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慢性乙型病毒性肝炎脾胃湿热证与肝郁脾虚证的

0>E2-I,J

差异表达的初步研究

王#健#

#王恩成!

#张#磊%

#刘宏伟$

#郭尹玲%

#张#凤%

#何成伟8
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#冯全生%

摘要#目的#探讨慢性乙型病毒性肝炎!慢性乙肝"脾胃湿热证与肝郁脾虚证之间的
0>E2-I,J

差异

表达谱# 方法#运用基因芯片技术对采集的慢性乙肝脾胃湿热证组!

%

例"$肝郁脾虚证组!

%

例"患者及健

康志愿者!正常组%

%

名"的血液标本进行
0>E2-I,J

检测%运用
KJK

系统对
0>E2-I,J

进行筛选及功能

分析# 结果#脾胃湿热证组和正常组筛选出差异表达的
0>E2-I,J

共有
::

条%

9"

条上调%

#:

条下调&其

靶基因功能主要与转录因子$气体交换$逆境刺激$酶活性调节$免疫系统的发展$肌动蛋白丝化进程等有关#

肝郁脾虚证组和正常组筛选出差异表达的
0>E2-I,J

共
$#

条%

%!

条上调%

L

条下调&靶基因的功能主要与

核苷酸或染色质的结合$转录的抑制与激活$生物的合成过程$代谢过程的调控$酶活性的调节$肌动蛋白丝

化进程$调节免疫系统发展与进程$

(M

"

#!

等有关# 脾胃湿热证组和肝郁脾虚证组共筛选出
9

条差异表达的

0>E2-I,J

%其中上调
#

条%下调
8

条&其靶基因功能主要与跨膜转运$转录的调节$激素代谢$免疫系统的发

育$肌动蛋白丝化进程$代谢过程的调节$对外部刺激的反应等有关# 结论#慢性乙肝脾胃湿热证与肝郁脾

虚证患者血浆中存在差异表达
0>E2-I,J

!谱"#

关键词#慢性乙型病毒性肝炎&脾胃湿热证&肝郁脾虚证&

0>E2-I,J

&差异表达&靶基因
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##中医证候是一种对患者症状和体征的归纳"反映

了疾病过程中机体某一阶段的病因&病位以及病机等

整体病理状态"体现着从分子&细胞到组织&器官&系统

水平的综合动态变化"而基因表达谱的变化反映的细

胞或组织特异性表型和表达模式可能与临床上出现的

症状和体征有着一定的内在联系*

0>E2-I,J

的表

达具有细胞特异性&组织特异性和时空特异性+

#

"

!

,

"这

与中医证候的特点具有高度的相似性* 它的表达异常

引起相应基因网络紊乱是疾病发生的重要原因* 本研

究将
0>E2-I,J

调控机制引入到慢性乙型病毒性肝

炎'慢性乙肝(中医证侯中"从
0>E2-I,J

调控角度研

究慢性乙肝脾胃湿热证&肝郁脾虚证与
0>E2-I,J

表

达之间的相关性"探索慢性乙肝脾胃湿热证&肝郁脾虚

证之间的
0>E2-I,J

差异表达谱"为临床辨证分型的

客观化提供依据"并探寻该病常见中医证候的现代

本质*

资料与方法

#

#诊断标准#参照中华医学会肝病学分会和中

华医学会感染病分会联合制定的-慢性乙型肝炎防治

指南.'

!"#"

年版(

+

%

,

#有乙型肝炎病史或
RSCJA

阳

性病史
a 9

个月"目前
RSCJA

和'或(

RS3

"

F,J

仍

为阳性者"

#

年之内血清
JM)

持续或反复升高*

!

#中医辨证分型标准#参照文献+

$

,* 脾胃湿

热证#主症#'

#

(脘腹胀闷)'

!

(苔黄腻* 次症#'

#

(恶

心"厌油"纳呆)'

!

(身目发黄"色泽鲜明或尿黄)'

%

(大

便黏滞臭秽* 辨证要求#具备主症'

#

(&'

!

(者"即属本

证)具备主症'

!

(及次症
%

项中的任何
!

项者"即属本

证)具备主症'

#

(及次症'

#

(&'

!

(者"即属本证* 肝郁

脾虚证#主症#'

#

(胁肋胀痛)'

!

(腹胀便溏* 次症#

'

#

(抑郁烦闷)'

!

(身倦乏力)'

%

(舌淡有齿痕* 辨证

要求#具备主症'

#

(&'

!

(者"即属本证)具备主症'

#

(

及次症'

!

(&'

%

(两项者"即属本证)具备主症'

!

(及次

症'

#

(者"即属本证*

%

#纳入标准#'

#

(符合慢性乙肝的诊断标准及

中医辨证分型标准)'

!

(年龄
#;

$

9"

岁)'

%

(签署知

情同意书)'

$

(依从性较好者*

$

#排除标准#'

#

(合并其他类型肝炎病毒和

'或(

R(3

感染者)'

!

(合并肝硬化&恶性肿瘤者)'

%

(

确诊为重型肝炎'含急性&亚急性及慢性重症肝炎(

者)'

$

(合并药物性或中毒性肝损害&自身免疫性肝

炎&遗传/代谢性肝脏疾病)'

8

(

9

个月内有服用毒品

等非法药品史或滥用酒精史'每日饮酒
a!" A

的女性

或每日
a %" A

的男性()'

9

(合并有心&肺&肾&内分

泌&血液等严重疾病者)'

:

(怀孕妇女"哺乳期妇女)

'

;

(精神疾病患者)'

L

(有其他中医类兼夹证者*

8

#一般资料#

9

例患者均在
!"#!

年
L

/

#!

月

四川省乐山市中医医院收集)其中肝郁脾虚证
%

例"男

性
!

例"女性
#

例"平均年龄'

%#

!

%%

%

9

!

8#

(岁"平均

病程'

:

!

%

%

%

!

8

(年)脾胃湿热证
%

例"均为男性"平均

年龄'

!L

!

9:

%

##

!

!$

(岁"平均病程'

9

!

8

%

!

!

%

(年)

正常组
%

名"来自健康志愿者"男性
!

名"女性
#

名"平

均年龄'

%:

!

%%

%

##

!

#8

(岁*

9

#方法#将清晨空腹状态采集的肘静脉血液标

本送往上海"由上海伯豪生物芯片技术有限公司技术

人员完成
JA>4/@N 0>I,J

芯片的检测+

JA>4/@N Q]

"

0=@ 0>I,J

'

;!9"`

(

3#;

!

" F/C>A@ (F

#

%;#9L

,*

9

!

#

#

I,J

抽提和纯化#采用
0>23=@=

)+

TJ

"

I(K

)+

'专用于抽提血的
0>I,J

(并且根据生产厂商

提供的标准操作流程进行样品的
N-N=4 I,J

抽提"抽

提所得
N-N=4 I,J

经
JA>4/@N S>-=@=4U^/2 !#""

电泳

质检合格后备用*



!!"#'%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

9

!

!

#样品
I,J

的标记#实验样品
I,J

采用

JA>4/@N 0>I,J

芯片配套的试剂盒"

0>I,J &-0

"

P4/N/ M=1/4>@A =@V RU1 `>N

"按照标准操作流程的标

记部分对样品中的
0>I,J

分子进行荧光标记*

9

!

%

#芯片杂交#按照
JA>4/@N 0>I,J

芯片配套

提供的标准操作流程和配套试剂盒"

0>I,J &-0

"

P4/N/ M=1/4>@A =@V RU1 `>N

的杂交部分"进行样品的

杂交实验* 在滚动杂交炉中"

RU12>V>^=N>-@ G./@

"

88

&"

!" 2 H0>@

"滚动杂交
!" Q

* 杂交完成后在洗缸

CN=>@>@A V>CQ/C

中洗片"洗片所用的试剂为
W/@/

<OP2/CC>-@ *=CQ S]??/2 `>N

*

9

!

$

#芯片扫描#芯片结果采用
JA>4/@N +>E2-=2

"

2=U KE=@@/2

进行扫描"用
[/=N]2/ <ON2=EN>-@ C-?N

"

Y=2/ #"

!

:

读取数据"软件设置
KE=@ 2/C-4]N>-@ b

8 !0

"

T+) #""c

"

8c

最后采用
W/@/ KP2>@A K-?N

"

Y=2/ ##

!

"

进行归一化处理"所用的算法为
\]=@N>4/

*

9

!

8

#差异表达
0>E2-I,J

的筛选#组间差异表

达的
0>E2-I,J

筛选采用
KJK

系统进行筛选+设定筛

选阈值
T d"

!

"8

"且
[&

值即
[4=A

值
H&=44

值为至少一

组内不出现
J

'

J1C/@N

#表示差异无统计学意义(,*

9

!

9

#

0>E2-I,J

靶基因预测及
WG

富集分析#

相关靶基因预测在
HYYY5 N=2A/NCE=@5 -2AH

及
YYY5

0>2V15-2AH0>IFSH>@V/O5QN04

数据库中进行)然后将

筛选出来的靶基因导入
KJK

系统'

QNNP

#

HHYYY5/1>-

"

C/2.>E/5E-0

("行 $

J@@-N=N>-@

%分析"并通过 $

W-

)/20 N- W/@/

%获得功能富集基因的分类和注解"

WG

富集度检验返回的
T d"

!

"8

为有意义*

结##果

#

#

I,J

质量分析#若
!#"" I(, d9

!

"

说明样

品已降解)

!#"" I(,"9

!

"

并且
!;KH#;K""

!

:

"样品

合格"可以进行下一步实验*

!

#差异表达
0>E2-I,J

的筛选及靶基因的预测

结果

!

!

#

#脾胃湿热证组和正常组筛选出
L;

条差异

表达
0>E2-I,J

"其中
9$

条上调"

%$

条下调* 两组比

较"差异有统计学意义的
0>E2-I,J

共有
::

条'

T d

"

!

"8

("其中
9"

条上调"

#:

条下调* 并对此
::

条
0>

"

E2-I,J

进行靶基因预测"共涉及
% #"$

条)其中上调

# :88

条"下调
# %$L

条*

!

!

!

#肝郁脾虚证组和正常组筛选出
:!

条差异

表达
0>E2-I,J

"其中
$8

条上调"

!:

条下调* 两组比

较"差异有统计学意义的
0>E2-I,J

共
$#

条'

T d

"

!

"8

("其中
%!

条上调"

L

条下调* 并对此
$#

条
0>

"

E2-I,J

进行靶基因预测"共涉及
# %;8

条)其中上调

L""

条"下调
$;8

条*

!

!

%

#脾胃湿热证组和肝郁脾虚证组筛选出
9

条

差异表达且差异有统计学意义的
0>E2-I,J

'

T d

"

!

"8

("其中上调
#

条"下调
8

条* 并对其进行靶基因

预测"共涉及
# #!8

条"其中上调
!:$

条"下调
;8#

条"见表
#

*

表
#

%肝郁脾虚证组和脾胃湿热证组差异表达的
0>E2-I,J

0>E2-I,J

名称
T

值 倍数差异 碱基序列

QC=

"

0>I

"

#!:%A

"

%P "

'

"": ;89 !

'

#L#8!99:" &)&JWW&)WWJW)W&

QC=

"

0>I

"

#L:

"

8P "

'

""$ 8"" "

'

99%;98;8$ &&)&&&J&)W&&&

QC=

"

0>I

"

%!"V "

'

"!: $9; "

'

:;#::;#;L )&&)&)&JJ&&&JW&

QC=

"

0>I

"

$8%$ "

'

"#" #$$ "

'

88$%:"":% JWJ&&&&)&&)&&J)

QC=

"

0>I

"

8:"% "

'

"%! L;# "

'

9989#""9% J&&))&&&WJ&))&)&

QC=

"

0>I

"

9$!1

"

%P "

'

"$9 %L% "

'

89!":%%L; WWW)&&&)&)&&JJ

##

%

#靶基因分析结果

%

!

#

#慢性乙肝脾胃湿热证组和正常组之间的差

异表达
0>E2-I,J

相关靶基因的功能主要与转录因

子&气体交换&生物体成年后行为之间的相互作用&逆

境刺激&多细胞有机体的应激反应&多细胞有机体的过

程'正向&负向(&骨化&运动"酶活性调节'连接酶&转

移酶&鸟氨酸脱羧酶&核苷酸三磷酸酶(&免疫系统的

发展&肌动蛋白丝化进程等有关*

%

!

!

#慢性乙肝肝郁脾虚证和正常组之间的差异

0>E2-I,J

相应靶基因的功能主要与核苷酸或染色

质的结合&转录的抑制与激活&生物的合成过程&细胞

的发育&代谢过程的调控&多细胞有机体的应激反应&

酶活性的调节'鸟氨酸脱羧酶&磷酸酶(&肌动蛋白丝

化进程&调节免疫系统发展与进程&

(M

"

#!

等有关*

%

!

%

#慢性乙肝脾胃湿热证和肝郁脾虚证之间差

异表达的
0>E2-I,J

相应靶基因的功能主要涉及以

下几个方面的功能#跨膜转运'囊泡介导的运输等(&

转录的调节'转录激活&转录因子(&生殖发育'配子产

生&排卵&胚后发育等(&色素沉着&激素代谢&免疫系

统的发育&肌动蛋白丝化进程&物质的结合'核酸&蛋

白质&离子&染色质等(&代谢过程的调节&解剖结构&

多细胞有机体的发育&细胞发育或黏附&对外部刺激的

反应等*

讨##论

有学者认为中医证候的发生大致可以归纳为#人

体在各种致病因素'如细菌&病毒等生物学致病因素&

自然气候条件的变化&精神和社会因素等(作用下"通

过直接或间接的方式影响到机体平衡'体液&内分泌&



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

!!"#(%!

神经系统等("并通过特定的物质介导"引起体内基因

表达调控的变化及酶&蛋白质&神经递质&激素&炎症因

子等生物活性物质的变化"使人体内的生化代谢反应

发生一系列的改变"使得疾病中的各种病理学变化和

临床表现等变得更加复杂&更加持久"表现为不同的证

型+

8

,

* 而在证的发生过程中
0>E2-I,J

可能扮演了

及其重要的角色"通过本研究最终筛选出
9

条慢性乙

肝脾胃湿热证和肝郁脾虚证之间差异表达的
0>E2-I

"

,J

"它们通过沉默或激活相应的靶基因"调控激素的

代谢"进而影响机体的生理病理变化而表现出不同的

临床症状)同时"当激素的代谢出现异常时"又可反馈

地调节和影响大脑&下丘脑&垂体&肾上腺的功能"进一

步扩大其影响"导致更广泛的病理生理变化* 有研究

发现激素的代谢与中医证型之间存在一定的关系"如

赵伟康等+

9

,发现甲亢患者非阴虚火旺患者与阴虚火

旺患者之间血清皮质醇浓度有着明显差异 '

T d

"

!

"8

(* 唐智敏等+

:

,发现慢性肝炎肝郁脾虚组血清胃

泌素&胃动素异常率均明显高于肝气郁结组)在慢性乙

型肝炎虚证&实证者与正常组进行比较中"内分泌激素

相关指标'

)/C

&

JMF

&皮质醇&

(,K

&

WI

&胃泌素&

)%

&

)$

&

)KR

(均出现明显异常'

T d"

!

"8

(

+

;

,

*

目前大量大样本研究显示不同证型'肝郁脾虚

证&脾胃湿热证&肝气郁滞证等(的慢性乙肝之间的各

种生化指标存在显著的差异"如丙氨酸转氨酶&谷草转

氨酶+

L

"

#"

,

"碱性磷酸酶+

##

,

"

"

"平滑肌肌动蛋白+

#!

(

#9

,

等"本研究显示慢性乙肝不同证型与健康人之间存在

的差异
0>E2-I,J

的调控机制与体内的多种酶的活

性及蛋白质的调节有密切的关系"这些物质都受到相

应的
0>E2-I,J

及所对应的靶基因调控"这可能是脾

胃湿热证或肝郁脾虚证存在的生物学基础"但其是如

何影响中医证型发生的机制还需进一步研究*

有研究发现
0>E2-I,J

在人体免疫系统的发展

中充当着相当重要的角色"参与了免疫细胞发育和炎

症等多种生理病理过程"如
0>I

"

#88

与
)

&

S

细胞的

分化以及
S

细胞抗体类别转换密切相关+

#:

(

#L

,

"

0>I

"

#:

$

L!

参与
S

细胞发育
0>I

"

#8"

负向调控
S

细胞发育和炎症反应"

0>I

"

#;#=

参与
)

细胞发育"

0>I

"

#$9=

负向调控炎症反应+

!"

,

* 本研究所发现的

0>E2-I,J

及其相应的靶基因对细胞免疫中的
(M

"

#!

有调控的作用"而
(M

"

#!

可以清除
RS3

病毒"若体内

(M

"

#!

含量减少"则不能很好的建立细胞免疫+

!#

,

"有研

究显示
(M

"

#!

与慢性乙肝肝郁脾虚患者存在着一定的

联系+

!!

"

!%

,

"这些都说明了慢性乙肝中医证型与机体的

免疫状态有相关性"而其内在调控机制可能与本研究

发现的差异
0>E2-I,J

有关*

本研究初步得出了两种证型之间的差异
0>E2-I

"

,J

"及可能的潜在标志物"但本次研究样本量较小"下

一步需要继续扩大样本量"明确所筛选出的
0>E2-I

"

,J

的可靠性及可重复性"同时需对其进行生物学

验证*
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沉痛悼念本刊编委王宝恩教授

我国著名的内科学家%医学教育家%中华医学会内科分会$消化分会$肝病学分会原主任委员%中国中

西医结合学会肝病专业委员会原主任委员%首都医科大学教授%首都医科大学附属北京友谊医院名誉院

长$原院长%本刊编委王宝恩教授因病医治无效于
!"#$

年
#"

月
##

日在北京逝世%享年
;;

岁#

王宝恩教授出生于
#L!9

年
!

月
#%

日%

#L$;

年
:

月毕业于北京大学医学院%

#L$L

年
#"

月加入

中国共产党# 毕业后先后在北大医院和北京市第三医院工作%

#L8!

年
!

月调入北京友谊医院# 王宝

恩教授先后担任主任医师$首都医科大学教授$硕士生导师$博士生导师&北京友谊医院内科主任$临

床医学研究所所长$院长$名誉院长&首都医科大学中西医结合学系$消化病学系名誉主任&中华医学

会消化$内科$肝病学会主任委员&中华肝病学会$中西医结合肝病学会名誉主委%中国肝炎防治基金

会理事$中国中西医结合学会常务理事#

#L;"

年受聘美国约翰'霍普金斯大学客座教授%是国际肝

病学会$美国肝病学会和欧洲肝病学会会员%纽约科学院院士%

#LL9

年任亚太肝病学会执行委员#

王宝恩教授从医
9"

多年%开展中西医结合研究
$"

余年# 在国际上提出并首次证明了中医药阻断

及逆转肝硬化的新观点%发明研制了(中药复方制剂
;9#

合剂)%为治疗慢性肝病开辟了新途径#

#LL;

年获国家科技进步三等奖$卫生部$北京市科技进步二等奖# 王宝恩教授还研究了以中西医结合的

方法治疗多脏器功能不全和衰竭%使感染并发多脏器功能不全的病死率下%达降到国际先进水平# 该项

研究先后获得
#LL;

年北京市科技进步二等奖%

#LLL

年国家中医局科技进步二等奖等共
#%

项科技成

果奖#

王宝恩教授注重学术的交流%成立了中华医学会肝病学分会%开创了我国肝病领域对外学术交流

的新局面# 从教
8"

余年%桃李满天下%培养硕士研究生
!L

名$博士研究生
%L

名$博士后
!

名%为我国

培养出了大批优秀临床和科研人才# 发表专业论文
%9"

余篇%主编*现代肝脏病学+等专著
:

部%作为

主要完成人获得国家级与部级科研成果
#L

项$北京市科研成果
!!

项#

!"":

年被授予(吴阶平桃李

奖)# 中国肝炎防治基金会首个用于肝纤维化研究的专项基金,,,王宝恩肝纤维化研究基金于

!"":

年
#

月
%"

日在北京人民大会堂举行运行仪式#

王宝恩教授为我国的医学事业鞠躬尽瘁# 虽然他离开了我们%但是他的贡献已载入肝病医学的

发展史册%我们永远怀念他-

!北京友谊医院供稿"


