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#摘要$

!

目的
!

为了探究具有免疫抑制和抗肿瘤作用的甲氨蝶呤"

=>?

%对干扰素"

@AB

%的影响!以及
@AB

在风湿免疫性疾

病中的作用&方法
!

以
#

'

<5

'

!55

"

C

$

'D

浓度梯度的
=>?

作用于
EF,90#0!

细胞
;:,

!采用实时荧光定量
GHI

法定量检测

=>?

干预后
EF,90#0!

细胞内
@AB&

#

'

@AB&

$

'

@AB&

%

'干扰素刺激基因
!#

"

@JK!#

%'抗黏病毒蛋白"

=LM

%的
'IBM

表达量&

结果
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EF,90#0!

细胞在
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'D

%干预下内源性
@AB&

#
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@AB&
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的
'IBM

表达量与对照组相比均明显上升!差异均有统

计学意义"

!

$

505#

%!并且随着
=>?

干预浓度的上升而上升#

=>?

浓度为
!55

"

C

$

'D

时!与对照组相比虽有上升但差异无统计

学意义"

!

%

505#

%&而
@AB&

%

的
'IBM

表达量仅在
=>?

浓度为
<5

"

C

$

'D

时与对照组比较差异有统计学意义"

!
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%!在
#
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!55

"

C
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'D

时虽有上升但差异无统计学意义"

!

%

505#

%&在
=>?

干预后!

=LM

和
@JK!#

的
'IBM

表达量均有不同程度的上升

"
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505#

%&结论
!

小剂量
=>?

治疗风湿免疫性疾病取得良好的疗效与
@AB

相关&
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固有免疫是机体与生俱来的抵御病原微生物入侵的第一

道防线#具有抵抗体外病原体侵袭+清除体内抗原性异物的能

力#是生物体在漫长的进化和自然选择过程中形成的防御机

制)

!

*

$固有免疫具有抗感染+抗肿瘤+维持自身耐受#以及启动

和参与特异性免疫等作用)

<

*

$干扰素!

@AB

"是固有免疫系统

重要的固有免疫分子#是最早发现的细胞因子#因其具有干扰

病毒的感染和复制功能而得名$根据其来源和理化性质#可分

为
&

型!

@AB&

#

+

@AB&

$

"+

'

型!

@AB&

%

"及
(

型$

@AB&

#

+

@AB&

$

由许多不同的细胞!所有有核细胞#特别是

成纤维细胞+巨噬细胞+树突状细胞"在应答病毒或胞内细菌感

染时产生$

@AB&

#

+

@AB&

$

的受体相同#几乎表达于所有有核细

胞表面#功能广泛#包括抗病毒+免疫调节#以及促进组织相容

性复合体!

=EH

"

&

类分子和
'

类分子的表达$

@AB&

%

主要由

活化的
>

细胞+自然杀伤细胞诱导产生#具有抗病毒#活化巨

噬细胞#促进
=EH

分子表达的抗原提呈#诱导
>,!

分化#抑制

>,<

分化的作用)

6&;

*

$

甲氨蝶呤!

=>?

"用于风湿免疫性疾病已数十年#被全世

界的风湿免疫学者普遍接受#在治疗类风湿性关节炎+强直性

脊柱炎+系统性红斑狼疮+血管炎+干燥综合征等疾病中都取得

了良好的效果)

#

*

$

=>?

是二氢叶酸还原酶抑制剂#是一种叶

酸拮抗剂#与二氢叶酸还原酶底物叶酸结构相似#能有效地占

据酶催化中心#它与该酶的结合力比叶酸大
!57

倍#对二氢叶

酸还原酶呈强大而持久的竞争性抑制作用#使二氢叶酸不能变

成四氢叶酸#导致
VBM

合成障碍#阻止嘌呤核苷酸的合成#而

干扰蛋白质的合成)

7&:

*

$

@AB

是固有免疫分子中的一种细胞因子#是固有免疫系统

重要的组成成分#在整个免疫系统中具有重要意义#但在风湿

免疫性疾病中#

@AB

在疾病的发生+发展及转归+预后中的作用

#<56

重庆医学
<5!7

年
:

月第
;#

卷第
<<

期



和地位尚不十分清楚#同时#临床常用的免疫抑制剂对
@AB

的

影响亦不明了$因此#为了探究
=>?

对
@AB

的影响#以及

@AB

在风湿免疫性疾病中的作用#本研究以不同浓度的
=>?

作用于
EF,90#0!

细胞#采用实时荧光定量
GHI

法定量检测

=>?

干预后
EF,90#0!

细胞内
@AB&

#

+

@AB&

$

+

@AB&

%

+干扰素

刺激基因
!#

!

@JK!#

"+抗黏病毒蛋白!

=LM

"的
'IBM

表达量#

探讨并试图从基因水平证明
=>?

对
@AB

的影响$

=

!

材料与方法

=0=

!

材料

=0=0=

!

实验细胞
!

EF,90#0!

细胞%人肝癌细胞系#本实验室

长期保存$

=0=0>

!

主要试剂及仪器
!

=>?

片(胎牛血清!

P.2/(*T.R)-2

+2OF'

#

AWJ

"购 自
E

3

1.-2

公 司(达 氏 修 正 依 氏 培 养 基

!

V=%=

#高糖"购自
E

3

1*.-2

公司(非必需氨基酸!

B.-&2++2-&

/)(*(')-.(1)4+

#

B%MM

"购自
K)T)1.

公司(双抗!青霉素
&

链霉

素"购自
E

3

1*.-2

公司(

50<#X

的胰酶购自
K)T)1.

公司(磷酸盐

缓冲液!

GWJ

"购自
K)T)1.

公司(

@AB&

#

购自
=2O1YZH.

公司(

>O)[.*

购自
M'T).-

公司(逆转录试剂盒购自
W).&O(4

公司(

J\WI

荧光染料试剂盒购自
I.1,2

公司$

倒置荧光显微镜!

H]?6!

型"购自
*̂

3

'

N

F+

公司(

A(+/

I2(*&>)'2GHI+

3

+/2'

!

9#55E>

"购自
M

NN

*)24W).+

3

+/2'

公

司(

GHI

仪!

_2O)/)"7U2**

"购自
M

NN

*)24W).+

3

+/2'

公司(二氧

化碳培养箱购自
>,2O'.2*21/O)1

公司(生物洁净工作台购自

M)O/21,

公司(

"7

孔板离心机!

6]!#

"购自
J)

C

'(

公司(高速台

式冷冻离心机购自
>,2O'.

公司$

=0>

!

方法

=0>0=
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片溶解液的配置
!

配置
509!X

的无水磷酸氢二

钠!

B(

<

EĜ

;

"溶液和
507"X

磷酸二氢钠!

B(E

<

Ĝ

;

"溶液#取

#55'DB(

<

EĜ

;

溶液和
755'DB(E

<

Ĝ

;

溶液混合摇匀#用

<'.*

'

D

氢氧化钠!

B(̂ E

"溶液调节
N

E

值为
70"

$
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细胞培养+分组及
IBM

的提取
!

!

!

"细胞培养%

)

用

50<#X

的胰酶将培养瓶中的细胞消化下来后转移至
#5'D

离

心管中#

!555O

'

')-

离心
#')-

#弃上清#用完全培养基重悬细

胞(

*

取
!5

"

D

细胞悬液至
!5

"

D50;X

台盼蓝中充分混匀后

加入计数板中计数(

+

根据细胞密度加入完全培养基#调整细

胞浓度为
<`!5

#

'

'D

(

,

在
<;

孔细胞培养板中每孔加入

#55

"

DEF,90#0!

细胞悬液(

-

69a#X Ĥ

<

培养箱中过夜

培养$!

<

"分组%细胞贴壁后进行药物处理#将
=>?

加入细胞

培养板中#使终浓度分别为
#

+

<5

+

!55

"

C

'

'D

#每个浓度设
6

个

重复孔#放入
69a#XĤ

<

培养箱中继续培养
;:,

(对照组细

胞正常培养#未做任何处理$!

6

"

IBM

提取%将
>O)[.*

加入
<;

孔细胞培养板中#每孔加入
<55

"

D

#反复吹打细胞后转移至

!0#'D

离心管中#室温放置
#')-

$加入
;5

"

D

氯仿#剧烈振

荡
!5+

后室温放置
#')-

$

;a!<555O

'

')-

离心
!#')-

$吸

取
!55

"

D

水相转移入新的
!0#'D

离心管中#加入
!55

"

D

异

丙醇#颠倒混匀#室温放置
!5')-

$

;a!<555O

'

')-

离心
!5

')-

#移去上清$加入
<55

"

D9#X

乙醇#

;a9#55O

'

')-

离心

#')-

#弃上清以洗涤沉淀$室温放置使乙醇挥发后#加入
65

"

D

无
IBM

酶!

IB(+2

"的焦碳酸二乙酯!

V%GH

"水#用枪头吸

打几次使其充分溶解#

$:5a

保存备用$
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引物的序列和合成)
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#

%上游引物
#b&>HK

HHH>>> KH> >>M H>K M>&6b

#下游引物
#b&KKK >H>

HMKKKMKM>HMHMK&6b

(

@AB&

$

%上游引物
#b&MMMH>H

M>MKHM K>H >KH M&6b

#下游引物
#b&MKK MKM >H>

>HMK>> >HK KMK K&6b

(

@AB&

%

%上游引物
#b&HHM MHK

HMMMKHMM>MHM>KM&6b

#下游引物
#b&>>>>HKH>>

HHH>K>>>>MKH&6b

(

=LM

%上游引物
#b&K>KHM>>KH

MKMMKK>HM KM&6b

#下游引物
#b&H>K K>K M>M KKH

HM>HMKK>&6b

(

@JK!#

%上游引物
#b&HKHMKM >HMHHH

MKMMKM >>&6b

#下游引物
#b&KHHH>> K>> M>> HH>

HMHHM&6b

(

6&

磷酸甘油醛脱氢酶!

KMGVE

"%上游引物
#b&

KHH>HH >KH MHH MHH MMH >K&6b

#下游引物
#b&MHK

HH>KH>>HMHHMHH>>H&6b
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逆转录反应
!

使用逆转录试剂盒#反应体系如下%

#`

=)L!
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D

#

IBM

模板
6

"

D

#

44E

<

^7

"

D

#总体积
!5

"

D

$反应

条件%

65a!5')-

#

;<a<5')-

#

""a#')-

#

;a#')-

$

=0>0A

!

实时荧光定量
GHI

!

采用
I.1,2

公司的
J\WI

荧光

染料试剂盒#反应体积为
<5

"

D

#反应体系%

<`J\WI ')L

!5

"

D

#

GO)'2O&I!

"

D

#

GO)'2O&A!

"

D

#

>2'

N

*(/2!

"

D

#

44E

<

^9

"

D

$反应条件%

"#a65+

#

75a65+

#

9<a65+

#共
6#

个循

环$采用
<

&

""

H>法#以看家基因
KMGVE

作内参#得出待测目

的基因
'IBM

相对表达量$
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统计学处理
!

实验均设
6

次独立的重复实验#数据采用

MB̂ _M

软件进行统计分析#数据用单因素方差分析#以
!

$

505#

为差异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

各组细胞内
@AB&

#

+

@AB&

$

及
@AB&

%

'IBM

的表达比

较
!

EF,90#0!

细胞在
=>?

!

#

+

<5

"

C

'

'D

"干预下内源性
@AB&

#

+

@AB&

$

的
'IBM

表达量与对照组相比均上升#差异均有统

计学意义!

!

$

505#

"#并且随着
=>?

干预浓度的上升而上升(

=>?

浓度为
!55

"

C

'

'D

时#与对照组相比虽有上升但差异无

统计学意义!

!

%

505#

"$而
@AB&

%

的
'IBM

表达量仅在

=>?

浓度为
<5

"

C

'

'D

时与对照组比较差异有统计学意义

!

!

$

505#

"#在
#

+

!55

"

C

'

'D

时虽有上升但差异无统计学意义

!

!

%

505#

"#见图
!

$

!!

&

%

!

$

505#

#与对照组比较$

图
!

!!

不同浓度的
=>?

对
EF,90#0!

细胞
@AB&

#

%

@AB&

$

%

@AB&

%

'IBM

表达量的影响
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>0>

!

各组
@JK!#

+

=LM 'IBM

的表达比较
!

在
=>?

干预

后#

=LM

和
@JK!#

的
'IBM

表达量均有不同程度的上升#与

对照组比较差异均有统计学意义!

!

$

505#

"#见图
<

$

!!

&

%

!

$

505#

#与对照组比较$

图
<

!!

=>?

对
@JK!#

%

=LM'IBM

表达量的影响

?

!

讨
!!

论

在临床实践中#大剂量
=>?

被用于抗肿瘤治疗#主要是

抑制细胞增殖和复制#即抗增殖作用#是通过抑制二氢叶酸还

原酶而阻止二氢叶酸还原为四氢叶酸#可阻止
VBM

合成#也

可干扰
IBM

蛋白质的生物合成#从而达到阻止肿瘤细胞生成

的作用)

!<

*

$而治疗风湿免疫性疾病是小剂量应用#其作用机

制不能完全用抗增殖进行解释#每周
!

次小剂量治疗风湿病的

机制可能是几种作用的结合#包括抗叶酸+免疫调节+免疫抑制

及抗炎作用)

!6

*

$

@AB

属于细胞因子中的一类#主要有抗病毒+抗肿瘤和免

疫调节等作用$本研究只涉及了
&

型和
'

型$

@AB&

#

+

@AB&

$

可由体内多种细胞产生#

@AB&

%

由自然杀伤细胞诱导产生#具

有抗病毒和免疫调节的功能)

!;

*

$在正常生理情况下#多数细

胞可以自发分泌少量内源性
&

型
@AB

$

@AB

与干扰素受体

!

@ABI

"结合激活
c(-F+

酪氨酸蛋白激酶'信号转导子与转录

激活子!

8

(-F+Y)-(+2+)

C

-(*/O(-+4F12O+(-4(1/)R(/.O+.P/O(-&

+1O)

N

/).-

#

cM]

'

J>M>

"信号通路#该通路在调节细胞增殖+分

化+凋亡#以及在免疫调节+炎症和肿瘤等多种病理生理过程中

能发挥重要的作用)

!#

*

$

本实验表明#

=>?

能明显促进内源性
@AB

的分泌#并且

能与
@ABI

结合激活
@AB

信号通路从而促进
@JK+

的表达#提

示小剂量
=>?

治疗风湿免疫性疾病取得的良好疗效与
@AB

相关$本实验结果可以为进一步研究
=>?

治疗疾病的机制#

以及对
=>?

的开发利用提供理论依据$
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