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基于网络药理学和分子对接技术研究四妙勇安汤
治疗痛风性关节炎的作用机制!
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摘!要!目的!运用网络药理学联合分子对接技术研究四妙勇安汤干预痛风性关节炎的相关靶点与信号通路#探讨四妙勇安汤治
疗痛风性关节炎的分子作用机制" 方法!在中药系统药理学数据库与分析平台%*2’.+*+,-’(86+-505N5.+W+-50/0*5N076’2N’W,(,3/
.’*’‘’05’-. ’-’(/0+07(’*1,2N#b8Tc &̂中筛查出四妙勇安汤组方中的 E味中药的活性成分与作用靶点#然后在人类孟德尔遗传综
合数据库 %,-(+-5N5-.5(+’- +-652+*’-W5+- N’-#GTHT&$]5-58’2.0$ 6̂’2N]O‘$F2)3L’-O 和治疗靶点数据库 %*652’75)*+W*’235*
.’*’‘’05#bbF&等数据库中筛选出痛风性关节炎的相关基因靶点#整合后获取药物靶点与疾病靶点的共同交集#并借助 8/*,0W’75
AICI"软件拓扑出*活性成分4核心靶点+网络图#通过 cb>H;]在线数据库平台获取蛋白质4蛋白质相互作用% 72,*5+-472,*5+-
+-*52’W*+,-#^̂H&网络图#并对所获得的关键靶点采用基因本体%35-5,-*,(,3/# ]G&功能富集分析和京都基因与基因组百科全书
%h/,*,5-W/W(,75.+’,135-50’-. 35-,N50#h%]]&通路富集分析" 通过B)*,.,WO $I=I@软件对药物的主要活性成分及核心作用靶
点进行分子对接匹配验证" 结果!筛选得到四妙勇安汤干预痛风性关节炎的活性成分 ?@个#靶点 A<个#其中主要活性成分有槲
皮素$山柰酚$柚皮苷和木犀草素等#主要靶点为 b̂]c"$;Gc"$^̂B>]$TB̂h$E 和 b̂]c$ 等#^̂H网络分析出 8[8M<$ b̂]c"$
TB̂hA$b;_$HM4$($88M"$TB̂h$和\TG[$等 <个核心靶点" 分子对接结果显示#四妙勇安汤的主要活性成分能够与核心靶点
结合且展现出较好的亲和力" 结论!四妙勇安汤治疗痛风性关节炎具有多途径$多组分和多靶点的机制特征#四妙勇安汤干预痛
风性关节炎的潜在作用机制可能与其发挥降解尿酸$下调炎症因子的表达和调节免疫功能等作用相关"
关键词!四妙勇安汤’ 痛风性关节炎’ 网络药理学’ 分子对接’ 作用机制
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!!四妙勇安汤记载于-验方新编. *$+ &由金银花,当归,玄参
和甘草组成&该方原用于治疗火毒内盛或寒湿化热&气血运
行不畅&阻滞筋脉所致脱疽&方中金银花甘寒入心&善于清热
解毒&故重用为君%辅以当归活血和血%玄参清热滋阴,软坚
散结%甘草清解百毒%虽 E味药&但简而力专&共奏清热解毒,
活血散瘀止痛之功’ 现代有不少医家运用四妙勇安汤治疗
痛风性关节炎&现代药理研究结果亦表明&四妙勇安汤具有
抗炎,镇痛和改善微循环等作用%且已有临床研究报道&四妙
勇安汤治疗痛风性关节炎的疗效确切*"4@+ ’ 但目前国内外尚
无四妙勇安汤作用于痛风性关节炎的活性物质和特定分子
机制的相关研究&值得深入探讨’ 因此&本研究运用网络药
理学方法联合分子对接技术&深入探寻四妙勇安汤治疗痛风
性关节炎的作用机制&为以后进一步的实验验证提供新的策
略和理据’

BC资料与方法
BDBC四妙勇安汤主要活性成分及靶点预测

分别以四妙勇安汤组方中的全部药物(金银花) (玄参)
(当归)和(甘草)作为关键词&借助中药系统药理学数据库与
分析平台 #*2’.+*+,-’(86+-505N5.+W+-50/0*5N076’2N’W,(,3/
.’*’‘’05’-. ’-’(/0+07(’*1,2N&b8Tc $̂搜索其化学成分&并调
定类药性#.2)34(+O5-500&FM$$#I$< 和口服生物利用度#,2’(
‘+,’&’+(’‘+(+*/&GL$$A#f作为初筛参数&随后逐一收集活性成
分的蛋白靶点&再利用Z-+72,*数据库和 752(软件对蛋白靶点
名称进行标准注释化并删除重复靶点&设置物种为 (\,N,
0’7+5-0)&即得到药物的潜在作用靶点’
BDEC痛风性关节炎疾病相关靶标的获取

将(3,)*’2*62+*+0)作为关键词&搜索 ]5-58’2.0,人类孟德
尔遗传综合数据库 #,-(+-5N5-.5(+’- +-652+*’-W5+- N’-&
GTHT$, 6̂’2N]O‘,F2)3L’-O 和治疗靶点数据库#*652’75)*+W
*’235*.’*’‘’05&bbF$等数据库&检索痛风性关节炎疾病相关
靶点&并将得到的疾病靶点与所有药物靶点利用>w@E EI#IA
语言软件取交集&绘制相应的韦恩图&获取二者的共同靶点
基因&将其定为四妙勇安汤作用于痛风性关节炎的潜在
靶点’
BDFC’活性成分S核心靶点(调控网络的构建

把收集得到的四妙勇安汤药物靶标和痛风性关节炎相关
靶标整理后导入 8/*,0W’75AICI" 软件&绘制(活性成分4核心
靶点)调控网络图&其中节点#-,.5$的类型有药物活性成分和
靶点&活性成分与核心靶点之间的相互联系则用每条边
#5.35$来表示&节点的大小代表邻接点数目的多少&用 F53255
来表示&F53255值越大&代表其介导的生物功能越繁多&相互
联系越紧密’

BDGC蛋白质S蛋白质相互作用#&$.(#)0S&$.(#)070(#$%*().0%
WW7$关系的建立与核心基因的筛选

将已获得的药物与疾病的共同靶点基因上传至 cb>H;]
数据库&蛋白种属设置为(\,N,0’7+5-0)&最小互作分数值
#W,N‘+-5. 0W,25$为 #IE&隐藏图中孤立的蛋白质&输出 ^̂H网
络图的图片文件与文本文件&将文本文件导入 8/*,0W’75
AICI"&并利用8/*,0W’75软件里的8/*,;8B插件计算每个节点
的分值&把所有分值较高的节点再次进行构建网络&从而筛选
出 ^̂H网络中的核心基因’
BDKC四妙勇安汤治疗痛风性关节炎基因本体#1#0#.0(.J.1M%
YA$功能富集分析和京都基因与基因组百科全书 #>M.(.
#0*M*J.&#8)% .,1#0#-%081#0.I#-%>+YY$通路富集分析

运用>语言软件将药物与疾病的共同靶标基因名称转换
成特定的基因HF&筛选条件设定为!R#I#=时差异具有统计学
意义&]G中具有生物学过程,细胞成分和分子功能 A 种类别
的基因功能注释&各筛选出前 $# 个功能富集分析结果%同样
设定!R#I#=为筛选条件&并挑选出前 A# 个 h%]]通路富集
分析结果&分别绘制相对应的柱状图’
BDQC四妙勇安汤主要活性成分与核心靶点分子对接分析

在 )̂‘865N在线数据库平台 # 6**70"JJ7)‘W65N:-W‘+:
-(N:-+6:3,&J$中搜索出四妙勇安汤中活性成分的小分子配
体 "F结构&采用865NAF$?I#软件将小分子配体的 "F结构
转变为 AF结构&对其结构进行优化%在 F̂L在线数据库平
台#6**70"JJeee$:2W0‘:,23J$中搜索出药物核心靶点蛋白受
体&通过 /̂TGMk+-软件去除蛋白受体结构的水分子&将其
导入B)*,F,WOb,,(0$I=I@软件作加氢离子等处理%运用分子
对接技术&对其活性成分的受体与配体进行匹配&分析其结
合能力’

EC结果
EDBC四妙勇安汤中主要药效成分及靶点的采集

以GL$A#f&FM$#I$< 为筛选条件&从 b8Tc^中检索到
与四妙勇安汤相关的所有化学成分共有 $"@个&其中当归 "个&
金银花 "A个&玄参 ? 个&甘草 ?" 个&删除重复成分&共得到化
学成分 $"#个%其对应的靶点共 = =A$个&其中当归 <C?个&金
银花 $ @EC个&玄参 E??个&甘草 " =#@个&通过 Z-+7,*数据库
和 752(软件对蛋白名称进行标准注释化并删除重复靶点&筛
选得到的靶点共 "A$个’
EDEC’四妙勇安汤S痛风性关节炎(共同靶点的筛选

通过 GTHT,]5-58’2.0, 6̂’2N]O‘,F2)3L’-O 和 bbF等
=个数据库整合得到痛风性关节炎相关疾病靶点共 "="个&利
用>语言软件将痛风性关节炎相关靶标与四妙勇安汤靶标取
交集&得到(中药4疾病)共同靶点的韦恩图&见图 $’ 结果显
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图 BC四妙勇安汤S痛风性关节炎共同靶点韦恩图
H)1 BC #̂008)%1$%I.,("#*.II.0(%$1#(-.,/)I)%.

?.01+%08#*.*().0S1.’(%$("$)()-

示&(四妙勇安汤4痛风性关节炎)共同靶标有 A< 个&其中痛风
!!!!

性关节炎疾病相关靶标 "="个&四妙勇安汤相关靶点 "A$个’

EDFC’活性成分S核心靶点(调控网络可视化的构建

(活性成分4核心靶点)调控网络见图 "&图中共有 $AE 个
节点&其中来源于基因的有 A<个&来源于化合物的有 ?@个%正
方形为核心靶点节点&圆形为活性成分节点&节点面积大小与
节点度值呈正相关’ 分析每个成分的 F53255值&较高的有槲
皮素#l)52W5*+-$,山柰酚#O’5N7152,($,柚皮苷#-’2+-35-+-$和
木犀草素#()*5,(+-$等&可能为治疗痛风性关节炎中较为重要
的有效成分’
EDGC’四妙勇安汤S痛风性关节炎(靶标WW7网络及核心基因
的预测

通过 cb>H;]数据库进行构建 ^̂H网络关系图&见图 A’
!!!!

图 EC’活性成分S核心靶点(调控网络
H)1 EC<#1’J%(.$M 0#(9.$P.,’%*()N#*.I&.0#0(-S*.$#(%$1#(-(

图 FC’四妙勇安汤S痛风性关节炎(靶标WW7网络图
H)1 FCWW70#(9.$P8)%1$%I.,’/)I)%. ?.01+%08#*.*().0S1.’(%$("$)()-(
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图中的节点代表作用靶点%边表示靶点之间的联系强度&" 个
蛋白质之间的关联程度越强则线条越粗’ 通过插件 8/*,;8B
计算出每个节点的分值&并挑选分值较高的节点进行再次构建
网络图&最终筛选出 ^̂H网络中的核心基因有8[8M<, b̂]c",
TB̂hA,b;_,HM4$(,88M",TB̂h$ 和 \TG[$&上述核心基因
在 ^̂H网络中发挥着关键作用&见图 E’

EDKC四妙勇安汤治疗痛风性关节炎 YA功能富集分析和
>+YY通路富集分析

在]G功能富集分析中&共确定了 $ =C@个]G条目&其中
生物学过程 $ E=#个&细胞成分 $?个&分子功能 $#C个&主要涉
及磷酸酶的结合,TB̂ 激酶活性及类固醇激素受体活性等&见
图 =’ 通过h%]]通路富集分析确定了 E= 条相关信号通路&
!!!!

图 GCWW7网络核心基因分析
H)1 GC:0%JM-)-.0WW70#(9.$P*.$#1#0#-

图 KC四妙勇安汤活性成分的YA功能富集分析柱状图
H)1 KCV)-(.1$%I.,YA,’0*().0%J#0$)*"I#0(%0%JM-)-.0%*()N#*.I&.0#0(-.,/)I)%. ?.01+%08#*.*().0

根据!值#!R#I#=$与富集数目选取了前 A#个h%]]通路&主
要涉及HM4$C信号通路,;GF样受体信号通路,;_4)L信号通
路和b,((样受体等信号通路&见图 @’ HM4$C 信号通路图见
图 C’
EDQC四妙勇安汤主要活性成分与核心靶点分子对接分析

选取四妙勇安汤主要活性化合物中 F53255S? 的槲皮素,
山柰酚,柚皮苷和木犀草素 E 个主要化学成分&分别与位于前
A位的核心基因靶点 b̂]c",;Gc" 和 ^̂B>]进行分子对接&
见表 $’ 结果表明&槲皮素,山柰酚,柚皮苷和木犀草素与
b̂]c",;Gc"和 ^̂B>]的结合能均%D"#I?A OaJN,(&展现出
了良好的结合力&见图 <’

表 BC主要活性成分与核心靶点结合能
!%OBC;)08)01 #0#$1M O#(9##0I%)0%*()N#*.I&.0#0(-%08

*.$#(%$1#(-

化合物 结合能J#OaJN,($
8[8M< b̂]c" TB̂ hA

槲皮素#l)52W5*+-$ D"<IEC DE#I$? DA?IA@
山柰酚#O’5N7152,($ D"?IA$ DA<I=" DA"I@@
柚皮苷#-’2+-35-+-$ D"<I#= DA<I$# DA@IEA
木犀草素#()*5,(+-$ D"<I#= DE$I#A DACI@<

FC讨论
痛风性关节炎是一种由单钠尿酸盐#TcZ$沉积在关节

囊,软骨,骨质或其他组织而导致的炎症反应&但目前尚无西药
能够根治痛风&且不良反应较多&限制了这些药物在临床中的
使用*C+ ’ 中医药在痛风性关节炎的治疗中积累了不少行之有
效的方药&由于中药成分的复杂性&研究其作用机制有一定的
困难’ 网络药理学是建立在计算机虚拟计算与网络数据库检
索基础上&并运用软件对药物靶点与疾病靶点进行数据分析的
一门技术*<+ ’ 网络药理学能较好地体现方药与疾病之间相互
作用的系统性和整体性&尤其适用于分析中药复方与机体对疾
病调控的复杂作用关系&因此&本研究利用网络药理学方法联
合分子对接技术&探讨四妙勇安汤治疗痛风性关节炎的潜在靶
点及信号通路&探索潜在分子作用机制&为后续临床疗效评价
指标的筛选提供研究方向’

本研究通过检索b8Tc^数据库和构建(活性成分4核心靶
点)调控网络图后发现&槲皮素,山柰酚,柚皮苷和木犀草素等
为四妙勇安汤治疗痛风性关节炎的主要成分’ 痛风性关节
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图 QC四妙勇安汤活性成分的>+YY通路富集分析柱状图
H)1 QCV)-(.1$%I.,>+YY,’0*().0%J#0$)*"I#0(%0%JM-)-.0%*()N#*.I&.0#0(-.,/)I)%. ?.01+%08#*.*().0

图 RC四妙勇安汤干预痛风性关节炎的7cSBR信号通路图
H)1 RC7cSBR -)10%J)01 &%("9%M .,/)I)%. ?.01+%08#*.*().0)0("#)0(#$N#0().0.,1.’(%$("$)()-

炎的发病主要是由于TcZ沉积于关节&已有研究结果表明&槲
皮素对TcZ诱导的关节炎具有强大的抗炎镇痛作用*?4$$+ &且
能用于治疗急性痛风性关节炎*$"+ ’ >)+o4T+/’o’e’等*?+在小
鼠注射TcZ后的 $g"E 6 内&同时用槲皮素治疗小鼠&观察
"E 6后小鼠的机械性痛觉并测量膝关节内白细胞的募集,氧

化应激以及炎症小体N>;B的表达情况&结果提示&槲皮素能
抑制TcZ诱导的机械性痛觉过度反应,白细胞募集和炎症小
体的激活&降低炎症组分N>;B的表达&从而达到抗炎镇痛的
效果’ 一项运用网络药理学探索三妙丸治疗痛风性关节炎机
制的研究中发现&山柰酚也是抗痛风性关节炎的核心化合物之
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B:山奈酚48[8M<%L:木犀草素4̂b]c"%8:槲皮素4̂b]c"%F:槲皮素4TB̂hA
B:O’5N7152,(48[8M<% L:(+3-’-4̂b]c"% 8:l)52W5*+-4̂b]c"%

F:l)52W5*+-4TB̂ hA
图 _C’活性成分S核心靶点(分子对接图

H)1 _C6.J#*’J%$8.*P)01 8)%1$%I.,’%*()N#
)01$#8)#0(S*.$#(%$1#((

一*$A+ ’ 沈瑞明等*$E+采用 @# 只大鼠行随机对照实验&在大鼠
踝关节腔注射一定浓度的 TcZ建立急性痛风性关节炎模型&
测定不同时间节点的关节肿胀指数以及血清和滑膜中 HM4$(,
HM4@和b;_4’水平进行比较&发现木犀草素可通过下调 bM>J
T/F<<J;_4)L途径减轻急性痛风性关节炎的炎症反应’ 本研
究结果提示&四妙勇安汤的有效成分可能通过上述途径发挥抗
炎功能&在其治疗痛风性关节炎中发挥着一定作用’

通过 ^̂H网络分析&预测到 8[8M<, b̂]c",b;_,HM4$(,
TB̂hA,88M",TB̂h$ 和 \TG[$ 等 < 个核心靶基因’ 其中
8[8M<的主要生物功能是吸附和激活中性粒细胞&被激活的
中性粒细胞会定向游走到特定的反应部位&同时释放出一系列
活性物质&从而导致机体局部的炎症反应*$=+ ’ 相关研究结果
显示&无论是在痛风的急性期或间歇期&8[8M< 水平均会升
高&并且与特定的循环蛋白质相组合&但具体机制尚未明
确*$@+ ’ 环氧合酶 "# b̂]c" 或 8G[4"$是一种诱导酶&在组织
损伤,炎症反应时表达增强&其介导的花生四烯酸代谢在人类
炎症性疾病中发挥着重要作用*$C+ ’ 痛风性关节炎进入慢性
期&以痛风石的形成,骨破坏为病理特征’ 相关研究结果显示&
b;_4’能激活 ;_4)L信号通路&而且能促使单核巨噬细胞分
泌HM4<,HM4@等炎症因子&进而加重炎症反应的进程%同时&
;_4)L受体活化因子与痛风性关节炎的骨破坏发生机制的关
系也非常密切*$<+ ’ HM4$(是趋化因子家族的一种细胞因子&主
要发挥着免疫调节功能和内分泌效应&近年来有动物实验报道
HM4$(基因表达的变异与关节炎的遗传密切相关*$?+ ’ 通过本
研究可推测&四妙勇安汤的有效成分极有可能通过作用于
8[8M<, b̂]c",b;_和HM4$(等 E个核心靶点发挥抗炎及预防
骨质破坏功能&从而干预痛风性关节炎的发病进程%TB̂hA,
88M",TB̂h$和\TG[$等 E 个核心靶点与痛风性关节炎的
关系尚缺乏相关研究&可作为今后实验验证的重点关注对象’

]G功能富集分析发现&四妙勇安汤活性成分作用靶点主
要参与的生物学过程包括对细菌源分子的应答,对脂多糖的反

应及炎症反应的调节等%参与的相关细胞成分主要有细胞膜与
细胞质区等%活性成分作用靶点参与的分子功能主要涉及磷酸
酶的结合,TB̂ 激酶活性及类固醇激素受体活性等’ 体现了
四妙勇安汤的活性成分通过多途径,多组分和多靶点发挥治疗
痛风性关节炎的作用’

h%]]通路富集分析结果表明&四妙勇安汤作用于痛风性
关节炎的靶点主要涉及到 HM4$C 信号通路,;GF样受体,b,((
样受体信号通路和;_4)L信号通路等信号通路’ 其中频率最
高的通路为HM4$C信号通路&HM4$C 是关键的促炎细胞因子&与
多种自身免疫性疾病相关’ 有研究结果显示&痛风性关节炎的
发生与HM4$C的表达密切相关*"#+ ’ M+)等*"$+的研究结果显示&
在痛风症状发作早期&急性痛风性关节炎患者血清 HM4$C 水平
显著升高&并随着症状减轻而逐渐降低&相关分析表明&HM4$C
的表达与疾病的活动性呈正相关&并确定HM4$C 是急性痛风性
关节炎急性发作的新生物标志物’ 本研究为了探讨四妙勇安
汤作用于痛风性关节炎靶点所涉及的通路进行了h%]]分析&
得出相似的结论&HM4$C信号通路富集程度较高&并对该通路进
一步分析&由通路图#见图 C$可知&活性成分通过影响;_4)L,
TB̂h和%>h等信号通路从而激活HM4$C通路&推测四妙勇安
汤的有效成分很可能是通过联合调节 ;_4)L,TB̂h和 %>h
等共同影响HM4$C 通路从而治疗痛风性关节炎’ 现代动物实
验结果表明&通过;GF样受体 A 介导&抑制 ;_4)L信号通路&
能有效改善TcZ晶体诱导的痛风性关节炎*""+ ’ 一项有关电
针对急性痛风性关节炎大鼠踝关节滑膜组织 b,((样受体 "
#bM>"$信号通路相关蛋白表达影响的研究结果发现&电针可
缓解急性痛风性关节炎的症状&这可能与调节bM>"信号通路
中Y4b>H和TYF<<的蛋白表达相关*"A+ ’ 结合本研究结果可
推测&四妙勇安汤主要通过影响HM4$C信号通路,;GF样受体,
b,((样受体信号通路和 ;_4)L信号通路&通过减少 TcZ在关
节囊,软骨,骨质或其他组织的沉积所致炎症反应以及下调炎
症因子的表达&发挥干预痛风性关节炎的作用’

分子对接逐渐成为计算机辅助药物研究的一项重要技术&
主要用来研究分子间#配体和受体$相互作用&并模拟分子间
的结合模式并计算其亲和力*"E4"=+ ’ 本研究结合分子对接技术
进一步验证四妙勇安汤治疗痛风性关节炎的分子作用机制&发
现四妙勇安汤中 E 个核心活性化合物与核心靶点 8[8M<,
b̂]c"和TB̂hA结合后均展现出良好的亲和力&配体与受体
结合越稳定&结合能越低&发生作用的可能性越大*"@+ ’ 以结合
能%D"#I?A OaJN,(作为标准&将四妙勇安汤的主要活性成分
和核心靶点进行分子对接验证&结果显示&其主要活性成分与
核心靶点的结合能均RD"#I?A OaJN,(&特别是槲皮素,木犀草
素与 b̂]c",TB̂hA靶点之间具有较好的结合力&进一步验证
了槲皮素,木犀草素极有可能为四妙勇安汤治疗痛风性关节炎
的潜在药效成分’

综上所述&本研究初步预测了四妙勇安汤治疗痛风性关节
炎的活性成分4核心靶点作用机制&分析了核心靶点的功能及
相关的信号通路&并完成了核心活性成分与关键靶点的分子对
接&初步验证了部分作用机制’ 但是&由于本研究仅基于文献
及数据库挖掘对四妙勇安汤干预痛风性关节炎的潜在作用机
制进行推断&具有一定的局限性&有待临床进一步验证’
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