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血虚证患者凋亡相关基因的表达及中药的影响

何 东初
‘
吴江平

‘
陈如泉

�

摘要 目的
�

探讨血虚证患者凋亡相关基因的表达及地甘 口服液治疗血虚证的作用机理
。

方法
�

用原位杂交法检测 �� 例服用

地甘 口服液后 的血虚证患者及 �� 例正常人骨髓单核细胞周期素�����
����及凋亡相关基因�������

一

������ 和细胞凋亡的

表达
。

结果
�

血虚证患者细胞周期明显受阻
，
������������ 表达下降

，

凋亡抑制基因 ���
一

����� 的表达降低
，

促凋亡基因

��� ���� 的表达增加
，

细胞凋亡率升高
�经地甘 口服液治疗后

，

骨髓细胞周期素基因转录的表达增加
，
细胞成熟过程中的分

化增殖加速
，

从而减少了骨髓细胞的凋亡
，

降低了细胞凋亡率
。

结论
�

血虚证的发生可能与细胞周期素及凋亡相关基因有关
，

地甘 口 服液能减少造血细胞凋亡
，

加速细胞分化成熟
，

使外周血不断得到更新
，

从而达到治疗血虚证的目的
。
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血虚证是临床常见证候
，

包括了现代医学的缺铁

性贫血
、

巨幼细胞性贫血
、

再生障碍性贫血和放化疗所

致的虚弱证候等
。

我们在以往的研究中发现巨‘ 〕 ，

血虚证

存在时
，

淋 巴细胞和红细胞免疫功能下降
，

自由基清除

能力减低
，

脂质过氧化物水平上升
，

加重细胞损伤
。

但

与造血及免疫功能和 自由基损害相关的骨髓细胞周期

素及凋亡相关基因鲜见报道
。

为进一步揭示血虚证的

发病机理
，

阐明地甘 口服液的作用
，

我们观察了 �� 例

服用地甘 口服液后的血虚证患者和 �� 例正常人骨髓

单核细胞周期素����������及凋亡相关基因��������
�

������ 的表达和细胞凋亡率
，

现报告如下
。

� 临床资料

血虚证的诊断标准参考 《血虚证辨治与研究户 〕和

第 �版高等医药院校教材 《中医内科学户 〕 。

血虚证临

床表现为
�

头晕
，

面色苍白无华或萎黄
，

神疲乏力
，

心悸

� 广州军区武汉总医院中西医结合科
，

湖北省武汉市武昌区武

路路 ���号 ��������

� 湖北中医学院附属医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

气短
，

健忘失眠
，

月经不调
，

腰膝疲软
，

形寒肢冷
，

食少

便塘等
。

血虚证的实验室检查为血红蛋白����及红细

胞 �����偏低
。

所有病例均来 自 ����年 �月一 ����

年 �月广州军区武汉总医院和湖北中医学院附属医院

血液科及中西医结合科门诊及住院患者
。

其中男性 ��

例
，

女性 �� 例
�年龄 ��一�� 岁 �涉及中医病证有

�

虚劳

�� 例
，

眩晕 �例
，

月经病 �例
，

血淋 �例
，

心悸 �例 �西

医病种有
�

缺铁性贫血 �� 例
，

巨幼细胞性贫血 �例
，

慢

性再生障碍性贫血 �例
。

并随机选取 �� 例正常人作为

正常组进行对照研究
，

其中男性 �例
，

女性 �例
，

骨髓

象提示正常
。

� 治疗及观察方法

�
�

� 主要试剂及药物
�

可检测人 ��������
、

��� 和 ���
�

� ���� 的 原 位 杂 交 成 套 试 剂 盒 及 凋 亡 试 剂 盒

������
�
公司提供��地甘 口服液 由熟地黄

、

炙甘草
、

黄

蔑
、

泽泻
、

陈皮组成
，

用量 比为 � � � ，
� � � � �

，

经过清

水煎煮
、

过滤
、

浓缩配制成 ����浓度
，
�����瓶装灭菌

备用 �生药 ������
。

质控指标参照薄层色谱法试验
，

最

后溶液 �� 值为 �
�

�一�
�

�
，

相对密度不低于 �
�

��
。
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� 给药方法
�

将血虚证患者 �� 例作为血虚组
，

给予

����地甘 口服液 ����口服
，

每 日 �次 �正常组给予生

理盐水 ����口服
，

每 日 �次
，

时间均为 �周
。

�
�

� 观察方法
�

于治疗第 �� 天取外周静脉血 ���和

骨髓 ���分别测 ��含量及 ��� 数量
，

骨髓单核细胞

��������
、

��� 和 ���
一

�基 因 ���� 的表达及细胞凋

亡率
。

单个核细胞制备
�

取抗凝骨髓 ���
，

用 �����分离

液分离 出单个 核细胞
，

制成 �火 ��
�

���的细胞悬 液

备用
。

检测主要步骤
�
���暴露 ���� 核酸片段

�

切片上

滴加 ��柠檬酸新鲜稀释的胃蛋 白酶
，

�� �消化 ���

��。 分钟
。

���杂交
�

按每张切片加 ��川杂交液
，

恒温箱

��一���杂交过夜
。

���滴加生物素化鼠抗人地高辛
，

�����分钟或 �� �左右 ��� 分钟
。

�
�

������
�

���洗

�分钟 又 �次
。

������ 显色
，

使用 ��� 显色试剂盒

���蒸馏水加显色剂 �
、

�
、

� 各 �滴
，

混匀加至标本

上
。

一般显色 ��一��分钟
。

��������
、

�����
��

一

�基因

���� 的表达和凋亡细胞 的检测方法均按文献「��
检测

。

图 像 分 析 系 统
�
��

一

�� 。 日 立 电 视 摄 像 机
，

�����
一

����图像分析软件包 �华 中科技大学同济医

学院编制�
。

阳性区域 ��������
、

�������
一

�胞浆显棕黄

色 �凋亡细胞胞核显棕色或棕褐色
。

以阳性细胞百分率

表示 ��������
、

�����
��

一

�基 因 ���� 及细胞凋亡 的

表达情况
。

�
�

� 统计学方法
�

数据均 以均数 士标准差 ‘ 士 ，�表

示
，

采用 ����统计软件中的 �检验和 �检验
。

� 结果

�
�

� 血虚证患者临床症状改善情况�根据临床症状积

分情况进行评估�
�

血虚组总有效率为 ��
�

���
，

表明

地甘 口服液能明显改善患者面色
、

肌肤萎黄或苍白
、

乏

力
、

眩晕
、

心悸及舌淡脉弱等异常表现
。

�
�

� 血虚证患者血红蛋 白及红细胞改善情况
�

表 �

示
，

经地甘 口服液治疗后
，

血虚组患者 ���数目及 ��

含量明显上升
，

与正常组水平接近
，

两组比较差异无显

著性 ��� 。
�

���
。

�
�

� 两 组 患 者 治疗 前 后 骨 髓 单核 细 胞 �������

���� 表达情况
�

表 �示
，

血虚证患者造血细胞周期

受 阻
，

与正 常组 相 比
，
��������基 因表达 明 显 降低

�尸��
�

���
。

细胞阻滞在 �
。
��

�

期
，
��� 合成受损

，

地甘 口服液能促进细胞周期的 �
�

期向 �期转化
，

有利

于骨髓细胞的分化
、

增殖和成熟
。

表 � 血虚证患者 ��� 及 ��的改善情况�妥士
、�

组别 例数 ��� �又 ��
‘�
���

血虚组

正常组 ��
�

�

�士 �
�

�

�
�

�士 �
�

�

�������

��
�

�士 �
�

�

��
�

�士 �
�

�

表 � 两组患者治疗前后骨髓单核细胞

������������ 表达情况 ��
，

牙士
��

组别 例数 治疗前 治疗后

血虚组

正常组 ��
��

�

��士 �
�

�△

��
�

��士 �
�

�

��
�

��士 �
�

�
“

��
�

��土 �
，

�

与本组治疗前比较
， ， 尸� 。

�

�� �
与正常组 比较

，△�� 。
�

��

�
�

� 两组患者治疗前后骨髓单核细胞 ��� 和 ���
一

�

���� 表达情况
�

表 �示
，

血虚证患者促凋亡基因 ���

的转录水平和细胞凋亡率明显升高 �尸� �
�

���
，

凋亡

抑制基因 ���
一

�的表达明显下降�尸� �
�

���
，

经地甘 口

服液治疗后
，

���
一

�表达显著升高
，

��� 表达显著下降
，

细胞凋亡率显著下降�尸��
�

�� 或 �� 。
�

�� �
，

说明地

甘 口服液能使过多表达的促凋亡基因 ��� 表达下降
，

抑制了细胞的凋亡
，

影响着骨髓细胞的分化成熟
。

� 讨论

在血虚证的系列研究过程 中
，

我们曾从血液流变

学
、

淋巴细胞功能
、

红细胞酶学
、

骨髓造血功能
、

细胞因

子
、

胸腺及脾细胞凋亡等多方面来揭示血虚证的实质
，

但对临床患者骨髓凋亡相关基因的探讨尚属首次
。

地

甘 口服液对血虚小鼠的治疗作用已见报道川
。

我们观

察了调节骨髓造血细胞分化
、

增殖的周期和凋亡相关

基因 �������
一

����� 的表达
。

结果表明
，

血虚证患者

细胞周期明显受阻
，
������������ 表达下 降

�地甘

口服液能促进周期素基因转录的表达
，

加速细胞的分

化增殖
，

增加凋亡抑制基因 ���
一

�的表达
，

降低促凋亡

基因 ��� 的表达
，

因而减少了骨髓细胞的凋亡
，

故骨髓

的凋亡率降低
。

�������主要调控细胞周期的 �
，
期向 �期转化

。

我们认为
，

血虚证患者骨髓中幼红细胞增加的机制可

表 � 两组患者治疗前后骨髓单核细胞 ��� 和 ���
一

����� 表达情况 ��
，

王士 ��

组别 例数
���

一

� 细胞凋亡率

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

血虚组

正常组 ��
��

�

��士 �
�

�△△

��
�

��士 �
�

�

��
�

��士 �
，

�
“ △△ �

�

��士 �
�

�△△

��
�

��士�
�

� ��
�

��士 �
�

�

��
�

��士 �
�

�
资 △△ �

�

��士 �
�

�△△

��
�

��士 �
�

� �
�

��士 �
�

�

�
�

��士 �
�

�
关 乙

�
�

��士 �
�

�

与本组治疗前比较
， 关 尸��� �� �

与正常组 比较
，△尸���

��
，△△尸� 。

�

��
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能与血虚患者造血原料缺乏
、

��� 合成障碍及细胞阻

滞在 ��

期有关
。

气

���
一

�是 最重要 的抗 凋亡基 因之一
，
��� 基 因与

���
一

�有相反 的生物效应勺它能促进细胞凋亡
仁�〕 。

本结

果证实
，

血虚证患者骨髓单核细胞 ���
一

�表达下调
，
���

���� 上升
，

凋亡百分率上升
，

造血细胞凋亡
。

给予补

肾健脾
、

益气补血的地甘 口服液治疗后
，
��

一

�上调
，

��� 表达下降
，

促进了骨髓造血功能的恢复
。

血虚证主

要表现为血液亏虚
，

全身虚弱
。 “
血主濡之

” ，

若机体处

于血虚状态
，

则血的营养和滋润作用减弱
。

中医认为骨

生髓
、

髓生血
。

故考察患者骨髓有核细胞的功能对血虚

证来说
，

意义较为重要
。

地甘 口服液治疗血虚证的作用

机理
，

可能与调节细胞周期素与凋亡相关基 因�����

���
一

�� ���� 的表达
，

有利于骨髓的造血密切相关
。

造血细胞的凋亡减少
，

使骨髓中血细胞不断地成熟更

新
，

释放到外周血 中
，

起到滋润濡养机体的作用
，

从而

使血虚证的临床症状得到改善
，

达到治疗 目的
。
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通经汤配合耳针治疗肥胖型闭经 �� 例

宋国
，

忠
’

闭经是妇科疾病中常见的一种症状
，
可 以 由各种不同的原

因引起
。

我们在长期的临床实践中
，

以化痰活血补肾中药配合

耳针治疗肥胖型闭经
，

取得满意疗效
，

现报道如下
。

� 临床资料

�
�

� 诊断标准
�

参照 《中药新药治疗闭经 的临床研究指导原

则 》 ，

并且符合 �年内体重增加 ��� 以上这一必要条件
。

�
�

� 一般资料
�

观察病例共 ���例
，

均为我院门诊病例
，

随机

分为两组
。

治疗组 �� 例
，

年龄 ��一�� 岁
，

平均 ��
�

�岁 �病程

�
�

�一 �年
，

平均 �
�

�年
�
体重 ��一 ������例

，
���� 以上 �一例

，

平均 ��
�

���
。

对照组 �� 例
，

年龄 ��一��岁
，

平均 ��
�

�岁 �
病程

�
�

�一 �年
，

平均 �
�

�年
�
体重 ��一 ������例

，
���� 以上 ��例

，

平均 ��
�

���
。

��� 例均为继发性闭经且黄体酮撤退试验阳性的

工度闭经患者
。

两组一般资料具有可 比性
。

� 治疗方法

治疗组采用通经汤 口 服配合耳针治疗
，

对照组单用通经汤

口服治疗
。

通经汤基本方
�

苍术 ���
，

白芥子 ���
，

胆南星 ��
，

半夏 ���
，

获荃 ���
，

当归 ���
，
生山植 ���

，

陈皮 ��
，

川芍 ��
，

冤丝子 ���
，

淫羊蕾 ���
，

香附 ���
。

加减
�

大便秘结加全瓜萎
�
伴座疮加黄

芬
、

桑叶
�
阴道干涩

，

无 白带
，

加黄精
、

玉竹 �口 干
，

苔黄腻
，

加黄

连
、

夏枯草
。

每 日 �剂
，

水煎 �次
，

早晚分服
，

如果月经来潮
，

则

经期停服
，

经净后续服
，

连续服用 �个月为 �个疗程
。

观察 �一 �

个疗程
。

耳针
�

服中药开始配合耳针治疗
。

取子宫
、

内分泌
、

肾
、

卵

巢
、

皮质下
、

屏 间
，

每次在双侧分别选取 以上 �一 �穴
，

毫针 中
、

浙江省舟山市中医骨伤联合医院
，

舟山市定海 区西大街 拓

号 ��������

收稿 日期
�����一 ��一 ��

王燕芬
’

强度刺激
，

留针 ����� 分钟
，

隔 日 �次
。

经期停用
。

也可选用埋

针
，

选穴方法同上
。

留埋期间每天用手指按压欲针 �一 �次
，

每

次 �一�分钟
。

出针后用消毒干棉球按压针孔防止出血
，

或涂酒

精或碘酒预防感染
。

� 治疗结果

�
�

� 疗效标准
�

参照 《中药新药治疗闭经 的临床研究指导原

则 》 。

痊愈
�

月经恢复正常周期
，

其他症状基本消失
，

停药后维持

�个月经周期 以上
。

显效
�

经治疗月经接近正常周期 ��� 天 以

内�
，

停药后 �个月 内自动来潮 �次
，

其他症状减轻
，

有效
�

经治

疗 �个月 内月经来潮 �次以上
，

其他症状减轻
，

或 �度闭经虽

未来月经
，

但检查卵巢功能有显著改善
。

无效
�

经连续治疗 �一

�个月
，

月经未来潮
，

其他症状及有关实验室等检查均无改善
。

�
�

� 结果
�

治疗组 �� 例
，

痊愈 �� 例
，

显效 �� 例
，

有效 �例
，

无

效 �例
。

痊愈率 ��
�

��
，
显效率 ��

�

��
，

有效率 ��
�

��
。

对照组

��例
，

痊愈 �� 例
，

显效 �� 例
，

有效 �� 例
，

无效 �� 例
。

痊愈率

��
�

��
，
显效率 ��

�

��
，

有效率 ��
�

��
。

两组疗效差异有显著
·

险����
�

���
。

� 讨论

朱丹溪指 出
� “
经不行者

，

非无血也
，

为痰所凝而不行也
。 ”

《女科切要 》云 � “
肥 白妇人

，

经 闭而不通者
，

必是痰湿与脂膜奎

塞之故也 ” 景岳全书
·

痰饮 》云 �“
盖脾主水湿

，

湿动则为痰
。

肾主水
，

水泛则亦为痰
，

故痰之化无不在脾
，

而痰之本无不在

肾
。 ”
故肥胖型闭经 当责之脾

、

肾两脏
。

在化痰的基础上加人补

肾调冲之品
，

以填精养血
，

化痰通经
。

通经汤 中苍术燥湿醒脾
�

香附理气散结化痰
�胆南星祛痰宣奎通闭

�
白芥子辛散利湿

，

温

通豁痰
，

兼搜皮里膜外之痰湿
�
冤丝子

、

淫羊蕾益 肾固本调冲
，

全方具有化痰通络
，

补肾调冲之效
。

针刺能疏通经脉
，

行气活

血
，

调理冲任
，

配合中药使用
，

使气血下行而提高通经疗效
。


