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冠心病血病证相关基因研 究
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摘 要 . 目的 . 筛查冠心病血瘫证病证结合相 关基因
。

方法
.
区组选择符合诊断标 准的冠心病

血瘫证
、

冠心病非血瘫证
、

非冠心 病血疥证患者和 正常健康者共 −� 例
,

运用外周血 / 0 & 1 差异显

示获得 差异条带
、

反向 & ∀ 23 452 6 法阳性验证
、

克隆测序
,

并进行生物信息学分析
。

结果 .
得到了 �7 条

真实差异基因片段序列
,

于 & 8 9: 4; / < 6 =5 6∀ 而
8
数据库中比对分析

,

获得 了与人类基因 ∋�� > 同源

的 , 条)? #,
、

− ∗ ?
、

� , ? +
,

∗ ∗ > 同源的 � 条 )? #≅
、

, Α <
+

,

∗ 7 > 同源 )�  ?
、

 % Β +� 条
。

其中的 ? #, 为淋 巴

细胞 活化信号分子家族成 员 ∋
,

表达于 Χ
、

9 细胞表面
,

参与 多系统的炎症反应
,

促进 Χ4 ≅ 类细胞 因

子的分泌
,

在冠心病血疥证组 呈高表达
。

�, ? 系 9ΔΕ≅ 相 关转录 因子 ∋
,

参与凋 亡调控基因 9 ΔΕ≅ 的

转录过程
,

明显表达于冠心病血瘫证组
。

结论
. 差异基因中 ?# ,

、

�, ? 从不 同途径
,

导致或参与 了脂

代谢
、

血液高粘 高聚 高凝状 态的形成
,

并通过分泌炎性细胞因子
,

调控细胞 凋 亡
,

参与 了 内皮损伤

和动脉硬化的形成
。

与冠 心病血疥证的病理改 变密切相 关
。

关键词
. 冠心病 血癖证 病证结合 相关基因 差异显示 反向 &∀23 452 6 克隆测 序

冠心病是动脉粥样硬化导致冠脉管腔狭窄
、

阻

塞以及冠脉痉挛引起心肌缺血缺氧甚 至心肌坏死

的心脏病
。

血癖证是多种原因引起血行不畅
、

甚至

疲滞或停积于脏腑或局部组织之中
,

影响气血运行

所产生的各种临床表现的总称
。

血癖证在冠心病形

成和发展过程中占有重要地位
。

本研究采用病证结

合方法
,

对 −� 例临床病人进行冠心病血癖证病证

结合相关基因研究
,

旨在通过考查冠心病血癖证的

分子基因变化
,

对中医病证结合的深化研究提供物

质基础
,

亦可为研制靶位明确的活血化癖方药提供

临床依据
。
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一
、

临床资料

∋
∃

病例 入选

)#+ 诊断标准
。

� 冠心病诊断标准 �
所有病例均符合  ! ∀ ! 年国

际心脏病学会和协会及世界卫生组织 #∃ % & ∋ 临床

命名标准化联合专题组报告的冠心病诊断标准
,

并

经冠脉造影证实有冠状动脉狭窄或堵塞
。

( 血痪证

诊断标准
�
参考第二届全 国活血化癖研究学术会议

制定的标准 #  ! ) ∗ 年广州 ∋
。

依据上述冠心病和血癖证相关诊断标准
,

并参

考  ! )+ 年全国冠心病辨证论治研究座谈会制定的

冠心病 #心绞痛
、

心肌梗塞 ∋ 中医辨证试行标准
,

综

合冠心病血癖证诊断标准为
�
符合冠心病诊断和冠

脉造影证实有狭窄和堵塞
,

同时有胸痛
、

痛有定处
,

舌质紫暗或疲点
、

疲斑
,

脉弦
、

细
、

涩
、

结代等临床表

现者
。

#,∋ 入选和排除标准
。

� 人选标准 �
符合冠心病血癖证诊断标准 − 近

两周内未使用溶栓
、

抗凝
、

扩冠及活血化疲药物 − 年

龄 .+ 一 ∀/ 岁
。

( 排除标准 �
严重瓣膜性心脏病 − 胰

岛素依赖性糖尿病 − 合并严重肝
、

肾
、

造血系统
、

神

经系统等原发性疾病及精神病
、

恶性肿瘤患者 − 患

者拒绝签署知情同意书
,

或估计依从性较差 − 参加

其他临床试验的患者 − 妊娠期或哺乳期妇女 − 近期

有外伤史者
。

,
0

病例 资料
1 + 例研究对象

,

根据研究设计分为冠心病血痕

证组 # 2 ∋  + 例
,

男 ∗ 例
,

女 1 例
,

年龄为 /.
0

∗ 土

 +
0

∀.
。

冠心病非血癖证组 # 3 ∋  + 例
,

男 ∀ 例
,

女 .

例
,

年龄为 / /
0

∗ 士 一 
0

∀.
。

非冠心病血痕证组 # 4 ∋  +

例
,

男 / 例
,

女 / 例
,

年龄为 /1
0

∗ 士 ∀
0

 ,
。

经临床血

液流变学
、

血脂
、

血糖
、

肝肾功能
、

心 电图
、

胸片等体

格检查诊断属健康者为正常对照组 # 5 ∋  + 例
,

男 ∗

例
,

女 1 例
,

年龄为 11
0

. 土 1
0

! !
+

二
、

材料和方法

 
0

主要试剂和仪器

红细胞裂解液 # 6 3 7 89 :; , :< => ?; < ≅ ,

晓
≅ ?ΑΒ ∋

, Χ 6 ΔΕ

Φ < 8 6 7 Β Γ 7 ≅ ? #Η Ι3 4< 3 6 8 ∋
, ϑϑ8Κ 逆转录酶

,

几Λ 酶
、

Μ46 Ν Α7 Ν : 5 Ο 2 Ν > Α; Π; 7 Β ?;< ≅ : 9: ?7 Θ Ρ ;? #ΜΑ< Θ 7 Γ Β ∋
。Σ Ε

Γ Β=
、 Ι盯Η # Ι ≅ Κ ;?Α< Γ 7 ≅ ∋

,

同位素 .,Μ 一 Τ 7仰
、

杂交液

# 4=< ≅ ?7 7 Υ ∋
。

差 显 系统 # Η 7 ≅ < Θ 9Δ 86 电泳 系统
,

Η 7 ≅ < Θ 鲜 ς 7 扫描系统
,

3Ω 7 Ρϑ2 Ο ∋ 。

,
0

样品制备

分别取研究对象的外周血 : ≅;=
,

裂解 红细胞
,

收

集白细胞
。

按 ΧΑ ;Φ< =试剂盒法提取白细胞总 6 Ο2 。

.
0

差异显示

# =∋ 6Χ 一 Μ46 取 2
、

3
、

7
、

5 四组样品各 ,卜=
,

分

别 以荧 光标 记 .
’

端 引物 Χϑ 6 一 Χ ∀ #ΤΧ  , ∋ Η 2
、

# ΤΧ  , ∋ 42 和 #ΤΧ  , ∋ 24
,

反转录合成
Ξ 5 Ο 2 第一

链
。

分别取 .闪
Ξ 5 Ο 2 与 1 个随机引物作不同组合

进行 Μ46 反应
,

反应条件
� !1 ℃ 预变性 Ψ Θ ;≅

,

!1 ℃

1/ : 7 7 、

/+℃ .+ : 7 7 、

∀,℃ .+ :7 7 1 个循环
,

!1℃ .+ :7 7 、

∗+℃ .+ : 7 Ξ 、 ∀ ,℃ Γ < : 7 7 ,/ 个循环
,

∀ ,℃延伸  + Θ ;≅ 。

#,∋ 差异显示 系统 取 1 组不同组织标本相 同

引物的 Μ4 6 产物
,

运用 Η 7≅ < Θ 9Δ 86 电泳系统进行

变性聚丙烯酞胺凝胶电泳
�
浓度 /

0

∗ Ζ
、

温度 /+ ℃
、

电 压 .+ + + [
、

功率  + + ∴
,

时 间 1
0

: Υ
。

干 胶 后用

Η 7≅ < Θ 9Δ : 4 荧光扫描仪扫描 图像
、

定位切割差异条

带
。

1
0

阳性验证

川 转膜
。

将差异条带进行 Χ ∀
、

ϑ  . #Χ ∀ � /
’

2 Η 4Η Η2 Χ 2242 2叨扭
,

42 42 42 Η Η 2 .
’ ,

ϑ  . � /
’

2 Η Η Η2Χ 22 42 2 Ι ,

Α =
,

42 42 42 Η Η 2 .
’

∋ 通用引物再扩

增
。

取  + 卜= 于 ! ∗ 孔 Ν4 6 板上
,

加人   + 卜 +
0

Ψ Ο

Ο Β + % 溶液
,

充分混匀
,

放置 : Θ ;≅
。

用真空抽滤法转

至尼龙膜上
,

保鲜膜包裹置 1 ℃ 冰箱保存
。

# , ∋反向 Ο < Α? Υ 7 Θ
。

用变性的硅鱼精 5 Ο 2 加人预

杂交液中
,

预杂交 : Υ
。

将标记了 ., Μ 一 Τ4ΧΜ 的
Ξ 5 Ο 2

加人杂交管中
,

杂交过夜
。

进行 . 次洗膜后
,

正面 向

上
,

放人暗盒中
,

贴覆 , 张 Σ 光片
,

合上暗盒
,

置 Ε

∀+ ℃ 低温冰箱中曝光
。

二
、

三天后
,

将 Σ 光片显影
、

定影
、

凉干
。

/
0

克隆测序

扩增阳性差异基因片段
,

产物 以  Ζ 琼脂糖凝

肠Α=Τ :Ξ; 7≅ Ξ7 Β ≅Τ Χ7 ΞΥ ≅< =<群 ] ϑ< 山Α’≅ 如南
。

<Π 朴叹Τ ;?如≅Β = 4Υ ;≅7:
。 对 7 Τ ;Ξ; ≅7 。

≅Τ ϑΒ ?7 Α;Β ϑ7 Τ;Ξ 妇  ∀
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胶电泳
,

切胶回收产物
,

连人 Χ 一 5<ϑ = 载体
。

转化
、

涂

板
、

挑白斑
。

提质粒
,

酶切鉴定
,

送测序
。

三
、

结 果

∋
∃

0 & 1 检测结果

经 ∋> 琼脂糖凝胶电泳检测
,

所提各 0 & 1 均有

明显 的 � 7  、

∋7 。两条带
。

紫外分光光度仪测 1 �Α � Λ

� 7 � 值 + �
∃

�
。

�
∃

差异显示结果

运用差异显示成像系统扫描变性凝胶
,

分别显

示相同锚定引物各组间差异条带
,

可 比较组间条带

的有无
、

强弱
,

代表了其差异性 )见 图 ∋ +
。

图 ∋ 可 以见到
,

可 比较的各组间有较多的差异

条带
, “

有
”

或
“

无
”

者计有 − 条
,

其中 ? 组明显
“

有
”

其余各组
“

无
”

者有 � 条
,

? 组
“

无
”

其余各组
“

有
”

者

有 � 条
。

和 ? 组相比
“

强
”

与
“

弱
”

者有 ∗∋ 条
。

,
∃

阳性验证结果

经杂交后根据信号有无强弱对比分析
,

得到 了

� 7 条真实的差异片段
,

其中的 ∋� 条差异基因编号

为
. , Α < 、

− , ?
、

− , Β
、

−  Β
、

− ∗ ?
、

 � < 、

 % Β
、

Α � 5 、

Α , < 、 < #
、

< ∋ 
、 < ≅

、

? ##
、

? #≅
、

? #,
、

? ϑ
、

? ϑ
、

? =
、 8 =

、

Β #∀
、

Β ##
。

)见

图 � +
。

−
∃

测序及生物信息学分析

对真实差异基因片段测序后
,

去除相同序列
,

计

有 � � 条
。

与人类基因信息中心 )&Δ9: 4; / < 6 罗
Π

6∀ / Ι。+核酸序列数据库 )?# <ϑ 36 +中比对分析
,

有 , 条

)? #,
、

− ∗?
、

� , ? +与人类基因 #)Γ+ > 同源
,

� 条 )? #≅
、

, Α <
+与人类基因 ∗ ∗ > 同源

,

� 条 )�  ?
、

 % Β +与人类

基因 ∗7 > 同源
。

其中的 ?# , 和 � , ? � 条基因的生物

学功能已有报道
. ? #, 与淋巴细胞活化信号分子家

族成员 ∋ 有 ∋�� > 的同源性
,

名称 ΘΕ1 ΝΡ:
,

表达于

Χ
、

9 淋巴细胞表面
,

促进了 Χ4 ≅ 细胞因子的产生
,

参与多系统的炎症反应
。

�, ? 与 9Δ Ε≅ 相关的转录

因子 ∋ 有 ∋�� > 的同源性
,

命名为 9ΔΕ1 Ρ:
。

这些数

据库资料为探讨 相关 疾病的病理改变提供 了依

据
。

四
、

讨 论

图 � 阳性验证结果

冠心病是严重危害人类健康的多基因相关疾

病
,

由多种遗传和环境因素共同作用而形成
。

其中

血液改变长期作用 于血管内皮
,

引起血管内皮损

伤
、

脂质沉积
,

导致动脉粥样硬化及在此基础上的

血栓形成
,

是其病理改变的关键
。

所以
,

以外周血为

组织材料
,

从病证结合人手
,

运用差异显示技术进

行基因筛查
,

是研究冠心病血癖证病证结合相关基

因的重要途径之一
。

本研究临床选择确诊病例
,

设

立多组对照
,

得到 � 个与冠心病血癖证病理改变密

切相关的基因
。

∋
∃

? #,

? #, 作为淋巴细胞活化信号分子家族成员 ∋
,

表

达 于 Χ
、

9 细胞表面
,

参与多系统的炎症反应
,

促进

Χ4 ≅ 类细胞因子的分泌
。

本研究 ? ∋, 在各组中均表

达
,

正常对照组和冠心病非血痕证组表达稍弱
,

冠

心病血痕证组和非冠心病血癖证组表达较强
。

说明

? #, 与冠心病
、

血癖证有较强的相关性
。

研究表明
,

各种危险因素导致动脉硬化几乎都

是一种免疫反应 川
,

淋巴细胞活化则是各种免疫反

应的前提条件
。

脂代谢紊乱
、

高血压
、

糖尿病
、

肥胖
、

∋7 〔肠而 Σ
Τ

<

6Β Χ5
846Υ 俩盯 Λ 翔肠山/ ‘以记6 ∀Μ ,’2< ΒΙ忿动川以 84 Ι65 ‘。 几肠Β 众‘砚

“

“ 用阮翻八汤 几几‘交。
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感染等因素
,

均可直接或间接激活淋巴细胞分泌细

胞因子
,

参与动脉硬化形成和斑块的进展过程
’� ’。

脂

蛋 白脱辅基蛋 白部分可 以被修饰后产生 自身抗原

性
,

激活 Χ 细胞及抗原特异性免疫反应从而促进炎

性细胞在粥样斑块原位聚集
,

加剧脂类聚集
、

内皮功

能异常及平滑肌增生
,

加速粥样硬化的形成 ς”
。

推

测 . ?# , 通过 Χ 淋巴细胞的活化
,

引起免疫反应
,

导

致进一步内皮损伤
,

促进炎性细胞粘附及脂质沉

积 Φ 刺激血管平滑肌细胞增生及向中层迁移 Φ 促进

内皮细胞表达细胞因子
、

趋化因子及细胞豁附分

子
,

促发血管损伤及斑块进展
。

�
∃

� , ?

� ,? 系 9 ΔΕ≅ 相关转录因子 ∋
。

转录因子 即转录

起始所需 的许多蛋白因子
。

9Δ Ε≅ 的生物学特性是

抑制各种 因素引起的细胞凋亡
,

而 �, ? 参与了 9ΔΕ≅

的转录过程
,

它的增强可能影响了 9 8 Ε≅ 的表达
,

从

而调控血管内皮细胞
、

平滑肌细胞的凋亡与增殖平

衡
,

导致血管内细胞数量和血管功能异常
,

在动脉

硬化的形成和冠心 病的发病机制 中起 了重 要作

用
。

�, ? 在正常组无表达
,

冠心病血疲证组显著
,

冠

心病非血痕证组和非冠心病血癖证组较弱
,

尤其是

冠心病非血痪证组更弱
。

血疲证的现代研究认为
.
血疲证是血液及其循

环系统形态与功能异常的综合体现
,

主要与微循环

异常
、

高粘滞血证
、

炎症反应和血管内皮损伤等有

关
。

从得到差异基因的已知功能可 以看出
,

它们从

不 同途径
,

导致和参与了脂代谢
、

血液高粘高聚高

凝状态的形成
,

并通过分泌炎性细胞因子
,

调控细

胞凋亡
,

参与了内皮损伤和动脉硬化的形成
。

组间

对照也显示 了同病不同证
、

同证不同病之间基因表

达的差异
。

进一步探讨差异基因相互调控关系
,

有

助于阐释冠心病血痪证病理的分子基因改变
。
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中医学是我国传统科学技术中惟一完整保留至今

并以自身独特的体系仍在继续发展的学科
,

有很强的

生命力
。

这种生命力来自于它所具有的独特理论体系

和确切的临床疗效
。

中医独特的理论是由独特的概念

构成的
,

而这些概念是由中国独特的语言所构成的中

医术语来表述的
。

中医术语有它的独特性
,

它不同于其

他自然科学 )我国绝大多数自然科学的术语来源于外

国
,

主要是统一术语的汉译名 +
,

大多数中医名词术语

形成于古代
,

有的甚至有数千年的历史
,

并且构成了自

己的术语体系
。

概括而言
,

中医术语有四个方面的特

点
.

一
、

历史性
.

由于中医药学成形于古代
,

具有一定

的历史性
,

名词术语多为古代汉语
,

有时字即是词
,

如

气 Φ有时短句也视作一个词
,

如木克土
、

肺主气
、

心开窍

于舌等 Φ 更有古今词义的演变以及古文的现代表述

等
。

二
、

人文性
.

中医学是以生物学为基础
,

与理化数

学交融
,

与人文哲学相渗透的学科
,

尤其是人文哲学对

古代中医学的深刻影响
,

直接反映在名词术语上
,

诸如

阴阳
、

五行
、

母病及子
、

子病及母
、

釜底抽薪
、

提壶揭盖

之类
,

中国传统文味很浓
。

三
、

定性描述
.

如实喘
、

虚瑞
、

冷哮
、

热哮等
。

很少用

定量描述
。

四
、

抽象的概念用具体的名词来表述
.

如五行的

木
、

火
、

土
、

金
、

水
、

木生火
、

火生土
、

木克土
、

火克金⋯ ⋯

总之
,

中医药学历史悠久
,

加上我国地域辽阔
,

方

言众多
,

中国传统文化特色浓厚
,

以及少数民族医学
、

外来医学的影响
,

有相当部分的中医学名词术语外延

宽泛
,

内涵不清
,

常出现一词多义
、

一义多词
、

词义演变

等现象
。

中医药名词术语所表述的概念形式与现代医

学也不同
,

很难用
“

种加属差
’

的方法来规定
,

使得中医

药名词术语规范化工作的任务更为艰巨
。
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