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摘要： 目的　 通过网络药理学和动物实验研究牡丹皮提取物外用治疗接触性皮炎的作用机制。 方法　 采用 ＤＮＣＢ 诱导

的接触性皮炎小鼠模型， 评价牡丹皮提取物体内抗炎活性。 通过 ＴＣＭＳＰ 等数据库收集牡丹皮活性成分及相关作用靶

点信息； 通过 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 等数据库得到接触性皮炎的相关靶点； 构建活性成分⁃潜在作用靶点网络图及蛋白⁃蛋白互作

网络图， 利用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选出关键靶点； 采用 ＤＡＶＩＤ 数据库对潜在交集靶点进行 ＧＯ 分析及 ＫＥＧＧ 信号通路富

集分析； 采用 Ｒｅａｃｔｏｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ 数据库进行 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集分析； 采用分子对接验证成分与关键靶点的结合水

平， 并对关键靶点通路进行实验验证。 结果　 动物实验显示， 牡丹皮提取物能减少接触性皮炎小鼠皮肤组织中的炎细

胞浸润， 调节脾脏、 胸腺指数， 降低小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 网络药理学显示， 牡丹皮活性成分 １８ 种，
潜在作用靶点 ３１７ 个， 富集于多个生物进程、 多条信号通路， 筛选得到 ＳＲＣ、 ＭＡＰＫ１、 ＰＩＫ３Ｒ１、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 ＴＰ５３ 等

关键靶点。 分子对接显示出良好的小分子⁃蛋白亲和性。 验证试验显示， 牡丹皮提取物提高了小鼠皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／
２、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达及 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 牡丹皮提取物可能通过 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信
号通路来抑制炎症水平， 发挥治疗接触性皮炎的作用。
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　 　 变应性接触性皮炎 （ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｃｏｎｔａｃｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ， ＡＣＤ）
是一种迟发型超敏反应， 分为致敏期和激发期［１⁃２］ ， 是皮肤

或黏膜接触外源性物质后发生的过敏性炎症反应， 常在接

触部位甚至它处发生。 除了临床常用的皮质类固醇和抗组

胺药， 中药对接触性皮炎也有较好的疗效， 如苦木［３］ 、 地

肤子［４］ 、 阴地蕨［５］等。
牡丹皮为毛茛科植物牡丹 Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ａｎｄｒ． 的

干燥根皮， 性微寒， 味辛、 苦， 归心、 肝、 肾经， 功效清

热凉血、 活血化瘀， 具有抗炎、 抗肿瘤、 降糖、 抗过敏、
保护心血管等作用［６］ 。 丹皮酚是牡丹皮中的主要作用成

分， 也是皮炎、 湿疹的有效治疗药物。 牡丹皮提取物具有

治疗接触性皮炎的潜力， 且机制尚不明确。
本研究采用网络药理学的方法对牡丹皮提取物治疗接

触性皮炎的作用机制进行探究， 对牡丹皮提取物治疗接触

性皮炎效果进行了简单评价， 并对其作用机制进行初步的

验证， 为牡丹皮提取物开发外用抗炎舒缓的药品或化妆品

提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠 ２０ 只， 体质量 １８～２０ ｇ， 购自

上海必凯科翼生物科技有限公司 ［动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （沪） ２０１８⁃０００６］， 于室温 ２０ ～ ２５ ℃、 相对湿度

４０％ ～６０％ 、 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替的动物房内适应性喂养 １
周。 动物实验经华东理工大学实验动物伦理委员会批准

（伦理号 ＥＣＵＳＴ⁃２０２１⁃０３００７）。
１􀆰 ２　 药物　 牡丹皮购自北京同仁堂股份有限公司， 经华东

理工大学药学院马磊教授鉴定为毛茛科植物牡丹 Ｐａｅｏｎｉａ
ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ａｎｄｒ． 的干燥根皮， 其提取物的制备方法参考文

献 ［７］ 报道。 复方醋酸地塞米松乳膏 （华润三九医药股

份有限公司， 批号 ２１０２０１９Ｘ）。
１􀆰 ３　 试剂　 １⁃氯⁃２， ４⁃二硝基苯 （ＤＮＣＢ） （东京化成工业

株式会社， 批号 ＷＴ６ＣＡ⁃ＶＯ）； ＢＣＡ 总蛋白定量试剂盒

（上海源叶生物科技有限公司， 批号 Ｏ２０ＨＲ１９８５８６）； 小鼠

白细胞介素 ６ （ＩＬ⁃６） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （北京冬歌博业生物科

技有限公司， 批号 ２０２２１０）； β⁃ａｃｔｉｎ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体 （武汉

赛维尔生物科技有限公司， 货号 ＧＢ１５００１、 ＧＢ１１５６０）； ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ４３７０）；
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ｐ⁃Ａｋｔ （上海碧云天生物技术有限公司， 货号 ＡＡ３２９）。
１􀆰 ４　 仪器　 正置白光拍照显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司， 型号

Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ⁃Ｌ）； 酶标仪 （深圳雷杜生命科学股份有限公司，
型号 ＲＴ⁃６１００）； 台式高速冷冻离心机 （北京大龙兴创实验

仪器有限公司， 型号 Ｄ３０２４Ｒ）； 研磨仪、 脱色摇床、 垂直

电泳仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 型号 ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃Ｆ、
ＤＳ⁃２Ｓ１００、 ＳＶＥ⁃２）； 转印电泳仪 （武汉赛维尔生物科技有

限公司， 型号 ＳＶＴ⁃２）； 超声波细胞破碎仪 （宁波新芝生物

科技有限公司， 型号 ＪＹ９２⁃１１Ｎ）； 化学发光仪 （上海勤翔

科学仪器有限公司， 型号 ６１００）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ）； ＰＣＲ 仪 （北京东胜创

新生物科技有限公司， 型号 ＥＴＣ８１１）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模与给药 　 小鼠随机分为空白组、 模型组、
阳性药组和牡丹皮组， 每组 ５ 只。 采用 ＤＮＣＢ 诱导建立接

触性皮炎模型［８］ ， 并适当改进， 实验前 １ ｄ 对小鼠腹部及

背部去毛， 第 １ 天和第 ２ 天上午 ９： ００ 在下腹部２ ｃｍ×２ ｃｍ
脱毛部位处均匀涂抹含 ５％ ＤＮＣＢ 的乙醇 ５０ μＬ 致敏； 第 ６
天开始， 在小鼠尾基底部以上 １ ｃｍ 处的背部脱毛部位

（２ ｃｍ×２ ｃｍ） 涂抹含 １％ ＤＮＣＢ 的乙醇 ２５ μＬ 激发， 每 ３ ｄ
１ 次， 共 ４ 次， 均在上午９： ００进行。 从致敏日起预防给

药， 给药面积 ２ ｃｍ×２ ｃｍ， 每天 １ 次， 至激发结束， 均在下

午 ５： ００ 进行。 牡丹皮组给予 ０􀆰 ５％ 牡丹皮提取物 ０􀆰 ２ ｍＬ，
阳性药组给予醋酸地塞米松乳膏 ０􀆰 ２ ｇ， 各组均匀涂抹至没

有液体残留， 并采用无刺激胶布固定以防止小鼠舔舐。
２􀆰 ２　 取材　 末次给药 ２４ ｈ 后， 脱颈处死小鼠， 取给药部

位皮肤 ２ ｃｍ×２ ｃｍ， 平均分成 １ ｃｍ×１ ｃｍ 的 ４ 份， 左上部分

用于 ＨＥ 染色， 左下部分用于 ＥＬＩＳＡ 检测， 右上部分用于

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验， 右下部分用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测。
２􀆰 ３　 脾脏、 胸腺指数检测 　 小鼠脱颈处死后， 测定体质

量， 解剖取脾脏及胸腺并测定其质量， 脾脏、 胸腺指数以

脾脏、 胸腺质量与体质量的比值表示。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察皮肤组织病理形态　 取各组小鼠皮肤组

织， 用 ４％ 多聚甲醛固定， 经乙醇脱水、 石蜡包埋切片后用

苏木精⁃伊红染色后脱水、 透明、 封片， 于显微镜下观察皮

肤组织结构形态及炎细胞浸润情况。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平　 取各组小鼠皮肤组

织， 用预冷的 ＰＢＳ （ｐＨ ７􀆰 ４） 冲洗， 去除残留血液， 并用

加有蛋白酶抑制剂的 ＰＢＳ 匀浆， 反复冻融后于 ４ ℃、 ５ ０００×
ｇ 下离心 １０ ｍｉｎ， 取上清， 利用 ＢＣＡ 法测定总蛋白含量，
按照试剂盒说明书操作， 于 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔光密度

（ＯＤ） 值， 计算 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ６　 网络药理学研究

２􀆰 ６􀆰 １　 牡丹皮成分的获取及筛选 　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）， 以牡丹皮为搜索

对象收集相关成分并进行筛选， 标准为分子量 （ＭＷ） ≤
５００、 脂水分配系数 （ＡｌｏｇＰ） １ ～ ３［９］ ， 得到符合要求的透

皮吸收成分。 由于类药性低并不代表没有药效， 如丹皮酚

的类药性值为 ０􀆰 ０４， 依然有较好的药理活性， 因此不考虑

类药性的筛选。
２􀆰 ６􀆰 ２　 潜在作用靶点的收集　 通过 ＴＣＭＳＰ 收集各活性成

分的 靶 点 信 息， 并 将 Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据 库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ） Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ≥０􀆰 １、
ＴａｒｇｅｔＮｅｔ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｎｅｔ． ｓｃｂｄｄ． ｃｏｍ ／ ）
Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ≥ ０􀆰 ９、 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ） Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ≥０􀆰 ５ 的高分预测

靶点纳入活性成分靶点中， 将蛋白名用 ＵｎｉＰｒｏｔ 蛋白质数据

库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 转 换 为 相 应 的 ｇｅｎｅ
ｓｙｍｂｏｌ， 并通过 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ．
ｏｒｇ ／ ）、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ）、 ＴＴＤ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ） 以

“ｃｏｎｔａｃｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ” “ａｌｌｅｒｇｉｃ ｃｏｎｔａｃｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ” 为关键词收

集接触性皮炎靶点信息， 取各数据库靶点信息的并集作为

最终的疾病靶点集。 活性成分靶点与疾病靶点的交集即为

牡丹皮提取物治疗接触性皮炎的潜在作用靶点。
２􀆰 ６􀆰 ３　 活性成分⁃潜在作用靶点网络图的构建 　 整理活性

成分信息及潜在作用靶点信息， 得到对应的 Ｎｅｔｗｏｒｋ 及

Ｔｙｐｅ 文件， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ０ 软件， 构建活性成分⁃潜在

作用靶点网络图。
２􀆰 ６􀆰 ４　 蛋白⁃蛋白相互作用 （ ＰＰＩ） 网络图的构建 　 在

ＳＴＲＩＮＧ 平台 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 导入潜在作用

靶点信息， 限定物种 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 选择最高置信度

０􀆰 ９００， 隐藏游离节点， 获得潜在作用靶点蛋白的互作关

系， 导出为 ＴＳＶ 格式文件， 并导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ０ 软件，
构建 ＰＰＩ 网络图。 再利用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件工具计算节点的拓

扑参数。
２􀆰 ６􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用生物学信息注释数据库

ＤＡＶＩＤ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 进行基因本

体 （ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）、 京都基因和基因组百科全书

（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 富集分

析， 以揭示牡丹皮提取物外用治疗接触性皮炎的生物进程、
细胞组分、 分子功能及相关通路情况。
２􀆰 ６􀆰 ６　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集分析 　 在 Ｒｅａｃｔｏｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ
数据 库 （ Ｒｅａｃｔｏｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ Ｄａｔａｂａｓｅ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｒｅａｃｔｏｍｅ．
ｏｒｇ ／ ） 中导入潜在作用靶点信息， 限定物种为 “ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”， 进行通路富集分析。
２􀆰 ６􀆰 ７　 分 子 对 接 验 证 　 在 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 中， 筛选解析度＜３Å 的靶点蛋

白， 得到对应的 ＰＤＢ 格式文件。 并从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 中下载活性成分

３Ｄ 结构 ＳＤＦ 文件， 通过 Ｏｐｅｎ Ｂａｂｅｌ ２􀆰 ４􀆰 １ 转换为 ＰＤＢ 格

式［１０］ 。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ １􀆰 １􀆰 ２ 进行分子对接， Ａｕｔｏｄｏｃｋ
Ｔｏｏｌ １􀆰 ５􀆰 ６ 对关键靶点进行包括去水、 加氢、 去配体等预

处理， 测定小分子扭转键， 导出蛋白及配体的 ｐｄｂｑｔ 文件。
随后将配体与处理后的蛋白对接， 并用 ＰｙＭＯＬ ２􀆰 ３􀆰 ４ 处理

对接结果， 通过结合能判断活性成分与靶点蛋白结合
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效果［１１］ 。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表

达　 取各组小鼠皮肤组织， 匀浆裂解得到总蛋白， 使用

ＢＣＡ 法进行蛋白定量， 经电泳分离、 转膜后 ５％ 脱脂牛奶

室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 加一抗 ４ ℃摇床孵育过夜， 加二抗孵育

３０ ｍｉｎ， 加入 ＥＣＬ 发光液进行化学发光检测。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
分析图像条带灰度值。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测皮肤组织 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达　 取各组

小鼠皮肤组织， 用 ＲＮＡ 提取液提取总 ＲＮＡ， 逆转录合成

ｃＤＮＡ 后进行 ＰＣＲ 扩增， 反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ，
９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃ 退火延伸 ３０ ｓ， 循环 ４０ 次。 采用

２－ΔΔＣＴ 法 进 行 数 据 处 理。 ＧＡＰＤＨ 正 向 引 物 序 列 ５′⁃
ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ⁃３′， 反 向 引 物 序 列 ５′⁃
ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ⁃３′； ＰＩ３Ｋ 正向引物序列 ５′⁃
ＣＡＣＧＧＣＧＡＴＴＡＣＡＣＴＣＴＴＡＣＡＣＴＡ⁃３′， 反 向 引 物 序 列 ５′⁃
ＣＡＣＴＧＧＧＴＡＧＡＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＡＴＣ⁃３′。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６ 和 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
８􀆰 ４􀆰 ３ 软件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采

用单因素方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 牡丹皮提取物对小鼠皮肤组织病理的影响　 如图 １ 所

示， 模型组小鼠皮肤出现明显的结痂、 潮红， 伴有皮肤粗

糙破损； 与模型组比较， 阳性药组及牡丹皮组小鼠皮肤结

痂消失， 少见皮肤潮红， 皮肤状态优于模型组。 ＨＥ 染色结

果显示， 与空白组比较， 模型组表皮重度增厚 （黑色箭

头）， 角质层增厚， 可见脓性灶 （紫色箭头）； 表皮局部缺

失， 真皮裸露 （红色箭头）； 真皮胶原纤维排列紊乱， 真

皮及皮下可见大量的淋巴细胞、 粒细胞呈弥散性浸润 （蓝
色箭头）。 与模型组比较， 阳性药组及牡丹皮组小鼠皮肤

组织皮肤结构完整， 淋巴细胞浸润较少 （蓝色箭头）。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为阳性药组， Ｄ 为牡丹皮组。

图 １　 各组小鼠皮肤形态及 ＨＥ 病理染色

３􀆰 ２　 牡丹皮提取物对小鼠脾脏、 胸腺指数的影响　 如表 １
所示， 与空白组比较， 模型组小鼠脾脏指数升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 显示超敏反应发生； 与模型组比较， 阳性药组及牡

丹皮组小鼠脾脏指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组

比较， 模型组小鼠胸腺指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 牡丹皮组小鼠胸腺指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而阳性药组

小鼠胸腺指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 １　 各组小鼠脾脏指数、 胸腺指数比较 （ｍｇ ／ １０ ｇ， ｘ±ｓ，

ｎ＝５）
组别 脾脏指数 胸腺指数

空白组 ３９􀆰 ３５±３􀆰 ５２ ３６􀆰 ６８±０􀆰 ３８
模型组 ４９􀆰 １８±１􀆰 ５２＃＃ ２２􀆰 ３０±１􀆰 ７８＃＃

阳性药组 １５􀆰 ３６±１􀆰 ９５∗∗ １９􀆰 ５０±０􀆰 ６６∗

牡丹皮组 ４２􀆰 ７０±０􀆰 ８３∗ ２９􀆰 ５１±１􀆰 ４８∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 牡丹皮提取物对小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平的影响 　 如

图 ２ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性药组及牡丹皮组小

鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ４　 牡丹皮提取物的活性成分 　 从 ＴＣＭＳＰ 数据库中筛选

得到牡丹皮活性成分 １８ 种。 如表 ２ 所示， 这些化合物具有

较小的分子量及较好的透皮性质， 可作为后续研究的有效

成分。
３􀆰 ５　 牡丹皮提取物的潜在作用靶点　 通过多个数据库收集

各活性成分的靶点信息， 去除重复项共得到 ６２８ 个靶点。
从 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库、 ＴＴＤ 数据库收集

疾病靶点， 去除重复项， 得到靶点信息共 ２ ３１７ 条。 使用

Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／
ｖｅｎｎｙ ／ ） 取活性成分靶点和疾病靶点的交集， 得到潜在作

用靶点共 ３１７ 个， 见图 ３。
３􀆰 ６　 牡丹皮提取物活性成分⁃潜在作用靶点网络图　 如图 ４
所示， 活性成分与潜在作用靶点网络图包含 ３３６ 个节点 （１
个药、 １８ 种成分、 ３１７ 个靶点）、 １ ３８０ 条边。 槲皮素

（ＭＯＬ００００９８）、 山柰酚 （ＭＯＬ０００４２２） 可结合靶点较多，
分别为 １９９、 １３２ 个。
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表 ２　 牡丹皮有效成分信息

编号 ＩＤ 化学名 ＣＡＳ 号 相对分子质量 ＡｌｏｇＰ
１ ＭＯＬ０００１０３ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ９９⁃９６⁃７ １３８􀆰 １３ １􀆰 １７
２ ＭＯＬ０００１１４ ｖａｎｉｌｌｉｃ ａｃｉｄ １２１⁃３４⁃６ １６８􀆰 １６ １􀆰 １５
３ ＭＯＬ００１２４６ （１Ｓ，５Ｒ）⁃６，６⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｏｒｐｉｎａｎ⁃２⁃ｏｎｅ ７７９８２⁃６３⁃９ １３８􀆰 ２３ １􀆰 ５２
４ ＭＯＬ００２０４６ ｈｅｘａｎｏｉｃ ａｃｉｄ １４２⁃６２⁃１ １１６􀆰 １８ １􀆰 ８１
５ ＭＯＬ００２０９５ ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ８４⁃６６⁃２ ２２２􀆰 ２６ ２􀆰 ２４
６ ＭＯＬ０００２２３ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ５０１⁃１６⁃６ １８０􀆰 １７ １􀆰 ３７
７ ＭＯＬ０００２５４ ｅｕｇｅｎｏｌ ９７⁃５３⁃０ １６４􀆰 ２２ ２􀆰 ５５
８ ＭＯＬ００２７８６ ａｐｏｃｙｎｉｎ ４９８⁃０２⁃２ １６６􀆰 １９ １􀆰 ２９
９ ＭＯＬ００３８８１ ６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ ６０９３⁃６８⁃１ １６２􀆰 １５ １􀆰 ６３
１０ ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ５２０⁃１８⁃３ ２８６􀆰 ２５ １􀆰 ７７
１１ ＭＯＬ０００４９２ （＋）⁃ｃａｔｅｃｈｉｎ １５４⁃２３⁃４ ２９０􀆰 ２９ １􀆰 ９２
１２ ＭＯＬ００６８６９ ２′，４′⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ８９⁃８４⁃９ １５２􀆰 １６ １􀆰 ０３
１３ ＭＯＬ０００７１９ ｍｅｔｈｙｌ ｓａｌｉｃｙｌａｔｅ １１９⁃３６⁃８ １５２􀆰 １６ １􀆰 ４２
１４ ＭＯＬ００７３７２ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ｍｅｔｈｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ６１００⁃７４⁃９ １６６􀆰 １９ １􀆰 ２９
１５ ＭＯＬ００７３７３ １⁃（２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｅｔｈａｎｏｎｅ ７０８⁃５３⁃２ １８２􀆰 １９ １􀆰 ０２
１６ ＭＯＬ００７３７４ ５⁃｛［５⁃（４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）⁃２⁃ｆｕｒｙｌ］ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ｝ｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ ３０１３１２⁃４９⁃２ ３１２􀆰 ３０ ２􀆰 ０５
１７ ＭＯＬ０００８７４ ｐａｅｏｎｏｌ ５５２⁃４１⁃０ １６６􀆰 １９ １􀆰 ２９
１８ ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ １１７⁃３９⁃５ ３０２􀆰 ２５ １􀆰 ５０

图 ３　 活性成分靶点⁃接触性皮炎靶点 Ｖｅｎｎ 图

图 ４　 活性成分⁃潜在作用靶点网络图

３􀆰 ７　 ＰＰＩ 网络分析 　 ＰＰＩ 网络图 （图 ５） 反映了靶点之间

的联系， 共含 ２７０ 个节点 （４７ 个游离节点）、 １ ４２３ 条边，
各靶点的拓扑参数可反映 １ 个靶点对 ＰＰＩ 网络的影响［１２］ 。
该网络图中颜色表示度值 （Ｄｅｇｒｅｅ）， 字体大小表示紧密度

（Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ）， 节 点 大 小 表 示 介 度 （ Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ）， 取

Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、 Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 前 １５ 位的靶点作为关键靶

点［１３］ 。 表 ３ 显示， 牡丹皮外用治疗接触性皮炎主要作用于

原癌基因酪氨酸蛋白激酶 （ＳＲＣ）、 有丝分裂原激活的蛋白

激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 磷 脂 酰 肌 醇 ３⁃激 酶 调 节 亚 单 元 α
（ＰＩＫ３Ｒ１） 等关键靶点。

图 ５　 潜在作用靶点 ＰＰＩ 网络图

表 ３　 关键靶点拓扑参数

编号 基因 Ｄｅｇｒｅｅ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ
１ ＳＲＣ ６４ １５０􀆰 ３８ ６ ２５４􀆰 ５０
２ ＭＡＰＫ１ ５６ １４６􀆰 ４０ ５ ４３０􀆰 １８
３ ＰＩＫ３Ｒ１ ５５ １４１􀆰 １５ ２ ９６８􀆰 ８６
４ ＨＳＰ９０ＡＡ１ ５３ １４２􀆰 ８７ ３ ７８６􀆰 ９３
５ ＴＰ５３ ５１ １４２􀆰 ９８ ６ ３８８􀆰 ４３
６ Ａｋｔ１ ５０ １４２􀆰 １０ ５ ８３５􀆰 ５１
７ ＲＥＬＡ ４７ １４１􀆰 ２５ ２ ９７６􀆰 ４９
８ ＪＵＮ ４６ １４０􀆰 ０８ ３ １５２􀆰 ４０
９ ＥＰ３００ ４５ １３８􀆰 ３８ ３ １７９􀆰 ０６
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３􀆰 ８　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 如图 ６ 所示， ＧＯ 富集分析得

到显著性 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的生物进程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） 条

目 ８９２ 条， 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 条目 ８８ 条，
分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 条目 １１２ 条。 牡丹皮外

用治疗接触性皮炎的生物进程主要涉及对药物的反应

（ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｕｇ ）、 对 脂 多 糖 的 反 应 （ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）、 炎症反应 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ） 等，
细胞组分主要涉及在细胞外空间 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ）、 膜

筏 （ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒａｆｔ）、 胞液 （ｃｙｔｏｓｏｌ） 等， 分子功能主要涉

及在酶结合 （ｅｎｚｙｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 跨膜受体蛋白酪氨酸激酶

活性 （ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、
蛋白酪氨酸激酶活性 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 等。

ＫＥＧＧ 信号通路富集分析得到显著性 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的条目共

１７７ 条。 潜在作用靶点显著富集于 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

（ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 ＭＡＰＫ 信号通路 （ ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 等［１⁃２，１４］ ， 表明牡丹皮提取物可能通过

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 ＭＡＰＫ 信号通路发挥治疗接触性皮炎的作用。

图 ６　 潜在作用靶点 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析图

３􀆰 ９　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集分析　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集

共得到 Ｐ＜０􀆰 ０５ 条目 １ ４２７ 条， 如图 ７ 所示， 潜在作用靶点

显著富集于信号转 导 （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）、 免 疫 系 统

（ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ）、 免疫系统中的细胞因子信号 （ ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ） 等， 表明 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路的

传导可能在牡丹皮提取物治疗接触性皮炎中发挥重要作用。

图 ７　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 信号通路富集分析结果

３􀆰 １０　 分子对接验证　 关键成分槲皮素 （ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）、 山柰

酚 （ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）、 邻苯二甲酸二乙酯 （ ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ）、

５⁃ ｛ ［５⁃ （４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ⁃２⁃ｆｕｒｙｌ］ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ｝ ｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ

ａｃｉｄ、 儿茶素 ［ （＋） ⁃ｃａｔｅｃｈｉｎ］ 与关键靶点 ＳＲＣ （１Ａ０７）、

ＭＡＰＫ１ （３ＳＡ０）、 ＰＩＫ３Ｒ１ （１Ｈ９Ｏ）、 ＨＳＰ９０ＡＡ１ （１ＢＹＱ）、

ＴＰ５３ （３Ｑ０１） 分子对接验证的结果见图 ８， 可知结合能均

小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ［１５］ ， 表明槲皮素、 山柰酚等成分与靶点

各靶点都具有较好的结合活性。

图 ８　 分子对接结果热图及对接模式图

３􀆰 １１　 牡丹皮提取物对小鼠皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表达的

影响　 如图 ９ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠皮肤组织

ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 阳性药组及牡丹皮组小鼠皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 １２　 牡丹皮提取物对小鼠皮肤组织 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达的影

响　 如图 １０ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠皮肤组织

ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性药组

２８２

２０２４ 年 １ 月

第 ４６ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １



注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组小鼠皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组小鼠皮肤组织 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达降低 （ｘ±ｓ，
ｎ＝５）

及牡丹皮组小鼠皮肤组织 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

接触性皮炎发病机制复杂， 这是一种由多种细胞因子

介导的免疫细胞应答反应， 包括白细胞介素、 肿瘤坏死因

子、 干扰素等［１６⁃１７］ 。 本研究动物实验结果显示， 牡丹皮提

取物可以降低小鼠皮肤组织的炎细胞浸润及 ＩＬ⁃６ 水平， 维

持皮肤组织结构； 牡丹皮提取物给药可以降低模型小鼠的

脾脏指数， 减轻过敏反应， 表明牡丹皮提取物可以有效缓

解小鼠接触性皮炎的症状。 此外， ＩＬ⁃６ 可以影响 ＭＡＰＫ 信

号通路， 调节细胞应激和凋亡［１８］ 。 本研究网络药理学分析

显示， 牡丹皮提取物中的 １８ 种活性成分通过调节多种生物

进程， 发挥多种分子功能发挥改善接触性皮炎的作用， 包

括免疫应答和对脂多糖的反应［２，１９］ 等； 其次牡丹皮提取物

还可以调节包括 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路在内

的多个通路， 这些通路与免疫炎症调节有重要关系［２０⁃２２］ 。
ＭＡＰＫ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路在调节细胞生长代谢、 增殖

分化中发挥着重要的作用［２３⁃２４］ 。 ＭＡＰＫ１ 编码的 ＭＡＰ 激酶 １
（ＥＲＫ２） 通过 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路依赖的机制被细胞外信

号激活， 调控细胞的增殖凋亡等生理活动。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路可介导炎症反应， 与多种炎性介质密切相关［２５］ ， 其中

Ａｋｔ 是 ＰＩ３Ｋ 通路的中心介质， 其 Ｃ 端调节区的 Ｓｅｒ４７３ 位点

对 Ａｋｔ 的完全激活起着重要作用［２６］ 。 研究表明， 激活

ＥＲＫ１ ／ ２ 可以减少心肌细胞凋亡［２７］ ， 减轻大鼠脑缺血诱导

的炎症反应［２８］ 。 同时有研究指出， 激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

可以减轻前列腺素诱导的氧化应激及炎症水平， 抑制自噬，
减轻细胞损伤及凋亡［２９］ 。 本研究结果显示， 牡丹皮提取物

可以提高接触性皮炎小鼠皮肤组织 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达

及 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达， 激活了ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通

路， 发挥炎症抑制的作用。
综上所述， 本研究表明， 牡丹皮提取物可以降低接触

性皮炎小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃６ 水平， 改善皮肤状态， 调节小鼠

脾脏、 胸腺指数； 其次通过网络药理学和分子对接探讨了

牡丹皮提取物治疗接触性皮炎的机制， 并进行了简单的实

验验证。 验证结果也表明， 牡丹皮提取物可通过提高 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 表达激活 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 通路， 提高 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达

及 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达， 激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号传导发挥炎症抑制

的作用。 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路可能是牡丹皮提

取物治疗接触性皮炎的关键信号通路。 详细的通路传导机

制有待进一步的验证。
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