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#3

宁夏医科大学中医学院$银川
9$"""%

%&

!3

北京中医

药大学东方学院$河北
"6$""#

%&

%3

成都中医药大学针推学院$成都
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%
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);2

#

"!8

"

8998#%#7

"

<

#
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#
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#
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!
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本经取穴针刺法对肝阳上亢型无先兆

偏头痛患者
++<

基因表达的影响

黄银兰#

$万明雨!

$梁希森#

$梁繁荣%

摘要$目的$观察本经取穴针刺法调控肝阳上亢型无先兆偏头痛患者膜金属肽链内切酶!

=;=H-,D;

=;C,221

#

;DA1I;IC>A,J;

"

++<

#基因的差异表达$ 方法$将
!"

例肝阳上亢型无先兆偏头痛患者随机分为

经穴组!针刺患侧经穴#和非经非穴组!针刺患侧非经非穴#"每组各
#"

例"每天针刺
#

次"连续
#"

天$ 利用

基因芯片技术"获得两组的基因表达谱"并对其进行
K;D; FDC121LM

!

KF

#分析$ 结果$与本组治疗前比

较"经穴组治疗后
++<

基因表达量下降!

N O"

!

""!%

#"该基因富集于
!

"淀粉样蛋白代谢过程!

H;C,

#

,=M

#

21>A =;C,H12>. I-1.;JJ

"

N O%

!

#6<

"

"$

#以及肽代谢过程!

I;IC>A; =;C,H12>. I-1.;JJ

"

N O"

!

""56#!

#"

该基因在非经非穴组治疗后各样本中未见表达$ 结论$本经取穴对肝阳上亢型无先兆偏头痛的效应可能通

过对
++<

基因的调控实现$

关键词$本经取穴%膜金属肽链内切酶基因%脑啡肽酶%无先兆偏头痛

<??;.C 1? P.BIBD.CB-; ,21DL P??;.C;A +;->A>,D 1D C/; ++< K;D; <QI-;JJ>1D 1? +>L-,>D; N,C>;DCJ

R>C/1BC PB-, 1? K,D

#

M,DL SMI;-,.C>T>CM UMDA-1=;

$

SVP4K W>D

#

2,D

#

"

*P4 +>DL

#

MB

#

"

X(P4K Y>

#

J;D

#

"

,DA X(P4K Z,D

#

-1DL

%

$

# &122;L; 1? )-,A>C>1D,2 &/>D;J; +;A>.>D;

"

4>DLQ>, +;A>.,2 VD>T;-J>CM

"

W>D./B,D

$

9$"""%

%"

&/>D,

&

! <,JC;-D &122;L;

"

:;>[>DL VD>T;-J>CM 1? &/>D;J; +;A>.>D;

"

S;H;>

$

"6$""#

%"

&/>D,

&

% &122;L; 1? P.BIBD.CB-; ,DA )B>D,

"

&/;DLAB VD>T;-J>CM 1? )-,A>C>1D,2 &/>D;J; +;A>.>D;

"

&/;DL

#

AB

$

6#""9$

%"

&/>D,

P:U)\P&)

$

FH[;.C>T;

$

)1 1HJ;-T; C/; ;??;.C 1? ,.BIBD.CB-; ,21DL ,??;.C;A =;->A>,D 1D C/; =;=

#

H-,D; =;C,221

#

;DA1I;IC>A,J;

$

++<

%

L;D; ;QI-;JJ>1D 1? =>L-,>D; I,C>;DCJ R>C/1BC ,B-,

$

+F

%

1? K,D

#

M,DL /MI;-,.C>T>CM JMDA-1=;

$

KWSU

%

3 +;C/1AJ

$

)1C,22M !" +F I,C>;DCJ 1? KWSU R;-; -,DA1=2M ,J

#

J>LD;A C1 C/; ,.BI1>DC L-1BI

$

,.BIBD.CB-; ,21DL ,??;.C;A =;->A>,D

%

,DA C/; D1D

#

,.BI1>DC L-1BI

"

#" .,

#

J;J >D ;,./ L-1BI3 4;;A2>DL R,J I;-?1-=;A 1D.; I;- A,M ?1- #" .1DJ;.BC>T; A,MJ3 K;D; ./>I C;./D121LM

R,J BJ;A C1 1HC,>D CR1 J;CJ 1? L;D; ;QI-;JJ>1D I-1?>2;J ,DA ,D,2M];A BJ>DL K;D; FDC121LM

$

KF

%

3

\;JB2CJ

$

(D C/; ,.BI1>DC L-1BI

"

++< L;D; ;QI-;JJ>1D A;.-;,J;A ,?C;- D;;A2>DL

$

N O"

%

""!%

%

3 )/,C L;D;

R,J ->./ >D C/; H;C,

#

,=M21>A =;C,H12>. I-1.;JJ

$

N O%

%

#6<

&

"$

%

,DA C/; I;IC>A; =;C,H12>. I-1.;JJ

$

N O

"

%

""56#!

%

3 (CJ ;QI-;JJ>1D R,J D1C J;;D >D C/; D1D

#

,.BI1>DC L-1BI3 &1D.2BJ>1D

$

)/; ;??;.C 1? I1>DC J;2;.

#

C>1D ,21DL ,??;.C;A =;->A>,D .1B2A H; ,./>;T;A I1JJ>H2M HM -;LB2,C>DL C/; ++< L;D; ;QI-;JJ>1D3

^<W*F\EU

$

I1>DC J;2;.C>1D ,21DL ,??;.C;A =;->A>,D

&

=;=H-,D; =;C,221

#

;DA1I;IC>A,J; L;D;

&

;D

#

_;I/,2>D,J;

&

=>L-,>D; R>C/1BC ,B-,

$$无先兆偏头痛$

=>L-,>D; R>C/1BC ,B-,

"

+F

% 的 发作过程是多步骤'多种因素参与的极复杂过程"涉及

多个基因表达及其表达产物的改变来共同参与离子通

道的开放'多种神经肽类的合成'分解'代谢等( 膜金

属肽链内切酶$

=;=H-,D; =;C,221

#

;DA1I;IC>A,J;

"

++<

%基因又称脑啡肽酶$

;D_;I/,2>D,J;

"

4<N

%基

因"研究表明该基因编码的酶类与
+F

的关系密

切)

#

"

!

*

( 本研究通过针刺本经穴位"观察
++<

基因在

肝阳上亢型偏头痛患者中的表达变化"希望揭示经穴

效应在分子水平体现的机制"现报道如下(
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资料与方法

#

$诊断标准及中医辨证分型标准$

+F

诊断参

照
!""7

年国际头痛学会$

S(U

%制定的+头痛疾患的

国际分类,$

(&SE

#

!

%

)

%

*相关标准( 中医辨证分型标

准参照-针灸治疗学.

)

7

*头风肝阳上亢证辨证标准#头

痛而胀"或抽掣而痛( 痛时常有烘热"面红目赤"耳鸣

如蝉"心烦口干( 舌红"苔黄"脉弦(

!

$纳入及排除标准$纳入标准#年龄
#8 `6$

岁&

符合
+F

诊断标准"每月发作
#

%

6

次"有
#

年以上偏头

痛病史&符合头风肝阳上亢型辨证标准&神经系统检查

阴性"头颅
&)

或
+\(

正常&患者本人签署或由其直系

亲属代签知情同意书( 排除标准#合并心血管'肝'肾'

消化'造血系统等严重原发性疾病者"精神病患者"未经

控制的高血压&易合并感染及出血&过敏体质&孕妇(

%

$一般资料$

!"

例均为
!"##

年
#"

月/

!"#!

年

%

月宁夏医科大学中医门诊部针灸科
+F

患者( 按随

机数字表法分为经穴组和非经非穴组"每组各
#"

例(

其中经穴组男
$

例"女
$

例&年龄
!7 ` $%

岁"平均

$

!8

&

7

%岁&病程
%

个月
`#"

年"平均$

%

!

%

&

#

!

!

%年"

轻度疼痛
!

例"中度疼痛
7

例"重度疼痛
7

例( 非经非

穴组男
7

例"女
6

例&年龄
!! `$%

岁"平均$

!5

&

$

%岁&

病程
!

个月
`8

年"平均$

!

!

8

&

"

!

5

%年&轻度疼痛
!

例"

中度疼痛
$

例"重度疼痛
%

例( 两组患者一般资料比

较"差异无统计学意义$

N a"

!

"$

%(

7

$治疗方法$经穴组针刺患侧少阳经穴#角孙'

外关'阳陵泉'丘墟( 非经非穴组针刺患侧
7

个非经非

穴点#$

#

%肘内侧"肘尖与腋窝连线中点直刺
"

!

$

%

#

寸&$

!

%肱骨内上髁与尺骨腕部之间中点"尺侧缘#直

刺
"

!

$

%

#

寸&$

%

%臂内前缘三角肌和二头肌交接处#

直刺
"

!

$ `#

寸&$

7

%足三里水平旁开
#

%

! .=

"胫骨

外侧缘处#直刺
"

!

$

%

#

寸( 两组均采用平补平泻法"

每天
#

次"连续治疗
$

次后休息
!

天"共针刺
#"

次(

$

$观察指标及方法

$

!

#

$总
\4P

抽提及芯片实验前准备$治疗前

后患者采肘静脉血
$ =X

"用红细胞裂解液$中国
U1

#

2,-H-1

公司%提取'清洗白细胞"然后用
C- >]12

$美国

(DT>C-1L;D

公司%法抽提白细胞总
\4P

"并进行琼脂

糖凝胶电泳"余下 "

8"

'冷藏备用(

(22B=>D, )1C,2

N-;I \4P

扩增试剂盒 $美国
(22B=>D,

公司%合成

.E4P

"

(22B=>D, )1C,2 N-;I \4P

扩增试剂盒$美国

(22B=>D,

公司%进行纯化"

(22B=>D, )1C,2 N-;I \4P

扩增试剂盒$美国
(22B=>D,

公司%反转录成
.\4P

"

(2

#

2B=>D, )1C,2 N-;I \4P

扩增试剂盒$美国
(22B=>D,

公司%再进行纯化( 基因芯片主要采用美国
(22B=>D,

公司开发的第三代
SB=,DS)

#

#!

微珠芯片(

$

!

!

$芯片及杂交$将纯化后的
.\4P

与杂交试

剂$美国
(22B=>D,

公司%混合"杂交试剂由
K<Y

#

S:W

和无
\4P

酶的水组成( 在
U;DC->Q :;,A &/>I

杂交舱

杂交箱
$8

'$美国
(22B=>D,

公司%进行样本杂交"用

<#:&

洗液$美国
(22B=>D,

公司%在
!$" =X

染色缸进

行室温孵育( 再用高温洗液$美国
(22B=>D,

公司%和无

\4P

酶的水在
SMH;Q

加热器及
SMH;Q

水浴槽中进行

高温洗涤"然后用
<#:&

洗液$美国
(22B=>D,

公司%和

!$" =X

染色缸进行第
#

次室温洗涤"后用乙醇洗液

$美国
(22B=>D,

公司%和
!$" =X

染色缸进行乙醇洗涤"

再进行
#

次室温洗涤"其方法及试剂同上( 再用
:21._

主要使用末端转移酶在单链和未被切割的
12>L1

的
%

(

端加上
AA4)NJ

"避免非特异性延伸( 探查信号"在

:;,A&/>I

洗碟 $美国
(22B=>D,

公司%中用
UP

#

&M%

$

Z2B1-1X>D_

)+

&M%

)+

%及
:21._ <#

缓冲液$美国
(22B

#

=>D,

公司%操作"后再进行
#

次室温洗涤和前两次室温

洗涤的操作及试剂完全相同( 再将产物用台式离心机

$美国
U>L=,

公司%进行干燥(

$

!

%

$荧光扫描和结果判定$用
(22B=>D, :;,A

#

&/>I \;,A;-

进行读取及获取图像"用
(22B=>D, :;,A

UCBA>1 PII2>.,C>1D

进行数据分析并输出图像和文本

文件( 针对多芯片结果进行芯片间及差异表达基因之

间的双向聚类"同时对新基因的功能进行预测"目的是

对不同的样本进行分类"并对差异基因进行相似性分

析( 再将差异表达的基因"按照基因本体论分析$

K;D;

FDC121LM

"

KF

%的数据库中的
%

大独立的
1DC121LM

#生

物过程$

H>121L>.,2 I-1.;JJ

"

:N

%"分子功能$

=12;.B

#

2,- ?BD.C>1D

%及细胞组分$

.;22B2,- .1=I1D;DC

%进行

分类( 而这
%

个
1DC121LM

又可以独立出不同的亚层

次"层层向下构成一个
1DC121L>;J

的树型分支结构(

观察两组治疗前后
++<

基因的表达差异(

6

$统计学方法$表达谱原始数据采用
(22B=>D,

:;,A UCBA>1 PII2>.,C>1D

软件进行预处理并得到标

准化数据"然后使用
UPU 5

!

#

软件包筛选差异表达基

因以及
KF

功能分析"使用
UCBA;DC

(

J C C;JC

计算差

异表达基因
N

值"使用
:;D[,=>D> S1./H;-L ZE\

进

行多重矫正$阈值#

,A[BJC N b "

!

"$

" 差异倍数
a !

或
b"

!

$

%"

KF

功能分析采用超几何分布累积算法计

算显著性
N

值$阈值#

N b"

!

"$

%( 基因芯片数据采用

&2BJC;- %

!

"

软件做聚类分析(

结$$果

#

$电泳检测$图
#

%$琼脂糖凝胶电泳显示未见
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明显降解条带"各条带清晰"比例正常"总
\4P

纯度

较高"说明所提取的总
\4P

完整性好(

!

$芯片结果聚类分析$图
!

"表
#

%$其中
++<

基因在经穴组表现为绿色"表明该基因治疗后下调"该

基因于非经非穴组治疗后未见表达( 经穴组患者治疗

后
++<

基因的表达总体呈下降趋势$

N O"

!

""!%

%(

%

$经穴组
KF

分析结果$表
!

%$经穴组
:N

共

#7

条(

++<

基因功能在
#7

条通路中占首位和第八

位"该基因与经穴调控
+F

的关联性较大(

表
#

$经穴组治疗前后
++<

基因的表达情况

探针号 患者编号 基因名称 治疗前 治疗后

(X+4c#698#9" !

号
++< ! !88

)

85$ # #97

)

#6#

(X+4c#986%#5 !#

号
++< %

)

"!8 !

)

6!6

(X+4c#656#6! $

号
++< $7

)

#7# !9

)

#$5

(X+4c#698#9" 8

号
++< # $75

)

!7$ # #"9

)

5"%

(X+4c#698#9" 5

号
++< # %7!

)

##% # #$9

)

##9

(X+4c#986%#5 #!

号
++< 8

)

6"6 9

)

8!9

(X+4c#656#6! #7

号
++< %9

)

6#% #$

)

%98

(X+4c#698#9" #6

号
++< ! !58

)

785 # !86

)

6!7

(X+4c#698#9" #8

号
++< # 5#5

)

%98 59$

)

!"9

(X+4c#656#6! #5

号
++< #"5

)

%#5 9

)

9%8

图
#

$电泳检测结果

$$注#

P

为经穴组&

:

为非经非穴组&红色表示上调&绿色表示下调&黑色表示治疗前后没有变化&右标数字后附+

P

,为治

疗后的样本"不附+

P

,为治疗前&下标为基因名称

图
!

$芯片结果聚类分析
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表
!

$经穴组
KF

分析结果

KF

小类编号 当前
KF

小类的名称 基因名称
N

值
21Lc1AAJc-,C>1

KF

#

""$"7%$ H;C,

#

,=M21>A =;C,H12>. I-1.;JJ ++<GG++<GG++<GG++< %

)

#6<

#

"$ 6

)

"68 %79

KF

#

""7%76# I-1C1D

#

C-,DJI1-C>DL P)N JMDC/,J; .1=I2;Q ,JJ;=H2M P)NPZ!GGP)NPZ!GGP)NPZ! "

)

""" !89 9

)

9"5 85%

KF

#

""9"!9! I-1C1D

#

C-,DJI1-C>DL P)N JMDC/,J; .1=I2;Q H>1L;D;J>J P)NPZ!GGP)NPZ!GGP)NPZ! "

)

""" !89 9

)

9"5 85%

KF

#

""9""9# I-1C1D

#

C-,DJI1-C>DL CR1

#
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N

值为富集度"其值越小"

KF

富集度与
+F

相关性越大&

21Lc1AAJc-,C>1

代表
21L

比值比$

X\

%

讨$$论

在本研究中"通过针刺少阳经穴后"

++<

基因表

达量下降"

++<

酶活性降低或者表达削弱"

!

"淀粉

样蛋白$

P!

%降解减慢"抑制毛细血管内皮细胞$

.,I

#

>22,-M ;DA1C/;2>,2 .;22

"

&<&

%

4,

e

#

^

e

#

P)N

酶的过

度活跃"阻止皮质扩散性抑制 $

.1-C>.,2 JI-;,A>DL

A;I-;JJ>1D

"

&UE

%发生"从而阻止
+F

发作(

从
++<

基因
KF

分析中可以得出
++<

基因的

表达主要通过影响
P!

蛋白的代谢来影响对
+F

的作

用通路(

++<

基因编码的蛋白质被认为是最重要的

P!

蛋白降解酶"因而在阿尔茨海默症$

P2]/;>=;-

(

J

A>J;,J;

"

PE

%的研究中占有重要的地位)

$

*

(

++<

酶

活性降低能导致
P!

蛋白在大脑中的聚集"导致
++<

酶活性降低的原因有
4<N

基因变异'疾病或者年龄导

致其表达量的改变或者活性的改变)

6

*

( 还有研究证

明
++<

基因编码的
4<N

#

!

是最重要的
P!

蛋白降解

酶)

9

*

(

(R,C, 4

等)

8

*表明
++<

是脑内
P!

的主要降

解酶"它可能和
PE

的发生发展有关( 结果显示
++<

4<N

基因的表达呈下降趋势"

++<

酶活性也会随之

降低或者表达削弱"则
P!

蛋白降解减慢(

:1-;J, K+

等)

5

*研究认为脑内
P!

蛋白有抑制

脑内
&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶的功能( 又有研究在
PNN

加
NU#

转基因小鼠中发现大脑的
4,

e

#

^

e

P)N

酶活

性能够直接被高浓度的可溶性的
P!

蛋白抑制)

#"

*

(

我们还需说明
4,

e

#

^

e

P)N

酶与偏头痛的关系"有研

究表明
&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶转运子的体内平衡与偏

头痛的发病机制"在偏头痛的过程中脑脊液
4,

e浓度

增加"而
&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶转运子的活性增加是

脑脊液
4,

e浓度增加的主要原因"所以当
&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶转运子活性在正常范围限度之外"分别产

生偏头痛及先兆)

##

*

"其机制可能为# $

#

% 当
&<&

4,

e

#

^

e

P)N

酶转运子活性低于其正常范围的下极限

时"细胞外钾离子增加"促进皮层扩散性抑制及产生先

兆( $

!

%当
&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶转运子活性高于其

正常范围的上极限时"提高细胞外钠离子浓度"增加

神经元兴奋性"导致偏头痛( $

%

%

+F

可能归因于

&<& 4,

e

#

^

e

P)N

酶的过度活跃"它的结果就是皮

层扩散性抑制(

&UE

指各种刺激因素使大脑皮质局

部神经元去极化"导致神经元电活动受抑制"并且以

波的形式自发源处向周围组织扩散"与
+F

相关"尤

其与
+P

关联性最大"是偏头痛脑神经障碍的最显

著的病因)

#!

*

(

针刺少阳经穴后"

4<N

基因表达量下降"

4<N

酶

活性降低或者表达削弱"脑啡肽降解减少"镇痛作用增

强"从而实现治疗
+F

的作用(

++<

基因表达的
4<N

在中枢神经系统它是一种

神经肽的降解酶"主要调节脑啡肽诱发的镇痛作用(

针刺镇痛的基本原理被论述得最多的是#针刺产生使

内源性的脑啡肽增多)

#%

*

( 早在
#586

年就有研究者

论证过
4<N

在偏头痛发作的病理生理过程中产生的

作用)

#7

*

( 后来又有研究发现抑制
4<N

会促进神经源

性炎症的发展"如促进降钙素基因相关肽的释放)

#$

*

(

+F

的发病机制早已经被证明是一种神经源性炎症"

三叉神经血管学说在偏头痛病理生理机制中占主导

地位( 该学说认为偏头痛的发病涉及三种机制#供

应脑膜的颅内脑外血管扩张'血管周围神经释放血

管活性肽引起神经源性炎症以及中枢痛觉传导的抑
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年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

制降低)

#6

*

( 神经源性炎症是关键环节"以脑膜血管

扩张'血浆外渗'血小板活化及肥大细胞脱颗粒为

特征)

#9

*

(

综上"本经取穴对肝阳上亢型
+F

的效应机制可

能是通过对
++<

基因的调控实现的( 调控
++<

基

因成为近几年治疗
+F

的目标之一( 本研究通过分析

治疗前后经穴组
++<

基因的表达差异体现了经穴效

应的物质基础"这只是从一个微观的方面进行了探讨"

进一步的研究将从宏观与微观的互应方面体现经穴效

应的作用路径(
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