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[摘要 ] 目的 研究商陆皂苷甲作用于子宫内膜异位症大鼠腹腔巨噬细胞蛋白质组的差异, 鉴定差异表达的蛋白质。

方法 采用自体移植法建立子宫内膜异位症大鼠模型。造模成功后取腹腔巨噬细胞,商陆皂苷甲作用 24 h后,采用双向凝胶

电泳技术分离巨噬细胞总蛋白,并获得药物组、模型组和空白对照组蛋白质组图谱, PDQuest软件分析确认三组细胞的差异蛋

白质, 最后运用串联飞行时间质谱 ( MALD ITOF TOFM S)鉴定差异蛋白点。结果 M 2型丙酮酸激酶、磷酸酰肌醇转移蛋白和

热休克蛋白 8在子宫内膜异位症大鼠腹腔巨噬细胞中高表达, 而磷酸甘油醛脱氢酶表达减少。商陆皂苷甲能抑制造模引起的

M 2型丙酮酸激酶等四种蛋白的表达变化。结论 利用蛋白质组学技术, 研究商陆皂苷甲作用于子宫内膜异位症大鼠腹腔巨

噬细胞后蛋白表达差异,为探索子宫内膜异位症的发病机制和商陆皂苷甲的作用机制提供新的线索和依据。
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D ifferential proteom ics analysis of peritoneal macrophages in endom etriosis rat

treated by Esculentoside A
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[ Abstract] Objective To eva luate the differential proteom ics of the peritonea lm acrophages in exper im ental endom e triosis rats

treated by EsA. Methods Exper imenta l endom etrio sis w as induced by auto transplantation o f endome tr ium. Two d imensional po lyac

ry lam ide gel e lec trophoresis ( 2D PAGE) comb ined w ithMALDI TOF /TOF identification w ere used to investig ate the e ffects o f EsA on

the pro teom e o fm acrophages of exper im enta l endom etriosis rats. R esu lts Com pared w ith no rm al contro ls, py ruvate k inase3( PKM 2).

phospha tidy linos ito l transfer prote in( P ITPN ), and heat shock prote in 8( H SP8) had higher expression in per itonealm acrophages o f ex

perim enta l endom e triosis, but g lycera ldehyde phosphate dehydrogenase ( GAPDH ) expressed lowe r. H ow eve r, these aberrant expres

sion cou ld be inhib ited by EsA. Conc lu sion Itw as revealed a potentia lm echan ism of the pathogenesis o f endom etr iosis, wh ich gave a

new s ight to understand the an ti in flamma to ry effects of EsA and its underly ing immuno regulation m echan ism s.

[ Key words] Esculentoside A; endom etriosis; m acrophage; two d imensional po lyacry lam ide gel e lec trophoresis

子宫内膜异位症 ( endometriosis, EM s)是一种常

见的雌激素依赖性疾病, 是指具有生长功能的子宫

内膜组织 (腺体和间质 )出现在子宫腔被覆内膜及

宫体肌层以外的其他部位
[ 1]
, 属良性疾病, 但具有

侵袭、扩散等恶性肿瘤的生长特征。

对于行经期妇女而言,脱落的子宫内膜发生异

地种植的机率高达 76% ~ 90% ,但是实际上 EM s的

发生率仅为 5% ~ 10%
[ 2]
。研究发现 EM s患者巨噬

细胞体积增大,非特异性免疫功能异常,吞噬异物能

力下降。由其分泌的活性物质明显增多,这些物质

有利于异位内膜种植生长
[ 3 ]
。因此, 在 EM s发生发

展中,巨噬细胞起到极其重要的作用。

商陆皂苷甲 ( escu lentoside A, E sA )是传统中药

商陆 (Phytolacca esculen ta VanH ou tte )中含量最高的

皂苷。商陆总皂苷 (囊癖灵 )治疗子宫内膜异位症

获专利,治疗卵巢囊肿和乳腺增生已获准进入 II期

临床。前期研究发现 E sA具有显著的抗炎免疫抑

制作用,抑制多种细胞特别是巨噬细胞释放多种细

胞因子和炎性介质以及表达粘附分子,还对多种急

慢性炎症模型具有显著的治疗作用
[ 4~ 6]
。这些研究

结果提示: EsA对巨噬细胞功能的作用和对其分泌

的炎性介质的调节作用可能是其治疗 EM s的机制
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之一。

笔者运用蛋白质组技术,研究 EsA对 EM s大鼠

腹腔巨噬细胞的作用蛋白的影响, 以期更深入的了

解 EM s发生发展的分子机制以及 EsA抗炎免疫的

作用机制。

1 材料和方法

1. 1 药品试剂和仪器 EsA (纯度 > 99% ) 用培养

液溶解。DMEM培养基购自 G IBIO公司。胎牛血清

购自 HYCLONE公司。 IPG干胶条 ( ReadyS trip
TM

IPG

S trip, 17 cm, pH 3 10)、等电聚焦上样缓冲液 ( Ready

Prep 2 D StarterK itRehydration /Samp le Buffer)、矿物

油、溴酚蓝、蛋白纯化试剂盒、蛋白定量试剂盒 ( RC

DC Protein A ssay K it)、碘乙酰胺 ( IAA)等为 B io Rad

公司产品;二硫苏糖醇 ( DTT)等为 Sigma公司产品;

蛋白酶抑制剂是 Roche公司产品;其他试剂均为化学

分析纯;双向凝胶电泳第一向等电聚焦仪、第二向大

型聚丙烯酰胺凝胶系统、GS800扫描仪为 B io Rad公

司产品; M illipore纯水仪为 M illipore公司; 双向凝胶

电泳图像分析软件是 PDQuest
TM

2D Analysis softw are

7. 4. 0( B io Rad); 质谱仪为 4700串联飞行时间质谱

仪 [ 4700 Pro teom icsAnalyzer ( TOF /TOFTM ) ( Applied

B iosystems, USA ) ]。

1. 2 动物 雌性 SD大鼠 20只, 清洁级, 体重 220

~ 250 g,医动字第 0039456号, 由第二军医大学实

验动物中心提供。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 分组及模型制作 术前一天皮下注射己烯

雌酚 ( 1 mg /kg) ,使动物统一处于动情期, 随机分为

正常对照组 ( 7只 )和模型组 ( 13只 )。手术在无菌

条件下用 1%戊巴比妥钠按 40mg /kg量腹腔麻醉,

常规开腹,钝镊找到并切取右侧宫角处的一段子宫,

长约 1 cm,迅速将其置于生理盐水中, 将子宫内膜

与肌层分离,并剪取两块各约 5 mm  5 mm的内膜

组织块,将上皮层反向对着体壁,将组织块四角缝固

在腹壁上, 左右各一。右侧宫角断端吻合结扎。关

腹前予以庆大霉素生理盐水溶液冲洗腹腔, 最后缝

合各层组织, 4周后再次剖腹观察移植物生长状况,

发现移植物体积增大,出现液体积聚,移植物被结缔

组织或大网膜覆盖并有血管形成。同时切取移植物

送检, 证实移植物中有子宫内膜上皮细胞、腺体及间

质的生长,并有分泌活动。说明子宫内膜异位症大

鼠模型成功建立。

1. 3. 2 大鼠腹腔巨噬细胞 ( peritoneal macrophage,

PM )的分离培养 造模 4周后取大鼠腹腔巨噬细

胞, 实验 4天前每只大鼠腹腔注射 5 m l 3% TG

broth,乙醚吸入法麻醉,无菌条件下 15m l预冷 PBS

腹腔灌洗 3次, 回收液 4 ! 、1 000 r /m in离心 10

m in; 去上清, 加入 10% 胎牛血清的 DMEM 调整

PM 浓度为 2  10
6
/m ,l在 37! 、5% CO2的培养箱

中培养 6 h,去上清, 用 PBS液洗去未贴壁细胞, 然

后加入 E sA ( 5mmol /L )再孵育 24 h,实验同时设不

加药的模型组以及正常大鼠腹腔巨噬细胞的空白对

照组。

1. 3. 3 细胞总蛋白的制备 收集各组细胞, PBS漂

洗细胞 2次, M illipore水漂洗一次以除去盐分,加入

裂解缓冲液冰上裂解 10m in,收集蛋白样品 - 80 !

反复冻融 3次, 4 ! 条件下 20 000 r /m in离心 1 h,经

蛋白纯化试剂盒纯化蛋白后用蛋白定量试剂盒进行

蛋白定量。蛋白样品 - 80 ! 保存。

1. 3. 4 双向电泳 取 350 l含 400 g蛋白的上样

缓冲液,被动水化 7 h。水化和聚焦均在 20 ! 进行,

等点聚焦极限电流为 55 A /ge,l程序设置为: 50 V,

3 h; 250 V, 3 h; 1 000V, 2 h;线性升压到 10 000 V;

快速聚焦 60 000 Vhr, 最后 500 V保持。第一向等

点聚焦结束后,取出胶条放在平衡缓冲液∀ ( 6 mo l/

L尿素, 2% SDS, 0. 375 mol /L T ris, 20% 甘油, 2%

DTT )中平衡 12 m in, 在平衡缓冲液 # ( 6 mo l/L尿

素, 2% SDS, 0. 375 mol /L T ris, 20% 甘油, 2. 5%

IAA )中平衡 12 m in。将平衡后的胶条转移至 12%

聚丙烯酰胺凝胶上端,进行 SDS PAGE分离, 电泳采

用恒流方式,起始时用低电流 ( 5 mA /ge l/17cm ), 待

样品完全走出 IPG胶条浓缩成一条线后,加大电流

( 25 mA /gel /17 cm ),待溴酚蓝指示剂达到底部边缘

时即可停止电泳。凝胶用银染法进行染色。

1. 3. 5 图像采集分析 银染后的 2 D胶用 GS800

扫描仪进行扫描, 获得蛋白质点图像。所得图谱用

PDQuest图像分析软件进行分析, 分析过程包括蛋

白质点的检测、获取蛋白质斑点位置坐标、背景消

减、手工加减点、差异蛋白点的分析等。在本实验中

用相同的条件对药物处理组、模型组和空白对照组

分别进行了 3次双向电泳。在每组的蛋白质电泳图

谱中选择点清晰、背景好的图像作为参照胶,与组内

其他 3次实验的图像进行匹配,并建立平均胶;以实

验组、模型组和对照组的平均胶进行两两匹配,寻找

3组细胞的差异表达蛋白。

1. 3. 6 串联飞行时间质谱鉴定差异蛋白点 本

部分采用 MALDI TOF TOF M S的方法鉴定蛋白,

将选取的差异蛋白质点切下, 胰蛋白酶水解后得

到该蛋白质的多肽片段混合物, 用 4700串联飞行

时间质 谱 仪 [ 4700 Pro teom ics Ana lyzer ( TOF /

TOFTM ) ( A pplied B iosystem s, U SA ) ]进行质谱分
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析, 激光源为 355 nm波长的 N d YAG激光器, 加

速电压为 20 kV,采用正离子模式和自动获取数据

的模式采集数据。基质和样品的 PMF质量扫描范

围为 700~ 3 500 Da, 将强度最大的 5个峰进行串

级质谱分析, 谱图用 myog lob in酶解肽段进行外标

校正。所 得 结 果 用 GPS ( A pplied B iosystem s,

USA ) MASCOT ( M atr ix Sc ience, London, UK )进

行数据库检索。搜索参数设置:数据库为 NCB Inr;

数据检索的方式为 comb ined; 最大允许漏切位点

为 1;酶为胰蛋白酶。质量误差范围设置: PM F 100

ppm, M S /M S 0. 6 Da; 在数据库检索时胰酶自降解

峰和污染物质的峰都手工剔除。

2 结果

2. 1 双向电泳凝胶图谱 经 GS 800图像采集和

PDQuest分析软件分析, 得到 E sA处理组, 模型组,

对照组蛋白点总数分别为 1 005 ∃ 36, 943 ∃ 31, 814

∃ 24。由于大鼠的个体差异, 同时不同生理周期细

胞蛋白的表达也会发生变化, 将这 3组图谱进行比

对分析, 3组细胞中均稳定表达的点有 217个。其

中, 7个蛋白质点在子宫内膜异位症模型组的含量

明显增高, 2个蛋白质点在模型组中含量明显降低,

E sA能明显抑制由于造模导致的蛋白表达变化。

(见图 1)

图 1 双向电泳图谱

A正常大鼠腹腔巨噬细胞的对照组; B大鼠子宫内膜异位症模型组; C E sA ( 5 mm ol/L)作用于模型组巨噬细胞 24 h后的药物处理组。

(横轴和纵轴分别代表蛋白质的等电点 ( pI)和分子量 (M r)。差异显著的蛋白用圆圈圈出。)

2. 2 质谱鉴定结果 将 9个蛋白质差异点胶内切

割、消化、酶解后,利用 MALDITOF TOF M S鉴定得

到 6个蛋白质, 蛋白的具体信息在表 1中显示。比

对双向电泳图谱, 得出 M2型丙酮酸激酶 ( py ruvate

kinase3, PKM 2) , 磷酸酰肌醇转移蛋白 ( phosphat i

dy linositol transfer protein, PITPN )和热休克蛋白 8

( heat shock protein 8, HSP8) 在子宫内膜异位症模

型大鼠巨噬细胞中高表达, 而磷酸甘油醛脱氢酶

( g lycera ldehyde phosphate dehydrogenase, GAPDH )

在子宫内膜异位症模型大鼠巨噬细胞表达降低。

表 1 差异蛋白的质谱鉴定结果

序号 数据库编号 名称 相对分子质量 等电点 蛋白质得分 可信区间 (% )

1 g i| 62665891 pyruvate k inase3 ( PKM 2) 57 840. 1 7. 57 258 100

2 g i| 62665891 pyruvate k inase3 ( PKM 2) 57 840. 1 7. 57 151 100

4 g i| 8393962 phosphatidylinositol trans fer protein( PITPN ) 31 887. 1 5. 97 112 100

5 g i| 13242237 heat shock protein 8 (H SP8) 70 827. 2 5. 37 535 100

6 g i| 13242237 heat shock protein 8 (H SP8) 70 827. 2 5. 37 370 100

7 g i| 120707 glyceraldehyd e phosph ate dehydrogenase ( GAPDH ) 35 813. 3 8. 43 228 100

3 讨论

腹腔内巨噬细胞对逆流内膜的清除及免疫应答

能力下降,可能是造成异位灶存活的重要机制。以

往研究发现,巨噬细胞数目和功能的改变及其分泌

细胞因子的异常,如白细胞介素 1( IL 1)、白细胞介

素 6( IL 6)和转化生长因子 ! ( TGF ! )、血管内皮

生长因子 ( VEGF )等可能导致卵巢功能的改

变
[ 7~ 9]

, 进而与 EM s的发生发展相关。然而, 从巨

噬细胞蛋白质组水平研究子宫内膜异位症的发病机

制尚未见报道。

笔者通过构建子宫内膜异位症大鼠模型, 运用

双向电泳联合质谱技术研究巨噬细胞蛋白质组表达

差异,结果显示, PKM 2、PITPN和 HSP8在 EM s模型
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大鼠巨噬细胞中高表达,而 GAPDH表达降低。

PKM2是近年来研究较多的一种新型肿瘤标记

物,在许多恶性肿瘤如肾细胞癌、胰腺癌、乳腺癌、宫

颈癌, 肺癌以及胃肠道癌发生发展中有重要作

用
[ 10, 11 ]

。PKM2可以调节糖酵解的磷酸代谢物供应

用以合成细胞增殖的前身物。其表达上调提高了细

胞的 ATP浓度,为肿瘤细胞特殊的代谢途径提供能

量
[ 12]
。EM s大鼠腹腔巨噬细胞 PKM2表达上调,可

使糖酵解速度失控性增加, 有利于提供能量用于内

膜细胞的增殖。

GAPDH除了作为糖酵解酶以外,还具有一些非糖

酵解功能。研究表明 GAPDH介导一个新的细胞死亡

级联反应
[ 13]

,通过一氧化氮使 GAPDH与 Siah 1蛋白

结合, GAPDH S iah 1转位到细胞核。正常情况下, Siah

1很快转化,但是与 GAPDH结合后其转化减慢, 从而

引发特定的核蛋白降解而使细胞死亡。GAPDH在子

宫内膜异位症大鼠腹腔巨噬细胞表达 下调,可能通过

减少细胞凋亡来维持内膜细胞的恶性增殖。

HSP8属于 HSP70家族, 是最保守的,也是研究

最多的一类 HSP。在正常状态下, HSP70以 ATP依

赖的分子伴侣行使功能,如帮助新生蛋白的折叠,组

装多蛋白复合体和蛋白质的跨膜转运。然而除了作

为分子伴侣行使功能, HSP还可以作为直接的感受

器,感受细胞静息、凋亡、坏死等信号
[ 14]
。研究还发

现 HSP70在人乳腺癌中高表达且是肿瘤生存所必

需的
[ 15]

, 用各种方法将 HSP70从肿瘤细胞中清除

可诱导肿瘤细胞凋亡。除此之外, 重组的 HSP70可

以刺激 IL l、TNF !、IL 6和 IL 2的生成,上调单核

细胞和树突细胞 CD86和 MHC# [ 16]
, 表明 HSP70

有免疫调节功能。那么它在巨噬细胞中表达上调与

子宫内膜异位症的发生有怎样的关系, E sA下调

HSP70的表达与 EsA抗炎免疫作用机制之间又能

建立怎样的联系,还有待进一步研究。

PITPN广泛分布于真核生物的各个组织中, 在

真核生物细胞内具有很多重要且保守的功能
[ 17 ]
。

通过基因剔除、功能互补以及蛋白相互作用等手段

对 PITP生理功能的研究发现, P ITP不但和真核生

物细胞内膜系统间的磷脂转运和交换有关, 还参与

磷脂信号的调节、影响胞外分泌过程、参与细胞周期

的调节以及胞浆运动等生理过程, 对哺乳动物的神

经退化和肠吸收疾病有着重要影响
[ 18]

; 然而他在子

宫内膜异位症发病机制中起着什么样的作用, 目前

还不清楚,有待进一步研究。

总之, 本实验为从蛋白质组水平研究子宫内膜

异位症发病机制以及揭示 EsA抗炎免疫的作用机

制提供了新的证据。但仅为研究的一个开端, 为更

深入的在两者之间建立联系, 还需要更进一步的研

究和论证。
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测试结果显示头孢曲松钠样品 B所用胶塞采

用埃克森 2211溴化丁基橡胶作为原料,加入少量石

蜡。来源于胶塞的可挥发性物质包括丙烯醛、戊醛、

己醛、2甲基戊烷、3甲基戊烷、正己烷、甲基环戊

烷、环己烷、C8H16、C10H 22、C10H16、C13H 34、C14H30、C15

H32、C16H 34、C13H24、C13H23 B r、C21H40、BHT等物质。

其中较低分子量的低沸点物质戊醛、己醛、2甲基戊

烷、3甲基戊烷、正己烷、甲基环戊烷、环己烷、C8H16

等可挥发性物质在 4种 B样品中的变化趋势与样

品 A一致,同样表明这些来源于胶塞的低沸点物质

未被头孢曲松钠所吸附。

测试结果同样表明来源于胶塞的较高沸点的

C10H22、C10H16、C13H 34、C14H30、C15H 32、C16H34、C13

H24、C21H 40、BHT等物质能够被头孢曲松钠所吸附。

结果同样表明来源于胶塞的丙烯醛和 C13H 23 Br与

头孢曲松钠可能以非物理结合,如化学反应的方式

发生了进一步的作用。

总体而言, 测试结果同样表明来源于胶塞和来

源于头孢曲松钠的可挥发性物质存在相互迁移,头

孢曲松钠能以物理吸附和非物理吸附的方式与来源

于胶塞的部分可挥发性物质发生作用。

4 讨论

4. 1 由于样品的胶塞与头孢曲松钠已经组合包装,

相关物质的迁移和相互作用已经发生, 这对可挥发

性物质来源及其相互作用的判断造成干扰。为了判

断这些可挥发性可迁移物质的来源及可能的相互作

用,对抗生素、胶塞与药物接触部位和胶塞与药物未

接触部位分别测定, 并同时测定抗生素与胶塞的混

合样品作为附加的判别依据。头孢曲松钠处于密封

的环境,因此来源于头孢曲松钠的可挥发性物质,如

果发生迁移,应首先进入与抗生素接触的塞颈部位,

然后再扩散至塞冠部位, 因此可测得色谱峰面积顺

序为头孢曲松钠、塞颈、塞冠;而胶塞处在相对开放

的环境,塞冠部位的可挥发性物质可能迁移进入环

境,另外由于测试条件下, 胶塞和头孢曲松钠对不同

可挥发性物质的吸附能力不同, 导致可挥发性物质

测得的色谱峰面积顺序没有一致的规律性, 因此需

要结合胶塞配方工艺和头孢曲松钠的工艺进行判

断。

4. 2 胶塞可挥发性物质迁移进入头孢曲松钠以后,

如果仅仅是被物理吸附, 在头孢曲松钠样品中就能

测得相关物质;但如果以非物理吸附方式发生作用,

如发生化学反应, 头孢曲松钠样品中将无法测得这

些物质,并导致混合样品测得的色谱峰面积小于胶

塞样品测得的色谱峰面积。实验结果表明来源于胶

塞的可挥发性物质能够与头孢曲松钠以物理吸附和

非物理吸附的方式发生作用。

4. 3 来源于胶塞的可挥发性物质脂溶性一般较大,

这些能够迁移进入头孢曲松钠的物质性质也表明了

这一点,如果发生局部富集, 头孢曲松钠与这些物质

物理吸附和非物理吸附的作用结果将使得部分头孢

曲松钠粉末表面形成脂溶性膜, 使得粉末在水中的

溶解度下降,这可能是导致头孢曲松钠出现澄清度

问题的因素之一。

4. 4 通过对来源于胶塞的可挥发性物质测定,并对

其迁移进入头孢曲松钠的可能情况进行分析, 可以

有效评价胶塞可挥发性物质对头孢曲松钠的影响,

为抗生素选择合适的胶塞以及相容性实验提供有效

的实验数据
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