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脾阳虚证模型大鼠回肠的比较蛋白质组学探析

于$漫$吕$凌$王彩霞$贾连群

摘要$目的$基于蛋白质组学技术筛选与脾阳虚证相关的差异蛋白质!为进一步从分子水平上探讨脾

阳虚证的本质提供有力的实验依据" 方法$

CDE

级
CF

大鼠
$7

只!随机分为正常对照组#

#7

只$和脾阳虚

证组#

!"

只$" 采用饮食不节%劳倦过度及苦寒伤阳药联合应用的方法!塑造脾阳虚证模型大鼠" 分离%提取

脾阳虚证组与正常对照组大鼠回肠的总蛋白!行双向凝胶电泳#

GH1

#

I>=:,J>1,+2 :2:AG.1KL1.:J>J

!

!

#

F<

$

技术!应用
F:2/I:.

(*

!F 7

!

;

图像分析软件识别差异蛋白点!应用
*MNF'

串联飞行时间质谱#

*MNF'

#

(OEP(OE

$技术获得相应肽质量指纹图!

*+JA1G

搜库鉴定差异蛋白质" 结果$经过统计学和模糊数学判

定!脾阳虚大鼠模型造模成功" 蛋白质组学初步鉴定!得到涉及细胞骨架%能量代谢及信号传导等多方面的

差异表达的蛋白质
8

个!其中
9

个表达上调的蛋白分别是&结蛋白#

I:J=>,

$%角蛋白
8

#

A/G1Q:.+G>,8

!

%R8

$%丙酮酸激酶#

K/.-S+G: Q>,+J:

!

DR

$%埃兹蛋白#

:T.>,

$'

9

个表达下调的蛋白分别是&甘油醛三磷酸

脱氢酶#

?2/A:.+2I:L/I:

#

$

#

KL1JKL+G: I:L/I.1?:,+J:

!

UMDFV

$%角蛋白
#5

#

A/G1Q:.+G>,#5

!

%R#5

$%角

蛋白
#

#

A/G1Q:.+G>,#

!

%R#

$%肌动蛋白#

+AG>,

$" 结论$脾阳虚证状态下机体能量代谢速率减慢!能量生成

减少!回肠绒毛蛋白结构变化!吸收消化功能减弱!这可能是脾阳虚证的病理机制"

关键词$脾阳虚证'比较蛋白质组学'回肠
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<>?LG K.1G:>,J H>GL I>WW:.:,G>+2 :[K.:JJ>1,J >,S12S>,? A:22 JQ:2:G1,

!

:,:.?/ =:G+^12>J=

!

+,I J>?,+2 G.+,J

#

I-AG>1,

!

+,I J1 1, H:.: 1^G+>,:I3 OW GL:=

!

GL:.: H:.: 9 -K

#

.:?-2+G:I K.1G:>,J
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$$脾居于中焦!为'后天之本()'气血生化之源(* 脾主运化水谷精微!而这一功能主要依托于脾阳的温

煦* 脾阳虚衰!势必会导致机体代谢活动无法正常进

行!出现水谷不化!食欲不振等消化系统疾病!也会伴

有一些倦怠乏力等能量代谢方面的疾病* 近年对脾阳

虚证的研究已经涉及了内分泌)神经)免疫)消化等多
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个方面!实验手段多样!指标广泛!而蛋白质组学因其

从整体上探究蛋白质与中医学理论的'整体观(不谋

而合+

#

,

!因此在众多先进技术中脱颖而出* 本研究基

于蛋白质组学技术!筛选与脾阳虚证相关的差异蛋白

质!旨在进一步挖掘和揭示脾阳虚证的证候本质!期望

获得脾阳虚证的特异性指标!为其证候本质研究提供

有力的实验证据*

材料与方法

#

$动物及分组$

CDE

级
CF

大鼠
$7

只!雌雄各

半!体重$

#5"

'

#5

%

?

!鼠龄
$

个月!购买于北京维通

利华实验动物技术有限公司!许可证号#

C%aR

$京%

!""7

(

"""5

*雌雄分笼适应性喂养
;

天!标准固体饲

料喂饲!室温
!" b!$

)* 将大鼠按照雌雄和体重!随

机分为正常对照组$

#7

只%和脾阳虚证组$

!"

只%*

!

$试剂及药物$试剂#

'DU

胶条)丙烯酰胺)甲叉

丙烯酰胺)碘乙酰胺)

%VMDC

$

]>1

#

X+I

公司!美国%!

F'U<

染料试剂盒$

U< V:+2GLA+.:

公司!美国%!丙酮

及乙腈$

M%4

!

&3(3]+Q:.

公司!美国%!甘氨酸)赖氨

酸)考马斯亮蓝)尿素)硫脲$

M=.:JA1

公司!美国%!

冰醋酸)硫酸铵)硫代硫酸镁)丙三醇)三氯乙酸$北京

化工厂%* 药物#番泻叶$批号#

"5"#!"#

%购于辽宁中

医药大学附属医院药局*

$

$仪器及设备$

(C

#

8

型转移脱色摇床$海门市

其林贝尔仪器制造有限公司%&

#$5 ]X

垂直电泳仪)

;!7 ]X

等点聚焦仪$

M=:.JL+=

公司!美国%&

cN

#

5"#

涡旋混合器$其林贝尔仪器制造有限公司%&

(V<

#

%

恒温振荡器 $江苏太仓市试验设备厂%&

*0

#

N('CRM43*R$

酶标仪$

(L:.=1

公司!美国%&

98""

质谱分析仪$

M]'

公司!美国%&超声波细胞粉碎机隔

音箱$宁波新芝生物科技股份有限公司%&

FV

#

!

旋转

混合仪$宁波新芝生物科技股份有限公司%&一向聚焦

仪$

U< V:+2GLA+.:

公司!美国%&

8;

(

!

型恒温磁力

搅拌器$上海司乐仪器有限公司%*

9

$方法

9

!

#

$模型建立及评估$采用脾阳虚复合因素造

模方法进行模型塑造+

!

,

!造模共分两个阶段$不含适

应性喂养阶段%!每个阶段
8

天* 第
#

阶段采用猪油

$

# =NP#"" ?

%)甘蓝+

#"" ?P

$只"天%,单双日轮流灌

胃!并配合游泳耐力极限!建立脾气虚模型* 第
!

阶段

$造模第
#$

天%在此基础上!加入苦寒伤阳的番泻叶

$

# =NP#"" ?

%灌胃连续
8

天!建立脾阳虚模型$图
#

%*

运用模糊数学中简单模式识别方法建立模糊数学

模型+

$

,

!即把不同权数
+

>

相应地乘以各评价因素的隶

属度
C

>

!再相加!得出每一大鼠造模程度的隶属度值!

按最大隶属原则进行识别!在判断之前先规定一个阈

值#范围为
"

(

#

!若
C

脾虚
d"

!则认为不能识别&若
C

脾虚
!"

!则认为可识别!并配合脾阳虚证大鼠形体略

见渐瘦!粪便时软时干!偶有便溏!后期进食量明显减

少!饮水量也相应减少!倦怠!懒动!眯眼!弓背等形态

学表现对模型进行综合标准判* 符合标准者将进入下

一阶段的实验*

图
#

#脾阳虚大鼠造模)饲养方法及模型判定时间点

9

!

!

$样品制备$将所有实验动物用
9e

水合氯

醛腹腔注射麻醉后!断头处死!分离回肠组织!在冰浴

条件下!按
#

#

#"

体积加入细胞裂解液!同时加入蛋白

酶抑制剂!超声破碎组织!

#$; """ . P=>, 9

)离心

!" =>,

!吸取上清!采用考马斯亮蓝染色法+

9

,

$

].+I

#

W1.I

法%对蛋白质定量!根据浓度高低及用途的不同

对上清进行分装! (

8"

)保存*

9

!

$

$双向凝胶电泳$

GH1

#

I>=:,J>1,+2 :2:AG.1

#

KL1.:J>J

!

!

#

F<

% $按照
U1.? M

等+

;

, 的方法!取

#;" #?

总蛋白提取物与水化上样缓冲液)

#eF((

和

"

!

;e b#e

两性电解质!共计
9;" #N

混匀制成待测

样品!并在聚焦盘中进行线性连续加样!将事先处理好

的
!9 A= 'DU

预制胶条放入聚焦盘!将聚焦盘平放于

'DUKL1.

仪器上!设定等电聚焦参数!注意正负极!聚

焦结束后直接将胶条放于
!" =N

平衡缓冲液
$

$含

#eF((

%)

!

$含
!

!

;e

碘乙酰胺%中各振荡
#; =>,

!

进行第二向电泳前的平衡* 将配制好的凝胶溶液超声

脱气
; =>,

后!加入
(<*<F

及硫酸铵!混匀灌胶!用

含少量溴酚蓝的
"

!

!e

琼脂糖密封液!将平衡好的

'DU

胶条完全覆盖!设定电泳参数!进行十二烷基硫酸

钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳$

CFC

#

K12/+A./2+=>I: ?:2

:2:AG.1KL1.:J>J

!

CFC

#

DMU<

%*

9

!

9

$双向凝胶图像扫描)导图及分析$将考马

斯亮蓝染色后的凝胶!用多功能成像系统进行扫描!应

用软件
F:2/I:.

(*

!F 7

!

;

对导出的图片进行调整和
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校准)检定和定量蛋白点)注释蛋白点及像素)匹配图

像)分析和整合数据等一系列处理!获得双向电泳实验

结果!从而指导下一步的实验去向*

9

!

;

$质谱分析及数据库查询$经过酶切)点

靶!利用
*MNF'

串联飞行时间质谱 $

*MNF'

#

(OEP

(OE

%技术!使用
*+JA1G

搜库!挑选出达到
;5

分以

上的点!进一步根据质谱分析得出的蛋白质点的结

果与名称!查询与中医脾阳虚证相关的差异蛋白!获

得最终结果*

9

!

7

$统计学方法$采用统计软件
CDCC #"

!

"

进行数据的统计处理!计量资料用
[

'

J

表示!组间比

较采用
G

检验&等级资料采用秩和检验*

D d"

!

";

为

差异有统计学意义*

结$$果

#

$脾阳虚模型评价结果$脾阳虚证组大鼠相较

于正常对照组!逐渐出现体重减轻)肛温及食量下降)

粪便溏泻)倦怠懒动)皮毛干枯)蜷缩聚堆)眯眼弓背等

症状* 采用模糊数学中模式识别方法!将检测及观察

所得数据带入公式中!得到综合评分值在
"

!

6""" b

"

!

8"5$

之间* 当
"

值取
"

!

6

时!全部达到造模要求*

脾阳虚组有
!

只大鼠分别于第
#"

天和第
#;

天死亡*

模型成功率为
59

!

9e

* 成功模型大鼠继续进行蛋白

质组学检测*

!

$

!

#

F<

图谱及差异蛋白质点分析结果$图
!

(

9

!表
#

%$在相同的条件下!进行了
$

次
!

#

F<

实验!

通过
F:2/I:.

(*

!F 7

!

;

软件对
!

#

F<

图谱部分区域进

行放大分析后发现!脾阳虚证组与正常对照组间总蛋

白分布模式基本相似!其蛋白点集中分布都出现在
K'

; b8

和
*. 9 b6" RF

范围区域内$图
!

%*

利用
!

#

F<

结合
*MNF'

#

(OEP(OE

技术分析脾阳

虚大鼠回肠蛋白质组改变!使用
*+JA1G

搜库!除去假

定未知蛋白和重复的蛋白!剩下
8

个差异表达的蛋白

点$

D d"

!

";

%!其中
9

个表达上调!

9

个表达下调* 靶

点序号$

CCD

%

6$8

的结蛋白$

I:J=>,

%)

8;!

的角蛋

白
8

$

A/G1Q:.+G>,8

!

%R8

%)

;75

的丙酮酸激酶$

K/-

#

S+G: Q>,+J:

!

DR

%)

!57

的埃兹蛋白$

:T.>,

%为上调蛋

白&

CCD #!$$

的甘油醛三磷酸脱氢酶$

?2/A:.+2I:

#

L/I:

#

$

#

KL1JKL+G: I:L/I.1?:,+J:

!

UMDFV

%)

##77

的角蛋白
#5

$

A/G1Q:.+G>,#5

!

%R#5

%)

#79;

的

角蛋白
#

$

A/G1Q:.+G>,#

!

%R#

%)

#7""

的肌动蛋白

$

+AG>,

%为下调蛋白$图
$

)

9

%* 经过初步鉴定!将其按

照蛋白质功能的不同归于细胞骨架)能量代谢及信号

传导
$

大类别* 具体鉴定的蛋白情况见表
#

*

$$注#

M

为正常对照组&

]

为脾阳虚组&箭头所指为各个差异蛋

白靶点序号

图
!

#大鼠回肠蛋白质考马斯亮蓝染色
!

#

F<

图谱

$$注#

M

为脾阳虚组&

]

为正常对照组&下图同

图
$

#表达上调的蛋白质
$F

图
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#

图
9

#表达下调的蛋白质
$F

图

表
#

#

*+JA1G

搜库脾阳虚相关蛋白质结果

CCD

蛋白质名称
细胞

归类

蛋白

打分

表达

情况

6$8

结蛋白 细胞骨架
!75 "

8;!

角蛋白
8

细胞骨架
!95 "

;75

丙酮酸激酶 物质代谢
#7" "

#!$$ $

#磷酸甘油醛脱氢酶 物质代谢
56 #

##77

角蛋白
#5

细胞骨架
$$" #

!57

埃兹蛋白 细胞骨架
5; "

#79;

角蛋白
#

细胞骨架
#"; #

#7""

肌动蛋白 细胞骨架
#59 #

$$注#

#

表示该蛋白点在脾阳虚组表达下调&

"

表示该蛋白点在脾阳

虚组表达上调

讨$$论

中医学认为脾脏为 '后天之本()'气血生化之

源(* -脾胃论"卷上"脾胃虚实传变论.提到'元气

之充足!皆由脾胃之气所伤!而后能滋养元气* 若胃气

之本弱!饮食自倍!则脾胃之气既伤!而元气亦不能充!

而诸病之所由生也*(说明了脾主运化功能的重要性*

现代中医学者秉承中医学理论!结合现代实验技术手

段!从物质能量代谢)消化吸收功能)内分泌调节及其

免疫形态等多角度!多方面对脾虚证进行了深入研究!

为探索其本质提供了有力证据+

7

,

* 随着后基因组学

时代的到来!作为核心的蛋白质组学技术因其自身具

有的整体性)多样性)动态性及其技术上的高通量)高

分辨率等优势特点!近几年被广泛应用于中医药的研

究中来+

7

!

6

,

* 本课题基于蛋白质组学技术!筛选鉴定

脾阳虚大鼠与正常大鼠回肠的差异蛋白质!得到涉及

细胞骨架)能量代谢及信号传导
$

大方面的
8

个差异

蛋白!为进一步探讨脾阳虚证病理机制提供有力证据*

DR

是糖酵解途径中的主要限速酶之一!有
9

种

类型的同工酶!根据其分布的部位不同!将其分为
N

型)

*#

型)

*!

型和
X

型* 近年来!在对于
*!

型的研

究中发现+

8

!

5

,

!其不仅大量分布于脾脏中!同时在一些

消化系统肿瘤的诊断及治疗中也存在一定的意义* 本

次研究发现!脾阳虚组与正常对照组比较!脾阳虚模型

大鼠回肠中
DR

的表达呈上调趋势!

UMDFV

的表达

呈下调趋势!而两者均参与糖酵解中生成
M(D

的反应

过程* 在此过程中!

DR

是催化磷酸烯醇丙酮酸

$

KL1JKL1:,12K/.-S>A +A>I

!

D<D

%和
MFD

转变成丙

酮酸和
M(D

的关键酶!而关键酶
DR

活性的改变将直

接影响合成
M(D

的反应速度* 同时!另一种为
M(D

合成提供高能磷酸键的化合物/

#

!

$

(二磷酸甘油酸

的转化需要
UMDFV

的催化* 综上!笔者认为!脾阳虚

证模型大鼠表现的倦怠嗜卧!精神不振等有关能量代

谢方面的症状!很有可能与
DR

及
UMDFV

的异常表

达有关*

MAG>,

是微丝的主要成分!有
M(D

结合位点!具

有
M(D

酶活性!能催化
M(D

的水解+

#"

,

* 微丝作为细

胞骨架的组成部分之一!在细胞收缩$如肌细胞%和物

质运输过程中发挥作用* 脾阳虚组相较于正常组
+A

#

G>,

的表达量下调!说明微丝结构发生变化!从而进一

步影响实验大鼠回肠部分的功能改变* 笔者推测!

+A

#

G>,

的表达量下降很可能会影响到小肠绒毛的结构!进

而影响其消化吸收功能!这可能是脾阳虚证时表现出

消化吸收功能障碍的原因之一*
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#

" !&###"

<T.>,

是
<X*

家族$

:T.>,

)

.+I>[,

)

=1:J>,

)

=:.

#

2>,

%中的一种膜细胞骨架蛋白!主要存在于细胞浆中!起

到参与细胞骨架的构成)细胞间的识别及信号转导的作

用* 有研究指出+

##

!

#!

,

!在磷酸化的作用下!出现活化现

象的
:T.>,

与
%F99

等跨膜蛋白相连!参与黏附分子介

导的细胞黏附功能并维持细胞表面的形态发育等* 这

也可能与脾阳虚证时
:T.>,

的表达上调的机制相同*

%/G1Q:.+G>,

是细胞骨架的中间丝蛋白家族中最

复杂的一类!是在上皮细胞发生)分化)成熟过程中逐

渐形成的!与上皮细胞有着密不可分的关系* 目前已

知的角蛋白已达
$"

余种!其不但可以维持上皮细胞

及细胞器结构功能的完整!还可以参与多种蛋白质的

合成)细胞内的信号转导!调节细胞间的黏附和运动功

能+

#$

,

* 而本次研究发现差异表达的
%R#

)

%R#5

以及

%R8

!很有可能是导致肠绒毛上皮结构形态及功能变

化的关键因素!而肠绒毛的这种变化!将会直接影响消

化吸收功能* 这可能是脾阳虚时运化功能减退的机制

之一*

F:J=>,

是主要中间纤维蛋白之一! 尤其是在维

持心肌细胞形态!参与细胞内物质)信息及能量交换等

方面起到重要作用* 近些年的研究发现
I:J=>,

的表

达异常不仅可影响细胞骨架结构!还能限制线粒体间

的能量传递+

#9

,

* 由此!笔者推测!本研究中回肠组织

中
I:J=>,

呈上调表达!很有可能限制线粒体间的能

量传递!导致机体产能不足!能量物质缺乏!从而表现

倦怠乏力)精神萎靡等症状!同时伴随的产热量下降将

会导致机体畏寒怕冷的症状* 这些正是脾阳虚的典型

症状!所以
I:J=>,

很有可能是脾阳虚证的关键因素

之一*

总之!这些蛋白质的差异性表达可能与脾阳虚证

的病理机制有关!为进一步揭示中医脾阳虚证的本质

研究提供新的思路和线索!也为从分子水平上揭示脾

阳虚证的本质提供了有力的实验依据*
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