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摘要　目的　探讨山豆根致肝损伤外周血微小
C3D

（
>?-,0C3D

，
>?C3D

）的早期变化特征，寻找肝损

伤早期外周血
>?C3D

标志物。方法　
B"

只
)?EF+,

大鼠随机分为山豆根组和对照组，每组
$"

只，分别给

予山豆根水煎液
#! GHIG

（
! >JH#"" G

）和等容量蒸馏水灌胃。于给药
$

、
5

、
#<

、
!8

天和停药后
!8

天分批处

理动物，取血清，测定常规血液生化指标
DJ(

、
DK(

、
(6'J

、碱性磷酸酶（
DJL

）、总蛋白（
(L

）和白蛋白（
DJ6

）

水平，计算球蛋白（
MJN

）水平；取肝组织进行
O=

染色，观察病理形态学变化。同时分别取两组大鼠给药
5

、

#<

、
!8

天全血进行
>?C3D

芯片检测，筛选差异表达
>?C3D

，并进行
C(


L%C

验证。结果　山豆根组给药
5

～
!8

天
DJ(

明显升高（
L P"


"7

），组织病理学检查显示肝组织于给药
!8

天出现肝细胞变性肿大。外周血

>?C3D

芯片检测中，给药
5

、
#<

、
!8

天上调差异表达
>?C3D

分别有
##

个、
!!

个、
#$

个，下调差异表达

>?C3D

分别有
#

个、
#$

个、
!

个。对给药
5

、
#<

、
!8

天共有差异表达
>?C3D

通过靶基因预测和
Q+F.R+S

分析发现，参与调控信号转导、细胞间相互作用、细胞骨架、免疫相关的差异表达
>?C3D

可能参与了肝损伤

的进程。时效高峰在
5

天的
>?C


!4#+


7Q

的
C(


L%C

验证显示，
>?C


!4#+


7Q

在外周血和肝组织的表达

基本一致。结论　
>?C


!4#+


7Q

可在早期提示肝脏的损伤，可作为山豆根致肝损伤早期标志物之一。

关键词　山豆根；肝损伤；微小
C3D

；标志物
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　　微小
C3D

（
>?-,0C3D

，
>?C3D

）是一类内源性

表达的、约有
#8

～
!<

个核苷酸的、非蛋白编码的小

C3D

分子，这些小
C3D

分子主要通过转录后水平对

靶
>C3D

起着负性调节作用［
#

］。
>?C3D

在医学领

域中的应用日益受到研究者的重视，越来越多的研究

报道显示
>?C3D

在化学性和酒精性肝损伤［
!

］、肝炎

病毒感染［
$

］、肝癌［
<

］及其他癌症［
7

－
5

］等疾病诊断中可

作为诊断生物标志物。动物实验研究亦表明
>?C3D

在对乙酰氨基酚所致小鼠肝毒性模型中可作为比常规

肝功能指标更为灵敏、更为早期的肝损伤生物标志

物［
8

］。山 豆 根 为 豆 科 植 物 越 南 槐 （
K0Q.0,+;

(0VI?V;VE?E C+U?Y ;F C.?Z0>+

）干燥根及根茎，性

味苦寒，有毒。现代文献屡见服用山豆根中毒的报道，

其毒性多因过量服用引起，其不良反应主要包括胃肠

道反应和神经毒性反应［
4

，
#"

］。笔者前期研究发现大鼠

连续
!B

天灌胃山豆根
#! GHIG

，可造成肝功能指标

DJ(

水平显著升高，肝细胞超微结构检查可见细胞核

变形有肿胀趋势，核膜皱缩，毛细胆管扩张，滑面内质

网略扩张［
##

］。本研究以山豆根致肝损伤模型大鼠为

研究对象，结合常规肝毒性评价指标———临床生化和

肝组织病理形态学检查，重点观察外周血
>?C3D

表

达谱变化，以期筛选肝毒性的早期
>?C3D

生物标志

物，为药物性肝损伤的早期评价提供实验依据。

材料与方法

#

　动物　
)?EF+,

大鼠
B"

只，
KLW

级，雌雄各半，

体重
#""

～
#!" G

，由上海西普尔－必凯实验动物有限
公司提供，动物合格证号：

K%:e

（沪）
!""8

－
""#B

。动

物均在上海中医药大学实验动物中心
KLW

级饲养室饲

养，室内温度控制在
!"

～
!7

℃，湿度为
<"f

～
5"f

，工

作照度
#! .

明
H#! .

暗。实验期间，动物自由饮水。

!

　药物制备　山豆根，产地：广西，批号：
"4"$#!7

，购于四川新荷花中药饮片有限公司，经上海

中医药大学中药学院李西林副教授鉴定系为豆科植物

越南槐（
K0Q.0,+ F0VI?V;VE?E M+QV;Q2

）的干燥根及

根茎。药液制备：称取山豆根药材，加水浸泡
# .

后，

先煎煮
"


7 .

，过滤，再加水煎煮
"


7 .

，合并
!

次滤

液，浓缩至
"


B G

生药
H>J

，
<

℃冷藏，备用。参照
!"#"

年版《中国药典》山豆根含量测定方法对山豆根

药材及其水煎液中苦参碱、氧化苦参碱含量进行测定，

作为山豆根药材及其水煎液的质量控制。山豆根中苦

参碱含量为
"


<#<f

，氧化苦参碱含量为
"


78"f

；山

豆根水煎液中苦参碱含量为
$


B7 >GH>J

，氧化苦参

碱含量为
"


"$ >GH>J

。

$

　主要试剂　
DJ(

试剂盒，
C#

，批号：
J4!!

，
C!

，批

号：
J4#5

；
DK(

试剂盒，
C#

，批号：
6"!$

，
C!

，批号：
J4#5

；

碱性磷酸酶（
DJL

）试剂盒，
C#

，批号：
6"#8

，
C!

，批号：

&4#B

，均由日本世诺临床诊断制品株式会社生产。总蛋

白（
(L

）试剂盒，
C#

，批号：
J"4#!<#

；白蛋白（
DJ6

）试剂

盒，
C#

，批号：
J#""!##

，均由上海复星长征医学科学有限

公司生产。
(6'J

试剂盒，
C#

，批号：
=C5$#

，
C!

，批号：

=C5$$

，由日本和光纯药工业株式会社生产。
(C' ,;+


G;VF 6`

，批号：
(6


#!

购自美国
*C%G;V;

公司。
>?C


%]C\ J3D

(*

>?-,0C3D D,,+S

（含有
# 84#

条探针），

批号：
!"8<"!

，
>?C%]C\

(*芯片标记试剂盒，批号：

!"8"$!


D

，杂交试剂盒，批号：
!"8"!#

，均购自丹麦
=Y


?d0V

公司。
W_


L%C

试剂盒，购自上海达为科生物科技

有限公司。
`=L%

处理水，购自上海赛百盛基因公司。

<

　主要仪器　日立
5"8"

全自动生化分析仪（日

本日立贸易有限公司）；
N1S>QTE 6O


!

光学显微镜

（奥林巴斯光学株式会社）；
DG?1;VF##""

高效液相色

谱仪；
3+VU,0Q 3`


#""" ?VEF,T>;VF

（美国
3+V0


U,0Q

公司制造）；
(\88!< DY0V M;V;L?Y <"""6

扫

描仪（美国
DY0V

公司）；杂交仪（美国
3?>c1;M;V

公

司）；
C;+1


F?>; L%C

检测仪（
57""K;dT;V-; `;


F;-F?0V KSEF;>

，美国
D6'

）；
BH#"K

手持式超细匀浆

机（上海弗鲁克流体机械制造有限公司）。

7

　分组与给药　
B"

只大鼠按随机区组分为对照

组和山豆根组，每组
$"

只。山豆根组给予山豆根水煎

液
#! GHIG

（
! >JH#"" G

，相当于临床用量的
#!"

倍）灌

胃，对照组灌胃等容量蒸馏水，连续给药
$

、
5

、
#<

、
!8

天。

B

　血液生化指标检测及肝组织病理形态学检查
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两组分别于给药
$

、
5

、
#<

、
!8

天和停药后
!8

天各处理

B

只大鼠。以
!7f

乌拉坦溶液
# GHIG

麻醉动物，取

! >J

全血采用
=`(D

抗凝，用于
>?C3D

芯片检测；

剩余全血
7 """ , H>?V

，
<

℃离心
#7 >?V

，取血清，采

用全自动生化仪测定
DJ(

、
DK(

、
(6'J

、
DJL

、
(L

和

DJ6

水平，计算球蛋白（
MJN

）水平。
O=

染色对肝组

织进行病理形态学检查。

5

　芯片检测　采用
(,?Z01

法抽提总
C3D

，经质

量检测合格后采用
>?C%]C\

(*芯片标记试剂盒对抽

提的总
C3D

样本进行标记，标记后的样本与
>?C


%]C\ J3D

(*

>?-,0C3D D,,+S

芯片进行杂交，

>?C3D

芯片探针信号采用
DY0V M;V;L?Y <"""6

芯

片扫描仪进行扫描，
M;V;L?Y Q,0 /B


"

软件读取原

始信号值（
W0,;G,0TVU

），处理数据。

8

　差异表达
>?C3D

的筛选　
M;V;L?Y Q,0

/B


"

软件读取原始信号值，经背景值的校正、中位数

标准化处理后，采用差异倍数（
X01U -.+VG;

，
W%

）计算

方法，以
W%≥#


$"

或
W%≤"


55

为标准进行差异表

达
>?C3D

的筛选。

4

　
>?C3D

靶基因预测　差异表达
>?C3D

靶基

因采用
F+,G;FE-+V /7


#

数据库（
.FFQ

：
HHRRR2 F+,


G;FE-+V20,GH

）进行预测。

#"

　靶基因
Q+F.R+S

分析　经预测的靶基因采
用

`D/'`

数据库（
.FFQ

：
HHU+[?U2+c--2V-?X-,X2G0[H

）进

行
Q+F.R+S

分析。通过显著性
L

值、误判率和靶向性

富集度
$

个方面综合评价
Q+F.R+S

的重要程度。

Q+F.R+S

的筛选标准为
L P "


"7

。
`D/'`

数据库对

Q+F.R+S

的分析引用京都基因与基因组百科全书

（
eS0F0 =V-S-10Q;U?+ 0X M;V;E +VU M;V0>;E

，

e=MM

）数据库对靶基因进行相关代谢学途径分析。

##

　给药
5

、
#<

、
!8

天共有差异表达
>?C3D

时效

关系　各时间点差异表达
>?C3D

随给药时间延长均可

绘制时效曲线，根据
W%

值，筛选
5

、
#<

、
!8

天共有差异表

达
>?C3D

时效高峰在药物干预早期（
5

天）的
>?C3D

。

　　
#!

　差异表达
>?C3D

的
C(


L%C

验证　对于芯
片筛选具有早期性差异表达的

>?C3D

进行
C(


L%C

验证，同时进行肝组织中差异表达
>?C3D

的验证。

#$

　统计学方法　应用
KLKK #B


"

统计软件，

计量资料以
Y

±
E

表示，相同时间点两组间比较采用
F

检验，
L P"


"7

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　两组大鼠血液生化指标及肝组织病理形态学比
较（表

#

，图
#

）　与对照组同期比较，山豆根组于给药
5

、
#<

、
!8

天
DJ(

明显升高（
L P"


"7

），停药
!8

天恢复

正常；
DJL

于给药
#<

天明显升高（
L P"


"7

），停药
!8

天恢复正常；
DK(

、
(6'J

、
(L

、
DJ6

、
MJN

变化不明显。

光镜下观察，山豆根组于给药
!8

天
#

只大鼠肝组织出

现肝细胞变性肿大，停药
!8

天恢复；两组给药
$

、
5

、
#<

天及停药
!8

天大鼠组织病理形态学均无明显变化。

　　注：
D

为对照组；
6

为山豆根组；箭头所示为肝细胞肿大

图
#

　两组大鼠给药
!8

天肝组织病理形态学比较

（
O=

染色，×
!""

）

!

　总
C3D

的质量控制　紫外检测下，各时间点
对照组和山豆根组样本

D!B"HD!8"

均在
#


8

～
!


#

之间，凝胶电泳中，总
C3D!8 E

和
#8 E

两条带清晰，

!8 EH#8 E

均大于
#


7

，总
C3D

质量合格，完整性好，

无降解及污染现象。

$

　差异表达
>?C3D

的筛选结果（表
! g <

，图

!

）　山豆根组给药
5

、
#<

、
!8

天
$

个时间点的差异表

达
>?C3D

见表
!

～
<

。给药
5

、
#<

、
!8

天差异表达上调

的
>?C3D

分别为
##

个、
!!

个、
#$

个，差异表达下调

>?C3D

分别为
#

个、
#$

个、
!

个。

表
#

　两组大鼠血液生化指标比较　（
Y

±
E

）

组别
V

时间
DJ(

（
']HJ

）

DK(

（
']HJ

）

(6'J

（μ>01HJ

）

DJL

（
']HJ

）

(L

（
GHJ

）

DJ6

（
GHJ

）

MJN

（
GHJ

）

对照
B

给药
$

天
!5

．
""

±
#

．
54 #"4

．
$$

±
<

．
74 "

．
B<

±
"

．
## $<#

．
7"

±
#$"

．
"B <8

．
4"

±
#

．
!7 !B

．
47

±
"

．
<! !#

．
47

±
#

．
"4

给药
5

天
!5

．
#5

±
$

．
<4 #!5

．
8$

±
#$

．
!$ "

．
B7

±
"

．
"4 $!$

．
7"

±
#"7

．
5$ 7"

．
4$

±
#

．
$! !8

．
"5

±
"

．
!8 !!

．
85

±
#

．
#!

给药
#<

天
$8

．
$$

±
4

．
87 ##7

．
#5

±
5

．
$# "

．
BB

±
"

．
"5 $#"

．
$$

±
##4

．
<5 77

．
#8

±
#

．
87 $"

．
#$

±
"

．
58 !7

．
"7

±
#

．
$!

给药
!8

天
<<

．
8$

±
7

．
#4 #B$

．
B5

±
$B

．
B$ "

．
<B

±
"

．
"8 $<4

．
$$

±
8"

．
45 7!

．
8$

±
$

．
!B !4

．
<!

±
#

．
<< !$

．
<!

±
#

．
88

停药
!8

天
$5

．
""

±
B

．
"5 #"$

．
$$

±
#7

．
#B "

．
77

±
"

．
#$ !$!

．
$$

±
5"

．
7$ B#

．
<8

±
!

．
$< $"

．
$$

±
"

．
BB $#

．
#7

±
!

．
#<

山豆根
B

给药
$

天
<<

．
#5

±
#<

．
4B 48

．
#5

±
7

．
48 "

．
7$

±
"

．
#< 7!<

．
7"

±
#B7

．
5# 7"

．
4"

±
!

．
<< !8

．
""

±
"

．
4! !!

．
4"

±
#

．
B#

给药
5

天
74

．
7"

±
#$

．
78


#!B

．
$$

±
#B

．
#4 "

．
B$

±
"

．
"7 7<!

．
#5

±
##7

．
!< 7"

．
7$

±
#

．
85 !8

．
#7

±
"

．
BB !!

．
$8

±
#

．
!8

给药
#<

天
75

．
<"

±
7

．
4"


#$7

．
#5

±
<4

．
$B "

．
5!

±
"

．
#"

<8!

．
""

±
77

．
74


77

．
48

±
$

．
$7 $"

．
B$

±
"

．
48 !7

．
$7

±
!

．
<B

给药
!8

天
B8

．
""

±
4

．
!$


#7<

．
$$

±
$!

．
$8 "

．
<#

±
"

．
"B 7$7

．
""

±
4#

．
5" 7#

．
<8

±
!

．
<5 !4

．
"5

±
#

．
#4 !!

．
<!

±
#

．
<5

停药
!8

天
<!

．
#5

±
4

．
7! 4<

．
8$

±
#8

．
$4 "

．
<B

±
"

．
"7 $#$

．
#5

±
#!B

．
#4 B#

．
"!

±
#

．
8$ $"

．
!!

±
"

．
B7 $"

．
8"

±
#

．
B4

　　注：与对照组同期比较，
L P"

．
"7
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表
!

　给药
5

天差异表达
>?C3D

'`

名称
W% L

变化

<B!7# >?C


##4$


$Q B

．
!74$44$<# "

．
"#!!$8<78 ↑

##!<7

>?C


<$$


$

．
#<8$58$55 "

．
"777#4"$4 ↑

<!57!

>?C


85!


!

．
<"#<"745! "

．
""<<$<!5< ↑

<!8!B >?C


$""


7Q !

．
#7<<58B87 "

．
"!7<B4<#$ ↑

#<7548 >?C


#<!


7Q #

．
BB57<#5$5 "

．
"87"57$B$ ↑

!84<< >?C


BB5 #

．
B$8!B4<5B "

．
#!54#$<77 ↑

<!5!<

>?C


$<c


#

．
B!45$7B87 "

．
#477<75## ↑

$#$88 >?C


!4#+


7Q #

．
7!!4774$4 "

．
#!<!!47$< ↑

##!"8 >?C


!"5 #

．
<8#4"!B!7 "

．
#45<"8<<$ ↑

!87<5 >?C


B57 #

．
<8"88#48$ "

．
"$5<<B848 ↑

<!7<" >?C


<4< #

．
$8B$B#"8< "

．
<<"4B7#8# ↑

#<7B$$

1;F


5U


"

．
5<8!B7!5B "

．
<B5!<44#8 ↓

　　注：↑代表上调；↓代表下调；表示暂无靶基因信息；表 $

、
<

同

表
$

　给药
#<

天差异表达
>?C3D

'`

名称
W% L

变化

##!<7

>?C


<$$


!

．
BB#""8 "

．
!44"!$ ↑

#$#<$ >?C


$"#+ !

．
<#5!"7 "

．
"<!B74 ↑

#<B""8 >?C


!Bc !

．
$!!<"< "

．
$#<7$! ↑

#<74B8 1;F


5U !

．
!#88"4 "

．
"B5B<7 ↑

<!8!B >?C


$""


7Q #

．
48487< "

．
!B#$B8 ↑

##"7$ >?C


$! #

．
457"8! "

．
!4845< ↑

#<B"8B >?C


$"+ #

．
5575## "

．
"$$8$# ↑

<B!7# >?C


##4$


$Q #

．
57<$#8 "

．
<B<!!< ↑

##!$7 >?C


$7# #

．
B<!44< "

．
$$!!B< ↑

<!7<" >?C


<4< #

．
B"7$8# "

．
#$7""$ ↑

!8#4# >?C


$"; #

．
7788B! "

．
""8#75 ↑

#"4B5 >?C


#B #

．
77B!$7 "

．
"!85!< ↑

<!<B!

>?C


88$


#

．
7!<#"! "

．
<8B$7B ↑

#"445 >?C


#4+ #

．
<8!BB7 "

．
#$#B<# ↑

<!8BB >?C


<7# #

．
<#7!8B "

．
"B4$"4 ↑

<!5!<

>?C


$<c


#

．
<#<#7! "

．
#"<BB< ↑

#<B##! >?C


$"c


7Q #

．
$4#$7" "

．
!$"#<$ ↑

$#$88 >?C


!4#+


7Q #

．
$5"<#< "

．
#8$"7# ↑

#5!8" >?C


#7c #

．
$$8B4! "

．
$"B5#$ ↑

#"448 >?C


#4c #

．
$$5#78 "

．
#!B4#! ↑

<!B7" >?C


#5


7Q #

．
$!""#$ "

．
<"$#"B ↑

##!"8 >?C


!"5 #

．
$"!B7B "

．
#!<#$8 ↑

<!<B5 >?C


#!4 "

．
!B485$ "

．
#4#7B" ↓

<!4#5 >?C


77#c "

．
7$<B"< "

．
<"<854 ↓

<!B$"

>?C


#<"


"

．
B"4B<8 "

．
"$$"8< ↓

###"7 >?C


$58 "

．
B"457" "

．
#"5<4# ↓

!87<5 >?C


B57 "

．
B$""88 "

．
!#4<"" ↓

!4757

>?C


$!


"

．
B7"75B "

．
#8$!7$ ↓

!84<< >?C


BB5 "

．
BB#!<< "

．
<7"#5! ↓

#478! >?C


#"Bc "

．
B5<B8! "

．
"8#55" ↓

#55<4 1;F


5c "

．
B8<#77 "

．
"$7B4" ↓

#<78<# >?C


!$c "

．
5"#5#B "

．
#7$7#B ↓

##"$" >?C


!B+ "

．
5$8!48 "

．
$4B5!" ↓

<!57!

>?C


85!


"

．
5<!B$7 "

．
B!#"8" ↓

##"$4 >?C


!4+ "

．
57<<44 "

．
$$5$B" ↓

表
<

　给药
!8

天差异表达
>?C3D

'`

名称
W% L

变化

<B!7# >?C


##4$


$Q <

．
"$#8!4 "

．
"$444< ↑

#<7B$$

1;F


5U


!

．
578474 "

．
""#B#$ ↑

##!<7

>?C


<$$


!

．
#4B4$7 "

．
##!545 ↑

!87<5 >?C


B57 #

．
4$4548 "

．
"$$"!! ↑

<!8!B >?C


$""


7Q #

．
85$<!8 "

．
#$<!#8 ↑

#547$

>?C


#8$


#

．
875"77 "

．
#"<7B" ↑

<!7<" >?C


<4< #

．
585"B$ "

．
"#5"!" ↑

#"4B5 >?C


#B #

．
<5#$!4 "

．
!"7575 ↑

<!57!

>?C


85!


#

．
$4!45" "

．
$5$7#8 ↑

<!4#5 >?C


77#c #

．
$7B4$< "

．
#8<B5B ↑

$#$88 >?C


!4#+


7Q #

．
$!"57" "

．
"7B#$< ↑

#<B"## 1;F


5+ #

．
$"B4$8 "

．
$$875< ↑

#55<4 1;F


5c #

．
$"B"77 "

．
$B8$#< ↑

!485! >?C


$<"


7Q "

．
B5$847 "

．
#<5#<$ ↓

<!8BB >?C


<7# "

．
5$5B$8 "

．
#5#<!$ ↓

　　注：
(

为山豆根组；
3

为对照组；
( 5 [E 35

表示
5

天时山豆

根组与对照组比较有差异表达的
>?C3D

；
(#< [E 3#<

、
( !8 [E

3!8

同

图
!

　山豆根组给药
5

、
#<

、
!8

天差异表达
>?C3D

<

　
>?C3D

靶基因预测结果（表
7

）　本实验对
以下

$

部分
>?C3D

进行了靶基因预测：（
#

）
5

天时差

异表达
>?C3D

；（
!

）
5

天差异表达
>?C3D

在
#<

天时

仍表现为差异表达的
>?C3D

；（
$

）在
!8

天时仍表现

为差异表达的
>?C3D

。各时间点差异表达
>?C3D

个

数以及各时间点能检索到的差异表达
>?C3D

个数见

表
7

。
5

、
#<

、
!8

天的
7

个共有差异表达
>?C3D

为

>?C


#<!


7Q

、
>?C


!"5

、
>?C


!4#+


7Q

、
>?C


$""


7Q

、

>?C


<4<

。

表
7

　各时间点差异表达
>?C3D

和
F+,G;FE-+V

检索到的
>?C3D

　（个）

给药

时间

上调

5

天差异表达

>?C3D

F+,G;FE-+V

检索

到的
>?C3D

下调

5

天差异表达

>?C3D

F+,G;FE-+V

检索

到的
>?C3D

5

天
## 7 # "

#<

天
5 < " "

!8

天
7 $ " "
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7

　靶基因
Q+F.R+S

分析结果

7


#

　
5

天差异表达
>?C3D

调控的
Q+F.R+S

山豆根
#! GHIG

连续给药
5

天，主要影响细胞的信号

转导通路（
)VF

、
(MW

β、=,c6、*DLe

、
>(NC

和
'V


ET1?V

信号转导通路）、细胞间相互作用（
W0-+1 +U.;


E?0V

、
DU.;,;VE @TV-F?0V

）、细胞骨架（
C;GT1+F?0V 0X

+-F?V -SF0EI;1;F0V

）、免疫相关（
=VU0-SF0E?E

、
J;T


I0-SF; F,+VE;VU0F.;1?+1 >?G,+F?0V

）和蛋白质的水

解（
]c?dT?F?V >;U?+F;U Q,0F;01SE?E

），另外，还有部

分与神经和癌症相关的通路。

7


!

　
5

天差异表达
>?C3D

在
#<

天所调控的

Q+F.R+S

　
5

天差异表达
>?C3D

在
#<

天仍表现为

差异表达者有
<

个，其主要影响细胞的信号转导通路

（
)VF

、
=,c6

和
(MW

β信号转导通路）、细胞骨架
（
C;GT1+F?0V 0X +-F?V -SF0EI;1;F0V

）、细胞间相互作

用（
W0-+1 +U.;E?0V

、
DU.;,;VE @TV-F?0V

）、免疫相关

（
=VU0-SF0E?E

）、蛋白质的水解（
]c?dT?F?V >;U?+F;U

Q,0F;01SE?E

），另外还有部分与神经相关的通路。

7


$

　
5

天差异表达
>?C3D

在
!8

天所调控的

Q+F.R+S

　
5

天差异表达
>?C3D

在
!8

天仍表现为

差异表达的有
$

个，其主要影响细胞的信号转导通路

（
)VF

、
(MW

β信号转导通路）、蛋白质的水解（]c?d
T?F?V >;U?+F;U Q,0F;01SE?E

）、细胞骨架（
C;GT1+F?0V

0X +-F?V -SF0EI;1;F0V

）、细胞间相互作用（
W0-+1 +U


.;E?0V

）、免疫相关（
=VU0-SF0E?E

）。

7


<

　
5

、
#<

、
!8

天共有差异表达
>?C3D

时效关

系　以
5

、
#<

、
!8

天
$

个时间点共有的
7

个表达上调

>?C3D

作
W%

对时间的变化曲线（
W%


(

曲线），筛选

到时效高峰在
5

天的
$

个上调的差异表达
>?C3D

，其

差异表达
W%

见表
B

。经
F+,G;FE-+V

数据库检索到

>?C


!4#+


7Q

和
>?C


$""


7Q

，
Q+F.R+S

分析结果：

>?C


!4#+


7Q

调控的靶基因在落入的
Q+F.R+S

，主要

与信号通路（
=,c6

、
)VF

、
( -;11 ,;-;QF0, E?GV+1?VG

Q+F.R+S

）、细胞间相互作用（
W0-+1 +U.;E?0V

）和细

胞骨架（
C;GT1+F?0V 0X +-F?V -SF0EI;1;F0V

）相关；

>?C


$""


7Q

调控的靶基因在落入的
Q+F.R+S

共有
!

条，主要与神经系统相关。

表
B

　时效高峰在
5

天的上调的差异表达
>?C3D

'`

名称
W%

(5H35 (#<H3#< (!8H3!8

峰值

时间

$#$88 >?C


!4#+


7Q #

．
7!! 47B #

．
$5" <#< #

．
$!" 57" 5

天

<!8!B >?C


$""


7Q !

．
#7< <54 #

．
484 87< #

．
85$ <!8 5

天

##!<7

>?C


<$$


$

．
#<8 $58 !

．
BB# ""8 !

．
#4B 4$7 5

天

　　注：
(5H 35

代表
5

天时山豆根组与对照组比较的差异表达倍数；
(#<H 3#<

、

(!8H3!8

同；表示暂无靶基因信息

　　
B

　外周血
>?C3D

在芯片和肝组织中表达的

C(


L%C

验证结果（表
5

）　山豆根致肝损伤外周血
>?C


!4#+


7Q

的芯片验证结果显示：与对照组同期比

较，山豆根组给药
5

天
>?C


!4#+


7Q

表达显著升高

（
L P"


"#

），给药
!8

天表达显著降低（
L P"


"#

）。肝

组织验证结果显示：与对照组同期比较，山豆根组给药

5

、
#<

天
>?C


!4#+


7Q

表达显著升高（
L P"


"#

），
!8

天表达亦有升高趋势（
L h"


"7

）。

表
5

　两组大鼠外周血和肝组织
>?C


!4#+


7Q

表达比较　（
f

，
Y

±
E

）

组别
V

时间
>?C


!4#+


7Q

表达

外周血 肝组织

对照
B

给药
5

天
"

．
#<

±
"

．
"B "

．
!"

±
"

．
"$

给药
#<

天
"

．
!"

±
"

．
"8 "

．
!$

±
"

．
"5

给药
!8

天
"

．
!#

±
"

．
"7 "

．
$B

±
"

．
#8

山豆根
B

给药
5

天
"

．
$"

±
"

．
#"


#

．
!<

±
"

．
74



给药
#<

天
"

．
!8

±
"

．
#!

#

．
!$

±
"

．
7#



给药
!8

天
"

．
#$

±
"

．
"$


"

．
7"

±
"

．
$5

　　注：与对照组同期比较，
L

＜
"

．
"#

讨　　论

>?C3D

主要通过与其靶
>C3D

的
$

′非翻译区
（
$

′
TVF,+VE


+F;U,;G?0V

，
$

′
](C

）互补性结合，在转

录后水平发挥
C3D

介导的基因沉默（
C3D


>;U?+F


;UG;V; E?1;V;?VG

）［#!］，
>?C3D

“种子序列”（含有
5

个核苷酸，第
!

～
8

个核苷酸）与其靶
>C3D

的
$

′
](C

互补性结合程度及稳定性决定了
>C3D

的受抑

制程度。
>?C3DE

参与细胞增殖和定向分化、发育、

凋亡、免疫应答、心血管发育和重建以及脂类代谢等基

本生命活动的实时广泛精细调控［
#$

－
#B

］，并与种人类

疾病的发生发展密切相关［
#5

］。

在正常状态下外周血
>?C3D

的种类及其表达丰

度可能处于一个相对平衡的状态，而当机体内受到外

界刺激而发生组织、器官的代谢异常或器质性病变会

促使受损细胞组织内源性
>?C3D

释放到外周，表现

为特定疾病状态下某些外周血
>?C3D

的表达水平发

生显著性变化。因此本实验对山豆根所致肝损伤大鼠

外周血
>?C3D

的变化进行了研究，并结合常规临床

生化和肝组织病理学检查，分析肝损伤早期外周血

>?C3D

的变化，以期寻找肝损伤早期的
>?C3D

标

志物。

结果显示，山豆根给药
5

～
!8

天血清
DJ(

明显升

高（
L P"


"7

），给药
!8

天大鼠出现肝细胞肿大，提示

山豆根
#! GHIG

连续给药
!8

天可引起肝功能性指标

和肝组织形态学变化。本实验对肝损伤早期差异表达
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年
$

月第
$$

卷第
$

期
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，
*+,-. !"#$

，
/012 $$

，
30


$

的
>?C3D

在
#<

天和
!8

天的变化进行了分析。

对各时间点差异表达
>?C3D

的靶基因预测和

Q+F.R+S

分析显示，在肝损伤的进程中，
)VF

、
(MW

β
信号转导通路、细胞间相互作用、细胞骨架、免疫相关

的细胞内吞受到差异表达的
>?C3D

的调控，可能参

与了肝损伤的进程，提示这些
Q+F.R+S

与肝损伤关系

密切。

差异表达
>?C3D

随给药时间的变化，呈现一定

的时效关系。时效高峰在
5

天的
>?C3D

参与了损伤

的发生、发展，并且在早期就能体现。对时效高峰在
5

天的差异表达
>?C3D

进行验证，考察其变化能否提

示损伤的进程。

5

、
#<

、
!8

天共有的
7

个差异表达
>?C3D

，发现

有
$

个上调
>?C3D

的差异表达高峰在
5

天，即在早

期就能表现出差异表达，通过
F+,G;FE-+V

数据库对

>?C3D

的靶基因进行预测，并采用
`D/'`

数据库对

>?C3D

调控的靶基因进行
Q+F.R+S

的分析发现，

>?C


$""


7Q

主要与神经细胞的分化有关，
>?C


!4#+


7Q

与
)VF

信号转导通路、
(

细胞受体（
( %;11 ,;-;Q


F0,

，
(%C

）信号通路、细胞骨架以及细胞间相互作用等

相关。

>?C


!4#+


7Q

能调控
)VFHβ-+F;V?V 信号通路，

)VFHβ-+F;V?V 信号通路与肝脏密切关系，肝细胞生
长、再生，肝脏谷氨酰胺的代谢，自由基引起的氧化应

激及肝癌的形成均与 β-+F;V?V 有关［
#8

－
!#

］。另外，

>?C


!4#+


7Q

亦可调控
(%C

信号通路，
(%C

是由膜

蛋白组成的复合物，参与激活
(

细胞和抗原呈递过

程。
(%C

的激活可以引起胞内信号级联反应，调节细

胞增殖、分化和凋亡［
!!

］。
(%C

与抗原的结合能引起

下游蛋白的酪氨酸磷酸化，进而引起细胞外信号调节

激酶（
=Ce

）、
-


&TV 3

端激酶（
&3e

）、
3W

κ6 等通路
的活化［

!$

－
!7

］。而肝细胞的凋亡与
=Ce

、
&3e

等

*DLe

通路密切相关，肝细胞的炎症反应同
3W

κ6
亦密切相关［

!B

－
!4

］。

>?C


!4#+


7Q

在芯片验证和肝组织验证中结果

基本一致，外周血中
>?C3D

的变化可提示肝组织中

>?C3D

的变化，肝损伤的过程中
>?C


!4#+


7Q

所调

控的
Q+F.R+S

可能参与损伤的进程。由此推测，通过

检测外周血中
>?C


!4#+


7Q

的表达可提示肝脏的损

伤。
>?C


!4#+


7Q

可能作为山豆根致肝损伤早期的

损伤标志物之一。
>?C3D

芯片技术可用于发现药物

致肝损伤的早期生物标志物，为中药肝毒性的早期生

物标志物的研究及肝毒性的早期监测提供了新的思路

与方法。
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《
%.?V;E; &0T,V+1 0X 'VF;G,+F?[; *;U?-?V;

》获国家自然科学基金资助

根据《国家自然科学基金条例》的规定和专家评审意见，国家自然科学基金委员会决定批准资助《
%.?


V;E; &0T,V+1 0X 'VF;G,+F?[; *;U?-?V;

》，资助类别为专项基金项目，亚类为重点学术期刊，资助项目起止

年月：
!"#$

年
#

月—
!"#<

年
#!

月。

《
%.?V;E; &0T,V+1 0X 'VF;G,+F?[; *;U?-?V;

》是由中国中西医结合学会、中国中医科学院主办的同

行评审杂志（月刊），旨在促进结合医学及替代医学的国际交流，及时发表结合医学或替代医学领域的最新

进展、趋势以及临床实践、科学研究、教育、保健方面经验和成果的科技论文。主编为中国科学院院士陈可

冀教授。
!"#!

年
B

月由汤姆森公司公布的
!"##

期刊引证报告，本刊影响因子为
"

．
544

。

以此次资助为契机，本刊将进一步提高办刊质量，促使
K%'

影响因子进一步提升。欢迎中医及中西医

结合工作者积极给本刊赐稿或组稿，积极参加本刊的审稿工作！营造我们自己的学术品牌！


