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“
肾生骨髓

”
是中医肾生理功能的重要组成部分

。

因此
，

肾生髓理论的现代研究在肾本质研究中占有重

要的地位
。

我们实验室 自�� 世纪 �� 年代末以来一直

致力于肾生髓理论的现代研究
，

研究的重要成果之一

是补肾生血药的研制成功
。

该药由熟地黄
、

何首乌
、

山

茱英
、

构祀子
、

阿胶等 � 味中药组成
，

具有滋阴补肾
，

益髓生血等功能
。

�� 多年来
，

我们通过对补肾生血药

的药效机理的研究
，

来阐述中医经典理论肾生髓的现

代内涵
。

基因是决定生命结构和功能的最根本物质
，

与

作为
“
先夭之本

” 、 “
主生殖

、

生长发育
、

生髓等
”
的中医

肾的概念可能存在着某些必然的联系
。

���一 �基因��

细胞淋巴瘤�白血病一 �基因�是最初发现的与细胞凋

亡相关的原癌基因
，

其表达产物 ���一 �主要作用是抑

制细胞凋亡
。

本课题采用老年小鼠和 目前应用较成熟

的 �一半乳糖致衰老小鼠模型
，

通过观察补肾生血药

对其骨髓有核细胞 ��一 ����� 表达的影响
，

来探

讨肾生髓的本质相关基因
。

� 实验材料

�
、

� 动物
�
�� �老年小鼠

�

昆明种雄性
，

购 自中国医学

科学院动物中心
，

�� 月龄
，

体重 ��士 ��
。

将小鼠在亦院

二级实验动物中心饲养至 �� 个月
，

此年龄的小鼠为老

年小鼠
，

青年对照小鼠为 �月龄
。

���建立 �一半乳糖

致衰老模型所用的小鼠
�

昆明种雄性
，

购自中国医学科

学院动物中心
，
�月龄

，

体重 ��士��
。

�
�

� 药物及试剂
�
��� 药物

�

补 肾生血药 由熟地黄

���
，

何首乌 ���
，

山茱英 ���
，

拘祀子 ���
，

阿胶 ���等

� 味中药组成
，

由本院中药房提供
。

该方水煎 �次
，

合

并滤液
，

浓缩至适量�含生药 �
�

������
。

���主要试剂

及配制
�

酵母转运 ��� ������
，
��������� 公司 �焦

碳酸二 乙醋������
，
��������

公司 �十二烷基肌酸

钠
、

嗅化乙锭 ����
，

美国 ����� 公司 �月一琉基 乙醇
，

����� 公司 �异硫氰酸肌
、

耐热性 ��� 聚合酶�����
、

基金项目
�

国家中医药管理局资助课题��������

� 中国中医研究院广安门医院分子生物学研究室
，

北京市宣武

区北线�匆�号��������

� 中国医学科学院血液学研究所实验血液学国家重点实验室

收稿日期
�����一��一 ���修回日期

�����一 ��一��

二硫代苏糖醇 �����
，

��
���
�� 公司 �逆转录缓冲液

����������
、

鼠逆转录酶 ������
、

寡聚核糖脱氧胸

昔酸������ ���
、

��� 酶抑制剂���
�����

、

乙酞化小

牛血清白蛋白�����
，

����� 公司 ��种脱氧核糖核昔

酸������
、

丙烯酞胺��
���

、

甲叉双丙烯酞胺���
，�

，

上

海生工生物工程公司 ��
，
�

，
�

，
�一 四 甲基乙烯基二

胺�������
，

美国 ���公司 �过硫酸胺�����
，
���一

���公司 �����一 �����������
，

北京福瑞生物工

程公司 �������������
，

中国协和医科大学科学技术

开 发 公 司
。
��

，

���� 电 泳 缓 冲 液
� ��������

，

�
�

������ 使之在水中溶解
，

再加入 ����硼酸
，

待

全部溶解后用 ���� 或硼酸调 ���
�

�
，

定溶至 ������
，

灭菌备用
。
�

�

��� 电泳缓冲液
�

������
� ，

��
�

�� 硼酸
，

�����
�

������ ��������
�

��
，

加水定溶至 ������
，

消毒备用
。
�����

�一������
， ��

����丙烯酞胺
，
��甲

叉双丙烯酞胺加水至 �����
，

棕色瓶中
，
�℃保存备用

。

水 一饱和酚
�

重蒸酚含 �
�

���一经基唆琳
，

用 ��� 调

至 ���
�

。 ，

水覆 盖 于 酚上 面
，

避 光
，
�

‘

�保存备用
。

�
�

���过硫酸胺的贮备液
��

�

�����加水溶至 ����
，

棕色瓶中
，
�℃可在 �周内使用

。

������细胞裂解液

�����
�

柠檬酸三钠 �
�

���
，

十二烷基肌酸钠 ��
，

异硫

氰 酸 肌 ��
�

��
，

加 ���� 一 水 溶 至 �����
，

用 时 加

�
�

���琉基乙醇
。

����一�����
� �����

�������水

加入 �������
，

置于 ��℃ ，
�周内使用

。

�������
�

�������� 用 水溶 至 �����
。
��� 缓 冲液

�����

����
�

�����������
，
������������

，
������ 一 � 一

��� ��
，

明胶 �
�

��
。

������� 使用液
����� 乙酞化

��� 加水至 ���
，
一 ��

‘

�保存备用
。

�
�

� 主要仪器
����仪

，

���� 型
，

中国科学院遗传研

究所
�
激光光密度扫描仪

，
��� ����型

，
��������� 公

司 �紫外分析仪
，
�� 型

，

上海康华生化仪器制造厂 �真

空干燥机
，
���型

，
���一���公司

。

� 方法

�� � 实验方法

�
�

�
�

� 老年小鼠分组和给药方法
�

分为青年对照
、

老

年对照
、

补肾生血药小剂量和大剂量 �组
。

补肾生血药

小剂量组小鼠每天灌胃 �
�

���提取液�含生药 �
�

���

��
，

相当于人用量 �倍�
，

补肾生血药大剂量组小鼠每
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天灌胃 �
�

���提取液�含生药 ������
，

相当于人用量

�� 倍�
，

给药时间均为 �个月
，

对照组给予等体积蒸

馏水
。

�
�

�
�

� �一半乳糖致衰老小鼠模型建立���
、

分组和给

药方法
�

将上述 �月龄昆明种雄性小鼠分为正常对照

组和造模组
，

造模组于项背部皮下按 �����
·

��一
‘ ·

�一 ‘
的剂地注射 �一半乳糖

，

连续 �� 天
，

正常对照组注

射等体积灭菌生理盐水
。

造模完成后将造模组小鼠分

为模型组
、

补肾生血药小剂量组和大剂量组
。

补肾生血

药小剂量组 小鼠每天 灌 胃 �
�

���提取液 �含 生 药

�� �����
，

相当于人用量 �倍�
，

大剂量组小鼠每天灌

胃 �
�

���提取液 �含生药 ������
，

相 当于人 用量 ��

倍�
，

给药时间均为 �个月
，

模型组
、

正常对照组小鼠给

予等体积蒸馏水
。

�
�

�� � ��一 �� ��� 表达水平的测定
�

采用半定量

��一 ��� 法
，

提取小鼠骨髓有核细胞总 ���
，

立即

逆转录成
����

，

以 ���� 为模板
，

加入两对人工合成

待扩增基因片段的引物�目的基因 ��一�和参照基因

�一������和同位素等
，

进行 ��� 扩增
，

扩增产物用聚

丙烯酞胺凝胶电泳分离
，

放射自显影后经激光光密度

仪扫描
，

计算出 ��一 �基因与 日一����� 基因扩增量的

比值
，

以此反映 ���一 ����� 表达水平
。

�����一

��� 引物的设计
�

小鼠 ��一 �基因片段扩增的引物

序列为
��端 �一����������������������

，

�端 �一���������������������������
，

扩增片段长度 �������一����� 基因片段扩增的引物序

列为 �端 �一���������������������
，
�端

�一��������������������
，

长度为 �����
。

上述引物由上海生工生物工程公司合成
。

���骨髓细胞

总 ��� 提取
�①拉椎处死小鼠 ，

无菌条件下取出小鼠

后双侧股骨
，

用 �号针头将骨髓冲入 �
�

������������

管中
，

生理盐水洗 �次
，
��������� 离心 ��分钟

。

加 �

倍体积 ������
�

���
，

剧烈震荡 �分钟以充分裂解细

胞
。

②取 �
�

������溶胞液于 �
�

���塑料离心管中
，

依 次 加 入 �拌��������酵 母 ����
，
��拼�������

才

���� ，
���产�水饱和酚

，
��拌�氯仿�异戊醇���

， ��
，

边

加边剧烈震荡 �� 分钟
，

在冰浴中静置 �� 分钟后
，
�

‘

�
，

���������� 离心 ��分钟
。

③取出上层加到另一离心
管中

，

加入 ���川预冷的异戊醇
，

混合后于一��
‘

�放置

�小时
。

�
‘

�
，
���������� 离心 ��分钟

。

④小心吸出上
清液

，

向沉淀中加入 �
�

��������� ���
、
��拜������

� ���及 �
�

���预冷无水乙醇
，

于一��
‘

�放置过夜
。

⑤于 �
‘

�
，
���������� 离心 巧 分钟

，

然后用 预冷 的

���乙醇洗 �次
。

小心吸出乙醇
，

风干沉淀物
。

⑥用

��拜������� 水����小��溶解 ��� 沉淀
。

立即进行逆

转录����反应
。

����� 反应
�

反应在 �
�

���硅化塑料

离心管进行
。

�� 反应配方
��

�

�� ������ �拼一
、

�����。 ��

�拼�
、

��� �拜�
、

���� �拌�
、

乙 酞 化 ��� �拜�
、

������

�拼�
、

���
�

�一�� �拜�
、

��� 提取物 ��拜�
。

充分混合于

��
‘

�反应 �小时
，

合成
����

，

然后于 ��
‘

�加热 �分

钟
，

终止反应
。

������ 扩增
�

反应在 �
�

������������

管进行
，

按下列配方依次加入试剂
，
��一 ��� 配方

为
����� �拼�

、
��

�

�� ������ �拌�
、

����
� �

�

�拌�
、

����

�拼�
、

���� �拌�
、 �一��� 引物上

、

下游各 �拜�
、

�一
�����

引物上
、

下游各 �拜�
、

乙酞化 ��� �
�

�拼�
、

��� 酶 ��
、 �

一 ���一��������� �
�

����
。

再向每管中加入 一滴

石蜡油
，

于 ��
‘

�槽保温 �分钟后直接进入循环
。

�� �

变性 �� 秒
、

�� �退火 �� 秒
、

�� �延伸 �� 秒
，

�� 个循

环后于 ��
‘

�再延伸 �分钟
。

���琼脂糖电泳初步检查

��� 扩增产物
�

用 ��的琼脂糖
，
����

�

�拜�����染色

法检测
，

电压 ���
，

电泳时间 �� 分钟
，

扩增产物在紫外

灯下呈红棕色荧光带
。

���聚丙烯酞胺凝胶电泳
、

放射

自显影和激光光密度仪扫描
�

采用中型垂直平板电泳

槽
，

用 ������� ���
�

���� ������ �
·

���
，
����

��

����
� �

�

����
，
������� �

�

���
，
������

�

����
，

�
�

������ �
�

����分离扩增 产物
，

电极液 为 �
�

�
·

����
，

电压 ����
，

电泳时间约 �� 小时
，

凝胶在 ��
‘

�真

空干燥
，

干燥的凝胶与 � 线胶片压在一起
，
一��

‘

�曝

光 � 天
，

取 出 � 线 胶 片
，

进 行 显 影
、

定 影
。

采 用

��������������� ��
�

激光光密度仪扫描各电泳泳带

的光密度值
。

计算同一个样品 ��一���一����� 的值

���
·

���
。

�
�

� 统计学方法
�

采用 �检验
。

� 结果

�
�

� 补肾生血药对老年小鼠骨髓细胞 ��一 �����

表达的影响
�

老年小鼠给药组和对照组骨髓细胞 ���

一 ����� 表达量
，

可以看到老年小鼠骨髓细胞 ���一

����� 表达量与内参照基因 �一
����� ���� 表达

量的百分 比值为 ��
�

�� 士 �
�

���
，

青年小鼠为 ���
�

��

士 ��
�

���
，

老年小鼠骨髓细胞 ���一 ����� 表达明

显降低 ����
�

�� �
。

给予补肾生血药小剂量
、

大剂量

后
，

老年小鼠骨髓细胞 ���一 ����� 表达量百分比由

��
�

�� 士 �
�

���分别上 升到 ��
�

�士 �
�

���
、

��
�

�� 士

�
�

���
，

转录水平明显提高
，

经统计学处理差异有显著

性 �尸��
�

��
，
���

�

���
。

�
�

� 补肾生血药对 �一半乳糖致衰老小鼠骨髓细胞

���一 ����� 表达的影响
��一半乳糖致衰老小鼠给

药组和对照组骨髓细胞 ���一 ����� 表达量
，

可以



·
���

�

看到正常对照小鼠骨髓细胞 ���一 �基因与内参照基

因 �一
��������� 表 达 量 百 分 比值 为 ���

�

��土

�
�

���
，

模型组小鼠为 ��
�

��士�
�

���
，

明显降低�尸�

�
，

���
。

给予补肾生血药小剂量
、

大剂量后
，
�一半乳糖

致衰老小鼠骨髓细胞 ���一 ����� 表达量百分比由

��
�

��士 �
�

���分别上升到 ��
�

�� 士 ��
�

���和 ��
�

��

士 �
�

���
，

转录水平明显提高
，

统计学处理差异有显

著性�尸��
�

���
。

� 讨论

���一 �基因是 �� 世纪 �� 年代初通过对某些 �

细胞淋巴瘤患者中发生的染色体易位现象所作的研究

而发现的 �个人体正常基因��， �〕 ，

其表达产物 ���一 �

蛋白存在于 �
、

� 淋巴细胞
、

造血祖细胞
、

神经细胞
、

上

皮细胞及多种癌细胞株中氏
�〕 ，

能抑制细胞程序性死

亡
，

作用机制与 ���一�的细胞内抗氧化作用及抑制钙

离子的跨膜运动有关��，
’ 〕 ，
���一 �基因是公认的人体

细胞长寿基因
，

实验表明 ���一�的过量表达能使多种

造血细胞在去除生长因子后寿命增长��，
�〕 。

��������

等���〕发现老年个体 ���一 �表达较正常人为低
，

并有统

计学意义
，

本实验得到类似结果
�

在老年生理性肾虚小

鼠和 �一半乳糖致衰老小鼠这两种动物模型中
，

骨髓

细
�

胞 ��一 �基因转录水平明显低于青年�正常�小鼠
，

而给予补肾生血药后则明显提高
，

提示补肾生血药的

作用机制之一可能是通过促进 ���一 �基因表达
，

抑制

骨髓细胞凋亡
，

延长细胞寿命
，

导致骨髓造血细胞数 目

增加
，

结果造血功能旺盛
，

髓海充盈
。

自�� 世纪 �� 年

代以来
，

国外有学者进行了 ���一 �基因剔除工作
，

发

现这种缺乏 ���一 �基因的小鼠会出现发育不良
、

形体

小
、

寿命缩短
、

毛发变浅
、

软骨发育异常
、

外耳变小
、

多

囊肾
、

生殖能力下降
、

免疫力下降
、

消化道上皮异常等

症状���一 ‘�〕 ，

这些症状与中医肾虚证的表现相吻合
。

国

内学者��’ 〕据此提出了 ��一 �基因可能是中医肾本质
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。
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中医杂志社协

办
、

河南中医学院承办的
“
第五届全国中医各家学说理论盆临床应用学

术研讨会
”
拟定于 ���� 年 �� 月在厦门召开

。

征文内容
�

历代医家学术思想
、

学术贡献的探讨
�历代医家临床经

验探讨及其方药的发展应用
�
中医学术流派形成

、

演变与发展的探讨
�

历代医家不同学说的研究
�
中医各家学说教学理论的研究

，历代方药的

实验研究
、

新药开发及剂型改革
�
中医及中西医结合防治专科专病的理

论研究
、

临床研究
，名老中医学术思想及经验总结
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