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柳氮璜日ttq定对类风湿关节炎患者外周血来源的

树突状细胞免疫活性的影响
韩捷*陈海燕周洁如王维东沈培辰

(上海市东方医院免疫科， 上海 2001 20)

摘要 研究;f9p氮磺ptc吱(salicylazosulfapyridine ， SASP)对类风湿关节炎患者外用血来源的树

突状细胞(dendritic cell, DC)免疫活性的影响，探讨 SASP 治疗类风湿关节炎的作用机制 。 分离 1 8

例类风湿关节炎病人外用血羊核细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)，分别在 DC 分化成

熟的不同阶段加入 SASP，流式细胞仪检测 DC 表型 的改变;混合淋巴细胞反应检测 DC 对同种异

体T 细胞的剌激作用; 酶联免疫吸附实验检测 IL-1 2 的表达。 实验发现 SASP 不影响 PBMC 经 GM

CSF 和 IL-4 诱导向未成熟 DC 的分化;但影响未成熟 DC 在 TNF-α剌激下的成熟;抑制 DC 剌激同

种异体T细胞增殖和分泌 IL- 1 2 的能力 。 结果才是示 SASP 的抗风湿作用可能与其抑制 DC成熟及IL-

12 分泌有关。

关键词 柳氨磺口~t院 ; 类风湿关节炎; 树突状细胞

类风湿关节炎(rheumatoid arthritis, RA)是一种以

慢性、对称性、 多滑膜关节炎和关节外病变为主要

临床表现的 自身免疫炎性疾病 ， 其病因 尚未明了 。

一般认为 RA 的发生涉及抗原呈递细胞(antigen-pre

senting cell , APC)对 自身抗原的异常呈递， 导致自身

反应性 T 细胞的激活。 树突状细胞(den dritic cell , 

DC)是体内最强的专职性 APC， 在诱发免疫反应以及

免疫耐受的形成中起到重要的作用口， 2J 。 柳氨磺日~t院

(salicy lazosulfapyridine, SASP)作为慢作用抗风湿药，

能起抗菌、消炎和免疫抑制作用 ， 用于 RA 治疗，己

有确定疗效[坷， 但其作用机制并不十分清楚。本实验

拟从 SASP 对 DC 免疫活性的影响着手， 探讨其抗风

湿作用机制 。

1 材料与方法

1.1 一般资料

18 'ÍÝtl RA患者来自 同济大学附属东方医院，诊断
均符合1987年美国风湿病学会(ARA)修订的RA诊断

标准。年龄 31 -63 岁，平均 45 . 1 岁，病程 2-1 2 年， 平

均 5 . 2 年。

1.2 主要试剂和仪器

SASP (Sigma 公司 )， RPMI1 640 培养基(Gibco 公

司)，胎牛血清(Hyclone 公司 ) ， 淋巴细胞分离液(Axis

s hield 公司 ) ， rhIL - 4 、 rhGM -CSF 、 hTNF-α

(Peprotech 公司 )， PE-CD83 、 PE-CD86 、 APC-HLR-

DR( eBioscience公司 )， FACSAria Cell Sorter流式细胞

仪(BD 公司 ) ， Human IL-1 2 ELISA Development Kit 

(Bio v i si on 公司 ) ， CD中 T Cell Isolati on Ki t II 、

MiniMACS 免疫磁珠分离器(Miltenyi Biotec 公司) 。

1.3 夕|、周血单核细胞(peripheral blood mononu

clear cell, PBMC)的分离
抽取 20 ml RA 患者静脉新鲜抗凝血， 加入等量

PBS混匀稀释，以淋巴细胞分离液作密度梯度离心(20

OC , 1 800 r/min , 20 min) ， 取白色雾状细胞层， PBS液洗

涤 2 次(4 oC , 1 500 r/min , 5 min 离心)， 得到 PBMC 。

1.4 DC 的体外诱导培养及药物干预

用 RPMI1640 重悬细胞，调节细胞密度为 2xl06

个 Iml， 在培养板中 37 oC , 5% CO2 培养 2 h。弃培养

上清液， 获得贴壁的单核细胞。对照组每孔再加入

含有 100 ng/ml rhGM-CSF 、 50 ng/ml rhIL-4 的

RPMI1640 培养基。培养第 5-7 天， 获得未成熟 DC 。

再加入 25 ng/ml hTNF-α，培养 2-3 天剌激其成为成

熟 DC。实验组在加入与对照组同剂量 rhGM-CSF、

rhIL-4 的同时，加入SASP-起培养5-7天， 洗去SASP

后，加入与对照组同剂量hTNF-α培养2-3天刺激DC

成熟。另一实验组加入与对照组同剂量 rhGM -
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CSF、 rhIL-4 培养 5 天后， 加入 hTNF-α 的同时加入

SASP 再培养 2-3 天 。

1.5 细胞表面标志测定

收集 lxl06 个 /样本的培养细胞并用 PBS 洗涤 2

次，分别加入 20 μlPE 或 APC 标记的相关单抗，混匀

后放入 4 'C冰箱中温育 30 min, PBS 洗涤 2 次，流式

卢 细胞仪进行检测分析 。

/ 

1.6 细胞周期测定实验

收集细胞 2xl06 个， PBS 洗涤 2 次， 加入冰预冷

的 70% 乙醇固定， 4 'C ，过夜 。 离心弃去固定液， 3 

m1 PBS 重悬 5 min o 400 目的筛网过滤 1 次，离心弃

去上清液。 用 PI 染液 1 m1 染色， 4 'C避光 30 min 。

流式细胞仪进行检测，实验结果用随机软件 ModiFit

分析 。

1.7 混合淋巴细胞反应(mixed lymphocyte reac

tion, M LR) 

用免疫磁珠法获取CD4+ T淋巴细胞 lxl06个/孔

作为反应细胞， 诱导成熟的 DC 作为刺激细胞，以不

同比例混合，加于 96 孔板 。 以与 DC 供体同一来源

的 PBMC 作为比较基数。 5% CO2 、 3 7 'C培养 72

< h，加入 10 μ15 mg/ml Mπ继续培养仙，弃培养上清

液，加 DMSO 震荡后放置 10 min，测定 570 nm 波长

的A {直。

1.8 酶联兔疫眼附实验

取细胞培养上清液，按照试剂盒说明书操作

检测 IL-12p70 含量， 结果以 pg/ml 表示 。

1.9 统计分析

用 SPSSI0.0 统计软件进行数据分析， 结果王土S

表示， 多组间计量资料比较采用随机分组的方差分析，

PBMC用rhGM-CSF

和 rhlL-4培养5-7天后

再加hTNF-α培养2-3天后

P<O . 05 为显著性差异 。

2 结果

2.1 DC 的诱导

分离 RA 患者 PBMC，利用 rhGM-CSF 、 rhIL-4

培养 5-7 天 。 此时， CD83 、 CD86 、 HLA-DR 呈低

表达。 此后加入 hTNF-α 剌激， CD83 、 CD86 、 HLA

DR 则明显上调(图 1) 。

2.2 SASP 不影响 PBMC 向未成熟 DC 的分化，但

影响 DC 成熟

在加入 rhGM-CSF 、 rhIL - 4 、 hTNF-α 剌激

PBMC 向 DC 分化成熟的过程中的不同阶段加入

SASP 。 即在 PBMC 加入 rhGM-CSF 、 rhIL-4 时加

入 SASP培养 5-7 天， 洗去 SASP后再加入 hTNF-α剌

激， 与未加入 SASP 组相比无显著性差异 。 说明

SASP 不影响 PBMC 向未成熟DC 分化。 在 PBMC用

rhGM-CSF、 rhIL-4 培养 5-7 天后，以 hTNF-α 剌激

的同时加入 SASP 培养 2-3 天，发现 DC 的 CD86 和

HLA-DR共表达比对照组显著降低(P<0.05 ， 图2A)，且

混合淋巴细胞反应证明这些DC剌激同种异体T细胞

增殖的功能受到抑制(P<0.05 ， 图 2B) 。 说明 SASP 影

响了 DC 的成熟过程。

2.3 SASP 可有效抑制成熟 DC 对同种异体 T 细

胞的剌激

将经 rhGM-CSF 、 rhIL-4 、 hTNF-α 剌激成熟

的 DC 与同种异体 T 细胞在不同比例下混合，同时加

入 SASP 共培养 72 h，淋巴细胞反应实验显示与对照

组相比加入 SASP 组 DC 剌激T细胞增殖的能力显著

降低(P<0 . 05 ， 图 3) 。 表明 SASP 能有效的抑制成熟

CD83 CD86 HLA-DR 

图 1 PBMC 诱导的 DC 的表型;911J定
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流式细胞仪测定DC表型
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SASP 影晌 DC 成熟
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图 2

SASP 影响成熟 DC 分j必 IL-12

IL- 12p70 (pg/ml ) 
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图 3
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对JK\ SASP 

DC 

SASP 对 PBMC 和 DC 细胞周期的影晌

讨论

DC是目前所知的机体内功能最强的 APC，它可

通过 MHC和共剌激分子提呈抗原给 T淋巴细胞，并

通过产生细胞因子(如 ll.，-1 2 等)调节 Th l厅h2 型免疫，

在活化外周 T 细胞、 B 细胞、维持机体自身免疫耐

受中发挥重要作用[句。 近年来的研究发现 DC 与 自身

对照 SASP 

PBMC 

图 4

SASP 并不影响 PBMC 和 DC 的增殖。

3 

DC 对同种异体 T 细胞刺激的作用 。

2.4 SASP 可抑制 DC 分泌 IL-12

将 rhGM-CSF、 rhIL-4 、 hTNF-a 剌激成熟的

DC 中加入 SASP 培养 24h ， 收集培养上清液。 酶联

免疫吸附实验测定ll.，-12p70的表达显示加入SASP组

比对照组低(P<O.05 ， 表 1 )。表明 SASP 能抑制 DC 分

泌 IL-12 。

SASP 不影响 PBMC 和 DC 的细胞周期

在诱导 PBMC 形成 DC 过程中，加入 SASP研究

SASP 对细胞周期的影响。 实验发现加入 SASP 培养

的PBMC和成熟DC与未加 SASP 的对照组相比细胞

周期 Go/G ， 、 S 、 G 2/M 无统计学差异(图 4 ) 。 证明

2.5 
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免疫性疾病关系密切， 在多种自身免疫性疾病， 如系

统性红斑狼疮、特发性血小板减少性紫癫的发生发

展中起重要作用 [5) 。

RA 是一种自身免疫性疾病 。 充足的 APC 将抗

原被递呈给 T 辅助细胞和共剌激信号的增强是其中

的重要环节[6] 。 国外的研究表明， RA 的滑膜组织和

滑液、外周血中均存在 DC 口，町， 甚至在类风湿结节

中也发现有大量 DC [9] 0 Balanescu 等[ 1 0]采用流式细

胞仪检查RA患者DC表型的变化，发现活动期RA患

者滑膜液及滑膜周围组织 DC 分化比例明显增多 。

RA的临床活动度与滑膜液及滑膜组织中表达黠附分

子和共剌激分子的 DC 数量增多有关。 从 RA或正常

人外周血新分离的 DC 很少或几乎不表达细胞表面

分子CD80或CD邸， 而经体外培养分化后， 外周血DC

的 CD86 表达量明显高于滑液 DC [ 1 1 ， 12] 。

SASP 是由 于 氨基水杨酸与磺肢口比院通过偶氨

键结合而成， 开始作为抗菌药物用于临床，后发现在

RA 等风湿性疾病的治疗上具有 良好效果 ， 可以减缓

RA 骨质破坏， 1980 年， McConkey 等问报道 74 例 RA

经 SASP 治疗 4 周后， iI伍床症状明显改善，血沉、 C

反应蛋白明显下降，并且这种改善一直持续 34 周 。

目前己是 RA 的常用药物， 其抗风湿机制尚不十分清

楚 。 研究发现 SASP 具有抑制前列腺素合成、 脂氧

化酶代谢物的形成、 白细胞趋化和淋巴细胞转化的

作用 [ 1 3] 。 另有人认为 SASP 可抑制 DC 对同种异体T

细胞的刺激作用 ， 提示 SASP 有抑制 DC 免疫活性的

功能[14] 。 本研究也证实了 DC 可抑制同种异体 T 细

胞的剌激， 还通过对细胞表面分子测定发现 SASP 可

减少 DC表面协同剌激分子 CD83 、 CD86 和 MHC II 
类分子 HLA-DR 的表达， 影响未成熟DC在T阳-α刺

激后转化为成熟的 DC 抑制 DC 对同种异体 T 细胞

的剌激， 从而发挥其免疫调节作用 。

IL-12 以 p70 和 p40 两个亚基组成， 主要由 DC 、

噬细胞和 B 细胞产生， 是 DC 参与机体免疫应答的

关键细胞因子[1坷 。 目前己发现 IL-1 2 可促进 Th l 的

增殖和分化， 在调节 Th llTh2 平衡中发挥重要作用 。

IL- 1 2 还可促进 IL-l 、 IL-6 、 TNF-α 等细胞因子的

分泌[岭， i7]，引起炎症反应。 RA 是一种 Thl 细胞功能

占主导地位的疾病，我们以前的研究也证实了这点[18] 。

本研究发现 SASP 可以抑制 DC 分泌 IL-1 2 ， 提示了

SASP 抑制免疫反应、减轻炎症的作用可能与其抑

制 IL- 1 2 分泌有关 。

综上所述， SASP 可能通过抑制 DC 的成熟、 对

T 效应细胞的剌激作用及 IL- 12 分泌，从而起到调节

亢强的免疫应答，减轻免疫损伤， 缓解 RA 病情的作

用 。
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Salicylazosulfapyridine Inhibits 岛1aturation and Function of 

Dendritic Cell Derived from Peripheral Blood Mononuclear 

Cell of Patients with Rheumatoid Arthritis 
Jie Han* , Hai-Yan Chen, Jie-Ru Zhou, Wei-Dong 矶Tang ， Pei-Chen Shen 

(Department of lmmunology, East Hospital, Tongji Uniνersity， Shanghai 200/20, China) 

Abstract Dendritic cell (DC) play a pivotal role in RA pathogenesis . To understand therapeutic mechanism 

of salicylazosulfapyridine (SASP) in rheumatoid arthritis (RA), the affect of SASP on DC was investigated. Periph

eral blood mononuclear cells (PBMC) isolated from 18 patients with RA were stimulated by GM-CSF, IL-4 to 

develop into immature DC. They can finally differentiate into mature DC in the presence of TNF-α. Compared with 

these DC, SASP-treated DC showed lower levels of CD86 and HLA-DR expression and less capacity of stimulating 

T cell proliferation. We found that SASP could inhibit DC maturation , but not development of DC precursor from 

PBMC. Moreover, the abilities of mature DC to stimulate T cell proliferation and produce IL-12 could also be 

restricted by SASP. This suggests that the therapeutic effect of SASP on RA maybe associated with its ability of 

inhibiting DC maturation, immune activity and IL-12 secretion 

Key words salicylazosulfapyridine; rheumatoid arthritis; dendritic cell 
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