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酮替芬对人血中性粒细胞呼吸爆发和细胞内游离钙离子的影响 
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ABSTRACT The stimu]atorv effect of FM LP 5 

nm oIl L～． OAG 25 nmol L and cakimycin l 0 

nmol L— on ]uminol—dependent chemilumines- 

ccnce 『CL1 was obserred in human neutrophils 

(Neu)．The rest Ies／el of Nell intraeellu[ar free calcillm 

(『Ca1 )measured by ca +-sensitive probe Quin 2／AM 
was calculated to be 200±s 19 nmoI-L_。 B r the 

addition of FMLP 0 l nmoI．L_ or calcimycin 0 5 

nmo1．L ， the peak rCa1． increased to 769± L04 

nmoI．L and 953： 53 nmo【'L～、 respectivel'~． 

Ketntifen(50-300 itmol L-。1 inhibited Neu CL ln a 

dose-dependent manner with aclivator FM LP． Inhi- 

bition was also seen when Neu CL was activated by 

calcimycin and OAG， respectively However． 

ketotifen did not inhibit Nell ICa] lncrement acti． 

vated by FMLP and calcimvcin 

KEY W ORDS ketotifen；neutrophils；luminescence： 

luminol； calcium；calcimycin； N-formylmethionine 

leuc'r'l-phenylalanine 

提要 以鲁米诺为化学发光齐4测定人血巾性粒细胞 

(Nel1)l~吸 爆发 能力表 明，FMLP，calcimycin和 
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OAG激活 Nell形成化学发光．Ollin 2为荧光探针测 

得 FMLP和 calcimycin攻击 Neu引起细胞内{【ca】．) 

升 高分 别 达 769±104 nmol L ，953±53 nmol 
- L Ket抑制 FMLP擞活的 Neu化学发光 剂 晕= 

依赖性 Ket对calcimycin和OAG墩括的 Neu化学 

发光也有明显的抑制作用．但 Ket不抑制 FMLP． 

catcim,ycin攻击的【C ．升高 

美键词 董茎；它丝自墅堕；发光；皂2 堂 
西霉素；Ⅳ一甲酰甲硫氧酸亮氧酰基苯丙氯酸 

酮替芬fketotifen，Ket)是预防过敏性哮 

喘发作的有效药物[_J．但关于Ket的作崩机制 

目前尚未完垒明确．中性粒细胞(neutrophil， 

Neu)的激活与气道高反应性密切相关 I4)．本 

实验取人外周血 Neu为研究对象，观察 Ket 

对 NeL1激活 剂 FMLP，OAG 和 calcimycin 

激活的呼吸爆发和胞浆内游离钙离子(【C al )的 

作用，探索 Ket的抗过敏作用机制． 

M ATERIALS AND M ETHODS 

FM LP (N-fllnnylmethionine leucyl-phenyl- 

alanine)，calcimycin(Ca。 ionophore)．OAG f 1，2- 

oleoyl-acetyl-glycero1)，Qllin 2／AM 均 系 美 国 

Sigma 产 品 ，鲁 米 诺 (1umino]，德 国 Merck- 

Schuchardt药 厂) 右旋糖酐(dextran T-500，瑞典 

Phannacia)，HEPES(德国Merck)，Hypaque--Fico1]白 

细胞分离液(sp gr：l 077±0．螂2，中科院 k海细胞 

所j，牛血清白蛋I~(BSA，中科院上海生化所lj酮替 

芬(上海第 十六制药厂)j液闪仪(美国 PACKARD 
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MINAXI-4430)，荧 光分光光度 计(日本 Hitachi 

MPF-4) 

人外周血 Neu的分离㈣ 取健康献血员新鲜静J【}= 

血 5Oml，置于预先经过硅化的容器内，崩肝素(20 

IUml 1抗凝 加^ 5％右旋奢旨酐(血与右旋糖酐容晕= 

比为 5：I1，轻轻混匀后，室温 静置 30rain 小  吸 

取富含白细胞的上清液，在台 3 ml Hypaque-Ficoll 

白细胞分离液的硅化试管中叠加 6ml卜清液，800 g 

离心 15 rain 吸去血清层、淋巴细胞和单核细胞层， 

吸出白细胞分离液层，剩余的底层即为富含 Neu的细 

胞团．加^适量的双蒸水破除污染的红细胞，再用适 

量的 Hanks~液(Hanks balanced salt solution)洗 2次． 

将分离所得的 Neu悬于含 O 5‰ BSA的 Hanks 液 

中，部分实验要求 Neu悬于无 Ca2+的 Hanks 液 中， 

则在 Hanks'液 配 方 中去 CaCI，，加 入 EGTA 2 

mmo|· ．Neu用 Wright染色 检查 纯 度 >95％， 

台盼蓝检查活性>95％ 

人血 Neu呼吸爆发(respiratory b~st)的捡测c6 

以鲁来诺为发光剂用液闪计测量dpm来检测 Neu受 

激活剂激话后的化学发光(chemiluminescence，CL)表 

示Neu被激活的呼吸爆发能力 

分离所得的 Neu用含或无 c 的 Hanks~液混悬 

成 2×l0 2．5×10 cells／m1．取约 2×10 Neu于 

20ml液闪管中，先置于 37~C水浴 6min再加^鲁来 

诺(终浓度 2 nmol L )和相应的 Neu激话剂，立即 

进行 CL测定 加药组 Kel在温育开始 3min时加 

^ 反应液终容量为 l m1 不加 Neu激活剂时， 

本底值不大干 1500 dpm FMLP激话的 Neu CL每 

隔 30 s进行计数 由于 FMLP激话的 Neu CL在第 
一 峰值出现后又出现第二次上升过程，每个样本观察 

时间不少于 7 mln．Calcimycin和 OAG激活的 Ncu 

CL每隔 1 min'进行计数，直至高峰值 

人血 NeulC 的测定( 分 离所得 Neu用 

HanksJ液f不含 BSA)悬成 5×10 cells／m1．37℃水 

浴 5rain后加入 Quin 2／AM 30 mo】．L ．继续温 

育 10rain，然后用含 0．5％ BSA的 37℃Hanks~ 稀 

释至 l×10 cells／ml，再温育 40rain．洗去胞外 

Quin 2／AM， 重新 悬 干 Hanks饿 中成 2×107 

cells／m1．台盼蓝检查活性>90％ 

取上述 Quin 2负荷的细胞悬液 0．5 ml置于37℃ 

的微量测定杯中，静置 5 rain后加入相应的攻击剂立 

即进行荧光测定．加药组 Ket预先 与细胞悬液在 

37t7作用 5 rain后再加入攻击剂，立即进行荧光测定 

激发波长 339 nm，激发挟缝 3 nm，发射波长 492 

nm，发射狭缝 l 5 nm．计算Ica】，= ( 16‘。J／ 

f‘。 一 -0，其 中 =115 nmol L- ，，=L-L 

。 

=  

⋯

- Lmm，L为 Neu在静息或不同攻击剂攻击 

后的荧光强度， L 分别为加^洋地黄皂甙和 

MnCI2后的荧光强度 

RES I ’S 

FMLP， calcimycin和 oAG 激 活 人 血 

Neu形成 CL及 Ket的作用 

1 Ket对 FMLP激活 的 NeuCL 的抑 制 

作 用 FMLP 5 nmol·L。。馓活 的 Neu CL 

在 1．5 min出现第一峰值．缓慢下降后，在 4 

min时又出现第二次上升，其上升速率较第一 

次慢，观察 7 min时仍呈上升趋势．Ket 5O． 

100，200和 300#mol L 呈剂量依赖性抑 

制 FMLP激活的Neu CL第一峰(线性相关系 

数 r=O．97)．Ket 100和 200 pmol·L-0对 

FMLP激活的 NeuCL有抑制作用(，=350．1． 

P<O．O1)(Fig 1)． 

2 Calcimycin 10 nmol L 激活的 Neu 

CL是一缓慢过程．其高峰 dpm在 l 3min时 

出现．结果表明 Ket100和 200pmol·L。。可 

抑制 calcimycin激活的 Neu CL(，=286 2。 

P<O 01)(Fig 1)． 

3 OAG 25 nmol-L 激活 Neu形 成 

CL在 14min时达峰值 Ket 100 pmol·L 

明显 抑制 0AG 激 活的 Neu CL f，=797．2， 

P<O O1)(Fig 1)． 

4 Neu悬于无C Hanks 液中受激活 

剂激活的 CL Calcimycin和 oAG在无 Ca0 

Hanks 液 中均 不能 激活 Neu形成 CL． 

FMLP虽能在无 Ca Hanks 液中激活 Neu 

形成 CL，而且在 卜1．5 min时出现 一个峰 

值，但其数值<2000 dpm． 

FMLP和 calcimycin攻 击 人 血 Nell的 

『Calj变化 及 Ket的作 用 Neu静息 [Ca]．为 

200± 19 nmol‘L～， 加 入 FMLP 0．1 nmol 
’  。后约 3O s即上升达峰值 769±104 nmol 
‘ L ，维持 1 min左右后下降．Calcimycin 
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 ̂ l 2 3 4 

FM LP 5nmoI·L 

二 ：： 
I 2 4 6 8 io 12 l4 

OAG 25 ntoo1．L I 

Timc／rain 

Fig 1． Luminol—dependent neulroph~ chemilumines— 

cenee after acfivation with N—Ionnyhnethionine 

leucyl—phenyl~anine (FMLP)， calcimycin、 and 

l，2 leoyt-acctyl-gl~eerot(OAG)．Neutrophils M 

exp,~ d to ketotifen 100 panol L (● )． 200 

pmol L (×) or diluentwithout drug (0 )．i 

! ． 

O．5 nmol-L 引起 Neu【Ca] 升高经 2min达 

峰值 953±53 nmol-L～．维持约 2min后下 

降．见 Fig 2． 

加 Ket 200／xmo[ L-。后 ， FMLP和 

calcimycin攻击的 Neu(Ca]．分别为 577=61 

nmol·L- 和 839±147 nmol-L- ．结果表明 

Ket对 FMLP和 calcimycin攻击的 Neu fCa]． 

升高无抑制作用f．P>0．05， ：41． 

DISCUSSION 

Neu激活后产生的呼吸爆发伴有 oj形 

FM Lp Caleim ~~i． 

0．1 nm c1．L一’ 0 5 nmo】一L一 

Fig 2． 1n~acdlular free calcium of neutrophil sfimu- 

lated by N-formylmethionine leucyl—phenylalanine 

(FMLP】or calcimycin．(a typical experimen0 

成 ．o；可诱发形成某些炎症介质，如补体、 

趋化因子、组胺和花生四烯酸代谢产物等，对 

某些炎症介质，如 L『rB，LTD，PG和 0|-抗 

胰蛋白酶等则具灭活作用 )．o；与luminol反 

应生成氨基邻苯阴离子，此阴离子跃迁到基态 

时释放出的光子对自然 CL起放大作用Il ．因 

此 ，观察 Ket对 NeuCL的作用，有助千探 

耐 Ket的抗过敏作蹦机制 普遍认为 FMLP 

和 calcimycin通过 Ca 信号系统和 DAG 信 

号系统两条途径激话 Neu，而 OAG不升高 

Neu Ica】．，OAG激活 Neu只通过 DAG信号 

系统途径 }．本实验结果表明，在无Ca 介质 

中 OAG和 calcimycin均不能 激活 Neu形成 

CL，FMLP激活 Neu能力大大降低，说明生 

理浓度的胞外 Ca 为 Neu形成 CL所必需． 

FMLP激活的 Neu CL第 一上升峰被认为是 

【Ca]．介导的过程，第二次 CL上升与 DAG信 

号 系 统 激 活 有 关 ⋯)． 分 析 FMLP 和 

caldmycin攻击的 Neu CL与其【Ca】．变化之间 

的关系，发现 NeuCL与【Ca】．升高存在时相 

上的差异．Ket呈剂量依赖性抑制 FMLP攻 

击的 NellCL，Ket对 caldmycin和 oAG攻 

击的 Neu CL也 有明显的抑制作用 ，而 Ket 

不影响 FMLP，calcimycin攻击 的 Neu 

【Ca1．，说明 Ket通过抑制 ca-" 信号系统途径 

和 DAG信号系统途径抑制 Neu的激活，但 

Ket对攻焘静!攻击的 Neu ICal。升高环节投有 

砉-● ● ，d g 4 

．．

1 ．1。 

● 1 ¨ ● ¨ 

E 口 ＼u 2 口 EjIIE U x ．̂0 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


370 中 国药理 学报 (埘 Pharmacok~eica Sini~a l992 Jul； 13 (4) 

抑制作 用．Ket是否对 Neu蛋 白激酶 C 

(PKC)有直接抑制作用有待研究． 

REFERENCES 

1 M artin U ， Romer D The pharmacological propcrtics 

of a nCW， orally active an“anaDhv【actIc compound： 

ketofifen， a benzocycloheptathiophene ．4rzneimittd- 

lbrachung 【978； 28 ： 770-82 

2 Neijens HJ， Raatgeep RE，Dcgenha rt HJ，Duiverman 

EJ， Kerrebijn KF． A【tered leukocyt~response In rela 

tion to the basic abnormality In children w Jth asthma and 

bronchia【hyperrespon— siveness Am RPv Respir D 

l984： 130 ： 744—7 

3 M arsh W R、 Irvtn CG M urphy KR、 BekreRs BL、 

Larsen GL Increases in airway reactM tv lo histamine 

and inflammatory cells In bronchoa～eolar 【avage after 

the【ate asthmatic response in Rn anima】m ode[ 啪 Rev 

Respir D 【985； 131 875-9 

4 Nagy L， Lee TH， Kay AB Neutrophil chemolactic ac- 

tivity in andgen induced late asthmatic reactions N Engl 

M ed l982； 306 ： 497-50】 

5 Boyum A+ Iso[ation of[ymphocytes， granulocytcs and 

macrophages and J lmmu~ol 【976； Supp[ 5 ： 

0— 1 

6 Rest RF、 FarrelI CF． Naids FL M annose】nhjbits the 

human neutrophil oxidative bunt J Leukoo' Bf0， 

19S8， 43 ： 】58-64 

7 Tsien RY． Pozzan T， Rink TJ Cakium homeostasis】n 

intact[ym pho％,tes： Cytoplasm ic free calcium monitored 

with a new． intraceIIularly trapped fluorescent 

Indicator J Cell Biol l982； 9,t ： 325-34 

8 Bahior BM ， Kipnes RS， Curnutte JT The production 

b kukocytes of superoxide， a potentia】 battericida【 

agent J Clin Yext l973：52 ： 74卜 4． 

9 Ross】 F The O；一formine HADPH oxidase of the 

phagoc3,tes nature， machanisms of activation and funG- 

tion Biochim Bioph 】 ： 5—89
．  

cta 986； 853 6 

0 DeChatelet LR， Long GD， Shir ev PS， Bass DA 

Thomas M J．Henderson FW ． aL Mechanism of the 

lureinol—dependent chemilum Inescence of human 

neutroDhl J Imm~noI I982； t29 】589-93 

】 Rasmussen H The calcium messcnger sys em N Engl J 

M ed l986； 314 l】64-70 

BIBLID：ISSN 0253—9756 中国药理学报 Acta Pharmacologica Sinica 1992 Jul； 13 f 41 370—374 

)7D一 )7 
甘草酸差向异构体对大鼠肝损害的治疗作用 

昊锡铭、吕 坚，李 、张本根、茹仁萍 (杭州1 第 人民医院临脒药理室，帆州 310014，中国) 

一 —～ 7 ． 
Therapeutic effects of epimerie glycyrrhizic acids ml ip Gal 450 mg kg～

． M oreover， marked elevatiOn 

hepatic iniury in rats 
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ABSTRACT The effects of the epimeric gb'cyrrhizic 

acids(GA)， l8 —fornl and l8 fom ，on D alac— 

tosamine fGa1)一induced acute 1iver injury and fulmi 
hating hepatic failure(FHF)in rats were studted In 

rats of acute liver lnjury． extensire liver parenchymal 

eell damage was observed by the elevation of alanine 

aminotransferase (ALT)activity and confirmed by 

~gnificant hin0pa【hological changes 24 and 48 h after 

Received 1990 M ay 10 Accepted [992 Jan 24 

in the liver putresclne levels occurred along with that 

of serum ALT． The spermidine and spermine levels 

did not al r significantty GA I8 一fbrm 300 mg 

kg tp suppressed t}le elevation of serum ALT and 

liver putrescine 1evels， and improved all the 

histOpathO10gic feattares． On the other hand， GA 

18 —tbrm 300 mg kg 。， which exhibited inhibitory 

effects 24 h afterip Ga1． showed no action 48 h after 

ip Ga1． The ALT levels in t}le serum from GA 

l 8 一form， 18口一form， " control groups after 24 h 

were 70±24(尸<0．01)and 78±42(P(0．01)vs155± 

57， and after 48 h were 74± 25f尸<0 0l1 and 258± 

99 fP>0．051 F5 293± 1]0 The putreseine contents 

fnnlo g ) jn the Iiver from GA l8 一form． 

】8 —form、vs control after 24 h weFe 34±9fP<0 o r) 

and 5I=12lP<O．O1)vs139±29．and after 48hwere 

l6±3【尸<0 00 and l501 I1 >O．o5)125,1 56±23 
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