
环球中医药２０１３年１０月第６卷第１０期　 Ｇｌｏｂａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１３，Ｖｏｌ ６，Ｎｏ １０ ７５９　　

梦，烦躁紧张，注意力不集中等症，舌红苔薄黄脉弦亦为肝郁
化热之征象。选方用药上以疏肝理气为主，用柴胡、枳壳、郁
金、香附、川楝子以疏肝理气，配以疏肝清心之栀子、丹皮、黄
芩、菊花、薄荷，化裁中加连翘以泻六经之火，佐以肉桂引火
下行，砂仁、鸡内金、炙甘草以和脾胃，诸药合用，共奏疏肝解
郁，清心安神之功。
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基于全转录组测序技术的转录组学在中医药
领域的应用前景分析
陈惠　 辛丽丽　 龚婕宁

【摘要】　 转录组学以其在全基因组转录水平上整体性、系统性的研究特点在中医药研究中发
挥了重要作用，近年来兴起的全转录组测序（ＲＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡＳｅｑ）技术使转录组学研究进入
了数字化、信息化的时代。本文总结归纳了ＲＮＡｓｅｑ技术在转录组学中的优势，其整体性、系统性、
个体组织差异性、时间独立性等优势改善了以往单基因研究不能切合中医学整体观念的不足；着重
探讨了基于ＲＮＡｓｅｑ技术的转录组学在中医学理论及方药研究等方面的应用现状及前景，对其在
中医辨治理论实质研究、方药有效成分的筛选和作用机制研究及临床用药安全评定体系等方面的
应用策略进行了分析，并提出了初步的实验方案。
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　 　 近年来，功能基因组学技术已经广泛运用于动
植物生理生化、肿瘤与干细胞、动植物分子育种及
中医药研究等领域，并促进了相关领域的发展。功
能基因组学研究包括转录组学、蛋白质组学、代谢
组学研究，转录组学的研究是其中最为重要的一部
分。在中医药研究中，随着分子生物学前沿技术的
大量应用，人们已经从多层次、多角度对中医学的
辨治理论及方药的作用机制进行了深入探讨，取得
了众多令人瞩目的研究成果。鉴于转录组学在功
能基因组学中所处的重要地位，笔者认为，将转录
组学的新方法———全转录组测序（ＲＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅ，
ＲＮＡＳｅｑ）技术应用于中医药研究，可以促进该领域
的快速发展［１］。

近几年，ＲＮＡｓｅｑ技术迅速发展，２０１２年美国
推出了ＴｏｔａｌＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＮＡｓｅｑ试剂盒，一个完整的转
录组测序只需约５ ｎｇ的总ＲＮＡ样品（含有ｒＲＮＡ）
且不需要片段化ＲＮＡ［２］，甚至能完成单细胞水平的
转录组分析［３］。同年国内华大基因也推出微量转
录组测序技术（ＴｒｕＳｅｑ），从而实现了高效、稳定的微
量转录组测序。成熟的转录组分析技术，尤其是新
兴的ＲＮＡｓｅｑ技术，以其整体性、系统性、个体组织
差异性、时间独立性等优势，可以更好的从基因水
平阐明中医学的辨治原理、方药的作用机制等问
题。尤其是该方法改善了以往单基因研究不能切
合中医学整体观念的不足，因而是当前中医药研究
应当重视的重要方法。
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技术在转录组学中的优势
转录组研究能够从整体水平研究基因功能以

及基因结构，揭示特定生物学过程以及疾病发生过
程中的分子机理。转录组学提出之初采用的是基
因芯片法，它利用固定探针与样品（ｃＤＮＡ）进行分
子杂交，根据杂交图谱荧光信息的强弱测定基因的
表达丰度。该技术在过去几年里以其操作简便、快
速和低廉的特点成为转录组分析的主导技术。但
基于芯片技术只限用于已知基因序列，无法检测新
的ＲＮＡ，也就无法应用到还未完成全基因组测序和
基因注释的物种上；而且杂交技术灵敏度有限，不

能很好地分辨基因序列同源性较高的基因家族和
难以检测低丰度的目标及重复序列，更不能发现异
常转录的基因。因此，在许多情况下不能满足当前
研究的需要。

随着测序技术的发展，ＲＮＡｓｅｑ技术开始逐步
取代芯片技术。该技术首先将细胞中的所有转录
产物反转录为ｃＤＮＡ文库，然后将ｃＤＮＡ文库中的
ＤＮＡ随机剪切为小片段，在ｃＤＮＡ两端加上接头利
用新一代高通量测序仪测序，直到获得足够的序
列，所得序列通过比对或从头组装拼接，形成全基
因组范围的转录谱；同时通过同已有的基因组序列
比对得到基因转录后拼接和修饰的机制；也能通过
基因序列出现的次数来检测基因表达的丰度。

相比较芯片技术，ＲＮＡｓｅｑ技术采用数字化信
号，灵敏度高，能检测到低丰度表达的基因，检测到
单个碱基的差异和对ＲＮＡ表达的定量化研究；测序
成本比基因芯片低；不需要预先设计探针，适用于
所有物种（包括没有全基因组测序的）；而且测序结
果得到的是完整的ＲＮＡ序列［４］。因此，借此可以发
现一些新基因和进一步完成单个碱基水平和全基
因组范围的生物信息学分析和基因功能的研究。
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技术在中医学研究领域中的应用
２ １　 ＲＮＡｓｅｑ技术用于中医辨治理论实质的研究

辨证论治是中医学的精髓，是临床诊治疾病的
重要方法。虽然近年发展迅速的数据挖掘技术促
进了中医学辨证客观化的研究，使得中医证候诊断
标准具有了一定的规范性和客观性［５］，但由于辨证
主要依据病人的主观感觉和医生四诊所得的临床
资料进行综合分析，缺乏深层次的客观标准，所以
“证”的确立与临证医家的思辨能力和诊疗水平密
切相关，很难做到真正意义上的客观化和量化。运
用现代研究技术手段对中医“证候”的本质进行研
究，已经经过了近６０年的过程。在已有的报道中，
有关“证候”实质的转录组研究已有人作了初步的
尝试。例如，马晓娟等［６］经基因芯片分析和ＱＲＴ
ＰＣＲ验证研究血瘀证患者差异基因表达谱，筛选出
差异基因共有４８个。严石林等［７］分析了不同疾病
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肾阳虚证的转录组特征，通过对差异表达基因进行
Ｐａｔｈｗａｙ分析，找出３３２条共同差异表达基因，其中
有注释的基因为１８１条，探讨了肾阳虚证“同证异
治”的生物学基础。这些差异表达的基因为中医证
候本质的研究开启了一扇大门。

在各种先进诊疗设备趋于完善的今天，辨病施
治可以提高医生的诊疗速度与准确度，辅助医生处
方用药。转录组技术尤其是芯片技术以其快速、高
效、灵敏、经济等优点已经在疾病诊断上发挥了巨
大作用。在西医学领域，转录组学已大量运用于疾
病的诊断。中南大学黄进等［８］将分支ＤＮＡ液相芯
片技术应用于胃癌相关基因表达的检测，以用于评
定化疗疗效。约翰霍普金斯大学医学院朱教授对
蛋白芯片技术的应用做了回顾，并举例说明蛋白芯
片技术可以在基础和临床中广泛应用，并发挥巨大
作用［９］。可见，芯片技术已经广泛应用于疾病诊
断中。

辨证论治与辨病施治是当今临床医生诊治疾
病基本方法，其中辨证论治突显中医特色、辨病施
治突显西医特色，中医临床大多强调辨证与辨病相
结合。转录组学利用芯片技术在揭示“证”与“病”
的实质方面已经取得了可喜的成就，但转录组学对
中医证候研究和疾病诊断上本身尚存在许多不足，
如不能适应基因表达的多态性、信息含量不够全
面、敏感性和准确度不够高等；加之芯片技术本身
也存在一些局限性，一种芯片只能检测有限的基因
和诊断一种或几种疾病，对于复杂证候则束手无
策。因此，引入ＲＮＡｓｅｑ技术就十分必要。该技术
能够很好地解决这些问题，通过ＲＮＡｓｅｑ技术可以
获得不同病变组织、不同时间段的基因表达谱，分
析表达谱从而找到一系列差异表达的基因，进而结
合数据库进行基因的功能比对和构建疾病影响的
代谢调控网络［１０］。也可进一步挖掘不同个体病例
的表达谱，结合人类基因组计划，构建一个病例与
整体或组织器官特异表达谱相对应的诊断数据库，
通过病人表达谱数据与数据库中已建立的证型特
异基因表达谱进行生物信息学比较分析，初步对病
人做出诊断［１１］。所以，证候实质的研究还有很多工
作需要完善，首先是标准证型模型的建立，然后是
相关证型数据库的建立，可以设想，倘若中医证型
数据库与疾病数据库均足够庞大，仅通过一次
ＲＮＡｓｅｑ测序，就应当能做到对病人进行疾病和证
候的诊断，并为精确治疗提供指导，从而大大提高

临床疗效。
２ ２　 ＲＮＡｓｅｑ技术用于方药有效成分的筛选和作
用机制研究

中医临床治疗疾病，以中药复方为主要手段。
实践证明，大多数疾病的疗效，是通过大量中药有
效成分来发挥作用的，因此不能通过传统的单靶标
药物筛选来研究中药有效成分，而应从多靶点的研
究策略出发。长期以来，由于中药复方成分过于复
杂，为其机制研究带来很大难度。芯片技术的应
用，为解决这一难题提供了新的手段，迄今已取得
了一定成果。如刘喜德等［１２］研究发现，温化蠲痹汤
干预胶原诱导性关节炎大鼠后，大鼠滑膜基因有
２２２条差异表达，这些差异表达基因主要涉及细胞
凋亡、血管生成、信号转导等。王东生等［１３］构建了
大黄?虫丸治疗动脉栓塞患者前后的基因表达谱，
筛选出了血小板中２４３个差异基因。可见，芯片技
术在方剂的研究上已经突显优势，鉴于ＲＮＡｓｅｑ技
术在各方面更优于芯片技术，因此，ＲＮＡｓｅｑ技术应
用于方剂研究可加快研究进度与准确度。利用
ＲＮＡｓｅｑ技术建立不同方剂处理前后的表达谱数据
库，通过比对现有的研究成果（如ＮＣＢＩ数据库），构
建药物影响的代谢网络通路，进而解析方剂的作用
机制，也许是该领域研究取得突破的关键环节。

几千年的中医药学有其独特的优势，但受到有
效成分及作用机制不明确等因素影响而不能被西
医体系所普遍接受。因此，在中药研究方面，筛选
治疗疾病的有效药物并探讨其作用机制历来是其
重要内容。以肿瘤防治为例，从中药中提取分离得
到的抗肿瘤成分，包括三尖杉碱、紫杉醇、羟基喜树
碱和长春碱类等，已经成为疗效明确的抗肿瘤药
物［１４］。目前，肿瘤防治的相关研究已从单纯的细胞
靶向杀灭逐步向肿瘤微环境方向转移，抑制肿瘤转
移是肿瘤防治的关键环节，中医药在防治肿瘤发生
发展中发挥了较大作用。贺用和［１５］总结了中药和
西药在肿瘤转移的应用情况，并指出中药治疗相较
西药的手术、放化疗等不良反应少，且能减轻病人
的痛苦而更易被患者所接受。孙大志［１６］通过比较
小鼠注射了ＭＮＫ４５胃癌细胞间质液和生理盐水等
对照的实验，证实了中医胃癌痰证理论和细胞间质
相关，从而说明化痰是抑制ＭＮＫ４５胃癌转移的重
要方法。关于肿瘤转移的研究，近几年进展迅速，
继种子与土壤学说之后，肿瘤干细胞与肿瘤转移、
上皮间质转换与肿瘤转移、肿瘤休眠与肿瘤远期转
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移逐步被提出，中医药在抑制肿瘤转移方面作用凸
显，现已发现多种抗肿瘤转移中草药，如白花蛇舌
草、半枝莲、人参、仙鹤草等。另外，很多学者对其
机制也作了初步研究，王秀峰等［１７１８］对近几年中药
及其成分干预肿瘤转移的研究报道进行归纳总结，
其中当归中提取的果胶多糖能够增强机体Ｂ细胞
和巨噬细胞的免疫功能，抑制肿瘤细胞的转移；去
甲斑蝥素通过下调桥粒核心糖蛋白，Ｎ钙黏蛋白，
Ａ、Ｂ连环蛋白的表达降低黏附；吴茱萸碱能够通过
抑制ＥＲＫ的磷酸化来减少ＶＥＧＦ的表达，抑制肿瘤
转移等。鉴于中药的有效成分及抗癌机制研究仍
处在较初级阶段，加快筛选有效抗癌中药，并明确
其有效成分及作用机制是需要努力的方向。在具
体研究中，首先应当从一些有明确抗癌疗效的临床
方药入手来研究中药抗癌机理和有效成分的筛选。
而且，ＲＮＡｓｅｑ技术可以同其它一些分子生物学手
段结合起来，通过构建肿瘤对中药应答的转录谱，
找出差异表达的基因，从而架构信号调控网络。选
择其中一些基因作为药物筛选的ｍａｋｅｒ基因，并结
合荧光定量ＰＣＲ （ＱＲＴＰＣＲ）检测ｍａｋｅｒ基因的表
达量，以之作为检验药物有效性的标准。近来，随
着多能干细胞诱导（ＩＰＳ）细胞体内外诱导分化技术
（该成果已在２０１２年获诺贝尔医学奖）的成熟，为
药物筛选提供了充足的细胞材料［１９］。选取病人的
病变组织细胞，体外诱导成无限扩繁的ＩＰＳ细胞系，
以不同药物组合处理这些细胞并获得细胞的表达
谱数据［２０］，并以ｍａｒｋｅｒ基因的表达情况为检测标
准筛选药物的有效成分，然后在结构生物学、药物
化学、网络药理学的协同应用下，以及采用现代药
物开发技术等，进一步对这些有效成分进行改造和
组合，可以开发出更高效、更健康的抗肿瘤药物。
２ ３　 ＲＮＡｓｅｑ技术用于临床用药安全评定体系的
建立

纯天然的中草药并非是安全无毒的绿色药物。
在肯定中药疗效的同时，必须做好安全性评价体
系，这是中医药走向现代化必备的基础。由于中药
毒性的产生和其药效的作用模式是相通的，因此其
安全性检测也必须强调系统化、动态化和整体
化［２１］。传统中药安全性评价主要采用一般化学药
物的研究思路，即着眼于有效成分（或毒性成分）进
行研究，存在着不可忽视的片面性，同时也没有一
个固定的标准化评定体系，使中药的有效性和安全
性受到一些质疑。针对这一现状，有专家指出在原

有研究的基础上，是否可以借助转录组学技术做进
一步的深入研究，如通过相关ＲＮＡｓｅｑ数据的分
析，检测药物是否引起了一些参与重要代谢途径的
蛋白的表达变化，根据表达量的变化来初步判定这
些药物是否具有潜在毒性，或把表达谱数据与有毒
化合物的毒理效应数据库比对，观察此类中药是否
含有这些毒性化学物质并反应其毒性的强弱程
度［９］。因此，可以把ＲＮＡｓｅｑ表达谱作为临床用药
安全评定的标准之一。
#

　
$%&


'()

技术在中医药领域应用策略分析
如上所述，ＲＮＡｓｅｑ技术数字化、系统化的特点

在中医药研究中可以大展身手，但要使其发挥出更
大的作用，尚应当重视以下关键环节。
３ １　 应加强疾病及病证动物模型的研究

ＲＮＡｓｅｑ技术应用于中医药研究离不开很好的
病证动物模型。目前，一些疾病及中医证候动物模
型的建立及调控尚存在一定难度，并且如何将目的
基因差异表达的程度和疾病时期、药物剂量等联系
起来还不十分清楚，因此ＲＮＡｓｅｑ技术可先与病证
动物模型研究相结合并把研究数据作为人类疾病
诊断和治疗的参考。目前已经利用在组织结构上、
生理代谢上和人体有很大相似性的小鼠、大鼠、小
型猪建立了多种疾病模型［２２］，同时这些模式生物都
已完成了全基因组测序、基因注释，并在很多疾病
上有了较好的分子生物学研究基础，但仍然缺乏公
认、成熟的病证结合模型。因此，加强对疾病和证
候模型的研究，逐步建立和完善病证转录组数据
库，可为中医临床精确诊断、对症下药、同病异治奠
定基础。
３ ２　 应加强对ｍＲＮＡ修饰和蛋白质修饰的研究

目前，转录组学分析还只是停留在转录水平
上。基因组中只有少部分基因表达成ｍＲＮＡ，大部
分基因只是起调控作用，ｍＲＮＡ只是基因调节生命
活动的中间体，更多的生命活动体现在转录后的
ｍＲＮＡ修饰和翻译后的蛋白质修饰上。现有大量研
究表明非编码的ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）起了重要调控作用，
其中研究最热的是ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。ｍｉＲＮＡ是
２２个左右核苷酸序列的小ＲＮＡ，能够靶向调控目标
基因［２３］。郑思道等［２４］的一篇综述很好地概括了
ｍｉＲＮＡ在中医药研究中的进展，ｍｉＲＮＡ参与了中药
有效成分对肿瘤的调控。现有报道人类总共含有
一千多个ｍｉＲＮＡ ［２５］，ｍｉＲＮＡ表达的特异性和时序
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性与中医证候的动态时空特征极其相似，如王阶
等［２６］提出将ｍｉＲＮＡ引入冠心病中医证候的研究，
借助ｍｉＲＮＡ芯片及生物信息学技术，建立和证候相
关的ｍｉＲＮＡ调控网络，为从转录水平研究中医药提
供了新的视角。随着ＲＮＡｓｅｑ技术的发展还会发
现更多参与疾病调控的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，并阐述其调控的
分子机制。另外，蛋白质才是生命活动真正的体现
者，有很多蛋白功能都是在翻译后调控的，如甲基
化、糖基化和磷酸化／去磷酸化等修饰作用，其ＲＮＡ
转录量并没有任何改变。因此，充分利用ＲＮＡｓｅｑ
技术，加强对ｍＲＮＡ修饰和蛋白质修饰的研究，促
进基因组学加深对功能基因和调控基因功能和结
构的认识，进一步丰富各种蛋白质、次生代谢物的
数据库，可以帮助人们在蛋白组学、代谢组学水平
上更深层次地研究中医药学。
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