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Abstract
AIM: To explore the molecular mechanism un-
derlying the development of Yin deficiency of 
the liver and kidneys in patients with chronic 
hepatitis B by comparing plasma protein expres-
sion between chronic hepatitis B patients with 
Yin deficiency of the liver and kidneys and nor-
mal controls.

METHODS: Plasma proteins from all experimen-

tal subjects were separated by two-dimensional 
gel electrophoresis (2-DE). The proteomic ex-
pression profiles were analyzed by comparative 
proteomic technique to discover differentially 
expressed protein spots, which were then identi-
fied by matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS).

RESULTS: Six protein spots which showed at 
least two-fold differential expression between 
patients and normal controls were detected, of 
them Apo AI, Apo AII, haptoglobin, and retinol-
binding protein were identified by MALDI-TOF-
MS. All the four proteins showed lower expres-
sion in chronic hepatitis B patients with Yin de-
ficiency of the liver and kidneys than in normal 
controls.

CONCLUSION: The proteins identified in this 
study may be related to the development of Yin 
deficiency of the liver and kidneys in patients 
with chronic hepatitis B and represent useful 
molecular targets for diagnosis and treatment of 
the syndrome.
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摘要
目的: 初步探讨参与慢性乙型肝炎肝肾阴虚
证病理生理过程的分子机制.

方法: 采用双向电泳技术结合质谱分析等生
物信息学分析方法对慢性乙型肝炎肝肾阴虚
证及正常健康对照组的血浆全蛋白进行比较
分析.

结果: 获得组间标准化总灰度值(%Vol)都相差
2倍及以上的蛋白斑点共6个, 通过基质辅助激
光解析电离-飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)
分析, 鉴定出慢性乙型肝炎肝肾阴虚证血浆蛋

®

■背景资料
中医学以证候为
基础、辨证论治
为核心, 对于慢性
乙型肝炎患者的
临床个体化诊疗
具有积极意义. 然
而, 目前中医药诊
治慢性乙型肝炎
尚缺乏严格的客
观化、规范化辨
证分型标准, 而辨
证的准确与否, 是
论治的关键, 是实
现正确辨证和治
疗的重要保证. 因
此, 对慢性乙型肝
炎中医证候客观
化研究已成为当
务之急.

■同行评议者
王富春, 教授, 长
春中医药大学针
灸推拿学院
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白中有明显规律性变化的差异表达蛋白质有
4个: 载脂蛋白AⅠ(Apo AⅠ)、载脂蛋白AⅡ
(Apo AⅡ)、结合珠蛋白(HPT)、视黄醇结合
蛋白(RBP), 相对于正常健康对照组, 这4个差
异表达蛋白质都表现为明显下调趋势.

结论: 以上差异表达蛋白质的组合性变化可
能是慢性乙型肝炎肝肾阴虚证的物质基础, 具
有潜在的慢性乙型肝炎肝肾阴虚证诊断、预
后标志物或治疗靶点的意义.

关键词: 慢性乙型肝炎; 肝肾阴虚证; 血浆蛋白; 蛋

白质组学
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0  引言

中医证侯是疾病发生发展过程中某一阶段的病

理概括, 是中医辨证论治的基础和核心, 他具有

整体性、动态性、时相性. 中医认为慢性乙型

肝炎是由湿热疫毒病邪侵入人体, 留恋日久, 伤
及肝、脾、肾等脏腑, 扰乱气血, 隐伏血分, 导
致机体出现各种衰退性变化而表现不同的证候

类型. 中国中医药学会内科肝病专委会1991年
天津会议制定了“慢性肝炎中医辩证标准”, 
将慢性乙型肝炎分成肝郁脾虚、湿热中阻、肝

肾阴虚、脾肾阳虚、瘀血阻络五种证型[1]. 中医

学以证(证候)为基础、辨证论治为核心, 对于慢

性乙型肝炎患者的临床个体化诊疗具有积极意

义. 然而, 目前中医药治疗慢性乙型肝炎尚缺乏

严格的客观化、规范化辨证分型标准, 而辨证

的准确与否, 是论治的关键, 是实现正确辨证和

治疗的重要保证. 因此, 对慢性乙型肝炎中医证

候客观化研究已成为当务之急. 蛋白质组学是

继基因组学后提出的新学科, 他以组织或细胞

的全部蛋白质为研究对象, 以蛋白质表达整体

水平的研究为特点, 为生命科学的研究提供了

新的视角. 近年来提出的证候蛋白质组学是从

不同层次“整体”的蛋白质活动的角度来揭示

和阐明证候形成与发展的规律, 国内不少学者

已经对一些疾病的中医证候的蛋白质组基础展

开了初步的实验研究, 初步发现了一些证候的

生物分子标志及其动态演化特征[2-4]. 迄今为止, 
国内鲜有利用蛋白质组学技术研究慢性乙型肝

炎辩证关系的研究报道. 本实验选择慢性乙型肝

炎肝肾阴虚证为研究对象, 从蛋白质组学的角度

初步探讨慢性乙型肝炎中医证候的本质内涵, 从
而为临床的辨证论治提供客观的参考数据.

1  材料和方法

1.1 材料 20例慢性乙型肝肾阴虚证血浆样品取

自泸州医学院附属中医院肝胆科2009-02/2010- 
01住院患者为实验组, 其中男17例, 女3例, 患者

均签署知情同意书. 慢性乙型肝炎西医诊断标准

采用中华医学会病毒性肝炎防治方案[5], 排除慢

性重型肝炎和其他肝炎病毒重复感染. 所有病

例均符合以下标准: 年龄≥18岁, 血清HBeAg阳
性, 丙氨酸转氨酶2-10倍于正常值. 同时, 按照行

标《中医病证诊断疗效标准》及国标《中医病

证分类与代码》, 由两位副高以上专家对患者

进行辨证. 对照组为健康志愿献血者5例, 乙型

肝炎表面抗体阳性. 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺(N, N-methylenebisacrylamide)、三羟甲基氨

基甲烷(Tris)、超纯尿素、二硫苏糖醇(DTT)、
尿素(Urea)、3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-丙磺

酸(CHAPS)、甘氨酸、N, N, N, N, -四甲基乙二

胺(TEMED)、过硫酸铵(APS)、十二烷基磺酸

钠(SDS)、固相pH梯度干胶条(pH4-7, 17 cm)和
矿物油购自Bio-Rad公司; 蛋白分子量Marker和
苯甲基磺酰氟(PMSF)购自碧云天生物技术研究

所; 其他常规试剂均购自GE Healthcare公司. 低
温台式离心机(TDZ4.WS)购自长沙湘仪离心机

仪器有限公司; 双向电泳系统、ChemiDoc XRS
蛋白凝胶成像系统购自Bio-Rad公司; 高速冷冻

离心机购自Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 样品处理: 取慢性乙型肝肾阴虚证患者及

正常健康人晨空腹肘静脉血2 mL, 医用血常规

管(EDTA抗凝), 立即置4 ℃保存, 静置30 min后
于普通离心机2 500 g×20 min, 提取血浆, 分装, 
冻存于超低温冰箱-80 ℃备用. 实验前取出冻存

血浆, 放于4 ℃解冻, 于13 000 g、 4 ℃离心1 h, 
以去除血浆中将干扰双向电泳的核酸、脂类、

多糖等杂质[6]. 
1.2.2 蛋白质组双向电泳分离: 各样本取血浆

2 μL, 加水化液(8 mol/L Urea, 4% CHAPS, DTT 
0.01 kg/L, Bio-lyte 3-10 5 mL/L, 0.1%溴酚蓝痕

量)至总量350 μL/胶条, 混匀后加入水化槽, 放
上pH4-7的IPG胶条, 1 h后加入矿物油覆盖胶条

过夜. 将水化后的胶条转移至等电聚焦电泳系

统(Bio-Rad), 于17℃进行聚焦, 程序设置为250 

■创新盘点
本研究通过双向
电泳结合质谱技
术, 检测出慢性乙
型肝炎肝肾阴虚
证血浆蛋白共4个
差异表达蛋白质: 
Apo AⅠ、Apo A
Ⅱ、HPT和RBP. 
这4个差异表达蛋
白质的表达量相
对正常组都明显
降低.
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V, 2 h→500 V, 1 h→1 000 V, 1h → 5 000 V, 2 h→
10 000 V, 总伏时数6 0 000 V时结束IEF电泳. 平
衡两次后采用浓度为10%的SDS聚丙烯酰胺凝

胶按照Bio-Rad公司说明书进行第二项电泳分

离. 最后采用银染法进行染色获得2-DE图谱. 各
样本重复双向电泳3次. 
1.2.3 凝胶成像及双向电泳图谱分析: 将染色后

的凝胶置ChemiDoc XRS凝胶成像系统中照相

成像. 采用ImageMaster 2D Platinum v5.0 (Am-
ersham)双向电泳图谱分析软件进行斑点自动识

别、半定量检测及配对分析. 获得各蛋白斑点

的实验等电点(isoelectric point, PI)和MW, 筛选

组间标准化总灰度值都相差2倍及以上的蛋白

斑点, 采用MALDI-TOF-MS进行质谱检测. 质谱

检测和蛋白斑点的匹配鉴定由北京肿瘤防治研

究所分析完成.
统计学处理 所有数据的统计分析在Excel

及SPSS11.0软件上进行.

2  结果

2.1 人血浆总蛋白2-DE图谱 慢性乙型肝肾阴虚

证患者及正常健康人各血浆样本2 μL/胶条经

PH为4-7的IPG进行双向凝胶电泳分离、银染

法染色获得背景较清晰、分辨率高、重复性好

的2-DE图谱见图1. 大多数蛋白质斑点分布在

PI 5-6.5和相对分子质量35 000-90 000 Da, 同样

本胶的蛋白质点在对应位置上有较好的重复性, 
不同胶间蛋白质点在PI和分子量方向上有一定

偏差, 但不影响结果的分析. 
2.2 肝肾阴虚证、正常对照组2-DE图谱差异蛋

白点的分析 正常对照组共有可稳定重复的蛋白

斑点456±53个, 实验组共有可稳定重复的蛋白

斑点439±74个, 对照组与实验组自动匹配配对

361±29对, 匹配率约73%. 实验组相对正常对

照组的蛋白质表达谱在3次双向电泳图谱中均

出现总灰度差达2倍以上的蛋白点视为差异表

达蛋白点, 共有6个蛋白点, 见图2所示的蛋白点

1-6. 将各差异蛋白的表达量进行柱状分析: 肝肾

阴虚证组各差异表达蛋白点都表现为明显下调

趋势(图3). 
2.3 差异蛋白点质谱分析 选取以上差异表达

明显、分辨较清楚的6个点蛋白点作进一步质

谱鉴定. 质谱采用MALDI-TOF-MS分析, 测得

各自的肽质量指纹图谱. 通过Mascot软件搜索

SWISS-PROT数据库, 将查询结果结合双向凝胶

图谱上相应点的表观等电点, 分子量等进行综

合分析. 以此确定待测蛋白质点的性质, 寻找相

关蛋白质. 差异蛋白点数据库查询结果见表1.

3  讨论

近年来, 国内众多中西医结合学者运用现代科

技手段, 对慢性乙型肝炎进行多项指标的检测, 
以求寻找出中医各证型的特异性辨证指标, 实
现慢性乙型肝炎中医辨证分型的客观化[7-9]. 但
这些特异性指标比较分散, 还未形成统一的体

系. 这就要求众多学者进一步探索, 找到辨病与

辨证, 以全面认识慢性乙型肝炎中医证的本质. 

■应用要点
Apo AⅠ、Apo A
Ⅱ、HPT、RBP, 
这些差异表达蛋
白质的组合性变
化可能是慢性乙
型肝炎肝肾阴虚
证的物质基础, 具
有潜在的作为慢
性乙型肝炎肝肾
阴虚证诊断、预
后标志物或治疗
靶点的意义.

图  1  人血浆总蛋白2-DE图谱(正常对照组).
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表  1  差异表达蛋白点质谱分析信息

     
蛋白

编号

              蛋白

              名称

Swiss-Prot

注册号

蛋白匹配

分值

 肽段

匹配数

理论相对分子

质量(Da)/ 

等电点(PI)

实验相对分子

质量(Da)/ 

等电点(PI)

        功能

1 载脂蛋白AⅡ(Apo AⅡ) P02652 118    5   7 250/4.71 10 300/4.64 脂类代谢

2 结合珠蛋白(HPT) P00738   91    8 17 070/5.68 22 800/5.93 肝脏分泌功能

3 结合珠蛋白(HPT) P00738 142    9 16 880/6.07 22 800/6.30 肝脏分泌功能

4 载脂蛋白AⅠ(Apo AⅠ) P02647   98    8 23 000/5.22 25 100/5.14 脂类代谢

5 血浆视黄醇结合蛋白

(RBP)

P02753   86    5 19 800/5.24 21 300/5.20 转运VitA的特

异运载蛋白
6 载脂蛋白AⅠ(Apo AⅠ) P02647 103    7 23 453/5.48 24 200/5.64 脂类代谢
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肝肾阴虚证是中医慢性乙型肝炎临床证侯之一, 
本研究通过双向电泳和质谱技术检测出慢性乙

型肝炎肝肾阴虚证血浆蛋白共4个差异表达蛋

白质(蛋白点2、3为同一蛋白质, 蛋白点4、6为
同一蛋白质): Apo AⅠ、Apo AⅡ、结合珠蛋

白(haptoglobin, HPT)和视黄醇结合蛋白(retinol 
binding protein, RBP). 这4个差异表达蛋白质的

表达量相对正常组都明显降低. 

HPT又称触珠蛋白, 是血清球蛋白组分中的

一种酸性糖蛋白, 在参与宿主抗感染、抗氧化

活性、抑制前列腺素合成、抑制细菌、促进血

管生、损伤组织的修复以及内环境稳定的过程

中起着重要作用[10]. 此外, HPT具有免疫抑制作

用, 能抑制不同类型的凝集素引起的淋巴细胞

转化, 抑制Th2细胞因子的释放, 也可能是免疫

系统的受体一配体激活过程中的天然拮抗剂[11]. 
HPT主要在肝脏合成和降解, 当肝实质的广泛受

损, 肝脏合成触珠蛋白的功能低下[10,12,13]. 可见, 
慢性乙型肝肾阴虚证患者血浆HPT的降低不仅

肝脏的合成分泌功能, 也可能反应了机体的免

疫功能紊乱状况. 
RBP是体内一类将视黄醇(维生素A)从肝中

转运至靶组织以实现维生素A的细胞内转运代

谢的特异的运载蛋白, 在协助维生素A发挥生理

功能中起着不可替代的作用[14]. RBP主要由肝实

质细胞合成的, 因此, 当肝细胞病变时, 该结合

蛋白合成减少. 本研究发现慢性乙型肝肾阴虚

证患者的RBP血浆含量相对正常健康人明显降

图  3  各差异蛋白点的蛋白表达量比较.
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图  2  肝肾阴虚证
与正常对照组比较
的主要差异表达蛋
白斑点. A: 正常对

照组; B: 肝肾阴虚

证实验组.

4

■同行评价
本文方法先进, 为
中医证侯研究提
供了研究思路和
技术.
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低, 进一步证实慢性乙型肝肾阴虚证肝功受到

一定的损害. 
Apo AⅠ和Apo AⅡ大部分分布在高密度脂

蛋白(high density lipoprotein, HDL)中, 是HDL的
主要载脂蛋白, 都主要由肝和小肠合成. 慢性乙

型肝肾阴虚证患者中血浆Apo AⅠ和Apo AⅡ同

时下降, 一是反应了肝细胞合成功能的下降[15,16], 
同时也反应慢性乙型肝肾阴虚证的分子机制可

能与HDL的代谢存在一定的相关性. 
从中西医结合医学的角度, 中医证本质的含

义可以认为是引起证发生发展的物质基础, 这
些物质决定着证的发生发展的动态变化过程, 
是在证的发生发展过程中产生的特殊物质. 由
此可见, 以上差异表达的蛋白质不仅反应了慢

性乙型肝肾阴虚证肝脏功能受损程度; 同时, 这
些差异表达蛋白质的组合变化很可能是慢性乙

型肝炎肝肾阴虚证的物质基础. 因此, 对以上差

异表达蛋白质的进一步研究将为揭示慢性乙型

肝炎肝肾阴虚证的发病分子机制及寻找治疗诊

断靶标提供可靠的实验依据.
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