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类风湿关节 炎! !"#$%&’()*+&!’"!)’),"-.# 是 一 种 常

见的以关节组织慢性炎症性病变为主要表现的全身

性疾病$ 其主要病理变化特点为持续性反复性关节

滑膜炎%细胞浸润%滑膜翳形成"渐进性软骨%骨组织

的破坏"导致关节结构的破坏"功能丧失$ 在应用传

统的镇痛抗炎治疗和现在作为标准的一线使用的改

善病情药物如&甲氨蝶呤%柳氮磺吡啶%羟氯喹时"许

多患者在尚未达到理想疗效时" 常因副作用难以耐

受而终止治疗$ 其中的一个重要原因是药物对靶位

的选择性差$ 反义核酸技术是一种靶向性的治疗方

式" 它利用序列特异性反义寡核苷酸在细胞内部与

靶 %-/.结合" 干扰其翻译过程" 或结合在靶基因

上"干扰靶基因的转录$ 目前"由于反义核酸技术对

特定基因的转录%翻译的专一性干扰"已成为在病毒

感染% 肿瘤和自身免疫病治疗方面重要的研究方向
’ 0( $ 类风湿滑膜有许多方面类似于局限性侵袭性生

长的肿瘤"-. 滑膜成纤维样细胞) 1型细胞* 表达

的增生细胞核抗原%23%42原癌基因 和核仁组织 者

区是细胞增生的标志’ 5( $ 其中 63%46原癌基因在控

制细胞增生%凋亡和分化过程中起重要作用"控制着

几种生长和分化相关基因转录的活化或抑制"因此"
成为重要的治疗靶位’ 7( $ 8&,")!&%(’(进行的细胞培

养 研 究 显 示 63%46反 义 寡 脱 氧 核 苷 酸) &9’),#9,#:
(;)<(=#(>49$2;#(’)=#,".?:@A/* 能诱导人-. 滑膜 1

B3%46反义寡脱氧核苷酸抑制

类风湿滑膜细胞增生诱导滑膜细胞凋亡

赵欣欣 赵丽娟 肖卫国 鲁静 杨聘婷 于清宏

基金项目&辽宁省科技攻关计划资助项目) CC55DCCE*
作者单位&EECCCE::沈阳F中国医科大学附属一院风湿免疫科G赵

欣欣%赵丽娟%肖卫国%鲁静%杨聘婷H+解放军第 5C5医院风湿免疫科

I于清宏H

, 摘 要- 目 的 研 究 硫 代 磷 酸 化 修 饰 的 63%46反 义 寡 脱 氧 核 苷 酸 ! J9’),#9,#+K"(,K"(!(’")(J’#+
(;)<(=#(>49$6;#(’)=#,+".?+L3 @A/* 在血清存在条件下对培养的人 类风湿关节炎! !"#$%J’()=+J!’"!)’),M+-.*
滑膜 1型细胞增生的影响及诱导凋亡的作用$方法 培养 -.滑膜 1型细胞"合成 63%46+.?+L3 @A/"以阳

离子脂质体 ;)K(N#2’)9为载体转染滑膜 1型细胞"用显微镜观察和四唑盐! OPP* 法检测对细胞增生的抑制

作用"用荧光染色%荧光显微镜%流式细胞仪检测诱导细胞凋亡和 63%46蛋白表达的变化$ 结 果 63%46Q
.?+L3 @A/呈序列特异性抑制滑膜 1型细胞增生并下调 63%46蛋白表达"诱导滑膜 1型细胞凋亡$ 结论

63%46+.?+L3 @A/可能对 -.的滑膜增生性炎症具有潜在的治疗作用"63%46原癌基因可能成为反义核酸

技术治疗 -.的靶基因$

, 关键词- 关节炎"类风湿+ 滑膜+ 细胞+ A/."反义+ 基因"%46
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型细胞凋亡! 此项研究所选择的是目前比较常用的

一段针对 !"#$!基因第二外显子转录起始密码的一

段 %&个核苷酸的寡聚脱氧核苷酸" 未进行修饰"也

无载体"转染时细胞培养在无血清的培养液中# ’$ ! 这

一研究初步证明了应用 !"#$!()*(+,-治疗 .)的

可能性"但其培养条件较体内环境相距甚远! 本实验

将进一步研究硫代磷酸化修饰的相同序列 %&聚体的

!"#$!()*(+,-在以脂质体% /01232#4&’((/01254!607作

为载体和血清存在的条件下" 转染人类风湿关节滑

膜 8型细胞抑制其增生的作用!
! 材料与方法

%9%((((材料

%9%9%((((.)滑膜 8型细胞培养).)滑膜 8型细胞来

源于一年轻女性活动期 .)患者 % 符合美国风湿病

学院 %:;<年诊断标准& 的膝关节液! 分离细胞方法

如下)无菌抽取膝关节液"离心后弃上清"加入 =9=%(
#2/>?(磷 酸 盐 缓 冲 液@A8*B液 "清 洗 C次"每 次 %===(
D>#07"&(#07! 用含体积分数为 %=E的小牛血清F-8*B
F郑州佰安生物工程有限公司B*%E-" G" 羟基乙酯呱

嗪乙烷硫酸FHIAI*B的 ,JIJ高糖培养液FK0L!2B重
悬细胞"%M%=N>#/ 细胞数加入 G&O!#G 培养瓶FP236QDB
中培养"换液时将悬浮的淋巴细胞等换掉"换液后 G(
R去除贴壁细胞"将尚未贴壁的滑膜细胞与巨噬细胞

分离出来! =9G&E胰酶% *0S#Q分装& 消化传代"C<(T
&EP+G 湿化培养! 这样传至 C代以后为纯化的滑膜

8型细胞! 实验中应用的是第 %=U%N代 .)滑膜 8
型细胞!
%9%9G((((P"#$!()*(A" +,-*有义硫代磷酸化寡脱氧核

苷 酸 % 34734(1R231R2D26R02Q64(2/0S2V42W$7X!/4260V43Y*(
A" +,-& 的设计*合成)P"#$!()*(+,-)&!" ))PKZZ
K)KKKKP)Z" C!" 这是目前最常使用的一段 !"#$!
反义寡脱氧核苷酸序列" 用它的有义序列 !"#$!(*(
+,-)&!" )ZKPPPPZP))PKZZ" C! 作 为 对 照 检 测 反

义序列作用的特异性! 有义*反义序列的磷酸二酯键

全部进行硫代磷酸化修饰 % +,-转变为 A" +,-& !
+,-的合成与修饰由上海生工生物工程技术服务有

限公司完成" 使用美国 AI公司 C:%型 ,-)自动合

成 仪 合 成"聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳% A)KI& 纯 化*冻

干"" G=([以下保存!
%9%9C((((阳 离 子 脂 质 体 )?01254!607(% J\%G%%"]7̂ 06D2"
S47& !
%9%9’OOOOA" +,-" 阳 离 子 脂 质 体 复 合 物 培 养 液 的 配

制 ) 溶 液 )))%) 用 无 血 清 ,JIJ 培 养 液 将 )*O

A" +,-配 制 成 浓 度 分 别 为 %G9&*G&*&=*%==O!#2/>?
的系列浓度溶液! )G) 用无血清 ,JIJ培养液将 *O
A" +,-配制 成浓 度 分 别 为 G==*%==O!#2/>?的 系 列

浓度溶液! 溶液 8_用无血清 ,JIJ培养液将 /01254!
607配 制 成 浓 度 为 %==O#S>? 的 溶 液 ! 室 温 下 静 置

C=U’&O#07后分别取 G种 A" +,-的各浓度溶液一份

F溶液 )B 各加入溶液 8O%份" 轻轻混合" 孵育 %=U%&O
#07! 再于每管溶液中加入 ;份 %=E-8*" ,JIJ培养

液 F)*OA" +,-终浓度分别为 %9G&*G9&*&*%=O!#2/>?"*O
A" +,-终浓度 分别为 %=*G=O!#2/>?"?01254!607终浓

度为 %=O#S>?"培养液含血清的终浓度为 ;EB"轻轻混

合后成为 A" +,-" /01254!607复合物培养液!
%9GOOOO方法

%9G9%OOOO四甲基偶氮 唑盐% JZZ& 比色法 测 定 对 细 胞

增生抑制效果

细胞生长曲线用比色法测定" 原理为 C" F’"&"
二甲基噻唑 " GB" G"&二苯基四氮唑溴盐FJZZB能被活

细胞还原!培养细胞在接种 :N孔板前 ’;OR换用无血

清 ,JIJ培养液"使细胞周期同步于 K=UK% 期"培养

’;OR后胰酶消化" 用 %=E-8*" ,JIJ培养液吹打*
重悬浮为单细胞悬液"调整细胞密度为 G‘%=’>#/"取

平底型 :N孔板F]a)\]YObQ1Q7BOC个F设为 =O*G’*’;OR
板B"按预先设计每孔接种细胞悬液 G==Oc/"调零孔

单加 %=E-8*" ,JIJ"放入培养箱内培养!G’OR后取

出"此时记为零时F=ORB! =OR板各孔加 JZZF*0S#QBOOG=O
!/"放回培养箱"’OR后取出"吸净孔内培养液"加入

二甲基亚砜% ,J*+& %&=O!/"震荡 %=O#07"放酶标仪

中 ’:=O7#检测!G’OR板和 ’;OR板每板吸净孔内培养

液"换用预先配制好的 A" +,-" /01254!607复合物培养

液 各 G==O!/" 调 零 孔 和 正 常 细 胞 对 照 孔 加 入 ;E
-8*" ,JIJ培养液 G==O!/! 分别于 G’OR和 ’;OR后

按 =OR板程序检测! 重复实验 %次!
统计学处理) 各组间比较采用 6O检验" 数据由

IW!4/软件处理!
%9G9GOOOO凋亡检测

%9G9G9%OOOO凋亡的流式细胞仪分析)正常活细胞的磷脂

酰丝氨酸% 1R231RQ60V$/O34D074YOA*& 位于细胞膜的胞

质面"而在凋亡诱导过程中"磷脂组成的变化导致 A*
外翻至细胞表面"磷脂结合蛋白 )774W07Od与 A*具

有高亲和性! 因此异硫氰酸荧光素F5/X2D43!407O0326R"
02!$Q7Q64YOe]ZPB标记的 )774W07Of能通过流式细胞仪

对凋亡进行检测! 因坏死细胞的胞膜通透性增加"也

能结合 )774W07Og" e]ZP" 加入碘化丙啶% 1D210V0X#O

:$! !
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!"#!#$!%&" 后可将细胞区分为活细胞#早期凋亡#坏

死或晚期凋亡细胞$ 正常活细胞既不结合 ’(()*!(+
,- .&/0!也不被 %& 染色%早期凋亡细胞只结合 ’(-
($*!(+1- .&/0!为 .&/0阳性%坏死和晚期凋亡细胞

为 ’(($*!(+2- .&/0和 %&双阳性& 3’ ( 操作按试剂盒

) 4$56"(+7!58!(9"(" 内说明书进行! 简述如下*:个

;3+5<= 培养瓶>0"96?@A!接种滑膜细胞数为 BCBDE!培

养液为 BDFG4H- 7IJI+B3+<K!LM+N后更换为无血清

7IJIOB3+<K!孵育 :D+N使细胞周期同步!然后再更

换为 BDPG4H- 7IJI培养 LM+N! 使细胞 进入增生

期!然后 B培养瓶更换培养液为 MP+G4H- 7IJI继

续培养 LM+N! 另 =瓶更换为含 3+!<"KQR+’H+%- S7G
的 ’H+%- S7G- R!T"U$56!(培养液!其中一瓶继续培养

=L+N!另一瓶继续培养 LM+N( 培养结束后每瓶细胞用

相差显微镜照相( 然后每瓶细胞经 DV=3P胰酶消化

后用冷 %4H洗 =次! 然后重悬浮于 BW结合缓冲液

中!调整细胞密度为 BXBDEQ<K!取 BDD+!K 细胞悬液

加 入 3+<K 培 养 试 管 中! 然 后 加 入 3+!K+’(()*!(+Y
- .&/0和 3+!K+%&!轻轻混匀!于室温) =3+Z" 黑暗处

孵育 B3+<!(! 每管中再加入 LDD+!K+B[结合缓冲液!
然 后 使 用 .’0H5?( 流 式 细 胞 仪 和 0)KK\]$96 程 序

>4$56"(+7!58!(9"(A分析(
BV=V=V=++++7G’荧光色素染色检测凋亡* 取洁净无菌

盖玻片放于 =个 ED+<<培养皿) & ’̂_&‘Oa?T?(" 中!
每个培养皿中放 :片! 接种滑膜细胞数为 3bBD3!培

养液为 BDPG4H- 7IJIO3O<K!LMON后更换为无血清

7IJIO3O<K!孵育 :DON使细胞周期同步!然后再更换

为 BDPG4H- 7IJI培养 LMON!使细胞进入增生期!然

后一培养皿更换培养液为 MPG4H- 7IJI继续培养

EDON! 另一个培养皿更换为含 3O!<"KQRO’HO%- S7G的

’HO%- S7G- R!T"U)56!(O培养液!继续培养 EDON(7G’荧

光染色按 c")5N96染色试剂盒 ) 碧云天试剂公司" 内

说明书操作!简述如下*上述培养结束后吸净培养液!
加入 DV3O<K固定液!固定 BDO<!(%去除固定液!用 %4H
洗 =次%吸尽液体!加入 DV3O<KOc")5N96O::=3M染色液!
染色 3O<!(%滴加抗荧光淬灭封片液于载玻片上!盖上

贴有细胞的盖玻片( 荧光显微镜下观察(
BV=V:OO0-<d5阳性细胞百分率测定

用藻红蛋白 ) TNd5")@d6N@!(‘ O%J" 直接标记的

5-<d5单抗) eJBD" 经流式 细胞仪测定 5-<d5阳性

细胞百分率 :个 ;3O5<=培养瓶接种滑膜细胞的前期

处理同凋亡的流式细胞仪分析中的程序! 各组细胞

经胰酶消化完毕后!转移入试管中!冷 %4H洗 =次!BO

<K 多 聚 甲 醛) LOfQR" 室 温 下 固 定 B3O<!(!然 后 离 心

BDDDOO@Q<!(O3<!(!弃上清!加 ;DP甲醇 :DDO!K!LOg作

用 :DOO<!(! 然后加入 %J直接标记的 5-<d5单抗 BDO
!K!LOh于暗处作用 EDO<!(( 然后使用 .’0H5?(流式

细胞仪和 0$KK\]$96程序分析(
! 结 果

=VB 相差显微镜观察细胞的生长情况* 见图 B?+i(
经 ’HO%- S7GO3VDO!<"KQR作用 =LON的滑膜 4型细胞

增生较正常对照组明显受到抑制! 出现明显增多的

小圆形死亡细胞(
=V=OOOO0-<d5O’HO%- S7G抑 制 滑 膜 4型 细 胞 增 生 *
5-<d5O’HO%- S7G抑制滑膜 4型细胞增生的效果用

细胞生长曲线表示!见图 =( 未经 %- S7G处理的正

常对照组细胞增生活跃! 经 ’HO%- S7GOBV=3!<"KQR
处理组的细胞在 =LON和 LMON均未受显著影响!增生

活跃%’HO%- S7GO=V3#3VD#BDO!<"KQR处理的 :组细胞

的增生在作用 =LON时就受到显著抑制! 并能持续至

LMON!:个浓度的 ’HO%- S7G对细胞增生的抑制差异

无显著性! 这 :组细胞与正常对照组相比的百分率分

别 为=LONj;EVB3P‘;BP‘;MVD3P%LMONjEDVBMP‘E:VMeP‘
;MVB=P! 说明在以 BDO<fQRO的 R!T"U)56!(阳离子脂质

体为载体时 5-<d5O’HO%- S7G在 =V3O!<"KQR的浓度

对细胞增生的抑制作用已经达到饱和( BD!<"KQROH%-
S7G和 =D!<"KQROHO%- S7G在 =LON对滑膜细胞的增

生无显著影响 >流式细胞仪对凋亡的分析显示 ’HO%-
S7G对滑膜细胞增生的抑制作用在 =LON附近! 故未

对 HO%- S7G的作用进行 LMON观测A!说明 5-<d5O’HO%-
S7G对 k’滑膜 4型细胞的作用是序列特异性的(
实验还检测了无 R!T"U$56!(时 %- S7G对细胞增生的

影响!以及 R!T"U$56!(对细胞增生的影响( 见表 B( 在

LMON时 R!T"U$56!(O >BDO<fQRA 单 独 与 细 胞 作 用 和 BDO

Bj 细 胞 正 常 对 照 %=*’HO%- S7GOBV=3Ol<"KQR%:*’HO%- S7GO
=V3m<"KQR%L*’HO%- S7GO3VDn<"KQR%3*’HO%- S7GOBDOo<"KQR%
E*HO%- S7GOBDOp<"KQR%;*HO%- S7GO=DOq<"KQR( =LONj!!DVD3包

括*=rB!EsB!;tB%%uDVDB包 括*:vB!LwB!3xB( LMONj%!
DVD3包 括*=yB%%uDVD3包 括 *3zB%%uDVDB包 括*:{B!LO|B(
=LON和 LMON的 :#L#3组之间相互比较 %均}DVD3

图 = 0- <d5O’HO%- S7G 抑制滑膜 4型细胞增生

:;! !
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表 ! "#$%&’()#*++,-+./ 012+34+5分别

对细胞增生的影响! !6 ""

组别 例 数 # 值 $ 值

,-7.8 012 9 :;34<:;!= >:;:9

77777777注#$ 值均为与正常对照组比较

正常对照组

"#$%&’()#* 7

!=

9

:;3?@:;:A

:;3=B:;:3 C:;:9

DE%FG"7,-7./ 012单独与细胞作用对细胞增生均无

显著影响$

=;H7777流式细胞仪凋亡分析#见图 H和表 =I为流式细胞

仪对正常对照组细胞%97!E%FG"7(8 EJ(7,-7.8 0127作
用于滑膜细胞 =375&97!E%FG"7(8 EJ(7,-7.8 0127作用

于滑膜细胞 3475的分析结果$正常对照组细胞的凋亡

及坏死不足 !:K& 而经 9+!E%FG"+(8 EJ(+,-+.8 012作

用 =3+5及 34+5后凋亡及坏死细胞显著增加& 分别达

到 3=;43L和 H=;HL$34+5细胞凋亡的比例低于 =3+5细

胞凋亡的比例&说明 (8EJ(+,-+.8 012抑制增生的高

峰在 34+5之前& 从 =3+5和 34+5处于凋亡早期细胞和

凋亡晚期细胞所占的比例也可得出相同的结论$

=;3++++12,荧光色素染色结果#见图 3&部分细胞的细

胞核内染色质浓聚&荧光染色增强&为凋亡细胞$ 进

一步证实了 (8 EJ(+,-+.8 012诱导细胞凋亡的结果$
=;9++++流式细胞仪分析 (8EJ(阳性细胞结果# 见表 H&
9!E%FG"+,-+.8 012作用于 M,滑膜细胞 =3+5时&表达

(8EJ(蛋白细胞的百分率已显著减少&(8EJ(阳性细胞

平均荧光强度亦显著下降&并能持续至 34+5以上$

! 讨 论

已有许多实验证实反义 (8 EJ(脱氧寡核苷酸或

化学修饰的反义 (8EJ(脱氧寡核苷酸能够抑制细胞

增生&并引起细胞凋亡&而且大多采用针对 (8EJ(基

因第二外显子转录起始密码的一段序列’ 3&?&N( $ 外源

性反义寡核苷酸在体内很容易被核酸酶降解& 因此

作为药 物合 成 的 反 义 寡 核 苷 酸 必 须 进 行 一 定 的 改

性&才能对核酸酶有较强的抵抗&以期在靶位点达到

有效浓度& 同时又不增加其毒性$ 在多种改性方法

中& 以硫代磷酸修饰寡核苷酸的磷酸二酯键最为常

用&它保留了原有的电子结构&其物化和生化性质与

正常 12,片段很相似&由于修饰的原子的亲脂性比

氧原子强&所以增大了寡核苷酸的亲脂性&它可通过

受体作用完整地进入细胞内& 其抗细胞内核酸酶的

能力很强&同时它还能激活核酸酶 M*OP’QR&M*OP’+R
的作用是当 12,和互补的 M2,杂交成 12,)M2,
双螺旋后&M*OP’+R能切断双链中的 M2,链&但它不

切断 M2,)M2,双螺旋或单链 M2,分子$ 不足 之

处# 存在序列非特异性作用 S主要是在高浓度时&T
9::+*E%FG"U和细胞摄取相对较差’ 4&A( $ 应用脂质体作

为载体既可防止寡核苷酸S012U被核酶降解又可增

加细胞膜对 012的通透性& 使转染率提高并降低

012的使用浓度$ 脂质体已被美国癌症协会批准为

临床基因治疗的首选载体$ 脂质体是人工制备的由

表 =!+++++,-+.8 012+诱导滑膜细胞凋亡分析SLU

项目 正常细胞 凋亡早期 凋亡晚期及坏死

正常对照组 A!;! ++=;4 ++?;!

9VE%FG"7,-7.8 0127=375 9N;= ==;=7 =:;N

9WE%FG"7,-7.8 01273475 ?N;N 7?;= =?;!

表 H777777777流式细胞仪分析 (8 EJ(阳性细胞结果

组别
(8 EJ(阳性细胞

平均荧光强度

正常对照组 HA;H3 =H;!:

97XE%FG"7,-7.8 0127=375 773;:A !!;94

97YE%FG"7,-7.8 01273475 N;?N !:;4?

(8EJ(阳性细胞

L

:"! !
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磷脂双分子定向排列而成的类脂小体! 主要成分是

天然磷脂和类固醇!具有制备简单"适合生物体内降

解"无毒和免疫源性!各种水溶性和脂溶性分子都可

以很容易被包入脂质体! 十分利于用来传递反义制

剂# 实验表明!!"#$标记的寡核苷酸主要分布在细

胞表面和呈点状分布在胞质中! 当与阳离子脂质体

形成复合物后!细胞吸收寡核苷酸显著增加!荧光主

要分布在细胞核内$ %&!%%% # 本实验在有血清的条件下

进行!’()*’+,-+.( /01在没有载体的情况下! 对滑

膜细胞的增生未产生抑制作用! 加入阳离子脂质体

234567’839后 :;<+!)5=>2+’()*’+,-+.( /01作 用 于 滑

膜细胞 :?+@就已产生了明显的抑制增生作用! 说明

硫代磷酸化寡脱氧核苷酸的细胞摄取差! 阳离子脂

质体能 够促 进 硫 代 磷 酸 化 寡 脱 氧 核 苷 酸 的 细 胞 摄

取# 与 ABC@3DB)585在无血清条件下 ’()*’+,-+/01
对滑膜 E型细胞有抑制作用对照!说明血清对 /01
具有破坏作用#

静止期细胞在丝裂原诱导下转变为增生期细胞

的过程中!’()*’属极早期快速反应基因!’()*’可

上调周期素 0%F,和 G并且在增生细胞的整个细胞

周期中均有 一 定 程 度 的 表 达# 而 且 成 纤 维 细 胞 的

’()*’+)H1,和蛋白质的半寿期极短!’()*’蛋白的

持续存在源于持续基因表 达$ %:I+%J% !因此抑 制 ’()*’
合成& 包括转录和翻译’ 应能影响处于细胞增生周

期 中 各 时 期 的 增 生 期 细 胞 ( 虽 然 有 些 实 验 证 明

’()*’反义寡核苷酸抑制 ’()*’表达能抑制周期素活

性!使细胞周期阻滞$ %?%( 然而!本实验及其他一些实验
$ ?!%<!%K% 表明 ’()*’反义寡核苷酸对细胞的作用是以诱

导凋亡为主!而不是以细胞周期阻滞为主( 有研究结果

表明 ’()*’对凋亡和有丝分裂的调节是独立的下游事

件!相互并不依赖$ %L%( 研究表明 ’()*’+,-+/01诱导

H,滑膜细胞凋亡不是通过 !BC的作用途径$ ?%( 凋亡的

另一条触发途径由线粒体释放细胞色素 ’介导$ %?%!
’()*’对线粒体的某些蛋白合成具有调节作用 $ %M%!但

是否可直接或间接影响其释放细胞色素 $尚待实验证

明(本实验是在细胞培养水平进行的抑制 H,滑膜 E
型细胞增生的研究! 其体内治疗 H,的有效性虽尚

无报道! 但 ’()*’反义寡核苷酸体内治疗其他疾病

已有实验报道$ %N!:&% !因此这种反义核酸技术可能成

为治疗 H,的一种新手段(
& 本文图 %"?见插页第 :( %页’
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根据欧洲药物不良事件报道的资料% 尼美舒利致严重肝

损害的发生率大约为 =8>P>==(===& >’ (国外报道的病例中%最早

的患者在用药第 B天发生肝损害( 而我们发现 >例在用药第

@天即出现严重肝损害%现报告如下(

患者"男性%<@岁( 因反复发热)皮疹)关 节 痛 @个 月 入

院( 在当地诊断为* 成人斯蒂尔病+ %曾用大剂量激素治疗有

效( 停药后复发% 而收入我院进一步诊治( 入院查体% 体温

NO8D(Q%全身各关节无红肿热痛及皮疹%肝脾肋下未及( 血白

细胞 >=8BOR>=OPS%中性粒细胞 O8<OT>=OPS;(血红蛋白 O@(%PS,
血沉 D@(33P>"% 9反应蛋白 >><(3%PS,肝功能正常,血清铁蛋

白 <U>O8<=(!%PS(- 正 常 值 >D8@VN<N(!%PS$ ,腹 部 W超 示 脾 脏

增大%>@(!3(X ?8@(!3%肝未见异常(诊断"成人斯蒂尔病(入院

后给予口服尼美舒利 >==(3%((Y海南中瑞康芝制药有限公司Z%
每 ><("(>次( 当日起体温恢复正常%关节肌肉疼痛基本消失(

第 @天出现上腹不适%伴厌食)恶心呕吐%用吗叮啉对症治疗

无效% 第 D天检查丙氨酸转氨酶 ! LSH$ ) 天冬氨酶转氨酶

! LGH$ 显著升高%胆红素轻度升高%白蛋白下降( 即停尼美舒

利%改用罗非昔布控制原发病%并积极护肝治疗(<(’后复查肝

功能开始好转%<周后基本恢复正常! 见表 >$ (

讨论"与其他的非甾体抗炎药相比%尼美舒利具有较强的

退热与抗炎作用%胃肠道副作用较少( 但近年陆续有尼美舒利

肝毒性的报道%其中芬兰和西班牙两国于 <==<年宣布停止尼

美舒利在市场上的销售( 在芬兰尼美舒利的副反应发生率为

>==P>==(===病 人 年& <’ ,西 班 牙 资 料 显 示%平 均 每 销 售 >==万

盒尼美舒利发生 O8NB例相关的肝损害& N’ ( 然而最近在意大利

进行的一项以 UN?(===例长期服用非甾体抗炎药的病人为观

察对象的回顾性队列研究则表明% 尼美舒利的肝毒性仅略高

于其他的非甾体抗炎药& <’ ( 虽然尼美舒利的肝毒性发生率甚

低%但已被世界各国注意( 至今为止%全球尼美舒利导致严重

肝损害的报道有 N=多例( 除印度有较多儿童病例的报道外%

其余大部分是 ?=岁以上患者%以女性居多( 尼美舒利疗程最

短为 B(’%最长 >U=(’%平均 D<(’& @’ ( 虽然国外所报道的病例中%

有过半数的死亡或需要肝脏移植者% 但监测密切和及时停药

者也有得以恢复( 本例为 <@岁的年轻男性%用药第 @(天即有

肝功能损害的临床表现% 第 D(天查肝功能已出现严重的肝酶

增高%是目前国际上报道的尼美舒利严重肝损害者中%疗程最

短的病例( 由于及时停药和护肝治疗% 病人的肝损害迅速恢

复(

通过本例的经验和国外相关报道%我们建议%应慎用尼美

舒利治疗关节炎%而在用于治疗成人斯蒂尔病或其他非感染)

非肿瘤性炎症和 P 或发热者%应注意监测肝功能(
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表 >(((口服尼美舒利治疗前后肝功能的变化

项目
LGH LSH

总胆

红素

直接

胆红素
白蛋白 球蛋白

[PS [PS !-01:; !-01:; %PS %PS

治疗前 @N <D >@8N ?8< NN @=
治疗后 第 D天 ><DN >N?> <O8? <=8U <D @@

第 U天 U@= >=BU <D8? >U8D <D @>
第 >=天 <D= D?D <<8< >N8O N< @N

第 ><天 ?D <B= >U8O >=8> N@ @=
第 >D天 D= ?@ >D8< D8@ ND @D

第 <@天 @B @B >=8> @8D ND NU
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