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摘要# 目的!探讨麝香乌龙丸 "人工麝香’ 制川乌’ 地龙等# 含药血清对类风湿关节炎 "KG# 患者外周血单个核细
胞 "D+FIM# 中35K*"-(4’ 35K*"$’’ 35K*##$ 表达水平的影响& 方法!从 $’ 例 KG患者血液中提取 D+FIM% 将细胞
分为 $ 组% 空白对照组’ 空白血清组’ 麝香乌龙丸含药血清组& -2 \后提取总KOG% 采用实时荧光定量聚合酶链式反
应 "K/*DIK# 法检测 $ 种35K的表达水平& 结果!与空白血清组相比% 麝香乌龙丸含药血清组 35K*"-(4’ 35K*"$’’
35K*##$ 表达水平显著降低 "3i’L’"#& 结论!麝香乌龙丸可通过下调 D+FIM中 35K*##$’ 35K*"$’’ 35K*"-(4表达
水平来抑制KG患者炎症&
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!!类风湿关节炎 "Y\0R34[95B 4Y[\Y5[5M% KG# 是一
种以关节炎症细胞浸润’ 滑膜增生为主要病理表现
的自身免疫性疾病% 其发病机制复杂% 由多种免疫

细胞和免疫因子参与% 近年来% 35KOG与KG的关
系被国内外专家所重视% 并逐步形成KG发病机制
的热点问题& 微小核糖核酸 "358Y9KOG% 35K# 是
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一类约 ## 个核苷酸组成的内源性’ 非编码’ 单链
小分子KOG% 广泛存在于多种真核生物中& 研究
显示% 35K通过调控 /’ +淋巴细胞的分化% 参与
固有免疫应答和适应性免疫应答% 在自身免疫性疾
病 "如KG# 中发挥重要作用*"*$+ & 因此% 本研究
选取了与 KG发病密切相关的 35K*##$’ 35K*"$’
及35K*"-(4$ 个35K% 通过分析麝香乌龙丸含药血
清干预后% KG患者外周血单核细胞 " ;0Y5;\0Y41
X199B 39<9<R8104Y8011M% D+FIM# 中 $ 种 35K表达
水平的变化% 从基因水平探讨麝香乌龙丸治疗 KG
的作用机制&
GH一般资料!

选取 #’"& 年 "" 月至 #’"( 年 & 月于华北理工
大学附属医院风湿免疫门诊首次确诊’ 未经过抗风
湿治疗的KG患者 $’ 例% 年龄 "2 ‘&’ 岁& 入选标
准符合 #’"’ 年欧洲抗风湿病联盟 ",TCGK# 制定
的 KG分类标准和评分系统*-+ % 评分在 ( ‘2 分确
诊为 KG& 排除标准! 同时合并其他风湿病的患
者% 如系统性红斑狼疮’ 干燥综合征等( 严重心血
管疾病及肺部疾病% 肝’ 肾功能异常( 患有精神’
神经系统’ 血液疾病患者( 肿瘤患者( 妊娠或哺乳
期妇女( 其他原因引起的免疫功能异常患者&
IH方法
#L"!药物! 试剂与仪器
#L"L"!药物!麝香乌龙丸由人工麝香’ 制川乌’
生地龙’ 生全蝎’ 生黑豆 & 味药材组成% 冀药制
字N#’’&"&2"&
#L"L#!试剂!人外周血淋巴细胞分离液 "天津灏
洋生物制品科技有限公司#( 胎牛血清 "J5X89公
司#( 双抗 "EQI19<0公司#( KDFU"(-’ 培养基
"J5X89公司#( /Y5d91"U<Z5[Y9=0< 公司#( 8?OG逆
转录试剂盒 "F+U公司#( DIK试剂盒 "U<Z5[Y9=0<
公司#( KOG酶抑制剂 "U<Z5[Y9=0< 公司#& 无水乙
醇’ 异丙醇’ 氯仿 "天津市富宇精细化工有限公
司#&
#L"L$!仪器!流式细胞仪 "+?cGI>I415XRY#(
E"2&’K高速冷冻离心机 "湖南湘仪#( 梯度 DIK
仪 "美国 +59*Y4B#( Ica.( 定量 DIK反应机 "美
国 +59*Y4B#&
#L#!操作
#L#L"!含药血清的制备!按照随机数字表法将
>Dc级 >?大鼠 "# 只分为 # 组! 空白对照组’ 麝香
乌龙丸组% 分别给予 "’ 3C@"A=.B#生理盐水’ 麝
香乌龙丸水提液 "#’’ 3=@3C# 灌胃 ) B% 腹主动

脉取血% 提取含药血清% f2’ g保存备用&
#L#L#!外周血标本的收集!采集患者静脉血
& 3C% 置于,?/G*b# 处理过的采血管% 迅速反转
采血管数次% 将血样于 (’ 35< 内送往实验室提取
细胞&
#L#L$!D+FIM的分离!超净台下取 & 3C人淋巴
细胞分离液% 置于 "& 3C无菌离心管中& 取,?/G*
b# 抗凝血 & 3C% 沿离心管壁缓慢将血液加到分离
液上方% " 2’’ Y@35<’ "2 ‘#’ g离心 #’ 35<% 离
心管内液体分 - 层% 取第 # 层 "白膜层# 转入另
一 "& 3C无菌离心管中% 加 # 倍体积 D+> 缓冲液%
" &’’ Y@35<离心 "’ 35<% 弃上清% 重复洗涤 " 次%
重悬细胞备用&
#L#L-!细胞的培养及药物干预!将单个核细胞用
培养基 "2.! "(-’ 培养液’ "’! 胎牛血清’ "!
双抗# 重悬% 转移到培养瓶中% $) g’ &! IH#
条件下培养 #- \ 后细胞计数% 将细胞分为 $ 组!
空白对照组 "培养基#’ 空白血清组’ 麝香乌龙丸
含药血清组% $) g’ &! IH# 条件下培养 -2 \&
#L#L&!总KOG的提取!将培养的细胞转移至"L& 3C
无菌离心管中% D+> 缓冲液稀释% " &’’ Y@35<离心
"’ 35<% 弃上清% 收集细胞% 加入 " 3C预冷的 /Y*
5d91% 混匀% 置于冰上 & 35<% 每毫升 /Y5d91加
’L# 3C氯仿后剧烈振荡 "& M% 置于冰上 & 35<%
- g’ "# ’’’ Y@35< 离心 "& 35<% 液体分 $ 层% 取
’L& 3C上层置于另一离心管中% 等比例加入异丙
醇混匀% 置于冰上 "’ 35<% - g’ "# ’’’ Y@35<离
心 & 35<% 弃上清% 室温或真空干燥 KOG沉淀 # ‘
& 35<% 加 #’ !C?,DI水% 各组取总 KOG样品
# !C% 测定样品 KOG在 I#(’ <3@I#2’ <3处的吸光度%
以检测各组样品KOG的纯度及浓度& 剩余总 KOG
按每 "’ p" 的比例加入 KOG酶抑制剂% f2’ g保
存备用&
#L#L(!8?OG的合成!按照8?OG逆转录试剂盒说
明书合成8?OG% f2’ g保存备用&
#L#L)!引物序列!35K*##$ 的引物序列! 正向引
物 &o*IIGIJI/IIJ/J/G///JGI*$o( 反向引物 &o*
IIJIGI//JJJJ/G///JGI*$o& 35K*"$’ 的引物序
列! 正向引物 &o*JI/JJIIGJJI/I////GIG*$o(
反向引物 &o*GJ/JJGIG/GIJIGG/I/IJ*$o& 35K*
"-(4的引物序列! 正向引物 &o*JGJGGI/JGG//I*
IG/JJJ//J/J*$o( 反 向 引 物 &o*JGIGJGJG/
G/IIIGJI/JGGJGG*$o& T(M<KOG的引物序列!
正向引物 &o*JI/IJI//IJJIGJIGIG*$o( 反向引
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物 &o*JGJJ/G//IJIGIIGJGJJG*$o&
35K*##$’ 35K*"$’’ 35K*"-(4及 T(M<KOG均

由英潍捷基 "上海# 贸易有限公司合成&
#L#L2 !K/*DIK检测 35K!以 8?OG为模板%
T(M<KOG为内参照% 各组样品设置 $ 个复孔& DIK
反应条件! .& g预热 & 35<% .- g "& M% &2 g
$’ M% )’ g $- M% 共 -’ 个循环& 以 # f))I[表示每种
35K相对表达量&
#L$!统计学方法!各组实验均重复 $ 次% 实验数
据用,W801软件录入% 采用 >D>> ")L’ 软件进行统
计分析% 以均数h标准差 "(h"# 表示& 多组间比
较采用单因素方差分析 "9<0*̂4QGOH_G#% 方差
齐两两比较采用小差异法 "104M[M5=<5]584<[B5]]0Y*
0<80% C>?# 检验% 3i’L’& 表示差异有统计学
意义&
JH结果

35K*"-(4’ 35K*"$’ 及 35K*##$ 的表达水平的
比较! 无论是目的基因还是内参基因% 它们的扩增
曲线和溶解曲线良好% 没有非特异的扩增( 空白血
清组与空白对照组相比% 35K表达水平均无明显差
异 "3k’L’&#( 麝香乌龙丸含药血清组与空白血
清组’ 空白对照组相比% 35K*"-(4’ 35K*"$’ 和
35K*#$$ 表达水平均下调% 差异具有统计学意义
"3i’L’"#& 如表 " 所示&
表 G H5#9̂GQV,’ 5#9̂GJR 及 5#9̂IIJ 表达水平的比较

$(K"&
8,MNGH:"5/,+#("1".*2’’)/+’((#"14’0’4(".5#9̂GQV,%

5#9̂GJR ,1!5#9̂IIJ $(K"&

组别 35K*"-(4 35K*"$’ 35K*##$
空白对照组 "L’’ h’L’’ "L’’ h’L’’ "L’’ h’L’’
空白血清组 "L’. h’L-& ’L.( h’L#" ’L.. h’L&&
麝香乌龙丸含药血清组 ’L"- h’L’’!!’L&- h’L’&!! ’L$- h’L’(!!

!!注! 与空白血清组比较%!!3i’L’"

QH讨论
中医强调整体’ 平衡’ 综合与生态% 因此在治

疗自身免疫性疾病 "如KG等# 方面具有较强的优
势& 麝香乌龙丸出自宋朝许叔微 ,普济本事方-
中的 /麝香圆0% 课题组对其原方中药味’ 剂量结
合现代药理研究及制剂工艺进一步研发而成% 主要
应用于对KG的治疗% 并获得了满意的疗效& 麝香
辛’ 温% 具有活血通络’ 消肿止痛功效% 并能通行
十二经( 制川乌辛’ 苦’ 大热% 能祛风除湿% 温经
止痛( 地龙善通经活络% 引川乌直达寒湿所结之
处( 全蝎息风解痉止痛% 与地龙共同发挥搜剔窜透
作用% 使寒湿之邪从经络’ 肌肉’ 筋骨而出( 黑豆

味甘性平% 有滋肾健脾’ 治风湿痹痛之效% 并解诸
药之毒& 诸药配伍% 共凑温经散寒’ 舒筋活络’ 行
血祛瘀’ 消肿止痛之功效*&+ & 在对其药理和机理
实验中发现*(*"’+ % 麝香水提物和川乌对各种致炎剂
"如角叉菜胶’ 二甲苯等诱发大鼠’ 小鼠关节炎#
均有明显抑制作用% 且对佐剂性关节炎等免疫炎症
也有显著抑制作用% 同时还有明显镇痛活性( 地龙
有较强的调节免疫及抗炎镇痛作用% 其可缩短炎症
周期% 减少炎症性渗出% 加速伤口愈合% 减轻患者
疼痛( 全蝎具有免疫抑制及镇痛作用& 课题组发
现% 麝香乌龙丸通过对KG关键因子的调控% 发挥
了对软骨和骨的保护作用*""*"&+ & 在本研究中% 主
要观察麝香乌龙丸对KG相关35K的调节作用及其
机制&

研究表明% 35K通过影响多种细胞因子来参与
对炎症和自身免疫性疾病的调控& 35K*"$’ 可以显
著上调 /细胞的活化% 引起自身免疫性疾病的发
生*"(+ ( 35K*##$ 在 KG患者外周血中表达持续升
高% 抑制胰岛素样生长因子*" "5<MR15<*15A0=Y9̂[\
]48[9Y% UJc*"# 介导的白介素*"’ "5<[0Y10RA5<% UC*
"’#’ UC*") 产生% 导致促炎因子@抑炎因子表达水
平失衡*")*"2+ % 敲低破骨细胞35K*##$ 的表达% 还可
以抑制KG患者骨和软骨的破坏% 降低 KG的严重
程度*".*#’+ ( 35K*"-(4在 KG患者的外周血单核细
胞中高表达% 其通过识别肿瘤坏死因子受体相关因
子 ( "[R39Y<08Y9M5M]48[9YY080;[9Y*4MM9854[0B ]48[9Y%
/KGc(# 和白细胞介素 "$受体关联激酶 " "UC*"
Y080;[9Y*4MM9854[0B A5<4M0% UKGb*"# 负反馈调节炎
症性免疫反应& 然而% 由于 35K*"-(4功能失活%
不能发挥正常的负反馈作用% 导致了 /Oc*"的大
量产生% 促进了 KG的发生’ 发展*#"+ & 最新研究
也发现% 过度表达的 35K*"-(4能够协同 /Oc*"抑
制/细胞的凋亡% 促进其向 UC*") 分泌细胞分化%
从而参与了对KG的调控*##+ &

实验显示% 麝香乌龙丸能够下调患者外周血
D+FIM中35K*##$’ 35K*"$’ 及35K*"-(4的表达水
平% 可能通过下调 D+FIM中三者的表达水平来发
挥调节免疫的作用& 但麝香乌龙丸作为一个中药复
方% 其对35K调节的具体机制尚不明确% 还需进
一步深入研究&
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