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  [摘 要] 目的 构建苗药土知母活性成分-作用靶点-肝硬化疾病-通路网络图,对靶点涉及的功能和通

路进行分析,探讨苗药土知母治疗肝硬化的作用机制。方法 通过文献挖掘、TCMSP、TCM@Taiwan和TC-
MID数据库检索苗药土知母主要活性成分,利用Genecards、OMIM、TTD和 MalaCards数据库预测和筛选肝

硬化的作用靶点,两者取交集得到苗药土知母治疗肝硬化的靶点。采用Cytoscape3.7.1软件构建苗药土知母

活性成分-靶点-肝硬化-通路网络互作图。采用ClueGo数据库对靶点进行GO富集分析和KEGG通路分析。
结果 获得苗药土知母23个活性成分,涉及383个靶点。肝硬化涉及3

 

410个基因,两者交集基因有103个。
苗药土知母可能通过介导肝硬化中肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体激活的凋亡信号通路的正调控、铁对翻译

起始的正调控和丝裂原活化蛋白激酶K活性失活的靶点,及其参与的肝硬化中的缺氧诱导因子1信号通路、催

乳素信号通路和叉形头转录因子O信号通路等25条通路治疗肝硬化(P≤0.01)。结论 网络药理学可用于

初步预测苗药土知母治疗肝硬化的潜在靶点,这为进一步的药理机制研究提供科学依据。
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[Abstract] Objective To

 

construct
 

the
 

network
 

diagram
 

of
 

active
 

constituents-target
 

sites-cirrhosis
 

dis-
ease-pathway

 

of
 

Rhizoma
 

Anemarrhenae
 

of
 

Miao
 

medicine,and
 

analyze
 

the
 

functions
 

and
 

pathways
 

involved
 

in
 

the
 

target
 

sites,so
 

as
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

the
 

treatment
 

of
 

cirrhosis
 

with
 

Rhizoma
 

Anemarrhenae
 

of
 

Miao
 

medicine.Methods The
 

main
 

active
 

ingredients
 

of
 

Rhizoma
 

Anemarrhenae
 

of
 

Miao
 

medicine
 

were
 

ob-
tained

 

by
 

TCMSP,TCM@Taiwan,and
 

TCMID.The
 

target
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

was
 

predicted
 

and
 

screened
 

by
 

Genecards,OMIM,TTD
 

and
 

MalaCards
 

databases.The
 

target
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

was
 

obtained
 

by
 

intersection
 

of
 

the
 

two
 

databases.Cytoscape
 

3.7.1
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

network
 

interaction
 

map
 

of
 

active
 

con-
stituents-target

 

sites-cirrhosis
 

-pathway.ClueGo
 

database
 

was
 

used
 

for
 

GO
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

analysis.Results The
 

results
 

showed
 

that
 

23
 

active
 

components
 

and
 

383
 

targets
 

of
 

Rhizoma
 

Anemarrhenae
 

were
 

involved.There
 

were
 

3
 

410
 

genes
 

involved
 

in
 

liver
 

cirrhosis,and
 

103
 

overlapping
 

genes
 

between
 

the
 

two
 

genes.It
 

may
 

mediate
 

positive
 

regulation
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

related
 

apoptosis
 

inducing
 

ligand
 

activated
 

apoptotic
 

signaling
 

pathways,positive
 

regulation
 

of
 

iron
 

on
 

translation
 

initiation,and
 

inactiva-
tion

 

of
 

mitogen
 

activated
 

protein
 

kinase
 

K
 

activity
 

targets
 

in
 

cirrhosis,and
 

25
 

pathways
 

involved
 

in
 

hypoxia
 

in-
ducible

 

factor
 

1
 

signaling
 

pathway,Prolactin
 

signaling
 

pathway
 

and
 

forkhead
 

box
 

O
 

signaling
 

pathway
 

in
 

liver
 

cirrhosis(P≤0.01).Conclusion The
 

network
 

pharmacology
 

can
 

be
 

used
 

to
 

preliminarily
 

predict
 

the
 

potential
 

targets
 

of
 

the
 

treatment
 

of
 

cirrhosis
 

by
 

Rhizoma
 

Anemarrhenae
 

of
 

Miao
 

medicine,which
 

provides
 

scientific
 

ba-
sis

 

for
 

the
 

further
 

study
 

of
 

the
 

pharmacological
 

mechanism.
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work
 

pharmacology

  肝硬化是临床上常见的慢性进行性肝病,由一种

或多种病因长期或反复发作形成的弥漫性肝损害。
其病理特点为广泛的肝细胞反复慢性变性坏死、再生

结节形成、继之纤维组织增生和肝细胞结节状再生,
使肝脏正常小叶结构破坏和血液循环途径发生改变,
造成肝脏变形、缩小、变硬,并形成结节状而致肝硬

化[1]。代偿期肝硬化症状较轻,常缺乏特征性,有乏

力、食欲减退、恶心呕吐、消化不良、腹胀、右上腹不

适、隐痛等症状。当肝功能失代偿时,可出现食欲减

退、体重减轻、疲倦乏力、腹泻、腹痛、腹胀,出血(包括

牙龈或鼻腔出血)、皮肤黏膜紫斑、呕血与便血,还可

以出现精神、神经症状,如嗜睡、兴奋、木僵、昏迷等。
肝硬化早期无明显症状,后期则出现不同程度的消化

道出血、感 染、肝 性 脑 病、肝 肾 综 合 征 等 严 重 并 发

症[2]。肝硬化属于常见疾病,世界各国每年发病率在

25~400人/10万,患者以青壮年男性多见,其中35~
50岁为发病高峰年龄[3]。出现并发症时死亡率高,其
预后与病因、病理类型、肝功能代偿程度、有无并发症

有关,患者配合治疗及护理亦较为重要[4]。目前,中
医药已经被世界许多国家认可,被誉为自然疗法、绿
色疗法。中国又是肝病大国,中医药治疗肝硬化已走

在世界前列,研究中医药治疗肝硬化的相关机制,可
为肝硬化治疗提供新方案、新思路[5]。

苗药土知母(苗药名窝达尚,vob
 

dak
 

Maxim.)为
鸢尾科植物鸢尾的根茎,又名川射干(Iris

 

tectorum
 

Maxim.)[6]。该药分布于西南及山西、陕西和贵州等

省区,具有消食、杀虫、清热、通便之功效,主治食积腹

胀,蛔虫腹痛,牙痛,喉蛾,大便不通。《万县中草药》
记载“苗药土知母根茎3

 

g治肝硬化腹水”[7]。苗药土

知母根茎含异黄酮糖苷及盾叶夹竹桃苷(androsiln),
鸢尾黄酮新苷(instectonn)A、B,去甲基鸢尾黄酮新苷

元(demethyliristectorigenin)A或B,鸢尾酮苷(tecto-
ruside),鸢尾苷(tectondin),鸢尾苷元[8]。但是目前

对苗药土知母治疗肝硬化的药理机制尚不明确。中

药网络药理学已发展成为一个新的交叉学科,其将网

络科学、生物信息学、计算机科学和数学等学科的方

法结合到中药药理的研究中,从分子水平和分子网络

调控的背景中阐明中药的作用机理。通过中药网络

药理学的方法,中药的理论研究和临床应用将更加科

学严谨,并逐步得到世界的认可[9]。本研究拟通过网

络药理学把苗药土知母的成分靶点与肝硬化疾病靶

点取交集基因进行分析,更具针对性地分析苗药土知

母治疗肝硬化的药理机制。
1 材料与方法

1.1 化学成分信息 常用的包含中药组成成分,以
及预测或已验证作用靶点的数据库主要有 TCMSP

 

(http://lsp.nwu.edu.cn/tcmspsearch.php)、Tradi-
tional

 

Chinese
 

Medicine
 

Database@Taiwan
 

(TCM@
Taiwan)、Traditional

 

Chinese
 

Medicines
 

Integrated
 

Database
 

(TCMID)。为更全面地检索苗药土知母的

活性成分,检索这3个数据库并结合文献,收集化学

成分-靶点信息。
1.2 方法

1.2.1 肝硬化腹水相关靶点的获得 从Genecards
(https://www.genecards.org)、OMIM (https://
www.omim.org)、TTD(http://db.idrblab.net/
ttd/)、MalaCards(https://www.malacards.org)这4
个数据库查找在研及已验证的肝硬化分子靶点,并根

据文献检索了解这些分子靶点与肝硬化的相关性,检
索肝硬化相关靶点及疾病相关基因。
1.2.2 靶点名称矫正 利用 Uniprot数据库,输入

从 TCMSP、TCM @ Taiwan、TCMID、Genecards、
OMIM、TTD和 MalaCards数据库得到的靶点名称,
得到对应的基因名称,对蛋白质名称进行矫正。优先

选择Swiss-prot收录并且匹配程度高的基因名称。
将苗药土知母和肝硬化校正后的基因取交集。
1.2.3 靶点通路注释分析 利用CLUEGO(http://
ClueGo.nifcrf.gov/)数据库进行GO及KEGG富集分析。
1.2.4 化学成分-交集基因-通路网络构建 结合苗

药土知母有效活性成分、预测作用靶点与通路注释分

析的结果,采用Cytoscape3.7.1软件构建“化学成分-
交集靶点-通路”网络模型。网络中,节点表示化学成

分、交集基因和作用通路。化合物与其潜在作用靶点

以边相连,该靶点与其作用通路以边相连。
2 结  果

2.1 化学成分和靶点基因的收集 检索得到苗药土

知母的化学成分共23种。包括异黄酮类、其他黄酮

类、二肽化合物、挥发油等化合物,如野鸢尾苷、肉豆

蔻酸和三羟基异黄酮等23个化合物,见表1。苗药土

知母的化学成分对应383个基因,例如DNA拓扑异

构酶IIβ(TOP2B)、γ-氨基丁酸 A型受体α2亚单位

(GABRA2)和丝氨酸蛋白酶1(PRSS1)等,见图1。
2.2 肝 硬 化 相 关 靶 点 通 路 信 息 从 Genecards、
OMIM、TTD和 MalaCards数据库分别得到肝硬化

相关基因分别为3
 

407、6、1、48个,删除交集基因后,
得到肝硬化相关基因3

 

410个,包括 MET、EGFR和

CDK4等,通 过 Metascape(http://metascape.org/

gp/index.html#/main/step1)数 据 库 分 析 得 到

149个通路,包括磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)-Akt信号

通路、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路和RAS
信号通路等。
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  注:绿色圆形节点代表靶点,红色圆形靶点代表化学成分。

图1  苗药土知母化学成分及其靶点(C-T)网络图

表1  苗药土知母化学成分信息

序号 MolID MoleculeName MW AlogP Hdon Hacc OB(%) Caco-2 BBB DL FASA- HL

1 MOL012934 Iridin 522.50 0.11 6 13 5.00 -1.27 -2.30 0.84 0.24

2 MOL012935 tectoruside 492.53 -3.97 7 13 2.77 -2.17 -2.56 0.68 0.24

3 MOL012936 tectoruside_qt 168.21 -0.47 1 3 89.76 0.37 0.11 0.04 0.29 12.04

4 MOL001392 Methylmyristate 242.45 5.71 0 2 19.68 1.36 1.19 0.08 0.14

5 MOL001393 myristicacid 228.42 5.46 1 2 21.18 1.07 0.99 0.07 0.19

6 MOL001677 asperglaucide 444.57 4.02 2 6 58.02 0.28 -0.22 0.52 0.42 6.88

7 MOL000251 Rhamnocitrin 300.28 2.02 3 6 12.90 0.48 -0.38 0.27 0.32

8 MOL002786 Apocynin 166.19 1.29 1 3 31.71 0.74 0.52 0.04 0.33 24.75

9 MOL000351 Rhamnazin 330.31 2.01 3 7 47.14 0.53 -0.32 0.34 0.25 13.54

10 MOL000357 Sitogluside 576.95 6.34 4 6 20.63 -0.14 -0.93 0.62 0.23

11 MOL000358 beta-sitosterol 414.79 8.08 1 1 36.91 1.32 0.99 0.75 0.23 5.36

12 MOL003740 Androsin 328.35 -0.62 4 8 18.86 -0.94 -1.40 0.24 0.29

13 MOL003755 irigenin 360.34 2.02 3 8 1.95 0.46 -0.13 0.41 0.17

14 MOL003756 Irisflorentin 386.38 2.57 0 8 12.52 0.83 -0.04 0.64 0.16

15 MOL003758 Iristectorigenin(9CI) 330.31 2.03 3 7 71.55 0.55 -0.16 0.34 0.23 16.32

16 MOL003759 IristectorigeninA 330.31 2.03 3 7 63.36 0.54 -0.12 0.34 0.22 16.82

17 MOL003760 IristectorinA 492.47 0.13 6 12 13.97 -1.19 -2.17 0.84 0.25

18 MOL003766 Shekanin 462.44 0.14 6 11 25.10 -0.89 -1.85 0.79 0.28

19 MOL003767 tectorigenin 300.28 2.05 3 6 28.41 0.52 -0.37 0.27 0.28

20 MOL004579 dihydrokaempferide 302.30 2.00 3 6 23.10 0.05 -0.44 0.27 0.37

21 MOL000481 genistein 270.25 2.07 3 5 17.93 0.43 -0.40 0.21 0

22 MOL005916 irisolidone 314.31 2.30 2 6 37.78 0.76 -0.14 0.30 0.24 15.41

23 MOL000869 Henicosane 296.65 9.95 0 0 8.41 1.84 1.80 0.15 0.13

  注:MW为相对分子质量;AlogP为脂水分配系数;DL为类药性;OB为口服生物利用度;BBB为血-脑屏障;Caco-2为肠上皮通透性;Hdon/

Hacc为氢质子供体/受体。
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2.3 交集基因的生物分子功能注释 将苗药土知母

靶点基因和肝硬化的相关基因取交集,共有103个相

同基因,包括IGF1、NOS2和CCNB1等,可能是土知

母防治肝硬化的作用靶标。通过ClueGO系统对103
个交集基因进行生物分子功能注释。对获取靶点信

息进行GO注释分析[包括分子功能(MF)、细胞成分

(CC)和生物过程(BP)]和 KEGG 通路分析。见图

2~4。在交集基因 MF富集分析中发现,土知母防治

肝硬化的机制可能与对细胞周期蛋白依赖性蛋白激

酶活性的调节和半胱涉及细胞凋亡的半胱氨酸型内

肽酶活性功能等有关,相关基因包括 AKT1、CASP3

和CCNA2等,见图2。CC富集分析发现,交集基因

在突触膜的组成成分、膜筏和细胞周期素 A2-CDK2
复合 物3这3个 部 位 分 布 最 多。涉 及 HTR2A、
GABRA1、GABRA2、HTR3A、MAPK1、OPRM1、
SLC6A4等基因参与(图3)。BP富集分析发现,交集

基因参与肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)
激活的凋亡信号通路的正调控、铁对翻译起始的正调

控和丝裂原活化蛋白激酶K(MAPKK)活性的失活等

生物过程最多。PTEN、TEP1和TIMP3等基因就参

与其中(图4)。

图2  MF富集分析图
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2.4 化 学 成 分-交 集 基 因-通 路 网 络 的 构 建 由

KEGG分析,以P≤0.01为标准筛选通路,最终得到

25条通路,如缺氧诱导因子1(HIF-1)、催乳素(Pro-
lactin)信号通路和叉形头转录因子 O(FoxO)信号通

路等。见图5。采用Cytoscape3.7.1软件建立“化学

成分-靶点-通路”互作网络(PPI)模型(图6)。去除游

离靶点,该图共涉及136个节点,1
 

322个边。作用于

PTGS2、MAPK14、CDK2、PPARG的有效化学成分较

多,这些靶点关联较多的通路有HIF-1、Prolactin、FoxO
信号通路和白细胞介素17(IL-17)信号通路。作用于上

述靶点和通路的化学成分有genistein、irisolidone、beta-
sitosterol和tectorigenin等。

图3  CC富集分析图

图4  BP富集分析图
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图5  KEGG富集分析图

  注:绿色圆形节点表示靶点,粉色圆形节点表示化学成分,黄色菱形节点表示通路。

图6  苗药土知母治疗肝硬化的化学成分-靶点-通路PPI图
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3 讨  论

苗药土知母治疗肝硬化已有明确记载。但目前

苗药土知母治疗肝硬化的药理机制尚不明确。本研

究利用中药网络药理学的研究思路,探讨了苗药土知

母治疗肝硬化的潜在作用靶点和机制,预测苗药土知

母治疗肝硬化的可能作用靶点和通路。
苗药土知母23个活性成分对应383个靶点,即

一个活性成分作用于多个靶点,体现苗药土知母多成

分、多靶点的协同作用。通过活性成分-作用靶点网络

的构 建 和 筛 选,预 测 出 苗 药 土 知 母 中 有 较 大 度

(degree≥10)的活性成分为genistein、irisolidone、be-
ta-sitosterol、tectorigenin、irigenin、rhamnazin、irisflo-
rentin、iristectorigeninA、rhamnocitrin、iristectorige-
nin(9CI)。

综合苗药土知母治疗肝硬化富集分析结果,可以

预测苗药土知母治疗肝硬化的机制:参与对 TRAIL
激活的凋亡信号通路的正调控、铁对翻译起始的正调

控和 MAPKK活性失活的调控;主要通过调控 HIF-
1、Prolactin信号通路和FoxO信号通路干预肝硬化

的发生、发展。据报道,TRAIL表达与原发性胆汁性

肝硬化(PBC)呈正相关,TRAIL对自身免疫性肝病和

肝脏病毒损伤均具有治疗作用[9-10]。肝脏是机体贮存

铁的主要部位,肝脏中的铁含量过高,易引起肝病,过
多的铁在肝脏沉积,易引发铁沉积结节,约45%的肝

硬化中会有铁沉积结节,铁过载引起肝内炎症及纤维

组织增生,最后可能会发展为肝硬化[11]。MAPKK是

一种具有双重催化活性的蛋白激酶,能磷酸化其唯一

底物 MAPK的苏氨酸和酪氨酸残基并使之激活,其
表达水平上调可促进肝细胞再生、防止肝细胞发生凋

亡,加速肝纤维化的恢复[12]。另有研究报道,肝硬化

患者病情进展与 HIF-1信号通路中蛋白和基因表达

异常有关[13]。肝硬化患者体内Prolactin信号通路中

性激素相关基因和蛋白水平明显高于健康人,其水平

的变化可间接地反映其肝脏受损伤的程度和类型,可
为判定其病情的发展变化提供重要的依据[14]。FoxO
从属于叉头状家族,在细胞的各项生命活动中发挥着

重要作用。肝损伤状态下肝星状细胞(HSC)向肌成

纤维细胞转化,细胞外基质(ECM)过度沉积导致肝纤

维化病变。FoxO信号通路中FoxO1/3广泛参与肝

纤维化的4个时相,通过调控 HSC活化、ECM 合成、
TGFβ分泌等多种抑制纤维化过程,FoxO1/3是抗肝

纤维化和预防肝硬化发展的潜在治疗靶点[15]。
综上所述,网络药理学预测结果表明,苗药土知

母治疗肝硬化的可能机制:(1)参与肝硬化过程中

TRAIL激活的凋亡信号通路的正调控、铁对翻译起

始的正调控和 MAPKK 活性失活的调控;(2)通过

HIF-1、Prolactin信号通路和FoxO信号通路作用于

关键靶点,进而防治肝硬化。苗药土知母治疗肝硬化

具有多成分-多靶点-多通路的协同调控作用,为进一

步深入研究苗药土知母治疗肝硬化的药效物质基础

和作用机制提供了正确思路。
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