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基于网络药理学探讨李氏溃结方治疗溃疡性结肠炎的分子机制

田 瑞 1, 李宇飞 2, 李莹倩 2, 郑继雯 1, 李华山 2*

(1. 北京中医药大学, 北京 100029; 2. 中国中医科学院广安门医院, 北京 100053)

摘要: 利用网络药理学及分子对接方法探究李氏溃结方治疗溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 分子机制。

从中药系统药理学分析平台TCMSP挖掘李氏溃结方中 13味中药相关的化学成分和作用靶点; 通过OMIM数据库、

DisGeNet数据库及GeneCards数据库筛选UC的预测靶点。利用Cytoseape 3.7.2软件构建药物-成分-疾病-靶点网

络; 基于String数据库, 构建李氏溃结方治疗UC靶点互作网络, 根据拓扑学参数筛选李氏溃结方治疗UC的核心靶

点。利用R包 clusterprofile对交集基因进行转换, 对疾病与药物交集靶点进行GO生物学过程富集分析和KEGG通

路注释分析。结果发现, 李氏溃结方化合物-UC-靶点网络包含 149个化合物和相应靶点 108个, 核心靶点涉及信号

转导与转录激活因子3、白介素6、肿瘤坏死因子、C-X-C趋化因子配体8、白介素2等。GO功能富集分析得到2 371个

GO条目; KEGG 富集筛选得到 155条通路, 主要涉及炎症性肠病信号通路、PI3K-AKT 信号通路、NF-κB信号通路、

TNF信号通路、Toll样受体信号通路等。结果显示: 关键药效分子与核心靶点均能稳定结合, 其中与 IL2、TNF-α、

MAPK1、RELA结合能更低。本工作预测了李氏溃结方治疗 UC 疾病的可能作用机制, 为进一步寻找其有效成分和

作用机制奠定基础。
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Abstract: We used network pharmacology and molecular docking to investigate the molecular mechanism of

Lishi-Kuijie decoction (KJF) in the treatment of ulcerative colitis (UC). Chemical components and targets related

to the 13 herbs of Chinese Materia Medical in KJF were searched through the Traditional Chinese Medicine Systems

Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP). The UC-related targets were identified through OMIM,

DisGeNet and GeneCards databases. Using Cytoscape 3.7.2 software a drug-compound-disease-target network was

established. The target interaction network and core target for KJF against UC was built and selected based on the

String database and topological parameters. Using the R package clusterprofile in Bioconductor, the intersection

genes and the disease-drug intersection targets were transformed to Entrez gene ID, followed by gene ontology

biological process enrichment analysis and KEGG pathway annotation analysis. The KJF compound-UC target

network contained 149 compounds, 108 corresponding targets and 12 core targets (including signal transducer and

activator of transcription 3, interleukin 6, tumor necrosis factor, c-x-c motif chemokine ligand 8, interleukin 2,

etc.). We identified 2 371 GO terms and 155 pathways (mainly involving IBD, PI3K-ATK, NF-kappa B, TNF, Toll-

收稿日期: 2020-04-15; 修回日期: 2020-05-17.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (81673988).

*通讯作者Tel: 86-10-88001025, E-mail: lihuashan@263.net

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-0556

·· 2657



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(11): 2657 −2664

like receptor signaling pathway) as determined by enrichment analysis. Molecular docking, used with the key

molecular factors and the core targets, revealed stable binding for IL2, TNF-α, MAPK1 and RELA. These results

suggest the possible molecular mechanism of KJF in treatment of UC and lay the foundation for further charac‐

terization of the components and their mechanisms.
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溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 是一种影响

结肠的慢性特发性炎症性疾病, 其发病率在全球范围

内逐渐增高。我国和发达国家相比, UC发病率较低,

但近 20年来因其就诊人数呈快速上升趋势[1], 故而越

来越受大众的重视。UC发病原因复杂, 发病机制尚不

明确, 目前认为是免疫功能异常、感染、遗传及环境等

因素相互影响的结果, 因此西医以诱导并维持临床缓

解以及内镜下缓解为治疗目标, 正在积极研发具有新

靶点的药物[2]。中医将其归于“肠澼”、“久痢”、“泄

泻”、“痢疾”等范畴, 病因涉及感受外邪、情志内伤、劳

倦过度、饮食不节 (洁) 等。其发病机制是湿热邪滞肠

道、脾气亏虚、肠络受损而致里急后重、下痢赤白黏液,

其发病特点是寒热错杂、本虚标实。《诸病源候论·赤白

痢候》谓:“然其痢而赤白者, 是热乘于血, 血渗肠内则

赤也; 冷气入肠, 搏于肠间, 津液凝滞则白也; 冷热相

交, 故赤白相杂。”

李氏溃结方 (Lishi-Kuijie decoction, KJF) 是广安

门医院李华山教授的经验方, 李华山教授结合自身数

十年临床经验, 认为UC的辨证分型以脾气虚弱, 兼夹

湿热为主。该方由黄芩 (HQ)、葛根 (GG)、黄连 (HL)、

党参 (DS)、茯苓 (FL)、炒白术 (BZ)、白扁豆 (BBD)、陈

皮 (CP)、莲子心 (LZX)、山药 (SY)、桔梗 (JG)、砂仁

(SR)、甘草 (GC) 组成, 方中党参、白术、茯苓、甘草补气

健脾; 莲子心清心安神; 山药、白扁豆补脾渗湿; 砂仁

醒脾; 陈皮健脾和胃, 行气宽中; 葛根升清陌, 止泻利;

黄芩、黄连清里热; 桔梗升清, 宣肺利气, 用以载药上

行。该方在临床获得了较好的疗效, 症状缓解明显, 复

发率降低。

中药复方具有多成分、多靶点、多途径协同作用的

特点, 故而复方的药效物质基础和作用机制尚不明确,

缺乏科学的药效评价体系。网络药理学作为药物研究

的新模式, 基于“疾病-基因-靶点-药物”相互作用网

络, 系统综合地观察药物对疾病网络的干预与影响, 与

中医药整体观、辨证论治的观念不谋而合[3]。基于此,

本研究应用网络药理学的方法, 分析李氏溃结方的药

效物质基础和可能的分子机制, 探究该方的多成分、多

靶点和多途径的作用机制, 为进一步研究提供思路。

材料与方法

李氏溃结方活性成分和相关靶点筛选 分别以

“李氏溃结方”所包含药物为检索词 , 通过 TCMSP

(https://lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php) 检索其化学成分, 按

照口服吸收率 (OB≥30%) 及类药性 (DL≥0.18) 作为活

性成分筛选条件[4], 并增加Pubmed数据库中未纳入筛

选标准、但研究报道有生物活性和药理作用的化合物。

其中 Pubmed数据库中获得的活性成分通过Drugbank

数据库收集靶点。

UC 相关靶点预测 以“ulcerative colitis”为检索

词 , 检索 GeneCards 数据库 (https://www. GeneCards.

org/)、DisGeNet 数 据 库 (https://www. disgenet. org/)、

OMIM数据库 (https://www.omim.org), 获取UC相关靶

点。应用GeneCards数据库[5]筛选得分大于 5的基因;

应用DisGeNet数据库查询来源为CTD-human数据库

中的得分大于 0.05 的基因 ; 应用 OMIM 数据库收集

UC相关基因, 并通过Uniprot数据库进行标准化。将

上述收集到的靶点与李氏溃结方靶点取交集, 即为药

物影响疾病的潜在靶点。

药物-成分-疾病-靶点作用网络图 将获得的交

集靶点以及药物化合物导入Cytoscape 3.7.2软件[6], 绘

制李氏溃结方与UC“药物-成分-疾病-靶点作用网络

图”。并使用 CytoNCA 对网络进行拓扑学性质分析,

分析节点最大中心性 (MCC)、连接度 (degree) 和介数

中心性 (betweenness) 等参数, 并依据degree降序排列。

PPI 网络构建 将获得的交集靶点 , 通过 String

11.0 数据库 (https://www. string-db. org), 设定物种为

“human species”, 选定得分 (score) 大于 0.7 绘制蛋白

互作图 (protein-protein interaction, PPI)。并对所获得

的PPI网络, 按相互作用频次分别计数, 绘制“PPI网络

蛋白频次条形图”。

Hub网络获取 将由 String数据库中获得的网络

导入Cytoscape 3.7.2, 使用Compound Spring Embedder

(CoSE) 创建网络图[7], 设置degree越高的节点越大。并

使用 cytoHubba插件计算网络中的各节点的MCC值,

选择MCC值最大的前20个节点建立Hub基因网络。

分子对接验证 应用分子对接模拟软件AutoDock

对 degree≥19的关键药效分子与筛选的 12个核心靶点
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及与UC相关的靶点 γ干扰素 (interferon-γ, IFN-γ) 和转

化生长因子 β (transforming growth factor-β, TGF-β) 进

行受体-配体对接模拟计算, 对接运算采用拉马克遗传

算法, 对接过程选用半柔性对接, 运行次数为 50次, 最

大能量评价为 2 500 000, 以靶点蛋白相应的配体作为

阳性对照。完成全部的对接模拟之后, 根据关键药效

分子和核心靶点最低结合能值绘制热图。

GO富集分析与KEGG通路分析 将交集得到的

108 个靶点 , 利用 Bioconductor 中的 R 包 clusterprofile

version 3.12.0, 设定 P 值小于 0.05, 进行 GO (gene

ontology) 富集分析及 KEGG 富集分析[8], 并应用 R语

言绘制KEGG富集气泡图, 显示富集最多的前 20条通

路, 并使用pathview图形化显示KEGG富集结果。

结果

1 李氏溃结方药物-成分-疾病-靶点网络的构建

根据OB和DL的界定值, 剔除重复和不符合要求

的化合物, 并结合其他文献检索结果, 最终得出 149个

活性成分, 其中白扁豆、茯苓各 1个, 葛根、砂仁各 2个,

白术、桔梗各 3个化学成分, 陈皮 4个, 山药 8个, 党参、

黄连、莲子心各9个, 黄芩28个, 甘草94个。利用149个

化合物与靶点的关系构建药物-成分-疾病-靶点作用

网络图 (图 1), 并对获得的网络进行拓扑学计算, 结果

见表1。

在药物-成分-疾病-靶点相互作用网络中, 共包括

270个靶点和 1 477条边, 每条边表示化合物和靶点之

间的关系。表 2根据化合物 degree值降序排列, 从表

中可发现槲皮素 (MOL000098) 具有最高的 degree值,

为 76; 其次是木犀草素 (MOL000006) 为 40; 再次是

汉黄芩素 (MOL000173) 为 29; 山奈酚 (MOL000422)

为 24; 川 陈 皮 素 (MOL005828)、甘 草 查 尔 酮 a

(MOL000497) 各为19。这些degree值较高的关键有效

分子可能在李氏溃结方中起着重要的药理作用, 表明

这些化合物在李氏溃结方中治疗UC的可能性较大。

Figure 1 Lishi-Kuijie decoction (KJF) drug-compound-disease-target network diagram. The yellow nodes represent intersection targets,

the blue nodes represent compounds, the green nodes represent drug
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2 李氏溃结方治疗UC核心靶点分析

通过GeneCards数据库筛选共得到 786个基因; 通

过DisGeNet数据库筛选共得到 59个基因; 通过OMIM

数据库收集UC相关基因 1个。将疾病与药物基因取

交集后共得到108个交集基因。将108个交集基因导入

String 11.0数据库, 共得到节点 (number of nodes) 107

个, 边 (number of edges) 1 108条。在 PPI网络中李氏

溃结方化合物靶点和UC的靶点交集前 30位分别为丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶 (serine-threonine protein kinase,

AKT1)、信号转导与转录激活因子 3 (signal transducer

and activator of transcription 3, STAT3) 和白介素 6

(interleukin 6, IL6) 等 (图 2A)。从这些靶点也可以大

致观察出李氏溃结方治疗 UC的治疗靶点。图 2A为

按照相互作用频次绘制的网络蛋白频次条形图。计算

网络中 107 个节点的 MCC 值 , 并据此筛选 Hub 基

因 , 图 2B 为前 20 位 Hub 基因网络。前 12 位分别为

STAT3、IL6 及肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor,

TNF) 等 (图 2B)。其中STAT3和 IL6在该网络中MCC

值最大, 为4 106 935 488。

3 分子对接验证结果

绘制最低结合能热图, 如图 3所示。其中横坐标

为靶蛋白, 纵坐标为李氏溃结方的活性成分及其原有

配体, 颜色的深浅代表最低结合能大小。由图可见, 所

有分子与靶蛋白的最低结合能均为负数, 结合能越小

说明分子与靶点蛋白结合越好。本研究发现分子与靶

蛋白的结合能数值大致分布在-1～-7.5 kcal·mol-1, 作

为阳性对照的靶点蛋白各自相应配体的结合能数值大

Figure 2 Protein-protein interaction (PPI) network of KJF compound targets against ulcerative colitis (UC). A: Top 30 frequency of PPI

network of intersection targets; B: Hub gene of PPI

Table 1 Drug-compound-disease-target network topology analy‐

sis. *The proportion of any two nodes can form the shortest path

Network parameter
Number of nodes
Network density
Network diameter
Network heterogeneity
Average number of neighbors
Characteristic path length
Shortest paths
Network centralization

Value
272

0.043
4

1.633
11.765 2

2.49
73 712 (100%*)

0.487

Table 2 Network characteristics of key compound-target network nodes. OB: Oral bioavailability; DL: Drug-likeness; GC: Gancao; HL:

Huanglian; LZX: Lianzixin; DS: Dangshen; JG: Jiegeng; HQ: Huangqin; CP: Chenpi; BBD: Baibiandou

TCMSP-ID
MOL000098
MOL000006
MOL000173
MOL000422
MOL005828
MOL000497
MOL002714
MOL000392
MOL004328
MOL003896
MOL001689
MOL002773
MOL000354
MOL004966
MOL000500
MOL008400
MOL000417
MOL004828
MOL004835
MOL004891

Compound
Quercetin
Luteolin
Wogonin
Kaempferol
Nobiletin
Licochalcone a
Baicalein
Formononetin
Naringenin
7-Methoxy-2-methyl isoflavone
Acacetin
Beta-carotene
Isorhamnetin
3'-Hydroxy-4'-O-methylglabridin
Vestitol
Glycitein
Calycosin
Glepidotin a
Glypallichalcone
Shinpterocarpin

Degree
76
40
29
24
19
19
19
18
17
17
16
15
15
15
15
14
14
14
14
14

Source
GC/HL/LZX
DS/JG/LZX

HQ
GC
CP
GC
HQ
GC

CP/GC
DS/GC
HQ/JG
BBD
GC
GC
GC
DS
GC
GC
GC
GC

OB
46.43
36.16
30.68
41.88
61.67
40.79
33.52
69.67
59.29
42.56
34.97
37.18
49.6
43.71
74.66
50.48
47.75
44.72
61.6
80.3

DL
46.43
0.25
0.23
0.24
0.52
0.29
0.21
0.21
0.21
0.2
0.24
0.58
0.31
0.57
0.21
0.24
0.24
0.35
0.19
0.73
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致分布在-1.7～-5 kcal·mol-1。由图可知, TNF-α、IL2、

MAPK1及RELA对接结果较好, 说明李氏溃结方中化

合物与上述靶点蛋白结合较好。表 3列出了靶点蛋白

的基本信息。

4 靶点生物功能及靶点-通路分析

利用 R 包 clusterprofile 共富集出 2 371 个 GO 条

目, 对前 5个分子功能 (molecular function, MF) 和细胞

组成 (cellular component, CC) 及前 15 个生物学进程

(biological process, BP) 进行可视化展示, 如图 4所示。

蓝色代表 MF, 绿色代表 CC, 粉色代表 BP。Y轴代表

GO 条目 , X 轴代表目标基因集中属于 GO 的基因数

量。在MF中, 细胞因子受体结合、细胞因子活性、激酶

调节活性、磷酸酶结合及核受体活性富集排名靠前; 在

CC中, 囊泡、膜区、膜微区、膜筏及血管内皮细胞增殖

富集排名靠前; 在BP中, 对细菌来源分子的反应、炎症

反应的调节、白细胞-细胞黏附的调节富集排名靠前。

KEGG 通路富集共获得 155 条富集通路 , 其中

前 20条如图 5所示。Y轴代表通路名称, X轴代表KJF

靶向基因占背景基因比率, 气泡面积大小代表目标基

因集中在KEGG的基因数量, 气泡颜色代表富集显著

性。其中与UC有关的包括PI3K-AKT信号通路、肿瘤

坏死因子信号通路、NF-kappa B信号通路、JAK-STAT

信号通路、NOD 样受体信号通路、Toll样受体信号通

Figure 4 GO enrichment of predicted targets of KJF against UC. MF: Molecular function; CC: Cellular component; BP: Biological

process

Figure 3 Heat map for binding energy of key targets with active ingredients of KJF. The abscissa represents the target protein, the ordinate

represents the active ingredient of the KJF and the shade of the color represents the minimum binding energy

Table 3 Information on 14 proteins involved in molecular docking

Target
IFN-γ
IL-6
JAK

STAT3
TGF-β
TNF-α
CCL2

PDB-ID
6E3L
1ALU
4V0G
6NJS
5VQP
2TNF
2LIQ

Ligand-ID
NAG
TLA
PTR
KQV
BMA
TRS
NAG

Target
FOS

ICAM
IL-1β
IL-2
IL-8

MAPK1
RELA

PDB-ID
2WT7
1P53
4DEP
4ZF7
1QE6
6G54
4KV1

Ligand-ID
PO4
NAG
NAG
PEG
SO4
EDO
ALY
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路、IL-17信号通路及MAPK信号通路等。表明李氏溃

结方有效成分可能作用于这些信号通路来达到治疗的

目的。经过筛选, 本研究发现李氏溃结方能够靶向炎

性肠疾病通路 (图 6, KEGG ID: hsa05321, 通过 R 包

Pathview下载, P<0.000 1) 中的大部分靶点 (图 6红色

部分)。由此推测, 李氏溃结方通过影响与炎症性肠病

相关通路, 从而影响UC的发生发展。

讨论

李氏溃结方具有补益脾气、清热止痢的作用, 在临

床上取得了较好的疗效, 但具体作用机制尚不明确。

本研究通过网络药理学探究该方治疗UC的潜在作用

机制。基于表 2 发现 , 槲皮素 (MOL000098)、木犀草

素 (MOL000006)、汉黄芩素 (MOL000173)、山奈酚

(MOL000422)、川陈皮素 (MOL005828)、甘草查尔酮 a

(MOL000497) 的 degree值远高于其他成分, 表明这些

药物成分可能是李氏溃结方治疗UC的主要成分。究

其原因, 它们均属于黄酮类化合物。黄酮类化合物在

中草药中分布广泛 , 并具有抗菌、抗炎及抗氧化功

能[9]。有研究表明[10], 山奈酚及槲皮素能够快速清除

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH) 和 2,2'-联氮-双-3-乙

基苯并噻唑啉-6-磺酸 (ABTS) 自由基, 从而有效抑制

IL6、IL1β、TNF-α的分泌; Chuanput等[11]研究表明, 随

着木犀草素浓度的增加, IL6、IL8、IL1β、TNF-α基因表

达降低; 研究[12]发现川陈皮素对 iNOS和 COX-2抑制

作用较明显, 延缓炎症发展, 最终均能起到抗炎作用。

基于 PPI 及 Hub 基因网络 , 筛选出 STAT3、IL6、

TNF、CXCL8、IL2、IL1β、ICAM1、CCL2、MAPK1、

RELA、JUN及FOS这 12个较为关键的靶点, 意味着李

氏溃结方可能通过以上靶点治疗UC。分子对接的结

果显示 , 李氏溃结方中的活性化合物与 TNF-α、IL2、

MAPK1及RELA结合较好。

肠黏膜免疫异常被认为在UC发病中扮演着重要

的角色, 目前认为自身抗体、细胞因子、Toll样受体、黏

附分子及细胞凋亡等免疫因素导致 UC的发病[13], 此

次研究BP结果显示, 李氏溃结方主要作用于白细胞-

细胞黏附的调节、凋亡信号通路的调控、中性粒细胞介

导免疫等方面。TNF是一种在一定条件下可刺激细胞

增殖和诱导细胞分化的细胞因子, IL是细胞因子中最

主要的一组淋巴因子, IL6对中性粒细胞和巨噬细胞

产生趋化作用, 从而上调免疫反应; IL1β作为 IL1的一种

促炎因子, 它能增加由巨噬细胞所产生的细胞因子, 使

得中性粒细胞向炎症部位聚集, 进入肠道病变部位, 从

而引起一系列的肠道病变, 最终造成UC的发病。IL6

和 IL1β产生协同作用 , 血清浓度与炎症分级呈正相

关[14]。IL2能刺激单核细胞促进其杀伤作用, 以及增

强细胞免疫反应。通过研究发现, 李氏溃结方能够通过

其中药成分中的槲皮素、木犀草素、汉黄芩素及山奈酚靶

向TNF、IL6、IL2、IL1β, 而这些化合物主要存在于甘草、

黄连、黄芩、莲子心、党参及桔梗中, 并且TNF、IL2、IL6

及 IL1β在炎症性肠病信号通路上都是重要靶点 (图

6)。说明李氏溃结方组方合理, 通过上述药物作用于

这些靶点及炎症性肠病通路。但是各药物作用于靶点

具体是上调或是下调表达作用, 还需要进一步研究。

STAT3是STAT蛋白家族的一员, 通过磷酸化反应

被多种细胞因子和生长因子激活 (包括干扰素家族、

Figure 5 KEGG pathway enrichment of predicted targets of KJF against UC
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表皮生长因子、IL5、IL6、肝细胞生长因子、LIF白介素6

家族细胞因子和骨形态发生蛋白 2)。STAT3在细胞刺

激下介导对白介素、KITLG/SCF、LEP和其他生长因子

反应的信号转导和转录激活剂[15], 在细胞生长和凋亡

中起着重要作用。作为炎症反应的调节因子, STAT3二

聚体通过LOXL3去乙酰化和氧化赖氨酸残基的作用

而被破坏, 并抑制其转录活性, 从而调节初始CD4+ T细

胞向辅助性T细胞 (Th17) 或调节性T细胞 (Treg) 方向

分化, 从而调节炎症反应[16]。通过研究发现, 李氏溃结

方中的查尔酮 a能够靶向 STAT3, 在调节 STAT3功能

上发挥作用, 从而影响UC的发生发展 (图6)。

MAPK1 亦称为 ERK2, 是丝裂原活化蛋白激酶

(motigen-activated protein kinase, MAPK) 家族中的重

要一员, 参与了细胞增殖、分化、迁移、衰老和凋亡的过

程, 它与免疫系统、消化道系统、心血管系统及肿瘤等

多种疾病密切相关[17]。有研究[18]显示, MAPK1在UC

模型大鼠的肠黏膜中表达较高, 说明其有可能为启动

肠黏膜自我修复的重要靶点。通过研究发现, 李氏溃

结方中木犀草素能够靶向 MAPK1, 其主要来自于党

参、桔梗和莲子心, 这意味着这 3味中药可能在肠黏膜

Figure 6 Inflammatory bowel disease pathway (KEGG ID: hsa05321) downloaded from R package of Pathview. The red parts represent

the protein targeted by compounds
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自我修复中起到重要作用。

RELA是真核转录因子蛋白家族NF-κB的一个亚

单位, 在免疫应答和炎症反应中扮演重要角色。有研究

表明, RELA的磷酸化一方面可以促进炎症反应[19], 另

一方面它可能抑制了NF-κB调控的炎症反应[20]。这意味

着RELA在炎症反应过程中发挥的作用不仅重要且复

杂。通过研究发现, 李氏溃结方中 7个关键药效分子

可与RELA结合的最低结合能数值为-7.45 kcal·mol-1,

并且最低结合能均小于-1.2 kcal·mol-1, 提示李氏溃结

方与RELA活性位点结合较强[21], 因此推测李氏溃结

方通过作用于RELA, 从而调控RELA的磷酸化, 影响

启动子与转录因子的结合, 最终影响炎症过程。

综上所述, 本文应用网络药理学的方法对李氏溃

结方治疗UC的分子机制进行探讨, 揭示了中药方剂

系统性、整体性的特点, 并为下一步的机制考察提供了

依据, 使后续的研究更有针对性。

作者贡献: 李华山教授资助并指导本研究, 田瑞设计并
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