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能减轻或消除I临床症状，减少复发，同时提示有可能 

有消退 KOA滑膜炎，促进关节积液吸收作用。治疗 

前后 KOA关节腔积液个数有减少，但差异无统计学 

意义，提示在今后的研究中应加大样本量。 

3．4 手法能够改善膝关节活动度、纠正关节错位、 

恢复膝关节静态及动态应力学平衡、加强膝关节的 

稳定性。通过牵拉合缝法可纠正膝关节错位及缓解 

下肢肌肉痉挛。 

KOA为慢性进行性退行性变，人群中20岁以 

后，特别是中老年后，随年龄增加，膝关节软骨等的 

退行性变不断进行和加速 ，KOA关节软骨退变是 

继发性滑膜炎关节积液的基础，本研究对膝关节保 

健也有非常重要意义。 
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[摘要] 目的 观察来氟米特活性代谢产物A771726对脂多糖诱导下HaCaT细胞增殖和凋亡的影响。 

方法 采用 MTT法检测细胞增殖水平的变化；流式细胞仪检测细胞凋亡；倒置相差显微镜下观察细胞形态。 

结果 A771726对脂多糖诱导下 HaCaT细胞的增殖有明显的抑制作用，具有时间一浓度依赖性 ；3_771726能促 

进细胞凋亡，凋亡率随浓度的增加而增加；倒置显微镜下观察，脂多糖组细胞呈致密单层 ，随着 A771726浓度 

升高，细胞体积变小、细胞间隙变大、细胞内空泡增多。结论 来氟米特可以抑制脂多糖诱导下 HaCaT细胞 

增殖，促进其凋亡，这可能是来氟米特治疗银屑病的作用机制之一。 
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Effects of leflunomide on the proliferation and apoptosis of the lipopolysaccharide-induced HaCaT cells 

CHENG Qiu—mei，PAN Yah—bin，TAN Mei—le，et a1．Department ofDermatological，the Second People s Hospital Nan— 

ning，Guangxi 530031，China 

[Abstract] 0bjective To observe the proliferation and apoptosis of the 1ipopolysaccharide(LPS)一induced 

HaCaT cells in the presence of the active leflunomide metabolite A771726．Methods MTr was used to detect the 

level of cell proliferation；flow eytometry(FCM)was used to detect apoptosis of HaCaT ceHs；inve~ed phase contrast 
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microscope(IPCM)was used to observe morphologic changes．Results The A771726 significantly inhibited the pro- 

liferation of LPS—induced HaCaT ceBs，the inhibition effect was concentration—and—time dependent；the A771726 pro— 

moted cell apoptosis and the apoptosis rate increased with its concentration，the LPS group showed dense monolayer 

ceUs under an inve~ed microscope，as the concentration of the A77 1726 increased，the volume of the ceHs got smal— 

ler and intercellular space got larger，and the more vacuoles was observed in the ceUs．Conclusion Leflunomide call 

inhibit the proliferation of the LPS induced HaCaT cells and expedite their apoptosis，which may be one of the mecha— 

nisms of leflunomide in the treatment of psoriasis． 

[Key words] Leflunomide； HaCaT； Psoriasis； Apoptosis 

来氟米特(1eflunomide，LEF)是一种新型的免疫 

抑制剂，口服后主要在胃肠道和肝脏分解代谢为活 

性代谢产物 A771726而发挥药理作用。 目前临床 

主要用于类风湿性关节炎和狼疮性肾炎的治疗。由 

于来氟米特具有良好的抗炎及抗增殖作用，近年来 

在皮肤科领域被用于治疗银屑病及天疱疮等，取得 

较好的效果  ̈j。本课题采用脂多糖诱导 HaCaT细 

胞(人永生化角质形成细胞)增殖，建立炎症模型， 

观察来氟米特活性代谢产物 A771726对该细胞增 

殖和凋亡的影响，探讨其对角质形成细胞的作用 

机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料及试剂 HaCaT细胞购 自中国科学院昆 

明细胞库；水溶性 A771726粉剂由美国欣凯公司上 

海代表处提供。RPMI。1640培养基、胎牛血清(加拿 

大维森特公司生产)，脂 多糖、噻唑兰 (MrrI'，美 国 

Sigma公司)，AnnexinV—FITC凋亡试剂盒(美国 In． 

vitrogen)，0．25％胰酶(美国 Gibco)。 

1．2 细胞培养 HaCaT细胞在含 10％胎牛血清的 

RPMI一1640完全培养基于37_℃5％CO2饱和水汽细 

胞培养箱中培养。每2～3 d换液 1次，待细胞长成 

致密单层时传代，取对数生长期细胞用于实验。 

1．3 细胞增殖检测 用 MTI、法检测 HaCaT细胞增 

殖，以0．25％胰酶消化 HaCa3、细胞，制成细胞悬液， 

调整细胞密度为 5×10 个／ml，接种于 96孔板，每 

孔 100)xl，使每孔细胞数为 5 000个。96孔板边缘 

加入无菌磷酸盐缓冲液(PBS)以防止边缘效应。24 h 

细胞贴壁后，吸去旧培养液，加人 100 l含终浓度 

为 1 g／n1l的脂多糖和终浓度为10 g／ml、30 m1、 

90 ml、270 g／ml、810 g／ml的 A771726。同时 

设置仅含终浓度为 1 g／ml脂多糖的阳性对照组和 

仅含培养液的空白组。每组各复6孔，每孔终体积为 

100)xl。将细胞置于37℃ 5％CO 饱和水汽温箱中 

培养。分别于24 h、48 h、72 h后，每；fLail人 5 mg／l11l 

M，丌 20 l，置于培养箱孵育4 h，吸去细胞上清液， 

每孔加入二甲基亚砜(DMSO)150 Ixl，在摇床上震荡 
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10 min，使用酶标仪在 492 nm波长处检测 OD值。 

计算细胞增殖抑制率 =(1一药物组 OD值／空白组 

OD值)×100％。 

1．4 流式细胞仪检测 HaCaT细胞凋亡以 1×10。 

个／ml的密度将细胞悬液接种于 6孔板，每孔 1 ml。 

24 h细胞贴壁后，吸去培养液，加人1 ml含终浓度为 

1 ml的脂多糖和终浓度为 30 、90 g／m1、 

270 ml的 A771726。同时设置仅含终浓度为 

1 g／ml脂多糖的阳性对照组和仅含培养液的空白 

组。每组各复2孔，每孔终体积是 1 ml。按上述分 

组加 A771726终浓度分别为 30 g／ml、90 ml、 

270 g／ml。每组各复2孔。48 h后消化收集细胞， 

用冷 PBS洗涤细胞 2次，用缓冲液重悬细胞，加入 

异硫氰酸荧光素(FITC)和碘化丙啶(PI)工作液至 

细胞样本中，混匀，室温避光孵育 15 min。流式细胞 

仪检测分析得出凋亡散点图分为四个象限，左下象 

限为活细胞，左上象限为机械损伤细胞，右下象限为 

凋亡细胞，右上象限为晚期凋亡细胞和坏死细胞。 

细胞凋亡率 =(右上象限 +右下象限)细胞比率。 

1．5 倒置相差显微镜下细胞形态观察 以 1×10。 

个／ml的密度将细胞悬液接种于6孔板，每孔 1 ml。 

(1)脂多糖组：含终浓度为 1 ml的脂多糖，含细 

胞的培养基。(2)脂多糖 +A771726组：含终浓度 

为 1 ml的脂多糖，不同浓度的A771726，含细胞 

的培养基。24 h细胞贴壁后 ，吸去培养液，按上述分 

组加入相应试剂，A771726终浓度分别为 30 ml、 

90 ml、270 g／ml。48 h后倒置显微镜下观察细 

胞形态并拍照。 

1．6 统计学方法 应用 SPSS17．0软件对数据进行 

分析，实验结果采用均数 ±标准差(元±s)表示，MTT 

实验结果采用重复测量数据两因素多水平方差分 

析，流式细胞仪检测细胞凋亡率采用单因素方差分 

析，两两比较采用 LSD—t检验，P<0．05为差异有统 

计学意义。 

2 结果 

2．1 A771726对脂多糖诱导下 HaCaT细胞在不同 
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而较高剂量的 A771726(27 m1)则诱导细胞凋 

亡。傅玉如等_1。。研究发现 A77 1726对胰腺癌细胞株 

的增殖具有双重作用，低浓度I 5 ml和 10 g／m1) 

有轻度促进细胞增殖的作用．高浓度(>40 g／m1) 

则可明显抑制增殖，并 能促进细胞凋亡。表 明 

A771726的作用效应与剂量有明显相关性，大剂量 

时促进细胞凋亡，而中小剂量则对细胞凋亡可能无 

明显影响。A771726对细胞凋亡的具体机制仍需要 

进一步研究。 

3．3 角质形成细胞的过度增殖是银屑病的主要病 

理特点之一，而抑制角质形成细胞的增殖是治疗银 

屑病的作用靶点之一。我们的实验表明来氟米特对 

角质形成细胞具有良好的抗增殖作用，可以尝试用 

于治疗银屑病，今后可开展临床试验进一步验证其 

对皮损的疗效。 
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[摘要] 目的 通过监测哮喘儿童急性发作期与缓解期肺通气功能各指标变化情况，了解其在儿童哮 

喘病情评估及指导治疗中的作用 方法 应用德国Jaeger Master Screen肺功能仪对 43例 5～12岁哮喘急性 

发作期和经治疗后进人缓解期的哮喘儿童进行肺通气功能检测，包括大气道指标(FVC、FEV1、FEV1／FVC、 

PEF)及小气道指标(FEF25、FEFSO、FEF75、MMEF75／25)，同时收集哮喘患儿病史资料和治疗情况。结果 

哮喘急性发作期患儿肺功能指标FVC、FEV1、FEV1／FVC、PEF与缓解期及健康对照组儿童比较，差异有统计 

学意义(P<0．01)；哮喘缓解期患儿的FVC、FEVI、PEF与健康对照组比较，差异无统计学意义(P>0．05)。 

小气道功能指标 FEF25、FEF50、FEF75、MMEF75／25在哮喘急性发作期患儿中均明显降低，与缓解期组及健 

康对照组儿童相比差异有统计学意义(P<0．01)；哮喘治疗缓解期组中FEF25、FEF50、FEF75、MMEF75／25仍 

低于健康对照组，差异有统计学意义(P<0．05)。哮喘急性发作期不同严重程度患儿的肺通气功能指标 

(FVC％pred、FEVI％pred、PEF％[,red、FEF25％pred、FEF50％pred、FEF75％pred、MMEF75／25％pred)随哮喘严 

重程度增加各指标越低，差异有统计学意义(P<0．05)。结论 哮喘急性发作期肺通气功能受损 ，治疗缓解 

后小气道肺功能指标仍低于正常．．肺通气功能的小气道功能指标在儿童哮喘的病情评估及治疗监测指导中 

意义更大。 


