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基于定量蛋白质组学技术探究半夏泻心汤对慢性胃炎大鼠
影响的作用机制

纪万里 1，2，王婷婷 1，安叡 1，梁琨 1*，王新宏 1*

（1. 上海中医药大学，上海 201203；2. 上海健康医学院，上海 201318）

［摘要］ 目的：应用定量蛋白质组学探究半夏泻心汤抗慢性胃炎的生物学基础。方法：实验大鼠分为正常组、慢性胃炎模

型组、半夏泻心汤组，采用 56% 乙醇灌胃法，4 周建立慢性胃炎模型，给药治疗后，取胃组织进行苏木素-伊红（HE）染色，观察各

组大鼠胃组织病理损伤及改善情况，提取胃组织蛋白质，运用串联质谱标签（TMT）定量蛋白质组学研究各组之间的差异蛋白

情况，采用蛋白免疫印迹法（Western blot）验证关键的差异表达蛋白。结果：从大鼠胃组织中鉴定出 4 452 个蛋白，其中模型组

与正常组差异蛋白为 318 个。经半夏泻心汤干预后，与模型组相比，共有 258 个差异蛋白，这些差异蛋白主要富集于 cell

killing，nucleoid 及 hijacked molecular function 等。京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集发现，作用涉及到三羧酸循

环，steroid hormone biosynthesis，retrograde endocannabinoid 等信号通路，同时还涉及磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt）和核转录因子（NF）-κB 信号通路。Western blot验证发现 14-3-3 theta，干细胞因子（SCF），肌腱蛋白 C（TN-C），半胱氨酸

蛋白酶-3（Caspase-3），细胞间黏附分子-1（ICAM-1），线粒体丙酮酸载体（Mpc1）和免疫相关蛋白 GTP 酶 4（GIMAP4）可能是该

方治疗慢性胃炎的关键蛋白。结论：半夏泻心汤治疗慢性胃炎的作用机制涉及到能量代谢、激素调节、炎症反应及免疫过程，

利用差异蛋白质组学寻找的靶点蛋白及其涉及的信号通路可能是半夏泻心汤治疗慢性胃炎的生物学基础。
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Mechanism of Banxia Xiexintang on Rats with Chronic Gastritis Based on

Quantitative Proteomics
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［Abstract］ Objective： To study the biological basis of Banxia Xiexintang against chronic gastritis by

using quantitative proteomics. Method：The experimental rats were divided into normal group，chronic gastritis

model group，and Banxia Xiexintang group. The chronic gastritis model was established four weeks later by

gavage with 56% ethanol. After treatment，the stomach tissues were stained with hematoxylin and eosin（HE）to

observe the histopathological damage and improvement of gastric tissue in each group. The protein in gastric

tissue was extracted. The differential proteins among different groups were studied by quantitative proteomics

using tandem mass spectrometry tag（TMT），and the key differentially expressed proteins（DEPs）were verified
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by Western blot. Result： A total of 4 452 proteins were identified from rat stomach tissues，of which 318

proteins were different between the model and the normal group. After the intervention of Banxia Xiexintang，

compared with the model group，there were a total of 258 differential proteins，which were mainly enriched in

cell killing，nucleoid and hijacked molecular function. Kyoto encyclopedia of genes and genomes（KEGG）
pathway enrichment included tricarboxylic acid（TCA）cycle，steroid hormone biosyntheis，and Retrograde

endocannabinoid signaling，as well as phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt），nuclear

transcription factor-κB（NF-κB）signal pathways. Western blot verification found that 14-3-3 theta，Tenascin-C，

ntercellular adhesion molecule-1（ICAM-1），stem cell factor（SCF），Caspase-3，GTPase of the Immunity-

associated protein 4（GIMAP4）and mitochondrial pyruvate carrier 1（Mpc1）might be the crucial proteins for the

treatment of chronic gastritis. Conclusion： The mechanism of Banxia Xiexintang in the treatment of chronic

gastritis involves energy metabolism，hormone regulation，inflammation and immune processes. The target

proteins found by differential proteomics and the signaling pathways may be the biological basis of Banxia

Xiexintang in the treatment of chronic gastritis.

［Key words］ Banxia Xiexintang；chronic gastritis；proteomic；mechanism

慢性胃炎（CG）是以胃组织炎症细胞浸润为主

要病理特征的胃肠道类疾病，常反复发作，以腹痛、

乏力、胃痛、饱胀及泛酸等为主要临床症状［1］。研究

发现相关致病因素如服用非甾体抗炎药、饮酒、吸

烟等［2］。浅表性胃炎若不及时治疗，将恶化为萎缩

性胃炎、肠化生、非典型增生病变、胃癌，其中胃癌

的发病率约为 5%［3］。目前关于慢性胃炎的治疗手

段较多，但大多采用胃酸抑制剂和胃黏膜保护药物

改善其症状，治疗效果不显著，且复发率较高。因

此，寻求有效的 CG 治疗靶点、药物具有现实意义。

中药显示多途径、多靶点发挥作用的特点，具有良

好的临床应用前景。

中医认为慢性胃炎属于“痞满”“胃脘痛”的范

畴，脾胃素虚、气阴不足是慢性胃炎的主要病因，病

机多为寒热、气血之间的相互转化不调，妨碍脾胃

气机之升降。半夏泻心汤源于汉代张仲景《伤寒杂

病论》，是治疗寒热错杂痞证的经典名方，全方由半

夏、干姜、人参、黄连、甘草、黄芩和大枣共 7 味药组

成，具有辛开苦降、寒热并用及补泻兼施的特点，广

泛应用于各种因素所导致的寒热错杂、脾胃升降失

调之脘腹痞满，在治疗急慢性胃肠炎、消化性溃疡

及功能性消化不良方面具有良好的疗效。文献报

道半夏泻心汤可抑制炎性细胞白细胞介素（IL）-1β，

肿瘤坏死因子（TNF）-α的转录与释放而发挥抗慢性

胃炎的作用［4］。此外，半夏泻心汤也可通过提高保

护因子一氧化氮（NO）和血管内皮细胞生长因子

（VEGF）表达水平而保护胃黏膜，NO 及其合酶可能

是半夏泻心汤发挥作用的靶点［5］。课题组前期系统

采用超高效液相色谱 -离子阱 -静电场轨道阱质谱

（UPLC-LTQ-Orbitrap-MS）技术分析了半夏泻心汤

主要化学成分，研究了复方及不同配伍中有效成分

在体内的吸收、分布及代谢排泄情况［6-7］，对半夏泻

心汤化学成分的药代动力学性质进行了快速的评

估。课题组前期研究还发现半夏泻心汤对于慢性

胃炎大鼠具有良好的干预作用，这与文献报道半夏

泻心汤在治疗 CG 方面显示良好的临床疗效［8-9］一

致。然而半夏泻心汤体内作用的靶点仍不清楚，其

治疗慢性胃炎的作用机制尚不明确。

定量蛋白质组学技术是蛋白组学一个分支学

科，可用于研究疾病发生、发展及治疗寻找新的作

用靶标，明确疾病病理发展过程或药物干预的靶点

蛋白变化［10］，能够全面、系统地研究生物体内或组

织内所有蛋白质的表达情况，与中医辨证论治、中

药方剂多靶点调节的方式相吻合，已应用于传统经

典方及临床经验方的机制研究，为中医药复杂体系

的研究带来新的思路与方法［11-12］。本文采用串联质

谱标签（TMT）定量蛋白组学技术系统地研究半夏

泻心汤治疗慢性胃炎大鼠调节的靶点蛋白，运用生

物信息学分析差异蛋白的生物学功能，对差异明显

的蛋白质进行蛋白免疫印迹法（Western blot）验证，

以有助于比较全面地阐述半夏泻心汤治疗 CG 的作

用机制，为半夏泻心汤的临床应用提供重要的科学

依据。

1 材料

1.1 仪 器 Neofuge 13R 型 冷 冻 离 心 机（Heal

Force）；MX-F 型 涡 旋 混 合 器（Service bio）；Mini

protean 3 cell型电泳仪（美国 Bio-Rad）；PS-9 型电转

仪（大连竞迈科技有限公司）；JA2003 型电子天平
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（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）；ECLIPSE Ni型

正置显微镜（NIKON 公司）；ACQUITY 型 UPLC（美

国 Waters）；EASY-nLC1200 型超高效液相色谱仪

（美国 Thermo），Q-Exactive 型质谱仪（美国 Thermo

Scientific）；数据采集软件 Thermo Xcalibur 4.0。

1.2 试 药 半 夏（ 批 号 171128），干 姜（ 批 号

171219），黄 芩（ 批 号 170514-1），黄 连（ 批 号

170429），人参（批号 171120），大枣（批号 171017），
炙甘草（批号 170522），以上饮片均购自上海康桥中

药饮片有限公司。药材经上海虹桥饮片有限公司

陈燕军药师鉴定，均符合 2020 年版《中华人民共和

国 药 典》规 定 。 石 蜡 、甲 醛（ 上 海 国 药 ，货 号

69018961，10010018）；苏木素、伊红（珠海 BASO，货

号 714094，BA4099）；碘乙酰胺（美国 Sigma，货号

Q0048）；Bond-Breaker ™ TCEP Solution（ 美 国

Thermo Scientific，货 号 T2556）；胰 蛋 白 酶（美 国

PROMEGA，货 号 V5111）；TMT 10PLEX（ 美 国

Thermo Fisher，货 号 90113）；辣 根 过 氧 化 物 酶

（HRP）标记山羊抗大鼠免疫球蛋白（Ig）G 二抗（武

汉 Abclonal，货号 AS028）；电化学发光（ECL）显色

液（武汉 Servicebio，货号 G2014）；蛋白定量 BCA 法

试剂盒（武汉 Servicebio，货号 G2026）；十二烷基硫

酸 钠（SDS），三 乙 胺 - 碳 酸 缓 冲 液（TEAB）（美 国

Sigma，货号分别为 L3771，T7408）；蛋白酶抑制剂

（美 国 Bimaker，货 号 410069）；内 参 β - 微 管 蛋 白

（β -tubulin）抗体（批号 s-20694R），14-3-3 theta 抗体

（批 号 bsm-52006R），生 腱 蛋 白 抗 体（TN-c，批 号

bs-1327R），干 细 胞 因 子（SCF）抗 体（ 批 号

bs-0545R），免疫相关蛋白 GTP 酶 4（GIMAP4）抗体

（批号 bs-8270R），线粒体丙酮酸载体（Mpc1，批号

bs-8428R）抗体，半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）抗体

（批号 bs-0081R）及细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）抗
体（批号 bs-4615R），均购自北京博奥森生物技术有

限公司。

1.3 实验动物 清洁级 SD 大鼠（160~180 g），购自

北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号

SCXK（ 京 ）2016-0006。 SPF 级 环 境 为 温 度 20~

26 ℃，湿度 60%~65%，明暗周期 12 h，适应性喂养

1 周后开始实验。本动物实验方案经上海中医药大

学 实 验 动 物 福 利 与 伦 理 委 员 会 批 准（批 准 号

SZY201712009）。
2 方法

2.1 药物溶液的制备 按处方配比取半夏泻心汤

各味药（半夏 -干姜 -黄芩 -黄连 -人参 -炙甘草 -大枣为

12∶9∶9∶3∶9∶9∶6），加 10 倍量水煎煮，煎煮 2 次，每

次 45 min，过滤，合并滤液，浓缩至 1 g·mL-1。

2.2 动物模型的制备 24 只清洁级 SD 大鼠随机分

为 3 组，正常组、模型组、半夏泻心汤组。均在灌胃

前 1 h 撤去水源。除正常组外，其他各组大鼠灌胃

56% 乙醇溶液诱导慢性胃炎的发生［13］。灌胃剂量

8 g·kg-1，正常组给予等量生理盐水。每周二、周五

灌胃，持续 4 周。

2.3 给药方案 大鼠造模完成后给药，参考文献剂

量［14］，半夏泻心汤组给药剂量为 10 g∙kg-1；正常组和

模型组大鼠每天给予等剂量的生理盐水，共给药

7 d。

2.4 标本处理 各组大鼠麻醉处理后，分离全胃，

沿胃大弯剪开，用生理盐水将胃内容物冲洗干净，

滤纸吸干，一部分置于 4% 多聚甲醛中固定，固定后

石蜡包埋，切片，脱蜡，苏木素-伊红（HE）染色，梯度

乙醇脱水和透明，制备中性树胶封片，采用光学显

微镜观察各组胃组织病理形态学变化。

2.5 胃组织蛋白质组学研究

2.5.1 组织蛋白提取及含量测定 将切取的胃组

织进行液氮研磨成粉末，加入蛋白裂解液（8 mol·L-1

尿素，1% SDS，含蛋白酶抑制剂），冰上裂解 30 min，

期间每隔 5 min 涡旋混匀 30 s，再将其置入冰上超声

3 min，最终将样品置于 4 ℃，12 000 r·min-1（离心半

径 5 cm）离心 20 min。采用蛋白定量 BCA 法试剂盒

测定样品总蛋白浓度。

2.5.2 还 原 烷 基 化 和 酶 解 取 各 组 蛋 白 样 品

100 μg，用裂解液补充体积到 100 μL；加终浓度

10 mmol·L-1 三（2-羧乙基）膦（TCEP），37 ℃反应

60 min，加终浓度 40 mmol·L-1碘乙酰胺室温下反应

40 min；每管各加预冷的丙酮，在 -20 ℃沉淀 4 h；
1 万 r∙min-1（离心半径 5 cm）离心 20 min，取沉淀；用
100 mmol·L-1 TEAB 100 μL 充分溶解样品；按照

酶 -蛋白质量比 1∶50 加入胰蛋白酶在 37 ° C 酶解

过夜。

2.5.3 TMT 试剂标记 分别取各组样品 100 μg，加

入一管 TMT 试剂。不同样品的肽段采用不同标签

标 记（TMT-126，TMT-127N，TMT-127C，TMT-

128N，TMT-128C，TMT-129N，TMT-129C，TMT-

130N，TMT-130C，TMT-131），每组样品平行 3 份，室

温孵育、加羟胺、反应，将等量标记产物混合于一管

中，抽干，备用。

2.5.4 样品检测 为了保证胃组织蛋白肽段序列

鉴定的准确性，首先对肽段进行分级分析，标记好
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的多肽样品注入 Waters ACQUITY 超高效液相色谱

（UPLC）进行分析，ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱（2.1 mm×150 mm，1.7 μm），流动相 A 为 2% 乙腈

水（用氨水调 pH 10），B 为 80% 乙腈水（用氨水调

pH 10），梯 度 洗 脱［15］，检 测 波 长 214 nm，流 速

200 μL·min-1。根据峰型和时间，以及洗脱液的极

性和紫外吸收强度，收集洗脱液，用流动相溶解，

备用。

胃 组 织 蛋 白 肽 段 序 列 的 鉴 定 采 用 EASY-

nLC1200 超 高 效 液 相 色 谱 联 用 Q-Exactive 质 谱

（UPLC-MS/MS）分 析 。 色 谱 条 件 ：PepMap RSLC

C18 色谱柱（75 μm×250 mm，2 μm）；流动相 A 为 2%

乙腈（含 0.1% 甲酸），B 为 80% 乙腈（含 0.1% 甲酸），
梯 度 洗 脱（0～1 min，0%～5%B；1～63 min，5%～

23%B；63～88 min，23%～48%B；88～89 min，

48%～100%B；89～95 min，100%B；95～100 min，

100%～0%B；100～120 min，0%B）；流速 300 nL·min-1。

质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI）正离子模式进

行扫描，MS 扫描范围（m/z）350~1 300，采集模式为

data dependent acquisition（DDA）；选择母离子中信

号最强的 20 个进行二级碎裂；一级质谱分辨率

70 000，碎裂方式 high energy collision dissociation

（HCD）模式；二级分辨率 35 000，动态排除时间

18 s。

2.5.5 生物信息学分析 将质谱采集的数据文件

导入 Proteome Discoverer 中，进行搜索，对蛋白质定

量分析采用 ProGroup 算法。根据基因本体论（GO，

http：//www.geneontology.org/）和京都基因与基因组

百科全书（KEGG）（http：//www.genome.jp/kegg/）数
据库分析对差异蛋白的生物功能及参与的信号通

路进行富集。为研究差异蛋白之间的相互作用关

系，采用 STRING Datebase（https：//string-db.org/）构
建靶点蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络。

2.5.6 Western blot 测定相关蛋白的表达水平 根

据蛋白浓度，加入上样缓冲液，混匀，95 ℃加热变性

5 min，样本 -20 ℃保存。聚丙烯酰胺凝胶（SDS-

PAGE）电 泳 ：在 制 备 分 离 胶 后 ，每 个 泳 道 加 样

20 μL，在 80 V 恒定电压下开始电泳，样品通过浓缩

凝胶的上层后，恒定电压从 130 V 开始。分离目标

蛋白质后，从去离子水中取胶。湿法转膜：PVDF 膜

压住凝胶中目标蛋白，装入转移槽中，采用恒压进

行转膜。封闭：取出 PVDF 膜，用 TBST 缓冲液摇

动。洗去 PVDF 膜上的转移缓冲液，后置于 5% 牛血

清 白 蛋 白（BSA）中 ，封 闭 加 一 抗（ 稀 释 倍 数

1∶1 000）：14-3-3 theta，Tenascin-C，SCF，Mpc1，

Caspase-3，ICAM-1 和 GIMAP4，取出 PVDF 膜，于

TBST 缓冲液中在摇床上振摇，第一抗体覆盖 PVDF

膜，4 ℃过夜，然后加二抗：用 1%BSA 的 TBST 缓冲

液稀释的含有辣根过氧化物酶偶联的二抗。洗膜，

经化学发光显影、拍照，计算各组蛋白灰度值。

2.5.7 统计学处理 用 SPSS 22.0 统计软件对数据

进行统计学分析，采用 x̄± s 表示。多组间采用单因

素方差分析，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对慢性胃炎治疗作用的评价 胃组织 HE 病理

分析发现，模型组大鼠胃组织固有层 -黏膜下 -浆膜

层出现淋巴细胞浸润；肌层散在少量淋巴细胞；同
时黏膜下水肿；固有层少许充血，为慢性浅表性胃

炎（非萎缩性）的典型症状，表明慢性胃炎模型成功

建立，而半夏泻心汤可明显降低炎性细胞浸润、水

肿及充血的程度，见图 1。

3.2 胃组织蛋白数据质量评价 根据鉴定出的肽

段序列信息，结果发现蛋白质的相对分子质量大多

集中于 21~40 kDa，其蛋白质数量为 1 617 个，占总

鉴定出的蛋白比例为 26.83%。根据鉴定出来的蛋

白质覆盖率，以此来确定氨基酸序列的准确性。分

析结果发现，覆盖率<1% 的蛋白仅有 149 个，说明本

实验鉴定的蛋白质具有较高的准确性。

3.3 差异蛋白分析 从胃组织中鉴定出 4 452 个蛋

白，相对于正常组，乙醇导致的慢性胃炎组织有 318

个差异蛋白，其中上调蛋白有 216 个，下调蛋白有

102 个。相对于模型组，半夏泻心汤组出现 258 个差

异表达蛋白，其中 141 个表达上调，117 个下调。正

常组与模型组有 318 个差异蛋白，半夏泻心汤组与

模型组有 258 个差异蛋白，其中交集有 58 个差异

蛋白。

3.4 差异蛋白 GO 分析 根据 GO 蛋白数量富集分

析发现，在生物过程（BP）中，半夏泻心汤调控的差

异 蛋 白 主 要 富 集 cell killing，immune system

A.正常组；B.模型组；C.半夏泻心汤组

图 1 各组胃组织 HE病理切片（HE，×200）
Fig. 1 HE pathological sections of stomach tissues in each group

（HE，×200）
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process，detoxification，rhythmic process 等，在细胞

组 分（CC）分 类 中 ，这 些 差 异 蛋 白 主 要 富 集 于

nucleoid，membrane-enclosed lumen，supramolecular

complex，cell junction 等，在分子功能（MF）分类中，

这些差异蛋白富集于 hijacked molecular function，

transporter activity 等。见表 1。

3.5 差异蛋白 KEGG 富集分析 KEGG 富集分析

发现半夏泻心汤涉及信号通路有三羧酸（TCA）
cycle， steroid hormone biosynthesis， retrograde

endocannabinoid，carbon metabolism，cell cycle，

nuclear factor-kappa B（NF-κB），磷脂酰肌醇 3-激酶/

蛋白激酶 B（PI3K/Akt）等，见表 2。

3.6 差异蛋白 PPI 网络分析 采用 PPI 网络可研究

慢性胃炎和半夏泻心汤治疗后的差异蛋白之间相

互关系，见图 2。从蛋白互作网络分析发现，半夏泻

心汤影响的差异蛋白互作网络涉及到防御机制、细

胞周期、信号传导及能量代谢等生物学过程。PPI

分析发现 Caspase-3（P55213）与 ICAM-1（Q00238）
有着相互关系。Caspase-3 与蛋白质二硫键异构酶

A5（Q5I0H9）紧密连接。醌氧化还原酶和烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（NADH）脱氢酶亚复合物参与能量产

生和转化。其中，醌氧化还原酶可能参与异生物素

的解毒并干扰 mRNA 的结合，这些能量代谢酶参与

半夏泻心汤治疗慢性胃炎的过程。

3.7 差异蛋白验证分析 采用 Western blot 对一些

潜在功能的差异蛋白进行验证，从蛋白质组学结果

发 现 有 7 个 蛋 白 差 异 表 达 倍 数 明 显 ，包 括 14-3-

3theta，SCF，TN-C，Caspase-3，ICAM-1 和 GIMAP4，

这些差异蛋白在正常组、模型组及半夏泻心汤组均

出现显著表达。结果发现，模型组大鼠胃组织中的

14-3-3 theta，SCF，TN-C，Caspase-3，ICAM-1 和

GIMAP4 表达水平相对于正常组显著升高，而半夏

泻心汤可明显降低这些蛋白的表达水平。模型组

大鼠的 Mpc1 表达水平明显低于正常组，而半夏泻

心汤可明显升高 Mpc1 的表达水平，这表明 Western

blot 验 证 的 结 果 与 蛋 白 质 组 学 结 果 一 致 。 见

表 3，图 3。

表 1 半夏泻心汤调控的差异蛋白 GO富集率分析

Table 1 GO enrichment analysis of DEPs regulated by Banxia

Xiexintang

GO 分类

BP

CC

MF

生物学功能

cell killing

immune system process

detoxification

rhythmic process

reproductive process

nucleoid

membrane-enclosed lumen

supramolecular complex

cell junction

extracellular region

hijacked molecular function

transporter activity

antioxidant activity

transcription regulator activity

structural molecule activity

富集率/%

23.08

10.92

7.55

7.02

4.88

20.00

9.13

4.25

4.02

3.72

33.33

8.00

6.25

4.55

4.00

表 2 半夏泻心汤调控的差异蛋白 KEGG富集分析

Table 2 KEGG enrichment analysis of DEPs regulated by Banxia

Xiexintang

No.

rno：00020

rno：00140

rno：04723

rno：01200

rno：04110

rno：05204

rno：04064

rno：04151

rno：03013

rno：04530

通路名称

citrate cycle（TCA cycle）
steroid hormone biosynthesis

retrograde endocannabinoid signaling

carbon metabolism

cell cycle

chemical carcinogenesis

NF-κB signaling pathway

PI3K/Akt signaling pathway

RNA transport

tight junction

富集率/%

41.67

35.71

20.59

20.00

17.65

14.71

9.09

5.32

2.11

1.37

表 3 Western blot测定各个差异蛋白的表达水平（x̄± s，n=8）

Table 3 Expression level of DEPs was detected by Western blot（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

半夏泻心汤

14-3-3 theta

0.25±0.04

0.65±0.062）

0.47±0.073）

TN-C

0.29±0.05

0.51±0.052）

0.27±0.064）

SCF

0.56±0.05

1.02±0.081）

0.63±0.034）

Caspase-3

0.28±0.03

1.02±0.052）

0.34±0.044）

GIMAP4

0.49±0.04

0.86±0.062）

0.50±0.033）

Mpc1

0.51±0.05

0.11±0.032）

0.33±0.044）

ICAM-1

0.57±0.07

0.85±0.051）

0.43±0.063）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。
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4 讨论

本文基于 TMT 标签和液相色谱质谱联用技术

研究半夏泻心汤治疗 CG 大鼠的蛋白质组学变化，

从胃组织中检测出 4 452 个蛋白质。差异蛋白分析

结果发现半夏泻心汤共涉及到 258 个差异蛋白，其

中与模型组共有 58 个差异蛋白，通过对这些差异蛋

白的所富集的生物功能及信号通路分析，可以更好

地从蛋白质组学的角度说明中药复方治疗 CG 的多

靶点的生物学基础，丰富了中药治疗疾病的现代科

学内涵。

4.1 实验动物造模方法及给药剂量的确定 为模

拟人长期酗酒引发的慢性胃炎病理状态，本研究采

用 56% 乙醇给予大鼠灌胃法，4 周成功建立慢性胃

炎大鼠模型，表现为慢性浅表性胃炎（非萎缩性）的
典型症状。课题组前期曾考察不同剂量的半夏泻

心汤（5，10，20 g·kg-1）对慢性胃炎大鼠的治疗作用，

与 5 g·kg-1剂量组大鼠相比，10 g·kg-1的剂量组的炎

性细胞浸润程度减轻明显，而 10 g·kg-1 剂量组与

20 g·kg-1 组无显著性差异，故选择 10 g·kg-1 剂量组

的大鼠胃组织进行蛋白质组学研究。

4.2 半夏泻心汤调控的差异蛋白分析 Western

blot 的测定 7 个差异蛋白的表达趋势与蛋白质组学

数据一致。14-3-3 theta 调节的信号通路与细胞凋

亡活性密切相关，可调控细胞凋亡通路上死亡信号

的传导，直接干预凋亡通路中心线粒体凋亡［16-17］。

TN-C 是胃炎过程中的关键介质，与胃癌的发生、发

展、转移有紧密的相关性［18］，在胃炎发作时，TN-C

蛋白在巨噬细胞中过表达，参与迁移凋亡、炎性反

应等多种生理过程［19-21］。本研究发现半夏泻心汤可

下调 14-3-3 theta 和 TN-C 的表达水平，推测其可能

通过抑制胃黏膜细胞的凋亡，而发挥抗炎作用。在

图 2 半夏泻心汤调控的差异蛋白 PPI网络

Fig. 2 PPI of DEPs regulated by Banxia Xiexintang

A.正常组；B.模型组；C.半夏泻心汤组

图 3 Western blot测定各个差异蛋白电泳

Fig.3 Level of DEPs was detected by Western blot
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吲哚美辛诱导的胃炎早期，ICAM-1 表达水平升

高［22］。有研究发现，乙醇的摄入与 ICAM-1 的表达

水平密切相关［23］。文献报道幽门螺杆菌阳性胃炎

中 SCF 阳性成纤维细胞数量明显增多，在肥大细胞

和成纤维细胞中 SCF 表达增加［24］。本研究也证实

半夏泻心汤可通过降低 ICAM-1 和 SCF 的蛋白表达

水平，发挥抑制炎症反应的作用。Caspase-3 作为终

末剪切酶，在细胞凋亡过程中发挥重要的作用，本

研究结果显示慢性胃炎模型中 Caspase-3 表达量增

加，说明 Caspase-3 参与胃细胞凋亡的过程，而半夏

泻心汤可能抑制 Caspase-3 的表达而发挥抗细胞凋

亡的作用。GIMAP4 在细胞转运过程中表现出鸟苷

三磷酸激酶（GTPase）活性和功能，其过高的表达水

平会影响干扰素（IFN）-γ的水平［25］。Mpc1 参与线

粒体内膜限制丙酮酸转运的调节［26］。此外，Mpc1

的过高表达抑制胃癌细胞的增殖、迁移及侵袭

性［27］。半夏泻心汤可能通过降低 GIMAP4 的表达

水平，而提高 Mpc1 的表达水平，恢复胃组织细胞的

能量代谢，起到修复受损的胃黏膜细胞的作用。

4.3 差异蛋白 KEGG 分析 KEGG 富集分析显示

半夏泻心汤影响的差异蛋白参与 TCA 循环，类固醇

激素生物合成，碳代谢，细胞周期，PI3K-Akt，NF-κB

等信号通路。PI3K-Akt 信号通路参与急性和慢性

炎症过程，涉及细胞代谢，细胞调节和凋亡［28-29］。

Akt 是重要的节点蛋白，使多个信号通路发生级联，

具 有 调 节 细 胞 的 凋 亡 、分 化 和 代 谢 等 功 能［30］。

NF-κB 信号通路作为经典的炎症通路，已被证实与

炎症有着紧密的联系，当受到 TNF-α，IL-6 及 IL-8 等

炎症因子及物理、化学因素的刺激时，NF-κB p65 被

激活，进入细胞核内，与靶基因结合，进而转录和翻

译，促使各种炎症反应的发生［31］。类固醇激素的生

物合成信号通路可以调节碳水化合物的代谢并控

制血压的水平，可以调节盐分的平衡并维持正常的

血压水平［32］。研究表明由乙醇导致的胃黏膜损伤

再生，与脂质、葡萄糖代谢有关［33］。逆行内源性大

麻素信号通路 ，该通路与多巴胺神经能调节有

关［34］。细胞周期信号通路可能有助于区分胃炎的

发病进程［35］。

综上所述，从蛋白质组学技术结合 Western blot

验证，研究发现 14-3-3 theta，TN-C，CASP3，ICAM-1，

SCF，GIMAP4 和 Mpc1 是半夏泻心汤抗 CG 的靶点

蛋白，可通过能量代谢、激素调节、炎症反应及免疫

过程而发挥抗 CG 的作用。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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