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#摘要$
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目的
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通过对滑膜成纤维细胞'滑膜巨噬细胞'肥大细胞和软骨细胞的共培养!以发现对类风湿

关节炎"
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#软骨细胞分泌
$

型胶原"

)

$

#影响最大的细胞类型和作用机制$方法
!

选用
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+

小鼠进行

胶原诱导的关节炎"
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#造模!原代培养上述
$

种细胞!并进行共培养$分别加入组织蛋白酶
(

的特异性抑制
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#!加入肥大细胞的激活剂"
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#和膜稳定剂色甘酸二钠"

O()S

#等$分

别检测培养上清液及软骨细胞中组织蛋白酶
(

和
)

$

的表达$结果
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巨噬细胞和肥大细胞表达组织蛋白酶
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#激活的滑膜成纤维细胞对软骨细胞
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的表达无影响!
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肥大细胞与软骨细胞共培养时!激活的肥大细胞可明显减少软骨细胞分泌
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!未发现各组间有差异$结论
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巨噬细胞和

肥大细胞是组织蛋白酶
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的两个主要来源!组织蛋白酶
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可能是破坏软骨细胞分泌的
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类风湿关节炎!
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"发病机

制复杂#至少有
-

种类型细胞参与#包括肥大细胞&成

纤维细胞&巨噬细胞&

J

细胞)

!

*

&

T

细胞)

.

*

&树突状细

胞)

&

*

&软骨细胞和破骨细胞%在正常滑膜中肥大细胞

约占滑膜表面细胞的
&C

(而在
79

患者滑膜中肥大

细胞数量可占到滑膜表面细胞的
#C

#说明肥大细胞

在
79

疾病中起重要作用)

$

*

%

79

的主要病理改变是

关节软骨和骨的破坏%因此#针对
79

的治疗#除控

制炎症外#就是寻求保护软骨的方法%软骨基质主要

由
$

&

-

&

.

胶原组成#其中
$

型胶原!

)

$

"的半衰期

最长)

#

*

%本研究将肥大细胞&成纤维细胞&巨噬细胞

和软骨细胞共培养#以期发现对软骨细胞分泌
)

$

影

响最大的细胞类型%由于肥大细胞可分泌多种蛋白

酶#本研究拟通过肥大细胞的稳定剂&激活剂和酶抑

制剂#以期发现组织蛋白酶
(

是否对
)
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的破坏存在

作用%

!
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材料与方法
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级动物所饲养#符合南方
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进行造模#造模成功后进行原代细胞的培养%
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方法
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检测培养上清液中组织蛋白酶
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和
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的表达
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培养上清液中组织蛋白酶
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和
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的
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检测方法按试剂盒说明书进行#每个样品检测
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的表达
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用
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冰上裂解细胞#获得总蛋白#常规方法进

行电泳&转膜&封闭&抗体&显色等%
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统计学处理
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用
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统计软件进行统计

学分析#计量资料用
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表示#采用
9RQG9

进行统

计分析#组间比较采用
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检验#以
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'2'#

为差异有统计学意义%
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结
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果
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的表达
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JRP6

*
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的结果见图
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表达的结果见图
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"#加用组织蛋白酶
(
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表达的结果见图
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8

肥大
8)$-

$

-'

组与其他各组间差异有统计学意义!

!

"

'2'#

"#而在

加入组织蛋白酶
(

的抑制剂后#

)

$

的表达恢复正常%

"2"

!

细胞共培养时组织蛋白酶
(

的表达
!

软骨细胞

和腹腔巨噬细胞共培养时组织蛋白酶
(

表达的结果

见图
!S

#软骨
8

巨噬细胞激活组与其他组间差异有

+$&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$
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9

'小鼠软骨细胞与滑膜成纤维细胞共培养时
)

$

的
dM*(9

结果(

T

'小鼠软骨细胞与滑膜成纤维细胞共培养时
)

$

的
7J6B)7

结果(

)

'小鼠

软骨细胞与巨噬细胞共培养时
)

$

的
dM*(9

结果(

O

'小鼠软骨细胞与巨噬细胞共培养时
)

$

的
7J6B)7

结果(

d

'小鼠软骨细胞与肥大细胞共培

养时
)

$

的
dM*(9

结果(

P

'小鼠软骨细胞与肥大细胞共培养时
)

$

的
7J6B)7

结果(

S

'巨噬细胞与软骨细胞共培养时组织蛋白酶
(

的
dM*(9

结

果(

H

'肥大细胞与软骨细胞共培养时组织蛋白酶
(

的
dM*(9

结果(

=

'

!

"

'2'#

(

!

'软骨(

.

'软骨
8

滑膜(

&

'软骨
8

滑膜
8JRP

低(

$

'软骨
8

滑膜
8

JRP

高(

#

'软骨(

+

'软骨
8

巨噬(

,

'软骨
8

巨噬
8MHG(

(

-

'软骨
8

巨噬
8d+$

(

"

'软骨(

!'

'软骨
8

肥大(

!!

'软骨
8

肥大
8O()S

(

!.

'软骨
8

肥大
8

)$-

$

-'

(

!&

'软骨
8

肥大
8MHG(

(

!$

'软骨
8

肥大
8d+$

图
!

!!

细胞共培养结果

统计学意义!

!

"

'2'#

"#加用组织蛋白酶
(

的抑制剂

后#

MHG(

和
d+$

组内组织蛋白酶
(

的表达均降低%

软骨细胞和肥大细胞共培养时组织蛋白酶
(

表达的

结果见图
!H

#软骨
8

巨噬细胞激活组与其他各组间

差异有统计学意义!

!

"

'2'#

"#加用组织蛋白酶
(

的

抑制剂
MHG(

和
d+$

后#组织蛋白酶
(

表达降低#与

软骨
8

肥大对照组间差异无统计学意义%

"2#

!

细胞共培养时
7J6B)7

结果
!

本研究对软骨细

胞和其他
&

种类型的细胞共培养#进行了
)

$

的
7J6

B)7

检测#不管是和滑膜成纤维细胞!图
!T

"#腹腔巨

噬细胞!图
!O

"#还是和骨髓源性肥大细胞!图
!P

"#各

组间均差异无统计学意义%

!!

9

'软骨细胞和巨噬细胞共培养时的结果(

T

'软骨细胞和肥大细胞

共培养时的结果

图
.

!!

组织蛋白酶
(

的
aA4@A;5[?0@

结果

"2$

!

aA4@A;5[?0@

结果
!

本研究对软骨细胞和腹腔

巨噬细胞共培养&软骨细胞和骨髓源性肥大细胞共培

养#提取总蛋白#

aA4@A;5[?0@

结果见图
.

%巨噬细胞

和肥大细胞分别被
MB(

和
)$-

$

-'

激活后#组织蛋白

酶
(

的表达升高#而用组织蛋白酶
(

的抑制剂
MHG(

和
d+$

可以抑制其表达%

#

!

讨
!!

论

!!

组织蛋白酶
(

是一种属于木瓜蛋白酶超家族的

半胱氨酸蛋白酶#在抗原递呈细胞!

=5@1

F

A5

:

;A4A56

@15

F

LA??

#

9B)4

"上高度表达#它对多种蛋白具有催化

水解活性#特别是
IH)

$

恒定链!

15D=;1=5@LN=15

#

*1

"

和细胞外基质成分!弹性蛋白和胶原"%已证实组织

蛋白酶
(

参与多种疾病#如阿尔茨海默病&动脉粥样

硬化&哮喘&慢性阻塞性肺病&肿瘤&骨关节炎&神经痛

和多种自身免疫性疾病)

+6,

*等%但目前对组织蛋白酶

(

在
79

中的作用研究较少)

-

*

%

组织蛋白酶
(

的底物广泛)

"

*

#最引起人们兴趣的

是它的高弹性蛋白水解活性)

!'

*

%但在类风湿关节炎

中可能无关弹性蛋白的降解#因为在骨和软骨的细胞

外基质中弹性蛋白水平极低%但组织蛋白酶
(

有潜

在的蛋白聚糖降解活性#特别是在中性和酸性
:

H

中

具有强大的水解软骨聚集蛋白聚糖能力)

!!

*

%组织蛋

白酶
(

在
79

关节的滑膜巨噬细胞上表达#在炎性过

程中分泌蛋白酶入软骨基质#可能会破坏形成功能性

软骨的软骨聚集蛋白聚糖
6)

$

网状组织的完整性)

!.

*

%

但目前很少有人研究组织蛋白酶
(

对软骨细胞分泌

)

$

的影响)

!&

*

%

本研究共进行了
$

种原代细胞的培养#包括小鼠

滑膜成纤维细胞&腹腔巨噬细胞&关节软骨细胞和骨

髓源性肥大细胞%发现软骨细胞在与滑膜成纤维细

胞共培养时#软骨细胞分泌
)

$

的量无变化%而软骨

细胞与巨噬细胞共培养时#及软骨细胞与肥大细胞的

共培养时#均发现
)

$

的量减少#尤其是在肥大细胞

被其激活剂!

)$-

$

-'

"激活后%该研究证实巨噬细胞

和肥大细胞是组织蛋白酶
(

的主要来源#本研究在该

研究中当加入组织蛋白酶
(

的特异性抑制剂!

MH6

G(

"及非特异性抑制剂!

d+$

"后#

)

$

的量恢复到正常

,$&$
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.'!-

年
!.
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$,

卷第
&$

期



水平#说明组织蛋白酶
(

可能是
)

$

量减少的主要因

素%但细胞培养上清中
)

$

量减少是由于分泌减少

还是分泌后被破坏需深一步研究%随后收集各组软

骨细胞#裂解提取
7R9

后进行
)

$

的
7J6B)7

检测#

发现各组间
7J6B)7

水平相似#说明
)

$

在转录水平

上未发生变化#因此认为
)

$

主要是在合成后受到破

坏%当然#本研究中还存在不足#即未对组织蛋白酶
(

的活性进行检测#不能反映组织蛋白酶
(

在病变中的

功能变化#这将是下一步研究的重点%

从本研究上看#巨噬细胞和肥大细胞均对软骨细

胞分泌
)

$

的影响较大#他们可能是影响软骨功能的

主要细胞类型#而在抑制了组织蛋白酶
(

功能后#

)

$

的分泌量恢复正常#说明组织蛋白酶
(

很有可能是
)

$

破坏的主要因素#因此针对组织蛋白酶
(

的特异性

治疗有可能是未来研究的方向%
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