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基于网络药理学的丹七片治疗冠心病作用机制研究
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摘要: 利用网络药理学方法探究丹七片治疗冠心病的活性成分和作用机制, 为临床冠心病的治疗提供理论依

据。采用TCMSP数据库筛选出丹七片的活性成分及其靶标; 通过GeneCards数据库筛选冠心病的预测靶点; 将两

者靶点进行映射交集; 利用STRING数据库构建蛋白互作网络图并筛选出 65个核心靶点; 再通过DAVID数据库进

行GO (gene ontology) 生物过程和KEGG信号通路富集分析, 最后利用Cytoscape-3.6.2软件构建活性成分-关键靶

点-作用通路网络图。通过建立过氧化氢 (H2O2) 诱导的心肌细胞H9C2损伤模型, 对关键活性成分进行实验验证。

网络药理学研究提示, 丹七片通过槲皮素、木犀草素和丹参酮 IIA等活性成分作用于炎症因子和细胞凋亡相关通路,

改善体内促炎或抗炎失衡, 保护心肌细胞, 从而达到治疗冠心病的目的, 证实了丹七片治疗冠心病多成分、多靶点的

作用特点, 为其进一步的实验研究及临床诊治提供客观依据。
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The mechanism of Danqi tablets in the treatment of coronary heart
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Abstract: We used the network pharmacology to explore the active ingredients and mechanism of action of

Danqi tablets in the treatment of coronary heart disease, providing a theoretical basis for the treatment of clinical

coronary heart disease. The TCMSP database was used to screen for active ingredients and targets in Danqi tablets;

the predicted targets of coronary heart disease were screened through the GeneCards database; then, the intersec‐

tion of the two targets was mapped; we used STRING database to construct a protein interaction network map and

identified 65 cores targets; then, the DAVID database was used for enrichment analysis of gene ontology (GO)

biological processes and KEGG signaling pathways, and finally the Cytoscape-3.6.2 software was used to construct

a network diagram of traditional Chinese medicine-active ingredient-key targets-pathway. The H2O2-induced H9C2

cells injury model was used for experimental verification. The results suggest that Danqi tablets act on inflammatory

factors and apoptosis-related pathways through quercetin, luteolin, tanshinone IIA, and other active ingredients,

and improve proinflammatory or anti-inflammatory imbalances in the body and protect cardiomyocytes. This study

confirms the multi-component and multi-target effects of Danqi tablets in the treatment of coronary heart disease,

and provides an objective basis for their use in further experimental research and the clinical diagnosis and treat‐
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ment of coronary heart disease.
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2018年世界卫生组织报告显示, 冠心病 (coronary

heart disease, CHD) 引起的慢性心血管疾病已成为全

球的头号死因[1]。CHD是由于冠状动脉粥样硬化使管

腔狭窄或闭塞, 导致心肌缺血、缺氧或坏死而引发的心

脏病, 是临床常见的心血管疾病。冠心病属于中医“胸

痹”和“真心痛”范畴, 其中血瘀证作为冠心病的最基本

证素贯穿始终[2]。对应治则“活血化瘀”临床疗效确

切, 获得中医药界第一个国家科技进步一等奖。与此

对应的活血化瘀中药丹参和三七使用频率最高, 由此

形成的丹七片组方简单 , 临床广泛使用[3], 已被列入

2010年国家药典[4]。前期研究提示, 丹七片对冠心病

具有心肌保护作用[5], 但是丹七片治疗CHD的作用机

制报道较少, 缺乏起效成分与对应靶标的确认。因此,

本研究从网络药理学入手 , 对其治疗 CHD 的起效成

分、潜在靶点及其通路进行研究。

网络药理学是基于系统生物学的理论, 对生物系

统的网络分析, 选取特定信号节点进行多靶点药物分

子设计的新学科[6]。它运用系统生物学、网络生物学、

基因冗余度等原理解释疾病发展的过程, 使用网络平

衡的整体观来认识药物与机体的相互作用, 其“多基

因、多靶点”的特点与中医药治疗复杂疾病的治疗理念

相吻合, 具有较高的应用价值。因此, 针对丹七片治疗

CHD的作用机制, 本研究采用网络药理学研究方法,

对丹七片的作用物质基础及机制进行研究, 为临床冠

心病的治疗提供理论依据, 为中药复方多靶点、多成分

作用模式的研究提供新思路。

材料与方法

丹七片活性成分及靶标蛋白的筛选 本研究采用

中药系统药理学分析平台 TCMSP[7] (http://tcmspw.

com) 检索丹参和三七主要活性成分及作用靶点。以

口服生物利用度 (oral bioavailability, OB)≥30%和类药

性 (drug like, DL)≥0.18作为筛选条件。借助Uniprot[8]

(https://www.uniprot.org/) 数据库 , 通过导入筛选得到

的蛋白名称并限定物种为人, 使靶点的蛋白和基因信

息标准化。

CHD 相关靶点的筛选 通过 GeneCards (https://

www.genecards.org/) 数据库进行系统挖掘, 以“coronary

heart disease”作为关键词进行检索及筛选, 再与丹七

片作用靶点相映射, 得到交集靶点, 即为丹七片活性成

分治疗CHD的潜在作用靶点。

蛋 白 质 相 互 作 用 (protein-protein interaction

network, PPI) 网络的构建和关键核心靶点的筛选 将

得到的交集靶点蛋白上传到STRING (https://string-db.

org/) 数据库, 选择研究物种为人类, 进行蛋白与蛋白

的相互作用分析, 导出TSV格式文件。将“node1、node2

和 Combine score”数据导入 Cytoscape-3.6.2 软件进行

可视化处理 , 并利用 Cytoscape-3.6.2 软件中 Network

Analyzer计算节点度 (degree) 等拓扑参数来评价靶点

度中心性, 确定关键核心靶点。

丹七片治疗CHD潜在靶点作用通路的筛选、注释

和分析 将潜在作用靶点导入 DAVID (https://david.

ncifcrf.gov/) 数据库 , 对靶点进行通路富集分析。在

DAVID数据库的基因列表中复制粘贴基因列表, Select

Identifier 选择“official gene symbol”, List Type 设置为

“gene list”, 提交基因列表 , 选择对应的物种“Homo

sapiens”, 选择 GO (gene ontology) 生物学过程富集分

析和KEGG信号通路富集分析。筛选条件设定阈值P<

0.01, 得到靶点蛋白在基因功能和信号通路中的作用。

“活性成分-潜在靶点-作用通路”网络构建 使用

Cytoscape-3.6.2软件构建“中药-活性成分-潜在靶点-

作用通路”网络, 该网络由丹参和三七两味药材及其对

应的活性成分、交集靶点蛋白和作用通路 4个部分组

成。通过度中心性分析 , 研究丹七片治疗 CHD 多成

分、多靶点和多通路的作用机制。

药物无毒范围筛选 将 H9C2 心肌细胞以 8 000

个/孔的密度接种到 96孔板中, 放置于 37 ℃、5% CO2

恒温培养箱中培养, 24 h后从培养箱中取出 96孔板。

弃去培养液, 加入含有不同浓度的丹参酮 IIA (50、75、

100和 200 μmol·L-1) 的培养基以及在正常对照组加入

DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 完全培

养液各 100 μL, 每组设置 6个复孔, 重新放回培养箱中

培养。培养 25 h后, CCK-8 (cell counting kit-8) 法检测

细胞活力。

过氧化氢 (H2O2) 诱导的心肌细胞损伤模型的建

立和药物处理 心肌细胞 H9C2 置于 37 ℃、5% CO2

恒温培养箱里培养, 经细胞计数后, 按照 8 000个/孔,

将心肌细胞接种至 96 孔板中 , 继续放入培养箱中培

养 , 24 h 后从培养箱中取出 96 孔板 , 待细胞生长至

80% 时 , 加入含有不同浓度的丹参酮 IIA (50、75、100

和 200 μmol·L-1) 的培养基以及在正常对照组加入

DMEM完全培养液各 100 μL, 每组设置6个复孔, 重新
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放回培养箱中培养, 24 h后, 加入 50 μmol·L-1 H2O2刺

激H9C2心肌细胞1 h, CCK-8法检测细胞活力。

CCK-8法检测细胞活力 上述实验结束后, 弃去

培养基, 每孔加入 100 μL的DMEM和 10 μL的CCK-8

试剂, 37 ℃、5% CO2恒温培养箱继续孵育 2 h, 结束后

取出 96孔板, 用酶标仪检测, 450 nm处检测吸光度值

(A)。将正常组的细胞活力看作 100%, 其他组都与正

常组比较, 得到细胞的相对存活率, 确定丹参酮 IIA对

于心肌细胞的影响。

结果

1 丹七片主要活性化合物的筛选

本研究通过 TCMSP 平台检索到丹七片共有 321

个化合物, 依据OB≥30%和DL≥0.18共筛选出主要活

性化合物 73个, 其中丹参有 65个, 三七有 8个。通过

Uniprot数据库对丹七片中活性成分对应靶点蛋白进

行标准化处理, 去除重复后, 得到丹参对应靶点蛋白

156个, 三七对应靶点蛋白181个。绿色箭头代表中药,

黄色三角代表活性化合物, 圆形代表对应靶点 (图1)。

Figure 1 The main active ingredients of Radix Salviae and Panax Notoginseng-target network diagram. The green arrows represent tradi‐

tional Chinese medicine, yellow triangles represent active compounds, and circles represent corresponding targets. Use Cytoscape-3.6.2 soft‐

ware to visualize the data
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2 丹七片治疗CHD潜在靶点预测

在 GeneCards数据库中以“coronary heart disease”

为关键词进行检索, 选择物种为“Homo sapiens”, 筛选

CHD相关靶点, 删除重复靶点后得到 2 033个靶点, 将

靶点进行Uniprot ID的标准化。将丹七片和CHD相关

靶点上传至在线韦恩图, 筛选出65个交集靶点 (图2)。

3 PPI网络与核心靶点

丹七片 PPI网络图 (图 3) 共涉及 65个节点和 602

条边, 其中节点越大度值越大, 边的粗细反映连接评

分, 边越粗关系越密切, 颜色由蓝变黄程度与度值呈正

相关。在网络中, 1个节点的度值表示网络中和节点

相连的节点的数量, 利用节点度值排序确定网络关键

节点是目前网络分析的主要策略之一, 一般认为节点

的连接度≥所有节点连接度 2倍中位数则对整个网络

具有重要的贡献意义[9]。本研究根据网络的拓扑学性

质度值排序确定关键节点, 网络中度值≥中位数 (28) 的

核心靶点共 19个。度值大的靶点在网络中起着关键

的作用 , 其可能是丹七片治疗 CHD 的关键核心靶

点 (表1)。

Figure 3 Network diagram of protein–protein interaction (PPI), according to the protein interaction relationship in the STRING database.

The size of the circle in the figure represents the strength of the interaction between the proteins

Figure 2 Danqi tablets and coronary heart disease (CHD) target

Wayne diagram. Sixty-five intersection targets were screened. Use

online Venn software to visualize data

·· 2945



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(12): 2942 −2950

4 GO生物功能注释及KEGG通路富集

利用 DAVID 数据库对 65 个潜在靶点进行 GO

富集分析 , 获得靶点基因的生物学过程 (biological

process)、细 胞 组 分 (cell component) 和 分 子 功 能

(molecular function) 共 461 条信息 , 将 P<0.01 作为筛

选条件。获得生物过程 149条、细胞组成 20条和分子

功能 28条。选取前 20条目绘制柱状图 (图 4)。利用

DAVID 数据库对筛选出的潜在靶点蛋白进行 KEGG

通路富集分析, 共获得 75条重要通路富集结果, 主要

涉及癌症通路 、HIF-1 (hypoxia inducible factor-1)、

PI3K/AKT (phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase

B)、细胞凋亡和 TNF (tumor necrosis factor) 等信号通

路。根据 P值从大到小选取前 20条通路绘制相应气

泡图 (图 5)。其中 Y轴代表通路名称, X轴代表基因所

占百分比, 气泡面积代表通路富集基因数, 气泡颜色代

表P值的大小。

5 “活性成分-交集靶点-作用通路”网络模型构建与

分析

将活性成分、共同靶点和筛选出的排名前 20条信

号通路导入 Cytoscape-3.6.2软件中, 构建“活性成分-

共同靶点-作用通路”图 (图 6)。如图所示: 蓝色菱形

代表活性, 黄色圆形代表通路, 红色正方形代表作用靶

点。由网络图及节点信息可知: 62个活性成分与排名

前 20条关键信号通路密切相关, 根据“degree值≥2倍

度值中位数”筛选出关键化合物 47个, 共涉及到 41个

靶点。其中排名靠前的有 10个成分, 主要作用于炎症

因子和细胞凋亡相关通路。丹七片多成分作用于多靶

点、多通路, 体现了丹七片多成分、多靶点、多通路相互

协调、共同调节的作用特性。

6 丹参酮 IIA对H2O2诱导的H9C2心肌细胞损伤的

保护作用

丹参酮 IIA在H9C2心肌细胞中无毒范围为 50～

100 μmol·L-1, 对 H9C2 心肌细胞进行 H2O2处理 , 模型

组细胞的存活率为 60% 左右。与模型组相比 , 丹参

酮 IIA 对心肌细胞活力有提高作用 , 浓度为 50、75 和

100 μmol·L-1时有统计学意义 (P<0.05, 图7)。

讨论

辨证论治是中医治疗的特色, 中药的成分复杂多

样, 组方成分更加复杂, 建立能反映中医药整体特色的

研究新策略和新方法迫在眉睫。近年来, 网络药理学

在中医药研究取得了迅速的发展而引发关注[10]。网络

药理学综合了中药活性成分、相关对应靶点和相关疾

病 3个方面, 并将其作为 3种不同类型的节点, 即可构

成“成分-靶点-疾病”网络, 再通过网络分析方法, 从而

揭示中医药治疗相关疾病的起效成分和作用机制。

OB是药物吸收和代谢的重要参数, 其值越高, 代表药

物的生物活性和类药性 DL越好[11], 因此选择以文献

中常用标准OB≥30%且DL≥0.18进行活性成分筛选。

本研究采用网络药理学的方法预测了丹七片治疗

CHD的主要活性成分及潜在靶点分子作用机制, 共筛

选出丹七片中化合物 321个, 活性成分47个, 潜在作用

靶点 248个, 与CHD重合靶点 65个, 涉及 461条GO生

物过程与 75条信号通路, 说明丹七片治疗 CHD具有

多成分、多靶点的特点。

根据“活性成分-共同靶点-通路图”, 按“degree≥2

倍度值中位数”筛选出关键化合物 47个, 前 10名分别

为槲皮素、木犀草素、丹参酮 IIA、鼠尾草酚酮、β-谷甾

醇、4-亚甲丹参新酮、二氢丹参内酯、隐丹参酮、脱氧基

新隐丹参酮和异隐丹参酮 (编号 62、30、56、10、57、13、

23、16、21和 27)。研究显示, 槲皮素具有降低血压、降

血脂、扩张冠状动脉和增加冠脉血流量等药理学作

用, 对冠心病及高血压患者有辅助治疗作用[12], 其机制

可能是通过直接激活氧化应激下的血管内皮祖细胞

(endothelial progenitor cells, EPCs) 下游的 PI3K/AKT

信号通路来影响EPCs的各种生物学行为[13]。木犀草

素具有消炎、抗病毒和免疫调节等药理作用, 临床主要

用于消炎、降尿酸、治疗心血管疾病和肝炎等[14], 课

题组前期研究和文献均报道, 木犀草素通过调节活性

氧介导的 P38MAPK/NF-κB (mitogen-activated protein

kinase/nuclear factor-kappa B) 和钙诱导的线粒体凋亡

信号通路而保护人脐静脉内皮细胞 (human umbilical

Table 1 Topological attribute parameters of Danqi tablets for the

treatment of CHD core targets

Target name
Protein kinase B 1 (AKT1)
Interleukin-6 (IL6)
Proto-oncogene c-Fos (FOS)
Cellular tumor antigen p53 (TP53)
Tumor necrosis factor (TNF)
Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1)
Vascular endothelial growth factor A (VEGFA)
Transcription factor AP-1 (JUN)
Myc proto-oncogene protein (MYC)
Caspase-3 (CASP3)
Matrix metalloproteinase-9 (MMP9)
G1/S-specific cyclin-D1 (CCND1)
Interleukin-2 (IL2)
Bcl-2-like protein 1 (BCL2L1)
Estrogen receptor alpha (ESRα)
Nitric oxide synthase 3 (NOS3)
Interleukin-10 (IL10)
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ)
Intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM1)

Degree
47
41
38
38
38
37
36
35
35
34
31
30
30
29
29
28
28
28
28
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vein endothelial cells, HUVECs), 减少H2O2诱导的氧化

应激损伤[15]。对丹参酮 IIA的研究更为广泛, 本课题

组前期研究表明 , 丹参酮 IIA 能够通过调节 Beclin 1/

LAMP 1 (Beclin 1/lysosomal associated membrane pro‐

tein 1) 相关自噬通路减少多柔比星产生的心脏毒性,

保护心肌细胞[16], 同时丹参酮 IIA还通过激活AMPK/

mTOR (AMP-activated protein kinase/mammalian target

of rapamycin) 信号通路预防心肌梗死后的心力衰竭[17]。

β-谷甾醇有一定的抗炎作用, 且没有激素类药物的不

良反应[18]; 隐丹参酮等衍生物具有抗氧化、抗衰老功

能, 对治疗冠心病、心绞痛等有一定疗效[19]。综上, 丹

七片的前 10个关键化合物基本都具有抗炎、降脂、抗

氧化应激和保护心血管的作用, 且部分已得到实验验

证, 进一步证实了丹七片治疗CHD的起效物质基础。

Figure 4 Analysis of gene ontology (GO) enrichment of potential targets for treatment of CHD with Danqi tablets. The abscissa represents

the number of genes enriched in the pathway, and the ordinate represents the name of the pathway
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根据 PPI网络拓扑参数节点 degree≥2倍度值中位

数的筛选的核心靶点共 19个, AKT1、IL6 (interleukin-

6)、FOS (proto-oncogene c-Fos)、TP53 (cellular tumor

antigen p53)、TNF (tumor necrosis factor)、MAPK1

(mitogen-activated protein kinase 1) 和VEGFA (vascular

endothelial growth factor A) 等。它们主要分为以下几

类: 炎性介质、丝裂原活化蛋白激酶、原癌基因、氧化应

激、能量代谢、凋亡和其他。其中炎性介质主要由细胞因

子白细胞介素 (IL6、IL2和 IL10)、肿瘤坏死因子 (TNF)

和黏附分子 1 (intercellular cell adhesion molecule-1,

ICAM1) 构成。AKT1可以介导体内 PI3K依赖的细胞

黏附、侵袭和转移等效应, 调控细胞凋亡[20]; 有研究显

示, 槲皮素可以通过调节大鼠心肌组织中TNF-α、IL-1β

和丙二醛含量发挥明显的抗炎、抗氧化和抗凋亡作用,

并能有效地保护大鼠急性心肌损伤[21]; MAPK1对细胞

炎症性反应和肿瘤细胞的增殖、分化、转化和凋亡的调

控均有显著影响[22]; IL10是一种抗炎因子, 通过活化

的巨噬细胞来抑制炎症因子如 TNF、IL6 和 IL1 的表

达[23]; BCL2 (B-cell lymphoma-2) 是一种抗凋亡因子, 能

够抑制多种细胞系统的凋亡[24]; 本课题组前期研究发

现, 丹七片通过增加大鼠VEGF-2 (vascular endothelial

Figure 5 KEGG enrichment analysis of Danqi tablets for treat‐

ing CHD potential targets. The abscissa represents the proportion

of the number of genes in the pathway, the ordinate represents the

name of the pathway, the size of the bubble represents the number of

genes, and the redder the color, the more significant the difference

Figure 6 Danqi tablets of active ingredients-common target-pathway network. Yellow nodes represent pathways, red nodes represent core

targets, and blue nodes represent active compounds. Use Cytoscape-3.6.2 software to visualize the data
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growth factor 2) 和降低血清中 NOS (nitric oxide syn‐

thase) 的含量, 发挥对冠心病促血管生成作用[25], 同时

丹七片可以通过调节 PPARγ (peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) 介导的能量代谢通路, 改善

急性心梗大鼠糖脂代谢紊乱和保护心功能[26]。

GO 和 KEGG 通路富集分析结果表明 , 显著富集

通路集中在癌症途径、乙型肝炎、PI3K-AKT 信号通

路、HIF-1信号通路、TNF信号通路、细胞凋亡、T细胞

受体信号通路等方面。PI3K/AKT信号通路可调控炎

症细胞活化和炎性介质释放等途径, 发挥对慢性炎症

调控作用[27]; HIF-1是一种缺氧诱导因子, 可激活编码

参与低氧稳态反应蛋白质的基因, 还可以诱导控制葡

萄糖代谢、细胞增殖和血管形成的蛋白质表达, 在缺血

缺氧心肌中发挥关键作用[28]。以上推断丹七片通过作

用于机体系统相关靶点, 调节炎症、凋亡和氧化应激相

关通路, 从而达到治疗CHD的效果。

综上所述, 本研究通过对丹七片治疗CHD的主要

活性成分及潜在分子作用机制的初步探讨, 得出丹七

片中槲皮素、木犀草素、丹参酮 IIA等有效成分可能通

过 PI3K-AKT信号通路、HIF-1信号通路、TNF信号通

路、细胞凋亡等多个通路作用于 AKT1、IL6、TNF、

MAPK1、VEGFA、IL10、IL2、BCL2、PPARγ和 ICAM1

等多个靶点, 发挥治疗CHD的作用。进一步通过实验

证明, 丹七片中主要特征成分丹参酮 IIA可以有效保

护H2O2导致的心肌细胞凋亡。部分结果已经得到文

献的证实[29,30], 但分子之间的协同用药以及靶点之间

的相互作用尚待进一步研究, 最终为“起效成分清楚、

作用机制明确”的中药药理学研究提供实验依据。
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