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气滞血瘀证大鼠舌部基因表达谱变化初探
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　 　 【摘要】 　 目的　 采用基因芯片技术研究气滞血瘀证模型大鼠舌部全基因表达谱的变化以及差异基因涉及的

生物过程和通路，以期为研究血瘀证相关理论和药物治疗提供科学依据。 方法　 采用高脂饲料复合慢性不可预知

刺激复制气滞血瘀动物模型，利用基因芯片技术分析正常大鼠与模型大鼠舌中全基因表达谱的变化以及所涉及通

路。 结果　 气滞血瘀证大鼠与正常大鼠比较，结果显示差异表达基因有 ２７７ 个，其中上调基因 ６８ 个，下调基因 ２０９
个。 ＧＯ 和 Ｐａｔｈｗａｙ 分析结果显示气滞血瘀证分别与炎症、脂代谢、免疫反应等生物过程以及补体与凝血级联通路、
ＰＰＡＲ 信号通路、细胞色素 Ｐ４５０ 异物代谢通路等 ７ 条通路的改变有关。 结论　 ＣＹＰ４５０ 以及补体与凝血级联通路、
ＰＰＡＲ 信号通路中的差异基因可能涉及血瘀证的发病机制，为血瘀证以及相关药物的研究提供依据。
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　 　 血瘀证通常指因气虚、气滞、寒凝、血热、痰阻

和外伤等原因，导致血行不畅、壅阻血脉或出血未

能及时消散而引起的病证［１］，一般认为与血液循环

和微循环障碍、血液高黏滞状态、血小板活化和黏

附聚集、血栓形成、组织和细胞代谢异常、免疫功能

障碍等多种病理变化有关［２］。 同时与多种疾病的

形成有关，包括心血管系统、免疫系统、代谢系统等

疾病［３］。 舌诊是血瘀证临床诊断的主要组成部分，
对于不同疾病血瘀证量化诊断有重要贡献，如舌质

紫黯、舌脉曲张均入选高血压、冠心病和脑血管病

的血瘀证诊断危险因子［４］，提示血瘀证发生时舌部

的生物物质基础研究对血瘀证发生时疾病网络变

化及相关药物研究有重要意义。
在本课题组前期实验研究中，我们采用高脂饲

料饲养复合慢性不可预知刺激可模拟出气滞血瘀

证症状，发现模型大鼠情志出现异常，甘油三酯（ ｔｒｉ⁃
ｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固醇（ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）上升，
心功能检测显示收缩末期左室前壁厚度、后壁厚

度、舒张期左心室指数均发生异常［５］。 此外通过色

度分析观测到模型大鼠的舌质出现瘀斑、暗紫等表

征变化。 因此本研究在此基础之上，利用基因芯片

技术研究气滞血瘀证模型大鼠与正常大鼠舌部位

全基因表达谱的差异，以期为研究血瘀证相关理论

和药物治疗提供科学依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，４ 周龄，体重（１２０ ± １０）
ｇ，雄性，由斯贝福（北京）实验动物科技有限公司提

供【ＳＣＸＫ（京）２０１１ － ０００４】，在北京中医药大学无

特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）的实验动物

室【ＳＹＸＫ（京）２０１１ － ００２４】饲养，每日光照 １２ ｈ，房
间温度和湿度保持在（２３ ± １）℃和（６５ ± ５）％ 。
１􀆰 ２　 药品与试剂

ＲＮＡ ６０００ 试剂盒（Ａｇｉｌｅｎｔ，批号：５０６７ － １５１１），
荧光标记 Ｃｙ５（ＧＥ，批号：ＰＡ１５１０６），无核酸酶水（Ｓｉｇ⁃
ｍａ，批号：Ｗ４５０２），ＯｎｅＡｒｒａｙ Ａｍｉｎｏ Ａｌｌｙｌ ａＲＮＡ 扩增

试剂盒，预杂交液，标记和杂交试剂盒，全基因组表达

芯片，洗涤缓冲液 Ｉ，洗涤缓冲液 ＩＩ，洗涤缓冲液 ＩＩＩ，以
上试剂均由华联生物科技股份有限公司提供。
１􀆰 ３　 仪器

Ｇ２９４０ＣＡ 安捷伦 ２１００ 生化分析仪（美国安捷

伦科技公司）；ＮＤ１０００ 超微量分光光度仪（赛默飞

世尔科技公司）；Ａｌｐｈａ Ｉｍａｇｅｒ ２２００ 凝胶成像系统

（美国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公司）；５４１５Ｒ 微型离心机（德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；９７００ ＰＣＲ 仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；ＨＲ⁃８０ 杂交炉（华联生物科技股份有

限公司）；Ｇ２５０５Ｃ 安捷伦微阵列芯片扫描仪（美国

安捷伦科技公司）。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 动物的模型建立与标本采集

适应性喂养 ３ ｄ，将动物随机分为正常对照组和

高脂饲料 ＋慢性刺激组 ２ 组，每组 １０ 只。 高脂饲料

＋慢性刺激组大鼠采用高脂饲料喂养并给予慢性

不可预知刺激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，
ＣＵＭＳ），刺激因素包括噪声（４０ ｋＨｚ，１ ｍｉｎ ／只，每间

隔 ５ ｍｉｎ 给予刺激 １ 次，１ 天 ６０ 次）、夹尾（１ ｍｉｎ）、
禁食（２４ ｈ）、禁水（２４ ｈ）、电刺激（３０ Ｖ，１ ｍｉｎ）、昼
夜颠倒（２４ ｈ）。 上述刺激每日一种，随机安排，使动

物不能预知次日的刺激，持续 ６ 周。 ６ 周后麻醉，快
速取动物舌并迅速放入液氮，后转移至 － ８０℃保存

备用。 实验过程中按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予

人道主义关怀。
１􀆰 ４􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 的提取、纯化及芯片杂交

ＲＮＡ 提取分离、探针标记与杂交、基因芯片制

作检测等均由华联生物科技股份有限公司提供服

务。 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂进行舌的总 ＲＮＡ 提取，所得总

ＲＮＡ 经紫外分光光度计测定浓度、毛细管电泳质检

合格后对样品总 ＲＮＡ 中的 ｍＲＮＡ 进行放大和荧光

染料标记并纯化标记后的 ａＲＮＡ。 产物纯化后与

Ｐｈａｌａｎｘ ＯｎｅＡｒｒａｙＴＭ进行杂交反应，经清洗及讯号侦

测后进入分析流程。
１􀆰 ４􀆰 ３　 芯片扫描及数据分析

芯片杂交结果用安捷伦微阵列芯片扫描仪进

行扫描，再利用 ＧｅｎｅＰｉｘＴＭ ４ 进行影像数据撷取，然
后应用 Ｒｏｓｅｔｔａ Ｒｅｓｏｌｖｅｒ􀳏 系统（Ｒｏｓｅｔｔａ Ｂｉｏｓｏｆｔｗａｒｅ）
进行数据前处理（含数据筛选、校正）与统计计算等

过程，根据 ｜ ｌｏｇ２
（Ｒａｔｉｏ） ｜ ≥ １ 与差异表达的 Ｐ 值≤

０􀆰 ０５ 筛选差异有显著性的基因。 并对差异基因进

行 ＧＯ 功能富集和 Ｐａｔｈｗａｙ 分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＲＮＡ 的质检结果

紫外线分光光度计结果显示：Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 均大

于或等于 １􀆰 ８；Ａ２６０ ／ Ａ２３０ 均大于或等于 １􀆰 ５，表明

总 ＲＮＡ 纯度高且总含量均在 ５ μｇ 以上，毛细管电
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泳 ＲＩＮ 均大于或等于 ６（图 １、图 ２），证明总 ＲＮＡ 的

完整性较好，符合基因芯片的实验要求。

图 １　 正常组大鼠舌头 ＲＮＡ 质检结果

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｏｎｇｕｅ ＲＮＡ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ

图 ２　 高脂 ＋慢性刺激组大鼠舌头 ＲＮＡ 质检结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ＲＮＡ ｉｎ
ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

２􀆰 ２　 芯片杂交结果

２􀆰 ２􀆰 １　 芯片扫描图

图中荧光点亮度的强弱代表了样品中基因表

达的强弱，越亮表示基因表达越强；信号很弱，甚至

不明显的点是表达很弱甚至不表达的基因。 图中

芯片杂交信号清晰、均衡，从中可以看出，用一张芯

片、一次杂交反应就能在全基因组范围内同时检测

近万个基因的表达情况以及它们之间相互调节的

关系（图 ３、图 ４）。

图 ３　 正常组大鼠基因芯片扫描图

Ｆｉｇ． ３　 Ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 差异基因的筛选结果

本实验应用全基因组表达谱芯片对正常组大

鼠与气滞血瘀证大鼠味蕾中基因进行分析，高脂 ＋
慢性刺激组与正常组相比有 ２７７ 个基因差异表达，

图 ４　 高脂 ＋慢性刺激组大鼠基因芯片扫描图

Ｆｉｇ． ４　 Ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ
ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

其中上调基因 ６８ 个，下调基因 ２０９ 个，部分差异表

达基因见表 １、２。 以差异倍数（ｌｏｇ２
｜ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜ ）为横坐

标，以 － ｌｇ（Ｐ 值）为纵坐标作图。 红 ／绿色虚线分别

代表 Ｐ 值及倍数筛选的阈值，即 ｜ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜ ≥ １
且 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 图中每一个点为一个检出的基因探

针（不含控制探针及 ｆｌａｇｇｅｄ 探针），差异探针标示为

蓝色点，见图 ５。

图 ５　 高脂 ＋慢性刺激组 ／正常组火山图

Ｆｉｇ． ５　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ
ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ

ｓｔｒｅｓｓ ｖｓ． ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ

２􀆰 ２􀆰 ３　 差异基因 ＧＯ 聚类及 Ｐａｔｈｗａｙ 分析结果

ＧＯ 将基因功能划分为生物过程、分子功能和

细胞组成三个方面，通过 ＧＯ 分析可以找到差异基

因出现富集的 ＧＯ 分类条目，寻找不同组别的差异

基因可能和哪些基因功能的改变有关。 ＧＯ 分析结

果显示，涉及 ５４ 项生物过程，２０ 项分子功能，５ 项细

胞组成，其中血瘀证的发生与脂代谢、炎症反应、免
疫反应等多个生物过程有关，部分结果见表 ３。
Ｐａｔｈｗａｙ 分析结果显示，以上差异基因主要涵盖了 ７
条通路，主要涉及免疫、脂代谢方面，具体见表 ４。
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表 １　 部分上调表达基因
Ｔａｂ． １　 Ｓｏｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因符号
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌｓ

描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

参考序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ａｌｂ Ａｌｂｕｍｉｎ ＮＭ＿１３４３２６ ０􀆰 ０００４５６６
Ｐｃｄｈｂ９ Ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ ｂｅｔａ ９ ＮＭ＿００１１０９３９０ ０􀆰 ０００５７９８８４
Ｈｓｐ９０ｂ１ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０， ｂｅｔａ， ｍｅｍｂｅｒ １ ＮＭ＿００１０１２１９７ ０􀆰 ００１６９４２０４
Ｔｌｒ５ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５ ＮＭ＿００１１４５８２８ ０􀆰 ００２３４５７６８

Ｃｙｐ３ａ２ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ｆａｍｉｌｙ ３， ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ａ， ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ２ ＮＭ＿１５３３１２ ０􀆰 ００６５７０８６２
Ｕｃｐ２ Ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ＮＭ＿０１９３５４ ０􀆰 ００７８０９２５２
Ｃｌｅｃ４ｍ Ｃ⁃ｔｙｐｅ ｌｅｃｔｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ４， ｍｅｍｂｅｒ Ｍ ＮＭ＿００１１０８８４９ ０􀆰 ００８７２８６６１
Ｆａｍ６４ａ Ｆａｍｉｌｙ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ６４， ｍｅｍｂｅｒ Ａ ＮＭ＿００１１１３７８１ ０􀆰 ０１２７５０８９９
Ｃｄｃ２０ Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ２０ ＮＭ＿１７１９９３ ０􀆰 ０１３６２１０９
Ｔｏｒ３ａ Ｔｏｒｓｉｎ ｆａｍｉｌｙ ３， ｍｅｍｂｅｒ Ａ ＮＭ＿００１００９６８３ ０􀆰 ０１４６５１８４９
Ｇｍｐｓ Ｇｕａｎｉｎｅ ｍｏｎｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ＮＭ＿００１０２４７５４ ０􀆰 ０１５８７１０４２
Ａｍｂｐ ａｌｐｈａ⁃１⁃ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ／ ｂｉｋｕｎｉｎ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＮＭ＿０１２９０１ ０􀆰 ０１６２０２５５２

表 ２　 部分下调表达基因
Ｔａｂ． ２　 Ｓｏｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因符号
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌｓ

描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

参考序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｓｐｒｒ３ Ｓｍａｌｌ ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ＮＭ＿００１１０７６８６ ２􀆰 ６０７４Ｅ⁃０６
Ｓｐｒｒ１ａ Ｓｍａｌｌ ｐｒｏｌｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ １Ａ ＮＭ＿０２１８６４ ３􀆰 ２８００７Ｅ⁃０６
Ｃｒｉｓｐ１ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ＮＭ＿０２２８５９ １􀆰 ２５５６５Ｅ⁃０５
Ｃｎｆｎ Ｃｏｒｎｉｆｅｌｉｎ ＮＭ＿００１１０８９０９ ３􀆰 ７０４２８Ｅ⁃０５

Ｃｌｄｎ１７ Ｃｌａｕｄｉｎ １７ ＮＭ＿００１１０７１１２ ３􀆰 ８２３６３Ｅ⁃０５
Ｄｅｆｂ１ Ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｂｅｔａ １ ＮＭ＿０３１８１０ ３􀆰 ９７１９４Ｅ⁃０５
Ｃｙｐ２ａ３ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ｆａｍｉｌｙ ２， ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ａ， ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ３ ＮＭ＿０１２５４２ ７􀆰 ８３６５８Ｅ⁃０５
Ｄｅｆｂ１４ Ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｂｅｔａ １４ ＮＭ＿００１０３７５０４ ９􀆰 ６４３４５Ｅ⁃０５
Ｗｆｄｃ１２ ＷＡＰ ｆｏｕｒ⁃ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｃｏｒｅ ｄｏｍａｉｎ １２ ＮＭ＿００１００８８６６ ０􀆰 ０００１０１８１８
Ｋｌｋ１２ Ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ⁃ｐｅｐｔｉｄａｓｅ １２ ＮＭ＿００１１０７５０８ ０􀆰 ０００１０６４３９
Ｉｌ３６ ｇ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ３６， ｇａｍｍａ ＮＭ＿００１１１３７９０ ０􀆰 ０００１５７３３９
Ａｄａ Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ＮＭ＿１３０３９９ ０􀆰 ０００１８６８０８

表 ３　 差异基因的部分 ＧＯ 功能注释
Ｔａｂ． ３　 Ｓｏｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

生物过程
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

基因数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

鞘脂类代谢过程
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ Ａｓａｈ２， Ｐｓａｐｌ１， Ｃｌｎ８， Ｃｅｒｓ３， Ｕｇｃｇ， Ｓｍｐｄ３ ６ ０􀆰 ０００４７０７９１

细胞增殖调控
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｏ１ａ， Ａｄａ， Ｃｏｍｔ， Ｆａｂｐ１， Ｈｍｏｘ１， Ｓｅｒｐｉｎｅ１，
Ｔｈｒｂ， Ｃｄ２４， Ｆ３， Ｄｄｒ１， Ｃｅｎｐｆ， Ａｌｏｘ１２， Ｃｌｅｃ１１ａ，

Ｗｉｓｐ２， Ｐｌａ２ｇ２ａ， Ｎｃｋ２， Ｔｂｘ３， Ｐｉｔｘ２， Ｇｊｂ６
１９ ０􀆰 ００１０７８３１６

炎症反应
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ Ａｐｏｃ３， Ｃ３， Ｃ６， Ｈｍｏｘ１， Ｈｐ， Ｓｅｒｐｉｎａ１， Ｃｄ２４， Ｆ３， Ｃｃｌ１１ ９ ０􀆰 ００４８０３２１８

伤口愈合
Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ Ｔｍ４ｓｆ４， Ｃ３， Ｈｍｏｘ１， Ｓｅｒｐｉｎｅ１， Ａｐｏｄ， Ｆ３， Ｆｇａ ７ ０􀆰 ０１８９０５７５２

细胞粘附
Ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ

Ｃｏｒｏ１ａ， Ｃｄ２４， Ｄｄｒ１， Ｂｔｂｄ９， Ｗｉｓｐ２， Ｃｄｈ１６，
Ｔｈｂｓ１， Ｉｔｇｂｌ１，Ｃｌｄｎ１， Ｐｃｄｈｂ９， Ａｎｘａ９， Ｂｃａｍ １２ ０􀆰 ０２４５６４３２９

蛋白水解
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ

Ｃ３， Ｃ６，Ｈｐ， Ｆ３， Ｐｒｓｓ２７， Ｋｌｋ６， Ｋｌｋ１３， Ｋｌｋ１０， Ｋｌｋ９， Ｋｌｋ７，
Ｋｌｋ１４， Ｋｌｋ１２， Ｋｌｋ８， Ｒｎｆ１１ｌ２， Ｈｓｐ９０ｂ１， Ｍａｒｃｈ３， Ｃｄｃ２０ １７ ０􀆰 ０２４６９２２５５

免疫反应
Ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

Ａｄａ，Ｃ３， Ｃ６， Ｃｘｃｌ９， Ｃｄ２４， Ｔｌｒ５， Ｃｃｌ１１， ＲＴ１⁃Ｂｂ，
Ｎｌｒｘ１， Ｉｌ３６ ｇ， Ｄｅｆｂ１ １１ ０􀆰 ０２８４５５７０３
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表 ４　 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分析结果
Ｔａｂ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ

通路
Ｐａｔｈｗａｙｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

基因数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

补体与凝血级联通路
Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ Ｃ７， Ｃ３， Ｃ６， Ｓｅｒｐｉｎｅ１， Ｓｅｒｐｉｎａ１， Ｆ３， Ｆｇａ ７ ０􀆰 ０００１４３２６２

生物节律通路
Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ Ｂｈｌｈｅ４１， Ｐｅｒ２， Ｂｈｌｈｅ４０ ３ ０􀆰 ００９５６１９９

鞘脂类代谢通路
Ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ａｓａｈ２， Ｄｅｇｓ２， Ｕｇｃｇ， Ｓｍｐｄ３ ４ ０􀆰 ０１２４７３４６５

药物代谢通路
Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｃｙｐ３ａ９， Ｃｙｐ２ａ３， Ｃｙｐ３ａ２， Ｇｍｐｓ ４ ０􀆰 ０１４１５５７４８

视黄醇代谢通路
Ｒｅｔｉｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｃｙｐ３ａ９， Ｃｙｐ２ａ３， Ｃｙｐ３ａ２， Ｃｙｐ２ｂ２１ ４ ０􀆰 ０３０７３６４２７

细胞色素 Ｐ４５０物质代谢通路

Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０
Ｃｙｐ３ａ９， Ｃｙｐ３ａ２， Ｃｙｐ２ｂ２１， Ｃｙｐ２ｆ４ ４ ０􀆰 ０３２０９１７２７

花生四烯酸代谢通路
Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ａｌｏｘ１２ｂ， Ａｌｏｘ１２， Ｃｙｐ２ｂ２１， Ｐｌａ２ｇ２ａ ４ ０􀆰 ０４７３３１６４９

ＰＰＡＲ 信号通路
ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ Ａｐｏｃ３， Ｆａｂｐ１， Ａｄｉｐｏｑ， Ａｎｇｐｔｌ４ ４ ０􀆰 ０４９０２１２７６

３　 讨论

血瘀证诊断是中医传统特色诊断之一，多由血
行不畅或血流瘀滞形成，传统观点认为久病多瘀、
慢病多瘀，血瘀为百病之源［３］，临床主要表现特征
包括舌暗、有瘀点或瘀斑、舌下静脉曲张、唇痿舌
青、口燥但欲漱水不欲咽、疼痛夜甚或痛处不移、脉
微大来迟或涩等［１］。 舌象临床表征是临床诊断血

瘀的重要依据［６］，中医舌诊专家系统根据计算机色
彩视觉理论，运用色彩分析技术，对舌质、舌苔进行
量化诊断，结果发现血瘀舌象变化以舌质暗紫、瘀
斑瘀点，舌脉曲张青紫为主，舌苔也有一定变化［７］。
同时，整体动物研究也提供了相关依据。 吴晏等人
在构建的糖尿病大鼠模型中发现模型大鼠较正常
大鼠舌色鲜红比率、舌干少津比率升高［８］。 郭淑贞

等［９］采用舌苔 ＲＧＢ 值（三基色，Ｒ 为红色，Ｇ 为绿
色，Ｂ 为蓝色）定量分析气虚血瘀证小型猪舌色变化
的方法，发现差异蛋白 Ｓｐｏｔ２０、Ｓｐｏｔ６、Ｓｐｏｔ２０ 分别与
舌 Ｒ、Ｇ、Ｂ 值呈线性相关。 舌象临床表征的变化体
现的是血瘀证的内在病理变化，必然存在其内在的
生物学物质基础，因此观察舌的生物学物质变化可
能是研究血瘀证以及相关治疗药物的切入点。

本课题组前期采用高脂膳食负荷慢性不可预
知性刺激建立了拟临床气滞血瘀证变化的大鼠模
型，该模型表现出行为学、血液黏度、心脏功能、血
脂等指标的异常，同时采用色度分析观测到大鼠的
舌质出现瘀斑、暗紫等变化。 基因芯片（ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ）
技术是用于检测大数据量核酸的生物医学技术，该
技术是利用已知的 ＤＮＡ 片段排列于固相载体，并应
用逆转录原理扩增样品中的未知 ＤＮＡ 并与芯片结

合，从而推测样品 ＤＮＡ 种类的技术。 本技术的特点
就是高通量筛选出与疾病关系最密切的候选基因。
本研究观察到气滞血瘀证大鼠与正常大鼠比较，舌
部的显著差异基因有 ２７７ 个，与炎性反应、脂质代
谢、免疫反应、细胞黏附等病理过程有关，反映了舌
部的基因所体现的病理过程与血瘀证的病理过程
高度一致。 同时，这些差异基因的通路功能主要集
中在补体与凝血级联通路、细胞色素 Ｐ４５０ 物质代谢
通路、ＰＰＡＲ 信号通路等 ７ 条通路，为深入研究血瘀
证发生时舌部的生物信号网络变化提供了依据。
详述如下：

补体系统由三个相互独立但相互作用的途径
组成，即经典、替代和凝集素途径［１０］，除了增强适应
性免疫反应外，在先天免疫中起着基础性的作
用［１１］。 Ｎｉｊｍｅｉｊｅｒ 等［１２］研究发现 Ｃ 反应蛋白可以作
为激活补体经典途径的激动剂，在急性心肌梗死疾
病中可能是通过激活补体起到促炎介质的作用。
此外多项研究表明动脉粥样硬化的加速发展和血
栓形成的易感性增加与替代补体调节的缺陷有
关［１３ － １５］。 近期研究发现，新的分子在补体和凝血级
联通路中发挥着重要作用，这是由于 Ｃ１ 抑制物既
是补体经典和凝集素途径的主调节因子，同时也是
接触激活系统的重要调节因子［１６ － １９］。 在本实验中
我们可以发现舌部位补体与凝血级联通路的改变
最为明显，这提示我们血瘀证的发病可能与该通路
的改变有密切关系，至于具体的机制有待进一步
研究。

细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０，ＣＹＰ４５０）最初
仅在肝脏中发现，后陆续在其他组织器官中发现，
并且随着研究的不断深入，人们逐渐发现 ＣＹＰ 家族
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中的成员的功能与疾病的发生与治疗密切相关。
Ｅｄｉｎ 等［２０］ 研究发现心肌细胞中细胞色素 Ｐ４５０２Ｊ２
的表达对于缺血再灌注损伤起到保护作用，但内皮
细胞 ＣＹＰ２Ｊ２ 的表达对于缺血再灌注损伤几乎是没
有任何作用的。 而内皮细胞 ＣＹＰ２Ｃ８ 的表达增加了
活性氧的生成，使冠状动脉血管收缩增强，梗死面
积增加并减少了左心室功能恢复。 此外， Ｐｉｎｇｉｌｉ
等［２１］研究发现在雄性小鼠中，ＣＹＰ１Ｂ１ 的睾酮代谢
物可能是高血压的一个致病因素，并且与心肌肥
厚、纤维化、ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性增加、氧化应激有
关。 在本实验中可以发现药物代谢通路、视黄醇代
谢通路、细胞色素 Ｐ４５０ 物质代谢通路以及花生四烯
酸代谢通路中均涉及到 ＣＹＰ４５０ 家族成员 ＣＹＰ２Ａ３，
ＣＹＰ２Ｂ２１，ＣＹＰ２Ｆ４，ＣＹＰ３Ａ２，Ｃｙｐ３Ａ９ 以及未富集到
通路中的差异基因 ＣＹＰ２Ｃ７，可以推测 ＣＹＰ４５０ 可能
与血瘀证的发生有密切关系，需要进一步实验验证。

过氧化物酶体增值剂激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏ⁃
ｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＰＰＡＲｓ） 基因属于类固
醇 ／甲状腺 ／维甲酸受体超家族，有 ３ 个亚型：ＰＰＡＲ⁃
α、ＰＰＡＲ⁃β 和 ＰＰＡＲ⁃γ，具有多种生物学功能，尤其
在脂肪分化、生成等多方面起到重要调节作用［２２］。
ＰＰＡＲ⁃γ 在脂肪分化中起着关键作用，是脂质和碳
水化合物代谢的主要调节剂［２３］。 采用网络分析方
法从化学成分、靶点、疾病三个层面对补阳还五汤
进行研究，挖掘补阳还五汤作用的关键靶点，得到
ＣＯＸ⁃２ 与 ＰＰＡＲ⁃γ 两个重要靶点，这两个靶点可能
是参与气虚血瘀型疾病病理过程的重要靶点［２４］。
在本实验中，差异基因富集到 ＰＰＡＲ 信号通路，可以
推测 ＰＰＡＲ 信号通路可能与血瘀证的发生有密切关
系，在该通路中的差异基因可能是其主要病变因
素，至于具体机制有待进一步研究。

综上，本研究采用全基因芯片技术，初步探讨
气滞血瘀证发病过程中可能存在的差异基因，阐明
气滞血瘀证的发病机制并寻找到药物改善疾病潜
在的作用靶点。 至于具体机制有待进一步研究。
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ｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｉｎｉｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｌｅｔｔ， ２０１１， １４０（１ － ２）： ７ － １３􀆰

［１７］ 　 Ｋａｐｌａｎ ＡＰ， Ｇｈｅｂｒｅｈｉｗｅｔ Ｂ． Ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｔｅｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１０， ４７（１３）： ２１６１ － ２１６９．

［１８］ 　 Ｗｉｅｇｎｅｒ Ｒ， Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ Ｓ， Ｈｕｂｅｒ⁃Ｌａｎｇ Ｍ． Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ⁃
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｓｕｒｆａｃｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６， ２２１（１０）： １０７３ － １０７９．

［１９］ 　 Ｗｕ ＭＡ， Ｚａｎｉｃｈｅｌｌｉ Ａ， Ｍａｎｓｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｐ⁃
ｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ａｎｇｉｏｅｄｅｍａ ｄｕｅ ｔｏ Ｃ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
［Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１６， １７（１）： ２７ － ４０􀆰

［２０］ 　 Ｅｄｉｎ ＭＬ， Ｗａｎｇ Ｚ， Ｂｒａｄｂｕｒｙ ＪＡ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｅｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＣＹＰ２Ｃ８ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｕｓ⁃
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ
［Ｊ］ ． ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２０１１， ２５（１０）： ３４３６ － ３４４７􀆰

［２１］ 　 Ｐｉｎｇｉｌｉ ＡＫ， Ｋａｒａ Ｍ， Ｋｈａｎ ＮＳ， ｅｔ ａｌ． ６β⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ， ａ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ １Ｂ１ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｏｆ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ， ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｍａｌｅ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ２０１５， ６５（６）： １２７９ － １２８７􀆰

［２２］ 　 柳晓峰， 李辉． ＰＰＡＲ 基因与脂肪代谢调控 ［ Ｊ］ ． 遗传，
２００６， ２８（２）： ２４３ － ２４８􀆰

［２３］ 　 Ｓａｖａｇｅ ＤＢ． ＰＰＡＲ ｇａｍｍａ ａｓ ａ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ： ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｒｏｍ
ｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２００５， ７
（１）： １ － １６􀆰

［２４］ 　 丁凡， 张倩茹， 胡元佳， 等． 基于网络分析的补阳还五汤防

治气虚血瘀型疾病机制研究 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１４， ３９
（２２）： ４４１８ － ４４２５􀆰

〔收稿日期〕２０１７ － ０１ － １３

６１ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ９ 月第 ２７ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７􀆰 Ｎｏ． ９


