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黄柏苍术汤对急性痛风性关节炎

鼠模型抗炎作用的研究
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摘!要!目的!观察黄柏苍术汤对急性痛风性关节炎模型大鼠的治疗效果&探讨其可能的作用机制' 方法!制备尿酸盐晶

体诱导的大鼠痛风性关节炎模型&在致炎后动态观察关节肿胀值&连续给药 = 天后处死大鼠&收集关节液&通过酶联免疫法检测

各组关节液中 \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 表达水平' 结果!模型组%黄柏苍术高剂量组%黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术低剂量

组%秋水仙碱组大鼠的关节肿胀值在 <%%#%#+%+)9 均高于正常组"Ja$7$T#$在注射后 &#9 正常组的关节肿胀值与秋水仙碱组%

黄柏苍术汤中剂量组比较&差异无统计学意义"J $̂7$T#&而模型组%黄柏苍术高剂量组%黄柏苍术低剂量组与正常组间比较均

大于正常组"Ja$7$T#&同时黄柏苍术高剂量组和黄柏苍术低剂量组关节肿胀值显著小于模型组"Ja$7$T#' 处死后黄柏苍术

高剂量组%黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术低剂量组%秋水仙碱组大鼠%正常组的关节液中 \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 表达水平

均显著低于模型组"Ja$7$T#' 其中黄柏苍术中剂量组%秋水仙碱组的 \'K*

-

%QX*%

,

表达水平显著低于黄柏苍术高剂量组和

黄柏低剂量组"Ja$7$T#' 结论!黄柏苍术汤可能通过抑制炎性细胞释放炎性因子 \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*<&从而明显改

善急性痛风性关节炎的炎性反应&其抗炎反应强度可能受药物浓度影响'

关键词!黄柏苍术汤!急性痛风性关节炎!大鼠!炎性因子
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!!痛风是由于体内嘌呤代谢紊乱&尿酸排泄减少&

体内持续高尿酸状态&引起过饱和的尿酸析出沉积于

组织或器官的一种非特异炎性反应
+%,

' 常累及关

节&致反复发作性的关节炎$肾脏引发慢性肾间质性

肾炎和尿路结石等' 急性痛风性关节炎临床上常表

现为突发的关节红%肿%热%痛及功能障碍&好发部位

多见于第一跖趾关节%踝关节%膝关节
+#,

' 对于该病

的治疗中西医采取的方式有所不同&西医一线用药主

要为秋水仙碱%非甾体消炎药%激素等&能够起到迅速

控制症状的作用&但是同时也存在着一定的弊端&如

不良反应大&有些患者药物依赖性差等
+=&+,

' 中医药

治疗痛风在我国已有悠久的历史&而黄柏苍术汤在中

医药治疗痛风中有一定的临床疗效&但其作用机制目

前尚不明确
+T&<,

' 本研究通过观察不同浓度黄柏苍

术汤对急性痛风性关节炎模型大鼠的治疗后关节肿

胀值的动态变化及治疗后关节液中炎性因子 \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 的变化&初步探讨黄柏苍术

汤治疗急性痛风性关节炎的可能机制'

材料与方法

%7药物与试剂!黄柏仓术汤的主要组成成分!黄

柏 %$3%苍术 %$3%制天南星 %$3%桂枝 %$3%威灵仙

%T3%防己 %T3%桃仁 %$3%红花 %$3%龙胆草 %$3%茯苓

%T3%萆 %#3

+<,

' 水煎浓缩待用' 临用前用 $7)Z

?N?*'.稀释' 秋水仙碱悬液是由云南昆明制药集

团生产的秋水仙碱片研磨呈粉末状后溶于蒸馏水形

成浓度为 $7$%53,5H的混悬液' 尿酸购自美国 @/3O

5.公司' \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< RXQ@L检测

试剂盒均购自深圳欣博盛有限公司'

#7实验动物!@dK级雄性 @[大鼠 +) 只&体质量

为 #$$ V#+$3&均为 = 月龄' 所有动物均由四川省医

学科学院实验动物研究所提供' 饲养温度 #% V

#&z&湿度 T$Z ]TZ&昼夜光照及通风环境自然调

节' 实验程序严格按照动物管理章程'

=7主要仪器!酶标仪 "美国 c/>*J.C 公司 #&

KL#$$+c型电子天平 "上海越平科学仪器有限公

司#&移液枪"美国 \9:B5>K/69:B@-/:1I/D/-公司#&低

温冰箱"美国 \9:B5>K/69:B@-/:1I/D/-公司#'

+7尿酸钠悬液的制备!称取 )$53尿酸盐晶体&

加入无菌 dc@ 溶液中&制成终浓度为 )$53,5H的尿

酸盐混悬液' 以上操作均在无菌操作台中进行'

T7实验动物的造模与给药!+) 只大鼠在开放的实

验环境下饲养 % 周后&随机分为模型组%黄柏苍术高剂

量组%黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术低剂量组%秋水仙

碱组%正常组&每组各 ) 只大鼠' 对各组大鼠进行吸入

乙醚麻醉后&在无菌条件下以右踝关节外侧后方为穿

刺点&除正常组注射 dc@ 外&其余各组均注入 T$

0

H

)$53,5H的尿酸盐混悬液&局部消毒预防感染' 尿酸盐

注射后分别灌喂相应的药物&其中黄柏苍术高剂量组%

黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术低剂量组分别为 %#%<%=3,

W3&秋水仙碱组为 $7%53,W3' 正常组%模型组灌喂 $7SZ

氯化钠溶液' 每次灌胃 #7T5H&每天 %次&连续 =天'

<7关节肿胀值!分别用游标卡尺在 <%%#%#+%+)%

&#9 测量 < 组大鼠注射部位同一部位的直径' 用该

部位的直径代表其关节肿胀值'

&7关节液炎性因子的测定!给药 = 天后对大鼠进

行颈脱臼处死&收集注射部位关节腔积液' 根据各

RX@QL试剂盒说明书的方法检测 \'K*

-

%QX*%

,

%

QX*)%QX*< 的表达'

)7统计学方法!采用 @d@@ #%7$ 统计学软件对数

据进行统计分析' 计数资料的比较用
!

#

检验$多样

本均数的比较及均数的两两比较用单因素方差分析&

以 Ja$7$T 为差异有统计学意义'

结!!果

%7柏苍术汤对急性痛风性关节炎关节肿胀值影

响的比较!关节腔注射尿酸盐悬液后&除正常组外&其

余 T 组小鼠均在 %9 内出现关节肿胀值增加的情况&

且伴随有红%肿%热&大鼠活动功能受限现象&说明急

性痛风性关节炎动物模型造模成功' 模型组%黄柏苍

术高剂量组%黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术低剂量组%

秋水仙碱组大鼠的关节肿胀值在 <%%#%#+%+)9 均高

于正常组"Ja$7$T#$在注射后 &#9 正常组的关节肿

胀值与秋水仙碱组%黄柏苍术汤中剂量组比较差异无

统计学意义"J $̂7$T#&而模型组%黄柏苍术高剂量

组%黄柏苍术低剂量组与正常组间比较均大于正常组

"Ja$7$T#&同时黄柏苍术高剂量组和黄柏苍术低剂

量组关节肿胀值显著小于模型组"Ja$7$T&表 %#'

!!#7黄柏苍术汤对急性痛风性关节炎关节液中

\'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 表达的影响!模型组大

鼠关节液中 \'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 均显著高

于其余 T 组 "J均 a$7$T#' 其中&黄柏苍术中剂量

组%秋水仙碱组的 \'K*

-

%QX*%

,

表达水平显著低

于黄柏苍术高剂量组和黄柏低剂量组"J均 a$7$T#&

与正常组比较&差异无统计学意义"J $̂7$T#' QX*

)%QX*< 的表达水平在黄柏苍术高剂量组%黄柏苍术

中剂量组%黄柏苍术低剂量组%秋水仙碱组%正常组间

比较差异无统计学意义"J均 $̂7$T#'

-T$%-
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表 1$Y 组大鼠不同时间点关节肿胀值比较

组别 <9 %#9 #+9 +)9 &#9

正常组 %#7#T ]%7)=# S7$$ ]%7$<S <7&T ]%7$=T T7%= ]$7<+% T7$$ ]$7&T<

模型组
##7&T ]%7#)#

#

#<7<= ]#7&##

#

%)7<= ]=7=&)

#

%+7<= ]#7%=+

#

%=7T$ ]#7&#<

#

秋水仙碱组
%S7%= ]#7=T&

#

|

%=7T$ ]%7)T#

#

|

S7&T ]#7%#%

#

|

&7#T ]%7<<S

#

|

<7#T ]$7))<

|

高剂量组
#$7)) ]%7))T

#

%<7#T ]%7S)#

#

|

1

%#7T$ ]%7<$+

#

|

1

%$7)) ]%7)$)

#

|

1

)7&T ]%7#)#

#

|

1%

中剂量组
%S7=) ]%7%))

#

|

%=7=) ]%7$<%

#

|

%

%$7%= ]#7%<&

#

|

%

)7&T ]%7$=T

#

|

%

<7&T ]$7&$&

|

%

低剂量组
#$7<= ]%7)+&

#

%T7)) ]%7&#&

#

|

1

�

%#7)) ]%7)$)

#

|

1

�

%$7$$ ]%7=$S

#

|

1

&7)) ]%7%#<

#

|

1

5 ==7=&T )=7)#< #)7%<+ =<7S<= =+7S))

J $7$$$ $7$$$ $7$$$ $7$$$ $7$$$

!!与正常组比较&

#

Ja$7$T$与模型组比较&

|

Ja$7$T$与秋水仙碱组比较&

1

Ja$7$T$与黄柏苍术汤高剂量组比较&

%

Ja$7$T$与黄柏苍术汤中

剂量组比较&

�

Ja$7$T

表 /$Y 组大鼠关节液中炎性因子的表达水平

组别 QX*%

,

\'K*

-

QX*) QX*<

正常组 <&7<= ]<7T#= %T$7T$ ]%S7%S% &S7$$ ]%%7#%# %+&7=) ]%S7#%=

模型组
##%7<= ]#%7%)<

#

<<)7$$ ]=)7=&+

#

%)<7$$ ]%+7$<%

#

#SS7<= ]%#7#T)

#

秋水仙碱组
<)7)) ]%$7%&<

|

%++7=) ]#$7+%&

|

)$7<= ]%%7%&=

|

%+#7&T ]#<7+S+

|

高剂量组
%%+7<= ]%S7$<=

#

|

1

#T#7=) ]#S7%S+

#

|

1

)T7#T ]<7+T=

|

%&#7$$ ]%S7%=%

#

|

1

中剂量组
&)7)) ]S7SS#

|

%

%<)7T$ ]#=7%T)

|

%

&+7)) ]%#7)$$

|

%+#7#T ]##7<$&

|

%

低剂量组
%$%7%= ]S7SS#

#

|

1

�

#+T7#T ]#)7<S+

#

|

1

�

&&7&T ]S7#T+

|

%&#7%= ]%)7&ST

#

|

1

�

5 %T%7+T% +#)7)&< %#=7+)< &%7<SS

J $7$$$ $7$$$ $7$$$ $7$$$

!!与正常组比较&

#

Ja$7$T$与模型组比较&

|

Ja$7$T$与秋水仙碱组比较&

1

Ja$7$T$与黄柏苍术汤高剂量组比较&

%

Ja$7$T$与黄柏苍术汤中

剂量组比较&

�

Ja$7$T

讨!!论

急性痛风关节炎是一种由尿酸盐晶体沉积于组

织和器官引起的急性非特异性炎性反应
+&,

' 本研究

造模通过在关节腔局部注射尿酸混悬液&人工模拟痛

风的急性发作过程&该模型的构造可有效的研究和评

价急性痛风性关节炎药物治疗效果&这主要依据既往

的痛风动物模型而选择
+),

' 尿酸盐悬液注射到局部

关节后首先迅速引起大量单核 *吞噬细胞聚集&大量

聚集的巨噬细胞逐渐对尿酸盐进行吞噬
+S&%$,

' 同时&

单核 *吞噬细胞还可以通过合成和分泌炎性细胞因

子如 QX*%%\'K*

-

%趋化因子来进一步方法炎性反

应和组织损伤' 活化模式识别受体 " P.II:B1 B:->31/O

I/>1 B:-:PI>B&dJJ#从而激活体内的固有免疫' 体内

的 N@n还可以通过激活 \>HH样受体及髓样分化因子

))&从而启动下游的核因子 "'K# *

/

c&进一步促使

\'K*

-

%QX*%

,

的表达&促进炎症的级联损伤
+%%&%#,

'

研究发现&尿酸盐可通过激活 'LXd= 炎性体进一步

加剧痛风的炎性反应
+%= V%T,

' 因此机体通过分泌QX*

%

,

诱导急性炎性反应&固有免疫激活后会募集大量

的炎性细胞如单核细胞%粒细胞等&通过大量产生趋

化因子及 \'K*

-

%QX*)%QX*< 等炎性因子进一步

加剧痛风急性发作部位的炎性反应和组织损伤
+%<,

'

本研究显示&在注射后模型组的大鼠关节肿胀值

随着时间的进展呈逐渐减低的趋势&这与痛风自然缓

解的过程一致' 模型组关节肿胀值显著高于黄柏苍

术高剂量组%黄柏苍术中剂量组%黄柏苍术汤低剂量

组%秋水仙碱组&且在 &#9 黄柏苍术高剂量组%黄柏苍

术汤低剂量组关节肿胀值低于秋水仙碱组%黄柏苍术

汤中剂量组&该结果说明了黄柏苍术汤治疗有效&且

存在一定剂量的关系&因为随着黄柏苍术的剂量改变

大鼠的关节肿胀组变化并非完全一致&从研究结果显

示中剂量的结果较优&可能是药物浓度过高或过低在

炎性反应某阶段会参与炎性因子的产生'

本研究还发现&模型组大鼠关节液中 \'K*

-

%

QX*%

,

%QX*)%QX*< 显著增高&均高于其余 T 组&该

组的目的主要是起到阳性对照&可见本研究造模成

功&组间有可比性' 其中&黄柏苍术中剂量组%秋水仙

碱组的\'K*

-

%QX*%

,

表达水平显著低于黄柏苍术

高剂量组和黄柏低剂量组&可能是由于黄柏苍术汤治

疗痛风急性关节炎有某一最适剂量&可能秋水仙碱%

中剂量汤剂对 \'K*

-

%QX*%

,

抑制作用更强' QX*

)%QX*< 的表达水平在黄柏苍术高剂量组%黄柏苍术

中剂量组%黄柏苍术低剂量组%秋水仙碱组%正常组间

比较差异无统计学意义&可能是由于 QX*)%QX*< 受

到 + 组试剂的抑制作用相同' 具体药物剂量对不同

细胞因子的抑制作用尚不明确&可能与炎性因子在炎
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症诱发缓解的触发环节不同有关&还需进一步实验研

究加以证实
+%&,

'

本研究对大鼠进行不同药物灌胃暂未发现不良

反应&考虑可能是由于研究样本量较少&也可能是由

于未对研究对象进行生化方面的相关检测&无法确定

有无肝脏%肾脏损伤&但是在实验过程中各组大鼠活

力正常' 后期可通过加大样本量观察有无药物不良

反应'

综上所述&黄柏苍术汤可能通过抑制炎性细胞分泌

炎性细胞因子\'K*

-

%QX*%

,

%QX*)%QX*< 等&缓解急

性炎性反应&改善急性痛风性关节炎的关节症状' 其效

果是否与黄柏苍术汤的剂量有关还需要进一步验证'
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图 -$R(*1 突变组与非突变组患者生存曲线比较

!

水平在两组间比较差异有统计学意义' 为了探究食

管鳞癌发生%发展过程中的异常甲基化改变对驱动基

因转录调控的影响&笔者对单个位点甲基化与对应驱

动基因表达水平进行关联分析' 考虑到不同区域

['L甲基化调控基因表达的差异&笔者分别针对启

动子区域和基因体区域的关联进行筛选
+%T *%&,

'

b'K&T$ 是一种谱系特异的转录因子&与其他转录因

子共同参与鳞状细胞分化的调控
+%)& %S,

' 这一结果提

示驱动基因突变不仅可以通过影响编码蛋白的功能

参与异常信号网路的调控&而且可能通过调节其转录

参与食管鳞癌的发生%发展'

通过拷贝数改变与基因表达的关联分析中 ) 个

驱动基因的表达水平均与其拷贝数改变呈显著正相

关&并在两组数据中比较差异均有统计学意义&其中

?nX= 和 Jcd_的敲降可以显著增加食管鳞癌细胞的

增殖和迁移等
+%+,

' KL\% 和 NXX# 的拷贝数仅在本

研究数据中与表达呈正相关&而 'KR#X# 等 < 个驱动

基因表达水平仅在 \?hL数据中与其拷贝数呈显著

正相关' 'KR#X# 是抗氧化信号通路的重要成员&其

编码蛋白 'JK# 可以激活多个控制氧化应激基因的

转录&该基因的突变还与食管鳞癌患者的不良预后和

化疗抵抗相关
+#$& #%,

'

此外&本研究通过 ['L甲基化与基因表达水平

的关联分析&探究了甲基化在驱动基因转录调控中的

贡献' 已有的食管鳞癌甲基化报道仅关注启动子区

甲基化与基因表达间的调控关系
+##& #=,

' 笔者同时考

虑了启动子和基因体甲基化对基因表达的调控作用&

在本研究数据中发现 ?[('#L%KcU"&%?nX=%KL\%

和 d\?f% 的表达与启动子和基因体的甲基化均显著

相关&而 \?hL数据中仅发现 ([N<L%'A\?f= 和

Jcd_' 这表明食管鳞癌驱动基因表达可能受到启动

子甲基化%基因体甲基化或二者的共同调控'

最后&本研究结果显示 ?JRccd和 KL\% 突变均

与患者的预后相关&可能作为食管鳞癌潜在的预后标

志物' ?JRccd是 (L\= 家族主要的赖氨酸乙酰转

移酶&可以作为许多信号通路的转录共激活因

子
+#+& #T,

' KL\% 在多个发育过程中十分重要&其异常

失活会导致多种肿瘤中 "1I信号通路的异常激活
+#<,

'

综上所述&本研究通过 #$ 个驱动基因多组学数

据的整合分析&阐明了食管鳞癌驱动基因多个分子层

面的异常改变以及它们间的交互作用' 通过生存分

析&本研究还鉴别了两个潜在的食管鳞癌预后标志

物&为临床患者的预后判断和分层治疗提供了帮助'
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