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青黄散联合健脾补肾方对骨髓增生异常综合征患者
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基因去甲基化的影响
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摘要"目的"探讨青黄散联合健脾补肾方提高骨髓增生异常综合征"
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#患者外周血红蛋白机制$
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月在中国中医科学院西苑医院及首都医科大学附属北京中医医院血液科

就诊的
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例
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患者&采用青黄散联合健脾补肾方治疗
6

个月$ 采用血细胞分析仪检测患者治疗前后血常

规&亚硝酸氢盐测序法"
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#检测治疗前后骨髓
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基因甲基化变化&
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检测治疗前后
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及缺氧诱导因子$
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变化&采用自身前后对照的方法比较治疗前后上述指标
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骨髓标本中&
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&治疗后&上述
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低甲基化状态&分别为
"

!

6%O

'

"

'

#

!

&&O

'

#

!

&&O

(治疗后
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#$ 结论"青黄散联合健脾补肾方可
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%是起源于造血干细胞的一组异质性

髓系克隆性疾病"表现为髓系细胞分化及发育异常"具

有无效造血'难治性的血细胞减少'高风险向急性髓系

白血病转化的特点(

#

)

* 既往研究表明"青黄散联合健

脾补肾方临床应用有效率在
%"O

以上(

!

)

* 治疗
,@F

有效患者中"其外周血常规以
IG'

'

DMG

恢复最

快(

&

)

"但具体机制仍不明* 本研究以应用青黄散联合

健脾补肾方的
,@F

患者为研究对象"通过检测治疗

前后
D@E'#

基因甲基化状态"探讨
D@E'#

基因对

下游缺氧诱导因子$
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表达影响"以期揭示青黄散联合

健脾补肾方提升
,@F

患者
DMG

机制*

资料与方法

#

"诊断标准"参照
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年维也纳国际会议
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最低诊断标准(

P

)

*
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分类标准参照
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年

+DA

标准(

5

)

*

!

"纳入及排除标准"纳入标准#符合
,@F

诊断

标准者&自愿受试"并签署知情同意书者&

#4

%

%5

岁&

无严重心'肝'肾合并症&未参加其他临床研究* 排除

标准#精神病不能配合治疗患者&妊娠'哺乳期妇女及

精神病患者&对青黛'雄黄成分有过敏者*

&

"一般资料"

&"

例均为
!"#6

年
!

月+

!"#4

年
!

月期间在中国中医科学院西苑医院及首都医科大

学附属北京中医医院血液科门诊的
,@F

患者"女性

#5

例"男性
#5

例"年龄
!#

%

%5

岁"平均$

P!

!

$"

&

#6

!

64

% 岁* 其中
IE8G P

例"

I',@ !P

例"

IE

!

例*染色体情况# 未发现异常核型患者
!5

例"三

体
4

患者
!

例"亚二倍体患者
#

例"其他异常核型患

者
!

例*本研究通过首都医科大学附属北京中医医院

伦理委员会$

312 !"#5Gc

$

"6&

$

"!

%及中国中医科学

院西苑医院伦理委员会批准$
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$
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P

"治疗方法"青黄散$青黛'雄黄普通粉末"均

购自中国药材公司"雄黄超微粉碎"青黛'雄黄按
!

'

#

研末混匀盛入胶囊"每粒胶囊重
"

!

& U

* 由中国中医

科学院西苑医院制剂室加工制成%每日
#

次"每次

#

粒"晚饭后服用* 健脾补肾方#生地黄
#5 U

"熟地黄

#5 U

"山萸肉
#" U

"山药
#" U

"牡丹皮
#" U

"茯苓

!" U

"泽泻
#" U

"女贞子
&" U

"补骨脂
#5 U

"枸杞

子
!" U

"锁阳
!" U

"菟丝子
#5 U

"制何首乌
#" U

巴戟天
#" U

"桑葚
&" U

"太子参
&" U

"炒白术

#" U

*水煎服"每日
#

剂"分
!

次服用"每次药量

!"" 9c

*康力龙$

! 9U

"广西南宁百会药业"批号#

DP5"!"%!4

%

6

%

4 9UB

日* 连用
&

个月为
#

个疗程"

!

个疗程结束后判断疗效* 除此以外"任何与本方案

有关的中西药物均不得使用*

5

"观察指标及方法"检测分析治疗前后血常规'

骨髓
D@E'#

基因甲基化情况'骨髓
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和
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$
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表达情况*
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$
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$
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总
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07Y;J/ H'I
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"亚硫酸氢盐测序法检测
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基因甲基

化"使用
@3E

试剂盒从
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患者骨髓中提取基因

组
@3E

"紫外分光光度计检测
@3E

含量和纯度"

8_

@3E ,7JV/.:J;1T

#

M1.X b;J

试剂盒进行亚硫酸氢盐

修饰并纯化"置于#
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(保存备用* 根据基因序列信

息"使用
HY;97Y 5

软件设计引物并合成$表
#

%*
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反应体系为
!5 #c

"含修饰后
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模板$稀释
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反应产物经
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琼脂糖检测"切胶"使

用
@3E

纯化回收试剂盒纯化产物&取纯化产物进行

克隆测序*

GFH

扩增产物为
D@E'#

基因启动子区

的
'LM

岛部位"包含了多个
'LM

位点 $

'LMN#

+

'LMN!&

%* 采取克隆测序对每一个
'LM

位点的甲基

化状态进行分析"每个样本测
#"

个克隆"计算其
'LM

位点的甲基化阳性率* 单个
'LM

位点甲基化阳性率
f

该位点甲基化的
'LM

克隆数
B

总克隆数$

#"

%"扩增的

启动子区
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位点甲基化的总阳性率$

O
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f

甲基化

的
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位点数
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总
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位点数)
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*

表
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基因甲基化引物序列及扩增片段长度

引物名称 ""引物序列$
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公司合成* 引物
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提取试剂进行样本
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提取"实验操作按产品说明书进行* 应用紫外吸收测

定法检测
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浓度和纯度* 采用反转录试剂盒进
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反转录"将所
?@3E

样品分别配置
I7:.

$

J;97

H'I

反应体系"在
I7:.

$

J;97 H'I

仪上进行
H'I

反

应*

H'I

反应条件如下#

$5

("

&" =

&

P"

个
H'I

循

环(

$5

("

5 =

&

6"

("

P" =

$收集荧光%)* 为了建立

H'I

产物的熔解曲线"扩增反应结束后"按$

$5

("

#" =

&

6"

("

6" =

&

$5

("

#5 =

%&并从
6"

(缓慢加热

到
$$

($仪器自动进行$

I:9L I:J7

为
"

!

"5

(

B=

%*

各样品的目的基因和内参分别进行
I7:.

$

J;97 H'I

反应"每个样本检测
&

个复孔"取平均值作为最终表达

量* 数据采用
!

#

!!'J法进行分析*

表
!

$

I7:.

$

J;97 H'I

扩增引物序列及扩增片段长度

引物名称 引物序列$

5

*#

&

*% 片段长度$

ZL

%

D@E'# K

#

M*MM'*MMM*'**'EEMME* $6

I

#

M''EM*MMMEEMM*E'MEEE

MEH@D K

#

'''**'E**ME''*'EE'*E'E*M ##5

I

#

*MMME***''E**ME*ME'EEM'

5

!

P

"

I7:.

$

J;97 H'I

检测
D)K

$

#!9I3E

表达

"

D)K

$

#!

引物在北京
)T`;JY1U7T

公司合成* 引物见

表
&

* 其余步骤同
5

!

&

*

6

"统计学方法"采用
FHFF #$

!

"

软件进行统

计分析* 计量资料采用
<

&

=

进行统计描述&采用配

对样本
J

检验比较同组之间治疗前后差异* 所有统计

检验均采用双侧检验"

H Q "

!

"5

为差异有统计学

意义*

表
&

$

I7:.

$

J;97 H'I

扩增引物序列及扩增片段长度

引物名称 引物序列$

5

*#

&

*% 片段长度$

ZL

%

D)K

$

#! K

#

MEE'M*'MEEEEMEEEEM*'*'M #!P

I

#

''**E*'EEME*M'MEE'*'E'E

$

$

:?J;T K

#

E**M''ME'EMME*M'EMEE #5"

I

#

M'*ME*''E'E*'*M'*MMEE

结""果

#

"

&"

例
,@F

患者治疗前后外周血
+G'

'

DMG

'

Hc*

比较$表
P

%"与治疗前比较"

,@F

患者经

青黄散联合健脾补肾方治疗后外周血
+G'

'

DMG

'

Hc*

均有明显升高 $

H Q"

!

"#

"

H Q"

!

"5

%*

表
P

$

&"

例
,@F

患者治疗前后外周血
+G'

'

DMG

'

Hc*

比较$

<

&

=

%

时间 例数
+G'

$ )

#"

$

Bc

% DMG

$

UBc

%

Hc*

$ )

#"

$

Bc

%

治疗前
&" !

+

$%

&

#

+

!% %"

+

!4

&

#%

+

&# PP

+

PP

&

P%

+

6!

治疗后
&" &

+

6!

&

#

+

6# #"&

+

5!

&

&%

+

4P 6P

+

P!

&

5$

+

&"

H

值
"

+

""P "

+

""" "

+

"&6

!

"

D@E'#

基因启动子甲基化阳性比例比较$表

5

"图
#

%"在
&"

例
,@F

患者治疗前骨髓标本中"

D@E'#

基因启动子区
'LMN#

'

'LMN5

'

'LMN#!

'

'LM

N!&

位点呈高甲基化状态"经青黄散联合健脾补肾方治

疗后"上述
D@E'#

基因启动子区
P

个甲基化位点呈低

甲基化状态"差异有统计学意义$

H Q"

!

"#

%"而其余
#$

个
'LM

位点治疗前后甲基化未见明显变化*

表
5

$

&"

例
,@F

患者治疗前后
D@E'#

基因

启动子甲基化阳性比例比较"$

O

%

时间
D@E'#

基因启动子区

'LMN# 'LMN5 'LMN#! 'LMN!&

治疗前
54

+

6% 45

+

6% 6&

+

4$ %#

+

6&

治疗后
"

+

6% " #

+

&& #

+

&&

J

值
!&

+

5P P4

+

&" !5

+

%! !6

+

65

H

值
"

+

""" "

+

""" "

+

""" "

+

"""

""注#图中实心圆代表发生甲基化的
'M

位点"空心圆代表未发

生甲基化的
'M

位点

图
#

$

,@F

患者治疗前后
D@E'#

基因
'LM

位点

甲基化测序结果
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%

!!"'$$!

""

&

"

D@E'# 9I3E

表达分析$图
!

'

&

%"治疗后

D@E'# 9I3E

相对表达量明显高于治疗前"增加了

P

!

$

倍$

H Q"

!

"#

%*

图
!

$治疗前后骨髓细胞中
D@E'# 9I3E

相对表达量变化

图
&

$实时定量
D@E'#9I3E H'I

扩增曲线和熔解曲线

P

"

D)K

$

#!9I3E

表达分析$图
P

'

5

%"治疗后

D)K

$

#!9I3E

相对表达量明显高于治疗前"增加了

%

!

5

倍$

H Q"

!

"5

%*

图
P

$治疗前后骨髓细胞中
D)K

$

#!9I3E

相对表达量变化

图
5

$实时定量
D)K

$

#!9I3E H'I

扩增曲线和熔解曲线

讨""论

!""$

年在
37W 8TU.:TX (1-YT:. 1R ,7X;?;T7

首次发表"表观遗传学与遗传学之间的相互作用产生

了
,@F

的细胞克隆改变"并不断扩大和演变"导致

,@F

表型异质性'无效造血及向白血病转化是其发病

过程中的重要环节(

6

)

* 表观遗传学主要包括
@3E

甲

基化'组蛋白共价修饰和非编码调节性
I3E

"其中与

,@F

最为密切相关的是
@3E

甲基化(

%

)

* 研究表明"

,@F

患者表现为总体
@3E

高甲基化(

4

"

$

)

* 有学者运
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卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

01.2 &$

"

31

!

%

用高通量测序技术对
,@F

患者与正常志愿者的

'@&P

e细胞
'LM

位点的甲基化差异进行分析"发现

了 ,

%""

个特异性的高甲基化基因(

#"

)

*

I1- ,

等(

##

)应用
M7T7'V;L D-9:T HY191J7Y #

!

" EYY:/

检测"比对
,@F

患者与正常人群的基因"共筛选出
#&

个高甲基化基因$

D@E'#

基因为其中之一%"进一步

证实
@3E

异常甲基化与
,@F

发病密切相关*

D@E'#

为组蛋白去乙酰化酶
#

"位于染色体

#L&P

"是表观遗传调控的关键酶"通过使蛋白质去乙酰

化来调节基因表达"与细胞周期'基因转录有关* 在实

体瘤研究中"目前多数研究表明
D@E'#

蛋白的高表达

与肿瘤患者的临床分期'远处转移'预后呈负相

关(

#!

"

#&

)

* 在血液系统肿瘤中"

D@E'#

基因状态及表达

与之相反* 本研究结果显示"在
,@F

患者中"

D@E'#

基因呈高甲基化状态"而经过青黄散联合健脾补肾方治

疗后"

D@E'#

基因甲基化程度下降"表明以青黄散为

主的治疗方案有去
D@E'#

基因甲基化作用*

免疫沉淀和体外结合实验证实"

D@E'#

基因表

达产物直接结合
D)K

$

#!

氧依赖降解域"通过对
D)K

$

#!

去乙酰化修饰减少其降解"增强
D)K

$

#!

的稳定性"

从而导致
D)K

$

#!

蛋白积累(

#P

"

#5

)

* 而
D@E'#

抑制剂

可显著降低
D)K

$

#!

蛋白水平(

#6

)

*

,1Y;T7 ]

等(

#%

)研

究证实"

D@E'#

基因表达与
D)K

$

#!

蛋白水平呈正相

关"提高
D@E'#

基因活性可增加
D)K

$

#!

蛋白水平*

I7/T1=1

$

I1.X

-

T E

等(

#4

) 在
D:':*

细胞中发现"

D@E'#

可通过
D)K

$

#!

信号通路增加
D)K

$

#

下游靶

基因表达*

在本项研究中"检测了
,@F

患者应用青黄散联

合健脾补肾方治疗前后的血常规变化"结果显示"治疗

后患者
+G'

'

DMG

'

Hc*

较治疗前有明显上升"表明

青黄散联合健脾补肾方具有明显提升
,@F

患者

+G'

'

DMG

'

Hc*

功效* 笔者应用
I7:.

$

J;97 H'I

检

测了经青黄散为主的治疗方案治疗前后骨髓
D)K

$

#!

9I3E

表达情况"结果显示青黄散联合健脾补肾方可

提高骨髓单个核细胞内
D)K

$

#!

的表达* 在另一项研

究中"应用流式细胞仪检测了治疗前后
D)K

$

#!

平均荧

光强度"结果提示
D)K

$

#!

平均荧光强度均较治疗前增

强(

#$

)

* 相关研究结果表明本治疗方案可增加骨髓细

胞
D)K

$

#!

的表达*

潘雪莉等(

!"

) 研究砷剂对人
D:':*

细胞中

D@E'#

蛋白表达的影响"结果提示砷剂可增加

D@E'#

蛋白表达"随着砷剂剂量增加"

D@E'#

蛋白表

达逐渐增强*

c; ]3

等(

!#

)研究认为砷剂通过
3E@HD

氧化酶和线粒体之间的相互作用抑制脯氨酰羟化酶的

活性"导致
D)K

$

#!

蛋白积累* 也有研究报道"砷能够通

过
D)K

$

#!

的蓄积诱导下游靶基因的表达(

!!

"

!&

)

* 综合

以上结果"青黄散联合健脾补肾方提高
,@F

患者的

DMG

可能机制是通过降低
D@E'#

基因甲基化水平"

恢复
D@E'#

基因表达和功能"增加
D)K

$

#!

基因转录

活性"提高
D)K

$

#!9I3E

含量"增加
D)K

$

#!

水平"从

而发挥升
DMG

作用的* 本治疗方案中的康力龙同样具

有刺激造血的作用"与青黄散不同"康力龙是蛋白同化

雄激素"其代谢产物能刺激多能干细胞从
M"

期进入增

殖周期"同时使促红细胞生成刺激增多(

!P

)

* 除了两者

作用机制的差异外"青黄散能够降低
D@E'#

基因甲基

化水平"而康力龙则不具备这样的作用*

利益冲突!所有作者声明无相关利益冲突*
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