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摘要 目的  观察巨噬细胞在刀豆蛋白 ≤ 诱导的免疫性肝脏损伤模型中的作用 ∀方法  制备骨膦脂质体 通过尾静

脉注射到小鼠体内诱导巨噬细胞凋亡 再用 ≤ 诱导小鼠肝脏损伤 利用酶法检测小鼠血浆转氨酶水平 ! ×2°≤ 法检测肝

脏组织中 × ƒ2Α 表达水平和 2∞法分析肝脏组织病理学变化 ∀结果  骨膦脂质体体外可以诱导巨噬细胞凋亡 体内注

射可以降低 ≤ 诱导小鼠血浆转氨酶升高 !下调肝脏组织中 × ƒ2Α 表达以及改善小鼠肝脏组织病理损伤程度 ∀结论

 巨噬细胞在 ≤ 诱导的肝脏损伤中是重要效应细胞之一 ∀
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  肝炎是严重危害人们身体健康的重要疾病之一 阐明其

发生机制对于预防和治疗该病不仅具有重要理论意义 而且

具有实践意义 ∀近年来采用刀豆蛋白 ≤ 诱导的免疫

性肝炎这一公认模型对其发生机制进行研究 认为 ×细胞和

细胞因子 × ƒ2Α 2 以及 2 等是主要的效应细胞和效应

分子 ≈ 2 ∀但关于巨噬细胞在 ≤ 诱导的免疫性肝炎模型

中的作用尚不清楚 ∀本研究拟用骨膦脂质体体内诱导巨噬

细胞凋亡来观察其在 ≤ 诱导的免疫性肝脏损伤中的作

用 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

小鼠由潍坊医学院实验动物中心提供 ∀骨膦购

于先灵 广州 药业有限公司分包装 德国 ≥

∏ ° ∏ 生产 ∀ ≤ 购于 ≥ 公司 ⁄

琼脂糖电泳所需 ∞⁄× 蛋白酶 平衡酚 氯仿 琼脂

糖均有潍坊医学院免疫学教研室提供 血浆转氨酶测定试剂

购于南京建成生物技术工程公司 Β2 和 × ƒ2Α引物由

上海博亚生物技术有限公司合成 ∀

Β2 上游引物 χ2 × × ≤ × ×≤ ≤×2 χ

Β2 下游引物 χ2 × × ×≤× ×≤ ×2 χ

× ƒ2Α上游引物 χ2 × ≤ ≤ ≤ × ×≤ 2 χ

× ƒ2Α下游引物 χ2× ≤ ≤×× ×≤ ≤×≤ ××2 χ

1 2  骨膦脂质体的制备

1 2 1  制备卵磷脂 2氯仿液 称取 卵磷脂溶于

氯仿 ε 保存 ∀

1 2 2  制备胆固醇 2氯仿液 称取 胆固醇溶于 氯

仿 盛于 细颈圆底瓶中 ∀

1 2 3  吸取 卵磷脂 2氯仿液加入盛有胆固醇 2氯仿

液的细颈圆底瓶中 将圆底瓶颈口紧紧套在旋转蒸发仪的柄

上 为了保证负压 瓶口处应用胶带密封 ∀

1 2 4  在低真空下 从 逐渐降至 同时

以 # 的速度旋转除去氯仿 ∀待氯仿蒸发完毕之

后 可看到在瓶内壁上形成一层薄薄的乳白色的脂质膜 氯

仿蒸发速度不宜过快 否则形成的脂质膜不均匀并且在溶下
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时容易形成块状 ∀如果室温过低氯仿蒸发速度过慢 可适当

提高瓶底部的温度 但不宜太高 可在瓶的底部加一盛水的

大烧杯 调整烧杯中水的温度 一般温水浴的温度在 ε 左

右即可 ∀

1 2 5  在室温下 将 水溶液 或 加入细颈圆底瓶

中 同时旋转 # 分别溶下脂质膜 制成乳白色

的混悬液 ∀制备空脂质体 加入 液即 ° ≥液旋转

∗ ∀于 ε 保存 ∀制备骨膦脂质体 加入 液即

# 骨膦液 骨膦加 蒸馏水 旋转

∗ 于 ε 保存 ∀

1 2 6  将以上两种乳白色的混悬液分别无菌移入已编号消

毒的青霉素瓶中 保存于室温 中 ∗ 可阻止磷脂载

体变性 这对于骨膦脂质体尤为重要 ∀因为骨膦脂质体是悬

浮于水溶液之上 空脂质体是在试管底部形成小球状 ∀

1 2 7  将盛青霉素瓶中的悬浮液轻轻摇荡 室温条件下 水

浴超声 直至使乳白色不透明的液体变为透明澄清的液

体 ∀

1 2 8  将以上混悬液放置于室温 中 或 ε 过夜 使

脂质体膨胀 ∀

1 2 9  将膨胀后的混悬液无菌移入 消毒离心管中

离心 ∗ # 离心去除空脂质体 ∀通

过离心骨膦脂质体形成乳白色的小棒状 浮于液面上呈膜

状 膜下面的悬浮液较清澈 ∀悬浮液不完全清澈时 获得骨

膦脂质体就较少 ∀

1 2 10  用 ° ∏ 管小心移走薄膜下面的液体 ≈仅

有 的骨膦被包裹 浓度为 Λ # ∀ 没有被包裹

的骨膦通过 Λ 的过滤网过滤后可以再次使用 但最多

不超过 次 ∀

1 2 11  将剩在离心管中骨膦脂质体用消毒的 ° ≥液洗涤

∗ 次 每次皆离心 # ∀

1 2 12  最后将骨膦脂质体再次悬浮于 消毒的 ° ≥液

中 使用于动物之前需要轻轻摇荡混匀 确保脂质体的均匀

分配 ∀骨膦脂质体保存于 中 可保存 周 如果将其保存

于骨膦原液中可保存较长的时间 但是使用之前可以从第七

步开始 ∀

1 3  体外检测骨膦脂质体诱导巨噬细胞凋亡

1 3 1  腹腔巨噬细胞的制备  取 左右的小鼠雌雄皆可

∗ 只腹腔注射 淀粉肉汤 处死 浸入 酒

精中 置于超净工作台上 无菌暴露腹腔 用消毒的

液充分清洗腹腔 将腹腔液取出移入冰浴消毒的试管

中 离心 # 弃上清液 用消毒的加小牛血

清 液调整巨噬细胞数至 个 ∀

1 3 2  巨噬细胞凋亡的诱导  取巨噬细胞混悬液 四

份 每份加 液至 移入培养瓶中 ε ≤ 培

养上述细胞 分三个时间段 分别加入骨膦脂质体

培养 终止培养 ∀加入胰酶将巨

噬细胞从培养瓶壁上消化下来 离心 #

弃上清液 ° ≥液 洗涤 次 ∀

1 3 3  ⁄ 琼脂糖电泳  加细胞核裂解液 重悬细

胞 ε 水浴过夜 加等体积的平衡酚抽提 上下颠倒混匀

离心 # ∗ 上清移至另一 ∞ 管中 加等

体积的氯仿 2异戊醇 Β 混匀抽提 离心 #

∗ 上清移至另一 ∞ 管中 加入 体积 #

乙酸钠和 倍体积无水冰冻乙醇上下颠倒混匀 ε 放置

离心 # 沉淀 ⁄ 弃上清液

乙醇洗涤同上离心 弃上清液 风干残余液体 加适量的

×∞缓冲液溶解 加 Λ ε 水浴 取样品

Λ 加上样缓冲液 Λ 琼脂糖凝胶电泳 电压 ∂

∗ ∂观察 拍照 ∀

1 4  骨膦脂质体体内对肝脏损伤的影响

实验组分为 组 骨膦脂质体注射组 在诱导经典的 ≤

肝炎模型前 静脉注射骨膦脂质体 Λ # 对照

组 在诱导经典的 ≤ 肝炎模型前 静脉注射等体积不

含骨膦的空脂质体 ∀实验当天每只小鼠尾静脉注射 ≤

Λ # 诱导肝炎 ∀ 后收集血浆及肝脏组织样品用

于转氨酶 ×测定及 × ƒ2Α 和病理组织学分析 ∀

1 5  血浆转氨酶 ×测定

按照试剂盒说明操作 ∀

1 6  肝脏组织 × ƒ2Α 测定

应用 ×2°≤ 检测肝脏组织中 × ƒ2Α 表达水平 ∀

1 7  肝脏组织病理学分析

取肝脏组织标本经 福尔马林固定 后对样品进

行脱水 !透明和浸蜡处理 然后进行石蜡切片 常规 2∞染色

分析肝脏病变程度 ∀

1 8  统计学分析

组间显著性差异分析采用 τ检验 ∀

2  结果

2 1  骨膦脂质体体外可以诱导巨噬细胞凋亡

⁄ 琼脂糖电泳显示骨膦脂质体作用 和 没有出

现梯状带 作用 出现较弱的梯状带 而作用 出现明

显的梯状带 ∀见图 ∀

图 1  骨膦脂质体与巨噬细胞体外作用不同时间段 ⁄ 琼

脂糖电泳条带

Φιγ 1  ⁄ ¬ 2

∏ ιν ϖιτρο

2 2  骨膦脂质体体内注射可以减轻肝脏组织的损伤
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2 2 1  血浆转氨酶 ×水平改变  正常小鼠血浆 ×为

? # 脂质体对照组小鼠血浆 ×为 ? #

骨膦脂质体处理组小鼠血浆 ×为 ? # 与

脂质体对照组相比差异具有显著性 Π ∀

2 2 2  肝脏组织 × ƒ2Α 表达水平变化  正常小鼠肝

脏组织表达较低水平的 × ƒ2Α 脂质体对照组小鼠肝

脏组织 × ƒ2Α 表达水平明显升高 骨膦脂质体处理组

小鼠肝脏组织 × ƒ2Α 表达水平较对照组明显降低 与

脂质体对照组相比差异具有显著性 Π ∀见图 ∀

2 2 3  肝脏组织病理学检查  正常小鼠肝小叶结构正常 !

清楚 肝索排列整齐 中央静脉不充血 汇管区不扩大 ∀对照

组小鼠肝脏损伤严重 局部肝细胞坏死 出现炎症细胞向坏

死区浸润 肝窦 !肝索消失 胞核深染 细胞明显水肿 中央静

脉中可见炎症细胞贴壁 明显脂肪变性 出现灶性坏死 肝

窦 !肝索消失 肝细胞明显水肿 出现明显的颗粒变性 ∀骨膦

脂质体组小鼠 肝脏组织损伤均明显减轻 与正常对照组表

现极为接近 ∀见图 ∀图 2  

各组小鼠肝脏组织中 × ƒ2Α 表达水平

Φιγ 2  ⁄ × ƒ2Α ¬

∏ ∏图 3  

各组小鼠肝脏组织病理改变

Φιγ 3  ° ∏ ∏

3  讨论

刀豆蛋白 ≤ 诱发的小鼠特异性肝损伤被认为

是 ×淋巴细胞介导的自身免疫性肝炎的一种实验模型 它的

建立和应用为深入研究肝细胞损伤的细胞学与分子学机制

以及进行治疗药物筛选提供了更为方便和理想的实验动物

模型 ≈ ∀文献表明 一次性小鼠尾静脉注射足剂量 ≤ 后

即可见肝细胞损伤 左右肝损伤达峰值 ∀肝损伤表

现为血清 × ≥× ⁄ 增高 肝组织学炎症加重 同时肝

组织内大量淋巴细胞 !中性粒细胞浸润 ∀ ≤ 诱导肝损伤

的机制是通过与肝窦结合后 使循环 ×淋巴细胞汇入肝窦并

在局部增殖 释放多种炎症细胞因子如 × ƒ2Α! 2 ! ƒ 2Χ

等参与肝脏免疫损伤 ≈ 2 ∀

巨噬细胞是体内一种重要固有免疫细胞 除作为机体的

/清道夫 0外 还是机体的免疫调节和效应细胞 通过吞噬杀

灭微生物 !抗原递成和分泌多种细胞因子等调控机体炎症反

应和免疫应答 ∀但该细胞在 ≤ 诱导肝损伤中的机制尚

不明了 ∀本研究利用骨膦脂质体天然靶向性导入单核网状

内皮系统 体外观察骨膦脂质体对巨噬细胞凋亡的影响 体

内观察骨膦脂质体清除巨噬细胞后对 ≤ 诱导肝损伤的

影响 ∀

本研究体外试验显示 骨膦脂质体与巨噬细胞作用一定

时间后 巨噬细胞 ⁄ 琼脂糖电泳表现为不同的带型 ∀作

用 时巨噬细胞 ⁄ 没有梯状带出现 ∀作用 时

琼脂糖电泳出现比较明显的梯状带 ) ) ) 即特异性凋亡条带

时梯状带更加显著 说明随着骨膦脂质体与巨噬细胞作

用时间的延长 降解的 ⁄ 也逐渐增多 小片段的 ⁄ 的

增多 琼脂糖电泳的梯状带越明显 如图 ∀说明骨膦脂质

体可以体外诱导巨噬细胞凋亡 ∀

本研究体内试验显示 通过尾静脉给小鼠注射 ≤ 可

以成功诱导出肝脏损伤模型 若提前 注射骨膦脂质体后

再进行尾静脉 ≤ 注射 则肝脏损伤程度明显下降 表现

为 ×!× ƒ2Α 水平明显降低 肝脏组织病理变化明显

减轻 ∀说明巨噬细胞也是 ≤ 诱导的肝脏损伤模型中的

重要效应细胞之一 ∀

有研究报道 ≈
≤ 可诱导小鼠腹腔 高度表达

× ƒ2Α和 2 Β∀经 ≤ 预处理可高度诱导 ƒ2ϑ 活化

参与各种转录的调节 调节 × ƒ2Α! 2 Β 的表达和 2

≥的活性 产生 × ƒ2Α等炎性细胞因子 ! 等生物活性介

质 增强 的杀伤活性 ∀最近有学者 ≈ 证明巨噬细胞移动

抑制因子 ƒ 基因敲除小鼠不发生 ≤ 诱导的肝炎 说

明了 ƒ是 ≤ 诱导肝炎模型的重要因子之一 ∀研究表

明 ƒ作为固有性免疫和炎症反应的调节因子发挥中枢性

的作用 它可以直接或间接促进一组炎症前分子包括细胞因

子 × ƒ ƒ 2Χ 2 Β 2 2 2 巨噬细胞炎症蛋白
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°2 ≤ ÷ 和花生四烯酸途径产物的生成和表达

还有一些基质金属蛋白酶和它们的抑制因子 ∀还可以促进

对含内毒素细菌的侦察 使位于宿主抗微生物防卫系统第一

线的细胞 如巨噬细胞 能迅速对入侵的微生物起反应 ∀这

些研究说明巨噬细胞在免疫炎症反应中的重要作用 ∀本研

究利用骨膦脂质体体内清除巨噬细胞可以降低 ≤ 诱导

的肝脏损伤损伤的程度 也表明了巨噬细胞在介导肝脏免疫

损伤中的重要作用 ∀
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爱宁的致突变作用研究
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摘要 目的  检测爱宁的致突变性 以提供有关致突变的遗传毒性安全评价数据 ∀方法  设 和 Λ 皿 个

剂量组 进行 试验 设 和 Λ # 个剂量组 进行仓鼠肺成纤维细胞染色体畸变试验 设 和

# 个剂量组 观察其对小鼠骨髓细胞微核的影响 ∀结果  试验表明 爱宁在加和不加 ≥ 的条件下 对 ×

× × 和 × 菌株回复突变菌落结果为阴性 ∀仓鼠肺成纤维细胞染色体畸变试验表明 爱宁对中国仓鼠肺成纤维细

胞体外培养染色体无畸变作用 ∀小鼠骨髓细胞微核试验表明 爱宁三个剂量组的微核出现率与阴性对照组比较无显著性差

异 ∀结论  在本实验条件下 爱宁无致突变性 ∀

关键词 致突变 ≤ 微核
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ ∏ ∞ ΜΕΤΗΟ∆ Σ ×
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∏ # Ρ ΕΣΥΛΤΣ  × ∏ √ ∞ √

× × × × ∏ ≥ √ ≤ ∞ ∏

≤ ∏ ∏ ∏ ∏ √

ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ∏ ∏ ∞ ∏

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ∏ ≤ ∏ ∏

  爱宁 ∞ 是从中药鼓槌石斛 ⁄ ∏ ¬2

∏ 及其同属植物中提取而得的联苄类化合物 ∀体外实验发

现 爱宁对体外培养的人体白血病细胞株 有明显的抑

制效果 对人体白血病 2 !人体肺腺癌 2 !人体结肠

癌 ≤×2 等肿瘤细胞株均有较强的抗肿瘤作用 对人体乳

腺癌 ≤ƒ2 !人体肝癌细胞株亦有效 ∀体内试验结果表明
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