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基于 Ｌａｂｌｅｆｒｅｅ蛋白质组学技术研究大黄素
致大鼠肝损伤作用机制
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摘要　目的：探索连续４周服用大黄素对大鼠肝组织蛋白表达的影响。方法：选取以大黄折算临床剂量１００倍的大黄素
灌胃ＳＤ大鼠４周（ＨＧ１，ＨＧ２，ＨＧ３，ＨＧ４）为模型，采用Ｌａｂｌｅｆｒｅｅ蛋白质组学方法检测肝组织蛋白表达，并对所得结果进
行分析。结果：通过筛选，ＨＧ１、ＨＧ２、ＨＧ３、ＨＧ４组中分别有１５８个、６５０个、２１９个、３７８个差异蛋白，这些差异蛋白经 ＧＯ
分析发现主要与细胞和代谢过程相关。其中，４组中共有差异蛋白２５个，ＧＯ分类表明２５个蛋白中有１０个为与催化活性
相关的蛋白。大黄素的存在使α２ＨＳ糖蛋白（热稳定性糖蛋白）表达上调，该蛋白的浓度与肝病的严重程度正相关；并且
组织蛋白酶家族蛋—富含半胱氨酸的蛋白酶表达下调。结论：长期服用大黄素会增加肝损伤的概率，其可能是由于含半

胱氨酸蛋白酶的表达下调，使组织功能出现紊乱，导致肝损伤的出现，并且这一结果在低剂量组中也得到了印证。
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　　大黄素是一种蒽醌类衍生物，主要来源于蓼科
植物掌叶大黄根茎，其化学名称为１，３，８三羟基６
甲基蒽醌（１，３，８ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ６ｍｅｔｈｙｌａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ），
是中药大黄、何首乌、决明子等的主要有效单体物

质。长期以来，大黄素被中医学认为其主要具有泻

下、抗菌消炎、抗肿瘤、免疫抑制、保肝、抗肾纤维化

等药理作用［１６］。然而，近年来对于大黄蒽醌致肝损

伤的报道层出不穷，发现大黄素在５种蒽醌中含量
是相对较高的，且美国国家卫生研究院对大黄素的

长期药用的毒性进行了详细的阐述并表明长期服用

大黄素会导致大鼠出现肝损伤［７］；何首乌９５％乙醇
洗脱物是引起其肝损伤的主要物质，而大黄素是导
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致肝细胞损伤的成分之一［８］。何首乌主要有效成分

大黄素、大黄酸和二苯乙烯苷在不同浓度下不同作

用时间对肝细胞 Ｌ０２和 ＢＥＬ肝癌细胞影响的研究
认为蒽醌类成分大黄素和大黄酸是何首乌肝脏不良

反应的主要成分［９］。大黄素作为常用中草药的有效

成分，使用频率之高使得我们对其安全性问题格外

重视，但是目前对大黄素肝毒性的物质基础和作用

机制尚不清楚，这严重制约了含有该成分的药物的

临床应用，因此进行相关的研究是十分有必要的。

本研究是基于课题组之前的研究结果［１０］，运用

蛋白质组学技术研究高剂量（１５００ｍｇ／ｋｇ相当于大
黄临床等效剂量的１００倍）的大黄素在不同时间点
（ＨＧ１，给药 １周；ＨＧ２，给药 ２周；ＨＧ３，给药 ３周；
ＨＧ４，给药４周）对大鼠肝脏的影响。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，雄性，９周
龄，体质量（２００±１０）ｇ。由北京维通利华实验动物
技术有限公司提供。适应性喂养１周，恒温，恒湿，
自由饮水，普通饲料。

１１２　药物　大黄素，购自成都瑞芬思生物科技有
限公司，ＣＡＳ号：５１８８２１，纯度≥９８％。
１１３　试剂与仪器　主要试剂：十二烷基磺酸钠
（ＳＤＳ，美国，Ａｍｒｅｓｃｏ，货号：１５１２１３）；蛋白酶抑制
剂（ＰＭＳＦ，瑞士，Ｓｉｇｍａ，货号：Ｐ８３４０１ＭＬ）；胰蛋白酶
（ＴｒｙｐｓｉｎＧｏｌｄ，美国，Ｐｒｏｍｅｇａ，货号：Ｖ５２８０）、乙腈
（Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ＣＡＮ，美国，Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，货号：Ａ９９８
４；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧云天，货号：Ｐ００１２）。

主要仪器：ＮＥＣ９００型压缩式雾化器（ＯＭＲＯＮ，
ＮＥＣ９００）、自制雾化箱（６０ｃｍ×５０ｃｍ×４０ｃｍ）、冷
冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，５８１０）、真空冷冻干燥机（Ｔｈｅｒ
ｍｏｓａｖａｎｔ，ＭｏｄｕｌｙｏＤ２３０）、ＥａｓｙｎＬＣ １０００系 统
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、分析型液相色谱 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００
（Ａｇｉｌｅｎｔ，１２００）、ＱＥｘａｃｔｉｖｅ系统（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、
ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ５０软件（ＡＢＳＣＩＥＸ）。
１２　方法
１２１　样本选择　本研究以课题组前期研究为基
础，意图利用蛋白质组学技术分析在不同时间点时，

高剂量与空白对照组之间的差异，利用前期采集的

样本，进一步阐述大黄素致肝损伤的作用机制。

１２２　蛋白提取及酶解　１００ｍｇ肝组织样本，加入
５００μＬ细胞和组织裂解液和 ５μＬ蛋白酶抑制剂
（ＰＭＳＦ），低温匀浆、超声破碎。溶液４℃下１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清，去除不容性杂质。上清

液即为组织的总蛋白溶液，采用 ＢＣＡ测定提取的蛋
白浓度并分装后储存于－８０℃备用。

取２０μＬ等浓度样本，做十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳｏｄｉｕｍＤｏｄｅｃｙｌＳｕｌｆａｔｅＰｏｌｙａｃｒｙｌ
ａｍｉｄｅＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ），用考马斯亮
蓝染色后，将凝胶胶置于玻璃皿中，切下条带，然后

将胶条带切成小块；加入蒸馏水润洗２遍；加入适量
的脱色液，置于３７℃恒温培养箱中，脱色３０ｍｉｎ；吸
去脱色液，加入适量的纯ＡＣＮ润洗，吸去ＡＣＮ，再加
入ＡＣＮ，放置１０ｍｉｎ，吸出ＡＣＮ，用真空离心浓缩仪
脱水使胶块干燥；向干燥的胶块中加入２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ溶液，置于空气加热器中，５５℃，４５ｍｉｎ；加适量
ＡＣＮ润洗，后吸干，再加 ＡＣＮ，１０ｍｉｎ，吸去 ＡＣＮ，真
空浓缩脱水；加入适量的 ５５ｍｍｏｌ／ＬＩＡＡ（Ｉｏｄｏａｃｅｔ
ａｍｉｄｅ）溶液，避光３０ｍｉｎ；ＡＣＮ润洗，后用ＡＣＮ浸泡
１０ｍｉｎ，冷冻干燥脱水；加胰蛋白酶，将胶粒没过，倒
置于３７℃恒温箱中，１２～１６ｈ；用１μＬ的１０％ ＴＦＡ
溶液终止酶解反应，１０×ｇ离心，是胶粒和溶液分
开，吸出溶液，置于一个新的离心管中；加入没过胶

粒的萃取液（５０％ＡＣＮ，０１％ ＦＡ），３７℃，３０ｍｉｎ，取
上清液与之前的上清液合并。此步骤重复２次；将
上清液放在真空离心浓缩仪中浓缩，剩１～２μＬ的
时候取出离心管，加入 ２０μＬ的 ０１％ ＦＡ溶液复
溶，振荡混匀后离心，重复２次；将溶液加入质谱上
样瓶中，进质谱检测。

上述实验进行３次独立的生物学重复（即将每
组的１２个肺组织，均匀混样为３个样品，分别进行
独立实验）。

１２３　液相色谱串联质谱分析
１２３１　反向液相色谱分离　将制备好的样本用
ＴｈｅｒｍｏＤｉｏｎｅｘ终极３０００高效液相色谱系统进行分
离，梯度洗脱６０ｍｉｎ，流速０２５μＬ／ｍｉｎ，这是直接干
扰热ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ质谱仪。分析柱是自制的
熔融石英毛细管柱（７５μｍＩＤ，１５０毫米长度；Ｃ１８
（３００Ａ，５μｍ；Ｖａｒｉａｎ，Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）。流动相 Ａ由
０１％甲酸水组成，流动相 Ｂ由乙腈和０１％甲酸组
成。

１２３２　质谱鉴定　质谱采用 ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ系统
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），纳升喷雾离子源，喷雾电压为
１６ｋＶ，毛细管温度为２５０℃，质谱扫描方式为数据
依赖的采集工作模式下（ＤＤＡ，ＤａｔａＤｅｐｅｎｄｅｎｔＡｎａｌ
ｙｓｉｓ），每次全扫描后最多采集２０个碎片图谱。全扫
描分辨力：７００００；ＭＳ／ＭＳ分辨力：３００００；母离子扫
描范围：４００～１８００ｍ／ｚ；碰撞能量：３５％ ＣＩＤ。
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１２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ验证试验　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试
验利用目的蛋白的抗体作为一抗，ＨＲＰＩｇＧ作为二
抗。肝组织中的蛋白通过ＳＤＳＰＡＧＥ进行初步分离
后，转移到０４５μｍ的硝酸纤维素膜上，转膜过程在
低温下完成。转移到硝酸纤维素膜的蛋白用浓度为

５％的脱脂奶粉封闭液室温封闭２ｈ，封闭液为脱脂
奶粉溶于含有１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０２％ Ｔｗｅｅｎ２０和
００５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ７５）（ＴＢＳＴ）。在封闭之后的硝酸纤维素膜用含
有５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液中，目的蛋白与其一抗
进行孵育，室温下２ｈ。彻底清洗硝酸纤维素膜后，
在室温下用 ＨＳＰＩｇＧ（１：５０００溶于含有５％脱脂奶
粉的ＴＢＳＴ中）孵育２ｈ。结合的抗体通过ＳｕｐｅｒＳｉｇ
ｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏＴｒｉａｌＫｉｔ的化学发光法进行检测。
１３　统计学方法
１３１　蛋白鉴定及差异蛋白筛选　将通过实验得
到的串联质谱数据与数据库模拟得到的理论质谱数

据进行匹配，从而得到蛋白质鉴定的原始结果。数

据处理采用含 Ｐａｒａｇｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ算法的 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ
Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ５０（ＡＢＳＣＩＥＸ，ＵＳＡ）软件进行，本次实
验使用的数据库为大鼠数据库，数据库来源于 Ｕｎｉ
ｐｒｏｔ。基于蛋白质鉴定的原始结果进行分析筛选得
到可信蛋白。可信蛋白筛选标准：Ｐｅｐｔｉｄｅ≥１。

基于可信蛋白进行显著差异表达蛋白的筛选。

差异蛋白筛选标准：首先将３次实验的可信蛋白数
据进行合并，利用ｖｌｏｏｋｕｐ函数，将３次实验中相同
ＩＤ的蛋白合并到一起。然后利用组内比较设置矩
阵数组，最后利用ｔｔｅｓｔ算法计算出模型组与空白对
照组的差异变化倍数ＦＣ以及差异显著性值Ｐ，采用
Ｐ＜００５，且 ＦＣ变化为 １５倍进行差异蛋白筛选
（即ＦＣ＞１５或ＦＣ＜０６７）。
１３２　生物信息学分析　基因本体论（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌ
ｏｇｙ，ＧＯ）是基因本体联合会（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙＣｏｎｓｏｒｔｉ
ｕｍ）建立的数据库，可以用一套具有动态形式的控
制字集（ＣｏｎｔｒｏｌｌｅｄＶｏｃａｂｕｌａｒｙ），来描述基因及蛋白
质在细胞内所扮演的角色，从而来全面描述生物体

中基因和基因产物的属性。本实验采用 Ｐａｎｔｈｅｒ和
Ｄａｖｉｄｅ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｐａｎｔｈｅｒｄｂｏｒｇ／和 ｈｔｔｐｓ：／／
ｄａｖｉｄｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／ｈｏｍｅｊｓｐ）对筛选的差异表达蛋白
质进行ＧＯ分类注释和富集分析。

蛋白互作基于 Ｓｔｒｉｎｇ数据库进行分析，ｓｔｒｉｎｇ数
据库是蛋白质间预测的功能相关性的一个数据库，

可以搜寻已知蛋白质之间和预测蛋白质之间相互作

用的系统。这种相互作用既包括蛋白质之间的物理

相互作用，也包括蛋白质之间的功能相关性。利用

蛋白之间的相互作用关系，可以推测其作用方式及

机制。

２　结果
２１　差异蛋白筛选及ＧＯ富集　以Ｐ＜００５，ＦＣ变
化倍数大于１５为标准筛选各组间差异蛋白。与空
白组比较，ＨＧ１组中有 １５８种蛋白的表达有差异，
ＨＧ２组中由６５０个差异蛋白，ＨＧ３中有２１９个差异
蛋白，ＨＧ４中有３７８个差异蛋白。通过Ｐａｎｔｈｅｒ软件
分析，发现各组中的差异蛋白均主要参与代谢过程

和细胞过程（图１）。

图１　高剂量１、２、３、４周中各差异蛋白生物过程聚类分析
　　注：ａ、ｂ、ｃ、ｄ分别代表高剂量ＨＧ１、ＨＧ２、ＨＧ３、ＨＧ４组

图２　高剂量４组的韦恩图
　　注：１、２、３、４分别代表ＨＧ１、ＨＧ２、ＨＧ３和ＨＧ４组

　　利用４组中的差异蛋白做韦恩图（图２），结果
发现有２５个蛋白是在４组中都存在的（表１）。随
着时间的推移，大黄素对肝组织的破坏作用是逐步

加重的，贯穿在４周中一直发生变化的蛋白是与大

·２２３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．２



表１　２５个共有差异蛋白

蛋白ＩＤ 名称 肽段覆盖率（％） 评估分数 上调／下调 Ｐ值

Ｆ１ＬＲＪ９ 硒结合蛋白１ １４２６３３ ５６０５ ↑ ００１６５４９
Ｑ４ＫＭ３５ 蛋白酶体亚基β１０ ５２８１ １９０５ ↑ ３８７Ｅ０５
Ｐ１８４２０ 蛋白酶体亚基α１ ６１９５ ３４２２ ↑ ０００２６７６
Ｑ９ＪＪ１９ Ｎａ（＋）／Ｈ（＋）离子交换因子ＮＨＥＲＦ１ ７０１７ ３１７４ ↑ ００１０８７５
Ｐ２４０９０ α２ＨＳ糖蛋白（热稳定性糖蛋白） ６４８８ １９０３ ↑ ００２６７８９
Ｇ３Ｖ７Ｉ０ 过氧化物酶３ １８７２ ４６７ ↓ ０００７７６２
Ｑ６８ＦＳ４２ 氨基肽酶２ ５９８５８ ３９５５ ↑ ０００３９３１
Ｐ４０３０７ 蛋白酶体亚基β２ ２７５１０ ３５３２ ↑ ０００５５１３
Ｍ０ＲＥ００ 微管蛋白Ａ １４６８ ３１１８ ↑ ００００２１３
Ｐ６３０１８ 热休克蛋白（７１ｋＤａ） ２６７６２９ ５６０４ ↑ １５７Ｅ０５
Ｄ３ＺＺＲ３ 组织蛋白酶Ｓ １５６７ １００３ ↓ ００４８６６６
Ｇ３Ｖ９Ｎ８ ＡＰ１复合物β１ １２７９９ １４８６ ↓ ００３５８０１
Ｍ０ＲＤＣ５ 乙酰ＣｏＡ结合蛋白 ２１５６７ ６６２８ ↑ ０００６５９４
Ｆ１ＬＳＱ６ 蛋白酶体亚基α ２５２７８ ４８０３ ↑ ０００４９１
Ｑ６６Ｈ４５ 肽重复序列结构３６ ４３６５ ２３６６ ↑ ００１２４８３
Ｐ６１４５９ 喋呤４α甲醇胺脱水酶 ２２６９０ ６４４２ ↑ ４２１Ｅ０６
Ｂ５ＤＦＤ８ 谷氨酸类蛋白 １７１３ ３８６０ ↑ ００１４４１９
Ｄ４Ａ５Ｘ８ Ａｈｃｙｌ１蛋白因子 １４５３ １８９ ↓ ０００３４６９
Ｐ０１０４１ 半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｂ ２９２０ ５１０２ ↑ ００２３３６６
Ｆ１ＬＲＥ１ 谷胱甘肽还原酶 ２１８５０ ４３６６ ↑ ００２９５５７
Ｐ０７６３２ 超氧化物歧化酶［ＣｕＺｎ］ ７７５３２ ５２６０ ↑ ０００２４２８
Ｄ４Ａ５Ｌ９ 蛋白因子ＬＯＣ６７９７９４ １３０１３ ４９５２ ↑ ０００１６０１
Ｄ４Ａ３Ｅ２ 氨肽酶１ ６７８９ １７４８ ↑ ０００９４９２
Ｑ６２６６９ 蛋白因子Ｈｂｂｂ１ ７７５３６ ６８７１ ↑ ００１９４５７
Ｑ６ＩＲＫ９ 羧肽酶Ｑ ４８５７７ ３５８１ ↑ ００３９９３２

表２　１０个与催化活性相关的蛋白

蛋白ＩＤ 名称 肽段覆盖率（％） 评估分数 上调／下调 Ｐ值

Ｑ４ＫＭ３５ 蛋白酶体亚基β１０ ５２８１ １９０５ ↑ ３８７Ｅ０５
Ｐ１８４２０ 蛋白酶体亚基α１ ６１９５ ３４２２ ↑ ０００２６７６
Ｐ２４０９０ α２ＨＳ糖蛋白（热稳定性糖蛋白） ６４８８ １９０３ ↑ ００２６７８９
Ｐ４０３０７ 蛋白酶体亚基β２ ２７５１０ ３５３２ ↑ ０００５５１３
Ｐ６３０１８ 热休克蛋白（７１ｋＤａ） ２６７６２９ ５６０４ ↑ １５７Ｅ０５
Ｄ３ＺＺＲ３ 组织蛋白酶Ｓ １５６７ １００３ ↓ ００４８６６６
Ｐ６１４５９ 喋呤４α甲醇胺脱水酶 ２２６９０ ６４４２ ↑ ４２１Ｅ０６
Ｐ０７６３２ 超氧化物歧化酶［ＣｕＺｎ］ ７７５３２ ５２６０ ↑ ０００２４２８
Ｄ４Ａ５Ｌ９ 蛋白因子ＬＯＣ６７９７９４ １３０１３ ４９５２ ↑ ０００１６０１
Ｑ６ＩＲＫ９ 羧肽酶Ｑ ４８５７７ ３５８１ ↑ ００３９９３２

黄素的破坏作用直接相关的，在２５个共有差异蛋白
中，有２１个蛋白在４组中均表达上调，４个蛋白在４
组中均表达下调。

２２　２５个差异蛋白功能聚类分析　通过 Ｐａｎｔｈｅｒ
软件的蛋白功能聚类分析发现，２５个蛋白中有 １０
个蛋白是有催化活性，２个有抗氧化活性，３个与蛋
白连接相关（图３），且有９个蛋白表达上调（表２），
说明这９个蛋白与大黄素导致的肝损伤极为相关：３
个为蛋白酶体蛋白以及１个热休克蛋白７０家族蛋
白高表达；另外，α２ＨＳ糖蛋白（热稳定性糖蛋白）
在４组中的表达量均为上调。此外，１０个蛋白中有
１个蛋白：组织蛋白酶 Ｓ，该酶为半胱氨酸蛋白酶家

族成员，富含半胱氨酸，而大黄素的存在影响了含半

胱氨酸蛋白的正常表达，使组织蛋白酶 Ｓ的功能不
能正常发挥。

由图４可见，２５个相关蛋白主要可以分为两部分，
一部分是与蛋白酶体相关的蛋白，主要是用来水解

错误折叠的蛋白质；另一部分是ＨＳＰ７０相关通路。
２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ）验证试验　蛋白质组学
数据结果分析显示，大黄素的存在使 α２ＨＳ糖蛋
白（热稳定性糖蛋白）和ＨＳＰ７０表达上调，而与空白
对照组相比组织蛋白酶Ｓ在各组中均为下调。结果
如图５所示，随着时间的延长，各个蛋白的表达量与
组学数据一致。并且无论是在高剂量组还是在低剂
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量组，组织蛋白酶都有表达下调的趋势（图６）。

图３　２５个共有差异蛋白功能聚类分析

图４　大鼠肝组织中共有差异蛋白相互作用
　　注：圆球表示蛋白，直线线表示２个蛋白之间有相互作用关系，

且线越粗作用方式越明显及多样，红色的圆球为１４个在细胞基质中

的蛋白

图５　各差异蛋白ＷＢ验证结果

图６　各组织蛋白酶在高低剂量组中的表达
　　注：ＣＧ为空白对照组，ＨＧ１为高剂量１周组，ＬＧ为低剂量组

３　讨论
黄素在体外有良好的药理活性，如抗氧

化［１１１３］，抗炎［１４１５］，抗血管生成［１６１７］，诱导细胞凋

亡［１８２０］，但由于对大黄素体内代谢缺乏详细了解，

大黄素的作用机制仍然是一个未解的问题。因此，

为了清楚大黄素在体内与哪些蛋白有相互关系，是

否安全，我们设计了一系列实验。前期研究发现，灌

胃高剂量的大黄素时，大鼠肝组织切片内部会有炎

性反应出现，并且随着时间的延长而加重，最终在第

四周时出现脂肪空泡。ＨＧ１（第１周）组与空白对照
组比较，有１５８个差异蛋白。经过数据分析发现，大
黄素使肝细胞中的质子传输受到影响，进而影响能

量代谢，并且这一影响也在低剂量组中也同样存在。

既然灌胃高剂量大黄素１周时，肝组织蛋白变化明
显，那么随着时间的推移，大黄素的影响是否会加

剧？导致肝损伤出现的原因是什么？

本试验通过对高剂量给药４周４个时间点的大
鼠肝组织做蛋白质组学数据分析发现，２５个差异蛋
白是在４组差异蛋白中共同存在的，２１个蛋白在４
组中均表达上调，４个蛋白在 ４组中均表达下调。
蛋白酶体蛋白亚基及热休克蛋白７０家族表达上调，
蛋白酶体蛋白与热休克蛋白７０家族均与蛋白质的
高级结构密切相关，试验结果说明蛋白质高级结构

错误概率增加，使一些蛋白质合成功能的出现紊乱。

在催化活性的蛋白当中，α２ＨＳ糖蛋白（热稳定性
糖蛋白），该蛋白的含量可以在一定程度上指示肝

病的发展状况，是一个新型的肝病早期预测指

标［２１］。本实验中，４组中该蛋白表达量均为上调，
说明随着时间的推移肝组织受到了一定程度的破

坏，也进一步说明大黄素的长期用药可以导致肝损

伤。此外，１０个催化活性蛋白中有１个蛋白：组织
蛋白酶Ｓ表达下调，该酶为半胱氨酸蛋白酶家族成
员，富含半胱氨酸，该酶的下调可能是因为大黄素与

半胱氨酸的加合反应导致合成蛋白的原料耗竭，无

法正常合成该酶，这与文献报道结果相一致［２２］。并

且这一结果在ＷＢ数据中也得到了证实：无论高剂
量还是低剂量，大黄素都能引起含半胱氨酸的组织

蛋白酶表达下调，这也说明长期服用大黄素会增加

肝损伤的概率，不建议长期大剂量服用。

长期服用大黄素会导致大鼠肝组织出现炎性反

应，有引起肝损伤的风险。通过蛋白质组学分析发

现，大黄素可以使组织蛋白酶家族中的几个重要酶

表达下调，影响正常的肝组织功能。并且无论是在

高剂量组还是在低剂量组，这种影响都是存在的。

·４２３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．２



致谢：杨晓伟负责实验的设计、实施和论文的撰

写；张银环、段飞鹏负责部分实验数据的整理；肖红

斌为本实验提供了思路及指导。
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