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摘 � 要:目的:利用基因芯片筛选双龙方主要成分 (人参皂苷 Rb1,丹参酚酸 B )诱导大鼠骨髓间充

质干细胞 (MSC s)分化过程中的差异表达基因,并对差异表达基因进行聚类分析, 研究双龙方主要有效

成分对大鼠 MSC s增殖及分化的影响。方法:用含 5705条大鼠基因的博奥大鼠全基因组 O ligo芯片, 以

不同给药情况、不同时间点的细胞总 RNA制备的探针杂交芯片,用 LuxScan 10KA双通道激光扫描仪

( CapitalB io公司 )进行扫描,筛选 MSCs变化过程中的差异表达基因并进行生物信息分析, h ierarch ica l

聚类提取差异表达的特征基因。结果:在 MSCs的分化过程中, 筛选出 128条 ( 2. 24% )差异表达基因,

经分析发现它们与能量代谢,信号传导等多类基因密切相关,对样本进行聚类发现 MSCs在 20- 30天

之间发生了显著的改变。结论: 基因芯片是研究中药作用机理的有效平台, 双龙方主要成分可诱导

MSCs向心肌样细胞分化。

关键词:双龙方 � 基因芯片 � 差异基因表达 � hierarch ica l聚类分析

� � 心肌梗塞作为一种常见的疾病, 严重危害着人类

健康。有研究表明传统中药双龙方对于心肌梗塞具有

明确的治疗作用
[ 1 ]
。近年来随着基因芯片技术的成

熟,微阵列 DNA芯片技术可以一次并行检测成千上万

基因的表达情况,并在药物研发方面得到了广泛的应

用
[ 2- 4]
。对于基因芯片产生的表达谱, 进行有效的数

据筛选找到其中的差异表达基因并进行相关的聚类能

够发现基因的表达谱和功能之间存在的联系。我们提

出了采用整体系统生物学 ( G loba l Systems B io logy )
[ 5- 6]
开展中药复方配伍和作用机理的研究。本文尝

试利用基因芯片来研究双龙方主要有效成分对 MSCs
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分化的影响。

一、材料与方法

1. 细胞标本

( 1)大鼠 MSC s的提取与培养。

选用雄性W istar大鼠, 肝素钠注射液腹腔注射抗

凝, 20m in后处死, 于无菌条件下取出股骨和胫骨, 剪

去骨骺端, 用无血清 DMEM /F12培养基冲洗四肢骨髓

腔,将冲洗获得的溶液转入无菌离心管中, 以 200g的

速度离心 10m in弃上清液, 再用培养基重悬沉淀, 加

入到梯度 Perco ll液中,以 800g的速度离心 20 m in. 吸

取交界面处云雾状层, 用含质量分数为 10% FBS的

DMEM /F12培养基重新悬浮, 以 800g /m in的速度离

心 10m in,弃上清液,置于培养瓶内接种.将接种细胞

置于 37 & ,用体积分数为 5%的 CO2饱和湿度培养箱

中培养. 72 h后更换培养液, 弃去未贴壁细胞. 此后

每 3d更换培养液 1次, 约 14 d左右, 细胞达到融合,

消化分瓶传代培养。

( 2)实验分组。

实验分为 3组, 分别为诱导组、成分组、成分诱导

组。诱导组将 2~ 3代的 MSCs制成细胞悬浮液,加入

培养液, 3d后吸出培养液, 加入含 10�mol/L的 5 -氮

杂胞苷 ( 5- aza)的完全培养液, 24 h后吸出培养液,

清洗 2次后再加入不含 5- aza的完全培养液继续培

养。成分组不加 5- aza诱导, 只用加入双龙方成分

(人参皂苷 Rb1, 丹参酚酸 B)培养基培养; 成分诱导组

用 5- aza诱导后用加入双龙方成分培养基培养。每

隔 3- 4d更换培养液 1次。分别在第 10、20、30、40天

时取出部分细胞 (约 1 ∋ 106 )作为实验样品。

2. 数据库及软件

博奥大鼠全基因组 O ligo芯片共有 5705条 70 mer

长度的 O ligo DNA, 每条 O ligo DNA代表了大鼠的一个

基因。关于此 O ligo库的详情, 参见 Q iagen公司的网

站: http: / /www. qiagen. com / cata log /auto /cge.t asp? p

= m icroarray_products; c luster3. 0以及 Treev iew软件参

见 standford大学网站: http: / /www. genom. standford.

edu.

3. 基因芯片的质量控制

所有制备表达谱芯片靶基因的 PCR产物均进行

电泳分析,质量符合表达谱芯片实验要求。从 Q iagen

公司买来的 O ligo库中设置了 12条阴性对照序列, 在

芯片上的描述都是 Random ized negative contro l。阴性

对照预期的杂交信号是很弱的, 没有进入到所筛选的

基因。

4. 探针杂交

制备探针的空白和给药样本的 RNA样品电泳条

带清晰, 28S比 18S rRNA条带亮度大于或接近 2(1,

RNA完好无降解,质量符合实验要求。

5. 芯片的扫描及差异基因的提取和分析

芯片用 LuxScan 10KA双通道激光扫描仪 ( C apit�

alB io公司 )进行扫描,采用 GenePix Pro 4. 0图像分析

软件 (Axon Instruments公司 )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

Low ess方法进行归一化; 分析 cy3, cy5的信号强度和

比值,判断差异基因的标准: ) 在 12个不同时期诱导

组、成分组、成分诱导组样本中有 6例杂交的 cy3, cy5

的比值大于 2或者小于 0. 5(基因表达变化在 2倍以

上 ) , ∗ cy3和 cy5信号值大于 400。

6. hierarch ica l聚类分析

首先采用 GenePix Pro 4. 0图像分析软件 ( Axon

Instruments公司 )对芯片图像进行分析,把图像信号转

化为数字信号; 对于所得的数字信号,以 rat io的方式

输出。

然后用 cluster3. 0软件进行数据过虑和处理。这

里的聚类算法采用的是众多微阵列 DNA芯片分析方

法
[ 7- 8]
中最常用的 hierarch ica l聚类算法,它的思想是

把芯片上的每一个基因作一个独立的类,然后根据多

次芯片所产生的实验数据, 计算出每两个类之间的距

离, 把最为接近的两个类合并, 用一个新的类替换,

新的类为这两类的平均值;如此,对其他基因作相同处

理,然后用同样的方法进行下级处理直至最终形成一

个类,使数据形成一个树状,数枝的长度表示两组数据

的相似程度。

最后用 T reev iew将芯片中每个基因表达 ratio用
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不同的色彩方块表示输出。

通过 h ierarchical聚类分析对不同时期的诱导组、

成分组、成分诱导组的表达基因图谱进行相关性分析,

将表达谱相近的样本和基因放到相邻的类中, 以期望

发现不同时间, 不同条件下 MSCs的变化, 并得到与

MSC s分化最相关的基因群。

二、结 � 果

1. 表达谱芯片和数据分析结果

根据基因芯片的结果, 按标准 (一、材料与方法中

的第 6点 )筛选出 128条 ( 2. 24% )差异表达基因, 如

图 1所示。

经生物信息分析,其中细胞凋亡 ( Apoptosis) 3条,

细胞粘连 ( C ellAdhesion) 5条,细胞周期 ( C ell cycle) 3

条,分化 ( D ifferent iat ion) 5条, 细胞运动 ( C ellM otility )

4条, 细胞组织与生物发生 ( Ce ll organ izat ion and b io�
genesis) 3条,发育 ( Development) 15条, 能量代谢 (M e�
tabo lism ) 26条,逆境反应 ( Response to stress) 9条,信号

转导 ( S ignal) 11条, 转录调控 ( T ranscript ion regu lator)

图 1� 博奥大鼠全基因组 O ligo芯片散点图红色的点

和绿色的点用来表示差异表达的基因, 黑色的

点用来表示差异表达不明显的基因。

3条,物质运输 (T ransport) 6条等 12类功能, 如图 2所

示,以及其它一些未知 ( O ther)功能密切相关, 说明干细

胞向心肌样细胞的转化有着明确的分子生物学基础。

另外还列出了基因差异表达变化最显著的 4个基

因 (杂交的 12例样本中,大于等于 6例样本的 cy3, cy5

的比值大于 8或者小于 0. 125 ) ( GB. accession:

D17310、NM _022175、NM_031688、Z18877)。

图 2� 博奥大鼠全基因组 O ligo芯片谱芯片扫描及数据

分析结果。X轴表示每类的基因个数, Y轴表示

差异基因类别。

图 3� 不同时期诱导组、成分组、成分诱导组的

聚类图及相关的特征基因

41



� 2007� 第九卷 � 第三期 �  Vo.l 9 No. 3 �

� � !Wor ld Science and T echnology /M odernization of T raditional Ch inese M ed icine andM ateria M edica∀

2. hierarch ica l聚类结果

通过 h ierarch ica l聚类可以发现样本基本上按用

药时间分别聚到了一起 (见图 3);尤其是 10天、20天

的样本聚到了一大类; 30天、40天的样本聚到了一大

类,这说明给药的样本在 20 - 30天之间,发生了明显

的变化。

同时在样本的聚类中, 30天的诱导组和 30天的

成分组样本聚在了一类, 40天的诱导组和 40天的成

分组样本聚在了一类,这说明双龙方成分和 5 - aza对

于 MSC s的分化有着相似的作用。

此外,挑出的 4条差异表达最明显的基因, 和另外

5条基因聚到了同一类中, 从图 3可以看到这些基因

的表达在药物的作用下基本为上调。

三、讨 � 论

近年来, M SCs被诱导分化为心肌细胞及其在治疗

心肌梗塞方面的作用受到极大的重视。有文献表明中

药双龙方对心肌梗塞具有明确的治疗作用
[ 1]
。

为了进一步研究双龙方在 MSC s向心肌样细胞的

分化过程中所起的作用,我们引入了大规模,高通量的

基因芯片,希望通过对芯片数据的分析找到该过程中

基因水平的变化规律。

郭启仓等
[ 9]
研究表明经 5- aza诱导的 MSC s在 3

到 4周后,分化为心肌样细胞。通过对样本的聚类发

现: 20- 30天之间,诱导组、成分组和成分诱导组的样

本均发生了明显的变化; 30天的诱导组和成分组聚到

了一类, 40天的诱导组和成分组聚到了一类。

由此可以推测 5- aza和中药双龙方主要成分在

促进 MSCs向心肌样细胞分化的过程中可能存在相似

的作用,考虑中药双龙方主要成分能够诱导 MSCs向

心肌样细胞的分化, 进而证明了中药双龙方对于心肌

梗塞的治疗作用。

贾敏等
[ 10]
发现 MSC s经 5- aza诱导后在 3周左

右的时间定向分化为心肌细胞, 并推测这可能是由于

5- aza激活了 MSCs携带的决定肌细胞表达的基因位

点。

通过对基因的聚类可以发现, 4个差异表达最显

著的基因 D17310, NM _022175, NM _031688, Z18877和

其它的 5个基因聚到的同一类中,并且在诱导组,成分

组和成分诱导组中这些基因的表达基本上为上调。

MSC s向心肌细胞的转化是一系列基因表达的结果,这

些差异表达最显著基因很可能是 MSC s分化为心肌细

胞的过程中起到及其重要作用的基因。

中药复方双龙方, 具有益气养血、活血通脉的功

能,在治疗心肌梗塞方面有显著的作用。本研究初步

探讨了其主要成分诱导 MSC s分化为心肌样细胞的基

因变化,结果发现其和 5- aza在诱导其变化方面有相

似的作用。这为 MSCs体外定向分化为心肌样细胞以

及细胞移植治疗心肌梗塞提供了理论基础,为细胞工

程治疗有关疾病提供了一种新思路, 为今后进一步探

讨双龙方的诱导机制提供了理论依据。
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H ierarchy Evaluation of Pharmacologica lEffects ofChinese H erbal Complex

Shen J ia, Tao J ialin, Zhao Yunan, X ing Dongm ing, L in H an, Du L ijun

( Laboratory of P harmaceutical Sciences, D epartm ent of B io logical Sciences and B iotechno logy,

Tsinghua University, Beijing 100084)

Compared w ithW esternmed icines that are mostly based on a sing le targetw ith a sing le funct ion, a Ch inese herba l

comp lex makes itse lf uniquew ith a combined strength o fmu ltiple sites, and hencemultip le functionalit ies. A s a resu l,t

it is diff icult to evalua te the pharmaco log ica l effects of a Ch inese herbal comp lex, though it is easier tow ork out an accu�
rate pharm aco log ical effect o fW estern med icines using the proven and w ell- estab lishedm athemat ical methods. M any

prev ious stud ies have tried tom ake better out of the evaluation o f pharm aco log ical effects o f a Chinese herbal complex.

Un fo rtunate ly, they are still distant from a po intw here the prob lem can be properly addressed. In th is research, a new

mathematical mode,l or H ierarchy Evaluat ion, has been created to better understand the mu lt i- site and comb ined

effects of a Ch inese herbal complex. It improves evaluat ion resu lts.

K eyw ords: Chinese herba l comp lex; evaluation o f pharm aco log ica l effects; m athematicalmethod
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Screening and C luster of D ifferentially ExpressedM SCsGenes Induced by Shuanglong Prescr iption

Wang J injin, Qian X iyuan
*

S chool of science, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237

L iX ue, YangH u ihua, L iang Q ionglin, Wang Yim ing, Luo Guoan
*

Modern R esearch cen ter of TCM, T singhua University, B eijing 100084

To invest igate the e ffect of Shuang long prescript ion components onM SCs by using gene chips to screening and clus�
ter the d ifferent ia lly expressedM SC s genes induced by Shuang long Prescription. METHODS: BOAO ratm icroarrays ( in�
clude 5705 rat genes) w ere used to prepare gene ch ips hybrided by ce ll total RNA of different cond itions. The ch ips

w ere scanned w ith LuxScan 10KA dual channe ls laser scanner o f Cap ita lB io Company to look for the inform ation of dif�
ferently expressed genes. RESULTS: 128 d ifferently expressed genes( 2. 24% ) w ere screened out from the 5705 target

genes, w hich w ere found to be correlated w ith energy me tabo lism and signal transduct ion. B io informat ics analysis sug�
gests thatM SCs changed rem arkably in the period of 20 to 30 days. CONCLUSIONS: DNA m icroarray is an effect ive

platform for the study and ana lysis ofmechanisms o fTCM. It can be concluded thatShuang long Prescription componen ts

can induceM SC s to d ifferentiate into card iomyocytes.

K eyw ords: Shuanglong Prescription; G ene chip; differentia lly expressed gene; hierarch ical c lustermethod
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