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!基础研究!

清络通痹方对佐剂性关节炎大鼠破骨细胞分化

相关
>@L6M

表达的影响

彭孝武#

#周玲玲!

#朱亚梅#

#周学平#

摘要#目的#观察清络通痹方"

N@EO4G/ )/EO0@ &/>C/GEH

#

N)&

$对佐剂性关节炎"

?HFGP?E. @E

"

HG-1H ?2.Q2@.@R

#

M(M

$大鼠骨破坏相关
>@L6M

表达的影响#探讨其治疗类风湿关节炎的机制% 方法#建

立
M(M

大鼠滑膜成纤维细胞和单核细胞共培养诱生破骨样细胞模型#应用
>@L6M

芯片的方法初步筛选破

骨细胞分化后期
>@L6M

的异常表达谱#并采用实时定量
S&L

"

L)

"

S&L

$对芯片结果进行验证% 制备
N)&

含药血清和空白血清#将破骨细胞随机分为空白组&空白血清组及
N)&

组#采用
L)

"

S&L

检测
N)&

对差异

表达
>@L6M

的影响#并应用生物信息学软件对关键性
>@L6M

进行分析% 结果#与单核细胞比较#破骨样

细胞分化过程中存在明显差异表达的
>@L6MR

共
!##

个#其中表达上调
<<

个#表达下调
#!%

个%

L)

"

S&L

验证结果与芯片检测结果表达趋势一致%

L)

"

S&L

结果显示#

N)&

干预后
>@L

"

#7"

"

;C

表达明显上调#生

物信息学分析结果显示
>@L

"

#7"

"

;C

靶基因显著富集在肌动蛋白细胞骨架的调节&

L?R

信号通路&

-M+S

信

号通路和
L?C#

信号通路等信号通路上% 结论#破骨样细胞分化后期存在多种
>@L6MR

失调#

N)&

可能通

过影响
>@L

"

#7"

"

;C

的表达参与调控破骨细胞的分化%

关键词#清络通痹方'

>@-2/L6M

'类风湿关节炎'破骨细胞
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;C5

a=9*,LI^

$

N@EO4G/ )/EO0@ &/>C/GEH

&

>@-2/L6M

&

2Q1G>?./@H ?2.Q2@.@R

&

/R.1/-4?R.

##类风湿关节炎$

2Q1G>?./@H ?2.Q2@.@R

!

LM

%是一

种临床常见的慢性系统性自身免疫病!患病率和致残

率较高!致残原因主要由关节骨侵蚀引起' 已知在

LM

早期即可发生骨质破坏(

#

)

!目前研究认为!破骨细

胞是引起
LM

骨破坏的关键细胞之一(

!

)

!因此探讨骨

侵蚀的病理机制!寻找与
LM

骨破坏相关的基因和分

子!对于
LM

的诊断和治疗尤为重要'

>@-2/L6M

$

>@L6M

%是一类内源性的长度约为
!!

个核苷酸的

非编码
L6M

!通过调控其靶基因发挥生物学作用' 已

有研究表明!

>@L6M

在破骨细胞的分化过程中也扮

演重要的角色(

%

)

'

清络 通 痹 方 $

N@EO4G/ )/EO0@ &/>C/GEH

!

N)&

%是依据国医大师周仲瑛教授多年的临床实践经

验选药组方!课题组前期研究表明其对佐剂关节炎

$

?HFGP?E. @EHG-1H ?2.Q2@.@R

!

M(M

%大鼠的免疫功能*

滑膜炎症和骨质破坏均有良好的改善作用(

7

)

' 另外

研究发现!

N)&

参与抑制破骨细胞的分化(

;

!

$

)

' 因此

笔者推测
N)&

能通过调控破骨细胞分化过程中
>@L

"

6M

的表达干预
LM

的骨破坏过程' 通过建立滑膜成

纤维细胞$

R\E/P@?4 T@02/04?R.R

!

^[R

%和外周血单核

细胞共培养诱生破骨样细胞$

/R.1/-4?R.

"

4@_1 -144

!

,Z&

%的体系可有效体外模拟
LM

的体内病理过程'

本研究在前期实验基础上!采用此共培养体系诱生

,Z&

!应用
>@L6M

芯片的方法初步筛选破骨细胞分

化后期
>@L6M

的异常表达谱!并通过实时定量
S&L

对芯片结果进行验证并检测
N)&

对差异表达
>@L6M

的影响&应用生物信息学软件对相关
>@L6M

进行靶

基因预测和生物学功能*信号通路分析!初步探索
LM

骨侵蚀与
>@L6M

的内在联系!为进一步阐明
N)&

治

疗
LM

的机制提供新的线索'

材料与方法

#

#动物#

J"

只
<

周龄
^S[

级成年雄性
^I

大

鼠!由南京中医药大学实验动物中心供应! 动物合格

证号#

^98a

$苏%

!"#;

$

"""%

!体重
#<" b !!" O

!室

温$

!%

%

%

%&!湿度
7"c bJ"c

' 动物给予全价颗粒

饲料$江苏协同医药生物有限公司%喂养! 自由饮水!

每日光照
K

黑暗各
#! Q

' 动物适应性饲养
%

天后进行

试验'

!

#药物#

N)&

由雷公藤
#; O

#青风藤
#; O

#生

地
#" O

#僵蚕
#" O

#三七
% O

组成!水提液由江苏省

植物药研究与新药开发中心提供!

N)&

水提液含生药

#5 !: OK>Z

!使用前蒸馏水稀释'

%

#试剂与仪器#卡介苗减毒活疫苗冻干粉$批

号#

!"#7"$!%

!上海瑞楚生物科技有限公司%'

LS+(

#$7"

培养液$批号#

<##$#%;

%及
!

"

+=+

培养液$批

号#

<##;7!:

%均购自
U(]&,

公司' 大鼠外周血淋巴

细胞分离液$天津灏洋华科生物科技有限公司!批号#

U!"#7";!$

%' 抗酒石酸酸性磷酸酶染液$南京建成

生物工程研究所!批号#

!"#7"!#%

%'

)2@A/4

$批号#

J:7"%

!美国
Z@T1 )1-QE/4/O@1R

公司%'

>@L&YL9

)+

M22?\ S/V12 Z?014@EO a@.

$批号#

!"<"%!

"

M

!丹麦
=B

"

@`/E

公司%'

>@L&YL9

)+

M22?\

!

*?RQ ]GTT12 a@.

$批号#

!"<"!#

!丹麦
=B@`/E

公司%' 荧光定量
S&L

$型号#

Z@RQ.-\-412:$

!罗氏公司%&紫外分光光度计$型

号#

6I

"

#"""

!

Y^M )Q12>/

公司%&

MB/E U1E1S@B

7"""]

扫描仪 $

MB/E (ER.2G>1E.R

!

[/R.12 &@.\

!

&M

%&

U1E1S@B S2/ $

!

"

软件$

MB/E

!

&M

%'

7

#含药血清制备#将
!"

只
^I

雄性大鼠随机分

为空白对照组及
N)&

组$

#7

!

7 O

生药
K_O

!根据项目

组前期研究(

J

)相当于临床用量的
7

倍%'

N)&

组
^I

大鼠按
# >ZK#"" O

连续灌胃给药
#

周!空白对照组

给予等剂量生理盐水灌胃!第
J

天于灌胃后
# Q

腹主

动脉取血!离心后得血清!灭活!过滤除菌! $

!"

&冰

箱保存备用'

;

#

M(M

大鼠
^[R

与单核细胞共培养模型的建立

#参照参考文献(

<

)!进行
M(M

大鼠造模'

;"

只
^I

雄性大鼠右后肢皮内注射弗氏完全佐剂
"

!

# >ZK

只!

饲养
!<

天!可见大鼠双侧后肢充血肿胀' 取新鲜抗

凝血!以淋巴细胞分离液进行分离!获取单核细胞' 大

鼠颈椎脱臼处死!取双侧膝关节滑膜组织!剪成

# >>

'

# >>

'

# >>

左右的组织块!使用无菌注射

器将其均匀地置入培养瓶内!每个组织块间距约

; >>

'加入培养液!

!7 Q

后换液' 待组织块间生长的

^[R

彼此接触时!去除组织块!继续培养!传代'

$

孔

板内加入单核细胞作为诱导形成
,Z&

的前体细胞!将

传代至
% b;

代的
^[R

制备成细胞悬液!加入
$

孔培

养板的悬挂式
)2?ERV144

小室内!置
;c&,

!

培养箱

中
%J

& 培养
%

周!诱导生成具有典型破骨细胞特征

的
,Z&

!经抗酒石酸酸性磷酸酶$

)LMS

%染色阳性的
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"!"!&$"

多核$

!%

核%细胞为
,Z&

'

$

#细胞分组及给药#共培养至第
#:

天时!将细

胞分为空白组*空白血清组及
N)&

含药血清组!设
%

个复孔!

N)&

含药血清组及空白血清组分别给予

!"" "Z

含药血清及空白血清!空白组仅进行正常换液

处理!继续培养
7< Q

'

J

#总
L6M

提取与质量控制#

,Z&

共培养第
!#

天!采用
)2@A/4

试剂分别提取各组细胞样本总
L6M

'

并对
L6M

进行定量和质量检测'

<

#

>@L6M

芯片检测#

>@L6M

芯片检测与分析

由上海康成生物技术有限公司完成' 采用
>@L&Y

"

L9

)+

M22?\ S/V12 Z?014@EO a@.

标记!再应用
>@L

"

&YL9 Z6M M22?\

$

P

!

#<

!

"

%进行芯片杂交' 杂交后

芯片用
*?RQ ]GTT12 a@.

进行洗片!具体步骤按各试

剂盒说明书进行' 采用
MB/E U1E1S@B 7"""]

扫描

仪杂交后芯片进行图像扫描!所得数据通过原始值减

去背景值进行修正!并用中值进行标准化!分别计算出

样本中
>@L6M

的标准值及比值' 以两种样本比

值
""5 ;

或
!!

为标准判定差异表达
>@L6M

'

:

#

L1?4 .@>1 S&L

$

L)

"

S&L

%与
>@L6M

芯片

筛选差异表达结果验证#根据芯片检测所得结果! 应

用
L)

"

S&L

试剂盒对差异表达的
%

个
>@L6MR

$分别

为
>@L

"

%"1

"

;C

*

>@L

"

!$?

"

;C

*

>@L

"

#7"

"

;C

%进一步

验证芯片结果是否可靠' 采用
S2@>12 ;

!

"

设计引

物!引物序列见表
#

' 按照试剂盒指定操作步骤扩增!

进行
L)

"

S&L

反应!

S&L

程序为#

:;

&!

#" >@E

&

7"

个
S&L

循环 $

:;

&!

#" R

&

$"

&!

$" R

收集荧

光%' 扩增反应结束后!按
:;

&!

#" R

&

$"

&!

$" R

&

:;

&!

#; R

& 并从
$"

&缓慢加热到
::

& $仪器自动

进行
L?>C L?.1

为
"

!

";

&

K R

%!建立
S&L

产物的

熔解曲线' 获得扩增曲线及
&.

值' 各样品的目的

>@L6M

和内参
Y$

分别进行
L)

"

S&L

反应' 采用

Y$

作为实验的内参基因进行归一化!数据采用

!

##&.法进行分析!设置
%

个平行复孔!检测结果取

平均值'

表
#

$目的
>@L6M

及内参基因引物序列

基因 引物序列

2E/

"

>@L

"

%"1

"

;C

U^S

#

;

("

UUU)U)MMM&M)&&))UM&

"

%

(

L

#

;

("

)U&U)U)&U)UUMU)&

"

%

(

2E/

"

>@L

"

!$?

"

;C

U^S

#

;

("

UUU))&MMU)MM)&&MUU

"

%

(

L

#

;

("

)U&U)U)&U)UUMU)&

"

%

(

2E/

"

>@L

"

#7"

"

;C

U^S

#

;

("

&&&&&MU)UU))))M&&&)M

"

%

(

L

#

;

("

U)U&U)U)&U)UUMU)&U

"

%

(

Y$

[

#

;

$(

U&))&UU&MU&M&M)M)M&)MMMM)

"

%

(

L

#

;

("

&U&))&M&UMM)))U&U)U)&M)

"

%

(

#"

#生物信息学分析#采用
>@L6M

常用靶基因

预测数据库
)?2O1.

和
>@L?EH?

对目的基因进行靶

基因预测!取两个数据库预测的交集靶基因并进行功

能富集分析 $

U,

分析%和
a=UU

信号通路 $

C?.Q

"

V?\

%富集分析!筛选标准为
S d"

!

";

'

##

#统计学方法#采用
^S^^ #J

!

"

统计软件进

行统计学分析!计量资料以
B

%

R

表示! 组间比较采用

单因素方差分析!两两比较采用
`

检验!

S d"

!

";

为

差异有统计学意义'

结##果

#

#

,Z&

鉴定$图
#

%#镜下可见!细胞呈现不

规则形态!细胞周边可见片状或者丝状伪足!多核'

苏木素染色呈红色或红紫色颗粒部分为
)LMS

酶

活性的部位所在!细胞核染色紫红色!由此鉴定共

培养所生成的阳性多核细胞为
,Z&

'

##注#

M

为分化前&

]

为分化中&

&

为分化后&

I

为
,Z& )LMS

染色鉴定

图
#

$

,Z&

鉴定#$ '

7""

%

!

#

L6M

质量控制#使用
6?E/I2/C 6I

"

#"""

对
L6M

进行定量并检测
L6M

质量!结果发现各样本

M

!$"

KM

!%"

比值均大于
#

!

<

!说明杂质较少'

M

!$"

KM

!<"

比

值均接近
!

!

"

!说明
L6M

纯度较好!符合
>@L6M

芯

片的质量要求'

%

#

>@L6M

芯片筛选结果与验证#通过比较破

骨样细胞与单核细胞
>@L6MR

的表达谱!从中筛选出

差异表达达到两倍以上的
>@L6MR

! 结果发现!

,Z&

中具有差异表达的
>@L6MR

共有
!##

个' 其中表达

上调的
>@L6MR

有
<<

个!表达下调的有
#!%

个!部

分差异表达较为显著的
>@L6MR

见表
!

'

7

#

>@L6M

芯片与
L)

"

S&L

结果验证$图
!

%#

根据芯片检测所得结果! 应用实时定量
S&L

试剂盒



"!"!'$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

表
!

$

,Z&

与单核细胞
>@L6M

的差异表达$部分%

>@L6M ,Z&

与单核细胞的倍数比

2E/

"

>@L

"

!#7

"

%C #:

)

:#$

2E/

"

>@L

"

!!!

"

%C #%

)

<"$

2E/

"

>@L

"

#!7

"

;C <

)

;#$

2E/

"

>@L

"

#7$?

"

;C !

)

!%$

2E/

"

>@L

"

%7?

"

;C %

)

7%$

2E/

"

>@L

"

!%?

"

;C "

)

%:%

2E/

"

>@L

"

!!%

"

%C "

)

!;%

2E/

"

>@L

"

#7"

"

;C "

)

!!%

2E/

"

41.

"

JO

"

;C "

)

!!%

2E/

"

>@L

"

!$?

"

;C "

)

%;%

2E/

"

>@L

"

%"1

"

;C "

)

##%

2E/

"

>@L

"

!%?

"

;C "

)

%:%

##注#

$

表示倍数
e!

!表达上调&

%

表示倍数
d"

!

;

!表达下调

对差异表达的
%

个
>@L6MR

进一步验证!结果显示!

与单核细胞比较!

,Z&

中
>@L

"

%"1

"

;C

*

>@L

"

!$?

"

;C

和
>@L

"

#7"

"

;C

的表达倍数分别为
"

!

"$

*

"

!

#!

和

"

!

#"

!而在芯片中三者表达倍数分别为
"

!

##

倍*

"

!

%;

倍和
"

!

!!

倍' 通过比对发现!

>@L6M

芯片检测结果

与
L)

"

S&L

检测结果具有良好的一致性!表明芯片筛

选结果可靠'

##注#

,&

为破骨细胞&

+6&

为单核细胞

图
!

$

>@L6M

芯片与
L)

"

S&L

结果验证

;

#各组
,Z& >@L

"

#7"

"

;C

相对表达水平比较

$图
%

%#空白组
>@L

"

#7"

"

;C

相对表达量为$

#

!

"#!

%

"

!

"#!

%!空白血清组为$

"

!

:<:

%

"

!

"!"

%!两组比较!差

异无统计学意义$

S e "

!

";

%&

N)&

组相对表达量为

$

#

!

":"

%

"

!

"!"

%!与空白组及空白血清组比较!其表达

水平明显上调 $

S d"

!

"#

%'

$

#生物信息学分析

$

!

#

#

>@L

"

#7"

"

;C

靶基因预测结果$表
%

%#应

用
)?2O1.R-?E

和
>@L?EH? !

个数据库对
>@L

"

#7"

"

;C

进行靶基因预测并取交集基因!

)?2O1.R-?E

预测

的靶基因有
7$!

个!

>@L?EH?

有
:;<

个!二者交集基

因共
#J;

个' 部分交集基因结果见表
%

'

##注#与空白组及空白血清组比较!

&

S d"

!

"#

图
%

$各组
,Z& >@L

"

#7"

$

;C

相对表达水平比较

表
%

$

)?2O1.R-?E

和
>@L?EH?

中的
>@L

"

#7"

"

;C

部分交集基因

>@L

"

#7"

"

;C

预测靶基因
>@L

"

#7"

"

;C

预测靶基因

602# (2TJ

M0QH$ *E_7

SCC#-- ^4-J?;

6OT2 S?`27

+?C%_#! L11C$

+?C!_# L?C#0

)OT02# U4GH#

(Z

"

#" )?T:4

+?C!_#@C# ]1.#

)02O# M-R4$

$

!

!

#

>@L

"

#7"

"

;C

靶基因功能的
U,

分析

$图
7

%#

>@L

"

#7"

"

;C

交集基因的显著性功能分析结

果包括细胞膜*细胞质等细胞器的形成等'

图
7

$

>@L

"

#7"

"

;C

潜在作用靶标
U,

生物学过程富集分析

$

!

%

#

>@L

"

#7"

"

;C

预测靶基因的
C?.QV?\

富集

分析 $图
;

% #采用
IM3(I

数据库对其进行基于

a=UU

数据库的
C?.QV?\

富集分析!靶基因集合的信

号传导通路富集分析显示
>@L

"

#7"

"

;C

的靶基因主要

参与受体相互作用通路主要富集在肌动蛋白细胞骨架
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

"!"!($"

的调节*精氨酸和脯氨酸代谢*

L?R

信号通路*

-M+S

信号通路*

L?C#

信号通路*代谢和肿瘤等'

图
;

$

>@L

"

#7"

"

;C

潜在作用靶标
C?.QV?\

的

富集分析

讨##论

LM

的致残率高!其主要原因为关节骨侵蚀!目前

研究认为破骨细胞是引起
LM

骨破坏的关键细胞之

一!因此延缓及阻止骨破坏的发生与发展是临床治疗

LM

的重要环节(

!

)

'

>@L6M

通过调控靶基因的表达!在破骨细胞的

分化*成熟及骨吸收过程中起着重要的调节作用(

%

)

!

目前已有研究证实!在
LM

患者和实验性关节炎动物

体内均存在
>@L6MR

的失调(

:

)

' 本研究通过对
,Z&

分化后期
>@L6MR

表达谱的筛选及验证!结果表明!

^[R

与单个核细胞共培养体系诱生的
,Z&

在其分化

后期中存在异常表达的
>@L6MR

有
!##

个!其中一些

>@L6MR

在
,&Z

分化中的作用已得到证实#$

#

%影响

细胞因子的生成!如
>@L

"

!%

的下调可导致前炎症因

子
)6[

*

(Z

"

##

*

(Z

"

#J

的产生!

>@L

"

#7$

可影响
)6[

和

,Z&

分化因子$

21-1C./2 ?-.@P?./2 T/2 EG-41?2 T?-

"

./2

"

$] 4@O?EH

!

LM6aZ

%的生成(

#"

)等&$

!

%干预信号

蛋白的表达!如
>@L

"

!$?

可上调
I&

"

^)M+S

的表

达(

##

)

*

>@L

"

#7$?

可抑制
)LM[$

的表达!从而减轻

胶原性关节炎的骨质破坏(

#!

)

&$

%

%调控破骨细胞的分

化和活化!如
>@L

"

!!!

"

%C

通过抑制组织蛋白酶
a

等

抑制破骨细胞的分化(

#%

)

!如
>@L

"

!!%

和
>@L

"

#!7

等

可影响破骨细胞分化中的迁移*增殖*

)LMS

活性和骨

吸收过程(

#7

!

#;

)

' 提示多种
>@L6M

参与了共培养模

型
,Z&

的分化'

目前国内外已有对
>@L

"

#7"

"

;C

的在疾病中作用

的研究报道!主要集中在肿瘤方面!

>@L

"

#7"

"

;C

可通

过调控
R>?H!

*血小板源性生长因子受体
!

多肽

$

C4?.141.

"

H12@P1H O2/V.Q T?-./2 21-1C./2 ?4CQ?

!

SIU[LM

%

(

#$

)

*

)6[

"

!

(

#J

)

*基质金属蛋白酶$

#%

$

>?

"

.2 @B >1.?44/C2/.1@E?R1

"

#%

!

++S

"

#%

%

(

#<

)等细胞因

子!

)U[

"

#

*骨形态发生蛋白 $

!

$

0/E1 >/2CQ/O1

"

E1.@- C2/.1@E !

!

]+S!

%等信号分子参与调控细胞的

分化*增殖*迁移等过程(

#:

!

!"

)

' 其中
++SR

*

R>?H!

*

SIU[LM

*

)6[

"

!

*转化生长因子
#

$

.2?ERT/2>@EO

O2/V.Q T?-./2

"

#

!

)U[

"

#

%*

]+S!

也参与了破骨细胞

的分化过程!如
++SR

*

)6[

"

!

均可促进破骨细胞的

生成(

!#

)

'

]+S

是一种广泛存在于骨基质中的酸性糖

蛋白!是
)U[

"

#

超家族中最大的一族!

R>?HK]+S

信

号也参与调节破骨细胞的分化过程(

!!

)

' 本研究
L)

"

S&L

结果显示!破骨细胞分化后期
>@L

"

#7"

"

;C

下调

较为明显!而
N)&

干预后可上调
>@L

"

#7"

"

;C

的表

达水平! 提示
>@L

"

#7"

"

;C

可能是
N)&

调控
,Z&

分

化
>@L6M

网络的重要靶位之一' 生物信息学分析发

现!

>@L

"

#7%

的靶基因中有
+?C%_#!

*

+?C!_#

*

)OT

"

02#

*

(Z#"

*

SIU[LM

*

R>?H!

等!并参与了细胞膜*细

胞质等细胞器的形成等生物过程&信号通路显著富集在

肌动蛋白细胞骨架的调节*

L?R

信号通路*

-M+S

信号

通路*

L?C#

信号通路*代谢等信号通路上!其中
R>?H

*

)OT02#

(

!%

)

*肌动蛋白细胞骨架的调节(

!7

)

*

-M+S

信号

通路(

!;

)等可能与
LM

骨破坏中
,Z&

分化过程密切相

关'

N)&

通过影响
>@L

"

#7"

"

;C

的表达参与调控破骨

细胞的分化!进而参与
LM

骨破坏的发生'

综上所述!

,Z&

分化后期存在多种
>@L6M

的失

调!

N)&

可能通过干预多种
>@L6M

的表达参与抑制

,Z&

的分化!笔者推测
>@L

"

#7"

"

;C

可能作为关键性

>@L6M

参与其中' 本研究为进一步认识
N)&

干预

M(M

骨破坏机制提供新的线索! 但其具体调路径及机

制仍有待通过转染等技术进行更明确的深入研究'
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