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温化蠲痹方对胶原诱导性关节炎大鼠外周血

单核细胞
L6>

甲基化转移酶表达的影响

刘喜德#

$冯莹莹!

$蔡$龙#

$周红娟#

$叶丽红#

$余建明#

$王云卿!

$杜$静#

$杨梦霞!

摘要$目的$观察温化蠲痹方对胶原诱导性关节炎!

-/44DN1O

#

EOHF-EON D2.K2E.EJ

"

&(>

#大鼠外周血单

核细胞!

P12EPK12D4 04//H C/O/OF-41D2 -144J

"

Q=+&J

#

L6>

甲基化转移酶!

L6> C1.KR4.2JDOJS12DJ

#

1J

"

L6+)J

#表达的影响"探讨温化蠲痹方治疗
&(>

的作用机制$ 方法$将
:"

只
*EJ.D2

大鼠随机分为造

模组!

;"

只#及正常对照组!

#"

只"简称正常组#$ 造模组在大鼠尾根部注射牛
!

型胶原乳剂制备
&(>

模

型$ 将造模成功的
?"

只大鼠随机分为模型组%甲氨喋呤组!

+)T

#%温化蠲痹方低%中%高剂量组!简称中药

低%中%高剂量组#"每组
#"

只$ 模型组给予生理盐水灌胃&中药低%中%高剂量组分别给予温化蠲痹方
!!

!

:

%

@?

!

;

%

$;

!

A NM

!

UN

'

H

#灌胃"均每日
#

次&

+)T

组按
"

!

A; CNMUN

剂量灌胃
+)T

混悬液"每周
#

次"连续
%"

日$ 采用容积法!排水体积#评价足趾肿胀度$ 给药干预后提取各组大鼠
Q=+&J

"采用实时定量
Q&V

法检

测
Q=+&J L6+)J

!

L6+)#

%

L6+)%D

及
L6+)%0

#

CV6>

表达水平$ 结果$与正常组比较"模型组大鼠

足趾明显肿胀!

Q W "

!

"#

#&与模型组比较"中药低%中%高剂量组及
+)T

组大鼠足趾肿胀明显减轻!

Q W

"

!

"#

#$ 与本组治疗前比较"中药各剂量组及
+)T

组大鼠足趾肿胀减轻!

Q W"

!

"#

#$ 与正常组比较"模型

组大鼠
Q=+&J L6+)#

%

L6+)%D

及
L6+)%0

表达明显降低!

Q W"

!

"#

#&与模型组比较"中药各剂量组及

+)T

组
L6+)#

%

L6+)%D

及
L6+)%0

表达水平明显升高!均
Q W"

!

"#

#&中药各剂量组
L6+)#

%

L6+)%D

及
L6+)%0

表达水平比较"差异无统计学意义!

Q X"

!

"?

#$ 结论$

&(>

大鼠
Q=+&J L6+)J

表达降低$

温化蠲痹方上调
&(>

大鼠
Q=+&J L6+)J

表达无明显剂量依赖性$ 通过上调
L6+)J

表达"调节
&(>

大

鼠甲基化状态可能是其治疗
&(>

作用机制之一$

关键词$温化蠲痹方&胶原诱导性关节炎&外周血单核细胞&

L6>

甲基化转移酶

BSS1-.J /S *1OKFD 'FDO0E V1-EP1 /O .K1 BGP21JJE/OJ /S L6> +1.KR4.2DOJS12DJ1J EO Q12EPK12D4

=4//H +/O/OF-41D2 &144J /S &/44DN1O

#

(OHF-EON >2.K2E.EJ VD.J

$

7(Y TE

#

H1

#

!

ZB6[ 8EON

#

REON

!

!

&>(

7/ON

#

!

<9,Y 9/ON

#

\FDO

#

!

8B 7E

#

K/ON

#

!

8Y 'EDO

#

CEON

#

!

*>6[ 8FO

#

]EON

!

!

LY 'EON

#

!

DOH 8>6[

+1ON

#

GED

!

$

# L1PD2.C1O. /S >2.K2/PD.KR

!

<K1\EDON Q2/^EO-ED4 9/JPE.D4 /S (O.1N2D.1H )2DHE.E/OD4 DOH *1J.

#

12O +1HE-EO1

!

9DON_K/F

$

%#"""%

%&

! `1-/OH &4EOE-D4 +1HE-D4 &/441N1

!

<K1\EDON &KEO1J1 +1HE-D4 YOE^12

#

JE.R

!

9DON_K/F

$

%#""?%

%

>=`)V>&)

$

,0\1-.E^1

$

)/ /0J12^1 .K1 1SS1-. /S *1OKFD 'FDO0E V1-EP1

$

*'V

%

/O .K1 1GP21J

#

JE/OJ /S L6> C1.KR4.2DOJS12DJ1J

$

L6+)J

%

EO P12EPK12D4 04//H C/O/OF-41D2 -144J

$

Q=+&J

%

/S -/44DN1O

#

EOHF-EON D2.K2E.EJ

$

&(>

%!

DOH ./ J.FHR E.J C1-KDOEJC S/2 .21D.EON &(>5 +1.K/HJ

$

)/.D44R :" *EJ.D2 2D.J

a121 2DOH/C4R HE^EH1H EO./ .K1 C/H14 N2/FP

$

O b;"

%

DOH .K1 O/2CD4 -/O.2/4 N2/FP

$

O b#"

%

5 VD.J /S .K1

C/H14 N2/FP a121 EO\1-.1H aE.K .RP1 ! -/44DN1O /S 0/^EO1

$

=&!

%

1CF4JE/O S2/C .K1 .DE4 ./ 1J.D04EJK &(>

C/H145 `F--1JJSF44R C/H141H ?" &(> 2D.J a121 2DOH/C4R HE^EH1H EO./ SE^1 N2/FPJ

!

E515

!

.K1 C/H14 N2/FP

!

.K1 C1.K/.21GD.1

$

+)T

%

N2/FP

!

.K1 4/a H/J1 *'V N2/FP

!

.K1 CEHH41 H/J1 *'V N2/FP

!

.K1 KENK H/J1

*'V N2/FP

!

#" EO 1D-K N2/FP5 VD.J EO .K1 C/H14 N2/FP a121 DHCEOEJ.121H aE.K O/2CD4 JD4EO1 0R NDJ.2/ND

!
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^DN1

!

/O-1 P12 HDR5 VD.J EO 4/a

!

CEHH41

!

DOH KENK H/J1 *'V N2/FPJ a121 DHCEOEJ.121H aE.K *'V 0R NDJ

!

.2/ND^DN1 D. .K1 HDE4R H/J1 /S !!

!

:

!

@?

!

;

!

$;

!

A NMUN

!

21JP1-.E^14R

$

/O-1 P12 HDR

%

5 VD.J EO .K1 +)T N2/FP

a121 DHCEOEJ.121H aE.K +)T JFJP1OJE/O

$

"

!

A; CNMUN

%

0R NDJ.2/ND^DN1

!

/O-1 P12 a11U S/2 %" JF--1J

!

JE^1 HDRJ5 )K1 PDa Ja144EON aDJ 1^D4FD.1H FJEON ^/4FC1 C1.K/H

$

H2DEOEON ^/4FC1

%

5 Q=+&J a121 1G.2D-

!

.1H S2/C 1D-K N2/FP DS.12 EO.12^1O.E/O5 CV6> 1GP21JJE/O 41^14J /S L6+)J

$

L6+)#

!

L6+)%D

!

L6+)%0

%

a121 H1.1-.1H 0R 21D4

!

.EC1 ]FDO.E.D.E^1 Q&V5 V1JF4.J

$

&/CPD21H aE.K .K1 O/2CD4 N2/FP

!

.K1 PDaJ a121

/0^E/FJ4R Ja/441O EO .K1 C/H14 N2/FP

$

Q W"

!

"#

%

5 &/CPD21H aE.K .K1 C/H14 N2/FP

!

Ja/441O PDaJ a121 /0

!

^E/FJ4R D441^ED.1H EO 4/a

!

CEHH41

!

DOH KENK H/J1 *'V N2/FPJ

!

DOH .K1 +)T N2/FP

$

Q W"

!

"#

%

5 &/CPD21H

aE.K 01S/21 .21D.C1O. EO .K1 JDC1 N2/FP

!

Ja/441O PDaJ a121 /0^E/FJ4R D441^ED.1H EO 4/a

!

CEHH41

!

DOH KENK

H/J1 *'V N2/FPJ

!

DOH .K1 +)T N2/FP

$

Q W"

!

"#

%

5 &/CPD21H aE.K .K1 O/2CD4 N2/FP

!

1GP21JJE/O 41^14J /S

L6+)#

!

L6+)%D

!

DOH L6+)%0 EO Q=+&J a121 /0^E/FJ4R 4/a121H EO .K1 C/H14 N2/FP

$

Q W"

!

"#

%

5 &/C

!

PD21H aE.K .K1 C/H14 N2/FP

!

1GP21JJE/O 41^14J /S L6+)#

!

L6+)%D

!

L6+)%0 EO Q=+&J a121 /0^E/FJ4R

141^D.1H EO 4/a

!

CEHH41

!

DOH KENK H/J1 *'V N2/FPJ

!

DOH .K1 +)T N2/FP

$

D44 Q W"

!

"#

%

5 )K121 aDJ O/ JEN

!

OESE-DO. HESS121O-1 EO 1GP21JJE/O 41^14J /S L6+)#

!

L6+)%D

!

/2 L6+)%0 EO Q=+&J DC/ON 4/a

!

CEHH41

!

DOH KENK H/J1 *'V N2/FPJ

$

Q X"

!

"?

%

5 &/O-4FJE/OJ

$

BGP21JJE/O 41^14J /S L6+)J EO Q=+&J /S &(> 2D.J

H1-21DJ1H5 *'V FP

!

21NF4D.1H .K1 1GP21JJE/O 41^14 /S L6+)J EO Q=+&J /S &(> 2D.J EO O/ /0^E/FJ H/J1 H1

!

P1OH1O. aDR5 ,O1 /S *'V

"

J C1-KDOEJCJ S/2 .21D.EON &(> CENK. 01 FP

!

21NF4D.EON 1GP21JJE/O 41^14J /S L6

!

+)J

!

DOH DH\FJ.EON .K1 J.D.1 /S L6> C1.KR4D.E/O5

cB8*,VL`

$

*1OKFD 'FDO0E V1-EP1

&

-/44DN1O

#

EOHF-EON D2.K2E.EJ

&

P12EPK12D4 04//H C/O/OF-41D2 -144

&

L6> C1.KR4.2DOJS12DJ1J

$$类风湿关节炎$

2K1FCD./EH D2.K2E.EJ

!

V>

%是滑

膜细胞异常增生为特点的全身性自身免疫病'

L6>

甲基化是体内一种必要的
L6>

外生性特征!可以调

节基因表达!保持基因组完整性!还对染色体稳定和构

成起重要作用(

#

)

!

L6>

甲基化改变可影响许多基因

表达!包括与黏附分子和细胞因子表达相关的一些基

因!导致
)

细胞自身反应性发生改变!与自身免疫性疾

病发病关系密切(

!

)

'

L6>

甲基化由
L6>

甲基转移

酶$

L6> C1.KR4.2DOJS12DJ1J

!

L6+)J

%催化完成'

在
V>

患者外周血
)

细胞有
L6>

甲基化的受损!结

果支持
L6>

甲基化与
V>

之间的联系(

%

)

' 温化蠲痹

方为临床经验方!前期研究表明!该方对
V>

有较好疗

效(

@

)

!本研究探讨温化蠲痹方对胶原诱导性关节炎

$

-/44DN1O

#

EOHF-EON D2.K2E.EJ

!

&(>

%大鼠外周血单核

细胞 $

P12EPK12D4 04//H C/O/OF-41D2 -144J

!

Q=

#

+&J

%

L6>

甲基化转移酶表达的影响'

材料与方法

#

$动物$

:"

只健康雌性
*EJ.D2

大鼠!体重

$

##"

%

#"

%

N

!

`QZ

级!由浙江中医药大学动物实验中

心提供!动物合格证号#

`8Tc

$浙%

!"";

"

"##?

' 大鼠

饲养于清洁级实验室!温度
!" d !!

&!相对湿度

??e d$?e

!单笼饲养!喂饲基础饲料!自由摄食*饮水'

!

$药物$温化蠲痹方组成#防风
#? N

$威灵仙

%" N

$蜈蚣
!

条$白芥子
#! N

$全蝎
$ N

$白芷

#" N

$僵蚕
#" N

$忍冬藤
!" N

$丹参
#? N

$ 薏苡仁

%" N

!由浙江省中西医结合医院制剂室煎制 $含生药

# NMC7

%' 甲氨喋呤$

C1.K/.21GD.1

!

+)T

% 购自上海

信谊制药有限公司!批号#

#%"@!?

%'

%

$试剂与仪器$牛
!

型胶原$

.RP1!-/441NDO /S

0/^EO1

!

=&!

%购自
&K/OH21G

公司 $批号#

!""!

"

#

%&不完全弗氏佐剂 $

(O-/CP41.1 Z21FOH

'

J >H\F

#

^DO.

!

(Z>

% 购自
&K/OH21G

公司$批号#

A""!

%&冰醋

酸$杭州化学试剂有限公司!批号#

!"#%"$!@

%&在无

菌条件下!用
"

!

# C/4M7

冰醋酸在冰浴中充分溶解

=&!

!浓度为
@ CNMC7

!置于
@

&冰箱过夜后!与
(Z>

等体积混合*振荡乳化!制成
=& !

乳剂!浓度为

! CNMC7

!置
@

&冰箱保存备用' 大鼠淋巴细胞分离

液$天津市灏洋生物科技有限责任公司!批号#

7)`#";%

%&全血
V6>

提取试剂盒$

,+B[>

!批号#

LVV"!@>

%&

fFDO.EZDJ. `8=V [211O Q&V cE.

$

f(>[B6

!批号#

8?

"

!"@"?@

%'

Q&V

扩增仪$美国

应用生物系统公司!

>=( Q2EJC

"

A"""

型%&低温高速

离心机$台式
BPP1OH/2S #?;#"V

!编号#

""%#A%:

%&

足趾容积测量仪$山东医学科学院设备厂%'

@

$模型制备与动物分组$将
:"

只
*EJ.D2

大鼠

随机分为正常对照组
#"

只$简称正常组%和造模组

$

;"

只%!造模组大鼠参照+药理学实验指南,新药发
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现和药理学评价-

(

?

)及相关文献(

$

)方法制备
&(>

大

鼠模型!于大鼠尾根部
?

个部位进行皮内注射!总量

"

!

% CN

!于初次免疫
!

周后同前法进行第
!

次免疫!

总量
"

!

% CN

' 造模成功标准#致炎前用足趾容积测

量仪测量每只大鼠左后足足趾容积!作为致炎前足趾

基础容积' 每周进行关节炎指数 $

D2.K2E.EJ EOH1G

!

>(

%评分' 于首次注射
&!

乳剂后
#;

天!根据
>(

评分

进行模型成功评定(

A

)

'

>(

标准分级如下#无红肿计
"

分&趾关节稍肿!足爪或足垫单个区域炎症计
#

分&关

节轻度红肿!足爪和足垫或踝关节
!

个区域以上的炎

症计
!

分&关节中度红肿!轻度功能障碍计
%

分&关节

重度红肿!僵直甚至畸形!严重功能障碍计
@

分'

>(

评分
X@

分!单侧左足外踝以下隆起的体积
X#

!

$ C7

为造模成功' 将造模成功后的
?"

只大鼠随机分为模

型组*

+)T

组*温化蠲痹方低*中*高剂量组$简称中药

低*中*高剂量组%!每组
#"

只' 用药前模型组*

+)T

组*温化蠲痹方低*中*高剂量组大鼠
>(

评分及足趾容

积比较!差异无统计学意义 $

Q X"

!

"?

%'

?

$给药方法$造模成功后开始给药!中药低*中*

高剂量组大鼠分别按
!!

!

:

*

@?

!

;

*

$;

!

A NM

$

UN

"

H

%剂

量灌胃温化蠲痹方$低*中*高剂量分别相当于临床用

量的
#"

*

!"

*

%"

倍%' 正常组及模型组灌胃等量生理

盐水!均每日
#

次&

+)T

组按
"

!

A; CNMUN

剂量灌胃

+)T

混悬液$相当于临床用量
#"

倍%!每周
#

次' 连

续用药
%"

天'

$

$样本采集

$

!

#

$

Q=+&J

提取$将大鼠麻醉后!取大鼠心脏

血
$ d; C7

! "

!"

&保存备用' 将新鲜全血以
%

倍体

积的
Q=`

液稀释后!取
!

倍全血体积的大鼠淋巴细胞

分离液置于
?" C7

离心管底部$即
# C7

全血采用

! C7

大鼠淋巴细胞分离液%!将
Q=`

稀释后的大鼠全

血混合液体逐滴铺加于分离液上层!保持两者液面边

界清晰不混合' 室温条件下
@"" 2 MCEO

!离心
%? CEO

!

取所得液体依次分别为红色水相*雾状白色层及沉淀

管底的细胞层!利用吸管吸取雾状层置于新的离心管

中加入适量
Q=`

液!

% """

(

N

!离心
#" CEO

!即可得

到大鼠白细胞沉淀$ "

;"

&保存%'

$

!

!

$

Q=+&J

总
V6>

提取$采用
,C1ND B5<5

65> =4//H V6> cE.

试剂盒提取大鼠外周血淋巴细

胞总
V6>

' 具体步骤如下$为适应本实验已改良%#

加
%?" #7 +V&

液至白细胞团中!涡旋
%" J

&将上述

混合液体置于
$?

&水浴锅!温育
#" CEO

&室温条件下

以
#% """

(

N

! 离心
% CEO

&取
@?" #7

上层液相&加

入
!?" #7

无水乙醇!涡旋
#" J

&将上述液体全部加入

V6>

提取专用试管内!室温下
#" """

(

N

!离心

%" J

!弃滤出液体&加入
A"" #7 V6> *DJK =FSS12

$

!室温下
#" """

(

N

!离心
%" J

!弃滤出液体并换上

新的收集管&加入
?"" #7 V6> *DJK =FSS12!

!室

温下
#" """

(

N

!离心
%" J

!弃滤出液体&重复上一步

骤&将
V6>

提取专用试管置于室温下
!? """

(

N

!离

心
! CEO

甩干&将外收集管换成
#

!

? C7 BQ

管$无

V6>

酶%!加入
%" d?" #7 LBQ&

水$试剂盒提供%溶

解
V6>

!

!? """ d%" """

(

N

室温下离心
# CEO

'

$

!

%

$总
V6>

鉴定$选择孔径大小适合的点样

梳!垂直架于胶版一端!使点样梳底部离电泳槽水平面

距离为
"

!

? d # CC

' 称取
"

!

!? N

琼脂糖!加入

!? C7 #

(

)>B

电泳缓冲液中!微波炉加热使琼脂糖

溶解均匀' 于
?" C7

的离心管中加入
#

!

!? C7 B=

$

#" CNMC7

%' 待凝胶冷却至约
?"

&!倒入
?" C7

离心管中' 将离心管中的凝胶溶液轻轻倒入电泳凝胶

板上!除去气泡' 待凝胶凝固后!小心取出点样梳' 在

电泳槽中加入
#

(

)>B

电泳缓冲液!将胶板放入电泳

槽中$点样孔一端靠近电泳槽的负极%!使电泳缓冲液

没过胶面!混合后!移液枪点样!记录样品点样顺序及

样量' 连接电泳槽与电泳仪之间的电源线!开启电源!

电泳!最高电压不超过
? 3M-C

' 当指示剂跑过胶板的

!M%

!可终止电泳&切断电源后!将电泳凝胶块放在凝胶

成像仪中观察'

A

$观察指标及检测方法

A

!

#

$足趾肿胀度$采用足趾容积测量仪测量各

组大鼠左后足足趾容积!观测足趾肿胀度' 以无毛区

为标记线!即测量标记线以下的足趾容积$

C7

%&分别

于造模成功 $

"

天%及造模后
A

*

#@

*

!#

*

!;

天进行

检测'

A

!

!

$大鼠
Q=+&J L6+)#

*

L6+)#%D

及
L6

#

+)#%0

表达检测$采用
V1D4

#

)EC1 Q&V

法检测#

$

#

%

L6+)J

反转录
-L6>

#将
Q=+&J

中提取的总

V6>

用
V6DJ1

#

S211

水稀释为
! ON

)

#7

浓度' 采用

赛默飞
V1^12.>EH 9CEOFJ ZE2J. J.2DOH -L6> `RO

#

.K1JEJ cE.

试剂盒!反应体系为
!" #7

!按如下加样

$冰浴条件下%#总体积
#! #7

$

)/.D4 V6> #" #7

!

VDOH/C Q2EC12 # #7

!

LBQ&

#

*D.12 # #7

%!加好模

板
V6>

和引物后于
$?

&温育
? CEO

!后置于冰上急

冷继续按如下加样$冰浴条件下%#总体积
; #7

$

?

(

反应缓冲液
@ #7

!

VE0/7/-U V6DJ1 (OKE0E./2 # #7

!

H6)Q +EG ! #7

!反转录酶
# #7

%!将加好的样品冰上

吹打混匀放入
Q&V

仪!设置反应条件
!?

&

? CEO

升

温&

@!

&

$" CEO

延伸&

A"

&

? CEO

退火&所得产品
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

"

;"

&保存备用' $

!

%

L6+)J

荧光定量
Q&V

反应#

按
f(>[B6 ZDJ. `8=V [211O cE.

试剂盒说明书操

作' 采用
!

(

`8=V [211O =FSS12

通用混合液!

#"

#7

反 应 体 系 包 括#

L6+)#

# 上 游 引 物#

?

'#

[>)&[>>))&>)[&&[[&[&[)>&&[&&&>[

#

%

'! 下游引物#

?

'#

>)[[)[[)))[&&)[[)[&

#

%

'!

#@! 0P

&

L6+)%D

#上游引物#

?

'#

[[[[>&[)&&[

#

&>[&[)&>&>&

#

%

'! 下 游 引 物#

?

'#

&>[&&))[

#

[>&)&[> [>>>)&[&

#

%

'!

##% 0P

&

L6+)%0

#上游

引物#

?

'#

&&)[&)[>>))>&)&>&[&&&&

#

%

'!下游

引 物#

?

'#

[)&)[)[)>[)[&>&>[[>>>[&&

#

%

'!

#"# 0P

'

L6+)J

上下游引物共
# #7

!模板
-L6>

! #7

!

!

(

`8=V [211O =FSS12 ? #7

!

V6DJ1

#

S211

*D.12 ! #7

' 在
>=( A"""

定量
Q&V

仪上扩增和检

测!设置反应条件#

:?

&!

? CEO

升温&

:?

&!

#" J

变

性&

$"

&!

%" J

收集荧光&共
?"

个循环' 选取
[>Q

#

L9

管家基因作为内参照!所有反应体系均为
%

个复

孔' 按如下加样$冰浴条件下%#总体积
#" #7

$

!

(

`8=V [211O =FSS12 ? #7

!

L6+)J

引物$上*下%*

[>QL9 # #7

!

-L6> ! #7

!

V6DJ1

#

S211 *D.12 !

#7

' 计算各标本平均
&.

值!各样本的
&.

值 "看家基

因的
&.

值得到该样本的
%&.

值!然后再减去板间对

照
%&.

值得到
%%&.

值!最后得到
!

"

%%&.值!对实时定

量
Q&V

结果进行相对定量分析'

;

$统计学方法$采用
`Q`` #A

!

"

统计软件进

行分析!计量资料以
G

%

J

表示!组间比较采用单因素

方差分析!组内两两比较采用
7`L

#

.

检验!组内不同

时间点数据比较采用重复测量数据的方差分析!

Q W

"

!

"?

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠足趾肿胀度比较$表
#

%$与正常组

比较!模型组大鼠足趾明显肿胀$

Q W"

!

"#

%&与模型组

比较!给药当日$

"

天%及给药
A

天!中药低*中*高剂量

组和
+)T

组大鼠足趾肿胀度比较!差异无统计学意义

$

Q X"

!

"?

%' 给药
#@

*

!#

*

!;

天!中药低*中*高剂量

组及
+)T

组大鼠足趾肿胀度明显减轻!差异有统计学

意义$

Q W "

!

"?

%' 给药
#@

*

!#

*

!;

天!与
+)T

组比

较!中药低*中*高剂量组大鼠足趾肿胀程度比较!差异

无统计学意义$

Q X"

!

"?

%' 与本组治疗前比较!给药

#@

*

!#

*

!;

天!中药低*中*高剂量组及
+)T

组大鼠足

趾肿胀明显减轻$

Q W"

!

"?

%'

!

$各组大鼠
Q=+&J L6+)#

*

L6+)%D

及
L6

#

+)%0

表达水平比较$表
!

%$与正常组比较!模型组

L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达水平降低 $

Q W

"

!

"?

!

Q W"

!

"#

%&与模型组比较!中药低*中*高剂量

组及
+)T

组
L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达水平

升高$

Q W"

!

"?

!

Q W"

!

"#

%' 与
+)T

组比较!中药低*

中*高剂量组
L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达比较!

差异无统计学意义$

Q X"

!

"?

%' 中药低*中*高剂量组

L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达比较!差异无统计

学意义$

Q X"

!

"?

%'

表
!

$各组大鼠
Q=+&J L6+)J CV6>

表达水平比较$$

G

%

J

%

组别
O L6+)# L6+)%D L6+)%0

正常
#" #

+

$?

%

#

+

#A

$

#

+

?$

%

"

+

$@

$

#

+

?%

%

"

+

%;

$

模型
#"

"

+

!!

%

"

+

%%

!

"

+

$%

%

"

+

#@

!

"

+

!$

%

"

+

"@

!!

+)T #"

!

+

$;

%

"

+

@@

""

#

+

;!

%

"

+

$;

"

@

+

%A

%

%

+

#!

"

中药低剂量
#"

!

+

@"

%

#

+

%%

"

!

+

A;

%

"

+

:A

""

!

+

":

%

!

+

"#

"

$$低剂量
#"

!

+

?"

%

#

+

##

"

!

+

:?

%

!

+

;%

"

!

+

%@

%

#

+

?@

""

$$低剂量
#"

!

+

#"

%

#

+

"%

"

#

+

A;

%

"

+

#@

""

%

+

!A

%

!

+

::

"

$$注#与正常组比较!

!

Q W "

!

"?

!

!!

Q W "

!

"#

&与模型组比较!

"

Q W"

!

"?

!

""

Q W"

!

"#

讨$$论

V>

属于中医学.痹证/的范畴' 笔者通过长期

临床观察!认为
V>

的基本病因病机为本虚标实*寒

热错杂*痰瘀痹阻' 患者素体阳虚*或阳盛*或阴虚

阳亢*或失治误治等因素!风寒湿邪侵袭!出现热痹

及阴虚内热!或湿热!伴有畏寒肢冷的症状!呈现寒

热错杂之征&外邪痹阻肌肤*筋脉*骨节!致水湿不运

表
#

$各组大鼠足趾肿胀度比较$$

C7

!

G

%

J

%

组别
O "

天
A

天
#@

天
!#

天
!;

天

正常
#" #

+

#A

%

"

+

?@ #

+

!#

%

"

+

$: #

+

#:

%

"

+

A% #

+

%%

%

"

+

;: #

+

!;

%

"

+

A$

模型
#"

@

+

%?

%

"

+

A?

"

@

+

?$

%

"

+

:@

"

?

+

!!

%

#

+

#%

"

@

+

:$

%

"

+

%$

"

?

+

%A

%

"

+

:%

"

+)T #" @

+

$%

%

"

+

%% @

+

##

%

#

+

%:

%

+

;$

%

"

+

::

!#

%

+

$A

%

"

+

;?

!#

%

+

@;

%

#

+

$A

!#

中药低剂量
#" @

+

%#

%

"

+

$! @

+

!!

%

"

+

$A

@

+

"#

%

"

+

:@

!#

%

+

?;

%

"

+

:?

!#

%

+

%$

%

"

+

A%

!#

$$中剂量
#" @

+

?$

%

#

+

?$ @

+

%!

%

#

+

;?

@

+

#"

%

"

+

A@

!#

%

+

$!

%

"

+

@?

!#

%

+

@#

%

"

+

A:

!#

$$高剂量
#" @

+

!;

%

"

+

A! @

+

!;

%

"

+

$!

@

+

"$

%

"

+

?;

!#

%

+

?A

%

"

+

??

!#

%

+

@"

%

#

+

!?

!#

$$注#与本组治疗前$

"

天%比较!

!

Q W"

!

"?

&与正常组比较!

"

Q W"

!

"#

&与模型组比较!

#

Q W"

!

"?
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期
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!
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!
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!

#"

"!""&$"

聚而为痰!血行不畅滞而为瘀!痰瘀胶结!病情难愈'

据此确立温经清化治法!包括温阳*化热*化湿*化痰及

化瘀治法!拟温化蠲痹方!方中防风祛风解表*胜湿止

痛!威灵仙温经祛风通络!共为君药&忍冬藤清热除痹!

全蝎*蜈蚣剔络搜邪!具有消肿止痛之功!僵蚕祛风化

痰!四药合用!清热痹!化痰瘀!为臣药&丹参性寒!活血

化瘀!白芥子*白芷化痰消肿!通络止痛!为佐药' 薏苡

仁既淡渗健脾顾护脾胃!又利湿消肿蠲痹!为方中使

药' 全方配伍寒温并用!痰瘀并治!具有温通经络*化

湿*化热$毒%*化痰*化瘀的功效!使寒散*湿化*热除*

痰消*瘀祛而治疗
V>

(

;

)

'

L6>

甲基化是指在
L6+)J

的催化作用下!以

`

#腺苷甲硫氨酸作为甲基供体站!在
&Q[

二核苷酸

胞嘧啶嘧啶环的
?

号碳原子上添加甲基形成
?

'甲基

胞嘧啶的共价修饰过程'

L6>

甲基化是体内一种必

要的
L6>

外生性特征!它调节基因表达和基因组完

整性!还对染色体稳定和构成起重要作用(

#

)

!

L6>

甲

基化改变可以影响许多基因表达!包括一些与黏附分

子和细胞因子表达相关基因!导致
)

细胞自身反应性

发生改变!而与自身免疫性疾病发病关系密切(

!

)

'

L6>

甲基化由
L6+)J

催化完成!这些酶被位于

不同染色体上的不同的基因所编码'

L6>

甲基化转

移酶有
%

种#

L6+)#

*

L6+)%D

)

0

*

L6+)%7

'

L6

#

+)(

又名甲基化维持酶!它是在细胞有丝分裂时将母

链碱基甲基化状态传给子链中发挥作用(

:

)

&

L6

#

+)%D

)

0

是重新甲基化酶 $

H1 O/^/ C1.KR4.2DOJ

#

S12DJ1J

%!对于双链均未有甲基化的
L6>

进行修饰!

使双链均甲基化!在决定胚胎发育分化中起重要作用!

但目前
L6+)%7

的功能尚不清楚'

有学者研究发现!

V>

患者基因组
L6>

甲基化水

平普遍降低(

#"

)

'

V>

患者存在基因组
L6>

广泛低甲

基化!尤其在滑膜成纤维细胞$

2K1FCD./EH D2.K2E.EJ

JRO/^ED4 SE02/04DJ.J

!

V>`ZJ

%内的
L6>

或长散布

核元件$

7(6B

#

#

%启动子上富含
[&

的
&P[

岛序列发

生低甲基化作用(

%

)

!导致某些基因的异常表达!从而

参与
V>

的全身及关节局部炎症' 本研究结果表明!

中药各剂量组大鼠足趾肿胀度较模型组明显减轻!提

示中药温化蠲痹方对
&(>

大鼠具有治疗作用'

另外本研究结果表明!

&(>

大鼠
Q=+&J L6

#

+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达水平明显降低!提示在

&(>

大鼠
Q=+&J

中!

L6>

甲基化水平降低!从而使

)

细胞及其分泌的下游因子表达异常!参与
V>

的发病

过程' 另外!用药后中药各剂量组及
+)T

组
&(>

鼠

Q=+&J L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达水平均上

调!提示温化蠲痹方可能通过上调
&(>

大鼠低表达的

L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

!恢复
L6>

甲基化水

平!减少下游炎性细胞因子分泌而发挥治疗
&(>

作

用' 中药各剂量组
L6+)#

*

L6+)%D

*

L6+)%0

表达

无差异!提示温化蠲痹方上调
L6+)J

无剂量依赖性'

本研究中温化蠲痹方可上调
&(>

大鼠
Q=+&J

L6+)J

表达水平!提示中药温化蠲痹方可能通过调

节
L6+)J

而影响
L6>

甲基化水平达到治疗
&(>

作

用!可能是其治疗
&(>

的作用机制之一'

L6>

甲基

化受多种因素调控!如微小
V6>

等!其影响
L6>

甲

基化的具体机制尚需进一步研究'
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