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技术研究丹参酮
!E

对高脂血症

大鼠肝脏蛋白质的影响

马艺鑫#

"

!

$贾连群#
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$宋$囡#

"

!

$王俊岩#
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摘要$目的$应用相对和绝对定量同位素标记技术#

;*DEF

$ 研究丹参酮
!E

对高脂血症大鼠肝脏蛋

白质组表达的影响"探讨丹参酮
!E

对肝脏保护的作用% 方法$

!5

只
GA

大鼠随机分为空白对照组&高脂

血症组和丹参酮组"每组
4

只% 空白对照组每日给予普通大鼠饲料喂饲% 高脂血症组和丹参酮组给予高脂

饲料喂饲"

5

周后丹参酮组予丹参酮
!E

磺酸钠
#" :HC

#

IH

!

J

$ 腹腔注射"空白对照组&高脂血症组给予等

体积的磷酸盐缓冲生理盐水腹腔注射% 用药
4

周后检测大鼠血脂&肝功能情况以及肝脏组织形态学变化%

分离提取肝脏总蛋白"以
;*DEF

试剂标记后进行质谱检测并以软件分析差异表达的蛋白质"用
+8KL8MN

O10L

方法验证部分差异蛋白的表达趋势% 结果$与空白对照组比较"高脂血症组血清
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$'与高脂血症组比较"丹参酮组血清中
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技术分析发现(丹参酮组肝脏中
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&

EU0-#
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及细胞

色素
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家族
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个差异蛋白表达量上调"

*IL

及
83*

表达下调%
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验证差异蛋白
'9G#

&

EU0-#

&

E@0LK!

变化趋势与蛋白质组结果相一致% 结论

丹参酮
!E

可能通过促进胆固醇逆向转运&脂肪酸氧化"改善肝脏代谢功能"减少肝脏脂质沉积"达到其肝脏

保护作用%

关键词$丹参酮
!E

'高脂血症'相对和绝对定量同位素标记'肝脏

9WW8@LK 0W *-NKX;N0N8!E 0N Q;Y8M RM0L80:8 9ZUM8KK;0N 0W T.U8M1;U;J8:;- D-LK O. ;*DEF *8@X

#

N010H.

$

,E [;

#

Z;N

#

!

!

!

()E Q;-N

#

=\N

#

!

!

!

GB3P 3-N

#

!

!

!

+E3P (\N

#

.-N

#

!

!

!

Q93 ]\8

#

!

!

!

^TE3P 3;

#

!

!

!

-NJ [E3P P\-N

#

1;N

#

!

!

$

# V8. Q-O0M-L0M. 0W ,;N;KLM. 0W 9J\@-L;0N W0M *', /;K@8M-

#

GL-L8 *X80M. -NJ EU

#

U1;@-L;0NK

!

Q;-0N;NH _N;Y8MK;L. 0W *M-J;L;0N-1 'X;N8K8 ,8J;@;N8

!

GX8N.-NH

$

##"45$

%&

! D8K8-M@X '8NL8M

W0M *M-NK1-L;0N-1 ,8J;@;N8 0W *M-J;L;0N-1 'X;N8K8 ,8J;@;N8

!

GX8N.-NH

$

##"45$

%

E7G*DE'*

$

BO<8@L;Y8

$

*0 KL\J. LX8 8WW8@LK 0W *-NKX;N0N8 !E 0N LX8 1;Y8M UM0L80:8 8ZUM8KK;0N

0W X.U8M1;U;J8:;- M-LK O. ;K0O-M;@ L-HK W0M M81-L;Y8 -NJ -OK01\L8 =\-NL;L-L;0N

$

;*DEF

%

L8@XN010H.

!

-NJ L0

0OK8MY8 ;LK UM0L8@L;0N W0M 1;Y8M 2 ,8LX0JK

$

*0L-11. !5 GA M-LK `8M8 M-NJ0:1. J;Y;J8J ;NL0 LX8 O1-NI @0NLM01

HM0\U

$

' HM0\U

%!

LX8 X;HX W-L X.U8M1;U;J8:;- HM0\U

$

TaT HM0\U

%!

-NJ *-NKX;N0N8 !E LM8-L:8NL HM0\U

$

*E3 HM0\U

%!

4 ;N 8-@X HM0\U2 D-LK ;N LX8 ' HM0\U `8M8 W8J `;LX @0::0N W0M-H82 T;HX W-L W0M-H8 `-K W8J

L0 M-LK ;N LX8 TaT HM0\U LX8 *E3 HM0\U2 G0J;\: *-NKX;N0N8 !E K\1W0N-L8

$

#" :H

"

IH

"

#

"

J

"

#

%

`-K ;NLM-

!

U8M;L0N8-11. ;N<8@L8J L0 M-LK ;N LX8 *E3 HM0\U 5 `88IK 1-L8M 2 9=\-1 Y01\:8 0W UX0KUX-L8 O\WW8M8J K-1;N8

`-K ;NLM-U8M;L0N8-11. ;N<8@L8J L0 M-LK ;N LX8 ' HM0\U -NJ LX8 TaT HM0\U2 EWL8M 4

!

`88I :8J;@-L;0N

!

O100J

1;U;J 18Y81K

!

1;Y8M W\N@L;0N

!

-NJ X;KL0:0MUX010H;@-1 @X-NH8K 0W 1;Y8M `8M8 J8L8@L8J2 *X8 L0L-1 UM0L8;N 0W 1;Y8M

`-K 8ZLM-@L8J -NJ 1-O818J O. ;*DEF2 *X8N J;WW8M8NL;-11. 8ZUM8KK8J UM0L8;NK `8M8 J8L8@L8J O. :-KK KU8@

!

LM0:8LM;@ J8L8@L;0N -NJ -N-1.b8J O. K0WL`-M82 *X8 L8NJ8N@. 0W U-ML;-1 J;WW8M8NL;-11. 8ZUM8KK8J UM0L8;NK



"!"%$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

,-. !"#$

!

/012 &$

!

30

!

%

`8M8 J8L8@L8J O. +8KL8MN O10L2 D8K\1LK

$

'0:U-M8J `;LX LX8 ' HM0\U

!

LX8 18Y81K 0W *'

!

*P

!

QAQ

!

'

!

EQ*

!

-NJ EG* ;N@M8-K8J

$

R S"

!

"#

%!

-NJ LX8 TAQ

!

' 18Y81 J8@M8-K8J

$

R S"

!

"#

%

;N LX8 TaT HM0\U2 '0:U-M8J

`;LX LX8 TaT HM0\U

!

LX8 18Y81K 0W EQ* -NJ EG* J8@M8-K8J

$

R S"

!

"%

%

;N LX8 *E3 HM0\U2 ;*DEF L8@XN010H.

-N-1.K;K KX0`8J LX-L 6 J;WW8M8NL;-11. 8ZUM8KK8J UM0L8;NK K\@X -K '9G#

!

EU0-#

!

E@0LK!

!

VE*

!

E@0LK&

!

VE*

!

-NJ @.L0@XM0:8 R5%" W-:;1. UM0L8;NK

$

'.U&-!

!

'.U&-#4

!

'.U5-&

!

'.U!O!

!

'.U!@!&

%

`8M8 \U

!

M8H\1-L8J ;N LX8 *E3 HM0\U2 9ZUM8KK;0NK 0W *IL -NJ 83* `8M8 J0`N

!

M8H\1-L8J ;N LX8 *E3 HM0\U2 D8K\1LK

UM0Y8J O. +8KL8MN O10L

$

@X-NH;NH L8NJ8N@. 0W J;WW8M8NL;-11. 8ZUM8KK8J UM0L8;NK K\@X -K '9G#

!

EU0-#

!

E@0LK!

%

`8M8 @0NK;KL8NL `;LX UM0L80:8 8ZUM8KK;0N M8K\1LK 2 '0N@1\K;0NK

$

*-NKX;N0N8 !E :;HXL ;:UM0Y8

1;Y8M :8L-O01;K: -NJ M8J\@8 1;Y8M 1;U;J J8U0K;L;0N U0KK;O1. O. UM0:0L;NH @0\NL8M LM-NKU0ML 0W @X018KL8M01

-NJ W-LL. -@;J 0Z;J-L;0N

!

LX\K UM0L8@L;NH LX8 1;Y8M 2

V9[+BDAG

$

*-NKX;N0N8!E

&

X.U8M1;U8:;-

&

;K0O-M;@ L-HK W0M M81-L;Y8 -NJ -OK01\L8 =\-NL;L-L;0N

&

1;Y8M

$$随着人们生活水平的提高!高脂饮食所导致脂代

谢紊乱对人们的健康构成严重威胁!是动脉粥样硬化

$

-LX8M0K@18M0K;K

!

EG

%等心血管疾病的主要病因之

一) 肝脏在脂质代谢中起着关键作用) 丹参酮
!E

是

活血化瘀药丹参的一种醇溶性成分!具有活血化瘀的

作用) 有研究表明!应用丹参酮
!E

等活血化瘀药物

为主的方法改善肝脏脂质代谢紊乱取得了较好疗

效*

#

"

&

+

) 但是对于其疗效机制的研究尚不全面!蛋白质

组学技术的出现!为探究丹参酮
!E

对肝脏保护作用的

机制和原理提供了全新而且更加全面的方法) 相对和

绝对定量同位素标记$

;K0O-M;@ L-HK W0M M81-L;Y8 -NJ

-OK01\L8 =\-NL;L-L;0N

!

;*DEF

%技术与高度敏感性和

准确性的串联质谱及多维液相色谱联用技术已成为蛋

白质定性和定量研究的主要工具之一*

5

+

) 本实验以高

脂血症大鼠肝脏组织为研究对象! 用
;*DEF

技术对丹

参酮
!E

作用下肝脏组织的蛋白质组进行质谱检测!

寻找和发现有明显表达差异的蛋白质!为阐明丹参酮
!

E

对高脂血症大鼠肝脏蛋白质的影响提供实验依据)

材料与方法

#

$动物$健康
GA

大鼠
!5

只!

GRa

级雄性!体

重$

&""

%

#"

%

H

!购买于北京维通利华实验动物技术

有限公司!生产合格证号#

G']V

$京%

!"#!

"

"""#

)

于辽宁中医药大学实验动物中心饲养!自由摄食与

饮水)

!

$试剂与仪器$丹参酮
!E

磺酸钠注射液购自

上海第一生化药业有限公司&

*P

,

*'

,

TAQ

#

'

,

QAQ

#

'

,

EQ*

,

EG*

测定试剂盒!均购自四川迈新生物技术

有限公司&油红
B

,乙腈,甲酸,三氯乙酸,丙酮,聚乙烯

吡咯烷酮$

R/RR

%,二硫苏糖醇$

A**

%,苯甲基磺酰胺

$

R,Ga

%,乙二胺四乙酸$

9A*E

%,四乙基溴化铵$

*9

#

E7

%等均购自
G;H:-

公司&

;*DEF

试剂购自
EUU1;8J

7;0K.KL8:K

公司&

7GE

蛋白定量测定试剂盒购自北

京鼎国昌盛生物技术有限公司&兔抗
Q;Y8M '-MO0Z.

#

18KL8M-K8 #

,

- @.1

#

'0E *X;08KL8M-K8 !

,

ERBE#

7R

,

"

#

-@L;N

多克隆抗体购自
EO@-:

公司&

TDR

标记

山羊抗兔
)HP

$

T c Q

%购自碧云天生物技术公司&化学

发光底物购自
*X8M:0

公司) 全自动生化分析仪$日本

东芝公司%,电泳仪$

7;0

#

D-J

公司%

,EQA)

#

*BaC*Ba

质谱仪$

*X8M:0

公司%,强阳离子交换柱$

G']

!

RX8

#

N0:8N8Z

公司%,

TRQ'

$

GT),EA^_

公司%,酶标仪

$

*X8M:0

公司%,

a&

型全自动荧光与可见光凝胶成像

分析系统$

G.NH8N8

公司%,垂直板电泳装置$

7;0

#

D-J

公司%!

*M-NK

#

710L GA

半干转膜仪$

7;0

#

D-J

公司%)

&

$动物模型制备及分组$

!5

只大鼠随机分为空

白对照组,高脂血症组和丹参酮组!每组
4

只) 空白对

照组每日给予普通大鼠饲料饲喂) 高脂血症组,丹参

酮组予高脂饲料$

?d

蔗糖!

#d

谷氨酸钠!

%d

蛋黄粉!

4d

花生油!

#

!

%d

胆固醇!

"

!

5d

甲基硫氧嘧啶!

"

!

!d

胆盐!

$&

!

&d

基础饲料%喂养*

%

+

!临床常用药剂量为

4" e #!" :HC$"

$

IH

"

J

%!本研究选用
#!" :HC$"

$

IH

"

J

%剂量!根据-中药药理实验方法.

*

?

+

!治疗组

按人与大鼠体表面积比换算给药等效剂量!大鼠为人

的
?

!

!%

倍!即大鼠每天给药量为
#" :HC

$

IH

"

J

%)

5

周后丹参酮组予丹参酮
!E

磺酸钠
#" :HC

$

IH

"

J

%腹

腔注射!空白对照组,高脂血症组给予等体积的磷酸盐

缓冲生理盐水$

R7G

%腹腔注射) 丹参酮组及高脂血

症组继续给予高脂饲料喂饲!空白对照组则继续给予

正常大鼠饲料喂养) 给药
4

周后!所有大鼠禁食禁水!

5d

水合氯醛腹腔麻醉后腹主动脉取血并分离血清!同

时!分离肝脏组织并保存与"

4"

&冰箱中)

5

$指标检测及方法

5

!

#

$血清指标检测$全自动生化分析仪检测

*'

,

*P

,

QAQ

#

'

,

TAQ

#

'

及
EQ*

,

EG*

含量)
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T9

染色$用多聚甲醛固定肝脏!然后将切

好的肝组织进行逐级脱水,浸蜡,包埋,切片和脱蜡!采

用
T9

染色的方法!在光镜下观察肝脏结构变化)

5

!

&

$油红
B

染色$将包埋后的肝脏固定于冰冻

切片机上!行厚
% #:

的横断面切片!

5d

多聚甲醛固

定
% :;N

!浸入
?"d

异丙醇
5" K

!浸入油红
B

工作液

#% :;N

!

?"d

异丙醇冲洗后蒸馏水冲洗
!

次!苏木素

染色
% :;N

!蒸馏水冲洗
!

次!

#d

盐酸酒精分色
# K

!

封片后在光镜下观察肝脏中脂质沉积情况)

5

!

5

$

;*DEF

定量分析$首先从样品中提取蛋

白!对提取后的蛋白样品进行还原烷基化处理!打开二

硫键以便后续步骤充分酶解蛋白) 用
7M-NJW0MJ

法

进行蛋白的浓度测定!用
GAG

#

REP9

检测) 每个样

品取等量蛋白
*M.UK;N

酶解!用
;*DEF

试剂标记肽

段!标记后的肽段等量混合) 混合后的肽段使用强阳

离子交换色谱 $

GLM0NH '-L; 0N 9Z@X-NH8 'X08

#

:-L0HM-UX.

!

G']

%进行预分离!接着进行液相串联

质谱 $

1;=\;J @XM0:-L0HM-UX. @0\U1 8J `;LX L-N

#

J8: :-KK KU8@LM0:8LM.

!

Q'

#

,GC,G

%分析) 最后

比较各蛋白在各样品之间的相对含量的关系!从而获

得与实验相关的重要蛋白)

5

!

%

$

+8KL8MN O01L

验证差异蛋白表达$称取

%" :H

肝脏组织提取总蛋白!

7'E

蛋白定量法测定

蛋白浓度!

#!d GAG

#

REP9

凝胶电泳!

R/Aa

膜印

迹) 加入一抗$

#

'

&""

%

5

&过夜!洗膜后加入二抗

$

#

'

! """

%室温孵育
# X

!以
"

#

-@L;N

为内参!运用分

析软件对蛋白点用带进行灰度值检测!以目的蛋白与

内参蛋白灰度值的比值进行比较)

%

$统计学方法$采用
GRGG #6

!

"

建立数据库!

计量资料以
Z

%

K

表示!多组间比较采用单因素方差分

析!组间两两比较采用
QGA

法!

R S"

!

"%

为差异有统

计学意义) 依据蛋白质丰度水平!当差异倍数达到
#

!

!

倍以上!且经统计检验其
R

值
S"

!

"%

时!视为差异蛋

白*

$

+

) 质谱分析选择大鼠数据库
)R)fM-LfY&

!

4$

!取蛋

白质评分
g%6

分,

')

在
6%d

以上的数据)

结$$果

#

$各组大鼠血清中血脂与肝功能水平比较

$表
#

%$与空白对照组比较!高脂血症组与丹参酮组

*'

,

*P

,

QAQ

#

'

,

EQ*

,

EG*

水平升高$

R S"

!

"#

!

R S

"

!

"%

%!

TAQ

#

'

水平降低$

R S"

!

"#

!

R S"

!

"%

%&与高

脂血症组比较!丹参酮组血清中
EQ*

,

EG*

水平降低

$

R S"

!

"%

%!

*'

,

*P

,

QAQ

#

'

,

TAQ

#

'

水平差异无统计

学意义$

R g"

!

"%

%)

!

$各组大鼠肝脏病理形态学变化比较$图
#

%

T9

染色结果显示#空白对照组大鼠肝脏组织结构正

常!肝细胞大小均匀!细胞形态结构清晰!核圆,居中!

核仁清晰可见&高脂血症组大鼠干细胞形态不规则!细

胞肿胀且脂肪空泡样变性严重!部分细胞核界限不清

或消失&丹参酮组肝细胞排列层次较规则!形态结构较

清晰!肝细胞水肿及空泡样改变程度减轻!核仁基本清

晰可见)

油红
B

染色结果显示#空白对照组大鼠肝脏无油

红着色的脂质沉积&高脂血症组大鼠肝脏细胞中油红

着色的脂滴明显增多!且呈弥漫性分布&丹参酮组大鼠

肝脏细胞中脂滴油红着色程度减轻)

&

$丹参酮
!E

对大鼠肝脏蛋白质组表达的影响

&

!

#

$蛋白定量分析$图
!

%$结果显示了
&

次重

复蛋白定量平均值分布情况!横坐标表示差异倍数经

过以
!

为底数的对数转化后的值!

g"

的为表达量上

调!

S"

的为表达量下调) 本次蛋白定量结果高脂血

症组与空白对照组比较!得到
&#!

个上调蛋白和
#$&

个下调蛋白!共计
54%

个差异蛋白!丹参酮组与高脂

血症组相比较共得到
#"?

个上调蛋白和
#5?

个下调

蛋白!共计
!%!

个差异蛋白)

&

!

!

$差异蛋白功能分析$表
!

%$在上述结果的

基础上!对两组的差异蛋白取交集进行分析!根据
PB

生物过程归类!共筛选出
#&

个差异蛋白) 按照参与的

生物过程不同!可分为
&

类!第
#

类是胆固醇逆向转运

相关蛋白!包括肝脏羧酸酯酶
#

$

@-MO0Z.18KL8M-K8 #

!

'9G#

%!载脂蛋白
E#

$

EU01;U0UM0L8;N E

#

#

!

EU0-#

%&

第
!

类是脂肪酸氧化相关蛋白包括酰辅酶
E

硫解酶
!

$

E@.1

#

'0E LX;08KL8M-K8K !

!

E@0LK!

%!

&

"酮脂酰

辅酶
E

硫 解 酶 $

&

#

I8L0-@.1

#

'0E LX;01-K8

!

&

#

VE*

%&第
&

类是与内源性物质代谢密切相关的细胞

色素
R5%"

酶家族中的
'.U&-!

,

'.U&-#4

,

'.U5-&

表
#

$各组大鼠血清中血脂与肝功能水平比较$$

Z

%

K

%

组别
N *'

$

::01CQ

%

*P

$

::01CQ

%

QAQ

#

'

$

::01CQ

%

TAQ

#

'

$

::01CQ

%

EQ*

$

_CQ

%

EG*

$

_CQ

%

空白对照
4 #

(

""

%

"

(

#4 "

(

$5

%

"

(

"$6 "

(

6#

%

"

(

#? "

(

%%

%

"

(

## &?

(

5$

%

%

(

#4 6#

(

6%

%

#6

(

$4

高脂血症
4

#

(

4?

%

"

(

#!

!!

"

(

65

%

"

(

"$6

!!

#

(

&5

%

"

(

"%

!!

"

(

&6

%

"

(

"&

!!

#"?

(

?$

%

!#

(

6$

!!

#5?

(

&"

%

!%

(

?%

!!

丹参酮
4

#

(

$$

%

"

(

#&

!!

"

(

6"

%

"

(

"4!

!!

#

(

!&

%

"

(

#"

!!

"

(

5%

%

"

(

"?

!

4?

(

#%

%

!5

(

%%

!"

##?

(

&6

%

#!5

(

#!

!"

$$注#与空白对照组比较!

!

R S"

!

"%

!

!!

R S"

!

"#

&与高脂血症组比较!

$

R S"

!

"%
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%

$$注#

E

)

'

为
T9

染色&

A

)

a

为油红
B

染色&

E

为空白对照

组&

7

为高脂血症组&

'

为丹参酮组&

A

为空白对照组&

9

为高脂

血症&

a

为丹参酮组&箭头所指为肝细胞

图
#

$各组大鼠肝脏组织形态学结果$$ *

!""

%

'.U!O!

,

'.U!@!&

) 此外!还鉴定出一些其他蛋白!

如肿瘤疾病高表达蛋白转酮醇酶 $

LM-NKI8L01-K8

!

*IL

%和胞外
%

+核苷酸酶$

%

+#

N\@180L;J-K8

!

83*

%)

5

$各组大鼠肝组织
'9G#

,

EU0-#

,

E@0LK!

蛋白

表达比较$表
&

%$与空白对照组比较!高脂血症组

E@0LK!

,

'9G#

及
EU0-#

表达水平均下调$

R S"

!

"#

!

$$注#红色为表达量上调&绿色为表达量下调

图
!

$高脂血症组
C

空白对照组与丹参酮组
C

高脂血症组蛋白质丰度分布图

表
!

$各组大鼠肝脏差异蛋白表达倍数变化情况

序号 蛋白编码 蛋白名称
PB

生物过程

表达情况及变化倍数

高脂血症组
C

空白对照组

丹参酮组
C

高脂血症组

高脂血症组
C

空白对照组

丹参酮组
C

高脂血症组

# )R)""#6%#54

肝脏羧酸酯酶
#

脂质转运和代谢等
# $ "

(

$# #

(

5%

! )R)""#6$$"&

载脂蛋白
E#

胆固醇转运等
# $ "

(

?6 #

(

5!

& )R)""5!#44%

酰辅酶
E

硫解酶
!

长链脂肪酸分解代谢等
# $ "

(

4! #

(

&!

5 )R)""&$"%6? &

"酮脂酰辅酶
E

硫解酶 长链脂肪酸代谢等
# $ "

(

&% !

(

#$

% )R)""&!$66# '.L0@XM0:8 R5%" !@!&

花生四烯酸代谢等
# $ "

(

?? #

(

!#

? )R)""!#&?5# '.L0@XM0:8 R5%" &-#4

睾酮"

?

"

"

羟化酶活性等
# $ "

(

$# #

(

!6

6 )R)""!"&&#4 '.L0@XM0:8 R5%" 5-&

亚油酸及月桂酸代谢等
# $ "

(

54 #

(

4?

#" )R)""#6?$?5 '.L0@XM0:8 R5%" &-!

药物代谢等
# $ "

(

%% #

(

!6

## )R)""#6&!&5 @.L0@XM0:8 R5%" !O!

细胞酮代谢类固醇代谢等
# $ "

(

!% #

(

4!

#! )R)""!&##&6

转酮醇酶 磷酸核糖生物合成的过程
$ # #

(

!# "

(

4!

#& )R)""!"5&54

胞外
%

+核苷酸酶
E,R

的分解过程
$ # #

(

&" "

(

$6
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表
&

$各组大鼠肝组织
'9G#

,

EU0-#

,

E@0LK!

蛋白表达比较$$

Z

%

K

%

组别
N E@0KL ! EU0-# '9G#

空白对照
&

#

(

"!

%

"

(

"4

$

"

(

6$

%

"

(

"5

$

"

(

6%

%

"

(

"&

$

高脂血症
&

"

(

?!

%

"

(

"?

!!

"

(

4"

%

"

(

"4

!

"

(

4&

%

"

(

"5

!

丹参酮
&

"

(

4?

%

"

(

#?

"

"

(

6%

%

"

(

"4

"

#

(

"#

%

"

(

"$

""

$$注#与空白对照组比较!

!

R S"

!

"%

!

!!

R S"

!

"#

&与高脂血症组比较!

$

R S

"

!

"%

!

$$

R S"

!

"#

R S"

!

"%

%&与高脂血症组比较!丹参酮组
'9G#

,

EU0-#

及
E@0LK!

表达水平均上调$

R S "

!

"#

!

R S

"

!

"%

%)

讨$$论

高脂血症是造成
EG

的主要危险因素之一!细胞

内胆固醇聚集和脂类沉积是
EG

形成过程中的主要因

素) 课题组前期研究发现!丹参酮
!E

具有减少肝脏

脂类沉积的作用*

4

+

!但目前尚缺乏对其肝脏保护作用

整体机制水平的研究)

蛋白质组学技术在整体水平上对蛋白质的作用模

式,功能机理,调节控制以及蛋白质间的相互关系进行

研究!可以较为全面地反映问题的本质!已广泛的应用

到中药的现代化研究中*

6

+

) 定量蛋白质组学的研究

主要集中在对蛋白质差异表达或者表达量的变化进行

比较研究的相对定量蛋白质组学研究!

;*DEF

技术具

有较好的定量效果,较高的重复性!并且能够通过同位

素标记准确把握差异表达蛋白的动态变化!已经在生

命科学的各个领域得到了非常广泛的应用*

5

+

)

本研究利用
;*DEF

技术发现!高脂血症大鼠肝脏

胆固醇代谢,脂肪酸氧化及细胞色素
R5%"

酶家族等

相关蛋白表达发生了明显的改变!提示高脂血症模型

大鼠存在胆固醇代谢,脂肪酸代谢及内源性物质代谢

功能异常) 与模型组比较!丹参酮组减少了肝脏脂质

的沉积!逆转了差异蛋白的表达)

其中
'9G#

与
EU0-#

这两个差异蛋白与胆固醇

代谢密切相关)

'9G#

是丝氨酸水解酶多基因家族的

重要一员!在胆固醇逆向转运中发挥着重要的作

用*

#"

+

) 胆固醇酯的积聚导致泡沫细胞的形成和
EG

的发生!细胞质中脂质小滴胆固醇酯的水解代谢是巨

噬细胞胆固醇逆向转运过程的重要步骤!

'9G#

含有

胆固醇酯水解酶活性!可以有效水解巨噬细胞中的胆

固醇酯!减少细胞内胆固醇酯的聚集及泡沫细胞的形

成!增强巨噬细胞胆固醇逆向转运过程!减轻粥样动脉

硬化*

##

!

#!

+

) 此外!

'9G#

对脂代谢也有一定的影响)

]\ (

等*

#&

+研究发现!当
'9G#

降低时!肝脏会增加脂

肪的生成!导致肝脏
*P

和血浆
*P

水平升高) 在

F\;M0H- EA

等*

#5

+的实验中!

'9G#

敲出的小鼠会出

现肝脏脂肪变性!小鼠的肥胖及高脂血症水平会增加)

EU0-#

是高密度脂蛋白的重要蛋白质组分!主要生物

学作用是激活卵磷脂胆固醇酰基转移酶 $

18@;LX;N

@X018KL8M01 -@.1LM-NKW8M-K8

!

Q'E*

%) 在外周组织

中!

EU0-#

为游离胆固醇和磷脂的受体!能促进胆固

醇的摄取!并且能够将
TAQ

中的胆固醇酯转移到肝脏

之中进行代谢!阻止了胆固醇在外周组织中的聚积!起

到了其抗
EG

的作用*

#%

+

) 高脂血症组大鼠的肝脏中!

'9G#

及
EU0-#

这两个蛋白的表达明显降低!给予丹

参酮
!E

后!这两种蛋白均有一定程度的上调!提示丹

参酮
!E

可能通过上调
'9G#

与
EU0-#

来促进胆固

醇逆向转运!从而减少
EG

的发生)

脂肪酸在肝脏线粒体
"

氧化的减少是脂代谢紊乱

发生的机制之一*

#?

+

) 当脂肪酸氧化受到抑制时!会加

速肝脏脂肪变性的发展*

#$

+

) 高脂血症引起大鼠肝
&

#

VE*

及
E@0LK!

表达的降低)

&

#

VE*

使底物
&

"酮

脂酰#

'0E

!催化形成乙酰#

'0E

和少了
!

碳原子的脂

酰#

'0E

!是脂肪酸 "氧化的最后一步*

#4

+

) 当
&

#

VE*

受到抑制时!脂肪酸氧化也受到抑制*

#6

+

)

E@0LK!

位

于线粒体基质!能够通过水解长链脂酰#

'0E

!生成游

离脂肪酸及
'0EGT

!加速肝脏线粒体中脂肪酸氧

化*

!"

+

) 与高脂血症组比较!丹参酮组能够有效的逆转

这种降低) 提示丹参酮可能通过促进脂肪酸
"

氧化而

改善脂质代谢紊乱!减少脂质沉积)

高脂血症大鼠模型也引起了肝脏细胞色素
R5%"

家族
'.U&-!

,

'.U&-#4

,

'.U5-& '.U!O!

,

'.U!@!&

表达的降低) 细胞色素
R5%"

酶活性改变!可促成肝脏

的损伤和癌症*

!#

+

) 严重肝病患者的肝脏细胞色素

R5%"

水平及相应的酶活性低于正常水平*

!!

+

) 丹参酮

给药后!

%

种蛋白均有不同程度的上升!提示丹参酮
!E

可能通过调节细胞色素
R5%"

酶家族蛋白的表达来改

善肝脏对内源性物质的代谢功能)

另外!本研究还发现了两种在肿瘤疾病中过表达的

蛋白
*IL

,

83*

表达升高) 在多种肿瘤中过表达!与肿

瘤的发生发展密切相关)

*IL

是为肿瘤细胞增值提供

能量及核苷酸的戊糖磷酸途径的限速酶!

*IL

活性的增

加在肝细胞癌的发生和发展中起到了重要作用*

!&

+

) 给

药后
*IL

,

83*

两种蛋白的表达均有所下降!这两种蛋

白表达改变的具体机制还有待进一步探究)

本研究结果表明!丹参酮
!E

可能通过促进胆固

醇逆向转运及脂肪酸
"

氧化!改善内源性物质代谢及
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肝脏脂质沉积!改善了肝功能!对肝脏产生了一定的保

护作用) 该结果印证了课题组对丹参酮
!E

的前期研

究!并且证实了应用蛋白质组学探讨中药现代化作用

机制的可能!为今后的深入研究提供了可行性)
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