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摘要： 目的　研究绝经后骨质疏松症肾阴虚证差异表达基因 ＣＬＣＦ１、ＡＳＢ１和 ＰＲＯＫ２ 的ｍＲＮＡ表达水平。 方法　随机选择绝
经后骨质疏松症患者，中医辨证肾阴虚证组 ３０ 例，２７ 例健康绝经后妇女为对照组，ＲＴ-ＰＣＲ 法检测外周血 ＣＬＣＦ１、ＡＳＢ１ 和
ＰＲＯＫ２ ｍＲＮＡ的表达。 结果　肾阴虚组 ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ 表达水平明显低于对照组（Z ＝-２畅６２１，P ＝０畅００９）；肾阴虚组 ＡＳＢ１
ｍＲＮＡ表达与对照组比较，有降低趋势，但差异无统计学意义；与健康对照组比较，肾阴虚组 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ表达差异无统计学
意义。 结论　骨质疏松症肾阴虚证与 ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ表达下调关联。
关键词： 肾阴虚证；绝经后骨质疏松症；ＣＬＣＦ１；基因表达
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Abstract： Objective　To investigate the mRNA expression of CLCF１， ASB１， and PROK２ in postmenopausal osteoporosis
patients with the kidney Yin deficiency．Methods 　Patients with postmenopausal osteoporosis were randomly selected．Thirty
patients were selected as the kidney Yin deficiency syndrome group， and another ２７ patients with normal bone mineral density
（BMD） were selected as control group．The mRNA expression of CLCF１， ASB１， and PROK２ in the peripheral blood was detected
using real-time RT-PCR．Results　The expression of CLCF１ mRNA in the kidney Yin deficiency group was significantly lower
than that in the control group （Z ＝－２畅６２１， P ＝０畅００９）．Compared with that in the control group， the expression of ASB１ mRNA
in the kidney Yin deficiency group showed a declining tendency， but no significant difference was observed．Compared with that in
control group， no significant difference of PROK mRNA expression in the kidney Yin deficiency group was observed．Conclusion
　Ｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｈａｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．
Key words： Kidney Yin deficiency； Postmenopausal osteoporosis； Cardiotrophin-like cytokine factor １ （ CLCF１ ）； Gene
expression

　 　 绝 经 后 骨 质 疏 松 症 （ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＰＯＰ）是中老年妇女的一种常见病。 中
医学认为 ＰＯＰ 的主要病因是肾虚，肾藏精，主骨生

髓，肾精虚少，不能营养骨骼而发生骨质疏松。 临床
肾虚常见肾阴虚和肾阳虚，ＰＯＰ以肾阴虚为主［１， ２］ 。
作者所在课题组前期从 ＰＯＰ入手，用人全基因组表
达谱芯片检测 ＰＯＰ 肾阴虚组、ＰＯＰ 肾阳虚组、ＰＯＰ
非肾虚组和健康对照组的表达谱，骨质疏松症肾阴
虚证组分别与其他 ３ 组比较，有 ９ 条共同的差异表
达基因， 其中心肌营养蛋白样细胞因子 １
（Ｃａｒｄｉｏｔｒｏｐｈｉｎ-ｌｉｋｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｆａｃｔｏｒ １，ＣＬＣＦ１）、含锚蛋
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白重复和 ＳＯＣＳ 框 １（Ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ ａｎｄ ＳＯＣＳ ｂｏｘ-
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １，ＡＳＢ１）和前动力蛋白 ２（Ｐｒｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎ ２，
ＰＲＯＫ２）在 ＰＯＰ肾阴虚组与健康对照组比较表达明
显下调。 因此，本课题采用荧光定量 ＰＣＲ技术检测
ＰＯＰ肾阴虚证患者 ＣＬＣＦ１、ＡＳＢ１ 和 ＰＲＯＫ２ ｍＲＮＡ
表达水平，旨在论证 ＰＯＰ肾阴虚证与这 ３ 个基因之
间的关系，并为后续深入研究肾阴虚证的分子实质
奠定基础。

1　材料和方法
1畅1　研究对象

采用病例对照研究。 ２００９年 １ 月至 ２０１２ 年 １２
月，从福州地区常住、汉族绝经后妇女中随机选择
ＰＯＰ受试者，问卷方式调查受试者生活方式和健康
状况等情况，血常规、尿常规、肝胆胰腺肾 Ｂ 超和心
电图检查排除严重疾病者，肝、肾功能检测正常。 用
双能 Ｘ线骨密度仪检测正位腰椎（Ｌ２-４）和左侧股骨
颈、大转子和Ｗａｒｄ 区骨密度。 中医辨证：ＰＯＰ肾阴
虚证。 肾阴虚证组 ３０ 例，平均年龄为 （６２畅７８ ±
６畅１２）岁；健康绝经后妇女对照组 ２７例，平均年龄为
（６０畅８３ ±４畅７６）岁。 两组间年龄、绝经年龄和体质
量指数（Ｂｏｄｙ Ｍａｓｓ Ｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）等比较差异无统计
学意义，具有可比性。
纳入标准：①西医诊断标准参照枟中国人骨质

疏松症建议诊断标准（第二稿）枠 ［３］ 。 ②中医证候诊
断标准参照枟中医虚证辨证参考标准枠 ［４］ 。 ③自然
绝经 ２ 年以上的汉族妇女。 ④受试者知情同意。 本
研究方案获得福建省中医药研究院中医药临床研究

伦理委员会审批通过。
排除标准　①不符合西医诊断及中医辨证标准

者。 ②类风湿性关节炎、糖尿病、甲状腺功能亢进等
继发性骨质疏松症者。 ③合并有心脑血管严重疾病

者。 ④肝、肾功能检查异常者。 ⑤最近 １ 个月用过
中药治疗骨质疏松症者，近 ３ 个月内用激素替代治
疗、使用降钙素者，近 ６个月内有连续 １５ｄ用双膦酸
盐等防治骨质疏松症者。
1畅2　试剂与仪器

人外周血淋巴细胞分离液 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）；
Ｔｒｉｚｏｌ试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 逆转录试
剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；引物（生工生物工程有限公
司）；ＳＹＢＲ溌Premix Ex TaqＴＭ ＧＣ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ公司）；
ＰＣＲ 仪 （ ＡＢＩ ７５００ Ｆａｓｔ ）；核酸检测仪 （ Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００）； 双能 Ｘ 线骨密度仪 （法国 ＭＥＤＩＬＩＮＫ
ＯＳＴＥＯＣＯＲＥ，精度： ＜１％）。
1畅3　ＲＮＡ的提取和质量检测

真空采血管取外周血，淋巴细胞分离液分离白
细胞。 用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞中的总 ＲＮＡ，通过
分光光度计读取 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处的吸光度值
（Ａ），测定 ＲＮＡ 溶液的纯度。 １％甲醛变性琼脂糖
凝胶电泳，紫外透射光下观察，检测 ＲＮＡ的完整性。
1畅4　实时荧光定量 ＰＣＲ

每个样本分别取 １ μｇ总 ＲＮＡ进行逆转录，所
得 ｃＤＮＡ于－８０ ℃保存。 引物序列见表 １，荧光定
量 ＰＣＲ 反应体系均如下：ＳＹＢＲ溌 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ
ＧＣ １２畅５ μＬ，上下游引物各 ０畅５ μＬ，ｄＨ２Ｏ ９畅５ μＬ，
ｃＤＮＡ ２ μＬ，２５ μＬ 体系。 反应条件如下：①预变
性：９５ ℃ １０ｓ，②变性：９５ ℃ ５ ｓ，③退火、延伸：６０
℃ ３１ｓ，４０ 个循环。 采用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪检测各样本中 ｍＲＮＡ 的表达情况。 以 ＧＡＰＤＨ
作为内参照，每组均做 ３ 个重复，取均数。 本实验
采用双标准曲线相对定量方法对基因进行定量分

析。 每个样品靶基因的相对 ｍＲＮＡ 表达水平用以
下公式计算：相对 ｍＲＮＡ 表达 ＝靶基因表达量／内
参表达量。

表 1　引物序列
Table 1　Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ Ｓｙｍｂｏｌ

序列号
Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物长度（ｂｐ）
Ｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ

ＣＬＣＦ１ ΖＮＭ ０１３２４６ v上游： ５’-ＴＴＧ ＧＡＧ ＧＴＧ ＣＣＣ ＴＡＴ ＡＡＡ ＣＣＡ ＧＡＡ -３’
１００ 北

下游： ５’-ＧＴＴ ＴＧＣ ＣＡＣ ＴＣＴ ＧＴＧ ＣＴＴ ＴＧＧ Ａ -３’

ＡＳＢ１ zＮＭ００１０４０４４５ 佑上游： ５’-ＡＴＧ ＡＴＧ ＡＴＡ ＣＧＧ ＡＡＧ ＴＴＧ ＧＡＧ Ｃ -３’
２６８ 北

下游： ５’-ＴＣＡ ＧＴＡ ＧＡＧ ＣＡＧ ＡＣＧ ＣＡＧ ＡＧＣ -３’

ＰＲＯＫ ＮＭ００１１２６１２８ 佑上游： ５’-ＣＣＣ ＴＴＣ ＣＴＡ ＡＡＣ ＣＴＧ ＴＣＡ ＣＴＣ Ａ -３’
８１ 潩

下游： ５’-ＡＴＴ ＴＧＧ ＣＴＴ ＴＣＣ ＡＴＴ ＣＣＴ ＴＣＴ -３’

ＧＡＰＤＨ ＮＭ ００２５６７９９ 破上游： ５’-ＧＧＧ ＡＡＡ ＣＴＧ ＴＧＧ ＣＧＴ ＧＡＴ -３’
２９９ 北

下游： ５’-ＧＡＧ ＴＧＧ ＧＴＧ ＴＣＧ ＣＴＧ ＴＴＧ Ａ -３’
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1畅5　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ １７畅０ 软件进行数据分析，计量资料

采用 ｍｅａｎ±ＳＤ 描述，基础资料组间比较采用 t 检
验，基因 ｍＲＮＡ 表达比较经正态性检验，非正态分
布用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，双侧检验，P＜０畅０５表示有统计
学意义。

2　结果
2畅1　研究对象基础资料的比较

ＰＯＰ肾阴虚证组与健康对照组受试者的年龄、
初潮年龄、怀孕次数、绝经年龄、ＢＭＩ 比较，经 t 检
验，组间比较均无统计学意义，P ＞０畅０５，说明两组
间具有可比性。 见表 ２。

表 2　研究对象基础资料的比较（珋x±s）
Table 2　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｄａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （珋x±s）

组别

Ｇｒｏｕｐ
Ｎ
Ｎ

年龄（岁）

Ａｇｅ
初潮年龄（岁）

Ｍｅｎａｒｃｈｅ
怀孕次数（次）

Ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ
绝经年龄（岁）

Ｍｅｎｏｐａｕｓｅ
ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２ ）

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２ ）

健康对照组 ２７ c６０ ��畅８３ ±４ 牋畅７６ １５ 构构畅４３ ±１ ǐ畅７６ ２ 鞍鞍畅４３ ±１ ⅱ畅４３ ４９ 舷舷畅９３ ±３ 亮畅７５ ２４ 揶揶畅９６ ±４ 行畅２０
ＰＯＰ肾阴虚证组 ３０ c６２ ��畅７８ ±６ 牋畅１２ １５ 构构畅０９ ±１ ǐ畅７３ ２ 鞍鞍畅３１ ±１ ⅱ畅３８ ４９ 舷舷畅１６ ±３ 亮畅５７ ２４ 揶揶畅０２ ±２ 行畅３２

2畅2　ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ、ＡＳＢ１ ｍＲＮＡ 和 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ
表达情况

基因扩增曲线结果显示，ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ、ＡＳＢ１

ｍＲＮＡ和 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ 表现出稳定扩增状态（图
１）；图 ２ 融解曲线单一峰无非特异性荧光，说明产
物特异性强，无引物二聚体。

图 1　扩增曲线
Fig．1　Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

　

图 2　熔解曲线
Fig．2　Ｔｈｅ ｍｅｌｔ ｃｕｒｖｅ

　

　　定量 ＰＣＲ结果（表 ３）可以看出：与健康对照组
比较，ＰＯＰ肾阴虚组 ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ表达水平明显低
于健康对照组（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验，Z ＝－２畅６２１，P ＝
０畅００９），统计学有非常显著性差异。

由表 ４定量 ＰＣＲ结果可以看出：ＰＯＰ肾阴虚组
ＡＳＢ１ ｍＲＮＡ表达与对照组比较，有降低趋势，但差
异无统计学意义；与健康对照组比较，ＰＯＰ肾阴虚组

ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义。
表 3　两组 ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ的表达（珋x±s）

Table 3　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （珋x±s）
Ｇｒｏｕｐ Ｃａｓｅｓ ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ

健康对照组 ２７ �０ いい畅０２６ ±０ 揪畅０１７△

ＰＯＰ肾阴虚证组 ３０ �０ いい畅０１７ ±０ 揪畅０１１△倡倡

　　注：“△”表示经 Ｓｈａｐｉｒｏ-Ｗｉｌｋ 检验正态性，P ＜０畅００１。 “倡倡”表示

与健康对照组比较，经 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，P ＜０畅０１
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表 4　两组 ＡＳＢ１和 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ的表达（珋x±s）
Table 4　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＳＢ１ ａｎｄ ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ

ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （珋x±s）
Ｇｒｏｕｐ Ｎ ＡＳＢ１ ｍＲＮＡ ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ

健康对照组 ２４  ０ 侣侣畅１０３ ±０ 苘畅２４０△ ０ zz畅０１３ ±０ 敂畅０１０△

ＰＯＰ肾阴虚证组 ３０  ０ 侣侣畅０２５ ±０ 苘畅０２４△ ０ zz畅０１４ ±０ 敂畅０１０△

　　注：“△”表示经 Ｓｈａｐｉｒｏ-Ｗｉｌｋ 检验正态性，P ＜０畅００１

3　讨论
长期以来，证候的实质问题一直困扰着中医学

科界。 近年来，基因组学飞速发展为中医证候研究
开辟了新途径，已经有为数不少的学者采用基因组
学来研究证候实质，取得很大进展［５， ６］ 。 作者所在
课题组利用基因芯片技术筛选出了 ＰＯＰ 肾阴虚证
差异表达基因：ＡＳＢ１、ＣＬＣＦ１和 ＰＲＯＫ２基因［７］ 。 本
实验以 ＰＯＰ肾阴虚证者为对象，对照健康绝经后妇
女，用 ＲＴ-ＰＣＲ技术验证前期课题组筛选出的 ＰＯＰ
肾阴虚证差异表达基因。 实验结果表明：与健康对
照组比较，ＰＯＰ肾阴虚组 ＣＬＣＦ１ ｍＲＮＡ表达水平显
著下调（P ＝０畅００９），与基因芯片结果相一致；而
ＰＯＰ肾阴虚组 ＡＳＢ１和 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ变化趋势不明
显。
证侯是人体生理病理反应状态的概括，是人体

阴阳失衡状态的具体概括，体现着从分子、细胞到组
织、器官、系统水平的综合动态变化。 目前系统生物
学法成为中医证候的主要方法，它系统地、全面地研
究证侯产生的分子生物学基础，即在基因组、基因转
录组、蛋白质组表达、代谢产物组水平的变化规律，
进而揭示“证”的内涵［８］ 。 李俊丽等［９］

采用蛋白质

组学技术探讨左归饮与肾阴虚证方证相应的机理，
找出左归饮调节纠正的蛋白质点 ２１ 个，质谱鉴定出
１８种蛋白质。 孙志岭［１０］

对１４个湿热痹阻证共同的
差异蛋白点，应用质谱进行鉴定，得到 ９ 个湿热痹阻
证差异蛋白。 李生强等［１１］

检测原发性骨质疏松症

肾阴虚证骨组织的基因表达谱，发现原发性骨质疏
松症肾阴虚证的相关基因主要与免疫调节激素合

成、组氨酸代谢、矿物质吸收等信号通路相关。 上述
研究结果说明，运用系统生物学来研究中医证候是
科学的。
前期课题组利用基因芯片技术筛选出了 ＰＯＰ

肾阴虚证差异表达基因：ＡＳＢ１、ＣＬＣＦ１ 和 ＰＲＯＫ２ 基
因。 ＡＳＢ１是含锚蛋白重复和 ＳＯＣＳ 框 １ 基因，其编
码 的 蛋 白 含 有 细 胞 因 子信号抑制（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ＳＯＣＳ）蛋白结构域和锚蛋白重

复序列。 锚蛋白的主要作用是连接整合膜蛋白到细
胞骨架蛋白，在多种细胞功能活动中起关键作用，参
与机体生长、发育、细胞内蛋白转运和细胞极性的建
立等

［１２， １３］ 。 ＰＲＯＫ２ 为前动力蛋白 ２ 基因，通过其
连接的各种 Ｇ蛋白，导致细胞内钙动员及磷酸肌醇
水解，并激活 ＭＡＰＫ 和蛋白激酶 Ｂ 途径［１４］ 。 因此，
ＰＲＯＫ２基因在 Ｇ蛋白偶联受体蛋白信号转导通路、
磷代谢过程中起着重要调控作用

［１５］ 。 本实验中我
们发现，ＰＯＰ 肾阴虚组 ＡＳＢ１ 和 ＰＲＯＫ ｍＲＮＡ 变化
趋势，和前期基因芯片结果不一致。 分析其原因，与
基因芯片技术本身的局限有关。 该技术从前期设计
到最后的数据处理分析，目前都还存在着一些技术
难点和缺点，容易产生假阳性和假阴性问题，存在一
定的局限性

［１６， １７］ 。 因此芯片验证性实验（ＲＴ-ＰＣＲ、
荧光定量 ＲＴ-ＰＣＲ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ）才是确定基因差异表
达的金标准。

ＣＬＣＦ１为心肌营养蛋白样细胞因子 １，分布于
胞外区，属于细胞因子或生长因子。 ＣＬＣＦ１ 基因是
一种神经营养因子和 Ｂ细胞刺激剂，与神经内分泌
免疫调节密切相关

［１８， １９］ 。 ＣＬＣＦ１ 属白细胞介素 ６
细胞因子家族成员，白细胞介素 ６（ＩＬ－６）是一种生
物活性多肽物质，是骨吸收的主要调节者［２０］ 。 ＩＬ-６
异常表达可促进骨吸收增强而导致骨质疏松

［２１， ２２］ 。
有研究

［２３］
报道 ＩＬ-６水平升高是肾虚的免疫病理基

础之一。
同时，ＣＬＣＦ１ 参与 ＪＡＫ-ＳＴＡＴ 及下游 ＣＢＰ 信号

转导通路调控
［２４］ 。 ＪＡＫ-ＳＴＡＴ 信号通路与细胞增

殖、分化、凋亡以及免疫调节密切相关，其调控的信
号通路细微的变化都会导致细胞因子变化和病理改

变。 有研究结果表明［２５］ ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路对骨质
疏松症发生有重要影响。 ＣＢＰ是一种对钙离子有高
度亲和性的蛋白，主要功能是参与钙的运载，与钙代
谢关系密切。 该蛋白在十二指肠黏膜细胞中含量最
多，可结合肠腔中的钙，促进钙吸收。 任路等［２６］

报

道纳米钙补肾中药能调控大鼠肠黏膜钙结合蛋白

ＣａＢＰ-Ｄ９Ｋ ｍＲＮＡ和蛋白表达，促进肠钙的吸收，对
于骨质疏松症有一定的防治作用。
综上所述，本实验结果证明：ＣＬＣＦ１ 基因在 ＰＯＰ

肾阴虚证中表达下调趋势显著，ＣＬＣＦ１ 基因是 ＰＯＰ
肾阴虚证的关联基因。 结合 ＣＬＣＦ１ 基因的功能分
析，作者推测：ＰＯＰ肾阴虚证的分子调控机制可能与
ＣＬＣＦ１介导 ＪＡＫ-ＳＴＡＴ信号通路相关。 为了阐明这
一观点的科学性，作者将从病证结合和方证结合的
角度，深入研究 ＣＬＣＦ１ 介导 ＪＡＫ-ＳＴＡＴ 信号通路参
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与 ＰＯＰ肾阴虚证的调控机制。
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