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肾阳虚证骨关节炎温针疗效的差异基因表达谱研究+
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[摘要]目的：探讨温针治疗肾阳虚证骨关节炎的分子机制，为其疗效提供科学依据。方法：根据肾阳虚

证评定量表，选取典型肾阳虚证患者10名给予温针治疗两周，然后以其中疗效最好的4例治疗前后作基因芯片

杂交测试，采用sAM基因芯片数据分析软件，筛选显著表达基因作进一步的基因功能分析。结果：4例患者皆

为典型肾阳虚证，经温针治疗后效果明显。通过SAM软件筛选到32个显著表达基因，基因功能注释结果提示炎

症反应、信号转导类基因显著表达；分子通路主要集中于免疫及信号转导通路。讨论：温针治疗肾阳虚证膝骨

关节炎的疗效的分子机制是多方面的，涉及到炎症反应、免疫功能、信号系统等多方面的修复作用。
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肾阳，又称命门之火，为人体阳气之根本，肾

阳虚的程度与疾病的发生发展有着密切的联系，加

之久病及肾，故肾阳虚证在l隘床上极为常见。肾主

骨生髓，中医。肾的概念与骨关节炎发病理论上有着

密切的关系。因此，本文借助中西医病证结合的方

法，选取中医证为典型的肾阳虚证，西医诊断为单

纯膝骨关节炎的患者作为研究对象给予温针治疗。

选择其中疗效最佳的病例，治疗前后对照作基因芯

片，对治疗前后的差异表达基因进行基因功能注

释，为温针分子疗效评定奠定基础。

l资料与方法

1．1研究对象

在中国四川省彭州市大保乡山区作肾阳虚证调

查过程中。根据自编的40项肾阳虚辨证因子量

表¨．21为评分细则进行评分，选取年龄为40岁以

上，男女比例相近的典型肾阳虚证患者10名，符

合1991年美国风湿病学会推荐的膝骨关节炎诊断

标准∞J，给予温针治疗，然后以其中疗效最好的4

例于温针治疗前后采血对照作基因芯片。

1．2温针治疗方案

对上述10例肾阳虚证患者取关元、气海、足
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三里(双)、膝眼(双)、阳陵泉(双)。选用华

佗牌针具针刺穴位，行针得气后留针，将华佗牌艾

条切成2cm 1个，置于针柄上行温针灸，每次2壮

约40min。每日1次，共治疗14次。

1．3芯片实验

4例患者分别于治疗前、后采血10mL，分离

获得白细胞，用TRIzol一步法提取细胞中的总

RNA，通过异丙醇沉淀法浓缩RNA，使用lO恤g治

疗前后的实验样品的RNA反转录为cDNA。采用

北京博奥生物芯片有限公司制备的cDNA人类全基

因组表达谱芯片，将治疗前后的样品分别用cy3和

cy5标记，标记后的样品同时与芯片上的2l 329克

隆点进行杂交，芯片用ScanA丌ay急速的双通道激

光扫描仪进行扫描。再采用GenePix 4．0图像分析

软件对芯片图像进行分析，把图像信号转化为数字

信号；然后对芯片上的数据用Lowess方法进行归

一化，最后ratio值为治疗后／治疗前。差异基因筛

选标准采用倍数分析的方法，即以ratio>或=2为

上调基因，ratio<或=0．5为下调基因。

1．4基因芯片数据分析

采用SAM(Si印ificant Analysis of MicroaLrray)
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芯片数据分析软件分析家系差异表达基因。sAM

是由stand删大学开发的一个微阵列显著性分析
软件，目前已广泛被学术界所采用。sAM采用基

因特异性f检验，通过控制假阳性率(False D江

covery RaIe，FDR)来筛选统计显著性基因H’51。

对于大多数的基因芯片分析，通常要求FDR很小，

这样才能保证较少的假阳性基因通过检验。但是如

果FDR取值为O，则可能会有较多的假阴性错误，

所以本文中FDR取一定Del诅值控制下的非0最小

值。对筛选到的差异表达基因进一步进行Gene

0ntology(Go)和KEGG功能注释。

2结果

2．1 肾阳虚证候与温针疗效的评分结果

由表1可见4例患者主症定性分皆为4分，肾

阳虚证总积分分别为70，57，7l，51分，根据上

述肾阳虚证诊断标准，均为典型肾阳虚证，两例为

重度肾阳虚证。治疗后主症定性分别为2，2，3，

2项。肾阳虚证总积分分别降为12，17，18，12

分，属于肾阳虚证体质。

表l治疗前后肾阳虚证量表积分

2．2基因芯片检测结果

2．2．1显著表达基因筛选

4例患者温针治疗前后样品杂交，基因芯片数

据处理得到4组基因表达数据。将4组基因表达信

号值输入sAM分析软件，取FDR为非0最小值时

的基因数目为人选基因，当Della=O．70，FDR=

o．15时共筛选到特征表达基因32个，其中上调基

因4个。下调基因28个。sAM输出散点图见图l，

红色原点表示表达上调基因，绿色原点表示表达下

调基因。

—一

I⋯h‘
图l 32个显著表达基因分布散点国

2．2．2显著表达基因G0功能注释

将筛选到的4例患者治疗前后显著表达的32

个基因通过G0数据库进行生物学过程(Biolo西cal

Process)分类。以P值小于0．005为显著性标准，

结果32个基因在生物学过程层次上有8个具有显

著性的c0类，其生物学过程主要涉及到炎症反应、

信号转导、细胞分化等，其中HEx(Hem砒叩0ieti—

callv expIes∞d}mmobox)基因参与了多个生物学过

程。32个显著基因及其所涉及的c0类见表2。

裹2 32个显著基因Go功能注释结果(P一Ⅷl呲《0·蛳

5
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2．2．3 显著基因KEGG通路注释

将筛选到的32个显著表达基因注入KEGG数

据库，结果32个基因可注释到18条KEGG通路。

以P值小于0．0l为显著性标准，筛选到6条具有

统计学意义的差异表达基因通路，结果见表3。

表3 32个显著基因KEGG通路注释(P—vaI眦<0．O惦)

3讨论

既往研究旧1表明肾阳虚证是骨关节炎发生频

率最高的中医证型。肾阳虚证的分子基础主要涉及

到免疫和代谢功能异常¨J。本实验将中医的证与

西医的病相结合，采用传统的温针疗法，针对肾阳

虚证的病因病机及骨关节炎的发病特点，取主穴关

元、气海、足三里，配穴左右阳陵泉及左右膝眼以

起到温补肾阳、激发肾中阳气以温煦全身的作用。

临床疗效可见温针疗法对肾阳虚证的症状有明显的

改善作用，4例患者的肾阳虚证症状积分均显著降

低。在临床疗效的基础上，本文又进一步利用基因

芯片技术分析了4例患者温针治疗前后的差异基因

表达谱。通过sAM分析软件得到4例患者治疗前

后对照的32条显著表达基因，经过Go数据库信

息挖掘，发现32条基因功能主要集中在炎症反应、

信号转导及细胞分化等生物学过程。研究"1表明

针灸能通过影响多靶点和疾病过程的多个环节来激

发机体自身内在的调整能力而达到治疗目的，本实

验结果也提示温针疗效的生物学基础是多方面的，

涉及到炎症反应、免疫功能、信号系统等多方面的

基因表达。

另外，对32个差异表达基因涉及的显著

KEGG通路进行分析，得到有统计学意义的KEGG

通路6条(P<0．005)。其中与免疫功能有关的通

路有3条(T细胞受体信号通路、ToⅡ受体信号通

路及细胞因子受体信号通路)，信号转导通路l条

(MAPK信号通路)，其次为粘着斑和前列腺癌柠

檬酸循环。通路功能分类最多的是免疫功能相关通

路，说明温针对肾阳虚证骨关节炎的疗效基础之一
6

是整体调节患者的免疫功能。

总之，本实验应用基因芯片技术研究温针治疗

肾阳虚型骨关节炎患者的基因表达谱，将中医的脏

腑辨证、经络腧穴与现代分子生物学研究有机结合

起来，探索肾阳虚证的分子基础，并为针灸的临床

疗效提供科学佐证。
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Mental Substance Re鸵arch for Cllin鹤e Original Tllin酗ng“Image”

LU Jie，ZHANG Qi—Cheng

(Beijing UniVersity of Chinese Medicine，Beijing 100029，China)

[ABSTRACT]The Chinese medical image thinking is one of the Chinese original thoughts which have most

outstanding feature肌d adv肌tage．To explore deeply the“image”mental substance c蛐help to promote Chine∞

modemization process．As a Chine眈tmditional medical ori舀nd thought，ba基圯d on tIle oVemn concept of“Holism

of hum卸being and universe"and cognition main body of universe life sight，“image"is a unique and pmfound

thought．r11lrougIl psycholog)r methodolog)，to elucidate“image”，the results indicate that“image”is one kind of

t}Iinking patll 0f the inside source觚d objective subjectiVeness and humanism directed cognition psychology．

[KEY woIms]ne chine∞medical image thinking；holism of human being and uniVe僦；image；cogIli-
tion main body；mental substance

(原文见第4页)

Di仃e弛ntial Ge眦Expression Pro脚e of Therapeutic E仃ect of Wa珊№edling Treatment

on J}【nee Osteoarthritis而th Kidney—yang Deficiency

TAN Cong—e‘，WANG Mi—qu2，LU Min92

(1．Depanment of TCM DiagIlostics，Shanxi UniVersity of TCM，Xianyang Shanxi 7 l 2046，China；

2．Institute of Basic Medicine，Chengdu UniVe硌畸of TCM，Chengdu SichuaIl 610072，China)

[ABSTRAcT] Objectives：Tb investigate tlle molecular mechanisms behind w觚n needling using cdna mi—

cma聪ay technology，tllus pr{oviding further scientific eVidence for its emcacy．Method：Ten patients with knee OA

of kidney—yang deficiency were selected for 2 weeks of wa丌n needling treatment．This treatment inVolVed stimula-

ting the selected acupoints using needles winl a buming moxa stick on tIleir handle for 40 minutes per session．Ac-

cumulated clinical scores of kidney—yang deficiency were鹳∞ssed pretreatment蛐d posm_eatment using a 40一f如-

研questionnaire of OA w池kidney—y蛐g deficiency．Four patients访tIl the best tIlerapeutic e伍cacy were selected

for cDNA microarray testing．The significantly expres∞d genes were∞reened through Si伊ific卸ce Analysis of Mi—

cmanay(SAM)for further functionaUy annotated． Results：32 sigIlificanny expressed genes were screened． GO

趴d PAlmWAY籼otalion results of tlle∞genes showed that immune肌d sigrIal砸nsduction functional genes and

pat量1ways si印ific粕dy expressed．Conclusion：This work demonstrates tIlat the moIecular mech觚ism behind w锄m

needling treatment may be鹪sociated wim tIle regulation of immune粕d sigrIal tIansduction genes aIld pathways．

[KEY wOIuDS] kidney—yang deficiency；osteoarthritis； wanII needing； di珏．erential gene expI．ession pIlo-

fik
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