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摘 要： 目的  探讨抗幽门螺杆菌（HP）活性挥发油的药效物质，初步预测潜在活性成分及其作用机制。方法  微量稀释

法（96微孔板）测定丁香、广藿香、紫苏、牛至、枳实、厚朴、薄荷、肉桂 8种挥发油对HP的抑制率，筛选出抑菌活性最强的 3

种挥发油。气相色谱-质谱法联用（GC-MS）分析 3种挥发油的化学成分，利用TCMSP、Swiss Target Prediction、PubChem

数据库获取 3种挥发油主要活性成分及其对应靶点信息；网络药理学技术预测其潜在活性成分、相关通路及关键靶点；

AUTO DOCK Vina软件对核心成分及关键靶点基因进行分子对接，初步验证潜在活性成分及关键靶点。结果  广藿香、牛

至和肉桂挥发油抑制 90%细菌生长的最低药物浓度（MIC90）分别为 0.250、0.250、0.125 μL·mL−1，具有较强的抑菌活性；

从以上 3种挥发油中分别鉴定出 27、26、15个化学成分，共筛选出 15个活性成分，涉及 232个基因靶点，影响了与抑制HP

相关的癌症通路、化学致癌-受体激活及EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药性等 275条信号通路；分子对接验证结果显示 3种挥

发油抗HP与SRC蛋白密切相关，15个活性成分与关键靶点SRC的结合较为稳定。结论  广藿香、牛至、肉桂 3种活性挥发

油通过多成分、多靶点、多通路的形式发挥抗HP作用。
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Abstract: Objective  To screen the volatile oils with anti-Helicobacter pylori (HP) activity from eight plant volatile oils, to explore 

their pharmacodynamic substances, and to preliminarily predict the potential active components and their mechanisms of action. 

Methods  The inhibition rates of eight volatile oils against HP were determined by microdilution (96 microtiter plate), and the top 

three volatile oils with antibacterial activity were screened out. The chemical compositions of the three volatile oils were analyzed 

by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), and the information of the three volatile oils and their corresponding targets 
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were obtained by using TCMSP, Swiss Target Prediction, and Pub Chem databases; Network pharmacology techniques were used to 

predict the potential active ingredients, related pathways and key targets; AUTO DOCK vina software was used to perform 

molecular docking on the genes of the core ingredients and key targets, and the potential active ingredients and key targets were 

preliminarily verified. Results  The minimum inhibitory concentration (MIC90) of volatile oils of Pogostemonis Herba, Origani 

Herba, and Cinnamomi Cortex were 0.250, 0.250 and 0.125 μL·mL−1, respectively, with strong bacteriostatic activity. The three 

volatile oils identified 27, 26 and 15 chemical components respectively, and a total of 15 active components were screened, 

including 232 gene targets, affecting pathways in cancer, chemical carcinogenesis-receptor activation and EGFR tyrosine kinase 

inhibitor resistance (EGFR), which are related to the inhibition of HP. Comparative molecular docking validation showed that the 

three volatile oils against HP were closely related to SRC proteins, and the 15 active ingredients obtained from the screening showed 

more stable binding to the key target SRC. Conclusion  The three active volatile oils (Pogostemonis Herba, Origani Herba, and 

Cinnamomi Cortex) exerted anti-HP effects through multi-components, multi-targets and multi-pathways, which provided a 

scientific basis for further elucidation of the anti-HP mechanism of volatile oils.

Key words: volatile oil; anti-Helicobacter pylori activity screening; SRC; microdilution method; GC-MS; network pharmacology; 

Caryophylli Flos; Pogostemonis Herba; Perillae Folium; Origain Herba; Aurantii Fructus Immaturus; Magnoliae Officinalis 

Cortex; Menthae Haplocalycis Herba; Cinnamomi Cortex

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，HP）是一种微

需氧的革兰阴性菌，可定植于胃上皮黏膜，为消化

道溃疡的病因之一。HP感染率居高不下，全世界约

半数人口存在HP感染，且 90%的恶性胃肿瘤与HP

感染有关［1］。2017年 10月 27日，HP被世界卫生组

织国际癌症研究机构列为一类致癌物。尽管随着

公共卫生情况改善和社会经济的发展，HP感染率有

所减少，但HP感染会引发一系列炎症驱动的病变，

HP仍然是最常见的细菌病原体［2］。

中药挥发油是一种广泛存在的植物次生代谢

产物。其相对分子质量较小，气味强烈，在常温下

易挥发，含有萜类、脂肪族、芳香族化合物及含氧衍

生物等成分，具有抗菌、抗炎、提高免疫力、抗氧化

等多种生物学活性［3-4］。近年来挥发油在食品、医

药、畜牧业领域的应用正在逐步受到关注［5］。《中国

药典》（2020年版）一部收载有丁香罗勒油、八角茴

香油、广藿香油、牡荆油等10余种中药挥发油［6］。

紫苏、丁香、广藿香、牛至、枳实、厚朴 6种中药

含有较丰富的挥发油，且归胃经或多用于行气和胃

止呕等，可能与治疗胃部疾病相关；诸多学者研究

表明，薄荷挥发油、肉桂挥发油、广藿香挥发油及牛

至挥发油有较广泛的抗菌作用，且肉桂挥发油、广

藿香挥发油对HP有抗菌作用［7-8］，但其抗HP作用仅

初步检测最小抑菌浓度（MIC）、抑菌圈等，缺少抑菌

物质基础及作用机制的深入研究。本研究选用丁

香、广藿香、紫苏、牛至、枳实、厚朴、薄荷、肉桂这 8

种常见中药，测定其挥发油对 HP的抑制 90% 细菌

生长的最低药物浓度（MIC90），根据MIC90筛选出抑

菌效果较好的 3种挥发油，再结合气相色谱法-质谱

法联用（GC-MS）分析 3种挥发油中所含化学成分，

进一步通过网络药理学分析和分子对接验证，预测

其潜在抗 HP活性成分及其作用机制，为后续研究

提供实验依据。

1　材料

1.1　主要数据库及软件

本研究所涉及数据库及软件相关信息见表1。

1.2　主要试剂

分析纯无水乙醇（批号 20230123），由国药集团

化学试剂有限公司提供 ；脑心培养液（批号

HB8478）、哥伦比亚血琼脂基础（批号HB0124）和无

菌脱纤维羊血（批号 1001339-1），均由青岛海博生

物 科 技 有 限 公 司 提 供 ；细 菌 冻 存 液（ 批 号

080723240305），由武汉碧云天生物技术有限公司

提供。

1.3　主要药材饮片

主要药材相关信息见表 2。本研究所用中药饮

片经湖北中医药大学药学院生药学教研室吴和珍

教授鉴定均为正品，饮片样本保存于湖北中医药大

学中药资源与中药化学湖北省重点实验室。

1.4　试验菌株

HP菌株购自宁波明舟生物科技有限公司，菌种

编号为B84182（ATCC43504）。

1.5　主要仪器

见表3。

2　方法

2.1　挥发油对HP抗菌活性筛选

2.1.1　试验菌株的培养　所有操作均在严格无菌

条件下进行。在垂直层流洁净工作台中取出长有
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透明针尖样菌落的平板，用一次性无菌接种环挑取

一环菌落，置于 0.9%氯化钠溶液中混匀，小心吸取

少许菌液于紫外分光光度计下检测，调整菌液浓度

为 1×108 CFU·mL−1。吸取该菌液 200 μL 置于含

5%脱纤维羊血琼脂平板上，放入 4～5 颗直径为

4 mm的无菌玻璃珠，充分摇晃，使菌液均匀铺在平

板表面。取出玻璃珠，将平板倒置放于培养箱，在

37 ℃、含氧量为 6%左右的微需氧、95%湿度环境中

培养72 h。

2.1.2　挥发油的提取　分别取广藿香、牛至、薄荷、

厚朴、丁香、肉桂、紫苏、枳实饮片各 200 g，分别加

2 000 g纯水与 4 mm 玻璃珠，回流提取 6 h，收集挥

发油提取器上层或下层挥发油，各挥发油得率分别

为 1.02%、1.20%、0.32%、0.32%、1.15%、2.05%、

0.90%、1.00%，除水后置于－20 ℃避光储存备用。

该提取方法符合《中国药典》2020 年版四部通

则“2204挥发油测定法”项下的规定。”

2.1.3　挥发油最小抑菌浓度的测定 将培养好的细

菌平板在层流洁净工作台中打开，用一次性无菌接

种环挑取一环于无菌脑心肉汤培养基中，在 37 ℃培

养箱中培养至对数期生长期（A600＝0.5～0.8）时用于

受试。实验分为只加培养基和该浓度药物的阴性

对照组、加同浓度菌液不加药物的生长对照组以及

加固定浓度菌液和培养基稀释的不同浓度挥发油

药液的给药组。调整菌液与药物浓度，使含药浓度

梯度为 8.000 0、4.000 0 、2.000 0 、1.000 0 、0.500 0、

表1　数据库/软件相关信息

Table 1　Database/software-related information

数据库/软件名称

中药系统药理学数据库和分析平台（TCMSP）

NIST Chemistry WebBook

PubChem

Swiss Target Prediction

Pharm Mapper

Gene Cards

UniProt

Venny2.1.0

DAVID

Omicshare tool

STRING

KOBAS3.0

RSCB PDB

PubMed

bioinformatics

Cytoscape 3.10.1

AUTO DOCK Vina

网址

https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.php

https：//webbook.nist.gov/chemistry/

https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

http：//www.swisstargetprediction.ch/

http：//www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/

https：//www.genecards.org/

https：//www.uniprot.org/

https：//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html

https：//david.ncifcrf.gov/tools.jsp

https：//www.omicshare.com/book/

https：//cn.string-db.org/

http：//kobas.cbi.pku.edu.cn/

https：//www.rcsb.org/

https：//pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

http：//www.bioinformatics.com.cn/

software

software

表2　主要药材饮片

Table 2　Main medicinal herbs

药材

广藿香（Pogostemonis Herb）

紫苏（Perillae Folium）

牛至（Origain Herba）

肉桂（Cinnamomi Cortex）

薄荷（Menthae Haplocalycis Herba）

丁香（Caryophylli Flos）

枳实（Aurantii Fructus Immaturus）

厚朴（Magnoliae Officinalis Cortex）

产地

广东

河北

湖北

广西

安徽

安徽

四川

四川

生产批号

B21100801-01

20210201

2020年8月自采

20220601

211101

20210111

20210307

20210621

厂家

湖北天济药业有限公司

新疆和济中药饮片有限公司

—

湖北辰美药业中药有限公司

湖北瑞聚生物科技公司

湖北辰美药业中药有限公司

湖北辰美药业中药有限公司

湖北辰美药业中药有限公司
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0.250 0、0.125 0、0.062 5、0.031 3、0.015 6 μL·mL−1，

菌液浓度为 1×105 CFU·mL−1。将各组液体接种于

96孔板中，每孔 200 μL，每个梯度设 5个复孔，最外

圈用无菌液体培养基平衡。微需氧条件下培养72 h，

酶标仪在 600 nm 处检测吸光度 A 值，IBM SPSS 

Statistics 26 计算抑菌率，并通过 GraphPad Prism 8

可视化。抑菌率计算公式如下：

细菌抑制率＝（A 生长对照孔－A 给药孔）/（A 生长对照孔－A 阴性对照孔）

当抑菌率达到 90% 以上时产生抑菌作用的最

小浓度称为MIC90。每次试验都设置 3个 96微孔板

为平行试验，连续重复3次以上。

2.2　气相-质谱联用（GC-MS）分析挥发油化学成分

2.2.1　样品的制备 取活性筛选排名中活性最强

的3种挥发油，即为GC-MS测定所用样品。

2.2.2　气质联用条件 气相色谱条件：TR-5MS 毛

细管气相色谱柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm）；柱温为

程序升温，初始温度 60 ℃，保持 7 min，以每分钟

9 ℃的速率升温至 150 ℃，保持 2 min，再以每分钟

2 ℃的速率升温至 170 ℃，保持 1 min，最后以每分

钟 25 ℃的速率升温至 270 ℃，保持 1 min。载气为

高纯度氦（≥99.99%），载气体积流量为 1 mL·min−1，

进样口温度230 ℃，进样量10 μL，运行时间30 min。

质谱检测条件：EI源；离子源温度 230 ℃；电离

电压 70 V；进样口温度 250 ℃；质量扫描范围 m/z 

40～600。

2.2.3　化学成分的比对与解析 GC-MS法得到总

离子流图及二级谱图，再结合 PubChem、NIST数据

库中的标准谱图、文献中的碎片离子信息、出峰信

息进行匹配，解析牛至挥发油、肉桂挥发油、广藿香

挥发油的化学成分。

2.3　网络药理学分析

2.3.1　化学成分的收集汇总 化学成分来源为质

谱解析所得成分，参考“2.2项”下分析结果。

2.3.2　活性成分靶点收集汇总 利用 TCMSP、

PubChem 数据库获取牛至挥发油、肉桂挥发油、广

藿香挥发油主要成分及其对应靶点信息［9］。在

PubChem［10］上根据 Pub Chem CID或者CAS检索得

到化合物对应结构并保存 2D 结构为 SDF格式，将

各化合物结构导入 Swiss Target Prediction和 Pharm 

Mapper 查找对应活性成分的蛋白靶点；在 Uniport

数据库中将蛋白转化为对应基因的 Gene Official 

Symbol，将所有活性成分靶点汇总，分别取并集得

到各挥发油对应的活性成分靶点。在Gene Cards［11］

中以“Helicobacter pylori”为检索词检索得到 HP相

关的靶点信息。将挥发油活性成分靶点和HP相关

靶点导入 Venny2.1.0 中取交集，得到挥发油-HP 的

交集靶点，认为是挥发油抑制HP的潜在靶点。

2.3.3　潜在靶点基因本体（GO）功能和京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析及可视化 

将挥发油抑制 HP 的潜在靶点导入 DAVID 数据

库，进行 GO 分析和 KEGG 分析［ 12-13］。将以上基

因 列 表 的 功 能 注 释 和 富 集 分 析 结 果 导 入

Omicshare 数据库，以条图的形式绘制排名前 10

的 GO 富集条目，以气泡图的形式绘制排名前 10的

KEGG通路（P＜0.05）。

2.3.4　化合物-靶点-通路（C-T-P）网络构建和蛋白

质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建 为了探寻挥发

油抑制 HP过程中挥发油活性化合物、潜在靶蛋白

表3　主要仪器设备

Table 3　Main equipment

仪器名称

挥发油提取器

万分之一天平

十万分之一天平

2.5 L圆底立式厌氧培养袋

2.5 L微需氧产气包

酶联免疫检测仪

高压灭菌锅

二氧化碳培养箱

垂直层流洁净工作台

倒置显微镜

超低温冰箱

高速冷冻离心机

规格型号

轻、重油提取器

BS A224S-CW

BT25S

HBYY007

HBYY008

SPARK 10M

LDZX-40

INCO 246

HCB-1300V

CKX31

DW-86L828J

5810R

生产厂家

扬州市葵花玻璃仪器厂

北京赛多利斯仪器有限公司

北京赛多利斯仪器有限公司

青岛海博生物技术有限公司

青岛海博生物技术有限公司

瑞士Tecan公司

上海申安医疗器械厂

德国Memmert公司

青岛海尔特种电器有限公司

日本奥林巴斯光学株式会社

青岛海尔生物医疗股份有限公司

德国Eppendorf公司
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和HP相关通路之间的关系，将这 3种数据处理后导

入 Cytoscape3.10.1［13］中，构建 C-T-P 网络。将潜在

靶点导入STRING［14］数据库中，在Organisms一项中

选择 Homo Sapiens运行后得到 PPI关系，下载 TSV

格式并将其导入 Cytoscape 3.10.1 中进行数据分析

及可视化，得到PPI网络图。

C-T-P 和 PPI 网络图中每个节点（node）代表化

合物、潜在核心靶点和通路或靶点；两个节点之间

的边（edge）代表节点之间的相互作用；节点的度

值（degree）是对连接边数的计数［15］。利用“Network 

analyser”功能进行拓扑分析，并根据网络结果中的

degree值筛选得到核心基因，通常认为 degree值大

于中位值的靶点具有重要意义。

2.3.5　活性化合物与关键靶点的分子对接研究 

在 PubChem 中下载挥发油活性化合物的 3D 结构，

RCSB PDB［10］数据库中下载筛选得到的 degree排名

前 5的靶点蛋白的 3D结构。将小分子化合物进行

能量最小化，大分子结构进行加氢、去水、清理蛋白

等处理，在AUTO DOCK Vina中进行蛋白质大分子

与化合物小分子对接。

2.4　数据分析

均采用 SPSS 26.0 软件进行数据分析，实验数

据统计结果以 x̄ ± s表示。多组间比较，数据符合正

态分布且方差齐采用单因素方差分析和 t检验。

3　结果

3.1　中药挥发油的活性筛选

等倍稀释法（96微孔板）初步测定 8种受试挥发

油对于HP的抑制率，得到其MIC，如表 4所示。根

据测得挥发油的MIC90，选取MIC小于 1.00 μL·mL−1

的挥发油作为后续实验研究对象。广藿香挥发油、

牛至挥发油和肉桂挥发油的 MIC90 分别为 0.250、

0.250、0.125 μL·mL−1，抗HP效果较好。将 3种挥发

油的A600通过公式计算处理后做图，可见 3种挥发油

的抑菌率与浓度均呈现剂量依赖性，如图 1 所示。

肉桂挥发油相比于其他 7种挥发油具有最好的抑菌

活性。

3.2　挥发油化学成分分析

从广藿香挥发油中共鉴定出 27个化学成分，占

总离子峰的 92.35%；从牛至挥发油中共鉴定出 26

个化学成分，占总离子峰的 97.43%；从肉桂挥发油

中共鉴定出 15个化学成分，占总离子峰的 90.84%。

具体成分信息见表 5～7。各挥发油的GC-MS谱图

见图2～4。

3.3　网络药理学结果

3.3.1　挥发油抗HP的潜在靶点筛选 在 PubChem

A-广藿香；B-牛至；C-肉桂； 与对照组相比：*P＜0.05  ***P＜0.001；a1—a6-0.015 6、0.031 3、0.062 5、0.125 0、0.250 0、0.500 0 μL·mL−1，b1—b6-

0.007 8、0.015 6、0.031 3、0.062 5、0.125 0、0.205 0、0.500 0 μL·mL−1，c1—c6-0.015 6、0.031 3、0.062 5、0.125 0、0.250 0、0.500 0 μL·mL−1。

A-Pogostemonis Herba; B-Origani Herba; C-Cinnamomi Cortex; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group; a1—a6-0.015 6, 0.031 3, 0.062 5, 0.125 0, 

0.250 0, 0.500 0 μL·mL−1; b1—b6-0.007 8, 0.015 6, 0.031 3, 0.062 5, 0.125 0, 0.205 0, 0.500 0 μL·mL−1; c1—c6-0.015 6, 0.031 3, 0.062 5, 0.125 0, 

0.250 0, 0.500 0 μL·mL−1.

图1　3种挥发油抑菌效果

Fig. 1　Inhibition results of three kinds of volatile oil

表4　8种常见植物挥发油MIC90

Table 4　MIC90 of eight common volatile oils

名称

广藿香挥发油

紫苏挥发油

牛至挥发油

肉桂挥发油

薄荷挥发油

丁香挥发油

枳实挥发油

厚朴挥发油

MIC90/（μL·mL−1）

0.250

4.000

0.250

0.125

1.000

1.000

8.000

8.000
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中获得活性成分的 2D 化学结构式，导入 Swiss 

Target Prediction数据库，分析后选取 Probability＞0

的靶点，将所有化合物的靶点去重后整合。得到广

藿香挥发油活性成分靶点 201个；牛至挥发油活性

成分靶点 286个；肉桂挥发油活性成分靶点 168个。

以“Helicobacter pylori”为检索词在Gene Cards中获

得 HP 相关靶点 2 287个。将挥发油活性成分靶点

和HP相关靶点导入Venny2.1.0，在Venny2.1.0中获

得广藿香挥发油活性成分靶点与HP相关靶点的交

集靶点 77个；牛至挥发油活性成分靶点与HP相关

靶点的交集靶点 96个；肉桂挥发油活性成分靶点与

HP相关靶点的交集靶点 59个，如图 5所示。将这些

靶点列为挥发油抗HP的潜在靶点。

3.3.2　潜在靶点的生物功能和通路富集分析

（1）　广藿香潜在靶点的生物功能和通路富集

分析：通过 DAVID 数据库对广藿香挥发油的 77个

潜在靶点进行GO分析。选取P＜0.05的条目，广藿

香挥发油总共富集到 431 条 GO 条目，其中生物过

程（BP）有 302 条（70.07%），细胞组分（CC）有 88

条（20.42%），分子功能（MF）有 41条（9.51%）。选取

前 20条目进行可视化分析，如图 6所示。根据 GO

分析富集结果可知，靶点主要富集在细胞增殖的正

向调节（positive regulation of cell proliferation，GO：

0008284）、凋亡过程的负调控（negative regulation 

of apoptotic process，GO：0043066）、MAP 激酶活性

的 正 向 调 节（positive regulation of MAP kinase 

表5　广藿香挥发油化学成分信息

Table 5　Chemical composition information of patchouli volatile oil of Pogostemonis Herba

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

成分名称

（±）-柠檬烯［（+/-）-limonene］

4-萜品醇［（-）-terpinen-4-ol］

萜品油烯（terpinolene）

异丁香酚（isoeugenol）

乙酸壬酯（nonyl acetate）

β-蛇麻烯［（1E，4E，8E）-α-humulene］

α-布黎烯（α-bulnesene）

β-石竹烯（β-caryophyllene）

葎草烯（humulene）

西车烯（seychellene）

α-愈创木烯（α-guaiene）

（+）-长叶烯［（+）-longifolene］

愈创木-4，11-二烯（guaia-4，11-diene）

广藿香烯（patchoulene）

β-愈创木烯（β-guaiene）

（+）-δ-杜松烯［（+）-δ-cadinene］

香树烯（alloaromadendrene）

α-古芸烯［（-）-α-gurjunene］

刺蕊草醇（pogostol）

1-甲基-4-（6-甲基庚-1，5-二烯-2-基）环己烷［1-methyl-4-（6-methylhepta-1，5-dien-

2-yl）cyclohexane］

氧化石竹烯（caryophyllene oxide）

法尼醇（farnesol）

桉油烯醇（spathulenol）

榄香烯（β-elemene）

百秋李醇（patchouli alcohol）

广藿香酮（pogostone）

widdrol

相对峰面

积/%

0.68

0.11

0.88

0.14

0.17

0.06

4.90

3.52

5.75

7.97

4.49

4.14

1.60

7.59

1.12

0.10

0.20

2.16

2.17

4.48

2.47

2.89

1.07

0.37

31.32

1.81

0.19

tR/min

13.17

13.89

14.27

15.20

16.73

17.25

17.37

17.99

18.24

18.76

18.97

19.03

19.56

19.76

19.88

20.06

20.23

20.45

21.63

21.94

22.37

22.97

23.47

23.98

25.23

26.58

28.79

CAS/

PubChemCID

138-86-3

20126-76-5

586-62-9

97-54-1

143-13-5

5281520

3691-11-0

87-44-5

6753-98-6

519743

654486

475-20-7

565709

560-32-7

88-84-6

483-76-1

10899740

489-40-7

21698-41-9

869843-05-0

1139-30-6

4602-84-0

6750-60-3

33880-83-0

5986-55-0

23800-56-8

6892-80-4
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activity，GO：0043406）等 BP，酶 结 合（enzyme 

binding，GO：0019899）、甾体结合（steroid binding，

GO：0005496）、RNA 聚合酶 II 转录因子活性、配体

激活序列特异性 DNA 结合（RNA polymerase II 

transcription factor activity， ligand-activated 

sequence-specific DNA binding，GO：0004879）等MF

和 细 胞 质（cytoplasm，GO：0005737）、细 胞 溶

质（cytosol，GO：0005829）、核质（nucleoplasm，GO：

0005654）等CC过程密切相关。

通过 DAVID 数据库对 77 个潜在靶点进行

KEGG 分析。选取 P＜0.05 的条目，总共富集到 92

条KEGG通路，将前 10条结果用气泡图可视化，如

图 7-A所示。KEGG富集分析结果显示，广藿香挥

发油抗HP的潜在靶点主要富集在以下几条信号通

路：癌症通路（pathways in cancer）、化学致癌-受体

激活（chemical carcinogenesis-receptor activation）、

EGFR 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 耐 药（EGFR tyrosine 

kinase inhibitor resistance）、癌 症 中 的 蛋 白 聚

糖（proteoglycans in cancer）、化学致癌物-受体氧化

类（chemical carcinogenesis-receptor oxygen species）。

（2）牛至潜在靶点的生物功能和通路富集分

析：通过 DAVID 数据库对牛至挥发油的 96个潜在

靶点进行GO分析。选取P＜0.05的条目，牛至挥发

油总共富集到 451 条 GO 条目 ，其中 BP 有 322

条（71.40%），CC 有 46 条（10.20%），MF 有 83

条（18.40%）。选取前 20条目进行可视化分析，如图

8所示。

根据 GO分析富集结果可知，靶点主要富集在

蛋 白 磷 酸 化（protein phosphorylation，GO：

0006468）、RNA 聚 合 酶 II 启 动 子 转 录 的 正 调

表6　牛至挥发油化学成分信息

Table 6　Chemical composition information of volatile oil of Origani Herba

顺序

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

成分名称

α-蒎烯（α-pinene）

莰烯（camphene）

1-辛烯-3-醇（1-octen-3-ol）

β-蒎烯［（-）-β-pinene］

α-侧柏酮（α-thujone）

对伞花烃（p-cymene）

3-蒈烯（3-carene）

1-甲基-4-（1-甲基乙烯基）-环己烷［1-methylene-4-（1-methylvinyl）-cyclohexane］

4-萜烯醇［4-terpineol， （+/-）-］

龙脑（isoborneol）

4-异丙基苯甲酸（4-isoplbenzoic acid）

甲基丁香酚（methyleugenol）

香荆芥酚（carvacrol）

麝香草酚（thymol）

香芹酚乙酸酯（carvacryl acetate）

肉豆蔻醚（myristicin）

β-波旁烯（β-bourbonene）

β-石竹烯（β-caryophyllene）

葎草烯（humulene）

丁香酚（eugenol）

β-金合欢烯（β-farnesene）

（+）-δ-杜松烯［（+）-δ-cadinene］

α-柏木烯（α-cedrene）

α-古芸烯［（-）-α-gurjunene］

洋芹脑（apiole）

氧化石竹烯（caryophyllene oxide）

相对峰面

积/%

1.72

0.35

0.16

4.70

0.53

22.83

11.31

0.41

1.98

6.09

12.37

0.07

17.41

6.18

1.49

0.37

0.52

5.93

0.50

0.23

0.44

1.21

0.15

0.06

0.13

0.29

RT/

min

6.57

7.63

9.04

9.04

9.91

10.40

11.16

11.73

12.12

13.92

14.99

15.54

16.19

16.32

17.07

17.20

17.35

18.03

18.74

19.62

19.73

20.07

20.16

20.48

21.80

21.96

CAS/

PubChemCID

80-56-8

79-92-5

3391-86-4

18172-67-3

546-80-5

99-87-6

13466-78-9

499-97-8

562-74-3

6627-72-1

536-66-3

93-15-2

499-75-2

89-83-8

6380-28-5

607-91-0

5208-59-3

87-44-5

6753-98-6

97-53-0

18794-84-8

483-76-1

469-61-4

489-40-7

523-80-8

1139-30-6
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表7　肉桂挥发油化学成分信息

Table 7　Chemical composition information of volatile oil of Cinnamomi Cortex

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

成分名称

苯甲醛（benzaldehyde）

4-萜烯醇［4-terpineol， （+/-）-］

桂皮醛（cinnamaldehyde）

α-布黎烯（α-bulnesene）

β-瑟林烯（β-selinene）

葎草烯（humulene）

α-布黎烯（α-bulnesene）

丁香酚（eugenol）

β-愈创木烯（β-guaiene）

邻羟基苯甲酸甲酯（methylsalicylate）

α-古芸烯［（-）-α-gurjunene］

肉桂酸甲酯（methylcinnamate）

顺-顺-金合欢醇（cis，cis-farnesol）

α-柏木烯（α-cedrene）

香橙烯［（+）-aromadendrene］

相对峰面积/%

2.10

0.34

68.25

4.09

0.52

0.20

1.73

4.46

3.24

1.93

0.54

2.03

0.32

0.65

0.44

tR/min

  8.61

12.12

16.22

17.18

17.38

18.72

19.07

19.62

20.07

20.24

20.47

20.84

22.54

23.20

23.81

CAS/

PubChemCID

100-52-7

562-74-3

104-55-2

3691-11-0

17066-67-0

6753-98-6

3691-11-0

97-53-0

88-84-6

119-36-8

489-40-7

103-26-4

16106-95-9

469-61-4

489-39-4

图3　牛至挥发油GC-MS谱图

Fig. 3　GC-MS spectrum of volatile oil of Origani Herba
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图2　广藿香挥发油的GC-MS谱图

Fig. 2　GC-MS spectrum of volatile oil of Pogostemonis Herba
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图4　肉桂挥发油GC-MS谱图

Fig. 4　GC-MS spectrum of volatile oil of Cinnamomi Cortex

图5　挥发油与HP交集靶点

Fig. 5　Potential target obtained by volatile oil with HP

图6　广藿香挥发油潜在靶点GO富集可视化图

Fig. 6　Visualization of GO enrichment of potential target of volatile oil of Pogostemonis Herba
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控（negative regulation of apoptotic process，GO：

0045944）、MAP 激酶活性的正向调节（positive 

regulation of transcription from RNA polymerase II 

promoter，GO：0043406）等 BP 过程，蛋白激酶活性

的（protein kinase activity，GO：0004672），酶 结

合（enzyme binding，GO：0019899）；蛋白丝氨酸/苏

氨 酸/酪 氨 酸 激 酶 活 性（protein serine/threonine/

tyrosine kinase activity，GO：0004712）等MF，和细胞

溶质（cytosol，GO：0005829）、细胞质（cytoplasm，

GO：0005737）、核质（nucleoplasm，GO：0005654）等

CC过程密切相关。

通过 DAVID 数据库对 96 个潜在靶点进行

KEGG分析。选取P＜0.05的条目，总共富集到 131

条KEGG通路，将前 10条结果用气泡图可视化，如

图 7-B所示。KEGG富集分析结果显示出，牛至挥

发油抗HP的潜在靶点主要富集在以下几条信号通

路：癌症通路（Pathways in cancer）、化学致癌-活性

氧 （Chemical carcinogenesis-reactive oxygen 

species）、流体剪切力与动脉粥样硬化（Fluid shear 

stress and atherosclerosis）、卡波氏肉瘤相关疱疹病

毒 感 染（Kaposi sarcoma-associated herpesvirus 

infection）、EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐药（EGFR 

tyrosine kinase inhibitor resistance）。

3.3.3　肉桂核心靶点的生物功能和通路富集分析 

A-广藿香；B-牛至；C-肉桂。

A-Pogostemonis Herba； B-Origani Herba； C-Cinnamomi Cortex.

图7　挥发油潜在靶点KEGG富集可视化图

Fig. 7　Visualization of KEGG enrichment of potential target of volatile oil
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通过DAVID数据库对肉桂挥发油的 59个潜在靶点

进行GO分析。选取P＜0.05的条目，肉桂挥发油总

共 富 集 到 264 条 GO 条 目 ，其 中 BP 有 175

条（66.29%），CC 有 26 条（9.85%），MF 有 63

条（23.86%）。选取前 20条目进行可视化分析，如图

9所示。根据GO分析富集结果可知，靶点主要富集

在细胞增殖的正向调节（positive regulation of cell 

proliferation，GO：0008284）、磷脂酰肌醇 3-激酶信号

的 正 向 调 节 （positive regulation of 

phosphatidylinositol 3-kinase signaling， GO：

0014068）、RNA 聚 合 酶 Ⅱ 的 转 录 负 调 控 促

进（positive regulation of transcription from RNA 

polymerase II promoter，GO：0000122）等BP过程，酶

结合（enzyme binding，GO：0019899），锌离子结

合（zinc ion binding，GO：0008270），RNA 聚合酶 II

转录因子活性 ，配体激活序列特异性 DNA 结

合（RNA polymerase II transcription factor activity， 

ligand-activated sequence-specific DNA binding，GO：

0004879）等 MF，和 细 胞 质（cytoplasm，GO：

0005737）、核质（nucleoplasm，GO：0005654）细胞溶

质（cytosol，GO：0005829）等CC过程密切相关。

通过 DAVID 数据库对 59 个潜在靶点进行

KEGG 分析。选取 P＜0.05 的条目，总共富集到 52

条KEGG通路，将前 10条结果用气泡图可视化，见

图7-C。

KEGG富集分析结果显示出，肉桂挥发油抗HP

的潜在靶点主要富集在以下几条信号通路：癌症通

路（Pathways in cancer）、利什曼病（Leishmaniasis）、

EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐药性（EGFR tyrosine 

kinase inhibitor resistance）、人巨细胞病毒（Human 

cytomegalovirus infection）、癌 症 中 的 蛋 白 聚

糖（Proteoglycans in cancer）。

3.3.4　PPI网络和C-T-P网络构建

（1）　广藿香挥发油核心PPI网络和C-T-P网络

构建：通过Cytoscape 3.10.1软件对广藿香挥发油抑

制 HP的活性化合物、潜在靶点和富集通路构建网

络分析，得到 C-T-P 网络图，如图 10-A 所示。网络

图中橙色节点表示 27个化合物，浅蓝色节点表示富

集结果前 10条信号通路，紫色节点表示 77个潜在

靶点。靶点节点的大小随着 degree 值的大小而变

化，二者呈正相关，靶点的节点颜色也与随着 degree

值的增大而加深。在 STRING 数据库中导入 77 个

图8　牛至挥发油潜在靶点GO富集可视化图

Fig. 8　Visualization of GO enrichment of potential target of volatile oil of Origani Herba
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图9　肉桂挥发油潜在靶点GO富集可视化图

Fig. 9　Visualization of GO enrichment of potential target of volatile oil of Cinnamomi Cortex
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图10　广藿香挥发油C-T-P（A）和PPI（B）网络图

Fig. 10　C-T-P （A） and PPI （B） network diagram of olatile oil of Pogostemonis Herba
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核心靶点，得到 PPI 网络图，如图 10-B 所示。在

Cytoscape 3.10.1 中利用“Network analyser”功能筛

选得到C-T-P网络图中 degree值排序前 10节点；将

STRING 数据库下载的 PPI 网络图 TSV 格式导入

Cytoscape 3.10.1 中利用“Network analyser”功能筛

选得到 PPI网络图中 degree值排序前 5节点，如表 8

所示。

根据C-T-P相关性排名，广藿香挥发油抑制HP

的潜在靶点 degree值排名前 10名所对应的靶点如

表所示，结合成分 degree值排名与相对含量及质量

标准等结果，广藿香挥发油抗HP活性排名前 5的成

分为百秋李醇、广藿香烯、异丁香酚、乙酸壬酯、

Widdol。结合 PPI 结果，进一步得到 STAT3、SRC、

RELA 是广藿香挥发油抑制 HP 排名前 3 的关键作

用靶点。

（2）　牛至挥发油核心PPI网络和C-T-P网络构

建：牛至挥发油中相关成分、靶点、通路、蛋白筛选

处理过程同广藿香挥发油，得到C-T-P网络图，如图

11-A所示。网络图中黄色节点表示 26个化合物，浅

蓝色节点表示富集结果前 10条信号通路，绿色节点

表示 96个潜在靶点。PPI网络图如图 11-B所示；C-

T-P和PPI网络图degree值分析结果如表9所示。

结合成分degree值排名与相对含量及质量标准

表8　广藿香挥发油C-T-P和PPI分析degree排名前10靶

点信息

Table 8　Top 10 targets of volatile oil of Pogostemonis 

Herba C-T-P and PPI analysis degree ranking information

基因

STAT3

PTGS2

SRC

TLR4

RELA

PARP1

MDM2

HSP90AA1

ESR1

NFE2L2

度值

41

36

34

29

25

20

19

17

17

16

来源

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

基因

EGFR

AKT1

AR

PRKCA

BCL2

STAT3

RELA

ESR1

JAK2

SRC

度值

10

10

  9

  9

  9

  9

  9

  8

  8

  8

来源

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P
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图11　牛至挥发油C-T-P（A）和PPI（B）网络图

Fig. 11　C-T-P （A） and PPI （B） network diagram of olatile oil of Origani Herba
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等结果，牛至挥发油抗HP活性排名前 5名的成分为

麝香草酚、香荆芥酚、洋芹脑、肉豆蔻醚、甲基丁香

酚。结合 C-T-P、PPI分析结果，进一步得到 AKT1、

EGFR、SRC是牛至挥发油抗HP排名前 3的关键作

用靶点。

（3）　肉桂挥发油核心PPI网络和C-T-P网络构

建：肉桂挥发油中相关成分、靶点、通路、蛋白筛选

处理过程同广藿香挥发油，得到C-T-P网络图，如图

12-A所示。网络图中黄色节点表示15个化合物，浅

蓝色节点表示富集结果前十条信号通路，绿色节点

表示 59个潜在靶点。PPI网络图如图 12-B所示； C-

T-P和PPI网络图degree值分析结果如表10所示。

结合成分degree值排名与相对含量及质量标准

等结果，肉桂挥发油抗HP活性排名前 5的成分为桂

皮醛、苯甲醛、丁香酚、4-萜烯醇、顺-顺-金合欢醇。

结合 C-T-P、PPI 分析结果，进一步得到 PTGS2、

ESR1、SRC 是肉桂挥发油抗 HP 的排名前 3个的关

键作用靶点。

3.4　分子对接验证

通过 AUTO DOCK Vina，选取 degree值排名前

3的关键活性成分与关键作用靶点进行对接。一般

情况下，最优对接结果中的蛋白质氨基酸残基和分

表9　牛至挥发油C-T-P和PPI分析degree排名前10靶点

信息

Table 9　Top 10 targets of volatile oil of Origani Herba C-T-

P and PPI analysis degree ranking information

靶点

AKT1

CASP3

EGFR

ALB

ESR1

HSP90AA1

SRC

MTOR

PTGS2

GSK3B

度值

65

59

57

57

56

52

46

45

44

44

来源

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

靶点

PIK3CA

AKT1

AR

JAK1

RELA

JAK2

MAPK8

MAPK10

IKBKB

CHUK

SRC

EGFR

度值

12

11

10

10

10

9

9

9

9

9

9

9

来源

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P
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图12　肉桂挥发油C-T-P（A）和PPI（B）网络图

Fig. 12　C-T-P （A） and PPI （B） network diagram of Cinnamomi Cortex
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子配体主要发生在氢键、π-π共轭体系、阳离子相互

作用之间。通常认为化合物与蛋白质结合的自由

能≤ −16.7 kcal·mol−1 时对接效果较好，结合较稳

定［14］。矩阵热图（图 13）结果显示广藿香挥发油中

乙酸壬酯与 3个受体 STAT3、SRC、RELA对接分数

最高；牛至挥发油中洋芹脑与 3 个受体 AKT1、

EGFR、SRC对接分数最高；肉桂挥发油中顺-顺-金

合欢醇与 3 个受体 PTGS2、ESR1、SRC 对接分数最

高。3种挥发油中的关键活性成分与SRC总对接分

数较高，显示出良好的对接活性。进一步分析发

现，SRC与 3种挥发油抗HP机制密切相关，与各关

键化合物的对接较为稳定，说明 SRC与 3种挥发油

抑制HP机制有着密不可分的关系。

4　讨论

本研究通过等倍稀释法（96微孔板）测定了 8种

挥发油的体外抑菌效果。根据MIC90筛选得到了效

果较好的 3种挥发油，分别是广藿香挥发油、牛至挥

发油、肉桂挥发油。其中肉桂挥发油抑制 HP的活

性最强。利用GC-MS联用技术，得到了 3种挥发油

主要的化学成分。结合网络药理学分析，认为广藿

香、牛至及肉桂挥发油中抗HP活性排名前 5的化学

成分分别为百秋李醇、广藿香烯、异丁香酚、乙酸壬

酯、Widdrol，麝香草酚、香荆芥酚、洋芹脑、肉豆蔻

醚、甲基丁香酚，苯甲醛、丁香酚、4-萜烯醇、桂皮醛、

顺 -顺 -金合欢醇。实验结果与文献研究相关性

较高［17-23］。

对比分析 3种挥发油抗HP网络药理学实验结

果，发现了许多相似之处。GO分析表明，3种挥发

油抗HP相关靶点均与细胞溶质、细胞质、核质 3种

细胞组成密切相关；KEGG分析显示，3种挥发油抗

HP 相关靶点均与癌症通路最为相关；C-T-P 和 PPI

分析表明，肉瘤原癌基因（Sarcoma proto-oncogene， 

SRC）为 3种挥发油抗HP的关键靶点，且 SRC与各

潜在活性成分对接结合较好，初步验证了SRC的关

键作用。

SRC 是 Harold Varmus 和 Mike Bishop 在 1976

年发现的第 1个致癌基因，这一发现确立了激活细

胞原癌基因突变可导致癌症的概念［24］。SRC 蛋白

酪氨酸激酶家族由 11 个成员组成，包括 Src、Fyn、

Yes、Lyn、Hck、Fgr、Blk、Lck、Brk、Srm 和 Frk［24］。

SRC蛋白激酶广泛表达于正常组织的细胞中，在调

控信号转导中发挥关键作用。SRC 表达过量时可

能会诱导癌症的产生。因此，SRC及相关蛋白与大

量人类恶性肿瘤的发生、细胞生长、进展和转移密

切相关［25-26］。不同学者从多个角度验证了SRC家族

与HP相关性胃炎/胃癌的联系［27-28］。赵大鹏等［29］研

究发现Cag A蛋白进入细胞后，激活了 SRC信号途

径，并最终导致 CIP2A的表达上调，证明了 SRC与

胃癌相关。陈帅印等［30］发现HP分泌的Cag A蛋白

与 SRC家族激酶、ENO1蛋白的高表达有关。澳大

A：广藿香；B：牛至C：肉桂。

A： Pogostemonis Herba； B： Origani Herba； C： Cinnamomi Cortex.

图13　3种挥发油关键活性成分和关键靶点分子对接结果矩阵热图

Fig. 13　Matrix heat map of molecular docking results of key active ingredients and key targets of three kinds of volatile oil

表10　肉桂挥发油C-T-P和PPI分析degree排名前10靶点

信息

Table 10　Top 10 targets of volatile oil of Cinnamomi 

Cortex C-T-P and PPI analysis degree ranking information

靶点

ESR1

PTGS2

SRC

TLR4

GSK3B

NR3C1

MDM2

RELA

JAK2

KDR

度值

27

26

25

21

20

18

18

18

18

17

来源

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

靶点

PRKCA

AR

VEGFA

ESR1

SRC

RELA

JAK2

CA2

TRPV1

TLR4

PTGS2

度值

10

9

9

7

7

7

6

5

5

5

5

来源

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P

C-T-P
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利亚科学家Marshall自身口服HP诱发了急性胃炎，

抗 HP治疗后胃炎痊愈。试验结果证明了 HP是引

起胃炎的重要病原菌［31］。

由于饮食习惯及体质原因，在亚洲地区有

54.7%的HP感染率［32］，虽然现有抗生素三联、四联

疗法作为临床常用抗 HP药物，但是抗菌药物耐药

率的持续升高导致常用根除治疗方案的成功率降

低［33］。国内外相关学者进行了诸多植物挥发油抗

HP的研究。伊朗学者Tahereh Falsafi通过气质联用

技术分析山杏挥发油中的成分，进一步研究挥发油

中活性成分对HP的影响［34］。Bergonzelli等［35］通过

对 16种不同的挥发油抗HP的活性研究，提出可以

将挥发油添加到饮食中，以提高药物治疗效果。

Harmati 等［36］将几种的挥发油按不同比例混合，通

过体内外实验，得到抗 HP效果最好的混合挥发油

组合及比例，为后续药物开发提供实验依据。吴碧

青等［37］通过体外抑菌试验研究大果木姜子挥发油

对 HP 的抑制作用。杨玲等［38］通过 GC-MS 技术分

析乳香挥发油对HP抑菌活性成分研究。

本研究以系统生物学理论为基础，通过对药物

和疾病进行多平台、多软件、多途径的分析和探索，

找到活性挥发油抑制 HP的潜在活性成分、信号通

路、作用靶点等相关信息，为深入探索其机制提供

初步的依据。后续本实验室将围绕中药挥发油抗

HP药效物质基础及作用机制开展进一步深入研究，

以期为中药挥发油抗HP型胃炎临床应用提供理论

依据，为以中药挥发油及其活性成分为组方的创新

中药新药的开发奠定基础。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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