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摘要：目的通过检测原发性骨质疏松症不同中医证型患者骨组织基因表达谱的差异，探讨原发性骨质疏松症肾阳虚证相

关基因的信息学特征。方法随机选择原发性骨质疏松症患者，中医辨证分型为肾阳虚证组3例，肾阴虚证组3例，无肾虚证

组3例，并选择正常骨密度人群3例设为正常对照组。用人全基因组表达谱芯片检测4组人群骨组织基因表达谱，筛选共同

的差异表达基因，并对这些差异表达基因进行基因通路等相关功能分析。结果 。肾阳虚证组与正常对照组、肾阴虚证组、无

肾虚证组的差异表达基因分别为2631条、3976条、6184条；肾阳虚证组与其他3组比较共同的差异表达基因有1037条。这

些差异基因参与补体与凝血级联反应、Hedgeh。g、TGF-beta、细胞周期等22条信号通路。结论 原发性骨质疏松症肾阳虚证

的相关基因主要与免疫调节、TGF_beta、细胞周期等信号通路相关。
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Abstract：Objective To invest培ate the characteristics of genes expression profiles of primary osteoporosis with kidney yang

deficiency through analyzing the gene expression difference with gene micro-array．M：ethods Patient with osteoporosis were rand

omly divided into kidney—yang deficiency group(挖=3)，kidney—yin deficiency group(凡=3)，non·kidney deficiency group(，l=

3)，according to the syndrome diff色rentiation of traditional Chinese medicine． Another 3 people with normal BMD were selected as

nomal contr01． Expression profiles of the bone tissue ftom 4 groups were detected to screen differentiated expression genes．

Analysis of pathway and other function among these genes was conducted． Results The number of differentiated expression genes

in kidney—yang deficiency group were 3976， 6 l 84， and 263 1， conlpared to kidney—yin deficiency， non·kidney deficiency， and

normal control group，respectively．The number of common differentially expressed genes were 1037．These genes were inVolVed in

22 pathways，including conlplement and coagulation cascades，Hedgehog signaling pathway，T(；F—beta signaling pathway，and cell

cycle． Conclusion Genes related to kidney·yang deficiency syndrome in primary osteoporosis are mainly related to complement

and coagulation cascades，Hedgehog signaling pathway，T(；F—beta signaling pathway，and cell cycle．

Key words： Traditional Chinese medicine；Primary osteoporosi8；Kidney yang deficiency；Gene expression profile

骨质疏松症(osteoporosis，0P)是老年人中的常

见病、多发病，是以骨量减少、骨组织微细结构破坏
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导致骨脆性增加和骨折危险性增加为特征的一种系

统性、全身性骨骼疾病。中医学把骨质疏松症归为

“骨痿”“骨痹”“骨枯”等范畴⋯，主要是由于肾精

不足、骨失滋养导致的全身骨骼的慢性退行性疾病，

肾虚是其核心病机。在临床上以肾阴虚证、肾阳虚

证及阴阳两虚证较为常见嵋。。肾阳，又称命门之
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火，为人体阳气之根本，肾阳虚的程度与疾病的发生

发展有紧密的联系，但肾阳虚证的本质仍有待进一

步研究。

高通量组学技术的发展为中医证本质的研究提

供了新的技术平台。课题组前期已从外周血人手，

采用芯片技术分析骨质疏松症肾阳虚证的基因表达

谱特征。本实验采用人全基因组表达谱芯片检测骨

质疏松症肾阳虚证的骨组织基因表达谱，与骨质疏

松症肾阴虚证组、骨质疏松症无肾虚证组和正常骨

密度对照组比较，筛选骨质疏松症肾阳虚证与其他

3组的共同差异基因，探讨肾阳虚证相关基因的信

息学特征。

1材料和方法

1．1研究对象

从福州市第二医院门诊随机选择即将进行髋关

节置换术的患者，检测骨密度，依据中医辨证分型，将

原发性骨质疏松症患者分为肾阳虚证组3例、肾阴虚

证组3例、无肾虚证组3例，正常骨密度对照组3例，

共12例，年龄52～68岁，平均(62．35±4．64)岁。

纳人标准：①符合骨质疏松症诊断标准者，参照

《中国人骨质疏松症建议诊断标准(第二稿)》。31；

②符合中医证候诊断标准者，参照全国中西医结合

虚证与老年病研究专业委员会1986年制定的《中医

虚证辨证参考标准》H1；③患者均知情同意。排除

标准：①不符合西医诊断及中医辨证标准者；②继发

性骨质疏松症者；③合并有心脑血管、胃肠道等严重

疾病者；④肝、肾功能检查异常者。

1．2主要仪器和试剂

双能x射线骨密度仪(美国Hologic Discovery

WI)，Trizol试剂(Invitrogen公司)，RNEASY Mini Kit

(QIAGEN公司)，人4×44K全基因表达谱芯片

(Agilent公司)，核酸检测仪Nanodrop ND一1000(美

国Thermo scientmc公司)，芯片杂交炉(Agilent公

司)，基因芯片扫描仪Agilent DNA Microarray

Scanner(Agilent公司)。

1．3骨密度测定

采用美国Hologic Discovery WI型双能x线骨

密度仪(精度：<1％)检测患者腰椎正位(L：。)、大

转子和ward’s区骨密度(g／cm2)。

1．4 RNA提取及质量验证

从髋关节置换术取下的人股骨头中，取硬质骨

1 g，迅速置于液氮中保存。使用Trizol一步法提取
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人骨组织中的总RNA，通过Nanodr叩ND一1000读取

260 nm和280 nm处的吸光度值(A)，测定RNA溶

液的纯度。经l％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。

1．5 cDNA／aRNA样品合成和标记

总RNA经线性化扩增后，cy3一uTP标记，荧光

标记后的cRNAs采用RNEASY Mini Kit纯化，用

Ambion的RNA Fragmentation Reagents对标记好的

cRNAs进行片段化处理。

1．6基因芯片杂交及扫描

采用美国Agilent公司的人全基因表达谱芯片

(4×44K基因)，在芯片杂交炉中65℃杂交17 h，

然后洗脱、染色。最后用Agilent DNA Microarray

Scanner扫描仪扫描。

1．7 芯片数据处理与分析

杂交后的芯片经芯片扫描仪读取数据点后，将

数据导人分析软件，对于两组比值的自然对数绝对

值大于2．0或小于0．5的基因作为差异表达基因。

共同差异表达基因是在获得多组差异表达基因的基

础上，采用Excel的函数vlookup进行分析获得。最

后通过NCBI、0MIM、DAVID、KEGG等数据库对差

异表达基因进行相关功能分析。

1．8统计学处理

采用SPSS 13．0统计软件进行数据分析，组间

差异比较采用单因素方差分析法，P<0．05认为差

异有统计学意义。

2 结果

2．1骨质疏松症肾阳虚证差异表达基因的筛选

骨质疏松症肾阳虚证组与正常对照组相比，筛

选差异表达基因263l条，其中表达上调1118条，表

达下调1513条；骨质疏松症肾阳虚证组与肾阴虚证

组相比，筛选差异表达基因3976条，其中表达上调

1622条，表达下调2354条；骨质疏松症肾阳虚证组

与无肾虚证组相比，筛选差异表达基因6184条，其

中表达上调2581条，表达下调3603条。骨质疏松

症肾阳证组与其他3组的差异基因中，1037条为共

同差异表达基因。这些差异表达的基因为肾阳虚证

的特异表达基因，其中上调的有486条，下调的有

551条。按功能对其进行大致分类，可分为免疫相

关、通道转运蛋白、骨钙代谢相关基因、信号转导、转

录调控等几类(见表1)。
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表1原发性骨质疏松症。爵阳虚证与其他3组骨组织比较部分差异基因

Table 1 Differentiated genes in the bone tissue in p“ma。y osteoporosis with kidney—yang deficiency syndrome

基因名

(；ene svmhol

基因系列号
Gene bank accessio“

表达调节

Regulation

倍数变化

(与正常组比较)
Fold change

P值

(与正常组比较)
尸value

—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一

免疫相关
c2 NM_000063 下调 2．8 0．0460

C3 NM_o00064 下调 3．7 0．0007

C6 NM-000065 下调 4．2 0．0007

IL7 NM-o00880 下调 3．4 0．0120

MAl2 NM_052886 下调 8．0 0．0020

LSPl NM_o叭013254 下调 2．3 O．0080

VPREBl NM_007128 上调 8．4 O．0000

CD52 NM_001803 上调 3．3 0．0003

BCLllA NM—018014 上调 2．4 0．0004

通道、转运相关基因
TMEM90B NM—024893 下调 5．1 O．0030

SLC5A6 NM-021095 下调 3．6 O．0030

SLC01C1 NM_017435 下调 2．2 0．0320

sLc04A1 NM-016354 下调 7．4 0．0020

SLC6A16 NM-014037 下调 2．2 0．0008

sT．C11 A1 NM_000578 卜调 2．9 0．0020

SLC22A15 NM_018420 上调 2．6 O．0001

TM7sF4 NM_030788 下调 4．8 0．0170

KcTDl5 NM_024076 下调 2．1 O．0200

P4HTM NM一177938 下调 2．3 0．0120

骨钙代谢相关基因
ESRRA NM-004451 下调 2．6 O．0070

PCDHB5 NM_015669 下调 2．7 0．0140

PCDHB6 NM_018939 下调 4．O O．0090

PCDHBl5 NM_018935 下调 2．4 0．0110

MAST4 NM．001164664 下调 3．0 0．0001

BMP4 NM-001202 下调 3．2 0．0210

BMP8A
NM一181809 下调 2．8 0．0150

OGN NM_033014 下调 5．8 0．0000

P0sTN NM—006475 下调 4．5 O．000l

slOOA9 NM_002965 上调 3．4 0．0360

PRG2 NM_002728 上调 8．O 0．0110

MICALl NM．022765 上调 3．2 O．0130

信号转导
TGFBR3 NM_003243 下调 6．1 O．0004

wNT3 NM-030753 下调 2．4 0．0310

wNT4 NM-030761 下调 11．5 0．0001

WNT5A NM—003392 下调 5．7 O．0010

WISP3 NM-198239 下调 3．6 0．0090

MAPK9 NM_002752 下调 3．2 0．0100

MAP3K5 NM_005923 下调 2．8 0．0300

RASGEFl C NM—175062 下调 5．2 0．0130

转录调控
TCEA3 NM_003196 下调 4．7 0．0080

SP6 NM_199262 下调 3．5 0．0050

NCOAl NM—147233 下调 3．4 0．0040

NR5A2 NM-205860 下调 2．0 O．0004

TFCP2 NM_005653 下调 3．5 O．0020

E2F1 NM_005225 上调 2．5 O．0010

E2F2 NM_004091 上调 3．2 O．00lO

E2F4 NM_001950 上调 2．1 0．0300

TFDP2 NM-006286 上调 3．1 0．0050

2．2骨质疏松症肾阳虚证组与其他3组比较的共

同差异表达基因GO基因信息学分析

对1087条差异表达基因进行GO基因信息学

分析，发现这些差异表达基因参与了137个生物学

代谢途径，其中主要包括：参与生物过程调节，如发

育过程调节、多细胞机体调节、生物合成过程调节；

参与分子功能，如生长因子结合，多糖、激素受体结

合等。此外，这些差异基因还是细胞的重要化学组

成，如细胞外基质、细胞外区域等。
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2．3骨质疏松症肾阳虚证差异表达基因Pathway分析

在kegg网站对差异表达基因进行pathway分

析，发现这些基因参与了22条信号通路，补体与凝

血级联反应、Hedgehog、TGF_beta、细胞周期、维生素

消化与吸收、神经活性的配体-受体相互作用等22

条信号通路。

3 讨论

“证”是中医对疾病某一阶段机体整体反应状

态的病理概括”。，它是整体病理状态的反映，是复

杂交错动态变化的。“证”是辨证论治的起点和核

心，证本质的研究是中医现代化研究的热点与难点，

如能获得突破性进展，必将使中医理论研究取得质

的飞跃。

过去几十年，国内学者从生化指标、基因多态

性、单基因表达等方面进行肾阳虚证本质研究，取得

了一定成绩。但由于研究手段、规模的限制，至今未

能取得实质性进展。基因芯片等组学技术的发展为

中医微观整体提供了强大的工具。沈自伊院士∞1

提出，遵循中医学研究本身的内在规律，充分利用功

能基因组学的研究成果，建立中医证的表达谱，将是

21世纪中医药学的主要发展趋势。沈自伊院士采

用以药测证的方式对肾虚和肾阳虚大鼠的下丘脑、

肾上腺、垂体及淋巴细胞的基因表达谱进行比较研

究，认为肾阳虚证的主要物质基础是甲状腺激素促

进能量代谢的氧化磷酸化过程H1。

与血液分离白细胞相比，从骨组织中直接提取

总RNA研究骨质疏松症更能整体、客观地反映骨组

织内基因表达的情况，更能了解活体中的骨代谢状

态。因此，本研究采用病证结合的方式，以全基因表

达谱芯片技术对骨质疏松症肾阳虚证进行其分子实

质的探索。与前期课题组从血液细胞进行研究的肾

阴虚证、肾阳虚证基因芯片结果¨41相比，骨组织基

因芯片差异表达的基因数目更多，涉及的信号通路

也更多，原发性骨质疏松症肾阳虚证的相关基因与

与补体与凝血级联反应、Hedgehog、TGF-beta、细胞

周期等多种信号通路均相关。

3．1免疫功能相关基因

差异基因中参与免疫调节、炎症反应的基因有：

C2、C3、C6、IL7、MAL2、LSPl、VPREBl、CD52、

BcLllA等。前面6条基因表达均呈下调趋势。本

实验结果显示肾阳虚证免疫代谢相关基因表达水平

下调，提示骨质疏松症肾阴虚证患者免疫水平降低，

这一点与笔者前期肾阴虚证的发现是一致的¨。，但
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参与免疫功能的基因并不相同。已有许多研究表

明，免疫力低下是肾阳虚证的表现之一。谭从娥¨o]

从肾阳虚证患者外周血人手，筛选到肾阳虚证显著

表达基因70条，其中18条与免疫相关，认为肾阳虚

证患者存在免疫功能异常，免疫功能基因的异常表

达是肾阳虚证发生的分子基础之一。后谭从娥又以

方测证的思路，采用右归丸治疗，建立右归丸疗效相

关的差异表达基因功能网络，认为调节机体的免疫

功能是右归丸治疗肾阳虚证的重要疗效机理之

一⋯。。本研究免疫相关的9条基因中，除6条基因

表达下调外，另外3条基因表达上调，提示肾阳虚患

者存在体内免疫功能紊乱。

3．2通道、转运蛋白相关基因

与通道、转运蛋白相关的基因有：TMEM90B、

SLC5A6、SLC0lCl、SLC04A1、SLC6A16、SLCllAl、

SLC22A15、TM7SF4、KCTDl5、P4HTM等。钠钙交换

蛋白是广泛存在于动物细胞膜上的一种离子转运蛋

白，通过将细胞内的ca“泵出以及反向转运将细胞

外的ca“泵入维持细胞内Ca“浓度的稳态，从而满

足细胞功能活动对ca2+的需求。1⋯。钾离子通道四

聚化结构域KcTDl5基因属于KcTD家族成员之

一‘”。，其基因功能与生物膜和细胞骨架有关，且能

够影响细胞能量代谢过程期。阶段敲低KCTDl5基

因能抑制3T3．L1脂肪前体细胞分化‘1“，说明它可

能影响间充质干细胞的成骨分化。编码通道、转运

蛋白的基因出现下调，表明肾阳虚患者离子交换与

运输均出现了紊乱，影响了骨代谢。

3．3骨钙代谢相关基因

与骨代谢相关的基因有：ESRRA、PCDHB5、

PCDHB6、PCDHBl5、MAST4、BMP4、BMP8A、OGN、

POSTN、s100A9、PRG2、MIcALl等。PcDHB5，6，15

是原黏粘蛋白beta家族簇成员，这些神经类细胞黏

粘蛋白是膜蛋白，其具体功能未知，但是它们有可能

在特定的细胞与细胞间的神经连接的建立上发挥关

键作用。BMP4，8A是BMP家族成员，属于TGF—

beta超家族，与骨的代谢具有十分密切的关系¨“，

在卵巢切除骨质疏松症大鼠模型中，BMP4蛋白水

平降低。它们在人类软骨内成骨形成的发病中起着

重要的作用，还参与肌肉发育、骨矿化等过程。

POsTN在许多组织中都存在，作为成骨细胞及其前

体细胞分泌产生的一种黏附分子，POsTN可促进成

骨细胞及其前体细胞在骨膜聚集、分化¨⋯。此外，

它还被认为是机械应力相关基因¨“，肾阳虚证组

PCDHB5，6、BMP4以及POSTN表达水平均降低，影
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响了成骨细胞的分化，加速骨的流失。

总之，本研究在骨质疏松症与中医证型相结合

的基础上，应用基因芯片技术研究绝经后骨质疏松

症肾阳虚证的基因表达谱。结果表明，绝经后骨质

疏松症肾阳虚证与免疫、骨钙代谢、细胞信号转导等

相关，与其他疾病的肾阳虚证有相似之处，但也有自

己的特点，这可能与笔者取材来自骨组织有关。肾

阳虚证患者多免疫力低下的分子实质可能与免疫功

能相关基因表达下降相关；而在其他骨钙代谢、离子

通道、转运蛋白等相关基因方面，也表现出基因表达

的紊乱。本研究只是对原发性骨质疏松症肾阳虚证

关联基因的初步探讨，今后笔者将以“异病同证”为

思路，同时从其他疾病的肾阳虚证入手，进一步探讨

肾阳虚证的分子内涵。
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