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应用基因芯片技术筛查针刺人迎穴对原发
性高血压大鼠下丘脑基因表达谱的影响

郭妍摇 石学敏摇 赵瑞利摇 芦娟摇 马田

揖摘要铱 摇 目的 摇 本实验从基因芯片层面探讨针刺人迎穴对自发性高血压大鼠( spontaneous
hypertensive rats,SHR)下丘脑基因表达的效应差异。 方法 摇 将 20 只 SHR 随机分为人迎组和模型

组,另取 10 只 WKY 大鼠作为空白对照组。 人迎组每日针刺人迎穴并施以捻转泻法,模型组和空白

组不进行针刺干预,并对大鼠每四天测量血压一次,实验共 28 天。 结束后取材进行基因芯片分析。
结果摇 空白组血压无明显变化,模型组血压与空白组相比显著升高(P<0. 01);人迎组血压虽未降至

正常,但与模型组相比,差异具有统计学意义(P<0. 01)。 芯片结果显示:不同组别之间显示出基因

表达的差异性。 与空白组相比,模型组的数据分析显示有 129 个基因上调,243 个基因下调;与模型

组比较,人迎组有 167 个基因上调,188 个基因下调。 结论摇 针刺人迎穴对 SHR 有明显的降压效应,
对大鼠下丘脑的基因表达有一定影响,其机制可能与针灸抗高血压原理有关。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To explore the variance in gene profiles of hypothalamus in SHR by
acupuncture at Renying ( ST9) from the perspective of gene chip. Methods 摇 Twenty Spontaneously
Hypertensive Rats(SHR) were randomly divided into Renying (ST9) group and model control group, and
ten WKY rats were used as blank group. The acupuncture intervention was applied to Renying group
everyday. The model group and normal group rats received no treatment. The blood pressure was measured
every four days, the experiment lasted for 28 days. Gene microarray was performed after completion of the
study. Results摇 There was no significant change in the blood pressure of the blank group, and the blood
pressure of the model group was significantly higher than that of the blank group (P<0. 01). Compared
with model control group, blood pressure of Renying (ST9) group did not drop to normal, but the blood
pressure was remarkably decreased (P<0. 05), the difference was statistically significant (P<0. 01).
Gene microarray results showed differences in gene expression between different groups. Compared with the
blank group, there were 129 genes up鄄regulated and 243 genes down鄄regulated of the model group;
compared with the model group, there were 167 genes up鄄regulated and 188 genes down regulated of
Renying (ST9) group. Conclusion摇 Acupuncture at Renying(ST9) has a significant hypotensive effect on
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SHR, and has a certain effect on the gene expression of hypothalamus in rats, and its mechanism may be
related to the antihypertensive principle of acupuncture.

揖Key words铱摇 Acupuncture;摇 Renying point( ST9);摇 Primary hypertensive;摇 Hypothalamus;摇
Gene chip

摇 摇 原发性高血压简称高血压,以舒张压和(或)
收缩压升高为主要临床表现,病因复杂,多伴有心

脏、血管、脑和肾脏等器官功能性或器质性改变的

全身性疾病。 血压升高主要是由于动脉阻力血管

功能或结构的改变,导致外周血管阻力增加,左心

室的后负荷加重,心室壁增厚甚至恶化,导致左心

室结构和功能发生改变,主要会引起心室肥大、冠
脉重建、心绞痛、心肌梗死和心力衰竭等一系列严

重心血管疾病[1] ,因此治疗高血压及其对靶器官

心脏的损害刻不容缓。 随着社会经济的发展,工
作压力增大及人们生活方式的改变,高血压的患

病率呈持续增长趋势,有效平稳地控制血压已经

成为全球重要的公共卫生问题之一[2] 。 在疾病发

生的过程中,大多伴有多种基因的改变[3] ,但各种

针对血压干预的方法是否逆转了基因的改变或影

响基因向病态发展,这方面的研究少之又少。 针

刺目前已成为一种治疗高血压病较理想的重要手

段,并且深受广大患者的欢迎。 而对近年来针灸

的临床进展的观察得知,针刺可以通过调节免疫

系统从而影响交感神经兴奋性[4] ,调节血管内皮

异常功能[5] ,调节外周血管的压力[6] ,调节肾素-
血管紧张素 -醛固酮系统,增加血浆中钠钾排

泄[7] ,改善胰岛素抵抗状态[8] 等途径来达到降压

效果。
基因芯片技术是一种分析基因表达的新方法,

具有高灵敏度、高通量等特性。 它能在检测基因表

达多样性的同时,为研究高血压多基因表达的影响

提供了一个平台[9]。 这是一种从基因水平探知高

血压发病原理的高科技方法。 本课题组以 SHR 作

为研究对象,针刺人迎穴为主要干预手段,运用基

因芯片技术,筛选出与血压相关的差异表达的基

因,从基因层面探究高血压的发病原理,针刺降压

及对下丘脑的保护作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物与分组

SPF 级 9 周龄自发性高血压大鼠( spontaneous
hypertensive rats,SHR)雄性 20 只,体重 180 ~ 200 g,
按照随机数字表分为人迎组和模型组,每组10 只。

另取同体重 SPF 级 9 周龄 Wistar Kyoto(WKY)大

鼠 10 只作为空白对照组。 动物均由北京维通利

华 实 验 动 物 中 心 提 供, 许 可 证 号: SCXK
(京)200223。
1. 2摇 主要仪器和试剂

一次性毫针(0. 16伊7 mm)购自北京中研太和

医疗器械有限公司;型号为 BP鄄6 的无创血压仪购

自成都泰盟生物仪器有限公司;冻存管购自北京

健力园科技有限公司;超净操作台生产于北京亚

泰科隆仪器有限公司;手术器械、移液枪及型号为

ACS鄄5 的电子秤均由北京中医药大学针灸推拿学

院提供。 生理盐水、水合氯醛、无水乙醇购自天津

市科密欧化学试剂中心;多聚甲醛购自常德市华

生医疗器械有限公司;液氮购自中国计量科学研

究院。
1. 3摇 取穴

根据《实验针灸学》教材选取双侧人迎穴:颈部

三角区,当胸骨舌骨肌与胸锁乳突肌上缘交点,约
颈总动脉分叉处,即两侧下颌骨隅突连线下 8 mm,
前正中线旁开 3. 50 mm,左右各一。
1. 4摇 干预方法

人迎组:将大鼠置于自制鼠套中束缚,以右手

为刺手,针刺双侧人迎穴,直刺约 4 ~ 5 mm,进针后

行捻转泻法 1 分钟,留针 19 分钟。 (每天中午 12 点

进行一次,共操作 28 天,所有针刺操作均由 1 人完

成)。
模型组及空白组:分别将大鼠放入自制鼠套中

20 分钟,不作任何针刺干预。
1. 5摇 血压测量

测压前,检测无创血压仪是否运转正常,仪器

是否灵敏。
将固定于鼠笼的大鼠放入 36益 左右的预热箱

约 15 分钟,开始测量其尾动脉收缩压,动作要轻柔,
不能激惹大鼠,测压过程中保持安静,以免血压不

稳定。 在正式测量血压之前,可进行训练若干次,
待大鼠熟练适应后开始实验。

实验前一天,各组大鼠用无创血压仪测量尾

动脉收缩压,共测量 3 次,取平均值并记录。 在针

刺干预治疗进行中的第 1、5、9、13、17、21、25 和 28
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天分别测量其尾部收缩压,每只大鼠 3 次,取平均

值作记录。
1. 6摇 实验取材

三组大鼠在麻醉状态下取材并处死,每组大鼠

取 2 只全脑置于固定液中以备做形态学检测,其余

大鼠则迅速取出下丘脑,用 4益 0. 9%生理盐水冲洗

后用滤纸吸干于液氮中固定,保存于-80益冰箱中

待检。
1. 7摇 基因芯片检测

分别将人迎组、模型组和空白组的 24 只大鼠

全部下丘脑组织样本取出 100 mg,研磨成均匀粉

末状,应用 mirVana miRNA isolation 技术从中提取

总 RNA,并对其质量和纯度进行鉴定。 严格依照

Affymetrix protocol 试剂盒说明对样本进行操作,于
北京博朗生科技有限公司进行基因芯片的制备、
RNA 标记、芯片杂交和扫描分析[首先进行 cRNA
的制备寅合成 cDNA寅用 RNase H 进行水解寅对

cDNA 进行标记制成基因芯片寅分别用 Affymetrix
Gene Chip 645 系 统 对 芯 片 进 行 杂 交 寅 使 用

Affymetrix Gene Chip 450 系统进行洗染(将未杂交

分子 洗 去 ), 杂 交 成 功 的 分 子 进 行 染 色 寅 用

Affymetrix Gene Chip 7G microarray scanner 进行扫

描]。
1. 8摇 基因芯片数据分析

将扫 描 的 CEL 格 式 图 像 输 入 到 Affymetrix
Expression console software,对基因芯片图像进行数

据分析,应用 Robust Multichip Average 计算方法对

基因数据进行归一化处理之后,用荧光共聚焦显

微镜扫读结果进行比较分析,得到各组基因的荧

光信号强度,由于正确碱基互补双链具有较高的

热力学稳定性,因此,探针与样品分子在某位点配

对有差异时,该位点的荧光强度就会有所不同。
将空白组与模型组、模型组与人迎组的基因的荧

光信号强度进行比较,并用 Transcriptome Analysis
console 对比值进行分析,判断基因差异表达的标

准及筛选出样本之间的差异表达基因:两个基因

比值的 fold change逸1. 5 为表达上调,fold change
臆-1. 50 为表达下调,-1. 50 ~ 1. 50 之间为不存在

显著表达差异。
1. 9摇 统计学处理

应用 SPSS 20. 0 统计软件进行数据处理,血压

为计量资料,符合正态分布,以均数依标准差( x依s)
表示。 各组间差异方差齐,采用单因素方差分析

(One鄄Way ANOVA), 两 两 比 较 用 LSD鄄t 检 验。
P<0. 05为差异具有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 各组大鼠血压的变化

28 天干预治疗结束后,可以看到模型组的收缩

压明显升高。 与空白组比较,人迎组在第 1、5、9、
13、17、21、25 和 28 天所测收缩压中明显持续升高,
差异具有统计学意义(P<0. 01)。 与模型组对比,人
迎组在干预过程中第 1、5、9 天收缩压有所降低,具
有统计学意义(P<0. 05),在第 13、17、21、25 和 28
天显著降低,具有统计学意义 (P < 0. 05)。 详见

表 1。
2. 2摇 基因芯片筛查结果

与空白组相比:模型组共有 372 个差异表达基

因,其中 243 个基因表达下调,129 个基因表达上

调(P<0. 01 且 fold change逸1. 50)。 与模型组比

较:人迎组共有 355 个差异表达基因,其中 188 个

基因表达下调,167 个基因表达上调(P<0. 01 且

fold change逸1. 50)。 在模型组上调同时在人迎组

下调的基因有 75 个(见图 1-A),其中有意义的基

因有 EPHX2、CHI3L1、Acsm3、Tstd1、MGC108823、
Naip5、RGD1310641、Wdr46、Pus71 等。 详见表 2。
在模型组中下调并在人迎组中上调的基因有67 个

(见图1-B),其中有意义的基因有 5鄄HT1A、KLK1、
CBS、 Ifitl、 Cd4、 Pnpla1、 Zcchc9、 Ppp2r4、 Tnnt1 等。
详见表 3。

表 1摇 治疗后各组大鼠收缩压的变化(n=10,x依s,mmHg)

组别 第 1 天 第 5 天 第 9 天 第 13 天 第 17 天 第 21 天 第 25 天 第 28 天

空白组 117. 90依3. 10 118. 60依3. 80 119. 20依3. 20 119. 70依3. 70 120. 90依3. 40 121. 80依3. 30 123. 40依2. 50 124. 90依2. 10

模型组 168. 80依2. 90a 170. 40依2. 90a 172. 70依2. 80a 174. 10依2. 60a 175. 40依2. 70a 178. 60依2. 80a 182. 80依3. 00a 186. 60依3. 30a

人迎组 168. 00依3. 20a 167. 20依3. 90a 167. 80依4. 40ab 169. 20依3. 60ac 170. 40依3. 60ac 173. 90依2. 80ac 176. 90依2. 70ac 179. 80依2. 40ac

注: 与空白组相比,aP<0. 01;与模型组相比,bP<0. 01,cP<0. 05。
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摇 注:图 A:模型组 / 空白组中上调的基因与人迎组 / 模型组中下调

的基因;图 B:模型组 / 空白组中下调的基因与人迎组 / 模型组中上调

的基因

图 1摇 三组差异基因的表达结果比较

表 2摇 在模型组中表达上调,同时在人迎组下调的基因

Gene abbr FC1 FC2

EPHX2 1. 83 -1. 81
CHI3L1 3. 07 -2. 91
Acsm3 4. 25 -4. 30
Tstd1 2. 68 -2. 73

MGC108823 2. 26 -2. 64
Naip5 2. 53 -2. 38

RGD1310641 1. 67 -2. 18
Wdr46 2. 07 -2. 13
Pus71 2. 04 -2. 04

Znrd1as1 2. 21 -1. 97
RT1鄄CE5 1. 55 -1. 95
Retsat 1. 65 -1. 93

注: Gene abbr:基因缩写;FC1:基因在模型组的表达水平 / 基因在空

白组的表达水平;FC2:基因在人迎组的表达水平 / 基因在模型组的

表达水平。

表 3摇 在模型组中表达下调,同时在人迎组上调的基因

Gene abbr FC1 FC2

5鄄HT1A -1. 55 1. 54
KLK1 -1. 66 1. 90
CBS -1. 53 1. 61
Ifitl -2. 98 2. 82
Cd4 -2. 78 2. 77

Pnpla1 -2. 32 2. 72
Zcchc9 -2. 56 2. 55
Ppp2r4 -2. 40 2. 49
Tnnt1 -2. 28 2. 46
Slc11a1 -2. 47 2. 17
Apold1 -1. 83 2. 08
Setd4 -1. 81 2. 00
Creg1 -2. 06 1. 93

Vom2r57 -1. 69 1. 92
Ooep -1. 74 1. 88

注: Gene abbr:基因缩写;FC1:基因在模型组的表达水平 / 基因在空

白组的表达水平;FC2:基因在人迎组的表达水平 / 基因在模型组的

表达水平。

3摇 讨论

高血压的普遍性和随之带来的并发症的高风

险使之成为重要的公共卫生问题[10]。 在预防治疗

方面,大量的动物实验和临床研究报道了针刺治疗

高血压的有效性[11鄄14]。 因此本实验以针刺人迎穴

为研究平台,采用基因芯片技术分析了干预后大鼠

靶器官中整个基因组的基因表达,发现其中存在着

特殊而显著的改变。 在所获得的 372 条差异表达基

因中,上调基因 129 条,下调基因 243 条,其中课题

组挑出了与模型组和人迎组密切相关的基因 20 条,
按其作用和功能可将这些基因归类,现就其中较重

要的两类分别进行讨论分析。
3. 1摇 免疫方面的炎症介导

炎症已被公认在高血压和心血管疾病中发挥

着重要的病理生理作用,它参与的许多过程均能使

血压升高。 在病理状况下,炎症介质能损伤血管内

皮的屏障功能致使血管通透性增高,增加了表面粘

附因子的表达,同时也促进了单核细胞的聚集粘附

以及泡沫的形成,会导致大血管动脉粥样硬化[15]。
而在脉管系统中,炎症可以促进平滑肌细胞的增

殖,在血管重构中起着一定作用[16鄄18]。 再者,脑部

拥有许多复杂的神经网络,能通过神经递质调整交

感-迷走神经的平衡,从而调节心血管系统以及中

心和周围的血液流通[19],因而与高血压的治疗密切

相关。 神经递质介导方面,针灸效应可能是通过神

经-内分泌-免疫网络实现的,针刺人体特定穴位会

直接或间接刺激神经受体,通过中枢神经系统诱导

内分泌和体内系统部分化学物质的改变,引起一系

列细胞免疫和体液免疫[20鄄21]。 也有研究表明,针刺

可以激活细胞间和细胞内的信号转导过程,而细胞

的局部电活动,可能与细胞骨架或部分受体受到激

活作用有关[22]。
在所挑选的 20 个基因中与高血压密切相关的

Klk1、5鄄HT1A、CBS、 Ifit1、CD4、Pnpla1、Ppp2r4 等基

因在模型组下调的同时在人迎组上调,其中与炎症

方面相关的基因有 CD4、 Ifit1、 KLk1。 有研究表

明[23鄄26],CD4+、CD25+等因子的数量减少和(或)功

能降低,与原发性高血压的发病存在一定联系,其
发生的可能机制是针刺能刺激相应感受器,促进细

胞因子及化学成分的产生,介导体液免疫应答,从
而提高外周 CD4 的数量和功能,降低了炎症细胞在

中枢神经系统和血管周围组织的渗透,同时减少了
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炎症因子的产生,对高血压起到一定的免疫治疗作

用[23 ,27]。 基因 Ifit1 在功能分类上属于调控蛋白,可
以被 IfN 诱导产生,但其作用机制与 CD4 相类似,在
一定程度上能促进自身免疫中 Th2 的亚单位 IL鄄4
和 IL鄄10 细胞因子的分泌,从而增强体液免疫应答,
提高 CD4 含量[28],达到免疫治疗的效果。 本实验

研究结果显示,CD4 和 IfN 在模型组表达下调的同

时在人迎组表达上调,与这两条基因的其他研究成

果相一致,都说明了针刺人迎穴可抑制高血压的发

展。 组织缓激肽释放酶(kallikren鄄1,KLK1)由丝氨

酸蛋白酶分解产生,是肥大细胞和血小板在最初的

炎症过程[29]。 它能刺激产生和释放炎性介质,如粘

附分子、细胞因子、前列腺素、一氧化氮和自由基等

参与高血压、 炎症、 心血管疾病的内稳态等活

动[30鄄31]。 大量研究报道, KLK1 可大范围降低血

压[32]。 结合的实验结果显示:与空白组相比,模型

组大鼠的 KLK1 基因显著减少,同时这也符合对高

血压患者的临床研究,即高血压时 KLK1 含量较

低[33],而针刺人迎穴可以增加基因 KLK1 的表达。
有临床研究也显示针刺可以显著降低下丘脑中细

胞激素的水平[34]。 以上研究结果均说明针灸具有

抗高血压类作用,其作用机制可能涉及促炎性细胞

因子的抑制作用[35]。 因此课题组推断,人迎穴可以

改善高血压状态,抑制基因的表达。
3. 2摇 调节细胞周期的核转录因子

PP2A 可以双向调节细胞周期,目前研究认为

它具有肿瘤抑制因子的潜在能力[36]。 此抑制功能

与对 DNA 损伤时的反应和信号传导,细胞生长分化

的蛋白去磷酸化作用有关。 PP2A 有关功能是靠其

家族的小亚群来实现的。 而 PPP2r4 作为 PP2A 一

个重要的亚单位[37鄄38],在周期细胞增殖、分化、细胞

调节和 DNA 复制时等有一定关系,其表达异常或基

因突变等均可能影响了正常细胞的增殖。 同为

RNA 转录因子相关的 Pnpla1 基因突变时由它介导

的磷脂酶类的产生也会受到抑制,也就是会数量减

少或功能降低,导致部分功能缺失、皮肤屏障受损,
甚至可能致使大鼠过早死亡。 在干预 28 天以后,基
因 Pnpla1 在模型组大鼠表达下调,在人迎组表达上

调,间接证实了针刺人迎穴对下丘脑中 Pnpla1 的表

达有一定影响,从而对高血压病情的发展有重要作

用[39鄄41]。 因此课题组推测,针刺人迎穴影响了多条

基因在下丘脑中的表达,是其对心血管重构和血压

调节影响的原因所在。

3. 3摇 影响神经递质的调控

下丘脑拥有许多复杂的神经网络,它通过神经

递质调节中枢和周围的血液流通。 电生理学研究

表明,下丘脑是心血管核心的重要组成部分,它通

过不同的神经递质调控交感-迷走神经的平衡来调

节心血管系统[42]。
5鄄羟色胺受体是一种调节心血管反应并且拥有

176da 生物单胺分子量的受体[43]。 5鄄HT1A 能激活

脑干和脊髓,通过下行通路抑制交感神经活性,降
低血压,减缓心率[44]。 脑干中 5鄄HT1A 受体的激活

引起强有力的选择性抑制高血压和交感神经的反

应,刺激并诱发背内侧的下丘脑核团[45]。 H2S 是在

中枢神经系统内产生硫化氢的主要酶类,能调节交

感神经系统。 硫化氢是一种内皮依赖性血管舒张

因子,它能改善周围血管的舒张功能[46]。
本实验数据显示,与空白组相比,模型组大鼠

体内的基因 5鄄HT1A 和 Cbs 表达降低,人迎组干预

后,5鄄HT1A 和 Cbs 的表达明显增多。 这表明,针刺

人迎穴可以调节基因 5鄄HT1A 和 Cbs 在 SHR 下丘脑

内的表达。 在针灸领域,脑干中心血管相应区域的

躯体感觉神经的诱发是通过一系列神经递质系统

活动的,基本上使神经改变活动恢复到一个稳定的

基线水平[47]。 因此课题组推测,针刺人迎穴可以影

响 5鄄HT1A 和 Cbs 等兴奋性和抑制性神经递质在中

枢神经系统中释放,从而改变感觉信息传递的过

程,最终降低血压,使血压和心血管功能正常化。
综上所述,针刺人迎穴能明显降低 SHR 的血

压,影响下丘脑中 355 条基因的表达,其中部分基因

和原发性高血压的病情发展密切相关。 本实验的

创新点在于采用针刺人迎穴干预,利用基因芯片技

术从基因层面进行研究;它可以在同一时间检测大

量基因的表达,正好适用于研究多基因影响的高血

压疾病,同时可以从分子水平全面而深刻的探明针

刺的作用机制,符合了中医治疗疾病的整体观念。
根据本实验结果推测,针刺人迎穴对抗原发性高血

压的可能机制是其影响了部分基因的表达,通过调

节炎症、神经递质及其受体、交感神经兴奋性等影

响血管重构以及其相关功能,从而对高血压达到一

定治疗效果,并且为以后同方向的科研提供了思路

和相关材料,对临床也有较为可行的指导意义。 下

一步工作有必要对基因芯片分析获得的差异表达

基因做进一步验证。
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保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠尿蛋白
及尿 Nephrin、Podocin 排泄的影响

唐珑摇 王悦芬摇 赵文景摇 孙雪艳摇 崔方强摇 孟元摇 赵静摇 蔡朕摇 王晖摇 申子龙

揖摘要铱 摇 目的摇 观察不同剂量的保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠尿蛋白、尿 Nephrin、尿
Podocin 排泄的影响,探讨本方对糖尿病肾病的作用机制及最佳剂量。 方法 摇 将链脲佐菌素

(streptozocin,STZ)建立的早期糖尿病肾病大鼠模型随机分为正常组、模型组及中药高、中、低剂量

组。 用药 8 周后,检测各组大鼠血糖、尿糖、尿白蛋白及尿 Nephrin、Podocin 的水平,并将尿 Nephrin、
Podocin 的排泄浓度与尿白蛋白做相关性分析。 结果摇 药物干预 8 周后,中药各剂量组大鼠的血糖、
尿糖、尿白蛋白水平较模型组有降低趋势,但组间差异无统计学意义(P>0. 05);中药各剂量组大鼠

尿 Nephrin、Podocin 排泄均低于模型组,其中中药中剂量组、中药高剂量组尿 Nephrin 排泄明显低于

模型组(P<0. 05),但二者组间差异无统计学意义(P>0. 05);Pearson 相关分析显示尿 Nephrin、尿
Podocin 排泄呈正相关( r=0. 517,P<0. 05),且二者均与尿白蛋白水平呈正相关( r=0. 746,P<0. 05)。
结论摇 保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠足细胞可能存在保护作用,其中对尿 Nephrin 排泄的影响

可能先于尿白蛋白出现。
揖关键词铱 摇 糖尿病肾病;摇 保肾通络方;摇 尿 Nephrin;摇 尿 Podocin;摇 足细胞
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