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摘要： 本试验旨在探究葡萄籽多酚缓解葡聚糖硫酸钠诱导的溃疡性结肠炎的机制。 试验选用 ＧＥＯ 数据库中的两个数据集， 使用 ｓｖａ 包对其进行

整合后， 通过加权基因共表达网络的方法鉴定与溃疡性结肠炎相关的基因模块， 并利用基因本体论数据库和京都基因与基因组百科全书数据库对

基因功能进行注释； 使用液相色谱－质谱联用技术检测葡萄籽多酚主要成分， 选取含量前 １０ 的成分， 利用 ＴＣＭＳＰ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
等数据库和靶点预测工具获取其作用的靶点， 并与先前鉴定的溃疡性结肠炎相关模块的基因取交集， 使用蛋白质－蛋白质相互作用网络分析， 得

到葡萄籽多酚缓解溃疡性结肠炎的关键靶点； 使用分子对接验证葡萄籽多酚主要成分与关键靶点的连接活性； 利用 Ｒａｗ２６４􀆰 ７ 细胞系， 通过荧光

定量 ＰＣＲ 鉴定葡萄籽多酚对关键靶点基因的影响。 结果表明， 有 ３ 个基因模块与溃疡性结肠炎表型高度相关， 且模块内的基因主要与炎症反应、
细胞周期和代谢、 细胞的趋化等功能相关； 葡萄籽多酚的主要成分分别为儿茶素、 表儿茶素、 原花青素 Ｂ２、 刺柄芒花素等， 这些成分作用的靶

点基因与溃疡性结肠炎相关模块的基因有 １５ 个相同， 而在这 １５ 个基因中， 前列腺素内过氧化物合酶 ２、 基质金属酶 ９、 白介素－６、 肿瘤坏死因

子－α 因为在网络中有最高的连接度而被认为是关键靶点； 葡萄籽多酚含量最高的 １０ 个成分与这 ４ 个靶点均具有良好的连接活性， 荧光定量 ＰＣＲ
也证明了葡萄籽多酚能影响这 ４ 个靶点基因的表达。 综上， 葡萄籽多酚最有可能通过影响前列腺素内过氧化物合酶成 ２、 基质金属酶 ９、 白介

素－６和肿瘤坏死因子－α 来缓解溃疡性结肠炎。
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　 　 溃疡性结肠炎 （ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ） 会导致结

肠和直肠黏膜的发炎和溃疡， 典型症状为血性腹泻、
里急后重、 体重减轻［１］。 在宠物临床中， ＵＣ 常见于

犬猫， 主要由犬猫误食骨片、 木枝等坚硬、 尖锐且不

易消化的异物所致［２］。 临床上 ＵＣ 治疗主要采用 ５－
氨基水杨酸和皮质类固醇等药物， 但大多具有较强的

副作用， 亟需开发新型的治疗剂［３］。 在我国的兽药

生产研发上， 大多数新兽药以大动物为主， 针对宠物

用的药品严重不足［４］。 饮食干预， 近年来也被认为

是治疗疾病的一种策略， 富含多酚的饮食可以提供针

对溃疡性结肠炎的保护作用［５］。 膳食多酚作为药食

同源的天然化合物， 其在缓解 ＵＣ 等复杂性疾病上显

示出多成分， 多靶点， 价格低廉， 副作用小的优

势［６］。 因此， 开发天然多酚作为宠物临床上缓解 ＵＣ
的药物具有重要意义。

葡萄籽多酚 （ ｇｒａｐｅ ｓｅｅｄ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ， ＧＳＰ） 中

含有原花青素、 儿茶素、 表儿茶素等多种抗氧化、 抗

炎的活性成分， 在临床上有极高的使用价值［７］。 武

报佳等［８］ 研究表明， ＧＳＰ 可以抑制大鼠的 ＮＦ－ｋＢ 信

号通路。 ＷＡＮＧ 等［９］ 研究也表明， ＧＳＰ 可以通过抑

制炎症和细胞凋亡来改善 ＤＳＳ 诱导的结肠炎。 但由

于 ＧＳＰ 成分的复杂性， 其具体机制尚不清晰。 当前

研究 通 常 采 用 葡 聚 糖 硫 酸 钠 （ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｐｈａｔｅ
ｓｏｄｉｕｍ， ＤＳＳ） 诱导小鼠的 ＵＣ， 该方法具有操作简

便、 价格低廉、 成功率高等优势， 为溃疡性结肠炎治

疗药物的筛选提供了模型基础。
加 权 基 因 共 表 达 网 络 （ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＷＧＣＮＡ） ［１０］ 是一种针对 ＲＮＡ－ｓｅｑ
数据的新型系统生物学技术， 可用于划分基因模块，
构建基因表达网络并揭示基因和表型的相关性， 其具

有灵敏度高， 信息损失少等优点。 使用 ＷＧＣＮＡ 可以

鉴定疾病的潜在治疗靶点。 ＸＵ 等［１１］通过 ＷＧＣＮＡ 鉴

定 ＡＧＡＰ２－ＡＳ１ 和 ＧＯＬＧＡ７Ｂ 为胆管癌的潜在治疗

靶点。
网络药理学［１２］ 由 Ｈｏｐｋｉｎｓ 提出， 其可以通过构

建药物－活性成分－靶点之间的网络关系， 来预测中

药及复方的作用机制。 天然多酚与中药复方同样有多

成分、 多靶点的特点， 也可以利用网络药理学预测其

作用机制。 Ｌｉｕ 等［１３］利用网络药理学发现， 桑黄多酚

的主要活性化合物柑橘素和水杨醛内酯可通过结合

ＴＰ５３、 ＳＴＡＴ３ 等关键靶点治疗结肠癌。
基于以上观点， 本研究对来自 ＧＥＯ 数据库的两

个 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据集进行 ＷＧＣＮＡ 分析， 鉴定出 ＵＣ 相

关基因。 并选取 ＧＳＰ 为研究对象， 使用液相色谱－质
谱联用仪 （ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ －ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，
ＬＣ－ＭＳ） 检测其主要成分， 利用网络药理构建成分

与靶点网络， 与 ＷＧＣＮＡ 鉴定的靶点进行筛选后获得

关键靶点， 使用分子对接预测 ＧＳＰ 主要成分与关键

靶点的结合能力， 最后使用小鼠单核巨噬细胞

（ＲＡＷ２６４􀆰 ７） 验证 ＧＳＰ 对关键靶点基因表达的影

响， 为 ＧＳＰ 缓解 ＵＣ 的应用提供一定的理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

甲醇 （赛默飞世尔科技公司）； 乙腈 （赛默飞世

尔科技公司）； 超纯水 （默克密理博公司）； 甲酸

（西格玛奥德里奇公司）； 葡萄籽多酚 （尖峰天然产

物研究开发有限公司）； ＲＡＷ２６４􀆰 ７ （鼠源） 单核－
巨噬细胞 （赛维尔生物科技有限公司）； ＴＲＩｚｏｌ （西
格玛奥德里奇公司）； ＤＭＥＭ 培养基、 小牛血清、 青

霉素－链霉素双抗 （ＧＩＢＣＯ 公司）； 脂多糖 （西格玛

奥德里奇公司）； 反转录试剂盒、 荧光定量试剂盒

（诺唯赞生物科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据获取

数据集在 ＧＥＯ 数据库中的编号为 ＧＳＥ１３７９４２ 和

ＧＳＥ２１５７７２， 两个数据集试验模型相同， 均为自由饮

水 ＤＳＳ ７ ｄ 后构建的小鼠 ＵＣ 模型， 样本均为结肠组

织样本。 将表达量均整理为每百万条映射读取的千碱

基转录本片段数 （ＦＰＫＭ） 后， 使用 Ｒ 包 ＳＶＡ 去除

批次效应。
１􀆰 ３　 基因模块鉴定和注释

使用 Ｒ 包ＷＧＣＮＡ 构建无标度网络， 将基因根据

相关性划分为 １１ 个模块， 其中软阈值设定为 ３０。 对

每个模块计算其特征向量， 并计算各模块与 ＵＣ 表型

的相关系数和相关系数的显著性。 选取相关系数绝对

值最高的 ３ 个模块， 对每个模块的基因使用 Ｒ 包
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ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 分别进行基因本体论 （Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ） 富集分析和京都基因与基因组百科全书 （Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 通路富

集分析。
１􀆰 ４　 液相色谱－质谱联用检测葡萄籽多酚成分

称取 ３００ ｍｇ ＧＳＰ 溶解于 １ ｍＬ 甲醇， 涡旋振荡

２ ｍｉｎ， 加入 ３ 粒钢珠研磨 ５ ｍｉｎ （５０ Ｈｚ）， 冰浴超声

萃取 ２０ ｍｉｎ。 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， 静置 １０ ｍｉｎ， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清液， 进行液相色谱

与质谱联用检测。
色谱分析条件如下。 正离子模式为： 色谱柱为美

国 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ Ｃ８ （１􀆰 ７ μｍ， ２􀆰 １×
１００ ｍｍ Ｃｏｌｕｍｎ）； 柱温为 ５０ ℃， 进样体积为 ４ μＬ，
流动相 Ａ 相为 ０􀆰 １％甲酸 ／水， 流动相 Ｂ 相为 ０􀆰 １％甲

酸 ／乙腈， 流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 梯度洗脱程序： ５％ Ｂ
相为起始浓度， ０ ～ ２ ｍｉｎ， Ｂ 相保持在 ５％， ２ ～ ３７
ｍｉｎ， Ｂ 相由 ５％变为 ９９％， ３７ ～ ４２ ｍｉｎ， Ｂ 相保持在

１００％， ４２􀆰 １～４５ ｍｉｎ， Ｂ 相保持在 ５％。
负离子模式为： 色谱柱为美国 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ

ＵＰＬＣ® ＨＳＳ Ｔ３ （１􀆰 ８ μｍ， ２􀆰 １×１００ ｍｍ Ｃｏｌｕｍｎ）； 柱

温为 ５０ ℃， 进样体积为 ４ μＬ， 流动相 Ａ 相为 ６􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵 ／水， 流动相 Ｂ 相为 ６􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳

酸氢铵 ／ ９０％甲醇 ／水， 流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 梯度洗

脱程序： ５％ Ｂ 相为起始浓度， ０～２ ｍｉｎ， Ｂ 相保持在

５％， ２～ ４２ ｍｉｎ， Ｂ 相由 ５％变为 ９９％， ４２ ～ ４７ ｍｉｎ，
Ｂ 相保持在 ９９％， ４７􀆰 １～５０ ｍｉｎ， Ｂ 相保持在 ５％。

质谱分析如下。 质谱一级全扫描＋ＩＤＡ 二级子离

子扫描－正离子模式： 源温为 ５５０ ℃， 气帘气流速为

３５ ｐｓｉ， 去簇电压为 ８０ Ｖ， ＭＳ 碰撞能量为 １０ ｅＶ，
ＭＳＭＳ 模式碰撞电压为 （４０±１５） ｅＶ， 一级质谱扫描

范围为 ７０～１ ０５０ Ｄａ， 二级质谱扫描范围为 ５０～１ ０５０
Ｄａ。 质谱一级全扫描＋ＤＤＡ 二级子离子扫描－负离子

模式： 源温为 ３５０ ℃， 气帘气流速为 ３５ ｐｓｉ， 去簇电

压为－８０ Ｖ， ＭＳ 碰撞能量为－１０ ｅＶ， ＭＳＭＳ 模式碰撞

电压为 （ － ３５ ± １５） ｅＶ， 一级质谱扫描范围为 ７０ ～
１ ０５０ Ｄａ， 二级质谱扫描范围为 ５０～１ ０５０ Ｄａ。
１􀆰 ５　 葡萄籽多酚相关靶点筛选

选取 ＧＳＰ 含量前 １０ 的成分， 将每个成分依此输

入 ＴＣＭＳＰ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｍｓｐ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）、
ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ／ ） 获取其

靶点， 对于两个数据库均没有靶点的成分使用 Ｓｗｉｓ⁃
ｓＴａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ），
选取物种为 “Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｅｓ”， 进行靶点预测。 使用

Ｓｔｒｉｎｇ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ）对靶点名字进行

规范。 最后使用 Ｒ 包 ｈｏｍｏｌｏｇｅｎｅ 对来源于 “ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ” 的靶点进行同源转换， 使所有靶点统一为

“Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｅｓ” 的靶点。
１􀆰 ６　 葡萄籽多酚－主要成分－靶点网络图构建

将 １􀆰 ４ 所得的 ＧＳＰ 主要成分和 １􀆰 ５ 所得的靶点

输入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 中， 构建 “ＧＳＰ－成分－靶点” 网络。
１􀆰 ７　 葡萄籽多酚缓解溃疡性结肠炎关键靶点的筛选

取 １􀆰 ３ 鉴定的 ３ 个核心模块的基因与 １􀆰 ５ 构建的

靶点 的 交 集， 将 所 得 靶 点 导 入 到 Ｓｔｒｉｎｇ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／ ）， 构建交集靶点网络， 取网

络中连接度最高的 ４ 个靶点作为 ＧＳＰ 缓解 ＵＣ 的关键

靶点。
１􀆰 ８　 分子对接

在 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ）下载

１􀆰 ７ 中获得的 ４ 个靶点的蛋白结构， 分别为白介素 ６
（ＩＬ６， ＰＢＤ 编号为 ２ｌ３ｙ）， 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－
α， ＰＤＢ 编号为 ２ＴＮＦ）， 前列腺素内过氧化物合酶成

２ （ＰＴＧＳ２， ＰＤＢ 编号为 ３ｎｔ１）， 基质金属蛋白酶 ９
（ＭＭＰ９， 使用 ａｌｐｈａｆｏｌｄ 预测）。 在 Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）下载 １􀆰 ４ 获得的

含量前 １０ 的化合物的 ２Ｄ 结构。 使用 ＰｙＲｘ 对化合物

和靶点蛋白进行预处理后进行分子对接。 对接结果使

用 Ｐｌｉｐ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｌｉｐ － ｔｏｏｌ． ｂｉｏｔｅｃ． ｔｕ － ｄｒｅｓｄｅｎ． ｄｅ ／ ｐｌｉｐ －
ｗｅｂ ／ ｐｌｉｐ ／ ｉｎｄｅｘ）和 ＰｙＭｏＬ 可视化。
１􀆰 ９　 荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）

收集培育好的 Ｒａｗ２６４􀆰 ７， 接种于 １２ 孔板中， 将

其分为 Ｂｌａｎｋ 组、 ＧＳＰ －Ｌ 组、 ＧＳＰ －Ｈ 组和 ＬＰＳ 组，
每组 ６ 重复。 ３７ ℃培养 １２ ｈ 后， Ｂｌａｎｋ 组每孔加入含

０􀆰 １％二甲基亚砜的 ＤＭＥＭ 培养基作为对照， 其余组

均加入含脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ） 的 ＤＭＥＭ
培养基 （ＬＰＳ 终浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ）， ＧＳＰ－Ｌ 和 ＧＳＰ－Ｈ
组另外补充 ＧＳＰ， ＧＳＰ 终浓度分别为 １００ μｇ ／ ｍＬ 和

２００ μｇ ／ ｍＬ。 培养 ２４ ｈ 后， 收集细胞， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 提
取总 ＲＮＡ， ｑＰＣＲ 按照诺维赞公司试剂盒操作说明进

行， 内参基因为甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）。
引物由擎科生物科技股份有限公司合成， 如表 １ 所示。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 引物序列 （３′→５′）

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＩＬ６－Ｆ ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ

ＩＬ６－Ｒ ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＴＮＦ－Ｆ ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ

ＴＮＦ－Ｒ ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

ＰＴＧＳ２－Ｆ ＴＴＣＡＡＣＡＣＡＣＴＣＴＡＴＣＡＣＴＧＧＣ

ＰＴＧＳ２－Ｒ ＡＧＡＡＧＣＧＴＴＴＧＣＧＧＴＡＣＴＣＡＴ

ＭＭＰ９－Ｆ ＣＴＧＧＡＣＡＧＣＣＡＧＡＣＡＣＴＡＡＡＧ

ＭＭＰ９－Ｒ ＣＴＣＧＣＧＧＣＡＡＧＴＣＴＴＣＡＧＡＧ
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１􀆰 １０　 数据处理与结果统计

结果数据以 “平均值±标准误” 表示， 使用 Ｒ 包

ｓｔａｔｓ 进行单因素方差分析， 利用 Ｔｕｋｅｙ 法进行事后多

重比较分析显著性， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 ＵＣ 相关基因模块的鉴定和注释

从 ＧＥＯ 数据库中下载编号为 ＧＳＥ１９７３４２ 和

ＧＳＥ２１５７７２ 的 ２ 个 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据集， 如图 １Ａ 所示，
使用 ＷＧＣＮＡ 将基因根据表达的相似性聚类为 １１ 个

模块。 计算每个模块的特征值与 ＵＣ 表型的相关系数

和统计显著性， 如图 １Ｂ 所示， 得到两个与 ＵＣ 表型

显著正相关的基因模块， 黑色模块 （Ｐ ＝ ７×１０－４） 和

绿色模块 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００４）， 相关系数分别为 ０􀆰 ８４ 和

０􀆰 ７６， 一个与 ＵＣ 表型显著负相关的基因模块， 蓝色

模块 （Ｐ＝ ６×１０－４）， 相关系数为－０􀆰 ８４。 对得到的 ３
个模块的基因分别进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路的富集分

析， 来注释这些基因的功能。 如图 １Ｃ 所示， ＧＯ 分

析表明， 黑色模块的基因主要与白细胞迁移、 细胞因

子介导的信号通路、 单核细胞迁移等相关； 绿色模块

的基因主要与调节炎症反应、 急性炎症反应、 先天免

疫反应激活等相关； 蓝色模块的基因功能主要与脂肪

酸代谢、 氨基酸代谢、 细胞周期的正调节等相关。 如

图 １Ｄ 所示， ＫＥＧＧ 通路富集分析表明， 黑色模块的

基因在 ＩＬ－１７ 信号通路中富集， 绿色模块的基因在

ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路和 ＮＦ－κＢ 信号通路中富集， 蓝色

模块的基因在细胞周期、 碳代谢、 丙酸盐代谢和丁酸

盐代谢等通路中富集。 简而言之， 黑色模块的基因与

细胞的趋化有关， 绿色模块的基因与炎症反应有关，
蓝色模块的基因与细胞周期和代谢功能有关。

Ａ． 所有基因的聚类树和它们对应的模块； Ｂ． 各基因模块特征值与 ＵＣ 表型的相关系数和相关性的显著性水平； Ｃ． 绿色、 黑色和蓝色模块内

基因的 ＧＯ 富集分析结果； Ｄ． 绿色、 黑色和蓝色模块内基因的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果。 Ｐ 值以数值型式显示。

图 １　 ＵＣ 相关基因模块的鉴定和注释

２􀆰 ２　 ＧＳＰ 主要成分分析

使用 ＬＣ－ＭＳ 获取 ＧＳＰ 的正离子和负离子色谱，
如图 ２ 所示， 根据保留时间和核质比比对数据库， 注

释化合物。 计算峰面积获得化合物的百分率， 选取含

量前 １０ 的成分， 结果如表 ２ 所示。
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表 ２　 葡萄籽多酚主要成分

ＰｕｂＣｈｅｍ ＩＤ 成分名称 百分率 ／ ％

２４０９６３９９ （Ｚ） －５， ８， １１－三羟基十八碳－９－烯酸 ２１􀆰 ２３

９０６４ 儿茶素 １１􀆰 １１

７２２７６ （－） －表儿茶素 ７􀆰 ５０

１２２７３８ 原花青素 Ｂ２ ６􀆰 ８２

５４６７５８６６ ３， ４－二羟基苯甲酸 ４􀆰 ２６

６０９６１ 腺苷 ４􀆰 ２１

２２６６ 壬二酸 ３􀆰 ６５

６１４０ 苯丙氨酸 ２􀆰 ８３

１０６９０ 葡萄糖酸 ２􀆰 １７

５２８０３７８ 刺柄芒花素 ２􀆰 １３

Ａ． 正离子； Ｂ． 负离子。

图 ２　 ＧＳＰ 的 ＬＣ－ＭＳ 总离子流图

２􀆰 ３　 ＧＳＰ 缓解 ＵＣ 的潜在靶点筛选

如图 ３Ａ 所示， 综合利用 ＴＣＭＳＰ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数

据库和 ＳｗｉｓｓｔａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 靶点预测网站， 共找到

ＧＳＰ 的 １０ 个主要成分的 ８６ 个靶点。 与 ２􀆰 １ 中鉴定出

的 ３ 个模块的合计 １ ５８６ 个基因取交集， 得到与 ＧＳＰ
缓解 ＵＣ 相关的 １５ 个靶点， 如图 ３Ｂ 所示。 将 １５ 个

靶点导入到 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库， 获取蛋白质－蛋白质相互

作用 （ ｐｒｏｔｅｉｎ －ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ＰＰＩ） 网络图， 如

图 ３Ｃ 所示， 选择连接度最高的 ４ 个靶点作为关键靶

点， 分别为 ＰＴＧＳ２、 ＭＭＰ９、 ＩＬ６ 和 ＴＮＦ－α。
２􀆰 ４　 分子对接

选用 ２􀆰 ３ 中得到的 ４ 个关键靶点， 与 ２􀆰 ２ 中得到

的 ＧＳＰ 含量最高的 １０ 个成分进行分子对接。 对接结

果， 如图 ４Ａ 所示， ＧＳＰ 主要成分中的儿茶素、 表儿

茶素、 原花青素 Ｂ２、 刺柄芒花素与 ４ 个靶点均具有

良好的结合活性， 尤其是原花青素 Ｂ２ 和 ＰＴＧＳ２， 结

合能达到了 ４８􀆰 ６ Ｊ ／ ｍｏｌ。 如图 ４Ｂ 所示， 本研究也预

测了部分主要成分和核心靶点的潜在位点， 具体的结

合位点如表 ３ 所示。
２􀆰 ５　 ｑＰＣＲ 验证 ＧＳＰ 对关键靶点基因的影响

为了进一步验证 ＷＧＣＮＡ、 网络药理和分子对接

预测结果的准确性， 本研究对 Ｒａｗ２６４􀆰 ７ 细胞进行了

ｑＰＣＲ 试验。 结果如图 ５ 所示， 在 ＬＰＳ 作用后， 关键

靶点对应的基因 ＭＭＰ９、 ＰＴＧＳ２、 ＴＮＦ、 ＩＬ６ 的表达量

均显著上升， 而在补充 ＧＳＰ 后， 这种趋势被逆转。
这进一步证明了 ＧＳＰ 主要成分与关键靶点具有良好

的互作潜力。
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Ａ． ＧＳＰ １０ 个主要成分与靶点的互作网络图， 菱形代表 ＧＳＰ， 倒三角形代表 ＧＳＰ 主要成分， 圆形代表主要成分对应的靶点； Ｂ． 模块基因与

ＧＳＰ 主要成分的靶点的韦恩图； Ｃ． 交集靶点的 ＰＰＩ 网络互作图。

图 ３　 ＧＳＰ 缓解 ＵＣ 潜在靶点的筛选

表 ３　 葡萄籽多酚主要成分与靶点的潜在结合位点

成分 靶点 结合位点

原花青素 Ｂ２ ＰＴＧＳ２ ＡＲＧ－４４、 ＡＲＧ－６１、 ＧＬＮ－５４３、 ＴＹＲ－３７、 ＰＨＥ－３７１、 ＧＬＮ－３７２、 ＳＥＲ－１２１、 ＴＹＲ－１２２

儿茶素 ＭＭＰ９ ＴＹＲ－４９、 ＡＲＧ－５２、 ＡＲＧ－９６、 ＴＨＲ－３７、 ＧＬＹ－１８６、 ＡＲＧ－３７０、 ＡＲＧ－３６６、 ＡＳＰ－３４

表儿茶素 ＴＮＦ－α ＬＹＳ－１１２、 ＴＲＰ－１１４、 ＳＥＲ－９９、 ＴＨＲ－１０５、 ＧＬＵ－１１６

刺柄芒花素 ＩＬ６ ＳＥＲ－８３、 ＩＬＥ－９２、 ＬＹＳ－９１、 ＶＡＬ－１３６

Ａ． 分子对接结合能热图； Ｂ． 结合位点图。

图 ４　 ＧＳＰ 主要成分和关键靶点的分子对接结果
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∗ Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗ Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 ＧＳＰ 对关键靶点基因的影响

３　 讨论

传统的网络药理学对于疾病的靶点的筛选依托于

Ｇｅｎｅｃａｒｄ、 ＯＭＩＭ、 Ｍａｌａｃａｒｄｓ 等数据库， 其疾病的靶

点往往仅限于人类［１４］。 本研究将 ＷＧＣＮＡ 应用于小

鼠 ＵＣ 模型的 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据， 筛选出小鼠 ＵＣ 的相关

靶点， 并对药物的靶点进行物种间的同源转换， 使得

网络药理可以应用于小鼠模型上。 Ｙｉｎ 等［１５］ 也将网

络药理应用到其他动物上， 探究了乌梅散治疗仔猪腹

泻的机制。
在 ＷＧＣＮＡ 筛选的 ３ 个基因模块中， 蓝色模块与

ＵＣ 表型有显著的负相关性， ＧＯ 富集分析显示， 蓝

色模块基因与氨基酸代谢和脂肪酸代谢有关， 这表

明， ＵＣ 的一个显著特征可能是氨基酸和脂肪酸代谢

紊乱。 Ｄｉａｂ 等［１６］研究表明 ＵＣ 患者的结肠黏膜组织

存在氨基酸代谢和脂肪酸代谢的紊乱， 这与本研究的

结果是一致的； 黑色模块和绿色模块与 ＵＣ 表型有显

著的正相关性， ＫＥＧＧ 通路富集分析显示， 黑色模块

基因与 ＩＬ－１７ 信号通路有关。 ＩＬ－１７ 主要由 Ｔｈ１７ 细

胞特异性产生［１７］， 当免疫调节功能失调时， Ｔｈ１７ 细

胞异常增殖并产生大量促炎细胞因子， 这些细胞因子

可以募集其他炎症细胞， 导致 ＵＣ 的不断发展［１８］。
ＧＯ 富集分析的结果也表明， 黑色和绿色模块的基因

与炎症反应和细胞募集相关， 这与 Ｔｈ１７ 细胞异常增

殖的导致的变化是一致的。 因此， ＵＣ 的另一个显著

特征可能是 Ｔｈ１７ 细胞的失衡。
使用 ＬＣ－ＭＳ 检测了 ＧＳＰ 成分， 我们发现 ＧＳＰ 中

存在大量的儿茶素、 表儿茶素和原花青素 Ｂ２。 儿茶

素、 表儿茶素属于黄烷醇类化合物， 原花青素 ｂ２ 属

于黄酮类化合物［１９］， 儿茶素被报道对于能够调节奶

牛乳腺上皮细胞的炎症反应和氧化应激， 表儿茶素则

被证明其对于 ＮＦ－κＢ 通路的抑制， 原花青素 Ｂ２ 则能

够诱导巨噬细胞的 Ｍ２ 极化［２０－２２］。 这些结果都表明了

ＧＳＰ 对于 ＵＣ 的治疗潜力。
基于网络药理， 本研究筛选出 ＧＳＰ 缓解 ＵＣ 的 ４

个关键靶点： ＩＬ６、 ＴＮＦ － α、 ＰＴＧＳ２、 ＭＭＰ９。 ＩＬ６、
ＴＮＦ－α 是炎症反应中的重要细胞因子， ＩＬ６ 被报道能

够激活 ＮＦ－κＢ 信号通路， 从而诱发炎症［２３］， 通过

ＴＮＦ－α 转化酶抑制 ＴＮＦ－α 的产生也被报道可用于治

疗慢性结肠炎［２４］， 这些报道表明 ＩＬ６ 和 ＴＮＦ－α 是

ＵＣ 发展中可调控的靶点； ＰＴＧＳ２ 对应的蛋白—前列

腺素内过氧化物合酶 ２， 是花生四烯酸合成前列腺素

合成的限速酶［２５］， 当巨噬细胞受到炎症刺激后， 会

合成并释放前列腺素［２６］， 花生四烯酸衍生的前列腺

素又会作为促炎介质进一步加重炎症［２７］。 因此， 抑

制 ＰＴＧＳ２， 可以通过抑制前列腺素的合成来打破这种

“炎症循环”， 这进一步表明了 ＰＴＧＳ２ 作为缓解 ＵＣ
的靶点的可行性； ＭＭＰ９ 被报道会通过降解上皮来介

导组织损伤， ＭＭＰ９ 抑制剂联合 ＪＡＫ 抑制剂能有效

缓解 ＤＳＳ 引起的 ＵＣ［２８］， 这些证据表明， ＭＭＰ９ 是缓

解 ＵＣ 的潜在靶点。
分子对接结果表明， 对于 ４ 个靶点， ＧＳＰ 均具有

特定的成分与其有良好的结合潜能。 针对 ＴＮＦ－α 的

单抗是临床上治疗 ＵＣ 重要的药物［２９］， 但部分患者

具有对抗 ＴＮＦ 单抗的不响应性， 这大大限制了抗

ＴＮＦ 单抗的使用范围， 相较之下， ＧＳＰ 作为一个多

成分， 多靶点的药物， 显示出其独特的优势。
综上， 本研究以 ＧＳＰ 和 ＵＣ 作为研究对象， 通过

ＷＧＣＮＡ 鉴定 ＵＣ 相关基因模块， 并用网络药理学初

步揭示了 ＧＳＰ 在小鼠 ＵＣ 模型上通过多成分作用于多

靶点的缓解作用， 为 ＧＳＰ 的后续研究提供了理论

基础。
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