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摘 要 目的 以 大鼠肝纤维化为模型
,

研究肝与他脏在 生理
、

病理之间的相互联 系
,

为 中

医理论对
“ 以 象侧脏

”

认识脏象的方 法论提供科学依据
,

探讨 中医整体观念的物质基础
。

方 法 将

大鼠
,

随机分正常组
、

模型组
。

模型 大鼠皮下 注谢
、 一 橄榄油溶液每周 次

,

共 周

停止刺激后再观察 周
,

正常组 以 生理盐水替代
、

皮下 注射
。

分别 于第
、 、 、

周末分批处

死大鼠
。

留取肝组织 分别做病理
、

羚脯氨酸
、

蛋 白质的分步提取
。

蛋 白质定量后进行二维电泳
,

凝胶

银染
,

运用 一 图象分析软件对获得的蛋 白质图谱进行分析
,

运 用 一 一

鉴定 了 多个差异表达的蛋 白质
。

结果 ① 肝纤维化大鼠 出现生命活动整体反应
,

如体重
、

活

动度等下 降 ②肝纤维化过程 中存在蛋 白质合成和物质代谢碍障 ③蛋 白质组改 变的质谱鉴定
。

结

果显示 肝纤维化大鼠与正常大鼠肝组织 差异表达的蛋 白质与物质代谢相关的蛋 白质有过氛酸可

溶性蛋 白质
、

磷脂酞肌醇转移酶
、

磷酸甘油酸激酶 与神经 内分泌相 关的蛋 白质分子有儿茶酚 一 邻
一 甲基转移酶

、

雌激素转磺酶亚型
、

转录起始 因子
、

非粘 附性细胞蛋 白质
。

结论 肝与他脏功能相

关
、

病理相连是 以蛋 白质分子为物质基础
,

肝纤维化是一个涉及 多个功能的整体病 变过程
,

而 引起

机体整体功 能改 变的物质基础是蛋 白质分子
。

关键词 肝 纤维化 蛋 白质差异展示 五脏关 系 生理病理联 系

中医强调人是一个有机的整体
。

肝脏是人体最

大的内脏器官
,

机体内大部分的营养物质代谢在肝

脏内完成
,

在诸多同机体结构与功能相关的生命物

质 的生成和分解 以及大多数进人人体内的物质转

化过程中
,

肝都发挥着重要的作用
,

它与全身各系

统有密切的联系
。

因此肝与各脏腑生理相通
,

病理
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相连
,

是互为因果的关系
。

这种生理上有序的调节
、

病理上相互影响的联系是由谁实现
,

肝纤维化导致

多个系统功能紊乱的物质基础是什么呢 为此我们

在 诱导的大 鼠肝纤维化组织蛋白质组的质谱

鉴定
,

探讨了肝组织上表达的蛋白质的差异表达与

他脏生理
、

病理上相互影响的联系
。

一
、

材料与方法

丛遗生 辛酞基硫代甘氨三 甲内盐 川
, 一 购 自 公司 固相 梯度

干胶条
, 。 叮 币 二硫

苏 糖 一 ,

竹 三 正 丁 基 磷
五

,

氨基丁三醇 碘乙酞

胺 一 胆酞胺丙 一 二乙胺 一 丙硫

酸 丙烯酞胺 甲叉丙烯酞胺溶液

过硫 酸胺 , ,

, , ’ , ’ 一 四甲基乙二胺 十二

烷基磺酸钠 尿素 一 中分子蛋 白质标准

品
,

均购 自 一 公司
。

蛋 白酶抑制剂 购

自上海生物化学公司
。

诬全鱼 等电聚焦电泳仪 垂直电泳

系统
, 一 光密度扫描仪

, 一 图象

分析软件
,

均购 自 。 一 公司
。

实验方 法

动物模型 ” ’ 体重

鼠
, 一 橄榄油混合液

皮下注射
,

一周 次
,

持续

周 在造模第一天
、

第
、

、

周第一天分别给予

扶正化痪方干预治疗
,

给

土 雄性 大

药时间为 周
,

各组大鼠于第
、 、 、

周末分批

取材
。

经一般生化与病理组织学指标确定肝纤维化

模型成立
。

并取肝组织总蛋白质定量备用
。

肝组织蛋 白质组的提取 取 大鼠肝

组织加 组织蛋 白质提取液
一 ,

加

匀浆
,

加 卜 酶
、

卜

酶
,

℃作用 后
,

振荡混匀
,

℃下 离心
,

小心避开脂质层
,

取上清液
,

冷冻干燥备用
。

一维电泳 ” ’ 一 ,

长
,

样量

卜 块 胶
,

加 卜 泡 胀 液 尿 素
、

、

两性电解质 电泳条件 重泡胀和聚

焦在 ℃下 自动进行
,

总电压时间积为

伏小时
。

二维 电泳 将已聚焦好的胶条分别在 平

衡液
、

中各平衡 巧 平衡母液 尿素
、

、 一 、

甘油
。

平衡液

加 竹
,

平衡液 去
,

加 碘 乙酞胺
,

用时配
,

平衡后
,

上 一 聚 丙烯酞胺凝

胶
,

用低熔点琼脂糖封 口
,

电泳直至嗅酚蓝到胶的

底线
。

凝胶染色 采用郭尧君改进的高灵敏度银

染色方法
。

图象分析及数据处理 将银染后的凝胶放

表 模型大鼠体重动态变化 无土

组别 第 天 周 周 周 周

正常组

模型组

士 士 士 士 士

士 土 土 去 士 士

注 为与正常组比较
, , 。

表 大鼠整体生命活动观察

皮毛 皮下脂肪 活动

分组
光泽度 脱毛 厚度 弹性

肌肉

厚薄 频率 灵敏 挣扎力度

造模时二

便情况

正常组 光泽厚密 无 厚

模型大鼠 发黄无光稀疏 脱毛明显 薄

好

松软

厚

软弱无力

多

喜卧易惊怒

灵敏 有力

呆板迟钝 无力

无失禁

二便失禁
、

大便稀

甲 〔乳 ‘
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在 一 光密度扫描 仪上
,

扫描后 的图象用
一 软件分析

。

二
、

结 果

大 鼠体重动态变化

大鼠开始造模的第一天体重均无显著性差异
,

随着造模时间的延续
,

大鼠体重差异增大
,

正常组

大鼠体重近于直线上升
,

而模型组从第一天到第

周缓慢上升
,

第 周到第 周模型大 鼠体重无变

化
,

出现平台阶段 从第 周 一 第 周缓慢增加
,

与正常大鼠比较有显著性差异 见表
。

各组大鼠整体生命活动观察

正常大鼠活动敏捷
,

活泼好动
,

反应灵敏
,

挣扎

有力且方式多样
,

双 目灵活有神
,

皮毛致密光泽
,

皮

下脂肪丰满
,

肌肉弹性好且厚实
,

灌 胃造模时无二

便失禁现象
。

模型大鼠随着造模时间的延伸
,

出现

生命活力的下降 活动迟缓
,

喜卧
,

易惊易怒
,

挣扎

无力且方式呆板
,

爪甲脆易出血
,

皮毛稀疏无光泽
、

发黄
、

脱毛
,

随着刺激时间延长而增多
,

皮下脂肪

薄
,

肌肉弹性差且松软
,

灌胃造模时二便失禁
,

如表

中所列 终止 刺激后
,

模型大鼠的体征均有

改善
。

模型组肝组织 不 同溶解度蛋 白质含量变化

我们根据大鼠肝组织蛋 白质溶解性分步提取
,

提取物 为易溶解性蛋 白质
,

提取物 为中度溶解

性蛋 白质
,

提取物 为难溶解性蛋白质
。

表 显示在

肝纤维形成后蛋白质合成发生改变
,

模型组难溶性

蛋白质明显高于正常组
,

因而总量高于正常组 因

只有 只大鼠
,

故未做统计学处理
。

质谱鉴定确定蛋 白质分子的表达

我们根据各蛋 白质斑点在凝胶上的颜色
、

范围

等值
,

制定了相对蛋 白质斑点的半定量标准 见表

和图 一 正常组出现为
“ ” ,

没检测 出为
“ 一 ” ,

每个蛋 白质在模型组 个时间点中的最低表达为

卞
,

较
“

卞
”

高出 倍为 卞
、 一 倍之间为 卞卞

卞
。

表 模型大鼠肝组织蛋白质各溶解度及总量的变化

分组

正常组

模型组

总量 易溶性蛋白质 中度溶性蛋白质 难溶性蛋

‘

表 两组大鼠肝组织蛋白质变化

蛋 白质名 正常组 模型组

过氯酸可溶性蛋白质

磷脂酞肌醇转移蛋白质

磷酸甘油酸激酶

儿茶酚 一 邻 一 甲基转移酶

雌激素转磺酶亚型

转录起始 因子

非粘附性细胞蛋白质

卞卞下

卞卞卞

牛牛土土

卞卞卞

卞卞卞
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三
、

讨 论

人是一个有机的整体
,

每个系统
、

每个脏腑
、

甚

至每个细胞之间都存在着生理
、

病理上相互制约
、

相互促进的关系
,

并维系着相对的动态的平衡
。

这

种生理
、

病理上 的联系是 由蛋 白质分子调节实现

的
。

肝组织蛋 白质组改变与物质代谢

蛋 白质合成障碍 肝脏是蛋白质代谢最重

要的器官
,

处于蛋 白质
、

氨基酸的中心地位
。

模型大

鼠肝纤维化时
,

抑制蛋白质合成的过氯酸可溶性蛋

白质
一

大量增加
,

提示了肝纤维化形成过程中肝

内的机体所必需蛋白质合成受阻
,

出现蛋 白质营养

障碍
,

大鼠体重下降
,

肌肉萎软
。

但由于纤维化肝组

织中的异常蛋白质较正常组明显增加
,

以致组织蛋

白质总量 的不 变甚 至 比正 常肝 组织 蛋 白质含量

高
。 一 ,

等人运用 诱导成年雄性

大鼠肝硬化
,

也证实肌肉萎软与蛋白质营养缺乏有

关 ’。

脂肪代谢改 变 在模型大鼠肝组织蛋 白质

组检测到了磷脂酞肌醇转移蛋白酶
,

正常大

鼠肝组织中未检测到此酶
。 ,

的

研究证明了缺乏此酶导致肝肠脂肪变性
“ ’。 本实验

在肝纤维化大鼠肝细胞脂肪变性的情况下
,

检测到

了磷脂酞肌醇转移蛋白酶
,

根据这个结果
,

我们推测在肝细胞脂肪变性时
,

能导致磷脂酞肌醇

转移蛋白酶的反应性增高
,

加速脂肪代谢
。

糖代谢改 变 肝脏是糖类储存和适当分布

的中心部位
,

也是维持血糖浓度相对稳定 的重要

器官
,

糖酵解是肝维持糖代谢的途径之一
。

磷酸甘

油酸激酶是细胞质的 产生糖分解 的一个关键
酶 ‘了 ’,

含量在肝组织缺氧时明显增高
“ ’,

其在模型组

表达较正常组增高
,

在肝纤维化过程中
,

由于细胞

的增生导致了组织缺氧
,

糖酵解活动的增强
,

显示

了肝组织间质细胞过度增生
,

耗氧量增加导致肝组

织的缺氧
。

肝组织蛋 白质组改变与神经 内分泌功能

我们在模型大 鼠肝组织中检测到了几个与神经

内分泌相关的蛋白质
。

神经方 面改 变 肝脏是儿茶酚胺类物质和

生物胺的靶器官
,

肝纤维化模型大 鼠肝组织中检

测到儿茶酚 一 邻 一 甲基转移酶
,

是与儿茶酚

胺降解相关的酶 ’ ’
。

它的含量变化与情绪改变相

关
‘“ 一 川

。

儿茶酚 一 邻 一 甲基转移酶只在 诱导

的大鼠肝纤维化模型组的第 周表达
,

其它时间点

均消失
,

提示肝纤维化过程中随着肝损伤加重
,

对

儿茶酚胺类物质降解能力下降
,

导致肝或血中的儿

茶酚胺类物质浓度增高
,

导致神经兴奋
,

出现情绪

激动易怒
。

非粘附性细胞蛋白质 一 ,

这是一种在哺乳动物脑 内表达 蛋白
,

位

于脑组织神经元细胞核内
,

可调节与可卡因相关的

动物行为 ‘
’ 一 ’ ’,

其表达受到情绪
、

行为的调节
,

但

没有查到在肝组织中表达的资料
。

这个蛋白质特异

性地在模型组大鼠肝组织中的表达
,

与之相应的改

变是脑对外界事物反应降低
,

出现情志的改变
。

内分泌与生殖 在大鼠肝组织中检测到几

个与生殖机能相关蛋 白质的改变
。

儿茶酚 一 邻 一 甲

基转移酶功能多态性 一 与

肠 二。 。助 ’ 。 赶 己
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乳腺造影密度增高及其乳腺癌危险因素有密切关

系 ” ’
。

在哺乳动物精子的形成过程中组蛋白起了特

殊的作用
,

而组蛋白伴侣相关因子与转录启动因子

最大亚基的澳域反应
,

在肇丸和其它

含增殖细胞的组织中高度表达
,

提示了它参与了哺

乳动物精子的形成
’ ’。 雌激素转磺酶亚型 一 在子

宫和胎盘晚期妊娠期活性增强
,

有重要的生物学意

义 ‘
, , , ,

运用 方法只在雄性大鼠肝细胞

液上检测到了雌激素转磺酶亚型 的
,

而在

雌性大鼠肝细胞液没检测到相应的
,

表示 了

雌激素转磺酶亚型 选择性地在雄性大鼠中表达
‘’ ’,

在雌激素新陈代谢中发挥着重要作用
。

本实验中雌激素转磺酶亚型 在模型大鼠肝组

织中表达较正常大鼠下降
,

提示了模型组大鼠生殖

机能改变的潜在因素
。

肝与他脏的 生理病理联 系

五脏之间的关系非常密切
,

清
·

张志聪在《侣山

堂类辨
·

草木不凋论 》
“

五脏之气
,

皆相贯通
” 。

人

体内大多数营养物质代谢在肝内完成
,

在诸多同机

体结构与功能相关 的生命物质生成和分解及进入

人体后 的物质转化和处理过程 中都起 了极其重要

的作用
,

因而
,

肝脏的功能状态及疾病必然与全身

器官
、

系统功能紧密相关并相互影响
。

从我们的实

验结果来看
,

诱导大鼠肝纤维化
,

肝的病理改

变涉及了多个功能的变化
。

从大鼠生命现象的整体

观察
,

在肝纤维化大鼠表现了 ①脾 胃运化改变 脾

为后天之本
,

气血生化之源
,

人体所需和营养物质

都与脾 胃的运化有关
。

模型大鼠体重 明显下

降
,

大便稀
,

脱毛
,

蛋白质合成下降
,

肝组织蛋白质

组也显示了与蛋 白质合成
、

脂肪转运
、

糖代谢相关

的蛋白质分子的表达改变
,

提示了肝失疏泄不能助

脾运化
,

而致物质代谢的紊乱
。

②情绪方面 尽管情

绪情志活动是大脑的功能
,

也就是
“

神明之心
”

的功

能
,

但情绪的正常表现与肝主疏泄
,

调畅情志有密

切的关系
。

模型大 鼠在情绪表现为易惊易怒
,

在肝组织蛋 白质中检测 出了脑组织结构蛋 白质的
一 和儿茶酚 一 邻 一 甲基转移酶

,

这个结果显

示了肝主疏泄
,

对情绪方面的调节
。

③生殖方面 肝

主疏泄
, ’

肾主生殖
,

肝肾相反相成
,

互作互制从而保

证并调节人体的生殖机能正常
,

故肝的功能状态又

直接或间接地影响到肾精
、

乳房的生化及生理活动

的正常进行
,

肝失疏泄
,

则可导致情志和生殖功能

的改变
。

在我们的实验结果
,

肝组织中表达的这类

与神经 内分泌相关的蛋 白质是肝主疏泄
,

调畅情

志
、

与生殖相关的物质基础
,

而它们的异常表达是

否成肝失疏泄的潜在原因有待于进一步研究
。

据

此
,

我们提出肝主疏泄与神经 内分泌活动密切相

关
,

特别是儿茶酚 一 邻 一 甲基转移酶 的功能多态

性
,

它的表达既与情绪改变有关
,

也与乳房病变相

关
,

更是提示 了肝主疏泄与胺类神经递质的关系
,

这应引起我们的注意
。
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液中没有发现新成分的产生
。

但发现化学成分含量

的变化较为普遍和明显
。

两药配伍后
,

合煎液与单

煎混合液相 比
,

其 谱图中大部分峰的峰高变

化不明显
,

而峰高发生显著变化的的峰分别是对应

于保留时间为 巧 和 的两个峰
。

我们利用

柱层析
、

制备 等分离纯化
,

并鉴定了两个化合

物分别为苯甲酸和丹酚酸
。

试验结果表明中药配

伍后 的化学成分不 同于单味药化学成分的简单加

和
,

而是在配伍后共煎煮过程中发生了化学成分的

变化
,

各成分间由此产生不同于单味药化学成分简

单加和的相互 比例和各 自的浓度范围
。

在此基础

上
,

对包含丹参
一

赤芍药对的更深人的复方化学成

分研究
,

有可能从本质 上阐明复方作用 的物质基

础
,

进而探示 中药方剂配伍的科学内涵
。
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