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针刺小鼠丰隆穴对代谢等相关基因表达的影响

康晋梅，李星洁，李* 珉* * （四川大学生命科学学院分子生物与生物技术重点实验室，成都 +!""+%）

* * 摘* 要：目的* 针刺小鼠丰隆穴（,-%"），以高胆固醇血症疾病为模型，筛选和鉴定针刺治疗相关基因。方法* 将小
鼠分为正常组、疾病组和针治组，分别将以疾病模型小鼠和针治小鼠肝组织的 ./01为 -23425，以正常小鼠肝组织的 ./#
01为 /56725，应用抑制消减杂交技术（,89952336:; 38<45=.4672 >?<56@6A=46:;，,,B）和斑点杂交筛选方法，筛选针刺治疗特
异表达基因。结果* 成功构建正常组消减疾病组 ./01消减文库和正常组消减针治组 ./01消减文库。在此基础上通过
对两个消减文库斑点杂交，筛选出针刺治疗特异表达基因 C 个，其中未知功能基因 ! 个。结论* ,,B 技术是筛选新功能
基因的有效方法，通过对筛选的 + 个已知功能基因的分析，推测针刺治疗疾病影响基础代谢、细胞生长和信号传递等方面
的基因表达，为研究针刺治疗疾病的分子机理提供理论依据和实验依据。

* * 关键词：针刺治疗；抑制消减杂交；斑点杂交
* * 中图法分类号：D&%$E )；D)(%#))；D)(%E )* * * 文献标识码：1

* * 针刺和电针治疗都被证明是一种十分有效的治疗
方法，应用于治疗疼痛、癌症、高血压、高血脂、糖尿

病［!］、心肌缺血、心悸、心血管疾病［&］、缓解压力和治

疗炎症等，都取得了良好的效果。从针刺同一个穴位

可以治疗多种不同病症的临床实践来看［)］，针刺治疗

疾病的分子机制可能是通过影响两类基因的表达来实

现：一是影响与疾病相关的代谢基因；二是影响整个机

体的基础代谢基因。本研究以高胆固醇血症为疾病模

型，以针刺小鼠丰隆穴为研究对象，采用抑制消减杂交

方法（ 389952336:; 38<45=.4672 >?<56@6A=46:;，,,B）［%，$］筛
选针刺特异表达基因，为探索针刺治疗疾病的分子机

理提供理论依据和实验依据。

!" 材料与方法

!E !* 实验动物、组织和试剂
* * 小鼠品系：近交系 F$CGH I +J 雄性小鼠，购自国家啮齿类实
验动物种子中心上海分中心。在成都中医药大学实验动物中心

按一级动物饲养。动物模型：正常小鼠组；高胆固醇血症疾病小

鼠模型组；针刺丰隆穴治疗高胆固醇血症小鼠模型组，由本实验

室建模［+］。实验组织：上述 ) 组小鼠的肝脏组织。所用菌株和
试剂：!"#$%&’#$’( #)*’ 菌株 JK!"( 和质粒 9LF!’，由本实验室保
存。载体 9K/!’#-，购自 -=M=D= 公司。N?5:<234 /01 9:O?P25#
=32，+(, /01 9:O?P25=32，O6Q=46:; R64，9K/!’#- 为 -=M=D= 公司产
品；NFD纯化试剂盒为 SP2Q=公司产品。其余试剂均为进口试剂。
!E &* 总 D01的提取和 PD01的分离纯化
* * 分别取正常组、疾病组和针治组小鼠肝脏组织约 !"" PQ
使用 -56A:O试剂提取总 D01。总 D01经 T6=Q2; 的 SO6Q:42U#@-
PD01 K6@6 M64进行纯化获得 PD01。

* * 作者简介：康晋梅，女，山西省临县人，硕士研究生，讲师，主要从事分子生物
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!E )* 抑制消减杂交（,,B）筛选差异表达基因
* * 按照 NFD#,2O2.4-K ./01 ,8<45=.46:; 试剂盒操作说明，将
423425（疾病组和针治组）和 @56725（正常组）PD01 分别反转录
合成 ./01，经 -"(!酶切成平头末端片段；把 423425 ./01分别
均分为两份，然后分别与接头 ! 和 &D 连接，进行连接效率分
析；再分别与变性的过量 @56725 ./01 杂交；杂交后，将两份样
本混合再继续与变性的 @56725 ./01 杂交；杂交后进行第 ! 轮
抑制 NFD，后由巢式 NFD进行第 & 轮扩增并检测杂交效率。

!E %* 消减文库的构建
* * 将经过 & 轮 NFD扩增后的杂交产物，与 - 载体进行连接，
并进行转化。挑取转化平板上的菌落，提取质粒进行酶切，鉴

定阳性克隆。

!E $* 斑点杂交［C］

* * 本实验采用 NXVDFV 公司的 0:54>&,:84>-K G6:46; D=;@:P
N56P2 M64，所有试剂均由 NXVDFV 公司提供。通过斑点杂交首
先去除假阳性，然后筛选特异表达基因。具体步骤按试剂盒说

明书进行。

!E +* 序列测定和分析
* * 通过斑点杂交筛选法富集的针治特异性表达基因，经序列
测定后使用 GO=34与 Y2;G=;R 中的序列进行同源性比对，并进
行小鼠基因组的定位和功能预测。

#" 结果

&E !* 总 D01的提取及 PD01的纯化
* * 从紫外分光光度计测定结果显示，肝脏总 D01 .（&+"）I .
（&’"）比值均!&，表示可以进行后续实验。

&E &* 抑制消减杂交筛选差异表达基因
&E &E !* 接头连接效率的检测* * 疾病组和针治组的 423425 接
头的连接，图 ! 琼脂糖凝胶电泳显示用 Y)N/B )Z引物和 NFD
引物 ! 扩增的产物条带亮度与用 Y)N/B )Z引物和 Y)N/B $Z引
物扩增的产物条带亮度比值在 "E &$ 以上，表明连接反应效率
很高，可用于杂交筛选步骤。
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! "#：疾病组 $种接头连接；% "!$：针治组 $ 种接头的连接；!，&，%，!’：
()*+,的 )- "端引物与接头外侧引物 ./012/!扩增产物 3!；$，4，5，!!：
()*+,的)-6和 4-6端引物扩增产物 ()*+,；)，#，7，!$：()*+,的)-6端
引物和接头内侧的 829:2; 引物扩增产物 3$；<：标准

图 !" #$%&$’ 接头连接效率检测

$= $= $> 消减效率检测> > 为了评价效率，以 ()*+,基因在消
减杂交前后的 ?+8@的第 $次 *AB产物量的差异进行评价。正
常组消减疾病组前的 ?+8@在 !5 个循环就出现扩增带，而消减
产物在 $)个循环才有比较弱的 +8@带。说明消减效率至少高
达 $4倍。正常组消减针治组的效率更是高达 $!’倍。

$= $= )> 差异基因消减文库的建立> > 将 CC,杂交后的第 $ 轮
*AB产物纯化后与 .<+!56D载体连接，转化大肠杆菌，在 $个消减
样品的转化子中各自随机选取 !4’个质粒建立了消减?+8@文库。
$= )> 斑点杂交消除假阳性
> > 采用斑点杂交方法分别对 $ 个抑制消减文库消除假阳性。
分别以疾病组 ?+8@和针治组 ?+8@ 为探针，分别与正常消减
疾病组的文库质粒 +8@ 和正常消减针治组的文库质粒 +8@
杂交。未杂交斑点为假阳性克隆。图 $E，F分别是 CC,文库质
粒的斑点杂交结果。

! " # $ % & ’ ( ) * + , - . /

! " # $ % & ’ ( ) * + , - . /
!0

!1
E、F分别为疾病组和针治组的 ?+8@探针，正常消减针治组的
文库质粒 +8@

@列为空载体；G " H列为质粒 +8@
图 (" ))*文库质粒斑点杂交分析

> > 从斑点杂交的结果可以看出，$ 个消减文库的假阳性克隆
率是比较高的。通过抑制消减杂交方法建立的 $ 个消减文库

各有 !4’ 个质粒。通过斑点杂交，正常消减模型组文库得到的
阳性克隆为 #4 个，占总克隆数的 &)= ))I；而正常消减针治组
文库得到的阳性克隆为 7’ 个，占总克隆数的 #’I。
$= &> 针治特异表达基因的筛选
> > 从疾病组中筛选到的阳性克隆基因为疾病特异性表达基
因，而从针治组中筛选到的阳性克隆基因，包含了从疾病组中

筛选的疾病特异性表达基因和针治特异性表达基因，因此将从

疾病组中筛选到的基因片段标记为探针，与从针治组中筛选到

的基因片段进行斑点杂交。未杂交斑点为筛选出的针治特异

表达基因。图 ) 为斑点杂交筛选的结果。其中 @6J 列为正常
消减疾病组阳性克隆质粒 +8@。3!634 为空载体，3#637 为空
白对照。从杂交结果可以表明，筛选到 % 个针治特异表达基
因。杂交斑点为阴性结果是与高胆固醇血症疾病有关的基因。
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探针：正常消减疾病组文库质粒 +8@，斑点：正常消减针治组文库
质粒 +8@；@ " 3列为质粒 +8@

图 +" 斑点杂交筛选针治特异表达基因

$= 4> 针治特异性表达基因的序列分析
> > 通过对筛选的基因进行测序和序列比对，分析结果显示，
除 ! 个基因功能未知外（B*$)6)%’A!5），其余 # 个基因的功能
均是已知的。它们所编码蛋白质的功能是：泛醇6细胞色素 A
还原酶复合体（KF0LK0MNO6?P:N?Q/N12 ? /2;K?:E92 ?N1.O2R），细胞
色素 F4（?P:N?Q/N12 F4），8@+, 脱氢酶 !!［8@+, ;2QP;/NS2M6
E92（KF0LK0MNM2）! EO.QE］参与基础代谢；磷酸化酶激酶 "
（.QN9.QN/POE92 T0ME92，F2:E）和酪蛋白激酶 !#)（?E920M T0ME92 !，
SE11E )）与信号传导有关；微管蛋白 "$?（ :KFKO0M，F2:E $?）与
细胞生长有关。

+" 讨论

> > 本试验选用的针刺穴位为丰隆穴。丰隆（CD&’）
为足阳明胃经的络穴，针刺该穴能疏通表里两经之气

血，即“一络通二经”。针刺丰隆穴治疗高胆固醇血症

已拟收入正在编纂的《中华人民共和国穴典》（见国家

中医药管理局《中华人民共和国穴典》腧穴主治临床

研究项目课题招标指南，$’’$ 年 % 月 5 日）。因此这
个模型可以用来筛选针刺治疗特异性基因。在针灸学

的实验研究中，最常用的实验动物之一为小鼠。为了

规范动物实验，中国针灸学会实验针灸研究会制定了

“动物针灸穴位图谱”供研究者参考。同时，筛选针刺
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治疗特异性基因，需要在基因组水平上进行。目前在

分子水平开展的研究工作［$］，多数以具体的疾病为对

象，研究与之相关的基因，很少从基因组水平上进行研

究。利用基因芯片技术开展基因组水平的研究，会使

研究者面对成百上千个基因，难于突出针刺特异性表

达基因。因此，我们在本实验中采用 %%& 技术，既从
整体上研究基因的表达，又希望能够从中筛选出针刺

特异性表达基因。

" " 虽然 %%& 实验可以在很大程度上对差异表达的
基因片段进行富集，可是随着实验材料基因组序列的

复杂化，不可避免的会产生一些背景———假阳性克

隆［’］。因为在 ( 个进行消减的基因组 )*+, 文库中，
差异表达的 -.+,种类非常少。一般来说，差异表达
的 -.+, 越少，量的差别越小，意味着越高的背景—
即使获得了较好的差异表达 )*+,的富集。为了使目
的基因片段不被背景片段所掩盖，以获得预期的针刺

特异表达基因，有必要对所得的抑制消减 )*+, 文库
进行假阳性克隆的去除。在本实验中我们通过斑点杂

交对假阳性克隆进行了一次消除，然后在此基础上进

行了针刺特异表达基因的筛选。

" " 在筛选到的 / 个可能与针刺治疗疾病特异表达的
相关基因中，除 ! 个是未知功能基因外，其余 0 个已知
功能的基因可以归类为基础代谢相关基因，细胞长相

关基因及信号传导相关基因。细胞色素 12［!3］与被称
为氰感受因子的酶一起，参与由氧将饱和酰基辅酶 ,
转变成不饱和酰基辅酶 , 的脂肪酸不饱和化反应；泛
醇4细胞色素 5 还原酶复合体和 +,*& 脱氢酶 !! 参
与电子传递和氧化磷酸化反应；微管蛋白在针治治疗

过程中表达量升高，也许是因为针刺治疗在整个机体

的范围内，提高机体的细胞的生长活性，增强机体的免

疫性，通过机体自身的调节来减缓疾病对机体的伤害。

这个是与中医理论的整体观是相符合的。

" " 从这些特异性表达基因的组成来看，针治作用的
发挥主要是通过细胞物质和能量代谢过程中电子转

运，刺激细胞的生长和加强信号传导来实现的。
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" "（上接 !3’$ 页）
" " 主动脉夹层最常见的症状是突然发生的、剧烈的“撕裂样”
或“刀割样”前胸部疼痛，通常疼痛可随着夹层沿主动脉走行而

扩展。其他与并发症相关的症状可于发病同时或之后出现。

包括："主动脉任一部位外膜的破裂（常破入左胸膜腔或心包
腔内）；#血肿在血管壁内延伸阻塞主动脉的主要分支，压迫管
腔，可造成心肌梗死（冠状动脉受累）、内脏缺血、肾功能衰竭、

肢体无脉症。$扩展到主动脉根部破坏主动脉瓣环造成主动
脉返流［!，(］。

" " 临床表现主要依据撕裂的部位而定，头颈部、胸腹部腰背
部及四肢均可受累。心血管系统、神经系统、消化系统、呼吸系

统等均可出现症状。临床表现易误诊为心绞痛、心肌梗死、胆

石症、急性胰腺炎、肠梗阻及坐骨神经痛等［9，8］。

" " 本例始误诊为心肌梗死，在外院给予溶栓、电除颤、抗凝、
抗血小板聚集症状无明显缓解。此后反复出现胸闷、气短、发

憋，复查心脏彩超考虑腹主动脉夹层，通过腹主动脉 R.W 明确

诊断。笔者认为有以下情况时应高度怀疑主动脉夹层："突发
“撕裂样”剧痛或“刀割样”疼痛；#对心电图改变不明显，反复
剧痛患者；$复查心脏彩超、5V或 R.W明确。%主动脉夹层撕
裂后均有心包积液，引起胸腔积液。

" " 关键词：主动脉疾病；心肌梗死；脑梗死
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