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丁香茄乙酸乙酯部位防治酒精性胃溃疡的药效评价
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［摘要］ 目的：探究丁香茄乙酸乙酯部位（IM-EA）防治酒精性胃溃疡（GU）的可行性，并采用网络药理学结合动物实验探

究其发挥疗效的作用机制。方法：将 40 只 SD 大鼠适应性喂养 7 d 后随机分为空白组、模型组、雷尼替丁组（2.7 mg·kg-1）、IM-

EA 低（DL，30 mg·kg-1）和高（DH，60 mg·kg-1）剂量组。预防性给药 1 周后，采用盐酸无水乙醇（150 mmol·L-1）复制酒精性 GU

大鼠模型，采用苏木素-伊红（HE）染色、高碘酸-希夫染色（PAS）初步评估 IM-EA 防治 GU 的疗效。根据 ADMET 属性筛选 IM-

EA 先导化合物，采用 SwissTarget平台获取 IM-EA 先导化合物的潜在作用靶标；通过 DisGeNET、OMIM 和 GeneCards数据库收

集 GU 疾病相关靶标，与 IM-EA 潜在作用靶标相映射获取 IM-EA 防治 GU 潜在作用靶标。采用 STRING 数据库构建靶标蛋白

质-蛋白质相互作用（PPI）网络以筛选枢纽靶标，采用 DAVID 平台对交集靶标进行生物功能注释以探讨 IM-EA 防治 GU 的潜在

作用机制，采用 Autodock Vina 软件进行计算机模拟初步验证。采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中肿瘤坏死因子-

α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）含量和胃组织中前列腺素 E2（PGE2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）、超氧化物歧化酶（SOD）含
量，采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃组织中丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路的枢纽蛋白：Jun、细胞外调节蛋

白激酶（ERK）和 p38 的相对表达量。结果：动物实验结果表明，与空白组比较，模型组大鼠胃组织损伤明显，胃黏液分泌显著

减少。与模型组比较，各给药组大鼠胃组织溃疡面积均显著减小（P<0.01），胃组织病理学状态和胃黏液分泌得到改善，IM-EA

防治 GU 确有疗效。经 ADMET 性质筛选获得 16 个 IM-EA 先导化合物，映射 257 个 IM-EA 防治 GU 潜在作用靶标，肿瘤坏死因

子（TNF）、蛋白激酶 B1（Akt1）、细胞肿瘤抗原 p53（TP53）、表皮生长因子受体（EGFR）和 ERK 等靶标为 PPI 网络的枢纽节点。

生物功能注释和分子对接结果提示 MAPK 信号通路可能在 IM-EA 防治 GU 的过程中起关键作用，与 VEGF 信号通路、磷脂酰

肌醇 3-激酶（PI3K）/Akt信号通路和 NF-κB 信号通路在抗炎、抗氧化和损伤修复等方面协同生效。药理实验进一步验证发现，

与空白组比较，模型组大鼠血清中 IL-6 含量极显著升高（P<0.01），TNF-α具升高趋势；模型组大鼠胃组织中 MMP-9 含量极显

著升高（P<0.01），SOD 含量明显降低（P<0.05）。与模型组比较，IM-EA 各给药组血清中 TNF-α、IL-6 含量、胃组织中 MMP-9、

PGE2 含量均极显著降低（P<0.01），胃组织中 SOD 含量极显著升高（P<0.01）。与空白组比较，模型组大鼠胃组织中磷酸化

（p）-p38、p-Jun、p-ERK 显著上调（P<0.01），p38、Jun 显著上调（P<0.01）；与模型组比较，IM-EA 给药组胃组织中 p-p38、p-Jun、

p-ERK、p38 则显著下调（P<0.01），Jun、ERK 相对表达量明显上调（P<0.05）。结论：丁香茄乙酸乙酯部位有较好的防治酒精性

胃损伤的功效，可能通过 MAPK 通路介导抗炎、抗氧化和损伤修复等机制发挥作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the feasibility of ethyl acetate fraction of Ipomoea muricatum （IM-

EA） in the prevention and treatment of alcoholic gastric ulcer （GU） and explore its mechanism of action based 

on network pharmacology and experimental verification. Method：： Forty SD rats were randomly divided into a 

control group， a model group， a ranitidine group （2.7 mg·kg-1）， and low- and high-dose IM-EA groups （30，

60 mg·kg-1） after adaptive feeding for 7 days. The GU model was replicated by hydrochloric acid in absolute 

ethanol （150 mmol·L-1） in rats after prophylactic administration for one week. Hematoxylin-eosin （HE） staining 

and periodic acid-Schiff （PAS） staining were used to preliminarily evaluate the efficacy of IM-EA in the 

prevention and treatment of GU. Lead compounds of IM-EA were screened out by ADMET， and the SwissTarget 

platform was used to identify the potential targets for these compounds. GU-related targets were collected 

through DisGeNET， OMIM， and GeneCards databases， which were mapped to potential IM-EA targets to 

obtain the potential targets of IM-EA against GU. The STRING database was used to construct the protein-

protein interaction （PPI） network to screen the hub targets， and the DAVID platform was used to annotate the 

biological functions of common targets to explore the underlying mechanism of IM-EA against GU. Autodock 

Vina software was used for the preliminary verification of the computer simulation. The serum levels of tumor 

necrosis factor （TNF）- α and interleukin （IL）-6 and the content of prostaglandin E2 （PGE2）， matrix 

metalloproteinase-9 （MMP-9）， and superoxide dismutase （SOD） in the gastric tissues were determined by 

enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The relative expression levels of core proteins in the mitogen-

activated protein kinase （MAPK） signaling pathway， such as Jun oncoprotein， extracellular signal-regulated 

kinase （ERK）， and p38， in the gastric tissues were detected by Western blot. Result：： As revealed by the results 

of animal experiments， compared with the control group， the model group showed significantly damaged gastric 

tissues and reduced secretion of gastric mucus. Compared with the model group， the groups with drug 

intervention showed reduced ulcer areas in the gastric tissues （P<0.01） and improved gastric histopathological 

status and gastric mucus secretion， suggesting that IM-EA was effective in the prevention and treatment of GU. 

Sixteen lead compounds of IM-EA were screened out by ADMET， and 257 potential targets of IM-EA against 

GU were obtained. The hub nodes in the PPI network included targets of TNF-α， protein kinase B1 （Akt1）， 

tumor protein 53 （TP53）， epidermal growth factor receptor （EGFR）， and ERK. Biological functional 

annotation and molecular docking results suggested that the MAPK signaling pathway potentially played a key 

role in the prevention and treatment of GU by IM-EA， which was synergistic with the vascular endothelial 

growth factor （VEGF） signaling pathway， phosphoinositide 3-kinase （PI3K）/Akt signaling pathway， and 

nuclear factor （NF）- κB signaling pathway in anti-inflammation， anti-oxidation， and damage repair. The 

pharmacological experiment results showed that compared with the control group， the model group showed 

increased serum IL-6 content （P<0.01）， an increasing trend of TNF-α content， increased MMP-9 content in the 

gastric tissues （P<0.01）， and decreased SOD content （P<0.05）. Compared with the model group， the IM-EA 

groups showed decreased TNF-α and IL-6 levels in the serum and PGE2 and MMP-9 levels in the gastric tissues 

（P<0.01）， and increased SOD content in the gastric tissues （P<0.01）. Compared with the control group， the 

model group showed up-regulated expression of p-p38， p-Jun， and p-ERK in the gastric tissues （P<0.01） and 

up-regulated p38 and Jun （P<0.01）. Compared with the model group， the IM-EA groups showed down-regulated 

p-p38， p-Jun， p-ERK， and p38 in the gastric tissues （P<0.01） and up-regulated relative expression of Jun and 

ERK （P<0.05）. Conclusion：： IM-EA has a remarkable effect in the prevention and treatment of alcoholic gastric 

injury， which may be achieved through the mechanisms of anti-inflammation， anti-oxidation， and wound repair 

mediated by the MAPK signaling pathway.

［［Keywords］］ Ipomoea muricatum； gastric ulcer； network pharmacology； mechanism of action； mitogen 

activated protein kinase （MAPK） signaling pathway
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胃溃疡（GU）是一种常见的消化道炎性疾病，以

慢性、周期性和节律性的上腹部疼痛为主要临床特

征［1］。数据统计显示，我国 GU 发病率约 6.06%，远

高于欧美国家（2.00%~2.30%）［2-3］。GU 如不及时治

疗，可诱发出血、穿孔和梗阻等多种并发症，甚至迁

延为胃癌，严重危害人类健康［4-5］。幽门螺旋杆菌

（Helicobacter pylori）感染、非甾体类抗炎药的长期

使用和无序饮酒、抽烟等应激是 GU 发病的重要诱

因，随着 H. pylori 根除治疗和非甾体类消炎药替代

药物的研究取得进展，无序饮酒等应激成为当今

GU 发病的主要诱因［6］，犹以急性大量饮酒造成的急

性胃溃疡损伤最为常见。现有治疗 GU 单体药物如

质子泵抑制剂、H2 受体阻断剂等单体药物有呕吐、

过敏和心律不齐等多种不良反应。大量临床和实

验发现中草药，特别是药食同源天然植物治疗 GU

疗效卓著，可有效避免单体药物产生的不良反应［7］。

因此，从药食同源天然植物探寻综合防治 GU 的组

分药物成为该领域研究的热点和潜在突破点。

丁香茄（Ipomoea muricatum）为旋花科月光花

属，是中国少数民族常用的药食同源植物，其首载

于宋·唐慎微所著的《证类本草》：“其叶如醋细，研

治小儿火焰丹，消赤肿”；《救荒本草》亦有记载：“叶

可作蔬”。对其进行文献考证发现，丁香茄临床常

用于胃脘痛的治疗，如《中国药材标准名录》载：“壮

药，叶可用于胃脘痛”。根据文献及本课题组前期

相关研究表明，丁香茄乙酸乙酯部位（IM-EA）具有

较好的镇痛、抗炎、抗氧化和血管保护等功效［8-9］。

但对于古籍记载的胃脘痛的治疗尚未见相关报道。

因此，本研究首先建立酒精性 GU 大鼠模型，对丁香

茄防治 GU 的药效进行评价，以期为获得防治酒精

性 GU 有效药物提供参考。

中草药具有多成分、多靶标、多机制系统协同

生效的特点。网络药理学作为一门将生物信息学、

计算机大数据和多向药理学等多学科融合的策略，

其大数据网络拓扑分析的方法与中草药发挥疗效

的多机制特点相吻合。故本次研究在确认 IM-EA

防治酒精性 GU 确有疗效的基础上，采用网络药理

学构建 IM-EA 防治 GU 的“成分 -靶标 -通路”网络以

探讨 IM-EA 发挥疗效的潜在机制，并在动物模型对

上述预测结果进行药理实验验证，以期为丁香茄防

治酒精性 GU 的临床应用提供数据支撑。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雄性 SD 大鼠，6~8 周龄，购自济

南朋悦实验动物繁育有限公司，合格证号 SCXK

（鲁）2019-0003。此次动物实验经河南中医药大学

伦理委员会审核（伦理学编号 DWLL202009058）。
动物按相关规定饲养，室温（22±2）℃ ，湿度 55%~

60%，12 h 明暗交替。

1.2　药物     丁香茄叶采自河南省商丘市民权县，经

河南中医药大学代丽萍教授鉴定为旋花科植物丁

香茄 Ipomoea muricatum 的叶。精确称量干燥丁香

茄叶 17.0 kg，粉碎，采用 10 倍量 70% 乙醇冷凝回流

提取 2 次，每次 2 h，合并滤液后减压浓缩得粗浸膏。

将粗浸膏水溶分散后采用乙酸乙酯萃取，减压浓缩

干 燥 ，获 得 乙 酸 乙 酯 部 位 干 膏 810 g，得 率 为

4.76%［8］。

1.3　试剂     盐酸雷尼替丁胶囊（江西新赣江药业，

批号 20191102）；浓盐酸（洛阳化学试剂厂，批号

20190501）；p38、Jun、细胞外调节蛋白激酶（ERK）、
β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国 CST 公司，批号分别

为 8690、3270、4370、4970）；肿 瘤 坏 死 因 子 - α

（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）、基质金属蛋白酶 -9

（MMP-9）、前列腺素 E2（PGE2）、超氧化物歧化酶

（SOD）试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号分

别 为 20210528、20210528、20210528、20210527、

20210528）；苏木素 -伊红（HE）染液套装、PAS 染液

套 装（武 汉 Servicebio 公 司 ，批 号 分 别 为 G1003、

G1008）。
1.4　仪器     Sorvall ST 16R 型高速低温离心机（美

国 Thermo Fisher 公司）；Mini-PROTEAN®Tetra 型电

泳仪、Mini Trans-Blot®型电泳转印槽、ChemiDoc 成

像系统（美国 Bio-Rad 公司）；iMark 型多功能酶标仪

（美国 BioTek 公司）；JB-P5 型包埋机（武汉俊杰公

司）；RM2016 型病理切片机（上海徕卡公司）。
2 方法

2.1　IM-EA 防治 GU 的网络药理学研究     

2.1.1　 IM-EA 相关成分及靶标筛选     IM-EA 化合

物由河南省豫产道地药材综合开发利用工程技术

研究中心提供［8］，采用 Discovery Studio 软件预测化

合物的 ADMET 性质，筛选 IM-EA 的先导化合物。

采 用 SwissTarget 平 台［10］（http//www. swisstargetpre 

diction.ch/）获取各化合物的潜在作用靶标，选择存

为数据集 IM-EA。

2.1.2　IM-EA 防治 GU 靶标筛选     以“Gastric ulcer”

为主题词、检索 DisGeNET［11］（https：//www.disgenet.

org） 、 OMIM［12］（https//www. omim. org） 和

GeneCards［13］（https：//www.genecards.org/）数据库收

集 GU 疾 病 相 关 靶 标 。 采 用 UniProt 数 据 库［14］
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（https：//www.uniprot.org/）将药物的潜在作用靶标

和疾病靶标名称统一转换为 Gene Symbol，并将各

数据收集的疾病靶标取并集后去重，存为数据集

GU。将数据集 GU 与数据集 IM-EA 映射，获得 IM-

EA 防治 GU 的潜在作用靶标，存为数据集 IM-GU。

2.1.3　 IM-EA 防治 GU 靶标蛋白质 -蛋白质相互作

用（PPI）网络构建     将 IM-GU 上传至 STRING 数据

库［15］（https：//string-db.org/）获取 PPI 网络数据，并将

其导入 Cytoscape 3.9.1 软件［16］进行网络拓扑分析。

借助 CytoNCA 插件［17］以介数中心性值（BC）和度值

（Degree）的中位数为指标筛选 Hitbubs 枢纽网络及

hub genes。

2.1.4　IM-EA 防治 GU 靶标的生物功能注释     采用

DAVID 平台［18］（https：//david.ncifcrf.gov/）对 IM-EA

防治 GU 靶标进行生物功能注释，包括京都基因与

基因组百科全书（KEGG）信号通路、GO 注释的生物

过程（BP）和分子功能（MF）。借助 KEGG Mapper

工具［19］梳理各通路数据，以 P<0.01 为条件截取 P 值

较小的 20 位注释结果进行可视化展示。

2.1.5　成分-靶标-通路网络构建     根据 2.1.4 项中富

集的 KEGG 信号通路信息及通路相关靶标反向筛

选 2.1.1 项 中 靶 标 所 涉 及 的 药 物 成 分 ，并 采 用

Cyroscape 3.9.1 软件构建“成分 -靶标 -通路”网络。

借助 CytoNCA 插件进行网络行拓扑分析，以评估

IM-EA 防治 GU 的主要潜在活性成分及其潜在作用

靶标。

2.1.6　计算机模拟验证 -分子对接     综合评估并筛

选 PPI 网络和“成分 -靶点 -通路”网络中的枢纽靶标

为受体，通过 PDB 数据库［20］（https：//www.rcsb.org/）
下载相关受体蛋白 pdb 格式文件，采用 PyMOL2.5

软件进行去除原配体、去水和加氢等降噪处理。采

用 ChemBioDraw 软件绘制 IM-EA 先导化合物结构

并存为 Mol2 文件。采用 Autodock vina 软件［21］进行

分 子 对 接 计 算 机 模 拟 验 证 。 通 常 认 为 结 合

能<−4.25 kcal·moL-1（1 cal≈4.184 J）时，认为分子配

体与蛋白受体具有自发结合的活性；认为结合

能<−5.0 kcal·moL-1 时，具有较好的结合活性；结合

能 < − 7.0 kcal·moL-1 时 ，提 示 具 有 强 烈 的 结 合 活

性［22］ 。 采 用 R 软 件 包 clusterProfiler（version 

4.6.0）［23］绘制热图可视化展示。

2.2　IM-EA 防治 GU 的药理学实验验证     

2.2.1　动物分组与模型复制     将 40 只 SD 大鼠适应

性喂养 7 d 后随机分为空白组、模型组［1% 羧甲基

纤维素钠（CMC-Na）］、雷尼替丁组（2.7 mg·kg-1）、

IM-EA 低剂量组（30 mg·kg-1）和 IM-EA 高剂量组

（60 mg·kg-1）。灌胃剂量按 10 mL·kg-1计算，早晚各

1 次，自由饮食，预防性给药 1 周。取材前，禁食

24 h、禁水 12 h。末次灌胃 1 h 后，模型组、雷尼替丁

组和 IM-EA 低、高剂量组按 10 mL·kg-1 灌胃给予

150 mmol·L-1 盐酸无水乙醇造模［24-25］，空白组同剂

量灌胃 1% CMC-Na。造模 60 min 后，腹腔注射 20%

乌拉坦溶液进行麻醉、解剖，经腹主动脉采集血液

样品，静置 1 h 后 4 ℃、3 000 r·min-1 离心 15 min（离

心半径 7 cm，下同），取上清，−20 ℃保存备用。胃组

织沿胃大弯剪开于生理盐水中漂洗后展开内壁采

集图像；单个组织样品分为两部分，一部分以 4% 多

聚甲醛浸泡保存，另一部分液氮焠后−80 ℃保存。

2.2.2　胃溃疡指数和溃疡损伤抑制率测定     参考

文献中方法［26］，采用 Image pro 软件对 2.2.1 项所得

样本图像进行胃组织的溃疡指数测定，计算溃疡抑

制率。溃疡指数=胃溃疡面积/胃总面积×100%；溃
疡抑制率=（模型组溃疡指数-给药组溃疡指数）/模

型组溃疡指数×100%。

2.2.3　HE 和 PSA 染色     参照文献［27］方法分别进

行 HE 和 PAS 染色。将经 4% 多聚甲醛固定的胃组

织进行脱水、洗脱、石蜡包埋，然后切成 5 µm 厚切

片，65 ℃恒温干燥 2 h 后进行 HE 和 PAS 染色。

2.2.4　血清中 TNF-α、IL-6 含量测定     −20 ℃保存

的血清为供试品，严格按照 ELISA 试剂盒说明书操

作测定血清中 TNF-α、IL-6 含量。

2.2.5　 胃 组 织 中 MMP-9、PGE2 和 SOD 含 量 测 定     　

　取−80 ℃保存的胃组织，4 ℃生理盐水洗净后，吸

水纸吸干。称取各样本组织适量，10 倍量 RIPA 裂

解液 4 ℃研磨后冰上反应 30 min，12 000 r·min-1 低

温离心 15 min，取上清，即为待测样本。测定过程严

格按照相关试剂盒说明书操作。

2.2.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃组织

中 p38、Jun、ERK 蛋白表达     总蛋白样本提取同

2.2.5 项，1∶4 加入 5×蛋白缓冲液，煮沸 10 min，即为

供试品。按传统方法即 SDS-PAGE 凝胶电泳、半干

转膜法、5% 牛血清蛋白封闭 2 h、一抗 4 ℃ 过夜、

TBST 溶液漂洗、二抗孵育 1 h、化学荧光成像等步骤

测定 MAPK 通路中 p38、Jun、ERK 蛋白表达水平，

β-actin 为内参。采用 Image J 软件定量分析各条带

的灰度值，将磷酸化蛋白、目标蛋白与 β-actin 内参

的灰度值的平均值相除矫正后，以空白组为背景进

行归一化处理，而后进行组间比较，评估各组大鼠

胃组织中的 MAPK 通路蛋白的表达情况。
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2.2.7　统计学方法     采用 GraphPad Prism 8.0 软件

进行统计分析，计量资料以 x̄ ± s 表示。组间比较采

用两独立样本 t 检验，多组之间比较采用单因素方

差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　 IM-EA 先导化合物及作用靶标筛选结果     课

题组前期分离并指认的 IM-EA 成分经 ADMET 性质

筛选后，获得 16 个先导化合物，包括脂肪酸、黄酮苷

和 木 脂 素 类 等（ 见 增 强 出 版 附 加 材 料 ）。 经

SwissTarget 平台反向钓靶获得 IM-EA 先导化合物

的潜在作用靶标 383 个。

3.2　 IM-EA 防治 GU 靶标的获取     将各数据库收

集的 GU 疾病相关靶标取并集除重，最终保留 4 359

个 疾 病 相 关 靶 标 ，其 中 DisGeNET 平 台 136 个 ，

OMIM 511 个、GeneCards 5 028 个。将 IM-EA 化合

物潜在作用靶标与 GU 疾病相关靶标映射后获得

257 个共同靶标（见增强出版附加材料）。
3.3　PPI 网络的构建及 hub genes 筛选     IM-EA 防

治 GU 潜在作用靶标的 PPI网络由 257 个节点、3 023

条边组成，包含 2 个游离节点（CA6、ST6GAL1），平
均节点度值为 23.5，富集系数 P<1×10-16，平均局部聚

类 系 数 为 0.482。 借 助 CytoNCA 插 件 筛 选 获 得

Hitbubs 核心网络。肿瘤坏死因子（TNF）、蛋白激酶

B1（Akt1）、肿瘤抑制蛋白 P53（TP53）、表皮生长因

子受体（EGFR）、丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）、
胱 天 蛋 白 酶 -3（Caspase-3）、热 休 克 蛋 白 A1

（HSP90AA1）和 前 列 腺 素 内 过 氧 化 物 合 酶 2

（PTGS2）等靶标为网络的枢纽节点（hub genes）。
Hitbubs 网 络 中 TNF_TP53（BC=99.77）、TNF_

PPARG（BC=98.62）、TNF_HSP90AA1（BC=89.00）、
PTGS2_TP53（BC=86.60）和 TNF_MAPK1（BC=

82.03）等边中心性较高。见增强出版附加材料。

3.4　IM-EA 防治 GU 靶标的生物功能注释及“成分-

靶标 -通路”网络     通过 DAVID 平台富集得到 IM-

EA 防治 GU KEGG 通路 159 条，除泛癌通路、代谢通

路等广泛通路外，内分泌拮抗、PI3K/Akt、脂质和动

脉硬化、EGFR、Ras 和活性氧激活的致癌信号通路

等信号通路为 IM-EA 防治 GU 较为密切的通路。涉

及对脂多糖的应答、对细胞钙离子的稳态调节、对

炎症反应的调控、MAPK 活性的调控等 569 种生物

过程；Akt激活、雌激素受体激活、药物捕获等 151 种

分子功能。见增强出版附加材料。

通过 KEGG Mapper 工具对各通路数据逐一梳

理后发现 P 值较小的前 20 条通路可以涵盖绝大部

分通路信息，故采纳 P 值较小的前 20 条通路构建

“成分 -靶标 -通路”网络并绘制简要机制图（见增强

出版附加材料）。“成分 -靶标 -通路”网络由 126 个节

点、807 条边构成。网络中度值较高的化合物为

IM2、IM11 和 IM9；度 值 较 高 的 靶 标 为 PIK3CA、

MAPK1、PIK3CD、PIK3CB、MAPK3 和 Akt1、Akt2

等。其中核心靶标 PIK3CA、PIK3CD 和 PIK3CB 同

为 PI3K 的亚型［28］，与化合物 IM11、IM13、IM14 和

IM15 相 关 。 Akt1、Akt2 同 为 鸟 苷 酸 环 化 酶 家 族

（RAC）成员，为 IM3 作用靶点。MAPK1、MAPK3 为

ERK 亚型，为 IM9 作用靶点，而 ERK 为 MAPK 信号

通路的 3 个枢纽基因之一。同时，与血管新生密切

相关的蛋白 EGFR 同为 IM9 成分作用靶点。

3.5　分子对接结果     AutoDock 软件是一款基于

“诱导契合”模型、用于预测小分子与蛋白的结合构

象和结合自由能的计算机模拟软件［29］。共获得 180

组对接结果，其中结合能<−5.0 kcal·moL-1 共有 124

组，结合能<−7.0 kcal·moL-1共有 9 组，以 Jun 与 IM12

结合能最低（−7.80 kcal·moL-1）。如热图示，MAPK

信号通路的节点蛋白 ERK、p38、Jun 与各成分结合

更为紧密，VEGF 信号通路中上游蛋白如 HRAS、

EGFR 与 IM-EA 各成分契合较好，而末端因子如

MMP-9 则相对较低，提示 IM-EA 相关成分可能主要

作用于前端损伤的预防。同时，IM-EA 相关成分与

PI3K 和 mTOR 契 合 较 好 ，而 通 路 的 末 端 因 子 如

Caspase-3、TNF 等较 PI3K 结合能低，IM-EA 防治

GU 的抗炎作用的发挥，可能与 PI3K/Akt 等前端通

路相关，而非直接抑制炎症因子的释放。因此推

测，由 HRAS 等应激激活 MAPK 和 VEGF 通路介导

组织损伤过程，进一步诱导 PI3K/Akt 介导的炎症调

节可能是 IM-EA 防治 GU 的主要机制。在药物成分

方面，IM10、IM13、IM14 等成分与各靶标契合度较

好，IM9 与 Jun、ERK、p38 和 PI3K 有较高的契合度，

为“成分 -靶标 -通路”网络的结果提供了理论支撑，

简要机制图见增强出版附加材料。

3.6　对大鼠胃组织形态学的影响     空白组大鼠胃

黏膜红润光泽，皱襞规整无异状。与空白组比较，

模型组大鼠胃组织出现大面积暗红色出血、水肿等

损伤症状，提示造模成功。与模型组比较，各给药

组大鼠胃组织损伤面积显著缩小、出血症状显著改

善，溃疡指数显著降低（P<0.01）。见表 1、图 1。

3.7　对大鼠胃组织病理学变化的影响     HE 染色结

果显示，空白组大鼠胃黏膜结构完整，腺体排列规

则，无水肿、出血。与空白组比较，模型组大鼠胃黏
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膜局部崩解脱落、局灶性出血，黏膜下层大面积水

肿，其间有明显的纤维组织和中性粒细胞等炎性浸

润，血管扩张明显。与模型组比较，雷尼替丁组黏

膜结构完整，局部增厚，黏膜下水肿、少量炎性浸

润，毛细血管扩张；IM-EA 低剂量组黏膜轻微变性，

黏膜下水肿，未见明显的血管扩张和炎性浸润；
IM-EA 高剂量组黏膜结构完整，略有增厚，有黏膜

下水肿和炎性浸润、以及血管扩张。各给药组较模

型组症状均有改善，见图 2。PAS 染色结果显示，与

空白组比较，模型组胃黏液分泌显著减少。与模型

组比较，雷尼替丁组和 IM-EA 低剂量组胃黏液分泌

显著增加，主要富集在黏膜表层；IM-EA 高剂量组

胃黏液分泌较模型组无显著变化。见图 3。

3.8　对大鼠血清中 TNF-α、IL-6 含量的影响     与空

白组比较，模型组大鼠血清 IL-6 含量显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，IM-EA 低、高剂量组大鼠血清

中 TNF-α、IL-6 含量显著降低（P<0.01）。见表 2。

3.9　对大鼠胃组织中 PGE2、MMP-9 和 SOD 水平的

影响     与空白组比较，模型组大鼠胃组织中 MMP-9

含量显著升高（P<0.01），SOD 活性明显降低（P<

0.05）；与模型组比较，IM-EA 低剂量组胃组织中

PGE2、MMP-9 含量均显著降低（P<0.01），各给药组

大 鼠 胃 组 织 中 SOD 活 性 均 显 著 升 高（P<0.01）。
见表 3。

3.10　对大鼠胃组织中的 MAPK 信号通路相关蛋白

表达的影响     与空白组比较，模型组大鼠胃组织中

p-p38、p-Jun、p-ERK 均明显上调（P<0.05，P<0.01），
p-p38/p38、p-Jun/Jun 显著上调（P<0.01）；与模型组

比较，IM-EA 各剂量组大鼠胃组织中 p-p38、p-Jun、

表 1　 IM-EA 对 GU 大 鼠 胃 组 织 溃 疡 指 数 和 溃 疡 抑 制 率 的 影 响

（n=6）

Table 1　 Effect of IM-EA on ulcer index and ulcer inhibition rate 

in GU rats （n=6）

组别

空白组

模型组

雷尼替丁组

IM-EA 低剂量组

IM-EA 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

2.7

30

60

溃疡指数（x̄± s）

21.89±4.051）

6.08±4.462）

10.88±2.382）

3.45±1.582）

溃疡抑制率

/%

100.00

72.22

50.30

84.24

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 2 同）

注：A.空白组；B.模型组；C.雷尼替丁组；D.IM-EA 低剂量组；E.IM-EA 高剂量组（图 2-图 4 同）
图 1　IM-EA 对酒精性 GU 模型大鼠胃组织的形态的影响

Fig. 1　Effect of IM-EA on gastric tissue morphological in GU rats

图 2　IM-EA 对 GU 模型大鼠胃组织病理学影响  （HE，×100）
Fig. 2　Effect of IM-EA on histopathological lesions in GU rats （HE，×100）

图 3　IM-EA 对 GU 模型大鼠胃黏液分泌的影响  （PAS，×200）
Fig. 3　Effect of IM-EA on gastric mucus distribution in GU rats （PAS，×200）
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p-ERK、p-p38/p38 明 显 下 调（P<0.05，P<0.01），

p-ERK/ERK 显著上调（P<0.01），IM-EA 高剂量组

p-Jun/Jun 显著上调（P<0.01）。见表 4 和图 4。

4 讨论

现代研究表明，酒精性胃损伤的发生机制与胃

黏膜损伤及其诱导的级联炎症反应密切相关［30-31］。

酒精可抑制胃黏液分泌，改变黏膜的通透性，造成

胃部脱水；酒精代谢产物乙醛可损伤胃黏膜；而黏

膜上皮和血管的损伤可进一步诱导胃部炎症，炎症

因子如中性粒细胞的浸润可产生大量的活性氧离

子进一步损伤胃体［30］。急性大量饮酒还可促进胃

酸/胃泌素分泌，延缓胃排空进程等［32］；丁香茄是中

国少数民族地区药食两用植物，查阅古籍和文献发

现，丁香茄乙酸乙酯部位具有优良的抗炎和损伤修

复功效，与酒精性 GU 的损伤机制有吻合之处。因

而笔者作出假设：IM-EA 可能具有防治酒精性胃损

伤的功效，进而对此进行药效学研究。

根据中医“未病先防、既病防变、瘥后防复”理

论的指导，本次研究采用预防性给药于急性模型的

方式探讨 IM-EA 功效，即预防性给药一周后采用盐

酸无水乙醇建立急性酒精性 GU 大鼠模型以评估

IM-EA 的有效性。实验结果发现，模型组大鼠胃组

织表面出现大面积暗红色出血、水肿等损伤症状；
同时微观的 HE、PAS 染色结果发现，模型组大鼠胃

黏膜损伤严重，出现局部崩解脱落、局灶性出血，黏

膜下层大面积水肿和炎性浸润，提示本文采用的造

模方法切实可行。同模型组比较，IM-EA 给药组大

鼠的胃内壁较模型组的组织损伤得到明显改善，胃

表 2　IM-EA 对 GU 大鼠血清中 TNF-α、IL-6 含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of IM-EA on TNF-α and IL-6 in serum of GU rats

（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

空白组

模型组

雷尼替丁组

IM-EA 低剂量组

IM-EA 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

2.7

30

60

TNF-α

45.49±0.72

46.14±2.98

43.80±2.21

41.10±1.592）

41.77±1.032）

IL-6

208.60±8.66

375.60±0.311）

224.40±11.602）

250.30±68.952）

239.60±22.822）

表 4　IM-EA 对 GU 模型大鼠胃组织中 MAPK 枢纽蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of IM-EA on activation of core targets of MAPK signalling pathway in gastric tissues （x̄± s，n=6）

组别

模型组

雷尼替丁组

IM-EA 低剂量组

IM-EA 高剂量组

剂量

/mg·kg-1

2.7

30

60

p-p38/β-actin

1.53±0.111）

1.14±0.35

0.79±0.094）

0.69±0.044）

p-Jun/β-actin

1.41±0.102）

1.58±0.06

0.85±0.104）

0.61±0.043）

p-ERK/β-actin

1.21±0.111）

1.15±0.09

0.88±0.754）

0.93±0.074）

p-p38/p38

1.41±0.102）

1.59±0.06

0.85±0.104）

0.61±0.044）

p-Jun/Jun

1.43±0.002）

1.71±0.203）

1.51±0.00

1.85±0.014）

p-ERK/ERK

1.09±0.10

1.25±0.10

1.74±0.154）

1.62±0.134）

注：设空白组各指标 mRNA 表达量均为 1

表 3　IM-EA 对 GU 模型大鼠胃组织中 PGE2、MMP-9 和 SOD 含量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of IM-EA on PGE2， MMP-9， and SOD in gastric tissue of GU rats （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

雷尼替丁组

IM-EA 低剂量组

IM-EA 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2.7

30

60

PGE2/ng·L-1

72.71±5.31

74.86±1.28

68.83±3.173）

68.75±1.044）

73.43±3.00

MMP-9/μg·L-1

20.58±0.58

23.15±0.992）

22.20±0.69

20.82±0.114）

23.98±0.34

SOD/U·mg-1

10.92±0.43

9.67±0.341）

12.08±0.614）

17.79±0.934）

11.47±0.634）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4 同）

图 4　各组大鼠胃组织中 MAPK 通路蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of MAPK pathway protein expression in 

gastric tissues of rats in each group
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粘液的分泌得到显著的缓解，表明 IM-EA 防治急性

酒精性 GU 确有疗效。通常认为药物成分的潜在作

用靶标与疾病靶标相映射获取的交集，即为联通药

物与疾病的“桥梁”。本次研究在 IM-EA 防治 GU 确

有疗效的基础上，采用网络药理学策略对 IM-EA 防

治 GU 的机制进行了理论研究。经 ADMET 性质筛

选获得的 16 个 IM-EA 先导化合物，映射 257 个 IM-

EA 防治 GU 的潜在作用靶标。对其进行生物功能

注释的结果表明，MAPK 信号通路可能在 IM-EA 防

治 GU 的过程中起着关键的调控作用。进一步采用

的分子对接计算机模拟验证结果也发现，IM-EA 相

关成分与 MAPK 信号通路的节点蛋白 ERK、p38、

Jun 契合更为紧密。据文献报道，酒精可通过多种

途径激活 MAPK 信号通路。酒精性 GU 可通过诱发

炎症级联反应造成胃损伤［33］，而炎症可作为损伤因

子 调 控 MAPK 信 号 通 路 ，涉 及 多 种 损 伤 修 复 过

程［34］。如乙醇可诱导胃黏膜细胞产生氧自由基［33］，

氧自由基可直接作为刺激源激活 MAPK 信号通

路［35-36］。同时还可通过多种途径对胃黏膜产生影

响，增加胃黏膜损伤易感性［37-38］。网络药理学预测

结果与文献报道相吻合，故本次研究从 MAPK 信号

通路调控炎症反应着手进行机制探讨。

酒精性 GU 可通过诱发炎症级联反应造成胃损

伤，TNF-α 和 IL-6 为其末端炎症因子，其可诱导

MMP-9、PGE2、SOD 等细胞因子的释放［33］。MMP-9

在炎症级联反应中的细胞外基质的局部蛋白水解

和白细胞迁移中起重要作用［39-41］，PGE2与炎症发生

时内皮细胞迁移和血管损伤修复密切相关［42-43］，

SOD 可清除酒精性 GU 所产生的对机体有害的超氧

阴离子自由基损伤。药理实验结果发现，酒精性

GU 大鼠模型可上调 TNF-α、IL-6、MMP-9 和 PGE2，

降低 SOD 含量；同模型组比较，IM-EA 给药组的

TNF-α、IL-6、MMP-9 和 PGE2含量显著降低，胃组织

SOD 含量显著增加，提示 IM-EA 可减轻抑制机体炎

症反应，减少炎症因子、血管因子及氧化因子的释

放，具有显著抗炎、抗氧化的功效，网络药理学理论

研究结果得到证实。

TAMAZATO 等［44］研究发现，p38 可通过 p53 信

号 通 路 激 活 SERPINB5 家 族 基 因 的 表 达 ，而

SERPINB5 家族基因已被证实可直接或间接抑制血

管的新生和代谢。p38 的下调，可使血管新生和代

谢通路的抑制得到缓解。KAWANAKA 等［45-46］研究

发现，酒精性胃损伤可诱导胃黏膜中 p-ERK 的上

调，大量研究也证实 ERK 的生物活性对损伤性胃黏

膜的修复有着积极的调节作用。LIU 等［47］研究发

现，Jun 的抑制，有利于体细胞向多功能干细胞的转

变，有助于组织的损伤修复。本次研究发现，模型

组大鼠胃组织中的 p-38、p-Jun、p-ERK 均显著增加，

与文献报道一致。与模型组比较，IM-EA 各给药组

胃组织中的磷酸化蛋白则均显著降低，提示 IM-EA

可使 p-38、p-Jun、p-ERK 的磷酸化过程受阻。在“成

分 -靶标 -通路”网络中，MAPK 信号通路相关蛋白

MAPK1、MAPK3 为 IM9（ 咖 啡 酸 苯 乙 酯 ，Ethyl 

Caffeate）的潜在作用靶标。研究发现，咖啡酸苯乙

酯可抑制 ERK 的活性［48-49］。实验结果表明，IM-EA

确可调控 MAPK 信号通路。

中医药具有多成分、多靶标、多机制协同生效

的特点，机体内细胞因子、趋化因子和蛋白表达的

调控，亦是一个非常复杂的网络，网络药理学研究

策略在一定程度上可以理论性的揭示中医药的复

杂调控网络。本次研究对 IM-EA 防治酒精性 GU 的

可行性进行了动物实验，发现其确有疗效。而后采

用网络药理学策略构建了“成分-靶标-通路”网络对

其发挥疗效的机制进行了理论探讨，发现 IM-EA 相

关成分可能通过 MAPK 信号通路、PI3K/Akt 信号通

路、EGFR 信号通路、NF-κB 等信号通路介导抗炎、

抗氧化和损伤修复等机制防治酒精性 GU。采用动

物体内实验对上述预测结果进行了初步验证，验证

结果与网络药理学分析结果吻合。需要注意的是，

鉴于个体及单次研究的局限性，本次研究并未能涵

盖所有网络药理学的预测机制，还有丰富的理论未

待证实，有待更为系统、全面的阐释。希望本次研

究结果能为胃损伤疾病的防治和丁香茄药物的深

入研发提供新的论证支撑和思路，本研究团队将持

续关注丁香茄和胃损伤性疾病的药理研究进展，并

在此基础上进行更深入药物成分分析和疾病机制

研究。
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