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［摘要］ 目的 探讨出血性中风患者瘀热证与炎症、凝血之间的相关性。 方法 选择出血性中风瘀热证与
非瘀热证患者各 9 例分别组成瘀热组和非瘀热组。收集血液样本，提取淋巴细胞，应用高通量测序技术测定
两组基因表达，分析两组差异表达的基因，对差异表达基因进行功能和通路分析。 结果 两组基因表达谱
存在明显差异，瘀热组与非瘀热组相比较，表达上调≥2 倍的基因 2867 条，表达下调≥2 倍的基因有 1877
条; 差异表达的基因涉及的通路有凝血相关通路、炎症免疫相关通路、血管内皮相关通路、细胞凋亡与细胞
周期相关通路等; 实时定量 PCＲ验证瘀热组与非瘀热组肿瘤坏死因子受体超家族成员 18 ( TNFＲSF18) 、基
质金属蛋白酶家族 23B ( MMP23B) 、DNAJ 同源 B 亚家族成员 14 ( DNAJB14) 、白细胞介素 2 受体 α 亚基
( IL2ＲA) 、C1Q肿瘤坏死因子 3 ( C1QTNF3) 、人血小板生长因子 ( PDGFＲB) 、凝血因子Ⅷ ( F8) 和凝血因
子Ⅱ ( F2) 基因，差异表达结果与基因芯片完全一致。 结论 出血性中风瘀热证的本质与凝血、炎症病理
的相关，因血行凝滞不畅导致“瘀”，机体炎性反应导致“热”可能是其本质。
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出血性中风 ( intracerebral hemorrhage，ICH) ，
又称急性脑出血，是临床上常见的一种脑血管疾

病，具有较高的致残率和死亡率。国医大师周仲瑛
教授认为，本病源于血分瘀热，搏结不解，闭阻脑

窍，进而化火生风，提出 “瘀热”是其核心病理
因素［1］。本研究以周仲瑛教授的 “瘀热”理论为
指导，利用基因组学技术研究出血性中风 “瘀热”
和“非瘀热”患者在炎症、凝血基因表达谱方面
的差异，从分子水平揭示“瘀热”证的本质与内涵。

1 临床资料

1. 1 诊断标准
西医诊断标准参照 2014 年中华医学会神经病

学分会修订的《中国脑出血诊治指南 2014》［2］。
中医诊断标准参照国家中医药管理局脑病急症

协作组制定的《中风病诊断疗效评定标准》［3］: 半
身不遂，口舌歪斜，言语謇涩或不语，感觉减退或

消失，头痛目眩，咯痰或痰多，腹胀便干便秘，舌

质暗红，苔黄腻，脉弦滑或偏瘫侧弦滑而大。
中医辨证标准参照 《中风病辨证诊断标准

( 试行) 》［4］，根据证候 ( 诊断要素) 对瘀热病机诊
断的价值确定其权重 ( 分值) ，制订 “瘀热病机证
候量化诊断标准”量表［5］: 1 ) 神情: 心烦计 2
分; 躁扰不宁计 3 分; 神昏谵语计 4 分。2) 发热:
头面烘热计 1 分; 潮热计 2 分; 烦热计 3 分。3 )
面唇: 深红计 2 分; 暗红计 4 分; 深紫计 6 分。4)
腹症: 腹胀计 1 分; 腹满计 2 分; 腹满痛计 3 分。
5) 大便: 便干难解计 1 分; 便干 3 日未解计 2 分;
便干 3 日以上未解计 5 分。6) 舌质: 暗红计 2 分;
暗红且有瘀点或瘀斑计 3 分; 暗红且有舌下脉络青
紫计 4 分; 绛紫计 5 分。7 ) 脉象: 弦或滑或涩或
结计 2 分。8) 舌苔: 黄或灰黑计 2 分。瘀热量化
诊断标准量表满分为 30 分，≥10 分即可诊断为
“瘀热”。
1. 2 纳入标准

1) 符合上述诊断标准; 2) 发病 48 h 内入院;
3) 签署知情同意书。
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1. 3 排除标准
合并短暂性脑缺血发作、脑梗死者; 原发性蛛

网膜下腔出血及由血液病、肿瘤或外伤引起的颅内
出血者。
1. 4 一般资料
选取 2007 年 10 月至 2010 年 10 月江苏省中医

院住院的出血性中风患者中非瘀热证 ( 瘀热病机

证候量化诊断标准量表评分 ＜ 10 分) 患者和瘀热
证患者各 9 例，分别组成非瘀热证组和瘀热证组。
瘀热证组中男 6 例，女 3 例; 平均年龄 ( 64. 5 ±
10. 2) 岁; 中位病程 4 h; 出血总量平均 ( 17. 48 ±
16. 70) ml; 出血部位为基底节区 6 例、丘脑区 3
例。非瘀热证组中男 6 例，女 3 例; 平均年龄
( 63. 9 ± 9. 8) 岁; 中位病程 4. 5 h; 出血总量平均
( 16. 70 ± 14. 81 ) ml; 出血部位为基底节区 6 例、
丘脑区 3 例。两组一般资料比较差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) ，具有可比性。

2 方法

2. 1 样本采集与处理
按规范采集两组患者血液样本，分离淋巴细胞，

收集抗凝血，等量 1640培养液稀释，混匀。将稀释
液缓慢加入等量淋巴细胞分离液的液面上方，

1500 r /min 离心 ( MINISPIN 型离心机，Eppendorf
公司) 15 min。移液器取第二层雾状液体。1640 培
养液洗涤 2 次，1500 r /min 离心 10 min。加入
1. 5 ml Trizol ( Life 公司，批号 15596026 ) ，吹匀。
移入冻存管，分装标记， － 70℃保存。
2. 2 基因芯片检测
2. 2. 1 ＲNA 抽提与质量检测 用 Trizol 抽提、纯
化、DNA酶消化，确保没有基因组 DNA 污染，从
而得到总 ＲNA，Nanodrop ND-1000 ( Thermo Fisher
公司，ND 1000 型) 测定 OD230、OD260和 OD280值

并计算 ＲNA 的浓度及纯度，甲醛变性凝胶电泳
( EPS300 型电泳仪，Tanon公司) 检测其完整性。
2. 2. 2 探针标记及芯片杂交 取 1μg 总 ＲNA，采
用 T7 promoter方法体外转录并用 Cy3 标记 cＲNA，
用 ＲNeasy Mini Kit ( QIAGEN 公司，批号 74104 )
纯化标记的 cＲNA，得到的探针与芯片在杂交盒中
65℃滚动杂交 17 h，依次用相应的洗涤液洗涤芯
片，室温晾干。
2. 2. 3 图像扫描及数据处理 用 Agilent Microarray
Scanner ( G2505C公司，206223 型) 扫描芯片，将
Agilent Feature Extraction V11. 0. 1. 1 软件读出的荧

光值导入 Agilent Genepix GX V12. 1 中进行数据分
析。数据经过标准化后得出瘀热组与非瘀热组标记
的信号比值，即为该基因组在瘀热组与非瘀热组中

变化情况。基因显著性差异表达的判定标准为: 比
值 ＞ 2 或比值 ＜ 0. 5 ( 比值 = Cy5 /Cy3) 筛选出信号
比值≥2 的基因为表达显著上调基因，信号比值≤
0. 5 为表达显著下调基因。
2. 3 实时定量 PCＲ
2. 3. 1 ＲNA 抽提 50 ～ 100 mg 淋巴细胞加入 1 ml
Trizol试剂，抽提 ＲNA，紫外吸收测定法 ( Thermo
Fisher公司，ND-1000 型) 变性，琼脂糖凝胶电泳
( Tanon公司，EPS300型) 测定 ＲNA含量。
2. 3. 2 cDNA 合成 配制退火混合物在 70℃水浴
3 min，降到 37℃放置 10 min。ＲT 反应液: 5 × ＲT
缓冲液 4μl; 2. 5 mmol /L dNTP 混合液 4μl; ＲNA
酶抑制剂 1μl; MMLV反转录酶 1μl; 混合后 37℃
恒温 1 min，加 10μl的 ＲT反应液到 10μl退火混合
物中，37℃水浴 60 min，加热到 95℃维持 5 min。
得 ＲT终溶液即为 cDNA溶液，置冰浴待用。
2. 3. 3 制备用于绘制标准曲线的梯度稀释 DNA模
板 针对每一需要测量的基因和管家基因，选择一

确定表达该基因的 cDNA 模板进行 PCＲ 反应:
2. 5 mmol /L dNTP 2. 5μl; 10 × PCＲ 缓冲液 2. 5μl;
MgCl2 溶液 1. 5μl; Taq聚合酶 1 个单位; 10μmol /
L的 PCＲ特异引物 F 1μl; 10μmol /L 的 PCＲ 特异
引物 Ｒ 1μl; cDNA 1μl; 加水至总体积为 25μl。
轻弹管底将溶液混合，40 个 PCＲ 循环 ( 94℃，
20s; 退火温度 58℃，20s; 72℃，30s) ; 72℃延伸
5 min; PCＲ产物与 100 bp DNA 标准品在 2%琼脂
糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，检测 PCＲ 产物是否
为单一特异性扩增条带; 将 PCＲ产物进行 10 倍梯
度稀释: 设定 PCＲ产物浓度为 1，分别稀释为 1 ×
10 －1，1 × 10 －2，1 × 10 －3，1 × 10 －4，1 × 10 －5，1
× 10 －6，1 × 10 －7这几个梯度浓度的 DNA。
2. 3. 4 实时荧光定量 PCＲ反应 几个梯度稀释的
DNA模板以及所有 cDNA样品分别配置实时荧光定
量 PCＲ 反应体系: 2. 5mmol /L dNTP 2. 5μl; 10 ×
PCＲ缓冲液 2. 5μl; MgCl2溶液 1. 5μl; Taq 聚合酶
1 个单位; Sybergreen Ⅰ终浓度 0. 25 × 10μmol /L
的 PCＲ特异引物 F 1μl; 10μmol /L 的 PCＲ特异引
物 Ｒ 1μl，cDNA 或 DNA 1μl，加水至总体积为
25μl。轻弹管底将溶液混合，5000 r /min离心 10 s;
配置的 PCＲ 反应溶液置于 Ｒealtime PCＲ 仪 ( ABI
公司，ViiA7 型 ) 上进行 PCＲ 反应。反应程序:
95℃，5min; 40 个 PCＲ 循环 ( 95℃，10 s; 58℃，
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15 s; 72℃，20 s; 85℃，5 s) ，为了建立 PCＲ产物
的熔解曲线，扩增反应结束后继续从 72℃缓慢加
热到 99℃ ( 每 5 s升高 1℃ ) 。
2. 4 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件分析数据，组间比较采用

t检验，检验水准 α = 0. 05。

3 结果

3. 1 两组患者差异表达的基因
做基因芯片检测时将每 3 个患者样本制备成 1

组，9个患者共制成 3 组。在 41 000 条被检测的基
因中，筛选出组间比较有差异的基因，其中瘀热组

与非瘀热组比较信号比值≥2 倍的表达上调基因
2867条，信号比值≥2倍的表达下调基因有 1877 条。

表 1 两组出血性中风患者差异表达的部分炎症和
凝血相关基因 ( 信号比值≥2 倍)

炎症相关
基因

差异表达
倍数

上调 /
下调
凝血相关
基因

差异表达
倍数

上调 /
下调

IL-22ＲA1 7. 70 上调 CADM2 4. 61 上调

TNFＲSF17 5. 69 上调 PLEKHA5 4. 23 上调

IL-2ＲA 4. 01 上调 PF4V1 3. 71 上调

TNFＲSF11A 3. 75 上调 LMAN1 3. 46 上调

TNFＲSF25 3. 21 上调 EDN2 3. 26 上调

C1QTNF3 2. 98 上调 PDGFＲB 3. 18 上调

TNFＲSF18 2. 86 上调 COL13A1 3. 12 上调

TNFAIP3 2. 86 上调 FN1 2. 97 上调

IL-11ＲA 2. 86 上调 PLEKHA6 2. 88 上调

DNAJB9 2. 81 上调 F8 2. 84 上调

TNFＲSF4 2. 64 上调 IGSF22 2. 78 上调

IL-1Ｒ2 2. 57 上调 VPS13A 2. 56 上调

IL-2 2. 55 上调 CADM1 2. 54 上调

HSPC159 2. 52 上调 PDGFD 2. 54 上调

HSF2 2. 43 上调 ENST 2. 42 上调

DNAJC9 2. 19 上调 PLGLB2 2. 35 上调

IL-8ＲB 2. 39 上调 EDN1 2. 23 上调

DNAJB14 2. 29 上调 EDN1 2. 23 上调

MMP23B 2. 2 上调 VEGFB 2. 2 上调

IL-1F9 2. 15 上调 ＲASA2 2. 12 上调

IL-2ＲB 2. 11 上调 PSD3 2. 04 上调

IL-28ＲA 2. 00 上调 F2Ｒ 2. 00 上调

COL11A2 4. 64 上调 F2 3. 59 下调

3. 2 两组患者差异表达基因涉及的相关信号通路
通过查询 KEGG 数据库，瘀热组与非瘀热组

患者差异表达的主要相关信号通路: 1 ) 凝血相关
通路: STAT4 介导的白细胞介素 12 ( IL-12 ) 信号
通路，Toll样受体信号通路，IL-2 信号通路，IL-3
信号通路，IL-4 信号通路，IL-6 信号通路，IL-12
信号通路，IL-23 信号通路，IL-27 信号通路，T 细
胞抗原受体信号通路; 2 ) 血管内皮相关通路:
EGFＲ1 信号通路、内皮素信号通路、VEGFＲ2 信
号通路等; 3 ) 细胞凋亡 与 增 殖 相 关 通 路:
P38MAPK、JNK、MTOＲ信号通路等。
3. 3 实时定量 PCＲ验证两组患者炎症、凝血相关
基因表达

根据基因芯片的分析结果，选取 8 个差异表达
显著的炎症、凝血相关基因进行了验证。表 2 示，
瘀热组患者的炎症、凝血相关基因肿瘤坏死因子受
体超家族成员 18 ( TNFＲSF18 ) 、基质金属蛋白酶
家族 23B ( MMP23B) 、DNAJ 同源 B 亚家族成员
14 ( DNAJB14 ) 、 C1Q 肿 瘤 坏 死 因 子 3
( C1QTNF3 ) 、白 细 胞 介 素 2 受 体 α 亚 基
( IL2ＲA) 、人血小板生长因子 ( PDGFＲB ) 、凝血
因子Ⅷ ( F8 ) 的表达均显著高于非瘀热组患者;
而凝血因子Ⅱ ( F2 ) 的表达瘀热组患者则显著低
于非瘀热组患者，验证结果与基因芯片完全一致。

4 讨论

近年来，基因组学技术为中医的客观化、微观
化研究提供了思路与方法，已成为中医现代化的有

效手段［6］。基因组学用于中医证本质的研究即中
医证候基因组学，是在证候理论指导下运用功能基

因组学的方法探讨某一证候基因的变异及差异表达

情况，从整体基因表达水平阐明证候的本质［7］。
连方等［8］运用基因组学研究不孕症不同肾虚证型

的基因表达差异并发现其潜在的目标基因; 王阶

等［9］通过基因组学和表观遗传学技术发现了冠心

表 2 两组出血性中风患者差异表达基因验证结果 ( /GAPDH，珋x ± s)

组别 例数 TNFＲSF18 MMP23B F8 DNAJB14

非瘀热组 9 0. 03 ± 0. 00 0. 03 ± 0. 00 0. 01 ± 0. 00 0. 03 ± 0. 00
瘀热组 9 0. 19 ± 0. 01* 0. 08 ± 0. 00* 0. 23 ± 0. 01* 0. 05 ± 0. 00*

组别 例数 C1QTNF3 IL2ＲA F2 PDGFＲB

非瘀热组 9 0. 02 ± 0. 00 0. 04 ± 0. 00 0. 27 ± 0. 01 0. 04 ± 0. 00
瘀热组 9 0. 44 ± 0. 03* 0. 30 ± 0. 01* 0. 01 ± 0. 00* 0. 16 ± 0. 01*

注: TNFＲSF18，肿瘤坏死因子受体超家族成员 18; MMP23B，基质金属蛋白酶家族 23B; DNAJB14，DNAJ 同源 B 亚家族成员 14;
C1QTNF3，C1Q肿瘤坏死因子 3; IL2ＲA，白细胞介素 2 受体 α 亚基; PDGFＲB，人血小板生长因子; F8，凝血因子Ⅷ; F2，凝血因子Ⅱ; 与
非瘀热组比较，* P ＜ 0. 05
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病心绞痛证候的生物学基础; 李生强等［10 － 13］利用

基因组学技术发现肾阴虚证和肾阳虚证的相关基因

和信号通路。
现代研究表明，出血性中风后的继发性损伤可

激活细胞毒性、氧化应激和炎症反应［14］; 炎症反
应是机体对出血后脑损伤的防御反应，通过聚集和

激活炎性细胞发挥作用［15］; 同时出血性中风后还

存在纤溶活性增高及凝血功能下降的倾向［16］。本
实验结果显示，1 ) 瘀热患者与非瘀热患者相比，
多条炎症相关基因表达上调在 2 倍以上，其中与白
细胞介素、肿瘤坏死因子 ( TNF ) 、热休克蛋白
( HSP ) 相关的基因较多，表明了白细胞介素、
TNF和 HSP是参与出血性中风 “瘀热”证炎症反
应的重要介质，在脑出血损伤过程中起到重要的介

导作用; 此外瘀热组与非瘀热组患者差异表达 2 倍
以上的基因有 PDGFＲB、F8、VEGFB、LMAN1 等
血小板活化因子、凝血因子，表明瘀热证是有多种
炎症、凝血因子参与的过程。2 ) 瘀热患者与炎
症、免疫、凝血、血管生成、细胞凋亡、DNA 损
伤修复、细胞周期等信号通路有关，其中与炎症、
免疫相关的信号通路占了很大比例，此外还涉及凝

血相关通路，表明瘀热组与非瘀热组患者在炎症、
凝血相关的信号通路中存在生物分子的差异表达。
3 ) 瘀 热 与 非 瘀 热 组 患 者 相 比， TNFＲSF18、
MMP23B、DNAJB14、IL2ＲA、C1QTNF3 炎症因子
和 PDGFＲB、F8、F2 凝血因子表达存在显著差异，
反映了瘀热证患者的炎症状态和血凝程度高于非瘀

热证患者。
鉴于以上结果我们认为出血性中风瘀热证病理

过程是一个由多种炎症、凝血因子参与，信号通路
网络调控的复杂病理过程，发病过程中机体产生应

激反应，激活炎症、免疫、凝血等信号通络，导致
关键因子的过度活化，启动和调节相关基因的转

录，调控大量细胞因子、黏附分子的表达，导致致
炎因子的过度生成，进一步引发内皮细胞的炎症反

应、激活凝血及纤溶系统等，引起血凝、血瘀，继
而产生严重的全身性反应。出血性中风瘀热证的本
质与炎症、凝血病理的相关性，揭示因血行凝滞不
畅导致“瘀”，机体炎性反应导致 “热”可能是出
血性中风瘀热证的本质。
本研究临床试验尽管严格按操作规程进行，但

由于在患者标本收集时间、保存时间的不同，加上
患者之间的个体差异、验证病例较少等原因，实验
结果可能存在一定的假阳性，后期课题组将进一步

从基因和信号通路角度深入研究瘀热证的本质。
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Expressions of Spectrum of Inflammation-related and Clotting-related Genes in Hemorrhagic Stroke Patients
with Stagnated Heat Syndrome
ZHAO Fengming，HUANG Yan，WU Mingjie，LI Guochun，WU Mianhua
( Nanjing University of Chinese Medicine，Jiangsu Provincial Collaborative Innovation Center for Traditional Chinese Medicine Preven-
tion and Treatment of Cancer，Nanjing，210023)

ABSTＲACT Objective To explore the correlation between stagnated heat syndrome and clotting，inflammation in
hemorrhagic stroke patients． Methods Hemorrhagic stroke patients with stagnated heat syndrome and non-stagnated
heat syndrome were selected and divided into stagnated heat group and non-stagnated heat group，with 9 patients in
each group． The blood samples of both groups were collected to extract lymphocytes． High-throughput sequencing was
applied to detect gene expressions． The functions and pathways of the differentially expressed genes were analyzed．
Ｒesults There was significant difference in gene expression spectrum of both groups． Compared with the non-stasis
heat group，there were 2867 genes whose expression was up-regulated ≥2 times，and 1877 genes whose expression
was down-regulated ≥2 times． The pathways that related to differentially expressed genes were coagulation-related
pathways，inflammatory immune-related pathways，vascular endothelial pathways，apoptosis，and cell cycle related
pathways． Ｒeal-time PCＲ was used to verify the expression of tumor necrosis factor receptor superfamily 18
( TNFＲSF18) ，matrix metalloproteinase 23B ( MMP23B) ，DNAJ homologous B subfamily 14 ( DNAJB14) ，interleu-
kin 2 receptor α ( IL2ＲA) ，C1Q tumor necrosis factor 3 ( C1QTNF3 ) ，pleteletdericed growth factor ( PDGFＲB) ，
blood coagulation factor Ⅷ ( F8) and blood coagulation factor Ⅱ ( F2) ，and the results were consistent with the gene
chip． Conclusion The essential feature of hemorrhagic stroke of stagnated heat syndrome is related to clotting and
inflammation． Stasis elicited by stagnation of blood and heat caused by inflammatory reaction might be the nature of
hemorrhagic stroke with stagnated heat syndrome．
Keywords hemorrhagic stroke; inflammation; phlegm-heat syndrome; clotting; gene expression spectrum
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