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摘　 要　 目的:运用网络药理学和分子对接技术,探讨黄芪-川芎治疗脊髓损伤(SCI)的作用机制。 方法:利用中药系统药理学数
据库与分析平台获取黄芪-川芎的成分和靶点,通过 GeneCard 数据库筛选 SCI 疾病靶点,绘制韦恩图得到共同靶点;利用 STRING
数据平台构建蛋白质-蛋白质相互作用网络;利用 R

 

3. 6. 0 软件进行基因本体(GO)功能富集分析和京都基因与基因组百科全书

(KEGG)通路富集分析;利用 Cytoscape
 

3. 8. 2 软件绘制成分-靶点网络,通过网络拓扑分析筛选出关键靶点及成分,用 PyMol
 

2. 5. 0
软件和 AotoDock 软件绘制相应分子对接图谱。 结果:获得黄芪-川芎活性成分 26 个及对应靶点 97 个,SCI 疾病靶点 690 个,韦恩
图显示共同靶点 38 个。 GO 功能富集分析结果显示 619 个生物学过程、35 个分子功能和 13 个细胞成分(校正 P<0. 01),KEGG 通

路富集分析结果显示 88 条通路(校正 P<0. 01)。 分子对接结果显示,PTGS1 蛋白与活性成分槲皮素、山柰酚、7-O-甲基异木糖醇、
亚油酸乙酯和杨梅酮均结合稳定。 结论:黄芪-川芎治疗 SCI 的作用机制可能与抗炎、抗氧化应激、抗神经元凋亡及调控磷脂酰肌
醇 3 激酶-蛋白激酶 B 信号通路等多途径多通路相关。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

astragalus
 

membranaceus-ligusticum
 

Chuanxiong
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

spinal
 

cord
 

injury
 

(SCI)
 

by
 

network
 

pharmacology
 

and
 

molecular
 

docking
 

technology.
 

METHODS:
 

The
 

main
 

active
 

ingredients
 

and
 

corresponding
 

targets
 

of
 

astragalus
 

membranaceus-ligusticum
 

Chuanxiong
 

were
 

searched
 

on
 

Ttraditional
 

Chinese
 

medicine
 

systems
 

pharmacology
 

database
 

and
 

analysis
 

platform,
 

the
 

main
 

targets
 

of
 

SCI
 

were
 

screened
 

in
 

GeneCard
 

database,
 

and
 

the
 

common
 

targets
 

were
 

obtained
 

by
 

drawing
 

Venn
 

diagram.
 

Protein-protein
 

interaction
 

network
 

was
 

constructed
 

by
 

using
 

STRING
 

data
 

platform.
 

R
 

3. 6. 0
 

software
 

was
 

used
 

for
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes
 

( KEGG)
 

pathway
 

enrichment
 

analysis.
 

Cytoscape
 

3. 8. 2
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

active
 

ingredient-target
 

network,
 

and
 

the
 

network
 

topology
 

analysis
 

was
 

carried
 

out
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

key
 

targets
 

and
 

ingredients,
 

and
 

then
 

PyMol
 

2. 5. 0
 

and
 

AotoDock
 

software
 

was
 

used
 

for
 

molecular.
 

RESULTS:
 

There
 

were
 

26
 

active
 

ingredients
 

of
 

astragalus
 

membranaceus-ligusticum
 

Chuanxiong,
 

97
 

corresponding
 

targets,
 

690
 

SCI
 

disease
 

targets
 

and
 

38
 

common
 

targets
 

showed
 

by
 

Venn
 

diagram
 

were
 

obtained.
 

GO
 

analysis
 

showed
 

619
 

biological
 

processes,
 

35
 

molecular
 

functions
 

and
 

13
 

cellular
 

ingredients
 

(adjust
  

P<
0. 01),

 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

showed
 

88
 

entries
 

(adjust
  

P<0. 01).
 

Molecular
 

docking
 

showed
 

that
 

PTGS1
 

protein
 

was
 

stably
 

bound
 

to
 

quercetin,
 

kaempferol,
 

7-O-methylisoxylitol,
 

mandenol
 

and
 

myricetone.
 

CONCLUSIONS:
 

The
 

mechanism
 

of
 

astragalus
 

membranaceus-ligusticum
 

Chuanxiong
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

SCI
 

may
 

be
 

related
 

to
 

anti-
inflammatory,

 

anti
 

oxidative
 

stress,
 

anti
 

neuronal
 

apoptosis
 

and
 

regulation
 

of
 

phosphatidylinositol-3-kinase / protein
 

kinase
 

B
 

signaling
 

pathway.
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　 　 脊髓损伤(spinal
 

cord
 

injury,SCI)是一种具有较高致残率

的中枢神经系统疾病,严重影响患者身心健康,在全球范围内

皆具有流行性[1-2] 。 我国 SCI 的年患病率高于世界平均水平,
达每百万人中 37 人次,且治疗经济负担重,单次治疗费用可

高达 30 余万元[3] 。 现代医学主要采用多学科协同方案治疗

SCI,包括急性期的神经减压外科治疗和亚急性及后期的综合

康复治疗,但总体效果有限[4-5] 。 传统中医理论中虽无 SCI 的

病名,但是历代典籍对该病的认识颇多,其中《灵枢·寒热病》
中最早记载了相类似的“体惰” 。 现代中医多认为其病位在

督脉,督脉阻滞,累及任冲及肝肾、脾胃等,多以活血祛瘀、通
督为治疗原则[6-7] 。 黄芪功以益气固表,川芎为行气活血要

药,两药配伍可共奏益气行气、活血化瘀之功效[8] 。 有研究

通过中医传承辅助系统进行分析,结果表明,黄芪、川芎为

SCI 内治处方中选择频次居前列的药物[9-10] 。 补阳还五

汤[11] 、脊髓康[12] 为治疗 SCI 的经典复方,其中黄芪、川芎皆

为方中重要组成部分。 课题组在前期实验研究中已初步明

确了黄芪、川芎的主要成分在治疗 SCI 种的作用效果[13-15] 。
但两药配伍的整体作用靶点和机制尚不明确,鉴于此,本研

究运用网络药理学和分子对接技术,探讨黄芪-川芎治疗 SCI
的作用机制。
1　 资料与方法
1. 1　 黄芪-川芎的成分及靶点筛选

检索中药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台 ( TCMSP,
https: / / tcmsp-e. com / tcmsp2 / ),以口服生物利用度 ( OB) ≥
30%、类药性(DL)≥0. 18 为标准,筛选黄芪-川芎的成分及对

应靶点,并通过 UniProt 数据库( https: / / www. uniprot. org / )以

物种为人的原则规范靶点名称。
1. 2　 SCI 靶点纳入及共同靶点

利用 GeneCard 数据库( https: / / www. genecards. org / )检索

SCI 相关靶点,检索词为“ spinal
 

cord
 

injury”,纳入标准为相关

度≥10。 在 VENNY
 

2. 1 软件中分别导入药物靶点和疾病靶点

的名称,绘制韦恩图,获得共同靶点。
1. 3　 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络构建分析

利用 STRING
 

11. 0 数据库( https: / / string-db. org / ),研究

物种设定为“Homo
 

sapiens”,设定高等置信度为 0. 700,隐藏无

关联的靶点,从而构建出 PPI 网络图。 通过 Network
 

Analyzer
功能进行网络拓扑分析,以节点度值大小进行 PPI 核心靶点

统计。 节点度值代表与该节点连线的条数,数值越大则表明

其在网络中起到的枢纽作用越重要[16] 。
1. 4　 基因本体(GO)功能富集分析与京都基因与基因组百科

全书(KEGG)通路富集分析

运用 R
 

3. 6. 0 软件和 Bioconductor 平台 ( https:
 

/ / www.
bioconductor. org / )对共同靶点以校正 P< 0. 01 为设定条件进

行 GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析,其中 GO 功能富

集分析包括生物学过程( BP )、分子功能( MF) 和细胞成分

(CC)。 最终以条形图和气泡图形式呈现富集分析结果。

1. 5　 成分-靶点网络构建分析
 

将黄芪-川芎成分、成分靶点和共同靶点导入 Cytoscape
软件构建网络,并行网络拓扑分析,评价方法与 PPI 网络分

析相同。
1. 6　 关键靶点分子对接

通过成分-靶点网络筛选出关键靶点及相应的活性成分,
登录 PDB 数据库( http: / / www. rcsb. org / )筛选关键靶点的蛋

白结构,在 TCMSP 数据库( https: / / tcmsp-e. com / tcmsp2 / ) 中

下载对应活性成分的分子结构。 先利用 PyMOL
 

2. 5. 0 及
 

AutoDock 软件处理蛋白和配体分子,然后通过 Vina 预测分子

对接的结合能,最后进行分子对接可视化展示。
2　 结果
2. 1　 黄芪-川芎成分及靶点

通过 TCMSP 数据库根据筛选标准共得到 26 个活性成分,
其中黄芪的活性成分 20 个,川芎的活性成分 7 个,叶酸为两者

的重复成分,见表 1。 通过 Uniprot 数据库规范靶点名称,得到

药物活性成分对应的靶点 97 个。
表 1　 黄芪-川芎主要活性成分基本信息

Tab
 

1　 Main
 

ingredients
 

of
 

astragalus
 

membranaceus-
ligusticum

 

Chuanxiong
来源 活性成分 OB / % DL
黄芪 丁子香萜 55. 38 0. 78

熊竹素 50. 38 0. 29
常春藤皂苷元 36. 91 0. 75

(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-dimethyl-17 36. 23 0. 78
异鼠李素 49. 60 0. 31

3,9-di-O-methylnissolin 53. 74 0. 48
5′-hydroxyiso-muronulatol-2′,5′-di-O-glucoside 41. 72 0. 69

7-O-methylisomucronulatol 74. 69 0. 30
9,10-dimethoxypterocarpan-3-O-β-D-glucoside 36. 74 0. 92

(6aR,11aR)-9,10-dimethoxy-6a,11a-dihydro-6H-benzofurano[3,2-c] 64. 26 0. 42
联苯双酯 31. 10 0. 67

刺芒柄花素 69. 67 0. 21
异黄烷酮 109. 99 0. 30

毛蕊异黄酮 47. 75 0. 24
山柰酚 41. 88 0. 24
叶酸 68. 96 0. 71

(3R)3-(2-hydroxy-3,4-dimethoxyphenyl)chroman-7-ol 67. 67 0. 26
isomucronulatol-7,2′-di-O-glucosiole 49. 28 0. 62

1,7-Dihydroxy-3,9-dimethoxy
 

pterocarpene 39. 05 0. 48
槲皮素 46. 43 0. 28

川芎 亚油酸乙酯 42. 00 0. 19
杨梅酮 40. 60 0. 51
川芎哚 65. 95 0. 27

洋川芎醌 47. 66 0. 24
川芎萘呋内酯 42. 31 0. 71

谷固醇 36. 91 0. 75
叶酸 68. 96 0. 71

2. 2　 SCI 靶点及共同靶点
 

在 GeneCards 数据库中获得符合筛选条件的疾病靶点

690 个。 韦恩图中间交集为药物与疾病的共同靶点,共 38 个,
见图 1。
2. 3　 PPI 网络的构建与分析

PPI 网络见图 2,该网络共 36 个节点,166 条边,平均节点
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图 1　 药物与疾病靶点交集韦恩图
Fig

 

1　 Venn
 

diagram
 

of
 

intersection
 

of
 

drugs
 

and
 

disease
 

targets

度值为 8. 74。 根据度值筛选出排序居前 10 位的关键蛋白靶

点,见图 3;其中,丝裂原激活的蛋白激酶(MAPK)8、白细胞介

素(IL)6、表皮生长因子受体( EGFR)、MYC 和雌激素受体 1
(ESR1)等 5 个靶点的度值均>2 倍平均值。

图 2　 PPI 网络图
Fig

 

2　 PPI
 

network
 

diagram

图 3　 度值排序居前 10 位的核心靶点柱状图
Fig

 

3　 Histogram
 

of
 

the
 

top
 

ten
 

core
 

targets
 

with
 

degree
 

value

2. 4　 GO 功能富集分析

利用 R 语言对共同靶点从 BP、MF 和 CC
 

3 个水平进行富

集分析,共得到 1
 

076 个 GO 条目(校正 P<0. 01),将显著性排

序居前 10 位的条目以条形图形式展示,见图 4。 BP 共 619 个

条目,涉及对类固醇激素的响应、对金属离子的响应、凋亡信

号通路的调控、对氧化应激的响应、神经元死亡的调控和活性

氧代谢过程的调控等;MF 共 35 个条目,主要涉及 DNA 结合

转录激活因子活性、组蛋白去乙酰化酶结合、泛素蛋白连接酶

结合、RNA 聚合酶Ⅱ转录因子结合、核受体活性和半胱氨酸型

内肽酶活性参与细胞凋亡过程等;CC 共 13 个条目,主要涉及

膜筏、膜区、转录因子复合物、核染色质、髓鞘和细胞基部等。
2. 5　 KEGG 通路富集分析

KEGG 通路富集分析共得到 88 条信号通路 (校正 P <
0. 01),将显著性排序居前 20 位的通路以气泡图形式展示,见
图 5。 主要涉及肿瘤坏死因子( TNF)、磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋
白激酶 B(PI3K-Akt)、MAPK、IL-17 和核因子 κB( NF-κB)等信

号通路。
2. 6　 成分-靶点网络构建分析

成分-靶点网络见图 6,该网络中共有 118 个节点,288 条

边,平均节点度值为 4. 80。 图 6 中,圆形代表黄芪-川芎作用

于 SCI,矩形代表黄芪的活性成分,三角形代表川芎的活性成

分,长方形代表基因靶点。 网络拓扑分析结果显示,度值排序

居前 5 位的活性成分为槲皮素、山柰酚、7-O-甲基异木糖醇、异
鼠李碱和刺芒柄花素。 黄芪-川芎作用于 SCI 的靶基因共

38 个,其中 PTGS1、 F2、 HSP90AA1、 PPARG 和 AR 的度值

均>2 倍平均值。 度值越大,说明关联数量越多,因此,可以推

测上述成分和靶点在黄芪-川芎治疗 SCI 中具有重要意义。
2. 7　 关键靶点分子对接

根据上述成分-靶点网络,选取活性成分关联最多的共同

靶点。 PTGS1 关联数量最多,且可同时连接黄芪活性成分槲

皮素、山柰酚和 7-O-甲基异木糖醇等,以及川芎有效成分亚油

酸乙酯、杨梅酮。 PTGS1 与黄芪-川芎活性成分分子对接结果

显示:槲皮素可以与 PTGS1 中 ARG-120、TYR-385、TYR-355 和

VAL-523 位点形成氢键,结合能为- 28. 42
 

kJ / mol;山柰酚在

TYR-385、SER-530 位点形成氢键,结合能为 - 27. 59
 

kJ / mol;
7-O-甲基异木糖醇在 ARG-120、ILE-523 和 SER-530 位点形成

氢键, 结合能为 - 26. 75
 

kJ / mol; 亚油酸乙酯在 ARG-120、
TYR-355 位点形成氢键,结合能为- 31. 35

 

kJ / mol;杨梅酮在

TYR-355、TYR-385、ALA-527 和 SER-530 位点形成氢键,结合

能为-13. 79
 

kJ / mol。 上述结果表明,各活性成分与 PTGS1 可

良好的结合,PyMol 软件制作的可视化图谱详细展示了分子对

接情况,见图 7。
3　 讨论

SCI 属于中医“体惰” “痿证”和“痹证”范畴,针对其病机

特点,多采用三期辨证法,早期宜活血化瘀,中期多攻补兼施,
晚期偏滋补肾脾[17] 。 黄芪为补气名药,川芎为 “血中之气

药”,两药配伍作为主要组成的最经典复方莫过于三期辨证中

皆可加减应用的补阳还五汤。 一项纳入 26 个随机对照试验

的循证研究结果表明,中药治疗 SCI 有效且安全,其中补阳还

五汤是最常用的复方,黄芪是最常用的单味药[18] 。
本研究首先构建了 PPI 网络,分析结果表明, MAPK8、

IL-6、EGFR、MYC 和 ESR1 等 5 个靶点度值>2 倍平均值,说明

其可能为黄芪-川芎作用于 SCI 的核心靶点。 检索相关文献发

现,MAPK8 是 MAP 激酶家族的成员,为多个生化信号的整合

点,调节多条信号通路,在治疗 SCI 中可参与改善神经炎症、
减轻细胞凋亡等过程[19] 。 IL-6 是一种分泌蛋白,能刺激 B 细
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A. BP;B. MF;C. CC
A. BP;B. MF;C. CC

图 4　 GO 功能富集分析条形图
Fig

 

4　 Go
 

enrichment
 

analysis
 

bar
 

chart

图 5　 KEGG 富集气泡图
Fig

 

5　 KEGG
 

enrichment
 

bubble
 

diagram

胞产生抗体从多种途径刺激细胞,诱导炎症反应蛋白的合成,
在脊髓损伤后引发的炎症反应中起到重要作用[20-21] 。 EGFR
是上皮生长因子细胞增殖和信号传导的受体,有证据表明其可

促进 SCI 损伤区域神经元的生成[22] 。 MYC 和 ESR1 都属于作

用广泛的转录因子,可通过多种机制调节细胞的分化和增殖。
研究结果表明,发生中枢神经系统损伤时,MYC 可能通过促进

轴突再生和生长,帮助修复损伤的神经细胞[23] 。 ESR1 作为药

物调控靶点在恶性肿瘤领域中研究广泛,有研究结果认为其突

变表达了一种有利于肿瘤进展的独特转录谱[24] 。 值得注意的

是,目前 ESR1 在神经疾病领域中的研究仍未见报道。
本研究中,GO 功能富集分析结果提示,共同靶点主要参

与了凋亡信号通路的调控、对氧化应激的响应、神经元死亡的
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图 6　 成分-靶点网络图
Fig

 

6　 Composition-target
 

network

A. PTGS1 与槲皮素;B. PTGS1 与山柰酚;C. PTGS1 与 7-O-甲基
异木糖醇;D. PTGS1 与亚油酸乙酯;E. PTGS1 与杨梅酮

A.
 

PTGS1
 

and
 

quercetin;
 

B.
 

PTGS1
 

and
 

kaempferol;
 

C.
 

PTGS1
 

and
 

7-O-methyliso-xylitol;
 

D.
 

PTGS1
 

and
 

mandenol;
 

E.
 

PTGS1
 

and
 

myricetone
图 7　 分子对接可视化三维图

Fig
 

7　 3D
 

visualization
 

of
 

molecular
 

docking

调控和活性氧代谢过程的调控等 BP,与上文所述核心靶点的

生物学功能一致。 KEGG 通路富集分析中,PI3K-Akt 信号通

路、MAPK 信号通路和 NF-κB 信号通路被显著富集,结合核心

靶点及 GO 功能富集分析结果,上述 3 条通路极有可能为黄

芪-川芎治疗 SCI 所调控的关键通路。 有研究结果显示,黄芪

糖蛋白对急性脊髓损伤具有一定的神经保护功能,可降低脊髓

组织氧化应激及炎症反应,可能与抑制 NF-κB 蛋白表达有

关[25] 。 槲皮素通过抑制 MAPK 信号通路的激活,从而调节继

发性氧化应激反应,对 SCI 具有保护作用[26] 。 川芎嗪可通过

抑制 MAPK 通路的激活,抑制活性氧的过量产生,防止线粒体

功能障碍[27] 。 此外,川芎嗪还在脊髓损伤后具有神经保护作

用,其机制可能与抑制损伤后 Akt 磷酸化的降低有关[28] 。
本研究中,成分-靶点网络主要分析了活性成分与对应靶

点的关联性。 活性成分方面,推测槲皮素、山柰酚、7-O-甲基异

木糖醇、异鼠李碱和刺芒柄花素为治疗 SCI 的重要活性成分。
研究结果表明,槲皮素可显著减少脊髓损伤后的髓鞘丢失和轴

突丢失,还可促进电生理恢复,减少空洞形成,促进星形胶质细

胞活化和轴突再生[29-30] 。 Liu 等[31] 认为,山柰酚可以降低 SCI
后的氧化应激和炎症反应,该机制与下调 MAPKs-NF-κB 和信

号通路相关。 Chen 等[32] 研究结果表明,异鼠李碱可通过减轻

氧化应激和调节 M1 / M2 巨噬细胞极化来促进 SCI 大鼠的功能

恢复。 7-O-甲基异木糖醇、芒柄花素对 SCI 治疗作用的研究甚

少,这可能是未来研究的方向。 成分对应靶点方面,PTGS1 关

联数量最多,且可同时连接黄芪活性成分和川芎有效成分。
PTGS1 编码的蛋白质调节内皮细胞的血管生成,且可能在肿瘤

进展过程中促进细胞增殖。 研究结果表明,PTGS1 与出血、血
小板功能障碍以及调控脂肪干细胞在损伤部位的定向分化有

关[33-34] 。 分子对接技术可以通过计算结合能量值评估小分子

与靶蛋白的结合亲和力,负值时提示两者可有效结合[35] 。 本

研究的分子对接结果显示,PTGS1 与活性成分槲皮素、山柰酚、
7-O-甲基异木糖醇、亚油酸乙酯和杨梅酮均具有良好的亲和

力。 上述结果提示 PTGS1 可能是一个潜在的关键靶点。
综上所述,本研究对黄芪-川芎治疗 SCI 的作用机制进行

了预测,其可能与抗炎、抗氧化应激、抗神经元凋亡及调控

PI3K-Akt 信号通路等多途径多通路相关。 未来,课题组将通

过实验研究进一步验证网络药理学结果的可靠性,并且深入揭

示其作用机制。
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