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摘要       中医体质理论与个体化医学理念相通,在疾病防治个体化中发挥着重要作用. 痰湿体质作为体质类型

的一种,存在其独特的特征及发病倾向性. 对比痰湿体质与平和体质(健康人)外周血单个核细胞全基因组表达

谱,在FDR<0.05且FC≥1.5条件下,共获得355个差异基因. GO注释和信号通路富集分析显示,差异基因主要与代

谢紊乱密切相关. 通过qRT-PCR验证,发现ELOVL7, PRKAR1A, SOCS3, ACSL4, CLU及ABCG1等6个基因在痰湿

体质中表达与平和体质相比存在显著差异. 该研究表明,基于体质分类的个体差异存在其生物学基础. 痰湿体

质的特征基因识别为该体质的分子机制研究及相关疾病探索奠定了基础.
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个体差异是医学界共同关注的现象, “个体化医

学”一词首见于1956年Williams[1]撰写的Biochemistry
Individuality. 随着后基因组时代的到来,个体化精准

医学受到越来越多的关注 , 基因诊断和治疗可以用

于多种疾病的防治,特别是肿瘤疾病[2,3]. 中医亦有个

体化医学的概念 , 即20世纪70年代提出的中医体质

学说[4]. 体质学研究发现,一般人群可以分为9种体质,
包括1种平和体质和8种偏颇体质(气虚体质、阳虚体

质、阴虚体质、痰湿体质、湿热体质、血瘀体质、

气郁体质和特禀体质). 每种体质都有其特定的生理

和心理特征,存在某些(或某类)疾病的发病倾向性,应
区别对待[5]. 中医体质学理念为健康促进提供了一个

全新的思维方式[6]. 2009年, 中华中医药学会颁布了

《中医体质分类与判定》标准,体质辨识及分类方法

在全国得到推广应用[7].
痰湿体质为9种体质之一. 通过文献调研和临床

经验总结,凝练出痰湿体质的主要特征,包括面部油

脂分泌增加、面色晦暗、面部和眼睑浮肿、多汗且

黏稠、胸闷、多痰、腹部肥满、容易疲倦、四肢沉

重、舌苔厚腻和滑脉等[8],痰湿体质者对梅雨季节和

潮湿环境适应能力差,易患湿证,多性格温和、平静,
比较有耐心,善与人相处[9]. 流行病学调查显示,痰湿

体质与糖尿病、高血压和代谢综合征高度相关[10~12].
虽然前期研究对痰湿体质的生理、心理特征进

行了描绘,但是尚未对其分子基础进行揭示. 本研究

进行了痰湿体质和平和体质(健康人)全基因组表达谱
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对比分析,筛选出区别痰湿质与平和质的信号通路和

特征基因. 痰湿体质特征基因有利于进一步探索该体

质的分子机制和发病倾向.

1  材料与方法
1.1  诊断标准

痰湿质和平和质诊断采用《中医体质分类与判

定》标准[7].

1.2  纳入与排除标准

纳入标准: 符合体质诊断标准;年龄在18~60岁之

间; 签署知情同意书.
排除标准: 兼夹体质;患有代谢性疾病及其他明

确诊断疾病;正在服药者;孕妇及哺乳期妇女.

1.3  研究对象

选择2011年4月~2012年1月在北京普仁医院体检

中心及北京中医药大学国医堂体质门诊体检人群36
例的外周血单个核细胞进行表达谱分析. 其中痰湿

质组(T, n=19),平和质组(N, n=17),两组性别、年龄、

体重指数等无差异(P>0.05). 选择原始样品(4T对3N)
和另一独立的30个受试者(15T对15N,基本信息总结

在表1中)进行qRT-PCR验证. 研究通过北京中医药大

学医学实验动物伦理委员会批准(2012BZYYLL0301),

所有参与者自愿参加这项研究并获得知情同意.

1.4  样品采集、、、单核细胞分离、、、RNA制备和基因
表达谱检测

样品采集: 抽取受试者空腹静脉血10 mL,嘱采集

样品前1天禁酒和劳累,女性避开月经期. 早晨9点北

京市普仁医院统一采集空腹静脉血5 mL,乙二胺四乙

酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)抗凝, 并放

置于冰盒中. 5 mL促凝,分离血清,在医院检验科进行

空腹血糖及血脂四项检测.

外周血单个核细胞分离: 于2 h内分离抗凝血中的

外周血单个核细胞,置−80℃冰箱备检. 分离PBMC实
验条件及步骤: (ⅰ)在短管中加入4 mL淋巴细胞分离

液; (ⅱ)取EDTA抗凝静脉血4 mL与等量磷酸盐缓冲

液(phosphate buffered saline, PBS)混匀,沿管壁缓缓倒

入分离液上,注意一定要缓慢,保持界面清楚. 1413×g
水平离心20 min,将加速度调到最低; (ⅲ)离心后管内

分为3层,上层为血浆和PBS液,下层为红细胞和粒细

胞,中层为淋巴细胞分离液,在上中层界面处有以单

个核细胞为主的白色云雾层狭窄带; (ⅳ)用毛细吸管

插到云雾层,吸取单个核细胞,加入5倍以上PBS液. 再
加入1 mL红细胞裂解液, 453×g离心3 min,洗涤两次;
(ⅴ)末次离心后, 弃上清, 加入TRIZOL稳定剂, 置于

−80℃冰箱内冻存.

表 1   痰湿质组与平和质组基线资料比较a)

项目 N (n=17) T (n=19) P值

性别(男 /女) 7/10 8/11 1.000NS

年龄 34.06±9.44 37.44±9.53 0.299NS

腰围 (cm) 80.67±7.67 81.31±7.29 0.798NS

体重指数(kg/m2) 21.81±2.07 21.89±2.28 0.438NS

体脂防率(%) 23.13 ± 5.20 24.40 ±5.05 0.465NS

舒张压(mmHg) 76.59±12.79 74.05±12.10 0.545NS

收缩压(mmHg) 105.35±12.14 112.47±12.79 0.590NS

空腹血糖(mmol/L) 4.70±0.43 4.95±0.42 0.089NS

甘油三酯(mmol/L) 1.01±0.27 1.29±0.55 0.304NS

总胆固醇(mmol/L) 4.44±0.96 4.55±0.79 0.698NS

高密度脂蛋白(mmol/L) 1.42±.0.41 1.35±0.26 0.552NS

低密度脂蛋白(mmol/L) 2.40±0.79 2.34±0.62 0.912NS

a)数据采用x ±SD表示. 采用T检验和非参数检验进行两组之间差异统计(NS:没有差异, P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01)
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RNA抽提与Affymetrix基因芯片杂交: RNA抽提参

照RNeasy kit(Invitrogen,美国)说明书进行,并用RNeasy
kit(Qiagen,德国)纯化,并经分光光度计(A280/260)和2.0%
琼脂糖凝胶电泳检测总RNA浓度和片段完整性.  将抽

提的总RNA与人类基因组U133  Affymetrix  plus 2.0表
达谱芯片进行杂交.  样品制备包括:  RNA抽提,  RNA
扩增,  cDNA合成,  cRNA纯化、 洗脱、 片段化,  第
二次洗涤后与生物素标记孵育,  芯片的杂交、染色、

扫描.

1.5  微阵列数据的统计分析

原始数据预处理: 通过RMA方法进行背景矫正、

数据归一化处理;斑点强度过滤;基因表达值log2转化.
经过归一化和转化后,过滤筛选出芯片之间误差

较小的基因. 采用多维标度(multidimensional scaling,
MDS)对样品基因表达值进行降维处理, 以便更直观

地描述样品基因表达值之间的距离.
采用线性模型和经验贝叶斯方法进行差异表达

基因筛选 [13], 采用BH FDR算法对P值进行校正 [14].
FDR(false discovery rate)<0.05且FC(fold change)≥ 1.5,
差异有统计学意义.

利用GO分析对差异表达基因的主要功能进行分

析[15]. 采用费希尔精确(Fisher)检验对GO类别进行分

类(P<0.01).
对差异表达基因富集的信号通路进行分析 , 从

KEGG网站(http://www.genome.jp/kegg/)下载信号通路

的注释[16]. 同样采用Fisher检验确定显著富集的通路.

1.6  实时荧光定量PCR

对每份样本进行总RNA提取后,利用Turbo DNA
消化试剂盒(ABI,美国)去除基因组DNA的污染,之后

反转成cDNA.实时荧光定量PCR采用SYBR染料在96
孔板进行,设置复孔,总反应体系为10 μL. PCR反应温

度循环条件为: 95℃ 3 min后, 95℃,10 s, 60℃, 30 s重
复40个温度循环.

2  结果

2.1  痰湿质组与平和质组基础资料比较

两组在性别、年龄、体重指数(body mass index,
BMI)、腰围、血压、空腹血糖、甘油三酯、总胆固

醇、高密度脂蛋白或低密度脂蛋白方面无显著差异

(P>0.05).

2.2  基于全基因组表达谱进行痰湿质组和平和质
组的识别

采用非监督聚类法,根据所有探针的表达值可以

将36个样品分为两个组,与宏观体质量表分类几乎吻

合 , 仅有N134/N108/T180/T179/T175/T168等6个样品

离散(图1A). 36个样本全基因组表达谱的MDS分析结

果显示, 36个样本明显分为两组,只有少数样本出现

分类错误(图1B).

2.3  痰湿组和平和组的差异表达基因

中医体质诊断主要采用量表主观判定,难免存在

患者夸大或低估自身症状的情况. 因此,选择体质判

定和基因表达聚类重叠的样本进行后续分析,即剔除

N134, N108, T180, T179, T175和T168共计6个样本.
与平和质组相比, 痰湿质组共有355个差异表达

基因(391个探针, FC≥1.5, FDR<0.05),包括189个上调

基因和166个下调基因. 在355个差异表达基因的基础

上,通过监督聚类(图2A)可以将30个受试者明确地分

为两组. 基于表达谱基因表达值, 189个基因显示在痰

湿组中的表达显著高于平和组(图2B),而166个基因显

示出相反的模式(图2C).

2.4  上调基因GO注释和通路分析

GO分析显示, 189个上调基因富集在21个生物过

程,如血小板活化、血小板脱粒和凝血等,完整列表

如图3A所示.
信号通路分析显示 , 上调基因富集在吞噬体、

ECM-受体相互作用、黏着斑、造血细胞谱系、疟疾

和线粒体中脂肪酸链延长等通路中(图3B).

2.5  下调基因GO注释和通路富集分析

GO分析显示, 166个下调表达基因富集在14个生

物过程,包括胆固醇生物合成和细胞内胆固醇转运的

正调节和钙离子依赖性胞外分泌的负调节. 完整列表

如图4A所示.
信号通路分析显示,下调基因富集在脂肪细胞因

子信号通路、胰岛素信号通路、PPAR信号通路和肥

大性心肌病等信号通路(图4B).

http://www.genome.jp/kegg/
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图 1     痰湿质和平和质样本基因表达谱非监督聚类结果和MDS
A: 36个样本的非监督层次聚类; B: 36个样本全基因组表达谱MDS展示. 红点: 平和质组(N);绿点: 痰湿质组(T)

图 2    30例痰湿质和平和质样本基因表达谱差异表达基因的监督聚类结果和表达水平分析
A: 30例样本监督聚类. 绿到红: 表达值由低到高; B: 189个上调基因表达箱线图. 痰湿(T)和正常组(N), P<0.01. C: 166个下调基因表达

箱线图, 痰湿(T)和正常组(N), P<0.01
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图 3     痰湿体质人群中上调基因富集的GO和信号通路分析
A:上调基因的GO分析; B:上调基因的信号通路分析

图 4    痰湿体质人群中下调基因富集的GO和信号通路分析
A:下调基因的GO分析; B:下调基因的信号通路分析
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2.6  差异表达基因的qRT-PCR验证

上述分析结果显示,痰湿体质差异表达基因明显富

集在糖脂代谢相关信号通路,这些信号通路上的差异基

因可能是痰湿质区别于平和质的分子基础. 本课题组最

终选取了与糖脂代谢有关的通路或生物过程中的6个差

异基因进行qRT-PCR验证: ELOVL7(elongation of very
long-chain fatty acids protein 7)与线粒体脂肪酸延长链

相关; PRKAR1A(protein kinase cAMP-dependent typeⅠ
regulatory subunit alpha)和SOCS3(suppressor of cytokine

signaling 3)与胰岛素信号通路相关; ACSL4(acyl-CoA
synthetase long-chain family member 4)与PPAR信号通

路相关; CLU(clusterin)与脂质代谢相关; ABCG1(ATP
binding cassette subfamily G member 1)与胆固醇代谢

相关 . 对原始样品(4T对3N)和独立样品(15T对15N)
合并检测结果显示,上述6个基因表达呈显著性差异

(P<0.05)(图5). 其中, ELOVL7, SOCS3, ACSL4和CLU在
痰湿组中表达上调,而PRKAR1A和ABCG1在痰湿组中

表达下调.

图 5    痰湿质和平和质差异表达基因qRT-PCR验证
箱线图展示平和质组(黑色线条)和痰湿质组(灰色线条) mRNA表达值. 差异统计采用T检验. *: P<0.05; **: P<0.01
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3  讨论

3.1  痰湿体质与平和体质可通过外周血全基因组
表达谱进行分类

体质是整体健康状态的体现,采用机体的任何特

定组织进行研究都会有失偏颇. 文献研究表明,血细

胞和全身9个脏器相比, 80%的转录组是相同的[13,17],
因此本课题组提出外周血可以反映机体整体状况,可
用于体质的生物标志物筛选.

实验结果显示,在不给定样本体质分类信息的情

况下,利用全基因组表达值对样本进行非监督聚类分

析,所有样本明显聚成两类,与体质宏观分类法几乎

吻合(图1). 并且两组受试者均无明确疾病诊断,属于

一般健康人群. 因此,本课题组认为,个体化同时适用

于健康人群辨识和疾病诊断. 中医体质分类法可以针

对健康人群进行分类,并且存在相应的分子基础.

前期研究发现,痰湿体质无论肥胖与否,均与代

谢性疾病密切相关. 文献研究表明,正常体重呈现代

谢紊乱亦为常见现象[18,19], 然而由于体重未超标, 通
常被忽视. 痰湿体质的诊断可能有助于识别该类人群.

3.2  差异基因分析显示痰湿体质存在代谢紊乱潜
在风险

采用两组间355个差异表达基因进行监督聚类分

析,可以将痰湿质和平和质完全区分. 差异基因GO和
信号通路富集分析显示,差异表达基因主要集中在代

谢紊乱相关疾病分子特征中. 这与前期文献和流行病

调查结果一致,即痰湿体质与糖尿病、高血压、高脂

血症和代谢综合征密切相关.

脂肪酸代谢调节是非酒精性脂肪肝、2型糖尿病

(T2DM)、胰岛素抵抗和代谢综合征(MS)发病的促发

因素[20]. 信号通路分析显示,上调表达基因富集在线

粒体脂肪酸链延长信号通路. 其中, ELOVL7基因在痰

湿质组表达显著上调. ELOVL7为极长链脂肪酸延伸

家族ELOVL成员之一. 由ELOVL编码的脂肪酸延伸酶,
催化极长链脂肪酸合成中的第一步和限速步骤,在脂

肪酸代谢[21]、三酰基甘油合成[22]和其他代谢疾病中

起重要作用. 抑制ELOVL基因表达是改善胰岛素耐受

性、糖尿病和心血管风险的潜在治疗方法,即使是长

期处于肥胖状态的人亦可得到改善[21,23].

胰岛素信号通路是典型代谢信号通路,胰岛素信

号通路抑制会导致胰岛素抵抗和代谢性疾病[24]. 信
号通路分析显示, 下调基因富集在胰岛素信号通路.
其中, SOCS3在痰湿质组中表达上调. SOCS3是胰岛

素信号的重要负调节蛋白[25]. 文献证据表明,在含肥

胖基因的人骨骼肌中SOCS3过表达[26]. 敲除小鼠(Mus
musculus)肝脏SOCS3基因会促进胰岛素信号传导[27].
值得注意的是,瘦素受体表达细胞中SOCS3的灭活会

改善小鼠饮食诱导的胰岛素抵抗现象,无论小鼠肥胖

与否[28]. 说明, SOCS3和肥胖之间不存在直接相关性,
其与胰岛素抵抗关系更为密切. 本研究在痰湿和正常

体质之间未观察到体重上的差异,进一步表达谱测试

组受试者未达肥胖标准. 因此,推测痰湿体质与胰岛

素抵抗密切相关,即使具有这种体质的个体并不肥胖.
肥胖不是表征和评价痰湿质的必要条件. 代谢紊乱不

仅表现在肥胖这一单一方面,还包括面部油脂分泌过

盛、面部和眼睑浮肿、痰多、四肢沉重、舌苔厚腻

和脉滑等多个方面. 证据表明,未达代谢综合征诊断

的肥胖个体没有罹患心脑血管疾病的高风险,而代谢

综合征患者,无论肥胖与否,均存在心脑血管疾病患

病高风险[29]. 或许,痰湿体质,相较于肥胖,更接近代

谢紊乱的本质.
PRKAR1A,胰岛素信号通路中的另一个基因, 在

痰湿质中表达下调. 该基因是cAMP依赖性蛋白激酶

(cAMP-dependent protein kinase, PKA)的重要正向调节

蛋白. PKA在能量平衡和脂肪代谢中起重要作用. 证
据表明,肥胖个体表现出PKA表达抑制和RIα蛋白代

偿性升高不足,而RIα蛋白是PRKAR1A的产物[26,30]. 此
外, PRKAR1A可调节PKA介导的胰腺β细胞胰岛素分

泌, 是T2DM潜在药理药物开发靶标[31]. 研究结果表

明,痰湿体质个体缺乏调节PKA的代偿能力,可能有

糖脂代谢紊乱的风险.
研究表明, PPARs核受体家族与脂肪酸氧化、脂

肪酸储存和脂肪形成密切相关[32]. 研究通路分析显示,
下调基因富集在PPAR信号传导通路中. 其中, ACSL4
在痰湿质个体中表达上调. ACSL4,作为长链酰基辅酶

A合成酶家族ACSL成员之一,具有调节脂肪酸分解的

作用,而脂肪酸分解的变化与许多代谢疾病相关. 用于

治疗糖尿病的噻唑烷二酮胰岛素增敏药物,也可抑制

脂肪酸分解为二酰基甘油和三酰基甘油. 其并非通过

PPARγ依赖途径发挥作用,而时直接通过抑制ACSL4
发挥调节作用[33,34]. ACSL4或许可以作为调节痰湿体
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质防治代谢性疾病的靶标.

3.3  差异基因提示痰湿体质存在动脉硬化风险

本研究还选择了CLU进行了验证,因为该基因在

脂质代谢过程中起到关键作用. 此外,还选择了ABCG1
基因,该基因在GO分析中高度富集,并与胆固醇代谢

密切相关.
CLU存在于早期动脉粥样硬化患者动脉壁的内

膜和中膜中 , 是具有细胞保护和抗炎作用的多功能

糖蛋白 , 在动脉粥样硬化进展过程中由平滑肌细胞

合成[35],并且是抗动脉粥样硬化的候选靶标[36]. 本研

究发现, CLU在痰湿体质中过表达. 因此,推测痰湿个

体存在动脉粥样硬化高风险, CLU可能是预防动脉粥

样硬化的重要靶基因.
ABCG1作为一个重要的细胞转运体基因,可以通过

增加细胞膜跨双层胆固醇转运来促进巨噬细胞趋化,并
有益于提高高密度脂蛋白改善动脉硬化的作用[37]. 巨
噬细胞中ABCG1基因下调会导致动脉硬化[38]. 本研究

观察到痰湿体质ABCG1表达减少. 该结果进一步表明,
痰湿体质个体存在患动脉粥样硬化的风险.
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