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基于网络药理学探讨丹参抗乙肝病毒的活性成分与作用机制

温海梅, 王思源, 王亚茹, 邢凤丽, 陈 勇, 蔡文涛*
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实验室, 中药生物技术湖北省重点实验室, 湖北 武汉 430062)

摘要: 应用网络药理学方法预测了丹参抗乙肝病毒 (hepatitis B virus, HBV) 的活性成分和作用机制。首先通过

TCMSP、PubChem数据库及文献调研获取丹参的化学成分, 通过 SwissTargetPrediction和GeneCards数据库分别预

测活性成分和HBV感染所对应的潜在作用靶点。使用 String数据库构建蛋白互作关系网络、Cytoscape软件将成

分-作用靶点网络可视化并进行拓扑学分析、DAVID平台进行GO功能及KEGG通路富集分析、AutoDock Vina软件

将丹参关键活性成分与核心靶蛋白进行分子对接。共筛选出 38种活性成分, 获得疾病-化合物交集靶点 178个, 富

集分析得到 405 个 GO 相关条目、68 条相关信号通路 (涉及 T 细胞/B 细胞受体信号通路、PI3K/AKT 信号通路及

mTOR信号通路等)。分子对接结果显示, 丹参大多数关键活性成分 (丹参醌酚Ⅱ、丹参新酮、原儿茶酸、紫草酸和原

儿茶醛) 与核心靶点 (PIK3CA、APP、STAT3、AKT1和mTOR) 具有较好的亲和力。更进一步, 在HBV复制小鼠模型

上考察了丹参代表性活性成分紫草酸的抗HBV活性及对PI3K/AKT和mTOR信号通路的调控作用。动物福利和实

验操作均遵循湖北大学动物伦理与福利委员会的规定。结果显示, 紫草酸能明显抑制模型小鼠的HBV DNA复制,

降低血清HBsAg和HBeAg水平, 抑制肝脏AKT和mTOR的磷酸化, 表明紫草酸可能通过调控PI3K/AKT及mTOR

信号通路发挥抗HBV作用。
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Abstract: We predicted the anti-hepatitis B virus (HBV) active components and mechanism of Salvia

miltiorrhiza based on network pharmacology. The active components of S. miltiorrhiza were obtained through

TCMSP, PubChem database and literature research. The potential targets of the active components and HBV

infection were predicted by SwissTargetPrediction and GeneCards databases, respectively. The protein-protein

interaction (PPI) network was constructed by String database. Cytoscape software was adopted to construct a

visual network of active component-disease target and perform topological analysis. Gene Ontology (GO) and

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses were performed using DAVID

platform. The molecular docking of key components and core targets was carried out by AutoDock Vina software.
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We screened out a total of 38 active components and 178 disease-component overlapping targets. Enrichment

analyses obtained 405 related GO items and 68 signaling pathways, such as T/B cell receptor signaling pathways,

PI3K/AKT signaling pathway, and mTOR signaling pathway. According to the results of molecular docking, most

characteristic components of S. miltiorrhiza (miltionone Ⅱ , miltirone, protocatechuic acid, lithospermic acid,

protocatechualdehyde) showed good affinity with the key targets (PIK3CA, APP, STAT3, AKT1 and mTOR).

Furthermore, the anti-HBV activity of lithospermic acid, the representative active component of S. miltiorrhiza,

and its regulation on PI3K/AKT and mTOR signaling pathways were investigated in an HBV replicating mouse

model. Animal welfare and experimental procedures follow the regulations of the Animal Ethics and Welfare

Committee of Hubei University. The results showed that lithospermic acid significantly inhibited HBV DNA

replication, reduced serum HBsAg and HBeAg levels, and decreased the phosphorylation protein expression levels

of AKT and mTOR in liver, indicating that lithospermic acid might exert the anti-HBV activity by regulating PI3K/

AKT and mTOR signaling pathways.

Key words: network pharmacology; Salvia miltiorrhiza; anti-hepatitis B virus activity; mechanism of action;

lithospermic acid

乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus, HBV) 长时间感

染会引起慢性乙型肝炎, 其感染过程中持续存在的肝

脏炎症反应会引起肝纤维化和肝硬化, 最终发展为肝

细胞癌, 严重威胁患者生命。目前针对HBV感染的治

疗药物主要包括干扰素和核苷酸类似物, 这些药物在

抗病毒治疗中具有明显的疗效, 但也存在诸多不良反

应。干扰素治疗的应答率低且不良反应大[1], 核苷类

似物长期服用易产生耐药性和毒副作用[2,3]。中药在

调节机体免疫功能方面具有独特优势, 在临床上已被

应用于HBV感染的治疗。

中药丹参 (Salvia miltiorrhiza) 是一种唇形科属草

本植物, 具有抗炎[4]、抗氧化[5]、抗肝细胞损伤[6]及抗病

毒[7]等药理活性, 已广泛用于冠心病[8]、脑血管疾病[9]、

肝病[10]、癌症[11]等的临床治疗。如丹参注射液常用于

HBV病毒感染引起的慢性乙型肝炎患者治疗, 对患者

的临床症状有明显改善, 对其肝功能的恢复也有显著

促进作用[12,13]。因为丹参成分较复杂, 目前对于其抗

HBV的活性成分的研究仅有零星文献报道[14-16], 缺乏

全面、系统的抗 HBV 活性的药效物质基础及其多成

分、多靶点、多途径的网络调控机制的研究, 限制了进

一步的药物筛选、研发及临床应用。

网络药理学基于“多成分-多靶点-多途径”理念,

通过整合系统生物学和系统药理学研究的成果, 以网

络方法研究机体与药物间的相互作用, 预测中药的药

效物质基础与作用机制 , 受到中医药学界高度重

视[17,18]。针对目前肆虐的新型冠状病毒肺炎, 许多研

究利用网络药理学方法对部分中药复方中可能具有治

疗作用的活性成分也进行了有益探讨, 大大节省了药

物筛选时间和成本[19,20]。

本文应用网络药理学方法预测了丹参抗HBV活

性成分和作用机制, 利用HBV复制模型小鼠验证了丹

参代表性活性成分紫草酸的抗 HBV 药效及对 PI3K/

AKT和mTOR信号通路关键蛋白表达的影响, 为进一

步挖掘丹参抗HBV有效成分与作用机制提供参考。

材料与方法

丹参化学成分筛选 使用中药系统药理学分析网

络平台 (TCMSP) [21] (http://lsp. nwu. edu. cn/tcmsp. php)

收集丹参的化学成分, 以类药性 (DL) ≥ 0.18, 口服吸

收利用度 (OB) ≥ 30%[22]为条件筛选潜在活性成分, 并

根据化合物的 Pubchem Cid 从 PubChem 数据库[23]

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 中获取对应的化学

结构, 以 SDF的格式形式保存备用。除此之外, 本研

究还利用 Pubmed数据库通过文献调研丹参中的其他

抗 HBV 活性成分 , 并以上述方式获取对应的化学

结构。

丹参活性成分--治疗靶点预测 将上述 SDF格式

结构文件导入 SwissTargetPrediction 数据库[24] (http://

www. swisstargetprediction. ch/), 并 选 择 种 属“Homo

sapiens”预测活性化合物所对应的的作用靶点。以

“hepatitis B virus”和“chronic hepatitis B”为关键词, 通

过 GeneCards 数据库 (http://www.genecards.org/) 检索

HBV相关的作用靶点, 导出所有靶点的 Excel文件备

用[25,26]。最后将每个活性成分所对应的前 15 位靶基

因[25,27]与HBV相关的疾病基因进行映射, 筛选得到的

靶点即为丹参活性成分治疗HBV感染的作用靶点。

丹参治疗HBV感染的蛋白互作网络 ((PPI)) 构建

将丹参治疗 HBV 感染的相关靶点输入 String 数据

库[28] (https://string-db.org/), 物种选择“Homo sapiens”,

建立蛋白质-蛋白质互作网络 , 将 minimum required
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interaction score 设置为 highest confidence (0.9), 下载

TSV格式文件并导入Cytoscape3.6.1软件进行拓扑学

性质分析, 由拓扑学参数度值 (degree) 作为筛选标准

筛选出核心靶点。

丹参“成分--靶点”网络构建 将获得的靶点对应

到各活性成分 , 并导入 Cytoscape3.6.1 软件建立成

分-靶点网络, 借助内置 Networkanalysis分析拓扑学

性质, 采用拓扑学参数度值、节点介度 (betweenness)、

节点紧密度 (closeness) 和邻域连通性 (neighborhood

connectivity) 筛选丹参治疗 HBV 感染的核心活性

成分。

GO和KEGG通路富集分析 利用DAVID 6.8数

据库 (https://david.ncifcrf.gov/) 对丹参治疗 HBV感染

的靶基因进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分

析 , 阈值设置为 P < 0.05, 物种选择“Homo sapiens”。

GO富集分析内容选择生物过程、分子功能和细胞组

分, 最后根据P值分别对 3个部分的前 10个条目绘制

柱状图。KEGG通路富集分析可视化后得到气泡图。

分子对接 采用分子对接软件AutoDock Vina将

丹参核心活性成分与靶蛋白进行半柔性分子对接, 化

合物的 PDB 格式结构文件由 ChemOffice 软件转换

SDF格式得到, 所需受体从 PDB (http://www.rcsb.org/

Pdb/home/home.do) 数据库中获取。以结合能的大小来

判断化合物与靶蛋白的结合活性, 结合能小于0 kJ·mol-1

表明受体配体能够自发结合, 小于−5 kJ·mol-1表明蛋

白质与化合物具有较好的结合能力[29]。利用Pymol将

活性成分与靶蛋白的对接结果进行可视化分析。

实验动物 SPF级C57BL/6雄性小鼠 (6～8周龄,

体重16～18 g) 购于三峡大学动物实验中心 [许可证号

SCXK (鄂) 2017-0012]。实验前小鼠适应性喂养 1周,

室温 20～25 °C, 自由饮食饮水。本实验经湖北大学动

物伦理与福利委员会批准。

药品、试剂与仪器 紫草酸 (lithospermic acid,

LA) (纯度 ≥ 98%, 成都德思特生物科技有限公司, 批

号 : DST200529-028); 阿德福韦酯 (adefovir dipivoxil

tablets, ADV; 福建广生堂药业股份有限公司, 国药准

字: H20070198); 生理盐水 (石家庄四药有限公司, 批

号: 2009191904); 无内毒素质粒中量小提试剂盒和组

织基因组DNA提取试剂盒 (北京天根生化科技有限公

司, 批号: U9218、U9228); 病毒DNA提取试剂盒 (北京

康为世纪生物有限公司 , 批号 : 30320); QuantiNova

SYBR试剂盒 (德国QIAGEN公司, 批号: 163045634);

小鼠乙型肝炎表面抗原 (hepatitis B surface antigen,

HBsAg) 和乙型肝炎 e 抗原 (hepatitis B e antigen,

HBeAg) ELISA试剂盒 (厦门慧嘉生物公司); RIPA裂

解液 (上海碧云天生物技术有限公司, 货号: P0013B);

BCA蛋白测定试剂盒 (美国 ThermoFisher公司, 批号:

SK258368); AKT、p-AKT 和 mTOR 抗体 (沈阳万类生

物科技有限公司, 货号: WL003b、WLP001a、WL02477);

β-actin和p-mTOR (Ser2448) 抗体 (货号: 4970S、5536T)、

过氧化酶标记的山羊抗兔 IgG二抗 (货号: 7074S) (美

国Cell Signaling Technology公司)。

CFX-96 型实时荧光定量 PCR 仪、电转仪和电泳

槽 (美国 BIO-RAD 公司); Envision 多探测器酶标仪

(美国Perkin Elmer公司); 蛋白凝胶成像仪 (美国General

Electric公司); QB-208型多用途旋转摇床 (江苏其林贝

尔仪器制造有限公司)。

动物造模、分组及给药 取 C57BL/6 小鼠 34 只 ,

随机选取 6只作为正常对照组, 剩余通过尾静脉高压

水动力法在 5～8 s内注射含 6 µg pAAV-HBV1.2质粒

(该质粒由国立台湾大学医学院临床医学研究生研究

所陈培哲教授馈赠) 的生理盐水, 注射体积为小鼠体

重的10%。注射后第3天通过眼眶静脉丛采血、收集血

清, 用绝对荧光定量法检测血清中HBV DNA拷贝量,

根据临床患者阳性标准HBV DNA ≥ 103 copies·mL-1[30],

筛选出HBV DNA阳性复制小鼠即成功造模的小鼠。

继而选择HBV DNA阳性复制小鼠, 在注射pAAV-

HBV1.2一周时进行随机分组给药[31]。小鼠总共分为

5组, 即正常对照组、模型组、紫草酸低、高剂量组和阳

性对照组。正常对照组为 6 只未进行 pAAV-HBV1.2

注射小鼠, 其余各组均为 7只HBV复制阳性小鼠。正

常对照组和模型组均注射生理盐水, 紫草酸低、高剂量

组分别注射 20 和 40 mg·kg-1 紫草酸 [剂量是参考文

献[32]并经亚急性毒性实验 (结果未显示) 确定的无毒

剂量], 阳性对照组灌胃10 mg·kg-1 ADV (剂量是参考文

献确定[33,34]), 给药体积均为 0.1 mL/10 g, 每日给药 1

次, 连续给药3周。小鼠每周采血1次, 3 500 r·min-1离心

20 min 收集血清。用绝对荧光定量法检测血清中

HBV DNA 拷贝量 , ELISA 检测血清中 HBsAg 和

HBeAg的表达量。给药第 21天处死小鼠, 灌流取肝组

织并保存于液氮中。

绝对荧光定量PCR法检测血清和肝组织中HBV

DNA 的拷贝数 根据病毒 DNA 提取试剂盒和组织

基因组 DNA 提取试剂盒说明书分别提取血清和肝

组织基因组 DNA, HBV DNA 引物序列 : 上游 : 5'-

CTGCATCCTGCTGCTATG-3', 下游 : 5'-CACTGAA‐

CAAATGGCAC-3'。反应体系 : DNA 2 μL, 上下游引

物各 1.4 μL, SYBR Green Supermix 10 μL, 水 5.2 μL。

反应条件为: 95 ℃预变性2 min、95 ℃变性5 s、60 ℃退

火 10 s、72 ℃延伸 45 s, 共 40个循环。扩增结束后, 以
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拷贝数的对数值为横坐标, Cq值为纵坐标, 拟定标准

曲线, 计算HBV DNA的拷贝数。

Western blot法进行靶点表达验证 使用RIPA裂

解液提取小鼠肝组织总蛋白, 用BCA法测定蛋白浓度

并进行定量。分别用 10%和 6%的 SDS-PAGE胶分离

蛋白样品 , 并用湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜上 , 用

5%的脱脂牛奶将膜在室温下封闭 2 h, 然后与对应目

的蛋白一抗 β -actin (1∶1 000)、p-mTOR (1∶1 000)、

mTOR (1∶500)、AKT (1∶1 000) 和 p-AKT (1∶1 000) 于

摇床 4 ℃孵育过夜, 之后与过氧化酶标记的山羊抗兔

IgG (1∶10 000) 于摇床室温孵育 1 h, 用TBST洗膜, 最

后用ECL发光液对蛋白进行显影曝光, 利用 Image J对

蛋白进行定量分析。

统计学分析 应用GraphPad Prism 6.01软件进行

统计分析, 数据用平均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示, 各项指

标的组间比较均采用unpaired student's t检验, *P < 0.05

表示具有显著性差异。

结果

1 筛选得到的丹参活性成分

在 TCMSP数据库中共检测得到 202个丹参的化

学成分, 根据OB和DL参数筛选出 65个化学成分。考

虑到可能存在漏选情况, 补充了经文献检索获得的3个

已报道抗HBV活性的成分 (原儿茶醛[14]、原儿茶酸[15]

和紫草酸[16])。通过 PubChem 数据库查询 , 确定上述

68个化合物中有明确结构的化合物38个 (表1)。

2 预测的与丹参活性成分相关的疾病靶点

用 SwissTargetPrediction 和 GeneCards 数据库预

测 , 去除重复靶点后共获得化合物对应靶点 212 个 ,

HBV相关靶点 9 917个。将活性成分的作用靶点与疾

Table 1 Information of active compounds of Salvia miltiorrhiza (S. miltiorrhiza). OB: Oral bioavailability; DL: Drug-likeness

NO.
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30
D31
D32
D33
D34
D35
D36
D37
D38

MOI ID
MOL001659
MOL001771
MOL001942
MOL002651
MOL002776
MOL000569
MOL006824
MOL007036
MOL007041
MOL007048
MOL007049
MOL007050
MOL007058
MOL007061
MOL007077
MOL007081
MOL007082
MOL007088
MOL007098
MOL007101
MOL007107
MOL007108
MOL007111
MOL007119
MOL007120
MOL007122
MOL007124
MOL007125
MOL007127
MOL007132
MOL007140
MOL007145
MOL007149
MOL007154
MOL007155
MOL000105
MOL007113
MOL001452

Compound
Poriferasterol
Poriferast-5-en-3beta-ol
Isoimperatorin
Dehydrotanshinone II A
Baicalin
Digallate
α-Amyrin
5,6-Dihydroxy-7-isopropyl-1,1-dimethyl-2,3-dihydrophenanthren-4-one
2-Isopropyl-8-methylphenanthrene-3,4-dione
(E)-3-[2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-7-hydroxy-benzofuran-4-yl]acrylic acid
4-Methylenemiltirone
2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(3-hydroxypropyl)-7-methoxy-3-benzofurancarboxaldehyde
Formyltanshinone
Methylenetanshinquinone
Sclareol
Danshenol B
Danshenol A
Cryptotanshinone
Deoxyneocryptotanshinone
Dihydrotanshinone Ⅰ
C09092
Isocryptotanshinone
Isotanshinone II
Miltionone Ⅰ
Miltionone Ⅱ
Miltirone
Neocryptotanshinone II
Neocryptotanshinone
1-Methyl-8,9-dihydro-7H-naphtho[5,6-g]benzofuran-6,10,11-trione
(2R)-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-[(Z)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acryloyl]oxy-propionic acid
(Z)-3-[2-[(E)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)vinyl]-3,4-dihydroxy-phenyl]acrylic acid
Salviolone
NSC 122421
Tanshinone IIa
(6S)-6-(Hydroxymethyl)-1,6-dimethyl-8,9-dihydro-7H-naphtho[8,7-g]benzofuran-10,11-dione
Protocatechuic acid
Lithospermic acid
Protocatechualdehyde

OB/%
43.83
36.91
45.46
43.76
40.12
61.85
39.51
33.77
40.86
48.24
34.35
62.78
73.44
37.07
43.67
57.95
56.97
52.34
49.40
45.04
36.07
54.98
49.92
49.68
71.03
38.76
39.46
52.49
34.72

109.38
88.54
31.72
34.49
49.89
65.26
25.37
2.67

38.35

DL
0.76
0.75
0.23
0.40
0.75
0.26
0.76
0.29
0.23
0.31
0.23
0.40
0.42
0.36
0.21
0.56
0.52
0.40
0.29
0.36
0.25
0.39
0.40
0.32
0.44
0.25
0.23
0.32
0.37
0.35
0.26
0.24
0.28
0.40
0.45
0.04
0.76
0.03
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病靶点进行映射, 最终获得丹参活性成分干预HBV感

染的潜在靶点共178个。

3 丹参“成分--靶点”网络

将 178个丹参干预 HBV 感染的潜在靶点与所属

活性成分对应, 通过Cytoscape3.6.1软件丹参构建“成

分-靶点”网络 (图 1), 并以节点度值、节点介度、节点

紧密度和邻域连通性的中位数为考核指标进行拓扑

学分析 (数值见表 2)。具体的筛选方法是: 首先在网

络中选出度值较大的化合物, 同时兼顾考虑这些化合

物的节点介度、节点紧密度和邻域连通性的中位数大

小, 并辅助参考文献报道进行筛选确定。最终筛选出

核心活性成分有: 丹参醌酚Ⅱ (D25)、丹参新酮 (D26)、

原儿茶酸 (D36)、紫草酸 (D37) 和原儿茶醛 (D38), 提

示这些化合物可能在丹参抗HBV感染中发挥潜在的

作用。

4 丹参靶蛋白的互作网络

由 STRING数据库构建蛋白质交互作用网络 PPI,

该网络 (图 2) 共包含节点 178个、边 395条, 平均节点

度值为 4.44, 平均介数为 0.494。由节点度值作为拓扑

学筛选标准, 每个节点的大小代表度值, 值越大, 节点

越大, 表明此靶点在治疗HBV感染中越重要。经过筛

选得到的排名前 9位靶蛋白分别为磷脂酰肌醇 3激酶

(phosphatidylinositol-4,5-pisphosphate 3-kinase catalytic

subunit alpha, PIK3CA)、β淀粉样前体蛋白 (amyloid

beta precursor protein, APP)、信号传导与活化转录因

子 3 (signal transducer and activator of transcription 3,

STAT3)、LCK 蛋白 (LCK proto-oncogene, Src family

tyrosine kinase, LCK)、白介素 2 (interleukin 2, IL2)、丝

裂原激活蛋白激酶 8 (mitogen-activated protein kinase

8, MAPK8)、丝裂原激活蛋白激酶14 (mitogen-activated

protein kinase 14, MAPK14) 、FYN 蛋白 (FYN proto-

oncogene, Src family tyrosine kinase, FYN)、丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶1 (AKT serine/threonine kinase 1, AKT1)。

各靶点对应的度值如图3所示。

Figure 2 Protein-protein interaction network of antiviral targets in S. miltiorrhiza

Figure 1 Compound-target network of S. miltiorrhiza against hepatitis B virus (HBV)
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5 GO富集分析

通过DAVID数据库对 178个丹参干预HBV感染

的潜在靶点进行GO富集分析 (P < 0.05), 共得到405个

相关条目, 包括278个生物过程, 46种细胞组分, 81种分

子功能。根据P值筛选出每部分的前 10个条目见图 4,

显示丹参干预HBV感染涉及多个生物学过程, 影响多

种细胞组分和分子功能, 如药物反应、氧化还原过程、

炎症反应、RNA聚合酶 II转录因子活性、配体激活的

序列特异性DNA结合等。

6 KEGG富集分析

在KEGG信号通路分析 (P < 0.05) 中共获得 68条

相关信号通路。根据P值的大小及文献调研结果制作

的相关信号通路气泡图显示, 丹参干预HBV感染涉及疾

病信号通路 (insulin resistance、proteoglycans in cancer)、

Figure 3 Degree values of targets in protein-protein interaction

network

Table 2 Topological parameter values of compound-target network of S. miltiorrhiza against HBV

NO.
D25
D26
D3
D4
D8
D10
D12

D13

D16
D19
D20
D27
D28
D7
D9
D11
D14
D15
D17
D18
D21
D22
D23
D24
D30

D33
D34
D1
D6
D29
D31
D35

D2
D32
D37
D38
D5
D36

Compound
Miltionone Ⅱ
Miltirone
Isoimperatorin
Dehydrotanshinone II A
5,6-Dihydroxy-7-isopropyl-1,1-dimethyl-2,3-dihydrophenanthren-4-one
(E)-3-[2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-7-hydroxy-benzofuran-4-yl]acrylic acid
2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(3-hydroxypropyl)-7-methoxy-3-benzofuran‐

carboxaldehyde

Formyltanshinone

Danshenol B
Deoxyneocryptotanshinone
Dihydrotanshinone Ⅰ
Neocryptotanshinone II
Neocryptotanshinone
α-Amyrin
2-Isopropyl-8-methylphenanthrene-3,4-dione
4-Methylenemiltirone
Methylenetanshinquinone
Sclareol
Danshenol A
Cryptotanshinone
C09092
Isocryptotanshinone
Isotanshinone II
Miltionone Ⅰ
(2R)-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-[(Z)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acryloyl]oxy-propi‐

onic acid
NSC 122421
Tanshinone IIa
Poriferasterol
Digallate
1-Methyl-8,9-dihydro-7H-naphtho[5,6-g]benzofuran-6,10,11-trione
(Z)-3-[2-[(E)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)vinyl]-3,4-dihydroxy-phenyl]acrylic acid
(6S)-6-(Hydroxymethyl)-1,6-dimethyl-8,9-dihydro-7H-naphtho[8,7-g]benzofuran-

10,11-dione

Poriferast-5-en-3beta-ol
Salviolone
Lithospermic acid
Protocatechualdehyde
Baicalin
Protocatechuic acid

Degree
15
15
15
15
15
15
15

14

14
14
14
14
14
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

13
13
12
12
12
12
11

10
10
10
10
9
9

Betweenness
0.059
0.035
0.025
0.055
0.066
0.039
0.065

0.089

0.071
0.027
0.031
0.036
0.049
0.077
0.078
0.060
0.023
0.043
0.057
0.034
0.023
0.051
0.073
0.027
0.076

0.056
0.021
0.064
0.045
0.016
0.099
0.015

0.061
0.062
0.047
0.033
0.047
0.024

Closeness
0.317
0.311
0.265
0.302
0.319
0.335
0.321

0.314

0.293
0.310
0.310
0.296
0.326
0.314
0.300
0.230
0.295
0.345
0.338
0.332
0.309
0.266
0.310
0.314
0.313

0.262
0.283
0.307
0.331
0.278
0.317
0.277

0.267
0.240
0.294
0.231
0.262
0.231

Neighborhoodconnectivity
7.867
9.200
4.267
4.733
5.200

10.533
7.600

3.714

3.286
9.643

10.286
9.286
9.643
4.462
3.769
1.692

10.231
10.538
8.923

10.154
10.769
3.923
3.462

10.923
4.231

3.846
10.308
4.167
8.917

10.833
5.250

11.364

3.500
2.200
4.300
3.100
3.000
3.333
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免疫信号通路 (T cell receptor signaling pathway、Fc

epsilon RI signaling pathway、B cell receptor signaling

pathway、Toll-like receptor signaling pathway)、炎症信号

通路 (TNF signaling pathway)、代谢信号通路 (nitrogen

metabolism、steroid hormone biosynthesis、arachidonic

acid metabolism) 及信号转导信号通路 (cAMP signaling

pathway、mTOR signaling pathway、PI3K/AKT signaling

pathway) 等 (图5)。

7 丹参关键活性成分--靶点的分子对接

将筛选出的核心活性成分丹参醌酚Ⅱ (D25)、丹参

新酮 (D26)、原儿茶酸 (D36)、紫草酸 (D37) 和原儿茶

醛 (D38) 分别与 PPI 网络分析中的前 3 位靶蛋白

PIK3CA (PDB ID: 3HHM)、APP (PDB ID: 3MXC)、

STAT3 (PDB ID: 5AX3) 以及 KEGG 富集分析结果中

Figure 4 GO enrichment analysis of related protein targets

Figure 5 Diagram of KEGG pathway enrichment analysis of related protein targets
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的信号通路蛋白 AKT (PDB ID: 3O96)、mTOR (PDB

ID: 5WBJ) 进行分子对接。分子对接结果显示, 在25对

分子对接关系中, 活性成分与关键靶点的结合能均小

于−5 kJ·mol−1, 表明这 5个丹参活性成分与上述靶蛋白

均具有较高的亲和力 (图 6)。继而利用分子对接软件

AutoDock Vina研究了紫草酸与上述靶蛋白的结合情

况。结果如图 7所示, 紫草酸与各靶点中的多个位点

的氨基酸残基 (如谷氨酰胺、苯丙氨酸、亮氨酸等) 具

有结合能力, 结合力主要有氢键和苯环 π共轭效应等。

同时, 在相同空间距离下, 紫草酸能够更多地与靶点

mTOR的氨基酸残基结合, 与分子对接热图中紫草酸

与mTOR的高结合活性结果一致。

8 紫草酸抗HBV药效及作用靶点验证

为了验证网络药理学预测的丹参成分干预HBV

感染相关分子作用机制的可靠性, 本文以紫草酸为例

进行了实验验证。如图 8和表 3所示, 与模型组相比,

Figure 8 Lithospermic acid significantly inhibited the replication of HBV DNA in an HBV replicating mouse model. A: Serum HBV DNA

(n = 7); B: Intrahepatic HBV DNA (n = 5). x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs model; LA: Lithospermic acid; ADV: Adefovir dipivoxil

Figure 7 Molecular docking bonding pattern diagram of lithospermic acid bound to PIK3CA (A), APP (B), STAT3 (C), mTOR (D), and

AKT1 (E)

Figure 6 Heat map for binding energy of key compounds and

targets of S. miltiorrhiza against HBV
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紫草酸给药1～3周均能明显抑制血清HBV DNA的复

制, 且给药后第 3周能明显降低肝组织HBV DNA、血

清 HBsAg 和 HBeAg 的水平 , 表明紫草酸在体内具有

较明显的抗HBV作用。根据KEGG信号通路富集分

析结果 , 也初步考察了紫草酸对模型小鼠 PI3K/AKT

和mTOR信号通路的影响。结果显示, 给药后第21天,

相对于模型组, 20 mg·kg-1紫草酸给药组AKT和mTOR

的磷酸化水平明显下调 (图 9)。综合上述网络药理学

研究结果及实验验证, 表明紫草酸抗HBV作用可能与

调控PI3K/AKT和mTOR信号通路相关。

讨论

丹参的活性成分主要分为水溶性和脂溶性两大

类, 具有广泛的药理活性[35]。文献报道丹参的水溶性

成分原儿茶醛[14]、原儿茶酸[15]和紫草酸[16]均能抑制

HBV的复制, 但是针对其他成分抗 HBV的作用未见

报道。本文通过成分-靶点网络预测, 同时结合文献报

道, 筛选出丹参干预HBV感染的关键成分丹参醌酚Ⅱ

(D25)、丹参新酮 (D26)、原儿茶酸 (D36)、紫草酸 (D37)

和原儿茶醛 (D38)。研究表明 , 丹参醌酚Ⅱ具有防凝

血、改善血液循环的作用[36]; 丹参新酮能抑制血小板聚

集及抗炎、镇静等功效[36,37]; 丹参注射液在治疗慢性乙

型肝炎时通过多种作用机制发挥药效, 包括降低血黏

度、改善肝脏微循环、扩张毛细血管、清除肝内氧自由

基等[13]。多酚类化合物在体内外具有较好的抗 HBV

活性, 如表没食子儿茶素-3-没食子酸酯在HepG2.2.15

细胞中能通过 ERK1/2 介导的 HNF4α下调抑制 HBV

复制[38]; 绿原酸、奎宁酸和咖啡酸在体外和鸭乙肝模型

上均能明显抑制 HBV DNA 的复制和 HBsAg 的分

泌[39]。多酚类化合物紫草酸能抑制HBV[16]和HIV[40]的

复制。上述文献表明, 本文预测的这 5个丹参有效成

分可能具有抗HBV活性。本文通过在HBV复制小鼠

模型上进行药效学评价, 验证了紫草酸具有明显的抗

HBV活性。

根据蛋白互作 PPI网络预测的丹参关键活性成分

干预 HBV 感染的关键靶点包括 PIK3CA、STAT3、

APP、IL-2和AKT1等。PIK3CA是一种磷脂酰肌醇激

酶, 能靶向调控癌症的发生发展。由 PIK3CA基因编

码的产物 P110α是 PI3K 的一种催化亚基, 介导 PI3K/

AKT/mTOR 信号通路的激活 , 促使癌症的恶性转

化[41]。通过对与临床和遗传特征相关的肝癌亚群

(G1～G6) 的转录组分析发现, G2亚群中存在高拷贝

的 HBV 感染和 PIK3CA 突变[42]。同时 , PIK3CA 也参

与调节乙型肝炎后期肝硬化阶段肝细胞的增殖分

化[43]。STAT3是一种转录因子, 参与调控细胞的增殖、

凋亡和癌变过程 , 在病毒感染中也起着关键作用。

HBV可激活STAT3促进自身的复制, 同时阻止受病毒

感染的肝细胞发生凋亡[44]。APP是一种跨膜蛋白, 会

与铜离子和锌离子结合, 影响机体的氧化损伤反应。

Wang等[45]在研究其水解产物 β-淀粉样蛋白 (amyloid

β-protein, Aβ) 的清除过程中发现, HBV感染的肝硬化

患者Aβ的表达水平显著高于非携带者, 且血浆中Aβ

的表达水平与肝功能受损程度正相关, 说明HBV感染

可能参与调控APP的水解过程。此外, 细胞免疫中的

Th1亚类细胞会分泌 IL-2, 激活细胞毒性T淋巴细胞的

抗病毒免疫反应[46]。AKT1属蛋白激酶, 参与细胞凋

亡及葡萄糖代谢等细胞过程, 其激活依赖于PI3K信号

转导途径, 是该途径的关键节点蛋白。乙型肝炎病毒

基因组X区所编码的蛋白 (hepatitis B virus X protein,

Figure 9 Influence of LA on the protein expression of p-AKT, AKT (A) and p-mTOR, mTOR (B) in liver tissues of mice. n = 4, x̄ ± s. *P < 0.05

vs pAAV-HBV1.2

Table 3 Inhibitory effects of LA on serum HBsAg and HBeAg

levels in an HBV replicating mouse model. n = 7, x̄ ± s. *P < 0.05,
**P < 0.01 vs model

HBsAg

HBeAg

Group

Model

ADV

LA

Model

ADV

LA

Dose/
mg·kg-1

-

10

20

40

-

10

20

40

Serum level/IU·L-1

0 week

61.39 ± 2.22

54.45 ± 8.31

57.89 ± 6.10

62.02 ± 2.92

23.68 ± 1.82

25.58 ± 3.18

25.87 ± 1.59

24.08 ± 1.79

3 week

63.94 ± 8.53

47.52 ± 2.55**

55.34 ± 3.87*

57.72 ± 2.32*

31.22 ± 2.25

24.48 ± 2.53**

25.97 ± 1.70**

25.47 ± 2.20**
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HBx) 可激活AKT抑制肝细胞凋亡, 促进持续的、非细

胞病理的 HBV 复制[47]。microRNA-520a 可抑制 AKT

的激活, 降低HepG2.2.15细胞中的HBV转录和复制水

平[48]。上述文献表明 , PIK3CA、STAT3、APP、IL-2 和

AKT1与HBV的感染密切相关, 分子对接分析也表明

所选的5种活性成分与上述靶蛋白间均有较好的结合

活性, 提示这些靶蛋白可能是丹参关键活性成分干预

HBV感染的关键靶点。

中药可通过抑制病毒复制或增强机体免疫, 发挥

直接或间接的抗HBV作用。KEGG富集分析结果表

明mTOR信号通路、PI3K/AKT信号通路、T细胞受体

信号通路和 Toll样受体信号通路等与HBV感染高度

相关。HBV感染会刺激机体产生一系列的免疫反应。

研究表明, 在HBV慢性感染后, 感染者体内的HBV特

异性CD8+ T细胞会高度表达程序性死亡受体-1, 可使

感染者出现T细胞免疫功能衰竭, T细胞增殖、细胞因

子分泌及细胞毒功能等受到影响, 在阻断程序性死亡

受体-1信号通路后可增强病毒特异性免疫[49]。Toll样

受体在先天免疫中起着关键作用, Toll样受体信号会

抑制HBV复制, 是治疗慢性HBV感染的重要治疗策

略[50]。在某些生理和病理条件下 , PI3K/AKT/mTOR

信号转导通路可调节HBV复制。Wan等[51]研究发现

3,4,5-三氧咖啡因喹啉酸甲酯会激活AKT/mTOR信号

通路促进HepG2.2.15细胞中HBV的复制。文献报道,

HBV感染会激活 AKT, 且使用 PI3K抑制剂 Ly294002

可阻断HBsAg分泌, 进而降低肝细胞上清液中HBsAg

的水平[52]。此外 , PI3K/AKT/mTOR 信号通路可通过

负向调节自噬相关 (ATG) 蛋白的磷酸化激活自噬[53],

而HBV会诱导肝细胞发生自噬而促进自身的复制[54],

且HBx能以PI3K/AKT/mTOR信号通路非依赖方式诱

导自噬小体的形成[55]。蛋白互作 PPI网络预测结果显

示 PIK3CA和AKT1具有较高度值, 两者在 PI3K/AKT

信号通路中扮演重要角色, 同时分子对接也显示紫草

酸与 PIK3CA、AKT1和 mTOR蛋白具有较强亲和力。

本文动物实验结果表明, 紫草酸能明显下调HBV复制

小鼠模型肝组织中通路靶蛋白AKT和mTOR的磷酸

化水平, 提示紫草酸可能通过调控PI3K/AKT和mTOR

信号通路来发挥抗HBV作用, 更为深入的机制有待进

一步研究。值得注意的是, 针对网络药理学预测结果

中鲜有报道的丹参醌酚Ⅱ和丹参新酮的抗HBV作用,

以及免疫相关信号通路如T细胞受体信号通路和Toll

样受体信号通路等与HBV复制的相关性, 还需相关药

理实验结果证明。
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