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新癀片抗炎镇痛作用机制的蛋白组学研究 

邸志权 1，李昊丰 2，冯  玥 1，王春凤 3，胡金芳 1* 
1. 天津药物研究院新药评价有限公司，天津  300301 
2. 中国药科大学，江苏 南京  210009 
3. 厦门中药厂有限公司，福建 厦门  361100 

摘  要：目的  分析新癀片抗炎镇痛作用机制，通过蛋白组学方法寻找其作用的蛋白靶点。方法  大鼠随机分成对照组、模

型组、吲哚美辛（2 mg/kg）组以及新癀片 23.8、47.5、95.0 mg/kg 组。给药组均 ig 给药 10 mL/kg，对照组及模型组 ig 给予

同体积去离子水。1 次/d，连续 3 d。于末次给药后 30 min，除对照组外，在大鼠右后足垫部 sc 1%角叉菜胶 0.05 mL/只致炎。

在致炎前和致炎后 1、2 h，记录大鼠抬足潜伏期。剖杀大鼠取肝脏，肝组织蛋白经提取、双向电泳、染色和图谱分析，确定

差异表达蛋白，进行蛋白质质谱分析。结果  与模型组比较，新癀片 23.8、47.5、95 mg/kg 组差异表达蛋白个数依次为 67、
71、94，其中上调个数为 10、11、33，下调个数为 57、60、61；新癀片 95 mg/kg 组与吲哚美辛（2 mg/kg）组比较，差异

表达蛋白 89 个，其中上调 27 个，下调 62 个。共鉴定出 11 个差异蛋白质。与模型组比较，新癀片组均可以抑制 Shank3、
ANXA5、TPI、PSMA2 表达，增强 PAH、LZTS1 表达。结论  新癀片可调节的蛋白明显增多，能够抑制多种相关炎症因子

和肿瘤因子，增强抗炎因子及抑癌因子的表达，为新癀片“增效”作用机制提供重要理论依据。 
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Anti-inflammatory and analgesic mechanism of Xinhuang Tablets by proteomics 
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Abstract: Objective  To analyse anti-inflammatory and analgesic mechanism of Xinhuang Tablets, and to explore drug targeting 
pathways in protein levels by proteomics technology. Methods  SD rats were randomly divided into control group, model group, 
indomethacin 2 mg/kg group, and Xinhuang Tablets 23.8, 47.5, and 95.0 mg/kg groups. Rats in indomethacin group and Xinhuang 
Tablets groups were ig administered with the dose of 10 mL/kg, while rats in control group and model group were given the same 
volume of ionized water, once daily. All rats were treated for 3 d. Except the control group, 1% carrangeenan was sc given into the 
right footpad of rats 0.05 mL to induce inflammation 30 min after the last administration. Before inflammation and 1 and 2 h after 
inflammation, foot lift latency was recorded. The animals were sacrificed to obtain livers for proteomics research. The proteins from 
liver tissue were extracted, two-dimensional electrophoresis, stained, and pattern analysis. Differentially expressed proteins were 
established, and the identified proteins were determined by the mass spectrometry. Results  Compared with the control group, the 
numbers of differential express proteins in Xinhuang Tablets 23.8, 47.5, and 95.0 mg/kg groups were 67, 71, and 94, respectively. 
And 10, 11, and 33 proteins in Xinhuang Tablets groups were up-regulated, while 57, 60, and 61 proteins were down-regulated. 
Compared with the indomethacin group, there were 89 differentially expressed proteins in Xinhuang Tablets groups, including 27 
up-regulated proteins and 62 down-regulated proteins. Eleven differentially expressed proteins were identified. Compared with the 
indomethacin group, Xinhuang Tablets could inhibit the expression of Shank3, ANXA5, TPI, and PSMA2, and enhanced the 
expression of PAH and LZTS1. Conclusion  Xinhuang Tablets can regulate more proteins, and inhibit the expression of inflammatory/ 
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tumor-associated factors, enhanced the expression of anti-inflammatory cytokines and tumor suppressor factor, which can provide 
theoretical basis for impoving efficiency of Xinhuang Tablets mechanism.  
Key words: Xinhuang Tablets; indomethacin; proteomics; anti-inflammatory; analgesic; mechanism 

 
新癀片处方由吲哚美辛、肿节风、三七、人工

牛黄、猪胆粉、肖梵天花、珍珠层粉、水牛角、红

曲等组成，具有清热解毒、活血化瘀、消肿止痛的

功效，用于热毒瘀血所致的咽喉肿痛、牙痛、痹痛、

胁痛、黄疸、无名肿毒等。新癀片的抗炎镇痛作用

已经得到证实[1-3]，并且发现新癀片可以降低环氧合

酶-2 活性，抑制肿瘤抑制因子 NF-κB 合成，降低

PGE2 含量，减少 IL-1 和组胺释放，从而抑制细胞

因子及炎症介质生成，因此产生抗炎镇痛作用[2]。

蛋白组学这一概念最早是由 Marc Wilkins 在 1994
年提出，指的是大规模研究蛋白质的特征，由此获

得蛋白质水平上的关于疾病发生、细胞代谢等过程

的整体而全面的认识。前期研究表明，新癀片中中

药成分对吲哚美辛胃肠毒性具有减毒效应[4]。本研

究旨在通过蛋白组学的方法找寻与吲哚美辛相比差

异表达的相关蛋白，在蛋白水平上进一步确认新癀

片的中药组分对吲哚美辛的增效作用，为该复方制

剂的合理性提供依据。 
1  实验材料 
1.1  实验动物 

SPF 级 SD 雄性大鼠，体质量 180～200 g，18
只，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，动

物合格证号 SYXK（京）2012-0024。 
1.2  主要药品 

新癀片（浅棕灰色，含吲哚美辛 2.111%，批号

120704）、吲哚美辛（白色粉末，质量分数 98.8%，

批号 101206）均由厦门中药厂提供。角叉菜胶（批

号 20111013）由沈阳药科大学提供。 
1.3  主要仪器及试剂 

T-F2 光热测痛仪，中国医学科学院药物研究所；

IPG 胶条，Bio-Rad；Multiphor II 多功能电泳仪，

Amersham；PowerLook 2100 XL 扫描仪，UMAX；

4000 Series software软件、GPS Explorer™ v3.5软件、

4700 Proteomics Analyzer 均为 ABI。 
2  实验方法 
2.1  分组与给药 

将大鼠随机分成对照组、模型组、吲哚美辛（2 
mg/kg）组以及新癀片 23.8、47.5、95 mg/kg 组，每

组 3 只。给药组均 ig 给药 10 mL/kg，对照组及模型

组 ig 给予同体积去离子水。1 次/d，连续 3 d。于末

次给药后 30 min，除对照组外，在大鼠右后足垫部

sc 1%角叉菜胶 0.05 mL/只致炎。在致炎前和致炎后

1、2 h，投影放大的方式测量大鼠右后肢踝关节下

方 0.5 cm 处直径，用肿胀差值作为肿胀度；大鼠置

于 T-F2 光热测痛仪上，右后足垫部处对准聚光点，

记录鼠足自照射开始至出现抬足动作的时间，作为

抬足潜伏期。随即剖杀大鼠取肝脏，液氮保存。 
2.2  蛋白质 2D 电泳实验 
2.2.1  样品制备  将液氮保存过的肝脏组织经过

PBS、蒸馏水洗涤后研磨至粉状，加裂解液，冰浴

超声 30 s（间隔 0.5 s），间隔 30 s，反复 6 次；12 000 
r/min，4 ℃离心 30 min，取上清采用 Bradford 法

检测蛋白质浓度，−80 ℃保存备用。 
2.2.2  双向电泳  将 IPG 胶条泡胀放入聚焦槽内，

上样量为 0.8 mg，设置等电聚焦程序见表 1。聚焦

结束的胶条立即进行平衡和第二向 SDS-PAGE 电

泳，参数设置为 250 V 恒压、15 mA/胶恒流电泳 15 
min，待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时停止电泳。 

表 1  等电聚焦程序参数设置 
Table 1  Isoelectric focusing program settings 

步骤 电压/V V·h 

S1 0～500 500 

S2 500 2 500 

S3 500～3 500 10 000 

S4 3 500 50 000 

S5 3 500～500 8 000 

 
2.2.3  染色及图像采集扫描分析  凝胶经染色、脱

色、洗涤后用 300DPI 凝胶扫描仪透射扫描，得到

数字化图像，用 PDQuest 8.0.1 软件进行分析。图像

分析过程包括蛋白点的检测、凝胶匹配、相对分子

质量和等电点的确定。 
2.3  蛋白质质谱检测 

需鉴定的差异蛋白点经切割、脱色、还原、烷

基化、胰蛋白酶酶解、萃取及脱盐后，利用质谱仪

测得各自肽质量指纹图谱，并以基质峰、酶自动降

解片段峰进行校正。质谱分析的主要条件为一级激

光强度 4 200，二级激光强度 4 600，检测相对分子
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质量范围 700～4 000，选用正离子反射模式进行质

谱分析样品。所得肽质量指纹图谱用 GPS 软件进行

数据库的检索，蛋白质数据库选择 NCBI 和

SwissProt 库，肽片段相对分子质量容许误差

（precursor tolerance）为±0.1，二级片段容许误差

（MS/MS tolerance）为±0.5；每个肽允许 1 个不完

全酶解片段，固定修饰采用脲甲基半胱氨酸法，可

变修饰采用氧化法。 
2.4  数据处理 

蛋白组学检测数据利用 PDQuest 8.0.1 软件进

行包括蛋白质点的检测、量化、背景扣除和点的匹

配等图像分析。选择 35 个表达量较高的蛋白进行质

谱鉴定。质谱鉴定结果判定标准为每个蛋白 Total 
Ion Score C.I. %（二级）或 Protein Score C.I. %（一

级）数值达到 95 以上认为鉴定成功，蛋白表达量与

光强度呈正比，因此以蛋白点光强度（ spots 
intensity）均值标示蛋白量。 
3  实验结果 
3.1  抗炎镇痛作用 

本课题组已报道了新癀片的抗炎镇痛作用[1-2]，

因此本研究中每组仅设 3 只动物，为验证性试验。

另外新癀片能明显抑制角叉菜胶引起的大鼠足肿，

具有显著的抗炎作用；可显著延长光热刺激致大鼠

抬足反应的潜伏期，表明新癀片有镇痛作用[3]。 
3.2  电泳质控 

蛋白质浓度符合实验要求，2D marker 正常，

结果见图 1。 

 

图 1  电泳质控图 
Fig. 1  Electrophoresis of QC pattern 

3.3  双向电泳分析 
图像分析结果显示，正常肝脏组织中检测到

959 个蛋白点，模型肝组织检测到 925 个蛋白点，

差异表达蛋白 45 个，其中上调 34 个，下调 11 个；

与模型组比较，新癀片 23.8、47.5、95 mg/kg 组差

异表达蛋白个数依次为 67、71、94，其中上调个数

为 10、11、33，下调个数为 57、60、61；与模型组

比较，吲哚美辛组差异表达蛋白 40 个，其中上调

14 个，下调 26 个；新癀片 95 mg/kg 组与吲哚美辛

（2 mg/kg）组比较，差异表达蛋白 89 个，其中上调

27 个，下调 62 个。 
3.4  蛋白质质谱检测 

结合质谱分析进行数据库检索，共鉴定出 11
个差异蛋白质，其中包括 Shank3（SH3 and multiple 
ankyrin repeat domains protein 3）、TPI（Triosephosphate 
isomerase，磷酸丙糖异构酶）、ANXA5（Annexin A5，
膜联蛋白 A5）、PAH（phenylalanine-4-hydroxylase，
苯丙氨酸羟化酶）、PSMA2（proteasome subunit alpha 
type-2）、LZTS1（leucine zipper putative tumor suppressor 
1），见表 2。结果显示：一方面模型组大鼠肝组织

的 Shank3、ANXA5、TPI 的表达均较对照组升高；

与模型组比较，吲哚美辛组、新癀片组均可以抑制

Shank3、ANXA5、TPI、PSMA2 表达，且新癀片的

抑制程度明显高于吲哚美辛；另一方面模型组

LZTS1、PAH 的表达均较对照组明显降低；与模型

组比较，吲哚美辛组、新癀片组均可以增强 PAH 表

达，且新癀片 95 mg/kg 组的反转程度高于吲哚美

辛，而吲哚美辛对 LZTS1 几无影响，提示新癀片能

够显著增强 LZTS1 的表达，两者的差异极其显著。 
4  讨论 

Shank3 是 Shank 蛋白家族成员之一，其结构特

征为存在锚蛋白重复序列。对于 Shank 蛋白的研究

集中于它在神经系统以及突触后密集区的作用，与

突触强化和突触记忆有关[5]。T/B 细胞免疫性突触

在免疫应答中发挥着重要的作用，细胞支架蛋白

Shank 家族是该突触结构中必需的成分，在免疫反

应中必不可少[6]。锚蛋白重复序列是 IκBα与蛋白酶

体结合所必须的蛋白结构[7]，可调控 IκBα的降解，

由此推断 Shank蛋白在NF-κB的激活过程中发挥着

重要的作用。另外 Shank 蛋白通过与 Homer 蛋白相

互作用，调节钙库从而响应细胞表面谷氨酸受体活

化[8]，Shank3 参与调节 Ret 酪氨酸激酶信号通路[9]。

本研究中 Shank3 的变化趋势与其功能相吻合，模型

中 Shank3 显著升高，约为正常值的 4 倍，提示角叉

菜胶造模后 T/B 细胞的免疫功能激活，免疫突触的

形成增多，而新癀片可明显抑制 Shank3 的表达，其 
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表 2  质谱鉴定的蛋白 
Table 2  Proteins identified by mass spectrometry 

各组平均蛋白点光强度 

 新癀片  SSP 名称 
对照 模型 吲哚美辛

23.8 mg·kg−1 47.5 mg·kg−1 95.0 mg·kg−1 

Swiss-Prot 

G2 Nuclear cap-binding 

protein subunit 1 
0 0 0 63 333 49 833 63 637 sp|A8XG63|

G12 Shank3 4 250 15 322 11 352 5 008 6 715 7 668 sp|Q9BYB0|

H1 ANXA5 2 154 4 131 2 526 1 232 637 477 sp|P14668| 

G10 LZTS1 15 754 0 0 11 000 18 715 22 544 sp|Q9Y250|

G16 PAH 16 857 0 16 349 9 278 13 132 25 327 sp|P04176| 

G24 PSMA2 7 077 8 825 6 631 2 673 2 506 3 903 sp|P49722| 

G19 TPI 13 445 21 856 13 386 9 608 12 987 9 054 sp|P46225| 

H7 30S ribosomal protein S10 10 932 7 696 8 959 3 378 4 274 2 931 sp|Q057A3|

G21 Short-chain specific  

acyl-CoA dehydrogenase 
22 217 23 172 15 794 12 574 10 575 12 558 sp|P15651| 

G22 Sulfotransferase 1A1 46 642 54 462 43 741 30 122 27 580 31 463 sp|P52840| 

G23 Adenylate kinase 2 20 972 21 472 15 721 10 559 12 085 12 827 sp|Q9WTP6|

 
值已接近正常水平，而吲哚美辛组 Shank3 的表达仅

轻微下降，仍为正常值的近 3 倍，表明新癀片能够

更加有效地抑制 Shank 蛋白，影响 T/B 细胞的功能，

发挥抗炎镇痛作用。 
研究结果显示，致炎后 ANXA5 的表达增高近

2 倍，而吲哚美辛、新癀片对高表达的 ANXA5 有

显著的抑制作用，新癀片的作用更为明显，抑制

ANXA5 的表达使其低于正常值。随着近年对

ANXA5 的研究深入，发现 ANXA5 的功能除了抗

凝，还参与炎性反应、凋亡等过程[10]。对于 ANXA5
在炎性反应方面的作用，研究结果存在分歧：Martin
等[11]、Rand 等[12]认为 ANXA5 与脂多糖黏合，减少

内毒素反应以减轻免疫炎性反应，ANXA5 缺失可

引起炎性反应。相反观点则认为，巨噬细胞产生乳

脂球表皮生长因子 8，可像磷脂酰丝氨酸一样识别

氨基磷脂以黏合凋亡细胞，ANXA5 可优先黏合凋

亡细胞的 PS，减少巨噬细胞对凋亡细胞的摄取[13]，

所以当凋亡细胞没有很快被清除时，它们将改变膜

的成份，使其转变为次级坏死细胞，从而失去膜的

完整性，引发炎性免疫反应。本研究结果支持后一

种观点，认为膜联蛋白影响细胞因子环境，ANXA5
可与 TNF-α等炎性因子呼应，影响巨噬细胞正常功

能的发挥，使巨噬细胞分泌的抗炎细胞因子 IL-10
水平降低，导致炎症或抗炎免疫应答的平衡，是免

疫系统的一个重要的炎症调节剂。 
研究[14-16]已经证实，感染性疾病时，血清中苯

丙氨酸与酪氨酸的比值显著升高，且主要是由于苯

丙氨酸增多引起的，PAH 的抑制是产生上述情况的

原因之一。角叉菜胶诱导的炎症表现出 PAH 的表达

受到极其显著的抑制。分析可能原因为：炎症细胞

因子可减少辅酶因子四氢生物蝶呤（BH4）的活性，

BH4 是 PAH 将苯丙氨酸转化为酪氨酸的必需辅因

子，BH4 对氧化还原作用高度敏感，炎症及相关细

胞因子能够诱导产生大量活性氧和活性氮，降低

BH4 的水平[17]，又有研究[18]报道 BH4 可反向调节

PAH 的合成，因此 BH4 的耗竭可能是 PAH 蛋白表

达受到抑制的原因。PAH 的降低会造成多巴胺的合

成不足，多巴胺不足在外周表现为血管收缩，醛固

酮和去甲肾上腺素释放等应激性症状[19]，多巴胺又

是一种中枢神经递质，主要负责情欲，传递兴奋及

开心信息，多巴胺不足则表现为抑郁，也会导致帕

金森病。研究结果表明，新癀片能够明显增加 PAH
的表达，缓解多巴胺不足所带来的后果，提示这可

能是新癀片镇痛机制之一，且新癀片对 PAH 的调节

作用明显优于吲哚美辛。 
蛋白酶体是一种具有多催化位点的高度有序的

桶状蛋白酶复合物[20]，外部的两个环各含有 7 个 α
亚基，可以发挥“门”的作用。这些 α亚基可以识
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别连接在蛋白质上的多泛素链标签，启动降解过程。

本课题组前期研究证明[2]，新癀片能够显著抑制

NF-κB 水平，NF-κB 参与炎症反应、免疫反应等多

种生物进程。细胞受到致炎因素刺激后，可诱导 IκB
与泛素分子共价结合，使 IκB 被 26S 蛋白酶体识别

并降解[6, 21]，从而激活 NF-κB，发挥正反馈效应[22-23]。

26S 蛋白酶体是最普遍的蛋白酶体形式，研究[23]发

现，NF-κB 亚基 p52 和 p50 的产生须经限制性蛋白

酶解，该过程必须由蛋白酶体参与完成，且需要

IκBα 通过锚蛋白重复序列与蛋白酶体的 α2（C3）
亚基（即 PSMA2）结合[7]。本研究结果发现，作为

20S 核心颗粒 α 亚基之一的 PSAM2 在该炎症模型

中显著上调，约为正常水平的 1.2 倍，提示机体内

蛋白酶体水平可能已升高，NF-κB 也已激活，形成

试验模型效果，新癀片能够明显抑制 PSAM2 的表

达，且抑制程度明显高于吲哚美辛，表明新癀片中

中药成分起到了至关重要的协同增效作用，使

NF-κB激活通路受阻，限制NF-κB发挥生物学功能。 
炎症因子亦可是肿瘤调控因子，肿瘤调控因子

也可参与炎症反应，两者关系密切[24]。LZTS1 是一

个亮氨酸拉链蛋白，由 LZTS1 基因编码，LZTS1
上调后通过 cAMP 依赖激酶高磷酸化抑制了肿瘤的

发生，使细胞周期在 G2/M 期出现阻滞[25]，它与

CDC25、CDC2 等细胞周期调控蛋白（cell division 
cyclin）作用后参与调控细胞有丝分裂等进程[26-28]。

本研究发现以角叉菜胶造模后，作为抑癌基因表达

产物的 LZTS1 在模型大鼠肝组织中的水平极其显

著的下降，以蛋白组学方法已检测不到，吲哚美辛

对该蛋白没有影响，但新癀片各剂量均显著上调该

蛋白，且呈一定的剂量关系，提示新癀片内的中药

成分发挥了重要的补充调节作用，起到了增效作用。

研究表明[29-31]，肿节风、三七具有抗肿瘤和增强免

疫等作用。Naghavi 等[28]研究发现，LZTS1 的过表

达能够抵抗 MLV 和 HIV-1 的感染，能够阻止病毒

DNA 进入宿主细胞核，具有抑制病毒复制的功能，

与本研究结果相一致，表明新癀片可多方面调节炎

症、肿瘤相关的蛋白，进而更好发挥抗炎镇痛作用。 
袁吉钊等[32]发现 TPI 能特异性刺激类风湿性关

节炎（RA）患者外周血 PBMC 的增殖，并增加

TNF-α、INF-γ 及 IL-17a 等细胞因子的水平。他认

为 TPI 可作为自身抗原，刺激抗原特异性 CD4
＋T 细

胞向 Thl 及 Thl7 细胞分化，并产生 INF-γ及 IL-17a
等细胞因子参与 RA 疾病发生。TNF-α、INF-γ 及

IL-17a 是参与 RA 疾病发生重要的细胞因子，TNF-α
作为促炎因子能通过NF-κB通路刺激合成PGE2

[33]，

诱导产生一系列炎症反应。INF-γ能活化巨噬细胞，

增强 MHCI、II 类抗原的表达，增强 NK 细胞活性，

抑制纤维母细胞产生胶原，刺激并增强炎症反应[34]。

Kolln 等[35]也报道，胞质内的 TPI 可引起 B 细胞和

浆细胞浸润受损的组织部位，引起局部的免疫反应

造成炎症。新癀片能够明显抑制 TPI 的表达，且抑

制程度明显高于吲哚美辛，表明新癀片中的中药成

分具有明显的协同增效作用。 
综上所述，吲哚美辛影响的蛋白相对较少，而

加入中药成分的新癀片可调节的蛋白明显增多，调

节程度亦有增大。新癀片能够抑制多种相关炎症因

子和肿瘤因子，抑制Shank3、ANXA5、TPI和PSMA2
表达，增强抗炎因子及抑癌因子的表达，提高

LZTS1、PAH 的表达，为新癀片的“增效”作用机

制提供重要理论依据。 
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