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摘要：目的　运用网络药理学和分子对接探究养肝方治疗慢
加急性肝衰竭（ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＡＣＬＦ）的作用机
制。方法　依托ＴＣＭＳＰ及ＧｅｎｅＣａｒｄｓ等多种数据库，获得健
脾利湿养肝方治疗 ＡＣＬＦ疾病的相关靶点。应用 Ｓｔｒｉｎｇ及
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ构建作用靶点的ＰＰＩ网络，筛选出核心作用靶点并
采用ＤＡＶＩＤ进行ＧＯ功能注释和 ＫＥＧＧ通路富集分析。对
健脾利湿养肝方重复出现的活性成分以生物利用度 ＯＢ值
≥３０％，类药性ＤＬ≥０１８为筛选条件，分选出中药复方健脾
利湿养肝方的主要活性成分，并对该主要活性成分与核心作

用靶点亲和力进行分子对接及动物体内实验验证。结果　
共获得健脾利湿养肝方治疗ＡＣＬＦ的活性成分５３６个，交集
靶点基因２４４个，并筛选出核心靶点基因７个。分子对接显
示核心靶基因 ＡＫＴ１、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ、ＭＡＰＫ３、
ＨＲＡＳ与健脾利湿养肝方中的主要活性成分槲皮素亲和力
较好，具有很强的结合活性。另外，体内实验验证健脾利湿

养肝方能够降低ＨＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ的表达，
以延缓ＡＣＬＦ疾病进展。结论　健脾利湿养肝方可能作用
于ＨＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ等核心靶点，以达到治
疗ＡＣＬＦ的作用。

关键词：健脾利湿养肝方；慢加急性肝衰竭；网络药理学；分

子对接；信号通路；槲皮素

开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

　　慢加急性肝衰竭（ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，
ＡＣＬＦ）是继发于慢性肝病的一个危急重症综合征候
群，临床症状复杂多变，并且尚无特效的治疗方法。

在慢性肝病中的发病率常大于１０％，且死亡率可达
５０％以上［１］。西医对ＡＣＬＦ的治疗主要是处理诱发
事件、减少炎症反应及防止器官衰竭等对症支持治

疗。中医没有ＡＣＬＦ病名，根据其复杂多样的症状，
可将其纳入“急黄”、“瘟黄”、“鼓胀”、“血证”、“肝

厥”等重症范畴。现代中医总结本病辨证定位多以

肝、脾为主，辨证定性则多以湿热、气虚为主，病理变

化过程多呈现为“湿热 －热毒 －瘀虚”［２］。病久传
脾，而热邪亦可伤阴血，且“见肝之病，知肝传脾”，

故中医治疗以调和气血为大法，气血运行畅达，则病

情向好。

　　前期本课题通过对全国不同区域 １８家单位
９６２例ＡＣＬＦ及慢性肝衰竭进行多中心大样本临床
观察发现：临床联合中药复方治疗可有效降低血清

内毒素水平、减少并发症并降低病死率［３］。在此基

础上，筛选出有效中药方剂健脾利湿养肝方（后简

称养肝方），其由黄芪、绵茵陈、山药、山茱萸、草果、

田基黄、焦山楂、砂仁、香附组成，具有健脾益气、清

利湿热的功效［４］。

　　近年来中医在理论、临床、中药三方面的分子生
物研究已经起步，网络药理学和分子对接技术可以

从中医理论上拓展生物信息学的空间，在中药临床

疗效基础上说明分子机制，并深化对中药的基因研

究［５］。本研究基于网络药理学和分子对接方法，构

建养肝方治疗ＡＣＬＦ的中药－成分－靶点－疾病网
络关系，并对其潜在靶点和分子机制进行了系统地

研究。

１　材料与方法
１．１　网络药理学方法
１．１．１　养肝方活性成分和靶点搜集　在中药系统
药理学数据库与分析平台（ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐｓ：／／ｔｃｍｓｐｅ．
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ｃｏｍ／）、ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ生物信息学分析平台（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｎｅｔ．ｎｃｐｓｂ．ｏｒｇ／ｂａｔｍａｎｔｃｍ／）及 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）数据库查找获
得养肝方中黄芪、绵茵陈、山药、山茱萸、草果、田基

黄、焦山楂、砂仁、香附的所有有效成分及作用靶点，

选取人源靶点，合并删除重复靶点。

１．１．２　ＡＣＬＦ疾病靶点搜集　使用 Ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎ
ｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ及Ａｃｕｔｅｏｎｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ作为关
键词，搜索 ＤｒｕｇＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃａ／），
人类疾病相关的基因与突变位点信息的数据库

（Ｄｉｓｇｅｎｅｔ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ／），基因数
据库（ＧｅｎｅＣａｒｄｓ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／），治
疗靶标数据库（ＴＴＤ，ｈｔｔｐ：／／ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｎｅｔ／ｔｔｄ），人
类孟德尔遗传病数据库（ＯＭＩＭ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ／），获得ＡＣＬＦ疾病相关靶点，合并所有靶点并
去除重复靶点。

１．１．３　养肝方与 ＡＣＬＦ相关靶点交集的构建　养
肝方的作用靶点与ＡＣＬＦ疾病靶点使用韦恩图取交
集，获得养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点。
１．１．４　构建 ＰＰＩ蛋白互作网络关系图及筛选关键
作用靶点　将养肝方治疗 ＡＣＬＦ作用靶点上传到
ＳＴＲＩＮＧ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）获取 ＰＰＩ信
息。置信度得分为 ０７。以 ＴＳＶ格式导出后由 Ｃｙ
ｔｏｓｃａｐｅ可视化，构建中药靶点 －疾病的网络关系
图。使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中 Ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｚｅｒ和 ＣｙｔｏＮＣＡ
计算网络拓扑参数及阈值，包括度中心性（ｄｅｇｒｅｅ）、
紧密中心性（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）、介数中心性（ｂｅ
ｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）。
１．１．５　养肝方治疗 ＡＣＬＦ作用靶点的富集分析　
使用注释及可视化整合分析工具 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）进行养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点
的富集分析，包括基因本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析
和京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆ
ＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析。依托 Ｒ语言绘制
出ＧＯ功能和ＫＥＧＧ通路富集气泡图、柱状图。
１．１．６　关键作用靶点和主要活性成分的分子对接
　关键作用靶点蛋白的３Ｄ蛋白结构从蛋白质数据
库ＰＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）中获得。对养肝方
有效成分进行两两交集求重复性进行排序筛选，后

以生物利用度ＯＢ值≥３０％，类药性ＤＬ≥０１８为筛
选条件，分选出养肝方中的主要活性成分，并通过

Ｐｕｂｃｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数
据库下载其３Ｄ结构图。使用ＡｕｔｏＤｏｃｋ对蛋白质受
体文件和配体文件进行处理，后再进行主要活性成

分与关键作用靶点的分子对接。使用 ＰｙＭＯＬ软件

将主要活性成分与关键作用靶蛋白之间的相互作用

可视化，并显示为 ２Ｄ图。
１．２　体内实验验证　
１．２．１　实验材料与试剂　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，６
－８周龄，购于广东省医学实验动物中心，适应性喂
养１周。养肝方（黄芪２０ｇ、绵茵陈３０ｇ、山药１５ｇ、
山茱萸１０ｇ、草果１０ｇ、田基黄２０ｇ、焦山楂１５ｇ、砂
仁５ｇ、香附１０ｇ）中药材购自深圳市中医院。ＳＲＣ
（ＧＢ１１１０３５）、ＥＧＦＲ（ＧＢ１１１５０４）购买于 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ生
物技术公司，ＶＥＧＦＡ（ｂｓ１３１３Ｒ）、ＨＲＡＳ（ｂｓ１０７１Ｒ）购
买于Ｂｉｏｓｓ公司，ＳＴＡＴ３（ａｂ６８１５３）购买于 Ａｂｃａｍ公
司。ＬＰＳ（Ｌ４３９１）、Ｄｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ（Ｇ１６３９）购买于
Ｓｉｇｍａ公司。本实验经中科产业控股（深圳）有限公
司动物福利伦理委员会批准，批准号：２０２２００５９。
１．２．２　动物模型构建及给药　建立肝纤维化小鼠
模型，将小鼠随机分为对照组、模型组和养肝方组，

每组４只。第１～８周，对照组腹腔注射生理盐水，
每周２次；模型组及养肝方组腹腔注射四氯化碳溶
液（０２ｍＬ），每周２次。第９～１２周，对照组每周３
次腹腔注射生理盐水，模型组每周３次腹腔注射四
氯化碳，每天灌胃生理盐水０６ｍＬ；养肝方组每周３
次腹腔注射四氯化碳，每天灌胃养肝方水煎剂０６
ｍＬ。在上述模型构建成功后，小鼠腹腔注射 ＬＰＳ
（１０μｇ·ｋｇ－１）和 ＤＧａｌ（５００ｍｇ·ｋｇ－１）的 ＰＢＳ溶
液（２００ｍＬ），２４ｈ后通过腹腔注射麻醉剂（如三溴
乙醇类）对小鼠进行深度麻醉，麻醉稳定后对收集

小鼠的肝脏进行检测。

１．２．３　ＨＥ染色　取出肝脏，多聚甲醛固定组织４８
ｈ时，梯度乙醇及二甲苯脱水透明后石蜡包埋。切
片后用苏木精－伊红进行染色及封片。
１．２．４　免疫组化测定组织内蛋白的表达　将石蜡
包埋组织切片后依次放入二甲苯及梯度乙醇脱蜡，

后放入柠檬酸钠抗原修复液沸水煮２０ｍｉｎ以组织
修复，将抗原修复后切片置于内源性过氧化物酶阻

断剂Ｈ２Ｏ２并滴加一抗过夜孵育。次日充分洗涤
后，切片滴加辣根酶标羊抗小鼠／兔ＩｇＧ聚合物反应
及适量ＤＡＢ显色剂，５～２０ｍｉｎ终止显色并封片。
１．３　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ２５０对实验数据结
果进行统计分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采
用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验，以Ｐ＜
００５为具有统计学差异。
２　结果
２．１　养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点的获得　通过ＴＣ
ＭＳＰ数据库平台及ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ数据库，查找得到
养肝方的所有化学成分。其中养肝方有５３６个化学
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成分，８２１个基因靶点。利用疾病数据库，得到１５８０
个ＡＣＬＦ靶点。通过 Ｖｅｎｎ图取交集，共得到２４４个
交集靶点，即养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点，见Ｆｉｇ１。

Ｆｉｇ１　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｄｒｕｇｄｉｓｅａｓｅｔａｒｇｅｔｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ

２．２　养肝方治疗ＡＣＬＦ靶点蛋白的 ＰＰＩ网络图及
核心靶点蛋白的筛选　养肝方治疗 ＡＣＬＦ靶点蛋白
的ＰＰＩ网络图见 Ｆｉｇ２，共２３７个点，２２９４条边。选
取ＰＰＩ网络图中，度中心性、紧密中心性及介数中心
性均较大的 ７个蛋白为核心蛋白即 ＡＫＴ１、ＳＲＣ、
ＶＥＧＦＡ、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ、ＭＡＰＫ３、ＨＲＡＳ。养肝方与
ＡＣＬＦ交集基因中核心靶点基因的拓扑学参数见
Ｆｉｇ３。

２．３　养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点的 ＧＯ分析结果
　ＧＯ分析包括细胞组分、分子功能及生物过程的
分析，见Ｆｉｇ４。养肝方治疗 ＡＣＬＦ的生物过程主要
包括Ｔ细胞共刺激、信号转导、ＤＮＡ模板正转录调
控、ＲＮＡ聚合酶Ⅱ对转录的正调控、平滑肌细胞增
殖的正调节等。细胞组分主要涉及转录因子复合

物、突触后特化、突触后密度、质膜、磷脂酰肌醇３
激酶复合物。分子功能主要集中在跨膜受体蛋白酪

氨酸激酶活性、转录因子结合、支架蛋白结合、ＲＮＡ
聚合酶Ⅱ转录、蛋白酪氨酸激酶活性等。
２．４　养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点的ＫＥＧＧ分析　
养肝方治疗ＡＣＬＦ作用靶点的ＫＥＧＧ分析结果见Ｆｉｇ
５。富集显著性较高的通路主要包括：癌症中ＰＤ１和
ＰＤＬ１检查点信号抑制通路、ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路、趋
化因子信号通路、Ｃ型凝集素受体信号通路等。表明
养肝方主要通过以上通路来治疗ＡＣＬＦ。
２．５　养肝方主要活性成分筛选　对养肝方５３６个
有效成分的重复性进行排序筛选，再以 ＯＢ≥３０％，
类药性ＤＬ≥０１８为筛选条件过滤，见 Ｔａｂ１。其中
槲皮素重复性为６，且 ＯＢ＝４６４３％，ＤＬ＝０２８，即
选择槲皮素作为后续分子对接的靶点蛋白。

Ｆｉｇ２　ＰＰＩＮｅｔｗｏｒｋｄｉａｇｒａｍｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔ
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Ｆｉｇ３　Ｃｏｒｅｇｅｎｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ｆｉｇ４　Ｖｉｓｕａｌａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ｃｅｌｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ５　ＶｉｓｕａｌａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆＫＥＧＧ

Ｔａｂ１　ＴｈｅｍａｉｎａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＪＰＬＳＹＧＦ

Ｍｏｌｅｃｕｌｅｎａｍｅ ＯＢ≥３０％ ＤＬ≥０．１８ Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ＥＩＣ ４１．９ ０．１４ １０
Ｐｒｏｌｉｎｕｍ ７７．５７ ０．０１ ６
Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄ ３５．４７ ０．０４ ６
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ４６．４３ ０．２８ ６
Ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ １９．３０ ０．１０ ５
Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４３．８３ ０．７６ ５
Ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ ２４．０９ ０．０１ ３
ＬＡｒｇｉｎｉｎ ４７．６４ ０．０３ ３
Ｃｏｕｍａｒｉｎ ２９．１７ ０．０４ ３
Ｈｉｒｓｕｔｒｉｎ １．８６ ０．７７ ３
（－）ｎｏｐｉｎｅｎｅ ４４．８４ ０．０５ ３
Ｍａｉｒｉｎ ５５．３８ ０．７８ １
Ｊａｒａｎｏｌ ５０．８３ ０．２９ １
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Ｍｏｌｅｃｕｌｅｎａｍｅ ＯＢ≥３０％ ＤＬ≥０．１８ Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
Ｒｈａｍｎｏｃｉｔｒｉｎ １２．９０ ０．２７ １
ａｌｅｘａｎｄｒｉｎ ２０．６３ ０．６３ １
ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ ３６．９１ ０．７５ １

（３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）１０，１３ｄｉｍｅｔｈｙｌ

１７［（２Ｒ，５Ｓ）５ｐｒｏｐａｎ２ｙｌｏｃｔａｎ２ｙｌ］
３６．２３ ０．７８ １

ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ４９．６０ ０．３１ １

Ｌｕｐｅｏｌ １２．１２ ０．７８ １

３Ｈｙｄｒｏｘｙ２ｐｉｃｏｌｉｎｅ ６２．４７ ０．０２ １

（２Ｓ）４ｍｅｔｈｏｘｙ７ｍｅｔｈｙｌ２［１ｍｅｔｈｙｌ１［（２Ｓ ５．３８ ０．８１ １

５′ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｍｕｒｏｎｕｌａｔｏｌ２′ ３．６５ ０．８ １

７Ｏｍｅｔｈｙｌｉｓｏｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ ７４．６９ ０．３ １

（６ａＲ，１１ａＲ）９，１０ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ６ａ，１１ａｄｉｈｙｄｒｏ６Ｈ

ｂｅｎｚｏｆｕｒａｎｏ［３，２ｃ］ｃｈｒｏｍｅｎ３ｏｌ
６４．２６ ０．４２ １

１３ｈｙｄｒｏｘｙ９ ３５．６０ ０．１７ １

Ａｒａｂｉｎｏｓｅ １．８７ ０．０２ １

ｉｓｏｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ５０．８３ ０．０６ １

Ｆｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ ４２．５１ ０．０３ １

Ｂｉｆｅｎｄａｔｅ ３１．１０ ０．６７ １

ＦＥＲＵＬＩＣＡＣＩＤ（ＣＩＳ） ５４．９７ ０．０６ １

ｄａｉｄｚｅｉｎ １９．４４ ０．１９ １

Ｏｎｏｎｉｎ １１．５２ ０．７８ １

ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ６９．６７ ０．２１ １

（＋）Ｓｙｒｉｎｇａｒｅｓｉｎｏｌ ３．２９ ０．７２ １

ｃｉｓｐＣｏｕｍａｒａｔｅ ４５．９８ ０．０４ １

Ｆｌａｖａｘｉｎ ８．１８ ０．５ １

Ａｓｔｒａｉｓｏｆｌａｖａｎｉｎ １８．３７ ０．８６ １

Ｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ ４．２２ ０．２６ １

Ｃａｆｆｅａｔｅ ５４．９７ ０．０５ １

ｒｕｔｉｎ ３．２ ０．６８ １

Ｌａｒｉｃｉｒｅｓｉｎｏｌ ５．５３ ０．３８ １

Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ４７．７５ ０．２４ １

３′Ｈｙｄｒｏｘｙ４′ｍｅｔｈｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ７ＯｂｅｔａＤｇｌｕｃｏ

ｓｉｄｅ
１０．０５ ０．８１ １

ＸＬＳ ５１．０８ ０．０２ １

ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ ４７．６５ ０．０２ １

ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ４１．８８ ０．２４ １

ｒｈａｍｎｏｃｉｔｒｉｎ３Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ２．８７ ０．７６ １

ＲＡＭ ５０．５ ０．０４ １

ＣｒｙｓｔａｌＶＩ ８３．９６ ０．０２ １

ｂｅｔａｉｎｅ ４０．９２ ０．０１ １

ｌｉｎｏｌｅｎｉｃａｃｉｄ ４５．０１ ０．１５ １

ＦＡ ６８．９６ ０．７１ １

（Ｚ）１（２，４ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）３（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）

ｐｒｏｐ２ｅｎ１ｏｎｅ
８７．５１ ０．１５ １

ｉｓｏｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ７ ４９．２８ ０．６２ １

１，７Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ３，９ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｔｅｒｏｃａｒｐｅｎｅ ３９．０５ ０．４８ １

Ｐｅｌｌｉｔｏｒｉｎ ２３．８１ ０．０６ １

ＬＳｅｒｉｎ ９８．４７ ０．０１ １

Ｔｈｒｅｏｎｉｎ ７３．５２ ０．０１ １

ＰＨＡ ４１．６２ ０．０４ １

ＬＰＧ ８７．６９ ０．０１ １

ＧＬＹ ４８．７４ ０ １

Ｍｏｌｅｃｕｌｅｎａｍｅ ＯＢ≥３０％ ＤＬ≥０．１８ Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
Ｇｕｌｕｔａｍｉｎｅ ６．６６ ０．０２ １

ｈＭｅｔｈ ７０．８７ ０．０１ １

ＡＳＩ ７９．７４ ０．０２ １

ＬＩｌｅ ５９．０５ ０．０２ １

Ｉｓｔｉｄｉｎａ ５３．１８ ０．０３ １

ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ２５．３７ ０．０４ １

（Ｌ）ａｌｐｈａＴｅｒｐｉｎｅｏｌ ４８．８ ０．０３ １

ｍｙｒｉｓｔｉｃａｃｉｄ ２１．１８ ０．０７ １

Ｍｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ ４６．１５ ０．１７ １

ＭＬＴ ５９．６２ ０．０２ １

Ｌｉｎａｌｏｏｌ ４９．３７ ０．０４ １

ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔ５ｅｎ３ｂｅｔａｏｌ ３６．９１ ０．７５ １

２［（１Ｒ，３Ｓ，４Ｓ）３ｉｓｏｐｒｏｐｅｎｙｌ４ｍｅｔｈｙｌ４ｖｉｎｙｌｃｙ

ｃｌｏｈｅｘｙｌ］ｐｒｏｐａｎ２ｏｌ
１９．０３ ０．０７ １

ｃａｌａｃｏｒｅｎｅ １６．２ ０．０８ １

ｂｅｔａｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ３６．９１ ０．７５ １

ａｌｐｈａａｍｙｒｉｎ １０．２８ ０．７６ １

ＮｏｎｏｘＤ ３９．８２ ０．１３ １

ｖａｎｉｌｌｉｎ ５２ ０．０３ １

ＤＢＰ ６４．５４ ０．１３ １

ｓｔｅａｒｉｃａｃｉｄ １７．８３ ０．１４ １

Ｃｙｍｏｌ ２７．２ ０．０２ １

ＺＩＮＣ０２０４０９７０ ４０．４３ ０．０６ １

１，８Ｃｉｎｅｏｌ ３９．７３ ０．０５ １

ｇｅｒａｎｉｏｌ ２３．９３ ０．０２ １

（－）ａｌｐｈａＰｉｎｅｎｅ ４６．２５ ０．０５ １

ＮＥＲＹＬＡＣＥＴＡＴＥ ２５．９４ ０．０４ １

ＣＡＭ ６７．１７ ０．０５ １

２．６　槲皮素与核心靶点蛋白分子对接　将槲皮素
与７个核心靶点蛋白 ＡＫＴ１、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ、ＳＴＡＴ３、
ＥＧＦＲ、ＭＡＰＫ３、ＨＲＡＳ进行分子对接，结合能数据依
次为 －５９、－８２、－７２、－８２、－８６、－６８、－
８８ｋＪ·ｍｏｌ－１。一般认为，结合能 －５０ｋＪ·
ｍｏｌ－１，表明这种成分与核心靶点蛋白结合性较好，
结合能＜－７０ｋＪ·ｍｏｌ－１，表明此种物质与核心靶
点蛋白有很强结合活性。除槲皮素与 ＡＫＴ１、
ＭＡＰＫ３的结合能为－５９、－６８ｋＪ·ｍｏｌ－１之外，其
余的结合能均＜－７０ｋＪ·ｍｏｌ－１，说明槲皮素与核
心靶点蛋白结合良好。槲皮素与和核心靶点蛋白分

子对接示意图见Ｆｉｇ６。
２．７　动物实验验证　随后我们研究了养肝方是否
通过以上核心靶点对ＡＣＬＦ发挥治疗作用。收集小
鼠血清进行生化指标检验。Ｆｉｇ７Ａ、Ｂ可见与正常
组比较，模型组与养肝方组小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ均
升高；且与模型组比较，养肝方组 ＡＬＴ及 ＡＳＴ均降
低，这说明养肝方对ＡＣＬＦ的肝损伤有保护作用，具
有一定的生物安全性。Ｆｉｇ７ＣＨＥ染色结果可见，
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Ｆｉｇ６　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｄｉａｇｒａｍ

Ｆｉｇ７　Ｉｎｖｉｖｏｔｅｓｔ

　　Ｔｈｅｇｒｏｕｐｓｉｎｔｈｉｓｆｉｇｕｒｅａｒｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌ，ａｎｄＪＰＬＳＹＧＦ．Ａ．ＳｅｒｕｍＡＬＴｋｉｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；Ｂ．ＳｅｒｕｍＡＳＴｋｉｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；Ｃ．Ａｇｅｎｅｒａｌｖｉｅｗｏｆ

ｌｉｖｅｒａｎｄＨＥ（×４００）；Ｄ．ＩＨＣ（×４００），Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

正常组小鼠肝细胞形态正常且连接紧密，结构完整，

无炎症细胞细润；模型组小鼠的肝细胞肿胀，肝小叶

结构紊乱，炎症及 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞浸润（黑色箭头处）；
养肝方组肝损伤细胞减少，细胞形态较为完整，结构

基本正常，炎症浸润程度也明显降低（黑色箭头

处）。随后我们对分子对接的结合能均 ＜－７０ｋＪ
·ｍｏｌ－１的靶点 ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ、ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ、ＨＲＡＳ

进行免疫组化实验，Ｆｉｇ７Ｄ可见与模型组相比，养肝
方均可下调 ＨＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ蛋
白的表达。

３　讨论
　　ＡＣＬＦ是一种具有挑战性的疾病，其特征在于
不同的临床症状、疾病进展快和高短期死亡率。

ＡＣＬＦ通常由细菌感染（３５％）、消化道出血（２２％）

·２６５· 中国药理学通报　ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌＢｕｌｌｅｔｉｎ　２０２４Ｍａｒ；４０（３）



和酒精（１９％）引发，病理生理学特征为全身性炎症
反应并伴有矛盾的免疫缺陷［６］。这种疾病具有明

确的发病机制和流行病学负担，因此临床上需要开

发特定和有效的疗法来治疗这种疾病。本研究在前

期临床研究中筛选出有效中药方剂养肝方，利用网

络药理学策略，系统地研究养肝方治疗 ＡＣＬＦ作用
的潜在作用靶点和分子机制，并进行动物体内实验

验证。

　　ＧＯ富集分析显示，生物过程主要包括 Ｔ细胞
共刺激、信号转导、ＲＮＡ聚合酶 ＩＩ对转录的正调控
等。细胞组分主要涉及转录因子复合物、突触后特

化、突触后密度等。分子功能主要集中在跨膜受体

蛋白酪氨酸激酶活性、转录因子结合、支架蛋白结合

等。ＡＣＬＦ患者常表现出免疫功能障碍，Ｔ淋巴细胞
功能障碍是ＡＣＬＦ免疫抑制的重要机制［７］。研究发

现，ＡＣＬＦ中的Ｔ淋巴细胞功能障碍多表现为 Ｔ淋
巴细胞的凋亡增加、增殖能力减弱及反应性降

低［８］。ＫＥＧＧ分析显示，富集显著性较高的通路主
要包括癌症中 ＰＤ１和 ＰＤＬ１检查点信号抑制通
路、ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路、趋化因子信号通路、Ｃ型凝
集素受体信号通路等。ＰＤ１主要在活化的 ＣＤ８＋Ｔ
淋巴细胞中表达，其配体是 ＰＤＬ１／ＰＤＬ２，ＰＤＬ１／
ＰＤＬ２共刺激信号通路在 Ｔ淋巴细胞活化、增殖及
分泌细胞因子中起重要的负调节作用［９］。Ｌｉ等［１０］

发现ＳＯＣＳ３主要通过 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路执行其
信号转导中的负调节作用，且其表达水平在 ＨＢＶ
ＡＣＬＦ患者的肝脏组织和 ＰＢＭＣ中均显著升高，并
与肝损伤程度呈正相关。总结以上研究提示，ＰＤ
１／ＰＤＬ１信号通路、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路可能在
ＡＣＬＦ的发生和发展中起着重要作用。
　　本研究选取养肝方治疗ＡＣＬＦ的７个核心靶点
蛋白中结合能前 ５的 ＨＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ、
ＶＥＧＦＡ蛋白进行了实验验证。ＨＲＡＳ参与 ＲＡＳ／
ＭＡＰＫ途径，负责控制基因转录活动和细胞循环周
期，与细胞增殖有关［１１］。ＨＲＡＳ蛋白处于持续激活
状态时可导致细胞增殖失控［１２］。可见模型组

ＨＲＡＳ高度活跃，同时养肝方可以下调 ＨＲＡＳ表达
并可维持正常细胞周期。ＲＡＳ／ＭＡＰＫ途径也是
ＥＧＦＲ下游通路之一，ＥＧＦＲ的过表达或发生突变
时，也会导致细胞异常增殖［１３］。本实验中模型组可

见ＥＧＦＲ高度表达，相反养肝方逆转了这一趋势。
ＳＲＣ作为一种人类普遍表达的蛋白酪氨酸激酶，其
异常激活可促进内皮 －间充质等过程，将正常细胞
转为癌细胞［１４］。Ｄｕ等［１５］通过抑制 ＳＲＣ的激活，可
阻止肝星状细胞的增殖和迁移，以延缓肝纤维化进

程。同样的，养肝方可以抑制 ＳＲＣ的激活，这说明
养肝方也可延缓慢性肝病肝脏的纤维化进程。Ｓｏｌｅ
等［１６］通过对比研究５５名肝硬化患者发现 ＡＣＬＦ患
者血浆细胞因子中的ＶＥＧＦＡ与ＡＣＬＦ关系最显著。
肝组织炎症及损伤后模型组 ＶＥＧＦＡ分泌增加，血
管通透性增加，炎症细胞及细胞因子浸润增加，放大

了炎症信号，导致血管渗透、水肿及炎症［１７］。养肝

方可降低体内炎症反应，下调 ＶＥＧＦＡ表达。促进
肝细胞再生是ＡＣＬＦ的重要方面，而 ＳＴＡＴ３与肝脏
促再生途径有关。Ｘｉａｎｇ等［１８］研究发现，ＩＬ６／
ＳＴＡＴ３通路的破坏会过度激活 ＩＦＮγ／ＳＴＡＴ１通路
导致肝再生能力减弱，ＳＴＡＴ３途径的下调有利于
ＡＣＬＦ的恢复。这与ＨＥ的实验结果一致，同样在本
研究中ＡＣＬＦ小鼠表现出显著激活的ＳＴＡＴ３信号传
导，养肝方下调了ＳＴＡＴ３的表达。
　　综上所述，养肝方具有健脾益气、清利湿热的功
效，其可以作用 ＨＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ、ＶＥＧＦＡ
等核心靶点，通过控制细胞增殖、维持细胞周期、抑

制内皮－间充质及炎症反应，以达到治疗 ＡＣＬＦ的
作用。
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