
书书书

!!"#$%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

基金项目# 浙江省自然科学基金资助项目$

,-5 67#89!8""":

"

,-5 67#!9!;""$

%& 浙江省中医药科技计划项目$

,-5 !"#!<=#!#

"

,-5

!"#><?#:%

%& 杭州市医药卫生科技计划项目$

,-5 !"#:?%8

%& 杭州市科技发展计划$

,-5 !"#@">%%=:>

%

作者单位#

#5
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!临床论著!

温化蠲痹方对类风湿关节炎患者外周血单个核细胞

微小
O,?

#

#:@B

'

K,?

甲基化转移酶表达的影响

刘喜德#

$刘$敏#

$蔡$龙#

$周红娟#

$王珊珊#

$叶丽红#

杜$静#

$王安琪!

$贺利群!

$郑琳琳!

摘要$目的$观察温化蠲痹方对活动期类风湿关节炎"

2I/D0BP-CF B2PI2CPCH

#

O?

$患者外周血单个核

细胞"

Q/2CQI/2B4 14--F 0-R-RDJ4/B2 J/44H

#

S=+&H

$微小
O,?

#

#:@B

"

0CO,?

#

#:@B

$%

K,?

甲基化转移

酶"

K,? 0/PIT4P2BRHU/2BH/H

#

K,+)H

$表达影响及
0CO,?

#

#:@B

与
K,+)H

表达的相关性& 方法

采用随机数字表法#将
@"

例
O?

患者随机分为两组'中药温化蠲痹方加西药治疗组"简称治疗组#

%"

例$及

对照组"

%"

例$& 其中对照组口服甲氨蝶呤片"

+)V

#每周
#

次#每次
8

!

> 0W

$#来氟米特片"

6AX

#每天
#

次#

每次
#" 0W

$#美洛昔康片"每天
#

次#每次
8

!

> 0W

$& 治疗组在对照组治疗的基础上#加用温化蠲痹方#每

天
#

剂#分
!

次口服#疗程
#!

周& 观察两组临床疗效%治疗前后症状%体征#包括中医证候疗效分析%健康状

况评估"

9?Y

评分$%疾病活动指数"

K?Z!$

$%患者疼痛评估"

3?Z

评分$%晨僵时间等#检测血沉"

AZO

$%

&

反应蛋白"

&OS

$%类风湿因子"

OX

$%抗环瓜氨酸肽抗体"抗
&&S

抗体$%血小板"

S6)

$计数#运用实时定量

S&O

方法检测外周血
0CO,?

#

#:@B

与
K,+)H

表达& 结果$治疗组总有效率(

;"

!

"[

"

!8M%"

$)优于对照

组(

$"

!

"[

"

!:M%"

$#

S \"

!

">

)& 与对照组比较#治疗组
?&O!"

%

?&O>"

达标率"分别为
:%

!

%[

%

%@

!

8[

$

高于对照组"

%%

!

%[

%

!@

!

8[

#

S \"

!

">

$*治疗组
K?Z!$

%

9?Y

评分%

3?Z

评分降低#关节肿胀数%关节压痛

数减少%晨僵时间缩短"

S \"

!

">

#

S \"

!

"#

$*

0CO,?

#

#:@B

%

K,+)H

%

AZO

%

&OS

%

OX

%抗
&&S

抗体%

S6)

计

数差异均有统计学意义"

S \"

!

">

#

S \"

!

"#

$*活动期
O?

患者
S=+&H K,+)H

表达水平降低"

S \"

!

"#

$%

0CO,?

#

#:@B

表达水平升高"

S \"

!

"#

$#

0CO,?

#

#:@B

表达水平与
K,+)#

"

2 ]

"

"

!

%@!

#

S ]"

!

":

$%

K,

#

+)%B

"

2 ]

"

"

!

>@@

#

S ]"

!

"#

$%

K,+)%1

"

2 ]

"

"

!

%$!

#

S ]"

!

"%

$呈负相关& 治疗组出现肝酶升高%胃肠道

反应等不良反应明显降低"

S \"

!

">

$& 结论$中药温化蠲痹方加西药治疗
O?

疗效优于单纯西药治疗组#

其机制可能与下调活动期
O?

患者
0CO,?

#

#:@B

表达%上调
K,+)H

表达有关&

关键词$温化蠲痹方* 类风湿关节炎*

0CO,?

#

#:@B

*

K,?

甲基化转移酶

AUU/JPH -U */RIDB 'DBR1C O/JCQ/ -R PI/ AEQ2/HHC-RH -U 0CO,?

#

#:@B BRF K,? +/PIT4P2BRHU/2BH/H

CR S/2CQI/2B4 =4--F +-R-RDJ4/B2 &/44H -U SBPC/RPH ^CPI OI/D0BP-CF ?2PI2CPCH

$

6(_ VC

#

F/

#

"

6(_

+CR

#

"

&?( 6-RW

#

"

<9L_ 9-RW

#

NDBR

#

"

*?,` ZIBR

#

HIBR

#

"

7A 6C

#

I-RW

#

"

K_ 'CRW

#

"

*?,` ?R

#

aC

!

"

9A 6C

#

aDR

!

"

BRF <9A,` 6CR

#

4CR

!

$

# K/QB2P0/RP -U ?PI2-QBPIT

"

<I/NCBRW S2-.CRJCB4 9-HQCPB4 -U (RP/W2BP

#

/F )2BFCPC-RB4 BRF */HP/2R +/FCJCR/

"

9BRWbI-D

$

%#"""%

%&

! Z/J-RF &4CRCJB4 +/FCJB4 &-44/W/

"

<I/NCBRW

&ICR/H/ +/FCJB4 _RC./2HCPT

"

9BRWbI-D

$

%#"">%

%

?=Z)O?&)

%

L1N/JPC./

%

)- -1H/2./ PI/ /UU/JPH -U */RIDB 'DBR1C O/JCQ/

$

*'O

%

-R PI/ /EQ2/H

#

HC-RH -U 0CO,?

#

#:@B BRF K,? 0/PIT4P2BRHU/2BH/H

$

K,+)H

%

CR Q/2CQI/2B4 14--F 0-R-RDJ4/B2 J/44H

$

S=

#

+&H

%

-U QBPC/RPH ^CPI BJPC./ 2I/D0BP-CF B2PI2CPCH

$

O?

%"

BRF PI/ J-22/4BPC-R 1/P^//R 0CO,?

#

#:@B BRF

K,+)H 5 +/PI-FH

%

ZCEPT O? QBPC/RPH ^/2/ BHHCWR/F P- PI/ P2/BP/F W2-DQ BRF PI/ J-RP2-4 W2-DQ 1T 2BRF-0
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RD01/2 PB14/

"

%" CR /BJI W2-DQ5 SBPC/RPH CR PI/ J-RP2-4 W2-DQ P--c 0/PI-P2/EBP/

$

+)V

"

8

&

> 0W /BJI

PC0/

"

-RJ/ Q/2 ^//c

%"

4/U4DR-0CF/

$

6AX

"

#" 0W /BJI PC0/

"

-RJ/ Q/2 FBT

%"

BRF 0/4-ECJB0

$

+-1CJ

"

8

&

>

0W /BJI PC0/

"

-RJ/ Q/2 FBT

%

5 )I-H/ CR PI/ P2/BP/F W2-DQ P--c *'O BFFCPC-RB44T

"

-R/ F-H/ Q/2 FBT

"

PBc/R

CR P^- Q-2PC-RH5 )I/ PI/2BQ/DPCJ J-D2H/ U-2 1-PI W2-DQH ^BH #! ^//cH5 &4CRCJB4 /UU/JP

"

HT0QP-0H BRF

QITHCJB4 HCWRH

($

CRJ4DFCRW /UUCJBJT BRB4TH/H -U )&+ HT0QP-0H BRF HTRF2-0/

"

9/B4PI ?HH/HH0/RP

YD/HPC-RRBC2/

$

9?Y HJ-2/

%"

FCH/BH/ BJPC.CPT HJ-2/

$

K?Z !$

%"

.CHDB4 BRB4-WD/ HJB4/

$

3?Z

%"

0-2RCRW

HPCUUR/HH PC0/

)"

BRF 4B1-2BP-2T CRFCJ/H

(

/2TPI2-JTP/ H/FC0/RPBPC-R 2BP/

$

AZO

%"

& 2/BJPC./ Q2-P/CR

$

&OS

%"

2I/D0BP-CF UBJP-2

$

OX

%"

BRPC

#

&&S BRPC1-FT

"

Q4BP/4/P J-DRP

$

S6)

%)

^/2/ -1H/2./F CR P^- W2-DQH

BUP/2 P2/BP0/RP5 )I/ /EQ2/HHC-R 4/./4H -U 0CJ2-O,?

#

#:@B BRF K,+)H CR S=+&H ^/2/ F/P/JP/F 1T 2/B4

#

PC0/ aDBRPCPBPC./ S&O BHHBT5 O/HD4PH

%

)I/ P-PB4 /UU/JPC./ 2BP/ ^BH ICWI/2 CR PI/ P2/BP/F W2-DQ PIBR CR PI/

J-RP2-4 W2-DQ

(

;"

&

"[

$

!8M%"

%

.H $"

&

"[

$

!:M%"

%"

S \"

&

">

)

5 )I/ HPBRFB2F 2BP/H -U ?&O!" BRF ?&O>"

^/2/ ICWI/2 CR PI/ P2/BP/F W2-DQ PIBR CR PI/ J-RP2-4 W2-DQ

$

:%

&

%[ .H %%

&

%[

"

%@

&

8[ .H !@

&

8[

"

S \

"

&

">

%

5 K?Z!$

"

9?Y HJ-2/

"

BRF 3?Z F/J2/BH/F

"

H^-44/R N-CRPH RD01/2 BRF P/RF/2 N-CRPH RD01/2 ^/2/

2/FDJ/F

"

0-2RCRW HPCUUR/HH PC0/ ^BH HI-2P/R/F CR PI/ P2/BP/F W2-DQ

$

S \"

&

">

"

S \"

&

"#

%

5 )I/2/ ^BH HPB

#

PCHPCJB4 FCUU/2/RJ/ CR 0CO,?

#

#:@B

"

K,+)H

"

AZO

"

&OS

"

OX

"

BRPC

#

&&S BRPC1-FT

"

-2 S6) 1/P^//R PI/ P^-

W2-DQH

$

S \"

&

">

"

S \"

&

"#

%

5 )I/ /EQ2/HHC-R -U K,+)H F/J2/BH/F BRF PI/ /EQ2/HHC-R -U 0CO,?

#

#:@B CR

#

J2/BH/F CR S=+&H -U BJPC./ O? QBPC/RPH

$

S \"

&

"#

%

5 0CO,?

#

#:@B ^BH R/WBPC./4T J-22/4BP/F ^CPI K,+)#

$

2 ]

'

"

&

%@!

"

S ] "

&

":

%"

K,+)%B

$

2 ]

'

"

&

>@@

"

S ] "

&

"#

%"

BRF K,+)%1

$

2 ]

'

"

&

%$!

"

S ] "

&

"%

%

5 (R

#

J2/BH/F Q/QPCJ /RbT0/H BRF WBHP2-CRP/HPCRB4 2/BJPC-RH F/J2/BH/F HCWRCUCJBRP4T CR PI/ P2/BP/F W2-DQ

$

S \

"

&

">

%

5 &-RJ4DHC-RH

%

&-01CR/F PI/2BQT -U *'O BRF */HP/2R 0/FCJCR/H ^BH HDQ/2C-2 P- PIBP -U DHCRW

*/HP/2R 0/FCJCR/H B4-R/ CR P2/BPCRW O?5 )I/ /UU/JPH ^/2/ BJIC/./F Q-HHC14T PI2-DWI F-^R

#

2/WD4BPCRW PI/

/EQ2/HHC-R -U 0CO,?

#

#:@B BRF DQ

#

2/WD4BPCRW PI/ /EQ2/HHC-R -U K,+)H5

dA7*LOKZ

%

*/RIDB 'DBR1C O/JCQ/

&

2I/D0BP-CF B2PI2CPCH

&

0CO,?

#

#:@B

&

K,? 0/PIT4P2BRHU/2BH/H

$$类风湿关节炎$

2I/D0BP-CF B2PI2CPCH

"

O?

%是一种

以关节滑膜异常增生为主要特点的全身性致畸性自身

免疫性疾病* 若病情控制不当"

!

年内
>"[

%

;"[

的患

者会发生关节受损影像学改变"终致关节破坏'畸形(

#

)

*

目前
O?

发病机制尚不甚清楚"无根治办法"研究
O?

发病机制及筛选有效治疗药物具有重要的临床价值*

微小
O,?

$

0CO,?

%直接或间接参与了固有性和

适应性免疫应答"是调节
O?

基因表达的表观遗传因

子"可能在自身免疫性疾病发生发展过程中发挥重要

负调控作用"而
0CO,?

#

#:@B

即是其中一种(

!

)

*

K,?

甲基化和组蛋白修饰异常是造成免疫耐受功能

受损和
O?

发生的主要表观遗传学机制"表观遗传学

改变可能在自身免疫反应过程中发挥重要作用(

%

)

*

K,?

甲基化调节基因表达和基因组完整性"对染色体

稳定和构成影响深远(

:

)

* 它的改变可以调节众多基

因表达而与自身免疫性疾病发病关系密切(

>

)

*

本课题组前期对中药温化蠲痹方治疗
O?

进行了

系列基础和临床研究"取得较满意成果(

@

"

8

)

"表观遗传

在同为自身免疫性疾病的
O?

中亦发挥重要作用(

%

)

*

基于此"本课题组旨在通过观察
O?

患者外周血单个

核细胞$

Q/2CQI/2B4 14--F 0-R-RDJ4/B2 J/44H

"

S=

#

+&H

%

0CO,?

#

#:@B

'

K,?

甲基化转移酶 $

K,?

0/PIT4P2HBRHU/2BH/H

"

K,+)H

%表达及相关性"进而

探讨中药温化蠲痹方治疗
O?

的作用机制*

资料与方法

#

$

O?

西医诊断标准及中医辨证分型标准

#

!

#

$

O?

西医诊断标准$参照
!"#"

年美国风湿

病学会 $

?&O

%

M

欧洲抗风湿联盟 $

A_6?O

% 分类

标准(

$

)

*

#

!

!

$关节功能分级标准$参照美国风湿病协会

$

?O?

%

#;$8

年修订的标准(

;

)

*

!

#日常活动不受限*

"

#分期标准有中等强度的关节活动受限"但能满足日

常活动需要*

#

#关节有明显活动受限"患者不能从事

大多数职业或不能很好照料自己*

$

#丧失活动能力

或被迫卧床或只能坐在轮椅上*

#

!

%

$

O?

病情活动标准$参照欧洲风湿病防治

联合会$

A_6?O

%制定的
O?

疾病活动度标准(

#"

)

#

!$

个关节的平均疾病活性评分$

K?Z!$

%#

K?Z!$!>

!

#

为病情高活动度'

%

!

!"K?Z!$ \ >

!

#

为病情中活动

度'

!

!

@"K?Z!$ \ %

!

!

为病情低活动度'

K?Z!$ \

!

!

@

为病情缓解*
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!

##

#

!

:

$中医诊断及辨证候分型标准$参照+中药

新药临床研究指导原则$试行%,

(

##

)

O?

诊断及辨证属

寒热错杂'痰瘀痹阻型"症见关节肿痛而热"遇寒痛增"

疼痛夜甚"关节屈伸不利"晨僵"关节畸形"恶风寒"口

干"妇女月经量少或闭经* 舌质黯红"有瘀点或瘀斑"

苔黄腻或少苔或黄白相间"脉细'滑'数*

!

$纳入标准$$

#

%符合
O?

西医诊断标准及中

医辨证分型标准&$

!

%属活动期"

K?Z!$!%

!

!

&关节

功能分级为
!

'

"

'

#

级&$

%

%年龄
#$

%

@>

岁"病程

#

%

!#

年&$

:

%所有患者签署知情同意书*

%

$排除标准$$

#

%近期接受糖皮质激素或抗
O?

药物治疗&$

!

%妊娠或哺乳期妇女&$

%

%合并其他结缔

组织病者&$

:

%合并心血管'肝'肾和造血系统等严重

原发性疾病&$

>

%精神病患者*

:

$一般资料$

@"

例为浙江省中西医结合医院关

节病科
!"#>

年
:

月-

!"#@

年
##

月就诊的活动期

O?

患者"均符合纳入标准* 采用随机数字表法按照

就诊顺序分为对照组
%"

例"其中男性
:

例"女性
!@

例"年龄
#$

%

@>

岁"平均 $

:;

!

;%

&

8

!

!%

%岁"病程

#

%

!#

年"平均$

;

!

#@

&

:

!

$:

%年"关节功能分级#

!

级
@

例"

"

级
#"

例"

#

级
#:

例* 治疗组
%"

例"其中男性
%

例"女性
!8

例"年龄
#$

%

@>

岁"平均$

>"

!

":

&

8

!

8@

%

岁"病程
!

%

#$

年"平均$

;

!

!%

&

:

!

8

%年"关节功能分

级#

!

级
>

例"

"

级
#!

例"

#

级
#%

例* 两组患者在性别'年

龄'病程'关节功能分级'病情活动度比较"差异均无统

计学意义$

S e"

!

">

%* 本研究经浙江省中西医结合医

院伦理委员会批准(

,-5

(

!"#:

)临审字$

"$

%号)*

>

$治疗方法$对照组#予甲氨蝶呤片$

+)V

"每

片
!

!

> 0W

"上海医药集团有限公司信宜制药总厂"生

产批号#

"8"%8>

%"

8

!

> 0WM

次"每周
#

次口服* 来氟

米特片$

6AX

"每片
#" 0W

"大连美罗制药有限公司"生

产批号#

%:#>#!":

%"

#" 0WM

次"每天
#

次口服* 美洛

昔康片$每片
8

!

> 0W

"上海勃林格殷格翰药业有限公

司"生产批号#

;>%"!%

%"

8

!

> 0WM

次"每天
#

次口服*

治疗组#在口服上述西药的同时"予自拟中药温化蠲痹

方$由威灵仙
%" W

$防风
#" W

$白芥子
#" W

$忍冬

藤
#! W

$制僵蚕
#" W

$全蝎
@ W

$蜈蚣
!

条$白芷

#" W

$炒薏苡仁
%" W

$元胡
!" W

$海桐皮
!" W

$炙

甘草
> W

组成"由浙江省中西医结合医院中药房提供"

每天
#

剂"由患者自行文火煎
!

次"每次煎药
%" 0CR

"

得药汁总量
>"" 06

%"分两次口服* 关节疼痛明显者

方中加穿山甲
% W

&关节畏寒明显加桂枝
@ W

&兼有湿

热者"加茵陈
#" W

&兼有阴虚内热者"加知母
@ W

* 疗

程均为
#!

周* 分别在用药的
"

'

@

'

#!

周进行疾病活

动性评估及相关指标检测*

@

$观察指标及疗效判定标准

@

!

#

$疾病疗效评定标准$采用
?&O

制定的病

情改善的
?&O

标准(

#!

)

*

?&O!"

#与治疗前比较"治

疗后各项指标整体改善
!!"[

"

?&O>"

#与治疗前比

较"治疗后各项指标整体改善
!>"[

"

?&O

#与治疗前

比较"治疗后各项指标整体改善
!8"[

*

@

!

!

$中医证候改善情况$参考
!""!

年+中药新

药临床研究指导原则$试行%,

(

##

)结合临床实际加以

制定* 临床痊愈#中医临床症状"体征消失或基本消

失"证候积分减少
e;>[

* 显效#中医临床症状"体征

明显改善"证候积分减少
8"[ f;>[

* 有效#中医临

床症状"体征均有好转"证候积分减少
%"[ f @;[

*

无效#中医临床症状"体征无明显改善"证候积分减

少
\%"[

*证候积分采用尼莫地平法"计算公式#($治

疗前积分"治疗后积分%

M

$治疗前积分%) '

#""[

*

@

!

%

$主要症状'体征改善情况$关节压痛数$对

全身
!$

个关节的触痛进行评估%'肿胀关节数$用简

化的
!$

关节计算"肿胀明显'看不见骨性标志或有积

液%'晨僵时间$

0CR

%*

@

!

:

$患者疼痛评估$采用目视
#" J0

模拟标尺

法$

3?Z

评分%

(

#%

)

*

@

!

>

$患者对功能的综合评价$采用健康状况评

分($

9?Y

%评分)

(

#:

)

"由患者自己填写的调查问卷

$即斯坦福健康评估问卷%"除能够表示
O?

患者的生

活质量外"还可以表示患者功能受限程度$包括日常
$

大类别%*

@

!

@

$血沉$

AZO

%'类风湿因子$

OX

%'

&

反应蛋

白$

&OS

%检测$

AZO

采用魏氏法"正常值为
"

%

!" 00MI

*

OX

'

&OS

采用生化免疫一体机"

&OS

正常

值为
"

%

% 0WM6

"

OX

正常值为
\!" (_M06

*

@

!

8

$抗环瓜氨酸肽抗体$抗
&&S

抗体%及血小

板$

S6)

%$采用酶联免疫吸附法测定$

"!> O_M06

为阴性"

!!@ O_M06

为阳性%"

S6)

采用全自动血细

胞分析仪*

@

!

$

$

0CO,?

#

#:@B

'

K,+)H

检测$取患者抗凝

全血
!>" %6

"加入
8>" %6 )2Cb-4

充分混匀后放入

"

$"

(冰箱冷冻保存备用*

)2Cb-4

法提取总
O,?

#

$

#

%室温静置
> 0CR

&$

!

%加入
!>" %6

氯仿"剧烈振荡

试管
!" H

&$

%

%

#" """ 2 M0CR

"离心
#> 0CR

&$

:

%离心后

吸取上层水相至一新
AS

管中"离心时间为
> 0CR

&$

>

%

加入
>>" %6

异丙醇"轻轻振荡混匀" "

!"

(静置

> 0CR

&$

@

%

#: """ 2M0CR

"离心
!" 0CR

&$

8

%去除异戊

醇"加入
# 06

预冷
8>[

乙醇溶液"轻轻混匀"

:

("



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

!!"#"%!

; >"" 2M0CR

"离心
> 0CR

&$

$

%弃去乙醇"静置"让
O,?

自然风干* 反转录#将总
O,?

用
O,BH/

#

U2//

水稀释

成浓度为
! RWM%6

*反应体系为
%" %6

"按如下加样#

)-

#

PB4 O,? !" %6

"

>

'

S2C0/ ZJ2CQP O) +BHP/2 +CE

$

S/2U/JP O/B4 )C0/

%

@ %6

"

O,BH/ U2// F9

!

L : %6

*

将样本轻柔混匀"

HI-2P

后进行反转录反应"条件如下#

%8

("

#$" 0CR

&

$>

("

> H

&

:

("终止反应* 所得产品

"

!"

(保存备用*

0CO,?

#

#:@B

反转录
JK,?

#将从

外周血中提取的总
O,?

用
)I/ ,&-F/ 0CO,? XC2HP

#

ZP2BRF JK,? ZTRPI/HCH dCPH

反转录成
JK,?

*

荧光定量
S&O

反应#

#> %6

反应体系包括#

0C

#

J2-O,?

#

#:@B

#

>

)#

)`?`??&)`??))&&?)```))

#

%

)&

K,+)#

# 上 游 引 物#

``&)`?`?)`?`

#

`&?????`

"下 游 引 物#

?&&??&)&``)?&?`

#

`?)`&

&

K,+)%B

#上游引物#

&&`?)`&)````?

#

&??`??)

"下游引物#

&&&`)&?)&&?&&??`?

#

&?&

&

K,+)%1

#上游引物#

`?&)&`??`?&`&?

#

&?`&)`

" 下 游 引 物#

&)&``)&)))`&&`))`)

#

)?)?`

$由
YCBW/R

公司设计合成%共
#

!

"" %6

"模板

JK,?!

!

"" %6

"

!

'

Z7=O `2//R S&O +BHP/2 +CE

8

!

>" %6

"

O,BH/

#

U2// *BP/2 :

!

>" %6

* 在
?=(

8"""

定量
S&O

仪上扩增和检测"设置反应条件#

;>

("

#" 0CR

升温&

;>

("

#> H

变性&

@"

("

%! H

收

集荧光&共
>"

个循环* 选取
`?SK9

管家基因$上游

引物#

&`&````&)&)&&?`??&?)&?)&&

"下游

引物#

&)&&`?&`&&)`&))&?&&?&&))&))

%作

为
K,+)H

内参照"

_@

$上游引物#

&)&`&))&`

#

`&?`&?&?

"下 游 引 物#

??&`&))&?&`??)))

#

`&`)

%作为
0CO,?

内参照"所有反应体系均为
%

复

孔* 按如下加样#总体积
#> %6

#

!

'

Z7=O 2̀//R

S&O +BHP/2 +CE 8

!

> %6

"

X-2^B2F Q2C0/2

$

% %0-4M6

%

"

!

> %6

"

O/./2H/ Q2C0/2

$

% 0-4M6

%

"

!

> %6

"

O,BH/

#

U2// *BP/2 :

!

> %6

"

)/0Q4BP/ JK,?

! %6

*对
S&O

检测结果"计算各标本的平均
&P

值"各样

本的
&P

值减去内参基因的
&P

值得到该样本的
&&P

值"

然后再减去板间对照
&&P

值得到
&&&P

值"最后得到

!

"

&&&P值"对实时定量
S&O

的结果进行相对定量分析*

@

!

;

$安全性检测$转氨酶'肌酐'尿素氮采用全

自动生化分析仪&血常规采用全自动血细胞分析仪"以

上检测均由浙江省中西医结合医院中心实验室完成*

8

$统计学方法$采用
ZSZZ#;

!

"

统计软件进行

分析"数据以
E

&

H

表示"组间比较采用单因素方差分

析"多时间点检测数据采用重复测量数据的方差分析"

组内比较采用
6ZK

检验"两组临床疗效比较采用秩和

检验"相关性分析采用
ZQ/B20BRH

相关检验"

S \

"

!

">

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$两组
?&O

疗效比较$对照组患者
?&O!"

达

标
#"

例 $

%%

!

%[

%"

?&O>"

达标
$

例 $

!@

!

8[

%"

?&O8"

达标
!

例$

@

!

8[

%"治疗组患者
?&O!"

达标

#%

例 $

:%

!

%[

%"

?&O>"

达标
##

例 $

%@

!

8[

%"

?&O8"

达标
%

例 $

#"

!

"[

%"两组
?&O!"

'

?&O>"

达标率比较"差异有统计学意义 $

S \"

!

">

%*

!

$两组中医证候疗效比较$表
#

%$对照组显效

8

例"有效
#8

例"无效
@

例"总有效
!:

例$

$"

!

"[

%*

治疗组显效
$

例"有效
#;

例"无效
%

例"总有效
!8

例

$

;"

!

"[

%"治疗组总有效率高于对照组"差异有统计

学意义$

S \"

!

">

%*

%

$两组
K?Z!$

'

3?Z

评分'

9?Y

评分比较$表

#

%$与本组治疗前比较"两组治疗中'治疗后患者

K?Z!$

'

3?Z

评分'

9?Y

评分降低 $

S \ "

!

">

"

S \

"

!

"#

%&与对照组同期比较"治疗组治疗后
K?Z!$

'

3?Z

评分'

9?Y

评分低于对照组$

S \"

!

">

"

S \"

!

"#

%*

表
#

%两组患者治疗前后
K?Z!$

'

3?Z

评分'

9?Y

评分比较$$

E

&

H

%

组别 例数 时间
K?Z!$ 3?Z

评分$分%

9?Y

评分$分%

对照
%"

治疗前
@

*

%!

&

"

*

>! %

*

%#

&

#

*

"; "

*

%8

&

"

*

#8

治疗中
>

*

#;

&

"

*

@;

#

%

*

"8

&

#

*

":

#

"

*

%"

&

"

*

#@

#

治疗后
%

*

;>

&

"

*

$!

#

!

*

8!

&

#

*

"#

#

"

*

!;

&

"

*

#$

#

治疗
%"

治疗前
@

*

:%

&

"

*

@8 %

*

>8

&

#

*

>8 "

*

%$

&

"

*

#;

治疗中
:

*

>:

&

"

*

:!

#

%

*

#@

&

#

*

>!

#

"

*

!$

&

"

*

#:

#

治疗后
!

*

8%

&

"

*

>@

##$$

!

*

";

&

#

*

%@

##$

"

*

!!

&

"

*

#!

##$

$$注#与本组治疗前比较"

#

S \"

!

">

"

##

S \"

!

"#

&与对照组同期比较"

&

S \"

!

">

"

&&

S \

"

!

"#

&下表同

:

$两组治疗前后主要症状'体征改善情况比较

$表
!

%$与本组治疗前比较"治疗中'治疗后患者关节

压痛数减少'关节肿胀数减少'晨僵时间缩短均有改善

$

S \ "

!

">

"

S \ "

!

"#

%* 与对照组比较"治疗组治疗

中'治疗后患者关节压痛数'关节肿胀数'晨僵时间改

善优于对照组$

S \"

!

">

"

S \"

!

"#

%*

表
!

%两组治疗前后主要症状'体征改善情况比较$$

E

&

H

%

组别 例数 时间 关节压痛数$个% 关节肿胀数$个% 晨僵时间$

0CR

%

对照
%"

治疗前
#>

*

$#

&

!

*

!" #"

*

:!

&

%

*

8> #@$

*

$%

&

!@

*

#@

治疗中
#"

*

;!

&

#

*

%8

#

8

*

%!

&

%

*

@#

#

#"%

*

;8

&

!%

*

@%

#

治疗后
8

*

"@

&

#

*

@:

##

%

*

:%

&

"

*

;;

##

>>

*

#@

&

#$

*

"@

##

治疗
%"

治疗前
#>

*

!8

&

%

*

"$ #"

*

>!

&

!

*

88 #8!

*

$!

&

!>

*

:8

治疗中
;

*

!%

&

#

*

%!

#$

@

*

%#

&

!

*

@@

#

;>

*

$>

&

!$

*

$:

#

治疗后
>

*

;!

&

#

*

#"

##$$

!

*

>$

&

#

*

:$

##$

%!

*

8%

&

!#

*

;@

##$$
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!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

$$

>

$两组治疗前后
AZO

'

&OS

'

OX

'抗
&&S

抗体

及
S6)

计数比较$表
%

%$与本组治疗前比较"治疗

中'治疗后
AZO

'

&OS

'

OX

'抗
&&S

抗体'

S6)

计数均

降低"差异有统计学意义$

S \"

!

">

"

S \"

!

"#

%* 与对

照组同期比较"治疗组治疗中'治疗后
AZO

'

&OS

'

OX

'抗
&&S

抗体'

S6)

计数表达下降"差异有统计学

意义$

S \"

!

">

"

S \"

!

"#

%*

@

$两组患者治疗前后
S=+&H K,+)#

'

K,

#

+)%B

'

K,+)%1

表达比较$表
:

%$与本组治疗前比

较"两组治疗中'治疗后
K,+)#

'

K,+)%B

及
K,

#

+)%1

表达水平均有不同程度升高 $

S \ "

!

">

"

S \

"

!

"#

%* 与对照组同期比较"治疗组治疗中'治疗后

K,+)#

'

K,+)%B

及
K,+)%1

表达水平升高$

S \

"

!

">

%*

表
:

%两组患者治疗前后
S=+&H K,+)H

表达比较$$

E

&

H

%

组别 例数 时间
K,+)# K,+)%B K,+)%1

对照
%"

治疗前
#

*

$@

&

"

*

$; #

*

>:

&

"

*

8@ #

*

8#

&

"

*

;8

治疗中
!

*

%%

&

#

*

#@

#

#

*

$!

&

"

*

8;

#

!

*

#%

&

"

*

8;

#

治疗后
!

*

;#

&

#

*

!>

##

!

*

"!

&

"

*

%;

##

!

*

%;

&

#

*

%8

##

治疗
%"

治疗前
#

*

8$

&

"

*

:> #

*

%;

&

"

*

%$ #

*

8$

&

"

*

:!

治疗中
!

*
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表

达比较$表
>

%$与本组治疗前比较"治疗中'后
0CO

#

,?

#

#:@B

表达水平均下降$
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S \ "
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与对照组同期比较"治疗组治疗中'治疗后
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%两组患者治疗前后
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$活动期
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患者
S=+&H K,+)H

与
0CO,?

#

#:@B

表达相关性分析$活动期
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患者
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表达水平与
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$不良反应$对照组出现胃肠道反应'转氨酶升

高'白细胞下降'血压升高'口腔溃疡'皮疹分别为
@

'

8

'

!

'

!

'

%

'

#

例"治疗组分别为
%

'

:

'

#

'

!

'

!

'

!

例* 与对

照组比较"治疗组在胃肠道反应'转氨酶升高不良反应

方面"差异有统计学意义$
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!
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讨$$论

O?

是一致畸性自身免疫性疾病"尚无根治的措

施"中医药治疗
O?

具有一定的优势(

8

)

* 本虚标实"寒

热错杂"痰瘀痹阻为活动期
O?

患者主要病因病机"故

采用温经清化之治法"拟温化蠲痹方"主要药物组成有

防风'白芥子'威灵仙'僵蚕'全蝎'蜈蚣'白芷'忍冬藤

等* 方中防风祛风解表'胜湿止痛"为.除风去湿仙药/"

威灵仙温经祛风通络"二者共为君药&白芥子性温"化痰

散结消肿"忍冬藤性寒"能清热除痹'活血化瘀"三药合

用"清热痹"化痰瘀"共为臣药&僵蚕'全蝎'蜈蚣均为血

肉有情之品"有消肿止痛之功"三药配伍"剔络搜邪"白

芷通络消肿止痛"以上四药共为佐药* 全方配伍寒温并

用"痰瘀并治"具有温通经络'祛瘀化痰'化湿的功效"使

寒散'湿化'热除'痰消'瘀祛而治疗
O?

(

#>

)

*

$

K,?

甲基化的形成和维持主要依赖于
K,

#

+)H

的作用*

O?

患者广泛存在基因组
K,?

低甲基

化(

#@

)

"尤其是滑膜成纤维细胞内的
K,?

长散布核元

件$

6(,A

#

#

%启动子上富含
`&

的
&Q`

岛序列"其发

生低甲基化作用而致某些基因异常表达"进而参与

O?

全身及关节局部炎症(

#8

)

*

6/-RB.CJC/R/ 6

等(

#$

)

指出
K,?

甲基化可能通过影响
&K:

g

)

细胞分化以

及细胞因子的基因转录进而导致
O?

发生"主要表现

为
)I#M)I!

比例失调* 刘喜德等(

#;

)研究发现
&(?

大

鼠
S=+&H K,+)H

表达降低"中药温化蠲痹方可能

通过上调
K,+)H

表达"调节
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大鼠甲基化状态而
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治疗
&(?

*

K,?

甲基化的异常与
O?

发病有着广泛

联系"其中又以
K,+)H

异常表达对甲基化过程产生

诸多影响*

0CO,?

特异性结合靶
0O,?

"致靶向
0O,?

降

解或使其翻译过程抑制从而参与疾病发生发展*

0CO,?

#

#:@B

即是其中一种"

ZPBRJbTc '

等(

!"

)

'

6C '

等(

!#

)发现
0CO

#

#:@B

在
O?

患者滑膜组织中高表达"

&K:

g

)

细胞中高表达的
0CO,?

#

#:@B

与
),X

#

'

水

平呈正相关"提示其可上调
),X

#

'

水平"从而导致炎

症反应及软骨与骨渐进性破坏*

O?

患者
S=+&H

0CO,?

#

#:@B

表达上升水平与疾病活动趋势呈正相

关*

+D2BPB d

等(

!!

)研究显示
0CO

#

#:@B

表达量与关

节触痛个数及
K?Z!$

评分成反比* 活动期
O?

患者

0CO,?

#

#:@B

显著升高与
),X

#

'

表达水平呈正相关"

但
)O?X@

和
(O?d

#

#

并未发生显著变化"推测可能由

于异常
0CO,?

#

#:@B

无法调节其靶点
)O?X@

和

(O?d

#

4

导致终产物
),X

#

'

升高"介导
O?

炎症反

应(

!%

"

!:

)

* 本研究表明"

&(?

大鼠
S=+&H 0CO,?

#

#:@B

表达升高"中药温化蠲痹方可能通过下调
0CO

#

,?

#

#:@B

表达"而调节免疫细胞分化'信号转导等达

到治疗
&(?

作用(

!>

)

*

0CO,?

直接或间接参与了固

有性和适应性免疫应答"可能在
O?

滑膜炎症发生发

展过程中发挥重要负调控作用(

!

)

*

K,?

甲基化与
0CO,?

的相关性在
O?

中的作

用研究较少*

ZPB2JbTR-^HcC K)

等(

!@

)将急性白血

病细胞系
96

#

@"

细胞去甲基化后"

0CO,?

#

#:@B

表达

水平升高"推测
0CO,?

#

#:@B

启动子区域被甲基化"

从而抑制
0CO,?

#

#:@B

转录*

'CBRW +

等(

!8

)发现在

去甲基化的巨噬细胞中"

0CO,?

#

#:@B

表达水平升

高* 王丽娜等(

!$

)通过甲基化酶抑制剂作用于
d>@!

细胞"结果显示
0CO,?

#

#:@B

表达水平升高"

K,+)H

表达水平降低"以
K,+)%1

降低最为明显* 以上研究

表明
K,?

甲基化与
0CO,?

#

#:@B

存在负调控关系"

可能包括启动子去甲基化在内的多种机制所致*

本课题组研究结果表明"活动期
O?

患者
S=+&H

K,+)H

表达水平明显降低"

0CO,?

#

#:@B

表达水平明

显升高*

K,+)H

表达水平与
0CO,?

#

#:@B

呈负相关*

提示在
O?

活动期"

K,?

甲基化水平降低"可能使
)

细

胞及其分泌的下游因子表达异常"参与
O?

发病过程*

同时
0CO,?

#

#:@B

表达水平明显升高"可能对下游中

(O?d# 0O,?

表达的抑制"

0CO,?

#

#:@

可能在
O?

滑膜炎症的负调控中发挥重要作用*

而治疗后
O?

患者
S=+&H K,+)H

表达水平上

升"提示温化蠲痹方可能通过上调
O?

患者低表达的

K,+)H

"恢复
K,?

甲基化水平* 治疗后
O?

患者

S=+&H 0CO,?

#

#:@B

表达水平下降"推测可能影响

了下游靶基因
)O?X@

'

(O?d4

表达而达到治疗
O?

目

的* 本研究结果提示"下调
0CO,?

#

#:@B

表达'上调

K,+)H

表达'通过对
K,+)H

及
0CO,?

#

#:@B

的多

靶点干预可能是温化蠲痹方治疗
O?

提高临床疗效机

制之一* 但
0CO,?

对
K,?

甲基化调控机制及温化

蠲痹方具体干预机制还需进一步深化研究*

利益冲突#无*
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