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赤芍治疗热毒血瘀证的血清蛋白质组
变化的初步研究

谢文光1 马晓昌2 邵宁生3 丁勤学3 赵 馨3 刘农乐3魏钰书1 王会信3 陈可冀2

摘要 目的 研究赤芍对大鼠热毒血瘀证的血清蛋白质组变化的影响。方法 用双向电泳(two—di—

mensional electrophoresis，2DE)分析正常组、内毒素组[用脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)静脉注射]、赤芍组

(灌胃给药)、LPs(静脉注射)+赤芍(灌胃给药)组之间的血清蛋白质组表达差异。结果 (1)LPs致热毒血

瘀证大鼠的血清在2DE胶上13个蛋白点(xPr)出现非常明显的含量变化，与正常组比较，LPS组的xPrl6、

xPrl9的点容量值均显著降低，xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr6、xPr7、xPr8、xPr9、xPrll、xPrl2、xPr23的点容量

值均显著增高。(2)LPS+赤芍组与LPS组比较，LPS引起增高的xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9的点容量值

均显著降低，LPS引起降低的xPrl6的点容量值显著增高，但xPrl6的点容量值仍显著低于正常组，xPrl、

xPr4、xPr9的点容量值均显著高于正常组；LPS+赤芍组的xPr2、xPr3两个蛋白点已被明显调节到正常状

态；赤芍组除xPr2、xPr4外，在xPrl，xPr3，xPr9，xPrl6点均表现对LPS显著的交互作用。(3)对xPrl9，赤

芍和LPS两因素显著的交互作用有协同性。(4)赤芍组xPrl3、xPrl4的点容量值均显著高于正常组，

xPrl5、xPrl7的点容量值均显著低于正常组，这4个蛋白点LPS组与正常组比较差异均无显著性。结论

通过调节xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9、xPrl6蛋白点，可能是赤芍治疗热毒血瘀证的疗效的分子基础。
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Abstract objective To study the effect of red peony r00t(RPR)on serum proteome in rat suffering from

noxious heat with blood stasis Syndrome(NH—BS)．Methods The differences of serum proteome among rats in

four groups，treated with“popolysaccharide(LPS)，RPR，LPS+RPR and saline respectiVely，were analyzed by

bi—dimensional electrophoresis(2DE)assay．LPS was administered by intravenous injection and RPR by oralin—

take．Results (1)Serum of rats with LPS induced NH—BS showed significant changes in voIume of serum pro—

tein(xPr)in 13 points on 2DE coUagen，the volume of xPr 16 and 19 were significantly lower，Volume of xPr

1，2，3，4，6，7，8，9，11，12 and 23 were significantly higher respectively，as compared with those in the

normal control group． (2)After being treated with RPR，th．e increased Volume of xPr 1，2，3，4 and 9 signifi—

cantly decreased，and the decreased xPr 1 6 significantly increased，with xPr 2，3 restored to normal level but

the xPrl 6 still lower and xPr 1，4，9 higher than those in the normal group．RPR showed interaction with LPS

on xPr 1，3，9，and 16．(3)For xPr 19，the interaction of RPR with LPS might be synergistic．(4)In the

group treated with RPR，volumes of xPr 13 and 14 were significantly higher and those of 15，17 were signifi—

cantly lower than those in the normal group respectively， but the similar changes didn’t found in the LPS

group．ConcIusion The molecular basis of therapeutic effect of RPR on NH—BS might be through the regulation

of xPrl，2，3，4，9 and 16．
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内毒素是存在于革兰氏阴性细菌细胞壁中的脂多

糖(1ipopolysaccha“de，LPS)，LPS在革兰氏阴性杆菌

脓毒症、脓毒性休克的发病中起着关键性的作用，LPS

常可导致全身炎症反应综合征和多脏器功能障碍综合

征。与感染相关的LPS休克的发生率和病死率很高，
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除感染性疾病外，许多严重疾病的病理过程中都伴有

LPs血症，并为许多危重症的重要致死原因u。4。。感

染致炎症反应，出现血瘀证。LPS作用于机体，出现发

热、白细胞数变化、血小板数增多、血液流变性改变、血

压下降，进一步发生心力衰竭、呼吸衰竭、肾功能减退、

肝损害、神经症状及休克，这一系列病理反应符合中医

学中的热毒血瘀证表现。赤芍是临床治疗中常用的清

热凉血药，本研究在成功复制LPS致大鼠热毒血瘀证

模型的基础上，用双向电泳(two—dimensional—

eIectrophoresis，2DE)技术分析赤芍治疗对该模型的血

清蛋白质组的影响，为探讨LPS致热毒血瘀证的本质

及赤芍治疗的作用机制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1．1 赤芍制剂 赤芍Pn∞咒缸如以i形om Pall．的

干燥根，来源于河北省张家口市崇礼县，撞碎成小块，

加水煎煮过滤，合并滤液浓缩至29生药／ml，由中国中

医研究院西苑医院中药制剂研究室制备、灭菌、分装，

4℃储存备用。

1．2动物健康雄性大鼠，SD IGS品系、微生物

级别为SPF／、rAF，体重(220±10)g，购于北京维通利

华实验动物技术有限公司。

1．3主要试剂 IPG固相线性pH梯度预制胶

条(Immobiline
40M
DryStrip pH 3～10，L18cm)、IPG

buffer、DryStrip覆盖液、IPG凝胶条槽清洁液、低分子

量蛋白质标准、2一DE蛋白质标准试剂盒均购自Amer—

sham Pharmacia Biotech公司，二硫苏糖醇(DTT)、尿

素、3一[(3一胆酰胺丙基)一二乙胺]一丙磺酸(CHAPS)、苯

甲基磺酰氟(PMSF)、十二烷基磺酸钠(sDS)、抑肽素、

亮肽素、n—decyl—n，n—dimethyl一3一ammonio一1一propane

sulfonate(SB3—10)、叠氮化钠、Tris、G1ycine、丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺、LPS(L2880，E．coli 055：B5)均购自

Sigma公司，过硫酸铵购自LTI，N，N，N，N，一四甲基

乙二胺(TEMED)、碘乙酰胺(IAA)购自Fluka公司，

考马斯亮蓝R250购自AMREsCO，其他常用试剂为

国产分析纯。

1．4器材、分析软件 Diax900型组织匀浆仪

(德国Heidolph公司)，L7—65型超速离心机(美国

Beckman公司)，UV330型紫外分光光度计(英国Uni—

cam公司)，IPGphor’rM等电聚焦仪、IPG凝胶条槽、Et—

tan DALTⅡSystem垂直电泳设备、EPS 3500 xL电

源(最高电压3500 V)、带u形框的玻璃板(200 mm×

260 mm)、玻璃板(200mm×260 mm)、灌胶模具、图像

扫描仪、ImageMaster@2D Elite3．10图像分析软件，均

为Amersham Pharmacia Biotech公司产品o

2方法

2．1大鼠热毒血瘀证模型制备 LPS用生理盐

水溶解成2．5 mg／ml，配成不同浓度作用于大鼠，观察

到24h，选择不导致大鼠死亡的最大LPS剂量为5

mg／kg，大鼠出现发热、耸毛、倦缩懒动、呼吸困难、眼

结膜及耳部扩张充血、紫绀、厌食、血压改变、体重下降

等症状，制成热毒血瘀证模型。

2．2血清蛋白样品制备大鼠实验前禁食12 h，

自由饮水，随机分为4组，每组4只。正常组：灌胃2

m1生理盐水，1 h后尾静脉注射生理盐水0．5 ml，2 h、

6 h再分别灌胃2 ml生理盐水。LPS组：灌胃2 ml生

理盐水，1 h后按5 mg／kg体重尾静脉注射2．5 mg／mI

LPS，2 h、6 h再分别灌胃2 ml生理盐水。赤芍组：2 g

赤芍生药／kg体重灌胃2 ml，1 h后尾静脉注射生理盐

水0．5 ml，2 h、6 h再分别灌胃赤芍液2 ml。LPS+赤

芍组：灌胃2 m1生理盐水，1 h后按5 mg／kg体重尾静

脉注射2．5 mg／ml LPS，2 h、6 h再分别灌胃赤芍液2

ml。24 h后，采集4 ml腹主动脉血液，4℃3 000 r／min

离心15 min，制备血清用于蛋白质组测定，分装5．0

mg／咎，一80℃冷藏备用。

2．3 2DE实验试剂配制及操作 参照试剂盒说

明书的方法操作，并制成玻片。

2．4染色 电泳胶用固定液固定1h，染色液染

色0．5h，脱色液脱色1h并重复1次，操作均在水平摇

床低速振摇。染色后置于保存液保存。

2．5 图像扫描及分析 用Amersham Pharmacia

Biotech公司图像扫描仪扫描并储存图像，用Image—

Master@2D Elite图像分析软件分析。蛋白点的实验

等电点(PI)用IPG胶条pH标示范围calibrated value

与pixel position的linear标准曲线测算、表观分子量

(Mr)用低分子质量蛋白标准calibrated value×103与

pixel position的1inear log标准曲线测算。

2．6数据处理对蛋白点的点容量值(Volume)

在SAS System for windows软件中，用编程法实现两

因素析因设计测定资料的定量统计分析。

结 果

1被LPS作用后的血清差异蛋白点 LPS致热

毒血瘀证大鼠的血清在2DE胶上13个蛋白点(xPr)

出现非常明显的含量变化，与正常组比较，LPS组的

xPrl6、xPrl9的Volume均极显著降低，xPrl、xPr2、

xPr3、xPr4、xPr6、xPr7、xPr8、xPr9、xPrll、xPrl2、
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xPr23的点容量值均显著增高。

1．1 各组能被赤芍调节的LPs差异蛋白点比较

有6个能分别被赤芍调节，结果见表1。其中：LPS和

赤芍两因素对xPrl(F=32．81，P=0．0004)、xPr3

(F=15．58，P=0．0043)、xPr9(F=8．47，P=

0．0196)、xPrl6(F=95．69，P<0．0001)均有显著的

交互作用；与正常组比较，LPs组xPrl6的点容量值显

著降低，xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9的点容量值均显

著增高；LPS十赤芍组的xPrl6的点容量值显著低于

正常组，xPrl、xPr4、xPr9的点容量值均显著高于正常

组；赤芍组的xPrl6的点容量值显著低于正常组，

xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9的点容量值与正常组均未

见显著性差异；LPS组的XPrl、XPr2、xPr3、xPr4、)(Pr9、

xPrl6和LPS+赤芍组的xPrl、XPr4、xPr9、xPrl6的点容

量值均显著高于赤芍组；LPS+赤芍组与LPS组比较，

XPrl6的点容量值显著增高，)【Prl、)【Pr2、XPr3、XPr4、

表1 各组能被赤芍显著调节的LPS差异蛋白点 (膏±s)

注：与正常组比较，+P<0．05，+。P<O．01；与LPS组比较，6P<0．05，66P<O．01；与赤芍组比较，‘P<0．05，‘‘P<0．01

表2 各组不能被赤芍调节的LPs差异蛋白点比较(岳±s)

注：与正常组比较，。P<0．05，“P<O．01；与赤芍组比较，6P<0．05，66P<0．01
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表3 各组因赤芍作用而出现的差异蛋白点比较 (j±s)

注：与正常组比较，+P<0．05，“P<O．01；与LPS组比较，6P<O．05，66P<0．01；与赤芍组比较，‘P<O．05，‘‘P<0．01

xPr9的点容量值显著降低。 与正常状态下代谢存在的差异，每一味中药的多成分

1．2各组不能被赤芍调节的LPS差异蛋白点比 用于治疗疾病的多效性与多作用靶点，中医药治病强

较有7个均不能被赤芍调节，结果见表2。其中： 调恢复整体功能平衡等特点，开始用蛋白质组学思路

LPS组和LPS+赤芍组的xPr6、xPr7、xPr8、xPrll、 进行了赤芍等治疗热毒血瘀证的疗效机制探索。

xPrl2、xPr23蛋白点的点容量值均显著高于正常组和 本结果表明，LPS致热毒血瘀证大鼠的血清在

赤芍组；LPS组、赤芍组、LPs+赤芍组的xPrl9的点 2DE胶上13个蛋白点出现非常明显的含量变化，与

容量值极显著低于正常组；LPS+赤芍组的xPrl9的 正常组比较，LPS组的xPrl6、xPrl9的点容量值均显

点容量值显著低于赤芍组；LPS和赤芍两因素xPrl9 著降低，xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr6、xPr7、xPr8、

(F=7．61，P=0．0247)有显著的交互作用。 xPr9、xPrll、xPrl2、xPr23的点容量值均显著增高。

2各组因赤芍作用而出现的差异蛋白点比较 研究这些蛋白点的变化及其相互作用，可以进一步认

有5个蛋白点未被LPS引起明显的差异，但能因赤芍 识机体对LPS的分子病理反应。LPS十赤芍组与LPS

的作用而变化，结果见表3。其中：赤芍组、LPS+赤芍 组比较，LPS引起增高的xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9

组的xPrl3、xPrl4的点容量值均显著高于正常组，赤 的点容量值均显著降低，LPS引起降低的xPrl6的点

芍组的xPrl5的点容量值显著低于正常组，赤芍组和 容量值显著增高，除xPr2、xPr4外，赤芍在xPrl、

LPS+赤芍组的xPrl7的点容量值均显著低于正常 xPr3、xPr9、xPrl6均表现对LPS显著的交互作用，这

组；赤芍组xPrl3的点容量值显著高于LPS组和LPS 可能体现了赤芍和内毒素之间的功能拮抗作用。LPS

+赤芍组，赤芍组xPrl5、xPrl7、xPrl8的点容量值均 +赤芍组与正常组比较，xPr2、xPr3两个蛋白点已被

显著低于LPS组，赤芍组xPrl5的点容量值显著低于 明显调节到正常状态，xPrl6的点容量值仍显著低于

LPS十赤芍组；LPS+赤芍组xPrl3、xPrl5的点容量值 正常组，xPrl、xPr4、xPr9的点容量值均显著高于正常

均显著高于LPS组，xPrl7、xPrl8的点容量值均极显 组。赤芍组的xPrl6的点容量值显著低于正常组，

著低于LPS组；LPS和赤芍两因素对xPrl3(F= xPrl、xPr2、xPr3、xPr4、xPr9的点容量值与正常组均

7．61，P=0．0247)、xPrl5(F=44．67，P=0．0002)均 差异无显著性。说明通过调节这6个蛋白点，可能是

有显著的交互作用。 赤芍治疗热毒血瘀证的疗效的重要的分子基础。这个

讨 论

以往的研究已证实赤芍等清热凉血药对热毒血瘀

证有确切疗效，已从抑制血小板活化聚集、改善血液流

变性、抗缺氧、抗自由基损伤、稳定细胞膜、单个或少数

几个基因和蛋白质调节等方面阐述其机制。在本研究

中，我们考虑到药物在病理状态动物体内的代谢过程

结果至少有两点意义，一是可以通过蛋白质组技术来

研究辨病与辨证结合的应用中药治疗疾病包括危急重

症的疗效基础，二是在本研究条件下赤芍不能完全纠

正LPS致热毒血瘀证的所有蛋白点的变化，合理运用

中药复方的协同治疗可能对热毒血瘀证更有效。通过

延长赤芍的治疗时间或增加用药量，能否使更多变化

的蛋白点恢复到正常状态，也值得进一步研究。
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对xPrl9，赤芍和LPS两因素显著的交互作用可

能是协同的，这种协同作用的出现及意义尚待探明。

赤芍组xPrl3、xPrl4的点容量值均高于正常组，

xPrl5、xPrl7的点容量值均低于正常组，这4个蛋白

点在LPS组和正常组之间均未见明显的差异。这些

变化是赤芍在生物分子网络中发挥治疗作用所必须的

呢，还是药物偏性所致不良反应的分子特征?还需进

一步证明。

2DE具有高灵敏性和信息量大，一次可以分离数

千以至上万种蛋白，仍是目前蛋白质组研究的主要手

段之一。但2DE仍有一定的局限性¨’6。，血清中不同

蛋白的浓度差异较大，高丰度蛋白在电泳中影响了蛋

白点的分离效果，照顾到高丰度蛋白的分辨率，又影响

低丰度蛋白的检出灵敏度，高丰度蛋白分离不开，也可

能掩盖其他蛋白点。我们在进一步的研究中，将通过

对血清样品进行各种预分离，来照顾高、低丰度蛋白的

分析，通过在不同pH梯度等电聚焦的蛋白质组重叠

群扩大2DE的pH梯度范围和分子量范围，分辨更多

的蛋白质组组分，特别是极酸、极碱或极低丰度蛋白质

组分。

(本研究得到中国中医研究院胡世林、闫小平及军事医学科学院刘

少君、胡良平的支持。特此致谢)
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第十七次全国中西医结合防治消化系统疾病学术会议

暨第一届深圳国际消化疾病论坛征文通知

中国中西医结合学会消化疾病专业委员会和深圳市消化分会拟于2005年10月下旬，在深圳召开第十七次

全国中西医结合防治消化系统疾病学术会议暨第一届深圳国际消化疾病论坛，同时举办全国中西医结合消化疾

病进展继续教育学习班，请全国著名的中西医结合消化病专家授课，参会者颁发国家继续教育学分证书。

1 征文内容 中西医结合诊治幽门螺旋杆菌(HP)相关性疾病、胃肠运动功能紊乱性疾病、慢性肝病和脾胃

学说及脾虚证研究进展，其他消化系统疾病的临床治疗经验、实验研究及理论探讨等。

2征文要求 用A4纸打印，寄全文(3 000字以内)及摘要(800～1 000字)各1份；请附磁盘或通过E—mail

传送(E—mail：zhongyii@public．bta．net．cn)。请注明作者姓名、单位通讯地址及邮政编码。

3征文送交地址 北京市东城区美术馆后街23号，北京市中医研究所(邮编100010)郭培元收。

4 截稿日期 2005年8月31日。
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