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基于数据挖掘、 网络药理学和动物试验筛选抗猪源
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摘要： 旨在通过数据挖掘、 网络药理学筛选出抗猪源产肠毒素大肠杆菌 （ＥＴＥＣ） 的中药单体物质。 采用数据挖掘技术对中国知网等数据库中文

章进行检索， 基于 ＳＰＳＳ 软件进行中药关联规则分析与聚类分析， 综合筛选出核心中药； 通过网络药理学筛选出抗猪源 ＥＴＥＣ 的中药单体物质和

靶点； 将核心单体物质和核心靶点进行分子对接验证； 选取 ６０ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 小鼠随机分为空白对照组 （无菌 ＰＢＳ 灌胃）、 ＥＴＥＣ 模型组

（ＥＴＥＣ 菌液灌胃）、 槲皮素组、 黄芩苷组和黄连素组， ＥＴＥＣ 菌液均上午灌胃， 下午灌胃 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 相应中药单体； 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

空肠组织白介素－６ （ＩＬ－６）、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ） －α 和 Ｂ 细胞淋巴瘤－２ （ＢＣＬ－２） 的 ｍＲＮＡ 表达量， 并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析靶蛋白水平。 结

果： 共获得 ４８ 个中药处方和 ９０ 味中药， 基于数据挖掘技术筛选出甘草、 茯苓、 白术、 黄连和黄芩为抗猪源 ＥＴＥＣ 的核心中药； 搜集得到 ５ 味中

药的 １３７ 个单体和 ２６２ 个靶点， 与 ２４０ 个 ＥＴＥＣ 疾病靶点进行交集映射， 获得 １４ 个交集靶点， 经蛋白互作网络分析， 确定 ＩＬ－６、 ＴＮＦ 和 ＢＣＬ－２
为核心靶点； 通过网络药理学筛选出槲皮素、 黄芩苷和黄连素为潜在活性单体； 分子对接显示 ３ 种单体物质与靶点结合活性良好； 动物试验表

明， 与 ＥＴＥＣ 模型组相比， 各中药单体组均显著抑制 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 表达量， 并上调 ＢＣＬ－２ ｍＲＮＡ 的表达量， 蛋白水平变化趋势与基因

趋势一致。 综上， 本研究系统筛选出槲皮素、 黄芩苷和黄连素 ３ 种具有潜在抗猪源 ＥＴＥＣ 活性的中药单体物质， 并初步揭示了其多靶点、 多通路

的抗菌作用机制， 为中药单体的现代化研究提供了理论依据。
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ｗｉｔｈ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅｎｄｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， ｂａｉｃａｌｉｎ， ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ａｓ ３ ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｗｉｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｔｉ－ｐｏｒｃｉｎｅ ＥＴＥＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｔｈｅｉｒ ｍｕｌｔｉ－ｔａｒｇｅｔ， ｍｕｌｔｉ－ｐａｔｈｗａｙ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ： ｗｈｉｃｈ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｍｏｄｅｒｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍｏｎｏｍｅｒｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍｏｎｏｍｅｒｓ； ｄａｔａ ｍｉｎｉｎｇ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃ⁃
ｋｉｎｇ

　 　 产肠毒素性大肠杆菌 （ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ， ＥＴＥＣ） 是导致人类和幼畜腹泻的主要病原体之

一， 其致病机制依赖于黏附素和肠毒素的协同作用。
ＥＴＥＣ 通过其特异性黏附素与宿主肠道上皮细胞表面

的受体结合， 从而在肠道内成功定殖。 定殖后，
ＥＴＥＣ 大量增殖并分泌肠毒素。 这些肠毒素通过作用

于肠道上皮细胞及其紧密连接， 干扰肠道内水盐离子

的正常代谢平衡， 最终引发腹泻症状。 ＥＴＥＣ 常引起

仔猪的黄痢和白痢， 对生猪养殖行业影响较大［１］。
目前， 疫苗接种及抗生素治疗是防控猪源 ＥＴＥＣ 的主

要手段。 然而， 疫苗只能涵盖部分黏附素及肠毒素，
免疫效果不全面。 耐药菌株的快速涌现使得抗生素治

疗临床疗效急剧下降， 亟需开发新型抗猪源 ＥＴＥＣ
药物［２］。

中草药中含有多种单体物质， 能通过多种途径发

挥抗菌作用， 可直接作用于细菌细胞， 通过破坏细胞

膜结构或干扰细菌的糖代谢、 抑制核酸合成等机制抑

制细菌生长。 还可增强机体免疫功能， 从而间接产生

抗菌效应［３］。 中药单体作为抗生素的潜在替代品，
在畜牧养殖和兽医临床中展现出广阔的应用前景。 相

较于传统抗生素， 中药单体具有天然低毒、 残留风险

小、 耐药性发展缓慢等优势， 同时能够通过多靶点调

控、 多系统协同的作用机制， 在抑菌抗感染的同时增

强动物机体的免疫功能［４］。
多项研究表明， 中药单体对猪源 ＥＴＥＣ 具有良好

的抗菌活性， 但其具体作用靶点与分子机制尚未完全

阐明， 限制了中药单体在抗猪源 ＥＴＥＣ 领域的深入开

发和临床应用。 近年来， 随着数据挖掘、 网络药理学

和分子对接等现代研究方法的兴起， 为系统解析中药

单体抗猪源 ＥＴＥＣ 的作用机制提供了新的研究思路和

技术支撑。 本研究通过数据挖掘技术探究抗猪源

ＥＴＥＣ 常用中药单体， 并通过网络药理学和动物试验

探究中药单体抗猪源 ＥＴＥＣ 的作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 数据挖掘

１􀆰 １􀆰 １　 文献来源和检索策略

通过检索中国知网 （ＣＮＫＩ）、 中国学术期刊数据

库 （万方） 和中文期刊数据库 （维普） 获得抗 ＥＴＥＣ
相关文献， 检索时限设定为建库至 ２０２５ 年 ４ 月 ２ 日。
以 “产肠毒素性大肠杆菌”、 “ＥＴＥＣ”、 “仔猪黄痢”、
“仔猪白痢”、 “细菌性腹泻”、 “中医”、 “中药”、
“中医药”、 “抗菌”、 “抗感染” 为检索词进行篇名、
关键词、 摘要检索， 模糊匹配。 将检索结果导入

ＮｏｔｅＥｘｐｒｅｓｓ 软件进行去重。
１􀆰 １􀆰 ２　 文献纳排标准

纳入标准： ① 研究类型为试验研究、 中药治疗

猪源 ＥＴＥＣ 临床研究、 综述 （仅限系统性综述和荟萃

分析）； ② 研究对象为明确研究猪源 ＥＴＥＣ 的文献；
③ 干预措施为治疗方法明确提出为中药治疗。

排除标准： ① 数据不完整， 无法提取有效信息

的文献； ② 诊断与用药依据不明确的文献； ③ 疗效

评价不明确的文献。
１􀆰 １􀆰 ３　 数据规范

对搜集文献中的中药方剂进行整理， 经过两轮审

核后录入以建立数据库。 根据 《中国药典》、 《中兽

医学》 和 《中华草本》 对收录的药物进行规范化

处理。
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１􀆰 １􀆰 ４　 数据分析

应用 Ｅｘｃｅｌ 软件进行中药使用频次分析。 应用

ＳＰＳＳ Ｍｏｄｅｌｅｒ 软件中的 Ａｐｒｉｏｒｉ 算法对中药进行关联

规则分析， 设置最低支持度 ５％， 最小置信度 ８０％。
增益＞１ 表示二者有很强的关联， 增益＝ １ 表示二者没

有关联， 增益＜ １ 表示二者为无效的强关联。 应用

ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 软件进行聚类分析。 对频次≥５ 的中药

进行聚类分析， 设置距离类型为欧氏距离， 聚类方法

为最长距离法。
１􀆰 ２　 网络药理学

１􀆰 ２􀆰 １　 中药单体物质筛选及作用靶点筛选

利用中药系统药理学数据库 （ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｐｌａｔｆｏｒｍ， ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ － ｅ． ｃｏｍ）， 输入

数据挖掘得到的组方中药名称， 检索单体物质。 以口

服生物利用度 （ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥３０％和类

药性 （ｄｒｕｇ ｌｉｋｅ， ＤＬ） ≥３０％为条件筛选中药单体，
并收集中药单体作用靶点。
１􀆰 ２􀆰 ２　 疾病靶点筛选

以 “ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ” 为关键词通

过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）和

ＯＭＩＭ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ） 查询疾病 基 因

靶点。
１􀆰 ２􀆰 ３　 交集靶点的筛选及网络的建立

通过 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 操作平台（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ．
ｃｓｉｃ．ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）将中药单体靶点与疾

病靶 点 进 行 交 集 映 射， 获 得 交 集 靶 点。 通 过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 绘制中药－单体物质－交集靶点网络。
１􀆰 ２􀆰 ４　 蛋白互作网络的建立及核心靶点的筛选

将交集靶点导入到 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ．
ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ ／ ）， 设置 “Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ”， 物种选择

“Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ”， 设置相互作用评分为 ０􀆰 ７， 隐藏未连接

蛋白， 获得蛋白互作 （ ｐｒｏｔｅｉｎ － ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ） 网络。 将 ＰＰＩ 网络导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中进行

拓扑学分析， 根据节点度值筛选核心靶点。
１􀆰 ２􀆰 ５　 基因功能注释富集分析

将核心靶点导入到 ＤＡＶＩＤ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ⁃
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）， 进行京都基因与基因组百科

全 书 （ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ） 信 号 通 路 富 集 分 析 和 基 因 本 体 （ ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 功能分析。 在 ＧＯ 功能分析中， 基于

基因 数 目， 选 取 生 物 学 过 程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，
ＢＰ）， 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 和分子功

能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 三大类目中显著富集的

前 ５ 个条目进行可视化展示。 同时， 在 ＫＥＧＧ 信号通

路富集分析环节， 对显著性最高的前 １０ 条信号转导

通路进行图形化呈现。
１􀆰 ２􀆰 ６　 中药单体－交集靶点－信号通络网络的建立

应用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件将中药单体、 交集靶点和信

号通路进行网络连接并进行拓扑分析， 根据节点度值

筛选出核心中药单体物质。
１􀆰 ３　 分子对接

从 ＰＤＢ 蛋白质数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／ ）获
取核心靶点的三维晶体结构， 并通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据

库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）下载候选中药

单体的 ２Ｄ 结构。 利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 进行蛋白前处理

包括去除水分子、 加氢和计算电荷等， 并将配体分子

转换为 ＰＤＢＱＴ 格式。 采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ １􀆰 １２ 进行

分子对接， 设置对接参数， 定义结合口袋， 计算对接

能。 借助 Ｐｙｍｏｌ ２􀆰 ５􀆰 ４ 对结构进行可视化分析。
１􀆰 ４　 动物试验

１􀆰 ４􀆰 １　 试验材料

ＥＴＥＣ Ｋ８８ 菌株由黑龙江省农业科学院畜牧兽医

分院从腹泻仔猪中分离得到， 并由黑龙江省兽用药物

重点实验室保存。 槲皮素 （含量≥９８％）、 黄芩苷

（含量≥９０％）、 黄连素 （含量≥９７％）， 均购自陕西

泰芝康生物科技有限公司。 ＲＮＡ 提取试剂盒、 反转

录试剂盒和实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒， 均购自北京

宝日医生物技术有限公司。 Ｂ 细胞淋巴瘤－２ （ＢＣＬ－
２） 抗体、 白介素－６ （ ＩＬ－６） 抗体、 肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ） －α 抗体， 均购自武汉爱博泰克生物科技有限

公司。 ＮＰ －４０ 裂解液、 蛋白电泳凝胶制备试剂盒，
均购自陕西中晖赫彩生物医药科技有限公司。
１􀆰 ４􀆰 ２　 实验动物

选取 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ６ 周龄雌性 ＩＣＲ 小鼠作为试验

对象， 购自齐齐哈尔市医学院实验动物中心。 饲养温

度维持在 ２２～２３ ℃， 湿度维持在 ５０％～５５％， 自由采

食和饮水， 适应性饲养 ２ 周， 待小鼠达到 ８ 周龄后进

行试验。
１􀆰 ４􀆰 ３　 试验设计

按照文献 ［５］ 的方法进行 ＥＴＥＣ 菌液的制备。
将 ６０ 只达到 ８ 周龄的小鼠随机分为 ５ 组， 每组 １２
只。 ５ 个组别分别为空白对照组、 ＥＴＥＣ 模型组、 槲

皮素组、 黄芩苷组和黄连素组。 空白对照组小鼠在试

验期间上午和下午均进行 ０􀆰 ２ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 溶液灌胃

处理； ＥＴＥＣ 模型组小鼠在试验期间上午和下午均进

行 ０􀆰 ２ ｍＬ １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ ＥＴＥＣ 菌液灌胃处理； 槲皮

素组、 黄芩苷组和黄连素组小鼠均在上午灌胃

０􀆰 ２ ｍＬ １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ ＥＴＥＣ 菌液， 下午灌胃中药单

体溶液。 中药单体灌胃剂量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ， 该剂量参

考了前期文献报道中槲皮素、 黄芩苷和黄连素在抗

炎、 抗菌及调节肠道功能研究中显示有效且安全的剂
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量范围［６－８］， 并结合本实验室预试验结果确定。 试验

共进行 ２ 周。
１􀆰 ４􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

在试验的最后 １ ｄ， 应用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取小

鼠空肠的总 ＲＮＡ， 按照反转录试剂盒说明书， 对空

肠 ＲＮＡ 进行反转录合成 ｃＤＮＡ。 采用实时荧光定量

ＰＣＲ 检测各个试验组小鼠空肠中 ＩＬ － ６、 ＴＮＦ－α 和

ＢＣＬ－２ 的 ｍＲＮＡ 的表达量。 参照文献 ［９－１０］ 合成

引物序列， 引物序列如表 １ 所示。 ＰＣＲ 反应体系：
ｃＤＮＡ 模版 ２ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， ＴＢ Ｇｒｅｅｎ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １２􀆰 ５ μＬ， 灭菌双蒸水补充至 ２５ μＬ。
ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３４ ｓ， 共

４０ 个循环。 以熔解曲线确定引物特异性。 以 β－ａｃｔｉｎ
为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达量。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

基因 引物序列 （５′→３′） 参考文献

ＩＬ－６
Ｆ： ＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣＡ
Ｒ： ＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴ

［９］

ＴＮＦ－α
Ｆ： ＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧＣＡ
Ｒ： ＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣＡＴＣＧＧＣＴＧＧ

［１０］

ＢＣＬ－２
Ｆ： ＡＣＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＣＴＣＴＴＣＡＧ
Ｒ： ＧＧＴＧＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＧＴＴＣＡＧ

［１０］

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣ
Ｒ： ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣ

［１０］

１􀆰 ４􀆰 ５　 空肠组织中靶点蛋白相对表达水平测定

将空肠组织进行研磨处理， 并应用裂解液进行裂

解处理后， 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件离心 ３０ ｍｉｎ， 获取

上清液。 应用二喹啉甲酸 （ＢＣＡ） 蛋白浓度测定试

剂盒对空肠组织上清液进行蛋白浓度测定， 并根据测

定结果使各样品浓度相同。 将提取的空肠蛋白和上样

缓冲液按照 ４ ∶ １ 的比例混合， １００ ℃条件下加热变

性 １０ ｍｉｎ。 应用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 方法检测各组空肠组织

中 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α 和 ＢＣＬ－２ 蛋白的表达水平。
１􀆰 ５　 数据统计与分析

应用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件分析数据， 组间比较采用单

因素方差分析， 当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。 数据采用

“平均数±标准差” 记录。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 文献搜索

共检索到 ２ ２６３ 篇文献， 去重后根据纳排标准对

文献进行筛选， 共纳入文献 ５４ 篇， 包含处方 ４８ 个，
中药 ９０ 味， 中药总使用频次为 ２４７ 次。
２􀆰 ２　 中药频次分析

将 ９０ 味中药进行频次统计， 根据频次高低进行

排序， 结果如表 ２ 所示。 排名前 １０ 的中药分别是甘

草、 黄连、 黄芩、 白术、 茯苓、 白头翁、 金银花、 秦

皮、 葛根和诃子。

表 ２　 中药使用频次分析 （排名前 １０）

中药 频次 频率 ／ ％

甘草 １９ ７􀆰 ６９

黄连 １７ ６􀆰 ８８

黄芩 １３ ５􀆰 ２６

白术 １０ ４􀆰 ０５

茯苓 ９ ３􀆰 ６４

白头翁 ８ ３􀆰 ２３

金银花 ７ ２􀆰 ８３

秦皮 ７ ２􀆰 ８３

葛根 ６ ２􀆰 ４２

诃子 ６ ２􀆰 ４２

２􀆰 ３　 药物关联规则分析

将 ９０ 个处方进行中药关联规则分析， 共得到

１２７ 条关联规则， 将关联规则可视化如图 １ 所示。 根

据支持度和置信度进行排序， 结果如表 ３ 所示。 结果

发现， 葛根→黄连、 葛根→甘草、 葛根＋黄芩→黄

连、 葛根＋黄芩→甘草、 葛根＋黄连→甘草排名靠前。

图 １　 药物关联规则网络

２􀆰 ４　 中药聚类分析和因子分析

将频次排名前 １０ 的药物进行聚类分析， 结果如

图 ２ 所示。 通过聚类分析可将中药分为三类； 第一

类， 包括甘草、 茯苓、 白术、 黄连和黄芩； 第二类，
包括葛根和金银花； 第三类， 包括白头翁、 秦皮和

诃子。
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表 ３　 中药组合关联规则

编号 前项 后项 支持度 ／ ％ 置信度 ／ ％ 增益值

１ 葛根 黄连 １２􀆰 ５０ １００ ２􀆰 ８２

２ 葛根 甘草 １２􀆰 ５０ １００ ２􀆰 ５３

３ 葛根、 黄芩 黄连 １０􀆰 ４２ １００ ２􀆰 ８２

４ 葛根、 黄芩 甘草 １０􀆰 ４２ １００ ２􀆰 ５３

５ 葛根、 黄连 甘草 １２􀆰 ５０ １００ ２􀆰 ５３

６ 秦皮、 黄芩 白头翁 ６􀆰 ２５ １００ ６􀆰 ００

７ 黄柏、 黄连 秦皮 ６􀆰 ２５ １００ ５􀆰 ８６

８ 砂仁、 党参 茯苓 ６􀆰 ２５ １００ ５􀆰 ３３

９ 砂仁、 白术 茯苓 ６􀆰 ２５ １００ ５􀆰 ３３

１０ 砂仁、 甘草 茯苓 ６􀆰 ２５ １００ ５􀆰 ３３

图 ２　 基于平均联接的聚类谱系

２􀆰 ５　 核心中药筛选

基于数据挖掘结果， 选定甘草、 茯苓、 白术、 黄

连和黄芩为防治猪源 ＥＴＥＣ 的核心中药进行下一步的

网络药理学分析。
２􀆰 ６　 网络药理学分析

２􀆰 ６􀆰 １　 中药单体及交集靶点的获取

通过 ＴＣＭＳＰ 网站对中药单体进行筛选， 共筛选

出非重复中药单体 １３７ 个， 其中白术 ３ 个， 茯苓 ６
个， 甘草 ８７ 个， 黄连 ８ 个， 黄芩 ３０ 个， 甘草和黄连

共有 １ 个， 黄芩和黄连共有 ２ 个。 通过靶点搜集共获

得非重复中药单体靶点 ２６２ 个。 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 和

ＯＭＩＭ 数据库搜集到非重复 ＥＴＥＣ 靶点 ２４０ 个。 通过

韦恩图将中药单体靶点和 ＥＴＥＣ 靶点进行交集映射，
结果如图 ３ 所示， 共获得交集靶点 １４ 个。 交集靶点

具体情况如表 ４ 所示。

图 ３　 交集靶点韦恩图分析

表 ４　 交集靶点基因信息

序号 中文名称 英文全称 （缩写）

１ Ｂ 细胞淋巴瘤－２ Ｂ－ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ （ＢＣＬ－２）

２ 肿瘤坏死因子 ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）

３ 谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 Ｐ１ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｐ１ （ＧＳＴＰ１）

４ 白介素－６ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６ （ＩＬ－６）

５ Ｃ－Ｃ 基序趋化因子配体 ２ Ｃ－Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ２ （ＣＣＬ２）

６ 白介素－２ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２ （ＩＬ－２）

７ 干扰素－γ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ （ＩＦＮ－γ）

８ 对氧磷酶 １ ｐａｒａｏｘｏｎａｓｅ １ （ＰＯＮ１）

９ 白介素－１０ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０ （ＩＬ－１０）

１０ 白介素－８ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８ （ＩＬ－８）

１１ 聚 ＡＤＰ－核糖聚合酶 １ ｐｏｌｙ ［ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ］ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ （ＰＡＲＰ１）

１２ 核因子 κＢ 抑制蛋白激酶 α 亚基 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κ－Ｂ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ α （ＩＫＫα）

１３ 白介素－４ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４ （ＩＬ－４）

１４ β－分泌酶 １ β－ｓｅｃｒｅｔａｓｅ １ （ＢＡＣＥ１）
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２􀆰 ６􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络的建立及分析

将 １４ 个交集靶点导入到 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库中进行 ＰＰＩ
网络分析， 结果如图 ４ 所示。 根据节点度值将靶点进

行排序， 发现排名前 ３ 的靶点分别为 ＩＬ－６、 ＴＮＦ 和

ＢＣＬ－２。

图 ４　 ＰＰＩ 网络分析结果

２􀆰 ６􀆰 ３　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析

将交集靶点进行 ＧＯ 功能分析， 发现获得生物学

过程 （ＢＰ） 条目 １３９ 个、 细胞组分 （ＣＣ） 条目 ７ 个

和分子功能 （ＭＦ） 条目 ４ 个。 将排名前 ５ 的 ＢＰ、
ＣＣ 条目以及 ＭＦ 条目进行可视化处理， 结果如图 ５
所示。 ＢＰ 条目包括基因表达的正调控、 ＤＮＡ 模版转

录的正调控、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ介导的转录正调控和细

胞对脂多糖的反应； ＣＣ 条目包括细胞膜筏、 神经元

胞体、 质膜外侧面、 胞外区域和细胞外间隙； ＭＦ 条

目包括趋化因子作用、 生长因子作用、 蛋白结合和细

胞因子作用。
通过 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析共获得 ６０ 条信号

通路。 对富集程度最高的前 １０ 条通路进行气泡图可

视化分析， 结果如图 ６ 所示。 排名前 １０ 的信号通路

包括细胞因子－细胞因子受体相互作用、 ＴＮＦ、 耶尔

森菌感染、 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞分化、 细胞受体、 细胞凋

亡、 ＩＬ－１７、 疟疾、 肠道 ＩｇＡ 免疫网络和炎症性肠病

信号通路。

图 ５　 ＧＯ 功能富集分析
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图 ６　 ＫＥＧＧ 信号通路富集

２􀆰 ６􀆰 ４　 中药单体－交集靶点－信号通路网络

将筛选的 ５ 种中药、 １３７ 个中药单体、 １４ 个交集

靶点和前 １０ 的信号通路进行网络连接， 并进行拓扑

学分析。 获得的中药单体－交集靶点－信号通路网络

共有 ４５ 个节点和 １２８ 条边 （图 ７）。 根据节点度值进

行排序， 发现排名前 ３ 的中药单体物质分别为甘草和

黄连共有的槲皮素 （ＭＯＬ００００９８）、 黄芩的黄芩苷

（ＭＯＬ００２７７６） 和黄连的黄连素 （ＭＯＬ００１４５４）。

图 ７　 中药单体－交集靶点－信号通路网络

２􀆰 ７　 分子对接

将 ＰＰＩ 网络中排名前 ３ 的核心靶点 （ ＩＬ － ６、
ＴＮＦ、 ＢＣＬ－２） 和中药单体－交集靶点－信号通路中排

名前 ３ 的中药单体 （槲皮素、 黄芩苷、 黄连素） 进

行分子对接。 如表 ５ 所示， 中药单体与靶点的分子对

接能均小于－２０􀆰 ９ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 表明中药单体物质和靶点

结合良好。 槲皮素、 黄芩苷和黄连素与各靶点间的分

子对接 ３Ｄ 图像如图 ８ 所示。

表 ５　 中药单体物质和靶点分子对接结合能

靶点
分子对接结合能 ／ （ｋＪ·ｍｏｌ－１）

槲皮素 黄芩苷 黄连素

ＩＬ－６ －３３􀆰 ９ －３５􀆰 ６ －３６􀆰 ０

ＴＮＦ －３３􀆰 ５ －３３􀆰 ９ －３２􀆰 ２

ＢＣＬ－２ －３３􀆰 ９ －３８􀆰 １ －３０􀆰 ５
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Ａ． 槲皮素与 ＩＬ－６； Ｂ． 黄芩苷与 ＩＬ－６； Ｃ． 黄连素与 ＩＬ－６； Ｄ． 槲皮素与 ＴＮＦ； Ｅ． 黄芩苷与 ＴＮＦ； Ｆ． 黄连素与 ＴＮＦ； Ｇ． 槲皮素与 ＢＣＬ－２；
Ｈ． 黄芩苷与 ＢＣＬ－２； Ｉ． 黄连素与 ＢＣＬ－２。

图 ８　 分子对接结果

２􀆰 ８　 动物试验

２􀆰 ８􀆰 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果如图 ９ 所示。 与空

白对照组相比， ＥＴＥＣ 模型组小鼠空肠组织中 ＩＬ－６、
ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 表达量显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＢＣＬ－

２ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＥＴＥＣ 模

型组相比， 槲皮素组、 黄芩苷组和黄连素组小鼠经过

中药单体干预后， 空肠组织中 ＩＬ － ６ 和 ＴＮＦ －α 的

ｍＲＮＡ 表达量显著下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 而 ＢＣＬ － ２ 的

ｍＲＮＡ 表达量极显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

１􀆰 空白对照； ２􀆰 ＥＴＥＣ 模型； ３􀆰 槲皮素； ４􀆰 黄芩苷； ５􀆰 黄连素。
∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同。

图 ９　 空肠组织中不同基因相对表达量比较
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２􀆰 ８􀆰 ２　 空肠组织中靶点蛋白含量检测

空肠组织中靶点蛋白含量结果如图 １０ 所示。 与

空白对照组相比， ＥＴＥＣ 模型组小鼠空肠组织中 ＩＬ－
６、 ＴＮＦ－α 蛋白含量显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＢＣＬ－２ 含

量显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＥＴＥＣ 模型组小鼠相比，
槲皮素组、 黄芩苷组和黄连素组小鼠空肠组织中 ＩＬ－
６、 ＴＮＦ－α 蛋白含量显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＢＣＬ－２ 蛋

白含量极显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

１􀆰 空白对照； ２􀆰 ＥＴＥＣ 模型； ３􀆰 槲皮素； ４􀆰 黄芩苷； ５􀆰 黄连素。

图 １０　 空肠组织中不同蛋白相对表达量比较

３　 讨论

ＥＴＥＣ 的致病机制可分为定殖和释放毒素两个关

键阶段。 首先， ＥＴＥＣ 通过其特异性黏附素菌毛与宿

主肠道上皮细胞表面的特定受体发生高亲和性结合，
实现肠道定殖。 随后， 定殖成功的菌体开始大量分泌

耐热肠毒素 （ｈｅａｔ－ｓｔａｂｌｅ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ， ＳＴ） 或不耐热

肠毒素 （ｈｅａｔ－ｌａｂｉｌｅ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ， ＬＴ）， 这些毒素通过

激活细胞内信号通路， 导致电解质紊乱和大量水分分

泌， 最终引发腹泻［１１］。 临床上治疗大肠杆菌病的方

法主要还是使用抗生素， 但是抗生素带来的严重耐药

性问题， 迫使人们不得不拓展治疗方法［１２］。 中药中

含有多种具有生物活性的单体物质， 这些物质在防治

ＥＴＥＣ 感染方面展现出显著潜力。 中药中的单体物质

具有多靶点、 多通路防治细菌疾病的优势， 且不易诱

导细菌产生多重耐药性。 中药单体物质不仅可以直接

抑制 ＥＴＥＣ 的生长和毒力因子表达， 还能调节宿主的

免疫反应， 减少炎症损伤， 促进肠道屏障功能的修

复［４］。 因此， 中药单体在细菌性疾病防治方面具有

广阔的应用前景。
根据数据挖掘结构， 本次研究确定甘草、 茯苓、

白术、 黄连和黄芩为防治 ＥＴＥＣ 核心中药。 甘草、 茯

苓和白术为补益药， 黄连和黄芩为清热药。 甘草和茯

苓归心、 肺经， 白术归脾、 胃经， 黄连归心、 肝、
胃、 大肠经， 黄芩归肺、 胆、 大肠经［１３］。 传统中兽

医认为， 仔猪腹泻是因为寒热虚实错杂之候， 病机关

键在于脾胃虚弱， 运化失职， 以致湿热内生， 壅滞中

焦， 气机不畅， 浊邪不降。 中焦气滞则心下痞满或胀

痛， 脾虚气弱则神疲乏力、 倦怠懒言， 胃失和降、 气

逆于上则恶心呕吐， 脾失健运、 湿浊下注则肠鸣辘辘

或腹泻， 腹泻主要是因为湿邪和脾胃虚弱造成的， 治

疗时应补虚泄热， 除湿消痞［１４］。 甘草可有效补脾益

气， 清热解毒。 茯苓有沉降的特性， 促进机体水分渗

下， 可健脾祛湿［１５］。 白术味甘性温， 具有补脾和胃，
燥湿利水的功效。 传统医书 《本草通玄》 中记载：
“白术， 补脾胃之药， 更无出其右者” ［１６］。 黄连的主

要功能为清热燥湿， 主治湿热泻痢， 心火亢盛， 常单

用或与黄芩、 诃子等中药同用， 治疗湿热痢疾［１７］。
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黄芩具有清热燥湿、 泻火解毒的功效， 主治湿热泻

痢、 咳嗽、 疮黄、 黄疸和胎动不安［１８］。
本次研究通过网络药理学共筛选出中药单体物质

１３７ 个， 交集靶点 １４ 个， 其中槲皮素、 黄芩苷、 黄

连素和 ＩＬ－６、 ＴＮＦ、 ＢＣＬ－２ 分别为防治 ＥＴＥＣ 的核心

中药单体和关键靶点。 槲皮素是一种广泛存在于中药

中的具有多种生物活性的黄酮醇类化合物。 槲皮素具

有抗炎、 抗菌和保护心血管等作用［１９］。 徐晓叶等［２０］

的研究表明， 槲皮素可抑制携带 Ｋ８８ 毒力因子 ＥＴＥＣ
导致的细胞凋亡和细胞焦亡信号的激活， 从而缓解细

胞损伤和细胞炎症反应。 李井贺等［１２］ 的研究发现，
槲皮素可有效调控 ＥＴＥＣ 的致病力和细菌代谢过程，
从而调节 ＥＴＥＣ 的毒力因子。 黄芩苷为中药黄芩的单

体物质， 为黄酮类化合物。 众多研究发现， 黄芩苷具

有减少炎性因子释放， 调节机体免疫反应、 抗菌和抗

癌等功效［２１－２２］。 刘晓曦等［２３］ 研究发现， 黄芩苷对

ＥＴＥＣ 具有一定的抗菌效果， 并且黄芩苷可显著抑制

ＥＴＥＣ 分泌毒力因子， 从而有效减少 ＥＴＥＣ 的毒性。
黄芩苷还可通过降低炎症反应和下调相关通路表达促

进空肠的损伤修复［２４］。 黄连素又称为小檗碱， 为一

种季铵生物碱， 是中药黄连中的重要单体物质［２５］。
Ｄｕ 等［２６］研究发现， 黄连素可通过改善肠道菌群稳态

增强仔猪物理、 化学及免疫屏障功能， 有效缓解

ＥＴＥＣ 导致的断奶仔猪肠道黏膜损伤。 Ｎｉｅ 等［２７］ 研究

发现， 黄连素可有效缓解 ＥＴＥＣ 导致的仔猪肠道紧密

蛋白表达下降， 维持仔猪肠道稳态。
ＩＬ－６ 是一种多功能细胞因子， 在免疫调节、 炎

症反应、 造血及代谢过程中发挥关键作用。 ＩＬ－６ 主

要由 Ｔ 细胞分泌， 可通过结合膜结合型 ＩＬ－６ 受体或

可溶性 ＩＬ－６ 受体激活下游 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路， 增

加肠道上皮的通透性从而引起 Ｔ 细胞蓄积增强炎症

反应［２８］。 ＴＮＦ 是一种重要的促炎细胞因子， 在 ＥＴＥＣ
感染过程中发挥关键作用。 ＥＴＥＣ 侵入肠道后， ＴＮＦ
可由活化的巨噬细胞、 Ｔ 细胞等免疫细胞大量分泌，
通过激活 ＮＦ－κＢ 等信号通路， 进一步促进 ＩＬ－６ 等炎

性因子的释放， 形成炎症级联反应。 同时， ＴＮＦ 还可

通过上调肠上皮细胞凋亡相关蛋白来加剧肠道屏障损

伤［２９］。 ＢＣＬ－２ 是抗凋亡蛋白家族的重要成员， 当细

胞表达 ＢＣＬ－２ 蛋白时， 以半胱天冬蛋白酶介导的细

胞凋亡就会受阻［３０］。 线粒体释放细胞色素 Ｃ 到细胞

质中通常视为细胞死亡过程中不可逆的一个过程， 因

此对于细胞色素 Ｃ 的调控至关重要。 ＢＣＬ－２ 蛋白可

调 控 线 粒 体 外 膜 通 透 性 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＭＯＭＰ）， 继而调控细胞

色素 Ｃ 的释放， 从而发挥抗凋亡作用［３１］。 本研究通

过动物试验证实， 槲皮素、 黄芩苷和黄连素能显著抑

制因 ＥＴＥＣ 感染引起的 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α 的表达上调和

ＢＣＬ－２ 的表达下调， 从而减轻炎症反应和细胞凋亡。
通过 ＫＥＧＧ 富集分析显示， 筛选出的中药单体

物质主要参与调节炎症性肠病信号通路、 ＩＬ－１７ 信号

通路和细胞凋亡信号通路来发挥抗 ＥＴＥＣ 作用。 炎症

性肠病信号通路可能调控 ＮＦ－κＢ、 ＴＮＦ－α 等关键炎

症因子， 抑制 ＥＴＥＣ 感染引起的肠道过度炎症反应，
维持肠道屏障完整性， 减少肠黏膜损伤。 ＩＬ－１７ 信号

通路在 ＥＴＥＣ 感染中促进中性粒细胞募集和促炎因子

释放， 筛选出的中药单体通过调控靶点， 继而抑制

ＩＬ－ １７ 信号通路， 从而缓解 ＥＴＥＣ 引起的肠道损

伤［３２］。 细胞凋亡通路通过调节 ＢＣＬ－２ 等凋亡相关蛋

白的表达， 抑制 ＥＴＥＣ 诱导的肠上皮细胞过度凋亡，
从而维持肠道上皮结构的完整性， 增强宿主对病原体

的防御能力［３３］。 中药单体通过多通路交叉互作， 从

炎症抑制、 免疫调节、 凋亡干预等多维度协同拮抗

ＥＴＥＣ 致病过程。 研究表明， 当配体与受体的分子对

节能低于－２０􀆰 ９ ｋＪ ／ ｍｏｌ 时， 配体与受体可自主对接，
对接情况良好［３４］。 本研究筛选出的中药单体物质与

靶点的分子对接能均小于－２９􀆰 ３ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 表明均可主

动结合， 从而调控相关通路发挥抗 ＥＴＥＣ 作用。
本研究通过动物试验证实槲皮素、 黄芩苷和黄连

素有调控炎症反应和细胞凋亡通路缓解 ＥＴＥＣ 感染的

作用。 然而， 本研究也存在一定的局限性。 首先， 试

验仅采用了单一剂量进行干预， 虽然该剂量基于前期

文献和预试验选定， 但完整的剂量－效应关系仍需进

一步探究。 其次， 评估指标主要集中于炎症和凋亡相

关的基因和蛋白， 未能涵盖肠道菌群结构变化、 肠道

组织病理学损伤与修复和紧密连接蛋白表达等反映肠

道屏障功能和免疫状态的关键指标。 此外， 网络药理

学本质上是一种基于计算和数据库信息的预测性研究

方法， 其结果存在数据库依赖、 靶点预测的间接性和

静态预测与动态生物复杂环境的偏差等固有的局限

性。 未来研究应系统考察不同剂量的效果， 结合组学

研究、 组织病理学及透射电镜等技术， 更全面地评估

这些单体物质对 ＥＴＥＣ 感染仔猪肠道菌群稳态、 黏膜

屏障完整性和免疫平衡等影响， 并通过试验分析这些

单体物质对 ＥＴＥＣ 黏附效率、 毒力基因表达的影响，
从而更全面地阐明其多靶点抗菌机制。

４　 结论

本研究通过数据挖掘、 网络药理学和动物试验，
系统揭示了槲皮素、 黄芩苷和黄连素防治猪源 ＥＴＥＣ
感染的多靶点、 多通路作用机制， 发现槲皮素、 黄芩

苷和黄连素可调控炎症反应和细胞凋亡等通路， 从而

减轻 ＥＴＥＣ 感染导致的损伤。 本研究为中药单体物质
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在抗 ＥＴＥＣ 方面的应用提供理论依据。
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