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四物汤对放射线致血虚证

小鼠骨髓蛋白质表达的影响

郭  平t ou o马增春t o李鹰飞t o梁乾德t o王继峰u o王升启t 3

kt q军事医学科学院 放射医学研究所 o北京 tss{xs ~u q北京中医药大学 o北京 tsssu|l

≈摘要   目的 }观察四物汤对血虚证小鼠骨髓蛋白质表达的影响 o为阐明四物汤补血作用的分子机理提供理

论和实验依据 ∀方法 }采用 v qx�¼ ys≤²Χ射线全身 t次性照射 o制备小鼠血虚证模型 ∀利用双向电泳 !图像分析 !胶内

酶切 !质谱鉴定等蛋白质组学技术 o结合生物信息学 o分离 !分析 !鉴定蛋白质 ∀结果 }四物汤可以逆转放射线致血

虚证小鼠骨髓 ts个上调和 x个下调的蛋白质 ∀其中 {个蛋白质可能分别是淋巴细胞特异性蛋白质2t !蛋白酶体

uy≥ �×°酶亚组分 w !造血细胞蛋白质酪氨酸磷酸酶 !�2µ¤¶ !v2磷酸甘油醛脱氢酶 !生长因子受体结合蛋白2tw及

�ª¤̄¶tu ∀结论 }四物汤能调节骨髓蛋白质表达 o并可能由此促进造血细胞的生长和分化 o发挥补血作用 ∀

≈关键词   四物汤 ~辐射 ~血虚证 ~功能蛋白质组学 ~骨髓

≈中图分类号  � u{x qx  ≈文献标识码  �  ≈文章编号  tsst2xvsukusswls|2s{|v2sw

  血虚证是血液亏虚 o脏腑百脉失调 o表现全身虚

弱的证候 ∀四物汤是传统的补血方剂 o能促进骨髓

细胞增殖 o提高外周血象≈t  ∀近年来对四物汤补血

机理已进行了较为广泛的研究≈u  o证实四物汤能明

显促进血虚证小鼠骨髓各类造血祖细胞的增殖 o显

著提高骨髓 ≤⁄vw n细胞比例 ∀但目前尚无深入 !全

面研究四物汤对造血组织蛋白质作用的报道 ∀作者

利用蛋白质组学技术 o研究了四物汤对放射线致血

虚证小鼠骨髓组织蛋白质的影响 o以期从分子水平

较深入地阐明四物汤的补血机理 o并确定其作用的

分子靶标 ∀

1  材料

1 q1  药物

四物汤的四味药熟地 !当归 !白芍和川芎均购自

北京同仁堂中药厂 o由本所九室马白平教授鉴定 o按

≈收稿日期   ussw2sw2tx

≈基金项目   国家自然科学基金项目kvsuztytz ovsszs|tvl ~军

队/十五0重点项目kst�st|l ~北京市 / 二四八0重大创新工程项目

k�stsutsuusttvl

≈通讯作者   3 王升启 o ×¨̄ } kstsl yy|vuutt o ƒ¤¬} k stsl

yy|vuutt o∞2°¤¬̄}≥ º́¤±ª� ±¬¦q¥°¬q¤¦q¦±

5太平惠民和剂局方6规定的剂量比ktxΒtsΒtsΒyl称

取 ∀按人用药剂量计算≈v 小鼠用药剂量为 ts ª#

®ªpt#§pt ∀经水煎 !过滤 !浓缩 !配制成 tss h 药液

k即每 t °�药液含生药 t ªl ∀w ε 保存备用 ∀

1 q2  主要试剂与仪器

丙烯酰胺 !Ν , Νχ2甲叉双丙烯酰胺 !×µ¬¶2¥¤¶̈ !过

硫酸铵 !四甲基乙二胺 !十二烷基磺酸钠 k≥⁄≥l !尿

素 !丙基磺酸盐 !°«¤µ°¤̄¼·̈ v ∗ ts !固定干胶条

k�°�l !�°�缓冲液 !低分子量蛋白质 �¤µ®̈µ!甘油 !琼

脂糖 !溴酚蓝等均购自 �°̈ µ¶«¤° �¬²¶¦¬̈±¦̈¶公司 ∀

甘氨酸 !考马斯亮蓝 �2uxs和 �2uxs购自 �� � ∞≥≤�

公司 ∀三氟乙酸 !碘乙酰胺购自 �¦µ²¶�µª¤±¬¦¶公司 ∀

乙腈购自 ƒ¬¶«̈µ公司 ∀ � �¤¶̈ � 购自 ≥¬ª°¤公司 o清

蛋白标准购自 °¬̈µ¦̈ 公司 ∀二硫苏糖醇 k⁄××l购自

�°µ̈¶¦²公司 o蛋白质酶抑制剂 !胰酶购自 �²̈ «µ¬±ª̈µ

�¤±±«̈¬°公司 ∀其他试剂均为国产分析纯 ∀

蛋白质双向电泳ku⁄∞l及电泳图谱图像处理采

用 �°̈ µ¶«¤° �¬²¶¦¬̈±¦̈¶公司蛋白质组学研究配套仪

器 }∞··¤±×��°�³«²µ等电聚焦仪 o∞··¤±×� ⁄��×¶¬¬二向

垂直电泳仪 o�∏̄·¬× °̈³ ¶ 温控循环水浴 o°µ²¦̈¶¶²µ

°̄∏¶�¤¶̈ �±¬·全自动染色仪 o�°¤ª̈ ≥¦¤±±̈ µ扫描仪 o
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�°¤ª̈ �¤¶·̈µu⁄√w qst¦软件 ∀ � ∞ƒ�∞÷ ¶基质辅助激

光解吸r电离飞行时间质谱仪 ∀核酸蛋白分析仪

⁄�yws ∀

1 q3  动物

1 q3 q1  动物及分组  ≤xz��ry�小鼠 o雌性 oxt只 o

y ∗ {周龄 o体重kus ? ul ªo由中国医学科学院实验

动物中心提供k动物合格证号 ≥≤÷�t2ss2sssyl ∀随

机分为 v组 }正常对照组 !模型对照组和四物汤组 ∀

每组 tz只 ∀

1 q3 q2  动物造模及处理  小鼠常规饲养数天适应

环境后 o模型对照组和四物汤组采用ys ≤² Χ射线全

身 t次照射 o照射剂量 v qx �¼o剂量率 t qzst �¼#

°¬±pt o制成血虚证模型 ∀照射后小鼠立即灌胃 o四

物汤组灌以四物汤药液 os qu °�r次 ot次r§}正常对

照组和模型对照组灌以等量生理盐水 o连续罐胃 z

§∀最后 t次灌胃 uw «后 q颈椎脱臼处死小鼠 o取股

骨骨髓 ∀

2  方法

2 q1  样品制备

小鼠骨髓用磷酸盐缓冲液洗涤 o加入细胞裂解

液 o液氮冻融 v次 o加入 � �¤¶̈ � o冰浴放置 us °¬±o

离心 o取上清 ∀用 �µ¤§©²µ§法≈w 测定蛋白质含量 ∀

正常 !模型 !药物组小鼠骨髓提取液蛋白质含量分别

为 us q{{ ouv qzx ouu quu °ª#°�pt ∀

2 q2  双向电泳

电泳重复 v次 ∀�°�w ∗ z ouw ¦° o采用胶内泡涨

法 ∀将含有 u °ª蛋白质的各组骨髓提取液分别与

�°�胶条溶涨液混合 o进行一向等电聚焦电泳 ∀电

泳参数 }vs∂再水化 otu«~uss ∂ ot«~xss ∂ ot«~

t sss ∂ ot «~{ sss ∂ otv «∀

�°�胶条分别在含有 ⁄××和碘乙酰胺的平衡液

中平衡 tx °¬±∀

将 �°�胶条置于预制的 tu qx h ≥⁄≥2聚丙烯酰胺

凝胶k简称凝胶l上 o进行第二向 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝

胶电泳k≥⁄≥2°��∞l ∀电泳参数 }tus °� ows °¬±~txs

°�至溴酚蓝迁移至 ≥⁄≥2°��∞凝胶底部边缘 ∀

2 q3  凝胶染色与脱色

考马斯亮蓝染色液染色 y «o考马斯亮蓝脱色

液脱色 tu «∀

2 q4  凝胶扫描分析及统计处理

扫描凝胶 o分析电泳图谱 ∀差异蛋白质点标准

化量k±²µ°¤̄¬½̈ §√²̄∏°̈ ¶lk h l以均数 ? 标准差表示 o

统计分析采用 τ检验 ∀

2 q5  肽质量指纹谱测定

切下凝胶差异蛋白质点 o脱色 o胶内酶切 o检测

肽质量指纹谱 ∀

2 q6  数据库检索鉴定蛋白质

输入拟查询的物种 !肽质量指纹谱数据及其他

参数 o在数据库查寻与其相匹配的蛋白质 ∀检索数

据库为 }«··³}rrººº q°¤·µ¬¬¶¦¬̈±¦̈ q¦²°∀

3  结果

3 q1  四物汤对血虚证小鼠骨髓蛋白质的影响

四物汤对血虚证小鼠骨髓蛋白质的影响见表

t ∀
表 t  四物汤对血虚证小鼠骨髓蛋白质的影响k ξ ? σl

序号
等电点

r分子量r®⁄¤

标准化量r h

正常组 模型组 四物汤组

t    w qzsvryy q{zw    s qtzu ? s qst{tl    s qsz| ? s qssx    s qtsu ? s qst{

u w qyyyryy q{zw s qtut ? s qstytl s qsx| ? s qss{ s qszu ? s qsuz

v x quswryw qw|| s qusz ? s qsttul s qtws ? s qss{ s qtxz ? s qss{tl

w y quuvryy qzyy s qsvz ? s qss|tl s qs|t ? s qstv s qsxx ? s qss{

x y qu|tryw qxzt s qsyv ? s qst|tl s qtvz ? s qssx s qs|u ? s qsswtl

y x q{yxrxu quyx s qtvw ? s qsu{tl s quv{ ? s qss{ s qtzz ? s qsut

z y qsxyrwx qys{ s qt|w ? s qsustl s qvs| ? s qsut s quwz ? s qsxu

{ w q|tyrwv qzvz s qy|v ? s qstxul s qwts ? s qss{ s qwwu ? s qs|w

| x qttyrvv qsx s qxvz ? s qsy{tl s quy| ? s qsvx s qvwt ? s qss|

ts w qwuwruy qzty s qtyz ? s qsxxtl s qwtw ? s qs{v s qu|v ? s qsyw

tt w qv{yruy qwu| s qsyv ? s qssstl s qttx ? s qss{ s qs{z ? s qstt

tu w qwtxruw qtuy s quux ? s qswutl s qwyx ? s qsu| s qvwy ? s qssutl

tv x qtwzrux qwut s qsww ? s qss|ul s qtuz ? s qssy s qszx ? s qss|tl

tw y qszxryt qwsx s qtu{ ? s qsu{tl s quzw ? s qssv s qtyz ? s qst{tl

tx y qvuwryt qt{| s qsw{ ? s qssttl s qs|{ ? s qstv s qsyu ? s qssw

  注 }与模型组相比 tlΠ� s .sx , u) Π� s qst
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  表 t可见 o放射线照射后 o小鼠骨髓 t ou ov o{ o|

号蛋白质量显著降低k Π� s qsx或 � s qstl ~w ox oy oz o

ts ott otu otv otw otx号蛋白质量显著升高k Π� s qsx

或 � s qstl o四物汤可逆转其变化 ∀

3 q2  差异蛋白质鉴定分析

四物汤作用于血虚证小鼠的差异蛋白质鉴定结

果见表 u ∀

表 u可见 o经鉴定 ot ou ov ox oz o{ o| otu otv otw otx

号蛋白质分别是淋巴细胞特异性蛋白质 tk ¼̄°³«²2

¦¼·̈2¶³̈¦¬©¬¦³µ²·̈¬± t o�≥°tl !蛋白酶体 uy≥ �×°酶亚

组分 wk³µ²·̈¤¶²°̈ uy≥ �×°¤¶̈ ¶∏¥∏±¬·wl !造血细胞蛋

白质酪氨酸磷酸酶k«̈ °¤·²³²¬̈·¬¦¦̈¯̄ ³µ²·̈¬±2·¼µ²¶¬±̈

³«²¶³«¤·¤¶̈ o �≤°l !免疫球蛋白重链 ∂⁄�区 k¬°2

°∏±²ª̄²¥∏̄¬± «̈¤√¼ ¦«¤¬± ∂⁄�µ̈ª¬²±l !�2µ¤¶ !v2磷酸甘

油醛脱氢酶 kª̄¼¦̈µ¤̄§̈«¼§̈2v2³«²¶³«¤·̈ §̈«¼§µ²ª̈2

±¤¶̈l !�µ²¬2y qt� 蛋白k�µ²¬2y qt� ³µ²·̈¬±l !生长因子

受体结合蛋白 twkªµ²º·«©¤¦·²µµ̈¦̈³·²µ¥¬±§¬±ª³µ²·̈¬±

tw o�µ¥tw ³µ²·̈¬± l ! ���∞� ¦⁄�� tzsssw|∞tz 和

�ª¤̄¶tu蛋白 ∀

4  讨论

表 u  四物汤作用于血虚证小鼠骨髓差异蛋白质鉴定

序号 匹配序号 分值 等电点r分子量r⁄¤ 肽段匹配 序列覆盖率r h 蛋白质名称

t   ª¬¿tvwywzs   {{    w qzzrvy y|u    {ru{    v| 淋巴细胞特异性蛋白质 t

u ª¬¿tvwywzs y| w qzzrvy y|u |rvu v| 淋巴细胞特异性蛋白质 t

v ª¬¿uxzwuyzz y| x qs|rwz vz| |rv| vw 蛋白酶体 uy≥ �×°酶亚组分 w

x ª¬¿ut|svwxw tuu z qyyryz xtz twrvz vt 造血细胞蛋白质酪氨酸磷酸酶

z ª¬¿u{{zw|yu xw { q{zrtt suv wrus yx 免疫球蛋白重链 ∂ ⁄�区

{ ª¬¿zzy{z{x xt y qt{rtz uy{ wruu wx �2µ¤¶
| ª¬¿v{sz||t| v{ y qwvrv| {ys xrus uw v2磷酸甘油醛脱氢酶
tu ª¬¿tuxy{z wz | qstry w|u vrtt |u �µ²¬p y qt� 蛋白

tv ª¬¿t{uxyszs ws { q|vruv vz{ wrus vw 生长因子受体结合蛋白 tw

tw ª¬¿utzvxwx| x| { qvvrt| ys{ zru| xs ���∞�¦⁄�� tzsssw|∞tz

tx ª¬¿utwtstwu xu | qttrvx wvz xru{ ux �ª¤̄¶tu蛋白

  四物汤是临床上常用补血方剂 ∀作者的研究结

果显示 o四物汤可使放射线致血虚证小鼠骨髓 �≥°t !

蛋白酶体 uy≥ �×°酶亚组分 w !�2µ¤¶ !v2磷酸甘油醛

脱氢酶回升 ~�≤° !�µ²¬2y qt�蛋白质 !�µ¥tw和 ���∞�

¦⁄�� tzsssw|∞tz及 �ª¤̄¶tu蛋白回落 ∀

�≥°t在体内通过不同剪接和磷酸化形成不同异

构体≈x  ∀ t 号和 u 号蛋白质即为其两种异构体 ∀

�≥°t在人及小鼠所有的造血细胞中表达 ∀推测它是

一种钙结合蛋白 o可能通过钙结合功能具有跨膜信

号转导活性≈y  ∀实验显示 o在骨髓粒细胞和单核细

胞分化时其表达上调≈z  ~能对抗 ¤±·¬2�ª� 诱导的未成

熟 �淋巴细胞凋亡≈{  ∀四物汤能升高 �≥°t o因而可

能促进骨髓细胞分化 ∀

研究显示 o³µ²·̈¤¶²°̈ �×°¤¶̈ ≥w具有 �×°依赖

的 � ��r⁄��解旋酶功能≈|  o还能与 ×�×�结合蛋白

形成复合物 o具有转录活化作用≈ts  ∀四物汤能提高

其在骨髓组织中的表达 o促进转录 ∀

�≤°是一种非跨膜蛋白质酪氨酸酶 o主要在造

血细胞表达 o在造血调控中起关键作用 o直接与生长

因子和其他信号蛋白相关≈y  o使造血细胞增殖下

调≈tt  ∀近年来 o对 �≤°在造血中的作用进行了大量

的研究 ∀蛋白质酪氨酸磷酸化和脱磷酸化与造血细

胞的生长和功能密切相关 ∀许多促进造血干细胞生

长和分化的生长因子和分化因子通过各种细胞内激

酶使酪氨酸残基磷酸化而介导其效应 ∀抑制造血干

细胞分化的机制之一就是由 �≤°催化酪氨酸残基脱

磷酸化 ∀实验显示 o白介素2tk��2tl !白介素2vk ��2

vl !促红细胞生成素k∞°�l和粒2巨系集落刺激因子

k≤ƒ≥2��l介导的造血干细胞分化可被蛋白质酪氨酸

磷酸酶抑制≈tu  ∀四物汤减少 �≤°表达 o从而促进造

血细胞的生长和分化 ∀

  v2磷酸甘油醛脱氢酶催化v2磷酸甘油醛生成

t qv2二磷酸甘油酸 o是糖分解代谢的重要酶 ∀四物汤

能升高骨髓该酶表达 o从而促进糖氧化分解 o为细胞

提供能量 ∀

经受体酪氨酸激酶作用的造血生长因子信号转

导是经µ¤¶信号途径 ∀µ¤¶蛋白是一种 �蛋白 ∀作为

信号的转导体 o当与 �×°结合转化而活化后 o经一系

列中间信号分子最终作用于效应基因 o促进细胞生

长 ∀四物汤升高骨髓 �2µ¤¶水平 o促进骨髓细胞生

长 ∀

�µ¥tw是近年发现的一种蛋白质 o�µ¥zr�µ¥tw 与

生长因子受体相互作用 o抑制 µ¤¶信号途径≈tv  ∀

�µ¥tw蛋白能在配体的诱导下结合于各种受体酪氨
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酸激酶 o是胰岛素受体酪氨酸激酶的抑制剂 o并由此

抑制胰岛素效应 ∀ �µ¥tw也抑制成纤维细胞生长因

子信号≈tw  ∀四物汤减少骨髓 �µ¥tw表达 o加强生长

因子信号 o促进骨髓细胞生长 ∀

�ª¤̄¶tuk又称为ª¤̄ ¦̈·¬±2tul具有调节细胞周期的

作用 o使细胞周期滞留在 �t期 o抑制细胞生长≈tx  ∀

四物汤能减少骨髓 �ª¤̄¶tu表达 o促进细胞分裂 ∀

由本实验结果可见 }四物汤作用于骨髓多个靶

点 ∀通过升高骨髓�≥°t !蛋白质酶体 uy≥ �×°酶亚组

分 w !�2µ¤¶和 v2磷酸甘油醛脱氢酶 o降低 �≤° o

�µ¥tw o�ª¤̄¶tu o四物汤能调节骨髓组织糖代谢 o促进

基因转录 o促进造血生长因子信号转导和造血细胞

的生长和分化 o并可能由此发挥补血作用 ∀
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