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基于网络药理学分析复方利血平氨苯蝶啶片降压作用机制与验证研究
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摘要: 复方利血平氨苯蝶啶片是由我国学者研发的复方降压药, 至今仍在临床广泛使用, 但其降压作用机制仍

有待阐释。本文拟基于网络药理学分析其降压作用机制并在细胞水平进行初步研究验证。本文通过 Swiss Target

Prediction数据库收集复方利血平氨苯蝶啶片中4种化学成分的作用靶点; 通过TTD、OMIM数据库选取高血压病的

相关蛋白靶标; 利用STRING数据库构建复方利血平氨苯蝶啶片-高血压病网络模型; 通过Metascape数据库对交集

靶点进行GO富集分析和通路富集分析; 采用人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) 和

血管平滑肌细胞 (vascular smooth muscle cells, VSMC) 分别经 1 μmol·L-1血管紧张素Ⅱ (angiotensin Ⅱ, AngⅡ) 诱导处

理, 低中高浓度复方利血平氨苯蝶啶片原料 (0.01、0.1和 1 μmol·L-1) 进行干预, Western blot法检测HUVEC中磷酯酰

肌醇-3激酶/蛋白激酶B/内皮型一氧化氮合酶 (phosphatidylinositol-3-kinase/protein serine threonine kinase/endothelial

nitric oxide synthase, PI3K/Akt/eNOS) 通路和 VSMC 中环磷酸鸟苷酸/环磷酸鸟苷酸依赖的蛋白激酶 G (cyclic

guanosinc monophosphate/cGMP-dependent protein kinase, cGMP/PKG) 通路的变化。网络药理学分析揭示, 复方利

血平氨苯蝶啶片降压作用与血管张力调节、肾上腺素受体激活、蛋白激酶活性等密切相关, 其中涉及 cGMP/PKG信

号通路、血管平滑肌收缩、调控神经活动的配体-受体相互作用、心肌细胞肾上腺素信号传导、钙信号通路等信号通

路。细胞水平研究证实 , 复方利血平氨苯蝶啶片处理升高 HUVEC 中磷酸化磷酯酰肌醇-3 激酶 (phosphorylated

phosphatidylinositol-3-kinase, p-PI3K)、磷酸化蛋白激酶B (phosphorylated protein serine threonine kinase, p-Akt)、磷酸

化内皮型一氧化氮合酶 (phosphorylated endothelial nitric oxide synthase, p-eNOS) 以及VSMC中 eNOS、磷酸化血管

舒张剂刺激磷蛋白 (phosphorylated vasodilator-stimulated phosphoprotein, p-VASP)、PKG蛋白水平。复方利血平氨苯

蝶啶片通过多靶点、多通路发挥降压作用, 进一步研究证实, 激活 PI3K/Akt/eNOS通路诱导内皮依赖的NO/cGMP/

PKG信号, 从而舒张血管可能是其重要作用机制之一。

关键词: 高血压病; 复方利血平氨苯蝶啶片; 网络药理学; PI3K/Akt/eNOS信号通路; cGMP/PKG信号通路

中图分类号: R966 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2021)12-3484-09

Use of network pharmacology to analyze compound reserpine and
triamterene tablets in the treatment of hypertension

LIU Shan1,2, LIU Nan-nan1,2, WEI Guang-yi1,2, JIANG Yu1, WANG Shou-bao1*, DU Guan-hua1,2*

(1. Beijing Key Laboratory of Drug Target and Screening Research, Institute of Materia Medica, Chinese Academy of

Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100050, China; 2. Guangdong Pharmaceutical University,

Guangzhou 510006, China)

Abstract: Compound reserpine and triamterene tablets (CRTT), a compound antihypertensive drug developed

收稿日期: 2021-05-26; 修回日期: 2021-06-21.

基金项目: 国家重点研发计划项目 (2018YFC0311003); 北京市自然科学基金面上资助项目 (7192131); 国家“重大新药创制”科技重大专项 (2018ZX09711001-

010, 2018ZX09711001-012, 2018ZX09101003-007-009).

*通讯作者Tel / Fax: 86-10-63165313, E-mail: shoubaowang@imm.ac.cn;

Tel / Fax: 86-10-63165184, E-mail: dugh@imm.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2021-0797

·· 3484



刘 珊等: 基于网络药理学分析复方利血平氨苯蝶啶片降压作用机制与验证研究

by Chinese scientists, is still widely used in clinical practice. However, the mechanisms by which CRTT treats

hypertension remain to be fully understood. This study used network pharmacology to analyze CRTT's antihyper‐

tensive mechanisms with in vitro experiments. The targets of the four chemical components of CRTT were collected

from the Swiss Target Prediction database; 1 828 protein targets related to hypertension were collected from the

Therapeutic Target Database (TTD) and Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) database. The CRTT-hyper‐

tension network model was constructed using a search tool for recurring instances of neighbouring genes

(STRING). Gene ontology (GO) and pathway enrichment analysis of targets of interest was conducted with the

Metascape database. In the in vitro study, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and vascular smooth

muscle cells (VSMC) were treated with 1 μmol·L-1 angiotensin Ⅱ (AngⅡ) and CRTT was administered at concentra‐

tions of 0.01, 0.1, and 1 μmol·L-1. Changes in the phosphatidylinositol-3-kinase/protein serine threonine kinase/

endothelial nitric oxide synthase (PI3K/Akt/eNOS) pathway in HUVEC and the cyclic guanosine monophosphate/

cGMP-dependent protein kinase (cGMP/PKG) pathway in VSMC were determined by Western blot. Network phar‐

macological analysis revealed that the antihypertensive effect of CRTT is closely associated with biological path‐

ways such as vascular tone regulation, adrenergic receptor activation, protein kinase activity and signaling path‐

ways such as the cGMP/PKG signaling pathway, vascular smooth muscle contraction, neuroactive ligand-receptor

interaction, adrenergic signaling in cardiomyocytes and calcium signaling pathways. The in vitro study confirmed

that CRTT increased the levels of phosphorylated phosphatidylinositol-3-kinase (p-PI3K), phosphorylated protein

serine threonine kinase (p-Akt), phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (p-eNOS) in HUVEC and the

levels of eNOS, phosphorylated vasodilator-stimulated phosphoprotein (p-VASP), and PKG in VSMC through

multiple targets and pathways. These results suggest that the activation of PI3K/Akt/eNOS pathway and endothelial-

dependent NO/cGMP signaling may be involved in the CRTT-mediated hypotensive effect.

Key words: hypertension; compound reserpine and triamterene tablets; network pharmacology; PI3K/Akt/

eNOS pathway; cGMP/PKG pathway

高血压是以体循环动脉血压 (收缩压和/或舒张

压) 增高为主要特征 (收缩压 ≥ 140 mmHg, 舒张压 ≥
90 mmHg) 的常见重大慢性病, 可伴有心、脑、肾等器

官的功能或器质性损害的临床综合征, 发病率、致死

率、致残率极高, 严重危害人类健康。目前已认识到,

降压药物降低高血压患者的血压, 对降低患者的并发

症和死亡风险具有重要意义。经过多年的临床研究证

明, 降压药物联合用药不仅可以有效控制血压, 防控并

发症, 而且对于增加药物的依从性、安全性和耐受性也

有重要意义。

复方药物制剂 (single-pill combinations, SPC) 可

通过药物联合应用实现有效降压, 已受到国内外各大

指南推荐和研究者的关注[1-4]。在 20世纪 60年代, 国

外还在使用单一药物降压时, 我国药物学家就开展了

长效复方降压药物的研发。作为其典型代表, 复方利

血平氨苯蝶啶片效果明确, 适用性强, 至今仍然是治疗

轻中度高血压的常用药物之一。

虽然复方利血平氨苯蝶啶片在临床上应用广泛,

但其综合作用机制仍不明确, 限制了该药的进一步应

用与再开发。本研究采用网络药理学方法, 构建复方

利血平氨苯蝶啶片的“成分-靶点-通路”网络模型 ,

在此基础上 , 通过体外实验检测人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) 和血

管平滑肌细胞 (vascular smooth muscle cells, VSMC)

经 1 μmol·L-1血管紧张素Ⅱ (angiotensin Ⅱ, AngⅡ) 诱导

处理, 低中高浓度 (0.01、0.1和 1 μmol·L-1) 复方利血平

氨苯蝶啶片干预后磷酯酰肌醇 -3 激酶/蛋白激酶 B/

内皮型一氧化氮合酶 (phosphatidylinositol-3-kinase/

protein serine threonine kinase/endothelial nitric oxide

synthase, PI3K/Akt/eNOS) 通路和内皮型一氧化氮合

酶/环磷酸鸟苷酸/环磷酸鸟苷酸依赖的蛋白激酶 G

(endothelial nitric oxide synthase/cyclic guanosinc

monophosphate/cGMP-dependent protein kinase, eNOS/

cGMP/PKG) 通路相关蛋白水平, 以期探讨复方利血平

氨苯蝶啶片治疗高血压病的特点与作用机制, 为深入

研究提供线索。

材料与方法

网络药理学分析

复方利血平氨苯蝶啶片各成分作用靶点的获取 复

方利血平氨苯蝶啶片由利血平、氨苯蝶啶、氢氯噻嗪、

硫酸双肼屈嗪4种化合物组成, 根据4种成分的化学结

构, 以Chem Office Suite 2019软件制备标准延时格式

文件 (Standard Delay Format, SDF), 利用 Swiss Target
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Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) 数据库

获得 4种化合物可能的作用靶点, 利用UniProt (https://

www.uniprot.org/) 数据库[5]校正靶点的名称, 对蛋白与

基因信息进行标准化, 并去除重复靶点。

高血压疾病靶点的获取 选用 TTD (http://db.

idrblab.net/ttd/) 数据库[6]和 OMIM (https://www.omim.

org/) 数据库, 检索并获取与高血压病相关的靶点, 作

为高血压病的疾病靶点。

复方利血平氨苯蝶啶片-高血压病靶点网络的构

建 将复方利血平氨苯蝶啶片各成分的作用靶点与高

血压病的疾病靶点取交集, 获得复方利血平氨苯蝶啶

片与高血压共同作用靶点。将共同作用靶点导入蛋白互

作网络分析数据库 (search tool for recurring instances

of neighbouring genes, STRING) (http://string-db. org),

构建靶点之间的相互作用关系, 生成复方利血平氨苯

蝶啶片治疗高血压病的蛋白相互作用网络 (protein-

protein interaction network, PPIN), 并进行可视化处理。

GO 富集分析和通路富集分析 利用 Metascape

数据库对复方利血平氨苯蝶啶片和高血压病的共同

作用靶点进行基因本体 (gene ontology, GO) 分析, 探

讨药物作用的生物学过程 ; 进行京都基因与基因组

百科全书 (Kyoto encyclopedia of genes and genomes,

KEGG) 分析, 探讨药物作用的生物通路, 并进行可视

化处理[7]。

细胞水平验证研究

药物与试剂 复方利血平氨苯蝶啶原料总混粉购

自华润双鹤药业股份有限公司, 批号 200723; AngⅡ购

自美国 Sigma 公司, 货号 05-23-0101; 一氧化氮 (nitric

oxide, NO) 检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司 , 货号 S0021S; 辣根过氧化物酶 (horseradish

peroxidase, HRP) 标记山羊抗兔 IgG、HRP标记山羊抗

小鼠 IgG购自北京康为世纪生物科技有限公司, 货号

分别为CW0116、CW0102A; 兔抗PI3K多克隆抗体、兔

抗磷酸化磷脂酰肌醇 3激酶 (phosphorylated phosphati‐

dylinositol-3-kinase, p-PI3K) 多克隆抗体、兔抗 Akt 多

克隆抗体、兔抗磷酸化蛋白激酶 B (phosphorylated

protein serine threonine kinase, p-Akt) 多克隆抗体、兔

抗 eNOS多克隆抗体、兔抗磷酸化内皮型一氧化氮合

酶 (phosphorylated endothelial nitric oxide synthase,

p-eNOS) 多克隆抗体、兔抗PKG多克隆抗体、兔抗磷酸

化血管舒张剂刺激磷蛋白 (phosphorylated vasodilator-

stimulated phosphoprotein, p-VASP) 多克隆抗体购自

Cell Signaling公司, 货号分别为4257、4228、4691、2965、

32027、9571、3248、3114。

细胞培养 HUVEC 和 VSMC 在 37 ℃、5% CO2、

80%湿度条件下, 以含 10%胎牛血清、100 u·mL-1青霉

素和 100 μg·mL-1链霉素的DMEM培养基培养, 2天传

代 1次, 并更换新鲜的完全培养基, 取对数生长期细胞

进行实验。

分组处理 将分化成熟的 HUVEC 和 VSMC 以

1.5×105个/孔接种于 6孔板中, 随机分为正常组、AngⅡ

处理组 (1 μmol·L-1)、复方利血平氨苯蝶啶片低浓度干

预组 (0.01 μmol·L-1)、中浓度干预组 (0.1 μmol·L-1)、高

浓度干预组 (1 μmol·L-1)。

Western blot 法检测相关蛋白水平 HUVEC 和

VSMC 以 1.5×105 个/孔接种于 6 孔板中 , 24 h 后加入

1 μmol·L-1 AngⅡ进行诱导处理, 分别给予相应浓度复

方利血平氨苯蝶啶片的 DMEM 培养液干预。干预

24 h后, 弃培养上清液, 用生理盐水洗涤 2次, 加入适

量RIPA裂解液重悬, 冰上裂解 30 min后转移到 1.5 mL

离心管中, 12 000 r·min-1离心 15 min, 取上清液。采用

BCA法测定蛋白浓度后, 进行 SDS-PAGE电泳随后将

蛋白转移至PVDF膜上, 用5% BSA的封闭液室温封闭,

加入 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、eNOS、p-eNOS、PKG、

p-VASP蛋白的一抗于 4 ℃孵育过夜, TBST 10 min×3

洗膜, 二抗室温孵育 2 h, TBST 10 min×3洗膜, ECL显

色并应用 Gel-Pro Analyzer 4.0图像分析系统, 对所得

条带进行分析统计, 计算条带灰度。

硝酸还原法检测NO含量 HUVEC以5 000个/孔

接种于 96 孔板中 , 24 h 后加入 1 μmol·L-1 AngⅡ诱导

处理 , 分别给予相应浓度复方利血平氨苯蝶啶片的

DMEM培养基干预。干预 24 h后收集细胞培养基, 按

照NO试剂盒说明书操作, 用酶标仪于 540 nm处测量

吸光度值, 根据标准曲线计算NO含量。

统计学分析 实验结果以
-
x ± s表示, 使用Graph‐

Pad Prism 8.0 (GraphPad Software, CA, USA) 统计软件

对各组数据进行处理, 采用单因素方差分析 (one-way

ANOVA) 方法进行统计学分析。P < 0.05认为差异有

统计学意义, P < 0.01认为差异有显著统计学意义。

结果

1 复方利血平氨苯蝶啶片 4种化学成分作用靶点的

收集

利用 Swiss Target Prediction数据库收集复方利血

平氨苯蝶啶片 4种化学成分可能的作用靶点, 共获得

137种药物潜在作用靶点。将这 137种靶点进行分析,

发现 4种药物分别与其他 3种药物有共用靶点 (表 1)。

以上结果说明, 复方利血平氨苯蝶啶片在降压过程中

存在两种及以上的药物共同作用于同一靶点而协同

降压。
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2 复方利血平氨苯蝶啶片治疗高血压病潜在作用靶

点的获得

通过 TTD 数据库、OMIM 数据库收集得到高血

压病相关靶点 1 828个, 并将高血压相关靶点分为 β受

体拮抗和利尿相关靶点、血管紧张素转化酶抑制剂

(angiotensin converting enzyme inhibitors,ACEI)和AngⅡ

相关靶点、高血压其他类相关靶点。利用Venny 2.1将

复方利血平氨苯蝶啶片的 137个作用靶点与治疗高血

压疾病相关的 1 828个靶点取交集, 发现复方利血平氨

苯蝶啶片的作用靶点与高血压相关靶点取交集共获得

17个共同作用靶点 (图 1)。将复方利血平氨苯蝶啶片

化学成分与潜在作用靶点相对应, 导入Cytoscape中生

成治疗高血压病的化学成分-潜在作用靶点网络 (图

2), 进一步证实了复方利血平氨苯蝶啶片存在两种及

以上药物作用于同一靶点来降压, 氨苯蝶啶、利血平、

氢氯噻嗪作用于人雷帕霉素靶蛋白 (human mammalian

target of rapamycin, mTOR) 靶点 , 利血平、硫酸双肼

屈嗪、氢氯噻嗪都作用于糖原合酶激酶 3B (glycogen

synthase kinase-3B, GSK-3B) 靶点, 4种药物都作用于

Src 样非受体酪氨酸激酶 (src family tyrosine-protein

kinase lck, LCK) 这一靶点。

3 复方利血平氨苯蝶啶片治疗高血压病蛋白相互作

用网络的构建

将 17个共同作用靶点导入 STRING数据库, 生物

物种选择 homo sapiens (human), 获取靶点之间的相互

Figure 2 Chemical composition-potential target network of compound reserpine and triamterene tablets in the treatment of hypertension.

In the figure, drug1, drug2, drug3, drug4 represents triamterene, reserpine, dihydralazine sulfate, hydrochlorothiazide, respectively, the

ambient blue represents the targets of the four drugs acting alone, green represents the co-action targets of the two drugs, the central blue

represents the co-action targets of the three drugs, and red represents the co-action targets of the four drugs

Table 1 The active components and their targets of compound

reserpine and triamterene tablets

Compound

Reserpine

Triamterene

Hydrochlorothiazide

Dihydralazine sulfate

Total

Number of

targets

39

34

32

32

137

Number of

common targets

7

9

9

9

34

Figure 1 Venn diagram of target of compound reserpine and

triamterene tablets and β -receptor antagonism and diuretic-related

targets, other hypertension-related targets, angiotensin converting

enzyme inhibitors (ACEI) and angiotensin Ⅱ (AngⅡ)-related targets.

In the figure, purple indicates targets related to β receptor antago‐

nism and diuresis, yellow indicates targets related to other hyper‐

tension, green indicates targets of compound reserpine and triam‐

terene tablets, and red indicates targets related to ACEI and AngⅡ
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作用关系, 生成复方利血平氨苯蝶啶片治疗高血压的蛋

白质相互作用网络, 并在Cytoscape软件中进行蛋白网

络结构可视化处理 (图3)。如图可知, 隐藏网络图中游

离节点后, 图中共有12个节点, 13条边, 12个靶点之间

的 combined score均大于 0.4, 表明靶点之间的相互作

用具有可靠性。12个节点表示 12个靶点, 12个靶点之

间的相互作用由边表示。拓扑参数自由度 (degree) 表

示每个节点的重要性, 节点越大, degree值越大, 表明

与该靶点直接相关的靶点数越多, 该靶点参与的生物

功能越多, 在网络中越重要。边的粗细表示 combined

score, 边越粗, combined score值越大。复方利血平氨

苯蝶啶片治疗高血压的关键靶点中, 按照 degree值排

名比较靠前的有肾上腺素受体、乙酰胆碱酯酶受体、

Rho相关蛋白激酶受体, 其中α-1B肾上腺素受体 (alpha-

1B adrenergic receptor, ADRA1B)、α-1D肾上腺素受体

(alpha-1D adrenergic receptor, ADRA1D)、α-1A 肾上腺

素受体 (alpha-1A adrenergic receptor, ADRA1A)、β-1肾

上腺素受体 (beta-1 adrenergic receptor, ADRB1) 和乙

酰胆碱酯酶受体 (acetylcholinesterase receptor, ACHE)

相互作用较强 , Rho 相关蛋白激酶 1 (rho-associated

protein kinase 1, ROCK1)、Rho 相关蛋白激酶 2 (rho-

associated protein kinase 2, ROCK2) 受体和钠/氢交换

器 1 (sodium/hydrogen exchanger 1, SLC9A1) 受体相互

作用较强。

4 富集分析

为阐明复方利血平氨苯蝶啶片作用靶点参与的生

命过程 , 本研究使用 Metascape 数据库对复方利血平

氨苯蝶啶片治疗高血压病的 17个靶点进行富集分析,

包括生物学过程 (biological process, BP)、分子功能

(molecular function, MF) 以 及 细 胞 组 分 (cellular

component, CC) 3部分。最后获得BP、MF、CC富集条

目分别为 249、18、5 条。根据 P < 0.05 筛选出主要的

生物过程, 富集结果按照所富集的基因数对其进行排

序, 对富集结果进行可视化, 部分富集结果见图 4。图

中条形的长度代表相应条目所富集基因数量。实心球

大小代表 P以 10为底的负对数, 实心球面积越大, 所

对应的P值越小。结果显示, 复方利血平氨苯蝶啶片

治疗高血压病作用靶点参与的生物学过程为管径调

节 (regulation of the diameter)、心肌肥大的正向调节

(positive regulation of cardiac muscle hypertrophy)、

MAPK 级联反应的正向调控 (positive regulation of

MAPK cascade)、全身动脉血压的负向调节 (negative

regulation of systemic arterial blood pressure) 等 ; 分子

功能主要为肾上腺素受体活性 (adrenergic receptor

activity)、蛋白激酶活性 (protein phosphatase binding)、

蛋白磷酸酶结合 (protein phosphatase binding)、蛋白质

结构域特异性结合 (protein homodimerization activity)、

蛋白质均二聚活性 (protein domain specific binding) 等;

膜筏 (membrane raft)、受体复合物 (receptor complex)

等细胞组分所占的比例最大。

5 通路富集分析

通过Metascape数据库进行通路富集分析获得复

方利血平氨苯蝶啶片治疗高血压病的 16条信号通路,

对这些信号通路进行可视化处理 (图 5)。复方利血平

氨苯蝶啶片治疗高血压病显著影响的信号通路为

cGMP-PKG 信号通路、血管平滑肌收缩、调控神经的

配体-受体相互作用、心肌细胞中的肾上腺素信号传

导、钙信号通路等。

Figure 3 Protein interaction network of compound reserpine and triamterene tablets. SLC9A1: Sodium/hydrogen exchanger 1; ADRA1B:

Alpha-1B adrenergic receptor; MET: Hepatocyte growth factor receptor; ROCK2: Rho-associated protein kinase 2; ADRB3: Beta-3 adrenergic

receptor; ADRA1D: Alpha-1D adrenergic receptor; ADRA1A: Alpha-1A adrenergic receptor; ROCK1: Rho-associated protein kinase 1;

ADRA2B: Alpha-2B adrenergic receptor; NR3C2: Mineralocorticoid receptor; MAP3K5: Mitogen-activated protein kinase 5; MTOR: Serine/

threonine-protein kinase mTOR; ADRB1: Beta-1 adrenergic receptor; ACHE: Acetylcholinesterase
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6 复方利血平氨苯蝶啶片对PI3K-Akt-eNOS通路的

影响

与空白对照组相比 , HUVEC 在 1 μmol·L-1 AngⅡ

诱导处理后 , p-PI3K、p-Akt、p-eNOS 蛋白水平下降 ,

复方利血平氨苯蝶啶片 0.01、0.1和 1 μmol·L-1处理后,

p-PI3K、p-Akt、p-eNOS 蛋白水平升高 ; HUVEC 在

1 μmol·L-1 AngⅡ诱导下, NO含量显著下降, 复方利血

平氨苯蝶啶片 0.01、0.1和 1 μmol·L-1处理后, NO 含量

升高 (图6)。

7 复方利血平氨苯蝶啶片对 eNOS-cGMP-PKG通路

的影响

与空白对照组相比, VSMC在 1 μmol·L-1 AngⅡ诱

导处理后 eNOS、PKG、p-VASP蛋白水平下降, 复方利

血平氨苯蝶啶片 0.01、0.1和 1 μmol·L-1处理后, eNOS、

PKG、p-VASP蛋白水平升高 (图7)。

讨论

高血压会诱发脑血管意外、心肌梗死、心功能不

Figure 6 The levels of phosphorylated phosphatidylinositol-3-kinase (p-PI3K), PI3K, phosphorylated protein serine threonine kinase

(p-Akt), Akt, phosphorylated endothelial nitric oxide synthase (p-eNOS), eNOS were determined by Western blot analysis. Compound

reserpine and triamterene tablets increased the levels of p-PI3K, PI3K (A), p-Akt, Akt (B), and p-eNOS, eNOS (C) in AngⅡ-treated human

umbilical vein endothelial cells (HUVEC); D: Compound reserpine and triamterene tablets increases the production of NO in AngⅡ-treated

HUVEC. n = 3, mean ± SEM. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs normal control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group

Figure 5 Pathway enrichment analysis

Figure 4 Gene ontology (GO) enrichment analysis
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全、肾功能不全及外周血管供血不足等心血管事件, 因

此, 有效地控制血压是预防和减少心血管事件的重要

手段[8,9]。复方利血平氨苯蝶啶片降压效果明确、不良

反应小、依从性高, 其安全性和有效性已被研究证实[10],

得到了我国《高血压合理用药指南》第 2 版的 Ia 类推

荐[11]。复方利血平氨苯蝶啶片中 4 种化合物合用时 ,

各成分协同降压: 硫酸双肼屈嗪扩张小动脉, 直接松弛

小动脉平滑肌, 降低外周阻力, 与利血平抑制去甲肾上

腺素能神经联合作用于血管张力和血管结构协同降

压; 氢氯噻嗪和硫酸双肼屈嗪可能联合作用于丝裂原

活化蛋白激酶激酶和 Rho 相关蛋白激酶[12,13], 扩张血

管和改善心脏状态, 激活血管活性因子, 协同降压[14];

钾的含量在高血压的发病机制中起重要作用[15], 氢氯

噻嗪和氨苯蝶啶作为利尿药, 前者排钠排钾, 后者排钠

保钾, 通过联合作用于电解质调节而降压[16,17]。一项

研究通过对复方利血平氨苯蝶啶片与盐酸曲普利啶、

硝苯地平片、苯磺酸氨氯地平片 3种进口药物进行临

床疗效分析和成本比较发现, 复方利血平氨苯蝶啶片

显示出更好的临床疗效并且治疗费用低[18]。复方利血

平氨苯蝶啶片的应用符合国情, 充分响应指南的号召,

有利于我国走高血压防控的自主创新的道路[1,19]。

通过网络药理学方法可知, 在治疗高血压的关键

靶点中, 肾上腺素受体排名第一, 包括β-3肾上腺素受体

(beta-3 adrenergic receptor, ADRB3)、ADRA1D、ADRA1A

等, β肾上腺素受体是心脏功能的重要调节因子, 有研

究证实其通过 eNOS/cGMP/PKG信号通路以抑制G蛋

白依赖的方式介导负性变力, 发挥降压作用[20,21]。通

过网络药理学分析, 复方利血平氨苯蝶啶片降压的作

用机制主要包括管径调节、肾上腺素受体活性、蛋白激

酶活性等, 作用的信号通路主要包括血管平滑肌收缩、

神经活性配体-受体相互作用、心肌细胞中的肾上腺

素信号传导、钙信号通路等。复方利血平氨苯蝶啶片

治疗高血压病的 16 条信号通路中 cGMP/PKG 这条

信号通路上富集基因最多 , 所以本实验通过研究

HUVEC和VSMC经AngⅡ诱导处理, 低中高浓度复方

利血平氨苯蝶啶片干预后 PI3K/Akt/eNOS 通路和

eNOS/cGMP/PKG通路相关蛋白水平来进行网络药理

学的验证。

NO是一个能自由扩散影响多种病理生理过程的

信号分子, 其在体内极不稳定, 半衰期仅为 3～5 s, 存

在于多种细胞中, 如巨噬细胞、肌细胞、内皮细胞等。

NO具有调节血管舒张度、抑制血小板聚集和白细胞黏

附、保护内皮细胞的作用。它是由NOS催化L-精氨酸

与氧发生氧化还原反应而生成, 其中 eNOS主要存在

于血管内皮细胞和心肌细胞中, 通过影响 NO的合成

在局部调节血管张力方面发挥重要作用, 促进血管扩

张[22,23]。通过在 HUVEC 中检测 eNOS、p-PI3K、p-Akt

蛋白水平以及HUVEC细胞上清液中NO的含量, 发现

在HUVEC中复方利血平氨苯蝶啶片可通过PI3K/Akt/

eNOS通路增加 NO的含量, 调节内皮细胞, 促进血管

舒张。NO 渗透进入血管平滑肌细胞, 激活可溶性鸟

苷酸环化酶 (soluble guanylate cyclase, sGC), 在 sGC催

化下, 生成 cGMP。胞内 cGMP水平升高, 进一步激活

cGMP依赖的蛋白激酶PKG, 发挥多种生物效应。PKG

可增加血管通道活性, 促进血管平滑肌舒张, 从而降低

血压。VASP是PKG的底物, 磷酸化的VASP可以监视

PKG的激活和信号转导[24]。通过在VSMC中检测eNOS

及其下游 PKG、p-VASP蛋白水平, 发现在VSMC中复

Figure 7 The levels of eNOS, cGMP-dependent protein kinase (PKG), and phosphorylated vasodilator-stimulated phosphoprotein (p-VASP)

were determined by Western blot analysis. Compound reserpine and triamterene tablets increase eNOS (A), PKG (B), and p-VASP (C)

protein levels in AngⅡ-treated vascular smooth muscle cells (VSMC). n = 3, mean ± SEM. ###P < 0.001 vs normal control group; **P < 0.01

vs model group
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方利血平氨苯蝶啶片可通过NO/cGMP/PKG通路调节

血管平滑肌细胞, 促进血管舒张。本实验中, p-PI3K、

p-Akt、p-eNOS、eNOS、PKG、p-VASP 蛋白水平没有呈

现明显的剂量依赖性, 可能是因为发挥降压效果时, 复

方利血平氨苯蝶啶片通过间接作用调节p-PI3K、p-Akt、

p-eNOS、eNOS、PKG、p-VASP 蛋白 , 所以药物的剂量

依赖性不明显; 另一方面可能是由于复方利血平氨苯

蝶啶片中 4种组分分别作用于不同的靶点, 每种组分

针对各自靶点的量效关系并不平行, 而且各靶点彼此

之间也可能存在拮抗作用, 这种情况下即便随其浓度

升高, 其引起的下游信号变化比如 p-Akt、p-eNOS蛋白

水平也不会增加甚至出现降低; 也有可能是由于本次

实验的药物剂量范围选择不够理想, 所用药物浓度没

有处于较佳的剂量依赖性区间内, 之后仍需进行药物

量效关系研究实验, 进一步验证药物的剂量依赖性。

本文基于网络药理学分析给出了复方利血平氨苯

蝶啶片治疗高血压病的可能的作用特点与机制, 对于

深入其药理研究具有重要的指导和借鉴意义。体外研

究中, 检测关键通路相关蛋白水平, 验证了复方利血平

氨苯蝶啶片的作用靶点, 为复方利血平氨苯蝶啶片治

疗高血压的临床应用进一步提供了理论依据。但是其

具体的作用机制, 仍然需进一步通过体内外药理学实

验对作用靶点进行确证。对于组成该复方药物的 4种

化学成分来说, 各成分之间是否存在拮抗作用仍然是

亟待解答的问题。诚然, 复方利血平氨苯蝶啶片虽然

降低了不合理联合用药的风险, 但是和其他药物联合

应用时, 仍然需要对治疗方案进行定期审查[25]。同时,

为了减少不良反应的发生, 该复方药物如何更好地适

应个体化治疗和精准医学的大趋势也是未来努力的方

向之一。以上分析虽然也有部分文献支持[8,11,26], 但仍

需要经过大量的实验研究证实, 通过药物作用机制的

研究, 可以更好地指导临床用药, 达到更好的治疗效

果, 保证患者的用药有效性和安全性。
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