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摘要 }目的  测定银屑病特异性转移因子 k³¶²µ¬¤·¬¦·µ¤±¶©̈ µ©¤¦·²µo °×ƒl的免疫活性 ∀方法  利用四氮唑盐 2白细胞黏附抑制实

验 o分别测定 °×ƒ在不同浓度 °×ƒ或银屑病角蛋白下的黏附抑制指数及免疫特异性 ∀结果  °×ƒ表现明显的白细胞黏附抑

制作用 o此作用与 °×ƒo角蛋白浓度呈正相关 o且具有抗原特异性 ∀结论  白细胞黏附抑制试验是体外评价 °×ƒ的免疫活性简

单易行的方法 ∀
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  自从 us世纪 xs年代发现了白细胞裂解透析液具有转

移特异性免疫能力以来 o转移因子得到了广泛的研究及应

用 ∀用细胞免疫的体外测定方法对其加以鉴定已有不少报

道 ≈t2v  ∀但由于试验方法条件要求较高 o影响因素较多 o且操

作方法不一 o使结果重现性较差 ∀因此 o建立快速 !简便和灵

敏的活性检测方法对评定特异性转移因子效能的高低及质

量的控制都具有十分重要的意义 ∀四氮唑盐 2白细胞黏附抑

制试验 k� ××2�� �l为一较成熟的检测特异性转移因子生物

学活性的免疫学方法 ∀笔者采用银屑病皮损角蛋白免疫猪 o

取脾脏及淋巴结制备银屑病特异性转移因子 k °×ƒ lo选用

� ××2�� �法 o观察 °×ƒ对小鼠白细胞黏附抑制的影响 ∀现将

结果报道如下 ∀

1  材料与方法

1q1  主要材料

1q1q1  银屑病特异性转移因子的制备  用健康的经银屑病

皮损角蛋白免疫的猪脾脏和淋巴结为原料 o经清洗 o去脂肪等

杂质 o切细后加入灭菌生理盐水 o用匀浆机研磨 o使细胞破裂 o

装入灭菌的盐水瓶里 o密封置于 p usε 的冰柜里冷冻 ∀冻透

后 o在常温下用流动的自来水解融 ∀如此反复 v次 ∀解融的

料浆在无菌的条件下 o加入等体积的生理盐水 o搅拌均匀后 o

用微孔过滤器过滤 o所得滤液通过 sq{ Λ°滤膜以后 o再用

zsss分子量截流值的超滤器超滤 o得提取物液体 ∀经过低温

冷冻干燥得到无菌粉末 o再加入微晶纤维素作为辅料分装成

胶囊剂 ∀每粒含多肽 v °ªo核糖 tss Λª∀批号 }ussxsvtw∀取

内容物适量 o加水制成每 t °�含 t °ª多肽的溶液 ∀

1q1q2  银屑病皮损角蛋白 k特异性抗原 l的提取  收集银屑

病住院患者的鳞屑 o p {yε 冻存备用 ∀制备参照文献 ≈w2x 的

方法进行 o用紫外分光光度计进行蛋白定量 o用时稀释成 x

°ª# °�
p t ∀

1q1q3  小鼠白细胞悬液的制备  取 �� �� r¦小鼠 x只 o眼静

脉放血 o无菌取出脾脏 o� ¤±®. ¶液洗 v次 o用无菌铜网轻轻

压碎制成细胞悬液 o用 tyws培养液洗 v次 ktxss µ# °¬±
p t离

心 tx °¬±lo然后每只鼠脾脏加 v°�无菌蒸馏水破坏红细胞 o

再加 vqyh氯化钠 t °�调整渗透压 o混匀后用 uss目尼龙网

过滤 o滤液 txss µ# °¬±
p t离心 x °¬±o再分别用 sq|h氯化钠

溶液和 tyws培养液各洗 t次 o收集细胞 o用 tyws培养液调整

细胞浓度为 tqs ≅ ts
y ∗ vqs ≅ ts

y
°�

p t
o备用 ∀

1q1q4  其他材料  普通转移因子胶囊 k第四军医大学西京

医院免疫科 o每粒含多肽 v °ªo核糖 tss Λª∀批号

ussxsvutlo取内容物适量 o加水制成每 t °�含 t °ª多肽的
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溶液 ∀ �� �� r¦小鼠 ow周龄 o雄性 o体重 t{ ∗ uu ªk由本校动

物中心提供 o合格证号 }≥≤ ÷ �k军 lussu p ssxl∀ � °� � tyws

培养基 k�¬¥¦²公司 l∀胎牛血清 k杭州四季青生物工程材料

研究所 l∀四氮唑盐用前配制成 x °ª# °�
p t母液 k� ××o美

国 ≥¬ª°¤公司 l∀二甲基亚砜 k华美生物制品公司 l∀ �� ¶

酶联免疫仪 k北京新技术应用研究所 l∀紫外分光光度计

k美国 �∞≤ �� � � ⁄�xvsl∀

1q2  银屑病特异性转移因子体外活性实验方法

1q2q1  不同银屑病皮损角蛋白浓度下的实验  实验共分 x

批次 ∀每批次将来自同一小鼠的脾白细胞悬液 tss Λ�分别

加入无菌微孔板的 x个孔中 o然后各孔中再分别加入 xs Λ�

银屑病特异性转移因子和 touoxotsous Λ�银屑病皮损角蛋

白 ∀另设一孔仅加入 tss Λ�脾白细胞悬液作为对照孔 ∀最

后用 tyws液将各孔总量补齐到 uss Λ�∀加样完毕后 o将微

孔板置于 xh ≤ �u
孵育箱中 vzε 培养 u «o轻轻弃去上清 o向

各孔内加入 t{s Λ�不含胎牛血清的 tyws液和 us Λ�的 � ××

溶液 o再培养 w «o离心微孔板 kt sss ≅ γotx °¬±l后轻轻弃去

上清 o每孔再加入 uss Λ�二甲基亚砜 o室温放置 tx °¬±后用

酶联检测仪在波长 xzs ±°下测定 Α值 ∀按下述公式计算黏

附抑制指数 k�� �值 l}�� �� k对照组平均 �值 p实验组平

均 �值 l r对照组平均 Α值 ≅ tssh ∀

1q2q2  不同 °×ƒ浓度下的实验  共分 x批次 o每批次将来自

同一小鼠的脾白细胞悬液 tss Λ�分别加入无菌微孔板的 v

个孔中 o然后分别加入 x Λ�银屑病皮损角蛋白和 tsousoxs

Λ�银屑病特异性转移因子 ∀另设一孔仅加入 tss Λ�脾白细

胞悬液作为对照孔 ∀最后用不含胎牛血清的 tyws液将各孔

总量补齐至 uss Λ�∀加样完毕后的操作同前并计算 ���值 ∀

1q2q3  °×ƒ在不同抗原下的实验  共分 x批次 o每批次将

来自同一小鼠的脾白细胞悬液 tss Λ�分别加入无菌微孔板

的 w个孔中 o于各孔中再分别加入 xs Λ�银屑病特异性转移

因子 o随后再于各孔中分别加入 x Λ�银屑病皮损角蛋白及

谷胱甘肽 2≥2转移酶 k�≥×l!酪氨酸酶相关蛋白 tk×� °tl!牛

血清白蛋白 k�≥� l等无关蛋白 ∀又设 t孔加入 tss Λ�脾白

细胞悬液 o加入 x Λ�银屑病皮损角蛋白 oxs Λ�普通转移因

子作为对照孔 o另设一孔仅加入 tss Λ�脾白细胞悬液作为

对照孔 ∀最后用不含胎牛血清的 tyws液将各孔总量补齐至

uss Λ�∀加样完毕后的操作同前并计算 �� �值 ∀

2  结果

2q1  银屑病特异性转移因子的活性

在银屑病特异性转移因子浓度相同的条件下 o随银屑病

皮损角蛋白浓度的增加 o其白细胞黏附抑制作用亦加强 o利

用 ≥°≥≥软件进行方差分析 oΠ � sqst∀但在高浓度银屑病皮

损角蛋白 ktss Λª# °�
p t

l下 o反而下降 ∀结果见表 to表 u∀

银屑病特异性转移因子在银屑病抗原存在下具有白细

胞黏附抑制作用 ∀而且在银屑病皮损角蛋白浓度相同的条

件下 o随银屑病特异性转移因子浓度的增加 o其白细胞黏附

抑制作用亦增加 o利用 ≥°≥≥软件进行方差分析 oΠ � sqsto

结果见表 vo表 w∀

表 1  在不同银屑病皮损角蛋白浓度下的 ���值 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 1  �� � ¤·§¬©©̈ µ̈±·¦²±¦̈ ±·µ¤·¬²± ²© ³¶²µ¬¤¶¬¶¶®¬± ®̈ µ¤·¬±

k≤°≥�lkν � x, cξ ? σl

角蛋白浓度 rΛª# °�p t �� �值

x yq{ ? uqyx

ts t{qyu ? vqzt

ux wsqw{ ? xqzt

xs xyqu ? wqww

tss vuqw{ ? zquw

表 2  �� �2角蛋白浓度方差分析表

Τ αβ 2  � �� ∂ � ·¤¥ ²©·«̈ �� �2≤°≥�

离差和 自由度 均方差 Φ Π

组间 zvu|q{xs w t{vuqwyu zuq|vy sqsss

组内 xsuqw{w us uxqtuw

合计 z{vuqvvw uw

表 3  在不同 °×ƒ浓度下的 �� �值 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 3  ���¤·§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©°×ƒk≤°×ƒ lkν � x, cξ ? σl

°×ƒ浓度 rΛª# °�p t �� �值

ts tsq{u ? uqxs

us uvqws ? wq|v

xs wsqw{ ? xqzu

表 4  �� �2°×ƒ浓度方差分析表

Τ αβ 4  � �� ∂ � ·¤¥ ²©�� �2≤°×ƒ

离差和 自由度 均方差 Φ Π

组间 uutyqtyw u tts{qs{u xuqx|t sqsss

组内 uxuq{vy tu utqszs

合计 uwy|qsss tw

2q2  银屑病特异性转移因子生物学活性的特异性

在相同的银屑病转移因子浓度和相同的抗原浓度的条件

下 o银屑病转移因子的白细胞黏附抑制作用表现出抗原特异

性 o利用 ≥°≥≥软件进行方差分析 oΠ � sqsto结果见表 xo表 y∀

表 5  °×ƒ在不同的抗原下的 �� �值 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 5  �� � ¤·§¬©©̈ µ̈±·¤±·¬ª̈ ±¶kν � x, cξ ? σl

抗原 �� �值

角蛋白 wsqw{ ? xqzu

谷胱甘肽 2≥2转移酶 uqy{ ? tqsy

酪氨酸酶相关蛋白 t uqus ? sq{y

牛血清白蛋白 uq|u ? sqvx

普通转移因子 tzqvw ? tq|s

表 6  �� �2不同抗原方差分析表

Τ αβ 6  � �� ∂ � ·¤¥ ²©�� �2§¬©©̈ µ̈±·¤±·¬ª̈ ±¶

离差和 自由度 均方差 Φ Π

组间 xw|vqu|s w tvzvqvuu tz|quyy sqsss

组内 txvquty us zqyyt

合计 xywyqxsy uw

3  讨论

根据本实验结果 o笔者认为银屑病转移因子在体外确有

免疫调节活性 o其活性强度与自身浓度及相应的抗原浓度有
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关 o并具有特异性抗原依赖性 o提示特异性转移因子较普通

转移因子在临床应用上更具针对性 ∀但在高浓度银屑病皮

损角蛋白 ktss Λª# °�
p t

l下 o可能是因为角蛋白是用 { °²̄

# �
p t的尿素溶液溶解 o在高浓度时对白细胞造成损伤 o白细

胞黏附作用反而下降 o提示特异性抗原的定量研究对确定特

异性转移因子临床剂量等问题有一定的指导意义 ∀实验结

果中出现的不同批次间 � ××2�� �实验的 �� �值变异较大 o可

能与各个批次提取的脾白细胞的数量及个体差异有关 ∀
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有机金属抗癌原料药二氯二茂钛的稳定性试验
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摘要 }目的  考察二氯二茂钛原料药的稳定性 o并预测其有效期 ∀方法  采用正相高效液相色谱法测定原料药含量和有关物

质 o以正己烷 2二氯甲烷 kxsΒxsl为流动相考察加速和长期稳定性试验 o经典恒温法预测其有效期 ∀结果  含量和有关物质测

定方法的平均回收率为 ||q|h kν � |lo� ≥⁄为 sqwxh ∀拟市售包装 ows ε 加速试验 y个月 o长期室温试验 uw个月 o有关物质

稍有增加 o其他各考察指标无明显变化 ∀经典恒温法预测本原料药在 ux ε 贮存时有效期大于 ts年 ∀结论  拟市售包装条件

下二氯二茂钛稳定性较好 o有效期暂定 u年 ∀
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