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  摘 要:
 

采用网络药理学和分子对接等技术,挖掘马齿苋抑制猪炎症反应的主要活性成分及关键靶点,探究其

可能的作用机制。在中药系统药理学数据库与分析平台和Uniprot(Universal
 

protein)中筛选马齿苋有效成分及靶

点,通过GeneCards和疾病靶点数据库,获得炎症相关的靶点;利用Venn网站将马齿苋相关靶点与炎症相关靶点进

行映射来构建韦恩图,得到马齿苋抗猪炎症的预测靶点。结合String数据库和Cytoscape软件对预测靶点进一步筛

选,获取关键靶点后对其进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分析,选取排名靠前的关键靶点和活性成分开展

分子对接分析。结果表明:筛选得到β-谷甾醇、山柰酚和木犀草素等马齿苋的10个潜在药效成分;马齿苋发挥抗炎

作用的核心靶点包括TNF、ALB和TP53等共90个,可参与细胞迁移的正调控、炎症反应、细菌源分子的反应等生

物过程,涉及癌症、疟疾、MAPK等信号通路。该研究揭示了马齿苋多成分、多靶点、多途径抑制猪炎症反应的作用

机制,为其在实际畜牧养殖中治疗由炎症反应所导致的猪腹泻性相关疾病的具体机制提供理论依据。
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  Abstract:
 

Using
 

such
 

technologies
 

as
 

network
 

pharmacology
 

and
 

molecular
 

docking,
 

the
 

study
 

explored
 

the
 

main
 

active
 

components
 

and
 

key
 

targets
 

of
 

portulaca
 

oleracea
 

in
 

inhibiting
 

pig
 

inflammatory
 

response,
 

and
 

investigated
 

its
 

mechanism
 

of
 

action.
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

System
 

Pharmacology
 

Database
 

and
 

Analysis
 

Platform
 

and
 

Uniprot
 

(Universal
 

Protein)
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

active
 

components
 

of
 

portulaca
 

oleracea
 

and
 

their
 

action
 

targets.
 

The
 

GeneCards
 

and
 

Therapeutic
 

Target
 

Database
 

were
 

used
 

to
 

obtain
 

inflammation-related
 

targets.
 

Using
 

the
 

website
 

of
 

Venn,
 

the
 

study
 

constructed
 

a
 

Venn
 

diagram
 

by
 

mapping
 

portulaca
 

oleracea-related
 

targets
 

and
 

inflammation-related
 

targets,
 

obtaining
 

the
 

predicted
 

targets
 

of
 

portulaca
 

oleracea
 

inhibiting
 

inflammation
 

in
 

pigs.
 

The
 



predicted
 

targets
 

were
 

further
 

screened
 

by
 

the
 

database
 

of
 

String
 

and
 

the
 

software
 

of
 

Cytoscape.
 

After
 

the
 

key
 

targets
 

were
 

obtained,
 

GO
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

were
 

carried
 

out,
 

and
 

the
 

top-ranked
 

key
 

targets
 

and
 

active
 

ingredients
 

were
 

finally
 

selected
 

to
 

conduct
 

molecular
 

docking
 

studies.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

a
 

total
 

of
 

10
 

potential
 

pharmacological
 

components,
 

such
 

as
 

β-sitosterol,
 

kaempferol
 

and
 

lignans,
 

are
 

obtained.
 

portulaca
 

oleracea
 

exerts
 

anti-inflammatory
 

effects
 

through
 

90
 

core
 

targets
 

including
 

TNF,
 

ALB
 

and
 

TP53.
 

These
 

targets
 

participate
 

in
 

many
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

positive
 

regulation
 

of
 

cell
 

migration,
 

inflammatory
 

response,
 

and
 

the
 

response
 

of
 

molecules
 

of
 

bacterial
 

origin,
 

and
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

signaling
 

pathways,
 

such
 

as
 

cancer,
 

malaria,
 

and
 

MAPK.
 

This
 

study
 

reveals
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

portulaca
 

oleracea
 

as
 

a
 

multi-component,
 

multi-target
 

and
 

multi-pathway
 

inhibitor
 

of
 

porcine
 

inflammatory
 

response,
 

and
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

its
 

specific
 

mechanism
 

of
 

treating
 

porcine
 

diarrhea-related
 

diseases
 

caused
 

by
 

inflammatory
 

response
 

in
 

actual
 

animal
 

husbandry.
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0 引 言

  炎症(Inflammation)是机体在受到创伤、感染

等刺激后所出现的一种以防御反应为主的基本病

理过程,可表现为红、肿、热、痛和机能障碍[1]。过

度的炎症反应造成组织器官功能暂时下降,使机

体内环境稳态失衡,进而引发疾病[2]。家畜的炎

症性疾病发病率较高,是造成养殖业经济损失的

主要因素之一。在生猪养殖过程中,猪的炎症反

应通常表现为腹泻,而腹泻也一直是严重影响和

制约各种规模化养猪场经济效益的重要因素。在

规模猪场中,猪死亡总数的60%~70%约为仔猪

的死亡,其中因腹泻导致的死亡数高达20%[3]。
感染沙门氏菌、魏氏梭菌及猪流行性腹泻病毒等

病原微生物的猪出现肠道炎症反应,造成腹泻,可
引发猪的群体性流行性腹泻[4-5];而以马齿苋

(Portulaca
 

oleracea)等为代表的中草药替代抗生

素用于防治猪腹泻等相关炎症性疾病取得了良好

的疗效[6]。
马齿苋是一种传统的药用植物,其味酸、性

寒,具有清热利湿、凉血和解毒等功效;现代药理

学研究表明,其具有抗菌、抗病毒、抗氧化、抗肿

瘤、神经保护及降糖等多种活性,临床上常用于治

疗细菌性痢疾、急性胃肠炎和急性阑尾炎等[7]。
此外,马齿苋作为药食两用植物具有天然“抗生

素”的美誉,因易得且成本低,在养猪业临床上的

使用也较为广泛。鲜马齿苋1000
 

g和龙芽草

250
 

g,清水煎熬后,将煎液或连同药渣拌入猪饲

料,可防治猪白痢病[8]。在未经输液和其他任何

处理的情况下,仅服用马齿苋煎煮液,就可治愈猪

胃肠炎[9]。马齿苋、六月雪根、地锦草和铁苋菜各

65
 

g,叶下珠45
 

g,煎汁灌服,可治疗仔猪黄痢[10]。

马齿苋对猪的传染性肠胃炎、仔猪的黄、白痢疾以

及仔猪的早期断奶等引起的腹泻均具有较好的疗

效[11-12],但马齿苋治疗因肠道炎症反应而引发的

猪腹泻确切机制尚未见报道。
网络药理学基于“疾病-基因-靶点-药物”相互作

用的关系,能够系统综合地观察马齿苋对于猪炎症

性腹泻的干预与影响。本文利用药理学数据库,结
合疾病靶点数据库[13],分析马齿苋中抑制猪炎症反

应的主要活性成分、作用的核心靶点以及显著的通

路,为揭示马齿苋作用提供科学的依据,为开发抗猪

炎症性腹泻药物提供的理论基础。

1 方 法

1.1 马齿苋活性成分的筛选

  利用中药系统药理学数据库与分析平台

(Traditional
 

chinese
 

medicine
 

systems
 

pharmacology
 

database
 

and
 

analysis
 

platform,TCMSP)对马齿苋中

的活性成分进行筛选,在搜索框输入马齿苋,根据

TCMSP官网标准将搜索结果按照口服生物利用度

(Oral
 

bioavailability,OB)≥30%和类药性(Drug-
likeness,DL)≥0.18进行筛选,共搜索到10个有效

成分,依照分子标识号、中文名、OB和DL值的顺序

记录成表。
1.2 马齿苋活性成分中靶点蛋白名称转换及构建

“马齿苋活性成分-作用靶点”网络关系

采用 UniProt数 据 库 中 的 检 索 系 统———
UniProt

 

Knowledgebase
 

(UniprotKB)检索与马齿

苋药效相关的靶点蛋白名称,筛选出针对“猪”的靶

标基因名称,把获得的基因名称导入到
 

Excel表中,
删除重复项得到所有可能的蛋白名称。通过

Cytoscape
 

3.9.1软件构建“马齿苋药效组分—潜在

靶点”网络图。
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1.3 炎症相关靶点的获取及蛋白质互作网络的

构建

在Genecards和疾病靶点数据库(Therapeutic
 

target
 

database,TTD)中,通过关键词“inflammation”
进行检索,获取炎症相关靶点信息,并将其整合到

Excel表格中;将上述筛选到的马齿苋活性成分相

关靶点与炎症相关靶点导入Venn平台进行映射进

而构建韦恩图,获得马齿苋抑制猪炎症反应的预测

靶点;进一步将结果导入STRING数据库,在线构

建马齿苋抑制炎症预测靶点的蛋白质互作(Protein-
protein

 

interaction,PPI)网络图,通过 Cytoscape
 

3.9.1软件进行可视化,绘制PPI网络图。
1.4 关键靶点的GO功能注释和KEGG通路富集

分析

利用 Metascape数据库对关键作用靶点进行

GO注释分析,从细胞组成(Cellular
 

component,
CC)、分子功能(Molecular

 

function,MF)和生物过

程(Biological
 

process,BP)进行筛选,获得GO注释

结果;再选择KEGG通路,设置p<0.01,获得马齿

苋抑制猪炎症反应的潜在通路。
1.5 “成分-靶点-通路”网络图的构建

  将马齿苋活性成分与关键靶点的对应关系和重

要通路与关键靶点的对应关系导入 Cytoscape
 

3.9.1软件中,构建“成分-靶点-通路”网络图。
1.6 分子对接验证

  从 Uniprot数据库(https:∥www.uniprot.
org/)检索马齿苋抑制炎症反应的关键靶点,筛选猪

来源的蛋白,并下载其晶体结构,利用AutoDock软

件进行修饰,以达到降低靶点能量的目的;在
TCMSP数据库中下载马齿苋活性成分的MOL2格

式,利用AutoDock软件对活性组分进行去配基、加
氢、加电荷、确定配体的路径以及进行可旋转键的搜

索与定义;使用AutoDockVina对马齿苋活性成分

与关键靶点展开半柔性对接,选取对接结合能打分

排序前5位的最佳结合构象用于对接结合模式分

析,并用PYMOL软件进行分子对接作图。

2 结果与讨论

2.1 马齿苋活性成分

  利用TCMSP筛选得到马齿苋中的有效化学成

分(见表1)。由表1可知,根据TCMSP官网所要求

的OB≥30%及DL≥18的筛选标准,共筛选得到花

生四烯酸、环阿屯醇、β-胡萝卜素、β-谷甾醇、山柰酚、
香叶木素、木犀草素、异甜菜素、异甜菜甙和槲皮素共

10种马齿苋的有效活性成分。木犀草素不仅能改善

DSS诱导的小鼠结肠炎[14],还可以抑制非洲猪瘟病

毒的复制[15];槲皮素可有效缓解猪流行性腹泻病毒

感染导致的仔猪肠道损伤,提高仔猪肠道抗氧化能力

以及空肠脂质代谢的能力[16];山柰酚可以降低兼性

厌氧菌,改善肠道上皮细胞的屏障损伤,从而减轻肠

道炎症反应[17]。此外,马齿苋中的β-胡萝卜素、香叶

木素等也具有一定程度的肠道抗炎活性[18-19]。
表1 马齿苋的有效活性成分

分子ID 中文名 OB/% DL
MOL001439 花生四烯酸 45.57 20
MOL003578 环阿屯醇 38.69 78
MOL002773 β-胡萝卜素 37.18 58
MOL000358 β-谷甾醇 36.91 75
MOL000422 山柰酚 41.88 24
MOL005100 香叶木素 47.74 27
MOL000006 木犀草素 36.16 25
MOL006657 异甜菜素 59.73 52
MOL006662 异甜菜甙 30.16 52
MOL000098 槲皮素 46.43 28

2.2 马齿苋活性成分-潜在作用靶点网络构建

  将上述筛选得到的马齿苋10种活性成分进行

潜在作用靶点预测,并对靶点基因名进行修正,结合

Uniprot数据库,最终共得到162个独立的靶点。
将马齿苋10个活性成分及162个潜在作用靶点通

过Cytoscape
 

3.9.1软件可视化,构建了“马齿苋活

性成分-潜在作用靶点”网络(见图1)。由图1可见:
马齿苋的10个活性成分与预测靶点之间存在着错

综复杂的相互作用。
2.3 马齿苋活性成分抑制猪炎症反应的靶点预测

及蛋白互作图

在Genecards和TTD数据库中,输入关键词

“inflammation”进行检索,获得与炎症相关的靶点

分别为1327个和155个。对上述筛选结果进行整

合,删除重复项,得到1437个药物靶点。将162个

马齿苋活性成分靶点与1437个疾病靶点导入韦恩

平台,对其进行映射,构建韦恩图(见图2)。由图2
可见,马齿苋抑制猪的炎症反应的预测靶点有90
个。将这90个预测靶点导入String数据库构建

PPI网络,得到蛋白互作关系图(图3)。由图3可

见,靶点之间产生连线表明可以相互作用,连线越多

的靶点表明在马齿苋活性成分抑制猪炎症反应中发

挥越关键的作用。进一步将上述结果以TSV格式

导出到Cytoscape
 

3.9.1软件,进行可视化绘制蛋

白互作网络。

055 浙江理工大学学报(自然科学) 2024年 第51卷



图1 马齿苋活性成分-潜在作用靶点图

注:黄色代表马齿苋,蓝色代表马齿苋的10种活性成分,红色代表马齿苋的10种活性成分所对应的“猪”源靶点。

图2 马齿苋活性成分靶点与猪炎症靶点交集韦恩图

注:蓝色区域为马齿苋活性成分的有效靶点,桔色区域为疾病

数据库所含的全部靶点,两种颜色交集区域即马齿苋抑制猪的

炎症反应的预测靶点。

  为使结果更直观,网络中节点大小通过度值来

体现,度值越大,节点越大,其所代表的关键作用靶

点在网络中就越重要,最内两圈颜色较深、较大的节

点,如TNF、ALB、TP53及IL-6等都是较为关键的

靶点(见图4)。将排名前10的靶点绘制成表格(见
表2)。TNF和IL-6是由单核细胞和巨噬细胞产生

的最重要的细胞因子,可以介导机体炎症的全身效

应,在体内,适量的IL-6和TNF-α对感染是有益

的,过量产生就是有害的,如在猪流行性腹泻病毒引

发仔猪出现严重腹泻时,IL-6和 TNF-α明显升

高[20]。CRP/ALB则是一种新的炎症标志物,是
CRP与ALB的复合标志物,可以反映机体的炎症

及营养状况[21];TP53
 

作为转录因子,可以调控细胞

周期、炎症反应和细胞凋亡等
 [22-24]。

2.4 关键作用靶点的生物功能预测、作用通路分析

及“成分-靶点-通路”网络的构建

通过Metascape数据库对马齿苋活性成分抑制

猪炎症反应的关键靶点进行GO注释分析,根据

“p<0.01”的筛选依据,GO富集结果得出1719条

条目,其中BP有1512条,CC有70条,MF有137
条,各取前10条进行可视化处理得到GO生物学模

块(见图5)。图5显示:BP模块中富集度较高的条

目主 要 集 中 在 细 胞 迁 移 的 正 调 控 (Positive
 

regulation
 

of
 

cell
 

migration)、细菌源分子的反应

(Response
 

to
 

molecule
 

of
 

bacterial
 

origin)、氧气水

平的反应(Response
 

to
 

oxygen
 

levels)、炎症反应

(Inflammatory
 

response)、细 胞 增 殖 的 负 调 控
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(Negative
 

regulation
 

of
 

cell
 

population
 

proliferation)
等;CC模块中富集度较高的条目主要集中在膜筏

(Membrane
 

raft)、分 泌 颗 粒 腔(Secretory
 

granule
 

lumen)、受体复合物(Receptor
 

complex)、转录调控复

合体(Transcription
 

regulator
 

complex)和内质网腔

(Endoplasmic
 

reticulum
 

lumen)等方面;而在MF模块

中富集度较高的条目主要集中在细胞因子受体结合

(Cytokine
 

receptor
 

binding)、DNA结合转录因子结合

(DNA-binding
 

transcription
 

factor
 

binding)、泛素样蛋

白连接酶结合(Ubiquitin-like
 

protein
 

ligase
 

binding)、
蛋白 同 型 二 聚 化 活 性(Protein

 

homodimerization
 

activity)、蛋白酶绑定(Protease
 

binding)等。

图3 马齿苋主要成分抑制猪炎症反应的蛋白互作图

注:图中圆圈代表马齿苋主要成分抑制猪炎症的靶点,位于圆圈之间的连线则代表两靶点间的互作关系。

  通过Metascape数据库,对关键靶点进一步完

成KEGG通路富集分析。设定“p<0.01”的筛选

条件,共得到173条通路,取前20条将其进行可视

化处理,绘制“成分-靶点-通路”图(见图6)。图6显

示:马齿苋抑制炎症的关键靶点主要富集在癌症的

通路(Pathways
 

in
 

cancer)、脂质和动脉粥样硬化
(Lipid

 

and
 

atherosclerosis)、糖尿病并发症中的

AGE-RAGE 信 号 通 路 (AGE-RAGE
 

signaling
 

pathway
 

in
 

diabetic
 

complications)、前 列 腺 癌
(Prostate

 

cancer)、疟疾(Malaria)、NF-κB信号通路
(NF-kappa

 

B
 

signaling
 

pathway)和MAPK信号通

路(MAPK
 

signaling
 

pathway)等相关途径。在上

述通路中,NF-κB
 

是肠道炎症重要的调节因子。传

染性 胃 肠 炎 病 毒 (Transmissible
 

gastroenteritis
 

virus,
 

TGEV)感染可引起所有年龄猪的急性肠炎,
尤其是哺乳仔猪,NF-κB在TGEV感染的猪肠上皮

细胞中被激活,这与促炎细胞因子TNF和IL6的

上调一致[25]。作为马齿苋主要成分之一的β-谷甾

醇可以通过抑制NF-κB及炎症小体的激活而发挥

抗炎作用[26],因此,马齿苋有可能通过以NF-κB为首

的信号通路作用于相关联的靶点从而发挥抗猪炎症

反应的作用。进一步利用Cytoscape
 

3.9.1软件搭建

了“马齿苋成分-靶点-通路”网络图(见图7)。图7共

展示了193个节点和635条相互关系,马齿苋10个

活性成分中的任一个均可作用于某一通路中的某一

靶点,揭示了马齿苋抑制猪炎症反应的可能机制。
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图4 马齿苋主要成分抑制猪炎症反应的靶点图

注:圆圈均代表马齿苋主要成分抑制猪炎症反应的靶点;连线代表两圆圈的互作关系。
圆圈颜色越深、越大,且连线越多,代表其在马齿苋主要成分抑制猪炎症反应中发挥的作用越大。

表2 马齿苋抑制猪炎症反应的关键靶点

英文缩写 中文全称(英文全称) 度值

TNF 肿瘤坏死因子(Tumor
 

necrosis
 

factor) 69
ALB 白蛋白(Albumin) 58
TP53 细胞肿瘤抗原p53(Cellular

 

tumor
 

antigen
 

p53) 58
JUN 智人Jun原癌基因(Homo

 

sapiens
 

Jun
 

proto-oncogene) 55
IL6 白细胞介素-6(Recombinant

 

Interleukin
 

6) 54
CASP3 胱天蛋白酶3(Recombinant

 

Caspase
 

3) 51
VEGFA 血管内皮生长因子A(Vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor
 

A) 49
NFKBIA 核因子κB抑制剂α(Nuclear

 

factor-kappa-B-inhibitor
 

alpha) 47
MMP9 基质金属蛋白酶9(Matrix

 

metalloproteinase
 

9) 47
IL10 白细胞介素-10(Recombinant

 

Interleukin
 

10) 45

2.5 分子对接结果

  根据度值,将马齿苋的活性成分以及马齿苋抑

制猪炎症反应的关键靶点进行排序,绘制马齿苋有

效活性成分度值表(见表3)。从表3中取度值排序

前5位的马齿苋活性成分(槲皮素、花生四烯酸、山
柰酚、木犀草素和β-谷甾醇),并从表2中取前5位

的关键靶点(TNF、ALB、TP53、JUN和IL6),依次

对它们进行分子对接,结果见图8所示。从图8可

见:前25组蛋白受体-活性成分对接结果中有9组

结合能均低于-5.0,表明对接结果良好,马齿苋的

活性成分如槲皮素、山柰酚和木犀草素均能与TNF
和ALB等靶点进行半柔性对接,其中ALB靶点与
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图5 GO生物学模块

图6 KEGG富集分析图前20条通路

β-谷甾醇的结合能最低,为-8.62
 

kcal/mol,结合最

稳定。选取结合能最低的前5个组合,即β-谷甾醇

与ALB、木犀草素与ALB、β-谷甾醇与IL6、β-谷甾

醇与TNF、山柰酚与ALB,利用pymol软件进行对

接可视化,使分子对接结果更直观(见图9)。

3 结 论

  本文采用网络药理学和分子对接方法对马齿苋
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图7 “成分-靶点-通路”图
注:MCX代表马齿苋,黄色部分为马齿苋的10个主要活性成分,蓝色部分为马齿苋活性成分抑制猪炎症反应的

162个关键靶点,红色部分为关键靶点的重要的20条富集通路,连线代表两者间的互作关系。

表3 马齿苋有效活性成分度值

中文名 度值 中间性 紧密性

槲皮素 45 0.23 0.41
花生四烯酸 31 0.17 0.40

山柰酚 27 0.16 0.39
木犀草素 25 0.11 0.38
β-谷甾醇 20 0.16 0.37
β-胡萝卜素 16 0.04 0.37
异甜菜苷 2 0.01 0.33
异甜菜素 2 0.01 0.33
香叶木素 2 0.01 0.33
环阿屯醇 2 0.01 0.33

  注:中间性指的是一个节点担任连接其他两个节点之间
最短路的“桥梁”的次数,一个节点充当“桥梁”的次数越高,
它的中间性就越高;亲密性则指的是一个节点距离其他节点
越近,它的亲密性越高。这两个指标也进一步证实了排名靠
前的靶点的重要性。

抑制猪炎症反应的活性成分与潜在靶点等的生物学

机制进行了探索性分析,为马齿苋在兽医临床上的

应用提供理论数据支持。本研究主要结论如下:
a)马齿苋主要活性成分中的槲皮素和木犀草素

等可能是马齿苋抑制猪炎症反应的药效学基础,为
相关药物开发提供了更精确的指向。
b)TNF、IL6、ALB和TP53为马齿苋抑制猪炎

症反应的关键靶点;分子对接的结果也证实马齿苋

中的有效活性成分与上述关键靶点结合活性强,
TNF、IL6、ALB和TP53靶点可能在马齿苋抑制猪

炎症反应中起重要作用。
c)马齿苋中的槲皮素和木犀草素等有效活性成

分通过调控NF-κB等信号通路,作用于TNF、IL6
等主要炎症靶点,从而发挥抑制猪炎症反应的作用;
为后续进一步开展细胞及动物实验,以期明确马齿

苋抗猪炎症反应的关键作用靶点及信号通路奠定理

论基础。
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图8 分子对接结合能图

图9 马齿苋的部分核心化合物与猪炎症反应关键靶点的分子对接模式

注:图中灰色螺旋状部分代表靶点蛋白,绿色棍状结构代表马齿苋有效活性成分的分子结构,粉色棍状结构则代表

马齿苋有效活性成分与靶点蛋白连接的具体氨基酸残基,红色虚线则表示氢键的长度。
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