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基于蛋白质组学的附子、干姜和花椒的性味研究
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摘要　目的：探讨温热中药（附子、干姜、花椒）对正常大鼠能量代谢及相关蛋白表达的影响，探索温热中药在性味—功
效—药理作用上的共性和差异性，为阐明温热中药性味的科学内涵提供依据。方法：选择ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌雄大鼠，
给药２１ｄ后，大鼠通过腹腔内注射１％戊巴比妥钠麻醉（每１００ｇ体重０１５ｍＬ），差速离心法提取蛋白，ＢＣＡ蛋白定量和
ＳＤＳＰＡＧＥ检测蛋白完整性，应用同位素标记相对和绝对定量（ｉＴＲＡＱ）技术结合２ＤＬＣＭＳ／ＭＳ筛选肝脏中的差异蛋白。
结果：与空白对照组相比，温热中药（附子、干姜、花椒）共筛选出５０个共有差异蛋白，其中１１个差异蛋白在肝脏中低表
达，３９个差异蛋白在肝脏中高表达，５０个共有差异蛋白主要分布在１８个通路中，其中绝大多数与能量代谢相关。结论：
附子、干姜、花椒等热性中药在蛋白质组学方面存在共性和差异性，这种共性不仅体现在物质代谢和能量代谢上，也体现

在其他药理作用上，其中，主要是通过增加体内热量生成和提高对能量的利用两个方面影响机体的能量代谢。研究结果

为以“中药同时具有性（气）与味，性（气）与味是中药（包括方剂、单味中药、有效部位或组分、单体化合物）同时兼具的两

种特性。药味与药物的具体功效相关。药性（气）是药物通过不同途径以主要影响机体的能量代谢、物质代谢为特征的，

可影响药物疗效发挥或与副作用发生有关的一类生物学效应。”的中药性味理论新假说的客观性提供了科学依据，同时为

评价中药寒热药性提供了新的方法。
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　　中药药性理论研究，特别是中药四性科学内涵
的解析是目前中医药研究难点和重点领域。中药具

有的四性（气），即寒、热、温、凉是中药的基本特性。

中药四性中的温和热，寒和凉在本质上并没有差别，

只是程度上有所不同。中医认为的寒热药性是根据

临床经验和反复验证归纳总结所得，是对药物疗效

作用的高度概括，临床上运用药物四气治疗疾病，主

要是根据药物的寒、热、温、凉之偏性，治疗疾病的寒

和热，从而使人体达到相对平衡状态［１４］。西药虽然

具有物质结构明确、作用机理清晰的优势，却由于没

有标示其寒热药性，因此不能向中药一样在临床上

辨证用药，因此，中药的四性也是中药有别于西药的

最本质的特征。迄今，诸多不同学科的研究者应用

各种不同的研究方法，从机体功能的多个方面如神

经系统、内分泌系统、能量代谢等，对中药四性开展

了大量的探索性研究，尽管证实一些温热药可以提

高机体的基础代谢率，或对内分泌系统、中枢和植物

神经系统有兴奋作用［５７］，但是仍还没有建立完整的

体系诠释全部中药的寒热药性的科学内涵。在中药

四性的研究方法方面，国内研究者虽然采用了诸多

现代科学技术前沿的研究方法，但还没有建立起适

于中药复杂体系与特点的、能对药性、药味的科学内

涵进行科学解析的有效途径及方法［８１０］。

本课题组匡海学教授提出了中药性（气）味科

学内涵的新假说，即“中药同时具有性（气）与味，性

（气）与味是中药（包括方剂、单味中药、有效部位或

组分、单体化合物）同时兼具的两种特性。药味与药

物的具体功效相关。药性（气）是药物通过不同途

径以主要影响机体的能量代谢、物质代谢为特征的，

可影响药物疗效发挥或与副作用发生有关的一类生

物学效应。促进机体能量代谢、物质代谢的中药具

有热（或温）性，抑制机体能量代谢、物质代谢的中

药具有寒（或凉）性。药性（气）可以通过动物实验

以及系统生物学等方法予以评价归属。中药一味一

性，一药内部Ｘ味Ｙ性（Ｙ≤Ｘ）”。本文依据匡海学
教授的这个科学假说，并采用蛋白质组学的研究方

法，选择代表性的温热中药附子、干姜和花椒，在蛋

白质水平上开展药性、药味的实验研究，探讨温热中

药在药性和药味中存在共性和差异性，为进一步验

证匡海学教授提出的中药药性科学内涵新假说的客

观性提供依据，也为完善中药寒热药性的评价方法

进行有益的探索。

１　材料与动物处理
１１　实验药品　所选用的附子、干姜、花椒购买于
哈尔滨世一堂药店，经黑龙江中医药大学中药鉴定

学教研室都晓伟教授鉴定符合２０１０版《中华人民共
和国药典》相关规定。

１２　实验试剂　ｉＴＲＡＱ ＲｅａｇｅｎｔｓＭｕｌｔｉｐｌｅｘＫｉｔ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ）；ｉＴＲＡＱ ＲｅａｇｅｎｔｓＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ＫｉｔＰｌａｓｍａ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ）；乙腈（ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ）；甲醇（ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ
（康为世纪）；组织蛋白提取试剂盒（康为世纪）；ＳＤＳ
凝胶试剂盒（康为世纪）；考马斯亮蓝染料 Ｇ２５０
（Ａｍｅｓｃｏ）；双蒸水为本实验室用 ＭｉｌｌｉＱ纯水仪制
备；乙醇（ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；甲酸（ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；
胰蛋白酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＤｕｒａｓｈｅｌｌＣ１８（Ａｇｅｌａ）；１０Ｋ超
滤管（１００个／Ｐａｃｋ，Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ）；ｓｔｒａｔａＸＣ１８除盐柱
（ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）；进样瓶（Ａｇｉｌｅｎｔ，５１８３２０７２）；瓶盖
（Ａｇｉｌｅｎｔ，５１８５５８２９）；内称管（Ａｇｉｌｅｎｔ，５１８２０５４９）；
喷针（ＮｅｗＯｂｊｅｃｔｉｖｅ，ＰＮ：ＦＳ３６０２０１０Ｎ２０Ｃ１２）。
１３　中药水煎液的制备　按临床常用方法对药物
进行处理。称取定量的上述药材，加入１０倍量水，
浸泡６０ｍｉｎ，快速加热至沸腾，煎煮６０ｍｉｎ，倾出药
液，残渣再加入８倍水，煎煮提取６０ｍｉｎ。合并２次
药液，滤过，附子、干姜、花椒分别浓缩至含生药量为

０５３ｇ／ｍＬ、０４２ｇ／ｍＬ、０２０ｇ／ｍＬ的中药水提液，４
℃储存备用。
１４　实验动物分组及给药　雌性ＳＤ大鼠４０只，体
重（１８０±２０）ｇ，购自黑龙江中医药大学医学实验动
物中心，合格证号：ＳＣＸＫ黑 ２０１４００７，置动物笼饲
养，保持室内温度１８～２２℃，室内昼夜自然明暗交
替照明，饲养标准大鼠饲料。将大鼠随机分为４组，
空白对照组、附子组、干姜组和花椒组，每组各 １０
只。大鼠在动物饲养室适应７ｄ后，各给药组剂量
均为临床人用高限剂量的４２倍，每天分别按给药容
积为２０ｍＬ／ｋｇ体重连续灌胃生理盐水和附子（１０５
ｇ／ｋｇ）、干姜（８４ｇ／ｋｇ）、花椒（４０ｇ／ｋｇ）水煎液２１
ｄ，各组饲养过程中保持温度、光照、湿度等环境条件
均衡，自由进食饮水。

２　实验方法
２１　样品处理　给药２１ｄ后，大鼠通过腹腔内注
射１％戊巴比妥钠麻醉（每１００ｇ体重０１５ｍＬ），迅
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速打开腹腔，从门静脉注射冰冷的生理盐水，清除残

留血液，取出肝脏，用冰冷缓冲液洗净，去除肝脏表

面的血液，用滤纸吸干表面液体，称重。蛋白提取采

用组织蛋白抽提试剂盒（康为世纪：ＣＷ０８９１），取
０１ｇ大鼠肝脏组织，用液氮研磨能细末，转入离心
管中；取９９０Ｌ的蛋白抽提试剂，加入１０Ｌ的蛋白酶
抑制剂，蛋白酶抑制混合物在进行蛋白抽提前２ｍｉｎ
内加入；冰上孵育２０ｍｉｎ；１００００×ｇ离心２０ｍｉｎ；收
集上清，在－８０℃保存备用。提取的蛋白采用 ＢＣＡ
（ＢｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃＡｃｉｄ）蛋白定量试剂盒（康为世纪：
ＣＷ００１４）进行蛋白定量，在分光光度计在５６２ｎｍ处
测定每个样品及ＢＳＡ标准品的吸光值，绘制标准曲
线时Ｘ轴（纵坐标）为蛋白的质量浓度 μｇ／μＬ，Ｙ轴
（纵坐标）为吸光值。用 ｅｘｃｅｌ制作标准曲线，计算
样品中的蛋白含量。蛋白完整性采用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎａ），分离胶浓
度１０％，浓缩胶浓度５％，凝胶厚度为１ｍｍ，考马斯
亮蓝快速染色（Ｇ２５０）方法进行凝胶染色，染色后的
凝胶用 ＢＩＯＲＡＤ扫描仪进行扫描，重复３次，并利
用ＩｍａｇｅＬａｂ４０１软件进行图像分析。
２２　样品酶解实验步骤　蛋白定量后取１００μｇ蛋
白溶液置于离心管中；加入４μＬＲｅｄｕｃｉｎｇＲｅａｇｅｎｔ，
３７度反应１ｈ；加入２μＬＣｙｓｔｅｉｎｅＢｌｏｃｋｉｎｇＲｅａｇｅｎｔ，
室温１０ｍｉｎ；将还原烷基化后的蛋白溶液加入１０Ｋ
的超滤管中，１２０００转离心２０ｍｉｎ，弃掉收集管底部
溶液；加入 ｉＴＲＡＱ试剂盒中的 ＤｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
１００μＬ，１２０００转离心 ２０ｍｉｎ，弃掉收集管底部溶
液，重复３次；更换新的收集管，在超滤管中加入胰
蛋白酶，总量２～４μｇ，３７℃反应过夜；次日，１２０００
转离心２０ｍｉｎ，酶解消化后的肽段溶液离心于收集
管底部；在超滤管中加入５０μＬＤｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，１２
０００转离心２０ｍｉｎ，与上步合并，收集管底部共得到
１５０μＬ酶解后的样品。
２３　标记步骤　从冰箱中取出 ｉＴＲＡＱ试剂，平
衡到室温，将 ｉＴＲＡＱ试剂离心至管底；向每管
ｉＴＲＡＱ试剂中加入２００μＬ乙醇，涡旋振荡；取７５
μＬ样品（１００μｇ酶解产物）转移到新的离心管中；
将ｉＴＲＡＱ试剂填加到样品中，空白组：１１４，附子
组：１１５，干姜组：１１６，花椒组：１１７。涡旋振荡，室温
反应２ｈ；加入１００μＬ水终止反应；混合标记后的样
品，涡旋振荡；真空冷冻离心干燥；抽干后的样品冷

冻保存待用。

２４　高 ｐＨ反相分级　流动相 Ａ（ｐＨ＝１０２％
ＡＣＮ，０１％ ＦＡ）。流动相 Ｂ（２０ｍＭＡｍｍｏｎｉｕｍｆｏｒ

ｍａｔｅ（ｐＨ＝１０），８０％ＡＣＮ）。将标记抽干后的样品
用１５０μＬ流动相Ａ复溶，涡旋振荡，１２０００转离心
２０ｍｉｎ，吸取上清供检测，进样量１００μＬ；准备４６个
空白１５ｍＬ离心管，依次标记为１４６，用于收集分
离得到的组份１４６；流速０８ｍＬ／ｍｉｎ；分离梯度为
０—６ｍｉｎ，５％Ｂ；６—６１ｍｉｎ，５％ ～８％Ｂ；６１—３０
ｍｉｎ，８％～３０％Ｂ；３０—３９ｍｉｎ，３０％～５０％Ｂ；３９—４０
ｍｉｎ，５０％ ～８０％Ｂ；４０—４４ｍｉｎ，８０％Ｂ；４４—４５ｍｉｎ，
８０～５％ Ｂ；４５—５５ｍｉｎ，５％Ｂ。从第５ｍｉｎ开始，收
集每分钟的洗脱物依次到１４６号离心管中；真空冷
冻离心干燥；抽干后的样品冷冻保存待用。

２５　纳升级反相色谱ＴｒｉｐｌｅＴＯＦＴＭ５６００进行蛋白
质分析　根据紫外监测情况，将高 ｐＨ反相分离得
到的４６个组分合并为１０个组分，合并时采用３０μＬ
２％ ＡＣＮ，０１％ ＦＡ，加入第一个离心管，涡旋振荡
并离心后，转入第二个离心管，依次直至合并组分最

后一管；１２０００转离心１０ｍｉｎ，吸取上清上样；上样
体积８μＬ，采取夹心法上样；流动相 Ａ（２％ＡＣＮ＋
０１％ＦＡ），流动相Ｂ（９８％ＡＣＮ＋０１％ＦＡ）；Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｐｕｍｐ流速２μＬ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，流动相 Ａ；ｇｒａｄｉｅｎｔ１分
离流速０３μＬ／ｍｉｎ，流动相为Ａ，Ｂ；洗脱梯度为０—
０１ｍｉｎ，５％ ～８％Ｂ；０１—６０ｍｉｎ，８％ ～２７％Ｂ；
６０—７４９ｍｉｎ，２７％ ～５０％Ｂ；７４９—７５ｍｉｎ，５０％ ～
８０％ Ｂ；７５—８０ｍｉｎ，８０％Ｂ；８０—８０５ｍｉｎ，８０％ ～
５％ Ｂ；８０５—９０ｍｉｎ，５％Ｂ。质谱参数设置：源气参
数：Ｉｏｎｓｐｒａｙｖｏｌｔａｇｅ：２３ｋｖ；ＧＳ１：３；Ｃｕｒｔａｉｎｇａｓ：３０
或３５；ＤＰ：１００或 ８０；ＴＯＦＭＳ：ｍ／ｚ：３５０１２５０；ａｃｃｕ
ｍｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ：０２５ｓ；ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎ：ＩＤＡｍｕｍｂｅｒ：
３０；ｍ／ｚ：１００１５００；ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ：０１ｓ；Ｄｙｎａｍｉｃ
ｅｘｃｌｕｓｉｏｎｔｉｍｅ：２５ｓ；ＲｏｌｌｉｎｇＣＥ：ｅｎａｂｌｅｄ；ＡｄｊｕｓｔＣＥ
ｗｈｅｎｕｓｉｎｇｉＴＲＡＱ ｒｅａｇｅｎｔ：ｅｎａｂｌｅｄ；ＣＥＳ：５。
２６　数据库搜索　采用 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔＴＭ ４５和 ＤＡ
ＶＩＤＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＲｅｓｏｕｒｃｅｓ６７鉴定差异蛋白和差
异蛋白代谢通路分析。Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３２０、ＩｎｔＡｃｔ［１１］和
ＭＩＮＴ［１２］对差异蛋白进行蛋白相互作用分析。
３　实验结果
３１　２ＤＬＣＭＳ／ＭＳ定量肝脏共有差异蛋白　采用
ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔＴＭＳｏｆｔｗａｒｅ４５筛选鉴定出差异蛋白，
ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔＴＭＳｏｆｔｗａｒｅ软件操作简单，简化蛋白鉴
定和定量的过程，可以同时鉴定成百上千的肽段修

饰和非胰酶的断裂；方便地区分蛋白异构体、蛋白亚

群，抑制蛋白鉴定假阳性结果；并以可视化方式明确

展现肽段—蛋白之间的相互关联。筛选的差异表达

的蛋白需同时满足下列条件：在两次技术重复中均
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表１　附子、干姜、花椒与空白对照组比较共有差异蛋白

蛋白号 ＧＥＮＥＩＤ ＧＥＮＥ 蛋白名称 附子 干姜 花椒 正常

Ｐ０９８１１ ６４０３５ Ｐｙｇｌ 糖原磷酸化酶↑ ３２８１０↑ ２３３３５↑ ２４６６０↑ １
Ｑ９ＪＬＡ３ １７１１２９ Ｕｇｇｔ１ ＵＤＰ葡萄糖糖蛋白的糖基转移酶１↑ １５５６０↑ １４５８８↑ １３０６２↑ １
Ｑ５ＱＥ８０ ４９３９０９ Ａｏｘ３ 醛氧化酶３↑ ２６５４６↑ １７３７８↑ １７８６５↑ １
Ｐ０７１５３ 无 Ｒｐｎ１ 多萜基二磷酸寡聚糖蛋白糖基转移酶１↑ １５８４９↑ １６１４４↑ １３６７７↑ １
Ｑ６３０４１ ２５２９２２ Ａ１ｍ α１巨球蛋白↑ ３５３１８↑ １５４１７↑ １９５８８↑ １
Ｑ６６ＨＦ８ ２９８０７９ Ａｌｄｈ１ｂ１ 醛脱氢酶Ｘ↑ ２３３３５↑ ３１３３３↑ １５８４９↑ １
Ｑ６ＡＹＴ９ ３６１６３７ Ａｃｓｍ５ 酰基辅酶Ａ合成酶↑ ４５４９０↑ ９４６２４↑ ２２６９９↑ １
Ｐ０５５４５ ２４７９４ Ｓｅｒｐｉｎａ３ｋ 丝氨酸蛋白酶抑制蛋白Ａ３Ｋ↑ ５７０１６↑ １７７０１↑ ４０１７９↑ １
Ｐ０７３７９ ３６２２８２ Ｐｃｋ１ 磷酸烯醇丙酮酸羧激酶↑ ４２８５５↑ ４５７０９↑ ５５４６３↑ １
Ｐ１７６２５ 无 Ｇｙｓ２ 糖原合成酶↑ ２４８８９↑ ２５８２３↑ ２８８４０↑ １
Ｐ４８４５０ ８１６８１ Ｌｓｓ 羊毛甾醇合酶↑ １０４７１↑ １２９４２↑ ８７０９６↑ １
Ｐ１１７１５ ２５１４６ Ｃｙｐ１７ａ１ １７α羟化酶／１７，２０碳链裂解酶↑ ２６０６２↑ ２５８２３↑ ３２２１１↑ １
Ｏ３５０７８ １１４０２７ Ｄａｏ Ｄ氨基酸氧化酶↑ ２２０８０↑ ４４４６３↑ ３１０４６↑ １
Ｑ６４５８１ ２５２９３１ Ｃｙｐ３ａ１８ 细胞色素ｐ４５０３Ａ１８↑ ２５１１９↑ １０５６８↑ ７５８５８↑ １
Ｐ９７５４４ 无 Ｐｐａｐ２ｂ 磷脂磷酸水解酶３↑ １２７０６↑ １２７０６↑ １２２４６↑ １
Ｐ０４７８５ ２５５０６ Ｐ４ｈｂ 蛋白质二硫键异构酶↑ ２１２８１↑ １８５３５↑ １８７０７↑ １
Ｐ４６４６２ １１６６４３ Ｖｃｐ ＴｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍＡＴＰａｓｅ↑ １７７０１↑ １５８４９↑ １６９０４↑ １
Ｐ２５０９３ ２９３８３ Ｆａｈ 延胡索酰乙酰乙酸酶↑ １８１９７↑ １５４１７↑ １４７２３↑ １
Ｐ２００７０ ２５０３５ Ｃｙｂ５ｒ３ ＮＡＤＨ细胞色素 ｂ５还原酶３↑ １４４５４↑ １２８２３↑ １２８２３↑ １
Ｑ９ＥＳ３８ ７９１１１ Ｓｌｃ２７ａ５ 胆酰ＣｏＡ合成酶↑ １４９９７↑ ２７０４０↑ １４１９１↑ １
Ｑ６３１０８ 无 Ｃｅｓ１ｅ 羧酸酯酶１Ｅ↑ １２２４６↑ １４０６０↑ １２８２３↑ １
Ｐ１８８８６ ２５４１３ Ｃｐｔ２ Ｏ肉碱棕榈酰转移酶Ⅱ↑ ３４６７４↑ ２３１２１↑ １２９４２↑ １
Ｐ０４０４１ ２４４０４ Ｇｐｘ１ 谷胱甘肽过氧化物酶１↑ ２７２９０↑ ２０５１２↑ １２８２３↑ １
Ｏ７０１９９ ８３４７２ Ｕｇｄｈ ＵＤＰｇｌｕｃｏｓｅ６ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ↑ １８８８０↑ １７５３９↑ ２０１３７↑ １
Ｐ１４１４１ ５４２３２ Ｃａ３ 碳酸酐酶３↑ ２０７０１↑ １８７０７↑ ２６３０３↑ １
Ｐ２３５１４ １１４０２３ Ｃｏｐｂ１ Ｃｏａｔｏｍｅｒｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ↑ １６１４４↑ １３５５４↑ １５４１７↑ １
Ｐ７０４７３ 无 Ａｍａｃｒ α甲基酰基辅酶Ａ消旋酶↑ １５９９６↑ １５１３６↑ １８０３０↑ １
Ｐ４８６７９ 无 Ｌｍｎａ ＰｒｅｌａｍｉｎＡ／Ｃ↑ ２０７０１↑ １４５８８↑ １８７０７↑ １
Ｐ０５５４４ 无 Ｓｅｒｐｉｎａ３ｌ 丝氨酸蛋白酶抑制剂Ａ３Ｌ↑ ４６１３２↑ １４７２３↑ ３６６４４↑ １
Ｐ０６２１４ ２５３７４ Ａｌａｄ δ氨基乙酰丙酸脱水酶↑ １４０６０↑ １５９９６↑ １６９０４↑ １
Ｐ１０９５９ ２４３４６ Ｃｅｓ１ｃ 羧酸酯酶１ｃ↑ ２２０８０↑ １４３２２↑ ２３１２１↑ １
Ｂ０ＢＮＮ３ ３１０２１８ Ｃａｒ１ 碳酸酐酶１↑ ９６３８３↑ ３６９８３↑ ４０９２６↑ １
Ｑ９ＱＺＨ８ ５７３００ Ａａｄａｃ 芳乙酰胺脱乙酰酶↑ ２３５５０↑ １８１９７↑ １８３６５↑ １
Ｐ５４０２０ 无 ｒｐｓ４ 角鲨烯单加氧酶↑ １３４２８↑ １３４２８↑ １９４０９↑ １
Ｐ０４９０６ ２４４２６ Ｇｓｔｐ１ 谷胱甘肽Ｓ转换酶 Ｐ↑ ２３３３５↑ ２７７９７↑ １７２１９↑ １
Ｐ０２４０１ １４０６６２ Ｒｐｌｐ２ ６０ＳａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＰ２↑ ２４４３４↑ ２４２１０↑ １５４１７↑ １
Ｐ２０７６０ 无 Ｉｇｇ２ａ Ｉｇｇａｍｍａ２ＡｃｈａｉｎＣｒｅｇｉｏｎ↑ ８７０９６↑ １４９９６↑ １３８０４↑ １
Ｐ９７５２４ ６５１９２ Ｓｌｃ２７ａ２ ＶｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ↑ １２７０６↑ １２０７６↑ １２２４６↑ １
Ｑ４Ｇ０６４ ３０４５４２ Ｃｏｑ５ ２ｍｅｔｈｏｘｙ６ｐｏｌｙｐｒｅｎｙｌ１，４ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｌｍｅｔｈｙｌａｓｅ↑ １６９０４↑ ２４４３４↑ ２２０８０↑ １
Ｐ１２７８５ ５０６７１ Ｆａｓｎ 脂肪酸合酶↓ ０２５１２↓ ０３７３３↓ ０１３８０↓ １
Ｐ１６６３８ ２４１５９ Ａｃｌｙ ＡＴＰ柠檬酸合成酶↓ ０１１３８↓ ０１７８６↓ ０１７５４↓ １
Ｐ２２７３４ ２４２６７ Ｃｏｍｔ 儿茶酚Ｏ甲基转移酶↓ ０３９４５↓ ０４３６５↓ ０４６９９↓ １
Ｐ１２９２８ ２４６５１ Ｐｋｌｒ 丙酮酸激酶↓ ０４４４６↓ ０５３９５↓ ０４３２５↓ １
Ｐ３１２１０ １９２２４２ Ａｋｒ１ｄ１ ３氧基５β类固醇４脱氢酶↓ ０４９２０↓ ０３１３３↓ ０４２４６↓ １
Ｐ１３６９７ 无 Ｍｅ１ ＮＡＤＰ苹果酸酶↓ ０１７０６↓ ０３１０５↓ ０３３４２↓ １
Ｑ６４６１１ ６０３５６ Ｃｓａｄ 半胱氨酸亚磺酸脱羧酶↓ ０４６５６↓ ０２３５５↓ ０４２４６↓ １
Ｐ８０２９９ ６５０３０ Ｅｐｈｘ２ 双官能环氧化物水解酶２↓ ０３６３１↓ ０５０５８↓ ０５７５４↓ １
Ｐ０５３７０ ２４３７７ Ｇ６ｐｄｘ 葡萄糖６磷酸脱氢酶↓ ０１８５４↓ ０３８０２↓ ０３１９２↓ １
Ｑ９Ｚ１２２ ８３５１２ Ｆａｄｓ２ 脂肪酸去饱和酶２↓ ０１６６０↓ ０３４９９↓ ０２３１２↓ １
Ｐ２５４０９ ８１６７０ Ｇｐｔ 丙氨酸转氨酶１↓ ０４４０６↓ ０６９６０↓ ０６３３０↓ １

　　注：↑：差异蛋白在肝脏中高表达，↓：差异蛋白在肝脏中低表达。

被鉴定为差异蛋白质；蛋白的鉴定基于两个或两个

以上特异性肽段；蛋白的差异在两次实验中的蛋白

质平均变化比率上调１２倍以上或者下调０６倍以
上。在肝脏中共鉴定出２０４７个蛋白。依据上述要
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求，附子、干姜、花椒与空白组比较鉴定出５０个差异
蛋白，下调１１个差异蛋白，上调３９个差异蛋白。详
见表１。
３２　附子、干姜、花椒共有差异蛋白的药理作用分
析　中药药性是中医基础理论的核心，药理作用是
药物发挥作用效果的高度概括和总结，药性和药理

作用相互影响，是将中医和西医联系的有效方法，也

是揭示中药药性本质的有效手段。中药药性理论研

究的最佳方法是基于中药药理作用。研究药性在药

理作用方面的特性和规律性，具有一定的典型性和

示范性。本研究以中药药性、药效及能量代谢的相

关性为主，将中药传统理论与蛋白质组学成果联系

起来，在蛋白质组学方面建立符合中医药思想的中

药药性组方体系［１３１４］。

附子、干姜、花椒，三者性味皆辛热，均具有温里

散寒之功，这是主要共同点。综合现代药理学研究

报道可知，附子、干姜、花椒共有的药理作用包括抗

肿瘤、抗衰老、镇痛、抗炎、保肝、对心血管系统的作

用等［１５１７］。本文从附子、干姜、花椒共筛选出５０个
共有、且作用趋向一致的差异蛋白，首先采用 Ｕｎｉ
ｐｒｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｕｎｉｐｒｏｔｏｒｇ／）数据库确认蛋白功
能，并通过网络可视化和分析软件Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ联合差
异蛋白文献将差异蛋白进行系统地归纳分析。如图

１。
３２１　附子、干姜、花椒的抗肿瘤作用　本次研究
发现大鼠灌胃给予附子、干姜、花椒水煎液后，与抗

肿瘤相关的蛋白谷胱甘肽过氧化物酶ｌ、糖原磷酸化
酶、碳酸酐酶１、碳酸酐酶３表达上调。目前，ＧＳＨ
Ｐｘ至少有 ４种同工酶，谷胱甘肽过氧化物酶 ｌ［１８］

（ＧＰＸｌ）是谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）家族中的
重要成员之一。广泛分布于机体各个组织，主要功

能是将脂质过氧化物和过氧化氢催化分解成相应的

醛类和水，许多研究显示在动脉粥样硬化、血管壁抗

氧化应激和肝癌中 ＧＰＸ１发挥主要作用。研究表
明：ＧＳＨＰｘ在肝癌组织表达明显降低。碳酸酐
酶［１９２０］（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ，ＣＡ）广泛存在哺乳动物
中，几乎各个组织中都可以检测到 ＣＡ的存在，ＣＡ
机体的生理过程和物质代谢发挥重要作用，如生理

过程的酸碱平衡、骨吸收、唾液和胃酸的形成等，以

及物质代谢中的尿素生成、糖异生和脂肪生成等。

ＣＡ与癌症的发生和发展密切相关，随着肿瘤病理机
制不断深入的研究，碳酸酐酶与肿瘤的关系已成为

研究的热点。ＣＡ１、ＣＡ２、ＣＡ３在肝癌组织中表达下
调，能促进肿瘤细胞的生长和转移。糖原磷酸化

酶［２１］Ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ＧＰ）是糖原代谢过程
中的关键酶，在糖原分解反应的第一步 ＣＰ利用无
机磷酸盐将糖原转化为 １磷酸葡萄糖。主要包括
亚型即肌型（ＭｕｓｃｌｅｔｙｐｅＧＰ，ＰＹＧＭ）、肝型（Ｌｉｖｅｒ
ｔｙｐｅＧＰ，ＰＹＧＬ）与脑型（ＢｒａｉｎｔｙｐｅＧＰ，ＢＧＰ或
ＰＹＧＢ）三种亚型，ＰＹＧＬ在调节细胞死亡上发挥主
要作用，在增殖快、分化差的肝癌细胞系中ＰＹＧＬ的
表达缺失或降低。已有文献证明附子、干姜、花椒具

有抗肿瘤作用［２２２４］。本实验可见附子、干姜、花椒

能诱导谷胱甘肽过氧化物酶 ｌ、糖原磷酸化酶、碳酸
酐酶１、碳酸酐酶３的表达上调，与三者均具有抗肿
瘤作用相一致，同时表明这可能是抑制肿瘤作用的

分子学机制之一。

３２２　附子、干姜、花椒的抗衰老作用　细胞衰老
是个复杂而渐进的过程。它是指细胞在外在微环境

变化或内在特定基因表达与失活等因素作用下脱离

细胞周期，并不可逆地丧失增殖能力后进入的一种

相对稳定状态。引起细胞衰老的因素很多，具有综

合性和复杂性。实验研究发现酰基 ＣｏＡ合成酶［２５］

在老年大鼠肝脏组织中表达减少，可能与脂质代谢

异常调节相关。细胞衰老时，游离脂肪酸增多，对细

胞损害增加，脂的降解能清除有害的游离脂肪酸，使

这些降解的脂肪酸重新进入到合成途径中。我们研

究发现附子、干姜、花椒可以上调酰基 ＣｏＡ合成酶
起到抗衰老的作用。这与文献报道附子、干姜、花椒

抗衰老机制一致［２６２８］。

３２３　附子、干姜、花椒的镇痛、抗炎作用　本文研
究发现大鼠灌胃给予附子、干姜、花椒水煎液后，与

镇痛、抗炎相关的羧酸酯酶１表达上调，儿茶酚Ｏ
甲基转移酶表达下调。羧酸酯酶１［２９］（Ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓ
ｔｅｒａｓｅ１，ＣＥＳ１）是胆固醇酯水解酶家族成员之一，主
要功能是将胆固醇酯水解成为游离胆固醇并且排出

巨噬细胞，使泡沫细胞的形成减少。最近研究表

明［３０３１］：ＣＥＳ１对系统和脂肪组织的炎性反应有降
低作用，使胰岛素敏感性增强和糖耐量增加等作用。

其中，ＣＥＳ１主要在肝脏中表达。大量研究表明：在
感染和炎症等病理状态下，大多数药物代谢酶在肝

脏中的表达水平降低、活性下降，导致药物清除率下

降，进而引起血浆药物浓度增高发生药物毒性反应。

儿茶酚Ｏ甲基转移酶（ｃａｔｅｃｈｏｌＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＣＯＭＴ）主要功能是灭活含有儿茶酚结构的神经递
质，在神经系统和机体组织内分布，文献研究表

明［３０３１］，ＣＯＭＴ抑制剂目前在临床上主要协助治疗
帕金森病、抗抑郁、抗Ⅱ型精神失常和治疗神经痛等
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疾病。已有文献证明，附子、干姜、花椒都具有镇

痛［３２３４］、抗炎［３５３７］的作用，干姜的醚提物和水提物

都具有显著镇痛抗炎作用。附子煎剂对急性炎症模

型有明显抑制作用，同时对热刺激所致小鼠疼痛有

显著抗炎镇痛作用。实验证明，花椒和青椒的水提

液都有明显的镇痛作用。临床上用花椒乙醚提取物

或花椒挥发油作为口腔科的安抚剂，进行消炎止痛。

结合药理学研究的文献报道结果，认为附子、干姜、

花椒可能通过诱导羧酸酯酶１蛋白的表达发挥抗炎
作用，通过下调儿茶酚Ｏ甲基转移酶的表达而发挥
镇痛作用。三者下调儿茶酚Ｏ甲基转移酶的表达，
能否成为该酶的抑制剂，需要我们进一步实验研究。

３２４　附子、干姜、花椒对心血管的作用　本文研
究发现大鼠灌胃给予附子、干姜、花椒水煎液后，与

心血管相关的蛋白质二硫键异构酶、Ｏ肉碱棕榈酰
转移酶Ⅱ表达上调，儿茶酚Ｏ甲基转移酶表达下
调。蛋 白 质 二 硫 键 异 构 酶［３８］ （ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＤＩ）是氧化还原酶之一，主要功能包括促
进二硫键的形成与异构化、促进蛋白质正常折叠与

恢复未折叠和错误折叠等，参与众多蛋白的合成、成

熟，在人体健康与复杂机制的疾病中发挥重要作用。

最近研究发现：缺血性心脏病是导致死逐年增加，合

并糖尿病患者死亡率明显增加。ＰＤＩ在心脏病中发
挥关键作用，ＰＤＩ表达上调能降低心肌梗死面积，减
少心肌细胞凋亡。Ｏ肉碱棕榈酰转移酶Ⅱ［３９］（ＣＰＴ
Ⅱ）缺乏会导致机体出现心律失常，临床主要表现
为心率慢、心音低钝，心电图表现为房室传导阻滞，

药物治疗无效。多巴胺（ＤＡ）主要参与人体精神活
动和调控椎体外系的运动功能。疾病的发生和发展

都与多巴胺的增多和减少有关。但是ＤＡ代谢降解
主要由儿茶酚Ｏ甲基转移酶（ＣＯＭＴ）完成。ＣＯＭＴ
抑制剂可以减慢 ＤＡ的代谢，且可以延长左旋多巴
（Ｌｄｏｐａ）在体内的半衰期，达到治疗由于 ＤＡ减少
的引起帕金森、抑郁等相关疾病［４０］。附子、干姜、花

椒在临床上被广泛应该在心血管相关疾病中［４１４３］，

本实验筛选出的５０个差异蛋白，其中蛋白质二硫键
异构酶、儿茶酚Ｏ甲基转移酶和 Ｏ肉碱棕榈酰转
移酶Ⅱ在心血管中发挥重要作用。
３２５　附子、干姜、花椒的保肝作用　目前，附子、
干姜、花椒对消化系统的作用主要表现在抗消化道

溃疡、保肝利胆、治疗腹泻等。本文研究发现大鼠灌

胃给予附子、干姜、花椒水煎液后，与保肝相关的蛋

白质丙氨酸转氨酶在肝脏中低表达、谷胱甘肽过氧

化物酶在肝脏中高表达。丙氨酸转氨酶［４４］又称谷

丙转氨酶，是肝功能检查中常用指标之一，主要分布

在肝脏、心脏和骨骼肌，当肝细胞受到破坏损伤或坏

死时，血液中的丙氨酸转氨酶表达增高。因此，该酶

是反映肝细胞受损程度最灵敏的指标。谷胱甘肽过

氧化物酶［４５］（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）是机
体内广泛存在的一种重要的过氧化物分解酶。肝脏

是合成多种抗氧化酶的主要器官，机体氧应激时存

在损伤肝脏，而肝脏受损后，合成抗氧化酶减少，进

一步加重机体的氧化应激。脂质过氧化在众多肝病

的发病机制中起到重要作用，作为集体抗氧化预防

重要部分的ＧＳＨＰｘ在肝脏中分布丰富，因此 ＧＳＨ
Ｐｘ与各种肝病关系密切。文献表明附子、干姜、花
椒都具有保肝作用［４６４８］，主要通过影响丙氨酸转氨

酶和谷胱甘肽过氧化物酶的表达达到保肝效果。

图１　附子、干姜、花椒共有药理作用与差异蛋白分析

３３　附子、干姜、花椒对机体物质代谢和能量代谢
的影响　采用ＤＡＶＩＤ数据库对差异蛋白进行 Ｐａｔｈ
ｗａｙ注释，得到差异蛋白所参与的所有途径，筛选出
差异蛋白显著参与的途径。附子、干姜、花椒共有的

５０个共有差异蛋白，主要分布在与能量代谢相关的
通路或途径。进一步分析表明，附子、干姜、花椒主

要是通过增加体内热量生成和提高对能量的利用两

大方面影响机体的能量代谢。从能量供应的角度

看，糖、脂及蛋白质三大营养素可以互相代替，并互

相制约。由于糖、脂、蛋白质分解代有共同的通路，

所以，任何一个供能物质的分解代谢占优势，常能抑

制和节约其他供能物质的降解。体内糖、脂、蛋白质

和核酸等的代谢不是彼此独立，而是相互关联，它们

通过共同的中间代谢物，三羧酸循环和生物氧化等

联成整体。三者之间可以互相转变，当一种物质代

谢障碍时可引起其他物质代谢的紊乱。详见图２。
本课题组在匡海学教授假说的支持下，早前已

经完成典型的寒性中药（黄连、黄芩、黄柏）和热性

中药（附子、干姜、花椒）代谢组学的研究，为寒热药

性理论的研究创建了一个新的方法学平台。２０１１
年，匡海学等［４９］采用 ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ法、主成分分
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析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）
法等技术，确定１８个与能量代谢相关的内源性生物
标志物。其中天冬氨酸、Ｌ２氨基乙二酸、５磷酸核
糖、木酮糖等与能量代谢相关的生物标记物在附子、

干姜、花椒中上调。天冬氨酸又称天门冬氨酸，是一

种α氨基酸，天冬氨酸的 Ｌ异构物是２０种蛋白胺
基酸之一，即蛋白质的构造单位［５０］。它是生物体内

赖氨酸、苏氨酸、异亮氨酸、蛋氨酸等氨基酸及嘌呤、

嘧啶碱基的合成前体。它可作为 Ｋ＋、Ｍｇ２＋离子的
载体向心肌输送电解质，从而改善心肌收缩功能，同

时降低氧消耗，在冠状动脉循环障碍缺氧时，对心肌

有保护作，它参与鸟氨酸循环，促进氧和二氧化碳生

成尿素，降低血液中氮和二氧化碳的量，增强肝脏功

能，消除疲劳，天冬氨酸主要参与氨基酸代谢影响机

体的能量代谢；半乳糖是一种由六个碳和一个醛组

成的单糖，归类为醛糖和己糖。它常以 Ｄ半乳糖苷
的形式存在于大脑和神经组织中，也是某些糖蛋白

的重要成分，是由乳类食物中的乳糖水解而来，其代

谢主要是通过半乳糖激酶、半乳糖１磷酸尿苷转移
酶及其所催化的酶促反应转变为葡萄糖而被利用，

主要参与半乳糖代谢影响机体的能量代谢；６磷酸
葡萄糖醛酸和５磷酸核糖是磷酸戊糖途径的中间
产物，５磷酸核糖是嘌呤核苷酸合成的原料。磷酸
戊糖途径产生 ＮＡＤＰＨ，作为供氢体，参与体内多种
生物合成反应，包括脂肪酸、胆固醇和类固醇激素的

生物合成［５１］；木酮糖是一种戊酮糖。在生物体内 Ｌ
型与Ｄ型的木酮糖先还原成木糖醇，继之再氧化而
相互转换。Ｄ木酮糖与 ＡＴＰ反应生成 Ｄ木酮糖５
磷酸而进入磷酸戊糖途径。因此成为另一糖酵解途

径的磷酸戊糖途径的重要的中间物；白三烯具有共

轭三烯结构的二十碳不饱和酸，参与花生四烯酸代

谢，白三烯在呼吸道的炎症、诱导鼻过敏反应中发挥

重要作用。这些代谢物主要参与氨基酸代谢、糖代

谢、花生四烯酸代谢、磷酸戊糖途径来影响机体的能

量代谢。

本实验差异蛋白共有１８个代谢通路与能量代
谢相关，其中糖代谢、磷酸戊糖途径、氨基酸代谢等

途径与匡海学教授研究的代谢组学影响能量代谢途

径相一致，将代谢组学和蛋白质组学结果相结合，发

现附子、干姜、花椒无论是大分子还是小分子都主要

参与糖代谢、脂肪酸代谢、磷酸戊糖途径、氨基酸代

谢等途径增加机体内热量的生成，提高对能量的利

用来影响机体的能量代谢。

３３１　附子、干姜、花椒增加机体内热量生成　本

文通过蛋白质组学研究发现，附子、干姜、花椒参与

能量代谢的主要途径如下。

丙酮酸代谢途径［５２］：丙酮酸是体内产生的三碳

酮酸，它是糖酵解途径的最终产物，在细胞浆中还原

成乳酸供能，或进入线粒体内氧化生成乙酰ＣｏＡ，进
入三羧酸循环，被氧化成二氧化碳和水，完成葡萄糖

的有氧氧化供能过程。因此，丙酮酸在三大营养物

质的代谢联系中起着重要的枢纽作用。本实验研究

表明：附子、干姜、花椒上调醛脱氢酶、磷酸烯醇式丙

酮酸羟激酶有影响丙酮酸代谢途径，进而增加机体

内热量的生成。

三羧酸循环（ＴｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃＡｃｉｄＣｙｃｌｅ，ＴＣＡ）途
径：ＴＣＡ是主要的能量代谢途径之一，大多数需氧
生物体内存在的代谢途径，不仅是糖类、脂类、氨基

酸的最终代谢通路，也是糖类、脂类、氨基酸代谢之

间关联的枢纽中心。三羧酸循环另一重要功能是为

其他合成代谢提供小分子前体。附子、干姜、花椒可

以上调磷酸烯醇式丙酮酸羟激酶，加快三羧酸循环，

增加体内热量的生成。

淀粉蔗糖代谢途径：机体的各个方面都受到糖
类的影响，其不仅能提供呼吸底物和中间代谢产物

所需要的能量，还能适用于生命基础物质的合成和

生命物质的结构成分。糖原磷酸化酶［５３］（ｇｌｙｃｏｇｅｎ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ）是催化糖原降（ｇｌｙｃｏｇｅｎｎｏｌｙｓｉｓ）的关
键酶，该酶催化糖原的磷酸解，产生的葡萄糖１磷
酸在磷酸葡萄糖变位酶催化下转变成葡萄糖６磷
酸，后者或是在葡萄精６磷酸酶催化下生成葡萄
糖，为机体组织提供葡萄糖，或是直接进入无氧代谢

和有氧代谢途径以参与能量供应。附子、干姜、花椒

可以上调糖原磷酸化酶、ＵＤＰ葡萄糖６脱氢酶影响
淀粉蔗糖代谢途径，使体内热量生成增加。

糖酵解／糖异生途径［５５］：糖异生作用和糖酵解

作用是互相关联和制约。其中一条途径活跃时，另

一途径的活性就相应降低，磷酸果糖激酶（糖酵解）

和果糖１，６二磷酸酶（糖异生）是调控作用的关键
酶。当葡萄糖供应相对比较充足时，果糖２，６二磷
酸作为细胞内的分子信号也处于相对高水平。它能

活化糖酵解作用并抑制糖异生途径。果糖２，６二
磷酸受到破坏则引起果糖１，６二磷酸酶活性加强，
从而加速糖异生作用。附子、干姜、花椒上调醛脱氢

酶Ｘ、磷酸烯醇式丙酮酸羟激酶影响糖酵解／糖异生
途径，进而影响能量代谢。

脂肪酸代谢途径［５６］：脂肪酸是机体主要能量来

源之一。脂肪酸在有氧的情况下，可以氧化分解为
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ＣＯ２和Ｈ２Ｏ，释放大量能量，脂肪酸氧化最活跃的组
织是肝脏和肌肉，其最主要的氧化形式是 β氧化。
脂肪酸β氧化过程中生成的乙酰ＣｏＡ，乙酰ＣｏＡ作
为重要的中间化合物，不仅能进入三羧酸循环氧化

供能，还是许多重要化合物（酮体、胆固醇和类固

醇）合成的原料。附子、干姜、花椒上调 Ｏ肉碱棕榈
酰转移酶２、醛脱氢酶Ｘ影响脂肪酸代谢途径，增加
热量生成。

类固醇激素生物合成途径［５７］：甾体激素具有极

重要的医药价值，在维持生命、调节性功能，对机体

发展、免疫调节、皮肤疾病治疗及生育控制方面有明

确的作用。许多类固醇激素都有良好的调节糖代谢

和水盐代谢的功能。附子、干姜、花椒上调类固醇

１７α羟化酶、ＣＹＰ４５０３Ａ１８、角鲨烯单加氧酶的表
达，调控参与类固醇激素的合成，可促进激素转化，

减少其灭活和排泄。

过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲｓ）途
径［６６６８］：为核受体超家族之一，主要包括 ＰＰＡＲα、
ＰＰＡＲβ和ＰＰＡＲγ三种亚型，主要参与调节糖代谢
平衡、脂质和脂蛋白代谢、细胞增殖与分化和凋亡。

近年来该信号通路的表达及干预的意义已开始成为

国内外研究的热点，酰基辅酶 Ａ合成酶（ＡＣＳ）主要
分布于肝脏和肾脏，可促进肝脏摄取脂蛋白脂酶脂

解生成的游离脂肪酸，并转化为乙酰ＣｏＡ，防止脂肪
酸进入细胞后的流失。我们研究发现附子、干姜、花

椒可以上调胆酰 ＣｏＡ合成酶，增加乙酰 ＣｏＡ的生
成，进入三羧酸循环氧化供能，热量生成增多。

花生四烯酸代谢［６３］（Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ）途径：包括环氧化酶（ＣＯＸ）、脂氧合酶（ＬＯＸ）
和细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）３种途径，花生四烯酸系
统对细胞和器官功能的影响主要依赖几十种相关酶

的共同作用，上百种代谢产物与相应的蛋白质（包

括受体、信号分子等）结合和相互作用等共同介导。

细胞功能状态改变或受到外界刺激能导致花生四烯

酸代谢通路的改变，同时也影响每个通路代谢产物

之间的稳态，从而导致细胞乃至机体的功能紊乱。

特别是花生四烯酸代谢一条通路改变或出现异常

时，会直接或间接影响其他代谢途径、甚至会影响生

物体的整体代谢。细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
或ＣＹＰ４５０）［６４］是一种含亚铁血红素的单加氧酶，主
要分布于肝脏，在小肠、肺、肾、脑中也依次有少量分

布。哺乳动物组织中 Ｐ４５０在药物和异型生物的代
谢。它参与内源性物质和外源性物质代谢。细胞色

素Ｐ４５０作为一种末端加氧酶，主要分布在内质网和

线粒体内膜上，参与生物体内类固醇激素合成、胆汁

酸、胆固醇及多未饱和脂肪酸转化为生物活性分子

的过程中都起着重要作用［６５］。由于细胞色素 Ｐ４５０
也对细胞因子和体温调节都有重要影响，附子、干

姜、花椒可以上调细胞色素 Ｐ４５０３Ａ１８，调控参与类
固醇激素的合成，可促进激素转化，减少其灭活和排

泄，提示附子、干姜、花椒促进生物体内类固醇代谢，

增强机体代谢过程。

３３２　附子、干姜、花椒提高对能量的利用　附子、
干姜、花椒提高对能量的利用主要通过如下途径。

氨基酸代谢途径［５８］：氨基酸是构成蛋白质分子

的基本单位，也能作为嘧啶、嘌呤、卟啉等生物合成

的前体。其主要功能是合成蛋白质，也合成多肽及

其他含氮的生理活性物质，体内的各种含氮物质几

种都可由氨基酸转变而成，包括蛋白质、肤类激素、

氨基酸衍生物、黑色素、肌酸、胺类、辅酶或辅基等，

并可以氧化分解代谢提供机体所需能量；氨基酸分

解所生成的α酮酸可以转变成糖、脂类或再合成某
些非必需氨基酸，也可以经过三羧酸循环氧化成二

氧化碳和水，并放出能量。本次研究发现大鼠灌胃

给予附子、干姜、花椒水煎液后，与氨基酸代谢相关

的蛋白醛氧化酶Ｘ、Ｄ氨基酸氧化酶上调，醛氧化酶
（ＡｌｄｅｈｙｄｅＯｘｉｄａｓｅ，ＡＯＸ）是一类高度保守的钼黄
素蛋白，主要存在于哺乳动物细胞质中，具有广泛的

底物特异性，可催化醛类及含氮、含氧杂环类化合物

的氧化反应。该酶体内分布较广，存在种属及个体

间差异，在药物及外源物的 Ｉ相代谢中发挥重要作
用。ＡＯＸ依赖的代谢反应可能影响相关药物的药
效、代谢特性与毒性反应。Ｄ氨基酸氧化酶（Ｄａｍｉ
ｎｏＡｃｉｄＯｘｉｄａｓｅ：Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＤＡＡＯ）［５９］是一种
典型黄素蛋白酶，以黄素腺嘌呤为辅基。可氧化 Ｄ
氨基酸的氨基生成相应的酮酸和氨，使生糖、生酮氨

基酸分解加快，提高对能量的利用。

Ｎ聚糖生物合成途径：Ｎ聚糖主要参与新生肤
链的折叠、维持蛋白质正确构象的生理过程，极性细

胞中蛋白质的分拣。Ｎ聚糖生物合成需要消耗能
量，本实验上调Ｎ聚糖生物合成途径中的多萜基二
磷酸寡聚糖蛋白糖基转移酶１，提高对能量的利用。

核糖体（Ｒｉｂｏｓｏｍｅ）［５４］，又称核蛋白体，细胞中
普遍存在核糖体除哺乳动物成熟的红细胞。核糖体

是细胞内一种核糖核蛋白颗粒（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｐａｒｔｉｃｌｅ），主要由 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）和蛋白质构成，其惟
一功能是按照 ｍＲＮＡ的指令将氨基酸合成蛋白质
多肽链，所以核糖体是细胞内蛋白质合成的分子机
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器。附子、干姜、花椒上调６０Ｓ酸性核糖体磷蛋白
Ｐ２，蛋白质合成旺盛，耗能增多。

脂肪酸生物合成途径［６０］：脂肪酸生物合成是机

体代谢途径之一，具有广泛的应用前景，肝脏是脂肪

酸生物合成的主要部位，同时也在脑、肺、肾等组织

中合成。脂肪酸合成的起始原料是乙酰辅酶 Ａ，在
细胞液中进行。机体内的脂肪酸大部分来源于食

物，为外源性脂肪酸，在体内可通过改造加工被机体

利用。同时机体还可以利用糖和蛋白转变为脂肪酸

称为内源性脂肪酸，用于甘油三酯的生成，贮存能

量。脂肪酸合酶［６１］（ＦａｔｔｙＡｃｉｄＳｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳＮ）是
多功能酶复合体，主要参与内源性长链脂肪酸的合

成，是体内合成内源性饱和脂肪酸的关键酶，在体内

各组织中广泛存在，参与细胞增殖、分化和机体能量

代谢、脂类代谢等重要生命活动。有研究表明［６９］：

抑制ＦＡＳＮ，可使乙酰 ＣｏＡ更多进入三羧酸循环产
生能量而被消耗，从而减少脂肪的合成和储存。

Ｋｉｍ等研究表明，ＦＡＳＮ的抑制剂 Ｃ７５可以通过激
活ＣＰＴ１酶使得小鼠周围脂肪组织的 β氧化活跃，
增加机体的脂肪消耗。附子、干姜、花椒可以抑制脂

肪酸合酶，提高对机体能量的利用。

胰岛素信号通路［６２］：肝脏在人体的葡萄糖代谢

中有着重要作用，从胰岛素与其受体（ＩｎｓＲ）结合开
始，肝脏糖代谢构成了一个复杂的传导通路，起到稳

定血糖的生理作用。肝脏胰岛素抵抗主要表现为胰

岛素抑制内源性葡萄糖生成的能力减弱和肝糖原合

成减少。肝脏是人体内葡萄糖摄取和利用的重要场

所。葡萄糖进入肝细胞后，一部分进入三羧酸循环

进行氧化磷酸化为细胞提供能量，另一部分在糖原

合成酶的作用下合成肝糖元。糖原磷酸化酶［５３］

（ｇｌｙｃｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ）是催化糖原降解的关键
酶，为机体组织提供葡萄糖，或是直接进入无氧代谢

和有氧代谢途径以参与能量供应。糖原合酶是糖原

合成过程的限速酶，糖原合成是耗能过程。本次研

究发现大鼠灌胃给予附子、干姜、花椒水煎液后，与

胰岛素信号通路相关的蛋白糖原合酶上调，糖原合

成增多，耗能增多，但是同时能上调糖原磷酸化，加

快肝糖原分解，供应机体所需能量。

机体内糖、脂肪和蛋白质的氧化分解提供人体

一切生命活动所需要的全部能量，糖、脂肪和蛋白质

这三类营养物质中包含能被机体利用的化学能，是

人体活动的直接能源物质。能量代谢与物质代谢相

互影响，物质在合成代谢时，需要获取能量，而物质

在氧化分解过程中，伴有能量的释放。通常我们把

伴随物质代谢过程中发生的能量的贮存、释放、转移

和利用称为能量代谢。热性中药附子、干姜、花椒主

要通过调控代谢相关蛋白的表达来影响机体代谢过

程，增加体内热量的产生和提高对热量的利用两方

面影响机体的能量代谢。其中主要通过调控脂肪酸

代谢、类固醇激素生物合成、谷胱甘肽代谢、细胞色

素Ｐ４５０代谢、糖代谢、柠檬酸循环等十几个代谢途
径增加机体热量的生成，通过控制和调节氨基酸代

谢、Ｎ聚糖生物合成、核糖体、脂肪酸生物合成、胰岛
素信号通路５个代谢途径提高机体对能量的利用。
本文实验结果进一步证明附子、干姜、花椒是通过不

同途径影响机体的能量代谢，促进机体能量代谢的

中药具有热（或温）性，与匡海学教授的中药性味科

学内涵新假说相一致。

图２　热性中药的共有差异蛋白通路分析

４　讨论
蛋白质组学是指在特定的时间和空间内一个基

因组、一种组织或一种生物、细胞所表达的包括所有

亚型以及经过修饰的全部蛋白质。蛋白质的表达、

蛋白质的结构和蛋白质的功能分别称为表达蛋白质

组学、结构蛋白质组学和功能蛋白质组学，是蛋白质

组学主要研究内容。现阶段，蛋白质组学的研究受

到国内外广泛关注，因为人体的各种代谢和调控途

径主要由蛋白质执行，我们只有不断进行筛选和鉴

定样本中的蛋白，才能进一步探明疾病的发生、监控

疾病的进程和每个阶段相应的蛋白表达水平的关联

性及规律性。为寻找药物的作用靶点、作用模式、药

物的功效，毒理研究和筛选疾病的标志性蛋白奠定

理论基础。使我们对人类生命本质的认识和疾病的

发生发展机制提升到一个更高的层次。

本实验选择 ｉＴＲＡＱ技术，该技术是在２００４年
由美国应用生物系统公司推出的一项新的同位素标

记技术。基本工作原理为：ｉＴＲＡＱ标记试剂能与赖
氨酸侧链或肽段的Ｎ端发生反应，完成对肽段的标
记。标记完成后对本次实验所有样本进行混合，一

次可同时处理的样本数为 ８个。首先进行一级质
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谱，在选择母离子时，不同标记的样本同一个肽段表

现为一个峰，和一级质谱强度相比较增强了８倍，有
利于广泛的鉴定。然后进行二级质谱，ｉＴＲＡＱ试剂
发生断裂，其中平衡基团发生中性丢失，该基团主要

使ｉＴＲＡＱ试剂整体质量一样。报告基团的强度直
接反映肽段的相对丰度，其质量从１１３１２１，但是不
包括１２０，因为 １２０和苯丙氨酸的亚胺离子相同。
在蛋白质组学研究中，相对于传统的定性及定量方

法，该技术对蛋白的检测范围广泛，ｐＨ值检测线性
范围为０１３；对蛋白的分子量检测范围更广泛，可以
检测蛋白的分子量为８２８０ＫＤ的蛋白；ｉＴＲＡＱ技术
可以检测出更多的低丰度（蛋白含量）蛋白，甚至对

其他技术不能检测到的跨膜蛋白也可以灵敏的检测

到。因具有高灵敏度、标记效率高、高分辨率、样品

兼容性好、重复性好等优点，使该技术在蛋白质组学

的研究和应用中被广泛应用。

匡海学教授提出的中药性（气）味科学内涵的

新假说，其核心内容之一是“中药的药性（气）是药

物通过不同途径以主要影响机体的能量代谢、物质

代谢为特征的，可影响药物疗效发挥或与副作用发

生有关的一类生物学效应。促进机体能量代谢、物

质代谢的中药具有热（或温）性，抑制机体能量代

谢、物质代谢的中药具有寒（或凉）性。”据此可以认

为，能够系统反映机体代谢状况的代谢组学技术与

方法以及能够系统反映调控机体代谢状况的蛋白质

组学技术与方法，是非常适于中药药性研究的技术

与方法。

本文依据匡海学教授的中药性味科学内涵新假

说，基于蛋白质组学技术的研究方法，通过对代表性

的温热中药附子、干姜和花椒开展大鼠能量代谢和

生物标志物相结合的研究，探讨温热中药在影响机

体物质代谢和能量代谢以及三者在药味和功效中存

在的共性。

众所周知，附子、干姜、花椒均为温热中药，并具

有相似的药味和功效，现代研究也证明三者在药理

作用上存在共性，为加强治疗效果，有时临床还配伍

使用。

本文研究结果表明：附子、干姜、花椒筛选出共

同差异蛋白（诱导或抑制相关蛋白），在抗肿瘤、抗

衰老、保肝、镇痛、抗炎、对心血管的作用中能对抗相

关疾病的发生、发展，这可能是三者具有相似药味和

功效的真正内涵，也为揭示中医临床“同病异治”，

临床应用中药配伍的复方提供理论依据。

研究结果还证明，温热中药附子、干姜和花椒的

确都能通过多途径增强机体的物质代谢和能量代

谢。同时，筛选出温热中药附子、干姜和花椒与机体

物质代谢和能量代谢相关的５０个差异蛋白。在此
基础上，通过ＤＡＶＩＤ蛋白通路分析，筛选出与能量
代谢相关通路１８个。通过本文蛋白质组学的研究
阐明，热性中药附子、干姜、花椒影响机体物质代谢

和能量代谢主要通过两条途径来实现的。一是主要

通过调控代谢相关蛋白的表达，如通过上调糖原磷

酸化酶、ＵＤＰ葡萄糖６脱氢酶、磷酸烯醇式丙酮酸
羟激酶等相关蛋白的表达，调节丙酮酸代谢途径、三

羧酸循环、脂肪酸代谢、糖代谢（淀粉蔗糖代谢、核
糖体、糖酵解／糖异生）等途径的相关蛋白质来影响
机体代谢过程，加快肝糖原分解，减少糖原合成，增

加体内热量的产生；并通过上调 Ｏ肉碱棕榈酰转移
酶２、醛脱氢酶 Ｘ蛋白的表达，促进脂肪酸代谢，增
加体内热量的产生；通过过氧化物酶体增殖物激活

受体（ＰＰＡＲｓ）途径上调胆酰 ＣｏＡ合成酶，增加乙酰
ＣｏＡ的生成，进入三羧酸循环氧化供能，热量生成增
多；通过花生四烯酸代谢（ＡｒａｃｈｉｄｏｎｉｃＡｃｉｄＭｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ）途径，上调细胞色素ｐ４５０３Ａ１８，调控参与类固
醇激素的合成，可促进激素转化，减少其灭活和排

泄，增强机体代谢过程。二是热性中药附子、干姜、

花椒通过调控氨基酸代谢相关蛋白的表达，如通过

氨基酸代谢途径，上调蛋白醛氧化酶Ｘ、Ｄ氨基酸氧
化酶，增强体内氨基酸代谢、生酮或生糖氨基酸的分

解代谢，产生三羧酸循环的中间产物或转变为糖或

继续氧化提供能量；通过上调类固醇１７α羟化酶的
表达，调控参与类固醇激素的合成，促进生物体内类

固醇代谢，并能通过 Ｎ聚糖生物合成途径，上调 Ｎ
聚糖生物合成途径中的多萜基二磷酸寡聚糖蛋白糖

基转移酶１，提高对能量的利用；通过脂肪酸生物合
成途径，下调脂肪酸合酶的表达，提高对机体能量的

利用；通过胰岛素信号通路上调相关的蛋白糖原合

酶，使糖原合成增多，耗能增多。

这些研究结果，与此前匡海学等［３８］采用 ＵＰＬＣ
ＱＴＯＦＭＳ法确定１８个与能量代谢相关的内源性生
物标志物，而这些代谢物主要参与氨基酸代谢、糖代

谢、花生四烯酸代谢、磷酸戊糖途径来影响机体的能

量代谢结果相一致。这也进一步验证了匡海学教授

提出的中药性味科学内涵新假说的客观性。

综上所述，中药药性具有整体性、动态性、时空

性、复杂性等特点，这与蛋白质组和代谢组学的很多

特征相似，所以以蛋白质组学为切入点进行中药药

性实质研究具有很大的优势，目前的研究成果也表

·３３８１·世界中医药　２０１５年１２月第１０卷第１２期



明，这一研究思路是可行的，突破了中药药性理论研

究的局限性，成为理论研究与实验研究的桥梁。因

此将蛋白质组和代谢组结合为切入点，深入进行中

药药性实质的研究，不仅有利于从微观的角度了解

中药药性的物质基础，而且将为中药药效的研究提

供理论依据，也将为中药药性研究提供新的思路和

方法，这些对促进中医药现代化将具有重要作用。

组学概念的提出为作者提供一个整体研究中药药性

的新思路。通过高通量、大规模的整体研究模式，从

系统生物学（蛋白质组学、代谢组学、基因组学、转

录组学）系统地研究中药药性理论，可以全面了解

相关基因、蛋白质或代谢物在机体发生、发展过程中

的变化规律。目前，对于中药药性的研究，蛋白质组

学和代谢组学研究的相比较多。建立和完善蛋白质

组学和代谢组学技术平台，可从两个水平（蛋白组

学、代谢组学）检测目的样品的差异性，筛选出组

织、细胞、机体的病理生理或代谢水平的潜在变化。

代谢组（ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）学来源于代谢谱分析。代谢
组学不仅能全面定量的阐释内源性代谢物，还对内

因和外因变化规律有一定的影响，代谢组学方面是

筛选代谢循环中相对分子质量小于１０００的小分子
内源性代谢物的变化，检测的内源性代谢物直接参

与机体的各种代谢、循环，其水平高低在一定程度上

反映了机体生化代谢的功能和状态或细胞、组织的

代谢应答变化。蛋白质组学主要采用双向凝胶电泳

（２ＤＥ）、双向荧光差异凝胶电泳（ＤＩＧＥ）、质谱（ＭＳ）
及蛋白芯片等方法对蛋白的表达、分布、相互作用等

进行全面的、整体的研究，即研究组织或细胞中全部

蛋白质的科学。主要采用分子生物学先进的筛选技

术，对组织或细胞中蛋白质的整体进行归类、鉴定并

分析感兴趣的差异表达的蛋白质，最终明确它们的

功能、相互作用。中药药性在蛋白质组学和代谢组

学方面的任务不仅是鉴定出差异蛋白质和差异代谢

产物，关于蛋白质组学，要进一步明确蛋白质功能和

全面了解蛋白质及它们的修饰和相互作用网络分

析，关于代谢组学，是要去分析影响中药药性的代谢

途径，并将代谢组学和蛋白质组学关联起来，整合成

垂直型分析，这样能够较完整地揭示药物如何通过

多种途径作用于生物体多个靶点发挥整合调节的优

越性及其机理，同时对疗效评估也具有重要意义。

这种“整合”的研究方式也正是系统生物学的重点。

希望在代谢组学的协助下，中药药性在蛋白质组学

上能够将基础研究成果快速转化成实用方法，应用

到更多领域中。

本文借助蛋白组学研究思路与技术，针对复杂

生物样本的特殊性，开发了全新的目标蛋白富集、目

标蛋白定性定量—ｉＴＲＡＱ技术。建立的这种基于
ｉＴＲＡＱ技术结合 ２ＤＬＣＭＳ／ＭＳ评价温热中药（附
子、干姜、花椒）对机体肝脏组织的能量代谢及物质

代谢相关蛋白定量的方法，也可作为评价中药寒热

药性的普适性方法。

实际上，寒热药性是从药物对机体阴阳盛衰、寒

热变化的影响这一特定角度概括药物的作用的，并

不能包括药物的所有功效。本次获得的蛋白质组学

的数据与信息，不仅包含了药物寒热药性的信息，肯

定也包含着药物药味（功效或药效）的信息，亦或有

些信息既是药物寒热药性的信息，同时也是药物药

味（功效或药效）的信息。这也证实了匡海学教授

的中药性味科学内涵新假说中关于“中药同时具有

性（气）与味，性（气）与味是中药（包括方剂、单味中

药、有效部位或组分、单体化合物）同时兼具的两种

特性。药味与药物的具体功效相关。”的正确性。

另一方面，在这些信息中，不仅能够找出温热中药的

共有生物标志物信息，如同本文所述的那样，也能找

到或发现不同温热中药的特有的生物标志物的信

息。因此，对获得的这些蛋白质组学信息的深入发

掘，进一步对中药的四性与五味，甚至与归经等开展

综合研究，全面认识和掌握中药的性能将成为我们

后续的一项重要研究工作。
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