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　　现代医学关于中医“证”的本质 , 长期以来未被完全阐

明 , 申维玺等〔1 - 6〕运用分子生物学的理论和方法进行研究 ,

在国内外首先提出了 : 阴虚证的本质是细胞因子 , 其发病学

机制是由于 IL - 1、TNF等细胞因子的生物学活性相对升高、

引起细胞因子网络紊乱的结果。由于细胞因子网络的紊乱 ,

引起机体内发生一系列复杂的病理生理学变化 , 从而出现阴

虚证的临床表现。为证实这一理论研究结论 , 本文选择我院

于 2005 年 1 月～2005 年 7 月住院的肺癌阴虚证患者 , 以外周

血单个核细胞为材料进行了肺癌阴虚证炎性细胞因子基因表

达谱的研究 , 现将结果报告如下。

材料和方法

11 病例分组及诊断标准 : 肺癌阴虚证组 : 选用病理诊断

为肺癌 , 且具有典型阴虚证候的病人 ; 肺癌非阴虚组 : 选用

病理诊断为肺癌 , 不伴有阴虚及其他见证的病人。肺癌的诊

断以术后病理组织学诊断为准 ; 中医虚证辨证标准按照中西

医结合虚证和老年病专业委员会的标准 , 主证 : ①五心烦

热 ; ②咽燥口干 ; ③舌红或少苔、无苔 ; ④脉细数。次证 :

①午后升火 ; ②便结而尿短赤 ; ③盗汗。具备主证三项 , 次

证一项既为阴虚证。

21外周血白细胞总 RNA 的提取 : 下午于病房采肺癌阴

虚证患者的外周血约 10ml , 用淋巴细胞分离液从中分离外周

血中的白细胞 , Trizol 一步法提取白细胞中的总 RNA , 通过

异丙醇沉淀法浓缩 RNA , 并进一步采用 RNeasy mini spin col2

umn试剂盒对总 RNA 进行过柱纯化 , 最后用分光光度计定

量 , 甲醛变性胶电泳质检。

31 芯片制备 : 由北京博奥生物芯片有限责任公司提供包

含 495 个与炎症有关的基因 , 将这些基因用 Genomic Instru2

mentation Services公司芯片点样仪点制在一张 75 ×25 mm、经

过化学修饰的载玻片上。

41 样品 RNA 进行荧光标记 : ①双链 cDNA 合成 : 取 5μg

total RNA , 以 T7 - Oligo ( dT) 15 , (5′- AAACGACGGCCAGT2

GAATTGTAATAC - GACTCACTATAGGCGCTTTTTTTTTTTTTTTTV

- 3 , V 可以是 G、C和 A , 上海博亚生物技术有限公司) 为

引物 , 用 cDNA Synthesis Kit ( TaKaRa , Dalian , China) 合成双
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链 cDNA ; 双链合成以后用 QIAquick PCR Purification Kit (Qia2

gen) 纯化 ; ②体外转录合成 cRNA : 用 T7 RiboMAX Express

Large Scale RNA Production System (Promega) 将双链 cDNA 进行

体外转录合成 cRNA ; 然后用 RNeasy Mini Kit (Qiagen) 纯化 ;

③随机引物反转录 : 取 2μg cRNA , 用 SuperscriptII反转录酶 ,

200 u/μl ( Invitrogen) , 9 Random Primer 进行反转录 , 反转录产

物用 QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 纯化 ; ④ cDNA 用

KLENOW酶标记 : 取 1μg cRNA 反转录产物 , 以 9 Random

Primer 为引物进行 KLENOW 标记 , 标记产物用 QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen) 纯化 , 纯化后抽干。Cy5 - dCTP 、Cy3

- dCTP ( Amersham Pharmacia Biotech , Inc1 , Piscataway , NJ ,

USA) ; dNTP , 10mMeach ; Random Primer DNA Labeling Kit

(TaKaRa , Dalian , China) ; Random Primer , 9mer。

标记的 DNA 溶于 30ml 杂交液中 (3 ×SSC , 012 %SDS , 5

×Denhart’s , 25 %甲酰胺) , 于 42 ℃杂交过夜。杂交结束后 ,

先在 42 ℃左右含 012 % SDS , 2 ×SSC的液体中洗 5 min , 而后

在 012 ×SSC中室温洗 5 min。玻片甩干后即可用于扫描。芯

片用LuxScan 10K/ A双通道激光扫描仪进行扫描。

51 芯片图像的采集与数据分析 : 采用 GenePix Pro 410 图

像分析软件对芯片图像进行分析 , 把图像信号转化为数字信

号 ; 然后对芯片上的数据用 Lowess 方法进行归一化 ; 最后以

差异为两倍的标准来确定差异表达基因。

结 　　果

11 总 RNA 提取结果 : RNA 样品电泳条带清晰 , 28S 比

18S的亮度接近 2∶1 , 样品质量符合实验要求。

21 生物信息学分析结果 :筛选出肺癌无阴虚与肺癌阴虚

证组间表达差异相差两倍以上的基因有 120 条 ,肺癌阴虚证较

肺癌非阴虚证表达上调的炎性细胞因子基因有 86 条 ,肺癌阴

虚证较肺癌非阴虚证表达下调的炎性细胞因子基因有 34 条。

本实验筛选出来基因隔 (以 Genbank 号表示) 初步归类为 : (1)

表达增加的基因 :白细胞介素 (interleukin , ILs) 类 , IL - 1、IL - 8

及其受体、IL - 6、IL - 7、IL - 25 等 ;肿瘤坏死因子 (Tumor necro2

sis factor)超家族 ,TNFα、TNFβ等 ;干扰素 ( Interferon) 家族 , IFN -

γ等 ;其他类 :如趋化因子 (MCP) 、成纤维细胞生长因子 ( FGF)

超家族成员及细胞因子上下游信号传导过程中相关的酶、激

酶、转录因子等的基因表达谱等等。(2) 表达降低的基因 :白

细胞介素类 , IL - 1Ra、IL - 2、IL - 11 受体、IL - 24 ;肿瘤坏死因

子超家族成员 ,Fas 配体 ,TNF 受体相关因子 ;其他基因 :转化

生长因子β受体 Ⅲ,趋化因子受体 ,淋巴细胞毒素 ,CD3E 抗

·57·

　医学研究杂志 　2006 年 3 月 　第 35 卷 　第 3 期 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　·中西医结合·

© 1994-2011 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



原 ,骨形态蛋白 6 等等。

讨 　　论

实现中医药的现代化和国际化是我国政府的一贯要求 ,

半个世纪以来 , 国家投入了巨大的财力进行研究 , 但至今未

能取得根本性突破。国内外西医学术界至今仍然不能理解中

医证药理论的科学内涵 , 阻碍了国家中医药现代化事业的前

进步伐。因此 , 用现代医学理论和技术研究和阐明中医证的

本质 , 以早日实现中医药理论的现代化是国家的重大战略性

需求。本研究以继承和发展中医基础理论为主旨 , 以中西医

结合基础的创新性研究为主题 , 在继承原有中医阴虚证理论

的基础上 , 以肺癌阴虚证为突破口 , 采用现代医学理论和技

术研究和阐明阴虚证的本质和发病学机制 , 为中医其他证型

本质的研究提供可以借鉴的模式 , 对于早日实现中医药理论

的现代化具有重要意义。

本研究利用含 495 个与炎症有关基因的基因芯片 , 对肺

癌阴虚证患者外周血白细胞炎性细胞因子的基因表达谱进行

研究 , 发现肺癌阴虚证病人中 TNFα、TNFβ等的表达较对照

组均升高 , IL - 1、IL - 8 及其相应受体、TNFα、TNFβ等的表

达较对照组均升高 , 而 IL - 1Ra、IL - 2 等的表达较对照组降

低 , 这说明在肺阴虚证的发生发展过程中 IL - 1、TNFα、IL -

8 等致炎因子和 IL - 1 Ra、IL - 6 等抑炎因子可能起着更重要

的作用。

综上所述 , 机体内的 IL - 1、TNF 等和 IL - 1Ra、IL - 6

等相互影响、相互作用形成了免疫调节网络。肺癌阴虚时 ,

IL - 1、TNF等细胞因子基因表达增强 , 其生物学活性相对或

绝对升高 , 而 IL - 6、IL - 1Ra、血中可溶性细胞因子受体等

不能有效地予以拮抗时 , 就会出现 IL - 1、TNF 等细胞因子

活性升高的病理改变和临床症状 ; 同时 , 由于整个免疫网络

失衡 , 导致阴虚症候的出现。

这一实验研究结果与申维玺等提出的阴虚证本质的理论

研究结论相符合〔1～3〕: 阴虚证的本质是由于细胞因子调控网

络的本质性功能紊乱 , 引起机体各个系统、器官、组织和细

胞都发生一系列的继发性变化 , 从而出现阴虚的各种病理生

理改变和临床表现等理论研究结基本相符。初步验证了阴虚

证的本质是细胞因子网络紊乱的理论研究结果。
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玉丹荣心丸治疗儿童病毒性心肌炎疗效观察

大连市友谊医院儿科 (116001) 　杨霏霏

　　小儿病毒性心肌炎是临床上心肌炎中最常见的一种。所

谓病毒性心肌炎 , 即病毒侵犯心肌 , 造成心肌细胞变性、坏

死和间质炎症。当机体抵抗力下降时 (如细菌感染、营养不

良、精神创伤、不合理的运动等) , 病毒急剧繁殖 , 大肆进

攻 , 直接损害心肌 , 造成心肌病变。尤其是重型即暴发型心

肌炎 , 常以其他系统症状其病 , 容易造成漏诊和误诊 , 且病

情进展快 , 病死率高 , 引起关注。

引起心肌炎的病毒甚多 , 特别是柯萨奇病毒 B 组引起的

心肌炎最多见〔1〕。典型的病儿在心肌炎出现前数日或 1～3

周 , 有呼吸道及胃肠道症状 , 如发热、咳嗽、咽喉疼痛、恶

心、呕吐、腹胀、腹痛、腹泻等 , 常伴肌痛、关节痛或皮

疹 , 随之而来的可有心肌炎表现 : 年长儿自诉头晕、心悸、

心慌、胸闷、心前区不适或疼痛 ; 一般病儿仅表现为乏力、

苍白、多汗、神萎、食欲不振。严重者除上述表现外 , 还出

现呼吸困难以及心脏衰竭表现。有时骤然发病 , 出现胸痛、

面色灰白、冷汗、四肢厥冷、皮肤花斑、脉细而不规则、血

压下降等心源性休克的危险症状。

我院儿科 2002 年 6 月～2004 年 1 月共收治病毒性心肌炎

患儿 54 例 , 其中配合玉丹荣心丸治疗 28 例 , 获得较好疗效 ,

现总结如下。

资料与方法

11 一般资料 : 选择 2002 年 6 月～2004 年 1 月于我院诊治

并坚持随访的病毒性心肌炎 (VMC) 患儿 54 例 , 男 29 例 ,

女 25 例。均符合 1999 年在昆明召开的全国儿科心血管学术

会议上制订的诊断标准〔2〕。按单纯随机抽样法分成观察组和

对照组 , 其中观察组 28 例 , 男 15 例 , 女 13 例 , 2～6 岁 9

例 , 7～15 岁 19 例。对照组 26 例 , 男 14 例 , 女 12 例 , 2～6

岁 8 例 , 7～15 岁 18 例。两组患儿病程及病情分布经统计学

处理差异无显著性 (均 P > 0105) 。所有患儿近 1 个月内未应

用免疫抑制剂和抗氧化剂药物。

21 方法 : 观察组和对照组的治疗均采用抗病毒、抗生素

预防和控制感染、维生素 C、能量合剂、116 二磷酸果糖
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