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酒精性脂肪肝小鼠肝组织蛋白表达谱检测
及白藜芦醇干预作用机制的探讨

韩　 敏1,易　 旭2∗,游绍伟2　

(1.贵州中医药大学,贵阳　 550025;2.贵州中医药大学第二附属医院,贵阳　 550003)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用蛋白质组学方法分析酒精性脂肪肝(alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,AFLD)小鼠肝组织蛋白

表达谱变化及白藜芦醇干预影响。 方法　 采用 NIAAA 法制备 C57BL / 6J 小鼠 AFLD 模型,连续 9
 

d 灌胃给予白藜

芦醇(400
 

mg / kg)干预。 采用 4D 非标定量蛋白质组方法对各实验组小鼠肝组织中的蛋白质进行鉴定和定量。 以

同时满足倍数变化≥1. 5 或≤0. 67,且 P<0. 05 的条件对正常对照组与 AFLD 组、AFLD 组与白藜芦醇干预组,正常

对照组与白藜芦醇等 3 个比较组中显著上调或下调差异表达蛋白进行筛选,然后进行差异表达蛋白的 GO 分类、
KEGG 通路富集和蛋白质网络互作分析。 结果　 分别鉴定和定量到 4513、3763 个蛋白质,筛选出 1228 个差异表达

蛋白质和 11 个差异共表达蛋白质。 与对照组比较(P<0. 05),AFLD 组分别有 370、324 个蛋白质显著下调和上调,
白藜芦醇干预组分别有 40、43 个蛋白质显著上调和下调;与 AFLD 组比较(P<0. 05),白藜芦醇干预组分别有 224、
227 个蛋白质显著上调和下调。 1228 个差异表达蛋白质分别涉及 GO 注释的 40 个生物学过程、36 个细胞组成、38
个分子功能和 45 条 KEGG 通路,11 个差异共表达蛋白经 GO、KEGG 及蛋白质质网络互作分析,其中 9 个差异共表

达蛋白质涉及 9 种分子功能、5 个差异共表达蛋白质涉及 5 条信号通路,4 个差异共表达蛋白质发生了相互作用。
结论　 慢性酒精摄入后小鼠肝组织蛋白表达谱发生了显著变化,硫转移酶家族胞浆 1B 成员 1( sulfotransferase

 

family
 

cytosolic
 

1B
 

member
 

1, Sult1b1)、载脂蛋白 A-IV ( apolipoprotein
 

A-IV, Apoa4)、甘油-3-磷酸酰基转移酶 3
(glycerol-3-phosphate

 

acyltransferase
 

3,Gpat3)、环氧化物水解酶 1( epoxide
 

hydrolase
 

1,Ephx1)等 4 种蛋白质表达水

平变化与 AFLD 的发生和白藜芦醇的 AFLD 干预作用具有密切关系。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 Proteomics
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

changes
 

in
 

the
 

liver
 

protein
 

expression
 

profile
 

of
 

AFLD
 

mice
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

treatment.
 

Methods 　 The
 

AFLD
 

model
 

of
 

C57BL / 6J
 

mice
 

was
 

prepared
 

by
 

NIAAA
 

method,
 

and
 

resveratol(400
 

mg / kg)was
 

administered
 

orally
 

for
 

9
 

days.
 

Proteins
 

in
 

the
 

liver
 

tissues
 

were
 

quantified
 

by
 

the
 

4D
 

non-standard
 

quantitative
 

proteomic
 

method
 

.
 

Under
 

conditions
 

of
 

multiple
 

changes
 

≥1. 5
 

or
 

≤0. 67
 

and
 

P< 0. 05,
 

significantly
 

up-
 

or
 

down-regulated
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

comparison
 

groups
 

were
 

screened.
 

GO
 



classification,
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment,
 

and
 

protein
 

network
 

interaction
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

were
 

carried
 

out.
 

Results　 Totals
 

of
 

4513
 

and
 

3763
 

proteins
 

were
 

identified
 

and
 

quantified,
 

respectively,
 

and
 

1228
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

and
 

11
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

were
 

screened.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05),
 

370
 

and
 

324
 

proteins
 

were
 

significantly
 

down-
 

and
 

up-regulated
 

in
 

the
 

AFLD
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

AFLD
 

group
 

(P<
0. 05),

 

224
 

and
 

227
 

proteins
 

were
 

significantly
 

up-
 

and
 

down-regulated,
 

respectively,
 

in
 

the
 

resveratrol
 

treatment
 

group.
 

A
 

total
 

of
 

1228
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

were
 

involved
 

in
 

40
 

biological
 

processes,
 

36
 

cellular
 

components,
 

38
 

molecular
 

functions,
 

and
 

45
 

KEGG
 

pathways
 

annotated
 

by
 

GO
 

classification.
 

A
 

total
 

of
 

11
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

were
 

screened
 

and
 

found
 

to
 

be
 

related
 

to
 

9
 

molecular
 

functions
 

and
 

5
 

signaling
 

pathways,
 

of
 

which
 

4
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

interacted.
 

Conclusions　 After
 

chronic
 

alcohol
 

intake,
 

the
 

protein
 

expression
 

profile
 

of
 

mouse
 

liver
 

tissue
 

changes
 

significantly.
 

The
 

changes
 

in
 

expression
 

of
 

Sult1b1
 

(sulfotransferase
 

family
 

cytosolic
 

1B
 

member
 

1),
 

Apoa4
 

(apolipoprotein
 

A-IV),
 

Gpat3
 

( glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

3),
 

and
 

Ephx1
 

( epoxide
 

hydrolase
 

1)
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

AFLD
 

occurrence
 

and
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

AFLD.
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　 　 酒精性脂肪肝 ( alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
AFLD)是酒精性肝病逐渐发展和治疗的关键病理前

提[1-2] 。 尽管对酒精诱导脂肪肝的病理生理学进行

了广泛的研究,但在过去 50 年中,除了禁酒以及对

症处理和营养支持外,仍然没有针对性的治疗[3-4] 。
白藜芦醇是一种存在于红酒和葡萄的膳食多酚,研
究显示在减轻酒精性和非酒精性肝功能障碍、胆汁

淤积性肝损伤、化学性肝毒性、肝缺血再灌注等方

面具有独特的药理活性[5-8] 。 Tang 等[9]发现白藜芦

醇处理减少了油酸和酒精作用后的 HepG2 细胞内

脂滴 形 成。 类 似 地, Tang 等[10] 、 Kasdallah-Grissa
等[11] 、Chen 等[12]和 Ma 等[13]发现,白藜芦醇除可能

通过诱导自噬对酒精性脂肪肝变性具有保护作用

外,膳食补充或服用白藜芦醇可降低酒精诱导的大

鼠或 C57BL / 6J 小鼠肝的氧化应激和凋亡,增加超

氧化物歧化酶
 

(superoxide
 

dismutase,
 

SOD)、过氧化

氢酶 ( catalase,
 

CAT ) 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(glutathione
 

peroxidase,
 

GPx)等抗氧化酶活性,上调

肝缺氧诱导因子 - 1α ( hypoxia-inducible
 

factor-1α,
 

HIF-1α)蛋白表达,从而减少酒精性肝损伤。 白藜

芦醇也作为蛋白质去乙酰化酶 SIRT1 的激动剂,可
以通过上调肝中 SIRT1-AMPK 信号系统阻止乙醇喂

养小鼠酒精性脂肪肝的发生[14-18] 。 尽管白藜芦醇

的有益作用已在各种酒精性肝病的动物和细胞模

型中得到充分证实,但其具体作用分子机制仍不清

楚。 使用多种蛋白质质谱技术分别在一定程度上

揭示了大鼠或小鼠肝组织在摄入不同程度酒精后

的蛋白质表达变化[19-22] 。 遗憾的是,这些研究结果

较零散,且对 AFLD 这一重要酒精性肝病病理初始

阶段的肝蛋白质表达谱变化缺乏了解[23-24] 。 因此,
本文运用 4D 非标定量蛋白质组学技术检测 AFLD
小鼠肝组织蛋白质表达情况,并由此探索白藜芦醇

介导的抗 AFLD 干预作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 9 只,8 ~ 10 周龄,体
重(22±2)g,由北京唯尚立德生物科技有限公司提

供[SCXK(京) 2021-0010]。 饲养于贵州医科大学

实验动物中心(北校区)带有 IVC 系统的饲养房内

[SYXK(黔)2018-0001],20 ~ 23℃ 。 实验前适应性

喂养 1 周,自由进食 SPF 级鼠饲料和自由饮用灭菌

自来水。 实验过程严格遵守 3R 原则。 动物实验由

贵州中医药大学伦理委员会审批(20210093)。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 BCA 蛋白浓度测定试剂盒(中国碧云天公司,
生产编号:P0011);胰蛋白酶(美国 Promega,生产编

号:V5117);乙腈(美国 Thermofisher
 

scientific,生产

编号:204433);甲酸(美国 Fluka,生产编号:A117-
50);二硫苏糖醇 ( 美国 Sigma,生产编号: D9163-
25G)。 除盐柱( Phenomenex,货号:8B-S100-EBJ);
NanoElute 液相色谱仪、Tims

 

TOF
 

Pro 飞行时间质谱

仪(美国 bruker)。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 药物制备
 

　 　 运用高压灭菌的 30%
 

koliphor
 

HS15 ( BASF,
30944788Q0)制备白藜芦醇(sigma,R5010)溶液。

71中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



1. 3. 2　 动物分组与处理

　 　 小鼠分为对照组(C)、AFLD 组(M)及白藜芦醇

干预组(R),采用 Lieber-DeCarli 酒精液体饲料自由

摄入+ 1 次 95% 乙醇灌胃的 NIAAA 法制备小鼠

AFLD 模型和给予 400
 

mg / kg 白藜芦醇灌胃处理,具
体方法见以往发表文章[25] 。 最后 1 次用药后 24

 

h
收集肝组织,以备蛋白组学检测分析用。
1. 3. 3　 肝组织总蛋白质制备和胰蛋白酶水解

　 　 取适量-80℃ 保存的肝组织,用液氮研磨成粉

末,加入 40
 

μL 体积含 8
 

mol / L 尿素、1%蛋白酶抑

制剂、3
 

μmol / L 去乙酰化酶抑制剂、50
 

mmol / L 烟酰

胺的裂解缓冲液,进行 3 次高强度超声裂解。 4℃ ,
12

 

000
 

r / min 离心 10
 

min 后,收集上清液,蛋白质浓

度用 BCA 法测定。 取等量蛋白质样品和适量标准

蛋白质混合物,加入终浓度为 20%
 

v / v 的三氯乙

酸,充分混合,4℃ 沉淀 2
 

h。 500
 

r / min 离心 5
 

min
后,使用预冷丙酮洗涤和沉淀样品。 在最终浓度为

200
 

mmol / L 的四乙基溴化铵溶液中进行超声分散,
然后添加 1 / 50 比例的胰蛋白酶过夜处理,加入最终

浓度为 5
 

mmol / L 的二硫苏糖醇,然后在 56℃ 下还

原 30
 

min。
1. 3. 4　 液相色谱-质谱联用分析

　 　 分别制备含有 2%乙腈和 0. 1%甲酸的液相色

谱流动相 A 溶液和含有 100%乙腈和 0. 1%甲酸的

B 溶液,然后通过纳米管 UHPLC 系统分离溶解在流

动相 A 溶液中的肽。 将流速设置为 300
 

NL / min,按
2% ~ 5%

 

B,0 ~ 1
 

min 进行;5% ~ 27%
 

B,
 

1 ~ 76
 

min;
27% ~ 35%

 

B,76 ~ 82
 

min 和 35% ~ 85%
 

B,82 ~ 86
 

min。 分离的肽经毛细管离子源电离,电压为 1. 75
 

kV,然后进行一次和二次(扫描范围为 100 ~ 1700)
串联质谱分析,动态排除时间扫描为 30

 

s。
1. 3. 5　 肝组织蛋白组学的生物信息学分析

　 　 (1)数据库搜索

借助 Maxquant
 

(v1. 6. 15. 0)进行二级质谱数据

检索,在 Mus_musculus_10090_SP_20201214 中有蛋

白质序列。 FASTA(17
 

063 序列) 蛋白质数据库构

建理论二级光谱数据库,搜索质谱产生的二级光

谱,并与理论二级光谱图进行比较,通过算法评分

和过滤得到匹配的理论肽序列,完成样品蛋白质的

识别,识别出的蛋白质特异性肽可以识别蛋白质

信息。
(2)蛋白质的定量分析及差异表达蛋白的筛选

将肽段在不同样本中的肽信号强度值通过中

心化变化后得到相应的相对定量值,进一步采用中

位数归一化方法校正后用于计算蛋白的相对定量

值。 最后采用皮尔森相关性、主成分分析和相对标

准差三种统计分析方法对蛋白质定量结果进行重

复性检验,使定量结果具有统计学一致性。 以重复

定量值的平均值比值作为各蛋白质在 AFLD 组 / 对
照组(M / C)、白藜芦醇组 / AFLD 组( R / M)、白藜芦

醇组和对照组(R / C)3 个样本比较对中的表达差异

倍数,经过 Log2 对数转换后进行 t 检验分析,并计

算相应的 P 值,以此作为显著性指标。 以满足 P<
0. 05 和差异倍数≥1. 5 或≤0. 67 两个条件进行显

著上调或下调的差异表达蛋白筛选,将同时在 3 个

样本比较组中显著差异表达的蛋白视为差异共表

达蛋白。
(3)差异表达蛋白的 GO、KEGG 分析及蛋白质

互作网络分析

对每个比较组的差异表达蛋白进行了基因本

体论(GO)分类和 KEGG 通路分析。 将 3 个比较组

中共表达的差异蛋白进行 GO 功能富集及 KEGG 通

路分析,然后将 3 个比较组中筛选出的差异共表达

蛋白的蛋白序列与 STRING( v. 11. 0)蛋白网络互作

数据库比对,根据 confidence
 

score>0. 4 提取得到差

异蛋白互作关系,并对差异蛋白互作网络进行可视

化展示。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

26. 0 软件对数据进行统计分析。 组

间蛋白差异倍数值比较采用 Student’ s
 

t 检验,P<
0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 白藜芦醇对 AFLD 小鼠肝脂肪变性的影响

　 　 经油红“O”染色后镜下观察,发现白藜芦醇干

预后 AFLD 小鼠肝细胞脂肪变性显著减轻,具体结

果可参见以往发表论文[24] 。
2. 2　 肝组织蛋白质表达质谱鉴定、定量及差异表达

蛋白质筛选结果

　 　 各实验组共鉴定出 4513 个蛋白质,其中定量蛋

白质有 3763 个。 M / C、R / M 和 R / C
 

3 个样本比较

组共筛选出 1228 个显著差异表达蛋白质。 与对照

组比较(P<0. 05),AFLD 组、白藜芦醇干预组小鼠

肝组织中分别有 324、40 个蛋白表达显著上调和分

别有 370、43 个蛋白表达显著下调。 与 AFLD 组比

较(P<0. 05),白藜芦醇干预组小鼠肝组织分别有
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224、227 个蛋白表达显著上调和下调(如图 1)。 白

藜芦醇干预后能够将模型组中 198 个显著上调、171
个显著下调表达的蛋白质分别相应地显著下调和

上调。 运用火山图分析 3 个样本比较组之间蛋白质

表达水平的差异(如图 2)。

注:图中红色和绿色点分别代表上调、下调的差异表达蛋白。

图 2　 三个样本比较组差异表达蛋白质的火山图分析

Note.
 

The
 

red
 

and
 

green
 

dots
 

in
 

the
 

figure
 

represent
 

the
 

up-regulated
 

and
 

down-regulated
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

respectively.

Figure
 

2　 Volcanic
 

map
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

sample
 

comparison
 

groups

2. 3　 差异表达蛋白的功能富集分析结果

　 　 1228 个差异表达蛋白的 GO 功能富集分析显

示,M / C、R / M 和 R / C 三个比较组对分别涉及 19、
10、11 个生物过程、19、9、8 个细胞组成和 14、11、13
个分子功能的变化(如图 3),此外,分别有 13、15 和

17 个 KEGG 通路显著富集(如图 4)。

注:M / C:AFLD 组 / 对照组;R / C:白藜芦醇组 / 对照组;R / M:白藜芦醇

组 / AFLD 组。 蛋白表达相对定量值满足 P< 0. 05,差异倍数≥1. 5 或

≤0. 67 被分别视为显著上调(红色)或下调(蓝色)。

图 1　 三个样本比较组差异表达蛋白质筛选

Note.
 

M / C,
 

AFLD
 

group / control
 

group.
 

R / C,
 

Resveratrol
 

group / control
 

group.
 

R / M,
 

Resveratrol
 

group / AFLD
 

group.
 

The
 

relative
 

quantitative
 

value
 

of
 

protein
 

expression
 

meets
 

the
 

P<0. 05,
 

and
 

the
 

difference
 

multiple
≥1. 5

 

or
 

≤0. 67
 

is
 

regarded
 

as
 

significantly
 

up-regulated
 

(red)
 

or
 

down-
regulated

 

(blue),
 

respectively.

Figure
 

1　 Screening
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

sample
 

comparison
 

groups

2. 4　 差异共表达蛋白筛选及 GO 功能、KEGG 通

路分析
 

　 　 在 M / C、R / C、R / M
 

3 个比较组中筛选出 11 个

差异共表达蛋白质, 其中推测水解酶 ( putative
 

hydrolase
 

RBBP9,
 

Rbbp9),白细胞弹性蛋白酶抑制

剂 A(leukocyte
 

elastase
 

inhibitor
 

A,
 

Serpinb1a),蛋氨

酸-R-亚 砜 还 原 酶 B1 ( methionine-R-sulfoxide
 

reductase
 

B1,
 

Msrb1 ), 硫 转 移 酶 家 族 胞 质 1B
(sulfotransferase

 

family
 

cytosolic
 

1B,
 

Sult1b1)等 4 个

蛋白在模型组中显著下调 0. 08 ~ 0. 39 倍,过氧化物

酶 体 膜 蛋 白 ( peroxisomal
 

membrane
 

protein,
 

Slc25a17), 载 脂 蛋 白 A-IV ( apolipoprotein
 

A-IV,
 

Apoa4),UDP-N-乙酰己糖胺焦磷酸化酶样蛋白 1
( UDP-N-acetylhexosamine

 

pyrophosphorylase-like
 

protein
 

1,
 

Uap1l1) 内质网金属肽酶 1 ( endoplasmic
 

reticulum
 

metallopeptidase
 

1,
 

Ermp1),甘油-3-磷酸

酰基转移酶 3 ( glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

3,
 

Gpat3) ,环氧化物水解酶 1 ( epoxide
 

hydrolase
 

1,
 

Ephx1) , STIP1 同源性含 U 盒蛋白 1 ( STIP1
 

homology
 

and
 

U
 

box-containing
 

protein
 

1,
 

Stub1)等

7 个蛋白显著上调 2. 44 ~ 6. 79 倍,相应地,经白

藜芦醇干预后能够分别上调 1. 6 ~ 6. 0 倍和下调

0. 26 ~ 0. 63 倍。 GO 功 能 富 集 分 析 显 示, 除

Rbbp9、Ermp1
 

2 个蛋白质无分子功能外,其余 9
个蛋白质涉及 9 种分子功能 ( 如表 1 ) 。 此外,
KEGG 通 路 分 析 显 示 其 中 Apoa4、 Uap1l1、
Slc25a17、Gpat3、Ephx1 等 5 个蛋白质分别涉及

脂肪消化和吸收、过氧化物、异生物质 CYP450
代谢和代谢等 5 条通路(如图 5) 。
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注:图中映射颜色越深且 P 值越小,表示显著性越明显;映射值越大表示蛋白聚集越丰富。

图 3　 差异表达蛋白的 GO 分类分析结果

Note.
 

Darker
 

the
 

mapping
 

color
 

in
 

the
 

figure
 

and
 

the
 

smaller
 

the
 

P
 

value,
 

the
 

more
 

obvious
 

the
 

significance
 

is.
 

Higher
 

the
 

aggregation
 

value,
 

the
 

more
 

abundant
 

the
 

mapping
 

protein.

Figure
 

3　 GO
 

classification
 

analysis
 

results
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins

注:图中映射颜色越深且 P 值越小,表示显著性越明显;映射值越大表示蛋白聚集越丰富。

图 4　 差异表达蛋白的 KEGG 富集通路分析结果

Note.
 

Darker
 

the
 

mapping
 

color
 

in
 

the
 

figure
 

and
 

the
 

smaller
 

the
 

P
 

value,
 

the
 

more
 

obvious
 

the
 

significance
 

is.
 

Higher
 

the
 

aggregation
 

value,
 

the
 

more
 

abundant
 

the
 

mapping
 

protein.

Figure
 

4　 Analysis
 

results
 

of
 

KEGG
 

enrichment
 

pathway
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
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2. 5　 差异共表达蛋白网络互作分析结果

　 　 11 个差异共表达蛋白网络互作分析结果显示,
Sult1b1、Apoa4、Agpat9 ( Gpat3)、Ephx1 等 4 个蛋白

具有相互作用关系,其余 7 个蛋白 Rbbp9、 Msrbl、
Ermpl、Stubl、Slc25a17、Serpinbla、Uap1l1 无相互作用

关系(如图 6)。
表 1　 11 个差异共表达蛋白质分子功能及差异倍数

Table
 

1　 Molecular
 

functions
 

and
 

differential
 

fold
 

values
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins
基因名称
Gene

 

name
分子功能 Molecular

 

function 差异比值 Ratio P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M / C R / M R / C M / C R / M R / C

Rbbp9 - - - - - - - - - 0. 39 1. 68 0. 65 0. 000211 0. 002696 0. 005586
Serpinb1a - - - + + - - - - 0. 08 6 0. 5 0. 001592 0. 003747 0. 008216

Msrb1 + + - - - - - - - 0. 29 2. 17 0. 64 0. 000971 0. 006664 0. 007230
Sult1b1 + - + - - - - - - 0. 21 2. 87 0. 59 0. 000684 0. 004905 0. 005977

Slc25a17 - + + - - - 3. 24 0. 59 1. 92 0. 001354 0. 021333 0. 026815
Apoa4 - + + + + + + 6. 79 0. 26 1. 73 0. 000155 0. 000410 0. 005629
Uap1l1 + - + - - - - - - 3. 92 0. 4 1. 56 0. 000354 0. 001367 0. 011455
Ermp1 - - - - - - - - - 2. 44 0. 63 1. 54 0. 004036 0. 026737 0. 026245
Gpat3 + + - - - - - - 3. 98 0. 53 2. 12 0. 007723 0. 018115 0. 001476
Ephx1 + + - - - - + - - 3. 38 0. 54 1. 81 0. 000985 0. 013226 0. 000113
Stub1 + + + - - - - - - 5. 66 0. 30 1. 68 0. 000357 0. 000129 0. 030385

注:1:催化活性,2:蛋白结合,3:转移酶活性,4:分子功能调节剂,5:酶调节活性,6:运输活动,7:环氧化物水解酶活性,8:脂质转运体活性,9:抗
氧化活性;+:蛋白质具有此分子功能;-:蛋白质具无此分子功能。
Note.

 

1,
 

Catalytic
 

activity.
 

2,
 

Protein
 

binding.
 

3,
 

Transferase
 

activity.
 

4,
 

Molecular
 

function
 

regulator.
 

5,
 

Enzyme
 

regulatory
 

activity.
 

6,
 

Transport
 

activity.
 

7,
 

Epoxide
 

hydrolase
 

activity.
 

8,
 

Lipid
 

transporter
 

activity.
 

9,
 

Antioxidant
 

activity.
 

+,
 

Protein
 

has
 

this
 

molecular
 

function.
 

-,
 

Protein
 

doesn’t
 

have
 

this
 

molecular
 

function.

注:横轴代表各实验室组样本,纵轴代表 11 个差异共表达蛋白及其表达情况。 每个颜色方块代表蛋白质表达水平,其中橙色代表上调,从
暗到亮的颜色表示蛋白质表达逐渐减少;绿色代表下调,从暗到亮的颜色代表蛋白质表达逐渐增加。

图 5　 11 个差异共表达蛋白的 KEGG 通路分析结果

Note.
 

The
 

horizontal
 

axis
 

represents
 

the
 

samples
 

of
 

each
 

group,
 

and
 

the
 

vertical
 

axis
 

represents
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

11
 

differential
 

coexpressed
 

proteins.
 

Each
 

color
 

square
 

represents
 

the
 

protein
 

expression
 

level,
 

in
 

which
 

orange
 

represents
 

up-regulation,
 

and
 

the
 

color
 

from
 

dark
 

to
 

light
 

indicates
 

the
 

gradual
 

decrease
 

of
 

protein
 

expression.
 

Green
 

represents
 

down-regulation,
 

and
 

the
 

color
 

from
 

dark
 

to
 

light
 

represents
 

a
 

gradual
 

increase
 

in
 

protein
 

expression.

Figure
 

5　 Analysis
 

results
 

of
 

KEGG
 

enrichment
 

pathway
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins
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注:圆圈代表差异表达蛋白,存在双线代表蛋白质之间

具有相互关系。

图 6　 11 个差异共表达蛋白质的网络互作关系图

Note.
 

Circles
 

represent
 

differentially
 

expressed
 

proteins,
 

and
 

double
 

lines
 

indicate
 

that
 

the
 

two
 

proteins
 

interact.

Figure
 

6　 Network
 

interaction
 

diagram
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins

3　 讨论

　 　 众所周知,疾病往往伴随着多个层面的蛋白质

功能障碍[26-27] 。 蛋白质组学技术的进步使筛选与

疾病发生、防治相关的蛋白标志物成为可能[28-30] 。
因此,全面了解 AFLD 相关信号通路中涉及的蛋白

质分子可能会为 AFLD 的发生机制理解以及开发合

适的临床治疗或新药的方法提供有价值的见解。
Song 等[31]通过蛋白质组学方法分析了刺梨对高脂

血症小鼠肝组织蛋白质表达的影响,发现了 15 种与

脂质代谢相关的蛋白质。 类似的,Dai 等[32] 通过定

量化学蛋白质组学分析发现,从黄芩中提取的黄芩

苷激活了肝肉碱棕榈基转移酶 1,从而对代谢性疾

病(如肝脂肪变性和肥胖)起到干预作用。 Du 等[33]

利用蛋白质定量蛋白质组学发现,赖氨酸丙二酰化

可能与 2 型糖尿病治疗密切相关。 Liu 等[34] 利用蛋

白质翻译后修饰技术发现泛素特异性蛋白酶 14 通

过稳定其底物脂肪酸合酶在非酒精性脂肪肝中发

挥作用。 白藜芦醇作为治疗酒精性肝病研究最广

泛、最有前途的膳食多酚[5-8] ,其具体作用分子机制

仍不清楚。 故本文采用更高检测深度的 4D 非标定

量蛋白质组学分析技术,从 AFLD 组中获得了 370
个差异表达蛋白质,该结果提示慢性饮酒可导致肝

组织蛋白质表达谱的显著变化,也表明这些差异蛋

白可能参与了 AFLD 的形成。 白藜芦醇干预后能分

别将 AFLD 小鼠其中下调表达的蛋白质中的 198 个

上调、将上调表达中的 171 个蛋白实现下调的结果

表明,这些蛋白也可能与白藜芦醇的 AFLD 干预作

用可能密切相关。 因此,慢性酒精摄入后引起肝组

织蛋白质表达谱变化的结果为后续探讨药物干预

机理和完善 AFLD 发生机制提供了重要的研究方

向。 进一步的差异表达蛋白质的功能富集分析也

表明这些差异表达蛋白质与多种生物学效应有关,
能够通过多种途径直接或间接影响小鼠摄入酒精

后的肝病理学结局。
有趣的是,运用 PPI 分析,我们从 11 个差异共

表达蛋白质中发现了 4 个具有相互作用关系的蛋白

质,即环氧化物水解酶 1 ( Ephx1)、载脂蛋白 A-IV
(Apoa4)、甘油-3-磷酸酰基转移酶 3( Gpat3)和硫

转移酶家族胞浆 1B 成员( Sult1b1),然而与酒精性

肝病关系尚不明确。 本文检测结果显示,酒精摄入

后小鼠肝组织 Ephx1、Apoa4、Gpat3 的表达水平均分

别显著上调 3. 38、6. 79 和 3. 98 倍,经白藜芦醇干预

后均分别显著下调了 0. 54、0. 26 和 0. 53 倍。 相反

地,Sult1b1 在酒精摄入后显著下调 0. 21 倍,经白藜

芦醇干预后显著上调 2. 87 倍。 GO 分类和 KEGG
通路功能富集分析显示 Ephx1 通过细胞色素 P450
代谢外源性物质途径发挥作用。 Ephx1 为在肝中广

泛表达的解毒酶和水解酶折叠酶[35] , Gautheron
等[36]通过小鼠 3T3-L1 前脂肪细胞的 Ephx1 敲除实

验,证明了 Ephx1 敲除促进细胞的氧化应激和衰老。
然而也有研究证明 Ephx1 与细胞色素 P450 酶偶

联[37] ,Davydov 等[38] 使用化学交联质谱法确证了

Ephx1 和细胞色素 P450
 

2E1 的相互作用关系。 微

粒体 Ephx1 活性的增加可能通过增加细胞色素

P450 活性加速酒精向其有毒代谢物乙醛的转

化[39] 。 基于细胞色素 P450
 

2E1 与 AFLD 发生的密

切相关性认知[40-41] ,这些结果表明了白藜芦醇可能

通过调节 Ephx1 表达水平进而影响细胞色素 P450
活性,从而达到小鼠 AFLD 的保护作用。 脂肪生成

和分解代谢的不平衡会导致脂肪肝等代谢性疾

病[42] 。 Apoa4 是主要表达于肠上皮细胞中的交换

性载脂蛋白家族成员之一,它在促进肠脂质吸收、
调节脂质和葡萄糖代谢中起关键作用[43-45] 。 Li
等[42]发现 Apoa4 缺乏会降低小鼠肝脂肪分解相关

限速酶的表达,Apoa4 会促进脂肪分解和能量代谢。
此外,肝 Apoa4 蛋白的过度表达在肝纤维化初期和

非酒精性脂肪性肝炎相关肝癌中得到证实[46-47] 。
Kang 等[48]使用微阵列分析鉴定了参与肝脂肪代谢
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的人亮氨酸拉链蛋白( LZIP) 诱导基因,发现 LZIP
和 Apoa4 在人类脂肪变性样品中均高度表达,并促

进小鼠肝中的肝脂肪变性。 近期 Tryndyak 等[49] 利

用饮食诱导的肝细胞脂肪变性体外模型,也证明了

Apoa4 表达的显著上调。 一致地,我们的蛋白质组

学数据也显示 AFLD 小鼠肝组织 Apoa4 蛋白的上调

表达和白藜芦醇干预后的下调表达。 提示白藜芦

醇可能通过干预 Apoa4 的表达,调节肠道脂肪消化

吸收途径参与小鼠 AFLD 的保护作用,不过需要进

一步的验证。 Gpat3 是甘油-3-磷酸酰基转移酶的

一种亚型酶,在脂肪组织中高度表达,有研究证明

Gpat3 的敲低不仅减少甘油三酯的合成,还会损害

脂肪的生成[50] 。 Gao 等[51] 通过 Seipin / Gpat3 敲除

小鼠体内实验,也发现 Gpat3 的缺乏能够缓解严重

先天性全身性脂肪营养不良小鼠模型中的胰岛素

抵抗和肝脂肪变性。 Pagac 等[52] 在运用 3T3-L1 前

脂肪细胞,发现敲低 Gpat3 显著增强了脂肪细胞分

化,而 Sim 等[53]通过 Gpat3 过表达 3T3-L1 细胞实验

发现增强的 Gpat3 活性将积极调节脂肪细胞分化。
Khatun 等[54]发现 Gpat3 敲除小鼠表现出减弱的血

浆甘油三酯偏移和肠细胞中积聚的脂质等结果证

明了 Gpat3 是参与肠脂代谢的新型酶,肠道 Gpat3
是脂质吸收的次要途径。 因此,研究这个蛋白是否

通过脂肪细胞分化、肠道脂质吸收失衡来参与酒精

诱导的脂肪肝及作为药物干预作用靶点将会是非

常有意义的。 综合我们的蛋白质组学定量数据和

功能富集分析结果,提示,通过调节 Gpat3 对肝脂质

稳态代谢通路的影响也可能是白藜芦醇发挥抗

AFLD 的重要途径。 作为 SULT 家族成员之一的

Sult1b1 是小肠中表达并参与人体异源解毒的主要

酶,与 SULT1A3 / 4 一起主要构成组织中硫转移酶蛋

白质[55-56] 。 Lian 等[57]近期通过生物信息学分析和

qRT-PCR 鉴定、验证了 Sult1b1 在结直肠癌细胞中

表达水平的显著降低,确定了是结直肠癌转移的新

型生物标志物。 然而 Sult1b1 虽然在药物、环境毒素

和内源性类固醇的代谢中起重要作用已经被证

实[58] ,但是很少有研究显示 Sult1b1 表达或活性在

酒精摄入后肝病理条件下的变化。 我们研究结果

表明了 AFLD 小鼠肝组织中 Sult1b1 的显著表达下

调和白藜芦醇干预后的显著上调。 GO 功能富集分

析结果显示该蛋白涉及催化活性和转移酶活性两

种分子功能,提示通过上调 Sult1b1 表达增强其发挥

清除外源性物质、加强酒精代谢可能参与白藜芦醇

的小鼠的 AFLD 保护作用,有必要深入了解具体的

分子作用机理。
综上所述,我们研究了 AFLD 小鼠肝组织中蛋

白质表达谱的变化及其与白藜芦醇干预作用的可

能相关性。 白藜芦醇至少通过正向或负向调节

Sult1b1、Apoa4、Gpat3、Ephx1 等 4 个蛋白质的表达,
发挥调节肠道脂肪消化、细胞色素 P450 代谢外源

性物质途径和代谢途径来减轻小鼠肝的酒精性脂

肪变性,有望成为新的治疗 AFLD 的靶点,值得进一

步探讨。
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