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肾阴虚'肾阳虚模型大鼠股骨皮质骨差异

蛋白质表达的分析
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摘要$目的$研究肾阴虚#肾阳虚模型大鼠股骨皮质骨差异表达的蛋白质"从功能蛋白质组角度探讨肾

阴虚#肾阳虚证的实质$ 方法$将
9"

只大鼠按随机数字表法分为正常组#肾阴虚组和肾阳虚组"每组

%"

只"获取造模成功且表现稳定大鼠的股骨皮质骨"分别进行皮质骨总蛋白的提取制备#双向电泳%

!

#

E:

&#

凝胶图谱的获取与分析#差异蛋白的质谱分析及相关功能的生物信息学检索$ 结果$

%

组大鼠股骨皮质骨

总蛋白
!

#

E:

凝胶图谱可辨识蛋白点数目均为
I$"

个"与正常组比较"肾阴虚#肾阳虚组各有
#!

个差异蛋

白"其中有
F

个是肾阴虚#肾阳虚组共有的差异蛋白"

I

个表达趋势一致"分别为表达上调的载脂蛋白
J

#

#

#

!

烯醇化酶"表达下调的
KEL

解离抑制因子
"

#原肌球蛋白异构体
!!

#

%

链'有
!

个蛋白表达趋势相反"

#

型

胶原
!

#

#

链在肾阴虚组中表达上调"在肾阳虚组中表达下调'线粒体热休克蛋白
F"

在肾阴虚组中表达下调"

在肾阳虚组中表达上调'肾阴虚#肾阳虚组各有
F

个独自的差异蛋白"其中肾阴虚组有
%

个蛋白表达上调"

%

个蛋白表达下调'肾阳虚组
F

个蛋白表达均下调$ 结论$大鼠股骨皮质骨中"

I

个共同且表达趋势一致的

差异蛋白可以视为肾阴虚#肾阳虚证的共性功能蛋白质组'

!

个表达趋势相反及
#!

个肾阴虚#肾阳虚组独自

的差异蛋白可归为相应证型的差异功能蛋白质组$

关键词$肾主骨'功能蛋白质组学'肾阴虚'肾阳虚'差异蛋白
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$$中医学(肾主骨)理论"阐述了(肾)与(骨)之间的

密切联系"认为(肾)可直接调控骨的盛衰壮健&同时"

(肾者*其充在骨)"说明骨是肾功能状态的外在表现

部位之一"研究者也已从肾虚状态下骨组织生理病理

变化多层次论证了中医学(肾主骨)的理论+

#

"

%

,

- 随

着蛋白质组学技术的广泛应用"现已明确骨组织结构

与功能状态差别最终体现于其内在不同功能蛋白质的

表达状态+

I

,

"肾阴虚'肾阳虚证作为肾虚的主要证型"

两者间的差异蛋白质表达是否存在共性及差异"这是

急于求解的- 本课题组前期已初步筛选出肾阳虚证大

鼠股骨皮质骨差异蛋白质+

8

,

"本实验基于(肾主骨)理

论"将进一步对比肾阴虚'肾阳虚模型大鼠股骨皮质骨

差异蛋白的表达"从功能蛋白质组角度进一步探讨肾

阴虚'肾阳虚证的实质-

材料与方法
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只
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月龄雄性
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大鼠"

QLO

级"体重$
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"由上海斯莱克实验动物有限公

司提供"动物许可证#

Q&X_

$沪%

!"#!
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"实验动

物质量合格证编号#

!""$"""87%8F"

- 委托福建中医

药大学实验动物中心代购及饲养- 动物实验过程遵守

福建中医药大学关于动物实验的相关规定"严格按照

国家机构关于实验动物卫生指导使用及符合国际伦理

准则-
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$药物$甲状腺片$
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片"山东省莱阳生物

化学制药厂"批号#

#I"7"%"%

%- 氢化可的松注射液

$

! ;Y

'

#" ;S

"福州海王福药制药有限公司"批号#

#%"%"8#
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%&其他试剂均为国产分析纯- 低
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"德国
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公司%&等

电聚焦仪$型号#

#"#F8

"

I"""

型"美国
P=/

#

T<R

公
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$动物分组与模型制备$采用随机数字表法将

大鼠分为正常组'肾阴虚组'肾阳虚组"每组
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只- 适

应性喂养
#

周后"正常组大鼠予生理盐水灌胃"每次

% ;YG

只"每天
#

次- 肾阴虚组大鼠予甲状腺片混悬液

$

I" ;SG;Y

%灌胃"每次
% ;YG

只"每天
#

次"连续

#8

天+
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,

-肾 阳 虚 组 大 鼠 予 氢 化 可 的 松 注 射 液

$

!

!

8 ;SG#"" S

%臀部肌肉注射"每天
#

次"连续

#8

天+
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,

-每组动物自由饮食'饮水- 模型鉴定成功

后+

$

,

"继续观察大鼠
%

周"取模型稳定的大鼠进行实验-

8

$模型鉴定及标本获取$干预
#8

天内观察各

组大鼠活动'反应'弓背'毛色及饮食'饮水等一般情

况"第
#8

天测量大鼠体重'肛温&每组随机抽取
8

只
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大鼠"检测血清
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'

-K+L

和
-J+LG-K+L

比

值+
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&干预结束后
!#

天对大鼠一般情况和体重'肛温

等进行稳定性评价- 确定模型成功及表现稳定后"放

血处死大鼠"在冰上操作"迅速取下其股骨干"剔除软

组织及骨膜"并用骨剪剪开"用超纯水将骨髓冲洗干

净"将组织放入
8 ;Y

的
:NN1BR/2M

管中"标记后置于

"

7"

(冰柜中保存备用-

F

$皮质骨总蛋白提取与制备$取股骨皮质骨样

本
# S

"放在盛有液氮的研钵里研磨粉碎后转入
8 ;Y

:NN1BR/2M

管中"并加入
#

!

8 ;Y

样品裂解液"于
I

(

冰箱中裂解提取蛋白质
I D

&然后置于低温高速离心

机以
#I """ 2 G;=B

离心
%" ;=B

"吸取上清液&每
# ;Y

上清液加入
! %Y EB<>1

和
! %Y TB<>1

"冰上放置

#8 ;=B

"再离心
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"吸取上清液&按
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E -41<B

#
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试剂盒操作说明书提纯浓缩蛋白&

P2<RM/2R

法+
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测定蛋白浓度并计算上样蛋白体积-

$

$双向凝胶电泳$根据美国
P=/

#

T<R

公司的
!

#

E:

操作指南进行操作- 第一向为
(:O

电泳"等电聚

焦完成后进行两次胶条的平衡及润洗"然后进行第二

向
QEQ

#

LJK:

电泳-

7

$凝胶蛋白点染色及差异表达蛋白点靶定$电

泳结束后"将
!

#

E:

凝胶进行考马斯亮蓝染色- 之后

置于脱色液中多次脱色至蛋白点明显且背景干净"用

[;<A

扫描仪获取图谱-

应用
LE b?1>. 7

!

"

分析软件进行凝胶图谱蛋白

点检测"每组选取
%

张较为清晰的
!

#

E:

凝胶图谱"进

行既定面积大小剪切"尽量去除背景及横纵条纹"然后

对同一组的
%

张图谱进行组内一致性分析"由系统自

动进行斑点检测和初步匹配"确保选择的点存在且无

遗漏- 运用分析组管理器"以正常组为参考"进行组间

比较"建立蛋白点体积之间比较变化达
#

!

8

倍以上的

集合"并设置
.

检验达
99`

为有统计学意义+

#"

"

##

,

"进

行蛋白点自动检测"靶定上调或者下调达
#

!

8

倍以上

的蛋白点-
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$质谱分析及相关功能的生物信息学检索$将

差异蛋白点手动切胶"酶解"除盐点样后进行基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱$

+JYE(

#

),O

#

+Q

%技术

定性差异表达的蛋白质"在
[B=N2/.

及
6&P(

蛋白质

数据库中"按照组织来源"选取的生物品种为大鼠"查

找质谱鉴定得到的已知蛋白的主要生物功能-

#"

$统计学方法$应用
QLQQ !"

!

"

统计软件分

析数据"计量数据用
A

&

>

表示"组间比较采用单因素

方差分析"

L c"

!

"8

为差异有统计学意义-

结$$果

#

$各组大鼠一般情况及肛温'体重比较$表
#

%

造模干预第
#8

天及干预结束后第
!#

天"与正常组比

较"肾阴虚组大鼠出现躁动'易惊'怕人'爪甲与耳朵颜

色变红'饮水增加"大便干结等表现&肾阳虚组大鼠出

现活动减少'反应迟钝"爪甲与耳朵颜色变淡'饮水减

少"弓背蜷缩'喜扎堆等表现-

与正常组同期比较"造模干预第
#8

'

!#

天后肾阴

虚组大鼠肛温升高$

L c"

!

"8

%"体重下降$

L c"

!

"#

%&

肾阳虚组肛温降低$

L c"

!

"#

%"体重下降$

L c"

!

"#

%-

表
#

$各组大鼠肛温'体重比较$$

A

&

>

%

组别
B

时间 肛温$(% 体重$

S

%

正常
%"

干预前
%7

)

#!

&

"

)

%" !8I

)

#"

&

#I

)

F9

干预第
#8

天
%7

)

#%

&

"

)

%% %"8

)

F$

&

#7

)

%8

干预结束后第
!#

天
%7

)

#%

&

"

)

%I %$#

)

9"

&

#7

)

8F

肾阴虚
%"

干预前
%7

)

#!

&

"

)

!I !8"

)

8$

&

#8

)

77

干预第
#8

天
%7

)

%%

&

"

)

!8

!

!$$

)

"%

&

#%

)

8"

!!

干预结束后第
!#

天
%7

)

%I

&

"

)

!%

!

%#!

)

!F

&

!"

)

$8

!!

肾阳虚
%"

干预前
%7

)

##

&

"

)

%9 !8%

)

9%

&

#8

)

8"

干预第
#8

天
%$

)

#$

&

"

)

%$

!!

!F$

)

I7

&

#8

)

8%

!!

干预结束后第
!#

天
%$

)

%%

&

"

)

%#

!!

!9"

)

F%

&

#I

)

89

!!

$$注#与正常组同期比较"

!

L c"

!

"8

"

!!

L c"

!

"#

!

$各组大鼠干预第
#8

天
-J+L

'

-K+L

的含量

比较$表
!

%$造模干预
#8

天"与正常组比较"肾阴虚

组大鼠血清
-J+L

含量及
-J+LG-K+L

比值均升高

$

L c "

!

"#

%&肾阳虚组大鼠血清
-J+L

含量下降"

-K+L

含量升高"

-J+LG-K+L

比值降低$

L c"

!

"8

"

L c"

!

"#

%-

表
!

$各组大鼠干预第
#8

天
-J+L

'

-K+L

的含量$$

A

&

>

%

组别$

B -J+L

$

N;/4G;Y

%

-K+L

$

N;/4G;Y

%

-J+LG-K+L

正常$

8 %F

)

!"

&

!

)

97

$

7

)

""

&

#

)

%% I

)

F8

&

#

)

"%

肾阴虚
8

$8

)

$I

&

#"

)

%I

!!

7

)

!F

&

#

)

%$

9

)

I8

&

!

)

%8

!!

肾阳虚
8

!%

)

II

&

$

)

!%

!

!F

)

#7

&

#

)

F!

!!

"

)

79

&

"

)

!F

!!

$$注#与正常组比较"

!

L c"

!

"8

"

!!

L c"

!

"#

%

$凝胶蛋白点差异的辨识与分析结果$图
#

'

!

%

通过对正常组与肾阴虚组骨组织蛋白质双向电泳凝胶

图谱比较分析"检测到
#!

个明显差异表达蛋白质点"

以正常组为参考"其中点
F F"!

'

# 8"I

'

I %"!

'

F #"I

'

I #"7

'

8 7"%

为上调表达蛋白"点
# %"9

'

# !"$

'

# #"!

'

% #"8

'

I ""7

'

F $"F

为下调表达蛋白&

通过对正常组与肾阳虚组骨组织蛋白质双向电泳凝胶

图谱比较分析"检测到
#!

个明显差异表达蛋白质点"以

正常组为参考"其中点
F #"I

'

I #"7

'

F $"F

为上调表
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#"

!!"#&$!

图
#

$正常组'肾阴虚组大鼠股骨干皮质骨差异蛋白点标识

图
!

$正常组'肾阳虚组大鼠股骨干皮质骨差异蛋白点标识

达蛋白"点
# !"$

'

I %"!

'

% #"8

'

% $"8

'

$ ""F

'

7 #"8

'

7 %"8

'

$ I"#

为下调表达蛋白&综合分析"扣除
F

个在

肾阴虚'肾阳虚组中均有差异表达的蛋白"肾阴虚'肾阳

虚及正常大鼠间股骨干皮质骨蛋白质组图谱间差异表

达的蛋白质共
#7

个-

I

$差异蛋白质的
+J(E(

#

),O

#

+Q

质谱鉴定及生

物信息学检索结果$表
%

%$用
[B=N2/.

及
6&P(

蛋白

质数据库检索质谱鉴定后
#7

个差异蛋白-

8

$具体差异表达的蛋白$肾阴虚'肾阳虚组差异

蛋白中"有
F

个蛋白为肾阴虚'肾阳虚组共同的差异蛋

白"其中有
I

个表达趋势一致"分别为表达上调的

JN/J

#

#

'

:B/#

"表达下调的
J2DSR=0

'

)N;%

&另有

!

个蛋白表达趋势相反"

&/44< #

在肾阴虚组中表达上

调"在肾阳虚组中表达下调&

V>NF"

在肾阴虚组中表

达下调"在肾阳虚组中表达上调-

此外"肾阴虚组中
3=;

'

K-

'

E?.

等
%

个蛋白表达

上调"

JBAJ#

'

L-B<

'

)N.#

等
%

个蛋白表达下调&肾阳

虚组
JBAJ%

'

Y.a

'

La;!

'

Q2=

'

J.N8<

'

LR=<%

等
F

个蛋

白表达均下调-

讨$$论

(肾主骨)是中医(藏象)学说的重要内容之一"肾

充则骨强"肾虚则骨衰"也就是说骨组织的生理'病理

变化和肾的功能状态存在着对应关系- 那么"只要明

确一些能从本质上反映骨组织功能状态的指标"就有

望对肾与骨内在本质联系及肾虚$肾阴虚'肾阳虚%证

候的本质进行更深一步阐释- 随着蛋白质组学技术在

中医学相关研究中的广泛应用"目前已经认识到中医

(证)的实质与疾病个体特定的功能蛋白质组及其基因

表
%

$

#7

个差异蛋白质谱鉴定及生物信息学检索结果

编号 蛋白名称 主要生物功能

# 8"I

波形蛋白$

\=;1B.=B

"

3=;

% 构成细胞骨架

I %"! #

型胶原
!

#

#

链+

-/44<S1B <4ND<

#

#

$

(

%

-D<=B

"

&/44< #

, 构成细胞外基质结构'参与胶原的合成

% #"8 KEL

解离抑制因子
"

$

J2DSR=0

% 调控
KEL

解离活性

% $"8 Y,&F7%FF$

蛋白$

>2=

% 调控钙离子转运'

E6J

代谢

$ ""F

白细胞酪氨酸激酶受体$

41?a/-@.1 .@2/>=B1 a=B<>1 21-1N./2

"

Y.a

% 合成
J)L

'调控细胞凋亡

7 %"8

膜联蛋白
J%

$

<BB1A=B J%

"

JBAJ%

% 调控细胞分化与凋亡

$ I"#

丙酮酸激酶同工酶$

N@2?\<.1 a=B<>1 +!

"

La;!

% 催化糖酵解'合成
J)L

F $"F

线粒体热休克蛋白
F"

$

D1<. >D/-a N2/.1=B F"

"

V>NF"

% 参与炎症反应'合成
J)L

F 7""

蛋白质二硫键异构酶
J%

$

N2/.1=B R=>?4M=R1

#

=>/;12<>1 J%

"

LR=J%

% 催化蛋白中二硫键氧化还原反应

I #"7 !

烯醇化酶$

<4ND<

#

1B/4<>1

"

:B/#

% 催化糖酵解

8 7"%

脱氧尿苷三磷酸酶$

R1/A@?2=R=B1 .2=ND/>ND<.<>1

"

E?.

% 参与核苷酸代谢'修复
E6J

F F"!

维生素
E

结合蛋白$

\=.<;=B E

#

0=BR=BS N2/.1=B

"

K-

% 参与维生素
E

转运

# %"9

增殖细胞核抗原$

N2/4=M12<.=BS -144 B?-41<2 <B.=S1B

"

L-B<

% 调控
E6J

复制

# !"$

原肌球蛋白异构体
!!

#

%

链$

.2/N/;@/>=B <4ND<

#

% -D<=B

"

)N;%

% 维持细胞骨架的完整

# #"!

翻译控制肿瘤蛋白$

.2<B>4<.=/B<44@

#

-/B.2/441R .?;/2 N2/.1=B

"

)N.#

% 参与钙及微管蛋白结合'抗细胞凋亡

F #"I

载脂蛋白
J

#

#

$

<N/4=N/N2/.1=B J

#

#

"

JN/J

#

#

% 参与从肝脏排泄胆固醇的逆向运输过程

I ""7

膜联蛋白
J#

$

<BB1A=B J#

"

JBAJ#

% 参与钙
G

磷脂结合'促进膜融合及胞吐

7 #"8

线粒体
J)L

合酶亚基
!

$

J)L >@B.D<>1 >?0?B=. <4ND<

"

J.N8<

% 参与能量代谢
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#"

组的表达水平密切相关"疾病个体的肾虚状态体现于

其功能蛋白质组的表达状况- 基于上述认知"本研究

借助于蛋白质组学的技术与方法"通过研究肾阴虚'肾

阳虚证模型大鼠股骨皮质骨功能蛋白质表达的差异"

进一步探讨肾阴虚'肾阳虚证的实质-

肾阴虚'肾阳虚证是临床最常见肾虚证型"为研究

这两种肾虚状态下股骨皮质骨蛋白表达的差异"本实

验参考经典造模方法"复制的肾阴虚'肾阳虚证大鼠符

合模型鉴定标准+

$

,

"提示模型成功且稳定"接近临床

肾阴虚'肾阳虚的基本证候表现"可供本研究选用-

通过文献梳理"按照功能分类"肾阴虚'肾阳虚证模

型大鼠股骨皮质骨出现的
#7

个差异表达的蛋白质大致

可分为
I

类#$

#

%化学反应催化类
8

个#如
La;!

'

J.N8<

'

LR=<%

'

E?.

'

:B/#

&$

!

%细胞骨架类
%

个#

3=;

'

&/44<#

'

)N;%

&$

%

%物质转运类
%

个#

Q2=

'

JN/J

#

(

'

K-

&

$

I

%细胞增殖'凋亡调节类
$

个#

JBAJ#

'

JBAJ%

'

J2DS

#

R=0

'

Y.a

'

)N.#

'

V>NF"

'

L-B<

- 这
#7

个蛋白的差异表

达可能通过影响能量'脂类'钙磷代谢'细胞分化与凋亡

等功能而引发肾阴虚'肾阳虚证证候表现-

由于肾阴虚'肾阳虚是肾虚证的主要表现形式"而

不同肾虚证型常有共性的证候表现"两组中差异表达

一致的
I

个蛋白可视为肾阴虚'肾阳虚证共性功能蛋

白质组"包括上调表达的
JN/J

#

#

'

:B/#

"下调表达的

J2DSR=0

'

)N;%

- 其中
JN/J

#

#

为物质转运类蛋白"

调控细胞内胆固醇及磷脂外流"而持续的胆固醇外流

则易引起脂代谢障碍+

#!

,

"有报道指出"载脂蛋白与骨

代谢联系密切+

#%

,

"这可能与肾阴虚'肾阳虚证常伴有

骨代谢异常的临床表现有关&

:B/#

为化学反应催化

类蛋白"催化糖酵解过程中的关键酶"在细胞能量代谢

过程中发挥重要作用+

#I

,

"其上调表达常提示可能存在

细胞能量代谢失衡的情况&

J2DSR=0

为细胞增殖'凋亡

调节类蛋白"对启动细胞凋亡起关键作用"该蛋白表达

下调不仅可诱导细胞凋亡+

#8

,

"同时还参与调节能量代

谢&以上
!

个蛋白均涉及细胞能量代谢"能量代谢又与

体温变化密切相关"而肾虚证常伴有虚热或虚寒等症

状"故推测细胞能量代谢异常可能是肾阴虚'肾阳虚体

温差异的主要原因之一+

#F

"

#$

,

-

)N;%

为细胞骨架类

蛋白"其表达下调可使细胞骨架重组"形态发生变

化+

#7

,

"甚至凋亡"组织功能得不到正常发挥"从而影响

机体生长发育- 本研究中模型大鼠常伴有生长发育迟

缓"体重降低等表现"可能与这一类蛋白的差异表达有

关- 因此"这
I

个表达趋势一致的蛋白可能与肾阴虚'

肾阳虚证的发生密切相关-

此外"肾阴虚'肾阳虚证实质的区别"可能与两组

差异功能蛋白质组有关"这主要包括肾阴虚'肾阳虚证

之间
!

个共有及
#!

个独自的差异蛋白-

!

个共有的

但表达趋势相反的差异蛋白#

&/44< #

是骨组织的重

要组成成分"直接影响骨的结构'功能及代谢+

#9

,

"本研

究中该蛋白在肾阴虚和肾阳虚组中表达趋势相反"这

可能是不同肾虚状态+

%

,骨量下降程度差异的原因之

一- 目前已有证据表明"肾虚证与肝细胞
V>NF"

表达

密切相关"而不同肾虚证型能量代谢存在差异+

#F

"

#$

,

"

本研究发现骨组织
V>NF"

在肾阴虚'肾阳虚组中存在

不同表达趋势"外在表现为动物模型体温的差异"故该

蛋白可能是肾阴虚'肾阳虚证实质差异之一-

#!

个独

自的差异蛋白#肾阴虚组中
3=;

'

K-

可调节骨细胞活

性"两者上调表达能促进成骨'影响骨量+

!"

"

!#

,

&

JBA<#

参与钙
G

磷脂结合"在骨髓间充质干细胞定向分化为成

骨细胞的过程中表达下降+

!!

,

"既往研究发现肾阳虚证

骨量下降程度比肾阴虚证明显+

%

,

"笔者推测本研究中

这
%

个独自的差异蛋白一定程度上产生不同肾虚状态

骨量下降程度的差异- 肾阳虚组中
Y.a

'

La;!

'

J.N8<

等蛋白主要与能量代谢有关"这
%

个独自的差

异蛋白表达下调可能影响机体能量代谢"从而表现肾

阳虚证(虚寒)的证候特点"产生肾阴虚'肾阳虚证在

体温变化方面的差异- 其他
F

个独自的差异蛋白也可

能通过复杂的蛋白网络共同影响肾阴虚'肾阳虚证的

发生发展"对此将在今后进行更深入的研究-

综上可知"大鼠股骨皮质骨共存在
#7

个差异蛋白"

其中
I

个共同且表达趋势一致的蛋白可以视为肾阴虚'

肾阳虚证的共性功能蛋白质组&

&/44<#

'

V>NF"

"以及

3=;

'

K-

'

E?.

'

J.N8<

等
#I

个差异蛋白可视为肾阴虚'肾

阳虚证的差异功能蛋白质组- 如果在大鼠的血液中存在

这些差异蛋白且表达趋势与骨组织一致"就可以将其作

为肾虚证诊断和防治的血清标志物开展进一步研究"为

临床肾虚证血清标志物的筛选提供实验依据-
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