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用主成分分析探索不同中药组分配伍
干预脑缺血的基因表达模式
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［摘 要］ 目的 比较清开灵主要组分黄芩苷、栀子苷及其配伍干预脑缺血损伤的基因表达模式。方法 １２只 ４周龄小鼠随机分
为黄芩苷组（ＢＡ组）、栀子苷组（ＪＡ组）、栀子苷＋黄芩苷组（ＢＪ组）、尼莫地平组（ＮＭ组），建立全脑缺血再灌注小鼠模型后，各组分
别给予尾静脉注射黄芩苷、栀子苷、栀子苷＋黄芩苷以及尼莫地平。抽提小鼠脑组织的总 ＲＮＡ，制备小鼠全基因组表达谱，对其进
行基因本体论功能分类，构建相关系数矩阵，对差异表达的细胞黏附相关基因进行主成分分析。 结果 获取 １６４６３个小鼠脑测全
基因组表达谱，筛选出 ３２个差异表达的细胞黏附相关基因。主成分分析结果显示，４组的前 ２个主成分的累积贡献度为 １００％，ＢＪ
组总得分大于单一组分组，ＮＭ组对细胞黏附相关基因干预的总得分高于ＢＡ和ＪＡ组。各次检测的主成分分布显示，ＮＭ组和 ３个
中药组均距离较远，ＢＪ组和 ＢＡ组的距离均近于 ＪＡ组。 结论 黄芩苷、栀子苷及其配伍均能有效干预细胞黏附相关基因，配伍后
的干预对黏附相关功能基因的影响大于单一组分组，其基因表达模式和黄芩苷相近。
［关键词］ 黄芩苷；栀子苷；组分配伍；脑缺血；基因芯片；主成分分析；细胞黏附
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中药复方作用机制研究逐渐得到世界医学界的研

究兴趣［１］。运用快速、并行分析的基因芯片技术及生物
信息学方法可以一定程度上揭示中药干预脑缺血的机

制［２ ３］，其高维的基因并行表达数据采用降维分析［４］，
有助于比较中药配伍的复杂作用机制。而神经元间的

黏附、前炎症过程与认知功能关系密切［５］。故本研究以
清开灵组分配伍为研究对象，定制 Ｏｌｉｇｏ高通量基因芯
片获取差异基因表达谱，运用主成分分析（ＰＣＡ）比较
清开灵主要组分黄芩苷、栀子苷及其配伍干预脑缺血
损伤的基因表达模式。
１ 材料与方法

１１ 动物

１２只 ４周龄昆明种清洁级小鼠购自北京大学实
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验动物中心，动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００６－０００２，饲
养至 ６周。
１２ 药品、试剂与仪器
黄芩苷、栀子苷标准品购自中国生物制品检定所

（批号：０８２４－２００１０２，０７４０－２００１０９）；尼莫地平片由
石家 庄 市 华 龙 药 业 股 份 有 限 公 司 生 产 （批 号：
２００４１０１７）。总 ＲＮＡ提取试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，
批号：９００１４６），焦碳酸二乙脂（ＤＥＰＣ，ＢＢＩ公司，批号：
ＤＢ０１５４），琼脂糖、无水乙醇、ＤＮＡ Ｍａｒｋ（ＤＬ２０００，
ＴａＫａＲａ公司）。ＡｘｏｎＧｅｎｅｐｉｘ４０００Ｂ基因芯片扫描仪

（美国 Ａｘｏｎ公司生产，批号：Ｃｘ０３９４６）。
１３ 动物造模及分组
按随机数字表法分为黄芩苷组（ＢＡ组）、栀子苷组

（ＪＡ组）、栀子苷＋黄芩苷组（ＢＪ组）、尼莫地平组（ＮＭ
组）各 ３只。结合 Ｚｅａｌｏｎｇａ等［６］和 Ｈｉｍｏｒｉ［７］描述的方
法，建立全脑缺血再灌注模型。术后观察左侧上肢屈
曲、行走左转或左侧跌倒者为手术成功。２ｈ后，ＢＡ组、
ＪＡ组、ＢＪ组分别尾静脉注射（４０ｍｇ燉ｋｇ）黄芩苷（５ｍｇ燉
ｍｌ）、栀子苷（５ｍｇ燉ｍｌ）、黄芩苷＋栀子苷（１∶１配比，
５ｍｇ燉ｍｌ），ＮＭ 组按照 １０ｍｇ燉ｋｇ给予尼莫地平溶液

（５ｍｇ燉ｍｌ）。
１４ ＲＮＡ抽提与芯片制备
按一步法［８］分别抽提脑组织的总 ＲＮＡ，紫外分析

及电泳检测显示获得了高纯度的总 ＲＮＡ。纯化后，将
每组鼠的脑组织总 ＲＮＡ等量混合，用于芯片实验。芯
片（博奥生物有限公司）包含 １６４６３个小鼠脑 Ｏｌｉｇｏ片
段，每组重复实验 ３次。将制备的靶基因溶解于 ３×
ＳＳＣ溶液中，用 ＣａｒｔｅｓｉａｎＰｉｘｓｙｓ７５００点样仪点样于硅
烷化玻片。玻片经水合（２ｈ）、室温干燥（０５ｈ）、ＵＶ交
连（能量值设定 ６５ｍｊ燉ｃｍ），再分别用 ０２％ＳＤＳ、水及

０２％硼氢化钠溶液处理晾干备用。
１５ 探针制备
参照 Ｓｃｈｅｎａ的方法［９］逆转录标记 ＲＮＡ，于 ５０μｌ

逆转录反应体系中加入 ６０μｇＲＮＡ，用 Ｃｙ３ｄＵＴＰ标
记 ＮＭ组 ＲＮＡ，Ｃｙ５ｄＵＴＰ标记鼠脑组织 ＲＮＡ，利用

ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶合成探针，乙醇沉淀后将 Ｃｙ３ｄ
ＵＴＰ和 Ｃｙ５ｄＵＴＰ标记的探针混合溶解在 ２０μｌ５×
ＳＳＣ＋０２％ＳＤＳ杂交液中，分别进行实验。
１６ 杂交及洗涤
将芯片和杂交探针分别于 ９５℃变性后置于杂交

舱内，加入混合探针。恒温杂交箱内 ４２℃杂交 １８ｈ。按
顺序用洗涤液 ２×ＳＳＣ＋０２％、０１％×ＳＳＣ＋０２％、
０１％×ＳＳＣ洗涤 １０ｍｉｎ，室温晾干备扫描。
１７ 荧光扫描和数据处理
用 ＡｘｏｎＧｅｎｅｐｉｘ４０００Ｂ扫描仪扫描芯片，链接

Ｇｅｎｅｂａｎｋ输出 Ｕｎｉｇｅｎｅ号和功能描述。所得芯片数据
均进行整体校正［１０］，整体校正后的数据采用容许区间
法计算各信号 Ｒａｔｉｏ值，确定差异表达阈值。所有数据
经过筛选，筛选由 Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ分析软件自动完成。Ｒａ
ｔｉｏ（Ｃｙ３燉Ｃｙ５）的自然对数的绝对值大于 ２或者小于

０５的基因分别代表上调或下调的差异表达基因［１１］。
１８ 细胞黏附相关基因的选取
依据基因本体论（ＧＯ）分类原则，使用美国斯坦福

大学在线资源（ｈｔｔｐ：燉燉ｇｅｎｏｍｅｗｗｗ５ｓｔａｎｆｏｒｄｅｄｕ燉
ｃｇｉｂｉｎ燉ＳＭＤ），对差异表达基因进行功能分类和定
义［１２］，提取细胞黏附相关基因。
１９ 统计学方法
主成分分析采用 ＳＡＳ９０统计软件分析。原始数

据为 ｎｍ阶矩阵。采用负对数化处理后，将上调和下
调的基因表达比值标准化，未差异表达的为 ０［１３］。分组
采用样本相关系数矩阵来计算其特征值和特征向量、
主成分的贡献率。具体算法见参考文献［１４］。
２ 结果

２１ 基因功能分类与细胞黏附相关基因的选取
各组差异表达基因的功能分类结果显示细胞黏附

相关基因共 ３２个，其中整合素家族基因为 １３个（占

４０６２％）。
２２ 主成分个数的选取
经过构建相关系数矩阵，具有相关系数为 １的基

因，属于黏附功能的差异表达基因的主成分计算结果
见表１。４组的前２个主成分的累积贡献度为１００％，表
明其所携带的信息概括了 ３２个基因的全部信息。
表 １ 各组细胞黏附调节差异表达基因主成分特征值表

组别 主成分 特征值 贡献度（％） 累计贡献度（％）

ＢＡ组 牂１ １６７３ ５９７６ ５９７６
牂２ １１２６ ４０２４ １００００

ＪＡ组 牂１ １５３０ ６３７６ ６３７６
牂２ ８６９ ３６２４ １００００

ＢＪ组 牂１ １４８３ ６７４３ ６７４３
牂２ ７１６ ３２５７ １００００

ＮＭ组 牂１ １７２４ ６１５７ ６１５７
牂２ １０７５ ３８４３ １００００

注：牂牏表示第 牏个主成分

２３ 各组主成分主要贡献基因的比较
表 ２显示了各组主成分的贡献度，其中第一个主

成分中 ＢＡ组的主要贡献基因是 Ｃｅｌｓｒ２、整合素 α３（Ｉｔ
ｇａ３）、层粘连蛋白 α１（Ｌａｍａ１）、信号转导因子和转录激
活因子 ５ａ（Ｓｔａｔ５ａ）、转酮酶（Ｔｋｔ）、肿瘤坏死因子超族
成员 ５引导蛋白 １（Ｔｎｆｓｆ５）等（其载荷系数大于 ０２，下
同），ＪＡ组的主要贡献基因是 Ｌａｍａ１、血小板内皮细胞
附着分子（Ｐｅｃａｍ）、整合素α４（Ｉｔｇａ４）、整合素α２ｂ（Ｉｔ
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表 ２ 各组细胞黏附相关基因的主成分特征向量表

基因 中文名称 ＢＡ组
Ｚ１ Ｚ２

ＪＡ组
Ｚ１ Ｚ２

ＢＪ组
Ｚ１ Ｚ２

ＮＭ组
Ｚ１ Ｚ２

Ａｒｈｅ ｒｎｄ３鸟苷酸结合蛋白超家族 －０１２ ０２６ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００
Ｃｄ２ 动力蛋白激活蛋白 ２（ｐ５０） －０１２ ０２６ ０００ ０００ －０２６ ００２ ０１７ ０２１
Ｃｅｌｓｒ２ 钙粘着蛋白 ０２４ ００５ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００
Ｃｔｇｆ 结缔组织生长因子 －０１２ ０２６ ０００ ０００ ０１２ －０３３ －００３ ０３０
Ｄｄｒ２ 盘蛋白域受体家族成员 ２ ０００ ０００ ０００ ０００ ０１５ ０３０ ００６ －０３０
Ｄｌｌ１ δ样 １（果蝇） －０１２ ０２６ －０２２ －０１８ ０００ ０００ －０２３ ０１０
Ｅｍｒ１ 含表皮生长因子样粘蛋白 ０００ ０００ －０２５ ００７ ０００ ０００ ０００ ０００
Ｉｔｇａ２ 整合素 α２ ０２３ ０１０ ００９ －０３１ ０２５ ００８ －０２３ －０１０
Ｉｔｇａ２ｂ 整合素 α２ｂ ０２３ －０１１ ０２５ －００７ ０１４ ０３１ －０１７ －０２１
Ｉｔｇａ３ 整合素 α３ ０２４ ００５ ０１７ ０２６ ０２０ －０２４ －０１２ ０２６
Ｉｔｇａ４ 整合素 α４ ０００ ０００ ０２５ －００７ ０２６ －００２ ０１７ ０２１
Ｉｔｇａ５ 整合素 α５ －０２４ ００１ ０２５ －００７ ０００ ０００ ０１７ ０２１
Ｉｔｇａ７ 整合素 α７ －００８ ０２８ －００２ －０３４ ０１６ ０２９ －０１７ －０２１
Ｉｔｇａｅ 整合素 αＥ －０１２ ０２６ ０２５ －００４ ０１１ ０３４ －０１７ －０２１
Ｉｔｇａｌ 整合素 αＬ（ｐ１８０） ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ －０１７ －０２１
Ｉｔｇａｍ 整合素 αＭ ０２３ ０１０ －０１４ ０２８ ０２６ －００２ ０１５ －０２４
Ｉｔｇｂ３ 整合素 β３ －０２２ －０１３ －０２５ ００７ ０１１ －０３４ ０１２ －０２６
Ｉｔｇｂ５ 整合素 β５ ０１３ ０２５ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００
Ｉｔｇｂ６ 整合素 β６ ０１３ ０２５ －０２５ ００７ ０２２ ０１９ －００６ ０３０
Ｉｔｇｂ７ 整合素 β７ －０１２ ０２６ －０２５ ００７ －０２４ ０１３ ０２４ ００２
Ｌａｍａ１ 层粘连蛋白 α１ ０２４ －００１ ０２６ ００２ ０００ ０００ ０２４ ００１
Ｍｔｓｓ１ 转移抑制因子 １ ０１７ ０２２ ０２０ ０２０ ０００ ０００ －０２０ ０１７
Ｎｍｂ 神经调节肽 Ｂ －０１３ －０２５ ０１７ ０２６ ０００ ０００ －０２３ ００８
Ｎｐｈｐ４ 肾结核 ４ －０２２ ０１４ －０１７ －０２６ －０２６ ００２ －０２３ ００８
Ｎｐｈｓ１ 肾变性病蛋白 １ －０１０ ０２７ －０１７ －０２６ －０２６ ００２ ０２４ ００１
Ｐｅｃａｍ 血小板内皮细胞附着分子 －０２４ ００１ ０２６ ０００ －０２５ ０１０ －０２３ ００８
Ｐｋｐ１ 血小板亲和蛋白 １ －０２４ ００４ ００８ －０３２ ０２６ －００２ ０２３ －００８
Ｐｘｎ 桩蛋白 ０１６ ０２３ ０１７ ０２６ －０１２ ０３３ ０２４ ００３
Ｓｔａｔ５ａ 信号转导因子和转录激活因子 ５Ａ ０２４ －００１ －０１７ ０２６ －０２６ ００２ ０１７ ０２１
Ｓｔａｔ５ｂ 信号转导因子和转录激活因子 ５Ｂ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０２３ －００８
Ｔｋｔ 转酮酶 ０２４ ０００ ０００ ０００ ０００ ０００ ０２３ －００８
Ｔｎｆｓｆ５ 肿瘤坏死因子超族成员 ５引导蛋白 １ ０２４ ００１ －００８ ０３２ ０２６ ００５ ０００ ０００

ｇａ２ｂ）、整合素 αＥ（Ｉｔｇａｅ）、整合素 α５（Ｉｔｇａ５）、转移抑制
因子 １（Ｍｔｓｓ１），其基因表达中除了整合素家族外，还
较强地抑制了血小板内皮细胞黏附分子（Ｐｅｃａｍ），该
分子参与调节单核细胞与内皮细胞的黏附以及随后的

经内皮迁移；ＢＪ组中的主要贡献基因为 Ｔｎｆｓｆ５、
Ｉｔｇａｍ、Ｉｔｇａ４、Ｐｋｐ１、Ｉｔｇａ２、Ｉｔｇｂ６、Ｉｔｇａ３，包含 ５个整合
素家族基因，其中 ＢＪ组和 ＢＡ苷组均共同调控了 Ｔｎ
ｆｓｆ５、Ｉｔｇａ３、Ｉｔｇａｍ、Ｉｔｇａ２等 ５个整合素家族基因。
表 ２各变量对应于两个主成分的载荷值，载荷值

反映的是主成分与变量的相关系数，可以据此写出主
成 分 载 荷 表 达 式。如 ＢＡ 组：牂１爛＝ ０２４爞牉牓牞牜２＋
０２４爤牠牋牃３＋０２４爴牕牊牞牊５＋０２４爴牑牠＋０２４爧牃牔牃１＋
０２４爳牠牃牠５牃＋０２３爤牠牋牃２＋０２３爤牠牋牃牔＋０２３爤牠牋牃２牄－
０２２爫牘牎牘４－０２２爤牠牋牄３－０２４爮牑牘１－０２４爤牠牋牃５－
０２４爮牉牅牃牔
２４ 各组对细胞黏附相关基因表达影响总得分比较
根据各主成分的贡献率，可以分别各组的基因的

得 分 模 型：牂牏爜爛 ＝ ０５９７６牂１＋ ０４０２４牂２，牂牏爥爛 ＝
０６３７６牂１＋ ０３６２４牂２，牂牏爜爥＝ ０６７４３牂１＋ ０３２５７牂２，
牂牏爫爩＝０６１５７牂１＋０３８４３牂２（检测次数 牏＝１，２，３）将各

组的原始数据代入上述公式，可以得到各组 ３次检测
的综合得分（见表 ３），４组对细胞黏附相关基因的改变
显示，ＢＪ组总得分大于单一组分组，ＮＭ 组对细胞黏
附相关基因干预的总得分高于 ＢＡ组和 ＪＡ组。提示 ３
个中药组均能有效干预细胞黏附相关基因，ＢＪ组分配
伍的基因表达模式和黄芩苷相近。
表 ３ 各组黏附相关差异表达基因主成分综合得分

组别 检测编号 牂１ 牂２ 牂 总分

ＢＡ组 １ －６６０ －４９７ －６０１ ４３８
２ －５６９ ２０３７ ３７５
３ ２７０９ －５１９ １５３９

ＪＡ组 １ ３０９１ －４８３ １９２７ ０７７
２ ５０７ ５０７ ５０７
３ －１５６８ －３５１５ －２２０２

ＢＪ组 １ ７６００ ２６６ ４６４９ １２６２
２ －１０１８ －１０２２ －１０１９
３ －３８９ ９６６ １５６

ＮＭ组 １ －９０１ －９８８ －９３４ ６６４
２ ６３７３ －３２５６ ２６７３
３ －１２０７ ２５９７ ２５５
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３ 讨论
用于本研究的清开灵组分（黄芩苷、栀子苷）是在

９７３课题组建立的中药标准组分提取分离平台、指纹
图谱质量评价体系和多组分配伍优化筛选模式下筛选

出来的［１５］。探索组分配伍的加和效应，有助于揭示方
剂配伍的复杂机制。故本研究本着“复杂问题由简单入
手”的思路，从基因表达谱层面探索两个组分的加和
关系。
基因芯片数据为高维的海量数据，对其生物信息

的挖掘分析发展很快［４，１６］。基于多元分析思想的主成
分分析旨在原始数据信息丢失最小的情况下，对高维
变量进行降维处理。选取的主成分一般为贡献率最大

（方差最大）的若干主成分，这些主成分被认为是原始
数据中的真实信号，需要对其进行进一步分析才能解
释其深刻内涵，而其余主成分则被认为是噪声信号而
丢弃。因此ＰＣＡ成为解决高通量生物信息分析的有效
手段［４，１６］。
对两个组分及其配伍多基因的降维分析结果显

示，ＢＪ组总得分大于单一组分组。这一结果提示，黄芩
苷和栀子苷配伍后对细胞黏附相关基因干预作用优于

单一组分组，起到加和效应的主要贡献基因主要集中
在整合素家族基因，如 Ｉｔｇａｍ、Ｉｔｇａ４、Ｐｋｐ１、Ｉｔｇａ２、Ｉｔｇｂ
６、Ｉｔｇａ３等。这些基因对于调控细胞的黏附与趋化及炎
性细胞的聚集等过程有关。３个中药组均能有效干预
细胞黏附相关基因，组分配伍的基因表达模式和黄芩
苷相近。ＢＪ组和 ＢＡ组均共同调控了 Ｔｎｆｓｆ５、Ｉｔｇａ３、
Ｉｔｇａｍ、Ｉｔｇａ２等在细胞与细胞外基质（ＥＣＭ）间的黏附
及信息传递中发挥重要作用的基因，反映了配伍和其
某一组分具有共同的基因表达基础。经配伍后 Ｐｋｐ１
（血小板亲和蛋白 １）得以上调，起到稳定纤维分子骨
架的形成，改善细胞黏附后炎症状态的作用，体现了

“增效”效应。单一组分黄芩苷下调了重要的 Ｃｅｌｓｒ２，抑
制了神经元分化［１７］，而经过和配伍栀子苷后，这种抑
制消失了，提示了两组分配伍的“减毒”效应。这两个单
一组分配伍组整体影响大于单一组分与本课题组前期

的药效学（行为学、形态学）研究结果［１８］是一致的，ＮＭ
组与单一组分栀子苷的比较结果却与既往不一致，这
可能与本研究限于数据挖掘方法学，仅对细胞黏附相
关基因进行分析有关，更全面的证据仍需进一步研究。
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