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中英文缩略词表 

缩写 英文全称 中文全称 

FIP Feline infectious peritonitis 猫传染性腹膜炎 

FIPV 
Feline infectious peritonitis 

virus 
猫传染性腹膜炎病毒 

FCoV Feline Coronavirus 猫冠状病毒 

CoV Coronavirus 冠状病毒 

FECV Feline enteric coronavirus 猫肠道冠状病毒 

ASFV African swine fever virus 非洲猪瘟病毒 

IBV Infectious bronchitis virus 传染性支气管炎病毒 

HCV hepatitis C virus 丙型肝炎病毒 

EBV epstein-barr virus EB病毒 

PEDV Porcine epidemic diarrhea virus 猪流行性腹泻病毒 

IBDV infectious bursal disease virus 传染性法氏囊病病毒 

DHAV-1 Duck hepatitis A virus type 1 鸭甲型肝炎病毒 1型 

HSV‐1 Herpes simplex virus type 1 单纯疱疹病毒 1型 

PRRSV 
porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 
猪繁殖与呼吸综合症病毒 

HSV-2 Herpes simplex virus type 2 单纯疱疹病毒 2型 

CVB3 Coxsackie virus B3 柯萨奇病毒 B3 

VMC viral myocarditis 病毒性心肌炎 

PLpro papain-like protease 木瓜蛋白酶样蛋白酶 

MF myocardial fibrosis 心肌纤维化 

CAG chronic atrophic gastritis 慢性萎缩性胃炎 

CSVD Cerebral small vessel disease 脑小血管病 

iCCA 
intrahepatic 

cholangiocarcinoma 
肝内胆管癌 

CPE cytopathologic effect 细胞病变法 

MNTC 
maximum no-cytotoxic 

concentration 
最大安全浓度 
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中英文缩略词表续表 

缩写 英文全称 中文全称 

CC50 50% cytotoxic concentration 50%细胞毒性浓度 

EC50 50% effective concentration 50%药物有效浓度 

IR inhibition ratio 抑制率 

MIR maximum inhibition ratio 最大抑制率 

SI selection index 选择指数 

TCID50 tissue culture infective dose 半数感染量 

PPI Protein-protein interaction 蛋白-蛋白相互作用 

ORF open reading frame 开放阅读框 

UTR Untranslated Region 非翻译区 

TRS 
Transcription regulating 

sequences 
转录调控序列 

TCM Traditional Chinese Medicine 传统中药 

SSA Saikosaponin-A 柴胡皂苷-a 

NP Network pharmacology 网络药理学 

MD Molecular ducking 分子对接 

4D LFQ 4D Label free quantification 4D非标记定量 

TMT Tandem Mass Tags 串联批量标签 

iTRAQ 
Isobaric Tag for Relative 

Absolute Quantitation 
相对绝对定量的同位素标记 
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摘  要 

目的：从 9种天然化合物中筛选出具有体外抗猫传染性腹膜炎病毒（Feline infectious 

peritonitis virus，FIPV）作用的化合物，并利用网络药理学、分子对接和 4D-LFQ蛋白质

组学技术初步探讨所筛化合物抗 FIPV的机制。 

方法：1、采用细胞病变法（cytopathologic effect，CPE）和 CCK8法来测定天然化

合物在 CRFK细胞上的最大安全浓度（maximum no-cytotoxic concentration，MNTC）、

50%细胞毒性浓度（50% cytotoxic concentration，CC50）、50%药物有效浓度（50% effective 

concentration，EC50）以及化合物对 FIPV的最大抑制率（maximum inhibition ratio，MIR）。

筛选出选择指数（selection index，SI）大于 3同时最大抑制率高于 50%的化合物，并通

过复制抑制试验、吸附抑制试验、直接灭活病毒试验和凋亡检测试验来解释所筛选药物

的抗病毒作用。 

2、通过 PubChem数据库和 GeneCards数据库对黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用靶

点进行筛选；利用 STRING 数据库和 Cytoscape 软件构建靶点蛋白相互作用（Protein-

protein interaction，PPI）网络，并使用 Metascape数据库对潜在靶点进行 GO和 KEGG

富集分析。利用 Cytoscape软件进行九种拓扑分析，获得关键作用靶点。之后利用 UCSF 

Chimera 软件进行分子对接分析，筛选出最佳结合靶点，并探讨黄芩苷抗 FIPV 感染的

潜在作用机制。 

3、通过将药物和病毒共同孵育 CRFK细胞，制备黄芩苷抗 FIPV感染的细胞模型，

利用实时荧光定量 PCR 检测不同感染时间细胞的病毒载量，选择药物最佳作用时间，

之后收集细胞，提取总蛋白，进行 4D-LFQ蛋白质组学分析。使用 NCBI Felis catus数据

库对肽段进行注释，根据 P < 0.05 的筛选标准筛选出差异表达蛋白（differentially 

expressed proteins，DEPs），利用 GO数据库和 KEGG数据库对 DEPs进行富集分析。根

据组学结果对黄芩苷抑制 FIPV 感染的机制通路进行分析，并对通路中关键蛋白进行

Western blot验证，初步探讨黄芩苷抗 FIPV感染的作用机制。 

结果：1、药物抑制 FIPV感染的结果显示，黄芩苷对 FIPV感染的抑制率为 79.5%，

SI 为 5.5，其余药物抑制率均低于 50%；药物影响 FIPV 复制的结果显示，黄芩苷在病

毒感染的 8 h内有 50%以上的抑制作用；药物影响 FIPV吸附的结果显示，黄芩苷不能

阻止 FIPV对 CRFK细胞的吸附；药物对 FIPV直接灭活作用的结果显示，FIPV有直接

灭活作用，且将药物和毒液共培养 150 min时，FIPV彻底灭活。药物对细胞凋亡的结果

显示，黄芩苷可显著抑制 FIPV诱导的细胞凋亡（P < 0.05）。 

2、利用 PubChem数据库和 GeneCards数据库对黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用靶
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点进行筛选，共筛选出 17个潜在作用靶点。通过 CytoHubba分析，最终获得 2个关键

作用靶点，分别为 AKT1 和 ESR1。对关键作用靶点进行分子对接分析，结果显示，相

比于ESR1靶点，AKT1靶点与黄芩苷药物分子有2条氢键，且结合自由能为-7.9 kcal/mol，

具有更好的亲和力。 

3、利用实时荧光定量 PCR技术确定了细胞模型的最佳感染时间为 48 h，之后按照

该感染时间进行样品总蛋白的提取和质量检测。并在符合组学质谱条件后进行 4D-LFQ

蛋白质组学分析。组学结果显示，本次蛋白组学共检测到 6546个蛋白质，其中 Control

组、FIPV组和 Treatment组分别检测到 6456、6430和 6486个蛋白质，三组重叠蛋白有

6346个；按照 P < 0.05筛选差异表达蛋白，Treatment/FIPV组中上调蛋白为 257个，下

调蛋白为 238 个；Treatment/Control 组中上调蛋白为 940 个，下调蛋白为 452 个；

FIPV/Control组中上调蛋白为 678个，下调蛋白为 390个；对差异蛋白进行富集分析，

GO富集结果显示，差异表达蛋白主要富集在代谢过程、蛋白结合、核酸结合、细胞质、

胞质部分等；KEGG 富集结果显示，差异表达蛋白主要富集在 PI3K-AKT 信号通路、

Apoptosis通路和 HIF-1信号通路等。依据第 1、2点结果，选择 PI3K-AKT信号通路和

Apoptosis通路进行后续研究。绘制 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路热图，结果显

示，PIK3CA 和 CASP 9 都有显著变化；利用火山图和组学定量结果对通路相关蛋白进

行分析，火山图和定量分析结果显示，与 FIPV 处理组相比，Treatment 组的 EGFR、

PIK3CA、AKT2蛋白都显著上调（P < 0.05），AKT3和 BCL2L1有上升趋势，CASP 9蛋

白显著下调（P < 0.05），Bax有下降趋势。最后利用Western blot对通路关键蛋白进行验

证，结果显示，与 FIPV处理组相比，Treatment组中的 EGFR、PI3K、P-AKT和 Bcl-2

蛋白显著上调（P < 0.05），C-Caspase 9和 Bax蛋白显著下调（P < 0.05），Bcl-2/Bax显

著上调（P < 0.05）。 

结论：黄芩苷在体外具有抗 FIPV感染的作用，其可通过调控 PI3K-AKT信号通路

和 Apoptosis通路起到抑制 FIPV感染的作用。 

关键词：黄芩苷；猫传染性腹膜炎；网络药理学；分子对接；4D-LFQ蛋白质组学 
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第一章 文献综述 

1猫传染性腹膜炎概述 

在猫的多种疾病中，猫传染性腹膜炎（Feline infectious peritonitis, FIP）作为猫的重

要传染病之一，会引起猫的体温升高、食欲减退、体重减轻、呼吸困难和腹泻等症状，

是一种全身性、致死性传染病[1]。该病由猫传染性腹膜炎病毒（Feline infectious peritonitis 

virus, FIPV）感染引起，可分为干型和湿型两种类别[2]，多见于 6-24个月以内的幼猫和

11岁以上的老年猫，并可引起明显的腹膜炎症状[3]，对宠物业造成严重的危害。 

1.1病原学 

猫冠状病毒（Feline Coronavirus，FCoV）属于冠状病毒（Coronavirus，CoV）亚科，

其中包含有猫肠道冠状病毒（Feline enteric coronavirus，FECV）和猫传染性腹膜炎病毒

（FIPV）等冠状病毒。通常情况下，由 FECV感染所引起的患病猫的症状比较轻微，多

数患病猫无明显的感染症状，少数会出现轻度腹泻，个别患病猫出现严重的肠炎症状[4]。

研究表明，随着 FECV感染时间的增长，其可突变为高致死性传染病病原 FIPV[5,6]。FIPV

是一种单链 RNA病毒，呈线性，其基因组长度约为 27-32 kb[7,8]。研究表明，缺少两个

或多个核苷酸的 7b基因的辅助基因可能是 FIPV毒力增强的直接原因[9–11]。Pedersen等
[9]研究发现，7b基因的缺失会导致 FIPV的毒力丧失。 

1.2流行病学 

FCoV 的感染受季节影响较大，秋季和冬季是其高发季节，一些品种猫如布偶猫、

缅甸猫、孟加拉猫和苏格兰折耳猫等极易感染，除此之外，野猫以及猎豹也可成为感染

对象，故该病毒成为了猫养殖业关注的焦点[12]。有临床研究发现，过于密集的饲养密度

可能会引发 FECV 向 FIPV 的突变，导致病情的恶化[13]。除此之外，当宠物受到惊吓、

环境突变或长途运输等应激时，也会导致 FECV向 FIPV的突变[14]。 

1.3临床症状及病理变化 

FIPV感染可分为干性腹膜炎（实质性）和湿性腹膜炎（非实质性）两种[15]。其中湿

性腹膜炎为最常见的感染。有临床病例表明，干性腹膜炎可转变为湿性腹膜炎[16]。 

湿性腹膜炎，又称渗出型猫传染性腹膜炎，患病猫临床症状较为明显，在患病 7-40 

d左右，患病猫产生暗黄色腹水，可见腹部隆起，患病母猫隆起程度与怀孕类似，患病

公猫可见阴囊肿大。在对腹部进行触诊时，有明显的水样波动感[17]。在患病后 2-10周，

患病猫身体消瘦，并伴有贫血症状，最后机体各组织衰竭而致死亡。 
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干性腹膜炎，又称非渗出型猫传染性腹膜炎，患病猫出现嗜睡、食欲减弱和体重减

轻等症状[18]。干性腹膜炎不会使病猫产生腹水，但一些患病猫的眼房处会有出血，眼角

膜出现水肿并伴有瞳孔缩小和视力减退等症状[19]。一些患病猫在中枢神经系统受到损伤

后，表现出精神不佳、大小便功能障碍、后驱运动障碍和休克等症状[20]。 

1.4病理变化 

干性腹膜炎和湿性腹膜炎都会使患病猫的淋巴结肿大[21]。但与湿性腹膜炎相比，干

性腹膜炎对机体的造成的损伤更加严重。多数患病猫出现脑水肿，并伴有不同程度的胸

腔浆液性积液、腹腔浆液性积液、心包积液，且腹腔脏器出现肉芽肿性病理变化[22]。在

各积液中含有大量蛋白质、巨噬细胞和嗜中性粒细胞，积液呈无色透明或淡黄色的黏稠

纤维状，容易凝固[6,23]。患病猫体内各脏器均会出现实质性病变，并伴有白色、黄色和

褐色的肉芽肿出现[24]。此外，有的患病猫眼部眼房液中蛋白的含量会增加，脑脊液中的

蛋白也会增加并伴有中枢神经系统病[25]。 

1.5治疗与防控措施 

研究表明，FIPV感染产生的抗体水平是通过疫苗的接种而依赖性增强（ADE）的，

这也成为了疫苗预防的难点[26]。目前已有针对 FIP的弱毒疫苗和灭活 FIPV疫苗，但都

没有足够的效力[27,28]。目前，对于 FIP治疗大多以对症治疗为主，暂无治疗 FIP的特效

药物。研究表明，核苷类似物 GS-441524可对 FIPV的感染起到抑制作用[29]，但该药无

法完全根治，对患病猫的治愈还需能使用具有免疫抑制剂或抗炎作用的药物。因此，对

猫的居住环境的定期消毒与清洁是非常重要的预防措施，时刻保持干净卫生，并及时将

患病猫与健康猫隔离，以降低传染几率。 

2 FIPV基因组结构和功能 

2.1 FIPV 

FCoV 根据其病理生物学分为两种生物型。通常引起轻度或亚临床消化症状的无毒

菌株被称为猫肠道冠状病毒（FECV）。FECV在猫中流行，血清阳性率为 20%-60%[30]。

毒株 FIPV是导致 FIP疾病的原因。FIPV是由 FECV的自发突变引起的，它修饰了刺突

糖蛋白、3c辅助蛋白和潜在的辅助蛋白 7b。虽然 FECV主要局限于肠道，但 FIPV能够

感染单核细胞以及巨噬细胞[31]，导致病毒扩散，直至形成全身感染。 

2.2 FIPV基因组结构 

FIPV是一种强毒病毒，它是由 FECV的 ORF 3c、S基因和 ORF 7b等位点的突变
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引起的，该突变改变了肠细胞向单核/巨噬细胞的嗜性[32]。FIPV基因组全长约 30 kb，共

包含 11个开放阅读框（open reading frame，ORF），这些开放阅读框可编码 1种病毒复

制酶，4种结构蛋白，5种特异性的附属蛋白。研究表明，5’非翻译区（Untranslated Region，

UTR）和整个复制酶基因是不容易发生突变的[33]。5’ UTR 由 311 个的核苷酸组成，包

括前导序列（第 1至 92个氨基酸）和具有控制 mRNA合成的核心 TRS 5’-CUAAAC-3’

（第 93至 98个氨基酸）的转录调控序列（Transcription regulating sequences, TRS），其

中转录调控序列在所有 FCoV 中都是保守的[34,35]。3’ UTR 包括 275 个氨基酸，其次是

poly(A)尾。FIPV基因大约三分之二的基因组被包含 ORF1a（第 312至 12407个氨基酸）

和 1b（第 12362至 20407个氨基酸）的复制酶基因覆盖。在剩余的三分之一基因组中，

包含 9个 ORF，其中 ORF2、4、5、6分别编码 S、E、M和 N蛋白这 4种结构蛋白。

ORF3a、3b、3c、7a和 7b分别编码 5种特异性附属蛋白 3a、3b、3c、7a和 7b的 5种辅

助基因序列[4,36–40]。 

2.3 FIPV的致病机制 

目前，对于 FIPV的致病机制尚不明确。Shuid等[41]通过以 FIPV感染 CRFK细胞建

立感染模型，并利用流式细胞术对细胞凋亡进行检测发现，FIPV 感染的 CRFK 细胞会

发生早期凋亡，并且随感染时间的增加，凋亡细胞的数量持续增加，在晚期凋亡细胞中

也观察到类似的趋势。之后利用该感染模型进行转录组学研究，研究表明，p53、p38、

MAPK、VEGF和趋化因子/细胞因子信号通路可能参与了细胞凋亡过程。KIPAR等[42]研

究发现，FIPV 的持续感染会引起机体产生肉芽肿性静脉炎。被感染的单核细胞附着和

迁移到血管/血管周围肉芽肿浸润并破坏血管基底层。单核细胞和血管周围巨噬细胞被

激活促进 CD18、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1（IL-1）和基质金属蛋白酶-

9的表达，导致患病猫的血管及周围出现明显的炎性病变。 

3中药提取物抗病毒研究进展 

3.1中药提取物抗病毒概述 

病毒的复制需在宿主细胞中进行，因此在灭活病毒的同时不损伤宿主细胞是一个难

点[43]。西方抗病毒药物主要通过抑制病毒的吸附、侵入、核酸合成和脱壳等过程发挥抗

病毒作用[44,45]。但在药物发挥抗病毒作用的同时，一些药物还引起宿主严重的不良反应，

并产生耐药性[46]。近年来，从传统中药（Traditional Chinese Medicine，TCM）中提取有

效成分抗病毒成为了研究的热点。例如，Hakobyan等[47]建立非洲猪瘟病毒（African swine 

fever virus，ASFV）感染 Vero 细胞模型，从五种黄酮类化合物中筛选出芹菜素具有抗
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ASFV活性，ASFV感染 Vero细胞 1 h时使用芹菜素处理，可使 ASFV的产率降低 99.99%

以上。因此，从中药中筛选具有抗病毒作用的天然化合物成为了新的研究方向。 

3.2具有抗病毒作用的天然化合物 

近年来，已证明具有抗病毒作用的的中药有效成分有很多，本试验选择 9种化学结

构明确、有良好抗病毒作用的有效成分进行研究，分别为黄芩苷、苦参碱、盐酸川芎嗪、

咖啡酸、甘草酸、葛根素、绿原酸、丹参酮 IIA和二氢丹参酮 I。 

3.2.1黄芩苷 

黄芩苷（Baicalin）是从黄芩（Scutellaria baicalensis Georgi）干燥根种提取的黄酮类

化合物[48]，具有抗炎[49]、抗氧化[50]、抗肿瘤[51]和抗病毒等多种生物学作用。研究表明，

黄芩苷对多种病毒都有抑制作用。黄芩苷可激活 PKR/eIF2α通路中的 G3BP1 mRNA的

表达，抑制鸡胚传染性支气管炎病毒（Infectious bronchitis virus，IBV）的复制[52]。黄芩

苷可以通过降低肺组织中高表达炎性细胞因子的含量，降低 Th1/Th2和 Th17/Treg的比

值，平衡的宿主炎症反应，并下调 RLR 信号通路，起到抑制甲型流感病毒的作用[53]。

黄芩苷可通过抑制线粒体自噬，触发 IFN活化和M1极化，抑制肾源性传染性支气管炎

病毒（Nephropathogenic infectious bronchitis virus，NIBV）的复制[54]。黄芩苷也可对冠

状病毒起到抑制作用。Dinda 等[55]研究表明，黄芩苷可靶向抑制 SARS-CoV-2 的 S-，

3CL-，PL-，RdRp-和 nsp13-蛋白的活性以及宿主线粒体 OXPHOS，进而抑制病毒感染。 

3.2.2苦参碱 

苦参碱（Matrine）是从苦参（Sophora flavescens）的根皮中提取和分离出来的四环

喹啉化合物[56]，具有抗炎[57]、抗肿瘤[58]、心血管保护[59]和抗病毒[60]等多种生物学作用。

苦参碱的抗病毒作用是通过多种途径实现。Zhao等[61]研究发现，苦参碱可以抑制 HSPA8

和 HSP90AB1 的表达，抑制 PRRSV 的感染作用。在牛病毒性腹泻病毒（Bovine viral 

diarrhoea virus，BVDV）研究中，Cai等[62]发现苦参碱可以通过上调 IFN-α、IFN-β、Toll

样受体 3、视黄酸诱导型基因 I和干扰素调节因子 3的基因表达水平，抑制 BVDV的复

制，并可在 BVDV感染后提高 IFN-β的浓度。Peng等[63]通过网络药理学和分子对接技

术发现苦参碱通过靶向 TNF信号通路中的 TNF-α、IL-6和 CASP 3来调节 SARS-CoV-2

的复制、宿主细胞凋亡和炎症。 

3.2.3川芎嗪 

川芎嗪（Tetramethylpyrazine）是从传统中药川芎中分离出的最广泛的药用化合物之

一，通常用于抗炎、抗氧化、抗氧化和活血化瘀等[64–67]。近年来有研究发现，川芎嗪具

有良好的抗病毒作用。Sun等[68]发现盐酸川芎嗪对 IBDV的抑制率可达 80%以上。Li等
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[69]发现川芎嗪衍生物 A9具有良好的抗甲型和乙型流感病毒的作用，但作用机制尚不明

确。 

3.2.4咖啡酸 

咖啡酸（Caffeic acid）是羟基肉桂酸和苯丙类代谢物之一[70]。咖啡酸具有抗炎[71,72]、

抗氧化[73,74]、抗癌[75,76]和抗病毒等多种生物活性。研究表明，咖啡酸可以通过直接作用

于病毒而不是作用于被感染的细胞来抑制病毒的传播[77]。例如，蚊媒黄病毒 Ilhéus virus

（ILHV）可被 500 M咖啡酸灭活[78]。咖啡酸可显著降低丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，

HCV）颗粒的细胞附着及其与传染所必需的载脂蛋白 E的相互作用，进而直接抑制 HCV

进入[79]。 

3.2.5甘草酸 

甘草酸（Glycyrrhizic acid）是甘草中分离出的可以反应甘草质量的药用活性成分[80]，

具有抗菌[81]、抗炎[82]和抗病毒等生物活性。研究表明，在 Raji淋巴瘤和 EB病毒（epstein-

barr virus，EBV）共感染的细胞中，甘草酸以剂量依赖的形式对 EBV复制具有抑制作用
[83]。甘草酸纳米粒子可抑制鼠冠状病毒 MHV-A59的增殖，并减少由 MHV-A59或新型

冠状病毒病 N蛋白引起的促炎细胞因子的产生[84]。J Clinati等[85]从 5种化合物中筛选出

的甘草酸对 FFM-1和 FFM-2两株冠状病毒分离株具有明显的抑制作用。 

3.2.6葛根素 

葛根素（Puerarin）为豆科植物野葛的干燥根提取物，其具有对糖尿病、骨质疏松等

疾病的治疗[86,87]和抗病毒作用。研究表明，葛根素可以通过抑制 NF-κB、TNF和 HIF-1

信号通路减少过度免疫反应和炎症，从而治疗 SARS-CoV-2和汉坦病毒（Hantavirus）的

混合感染[88]。Wu等[89]利用定量蛋白质组学分析发现，葛根素可以抑制猪流行性腹泻病

毒（Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV）诱导的 NF-κB激活，从而发挥抗病毒和抗

炎作用。在小鼠中，Wang 等[90]发现葛根素可以阻断新形成的 H1N1 病毒颗粒从感染细

胞中释放出来，并且以 100-200 mg/kg/d 在小鼠中表现出有效的抗病毒活性，提供 50%

和 70%的抗 H1N1死亡保护，降低病毒滴度，并有效缓解肺部炎症。 

3.2.7绿原酸 

绿原酸（Chlorogenic acid）是从金银花中提取出来的一种酚类化合物，可用于治疗

由流感病毒、副流感病毒和呼吸道合胞病毒等引起的病毒性上呼吸道感染[91]。Ding等[92]

研究发现，绿原酸在体外和体内对 H1N1和 H3N2具有较强的抑制作用，分别为 60%和

50%，并能够有效降低病毒滴度和减轻肺部炎症。Abaidullah 等[93]研究发现，高浓度绿

原酸是一种强效抗传染性支气管炎病毒（infectious bronchitis virus，IBV）化合物，可通

过MDA5、TLR7和 NF-κB信号通路有效调节先天免疫，并有可能诱导 IBV感染鸡的细
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胞介导和体液免疫应答。Li 等[94]使用黄芩素和绿原酸预处理鸡胚，可显著抑制 NF-κB

活化，并抑制随后在传染性法氏囊病病毒（infectious bursal disease virus，IBDV）感染背

景下促炎细胞因子 TNF-α和 IL-1β的产生，结果表明黄芩素和绿原酸具有抗 IBDV的特

性。 

3.2.8丹参酮 IIA 

丹参酮 IIA（Tanshinone IIA）是丹参中的重要的特征成分和活性成分，药理作用广

泛。Elebeedy等[95]从 6种天然化合物中筛选出丹参酮 IIA具有较强的抗 SARS-CoV-2活

性，IC50等于 4.08 ng/μL。Du等[96]研究发现黄芪苷和丹参酮 IIA联用通过下调 miR-223

并抑制 JAK2和 STAT1的表达来保护椎间盘髓核（nucleus pulposus，NP）细胞，减少炎

症反应并抑制细胞损伤。Guo 等 [97]通过对 BALB/c 小鼠腹腔注射柯萨奇病毒 B3

（Coxsackie virus B3，CVB3）建立病毒性心肌炎（viral myocarditis，VMC）动物模型，

使用丹参酮 IIA进行治疗，发现其可通过抑制炎症和调节 Th1/Th2平衡，有效保护小鼠

心肌免受 CVB3诱导的心肌炎，从而抑制 CVB3感染。 

3.2.9二氢丹参酮 I 

二氢丹参酮 I（Dihydrotanshinone I）是从丹参中提取的脂溶性成分之一，其具有抗

炎[98,99]、心血管保护[100]和抗肿瘤[101]等作用。在抗病毒方面，Chew Theng Lim等[102]研

究表明，二氢丹参酮 I 可以抑制 SARS-CoV-2 中的木瓜蛋白酶样蛋白酶（papain-like 

protease，PLpro）的合成并抑制病毒的复制。 

4网络药理学和分子对接 

4.1概述 

网络药理学是一门综合性学科，它包含了系统生物学理论[103]、药理学、信息网络和

计算机科学，使用计算机模拟和各种数据库来筛选药物分子靶标和疾病相关靶标。它使

用高通量、网络可视化和网络分析来揭示药物、靶点和疾病之间复杂的网络联系，分析

和预测药物的作用机制。随着医学和生命科学中大量数据的产生，系统生物学、生物信

息学和计算生物学等跨学科的出现，推动了网络药理学的发展[104]。Han等[105]利用网络

药理学分析，阐述了三七治疗心肌纤维化（myocardial fibrosis，MF）的机制；Zhou 等
[106]利用网络药理学分析，揭示了摩罗丹治疗慢性萎缩性胃炎（chronic atrophic gastritis，

CAG）的机制。 

分子对接是一种建立在计算机结构基础上的广泛应用于药物发现的方法。对接使得

能够鉴定治疗感兴趣的新化合物，在分子水平上预测配体-靶标相互作用，或描绘结构-
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活性关系（SAR），而不需要事先知道其他靶调节剂的化学结构[107]。尽管它最初是为了

帮助理解大小分子之间的分子识别机制而开发的，但是在过去的几年中，对接在药物发

现中的用途和应用已经发生了很大的变化。Dong等[108]利用网络药理学从淫羊藿中筛选

出 19 种与治疗抑郁症相关的活性化合物，并筛选出 537 个与抑郁症相关的靶点。之后

利用分子对接分析表明，木犀草素、槲皮素和山奈酚等最重要的活性成分与关键靶标结

合良好。 

4.2网络药理学和分子对接在中药领域的应用 

近年来，网络药理学和分子对接在中药有效成分的筛选和机制研究中成为了研究热

点。Xia等[109]在莲花清瘟胶囊治疗 COVID-19的研究中，利用网络药理学筛选出莲花清

瘟发挥抗病毒作用的关键作用靶点 AKT1，并将该靶点和莲花清瘟胶囊中的有效成分进

行分子对接，最终筛选出 β-胡萝卜素、山奈酚、木犀草素、柚皮素、槲皮素和汉黄芩素

为 AKT1 的最佳结合化合物，预测了莲花清瘟胶囊抗病毒的可能机制。Li 等[110]通过网

络药理学对黄连解毒汤的有效成分及其作用靶点和脓毒症的致病靶点进行筛选，构建了

一个节点数为 237 个，边数为 792 条的蛋白-蛋白相互作用（Protein-protein interaction，

PPI）网络，筛选出有效化合物为槲皮素、山奈酚和汉黄芩素，潜在作用靶点为 JUN、

TNF和 RELA。之后利用分子对接证明，上述化合物分别与潜在作用靶点的具有较高的

亲和力，并利用 GO和 KEGG富集分析探讨了其作用机制。在对大秦艽汤治疗脑小血管

病（Cerebral small vessel disease，CSVD）的作用机制研究中，Wang等[111]通过网络药理

学和分子对接分析得出，大秦艽汤治疗 CSVD的靶向通路网络中涉及 16个靶点和 30条

通路，其中包括 CASP 3和 P53在内的关键靶点以及黄芩素、槲皮素和汉黄芩素有效化

合物。经分子对接和试验验证得出，这些有效成分可以通过靶向 CASP 3和 P53等靶点

调节多种信号通路，并通过减少对脑神经细胞的损伤来治疗 CSVD。 

5蛋白质组学技术 

5.1概述 

蛋白质组学是将凝胶和色谱分离技术与随后的基于质谱法（MS）的分析和生物信

息学方法相结合，研究单个蛋白质和复杂蛋白质样品的分析平台[112]。生物样本中蛋白

质鉴定的关键技术是 MS。MS 是一种测量带电粒子的质荷比的技术，它不能对蛋白质

进行量化。不同的肽和蛋白质表现出广泛的物理化学性质，即大小、电荷和疏水性。因

此，它们的质谱响应不能用于一个样品中不同分子物种之间的定量比较。为了准确定量，

需要在分子上标记同位素，当分子仅在同位素组成上存在差异且具有相同的物理和化学
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性质时，可对实验之间（包括无标记的定量方法）或在单个实验中比较每个单独的分子

[113,114]。根据是否进行同位素标记，可将定量蛋白质组学分为非标记定量蛋白质组学和

标记定量蛋白质组学。 

5.1.1标记定量蛋白质组学 

基于同位素标签的方法，可以在质谱仪中反映其所在肽内的自然丰度[115]，质谱仪能

够识别标记和未标记形式的肽之间的质量差，通过比较它们各自的信号强度来实现定量。

并且可以避免无标记方法的缺失值问题[116]。目前常用的标记试剂有 iTRAQ（Isobaric Tag 

for Relative Absolute Quantitation）和 TMT（Tandem Mass Tags）两个，可与氨基（包括

氨基酸 N端及赖氨酸侧链氨基）反应实现连接，通过高精度质谱分析，同时实现多个样

本蛋白组的定性和定量[112]。 

5.1.2非标记定量蛋白质组学 

4D非标记定量（4D Label free quantification，4D LFQ）蛋白质组是目前技术成熟的

非标记定量蛋白质组学，该技术是在原有蛋白质组学的三个维度分离基础上（即保留时

间 retention time、质荷比 m/z 和离子强度 intensity），增加了新一维度即离子淌度（ion 

mobility）的分离。根据肽段离子在飘移管中与缓冲气体碰撞时的碰撞截面不同，将离子

可按大小形状进行分离，从而降低样本复杂度，进一步提高检测灵敏度、扫描速度，最

终带来组学分析样本用量减少、鉴定深度提升、检测时长缩短等性能的升级。4D-LFQ蛋

白质组学技术已经成为重要的质谱定量方法[117,118]。 

5.2定量蛋白质组学在中药领域的应用 

近年来，利用定量蛋白质组学技术分析差异表达蛋白成为了研究的热点。在大黄

治疗脑出血的机制研究中，Liu等[119]通过定量蛋白质组学共筛选出 1356个差异表达蛋

白，对其进行 GO注释后发现大黄主要调节一些参与药物反应和神经系统发育的神经

元投射蛋白的表达。KEGG通路分析表明大黄可能通过调控氧化应激、钙结合蛋白调

节、血管形成和能量代谢通路起到治疗作用。Tao等[120]在对疏风解毒胶囊抗 H1N1感

染的机制研究中，首先筛选出了疏风解毒胶囊中的有效化合物，之后利用定量蛋白质

组学对有效化合物抗 H1N1感染的机制进行研究，结果表明，三种有效化合物（连翘

苷 E、马鞭草灵和大黄素）可通过调节促炎细胞因子、I型干扰素（IFN）中 IFN刺激

的基因信号、TBK/IRF3和MAPK/NF-κB信号通路的水平起到抑制感染的作用。由此

可见，定量蛋白质组学技术为中医中药的研究提供了新的方法。 

  



 

  13 

第二章 抗猫传染性腹膜炎（FIPV）天然化合

物的体外筛选 

前  言 

猫传染性腹膜炎（Feline infectious peritonitis，FIP）作为猫的重要传染病之一，会引

起猫的体温升高、食欲减退、体重减轻、呼吸困难和腹泻等症状，是一种全身性、致死

性传染病[7]。该病由猫传染性腹膜炎病毒（Feline infectious peritonitis virus，FIPV）感染

引起，可分为干型和湿型两种类别[2]，多见于 6-24 个月以内的幼猫和 11 岁以上的老年

猫，并可引起明显的腹膜炎症状[3]，对宠物业造成严重的危害，但目前暂无有效的疫苗

进行预防[121]，药物治疗以对症治疗和核苷类似物 GS-441524 治疗为主[29]，但治疗效果

不佳，所以开发高效的抗 FIPV新药是必要之举。 

研究表明，中药在病毒性疾病的防治和增强免疫功能等方面具有显著作用[122]。越来

越多研究人员开始从中药中筛选抗病毒药物。例如，AI等[123]基于分子对接从中药系统

药理学数据库中筛选出 56个可以同时抑制两个流感作用靶点的药物；Hakobyan等[47]建

立非洲猪瘟病毒（African swine fever virus，ASFV）感染 Vero细胞模型，从五种黄酮类

化合物中筛选出芹菜素具有抗 ASFV 活性，ASFV 感染 Vero 细胞 1 h 时使用芹菜素处

理，可使 ASFV的产率降低 99.99%以上。Sirin等[124]通过虚拟筛选技术，发现三种化合

物 NSC345647、NSC87511和 NSC343256可通过特异性靶向 FIPV的 3CLpro并抑制其复

制。 

本试验选择了 9种具有明确化学结构及中药来源的天然化合物，在 CRFK细胞模型

上进行抗 FIPV 的筛选，并通过药物的作用方式以及对 FIPV 诱导的细胞凋亡的影响，

来初步解释药物的抗病毒机制。为后续新药的研发以及作用机制的深入探索奠定基础。 
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试验部分 

1试验材料 

1.1细胞与毒株 

猫肾细胞（CRFK）和猫传染性腹膜炎病毒（FIPV-BJ-01）均由中国兽医药品监察所

保存。 

1.2药物 

黄芩苷标准品、苦参碱标准品、盐酸川芎嗪标准品、咖啡酸标准品、甘草酸标准品、

葛根素标准品、绿原酸标准品、丹参酮 IIA标准品和二氢丹参酮 I标准品购自上海源叶

生物科技有限公司，所有标准品纯度均高于98%；GS-441524购自MCE，纯度为99.77%。 

1.3主要试剂 

台盼蓝、DMEM、胰蛋白酶和双抗购自赛默飞世尔科技；胎牛血清购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；PBS 磷酸盐缓冲液干粉和 DMSO 购自北京索莱宝科技有限公

司；无水乙醇购自国药集团化学试剂有限公司；CCK-8试剂盒和 Annexin V-FITC/PI细

胞凋亡检测试剂盒购自MCE。 

1.4主要仪器 

DW-86L728ST型-80℃冰箱（海尔，中国）；3-18K型高速冷冻离心机（Eppendorf，

美国）；DMi8 型倒置荧光显微镜（Leica，德国）；DNP-9022 型恒温培养箱（精宏，上

海）；TC20全自动细胞计数仪（Bio-Rad，美国）；Milli-Q型超纯水仪（Millipore，美国）；

SYNERGY HTX酶标仪（BioTek，美国）。 

1.5试剂配制 

（1）PBS缓冲液：将 1袋 PBS磷酸盐缓冲液干粉倒入瓶中，用尖嘴瓶冲洗袋内剩

余干粉到瓶中，加入 1.9 L超纯水，磁力搅拌器搅拌，混匀溶解后用容量瓶定容至 2 L，

进行 121℃高压灭菌 15 min； 

（2）完全培养基：含 10%胎牛血清和 1%双抗的 DMEM培养基，混合后涡旋震荡，

使用前 37℃温浴； 

（3）维持培养基；含 2%胎牛血清和 1%双抗的 DMEM培养基，混合后涡旋震荡，

使用前 37℃温浴； 
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（4）细胞冻存液：含有 92%的完全培养基和 8%的 DMSO，现用现配。 

2试验设计与方法 

2.1 CRFK细胞 

2.1.1 CRFK细胞传代培养 

（1）将装有 CRFK细胞的细胞培养瓶放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养，待

细胞密度达到 80%以上时，进行传代； 

（2）弃去原培养液，使用 PBS吹洗 2次，弃去； 

（3）按培养瓶底面积加入胰酶（25 cm2培养瓶加入 1 mL，75 cm2培养瓶加入 2 mL，

175 cm2培养瓶加入 3 mL），缓慢晃动，使胰酶浸润细胞，37℃消化 1 min； 

（4）显微镜观察发现细胞变圆后加入 2 倍胰酶体积的完全培养基终止消化，并用

移液器缓慢吹打，将细胞吹散； 

（5）收集细胞悬液，1000 rpm离心 1 min，弃去液体，用新鲜的完全培养基重悬细

胞，根据实验安排按照 1:3-1:6进行传代； 

（6）按培养瓶底面积加入完全培养基（25 cm2培养瓶加入 10 mL，75 cm2培养瓶加

入 20 mL，175 cm2培养瓶加入 30 mL）后，将细胞悬液按传代比例加入，绕“8”混匀，

放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养。 

2.1.2 CRFK细胞冻存 

（1）待细胞密度达到 90%以上时，弃去原培养液，按照 2.1.1的方法进行细胞消化； 

（2）离心前进行细胞计数：将 3 μL台盼蓝和 27 μL细胞悬液混合，取 10 μL滴入

细胞计数板中； 

（3）1000 rpm离心 1 min，弃去液体，加入适量的细胞冻存液，使得细胞终浓度为

3×106 cells/mL，缓慢重悬细胞； 

（4）按照 1 mL/支将细胞悬液加入 2 mL细胞冻存管中，放入梯度降温盒中，在-80℃

中过夜，次日转入液氮保存。 

2.1.3 CRFK细胞复苏 

（1）提前打开水浴锅 37℃预热； 

（2）从液氮中取出细胞后室温放置 1 min，使液氮挥发； 

（3）放入水浴锅中快速解冻，当管中还有小冰晶时停止解冻； 

（4）将细胞悬液全部加入含有新鲜的完全培养基的细胞培养瓶中，缓慢绕“8”混

匀，放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养。 
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2.2 FIPV毒株 

2.2.1 FIPV毒株扩增 

（1）使用 25 cm2细胞培养瓶，待 CRFK 细胞长至密度 80%以上时，取两瓶细胞，

一瓶用于病毒的扩增，一瓶用于阴性对照； 

（2）弃去原培养液，用 PBS洗 2次，弃去； 

（3）加入 1 mL FIPV病毒液，放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养 2 h，弃去病

毒液； 

（4）用 PBS吹洗 2次，弃去，加入 10 mL维持培养基，放入含有 5% CO2的 37℃

培养箱中继续培养，待 80%以上细胞出现病变时收集。 

2.2.2 FIPV毒株收获 

（1）将扩增病毒的细胞培养瓶放入-80℃中，反复冻融三次； 

（2）第三次解冻后用移液器将细胞吹散，收集悬液； 

（3）将悬液 3000 rpm离心 10 min； 

（4）收集上清液，经 0.22 μm针式滤膜过滤后按 100 μL/管分装到 EP管中，标记

时间； 

（5）放入-80℃保存。 

2.2.3 FIPV毒株毒力测定 

（1）将 CRFK细胞按照 2.1.1中方法进行消化，离心后用完全培养基重悬细胞，对

细胞进行计数； 

（2）按照 1×105 cells/孔将细胞加入 96孔板； 

（3）放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养，待细胞密度达 90%以上时，弃去培

养液，用 PBS洗 2次，弃去； 

（4）按照 100 μL/孔接种稀释度分别为 10-1-10-9的病毒液（维持培养基稀释），每个

稀释度设置 6个重复，并设置病毒对照孔（原毒液）和细胞对照孔（只加维持培养基）； 

（5）放入培养箱中继续培养 72 h，每天观察细胞病变效应（Cytopathic effect，CPE）； 

（6）病毒的半数感染量（tissue culture infective dose，TCID50）即为病毒的毒力，

由公式 Reed-Muench计算得到： 

lgTCID50	=	
>50%病变率的百分数	-	50%

>50%病变率的百分数	-	<50%病变率的百分数
	×	稀释度对数之间的差 

+	>50%病变率的稀释度的对数 

（7）本试验中所接种病毒液的终浓度均为 100TCID50。 
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2.3药物 

2.3.1药物溶解 

（1）黄芩苷（Baicalin）：使用维持培养基溶解，涡旋震荡助溶，终浓度为 2.0 mg/mL； 

（2）苦参碱（Matrine）：使用维持培养基溶解，涡旋震荡助溶，终浓度为 2.0 mg/mL； 

（3）盐酸川芎嗪（Ligustrazine hydrochloride）：使用维持培养基溶解，涡旋震荡助

溶，终浓度为 2.0 mg/mL； 

（4）咖啡酸（Caffeic acid）：使用维持培养基溶解，涡旋震荡助溶，终浓度为 2.0 

mg/mL； 

（5）甘草酸（Glycyrrhizic acid）：使用 1% DMSO助溶，溶解后用维持培养基稀释，

涡旋震荡助溶，终浓度为 2.0 mg/mL； 

（6）葛根素（Puerarin）：使用 1% DMSO助溶，溶解后用维持培养基稀释，超声、

涡旋震荡助溶，终浓度为 1.0 mg/mL； 

（7）绿原酸（Chlorogenic acid）：使用维持培养基溶解，涡旋震荡助溶，终浓度为

4.0 mg/mL； 

（8）丹参酮 IIA（Tanshinone IIA）：使用维持培养基溶解，37℃水浴加热、涡旋震

荡助溶，终浓度为 4.0 mg/mL； 

（9）二氢丹参酮 I（Dihydrotanshinone I）：使用 1% DMSO助溶，溶解后用维持培

养基稀释，超声、涡旋震荡助溶，终浓度为 4.0 mg/mL； 

（10）GS-441524：使用 1% DMSO助溶，溶解后用维持培养基稀释，涡旋震荡助

溶，终浓度为 1.2 mg/mL。 

2.3.2药物的细胞毒性试验 

（1）将 CRFK细胞按照 2.1.1中方法进行消化，离心后用完全培养基重悬细胞，对

细胞进行计数； 

（2）按照 1×104 cells/孔将细胞加入 96孔板； 

（3）放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养，待细胞密度达 90%以上时，弃去培

养液，用 PBS洗 2次，弃去； 

（4）将 2.3.1中的药物用维持培养基连续 2倍倍比稀释 10个梯度，加入细胞板中，

100 μL/孔，每个浓度设 3个重复；同时设置空白组，只加 100 μL PBS；细胞对照组，只

加 100 μL的维持培养基。放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养 72 h； 

（5）弃去培养液，用 PBS洗 2次， 

（6）利用 CCK-8 法测定各孔 OD 值：每孔加入 100 μL 新的维持培养基和 10 μL 
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CCK 8溶液，轻晃混匀，放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养 2 h，之后用酶标仪测

定在 450 nm处的吸光度； 

（7）计算药物致细胞的病变率（cytopatic ratio，CR）； 

CR	=	
细胞对照组 OD值	-	试验组 OD值

细胞对照组 OD值
	×	100% 

（8）用 GraphPad Prism 10计算药物可使 50%细胞发生病变的半数安全浓度（50% 

cytotoxic concentration，CC50）和药物可使 90%以上的细胞存活的最大安全浓度

（maximum no-cytotoxic concentration，MNTC）。 

2.4药物对 FIPV感染细胞的抑制作用 

（1）按照 2.3.2中（1-3）方法进行细胞铺板操作； 

（2）分为四组：空白组，只加 100 μL PBS；细胞对照组，只加 100 μL的维持培养

基；病毒对照组，只加 100 μL的病毒液；试验组，同时加入 50 μL的药物和 50 μL的病

毒液。每组设 3个重复，放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（3）待病毒对照组 CPE达到 80%以上时，将培养板中液体弃去，PBS洗 2次； 

（4）利用 CCK-8 法测定各孔 OD 值：每孔加入 100 μL 新的维持培养基和 10 μL 

CCK 8溶液，轻晃混匀，放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养 2 h，之后用酶标仪测

定在 450 nm处的吸光度； 

（5）通过公式计算药物对病毒的抑制率（inhibition ratio，IR）： 

IR	=	
试验组 OD值	-	病毒对照组 OD值
细胞对照组 OD值	-	病毒对照组 OD值

	×	100% 

（6）筛选出 IR > 50%的药物进行后续试验； 

（7）将药物稀释成 8个浓度梯度，重复上述试验过程，通过 GraphPad Prism 10计

算能够有效抑制 50%细胞感染 FIPV的药物浓度（50% effective concentration，EC50）； 

（8）计算选择指数（selection index，SI）= CC50 / EC50。从最大抑制率（maximum 

inhibition ratio，MIR）> 50%和 SI > 3的筛选范围内选择抑制率最高的药物做后续研究。 

2.5药物对 FIPV复制的影响 

（1）按照 2.3.2中（1-3）方法进行细胞铺板操作； 

（2）先将 100TCID50病毒液加入至 96孔板中，每孔 100 μL，分别在含有 5% CO2

的 37℃培养箱中吸附 1、2、4、6、8、10、12和 14 h，弃去病毒液，用 PBS洗 2次，

弃去； 

（3）再加入药物（最大安全浓度）进行孵育，每孔 100 μL，每个时间设 3个重复，

同时设置空白组，只加 100 μL PBS；细胞对照组，只加 100 μL的维持培养基；病毒对
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照组，只加 100μL的病毒液。放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（4）待病毒对照组 CPE达到 80%以上时，将培养板中液体弃去，PBS洗 2次； 

（5）利用 CCK-8法测定各孔 OD值，计算药物对病毒的抑制率，方法同 2.4。 

2.6药物对 FIPV吸附的影响 

（1）按照 2.3.2中（1-3）方法进行细胞铺板操作； 

（2）先将药物（最大安全浓度）加入至 96孔板中，每孔 100 μL，分别在含有 5% 

CO2的 37℃培养箱中培养 0.25、0.2、1、2、4和 6 h，然后放入 4℃预冷 1 h，弃去液体，

用 PBS洗 2次，弃去； 

（3）再加入 100TCID50病毒液，每孔 100 μL，每个时间设 3个重复，同时设置空

白组，只加 100 μL PBS；细胞对照组，只加 100 μL的维持培养基；病毒对照组，只加

100μL的病毒液。4℃培养 2.5 h后放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（4）待病毒对照组 CPE达到 80%以上时，将培养板中液体弃去，PBS洗 2次； 

（5）利用 CCK-8法测定各孔 OD值，计算药物对病毒的抑制率，方法同 2.4。 

2.7药物对 FIPV的直接灭活作用 

（1）按照 2.3.2中（1-3）方法进行细胞铺板操作； 

（2）先将药物（最大安全浓度）和病毒液（100TCID50）各 50 μL混合放入含有 5% 

CO2的 37℃培养箱中孵育 30、60、90、120和 150 min； 

（3）将不同时间点的混合液加入 96孔板中，每孔 100 μL，每个孵育时间设 3个重

复，同时设置空白组，只加 100 μL PBS；细胞对照组，只加 100 μL的维持培养基；病

毒对照组，只加 100 μL的病毒液。放入含有 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（4）待病毒对照组 CPE达到 80%以上时，将培养板中液体弃去，PBS洗 2次； 

（5）利用 CCK-8法测定各孔 OD值，计算药物对病毒的抑制率，方法同 2.4。 

2.8药物对 FIPV诱发的细胞凋亡的影响 

（1）按照 2.4中（1-3）方法进行药物抑制病毒感染的细胞模型制备； 

（2）感染 24 h后收集细胞培养液上清，用 PBS洗 2次，弃去，按照 20 μL/孔加入

胰酶进行消化，放入 37℃孵育 1 min； 

（3）显微镜观察发现细胞变圆后加入收集的细胞培养液上清终止消化，并用移液

器缓慢吹打，将细胞吹散，收集细胞悬液，1000 g离心 5 min，弃去上清； 

（4）加入 1 mL预冷的 PBS重悬细胞沉淀，进行细胞计数，吸取 4×105个细胞到新

的 EP管中，1000 g离心 5 min，弃去上清； 
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（5）使用 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒进行凋亡检测：加入 195 μL 

Binding Buffer，轻轻重悬细胞；加入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀；加入 10 μL PI 

Stain，轻轻混匀； 

（6）室温下避光孵育 15 min； 

（7）荧光显微镜检测：1000 g离心 5 min，弃去上清，加入 80 μL Binding Buffer重

悬细胞沉淀，涂片后使用荧光显微镜观察，并用 ImageJ对平均荧光强度进行分析。 

2.9数据处理与统计分析 

所有数据均采用 GraphPad Prism 10（GraphPad Software，Inc.California，USA）软件

进行分析，结果均以“mean ± SEM”表示，利用单因素方差分析（One-way ANOVA）

比较各组之间的差异性，不同小写字母和“*”表示差异显著（P < 0.05）。 

3结果 

3.1 FIPV毒力测定结果 

病毒毒力的测定结果如表 2-1 所示。按照公式计算可得，FIPV 在 CRFK 细胞上的

TCID50=10-5.34。 
表 2-1 FIPV TCID50测定结果 

Table 2-1 The results of FIPV TCID50 

病毒稀释度 阳性孔数 阴性孔数 
积累孔数 

病变率（%） 
阳性 阴性 

10-1 6 0 29 0 100 

10-2 6 0 23 0 100 

10-3 6 0 17 0 100 

10-4 6 0 11 0 100 

10-5 4 2 5 2 66.67 

10-6 1 5 1 7 16.67 

10-7 0 6 0 13 0 

10-8 0 6 0 13 0 

10-9 0 6 0 13 0 

3.2药物的细胞毒性试验结果 

根据各药物对细胞产生 CPE的情况和 CCK-8法测量所得的数据，并利用 CR计算
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公式，确定各药物对 CRFK细胞的MNTC和 CC50，结果见表 2-2所示。从 CPE情况和

CCK-8法测得的数据结果来看，九种待测药物和阳性药物均出现了剂量依赖关系，随着

药物浓度的增加，细胞的 CPE程度也增加：细胞开始变圆、聚团和脱落等。 
表 2-2 细胞毒性试验结果 

Table 2-2 Cytotoxicity test results 

序号 化合物 MNTC（μg/mL） CC50（μg/mL） 

1 黄芩苷 31.36 114.5 

2 苦参碱 699.8 1110 

3 盐酸川芎嗪 969.6 2709 

4 咖啡酸 53.43 58.78 

5 甘草酸 1412 3324 

6 葛根素 83.77 208.8 

7 绿原酸 1605 2170 

8 丹参酮 IIA 290.9 806.6 

9 二氢丹参酮 I 246.4 426.4 

10 GS-441524 36.20 70.31 

3.3药物抑制 FIPV感染的试验结果 

将待测药物和病毒液共同加入细胞板中进行培养，结果如图 2-1A 所示，阳性药物

GS-441524对 FIPV的抑制率显著高于其他待测药物（P < 0.05）。在 9个待测化合物中，

二氢丹参酮 I、丹参酮 IIA、葛根素、苦参碱和盐酸川芎嗪对 FIPV感染的抑制作用小于

20%，绿原酸、甘草酸、咖啡酸的抑制率在 20% ~ 50%范围内，仅黄芩苷对 FIPV的抑

制率为 79.5%（> 50%），且其抑制率显著高于其他待测试化合物（P < 0.05）。之后，将

黄芩苷梯度稀释，进行抑制 FIPV感染的试验，通过 GraphPad Prism 10计算 EC50，结果

如图 2-1B所示，黄芩苷的 EC50为 20.8 μg/mL。按照公式计算 SI，黄芩苷的 SI为 5.5>3，

符合筛选条件。通过对黄芩苷抗 FIPV 感染的细胞进行观察，与对照组相比，病毒对照

组出现了明显的细胞病变（脱落、变圆、细胞碎片增多），而黄芩苷处理后的细胞出现少

量的病变，基本与对照组一致（图 2-1C-E，红色箭头所指为病变）。故使用黄芩苷进行

后续试验。 
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图 2-1 药物抑制 FIPV感染结果 

A. 药物抑制率；B. 黄芩苷对 FIPV的浓度-抑制曲线；C. 细胞对照组（100×）；D. 黄芩苷处理组

（100×）；E. 病毒对照组（100×）。 

Fig. 2-1 Drugs inhibit FIPV infection results 

A. Drug inhibition rate; B. The concentration-inhibition curve of baicalin on FIPV; C. Cell control group 

(100×); D. Baicalin treatment group (100×); E. Virus control group (100×). 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 3。不同小写字母（a-e）表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. Different lowercase letters (a–e) indicate 

significant differences between groups, P < 0.05. 

3.4药物影响 FIPV复制的结果 

黄芩苷对病毒复制阻断作用的测定结果如图 2-2所示，随着 FIPV感染时间的增加，

黄芩苷对 FIPV的抑制率逐渐降低，黄芩苷对细胞在 8 h内的 FIPV感染具有 50%以上的

抑制率，在感染 10 h后抑制率显著降低（P < 0.05）。这一结果表明，黄芩苷在病毒感染

的 8 h内有 50%以上的抑制作用。 
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图 2-2黄芩苷对 FIPV复制的影响 

Fig. 2-2 Effect of Baicalin on FIPV replication 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 3。不同小写字母（a-d）表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. Different lowercase letters (a–d) indicate 

significant differences between groups, P < 0.05. 

3.5药物影响 FIPV吸附的结果 

黄芩苷对 FIPV吸附的影响结果见图 2-3。由图可知，黄芩苷对 FIPV感染的抑制率

随着与细胞共培养的时间增加而升高，但都没有超过 50%。由此可得，黄芩苷阻止 FIPV

对 CRFK细胞的吸附效果不佳。 

 
图 2-3黄芩苷对 FIPV吸附的影响 

Fig. 2-3 Effect of Baicalin on FIPV adsorption 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 3。不同小写字母（a-b）表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. Different lowercase letters (a–b) indicate 

significant differences between groups, P < 0.05. 
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3.6药物对 FIPV直接灭活作用的结果 

药物对 FIPV 直接灭活作用结果见图 2-4。由图可知，将黄芩苷与 FIPV 共培养后，

黄芩苷对 FIPV的抑制率会随着共培养的时间增加而升高，且抑制率都高于 50%。在共

培养 150 min时，黄芩苷对 FIPV感染的抑制率趋于 100%。结果表明，黄芩苷对 FIPV

有直接灭活作用，且呈现时间依赖性。 

 
图 2-4黄芩苷对 FIPV的直接灭活作用 

Fig. 2-4 Direct inactivation effect of Baicalin on FIPV 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 3。不同小写字母（a-d）表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. Different lowercase letters (a–d) indicate 

significant differences between groups, P < 0.05. 

3.7药物对细胞凋亡影响的结果 

制备黄芩苷抗 FIPV感染的 CRFK细胞模型，感染 24 h后使用 Annexin V-FITC对

细胞进行凋亡检测。结果由图 2-5所示，与对照组相比，病毒对照组可检测到更多绿色

荧光，而黄芩苷处理组所观测到的绿色荧光明显少于病毒对照组（图 2-5A）。使用 ImageJ

软件对细胞单位面积荧光强度进行计算，结果如图 2-5B 所示，黄芩苷处理组的细胞单

位面积荧光强度显著低于细胞对照组（P < 0.05），表明黄芩苷可抑制 FIPV诱导的细胞

凋亡。 
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图 2-5黄芩苷对 FIPV诱导细胞凋亡的影响 

A. 荧光显微镜观察结果（100×）；B. 荧光强度结果 

Fig. 2-5 Effect of Baicalin on apoptosis induced by FIPV 

A. Fluorescence microscope observation results ( 100 × ) ; B. Fluorescence intensity results. 

注：C表示细胞对照组，F表示病毒对照组，T表示黄芩苷处理组。数据以 mean ± SEM 表示，n = 

3。“*”表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note : C represents the cell control group, F represents the virus control group, and T represents the 

Baicalin treatment group. The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. “*” indicate significant 

differences between groups, P < 0.05. 

4讨论 

在筛选试验前，进行了 DMSO对 CRFK细胞的毒性预试验，DMSO在 CRFK细胞

上的最大安全浓度为 0.83%（72 h孵育时间），以 DMSO助溶的化合物按照最大安全浓

度稀释后 DMSO的含量均低于该浓度，故可排除 DMSO对试验结果的干扰。本试验在

研究药物对病毒感染的抑制作用中，使用病毒和药物同时加入细胞中共同孵育的方法，

并在病毒对照组出现 80% CPE 时计算结果。该方法是参照 Li 等[125]在检测天然化合物

对 SARS冠状病毒的抑制率时使用的方法，利用该方法，Li等分别检测了石蒜、黄花蒿、

石韦和乌药对病毒感染的抑制率。本试验中，利用该方法对 9 种天然化合物进行检测，

最后测得黄芩苷的抑制率为 79.5%，其余药物的抑制率均低于 50%，按照MIR > 50%和

SI > 3的筛选标准[126,127]，选择黄芩苷进行后续试验。 
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黄芩苷（Baicalin）是一种天然的化合物，研究表明，黄芩苷可通过 Caspase-3/GSDME

通路抑制甲型 H1N1 流感诱导的肺泡上皮细胞焦亡进而抑制流感病毒感染的作用[128]。

也可通过 PI3K/AKT/FoxO1途径抑制 toll-like受体 4的表达，起到抑制神经炎症的作用
[129]。在抗病毒方面，黄芩苷可以通过降低神经氨酸酶活性抑制奥司他韦耐药甲型流感

病毒[130]。黄芩苷能抑制小鼠体内的流感病毒 H1N1/H3N2的活性，其机制可能涉及神经

氨酸酶活性的抑制[131]。在肝病毒的抗微生物活性方面，黄芩苷和 ETV联合使用在感染

抗 NaHBV 的 HepG2 细胞中表现出显著疗效，通过抑制 HBV 复制所需的 HNF1α 和

HNF4α的转录和表达来阻断 HBV-RNA的转录，从而抑制 HBV RNA、病毒蛋白模板和

HBV-DNA的合成[132]。对于柯萨奇病毒，在 CVB3构建的小鼠心肌炎模型中，黄芩苷可

以通过抑制 AKT和 P38的活化来发挥抑制 CVB3复制的生物学功能。黄芩苷可以显著

抑制 CVB3感染诱导的 HeLa细胞中自噬体的形成并增加脂质含量。对于呼吸道合成病

毒（RSV）感染的小鼠模型中，黄芩素可以减少由 RSV 感染引起的 T 淋巴细胞浸润和

促炎因子基因表达，通过发挥抗炎和抗病毒作用抑制 RSV[133]。研究表明，黄芩苷对冠

状病毒也有良好的抑制作用，其可靶向抑制冠状病毒的刺突蛋白而影响病毒的复制[134]，

也可以靶向宿主线粒体 OXPHOS以抑制病毒的感染[55]。 

在研究黄芩苷对 FIPV复制的影响中，参考了 Álvarez等[135]研究中的方法，其先使

用病毒对细胞进行感染，之后弃去毒液加入药物进行孵育，并在病毒对照组出现 80% 

CPE时计算结果。本试验中，利用该方法测得黄芩苷在 FIPV感染的 8 h内有较强的抑

制效果，抑制率均高于 50%，但随着感染时间的增长，其抑制率均降至 50%以下，说明

黄芩苷对 FIPV感染的抑制作用可能是通过病毒感染初期，抑制病毒复制实现的。Chen

等[136]在黄芩苷抑制鸭甲型肝炎病毒 1型（Duck hepatitis A virus type 1，DHAV-1）感染

的研究中，发现在 DHAV-1感染细胞 2 h后，黄芩苷对该病毒具有强抑制作用，该结果

与本试验结果相似，但其作用机制尚不明确，还有待进一步研究。 

在研究黄芩苷对 FIPV 吸附的影响中，采用先进行药物孵育，后病毒感染的方法，

并在加入毒液后进行了短暂的 4℃低温孵育。Delputte 等[137]研究证明，4℃低温孵育可

以改变细胞膜的通透性，使病毒只可以进行吸附，而不可以进入细胞。Xiang等[138]利用

该方法，发现 1246TGG在对细胞孵育 12 h后，其对单纯疱疹病毒 1型（Herpes simplex 

virus type 1，HSV‐1）的吸附的抑制率上升至 50%以上，经 qPCR验证得出病毒基因的

拷贝随着药物对细胞孵育的时间增长而降低（与对照组相比）。由此证明，该方法可以检

测药物对病毒吸附的影响。在本试验中，通过该方法测得不同药物孵育时间黄芩苷抗

FIPV感染的抑制率均低于 50%，说明黄芩苷抑制 FIPV吸附的效果不佳，黄芩苷对 FIPV

的抑制作用不完全是通过抑制病毒吸附实现的。 



 

  27 

在研究黄芩苷对 FIPV 直接灭活作用的试验中，通过先将药物和病毒混合孵育，之

后再接种至细胞中培养的方法，检测得出黄芩苷对 FIPV的抑制率均在 50%以上，抑制

作用呈现时间依赖性，且在药物和病毒共同孵育 150 min 后，抑制率趋于 100%，证明

黄芩苷对 FIPV具有直接灭活作用。孙娜[139]利用该方法，测得甘草酸二钾、苦参碱和丹

参酮 IIA磺酸钠对猪繁殖与呼吸综合症病毒（porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus，PRRSV）的抑制率均高于 90%，但抑制作用没有呈现时间依赖性。Dong等[140]利

用相同方法，测得天然化合物 BRP-2 和 BRP-4 对单纯疱疹病毒 2 型（Herpes simplex 

virus type 2，HSV-2）的抑制效果均不明显。造成此结果差异可能与病毒类型有关。 

研究表明，FIPV可诱导细胞凋亡[41]。在黄芩苷影响 FIPV诱导的细胞凋亡试验中发

现，与对照组相比，其可显著抑制 FIPV 诱导的细胞凋亡。细胞凋亡是指在不受控制的

细胞增殖、DNA损伤或由于病毒感染等某些疾病的刺激下，机体通过基因调控，激活内

源性核酸内切酶，维护内环境稳定而导致细胞程序性死亡的过程[141]。细胞凋亡分为三

个阶段，凋亡早期表现为细胞膜结构与通透性的改变，此时起始 Caspase被激活；凋亡

中期表现为效应 Caspase的激活和胞内特定蛋白的切割；凋亡晚期表现为DNA的断裂、

凋亡小体形成及被吞噬细胞吞噬[142]。在该试验中，使用黄芩苷处理可使细胞凋亡明显

减少，该结果与 Yu等[143]在黄芩苷抑制因缺氧引起的 H9c2细胞凋亡的研究中获得的结

果一致。Zhang等[144]研究表明，黄芩苷可通过激活 PI3K-AKT逆转凋亡相关蛋白 Bax、

Bcl-2、Caspase-3和 NF-κB的表达，起到抑制细胞凋亡的作用。故推测黄芩苷可能调控

PI3K-AKT通路抑制细胞凋亡，进而抑制 FIPV的感染。本试验中通过 Annexin V-FITC/PI

法对细胞凋亡进行检测，观察到细胞早起凋亡，但未观察到细胞晚期凋亡，可能与感染

时间较短有关，故后续感染时间还有待优化。 

综上所述，黄芩苷具有抑制 FIPV感染的作用，可在 FIPV感染细胞 8 h内影响病毒

的复制，也可直接灭活病毒，并且对 FIPV 诱导的细胞凋亡具有显著抑制效果。该结果

为后续抗 FIPV 新药的研发提供基础，但黄芩苷抗 FIPV 感染的机制尚不明确，还有待

进一步研究。 
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5小结 

本试验通过对抗病毒天然化合物的体外筛选和对药物发挥抗病毒作用的机理进行

研究，得出以下结论： 

（1）黄芩苷具有抑制 FIPV感染的作用，抑制率为 79.5%； 

（2）在 FIPV感染细胞 8 h内，黄芩苷对 FIPV感染具有良好的抑制效果； 

（3）黄芩苷可通过直接灭活 FIPV达到抗病毒效果； 

（4）黄芩苷可抑制 FIPV感染诱导的细胞凋亡。  
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第三章 基于网络药理学和分子对接预测黄芩苷

抗 FIPV 的作用机制 

前  言 

网络药理学（Network Pharmacology，NP）是基于系统生物学理论，通过对药物活

性成分以及靶点的筛选、药物或疾病靶点数据库的建立和富集分析等过程[145]，将现有

的系统生物学数据抽象表达为疾病-基因/疾病相互作用[146]、药物-靶标/药物相互作用
[147,148]、疾病-药物网络[149]和生物通路或途径[150]等生物网络，进行药物作用机制分析和

新药研发设计的学科[151]。分子对接（Molecular ducking）是一种利用计算机分析，在分

子水平预测药物分子与靶点相互作用的一种技术手段[107]，其可与网络药理学方法结合

用于新药的开发和靶点与机制的探讨等研究[152]。例如通过网络药理学和分子对接技术，

研究人员成功筛选出苦参碱治疗新型冠状病毒肺炎和肝损伤的潜在靶点，并利用 qPCR

证明了分析结果的准确性[153]。 

黄芩苷（Baicalin）是从黄芩（Scutellaria baicalensis）的根部提取的黄酮类化合物，

研究表明其具有抗炎[49]、抗氧化[154]、抗病毒[52]和抗凋亡[155]等作用。第二章的研究中已

经证实，黄芩苷可以抑制 FIPV感染 CRFK细胞，但其作用机制尚不明确。本试验基于

网络药理学和分子对接技术，通过PubChem数据库和GeneCards数据库对黄芩苷抗FIPV

感染的潜在作用靶点进行筛选；利用 STRING数据库和 Cytoscape软件构建靶点蛋白相

互作用（Protein-protein interaction，PPI）网络，并使用Metascape数据库对潜在靶点进

行 GO和 KEGG富集分析。利用 Cytoscape软件进行九种拓扑分析，获得关键作用靶点。

之后利用 UCSF Chimera软件进行分子对接分析，筛选出最佳结合靶点，并探讨黄芩苷

抗 FIPV感染的作用机制。 
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试验部分 

1试验材料 

1.1数据库 

本试验所用数据库网址及数据更新日期见表 3-1。 
表 3-1 数据库信息 

Table 3-1 Database information 

序号 数据库 网址 数据更新日期 

1 PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 2023.05.11 

2 PharmMapper http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/ 2023.10.26 

3 GeneCards https://www.genecards.org/ 2023.10.11 

4 Uniprot https://www.uniprot.org/ 2023.10 

5 STRING https://cn.string-db.org/ 2023.07.26 

6 Metascape https://metascape.org/ 2023.06.23 

 

1.2分析软件 

本试验所用分析软件版本号及官方网址见表 3-2。 
表 3-2 分析软件信息 

Table 3-2 Analysis software information 

序号 软件 官方网址 版本 

1 Cytoscape https://cytoscape.org 3.9.1 

2 CytoNCA https://apps.cytoscape.org/apps/cytonca 2.1.6 

3 cytoHubba https://apps.cytoscape.org/apps/cytohubba 0.1 

4 Autodock Vina https://vina.scripps.edu/ 1.1.2 

5 UCSF Chimera http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ 1.16 

 

1.3绘图平台 

本试验所用在线绘图平台信息见表 3-3。 
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表 3-3 在线绘图平台信息 

Table 3-3 Online drawing platform information 

序号 软件 官方网址 

1 微生信 https://cytoscape.org 

2 HIPLOT作图平台 https://hiplot.com.cn/ 

2试验设计与方法 

2.1药物靶点的收集 

（1）登录 PubChem[156]数据库，输入关键词“Baicalin”进行检索，对结果进行相关

性排序，选择最佳相关结构，下载该药物的 3D结构文件（.sdf格式文件）； 

（2）登录 PharmMapper[157–159]数据库，点击“Submit Job”，上传黄芩苷的 3D结构

文件，并进行参数设置：最大构象生成数（Maximum Generated Conformations）为“300”，

靶点选择设置（Select Targets Set）为“Human Protein Targets Only (v2010, 2241)”，预计

匹配靶点数（Number of Reserved Matched Targets）为“300”，其余为默认设置，经数据

库分析后获得黄芩苷作用靶点。 

2.2疾病靶点的收集 

登录 GeneCards[160,161]数据库，输入关键词“Feline Infectious Peritonitis”进行检索，

获得 FIPV致病的作用靶点。 

2.3潜在作用靶点的筛选 

（1）分别将获得的黄芩苷作用靶点和 FIPV致病作用靶点上传至 Uniprot[162]数据库

的 ID mapping检索引擎中，将靶点名称从“UniprotKB AC/ID”转换为“Gene Name”； 

（2）将统一命名后的黄芩苷作用靶点和 FIPV致病作用靶点取交集，即为黄芩苷抗

FIPV感染的潜在作用靶点，并利用 HIPLOT做图平台绘制韦恩图。 

2.4蛋白相互作用（PPI）网络构建 

（1）登陆 STRING[163]数据库，在“Multiple proteins”中上传黄芩苷抗 FIPV感染的

潜在作用靶点，选择物种为“Homo sapiens”，设置最低要求交互评分（minimum required 

interaction score）为“0.400”，其余默认设置，获得 PPI网络节点信息。 

（2）将节点信息导入 Cytoscape[164]软件，利用 CytoNCA[165]插件对节点信息进行分

析，计算其 degree值，将节点按照 degree值大小进行颜色填充，绘制 PPI网络图。 
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2.5关键作用靶点的筛选 

（1）将 2.4 中获得的节点信息导入 Cytoscape 软件，利用 cytoHubba[166]插件中的

Betweenness、Closeness、Degree、EPC、MCC、MNC、Radiality、BottleNeck和 Stress 9

种分析方法进行拓扑分析，获得按照 9种不同方法排名的潜在作用靶点顺序； 

（2）将每种分析方法排名前 5 的靶点汇总后导入 HIPLOT 在线作图平台，进行数

据分析并绘制 Upset图，获得关键靶点。 

2.6 GO功能和 KEGG通路富集分析 

（1）登录Metascape[167]数据库，上传黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用靶点，选择自

定义分析，物种为“Homo sapiens”，设置分析参数“Min Overlap”为 3、“P Value Cutoff”

为 0.01、“Min Enrichment”为 1.5，之后分别勾选“GO Molecular Functions”、“GO Biological 

Processes”、“GO Cellular Components”和“KEGG Pathway”进行富集分析； 

（2）将以上四种富集分析结果按照 P 值从小到大排序，之后分别将三种 GO 功能

富集分析结果的前 10个上传至微生信作图平台绘制富集桑基气泡图，将 KEGG通路富

集分析结果的前 20个上传至微生信作图平台绘制富集桑基气泡图。 

2.7分子对接验证 

2.7.1关键靶点蛋白结构获取 

登录 Uniprot数据库，分别输入关键靶点蛋白名称进行检索，点击“Structure”，在

结构检索目录中选择“METHOD”为“X-ray”进行筛选，选择分辨率（Resolution）值

最小的结构下载并保存。 

2.7.2分子结构优化 

（1）将蛋白结构导入 UCSF Chimera软件，在选择窗格中去除溶剂分子和金属离子

等无关元素； 

（2）在工具栏中选择结构编辑器进行结构简化，选择添加氢原子和电荷，其余参数

设置保持默认。 

2.7.3分子对接与分析 

2.7.3.1分子对接 

将药物分子和结构优化后的靶点蛋白导入 UCSF Chimera 软件，在工具栏中选择

“Surface/Binding Analysis”中的“AutoDock Vina”，进行以下参数设置： 

（1）Receptor选择靶点蛋白分子，Ligand选择药物分子； 

（2）设置对接空间大小为蛋白分子大小； 
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（3）勾选“Ignore waters”和“Ignore chains of non-standard residues”选项； 

（4）将绑定模式个数（Number of binding modes）设置为 10，穷尽性搜索

（Exhaustiveness of search）设置为 8，最大能量差（Maximum energy difference）设置为

3 kcal/mol； 

（5）勾选本地 Autodock Vina插件进行分子对接。 

2.7.3.2结果分析 

在上述分子对接得到的结果中，选择结合自由能最低的结合构象进行氢键分析，选

择工具栏中的“Surface/Binding Analysis”，点击“FindHBond”添加氢键，并标注氢键长

度。 

3结果 

3.1潜在作用靶点的筛选结果 

通过 PharmMapper数据库获得 285个黄芩苷作用靶点，通过 GeneCards数据库获得

304个 FIPV致病作用靶点。将上述收集到的靶点通过 Uniprot蛋白数据库进行统一命名

后，上传到 HIPLOT做图平台进行韦恩图的绘制（图 3-1），交集获得 17个相同靶点，

结果见表 3-4，该 17个靶点即为黄芩苷抗 FIPV的潜在作用靶点。 

 

图 3-1药物靶点-疾病靶点韦恩图 

Fig. 3-1 Venn of Drug Target-Disease Target 
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表 3-4 黄芩苷抗 FIPV的潜在作用靶点 

Table 3-4 Potential targets of Baicalin against FIPV 

S/N Uniprot ID Gene name Protein name 

1 P31749 AKT1 RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 

2 P08758 ANXA5 Annexin A5 

3 P13501 CCL5 C-C motif chemokine 5 

4 P23946 CMA1 Chymase 

5 P35221 CTNNA1 Catenin alpha-1 

6 P43235 CTSK Cathepsin K 

7 P27487 DPP4 Dipeptidyl peptidase 4 

8 P00533 EGFR Epidermal growth factor receptor 

9 P03372 ESR1 Estrogen receptor 

10 P60568 IL2 Interleukin-2 

11 P02788 LTF Lactotransferrin 

12 P14555 PLA2G2A Phospholipase A2, membrane associated 

13 P62937 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 

14 P18031 PTPN1 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 

15 P02753 RBP4 Retinol-binding protein 4 

16 P12724 RNASE3 Eosinophil cationic protein 

17 P16109 SELP P-selectin 

3.2潜在靶点 PPI网络构建 

将 17个潜在靶点上传到 STRING数据库，获得一个节点数为 17，边数为 43，平均

节点连接数为 5.06，平均局部聚类系数为 0.656，预期边数为 16，PPI富集 P值小于 3.63e-

08的 PPI网络，将节点信息导入 Cytoscape软件，将节点颜色按照 degree值排序，最终

得到潜在靶点 PPI网络图（见图 3-2），靶点 RBP4与其余靶点未有联系。 
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图 3-2 潜在靶点蛋白相互作用网络 

Fig. 3-2 Potential targets PPI network 

3.3关键作用靶点筛选结果 

将 9种分析方法排名前 5的靶点汇总后，导入 HIPLOT作图平台，进行 Upset绘制，

并获得关键靶点，Upset结果见图 3-3。由图可知，共同排在每种分析方法前 5名的靶点

有 2个，这些靶点即为关键靶点，分别为 AKT1和 ESR1。 

图 3-3 Upset结果图 

Fig. 3-3 Upset result 

3.4 GO功能富集分析结果 

将筛选出的 17个黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用靶点上传至Metascape数据库进行

GO功能富集分析，共获得 230个功能富集结果。其中，生物进程（Biological Processes）

有 182个，主要富集在对蛋白激酶活性的正向调节、对参与共生相互作用的生物过程激

素水平的调节、对激酶活性的正向调节、蛋白磷酸化正调控、磷酸化正调控和转移酶活

性的正向调节等生物进程；细胞组分（Cellular Components）有 18个，主要富集在黏着
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斑、细胞-基质连接、囊泡腔、细胞前缘、片层、膜筏和膜微区等细胞组分；分子功能

（Molecular Functions）有 30个，主要富集在激酶调节活性、激酶激活剂活性、脂多糖

结合、丝氨酸型内肽酶活性、酶激活剂活性和蛋白激酶激活剂活性等分子功能。三种 GO

功能富集分析 P值排名前 10的结果见图 3-4。 

图 3-4 GO功能富集结果桑基-气泡图 

Fig. 3-4 Sankey-Bubble diagram of GO functional enrichment results 

3.5 KEGG通路富集分析结果 

将筛选出的 17个黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用靶点上传至Metascape数据库进行

KEGG 通路富集分析，共获得 19 个通路富集结果，主要富集在癌症通路、Toll 样受体

信号通路、雌激素信号通路、JAK-STAT 信号通路、Ras 信号通路和 PI3K-AKT 信号通

路等通路。KEGG通路富集分析结果见图 3-5。 
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图 3-5 KEGG通路富集结果桑基-气泡图 

Fig. 3-5 Sankey-Bubble diagram of KEGG pathway enrichment results 

3.6分子对接结果 

2种关键靶点蛋白与药物分子的对接结合自由能和氢键数量结果见图 3-6，分子对接

示意图见图 3-7。由图 3-6可知，黄芩苷与 AKT1靶点蛋白的对接结合自由能最低，为-

7.9 kcal/mol，形成的氢键数量最多（2条），可形成稳定的复合物；黄芩苷与 ESR1靶点

蛋白的对接结合自由能为-7.7 kcal/mol，形成的氢键数为 1条。由图 3-7可知，黄芩苷与

AKT1蛋白（PDB ID：1UNR）中的 GLY-10（甘氨酸）和 TRP-11（色氨酸）分别形成键

长为 2.393 Å和 1.929 Å的氢键；与 ESR1蛋白（PDB ID：7BAA）中的 GLU-20（谷氨

酸）形成键长为 2.117 Å的氢键。由对接结果可知，黄芩苷最佳的对接靶点是 AKT1蛋

白。 

图 3-6分子对接结合自由能和氢键数量结果 

Fig. 3-6 The binding free energy and hydrogen bond number of molecular docking 
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图 3-7分子对接结果示意图 

A1和 B1分别为黄芩苷与 AKT1和 ESR1对接整体图；A2和 B2分别为黄芩苷与 AKT1和 ESR1对

接局部作用图。 

Fig. 3-7 Schematic diagram of molecular docking results 

A1 and B1 are the overall diagram of the docking of Baicalin with AKT1 and ESR1, respectively. A2 and 

B2 are the local action maps of Baicalin with AKT1 and ESR1, respectively. 

4讨论 

在猫的多种疾病中，猫传染性腹膜炎（Feline infectious peritonitis, FIP）作为猫的重

要传染病之一，逐渐成为了各宠物主人和猫养殖业的焦点，目前临床上对 FIP仍缺乏有

效的治疗手段。通过前期对抗病毒天然化合物的体外筛选，成功筛选出抗 FIPV 感染的

天然化合物黄芩苷，但其抗感染的作用机制尚不明确，因而深入探索黄芩苷抗 FIPV 感

染的分子机制尤为重要，对早期诊断、靶向治疗和预后评估具有指导作用。 

目前通过网络药理学对药物作用靶点进行预测已有很好的研究成效。Duan等[168]通

过对中药药理学数据库与分析平台（TCMSP）和 GEO等数据库获得的靶点数据进行筛

选，获得了乌梅丸治疗肠炎的潜在作用靶点，并结合体外试验Westen blot验证得出乌梅

丸可通过抑制 RAGE 的表达来减少 NF-κB 的活化，达到调节炎症的作用。Wang 等[111]

通过网络药理学预测和试验验证，揭示了黄芩苷可能是大秦艽汤治疗脑小血管病

（Cerebral small vessel disease，CSVD）的有效药物成分，其可通过抑制 P53和 Caspase 

3的表达量来改善 CSDV大鼠神经细胞凋亡的发生。 

本试验利用 PubChem数据库和GeneCards数据库对黄芩苷抗 FIPV感染的潜在作用

靶点进行筛选，共筛选出 17 个潜在作用靶点。在筛选关键作用靶点时，为避免单一算

法的计算偏差，使用基于 PPI网络的 cytoHubba插件中 9种计算方法进行联合分析[169]，

以达到精确筛选黄芩苷抗 FIPV感染的关键作用靶点的目的。通过分析，最终获得 2个

关键作用靶点，分别为 AKT1 和 ESR1。之后对关键作用靶点进行分子对接分析。分子

对接结果显示，相比于 ESR1靶点，AKT1靶点与黄芩苷药物分子有 2条氢键，且结合
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自由能为-7.9 kcal/mol，具有更好的亲和力，证明 AKT1为黄芩苷抗 FIPV感染的关键作

用靶点。 

AKT1为丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 AKT的一个亚型，蛋白大小为 60 kDa，由 PKBα

编码，在多种组织中广泛表达[170]。KEGG通路富集分析结果显示，AKT1富集在多个信

号通路中。其中，以 AKT 为关键蛋白的 PI3K-AKT 信号通路，可促进通路下游蛋白的

丝氨酸或苏氨酸磷酸化参与细胞生长、增值、凋亡和转录等多种生理过程[171,172]。PI3K

（磷酸肌醇激酶）是 AKT的上游蛋白，是磷酸肌醇及肌醇的重要激酶，其可促进 AKT

的激活，被激活的 AKT 可磷酸化激活或抑制其下游蛋白，例如与凋亡相关的 Caspase-

9、Bcl-2和 Bax等蛋白[173]，与炎性通路相关的 NF-κB[174]和与脂质代谢、自噬及蛋白质

合成等相关的 mTOR 信号通路等[175]。研究表明，PI3K-AKT 信号通路在抑制病毒感染

中起到重要作用，周协琛 [176]研究发现，马齿苋多糖（POL-P）可通过调控 PI3K-

AKT/mTOR信号通路，在复制过程抑制 p-AKT的表达而抑制猪轮状病毒的感染。Lu等
[177]研究表明，在甲型流感病毒感染期间，PI3K-AKT通路通过 ASK1负调控 JNK通路，

从而抑制 JNK 依赖的 Bax 介导的细胞凋亡。Tang 等[178]在研究单纯疱疹病毒（HSV-1）

时发现，槐定碱可抑制 PI3K-AKT信号通路进而抑制病毒的复制。 

近年来，众多研究表明，黄芩苷可通过调控 PI3K-AKT通路起到抑制凋亡[179]、抗炎

[129]和抗肿瘤[180]等作用。Zhang 等[144]研究发现，黄芩苷可通过激活 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路来逆转紧密连接蛋白（occludin和 ZO-1）和凋亡相关蛋白（Bax、Bcl-2、Caspase-

3、NF-κB）的表达趋势，从而抑制脊髓损伤后血脊髓屏障通透性，减少神经细胞凋亡。

Zhao 等[155]研究表明黄芩苷可在体内外通过激活 PI3K-AKT 信号通路来抑制 N-甲基-D-

天冬氨酸（NMDA）诱导的视网膜神经节细胞（RGCs）凋亡、自噬和氧化应激，从而减

缓青光眼小鼠视网膜组织的病理改变。 

综上所述，通过网络药理学预测和分子对接分析，预测出 AKT1 为黄芩苷抗 FIPV

感染的关键作用靶点。AKT作为 PI3K-AKT信号通路中的关键蛋白，其表达水平的变化

可影响通路所调控的生理过程的变化。结合目前对黄芩苷影响 PI3K-AKT通路调控的研

究，合理推测，黄芩苷可能通过调控 PI3K-AKT通路来达到抑制 FIPV感染的作用。 

5小结 

网络药理学和分子对接分析表明，AKT1 为黄芩苷抗 FIPV 感染的主要作用靶点，

黄芩苷可能通过调控 PI3K-AKT通路来达到抑制 FIPV感染的作用。 
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第四章 基于 4D-LFQ 蛋白质组学分析黄芩苷抗

FIPV 的作用机制 

前  言 

4D-非标记定量（4D Label free quantification，4D LFQ）蛋白质组是目前技术成熟的

非标记定量蛋白质组学，该技术是在原有蛋白质组学的三个维度分离基础上，增加了新

一维度即离子淌度（ion mobility）的分离。根据肽段离子在飘移管中与缓冲气体碰撞时

的碰撞截面不同，将离子可按大小形状进行分离，从而降低样本复杂度，进一步提高检

测灵敏度、扫描速度，最终带来组学分析样本用量减少、鉴定深度提升、检测时长降低

等性能的升级。4D-LFQ 为差异蛋白的筛选[181]、机体生理过程和通路机制的探索[182]带

来了新的研究方法，成为了重要的质谱定量方法[117,118]。 

前期试验证明，黄芩苷对 FIPV感染 CRFK细胞具有抑制作用，并可抑制因感染引

起的细胞凋亡。之后通过网络药理学和分子对接技术，筛选出黄芩苷抗 FIPV 感染的关

键作用靶点 AKT1，并推测黄芩苷可能通过调控 PI3K-AKT信号通路起到抑制感染的作

用。为了深入研究黄芩苷抗 FIPV感染的机制，本试验通过将药物和病毒共同作用 CRFK

细胞，制备黄芩苷抗 FIPV感染的细胞模型，利用实时荧光定量 PCR检测不同感染时间

细胞的病毒载量，选择最佳感染时间收集细胞，提取总蛋白，进行 4D-LFQ蛋白质组学

分析。根据组学分析结果对黄芩苷抑制 FIPV 感染的机制通路进行分析，并对通路中关

键蛋白进行Western blot验证，确定黄芩苷抗 FIPV感染的作用机制。 
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试验部分 

1试验材料 

1.1细胞与毒株 

同第二章。 

1.2药物 

黄芩苷（同第二章） 

1.3主要试剂 

FastPure Viral DNA/RNA Mini Kit Pro、HiScript IV RT SuperMix for qPCR (+gDNA 

wiper)、Vazyme Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix、One-Step PAGE Gel Fast 

Preparation Kit (12%)、BCA Protein Quantification Kit和增强型 ECL化学发光检测试剂盒

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；全蛋白提取试剂盒（强）、脱脂乳、20×TBST和

10×电泳转移缓冲液购自北京索莱宝科技有限公司；甲醇购自国药集团化学试剂有限公

司；快速考马斯亮蓝染色液购自博奥龙；NuPAGE™ LDS 样品缓冲液（4×）和 NuPAGE

™ MES SDS 电泳缓冲液（20×）购自赛默飞世尔科技；Prestained Protein Marker II (10-

200 kDa)购自赛维尔生物科技有限公司；PVDF 膜购自 Millipore；EGFR Monoclonal 

antibody 、PI3 Kinase p85 Alpha Monoclonal antibody、AKT Polyclonal antibody、Phospho-

AKT (Ser473) Monoclonal antibody、 Caspase 9/p35/p10 Monoclonal antibody、 Bcl2 

Monoclonal antibody、BAX Polyclonal antibody、GAPDH Monoclonal antibody、HRP-

conjugated Affinipure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)和 HRP-conjugated Affinipure Goat Anti-

Mouse IgG (H+L)购自 Proteintech。 

其余试剂同第二章。 

1.4主要仪器 

Roche LightCycler 480实时荧光定量 PCR仪（Roche，美国）；蛋白电泳仪（Bio-Rad，

美国）；DYY-6C电泳仪电源（北京六一仪器厂，中国）；NANODROP ONE核酸蛋白浓

度测定仪（赛默飞世尔科技，美国）；Amersham lmager 680照胶仪（GE，美国）；Biometra 

TRIO型 PCR仪（耶拿，德国）；K0-260恒温摇床（上海一恒科学仪器有限公司，中国）。 

其余仪器同第二章。 
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1.5试剂配制 

（1）TBST缓冲液：在瓶中加入 1.9 L超纯水，量筒量取 100 mL 20×TBST溶液，

倒入瓶中，磁力搅拌器搅拌； 

（2）电泳缓冲液：在瓶中加入 1.9 L超纯水，量筒量取 100 mL NuPAGE™ MES SDS 

电泳缓冲液（20×），倒入瓶中，磁力搅拌器搅拌； 

（3）转膜缓冲液：在瓶中加入 100 mL 10×电泳转移缓冲液，加入 200 mL无水甲醇

混匀，加入超纯水定容至 1 L，磁力搅拌器搅拌； 

（4）封闭液：精准称量 5 g脱脂乳，倒入瓶中，加入 100 mL TBST缓冲液，磁力

搅拌器搅拌。 

其余试剂配制方法同第二章。 

2试验设计与方法 

2.1 CRFK细胞 

细胞的培养、冻存和复苏方法同第二章 2.1。 

2.2 FIPV毒株 

FIPV毒株与第二章的毒株为同一批次毒株，毒力相同。 

2.3药物 

黄芩苷的溶解方法同第二章 2.3。黄芩苷的最大安全浓度同第二章。 

2.4药物最佳作用时间的确定 

2.4.1黄芩苷抗 FIPV感染的细胞模型的制备 

2.4.1.1分组 

细胞模型分为 3 组，使用的药物终浓度为最大安全浓度，病毒液的终浓度为

100TCID50，具体分组情况见表 4-1。 
表 4-1分组表 

Table 4-1 Group 

 Control (C) FIPV (F) Treatment (T) 

Baicalin - - + 

FIPV - + + 
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2.4.1.2细胞模型的制备 

（1）将 CRFK细胞用完全培养基混匀，均匀铺至 96孔板，放入含 5% CO2的 37℃

培养箱中培养； 

（2）待细胞密度达到 80%以上时，弃去培养基，用 PBS清洗 2次； 

（3）按照表 4-1的分组 Control组只加 100 μL维持培养液，FIPV组只加 100 μL病

毒液，Treatment组分别加入药物和病毒液各 50 μL，每组设置 6个重复，轻晃混匀，放

入含 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（4）分别在培养箱中培养 12、24、36、48、60和 72 h，弃去液体，用 PBS清洗 2

次；  

（5）每孔加入 20 μL胰酶消化液，37℃孵育 1 min，每孔加入 100 μL细胞维持液

终止消化，缓慢吹打细胞，使细胞完全脱落，收集细胞悬液； 

（6）使用离心机 1000 rpm/min离心 1 min，弃去液体，保留细胞沉淀，用于后续总

RNA提取。 

2.4.2总 RNA的提取 

按照 Vazyme FastPure Viral DNA/RNA Mini Kit Pro病毒核酸提取试剂盒说明书操作

步骤，进行细胞总 RNA提取，步骤如下： 

（1）向收集到的细胞沉淀中加入 300 μL PBS彻底重悬细胞； 

（2）向 RNase-free 管中依次加入 20 μL Proteinase K、300 μL 细胞悬液、300 μL 

Buffer VL Pro工作液，涡旋混匀 15-30 sec，短暂离心收集管盖及管壁上的液体，室温静

置 5 min； 

（3）加入 200 μL无水乙醇，涡旋混匀 15-30 sec，短暂离心收集管盖及管壁的液体； 

（4）将上述混合液全部转移至 FastPure DNA/RNA Columns，12,000 rpm离心 1 min，

弃滤液； 

（5）向 FastPure DNA/RNA Columns中加入 700 μL Buffer VW1（已加入无水乙醇），

12,000 rpm离心 30 sec，弃滤液； 

（6）向 FastPure DNA/RNA Columns中加入 700 μL Buffer VW2（已加入无水乙醇），

上下颠倒柱体，清洗内壁残留的试剂，12,000 rpm离心 30 sec，弃滤液； 

（7）12,000 rpm空柱离心 2 min； 

（8）小心将 FastPure DNA/RNA Columns转移至新的 RNase-free Collection Tubes 1.5 

ml中，向膜中央悬空加入 65℃预热的 40 μL RNase-free ddH2O，室温静置 1 min，12,000 

rpm离心 1 min； 

（9）弃去 FastPure DNA/RNA Columns，管中液体即为提取的 RNA。 
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2.4.3反转录合成 cDNA 

按照 Vazyme HiScript IV RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）反转录试剂盒对提

取到的 RNA进行反转录，步骤如下： 

（1）基因组 DNA去除，在 Rnase-free离心管中按照表 4-2配置混合液，并用移液

器缓慢吹打混匀，反应条件为 42℃、2 min； 
表 4-2去除基因组 DNA反应 

Table 4-2 The reaction of removing genomic DNA 

Regent Application amount 

Rnase-free ddH2O to 15 μL 

5 × gDNA wiper Mix 3 μL 

模版 RNA 1 μg 

（2）配制逆转录反应体系，在第 1步的反应管中直接加入 5 μL 4 × HiScript IV qRT 

SuperMix，用移液器缓慢吹打混匀； 

（3）进行逆转录反应，反应程序为 37℃、15 min，85℃、5 sec。 

2.4.4 qPCR检测 

2.4.4.1引物设计 

在NCBI数据库中查找 FIPV-N和GAPDH的基因序列，使用 SnapGene 6设计引物，

引物信息见表 4-3。 
表 4-3引物序列 

Table 4-3 Primer sequences 

Gene Primer sequences（5’→3’） 

FIPV-N 
F: TGCTTCGGCTAACTTTGGTG 

R: CAATCATCTCAACCTGTGTGTCAT 

GAPDH 
F: AGGTCGGTGTGAACGGATTT 

R: TGCCGTGGGTGGAATCATAC 

2.4.4.2 qPCR检测 

（1）根据 Vazyme Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix说明书，建立 qPCR反

应体系，如表 4-4所示； 
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表 4-4 qPCR反应体系 

Table 4-4 qPCR Reaction System 

Regent Application amount 

2 × Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 10 μL 

Primer 1 (10 µM) 1 μL 

Primer 2 (10 µM) 1 μL 

cDNA 1 μL 

ddH2O 7 μL 

（2）根据表 4-5所示程序采用 Roche LightCycler 480进行反应； 
表 4-5 qPCR反应程序 

Table 4-5 qPCR Reaction Procedure 

Steps Reaction Cycles Temperature Time 

Stage 1 预变性 1 95℃ 30 sec 

Stage 2 循环反应 40 
95℃ 10 sec 

60℃* 30 sec 

Stage 3 溶解曲线 仪器默认程序 

*荧光信号采集 

（3）以 GAPDH为内参基因，将得出的 CT值通过 2-ΔΔCT计算出 FIPV的相对表达

量，比较不同感染时间的 FIPV的病毒含量，确定药物作用的最佳时间。 

2.5细胞总蛋白的提取与质量鉴定 

2.5.1黄芩苷抗 FIPV感染的细胞模型的制备 

2.5.1.1分组 

细胞模型分组情况同 2.4.1.1。药物及病毒液终浓度同 2.4.1.1。 

2.5.1.2细胞模型的制备 

（1）将 CRFK 细胞用完全培养基混匀，均匀铺至 150 mm 细胞培养皿中，放入含

5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（2）待细胞密度达到 80%以上时，弃去培养基，用 PBS清洗 2次； 

（3）按照表 4-1的分组 Control组只加 30 mL维持培养液，FIPV组只加 30 mL病

毒液，Treatment组分别加入药物和病毒液各 15 mL，每组设置 3个重复，轻晃混匀，放

入含 5% CO2的 37℃培养箱中培养； 

（4）按照 2.4中确定的最佳作用时间进行培养，之后弃去液体，并将培养皿倒置于
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吸水纸上吸干培养液； 

（5）加入 4℃预冷的 PBS，平放缓慢摇动 1 min洗涤细胞，然后弃去 PBS。重复以

上操作两次以洗去培养液； 

（6）将培养皿置于冰上，向培养皿内加入 5 mL 4℃预冷的 PBS，用细胞刮棒将细

胞刮于培养皿的一侧，移液管吸取细胞悬液至预冷的离心管内，4℃ 1000 rpm/min离心

1 min，弃去上清，液氮速冻，备后续蛋白提取。 

2.5.2细胞总蛋白的提取 

（1）向收集到的细胞沉淀中加入 500 μL裂解液，缓慢吹打混匀，冰上裂解 10 min； 

（2）将裂解后的样品 10,000 rpm/min离心 5 min，取上清，即为蛋白样品。 

2.5.3蛋白质量鉴定 

2.5.3.1蛋白定量 

按照 Vazyme BCA Protein Quantification Kit蛋白浓度定量试剂盒说明书进行，步骤

如下： 

（1）BCA工作液配制。根据样品数量，按 50体积 BCA Reagent A加 1体积 BCA 

Reagent B（50:1）配制适量 BCA工作液，充分混匀； 

（2）按照说明书在 96孔梅标板中加样，绘制标准曲线； 

（3）将待测蛋白样品用去离子水稀释至适当浓度，取 20 μL样品加入孔中，再加入

200 μL BCA工作液； 

（4）振荡混匀后，37℃放置 20-30 min； 

（5）用酶标仪测定 A562 nm处的吸光值，以不含 BSA的吸光值为空白对照，以蛋

白含量（μg）为横坐标，吸光值为纵坐标，绘出标准曲线。根据测得的吸光值，在标准

曲线上即可计算出样品的蛋白含量。 

2.5.3.2 SDS-PAGE凝胶电泳检测 

按照 Vazyme One-Step PAGE Gel Fast Preparation Kit（12%）试剂盒配制 SDS-PAGE

凝胶，进行蛋白质量的检测，步骤如下： 

（1）上层凝胶配制：Stacker A 0.75 mL，Stacker B 0.75 mL，APS 15 μL；下层凝胶

配制：Resolver A 2.7 mL，Resolver B 2.7 mL，APS 60 μL。各组分混合均匀； 

（2）将玻璃板洗净擦干，夹入制胶夹中，先将下层胶液注入，使液面距短玻璃板上

沿约 1.5 cm，然后将上层胶液注入玻璃板中，缓慢插入梳齿； 

（3）待胶凝固后（室温约 15 min），拔去梳齿，放入电泳槽中，注入电泳液； 

（4）蛋白样品的制备：取 42 μL定量的蛋白样品与 14 μL蛋白上样缓冲液（4×）混

合，金属浴 100℃加热 10 min，待样品冷却后进行蛋白上样； 
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（4）电泳：分离胶起始用 80 V电压，带溴酚蓝指示条跑至浓缩胶时改为 120 V电

压，跑至结束； 

（5）将凝胶放入考马斯亮蓝快速染色液中染色 30 min，用清水将染色液洗净后进

行凝胶成像。 

2.6 4D-LFQ蛋白质组学结果分析 

将检验合格的蛋白样品送至上海中科新生命生物科技有限公司进行 4D-LFQ蛋白质

组学分析，分析主要相关参数设定见表 4-6。分析结束后对结果按照表达倍数（Fold 

Change，FC）>1或<1，P < 0.05进行筛选，获得差异表达蛋白。基于筛选出的差异蛋白

进行 GO功能和 KEGG通路富集分析，并绘制热图、火山图和定量结果图对分析结果予

以说明。 
表 4-6 鉴定和定量参数表 

Table 4-6 Table of identification and quantitative parameters 

参数名称 参数 

Enzyme Trypsin 

允许的最大漏切位点数目 2 

一级离子质量容差 ±6 ppm 

预检索一级离子质量容差 ±20 ppm 

二级级离子质量容差 20 ppm 

固定修饰 Carbamidomethyl (C) 

可变修饰 Oxidation (M) 

查库物种 Felin 

用于计算 FDR的数据库模式 Reverse 

可信蛋白质的筛选标准 ≤0.01 

可信肽段的筛选标准 ≤0.01 

参与定量肽段 
采用唯一肽段和 razor肽段的定量强度值进

行蛋白质定量 
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色谱对齐的时间窗口 2min 

蛋白质定量方法 LFQ 

用于蛋白质定量分析的最少比值数 1 

2.7通路蛋白的Western blot验证 

试验分组和样品的制备同 2.5。根据 4D-LFQ 蛋白质组学分析结果，对相关通路蛋

白进行Western blot验证，步骤如下： 

（1）按照 2.4.3.2进行 SDS-PAGE凝胶电泳，待溴酚蓝指示条带跑至玻璃板下沿时

停止电泳； 

（2）从电泳槽拿出玻璃电泳板,轻轻撬开玻璃板，将胶条浸入转膜缓冲液中； 

（3）根据凝胶大小剪一块 PVDF膜并在甲醇中浸泡 30 s激活； 

（4）按照转膜夹负极面（黑色面）-海绵-转膜滤纸-胶条-PVDF膜-转膜滤纸-转膜夹

正极（白色面）的顺序装配转膜三明治，装配好后放入转膜槽； 

（5）在转膜槽中防止冰盒，加足量缓冲液没过转膜夹，设置电流为 200 mA，时间

为 2 h； 

（6）封闭：预先配制 5%脱脂奶粉加入封闭孵育盒，转膜结束后，从转膜夹中取出

PVDF膜孵育盒中进行封闭。室温条件下，80 rpm摇床上反应 2 h后，TBST洗 6次，

每次 5 min； 

（7）一抗孵育：孵育盒中分别加入 TBST 稀释的目的抗体，将 PVDF 膜放入大小

合适的孵育盒中，80 rpm摇床上 4℃过夜孵育，抗体名称及稀释度见表 4-7。 

（8）二抗孵育：使用 TBST洗膜 6次，每次 5 min。加入 TBST稀释的二抗，室温

80 rpm摇床上孵育 2 h，之后 TBST洗膜 6次，每次 5 min； 

（9）曝光：使用 Vazyme增强型 ECL化学发光检测试剂盒，将其 A液与 B液等比

例混合，倒入避光孵育盒中，PVDF膜曝光前，放入孵育盒中浸润 30 s，把膜放在成像

台上，用滤纸洗干多余工作液，进行凝胶成像系统曝光，拍照后用 ImageJ软件进行灰度

值分析。 
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表 4-7 抗体信息汇总 

Table 4-7 Summary of antibodies information 

Name Source Dilution 

EGFR Mouse 1:20000 

PI3K Mouse 1:3000 

AKT Rabbit 1:6000 

P-AKT Mouse 1:5000 

Caspase 9 Mouse 1:2000 

Bcl-2 Mouse 1:20000 

Bax Rabbit 1:8000 

GAPDH Mouse 1:200000 

Goat anti-Mouse - 1:8000 

Goat anti-Rabbit - 1:8000 

2.8数据处理与统计分析 

所有数据均采用 GraphPad Prism 10（GraphPad Software，Inc.California，USA）软件

进行分析，利用单因素方差分析（One-way ANOVA）比较各组之间的差异性，不同小写

字母和“*”表示差异显著（P < 0.05）。 

3结果 

3.1药物最佳作用时间的确定 

进行黄芩苷抗 FIPV感染 CRFK细胞模型的制备，并分别收取 12、24、36、48、60

和 72 h的细胞进行总 RNA提取，之后利用实时荧光定量 PCR检测细胞中 FIPV基因的

表达。结果显示，在 FIPV 感染 CRFK 细胞 36 h 时，FIPV 基因拷贝数达到最高（P < 

0.05），在感染第 48 h时显著降低（P < 0.05）。故后续细胞模型样品的收集均在病毒感

染 48 h后进行。 
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图 4-1 FIPV病毒载量 

Fig. 4-1 FIPV viral load 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 3。不同小写字母（a-c）表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 3. Different lowercase letters (a–c) indicate 

significant differences between groups, P < 0.05. 

3.2 细胞总蛋白的检验结果 

确定模型样品收集时间后，进行细胞模型的大量制备，之后对提取到的细胞总蛋白

进行 BCA 蛋白定量和 SDS-PAGE 检验。蛋白定量结果见表 4-8，SDS-PAGE 结果见图

4-2。定量结果表明，蛋白浓度及总量可满足后续试验。SDS-PAGE结果表明，蛋白没有

发生降解，样本条带组间不平行，组内平行。 
表 4-8 BCA定量结果 

Table 4-8 BCA quantitative results 

S/N Sample Volume（μL） Concentration（μg/μL） Total（μg） 

1 C1 400 10.64 4256 

2 C2 400 11.93 4772 

3 C3 400 14.35 5740 

4 V1 400 10.69 4276 

5 V2 400 12.89 5156 

6 V3 400 12.06 4824 

7 T1 400 11.54 4616 

8 T2 400 13.42 5368 

9 T3 400 15.65 6260 
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图 4-2 SDS-PAGE 

Fig. 4-2 SDS-PAGE 

3.3 4D-LFQ蛋白质组学质谱鉴定结果 

质谱鉴定如图 4-3所示，结果显示，所有鉴定的肽段质量偏差主要分布在 10 ppm

以内（图 4-3A），说明鉴定结果准确可信；MS2的 Andromeda得分较为理想（图 4-

3B），约 74.42%以上的肽段得分在 60以上，肽段得分中位数为 87.94，进一步说明MS

试验数据的质量较高。 

图 4-3质谱质量控制说明。 

A. 肽段质量误差分布；B. 鉴定肽段 Andromeda评分。 

Fig. 4-3 Quality control instructions for mass spectrometry analysis 

A. Andromeda score of identified peptides; B. Mass error distribution of identified peptides. 

3.4 4D-LFQ蛋白质组学蛋白质鉴定结果 

由图 4-4A可知，本次蛋白组学共检测到 6546个蛋白质，其中 Control组、FIPV组

和 Treatment组分别检测到 6456、6430和 6486个蛋白质，三组共同重叠蛋白有 6346个。

A B 
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图 4-4B 中展示了各对比组间差异表达蛋白数量及上调和下调情况，Treatment/FIPV 组

中上调蛋白为 257个，下调蛋白为 238个；Treatment/Control组中上调蛋白为 940个，

下调蛋白为 452个；FIPV/Control组中上调蛋白为 678个，下调蛋白为 390个。对以上

检测到的具有显著差异表达的蛋白进行 Z-score标准化后进行聚类分析，结果如图 4-4C

所示，聚类结果说明本次蛋白组学检测各样品组可有效区分。 

图 4-4 蛋白质鉴定结果 

A. 样本组间蛋白质鉴定重叠情况；B. 蛋白质定量显著差异结果柱状图；C. 显著差异表达蛋白质

聚类分析图。 

Fig. 4-4 Protein identification results 

A. Protein identification overlap between sample groups; B. Significant difference in protein quantification 

results histogram; C. Cluster analysis of significantly differentially expressed proteins. 

注：Control或 C表示空白组，FIPV或 F表示 FIPV感染组，Treatment或 T表示黄芩苷治疗组，下

同。 

Note : Control or C represents the blank group, FIPV or F represents the FIPV infection group, Treatment 

or T represents the baicalin treatment group，the same below. 

3.5 GO功能富集分析结果 

对差异表达蛋白进行 GO 功能注释（图 4-5），结果显示，在生物过程（Biological 

Process，BP）中差异蛋白主要富集在细胞过程、代谢过程、有机物代谢过程、初级代谢

过程、生物合成的过程、有机物质的生物合成过程、细胞生物合成过程和蛋白质代谢过
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程等过程；在分子功能（Molecular Function，MF）中差异蛋白主要富集在有机环化合物

结合、杂环化合物结合、蛋白结合、核酸结合、碳水化合物衍生物结合、核糖核酸绑定

和 DNA结合等功能；在细胞组分（Cellular Component，CC）中差异蛋白主要富集在细

胞部分、细胞质、胞质部分、核、细胞器内腔、胞内无膜结合的细胞器和核内腔等组分。 

图 4-5 GO富集分析结果 

Fig. 4-5 GO enrichment analysis results 

3.6 KEGG通路富集分析结果 

对差异表达蛋白进行 KEGG富集分析，结果如图 4-6所示，主要富集在 Apoptosis、

DNA复制、PI3K-AKT信号通路、HIF-1信号通路、RIG-I样受体信号通路和细胞质 DNA

感应通路等。红框部分为 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路，均出现在了 P值排名

的前 20中，且二者基因数量和所占比例相近。 

3.7候选通路分析结果 

选择 PI3K-AKT 信号通路和 Apoptosis 通路上富集到的差异表达蛋白，经 Z-scores

标准化后绘制 Treatment/FIPV比较组之间的差异热图，结果如图 4-7所示，与 FIPV组

相比，红框部分 PIK3CA在两个通路间都表现为显著上调（P < 0.05），CASP 9在两个

通路间都表现为显著下调（P < 0.05）。 
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图 4-6 P值排名前 20的 KEGG富集气泡图 

Fig. 4-6 KEGG enrichment bubble diagram of the top 20 P values 

图 4-7 Treatment/FIPV对比组 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路热图及各蛋白 FC 

Fig. 4-7 PI3K-AKT signaling pathway and Apoptosis pathway heat map and protein FC in Treatment/FIPV 

comparison group 
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3.8关键通路蛋白的筛选结果 

将各组的差异蛋白进行两两对比，以 FC和 P值两个因素绘制火山图，其中红色代

表上调，蓝色代表下调，结果如图 4-8所示。在各比较组中，定位与 PI3K-AKT信号通

路和 Apoptosis 通路相关的关键通路蛋白，结果以绿色在图中标注。定位结果显示，在

FIPV/Control比较组中，CASP 9和 BAX蛋白显著上调（P < 0.05），BCL2L1和 EGFR

蛋白显著下调（P < 0.05），AKT2蛋白有下调趋势但不显著；在 Treatment/Control对比

组中，AKT2、EGFR、PIK3CA蛋白显著上调（P < 0.05），CASP 9蛋白显著下调（P < 

0.05）；在 Treatment/FIPV对比组中，AKT2、PIK3CA和 EGFR蛋白显著上调（P < 0.05），

BCL2L蛋白有上调趋势但不显著，CASP 9蛋白显著下调（P < 0.05），BAX蛋白有下调

趋势但不显著。 

图 4-8 PI3K-AKT/Apoptosis通路关键蛋白在各比较组火山图中的定位结果 

Fig. 4-8 The localization results of the key proteins of PI3K-AKT/Apoptosis pathway in the volcanic plots 

of each comparison group 

3.9关键通路蛋白的组学定量结果 

对 PI3K-AKT通路的关键蛋白 EGFR、PIK3CA、AKT1、AKT2、AKT3以及 Apoptosis

通路的关键蛋白 CASP 9、BCL2L1 和 Bax 的蛋白质组学定量结果进行分析，结果如图

4-9所示。结果表明，与 FIPV处理组相比，Treatment组的 EGFR、PIK3CA、AKT2蛋

白都显著上调（P < 0.05），AKT3和 BCL2L1有上升趋势，CASP 9蛋白显著下调（P < 

0.05），Bax有下降趋势。 
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图 4-9 PI3K-AKT/Apoptosis通路关键蛋白定量结果 

Fig. 4-9 PI3K-AKT/Apoptosis pathway key protein quantitative results 

注：数据以 mean ± SEM 表示，n = 2-3。“*”表示组间差异显著，P < 0.05。 

Note: The data are represented as the mean ± SEM, n = 2-3. “*” indicate significant differences between 

groups, P < 0.05. 

 

3.10 Western Blot验证结果 

由 4D-LFQ 蛋白质组学结果可知，黄芩苷可能通过调控 PI3K-AKT 信号通路和

Apoptosis通路来抑制 FIPV感染，为对该结果进行验证，后续通过Western blot对 PI3K-

AKT 通路的关键蛋白 EGFR、PI3K、AKT 和 P-AKT 以及 Apoptosis 通路的关键蛋白

Caspase 9、Bcl-2和 Bax进行蛋白表达水平检测，并以 GAPDH作为内参蛋白进行相对

表达量的计算。结果如图 4-10 所示，与 FIPV 处理组相比，Treatment 组中的 EGFR、

PI3K、P-AKT和 Bcl-2蛋白显著上调（P < 0.05），C-Caspase 9和 Bax蛋白显著下调（P 

< 0.05），Bcl-2/Bax显著上调（P < 0.05）。该WB结果与蛋白质组学定量结果趋势一致。 
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图 4-10蛋白条带和相对表达量 

A. EGFR、PI3K、AKT、P-AKT、Cleaved-Caspase 9、Bcl-2和 Bax蛋白条带；B-H. EGFR（B）、

PI3K（C）、AKT（D）、P-AKT（E）、Cleaved-Caspase 9（F）、Bcl-2（G）和 Bax（H）蛋白相对表

达量；I. Bcl-2和 Bax表达量的比值。 

Fig. 4-10 Western blot bands and relative expression levels 

A. Western blot bands of EGFR, PI3K, AKT, P-AKT, Cleaved-Caspase 9, Bcl-2 and Bax in CRFK cells ; 

B-H. Relative expression levels of EGFR (B), PI3K (C), AKT (D), P-AKT (E), Cleaved-Caspase 9 (F), 

Bcl-2 (G) and Bax (H) ; I. The ratio of Bcl-2 and Bax expression. 

注：所有数据由 3次重复所得，以“mean ± SEM”表示，“*”表示 P < 0.05。 

Note : Each value represents the mean± SEM of three replications, “*” indicates P < 0.05. 
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4讨论 

在本章研究中，首先利用实时荧光定量 PCR 技术确定了黄芩苷在细胞模型的最佳

作用时间，之后按照该感染时间进行样品总蛋白的提取和质量检测。并在符合组学质谱

条件后进行 4D-LFQ蛋白质组学分析。按照 P < 0.05筛选差异表达蛋白，并对得到的差

异蛋白进行 GO功能和 KEGG通路富集分析。GO功能富集分析结果显示，差异表达蛋

白在生物过程（Biological Process，BP）、分子功能（Molecular Function，MF）和细胞组

分（Cellular Component，CC）各组分中富集密集，不便对关键差异蛋白进行筛选并对后

续机制进行讨论。Duan 等[183]在药物抗病的蛋白组学的分析中，GO 功能富集的差异蛋

白数量与该试验类似，对于后续机制的研究，Duan选择 KEGG通路富集进行分析验证。

因此，为了缩小差异表达蛋白范围，本试验将从 KEGG通路富集结果进行机制的研究。 

KEGG通路富集分析结果显示，差异表达蛋白主要富集在 Apoptosis、DNA复制、

PI3K-AKT信号通路、HIF-1信号通路、RIG-I样受体信号通路和细胞质 DNA感应等通

路。对于后续研究通路的选择，Chen等[184]在外泌体促进糖尿病伤口修复的研究中发现，

利用尿源性干细胞外泌体（USC-Exos）处理后的细胞可以在细胞划痕试验中大量增殖，

故在 GO和 KEGG富集分析结果中，选择可调控细胞增殖的通路进行研究，并利用体外

试验进行验证，结果表明 USC-Exos可通过促进 DMBT1的表达调控细胞的增殖，进而

促进糖尿病伤口的修复。在本试验的前期研究中已经证明，黄芩苷可显著抑制 FIPV 感

染 CRFK细胞产生的凋亡。之后利用网络药理学和分子对接对黄芩苷抗 FIPV感染的关

键作用靶点进行挖掘，筛选出 AKT1为关键作用靶点，推测黄芩苷可能调控 PI3K-AKT

信号通路达到抑制 FIPV 感染的作用。因此，基于前期的研究结果，并结合蛋白质组学

KEGG富集分析结果，最终确定选择 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路进行后续的

研究（图 4-6红色框选部分）。 

选择 Treatment/FIPV比较组中 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路上富集到的差

异表达蛋白绘制热图，结果显示，与 FIPV 组相比，PIK3CA 在两个通路间都表现为显

著上调，CASP 9在两个通路间都表现为显著下调，EGFR在 PI3K-AKT信号通路中显著

上调。PIK3CA是编码 PI3K催化亚基 α的基因，PI3K为 PI3K-AKT通路的关键蛋白，

在不同的肿瘤类型中会发生体细胞突变，大多数突变（>80%）位于螺旋结构域和激酶结

构域的保守区域[185]，这些突变导致 PI3Kα酶磷酸化肌苷激酶活性增加[186–188]，导致下游

蛋白上调，从而调节参与细胞存活、细胞周期进程和细胞生长的许多底物的功能[189]。

EGFR是表皮生长因子受体，在 PI3K-AKT通路中，EGFR是 PIK3CA的上游蛋白[190]。

Tiemin 等[191]研究表明，高甲基化诱导的 miR-212-3p 异常下调可导致人肝内胆管癌
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（ intrahepatic cholangiocarcinoma， iCCA）中粘蛋白（MUC13）过表达，进而激活

EGFR/PI3K/AKT 信号通路。Shi 等[192]研究表明，柴胡皂苷-a（Saikosaponin-A，SSA）

可以通过靶向抑制 EGFR，进而抑制 PI3K-AKT通路，起到抑制胰腺癌细胞增殖的作用。

在 Treatment/FIPV 比较组热图中，该通路中的关键靶点蛋白还有 AKT 的三个亚型，

AKT1、AKT2 和 AKT3。因此，在 PI3K-AKT 通路中，选择 EGFR、PIK3CA、AKT1、

AKT2和 AKT3进行验证。CASP 9作为凋亡细胞的启动子 Caspase亚基，在凋亡反应中

是一个至关重要的调节因子，在线粒体释放细胞色素 C后被激活[193]。激活的 CASP 9可

通过二聚化产生活性，其二聚化导致快速自催化裂解，从而产生 Cleaved-Caspase 9

（p35/p12），故 Cleaved-Caspase 9蛋白的表达量即可反映 CASP 9的活化水平[194,195]。活

化的 CASP 9可刺激效应蛋白 CASP 3的激活，从而导致细胞凋亡[196]。在细胞凋亡中，

由线粒体损伤引起的 Bcl-2 家族蛋白平衡的改变，也参与细胞凋亡。促凋亡蛋白如

Bax/Bak 和抗凋亡蛋白 Bcl-2 的不平衡诱导线粒体通透性增加，导致线粒体膜电位紊乱

和细胞色素 C释放[197]，细胞色素 C又可激活 CASP 9，进而促进细胞凋亡。研究表明，

Bcl-2/Bax 的比值对决定细胞是否进入凋亡状态具有重要意义[198]。因此在 Apoptosis 通

路中，选择 CASP 9、Bcl-2和 Bax进行验证。结合蛋白质组学定量结果，对两条通路中

的关键蛋白进行分析。由火山图和定量结果可知，与 FIPV处理组相比，Treatment组的

EGFR、PIK3CA、AKT2蛋白都显著上调，AKT3和 BCL2L1有上升趋势，CASP 9蛋白

显著下调，Bax有下降趋势。 

研究表明，PI3K-AKT信号通路可调控多种靶蛋白对细胞凋亡产生影响。Zhou等[199]

研究表明 PI3K-AKT通路的激活，可抑制 p53蛋白的表达，进而抑制 B细胞自发凋亡。

Li等[200]研究发现，可通过 PI3K-AKT和 NF-κB的激活，上调 HIF-1α，降低细胞凋亡。

PI3K-AKT通路也可直接影响下游凋亡相关蛋白的表达。例如 Chen等[201]在对非小细胞

肺癌的研究中发现，PGRN可通过激活 PI3K-AKT通路，促进抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达。

在对大鼠的研究中，Zhang等[202]研究发现异丙酚通过激活 PI3K-AKT通路而使 Bcl-2表

达，产生对蒽环类药物诱导大鼠心肌细胞凋亡的保护作用。Lin等[203]研究发现，可通过

抑制 PI3K-AKT 通路的激活，从而促进 cleaved-Caspase 9/Caspase 9、cleaved-Caspase 

3/Caspase 3的升高，促进直肠癌细胞的凋亡。Yuan等[204]研究表明，BMP4基因的表达，

可使 PI3K-AKT通路激活，进而抑制 Caspase-9蛋白的表达，抑制细胞凋亡。以上这些

研究都证明了 PI3K-AKT通路可对细胞凋亡起到负调控作用，与 4D-LFQ蛋白质组学定

量分析结果一致，因此，之后进行Western blot试验对所推测通路进行验证，结果表明，

与 FIPV 处理组相比，Treatment 组中的 EGFR、PI3K、P-AKT 和 Bcl-2 蛋白显著上调，

Cleaved-Caspase 9和 Bax蛋白显著下调，Bcl-2/Bax比值显著上升。该WB结果与蛋白
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质组学定量结果趋势一致。这一结果证明了黄芩苷可促进 PI3K-AKT 通路的上调，与

Zhang[144]和 Zhao[155]的研究结果相同。 

综上所述，黄芩苷可通过刺激 EGFR的表达，促进 PI3K对 AKT的磷酸化激活，活

化的 AKT可抑制 Caspase 9和 Bax促凋亡蛋白的活化，并促进 Bcl-2抗凋亡蛋白表达以

抑制细胞凋亡，进而起到抑制 FIPV感染的作用。 

5小结 

黄芩苷可通过调控 PI3K-AKT 信号通路和 Apoptosis 通路来抑制细胞凋亡，进而达

到抗 FIPV感染的作用。包括促进受 FIPV感染的细胞中 EGFR、PI3K、P-AKT和 Bcl-2

蛋白的表达，抑制 C-Caspase 9和 Bax蛋白的表达。 
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全文结论 
黄芩苷在体外具有抗 FIPV 感染的作用，其可通过调控 PI3K-AKT 信号通路和

Apoptosis通路来抑制细胞凋亡，进而达到抗 FIPV感染的作用（图 5-1）。 
图 5-1黄芩苷抑制 FIPV感染的机制 

Fig.5-1 Mechanism of Baicalin inhibition of FIPV infection 

 
创新点 

1、在体外筛选出具有抗猫传染性腹膜炎病毒（FIPV）感染的天然化合物黄芩苷； 

2、利用网络药理学、分子对接和 4D-LFQ蛋白质组学联合分析，发现黄芩苷抗 FIPV

感染的潜在作用机制，即通过调控 PI3K-AKT信号通路和 Apoptosis通路起到抑制 FIPV

感染的作用，为后续机制的深入研究奠定了基础。 
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In vitro screening of natural compounds against FIPV and study 

of their antiviral mechanisms 

Abstract 
Objective: To screen compounds with in vitro anti-Feline infectious peritonitis virus (FIPV) effects from 

nine natural compounds and to preliminarily explore the anti-FIPV mechanisms of the screened compounds 

using network pharmacology, molecular docking and 4D-LFQ proteomics techniques. 

Methods: 1. The cytopathologic effect (CPE) and CCK8 methods were used to determine the maximum no-

cytotoxic concentration (MNTC), 50% cytotoxic concentration (CC50), 50% effective concentration (EC50) 

and the maximal inhibition ratio (MIR) of the compounds on FIPV. The compounds with a selection index 

(SI) greater than 3 and MIR higher than 50% were selected, and then the antiviral effects of the screened 

drugs were explained by replication inhibition assay, adsorption inhibition assay, direct virus inactivation 

assay and apoptosis detection assay. 

2. The potential targets of Baicalin against FIPV infection were screened by PubChem and GeneCards; 

the target protein-protein interaction (PPI) network was constructed using STRING and Cytoscape, and the 

potential targets were analysed using Metascape for GO and KEGG enrichment analysis. Nine topological 

analyses were performed using Cytoscape to obtain the key targets of action. Afterwards, Molecular Docking 

analysis was performed using UCSF Chimera to screen the best binding targets and explore the potential 

mechanism of action of Baicalin against FIPV infection. 

3. The cell model of Baicalin against FIPV infection was prepared by co-incubating CRFK cells with 

the drug and the virus, and the viral load of cells at different infection times was detected using RT-qPCR to 

select the optimal time for the drug's action, after which the cells were collected, the total proteins extracted, 

and 4D-LFQ proteomics analyses were performed. Peptides were peptide annotated using the NCBI Felis 

catus database, differentially expressed proteins (DEPs) were screened according to the screening criterion 

of P < 0.05, and DEPs were enriched and analysed using the GO database and the KEGG database. 

Results: 1. The results of drug inhibition of FIPV infection showed that Baicalin inhibited FIPV infection by 

79.5% with an SI of 5.5, and the rest of the drugs inhibited it by less than 50%; the results of drug influence 

on FIPV replication showed that Baicalin had an inhibitory effect of more than 50% within 8 h of viral 

infection; the results of the drug affecting FIPV adsorption showed that Baicalin was ineffective in preventing 
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FIPV adsorption to CRFK cells; the results of direct inactivation of FIPV by the drug showed complete 

inactivation of FIPV when the drug and venom were co-cultured for 150 min. The results of the drug on 

apoptosis showed that Baicalin significantly inhibited FIPV-induced apoptosis (P < 0.05). 

2. PubChem and GeneCards were used to screen the potential targets of Baicalin against FIPV infection, 

and a total of 17 potential targets were screened. Through CytoHubba analysis, two key targets, AKT1 and 

ESR1, were finally obtained, and Molecular Docking analysis was performed on the key targets, which 

showed that compared with the ESR1, the AKT1 had two hydrogen bonds with Baicalin drug molecules and 

a better affinity with a binding free energy of -7.9 kcal/mol. 

3. The optimal infection time of the cell model was determined to be 48 h using RT-qPCR, after which 

the total protein of the samples was extracted and quality assayed according to this infection time. 4D-LFQ 

proteomics analysis was performed after satisfying the histological mass spectrometry conditions. The 

histological results showed that a total of 6546 proteins were detected by 4D-LFQ proteomics, among which 

6456, 6430 and 6486 proteins were detected in the Control group, FIPV group and Treatment group, 

respectively, with a total of 6346 proteins among the three groups. The DEPs were screened according to P 

< 0.05, and there were 257 up-regulated proteins and 238 down-regulated proteins in the Treatment/FIPV 

group; 940 up-regulated proteins and 452 down-regulated proteins in the Treatment/Control group; and 678 

up-regulated proteins and 390 down-regulated proteins in the FIPV/Control group. Enrichment analysis of 

DEPs was performed, and the GO enrichment results showed that metabolic process, protein binding, nucleic 

acid binding, cytoplasmic and cytoplasmic parts, etc.; the KEGG enrichment results showed that the DEPs 

were mainly enriched in the PI3K-AKT signaling pathway, Apoptosis pathway and HIF-1 signaling pathway, 

etc. Based on the results of points 1 and 2, the PI3K-AKT signaling pathway and Apoptosis pathway were 

selected for subsequent studies. The heat map of the PI3K-AKT signaling pathway and Apoptosis pathway 

was drawn, and the results showed that there were significant changes in PIK3CA and CASP 9; pathway-

associated proteins were analyzed using volcano plots and quantitative histological results. Volcano plots and 

quantitative analyses showed that compared with the FIPV group, the Treatment group showed significant 

up-regulation of EGFR, PIK3CA, and AKT2 proteins (P < 0.05), a trend towards an increase in AKT3 and 

BCL2L1, significant down-regulation of CASP 9 proteins (P < 0.05), and a significant down-regulation of 

Bax. Finally, Western blot was used to validate the key proteins of the pathway, and the results showed that 

compared with the FIPV group, EGFR, PI3K, P-AKT and Bcl-2 proteins were significantly up-regulated in 
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the Treatment group (P < 0.05), C-Caspase 9 and Bax proteins were significantly down-regulated (P < 0.05) 

and Bcl-2/Bax significantly upregulated (P < 0.05). 

Conclusions: Baicalin has an anti-FIPV infection effect in vitro, possibly by regulating the PI3K-AKT 

signaling pathway and Apoptosis pathway. 

Keywords: Baicalin; Feline infectious peritonitis; Network Pharmacology; Molecular Docking; 4D-LFQ 

proteomics 
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