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基于 ｉＴＲＡＱ技术的中医实热“上火”血清
蛋白质组学特征分析
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摘要　目的：筛选实热“上火”血清差异表达蛋白，为实热“上火”机制的深入研究提供科学依据。方法：采用相对和绝对
定量同位素标记（ｉＴＲＡＱ）对血清蛋白质进行检测，结合生物信息学分析（ＧＯ、ＳＴＲＩＮＧ）筛选实热“上火”与正常非“上火”
人群差异显著的蛋白质。结果：与正常对照组比较，实热上火组血清筛选出４９个差异蛋白质，其中上调的２２个，下调的
２７个。载脂蛋白Ｃ３（ＡｐｏＣ３）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和维生素Ｋ依赖蛋白Ｓ（ＰＲＯＳ１）等显著上调，而载脂蛋白Ａ４（ＡｐｏＡ４）、
超氧化物歧化酶３（ＳＯＤ３）和纤溶酶原激活物抑制剂１（ＰＡＩ１）等显著下调。结论：观察组脂质代谢、糖酵解异常与氧化应
激、炎性反应的发生密切相关，且凝血功能下降，易造成出血，筛选的差异蛋白可为实热“上火”的生物学基础研究提供依

据。
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　　“上火”是对身体出现口疮、鼻衄、牙宣、目赤、
咽痛、口干便秘等症状的统称，发生率较高，且与口

腔溃疡、失眠症等多种常见病的发病密切相关［１］。

《素问·阴阳应象大论》“壮火食气”“少火生气”，论

述了火的不同作用；火为热之极、热为火之渐，火热

同类，常连在一起。《素问·至真要大论》病机十九

条，其中９条涉及“火、热”病机，强调了火热致病的
重要性。现代医学对“上火”还没有统一认识，认为

“上火”与机体免疫功能失调情况下出现的局部感

染、应激状态下机体内环境失衡及能量代谢等相关，

医学上也称之为应激性疾病［２３］。随着社会的发展

和亚健康观念的提出，人们的健康意识不断提高，现

代医学对上火尚缺乏有效的治疗方法，而中医学分

别采用清热泻火法、滋阴降火法等治疗，疗效较为明

显，但是中医注重宏观观察，缺乏对“上火”科学内

涵的认识。因此，运用现代的科学技术方法来研究

“上火”发生机制，不仅能够丰富其科学内涵，同时

对于防治“上火”和提高人们的健康水平也有着重

要的现实意义。

生命活动的功能执行者是蛋白质，绝大多数生

命调控过程、各种代谢过程、疾病的原发过程以及大

多数药物作用靶标均发生在蛋白质水平。现阶段，
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血清蛋白质组学的研究越来越受到国内外的关注，

血清中含有的蛋白质种类很多，只有不断进行筛选

和鉴定，才能进一步帮助探明疾病的发生、监控疾病

的进程和每个阶段相应蛋白表达水平的关联性及规

律性［４］。相对和绝对定量同位素标记（ｉＴＲＡＱ）技术
自开展以来，在疾病研究和药物监测方面应用广泛，

其不但可以检测出更多的低丰度蛋白，甚至可以灵

敏的检测到其他技术无法检测到的跨膜蛋白，具有

高灵敏度、高分辨率、标记效率高、样品兼容性和重

复性好等优点，在血清蛋白质组学的研究中被广泛

应用［５６］。

本研究以在校大学生为研究对象，基于 ｉＴＲＡＱ
技术对实热“上火”和健康人群血清中蛋白质进行

检测，并结合生物信息学方法挖掘观察组与正常非

“上火”人群的差异蛋白，寻找其物质基础和可能的

分子标志物，为“上火”机理的深入研究提供依据，

现将结果报道如下。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取２０１４年３月至２０１４年１０月
浙江中医药大学在校大学生４３例，分为观察组（实
热“上火”人群）和对照组（正常非“上火”人群），其

中观察组２１例，对照组２２例，其中的一般资料如图
１［７］所示，年龄及性别比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），具有统计学意义。促凝管采集血液样本，３０
ｍｉｎ内以３０００ｒ／ｍｉｎ离心，分离血清后于－８０℃保
存。

图１　实热上火组与正常对照组的年龄和性别比较
　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ：正常对照组，ＳＨ：实热上火组，（ａ）实热上火
组与正常对照组的年龄比较，（ｂ）实热上火组与正常对照组
的性别比较。与正常对照组比较，Ｐ＞００５

１２　诊断标准　采用专家咨询法，通过多轮的专家
咨询，确定的“上火”的诊断标准：１个主症（头面部
症状）或２个次症（至少１个为头面部症状）。其中
“上火”头面部主症：牙龈肿痛、咽喉肿痛、口臭、口

腔溃疡、鼻疮疖、热疮（颜面部疱疹）、口苦、目赤干

涩；“上火”头面部次症：口角糜烂、目眵增多、舌痛、

口渴、鼻衄、鼻腔干燥、齿衄、痤疮、声音嘶哑、头痛；

非头面部症状：大便干结、心烦、小便黄、多食易饥、

五心烦热、痔疮发作、潮热、失眠［７］。

１３　纳入标准　实热“上火”的纳入标准为：１）１个
主症＋舌象或脉象，其中主证为：眼眵或痰或涕等分
泌物增多、黄稠，发热或恶热、目赤、面红、牙龈肿痛、

大便秘结；舌脉为舌红苔黄燥、脉数有力［７］。２）平和
质健康人群（作为正常对照组），符合《中医体质分

类与判定》［８］中平和质的判定标准；３）年龄１８～６０
周岁；４）自愿参加本实验研究并同意签署临床研究
知情同意书者。

１４　排除标准　１）不符合纳入标准者；２）合并精神
病、肿瘤、自身免疫性疾病以及系统靶器官严重病变

等疾病的患者；３）妊娠及哺乳期的妇女；４）研究中认
为有任何不适宜入选的情况［７］。

１５　试剂与仪器　ｉＴＲＡＱ试剂盒（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒｃｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ），胰蛋白酶 （Ｓｉｇｍａ，
ＳｔＬｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）。ＡｇｉｌｅｎｔＭＡＲＳ１４柱（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＳａｎｔａＣｌａｒａ，ＣＡ，ＵＳＡ），旋转真空浓缩
器ＲＶＣ２２５，Ｃｈｒｉｓｔ，Ｏｓｔｅｒｏｄｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ），旋转真空浓
缩器（ＲＶＣ２２５，Ｃｈｒｉｓｔ，Ｏｓｔｅｒｏｄｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ），聚乙烯
基柱（２１×１００ｍｍ，５μｍ，２００μｍ；ＮｅｓｔＧｒｏｕｐ，
Ｉｎｃ，Ｓｏｕｔｈｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ，ＵＳＡ），ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢＣ１８
柱（５μｍ，２００?，０１×１５０ｍｍ，Ｍｉｃｒｏｍ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ，
ＵＳＡ），ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
１６　方法
１６１　酶解与ｉＴＲＡＱ标记　将每组样本的血清混
合，根据ｉＴＲＡＱ试剂盒说明书对各组血清样品进行
ｉＴＲＡＱ标记。为了富集低丰度蛋白，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＭＡＲＳ１４柱去除１４种高丰度蛋白，包括白蛋白，ＩｇＧ
和触珠蛋白等，然后蛋白质被浓缩和脱盐，通过

Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法定量蛋白质样品的洗脱液。将每组的
蛋白质样品（１００μｇ）还原，烷基化，并用胰蛋白酶在
３７℃下消化过夜。正常对照组和实热上火组分别
应用１１５和１１８试剂标记。
１６２　ＭＳ／ＭＳ鉴定与数据分析　ｉＴＲＡＱ试剂将２
个样品组混合，脱盐和干燥。通过强阳离子交换

（ＳＣＸ）液相色谱法使用聚乙烯基柱将 ｉＴＲＡＱ标记
的肽分段。总共收集１０个 ＳＣＸ组分，浓缩并溶解。
随后加载样品到ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢＣ１８柱。组件进行
ＳＣＸ色谱法到 ＭＳ分析 ２次。峰面积的比率的
ｉＴＲＡＱ报告离子反映了相对丰富的肽和蛋白质。蛋
白使用 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔＴＭ软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｖｅｒ
ｓｉｏｎ４２）进行鉴定和定量，使用 ＰｒｏＧｒｏｕｐ算法识别
肽，ＭＳ／ＭＳ数据通过人类国际蛋白指数数据库（ＨＩ
ＰＩ，ｖｅｒｓｉｏｎ３８７）搜索［９１０］。统计分析以组间表达差
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图２　数据采集的实热“上火”血清蛋白生物标志物分析
　　注：（Ａ）生物过程；（Ｂ）细胞成分；（Ｃ）分子功能；（Ｄ）
ＣＯＧ功能分类；（Ｅ）通过 Ｓｔｒｉｎｇ软件分析的蛋白质网络作用
图

异＞１５（上调）或＜０５（下调），且以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义，筛选差异蛋白质。

１６３　生物信息学分析　差异表达蛋白质的细胞
组分，分子功能和生物学过程通过 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ
（ＧＯ）数据库进行分析，相互作用网络通过 ＳＴＲＩＮＧ
软件分析（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂｏｒｇ／）分析，相互作用可
信度为０９（可信度最大值为１），并且将鉴定到的蛋
白质和ＣＯＧ（ＣｌｕｓｔｅｒｏｆＯｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓＧｒｏｕｐｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ
蛋白相邻类的聚簇）数据库进行比对，预测这些蛋白

质可能的功能并对其做功能分类统计。

２　结果
２１　血清蛋白质组鉴定分析结果　使用 ｉＴＲＡＱ２Ｄ
ＬＣＭＳ／ＭＳ筛选对照组与实热“上火”组差异蛋白，
实验重复２次，２次鉴定结果中共有蛋白质取２次鉴
定的平均值，分别鉴定的以当次结果为准。使用 Ｒ
程序包 ＴｏｐＧＯ，选取 Ｐ＜００５的富集结果，使用
ｓｔｒｉｎｇｄａｔａｂａｓｅ进行分析，相互作用可信度为０９。
２２　观察组与对照组血清差异表达蛋白　进一步
筛选到观察组与对照组间４９个差异表达蛋白，包括
２２个表达上调蛋白（＞２０倍，Ｐ＜００５）（表１）和
２７个下调蛋白（＜０５倍，Ｐ＜００５）（表２）。见表１
２。ＧＯ富集分析差异化表达的蛋白质主要参与单一
生物过程（１０１７％）、刺激应答（９１８％）和生物调
节（８４４％）（图２Ａ）此外，蛋白质集中定位于细胞
（１５４２，１５４２％）和细胞器（１２０８％）（图 ２Ｂ），多
数具有结合（５１１９％）、催化活性（１７８６％）酶调节
活性（１１９０％）（图２Ｃ）。该ＣＯＧ功能分类图显示：
蛋白质功能主要集中在次生代谢产物生物合成、转

运、分解代谢（７个蛋白质）（图２Ｄ）。蛋白质相互作
用网络图集中指向纤溶凝血补体系统，以及脂质代
谢异常（图２Ｅ）。
２３　血清差异蛋白筛选与鉴定　观察组与对照组
存在显著差异的４９个蛋白质中，经过筛选鉴定，发
现和“上火”病证相关的主要差异蛋白有载脂蛋白

（ＡｐｏＣ３、ＡｐｏＡ４）、补体蛋白（Ｃ４Ａ，Ｃ４ＢＰＡ）、炎性因
子（ＳＡＡ１、ＣＲＰ）、凝血功能相关因子类（ＰＲＯＳ１、
Ａ１ＡＴ、ＰＡＩ１）、糖酵解相关酶 ＬＤＨ及抗氧化蛋白酶
ＳＯＤ３等。
３　讨论

载脂蛋白是一类家族较庞大的蛋白，包括Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｅ族等，脂质必须和载脂蛋白结合才能正常转运，
与脂质代谢的平衡息息相关。载脂蛋白（Ａｐｏ）Ｃ３和
Ａ４基因，它们是 ＡｐｏＡ１／Ｃ３／Ａ４／Ａ５基因簇的成员，
在脂质代谢中起重要作用，其多态性变异可导致高
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表１　实热“上火”与正常人群相比显著上调的差异蛋白质（２２个）
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表２　实热“上火”与正常人群相比显著下调的差异蛋白质（２７个）
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脂血症，是心血管疾病的易感因素。ＡｐｏＣ３是有效
抑制ＶＬＤＬＴＧ水解作用的重要因子，浓度升高见于

代谢综合征、动脉粥样硬化等，是形成心血管疾病的

危险因子。ＡｐｏＣ３也能激活 ＮＦκＢ和单核细胞，促

·００９２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１２



进各种炎性反应和导致动脉粥样硬化。ＡｐｏＡ４参与
乳糜微粒合成和分泌，并参与胆固醇逆向转运，是高

密度脂蛋白（ＨＤＬ）和乳糜微粒（ＣＭ）的主要成分，
具有抗炎和抗动脉硬化的属性，是一种重要的“内

源性”抗氧化剂［１１］。Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）是机体在理
化因素、肿瘤、外伤、感染等刺激下由肝脏合成而产

生的急性时相反应蛋白，可反映疾病严重程度和转

归情况，感染或非感染性炎性反应时血清 ＣＲＰ明
显升高，因此常常作为诊断感染的生物学指标［１２］。

综上所述，结果显示观察组 ＣＲＰ和 ＡｐｏＣ３显著上
调，ＡｐｏＡ４显著下调，说明观察组的脂质代谢异
常，抗炎、抗氧化能力降低与炎性反应的发生密切

相关。

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）在机体中作为重要的防
御体系，能消除新陈代谢过程中产生的有害物质，其

有３种亚型：胞质内的 ＳＯＤ１、线粒体内 ＳＯＤ２及细
胞外Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ（ＳＯＤ３）［１３］。Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ因其重要
的生理功能和巨大的治疗潜能，被认为是超氧化物

歧化酶家族最重要的一类酶。研究表明 Ｃｕ／Ｚｎ
ＳＯＤ具有抗血管生成和抗炎作用，可通过阻止免疫
细胞浸润和抑制白细胞与血管内皮细胞黏着参与免

疫应答，其不仅可作为一种抗氧化剂，而且还能作为

信号传播的一个控制器，参与信号传导。目前通过

基因敲除和转基因越来越多的研究结果揭示，ＳＯＤ３
与衰老、高血压、糖尿病、细胞凋亡与增生等相

关［１４１６］。本研究发现观察组 ＳＯＤ３表达显著降低，
推测实热“上火”引起的炎性反应、抗氧化能力降低

等症状与ＳＯＤ３的变化密切相关。观察组多发生局
部炎性反应，如口腔溃疡、牙龈炎等，本课题代谢组

学结果发现，患者血中乳酸出现上调，推测炎性反应

部位物质分解代谢加快，组织耗氧量增加，局部出现

微循环障碍，影响氧供应，引发无氧糖酵解增强，释

放的乳酸未能及时被清除，在血液中堆积［７］。乳酸

脱氢酶（ＬＤＨ）是一种糖酵解酶，广泛存在于机体各
种组织中，其中以心肌、骨骼肌和肾脏含量最为丰

富，当组织细胞受到炎性反应等损伤时会释放到细

胞外，导致血中含量明显增加。本研究发现ＬＤＨ表
达显著升高，结合同批次人群代谢组学结果乳酸含

量的升高，证实实热“上火”情况下糖酵解增强。

此外，研究观察组炎性反应及免疫相关差异蛋

白均存在于凝血与补体级联反应信号通路，是内源

性凝血激活途径和经典补体激活途径的重要调节蛋

白。在细胞信号传导中蛋白并不是孤立存在的，众

多的蛋白在同一条生化反应途径中执行各自的生理

功能，不同的蛋白信号通路通过媒介又相互联系，在

凝血与补体级联反应信号通路中，补体 Ｃ４具有中
和病毒的生物学活性，可水解为 Ｃ４Ａ、Ｃ４Ｂ，它们在
补体活化、促进吞噬、防止免疫复合物沉着和中和病

毒等方面发挥作用。补体Ｃ４ＢＰ是一种可溶性血浆
糖蛋白，是补体激活经典途径中一个重要调节蛋

白［１７］。维生素 Ｋ依赖蛋白 Ｓ（ＰＲＯＳ１）是参与补
体活化过程调控的一种血浆蛋白质，ＰＲＯＳ１能与
Ｃ４ＢＰ结合，参与补体活化，补体的过度 （异常）

活化可以引起炎性反应及组织损伤。同时 ＰＲＯＳ１
也是一种抗凝血因子，可以作为辅因子激活蛋白

Ｃ，抑制血液凝固［１８］。ＳＥＲＰＩＮＡ１基因编码的蛋白
α１抗胰蛋白酶 （Ａ１ＡＴ）的升高能够抑制凝血酶活
性，抑制血纤维蛋白凝血酶原的生成，从而抑制纤

维蛋白凝块降解［１７］。ＳＥＲＰＩＮＥ１基因编码的蛋白纤
溶酶原激活物抑制剂１（ＰＡＩ１）是纤溶酶原激活
剂ｔＰＡ和 ｕＰＡ的主要抑制剂，是纤溶系统的主要
调节因子，ＰＡＩ１不仅在纤溶过程和在维持凝血和
纤溶的动态平衡中有作用，在体内许多的生理过程

中都有作用，例如能抑制蛋白的降解，如凝血、结

缔组织演变、补体激活、炎性反应过度反应

等［１９２０］。ＰＡＩ１表达降低可引起纤溶 （酶）活性异

常增强，影响凝血功能，造成出血，说明观察组的

凝血功能下降。

综上所述，观察组的症状可能通过纤溶凝血
补体级联反应信号通路引起，该信号通路上的差异

蛋白可作为“上火”生物学基础研究的潜在靶点。

另外该信号通路间接激活炎性反应，载脂蛋白、

ＳＯＤ３的变化引起抗氧化能力降低可能是实热“上
火”表征的另一路径或靶向治疗的关注点。
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