀ kwl引入氟

原子后化合物的亲脂性增加 o对组织穿透力强 o提高了在生

物体中的吸收和输送速度 ∀

大肠杆菌 !大肠杆菌 tst!革兰氏阴性细菌 k发荧光 ±yz l

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 o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 ∀

2q3  结论

抑菌活性试验表明 o对氟苯乙醛缩乙醇胺席夫碱具有广

谱抑菌活性 o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 o并从中筛

选出低毒 !高效 !广谱的新型抑菌药物 ∀
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¶¬²± ©∏±¦·¬²± ²©°¬±²¦¼¦̄¬± q̈ΜΕΤΗΟ∆  ×² §µ¤º ±²µ°¤̄ ªµ²º·«¦∏µ√¨²©∞≤∂ vsw ¦̈¯̄ ¬̄±¨¬± ²µ§̈ µ·² °¤®̈ ¶∏µ̈ ¬·¶²³·¬°¤̄ ªµ²º·«

¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ¤±§ ²̄ª¤µ¬·«° ªµ²º·«·¬° ~̈ ×² °¤®̈ ¶∏µ̈ ·«̈ √¤̄¬§¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©µ«��ƒ ¤±§°¬±²¦¼¦̄¬± ~̈ ×² ·̈¶·� � °2| ¬̈³µ̈¶¶¬²±

¯̈ √¨̄ ¥¼ ƒ ²̄º ¦¼·²° ·̈̈µqΡ ΕΣΥΛΤΣ ≠ ×«̈ ²³·¬°¤̄ ªµ²º·«¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©∞≤∂ vsw ¦̈ ¯̄ ¬̄±¨º¤¶tqs∞ n wr°�¤±§ ²̄ª¤µ¬·«° ªµ²º·«

·¬°¨º¤¶v ∗ x§¤¼¶q ×«̈ √¤̄¬§¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©µ«��ƒ º¤¶{±ªr°�¤±§·«̈ √¤̄¬§¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©°¬±²¦¼¦̄¬±¨º¤¶tqs∞2x°²̄ r�q �

×«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¯̈ √¨̄ ²©� � °2| º¤¶v|qzwh ¬± ¦²±·µ²̄¶q ≤¨̄¯ ¬̄√¤¥¬̄¬·¼ º¤¶tqv{{ty| ? sqtsusvvkΠ � sqstl º«̈ ± ¤¦¦̈§̈ §·²¦∏̄·∏µ̈

° §̈¬∏° º¬·«µ«��ƒ {±ªr°�o ¤±§·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¯̈ √¨̄ ²©� � °2| º¤¶wsqvuh q ≤¨̄¯ ¬̄√¤¥¬̄¬·¼ º¤¶squ|wxuy ? sqszy{u|kΠ � sqstl

º«̈ ± ¤¦¦̈§̈ §·²¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° º¬·«°¬±²¦¼¦̄¬±¨tqs∞2x°²̄ r�o ¤±§·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¯̈ √¨̄ ²©� � °2| º¤¶t|q|uh q ≈ ≤¨̄¯ ¬̄√¤¥¬̄¬·¼

º¤¶sqv|zu|t ? sqs||xswkΠ � sqstl º«̈ ± ¤¦¦̈§̈ §·²¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° º¬·«µ«��ƒ {±ªr°�¤©·̈µtx°¬±∏·̈¶¤¦¦̈§¬±ª°¬±²¦¼¦̄¬±¨tq
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∞≤∂ vsw ¦̈¯̄ ¬̄±¨¤±§§̈ ¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ³µ²·̈¬± ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¯̈ √¨̄ ²©� � °2|q � ¬±²¦¼¦̄¬±¨¦²∏̄§¬±·̈µµ∏³··«̈ ³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ²©∞≤∂ vsw ¦̈ ¯̄ ¬̄±¨

¦¤∏¶̈§¥¼ µ«��ƒ ¤±§§̈ ¦µ̈¤¶̈ � � °2| ³µ²·̈¬± ¯̈ √¨̄q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: µ̈¦²°¥¬±¤±·«∏°¤± «̈ ³¤·²¦¼·̈ªµ²º·«©¤¦·²µ~ °¤·µ¬¬° ·̈¤̄ ²̄³µ²·̈¬±¤¶̈2|~ ∞≤∂ vsw ¦̈ ¯̄ ¬̄± ~̈ °¬±²¦¼¦̄¬± ~̈ ©̄²º ¦¼·²°2

·̈̈µ

  肝细胞增殖因子 k«̈ ³¤·²¦¼·̈ ªµ²º·« ©¤¦·²µo ��ƒl是一种

具有多种功能的细胞因子 o可促进血管内皮细胞趋化 !迁移 !

增殖及毛细血管形成 ≈t 
o而基质金属蛋白酶 2|k°¤·µ¬¬ ° ·̈¤̄2

²̄³µ²·̈¬±¤¶̈2|o � � °2|l对细胞外基质的降解为血管内皮细

胞提供了迁移的空间 ≈u 
o� �ƒ及 � � °2|均在血管病变中发

挥重要作用 o本实验检测了 µ«��ƒ对 ∞≤∂ vsw细胞株表达

� � °2|的影响及米诺环素的抑制作用 o从而明确 ��ƒ与

� � °2|的相互作用机制及米诺环素的影响作用 o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

1q1  材料

∞≤∂ vsw细胞株 k中国南京皮肤病研究所 l~µ«��ƒ k英

国 ° ·̈µ²·̈¦«公司 l~抗人 � � °2|2ƒ�×≤单克隆抗体及同型对

照兔抗鼠 �ª�u¥抗体 k美国 � i ⁄公司 l~�±·µ¤°µ̈³×� ° µ̈° 2̈

¤¥¬̄¬½¤·¬²±试剂 k法国 �°°∏±²·̈¦«公司 l~ tyws培养基 k美国

�¬¥¦² �� �公司 l~�∞°∞≥k�2u2≈ «¼§µ²¬¼̈ ·«¼̄   ³¬³̈ µ¤½¬± 2̈�j2

≈u2̈ ·«¤± ¶̈∏̄©²±¬¦¤¦¬§ o美国 ƒ ∏̄®¤公司 l~胰蛋白酶 k美国

≥¬ª°¤公司 l~∞⁄×� 2�¤k广州化学试剂厂 o分析纯 l~°�≥ kts

≅ °�≥} �¤≤¯{qsªo�≤¯squªo�¤u � °�w tqwwªo��u °�w squwª

溶于 {ss°�蒸馏水中 o用 � ≤ 调̄ ³�值至 zqwo然后加水定容

至 t sss°�o高压灭菌备用 qt ≅ °�≥} ts ≅ °�≥稀释 ts倍所

得 l~小牛血清 k杭州四季青生物工程材料有限公司 l~四唑

盐 k上海生物工程技术服务有限公司 l~二甲基亚砜 k浙江杭

州双林化工试剂厂 o分析纯 l~米诺环素 k惠式 p百宫制药有

限公司 l∀

1q2  仪器

≤�u
培养箱 k��ty�∂ o德国 l~倒置显微镜 k� ¼̄°³∏¶o日

本 l~细胞计数板 k上海市求精生化试剂仪器有限公司 l~流

式细胞仪 kƒ�≤≥≤¤̄¬¥∏µo美国 �⁄公司 l~酶标仪 k�°≥≠ ≥� �

⁄≠�∞÷ o美国 l∀

2  方法

2q1  绘制 ∞≤∂ vsw细胞株生长曲线

取出冻存细胞一支 o复苏后接种于含 tsh 小牛血清的

tyws培养基的培养瓶中 o待细胞接近融合时 o胰酶消化计数 o

按不同浓度 wqs∞ n wouqs∞ n wotqs∞ n woxqs∞ n vouqx∞ n vr

°�接种于 z块 |y孔板 o每孔 ussΛ�o每个浓度设复孔 y个 o

分别于 touovowoxoyoz§各取一块板 o每孔加入新鲜配制的

x°ªr°�的四唑盐溶液 o继续孵育 w«后倒掉上清 o加入

ussΛ�二甲基亚砜溶液 o振荡 tx°¬±o酶标仪检测 xzs±°处的

吸光度值 o以时间 k§l为横坐标 o吸光度 Αkxzs±°l为纵坐标

绘制生长曲线 ∀

2q2  µ«��ƒ刺激 ∞≤∂ vsw细胞株生长情况

将消化好的 ∞≤∂ vsw细胞株按 tqs∞ n wr°�接种于 |y

孔板 o每孔 ussΛ�o待细胞进入对数生长期后 o加入不同浓度

uowo{otyovu±ªr°�的 µ«��ƒo每个浓度设复孔 y个 ow{«后

取出 |y孔板 o每孔加入四唑盐溶液 xsΛ�o继续孵育 w«后倒
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掉上清 o每孔加入 ussΛ�二甲基亚砜溶液 o振荡 tx°¬±o检测

xzs±°处的吸光度 o计算细胞存活率 k实验组吸光度 r对照组

吸光度 lo以浓度 k±ªr°�l为横坐标 o细胞存活率 kh l为纵坐

标作图 ∀

2q3  °¬±²¦¼¦̄¬± 对̈ ∞≤∂ vsw细胞株的作用

将消化好的 ∞≤∂ vsw细胞株按 tqs∞ n wr°�接种于 |y

孔板 o每孔 ussΛ�o待细胞进入对数生长期后 o加入不同浓度

uqx∞ p yoxqs∞ p yotqs∞ p xouqs∞ p xowqs∞ p x°²̄ r�的 °¬2

±²¦¼¦̄¬± ö每个浓度设复孔 y个 ow{«后取出 |y孔板 o每孔加

入四唑盐溶液 xsΛ�o继续孵育 w«后倒掉上清 o每孔加入

ussΛ�二甲基亚砜溶液 o振荡 tx°¬±o检测 xzs±°处的吸光

度 o计算细胞存活率 k实验组吸光度 r对照组吸光度 lo以浓度

k°²̄ r�l为横坐标 o细胞存活率 kh l为纵坐标作图 ∀

2q4  °¬±²¦¼¦̄¬± 对̈ µ«��ƒ刺激 ∞≤∂ vsw细胞株增殖的抑制

作用

将消化好的 ∞≤∂ vsw细胞按 tqs∞ n wr°�接种于 |y孔

板 o每孔 ussΛ�o待细胞进入对数生长期后 o加入不同浓度的

°¬±²¦¼¦̄¬± ötx°¬±后加入 {±ªr°�的 µ«��ƒo每个浓度设复

孔 y个 o孵育 w{«后取出 |y孔板 o每孔加入四唑盐溶液

xsΛ�o继续孵育 w«后倒掉上清 o每孔加入 ussΛ�二甲基亚砜

溶液 o振荡 tx°¬±o检测 xzs±°处的吸光度 o计算细胞存活率

k实验组吸光度 r对照组吸光度 lo以浓度 k°²̄ r�l为横坐标 o

细胞存活率 kh l为纵坐标作图 ∀

2q5  根据以上得出的 µ«��ƒ及 °¬±²¦¼¦̄¬±¨的浓度培养

∞≤∂ vsw细胞

2q5q1  将消化好的 ∞≤∂ vsw细胞按 tqs∞ n wr°�接种于 w

个 xs°�培养瓶中 o每瓶 v°�o待细胞进入对数生长期后 o倒

掉上清 o°�≥洗涤一次后 o依次加入无血清培养基 oµ«� 2

�ƒ{±ªr°�o °¬±²¦¼¦̄¬± ẗq s∞ p x°²̄ r�o °¬±²¦¼¦̄¬± ẗq s∞ p

x°²̄ r�及 µ«��ƒ{±ªr°�继续培养 u§∀

2q5q2  收集上清及细胞 ƒ≤� 检测 � � °2|的表达  收集上

清及细胞 ot{ssµr°¬±离心 x°¬±o倒掉上清 o加 t ≅ °�≥ w°�混

匀 ot{ssµr°¬±离心 x°¬±ou次 o加 µ̈¤ª̈ ±·� tssΛ�o振荡 o避

光孵育 tx°¬±o加 t ≅ °�≥ w°�混匀 o t{ssµr°¬±离心 x°¬±o弃

上清 o加入 µ̈¤ª̈ ±·� tssΛ�o振荡 o孵育 x°¬±后加入 usΛ�抗

人 � � °2|2ƒ�×≤标记的单抗及同型兔抗鼠 �ª�u¥对照抗体 o

避光孵育 tx°¬±o加 t ≅ °�≥ w°�混匀 o t{ssµr°¬±离心 x°¬±o

弃上清 o加 t ≅ °�≥ xssΛ�重悬 o上机 ≤¨̄¯́ ∏̈ ¶·vqt©版本软件

分析 ∀

2q6  统计学处理

实验数据用 cξ ? σ表示 o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 ≥°≥≥ttqs统计软件进行统计处理 o以 ° � sqsx为差异具

有显著性意义 ∀

3  结果

3q1  µ«��ƒ{±ªr°�可明显刺激 ∞≤∂ vsw细胞株增殖 o如图

t∀

图 1  µ«��ƒ对 ∞≤∂ vsw细胞株的作用

Φιγ 1  ×«̈ ©∏±¦·¬²± ²©µ«��ƒ ·² ∞≤∂ vsw ¦̈¯̄ ¬̄±¨

3 Π � s. st, 3 3 Π � sqsxo √¶¦̈¯̄ ¬̄√¤¥¬̄¬·¼ ¬± ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³¥¼ 2́·̈¶·

3q2  °¬±²¦¼¦̄¬±¨tqs∞2x°²̄ r�可明显抑制 ∞≤∂ vsw细胞株

增殖 o如图 u∀

3q3  °¬±²¦¼¦̄¬± 可̈抑制 µ«��ƒ所刺激的 ∞≤∂ vsw细胞株增

殖 o如图 v∀

图 2  °¬±²¦¼¦̄¬± 对̈ ∞≤∂ vsw细胞株的作用

Φιγ 2  ×«̈ ©∏±¦·¬²± ²©°¬±²¦¼¦̄¬±¨·² ∞≤∂ vsw ¦̈¯̄ ¬̄±¨

3 Π � s. st, ϖσ χοντρολ γρουπ. fΠ � sqsx √¶°¬±²¦¼¦̄¬±¨ tqss∞ p

sx°²̄ r�ªµ²∏³

图 3  °¬±²¦¼¦̄¬±̈ 对 µ«��ƒ刺激 ∞≤∂vsw细胞株增殖的抑制作用

Φιγ 3  ×«̈ ¶∏³³µ̈¶¶¬²± ©∏±¦·¬²± ²©°¬±²¦¼¦̄¬±¨·²µ«��ƒ ¶·¬°∏2

¤̄·¬±ª∞≤∂ vsw ¦̈ ¯̄ ¬̄±¨³µ²̄¬©̈µ¤·¬²±

3 Π � sqsto √¶µ«��ƒ{±ªr°�ªµ²∏³q f Π � sqsto √¶µ«��ƒ{±ªr°�n

°¬±²¦¼¦̄¬±¨tqss∞2sx°²̄ r�ªµ²∏³
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图 4  不同处理后 � � °2|的表达

Φιγ 4  ×«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©� � °2| ¤©·̈µ§¬©©̈µ̈±··µ̈¤·° ±̈·¶

3q4  ∞≤∂ vsw细胞株 � � °2|的表达情况

正常 ∞≤∂ vsw细胞株 � � °2|的表达量为 v|qzwh o培养

基中加入 µ«��ƒ {±ªr°�后 o� � °2|的表达量为 wsqvuh o培

养基中加入 °¬±²¦¼¦̄¬±¨tqs∞ p x°²̄ r�后 o� � °2|的表达量

为 t|q|uh o培养基中加入 °¬±²¦¼¦̄¬±¨tqs∞ p x°²̄ r�tx°¬±

后加入 µ«��ƒ{±ªr°�o� � °2|的表达量为 uuqu{h o见图 w∀

° ¤̈±值为 ≤¨̄¯́ ∏̈ ¶·vqt©版本软件分析所得数据 o其与荧光

抗体与蛋白的结合强度一致 o即 ° ¤̈±值越高 o结合越多 o蛋

白表达越高 ∀反之亦然 ∀

4  讨论

在多种病理条件下 o如增殖性糖尿病视网膜病 ≈v  !系统

性红斑狼疮 ≈w  !类风湿性关节炎以及骨关节炎 ≈x 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 k°¬·²ª̈ ±2¤¦·¬√ §̈³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈ � �°�l和磷脂酰肌醇激

酶 v k³«²¶³«¤·¬§¼̄ ¬±²¶¬·²̄2v®¬±¤¶̈ °�v�l诱导血管形成 ≈y  ∀

� � °是细胞生长 !迁移和细胞外基质重建的调节剂 o而且可

释放被细胞外基质隔绝的关键的生长因子 o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 ≈z  ∀

��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 o受体 ¦末端的酪氨酸残基磷酸化导致受体活

化 ∀ � ⁄≥k°∏̄·¬©∏±¦·¬²±¤̄ §²¦®¬±ª¶¬·̈l区域与各种信号传递

分子结合 o激活多种信号传导途径 o如 � �°�级联系统 o使生

物活性信息传入细胞内 o从而发挥 ��ƒ的多种生物学功能 ∀

� �°�系统包括 ∞� �¶k ¬̈·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µ¶¬ª±¤̄2µ̈ª∏̄¤·̈§ ®¬2

±¤¶̈¶lo ���r≥�°�¶k·«̈ ¦2�∏± �2·̈µ°¬±¤̄ ®¬±¤¶̈¶r¶·µ̈¶¶¤¦·¬2

√¤·̈§³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈¶l及 ³v{
≈{  ∀ � �°�下游存在着 ∞��2to

¦2©²¶等转录因子 o∞� �活化后由胞浆易位到胞核 o磷酸化其

底物 ∞��2t≈|  o∞��2t与结合于 ¦2©²¶的顺式反应元件的血清

反应因子协同导致 ¦2©²¶基因转录 o然后 ¦2©²¶与转录因子 �∏±

家族成员组成异二聚体 o从而形成 �°2tk¤¦·¬√¤·²µ³µ²·̈¬±2tl∀

���r≥�°�¶!³v{以及 ∞� �¶的活化导致转录因子 �°2t的活

化 ∀ �°2t可与某些基因的 tu2� 2·̈·µ¤§̈ ¦¤±²¼̄ ³«²µ¥²̄ 2tv2¤¦̈2

·¤·̈反应元件结合 o并活化这些基因的转录 ≈ts 
o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 �°2t结合位点 o可介导

� � °2|对生长因子的反应 ≈tt  ∀ tu2� 2·̈·µ¤§̈ ¦¤±²¼̄ ³«²µ¥²̄2tv2

¤¦̈·¤·̈可结合 �∏± ⁄r¦2©²¶异二聚体 ≈tu 从而上调 � � °2|的

表达 ∀

≤¤√ ²̈̄¬±2t作为一种天然的内源性 ∞� �抑制剂 o可抑制

∞� �tk³wu2�⁄¤l r∞� �uk³ww2�⁄¤l � �°�级联系统 o还可抑

制 ∞��的磷酸化 ≈tv  ∀ ��ƒ与受体结合后使内皮细胞增殖 o

¦¤√ ²̈̄¬±2t表达明显下调 ≈tw 
o抑制作用减弱 ∀ � ¬±²¦¼¦̄¬±¨为

四环素类光谱抗生素 o具有高效与长效性 o可抑制内皮细胞

增殖 o从而阻止 ¦¤√ ²̈̄¬±2t表达下调 ~°¬±²¦¼¦̄¬± 是̈胶原酶及

明胶酶的强抑制剂 o可抑制 ³v{� �°�途径 ≈tx 及 �∂ 型胶原

降解 ≈ty 
o这些均可使 � � °2|表达下调 ∀

我们的试验表明 ��ƒ与 � � °2|均在 ∞≤∂ vsw细胞的生

理病理作用中发挥重要作用 o因此抑制 ��ƒ与受体结合 !抑

制 ∞� �活化及 ∞��磷酸化 !增加 ¦¤√ ²̈̄¬±2t的表达 !特异的

� � °抑制剂均可抑制 � � °2|的表达及分泌 o从而达到治疗

炎性血管性疾病的目的 o其中 °¬±²¦¼¦̄¬± 不̈失为一种有效的

药物 ∀
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