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双向凝胶电泳技术在中医证候研究中的应用

关键词证候；蛋白质组学

陈冰

(中国中医科学院中医基础理论研究所，北京市东直门内南小街16号，100700)

双向凝胶电泳技术自从问世以来便广泛应用于各

种领域，现已成为蛋白质组学的核心技术，由于其整体

性、实时性等特点，近年来大量应用于中医证候研究方

面。本文拟对双向电泳技术在证候研究中的应用做一

综述。

l双向电泳技术原理及应用

双向电泳(眦。一dimensional gel electmphoresis，2-

DE)是根据蛋白质等电点和分子量的不同，通过两次

方向互相垂直的高分辨率等电聚焦电泳和十二烷基磺

酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulphate

polyacrylamide gel electrophoresis，SDs—PAGE)，将，带≯不

同净电荷和不同分子量的蛋白质二维平面上呈点状分

开的技术。双向电泳技术1975年由意大利生化学家

OFarrell发明⋯，可以在一个平面上分离出数以千计

的蛋白质，适用于整体水平生命活动规律的研究旧J。

它以高分辨率、简单、快速等优点被广泛应用于蛋白质

组学研究，是目前分离复杂蛋白质组分最常用的工具。

通过双向电泳得到差异蛋白后，可结合其他蛋白质组

学研究方法进一步分析，如结合质谱技术进行差异蛋

白质的鉴定、相关数据库检索，将所获结果进行生物信

息学分析等。因此说，双向电泳是蛋白质组学的核心

技术。

双向电泳技术包括蛋白样品制备、等电聚焦、sDs—

PAGE、染色等步骤。样晶制备非常关键，合理的样品

制备可保证2一DE的重复性。尽量减少蛋白提取过

程中的降解和丢失，以提高分辨率。等点聚焦是在存

在pH梯度和电场的条件下，蛋白质分子向其净电荷

为零的pH处移动，当样本中的每一个蛋白质均达到

其电荷为零的pH位置时，样品蛋白质就根据其等电

点得到分离。SDS—PAGE有垂直和水平2种方式。垂

直方式是日前常用的电泳方式，阴离子去垢剂十二烷

基磺酸钠同蛋白质合后形成项链样结构，并以1 14：l

的比例结合，从而使蛋白质带有净负电荷，使蛋白电泳
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时移动距离与其分子量呈正比。

双向电泳常用的染色方法有考染色、银染、荧光染

色等方法。荧光差异双向凝胶电泳(DIcE)足目前蛋

白质组学研究的热f J技术旧‘4j。它是通过荧光染料与

蛋白质中的赖氨酸残基进行结合，把不同荧光素标记

的样品在同一块凝胶上进行分离，用不同波长的激光

激发后可以显示不同的颜色。DIGE技术的优点是采

用几种不同的荧光染料(cy3、cy5、Cy2)分别标记不同

的蛋白质样品，并设立内标，可以在同一块胶上同时分

离2种以上蛋白质样品，比较同一蛋白在不同样品中

的丰度(5山]。由于每块凝胶中加入了内标，降低r普

通双向凝胶电泳中不同凝胶问的误差，减少厂实验重

复次数；且灵敏度高，可以对相对微量的蛋白质进行定

量研究。DIGE实验中一般用Cy2标记内标，用Cy3、

Cy5分别交叉标记不同胶问的样品，这就避免了不同

染料对实验结果的影响。其分析软件能r{动进行蛋白

质点的识别和匹配，可消除人为因素，增加实验的准确

性和重复性‘7。8}。因此，DIGE技术具有较高的敏感

性、特异性及较宽的动态范围等优点，非常适用于样本

数较少，蛋白丰度范围大的实验研究。目前已有学者

将该项技术应用于证候特征的研究方面，唐利华等发

现r 17个差异蛋白质町能与肾阳虚疾病有关一。。双

向电泳技术还可以根据研究者的需要结合其他蛋白质

组学相关技术，如蛋白质芯片、s质谱等，目f；{『双向电

泳加质谱已经成为蛋白质组学研究的基本方法。

2双向电泳技术是研究中医证候的重要方法

中医证候是指，f：E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

因素的综合性诊断概念，是致病因素与机体反应两方

面情况的综合。证，是指对疾病所处的一定阶段的病

机概括，或非疾病机体的一定阶段的机体状态的概括；

候，是指这种病机或状态的可被观察到的外在表

现㈣。
．

蛋白质组的概念最早由澳大利亚学者Wilkins和

williams提出¨1|，指由一个基冈组、细胞、组织或牛物

所表达的全部蛋白质。蛋白质组学是以细胞或组织不
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同时间、环境的所有蛋白质为研究对象，从整体上研究

蛋白质的种类、相互作用以及功能结构的一门科学。

而证候的整体性、时相性等特点与蛋白质组学时李性

与整体性的特点十分贴近。因此，应用蛋白质组学方

法对证候本质进行研究已经成为一种公认的方法，而

作为蛋白质组学中最晕要的技术——双向电泳，更是

被广泛使用。将蛋白组学引人证实质研究，更有利于

动态地揭示同一个研究对象不同时期的变动性，更符

合证研究自身的特点。对不同中医证候产生前后蛋白

质组学研究，探究中医证候产生的物质基础支配机制，

可以揭示中医证候的科学内涵，能够为中医诊断的客

观化提供依据和方法。寻找与证候相关的差异标志蛋

白群，制定标准参照物，使得疾病的辨证分型及用药具

有客观性、准确性及重复性¨“。

3双向电泳技术在中医证候研究中的应用

以双向电泳技术为代表的蛋白质组学方法近些年

来已经大量应用于中医证候的研究中。刘萍¨到等通

过双向电泳技术，成功建立r脾肾虚型重症肌无力患

者血清2一DE图谱。其中在正常对照组双向电泳图

谱上观察到了1463±179个蛋白点，而重症肌无力组

共观察到1508士89个蛋白点。选取具有明硅差异的

21个蛋白点进行质谱签定，共签定出8种差异蛋白。

赵慧辉¨41等采用舣向凝胶电泳结合基质辅助激光解

析／电离一飞行时问质谱对8例心绞痛血瘀证患者血

瘀证程度变化前后的血浆进行比较蛋白质组学研究，

寻找心绞痛血瘀证相关蛋白。结果初步发现了CIus—

te而n、ApoA—I在血瘀证程度变轻后表达增加，而Fibrin—

ogen pchain、Vitamin D-Binding Protein、H印toglobin

Bchain、Albumin isofoml在血瘀证程度变轻后表达降

低。谭秦湘等【l纠以不同疾病组肝郁证患者和止常人

的血清为样本，采用双向凝胶电泳分离蛋白质组分，通

过分析比较正常组与肝郁证组IffL清蛋白质图谱，探询

其物质基础，经分析后发现肝郁证差异蛋白质群。张

娴¨钊等在对自发性高血压大鼠组和高血压肝阳上亢

模型组大鼠肝脏蛋白质组的双向电泳分析中发现，大

部分蛋白集中分布在PI 5～8的区域。研究人员认为

应用蛋白质组分析技术能较全面地J，解模型的蛋白表

达情况，有利于筛选证候相关蛋白，是研究中医证候的

可行途径之一。战丽彬Ⅲo等应用双向电泳技术，通过

2一DE图像分析软件ImageMaster 5．0对大鼠脾阴虚

组和空白对照组海马蛋白质组进行分析，可分辨2组

蛋白斑点数日分别为(2027±61)个和(1917±207)

个。将图谱部分区域放大后显示出明显差异，初步筛

选出脾阴虚大鼠海马蛋白质组的差异表达，研究人员

推测与学习记忆相关。刘希成¨引利用双向电泳优化

分离了除去高丰度蛋白(白蛋白和IgG)的老年体虚肾

阳虚患者(以健康组为参照)的血清样本，对比分析

pH4～7范围的2一DE图谱，发现。||子阳虚患者和参照

组的平均蛋白点分别为(393±32)和(455±19)个。

其中肾阳虚证候表达量上调2倍(P<0．05)以上的蛋

白点有26个，下调2倍以上的有33个。结合质谱获

得上述差异蛋白的肽质量指纹图谱，并经数据库检索

共鉴定出了49种差异蛋白质，其中有10种在肾阳虚

血清中特异表达，有6种在健康组血清中特异表达。

蛋白功能分析发现，其中33种蛋白质的差异表达与肾

阳虚证密切相关。蛋白质TCRB及transthyretin的蛋

白印迹实验验证了2一DE的结果。研究人员认为该

研究结果为阐明中医肾阳虚证的机理提供了一条新途

径。除此之外，还有学者利用双向电泳技术对血虚

证¨引、慢性胃炎湿证㈨3等证候类型进行了研究。

4存在问题与展望

双向电泳的分辨率较高，近年来被广泛应用于农

业、医学等研究领域。但仍存在诸多问题：1)重复性

差，自动化程度低；2)低丰度蛋白质、极酸及极碱性蛋

白质、分子量过大或过小的蛋白质及膜蛋白等分离困

难。针对卜述问题，町采用如二维色谱、二维毛细管电

泳、液相色谱一毛细管电泳等新型分离技术作为双向

电泳的补充。而且随着高通量和高精度蛋白质新型检

测技术的出现，双向电泳技术可以得到进一步完善。

双向电泳技术结合蛋白质的生物质谱鉴定及其与生物

信息学的结合一系列方法的建立，必将为中医证候的

研究提供更完备的支持。
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腰痛宁治疗肾虚腰病90例

余晓兵1何东初2

(1中国人民解放军空军总医院。】ool42；2广州军区武汉总医院)

关键词腰痛／中医药疗法；@腰痛宁

腰痛宁口服液由我院制剂室提供，主要由续断、杜

仲、牛膝、熟地黄、补骨脂、菟丝子等6味药物组成，每

毫升含生药0．59，具有止腰痛、补肝肾、养元气等功效，

临床用于腰部酸软或绵绵作痛、喜按、遇劳则甚或腰膝

酸软无力、手足不温或五心烦热等肾虚为主症的疾病。

我们于1998年3月一2002年3月对该药的临床功效

进行观察，现将有关资料总结如下。

l临床资料

中医诊断标准：典型的一侧或两侧腰部疼痛症状；并

有反复发作病史；排除肿瘤及妊娠等兼有腰痛症状者。中

医辨证：主要有肾虚证及偏肾阳虚或肾阴虚的证型。

西医诊断标准：主要指下述疾病：慢性腰肌劳损；

腰椎退行性病变(骨质增生)；内科肾虚腰痛。

排除病例标准：1)确诊为肿瘤等所引起的腰痛症

状者；2)合并心、肝、肾、造血等系统严重疾病者；3)年

龄在18岁以下或65岁以上，孕妇及哺乳期妇女及对

本药过敏者；4)不符合纳入标准，未按规定用药或资

料不全等影响疗效或安伞性判定者。

一般资料：本次共观察120例；年龄18～35岁，平

均50岁；病程0．5～20年，中医辨证属肾阴虚56例，

肾阳虚64例。主要临床表现为腰部冷痛(或急痛)、胫

软膝酸、性功能异常、畏寒肢冷、精神疲乏或兼五心烦

热等症。西医诊断为慢性腰肌劳损4l例，腰椎退行性

变(如骨质增生)43例，内科腰痛36例。120例肾虚腰

痛和患者随机分为治疗组90例和对照组30例，年龄、

性别、证型、主要症状轻重程度等方面均较接近，统计

学处理无显著性差异，具有lj丁比性(P>0．05)。

2治疗方法

治疗组口服腰痛宁口服液，每次20mL，每日2次，

连服30天。对照组口服壮腰健肾口服液，每次20mL，

每日2次，连服1个月。治疗期间，停用其他补肾、止

痛的中西药物，并停止针刺和按摩治疗。

3 结果

疗效标准：临床治愈：腰痛及相关症状消失，不影

响活动与工作。显效：腰痛及相关症状基本消失，积分

下降达2／3以上者。有效：腰痛及有关症状有所减轻

缓解，积分下降达1／3～2／3者。无效：临床症状及体

征无变化，甚或加雨者。

治疗结果：治疗组与对照组总有效率比较：治疗组

90例中，治愈25例，显效36例，有效20例，无效9例，

总有效率90％；对照组30例中，治愈5例，显效6例，

有效8例，无效1l例，总有效率63．3％。治疗组的治

愈率及总有效率均高于对照组(P>0．05)。

4讨论

腰痛宁口服液由补肾中药续断、杜仲、牛膝、菟丝

子等药物组成，其功效为止腰痛、补肝肾、壮腰膝、养元

气、舒经络、益肾精等，属阴阳气血双补之剂，用于临床

以肾虚为主的腰痛等一系列症状，确有较好的疗效，值

得进一步推广。

(2009一09一07收稿)
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