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摘要　目的：寻找慢性心力衰竭（ＣＨＦ）（ＣｈｒｏｎｉｃＨｅａｒｔＦａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）气虚血瘀证及气阴两虚证的相关蛋白质组学特征，探
讨证候发生发展机制的可能生物学通路。方法：研究设计分为ＣＨＦ气虚血瘀证、气阴两虚证、健康对照组，利用ｉＴＲＡＱ标
记定量结合串联质谱技术分析ＣＨＦ气虚血瘀证及气阴两虚证的相关表达差异蛋白质，为蛋白质组学层面的疾病与证候
生物学基础提供实验依据，可以在一定层面上揭示证的内涵。结果：与健康对照组比较，在 ＣＨＦ气虚血瘀证组表达差异
蛋白质有１６个，其中载脂蛋白Ｅ、半乳糖凝集素３结合蛋白等１１个蛋白质表达上调，维生素 Ｄ结合蛋白、胰蛋白酶抑制
剂等５个蛋白质表达下调；与健康对照组比较，在ＣＨＦ气阴两虚证组表达差异的蛋白质有１５个，其中补体９、间α胰蛋白
酶抑制剂家族重链相关蛋白等１０个蛋白质表达上调，前血清淀粉样蛋白 Ｐ、维生素 Ｄ结合蛋白等５个蛋白质表达下调。
结论：蛋白质组检测结果能够反映ＣＨＦ气虚血瘀证及气阴两虚证的生物学基础，从而能客观的评价证候特征，为病证结
合的研究开拓了新的视野。
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　　慢性心力衰竭（ＣＨＦ）是大多数心血管疾病的最
终归宿，也是最为主要的死亡原因之一。ＣＨＦ是目
前唯一发病率仍在显著上升的心血管疾病，且医疗

费用比较高［１］。最新研究结果表明衰弱的心肌从代

偿期转变为失代偿期发生的细胞改变中，发现 ＲＢ
Ｆｏｘ２减少与心肌衰弱之间的功能联系［２］。在人群
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中心力衰竭的发病率为１５％～５６％，６５岁以上者
达到７４％，２年死亡率为３７％，６年死亡率为８２％，
５年存活率与恶性肿瘤相仿。可见心力衰竭严重影
响着患者的生命质量和寿命，故心力衰竭的防治一

直成为现代医学界研究领域中的核心问题。

差异蛋白质组学是当今生物学研究领域的一个

重要组成部分，它通过比较生理和病理状态下细胞

或组织中蛋白质的表达和修饰，揭示其疾病的病理

生理过程具有重要意义。ｉＴＲＡＱ技术是由美国应用
生物系统公司（ＡＢＩ）２００４年开发的同位素标记相对
和绝对定量（ＩｓｏｂａｒｉｃＴａｇｓｆｏｒＲｅｌａｔｉｖｅａｎｄＡｂｓｏｌｕｔｅ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）技术，它是建立在ｉＴＲＡＱＴＭ试剂
的基础上，可同时对多种样品进行绝对和相对定量

的研究方法，该项技术广泛应用于现代生命科学领

域［３６］。该方法具有较好的精确性和可重复性，故弥

补了 ＤＩＧＥ及 ＩＣＡＴ的不足。迄今为止多数方法只
能进行２个蛋白质样品的同步比较，目前 ｉＴＲＡＱ试
剂能够同时进行８个样品的标记和同步分析比较。
随着蛋白质组学、质谱技术、软件分析系统的不断的

发展和改进，ｉＴＲＡＱ技术很有可能成为定量蛋白质
组学研究中的支撑技术［７］。

蛋白组学与证候研究的结合，可以在一定层面

上揭示中医证候的内涵，对证候的相关指标体系的

研究起到了积极的推动作用。我们利用 ｉＴＲＡＱ技
术结合二维液相色谱串联质谱分析 ＣＨＦ气虚血瘀
证及气阴两虚证组的相关表达差异蛋白，并为蛋白

质层面的疾病与证候生物学基础提供部分实验依

据。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取２００９年４月至２０１０年１２月
内蒙古医学院附属医院心内科、急诊心内科、蒙医

科、体检中心等收治的慢性心力衰竭患者４５例，随
机分为 ＣＨＦ气虚血瘀证组，ＣＨＦ气阴两虚证组，健
康对照组，每组１５例，性别不限。在中医理论指导
下，严格遵循流行病学的原则，采用横断面的调查方

法，采集信息以面访方式进行记录，归档。每５例混
合为一个样品，每组３个样品，共计９个样品。
１２　诊断标准　１）诊断依据慢性心力衰竭诊断标
准及分期依据（２００７年中国慢性心力衰竭诊断治疗
指南）；２）证候诊断依据２００２年国家食品与药品监
督管理局颁布的《中药新药临床研究指导原则》，且

由３名中医医师盲诊，经辨证一致者入选。
１３　试剂与仪器　台式电动离心机（８０１，杰瑞
尔）；万分之一天平（ＨａｎｇＰｉｎｇＦＡ１００４，上海）；超声

仪（ＫＱ２５０ＤＥ）；数显电热培养箱（ＨＰＸ９０８２ＭＥ，上
海博讯）；飞行质谱仪（ＭＡＬＤＥＴＯＦ，Ｂｒｕｋｅｒ）；振荡器
（ＨＹ５型，江苏省金坛市）；高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
（岛津半制备型 ＨＰＬＣ系统流动相，Ａ液：１０ｍＭ
ＫＨ２ＰＯ４，２５％ ＡＣＮ，用 Ｈ３ＰＯ４ｐＨ３０；Ｂ液：１０ｍＭ
ＫＨ２ＰＯ４，２ＭＫＣｌ，２５％ ＣＡＮ，用 Ｈ３ＰＯ４ｐＨ３０，阳离
子交换柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ５ｕＳＣＸ１００Ａ）；制冰机
（ＳＩＭＦ１２４，ｓａｎｙｏ）；纳升级液相色谱（ＮａｎｏＬＣ，
ＰｒｏｘｅｏｎＥａｓｙｎａｎｏＬＣ，流动相 Ａ：Ｈ２Ｏ，０１％ＦＡ，Ｂ：
ＡＣＮ，０１％ＦＡ，色谱柱，Ｃ１８反相色谱微柱（１００ｍｍ
×７５μｍ），５ｍｉｃｒｏｎ）；纯水机（ＭｉｌｌｉＱ，Ｍｉｌｌｐｏｒｅ）；酶
标仪（ＢＩＯＴＥＸ公司，德国）；高压灭菌器（ＬａｂｏＡｕ
ｔｏｃｌａｖｅ，ｓａｎｙｏ）等。实验材料包括：ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ａｍ
ｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）；ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（Ｐｉｅｒｃｅ）；ｉＴＲＡＱ Ｒｅａｇｅｎｔ８ＰｌｅｘＭｕｌｔｉｐｌｅｘＫｉｔ
（１１３１１９，１２１）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ
９４４０４ＵＳＡ，批号：１００６０２３）；ｐｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＡｌｂｕｍｉｎ／
ＩｇＧＲｅｍｏｖａｌＫｉｔＣａｔＮｏ１２２６４２（Ｍｅｒｃｋ）；疏水性
Ｃ１８柱（ＳｔｒａｔａＴＭ ＸＰａｌｅｎｔｐｅｎｄｉｎｇＰｏｌｙｍｅｒｉｃＲｅｖｅｒｓｅｄ
Ｐｈａｓｅ）（ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）；２ＤＱＵＡＮＴＫｉｔ（ＧＥＨｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）；Ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ＴＥＡＢ）
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；ＴｒｙｐｓｉｎＧｏｌｄ，ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
Ｇｒａｄｅ（ｐｒｏｍｅｇａ）；ＺｉｐＴｉｐ ＰｉｐｅｔｔｅＴｉｐｓ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；
ＴＦＡ（ＭＥＲＣＫ）；ＣＨＣＡ（ＢＲＵＫＥＲ）；ＣＡＮ（ｆｉｓｈｅｒｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ）；ＩＡＭ（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ）。
１４　方法　１）样品制备：在患者入院第２天早晨
６：００—８：００取被检者空腹静脉血 ５ｍＬ，装入血清
管，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，取上清，分装至冻
存管，－８０℃保存；２）血清高丰度蛋白的去除；３）样
品沉淀及重溶；４）蛋白烷基化；５）２ＤＱＵＡＮＴＫｉｔ
（ＧＥ）定量及消化；６）蛋白复溶及标记；７）标记肽段
混合及 ＳＣＸ分离；８）除盐及冻干；９）样品复溶，
ＭＡＬＤＩ检测及上样；１０）数据库搜索及统计学处理。
１５　统计学方法　ＮＣＢＩｈｏｍａｎ库；Ｍａｓｃｏｔ软件。
得到质谱的ｗｊｆ、ｘｍｉ文件格式的数据用数据库搜索，
软件提取搜索结果中匹配肽段的保留时间、报告离

子的强度等信息进行蛋白鉴定及定量。数据都递交

至ＮＣＢＩ（ｈｏｍａｎ库）人数据库进行相应的搜索。我
们运用 ｄａｖｉｄ（ｈｔｔｐ：／／ｄａｖｉｄａｂｃｃｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／）对差
异蛋白进行富集分析，数据分析采用ｆｉｓｈｅｒＥｘａｃｔｔｅｓｔ
方法。鉴定到２个以上来自于同一个蛋白的肽段，
认为此蛋白可信，两两比值不等于１的肽段认为存
在差异。我们在本此实验中选取两两比值≥１２或
≤－１２，且Ｐ值 ＜００５，认为二者之间存在显著差
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异，正负值表示该蛋白显著上调或显著下调。

２　结果
我们使用ｉＴＲＡＱ技术结合二维液相色谱串联

质谱分析方法对健康对照组、ＣＨＦ气虚血瘀证组、
ＣＨＦ气阴两虚证组的血清蛋白质组进行了较为系统
的研究，研究设计每组１５例，每５例混合为一个样
品，每组３个样品，共计９个样品。比较 ＣＨＦ气虚
血瘀证、气阴两虚证组分别与健康对照组比较，找出

各组表达的差异蛋白，具体结果及详细描述如下。

２１　流行病学一般资料　３０例ＣＨＦ患者合并疾病
情况分析，所有入组 ＣＨＦ病例基础病因均为冠心
病，其中合并高血压者１４例，合并陈旧心梗者７例，
合并糖尿病和高血脂者各３例。见表１。

表１　３０例ＣＨＦ患者合并疾病的构成情况［例（％）］

组别 比例（％）

冠心病（ｎ＝３０） １０００
高血压（ｎ＝１４） ４６７
陈旧心梗（ｎ＝７） ２３３
糖尿病（ｎ＝３） １００
高血脂（ｎ＝３） １００

２２　３０例ＣＨＦ患者性别年龄分布情况　所有入组
ＣＨＦ病例在性别及年龄上比较，差异均无统计学意
义（Ｐ＞００５），具有可比性。见表２。

表２　３０例ＣＨＦ组性别年龄分布情况

组别 男（例） 女（例） 平均年龄（岁）

气虚血瘀组（ｎ＝１５） ６ ９ ６４９３±１２１６
气阴两虚组（ｎ＝１５） ８ ７ ６５３３±１０２８

２３　２与健康对照组比较各组间表达差异的蛋白
质　我们选取以１１９（或１２１）标记的健康对照组的
蛋白质作为参照，平行检测，３次生物学重复。那
么，３次ｉＴＲＡＱ的结果如何呢？经分析得知，第１组
已鉴定的蛋白质和表达差异蛋白质分别是３８７个和
３４个，第２组已鉴定的蛋白质和表达差异蛋白质分
别是３０５个和２９个，第３组已鉴定的蛋白质和表达
差异蛋白质分别是３８６个和３６个。去除冗余，实际
得到５８个蛋白，这５８个蛋白质在健康对照组、ＣＨＦ
气虚血瘀证、气阴两虚证组血清中分别被标记了已

知的同位素。比较某一蛋白质在不同组分之间的表

达差异，我们通过该蛋白在不同标记下的峰面积之

间的比值来计算。我们选取两两比值≥１２或≤ －
１２，且同时满足Ｐ＜００５时，我们认为该蛋白在相
应组中明显上调或明显下调。

２４　与健康对照组比较 ＣＨＦ气虚血瘀证组表达差

异的蛋白质　选择以１１９（或１２１）标记的健康对照
组的蛋白质作为参照，保证每一个样品技术重复２
次并且在３次ｉＴＲＡＱ实验中至少２次或３次出现表
达差异的蛋白质作为入选标准，共找到 ＣＨＦ气虚血
瘀证表达差异蛋白质１６个，其中１１个蛋白质表达
上调（向上的箭头），５个蛋白质表达下调（向下的箭
头）。具体分析结果见表３。

表３　与健康组比较ＣＨＦ气虚血瘀证差异蛋白质列表

序号 蛋白质名称 表达变化

１ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ ↑
２ ｇａｌｅｃｔｉｎ３ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ↑
３ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ９ ↑
４ ｉｎｔｅｒａｌｐｈａｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（ＩＴＩＨ１） ↑
５ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＤｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↑
６ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ５ｐｒｅｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ↑

７
ｉｎｔｅｒａｌｐｈａｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｆａｍｉｌｙｈｅａｖｙｃｈａｉｎ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＩＨＲＰ） ↑

８ ａｌｐｈａ２ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↑
９ ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↑
１０ ｇｉ｜３７１３８ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ↑
１１ ｇｉ｜１６５５３７３５ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ↑
１２ ＶｉｔａｍｉｎＤｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＤＢＰ；ＶＤＢ） ↓
１３ ｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ↓
１４ ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↓
１５ ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＴＢＰＡ；ＴＴＲ） ↓
１６ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣＩＩＩｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＡｐｏＣＩＩＩ） ↓

　　注：１、差异倍数≥１２倍；２、示：ＮＣＢＩ数据库中未找见的无名

蛋白质

表４　与健康组比较ＣＨＦ气阴两虚证差异蛋白质列表

序号 蛋白质名称 表达变化

１ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ９ ↑
２ ＩＨＲＰ ↑
３ ａｌｐｈａ２ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↑
４ ＩＴＩＨ１ ↑
５ ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ４ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↑
６ ｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ↑
７ ＴＢＰＡ ↑
８ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣＩＩ ↑
９ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ５ｐｒｅｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ↑
１０ ｇｉ｜１６５５３７３５ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ↑
１１ ｐｒｅｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＰｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ↓
１２ ＤＢＰ ↓
１３ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ（ＩｇＶＨ） ↓
１４ ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ↓
１５ ｇａｌｅｃｔｉｎ３ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ↓

　　注：１、差异倍数≥１２倍；２、示：ＮＣＢＩ数据库中未找见的无名

蛋白质

２４　与健康对照组比较 ＣＨＦ气阴两虚证组表达差
异的蛋白质　选择以１１９（或１２１）标记的健康对照
组的蛋白质作为参照，保证每一个样品技术重复２
次并且在３次ｉＴＲＡＱ实验中至少２次或３次出现表
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达差异的蛋白质作为入选标准，共找到 ＣＨＦ气阴两
虚证表达差异蛋白质１５个，其中１０个蛋白质表达
上调（向上的箭头），５个蛋白质表达下调（向下的箭
头）。具体分析结果见表４。
３　讨论

本研究拟通过运用 ｉＴＲＡＱ技术结合二维液相
色谱串联质谱技术研究 ＣＨＦ气虚血瘀证及气阴两
虚证患者血清样品，比较并归类血清表达差异的蛋

白质，筛选及可能做为ＣＨＦ证候特异性标志物。对
表达差异的蛋白进行归类，试图寻找可能与 ＣＨＦ中
医证候有关联的生物学指标或群，进而为 ＣＨＦ证型
规范化研究提供实验依据，有望更好的指导临床。

３１　与健康对照组比较 ＣＨＦ气虚血瘀证组表达差
异的蛋白质

３１１　表达上调的蛋白质　１）代谢紊乱：物质在体
内的消化、吸收、运转、分解等与生理有关的代谢过

程称为物质代谢。物质代谢既有同化作用又有异化

作用。提起代谢紊乱 ＣＨＦ气虚血瘀证组在本实验
中主要涉及到脂质代谢紊乱及透明质酸代谢异常。

前者主要包括载脂蛋白Ｅ、载脂蛋白Ｄ前体，而后者
主要包括ＩＴＩＨ１、ＩＨＲＰ。众所周知，脂类向身体各部
位的运输是靠脂蛋白（Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ）来完成的。血浆
中的各类脂蛋白都由蛋白质和脂类两部分组成，其

蛋白质部分主要为载脂蛋白（Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ａｐｏ）。
目前发现的载脂蛋白有 ２０种之多，主要有 ａｐｏＡ、
ａｐｏＢ、ａｐｏＣ、ａｐｏＤ、ａｐｏＥ、ａｐｏＪ等类型。主要在肝（部
分在小肠）合成，载脂蛋白是运载脂类物质及稳定脂

蛋白的结构等功能。载脂蛋白 Ｄ（ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＤ，
ａｐｏＤ）是一个２９ｋＤ的糖蛋白，它最初是在人血浆的
高密度脂蛋白中被分离出来的。ａｐｏＤ在结构上与
其他类型的载脂蛋白存在很大的差异，被归入脂肪

促成素家族。ａｐｏＤ可以与胆固醇、黄体酮、胆红素
等多种疏水性小分子结合，另外，ａｐｏＤ在多种脊椎
动物的各类组织中广泛表达，提示ａｐｏＤ在脊椎动物
中重要的生理功能。近来研究表明，ａｐｏＤ可作为多
种癌症及神经系统疾病的早期诊断标记物而备受关

注［８］。在本实验中我们发现 ＣＨＦ气虚血瘀证组有
载脂蛋白Ｄ前体，并且表达上调，可能说明 ＣＨＦ气
虚血瘀证有脂类代谢的变化。除此之外还有 ＡｐｏＥ，
它是存在于多种脂蛋白颗粒中，是正常人血浆脂蛋

白中重要的载脂蛋白成分，主要功能为运输并介导

某些脂蛋白与相应的受体。在神经系统中，ＡｐｏＥ参
与磷脂及胆固醇的动员和再分布，调节脂质代谢、维

持胆固醇平衡，同时还参与神经系统发育和损伤后

的修复过程。ＡｐｏＥ主要由肝脏产生，还有脑、脾、肾
上腺等组织和单核巨噬细胞也合成ＡｐｏＥ（约为总量
的１０％～２０％）［９］。另有文献指出 ＡｐｏＥ可作为肝
细胞癌ＨＣＣ的一个组织学标记物［１０］。间 α胰蛋白
酶抑制剂（Ｉｎｔｅｒａｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＩＴＩ）家族是在人和动
物的血液中存在的一种蛋白质［１１］，ＩＴＩ包括 ＩＴＩＨ１，
ＩＴＩＨ２，ＩＴＩＨ３，ＩＴＩＨ４和 ＩＴＩＨ５，以及轻链 ｂｉｋｕｎｉｎ。
Ｂｏｕｒｇｕｉｇｎｏｎ对人类健康肺组织和恶性组织中 ＩＴＩ
轻链和重链进行免疫组化观察，发现不但 ＩＴＩ轻链
与恶性肿瘤的发生有关，ＩＴＩ重链也与肿瘤的恶性转
化有关［１２］。本实验中发现的此类蛋白质有间α胰
蛋白酶抑制剂重链（ＩＴＩＨ１）、α胰蛋白酶抑制剂家族
重链相关蛋白（ＩＨＲＰ）在 ＣＨＦ气虚血瘀证组均上
调。ＩＴＩ家族所有成员在恶性肿瘤的发展进程中均
起着不同的重要作用［１３］。２）补体相关：补体是存在
于正常人和动物血清与组织液中的一组经活化后具

有酶活性的蛋白质。主要承担机体调节、免疫、炎性

反应、信号转导等多种功能。本实验中 ＣＨＦ气虚血
瘀证组与补体系统相关表达差异的蛋白质有 Ｃ９、补
体Ｃ５前蛋白原，且在 ＣＨＦ气虚血瘀证组的表达均
上调。有研究证明脑出血后补体级联激活 Ｃ９高表
达并有沉积［１４１５］。另有研究指出，与良性卵巢肿瘤

比较，在卵巢上皮性癌中，铜蓝蛋白、Ｃ９蛋白表达上
调［１６］。３）免疫相关：α２巨球蛋白前体（Ａｌｐｈａ２
ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）为 α２巨球蛋白的前体物
质。α２巨球蛋白是血浆中一种主要的四聚体糖蛋
白，是由肝细胞与单核吞噬细胞系统中合成，是所有

已知内蛋白酶的循环性抑制剂。对人体许多病理、

生理过程发挥重要作用［１７］。它与淋巴网状系统细

胞的发育和功能有密切联系。该蛋白在 ＣＨＦ的气
虚血瘀证组中表达上调。４）炎性反应相关：与炎性
反应相关蛋白质主要是血清淀粉样蛋白Ａ４蛋白前
体（ＳＡＡ４）。我们知晓血清淀粉样蛋白 Ａ（Ｓｅｒｕｍ
ＡｍｙｌｏｉｄＡ，ＳＡＡ）通常被认为是炎性反应的主要蛋白
之一，ＳＡＡ家族有４个成员，分别按被发现的顺序命
名为 ＳＡＡ１、２、３、４，最近越来越多的报道 ＳＡＡ参与
了多种恶性肿瘤发生发展［１８］。５）细胞凋亡相关：半
乳糖凝集素３结合蛋白（Ｇａｌｅｃｔｉｎ３ｂｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ）
为一种β半乳糖苷结合的凝集素，是脊椎动物半乳
糖凝集素家族中的一种亚型，相对分子质量为 ３１
０００，它可通过与配体的反应发挥很多生物学效应。
半乳糖凝集素３在活化的嗜碱性细胞、巨噬细胞、上
皮细胞及一些感觉神经元中表达最多。它主要存在

于细胞浆中，尚可存在于细胞核、表面或胞外［１９］。
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现已证实半乳糖凝集素３在许多上皮细胞和免疫细
胞中有表达且参与多种细胞功能，尤其在 ｍＲＮＡ剪
接过程中发挥重要的作用，它还参与细胞生长，免疫

调节等。有一项研究证明，恶性肿瘤中半乳糖凝集

素３表达增高可能与它刺激细胞增殖及抑制细胞凋
亡相关［２０］。本实验中半乳糖凝集素３结合蛋白在
ＣＨＦ在气虚血瘀证组表达上调。６）无名蛋白质：发
现２个ＮＣＢＩ库中无名蛋白质分别为ｇｉ｜３７１３８和ｇｉ｜
１６５５３７３５，前者１３个肽段被标记，后者２个肽段被
标记。

３１２　表达下调的蛋白质　１）代谢相关：代谢相关
的蛋白质主要有胰蛋白酶抑制剂、ＴＢＰＡ、载脂蛋白
ＣⅢ前体，下面逐一探讨。胰蛋白酶抑制剂（Ｔｒｙｐｓｉｎ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），它抑制胰蛋白酶及糜蛋白酶，从而阻止胰
腺中其他活性蛋白酶原的激活及其他的自身激活。

本次实验中 ＣＨＦ气虚血瘀证组该蛋白表达下调。
ＴＢＰＡ是甲状腺素运载蛋白的前体物质，有报道称，
肺淀粉样病变的淀粉样物的来源主要来自血浆甲状

腺素运载蛋白。本实验中发现，与健康对照组比较

该蛋白在 ＣＨＦ气虚血瘀证组下调。我们晓得载脂
蛋白Ｃ是目前所知载脂蛋白中分子量最小的一类，
在本实验中与健康对照组比较 ＣＨＦ气虚血瘀证组
ＡｐｏＣⅢ前体下调。５０年代Ｓｈｏｒｅ等分别报道，ＶＬＤＬ
中ＡｐｏＡ和 Ｂ外，还有第３种载脂蛋白。２）免疫相
关：ＤＢＰ是一种具有多种功能的蛋白质，主要参与维
生素Ｄ的转运和清除肌动蛋白，并具有免疫调节作
用［２１］。本实验中ＣＨＦ气虚血瘀证组表达下调。３）
炎性反应相关：我们知道炎性反应在冠心病发病过

程中的作用，但是炎性反应是否参与 ＣＨＦ的形成机
制呢？我们在ＣＨＦ组中发现铜蓝蛋白前体（Ｃｅｒｕｌｏ
ｐｌａｓｍｉｎＰｒｅｃｕｒｓｏｒ），是铜蓝蛋白（ＣＰ／ＣＥＲ）的前体物
质。ＣＰ是血清中的含铜蛋白质，结合６或７个铜离
子，亮蓝色，在铜解毒和贮存以及铁代谢中起重要作

用，有可能参与清除氧自由基和超氧阴离子。本实

验中发现，与健康对照组比较该蛋白在 ＣＨＦ气虚血
瘀证组表达下调。

３２　与健康对照组比较 ＣＨＦ气阴两虚证组表达差
异的蛋白质

３２１　表达上调的蛋白质　与健康对照组比较，
ＣＨＦ气阴两虚证组表达上调的蛋白质有Ｃ９、ＩＨＲＰ、
α２巨球蛋白前体、ＩＴＩＨ１、ＳＡＡ４前体、胰蛋白酶抑制
剂、ＴＢＰＡ、补体 Ｃ５前蛋白原、ＡｐｏＣＩＩ和 ｇｉ｜
１６５５３７３５，以上１０个蛋白在前面均已叙述过，在此
省略。

３２２　表达下调的蛋白质　与健康对照组比较，
ＣＨＦ气阴两虚证组表达下调的蛋白质有 ＤＢＰ、铜蓝
蛋白前体、半乳糖凝集素３结合蛋白、前血清淀粉样
蛋白Ｐ（ＰｒｅｓｅｒｕｍＡｍｙｌｏｉｄＰＣｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＳＡＰ）、免疫
球蛋白重链可变区（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＨｅａｖｙＣｈａｉｎ
ＶａｒｉａｂｌｅＲｅｇｉｏｎ，ＩｇＶＨ），其中前３者均已在前面叙述
过，下面主要详细探讨后两者蛋白质。

ＳＡＰ是一种非纤维血浆糖蛋白，属于 ｐｅｎｔｒａｘｉｎ
家庭，系由肝脏合成的糖蛋白，广泛存在于所有脊椎

动物的血液中，人血清中的含量约为３０～５０ｍｇ／Ｌ，
它由１０个相同的分子量均为２５ＫＤ的亚基组成，亚
基间通过非共价键连接而成２个完全相同的环状平
行五聚体蛋白质［２２２３］。ＳＡＰ通过 Ｃａ２＋依赖性方式
与多种配体结合，包括纤连蛋白、黏多糖、Ｃ４ｂ结合
蛋白、补体成分、聚合 ＩｇＧ、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、淀粉
样原纤维、胶原蛋白等。ＳＡＰ可能通过激活并调节
补体系统干扰脂蛋白代谢，参与淀粉样蛋白的形

成［２４］。张凤珍等报道称［２５］，血浆 ＨＤＬ的生理功能
是完成胆固醇的逆转运，将肝外组织胆固醇转运到

肝内转化排泄，故 ＨＤＬ有利于降低血胆固醇，将其
视为有抗动脉粥样硬化作用。ＶＬＤＬ可将肝内合成
的内源性ＴＧ转运出肝到外周组织，经 ＬＰＬ催化降
解为脂肪酸和甘油。ＬＤＬ将肝内合成内源性胆固醇
转运到外周组织，故将其视为致动脉粥样硬化因子。

人血清中，ＳＡＰ与 ＨＤＬ呈负相关，与 ＶＬＤＬ呈正相
关。ＳＡＰ与血浆 ＨＤＬ、ＶＬＤＬ结合，具有较高亲和
力，而不与 ＬＤＬ结合。研究还显示，ＳＡＰ的功能与
连接脂蛋白相互作用的能力相关，特别在动脉粥样

硬化和淀粉样病变的发病机制中起了重要作用。还

发现，它有助于保持淀粉样蛋白沉积的稳定。与健

康对照组比较ＳＡＰ在ＣＨＦ气阴两虚证组表达下调，
说明有脂类代谢的变化。

免疫球蛋白重链可变区（ＩｇＶＨ），重链大小约为
轻链的２倍。根据 Ｈ链抗原性的差异将其分为 ５
类：μ、γ、α、δ和 ε链，不同 Ｈ链和 Ｌ链（κ或 λ链）
组成完整Ｉｇ的分子分别称之为ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ和
ＩｇＥ。γ、α和δ链上含有４个肽，μ和 ε链含有５个
环肽。Ｉｇ是体液免疫应答中，免疫功能最重要的免
疫分子。该蛋白质在ＣＨＦ气阴两虚证组表达下调。

总之，利用ｉＴＲＡＱ技术结合二维液相色谱串联
质谱技术检测结果在一定程度上能够反映 ＣＨＦ气
虚血瘀证及气阴两虚证的生物学基础，可能更客观

的评价证候特征，有可能为 ＣＨＦ证候的诊治提供新
的血清标志物。但是，机体是一个完整的、相互联系

·５１１２·世界中医药　２０１８年９月第１３卷第９期



的复杂体系，而证候则是对机体在疾病某一阶段的

整体状态的反应。因此，很难简单地用一个或几个

蛋白质的变化来囊括此状态。某一个蛋白质的上调

或下调往往会影响上下游几个蛋白的表达状态。需

要从“同病异证”和“异病同证”的蛋白表达谱差异

中寻找证候的共同性和差异性，从而揭示证候的科

学内涵。故，我们在将来的研究中，更应该深入研

究，在中医证候学领域进行更广、更深的研究。
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