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·学术探讨·

以药测证对肾虚证基因网络和信号转导的研究
洗自尹

摘要总结了从细胞内的小的信号特导通路组成的网络到中等的下丘脑一垂体一肾上朦一胸腺

(HPAT)轴网络和涵盖全身，联络多个重要系统的大的神经内分泌免疫(NEI)网络，提出人体受到外界干预

而形成的“病”或“证”+亦都是以众多的分子网络变化为基础。描绘了信号转导通路的方式、能力、研究信号

转导通路变化的方法，提出“以药测证”是按系统生物学方法研究证的干预手段。作者采用补肾复方以药测

证发现肾阳虚证涵盖着NEI调节网络，而且直接作用于NEI网络的调控中枢一下丘脑。采用从补肾复方中

提取的有效组分～一淫羊藿总黄酮(EF)，发现它通过NEI网络的下行通路激活免疫系统，能激活生长激素
轴、性腺轴、淋巴细胞凋亡3个方面的网络机制发挥分子网络效应；也观察到EF调控基因网络表现出多种

多样的方式，在淋巴细胞凋亡和增殖的网络机制中重塑对立的凋亡相关基因及增殖相关基因平衡；能会聚与

整合共刺激分子、转化生长因子及多个原癌基因，成为启动促增殖、抗凋亡的上游因子网络；使NIK／IKK／

IKB／Ref／NF柏信号转导通路中对立的IKBd与NF相同时升高，既维持NRB适度升高，又保证NhH呈强

者态势发挥其分子调控网络中的枢组作用，并由此观察到肾虚讧HPAT轴上有序的基因网络调控路线图

谱。
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Abstract Three kinds of nctworks were summarily described m this review including t11e small jntraccllu—

lar moIecular networks，the m埘dle—scale network弓of hypothalamus—pituitary—adrenal—thymus(HPAT)aXjs and

thc la理e network，neurocnducrine．immune(NEI)network，coverin譬the whoIc orgJdnism and lit山ing multlple

systcms t。gether．The hyp。Lhesis was exprcssed that the“discasc”Dr“syndmnlc”fornled in the human body by

the intcrvention from outside world is based on Lhe changes nf muni—m。1ecular network In this papcr，Lh。pat—

tern and ability。f signal transduction channel and thc methods of stlldying changes in jt wcre also descnbcd，and

raised，herefr。m，“t。determme syndr。me by drug cffcc拈(DSDE)”is tk intervention means for studyjng 8yn—

drome ln the】ighl“systemic bi。l。gical methods Wc f。und Kidney_yang出ficiency 8yndrome c(wered th；NEI

ncLw。rk and the regulating center 10catcd in hypothamIls with％mpound Hushcn Recipe(CHR，Kidney—tfjnify一

堍删ipe) By』ntewcn￡i∞础h EF，an cffeclive∞mp。nenf。f CBR，】t was found that EF c彻ac“vate the m1一
munc system and the thrcc networks，including gmwth axis，sex h。rrnone axis and lymphocy托apoptosis net

work jn HPAT axis through thc downward pathway of NEI network L。play lts emcicncy。f m01ecular nclw。rk

There are rnany regulatlo“pattcrns。f EF on networb For examplc，in the network mechanism of 1ymph。cyte

apoptosis and proliferation，EF can reconstruct the balance of the opp。site ap。ptosis relaled genes and prolirera—

ti。n related genes；EF can assemble and mte笥rate c0_stimula“ng molecI】les，Lransform gmwth fact。rs(T(；F)，

and scvera【oncogenes to fortn an upstream fac【。r network for initiating the proIiferation and anti—ap。ptosi8 pr0
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motion；EF can simuItaneously up regulaLc the two opposite gencs expression nf I相·a11d NFKB in N IK／IKK／

I赶}／Rc J刷FJcB signa】transdL坨t J。n chamleI，which∞uld n。L only conLr。l the r磷ng of NF疋B jn a m。dcrate

range，but als0 911arantec its predominant status t。exert its hinge rolc in moleculc reguIating nctwork，by whlch

gene network regulation atIas in HPAT axis。f Kidney—deficiency sylldrome was。bserVed

Kcy words network；signaI transduction；Kldney—deficiency syndrome；to detemline syndlome by drug ef—

fect8

分子生物学的研究证实，细胞内存在着受体介导

的多种细胞信号传导通路，这些通路之间存在着复杂

的相互作用，形成了一个个细胞信号转导通路组成的

网络系统。生物有机体是由无数个大大小小、由众多

小节点(蛋白质、RNA、DNA、小分子)组成各种各样，

壹H规则的、随机的、复杂的网络所构成。因此，人体受

到外界干预而形成的“病”或“证”，亦都是以众多的分

子网络变化为基础⋯。

1 网络与信号转导通路

网络有大有小，大的如fjased。vsky提出的神经内

分泌免疫(NEI)网络，它不但涵盖r全身，而且联络了

多个重要的系统，中等的如下丘脑垂体一肾上腺胸腺

(HPAT)轴，它是NEl网络中最重要的分支阿络；小的

如细胞凋亡机制网络，它存在于各种系统、各种细胞里

面。网络又是由许多信号转导通路所组成”+，细胞内

一些主要的，立¨与细胞代酬、增殖有关的信号转导通路

已经基本阐叫；与细胞凋亡相关的信号转导通路也有

了夫体的了解；与细胞运动、黏附、转运有关的信号转

导通路正逐渐形成研究的新热点，这方面的研究正方

兴未艾。

2 信号转导通路的方式和能力

一种信号往往纠同时激活儿种细胞f^J不同的『埘

络，或信号转导通路，细胞具有分检信号、合并同类信

号，即具有信号会聚能力，并且列不同的信号区别轻重

缓急，做出最有利于细胞生存和发挥功能的效应，即具

有信号整合能力，这种会聚和整合反映了调控的整体

性。同时哪一个信号转导通路被激活与不断放大而旱

强者态势，就会在网络的牵动变化中占主导地位。例

叟¨损伤常可同时启动细胞保护和细胞捌亡的信号转导

通路，细胞的最终命运取决于两种相反信号的强度和

力量对比。

3 如何研究信号转导通路的变化

自然界中对立斟素的存在就是为了平衡，机体具

有自身调节以达到平衡的能力，网络中常有对市的节

点，信号转导通路中也有对立的分了，故而网络或信号

转导通路常依赖对立因素之间的西渊而达到平衡。网

络又是动态的，通过正、负反馈的自动调节以维持机体

的内稳态h。meosta一，所以网络的变化是根据机体所

处的状态。对于一个处于正常的机体状态是无法观察

到网络和信号转导通路的存在，只有在两种不同的机

体状态的比较巾，以及采用一种能改变机体状态的刺

激(包括以药测证)进行十预，才能观察到网络或信号

转导通路的变化。

4 以药测证观察分子网络调控规律

1977年Basedovskv首次提出体内存在NEI网络

的假说，现已正实神经内分泌与免疫系统之间存在双

向信息传递机制，并拥有一套共同的化学信息分子与

受体，使这_三个系统之间得以相互交通和调节，呈现多

维立体剐状的联系。我们在肾阳虚证的研究中”】，采

取以药测证用补肾方在模拟肾阳虚证的皮质酮大鼠模

型r，观察了以下丘脑为凋控中心的NEI网络中

HPⅣr轴的变化，证明肾阳虚证是涵盖着NEI调节网

络，而且直接作JH于NEI网络的调控中枢一下丘脑。

随后，我们进一步在模拟肾虚旺的自然衰老大鼠

模型上l“，采用补肾药一淫羊藿总黄酮(EF)进行以药

测证，摘取下丘脑、垂体、肾E腺、脾淋巴细胞，并用

A“vmetrix公司的大鼠基因芯片，研究老年大鼠

HPAT轴的基因表达谱，结果显示：(1)EF上调多种神

经递质受体的表达，通过NET网络的下行通路激活免

疫系统；(2)还通过生长激素轴、性腺轴、淋巴细胞凋亡

一个方面的网络机制发挥分子网络效应；(3)EF在淋

巴细胞凋亡和增殖的网络机制中蕈塑对立的凋亡相关

基因及增殖相关基因的良性互动并重塑基因平衡。我

们从有效的多个补肾复方巾筛选出对HPAT轴最具

效应的淫羊藿有效成分——EF，虽然它不能代表补肾

的全方效应，但可针对病或证的某个方面(甚至是主要

方面)作为药靶以发挥更为高效且专一的效应。

5 多种多样的信号转导模式

在FF调控老年大鼠淋巴细胞基因表达谱中细胞

凋亡相关信号分子丧达的研究中”。，观察到有3种在

细胞凋亡与细胞增殖中起诱导作用的上游因子和信号

转导模式值得注意。

1970年BresLchcr和Cohn首先提出并证实“共刺

激信号”及“共刺激分子”，共刺激分子及其调节网络在
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特异性免疫应答过程中起着极其重要的作用，尤其是

T细胞激活诱导凋L“。T细胞分子cI)28是最早被

证实也是迄今公认的最基本的共刺激分子，而后新的

共刺激分子不断被发现，活化后的cD28信号可诱导

其它多种共刺激分子的表达形成调节网络。本研究观

察到EF激活cD28，其信号诱导细胞毒性T细胞

(cTLA 4)、，I'细胞特异性受体(TcR)以及cI)3。速砦

共刺激分子形成调节网络，共同激发T细胞生长因子

IL。2形成促增殖、抗凋亡信号转导的重要途径。

转化生长因子TGFB本身既具有诱导某些细胞的

促凋r_反应，又能增强某些细胞的抗凋r_作用，这种显

而易见的矛盾性质是被机体按其需求所利用。本研究

观察到当老年大鼠由于卜F的干预而呈现逆转促凋亡

而有抗凋L的趋势，TGF口的显著上调就作为调节细

胞凋亡过程的上游网子，而成为促增殖、抗凋亡的另一

个信号转导的重要途径。

原癌基因和抑癌基因大多数参与细胞增殖和掷亡

的凋控，原癌基因既是促进细胞增殖，义是抗细胞凋

亡，故而有利于癌肿的生长，抑癌基困的作用正好相

反。但原癌基因和抑癌基因的作用不足独立的，而是

两种功能相反的基因形成相互制约的状态。力量的对

比发牛变化就会倾向丁凋亡或增殖。在衰老过程中，

原癌基凶多旱低表达，抑癌基囚呈高丧达。本研究观

察到EF使得原癌基因c—Fos、c—myc、a Raf、cyclinI)l、

c—Jun等上调，同时亦伴有抑痛基因Rb卜．调，显而可

见这里是原癌基因处于强者态势起着主导作用，并由

抑癌基因的良性互动，从而加强J’促增殖、抗凋L的信

号转导。由此揭示了启动淋巴细胞卿亡过程巾就有多

种多样的信呼转导模式。

6 对于核凶子NF—B信号转导通路的研究

在EF调控老年人鼠淋巴细胞基因表达谱中还看

到NFKB(Nuclear factor kappa B)显著上调。NhB是

一组重要的快反应多向性核转录调节困了，集抗凋亡、

促增殖、凋节免疫效应于～身，为多种信g‘转导途径的

联结点，在分了凋控网络中处于枢纽地位，

NFxB被激活时，首先启动NIK(NF*Ij induciblc

kinase)，使得IKK(I”B kinase)被诱导激活，进而导致

I出(inhibitor of NF*H)发乍磷酸化和降解，由于NF”B

通常与其对讧的因子I出结台为复合物限制了N卧B

向核内移动，1wB的降解使得NF*B与I—B解离，游离

的Nhrj迅速从细胞质移位到细胞核，结合到靶基因

的同源DNA结合位点，从而启动靶基因转求发挥其

生物学功能。这样NIK／IKK／IxB／Rel／NFKB成为

NF船的主要信号转导通路”’。

1127

为观察EF对NF—B的作用强度，采用包含96个

NF*B相关基凶表达的专用基因芯片，分别检测老乍

大鼠对照组、EF组、PT)IIC(NFxB阻断剂组)、PDTc

加EF组和年轻大鼠组的NF”H相关信号差异表达。

结果显示年轻大鼠NIK／IKK／I*B／眦l／NF船信号转

导通路及相关成员与老年对照组比较有较多地上调，

达39／96个基凶。卜F用药组与老年对照组比较，

NIK／IKK／I*B／Rel／NFKB信号转导通路及相关成员

则皆遍上调，达73／96个基因，证实r EF对于NFKB

家族成员具有很强的调控能力。在一般情况下，I出a

降解才导致Nhjj活化，但布组I*＆却与N凡B家族

成员同时升高，原因叮能是由于NFxB持续激活后对

IKBa反馈式的上调作用，从而抑制NFKB过度活化，使

得NFtH活性维持在较为适度的范嗣。这是信号整合

能力以发挥其最佳效应。

对另一组PDTc阻断后，NIK／IKK／IKn／KcI／

NF*B通路及相关成员仅有9／96个基因上调，说明

PI)Tc对NF*B活什抑制作用成立。而经用EF再行

Pr)l、c阻断后，义可见到相、与多NIK／IKK／I出／Rel／

NF*B通路及相关成员，仍有47／96个基因r调。证

明EF对该信弓转导途径的激活，具有很高的强度。

分析EF仍能发挥作用的另一原因，Pl”c虽是种

有效的NF”Ij抑制剂，但其阻断作用并不完全，攀于

EF具有多靶点的作J|J，很有可能通过激活网络中其它

信弓转导途径，促使MK／IKK／IxB／Rel州F出通路仍

能处于活化状态，从而发挥免疫调控作用。

7 结语

自然界巾存在的大量复杂系统都可以通过网络加

以研究与描述”，人体足一个复朵巨系统，自然【i王不例

外。今犬的生命科学正面临着一个新的转型期，既需

要系统生物学的整体思想与方法。91，也离小升还原分

析方法，故而迫切需要以生物分了所组成的网络的结

构和功能来认识与蒯明人体这一复杂巨系统生命活动

的规律。网络是高度复杂非线性动力学系统，钱学森

说过要看动力学就要造成T扰，才能看到变化，并从

宏、微观中进行整合。

中医是用自然的系统概念考察人体的变化，一向

着重于证效关系来判别辨征的正确忭，也就是“以药测

证”，这就提供了一个研究证的干预手段。我们以临床

疗效为基础，从有效的多个补肾复方巾筛选出最具效

应的单味药——淫羊藿，又从淫羊藿不同成分中找到

对HPAT轴的有效成分——E∥”1，虽然它未必代表

补肾的全方效应，但可针对病或证的某个方面(甚至是

主要方面)作为药靶以发挥更为高效且专一的效应，而
 万方数据
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且可以川这高效的EF以药测证，在两种不同的机体

状态(老年对照组与EF用药组)的比较中，深人细致

地了解肾虚汪微观内涵一基因网络与信号转导通路的

动态变化．如EF会聚与整合共刺激分子、转化生长因

子及多个原癌基罔成为启动促增殖、扰凋亡的上游因

子网络。还有EF在下调促凋亡摹凼的同时r凋抗凋

亡；在F调抗增殖基因的同时上调促增殖基冈，使得这

些对立的基因整合到向有利于增殖与凋亡平衡的一个

方向进行。又女|J EF使NIK／IKK／IKR，僵el删F榀信

寸转导通路中对立的I”Ba与NFxB同时升高，既可维

持NFxB适度升高，又保证NhB呈强者态势发挥其

分子调控网络中的枢纽作用。从而呈现肾虚证所具有

特征性的有序的基因网络调控路线图谱(见图1)，并

由此来认识与“证”相关的生命活动的一些规律。

FE腩)

垂体)

淋巴蛐朐)

图1下斤脑～垂体淋巴细胞基崮网络凋控路线剧

这样，以药测证对肾虚证基因网络和信号转导通

路的研究内容为前提尚“证”的新概念“证是一种有机

综合的功能态，由一个调控中心及其所属众多分子刚

络所构成，作为对外界反应与自我调节的基础”⋯，逐

步积累中医药学与现代生命科学相交融的资料。
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