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质谱法联合网络药理学分析侗药“马镫艾”的抗炎功效

范　超１，张在其２，罗　莉３，朱俊宇３，梁华平３，郭元彪１　　６１００３１成都，西南交通大学附属医院成都市第三人民
医院实验医学部１；４１８０００湖南 怀化，湖南医药学院侗医药研究湖南省重点实验室２；４０００４２重庆，陆军特色医学中心
战伤感染与特需药品研究室，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室３

　　［摘要］　目的　阐明侗药“马镫艾”（Ｍａｄｅｎｇ’ａｉ，ＭＤＡ）根部水提物抑制炎症的潜在药效物质及机
制。方法　首先采用质谱技术对ＭＤＡ水提物的化学成分进行鉴定，再利用ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔ数据库
和Ｏｍｉｍ、Ｄｉｓｇｅｎｅｔ及Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库分别筛选出疾病和药物靶点，取交集后获得药物疾病共同靶点；
通过软件Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１构建“药物成分疾病靶点”网络并筛选出核心组分；通过 Ｓｔｒｉｎｇ数据库构建
蛋白质蛋白质相互作用网络（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）；使用Ｄａｖｉｄ数据库进行基因本体
论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析与京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）通路富集分析；最后，采用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法在体外研究ＭＤＡ水提物对几种典型
炎症因子ｍＲＮＡ水平的影响及可能的信号通路。结果　质谱法在 ＭＤＡ水提物中一共鉴定出了２９种
化合物，排名前五位的分别为：委陵菜酸、鞣花酸、原花青素 Ｃ１、儿茶素和原花青素 Ｂ１。通过数据库检
索并去重后共获得１０４个药物疾病共同靶点，其中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＡＫＴ１及 ＡＬＢ等可能是其核心作用靶
点。ＧＯ功能富集分析一共获取到７６１个条目，其中与生物学过程相关的共６００条，涉及到细胞组分的
共５２条，涉及到分子功能的共 １０９条；ＫＥＧＧ通路富集分析共得到 １６０条相关信号通路，其中包含
ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ、ＰＩ３ＫＡＫＴ等信号通路。与正常对照组相比，模型组（ＬＰＳ组）ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及ＣＣＬ２
的含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ｐ３８、ＥＲＫ及ＪＮＫ的磷酸化水平显著上调（Ｐ＜０．０５）；与模型（ＬＰＳ）组相比，
ＭＤＡ处理组ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及ＣＣＬ２的含量显著降低（Ｐ＜０．０５），ｐ３８、ＥＲＫ及ＪＮＫ的磷酸化水平显
著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　本研究预测了侗药ＭＤＡ水提物具备多种抗炎活性成分，并且可通过 ＭＡＰＫ
等多条信号通路发挥抗炎作用。
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ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍｘ０２３４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧＵＯＹｕａｎｂｉａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏ．ｙｂｉａｏ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ；ＬＩＡＮＧＨｕａｐｉｎｇ，

Ｅｍａｉｌ：１３６３８３５６７２８＠１６３．ｃｏｍ

　　炎症是指机体受到某些刺激如感染、外伤等损伤
因子的刺激所发生的一种以防御反应为主的基本病理

过程，局部症状表现为红、肿、热、痛或功能障碍［１］。

炎症发生时会诱导机体产生一系列免疫反应，同时诱

导免疫细胞发生变化，从而在损伤部位引起细胞增殖

和组织修复。在持续的炎症刺激或抑炎机制失效的情

况下，炎症可能转变为慢性疾病［２－３］。有研究表明，炎

症在糖尿病、神经退行性疾病、癌症、炎症性肠病和心

血管疾病等慢性疾病的发生中起着关键作用，严重的

炎症甚至可能发展成脓毒症，从而引起多器官功能障

碍，最终导致死亡［４－５］。

　　目前临床上最有效的抗炎药物仍然是以激素类药
物为主，但这类药物引起的不良反应较多且重，为了改

善这一状况，越来越多的研究者把目光放在了具有抗

炎活性的药用植物上，并成功研制出了多种植物抗炎

药物，如口炎清颗粒、青藤碱、白芍总苷及莲花清瘟颗

粒等［６－８］。“马镫艾”（Ｍａｄｅｎｇ’ａｉ，ＭＤＡ）是一种传统
的侗族植物药，经湖南省侗族医药研究重点实验室鉴

定为ＰｏｔｅｎｔｉｌｌａｆｒｅｙｎｉａｎａＢｏｒｎｍ（Ｐ．ｆｒｅｙｎｉａｎａ）原变种，
它的根部在民间常被用于清热解毒，治疗癌症及外出

血等［９－１０］。已有研究［１１］表明ＭＤＡ水提物对人类正常
致病菌及多耐药细菌如铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球

菌和鲍曼不动杆菌都具有很好的抑菌效果，并且可以

促进伤口的愈合，而有关其抗炎成分及具体机制仍待

证明和进一步研究，因此本文在质谱分析技术的基础

上联合网络药理学和体外实验初步探讨了 ＭＤＡ发挥
抗炎功效的潜在活性物质及相关机制，从而为后续的

深入研究和药物开发提供思路和参考。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　本研究所用试剂有：ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ、ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；胰蛋白酶、细胞培养液
ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（ＦＢＳ）、青链霉素（ＰＳ）和胰蛋
白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ６５、ｐｐ６５、ｐ３８、
ｐｐ３８、βａｃｔｉｎ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ一抗及酶标二抗购自美国
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Ｄａｎｖｅｒｓ公司；ＣＣＫ８检测试剂盒、ＢＣＡ试剂盒、总蛋白
提取试剂盒购自上海碧云天生物技术限公司；ＬＰＳ购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　主要仪器
　　本研究所用仪器有：Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ＵＰＬＣ超高效液
相色谱仪（安捷伦科技有限公司）；ＡｇｉｌｅｎｔＱＴＯＦ６５４５
ＬＣ／ＭＳ高分辨串联质谱（安捷伦科技有限公司）；ＣＯ２
细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｂｉｏ
ＲａｄＰＣＲ仪ＣＦＸ９６（美国ＢＩＯ公司）；化学发光检测系
统（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）。
１．３　ＭＤＡ水提物的制备
　　在４．５ｋｇＭＤＡ干燥根中加入１７倍体积的水，每
次浸泡１ｈ，共２次，并将２次得到的水提取物混合后
在７０℃下浓缩成糊状，然后依次分批冻干，待样品干
燥后制成粉末，４℃冷藏保存备用。
１．４　ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ鉴定
　　取样品约 ０．１ｇ，精密称量后置于 １５ｍＬ离心管
中，加入２０％甲醇５ｍＬ，超声处理（功率３００Ｗ，频率
４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，摇匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
液待测。色谱柱：ＷａｔｅｒｓＣＯＲＴＥＣＳＵＰＬＣＴ３（２．１×
１００ｍｍ，１．６μｍ）；柱温：３０；流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；进样
量：２μＬ；检测波长：１９０～４００ｎｍ。流动相：Ａ相为乙
腈，Ｂ相为０．１％甲酸水溶液。质谱检测模式为 ＥＳＩ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ／Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ，具体参数见表１。

表１　质谱参数设置表

ＭＳ参数 参数值 ＭＳ／ＭＳ参数 参数值

质量范围 ５０～１７００ 二级质量范围 ５０～１７００
干燥气温度／（Ｌ／ｍｉｎ） ３２５ 碰撞能量（ｅＶ） ±４０
干燥气流速／（Ｌ／ｍｉｎ） ８
雾化气压力／ｐｓｉ ４５
鞘气温度／℃ ３２５
鞘气流速／（Ｌ／ｍｉｎ） ８
毛细管电压／Ｖ ４０００
喷嘴电压／Ｖ １０００
裂解电压／Ｖ １７５
锥孔电压／Ｖ ６０

基准质量
!

ｐｏｓ１２１．０５０８＆９２２．００９７

!

ｎｅｇ１９７．８０７３＆１０３３．９８８１

１．５　ＭＤＡ水提物抗炎成分的网络药理学分析
１．５．１　药物成分及靶点筛选　　根据质谱鉴定的结
果，在 Ｐｕｂｃｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中筛选出对应化合物的结构，并将其一一导
入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库（ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅ
ｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）或 ＴＣＭＳＰ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔｃｍｓｐｅ．
ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ），将预测得分大于０的靶点作为药物

靶点，通过Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）
对靶点名称进行标准化统一，最终剔除重复的靶点。

在 Ｏｍｉｍ、Ｄｉｓｇｅｎｅｔ和 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库中分别输入
“ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ”和“ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ”两个关键词进行
搜索，得到相应的疾病靶标。

１．５．２　“药物成分疾病靶点”网络图的构建与分析
　　将分析得到的药物疾病共同靶点和相关的活性
成分导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１软件，绘制“药物成分疾病
靶点”网络图。使用ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ对该网络图进行
拓扑分析，用Ｄｅｇｒｅｅ值表示该成分与作用靶点的关联
个数，Ｄｅｇｒｅｅ值越大说明该成分越重要。
１．５．３　蛋白质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）的构建与分析　　将上述药
物疾病共同靶点输入到 Ｓｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇ
ｄｂ．ｏｒｇ／）进行检索，设置蛋白种类为“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，
相互作用阈值≥０．４，从而构建蛋白相互作用的ＰＰＩ网
络。为了更直观地反映靶点的相关性，也可将数据导

入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件绘制蛋白相互作用网络图。其中，节
点的大小、颜色深浅随节点 Ｄｅｇｒｅｅ值的大小变化，最
外圈为 ｄｅｇｒｅｅ＞５０的靶点。通过 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ进
行拓扑分析，可获得核心靶点。

１．５．４　交集靶点的 ＧＯ分析和 ＫＥＧＧ通路分析　　
使用Ｄａｖｉｄ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）对共同
靶点进行基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析与京都
基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓ
ａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析，以 Ｐ＜０．０５为筛选标
准，使用Ｒ语言对富集结果进行可视化，分别绘制条
形图和气泡图。

１．６　细胞实验
１．６．１　细胞培养　　将冻存在陆军特色医学中心外
研所实验室的小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７复苏后，在
含有１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／ｍＬ链霉素和１０％ＦＢＳ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基中３７℃，５％ＣＯ２进行细胞培养。
待细胞传代培养至最佳状态再行细胞实验。

１．６．２　ＣＣＫ８实验　　用胰酶消化培养皿中的
ＲＡＷ２６４．７细胞，３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，将细胞沉淀用培
养基重悬后进行计数，并以５×１０４／孔的密度重新接种
到９６孔板中，分别加入２００μＬ稀释好的不同浓度的
ＭＤＡ溶液，浓度依次为：０．００１、０．０１、０．１、１．０、１０、５０、
１００、１０００和１００００μｇ／ｍＬ。３７℃、５％ＣＯ２培养２４ｈ
后每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，４ｈ后测定４５０ｎｍ处
的吸光值［Ｄ（４５０）］。
１．６．３　ＲＴｑＰＣＲ检测　　将 ＲＡＷ２６４．７细胞以
２×１０６／孔接种在６孔板上，分 ４组：正常对照组、ＬＰＳ
组、ＭＤＡ处理组及阳性药物（２０μｇ／ｍＬ地塞米松，
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Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）对照组。３７℃、５％ ＣＯ２培养
４ｈ，再用ＰＢＳ清洗细胞２遍，每孔加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂
提取总 ＲＮＡ，反转录将 ＲＮＡ合成互补 ＤＮＡ，并使用
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ在ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６上通过 ＲＴｑＰＣＲ检测
靶因子的ｍＲＮＡ水平，用βａｃｔｉｎ作为内参基因。实验
用到的引物序列见表２。
１．６．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　将ＲＡＷ２６４．７细胞以２×１０６／孔
接种在６孔板上，共分为８组：正常对照组，ＭＤＡ组，
ＬＰＳ３０、６０、１２０ｍｉｎ组和 ＬＰＳ＋ＭＤＡ３０、６０、１２０ｍｉｎ
组。将处理好的各组细胞用 ＷＩ裂解液充分裂解提取
总蛋白，ＢＣＡ定量后上样电泳。使用 １０％的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶作为分离胶，先７０Ｖ分离３０ｍｉｎ，再１２０Ｖ
分离６０ｍｉｎ，最后用快速转膜仪将分离后的蛋白转移
到ＰＶＤＦ膜上，再用 ＴＢＳＴ配制 ５％的脱脂奶粉，封闭

膜１ｈ，以减少非特异性结合，接下来孵育一抗（ｐｐ６５、
ｐ６５、ｐｐ３８、ｐ３８、ｐＥＲＫ、ＥＲＫ、ｐＪＮＫ和 ＪＮＫ１∶１０００
稀释），４℃下过夜。次日用 ＴＢＳＴ洗膜后再孵育相应
的二抗，６０ｍｉｎ后再用ＴＢＳＴ洗膜３次以上，最后加显
影液，使用增强化学发光仪读取反应条带。

１．７　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行数据统计分
析，所有计量数据均以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用单因素
方差分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＤＡ水提物的ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ检测
　　通过 ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ法共鉴定出２９种化合物，
鉴定质谱图见图１，鉴定结果见表３。
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Ａ：负离子模式；Ｂ：正离子模式；Ｃ：紫外色谱图　：示质谱检测化合物的基峰位置

图１　ＭＤＡ水提物的ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ基峰离子流图
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表２　实验用的各引物序列 （５′３′）

基因 正义 反义

ＣＣＬ２ ＴＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡ ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ
ＩＬ１β ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＩＬ６ ＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴＣ ＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧ
ＴＮＦα ＧＡＧＴＣＣＧＧＧＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＴ ＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴ

βａｃｔｉｎ ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ

表３　ＭＤＡ水提物成分质谱鉴定结果

序号 ｔＲ／ｍｉｎ ｍ／ｚ值 分子式 鉴定结果 ＭＳ／ＭＳ

１ １．８４ １９１．０２０３ Ｃ６Ｈ８Ｏ７ 柠檬酸 １１１．００８７；８７．００８２；８５．０２８８；６７．０１８３；５７．０３４１

２ ２．９０ ４８１．０６３１ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ１４ … ３００．９９９０；２７５．０２０４；２５７．００８６；２２９．０１５３

３ ３．９４ １６９．０１４５ Ｃ７Ｈ６Ｏ５ 没食子酸 １６９．０１３８；１２５．０２３９

４ ７．３３ １５３．０１９２ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ 原儿茶酸 １０８．０１９６；９１．０１６４；６５．００１５；５３．０３７５

５ １０．９３ ４５１．１２４４ Ｃ２１Ｈ２４Ｏ１１ 儿茶素７Ｏ葡萄糖苷 ３６１．０９０７；３３１．０８１４

６ １２．０６ ３４５．０８３１ Ｃ１４Ｈ１８Ｏ１０ 没食子酸６Ｏ甲基βＤ葡萄糖 １２４．０１５３；１２３．００９０；１０７．０１３２；５９．０１４０

７ １５．８０ ６３３．０７４６ Ｃ２７Ｈ２２Ｏ１８ 柯里拉京 ４６３．０５２２；３００．９９９９；２７５．０２０３；２５７．００７３

８ １７．２２ ８０１．０８０７ Ｃ３４Ｈ２６Ｏ２３ … ７５７．０８２８；６３３．０７１７；６１４．０４５２；３００．９８８５

９ １８．３０ ５７７．１３６０ Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ１ ４５１．１０２３；４２５．０８６９；４０７．０７７０；２８９．０７０９；１２５．０２４２

１０ １８．８１ ５７７．１３６５ Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ２ ４５１．１０２４；４２５．０８６３；４０７．０７７３；２８９．０７１６

１１ １９．６４ ２８９．０７２３ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ 儿茶素 ２４５．０８０４；２０３．０７０５；１８７．０３７８；１５１．０３９２；１２５．０２４０；

１２ ２６．１７ ２９１．０１４９ Ｃ１３Ｈ８Ｏ８ 短叶苏木酚酸 ２４７．０２４４；２１９．０２９２；１９１．０３４０

１３ ２７．３８ ８６５．２００３ Ｃ４５Ｈ３８Ｏ１８ 原花青素Ｃ１ ４０７．０７６０；２８９．０７２１；２８７．０５５５；１６１．０２４１；１２５．０２３５

１４ ２７．８８ ５７７．１３５５ Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ３ ４５１．１０２４；４２５．０８８１；４０７．０７６１；２８９．０７０９；１２５．０２３２

１５ ３０．２７ ２８９．０７２２ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ 表儿茶素 ２４５．０８３４；２２１．０８１２；２０３．０７１１；１５１．０３９７；１３７．０２４７；１２５．０２４４

１６ ３０．４７ ４４９．１０８８ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１１ 圣草酚７Ｏ葡萄糖苷 ２８７．０５５７；２６９．０４４５；２５９．０５９８；１２５．０２２９

１７ ３４．１７ ７２９．１４６１ Ｃ３７Ｈ３０Ｏ１６ 原花青素Ｂ２３Ｏ没食子酸酯 ５７７．１３４９；５５９．１２５６；４２５．０８８０；４０７．０７６７；２８７．０５５５；２６９．０４５８

１８ ３４．７１ ５７７．１３５２ Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ４ ４５１．１０２４；４２５．０８８１；４０７．０７６１；２８９．０７０９；１２５．０２３２

１９ ３９．９７ ３００．９９９６ Ｃ１４Ｈ６Ｏ８ 鞣花酸 ２８３．９９６２；２２６．９９７６；１７３．０２４６；１４５．０２８６；１２９．０３３７

２０ ４１．７９ ４４７．０５６７ Ｃ２０Ｈ１６Ｏ１２ … ３１５．０１４５；２９９．９９１１

２１ ４３．９６ ４４７．０５８０ Ｃ２０Ｈ１６Ｏ１２ … ３１５．０１３５；２９９．９９０７；２７０．９８６９

２２ ４５．０４ ４６１．０７２９ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１２ ３Ｏ甲基鞣花酸４′Ｏ鼠李糖苷 ３１５．０１５４；２９９．９８９９

２３ ４５．３４ ３１５．０１５３ Ｃ１５Ｈ８Ｏ８ ３Ｏ甲基鞣花酸 ２９９．９９０７；２７０．９８８６；２１６．００５４；２００．０１１１；１６０．０１６６

２４ ５０．４４ ５４９．１６１１ Ｃ２６Ｈ３０Ｏ１３ 芹糖甘草苷 ４２９．１１２８；２５５．０６５６

２５ ５４．０９ ６７９．３７０１ Ｃ３６Ｈ５６Ｏ１２ … ６１７．３６６８；５１７．３１５８；４７３．３２６２；４３９．２８３７

２６ ５４．８８ ６９５．４０２３ Ｃ３６Ｈ５８Ｏ１０ 野蔷薇苷 ６４９．３９４８；４８７．３４３４

２７ ５７．１０ ６９３．３８６３ Ｃ３６Ｈ５６Ｏ１０ … ４８５．３２６９；４６７．３１４９

２８ ５９．６３ ４８５．３２７４ Ｃ３０Ｈ４６Ｏ５ … ４８５．３２９２；４６７．３１７５；３７３．２８７３

２９ ６０．５８ ４８７．３４２６ Ｃ３０Ｈ４８Ｏ５ 委陵菜酸 ４８７．３４３６；４６９．３３１２

２．２　ＭＤＡ水提物抗炎活性成分的靶点
　　将质谱鉴定得到的２９种化合物在 Ｐｕｂｃｈｅｍ数据
库中进行筛选，最终获取到２１个活性成分的结构；将
成分信息导入 Ｓｗｉｓｓ数据库进行靶点筛选，最后采用
Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库对靶点名称进行规范统一，去除重复靶
点后共筛选到 ２８５个药物靶点；通过 Ｏｍｉｍ、Ｄｉｓｇｅｎｅｔ
和Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库共筛选到８６１个抗炎靶点，二者取
交集后获得 １０４个药物疾病的共同潜在靶点，使用
Ｒ４．２．１软件绘制韦恩图（图２）。 图２　ＭＤＡ水提物活性成分靶点与炎症相关靶点韦恩图

３１５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



２．３　构建“药物成分靶点疾病”网络图，筛选核心
成分

　　将１０４个共同靶点和相关活性成分导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件中，绘制“药物成分靶点疾病”网络图（如
图３）。ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ拓扑分析的结果显示排名
前五的核心成分分别是：委陵菜酸（Ｔｏｒｍｅｎｔｉｃａｃｉｄ）、
鞣花酸（Ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ）、原花青素 Ｃ１（Ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎ
Ｃ１）、儿茶素（Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ）、原花青素 Ｂ１（Ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎ
Ｂ１），这表明 ＭＤＡ可能通过多成分的协同作用发挥
抗炎功能。

２．４　ＰＰＩ网络的构建与核心靶点分析
　　将上述１０４个药物疾病共同靶点输入到Ｓｔｒｉｎｇ数
据库中进行检索，设置蛋白种类为“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，相
互作用阈值≥０．４，得到 ＰＰＩ网络（图 ４Ａ）。通过
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件绘制蛋白相互作用网络图（图４Ｂ）。其
中节点的大小、颜色深浅按节点 Ｄｅｇｒｅｅ值大小变化，
最外圈为 ｄｅｇｒｅｅ＞５０的靶点。最后通过 Ｎｅｔｗｏｒｋ　
Ａｎａｌｙｚｅｒ进行拓扑分析，选取 ｄｅｇｒｅｅ值大于平均分的
基因作为核心靶点，采用Ｒ４．２．１将ｄｅｇｒｅｅ排名前２０
的靶点绘制条形图（图４Ｃ）。

图３　ＭＤＡ水提物“药物成分疾病靶点”网络图

!" #

Ａ：ＰＰＩ网络图；Ｂ：潜在核心靶点网络图；Ｃ：潜在核心靶点条形图

图４　ＭＤＡ水提物抗炎网络图

４１５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　ＧＯ功能分析与ＫＥＧＧ通路分析
　　将上述１０４个共同靶点经 Ｄａｖｉｄ数据库做 ＧＯ富
集分析，得到生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）条目
６００条，主要与炎症反应通路、细胞凋亡的调控、基因
表达的正向调控等信号通路有关；细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）条目 ５２条，主要涉及质膜、细胞外间
隙、胞外区等；分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）条目
１０９条，主要涉及蛋白结合、蛋白激酶结合、内肽酶结

合等，选取每部分 Ｐ值排名前 １０的条目绘制条形图
（图５）。同理，经 Ｄａｖｉｄ数据库 ＫＥＧＧ富集分析后共
得到１６０条ＫＥＧＧ通路，以富集到该通路的核心靶点
个数和－Ｌｏｇ１０（Ｐ）来衡量 ＫＥＧＧ富集程度，选取Ｐ值
排名前 ２０的通路绘制 ＫＥＧＧ富集的气泡图（图６），
ＧＯ功能分析与ＫＥＧＧ通路分析的结果表明ＭＤＡ水提
物组分可通过多途径、多靶点发挥抗炎作用。

!

图５　ＭＤＡ水提物潜在抗炎靶点的ＧＯ功能富集分析

!

图６　ＭＤＡ水提物潜在抗炎作用靶点的ＫＥＧＧ通路富集分析

５１５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



２．６　ＭＤＡ水提物对ＲＡＷ２６４．７细胞炎症因子及通路
蛋白的影响

　　ＣＣＫ８的实验结果表明 ＭＤＡ浓度在 １００μｇ／ｍＬ
及以上时对细胞具有毒性（图 ７Ａ），本研究最终选择
５０μｇ／ｍＬ作为ＭＤＡ对细胞的安全剂量。参照网络药
理分析的结果初步选择４种炎症因子进行细胞实验：
与正常对照组相比，ＬＰＳ组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及
ＣＣＬ２的ｍＲＮＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。与模型组
相比，ＭＤＡ组ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及ＣＣＬ２的ｍＲＮＡ水
平显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ７Ｂ）。结合网药结果选择实
验室最常用的几种通路蛋白初步验证该药物是否可通

过多条途径抑制炎症反应：与正常对照组相比，ＬＰＳ组
ｐ６５、ｐ３８、ＪＮＫ及 ＥＲＫ的磷酸化水平显著上调（Ｐ＜
０．０５）；与ＬＰＳ组相比，ＭＤＡ药物处理组 ｐ３８、ＪＮＫ及
ＥＲＫ的磷酸化水是显著下调的（Ｐ＜０．０５，图 ７Ｃ），而

ｐ６５的磷酸化水平未见显著改变。上述结果表明
ＭＤＡ水提物的抗炎功能可能与 ＭＡＰＫ信号通路相关
且具有多条途径。

３　讨论

　　炎症是机体抵御损伤和感染的第一道防线，可以
激活先天和适应性免疫以应对挑战，对机体起着一定

的保护作用［１１］。炎症反应时机体会产生一系列的炎

性细胞及炎症因子，当这些因素失控时可能会引起机

体损伤甚至死亡。有研究表明，某些炎症或趋化因子

的失调在许多疾病如脓毒症、阿尔兹海默症、帕金森综

合征、癌症等的发生和发展过程中起着关键作用。越

来越多的研究表明，植物中不仅含有丰富的抗炎活性

成分且毒副作用较小，已成为开发新型抗炎药物的热

点方向。近期，我们实验室首次证实了另一种侗药
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１：正常对照组；２：ＬＰＳ组；３：ＬＰＳ＋ＭＤＡ组；４：ＬＰＳ＋ＤＥＸ组

Ａ：ＣＣＫ８实验检测细胞活性；Ｂ：细胞炎症因子的ｍＲＮＡ相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组比

较；Ｃ：炎症相关通路蛋白的磷酸化水平变化

图７　ＭＤＡ水提物对ＲＡＷ２６４．７细胞炎症因子及通路蛋白的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

６１５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



“ＪｉａｏＭｅｉＧｕ”水提物可以通过抑制 ＮＦκＢ活性从而
减轻ＬＰＳ介导的小鼠炎症反应［１２］以及通过抑制 Ｍ１
巨噬细胞的极化从而减弱酵母多糖 Ａ诱导的炎症，并
且通过质谱法定量分析了该植物所含有的化学成分及

含量［１３］。本文的研究对象“马镫艾”（ＭＤＡ）也是一种
传统的侗族药物，经湖南省侗族医药研究重点实验室

鉴定为 ＰｏｔｅｎｔｉｌｌａｆｒｅｙｎｉａｎａＢｏｒｎｍ（Ｐ．ｆｒｅｙｎｉａｎａ）原变
种，其根部在民间常被用于清热解毒，治疗癌症及外出

血等［９－１０］。已经有报导表明，ＭＤＡ水提物能有效抑制
普通细菌及几种临床常见多重耐药菌的生长，具有很

好的抗感染的作用，同时还能促进伤口的愈合［１１］。感

染与炎症既有本质区别也有密切联系［１４］，因此本文旨

在采用ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ技术联合网络药理学以及体
外实验的方法初步探讨 ＭＤＡ水提物抑制炎症的潜在
药效物质及机制，并为后续研究提供思路和参考。

　　通过高效液相色谱串联质谱技术在 ＭＤＡ水提物
中一共检测到 ２９种化合物，经过 Ｐｕｂｃｈｅｍ数据库筛
选后获取到２１个成分的结构；将这２１个成分信息导
入Ｓｗｉｓｓ数据库进行筛选得到２８５个药物靶点，再通过
Ｏｍｉｍ、Ｄｉｓｇｅｎｅｔ和Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库筛选得到８６１个抗
炎靶点，二者取交集后共获得１０４个药物疾病的共同
潜在靶点。采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１构建“药物成分疾
病靶点”网络再进行拓扑分析，筛选出具有抗炎活性
的核心成分，其中排名前五的分别是：委陵菜酸

（Ｔｏｒｍｅｎｔｉｃａｃｉｄ）、鞣花酸（Ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ）、原花青素 Ｃ１
（ＰｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＣ１）、儿茶素（Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ）、原花青素 Ｂ１
（ＰｒｏｃｙａｎｉｄｉｎＢ１）。目前对于委陵菜酸报导较多的是
它对肝脏和血管内皮的保护作用以及对妇科癌症的抗

癌作用［１５－１７］，而有关炎症方面还未见广泛的报道；鞣

花酸属于天然多酚化合物，具备抗炎、抑菌、抗病毒等

多种药理活性，国内外已有较多关于其抗炎功能与机

制的报导［１８－１９］；原花青素和儿茶素都属于天然的抗氧

化剂，有研究表明：原花青素 Ｂｌ可抑制 ＬＰＳ诱导的小
鼠巨噬细胞炎症［２０］；儿茶素可通过 ＡＭＰＫ／ＳＩＲＴ１信
号通路抑制促炎性因子和炎性酶的表达，同时促进抗

炎性因子的表达发挥显著的抗炎作用［２１－２２］；而关于原

花青素 Ｃ１的抗炎作用和机制有待进一步研究。综
上，侗药ＭＤＡ充分具备抗炎药物的成药潜力。
　　从ＰＰＩ网络可视化分析的结果来看，ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＩＬ６、ＡＬＢ、ＡＫＴ１等可能是 ＭＤＡ发挥抗炎作用的核心
靶点。参照上述结果，用小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７作
为工具细胞，采用 ＬＰＳ诱导细胞建立炎症模型，挑选

其中几种常见的炎症因子进行体外验证。ＩＬ１β是
ＩＬ１家族中的重要成员，具有较强的促炎活性，可诱导
多种促炎介质的产生，如 ＩＬ６［２３］；而 ＩＬ６是一种继发
性炎症介质，被激活后可反过来作用于肝脏产生急性

期蛋白，如全 Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、纤维蛋白原和纤溶
酶原激活物抑制剂等［２４］；与 ＩＬ１β相似，ＴＮＦα是一
种多效性促炎细胞因子，属于 ＴＮＦ配体超家族，在调
节多种发育和免疫过程中发挥着不同的作用，包括炎

症、分化、脂质代谢和凋亡［２５－２８］；ＣＣＬ２是一种重要的
监测炎症和免疫的因子，参与了许多炎性疾病的发病

机制，是常见的治疗靶点之一。由体外实验结果可见，

与正常对照组相比，模型组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及
ＣＣＬ２的ｍＲＮＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；而与模型组
相比，ＭＤＡ组ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β及ＣＣＬ２的ｍＲＮＡ水
平是显著降低的（Ｐ＜０．０５）。因此，ＭＤＡ可能通过以
上四个核心靶点发挥抗炎作用，与网络药理分析的结

果一致，接下来我们将继续验证其余筛选出的核心靶

点，争取找出更多相关的有效靶点。通过对筛选出的

１０４个抗炎相关靶点进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路分析发现
ＭＤＡ的生物过程主要涉及炎症反应通路、细胞凋亡的
调控、基因表达的正向和负向调控等；其抗炎活性主要

涉及癌症通路、脂质与动脉粥样硬化、ＴＮＦ信号通路、
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、ＮＦκＢ信号通路、ＭＡＰＫ信号通
路等。基于网络药理分析的结果，我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ的方法初步检测了 ＭＤＡ对几种最常见的炎症通
路蛋白的调控情况，结果显示：与正常对照组相比，模

型组 ｐ６５、ｐ３８、ＪＮＫ及 ＥＲＫ的磷酸化水平显著上调
（Ｐ＜０．０５）；而与模型组相比，ＭＤＡ组ｐ３８、ＪＮＫ及ＥＲＫ
的磷酸化水平从３０ｍｉｎ开始显著下调（Ｐ＜０．０５），而 ｐ６５
的磷酸化水平未见明显变化，由此推测 ＭＤＡ发挥抗
炎作用的机制很可能与 ＭＡＰＫ信号通路密切相关且
具有多条抗炎路径，其具体的分子机制及其他可能的

信号通路是接下来的研究重点。

　　综上所述，本研究通过 ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ技术联
合网络药理学以及体外实验的方法预测了侗药“马镫

艾”水提物发挥抗炎功效的潜在药效物质及相关机制

通路，为后续的深入研究提供了重要的思路和参考。
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