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四物汤对血虚证模型大鼠肝线粒体蛋白质组的影响
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［摘 要］ 目的 探讨四物汤治疗血虚证的机理。方法 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为模型组、治疗组、正常组各 ６只。模型组和治疗组大
鼠在第 １、４、７ｄ皮下注射 ２％乙酰苯肼生理盐水注射液，第 ４ｄ起模型组生理盐水灌胃，治疗组给予四物汤灌胃，正常组给予生理盐
水，连用 ７ｄ后，检测外周血象、肝脾湿重；提取肝脏线粒体蛋白质，用双向电泳等蛋白质组学技术测定大鼠肝线粒体中有影响的蛋
白质。 结果 模型组大鼠出现萎靡、苍白等血虚症状，肝脾明显肿大，红细胞数和血红蛋白量明显降低，白细胞、网织红细胞计数明
显升高（爮＜００１）；四物汤治疗后外观较快恢复，红细胞、血红蛋白、网织红细胞数较上升（爮＜００１）；模型大鼠肝线粒体蛋白质与
正常相比有 １４个能量代谢相关蛋白质的水平发生改变，四物汤可使这些改变的蛋白质水平有所恢复。 结论 四物汤可以调节肝
线粒体内一些酶和伴侣分子，清除自由基和过氧化物，稳定线粒体结构，保护线粒体功能；改善糖、脂类、蛋白质代谢，从蛋白质分子
水平改善血虚动物的虚损状况。
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四物汤是治疗血虚证的中医名方。研究显示，四物
汤从外周血、骨髓蛋白质的表达等方面改善血虚患者
的造血功能［１］。化学物质中毒是血虚证的一种常见原
因，乙酰苯肼（ＡＰＨ）诱导血虚模型在血虚证型研究中
具有代表性［２］。血虚证机体功能低下，能量代谢障碍。
肝脏是机体物质代谢的重要器官，线粒体是细胞进行
能量代谢的重要场所。线粒体的蛋白质主要与氧化磷
酸化的三羧酸循环和氧化呼吸链有关。故选用肝细胞
线粒体为研究对象，用蛋白质组学技术从分子水平探
讨四物汤补益作用的机制。

１ 材料与方法

１１ 药物
四物汤按《太平惠民和剂局方》的折算剂量称取熟

地黄 １５ｇ、当归 １０ｇ、白芍 １０ｇ、川芎 ６ｇ。大鼠四物汤剂
量参考实验方法学等效剂量［３］。按照《中华人民共和国
药典》附录中方法制成四物汤水煎液，分装后 ４℃冰箱
保存备用。
１２ 试剂与仪器
乙酰苯肼购自国药集团化学试剂有限公司，生产

批号Ｆ２００５０９２７。丙烯酰胺（批号 １６１０１０７）、甲叉双丙
烯酰胺（批号 １６１０２０１）、尿素（批号 １６１０７３１）、甘氨
酸（批号 １６１０７２４）、碘乙酰胺（批号 １６１２１０９）等均购
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自 ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，固相 ｐＨ干胶条（ＩＰＧＤｒｙＳ
ｔｒｉｐ，ｐＨ３１０）购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ生物科学部，批号１７
６００２４４。ＥｔｔａｎＴＭ ＩＰＧｐｈｏｒＴＭ等电聚焦电泳仪，ＥｔｔａｎＴＭ

ＤＡＬＴＳｉｘ垂直板电泳仪，ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ
６０均为 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品。Ｐ８０ＭＸ超速冷冻离心
机为日本日立公司产品。４８００基质辅助激光解析—飞
行时间质谱仪购自 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ。
１３ 动物与模型制备

６～８周龄Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠，体重 １８０～２２０ｇ，由浙
江中医药大学实验动物研究中心提供，许可证号

ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３。按随机数字表法分 ３组，每组 ６
只。血虚证模型组大鼠在第 １、４、７ｄ皮下注射 ２％乙酰
苯肼生理盐水注射液［２］，第 １ｄ１０ｍｌ燉ｋｇ体重，第 ４、７ｄ
剂量减半，第 ４ｄ起给予生理盐水灌胃。治疗组大鼠同
前造模，于第 ４ｄ起给予四物汤灌胃，连用 ７ｄ。正常组
用等剂量生理盐水连续灌胃 ７ｄ。实验结束，检测外周
血象，断头处死大鼠，称肝、脾湿重。
１４ 肝线粒体蛋白质提取
取肝脏用 ＭＳＨＥ缓冲液冲洗，４℃匀浆。匀浆液

４℃ ２３００ｒ燉ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后取上清再９６００ｒ燉ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取沉淀重悬于 ５ｍｌＭＳＨＥ及 ３０％Ｐｅｒｃｏｌｌ的纯
化液上，３６９００ｒ燉ｍｉｎ，８℃离心 ３０ｍｉｎ。收集密度在

１０５２～１０７５ｇ燉ｍｌ之间的悬液，加 ４０ｍｌＭＳＨＥ，４℃，
７５００ｒ燉ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ去除 Ｐｅｒｃｏｌｌ，取沉淀先后用

１５０ｍｍｏｌ燉Ｌ氯化钾溶液 ３０ｍｌ和 ＭＳＨＥ４０ｍｌ各洗涤两
次后 ７５００ｒ燉ｍｉｎ，４℃离心 １０ｍｉｎ。再取沉淀加入裂解
液，置冰上超声并孵育 ２ｈ后，１０４４０ｒ燉ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，
取上清用 ２Ｄ试剂盒测定蛋白质浓度，分装置－８０℃
保存。
１５ 双向电泳、图像扫描
第一向等电聚焦采用 ＥｔｔａｎＴＭＩＰＧＰｈｏｒ等电聚焦

４５０μｌ体系，用 ２４ｃｍ、ｐＨ３１０的 ＩＰＧ胶条，将各组蛋白
质的样品各取 ２００μｇ和水化液混合后共 ４５０μｌ，均匀放
入电泳。当聚焦到 ８万 Ｖ燉ｈ时停止，经两步平衡后进
行垂直电泳。电泳结束后，每块胶用 ２５０ｍｌ银染液银
染。银染后的凝胶扫描成 ＴＩＦＦ格式文件。
１６ 胶内酶解、质谱分析和数据搜索
参照文献［４］方法。制作制备胶，切取目标点用双

蒸水冲洗后加入脱色工作液约 ５０μｌ进行脱色，用

１００ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵冲洗数次后用 １００％纯乙腈脱水
后冷冻干燥。接着加入 ５０μｌ含 １０ｍｍｏｌ燉Ｌ二硫苏糖醇
的 １００ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵于 ５７℃还原 １ｈ，室温冷却，去
除过量液体，快速加入用 １００ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵配制的

５５ｍｍｏｌ燉Ｌ碘乙酰胺，室温暗处烷基化 ３０ｍｉｎ。完成后
用 １００ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵冲洗 ２次，再用纯乙腈脱水后

加入等体积的 １００ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵冷冻干燥。加入约

１０μｌ的用 ２５ｍｍｏｌ燉Ｌ碳酸氢铵配成 ０１ｇ燉Ｌ的甲苯磺
酰苯丙氨酰氯甲酮胰蛋白酶溶液让胶块吸收，再加入

２０μｌ不含酶液的缓冲液覆盖，３７℃酶解 ２８ｈ。酶解后的
肽用 ５０μｌ５％三氟乙酸（ＴＦＡ）、５０％乙腈（ＡＣＮ）萃取

２次，合并萃取液冷冻干燥。冻干样品用 １０μｌ０１％
ＴＦＡ燉５０％ＡＣＮ溶解，打靶，进行基质辅助激光电离飞
行时间质谱分析。用 ＭＡＳＣＯＴ软件在蛋白质数据库
中搜索肽质量指纹谱数据并确定蛋白质。
１７ 统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件分析，计量资料以（牨±牞）

表示，计量资料组间比较采用单因素方差分析。银染图
谱经ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＱｕａｎｔＰｌａｔｉｎｕｍ６０软件进行点
识别，匹配及差异蛋白质分析。
２ 结果

２１ 各组大鼠一般情况、外周血细胞学、肝脾形态学
结果

模型组大鼠在实验第 ２ｄ即出现萎靡，团缩弓腰，
进食减少，口唇、眼睑苍白，易脱毛，大便干黑等血虚症
状。治疗组大鼠外观状态较快恢复。表 １示，与正常组
比较，模型组大鼠红细胞（ＲＢＣ）和血红蛋白（ＨＧＢ）均
明显降低（爮＜００１），白细胞（ＷＢＣ）、网织红细胞

（ＲＣＴ）计数明显升高（爮＜００１）。与模型组比较，治疗
组 ＲＢＣ、ＨＧＢ、ＲＣＴ均较明显上升，ＷＢＣ降低（爮＜
００１）。正常组大鼠肝脏外观柔嫩，颜色鲜红，大小适
中；模型组大鼠肝、脾外观明显肿大、颜色暗黑；湿重明
显升高。治疗组大鼠肝、脾湿重比模型组轻（爮＜００５）
（见表 ２）。
表 １ 各组大鼠外周血细胞学结果比较（牨±牞）

组别 鼠数 ＲＢＣ
（×１０１２燉Ｌ）

ＨＧＢ
（ｇ燉Ｌ）

ＷＢＣ
（×１０９燉Ｌ）

ＲＣＴ
（×１０１０燉Ｌ）

正常组 ６ ６８０±０３０ １３１８３±４５４ ８７６±１８６ １２３７±０６７
模型组 ６ ２９４±０１７ ７５８０±３６８ ２０９３±３３４ ２０７６±１２６

治疗组 ６ ４１２±０２６△ １０１００±３０１△ １０５２±１５４△ ４６４３±３８５△

注：与正常组比较，爮＜００１；与模型组比较，△爮＜００１

表 ２ 各组大鼠肝脏、脾脏湿重比较（ｇ，牨±牞）

组别 鼠数 肝脏 脾脏

正常组 ６ ６１３±０３０ ０８９±０１６
模型组 ６ ７４２±０５５ １９４±０１７

治疗组 ６ ６８５±０３９△ １６４±０２２△

注：与正常组比较，爮＜００１；与模型组比较，△爮＜００５

２２ 银染图谱分析、质谱鉴定结果
分析 ３次凝胶的平均蛋白质点数：对照组 ７６２个，

模型组 ６８４个，治疗组 ７５６个，其中所有图谱共有的点
有 ５９３个。多数蛋白质点集中于碱性和中性区域（见图
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图 １ ３组大鼠肝线粒体蛋白质双向电泳图谱

注：上样量 ２００μｇ，ｐＨ３１０，２４ｃｍ，ＩＰＧ胶条的 ｐＨ梯度由左向右为 １０～３。

图 ２ 蛋白质点抑制素的三维图与柱状图
注：ＸＹＺ坐标值分别表示等电点、分子量、像素强度值，柱状图
中 Ｂ线表示集中趋势，Ａ、Ｃ线表示分散间隔，模型组 ａ、ｂ、ｃ点
值明显高于正常组 ｇ、ｈ、ｉ与治疗组 ｄ、ｅ、ｆ点值。

１）。通过所有图谱中共有的蛋白质点进行统计学分析，
如果成组蛋白质的表达量差异超过 １２倍（增加或降
低），并且 ９块胶中蛋白质表达量变化的趋势相一致

（见图 ２），则该蛋白质表达差异应该是由实验处理所
引起，而不是样品材料和操作过程所带来的误差。根据
这个原则共找到 ２０个差异蛋白，用基质辅助激光电离
质谱进行检测确定了 １４个蛋白质点（见表 ３）。其中有

６个相邻点经鉴定结果为 ＡＴＰ合酶的 αβ亚单位，２个
点为丙酮酸脱氢酶 Ｅ１组分的亚单位；且变化趋势一
致。表 ３示，模型组与治疗组大鼠肝线粒体中蛋白表达
量的比较，四物汤治疗后，血虚大鼠肝线粒体中蛋白表

表 ３ 经基质辅助激光电离质谱鉴定的蛋白质

蛋白质名称 分子量
理论等
电点

治疗组燉模型组

热休克蛋白 ６０ ６０９１７４ ５９１ ２３０
抑制素 ２９８０１９ ５５７ －２０６
还原型烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸脱氢酶

２７３６０９ ６２３ －２７９

电子转移黄素蛋白 ３４９２９５ ８６２ ２２０
三磷酸腺苷合酶 ５９７１６６ ９２２ ２５０
二氢硫辛酸脱氢酶 ５４００４１ ７９６ －２７８
丙酮酸脱氢酶 Ｅ１组分 ３８９５７０ ６２０ －２０２
烯酰辅酶 Ａ水合酶 ３１４９６２ ８３９ ２０２
三功能酶 ８２４６０６ ９１１ ２３０
氨甲酰磷酸合酶 Ｉ １６４４７５５ ６３３ ３５０
谷氨酸脱氢酶 ６１３７７３ ８０５ －２６８
延伸因子 Ｔｕ ４９４７７０ ７２３ －２５０
３－巯基丙酮酸硫基转移酶 ３２９１９４ ５８８ ２９８
过氧化氢酶 ５９７１９５ ７０７ －２８９

注：治疗组燉模型组为表达量比值，正值表示治疗组表达量增高，负

值表示治疗组表达量下降。

达量明显改善。
３ 讨论
高通量、规模化的蛋白质组研究技术为中医证型、

方药的分子生物学机理研究提供了新的工具，蛋白质
组学显示了总蛋白质表达的优势。研究显示，四物汤治
疗血虚证后一些伴侣分子表达量改变，脂类、蛋白质分
解代谢加强，糖类分解代谢减缓。四物汤可逆转 ＡＰＨ
所致的热休克蛋白 ６０（Ｈｓｐ６０）、电子转移黄素蛋白

（ＥＴＦ）下调，抑制素（ＰＨＢ）、过氧化氢酶和 ＮＡＤＨ脱
氢酶上调。Ｈｓｐ６０、ＰＨＢ均为分子伴侣，应激条件下可
提高细胞应急耐受能力。ＰＨＢ与某些肿瘤［５］和退行性
疾病的发生有关。应激状态下ＰＨＢ上调提示线粒体内
氧化呼吸链受到毒物抑制，线粒体功能受损［６ ７］。过氧
化氢酶是机体清除过氧化氢的主要抗氧化酶类。
ＮＡＤＨ脱氢酶位于电子传递链的上游，如果线粒体功
能受损，电子传递酶的功能受到抑制，则可使上游的

ＮＡＤＨ脱氢酶堆积，影响三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的合
成［８］。ＥＴＦ在线粒体内膜上，常和黄素脱氢酶或细胞
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色素结合成复合物，是 １１种一级脱氢酶与电子传递链
发生关联的枢纽。ＡＰＨ诱导后损伤了细胞正常结构和
功能，抑制线粒体内氧化呼吸链，而引起相关酶类及分
子伴侣表达异常。四物汤治疗后改善了这些酶类及分
子伴侣的异常表达，提示四物汤使血虚动物细胞防御
损伤能力加强，即修复受损的线粒体结构，清除自由
基，抗氧化作用，稳定线粒体结构，保护线粒体功能，使
得电子传递和氧化磷酸化在线粒体内膜上正常进行。
三磷酸腺苷合酶更增加，以促增 ＡＴＰ的产量，提高能
量储备。
血虚模型大鼠进食减少，机体能量供给短缺。四物

汤治疗后，其物质与能量代谢均得到改善，主要表现
为：①四物汤治疗后，肝线粒体中二氢硫辛酸脱氢酶和
丙酮酸脱氢酶表达降低。模型组中这两个指标表达增
高。这两种酶是丙酮酸脱氢酶复合体的组成部分，催化
丙酮酸脱羧反应，促进三羧酸循环和氧化磷酸化，释放
能量。推测四物汤可能缓解葡萄糖分解代谢，为机体保
存了一定的能源。②四物汤治疗后脂肪酸分解代谢加
速：三功能酶（ＭＴＰ）、烯酰辅酶 Ａ水合酶的表达量增
加。糖代谢发生障碍时机体需动用脂肪氧化分解供给
能量。脂肪酸β氧化是体内脂肪酸分解的主要途径。烯
酰 ＣｏＡ水合酶催化脂肪酸 β氧化第二步加水反应。
ＭＴＰ是由 ４个 α亚单位和 ４个 β亚单位组成的八聚
体酶复合物。催化脂肪酸 β氧化 ４步循环反应中的第
三步，是脂肪酸氧化过程的关键酶［９］。结果表明，四物
汤可促使脂肪酸分解以应激机体能量不足。③四物汤
治疗后，蛋白质分解代谢加速：氨甲酰磷酸合酶 Ｉ
（ＣＰＳＩ）、３巯基丙酮酸硫基转移酶合成增加。３巯基
丙酮酸硫基转移酶可反映人体内胱氨酸代谢情况以及

缺铁性贫血，它催化 ３巯基丙酮酸脱去巯基转变成丙
酮酸的反应是半胱氨酸分解代谢的关键步骤。ＣＰＳＩ
是尿素合成关键酶。四物汤治疗后延伸因子 Ｔｕ、谷氨
酸脱氢酶（ＧＬＤＨ）表达降低。延伸因子 Ｔｕ使氨基酰
转移 ＲＮＡ进入受体位点合成肽链，促进蛋白质合成。

肝细胞受损时 ＧＬＤＨ可明显升高。提示肝细胞在四物
汤的治疗下得到修复，肝脏缺血缺氧状态得以改善。
综上所述，四物汤使血虚证模型大鼠血虚征象改

善，受损肝脏得到修复；还可保护细胞免受损伤，清除
自由基和过氧化物，维持线粒体结构的稳定，保护线粒
体功能；使血虚动物糖分解代谢减缓，为机体保存一定
的能源；脂类、蛋白质分解代谢加强，ＡＴＰ合成加快，
以应激机体能量不足，从蛋白质分子水平改善血虚动
物的虚损状况。
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