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栀子苷对局灶性脑缺血大鼠脑组织

基因表达谱的影响
张小燕1 张占军2 王 忠3 应 康4 左明雪1

摘要 目的 研究栀子苷对局灶性脑缺血大鼠脑组织基因表达谱的影响，探索栀子苷治疗脑缺血的药

理作用机制。方法 分别从局灶性脑缺血组、栀子苷治疗组SD大鼠的脑组织中抽提总RNA，Cy3、Cy5荧光

标记，反转录分别合成cDNA探针后，与含有4 096条大鼠基因的Biostar基因表达谱芯片杂交，Axon

Genepix 4000B扫描仪扫描，GenePixPro 3．0软件分析表达信号。结果 栀子苷治疗后差异表达的基因有

70条，其中有68条基因上调，2条基因下调。结论 栀子苷对局灶性脑缺血大鼠脑组织基因表达具有调控

作用，从分子水平阐释了中药清开灵注射液成分栀子苷的药理作用机制。

关键词 栀子苷；清开灵注射液；局灶性脑缺血；基因表达谱
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Objective To explore the pharmacologic mechanism of gardenin in treating cerebralischemia，by studying

its effect on gene expression prOfile in brain of rats with focal cerebralischemia(FCI)． Methods Total RNAs

were isolated from rats with FCI and those treated with gardenin． The mRNAs were reVersely transcribed to

cDNA with incorp。ration of fluorescent Cy5一or Cy3一dUTP to prepare hybridization probes．The PCR products

of 4096 genes were spotted on the chip after a serial treatment．The mixed probes were hybridized to the cDNA

microarray． Axon Genepix 4000B and GenePixPro 3．0 software were used to scan and analyze the fluorescent

signals． Results In the group treated with gardenin， there were 70 genes had expression profiles different to

that in the model group in the focal cerebral ischemic brain tissue，in which 68 were up—regulated and 2 down—

regulated． Conclusion Gardenin has regulatory effect on the gene expression in rats with focal cerebral ischemi—

a，which elucidates part of the pharmacologic mechanism of Qingkailing in molecular 1eVel．

Key words gardenin；Qingkailing；focal cerebral ischemia；gene expression profile

局灶性脑缺血病严重危害人类健康，中药清开灵

注射液对脑血管病具有较好的临床疗效，因此对其作

用机制的研究具有重要意义。但由于清开灵注射液成

分复杂，所以对其单一组分及配伍的研究是阐释其作

用机制的重要环节。本实验从清开灵注射液重要组分

栀子苷人手，应用基因表达谱芯片，从分子机制对局灶

性脑缺血大鼠脑组织基因表达进行研究，从而为阐明

中药作用机制提供新思路。

材料与方法

1 动物分组及给药SD雄性大鼠10只(北京维
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医药大学临床医学院；3．中国中医研究院西苑医院；4．上海联合基因

集团
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通利华实验动物中心提供)，体重(240±20)g，随机分

为两组，局灶性脑缺血模型组与栀子苷治疗组。造模

前动物禁食12 h。栀子苷(中国药品生物制品鉴定所

提供)用l％羧甲基纤维素钠配制(100 mg／kg)，造模

后1．5 h给药(40 mg／kg)。模型组给予同体积的1％

羧甲基纤维素钠。

2 局灶性脑缺血模型的建立 按Longa等法⋯，

建立局灶性脑缺血动物模型。sD大鼠3．5％水合氯

醛腹腔注射麻醉后，经颞下入颅，打开颅窗，剥开软脑

膜，暴露右侧大脑中动脉，电凝嗅束与大脑下静脉之间

的一段大脑中动脉，伤口缝合后回笼饲养，24 h后断

头取脑。

3 总RNA抽提和测定 按一步法旧’抽提大鼠右

侧脑组织总RNA，紫外分析及电泳检测总RNA的纯

度、浓度及完整性。

4 芯片制备 芯片包含4 096个cDNA克隆(上

海联合基因博星公司提供)，包括癌基因及抑癌基因、
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细胞因子及受体编码基因、细胞凋亡相关蛋白编码基

因、看家基因、阴性对照、空白对照等。用通用测序引

物进行PCR扩增制备靶基因，PCR反应及产物纯化

用标准方法∞3进行。将制备的靶基因溶解于3×SSC

溶液中，用Cartesian Pixsys 7 500点样仪点样于硅烷

化玻片。玻片经水合、交连后，再分别用0．2％十二烷

基磺酸钠(SDS)、水及0．2％硼氢化钠溶液处理、晾干

备用。

5探针制备 参照schena的方法逆转录标记

RNAH。，用Cy3一dUTP标记模型组脑组织RNA，Cy5一

dUTP标记栀子苷治疗组脑组织RNA，利用逆转录酶

合成探针，乙醇沉淀后将Cy3一dUTP和Cy5一duTP标

记的探针混合溶解在20肚l 5×ssc+0．2％SDS杂交

液中。

6杂交及洗涤将芯片和杂交探针分别于95℃

变性后置于杂交舱内，加入混合探针，用杂交密封舱加

以密闭。恒温杂交箱内42℃杂交18h。按顺序用洗涤

液2×SSC+0．2％、0．1％×SSC+0．2％、0．1％×SSC

分别洗涤10min，室温晾干备扫描。

7 荧光扫描和结果分析 用Axon Genepix

4000B基因芯片扫描仪扫描芯片，观察杂交结果。扫

描后所得所有芯片数据均进行整体校正，数据校正方

法参考Yang等¨3提出的整体校正法。整体校正后的

数据采用容许区间法计算各信号Ratio值，确定差异

表达阈值；计算各信号Ratio值的CV值，对芯片的准

确性和重复性进行评价。根据差异表达阈值，观察差

异基因的Ratio值分析，分析实验差异的可能因素。

所有数据经过筛选，筛选由图像分析软件自动完成。

相关系数，．的计算采用pearson相关系数¨。。

GenePixPro 3．0软件分析cy3和cy5两种荧光信号的

强度，计算Cy5／Cy3值。基因差异表达的标准是：

Cy3／Cy5信号比值(以R值表示)的自然对数的绝对

值应>0．69(即基因的差异表达变化在2倍以上)；

Cy3或Cy5的荧光信号值均应>600。本研究中，若

R，或R，值>2，表示该基因在模型组和用药组的表达

量明显上调；若R1或R2值<0．5，说明该基因在模型

组和用药组中的表达水平显著下调。

结 果

1 总RNA提取结果 分别抽提模型组和栀子

苷治疗组大鼠脑组织的总RNA，电泳结果显示，不管

在20℃状态还是在70℃水浴lh后，其18S和28S条

带都很清晰，28S条带的亮度大约是18S条带亮度的2

倍，总RNA吸光值A260傀80>1．9，证实得到高纯

度的总RNA。

2芯片质量标准控制 基因表达谱芯片的质量

标准：其中包含植物基因作为阴性对照，未加DNA的

点样液作为空白对照。20个看家基因必须阳性，18个

植物基因必须阴性，20个空白对照也必须阴性。本实

验结果完全符合上述条件。说明实验无污染，且检测

体系正常。

3差异表达基因 差异表达基因有70条，其中

68个基因表达上调，2个基因下调(见表1)。

表1 栀子苷治疗组部分差异表达基因

讨 论

栀子苷治疗后差异表达基因有70个，其中有68

个基因上调，2个基因下调。这些基因可能是药物作

用的靶点或者是药物信号传导通路上的重要环节。这

些基因涉及神经细胞结构、信息传导、能量代谢、氧化

应激、细胞凋亡等，以其中的谷胱苷肽过氧化物酶和钙

结合蛋白这两个基因为例予以讨论。谷胱苷肽过氧化

物酶(glutathione peroxidase一1，GSH—Px)是脑组织自

由基反应的重要生化指标，据有关文献报道"。3，脑组

织缺血后使得抗氧化酶，如GsH—Px等的活性降低，破

坏组织结构，加重组织损伤。在脑缺血后栀子苷进一

步上调GSH—Px的表达，说明栀子苷对缺血性脑神经

损伤中的自由基损伤具有很好的拮抗作用。

钙结合蛋白以多拷贝形式存在并选择性地与钙离

子高亲合性结合。局灶性脑缺血导致能量代谢障碍，

ATP合成减少，大量钙离子通过电压依赖性钙通道涌

人胞内。本实验研究结果和文献所报道一致¨0’⋯。局

灶性脑缺血模型组钙结合蛋白在半影区表达上调，可
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能是神经元自我保护机制之一。栀子苷上调钙结合蛋

白表达，说明栀子苷对缺血性脑神经损伤具有一定的

保护作用。

栀子苷对局灶性脑缺血的调控可能是多方面的，

尽管目前我们尚不能完全解释这些基因群的生物学功

能与生理病理机制及基因群之间的相互作用，但是本

研究表明，栀子苷可影响模型组大鼠基因表达，从基因

水平上阐释了栀子苷的药理作用，同时为基因芯片技

术高通量、并行性研究疾病相关基因，探索药物作用的

机制和作用靶点提供了思路与借鉴。
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第四届国际传统医学美容学术大会征文通知

经国家中医药管理局批准，由中华中医药学会主办的“第四届国际传统医学美容学术大会”将于2005年6月在中国召开。

承办单位：中国·中华中医药学会中医美容分会；《中国医药学报》杂志社。大会主题：天·地-人·美。

大会除专题报告与论文交流外，还有特色美容新技术现场展示、天然美容养颜产品研发技术研究进展交流(企业专场学术研讨

会)及展览(天然化妆品、美容药物、美容保健食品、美容保健用品、美容器械、美容材料、美容图书音像制品展示)。

征文内容：(1)传统医学美容的研究现状及发展前景。(2)各个历史时期的医学美学美容研究、文献研究。(3)不同民族、地域

间传统美学的诊疗技术、操作方法比较研究。(4)藏医、维医、蒙医、壮医等各民族传统美容医学的整理研究。(5)时间美容医学。

(6)中西医结合美容学的理论与临床研究。(7)各种损美性疾病(黄褐斑、雀斑、黑痣、痤疮、酒渣鼻、扁平疣、化妆品皮炎、斑秃、枯

发、肥胖症等)的基础和临床研究。(8)驻颜、增白、润肤、乌发、生发、固齿、隆胸、香身、减肥的基础和临床研究。(9)针灸(手针、头

针、耳针、梅花针等)、按摩(面部、头部、整脊、足底)、药膳、香熏、面膜、药浴、药物外敷、穴位埋线、穴位放血、刮痧、情志疗法、音乐疗

法等中医方法在美容上的应用。(10)中医与现代美容手段相结合的探讨和经验。(11)具有传统医学特色的美容仪器的开发与应

用。(12)天然动植物化妆品的研制、开发与应用。(13)中医美容保健食品、药品、仪器及用品的研制、开发与应用。(14)美容气功、

瑜珈、太极拳等健身功法的研究与实践。(15)中医美容教育与学科建设的探讨。(16)中医美容院的管理。(17)其他与中医美容有

关的研究。
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