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!

通过观察芪榆油膏对肛瘘术后创面肉芽组织中表皮生长因子"

-'(

#

>S̀ ;

表达的影响!探讨其分子生物学

水平的作用机制$方法
!

选择
+,,C

年
D

月至
+,*,

年
B

月贵阳中医学院第一附属医院肛肠科病房低位单纯性肛瘘患者
C,

例!随

机分为观察组&对照组和凡士林组!每组
B,

例$采用
S&)#9S

方法对术后用药第
%

天各组创面肉芽组织中
-'(>S̀ ;

的表达

进行检测并比较各组疗效$结果
!

观察组术后用药第
%

天创面肉芽组织中
-'(>S̀ ;

基因表达均明显超过对照组和凡士林组

"
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$
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#'创面愈合时间观察组明显少于对照组和凡士林组"

!

$

,?,@

#$结论
!

芪榆油膏对瘘术后肛创面的愈合作用可能通

过上调
-'(>S̀ ;

的表达介导$

关键词"逆转录聚合酶链反应'基因表达'芪榆油膏'创面愈合
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芪榆油膏是一种纯中药制剂)有研究发现#该药物能促进

肛瘘术后创面的愈合#但其促进创面愈合的机制尚不清楚)本

研究观察创面愈合时间与创面肉芽组织中表皮生长因子$

1
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A14>F7
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48KLINFL784

#
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>S̀ ;

表达的关系#以期在分子生

物学方面找到芪榆油膏促进创面愈合的理论依据#为该油膏在

临床上进一步推广应用提供真实可靠的科学依据)现将结果

报道如下)

C

!

资料与方法

C?C

!

一般资料
!

选择
+,,C

年
D

月至
+,*,

年
B

月贵阳中医学

院第一附属医院肛肠科病房低位单纯性肛瘘患者
C,

例#随机

分为观察组*对照组和凡士林组#每组
B,

例)

B

组患者一般资

料见表
*

#均符合参考文献'

*

(的标准)纳入标准!凡符合低位

单纯性肛瘘诊断标准的患者#术后创面纵径为
+?@

&

B?,L>

#

并签署知情同意书)排除标准!未按规定方案用药或半途终止

用药*出现药物过敏患者)

B

组患者性别*年龄*创面平均纵径

等差异无统计学意义$
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C?D

!

试剂及仪器
!

-'(

抗体试剂盒*

S̀ ;

酶抑制剂*逆转录

酶$

:):P.<

%试剂盒*核苷酸混合物$

À &# :=R
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&F
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Ù ;

聚合酶*随机引物'

\7=

O
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%

*0

(*

:F2314:=R

试剂盒均为上

海捷瑞生物有限公司产品)

#9S

仪为美国
#-

公司产品#凝胶

电泳成像系统为美国
X=8)SFA

公司产品)

C?E

!

方法

C?E?C

!

芪榆油膏的制作
!

按方$生黄芪
*+,

O

*生地榆
D,

O

*当

归尾
D,

O

*丹参
B,

O

*紫草
B,

O

*白芨
B,

O

*乳香
B,

O

*没药

B,

O

*血竭
B,

O

%将各药均匀混合研成细粉#过筛$

*,,

目%#纳入

*,,,

O

芝麻油中浸泡
%+I

#烧开芝麻油用文火将各药炸枯#加

热炸至白芷棕褐色#去渣&双层纱布过滤#待油温降至
@,

&

D,

[

时#加入蜂胶搅拌均匀即得)放于高温磨砂瓶中高压灭菌

*+,>=5

备用)

表
*

!!

B

组患者一般资料

组别
$

性别

男 女
年龄$岁%

创面平均纵径

$

L>

%

观察组
B, +D $ B0?,*_@?*% +?0*_,?*C

对照组
B, +% B B%?D0_$?B0 +?%0_,?+%

凡士林组
B, +D $ B%?0@_@?,@ +?%$_,?+@

C?E?D

!

创面处理及术后给药方法
!

术前均备皮*清洁灌肠#采

用连续硬膜外麻醉)手术方式均行+瘘切除术,#修剪创缘#使

切口呈下窄上宽的+

<

,字型#以便引流通畅#手术切口均不缝

合#创面纵径为
+?@

&

B?,L>

#每次换药前均常规消毒#观察组

用芪榆油膏#对照组用龙珠软膏#凡士林组用凡士林纱条#每日

换药
*

次至创面愈合)术后均使用同种抗生素
@A

#止血药*止

D+%+

重庆医学
+,**

年
C

月第
$,

卷第
+%

期

"

基金项目"贵阳中医学院研究生创新计划基金$

+,,CD+

%)

!

#

!

通讯作者#
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痛药
BA

)

C?E?E

!

标本采集及制备方法
!

术后第
%

天换药时#用组织剪

取
*?,>>Z*?,>>

新鲜肉芽组织#放入
*,Y

甲醛溶液试剂

瓶#并做好编号#送医院病理实验室)同样再用组织剪取

*?,>>Z*?,>>

新鲜肉芽组织#放入装有裂解液的专用
-

J

管中#并做好编号#放于
$[

恒温冰箱中保存#立即送往贵州医

学院生理病理实验室#

b0,[

低温冰箱中速冻#以防蛋白酶分

解#待测分子生物学指标)

C?E?F

!

用
S&)#9S

方法检测
-'(>S̀ ;

表达
!

$

*

%引物合

成!

-'(>S̀ ;

的引物设置与扩增参照文献'

+

(并用
#4=>14

#41>=14@?,

软件设计引物#由上海捷瑞生物有限公司合成纯

化!

-'(

的上游引物为
@V)&'99;;9&' ''' '&'9;9

;')BV

#下游引物为
@V)9&'999'&''99;'9'&''9)

BV

#扩增产物片段长度为
B$+6

J

&相应内参$

!

)FL3=5

%上游引物

为
@V)';;;&9'&'9'&';9;&&;;')BV

#下游引物为

@V)9&;';;'9;&&&'9''&'';)BV

#扩增产物片段长

度为
$C,6

J

)$

+

%组织总
S̀ ;

的提取!采用
&4=H87

提取总

S̀ ;

#按
&4=H87

试剂说明书操作#提得各标本总
S̀ ;

#取
*

个

,?+>.-

J

管加入
$0

$

.S̀ F21)N411

水#再加入
+

$

.

已提取

的
S̀ ;

标本#在核酸蛋白分析仪上以
S̀ F21)N411

水调零#对

所提
S̀ ;

进行定量分析#计算出测
S̀ ;

的浓度和纯度$

+D,

5>

"

+0,5>

比值均为
*?0

&

+?,

%#说明
S̀ ;

样品纯度理想&其

余放在
b0,[

冰箱中保存备用)$

B

%逆转录反应!

LÙ ;

的合

成严格按照逆转录试剂盒说明书进行操作#逆转录反应体系含

@Z41FL3=856PNN14$

$

.

#

S̀ ;

酶抑制剂
*

$

.

#

*, >>87

"

.

À &#:=R+

$

.

#

*

$

O

"

$

.\7=

O
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$

A&

%

*0*

$

.

#无
S̀ ;

酶水
D

$

.

#

:):P.<*

$

.

#组织总
S̀ ;@

$

.

$约
+

$

O

%#共
+,

$

.

)反

应条件为
%, [ @>=5

#

B% [ @>=5

#

$+ [ D,>=5

#

%, [ *,

>=5

)所得逆转录产物
LÙ ;

$

b+,[

保存%)$

$

%

#9S

扩增反

应!

#9S

反应体系组成!取
LÙ ;+

$

.

#加
*,Z#9S6PNN14+?@

$

.

#

+@>87

"

.:

O

97

+

*?@

$

.

#

*,>87

"

.

核苷酸混合物$

À &#

:=R

%

,?@

$

.

#

@a

"

$

.:XTÙ ;

聚合酶
,?+

$

.

#

-'(>S̀ ;

及
!

)FL3=5>S̀ ;

上下游引物各
,?@

$

.

#灭菌水
*D?B

$

.

)共

+@

$

.

)

#9S

扩增反应条件!

C$[

预变性
@>=5

$灭活逆转录

酶%&

C$[

变性
$@2

#

@0?@[

退火
$@2

#

%+[

延伸
*>=5

#共
$,

个循环#

%+[

最后延伸
*,>=5

&

-'(#9S

产物为
B$+6

J

#相应

内参$

!

)FL3=5

%

#9S

产物为
$C,6

J

)

$[

保存产物)$

@

%

#9S

产

物鉴定!在
*D,<

电压下#取
@

$

.

反应产物在
*?@Y

琼脂糖凝

胶中进行电泳
*I

#然后将凝胶放入凝胶电泳成像系统仪#经计

算机扫描成像#成像仪进行图片采集)$

D

%

S&)#9S

结果判定!

用
nPF53=3

G

851

软件分析
Ù ;

条带的面积及吸光度值#二者

乘积为积分吸光度#每条
Ù ;

带重复测
B

次#取其均值)以

!

)FL3=5

扩增条带作为内参照#结果用靶基因$即待测基因

-'(

%与相应的
!

)FL3=5

的积分吸光度值之比表示
-'(>S̀ ;

表达的相对水平参数#进行半定量分析)

C?E?G

!

创面愈合时间测定
!

即创面完全上皮化所需时间#上

皮化依靠肉眼观察'

B

(

)每天换药观察创面愈合程度#如创面被

新生肉芽组织填满#覆盖组织完全上皮化#即确定为创面愈合

时间)

C?F

!

统计学处理
!

应用
"#""*%?,

统计软件进行数据分析#

计量资料以
,_>

表示#计数资料用
'

+ 检验#组间比较采用
:

检验#

!

$

,?,@

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

观察组术后用药第
%

天创面肉芽组织中
-'(>S̀ ;

基

因表达均明显超过对照组和凡士林组$

!

$

,?,*

%)$

*

%

-'(

>S̀ ;

及
!

)FL3=5

经
#9S

扩增后片段分别为
B$+6

J

*

$C,6

J

#

见图
*

)观察组平均创面愈合时间'$

*%?,B_*?B@

%

A

(较对照

组'$

*%?0%_*?++

%

A

(和凡士林组'$

+,?*B_*?DB

%

A

(短$

!

$

,?,@

%)各组术后肉芽组织中
-'(

和相应
!

)FL3=5

经
S&)#9S

扩增后产物的积分吸光度值之比数据见表
+

)

图
*

!!

术后第
%

天肉芽组织中
-'(>S̀ ;

及
!

)FL3=5

扩增产物电泳图

表
+

!!

各组不同病历
-'(

和
!

)FL3=5

经
S&)#9S

!!!

扩增后产物的比值

$

观察组 对照组 凡士林组

*

*?*,$,C@

)

,?D@+D%* ,?@%CDCC

+

*?,%C$BC

)

,?%0+$$% ,?@BBC*C

B

,?0B+DB%

)

,?0$DD0$ ,?@CC0,C

,_>

,?C0D_,?,CC

)

,?%C+_,?*,% ,?@@@_,?,0B

!!

)

!

!

$

,?,*

#与对照组和凡士林组比较)

E

!

讨
!!

论

术后创面的修复是一个连续复杂的生理动态过程#主要涉

及炎症细胞的迁徙#细胞因子的合成*释放与利用#成纤维细胞

的增殖#新生血管的形成#细胞外基质的合成*沉积和改建等系

列环节)改变任一环节都可能影响创伤修复的进程)通过内

服或外用中药#能促进创面组织周围的细胞及炎症细胞释放多

种内源性生长因子#减少创面氧自由基的量和活性*促进创面

细胞基质的合成*提高机体及创面抗感染能力#从而加速创面

的愈合)

芪榆油膏是紫草油*生肌玉红膏方剂加减制成的一种纯中

药外用油膏)有研究证明#本方中君药黄芪具有较好的促进血

管生成作用'

$

(

#丹参可通过调节血小板衍生生长因子$

J

7F31713)

A14=Q1A

O

48K3INFL384

#

#U'(

%的表达而促进创伤修复'

@

(

)另

外方中加蜂胶不仅能保护肉芽组织#还有利于伤口愈合'

D

(

#抗

菌*抗氧化#增强免疫*抗过敏等作用'

%

(

)有研究证明#蜂胶外

用具有修复器官组织的损伤#消除炎症#促进组织再生#调节内

分泌#改善血液循环状态#促进皮下组织血液循环的作用'

0

(

)

芪榆油膏外敷能使创面形成密闭湿润环境#可促进巨噬细胞*

血小板*成纤维细胞和中性粒细胞释放各种生长因子#而且还

可调节或刺激巨噬细胞增生'

C)*%

(

)湿性密闭湿润环境不仅能

使各种细胞保持活力#而且有利于创面的重要防御功能恢复和

创面愈合)必须的细胞群#如巨噬细胞的积聚#这些细胞将释

放大量生长因子并造成一个加快血管生成和纤维蛋白溶解的

环境#使创面以更快的速度愈合)同时油膏外敷后#在创面表

面形成油状药膜#不易干燥#既有利于延长药效#又能减少创面

受摩擦#减少创面由于摩擦引起的刺激*疼痛)再者#创面形成

的药膜#防止了敷料和创面形成粘连#避免了换药时撕拉敷料

所引起的创面疼痛*出血及破坏新鲜的肉芽组织#对创面有着

明显的保护作用)

本研究结果表明#术后创面肉芽组织内均存在内源性

-'(>S̀ ;

表达#提示
-'(

在创面的愈合过程中起着重要的

调节作用)但观察组术后用药第
%

天创面肉芽组织中

-'(>S̀ ;

表达均明显超过对照组和凡士林组$

!

$

,?,*

%#表

明芪榆油膏能诱导内源性
-'(>S̀ ;

表达)其机制可能与

方中黄芪和当归配伍促进内皮细胞
-'(>S̀ ;

的表达有

关'

*0)*C

(

)创面愈合时间观察组明显短于对照组和凡士林组

$

!

$

,?,@

%)从另一个方面表明芪榆油膏在促进肛瘘术后创

%+%+
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面愈合方面和
-'(

之间存在着必然的内在联系#

-'(

作为内

源性正性调节因子参与了创面修复过程)在创面愈合的过程

中#

!

)FL3=5

基因表达#各组表达量无明显变化$

!

%

,?,@

%#说明

标本变化符合实际)芪榆油膏可能调动细胞对生长因子的分

泌作用#刺激内源性
-'(

生成而发挥的作用#芪榆油膏起到了

诱发和激活这些细胞活动的作用#使愈合的速度和质量发生明

显变化#进而加速修复进程使创面愈合#可见芪榆油膏影响创

面修复机制之一是通过
-'(

介导的)

此外#芪榆油膏是油性制剂#用在创面上形成一层薄薄的

药痂#其下的微环境也可适宜于血管和上皮的增生)芪榆油膏

是否能动员创面内干细胞增殖*分化#进而促进血管新生尚需

进一步研究)
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