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［摘要］ 目的：通过网络药理学方法及体内实验研究探讨霍山石斛治疗胃溃疡（GU）的作用机制。方法：从中药系统药理

学数据库与分析平台（TCMSP）数据库及文献中收集建立霍山石斛的成分库，寻找其主要活性化合物，并通过 TCMSP 等数据

库预测作用靶点。从 GeneCards、在线人类孟德尔遗传数据库（OMIM）、DisGeNET 等数据库中筛选 GU 相关基因，将成分靶点

与疾病基因交集后构建蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络，并进行基因本体（GO）富集分析和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）富集分析。根据预测结果采用苏木素-伊红（HE）染色法、免疫组化、酶联免疫吸附测定法（ELISA）、蛋白免疫印迹法

（Western blot）、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）等实验验证霍山石斛对乙酸诱导 GU 大鼠模型的影响。结果：

筛选出霍山石斛 63 种有效成分，得到霍山石斛治疗 GU 的靶基因 37 个，PPI 分析得到多个霍山石斛治疗 GU 的可能核心靶点，

并通过作用于磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、缺氧诱导因子 -1（HIF-1）、肿瘤坏死因子（TNF）、核转录因子 -κB

（NF-κB）等信号通路和各种生物过程影响 GU 的发展。体内实验结果显示，霍山石斛可显著降低模型大鼠血清中白细胞介

素-1β（IL-1β），白细胞介素-6（IL-6）及 TNF-α等炎性因子的水平（P<0.05，P<0.01），增加溃疡边缘的胃血流量（GBF），增加溃疡

边缘表皮生长因子（EGF），表皮生长因子受体（EGFR）的表达（P<0.01），显著下调 GU 大鼠胃组织中 PI3K，Akt 蛋白和 mRNA

的表达，上调人第 10 号染色体缺失的磷酸酶（PTEN）蛋白和 mRNA 的表达（P<0.01）。结论：网络药理学分析及动物实验结果

提示，霍山石斛可以通过调节 EGFR/PI3K/Akt信号通路抑制组织炎症，增加溃疡边缘的胃微循环血流，促进细胞增殖和受损胃

黏膜的修复。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Dendrobium huoshanense in the treatment of

gastric ulcer（GU）based on network pharmacology and in vivo experiment. Method：：The active components of

D. huoshanense were searched from Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis
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Platform（TCMSP） and literature， and the targets of the components were screened from TCMSP and

SwissTargetPrediction. GU-related genes were retrieved from GeneCards，Online Mendelian Inheritance in Man

（OMIM），and DisGeNET. Thereby，the common targets of the disease and the medicinal were yielded and the

protein-protein interaction（PPI）network was constructed，followed by Gene Ontology（GO）term enrichment

and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway enrichment. According to the predicted

results， hematoxylin-eosin （HE） staining， immunohistochemistry， enzyme-linked immunosorbent assay

（ELISA），Western blot，and real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）were

used to validate the effects of D. huoshanense on acetic acid-induced GU in rats. Result：：A total of 63 active

components of D. huoshanense and 37 target genes of D. huoshanense for the treatment of GU were screened out.

PPI network analysis yielded several possible core anti-GU targets of D. huoshanense. They influenced the

development of GU by acting on signaling pathways such as phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase

B（Akt），hypoxia inducible factor-1（HIF-1），tumor necrosis factor（TNF），and nuclear factor-κB（NF-κB），
and various biological processes. The in vivo experiment showed that D. huoshanense significantly reduced the

levels of inflammatory factors such as interleukin-1β（IL-1β），interleukin-6（IL-6），and TNF-α in the serum of

model rats（P<0.05，P<0.01），increased gastric blood flow（GBF）at the ulcer margin，raised the expression of

epidermal growth factor（EGF）and epidermal growth factor receptor（EGFR）at the ulcer margin（P<0.01），
significantly down-regulated protein and mRNA expression of PI3K and Akt，and up-regulated protein and

mRNA expression of phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten（PTEN）in the gastric tissues

of GU rats（P<0.01）. Conclusion：： Through regulating EGFR/PI3K/Akt signaling pathway，D. huoshanense

can inhibit tissue inflammation，increase gastric microcirculatory blood flow at the ulcer margin，and promote

cell proliferation and repair of damaged gastric mucosa.

［［Keywords］］ Dendrobium huoshanense； gastric ulcer； network pharmacology； mechanism；

phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway

胃溃疡（GU）是一种典型的消化性溃疡疾病，主

要的病理特征是胃黏膜或近端肠道的黏膜破裂并

延伸至黏膜肌层［1］。研究发现我国一些地区的 GU

发病率高达 6.07%［2］，且吸烟、过量饮酒或长期服用

非甾体抗炎药的人发病率更高［3-4］。目前被广泛认

可 GU 的发病机制是攻击因子与防御因子失衡及幽

门螺杆菌感染［5］。但治疗方法有限，临床常用质子

泵抑制剂、胃黏膜保护剂、胃酸中和剂、抗生素等进

行治疗，且多有副作用。因此，寻找高效、低毒的治

疗 GU 的药物具有重要意义。

依据 GU 上腹部疼痛、泛酸、恶心呕吐、暧气腹

胀等症状，可纳入中医学“胃脘痛”“吐酸”“痞满”

“嘈杂”等范畴［6］。霍山石斛是兰科石斛属的草本植

物，最早记载于《神农本草经》，具有滋阴清热、益胃

生津的功效，古籍中多有厚肠胃的记载。有研究报

道，霍山石斛多糖能增强肠道的免疫反应［7］，改善氧

化应激和抑制体内急、慢性炎症［8］，还能调节肠道水

液代谢，改善大鼠脾脏、小肠和大肠的病理状态，发

挥养阴清热、厚肠胃的作用［9］。由此可知，霍山石斛

对胃肠功能的保护作用与多种因素有关，但其治疗

GU 的作用机制尚不清楚，需要进一步研究。

网络药理学以系统生物学和多向药理学为理

论基础，以生物分子网络分析方法为工具，寻找和

识别疾病相关网络的关键节点［10-11］，其整体性、系统

性和对药物间相互作用的关注也符合中医药的基

本特点。为了探究霍山石斛治疗 GU 的作用机制，

本研究拟采用网络药理学方法构建“药物 -靶点 -疾

病”网络，并通过网络分析、京都基因与基因组百科

全书（KEGG）通路和基因本体（GO）分析探讨霍山

石斛在 GU 治疗中的潜在作用机制，并进一步通过

体内实验验证网络药理学预测的霍山石斛治疗 GU

的分子机制，为临床治疗和药物研发提供科学参考

依据。

1 网络药理学分析

1.1 霍山石斛活性成分和靶点的收集及筛选 利

用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）［12］

和相关文献收集霍山石斛的化学成分，建立成分

库。在 PubChem 数据库中搜索各化学成分的基本

信 息 ，并 统 一 化 学 成 分 名 称 ，下 载 并 保 存 其

PubChem ID 和 2D 结构图。将获得的化学成分结构
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图以 SDF 格式上传至 Swiss ADME 数据库进行药物

代谢动力学（ADME）筛选［13］。符合以下条件的成

分被保留。①胃肠道吸收在药代动力学指标中显

示为“高”；②类药性筛选中两项及两项以上符合。

从 TCMSP 和 Swiss Target Prediction 数据库［14］中筛

选获得霍山石斛活性成分的靶点。并使用 Uniprot

数据库将蛋白质名称统一为基因名称。并通过

Cytoscape 3.8.0 构建“霍山石斛 -活性成分 -靶点”

网络。

1.2 GU 相关靶点的收集与分类 在 GeneCards 数

据 库 、在 线 人 类 孟 德 尔 遗 传（OMIM）数 据 库 和

DisGeNET 数据库中搜索关键词“胃溃疡”，将获得

的靶点信息进行合并，去除重复的靶点，得到与 GU

对应的靶点，对筛选出的 GU 相关基因和靶点信息

进行分析。对霍山石斛的成分靶点和 GU 疾病的基

因靶点进行映射，得到了疾病和药物的共同潜在靶

点。将共同靶点输入 DisGeNET 数据库，并从数据

库中检索基因名称以获得相应的蛋白质类别，并通

过 Cytoscape 3.8.0 构建“霍山石斛 -活性成分 -靶点 -

疾病”网络。

1.3 建立蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络 为

寻找霍山石斛治疗 GU 的核心基因，利用 STRING

11.0 数据库构建 PPI 网络，了解蛋白质之间的相互

作用，并通过 Cytoscape 3.8.0 对获得的 PPI网络数据

进行了网络拓扑分析和可视化。

1.4 GO 分析和 KEGG 分析 将获得的霍山石斛治

疗 GU 的潜在靶点输入 David 数据库，对潜在的靶点

进行 GO 分析和 KEGG 途径富集的筛选。并利用

Cytoscape 3.8.0 构建“霍山石斛 -关键成分 -核心靶

点-通路”的网络图。

2 体内实验验证

2.1 材料

2.1.1 动物 SPF 级 SD 大鼠，雄性，体质量 180~

220 g，共 48 只，购自安徽医科大学实验动物中心，

合格证号 SCXK（浙）2019-0002，温度 23~25 ℃，湿

度 50%~60%，实验前适应性饲养 1 周，自由进食和

饮水，本实验得到安徽中医药大学伦理委员会的批

准（动物伦理学编号 AHUCM-rats-2021015）。
2.1.2 试剂 冰乙酸（天津市风船化学试剂科技有

限公司）；4% 多聚甲醛、伊红染液、苏木素染液、苏

木素分化液、苏木素返蓝液及表皮生长因子受体

（EGFR）抗体（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号

分 别 为 G1101、G1002、G1004、G1309、G1340、

GB111504）；表皮生长因子（EGF）抗体（北京博奥森

生物技术有限公司，货号 bs-2010R）；无水乙醇、二

甲苯、正丁醇及中性树胶（国药集团化学试剂有限

公 司 ，货 号 分 别 为 100092683、10023418、

100052190、10004160）；大 鼠 白 细 胞 介 素 -1β

（IL-1β）、大鼠白细胞介素 -6（IL-6）、大鼠白细胞介

素-10（IL-10）、大鼠肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶联免

疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（江苏酶免实业有限

公司，货号分别为 MM-0047R2、MM-0190R2、MM-

0195R2、MM-0180R2）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司，货号 P0012S）；磷
脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）抗体、人第 10 号染色体缺失

的磷酸酶（PTEN）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）
内参抗体（成都正能生物技术有限责任公司，货号

分 别 为 341468、321015、380626）；蛋 白 激 酶 B1

（Akt1，武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号

GB111114）；山羊抗兔二抗（Abbkine 科技有限公司，

货号 A21020）；极超敏化学发光试剂盒（山东思科捷

生物技术有限公司，货号 ED0015-B）；TRIzol［赛默

飞世尔科技（中国）有限公司，货号 15596026］；反转

录试剂盒（兰杰柯科技有限公司，货号 BL696A）；
SYBR Green 实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）Master Mix（ 日 本 Toyobo 公 司 ，货 号

117400）。
2.1.3 药物 霍山石斛干条（批号 180402），购自安

徽省霍山县长冲中药开发有限公司，经安徽中医药

大学中药资源系俞年军教授鉴定为正品，使用纯水

煎煮药物 2 次提取药材［15］，经旋转蒸发仪浓缩至

0.28 g·mL-1，存于 4 ℃冷藏备用；奥美拉唑粉针剂

（批号 202101022，湖南五洲通药业有限责任公司），
使用前用生理盐水配置成水溶液，现用现配，给药

剂量为 4 mg·kg-1（根据人与大鼠给药量进行换算）。
2.1.4 仪器 EG 1160 型组织病理包埋仪、RM2135

型组织病理切片机（德国徕卡仪器有限公司），QP-B

型切片漂烘仪（安徽合肥电子研究所），RT-6000 型

酶标仪（雷杜生命科学股份有限公司），JW3021HR

型离心机（安徽嘉文有限公司），GL-88B 型漩涡混

合器（其林贝尔仪器制造公司），perflux 5000 型激光

多普勒血流仪（Perimed 中国有限公司），Olympus

CX31 型显微镜、BH-2 型光学显微镜（日本 Olympus

公司），applied biosystems 7500 型 Real-time PCR 仪

（赛默飞世尔科技有限公司），BioPhotometer plus 核

酸蛋白测定仪（德国艾本德公司）
2.2 方法

2.2.1 分组与造模 大鼠适应性饲养 7 d 后采用随
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机数字表法随机分为正常组，模型组，奥美拉唑组，

霍山石斛高、中、低剂量组（2.8、1.4、0.7 g·kg-1），每组

8 只。参考文献［16-17］采用冰乙酸烧灼法对除正

常组外的大鼠进行造模，将麻醉后的大鼠固定于鼠

板上，胸骨剑突 2 cm 范围剃毛并消毒，于剑突下沿

腹中线行 2 cm 左右切口，打开腹腔，用无齿镊于大

鼠腹腔内找到胃的位置，将胃体轻拉出腹腔使胃部

完全暴露。以蘸 100% 冰乙酸的直径 0.5 cm 的圆形

滤纸贴于胃前壁胃窦胃体交界部位近幽门侧浆膜

上烧灼 30 s，取下后再重复烧灼操作 1 次，注意避开

血管走行部位，生理盐水冲洗后用纱布吸干，覆上

大网膜，在局部喷射庆大霉素以防感染。放回胃，

以缝合线逐层缝合切口，并用碘伏、乙醇消毒，常规

饲养。

2.2.2 大鼠用药剂量及给药 大鼠给药剂量根据

人与大鼠给药剂量换算，换算公式参考第四版《药

理学实验方法》，即 Db′=Da·Rab·Sb，Sb=1/（W/W 标）1/3，

其中 Db′为大鼠非标准体质量剂量（大鼠标准体质

量 W 标为 150 g，实验大鼠体质量 W 取 180 g），Da 为

人的每 1 kg 体质量剂量（参考 2020 版《中国药典》一

部中霍山石斛干品用量 6~12 g［18］，按每天平均用药

量 7 g 折 算 成 大 鼠 的 用 量 ，取 人 标 准 体 质 量 为

60 kg），Rab 为人与大鼠的换算系数（查表可得为

6.17），Sb 为校正系数。按上述公式计算可知，霍山

石斛高、中、低组大鼠用药剂量约等于 2.8、1.4、

0.7 g·kg-1，相当于临床人用量的 4、2、1 倍。造模后

第 3 天，每天上午 9 点开始灌胃给药，奥美拉唑组、

霍山石斛高、中、低剂量组分别按照 4 mg·kg-1，2.8、

1.4、0.7 g·kg-1 灌胃奥美拉唑溶液和霍山石斛水提

液，正常组和模型组均按照体质量（10 mL·kg-1）灌
胃生理盐水，连续灌胃 14 d，1 次/d。

2.2.3 大鼠胃血流量（GBF）的测定 末次给药结束

后 2 h，用戊巴比妥钠（40 mg·kg-1）麻醉各组大鼠，切

开大鼠左侧最后一根肋骨处的皮肤和肌肉，暴露胃

体，用激光多普勒血流仪测量溃疡边缘和正常组动

物胃窦部的血流量值（测量时，用沾有生理盐水的

纱布保持胃体湿润），待机器基线稳定后，连续测量

5 min。每组中随机选择 6 只动物进行测量。

2.2.4 溃疡面积和溃疡抑制率的计算 胃血流量

测定结束后进行取材，取胃并沿着胃大弯切开，倒

出胃内容物后，用冰生理盐水冲洗，置于冰盒上，肉

眼观察胃壁形态并拍照，以评估溃疡愈合情况，将

图像导入 Image J 软件计算 GU 模型大鼠胃组织溃

疡面积，每张图像计算 3 次后取平均值，即得每只大

鼠溃疡面积，并用各组大鼠溃疡面积总和计算溃疡

抑制率，其计算公式如下：溃疡抑制率=（模型组溃

疡面积－给药组溃疡面积）/模型组溃疡面积。

2.2.5 苏木素 -伊红（HE）染色和免疫组化法检测

EGF、EGFR 的表达 取材后，每组各取 3 只大鼠的

胃组织用 4% 多聚甲醛进行固定，固定 24 h 后，在溃

疡部位切取大小为 1.0 cm×1.0 cm 的胃组织进行石

蜡包埋，将蜡块切成 5 μm 厚的片状，在 65 ℃恒温箱

中烘烤 2 h，然后进行 HE 染色。免疫组化染色：对

组织进行补水，修复抗原，阻断内源性过氧化物酶

并与一抗共同孵育，第 2 天再与二抗孵育，然后用

DAB（3，3′-二氨基联苯胺）显色，最后用苏木素重新

染色，中性胶密封。用显微镜和免疫组化法观察胃

组织的病理变化，拍照，用 Image J 软件计算图片中

蛋白质表达区域的百分比。

2.2.6 ELISA 检测血清中 IL-1β，IL-6，IL-10，TNF-α

的表达水平 GBF 血流量测量结束后，采用真空负

压采血管经腹主动脉取血，静置 30 min 后，低速离

心机以 3 000 r·min-1离心 10 min（离心半径 10 cm），
吸取上清，按照 ELISA 试剂盒说明书检测大鼠血清

中 IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-α的表达水平。

2.2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃组织

中 PI3K、Akt、PTEN 蛋白表达水平 取以溃疡中心

直径为 l cm 的胃组织，用组织研磨器研磨，加入裂

解液和蛋白酶抑制剂研磨至匀浆，并使用 BCA 蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品经 10%

SDS-PAGE 分离并转移到硝酸纤维素过滤膜上，滤

膜在室温下用 5% 的脱脂牛奶封闭后，置于一抗［稀

释 比 ，PI3K（1∶ 1 000）、Akt1（1∶ 500）、PTEN

（1∶1 000）］中在 4 ℃冰箱孵育过夜，二抗（稀释比

1∶12 000）在室温下水平摇床孵育 1 h，用电致化学

发光 ECL 显影剂曝光，获得条带。

2.2.8 Real-time PCR 检 测 胃 组 织 中 PI3K、Akt、

PTEN mRNA 表达水平 取以溃疡中心直径为 l cm

的胃组织，使用 TRIzol 试剂提取胃组织的总 RNA，

测定 RNA 浓度，参照逆转录试剂盒说明书使用反转

录试剂盒转录 cDAN（条件：25 ℃，10 min；55 ℃，

15 min；85 ℃，5 min），加样 SYBR 后置于 PCR 仪进

行实时荧光定量扩增［反应条件为 95 ℃预变性 60 s

（循环 1 次）；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延

伸 45 s（循环 40 次）］，计算 PCR 反应过程中的 Ct值，

以 2-ΔΔCt 表 示 mRNA 相 对 表 达 水 平 ，引 物 序 列

见表 1。

2.2.9 统计学方法 采用 SPSS 23.0 软件进行统计
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分析，结果以 x̄± s 表示，多组独立数据的比较采用单

因素方差分析，多组之间的配对比较采用最小显著

性差异法（LSD）-t 检验，P<0.05 表示差异有统计学

意义。

3 结果

3.1 网络药理学分析结果

3.1.1 霍山石斛中主要活性化合物及其靶点筛选

从 TCMSP 等数据库和文献中，共筛选出 63 种霍

山石斛有效成分，包括生物碱、黄酮类、酚酸类、多

糖等。这些化合物均具有较好的生物活性，其中石

斛酚具有抗肿瘤［19］、抗氧化［20］、抗白内障［21］、抗炎［22］

等药理作用；毛兰素作为被大量文献报道可以通过

诱导癌细胞凋亡发挥抗肿瘤作用［23］，还具有良好的

抗菌［24］、抗炎［25］、抗血管［26］生成作用，并保护细胞免

受高血糖诱导的氧化损伤［27］。生物碱也是石斛的

另一主要活性成分，具有抗肿瘤［28］、抗病毒［29］等作

用。通过查询数据库，得到霍山石斛 203 个潜在作

用靶点，霍山石斛主要活性化合物与作用靶点网络

（见增强出版附件材料），绿色为中药名称，红色为

主要活性化合物，紫色为活性成分作用靶点，图中

节点的大小与该活性成分在网络中的度值成正相

关，度值越大节点越大，代表该化合物在网络中具

有重要的作用。

3.1.2 构建霍山石斛 -化合物 -靶点 -疾病网络 在

GeneCards、OMIM、DisGeNET 数据库中输入关键词

GU，去除重复靶点，共得到 673 个疾病基因，与上述

化合物靶点取交集后功能共得到 34 个霍山石斛治

疗 GU 的靶基因。在霍山石斛-化合物-靶点-疾病网

络中，共有 53 个节点和 113 条边，其中，有 17 种治疗

GU 的潜在活性成分，34 个潜在靶基因，网络拓扑分

析显示 ，度值较高的成分节点有霍山石斛多糖

（DHP）、二氢芹菜素、棕榈酸和芦丁，度值较高的靶

基 因 节 点 有 环 加 氧 酶 2（PTGS2）、环 加 氧 酶 1

（PTGS1）、TNF、IL-10 等，这些节点可能是霍山石斛

在治疗 GU 方面的关键活性成分和靶基因（见增强

出版附件材料）。
3.1.3 PPI 网络构建及分析 通过 String 数据库构

建 PPI 网络，探索 34 个靶基因间的相互作用。该数

据库不仅可以通过其他数据库和实验结果显示靶

点之间的已知相互作用，还可以通过基因邻接、基

因融合和基因共现来预测靶点相互作用。将 String

得到的结果导入 Cytoscape 3.8.0 进一步网络可视

化，进行网络拓扑分析，并根据度值和靶标间联系

的密切程度进行个性化修饰，见增强出版附件材

料，节点越大的靶基因在 PPI 网络中越重要，节点之

间的连接线越粗，节点间的连接紧密度越强。

3.1.4 GO 分析 GO 分析结果显示，霍山石斛治疗

GU 涉及多个生物过程、细胞组成和分子功能，选择

GO 分析各部分绘制柱状图（见增强出版附件材

料）。其中黄色柱状图表示富集于 GO 通路上的靶

基因数，绿色柱状图部分代表 P 值大小。根据富集

结果，这些基因与一氧化氮生物合成过程的正向调

节、凋亡过程的负向调节、炎症反应和核转录因子-κB

（NF-κB）转录因子活性的正向调节等生物进程高度

相关。与分子功能相关的项目有：酶结合、相同蛋

白结合、细胞因子活性、蛋白酶结合、一氧化氮合成

酶调节剂活性；与细胞组成相关的项目有细胞外空

间、细胞外区域、细胞膜、顶端浆膜和浆膜。

3.1.5 KEGG 通路分析 为从通路层面进一步了解

霍山石斛治疗 GU 的可能机制，将 David 6.8.0 数据

库中的 KEGG 通路富集结果于 cytoscape 3.8.0 中构

建了一个化合物 -靶点 -通路网络（见增强出版附件

材料），节点大小与其在网络中的度值成正比，节点

越大，说明其在网络中可能有重要的作用。结果显

示，这些潜在的治疗靶点与下列途径密切相关。癌

症途径、PI3K/Akt 信号通路、HIF-1 信号通路、FoxO

信号通路、TNF 信号通路、凋亡、Toll 样受体信号通

路、NF-κB 信号通路等，这些通路都与 GU 密切相

关。为进一步验证网络药理学的结果，选择度值最

高即富集靶点最多的 PI3K/Akt 信号通路进行验证，

该通路在调控细胞凋亡、增殖、迁移、分化和代谢中

起着重要的作用，可能为霍山石斛治疗 GU 的重要

机制通路之一。

3.2 体内实验结果

3.2.1 实验大鼠一般状态 正常组大鼠毛色光亮，

爪、尾、耳朵均正常，大小便正常，反应敏捷且体质

表 1 引物序列

Table1 Primer sequences

引物

PI3K

Akt

PTEN

β-actin

序列（5'-3'）
上游 CACCTCCGCAACCAATCCTGAC

下游 AGCTCGAACTCTGTCTCCTTCTGG

上游 CACAGGTCGCTACTATGCCATGAAG

下游 GCAGGACACGGTTCTCAGTAAGC

上游 TTTGAAGACCATAACCCACCACAGC

下游 CATTACACCAGTCCGTCCTTTCCC

上游 CCCATCTATGAGGGTTACGC

下游 TTTAATGTCACGCACGATTTC

长度/bp

130

95

135

150
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量平稳增长。造模后，大鼠均无感染，模型组大鼠

枯黄无光泽，活动减少，喜蜷缩，反应迟钝，出现稀

便，体质量增长幅度小甚至减少；部分大鼠出现胃

胀气，至灌胃给药结束，模型组共出现 2 只大鼠死

亡，奥美拉唑组、霍山石斛低剂量组各有一只死亡，

解剖发现死亡大鼠均有脏器黏粘，胃胀气严重等现

象，且模型组死亡大鼠出现胃穿孔情况。

3.2.2 霍山石斛对 GU 大鼠溃疡面积、溃疡抑制率

及溃疡边缘 GBF 的影响 乙酸诱导溃疡形成后，各

组大鼠胃组织形态、溃疡面积、溃疡边缘 GBF 的变

化。结果显示，正常组大鼠的胃黏膜表面光滑完

整，颜色红润，胃黏膜褶皱纹理清晰可见；模型组大

鼠胃窦处可见清晰的圆形或椭圆形的溃疡凹陷缺

口，溃疡边缘由周围黏膜呈现不同程度的充血和水

肿；与模型组比较，各给药组大鼠的胃组织溃疡面

积显著缩小（P<0.01），溃疡边缘隆起减少，胃组织充

血水肿减轻，奥美拉唑、霍山石斛高、中剂量组的溃

疡边缘 GBF 显著增加（P<0.01）。其中，霍山石斛高

剂量组大鼠胃组织形态改善明显，溃疡抑制率最

高。见图 1 和表 2。

3.2.3 霍山石斛对 GU 大鼠胃组织病理学变化的影

响 正常组大鼠胃黏膜结构完整，胃黏膜细胞排列

整齐，黏膜肌层清晰，无炎症细胞浸润等现象。与

正常组比较，模型组大鼠的胃黏膜受损严重，黏膜

肌层坏死病变，炎症细胞浸润明显；与模型组比较，

奥美拉唑组和霍山石斛组均不同程度地促进了溃

疡组织的修复和愈合，胃黏膜水肿，减少了白细胞

的浸润。见图 2。

3.2.4 霍山石斛对 GU 大鼠胃组织 EGF，EGFR 蛋白

表达的影响 溃疡愈合涉及多种生长因子，如 EGF

和 EGFR［30］。与正常组比较，模型组 EGF 和 EGFR

表达显著下降（P<0.01）；与模型组比较，霍山石斛各

剂量组和奥美拉唑组 EGF 和 EGFR 表达均显著增加

（P<0.01）。见图 3 和表 3。

3.2.5 霍 山 石 斛 对 GU 大 鼠 血 清 中 IL-1β、IL-6、

TNF-α、IL-10 含量的影响 与正常组比较，模型组

血清中促炎因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β水平显著升

高，IL-10 的水平则显著下降（P<0.01）；与模型组比

较，霍山石斛高、中剂量组和奥美拉唑组的 TNF-α、

IL-6 和 IL-1β水平明显下降（P<0.05，P<0.01），而各

治疗组的 IL-10 水平显著上升（P<0.01）。这些结果

表明，乙酸诱导 GU 后，胃组织的炎症反应加重，而

霍山石斛可以改善胃组织炎症，促进溃疡组织修

复。见表 4。

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 奥美拉唑组；D. 霍山石斛高剂量

组；E. 霍山石斛中剂量组；F. 霍山石斛低剂量组（图 2-图 4 同）
图 1 各组大鼠胃黏膜形态学观察

Fig. 1 Morphological observation of gastric mucosa of rats in all

groups

表 2 霍山石斛对 GU大鼠溃疡面积及溃疡抑制率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Dendrobium huoshanense on ulcer area and ulcer inhibition rate in GU rats（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

奥美拉唑组

霍山石斛高剂量组

霍山石斛中剂量组

霍山石斛低剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

2.8

1.4

0.7

溃疡面积/mm2

-
32.96±7.32

16.03±6.984）

12.17±5.084）

12.36±5.774）

18.35±9.614）

溃疡抑制率/%

100.00

-
44.99

41.41

59.31

61.44

胃血流量/pU

122.60±7.04

45.98±2.941）

93.68±4.423）

113.52±3.873）

78.35±7.823）

56.63±3.153）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 3-表 6 同）
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3.2.6 霍山石斛对 GU 大鼠胃组织 PI3K、Akt1 和

PTEN 蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组

PI3K 和 Akt1 的蛋白表达显著增加，PTEN 的蛋白表

达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，霍山石斛高、

中剂量组和奥美拉唑组的 PI3K 和 Akt 蛋白表达量

明显降低（P<0.05，P<0.01）；霍山石斛高、中剂量组

和奥美拉唑组的 PTEN 蛋白表达量显著升高（P<

0.01）。见图 4 和表 5。

3.2.7 霍 山 石 斛 对 GU 大 鼠 胃 组 织 PI3K、Akt 和

PTEN mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型组

大鼠胃组织中 PI3K 和 Akt mRNA 表达显著升高，

PTEN mRNA 表达显著降低（P<0.01）。与模型组比

较，霍山石斛组和奥美拉唑组的 PI3K 和 Akt mRNA

表达显著降低（P<0.01）；霍山石斛组和奥美拉唑组

的 PTEN mRNA 表达显著升高，差异有显著统计学

意义（P<0.01）。见表 6。

4 讨论

GU 是一种穿透胃黏膜和黏膜肌肉组织并导致

胃黏膜深层缺陷的疾病［31］。溃疡形成过程中发生

的组织坏死由血管和微血管损伤引发并导致黏膜

缺血、缺氧，形成氧自由基［32］。因此，GU 难以愈合

和易复发的主要机制是胃黏膜防御和修复功能的

损害，这一过程需要多种细胞因子和生长及转录因

子的参与［31］。现代研究发现霍山石斛具有广泛的

药理活性，可作用于多个靶点，但其潜在的作用机

制尚不清楚。因此，利用源自系统生物学和生物信

息学的网络药理学方法研究中药的潜在作用机制

具有重要的意义［33］。本研究中，采用网络药理学方

法预测了 DHS 对 GU 的作用机制，并通过体内实验

方法进行了验证。

本研究通过构建中药 -成分 -靶点、中药 -活性成

分 -疾病 -靶点、活性成分 -靶点 -通路、GO 分析和 PPI

图 2 霍山石斛对 GU大鼠胃组织病理学变化的影响（HE，×200）
Fig. 2 Effect of D. huoshanense on histopathological changes in

gastric tissues of GU rats（HE，×200）

图 3 霍山石斛对 GU大鼠胃组织 EGF、EGFR表达的影响（免疫组化，×200）
Fig. 3 Effect of D. huoshanense on EGF and EGFR expression in gastric tissue of GU rats（IHC，×200）

表 3 霍山石斛对 GU 大鼠胃组织 EGF，EGFR 蛋白表达的影响

（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of D. huoshanense on expression of EGF and

EGFR proteins in gastric tissues of GU rats（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

奥美拉唑组

霍山石斛高剂量组

霍山石斛中剂量组

霍山石斛低剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

2.8

1.4

0.7

EGF

6.31±0.54

4.31±0.851）

9.15±0.983）

11.52±0.883）

7.43±0.483）

6.51±0.463）

EGFR

13.65±0.58

11.23±0.491）

19.91±0.893）

23.03±0.803）

15.86±0.463）

13.51±0.733）
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网络，论证了中药多成分、多靶点和多通路的协同

治疗作用。以口服生物利用度和药物相似性指数

为标准，筛选出 63 种具有良好吸收性和类药性的化

学成分，包括黄酮类、生物碱类、酚酸类、多糖类等。

在这些活性成分中，有许多化合物被报道具有抗溃

疡作用。其中，柚皮苷是一种天然黄酮苷，据报道，

其对各种动物模型的 GU 有预防和治疗作用［34］；绿
原酸可以抑制中性粒细胞的迁移，抑制 TNF-α等炎

症因子的释放，并对各种病因引起的胃黏膜病变进

行干预［35］。其中，霍山石斛多糖可以抑制 NF-κB 信

号通路，降低溃疡性结肠炎模型大鼠血清中 IL-1β、
TNF-α和 IL-17 等细胞因子的表达水平［36］，且预给

药石斛多糖可减轻乙醇引起的 GU 组织损伤，增加

EGF 表达，并调节丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）信
号通路［37］；芦丁做为一种具有多种药理活性（抗氧

化、细胞保护、抗癌等）的黄酮醇，其可通过调节

PI3K/Akt/糖 原 合 成 酶 激 酶 3β（GSK3β）/NF- κB 通

路，修复肠道和调节细胞因子比例来治疗慢性结肠

炎［38］。此外，芦丁还可通过抗脂质过氧化和增强抗

氧化酶［39］来保护乙醇损伤引发的 GU，抑制中性粒

细胞浸润和氧化应激来减少吲哚美辛引起的胃黏

膜损伤［40］。这些文献和实验结果都与网络药理学

图 4 各组大鼠 PI3K、Akt1和 PTEN蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of PI3K， Akt1 and PTEN protein

expression level of each rats

表 5 霍山石斛对 GU大鼠胃组织 PI3K、Akt1和 PTEN蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of D. huoshanense on expression of PI3K，Akt1 and PTEN in gastric tissues of GU rats（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

奥美拉唑组

霍山石斛高剂量组

霍山石斛中剂量组

霍山石斛低剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

2.8

1.4

0.7

PI3K/GAPDH

0.15±0.05

1.01±0.161）

0.70±0.113）

0.24±0.093）

0.71±0.123）

0.90±0.13

Akt1/GAPDH

0.38±0.12

1.10±0.181）

0.79±0.152）

0.51±0.073）

0.69±0.163）

0.79±0.212）

PTEN/GAPDH

1.16±0.08

0.16±0.021）

0.37±0.083）

0.96±0.193）

0.68±0.083）

0.28±0.04

表 6 霍山石斛对 GU大鼠胃组织 PI3K、Akt和 PTEN mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of D. huoshanense on expression level of PI3K，Akt and PTEN mRNA in gastric tissues of GU rats（x̄± s，n=3）

组别

模型组

奥美拉唑组

霍山石斛高剂量组

霍山石斛中剂量组

霍山石斛低剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

2.8

1.4

0.7

PI3K

3.74±0.051）

1.35±0.033）

1.33±0.033）

1.43±0.063）

1.55±0.043）

Akt

1.66±0.041）

1.11±0.023）

0.89±0.023）

1.43±0.033）

1.55±0.033）

PTEN

0.46±0.031）

0.82±0.033）

0.89±0.053）

0.66±0.093）

0.61±0.023）

注：设正常组各指标 mRNA 相对表达量为 1

表 4 霍山石斛对 GU大鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-10含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of D. huoshanense on serum IL-1β，IL-6，TNF-α，IL-10 content in serum of GU rats（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常组

模型组

奥美拉唑组

霍山石斛高剂量组

霍山石斛中剂量组

霍山石斛低剂量组

剂量/g·kg-1

0.04

2.8

1.4

0.7

IL-1β

4.86±0.91

5.29±0.241）

4.91±0.153）

4.79±0.163）

4.96±0.172）

5.11±0.16

IL-6

16.06±0.35

18.90±0.501）

17.05±0.883）

16.76±0.663）

17.10±0.503）

18.17±0.393）

TNF-α

52.11±2.39

74.00±1.301）

55.62±0.433）

53.49±1.703）

60.03±1.193）

67.58±1.683）

IL-10

69.02±1.81

39.34±1.521）

59.25±1.763）

64.48±0.903）

53.46±1.983）

50.11±1.843）
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预测的结果相吻合。

综合网络药理学分析结果，DHS 可能通过促进

溃疡修复和抑制炎症来发挥抗 GU 的作用。PPI 分

析的结果表明，霍山石斛可能主要通过 Akt1、IL-6、

EGFR、TNF、IL-1B、IL-10 等靶点治疗 GU。同时，体

内实验结果表明，霍山石斛明显降低了模型大鼠血

清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α的水平，促进了抗炎因子

IL-10 的释放，抑制了组织炎症，促进了溃疡修复。

且 霍 山 石 斛 能 显 著 提 高 损 伤 后 胃 组 织 中 EGF、

EGFR 蛋白的表达水平，抑制 PI3K/Akt 信号通路的

异常激活。EGF 是一类内源性保护物质，能促进上

皮细胞的增殖、分化和迁移，是修复和保护胃黏膜

维持其完整性的重要媒介［41］。EGFR 是一种重要的

跨膜受体，具有酪氨酸活性，是细胞表面表皮生长

因子受体家族的成员，与 EGF 一起参与调节胃黏膜

上皮的更新和修复。有研究表明，EGF 和 EGFR 在

胃黏膜组织中表达同步，且与 GU 的愈合程度一致，

EGF 和 EGFR 的有效结合增加了胃黏膜的血流量，

对促进受损黏膜的修复起重要作用［42］。因此可知，

霍山石斛促进 EGF、EGFR 在 GU 边缘组织的表达，

增加了溃疡边缘 GBF，有助于溃疡的修复和愈合。

KEGG 富集分析表明，霍山石斛可能主要通过

调节 PI3K/Akt、NF-κB、TNF 等信号通路来发挥其治

疗 GU 的作用。其中，PI3K/Akt 信号通路是一条重

要的细胞内信号通路，参与调节细胞凋亡、增殖、迁

移、分化和代谢［43-44］。PI3K 是一种具有丝氨酸/苏氨

酸（Ser/Thr）激酶活性的细胞内磷脂酰肌醇激酶；
Akt 是 PI3K 的下游目标，也是连接多种途径信号网

络的一个关键激酶，在细胞增殖和凋亡中发挥重要

作用［45］。PTEN 是 PI3K/Akt信号通路中的一个重要

的负向调节因子，可以通过去磷酸化 PIP3 产生 PIP2

以维持低水平的 PIP3 来抑制 PI3K/Akt 信号通路的

激活［465-47］。此外，据报道，PI3K/Akt 途径参与调节

GU 的抗炎作用，减少胃黏膜损伤［48］。通过实验验

证了 PI3K/Akt 信号通路在胃组织受到损伤后被激

活，促进炎症因子的表达。霍山石斛干预后，霍山

石斛高、低剂量组大鼠溃疡面积明显缩小，GBF 显

著增加，大鼠胃组织中 PI3K、Akt mRNA 和蛋白的

表达水平降低，而 PTEN mRNA 和蛋白的表达水平

提高。上述结果提示 ，霍山石斛可以通过抑制

PI3K/Akt信号通路，下调 PI3K 和 Akt mRNA 和蛋白

的表达，抑制胃黏膜细胞的凋亡，抑制炎症因子的

异常分泌，减轻炎症反应，保护胃黏膜组织及其

功能。

本研究将网络药理学与实验验证相结合，探索

霍山石斛治疗 GU 的潜在机制。结果显示，霍山石

斛可通过调节 EGFR/PI3K/Akt 信号通路，抑制组织

炎症，增加溃疡边缘的胃部微循环血流，促进受损

胃黏膜细胞的增殖和修复，减少细胞凋亡。本研究

结果为 GU 的治疗提供了一个方向，也为霍山石斛

的产品开发提供了一个可行的策略。
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