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!是人类致残的主要疾病之一'
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* 其基本病理

表现为关节滑膜的慢性炎症)血管翳形成!关节滑膜异

常增生形成绒毛状突入关节腔!导致软骨和骨的破坏!

最终可导致关节畸形和功能丧失'
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* 细胞凋亡异常

是
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细胞)
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细胞的

异常活化与
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的发生)发展密切相关'
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*
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属于

中医学+痹证,)+历节,范畴!亦称为+痹,* 较多学

者将活动期
K7

分为湿热痹阻证及寒湿痹阻证'
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* 本

实验采用流式细胞术拟检测寒湿型
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患者及健康人

外周血
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淋巴细胞凋亡率!
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表达!旨在探讨
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的发病机制!分析寒湿型
K7

患者

细胞凋亡与临床症状)实验指标的相关性*

资料与方法
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$诊断标准$
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诊断标准参照
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诊断标准'
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改变* 中医辨证分型参照-中药新药临床研究

指导原则.

'

;

(中寒湿痹阻证标准!证见关节冷痛而肿!遇

寒痛增!关节屈伸不利!晨僵!关节畸形!口淡不渴!阴雨

天病情加重!肢体沉重!舌质淡)苔白!脉弦紧*

!

$纳入及排除标准$纳入标准#符合诊断标准及

辨证分型标准&
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!
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#

&年龄
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&
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岁&

患者签署知情同意书* 排除标准#$

#

%重叠其他风湿

病如系统性红斑狼疮)干燥综合症等&$

!

%合并其他系

统严重疾病或有严重感染者&$

%

%妊娠期及哺乳期妇

女&$

8

%近期内曾使用糖皮质激素)慢作用药)生物制

剂&$

9

%精神病患者*

%

$一般资料$

#$
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年
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/
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年

8

月安徽省中医院风湿科门诊及住院
K7

患者!作为

K7

组* 其中男性
8

例!女性
#!

例!年龄
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&
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% 岁&病程
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#
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%* 另选择本院健康医护人员
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8

名!女性
#!

名!年龄
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$8
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%岁* 两组性别)年龄比较!

差异无统计学意义 $
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$观察指标及方法$于清晨
F

#

""

点采两组上

肢静脉血
%" =P

*

8

!

#

$细胞凋亡率检测$取
#"" !P

新鲜血液!加

入
# =P

溶血剂*

#" =>-

后
# 9"" / G=>-

离心

9 =>-

*弃上清液!加入
N6T

混匀)震荡!

# 9"" / G=>-

离心
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!弃上清液!洗涤细胞
!

次* 加入
#" !P
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#
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!

9

#

,-H>

#
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混 匀! 避 光 孵 育
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*用
8"" !P #

'

7--:S>-1

结合液悬浮细胞!

浓度约为
#

'

#"

$
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* 在细胞悬浮液中加入
9 !P

7--:S>-1

#

M()&

染色液!轻轻混匀后于
!

&
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(避光

孵育
#9 =>-

*加入
#" !P N(

染色液后!轻轻混匀后于

!
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(避光孵育
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公司%检测
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细胞凋亡指标
7--:S>-1

水平!利用功能软件进行参

数获取和数据分析细胞凋亡率*
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%取两组肝素钠
G

枸橼酸钾抗凝静脉血
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&

%" =P

!用
N6T

按
#

)

#

比

例稀释!用无菌滴管充分混勾&$

!

%取
#9 =P

无菌离

心管!加入适量淋巴细胞分离液$约
9 =P

%&$

%

%将稀

释过的全血用无菌滴管沿管壁缓慢叠加于淋巴细胞分

离液液面之上!保持界限清晰& $

8

% 离心#

!9

(!

# ;"" / G=>-

!

!" =>-

!不设刹车制动&$

9

%离心后管内

分为
%

层!上层为血浆和
N6T

!下层主要为红细胞和

粒细胞!中层为淋巴细胞分离液!在上)中层界面处有

一以单个核细胞为主的白色云雾层狭窄带!小心吸取

白色窄带层至
#9 =P

无菌离心管中&$

$

%离心#加入

%

&

9

倍
N6T

或
K+N(

#

#$8"

培养基混匀!

8

(!

# !"" / G=>-

离心
#" =>-

洗涤细胞
!

次&$

F

%定容计

数#重悬并定容细胞后!从中取出
#" !P

!稀释
8"

倍!

混匀后取出
#" !P

滴入细胞计数板中计数!分别计数

四角
8

个大格中的细胞数!取得总和为
-

!按
-G8

稀释

倍数'

#"

8 计算得单个核细胞数!根据细胞数定容!使

细胞密度为
#"

F

G=P

*

8

!

%

$流式细胞分选仪分选纯化细胞$$

#

%将分

离得到的
N6+&

转移至无菌流式管中&$

!

%加入抗

体#

!" !P

的小鼠抗人
M()&

标记的
,-H>

#

&D8

抗体!

8

(!避光孵育
%" =>-

&$

%

%荧光抗体标记结束后!加

入无菌
N6T

!

8

(!

# !"" / G=>-

离心
#" =>-

洗涤细

胞!弃上清!用无菌
N6T

重悬细胞&$

8

%用无菌
!""

目

尼龙网过滤细胞至新的无菌流式管中&$

9

%用流式细

胞分选仪进行目的细胞的分选纯化*

8

!

8

$
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*
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#
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*

8

!

9

$

K57

提取$$

#

%收取分离纯化后的
&D8

L

)

细胞!加入
# =P )/>A23

$

(-U>H/2Z:-

公司%!充分裂解&

$

!

%加入
"

!

! =P

氯仿!剧烈振荡
#9 J

!室温放置
% =>-

&

$

%

%

8

(

#" """

'

Z

离心
#9 =>-

!取上清$约
"

!

9 =P

%

加入到另一
<N

管中&$

8

%加入
"

!

9 =P

异丙醇!温和混

匀!室温放置
#" =>-

&$

9

%

8

(

#! """

'

Z

离心
#" =>-

!

弃去上清&$

$

%加入
# =P F9W

乙醇$

D<N&

水配制%!

8

(

#! """

'

Z

离心
9 =>-

!弃上清&$

F

%室温放置

%" =>-

干燥
K57

沉淀&$

;

%加入
!" c9" !P D<N&

水!

99

(促溶
#" =>-

!"

;"

(保存备用*

8

!

$

$

K)

#

N&K

$$

#

%在
"

!

! =P <N

管中!加入

总
K57

$质量为
! !Z

%)

#" !=23GP E3>Z2

$

I)

%

#!P

)

D<N&

水补足至
#! !P

!轻轻混匀)点动离心& $

!

%

N&K

仪 $

)@:/=2 N(_EK<7P V$

% 上
$9

(加热

9 =>-

!立即冰浴
% =>-

&$

%

%在上述
N&K

管$无
K5,J:

酶%中加入
9

'

K:,CH>2- 6.OO:/ 8

!

" !P

)

#" ==23GP

I5)N +>S ! !P

)

K>R232Ca

)+

K-,J: >-@>R>H2/ # !P

)

K:U:/H7>I

)+

+

#

+.P1 K:U:/J: )/,-JC/>QH,J:

# !P

&$

8

%

8!

(

$" =>-

!

F"

(

9 =>-

&$

9

%取出上述

反应液!即为
CD57

! "

;"

(保存备用*

8

!

F

$荧光定量
N&K

反应$取出上述反应液

# !P

作为荧光定量的模板!反应体系如下#

!

'

TY6K

b/::- +>SH./:

$

d.,-H>M,JH T06/ b/::- N&K a>H

!

d>,Z:-

%

9 !P

&正向
#" !=23GP # !P

&反向
#" !=23GP

# !P

&

CD57 # !P

&

K5,J: M/:: *,H:/ ! !P

&反应总

体积为
#" !P

* 反应条件如下#

V9

(

9 =>-

&

V9

(

#" J

!

8"

个循环&

$"

(

%" J

!

8"

个循环*

8

!

;

$临床指标观察$检测
K7

患者
<TK

)

&

反

应蛋白$

&

#

/:,CH>U: Q/2H:>-

!

&KN

%)

KM

)抗环瓜氨酸

肽$

,-H>

#

C0C3>C C>H/.33>-,H:I Q:QH>I:

!

&&N

%)中医证

候积分)关节晨僵时间$晨僵%)关节肿胀数$肿胀%)关

节压痛数$压痛%)关节功能分级)

!;

个关节数疾病活

动度评分$

I>J:,J: ,CH>U>H0 JC2/:J H@,H >-C3.I: I>O

#

O:/:-H !;

#

?2>-H C2.-HJ

!

D7T!;

%

'

V

(

`!

!

$

* 关节功能

分级参照文献'

%

(!

#

级#能照常进行日常生活和各项

工作&

$

级#可进行一般的日常生活和某种职业工作!

但参与其他项目活动受限&

%

级#可进行一般的日常生

活!但参与某种职业工作或其他项目活动受限&

&

级#

日常生活的自理和参与工作能力均受限*

9

$统计学方法$采用
TNTT #F

!

"

软件进行统

计学处理* 计量资料以
S

%

J

表示!各变量间相关分析

采用
N:/J2-

相关分析!两样本比较采用独立
H

检验*

N X"

!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$两组
&D8

L

)

细胞凋亡率比较$表
!

%$与对照

组比 较!

K7

组
&D8

L

)

细 胞 凋 亡 率 降 低 $

H e

"

#!

!

V"V

!

N X"

!

"#

%*

表
!

#两组
&D8

L

)

细胞凋亡率比较$$

W

!

S

%

J

%

组别 例数
&D8

L

)

细胞凋亡率

K7 #$

!

+

$

%

"

+

V

#

对照
#$ F

+

F

%

#

+

%

$$注#与对照组比较!

#

N! "

+

"#

!

$ 两组
O,J

)

O,JP

)

C,JQ,J:

#

;

)

C,JQ,J:

#

%

)

RC3

#

!

)

R,S =K57

表达比较$表
%

!图
#

%$与对照组比

较!

K7

组
O,J

)

O,JP

)

C,JQ,J:

#

;

)

C,JQ,J:

#

%

)

R,S =K

#

57

表达降低$

N X"

!

"#

%!

RC3

#

!

表达升高$

N X"

!

"#

%*

表
%

#两组
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)

O,JP

)

C,JQ,J:

#

;

)

C,JQ,J:

#

%

)

RC3

#

!

)

R,S=K57

表达比较$$

S

%

J

%

组别 例数
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#

! R,S

对照
#$ "

+

VF

%

"

+

"F #

+

""

%

"

+

"F #

+

""

%

"

+

"; #

+

""

%

"

+

"$ #

+

""

%

"

+

#$ #

+

""

%

"

+

";

K7 #$

"

+

%!

%

"

+

"#

#

"

+

FF

%

"

+

"8

#

"

+

%9

%

"

+

"$

#

"

+

89

%

"

+

"8

#

%

+

!"

%

"

+

!!

#

"

+

8"

%

"

+

"8

#

$$注#与对照组比较!

#

N! "

+

"#



" !(###" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

!

',-.,/0 !"#$

!

1234 %$

!

52

!

#

$$注#

7

为
O,J

&

6

为
O,JP

&

&

为
C,JQ,J:

#

;

&

D

为
C,JQ,J:

#

%

&

<

为
RC3

#

!

&

M

为
R,S

图
#

#

K)

#

N&K

扩增曲线

$$

%

$

K7

患者
&D8

L

)

细胞凋亡率)

O,J

)

O,JP

)

C,JQ,J:

#

;

)

C,JQ,J:

#

%

)

RC3

#

!

)

R,S

与各临床指标相

关性分析$表
8

%$

&D8

L

)

细胞凋亡率与
<TK

呈负相

关 $

N X "

!

"9

%!

C,JQ,J:

#

;

与关节肿胀数呈负相关

$

N X"

!

"9

%!

RC3

#

!

与中医证候积分和关节功能分级亦

呈负相关$

N X"

!

"#

!

N X"

!

"9

%* 其余凋亡基因表达

水平与各观察指标之间的相关性差异无统计学意义

$

N `"

!

"9

%*

讨$$论

我国
K7

患病率为
"

!

%!W

&

"

!

%$W

!各年龄组均

可发病!

;"W

发病于
%9

&

9"

岁!女性高于男性!女性

患者约
%

倍于男性'

%

(

*

K7

是一种以血清中出现多种

自身抗体及滑膜有显著淋巴细胞浸润为特征的自身免

疫性疾病!在浸润的细胞中!

&D8

L

)

细胞是主要的细

胞成员而且在
K7

的发病中起重要作用'

##

(

*

K7

关

节软骨和骨组织的损害!与滑膜细胞的过度增生活化

与凋亡不足有关!凋亡机制在
K7

发病中占重要

地位'

#!

(

*

K7

的主要病因病机多是因为体质素虚!卫表不

固!风)寒)湿邪乘虚侵袭!或脾虚湿盛!内外合邪!导致

气血运行不畅!邪郁经络关节而致!-严氏济生方.云

+皆因体虚!腠理空疏!受风寒湿气而成痹也,

'

#%

(

* 刘

健教授根据多年临床研究!认为脾虚湿盛是
K7

基本

病机!并对急性期
K7

病机分为寒湿型和湿热型* 并

且在以往对佐剂关节炎$

,I?.U,-H ,/H@/>H>J

!

77

%大

鼠的研究表明!

O,J

)

O,JP

)

RC3

#

!

等在
K7

中起重要作

用'

#8

!

#9

(

* 有学者从血清蛋白组学的角度探讨其与中

医证候的关系'

#$

(

* 本研究即以寒湿型
K7

患者为研

究对象!采用流式细胞术)

K)

#

N&K

检测相关基因
O,J

)

表
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与各临床指标相关性分析

相关凋亡蛋白
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#

" !)###"

O,JP

)

C,JQ,J:

#

;

)

C,JQ,J:

#

%

)

RC3

#

!

)

R,S

表达!探讨

K7

的发病机制!并分析寒湿型
K7

患者细胞凋亡与

临床症状)实验指标的相关性*

结果显示!与对照组比较!寒湿型
K7

患者
&D8

L

)

细胞凋亡率降低!

K7

患者
&D8

L

)

细胞促凋亡基因

O,J

)

O,JP

)

C,JQ,J:

#

%

)

C,JQ,J:

#

;

表达显著降低!抑

制凋亡基因
RC3

#

!

表达显著增高!提示寒湿型
K7

患

者存在着细胞凋亡障碍!从而使关节滑膜细胞凋亡不

足!滑膜细胞异常增殖和血管翳形成!最终导致关节软

骨和软骨下骨的破坏!可能是
K7

发病的重要机制*

本研究进一步探讨寒湿型
K7

患者
&D8

L

)

细胞凋亡

指标
7--S>-1

水平及
&D8

L

)

细胞凋亡基因的表达

与
K7

临床指标的关系!发现
K7

患者的
&D8

L

)

细

胞凋亡率与
<TK

呈负相关!

C,JQ,J:

#

;

的表达与关

节肿胀数呈负相关!抑制凋亡基因
RC3

#

!

的表达与中

医症状积分呈明显负相关!并与关节功能分级亦呈负

相关* 结果表明!

K7

患者
&D8

L

)

细胞凋亡率越低!

则
<TK

数值越高!疾病的活动性越高&

C,JQ,J:

#

;

表

达越低!关节肿胀数目越多!

RC3

#

!

表达越高!则中医症

状积分就会越低!关节功能分级越低* 可能机制是!

&D8

L

)

细胞凋亡率下降!是由于促凋亡基因
O,J

表达

降低!从而使细胞凋亡不足!致使致炎因子聚集在关节

滑膜处!引起关节滑膜的异常增生!疾病处于活动状

态!与疾病活动相关的
<TK

明显上升&

C,JQ,J:

#

;

的

表达降低!细胞凋亡障碍!致炎因子在关节滑膜处聚集

增多!从中医学的角度来说!是湿邪过重!关节肿胀数

就越多!疾病越重*

RC3

#

!

和
R,S

是目前已知的在凋

亡调控过程中功能相互对立的一对最重要的调控基

因!是一种重要的凋亡抑制基因!能抑制多种因素引起

的细胞凋亡*

R,S

可以促进细胞凋亡'

#F

(

* 由于
RC3

#

!

家族中抗凋亡成员与促凋亡成员的比例是决定细胞进

入凋亡与否的关键因素!二者之间的相互作用决定了

细胞死亡的阈值'

#;

(

* 因此!出现抑制凋亡基因
RC3

#

!

与中医症状积分)关节功能分级呈负相关*

综上所述!寒湿型
K7

患者体内存在
&D8

L

)

细

胞凋亡率明显下降!凋亡蛋白的表达异常!这可能是导

致
K7

自身免疫系统异常!免疫反应增强的原因* 临

床相关症状)实验室指标与之有较密切的关系* 由此

可知!通过调控凋亡基因蛋白的表达从而干预细胞的

凋亡可能是今后治疗
K7

的一个新的研究方向* 本研

究病例较少!仅采用
K)

#

N&K

!不能与其他的试验方法

相互印证!是其不足之处* 今后将再加大试验标本数

量!合并使用如
*:JH:/- R32H

等方法!相互对照*
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