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摘要： 目的　 基于网络药理学和细胞实验探讨六味顺激方治疗肠易激综合征的关键靶点基因和信号通路。 方法　 通过

ＴＣＭＳＰ 数据库检索六味顺激方中药物活性成分和靶点基因， 与 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 Ｐｈａｒｍ 和 ＣＴＤ 数据库中获取的肠易激综合

征疾病靶点相映射， 并基于 ＧＥＯ 数据库筛选肠易激综合征与健康人差异基因， 采用 Ｒ 语言和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对关键靶

点基因进行蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ）、 基因本体 （ＧＯ） 功能注释和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富

集分析。 基于脂多糖诱导的 ＮＣＭ４６０ 细胞模型， 通过流式细胞术、 免疫荧光、 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法对关

键靶点基因进行验证。 结果　 检索得到六味顺激方活性成分 ８５ 个， 药物靶点 ２７４ 个， 肠易激综合征相关靶点 ４１６ 个，
药物和疾病交集靶点 ８２ 个， 其中人血管内皮生长因子 Ａ （ＶＥＧＦ⁃Ａ）、 白细胞介素⁃６ （ ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）、
蛋白激酶 （Ａｋｔ１）、 丝裂原活化蛋白激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 原癌基因 （ＪＵＮ）、 白细胞介素⁃１β （ＩＬ⁃１β）、 细胞趋化因子 ８
（ＣＸＣＬ８）、 丝裂原活化蛋白激酶 ８ （ＭＡＰＫ８）、 细胞趋化因子 ２ （ＣＣＬ２） 和细胞间黏附分子⁃１ （ ＩＣＡＭ⁃１） 是六味顺激

方治疗肠易激综合征的关键靶点， 细胞对脂多糖的应答和 ＴＮＦ 信号通路可能是六味顺激方治疗肠易激综合征的效应

机制。 细胞实验结果显示， 六味顺激方在降低 ＶＥＧＦＲ 表达的同时抑制 ＭＡＰＫ 信号通路的主要下游靶点蛋白 （ＥＲＫ、
ＪＮＫ 和 ＪＵＮ）， 进而减少炎症因子、 趋化因子、 血管生成因子和黏附因子的释放， 缓解细胞凋亡同时抑制炎症反应恶

性循环， 从而缓解肠易激综合征。 结论　 六味顺激方能通过多靶点、 多通路发挥治疗肠易激综合征的效应， 其机制可

能是通过靶向抑制 ＶＥＧＦＲ 并抑制 ＭＡＰＫ 信号通路下游关键蛋白改善血管生成、 炎症反应。
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　 　 肠易激综合征是一种功能性肠病， 临床表现为腹痛、
腹胀、 排便习惯改变和排便异常。 虽然肠易激综合征的发

病机制尚不清楚， 但胃肠道运动障碍、 内脏痛觉过敏、 感

染和心理困扰被认为是肠易激综合征的潜在诱因［１］ 。 其

中， 肠道急性感染被认为是诱发肠易激综合征的危险因素

之一， 因此肠道感染引起的黏膜炎症和免疫功能激活有待

进一步研究［２⁃３］ 。 目前对肠易激综合征的治疗仅限于对症治

疗且治疗药物的副作用大， 而中药复方治疗该病因具有疗

效好、 毒副作用小的优势， 越来越受到人们的重视。
六味顺激方是周福生教授治疗肠易激综合征的临床验

方， 由白芍、 白术、 木香、 延胡索、 防风、 夜交藤组成，
具有疏肝健脾、 安神和胃、 理气止痛的功效。 前期研究显

示， 该方对腹泻型肠易激综合征总有效率达 ９２％ ， 并在改

善患者睡眠质量、 腹痛及大便性状等主要症状方面明显优

于西药， 且无毒副作用［４⁃５］ 。 此外， 六味顺激方可降低内脏

高敏感性大鼠肠道 ５⁃ＨＴ 和 ＮＯ 水平， 抑制背根神经节兴奋

性进而降低内脏高敏感性［６⁃８］ 。 因此， 本研究拟通过网络药

理学、 ＧＥＯ 数据挖掘与实验验证相结合的方法探讨六味顺

激方活性成分、 肠易激综合征疾病靶点、 通路的相互作用，
为六味顺激方治疗肠易激综合征的临床应用提供理论依据。
１　 网络药理学

１􀆰 １　 基于 ＧＥＯ 数据库分析基因芯片筛选肠易激综合征差

异基因　 基于 ＧＥＯ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ） 检索肠易激综合征基因表达谱， 以 “ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ” 为检索式。 样本应包含肠易激综合征患者

样本与正常样本； 样本为人组织来源且芯片数据类型为基

因表达谱。 使用 Ｒ 语言对原始基因芯片进行过滤和校正

后， 通过 ｎｏｒｍａｌｉｚｅ 函数对样本进行归一化处理， 采用 Ｒ 语

言 ｌｉｍｍａ 程序包对芯片数据进行分析， 以 ｌｏｇＦＣ≥１ 和校正

Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为筛选条件， 绘制火山图。
１􀆰 ２　 六味顺激方活性成分与靶点预测　 利用中药系统药理

学数据库与分析平台 （ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ．ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ．
ｐｈｐ） ［９］ ， 检索白芍、 白术、 木香、 延胡索、 防风、 夜交藤

的所有化学成分， 以口服生物利用度 （ＯＢ） ≥３０％ ， 类药
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性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为筛选条件［１０］， 得到白芍、 白术、 木香、
延胡索、 防风、 夜交藤的活性成分。 将上述获取的有效成分

导入 ＰｕｂＣｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎＩｈ． ｇｏｖ ／ ） 数

据库和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ ／ ）网站， 预测六味顺激方的潜在作用靶点。
１􀆰 ３ 　 构 建 “ 药 物 ⁃疾 病” 交 集 靶 点 基 因 数 据 库 　 以

“ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ” 为检索词从 ＤｉｓＧｅＮＥＴ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ） ［１１］ 、 ＰｈａｒｍＧＫＢ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｐｈａｒｍｇｋｂ． ｏｒｇ ／ ） ［１２］和 ＣＴＤ［１３］ 数据库中检索并收集肠易激

综合征相关的疾病靶点。 所有的靶点基因通过 ＵｎｉＰｒｏｔ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 数据库［１４］ 进行基因注释标

准化后， 通过 Ｖｅｎｎｙ 在线绘图工具与六味顺激方有效成分

的靶点取交集， 建立六味顺激方⁃肠易激综合征交集靶点基

因数据库， 并尝试与 “１􀆰 １” 项下取得的差异基因取交集。
１􀆰 ４　 构建蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ） 　 将六味顺激方治

疗肠易激综合征的潜在靶点基因导入 ＳＴＲＩＮＧ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库 ［１５］ ， 物种选择 “ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 获

取蛋白质相互作用信息， 将上述蛋白信息导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ８􀆰 ２ 软件绘制可视化 ＰＰＩ 网络图， 并对其进行拓扑分析，
通过 度 中 心 性 （ ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＤＣ ）、 接 近 中 心 性

（ｂｅｔｗｅｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＢＣ） 作为筛选条件， 获得的关键靶

点即为 ＰＰＩ 网络核心蛋白。
１􀆰 ５　 基因本体 （ＧＯ） 和 京 都基 因 与 基因 组 百 科全 书

（ＫＥＧＧ） 生物富集分析　 为进一步探讨六味顺激方治疗肠

易激综合征的分子作用机制， 将 “１􀆰 ３” 项下获取的靶点

基因导入注释及可视化整合分析工具 （ＤＡＶＩＤ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） ［１６］进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析， 筛选

Ｐ＜０􀆰 ０５ 的 ＧＯ 条目和通路。 选择排名前二十位的 ＧＯ 条目

及 ＫＥＧＧ 通路， 利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件绘制条形图和气

泡图。
２　 细胞验证实验

２􀆰 １　 药物制备 　 六味顺激方中白芍、 白术、 木香、 延胡

索、 首乌藤和防风均由广东兴邦药业有限公司提供 （批号

２００８０３、 ２００９０１、 １９１００１、 ２００５０１、 ２００５０１、 ２００６０１）， 以

上药材经广州中医药大学中药学院陈建南教授鉴定为正品。
取白芍 ６ ｇ、 白术 ６ ｇ、 木香 ４ ｇ、 延胡索 ６ ｇ、 首乌藤 １２ ｇ、
防风 ４ ｇ， 其中木香烘干粉碎成细粉 （能全部通过五号筛，
并能通过六号筛的粉末不少于 ９５％ ） 备用， 其余药材分别

加 ６、 ５、 ５ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取 ３ 次， 每次 １ ｈ， 滤过，
合并滤液， 回收乙醇并减压浓缩至相对密度为 １􀆰 １３ ～ １􀆰 １５
（６０ ℃） 的清膏， 减压干燥， 取干膏粉， 加入木香细粉，
混匀即可。 制备方法参考一种治疗腹泻型肠易激综合征的

药物组合物及其制备方法 （专利号 ＺＬ２００５１０１００６７４Ｘ）。
２􀆰 ２　 试剂　 ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胎牛血清 （美国康宁公

司， 货 号 １０⁃０１７⁃ＣＶＲ、 ３５⁃０７９⁃ＣＶ ）； 脂 多 糖 （ ＬＰＳ ）、
ＡＣＣＵＴＡＳＥ 细胞消化液 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 货号

Ｌ２６３０、 Ａ６９６４）； 替沃扎尼试剂 （美国 ＴａｒｇｅｔＭｏｌ 公司， 货

号 Ｔ２４５６）； 细胞计数 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （美国 ＧｌｐＢｉｏ 公司，

货号 ＧＫ１０００１）； 人血管内皮生长因子 Ａ （ＶＥＧＦ⁃Ａ）、 人肿

瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联生物科

技 有 限 公 司， 货 号 ｍｌ０６０７５２、 ｍｌ０６４３０３ ）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｋｉｔ 细胞凋亡试剂盒 （杭州联科生物技术

有限公司， 货号 ７０⁃ＡＰ１０１⁃３０）； ＨＲＰ 标记山羊抗兔、 ＨＲＰ
标记山羊抗小鼠、 ＣＹ３ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ）、
ＶＥＧＦＲ２、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＪＵＮ、 ＪＵＮ、
ｐ⁃ＪＮＫ１、 ＪＮＫ１ 和 ＧＡＰＤＨ 等抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货号

Ｓ０００１、 Ｓ０００２、 Ｓ００１１、 ＡＦ６２８１、 ＡＦ０８３２、 ＡＦ０８３６、
ＢＦ８００４、 ＡＦ０１５５、 ＡＦ３０９５、 ＡＦ６０９０、 ＡＦ３３１８、 ＡＦ６３１８、
ＡＦ７０２１）。
２􀆰 ３　 仪器　 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ＲＳ 型色谱仪、 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 高分辨

质谱仪 ［赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司］； ＳＷ⁃ＣＪ⁃１ＦＤ
型超净工作台 （苏净集团苏州安泰空气技术有限公司）；
ＤＹＳ⁃８１０ 型显微镜 （上海点应光学仪器有限公司）； ＨＨ４Ｙ
型恒温水浴锅 （上海启前电子科技有限公司）； Ｎｅｏｆｕｇｅ
１５Ｒ 型台式通用高速冷冻离心机 ［力新仪器 （上海） 有限

公司］； ＤＯＩ⁃５０ 型恒温培养箱 ［三塔科技 （上海） 有限公

司］； ＹＭ１００Ａ 型高压灭菌锅 （上海三申医疗器械有限公

司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ１５１０ 型全波长酶标仪、 ＣＦＸ９６ 型实时荧

光定量 ＰＣＲ （美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司）； ＥＰＳ３００ 型垂直电泳仪、
４２００ＳＦ 型凝胶化学成像系统 （上海天能科技有限公司）。
２􀆰 ４　 细胞培养与分组处理　 人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０
购自美国 ＡＴＣＣ 细胞资源中心， 置于含 １０％ 胎牛血清和 １％
双抗 （青霉素⁃链霉素） 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基， 置于３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 的恒温箱中培养。 ＮＣＭ４６０ 细胞用不同质量浓度

ＬＰＳ （５、 １０、 ２０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ） 进行处理， 选取合适

的质量浓度建立 ＬＰＳ 诱导的肠易激综合征细胞模型［１７］ 。 除

正常组不予药物处理外， 其余各组分别予六味顺激方 （５０、
１００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 或替沃扎尼 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＶＥＧＦＲ 抑制

剂） 孵育 ２４ ｈ， 再予以 ＬＰＳ 造模 ２４ ｈ。 以上给药剂量根据

ＥＬＩＳＡ 和 ＣＣＫ⁃８ 实验结果进行选择。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡　 将对数生长期 ＮＣＭ４６０ 细

胞以 １×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 随即给

药组予以不同剂量六味顺激方 （５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 干

预， ４８ ｈ 后收集细胞并用预冷 ＰＢＳ 洗涤， 参照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡试剂盒说明书操作， 使用 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
重悬细胞后， 分别加入 Ｖ⁃ＦＩＴＣ （５ μＬ） 和 ＰＩ （１０ μＬ） 并

在黑暗中孵育 ５ ｍｉｎ， 通过流式细胞术分析细胞凋亡。
２􀆰 ６　 免疫荧光染色检测 ＶＥＧＦＲ２ 阳性表达　 将 ＮＣＭ４６０ 细

胞以每孔 ５×１０４ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 药物干预 ４８ ｈ
后， 预冷 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， 加 ＢＳＡ
室温下孵育 ３０ ｍｉｎ， 加 ＶＥＧＦＲ２ 一抗 （１ ∶ １００） ４ ℃孵育

过夜， 次日加二抗 （１ ∶ ２００） 室温避光孵育， 洗涤后加入

ＤＡＰＩ 避光孵育进行核染色。 ＤＡＰＩ 标记的细胞核呈蓝色，
ＣＹ３ 标记的阳性表达为红色。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行定量

分析。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液中 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α 水平　 取
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待测细胞上清液， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液，
严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行操作， 于酶标仪 ４５０ ｎｍ
波长处检测各孔光密度 （ＯＤ） 值， 根据 ＯＤ 值计算细胞培

养上清液中 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ａｋｔ、 ＥＲＫ、 ＪＵＮ 和 ＪＮＫ 蛋白

表达　 用 ＲＩＰＡ 裂解液提取各组细胞总蛋白， 使用 ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒进行定量， 每组取等量蛋白样品进行 １０％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 随后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜， 加

入 ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗后， 加入一抗

（ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＪＵＮ、 ＪＵＮ、 ｐ⁃ＪＮＫ、
ＪＮＫ 和 ＧＡＰＤＨ， １ ∶ １ ０００） 于 ４ ℃孵育过夜， 次日加入相

应的二抗， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各蛋白条带灰度值， 以

ＧＡＰＤＨ 作为内参。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＣＸＣＬ８、 ＣＣＬ２ 和

ＩＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 表达　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组细胞 ＲＮＡ， 按

照逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 随后进行 ＰＣＲ 扩增反应， 条

件为 ９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ４０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用

２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物序列见

表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列 （５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＩＬ⁃６ 正向 ＧＧＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＣＣ ３６６

反向 ＧＣＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣ
ＩＬ⁃１β 正向 ＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣ ２４４

反向 ＣＧＧＡＧＣＧＴＧＣＡＧＴＴＣＡＧＴＧＡＴＣ
ＣＸＣＬ８ 正向 ＴＣＴＣＴＴＧＧＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＴＣ ２２８

反向 ＣＡＧＴＴＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＡＣＡＧ
ＣＣＬ２ 正向 ＣＣＴＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＴＡＧ ２６６

反向 ＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＣ
ＩＣＡＭ⁃１ 正向 ＡＧＧＣＣＡＣＣＣＣＡＧＡＧＧＡＣＡＡＣ ４０６

反向 ＣＣＣＡＴＴＡＴＧＡＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＴＡ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＣＡＡＧＧＣＴＧＴＧＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣ ２２８

反向 ＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＡＧＧＡＧ

２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 实验

数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 数据符合正态分布且方差齐， 组间比

较采用单因素方差分析； 否则使用非参数分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 六味顺激方的有效活性成分　 检索得到六味顺激方活

性成分 ８５ 个， 其中白芍 ９ 个， 白术 ７ 个， 木香 ４ 个， 延胡

索 ４９ 个， 首乌藤 ９ 个， 防风 １５ 个。 图 １ 显示， 谷甾醇

（ＭＯＬ０００３５９） 是白芍、 木香、 延胡索和防风 ４ 味药的共同

活性成分， β⁃谷甾醇 （ＭＯＬ０００３５８） 存在白芍、 首乌藤和

防风 ３ 味药中， 丁子香萜 （ＭＯＬ０００２１１） 存在白芍和木香

２ 味药中， 儿茶酸 （ＭＯＬ０００４９２） 存在白芍和首乌藤 ２ 味

药中， 豆甾醇 （ＭＯＬ０００４４９） 存在木香和延胡索 ２ 味药中。
上述化合物均为许多中草药的常见成分［１８］ ， 因此仍需进一

步的靶点预测。 ８５ 个六味顺激方活性成分见表 ２。

图 １　 六味顺激方的药物⁃成分网络图

表 ２　 六味顺激方活性成分

编号 名称 ＯＢ ／ ％ ＤＬ 药物

ＭＯＬ００１９１０ １１ａｌｐｈａ，１２ａｌｐｈａ⁃ｅｐｏｘｙ⁃３ｂｅｔａ⁃２３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃３０⁃ｎｏｒｏｌｅａｎ⁃２０⁃ｅｎ⁃２８，１２ｂｅｔａ⁃ｏｌｉｄｅ ６４􀆰 ７７ ０􀆰 ３８ 白芍

ＭＯＬ００１９１８ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｇｅｎｏｎｅ ８７􀆰 ５９ ０􀆰 ３７ 白芍

ＭＯＬ００１９１９ （３Ｓ，５Ｒ，８Ｒ，９Ｒ，１０Ｓ，１４Ｓ）⁃３，１７⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃４，４，８，１０，１４⁃ｐｅｎｔａｍｅｔｈｙｌ⁃
２，３，５，６，７，９⁃ｈｅｘａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ａ］ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ⁃１５，１６⁃ｄｉｏｎｅ

４３􀆰 ５６ ０􀆰 ５３ 白芍

ＭＯＬ００１９２５ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ＿ｑｔ ６８􀆰 １８ ０􀆰 ４０ 白芍
ＭＯＬ０００２１１ ｍａｉｒｉｎ ５５􀆰 ３８ ０􀆰 ７８ 白芍、木香
ＭＯＬ０００３５８ β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５ 白芍、首乌藤、防风
ＭＯＬ０００３５９ ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５ 白芍、木香、延胡索、防风
ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ４１􀆰 ８８ ０􀆰 ２４ 白芍
ＭＯＬ０００４９２ （＋）⁃ｃａｔｅｃｈｉｎ ５４􀆰 ８３ ０􀆰 ２４ 白芍、首乌藤
ＭＯＬ００００２０ １２⁃ｓｅｎｅｃｉｏｙｌ⁃２Ｅ，８Ｅ，１０Ｅ⁃ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｔｒｉｏｌ ６２􀆰 ４０ ０􀆰 ２２ 白术
ＭＯＬ００００２１ １４⁃ａｃｅｔｙｌ⁃１２⁃ｓｅｎｅｃｉｏｙｌ⁃２Ｅ，８Ｅ，１０Ｅ⁃ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｔｒｉｏｌ ６０􀆰 ３１ ０􀆰 ３１ 白术
ＭＯＬ００００２２ １４⁃ａｃｅｔｙｌ⁃１２⁃ｓｅｎｅｃｉｏｙｌ⁃２Ｅ，８Ｚ，１０Ｅ⁃ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｔｒｉｏｌ ６３􀆰 ３７ ０􀆰 ３０ 白术
ＭＯＬ００００２８ α⁃ａｍｙｒｉｎ ３９􀆰 ５１ ０􀆰 ７６ 白术

ＭＯＬ００００３３ （３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）⁃１０，１３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃１７⁃［（２Ｒ，５Ｓ）⁃５⁃ｐｒｏｐａｎ⁃２⁃ｙｌｏｃｔａｎ⁃
２⁃ｙｌ］⁃２，３，４，７，８，９，１１，１２，１４，１５，１６，１７⁃ｄｏｄｅｃａｈｙｄｒｏ⁃１Ｈ⁃

ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ａ］ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎ⁃３⁃ｏｌ

３６􀆰 ２３ ０􀆰 ７８ 白术
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续表 ２
编号 名称 ＯＢ ／ ％ ＤＬ 药物

ＭＯＬ００００４９ ３β⁃ａｃｅｔｏｘｙａｔｒａｃｔｙｌｏｎｅ ５４􀆰 ０７ ０􀆰 ２２ 白术

ＭＯＬ００００７２ ８β⁃ｅｔｈｏｘｙ ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｏｌｉｄｅ Ⅲ ３５􀆰 ９５ ０􀆰 ２１ 白术

ＭＯＬ０１０８１３ ｂｅｎｚｏ［ａ］ｃａｒｂａｚｏｌｅ ３５􀆰 ２２ ０􀆰 ２２ 木香

ＭＯＬ０００４４９ ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４３􀆰 ８３ ０􀆰 ７６ 木香、延胡索

ＭＯＬ００１４５４ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ３６􀆰 ８６ ０􀆰 ７８ 延胡索

ＭＯＬ００１４５８ ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ３０􀆰 ６７ ０􀆰 ８６ 延胡索

ＭＯＬ００１４６０ ｃｒｙｐｔｏｐｉｎ ７８􀆰 ７４ ０􀆰 ７２ 延胡索

ＭＯＬ００１４６１ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ３２􀆰 ７３ ０􀆰 ８１ 延胡索

ＭＯＬ００１４６３ ｄｉｈｙｄｒｏｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ５９􀆰 ３１ ０􀆰 ８６ 延胡索

ＭＯＬ００１４７４ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ３７􀆰 ８１ ０􀆰 ８６ 延胡索

ＭＯＬ０００２１７ （Ｓ）⁃ｓｃｏｕｌｅｒｉｎｅ ３２􀆰 ２８ ０􀆰 ５４ 延胡索

ＭＯＬ００２６７０ ｃａｖｉｄｉｎｅ ３５􀆰 ６４ ０􀆰 ８１ 延胡索

ＭＯＬ００２９０３ （Ｒ）⁃ｃａｎａｄｉｎｅ ５５􀆰 ３７ ０􀆰 ７７ 延胡索

ＭＯＬ００４０７１ ｈｙｎｄａｒｉｎ ７３􀆰 ９４ ０􀆰 ６４ 延胡索

ＭＯＬ００４１９０ （－）⁃α⁃Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｃａｎａｄｉｎｅ ４５􀆰 ０６ ０􀆰 ８０ 延胡索

ＭＯＬ００４１９１ ｃａｐａｕｒｉｎｅ ６２􀆰 ９１ ０􀆰 ６９ 延胡索

ＭＯＬ００４１９３ ｃｌａｒｋｅａｎｉｄｉｎｅ ８６􀆰 ６５ ０􀆰 ５４ 延胡索

ＭＯＬ００４１９５ ｃｏｒｙｄａｌｉｎｅ ６５􀆰 ８４ ０􀆰 ６８ 延胡索

ＭＯＬ００４１９６ ｃｏｒｙｄａｌｍｉｎｅ ５２􀆰 ５０ ０􀆰 ５９ 延胡索

ＭＯＬ００４１９７ ｃｏｒｙｄｉｎｅ ３７􀆰 １６ ０􀆰 ５５ 延胡索

ＭＯＬ００４１９８ １８７９７⁃７９⁃０ ４６􀆰 ０６ ０􀆰 ８５ 延胡索

ＭＯＬ００４１９９ ｃｏｒｙｎｏｌｏｘｉｎｅ ３８􀆰 １２ ０􀆰 ６０ 延胡索

ＭＯＬ００４２００ ｍｅｔｈｙｌ⁃［２⁃（３，４，６，７⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｏｘｙ⁃１⁃ｐｈｅｎａｎｔｈｒｙｌ）ｅｔｈｙｌ］ａｍｉｎｅ ６１􀆰 １５ ０􀆰 ４４ 延胡索

ＭＯＬ００４２０２ ｄｅｈｙｄｒｏｃａｖｉｄｉｎｅ ３８􀆰 ９９ ０􀆰 ８１ 延胡索

ＭＯＬ００４２０３ ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｒｙｂｕｌｂｉｎｅ ４６􀆰 ９７ ０􀆰 ６３ 延胡索

ＭＯＬ００４２０４ ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｒｙｄａｌｉｎｅ ４１􀆰 ９８ ０􀆰 ６８ 延胡索

ＭＯＬ００４２０５ ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｒｙｄａｌｍｉｎｅ ４３􀆰 ９０ ０􀆰 ５９ 延胡索

ＭＯＬ００４２０８ ｄｅｍｅｔｈｙｌｃｏｒｙｄａｌｍａｔｉｎｅ ３８􀆰 ９９ ０􀆰 ５４ 延胡索

ＭＯＬ００４２０９ １３⁃ｍｅｔｈｙｌｄｅｈｙｄｒｏｃｏｒｙｄａｌｍｉｎｅ ３５􀆰 ９４ ０􀆰 ６３ 延胡索

ＭＯＬ００４２１０ （１Ｓ，８′Ｒ）⁃６，７⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃ｍｅｔｈｙｌｓｐｉｒｏ［３，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ⁃
１，７′⁃６，８⁃ｄｉｈｙｄｒｏｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ［ｇ］［１，３］ｂｅｎｚｏｄｉｏｘｏｌｅ］⁃８′⁃ｏｌ

４３􀆰 ９５ ０􀆰 ７２ 延胡索

ＭＯＬ００４７６３ ｉｚｏｔｅｏｌｉｎ ３９􀆰 ５３ ０􀆰 ５１ 延胡索

ＭＯＬ００４２１４ ｉｓｏｃｏｒｙｂｕｌｂｉｎｅ ４０􀆰 １８ ０􀆰 ６６ 延胡索

ＭＯＬ００４２１５ ｌｅｏｎｔｉｃｉｎｅ ４５􀆰 ７９ ０􀆰 ２６ 延胡索

ＭＯＬ００４２１６ １３⁃ｍｅｔｈｙｌｐａｌｍａｔｒｕｂｉｎｅ ４０􀆰 ９７ ０􀆰 ６３ 延胡索

ＭＯＬ００４２２０ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｌａｕｒｏｔｅｔａｎｉｎｅ ４１􀆰 ６２ ０􀆰 ５６ 延胡索

ＭＯＬ００４２２１ ｎｏｒｇｌａｕｃｉｎｇ ３０􀆰 ３５ ０􀆰 ５６ 延胡索

ＭＯＬ００４２２４ ｐｏｎｔｅｖｅｄｒｉｎｅ ３０􀆰 ２８ ０􀆰 ７１ 延胡索

ＭＯＬ００４２２５ ｐｓｅｕｄｏｃｏｐｔｉｓｉｎｅ ３８􀆰 ９７ ０􀆰 ８６ 延胡索

ＭＯＬ００４２２６ ２４２４０⁃０５⁃９ ５３􀆰 ７５ ０􀆰 ８３ 延胡索

ＭＯＬ００４２２８ ｓａｕｌａｔｉｎｅ ４２􀆰 ７４ ０􀆰 ７９ 延胡索

ＭＯＬ００４２３０ ｓｔｙｌｏｐｉｎｅ ４８􀆰 ２５ ０􀆰 ８５ 延胡索

ＭＯＬ００４２３１ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃｏｒｙｓａｍｉｎｅ ３４􀆰 １７ ０􀆰 ８６ 延胡索

ＭＯＬ００４２３２ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｒｏｔｏｐａｐａｖｅｒｉｎｅ ５７􀆰 ２８ ０􀆰 ３３ 延胡索

ＭＯＬ００４２３３ ＳＴ０５７７０１ ３１􀆰 ８７ ０􀆰 ５６ 延胡索

ＭＯＬ００４２３４ ２，３，９，１０⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｏｘｙ⁃１３⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃５，６⁃ｄｉｈｙｄｒｏｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｏ［２，１⁃ｂ］ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎ⁃８⁃ｏｎｅ ７６􀆰 ７７ ０􀆰 ７３ 延胡索

ＭＯＬ０００７８５ ｐａｌｍａｔｉｎｅ ６４􀆰 ６０ ０􀆰 ６５ 延胡索

ＭＯＬ０００７８７ ｆｕｍａｒｉｎｅ ５９􀆰 ２６ ０􀆰 ８３ 延胡索

ＭＯＬ０００７９０ ｉｓｏｃｏｒｙｐａｌｍｉｎｅ ３５􀆰 ７７ ０􀆰 ５９ 延胡索

ＭＯＬ０００７９１ ｂｉｃｕｃｕｌｌｉｎｅ ６９􀆰 ６７ ０􀆰 ８８ 延胡索

ＭＯＬ０００７９３ Ｃ０９３６７ ４７􀆰 ５４ ０􀆰 ６９ 延胡索

ＭＯＬ００００９８ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ４６􀆰 ４３ ０􀆰 ２８ 延胡索

ＭＯＬ００７２８７ ｅｍｏｄｉｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７６ 首乌藤

ＭＯＬ０１２６８８ ２，３，５，４′⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ⁃２⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ （２″⁃Ｏ⁃ｇａｌｌｏｙｌ） ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ３４􀆰 ６９ ０􀆰 ２３ 首乌藤

ＭＯＬ００６４８８ ｅｍｏｄｉｎ⁃８⁃ｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ ６０􀆰 ８０ ０􀆰 ２６ 首乌藤
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续表 ２
编号 名称 ＯＢ ／ ％ ＤＬ 药物

ＭＯＬ００２２８８ ｅｍｏｄｉｎ⁃１，６⁃ｄｉ⁃ｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ ４９􀆰 ５４ ０􀆰 ２９ 首乌藤

ＭＯＬ０００４７１ ｄｉｇｉｔａｌｉｓ ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ ３１􀆰 ５１ ０􀆰 ２６ 首乌藤

ＭＯＬ０００００６ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ４４􀆰 ２８ ０􀆰 ２４ 首乌藤

ＭＯＬ０００００８ ａｐｉｇｅｎｉｎ ４３􀆰 ７５ ０􀆰 ２１ 首乌藤

ＭＯＬ００００１１ （２Ｒ，３Ｒ）⁃３⁃（４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃ｐｈｅｎｙｌ）⁃５⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃
ｍｅｔｈｙｌｏｌ⁃２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒａｎｏ［５，６⁃ｈ］［１，４］ｂｅｎｚｏｄｉｏｘｉｎ⁃９⁃ｏｎｅ

６８􀆰 ８３ ０􀆰 ６６ 防风

ＭＯＬ０１１７３２ ａｎｏｍａｌｉｎ ５９􀆰 ６５ ０􀆰 ６６ 防风

ＭＯＬ００１９４１ ａｍｍｉｄｉｎ ３４􀆰 ５５ ０􀆰 ２２ 防风

ＭＯＬ０１１７４７ ｌｅｄｅｂｏｕｒｉｅｌｌｏｌ ３２􀆰 ０５ ０􀆰 ５１ 防风

ＭＯＬ０１１７４９ ｐｈｅｌｌｏｐｔｏｒｉｎ ４３􀆰 ３９ ０􀆰 ２８ 防风

ＭＯＬ０１１７５３ ５⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ ３７􀆰 ９９ ０􀆰 ２５ 防风

ＭＯＬ００２６４４ ｐｈｅｌｌｏｐｔｅｒｉｎ ４０􀆰 １９ ０􀆰 ２８ 防风

ＭＯＬ０００１７３ ｗｏｇｏｎｉｎ ３０􀆰 ６８ ０􀆰 ２３ 防风

ＭＯＬ００１４９４ ｍａｎｄｅｎｏｌ ４２􀆰 ００ ０􀆰 １９ 防风

ＭＯＬ００１９４２ ｉｓｏｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ ４５􀆰 ４６ ０􀆰 ２３ 防风

ＭＯＬ００３５８８ ｐｒａｎｇｅｎｉｄｉｎ ３６􀆰 ３１ ０􀆰 ２２ 防风

ＭＯＬ００７５１４ ｍｅｔｈｙｌ ｉｃｏｓａ⁃１１，１４⁃ｄｉｅｎｏａｔｅ ３９􀆰 ６７ ０􀆰 ２３ 防风

ＭＯＬ０１３０７７ ｄｅｃｕｒｓｉｎ ３９􀆰 ２７ ０􀆰 ３８ 防风

３􀆰 ２　 六味顺激方与肠易激综合征相关靶点交集　 检索得到

８５ 个活性成分的 ２７４ 个靶点， 其中白芍 ８６ 个， 白术 ６ 个，
木香 ３２ 个， 延胡索 ２１１ 个， 首乌藤 ９１ 个， 防风 ８２ 个， 详

见图 ２Ａ。 筛选得到 ４１６ 个肠易激综合征相关靶点， 韦恩图

（图 ２Ｂ） 显示， 六味顺激方与肠易激综合征交集靶点共

８２ 个。

图 ２　 六味顺激方与肠易激综合征相关靶点交集韦恩图

３􀆰 ３　 基于 ＧＥＯ 数据库分析肠易激综合征差异基因　 通过条

件检索， ＧＳＥ３６７０１ 符合研究要求， 该芯片数据包含了 ８７ 名

肠易激综合征患者与 ４０ 名健康志愿者的直肠活检中的基因

谱［１９］。 数据归一化和校正后 （图 ３Ａ～３Ｂ）， 以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥
１ 和 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选条件， 结果显示上调基因 ８７３ 个和下调

基因 ８１８ 个， 详见图 ３Ｃ。 将 “３􀆰 ２” 项得到的药物与疾病

交集靶点与肠易激综合征显著差异基因 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１） 取交

集， 从而推测 ＶＥＧＦＡ 为进一步研究的关键靶点， 见图 ３Ｄ。
３􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络分析　 将 ８２ 个药物与疾病交集靶点蛋白相互

作用信息导入 Ｃｙｔｏｃａｐｅ 软件， 将 Ｄｅｇｒｅｅ 值≥７ 的 ５０ 个靶点

蛋白绘制 ＰＰＩ 网络 （图 ４）， 结果显示， ４１ 个靶点蛋白的

Ｄｅｇｒｅｅ 值均≥中位数 １０， 其中 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前十的相互作

用蛋白为白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）、 蛋

白激酶 （Ａｋｔ１）、 丝裂原活化蛋白激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 原癌

基因 （ＪＵＮ）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 细胞趋化因子 ８
（ＣＸＣＬ８）、 丝裂原活化蛋白激酶 ８ （ＭＡＰＫ８）、 细胞趋化因

子 ２ （ＣＣＬ２） 和细胞间黏附分子⁃１ （ ＩＣＡＭ⁃１）， 上述靶点

蛋白被认为在六味顺激方治疗肠易激综合征中具有重要

意义。
３􀆰 ５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析 　 基于 ＰＰＩ 网络分析结果， 筛

选出 Ｄｅｇｒｅｅ≥２ 倍中位数的靶点蛋白， 并进行 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ
富集分析。 ＧＯ 富集分析结果显示 （图 ５Ａ）， 六味顺激方治

疗肠易激综合征的生物学过程主要与炎症反应相关， 如细

胞对脂多糖的应答 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）、
脂 多 糖 介 导 的 信 号 通 路 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 炎症反应 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）、 细

１９９

２０２３ 年 ３ 月

第 ４５ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ３



图 ３　 肠易激综合征差异基因分析

注： 节点的大小、 颜色深浅 （蓝→黄→红） 代表 Ｄｅｇｒｅｅ 值的

大小及其变化； 边的粗细反映联合得分值的大小。

图 ４　 ＰＰＩ 网络图

胞对白介素⁃１ 的应答 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１） 以

及 ＥＲＫ１、 ＥＲＫ２ 级联正调节 （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ１
ａｎｄ ＥＲＫ２ ｃａｓｃａｄｅ ） 等， 值 得 注 意 的 是， 血 管 生 成

（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ） 与前述筛选得到的靶点基因 ＶＥＧＦＡ 紧密相

关。 ＫＥＧＧ 富集分析结果显示 （图 ５Ｂ）， 六味顺激方抗肠

易激综合征的效应涉及多个信号通路， 主要涉及免疫系统、

传染病和癌症等， 其 中 ＴＮＦ 信 号 通 路 （ ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ）、 Ｔｏｌｌ 样受体介导的信号通路 （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 ＮＯＤ 样受体介导的信号通路 （ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 炎症性肠病 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ） 和 Ｔ 细胞受体介导的信号通路 （ Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 已被报道与炎症反应密切相关， 且与上

述提及的生物学过程存在关联， 共同发挥治疗肠易激综合

征的综合作用。 综上所述， 细胞对脂多糖的应答和 ＴＮＦ 信

号通路在六味顺激方治疗肠易激综合征方面有着重要意义。
３􀆰 ６　 六 味 顺 激 方 对 ＬＰＳ 诱 导 ＮＣＭ４６０ 细 胞 存 活 率 和

ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 如图 ６ 所示， 与正常组比较，
ＮＣＭ４６０ 细胞予以 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 处理不影响细胞存活率

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 且提高 ＴＮＦ⁃α 和 ＶＥＧＦＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 因

此本研究选择 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 用于建立炎症细胞模型。 与正

常组比较， ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 六味顺激方对细胞存活率

无影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与模型组 （５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 处理） 比较，
六味顺激方高剂量组 （ ２００ μｇ ／ ｍＬ） 可降低 ＴＮＦ⁃α 和

ＶＥＧＦＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞凋亡的影响　 如

图 ７ 所示， 与正常组比较， 模型组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 六味顺激方各剂量组细胞凋亡率均

降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 表明六味顺激方可以缓解 ＬＰＳ 诱导的

ＮＣＭ４６０ 细胞凋亡。
３􀆰 ８　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＶＥＧＦＲ２ 表达及

ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 ＶＥＧＦＡ 能通过刺激内皮细胞
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图 ５　 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞存活率和 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

生长进而减少细胞凋亡， 同时能与不同的酪氨酸激酶受体

结合， 其中以 ＶＥＧＦＲ２ 最关键 ［２０］ 。 如图 ８ 所示， 与模型组

比较， ＶＥＧＦＲ２ 抑制剂替沃扎尼组和六味顺激方各剂量组

均可降低 ＶＥＧＦＲ２ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 替沃

扎尼组能降低 ＶＥＧＦＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 六味顺激方高剂量

组能降低 ＴＮＦ⁃α 和 ＶＥＧＦＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且作
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为 ＶＥＧＦＲ２ 表达荧光图， Ｂ 为 ＶＥＧＦＲ２ 荧光强度统计图， Ｃ～Ｄ 分别为各组 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦＡ 水平统计图。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＶＥＧＦＲ２ 表达及 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３～ ６）
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用优于替沃扎尼。 结果表明， ＶＥＧＦＡ 在六味顺激方干预

ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞中起重要作用。
３􀆰 ９　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 Ａｋｔ、 ＥＲＫ、 ＪＵＮ
和 ＪＮＫ１ 蛋白表达的影响　 如图 ９ 所示， 与正常组比较， 模

型组细胞 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＵＮ ／ ＪＵＮ、 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／
ＪＮＫ１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 六味顺

激方各剂量组细胞 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＵＮ ／ ＪＵＮ、
ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ＪＮＫ１ 蛋白表达呈剂量依赖性降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 已有文献报道， ＥＲＫ、 ＪＵＮ 和 ＪＮＫ１ 属于 ＭＡＰＫ 信

号通路的核心成员［２１］ ， 此外 Ａｋｔ 属于 ＭＡＰＫ 信号通路的上

游蛋白［２２］ 。 因此， 六味顺激方可能通过调节 ＭＡＰＫ 通路以

改善 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞。

注： Ａ～Ｄ 分别为各组 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＵＮ ／ ＪＵＮ、 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ＪＮＫ１ 蛋白表达。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模

型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 Ａｋｔ、 ＥＲＫ、 ＪＵＮ 和 ＪＮＫ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 １０　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＣＸＣＬ８、 ＣＣＬ２ 和 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＣＸＣＬ８ 和 ＣＣＬ２ 等促炎因子的 ｍＲＮＡ 表达可用于评估六味

顺激方对 ＬＰＳ 诱导的 ＮＣＭ４６０ 细胞的抗炎作用， 而 ＩＣＡＭ⁃１

可促进内皮细胞迁移且与血管生成和炎症反应相关［２３］ 。 如

图 １０ 所示， 与正常组比较， 模型组 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＣＸＣＬ８、
ＣＣＬ２ 和 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 六味顺激方各剂量组上述基因 ｍＲＮＡ 表达呈剂量依赖
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 六味顺激方对 ＬＰＳ 诱导 ＮＣＭ４６０ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＣＸＣＬ８、 ＣＣＬ２ 和 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且高剂量抗炎效果最优。
４　 讨论

本研究首次基于网络药理学和实验验证探讨六味顺激

方治疗肠易激综合征的潜在作用机制。 根据六味顺激方的

药物⁃成分网络分析可知， 谷甾醇、 β⁃谷甾醇、 丁子香萜、
儿茶酸和豆甾醇被发现于 ２ 味及 ２ 味以上的中药中， 且上

述化合物均有报道称其具有抗炎活性［２４⁃２７］ ， 可推测上述化

合物可能通过抗炎机制治疗肠易激综合征。
六味顺激方⁃肠易激综合征相关靶点与 ＧＥＯ 数据库中肠

易激综合征的差异基因取并集后， 所得到的关键靶点

ＶＥＧＦＡ 主要参与血管生成， 而血管内皮功能的紊乱在炎症

性肠病的发生发展中起着重要的作用［２８］ 。 临床研究表明，
ＶＥＧＦ 和内皮抑素在肠易激综合征患者的血清和黏膜中表达

均升高［２９］ ， 同时 ＶＥＧＦ 亦作为炎性细胞因子以评估经饮食

干预后肠易激综合征患者的改善情况［３０］ 。 另有临床研究显

示， 经放松反应的身心干预后， 肠易激综合征患者焦虑评

分、 生活质量和症状严重度指数均得到改善， 外周血转录

组分析结果显示 ＴＮＦ⁃α、 Ａｋｔ、 ＮＦ⁃κＢ、 ＭＡＰＫ 和 ＶＥＧＦ 等

基因被视为关键基因［３］ 。 ＰＰＩ 网络分析结果显示， ＩＬ６、
ＴＮＦ、 Ａｋｔ１、 ＭＡＰＫ１、 ＪＵＮ、 ＩＬ⁃１β、 ＣＸＣＬ８、 ＭＡＰＫ８、
ＣＣＬ２ 和 ＩＣＡＭ⁃１ 是排名前十的关键靶点基因。 ＴＮＦ⁃α 是一

类具有血管活性的细胞因子， 可诱导炎症因子 ＩＬ⁃６、
ＣＸＣＬ８ 和 ＣＣＬ２ 等的释放， 共同促使炎性细胞浸润和新生

血管的生成， 最终导致异位病灶的形成［３１］ 。 ＣＸＣＬ８ 和

ＣＣＬ２ 能促进血管生成进而提高 ＶＥＧＦ 表达［３２］ ， 而 ＶＥＧＦ ／
ＶＥＧＦＲ２ 同样可作用于下游 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路［３３］ 。 此外， ＥＲＫ
（ＭＡＰＫ１）、 ＪＵＮ 和 ＪＮＫ１ （ＭＡＰＫ８） 是 ＭＡＰＫ 通路的主要

蛋白， 亦可被 ＶＥＧＦ 和 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路激活［３４］ 。 ＩＣＡＭ⁃１ 介

导血管内皮细胞的迁移和粘附， 有助于血管生成［２３］ ； 同

时， ＩＬ⁃１β 诱导的 ＩＣＡＭ⁃１ 的高表达激活了 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ
通路加剧炎症反应［３５］ 。 综上所述， 上述 １１ 个关键靶点基

因之间同样存在相互的联系， 共同参与血管生成和炎症

反应。
对靶点基因进行进一步 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析， 结果

显示细胞对脂多糖的应答和 ＴＮＦ 信号通路在六味顺激方在

治疗肠易激综合征作用机制中起着核心作用。 本研究结果

显示， 经替沃扎尼处理后 ＶＥＧＦＲ２ 和 ＶＥＧＦＡ 的表达下调，
但六味顺激方在下调 ＴＮＦ⁃α 水平上的作用比替沃扎尼更优。
六味顺激方能够抑制 ＶＥＧＦＲ２ 受体的表达以及其下游 Ａｋｔ
蛋白的磷酸化， 进而抑制 ＥＲＫ、 ＪＮＫ 和 ＪＵＮ 蛋白表达， 最

终抑 制 炎 症 因 子 （ ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ）、 趋 化 因 子

（ＣＸＣＬ８、 ＣＣＬ２ ）、 血 管 生 成 （ ＶＥＧＦＡ ） 和 粘 附 因 子

（ＩＣＡＭ⁃１） 相关免疫因子的释放， 从而缓解细胞凋亡同时抑

制炎症反应恶性循环。 此外， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路同样作用于

ｃ⁃ＪＵＮ， 共同构成六味顺激方治疗肠易激综合征的机制网络。
综上所述， 六味顺激方能通过多靶点、 多通路发挥治

疗肠易激综合征的效应， 所涉及的靶点和通路与血管生成、
炎症反应密切相关。 结合细胞验证实验结果， 推测六味顺

激方可能通过靶向抑制 ＶＥＧＦＲ 并抑制 ＭＡＰＫ 信号通路下游

关键蛋白改善血管生成、 炎症反应， 从而缓解肠易激综

合征。
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基于网络药理学探究清解宣透肺卫方治疗甲型流感的作用机制
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摘要： 目的　 基于网络药理学预测清解宣透肺卫方抗甲型流感的作用机制。 方法 　 结合前期方剂物质基础研究及

ＴＣＭＳＰ 数据库， 筛选清解宣透肺卫方中的主要化合物及其靶点信息； 查询 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＧｅｎＣＬｉＰ３ 数据库收集甲型流感

相关的蛋白靶点； 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ６􀆰 ０ 软件构建 “活性成分⁃靶点” 网络图、 ＰＰＩ 网络图， 并进行拓扑分析； 进行 ＧＯ
分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析； 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 对清解宣透肺卫方关键活性成分与甲型流感关键靶点进行分子对接。
结果　 共获取 １２２ 种活性成分与 ２９２ 个靶点； 经拓扑分析得到 ７８ 个关键活性成分 （包括槲皮素、 山柰酚、 木犀草素

等） 和 ５６ 个关键靶点 （涉及 ＴＮＦ、 Ａｋｔ、 ＮＦ⁃κＢ 等） 与甲型流感相关； ＧＯ 富集分析得到生物学过程、 细胞组分和分

子功能分别 １ ３８８、 ２０、 ４０ 条注释信息； ＫＥＧＧ 通路富集得到 ＴＮＦ、 ＴＬＲ 信号通路等 １２１ 条结果； 分子对接结果显示，
豆甾醇、 虎杖苷、 β⁃胡萝卜素等与 ＰＴＧＳ⁃２ 具有强烈结合活性， β⁃胡萝卜素等与 ＩＬ⁃１０ 具有较好结合活性。 结论　 清解

宣透肺卫方可能通过抗病毒， 抗病毒诱导的炎症反应， 抗氧化应激反应， 调节机体免疫， 抗细胞凋亡、 减轻肺损伤等

途径治疗甲型流感。 其中的虎杖苷等可能为抗甲型流感病毒的主要活性物质， 关键靶点涉及 ＡＬＢ、 ＰＴＧＳ⁃２、 ＩＬ⁃１０ 等。
关键词： 清解宣透肺卫方； 甲型流感； 网络药理学； 分子对接
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　 　 甲型流感具有传染性强、 传播迅速广泛的特点， 其病

毒能够突破种属障碍并获得在新宿主中有效感染和传播从

而导致流感大流行， 使得抗病毒药物研发的成本和难度加

大［１］ 。 根据 《流行性感冒诊疗方案 （２０２０ 年版） 》 ［２］ ， 目

前我国抗流感药物仅有奥司他韦、 扎那米韦、 帕拉米韦，
阿比多尔。 中医治疗甲型流感， 在针对病邪的同时更注重

整体， 认为其病邪在卫、 气分， 总以清解、 宣透肺卫气为

基本治法， 且中药方剂多成分、 多靶点的特点更能兼备抗

病毒、 抗炎、 调节免疫等效用， 故在甲型流感治疗方面更

具优势［３］ 。
清解宣透肺卫法指导下研发的清解宣透肺卫银花平感

颗粒， 已获中药新药证书 （国药证字 Ｚ２０１２０００４）， 经过临

床研究并已上市 （国药准字 Ｚ２０１３３００７）。 该方由麻黄、 苦

杏仁、 葛根、 金银花、 虎杖、 甘草组成， 具有宣肺解表、
清解肺卫的功效。 前期临床研究表明， 清解宣透肺卫方对

于治疗外感热病邪郁肺卫证有较好疗效， 具有显著解热、
镇痛、 止咳化痰等作用［４］ 。 据此推断清解宣透肺卫方对甲

型流感有治疗作用， 但其作用机制及靶点尚需进一步明确。
网络药理学融合系统生物学、 系统药理学以及统计学

等学科， 对于复杂疾病发病机制及治疗靶标的研究具有一

定的应用价值［５］ 。 分子对接是通过研究分子间 （如配体与

受体） 的相互作用方式来进行虚拟筛选和药物设计， 已成

为计算机辅助药物研究领域的一项重要技术。 本研究基于

前期实验结果， 采用网络药理学和分子对接技术， 筛选清

解宣透肺卫方中的活性化合物及靶点， 预测其抗甲型流感

的作用机制， 以期为该方的基础研究和临床应用提供参考。
１　 资料与方法

１􀆰 １　 活性成分筛选及靶点收集　 清解宣透肺卫方 ＨＰＬＣ 分

析的色谱条件为 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 磷酸 （ Ａ） ⁃乙腈 （ Ｂ）， 梯度洗脱
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