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基因表达谱芯片与中医寒证的 �类相关基因
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摘要 目的
�

用基因芯片的前沿方法筛选寒证服用热药有疗效

者的墓因表达谱
，

探索寒证所涉及的相关荃因类别
。

方法
�

精选

典型寒证病例
，

对其治疗有明显疗效者
，

在治疗前后分别采外

周血
，

提取血液中的����
，

再逆转录为
���� 以备检侧

。

采用

� ���条人的靶基因
���� 制备成基因表达谱芯片

。

用 ���和

���两种荧光物质分别标记治疗前与治疗后
。 ���

，

用其制备

成探针与表达谱芯片进行杂交
，

通过计算机扫描后获得分子生

物学信息
，

并进行数据分析
。

结果
�

初步筛选出了差异表达基因

�� 条
，

涉及到与能量代谢
、

糖代谢
、

脂类代谢
、

蛋白质代谢
、

核酸

代谢
、

免疫和内分泌等 �类基因
，

并举例说明
。

结论
�

以疗效为

科研起点
，

可将基因芯片切人寒证的整体辨证研究
。

主班词 寒证�遗传学 寡核昔类排列序列分析

基因芯片是当今生命科技最先进的方法
，

它可将

成千上万个靶基因或寡核昔酸片段高密度地排列在玻

璃等载体上
，

然后与标记了的待检样品进行杂交
，

通过

芯片进行扫描川
，

同时高通量平行地检测成千上万基

因表达谱
。

我们引人基因芯片的方法阂
，

对典型寒证
，

而且用热药有明显疗效者
，

尝试用基因芯片
，

筛选 出

�� 条差异表达基因表达谱
，

涉及到 �类基因
，

试作如

下初步报道
。

� 临床资料

在成都附近的山区
，

先由当地医生推荐 �� 例寒证

病人
，

然后由中医诊断学教授逐一辨证论治
，

选择积分

最高的 �例为典型寒证病例作观察对象
。

病例选择参

考国家寒证相关诊断标准和相关文献制定
�

恶风
、

恶

寒
、

畏寒
、

喜暖
、

形寒
、

肢冷
、

背冷
、

倦卧
、

面色淡白
、

脉迟

等 �� 个症状为寒证诊断因子
，

每一因子 以无
、

轻
、

中
、

重分别评分川
。

患者男 �例
，

女 �例
，

年龄 ����� 岁
，

属寒痹 �例
，

脾胃虚寒 �例
。

由中医诊断学教授分别辨

证处方
，

均以附子为君药
，

用汤剂治疗 �周
，

同样以 ��

基金项 目
�
国家自然科学基金项 目�� 。 ��� ����

� 成都 中医药大学中医遗传学研究室
，

成都市十二桥街 �� 号

��������

� 四川大学生命科学院四川分子生物技术重点实验室

� 成都市第二农科所遗传育种研究室

� 新加坡国立瘤症中心细胞与分子生物研究所

收稿 日期
�����一 ��一��

个因子评分
，

其平均积分减少约 ����具体过程与数据

省略�
。

对此 �例治疗前后分别采用外周血 ����
，

提取

����
，

并将治疗前后 �例患者的 ���� 分别混合
，

作基因芯片检测
。

� 方法

�
�

� 探 针 与 芯 片 的 制 备
�

探 针 制 备 用 �����

�����
������一 步 法 抽 提 总 ���〔‘ 〕 。

用 ��������

���� ����������
���� 公司�纯化 ����

。

用 ���
�

����标记治疗前患者血液 ����
，

用 ���
一

����标

记治疗后患者血液 ����
。

乙醇沉淀后溶解在 ��川 �

����加 �
�

�����杂交液中
。

芯片所用的 � ��� 个

靶基因
。 ��� 克隆由博星基因芯片有限公司提供

，

用

通用引物进行 ��� 扩增
，
��� 产物长度为 � ����

� ������少数例外�
，
��� 反应及产物纯化用标准方

法进行阁
，

通过琼脂糖电泳监控 ��� 质量
。

靶基因以

�
�

���� 溶解于 �� ��� 溶液 中
，

用 ��������� 公司 的

���������� ���点样仪及 ��������� 公司的硅烷化玻片

进行点样
。

点样后玻片进水合����
、

室温干燥��
�

���
、

�� 交连 �能量 值 设 定 ��������
，

再 分 别 用 �
，

��

���
、

水及 �
�

��硼氢化钠溶液处理 �����
，

晾干备用
。

�
�

� 基因芯片的杂交和检测
�

将基因芯片和杂交探针

分别于 �� �水浴中变性 ����
，

将探针加在基因芯片

上
，

用盖玻片封片
，

置于 �� �杂交 ��一���
。

然后揭开

盖 玻 片
，

分 别 用 �� ��� � �
�

�写���
、
�

�

����� �

�
�

�����
、
�

�

����� 洗 涤 ������
，

室 温 干 燥
。

用

���������������公司的 ��
������� � ���扫描芯片

，

用 ��������
�

�软件分析 ���和 ���两种荧光信号的

强度和比值
。

� 结果

根据总数为
�
的内参基 因�������值 一 �或 ���

、

���值两者皆大于 ���
，

或其一大于 ����的 �������

的 自然对数值 ����一�� �������
，
以 ��值在 �

�

�� ��

之间的内参基因作为均一化依据
，

算出这些基因 ����

��� 自 然 对 数 平 均 值 �� ��
’
�

，

即 均 一 化

���������������系数
。

将所有数据项的 ���标记强度

乘以 �������
��
系数

，

得出调整后的 ���
‘ 。

算出所有

基因调整后的 ����� 值��������
’

�
。

筛选出 ����� 大
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附衰 表达差异攀显若的前 �� 条墓因

表达下润的前 �� 条基因 表达下润的菌��条基因

��
������� �巨��� �吧�比���� �����值

������
�

干扰索诱导����
�
蛋白

������
�

丙肝徽管束结合蛋白 ���

��������
�

亮红酸红基多奋醉

��������
�

��������班白
������

�

细饱粉助因子 ���基因

��
一������

�

碑砍二分醉��

������
�

离迁移草蛋白
一�

������
�

，翻�普�《，活因子�
������

�

肿�坏死因子
。
诱导 ���蛋白

������
�

抽导蛋白日亚基

�
�

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
�

���

�
，

���

������
�

甲状膝徽�结合蛋白

��������
�

�������� ��，
端

������
�

����王白

��������
·

从 ����尸��������克�

������
�

�������羞因

������
�

特异性孕振蛋白卜�抢蛋白

��
一

������二红�碑吸璐受体组 �

人�������
�

从�叭��
�

�一��
�

��克隆���������� 序列

������
�

特异性孕极蛋白��

������单核细班向化�学��蛋白
一
�

�
�

���

�
。

���

�
。

���

�
�

���

�
。

���

�
�

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

�
。

���

于�或小于�
�

�的数据共” 项 ，

见附表
。

凡 ����� 值在�
�

�以下者
，

为因治疗而明显下调的

基因
，

在形成寒证时则为高表达基因 ������ 值在�
�

�以

上者
，

为因治疗而明显上调的基因
，

在形成寒证时则为

低表 达基 因
。

有 差 异 表 达基 因 占芯 片基 因总 数 的

�
�

��
，

经热药治疗后
，

表达下调的基因是��条
，

表达上

调的基因是��条
，

其中��条能在 ���� 登陆
。

本文初

步分析它涉及�类功能基因
�

�
�

� 与能量代谢相关的基因
�

与能量代谢相关的�条

基因都为表达下调
，

如��
������� 为 ��

一
�������泡

细胞 �� ��� 酶亚基�
，

它的功能主要是运输 ���

酶
，
可理解为寒证服了姜附等温热药后能量代谢增高

，

患者畏寒
、

喜暖等症状缓解
，

其高表达的基因即下调
，

而呈现为热药疗寒的作用
。

�
�

� 与糖代谢有关的基因
�

与糖代谢有关的�条基因

也表现为下调
，

如 ��������艾杜糖醉脱氢酶糖醇还原

酶�
。

在 ��� 存在下
，

催化 �
一

或 �
一

艾杜糖醇氧化成 �
�

或 �
一

山梨醉
，

作用于葡萄糖醉生成果糖
，

也可作用于

其他关系密切的糖醉类
。

�
�

� 与脂及醋类代谢相关的基因
�

该组基因�条均下

调
，

如 ��
一

�������磷酸二酸醉���是催化寡核昔酸及

多核昔酸中双重醋化的磷酸分子进行水解的醉类
。

�
�

� 与核酸代谢相关的基因
�

与核酸代谢相关的基因

�。条
�

核酸在生命活动中起着极其重要的作用
，

贮存和

调控生物的遗传性信息
，

直接影响生物体的生物学含

义
，

是分子水平生命活动的基础
。

在本实验中同核酸代

谢相关的基 因以下调为主
，

上调为辅
。

如 ��������

�戊二醛素�
，

它与谷肤甘肤配合在由核昔酸形成脱氧

核昔酸过程中起作用
。

�
�

� 与蛋白质代谢有关的��条基因
�

除少数上调外
，

其余都表达下调
，

如下调基因 �������细胞外信号调

节性激酶激活因子�是受细胞外信号调节的蛋白激醉
，

具有丝氨酸
、

苏氨酸蛋白激酶活性 以及在酪氨酸残基

上催化 自身磷酸化的活性
。

�
�

� 与免疫机制有关的��条基因
�

其中大部分为表达

下调
，

少数为表达上调
。

如 �������肿瘤坏死因子
�

诱

导的蛋白�
，

它通过影响内皮细胞功能
，

如促进或诱导

与白细胞的作用
，

参与体内外肿瘤细胞的杀伤
，

能使肿

瘤产生缺血性坏死
，

并且有的可完全退化
。

�
�

� 与内分泌代谢有关的基因
�

与内分泌代谢有关的

基因�条
，
�������甲状腺结合蛋白�

，

是调节冷热反应

的促进剂
，

具有促进能量代谢的功能
。

其在寒证时为高

表达基因
，

治疗后表达下降
。

可理解为寒证患者服温热

药以后
，

提高了患者对寒冷环境的适应能力
。

� 讨论

分子生物学是当今科学的带头学科
，

基因芯片伎

术又是分子生物学领域最先进的技术
。

它高密度地显

徽排阵
，

大批量的基因筛选和巨大的功能信息处理能

力
，

为中医寒证的研究提供了一个强有力的武器
。

从本

实验可见
，

我们用����条基因高通量地平行监测
，

得

到��条差异表达基因
，

涉及到�类以上与寒证有关系均

基因
，

显然充分利用基因芯片的微观整体优势
。
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