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生理病理状态下荭草活性物质对转运体表达的影响
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摘要:荭草具有明确的抗心肌缺血作用ꎬ且其活性成分在生理和病理状态下的代谢过程存在显著差异ꎬ鉴于转运体在心

肌缺血病理过程和外源物代谢中的作用ꎬ本研究拟探讨荭草活性物质在生理及病理状态下对大鼠肝脏转运体表达的影

响ꎮ 采用网络药理学筛选心肌缺血相关靶点ꎬ利用蛋白质相互作用(ＰＰＩ)分析、基因本体(ＧＯ)和京都基因与基因组百科

全书(ＫＥＧＧ)富集分析ꎬ结合文献调研ꎬ筛选与心肌缺血相关的肝脏转运体及通路ꎻ运用分子对接技术预测荭草活性成分

与转运体调控蛋白的结合ꎻ并建立大鼠心肌缺血模型ꎬ采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和蛋白免疫印

迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测荭草提取物对肝脏转运体表达的影响ꎮ 结果显示ꎬ网络药理学分析发现 ４２８ 个心肌缺血与转运蛋

白的共同靶基因ꎻＰＰＩ 分析筛选出 ３６ 个节点ꎬＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析表明这些靶点显著富集于炎症反应、ＡＢＣ 转运蛋白及 ＰＰＡＲ
信号通路等ꎬ结合文献调研ꎬ发现 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ、Ｐ￣ｇｐ 等 ７ 个肝脏转运体与心肌缺血相关ꎻ分子对接提示荭草活性成分与转运

体上游调控蛋白具有较高亲和力ꎮ 动物实验表明ꎬ在正常大鼠中荭草提取物可上调 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和

Ｐ￣ｇｐ 的表达ꎬ而在心肌缺血模型大鼠中则下调 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 的蛋白表达ꎮ 结果表明ꎬ在生理病

理状态下ꎬ荭草活性成分具有调控肝脏转运体的能力ꎬ其机制可能与活性成分结合肝脏转运体上游调控蛋白有关ꎮ
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ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ∶ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｏｒｉｅｎｔａｌｅ Ｌ.ꎻ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａꎻ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓꎻ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇꎻ
ｑＲＴ￣ＰＣＲꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

　 　 心肌缺血(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａꎬＭＩ)是指心脏的血液灌注减少ꎬ导致心肌氧气供应不足ꎬ心肌能量代谢不

正常ꎬ无法维持心脏正常工作的一种病理状态[１￣２]ꎮ ＭＩ 可导致心肌细胞坏死或凋亡ꎬ可引起心肌功能障碍ꎬ甚
至诱发心绞痛与心力衰竭等凶险病症ꎬ是心血管疾病的关键诱发因素之一ꎬ时刻威胁着人类的生命健康[３￣４]ꎮ

荭草为蓼科植物荭草(Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｏｒｉｅｎｔａｌｅ Ｌ.)的干燥果穗及带叶茎枝ꎬ民间常用于胸痛、胸闷、气短、中
风偏瘫(嘴角歪斜)等疾病的治疗[５]ꎮ 现代药理学研究表明ꎬ荭草具有抗心肌缺血、抗氧化和增加心肌血流

量等药理作用[６]ꎮ 课题组围绕荭草展开了一系列探索ꎬ初步阐明了其抗心肌缺血药效及其物质基础[７]ꎬ并
且以心肌缺血(ＭＩ)病理状态为切入点ꎬ阐释了荭草主要活性成分(荭草素、异荭草素、牡荆素、原儿茶酸、山
柰素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷、槲皮素)在生理与病理条件下在肠道的吸收及排泄特征ꎮ 研究表明ꎬ荭草活性成分

的肠道吸收部位、各肠段的累积吸收量以及尿液、粪便及胆汁中的排泄 /累积排泄率在生理和心肌缺血病理

状态下具有明显差异ꎮ 转运体在外源成分的吸收与排泄中起到了重要作用[８￣１０]ꎬ前期预实验也提示荭草活

性成分是各转运体底物ꎬ且荭草提取物具有调控转运体活性的作用ꎮ 此外ꎬ转运体通过调控脂质代谢、炎症

反应、血小板功能、血管内皮稳态及细胞死亡信号通路等ꎬ显著影响心肌缺血的病理进展[１１￣１２]ꎮ 因此ꎬ我们

推测荭草活性成分在生理和病理状态下对转运体的表达可能产生不同影响ꎬ对其影响的转运体进行研究ꎬ可
促进荭草抗心肌缺血作用机制的研究ꎮ

本研究首先运用网络药理学方法ꎬ从数据库中筛选心肌缺血相关靶点ꎬ初步揭示了其与转运体之间的潜

在关联ꎮ 然后ꎬ通过文献调研与分子对接分析ꎬ预测了荭草活性成分与转运体调控蛋白的结合ꎮ 最后ꎬ通过

构建心肌缺血动物模型ꎬ采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和免疫印迹法(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)技
术ꎬ在生理和病理状态下验证了荭草对肝脏转运体表达的影响ꎮ 系统阐明了荭草活性成分在心肌缺血病理

模型中对转运体的调控作用ꎬ不仅为解析荭草药效物质在特定病理条件下的作用机制提供了重要依据ꎬ也为

荭草的深度开发利用奠定了理论基础ꎮ
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第 ５ 期 罗秋芸ꎬ等:生理病理状态下荭草活性物质对转运体表达的影响

１　 仪器与材料

１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级 ｓｐｒａｇｕｅ ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ３２ 只ꎬ雄性ꎬ体质量为(１６０±２０)ｇꎬ由北京华阜康生物科技股份有限公

司提供[动物许可证号 ＳＣＸＫ(京)２０２３￣０００１]ꎮ 大鼠在温度(２０±５)℃、相对湿度(６０±１０)％的环境中饲养ꎬ
饲养条件均严格按照实验动物的要求及规则ꎬ实验前适应性饲养 １ 周ꎮ 动物实验方案经贵州医科大学伦理

委员会批准(批件号 ２２０１０２１)ꎮ
１.２　 主要药品与试剂

荭草药材购买自贵州省六盘水市ꎬ由贵州医科大学刘春花研究员鉴定为蓼科植物荭草的干燥全草ꎮ 盐

酸异丙肾上腺素(ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌꎬＩＳＯ)购于上海禾丰制药有限公司(批号 １００２０３)ꎬＲＮＡＳｔｏｒｅ 样本保存液购于

北京天根生化科技有限公司(批号 ＤＰ４０８￣０２)ꎬＥａｓｔｅｐ􀳏 Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒购于普洛麦格生物技术有

限公司(批号 ００００１９７５４８)ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒(批号 ＲＲ０４７Ａ)、ＳＹＢＲ􀳏
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂(批号 ＡＫ７００５)均购于 ＴａＫａＲａꎬＰＢＳ 磷酸盐缓冲液(批号 Ｐ１００３)、甘氨酸(批号

Ｇ８２００)、ＳＤＳ(十二烷基硫酸钠ꎬ批号 Ｓ８０１０)、Ｔｒｉｓ(三羟甲基氨基甲烷ꎬ批号 Ｔ８０６０)、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒(批号 ＰＣ００２０)均购于北京索莱宝科技有限公司ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购于上海生工生物技术有限

公司(批号 Ｃ６３１１００￣０２００)ꎬＰＭＳＦ 和 ＲＩＰＡ 裂解液购于大连美仑生物技术有限公司(批号 ＭＡ０１５１)ꎬＥＣＬ 检

测试剂购于上海碧云天生物技术有限公司(批号 Ｐ００１８Ｓ)ꎮ
１.３　 主要仪器

荧光定量 ＰＣＲ 仪 (美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄꎬ型号 ＣＦＸ９６)ꎬＰｏｗｅｒ Ｐａｃ Ｂａｓｉｃ 型垂直电泳仪 (美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄꎬ型号

１６５８０２５)ꎬＴｒａｎｓ￣Ｂｌｏｔ 型蛋白快速湿转转印仪(美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄꎬ型号 １７０４１５０)及 Ｇ:ＢＯＸ 凝胶成像系统(英国

Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司ꎬ型号 ＧＢＯＸ￣Ｃｈｅｍｉ￣ＸＬ￣１.４)ꎬ超纯水机(四川沃特尔科技发展有限公司ꎬ型号 ＷＰ￣ＵＰ￣ＬＨ￣１０)ꎮ

２　 方法

２.１　 网络药理学分析

利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＴＴＤ、ＯＭＩＭ 数据库获取心肌缺血及转运体靶点ꎬ将相关靶点输入到 Ｊｖｅｎｎ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｊｖｅｎｎ.ｔｏｕｌｏｕｓｅ.ｉｎｒａ.ｆｒ / ａｐｐ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)以绘制维恩图ꎮ 随后ꎬ将心肌缺血和转运体的重叠靶点上传

到 ＳＴＲＩＮＧ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )构建蛋白质－蛋白质相互作用(ＰＰＩ)网络ꎬ用于探究这些重叠靶

点之间的关系ꎬ分析结果导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３.８.２ 软件中以可视化关键核心靶点网络ꎮ 将重叠的目标输入到

ＤＡＶＩＤ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ.ｎｃｉｆｃｒｆ.ｇｏｖ / )中进行 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ ＧＯ 富集分析包括生物

过程(ＢＰ)、细胞组分(ＣＣ)和分子功能(ＭＦ)ꎮ
２.２　 分子对接

将荭草活性成分(小分子配体)原儿茶酸、异荭草素、荭草素、牡荆素、山柰素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷、槲皮素

等关键词英文名称输入到 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )以获取二维结构ꎮ 采用密度

泛函理论(ＤＦＴ)计算来优化活性成分的化学结构ꎬ并使用 Ｃｈｅｍ３Ｄ 软件将其转换为三维结构ꎮ 从文献中获

得了转运蛋白(ＢＣＲＰ、ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ)的上游调控蛋白靶点 ＨＮＦ４α、ＰＰＡＲα 和

Ｎｏｔｃｈ１ꎬ从 ＲＣＳＢ ＰＤＢ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / )下载核心靶点的三维结构ꎮ 用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子

对接后ꎬ利用 Ｐｙｍｏｌ 软件可视化对接结果ꎮ
２.３　 荭草提取物的制备

将干燥荭草全株置于 １０ 倍量水中煎煮 １ ｈꎬ重复 ３ 次并合并煎煮液ꎬ过滤后浓缩至相对密度为 １.０ꎬ后加

入无水乙醇调节浓缩液乙醇含量至 ６５％ꎬ搅拌 ０.５ ｈ 后静置 １２ ｈꎬ抽滤ꎬ收集滤液ꎬ浓缩至每 １ ｍＬ 含生药 １ ｇꎬ
用水饱和正丁醇萃取 ４ 次ꎬ收集正丁醇层ꎬ合并ꎬ减压回收正丁醇ꎻ正丁醇提取物加 ８０％乙醇溶解ꎬ上聚酰胺
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柱ꎬ用 ８ 倍柱体积的 ８０％乙醇洗脱ꎬ收集洗脱液ꎬ减压回收乙醇ꎬ干燥ꎬ得荭草提取物ꎮ
２.４　 动物分组与造模

３２ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常对照组(正常)、正常给药组(正常 ＨＣ￣３ｄ)、模型对照组(模型)和模型给药

组(模型 ＨＣ￣３ｄ)ꎮ 通过皮下注射盐酸异丙肾上腺素建立心肌缺血模型ꎬ剂量为 ５０ ｍｇ / ｋｇꎬ每天一次ꎬ持续 ２ 天ꎬ
正常组大鼠注射等体积的 ０.９％氯化钠溶液ꎮ 模型建立后ꎬ正常 ＨＣ￣３ｄ 组和模型 ＨＣ￣３ｄ 组给予 ３.２ ｇ / ｋｇ(高
浓度)荭草提取物灌胃ꎬ每天两次ꎬ连续 ３ 天ꎻ正常组和模型组连续 ３ 天灌胃等体积 ０.９％氯化钠溶液ꎮ
２.５　 肝脏转运体 ＲＮＡ 和蛋白的提取

大鼠禁食一夜ꎬ术前麻醉后ꎬ分离腹腔内脏ꎬ采用两步灌流法[１３] 清洗肝脏内血液ꎬ快速摘除肝脏后ꎬ取
５０ ｍｇ 肝大叶组织放入 ＲＮＡＳｔｏｒｅ 样本保存液中ꎬ总 ＲＮＡ 使用 Ｅａｓｔｅｐ􀳏 Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ根据其中

的说明书进行提取ꎮ 另取 ５０ ｍｇ 肝大叶组织ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解液和 ＰＭＳＦꎬ冰上匀浆ꎬ将其放入 ４ ℃离心机离

心ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定总蛋白浓度ꎮ
２.６　 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分析

特异性引物序列设计见表 １ꎮ 逆转录反应体系见表 ２ꎬ采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
试剂盒ꎬ在冰浴上于 １.５ ｍＬ 离心管中配置反应体系ꎬ轻弹离心管混匀反应体系ꎬ低温离心约 ５ ｓ 后ꎬ置于恒温

金属浴上进行反应ꎬ程序如下:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎻ８５ ℃ ５ ｓꎮ 反应完毕后ꎬ将合成好的 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃保存备用ꎮ
使用 ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭＩＩ 试剂ꎬ根据表 ３ 的反应体系ꎬ在冰上配制荧光定量 ＰＣＲ 反应体系 ２０ μＬꎬ加入

到专用的八联 ＰＣＲ 管ꎬ每个样品的基因进行 ３ 个重复反应孔ꎬ在 ＣＦＸ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行反应ꎮ ＰＣＲ
扩增程序见表 ４ꎮ

表 １　 引物的序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 正向引物 反向引物

ＢＣＲＰ ＡＧＡＧＡＧＡＡＧＣＣＡＡＴＡＡＴＡＧＡ ＣＡＣＣＡＡＴＡＡＴＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＡＴ

ＭＲＰ１ ＣＧＡＣＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＧＴＴＣＡＴ ＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧＴ

ＭＲＰ２ ＴＴＧＡＣＡＧＡＧＡＧＣＧＧＡＴＴＣＣＴ ＧＧＣＡＴＣＣＣＴＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＴ

ＯＡＴＰ２ ＴＧＡＡＣＡＡＣＡＧＣＡＣＴＣＡＣＣＡ ＧＴＴＧＴＴＧＡＡＣＣＡＧＧＣＡＡＡＧＧＣ

ＯＣＴ１ ＴＣＣＴＧＣＧＡＡＡＣＣＴＣＡＧＴＧＡＴ ＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＧＴＣＣＴＡＡＡ

ＯＣＴ２ ＣＡＴＣＧＧＴＧＣＴＡＴＧＡＴＧＡＴＴＧＧＣ ＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＴＧＴＡＡＴＣＡ

Ｐ￣ｇｐ ＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＧＣＡＡＧＴＴ ＣＴＣＡＧＣＡＣＣＣＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣ

ＧＡＰＤＨ ＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＣ ＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＧＴＡＣＴＣＡＴＣＣ

表 ２　 逆转录反应体系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

ＲＴ 反应体系 用量

５×ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ２.０ μＬ

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １.０ μＬ

ｔｏｔａｌ ＲＮＡ １.０ μｇ

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ １.０ μＬ

ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ １.０ μＬ

５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２(ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) ４.０ μＬ

ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ｕｐ ｔｏ ２０.０ μＬ

Ｔｏｔａｌ ２０.０ μＬ
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表 ３　 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

ＰＣＲ 反应体系 用量 / μＬ

ｃＤＮＡ ２.０

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ (２×) １０.０

ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ(２０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.４

ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ(２０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.４

ｄｄＨ２Ｏ ７.２

Ｔｏｔａｌ ２０.０

表 ４　 ＰＣＲ 扩增程序

Ｔａｂｌｅ ４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

过程 温度 时间 循环次数

Ｓｔａｇｅ １ 预变性 ９５ ℃ ３０ ｓ 循环 １ 次

９５ ℃ ５ ｓ

Ｓｔａｇｅ ２ ＰＣＲ 反应 ６０ ℃ ３０ ｓ 循环 ４０ 次

７２ ℃ ３０ ｓ

Ｐｌａｔｅ ｒｅａｄ

Ｓｔａｇｅ ３ Ｍｅｌｔ Ｃｕｒｖｅ Ｓｔａｇｅ

２.７　 免疫印迹法(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分析

所需材料均按照说明书配置ꎬ蛋白质与 ５×Ｂｕｆｆｅｒ 混合后置于 １００ ℃变性 １０ ｍｉｎꎬ取各组蛋白进行聚丙烯

酰胺凝胶电泳ꎮ 恒压 ２５ Ｖ 转膜 ３０ ｍｉｎꎬＢＳＡ 封闭 ３ ｈꎬ加入一抗 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２、
Ｐ￣ｇｐ(稀释比 １ ∶１ ０００)ꎻＧＡＰＤＨ 抗体(稀释比 １ ∶２ ０００)ꎬ４ ℃层析柜中孵育 １２ ｈꎬ回收一抗ꎬ１×ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次ꎬ
５ ｍｉｎ /次ꎬ室温孵育二抗(稀释比 １ ∶２ ０００)２ ｈꎻ１×ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎻ于 ＰＶＤＦ 膜上均匀滴加 ＥＣＬ Ｐｌｕｓ
超敏曝光液ꎬ显影ꎬＱｕａｎｔｉｔｙ 分析蛋白灰度值ꎮ
２.８　 数据统计分析

数据统计分析采用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件ꎬ以 (均数 ±标准差) 表示各组数据ꎬ单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)比较数据组间内差异ꎬ两组间数据比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

３　 结果

３.１　 网络药理学分析结果

在合并数据库并删除重复靶点后ꎬ从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＴＴＤ 和 ＯＭＩＭ 共获取了 ３ ５３７ 个心肌缺血相

关靶点ꎬ从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 和 ＯＭＩＭ 获取了 ８４８ 个转运蛋白靶点ꎮ 如图 １ 所示ꎬ经过筛选靶点的交叉比对后ꎬ获
得了 ４２８ 个心肌缺血与转运蛋白的共同靶基因ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ将上述 ４２８ 个靶点输入到 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中

获取 ＰＰＩ 网络ꎬ使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３.８.２ 软件中 Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ 插件筛选出 ３６ 个相关节点ꎬ结合文献调研[１２ꎬ１４￣１５]

分析发现与心肌缺血相关的有 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ、Ｐ￣ｇｐ 等 ７ 个肝脏转运体ꎬ并对其进行了可视化分析ꎮ 说明心肌

缺血与肝脏转运蛋白之间存在一定的关联性ꎮ
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注:绿色代表转运体中的靶点ꎻ蓝色代表心肌缺血中的靶点ꎻ中间的青色代表转运体靶点和疾病靶点之间的重叠部分ꎮ

图 １　 转运体和心肌缺血重叠靶点图

Ｆｉｇ.１　 Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ

图 ２　 ＰＰＩ 网络图

Ｆｉｇ.２　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ

　 　 ＧＯ 富集分析以 Ｐ<０.０５ 且富集因子(ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ) >１.５ 作为显著性阈值ꎮ 如图 ３ 所示ꎬＢＰ 主要包

括缺氧反应、炎症反应、脂多糖反应以及血管生成的阳性调节等ꎻＣＣ 主要包括膜筏、凹陷和质膜ꎻＭＦ 主要包

括 ＤＮＡ 结合转录因子结合、酶结合、相同蛋白结合、ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ序列特异性 ＤＮＡ 结合、转录因子结合、转
录共激活因子结合等ꎮ 如图 ４ 所示ꎬＫＥＧＧ 富集分析鉴定出 １９５ 条通路ꎬ进一步以 Ｐ<０.０５ 及错误发现率

(ＦＤＲ)<０.１ 作为筛选条件ꎬ筛选并绘制了前 ２０ 条通路ꎬ包括糖尿病心肌病、ＡＢＣ 转运蛋白、血脂和动脉粥样

硬化、心肌细胞中的肾上腺素信号通路、ＰＰＡＲ 信号通路等ꎮ
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图 ３　 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.４　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ

３.２　 分子对接分析

前期课题组发现荭草的水溶性部位有较好的抗心肌缺血作用ꎬ其含量较高的活性成分主要为原儿茶酸、
异荭草素、荭草素、牡荆素、山柰素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷和槲皮素[１６￣１７]ꎮ 根据文献筛选ꎬＨＮＦ４α 为 ＢＣＲＰ、Ｐ￣ｇｐ
和 ＯＡＴＰ 的常见调控蛋白ꎬＰＰＡＲα 为 ＯＣＴ１ 的调控蛋白ꎬＮｏｔｃｈ１ 为 ＭＲＰ 家族的调控蛋白[１８￣２２]ꎬ因此ꎬ将这 ３
种蛋白选为受体ꎬ分别与前述 ６ 种活性成分进行分子对接ꎬ预测荭草有效成分与转运体相关调控蛋白之间的

结合ꎮ 结合能越小ꎬ靶蛋白和小分子之间的亲和性越好ꎬ结合能力越强[２３]ꎮ 对接结果见表 ５ 和图 ５ꎬ３ 个靶

蛋白与 ６ 个活性成分的结合能均小于－５ ｋｃａｌ / ｍｏｌ(１ ｋｃａｌ / ｍｏｌ ＝ ４.１８４ ｋＪ / ｍｏｌ)ꎬ表明这些活性成分与靶蛋白

之间存在较强的结合活性与稳定的相互作用ꎮ 其中ꎬ荭草素与 ＨＮＦ４αꎬ槲皮素与 ＰＰＡＲαꎬ异荭草素与

Ｎｏｔｃｈ１ 的结合能最小ꎬ且这 ３ 种成分具有抗氧化ꎬ抗炎和抗凋亡等作用[２４￣２６]ꎬ推测它们可能通过与对应的调

控蛋白紧密结合ꎬ进而调节相关转运体的表达ꎮ
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表 ５　 荭草提取物 ６ 种活性成分与调控蛋白的结合能

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｉｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｉｎ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｏｒｉｅｎｔａｌｅ Ｌ. ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

活性成分
调控蛋白结合能 / (ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ－１)

Ｎｏｔｃｈ１ ＨＮＦ４α ＰＰＡＲα

原儿茶酸 －５.０１ －５.０８ －６.８８

异荭草素 －８.５４ －６.８２ －７.２５

荭草素 －５.８５ －７.２５ －７.８７

牡荆素 －６.３２ －５.４３ －６.６７

山柰素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷 －７.２１ －６.８８ －７.６３

槲皮素 －６.８７ －６.４２ －８.１８

图 ５　 活性成分与靶点的对接情况

Ｆｉｇ.５　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔｓ

３.３　 荭草提取物对肝脏转运体 ｍＲＮＡ 表达的影响

采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测生理与病理状态下肝脏转运体 ｍＲＮＡ 表达差异以及给予荭草提取物后的变化情

况ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ与正常组相比ꎬ模型组 ＯＣＴ１ 表达下调(Ｐ<０.０１)ꎬＢＣＲＰ、ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ２ 和

Ｐ￣ｇｐ的 ｍＲＮＡ 表达无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 给予荭草提取物后ꎬ正常组大鼠的 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、
ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 的表达均有所上调(Ｐ<０.０５)ꎬ其中 ＢＣＲＰ 的表达无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 与此相反ꎬ

模型组给予荭草提取物后ꎬＢＣＲＰ、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 表达均有所下调ꎬ其中 ＭＲＰ２ 和 ＯＣＴ１
的表达差异显著(Ｐ<０.００１)ꎬＭＲＰ１ 的表达无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 这些结果表明ꎬ荭草提取物在生理状态

下对转运体 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 的调控作用与病理状态下呈现相反趋势ꎮ

注: (ａ) ~(ｇ)分别为 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ１、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｐｇ 的 ｍＲＮＡ 表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

图 ６　 各组转运体 ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇ.６　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３.４　 荭草提取物对肝脏转运体蛋白表达的影响

３.４.１　 荭草提取物对转运体 ＯＣＴ１ 和 ＯＣＴ２ 蛋白表达的影响

采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测正常与心肌缺血病理状态下大鼠肝脏转运体 ＯＣＴ１ 和 ＯＣＴ２ 的表达差异ꎬ并观

察荭草提取物的干预效应ꎮ 结果见图 ７ꎬ由图 ７ 可以看出ꎬ与正常组相比ꎬ模型组 ＯＣＴ１ 蛋白表达显著降低

(Ｐ<０.００１)ꎬ表明心肌缺血病理状态可影响肝脏 ＯＣＴ１ 的转运体功能ꎮ 给予荭草提取物后ꎬ正常组大鼠肝脏

中 ＯＣＴ１ 和 ＯＣＴ２ 的表达均显著上调(Ｐ<０.００１)ꎻ而在模型组中ꎬ荭草提取物则显著下调 ＯＣＴ１ 和 ＯＣＴ２ 的表

达水平(Ｐ<０.００１)ꎮ 这些结果表明ꎬ心肌缺血病理状态会抑制肝脏 ＯＣＴ１ 蛋白表达ꎬ荭草提取物对 ＯＣＴ１ 与

ＯＣＴ２ 的调控作用ꎬ在生理与病理状态下呈现相反趋势ꎬ结果与 ｍＲＮＡ 水平一致ꎮ

注:(ａ)为 ＯＣＴ１和 ＯＣＴ２的蛋白电泳结果ꎻ(ｂ)为 ＯＣＴ１的蛋白表达ꎻ(ｃ)为 ＯＣＴ２的蛋白表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

图 ７　 转运体 ＯＣＴ１ 和 ＯＣＴ２ 的蛋白表达

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ＯＣＴ１ ａｎｄ ＯＣＴ２

３.４.２　 荭草提取物对转运体 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 蛋白表达的影响

采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测正常与病理状态下大鼠肝脏转运体 Ｐ￣ｇｐ 及 ＢＣＲＰ 的表达差异ꎬ并评估荭草提取

物的干预效应ꎮ 结果见图 ８ꎬ由图 ８ 可以看出ꎬ与正常组相比ꎬ模型组 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 蛋白表达水平均无显著

差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 给予荭草提取物干预后ꎬ正常组大鼠肝脏中 Ｐ￣ｇｐ 表达显著上调(Ｐ<０.００１)ꎬ而 ＢＣＲＰ 表达

未见明显改变(Ｐ>０.０５)ꎻ在模型组中ꎬ荭草提取物则显著下调 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 的表达(Ｐ<０.００１)ꎮ 这些结果

表明ꎬ病理状态本身不影响肝脏 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 表达ꎬ但荭草提取物在病理状态下可显著抑制二者的表达ꎬ而

在正常状态下仅上调 Ｐ￣ｇｐ 的表达ꎮ

注:(ａ)为 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 的蛋白电泳结果ꎻ(ｂ)为 Ｐ￣ｇｐ 的蛋白表达ꎻ(ｃ)为 ＢＣＲＰ 的蛋白表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

图 ８　 转运体 Ｐ￣ｇｐ 和 ＢＣＲＰ 的蛋白表达

Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ Ｐ￣ｇｐ ａｎｄ ＢＣＲＰ
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３.４.３　 荭草提取物对转运体 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 蛋白表达的影响

采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测正常与病理状态下大鼠肝脏转运体 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 及 ＯＡＴＰ２ 的表达差异ꎬ并分

析荭草提取物的干预效应ꎮ 如图 ９ 所示ꎬ与正常组相比ꎬ模型组 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 蛋白表达均未见显

著改变(Ｐ>０.０５)ꎮ 给予荭草提取物后ꎬ正常组大鼠肝脏中 ＭＲＰ１ 表达上调(Ｐ<０.０１)ꎬＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 表达

均显著上调(Ｐ<０.００１)ꎻ而在模型组中ꎬ荭草提取物显著下调 ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的表达水平(Ｐ<０.００１)ꎬ但
ＭＲＰ１ 表达未发生明显变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 这些结果表明ꎬ病理状态本身不改变肝脏 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的

蛋白表达ꎬ但荭草提取物在正常状态下全面上调 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的蛋白表达ꎬ而在病理状态下则可

逆转 ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的异常表达ꎬ但对 ＭＲＰ１ 的调控作用不显著ꎬ与 ｍＲＮＡ 水平一致ꎮ 以上结果表明ꎬ荭草提

取物在生理和病理状态下ꎬ对各转运体有不同的调控ꎬ提示荭草改善心肌缺血状态可能与转运体调控相关ꎮ

注:(ａ)为 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的蛋白电泳结果ꎻ(ｂ)为 ＭＲＰ１ 的蛋白表达ꎻ(ｃ)为 ＭＲＰ２ 的蛋白表达ꎻ

(ｄ)为 ＯＡＴＰ２ 的蛋白表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

图 ９　 转运体 ＭＲＰ１、ＭＲＰ２ 和 ＯＡＴＰ２ 的蛋白表达

Ｆｉｇ.９　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ＭＲＰ１ꎬ ＭＲＰ２ꎬ ａｎｄ ＯＡＴＰ２

４　 讨论

肝脏转运体是细胞膜上具有重要功能的膜蛋白或多肽ꎬ在物质转运、代谢调节等诸多生理过程中发挥着

关键作用[２７]ꎮ 根据基因序列与功能ꎬ可将其分为两大类:ＳＬＣ( ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ)转运体与 ＡＢＣ(ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ

ｃａｓｓｅｔｔｅ)转运体ꎬ两者共同参与内源性与外源性化合物的吸收、消除和分布过程ꎬ维持生物体正常功能[２８￣２９]ꎮ

在病理状态下ꎬ转运体的功能缺失或抑制是引起某些疾病的重要原因之一[３０￣３１]ꎮ 值得注意的是ꎬ转运体在

调控心肌细胞代谢与功能方面同样具有重要意义ꎬ其表达或功能异常可增加心肌细胞对缺血再灌注损伤的

易感性[１１]ꎮ 因此ꎬ我们推测心肌缺血的发生发展进程可能与肝脏转运体功能相关ꎮ
本课题组前期研究证实ꎬ荭草活性成分在生理状态与心肌缺血病理状态下的肠道吸收及排泄存在显著

差异ꎬ该差异可能与心肌缺血时转运体的表达或活性变化相关ꎬ这提示荭草活性成分对转运体表达的影响在

生理和病理状态下有所不同ꎬ但其具体机制尚待阐明ꎮ 因此ꎬ本研究首先进行了网络药理学分析ꎬ分析结果

揭示了心肌缺血与多种肝脏转运体之间存在关联ꎮ 研究共筛选出 ４２８ 个心肌缺血与转运蛋白的共同靶基

因ꎬ并从中获得包括 ＢＣＲＰ、Ｐ￣ｇｐ 等在内的 ７ 个与心肌缺血密切相关的肝脏转运体ꎮ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

显示ꎬ这些靶点主要富集于缺氧反应、炎症反应等生物学过程ꎬ以及糖尿病心肌病、ＡＢＣ 转运蛋白、ＰＰＡＲ 信

号通路等ꎮ 这表明心肌缺血的病理进程涉及多种复杂的机制ꎬ而肝脏转运体可能通过参与调控这些关键过

程和信号通路ꎬ在心肌缺血的发生、发展中扮演重要角色ꎮ
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进一步的分子对接分析预测了荭草主要活性成分与转运体上游调控蛋白的结合ꎬ为其潜在的调控作用

提供了分子层面依据ꎮ 结果显示ꎬ荭草中的主要活性成分(如荭草素、槲皮素、异荭草素等)与转运体上游调

控蛋白表现出较高的结合亲和力(结合能均<－５ ｋｃａｌ / ｍｏｌ)ꎮ 其中ꎬ荭草素与 ＨＮＦ４α、槲皮素与 ＰＰＡＲα、异荭

草素与 Ｎｏｔｃｈ１ 的结合能最低ꎬ鉴于这些活性成分兼具抗氧化、抗炎和抗凋亡等特性ꎬ我们推测荭草活性成分

可能通过特异性结合并影响其相应的调控蛋白ꎬ进而调节下游相关转运体的功能ꎬ最终改善心肌缺血状况ꎮ
为了验证网络药理学和分子对接的预测结果ꎬ本研究构建了心肌缺血动物模型ꎬ采用实时荧光定量逆转

录聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)进行检测ꎮ 结果表明ꎬ在心肌缺血状态下ꎬ转运体

ＯＣＴ１ 的表达下调ꎬ这一发现提示心肌缺血的病理状态可影响部分肝脏转运体的表达水平ꎮ 给予荭草提取

物后ꎬ正常组大鼠的 ＭＲＰ１(Ｐ<０.０１)ꎬＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 的表达有显著上调(Ｐ<０.００１)ꎮ 模

型组大鼠在给予荭草提取物后可使部分转运体的表达呈现下调趋势ꎬ其中 ＢＣＲＰ、ＭＲＰ２、ＯＡＴＰ２、ＯＣＴ１、
ＯＣＴ２ 和 Ｐ￣ｇｐ 的蛋白表达全部下调且差异显著(Ｐ<０.００１)ꎮ 这充分表明荭草具有调控肝脏转运体表达的能力ꎮ

综上所述ꎬ这些研究结果表明ꎬ荭草活性物质对肝脏转运体的表达ꎬ在生理状态下可促进表达上调ꎬ病理状

态下介导表达下调ꎬ其机制可能与活性成分特异性结合转运体上游调控蛋白ꎬ进而调控下游转运体功能相关ꎮ
本研究仍存在一定局限性ꎮ 在机制研究方面ꎬ虽然明确了荭草对肝脏转运体表达的影响及活性成分与

转运体调控蛋白的结合活性ꎬ但对具体的信号传导通路及下游分子机制尚未深入探究ꎻ在研究模型上ꎬ仅采

用动物模型模拟心肌缺血病理状态ꎬ缺乏临床样本验证ꎬ后续研究可结合临床数据进一步验证结论的可靠

性ꎮ 尽管如此ꎬ本研究系统阐明了荭草活性成分在生理病理状态下对转运体的调控作用ꎬ为解析荭草药效成

分在心肌缺血病理状态下的作用机制提供了重要依据ꎬ也为荭草的深层次开发利用奠定了理论基础ꎮ
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