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基于网络药理-分子对接研究附子理中丸治疗溃疡性结肠炎的作用机制

黄 友, 杨莎莎, 林 夏, 赵生嘉, 魏馨怡, 傅超美*, 张 臻*

(成都中医药大学药学院, 西南特色中药资源国家重点实验室, 四川 成都 611137)

摘要: 利用网络药理学和生物信息学技术预测附子理中丸治疗溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 的作用机

制。选取附子理中丸中 26个入血成分 (23个原型化合物及 3个代谢产物) 为研究对象, 利用 PharmMapper数据库、

SwissTargetPrediction 平台、GeneCards 和 OMIM 数据库筛选及预测附子理中丸入血成分的潜在作用靶点 ; 运用

String数据库和Cytoscape软件构建蛋白相互作用 (PPI) 网络模型; 运用DAVID平台、KEGG及Reactome数据库对潜

在靶点进行GO分析和通路分析; 应用Cytoscape软件构建“药物成分-作用靶点-作用通路”网络; 使用AutoDock

vina软件对入血成分与关键靶点进行分子对接。 结果得到附子理中丸治疗UC的潜在靶点 82个, 靶点主要涉及

有机物反应、细胞凋亡的调节、细胞程序性死亡的调控等生物过程, 通过参与癌症、结直肠癌、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) 和花生四

烯酸代谢等信号通路来发挥治疗UC的作用。本研究从网络药理学的角度预测了附子理中丸治疗UC的作用机制,

表明附子理中丸治疗UC具有多成分、多靶点和多途径的特点, 为进一步深入研究其作用机制奠定了基础。
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Abstract: Network pharmacology and bioinformatics technology were used to predict the mechanism of

action of Fuzi-Lizhong pill (FLP) in the treatment of ulcerative colitis (UC). 26 components (23 prototype

compounds and 3 metabolites) in the blood of FLP were selected as the research objects. PharmMapper database,

SwissTargetPrediction platform, GeneCards and OMIM database were used to screen and predict potential targets

of FLP in blood. The protein-protein interaction network model was constructed by using String database and

Cytoscape software. DAVID platform, KEGG and Reactome databases were used for GO analysis and pathway

analysis of potential targets. Network of drug ingredients-targets-pathways was constructed by Cytoscape software.

AutoDock vina software was used to dock the molecules of the absorbed ingredients of FLP in blood with the key

targets. 82 potential targets of FLP for treatment of UC were obtained. Potential targets mainly involve biological

processes such as response to organic substance, regulation of apoptosis, regulation of programmed cell death,

which played roles in the treatment of UC by adjusting pathways in cancer, Colorectal cancer, Vascular endothelial

growth factor signaling pathway, Mitogen-activated protein kinase signaling pathway, arachidonic acid metabolism

收稿日期: 2019-11-21; 修回日期: 2020-01-16.

基金项目: 国家自然科学基金青年科学基金项目 (81803742); 四川省教育厅自然科学重点项目 (18ZA0187); 成都中医药大学自然基金预研项目

(ZRYY1718); 成都中医药大学杏林学者青年学者专项 (QNXZ2019031).

*通讯作者Tel: 86-28-61800234, E-mail: zhangzhendr@126.com; chaomeifu@126.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2019-0936

·· 1812



黄 友等: 基于网络药理-分子对接研究附子理中丸治疗溃疡性结肠炎的作用机制

and the other signal pathways. From the perspective of network pharmacology, this study predicted the mechanisms

of action of FLP in treating UC, indicating that FLP in treating UC had the characteristics of multiple ingredients,

multiple targets and multiple pathways, which laid a foundation for further research.

Key words: network pharmacology; molecular docking simulation; Fuzi-Lizhong pill; ulcerative colitis;

potential target; pathway

溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 是一种迁

延难愈、易于复发、临床诊断和治疗都较为复杂的慢

性非特异性炎症性肠病 , 被世界卫生组织公认为难

治愈性疾病之一[1]。UC在亚洲国家中的发病率为 7.6/

100 000～14.3/100 000, 呈逐年上升趋势, 已成为临床

常见病[2,3]。然而其发病机制尚未完全明确, 目前治疗

UC的药物常以氨基水杨酸类、糖皮质激素类和免疫

抑制剂类为主, 但因其疗效不稳定、停药后易复发、不

良反应较大等问题使广大患者难以接受[4-6]。中医药

在治疗UC有着辨证论治、不良反应小、疗效显著和复

发率低等优势[7]。

附子理中丸 (Fuzi-Lizhong pill, FLP) 源于《太平惠

民和剂局方》, 治脾胃冷弱, 心腹绞痛, 呕吐泄利, 呕哕

不止, 并皆治之, 是我国临床常用的经典制剂之一, 由

附子 (制)、干姜、党参、炒白术和甘草组成[8,9]。方中附

子辛甘, 散寒止痛; 干姜辛热, 具温中散寒之功效; 党

参甘平 , 具补脾益肺之功效; 白术苦温, 可健脾燥湿;

甘草味甘性平, 有益气补中, 缓急止痛, 兼和药性。现

代研究表明, FLP具有治疗慢性结肠炎、慢性胃炎、肠

易激综合征、功能性消化不良、脾肾阳虚型五更泻和慢

性腹泻等临床应用[10-15], 在治疗脾肾阳虚证UC和慢性

UC中有着疗效显著、不良反应小等优势, 但其作用机

制有待深入研究[16,17]。

本研究采用网络药理学研究策略, 构建“药物成

分-作用靶点-作用通路”网络, 探讨其治疗UC的多成

分、多靶点和多通路作用特征, 预测 FLP对于UC的潜

在靶点及其作用机制, 为其进一步研究奠定基础。本

研究思路流程图见图1。

材料和方法

成分收集 中药发挥药效作用的物质基础是化学

成分的组合, 中药中虽含有众多成分, 但只有被吸收入血

的成分才能产生作用[18], 因此, 基于本课题组前期实验

的结果[19], 选取FLP中26个入血成分 (23个原型化合物

及 3个代谢产物) 为研究对象 (表 1), 并通过 PubChem

数据库及 Chem Bio Draw 软件获得 26 个入血成分的

化学结构。

预测和筛选潜在靶点 以 26 个入血成分为研

究对象 , 通过反向药效团匹配数据库 PharmMapper

(http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/) [20]、SwissTarget

Figure 1 Flow chart of research
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Prediction平台 (http://www.swisstargetprediction.ch/)[21]

及 GeneCards 数据库 (https://www.genecards.org/) 进

行靶点蛋白的预测。再通过 UniProt 数据库 (https://

www.uniprot.org/) 将得到的靶点蛋白进行名称规范。

选取各数据库中与化合物对接得分排名前 10的靶点,

收集整理, 得到FLP入血成分的作用靶点。通过Gene‐

Cards 和 OMIM 数据库 (http://omim.org/) 中输入关

键词“ulcerative colitis”进行检索, 汇总整理, 与入血成

分靶点进行交集, 获得FLP治疗UC的潜在靶点。

蛋白相互作用 (PPI) 网络构建 为了更好地分析

靶点蛋白间的相互作用, 将潜在靶点导入 String数据

库, 限定物种为人, 为确保数据的可靠性, 选择0.7的高

置信度, 保存结果。将结果中的 node 1、node 2和结合

分数 (combined score) 信息导入 Cytoscape 3.7.0 软件

构建PPI网络, 对其网络进行分析, 并将节点 (node) 大

小和颜色设置用于反映度值 (degree) 的大小 , 边

(edge) 的粗细设置用于反映结合分数的大小。

GO分类富集分析与通路分析 将潜在靶点导入

Davidv6.7数据库 (https://david-d.ncifcrf.gov/), identifier

设置为 official gene symbol, list type 设置为 gene list,

物种设置为人类, 进行GO分析和KEGG通路分析 (P<

0.05), 并结合KEGG数据库和Reactome数据库进行通

路注释分析。

“药物成分-作用靶点-作用通路”网络构建 将上

述FLP的入血成分、靶点预测结果、通路分析及对应疾

病, 在 Excel表中分别建立药物-成分、成分-靶点、靶

点-通路和通路-疾病之间的对应关系, 导入Cytoscape

软件, 构建“药物成分-作用靶点-作用通路”网络图。

分子对接 采用 AutoDock vina 软件对 PPI 网络

中度值前3的靶点蛋白与26个入血成分进行分子对接

验证。并用传统治疗药物 5-氨基水杨酸[22] (5-amino

salicylic acid, 5-ASA) 进行对照分析。从 RCSB PDB

蛋白质结构数据库和 PubChem数据库中分别获得靶

点蛋白的三维结构和 5-ASA 的化学结构 , 采用

AutoDock Tools 对上述蛋白受体和配体进行常规处

理, 再用其插件Autogrid得到对接活性位点, 进行分子

对接, 得到结合能 (affinity)。查阅文献[23-25], 本研究以

结合能≤ -5.0 kJ·mol-1为分子与靶点结合性较好。

结果

1 潜在靶点的预测

将 PharmMapper 数据库、SwissTargetPrediction 平

台及GeneCards数据库得到的所有靶点, 删除重复, 整

合得到 FLP入血成分作用靶点 305个。将 GeneCards

和OMIM数据库得到的所有靶点, 删除重复后得到与

UC相关基因 794个。利用Venn作图工具对其进行交

Table 1 Information sheet of chemical compounds. *Indicates metabolites

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24*

25*

26*

Compound
L-Pyroglutamic acid
Fuziline
Talatisamine
Liquiritigenin
Benzoylmesaconine
Benzoylaconine
Liquiritin
Benzoylhypaconine
Mesaconitine
Hypaconitine
Isoliquiritigenin
6-Gingerdione
Formononetin
14-Acetyltalatizamine
6-Gingerol
6-Shogaol
Atractylenolide Ⅱ
Chasmanine
Glycyrrhizic acid
Atractylenolide Ⅰ
Neoline
7-Hydroxycoumarin
Glycyrrhetinic acid
Liquiritigenin-O-GluA
Isoliquiritigenin-O-GluA
Fuziline-O-GluA

MW/Da
129.042 6
453.272 7
421.282 8
256.073 6
589.288 7
603.304 3
418.126 4
573.293 8
631.299 3
615.304 3
256.073 6
292.167 5
268.073 6
463.293 4
294.183 1
276.172 5
232.146 3
451.293 4
822.403 8
230.130 7
437.277 7
162.031 7
470.339 6
432.105 6
432.105 6
629.304 7

Molecular formula
C5H7NO3

C24H39NO7

C24H39NO5

C15H12O4

C31H43NO10

C32H45NO10

C21H22O9

C31H43NO9

C33H45NO11

C33H45NO10

C15H12O4

C17H24O4

C16H12O4

C26H41NO6

C17H26O4

C17H24O3

C15H20O2

C25H41NO6

C42H62O16

C15H18O2

C24H39NO6

C9H6O3

C30H46O4

C21H20O10

C21H20O10

C30H47NO13

Source
Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf.
Aconitum carmichaelii Debx.
Aconitum carmichaelii Debx.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Aconitum carmichaelii Debx.
Aconitum carmichaelii Debx.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Aconitum carmichaelii Debx.
Aconitum carmichaelii Debx.
Aconitum carmichaelii Debx.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Zingiber officinale Rosc.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Aconitum carmichaelii Debx.
Zingiber officinale Rosc.
Zingiber officinale Rosc.
Atractylodes macrocephala Koidz.
Aconitum carmichaelii Debx.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Atractylodes macrocephala Koidz.
Aconitum carmichaelii Debx.
Atractylodes macrocephala Koidz.
Glycyrrhiza uralensis Fisch.
Liquiritigenin
Isoliquiritigenin
Fuziline
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集 (图2), 得到82个治疗UC相关的潜在靶点。

2 PPI网络构建与分析

将 String数据库中获取的靶点蛋白相互作用关系

数据导入Cytoscape软件绘制 PPI网络图, 见图 3。PPI

网路中共有 76个节点 (靶点蛋白)、340条边 (蛋白相互

作用)。节点大小和颜色表示该节点度值的大小, 节点

越大, 由橙色变蓝色对应的度值越大。边的粗细表示

结合分数, 边越粗结合分数值越大。结果表明, 血管内

皮生长因子A (VEGFA, 35)、肿瘤抑制基因 P53 (TP53,

31) 和信号转导与转录激活因子 3 (STAT3, 28) 靶点蛋

白度值排名靠前, 为3个关键靶点。

3 GO富集分析和通路分析

3.1 GO 分析 利用平台 Davaid 6.7 对 FLP 治疗 UC

的潜在靶点进行 GO 分析 , 根据 P value得到基因 GO

本体条目 592条 (P<0.05)。GO富集分析分为 3类: 生

物过程 (BP)、细胞组分 (CC) 和分子功能 (MF)。BP相

关的条目最多, 有 520条, 主要涉及有机物反应、细胞

凋亡的调节、细胞程序性死亡的调控、细胞死亡的调

节、类固醇激素刺激反应、内源性刺激反应、外部刺激

反应的调节和激素刺激反应等方面; CC相关的条目

33 条 , 主要涉及细胞间隙、胞外区和细胞膜等方面。

MF相关的条目 39条, 主要涉及肽链内切酶活性、肽酶

的活动、金属内肽酶活性、蛋白质二聚活动、肽酶的活

性——作用于L-氨基酸的肽和脂质结合等方面。将基

因GO本体条目按P值进行排序, 分别选取BP、CC和

MF的前20绘制气泡图 (图4～6)。

3.2 通路分析 利用Davaid 6.7平台对 FLP治疗UC

的潜在靶点进行KEGG通路富集分析 (P<0.05), 并利

用 KEGG数据库和 Reactome数据库进行通路注释分

析, 见图 7和表 2。图 7显示 FLP的潜在靶点主要涉及

免疫系统、基因表达、信号转导、细胞凋亡、细胞周期和

止血等多个生物过程, 其中免疫系统涉及最多, 这表明

FLP通过调控多个复杂的生物过程来治疗UC, 图中黄

色至白色线条代表潜在靶点富集的通路, 且颜色越黄

P值越小。表 2中得到 21条通路的富集, 主要涉及疾

病通路、炎症相关通路及代谢相关通路等。疾病通路

Figure 4 Biological process enrichment analysis diagram

Figure 2 Venn's diagram of ingredient-disease of Fuzi-Lizhong

pill (FLP)

Figure 3 Protein-protein interaction (PPI) network of potential

targets for FLP treatment of ulcerative colitis (UC)
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主要包括癌症、结直肠癌、肌萎缩性脊髓侧索硬化症

(ALS) 和胰腺癌等通路; 炎症相关通路主要包括血管内

皮生长因子 (VEGF) 和丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK)

等通路; 代谢相关通路包括花生四烯酸 (AA) 代谢和

亚油酸代谢等通路。这也说明大多数癌症的发生与炎

症有着密不可分的联系[26]。

Figure 6 Molecular function enrichment analysis diagram

Figure 5 Cellular component enrichment analysis diagram

Figure 7 Biological function analysis of potential targets for FLP treatment of UC
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Table 2 Enrich KEGG pathways analysis of potential targets for FLP treatment of UC. VEGF: Vascular endothelial growth factor; GnRH:

Gonadotropin-releasing hormone; MAPK: Mitogen-activated protein kinase

ID

hsa05200

hsa05210

hsa05014

hsa05212

hsa05219

hsa05120

hsa05220

hsa04370

hsa00590

hsa04912

hsa04520

hsa05215

hsa05216

hsa04115

hsa05211

hsa04670

hsa04010

hsa05222

hsa04210

hsa04510

hsa00591

Term

Pathways in cancer

Colorectal cancer

Amyotrophic lateral sclerosis

(ALS)

Pancreatic cancer

Bladder cancer

Epithelial cell signaling in

helicobacter pylori infection

Chronic myeloid leukemia

VEGF signaling pathway

Arachidonic acid metabolism

GnRH signaling pathway

Adherens junction

Prostate cancer

Thyroid cancer

P53 signaling pathway

Renal cell carcinoma

Leukocyte transendothelial

migration

MAPK signaling pathway

Small cell lung cancer

Apoptosis

Focal adhesion

Linoleic acid metabolism

Count

21

10

8

8

6

7

7

7

6

7

6

6

4

5

5

6

9

5

5

7

3

Gene

AR, PTGS2, MMP9, PPARG, MET, TGFBR2, TP53, SMAD4, BCL2L1, MMP2,

CDK2, MMP1, STAT3, TGFB1, CTNNB1, CASP3, CCND1, JUN, BAX, VEGFA,

GSTP1

CCND1, CASP3, JUN, BAX, MET, TGFBR2, SMAD4, TP53, TGFB1, CTNNB1

CASP3, TNF, MAPK14, BAX, TP53, BCL2L1, CAT, CASP1

CCND1, VEGFA, TGFBR2, SMAD4, TP53, BCL2L1, STAT3, TGFB1

CCND1, MMP9, VEGFA, TP53, MMP2, MMP1

CASP3, MAPK14, JUN, MET, ADAM17, SRC, PTPN11

CCND1, TGFBR2, SMAD4, TP53, BCL2L1, TGFB1, PTPN11

PLA2G4A, PTGS2, MAPK14, VEGFA, PLA2G2A, SRC, KDR

PLA2G4A, PTGS2, PTGES, PLA2G2A, ALOX5, CYP2E1

PLA2G4A, MAPK14, JUN, PLA2G2A, MMP14, MMP2, SRC

MET, TGFBR2, SMAD4, WAS, SRC, CTNNB1

CCND1, AR, TP53, CDK2, GSTP1, CTNNB1

CCND1, PPARG, TP53, CTNNB1

CCND1, CASP3, BAX, TP53, CDK2

JUN, MET, VEGFA, TGFB1, PTPN11

ITGAL, MAPK14, MMP9, MMP2, CTNNB1, PTPN11

PLA2G4A, CASP3, TNF, MAPK14, JUN, TGFBR2, PLA2G2A, TP53, TGFB1

CCND1, PTGS2, TP53, BCL2L1, CDK2

CASP3, TNF, BAX, TP53, BCL2L1

CCND1, JUN, MET, VEGFA, SRC, KDR, CTNNB1

PLA2G4A, PLA2G2A, CYP2E1

P value

1.27×10-9

7.80×10-7

3.50×10-6

2.77×10-5

1.60×10-4

1.86×10-4

3.20×10-4

3.20×10-4

6.28×10-4

1.34×10-3

2.65×10-3

4.97×10-3

5.50×10-3

1.02×10-2

1.12×10-2

1.59×10-2

1.79×10-2

2.08×10-2

2.33×10-2

3.96×10-2

4.78×10-2

4 “药物成分-作用靶点-作用通路”网络构建

利用Cytoscape软件构建了“药物成分-作用靶点-

作用通路”网络模型图 (图 8) 并用其插件 Network

Analyzer进行分析。该网络有89个节点 (包括1个药材、

26 个入血成分、40 个靶点、21 条通路和 1 个疾病) 和

279条边。度值越大表明与之相连的节点数越多, 在

整个网络中调控作用越大。其中度值较大的入血成分有

6-姜烯酚 (6-shogaol, 9)、异甘草素 (isoliquiritigenin, 9)、

6-姜酚 (6-gingerol, 8) 和甘草次酸 (glycyrrhetinic acid,

8) 等。度值较大的靶点蛋白有TP53 (14)、细胞周期蛋

白 D1 (CCND1, 11)、间质上皮转化因子 (MET, 10) 和

VEGFA (7) 等, 可能是FLP干预UC发挥作用的靶点。

5 分子对接

将 PPI网络中排名前 3的靶点蛋白分别与 5-ASA

Figure 8 Network of drug ingredients-targets-pathways. The green v-shaped node represents drug, the red v-shaped node represents

disease, the yellow squares represent absorbed ingredients in blood, the light blue triangle nodes represent pathways, the green round nodes

represent targets

·· 1817



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(8): 1812 −1822

和入血成分进行分子对接验证, 结果见表 3。若结合

能 < 0, 表明配体分子均能和受体蛋白自发地结合, 结合

能< -5.0 kJ·mol-1, 表明其结合性好, 结合能越小对接

越好[27]。表中 93.6%入血成分都能与靶点蛋白较好地

结合, 且 75.6%的入血成分结合性均好于阳性对照药

5-ASA。其中甘草酸 (glycyrrhizic acid) 与 VEGFA 结

合性最好 (图9), 甘草酸与VEGFA活性位点ARG 421、

ASN 380和 LYS 379形成氢键相互作用, 这是促使其

结合到活性位点的主要作用力。结果表明, 这26种入血

成分与蛋白靶点结合性能较好, 作者前期研究结果中

这些成分又是能够入血的成分, 表明其生物活性较好。

讨论

UC病变绝大多数累及直肠与结肠黏膜及黏膜下

层, 且有研究表明UC患者更容易患结直肠癌[28-30]。但

UC的病因尚未完全明确, 目前认为是由多因素相互作

用导致主要包括免疫、遗传、环境、感染及内部肠道微

生物群等[31,32], 其中免疫功能紊乱被认为是重要致病

因素之一[33], 白细胞介素 (interleukin, IL)、肿瘤坏死因

子 (tumor necrosis factor, TNF) 等与免疫功能密切相关

Table 3 Molecular docking result of absorbed ingredients of FLP in blood. 5-ASA: 5-Amino salicylic acid; VEGFA: Vascular endothelial

growth factor A; STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3; TP53: Cellular tumor antigen P53

Name

14-Acetyltalatizamine

5-ASA

6-Gingerdione

6-Gingerol

6-Shogaol

7-Hydroxycoumarin

Atractylenolide Ⅱ

Atractylenolide I

Benzoylaconine

Benzoylhypaconine

Benzoylemesaconine

Chasmanine

Liquiritigenin-O-GluA

Fuziline-O-GluA

Target

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

STAT3

VEGFA

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

TP53

STAT3

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

TP53

STAT3

VEGFA

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

PDB ID

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

6QHD

5DN2

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

3DCY

6QHD

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

3DCY

6QHD

5DN2

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

Affinity/kJ·mol-1

-8.9

-8.2

-7.3

-6.4

-6.4

-6.9

-7.5

-8.2

-9.0

-5.3

-5.9

-6.7

-4.3

-5.8

-7.1

-6.2

-6.7

-7.0

-6.7

-7.1

-7.9

-7.1

-7.1

-7.9

-6.0

-9.7

-10.8

-8.8

-9.1

-0.7

-10.2

-9.5

-5.9

-8.8

-9.6

-6.0

-8.3

-9.3

-7.9

-9.0

-10.2

-2.1

Name

Formononetin

Fuziline

Glycyrrhetinic acid

Glycyrrhizic acid

Hypaconitine

Isoliquiritigenin

Liquiritigenin

Liquiritin

L-Pyroglutamic acid

Mesaconitine

Neoline

Talatisamine

Isoliquiritigenin-O-GluA

Target

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

TP53

STAT3

VEGFA

TP53

STAT3

VEGFA

VEGFA

STAT3

TP53

STAT3

VEGFA

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

TP53

STAT3

VEGFA

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

VEGFA

STAT3

TP53

PDB ID

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

3DCY

6QHD

5DN2

3DCY

6QHD

5DN2

5DN2

6QHD

3DCY

6QHD

5DN2

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

3DCY

6QHD

5DN2

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

5DN2

6QHD

3DCY

Affinity/kJ·mol-1

-6.9

-7.8

-7.7

-9.0

-8.3

-8.8

-5.7

-9.5

-11.1

-3.4

-11.7

-15.7

-9.0

-9.7

-5.9

-7.9

-8.6

-8.9

-7.2

-7.8

-8.6

-9.3

-9.6

-9.3

-5.2

-5.7

-5.6

-7.7

-10.1

-11.6

-8.6

-8.4

-9.6

-8.5

-8.2

-9.3

-7.1

-8.3

11.9
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的促炎细胞因子能介导UC的发病[34]。本研究结果亦

表明, FLP治疗UC的潜在靶点主要涉及白细胞介素-2

(IL-2)、TNF等细胞因子和与其密切相关的免疫功能。

UC归属中医泄泻、肠澼、滞下、痢疾等范畴, 发病

基础为脾胃本虚, 其中温中健脾和通腑化滞等治疗原则

多为临床应用[35]。FLP堪称温中健脾经久良方, 五药合

用, 共奏温中健脾、温肾助阳、缓急止痛和固本止泻之

功。对该方所含药味的现代研究表明, 化学成分如 6-

姜烯酚能够有效修复受损结肠黏膜, 进而治疗UC[36];

6-姜酚能够通过其抗氧化和抗炎作用对UC引起的睾

丸损伤起到保护作用[37]; 甘草酸能有效地调节紧密连

接蛋白的含量和降低引起肠道炎症的重要介质肿瘤坏

死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) 和白细胞介

素-6 (IL-6), 进而促进UC小鼠的肠黏膜屏障功能的修

复[38]; 7-羟基香豆素通过抗炎作用对UC小鼠有缓解作

用[39]。作为多成分多靶点且作用机制叠加的经典复方

制剂, FZP治疗UC的作用机制研究具有重要意义。

PPI网络图中可见靶点间存在多种相互作用, 连

接度越大, 表明 FLP通过该靶点治疗 UC的可能性越

大。在 PPI 网络中按度值排名筛选出 3 个关键靶点

VEGFA、TP53及 STAT3, 且在分子对接结果中入血成

分都能较好地与靶点结合。VEGFA 是最主要的

VEGF, VEGF可促进间质血管内皮细胞的增生, 在血

液的冲击下, 幼稚的血管内皮细胞形成管腔, 演变为成

熟的毛细血管并具有血管的功能[40,41]。Liao等[42]使用

ELISA 法检测到 UC 患者的组织中 VEGF 表达升高 ,

Jiang 等[43]采用免疫组化法在 UC 患者黏膜中检测到

VEGF表达显著升高。这与UC病变炎症反应有密切

关联, 炎症反应中需要大量的营养和氧, 但重度炎症抑

制血液供应, 使局部表现出明显的缺血状态, 营养和氧

均不足, 间质微血管灌注更不足, 尤其在伴有微血栓形

成后 , 缺血的表现更明显 , 此时需要促进血管生成

VEGF 等细胞因子参与 , 改善缺氧环境[42]。STAT3为

信号转导与转录激活因子 (STATs) 家族成员之一, 是

一种能与靶基因调控区DNA结合的胞浆蛋白, 负责调

控细胞的生长、增殖、分化及凋亡等一系列重要的生理

过程, 在维持稳态中必不可少, 尤其对损伤的上皮组织

再生中起着重要作用[44-46]。有研究[47]通过蛋白免疫印

迹法观察到UC大鼠的结肠组织中 STAT3蛋白表达水

平显著升高。TP53基因是目前发现的与肿瘤相关性

最高的一种抑癌基因, 其编码产生的 p53蛋白与细胞

周期的调控、细胞凋亡和衰老等重要的生物学功能息

息相关 , 通过抑制细胞的生长 , 从而预防癌症的发

展[48,49]。这些结果与网络药理学及分子对接结果共同

表明, VEGFA、STAT3、TP53可能是 FLP治疗UC的关

键靶点, 也间接验证了网络药理学预测靶点的准确性。

根据KEGG分析, FLP治疗UC的主要炎症通路为

MAPK和 VEGF等通路, 其作用机制图如图 10所示。

MAPK通路可被炎性细胞因子和生长因子等多种胞外

刺激因素激活, 之后调节激酶 (ERK)、c-Jun氨基末端

激酶 (JNK) 和 p38 丝裂原活化蛋白激酶 (p38MAPK)

3条级联反应途径, 激活核转录因子-κB (NF-κB), 进而

调控白细胞介素-1 (IL-1)、TNF-α等促炎因子的转录,

导致肠道黏膜炎症的发生[50]。有研究表明[51-53], 通过

降低MAPK信号通路中的 p38、JNK及 ERK的表达水

平, 抑制TNF-α和 IL-6等促炎因子, 进而减轻小鼠UC

症状及巨噬细胞炎症反应。同时结合前期对脾虚泄泻型

大鼠的免疫细胞因子的研究结果[54], 提示 FLP可能通

过抑制MAPK的级联反应, 减少 IL-1、IL-6和TNF-α等

促炎因子的释放, 从而起到抗炎作用, 并改善UC症状。

近年来, 有研究[55,56]发现在 UC患者中, 血清中 VEGF

的水平显著高于健康人群, 提示UC诱导的VEGF信号

通路被激活。VEGF在活动性UC的炎性组织中表达

增强, 可以影响肠黏膜微循环, 加重肠黏膜缺氧损伤。

这提示 FLP可能通过调控VEGF信号通路, 从而下调

细胞分裂周期蛋白 42 (Cdc42) 的表达以改善结肠黏膜

缺氧损伤, 防治UC。

花生四烯酸 (AA) 是人体必需的游离脂肪酸之

一, 在炎症和免疫反应中起到重要的调节作用, 肠道中

AA的代谢产物、细胞因子等活性过高会造成免疫系

Figure 9 Molecular docking of glycyrrhizic acid and VEGFA. The dashed yellow lines represent hydrogen bonds
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统功能明显受损 , 使得肠道癌变的可能性增加[57-59]。

有研究[60]证实, AA代谢过度和氧化损伤可直接损伤结

肠组织, 加剧炎症反应, 是UC发病的重要致病环节。

这提示 FLP可能通过抑制AA代谢过度, 从而减轻结

肠炎症反应与损伤, 进而治疗UC。

综上所述, 本研究以FLP中入血成分为研究对象,

通过网络药理学和生物信息学方法, 对 FLP治疗 UC

的潜在作用靶点及作用机制进行了研究, 为治疗发病

机制复杂的 UC提供了新的参考, 也为 FLP分子模拟

对接及作用机制的深入研究奠定了基础。
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