
表 4  标题化合物的氢键
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¬ 2   实验得到的晶型氯尼达明为三斜晶系 °2 空间群 晶胞
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分子间通过氢键和 Π2Π作用力结合 平面 ≤ ≤ ≤ ≤
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≤ ≤ ≤ ≤ 的距离为 ∃ 平面 ≤ ≤ ≤

≤ ≤ ≤ 与 ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ 的距离为

∀图 为该晶型的分子间形成氢键的情况 一个分子

羧基与另一个分子的羧基形成了分子间氢键 ∀

经质量研究考查化合物氯尼达明新晶型的性状更稳定

相应的片剂或胶囊的溶出度均达 促进了药物的体内

吸收 提高了生物利用度 ∀
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细胞外基质成分对肝星形细胞 °2 !× ° 和 × 2 °表达的影响

李从岩 李一雷 吉林大学再生医学科学研究所 长春 吉林大学基础医学院病理生物学教育部重点实验室 长春

摘要 目的  研究细胞外基质 ∞≤ 的组成和结构变化对基质金属蛋白酶 2 °2 !膜型基质金属蛋白酶 2 × 2 ° 及

基质金属蛋白酶组织抑制物 × ° 表达及活性的影响 探讨 °2 !× ° 和 × 2 °对细胞外基质降解的调节作用 ∀方
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法  将人肝星状细胞分别培养于不同的细胞外基质中 采用酶谱分析测定 °2 • 测定 × 2 °的表达量 反

向酶谱分析测定 × ° 的表达量 ×2°≤ 测定 °2 !× ° 和 × 2 °的 表达量 ∀结果  型胶原表面和内部培

养的人肝星形细胞 ≥≤ 的 °2 酶原及 °2 × °2 × 2 °及其 表达明显增强 而未聚合的 型胶原单体分

子则无此作用 类似于基底膜成分的 对 °2 的表达也没有明显影响 ∀结论  结论 在不同的细胞外基质成分中

≥≤的 °2 × ° 和 × 2 °表达量不同 在细胞外基质降解的过程中 °2 !× ° 和 × 2 °可能一起对细胞外

基质的合成和降解进行调节 ∀

关键词 细胞外基质 基质金属蛋白酶 2 °2 膜型基质金属蛋白酶 × 2 ° 基质金属蛋白酶组织抑制物 × °

肝星形细胞 ≥≤ 型胶原

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2
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× °2 √ ∞≤ ∏
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  细胞外基质 ¬ ∏ ¬ ∞≤ 在维持正常组织

结构与功能及细胞生长 !分化过程中起到非常重要的作用 ∀

∞≤ 的降解主要依靠蛋白水解酶 而基质金属蛋白酶 ¬

° 家族在四类蛋白水解酶中是最为重

要的一组蛋白水解酶 ∀目前已至少发现了 种 它们几乎

能降解 ∞≤ 的所有成分 ∀近年发现活化的肝星状细胞

≥≤ 不仅能合成分泌基质金属蛋白

酶 2 °2 而且能合成膜型基质金属蛋白酶 2 × 2

° 和基质金属蛋白酶组织抑制物 2 × °2 ≈ 2 而且它

们之间的关系也正在逐步被阐明 ≈ 2 ∀为了解 °2 × 2

° × ° 和细胞外基质降解之间的调节作用 笔者试图

利用生物化学和分子生物学等技术手段 研究细胞外基质成

分对 ≥≤的 °2 × 2 °和 × ° 表达的影响 从而

了解 ∞≤ 组成和结构的改变所导致的相应细胞 °2

× 2 °和 × ° 表达量的变化 探讨 °2 × 2 °

及 × ° 对细胞外基质降解的调节作用 ∀

1  仪器 !材料与试剂

人肝脏星形细胞系 由 × ∏大学医学院 ⁄

∏ 惠赠 ∀

≤

⁄ 2 × 高速低温离心机

∏ 日本 ƒ2 荧光分光光度计 ≥ 日本

×× 电泳装置 日本 °≤ 扩增仪 日本 ≥ 倒置激光

扫描显微镜 ≤ 德国 微量低温高速离心机 日

本 其它试剂均为国产或进口分析纯 ∀

2  方法

2 1  细胞培养

人肝脏星形细胞培养于含 小牛血清和抗菌素的

⁄ ∞ 中 培养条件为 ε ≤ 空气湿度 ∀按 Β

的比例传代 ∀

2 2  细胞外基质成分包被培养皿后的细胞培养分组

为观察细胞外基质的不同成分与不同结构对肝脏星形

细胞 °2 ! × 2 °和 × ° 表达的影响 待细胞融合数

接近 后用 胰蛋白酶 ε 消化 收集被消化

的细胞悬液 经离心洗涤 按下列各组操作 ∀

2 2 1  对照组  将 浓度为 ≅ #

的细胞直接接种于未包被任何细胞外基质成分的培养

皿中 ∀

2 2 2  未聚合的 型 胶 原 单 体

 用 # ≤ 将 型胶原溶液稀释至终
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浓度为 # 将此溶液平铺于培养皿内

弃去胶原溶液后室温干燥 ∀取 浓度为 ≅

# 的细胞悬液平铺于其表面 ∀

2 2 3  聚合的 型胶原表面  用无

血清的 ≅ ⁄ ∞ 将浓度为 # 的 型胶原溶液调

至终浓度为 # 取 平铺于培养皿表面

室温静置 待其聚合 ∀取 浓度为 ≅ #

的细胞悬液平铺于其表面 ∀

2 2 4  聚合的 型胶原内部  细胞悬

液与溶于 ⁄ ∞ 的 型胶原溶液按 Β比例混合 使细胞终

浓度为 ≅ # 取 混合物平铺于已聚合的 型

胶原表面 静置 待其聚合后加入 培养液 ∀

2 2 5  表面  用无血清的 ⁄ ∞ 将

溶液浓度调至 # 取 平铺于培养

皿表面 静置 待其聚合 ∀取 浓度为 ≅ #

的细胞悬液平铺于表面 ∀

每组均设 个平行样品 并经多次重复试验 ∀

2 3  酶谱分析

常规 ≥⁄≥2° ∞凝胶电泳 ∀电泳完成后 为去除底

物胶中过量的 ≥⁄≥将底物胶置于洗涤缓冲液 ×

÷ 2 # × 中室温缓慢摇摆

中间换液一次 以去除 ≥⁄≥ 将底物胶用孵育缓冲液

# × ≤ # ≤ #

≤ ≤ 清洗 次 然后将底物胶置于孵育缓冲液中

ε 缓慢摇摆 孵育结束后经考马斯亮蓝染色

及脱色液 甲醇 冰乙酸 脱色 ∀干燥封胶 ∀

利用图像分析程序 对酶谱分析结果进行灰度扫描 其值用

° ¬ ≅ 表示 ∀从而对各组细胞的酶活性进行定量比

较 ∀每组细胞均设 个平行样本 并经多次重复实验 ∀

2 4  反向酶谱分析

底物胶的配制与电泳过程同上 ∀底物胶经洗涤缓冲液

清洗及 ≥⁄≥置换之后 置于 反向孵育缓冲液中 加入

倍浓缩的纤维母细胞条件培养液 ∀ ε 缓慢摇摆

底物胶中含有 × °的区域因 × °的存在而使底物的

降解受到抑制 经考马斯亮蓝染色 及脱色液 甲

醇 冰乙酸 脱色 从而在染色后显示出清晰的

条带 ∀

2 5  逆转录多聚酶链反应 √

×2°≤ ≈

2 5 1  采用异硫氰酸胍法提取细胞总  提取的

样品经电泳分析 清晰可见 ≥及 ≥核糖体 条带 证

明样品的完整性 ∀

2 5 2  合成 ⁄ 第一链  所有按上述方法提取的总

样品 都利用 ⁄ 合成试剂盒 °

进行 ⁄ 第一链的合成 ∀

2 5 3  ⁄ 扩增  所使用的引物包括

°2 有意链引物 . 2× ≤ ≤ × ×

≤ 2 . ∀反意链引物 . 2≤ ≤ × ≤≤ × × × ≤ 2

. ∀ °2 扩增产物的全长为 ∀

内部参照 Β2 有意链引物 . 2 ≤≤ ≤ ≤

≤ ×2 . ∀反意链引物 . 2 ≤ ≤ × ≤×≤ ×× ≤×≤

×2 . ∀全长 ∀

× 2 ° 有意链引物 . 2 ×≤ ≤ ≤× ≤≤ × ≤

2 . 反意链引物 . 2 ≤≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤ ≤

2 . ∀ × 2 °扩增产物的全长为 ∀

× °2 有意链引物 . 2 × ≤ ×≤× ≤ ≤

×2 . 反意链引物 . 2≤≤ × ×≤ ≤ 2

. ∀ × °2 扩增产物的全长为 ∀

× °2 有意链引物 . 2 ≤× ×≤ ≤≤ ≤≤×

≤ 2 . 反意链引物 . 2 × × 2

. ∀ × °2 扩增产物的全长为 ∀

利用 ≥∏ × ° ¬ 试剂盒 ≥ ×

× 进行扩增反应 ∀ ≠ 将第一链 ⁄ 合成产成

产物加热至 ε 以灭活逆转录酶 ∀ 在 ∞°

管中加入下列成分 Λ ⁄ Λ ∗ ∏

Λ ∗ Λ ¬

滴矿物油 ∀ ≈样品在经过 ε 变性后 按下列反应

条件进行扩增 ! °2 × °2 和 × 2 ° ε ∀

ε ∀ ε ∀循环 次 ∀ ! °2 × °2

ε ∀ ε ∀ ε ∀循环 次 ∀ …最后一

次循环后扩增产物置于 ε ∀ 样品经酚 !氯仿抽提

以去除矿物油 ∀ ε 保存 备电泳分析 ∀

2 5 4  °≤ 产物的分析  取 Λ °≤ 扩增产物 在 的

琼脂糖凝胶水平电泳上做扩增产物检测分析 ∀采用多光源

扫描仪扫描凝胶 用下列公式计算 °2 ! × ° 和 × 2

°的 表达水平 ∀

产物的含量
相应 °扩增产物的吸光度值

Β2 扩增产物的吸光度值

2 6  • 免疫印迹法

细胞 × ° 经裂解液提取蛋白 蛋白加热变性后

在 ≥⁄≥聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离 然后采用半于法将

凝胶 中 蛋 白 电 转 印 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 √

∏ °∂ ⁄ƒ 膜上 ∀用 的脱脂奶粉封闭后 先后加特

异性第一抗体和相对直的第二抗体 最后经化学发光法在 ÷

片上显影并扫描结果条带 测定光密度值 ∀

3  结果

3 1  培养于不同的基质成分中的肝脏星形细胞 °2 酶

原和 °2 的表达

直接培养于培养皿表面的人 ≥≤ 有稳定的 °2 酶

原及 °2 的表达 ∀但培养于聚合的 型胶原表面和内部

的人 ≥≤ °2 酶原及 °2 表达明显增强 ∀而同样为

型胶原 但因结构不同 尚未聚合的 型胶原单体分子则无

此作用 ∀而类似于基底膜成分的 其成份包括层粘

连蛋白 ! 型胶原 以及少量其它基质分子 但

不含 型胶原 也对 °2 酶原及 °2 的表达没有影响 ∀

细胞裂解液检测结果与条件培养基一致 ∀见表 和表 图

和图 ∀
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3 2  人 ≥≤ 的 × 2 °及其 的表达

体外培养的人 ≥≤ 可表达 × 2 °及其 ∀在

聚合的 型胶原表面和内部培养的 ≥≤ × 2 °及其

的表达明显增强 与对照组及 型胶原单体组对比有

显著性差异 ∀而聚合的 型胶原表面组及内部组间无差异 ∀

见表 和表 图 ∀

图 3  人 ≥≤ × 2 °蛋白的表达

°聚丙乙烯 ≤ 单体 型胶原 型胶原表面 型胶原内部

Φιγ 3  ∞¬ × 2 ° ∏ ≥≤

° ≤

3 3  人 ≥≤ 的 × °2 和 × °2 及其 的表达

在体外培养的 ≥≤ 中稳定表达 × °2 和 × °2 及其

∀ 型胶原单体及聚合的 型胶原对 ≥≤ × °2 及

其 的表达无明显影响 ∀而培养于聚合的 型胶原表

面和内部 ≥≤ × °2 及其 表达明显增强 与直接培

养于培养皿表面和 型胶原单体表面的 ≥≤ 组间有显著性

差异 ∀而培养于聚合 型胶原表面组与内部组之间无显著

性差异 ∀见表 和表 图 ∀

图 4  人 ≥≤ × °2 的表达

°聚丙乙烯 ≤ 单体 型胶原 型胶原表面 型胶原内部

Φιγ 4  ∞¬ × °2 ∏ ≥≤

° ≤

4  讨论

培养于聚合的 型胶原表面和内部的人 ≥≤的 × °2

°2 和 × 2 °表达明显增强 而未聚合的 型胶原单

体分子则无此作用 类似于基底膜成分的 对 °2

的表达也没有明显影响 ∀表明 ∞≤ 成分及其不同空间结构

可以调节肝脏星形细胞 ° 的表达与活化 与文献 ≈ 2 报

道的结果相一致 ∀

培养于不同的细胞外基质中的 × °2 °2 和 × 2

°三者之间存在一定的对应关系 表明 °2 的活化与

× °2 和 × 2 °密切相关 ∀有报道称 通过 ⁄晶体结

构的测定已经证实 × °2 °2 和 × 2 °三者之间

的结合位点 ≈ ∀首先是细胞膜上激活的 × 2 °和 × °2

的氨基端结合 然后 × 2 °通过其血红素结构域相互

靠拢而形成二聚体或是多聚体 接着 2 °2 与 × °2

的羧基端结合 × 2 °剪切 °2 的诱饵蛋白激活

°2 最后 °2 从复合体中解离而发挥生物学活

性 ≈ 2 ∀

另外 型胶原是细胞外基质中最重要的一种胶原蛋白

质 由本文研究数据显示 当细胞外基质中 型胶原成分增

加时 × °2 和 × 2 °三者的表达就会同时增强 进而

通过一系列的结合作用活化 °2 活化的 °2 对 型

胶原和其它 ∞≤ 组分产生水解作用 而当 型胶原含量降低

时 °2 的表达量也会随之下降 减缓对 型胶原和其它

组分的降解 使 ∞≤ 各组分之间保持一种动态的平衡 ∀由

此我们认为 很可能是 × °2 °2 和 × 2 °三者之

间相互协调 通过 °2 激活途径来调节 ∞≤ 成分组成

保持 ∞≤ 的动态平衡 ∀
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表 1  各组 2 °2 °2 × 2 ° × °2 和 × °2 蛋白的表达 ν , ξ ? σ

Ταβ 1  ∞¬ 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2 ν , ξ ? σ

° 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2

? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

注 Π 相比于聚丙乙烯组 ! 型胶原单体组和 组

Π

表 2  各组 2 °2 °2 × 2 ° × °2 和 × °2 的表达 ν , ξ ? σ

Ταβ 2  ∞¬ 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2 ∏ ν , ξ ? σ

° 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

注 Π 相比于聚丙乙烯组 ! 型胶原单体组和 组

Π

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ∞ ≠ ≤ ∂ ∞ ≤ ⁄ ≤ ετ αλ. °

∏ √

≈ 2
≈2 • ⁄ ≥ × ≥ × × ετ αλ. ∏ ¬

2 ¬ ¬ ∏ ¬

∏ ∏ ≈ ≤

≥∏ ≥

≈3 ƒ∞ ⁄∞ ≤ ⁄∞ • ∞ εταλ. ≤ ∏ ∏

¬ 2 ¬

∏ 2
∏ ≈ ∞

2
≈4 ∂ ≥≥∞ ≥∞ ¬ ∏

∏ ∏ ∏

≈ ≤ 2
≈5 ∂ ∞ × ×× ∞ ετ αλ.

≥ ∏ ∏ ¬ ¬

2 ∏ 2
≈ ° ≥ ≥ 2

≈6 × ∞ ≥ × ∞ × ≥ ≥ ετ αλ. × × °2
∏

√

∏ ≈ ≤ 2
≈7 ≥⁄ ≤∏ ∏ 现代分子生物
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作者简介 逯爱梅 女 主管药师   ×   ∞2 ∏   3 通讯作者 于天贵 男 博士 教授

×   ∞2 ∏

香菇多糖对 Η2 Ο2 损伤神经细胞保护作用的研究

逯爱梅 于天贵 3
济南市传染病医院 济南 山东医学高等专科学校 济南

摘要 目的  研究香菇多糖 对 损伤体外原代培养大鼠皮层神经细胞的保护作用 并初步探讨其作用机制 ∀方

法  体外培养胚胎大鼠大脑皮层神经细胞 建立 氧化应激损伤模型 观察香菇多糖的保护作用 ∀结果  香菇多糖能显著

提高氧化损伤神经细胞的生存率 降低培养液中乳酸脱氢酶 ⁄ 的漏出量和一氧化氮 含量 抑制细胞内丙二醛

⁄ 的生成 提高细胞内超氧歧化酶 ≥ ⁄ 的活性 ∀结论  香菇多糖对 损伤神经细胞具有显著的保护作用 其机制

可能与其抗氧化作用有关 ∀

关键词 香菇多糖 过氧化氢 氧化应激 抗氧化 阿尔茨海默病
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