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"摘要#

!

目的
!

筛选慢性乙型病毒性肝炎"

7W[

#湿热类证潜在
<#234

标志物$方法
!

运用基因芯片技

术!检测
7W[

脾胃湿热证组%肝胆湿热证组%脾虚湿热证组%隐证组及健康对照组的
<#234

!分析获得湿热类

证潜在
<#234

标志物!并对其进行靶基因预测和功能分析$结果
!

获得脾胃湿热证潜在
<#234

表达谱
(

条%肝胆湿热证潜在
<#234

表达谱
$0

条%脾虚湿热证潜在
<#234

表达谱
$-

条&

H+D.<#2.$1)%D

为脾胃湿热

证%肝胆湿热证%脾虚湿热证共有的
<#234

!且均表达上调!差异倍数分别是
)&$'%%1

%

$$&%%'%1

%

)&/1-/0

$

对其进行靶基因预测及功能富集分析!共获得
''%1

条靶基因!功能涉及肝素钠反应%

=,?

信号通路等方面$结

论
!

7W[

湿热类证潜在
<#234

表达谱为
H+D.<#2.$1)%D

$

"关键词#
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慢性乙型病毒性肝炎&湿热类证&
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慢性乙型病毒性肝炎$
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%

是
W[\

持续感染引起的慢性肝脏炎性疾病#病毒性

W[\

表面抗原$

WA+4

G

%和$或%

W[\.V34

持续阳性

)

个月以上)病毒性肝炎是一项世界性的公共卫生问

题#据
=WX1%$-

年报道#全球约有
1&9-

亿
W[\

感

染者$

W[\

表面抗原阳性%#仅
1%$9

年#全球
W[\

及

其并发的肝硬化和肝细胞癌等约致
//&-

万人死亡)

在我国#

7W[

的发病率也长期居于法定传染病的前

列#国家卫生健康委员会疾病预防控制局$

7V7

%

1%$-

年
)

月的数据显示#新增
W[\

约占新增甲乙类传染

病总数的
'%&/̂

#

7W[

的发病人数及病死率仍处于

较高的水平#给社会经济及人民的健康带来较为沉重

的负担#深入开展
7W[

的防治工作仍十分必要)

中医药是中华文明的重要载体#数千年来为华夏

民族的健康保驾护航#中医重视+治未病,#在
7W[

的

防治中具有自身的特色和优势#在准确辨证的前提下

遣方用药#能起到改善患者生存质量#降低肝纤维化

的发生#促进肝功能恢复的作用)中医辨证讲究四诊

合参#但由于
7W[

证候复杂多变#给辨证带来了较大

难度#寻找客观的生物学标志物有利于提高辨证的准

'))1

重庆医学
1%$/

年
-

月第
0-

卷第
1%

期

"
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确性#充分发挥中医药防治
7W[

的优势)大量研究

发现#湿热类证$脾胃湿热证*肝胆湿热证*中焦湿热

证*湿热内蕴证*脾虚湿热证等%是
7W[

的常见证

型&

$.'

'

#因此本研究选择湿热类证中的脾胃湿热证*肝

胆湿热证*脾虚湿热证作为研究对象#筛选其共有的

<#234

#探索湿热类证潜在的表达谱)

C

!

资料与方法

C&C

!

一般资料
!

本研究
9%

例患者来源于成都市公

共卫生中心及上海中医药大学附属曙光医院)设脾

胃湿热证组*肝胆湿热证组*脾虚湿热证组*无证可辨

组*健康对照组#每组各
$%

例)各组年龄*性别等一

般资料比较差异无统计学意义$

!

%

%&%9

%#具有可

比性)

C&D

!

纳入标准

C&D&C

!

7W[

的纳入标准
!

血清
W[+4

G

阳性至少在

)

个月以上(病毒载量阳性(

$

年之内血清学检查丙氨

酸氨基转移酶$

48C

%持续或反复升高(年龄在
$/

"

)%

岁的患者(签署知情同意书#自愿加入实验研究#依

从性较为满意者(在试验进行过程中无计划迁离当前

的试验地点)符合-慢性乙型肝炎防治指南.$

1%$%

年

版%

&

0

'的规定#推荐接受抗病毒治疗的患者)

C&D&D

!

中医证型的纳入标准

C&D&D&C

!

脾胃湿热证组
!

主证!$

$

%脘腹胀闷($

1

%苔

黄腻)次证!$

$

%恶心#厌油#纳呆($

1

%身目发黄#色泽

鲜明或尿黄($

'

%大便黏滞臭秽)辨证要求!具备以上

所有主证的临床证素#即属本证(具备主证$

$

%及次证

$

$

%*$

1

%者(具备主证$

1

%及次证
'

项中的任何
1

项者)

C&D&D&D

!

肝胆湿热证组
!

主证!$

$

%胁肋胀痛($

1

%舌

苔黄腻)次证!$

$

%纳呆呕恶#厌油腻($

1

%身目发黄(

$

'

%尿黄)辨证要求!具备以上所有主证的临床证素#

即属本证(具备主证$

$

%及次证
'

项中的任何
1

项者#

即属本证(具备主证$

1

%及次证$

$

%*$

1

%者#即属本证)

C&D&D&E

!

脾虚湿热证组
!

主证!乏力(纳食减少(舌

苔黄)次证!腹胀脘闷(少气懒言(口苦黏(恶心厌油(

四肢倦怠(尿黄(大便干结或溏垢或先干后溏(脉弦数

或沉弦)辨证要求!主症符合
'

项#次症符合
$

项

以上)

C&D&D&F

!

无证可辨组
!

符合
7W[

的诊断#但症状*

体征隐匿#中医四诊难以明辨证型)

C&D&D&G

!

健康对照组
!

年龄
$/

"

)%

岁#身体质量指

数
$(

"

10O

G

"

<

1

(不嗜烟酒(体格检查无异常#无心*

肺*肝*肾*消化道*代谢异常等病史(女性志愿者排除

怀孕*月经期)

C&E

!

排除标准
!

合并其他类型肝炎病毒和"或
W]\

感染者(合并肝硬化*恶性肿瘤者(确诊为重型肝炎者

$含急性*亚急性及慢性重症肝炎%(合并药物性或中

毒性肝损害*自身免疫性肝炎*遗传
.

代谢性肝脏疾病(

合并有心*肺*肾*内分泌*血液等严重疾病者(怀孕妇

女#哺乳期妇女(有精神疾患#符合中国精神障碍分类

与诊断$

77YV.'

%标准(过敏体质或已知对中药某些

成分过敏的患者(有其他中医类兼夹证者)符合以上

任何
$

条#均不能纳入本临床研究)

C&F

!

方法
!

病例纳入后#采集清晨空腹肘静脉全血#

进行标本预处理后得到血浆
$<8

#由成都博奥独立

医学实验室有限公司的专业技术人员进行检测)本

研究采用基因芯片技术#运用
4

G

#B>,?$(&%

芯片进行

检测#通过对比
9

组
<#234

的表达情况#筛选出差异

显著的
<#234

作为
7W['

种湿热类证的差异
<#2.

34

#将这些
<#234

在
Y#234 CD@

G

>?+;@>!#J?#",

$

F1&%A>?D

%数据库中$

CD@

G

>?+JD,

*

<#2V[

*

CD@[D+>

*

<#2CD@[D+>

%预测靶基因#然后将筛选出来的靶基因

导入富集分析系统里$数据包为
JBL+?>@;@"K#B>@

来自

2

"

A#"J",!LJ?"@

%#采用
5#+H>@

精确检验#挑选落在相

同
TX

与
I

D?HED

M

上的基因数目大于或等于
0

#

!

$

%&%9

#富集程度从大到小的前
'%

个结果#以探索差异

<#234

的功能)

D

!

结
!!

果

D&C

!

7W[

湿热类证潜在
<#234

表达谱
!

脾胃湿热

证组与健康对照组*隐证组比较#共筛选出具有显著

差异的
<#234(

条$

!

$

%&%9

(差异倍数大于
1&%

%#

其中
)

条表达上调#

'

条表达下调(肝胆湿热证组与健

康对照组*隐证组比较#共筛选出具有显著差异的

<#234$0

条#均表达上调(脾虚湿热证与健康对照

组*隐证组比较#共筛选出具有显著差异的
<#234$-

条$

!

$

%&%9

(差异倍数大于
1&%

%#均为表达上调)

H+D.<#2.$1)%D

为脾胃湿热证*肝胆湿热证*脾虚湿热

证
'

组共有的
<#234

$

!

$

%&%9

(差异倍数大于
1&%

%#

在各组中均表达上调#见表
$

)

表
$

!!

'

组湿热证
H+D.<#2.$1)%D

的表达情况

组别
!

差异倍数$

DA+

% 调控方向

脾胃湿热证组
%&%11$% )&$'%%1 L

I

肝胆湿热证组
%&%%%-- $$&%%'%1 L

I

脾虚湿热证组
%&%'')' )&/1-/0 L

I

D&D

!

7W[

湿热类证潜在
<#234

表达谱的靶基因预

测及富集分析结果
!

本研究共获得
H+D.<#2.$1)%D

靶

基因
''%1

条#

TX

富集分析显示#其主要与肝素钠反

应*顺铂反应*肾素分泌*上调
=,?

信号通路#上调纤

维细胞生长因子受体信号通路#正向调节多巴胺的分

泌#上调碱性磷酸酶的活性*核包涵体*非膜生成蛋白

质酪氨酸磷酸酶活性#负向调节
]8.$-

的生成*血管内

皮生长因子激活受体活性*小脑浦肯野细胞分化#活

化蛋白激酶活性等具有相关性)

6RTT

富集分析结果显示#

H+D.<#2.$1)%D

靶基

因主要与
=,?

信号通路*维生素
[

)

代谢*泛素介导的

蛋白水解*甲状腺癌*内质网的蛋白进程*磷脂酰环己

0))1

重庆医学
1%$/

年
-

月第
0-

卷第
1%

期



六醇信号系统*其他类
X.

聚糖的合成*烟酸盐与烟酸

胺的代谢*黏蛋白
X.

聚糖的合成*黑素生成*赖氨酸退

化*亚油酸代谢*肌醇磷酸代谢*肥厚性心肌病*

W>!

G

>H"

G

信号通路*粘多糖合成*乙醚代谢*基底细

胞瘤*

(

亚麻酸代谢*脂肪细胞因子通路等具有相

关性)

E

!

讨
!!

论

!!

中医学并无
7W[

病名#然据其临床表现#可归属

于+黄疸,+胁痛,等病的范畴#中医将
7W[

的病因概

括为湿热*气滞*血瘀*正虚等方面#其中+湿热,最为

常见也最为重要)早在-素问.中就提出+湿热相搏#

民病黄疸,#湿性重着#郁久化热#湿热胶阻#胆汁不循

常道#出于白睛*肌肤*小溲#则发为黄疸(湿热阻滞气

机#故而胁痛*脘腹胀(湿热阻滞#脾失健运#而见纳

差*恶心*厌油(湿热下注#则出现大便黏腻*小便黄

赤(湿热搏结脉道*上犯于舌#可见脉滑数*舌红苔黄

腻)

7W[

以湿热留恋部位的差异#又有脾胃湿热证*

肝胆湿热证*湿热内蕴证等#或有素体脾虚#兼受湿热

疫毒外袭所发之脾虚湿热证#其病因却均不离+湿热,

二字)因此#笔者以+湿热类证,概括上述证型#试图

运用现代生物学技术探寻其潜在的生物学本质)

随着系统生物学*生物信息学的发展#近年来运

用现代生物学技术探索中医证候生物学本质的研究

很多#均从不同的角度寻找了证候的生物学标志物#

有利于中医证候理论的深化)如刘畅&

9

'用代谢组学

方法研究湿热证+异病同证,的物质基础#发现
7W[

差异物质
1-

种*非酒精性脂肪性肝病
1/

种*慢性肾

小球肾炎
10

种#

'

种疾病的湿热证共同变化的物质为

肌苷*鸟苷*天门冬氨酸*油酸甘油酯*乳酸盐)魏嵋

等&

)

'运用血浆蛋白质组学对
7W[

湿热中阻证的研究

发现#差异表达蛋白质血清载脂蛋白
4$

$

4;X.4$

%*

载脂蛋白
40

$

4;X.40

%可潜在作为
7W[

湿热中阻证

诊断*预后标记物及治疗靶点)党思捷等&

-

'从转录组

学角度#探索了
7W[

脾胃湿热证与肝胆湿热证生物

学基础的差异)本研究针对湿热类证中较为常见的

脾胃湿热证*肝胆湿热证#虚实夹杂性质的脾虚湿热

证进行研究#从
<#234

的角度探索湿热类证的潜在

生物学表达谱#是对中医证候生物学标志物的又一

尝试)

<#234

是一类
1%

"

10,?

的非编码
234

#通过

影响
<234

的结构和转录功能#参与多细胞器官基

因表达的转录后调控)

<#234

在人体生理*病理过

程中发挥重要作用&

/

'

#可作为潜在的诊断标志物&

(

'

)

H+D.<#2.$1)%D

在既往的研究报道中#有学者发现其

在强制性脊柱炎&

$%

'患者中表达下调#在狼疮肾&

$$

'中

表达上调#但这些研究均未涉及中医证型)本研究发

现#

H+D.<#2.$1)%D

同时存在于
7W[

典型的
'

种湿热

证型中#且于各组中
57

值存在着差异#说明其在湿热

类证中具有相对的特异性#有助于辅助
7W[

湿热类

证的诊断及鉴别诊断#对其进行进一步研究也有利于

揭示
7W[

湿热类证的本质)本研究对
H+D.<#2.

$1)%D

进行靶基因预测#得到
''%1

条靶基因#功能分

析发现其参与调控
=,?

信号通路*维生素
[

)

的代谢*

肝素钠反应等#其调控湿热类证形成的机制仍待进一

步的研究)
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