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采用 ｉＴＲＡＱ技术研究柚皮苷对烟熏所致

小鼠急性肺部炎症相关蛋白表达的影响

李泮霖，廖弈秋，刘宏，云莎，李沛波，苏薇薇
（中山大学生命科学学院∥广东省中药上市后质量与药效再评价工程技术研究中心∥

广东省热带亚热带植物资源与利用重点实验室，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：采用ｉＴＲＡＱ技术，分析柚皮苷对烟熏诱导急性肺部炎症小鼠肺组织中蛋白表达的影响。２０只 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠随机分为模型组和柚皮苷组，每组１０只，烟熏诱导急性肺部炎症。柚皮苷组每天于烟熏前按６０ｍｇ／ｋｇ灌胃
给药，模型组给予等量生理盐水。最后一次烟熏１６ｈ后处死小鼠，取肺组织进行ｉＴＲＡＱ蛋白质组学检测，通过
定性定量分析筛选差异表达蛋白。共鉴定小鼠肺组织蛋白３５２８个，从中找出与柚皮苷作用相关的差异表达蛋白
６４个，其中表达上调的蛋白２９个，下调蛋白３５个。经生物信息学分析发现，这些蛋白主要与炎症介质一氧化
氮释放和促氧化因子同型半胱氨酸代谢相关，可能是柚皮苷发挥减轻肺部炎症及肺组织损伤、促进炎症消退作

用的重要环节；钙调蛋白介导的信号转导途径、表观遗传调控及核糖体蛋白功能调节也与柚皮苷的抗炎作用有

密切联系。实验结果显示Ａｒｇ１、Ｂｈｍｔ、Ｇｎｍｔ等蛋白有可能为柚皮苷抗肺部炎症作用的重要分子靶点，并为阐明
柚皮苷的抗炎作用机制提供了基础。
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　　柚皮苷为一种二氢黄酮类化合物，是岭南道地
药材化橘红的主要活性成分。本课题组前期对柚皮

苷的药理活性进行了深入研究，结果表明，柚皮苷

除了具有显著的止咳、祛痰作用外［１－１０］；还对急

慢性呼吸系统炎症有明显的抑制作用，同时还能促

进炎症的消退［１１－１４］。同位素标记相对和绝对定量

（ＩｓｏｂａｒｉｃＴａｇｓＦｏｒＲｅｌａｔｉｖｅＡｎｄＡｂｓｏｌｕｔｅＱｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）技术是近年来发展的一种新的蛋白
质定性定量检测技术［１５］，通过同位素标记精确地

测量蛋白表达量的变化，具有蛋白覆盖广、重复性

好、灵敏度高等优点，为发现和验证药物靶标及分

子作用机制提供了重要手段；ｉＴＲＡＱ技术在中药研
究的应用尚处于发轫阶段［１６－１８］。本研究利用

ｉＴＲＡＱ蛋白质组学技术，通过分析柚皮苷对急性肺
部炎症小鼠肺组织蛋白表达的影响，探讨柚皮苷抗

肺部炎症的作用机制，为后续研究提供基础。

１　实验材料
１１　实验动物

雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠２０只，ＳＰＦ级，体质量１７～
１９ｇ，购自广东省医学实验动物中心，许可证号：
ＳＣＸＫ（粤）２０１４－０００２。
１２　仪器

烟熏箱 （实验室自制不锈钢箱，０８ｍ×０８
ｍ×１ｍ），手持式激光粒子计数器 （３０１６ＩＡＱ，美
国Ｌｉｇｈｔｈｏｕｓｅ公司），电子分析天平 （ＭＳ２０５Ｄｕ，
瑞士梅特勒 －托利多公司）， －８０℃超低温冰箱
（ＤＷ－８６Ｌ３３８，青岛海尔特种电器有限公司）。
１３　试剂

柚皮 苷 （本 实 验 室 提 取，ＨＰＬＣ纯 度 为
９８８％），软装椰树牌香烟 （焦油量１１ｍｇ，烟气
烟碱量１０ｍｇ，烟气一氧化碳量１３ｍｇ，广东中烟
工业有限责任公司），ｗ＝０９％氯化钠注射液 （广

东利泰制药股份有限公司），ＰＢＳ缓冲液 （上海

ＧＯＹＢＩＯ生物公司）。
１４　实验环境

经过中山大学生命科学学院动物伦理委员会的

批准，实验动物饲养于中山大学生命科学学院中药

与海洋实验室 ＳＰＦ级动物房，实验单位使用许可
证编号：ＳＹＸＫ（粤）２０１４－０２００。购买实验动物
后，先在新环境下适应１周再开始实验，实验过程
中采取适当的方法减轻动物所受的伤害。

２　实验方法
２１　受试药物的配制

称取适量的柚皮苷，加生理盐水配制成

６ｍｇ／ｍＬ的混悬液。
２２　动物分组及给药

２０只Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为２组，每组１０只，
分别为模型组柚皮苷组。每天第一次烟熏前１ｈ灌
胃给药，灌胃体积为每１０ｇ体质量０１ｍＬ，模型
组给予等量生理盐水。柚皮苷给药剂量为

６０ｍｇ／ｋｇ。
２３　烟熏造模方法［１９］

动物先于新环境适应饲养 ７ｄ后开始烟熏造
模。每天烟熏２次，间隔４ｈ，每次采用８支香烟
熏１ｈ，连续５ｄ。烟熏时除正常组外，将动物同时
放入烟熏箱中，全身曝露于烟雾环境中，期间动物

可在笼内自由活动。烟熏时，将香烟插于插孔上并

点燃，迅速关闭箱门。同位于烟熏箱内的香烟插孔

和出气口由通气管路连接，部分通气管路延伸至箱

外，中间连接一个脚踏式打气筒，用以产生单向气

流。通过踩踏打气筒，单向气流由香烟插孔进入，

同时带出香烟烟气，再由出气口鼓入箱内，产生烟

熏环境。烟熏箱外围有一层水冷夹层，可维持箱内

温度于２６℃左右；同时采用手持激光粒子计数器
监测箱内空气颗粒物浓度。

２４　ｉＴＲＡＱ蛋白质组学检测
２４１　组织采集　最后一次烟熏１６ｈ后，脱颈椎
处死小鼠，剪开胸腔，取出左右肺组织，迅速置于

冰上，并用冰 ＰＢＳ缓冲液洗净残血，放入封口袋
内保存于－８０℃冰箱，用于蛋白质组学测定。
２４２　蛋白提取　小鼠肺组织加入含蛋白酶抑制
剂的裂解液后，利用 ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒ组织匀浆机进行

３０１
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裂解。裂解液２５０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，小心移取上
清液，加入５倍体积的冷丙酮，混匀，于 －２０℃
放置过夜。混合液再次离心，取沉淀用裂解液溶

解，加入１０ｍｍｏｌ／ＬＤＤＴ溶液，于５６℃放置１ｈ，
以减少多肽间的二硫键。再加入５５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＡＭ
溶液，避光放置４５ｍｉｎ后，加入５倍体积的冷丙
酮，于－２０℃放置２ｈ。离心，取沉淀加入裂解液
溶解，即得样品的蛋白溶液。

２４３　蛋白消化　从每个样品中分别精确取出
１００μｇ蛋白，按照蛋白和酶的质量比为２０∶１的比
例加入胰蛋白酶，于３７℃消化４ｈ；再次按相同比
例加入胰蛋白酶，继续消化８ｈ。
２４４　ｉＴＲＡＱ标记　根据 ｉＴＲＡＱＲｅａｇｅｎｔ８ｐｌｅｘ
Ｋｉｔ提供的操作方法进行 ｉＴＲＡＱ标记。将胰蛋白酶
消化后的样品真空离心干燥，残渣加０５ｍｏｌ／Ｌ的
ＴＥＡＢ溶液复溶，加入不同的同位素标签，孵育２
ｈ。标记后的样品随后进行反相色谱分级。
２４５　反相色谱样品分级　在质谱分析之前，对
胰蛋白酶肽处理后的复杂混合物进行分段，以提高

全蛋白质组的覆盖率。采用ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ－２０ＡＢ高
效液相色谱系统，ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８色谱柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以 ５％乙腈 －９５％
Ｈ２Ｏ（体积比，ｐＨ９８）为流动相 Ａ，以５％Ｈ２Ｏ
－９５％乙腈 （体积比，ｐＨ９８）为流动相Ｂ。孵育
后的样品加流动相Ａ至２ｍＬ，洗脱梯度为：０～１０
ｍｉｎ，φ＝５％流动相 Ｂ；１０～５０ｍｉｎ，φ＝５％ ～
３５％流动相 Ｂ；５０～５１ｍｉｎ，φ＝３５％ ～９５％流动
相Ｂ；５１～５４ｍｉｎ，φ＝９５％流动相 Ｂ；５４～５５
ｍｉｎ，φ＝９５％ ～５％流动相 Ｂ；５５～６５ｍｉｎ，φ＝
５％流动相Ｂ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。通过监测２１４ｎｍ下
的吸光度进行组分收集，每１ｍｉｎ收集１个组分。
将收集到的组分合并为２０个，真空干燥。
２４６　ＬＣＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００ＭＳ／ＭＳ检测　采用ＬＣ
２０ＡＤｎａｎｏＨＰＬＣ纳升级高效液相色谱 （Ｓｈｉｍａｄｚｕ，
Ｋｙｏｔｏ，Ｊａｐａｎ），Ｃ１８富集柱 （２ｃｍ），Ｃ１８分析柱
（长１８ｃｍ，内径７５μｍ，自制）。每个组分用含 φ
＝２％乙腈和φ＝０１％ 甲酸的水溶液重新混悬，
２００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，多肽终质量浓度约为０５
μｇ／μＬ，取上清液进样分析。以 φ＝０１％甲酸水
溶液为流动相 Ａ，以含 φ＝０１％甲酸的乙腈为流
动相Ｂ。样品以８μＬ／ｍｉｎ上样４ｍｉｎ，分析洗脱梯
度为：０～０１ｍｉｎ，φ为５％ ～１０％流动相 Ｂ；０１
～４０ｍｉｎ，φ为１０％～３２％流动相Ｂ；４０～４４ｍｉｎ，
φ为３２％～５５％流动相Ｂ；４４～４５ｍｉｎ，φ为５５％

～８０％流动相Ｂ；４１～５０ｍｉｎ，φ＝８０％流动相 Ｂ；
５０～５０１ｍｉｎ，φ为８０％～５％流动相Ｂ；５０１～６０
ｍｉｎ，φ＝５％流动相Ｂ。流速３００ｎＬ／ｍｉｎ。

质谱数据由ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００系统 （ＡＢＳＣＩＥＸ，
Ｃｏｎｃｏｒｄ，ＯＮ）采集，配有 ＮａｎｏｓｐｒａｙⅢ纳升流速
离子源 （ＡＢＳＣＩＥＸ，Ｃｏｎｃｏｒｄ，ＯＮ）和石英发射器
（ＮｅｗＯｂｊｅｃｔｉｖｅｓ，Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）。操作控制软件为
Ａｎａｌｙｓｔ１６（ＡＢＳＣＩＥＸ，Ｃｏｎｃｏｒｄ，ＯＮ）。质谱参
数为：离子喷雾电压２４ｋＶ，气帘气３５ｐｓｉ，雾化
气１８ｐｓｉ，加热温度１５０℃，分辨率约为３００００。
全扫时间为２５０ｍｓ，当离子强度超过１５０ｃｏｕｎｔｓ／ｓ
且带２～５个正电荷时触发 ＩＤＡ采集，每次最多可
进行３０个子离子扫描。总采集周期为 ３３ｓ，Ｑ２
传输窗口为１００（１００％）。采用波动的碰撞能量对
所有母离子进行碰撞诱导解离。

２５　数据分析
质谱检测源文件首先用 ＰｒｏｔｅｏＷｉｚａｒｄ软件中的

ｍｓＣｏｎｖｅｒｔ工具转换为ＭＧＦ格式，然后使用 Ｍａｓｃｏｔ
（ｖｅｒｓｉｏｎ２３０２）软件进行数据库搜索。根据 ＱＣ
控制结果的可靠性，判断是否要重新分析。蛋白鉴

定至少要有一个特异肽段。采用结合 ＭａｓｃｏｔＰｅｒｃｏ
ｌａｔｏｒ和高级统计算法的 ＩＱｕａｎｔ软件［２０］对不同同位

素标记的肽段的 ＭＳ／ＭＳ信号进行定量分析，以差
异倍数≥１２（上调）或≤０８（下调），且 Ｐ＜
００５为标准筛选差异表达蛋白。进一步对差异表
达蛋白进行 ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）富集分析，并利
用ＳＴＲＩＮＧ１００数据库对差异表达蛋白进行相互作
用分析。

３　实验结果
３１　蛋白质定性鉴定及定量分析

通过ｉＴＲＡＱ标记结合ＬＣＴｒｉｐｌｅＴＯＦＭＳ／ＭＳ技
术，共鉴定到３５２８种肺组织蛋白。按照上述差异
蛋白筛选标准，与模型组相比，柚皮苷组共检测到

６４个差异表达蛋白，其中表达上调的蛋白２９个，
下调蛋白３５个 （表１）。
３２　差异表达蛋白的生物信息学分析结果

对差异表达蛋白进行 ＧＯ富集分析，结果表
明，差异蛋白的分子功能主要富集于转移酶活性、

乙醛脱氢酶活性、钙依赖蛋白结合活性、激酶调节

活性等 （表２），提示其可能具有调节细胞氧化应
激、信号传导等功能；差异蛋白参与的生物过程主

要与基因转录调节的表观遗传修饰、对外界刺激的

应答及氧化应激相关 （表３）。
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表１　６４个差异表达蛋白
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｉｘｔｙｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＵｎｉｐｒｏｔＩＤ 蛋白名称 蛋白缩写 相对分子质量／１０３ 唯一肽段数 比值１）

Ｑ６ＲＨＲ９
Ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｕａｎｙｌａｔｅｋｉｎａｓｅ，
ＷＷａｎｄＰＤＺｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１

Ｍａｇｉ１ ５４７ １ ４９２７

Ｏ３５０７１ ＫｉｎｅｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎＫＩＦ１Ｃ Ｋｉｆ１ｃ １２３２ １ ２８４２
Ｐ０２０８８ Ｂｅｔａｇｌｏｂｉｎ Ｈｂｂｔ１ １５８ １ ２００６
Ｐ６１３１４ ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１５ Ｒｐｌ１５ １２７ １ １７３４
Ｑ３ＴＩＲ３ ＳｙｎｅｍｂｒｙｎＡ Ｒｉｃ８ａ ６０４ １ １６３８
Ｐ６２３２９ Ｔｈｙｍｏｓｉｎ，ｂｅｔａ４，Ｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ Ｔｍｓｂ４ｘ ５０ ２ １６０２
Ｐ１１７２５ Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｃａｒｂａｍｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｏｔｃ ３９５ ２ １５８２
Ｐ１６０１５ Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ３ Ｃａ３ ２９６ ６ １４３２
Ｑ７１ＲＩ９ Ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ３ Ｃｃｂｌ２ ２１８ ２ １３９６
Ｐ４３２７６ Ｈｉｓｔ１ｈ１ｂｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓｔ１ｈ１ｂ ２２４ ５ １３９３
Ｑ９１Ｚ６１ ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＤｉＲａｓ１ Ｄｉｒａｓ１ １２１ １ １３７２
Ｐ６２８９０ Ｒｐｌ３０ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｐｌ３０ １２８ １ １３６９
Ｐ１６４０２ ＨｉｓｔｏｎｅＨ１３ Ｈｉｓｔ１ｈ１ｄ ２２１ ２ １３６０
Ｑ２８ＤＲ４ ＨｉｓｔｏｎｅＨ４ Ｈｉｓｔ２ｈ４ １１３ ８ １３５２
Ｑ５ＲＡＺ９ ６０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ３６ Ｒｐｌ３６ １２３ ２ １３５１
Ｐ６２８３６ Ｒａｐ１Ａｒｅｔｒｏ２ Ｒａｐ１ａ ２１３ １ １３３７
Ｐ０８０８２ Ｃｌｔｂｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｌｔｂ １０５ １ １３０９
Ｐ１９１５７ ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＰ１ Ｇｓｔｐ１ ２３７ １ １２９３
Ｐ６２７５２ Ｒｐｌ２３ａｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｐｌ２３ａ １６９ ４ １２７８
Ｐ１１５８９ Ｍａｊｏｒｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ８ Ｍｕｐ１０ ２０９ ６ １２６６
Ｐ５５８５４ Ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｍｏｄｉｆｉｅｒ３ Ｓｕｍｏ３ ５５ １ １２５４
Ｑ９Ｄ８９２ Ｉｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ Ｉｔｐａ ２２２ １ １２４２
Ｑ９ＱＺＱ８ ＣｏｒｅｈｉｓｔｏｎｅｍａｃｒｏＨ２Ａ１ Ｈ２ａｆｙ ３９９ ７ １２４２
Ｐ４３２７４ ＨｉｓｔｏｎｅＨ１４ Ｈｉｓｔ１ｈ１ｅ ２１９ ２ １２３５
Ｏ０８９９７ ＣｏｐｐｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎＡＴＯＸ１ Ａｔｏｘ１ ７５ ２ １２３５
Ｐ６２１５５ Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ Ｃａｌｍ１ １６８ ６ １２３３
Ｐ０ＣＣ０９ ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ Ｈｉｓｔ２ｈ２ａａｌ １３６ ３ １２２９
Ｐ６２２６２ １４３－３ｐｒｏｔｅｉｎｅｐｓｉｌｏｎ Ｙｗｈａｅ ２９３ ７ １２１６
Ｐ０９６７１ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ Ｓｏｄ２ ２４８ ４ １２０７
Ｐ０８４２６ Ｃａｔｉｏｎｉｃｔｒｙｐｓｉｎ－３ Ｔｒｙ３ ２７１ １ ０７９９
Ｐ０６８０１ Ｍｅ１ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍｅ１ ６４４ ５ ０７９８
Ｑ９ＣＱ１９ Ｍｙｏｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｌｉｇｈｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ９ Ｍｙｌ９ １９９ １ ０７９３
Ｑ９ＣＺＳ１ ＡｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＸ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ａｌｄｈ１ｂ１ ５８１ ３ ０７９２
Ｐ７０３３５ Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１ Ｒｏｃｋ１ １５９０ ６ ０７８３
Ｑ９ＣＹ５７ ＣｈｒｏｍａｔｉｎｔａｒｇｅｔｏｆＰＲＭＴ１ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｈｔｏｐ １３４ ２ ０７８
Ｐ４９４２９ ４－ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ Ｈｐｄ ４５２ ６ ０７７８
Ｑ８Ｒ０Ｙ６ Ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ１０－ｆｏｒｍｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ａｌｄｈ１ｌ１ ９９５ １１ ０７７４

Ｐ５０１３６
ＢｒａｎｃｈｅｄｃｈａｉｎｋｅｔｏａｃｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ１，

ａｌｐｈａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
Ｂｃｋｄｈａ ５０６ ２ ０７７３

Ｐ１０６４９ ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭｕ１ Ｇｓｔｍ１ ２６０ ３ ０７５５
Ｐ５０５４３ ＰｒｏｔｅｉｎＳ１００－Ａ１１ Ｓ１００ａ１１ １１２ ２ ０７４３
Ｑ８ＶＣ３０ Ｔｒｉｏｋｉｎａｓｅ／ＦＭＮｃｙｃｌａｓｅ Ｔｋｆｃ ５９９ ５ ０７４１
Ｑ５ＦＷ５３ ＭｙｏｓｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＨｌｉｋｅ Ｍｙｂｐｈｌ ３９４ １ ０７３８
Ｐ２５６８８ Ｕｒｉｃａｓｅ Ｕｏｘ ２６５ ８ ０７０９
Ｐ６１４５８ Ｐｔｅｒｉｎ－４－ａｌｐｈａ－ｃａｒｂｉｎｏｌａｍｉｎｅｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ Ｐｃｂｄ１ １２０ ２ ０７０３
Ｑ８ＶＤＱ８ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｒｔ２ ４００ １ ０７０３
Ｐ８４１０４ ＭＣＧ２１１３１，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ Ｓｒｓｆ３ １４４ ３ ０６９７
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续表１

ＵｎｉｐｒｏｔＩＤ 蛋白名称 蛋白缩写 相对分子质量／１０３ 唯一肽段数 比值１）

Ｑ６１１７６ Ａｒｇｉｎａｓｅ－１ Ａｒｇ１ ３４９ ６ ０６９４
Ｑ９１Ｙ９７ Ｆｒｕｃｔｏｓｅ－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅ Ａｌｄｏｂ ３９９ ７ ０６９１
Ｑ７ＴＮＢ２ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ Ｔｎｎｔ１ １６６ １ ０６８６
Ｐ９７２９８ Ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ－ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ Ｓｅｒｐｉｎｆ１ ４６２ ２ ０６８５
Ｑ８ＣＡＡ７ Ｇｌｕｃｏｓｅ１，６－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ Ｐｇｍ２ｌ１ ２９４ １ ０６８３

Ｐ４３０３０
Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（Ｃ－Ｘ－Ｃｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ７，

ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ
Ｐｐｂｐ １２６ ２ ０６７７

Ｑ６４７３５ Ｘ／Ｙｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｒ１ｌ ３７７ １ ０６７６
Ｑ８Ｃ１９６ Ｃａｒｂａｍｏｙｌ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ［ａｍｍｏｎｉａ］ Ｃｐｓ１ １６５７ ２９ ０６５９

Ｐ５４８６９
Ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ－ＣｏＡｓｙｎｔｈａｓｅ，

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
Ｈｍｇｃｓ２ ５７３ ５ ０６３４

Ｑ９ＱＸＦ８ ＧｌｙｃｉｎｅＮ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｇｎｍｔ ３３１ ３ ０５９７
Ｐ１６４６０ Ａｒｇｉｎｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ Ａｓｓ１ ４６８ １ ０５８５

Ｐ１４２４６
Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２，ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄｇｌｕｃｏｓｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｍｅｍｂｅｒ２
Ｓｌｃ２ａ２ ５７５ １ ０５７７

Ｑ９ＤＢＴ９ Ｄｉｍｅｔｈｙｌｇｌｙｃｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ｄｍｇｄｈ ９７４ ４ ０５４７
Ｑ９１ＷＫ１ ＳＰＲＹｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４ Ｓｐｒｙｄ４ ２３４ １ ０４４４
Ｑ１４ＢＫ３ Ｔｅｓｔｉｓ－ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ３５ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔｅｘ３５ ２１９ １ ０３９８
Ｑ６０７６６ Ｉｍｍｕｎｉｔｙ－ｒｅｌａｔｅｄＧＴＰａｓｅｆａｍｉｌｙＭｐｒｏｔｅｉｎ１ Ｉｒｇｍ１ ３２５ １ ０３７７
Ｏ３５４９０ Ｂｅｔａｉｎｅ－ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅＳ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１ Ｂｈｍｔ ４５４ ７ ０３４９
Ｑ３ＭＪ１３ ＰｒｏｔｅｉｎＷｄｒ７２ Ｗｄｒ７２ １２６７ １ ０１６２

１）为柚皮苷组蛋白表达量与模型组蛋白表达量之比

表２　差异表达蛋白的分子功能分析
Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

分子功能注释 蛋白数 蛋白名称 Ｐ值

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｏｎｅ－ｃａｒｂｏｎｇｒｏｕｐｓ ３ Ｂｈｍｔ，Ａｌｄｈ１ｌ１，Ｃｐｓ１ ０００３
ｍｏｄｉｆｉｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ ３ Ｇｓｔｐ１，Ｄｍｇｄｈ，Ｃｐｓ１ ０００３

ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＮＡＤ）ａｃｔｉｖｉｔｙ ２ Ａｌｄｈ１ｌ１，Ａｌｄｈ１ｂ１ ００２０
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２ Ｇｓｔｐ１，Ｇｓｔｍ１ ００２８
ｃｈｒｏｍａｔｉｎＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ ２ Ｈ２ａｆｙ，Ｈｉｓｔ１ｈ１ｄ ００２８

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｂｉｎｄｉｎｇ ２ Ｃｐｓ１，Ｋｉｆ１ｃ ００２９
ｃａｌｃｉｕｍ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ ２ Ｃａｌｍ１，Ｓ１００ａ１１ ００４１

ｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ ２ Ｇｓｔｐ１，Ｈ２ａｆｙ ００４６
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇ ３ Ｄｍｇｄｈ，Ｃｐｓ１，Ｋｉｆ１ｃ ００４６

表３　差异表达蛋白的生物过程分析
Ｔａｂｌｅ３　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

生物过程注释 蛋白数 蛋白名称 Ｐ值

ｐｒｏｔｅｉｎ－ＤＮＡｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ４ Ｈ２ａｆｙ，Ｈｉｓｔ１ｈ４ａ，Ｈｉｓｔ１ｈ１ｄ，Ｈｉｓｔ１ｈ１ｅ ０００１
ｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｄｉｆｉｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ４ Ｇｓｔｐ１，Ｄｍｇｄｈ，Ａｌｄｈ１１，Ｇｓｔｍ１ ０００５

ｈｉｓｔｏｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ２ Ｈｉｓｔ１ｈ１ｄ，Ｈｉｓｔ１ｈ１ｅ ０００７
ａｌｐｈａ－ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ４ Ｂｈｍｔ，Ｄｍｇｄｈ，Ａｒｇ１，Ｃｐｓ１ ０００８
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２ Ｄｍｇｄｈ，Ａｌｄｈ１ｌ１ ００１０

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ２ Ｈ２ａｆｙ，Ｈｉｓｔ１ｈ２ａｌ ００２７
ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２ Ｇｓｔｐ１，Ｈ２ａｆｙ ００３８

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ ８
Ｃａｈ３，Ａｌｄｏｂ，Ｇｓｔｐ１，Ｍｙｌ９，
Ｐｐｂｐ，Ｒｉｃ８ａ，Ｃｐｓ１，Ｇｓｔｍ１

００４２

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２ Ｇｓｔｐ１，Ｇｓｔｍ１ ００４７
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　　利用ＳＴＲＩＮＧ１００数据库对差异蛋白间的相互
作用进行分析，结果如图１所示。相互作用网络中
关键的节点蛋白包括上调蛋白：鸟氨酸氨基甲酰基

转移酶 （Ｏｔｃ），核糖体蛋白Ｌ１５（Ｒｐｌ１５），核糖体
蛋白 Ｌ３０（Ｒｐｌ３０），钙调蛋白 （Ｃａｌｍ１），组蛋白
Ｈ１３（Ｈｉｓｔ１ｈ１ｄ），组蛋白 Ｈ１４（Ｈｉｓｔ１ｈ１ｅ），组
蛋 白 Ｈ１５ （Ｈｉｓｔ１ｈ１ｂ）， 组 蛋 白 Ｈ２Ａ
（Ｈｉｓｔ２ｈ２ａａ１），核心组蛋白Ｈ２Ａ１（Ｈ２ａｆｙ），组蛋
白Ｈ４（Ｈｉｓｔ２ｈ４）；以及下调蛋白：二甲基甘氨酸

脱氢酶 （Ｄｍｇｄｈ），甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移
酶 （Ｂｈｍｔ），精氨酸酶１（Ａｒｇ１），甘氨酸－Ｎ－甲
基转移酶 （Ｇｎｍｔ），氨基甲酰磷酸合成酶 （Ｃｐｓ１），
肌球蛋白调节轻链９（Ｍｙｌ９）。这些蛋白间的相互
作用网络与炎症介质一氧化氮 （ＮＯ）的生成、促
氧化因子同型半胱氨酸 （Ｈｃｙ）代谢途径、钙调蛋
白介导的信号转导途径、表观遗传调控及核糖体蛋

白功能关联密切，提示可能为柚皮苷抗肺部炎症的

重要作用环节。

图１　差异表达蛋白的相互作用分析
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

４　讨　论
药物作用于人体时必然会引起分子、细胞、器

官等多个层面状态和功能的改变，而这些变化的直

接作用者主要就是蛋白质，其表达水平、存在方式

以及相互作用等直接与生物功能相关。蛋白质组学

即是以一种基因组所表达的全部蛋白质为研究对

象，从整体角度研究蛋白质表达差异与其功能关联

性的技术手段。其中，定量蛋白质组学，尤其是基

于质谱的定量蛋白质组学技术，可以精确测量样品

中所有蛋白质在不同状态下表达水平的动态变化，

对于疾病生物标志物及药物靶标的发现等研究具有

十分重要的意义，已成为蛋白质组学研究的一个重

要方向。目前基于质谱的定量蛋白质组学技术主要

包括标记法和非标记法两大类，非标记法样品前处

理及数据采集方法较简单，对变化倍数较高的蛋白

质定量准确度较好［２１］，但对质谱仪器的重现性要

求很高；而标记法需要使用价格较高的标记试剂，
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但受仪器重现性的影响小，定量精密度较好，例如

ｉＴＲＡＱ技术可以在一针内比较至多 ８个样品的信
息，更适合于多个处理间及样品随时间变化情况的

比较。因此本研究利用 ｉＴＲＡＱ技术，从蛋白水平
上发现与柚皮苷抗炎作用相关的分子网络及其功

能。经生物信息学分析发现，相互作用网络中关键

的节点蛋白Ａｒｇ１、Ｏｔｃ、Ｂｈｍｔ、Ｇｎｍｔ等可能在柚皮
苷抗肺部炎症的作用的发挥中扮演重要角色。

Ａｒｇ１为一种精氨酸酶亚型，可催化水解精氨
酸生成鸟氨酸与尿素，在气道炎症和气道重塑中发

挥着重要作用。当给予气道高反应和炎性因子分泌

的始动因子ＩＬ－１３，可导致小鼠肺组织中 Ａｒｇ１水
平明显增高［２２］。而当肺泡上皮细胞中 Ａｒｇ１过度表
达时，可导致 ＮＯ生成减少、ＮＦ－κＢ活性增强，
从而促进气道炎症反应的发生［２３］。说明炎症发生

时会伴随Ａｒｇ１表达上调，Ａｒｇ１表达的变化又与肺
部ＮＯ释放密切相关。本实验柚皮苷给药后，小鼠
肺组织中Ａｒｇ１表达下调，表明柚皮苷可能通过抑
制Ａｒｇ１表达，提高体内ＮＯ浓度、抑制ＮＦ－κＢ活
化，从而抑制香烟烟雾引起的促炎因子分泌，发挥

抗炎作用。这也与本课题组前期药理实验结果一

致［１４，２４］。此外，Ａｒｇ１水解精氨酸产生的鸟氨酸，
可进一步水解为腐胺等聚肽类及脯氨酸［２５］，这两

类物质分别可通过促进细胞增殖和胶原蛋白生成而

导致气道重塑［２６］。本实验中，柚皮苷给药后一方

面Ａｒｇ１表达下调，使得聚肽及脯氨酸等促进气道
重塑的代谢产物生成减少；另一方面 Ｏｔｃ表达上
调，Ｏｔｃ可催化鸟氨酸向瓜氨酸转化，从而使鸟氨
酸向聚肽及脯氨酸水解减少。因此柚皮苷可能通过

Ａｒｇ１与Ｏｔｃ共同作用，减轻气道重塑。
在氧化应激的调节方面，柚皮苷同时影响了

Ｈｃｙ代谢通路中关键的代谢酶和甲基化酶 Ｂｈｍｔ和
Ｇｎｍｔ。在常见的呼吸系统疾病中，Ｈｃｙ可通过氧化
应激、妨碍内皮损伤的修复、改变基因组甲基化水

平等机制影响疾病的发生和发展［２７］。例如，在

ＣＯＰＤ患者中，Ｈｃｙ因代谢途径受损而在体内积
聚，同时肺部氧化应激增强［２８］。Ｈｃｙ还可干扰抗
氧化剂谷胱甘肽的合成［２９］，促进促炎细胞因子 ＩＬ
－６的分泌和表达［３０］，进一步加重组织损伤和炎

症反应。柚皮苷给药后，小鼠肺组织中 Ｂｈｍｔ、Ｇｎ
ｍｔ表达水平均下调，已知Ｂｈｍｔ、Ｇｎｍｔ表达水平与
小鼠组织Ｈｃｙ水平呈正相关［３１］，由此推测小鼠肺

组织中Ｈｃｙ水平也相应下降，氧化应激和炎症反
应减弱。因此，柚皮苷可能通过调节 Ｈｃｙ代谢途
径，降低小鼠肺组织氧化应激水平，起到减轻组织

损伤及促进损伤修复的作用。

其他关键的差异表达蛋白还包括 Ｃａｌｍ１、组蛋
白 Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５、Ｈ２Ａ、Ｈ２Ａ１、Ｈ４以及
核糖体蛋白 Ｒｐｌ１５、Ｒｐｌ３０。Ｃａｌｍ１为一种钙调蛋
白，可与多种蛋白质结合，参与介导很多生物过

程，包括炎症反应、物质代谢、细胞凋亡、细胞骨

架调节、神经传导及免疫反应等。组蛋白表达水平

的变化一方面说明柚皮苷可能抑制了组蛋白降解和

细胞凋亡，对肺组织损伤具有保护作用；另一方面

也表明柚皮苷的作用可能与表观遗传调控相关。核

糖体蛋白除组成核糖体、参与蛋白质的生物合成之

外，还参与ＤＮＡ修复、细胞发育调控和细胞分化
等核糖体外功能。例如已有研究表明核糖体蛋白质

Ｒｐｌ１５的甲基化及缺失与非小细胞肺癌有密切联
系［３２］。因此，钙调蛋白介导的信号转导途径、表

观遗传调控及核糖体蛋白功能的调节也可能是柚皮

苷的抗炎作用的重要环节。

ｉＴＲＡＱ定量分析结果仍需要进一步的验证，通
常采用传统的免疫学定量检测方法如 Ｗｅｓｔｅｒｎ和
ＥＬＩＳＡ等，但由于对抗体的依赖，无法进行大规模
的目标蛋白验证。而利用多重反应监测 （ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）技术可以更好地对定量
蛋白质组学结果进行靶向验证。ＭＲＭ是近年来发
展起来的针对靶标分子进行质谱分析的技术，通过

质谱检测靶标蛋白的母离子和子离子的响应，从而

获取灵敏度高、重现性好的的定性定量信息［３３］。

与ｉＴＲＡＱ等全谱型的蛋白质组学方法相比，ＭＲＭ
更偏重于对有限的目标蛋白质进行较准确的定量测

定，因此很适合用于对 ｉＴＲＡＱ结果进行验证。下
一步我们也将利用 ＭＲＭ，对分析得到的关键蛋白
进行靶向验证，更深入地探讨柚皮苷抗肺部炎症的

分子机制。

中药化橘红用于治疗呼吸系统疾病历史悠久，

柚皮苷为其最主要的活性成分，具有显著的止咳、

祛痰和抗炎作用。本研究采用 ｉＴＲＡＱ蛋白质组学
技术，通过分析柚皮苷对急性肺部炎症小鼠肺组织

蛋白表达的影响，找出６４个与柚皮苷作用相关的
蛋白，这些蛋白参与调节氧化应激、信号传导、基

因转录调节的表观遗传修饰等多个环节，可能与柚

皮苷减轻炎症造成的肺组织损伤、促进炎症消退加

快康复进程的作用相关；Ａｒｇ１、Ｂｈｍｔ、Ｇｎｍｔ等蛋
白有可能为柚皮苷抗肺部炎症作用的重要分子靶

点。本研究为柚皮苷抗肺部炎症的分子机制研究提

供了重要的依据和线索。应用 ｉＴＲＡＱ蛋白质组学
技术学可以全面、快速地了解药物多途径的作用机
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制，可进一步尝试用于中药复方多成分多靶点作用

机制的研究，为科学解释中药的复杂作用机制提供

依据。
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