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基于网络药理学与代谢组学探讨枳实－厚朴药
对治疗慢传输型便秘的作用机制
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摘要:利用网络药理学与代谢组学探讨枳实－厚朴药对治疗慢传输型便秘(ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎꎬＳＴＣ)的潜在作用机制ꎮ
使用中药系统药理数据库与分析平台筛选枳实与厚朴的化学成分及作用靶点ꎬ通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ、ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库

搜集 ＳＴＣ 的疾病预测靶点ꎬ运用维恩图获得成分与疾病的交集靶点ꎬ采用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建蛋白质－蛋白质相互作用

网络ꎬ运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 软件计算并筛选关键靶点ꎬ同时绘制中药－成分－靶点网络图ꎬ利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库对交集靶

点进行 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)功能富集分析和 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)通路富集分析ꎮ 采用洛哌丁胺

诱导法构建 ＳＴＣ 小鼠模型ꎬ给予枳实＋厚朴灌胃给药后ꎬ对小鼠盲肠内容物进行基于气相色谱联合飞行时间质谱(ＧＣ /
ＴＯＦ￣ＭＳ)的非靶向代谢组学检测ꎬ分析差异性代谢物ꎮ 结果获得枳实－厚朴药对活性成分共 ２４ 种ꎬ与 ＳＴＣ 疾病相关的交

集靶点共 １０６ 个ꎬ其中度值排名靠前的关键靶点包括 ＡＫＴ１、ＴＮＦ、ＴＰ５３、ＩＬ６、ＣＡＳＰ３、ＪＵＮꎮ ＧＯ 分析发现可能涉及的生物

学过程包括细胞对氮化合物的反应、细胞对脂质的反应、蛋白磷酸化的正调控、炎症反应的调节、离子传输的调节等ꎮ
ＫＥＧＧ 分析可能涉及的通路包括癌症通路、ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 信号通路、钙信号通路、５￣羟色胺能突触信号通路等ꎮ 非靶向代谢

组学检测共发现 ２１ 种差异性代谢物ꎬ包括 Ａｋｔ 相关性代谢物烟酸、果糖、原儿茶酸ꎮ 本研究揭示枳实－厚朴药对通过多

成分、多靶点、多通路对 ＳＴＣ 发挥治疗作用ꎬ其活性成分柚皮素和木犀草素ꎬ关键靶点 Ａｋｔ 及相关性代谢物值得特别关

注ꎬ这为后续基础研究提供了思路与理论依据ꎮ
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　 　 慢传输型便秘(ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎꎬ ＳＴＣ)是由于结肠运输能力减弱ꎬ以肠道内容物传输缓慢为特征

的一类顽固性便秘ꎬ约占功能性便秘的 ４５.５％[１]ꎮ ＳＴＣ 的临床表现为长期便次减少ꎬ便意缺失ꎬ排便时间延

长ꎬ粪便干结ꎬ呈羊粪状或球状ꎬ部分患者伴有腹胀、左下腹隐痛等不适症状ꎮ 中医学上将便秘归为“便秘”
“脾约” “后不利”等范畴ꎮ «金匮翼􀅰便秘»指出“气内滞ꎬ而物不行也”ꎬ大肠传导失司ꎬ气机郁滞ꎬ通降失

职ꎬ糟粕内停为本病基本病机ꎬ即如«丹溪心法»所云“当升者不得升ꎬ当降者不得降ꎬ当变化者不得变化也ꎬ
传化失常” [２]ꎮ

对于 ＳＴＣ 病机的认识ꎬ目前普遍认为应当属于中医学“虚秘”范畴ꎬ为本虚标实之证ꎮ 究其本源ꎬ多为中

焦脾胃虚弱ꎬ纳运失职ꎬ气机升降失常ꎬ气虚则大肠传导无力ꎬ不能推动肠内糟粕运行[３]ꎮ 归纳总结上海中

医药大学附属龙华医院曹永清教授 ５６１ 首治疗便秘中药内服处方ꎬ共涉及中药 １１３ 味ꎬ按选用频次高低排

序ꎬ排名前 ５ 的中药依次为枳实、厚朴、党参、茯苓、川楝子[４]ꎻ河北省中医院李佃贵教授治疗便秘 ９０ 首处方

中ꎬ最为常用的前 ５ 位中药分别是枳实、大黄、厚朴、当归、川芎[５]ꎻ广东省中医院黄穗平教授治疗便秘 １７６ 首

处方中ꎬ使用频率最高的 ５ 味中药依次为枳实、炙甘草、黄芪、厚朴、火麻仁[６]ꎮ 分析当代医家治疗便秘的组

方特点及用药规律ꎬ我们可以发现“枳实”与“厚朴”两味中药在临床治疗便秘组方配伍中的选用频率排名

前列ꎮ
枳实与厚朴皆属苦泄辛散性温ꎬ“辛”能行ꎬ能散ꎬ引气上行ꎬ“苦”能降ꎬ能泻ꎬ苦泻下行ꎬ苦辛通降ꎬ调理

脾胃气机ꎬ具有较强的行气消积作用ꎬ同为消除胀满的要药ꎮ 枳实－厚朴药对出自张仲景«伤寒论»ꎬ此两药

之配伍自古至今被认为具有协同增效的作用ꎮ 因此ꎬ本研究以枳实－厚朴药对作为研究对象ꎬ运用网络药理

学方法筛选枳实与厚朴的有效成分及作用靶点ꎬ并进行生物信息学分析ꎬ同时结合非靶向代谢组学研究ꎬ探
索其治疗 ＳＴＣ 的潜在作用机制ꎬ为下一步研究提供数据基础与理论依据ꎮ
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１　 资料与方法

１.１　 枳实、厚朴活性成分及作用靶点的筛选

在中药系统药理学数据库与分析平台( ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ ＴＣＭＳＰ)(ｈｔｔｐｓ: / / ｔｃｍｓｐ￣ｅ.ｃｏｍ / ｔｃｍｓｐ.ｐｈｐ)中分别检索枳实、厚朴的化学成分ꎬ选择口服生

物利用度(ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙꎬＯＢ)≥３０％、类药性(ｄｒｕｇ￣ｌｉｋｅｎｅｓｓꎬＤＬ)≥０.１８ 作为参考标准筛选出活性成分ꎬ
而后获得活性成分的靶点信息ꎮ 此时得到的靶点信息为蛋白名称ꎬ利用 Ｕｎｉｔｐｒｏｔ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｕｎｉｐｒｏｔ.
ｏｒｇ / )进行检索转化为基因名称ꎮ
１.２　 ＳＴＣ 疾病相关靶点筛选

以“ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ”为关键词在 ＯＭＩＭ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｏｍｉｍ.ｏｒｇ / )、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｇｅｎｅｃａｒｄｓ.ｏｒｇ / )和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｄｉｓｇｅｎｅｔ.ｏｒｇ / )中检索 ＳＴＣ 疾病相关靶点ꎬ将上述 ３ 个

数据库中获得的靶点信息删除重复项后ꎬ得到本次研究的疾病预测靶点库ꎮ
１.３　 药物－疾病交集靶点获取

利用 Ｖｅｎｎｙ ２.１ 在线工具(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ.ｃｎｂ.ｃｓｉｃ.ｅｓ / ｔｏｏｌｓ / ｖｅｎｎｙ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)将枳实、厚朴活性成分的

作用靶点同 ＳＴＣ 疾病预测靶点库进行交集ꎬ从而得到枳实－厚朴药对在 ＳＴＣ 治疗中的潜在作用靶点ꎮ
１.４　 构建蛋白质－蛋白质相互作用网络图

将 １.３ 节得到的交集靶点数据导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )ꎬ选择 Ｍｕｔｉｐｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ 分

析ꎬ选择 Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ 为 Ｈｏｍｏ Ｓａｐｉｅｎｓꎬ设置 ｍｉｎｉｍｕｍｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ 为 ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ(０.４００)ꎬ得
到蛋白质－蛋白质相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)信息ꎬ以 ＳＴＶ 格式导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 软件绘制

ＰＰＩ 网络图ꎮ
１.５　 拓扑分析及关键靶点筛选

利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中的 Ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ ２.２ 插件计算每个靶点的连接度(ｄｅｇｒｅｅ)ꎬ按照度值由高到低进行排

列ꎬ排位越靠前代表此成分靶点越关键ꎮ 同时利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件绘制中药－成分－靶点网络图ꎮ
１.６　 ＧＯ 富集分析与 ＫＥＧＧ 通路富集分析

利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｔａｓｃａｐｅ.ｏｒｇ / ｇｐ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)对 １.３ 节得到的交集靶点数据进行基因本

体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)功能富集分析和京都基因和基因组大百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路富集分析ꎬ预测枳实－厚朴药对治疗 ＳＴＣ 的潜在机制ꎮ
１.７　 实验动物及分组

６~８ 周龄ꎬ１８~２２ ｇꎬ清洁级ꎬ雄性ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ共 １８ 只ꎬ购于常州卡文斯实验动物有限公司(ＳＣＸＫ
(苏)２０２１￣００１０)ꎬ饲养于无锡市人民医院实验动物中心屏障级环境设施中ꎮ 饲养温度为 ２４ ~ ２６ ℃ꎬ湿度为

５０％~ ７０％ꎬ １２ ｈ / １２ ｈ 固定明暗周期ꎮ 本项目通过无锡市中医医院动物伦理审查 (伦理审批号

ＳＳＢ２０２２０１１００１)ꎮ 所有小鼠适养一周后随机分为 ３ 组ꎬ即正常组(ＮＣ 组)、便秘模型组(ＳＴＣ 组)和枳实＋厚
朴治疗组(ＺＳ＋ＨＰ 组)ꎬ每组各 ６ 只ꎮ ＳＴＣ 组和 ＺＳ＋ＨＰ 组小鼠利用洛哌丁胺灌胃法构建便秘模型ꎬ方法为按

１０ ｍｇ / ｋｇ 体重剂量给予洛哌丁胺(西安杨森制药ꎬ批号:ＬＧＪ０４４８)灌胃ꎬ１ 次 / ｄꎻＮＣ 组小鼠给予 ０.２ ｍＬ 生理

盐水灌胃ꎬ１ 次 / ｄꎮ ＺＳ＋ＨＰ 组小鼠按 １２.０ ｇ / ｋｇ 剂量给予枳实＋厚朴水提液(Ｖ(枳实):Ｖ(厚朴)＝ １:１)灌胃ꎬ
１ 次 / ｄꎮ ＮＣ 组和 ＳＴＣ 组小鼠则给予相同剂量的生理盐水灌胃ꎮ
１.８　 样本采集及处理

造模后第 ８ ｄꎬ所有小鼠禁食 １２ ｈ 后颈椎脱臼处死ꎬ取小鼠盲肠内容物ꎬ速冻后置于－８０ ℃冰箱保存ꎮ
称取 ５ ｍｇ 冻干粪便样品放置在离心管中ꎬ然后与 １０ μＬ 内标混合ꎬ每份样品再加入 ５０ μＬ 预冷后的 ５０％甲

醇ꎬ１４ ０００ ｇꎬ ４ ℃ 离心 ２０ ｍｉｎ ( Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒꎬ Ｂｅｃｋｍａｎꎬ ＵＳＡ)ꎬ将上清转移到自动取样瓶 ( Ａｇｉｌｅｎｔ

０２
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Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＵＳＡ)ꎮ 将 １７５ μＬ 预冷后的甲醇 /氯仿(体积比为 ３:１)加入残渣中进行二次萃取ꎮ １４ ０００ ｇꎬ
４ ℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ取 １００ μＬ 上清转移到自动取样瓶ꎬ剩余上清液汇集在一起ꎬ制成质量控制样品ꎮ 使用真空

浓缩器( Ｌａｂｃｏｎｃｏꎬ ＵＳＡ)对自动取样瓶中的所有样品进行短暂蒸发以去除氯仿ꎬ并使用冷冻干燥机

(Ｌａｂｃｏｎｃｏꎬ ＵＳＡ)进一步冻干ꎮ 干燥的样品加入 ５０ μＬ 甲氧基胺盐酸盐吡啶溶液(２０ ｍｇ / ｍＬ)在 ３０ ℃衍生

２ ｈꎬ然后用样品制备头在 ３７.５ ℃下加入 ５０ μＬ ＭＳＴＦＡ (１％ ＴＭＣＳ)再衍生 １ ｈꎮ
１.９　 基于 ＧＣ￣ＴＯＦ / ＭＳ 的非靶向代谢组学分析

小鼠盲肠内容物的非靶向代谢组学分析通过气相色谱联合飞行时间质谱(ＧＣ / ＴＯＦ￣ＭＳ)系统(Ｐｅｇａｓｕｓ
ＨＴꎬ Ｌｅｃｏꎬ ＵＳＡ)进行检测ꎬ测序分析委托麦特绘谱生物科技(上海)有限公司实施ꎮ 通过 Ｒｘｉ￣５ｍｓ 毛细管气

相色谱柱(３０ ｍ×２５０ μｍꎬ０.２５ μｍꎬ Ｒｅｓｔｅｋꎬ ＵＳＡ)进行分离ꎮ 载气为氦气(≥９９.９９９％)ꎬ恒定流速 １.０ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
注入和转移温度为 ２７０ ℃ꎮ 质谱参数如下:ＥＩ 离子源模式ꎬ７０ ｅＶ 电离能量ꎬ离子源温度 ２２０ ℃ꎬ采集速率

２５ ｓｐｅｃｔｒａ / ｓꎬ扫描范围:５０~ ５００ Ｄａꎮ 使用 ＣｈｒｏｍａＴＯＦ ｖ４.７１(Ｌｅｃｏꎬ ＵＳＡ)软件处理和识别获得的原始数据ꎮ
化合物的鉴定参考麦特绘谱(上海)构建的 ＪｉａＬｉｂ 代谢物数据库ꎮ 运用主成分分析法和正交偏最小二乘判别分

析法对各组代谢物谱进行分析ꎮ 代谢物 ＶＩＰ(ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ)>１ 和 Ｐ<０.０５(Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ)被
认为存在显著差异ꎮ

２　 结果

２.１　 枳实、厚朴的活性成分及作用靶点

通过 ＴＣＭＳＰ 数据库检索得到枳实活性成分 ２２ 种ꎬ作用靶点 １２４ 个ꎻ厚朴活性成分 ２ 种ꎬ作用靶点 ２８ 个ꎮ
删除重复项后得到枳实－厚朴药对的活性成分共 ２４ 种(ＯＳＩＤ 科学数据与内容附表 １)ꎬ主要活性成分见表 １ꎮ
作用靶点共 １３４ 个ꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内容附表 ２ ꎮ

表 １　 枳实、厚朴主要活性成分基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｉｎ Ａｕｒａｎｔｉｉ Ｆｒｕｃｔｕｓ Ｉｍｍａｔｕｒｕｓ ａｎｄ Ｍａｇｎｏｌｉａｅ Ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｃｏｒｔｅｘ

药物 编码 英文名称 中文名称 ＯＢ / ％ ＤＬ

枳实

ＭＯＬ０１３４３３ ｐｒａｎｇｅｎｉｎ ｈｙｄｒａｔｅ 栓翅芹内酯水合物 ７２.６３ ０.２９

ＭＯＬ００１７９８ ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ＿ｑｔ 新橙皮苷＿ｑｔ ７１.１７ ０.２７

ＭＯＬ０１３４３５ ｐｏｎｃｉｍａｒｉｎ 枸橼苦素 ６３.６２ ０.３５

ＭＯＬ０１３４３６ ｉｓｏｐｏｎｃｉｍａｒｉｎ 异枸橘苦素 ６３.２８ ０.３１

ＭＯＬ００５８２８ ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ 川陈皮素 ６１.６７ ０.５２

ＭＯＬ００４３２８ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ 柚皮素 ５９.２９ ０.２１

ＭＯＬ０１３２７７ ｉｓｏｓｉｎｅｎｓｅｔｉｎ 异橙黄酮 ５１.１５ ０.４４

ＭＯＬ００１８０３ ｓｉｎｅｎｓｅｔｉｎ 甜橙黄酮 ５０.５６ ０.４５

厚朴
ＭＯＬ００５９７０ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ 桉油精 ６０.６２ ０.３２

ＭＯＬ００５９８０ ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ 新橙皮苷 ５７.４４ ０.２７

２.２　 ＳＴＣ 疾病相关靶点

以“ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ”作为关键词在 ＯＭＩＭ 数据库和 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中分别检索到 ＳＴＣ 疾病相

关靶点 ６０４ 个和 ３ ８０１ 个ꎬ由于在 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库中无法以“ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ”作为关键词进行检索ꎬ
遂改用“ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ”作为关键词ꎬ在 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库中检索到疾病相关靶点 ４２４ 个ꎮ 综合 ３ 个数据库结

果ꎬ删除重复项后ꎬ最终得到 ＳＴＣ 疾病相关靶点合计 ４ ３８０ 个ꎮ
２.３　 药物－疾病交集靶点及 ＰＰＩ 网络构建

通过 Ｖｅｎｎｙ ２.１ 在线工具得到枳实－厚朴药对与 ＳＴＣ 的药物－疾病交集靶点共 １０６ 个ꎬ 见 ＯＳＩＤ 科学数

据与内容附图 １ꎮ 将获得的 １０６ 个交集靶点数据导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库ꎬ得到蛋白质间的相互作用信息ꎬ借助

１２
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Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 软件重新布局交集靶点 ＰＰＩ 网络ꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内容附图 ２ꎬ度值越大则节点图标越

大ꎬ颜色越深ꎬ相互作用越强则节点连线越粗ꎮ
２.４　 关键靶点分析

在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 软件中对交集靶点度值进行分析ꎬ度值排名前 １０ 的关键靶点包括 ＡＫＴ１、ＴＮＦ、ＴＰ５３、
ＩＬ６、ＣＡＳＰ３、ＪＵＮ、ＶＥＧＦＡ、ＭＡＰＫ３、ＰＰＡＲＧ、ＥＧＦＲꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内容附图 ３ꎮ 同时绘制中药－成分－靶点

网络图ꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内容附图 ４ꎮ
２.５　 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

通过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库对药物与疾病交集靶点进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ ＧＯ 分析

发现枳实－厚朴药对治疗 ＳＴＣ 的潜在生物过程可能涉及细胞对氮化合物的反应、对肽的反应、对异种刺激的

反应、细胞对脂质的反应、腺体发育、蛋白磷酸化的正调控、对营养水平的反应、炎症反应的调节、离子传输的

调节、对氧气水平降低的反应等ꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内容附图 ５ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果显示枳实－厚朴药对可能

参与的通路为癌症通路、脂质和动脉粥样硬化、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路、铂类药物耐药性、化学致癌－受体激活、
结直肠癌、非酒精性脂肪肝、钙信号通路、５￣羟色胺能突触信号通路、ＡＭＰＫ 信号通路ꎬ见 ＯＳＩＤ 科学数据与内

容附图 ６ꎮ
２.６　 非靶向代谢组学分析

ＰＣＡ(ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ主成分分析)和 ＯＰＬＳ￣ＤＡ(ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ￣ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ正交偏最小二乘法判别分析)分析结果显示 ＮＣ 组和 ＳＴＣ 组小鼠盲肠内容物中的代谢物聚类性较

好ꎬ两组间代谢水平存在明显差异(图 １(ａ)ꎬ１(ｃ))ꎬＳＴＣ 组和 ＺＳ＋ＨＰ 组比较同样显示两组间代谢水平存在

明显差异(图 １(ｂ)ꎬ１(ｄ))ꎮ 筛选 ＮＣ 组和 ＳＴＣ 组两组间的差异性代谢物(图 １(ｅ))ꎬ根据 ＶＩＰ>１ 的标准鉴

定出 ７９ 种差异性代谢物ꎬ根据 Ｐ< ０.０５ 的标准鉴定出 ４３ 种差异性代谢物ꎬ同时满足上述两种筛选标准的差异

性代谢物共有 ４３ 种ꎮ 相同方法筛选 ＳＴＣ 组和 ＺＳ＋ＨＰ 组两组间的差异性代谢物共 ４３ 种(图 １(ｆ))ꎮ 对上述两

两比较得到的组间差异性代谢物进行综合分析ꎬ最终发现相较于 ＮＣ 组ꎬＳＣＴ 组小鼠盲肠内容物中有 １６ 种

代谢物出现明显减少ꎬ但在给予枳实＋厚朴灌胃给药后上述代谢物显著增加ꎬ包括乙醇胺、Ｎ￣甲基丙氨酸、烟
酸、脯氨酸、尿嘧啶、氢化肉桂酸、核糖、果糖、焦谷氨酸、赤酮酸、谷氨酸、木酮糖、甘露糖、１￣单硬脂精、１￣单肉

豆蔻精和 ３￣羟基苯乙酸ꎮ 此外ꎬ有 ５ 种代谢物在 ＳＣＴ 组小鼠盲肠内容物中较 ＮＣ 组显著升高ꎬ但在枳实＋厚
朴给药后出现明显下降ꎬ包括腐胺、纤维二糖、Ｎ￣乙酰腐胺、原儿茶酸和麦芽糖(表 ２)ꎮ

图 １　 代谢物 ＰＣＡ 和 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分析

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＡ ａｎｄ ＯＰＬＳ￣ＤＡ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

２２
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图 １(续)

表 ２　 差异性代谢物筛选

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

差异性代谢物 分类 ＨＭＤＢ ＩＤ ＶＩＰ 值 变化倍数 Ｐ 值
变化趋势

ＳＴＣ 组 ｖｓ. ＮＣ 组 ＺＳ＋ＨＰ 组 ｖｓ. ＳＴＣ 组

Ｎ￣甲基丙氨酸 氨基酸 ＨＭＤＢ００９４６９２ １.５７３ ２ ４.３２０ ９ ０.０１５ １５２ ↓ ↑

乙醇胺 胺类 ＨＭＤＢ００００１４９ １.３２１ ９ １.５６７ ０ ０.０２４ ６７３ ↓ ↑

烟酸 吡啶类 ＨＭＤＢ０００１４８８ １.４４５ ０ １.５８５ ２ ０.０１４ ４１２ ↓ ↑

脯氨酸 氨基酸 ＨＭＤＢ００００１６２ １.６５５ ７ ６.０５８ ７ ０.００４ ３２９ ↓ ↑

尿嘧啶 核苷酸 ＨＭＤＢ００００３００ １.６４２ ９ １.７７０ ９ ０.００４ ３２９ ↓ ↑

氢化肉桂酸 苯丙酸类 ＨＭＤＢ００００７６４ １.４１６ ３ １.８９９ ３ ０.０１５ ３３３ ↓ ↑

３２
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表 ２(续)

差异性代谢物 分类 ＨＭＤＢ ＩＤ ＶＩＰ 值 变化倍数 Ｐ 值
变化趋势

ＳＴＣ 组 ｖｓ. ＮＣ 组 ＺＳ＋ＨＰ 组 ｖｓ. ＳＴＣ 组

焦谷氨酸 氨基酸 ＨＭＤＢ００００２６７ １.８０４ ８ ２.６７７ ３ ０.００８ ６５８ ↓ ↑

赤酮酸 糖类 ＨＭＤＢ００００６１３ １.９３３ ５ ２.０７８ ７ ０.０００ １１３ ↓ ↑

谷氨酸 氨基酸 ＨＭＤＢ００００１４８ １.７２０ ３ ３.８０４ ４ ０.００２ １６５ ↓ ↑

木酮糖 糖类 ＨＭＤＢ０００１６４４ １.５５７ ８ １.６６１ ７ ０.０１１ ９８４ ↓ ↑

核糖 糖类 ＨＭＤＢ００００２８３ １.６２４ ５ １.９３２ ６ ０.００８ ４１２ ↓ ↑

腐胺 胺类 ＨＭＤＢ０００１４１４ １.１０５ １ ０.１８２ ４ ０.００２ １６５ ↑ ↓

Ｎ￣乙酰腐胺 胺类 ＨＭＤＢ０００２０６４ １.４５６ ０ ０.３８６ １ ０.０１５ １５２ ↑ ↓

原儿茶酸 苯甲酸类 ＨＭＤＢ０００１８５６ １.３３０ ２ ０.３７１ ２ ０.０４５ ７４７ ↑ ↓

果糖 糖类 ＨＭＤＢ００００６６０ １.４８０ ４ １.５３８ ２ ０.０２９ ２８８ ↓ ↑

甘露糖 糖类 ＨＭＤＢ００００１６９ １.４４９ ５ １.８６６ １ ０.０１９ ９３３ ↓ ↑

纤维二糖 糖类 ＨＭＤＢ０００００５５ １.３５１ ７ ０.１８７ ２ ０.０４１ １２６ ↑ ↓

麦芽糖 糖类 ＨＭＤＢ００００１６３ １.４２８ １ ０.１９０ ６ ０.０２５ ９７４ ↑ ↓

１￣单硬脂精 脂类 ＨＭＤＢ００１１１３１ １.３４４ ３ １.５３７ ６ ０.０４１ １２６ ↓ ↑

１￣单肉豆蔻精 脂类 ＨＭＤＢ００１１５６１ １.３８３ ５ ２.１３３ ９ ０.０２９ ２７１ ↓ ↑

３￣羟基苯乙酸 酚类 ＨＭＤＢ００００４４０ １.５２６ ３ ２.８５９ ９ ０.００８ ６５８ ↓ ↑

３　 讨论

通过研究 ＰＰＩ 网络发现ꎬ枳实－厚朴药对治疗 ＳＴＣ 的关键靶点有 ＡＫＴ１、ＴＮＦ、ＴＰ５３、ＩＬ￣６、ＣＡＳＰ３、ＪＵＮ
等ꎮ ＡＫＴ１ 是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ是 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ１ 信号通路的重要作用节点ꎬ主要参与细胞增殖、
细胞凋亡、代谢等生物学过程ꎬ研究发现 ＡＫＴ１ 磷酸化激活对于维持 Ｃａｊａｌ 间质细胞(ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃａｊａｌꎬ
ＩＣＣ)的功能具有重要作用[７]ꎮ ＩＣＣ 是一种广泛分布于胃肠道肌层的间质细胞ꎬ是胃肠道平滑肌慢波的发起

者和传播者ꎬ被视为胃肠动力的起搏细胞[８]ꎮ ＩＣＣ 在全结肠的分布相对均匀ꎬＳＴＣ 患者各段结肠中 ＩＣＣ 的数

量与体积较正常人均明显减少[９]ꎮ ＴＮＦ 和 ＩＬ￣６ 属于炎症性细胞因子ꎬ肠道微生物介导的炎症性细胞因子分

泌异常可能是导致便秘的原因之一ꎬ研究报道慢性便秘患者血清中 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 的浓度均出现明显升

高[１０]ꎮ ＴＰ５３ 和 ＪＵＮ 是癌症相关基因ꎬ一项针对便秘患者罹患癌症的风险追踪随访调查发现ꎬ便秘会导致短

期内患发癌症的风险升高[１１]ꎮ ＣＡＳＰ３ 是一种蛋白酶ꎬ属于半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(Ｃａｓｐａｓｅ)家族ꎬ在细胞

凋亡中起着不可替代的作用ꎮ 研究发现 ＳＴＣ 相关的反应性人肠胶质细胞( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｈｕｍａｎ ｅｎｔｅｒｉｃ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ
ｒｈＥＧＣ)表型会引起 ＣＡＳＰ３ 的 ｍＲＮＡ 转录上调ꎬ提示 ＣＡＳＰ３ 可能通过影响肠神经胶质细胞从而对胃肠动力

发挥调节效应[１２]ꎮ
本研究 ＫＥＧＧ 分析结果显示枳实－厚朴药对治疗 ＳＴＣ 的潜在通路包括 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路、钙信号通

路、５￣羟色胺能突触信号通路等ꎮ ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路除了涉及调控 ＩＣＣ 细胞功能外ꎬ还能够通过调控下游内

皮型一氧化氮合酶(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)的表达从而参与便秘疾病过程ꎮ 研究发现 ｐ￣Ａｋｔ
的表达降低ꎬ会导致结肠组织 ｅＮＯＳ 的表达升高ꎬ使得 ＮＯ 释放增加ꎬＮＯ 是一种抑制性神经递质ꎬ可以作用

于胃肠道平滑肌ꎬ抑制其收缩ꎬ减少胃肠道蠕动[１３￣１４]ꎮ 本研究中药－成分－靶点网络分析显示ꎬ关键靶点 Ａｋｔ
对应的活性成分为柚皮素和木犀草素ꎮ 木犀草素是一种天然黄酮类化合物ꎬ具有多种药理学活性ꎬ如抗炎、
抗过敏、降尿酸 、抗肿瘤、抗病毒等ꎬ多项研究发现木犀草素可以通过调控 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路发挥治疗作

用[１５￣１６]ꎮ 柚皮素是柚皮甙的甙元ꎬ属于二氢黄酮类化合物ꎬ研究同样发现柚皮素可以通过调控 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信
号通路发挥抗炎、抗肿瘤、抗血小板凝集等生物学作用[１７￣１９]ꎮ 此外ꎬＹｉｎ 等[２０]报道柚皮素能够通过上调 Ｃａｊａｌ

４２
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间质细胞的标志物干细胞因子 ( ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒꎬ ＳＣＦ) 及其受体 ｃ￣ｋｉｔ 的表达ꎬ以及调控水通道蛋白 ３
(Ａｑｕａｐｏｒｉｎ３ꎬＡＱＰ３)的表达从而对洛哌丁胺诱导的 ＳＴＣ 小鼠发挥治疗作用ꎮ

钙信号通路与胃肠道平滑肌收缩关联紧密ꎬ平滑肌的收缩伴随有钙信号的改变ꎬ表现为收缩时细胞外液

中 Ｃａ２＋内流或细胞内贮存的 Ｃａ２＋释放使得平滑肌细胞内 Ｃａ２＋的浓度升高ꎬ而在舒张时游离 Ｃａ２＋被质膜钙泵

或 Ｎａ＋、Ｃａ２＋交换排出胞外使得平滑肌细胞内 Ｃａ２＋的浓度降至静息水平[２１]ꎮ 李东鑫等[２２]研究发现枳实含药

血清可以提高胃窦平滑肌细胞内 Ｃａ２＋的浓度ꎬ增强肌细胞的收缩ꎮ ５￣羟色胺(５￣ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅꎬ５￣ＨＴ)是
肠神经系统中一种重要的神经递质ꎬ５￣ＨＴ 可以刺激肠道平滑肌收缩ꎬ一般认为便秘患者通常伴随 ５￣ＨＴ 水平

降低以及 ５￣ＨＴ 受体活性的改变[２３]ꎮ 研究表明 ５￣ＨＴ３ 受体表达下降会影响肠道感觉向大脑中枢的传递使得

便意减少ꎬ另一方面又会使胃肠道蠕动减弱ꎬ延缓胃肠道内容物的运输[２４]ꎮ 此外ꎬ结肠 ５￣ＨＴ４ 受体表达降低

同样会引起肠蠕动减弱ꎬ肠道分泌反射异常ꎬ导致便秘[２５]ꎮ
本研究还通过非靶向代谢组学方法检测了枳实－厚朴药对灌胃对 ＳＴＣ 小鼠肠道代谢物的影响ꎬ最终共

检测出 ２１ 种差异性代谢物ꎬ其中值得注意的是枳实－厚朴给药增加了 ＳＴＣ 小鼠肠道内容物中烟酸和果糖的

含量ꎬ降低了原儿茶酸的含量ꎬ而这 ３ 种差异性代谢物均与 Ａｋｔ 信号通路存在关联ꎮ 烟酸是一种多功能物

质ꎬ对机体神经系统、炎症反应以及脂肪代谢等具有调节作用[２６]ꎮ 林福全等[２７] 报道烟酸可以增强人永生化

表皮细胞(ＨａＣａＴ)中 Ａｋｔ 活性ꎮ 果糖是与葡萄糖同分异构的单糖ꎬ李颖霞等[２８] 研究发现果糖能够显著激活

Ａｋｔ 信号通路中的关键分子 Ａｋｔ 的磷酸化水平ꎮ Ｓａｔｏ 等[２９]同样报道果糖给药可以增强小鼠肝脏中 Ａｋｔ 的磷

酸化ꎮ 原儿茶酸被证实具有抗氧化和抗炎等作用ꎮ Ｎａｍ 等[３０] 报道原儿茶酸可以抑制脂多糖诱导的 Ａｋｔ 信
号通路的激活ꎮ Ｗｕ 等[３１]同样发现原儿茶酸可以显著降低成纤维样滑膜细胞(ＦＬＳｓ)中 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 的磷

酸化水平ꎮ
综上所述ꎬ本研究应用网络药理学研究方法结合非靶向代谢组学检测ꎬ分析枳实－厚朴药对治疗 ＳＴＣ 的

活性成分、关键靶点、相关通路之间的相互联系ꎬ探讨其潜在作用机制ꎬ结果表明枳实－厚朴药对针对 ＳＴＣ 存

在多成分、多靶点、多通路的作用特点ꎬ其中引起我们特别关注的是活性成分柚皮素和木犀草素ꎬ以及关键靶

点 Ａｋｔ 及其相关性代谢物烟酸、果糖和原儿茶酸ꎮ 本研究结果为临床选用枳实－厚朴药对治疗慢传输型便秘

补充了理论依据ꎬ同时为后续基础实验提供了研究思路ꎮ
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