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牛樟芝对易卒中的自发性高血压大鼠脑蛋白质组学的影响
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　　［摘要］　目的　研究牛樟芝能否延长易卒中的自发性高血压大鼠的生存时间，并运用蛋白质组学方法对其作用机制进

行探讨。方法　先选取８０只雄性易卒中的自发性高血压大鼠，随机分为给药组和对照组（每组４０只），给药组每天用牛樟芝
（１５０ｍｇ／ｋｇ）灌胃治疗，记录卒中大鼠的自然死亡时间。另外再选取６只易卒中的自发性高血压大鼠，随机分为给药组和对照

组（每组３只），给药组给予牛樟芝灌胃治疗（１５０ｍｇ／ｋｇ），连续９０ｄ后取大鼠脑组织进行蛋白质组学研究，用 ＷＫＹ大鼠作为

正常对照，对用药前后产生的差异蛋白点进行质谱鉴定，并用蛋白质印迹法进一步验证组学的鉴定结果。结果　牛樟芝延长
了易卒中的自发性高血压大鼠的生存时间（Ｐ＜０．０５），蛋白质组学鉴定结果显示牛樟芝上调了脑组织抗氧化酶谷胱甘肽巯基

转移酶（ＧＳＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的表达（Ｐ＜０．０５），这一结果得到了蛋白质印迹法的验证。对脑组织氧化应激水平的

研究发现机体的总抗氧化能力增强［ＴＡＯＣ：（６６．４８±１６．１７）Ｕ／ｇｖｓ（１２４．７５±２８．４３）Ｕ／ｇ，Ｐ＜０．０５），表现在ＧＳＴ和ＳＯＤ

的酶活性增加［ＧＳＴ：（４０．３３±５．２４）Ｕ／ｍｇｖｓ（７０．５０±６．２４）Ｕ／ｍｇ，Ｐ＜０．０５；ＳＯＤ：（１０９．２５±２３．６１）Ｕ／ｍｇｖｓ（１９２．６０±

２３．９５）Ｕ／ｍｇ，Ｐ＜０．０５］，而氧化应激产物丙二醛含量减少［（３．９６±０．４５）ｎｍｏｌ／ｍｇｖｓ（２．０４±０．３１）ｎｍｏｌ／ｍｇ，Ｐ＜０．０５］。

结论　长期服用牛樟芝能延长易卒中的自发性高血压大鼠的生存时间，这可能与其增加脑组织抗氧化酶的表达、减轻氧化应
激的损伤有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１）：４３４８］

　　易卒中的自发性高血压大鼠（ｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲＳＰｓ）是从自

发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，

ＳＨＲｓ）中通过选择性交配，再经继代近亲繁殖培育

而成［１］。该品系的大鼠脑卒中的发生率在９０％以

上，因此ＳＨＲＳＰｓ被广泛用于高血压诱导脑卒中的

发生发展机制研究。目前，已有很多传统药物被证

实具有心血管保护作用，可在一定程度上减轻脑血

管病变的严重程度［２３］。

　　牛樟芝（Ａｎｔｒｏｄｉａｃｉｎｎａｍｏｍｅａ）又名牛樟菇，属

于非褶菌目、多孔科、多年生蕈菌类，主要含有多糖

体、三萜类化合物、腺苷等多种生理活性成分。已有

研究证实牛樟芝具有免疫调节、抗肿瘤、抗血栓等多

种生物学活性［４６］。牛樟芝体内含有的三萜类化合

物能有效抑制血管紧张素的活性，发挥降血压作用。

此外，有学者发现牛樟芝抗炎、抗血小板聚集、抗氧

化活性与其体内含有的多糖类物质有关［７］。因此，

牛樟芝可能对易发脑卒中的高血压患者具有潜在的

防治效应，而目前并无相关报道。本研究旨在明确

长期服用牛樟芝对ＳＨＲＳＰｓ是否具有保护作用，能

否延长ＳＨＲＳＰｓ的生存时间，并进一步运用蛋白质

组学方法对其机制进行探讨。

１　材料和方法

１．１　药物、动物及试剂　药物牛樟芝于２０１２年８

月购自宏潮生物健康科技推广中心，并经解放军３０２

医院药学部临床药理研究室黄正明教授鉴定。

ＳＨＲＳＰｓ购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物

许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００９００１５。ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏ

（ＷＫＹ）大鼠（雄性，１８０～２２０ｇ）购自军事医学科学

院动物中心，动物许可证号：ＳＣＸＫ（军）２００７００４。

固相ｐＨ 梯度干胶条（ＩＰＧｓｔｒｉｐｐＨ３～１０，１７ｃｍ，

ＢｉｏＲａｄ公司），尿素（Ｓｉｇｍａ公司），硫脲（Ｓｉｇｍａ公

司），３［３（胆酰胺丙基）二甲氨基］丙磺酸内盐

（ＣＨＡＰＳ，Ａｍｒｅｓｃｏ公司），两性电解质（ＢｉｏＬｙｔｅ，

ＢｉｏＲａｄ公司），矿物油（ＢｉｏＲａｄ公司），二硫苏糖醇

（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ；Ｍｅｒｋ公司），ＴｒｉｓＨＣｌ（上海增

健生物科技有限公司），十二烷基苯磺酸钠（ｓｏｄｉｕｍ

ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＳＤＳ；ＢｉｏＲａｄ公司），碘乙酰胺

（ＢｉｏＲａｄ公司），过硫酸铵（ａｍｍｏｎｉｕｍｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ，

ＡＰ；ＢｉｏＲａｄ公司），４０％丙烯酰胺甲叉双丙烯酰

胺配胶液为２９１（上海增健生物科技有限公司），四

甲基二乙胺（Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａ

ｍｉｎｅ，ＴＥＭＥＤ；Ｓｉｇｍａ公司）。谷胱甘肽巯基转移

酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）抗体和超氧化物

歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）抗体均购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）检测试剂

盒、ＧＳＴ活性检测试剂盒、ＳＯＤ活性检测试剂盒以

及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒均购

自南京建成生物工程研究所。

１．２　仪器设备　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ冷冻离心机、等电聚焦

电泳仪、垂直电泳仪、凝胶成像扫描仪购自ＢｉｏＲａｄ

公司，Ｏｄｙｓｓｅｙ 红外激光成像系统购自 ＬＩＣＯＲ

公司。

１．３　动物分组　８０只ＳＨＲＳＰｓ（５月龄，雄性）随机

分为对照组和牛樟芝给药组，每组４０只。牛樟芝给

药组采用灌胃治疗，剂量为１５０ｍｇ／ｋｇ，连续给药，

每天１次，观察并记录大鼠的死亡时间。

　　另外再取６只ＳＨＲＳＰｓ（５月龄，雄性）随机分为

对照组和牛樟芝给药组，每组３只。牛樟芝给药组

采用灌胃治疗，剂量为１５０ｍｇ／ｋｇ，连续给药，每天１

次，连续９０ｄ。用３只 ＷＫＹ大鼠作为正常对照。
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实验结束后取脑组织进行二维电泳。

１．４　蛋白质抽提及蛋白浓度测定　处死大鼠，取全

脑，置于冰冷的ＰＢＳ中洗净血液，然后放入预冷的匀

浆管中加入５ｍＬ蛋白提取液（裂解液），冰上匀浆至

无肉眼可见的组织块。冰上孵育 ４０ ｍｉｎ。４℃

１００００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清。运用２ＤＱｕａｎｔ试

剂盒进行浓度测定。具体步骤见参考文献［８］。

１．５　电泳　第一向等电聚焦电泳（ＩＥＦ）程序：３０Ｖ

６ｈ，６０Ｖ６ｈ，１００Ｖ１ｈ，２００Ｖ１ｈ，５００Ｖ１ｈ，１０００

Ｖ１ｈ，１０００～８０００Ｖ３０ｍｉｎ，８０００Ｖ７．５ｈ。

　　在等电聚焦电泳结束时，将胶条在平衡液Ⅰ和

Ⅱ中分别平衡１４ｍｉｎ，再进行垂直电泳。第二向电

泳程序：８０Ｖ３０ｍｉｎ，２８０Ｖ４ｈ。电泳结束后进行

银染，所有步骤均在摇床上进行。凝胶图像分析用

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｅＦｘ激光图像扫描仪扫描，两组间

的差异点比较采用ＰＤＱｕｅｓｔ６．０软件完成。

１．６　差异蛋白点的鉴定　将有显著差异的蛋白点

进行质谱鉴定，采用 ＭＡＬＴＩＴＯＦＴＯＦ（二级串联

质谱）技术，质谱流程见参考文献［９］。用蛋白质印

迹法对有差异的蛋白点进行重复验证。按文献［９］

介绍的步骤，依次进行上样、电泳（８０Ｖ３０ｍｉｎ，１２０

Ｖ２～３ｈ）、转膜（１００Ｖ６０ｍｉｎ）、封闭（５％脱脂奶

粉，３７℃１ｈ）、一抗孵育（室温，３ｈ）、二抗孵育（室

温，１ｈ），然后扫描（参数设置：激发光波长为７００

ｎｍ，８００ｎｍ；分辨率８４μｍ）。

１．７　氧化应激指标检测　ＧＳＴ活性、ＳＯＤ活性、

ＭＤＡ水平以及 ＴＡＯＣ检测采用南京建成生物工

程研究所的相关试剂盒检测。在岛津 ＵＶ２６５双光

道紫外分光光度计上测定光密度，并根据说明书上

的公式计算相应指标。

１．８　统计学处理　实验数据应用ＳＰＳＳ１１．０统计

软件进行分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采

用ｔ检验。生存分析时，生存时间以中位生存时间

表示，生存率的非参数估计法采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ

法，生存曲线的比较采用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　长期服用牛樟芝对ＳＨＲＳＰｓ生存曲线的影

响　从图１可以看出，与未服药的ＳＨＲＳＰｓ大鼠相

比，在长期服用牛樟芝后ＳＨＲＳＰｓ因发生脑卒中导

致死亡的时间延后（Ｐ＜０．０５）。表明牛樟芝对

ＳＨＲＳＰｓ具有保护作用，长期服用牛樟芝可以延长

ＳＨＲＳＰｓ的寿命。

图１　两组ＳＨＲＳＰｓ生存曲线

Ｆｉｇ１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｉｎｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

２．２　长期服用牛樟芝后ＳＨＲＳＰｓ全脑蛋白质组学

分析　如图２Ａ～２Ｃ所示，服用牛樟芝后ＳＨＲＳＰｓ

脑组织中有２个蛋白点的表达量增加，经过质谱鉴

定，发现是与氧化应激有关的蛋白ＧＳＴｐｉ２亚基和

ＳＯＤ。进一步经蛋白质印迹法验证，证实服用牛樟

芝后ＳＨＲＳＰｓ脑组织中 ＧＳＴ和ＳＯＤ的表达增加

（图２Ｄ、２Ｅ）。

　　从图２Ｅ可见，与正常对照 ＷＫＹ大鼠相比，未

服牛樟芝的ＳＨＲＳＰｓ脑组织ＳＯＤ和ＧＳＴ的活性均

出现下调（Ｐ 均＜０．０５）。服用牛樟芝后，ＳＨＲＳＰｓ

脑组织ＧＳＴ和ＳＯＤ的活性均上调（Ｐ均＜０．０５）。

２．３　长期服用牛樟芝对ＳＨＲＳＰｓ脑组织氧化应激

相关指标的影响　结果如表１所示，与未服牛樟芝

的ＳＨＲＳＰｓ相比，服用牛樟芝后，ＳＨＲＳＰｓ脑组织

ＴＡＯＣ增强（Ｐ＜０．０５），表现为服药后脑组织

ＧＳＴ和ＳＯＤ的活性增加（Ｐ＜０．０５），而氧化应激代

谢产物 ＭＤＡ的含量下降（Ｐ＜０．０５）。与正常对照

ＷＫＹ大鼠相比较，未服用牛樟芝的ＳＨＲＳＰｓ脑组

织ＧＳＴ和ＳＯＤ活性下调（Ｐ＜０．０５），这与蛋白质印

迹分析法所得结果一致，而反映机体整体氧化程度

的 ＭＤＡ 水平上调（Ｐ＜０．０５），ＴＡＯＣ相应降低

（Ｐ＜０．０５）。　　　　
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图２　牛樟芝给药后ＳＨＲＳＰｓ脑组织的蛋白质组学分析和蛋白质印迹分析验证

Ｆｉｇ２　ＰｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｂｒａｉｎｆｒｏｍＳＨＲＳＰｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡｎｔｒｏｄｉａｃｉｎｎａｍｏｍｅａａｎｄｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ，Ｂ，Ｃ：ＩｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｂｒａｉｎｓｉｎＷＫＹｒａｔｓ，ｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ（ＳＨＲＳＰｓＣｏｎ），ａｎｄＳＨＲＳＰｓｔｒｅａ

ｔｅｄｗｉｔｈＡｎｔｒｏｄｉａｃｉｎｎａｍｏｍｅａ （ＳＨＲＳＰｓＡＣ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｄ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＳＴ）ａｎｄ

ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｉｎｂｒａｉｎｓｏｆＷＫＹｒａｔｓ，ＳＨＲＳＰｓＣｏｎａｎｄＳＨＲＳＰｓＡＣ；Ｅ：ＮｏｒｍａｌｉｚｅｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆＧＳＴａｎｄＳＯＤｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳＨＲＳＰｓＣｏｎｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

表１　牛樟芝对ＳＨＲＳＰｓ脑氧化应激相关指标的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｎｔｒｏｄｉａｃｉｎｎａｍｏｍｅａｏｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓ

ｏｆｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ（ＳＨＲＳＰｓ）

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＧＳＴ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ
ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＴＡＯＣ
ｚＢ／（Ｕ·ｇ－１）

ＷＫＹ ７６．５２±５．９７ １４８．５９±１７．４４ ２．６７±０．１９ １０２．２５±１８．２２

ＳＨＲＳＰｓＣｏｎｔｒｏｌ ４０．３３±５．２４ １０９．２５±２３．６１ ３．９６±０．４５ ６６．４８±１６．１７

ＳＨＲＳＰｓＡｎｔｒｏｄｉａｃｉｎｎａｍｏｍｅａ ７０．５０±６．２４ １９２．６０±２３．９５ ２．０４±０．３１ １２４．７５±２８．４３

　ＧＳＴ：ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＴＡＯＣ：Ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｃａｐａｂｉｌ

ｉｔｙ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳＨＲＳＰｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　目前，以脑卒中为主要表现的脑血管病已成为

世界上成年人的第３位致死和第１位致残原因［１０］。

流行病学研究表明，我国每年有１５０～２００万新发卒

中的病例［１１］。脑卒中存活的患者绝大部分丧失了

不同程度的生活自理能力，给家庭和社会带来沉重

的负担。目前，对于脑卒中的预防尚没有十分理想

的方法，主要是针对其各种危险因素进行干预，从而

延缓卒中高危患者发生卒中的时间［１２１３］。ＳＨＲＳＰｓ

是一种以高血压为主要表现的大鼠，并且该类雄性

大鼠自发脑卒中的时间为１０个月龄左右，发生率在

９０％以上，是一种非常理想的研究脑卒中的病理

模型。

　　在本研究中，我们发现长期给予ＳＨＲＳＰｓ牛樟

芝灌胃治疗可以延长其生存时间，表明牛樟芝对于

高血压诱发的脑卒中有防治作用。牛樟芝是产于台

湾的一种较为珍贵的中药材，目前对于它的研究报

道相对较少，而且主要集中在抗肿瘤和免疫调节方

面。有学者发现从牛樟芝中提取的三萜类化合物具
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有广谱的抗肿瘤活性，体外实验证明三萜类化合物

能通过ｃａｓｐａｓｅ和Ｂａｘ介导的凋亡通路诱导肿瘤细

胞程序性死亡［１４］。而腹腔注射半萜内酯化合物

ａｎｔｒｏｃｉｎ则可以抑制非小细胞肺癌的生长，其抗肿

瘤活性与ａｎｔｒｏｃｉｎ抑制了ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路有

关［４］。另外，从牛樟芝中提取的多糖分子还能减轻

多重细菌败血症小鼠体内的炎症反应，表明牛樟芝

是一种具有多重生物学活性的中药材［７］。本研究首

次发现牛樟芝能延长ＳＨＲＳＰｓ的生存时间，表明牛

樟芝能对高血压诱发的脑卒中具有潜在的保护效

应。我们随后测定了长期服用牛樟芝后ＳＨＲＳＰｓ

的血压值，尽管用药后ＳＨＲＳＰｓ的血压出现下降趋

势，但差异无统计学意义（数据未展示），提示牛樟芝

的这种保护效应可能与血压调节无关。

　　ＭａｒｃＷｉｌｋｉｎｓ在１９９５年提出了蛋白质组学这

一理念，其本质上指的是在大规模水平上研究蛋白

质的特征。蛋白质组的研究不仅能为生命活动规律

提供物质基础，也能为众多疾病机制的阐明提供理

论根据和解决途径。在本研究中，我们运用蛋白质

组学的手段比较了服用牛樟芝前后ＳＨＲＳＰｓ脑组

织蛋白质的表达差异，发现有２个蛋白点的表达量

增加，经过质谱鉴定为机体参与抗氧化的蛋白酶

ＧＳＴｐｉ２亚基和ＳＯＤ。这２种蛋白酶构成了机体抗

氧化系统的重要组成部分，并被广泛报道能对抗机

体的氧化应激造成的各种损伤。运用遗传学的手段

造成ＧＳＴ表达缺陷的小鼠往往更容易受到氧化应

激的伤害［１５］，而过度表达 ＧＳＴ则能增加生物体抗

击应激的能力［１６］。条件敲除小鼠骨骼肌的ＳＯＤ会

加重氧化应激对肌肉的损害［１７］。而在生理情况下，

大脑中的抗氧化酶类的含量均较低，加之其又富含

脂质，因此是最容易受到氧化应激损伤的器官。氧

化应激参与了多种脑部疾病的发生及发展过程，通

过抗氧化干预能有效地缓解病情的恶化［１８］。有学

者指出，长期给予ＳＨＲＳＰｓ以抗氧化剂维生素Ｃ和

维生素Ｅ可以减少大鼠急性大脑中动脉栓塞后的脑

梗死面积，同时也能在一定程度上缓解其血压的增

高，这可能是其发挥保护作用的关键机制［１９］。此

外，日常抗氧化饮品绿茶也被证明能通过减轻

ＳＨＲＳＰｓ的血管壁的氧化应激水平发挥预防脑血管

疾病的保护功能［２０］。大规模人群的流行病学调查

研究也证实了长期服用绿茶可以降低卒中的发生

率［２１］。因此抗氧化可以作为防治脑卒中的一种治

疗策略。在本研究中我们发现牛樟芝服用后可以上

调ＳＨＲＳＰｓ脑组织中ＧＳＴ和ＳＯＤ的活性，可以增

强机体的抗氧化能力，减少氧化应激的产物产生，并

最终延长了ＳＨＲＳＰｓ的生存时间，意味着牛樟芝可

能成为延缓卒中发作的一个新型药物。

　　但是本研究并没有明确是牛樟芝中的何种成分

发挥了抗氧化效应，并且在有高血压基础的ＳＨＲ

ＳＰｓ上联合应用降压药和牛樟芝是否能产生协同效

应，以及对卒中的发作能否产生更大的保护作用还

不清楚，这都将是我们进一步研究和努力的方向。
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