基于蛋白质组学技术筛选葛根芩连汤防治胰岛素抵抗作用的血清差异表达蛋白
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摘要: 目的 采用蛋白质组学技术筛选鉴定2型糖尿病胰岛素抵抗模型大鼠模型组、给药组血清差异表达蛋白，推测葛根芩连汤防治胰岛素抵抗的机制。方法 葛根芩连汤组和模型对照组通过体内高脂饲料联合链脲佐菌素建立大鼠胰岛素抵抗动物模型，连续灌胃给药3个月，于最后一次给药后l h，取血清，去除高丰度蛋白后，进行蛋白变性、还原、烷基化、酶解及脱盐后，利用液相Thermo EASY-nlc1000和质谱仪LTQ orbitrap Elite分析鉴定，利用xcalibur软件和Thermo Proteome discoverer1.4.0.288进行数据处理，采用SIEVE v2.1×64进行无标定量分析寻找相关差异蛋白，筛选并鉴定差异表达蛋白，并对差异表达蛋白进行生物信息学分析。结果 通过质谱鉴定分析，葛根芩连汤给药组与模型组差异表达蛋白质76个，其中上调 49个，下调27个。分析显示差异蛋白质主要涉及细胞周期调控、炎症反应、信号通路调节等生物过程。其中上调蛋白磷脂酰肌醇-3激酶(PI3K)（Q63788）、胰岛素受体底物蛋白（IRS）（P35570）等以及下调蛋白载脂蛋白 C-III (APO C-III) (P06759)、肝型脂肪酸结合蛋白(FABP1) (P02692)等差异蛋白可能参与了胰岛素信号转导等通路。结论 通过有效的比较分析，我们得到了一些参与了胰岛素信号转导等通路的差异表达蛋白质，为研究葛根芩连汤防治胰岛素抵抗的分子机制提供了新靶点。
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Screening for differentially expressed serum proteins of Gegenqinlian Decoction in treating insulin resistance based on proteomics technology
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Abstract： Objective To screen differentially expressed serum proteins of Gegenqinlian Decoction in treating insulin resistance based on proteomics technology, and study the mechanism of Gegen Qinlian Decoction preventing and treating insulin resistance. Methods The diabetic rat model was developed using high-fat diet (HFD) and multiple low doses of streptozotocin (STZ)，continuous administration for 3 months，after the last administration, to get serum, high - abundance protein was removed. After protein denaturation, reduction, alkylation, enzymatic hydrolysis and desalination, identification of by Thermo EASY-nlc1000 liquid phase and LTQ Orbitrap Elite mass spectrometry, data processing using xcalibur software and Thermo Proteome discoverer1.4.0.288, SIEVE v2.1×64 was used to analyze the related differential proteins, screening and identification of differentially expressed proteins, analysis of differentially expressed proteins by biological information. Result Analysis by mass spectrometry, differential expression proteins was 76 between Gegenqinlian Decoction treatment group and model group, the up-regulated proteins was 49, and the down regulated protein was 27. Differential proteins are mainly involved in biological processes such as cell cycle regulation, inflammatory reaction and signal pathway regulation. Differential proteins, such as up-regulated proteins (PI3K、IRS) and down regulated proteins (Apo C-III、FABP1), may be involved Insulin signal transduction pathway, PPAR signaling pathway, type 2 diabetes signaling pathway. Conclusion Through effective comparative analysis, we obtained a series of the differential expression of proteins involved in insulin signal transduction pathway, providing a new target for the research of the mechanism of Gegenqinlian Decoction in preventing and treating insulin resistance.
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糖尿病 (DM) 是一种内分泌代谢性疾病，中国已成为糖尿病人口大国[1-3]，2型糖尿病(T2DM )普遍存在胰岛素抵抗（IR）。中医认为，T2DM为中满内热，治疗应清热泻火[4]。葛根芩连汤是经典名方，其治疗2型糖尿病胰岛素抵抗作用临床疗效确切[5]，用动物、细胞实验及网络药理学方法均表明葛根芩连汤可改善2型糖尿病胰岛素抵抗[6-7]，葛根芩连汤具有清热生津的功效，正好切中2型糖尿病胰岛素抵抗燥热伤津的病机[8]。
中医学已经被公认为是一门复杂的系统性学科，主要侧重于从整体水平进行研究[9]。系统生物学如蛋白质组学、代谢组学、基因组学等应用于中药研究，可为中药复杂体系的探索提供崭新的思路和方法，已成为目前中药现代化研究的热点[10-11]。蛋白质组( protoeme)技术从一个机体或一个组织、一个细胞等不同层次"整体"的蛋白质活动角度来揭示机体活动的基本规律，这种研究思路与中医整体观和中药多靶点整合调节的特点不谋而合。目前，蛋白质组学作为系统生物学的关键技术之一，已在中医药复杂系统研究中具有重要地位。
本实验通过采用蛋白质组学技术筛选鉴定2型糖尿病胰岛素抵抗模型大鼠模型组、给药组血清差异表达蛋白，研究葛根芩连汤防治胰岛素抵抗作用的分子机制。
1 材料与方法
1.1 动物 雄性健康SD大鼠20只，SPF 级，体质量（180±20）ｇ，湖南斯莱克景达实验动物有限公司，许可证号：SCXK( 湘) 2011-0003。
1.2药物和试剂 按文献[12]制备葛根芩连汤；高丰度蛋白去除试剂盒，美国默克公司，批号：HX395845；二巯基苏糖醇（DTT），美国Promega公司，批号：0000085706；碘乙酰胺（IAA）美国Sigma公司，批号：SLBJ4716V；测序级胰酶，美国Promega公司，批号：0000127520；碳酸氢铵，美国Sigma公司，批号：WXBB1027V；甲酸，美国Sigma公司，批号：BCBM1192V；尿素，美国Sigma公司，批号：WY88J105W；三羟甲基氨基甲烷，生工生物有限公司，批号：MC0514B10011Z；3 -[3-（胆酰胺丙基）二甲氨基]丙磺酸内盐（CHAPS），北京索莱宝科技有限公司，批号：627A0411；C18脱盐小柱，美国Thermo公司，批号：PD200343；苯甲基磺酰氟（PMSF），Salarbio公司，批号：20140708。实验用水为Milli-Q去离子水。
1.3 仪器 Thermo LTQ Orbitrap Elite质谱系统，美国Thermo公司；Thermo EASY-nlc1000液相系统，美国Thermo公司；Thermo EASY-Spray Column Pepmap C18 3μm 15cm ×75μm分析色谱柱，美国Thermo公司，批号:90902；Milli-Q超纯水机，美国Millipore公司；低温高速离心机，美国Thermo公司；真空干燥机，美国Labconco公司。
1.4 血清样本的制备 取2组实验动物，每组10只，葛根芩连汤组和模型对照组按文献方法[6]，通过体内高脂饲料联合链脲佐菌素建立2型糖尿病胰岛素抵抗模型，葛根芩连汤组按含生药 6 g·kg-1剂量给服葛根芩连汤，模型对照组按同等条件给服等体积的生理盐水，并连续灌胃给药3个月，于最后一次给药后l h，心脏穿刺取血。血样常温放置4 h后，在4℃下，离心3 000×g，15min，取上清，分装于1.5mL离心管，贮存于-80℃冰箱，备用。
1.5蛋白质组学分析 

1.5.1 蛋白变性、还原、烷基化、酶解及脱盐 实验方法参照文献[13-16]的基础上加以改进，取模型组、给药组2种血清样品各50ul，分别用试剂盒去除高丰度蛋白；加入蛋白酶抑制剂，用尿素缓冲液（8M尿素、4%CHAPS、40mM Tris、65 mM DTT）对蛋白质变性，用二巯基苏糖醇（DTT）对蛋白质还原，用碘乙酰胺（IAA）烷基化；用冰丙酮对蛋白进行沉淀，14000g，4℃离心，吸弃上清液，将蛋白质沉淀溶于25mM的碳酸氢铵溶液中，加入测序级胰酶37℃酶解过夜；用C18 小柱进行脱盐；真空冷冻干燥，加入100μL 0.1%的甲酸水，13000转，4℃离心，取上清液，质谱上样分析。
1.5.2 质谱分析 用nano-LC-MS/MS液质联用系统作蛋白质组学研究。质谱系统为：Thermo LTQ Orbitrap Elite，液相系统为Thermo EASY-nlc1000，分析柱为Thermo EASY-Spray Column Pepmap C18 3μm 15cm ×75μm色谱柱。色谱条件为：样品进样量为1μL，流速为300nL·min-1；流动相 A为0.1%甲酸水溶液，B为0.1%甲酸乙腈，梯度洗脱，分析时间120min。质谱条件为：电喷雾(ESI)离子源，离子源喷雾电压大约为 1.8 kV左右，LTQ-Orbitrap 质谱仪加热毛细管设定为 250℃，35%的碰撞能量，碰撞诱导解离(CID)，正离子模式；由 Tune and Xcalibur 控制软件根据数据依赖的自动模式实施一级和二级的切换，一级质谱使用全质量扫描，m/z 从 300 to 1800。
表1 纳升液相分离梯度
Table 1 Liquid phase separation gradient

时间/mm:ss        持续时间/mm:ss     流速/nl·min-1       比例/%B

00:00               00:00              300                3

10:00              10:00             300              8

85:00              75:00             300             25

110:00              25:00             300             40

114:00              04:00             300             90

120:00              06:00             300             90

1.5.3 数据处理及生物信息学分析 使用 Thermo Proteome discoverer1.4（内带SEQUEST搜库软件）搜索引擎对数据进行检索，检索数据库为鼠种属的 UniProt 数据库；搜库参数如下:分子量范围350-5000Da，母离子分辨率为10ppm，子离子为0.6 Da，2个漏切位点的全酶切；固定修饰:半胱氨酸（烷基化）+57.0215，可变修饰:蛋氨酸（氧化）+l5.9949；假阳性率 (FDR)：0.01。采用SIEVE v2.1×64进行无标定量分析寻找相关差异蛋白，根据实验组与对照组的表达量差异比率R值1.5倍以上（即小于0.7或大于1.5），且统计检验p-value值小于0.05，视为差异蛋白。选用 Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)在线分析软件进行Gene Ontology（GO）注释的索取及生物学功能富集的统计分析[17-18]；寻找与2型糖尿病胰岛素抵抗相关差异蛋白；利用Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）数据库进行信号通路分析，分析葛根芩连汤治疗2型糖尿病胰岛素抵抗作用可能信号转导机制。
2结果

2.1差异蛋白质的鉴定 酶解样品，分别进样，经Thermo EASY-nlc1000纳升液相分离后，使用Thermo LTQ Orbitrap Elite质谱仪分析，采用Tune and Xcalibur 控制软件，得总离子流图（TIC），如图 1、图2 所示。
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图1 葛根芩连汤组总离子流图

Figure 1 Total ion currency of Gegenqinlian decoction group
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图2模型组总离子流图

Figure 2 Total ion currency of model group

2.2数据处理及生物信息学分析结果 经Thermo Proteome discoverer1.4（内带SEQUEST搜库软件）搜索引擎对数据进行检索，采用SIEVE v2.1×64进行无标定量分析寻找相关差异蛋白，根据实验组与对照组的表达量差异比率R值1.5倍以上（即小于0.7或大于1.5），且统计检验p-value值小于0.05，视为差异蛋白。共获得 76 个差异蛋白质，其中，上调差异蛋白质 49个（R>1.5），下调差异蛋白质 27个（R<0.7）。选用 DAVID 在线分析软件进行GO注释的索取及生物学功能富集的统计分析；寻找与2型糖尿病胰岛素抵抗相关差异蛋白；利用KEGG数据库进行信号通路分析，分析葛根芩连汤治疗2型糖尿病胰岛素抵抗作用可能信号转导机制。通过质谱鉴定及生物信息学分析，显示差异蛋白质主要涉及细胞周期调控、炎症反应、信号通路调节等生物过程。其中上调蛋白PI3K（Q63788）、IRS（P35570）等以及下调蛋白Apo C-III (P06759)、FABP1(P02692)等差异蛋白可能参与了胰岛素、2型糖尿病等信号转导通路，如表2 所示。
表2 葛根芩连汤给药组与模型组血清中参与胰岛素信号转导等通路的差异表达蛋白

Table 2 Comparison of differentially expressed proteins in serum between Gegenqinlian decoction treatment group and model group involved in insulin signal transduction pathway
	蛋白编号
	蛋白描述
	倍数
	唯一肽段数
	分子质量/kDa
	等电点
	趋势

	P35570
	Insulin receptor substrate 1 OS=Rattus norvegicus GN=Irs1 PE=1 SV=1 - [IRS1_RAT]
	2.52
	1
	131.1
	8.75
	上调



	Q63788
	Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta OS=Rattus norvegicus GN=Pik3r2 PE=2 SV=1 - [P85B_RAT]
	3.21
	1
	81.3
	6.14
	上调



	P06759
	Apolipoprotein C-III OS=Rattus norvegicus GN=Apoc3 PE=2 SV=2 - [APOC3_RAT]
	0.413
	4
	11.1
	4.77
	下调



	P02692
	Fatty acid-binding protein, liver OS=Rattus norvegicus GN=Fabp1 PE=1 SV=1 - [FABPL_RAT]
	0.356
	2
	14.3
	8.07
	下调




3 讨论
蛋白质组学是在整体水平上研究细胞内蛋白组成及其活动规律的学科。已在中医药复杂系统研究中具有重要地位。本实验通过利用利用液相Thermo EASY-nlc1000和质谱仪LTQ orbitrap Elite分析模型组和给药组2类血清标本，用生物信息学方法筛选差异表达蛋白，探寻葛根芩连汤防治胰岛素抵抗的生物标志物，试图从系统生物学角度初步阐明其作用机制。
血清体系较为复杂，其中绝大部分由高丰度蛋白质如白蛋白、IgG等构成，有效去除高丰度蛋白，以及对低丰度蛋白的富集，有利于鉴定到更多的具有生理意义的蛋白质标志物，因此在本实验中，我们先应用试剂盒去除高丰度蛋白。
在本研究工作中，我们采用蛋白质组学方法在血清样品中筛选得到了葛根芩连汤给药组与模型组差异表达蛋白质76 个差异蛋白质，其中，上调差异蛋白质 49个，下调差异蛋白质 27个。分析显示差异蛋白质主要涉及细胞周期调控、炎症反应、信号通路调节等生物过程。其中上调蛋白PI3K（Q63788）、IRS（P35570）等以及下调蛋白Apo C-III (P06759)、FABP1(P02692)等差异蛋白可能参与了胰岛素信号转导等通路，为研究葛根芩连汤防治胰岛素抵抗的分子机制提供了新靶点。
PI3K途径被认为是胰岛素信号转导的经典途径，从胰岛素受体(InsR)到胰岛素受体底物-1(IRS-1)，再到PI3K最后通过传递影响葡萄糖转运[19]。IRS是INSR 的底物，具有多个磷酸化位点。FABPl是脂肪酸结合蛋白家族的成员之一，属于一组低分子量可结合长链脂肪酸的高度保守性胞质蛋白。FABP1与肾脏疾病、脂肪肝、肿瘤、肥胖症、糖尿病等多种疾病发生发展有密切关系[20]；FABP1 基因沉默小鼠通过改变能量供应底物来抵制肥胖，即FABP1基因沉默小鼠增加对糖的利用，FABP1与糖尿病的发生有密切关系[21-22]。载脂蛋白是一类特殊的蛋白质，脂质转运过程必须和载脂蛋白结合，才能正常转运。APO C-III 在 C 族中浓度最高，主要是调节高三酰甘油血症中的三酰甘油脂蛋白的分解与代谢。代谢综合征患者血浆 APO C-III 浓度升高，代谢综合征的特征是胰岛素抵抗[23]。
本研究从蛋白质组学水平初步研究了葛根芩连汤防治胰岛素抵抗作用机制，获得差异蛋白质主要涉及细胞周期调控、炎症反应、信号通路调节等生物过程。其中上调蛋白PI3K（Q63788）、IRS（P35570）等以及下调蛋白Apo C-III (P06759)、FABP1(P02692)等差异蛋白可能参与了胰岛素信号转导等通路，其很可能成为葛根芩连汤防治胰岛素抵抗的潜在新靶点。在本实验中，差异蛋白PI3K（Q63788）、IRS（P35570）等表达明显上调，以及Apo C-III (P06759)、FABP1(P02692)等表达明显下调，进一步说明葛根芩连汤具有防治胰岛素抵抗作用，这和前期的研究结论［6］是一致的。
总之，本研究采用蛋白质组学技术发现了一些与葛根芩连汤防治胰岛素抵抗作用密切相关的差异表达蛋白，这将有助于筛选出防治胰岛素抵抗作用相关的生物标记物，并有利于阐明中药防治胰岛素抵抗作用分子机制。
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