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!基础研究!

利用生物信息学工具分析'益气调血扶本培元(

针法治疗老化痴呆的关键靶点

刘"涛#

"张雪竹!

"贾玉洁!

"韩景献#

"聂"坤!

摘要"目的"分析"益气调血扶本培元#针法治疗老化痴呆的关键靶点$阐明针刺治疗老化痴呆的细胞

生物学机制% 方法"

;"

只
8

月龄快速老化痴呆
GH+I$

小鼠$随机分为对照组&针刺组和非穴组$每组各
!"

只% 针刺组以"益气调血扶本培元# 针法针刺处理$非穴组处以非经非穴点针刺处理$对照组以单纯捉抓处

理% 采用
+311>J

水迷宫方法观察各组小鼠学习记忆能力'提取各组小鼠海马组织的基因差异表达模式$利

用
K<D!<?1>.B1

网络在线分析工具$分析差异表达基因的主要
L<KK

代谢网络途径$以及差异表达基因主

要的细胞定位'提取各组小鼠海马组织的蛋白质组$利用
,H2(,

在线注释工具$在蛋白质组水平分析各组小

鼠海马组织差异表达蛋白质中线粒体相关蛋白质的数量% 结果"针刺组小鼠逃避潜伏期成绩从(
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)

J

缩短到(

!$

!

;9

$

#!

!

8#

)

J

$较对照组和非穴组成绩显著缩短(

I M"

!

"#

)'针刺组和非穴组中均有

多条代谢网络途径被活化$与非穴组比较$"氧化磷酸化#&"帕金森病#以及"蛋白质在内质网的加工#这
%

条

代谢网络途径是针刺组特异的'针刺组表达上调的基因主要定位于神经元突起&线粒体和细胞骨架$非穴组

的表达上调的基因主要定位于神经元突起'各组小鼠海马组织差异表达蛋白质中$表达上调的线粒体相关蛋

白质数量$针刺组有
%!

个$非穴组有
7

个% 结论""益气调血扶本培元#针法治疗老化痴呆的靶点很广泛$

神经元线粒体是针刺疗效的关键靶点%

关键词"老化痴呆' 快速老年性小鼠' 生物信息学' 线粒体

H?=4NJ>J 3OL-N )=1P-CJ 3O

'

Q> R> )>=3 ST- UT V-? I-> QT=?

(

H.TWT?.CT1- >? )1-=C/-?C 3O G-?>4-

,-/-?C>= XJ>?P V>3>?O31/=C>.J )334J

"

Y(X )=3

#

"

Z[H6K ST-

#

\BT

!

"

'(H QT

#

F>-

!

"

[H6 '>?P

#

]>=?

#

"

=?^ 6(< LT?

!

"

# ,-W=1C/-?C 3O H.TWT?.CT1-

"

U>1JC )-=.B>?P [3JW>C=4 3O )>=?F>? X?>_-1J>CN 3O )1=^>C>3?=4

&B>?-J- +-^>.>?-

"

)>=?F>?

$

%""#:%

&%

! H.TWT?.CT1- `-J-=1.B (?JC>CTC-

"

U>1JC )-=.B>?P [3JW>C=4 3O )>=?F>?

X?>_-1J>CN 3O )1=^>C>3?=4 &B>?-J- +-^>.>?-

"

)>=?F>?

$

%""#:%

&

HVG)`H&)

$

D0F-.C>_-

$

)3 =?=4N\- CB- @-N C=1P-CJ 3O

'

Q> R> )>=3 ST- UT V-? I-> QT=?

( $

QR)SUV

#

IQ

&

=.TWT?.CT1- /-CB3^ >? CB- C1-=C/-?C 3O J-?>4- ^-/-?C>=

"

=?^ C3 -4T.>^=C- CB- .-44T4=1 0>343P>.=4

/-.B=?>J/ 3O =.TWT?.CT1- >? C1-=C/-?C 3O CB- ^>J-=J-5 +-CB3^J

$

HJ =? =?>/=4 /3^-4 3O J-?>4- ^-/-?C>

#

=

"

8

#

/3?CB

#

34^ ;" J-?-J.-?.-

#

=..-4-1=C-^ />.- W13?- $

$

GH+I$

&

a-1- 1=?^3/4N ^>_>^-^ >?C3 CB- .3?C134

P13TW

"
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""既往研究证明"针刺治疗的模式具有整体性)多层

次)多靶点的特点"生物学机制非常复杂*

#

+

, 基于中

医学理论的'益气调血扶本培元(针法"能明显改善老

年性痴呆患者的认知状况"显示出对老年性痴呆的临

床治疗潜力*

!

"

%

+

"然而其多靶点内涵和关键靶点未知,

生物信息学$

0>3>?O31/=C>.J

&是研究生物信息的

采集)处理)存储)传播"分析和解释等各方面的学科"

也是随着生命科学和计算机科学的迅猛发展"生命科

学和计算机科学相结合形成的一门新学科, 它通过综

合利用生物学)计算机科学和信息技术而揭示大量而

复杂的生物数据所赋有的生物学奥秘, 该学科的特点

是基于系统生物学原理的大数据分析手段"与中医学

'整体观念(特色非常吻合,

GH+I$

小鼠作为典型的早老化痴呆小鼠"在成

年期出现伴随痴呆的快速老年性特征"是常用的
H,

动物模型*

9

+

, 在本项研究中"以
GH+I$

小鼠为化性

痴呆动物模型"以'益气调血扶本培元(针法为干预手

段"提取小鼠海马组织的基因表达特征谱"利用多种生

物信息学分析工具"在基因表达水平进行模式化分析"

揭示'益气调血扶本培元(针法的多靶点作用模式和

对老化痴呆的关键靶点"阐明针刺治疗老化痴呆的系

统生物学机制,

材料和方法

#

"动物"

;"

只
8

月龄
GH+I$

小鼠"雌雄各半"

清洁级"小鼠饲养在完全相同条件下"

!7

&恒温)恒

湿"自由取食饮水, 动物均由天津中医学院第一附属

医院老年性鼠繁育中心提供*许可证号
GS&L

$津&

!"#7

'

"""%

+"动物实验的所有方法和程序均遵循天

津中医药大学的相关规定"实验动物伦理号#

)&+

#

YH<&!"#8""$

,

!

"试剂与仪器"

)1>\34

试剂购自美国
(?_>C13

#

P-?

公司% 小鼠基因芯片
HOON/-C1>] K-?-&B>W

+3TJ- )1=?J.1>WC3/- H11=N#

!

"

$货号#

:"##;:

&购

自
HOON/-C1>]

公司, 芯片杂交使用
HOON/-C1>]

公司

的
HOON/-C1>] K-?-&B>W ;97 GNJC-/

%芯片信号扫

描使用
HOON/-C1>]

公司的
K-?-&B>W 8K />.13=1

#

1=N J.=??-1

,

%

"动物分组及干预方法"

;"

只
8

月龄
GH+I$

小鼠随机分为
%

组"即对照组)针刺组和非穴组"每组

各
!"

只, 针刺组采用'益气调血扶本培元( 针刺方

法"穴位选取膻中)中脘)气海及双侧血海)足三里" 穴

位定位参考-实验针灸学.

*

7

+中的动物穴位图谱, 针

刺手法# 血海穴施捻转泻法
%" J

" 其他穴位均行捻转

补法
%" J

%非穴组取双侧肋下固定非经非穴点" 用平

补平泻捻转手法各
%" J

%对照组进行与以上两组相同

时间程度的捉抓刺激, 各组每天做相应处理
#

次" 第

8

天暂停
#

次" 连续操作
#

个月,

9

"检测指标和检测方法

9

!

#

"小鼠学习记忆能力"各组小鼠在针刺结束

后进行
#

个为期
7

天的
+311>J

水迷宫隐蔽平台测试"

逃避潜伏期的长短作为衡量小鼠学习记忆能力的指

标, 具体方法简单描述如下#将小鼠面朝池壁轻轻放

入水中"利用行为学软件硬件记录分析小鼠从入水至

找到平台的游泳路线的长度及找到平台的时间$逃避

潜伏期&"然后让小鼠在平台上停留
!" J

, 如果
#!" J

内找不到平台"潜伏期记为
#!" J

, 每天在
!

个入水

点各测试
#

次"以两次逃避潜伏期的算术均值作为这

一天的成绩"进行统计分析, 具体方法参照参考

文献*

;

+,

9

!

!

"小鼠海马组织基因芯片差异表达模式$

G>P

#

?=CT1-

&"抽提小鼠行颈椎脱臼法处死"快速剥取完
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整海马组织, 将新鲜剥离的海马组织置于预冷
)1>\34

的玻璃匀浆器中匀浆"依照传统
)1>\34

方法提取细胞

总
`6H

"并在紫外分光光度计中定量, 总
`6H

样本

首先经琼脂糖凝胶电泳检测样本质量"通过质量监控

的总
`6H

样品"用于后续的基因芯片检测分析, 检

测使用的小鼠基因芯片版本号为
HOON/-C1>] K-?-

#

&B>W +3TJ- )1=?J.1>WC3/- H11=N #

!

"

, 以下基因

芯片检测过程由北京博朗生科技有限公司$

V(DYH6

#

&<)

&提供技术服务#$

#

&探针合成%$

!

&芯片杂交与洗

染%$

%

&芯片扫描%$

9

&数据初步分析,

得到的基因芯片数据"使用基于集成式细胞网络

特征库$

Y(6&G

& 项目下
K<D!<?1>.B1

网络在线分析

工具$

=/W5WB=1/5/JJ/5-^TEP!-E

&进行基因差异表

达模式分析, 按照该工具要求的数据格式预先转换好

的待分析芯片数据文件"将数据文件直接导入到数据

入口"统计学分析方法选择特征方向法$

&B=1=.C-1>J

#

C>. ,>1-.C>3?

&"点击
<]C1=.C K-?- Y>JCJ

按钮"即可

得到包括上调基因)下调基因的基因差异表达模式列

表"抽提出基因差异表达模式,

9

!

%

"小鼠海马组织蛋白质组中线粒体相关蛋白

质的注释"新鲜剥离的海马组织立刻投入预冷细胞裂

解液的玻璃匀浆器中匀浆"利用
V&H

蛋白质定量法

对样品总蛋白质浓度定量分析, 符合质量要求的样本

保存在于 '

$"

&下冰箱备用, 总蛋白样本首先通过

初步的高效液相色谱 '质谱检测"来确定样本质量是

否适合于后续的同位素标记相对和绝对定量蛋白质组

学$

>)`HR

&实验, 通过质量监控的总蛋白样品"用于

>)`HR

蛋白质组学检测分析, 以下定量蛋白质组学

分析$

>)`HR

&检测过程由上海中科新生命科技公司

提供技术服务#$

#

&酶解%$

!

&

>)`HR

肽段标记%$

%

&高

效液相色谱法偶联质谱分析$

Y&

#

+GE+G

&%$

9

&质谱

数据初步分析,

>)`HR

蛋白质组中线粒体相关蛋白

质的注释分析"采用
,H2(, V>3>?O31/=C>.J `-

#

J3T1.-J ;

!

$

网络在线分析工具"网址#

BCCWJ

#

EE^=

#

_>^5?.>O.1O5P3_EB3/-5FJW

"得到线粒体相关蛋白质的

列表,

9

!

9

"京都基因与基因组$

L<KK

&代谢网络途径

和基因功能注释 $

KD

& 的细胞定位分析 " 将

K<D!<?1>.B1

的分析结果导入富集分析工具
<?1>

#

.B1

"在
XI

或
,D*6

基因列表下点击'

<?1>.B1

(的

入口按钮"即可进入生物信息学分析界面"进行
L<KK

关键代谢网络途径和
K-?- D?C343PN

细胞定位分析

在内的分析界面"进行富集度分析"将有统计学意义的

词条按照富集度大小汇总,

7

"统计学方法"

+311>J

水迷宫数据应用
GIGG

#%

!

"

软件进行数据统计分析"符合正态分布的变量以

]

$

J

表示"组间比较采用
)a3

#

a=N H6D2H

"

I M

"

!

"7

为差异有统计学意义,

结""果

#

"各组小鼠的学习记忆能力$表
#

&"各组小鼠

的逃避潜伏期比较"差异有统计学意义$

U b ;

!

#!

"

I M"

!

"#

&,与对照组比较"非穴组小鼠的逃避潜伏期

7

天中显著缩短$

I M"

!

"#

&%与对照组和非穴组比较"

针刺组小鼠的逃避潜伏期
7

天中显著缩短 $

I M

"

!

"#

&,

!

"基因芯片差异表达模式$表
!

&"针刺组与非

穴组有相似的差异表达模式"主要特点是上调基因远

多于下调基因,

%

"针刺效应基因差异表达模式的
L<KK

代谢网

络靶点分析$表
%

"图
#

&"两组小鼠的基因差异表达

模式中"表达下调基因列表的
L<KK

代谢网络分析结

果均无统计学意义$校正
I

值
c"

!

"7

&%两组小鼠的基

因差异表达模式中"表达上调基因的
L<KK

代谢网络

分析结果有统计学意义$校正
I

值
M"

!

"7

&"针刺组中

的表达上调代谢网络明显不同"

;

个代谢网络有统计

学意义"按照富集度从大到小依次为氧化磷酸化)帕金

森病)脂肪酸侧链延长"蛋白质在内质网的加工)内源

性大麻素反向信号以及不饱和脂肪酸生物合成"其中"

针刺组特异的代谢网络有
%

个"分别是氧化磷酸化)帕

金森病以及蛋白质在内质网的加工,

9

"差异基因表达模式中表达上调基因的
KD

细

胞定位分析$表
9

&"两组小鼠基因差异表达模式中表

达上调基因的
KD

细胞定位分析结果$校正
I

值
M

"

!

"7

&"针刺组中表达上调基因编码的功能蛋白主要

细胞内定位#

=

"神经元突起$髓鞘"轴索侧支"神经投射

表
#

$各组小鼠在
+311>J

水迷宫测试中的逃避潜伏期比较"$

J

"

]

$

J

&

组别
?

第
#

天 第
!

天 第
%

天 第
9

天 第
7

天

对照
!" $"

(

7#

$

#!

(

#! ;;

(

%7

$

#8

(

7# 77

(

;$

$

#7

(

%% ;7

(

!#

$

#9

(

:% ;9

(

87

$

#7

(

;;

非穴
!" $"

(

!"

$

#;

(

9! 7$

(

7:

$

#:

(

!! ;;

(

%"

$

#9

(

!% 77

(

!9

$

##

(

$; 7#

(

87

$

$

(

8#

针刺
!" 8:

(

:"

$

#9

(

$! 7:

(

8%

$

#%

(

9% 7#

(

8;

$

#7

(

!: %!

(

9!

$

$

(

9$ !$

(

;9

$

#!

(

8#
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表
!

$两组小鼠基因差异表达模式上调)

下调基因数目比较"$个&

组别
?

上调基因数目 下调基因数目

针刺
!" $:; 9!"

非穴
!" :%! 7#%

表
%

$两组小鼠表达上调基因中有统计学意义的

L<KK

代谢网络"$排序依照富集度大小&

序号 非穴组$

? b!"

& 针刺组$

? b!"

&

#

尼古丁成瘾 氧化磷酸化

!

脂肪酸侧链延长 帕金森病

%

内源性大麻素反向信号 脂肪酸侧链延长

9

三羧酸循环 蛋白质在内质网的加工

7

致病性大肠杆菌感染 内源性大麻素反向信号

; !

#氨基丁酸能突触 不饱和脂肪酸生物合成

8

碳水化合物代谢

$

不饱和脂肪酸的生物合成

""注#

H

为针刺组%

V

为非穴组

图
#

$两组小鼠表达上调基因中有统计学意义的

L<KK

代谢网络网格图

表
9

$两组
G>P?=CT1-

中表达上调基因的细胞内

定位分析结果

序号 非穴$

? b!"

& 针刺$

? b!"

&

#

膜蛋白复合物 髓鞘

!

膜系统 轴索侧支

%

突触 神经投射终端

9

细胞器界膜 轴突终端

7

突触部分 树突近端

;

髓鞘 轴突部分

8

神经元部分 磷酸丙酮酸水合酶复合体

$

跨膜转运蛋白复合物 突触囊泡

:

神经元投射 线粒体内膜

#"

转运复合物 微管蛋白复合物

终端"轴突终端"树突近端"轴突部分"突触囊泡&%

0

"线粒体$磷酸丙酮酸水合酶复合体"线粒体内膜&%

.

"细胞骨架$微管蛋白复合物&, 非穴组中表达上调

基因编码的功能蛋白主要细胞内定位"主要是神经

元突起$突触"突触部分"髓鞘&"以及其他部位膜蛋

白, 与非穴组比较"线粒体和细胞骨架是针刺组特

异的,

7

"针刺效应定量蛋白质组中线粒体相关蛋白质

的注释$表
7

&"与对照组比较"针刺组有统计学意义

的表达上调蛋白质有
!::

个"非穴组中有
!$;

个, 通

过
,H2(,

注释工具对这些表达上调蛋白质进行注释

分析"发现针刺组
!::

个蛋白质中"线粒体相关蛋白

质有
%!

个%非穴组
!$;

个表达上调蛋白质中"线粒体

蛋白质只有
7

个,

表
7

$各组
>)`HR

样本中上调的线粒体相关蛋白列表

组别
?

线粒体蛋白质符号

非穴
!" K1?

%

KCW0W#"

%

[=^B

%

(1-0!

%

L1C7

针刺
!"

HCW7=#

%

V=P#

%

V?>W%

%

KCW0W#"

%

6^TO=O9

%

^TO_%

%

`WTJ^%

%

H^B#

%

H/=.1

%

H?]=;

%

K.JB

%

K1?

%

Y^B^

%

+W^T#

%

+1WJ#8

%

+1WJ%9

%

I?@^

%

K/98"7

%

I9B=#

%

IW/#@

%

ICW?##

%

`W4%9

%

G^J

%

6-T9

%

G4.!!=9

%

G4.!7=%7

%

GC]#8

%

)/-/!!%

%

)WW#

%

)TJ.%

%

Xd.1##

%

X00

讨""论

'益气调血扶本培元(针法从三焦论治入手"认为

老年性痴呆病变涉及上$心肺&)中$脾胃&)下$肝肾&

三焦多个脏腑"任何一个脏腑气化功能异常"均可导致

三焦整体气化失常"气血津液出入不畅"元神受损而发

为呆病"因此在治疗上"运用'益气调血)扶本培元(针

法"主穴膻中)中脘)气海)足三里)血海, 除血海施捻

转泻法外"其余诸穴用捻转补法"其义在补上)中)下三

焦之气"活血化瘀"扶本培元*

8

+

,

本研究运行生物信息学工具发现"'益气调血扶

本培元(针法治疗老化痴呆的关键靶点是神经元线

粒体,

+311>J

水迷宫逃避潜伏期结果显示"'益气调血

扶本培元(针法可明显改善
GH+I$

小鼠学习记忆能

力"其效果优于非穴针刺"显示针刺疗效有明显的穴位

特异性,

L<KK

代谢网络靶点分析结果显示"与非穴

效应比较"针刺效应特异的代谢网络靶点有
%

个#氧化

磷酸化)帕金森病以及蛋白质在内质网的加工"提示针

刺疗效的穴位特异性与以上
%

个代谢网络靶点的活化

密切相关, 其中"富集度最靠前的两项是氧化磷酸化

和帕金森病"提示了两者在针刺疗效中的关键作用,

氧化磷酸化是指包括糖)脂)氨基酸等有机物在分解过

程中的氧化步骤所释放的能量"驱动
H)I

合成的过

程"在真核细胞中"氧化磷酸化在线粒体中发生"其功

能是进行电子传递)

[

传递及氧的利用"产生
[

!

D

和

H)I

*

$

+

%帕金森病是一种神经退行性运动障碍疾病"

病因主要是
"

#突触核蛋白和
I(6L#

的基因突变或表
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!

#!

达改变"导致线粒体损伤以及自噬障碍*

:

+

, 两者都与

线粒体正常功能直接相关"提示神经元线粒体是针刺

疗效的关键靶点,

KD

细胞内定位和蛋白质组注释分析结果提供了

进一步的证据, 针刺组上调的
$:;

个基因主要编码

神经元突起)线粒体以及细胞骨架蛋白, 其中"富集度

最高的细胞定位是神经元突起"这提示针刺疗效与针

刺改善神经元突起功能直接相关, 线粒体和细胞骨架

的密切协作是维持神经元突起正常功能的关键机制"

而
KD

细胞内定位分析结果显示"线粒体和细胞骨架

蛋白是针刺组特异的" 提示'益气调血扶本培元(针法

改善认知功能的疗效和改善神经元线粒体功能密切相

关"这进一步证实了线粒体是针刺疗效的关键靶点,

等重同位素标记的相对与绝对定量蛋白质组学技术

$

>)`HR

&

*

#"

+分析结果显示"针刺干预能显著上调线

粒体相关蛋白质的表达"这从蛋白质表达水平充分验

证来基因芯片的分析结果,

线粒体是一种存在于大多数细胞中的由两层膜包

被的细胞器"是细胞进行有氧呼吸的主要场所"是细胞

中制造能量的结构, 线粒体分布方向与微管一致"在

神经元中"大量线粒体以细胞骨架微管为导轨)由马达

蛋白提供动力向突触前膜区域迁移聚集"与细胞骨架

蛋白一起"参与神经递质囊泡的转运和分泌过程"维持

神经元的正常功能*

##

+

, 线粒体在细胞的衰老过程起

到关键作用"线粒体功能下降对人类衰老起着推动作

用"已知帕金森氏病*

#!

+

"阿尔茨海默病*

#%

+以及亨廷顿

病*

#9

+等衰老相关的神经退行性疾病"都与线粒体功能

障碍相关, 本研究通过生物信息学分析发现"'益气

调血扶本培元(针法能大范围上调多种海马组织神经

元的线粒体功能相关基因的表达"表明线粒体相关的

细胞功能是该针法治疗老化痴呆的关键靶点"'益气

调血扶本培元(针法可能通过调节神经元线粒体功能

达到改善神经元功能的疗效, 研究不仅从基因表达水

平提供了针刺治疗老年性痴呆疗效的分子证据"更进

一步提示该针法对其他线粒体相关疾病如帕金森氏病

有潜在治疗价值,

利益冲突#无,
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