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基于网络药理学和分子对接技术探讨丹红

注射液治疗肺纤维化的作用机制

季雨彤1,汪欣蕊1,李欣彤1,於蔚1,曾文婕1,武琦2

(1.徐州医科大学第一临床医学院,江苏 徐州 221004;
2.徐州医科大学生理学教研室,江苏 徐州 221004)

摘 要:目的 利用网络药理学和分子对接技术,探讨丹红注射液防治肺纤维化的作用靶点。方法 通过TCMSP数据

库检索丹参和红花的有效成分,将各有效成分带入TCMSP数据库和SwissTargetPrediction数据库获得有效成分的作

用靶点,从GeneCards数据库获取肺纤维化的治疗靶点,把成分靶点和疾病靶点交集后,使用String数据库构建蛋白互

作网络(PPI)并分析。利用 R软件进行基因本体(GO)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路分析。最后通过

AutoDock软件对核心成分和靶点进行分子对接。结果 共获得172个交集靶点,GO富集分析显示对外源性刺激的反

应、炎症反应、凋亡过程的负调控等可能参与到丹红注射液治疗肺纤维化进程。KEGG富集分析显示丹红注射液治疗肺

纤维化的信号通路主要集中于10条,其中脂质和动脉粥样硬化(lipidandatherosclerosis)、糖尿病并发症中的 AGE-
RAGE信号通路(AGE-RAGEsignalingpathwayindiabeticcomplications)、流体剪切力与动脉粥样硬化(fluidshear
stressandatherosclerosis)这3条通路最为关键。分子对接结果显示,丹红注射液的关键成分木犀草素(luteolin)和丹参

酮IIA(tanshinoneIIA)可与核心靶点EGFR、SRC匹配。结论 通过网络药理学及分子对接的方法,找到了丹红注射液

治疗肺纤维化的可能潜在靶点,预测了其发挥药理作用的关键通路。
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InvestigatingthemechanismofDanhongInjectioninthetreatmentofpulmonaryfibrosis
throughnetworkpharmacologyandmoleculardockingtechnology

JiYutong1,WangXinrui1,LiXintong1,YuWei1,ZengWenjie1,WuQi2

(1.TheFirstSchoolofClinicalMedicine,XuzhouMedicalUniversity,
Xuzhou221004,Jiangsu,China;2.DepartmentofPhysiology,
Xuzhoumedicaluniversity,Xuzhou221004,Jiangsu,China)

  Abstract: Objective ToexploretheactiontargetsofDanhongInjectioninpreventingandtreatingpul-
monaryfibrosisutilizingnetworkpharmacologyandmoleculardockingtechnology. Methods Effectivecom-
ponentsofDanshen(Salviamiltiorrhiza)andHonghua(Carthamustinctorius)wereretrievedfromtheTCMSP
database.TheactiontargetsofthesecomponentswereobtainedfromtheTCMSPdatabaseandtheSwissTar-
getPredictiondatabase.TreatmenttargetsforpulmonaryfibrosiswereretrievedfromtheGeneCardsdatabase.
Afterobtainingtheintersectionofcomponenttargetsanddiseasetargets,aprotein-proteininteractionnetwork
(PPI)wasconstructedusingtheStringdatabasetobeanalyzed.TheRsoftwarewasusedtoconductGeneOn-
tology(GO)andKyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)pathwayanalyses.Subsequently,the
AutoDocksoftwarewasutilizedforthemoleculardockingofcorecomponentsandtargets. Results Atotalof
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172intersectingtargetswereobtained,GOenrichmentanalysisrevealedpotentialinvolvementoftheresponse
toexogenousstimuli,inflammatoryresponse,andnegativeregulationofapoptosisprocessinthetreatmentof
pulmonaryfibrosiswithDanhongInjection.Furthermore,KEGGenrichmentanalysisshowedthatthesigna-
lingpathwaysinvolvedintreatingpulmonaryfibrosiswithDanhongInjectionweremainlyconcentratedin10
pathways,withlipidandatherosclerosis,AGE-RAGEsignalingpathwayindiabeticcomplications,andfluid
shearstressandatherosclerosisbeingthemostcritical.Themoleculardockingresultsshowedthatthekey
componentsofDanhongInjection,luteolinandTanshinoneIIA,couldmatchwiththecoretargetsEGFRand
SRC. Conclusion Throughnetworkpharmacologyandmoleculardockingtechnology,potentialtargetsfor
DanhongInjectionintreatingpulmonaryfibrosiswereidentified,andkeypathwaysforitspharmacological
effectswerepredicted.
  Keywords: pulmonaryfibrosis;DanhongInjection;TanshinoneIIA;Luteolin;moleculardocking

  肺纤维化是一类进行性、不可逆的肺间质疾病。
其发病机制主要包括肺泡上皮细胞损伤、成纤维细胞

大量增殖并伴有胶原沉积[1]。有研究表明,经确诊后,
肺纤维化患者的5年生存率仅为20%~30%。目前

对于肺纤维化的治疗手段极其有限,除肺移植外,临床

上缺少有效的治疗药物[2-3]。在全球范围内,吡菲尼酮

和尼达尼布为目前推荐的治疗肺纤维化的药物,二者

虽然在一定程度上能够延缓特发性肺纤维化(idio-
pathicpulmonaryfibrosis,IPF),但其价格昂贵,且存

在胃肠道反应、肝损伤、出血等不良反应[4]。因此寻找

安全有效地治疗肺纤维化的药物非常重要。
丹红注射液是丹参、红花两味中药经过提取制成

的注射剂。红花性温、味辛,具有活血化瘀、通经止痛

等作用;丹参性微寒、味苦,具有通经止痛、活血祛瘀、
凉血消痈、舒心清烦功效,目前已经应用于各个系统的

疾病[5]。一项 Meta分析结果显示:在西药治疗的基础

上,加用丹红注射液可改善IPF患者的肺功能,提高

生活质量,且安全性较高[6]。但目前对于丹红注射液

在肺纤维化中的作用机制尚未明确。本研究使用生物

信息学及分子对接的方法探讨丹红注射液治疗肺纤维

化的作用机制,以期为肺纤维化的治疗提供一定的参

考。

1 材料与方法

1.1 丹参和红花的有效成分筛选 检索中药系统药

理学数据库与分析平台(traditionalChinesemedicine
systemspharmacologydatabaseandanalysisplat-
form,TCMSP)(https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.
php),分别查询丹参和红花的有效成分。以口服生物

利用度(OB)≥30%且类药性(DL)≥0.18作为筛选的

标准,分别得到丹参和红花的有效成分,然后将每个有

效成分分别输入到用PubChem数据库(https://pub-
chem.ncbi.nlm.nih.gov/)中进行确认。

1.2 筛选有效成分的作用靶点 分别将丹参和红花

的有效成分输入到TCMSP数据库、SwissTargetPre-
diction数据库(http://stitch.embl.de/)得到药物有

效成分的作用靶点,并将靶点导入通过 Uniprot数据

库(https://www.uniprot.org/)进行转化处理。

1.3 筛选疾病靶点 以“pulmonaryfibrosis”为检索

词,在GeneCards(https://www.genecards.org/)数
据库中,检索与肺纤维化关系密切的靶基因。在Gen-
eCards数据库中,Relevancescore代表基因与疾病间

联系的密切程度,数值越大表明关系越密切。选择

Relevancescore>5的相关靶基因作为肺纤维化疾病

靶点。

1.4 确定药物-有效成分-疾病靶点 将丹参和红

花活性成分所对应的靶点与肺纤维化所对应的靶点取

交集后,得到共有的靶点。并使用 R 软件绘制出

Venn图。

1.5 交集靶点的蛋白-蛋白相互作用网络构建 将

交集靶点导入到String数据库中,选定物种为人类

“Homosapiens”,对交集靶点进行蛋白质-蛋白质相

互作用(PPI)的网络构建。将PPI结果导入R软件,
绘制Barplot图,并找排名前30位基因。

1.6 富集分析 将交集靶点导入 DAVID数据库

(https://david.ncifcrf.gov/)进行 GO 富集分析和

KEGG富集分析,选择种属为“homosapiens”,计算的

结果以Count和P-value值进行展示,用R软件绘制

出气泡图。

1.7 分子对接 将核心靶点蛋白和丹红的主要有效

成分进行分子对接。首先,分别在PDB数据(http://

www.rcsb.org/)和ZINC数据库(https://zinc.doc-
king.org/)中下载相关蛋白和有效成分3D结构,使用

AutoDock软件进行加氢、调整电荷等处理,并进行分

子对接,计算对接的结合能,并对接后文件保存成PD-
BQT格式文件,用DiscoveryStudio软件转换为PDB
格式文件,最后导入Pymol软件绘制图片。

2 结果

2.1 药物-有效成分-疾病靶点 通过检索TCM-
SP平台检索丹参和红花有效成分,然后分别将有效成

分输入到TCMSP数据库、SwissTargetPrediction数
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据库,在去除重复结果后共得到药物靶点383个。此

外,本课题组从GeneCards数据库中找到与肺纤维化

关系密切的靶点1708个。利用R软件绘制韦恩图,
并得到交集靶点172个,这172个靶点就是丹红注射

液治疗肺纤维化的潜在靶点,见图1。

2.2 交集靶点PPI网络互作 将丹红注射液治疗肺

纤维化的172个交集靶点基因导入到String数据库

中,以构建PPI互作网络,并下载相关数据,将数据导

入R软件绘制Barplot图,并找出degree值最高的前

30个基因,其中排前五位的为SRC、EGFR、PTGS2、

MMP9、APP,见图2。
图1 药物-有效成分-疾病靶点韦恩图

注:A.PPI网络互作图;B.Barplot图展示前30个核心靶点。

图2 丹红注射液治疗肺纤维化交集靶点PPI网络互作

2.3 GO富集分析 为预测丹红注射液治疗肺纤维

化可能的作用机制,将172个潜在靶点进行GO富集

分析,分别从生物过程(biologicalprocess,BP)、细胞

组分(cellularcomponent,CC)、分子功能(molecular
function,MF)3个层面进行分析。如图3所示,在BP
层面,主要涉及到对外源性刺激的反应(responseto
xenobioticstimulus)、炎 症 反 应 (inflammatoryre-
sponse)、凋亡过程的负调控(negativeregulationof
apoptoticprocess)等生物学进程;在CC方面,主要涉

及到细胞表面(cellsurface)、胞外区域(extracellular
region)、大分子复合物(macromolecularcomplex)等
细胞功能的变化;在 MF方面,涉及到酶结合(enzyme
binding),同种蛋白结合(identicalproteinbinding)、蛋
白质结合(proteinbinding)等机制。

图3 GO富集分析结果
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2.4 KEGG富集分析 为了解丹红注射液治疗肺纤

维化可能的信号通路,本课题组将172个潜在靶点进

行KEGG富集通路分析,如图4所示,潜在靶点主要

集中到10条信号通路上。其中在脂质和动脉粥样硬

化(lipidandatherosclerosis)富集到了47个靶点,糖
尿病并发症中的 AGE-RAGE信号通路(AGE-RAGE
signalingpathwayindiabeticcomplications)富集到了

36个靶点,流体剪切力与动脉粥样硬化途径(fluid
shearstressandatherosclerosis)富集到了38个靶点。
这3条信号途径可能在其中发挥着关键的作用。

2.5 分子对接 为明确丹红注射液主要成分与肺纤

维化关键蛋白是否能够有效地对接,本课题组利用

AutoDock软件和Pymol软件对EGFR、SRC与木犀

草素和丹参酮IIA进行分子对接,计算结合能。结合

能越低,表明稳定性越好。图5结果显示,木犀草素、
丹参酮IIA可以很好地与EGFR、SRC进行对接,结合

能均<-5kcal/mol。

图4 KEGG富集分析结果

注:A.木犀草素与EGFR分子对接图;B.木犀草素与SRC分子对接图;

C.丹参酮IIA与EGFR分子对接图;D.丹参酮IIA与SRC分子对接图。

图5 重要活性成分-关键靶点分子对接可视化

3 讨论

本研究通过检索TCMSP数据库得到丹参和红花

的主要有效成分,根据有效成分检索相应的药物数据

库得到成分靶点,然后将肺纤维化的疾病靶点进行交

集靶点172个,这172个靶点就是丹红注射液治疗肺

纤维化的潜在靶点。在所得到的172个作用靶点中,
通过PPI网络互作得出SRC、EGFR、PTGS2、MMP9、

APP等几个关键的靶点可能在其中起着关键的作用。

SRC是SRC家族激酶成员,SRC激酶家族共包

含9个成员,其中SRC是其中的核心成员[7]。目前的

研究发现[8],SRC是调节多种生化级联反应的关键点,
一方面能够将胞外信号转入胞内,另一方面还可将信

号在细胞内进行传递,在调节细胞增殖,参与氧化应激

反应中活性氧生成,调节血管生成等方面有重要的作

用。有学者研究发现,二氧化硅(SiO2)能够诱导肺巨

噬细胞活化促进矽肺中的淋巴管生成,其中SRC/
eNOS在其中发挥着关键的调节作用[9]。另有学者通

过网络药理学预测发现,杨梅酮、川芎内酯、川芎哚等

作为川芎的核心活性成分可能主要通过SRC等蛋白

发挥抗肺纤维化的作用,这还需要实验进行进一步的

证实[10]。
表皮生长因子受体(EGFR)广泛存在于上皮细胞

细胞膜上,属于受体型酪氨酸蛋白激酶,是细胞内段具

有酪氨酸激酶活性的一类跨膜受体[11]。EGFR被激

活后可引发胞内域形成酪氨酸激酶活性,并进一步激

活下游的细胞信号转导通路,参与相应的细胞功能调
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节[12]。EGFR在肺纤维化中的作用已经得到证实,目
前许多研究表明 EGFR与肺纤维化过程中成纤维细

胞增殖活化和 EMT过程有关[13]。有研究发现[14],

EGFR磷酸化后参与了胶原蛋白合成,进而加快了肺

纤维化进展。另有研究发现,EGFR激活后加快了肺

泡上皮细胞发生EMT,使成纤维细胞数量大大增加。
在GO富集分析中,发现细胞对包括炎症、凋亡等

外界刺激的反应、细胞表面和胞外区域结构的变化以

及蛋白质结合等分子功能的变化均可能参与其中。在

KEGG富集分析中,主要富集在脂质和动脉粥样硬化、
糖尿病并发症中的 AGE-RAGE信号通路、流体剪切

力与动脉粥样硬化途上。
为进一步分析丹红注射液与关键靶点的结合作

用,本课题组分别选择红花和丹参的两个关键的有效

成分luteolin和丹参酮IIA使用分子对接的方法初步

测试了这些关键靶点和EGFR、SRC的亲和力。结果

显示结合能力均较好,因此表明丹红注射液关键有效

成分能够与关键靶点很好的结合发挥治疗肺纤维化的

作用。
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