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摘  要:蛋白质是生命功能的最终执行者,是理解生理、病理和药理作用机理的关键。蛋白质组学

是分析一个基因组、一种生物或组织或细胞表达的全部蛋白质。蛋白质学组技术和策略为复杂的中医

证候学说和方药体系研究带来了希望,为中医药现代化及深刻系统的理解中医药作用机理的物质基础

提供了良好的契机。
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  21世纪,随着人类基因组计划的完成和后基因组

时代的到来,生命科学发生了本质的飞跃,应运而生的

系统生物学与中医药研究的思路和方法不谋而合, 为

复杂的中医证候学说和方药体系研究带来了希望。其

中,蛋白质组学作为系统生物学研究的一个重要平台,

它的发展,对于长期以直观方法作为主要认识手段,缺

乏还原分析方法的古朴中医学的现代研究,提供了新

的思路和方法,从而解决了许多中医学因无法采集准

确的、客观的、能够反映中医药最本质特点的定性定量

指标而制约其发展的瓶颈问题。

一、蛋白质组学是中医药现代化研究的重要工具

1. 蛋白质研究是中医药研究的基础

依据中心法则, DNA转录成 mRNA, mRNA再翻

译成蛋白质,由蛋白质执行细胞生理功能。蛋白质不

仅种类上远远多于基因的种类, 而且含量高度动态变

化,另外蛋白质之间存在众多而又复杂的相互作用。

有报道 mRNA水平和蛋白表达水平不平行
[ 1, 2]

, 无法

通过表达水平准确推测蛋白表达水平。蛋白翻译后修

饰及空间结构对蛋白活性起着决定性作用, 很难在

DNA、mRNA对蛋白的翻译后修饰及空间结构加以推

测。在分析体液成分如尿液时, 核酸对细胞外液没有

直接的作用,只能分析蛋白质
[ 3- 5]
。因此,蛋白质研究

是生命物质生理、病理、药理等研究的关键。

中医药研究与蛋白质研究息息相关。证候是在致

病因素作用下,机体内外环境各系统之间相互关系发

生紊乱所产生的综合反应, 是反映疾病处于某一阶段

病因、病性、病位、病势等病理要素的综合性诊断概念。

蛋白质是生命活动功能的直接执行者, 中医证候学的
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本质势必会在蛋白水平上有所变化, 因而研究中医证

候的物质基础必然离不开蛋白质的研究。又现已知的

药物有 2000多种, D rews对其 85%所针对的 483种药

靶进行了统计
[ 6]

, 其中受体占 45%, 酶占 28% ,激素和

因子占 11% , DNA 2%, 核受体占 2% , 离子通道 5%,

其它未知的占 7%。可以说蛋白质的研究是明确药物

作用机理的关键。

2. 蛋白质组学为明确中医证候的本质和中药复方

的作用提供了可能的实验方法

中医证候学有四个特点: ( 1)整体性:主张天人合

一,是对多因素的整体综合, 追求阴阳平衡与协调。

( 2)时空性:随时间、状态、环境等因素发生变化, 是机

体即时性功能状态的反映, 即具有动态的概念。 ( 3)

传变性:相关证型间可以相互影响,并按照一定规律发

生传变,表明证候复杂的相互关系。 ( 4)个体差异性:

同病异证,异病同证, 体现了机体先天禀赋及功能状态

对各种环境、精神因素等的反应性,是多样性的基础。

而中医证候的这些特点可能牵扯到多种蛋白从含量到

结构和功能的变化, 因此用以往的生化和分子生物学

方法逐个寻找分析证候相关蛋白质不仅费时费力, 也

使系统地理解证候本质成为空中楼阁。

又中药成分复杂,不管是单味药还是复方,都是一

个复杂的化学体系, 药物的各个成分分别结合到自己

作用靶点发挥作用, 使本来已经非常复杂药理作用机

制研究难以实施。运用以往的生化和分子生物学方法

逐个地分析蛋白质使明确中药作用机制变得非常缓

慢,更无法解释药物与药物之间以及药物与多系统、多

靶点间的相互作用机制。

蛋白质组学是指由一个基因组、一种生物或组织

或细胞表达的全部蛋白质
[ 7 ]

,是系统的对某一研究对

象的所有蛋白质进行鉴定、定量及功能研究的科

学
[ 8]
。蛋白质组学主要包括三个部分:表达蛋白质组

学,结构蛋白质组学, 和功能蛋白质组学
[ 9- 11]

。表达

蛋白质组学是指特定的细胞、组织或生物所产生全部

蛋白质的鉴定。结构蛋白质组学是指对上述全部蛋白

质精确三维结构的测定。功能蛋白质组学的任务是阐

明上述全部蛋白质所形成的类似于电路的功能网络。

蛋白质组学最大特点是同时系统地分析大量的蛋白

质,这恰恰是中医药研究最急需解决的问题,利用功能

蛋白质组技术和策略,分析中医证侯及经单味药或复

方药处理过的组织、细胞或体液表达的蛋白质组,并比

较治疗前后蛋白质组的表达差异、蛋白质功能结构及

相互作用的变化,系统地对证候本质和中药的多环节、

多靶点调整作用机理进行研究, 最终揭示证候的物质

基础和中药单方、复方的相互作用和配伍规律。

二、蛋白质组学常用的技术方法

蛋白质组学是技术发展的产物, 它的发展受到技

术发展驱动的同时也受到技术发展的制约
[ 12]
。蛋白

质组学的研究技术具有三个鲜明的特点:没有任何一

种单一的技术平台能够满足蛋白质组学研究的全部需

要;越接近蛋白质功能测定, 研究技术越不成熟;虽然

迄今为止尚没有成熟的真正的蛋白质组学研究技

术
[ 13]

,但是以质谱 (MS)为基础的双向电泳 ( 2- DE )

和双向高压液相色谱技术 ( 2DH PLC)是目前较成熟的

研究表达蛋白质组学的技术平台, 大规模酵母双杂交

是较常用的研究蛋白质相互作用的技术方法。

1. 2- DE- MS

2- DE是目前唯一能将数千种蛋白质同时分离与

展示的分离技术,是目前蛋白质组学研究分析最常采

用的方法:

第一步,运用 2- DE技术分离样品中的蛋白质。

在 2- DE中,蛋白质首先根据等电点的不同在第一向

等电聚焦电泳 ( IEF)中分离, 平衡后转移到第二向

SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS- PAGE )中根据蛋白

质的相对分子量大小不同被分离, 使复杂蛋白质混合

物中的蛋白质依据各自的等电点和分子量在二维平面

上分开,然后采用计算机作基础的图像采集、数据处

理,对电泳图谱进行斑点检测、背景消减和数据构建等

分析。

第二步,切下蛋白斑点,酶切后应用质谱技术鉴定

蛋白质。质谱技术是将样品分子离子化后根据离子间

的质核比和基质的差异来分析并确定分子量的方法。

第三步,应用生物信息学技术存储、处理和比较获
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得的数据。在目前情况下, 双向凝胶电泳的可分离出

3000~ 4000个,甚至 10000个可检测的蛋白斑点。

近年来,对 2- DE技术做了很多改进使其对难溶

性和碱性蛋白的显示及 2- DE的重现性和分辨率有

了较大幅度的提高。如 SB3 - 10等新型去污剂的运

用使难溶蛋白有了更好的显示;采用固定化 pH 梯度

胶,极大提高了 2- DE对极酸极碱性蛋白的显示并且

大幅提高了 2 - DE重现性;采用对样品进行预分离、

宽范围 PH胶条、多根窄范围 PH胶条等策略极大的提

高了 2- DE的分辨率, 尤其值得一提的是自由流电泳

可以把样品依照等电点分成 96个组分之多,可以极大

地提高 2- DE的分辨率。

传统的 2- DE及染色方法进行表达蛋白质组的

比较研究经常被凝胶,样品和染色时操作的差异所困

扰。近年来出现的荧光差异双向凝胶电泳 ( DIGE )用

一块胶来分离不同荧光染料标记的两个或多个蛋白样

品,显著地减少了这些困扰, 提高了重复性
[ 14, 15]

。最

近 DIGE技术的革新,特别是内标的引入, 进一步提高

了这一技术的定量的准确性和统计的可靠性
[ 16]
。

2. 2DH PLC - MS

2DHPLC- MS是目前较成熟的研究表达蛋白质

组学的技术平台。第一步 2DH PLC技术分离多肽。将

提取的蛋白样品酶解成肽段。 2DH PLC分离, 第一相

根据分子大小分离多肽,第二相采用反向层析技术分

离多肽。第二步,质谱鉴定肽段并解析成蛋白质。第

三步, 应用生物信息学技术存储、处理和比较获得的数

据。这种技术在蛋白提取后或在细胞培养早期可以同

位素标记以达到定量的目的。可以给蛋白肽段进行同

位素或其它标记以利于定量。

3. 大规模酵母双杂交法

酵母双杂交是研究蛋白质相互作用的常用方法。

传统的酵母双杂交法可分为矩阵筛选法,和文库筛选

法。矩阵筛选法是将表达不同 /猎物 0蛋白的酵母单

克隆分别与带有不同 /诱饵0蛋白的酵母株接合形成

二倍体细胞,通过报道基因的表达来鉴定它们的相互

作用。文库筛选法是将表达 /猎物 0蛋白的酵母细胞

构成的文库分别与表达不同 /诱饵0蛋白质的酵母细

胞接合,再筛选它们发生相互作用所形成的阳性克隆。

随着,蛋白质组技术蓬勃兴起,迅速渗透到生命医

药的各个研究领域, 中药研究者们借助这一研究方法

开始对中医证候的物质基础和中药及其单体的作用机

理进行了探讨。

三、蛋白质组学在中医药研究中的应用

1. 蛋白质组学在中医证候研究中的应用

近年来少数医务工作者利用蛋白质组学的相关技

术进行了中医证候学的研究, 取得了初步的成果。吴

红金
[ 17]
等应用蛋白质组学技术观察了冠心病血瘀证

病人与正常人血浆中的蛋白质变化, 发现冠心病血瘀

证病人血浆与正常人相比有 3个蛋白点下调和 6个蛋

白点上调,经质谱鉴定,其中表达升高的蛋白质有免疫

球蛋白、纤维蛋白原、粒酶, 表达降低的蛋白质有

CD44SP等。谢文光
[ 18]
等对脂多糖致热毒血瘀证大鼠

的血清进行了 2- DE分离分析,研究发现有 13个蛋

白点差异表达,与正常组比较热毒血瘀证组有 2个蛋

白点低表达, 11个蛋白点高表达。

2. 蛋白质组学中药单体研究中的应用

为了简化中药作用机理的研究和结果的理解, 一

些研究者采取选择已知有效的药物单体来进行研究。

姜楠等研究了桂枝单体桂皮醛对酵母致发热大鼠下丘

脑蛋白质组的影响, 该研究在发现发热状态比正常有

分别有 15个蛋白质点下调和上调大于 30%。给予发

热大鼠桂皮醛口服后有解热作用, 有 4个下调和 2两

个上调蛋白点的相对含量趋于恢复正常,推测桂皮醛

对酵母致热大鼠的解热作用与 6个差异表达的蛋白质

有关。 Zeng- Chun MA等人
[ 20]
用蛋白质组学的方法

研究了川芎嗪毛冬青对照射后的 QXMSC1细胞的影

响。放射线照射组与未照射组 18个蛋白差异表达, 其

中 15个能被鉴定。给予川芎嗪毛冬青照射组能逆转

或恢复这些蛋白的表达,并用 RT- PCR进行了验证。

3. 蛋白质组学技术在单味和复方药研究中的应用

单味和复方中药所含化学成分复杂,药理作用具

有多靶点、多层次的特点, 而且干扰因素众多, 因此研

究难度颇大。蛋白质组学的技术的兴起为单味和复方
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中药研究带来了极好的契机, 蛋白质组学将成为单味

和复方中药复杂物质基础及作用机理研究的最佳平台

及切入点,有许多学者对此展开了初步的研究。

谢文光等
[ 21]
研究了玄参治疗大鼠内毒素血症的

血清蛋白质组变化, 采用脂多糖静脉注射制备动物模

型,用 2- DE分析显示 16个蛋白点差异表达, 其中有

2个蛋白点的表达降低, 14个蛋白点的表达增高, 玄

参干预后, 脂多糖引起增高的 14个蛋白点中有 10个

点表达显著降低,并有 6个蛋白点已被明显调节到正

常状态,这预示通过调节这 10种蛋白可能是玄参治疗

内毒素血症的疗效的分子基础。

吴伟康等探讨
[ 22 ]
了四逆汤保护缺血心肌的相关

蛋白谱变化, 利用 2- DE的方法分离左心室肌总蛋

白,发现四逆汤可以影响大鼠缺血心肌的多个蛋白点

的表达,经质谱鉴定, 这些差异表达的蛋白与心肌的能

量代谢、信号转导、机能、心肌细胞修复和抗氧自由基

损伤等有关。马增春
[ 23]
等用 2- DE考察四物汤对放

射线照射小鼠血清蛋白的影响, 结果发现四物汤可使

小鼠血清中由于放射线照射引起的 12个下调和 4个

上调的蛋白点有所恢复,进一步质谱鉴定提示,其中 4

个上调的蛋白质是 DNA依赖蛋白激酶、肌细胞增强蛋

白、马达蛋白、肌动蛋白结合蛋白。该课题组还用类似

的方法观察了四物汤对小鼠骨髓蛋白质表达的影响,

四物汤可以逆转放射线照射小鼠骨髓 10个上调和 5

个下调的蛋白点
[ 24]
。

四、展  望

目前,虽然不少科研工作者用蛋白质组技术在中

医药领域进行了探索研究并取得了一些成绩, 然而目

前仍停留在表达蛋白质组的研究层面, 而对靶蛋白的

结构和生物学意义及靶蛋白与其相互作用的蛋白研究

较少。另外,目前中医药蛋白质组学研究采取的增加

分辨率的策略较少, 使有重要生物功能的低丰度蛋白

(如细胞信号转导蛋白 )显示不理想。要想进一步深

入研究和明确中医机理及中药作用机制从而加深人们

对疾病的认识并使中药迈出国门为世界所接受还有很

艰辛的路要走。总之, 前途是光明的、道路是曲折的。

蛋白质组学研究方法为中医药现代化研究带来新的曙

光。
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P roteom ics Is a M ost Im por tan t T ools for m odern iza t ion of Tr adit iona l Ch ineseM ed icines

LiZh iguo, X iaoCheng, LiP ing
*

( Institute of Clinica lM edica l Science, China - Japan F riend shipH ospita l, Beijing 100029)

Prote in is not on ly the fina l executant of life functions but also the key to understand physiologica,l pathological and

pharm acological functions. The ma in a im of proteom ics is to analyze the whole prote in expressed by a genome of a life

be ing or a kind of tissue or ce l.l Its strategy and technology shed lights on tradit iona lChinese med ic ine research and pro2

vides a new orientation for modernizat ion and mechan ism exp loration of traditional Chinese medicine.

K eywords: Proteom ics; T rad itional Chinese Med icine; syndrome
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面向基层  服务农村  惠及百姓
我国将举办 /中医中药中国行 0大型科普宣传活动

17部委联合主办, 7月启动,历时 3年

  6月 14日,卫生部副部长、国家中医药管理局局长王国强
在北京举行的新闻发布会上宣布,为广泛宣传党中央、国务院

坚定不移地发展中医药事业的方针政策,认真贯彻吴仪副总
理在今年全国中医药工作会议上的重要讲话精神, 进一步加

强中医药科普宣传,面向基层, 服务农村,惠及百姓, 为中医药

发展营造良好的社会氛围,由国家中医药管理局联合 16个部
委局共同主办的 /中医中药中国行 0大型科普宣传活动即将

于下月正式启动。

这项活动的主题为 /传承中医国粹, 传播优秀文化, 共享

健康和谐0,通过在全国范围内举办大规模的中医药科普宣传
活动, 集中展示中医药悠久的历史、科学的理论、独特的方法、

良好的疗效, 让社会了解中医药为中华民族繁衍生息所做出
的巨大贡献, 了解中医药在维护人民健康, 促进经济社会发

展, 弘扬我国优秀传统文化等方面的重要地位和作用, 使广大

人民群众了解中医、认识中医、感受中医, 让中医药惠及千家
万户, 为大众健康服务。

(文  摘 )
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