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证 的 研 究

高血压病和 �型糖尿病血癖证患者辨证分型与

白细胞中
�一��� 等基因表达的相关性研究

马 民

摘要 目的
�

进一步探索血疲证的微观机理
，

从基因水平探讨血痪证微观实质
。

方法
�

以病证结合方式
，

严格按照诊断标准选

取 ��� 例高血压病和 �型糖尿病血疲证和非血疲证患者
，

用先进的血液生化指标和实验技术
，

进行了
。 一

���
基因

、 �一��� 基因和

�����基因表达的观察
、

对比
、

分析
，

并以健康人为对照
，

从基因水平对血癖证形成的微观机理和演变规律进行探索
。

结果
�

通

过对血疲证密切相关的微观指标的观察和分析
，

提出了血痕证患者存在
。 一���

、 �一���
、

����� 基因异常表达
，

并且其指标的异常

及基因表达水平的高低与血疲证各型之间存在密切关系
。

结论
�

基因组学是血疲证实质研究的最佳切人点
。

血疲证现代研究

应积极引进微观辨证学和基因科学的最新成果
，

以丰富和发展中医基础理论
�

并为中医临床治疗学提供分子生物学依据
。

主题词 高血压�诊断 糖尿病
，
�型�诊断 辨证分型
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血痕证见于多种疾病
，

是一种综合性病理状态
，

其

形成机理非常复杂
。

近年来
，

对血痕证的基础研究取得

了很大进展
，

已开始从神经
、

内分泌
、

免疫调节���� 网

络 �方面进行血痪证形成机理的综合性研究工作
，

并且

运用分子生物学的理论和技术从基因水平探索血疲证

的形成机理
，

逐步开展了相关基 因表达与血痕证形成

关系微观机制的研究和探索
，

使对血疲证的基础研究

更加深人
。

我们在研究中为了避免动物模型的诸多不

可靠性
，

采取了病证结合的研究方式
，

选择具有代表性

的两种疾病— �型糖尿病
、

高血压病
，

通过对两种疾

病血痕型与非血疲型患者周围血白细胞
�一���

、
�一��� 和

�����基因表达的比较
，

进行血疲证形成机理的研究
。

以求进一步探索血疲证的微观实质
，

为
“
证

”
实质的研

究及丰富和发展中医基础理论做有益的探索
，

同时为

基金项 目
�

国家中医药管理局立项课题 ��。 。 。 一�一�一 ���

�
暨南大学医学院中医系

，

广东省广州市石牌��������

收稿 日期
�����一��一 ���修回 日期

�����一 ��一��

高血压病
、

�型糖尿病等血疲相关性疾病的预防
、

诊断

和治疗提供客观
、

有效的实验依据
。

� 临床资料

�
�

� 病例来源
�

人选病例均来 自 ���� 年 �月一 ����

年 �月收治的山东地 区的高血压病及 �型糖尿病患

者
。

临床病例观察点设于山东中医药大学第二附属 医

院心血管 内科 及 内分泌科
，

包括住院和 门诊两部分

患者
。

�
�

� 病例选择标准
�
�型糖尿病诊断按 ����年 ���

制定的标准 即空腹血糖� �
�

������� 或随机血糖�

�
�

�������
�
高血压病诊断标准采用卫生部

、

中国高

血压联盟编写的 《中国高血压防治指南 ���与 ����年

��」�������世界卫生组织�国际高血压学会 �制定的高

血压病诊断标准大致相同�
�

收缩压��������或舒

张压�������为高血压
。

血癖证诊断按我国活血化

疲专业委员会于 ����年制定
、
����年修订 的血癖证

诊断标准
。

通过临床检查及实验室检测排除继发性高血压病
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及继发性糖尿病
。

�
�

� 分组方法
�

按照随机原则
，

将入选患者分为血痪

型组 ��� 例及非血痕型组 �� 例
，

包括高血压病血疲型

��例
，
�型糖尿病血疲型 �� 例 �非血痪型组包括高血

压病非血疲型 �� 例
，
�型糖尿病非血癖型 �� 例

，

血疲

型组与非血疲型组例数之比为 �
�

��
， �

。

正常对照组来源于山东中医药大学第二附属医院

健康体检者
，

男 �例
，

女 �例
，

平均年龄 ��
�

�士 ��
�

�

岁
，

与患者组相比差异无显著性 �尸��� ���
。

无心
、

肺
、

肝
、

肾
、

脑等疾病
，

血压正常
，

无糖尿病和高脂血症
，

无

吸烟史
，
�周以上无服药史

。

�
�

� 一般资料
�

本组 ��� 例中
，

男 �� 例
，

女 �� 例
，

男

女 例数 比为 �
�

��
� �

，

年龄 ��一 ��岁
，

平 均 ��
�

�士

��
�

�岁 �
职业 以脑力劳动者居多

，

占 ����病程 �一 ��

年
，

平均 �
�

��士 �
�

�� 年
。

经统计学分析两组在年龄
、

性

别
、

职业构成等方面差异无显著性 �尸��� ���
。

�
�

� 血疲证 中医证候学观察
�

根据临床表现
，

将患者

分为气虚血疲组 �� 例
，

其中男 �� 例
，

女 �� 例
�
气滞血

疲组 �� 例
，

其中男 �� 例
，

女 �� 例 �阴虚血疲组 �� 例
，

其中男 �例
，

女 �� 例
�
痰浊血癖组 �� 例

，

其中男 �例
，

女 �例
。

发生率分别为 ���
、

���
、

���
、

���
。

� 检测方法

�
�

� 标本制备
�

所有受试对象取血时间限定在晨起

��

��一�
��。 抽取空腹静脉血 ���

，
���注人 已添加抗

凝剂 ��������
一

�����川
、

抑肤酶 ��川�的试管中
，

轻

轻混匀
。

然后将抗凝血标本 ���小心地加于 ���淋巴

细胞分离液之液面上
，
���������

，

离心 �� 分钟
，

放人

含 �������
’ �
液的试管中

，

充分混匀
�

��������� 离心

�� 分钟
，

吸去上清
，

沉淀经反复洗两次
�

即得所需的白

细胞
。

将沉淀物吸取 ��川滴于玻片上
，

推片
、

固定
、

吹

干置 于 ��冰 箱 备 用
。

另 外 ���血 标 本 放 人 � ，

����� 抗凝管内
，

轻轻混匀
。

抽血过程中
，

避免接触玻

璃 器皿
。

�������� 离心
，

取上层血小板血浆
，
������

��� 离心 �� 分钟
，

弃上清
，

加人磷酸盐缓冲液 �����
，

��������� 离心漂洗
，

每次 �分钟
，

共 �次
，
以 ��多聚

甲醛 ���
，

室温固定 �� 分钟
。

�
�

� 主要仪器及试剂
�
���仪器

�

切片机
、

恒温水浴箱
、

微量移液器
、

杂交炉
、

������� 光学显微镜
、
�������

照相显微镜
。

���
一

����型低温大容量离心机�中国科

技大学科技实业总公 司中佳光电仪器分公 司生产�
，

������� 型流式细胞仪 �美国 �� 公司生产 �
。

���试

剂
�

兔抗人
、

鼠
�一���

及
�一��� 单克隆抗体

、

正常山羊血

清
、

生物素化羊抗兔
、

抗 鼠 ���
、

链霉菌抗生物素蛋 白

一 过氧化物酶
、

���二氨基联苯胺显色试剂盒
。

以上

试剂均购 自武汉博士得生物工程公司
。

异硫氰酸荧光

素 ����。 �标 记 的 单 克 隆 抗 体
，

鼠 抗 人 �����
�

���
�����及阴性对照羊抗 鼠 ������

�
�

���
，

均为美

国贝克曼库尔特有限公司 ����������产品
。

�� � 实验方法

�
�

�
�

� �一

��� 、 �一��� 基因的检测方法
�
���主要步骤

�

切

片
，
��过氧化氢孵育 �� 分钟

，

以消除内源性过氧化物

酶的活性
�以蒸馏水冲洗 �次

，

每次 �分钟 �滴加复合

消化液
，

室温下 �� 分钟 �蒸馏水冲洗 �次
，

每次 �分

钟
，

滴加山羊血清封闭
，

室温孵育 �� 分钟
，

倾去
，

不洗 �

滴加一抗
，

稀释
�一���

、 �一��� 均为 � � ���
�

�
一

�过夜 ����

冲洗 �次
，

每次 �分钟 �滴加试剂 �生物素化羊抗兔

���
，

�� �孵育 �� 分钟
·

���冲洗 �次
，

每次 �分钟 �滴

加链霉菌抗生物素蛋白一过氧化物酶
，

�� �孵育 �� 分

钟
。

以 ���冲洗 �次
，

每次 �分钟 �显色剂 �����显

色
，

室温下 �� 分钟 �自来水充分冲洗
，

苏木素复染
，

脱

水
、

透明
、

封片
。

�� �结果判定
�

由 �名病理医师在不知

道任何临床资料的情况下进行评估
，

每张切片至少观

察 �个视野
，

阳性细胞浆着色呈棕黄色
。

评价标准
�

阴

性 表达 �一 �
�

未见棕黄色染色的细胞 �阳性表达 �� �
�

每高倍视野阳性细胞数����
�
显性表达 �� � �

�

每高

倍 视野 阳性 细胞 数 ���一 ��� �强 阳性 表达 �� �

� �
�

每高倍视野阳性细胞数����
。

�
�

�
�

� 血小板 ����� 基因的检测方法
�

将 固定的血

小板悬液以 ��������� 离心 ��分钟
，

弃上清
，

加人相

应 荧 光 标 记 抗 体
，

置 室 温 �� 分 钟
，

加 入 ������
，

��������� 离心 ��分钟
，

弃上清
，

加人 ������将血小

板悬浮
，

上机检测区’
，
��

。

�
�

� 统计学处理
�

数据以均数 士标准差 ‘ 士 、 �表示
，

采用 �����分析
、

方差分析
、
�检验进行统计学分析

。

� 结果

�
�

� �一��� 、 �一

��� 基 因在高血压病和 �型糖尿病血疲

证和非血痕证患者 白细胞 中表达 比较
�

表 �示
，
�一���

基 因表达在高血压病组 明显强 于正常对 照组 �尸�

�
�

�� �
，

而 �型糖尿病组与正常对照组相 比较
，

有升高

趋势
，

但差异无显著性 ����
�

���
。 �一川�

基因的表达在

高血压组和 �型糖尿病组均有升高趋势
，

但差异无显

著性�尸��
�

���
。

与正常对照组比较
，

血痕证组 白细胞

中
�一��� 、 �一

��� 基 因表达水平均明显增高��� �
�

�� ��

与非血疲证组相 比
，

血痕证组 白细胞 中
�一

���
、 �一��� 基

因表达水平差异也均有显著性 ����
�

���
。

�
�

� 血 癖 证 各 型 白细 胞 中
�一���

、
�一��� 及 血 小 板

�����基 因表达水平 比较
�

表 �示
，

与正常对照组相

比
，

气虚血癖组
、

气滞血疲组
、

阴虚血痪组
、

痰浊血疲组
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表 � 。 一

���
、 �一���

基因在高血压病和 �型糖尿病血癖证和非血疲证患者中的表达比较 �例�

十��
组别 例数

�一

���

一 � � � � � �

正常对照组

八乃� 八︵肠

广﹂

�曰���
血癖证组

非血疲证组

高血压病

�型糖尿病

高血压病

�型糖尿病

��

��△ �

��△ �

��

��

�岌 �
�乙

��
�
之

� �

�

�

�� �

�� �

�� ��

�� ��

�� �

�� � � �

与正常对照组 比较
�△尸� 。

�

��
�
与非血疲证组 比较

，★�� 。
�

��

表 � 血痪证各型 白细胞中
�一���

、 �一��� 及血小板 ����� 基因表达水平 比较

组别 例数
�一����例�

�一����例�

� � � � � � � � � � � �
�������

�

牙士 、 �

正常对照组 �� �� � � � �� � �� � �
�

��士 �
�

��

气虚血癖组 ��左 � �� � � �� �� � � �
�

��士 �
�

��△ �

气滞血疲组 ��注 �
，

�
·

��
‘

�
’

一�� �� � � �
�

��士 �
�

��△

阴虚血疲组 ��△ � � � � � �� � � �
�

��士 �
�

��△ �

痰浊血疲组 ��之 � � � � � � � � �
�

��士�
�

��△ �

与正常对照组 比较
，△�� 。

�

���与气虚血癖组 比较
， � 尸��

�

���与气滞血痪组 比较
� ★尸� 。

�

��

白细胞 中
�一

��� 、 �一��� 、

血小板 ����� 基因表达水平均 因表达 明显强 于正 常对照组和非血痕证组
，

表 明
��

显著增高 �尸��
�

���
。

而血癖证各型之间相 比较
，

气滞 ��� 、
�一���

基因的异常表达是参与血痕证的形成和演变

血癖组 白细胞 中
�一���

基因表达水平明显高于气虚血 的重要因素
。

现代分子生物学研究认为
，�一���

、
�一��� 基

痕组 ��� �
�

���
，

而气虚血癖组和阴虚血疲组 白细胞 因能编码具有生长因子
、

生长因子受体
、

� 蛋 白
、

细胞

中
�一���

基因表达水平较弱
。

而血癖证各型之间相 比 内信息分子及转录调节因子功能的蛋 白质
，

其实际上

较
， �一��� 基因表达水平差异均无显著性 �尸� 。

�

���
。

是编码调控蛋白质的正常细胞基因
。

它们与正常细胞

气滞血疲组与气虚血疲组
、

阴虚血疲组和痰浊血疲组 的生长
、

分化
、

胞内信息传递密切相关
，

二者可能是维

相 比较
，

血小板 ����� 的表达水平差异有极显著性�尸 持动脉管壁细胞正常生长及功能的
“
管家基因

” ，

它们

� 。
�

���
，

气滞血疲组明显高于其它各组
，

而气虚血疲 的低水平表达对维持动脉壁细胞的正常生长及功能具

组
、

阴虚血疲组 和 痰浊 血癖组之 间相 比较
，

血小板 有重要作用川
。

正常情况下
，

常规实验手段一般测不到

����� 的表达水平差异无显著性�尸��
�

���
。

提示血
�一��� 、 �一��� 基因的表达

，

而
�一��� 、

�一��� 基因的表达产

小板 ����� 的表达水平升高与气滞血疲证关系更为 物是与细胞增殖调控有关的主要核蛋 白
，

它们在血管

密切
。

平滑肌细胞 ������增殖调控中的作用 日益引起人们

�
�

� 高血压和 �型糖尿病组血小板 ����� 的表达水 的关注
。

内皮素
一

����
一

��是强效丝裂原
，

可使 ����

平 比较
�

高血压和 �型糖尿病组血小板 ����� 的表达 的合成增强 �一 �倍
，
���� 在受到刺激后

， �一��� 、 ��

水平显著高于正常对照组 ��� 。
�

���
，

提示高血压病 ��� 基因的表达活性明显增强川
。

和 �型糖尿病与血小板活化有关
。

高血压病和 �型糖尿病在其发生发展及演变过程

�
�

� 血癖证组
、

非血痕证组血小板 ����� 的表达水 中均与血管平滑肌细胞 ������异常增殖关系密切
，

平比较
�

血癖证组和非血疲证组血小板 ����� 的表达 表现以 ����异常增殖为主要特征
。

其既符合中医学

水平均高于正常对照组 �尸� 。
�

�� 或 尸� 。
�

���
，

而血
“
血疲证

”
的临床特征

，

又符合痰疲为病的病机特点
。

大

疲证组血小板 ����� 的表达水平显著高于非血疲证 量文献报道叫证实
，

血浆 ��
一

�水平的异常升高是血

组 �尸� 。
�

���
。

提示血癖证 比非血疲证患者血小板活 疲证形成的重要病理生理学基础
。

而血浆高水平 的

化和破坏更严重
。

��
一
�可反射性刺激

�一��� 、
�一�

�� 基因表达增强
，

提示
��

� 讨论 ��� 、
�一��� 基因异常表达是血痪证形成的分子生物学基

本研究结果表明
，

高血压病患者白细胞
�一���

基因 础之一
。

本研究在比较血癖证各型
�一��� 、

�一��� 基因表

表达明显增强
，

显著强于正常对照组
，

提示
�一

��� 基因 达水平后发现
，

气滞血痪组
、

气虚血疲组
、

阴虚血察组

的表达与高血压病的发生发展关系密切
，

进一步研究 和痰浊血癖组
�一��� 、 �一

��� 基因表达均较正常对照组增

发现
，

高血压病和 �型糖尿病血痕证组
�一��� 、 �一

��� 基 强
。

而血癖证各型之间
，�一���

基因表达以气滞血痪组
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较为显著
，�一��� 基因表达以痰浊血痪组最高

。

现代研

究认为
，

在细胞程序化死亡 即凋亡发生时存在着
。 �

��
� 、 �一

��� 基因表达的调节
。

当血疲患者表现为气滞血

疲或痰浊血癖证候时
，

其为标本俱实
，

可认为血癖证的

前期或早期 阶段
，

其表现可能为
�一��� 和 �或������� 基

因转录和翻译水平均明显增强
，

而表现为
�一��� 蛋白

、

�一

��� 蛋 白增加
。

同时
，�一��� 蛋白和

�一

�
�� 蛋白又作为

��

第三信使
” ，

调控其它靶基 因和迟发基因的表达
，

如

���
一

�即可能是其调控的基因之一川
，

发挥其抑制凋亡

的作用
。

而伴随着血癖证的发展演变或加重
，

患者出现

气虚血疲或阴虚血癖证候表现时
，

其为本虚标实
，

由气

虚或阴虚血癖而致血细胞能量供应障碍
，�一��� 和 �或�

�一

��� 基因可发生转录水平增高而翻译水平轻度增高

或只能高水平转录 ���� 而不能高水平翻译成蛋白

质
，

表现为
�一��� 蛋 白

、
�一���

蛋白水平较低
。

本组研究

中
，�一��� 基因表达气滞血疲组与阴虚血痕组和痰浊血

痕组相 比
，

有升高趋势
，

但无显著差异 ��一���
基因表达

血癖证各组均无明显差异
，

其可能与样本含量有关
，

有

待于增加各组样本数量以进一步研究和讨论
。

同时
，

统

计 学 分 析 获 得
�一���

、 �一��� 基 因 表 达 相 关 系 数 为

。
�

���
，

具有非常显著性意义 �尸��
�

�� �
。

证实了现代

分子生物学关于
“ �一��� 蛋白能与其他种类的含有亮氨

酸拉链结构的蛋白形成异二聚体结构
，�一��� 即为其中

最为重要的一种
”
的理论认识川

。

血小板活化分子颗粒膜蛋白�������是 目前所知

最能反映血小板活化的特异性指标
，

静息状态血小板

胞浆内颗粒膜上的糖蛋白������ �
，

在血小板激活
“

脱

颗粒
”
的过程中发生移位

，

与血小板外膜融合
，

表达于

血小板的表面膜上
，

成为识别活化血小板的分子标记

物
。

检测表达活化标志物的血小板数量
，

可以特异地评

价血小板活化程度
。

血小板活化的最主要表现是粘附

和聚集
，

在这个过程中
，

血小板膜表面的粘附分子起着

关键作用
。

本研究结果显示
，

高血压病和 �型糖尿病患

者血小板 �����的表达水平较正常人显著升高
，

且两

疾病间差异无显著性
。

提示了两种疾病的患者都存在

血小板活化现象
，

血小板活化和破坏是高血压病和 �

型糖尿病共同的病理生理基础
。

进一步研究发现
，

血疲

证患者血小板 ����� 的表达水平明显高于非血癖证

患者
，

而血癖证组和非血疲证组血小板 ����� 的表达

水平均高于正常对照组
，

提示 了有血癖证表现的患者

血小板活化和破坏程度比无血疲证表现的患者更为严

重
。

血小板活化是血痪证产生的重要病理基础之一
。

而

高血压病和 �型糖尿病非血痪证患者血小板 �����

的表达水平也明显升高
，

说明两种疾病非血癖证患者

同样存在血小板的活化和破坏
，

但程度较血癖证患者

为弱
。

从微观辨证方面分析
，

可以认为此组患者已经处

于亚临床血癖证状态中
，

即虽然没有血痪证的宏观表

现
，

微观指标的异常却提示患者处于前疲血状态
，

伴随

着疾病的发展
，

患者即可出现血疲证的宏观临床表现
。
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脑
，

令人头痛
” 。

张教授对于痰厥头痛
，

临证必先因势利

导
，

开结降逆
，

随之温补培元
，
以固其本

。

例 ��

李某
，

女
，
�岁

。

因头痛
、

呕吐反复发作 �年而

再发
，

百治不效
，

于 ����年 �� 月 �� 日来诊
。

患儿头痛

剧烈
，

呕吐倾胃而出
，

至胆汁咖啡样物
，

甚则昏厥
，

无明

显诱因
，

每 �一 �周发作 �次
，

每次发作呕吐 ��一���

次不等
，

发作后悉为常人
。

曾在某医院诊断为
“
变异性

偏头痛综合征
” 。

诊见患儿头痛剧烈而呕吐不止
，

面色

萎黄
，

舌苔薄白
，

脉细小数
。

此痰厥头痛也
。

张教授先

以 甘 遂半 夏汤 开 结 降逆
，

攻下逐饮
。

处方
�

制甘遂

�
�

��
，

生半夏 �
�

��
，

生姜 �� ��
，

获荃 ���
，

炒 白芍 ���
，

炙甘草 ��
，

吴茱英 ��
，

姜黄连 ��
，

储石 ���
，

白蜜 �冲��

匙
，

水煎服
。

连服 �剂后
，

头痛
、

呕吐著减
，

唯清涎仍多
，

脉细
，

舌净苔嫩
，

此脾虚饮逆
、

中阳未和
，

再拟大建中汤

温中补虚
，
以图固本

。

处方
�

党参 ���
，

炒花椒 ��
，

干姜

��
，

获荃 ���
，

生半夏 �� ��
，

生姜 �� ��
，

炙甘草 �� ��
，

储

石 ���
，

乌梅肉 ��
，

黄连 �� ��
，

怡糖 �冲�� 匙
，

水煎服
。

继服 �个月
，

患儿饮去症平
，

恢复 日常生活
。

按
�

方中利用甘遂与甘草相反之性
，

来增强逐饮之

力
，
又佐以 白芍

、

白蜜甘酸缓中
，
以防伤正

。

继予大建中

汤温中散寒
、

振奋中阳
，

补脾以缓急
，

使阴寒消
、

浊阴降

而厥逆除
。

更与二陈汤相配
，
以和胃降逆

。

全方共奏开

结降逆
、

温阳健脾之功
。


