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摘要!二甲基姜黄素是姜黄素的一种结构衍生物#具有抗炎抗肿瘤作用#具有缓释作用的新剂型脂质体二甲基

姜黄素$
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对大鼠脾淋巴

细胞增殖和淋巴细胞周期的影响(
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治疗过程中#对关节炎严重程度进行生

理评估和指数评分%血常规检测外周血中各免疫细胞数量的变化(新鲜提取的大鼠脾淋巴细胞建立体外细胞

模型#
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对脾淋巴细胞周期

作用(实验结果显示
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在体内和体外均对大鼠脾淋巴细胞的细胞周期有调节作用(
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滑膜细胞的过度增殖#细胞周期紊乱和细胞凋亡异常等*
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的严重程度相关*
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姜黄素是姜黄根茎药草$姜黄属&中的一种主要成分*
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#姜黄素通过调节多个分子靶点来表现其抗
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Ĵ:

北京雷根生物技

术有限公司&%细胞
BC

孔培养板$中国上海耐思生物有限公司&(牛
KK

型胶原蛋白$美国
./'*=)5Z

公

司&#完全弗式佐剂$

.'R

U

,575\)5(*=

1

6+=

D

(4+*7

#

.\I

美国
63

0

R+

公司&#噻唑蓝$

LTT

美国
63

0

R+

公

司&#碘化丙啶$

)̂'

U

3=3(RK'=3=5

#

K̂

北京百奥莱博科技有限公司&#

.'*I

$美国
63

0

R+

公司&(

>?C

!

脂质体二甲基姜黄素的制备

用薄膜分散法制备脂质体二甲基姜黄素#将原料大豆卵磷脂'胆固醇和二甲基姜黄素按
#f#fA

质

量比溶解于无水乙醇中#在旋转蒸发器中减压蒸发形成干燥薄膜(将磷酸盐缓冲液$

Ĵ:
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A$$2

"

RQ

青霉素和
A$$

&

0

"

RQ

链霉素的
M̂ LKFAC#$

培养基$

PKJ.b

#

2:I

&中过夜培养以除去贴壁细

胞#最终获得较纯的脾淋巴细胞(

体外细胞模型中#大鼠脾淋巴细胞在
!%g

#

È .b

"

培养箱中体外培养#培养液为
A$̀

胎牛血清#

A$$2

"

RQ

青霉素和
A$$

&

0

"

RQ

链霉素的
AC#$

培养液(

>?L

!

K88

法检测
3#

@

"RS#KA

对大鼠脾淋巴细胞增殖的作用

无血清条件下#以
E

个不同质量浓度梯度$

$

#

!@%E

#

%@E

#

AE

#

!$

#

C$

&

0

"

RQ

&的
Q3

U

'FS3L.

干预大鼠

脾淋巴细胞和
.'*I

$

E

&

0

"

RQ

&诱导的脾淋巴细胞
"#/

后#

LTT

法检测其细胞活力(

>?N

!

大鼠脾淋巴细胞周期分析

Ĵ:

洗涤大鼠脾淋巴细胞$在免疫后第
"A=

处死的正常组'

.KI

组和
.KIjQ3

U

'FS3L.

治疗组大

鼠新鲜提取获得&#在不同浓度
Q3

U

'FS3L.

体外
"#/

干预之后#在冰上用
%$̀

乙醇固定#

# g

下用

E$

&

0

"

RQ

碘化丙啶$

:3

0

R+

#

2:I

&染色
!$R3*

#细胞流式仪$

JS\I.:.+,3Y()

&检测脾淋巴细胞的细胞

周期%

L'=\37QT!@A

软件用于细胞周期分析(

>?O

!

统计分析

)̂36R

软件
%@$

版用于统计分析和图表(所有值均表示为平均值
i:<L

$观察次数&(对非配对变

量的
L+**FO/37*5

8

非参数检验用于比较组间的差异(

,

-

$@$E

被认为具有统计学意义(

图
>

!

3#

@

"RS#KA

减轻
AQ9

大鼠脚趾肿胀

/#

-

?>

!

3#

@

"RS#KA+*!&:*6%"*6=*00#(

-

#(AQ9+,%6

C

!

结果与讨论

C?>

!

3#

@

"RS#KA

的关节注射减轻
AQ9

大鼠的

脚趾肿胀

!!

.KI

大鼠模型成功建立#与正常大鼠相比#

.KI

大鼠在免疫后出现明显的脚趾肿胀和体重减轻(脚

趾肿胀是
.KI

发展早期的症状之一(

Q3

U

'FS3L.

治

疗在免疫后第
E=

开始进行#每间隔
!=

治疗一次#

共治疗
C

次(第
#

次治疗后$即免疫后第
A#=

&#与

未治疗的
.KI

大鼠相比#治疗组
.KI

大鼠的脚趾肿

胀逐渐缓解$图
A

&#

Q3

U

'FS3L.

可以有效减轻大鼠

的
.KI

疾病进展(

C?C

!

3#

@

"RS#KA

在体内抑制
AQ9

大鼠外周血中免疫细胞数量的激增

!!

通过观察同一个大鼠在不同时间点血常规检测发现#在
.KI

发展期间#新鲜外周血中的中性粒细

胞'淋巴细胞'嗜酸性粒细胞和白细胞的细胞数量发生变化#而
Q3

U

'FS3L.

关节注射治疗抑制了这一变

化(血常规检测中白细胞是一类细胞包括淋巴细胞'嗜中性粒细胞'嗜碱性粒细胞'嗜酸性粒细胞和单

核细胞(

.KI

组大鼠外周血白细胞数量在免疫后迅速增加#在免疫后第
C=

达到最高#是正常状态时

$即免疫前第
$=

&的
!

倍$图
"

$

+

&&(而
Q3

U

'FS3L.

在第
A

次治疗后#与未治疗
.KI

组相比#

Q3

U

'FS3L.

治疗组大鼠外周白细胞数降低了
"#@È

$图
"

$

+

&&(

.KI

组大鼠外周血淋巴细胞数量持续增加并在免

疫后第
"A=

达到最高#与正常状态时$即免疫前第
$=

&外周血淋巴细胞数相比增加了约
"

倍$图
"

$

Y

&&(
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第
#

期 孙芝源#等$脂质体二甲基姜黄素体内体外抑制大鼠脾淋巴细胞增殖并调节细胞周期
!

Q3

U

'FS3L.

治疗抑制了大鼠淋巴细胞过度增加$图
"

$

Y

&&(

.KI

组大鼠外周血嗜中性粒细胞的数量在

免疫后明显增加#在免疫后第
A"=

达到最高#随后下降$图
"

$

;

&&(

Q3

U

'FS3L.

第
A

次治疗后#与未治疗

.KI

组相比#

Q3

U

'FS3L.

治疗组大鼠外周血嗜中性粒细胞数降低约
EC@È

$图
"

$

;

&&(

.KI

组大鼠外周

血嗜酸性粒细胞在免疫后迅速增加#而
Q3

U

'FS3L.

治疗抑制了淋巴细胞过度增加$图
"

$

=

&&(

.KI

大鼠

血常规检测的数据表明#在
Q3

U

'FS3L.

治疗后#

.KI

大鼠外周血中性粒细胞数量的过度增加最先被明

显抑制$免疫后第
C=

"第
A

次治疗后&#外周血淋巴细胞数'白细胞数和嗜酸性粒细胞数的过度增加均有

被抑制$

( a!

"组#

R5+*i:<L

&(

Q3

U

'FS3L.

通过抑制外周血淋巴细胞'中性粒细胞'嗜酸性粒细胞

和白细胞数量的过度增加#从而抑制大鼠
.KI

发展过程中产生的炎症和免疫反应(

图
C

!

3#

@

"RS#KA

抑制
AQ9

大鼠外周血各免疫细胞数量的变化
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C?F

!

3#

@

"RS#KA

在体内调节
AQ9

大鼠脾淋巴细胞周期紊乱

与正常大鼠相比#

.KI

组大鼠脾淋巴细胞
P$

"

PA

期百分比明显降低#

:

期百分比增加#

P"

"

L

期百

分比不变$图
!

$

+

&#图
!

$

Y

&&%与
.KI

组大鼠相比#

.KIjQ3

U

'FS3L.

组大鼠#

P$

"

PA

期百分比升高#

:

期

百分比降低#

P"

"

L

期百分比不变$图
!

$

Y

&#图
!

$

;

&&(通过比较正常组'

.KI

模型组及
.KIjQ3

U

'F

S3L.

治疗组大鼠脾淋巴细胞的细胞周期发现#三组大鼠脾淋巴细胞
P"

"

L

期百分比差异较小#

.KI

增

加脾脏淋巴细胞
P$

"

PA

期的百分比#而
Q3

U

'FS3L.

抑制这种进展$图
!

$

=
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"组#
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细胞周期是细胞静息#增殖#分化和凋亡的关键生物学过程(不同阶段的细胞百分比反映了细胞的生长状

态(结果表明#

Q3

U

'FS3L.

可以在大鼠体内调整
.KI

导致的脾淋巴细胞周期紊乱(

.KI

将细胞周期从

P$

"

PA

期驱动到
:

期来促进细胞增殖而
Q3

U

'FS3L.

抑制了这一进程并将细胞周期调整回正常状态(

图
F

!

3#

@

"RS#KA

在体内调节
AQ9

大鼠脾淋巴细胞的周期
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图
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@

"RS#KA

体外抑制大鼠脾淋巴细胞增殖
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!

3#

@

"RS#KA

在体外抑制大鼠脾淋巴细胞增殖

LTT

方法检测了
Q3

U

'FS3L.

对大鼠脾淋巴细

胞的增殖的影响(结果发现#在
.'*I

激活或未激

活大鼠脾淋巴细胞#

Q3

U

'FS3L.

对大鼠脾淋巴细胞

均有抑制作用$图
#

&(

Q3

U

'FS3L.

质量浓度达到

%@E

&

0

"

RQ

时对正常大鼠脾淋巴细胞增殖有抑制作

用#而
Q3

U

'FS3L.

浓度在
!@%E

&

0

"

RQ

时对
.'*I

诱

导激活的大鼠脾淋巴细胞增殖则产生抑制作用#且其

抑制作用呈浓度依赖性$

( a!

"组#

R5+*i:<L

&(

C?I

!

3#

@

"RS#KA

在体外调节大鼠脾淋巴细胞

的细胞周期

!!

体外细胞实验显示#

Q3

U

'FS3L.

体外干预$无血

清条件&大鼠脾淋巴细胞
"#/

后#和未干预的细胞比较#

Q3

U

'FS3L.

$

A"

&

0

"

RQ

&降低了
!@G̀

的
P$

"

PA
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第
#

期 孙芝源#等$脂质体二甲基姜黄素体内体外抑制大鼠脾淋巴细胞增殖并调节细胞周期
!

期脾淋巴细胞#增加了
C@GÈ

的
:

期细胞#降低了
!@$C̀

的
P"

"

L

期细胞$图
E

&%这个结果结合
Q3

U

'F

S3L.

体外对大鼠脾淋巴细胞增殖抑制的实验结果$

LTT

法&一起分析评估#

Q3

U

'FS3L.

可能通过使

脾淋巴细胞停滞在
:

期#以抑制淋巴细胞增殖#

Q3

U

'FS3L.

可能是调节细胞周期中的
PA

"

:

检查点(

图
I

!

3#

@

"RS#KA

在体外对大鼠脾淋巴细胞周期的影响

/#

-

?I

!

D..*:%".3#

@

"RS#KA"(+,%6

@

0*(#:0

'

1

@

)":

'

%*:

'

:0*)!>);(+

F

!

结
!

论

MI

是一种慢性自身免疫性疾病#其病因和发病机制尚不完全明确(研究认为淋巴细胞#粒细胞和

巨噬细胞被认为可以介导
MI

的发展*

AEFAC

+

(

MI

患者外周血中淋巴细胞增殖和分化失调*

"

+

#淋巴细胞

状态在
MI

发展的不同阶段有所不同*

A%

+

(

本研究通过利用
.KI

大鼠"
Q3

U

'FS3L.

关节注射的体内研究模型#结果表明
Q3

U

'FS3L.

在体内可

以抑制
.KI

大鼠外周血中免疫细胞数$包括淋巴细胞'中性粒细胞'嗜酸性粒细胞'白细胞&的激增(在

.KI

诱导的关节炎大鼠中#脾淋巴细胞
:

期细胞比例增加#这和脾淋巴细胞过度增殖相关%通过和外周

血细胞的分析结果联合评估认为!淋巴细胞的过度增殖是类风湿的表征之一#

Q3

U

'FS3L.

治疗抑制了

.KI

诱导的大鼠脾淋巴细胞
:

期细胞的过度增加#从而抑制脾淋巴细胞的过度增殖#起到治疗作用(而

在体外细胞模型中#

Q3

U

'FS3L.

干预大鼠脾淋巴细胞后#

:

期细胞比例增加#

P$

"

PA

期和
P"

"

L

期细胞

比例减少#结合
LTT

结果$

Q3

U

'FS3L.

体外抑制大鼠脾淋巴细胞增殖#并呈浓度依赖性&#

Q3

U

'FS3L.

可能使脾淋巴细胞停滞在
:

期#以抑制淋巴细胞增殖#

Q3

U

'FS3L.

可能是调节细胞周期中的
PA

"

:

检查

点(

Q3

U

'FS3L.

在体内体外对大鼠脾淋巴细胞周期的调节不同(在体内#

Q3

U

'FS3L.

经历了
.KI

大鼠

吸收'代谢'运输和分布#从而对众多细胞类型和蛋白类型的作用(

Q3

U

'FS3L.

对
.KI

大鼠的治疗作用

结果是一个细胞"组织"器官"机体综合作用的结果(较之单一细胞的细胞模型#活体动物模型是一个更

复杂的过程(综上#研究结果发现
Q3

U

'FS3L.

抑制大鼠脾淋巴细胞的过度增殖并对大鼠脾淋巴细胞周

期有调节作用%

Q3

U

'FS3L.

对
MI

治疗机制提供新的见解#并且
Q3

U

'FS3L.

可以被认为是
MI

治疗的

潜在药物(
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