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摘要： 目的　 通过网络药理学方法、 分子对接技术和体内动物实验验证， 探究佛手炮制前后对胃黏膜保护作用的机制

及药效差异。 方法　 将课题组前期分析得到的佛手蒸制前后差异成分通过 ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ 平台进行类药性和口服生物利

用度筛选， 并对筛选后的潜在活性成分进行靶点预测； 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ 数据库查找与胃溃疡疾病相关的

靶点， 并利用 ｊｖｅｎｎ 网站将成分靶点和疾病靶点取交集。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对交集靶点进行蛋白质互作 （ＰＰＩ） 网络

的构建及拓扑分析， 筛选出关键靶点； 借助 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据分析平台对潜在靶点进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路

富集分析， 并采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 等软件对关键成分和关键靶点进行分子对接验证。 选择乙醇致胃溃疡大鼠模型对关键靶点

进行验证。 结果　 从佛手蒸制前后的 ４３ 种差异成分中筛选得到 ２４ 种潜在活性成分， 涉及 Ａｋｔ１、 ＣＡＳＰ３、 ＰＩ３Ｋ、
ＭＭＰ９ 等 ２０ 个核心靶点， 靶点蛋白富集的通路主要为 ＴＮＦ 信号通路。 分子对接结果显示， 核心成分和核心靶点均有

较好的结合能力。 动物实验结果表明， 佛手可改善乙醇致胃黏膜损伤大鼠胃组织损伤情况， 制佛手的保护作用优于生

佛手； 并能升高 ＮＯ、 ＥＧＦ、 ＭＵＣ５ＡＣ 水平和降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平， 下调 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达。
结论　 佛手可能主要通过升高胃黏膜防御因子水平， 减少炎症因子分泌， 进而抑制胃黏膜上皮细胞凋亡， 其中制佛手

在增强胃黏膜防御能力、 抗炎和抑制细胞凋亡等方面优于生佛手。
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　 　 佛手为芸香科植物佛手 Ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｄｉｃａ ｖａｒ． ｓａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓ
Ｓｗｉｎｇｌｅ 的干燥果实， 用于治疗肝胃气滞， 胃脘痞满， 食少

呕吐等疾病［１］ 。 关于佛手功效的描述最早记载于宋代 《本
草图经》 ［２］ ， “舒肝理气， 和中止痛， 化痰止咳”。 中医内

科常用佛手作为重点臣药治疗胃脘痛。 消化性溃疡、 慢性

浅表性胃炎、 慢性萎缩性胃炎等病均属于中医 “胃脘痛”
的范畴， 这些疾病的病因和证候虽各有特点， 但都伴有胃

黏膜损伤。 课题组前期已通过细胞实验和动物实验明确了

生、 制佛手对胃黏膜损伤均有保护作用［３］ ， 且结果表明制

佛手的保护作用更佳； 并采用液质联用技术和气质联用技

术建立了佛手蒸制前后的化学成分库。 但目前关于佛手炮

制前后药效变化的研究尚不够深入， 有必要进一步分析佛

手保护胃黏膜的作用机制和炮制后产生的药效差异。
网络药理学可针对中药多成分、 多靶点的特点， 建立药

物⁃靶点⁃疾病之间的相互作用网络， 对网络进行综合分析进

而揭示药物对疾病治疗的潜在药效成分、 作用靶点和作用机

制， 为筛选药物的活性成分和作用机制提供重要参考。
因此， 本研究将基于佛手蒸制前后的差异成分， 运用

网络药理学方法分析佛手治疗胃溃疡疾病的关键靶点及通

路， 并建立乙醇致胃黏膜损伤大鼠模型， 观察生佛手和制

佛手对相关细胞因子、 蛋白表达的影响， 并比较佛手炮制

前后对胃黏膜保护作用的药效差异， 进一步验证网络药理

学结果， 以期为阐释佛手蒸制增效炮制机理奠定研究基础。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 生佛手饮片 （产地广东， 批号 ２０１２０１） 购自

广州至信药业股份有限公司， 经广州中医药大学中药学院

陈康教授鉴定为芸香科植物佛手 Ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｄｉｃａ Ｌ． ｖａｒ．
ｓａｒｃｏｄａｃｔｙｌｉｓ Ｓｗｉｎｇｌｅ 的干燥果实经加工切制的饮片， 现样品

保存于广州中医药大学中药学院炮制实验室。 制佛手饮片

为实验室自制， 按 １９８４ 年版 《广东省中药炮制规范》 ［４］ 进

行制备。
１􀆰 ２　 试剂　 一氧化氮 （ＮＯ） 试剂盒、 大鼠白细胞介素⁃１β
（ＩＬ⁃１β） 试剂盒 （批号 ０２２４２１２１０６０８、 ０５３１２１２１０７１９） 购

自上海碧云天生物技术股 份 有 限 公 司； 粘 蛋 白 ５ＡＣ
（ＭＵＣ５ＡＣ） 酶联免疫试剂盒、 表皮生长因子 （ＥＧＦ） 酶联

免疫试剂盒 （批号 ２０２１０７、 ２０２１０７） 均购自江苏酶免实业

有限公司； 肿瘤坏死因子⁃α （ ＴＮＦ⁃α） 试剂盒 （ 批号

Ａ３８２２０１１５） 购自杭州联科生物技术股份有限公司； 磷脂
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酰肌醇⁃３ 激酶 （ＰＩ３Ｋ）、 活化半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃３
（ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３） 兔单克隆抗体 （批号 ＡＦ５１１２、 ＡＦ７０２２）
购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； 蛋白激酶 Ｂ （Ａｋｔ） 兔单克隆抗体

（批号 ７５６９２Ｓ） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 磷

酸化蛋白激酶 Ｂ （ｐ⁃Ａｋｔ） 兔单克隆抗体 （批号 Ｔ４００６７Ｓ）
购自艾比玛特生物医药 （上海） 有限公司； ＥＣＬ 高敏发光

液购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
１􀆰 ３　 动物　 ４２ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 １６０～１８０ ｇ，
购自广州中医药大学实验动物中心 ［实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４］， 饲养于广州中医药大学 （大
学城） 实验动物中心 ＳＰＦ 级动物房 ［实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃００８５］， 本研究经广州中医药大学实

验动物中心动物伦理委员会审批通过 （伦理审批号

２０２１０９１５００２）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＢＴ １２５Ｄ 型分析天平 （德国赛多利斯公司）；
ＴＣ⁃１５ 型套式恒温器 （海宁市新华医疗器械厂）； ＳＴＰ１２０
型组织脱水机、 Ｈｉｓｔｏｓｔａｒ 组织包埋机、 ３４０Ｅ 型石蜡切片机、
Ｇｅｍｉｎｉ ＡＳ 型自动染色机、 Ｔｈｅｒｍｏ ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ 型全波长酶

标仪 （美国赛默飞世尔公司）； ＬＵＫＹＭ⁃１ 型冷冻研磨仪

（广州露卡测序仪器有限公司）； １３Ｒ 型高速冷冻离心机

（广州千思仪器设备有限公司）； ＤＹＣＺ⁃２５Ｄ 型双垂直电泳

仪、 ＤＹＣＺ⁃４０Ｓ 型转印电泳仪 （北京六一生物科技有限公

司）； 化学发光仪 （上海天能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 佛手潜在活性成分筛选及靶点预测　 将课题组前期

已分析得到的佛手蒸制前后差异成分在 ＰｕｂＣｈｅｍ 化合物数

据 库 查 询， 得 到 各 自 的 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＳＭＩＬＥＳ 号， 将 其

Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＳＭＩＬＥＳ 号输 ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ 平台， 按同时满足 ２ 个

条件， （１） 胃肠吸收 （ＧＩ ａｂｓｏｒｔｉｏｎ） 为 “Ｈｉｇｈ”； （２） ５
种类药性预测 （ Ｌｉｐｉｎｓｋｉ、 Ｇｈｏｓｅ、 Ｖｅｂｅｒ、 Ｅｇａｎ、 Ｍｕｅｇｇｅ）
结果中有 ２ 个及 ２ 个以上为 “Ｙｅｓ”， 最终筛选出佛手的潜

在活性成分。
将筛选出的佛手潜在活性成分对应的 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ＳＭＩＬＥＳ

号依 次 输 入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据 库， 设 置 种 属 为

“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 完成潜在活性成分作用靶点的反向预测，
并经 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库校正为标准基因名称。
２􀆰 １􀆰 ２　 胃溃疡疾病相关靶点的收集　 由于胃溃疡疾病的病

理表现主要为胃黏膜损伤， 因此选择 “ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ” 为关

键词， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ 数据库查找与胃溃疡

疾病相 关 的 靶 点， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 搜 索 结 果 只 保 留

Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ≥１０ 的靶点。 最后汇总 ３ 个数据库得到的疾

病靶点并去除重复。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建及可视化 　 将 “２􀆰 １􀆰 １” 项下获得的

佛手潜在活性成分对应靶点与 “２􀆰 １􀆰 ２” 项获得的胃溃疡

相关靶点于 ｊｖｅｎｎ 网站取交集， 找到共同的蛋白靶点， 即佛

手发挥胃黏膜保护作用的潜在靶点， 并以韦恩图的方式呈

现。 将所得潜在靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库构建 ＰＰＩ 网络。 将

靶点的信息导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 软件绘制 “成分靶点⁃疾病

靶点” ＰＰＩ 网络， 使其可视化， 并通过 “Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ”
功能对 ＰＰＩ 网络结构进行拓扑分析， 得到评价网络中节点

重要性的指标， 包括连接度 （ Ｄｅｇｒｅｅ）、 紧密度中心性

（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＣＣ ）、 介 度 中 心 性 （ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ
ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＢＣ）， 筛选上述 ３ 个指标均大于平均值的靶点作

为佛手发挥胃黏膜保护作用的核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析　 在 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据分析平台

对核心靶点进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
应用微生信在线工具绘制气泡图和柱状图使结果可视化。
２􀆰 １􀆰 ５　 构建佛手保护胃黏膜的 “成分⁃靶点⁃通路” 网络　 为

进一 步 体 现 成 分、 靶 点、 通 路 之 间 的 重 要 关 系， 将

“２􀆰 １􀆰 ４” 项下得到的核心通路进行对应靶点的映射， 找出

各通路涉及到的潜在靶点， 再将这些潜在靶点进行对应成

分的映射， 找出各潜在靶点对应的潜在活性成分， 将这些

通路、 靶点、 成分相关信息导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０， 构建

“成分⁃靶点⁃通路” 交互网络。
２􀆰 １􀆰 ６　 核心成分与核心靶点的分子对接 　 将 “２􀆰 １􀆰 ５” 项

下 ＫＥＧＧ 核心通路所映射得到的核心靶点和靶点映射得到

的核心成分进行分子对接。 在 ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ） 中查找和筛选对应蛋白靶点的 ３Ｄ 结构， 并利用

Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件对受体蛋白进行去水分子、 加氢等修

饰。 在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中下载成分的 ３Ｄ 结构文件。 通过

ＯｐｅｎＢａｂｅｌ ３􀆰 ０ 软件将 ３Ｄ 结构 ｓｄｆ 格式文件转换为 ｐｄｂ 格式

文件。 运用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件对小分子配体原子类型、 电

荷、 氢键进行处理。 利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件进行分子对

接， 得到结合能 （ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ）。 最后运用 ＰｙＭｏｌ 软件将

结合能排名前三的结果可视化， 建立对接相互作用模式图。
２􀆰 ２　 动物实验验证

２􀆰 ２􀆰 １　 生佛手与制佛手 ９５％ 乙醇提取物制备　 称取生佛手

３００ ｇ， 第 １ 次加入 ２０ 倍量 ９５％ 乙醇浸泡 １ ｈ 后加热回流

１􀆰 ５ ｈ， 过滤， 第 ２ 次加入 １５ 倍量 ９５％ 乙醇加热回流 １ ｈ，
过滤， 合并 ２ 次滤液， 减压浓缩至无醇味。 制佛手 ９５％ 乙

醇提取物的制备方法同生佛手。
２􀆰 ２􀆰 ２　 造模、 分组与给药　 动物适应性喂养 １ 周后， 按体

质量随机分为空白组， 模型组， 奥美拉唑组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ），
生佛手低、 高剂量组 （１􀆰 ２、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ） 和制佛手低、 高剂

量组 （１􀆰 ２、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。 空白组和模型组灌胃

给予蒸馏水 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 其余各组按上述剂量灌胃给予相应

药物。 造模前连续给药 ７ ｄ， 第 ７ 天给药后禁食不禁水２４ ｈ。
第 ８ 天末次给药 １ ｈ 后， 除空白组外， 其余各组给予无水乙

醇 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， １ ｈ 后腹腔注射戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉

大鼠， 腹主动脉取血， 取出全胃， 沿胃大弯剪开， 用预冷

的生理盐水洗去胃内残留物， 用滤纸吸干水分， 展开胃，
观察胃组织的损伤情况。
２􀆰 ２􀆰 ３　 胃黏膜损伤指数测定　 各组大鼠胃组织拍照并评分

后， 将胃体纵向剪为 ５ 份， １ 份放置于 ４％ 多聚甲醛固定液

中固定， 用于石蜡切片的制备； 剩余 ４ 份分装后保存
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于－８０ ℃冰箱， 用于 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测。 用游标卡尺测量损伤的长度和宽度， 并按 Ｇｕｔｈ 法［５］ 计

算损伤指数， 点状出血计 １ 分； 条索状出血长度＜１ ｍｍ 计

２ 分， １～２ ｍｍ 计 ３ 分， ２ ～ ４ ｍｍ 计 ４ 分， ＞４ ｍｍ 计 ５ 分；
宽度＞２ ｍｍ 时分值加倍。 每个损伤的分值之和为该大鼠的

损伤指数。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色　 将固定后的胃组织取出，
切成合适的大小， 放入包埋盒中进行乙醇脱水， 石蜡包埋，
切片后分别进行 ＨＥ 染色和 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色， 封片后于光学显

微镜下观察胃组织病理变化和胃黏膜糖蛋白分布。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠胃组织 ＮＯ、 ＥＧＦ、 ＭＵＣ５ＡＣ、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平　 取出于－８０ ℃冰箱保存的大鼠胃组织，
加入 ９ 倍量 ＰＢＳ 缓冲液并冷冻研磨、 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 按照试剂盒说明书检测 ＮＯ、
ＥＧＦ、 ＭＵＣ５ＡＣ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胃组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白

表达　 取出于－８０ ℃冰箱保存的大鼠胃组织， 提取大鼠胃

组织总蛋白并测定蛋白浓度， 将蛋白提取液和蛋白上样缓

冲液以 ４ ∶ １ 比例混匀， １００ ℃金属浴加热变性 １０ ｍｉｎ， 样

本于－８０ ℃保存。 制备 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 各孔蛋白加样量

为 ３０ μｇ， 电泳分离蛋白后进行转膜， ＰＶＤＦ 膜加 ＰＩ３Ｋ
（１ ∶ １ ０００）、 Ａｋｔ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃Ａｋｔ （１ ∶ １ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５ ０００） 抗体在 ４ ℃孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 清洗后， 加

ＨＲＰ⁃山羊抗兔抗体 （１ ∶ ３ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 再次清洗

后， 使用凝胶成像系统对蛋白印迹进行显影， 保存图片，
最后采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像处理软件分析目的条带的光密度值。
２􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组化法检测胃组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表

达　 各组胃组织石蜡切片经常规脱蜡水化， 柠檬酸盐缓冲

液抗原修复， 滴加适量山羊血清孵育 １５ ｍｉｎ 进行封闭， 滴

加 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体 （１ ∶ ２００） 后放置在湿盒内于 ４ ℃
孵育过夜， 次日 ＰＢＳ 清洗后滴加适量的生物素标记山羊抗

兔 ＩｇＧ， 室温孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 冲洗后 ＤＡＢ 显色， 苏木素

复染， 脱水透明， 中性树脂封片。 采集 ４００ 倍显微镜下视

野， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像处理软件统计各组阳性信号。
２􀆰 ２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行处理， 符合

正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素

方差分析， 方差齐时， 组间两两比较采用图基 （Ｔｕｋｅｙ） 检

验； 方差不齐时， 组间两两比较则采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 佛手保护胃黏膜的网络药理学研究

３􀆰 １􀆰 １　 佛手潜在活性成分的收集和筛选　 课题组前期已分

析得到佛手蒸制前后 ４３ 种差异性成分， 通过 ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ
平台筛选出满足 “２􀆰 １􀆰 １” 项下 ２ 个条件的 ２４ 种潜在活性

成分， 上述化合物的对应 ＩＤ、 中文名称、 英文名称、
ＰｕｂＣｈｅｍ ＩＤ 等信息见表 １。

表 １　 潜在活性成分具体信息

ＩＤ 中文名称 英文名称 ＰｕｂＣｈｅｍ ＩＤ
ＧＣ⁃１ β⁃芳樟醇 ｌｉｎａｌｏｏｌ ６５４９
ＧＣ⁃２ 反式⁃２⁃薄荷烯醇 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｍｅｎｔｈｅｎｏｌ ９８０８６４８４
ＧＣ⁃３ β⁃松油醇 β⁃ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ ８７４８
ＧＣ⁃４ Ｌ⁃４⁃松油醇 Ｌ⁃４⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅｏｌ １１２３０
ＧＣ⁃５ α⁃松油醇 α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ １７１００
ＧＣ⁃６ Ｌ⁃香芹醇 ｃｉｓ⁃ｃａｒｖｅｏｌ ３３０５７３
ＧＣ⁃７ 橙花醇 ｃｉｓ⁃ｇｅｒａｎｉｏｌ ６４３８２０
ＧＣ⁃８ β⁃环柠檬醛 β⁃ｃｉｔｒａｌ ６４３７７９
ＧＣ⁃９ 香叶醇 ｇｅｒａｎｉｏｌ ６３７５６６
ＧＣ⁃１０ α⁃柠檬醛 α⁃ｃｉｔｒａｌ ６３８０１１
ＧＣ⁃１１ 香芹酚 ｃａｒｖａｃｒｏｌ １０３６４
ＧＣ⁃１２ 十一（烷）醛 ｕｎｄｅｃａｎａｌ ８１８６
ＧＣ⁃１３ 乙酸香茅酯 ｃｅｐｈｒｅｉｎｅ ９０１７
ＧＣ⁃１４ 匙叶桉油烯醇 ｉｓｏｓｐａｔｈｕｌｅｎｏｌ １４０３８８４８
ＧＣ⁃１５ 邻苯二甲酸二丁脂 ＤＢＰ（ｄｉｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ） ３０２６
ＬＣ⁃１ 欧巴酮 ｏｂａｃｕｎｏｎｅ １１９０４１
ＬＣ⁃２ 橙皮素 ｈｅｓｐｅｒｅｔｉｎ ７２２８１
ＬＣ⁃３ 香叶木素 ｄｉｏｓｍｅｔｉｎ ５２８１６１２
ＬＣ⁃４ 莨菪亭 ７⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃６⁃ｍｅｔｈｏｘｙ ｃｏｕｍａｒｉｎ ５２８０４６０
ＬＣ⁃５ ５⁃异戊烯氧基⁃７⁃甲氧基香豆素 ５⁃ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌｏｘｙ⁃７⁃ｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ １３２２８１５２６
ＬＣ⁃６ ５⁃甲氧基⁃８⁃羟基补骨脂素 ５⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃８⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｓｏｒａｌｅｎ ７１３５７５７４
ＬＣ⁃７ ９⁃甲氧基十七烷酸 ９⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ １５３８９２７０
ＬＣ⁃８ ５⁃羟基补骨脂素（佛手酚） ｂｅｒｇａｐｔｏｌ ５２８０３７１
ＬＣ⁃９ 氧化前胡素 ｏｘｙｐｅｕｃｅｄａｎｉｎ １６０５４４

３􀆰 １􀆰 ２ 　 佛 手 潜 在 活 性 成 分 的 靶 点 预 测 　 基 于

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄ⁃
ｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ） 对佛手潜在活性成分进行反向靶点预测， 共得到

的靶点 ９５７ 个， 汇总去重后得靶点 ５２２ 个， 并经 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数
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据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 校正为标准基因名称。
３􀆰 １􀆰 ３　 胃溃疡疾病靶点筛选　 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 共收集得到 ５ ０１７
个靶点， Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ≥１０ 的有 ２８７ 个； ＯＭＩＭ 数据库收

集得到 ８１ 个靶点； ＴＴＤ 数据库收集得到 ８ 个靶点。 汇总整

理 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ 数据库结果并去重， 共得到胃

溃疡疾病靶点 ３６２ 个。
３􀆰 １􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络的构建与关键靶点的筛选　 将佛手潜在活

性成分作用靶点与胃溃疡疾病靶点于 ｊｖｅｎｎ 网站取交集， 找

到共同靶点 ５４ 个， 结果见图 １Ａ。 将所得的 ５４ 个共有靶点

于 Ｓｔｒｉｎｇ 平台和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 软件进行 ＰＰＩ 网络的绘制。
为从 ＰＰＩ 网络中提取更重要的靶点， 按照 “２􀆰 ４” 项下条件

筛选获得关键靶点 ２０ 个， 并运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 软件可视

化， 结果见图 １Ｂ。

图 １　 潜在活性成分靶点⁃胃溃疡疾病靶点 Ｖｅｎｎ 图 （Ａ） 及 ＰＰＩ 网络 （Ｂ）

３􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 ２０ 个关键靶点通

过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据平台进行 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分

析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０１ 作为筛选标准， 富集结果中 ＧＯ 显示共有 ３８
个富集结果， 其中生物过程 （ＢＰ） ２０ 个， 细胞组分 （ＣＣ）

９ 个， 分子功能 （ＭＦ） ９ 个， 将结果绘制成柱状图展示，
见图 ２。 ＫＥＧＧ 共筛选出 １０ 条核心通路， 并绘制气泡图展

示， 见图 ３。

图 ２　 关键靶点 ＧＯ 功能 （Ａ） 和 ＫＥＧＧ 通路 （Ｂ） 富集分析

　 　 由图 ２Ａ 可知， ＧＯ 富集结果中 ＢＰ 主要涉及蛋白磷酸

化的正调控 （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）、
对氧水平降低的反应 （ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ）、
对细胞因子的反应 （ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｙｔｏｋｉｎｅ） 等； ＣＣ 主要涉及

膜筏 （ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒａｆｔ）、 囊泡腔 （ｖｅｓｉｃｌｅ ｌｕｍｅｎ）、 细胞前沿

（ｃｅｌｌ ｌｅａｄｉｎｇ ｅｄｇｅ） 等； ＭＦ 主要涉及蛋白激酶活性 （ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ）、 外 源 性 蛋 白 结 合 （ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｂｉｎｄｉｎｇ）、 抗氧化活性 （ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 等。

由图 ２Ｂ 可得， 关键靶点主要集中在癌症中的蛋白聚糖

信号通路 （ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）、 肿瘤坏死因子信号通

路 （ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 白细胞介素 １７ 信号通路 （ ＩＬ⁃
１７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ）、 ｐ５３ 信 号 通 路 （ ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ） 等 １０ 条核心通路。
３􀆰 １􀆰 ６　 “成分⁃靶点⁃通路” 网络构建　 将 ＫＥＧＧ 筛选得到

的 １０ 条核心通路进行对应靶点的映射， 找出各通路涉及到

的 核 心 靶 点 １９ 个 （ 即 Ａｋｔ１、 ＣＡＳＰ３、 ＭＭＰ９、 ＳＲＣ、
ＰＴＧＳ２、 ＥＧＦＲ、 ＮＦＫＢ１、 ＰＰＡＲＧ、 ＰＩ３ＫＣＡ、 ＴＥＲＴ、
ＭＡＰＫ１、 ＭＭＰ２、 ＨＩＦ１Ａ、 ＭＤＭ２、 ＥＲＢＢ２、 ＣＣＮＤ１、 ＭＥＴ、
ＩＣＡＭ１、 ＭＰＯ）， 再将这些靶点进行对应成分的映射， 找出

各靶点相关的核心成分， 由图 ３ 可知， 核心成分主要集中

在非挥发性成分， 其中节点大小表示相应的 Ｄｅｇｒｅｅ 值， 节

点越大表示 Ｄｅｇｒｅｅ 值越大， 彼此之间的相关性越大。
３􀆰 １􀆰 ７　 分子对接技术预测佛手核心成分和核心靶点的结合

能力　 根据 “成分⁃靶点⁃通路” 网络分析得到核心成分有
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图 ３　 “成分⁃靶点⁃通路” 网络图

橙皮素、 香叶木素、 莨菪亭、 佛手酚等， 与核心靶点 Ａｋｔ１、
ＣＡＳＰ３、 ＭＭＰ９、 ＳＲＣ、 ＰＴＧＳ２ 等进行结合能力预测。 一般

认为， 结合能小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 表明配体小分子与受体蛋

白之间有良好的结合活性； 结合能小于－７􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 表明

配体小分子与受体蛋白具有强烈的结合活性。 由表 ２ 可知，
除 ＬＣ⁃３ 与 ＭＰＯ、 ＬＣ⁃５ 与 ＩＣＡＭ１、 ＬＣ⁃５ 与 ＭＰＯ、 ＬＣ⁃７ 与

　 　 　 　

ＨＩＦ１Ａ、 ＬＣ⁃９与 ＩＣＡＭ１、 ＧＣ⁃１５与 ＣＡＳＰ３这 ６个对接结果的结

合能大于－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 表明对接结果较差， 剩下 ４４ 个结果中

有 ３１个结果结合能均小于－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 说明两者间具有良好

的结合活性； 另外有 １３ 个结果结合能均小于－７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 说

明两者间具有强烈的结合活性。 运用 ＰｙＭｏｌ 软件， 对结合

能排名前三的结果建立相互作用模式图， 见图 ４。
表 ２　 核心成分和核心靶点之间的分子对接结果

活性成分 靶点 ＰＤＢ ＩＤ 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） 活性成分 靶点 ＰＤＢ ＩＤ 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
ＬＣ⁃１ ＭＡＰＫ１ ４ＦＵＹ －７􀆰 ７８ ＬＣ⁃６ ＥＧＦＲ ５Ｄ４１ －６􀆰 ７４
ＬＣ⁃１ ＭＤＭ２ ２ＡＸＩ －６􀆰 ４８ ＬＣ⁃６ ＮＦＫＢ１ １ＳＶＣ －６􀆰 ７８
ＬＣ⁃２ ＴＥＲＴ ５ＭＥＯ －６􀆰 １５ ＬＣ⁃６ Ａｋｔ１ ４ＧＶ１ －６􀆰 １９
ＬＣ⁃２ ＭＭＰ９ ６ＥＳＭ －６􀆰 ４１ ＬＣ⁃７ ＭＤＭ２ ２ＡＸＩ －６􀆰 ６５
ＬＣ⁃２ ＰＰＡＲＧ １ＺＧＹ －７􀆰 １９ ＬＣ⁃７ ＭＭＰ９ ６ＥＳＭ －７􀆰 １５
ＬＣ⁃２ ＭＤＭ２ ２ＡＸＩ －７􀆰 ９２ ＬＣ⁃７ ＨＩＦ１Ａ １Ｈ２Ｍ －４􀆰 ８１
ＬＣ⁃３ ＭＰＯ １Ｄ２Ｖ －４􀆰 ９４ ＬＣ⁃７ ＰＩＫ３ＣＡ ４ＴＶ３ －６􀆰 ６６
ＬＣ⁃３ ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ －６􀆰 ２４ ＬＣ⁃８ ＮＦＫＢ１ １ＳＶＣ －５􀆰 ５８
ＬＣ⁃３ ＴＥＲＴ ５ＭＥＯ －６􀆰 ３７ ＬＣ⁃８ ＥＧＦＲ ５Ｄ４１ －６􀆰 ６６
ＬＣ⁃３ ＥＧＦＲ ５Ｄ４１ －７􀆰 ３６ ＬＣ⁃８ ＥＲＢＢ２ ７ＰＣＤ －６􀆰 ９４
ＬＣ⁃３ ＳＲＣ ２ＳＲＣ －７􀆰 ５８ ＬＣ⁃８ ＣＣＮＤ１ ２Ｗ９６ －５􀆰 ６１
ＬＣ⁃３ Ａｋｔ１ ４ＧＶ１ －７􀆰 ８９ ＬＣ⁃８ ＳＲＣ ２ＳＲＣ －６􀆰 ３９
ＬＣ⁃３ ＭＭＰ９ ６ＥＳＭ －９􀆰 ０９ ＬＣ⁃８ Ａｋｔ１ ４ＧＶ１ －６􀆰 ４２
ＬＣ⁃４ ＥＧＦＲ ５Ｄ４１ －５􀆰 ８８ ＬＣ⁃９ ＰＩＫ３ＣＡ ４ＴＶ３ －７􀆰 ２０
ＬＣ⁃４ ＣＣＮＤ１ ２Ｗ９６ －５􀆰 ３６ ＬＣ⁃９ ＩＣＡＭ１ １ＩＡＭ －４􀆰 ３４
ＬＣ⁃４ ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ －５􀆰 １７ ＬＣ⁃９ ＣＡＳＰ３ １ＮＭＥ －７􀆰 ４７
ＬＣ⁃４ ＳＲＣ ２ＳＲＣ －６􀆰 ６１ ＬＣ⁃９ ＭＰＯ １Ｄ２Ｖ －５􀆰 ２１
ＬＣ⁃４ ＥＲＢＢ２ ７ＰＣＤ －６􀆰 ４０ ＧＣ⁃２ ＰＰＡＲＧ １ＺＧＹ －５􀆰 ２２
ＬＣ⁃５ ＩＣＡＭ１ １ＩＡＭ －４􀆰 ０９ ＧＣ⁃２ ＴＥＲＴ ５ＭＥＯ －５􀆰 ７４
ＬＣ⁃５ ＭＰＯ １Ｄ２Ｖ －４􀆰 ６２ ＧＣ⁃８ ＣＣＮＤ１ ２Ｗ９６ －５􀆰 ８９
ＬＣ⁃５ ＰＩＫ３ＣＡ ４ＴＶ３ －６􀆰 ４１ ＧＣ⁃８ ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ －５􀆰 ６１
ＬＣ⁃５ ＭＡＰＫ１ ４ＦＵＹ －６􀆰 ０２ ＧＣ⁃１０ ＣＣＮＤ１ ２Ｗ９６ －５􀆰 ６４
ＬＣ⁃６ ＥＲＢＢ２ ７ＰＣＤ －７􀆰 ８３ ＧＣ⁃１０ ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ －５􀆰 ０１
ＬＣ⁃６ ＣＣＮＤ１ ２Ｗ９６ －６􀆰 ３２ ＧＣ⁃１５ ＰＴＧＳ２ ５Ｆ１９ －５􀆰 ６８
ＬＣ⁃６ ＳＲＣ ２ＳＲＣ －６􀆰 ０９ ＧＣ⁃１５ ＣＡＳＰ３ １ＮＭＥ －４􀆰 ４０

　 　 注： ＬＣ⁃１ 为欧巴酮， ＬＣ⁃２ 为橙皮素， ＬＣ⁃３ 为香叶木素， ＬＣ⁃４ 为莨菪亭， ＬＣ⁃５ 为 ５⁃异戊烯氧基⁃７⁃甲氧基香豆素， ＬＣ⁃６ 为 ５⁃甲氧基⁃８⁃
羟基补骨脂素， ＬＣ⁃７ 为 ９⁃甲氧基十七烷酸， ＬＣ⁃８ 为 ５⁃羟基补骨脂素 （佛手酚）， ＬＣ⁃９ 为氧化前胡素。 ＧＣ⁃２ 为反式⁃２⁃薄荷烯醇， ＧＣ⁃８ 为 β⁃
环柠檬醛， ＧＣ⁃１０ 为 α⁃柠檬醛， ＧＣ⁃１５ 为邻苯二甲酸二丁脂。
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注： Ａ 为 ＬＣ⁃３ 与 Ａｋｔ１ 对接， Ｂ 为 ＬＣ⁃２ 与 ＭＤＭ２ 对接， Ｃ 为 ＬＣ⁃３ 与 ＭＭＰ９ 对接。

图 ４　 成分与靶点相互作用模式图

３􀆰 ２　 生、 制佛手对乙醇致大鼠胃黏膜损伤的保护作用

３􀆰 ２􀆰 １　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜损伤情况与损

伤指数的影响　 乙醇致胃黏膜损伤模型大鼠胃黏膜损伤以

片状、 条索状和点状出血为主， 损伤可深入肌层， 胃黏膜

表面呈暗红色且有水肿； 与模型组比较， 生佛手低剂量组

胃黏膜损伤有所减轻， 但仍可见少量条索状出血， 其余各

给药组胃黏膜损伤均减轻， 基本为线状、 点状出血， 见图

５。 与模型组比较， 各给药组胃黏膜损伤指数均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与生佛手组比较， 制佛手同剂量组胃黏膜损伤指数

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６。

图 ５　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织形态的影响

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

与生佛手低剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５； 与生佛手高剂量组比

较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠损伤指数的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２􀆰 ２　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织病理学的影响

　 如图 ７ 所示， 空白组大鼠黏膜层胃腺丰富， 腺体排列紧

密， 细胞形态正常， 未见明显损伤； 与空白组比较， 模型

组大鼠黏膜上皮层损伤严重， 有细胞脱落现象， 组织间隙

有充血； 与模型组比较， 生、 制佛手能减轻大鼠胃组织充

血、 水肿等病理特征。
３􀆰 ２􀆰 ３　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织黏膜糖蛋白表

达的影响　 如图 ８ 所示， 与空白组比较， 模型组大鼠胃组

织 ＰＡＳ 染色强度减弱， 说明胃黏膜糖蛋白大量减少； 与模

型组比较， 各给药组大鼠胃黏膜染色强度均有所增加， 且

制佛手组 ＰＡＳ 染色强度高于生佛手组， 说明生佛手和制佛

手均可促进胃黏膜糖蛋白的再生和恢复， 制佛手的促进作

用优于生佛手。
３􀆰 ２􀆰 ４　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＮＯ、 ＥＧＦ、
ＭＵＣ５ＡＣ 的水平的影响 　 如图 ９ 所示， 与空白组比较， 模

型组大鼠胃组织 ＮＯ、 ＥＧＦ、 ＭＵＣ５ＡＣ 水平均降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 奥美拉唑组和制佛手高剂量组大鼠

胃组织 ＮＯ、 ＥＧＦ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 生佛手高剂量组

大鼠胃组织 ＥＧＦ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 生、 制佛手各剂量

组大鼠胃组织 ＭＵＣ５ＡＣ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 红色箭头指示组织间隙充血， 黑色箭头指示细胞组织脱落。

图 ７　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织病理学的影响 （×２００）

图 ８　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织黏膜糖蛋白表达的影响

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

图 ９　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＮＯ、 ＥＧＦ 和 ＭＵＣ５ＡＣ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２􀆰 ５　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β
水平的影响　 如图 １０ 所示， 与空白组比较， 模型组大鼠胃

组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 奥美拉唑组和制佛手各剂量组大鼠胃组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 生佛手高剂量组大鼠

胃组织 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２􀆰 ６　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达的影响　 如图 １１ 所示， 与空白组比较， 模型组大

鼠胃组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 各给药组大鼠胃组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２􀆰 ７　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃

ｃａｓｐａｓｅ３ 表达的影响　 如图 １２ 所示， 与空白组比较， 模型

组大鼠胃组织中有大量棕黄色颗粒沉积， 阳性染色面积增

加， ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 各给药组大鼠胃组织棕黄色阳性染色面积减少，
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

佛手在中医治疗胃肠道疾病有较高的应用频率， 如消

化性溃疡、 慢性浅表性胃炎、 慢性萎缩性胃炎等， 这些疾

病的发生发展都伴随着胃黏膜损伤。 本研究基于前期实验，
采用网络药理学预测结合体内动物实验探究佛手保护胃黏

膜的作用机制及炮制后产生的药效差异。
从课题组前期建立的佛手成分库中筛选出 ２４ 种潜在活
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

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

图 １１　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

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

图 １２　 生、 制佛手对胃黏膜损伤大鼠胃组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

性成分， 其中橙皮素可通过影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ⁃Ｎｒｆ２ 通路上调抗

氧化水平； 可以抑制 ＮＦ⁃κＢ 激活， 减少炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃
α 和 ＩＬ⁃６ 的分泌［６］ ； 激活 Ｓｉｒｔ１ ／ Ｎｒｆ２ 通路， 调节氧化应激、
炎症反应和细胞凋亡［７］ 。 香叶木素能降低 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水

平， 减轻氧化应激， 还能降低 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达， 有

效阻断细胞凋亡［８］ 。 佛手酚能抑制脂多糖诱导的 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＣＯＸ⁃２ 的基因表达， 还能有效阻断 ＭＡＰＫ
和 ＮＦ⁃κＢ 的活化［９］ 。 更有研究表明莨菪亭和橙皮素联用时，
小剂量对抗炎有协同作用［１０］ 。 因此认为这些核心成分在胃

黏膜损伤的修复过程中能够参与炎症反应、 调节氧化应激、
调节细胞增值和凋亡。

黏液⁃碳酸氢盐屏障是胃黏膜防御机制之一， 胃黏液能

保护胃黏膜上皮细胞免受机械性损伤以及有害因子的侵

蚀［１１］ 。 由一氧化氮合酶 （ＮＯＳ） 合成的 ＮＯ 为内源性血管

舒张因子， 通过扩张黏膜血管调节胃黏膜血流量， 并调节

胃酸和黏液的分泌， 在胃黏膜保护中发挥重要作用［１２］ 。
ＥＧＦ 在胃溃疡愈合过程中可促进上皮细胞的增殖、 迁移，
最终促进溃疡面的愈合［１３］ 。 黏蛋白是胃黏液的主要成分，
当胃黏膜受到乙醇侵袭时， 会引起黏液层的改变， 其中

ＭＵＣ５ＡＣ 的分泌变化最为显著［１４］ 。 ＴＮＦ⁃α 是组织炎症损伤

的攻击因子之一， 可在炎症发展中调节 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８
等因子， 其中 ＩＬ⁃１β 能促进白细胞粘附分子表达， 诱导炎
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性细胞在病变部位分泌聚集［１５］ ， 释放炎症介质。 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１β 与炎症程度呈正相关， 因此两者的表达可用于判断胃

黏膜炎症的严重程度和药物疗效。
通过蛋白质印迹和免疫组化实验验证网络药理学筛选

出的蛋白靶点， 其中 ＰＩ３Ｋ 是由调节亚基 ｐ８５ 和催化亚基

ｐ１１０ 构成的二聚体， 其激活产物可进一步激活 Ａｋｔ。 Ａｋｔ 可
参与炎症反应， Ａｋｔ 活化能够促进 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白 ＩκＢ 泛素

化降解， 促进炎症因子分泌， 进一步加重炎症反应。 通过抑

制 Ａｋｔ 磷酸化， 可达到抗炎作用， 从而保护胃黏膜［１６⁃１８］。
ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋白是一类在细胞凋亡执行过程中起着重要作用

的蛋白酶， 其中 ｃａｓｐａｓｅ３ 主要参与细胞凋亡执行， ｃａｓｐａｓｅ３
被激活后经切割为 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３， 可促进细胞凋亡［１９⁃２０］。
本研究结果表明， 生、 制佛手均可通过降低 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 和
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达发挥胃黏膜保护作用。

综上所述， 生、 制佛手对乙醇致胃黏膜损伤均有保护

作用， 并能降低胃黏膜损伤指数， 改善胃黏膜组织病理损

伤情况， 促进胃黏液分泌。 佛手保护胃黏膜的作用机制可

能是升高胃黏膜防御因子水平， 减少炎症因子分泌， 下调

ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达， 其中制佛手在增

强胃黏膜防御能力、 抗炎、 抗氧化应激和抑制细胞凋亡等

方面优于生佛手。 本研究初步阐明了佛手保护胃黏膜的作

用机制， 为后续研究佛手蒸制增效的炮制机理提供了实验

基础。
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