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水飞蓟黄酮提取物治疗非酒精性脂肪肝病的网络药理学研究

叶 晨, 江 雯, 胡 熳, 张 艳, 刘钰偲, 梁继超*, 陈 勇*

(湖北大学, 药物高通量筛选技术国家地方联合工程研究中心, 中药生物技术湖北省重点实验室,

省部共建生物催化与酶工程国家重点实验室, 湖北 武汉 430062)

摘要: 基于网络药理学及分子对接探讨水飞蓟中主要黄酮类活性成分对非酒精性脂肪肝病 (nonalcoholic fatty

liver diseases, NAFLD) 的治疗作用及分子机制。通过TCMSP、PubChem数据库及文献调研确定水飞蓟中 9种黄酮

成分为研究对象, 借助 SwissTargetPrediction、GeneCards、Venny 2.1.0平台预测这 9种成分与NAFLD之间的潜在治

疗靶点。利用String平台和Cytoscape软件对潜在靶点进行蛋白-蛋白相互作用 (PPI) 网络分析, 基于DAVID 6.8数

据库对潜在靶点进行GO和KEGG通路富集分析, 使用AutoDock软件模拟分子对接验证。体外实验选取“成分-靶

点-通路”网络图中度值较大的组分, 以L02细胞为研究对象建立脂质堆积模型并给药处理, 根据油红O染色结果来

衡量药物分子对脂代谢的积极作用。结果筛选得到水飞蓟主要黄酮成分治疗 NAFLD的作用靶点共 24个, 通过

KEGG富集分析筛选得到与NAFLD进程密切相关通路, 包括磷脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶B (PI3K-Akt) 通路、2型

糖尿病通路、肿瘤坏死因子 (TNF) 通路及胰岛素抵抗通路等。分子对接结果表明, 这些核心成分均能与靶蛋白自发

进行结合, 其中水飞木质灵有较好的结合能力。体外实验表明, 异水飞蓟宾A、异水飞蓟宾B、水飞蓟宁、水飞蓟亭

能减少细胞内的脂质堆积, 且异水飞蓟宾B构型效果优于A构型。综上, 本研究从网络药理学角度验证水飞蓟黄酮

提取物以多通路、多靶点、多过程改善NAFLD相关表型, 从而为水飞蓟黄酮类活性成分治疗NAFLD提供支持。
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Abstract: To investigate the therapeutic effect and molecular mechanism of the main flavonoid components

of Silybum marianum (S. marianum) on nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), we identified nine flavonoids in

S. marianum through TCMSP, PubChem database and corresponding literatures. The potential therapeutic targets

of NAFLD were predicted by SwissTargetPrediction, GeneCards and Venny 2.1.0 platform, while the protein-

protein interaction (PPI) network of potential targets was analyzed using String platform and Cytoscape software.

Then GO and KEGG pathway enrichment analysis were performed using David 6.8 database, followed by

molecular docking verification using AutoDock software. In vitro, components with higher degree value in the

"components-targets-pathway" network were chosen for further analysis. L02 cells were used to establish lipid
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accumulation model and treated with different components. Furthermore, the effects of four pure active compounds

from S. marianum on lipid accumulation in hepatocytes were analyzed by oil red O staining. The results showed

that the main nine flavonoids extracted from S. marianum contained 24 potential NAFLD targets. Several critical

pathways closely related to NAFLD process were identified by GO and KEGG enrichment analysis, including

phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B (PI3K-Akt) pathway, type 2 diabetes pathway, tumor necrosis factor

(TNF) pathway and insulin resistance pathway. The results of molecular docking further indicated that the core

components displayed strong binding abilities with key targets respectively, and silandrin showed better binding

activity as compared to other components. The results obtained from L02 cells showed that the lipid accumulation

was reduced by treatment with isosilybin A, isosilybin B, silydianin and silychristin, while the activity of isosilybin

B was better than that of isosilybin A. Taken together, we concluded that the main flavone components of

S. marianum could improve lipid accumulation through multiple signaling pathway in hepatocytes, and this could

be a potential new strategy for the treatment of NAFLD.

Key words: Silybum marianum; nonalcoholic fatty liver disease; network pharmacology; silybin; isosilybin;

mechanism

非酒精性脂肪肝病 (nonalcoholic fatty liver disease,

NAFLD) 指在没有或极少量饮酒情况下, 由于过多的

脂肪在肝脏部位累积, 进而引起全身性代谢性障碍的

疾病, 进而加速形成非酒精性脂肪肝炎 (NASH) 及肝

细胞癌 (HCC)[1]。据统计, 全球受到NAFLD影响的人

数超过 17亿[2], NAFLD的流行揭示了严重的公共健康

问题。由于 NAFLD 的发病机制未被完全阐明, 导致

市场尚无用于专一对症的有效药, 在研药物也从代谢

紊乱、炎症等角度缓解病情[3]。西药成分单一, 往往只

能针对部分指标[4], 因此, 加大备选药物分子, 寻找可

用于改善NAFLD患者状况的中药活性成分并加以合

理研究利用是一种必要的应对策略。

水飞蓟 [Silybum marianum (L.) Gaertn.] 为一年生

草本植物, 其味苦、性凉, 叶片似椭圆, 原产于南欧及北

非地区, 1972年从德国引进国内并广泛种植。水飞蓟

素 (silymarin) 是从水飞蓟的果实和种子中提取得到的

黄酮木脂素类的活性成分[5]。目前, 水飞蓟素已作为

市售部分饮片、胶囊的主要成分, 具有良好的肝胆疾病

治疗效果[6,7], 包括肝炎、肝硬化、肝中毒等, 以及抗非

小细胞肺癌等癌症的效果[8,9]。作为水飞蓟素中的主

要成分, 水飞蓟宾可通过调节过氧化物酶体增殖物激

活受体 α (peroxisome proliferators-activated receptor α,

PPARα)、miR-122等的表达改善肝脂肪变性[10,11], 在保

肝护肝、抗肿瘤、治疗糖尿病、清除自由基等方面也作

用显著[12-14]。虽然水飞蓟宾在治疗NASH的机制方面

已有较全的科学研究[15], 但水飞蓟化学成分中与水飞

蓟宾结构类似的黄酮类物质研究却鲜有报道。因此,

本文采用网络药理学的研究思路与方法, 结合分子对

接与实验结果验证, 观察水飞蓟宾的结构特征, 从水飞

蓟提取物中发掘其结构类似物, 比较和整理各类似物

的作用靶点, 构建水飞蓟黄酮提取物的“成分-靶点-通

路”网络图, 预测其潜在的治疗作用, 为深入了解并补

充水飞蓟的活性黄酮提取物以及挖掘临床治疗

NAFLD的中药活性成分提供参考。

材料与方法

水飞蓟黄酮类活性成分的筛选及确定 水飞蓟提

取物中包含众多黄酮类活性成分。进入中药系统药理

学分析平台 (TCMSP, https://tcmsp-e.com/), 检索中药

材名称, 得到水飞蓟提取物中的主要化学成分。通过

对水飞蓟素产生药效作用的核心成分的文献调研及人

体口服生物利用度 (oral bioavailability, OB) ≥ 30% 和

类药性 (drug like, DL) ≥ 0.18的综合考量, 初步确定水

飞蓟的潜在黄酮类活性成分[16]。后根据 PubChem 数

据库 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 确定成分的化

学结构及唯一的 CAS 编号[17], 下载对应 3D 的 SDF 格

式文件备用, 在ChemDraw18.1软件中绘制 2D结构并

保存。

水飞蓟黄酮提取物的预测靶点的获取及PPI网络

的构建 访问SwissTargetPrediction数据库 (http://www.

swisstargetprediction.ch/), 导入化合物结构文件 , 限制

种属“homo sapiens”, 点击预测并导出结果[18], 筛选得

到水飞蓟各黄酮类活性成分的预测作用靶点, 排除无

可能性靶点后将预测靶点于 UniProtKB 网站比对验

证。整理各组分的预测靶点后, 导入Cytoscape3.7.2软

件 , 以度值 (degree) 调节图形 , 得到水飞蓟黄酮提取

物活性成分-预测靶点图, 保存备用。进入GeneCards

平台, 以“nonalcoholic fatty liver disease”为关键词, 限

制种属, 得到与 NAFLD 患者发病相关的预测疾病靶

点库[19], 下载预测结果 , 根据相关性得分 (relevance
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score) > 3 进行筛选[20]。利用 Venny 2.1.0 等在线工具

对预测靶点和疾病靶点两者映射比对取交集, 筛选得

到的靶蛋白即水飞蓟黄酮类活性成分中对NAFLD的

潜在治疗靶点。

运用 String 平台 (https://string-db.org/), 多蛋白条

目下上传交集靶点 , 限制种属 , 建立蛋白质-蛋白质

相互作用网络 (PPI), 相互作用得分筛选最低值设为

“medium confidence”(0.4)[21], 去除游离蛋白后下载合

适格式文件保存。以Cytoscape3.7.2软件运行文件, 分

析数据的度值、节点紧密度 (closeness) 等拓扑学参数

并作图, 即水飞蓟黄酮提取物的潜在治疗靶点的 PPI

网络图[22]。

治疗靶点的GO分析、KEGG通路富集分析及“成

分--靶点--通路”网络图构建 上传潜在治疗靶点于生

物学信息注释数据库DAVID 6.8数据库, 限制种属, 分

析目录选择 GO 功能分析 (包括生物过程 BP、分子功

能 MF、细胞组分 CC) 及 KEGG 信号通路富集分析。

下载结果并认定P < 0.05筛选, 各条目结果保存。GO

富集分析结果整理表格, 导入GraphPad, 分别将GO分

析三部分及KEGG通路分析取靠前条目做柱状图和气

泡图, 规定图形坐标及数量。

收集KEGG富集得到的通路, 整理以上得到的潜

在治疗靶点信息, 后导入Cytoscape软件, 定义Network

及 Type文件, 以不同颜色区别类型, 以度值大小调节

图形形状, 整理得到水飞蓟黄酮提取物的“成分-靶点-

通路”网络图。

小分子与潜在靶点的分子对接验证 分子对接可

进一步验证单一小分子药物与具体的靶标结合活性。

自Protein Data Bank官网 (https://www1.rcsb.org/) 下载

受体蛋白分子的 pdb格式文件, 使用OpenBabel软件转

换小分子的 SDF格式为MOL2格式, 将蛋白及小分子

进行前处理, 初步预测结合的可能性, 后参考 PDB网

站和文献中已有其他小分子与蛋白结合的情况共同确

定蛋白的对接口袋, 使用分子对接软件AutoDock对受

体和配体模拟进行半柔性对接, 并保存为 pbdqt格式,

结果以结合能 (binding energy) 衡量结合活性, 结合能

越小反映结合情况更好[23]。结合能小于 0表示两者可

自发结合 , 小于-17.78 kJ·mol-1表明有一定结合活性 ,

小于-20.92 kJ·mol-1显示较好结合情况[24], 部分受体配

体结合位点信息以PyMOL进行搜寻并可视化。

细胞培养与试剂 人正常肝细胞系 L02 细胞保

种于本实验室。异水飞蓟宾 A 和异水飞蓟宾 B 购于

MedChemExpress公司; 小分子水飞蓟宁 (CAS#29782-

68-1)、水飞蓟亭 (CAS#33889-69-9) (HPLC ≥ 98%) 购

于成都瑞芬思生物科技有限公司 ; 牛血清白蛋白

(BSA) 购于杭州吉诺生物技术公司 ; 油酸钠 (OA,

CAS#1310-06-5) 和油红 O 粉末购于上海阿拉丁生物

公司; 棕榈酸钠 (PA) 和 DMSO溶剂购于美国 SIGMA

生物公司; 异丙醇购于国药集团化学试剂有限公司;

高糖 DMEM 培养基购于 Gibco公司; 胎牛血清 (FBS)

购于杭州天航生物医药技术有限公司。

细胞培养箱 (德国Heraeus公司); 立式高压蒸汽灭

菌锅 (中国合肥华泰医疗公司) ; DMi8倒置显微镜 (德

国徕卡公司) 。

L02 细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

基中, 于 5% CO2、37 ℃的无菌细胞培养箱达到 75%～

85%细胞密度条件下常规传代、冻存等, 接板实验前使

细胞处于对数生长期。

细胞脂质堆积模型构建与给药处理 待对数期

L02细胞于培养瓶中达到 85%密度时, 以胰蛋白酶消

化细胞, 并以合适密度将细胞接种于 6孔板中。细胞

贴壁后分为 3 组, 分别是 DMSO 对照组、0.5 mmol·L-1

OA (溶于甲醇) 与 0.25 mmol·L-1 PA (溶于纯水) 处理

(24 h) 作为模型组、建模后加入不同浓度药品处理24 h

的给药组。

油红 O 储备液与工作液 称取 0.5 g油红 O 粉末

溶解于 100 mL异丙醇, 以双层滤纸过滤, 4 ℃避光保

存, 即油红O储备液; 油红O储备液与蒸馏水以 3∶2比

例稀释, 混匀后双层滤纸过滤, 静置, 现配现用, 即油红

O工作液。

细胞脂质堆积的检测 经建模和给药处理后, 用

油红O染色检测细胞内中性脂质的堆积。L02细胞以

4% 多聚甲醛固定 30 min, PBS漂洗两次, 60% 异丙醇

漂洗 1 min后用油红O溶液室温避光孵育 30 min, 再以

PBS、60%异丙醇和 PBS分别清洗 3次、30 s和 3次, 整

个过程动作轻柔迅速, 避免细胞干燥, 最后将细胞放置

DMi8显微镜下, 观察拍照。

结果

1 水飞蓟黄酮类活性成分的获取及筛选

通过文献报道, 从水飞蓟植物果实中提取得到的

水飞蓟素是其主要的活性成分, 常用于保肝护肝、清热

解毒方面。水飞蓟素是一类天然的黄酮木脂素类化合

物 , 主要包括水飞蓟宾 (silybin)、异水飞蓟宾 (isosily‐

bin)、水飞蓟宁 (silydianin)、水飞蓟亭 (silychristin), 其

中水飞蓟宾活性最好、含量最高, 其可稳定细胞膜调节

肝再生[25], 在临床用药也显示出较好的肝保护性[26]。

然而, 水飞蓟的提取产物也包含以上 4种主要成分之

外的结构类似物, 如与水飞蓟亭互为同分异构体的异

水飞蓟亭, 水飞蓟宾和异水飞蓟宾也分别包含A、B两
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种构型。

本研究于TCMSP数据库中检索, 共检索水飞蓟植

物中 33个化学成分, 结合多文献设置筛选条件, 纳入

不同的A、B构型, 共得到 9个含异构体的水飞蓟黄酮

类提取物。将这 9个化学成分于PubChem数据库检索

比对, 平面2D结构见图1。

2 水飞蓟黄酮提取物潜在治疗 NAFLD 靶点的获取

及PPI网络的构建

将每个化合物 3D 格式文件上传至 SwissTarget‐

Prediction网站, 并收集得到水飞蓟黄酮提取物的潜在

作用靶点共 110个。GeneCards数据库经筛选得到共

1 055个 NAFLD相关靶点, 与预测靶点在 Venny 2.1.0

平台取交集得到水飞蓟黄酮提取物的治疗NAFLD靶

点共24个。

潜在治疗靶点共 24个, 详细名称见表 1。将筛选

得到的潜在靶点构建蛋白-蛋白相互作用 (PPI) 网络,

去除 2个游离节点, 得到 22个节点的互作网络, 63条

边, 平均度值 5.25, 平均介数 0.674。将PPI网络图导入

Cytoscape软件, 以节点大小及节点颜色深浅反映度值高

低、连线粗细及颜色深浅反映相互作用 (combined score)

强弱[27], 输出得到图 2。图中雌激素受体 1 (estrogen

receptor 1, ESR1)、雷帕霉素激酶靶蛋白 (mechanistic

target of rapamycin kinase, MTOR)、血管内皮生长因子A

(vascular endothelial growth factor A, VEGFA)、磷脂酰

肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 α (phosphatidylinosi‐

tol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha,

PIK3CA) 等蛋白的连接蛋白较多 , 且作用能力较强 ,

表明这几个蛋白可能在水飞蓟黄酮提取物治疗

NAFLD中发挥主要作用。

3 治疗靶点的 GO、KEGG富集分析及“成分--靶点--

通路”网络图的构建

如图 3所示, 将 22个核心治疗靶点进行 GO 富集

分析 (P < 0.05): BP部分富集得到 59个条目, 包括细胞

对缺氧反应、基因表达调控、RNA聚合酶 II启动子正

调控、凋亡、炎症等过程; CC部分富集得到 10个条目,

包含胞质、线粒体外膜、核染色质等部位; MF部分富

集得到 15个条目, 涉及酶的结合、特异性蛋白的结合、

锌离子结合等过程。GO 的富集分析提示, 水飞蓟黄

酮提取物在治疗 NAFLD 过程中, 细胞的众多部位及

生命活动过程都参与其中, 比如酶在胞质与转录底物

的结合。

KEGG通路富集分析显示, 核心治疗靶点主要富集

在30个通路中 (图4) (P < 0.05): 通路主要涉及癌症、磷

脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶B通路 (PI3K-Akt signaling

Figure 1 Structural analogues in flavone extracts of Silybum marianum (S. marianum)
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pathway)、2型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus)、脂肪细

胞因子信号通路 (adipocytokine signaling pathway)、肿瘤

坏死因子信号通路 (TNF signaling pathway) 及胰岛素

抵抗通路 (insulin resistance pathway) 等。可见水飞蓟

黄酮提取物与许多中药成分类似, 可以从多个角度缓

解疾病进程, 如改善胰岛素抵抗进而加强葡萄糖氧化

分解、减少凋亡等的产生来减缓非酒精性脂肪肝炎症

的发展。

收集以上KEGG富集分析结果, 与水飞蓟黄酮提

取物潜在治疗靶点对应, 导入Cytoscape软件, 整理得到

水飞蓟黄酮提取物的“成分-靶点-通路”网络图如图 5

所示。图 5中蓝色节点为水飞蓟, 红色节点为其黄酮

提取物, 绿色为其潜在靶点, 黄色为富集通路。网络

图表明, 水飞蓟宾A和B、异水飞蓟宾A和B是成分中

度值靠前的组分 , PIK3CA、B 细胞淋巴瘤 -2 (B-cell

lymphoma 2, BCL2)、核因子 kappa B 激酶亚基 β抑

制子 (inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit

beta, IKBKB) 能富集到较多的通路。

4 核心靶点的分子对接验证

将水飞蓟黄酮提取物成分中预测靶点量排名靠前

的成分 (水飞蓟宾 A 和 B、异水飞蓟宾 A 和 B、水飞木

质林) 与 KEGG通路富集程度较高的靶点 PIK3CA和

IKBKB进行分子对接。如对接结合能热图 6初步预测

显示, 5种成分对两个靶蛋白的结合能均小于 0, 表明

有自发进行的趋势。水飞木质林对靶蛋白 PIK3CA

(PDB-ID 7JIU)、IKBKB (PDB-ID 4KIK) 均有较好的结

合活性, 结合能均小于-20.92 kJ·mol-1。水飞蓟宾A和

水飞蓟宾B对这两种靶蛋白有相近的结合活性, 异水

飞蓟宾A比异水飞蓟宾B显示出更好的两靶蛋白的结

合活性。

经考察, 异水飞蓟宾A和B的主要差异是两个取

代基 2-(4-羟基-3-甲氧基苯基) 和 3-(羟甲基), 在空间上

构型分别为 (2R, 3R) 和 (2S, 3S)。鉴于良好的对接活

Figure 2 The protein-protein interaction network of therapeutic

targets of flavone extracts of S. marianum. Circle size and its color

depth show the degree of them. Connection thickness and its color

depth reflect the combined score of them

Table 1 Therapeutic targets of flavone extracts of S. marianum

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

UniProt ID

P08253

P19793

O00748

P04278

P10415

P10636

P42345

P03372

P15692

P03956

P42224

Q13464

P27338

P26358

O14920

P60842

P42336

O14746

Q16665

P10599

P00915

P05067

P07477

P14780

Gene

MMP2

RXRA

CES2

SHBG

BCL2

MAPT

MTOR

ESR1

VEGFA

MMP1

STAT1

ROCK1

MAOB

DNMT1

IKBKB

EIF4A1

PIK3CA

TERT

HIF1A

TXN

CA1

APP

PRSS1

MMP9

Target name

Matrix metallopeptidase 2

Retinoid X receptor alpha

Carboxylesterase 2

Sex hormone-binding globulin

B-cell lymphoma-2

Microtubule associated protein tau

Mechanistic target of rapamycin kinase

Estrogen receptor 1

Vascular endothelial growth factor A

Matrix metallopeptidase 1

Signal transducer and activator of transcription 1

Rho associated coiled-coil containing protein kinase 1

Monoamine oxidase B

DNA methyltransferase 1

Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit beta

Eukaryotic translation initiation factor 4A1

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha

Telomerase reverse transcriptase

Hypoxia inducible factor 1 subunit alpha

Thioredoxin

Carbonic anhydrase 1

Amyloid beta precursor protein

Serine protease 1

Matrix metallopeptidase 9
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性, 参考已有的小分子配体对接情况设置活性口袋, 挑

选异水飞蓟宾 A、B 两种构型分别与两受体蛋白

(PIK3CA、IKBKB) 进行分子对接部位可视化。结果如

图 7所示, 两分子对两蛋白均有多位点的氨基酸残基

的结合活性, 包括丙氨酸、赖氨酸和苏氨酸等; 结合的

作用力包括氢键、碳氢键和苯环 π共轭效应等, 这些作

用力促进了彼此的结合活性; 同时, 从 PyMOL可视化

看出, 在相同空间距离下, 异水飞蓟宾A相比B构型能

够结合更多的氨基酸残基, 这表明R构型的取代基导

致异水飞蓟宾A在空间上与靶蛋白的结合上更占优,

进一步验证分子对接热图中A强于B的结合活性。

5 油红O染色分析

根据以上结果进行油红O染色验证。结果如图 8

显示, 对照组处于正常培养, 可见细胞内含有少量的红

色脂滴; 与对照组相比, 经过细胞诱导液OA + PA处理

24 h的模型组在细胞内出现大量红色脂滴; 而其后分

别经过 25 μmol·L-1异水飞蓟宾A、异水飞蓟宾B、水飞

蓟宁和水飞蓟亭的处理后, 脂堆积情况有所改善, 脂滴

的减小代表药物可能加强了脂质的氧化分解过程。且

这 4种化合物中, 相比于水飞蓟宁和水飞蓟亭, 异水飞

蓟宾对脂堆积的改善作用更为显著, 其中异水飞蓟宾

B构型的作用明显优于A构型。以上结果说明, 水飞蓟

宾的结构类似物也能够改善OA + PA造成的脂质堆积

情况, 且单一组分之间也存在明显差异。该实验进一

步验证了分子对接的结果, 同时筛选出水飞蓟黄酮提

取物中在治疗NAFLD过程发挥更大作用的单一组分。

Figure 3 The results of GO enrichment analysis

Figure 4 The diagram of KEGG pathway enrichment analysis
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讨论

作为水飞蓟种子和果实的提取物, 水飞蓟素一直

以来被用作食物补充剂和肝胆疾病的治疗佐剂, 在畜

牧业也可提高动物抗应激能力[28,29], 其中单体又以水

飞蓟宾活性含量最佳、研究最为广泛[30-32]。事实上水

飞蓟黄酮提取物中包含一系列的水飞蓟宾结构类似

物, 尽管彼此互为同分异构体或结构类似物, 各单一组

分在治疗作用上也各有偏重。NAFLD以过量的脂质

堆积在肝脏为其根本特征, 长时间的病理状态会加速

形成 NASH、HCC, 是危害公共的重大卫生健康问题,

同时对该疾病的分子生物学研究表明NAFLD患者在

多通路的相关蛋白表达上差异显著, 包括脂氧化与转

运、胰岛素抵抗、凋亡和内质网应激等[33-36]。

本文运用网络药理学的思路与方法, 辅以分子对

接技术和生物学实验进行验证, 探讨水飞蓟黄酮提取

物治疗NAFLD的作用机制。通过数据库比对筛选出

水飞蓟黄酮提取物的 24个NALFD治疗靶点。根据治

疗靶点的蛋白质-蛋白质相互作用网络分析 , 发现

ESR1、VEGFA、PIK3CA、MTOR和 IKBKB等编码蛋白

间存在较好的互作。在 KEGG及 GO富集分析中, 靶

蛋白 PIK3CA和 IKBKB在多通路富集, 表明NF-κB及

PIK3-AKT信号通路受到小分子药物的积极调控。分

子对接进一步表明 , 水飞蓟活性黄酮成分与 NAFLD

靶点具有较好的结合。在对 5种单一组分的结合能的

评估中, 水飞木质林表现出较好活性, 水飞蓟宾和异水

飞蓟宾的两种构型都能自发较好地结合到靶蛋白的多

个氨基酸残基上, 这表明水飞蓟黄酮提取物可通过多

种成分在多靶点中以多种方式发挥生物学治疗作用。

体外实验表明, 人正常肝细胞系 L02用 OA + PA处理

24 h后, 脂质堆积显著增加, 给予水飞蓟黄酮提取物中

4种不同的结构类似物干预后, 可观察到脂质堆积现

Figure 5 The "components-targets-pathways" network of flavone extracts of S. marianum. Components and targets with higher degree

show bigger in size

Figure 6 Thermogram of preliminary prediction docking binding

energy of flavone extracts of S. marianum. PIK3CA: Phosphatidylino‐

sitol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (upper);

IKBKB: Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit beta (lower)

Figure 7 Molecular docking of isosilybin A (left) and B (right)

with target proteins PIK3CA (upper) and IKBKB (lower). The red

arrow points to the site of the bound amino acid residue

·· 405



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(2): 399 −408

象的改善, 进一步验证了水飞蓟黄酮提取物中各单一

组分的治疗作用。

值得注意的是, 其一, 在KEGG分析中, 癌症相关

信号通路也得到较大程度富集 , 其中包括 VEGFA、

MTOR、BCL2等的靶蛋白的富集, 这表明水飞蓟黄酮

提取物的各成分除了对 NAFLD 具有改善作用, 可能

还通过介导癌通路相关基因表达进而改善癌症进程,

这与文献报道的水飞蓟宾抗卵巢癌、结肠癌、皮肤癌等

癌症的报道是一致的[37-39]; 其二, 水飞蓟宾的结构类似

物和衍生物也有较好活性, Viktorová等[40]证明细胞内

水飞蓟亭的抗氧化、抗炎活性, 并指出其脱氢衍生物抗

氧化活性升至母体两倍; Maihesuti等[41]表明从水飞蓟

宾等修饰得来的水飞木质林在抵抗癌细胞增殖上有更

显著的效果, 这些现象说明对水飞蓟中天然成分的更

深一步的研究, 并结合化学方法对结构优化与改造是

提升其药效乃至于开发新药的重要手段; 其三, 网络药

理学是基于数据库进行的挖掘, 该方法对建立成分-靶

点的关联具有可行性, 所预测的结果也与文献报道基

本吻合, 但其同时也存在一定缺陷, 如数据的开放性程

度以及数据质量参差不齐[42]、数字模拟的分子对接不

能等同体内体外具体的生物学结合过程等。同时, 疾

病的发生总是涉及多条通路的。分子对接结果显示,

异水飞蓟宾 A 对 PIK3CA 及 IKBKB 两靶蛋白的结合

活性强于B构型, 但体外细胞实验结果却显示B构型

具有更好的改善脂质堆积活性, 说明B构型可能是异

水飞蓟宾混合物中发挥降脂作用更大的构型, A构型

则可能在两靶蛋白涉及的其他通路或疾病中有更好效

果, 因此可以从这个角度来鉴别异水飞蓟宾发挥降脂

活性的主要成分, 异水飞蓟宾两种异构体展现出不同

降脂活性的具体原因还需进一步探索。

综上所述, 本研究应用网络药理学分析水飞蓟植

物的活性黄酮提取物的保肝护肝作用。水飞蓟黄酮提

取物可通过多靶点组成的多通路改善 NAFLD 表型 ;

分子对接进一步验证了水飞蓟黄酮提取物单一成分与

核心靶蛋白的较好结合; 生物学实验表明, 水飞蓟黄酮

提取物中的 4种单一组分具有一定的体外降低脂质堆

积的积极作用。该研究为中药活性成分治疗NAFLD

提供参考。
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