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急性脑栓塞患者动脉介入溶栓治疗临床疗效观察

WT1基因在监测急性髓细胞白血病微小残留病中的临床意义

PBL教学模式在口腔种植修复教学中的应用效果

优质护理管理模式在肾内科应用的效果评价

急性左心衰竭患者不同院前急救模式的疗效

经胸乳入路腹腔镜下甲状腺切除术的治疗效果分析

热疗辅助放疗治疗晚期肝癌的效果分析

探讨腹腔镜右半结肠切除术与开腹手术治疗结肠癌的比较情况

手术治疗外伤性颈段脊柱脊髓损伤患者的临床研究

经尿道等离子电切术治疗膀胱肿瘤的治疗效果分析
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艾灸补肾活血法防治股骨头坏死中 CirRNA-
miRNA 调控 α-MSH 作用和机制的研究

江斌，曾继勇，何华锋

（广州市番禺区中医院 骨伤六科，广东　广州　511400）

0　引言

中医典籍中并无股骨头坏死的病名记载，

但根据其特点，股骨头坏死应当属于中医学

“骨痹”“骨蚀”“骨萎”等范畴 [1]。中医学

认为人体的阴阳之气源于肾，由肾中精气所

化生的“元阴、元阳”，推动着机体的阴阳变

化，是机体功能活动的原动力，通过补肾的方

法可使肾精得到充养，在改善自身的同时亦

能使后代拥有更好的体质，表明肾虽为先天

之本，但亦可被后天影响 [2]。近年来研究发现

表观遗传学在ONFH的进展中扮演了重要角

色，所以深入理解表观遗传学在ONFH种的

调控机制具有重要意义。本研究通过芯片检

测构建大鼠激素性ONFH模型髋关节骨组织

相关的CircRNA-miRNA网络图并验证目的

CircRNA/miRNA调控α-MSH在ONFH发

病中的保护作用，并探讨在分离的ONFH骨

组织细胞中，“命门”“血海”艾灸血清是否

通过调控CircRNA/miRNA调控α-MSH防治

ONFH，现报道如下。

1　资料与方法

1.1　大鼠激素致ONFH模型建立

选取30只SD大鼠，8周龄，健康，雌性，

经尾部标记法标记处理，分别放置10只不同

的笼子，每个笼子平均3只，采用标准动物房

饲养。腹腔注射20μg/kg脂多糖，连续注射

两次，两次之间的间隔时间为24 h，第二次注

射之后，双侧臀部肌肉交替注射40 mg/kg甲

强龙，连续注射3次，每次间隔24 h，第三次

注射24 h后每日相同的时间点给予等量生理

盐水灌胃，连续灌胃4周。4周时间到后，采用

50 mg/kg戊巴比妥钠（2%）行腹腔麻醉，成

功后，取腹主动脉血，离心处理后分离上层血

摘　要：目的   探究艾灸补肾活血法防治onfH中cirrna-mirna调控α-MsH作用和机制。方法   sd
大鼠激素性onfH动物模型研究正常髋关节骨组织和onfH骨组织microrna/circrna array 表达差异情

况，根据芯片结果，验证表达差异明显的circrna，针对α-MsH进行cerna术分析，构建激素性onfH
相关的cerna网络图，并对目标circrna和mirna 进行验证。结果   onfH骨组织mirna/circrna 
array的表达水平显著高于正常对照组（P<0.05）。onfH骨组织血清α-MsH水平显著低于正常对照组

（P<0.05）。目标mirna类似物干预onfH骨组织后，目标circrna、目标mirna、α-MsH mrna均发

生率明显变化（P<0.05）。艾灸补肾活血法干预后，目标circrna、目标mirna、α-MsH mrna均发生

率明显变化（P<0.05）。结论   艾灸补肾活血法通过影响cirrna-mirna表达，调控α-MsH来实现对股

骨头坏死的防治。
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清，及时送检。于双侧髋关节后行外侧入路，

逐层将皮肤及其皮下组织依次切开，将髋关节

周围肌肉予以分离处理，同时将关节囊切开，

以充分将股骨头暴露，与股骨颈基底部截断，

顺利取出股骨头。

1.2　组织病理学检测股骨头病变情况

大鼠股骨头置于含10%EDTA的甲醛溶液

中进行脱钙，脱钙液约为股骨头体积的30倍，

每3天缓缓震动浸泡股骨头的脱钙液一次，每

周更换脱钙液一次，5 mL注射器针头可轻松刺

入股骨头组织内即为脱钙成功。脱钙成功后，

沿股骨头中心冠状面剖开股骨头，采用由低到

高浓度的乙醇进行梯度脱水，随后对股骨头进

行透明处理，包埋，组织切片的厚度为4μm，

HE染色按常规步骤进行。股骨头坏死诊断标

准：股骨头骨坏死区骨小梁稀疏、变细，甚至

骨折，空骨陷窝增多，脂肪细胞堆积，血管减

少，血栓形成等。大鼠双侧股骨头至少有一侧

发生骨坏死即定义为骨坏死阳性。

1.3　Q-PCR验证筛选的miRNA和CircRNA
按照上述造模方法，将60只ONFH大鼠

再次分为正常组和ONFH组，每组30只，对表

达水平差异为5倍以上（具体差异倍数的阈值

根据实验结果而定）的CircRNA和预测的靶

miRNA进行Q-PCR验证，设计相应的引物，

每次测量至少重复操作3次。Q-PCR操作步骤

按常规进行。

1.4　RNA干预

将下面4组RNA分别转染至培 养的大鼠

ONFH微血管内皮细胞：①目标miRNA模拟

物（miRNA mimic）；②设计并合成针对目

标CircRNA的小干扰RNA（small interfering 
RNA，siRNA），Q-PCR检测目标CircRNA、

目标miRNA、α-MSH mRNA 的水平变化；③

将miRNA mimic和CircRNA的siRNA同时转染

至大鼠ONFH微血管内皮细胞中；④用于阴性

对照的不与miRNA片段类似或无CircRNA靶点

的scramble RNA（作为阴性对照）。

1.5　“命门”“血海”艾灸血清制备

艾灸血清组取大鼠命门和血海穴，均采用

直接灸法，用精制艾绒制成小艾炷（1.5 mg/
壮），2壮/次，隔日1次，连续治疗6次；正常

对照组小鼠除不作艾灸治疗外，余处理同艾灸

血清组。治疗结束后，次日眼球取血，血液凝

固后，3000 r/min，10 min离心，分离血清，

同组血清混合，过滤除菌，56℃，30分钟水浴

灭活后，无菌冻存管分装，标记后-70℃冻存备

用。各组血清使用前需经培养，实验证实无微

生物污染后方可应用于细胞培养。具体实验时

根据不同浓度调整为5%，15%和20%。

根据前述分为5%艾灸血清（低），10%艾

灸血清（中），20%艾灸血清（高）以及空白

艾灸血清组。设计并合成针对目标CircRNA
的小干扰RNA（small  interfering RNA，

siRNA），然后转染至大鼠ONFH软微血管

内皮细胞中，在细胞中加入“命门”“血海”

艾灸血清（艾灸血清高、中、低剂量以及空

白血清组）。Q-PCR 检测目标CircRNA、目

标miRNA、α-MSH mRNA 的水平变化，

TUNEL试验检测微血管内皮细胞凋亡情况，

WB检测α-MSH蛋白。

1.6　统计学处理

数据分析使用SPSS21.0统计软件包，计量

资料采用（ ±s）表示，组间比较采用t 检验，

计数资料采用%表示，组间比较采用χ2检验，

P < 0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1 　 骨 组 织 m i R N A / C i r c R N A  a r r a y 和

α-MSH表达的比较

ONFH骨组织miRNA/CircRNA array
的表达水平显著高于正常对照组（P < 0.05）。

ONFH骨组织血清α-MSH水平显著低于正常

对照组（P < 0.05），见表1。
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急性脑栓塞患者动脉介入溶栓治疗临床疗效观察

WT1基因在监测急性髓细胞白血病微小残留病中的临床意义

PBL教学模式在口腔种植修复教学中的应用效果

优质护理管理模式在肾内科应用的效果评价

急性左心衰竭患者不同院前急救模式的疗效

经胸乳入路腹腔镜下甲状腺切除术的治疗效果分析

热疗辅助放疗治疗晚期肝癌的效果分析

探讨腹腔镜右半结肠切除术与开腹手术治疗结肠癌的比较情况

手术治疗外伤性颈段脊柱脊髓损伤患者的临床研究

经尿道等离子电切术治疗膀胱肿瘤的治疗效果分析
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表 1　骨组织 miRNA/CircRNA array 和 α-MSH 
表达的比较（ ±s）

组别 例数 miRNA/CircRNA(%) α-MSH(pg/mL)

ONFH 组 10 1.20±0.23 13.15±2.20

正常对照组 10 2.48±0.31 15.12±3.01

t - 8.521 4.312

P - 0.000 0.021

2.2　目标miRNA类似物干预前后相关生物学

分子表达的比较

目标miRNA类似物干预ONFH骨组织后，

目标CircRNA、目标miRNA、α-MSH mRNA
均发生率明显变化（P < 0.05），见表2。

表 2　目标 miRNA 类似物干预前后相关生物学分子
表达的比较（ ±s）

时间 CircRNA(%) miRNA(%) α-MSH mRNA(%)

干预前 45.62±3.61 52.36±4.85 12.05±2.10

干预后 48.70±4.72 70.94±6.63 14.78±3.52

t 5.130 12.306 4.120

P 0.001 0.001 0.017

2.3　艾灸干预前后相关生物学分子表达的比较

艾灸补肾活血法干预后，目标CircRNA、

目标miRNA、α-MSH mRNA均发生率明显

变化（P < 0.05），见表3。

表 3　艾灸干预前后相关生物学分子表达的比较（ ±s）

时间 CircRNA(%) miRNA(%) α-MSH mRNA(%)

干预前 45.62±3.61 52.36±4.85 12.05±2.10

干预后 60.39±4.17 84.56±7.45 21.05±3.62

t 7.054 16.320 7.120

P 0.001 0.001 0.001

3　讨论

中医典籍中并无股骨头坏死的病名记载，

但根据其特点，股骨头坏死应当属于中医学

“骨痹”“骨蚀”“骨萎”等范畴[3-4]。祖国医

学认为肾虚血瘀是激素性股骨头坏死的发病基

础 [5]。近年来研究发现表观遗传学在ONFH的

进展中扮演了重要角色，所以深入理解表观遗

传学在ONFH种的调控机制具有重要意义 [6]。

环状RNA（CircRNA）广泛存在于人体的各种

细胞中，有时甚至超过它们线性异构体的10 倍
之多，其分子呈封闭环状结构，不易被核酸外

切酶RNase降解，比线性RNA更稳定，具有高

度保守性[7-9]。α-MSH大部分由下丘脑垂体和

多种外周组织细胞分泌，是一种天然的内源性

肽类激素，它归属于黑皮质素家族，是在前体

激素转换酶调控下促黑皮质素原释放出的13个

氨基酸残基[10-11]。

艾 灸 疗 法 起 源于 我国，源 远 流长，是 针

灸医学的重要组成部分也是中医防病治病的

一个重要手段 [12-13]。中医学认为，艾灸具有温

经散寒、消瘀散结等多种作用 [14]。正如《本

草纲目》云：“艾叶，生则微苦太辛，熟则微

辛太苦。生温熟热，纯阳也 [15]。可以取太阳

真火，可以回垂绝元阳……灸之则透诸经而

治百种病邪，起沉疴之人为康泰，其功 亦 大

矣”。艾灸通过对经络穴位的温热刺激，起

到行气化瘀通络作用。艾灸的温热刺激不仅

涉及肌肤表层，也涉及深层组织，使局部组

织充血，局部的血液循环与淋巴循环及组织

代谢能力增强，缓解和消除平滑肌痉挛，从

而 使 经 络 得 通、组 织得养促使机体自我修复

而焕发生机，疼痛自止 [16-18]。研究表明 [19-20]，

艾灸对于股骨头坏死具有良好的作用，艾灸

股骨头缺血性坏死患者的患髋周围可以增加

局部血液供应，改善患部缺血状态，从而修复

坏死组织、改善症状。然而艾灸防治ONFH
的机制目前仍未完全明确。本研究结果显示，

ONFH骨组织miRNA/CircRNA array的

表达水平显著高于正常对照组（P < 0.05）。

ONFH骨组织血清α-MSH水平显著低于正

常 对 照 组（P < 0 .0 5）。目 标 m i R N A 类 似 物

干预ONFH骨组织后，目标CircRNA、目标

miRNA、α-MSH mRNA均发生率明显变化

（P < 0.05）。艾灸补肾活血法干预后，目标

CircRNA、目标miRNA、α-MSH mRNA均

发生率明显变化（P < 0.05），提示了艾灸补肾

活血法通过影响CirRNA-miRNA表达，调控
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α-MSH来实现对股骨头坏死的防治。当然，

由于相关报道至今少见，本研究所获取到的数

据结果，仍有待深入探究并考证。

综 上 所 述 ，艾 灸 补 肾 活 血 法 通 过 影 响

CirRNA-miRNA表达，调控α-MSH来实现对

股骨头坏死的防治。
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