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慢性胃炎脾胃湿热证大鼠胃黏膜蛋白质组

与三仁汤治疗的实验研究

廖圣银#!

#曾#俊!

#王爱瑶!

#陈建勇!

摘要#目的#研究慢性胃炎脾胃湿热证大鼠胃黏膜的蛋白质表达!探讨慢性胃炎脾胃湿热证的相关发病

机制!观察三仁汤治疗后慢性胃炎脾胃湿热证大鼠胃黏膜蛋白质的表达差异!探讨三仁汤治疗慢性胃炎脾胃湿

热证作用机制" 方法#将
$:

只
DE

雄性大鼠适应性喂养
$

天后!随机分为
$

组#正常对照组$对照组%&慢性胃

炎脾胃湿热证模型组$模型组%&三仁汤治疗组$治疗组%!每组
#!

只" 采用复合因素复制慢性胃炎脾胃湿热证

大鼠模型!运用双向凝胶电泳分离大鼠胃黏膜蛋白!考马斯亮蓝染色!使用
FEG-;HI =

$

"

软件分析差异蛋白质

点!基质辅助激光解析电离飞行时间串联质谱$

*JKE'

&

(LMN(LM

&
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%鉴定仪进行蛋白鉴定" 结果#在对照

组&模型组&治疗组凝胶图谱中检测到蛋白质斑点数分别为$
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%个" 经

FEP-;HI =
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"

软件分析!与对照组比较!模型组有差异表达蛋白质点
<O

个!其中上调
$"

个!下调
OO

个'与

模型组比较!治疗组有差异表达蛋白质点
<9

个!其中上调
O5

个!下调
!:

个" 成功鉴定了
9

个差异蛋白质

点!分别为热休克蛋白
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%" 结论#慢性胃炎脾胃湿热证的发病机制可能与应激反应及

能量代谢障碍有关!三仁汤治疗慢性胃炎脾胃湿热证的作用机制可能是调节胃黏膜蛋白质的差异表达"
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##脾胃湿热证是中医学脾胃理论的重要内容"也是

临床常见证型"是一种以脾胃功能失调为主要病机的

湿热证"我国尤以南方地区多见' 临床上很多症状可

由脾胃湿热产生' 慢性胃炎与中医学的脾胃湿热证关

系十分密切' 对脾胃湿热证临床研究显示" 慢性胃炎

中脾胃湿热证占首位(

#

)

' 病证结合研究是中医现代

化及中西医结合研究的重要思路和方法' 本研究旨在

采用病证结合的模式"运用蛋白质组学技术分析三仁

汤治疗前后慢性胃炎脾胃湿热证胃黏膜蛋白质的表达

差异"进一步探讨慢性胃炎脾胃湿热证的相关发病机

制及三仁汤治疗的作用机制'

材料与方法

#

#实验动物#清洁级
DE

雄性大鼠
$:

只$由南

昌大学实验动物中心提供"许可证号#赣动
5:"!#

%"

体重$

!""

'

!"

%

W

' 在
!" a !=

)温度"

9"b a :"b

相对湿度的环境下"以普通饲料喂养'

!

#药物#三仁汤组成#苦杏仁
#9 W

#生薏苡仁

#= W

#白蔻仁
: W

#川厚朴
: W

#法半夏
#9 W

#淡竹

叶
: W

#飞滑石
#= W

#白通草
: W

' 中药饮片购于江

西省人民医院中药房' 白蔻仁*川厚朴两药后下"其他

药加
5"" ?K

水浸泡
# Q

后煎煮
$" ?@,

"浓缩取汁

#"" ?K

"药渣加少量水后煎煮
!" ?@,

"将白
!

仁*川

厚朴 后 下 再 用 文 火 煎 煮
9 ?@,

" 浓 缩 配 制 成

"

$

=! WN?K

水煎液"

O

)冰箱保存备用'

$

#主要试剂与实验设备#丙烯酰胺$

J

&

===<

%*

双丙烯酰胺$

*

&

<!9:

%*过硫酸铵$

J

&

="5"

%*甘氨酸

$

6

&

<#!:

%*十二烷基磺酸钠$

K

&

9<9"

%*四甲基乙烯基

二胺$

(

&

=#$$

%*三羟甲基氨基甲烷$

(

&
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%*丙基硫

酸盐$

D

&
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%*三氟乙酸$

(

&

O9"=

%*

!

%氰基 %

O

%

羟基肉桂酸$

G

&

#5<5

%均为美国
D@W?+

&

J2U.@AQ

公司

产品&二硫苏糖醇$

4L $O=$

%

#!

%

$

%*固相
FT

干胶

条$

!OA?

"

ST c$

%

#"4K

%

'F6

缓冲液 $

'F6 Y-VV;.

ST c$

%

#"4K

% $

4L <#

%

9"#=

%

O=

&

>M

%均为美国

J?;.HQ+? ]@1HA@;,A;H

公司产品' 人工气候箱

$

Xd7

&

#"""J

%为宁波市东南医疗器械厂产品"亚都超

声加湿品$

D7

&

&"#$J

%为北京亚都科技股份有限公司

产品&等电聚焦仪$

>II+,

&

'F6SQ1.

&

"

%*垂直电泳仪

$

>II+, EJK(

%*扫描仪$

'?+W;DA+,,;. #

%等均为

美国
J?;.HQ+? ]@1HA@;,A;H

公司产品'

O =""

型

基质辅助激光解析电离飞行时间串联质谱$

*JKE'

&

(LMN(LM

&

*D

%鉴定仪为美国
JSS2@;U ]@1H/HI;?H

公司产品'

O

#动物分组及造模方法#将
$:

只
DE

雄性大鼠

适应性喂养
$

天后"随机分为
$

组#正常对照组$对照

组%*慢性胃炎脾胃湿热证模型组$模型组%*三仁汤治

疗组$治疗组%"每组
#!

只' 各组动物均于造模前禁

食
#! Q

"自由饮水"测定体重"造模时间
!!

天"造模方

法参照有关文献(

!

%

O

)并适当加以改进'

O

*

#

#对照组#在
!" a !=

)温度"

9"b a:"b

相对湿度的环境下"以普通饲料喂养"每日上午
=

+

""

时投饲料"连续
!!

天后处死动物'

O

*

!

#模型组#在普通饲料喂养的基础上"加用

!"" WNK

蜂蜜水自由饮用"每日灌服
!b

水杨酸钠

! ?KN!"" W

"连续
#9

天"且第
# a#"

天隔日按大鼠体

重灌 服 油 脂
! WN!"" W

" 并 与 油 脂 隔 日 灌 服

! ?KN!"" W

白酒"共
#"

天"第
## a #9

天每日上午

=

+

""

时至晚
!"

+

""

时置于人工气候箱中 (环境设置

为#温度$

$$

'

!

%)"相对湿度
59b

)"共
9

天"造模结

束后移出于自然环境"

<

天后处死动物'

O

*

$

#治疗组#造模方法同模型组"造模结束后

移出于自然环境
#! Q

后开始每天灌服清热化湿方三

仁汤煎剂
! ?K

,

!"" W

"每天
#

次"

<

天后处死动物'

9

#观察指标及实验方法

9

$

#

#标本采集#实验结束后"禁食
#! Q

"用

#"b

水合氯醛按
"

$

<! ?K

,

!"" W

腹腔注射麻醉"迅

速打开腹腔"取出全胃"沿大弯侧剪开鼠胃"分离胃黏

膜置于%

="

)冰箱保存待测'

9

$

!

#胃黏膜总蛋白质的提取#从%

="

)冰箱取

出冻存的胃黏膜组织"置研磨管充分研磨"将研磨后的

组织溶解液于样品裂解液中"

$"

)恒温水浴溶解
# Q

"

然后将溶液在室温下
#9 """ . N?@,

离心
#9 ?@,

"取
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上清"再次离心取上清"即为样品的总蛋白'

9

$

$

#双向凝胶电泳#取
# 9"" $W

蛋白样品"与

一定量的样品水化液充分混合"使得总体积为

O9" $K

&取出低温保存的
'F6

胶条$

!O A?

"

ST c$

%

#"4K

%"去除
'F6

胶条的保护膜"确认胶条的正负极"

在聚焦槽中缓慢加入蛋白样品"将胶条胶面朝下缓慢

放置在聚焦槽中"按如下参数设置等电聚焦程序#温度

!"

)*最大电流为
9" $JN

胶条&

9" 0

.

#! Q

$

HI;S

%*

9"" 0

.

# Q

$
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# """ 0

.

# Q

$
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%*

#" """ 0

.

# Q

$

W.+U@;,I

%*

#" """ 0

.

#" Q

$

HI;S

%&将聚焦好的

'F6

胶条取下"依次放入含
#" ?K

平衡缓冲液
#

的平

衡管和含
#" ?K

平衡缓冲液
!

的平衡管中缓慢水平摇

晃
#9 ?@,

&将平衡好的胶条放到第二向
DED

&

FJ6>

凝

胶的上表面进行第二向垂直电泳"采用
>II+,

&

EJK(

&

D@Z

系统&水浴循环仪设定温度为
#9

)&电泳设置为

#"" 0

.

O9 ?@,

*

!"" 0

电泳至溴酚蓝前沿刚好跑出凝

胶&电泳结束后"取出凝胶进行考马斯染色'

9

$

O

#图像扫描和分析#银染色后的双向凝胶应

用
'?+W;DA+,,;.

扫描仪进行扫描" 分辨率为

$"" US@

"使用
FEP-;HI =

$

"

软件对图像进行分析"主

要操作包括凝胶蛋白点检测*图像背景扣除*蛋白点灰

度值标准化*不同凝胶间蛋白点匹配"形成差异表达蛋

白质点的数据信息'

9

$

9

#

*JKE'

&

(LMN(LM

&

*D

鉴定#切取差异蛋

白点于离心管中超纯水漂洗
!

次"经脱色*酶解*萃取

后冻干&将干粉溶解于
9 $K

含
"

$

# (MJ

的溶液中"然

后按照
#

+

#

的比例与含
9"bJ%4

和
#b(MJ

的
!

%

氰基%

O

%羟基肉桂酸饱和溶液混合&取
# $K

样品进

行质谱点靶鉴定"仪器为
JF' O=""

串联飞行时间质

谱鉴定仪"采用正离子模式和自动获取数据的模式进

行数据采集&

F*M

的质谱扫描范围为
=""

%

O """ E+

&选择强度最大的
#"

个峰进行二级质谱'

将一级和二级质谱数据整合并使用
6FD $

$

:

和
*+H

&

A1I !

$

#

对质谱数据进行分析和蛋白鉴定' 搜索参数

如下#数据库为
4%]',.

&检索物种为#大鼠&酶为胰蛋

白酶&允许最大漏切位点为
#

&固定修饰为#半胱氨酸

羧氨基甲基化&可变修饰为#甲硫氨酸氧化& 一级质谱

容差为
"

$

#! E+

" 二级质谱容差为#

"

$

$ E+

&蛋白得分

置信区间大于
59b

为鉴定成功'

:

#统计学方法#所有数据采用
DFDD #<

$

"

和

>ZA;2 !""$

软件包进行处理"计量资料用
Z

'

H

表

示' 多组间计量资料采用单因素方差分析"方差齐者

用
KDE

法进行多重比较"方差不齐则用
I+?Q+,;

(

H

(!

进行多重分析"

F e"

$

"9

为差异有统计学意义'

结##果

各组大鼠胃黏膜
!

&

E>

图谱比较$图
#

"

!

%#在相

同实验条件下初步建立了对照组*模型组*治疗组大鼠

胃黏膜
!

&

E>

图谱"应用
'?+W; DA+,,;.

扫描仪进行

扫描和
FEP-;HI =

$

"

软件对图像进行分析"对照组*

模型组*治疗组凝胶图谱中检测到平均蛋白质点数分

别为$

# "!9

'

$5

%*$

55O

'

9#

%*$

# "=<

'

$$

%个' 选

取表达差异量在
#

$

9

倍以上作为蛋白质存在差异的标

准' 模型组与对照组比较分析发现有差异表达蛋白质

点
<O

个"其中
$"

个蛋白质点表达上调"

OO

个蛋白质

点表达下调&治疗组与模型组比较分析发现有差异表

达蛋白质点
<9

个"其中
O5

个上调"

!:

个下调' 通过

比较对照组*模型组*治疗组双向凝胶电泳图谱的差异"

##注#

J

为对照组&

]

为模型组&

%

为治疗组&

E

箭头所指为表

达差异量变化最明显的
9

个蛋白质点

图
#

!大鼠胃黏膜
!

&

E>

图谱$

!O A?

"

ST c$

%

#"4K

%

##注#蛋白质得分为
#<O

分"

F e "

$

"9

"蛋白鉴定结果#分

子伴侣型热休克蛋白
<!

$该图是从凝胶中切取差异蛋白质

点进行质谱鉴定"由质谱仪获得一级质谱和二级质谱数据"

通过电脑上传至
*JD%L(

数据库检索自动生成结果的一部

分"此图主要是说明此蛋白质点查询数据库所鉴定出的蛋白

质结果的可靠性%

图
!

!蛋白质斑点
DDF:$"<

查询
*JD%L(

数据库的结果
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#

! $%!!!!

初步选取了表达差异量变化最明显的
9

个蛋白质点进

行质谱鉴定"分别为热休克蛋白
<!

$

Q;+I HQ1AR S.1

&

I;@, <!

"

TDF<!

%*热休克蛋白
:"

$

Q;+I HQ1AR S.1

&

I;@, :"

"

TDF:"

%*蛋白质二硫键异构酶$

S.1I;@, U@

&

H-2V@U;

&

@H1?;.+H;

"

FE'

%*未命名蛋白 $

-,,+?;U

S.1I;@,

%*苹果酸脱氧酶 $

?+2+I; U;Q/U.1W;,+H;

"

*ET

%"功能主要涉及分子伴侣*能量代谢'

讨##论

分子伴侣是指能够结合和稳定其他蛋白质的不稳

定构象"并能通过有控制性的结合和释放"促进新生多

肽链的折叠"多聚体的正确装配或降解变性蛋白以及

细胞器蛋白跨膜转运的一类蛋白质(

9

)

"其在
E4J

的

复制*转录"细胞内信号的传导*细胞骨架功能等领域

发挥着重要的生理作用' 本研究中鉴定发现的胃黏膜

差异表达蛋白质中有
O

个涉及分子伴侣功能"其中

TDF<!

*未命名蛋白在慢性胃炎模型组表达下调" 而

TDF:"

*

FE'

表达上调'

TDF

是一个具有高度保守性

的内源性蛋白保护家族"它可以由一切生物细胞在受

到高温*毒物*缺氧*重金属*自由基以及感染等有害因

子的刺激作用下而大量合成'

TDF

按分子量的大小

可分为
TDF##"

*

TDF5"

*

TDF<"

*

TDF:"

*

TDFO<

"

钙网蛋白和小热休克蛋白(

:

)

'

TDF

作为内源性保护

蛋白"在胃黏膜中的保护作用越来越受到重视'

TDF<!

是一种高度保守的应激蛋白" 它可以保护生

物或细胞在各种应激中免遭损害" 在生物热耐受的形

成中
TDF<!

具有重要作用" 它的表达增加可以提高

生物的热耐受性 (

<

)

'

&@, *

等(

=

)研究发现
TDF<!

表

达增加可以增强胃黏膜对阿司匹林的耐受"减轻胃黏

膜的损伤' 有学者研究显示中暑患者体内的
TDF<!

表达下调"而诱导
TDF<!

的表达上调可以延缓和预

防中暑的发生(

5

%

#$

)

' 日本学者研究发现胃黏膜保护

剂肌肽锌是通过上调胃黏膜中
TDF<!

的表达来实现

对胃黏膜的保护作用(

#O

)

' 本研究结果表明"慢性胃炎

脾胃湿热证大鼠胃黏膜
TDF<!

表达下调"经三仁汤

治疗后胃黏膜
TDF<!

表达上调' 我们推测
TDF<!

表达的下调降低了胃黏膜细胞的应激耐受性"减弱了

抗细胞凋亡能力"以致机体在受到湿热病邪的刺激下

胃黏膜抗损伤能力下降引发胃黏膜炎症反应"细胞凋

亡增加' 从中医学理论角度来看"脾胃湿热证属实证"

正邪相争"邪盛而正不虚"胃黏膜炎症反应剧烈"而三

仁汤可以提高胃黏膜的
TDF<!

表达"

TDF<!

的高表

达可提高细胞对应激原的耐受性*增加胃黏膜血流"从

而增强胃黏膜对应激损伤的抵抗能力"稳定细胞结构"

并通过减轻过氧化炎性损伤以及抑制细胞凋亡"提高

胃黏膜的自我修复能力'

TDF:"

是
TDF

家族中最保守的蛋白"胃黏膜在

受到各种外源性刺激和内源性刺激因素后将迅速合成

TDF:"

" 以发挥对胃黏膜细胞的保护作用(

#9

)

' 柯晓

等(

#:

)在慢性胃炎脾胃湿热证研究中发现
TS

感染可

以增强
TDF:"

表达"同时
TDF:"

表达又与湿热之邪

有关' 目前已知所有的
T3 S/21.@

菌株都可产生

TDF

" 包括
TDFJ

和
TDF]

" 其中
TDF]

与人

TDF:"

具有同源性(

#<

)

' 马锐等(

#=

)研究发现在浅表

性胃炎*萎缩性胃炎*不典型增生及胃癌组织中的

TDF:"

的表达呈逐渐增高趋势'

FE'

既是酶又是分

子伴侣"类似于内质网中的
TDFW.S<=

"在机体受到各

种应激时表达增加"也会因为内质网中积累了大量的

尚未折叠好或错误折叠的蛋白及过量合成的分泌蛋白

而被诱导表达(

#5

)

' 它可催化
FE'

的形成"促进新生肽

链折叠"但其帮助蛋白折叠的作用模式与
TDF5"

相

似(

!"

)

"在蛋白质翻译及翻译后的转运中具有重要作

用"从而参与蛋白质的生物合成' 王孟春等(

!#

)研究发

现
FE'

在胃黏膜中存在基础表达"

TS

感染组
FE'

的

表达高于
TS

未感染组"表明
TS

感染增加了胃黏膜

FE'

的合成' 本研究结果表明慢性胃炎脾胃湿热证大

鼠胃黏膜
TDF:"

*

FE'

表达上调"三仁汤治疗后

TDF:"

*

FE'

表达下调'

TDF:"

*

FE'

表达上调是机

体受到应激时处于一种自我保护状态"维持胃黏膜细

胞的完整性"三仁汤治疗后
TDF:"

*

FE'

表达下调的

确切机制尚不明确"有待于今后更深入的研究'

*ET

是生物体内糖代谢三羧酸循环中关键酶之

一"线粒体中的
*ET

能够催化苹果酸与草酰乙酸之

间的相互转换"广泛存在于各种生物体内'

*ET

在生

物体细胞的多种生理功能中发挥着重要作用"例如在

线粒体中的能量代谢以及植物体内的活性氧代谢等'

`@? 4

(

!!

)

"刘涛等(

!$

)运用蛋白质组学技术研究发现

心肌缺血损伤可能与心肌细胞能量代谢*呼吸链相关

的
*ET

表达下调有关'

]B1.R J

等(

!O

) 研究表明

*ET

具有稳定蛋白质骨架结构的功能' 本实验发现

慢性胃炎脾胃湿热"模型组大鼠胃黏膜
*ET

的表达

较正常对照组下调"而经三仁汤治疗后大鼠胃黏膜

*ET

的表达上调' 慢性胃炎脾胃湿热证大鼠在肥甘

饮食及湿热病邪的作用下导致胃黏膜血流微循环障

碍*炎症损伤"胃黏膜细胞能量代谢障碍"细胞功能受

损"三仁汤可以提高慢性胃炎脾胃湿热证
*ET

的表

达"改善胃黏膜能量代谢障碍"修复细胞功能'

总之"本研究运用蛋白质组学技术分析了慢性胃
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#

炎脾胃湿热证胃黏膜的蛋白质表达差异"成功鉴定了

TDF<!

*

TDF:"

*

FE'

*未命名蛋白及
*ET

"三仁汤可

以调节脾胃湿热证上述胃黏膜蛋白的差异表达' 慢性

胃炎脾胃湿热证发病机制可能与机体应激反应及能量

代谢障碍有关"三仁汤治疗作用机制可能与通过调节

胃黏膜相关差异蛋白表达有关'
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