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用基因芯片筛选针刺衰老大鼠涌泉穴

的318个差异基因初报+
王米渠1张卫1 季珉2王 刚2 吴 斌1 罗永芬1许锦文。

内容提要目的：应用基因芯片研究针刺涌泉穴对D一半乳糖所致衰老大鼠基因表达的影响。方法：将

成年健康大鼠随机分为模型组与针刺组．两组每日皮下注射10％D一半乳糖0．5ml造模，造模的同时针刺组

予以针刺涌泉穴，7周后处死，并摘取肝脏提取mRNA，作逆转录为cDNA以备检测。随机选用2305条大鼠

cDNA制备成表达谱芯片，用Cy3和Cy5两种荧光物质分别标记两组大鼠肝组织的cDNA，制备成探针与表

达谱芯片进行杂交，通过计算机扫描后进行数据分析，初步筛选出了差异表达基因318条，其中表达上调的

有137条，表达下调的有181条，并对其中差异最为显著的55条作了初步分析。结果：针刺涌泉穴对衰老大

鼠的基因表达的影响涉及免疫、生长发育、基础代谢和细胞骨架运动等多个方面，这从基因水平证明了针刺

j台疗是一整体调节作用。结论：应用基因芯片技术能够同时半定量的研究数千条基因的表达状态，可以从微

观基因水平研究针刺的整体机理，并判定其分子疗效，进而提高中医的科研水平。

关键词基因芯片 差异表达基因 针刺 涌泉穴衰老

P他liminary Analysis of 318 DifferentialIy Expr鼯sed Genes Screened out by cDNA Micmarray of Aging Rat

M0del Treated by Acupunctured at Y蚰gquan Point WANG Mi qu，ZHANG Wei， LI Min，et al Ch删g矗“
丁C^彳UM2伽Hi■，(MP”臂矗“(610075)

objectiVe：To study the effcct 0f acupuncture Yo“gquan point on gene expression in aging raI model in—

duced by D—galactose usi“g cDNA micn)arrays Methods： Rats were divided to the model gmup and the

acupuncture group at random．Aging model were made by subcutaneous i njecIion of D—galactose．The m。del raLs

in the acupuncture group were treated by acupunctured al Yongqu＆n poInt eve。y day ror 5 times a week．The

rats were sacrificed after seven weeks，Lhe liver was taken out to exlract mRNA for reverse transc—Dtion cDNA．

2305 cDNA were elected to made microarray for analysis．cDNA exIracted from model rats were labeled with

Cy3一dUTP while cDNA extracted fmm acupuncture group were labeled wilh Cy5一dUTP．These pnbes were hy—

bridlzed with cDNA microarray．scanned and analyzed There were 318 differenIially expressed in rats of the

acupuncture group'137 were up—regulated and 181 were down-regulated．P“11minary analysk was made on 55

cDNA with most signlficant difference．Results：Ac”puncture has vast effects on 89ing rats’gene expr髑sion，in—

v。lving multiple scopes as immunity， growth and development， basal metab01ism and cell skeIeton H10tion

Acupunctu地ls proved，on gene level，to have a holistic regulati。n．C帅clusion：The state of thousands gene ex—

pression c。uld be studied simultaneously by cDNA microarray semiquantitatively' through which the h01istic

mechanism。J acupuncture could be investlgated on micmcosmic gene level to evaluale its rrlolecular effect，s。as

to ralse the level of 1、CM research

Key words cDNA microarray，differentiaIIy e。pressed gene，acupuncture，Yo“gquan poinl，aging

基因芯片(DNA Micr。array)足当今生命科学最前

沿的分子生物学技术，它可在一张芯片上同时研究上

千条基因表达的改变，以微观整体的角度观察机体的

变化，也是目前与中医整体观相符的研究针灸、中药等

。国家自然科学基金项目(N。0171126)

1．成都中医药大学(J啦都610075)；2．四川大学生命科学学院

3新加坡国立癌症中心

复杂问题的最佳方法选择“’。许多人士亦看好基因芯

片在中医研究上的前景，但尚未见报道。我们首先尝

试应用基因芯片技术研究针刺对衰老模型大鼠的基因

表达谱的影响．初步筛选出了针刺作用的差异表达基

因谱，为进一步深入研究针刺的作用机理有着积极的

意义，现初报如下。
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材料与方法

l动物雄性5周龄sD大鼠8只，体重(】601

10)g，由成都中医药大学实验动物中心提供。

2试剂与仪器D一半乳糖为上海试剂二厂产品

(批号：980309)：wQ—Ioc多用电子穴位测定治疗仪为

北京海淀电子医疗仪器厂生产；MGEc，20s芯片为上

海博星基因芯片有限公司产品。

3造模及治疗方法 将大鼠随机分为模型组与

针刺组。两组动物均于每日上午9：oo皮下注射10％

D一半乳糖o．5ml，连续注射7周”’。2周后模型组动物

出现精神萎靡，畏寒怕冷，毛色枯黄无光泽，皮肤松弛，

行动迟缓等症状，说明造模成功。针刺组在造模同时

每周1～周5上午9：30依据有关文献”’，并以比较解

剖取穴法和模拟骨度取穴法为参考依据，在后肢足心

正中凹陷中选取涌泉穴。电针涌泉穴，频率10Hz，强

度2mA，每次3min，7周后处死动物，摘取肝脏以备检

测(由于肝脏中RNA含量最为丰富，且中医学认为衰

老先从肝脏开始)。

4 芯片制备 芯片所用的2 305个靶基因cDNA

克隆由博星基因芯片有限公司提供，用通用引物进行

PcR扩增，PcR产物长度为1000～3000bp(少数例

外)，PcR反应及产物纯化用标准方法进行“’，通过琼

脂糖电泳监控PcR质量。靶基因以o．59／L溶解于3

倍ssc溶液中，用car【esiatl公司的cartesian7500点

样仪及Telechem公司的硅烷化玻片进行点样，点样后

玻片进水合2l、，窀温干燥0．5h，uv交连(能量值设定

65nU／cm)，再分别用o．2％sDs、水及O．2％硼氢化钠

溶液处理10min，凉千备用。

5探针制备 用Pi。tr chomc珂nskl一步法抽提

总RNA”’。用Oligotex mRNA Midi试剂盒(Quagen

公司)纯化n1RNA。崩cy3 duTP标记衰老模型组动

物肝组织n水NA，用cy5一duTP标记针刺组动物肝组

织mRNA。乙醇沉淀后溶解在20“l 5倍SSc加O．2％

SDS杂交液中。

95℃水浴中变性5min，将探针加在基因芯片上，用盖

玻片封片，置于60℃杂交15～17h，然后揭开盖玻片，

分另扎甩2倍ssc加o．2％sDs、o．1％ssc加o．2％

SDs、0．1％SSc洗涤10min，室温干燥。

7检测与分析 用General scanIling公司的sca—

rArray 30。O扫描芯片，用ImaGene 3．O软件分析cy3

和cy5两种荧光信号的强度和比值。

结 果

据总数为n的有效基因(select=l，cy3、cy5值两

者皆大于200，或者其一大下800)的比值自然对数值

lnRi-ln(Cy5／cy3)，以Ri值在o．1～】o之间的有效

基因作为均一化依据，算出这些基因比值自然对数平

均值ln(R’)得到均一化系数。将所有数据的cv3标

记强度乘以均一化系数，得出调整后的cy3’，算出所

有基因的比值值(cy5／cy3’)比值。筛选出比值大于

2和小于0．5的基因”’得到318条与两种探针杂交时

表现出较夫差异的差异表达基因。现将差异最为显著

的前20条基因列表如下，见表l。

表1表达差异最硅著的前20条基因

L唧lbank ID 比值(knbank ID 比值

Aw761887胸腺基因 5 170 Auu67242脑组织nm曲基因 0 070

NM 007482精氯酸酶基因 4 713 x03672口肌动蛋白基因 0 109

D87325 GsGl基因 4 445 ∞7107环氧化蜘水解酵基因 0】24

【04807艚脂肪残结音蛋白摹田4嚣I ∞5261防护蛋白基目 O H7

u12403 c抽．19基阿 3 741 A1 45lj39淋E结mMLN基因0 166

M16356晟蛋白Ⅱ基圄 3 726 NM．007817细胞色素P4jo基园o 170

L站1943 s}i2结合蛋白基因 3 488 A11)049n4 st出0散酶基因 0 171

Y00225植糖体蛋白lo基园 o 33l AAl24525啕臁2NbMT基田 o 178

U70494组蛋白mA z幕因 332l Awl0854：登竺苎自礴鳓5 U196
合成酶基固

V0072281珠蛋白基四 3 319 x039如GsHPx基因 0 200

根据筛选出的前55条基因的已知功能“’，我们将

初步分类分析如r，见表2。

1免疫相关基因 在差异表达前55条基因中主

要与免疫相关的有7条，其主要表现为上调(占5条)，

如Genbank ID为u38967的thymosin B4 gene经针刺

后其表达上调，3．234倍，已知其主要功能是增加胸

6杂交及洗涤将基因芯片和杂交探针分别在 腺素的分泌。胸腺素是由胸腺分泌的一种蛋白质激

表2基幽功能初步分类变化最显著的5条基因

Genbank ID比值 cenbank ID 比值 【；曲bank】D 比值 G∞bank ID 比值

AW761867 5．170 U04827 4 281 D87325 4 445 X03672 O l∞

V00722 3．319 瞄8540 3．250 NM 007482 4 71 3 AFl81685 0 266

L玲8967 3 2副 Y00225 3 331 M84145 0．270 M13446 O．281

M76987 3．092 X73829 3．032 NM．011172 0 236 U89915 0 283

A1451539 O 149 AF041376 0 291 X03920 0．196 AA691777 0 293

滓：此表只列出各类变化最显著的5条基固
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素，它可刺激淋巴细胞的合成与成熟，增强机体的免疫

功能⋯。v00722与M76987分别是禹一球蛋白基因和

a．球蛋白基因，调控着这两种球蛋白的生成，它们也分

别上调了3．319和3．092。表明针刺能从基因表达的

角度上改善衰老机体的免疫功能。

2生长发育相关基因 本实验中与生长发育相

关基图表达改变最为显著的5条中u04827是脑脂肪

酸合成蛋白基罔，此基因的正常表达能促使神经细胞

与神经胶质细胞正常发育分化”’。Y00225与x73829

均是核糖体蛋白基因，核糖体是机体蛋白质合成的场

所，这两条基因表达上凋比值分别为3．331、3．032，说

明了针刺可以提高机体蛋白合成的功能，改善衰老造

成的机体负氮平衡状况。c88540是鼠胚胎基因，其具

体功能尚不完全清楚。下调明显的AF041376基因是

细胞死亡激活因子(cell death activator)基因，它的下

调可使细胞死亡激活因子的产生下降，延长细胞寿

命”’。

3基础代谢相关基因 在与基础代谢相关的17

条基网中大部分是处于下调状态的，其中12条下调，5

条上调。在这些基因中除极个别基因单独分析有明确

意义外，如M84145(比值为O．270)为延胡索乙酰乙酸

水解酶基因(此酶升高可致酪氦酸血症，表现为进行性

肝肾功能衰竭)，大部分不能从单一基冈分析，如同为

细胞色素相关的基因D31943表现为上调(比值为

3．488)，而NM一007817则表现为下调(比值为

o．166)，其它与氨基酸代谢相关的基因如精氨酸酶基

因(NM一007482比值为4．713)上调，脯氨酸脱氢酶基

闻(NM一0lll72比值为0．236)与天冬氨酸转氨酶基因

(J02623比值为0．230)则表现为下调。这种结果·方

面可能与降低组织代谢水平，继而减轻自由基对组织

的损伤，达到保护组织与延缓衰老的作用。另一方面

也需整体研究方可得出进‘步的结论。

4细胞骨架运动相关基因此类基田和细胞的基

本结构功能相关．如细胞支架蛋白基因(x03672比值为

0．109)、膜蛋白基冈(AFl81685比值为o．266)及微管蛋

白基因(M13“6比值为o．281)，它们是细胞基本结构完

整与功能正常的基础。在我们初步分析的这些基因中

属于此类的有7条，它们都表现为下调，这或许与降低

各种蛋白的异常高表达．维持细胞膜的正常活动能力有

关。其巾内在规律，尚有待于进一步的研究。

讨 论

基因芯片技术是当今分子生物学领域最先进的技

术，它可在一张芯片上同时把上千条基因作为一个整
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体来研究，它高密度的显微排阵、大批量的基因筛选和

巨大的功能信息处理能力，改变r以往把生命现象分

解分析的思维方法，对极其复杂的生命现象及疾病研

究提供了一种前所未有的方法，对生命科学具有划时

代的意义“”。利用基因芯片技术人们不但可以研究

出很多基因的功能．同时利用它的整体研究的特色可

以从基因层次对疾病精确分类“”。针灸是中医学的

重要组成部分，分子生物学是当今生命科学发展的前

沿，基因的功能则是生命表现的基础，对各种生命现象

的解释有重大意义，因此针灸的研究也应当在这方面

做出努力，向科学前沿靠近。中医学的最大特点之一

是将人体作为一个有机整体来研究，大到藏象、经络，

小到中药、穴位，都是一个复杂的有机系统，各种基因

间也有其内在联系，所以靠简单的一两个基因数据的

研究是不能窥视其内在规律的，而必须寻找一种可在

整体上研究的方法来。基因芯片技术能使我们能够从

生物自然整体上研究出针刺对基因表达的影响，从基

因组的角度研究针刺的作用机理，在微观整体上探讨

针刺作用的物质基础。进一步深入研究或许可以发现

针刺作用的功能基因组来，这对经络的本质研究也有

重大意义。

本实验率先应用基因芯片技术研究了针刺涌泉穴

对衰老模型大鼠基因表达的影响，初步筛选出了318条

差异表达基因，我们对其中差异最为显著的55条作了

初步分析，结果表明了针剌对基因表达的影响是极其复

杂的，它涉及到了免疫、基础代谢、生长发育等多方面基

因的表达。虽然由于经费等问题，此次实验还存在缺

陷，需进一步完善深入研究，但它为针刺的基因组研究

起到了一个良好的开端，使我们看到了应用基因芯片研

究针刺作用机理及经络、腧穴实质的希望和前景。
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祛瘀消斑胶囊对动脉粥样硬化患者血管内皮依赖性舒张功能的影响”
赵玉霞刘运芳杨竞

1999年10爿～2001年10月，我们应用高频超声技术观

察31例痰瘀互阻碰动脉粥佯硬化患者服用祛瘀消斑胶囊治疗

前后肱动脉内皮依赖性血管舒张功能的变化，并与16名健康

人进行了比较，现报告如下。

临床资料

I病例选择全部患者均经周崮血管超声榆矗发现双侧

颈动脉和股动脉中任一条动脉内膜一中层厚度(int—malmedtal

thtck㈣)>1 2nm，并经病史、查体、书化、心电图检查等确诊；
同时参照1994午国家中医药管理局颁市的《中医诊断标准》．

辨证属痰癣阻络型(症见形体肥胖、胸部闷痛或刺痛、舌质紫

暗、脉滑)．，排除急性心脑血管疾病及严重肝肾疾病的患首，

2一般资料治疗组31例，男18例，女13例；年龄26～

75岁，平均(54．5-9．6)岁；病程1．5～23年，平均16年；冠心

病16例(包括陈旧性心肌梗死9倒，心绞痛7例)，高血压病15

例．选我院查体健康人1j名作对照，男9名，女6名；年龄35

～75岁，平均(55 6 1 g．8)岁．：

治疗方法清疗组口服珐癜消斑胶囊(药物组成：生水蛭、

生山楂、大黄、海藻、莪术，洋泻，每粒胶囊古牛药0 39，山⋯东

大学齐鲁隈院制药广提供)，每次4粒，每H 3次，观察时问为8

个月(其问服用降脂药者未列入观察之内)。

检测方法：健康人在休息状态下一次测定及治疗组用药前

后两次测定胜动脉的血管舒张反应，采爿j美国HP公司

s()Nos_5500彩色多普勒超声诊断系统和7．OMHz线阵探叉，

探查深度4cm。同步记录心电图。每位受试者分别记录休息

时、反应性克血眦及含服硝酸甘油后肱动脉的管腔内径，蔓化。

方法如『、：受试者在测试前休息10m·n，取仰卧位．右卜肢外展

15‘，掌心向上，u二维姐卢扫查肱动脉纵切面．当动棘前后罐

内膜清晰显示时记录肱动脉图像。将血Ⅱ三汁袖带置于肱动脉

远端，充气董200mmHg，持续加压5m-n后放气，放气后60～

9岭内记录舷动脉图像，休息15n·in待血管内径恢复至试验前

状态，舌F含服硝酸甘油0．5m黜3～4mm时再次记录胜动脉内

径变化。整个测试过程中超声探头位置固定不变。所有图像

+山东省卫生厅“九五”攻关曝题(№9711)
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均存储十录像带中供嗣后分析。

测量指标：回放录像资料．在心电图R波琐点时相洲量肱

动脉同一部位舒张末期内径，每位受试者均测量休息时(D。)、

反应性充血时(DI)及含服硝酸甘油后(D，)的肱动脉内径，洼续

测量3个心动周期，井取均值。以休息时的肱动咏内径为对照

值，计算血管内径的下列变化：反应性充血后血管内径的变化

为△n％=(D， n。)／T)。．含服硝酸目+油后血管内径的变化为

△D％=(啦U】)／D0。

统计学方法：采用Y2检验和配对￡检验。

结果 祛瘀消斑胶囊对跳动脉舒张功能的影响，见表1。

对照状志下耐组肱动脉内径差异尢硅著陛，治疗组治疗前反应

性充血引起的内皮依赖性血管舒张功能明显减弱，与健康人比

较差异有硅著陆(P<0．叭)；含服硝酸甘油后肱动脉山径明显

增大，但与健康人比较差异无显著性。治疗组治，，后反应件克

血引起的肱动脉舒张功能明显改善(P<O．01)，而台服硝酸甘

油后脓动脉内径的变化与治疗前比较差异尤硅著性。

表1 祛瘀消斑胶囊对肱动脉舒张功能

的影响(j±s)

组别饲数对：怒脉』!些垦』型：；ii等
健康凡15 3 79i 0 64 8 1 7i 4．82 22．如1 4．34

治疗3l治疗前 3 93i o 58 2．44 1 2 9l’ 20．50+7 2l

治疗后 3 90 1 0．54 7 53 1 3 246 23．49 1 6 78

注：与健康』、组比较，+P<0．01；与术组治疗前比较，6P<0 Ol

讨论本研究中我们利用高频超声技术测定了健康人

和动脉粥样硬化患者服用祛瘀消斑胶囊前后肱动脉内皮依帻

性及非依赖眭血管舒张功能的变化。结果显示，与健康人相

比，动脉粥样硬化患者的非山皮依赖性血管舒张功能兀明显改

变，但内皮依赖件血管舒张功能显著减弱。服用斌癖消斑胶囊

8个月后，非内皮依赖性血管舒张功能改善差异无显著性．但内

皮依赖陛血管舒张功能显著改善，并接近健康人水平。祛瘀消

斑胶囊中主训水蛭活血化瘀，改善徽循环种f修复内皮功能，辅

以莪术、大黄驶血逐瘀、荡涤血管之污浊；佐以山植、海藻降脂

化痰，其奏活血化瘀通络之功．结果显示这些作用对于动酥粥

样硬化患者的内皮功能异常有明硅的疗效。

(收稿：2001 06 1l修回：2002～07 15)
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