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Hp（+）者 7例，Hp清除率为 82.5%：治疗组 Hp清除
率明显低于对照组， 两组比较有显著性差异（P＜
0.05）。 见表 2。

表 2%%%%两组治疗后 Hp清除率比较[例（%）]

%%%%%%%%注：与对照组比较，*P＜0.05。

2.3%%%%两组安全性比较 两组患者治疗前后血常规、
肝功能、肾功能比较，均无显著性差异，用药期间未
见明显不良反应出现。
3%%%%讨论

胃溃疡是临床常见疾病，现代医学研究证明，幽
门螺旋螺杆菌和非甾体抗炎药是损害胃、十二指肠
黏膜屏障从而导致消化性溃疡发病的最常见病因，
同时遗传因素、环境因素以及其他疾病也会影响胃
溃疡的发病。 兰索拉唑是一种高效抑制胃酸分泌的
新型质子泵抑制剂，抑酸作用强，从而阻止胃酸对胃
黏膜的损伤。 同时，该品对 Hp也有抑制作用。 阿莫
西林 +甲硝唑通过杀死 Hp，从而减少 Hp对胃黏膜
的破坏。 有报道显示[2]：标准三联疗法与四联疗法对
Hp的根除率正在不断下降，一线方案标准三联疗法
的 Hp根除率已降至 70%左右， 二线方案四联疗法

为 80%左右。
健胃愈疡片主要适用于肝郁脾虚、 肝胃不和型

消化性溃疡活动期，其主要成分为白芨、白芍、柴胡、
党参、甘草、青黛、延胡索、珍珠层粉。 动物实验[3]表
明健胃愈疡片通过减轻侵袭因素对胃黏膜的攻击作
用、抑制胃酸分泌、加强小肠蠕动、抵抗疼痛等从多
个环节对抗胃溃疡的发生而发挥抗溃疡作用。 健胃
愈疡片[4]可以显著提高氨基己糖、磷脂含量，它可以
通过下调 IL-1的表达，影响胃黏膜氨基己糖及磷脂
含量， 通过影响胃黏膜疏水性来影响溃疡愈合质量
和促进溃疡愈合， 这可能是其促进溃疡愈合及其抗
复发的机制之一。综上所述，健胃愈疡片联合三联疗
法治疗 Hp阳性胃溃疡能明显提高患者临床疗效，
改善临床症状，且能清除 Hp等黏膜攻击因子，有利
于溃疡愈合，值得临床推广应用。
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膝骨关节炎不同证型软骨细胞在 t-RNA中的表达 *

郑素明 1 关俊辉 2

（1广州中医药大学第三附属医院 广东广州 510240；2广东省广州市中医医院 广州 510130）

摘要：目的：研究膝骨关节炎不同证型软骨细胞在 t-RNA 中的表达情况。 方法：选取股骨头坏死患者 30 例，按照脾肾两虚型

以及肝肾亏虚型进行辨证分型和分组 （各 15 例）。 以实验室培养不同证型的软骨细胞作为研究方法， 并对不同证型软骨细胞中

t-RNA 的表现形式进行观察，通过染色观察后，对软骨组织的表达形式进行研究分析。结果：肝肾亏虚型组中 MMP-1/-13RNA 在目
标基因的表达方面均明显低于脾肾两虚型组，这表明在基因表达方面两种证型之间存在明显的差异。 软骨组织细胞的外在形态由

t-RNA 的转录情况决定，在递变性的不同证型研究中，软骨组织的退化主要的原因取决于软骨组织中 t-RNA 的转录效果。结论：治

疗膝骨关节炎的临床症状，并改善患者的生活质量，应当从神经递质以及细胞增生激素来进行局部控制，并以此来抑制或者促进

t-RNA 的转录，只有如此才能够有效地控制关节组织的退化进度。 在改善人体的基本环境后，对人体的组织成长基本情况会有优

化作用。 在现代临床治疗膝骨关节炎的临床治疗中，应当从人体软骨组织入手，并以此来作为研究的根本，从细胞核中 m-RNA 和
t-RNA 的转录作为研究的根本进行临床试验的研究分析，必然可以在临床检验研究中得出更直接的证据。
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膝骨关节炎（Knee%Osteoarthritis，KOA）属于一
种慢性炎症性骨科疾病，致病机理较多，其中包括了
工作环境、遗传以及体内抗原特性，对人体的日常生
活会产生较大的影响[1]。 KOA的主要并发症状就有
关节肿胀、压痛等，并出现伴随性关节疼痛，且软骨

组织细胞会逐渐退化，进而引起人体的骨质畸形[2]。
在对其进行研究的过程中， 以核糖核酸的转录表达
形式进行分析研究。 现报告如下：
1%%%%资料和方法
1.1%%%%一般资料 选择我院 2013年 6月 ~2014年 6
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月就诊治疗的中老年膝关节炎患者 30例的软骨组
织标本，符合WHO对膝关节炎患者的纳入标准，按
照脾肾两虚型以及肝肾亏虚型进行辨证分型和分组
（各 15例）。 年龄 45~70岁，平均（51.6±7.2）岁，术
前未接受任何药物治疗，并签署了治疗知情同意书。
排除创伤性膝关节炎、类风湿性关节炎以及其他性
质的关节炎，及严重器官疾病患者。 对患者的软骨
组织进行选取后，可进行分析。
1.2%%%%主要试剂及仪器 实验试剂：Trizol（日本
Takara公司），RT-PCR试剂（德国 DBI公司），DEPC
（美国 Sigma公司），RNasin（美国 Promega公司），
逆转录试剂盒（德国 DBI 公司）。 实验仪器：
SW-CJ-1FD 超净工作台（苏州净化设备公司），
UV-1206 分光光度计（日本 SHIMODZU 公司），
SCR20B冷冻离心机（日本 HITACHI公司），Z323K
台式低温高速离心机（德国 HERMLE 公司），
TGL-16G 高速离心机（上海安亭科学仪器厂），
Mini-6K 水平离心机（上海安亭科学仪器厂），
GDS7600水平式电泳仪（北京东方仪器厂），DF-23B
凝胶扫描系统（英国 UVP公司），BS210S电子天平
（日本 Satorius公司），－80℃超低温保存箱（海尔集
团），ABI9700PCR 扩增仪（美国 ABI 公司），Real%
time%PCR仪（美国 Agilent公司）。
1.3%%%%实验方法
1.3.1%%%%Real time PCR 检测 MMP1、MMP13 mRNA
的表达变化 取适量组织， 在液氮中充分研磨，加
入 1%ml%Trizol， 震荡混匀室温放置 5%min； 加入 0.2%
ml氯仿，剧烈震荡 15%s，静置 3%min；4%℃ 12%000%rpm
离心 10%min，把上层水相转移到新的管中；加入等
体积异丙醇，混匀，静置 20%min；4%℃ 12%000%rpm离
心 10%min， 去上清； 用 1%ml%75%DEPC酒精洗涤沉
淀；4%℃ 12%000%rpm离心 5%min，弃去液体；室温晾干
后， 加入 30%滋l%DEPC 处理过的 ddH2O 水， 溶解
RNA，-80%℃冻存备用。
1.3.2%%%%去基因组 使用 RNase-free 的 DNase·I
（Promega）， 按 RNA% 20% 滋l，DNase Ⅰ 20% 滋l，10% x%
buffer%10%滋l，RNase%inhibitor%0.5%滋l，H2O（RNase%free）
49.5%滋l配置反应液 100%滋l，37%℃消化 30%min，65%℃
灭活 10%min。 然后加入等体积的苯酚，上下颠倒混
匀后 10%000%rpm离心 5%min，取上清；加入等体积的
氯仿， 上下颠倒混匀后 10%000%rpm离心 10%min，取
上清；加入等体积异丙醇，轻柔地充分混匀，－20%℃
静置 15%min；4%℃下，10%000%g 离心 10%min， 收集
RNA沉淀，去上清；用 75%乙醇洗涤两次，超净台风

干；加入 15~40%滋l%DEPC水溶解沉淀。
1.3.3%%%%逆转录 以 2%滋g 总 RNA 为模板， 按照
Bestar%qPCR%RT%Kit说明书配制逆转录反应体系，总
体系为 20%滋l，合成 cDNA第一链。首先按照 RNA2.0%
滋g，DEPC%H2O 配制反应液 10%滋l； 然后 65%℃，5%
min，冰上急冷；再按上述反应液 10%滋l，5xRT%Buffer%
RT%4%滋l，Enzyme%Mix% 1%滋l，Primer%Mix% 1%滋l，DEPC%
H2O%4%滋l配制反应液 20%滋l；37%℃，60%min；98%℃，10%
min，合成 cDNA第一链，并收集备用。
1.3.4%%%%PCR 检测 Real%time%PCR 扩增的反应体系
为 20%滋l（DBI%Bestar%SybrGreen%qPCRmasterMix），反
应体系按照 Bestar% SybrGreen% qPCRmasterMix% 10%
滋l，PCR%Forward%Primer（10%滋M）0.5%滋l，PCR%Reverse%
Primer（10%滋M）0.5%滋l，cDNA%1%滋l，ddH2O%8%滋l模板
配制 20%滋l；PCR反应条件：94%℃ 2%min，94%℃ 20%s，
58%℃ 20%s，72%℃ 20%s，40循环。 融解曲线分析：温度
62~95%℃。 每个样本重复 3次，用 Agilent%Stratagene
荧光定量 PCR 仪 Mx3000P 进行荧光定量 PCR 实
验。
1.4%%%%数据处理 实验按照 2-△△Ct 方法处理数
据。 其中，△Ct=（目的基因 Ct-内参 Ct）的平均值±
标准偏差；△△Ct=（待测样品中目的基因△Ct-参
照样品中目的基因△Ct）的平均值±标准偏差（若无
参照样品则选择 Ct最大的样品为参照进行计算）。
2%%%%结果
2.1%%%%两组 rt-PCR中 MMP1的△Ct值比较 两组情
况比较，经统计学处理，结果判定当 P=0.018＜0.05
认为方差不齐。 选用Wilcoxon秩和检验：Wilcoxon%
w=1035.00，Z=-8.171，P＜0.001，故差异明显。

表 1%%%%两组 rt-PCR 中 MMP1的△Ct 值及组间比较（x%±s）

2.2%%%%两组 rt-PCR 中 MMP13 的△Ct 值比较 两组
情况比较，经统计学处理，结果判定当 P=0.01＜0.05
认为方差不齐。 选用Wilcoxon秩和检验：Wilcoxon%
w=1035.00，Z=－8.171，P＜0.001，故差异明显。

表 2%%%%两组 rt-PCR 中 MMP13的△Ct 值及组间比较（x%±s）

根据本实验研究，在实时 PCR（real%time%PCR）
检测组间△Ct值的差异存在明显异常，Ct值指的就
是扩增曲线达到阈值时的循环圈数， 而对于循环圈

组别 n rt-PCR中MMP1的△Ct值

肝肾亏虚型
脾肾两虚型

15
15

3.2993±0.42186
1.2038±0.57784

组别 n rt-PCR中MMP13的△Ct值

肝肾亏虚型
脾肾两虚型

15
15

3.9147±1.14625
1.2911±0.48166
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数而言，次数越大表明该基因的表达程度越低。 经
统计学统计，肝肾亏虚型组中MMP-1/-13RNA在目
标基因的表达方面均明显小于脾肾两虚型组。 对软
骨组织细胞培养结果中的表现现象研究，在培养了
24%h左右期间的组织细胞中，可清晰地看到核仁，其
中部分软骨组织细胞出现群集生长，而初代软骨组
织在培养到 5%d后， 细胞呈现多边形态， 并排列紧
密。 对于不同证型软骨组织细胞 m-RNA表达水平
的分析中，从外源性的浓度分析，可得出 t-RNA细
胞的表现形式，经对比后，外源性浓度出现增加趋
势，和细胞内 t-RNA的表达有着直接关系。 如果在
临床治疗中，能够有效的抑制 t-RNA表达，则可以
有效的抑制 KOA导致的软骨组织退化。
3%%%%讨论

KOA属于常见的软骨组织退化导致的疾病，此
处的组织细胞自身并没有充足的血液供给，并无神
经分布，而作为承重的主要组织材料，在承受冲击力
的同时，是保护人体的最主要构成组织[3~4]。 在进行
形态的表达中，组织细胞通过自身细胞中的基因表
达来完成细胞分化，并以此来促进机体的成长。 但
是伴随着年龄的增长，人体各机能的退化，都会直接
地影响到自身机体的各项组织表达形式。 近年来大
量研究发现，MMP-1、MMP-13 参与了 KOA 的发
病，在其发病机制中起重要作用[5~6]。

MMP家族（MMPs）广泛存在于各种结缔组织
中， 是一类 Zn2+、Ca2+依赖的重要蛋白水解酶家族，
在细胞外基质（ECM）的生理和病理降解过程中起
重要作用，可有效降解软骨中细胞外基质，它的异常
增高可能是导致 ECM 合成与降解失衡的重要原
因。 其中MMP-1和MMP-13具有强烈降解 Coll-Ⅱ
和蛋白多糖的作用。 MMP-1主要由成纤维细胞分
泌，可切割Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅷ、Ⅹ型胶原及明胶。 MMP-1
的活性增强对于软骨基质的降解起着关键性的作
用；MMP-13可对各种胶原进行有效降解，其降解Ⅱ
型胶原纤维的能力是其他胶原酶的 10~30倍，而且
其他许多 MMPs亚型对Ⅱ型胶原的降解需要通过
MMP-13起作用。 MMP-13是已知最有效的Ⅱ型胶
原降解酶，可分解胶原三螺旋结构[7]。

KOA是在人体老化过程中所表现出来的一种
常见骨质病症。在对这一类患者进行治疗的过程中，
通过注射刺激性药物，以及消炎性药物来抑制关节
炎症的并发，很难从根本上缓解患者的机体病状，仅

仅是在生活质量上得到了一定的改善。 在本次的临
床调研研究中 ， 我们发现肝肾亏虚型组中
MMP-1/-13RNA 在目标基因的表达方面均明显小
于脾肾两虚组。 这表明在基因表达方面两种证型之
间存在明显的差异。 通过分析不同证型软骨组织细
胞在 t-RNA中的表达效果，了解到对于软骨组织细
胞分化的表达，需要通过相关 RNA的有机结合，才
能够促进细胞的分化。在此阶段中，抑制软骨组织分
化的细胞基液，还需要进行进一步的研究分析，并以
此来促进现代临床治疗膝骨关节炎的疗效。 由于机
体促进 t-RNA表达的酶活性降低，进而导致分化的
细胞因子减少，导致了膝关节内骨赘的产生，从而引
发软骨组织退化。这一机理，对研究膝骨关节炎的临
床治疗研究方法，有着举足轻重的效用，因此在今后
的研究中，应当以此作为主要的研究方向进行研究。

综上所述，治疗膝骨关节炎的临床症状，并改善
患者的生活质量， 应当从神经递质以及细胞增生激
素来进行局部控制， 并以此来抑制或者促进 t-RNA
的转录， 只有如此才能够有效地控制关节组织的退
化进度。在改善人体的基本环境后，对人体的组织成
长基本情况，会有优化作用。在现代临床治疗膝骨关
节炎中，应当从人体软骨组织入手，并以此来作为研
究的根本， 从细胞核中 m-RNA和 t-RNA的转录作
为研究的根本进行临床试验的研究分析， 必然可以
在临床检验研究中得出更直接的证据。
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