
基金项目：国家重点基础研究发展计划（９７３计划）项目（２０１４ＣＢ５４３００２）
作者简介：毛连根（１９５７０６—），男，硕士，实验师，研究方向：药理学，Ｅｍａｉｌ：ｚｄｍｌｇ３０１＠１２６ｃｏｍ
通信作者：李继承（１９５７１２—），男，硕士，教授，浙江大学细胞生物学研究所所长，研究方向：肺结核生物学标志物及其中医证候的生物学研
究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｊｉｃｈｅｎ＠ｚｊｕｅｄｕｃｎ

知柏地黄丸对阴虚“上火”证血清

抗炎凝血蛋白的影响
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摘要　目的：探究知柏地黄丸（ＺｈｉｂａｉＤｉｈｕａｎｇＧｒａｎｕｌｅ；ＺＤＧ）对阴虚“上火”证血清抗炎凝血蛋白的影响。方法：通过腹腔
注射三碘甲状腺原氨酸（Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ；Ｔ３）处理 ＳＤ大鼠建立阴虚模型。在该模型基础上往大鼠牙龈出滴加牙龈卟啉
单胞菌叠加口腔牙龈炎模型，建立阴虚“上火”证大鼠模型。用滋阴降火药知柏地黄丸对大鼠进行治疗，以 ｉＴＲＡＱ２ＤＬＣ
ＭＳ／ＭＳ蛋白组学技术与生物信息学手段分析治疗前后阴虚“上火”大鼠血清差异性蛋白表达谱，探索知柏地黄丸治疗阴
虚“上火”的生物学机制。结果：知柏地黄丸观察组大鼠血清凝溶胶蛋白（Ｇｓｎ）、纤溶酶原（Ｐｌｇ）、纤维蛋白原 α链（Ｆｇａ）、
胸腺素β４（Ｔｍｓｂ４ｘ）比值显著上调（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＞１２５）；胶原蛋白α２Ｉ型链（Ｃｏｌ１ａ２）比值显著下调（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＜０８）。
Ｇｓｎ是机动蛋白丝的切割蛋白，参与细胞凋亡、清除损伤组织、调节炎性介质等生物学功能；Ｐｌｇ是血液纤维蛋白水解酶无
活性的前体，参与机体纤溶、细胞迁移、细胞外基质降解等多种生物过程；Ｆｇａ是由肝脏合成的纤维蛋白前体，能在内源凝
血因子或外源组织因子作用下生成纤维蛋白，参与机体的凝血过程；Ｃｏｌｌａ２是由肝、巨核细胞合成的凝血蛋白酶，是活化
Ｆｇａ的凝血稳定因子，Ｆｇａ在Ｃｏｌｌａ２的作用下参与完成凝血过程；Ｔβ４是由胸腺产生的淋巴生长因子，具有通过抑制巨噬
细胞的迁移、增强抗原提呈细胞功能、抑制炎性因子、促进组织重塑、血管生成和伤口愈合修复等生物学功能。结论：知柏

地黄丸通过对Ｇｓｎ、Ｐｌｇ、Ｆｇａ、Ｃｏｌｌａ２、Ｔβ４水平的调节，清除损伤组织，释放肌动蛋白、细菌脂多糖，抑制细胞凋亡作用；并且
可以调节炎性因子，改变炎性反应部位血液流变动力学障碍，促进炎性反应损伤的愈合的作用。

关键词　知柏地黄丸；阴虚“上火”；蛋白组学；抗炎；凝血；发病机制
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　　中医认为情志是机体的精神状态，是人对客观
外界事物和现象所做出的７种不同情绪反映［１］。情

志与脏腑的功能活动密切相关，情志过激可致相火

妄动，相火妄动是导致疾病的因素之一［２３］。以腹腔

注射三碘甲状腺原氨酸（Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ；Ｔ３）处理
ＳＤ大鼠建立阴虚模型［４］，并在模型基础上叠加口腔

牙龈炎模型，建立阴虚“上火”证（Ｙｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ＳｈａｎｇｈｕｏＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＹＤＳ）大鼠模型；以 ｉＴＲＡＱ
２ＤＬＣＭＳ／ＭＳ蛋白组筛选鉴定技术与生物学信息手
段探究知柏地黄丸对 ＹＤＳ大鼠血清抗炎凝血生物
物质的变化，为探究阐明知柏地黄丸滋阴降火治疗

机制与阴虚“上火”证病机提供现代生物学依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠３０只（浙江
省医科院实验动物中心提供，生产许可批准文号：

ＳＣＸＫ（浙）２０１４０００１）。
１１２　药物　三碘甲状腺原氨酸（Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ；
Ｔ３，北 京 百 灵 威 科 技 有 限 公 司，生 产 批 号：
Ｌ８４０Ｏ６３）；牙髓卟啉单胞菌冷冻干菌粉（广东省微
生物菌种保藏中心，生产批号：２０１５０５）；戊巴比妥钠
（中国医药上海化学试剂公司（进口分装），生产批

号：０２０４０２）；知柏地黄丸（ＺｈｉｂａｉＤｉｈｕａｎｇＧｒａｎｕｌｅ；
ＺＤＧ，仲景宛西制药股份有限公司，生产批号：
１６１２０４）。
１１３　试剂与仪器　ｉＴＲＡＱ试剂盒（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）；ＬＣＭＳ８０３０、Ｔｒｉｐｌｅ
ＱｕａｄｒｕｐｏｌｅＭＳ／ＭＳ（日本岛津制作所）；超低温冰箱
ＴＨＥＲＭＯ（９０２ＵＬＴＳ）；离心机（ＳＩＧＭＡ，２Ｋ１５Ｃ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　取５～６周龄，体重２２０～
２４０ｇＳＰＦ级雌性 ＳＤ大鼠 ３０只。称重，随机分成
ＹＤＨ模型组（简称：模型组）、生理盐水对照组（简
称：对照组）、知柏地黄丸观察组（简称：观察组）３
组，每组１０只。第２天开始，模型组、观察组每天下
午 ４点腹腔注射 Ｔ３（２５ｍｇ％，０２ｍＬ／１００（ｇ·
ｄ））、对照组腹腔注射０９％生理盐水（０２ｍＬ／１００
（ｇ·ｄ）），连续造模 ６ｄ。此间，模型组、观察组大
鼠，于腹腔注射 Ｔ３第 ４天以 ２％戊巴比妥钠（０２
ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，用丝线结扎下门齿，剥离
部分牙龈，滴注ＰＢＳ（ｐＨ７２）稀释至近似３×１０８／ｍＬ
的牙髓卟啉单胞菌液，２００μＬ／（次·ｄ），共４次进行

牙龈炎造模。对照组大鼠不进行牙龈炎造模。第７
天起，观察组灌胃知柏地黄丸中药（０８ｇ／１ｍＬ，１
ｍＬ／１００（ｇ·ｄ）、模型组与对照组灌胃（０９％生理盐
水，１ｍＬ／１００（ｇ·ｄ）。连续给药治疗７ｄ。给药治
疗第８天，观察组于给药后２ｈ（对照组、模型组于给
生理盐水后２ｈ）以２％戊巴比妥钠（０２ｍＬ／１００ｇ）
腹腔注射麻醉，进行颈中动脉插管手术取血采样。

将血分别置于无肝素试管，室温静置２ｈ，３０００ｒ／
ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，提取血清，置－８０℃备用。
１２２　ｉＴＲＡＱ２ＤＬＣＭＳ／ＭＳ血清差异蛋白筛选鉴
定分析　血清高丰度蛋白去除：用４６×１００ｍｍ多
亲和处理系统（ＭＡＲＳ）ＬＣＣｏｌｕｍｎＨｕｍａｎ１４结合
ＨＰＬＣ系统处理血清样品，除去 １４种高丰度蛋白
（血清白蛋白、免疫球蛋白 Ｇ，抗胰蛋白酶，ＩｇＡ，ＩｇＭ
等）。ｉＴＲＡＱ试剂标记：每组取等量血清样本，先用
预冷的丙酮处理，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后弃去
上清后，用试剂盒中自带的溶解液和１％ ＳＤＳ充分
混悬溶解样品；还原试剂于６０℃反应１ｈ；半胱氨酸
封闭试剂于室温处理１０ｍｉｎ；胰蛋白酶于３７℃酶解
过夜，使蛋白质酶解。在１１８、１１９、１２１各管标记试
剂中加入５０μＬ异丙醇，混匀，分别加入各组样品中
于室温反应１ｈ，各加入３倍体积水，使标记试剂分
解。最后合并各管标记好的样品，真空冷冻干燥处

理。第一维ＳＣＸ分离肽段：将ｉＴＲＡＱ试剂标记的样
品混合物加入强阳离子交换（ＳＣＸ）柱中多次洗脱。
根据峰型和时间共收取 １０个梯度，真空离心浓缩
后，用反相液相色谱的 Ａ相溶解。第二维反相液相
色谱：用ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢＣ１８ｃｏｌｕｍｎ处理，用不同浓
度的乙腈和甲酸的洗脱液洗脱。ＬＣＭＳ／ＭＳ分析：
将２ＤＬＣ分离获得的蛋白质直接进行后续质谱扫描
分析。在 ＱＳＴＡＲＸＬ在 ＩＤＡ模式下操作，在 ｍ／ｚ
４００１５００范围内进行ＭＳ分析，在一个图谱选择２０
个最强的母离子进行串级扫描，扫描范围 ｍ／ｚ１００
２０００。获得差异蛋白表达谱。
１２３　生物信息学分析　采用ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ４２ｂｅ
ｔａ软件分析数据，检索 ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＰｒｏｔｅｉｎＩｎｄｅｘ
（ＩＰＩ）数据库，并对其定量。使用 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐ：／／
ｄａｖｉｄａｂｃｃｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ）方法对蛋白质注释和分类。
蛋白之间的互作关系应用 ＳＴＲＩＮＧ软件完成（ｈｔ
ｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｅｍｂｌｄｅ／）。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件对数
据进行统计学分析，采用 ｔ检验分析，非参数分析用
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ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵｔｅｓｔ检测，组间差异比较采用单因
素方差分析。差异蛋白比倍率＞１２５或 ＜０８认为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　知柏地黄丸治疗阴虚大鼠“上火”血清差异性
蛋白筛选鉴定分析结果　观察组血清凝溶胶蛋白
（Ｇｓｎ）、纤溶酶原（Ｐｌｇ）、纤维蛋白原 α链（Ｆｇａ）、胸
腺素 β４（Ｔｍｓｂ４ｘ）比值显著上调（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞
１２５）；胶原蛋白 α２Ｉ型链（Ｃｏｌ１ａ２）比值显著下调
（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＜０８）。见表１。

表１　知柏地黄丸对ＹＤＨ大鼠血清抗炎
　　凝血蛋白组的作用（ｎ＝１０）

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅ
Ｍ／Ｃ Ｔ／Ｃ Ｔ／Ｍ

Ｑ６８ｆｐｌ Ｇｓｎ Ｇｅｌｓｏｌｉｎ ０３８ ０６４ １７１
Ｑ０１１７７ Ｐｌｇ Ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ０１１ ０２６ ２２５
Ｐ０６３９９ Ｆｇａ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎａｌｐｈａｃｈａｉｎ ０４３ １０３ ２３８
Ｐ６２３２９ Ｔｍｓｂ４ｘ Ｔｈｙｍｏｓｉｎｂｅｔａ４ ０３６ ０７ １９４
Ｐ０２４６６ Ｃｏｌ１ａ２ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎａｌｐｈａｃｈａｉｎ １６１ ０３４ ０２１

　　注：差异蛋白比倍率＞１２５或＜０８认为差异有统计学意义

３　讨论
阴虚“上火”是现代社会多发频发病证，诱因复

杂。现代医学对阴虚“上火”缺乏有效的治疗方法，

但中医对阴虚“上火”的认识已历史悠久，《黄帝内

经·素问》［５］，《景岳全书》［６］等许多中医经典对“上

火”证病机与治疗早有详细记载。阴虚“上火”系人

体阴阳失衡内热亢盛，“相火妄动”所致，对于该证

以滋阴降火为治疗原则。阴虚“上火”证主要表证

为反复发作的口腔溃疡、牙龈肿痛炎、鼻扭、慢性咽

喉炎等与皮肤黏膜关联密切的炎性反应，而炎性反

应是机体血管生物物质对于机体损伤的防御反应，

炎性反应发生进程中的血管中的抗炎与凝血生物物

质对于防御反应具有重要作用。以知柏地黄丸为工

具探究阴虚“上火”证血管中的抗炎与凝血生物物

质的变化，对于阐明知柏地黄丸滋阴降火作用机制

及阴虚“上火”证病机具有重要意义。

研究结果显示，知柏地黄丸具有上调血清 Ｇｓｎ、
Ｐｌｇ、Ｆｇａ表达的作用。Ｐｌｇ是机动蛋白丝的切割蛋
白，在ＣａＣｌ２、ｐＨ、磷酸磷脂酰肌醇等作用下，能参与
对肌动蛋白丝的剪切、聚合和解聚；也可以作为细胞

凋亡过程中关键的执行分子之一胱天蛋白酶的底物

与二磷酸磷脂酰肌醇３形成的复合体，降低二磷酸
磷脂酰肌醇３活性，进而抑制细胞凋亡过程［７］；Ｇｓｎ
还能与脂多糖结合蛋白（ＬＢＰ）竞争性结合脂多糖，
抑制与肌动蛋白的结合活性和血清肌动蛋白的解聚

活性；Ｇｓｎ能在清除损伤组织细胞释放的肌动蛋白
同时，对炎性反应递质进行调节［８９］。血液中Ｇｓｎ过
表达有利于减轻炎性反应与炎性反应损伤的愈

合［１０］。知柏地黄丸对 Ｇｓｎ的上调作用提示知柏地
黄丸具有清除损伤组织细胞释放的肌动蛋白、降解

脂多糖，减轻炎性反应促进炎性反应损伤愈合和抑

制细胞凋亡的作用。

研究结果显示，知柏地黄丸组还具有上调 Ｐｌｇ、
Ｆｇａ下调 Ｃｏｌｌａ２的作用。Ｐｌｇ是血液纤维蛋白水解
酶无活性的前体，其能在内源性纤溶酶原激活物或

外源激活物的作用下活化成纤溶酶，参与机体纤溶、

细胞迁移、细胞外基质降解等多种生物过程。知柏

地黄丸上调 Ｐｌｇ表达，提示知柏地黄丸具有提高纤
溶酶生成基质，促进纤溶酶生成量进而改变炎性反

应损伤组织部位血液流变动力学障碍，促进炎性反

应伤口愈合作用。Ｆｇａ是由肝脏合成的纤维蛋白前
体，能在内源凝血因子或外源组织因子作用下生成

纤维蛋白，参与机体的凝血过程。Ｃｏｌｌａ２是由肝、巨
核细胞合成的凝血蛋白酶，是活化 Ｆｇａ的凝血稳定
因子，Ｆｇａ在 Ｃｏｌｌａ２的作用下参与完成凝血过程。
知柏地黄丸上调血清 Ｆｇａ表达，但对 Ｃｏｌｌａ２显著下
调，这样仍然影响凝血形成过程。这提示知柏地黄

丸具有抗凝血形成的促进血液循环作用。

研究结果还显示，知柏地黄丸具有上调Ｔβ４表
达作用。Ｔβ４是由胸腺产生的淋巴生长因子，其具
有通过抑制巨噬细胞的迁移，增强抗原提呈细胞功

能，抑制炎性因子，降低炎性反应细胞的浸润，减轻

炎性反应与防止新生组织受到炎性反应的损害的作

用［１１］；Ｔβ４还具有促进组织重塑、血管生成和伤口
愈合修复等功能［１２］。知柏地黄丸上调 Ｔβ４表达的
作用，这表明知柏地黄丸具抑制炎性因子，增强抗炎

与炎性反应伤口愈合修复能力的作用。

上述结果提示：知柏地黄丸通过对 Ｇｓｎ、Ｐｌｇ、
Ｆｇａ、Ｃｏｌｌａ２、Ｔβ４蛋白组的调节改变阴虚“上火”证
炎性反应损伤组织部位的血液流变动力学障碍，促

进血液循环及抑制细胞凋亡，增强抗炎与炎性反应

伤口愈合修复能力。这结果也提示阴虚“上火”证

炎性反应反复发作与这些蛋白的调节改变密切关

联。
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阳气才得以振奋，较少或者几乎无体育锻炼，使人体

气机失于畅达，导致脾胃等脏腑功能呆滞，久之则气

郁化火，轻则表现为“上火”等亚健康状态，重则营

养失调，正气虚弱，变生它病。长时间的睡眠不足

（失眠），会导致机体阴阳平衡失调，阴不入阳，阴虚

阳盛则体内火热郁积过多，从而产生各种“上火”等

亚健康症状。熬夜，是导致睡眠不足的基本形式，都

属于不规律的生活作息，长久下去，会引起机体生理

功能和免疫力的紊乱，甚至诱发其他病变。

综上所述，我们认为“上火”是以口、眼、咽干

燥、口渴欲饮、口腔溃疡、牙龈或咽喉肿痛、眼睛胀

痛、面部丘疱疹，以及小便黄热、大便干结等为主的

一种火热病症。虽然，表现形式多样，但凡出现相关

的某一症状即可诊断。易引起“上火”诱导因素有

饮料、炙烤食品、酒、辛辣食品、零食、炒货、橘子等，

而粗粮、海鲜、竹笋、橙类则是“上火”的保护因素，

多食用可起到降火作用。同时，较少的体育锻炼或

者几乎无锻炼、失眠以及熬夜等不良的生活方式也

是引起“上火”的因素之一，这些对临床预防“上火”

有着重要的指导意义。
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