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≈摘要  目的 研究四物汤对环磷酰胺 ≤×÷ 损伤致血虚证小鼠骨髓蛋白质组的影响 旨在分子水平上探讨四

物汤促进骨髓造血的作用机制 ∀方法 采用 ≤×÷ # 腹腔注射制成化学损伤型血虚证小鼠模型 利用蛋白

质组学技术研究四物汤治疗后的差异蛋白质组 ∀结果 研究发现 ≤×÷ 使小鼠骨髓中 个蛋白表达上调 ! 个蛋白

表达下调 四物汤可使 ≤×÷ 造模后这些表达改变的蛋白有不同程度恢复 ∀结论 四物汤可能通过影响与细胞凋亡 !

造血干祖细胞增殖分化有关的蛋白质而促进骨髓造血 ∀
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  中医传统补血方剂四物汤对于由放射损伤 !化学

损伤和综合放血等方法所致的血虚证模型动物具有

补血作用 ∀对环磷酰胺 ≤×÷ 致血虚证补血机制而

言 一般认为是四物汤通过增加 ≤×÷ 致血虚证小鼠

骨髓造血细胞培养的集落数 !抑制 ≤×÷ 引起的细胞

凋亡 !升高小鼠骨髓细胞中 ≤⁄ 细胞的比例 进而

升高外周血象≈ ∀然而 对于四物汤促进骨髓造血的

分子机制仍不十分清楚 ∀本实验应用蛋白质组学技

术在蛋白质水平上研究四物汤促进化学药物 ≤×÷ 损

伤致血虚证小鼠骨髓造血的作用靶点及作用机制 ∀

1  材料

111  药物  四物汤的 味药材熟地黄 !当归 !白芍 !

川芎均购自北京同仁堂 由本所马百平教授鉴定 按

照5太平惠民合剂局方6规定的质量比 Β Β Β

称取 经过水煎 !过滤 !浓缩 !配制成 药液 即

每 药液含生药 ε 保存备用 ∀ ≤×÷ 江苏

恒瑞医药股份有限公司 批号 ∀

112  试剂与仪器  尿素 !≤ °≥ !丙烯酰胺 !Ν , Νχ2

甲叉双丙烯酰铵 !× 2 !十二烷基磺酸钠 ≥⁄≥ !

过硫酸铵 !° 2 !固定干胶条 ° ! ° 缓

冲液 !低相对分子质量蛋白质 !甘氨酸 2

公司 琼脂糖 ° 公司 考马

斯亮蓝 2 2 公司 三氟乙酸 ×ƒ

公司 乙腈 ƒ 公司 核酸酶 ≥ 公

司 蛋白酶抑制剂 !胰酶 公司 蛋白质定量

标准 ° 公司 其他试剂均为国产分析纯 ∀

⁄ 核酸蛋白分析仪 美国 公司

蛋白质组学研究配套仪器 公

司 质谱仪 ∏ 公司 ∞ƒ ∞÷ 基质辅助激光

解吸 电离飞行时间质谱 ⁄2× ƒ2 ≥ ∀

113  动物及分组处理  ≤ 小鼠 雌性 ∗

周龄 体重 ? 只 由中国医学科学院实验

动物研究所提供 许可证号 ≥≤÷ 京 2 ∀常

规饲养数天后适应环境 按体重随机分为 组 正常

组 !模型组和四物汤组 ∀四物汤组按临床剂量计算

小鼠用药剂量为 # # ≈ ∀给与灌胃

正常组和模型组给予等体积蒸馏水 第 天模型组

和四物汤组按 # 一次腹腔注射 ≤×÷ 造

模 继续灌胃 最后一次给药后 颈椎脱臼

处死小鼠 取股骨骨髓 ∀

2  方法

211  样品制备  用磷酸缓冲液冲洗小鼠骨髓 加入

细胞裂解液及蛋白酶抑制剂 液氮反复冻融 次 加

入核酸酶 冰浴 离心 取上清 ∀用 ≈

法测蛋白质含量 ∀正常组 !模型组 !四物汤组小鼠骨

髓蛋白的含量分别是 1 1 1 # ∀

212  双向电泳  采用胶内泡涨法上样 ∀将含有 1
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蛋白质的各组骨髓提取液分别与 ° 胶条再水

化液混匀后加入电泳槽内 进行一向等电聚焦 ∀电

泳参数 ∂ 再水化 ∂ ∂

∂ ∂ ∂ ∀一向等电聚

焦结束后 ° 胶条先后在含有二硫苏糖醇 ⁄×× 和

碘乙酰胺的平衡液中各平衡 ∀然后将 ° 胶

条置于预先制备的 1 的 ≥⁄≥2° ∞ 进行第二向

电泳 ∀电泳参数 至溴酚蓝

迁移至 ≥⁄≥2° ∞凝胶的底部边缘结束电泳 将凝

胶转移至考马斯亮蓝 2 染色液中过夜 考马斯

亮蓝脱色液脱色 ∀

213  凝胶图像分析及肽质量指纹鉴定  脱色后凝

胶进行扫描 扫描图像应用 × ⁄ ° ∏

软件分析系统分析 ∀将凝胶上差异的蛋白质点沿其

边缘切下 进行脱色 采用胰酶进行胶内酶切 应用

⁄2× ƒ2 ≥检测肽质量指纹谱 ° ƒ 然后在蛋

白质数据库 ¬ 输入拟查

询的物种 !° ƒ数据及其他限定参数 查询与待查询

肽段较匹配的蛋白质 ∀

3  结果

311  凝胶电泳结果扫描图像  图 为小鼠骨髓蛋

白二向电泳结果图谱 其一向等点聚焦 梯度为

∗ 胶条长度为 次电泳结果图谱中均能

分辨出 个蛋白点以上 图像重复性好 可以做图

像分析 ∀对图像分析结果中找到的差异蛋白点进行

标记 图 ∀

图  小鼠骨髓蛋白电泳结果图谱 ν

  分别将 号蛋白点扫描图像局部放大后进

行比较 直观的反映出 ≤×÷ 造模后该点代表的蛋白

质表达量明显上调 而在给予四物汤后其表达又有

所下调 ∀两蛋白质点的三维立体处理图像 同样可

以直观的看出蛋白点表达量的变化规律 图 ∀

图  个蛋白点的局部放大图像

312  凝胶图像分析结果  分别将正常组和四物汤

组图像灰度值与模型组图像灰度值进行比较 采用

τ检验进行统计学处理 ∀

四物汤可以使造模后 个表达上调和 个表

达下调的蛋白点有不同程度的恢复 ∀其中 ≤×÷ 造

模后 号蛋白质显著升高 号蛋

白点明显降低 Π 1 Π 1 给予四物汤

  

图  个蛋白质点的三维立体图像

后可以使在造模后表达上调的 号蛋白点表达

明显下调 表 ∀

313  差异蛋白质的质谱鉴定及蛋白质查询结果  

经过肽指纹图谱分析结合生物信息学 检索到与骨

髓造血和细胞凋亡有关的 个蛋白分别是 号碳酸

酐酶 号 ¬ 号

肌动蛋白结合蛋白 号 ¬ 2∂

° ÷2∂ 表 ∀

4  讨论

四物汤是中医临床常用补血方剂 四物汤可以

影响放射损伤致血虚证小鼠骨髓和血清中蛋白质水
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  表  四物汤对血虚证小鼠骨髓蛋白的影响 ξ ? σ

等电点 相对分子

质量 ≅
正常组 模型组 四物汤组

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

? ? ?

  注 与模型组比较 Π 1 Π 1

平 通过促进造血细胞的生长和分化来促进骨髓造

血 从而降低辐射引起的损伤≈ 作者的研究同样

提示四物汤可以减轻化学损伤 ≤×÷ 引起的小鼠骨

髓的损伤 ∀

在红细胞分化早期有一些特异性标志物 其中

血红蛋白和血浆糖蛋白是已被公认的红细胞分化早

期标志物 ∀ ∂ √ ≈ 等研究表明碳酸酐酶 ≤

在红细胞分化早期特异性出现 同时也在类红细胞

祖细胞中表达 ∀如表 中 号数据所示 在 ≤×÷ 造

模后第 天小鼠骨髓中 ≤ 的表达显著降低 与

造模后外周血红细胞降低的时间点相一致≈ 而四

物汤能够在一定程度上起升高 ≤ 表达的作用 ∀

这说明四物汤可能通过作用于 ≤ 来促进红细胞

的分化 !成熟 ∀

表  四物汤作用于化学损伤致血虚证小鼠骨髓差异蛋白质鉴定

蛋白序列号 分值 覆盖序列 匹配率 等电点 相对分子质量 ≅ 蛋白质名称

≤

÷ ≥∞ ¬

≤ ƒ ≥∞

ƒ ° ÷2∂

  骨髓造血干 祖细胞的增殖 !分化离不开造血微

环境 ∀ ≈ 等对造血干 祖细胞迁移机制进

行了研究 发现 2 ×° 在造血干

祖细胞的迁移中起着关键作用 其中 是一种

肌动蛋白结合蛋白 它与肌动蛋白结合能够限制肌

动蛋白对特异位点的识别与结合 从而抑制造血干

祖细胞的移动 影响其进入造血微环境进行增殖 !分

化 ∀本研究发现 ≤×÷ 造模后第 的表达明

显升高 而四物汤可以明显降低其表达 如表 中

号蛋白点数据所示 ∀由此见四物汤可能通过抑

制 的表达而促进骨髓造血干 祖细胞进入造

血微环境进行增殖 !分化 从而改善骨髓造血 ∀

¬ ÷ 是钙离子依赖的

磷脂结合蛋白 属于 ¬ 家族成员 在转染含有

÷ 质粒的人髓性白血病细胞株 中 细胞

的凋亡加速 ∀ ÷ 端表达产物在 × ƒ或鬼臼

亚乙苷的诱导下 通过升高胱冬肽酶2 和磷脂酶2

的活性使细胞更易发生凋亡≈ ∀此外 在神经酰

胺诱导的凋亡中 内源性的 ÷ 2端的加工产

物促进了神经酰胺诱导的凋亡≈ ∀表 中 号蛋

白点数据所示 ≤×÷ 造模后 ÷ 表达升高 而应

用四物汤后其表达有下降的趋势 推测 ≤×÷ 造模后

可能通过高表达 ÷ 或者其加工产物来激活胱

冬肽酶2 从而启动凋亡途径加速细胞凋亡 而四物

汤则通过抑制 ÷ 的表达或是其加工产物的生

成来抑制 ≤×÷ 引起的凋亡 但是其具体作用机制有

待进一步研究探讨 ∀

本研究中还发现一种含硫醇的蛋白 ¬2

2∂ ° ¬2∂ 在 ≤×÷ 造模后表达明显升高 如表 中

号蛋白点数据所示 应用四物汤后其表达又有所

下降 ∀该蛋白主要存在于线粒体 !过氧化物酶体和

细胞核的过氧化还原酶中 目前已发现该家族有

个亚型成员 2 ∂ 它们在氧化应激中起信号转导

和降解过氧化氢的作用 ∀此外 还参与受体信号转

导 !蛋白磷酸化 !转录调节和凋亡等过程 ∀ ° ¬2∂ 在

细胞抗氧化过程中的作用是通过与 ° 诱导产生的

活性氧发生作用 因此 ° ¬2∂ 抑制 ° 引起的凋亡

可能是通过氧化还原反应来实现的≈ 而 ° 是诱

导基因损伤而无法修复的细胞发生凋亡≈ ∀因此

四物汤可能是通过抑制 ° ¬2∂ 的表达来减轻其对

° 诱导的凋亡的抑制 从而清除由 ≤×÷ 导致的基

因损伤而无法修复的细胞 ∀四物汤还可以抑制 ≤×÷

诱导微核率升高≈ 可能由该机制介导 ∀

由本实验结果证明四物汤能在多个作用靶点上
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参与促进化学损伤小鼠骨髓造血 可能主要是通过

作用于 ≤ ÷ 和 ° ¬2∂ 等蛋白来促进

红细胞的分化成熟 !促进造血干 祖细胞进入造血微

环境增殖 !分化以及参与细胞凋亡过程等途径来促

进骨髓造血 与本课题组的前期研究结果相一致 ∀

因此 四物汤可能通过影响与细胞凋亡 !造血干祖细

胞增殖分化有关的蛋白质而促进骨髓造血 ∀
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