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溃疡性结肠炎脾胃虚实证候核糖体蛋白基因表达研究

陈玉龙¨ 陈蔚文1’3 李茹柳1 林传权1 高小玲1 郭文峰1

摘要 目的研究健康人、溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)脾虚证和湿热证患者核糖体蛋白(ribo-

∞mal protein，RP)基因表达差异情况，为从蛋白合成角度理解“脾为气血生化之源”提供实验依据。

方法 制作fuP基因芯片，对4名健康人、4例UC脾虚证和4例UC湿热证患者结肠黏膜进行检测，应用

BRB—TOOL(3．9)软件包进行数据分析，对差异基因进行生物信息学分析。结果成功制作了包括77条RP

基因，2条RP类似基因(RPL26．1ikel、RPL7．1ikel)的低密度芯片。UC(脾虚证+湿热证)患者与健康人之间

有12条差异基因，全部为下调基因；湿热证与健康人之间有19条差异基因，全部呈下调趋势；脾虚证与健康

人有3条差异表达基因，全部为下调基因；脾虚证与湿热证有6条差异表达基因，全部为上调基因。聚类分

析显示健康人与uc患者样品可以根据本芯片的基因表达谱进行分类，湿热证和脾虚证可以通过聚类分开。

多个差异基因有共同转录调节因子。结论成功制作了I冲基因芯片，uc脾虚证和湿热证RP基因表达下

调；健康人、uC脾虚证和uc湿热证都有各自相应的RP基因表达谱。

关键词脾虚证；湿热证；基因芯片；核糖体蛋白；溃疡性结肠炎
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核糖体是细胞内负责蛋白质合成的重要细胞

器，人的核糖体由4条rRNA和80种核糖体蛋白(“．

bosomal protein，RP)构成。RP是核糖体的重要组成

部分，在核糖体的翻译过程中起重要的作用⋯。本

课题组利用基因芯片技术进行的临床研究发现心’3】，

脾虚证和湿热证存在多个RP基因下调趋向，RP基

因表达下调，说明脾虚证和湿热证可能存在蛋白质

合成障碍。为了进一步验证脾虚证和湿热证RP基

因下调这一发现，从蛋白合成角度为“脾为气血生化

之源”提供实验依据，本实验制作RP基因低密度芯

片，对健康人、溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，uc)脾

虚证和湿热证患者结肠黏膜进行了检测，并对差异

基因进行生物信息学分析。

资料与方法

1 临床资料

1．1 uC诊断标准参照1993年太原全国慢性

非感染性肠道疾病学术研讨会讨论修订后的新标准

(太原标准)H1。

1．2 中医辨证标准uc脾虚证和湿热证辨证标

准，参考《中药新药临床研究指导原则》N1和1993中

国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会第四届全

国学术交流会《慢性非特异性溃疡性结肠炎中西医结

合诊断、辨证和疗效标准》M J。

1．3健康志愿者选择标准临床辨证无明显异

常，舌象脉象正常，肠镜及病理检查结肠黏膜无明显

病变。

1．4纳入标准(1)临床诊断为uc；(2)肠镜检

查诊断为UC；病理观察符合uC的病理特点；(3)符合

脾虚证或湿热证诊断标准；(4)签署知情同意书。

1．5排除标准 (1)年龄<18岁或>65岁，妊

娠或哺乳妇女，过敏体质者。(2)患有消化道其他器

质性病变、心血管、脑血管、肝、肾、造血系统等严重原

发性疾病及精神性疾病等。

1．6一般资料在广州中医药大学第一附属医

院和中山大学第二附属医院收集uC脾虚证和湿热证

患者。UC脾虚证患者4例，其中男2例，女2例，年龄

29—73岁，平均54．75岁，病程l—17年，平均7．75年；

uc湿热证患者4例，其中男2例，女2例，年龄28～46

岁，平均40．5岁，病程2～4年，平均2．75年。健康自愿

者4名，男2名，女2名，年龄22～27岁，平均24岁。

2结肠黏膜采集

按照上述标准，由临床专家收集uc脾虚型、湿热

型患者，于广州中医药大学第一附属医院和中山大学第

二附属医院肠镜室做肠镜检查。经肠镜下诊断后，钳夹

降结肠部黏膜组织3—4块，每块约2 mm×2 mm×

2 n朋，生理盐水(RNase—free)清洗后，取l块置于3．6％

甲醛液中以备做病理切片，其余置于RN灿ater中，液氮

保存。

3芯片制作

3．1探针设计与合成

3．1．1 探针设计从hlIp：／／www．ncbi．nlm．nih．

gov／sites／entre∥nucleotide／查找RP基因mRNA序列，

应用array designer 4．0软件进行探针设计。选择标准

矩阵设计，长度定为58 mer，Tm为(85±5)cc，Hai巾in

Ma)【imum△G为一6．0 kcaL／mol，sel：f Dimer Maximum

△G为一8．O kcaL／nlol，run repeat Maximum length为

5 bp，为正义链探针。探针设计后，进入http：／／bl鹪t．

ncbi．nlIll．nih．gov／Blast．cgi进行在线比对，选取和对

应基因mRNA序列比对分值>90，和人类其他基因

mRNA序列比对分值<40的探针。

作为固定化的阳性对照序列Hex，其5’端修饰荧

光素、作为杂交的阳性对照的看家基因序列(ActinB、

GAPD、LDHA、RPS9)和芯片系统的阳性对照8个酵母

核酸序列由博奥生物工程技术公司提供。

3．1．2探针合成 由上海英俊公司完成寡核苷

酸探针合成。

3．2寡核苷酸芯片的制备

3．2．1 芯片的打印 将合成好的寡核苷酸探针

溶于ddH：O中，调整浓度为3彬斗L，然后取6．5斗L
与等体积的DMsO混匀，并转移到384孑L板中备用。

把oligo探针用SmanAmyl。M(C印ital BioCo叩，Beijing，

China)点制在l张75 mm×25 mm、经过氨基化修饰的

载玻片上。点制在芯片上的探针还包括：人的4个看

家基因(ActinB、GAPD、LDHA、RPS9)作为杂交阳性对

照，Hex作为点样阳性对照，点样溶液50％DMsO作为

阴性对照，以及酵母的8个基因问序列作为外标。点

阵示包括有16行，18列，点间距为225岬，点的直径
约为150斗m，每条探针在芯片上重复3次，每张玻片4

个点阵。

3．2．2芯片打印后的处理将打印的芯片置于

3×SSC的水蒸汽上方约5 s，迅速将芯片置于100℃

烤箱中干燥约l min，重复上述步骤1次。将芯片置于

紫外交联仪中，调整总能量为300 IIlJ进行紫外交联。

处理后的芯片置于干燥的暗盒中。

4芯片杂交和数据处理

4．1样品总RNA提取、核酸标记、杂交、扫描

应用％zol法提取样品总RNA，取适量RNA采用核酸
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定量分析仪和琼脂糖凝胶电泳检测质量，余一lj0℃

保存。

用逆转录法进行c芦-dcTP，c归-dcTP荧光探引

标I己，试验样品标记cy5一dcrP，共唰参j!{!标记cy3·

dcTP，共同参照由乳腺癌，肝毒细胞稍、甫颈腺癌、掣

丸胚胎细胞瘤、脯胶质细胞瘤、黑色索瘤、脂肪瘤、淋巴

细胞瘟，成淋巴细胞非白血性白血病、B淋巴细胞骨髓

埔等10个人肿瘤细胞系总RHA等量混合而成

试验样品和共同参照配对杂交，芯片用Luxscan

】0KA双通道激光丰J描仪(c3pnal B-ocom，Beq”￡，

ch·na)进行扫描。

4 2苍片数据分析采用hx轴龃3 o图像分析

软件(ca叫“B，oc呷．Bej⋯g，chma)对芯片围像进
行分析，把图像信号转化为数字信号，点信呼值为前景

值中位数减击背景位中位数，选取60 000>信号值>

400点左☆有效点。片问校正：参考文献根据cy5和

cv3总体信号的gIoha】me卸对各芯片进行片问线性校

正，使得各张芯片的910bd mean相同。。片内归一

化：府用看家基冈对cy5／cy3比值做归一化处理：取

每张芯片归4匕厉的嘣Io值，应用BRBITOOL(3 90)

进行分析．作双样本I检验．

结 果

l探针设计

除RPsl7、HI】s23、RPs24{殳有合格的探针外，共设

汁探针77条RP基因，2条KP类似牡因(RP『26-

likel、RPL7．1·kel)．4个看家基因探针、1个Hex探针。

2总心A质最和芯片制n质量
经过检测12样品总酬A的28 s和18 s条带清

晰，28 s条带约是18 s条带的2倍(图I)，说明RN^

完骼性较好。

一围1样品刚^电泳圈

各矩阵H“、外标等阳性对照信号正常，阴性对照

检测为阴性；看家基因重复性好，Rab0值cv不超过

O 3；无影响数据的污染，漏点牢不超过3‰；检测牢>

80％(圈2)。

％：*I#I—J2W**女$目．*J”】3一18Ⅻ＆镕2”

l一1 8“*"#口＆HM．镕3#l一3Ⅻ自目*mtEWM，4—6

Ⅻ自∞*”M．#也^自Eg目

田2基因杂交各点伪色圉

3差异表达基因的数量世I．F调趋向

3 I 脾虚证与健康人差异丧选基因比较对79

条差异基田进行双样本f梭骑，差异基罔{殳定标准：

(1)P(0 05，(2)l 5<比值0 67，必须满芷(1)(2)

荣。结果：脾虚证／健康人比值(1的为下耐堆因，比

值>l为Jj渊基因。结粜有3条差异基因，全部为下

调．它们是R蹦、RPL34、RPL26。
3 2湿热征。j健康人菇异表达牡冈比较椅验

疗法和差异基幽判定方法如3 1，滩热证／健康人比值

(1为F凋基因．比值>I为}：调基因，结果发现，有

19条差异基因，全部为下调基凶。岜们分别为

RIq_、RPL9、RPs27、RPsj2、RP528、RPs3a、RPL30、
R】，删、RPL26，RPL39，RpL4l、RPsl 3、RPL37B、

RPs27a，RPL36a、RPL3l，RPL7、RP憎、RPLl5。

3 3脾虚证与湿热证差异表达基因比较检验

方法干¨差异基嗣判定方法如3 l，脾虚证／湿热证比值

(1为下调基同，比值)1为』：调基因。结果发现，有

6条差异基因，全部为上调基因RH9、R嘟a、RPs27、
RPs】2、RPL4l，RPl34。

3 4 uc(脾虚证+湿热证)与健康^比较差异表

达基网检验方法和差异基因判定方法如3 l，uc患

者／健康人(1为下调基因，比值>1为上调基嗣，结

果有12条差异基困全部为下调基因。它们是RP【34

RPt9、RPs28 RPL26 RPI胛、RPL30、RPsl2、RPs3日、
RPL39 RPs27 RPl37a、RP"．
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4样品层积聚类

采用层积聚类，对每张芯片比值以ge∞s为中心，

metric为cente尉corr；elation，linkage为avemge linkage，

对样品进行层积聚类(图3)。由图3可以看出一个脾

虚样品(pil)和健康组聚为一起外，健康组和uC(脾虚

+湿热)各样品可以很好地通过聚类分开，说明健康和

UC患者样品可以根据本芯片的基因表达谱进行分类。

脾虚组和湿热组也可很好的通过聚类分开，说明两者在

本芯片中有不同基因表达谱，可通过本基因表达谱对溃

疡性结肠炎脾虚证和湿热证进行分类。

墨虿墨墨喜詈蓄墨：蚤薯霎薯
注：每张芯片阳|lio值以gen瞄为中心，Ⅲ!tric为unc∞tefed

∞mI“on，linkage为a"mge linka舻，对样品进行层积聚类，zIl为

健康组，si为湿热组．pi为脾虚组

图3样品层级聚类

讨 论

核糖体作为细胞内负责蛋白质合成的重要细胞器

一直为人们所熟知。核糖体蛋白质根据来源于大小亚

基分别命名为RPL和RPS，是核糖体的重要组成部

分，在核糖体的翻译过程中起重要作用；例如对rRNA

进行折叠，形成有功能的三维结构，在蛋白质合成过程

中对核糖体的空间构象进行调整，在核糖体的结合位

点上协同rRNA催化蛋白质的合成等"J。同时，核糖

体蛋白还有许多核糖体外功能如细胞凋亡、增殖、转化

等。本研究对健康人、UC脾虚证和湿热证患者对人核

糖体77条基因和2条核糖体蛋白假摹因(80条基因

中3条基因没有特异探针)表达状况进行研究。

结果发现uC患者与健康人有不同的核糖体蛋白

基因表达谱，除l例脾虚证外，能根据基因表达谱把样

品很好地分开。从基因表达谱来看，uc患者与健康人

比较，有12条差异基因，皆呈下调趋势。

目前除有l篇用基因芯片检测到UC组与对照组比

较fuPL7表达下调报道外旧J，尚未见有其他核糖体蛋白

与UC关系研究的报道，本研究也发现该基因UC患者

表达下调。作为核糖体重要组成部分的RPL7参与翻译

起始因子结合、核糖体与内质网附着等多种作用，除此

之外，该蛋白可能还与神经细胞分化、衰老、肿瘤发生密

切相关【9“1I。值得注意的是系统性红斑狼疮患者中常

常有RPL7抗体存在¨2l，说明该蛋白与免疫性疾病有密

切关系。UC的发生和发展与机体免疫系统紊乱密切相

关，因此fuPL7与UC的关系有必要深入研究。

UC组分为脾虚UC和湿热UC两型，研究表明由

于不同证型症候群之间的差异，两组有不同的基因表

达谱，并能根据表达谱对两型样品能够很好地分类。

脾虚UC患者与健康人之间由3条差异基因，全部

下调。聚类和基因表达相关分析显示，有1例脾虚uC

基因表达情况与健康人很相近，这也町能是造成两者差

异基因较少的缘故。3条差异基因中，m髑是脾虚UC
患者与健康人之间特有的表达差异基因(湿热uC和健

康人该基因没有差异)，有研究表明该基因表达蛋白具

有蛋白激酶活性，是mrroR信号通路中的重要成员，为

核糖体蛋白激酶S6K的底物，调控含有5’ToP结构的

mRNAs的翻译起始。5’TOP mRNAs占细胞总mRNAs

的20％左右，编码多种蛋白翻译元件组分如核糖体蛋

白、polyA结合蛋白、延长因子eE砣等。因此RP56能

够调控着翻译元件的生物合成¨3|。脾虚证该基因表达

下调，结合本课题组以往的研究，发现脾虚证多个核糖

体蛋白基因下调这一现象，表明脾虚证患者可能存在有

翻译元件的合成障碍，但尚需要进一步研究。

RPS6和差异基因RPL26有共同转录调节因子

c．Myc，同时与本研究中UC表现为下调fuP坞、RPsl3

等多个基因有共同调节因子，也说明RPS6下调可能

和其他核糖体基因下调有共同调节机制，这是核糖体

蛋白基因转录的调节特点，虽然不同的核糖体蛋白还

各有自己特有的调节机制¨41。

uc脾虚患者与健康人比较，如果单以t检验P<

0．05作为差异基因筛选条件，则有26条差异基因，全

部下调。其中RPs8、fuPLl9、RPL6在以前的研究中脾

虚证与湿热证比较表达下调【3J。有研究表明，缺乏必

要的氨基酸饮食可导致RPS8和fuPL26 mRNA表达减

少及RPs6激酶6磷酸化降低¨5|，同时禁食也可导致

RPs8 mRNA下降¨6‘，说明这2条基因表达与饮食有

密切关系。脾虚证患者常常出现饮食减少，或腹泻引

起营养吸收不足，这是否可导致RPs8表达下调，尚需

进一步研究。

湿热uC患者与健康人之间有19条差异表达基
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因，其中RPLl5在慢性胃炎湿热证与健康人之间也为

差异基因，且都表达为下调旧J。有研究表明，即L15在
胃癌和食管癌组织及多种胃癌细胞系中表达上调，

RPLl5町以促进胃癌细胞，用siRNA技术降低该基因

表达，阻滞了胃癌SGC7901细胞的生长及在裸鼠身上

的成瘤作用⋯1；但此基因在皮肤癌组织中与正常皮肤

比较低表达【l8|。以上研究提示该基因与肿瘤的发生

密切相关，可能涉及到细胞生长、增殖等多种机制，这

可为研究该基因在uC湿热中下调机制提供一定参

考，因为UC与结肠癌发生相关¨9。。

脾虚uC与湿热Uc相比，有6条差异基因，全部

为上调基因。在慢性胃炎脾虚与湿热差异基因比较

中，差异基因中有1条核糖体基因，也表达为上调口1，

但与此处的差异基因不重复。不过，与湿热证比较核

糖体蛋白基因在脾虚证表达上调这一现象尚需要进一

步验证，其机制有待进一步研究。

综上所述，本研究设计和制作了合格的核糖体蛋白

基因芯片，在对UC脾虚证和湿热证检测中，发现UC患

者和健康人、uc脾虚证和uc湿热证都各自有相应的

核糖体蛋白基因表达谱，通过该芯片基因表达谱可以很

好地对它们进行分类。在它们之间发现了一些差异表

达基因，其中uC和健康人比较核糖体蛋白基因表达呈

下调趋势，UC脾虚证下调基因较少，但与以往研究有少

量鼋复基因；UC湿热证下调基因较多，uC脾虚证和UC

湿热证也有部分差异表达基因。这些差异表达基因有

待进一步验证，其意义需要进一步研究。
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