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不同环境温度下
D!E$

受体表达与虚寒证'

虚热证关系的研究

杨丽萍$于洪洁$黄$睿$李新民$詹向红$侯俊林

摘要$目的$检测在不同温度环境下外周血中的
D!E$

受体的表达情况!探讨其与虚寒证"虚热证之间

的关系# 方法$通过量表及专家诊断筛选出正常组"虚寒证组及虚热证组各
!"

例!抽取室温$

!$

%%及低

温$ "

5

&

$

%%下受试人员肘静脉血样
$ ;F

!用实时荧光定量
D&G

对
D!E$

受体表达进行相对定量!分别

比较
%

组受试人员室温和低温下
D!E$

受体的表达情况# 结果$在室温状态下!虚寒证"虚热证组
D!E$

受

体表达低于正常组$

D H"

!

"$

%&在低温状态下!与正常组比较!虚寒证组
D!E$

受体表达降低更明显$

D H

"

!

"#

%!且低于虚热证组!差异有统计学意义$

D H"

!

"$

%!

%

组组内
D!E$

受体在两种温度下的表达均无差异

$

D I"

!

"$

%# 结论$不同的中医证候在不同的外界环境温度下
D!E$

受体的表达情况不同# 外界环境温度

对同一证候人群的
D!E$

受体表达的影响不显著#

关键词$实时荧光定量
D&G

&

D!E$

受体&虚寒证&虚热证
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$$(素问"调经论)曰#*阳虚则外寒!阴虚则内热+, 中医学认为!当机体表现出肢冷'畏寒'面色 白'小便

清长等证候特征时!是由于体内阳气亏损!以致机体失

却温养!蒸腾'气化作用减退!为虚寒证候的表现, 体内

阴液亏少!滋润'濡养作用减退!表现为咽干'五心烦热'

小便短赤'脉细数等则为虚热证候, 从现代医学理论

讲!虚寒证'虚热证特有的这些证候表现是否存在一定
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的物质基础- 是否和某些基因的异常表达相关- 本课

题前期利用基因芯片技术筛选出家系虚寒证与非家系

虚寒证的差异表达的基因分别有
#%7

条和
#%3

条.

#

/

!其

中
D!E$

受体表达下调.

!

/

,

D!E$

受体在其他证型是

否有不同的表达- 不同温度状态下!患者的主观感受各

不相同!是否和
D!E$

受体的表达变化有关- 本研究筛

选正常组'虚寒证'虚热证组!设立两种不同的环境温

度!运用实时荧光定量
D&G

技术对
%

组受试对象外周

血中
D!E$

受体进行定量分析!探讨不同温度状态下

D!E$

受体表达与虚寒证'虚热证的关系,

资料与方法

#

$诊断标准$以(中医诊断学)

.

%

/

'(中医证候鉴

别诊断学)

.

5

/中的虚寒证'虚热证诊断标准为参考!筛

选虚寒'虚热证, 虚寒证#$

#

%畏寒肢冷&$

!

%口淡不

渴!或喜热饮&$

%

%面色 白&$

5

%舌淡胖苔润&$

$

%脉

沉迟无力, 具备
%

项为虚寒证, 虚热证#$

#

%五心烦

热&$

!

%口干咽燥&$

%

%潮热盗汗&$

5

%舌红少苔&$

$

%脉

象细数, 具备
%

项为虚热证, 同一个研究对象需由

%

名专家进行诊断!根据专家的诊断结果!选取诊断结

果一致性较好的对象纳入,

!

$纳入标准$$

#

%符合虚寒证'虚热证患者的诊

断标准&$

!

%年龄
#3 a!$

岁&$

%

%签署知情同意书,

%

$排除标准$$

#

%不愿意参加调查者&$

!

%有意

识障碍者'精神病患者或聋哑人等不能正确描述自己

的症状者&$

%

%近期感冒或急性病患者,

5

$一般资料$根据(中医体质量表)

.

$

/对河南中

医学院本科生进行初筛, 依据评分标准筛选出符合平

和质'阳虚质和阴虚质的人群, 对上述
%

类人群进行

专家诊断, 筛选出正常对照组'虚寒证和虚热证组各

!"

例!正常组男
##

例!女
9

例&虚寒证组男
#"

例!女

#"

例&虚热证组男
#"

例!女
#"

例&

%

组基线资料比

较!差异无统计学意义$

D I"

!

"$

%, 本试验通过河南

中医学院第一附属医院伦理委员会批准,

$

$试剂及仪器

$

!

#

$试剂$动物全血高质纯化线粒体分离试剂

盒$

W+N#""99

!

%

!上海杰美基因科技有限公司%&

)S<]/0

$

(L^<KS/X8L

%&氯仿'异丙醇'无水乙醇及
A:D& Z

!

B

均为
66(

公司产品&第一链
@A2U

合成试剂盒$

U+.

b<SMK NKS,LP @A2U N-LKJ8M<M `<K

%&定量
D&G

试剂

.

U6( N-=SWS88L D&G +,MK8S +<R

$

!E

%/,

$

!

!

$主要仪器$电热恒温培养箱$上海跃进医

疗器械公司%&微量移液器$德国
:>>8LP/ST

公司%&低

温高速离心机 $美国
)J8S;/ b<MJ8S N@<8LK<T<@

公

司%&超低温冰箱$美国
)J8S;/ b<MJ8S N@<8LK<T<@

公

司%&超滤净水机$美国
+<00<>/S8

公司%&涡旋震荡仪

$北京市六一仪器厂%&电子天平$北京市六一仪器

厂%&电泳仪$北京市六一仪器厂%&凝胶成像分析系统

$美国
Y.D

公司%&定量
D&G

仪$

U6( NK8>/L8 D0OM

型荧光定量
D&G

仪%,

7

$温度的设定及样本采集$在确保受试人员饮

食正常的情况下!让受试人员到室外温度"

5

&

$

%环

境中慢步
%" ;<L

!用加有抗凝剂的静脉采血管抽取肘

静脉血液
$ ;F

!充分混匀&后在
!$

%室温环境下静

坐
!" ;<L

!取肘静脉血液
$ ;F

!颠倒混匀, 备用,

4

$实时荧光定量
D&G

检测不同温度下
D!E$

受

体表达水平

4

!

#

$白细胞及总
G2U

的提取和鉴定$根据试

剂盒快速分离'提取白细胞, 各组白细胞样本分别加

入
# ;F )S<]/0

并按操作说明进行
G2U

的提取, 取

适量
G2U

样品进行琼脂糖凝胶电泳检测!用紫外线

分光光度计检测样品在
!7" L;

和
!3" L;

的吸光

值!确保
G2U

浓度在
#

!

3

&

!

!

"

之间, 将提取的细胞

G2U

样品存放于"

3"

'冰箱备用,

4

!

!

$引物设计与合成$按
D&G

引物设计原则执

行!根据
W8L8=,Lc

基因序列检索数据库检索相应的基

因序列!利用
DS<;8S DS8;<8S $

!

"

软件设计引物!委托

上海生工生物工程技术服务有限公司合成, 见表
#

,

表
#

#引物序列和扩增片段长度

基因 引物序列 长度$

=>

%

D!E$ b

#

$

(#

W)W&)W)&U)&U&&UUUW)&UU

#

%

(

#5$

G

#

$

(#

))WWWWW)&U&UU)&UWW))

#

%

(

WUDAZ b

#

$

(#

)WWW)W)WUU&&U)WUWUUW)

#

%

(

#!7

G

#

$

(#

)WUW)&&))&&U&WU)U&&UU

#

%

(

4

!

%

$实时荧光定量
D&G

检测$取冻存样本经

常温解冻后!利用
66(

第一链
@A2U

合成试剂盒

$

U+. b<SMK NKS,LP @A2U N-LKJ8M<M `<K

%进行逆转

录反应!反应条件为
5!

%孵育
7" ;<L

!

4"

%加热

#" ;<L

,按照
U6( N-=SWS88L D&G +,MK8S +<R

$

!E

%试剂盒要求配制反应混合液
!" !F

!放入
U6(

NK8>/L8 >0OM

型荧光定量
D&G

仪中进行反应, 反应

条件为#

9$

%

! ;<L

&

9$

%

#" M

!

7"

%

5" M

!

5"

个循

环, 反应结束后!利用实时荧光定量
D&G

分析软件

读取相应的
&K

值!根据公式计算
!

"$

!!&K

%值, 在组间

比较时!分别选取室温和低温环境下一个正常组的

!!&K

为基数!分别计算
%

组
D!E$

受体的
!

"$

!!&K

%

值&在组内比较时!分别选取低温环境下的一个

!!&K

为基数!计算组内不同温度下的
!

"$

!!&K

%值!
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进行相对定量分析,

3

$统计学方法$应用
NDNN #4

!

"

统计软件进

行统计学处理!定量资料符合正态性以
R

)

M

表示,

%

组之间的比较采用单因素方差分析&组间两种温度

间比较采用配对
K

检验,

D H "

!

"$

为差异有统计学

意义,

结$$果

#

$各组室温下
D!E$

受体表达水平比较$表
!

%

在室温环境下!与正常组比较!虚寒证'虚热证组

D!E$

受体的表达量降低!且差异均有统计学意义

$

D H"

!

"$

%&虚寒证的表达情况低于虚热证!但差异无

统计学意义$

D I"

!

"$

%,

表
!

#各组室温下
D!E$

受体表达水平比较$$

R

)

M

%

组别 例数
D!E$

受体

正常
!" !

*

$5

)

"

*

$5

虚寒证
!"

#

*

54

)

"

*

7#

"

虚热证
!"

#

*

4$

)

"

*

%$

"

$$注#与正常组比较!

"

D H"

*

"$

!

$各组低温下
D!E$

受体表达水平比较$表
%

%

在低温状态下!正常组的表达情况高于其他两组!虚寒

证组
D!E$

受体表达降低更明显!差异有统计学意义

$

D d"

!

""!

%!且低于虚热证组!差异有统计学意义

$

D d"

!

"%4

%!正常组与虚热证比较差异无统计学意义

$

D I"

!

"$

%,

表
%

#各组低温下
D!E$

受体表达水平比较$$

R

)

M

%

组别$ 例数
D!E$

受体

正常$

!" #

*

77

)

"

*

5$

虚寒证
!"

#

*

!5

)

"

*

#!

"

虚热证
!"

#

*

5$

)

"

*

#9

!

$$注#与正常组比较!

"

D H"

*

"#

&与虚寒证组比较!

!

D H"

*

"$

%

$各组两种温度下组内
D!E$

受体表达水平

$表
5

%$

D!E$

受体在正常组'虚寒证组低温的表达

情况略高于室温!但
%

组组内的低温与室温值比较差

异均无统计学意义$

D I"

!

"$

%,

表
5

#各组两种温度下组内
D!E$

受体表达水平比较$$

R

)

M

%

组别 例数 室温环境 低温环境

正常
!" #

*

77

)

"

*

7% #

*

4"

)

"

*

$"

虚寒证
!" "

*

9#

)

"

*

5$ #

*

"#

)

"

*

4!

虚热证
!" "

*

49

)

"

*

#9 "

*

4"

)

"

*

!%

讨$$论

D!E$

受体是配体门控阳离子通道!尤其对
&,

! e

的通透性较高.

7

/

!可通过影响线粒体内游离
&,

! e浓度!

进而影响胞内
U)D

酶活性!导致三羧酸循环和有氧氧

化发生改变!影响机体的产能.

4

/

, 本研究结果显示!不

论在室温或是低温环境下!虚寒证'虚热证组
D!E$

受

体表达均低于正常组$

D H"

!

"$

%, 提示这两种虚证都

存在产能不足, 当处于低温状态时!虚寒证
D!E$

受体

的表达低于虚热证组$

D H"

!

"$

%!虚寒证对寒冷的耐受

程度低于虚热证!更易表现出明显的畏寒'四肢发冷等

寒相, 周志东等.

3

/的研究也表明*热体+大鼠的肝线粒

体游离钙'能量生成和消耗均高于*寒体+!与本研究结

果相似, 至于虚热证的表达为何低于正常组而高于虚

寒证组!笔者推测表现为畏寒肢冷的虚寒证和五心烦热

的虚热证在能量产生不足的同时可能还存在着能量利

用率和储存的区别, 从现代医学角度讲!能量对机体的

影响除受产能多少影响外!能量的利用和储存比例也直

接影响着机体对能量需求的表现.

9

/

,

病理情况或应激状态下!细胞释放大量的
U)D

及

其降解产物!使
D!E

受体的表达失常!从而导致
D!E

受

体的调节功能异常.

#"

/

, 同理!寒冷作为一种外界刺激!

亦可引起机体的应激反应!通过神经递质!调节相关基

因的表达!使机体产生一系列的变化适应环境.

##

/

, 有

研究显示!不同环境温度可通过
D!E

受体的激动剂和

抑制剂对大鼠体温调节中枢产生影响进而引起体温的

变化.

#!

/

&但本研究结果显示!

%

组组内在低温室温下

D!E$

受体表达无明显差异$

D I"

!

"$

%, 考虑与以下几

点相关#$

#

%基于医学伦理学对受试人员的保护!本次试

验是利用冬天自然的寒冷温度 $ "

5

&

$

%左右%作为

实验条件, 受试人员正常着装!而"

5

&

$

%左右不是

人体的最低耐受温度, $

!

%由于对自然环境无法控制!

每天最低温度不同!受试人员受到的寒冷刺激程度不尽

相同, 因此!机体对外界冷刺激虽然产生了一些应激反

应!但未能完全激活
D!E$

受体的功能,

本次试验初步证实!不同的中医证候
D!E$

受体

的表达情况不同!同一证候人群的
D!E$

受体表达受

外界温度的影响不显著, 但有研究结果显示虚寒证'

虚热证出现不同的症状可能与氧化还原酶活性相关基

因的异常表达.

#%

/

'内分泌水平'能量代谢'血液循环'

组织器官等诸多因素有关.

#5

/

, 在后续研究中!将对

U)D

的合成速率'呼吸链上
$

种复合体的活性进行测

定!以期进一步探索中医不同证型在不同温度下

D!E$

受体与能量代谢的关系,

参 考 文 献

.

#

/$杨丽萍! 陈四清!丁维俊!等
1

家系虚寒证与非家系虚寒

证基因表达谱比较研究.

'

/

1

中华中医药杂志!

!"##

!



"!&)##" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

+,- !"#$

!

./01 %$

!

2/

!

$

!7

$

4

%#

#543

"

#53#1

.

!

/$杨丽萍
1

虚寒证的能量代谢基因功能模块异动研究

.

A

/

1

成都#成都中医药大学!

!""4

!

#

"

#7!1

.

%

/$朱文峰
1

中医诊断学 .

+

/

1

北京#中国中医药出版

社!

!""!1

.

5

/$姚乃礼
1

中医证侯鉴别诊断学.

+

/

1

北京#人民卫生出版

社!

!""!

#

!$9

"

57"1

.

$

/$王琦! 朱燕波!薛禾生!等
1

中医体质量表的初步编制

.

'

/

1

中国临床康复!

!""7

!

#"

$

%

%#

#!

"

#51

.

7

/$

W8S8^<@J \

!

+O008S &

!

F<<8M D1 +8K,=/KS/><@ D!V#

S8@8>K/SM <LJ<=<K D!E% S8@8>K/S

#

@J,LL80M <L S,K

P/SM,0 S//K X,LX0</L L8OS/LM

.

'

/

1 :OS ' DJ,S;,

#

@/0

!

!""$

!

$!#

$

#

"

%

%#

%5

"

%31

.

4

/$贾弘?! 屈伸
1

生物化学.

+

/

1

北京#人民卫生出版社!

!""$

#

#9#1

.

3

/$周志东! 王学敏!缪明勇!等
1

*寒体+'*热体+大鼠肝线

粒体能量代谢的研究 .

'

/

1

上海中医药大学学报!

!"""

!

#5

$

!

%#

%5

"

%41

.

9

/$陆明!高峰!丁维俊!等
1

虚寒证肢冷的能量代谢紊乱之机

理探讨.

'

/

1

辽宁中医杂志!

!""4

!

%5

$

3

%#

#"7$

"

#"771

.

#"

/$

*,P, Z

!

BK/;/ G

!

NJ<;/P, 2

!

8K ,01 U@@808S,

#

K</L /T U)D

#

<LPO@8P @/LKS,@K</L <L KJ8 /=MKSO@K8P

=0,PP8S /T KJ8 S,K

.

'

/

1 2<J/L Z<L-/c<c, W,cc,<

\,MMJ<

!

!""%

!

95

$

%

%#

5%9

"

5541

.

##

/$金锐! 张冰
1

基于机体对寒冷刺激的适应性改变原理探

讨阳虚证畏寒肢冷实质 .

'

/

1

中国中西医结合杂志!

!"#!

!

%!

$

$

%#

74"

"

7971

.

#!

/$

WOS<L .2

!

WOS<L U.

!

+808L@JOc :.1 )J8 8TT8@KM

/T ,@K<^,K</L ,LP =0/@c,P8 /T @8LKS,0 D!E S8@8>

#

K/SM /L =/P- K8;>8S,KOS8

.

'

/

1 28OS/M@< 68J,^

DJ-M<@/0

!

!""%

!

%%

$

9

%#

4%#

"

45"1

.

#%

/$韩冰冰! 王世军
1

比较虚寒证与虚热证模型大鼠肝全基

因表达谱的差异.

'

/

1

北京中医药大学学报!

!"##

!

%5

$

#"

%#

74%

"

74$1

.

#5

/$黄俊山! 白介辰!黄国良!等
1

从检测血中
b)

%

'

b)

5

'

)

'

:

!

及皮质醇等指标探讨寒证热证的本质.

'

/

1

中国中西

医结合杂志!

!""!

!

!!

$

!

%#

##%

"

##$1

$收稿#

!"#%

"

"4

"

#4

$修回#

!"#$

"

"!

"

"9

##############################################

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

##############################################

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

$

$

$

$

%

!"#$

年全国急救医学学术交流会征文通知

!"#$

年全国急救医学学术交流会拟定于
!"#$

年
9

月在辽宁省大连市召开!会议由中国中西医

结合学会急救医学专业委员会主办!大连医科大学附属第一医院承办# 现将征文事宜通知如下'

征文内容$$

#

%中西医结合及现代医学方面急救医学的基础"临床科研进展和新技术交流&$

!

%脓毒症

的国际"国内研究成果交流"回顾和展望&$

%

%交流中西医结合急救医学治疗的新技术"新进展!推广急救医

学领域的临床治疗成果&$

5

%老年多脏器功能不全的诊断与治疗进展&$

$

%有关整合医学的研究#

征文范围$$

#

%西医"中医"中西医结合的内科"外科"儿科"妇科"神经科"五官科"麻醉科"急诊

科"

(&Y

"血液净化"医学检验"医学影像"窥镜"创伤"中毒"烧伤"微创治疗"护理"心理"干细胞移植医

学等专业的基础与临床研究论文&$

!

%全身炎症反应综合症$

N(GN

%及脓毒症$

N8>M<M

%"多脏器功能

不全综合症$

+BAN

%"危重病临床监测新技术"急救用药"急诊"

(&Y

"干细胞移植医学质量控制标准"

急救医疗行政管理和危重病急救医学领域的循证医学研究等方面的论文#

征文要求$$

#

%全文在
% """

字以内$须附
5""

字中英文摘要!包括目的"方法"结果"结论%# 要

求标点符号准确!著者顺序排列# 请自留底稿# $

!

%投稿采用
Q/SP

文档格式!以电子邮件发出!并于

发出后
4! J

内确认是否收到# $

%

%请注明(会议征文)字样#

截稿日期$

!"#$

年
$

月
%#

日$以邮戳或发送电子邮件时间为准%#

联系方式$$

#

%天津市经济技术开发区第三大街
7$

号天津泰达医院!邮编
%""5$4

!联系人'夏欣

华!

)80

'

#%$"!""#343

!

:

#

;,<0

'

#%$"!""#343?#7%1@/;

# $

!

%天津市南开区复康路
!5

号天津市第一

中心医院中西医结合科!邮编
%""#9!

!联系人'王东强!

)80

'

#37!!"$##$7

!

:

#

;,<0

'

QP_c0; ?

M<L,1@/;

#


