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摘要:
 

为进一步研究水红花子的药用物质基础,利用网络药理学和分子对接技术探讨了水红花子治疗肝硬化

的作用机制.首先利用中药系统药理学数据库与分析平台(TCMSP)、人类基因数据库(GeneCards)、蛋白质

蛋白质相互作用网络功能富集分析平台(STRING)建立了水红花子有效成分 肝硬化的靶点基因网络,然后

利用基因本体(gene
 

ontology,GO)、京都基因和基因组百科全书(Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,

KEGG)富集分析和分子对接手段研究了水红花子的抗肝硬化机制.研究结果显示:水红花子治疗肝硬化的成

分可能是具有保肝功能的β 谷甾醇、山奈酚、儿茶素、圣草酚、槲皮素,作用靶点可能为IL-6、VEGFA、

AKT1、TP53、CXCL8、TNF;水红花子参与抗肝硬化的生物学过程可能有凋亡负调控、程序性细胞死亡负调

控、细胞增殖调控等,相关信号通路可能包括癌症通路、细胞因子 细胞因子受体相互作用、Toll样受体信号

通路等;槲皮素、山奈酚与AKT1的结合能和呋塞米与AKT1的结合能相似.该研究结果可为后续研究水红

花子抗肝硬化的机制提供理论依据.
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Abstract:
   

To
 

further
 

investigate
 

the
 

medicinal
 

substance
 

basis
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis,
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

was
 

explored
 

using
 

network
 

pharma-
cology

 

and
 

molecular
 

docking
 

technique.
 

Firstly,
 

using
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Systems
 

Pharmacology
 

Database
 

and
 

Analysis
 

Platform
 

(TCMSP),
 

Human
 

Gene
 

Database
 

(GeneCards),
 

Protein-Protein
 

Interaction
 

Networks
 

Function
 

Enrichment
 

Analysis
 

Platform
 

(STRING)
 

to
 

establish
 

the
 

effective
 

component
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis-target
 

genes
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

network,
 

the
 

anti-liver
 

cirrhosis
 

mechanism
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

was
 

then
 

investigated
 

by
 

GO
 

(gene
 

ontology)
 

and
 

KEGG
 

(Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes)
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

the
 

intersecting
 

genes
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

and
 

liver
 

cirrhosis,
 

combined
 

with
 

molecular
 

docking
 

method.The
 

results
 

of
 

the
 

study
 

show
 

that
 

the
 

effective
 

components
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

of
 

the
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

may
 

be
 

β-sitosterol,
 

kaempferol,
 

catechin,
 

eriodictyol,
 

quercetin,
 

which
 

have
 

the
 

function
 

of
 

protecting
 

the
 

liver,
 

the
 

targets
 

of
 

action
 

may
 

be
 

IL-6,

VEGFA,AKT1,TP53,CXCL8,TNF;Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

is
 

involved
 

in
 

the
 

biological
 

processes
 

of
 

treating
 

liver
 

cirrhosis,
 

which
 

may
 

include
 

negative
 

regulation
 

of
 

apoptosis,
 

negative
 

regulation
 

of
 

programmed
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cell
 

death,
 

regulation
 

of
 

cell
 

proliferation
 

and
 

so
 

on.
 

The
 

signal
 

pathways
 

related
 

to
 

the
 

treatment
 

of
 

liver
 

cir-
rhosis

 

by
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

may
 

include
 

pathways
 

in
 

cancer,
 

cytokine-cytokine
 

receptor
 

interaction,
 

toll-like
 

receptor
 

signaling
 

pathway
 

and
 

so
 

on.
 

In
 

addition,
 

the
 

binding
 

energies
 

of
 

quercetin
 

and
 

kaempferol
 

with
 

AKT1
 

are
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

furosemide.
 

The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

may
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

subsequent
 

in-depth
 

studies
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis
 

against
 

liver
 

cirrhosis.
Keywords:

 

network
 

pharmacology;
 

Fructus
 

polygoni
 

orientalis;
 

liver
 

cirrhosis;
 

molecular
 

docking
 

0 引言

肝硬化(liver
 

cirrhosis,LC)是坏死肝脏纤维

组织弥漫性增生而导致肝脏的正常结构遭到破坏

的一种疾病[1].目前,肝硬化的发病机制尚不明

确,西医对其治疗仍不理想.近年来一些学者采用

传统中医治疗肝硬化取得了一定疗效[2-4].临床研

究[5-6]显示,水红花子(Fructus
 

polygoni
 

orientalis)

可用于治疗胃脘胀痛、散血消淤、消积止痛等,且

对慢性肝炎、肝硬化以及肝纤维化等也有一定的

治疗效果.基于此,本文基于系统生物学理论,利

用网络药理学和分子对接方法探讨水红花子治疗

肝硬化的作用机制,并通过构建药物 靶点 疾病

网络对其进行系统的网络分析,进而对药物作用

的机制进行预测,以期为水红花子治疗肝硬化提

供理论依据和临床参考.

1 实验方法

1.1 水红花子治疗肝硬化的网络药理学研究的

基本思路

水红花子治疗肝硬化的网络药理学研究的基

本思路见图1,具体为:①利用TCMSP数据库对

水红花子的活性成分进行筛选;②利用 Uniprot
数据库对水红花子活性成分的基因进行注释,以

此获得水红花子活性成分的靶点基因名;③利用

GeneCards数据库筛选出肝硬化的靶点基因;④
在获得水红花子与肝硬化交集基因的基础上,利

用Cytoscape
 

3.8.0软件和String数据库构建水

红花子有效成分-肝硬化的靶点基因网络、蛋白质

相互作用网络;⑤利用DAVID数据库对水红花

子与肝硬化的交集基因进行GO与KEGG富集

分析;⑥利用 AutoDock
 

Vina
 

1.1.2软件对水红

花子有效成分的配体小分子与受体蛋白的分子进

行对接.

图1 水红花子治疗肝硬化的网络药理学研究的思路图

1.2 水红花子活性成分与候选靶点的收集

TCMSP数据库(http://tcmspw.com/)是中

药系统药理学数据库和分析平台,可用于分析药

物、靶标和疾病之间的关系.在TCMSP数据库中

的“Herb
 

name”项中输入“水红花子”进行检索即

可在“Latin
 

name”项中获得水红花子所有活性成

分的信息.文献[7-8]研究表明,对药物的口服生物

利用度(OB)和类药性(DL)进行评估有助于优化

药代动力学和药物性质.因此本文以生物利用度

和类药性作为评价基准,筛选出 OB≥30%且

DL≥0.18[9]的水红花子活性成分,并将其对应的

潜在靶点作为候选靶点.
按上述条件筛选后,在 Uniprot数据库(ht-

tps://www.uniprot.org/)中的“UniProtKB”项

中检索水红花子活性成分的靶点蛋白名称(限定

物种为人“Homo
 

sapiens”),以此校正上述候选

靶点所对应的基因名.
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1.3 肝硬化相关基因、水红花子与肝硬化交集基

因的筛选

首先,在 GeneCards数据库(https://www.

genecards.org/)中检索与肝硬化相关的靶基因,

并筛选出符合“Relevance
 

score≥10”条件的与肝

硬化相关的基因.然后,利用Venny2.1.0平台获

取水红花子有效成分与肝硬化的交集基因.交集

基因中的水红花子活性成分均有可能是治疗肝硬

化的有效成分.

1.4 水红花子有效成分 肝硬化的靶点基因网

络与蛋白质相互作用网络的构建

首先利用Cytoscape3.8.0软件建立水红花

子有效成分 肝硬化的靶点基因网络,然后利用

“Tools”项中的“Analyze
 

Network”对该网络进行

可视化分析,最后通过编排degree值筛选出水红

花子治疗肝硬化的主要作用靶点.
将水红花子与肝硬化的交集基因导入String

数据库(https://string-db.org/),以此获取蛋白

质的相互作用信息,最后导入Cytoscape3.8.0软

件构建蛋白质间的相互作用网络.

1.5 水红花子对肝硬化相关靶点的GO与KEGG
富集分析

将水红花子与肝硬化的交集基因导入DA-

VID 数 据 库(https://david.ncifcrf.gov/home.

jsp)中,然后通过选择“OFFICIAL-GENE
 

SYM-

BOL”项中的基因列表(限定物种为人“Homo
 

sa-

piens”)对其进行GO与KEGG富集分析.

1.6 水红花子对肝硬化相关靶点的分子对接验证

首先在TCMSP数据库中检索并下载水红花

子治疗肝硬化的5种有效成分(β 谷甾醇、山奈

酚、儿茶素、圣草酚、槲皮素)的分子结构(mol2格

式),然后在 RCSB
 

PDB数据库(https://www.

rcsb.org/)中获取上述5种成分所对应的6个靶

点(IL-6、VEGFA、AKT1、TP53、CXCL8、TNF)

的3D分子结构(pdb格式),最后利用AutoDock

Vina1.1.2
 

软件对配体小分子与受体蛋白进行分

子对接.

2 结果与分析

2.1 水红花子活性成分与作用靶点的收集

在TCMSP数据库中共筛选出10个水红花

子的活性成分(见表1)和与其对应的340个潜在

靶点.
表1 水红花子的活性成分

序号     活性成分 生物利用度/%

1 柚皮素 42.36
2 金圣草黄素 35.85
3 N 反式对香豆酰基酪胺 85.63
4 β 谷甾醇 36.91
5 山奈酚 41.88
6 花旗松素 57.84
7 (+)儿茶素 54.83
8 圣草酚 71.79

9 2 (4 羟基苯基)乙基(E)3
(4 羟基苯基)丙 2 烯酸酯 93.36

10 槲皮素 46.43

2.2 肝硬化相关基因、水红花子与肝硬化交集基

因的筛选结果

利用GeneCards数据库共筛选出284个与肝

硬化相关的靶基因.利用 Venny2.1.0平台共筛

选出39个水红花子与肝硬化靶点基因的交集基

因,如图2所示.

图2 水红花子与肝硬化的靶点基因Venn图

2.3 水红花子有效成分 肝硬化的靶点基因网络

与蛋白质相互作用网络的构建结果

水红花子与肝硬化的交集基因对应水红花子

中的6种化合物,分别是金圣草黄素、β 谷甾醇、

山奈酚、儿茶素、圣草酚、槲皮素.水红花子有效成

分 肝硬化的靶点基因网络如图3所示.由图可

以看出,6种化合物中槲皮素(degree值为20)和
山奈酚(degree值为14)对治疗肝硬化具有较好

的药效.但考虑水红花子中的金圣草黄素含量极

少,其对疾病的治疗效果较低,因此推断水红花子

治疗肝硬化的有效成分可能是β 谷甾醇、山奈

酚、儿茶素、圣草酚、槲皮素.
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图3 水红花子有效成分 肝硬化的靶点基因网络图

(蓝色代表水红花子有效成分,玫红色代表靶点)

图4为水红花子治疗肝硬化的蛋白质相互作

用网络图,图中节点代表蛋白(共有39个靶基因

节点(node)),边代表蛋白质间的相互作用关系

(共有440条边(edge)).degree值越大表示该蛋

白在网络中发挥的作用越大,节点颜色越深表示

节点间的相互作用越强.根据degree值选取出的

前6位靶点分别是IL-6、VEGFA、AKT1、TP53、

CXCL8、TNF.研究显示,AKT2[10]、PI3K/Akt1[11]、

TNF-α[12]、IL-1β
[13]是参与肝纤维化形成过程中

的重要细胞因子,因此可推测水红花子可能通过

上述靶点发挥了其治疗肝硬化的作用.

图4 蛋白质间相互作用的网络图

2.4 水红花子对肝硬化相关靶点的GO与KEGG
富集分析结果

GO富集包括生物过程(biological
 

process,

BP)、细胞组分(cellular
 

component,CC)、分子功

能(molecular
 

function,MF).研究[14]显示,数据

中错误发现率(FDR)小于0.05即表示该数据具

有显著性,因此本文选用P<0.05和FDR<0.05

作为水红花子对肝硬化相关靶点进行 GO 和

KEGG富集分析的判定基准.取BP过程的前14
条条目、CC过程的3条条目、MF过程的3条条

目进行GO富集分析,结果见图5.由图5可知,

水红花子治疗肝硬化所涉及的生物过程可能包括

凋亡负调控、程序性细胞死亡负调控、细胞增殖调

控等,细胞组分可能包括细胞外间隙、胞外区部分

等,分子功能可能包括细胞因子活性、血红素结

合、四吡咯结合等.
按上述筛选条件(P<0.05和FDR<0.05)

在水红花子与肝硬化的交集基因中共筛选出7条

水红花子治疗肝硬化相关的信号通路,见图6.由

图可以看出,水红花子治疗肝硬化的相关信号通

路可能有癌症通路、细胞因子 细胞因子受体相

互作用、Toll样受体信号通路、T细胞受体信号

通路等.

图5 水红花子对肝硬化相关靶点的GO分析气泡图

图6 水红花子对肝硬化相关靶点的 KEGG富集分析

气泡图
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2.5 水红花子对肝硬化相关靶点的分子对接验

证结果

本文研究结果显示,水红花子有效成分与肝

硬化相关靶蛋白的结合能小于-5.0kcal/mol时

可使配体小分子与受体蛋白较好地结合,且结合

能越小其结合得越好.该结果与文献[15-16]的研

究结果一致.水红花子的有效成分和靶蛋白的结

合能见表2.由表2可以看出,槲皮素、儿茶素、山

奈酚、圣草酚、β 谷甾醇分别与IL-6、VEGFA、

AKT1、TP53、CXCL8、TNF这6个靶点蛋白的

结合能均小于-5.0kcal/mol,说明它们之间均具

有较好的结合活性.另有研究[17]显示,银杏叶中

的活性成分槲皮素、山奈酚与受体蛋白AKT1的

结合能和临床推荐用药呋塞米与受体蛋白AKT1
的结合能相近.由以上分子对接结果及文献[17]

可推断,水红花子对肝硬化具有一定的治疗效果.
另外,文献[18-27]也证实了上述5种有效成分具

有保肝作用.

表2 水红花子有效成分与靶蛋白的结合能

有效成分
靶点名称
(PDB

 

ID)

结合能/(kcal·mol-1)

IL-6
(1il6)

VEGFA
(3qtk)

AKT1
(3mv5)

TP53
(2pcx)

CXCL8
(6n2u)

TNF
(4twt)

槲皮素 -7.7 -7.4 -10.7 -7.3 -6.6 -9.4
山奈酚 -8.0 -7.6 -10.5 -7.0 -6.6 -9.2
儿茶素 -7.3 -7.4 -10.2 -6.9 -6.9 -9.1
圣草酚 -7.3 -8.3 -9.7 -7.1 -6.7 -9.3

β 谷甾醇 -8.2 -8.5 -7.6 -6.5 -7.0 -8.2

3 结论

本文利用网络药理学和分子对接对水红花子

抗肝硬化机制进行了研究,初步探讨了水红花子

治疗肝硬化的有效成分、作用靶点以及相关的生

物学过程和相关信号转导通路.研究结果显示水

红花子治疗肝硬化是通过多成分、多靶点、多通路

来发挥药效的,该研究结果可对后续深入研究水

红花子抗肝硬化机制提供参考.目前,利用网络药

理学研究中药对疾病的治疗机制仍存在一定的局

限性,如受现有疾病数据库对疾病基因的收录不

全等原因,因此本文的研究结果还需与临床及药

理试验相结合.
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