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青黛调控铁死亡治疗颅脑损伤的作用机制研究

张倩1,白恒宇1,杨祥2,高俪原2,徐秀泉1

(1.亳州学院,安徽 亳州 236800;

2.江苏省张家港市中医医院,江苏 张家港 215600)

摘 要:目的 利用网络药理学和分子对接技术,从铁死亡角度探讨青黛治疗颅脑损伤(traumaticbraininjury,TBI)的
分子机制,揭示新的治疗靶点。方法 利用TCMSP、PubChem和SwissTargetPrediction数据库筛选青黛的活性成分和

作用靶点。利用GeneCards和OMIM数据库,获取与TBI相关的靶点。使用 Venny2.1软件对青黛活性成分靶点和

TBI靶点取交集。利用Cytoscape3.10.0软件构建“青黛-活性成分-作用靶点”网络。将交集靶点导入STRING平台

构建靶点间的蛋白相互作用(PPI)网络。利用 Metascape数据库进行GO和KEGG分析。运用GeneCards和FerrDb数

据库获得铁死亡基因靶点,利用STRING、Metascape数据库和Cytoscape3.10.0软件对青黛活性成分、铁死亡、TBI三

者综合分析,并通过AutoDockTools1.5.7软件和PyMOL软件进行分子对接验证。结果 青黛活性成分9个,对应靶

点254个,TBI靶点1969个,交集靶点109个。铁死亡靶点1225个,三者交集靶点32个。PPI网络分析发现氧化物酶

体增殖物激活受体γ(PPARG)、表皮生长因子受体(EGFR)、原癌基因(SRC)、人类表皮生长因子受体2(ERBB2)、聚腺

苷二磷酸核糖聚合酶1(PARP1)等5个靶点是青黛调控铁死亡治疗TBI的主要靶点。分子对接结果表明靶点PPARG、

EGFR、SRC、ERBB2、PARP1与青黛的活性成分有较好的结合性。结论 青黛可能通过调控铁死亡治疗颅脑损伤。
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Studyonthemechanismofindigonaturalisregulatingferroptosis
forthetreatmentoftraumaticbraininjury

ZHANGQian1,BAIHengyu1,YANGXiang2,GAOLiyuan2,XUXiuquan1

(1.BozhouUniversity,Bozhou236800,Anhui,China;2.ZhangjiagangHospitalofTraditional
ChineseMedicine,JiangsuProvince,Zhangjiagang215600,Jiangsu,China)

  Abstract: Objective Toexplorethemolecularmechanismofindigonaturalisinthetreatmentoftrau-
maticbraininjury(TBI)fromtheperspectiveofferroptosisusingnetworkpharmacologyandmoleculardoc-
kingtechniques,andtorevealnewtherapeutictargets. Methods Theactiveingredientsandtargetsofindigo
naturaliswerescreenedusingtheTCMSP,PubChem,andSwissTargetPredictiondatabases.Targetsrelatedto
TBIwereobtainedfromtheGeneCardsandOMIMdatabases.Theintersectionofindigonaturalisactiveingre-
dienttargetsandTBItargetswasobtainedusingVenny2.1software.The“indigonaturalis-activeingredient-
target”networkwasconstructedusingCytoscape3.10.0software.Theintersectiontargetswereimportedinto
theSTRINGplatformtoconstructaprotein-proteininteraction(PPI)networkamongthesetargets.GOand
KEGGanalyseswereperformedusingtheMetascapedatabase.Ferroptosisgenetargetswereobtainedfromthe
GeneCardsandFerrDbdatabases.Comprehensiveanalysisofindigonaturalisactiveingredients,ferroptosis,
andTBIwasperformedusingtheSTRING,Metascapedatabases,andCytoscape3.10.0software,andmolec-
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ulardockingvalidationwasconductedusingAutoDockTools1.5.7softwareandPyMOLsoftware. Results 
Nineactiveingredientsofindigonaturaliswereidentified,correspondingto254targets,while1969targets
wereassociatedwithTBI,with109targetsintheintersection.Therewere1225ferroptosistargets,and32
targetswerecommontoallthreecategories.PPInetworkanalysisrevealedthatperoxisomeproliferator-activa-
tedreceptorgamma(PPARG),epidermalgrowthfactorreceptor(EGFR),proto-oncogene(SRC),humanep-
idermalgrowthfactorreceptor2(ERBB2),andpoly(ADP-ribose)polymerase1(PARP1)werethemaintar-
getsinthetreatmentofTBIviaferroptosisregulationbyindigonaturalis.Theresultsofmoleculardocking
showedthatthetargetsPPARG,EGFR,SRC,ERBB2,andPARP1hadgoodbindingaffinitywiththeactive
ingredientsofindigonaturalis. Conclusion IndigonaturalismaytreatTBIbyregulatingferroptosis.
  Keywords: networkpharmacology;moleculardocking;indigonaturalis;ferroptosis;traumaticbrainin-

jury

  颅脑损伤(traumaticbraininjury,TBI)是指外力

冲击导致脑组织受损的情况,是一种常见且严重的损

伤疾病。TBI可分为局部损伤和弥漫性损伤两类。局

部损伤影响特定区域的神经组织和脑血管,可能导致

神经纤维断裂和细胞死亡;弥漫性损伤则涉及更广泛

的脑部受损。近年来,交通事故的增加使TBI发生率

上升。由于TBI治疗难度大、费用高,且患者往往有

后遗症,因此TBI在我国损伤类疾病中具有较高的死

亡率和致残率[1-4]。青黛(indigonaturalis),一种深蓝

色的干粉或发酵产品,源自爵床科的马蓝、蓼科的蓼蓝

及十字花科的菘蓝等植物的叶或茎叶[5]。青黛在古印

度被用作原始染料,传入中国后常被用于画眉,后发现

其具有显著的清热解毒、凉血消斑以及泻火定惊等功

效[6]。现代药理学研究发现,青黛具有抗炎、抗氧化、
抗菌、免疫调节等活性[7]。目前治疗 TBI的手段有手

术和药物治疗,抗氧化类中药治疗方法被证明能降低

死亡率,具有一定治疗作用及减少并发症[8]。而青黛

中的靛玉红、β-谷甾醇等成分具有抗氧化、抗炎、抗病

毒等作用[9]。铁死亡是一种新发现的细胞死亡方式,
其核心在于铁依赖的脂质过氧化。在Fe2+ 或脂氧合

酶的作用下,细胞膜上的不饱和脂肪酸发生过氧化,最
终导致细胞死亡[10]。青黛的活性成分靛玉红、β-谷甾

醇等可以调控核心酶谷胱甘肽过氧化物酶4,增加细

胞内的活性氧(ROS)水平,降低脂质过氧化从而抑制

铁死亡的发生[11]。网络药理学是一门基于系统生物

学和信息技术的学科。通过多化合物协同作用和药物

再利用,精简了药物发现的过程,大大加快了临床转化

的速度[12]。本研究基于网络药理学分析对青黛调控

铁死亡治疗颅脑损伤的作用机制进行探讨,并利用分

子对接技术验证,以期为后续青黛治疗颅脑损伤的体

内外研究提供思路。
1 材料与方法

1.1 青黛活性成分及靶点的筛选 使用中药系统药

理数据库及分析平台TCMSP(https://old.tcmsp-e.
com/),以“青黛”为关键词检索其化学成分。根据药

物在体内的动态变化,设定青黛活性成分的筛选条件

为口服生物利用度(oralbioavailability,OB)≥30%
和类药性(druglikeness,DL)≥0.18。接着在Pub-
Chem 数 据 库 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/)中搜索活性成分的SMILEname,并导入Swis-
sTargetPrediction数据库(http://www.swisstarget-
prediction.ch)中,获取单个靶点与基因名。
1.2 颅脑损伤相关靶点的收集及交集基因的获取 
将“TraumaticBrainInjury”作为关键词在OMIM(ht-
tp://www.omim.org/)数 据 库 与 Genecards(ht-
tps://www.genecards.org/)数据库检索疾病靶点信

息。使用 Venny2.1(http://bioinfogp.cnb./tools/
venny/index.html)将二者靶点取交,二者共同的靶点

即为青黛治疗TBI的潜在靶点。
1.3 “青黛-活性成分-作用靶点”网络构建 利用

CytoscapeV3.10.0软件构建“青黛-活性成分-作

用靶点”的网络图。
1.4 PPI网络分析 将上述收集到的交集基因输入

STRING数据库(https://string-db.org/),并限定筛

选种类为“Homosapiens”,获得PPI网络图。将PPI
网络数据导入CytoscapeV3.10.0软件,对数据进行

筛选并进行可视化处理。
1.5 GO和KEGG基因富集分析 将青黛活性成分

与TBI相 关 基 因 的 交 集 靶 点 导 入 Metascape(ht-
tps://metascape.org/)数据库,获得基因本体(Gene
Ontology,GO)和京都基因和基因组百科全书(Kyoto
EncyclopediaofGenesandGenomes,KEGG)途径通

路富集分析结果。然后,将这些结果导入微生信平台

(https://www.bioinformatics.com.cn/)绘制富集分

析图。
1.6 铁死亡调控基因获取及与青黛、TBI三者靶点综

合分析 以“ferroptosis”为关键词在 GeneCards和

FerrDb数据库(http://www.zhounan.org/ferrdb/)
筛选铁死亡相关靶点。利用Venny2.1把青黛与TBI
的交集靶点与铁死亡的靶点取交,获得三者的共同靶

点。将上述的公共靶点导入到STRING数据库,限定

筛选条件为人类种类,得到PPI网络图。将公共靶点
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基因输入 Metascape数据库,得到GO功能和KEGG
通路富集结果,并导入 Venny2.1平台获得 GO 和

KEGG富集图。
1.7 分子对接 在TCMSP数据库获取青黛活性成

分的InChIKey,并输入PubChem数据库获得其二维

结构。使用Chem3D将其转换为优化后的三维结构,
作为分子对接的配体。然后,在 UniProt(https://
www.uniprot.org/)数据库中获取人类核心靶点的蛋

白ID,并在PDB(https://www.rcsb.org/)数据库中

找到相应的三维结构,作为分子对接的受体。使用

AutoDockTools-1.5.7软件对受体进行加氢和去水处

理后进行分子对接,最终用PyMOL软件进行可视化。
2 结果

2.1 青黛有效成分及靶点的筛选 在TCMSP数据

库中搜索得到青黛的9个活性成分,将9个有效成分

输入SwissTargetPrediction数据库得到靶点366个,
将重复、无效靶点去除后得到254个靶点。将青黛9
个有效活性成分编号为QD1~QD9,见表1。

表1 青黛活性成分信息

编号 MOLID 化合物名称 OB% DL

QD1 MOL011100 bisindigotin(双靛蓝素) 41.66 0.39
QD2 MOL011105 indican(靛苷) 34.9 0.23
QD3 MOL011332 10h-indolo,[3,2-b],quinoline 54.57 0.22
QD4 MOL011335 Isoindigo(异靛蓝) 94.3 0.26
QD5 MOL001781 Indigo(靛蓝) 38.2 0.26
QD6 MOL001810 6-(3-oxoindolin-2-ylidene)indolo[2,1-b]quinazolin-12-one(青黛酮) 45.28 0.89
QD7 MOL002309 Indirubin(靛玉红) 48.59 0.26
QD8 MOL000358 beta-sitosterol(β-谷甾醇) 36.91 0.75
QD9 MOL002322 Isovitexin(异牡荆素) 31.29 0.72

 注:OB%为口服生物利用度,DL为药物相似性。

2.2 青黛与颅脑损伤交集靶点的筛选 在OMIM 数

据库与Genecards数据库中共得到3030个 TBI靶

点,去除重复项和Relevancescore值低的基因靶点后

得到1969个靶点。将青黛活性成分靶点和TBI靶点

导入Venny在线工具分析,共109个交集靶点(见图

1A)。以 “ferroptosis”为 关 键 词,在 GeneCards和

FerrDb数据库中筛选铁死亡靶点,合并、去除重复项

共得1225个靶点,并将这1225个铁死亡靶点和青

黛、TBI的共同靶点导入 Venny在线工具分析,获得

32个共同靶点(见图1B)。

注:A为青黛与颅脑损伤交集靶点韦恩图;B为青黛、铁死亡与颅脑损伤交集靶点韦恩图。
图1 青黛活性成分靶点、颅脑损伤及铁死亡靶点韦恩图

2.3 “青黛-活性成分-靶点”网络构建 利用Cyto-
scapeV3.10.0软件构建了“青黛-活性成分-靶点”
网络图(见图2)。在网络图中,位于中心位置的代表

青黛,周围的节点则分别代表青黛的有效活性成分,而
椭圆形则表示这些活性成分所共同指向的交集靶点。
边线则清晰地展示了青黛活性成分与这些交集靶点之

间的相互作用和关联。
2.4 PPI网络构建 将青黛活性成分靶点和TBI疾

病的基因靶点交集基因靶点输入STRING数据库中,
获得PPI网络图,共109个节点、877条边。将PPI网

络中的数据输入到CytoscapeV3.10.0中,用CytoN-
CA插件进行筛选,得到Closeness值为0.004523,Be-
tweenness值为117.981651,Degree值为16.091743。
然后以这3个数值为标准,筛选出10个数值最大的靶

点为GAPDH、CASP3、SRC、PPARG、MMP9、ESR1、
SIRT1、GSK3B、HSPA5、MAPK1(见图3)。
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图2 “青黛-活性成分-靶点”网络图

图3 青黛治疗颅脑损伤作用基因靶点PPI网络图

2.5 GO和KEGG富集分析 将青黛活性成分靶点

与TBI靶点的交集靶点导入 Metascape数据库,获得

GO生物和KEGG通路富集分析结果。将上述富集结

果导入微生信,并设x轴为FDR,y轴为 Term,生成

GO柱状图(见图4A)和 KEGG 气泡图(见图4B)。

GO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。其结果显示,MF包

括细胞对蛋白激酶活性、肽链内切酶活性和酶活性等

的作用;CC分析表明,靶点主要分布在树突和突触前

膜等;BP包括对无机物质的反应、对激素的反应和细

胞对化学压力的反应。KEGG结果显示,青黛治疗颅

脑损伤的通路主要包括PI3K-Akt信号通路、VEGF
信号通路、MAPK信号通路等。
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注:A为GO富集分析;B为KEGG通路富集分析。

图4 GO功能、KEGG通路富集分析

2.6 铁死亡基因获取及与青黛、TBI三者靶点综合分

析 将32个青黛调控铁死亡治疗TBI的作用靶点输

入STRING 数据库,限定筛选种类为“Homosapi-
ens”,获得PPI网络图和数据,将数据导入Cytoscape
V3.10.0软件中进行筛选,获得数值前十的靶点为

PPARG、EGFR、SRC、ERBB2、PARP1、ESR1、SIRT1、

GSK3B、HSPA5、MAPK1(见图5)。在 Metascape数

据库输入这32个基因靶点,进行 GO 生物富集和

KEGG通路富集分析,然后将结果的前20名数据输入

微生信平台,绘制GO富集柱状图(见图6A)和KEGG
通路富集分析的气泡图(见图6B)。GO结果显示,MF
包括细胞对蛋白激酶活性、核受体结合和磷酸转移酶

活性等;CC分析表明,靶点主要分布在受体复合物、黏
着斑和细胞基质结等;BP包括对激素的反应、酶联受

体蛋白信号通路和生长因子反应等。KEGG富集分析

得到 MAPK、PI3K-Akt等信号通路。
图5 青黛通过调控铁死亡治疗颅脑损伤的靶点PPI网络图

注:A为铁死亡GO富集分析柱状图;B为铁死亡KEGG通路富集分子气泡图。
图6 铁死亡GO功能、KEGG通路富集分析
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2.7 分子对接 分子对接可以验证青黛在调控铁死

亡治疗颅脑损伤中的作用。结合能是评估青黛活性成

分与其靶点形成稳定构象的重要指标,结合能越低,构
象越稳定。在分子对接中,选用铁死亡、青黛和 TBI
公共靶点的23个交集靶点中的前5个(PPARG、EG-
FR、SRC、ERBB2、PARP1)作为受体。配体则选用青

黛有效成分中异靛蓝(Isoindigo)、靛玉红(indirubin)、
青黛酮(6-(3-oxoindolin-2-ylidene)indolo[2,1-b]quin-
azolin-12-one)、β-谷甾醇(beta-sitosterol)和靛苷(indi-
can)。将 配 体 和 受 体 整 理 后 使 用 AutoDockTools-
1.5.7软件进行分子对接,对接结果显示72%的成分

和靶点对应的结合能<-7kcal/mol,有24%的成分

结合能<-9kcal/mol(见表2),该结果证实了上述分

析结 果 的 准 确 性。使 用 PyMOL 软 件 对 结 合 能

<-5kcal/mol的结果进行可视化处理(见图7)。

       表2 分子对接结合能   单位:kcal/mol

活性化合物 PPARG EGFR SRC ERBB2 PARP1

靛苷 -6.4 -5.1 -6.2 -5.2 -7.8
异靛蓝 -8.5 -7.4 -9.1 -8.2 -7.9
靛玉红 -7.5 -6.1 -8.2 -6.9 -6.8
青黛酮 -10.9 -10.7 -10.1 -7.5 -9.2

β-谷甾醇 -8.2 -7.0 -8.0 -7.7 -9.0
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图7 分子对接可视化

3 讨论

铁死亡作为一种新兴的程序性细胞死亡方式,近
年来收到越来越多的关注。铁是人体最重要的微量元

素之一,在新陈代谢中起着重要作用。已知铁缺乏和

铁超载都会引起多种疾病,包括过量的亚铁离子促进

脂质 过 氧 化,产 生 脂 质 活 性 氧 (ROS),诱 导 铁 死

亡[13-14]。有研究表明[15-16],铁死亡在多种疾病中起重

要作用,包括肿瘤、中风、颅脑损伤、冷应激、急性肾衰

竭和神经变性。TBI是由头部受击或震动引起的神经

功能损伤,临床表现多种多样,增加了开发能够有效改

善患者短期和长期生活质量的治疗方法的难度。因

此,目前高达2%的人口生活在先前的创伤性脑损伤

后果中[17]。TBI由机械引起的损伤涉及细胞死亡、水
肿、氧化应激、铁积累、内质网应激、炎症和免疫反应等

复杂的级联反应[18]。近年来的研究表明,铁死亡与

TBI后的神经损伤及其复杂的病理生理过程密切相

关。靶向铁死亡具有潜在的治疗价值,因为铁死亡通

路在TBI后被激活并参与神经细胞死亡[19]。网络药

理学通过综合分析多个数据库,以中药药效理论为基

础,合理组合中药成分,确定治疗方案,这与中药“多成

分、多靶点、多作用趋势”的理论一致[20]。本研究将网

络药理学方法与分子对接相结合,分析青黛治疗TBI
中铁死亡相关靶点的分子机制。

通过数据库的检索,筛选出青黛的9个有效活性

成分,最终得到青黛治疗颅脑损伤的重要活性成分靛

玉红、β-谷甾醇、异靛蓝、青黛酮。并筛选了5个与铁

死亡相关的颅脑损伤中心基因:PPARG、EGFR、SRC、

ERBB2和PARP1,作为青黛调控铁死亡治疗颅脑损

伤的核心靶点。AHMADIAN M 等[21]的研究发现过

氧化物酶体增殖体激活受体γ(PPARG)是一种配体

激活的转录因子,它决定了人类疾病中的脂质代谢,对
铁死亡和免疫耐受至关重要。PPARG的不同下游靶

基因分别介导铁死亡和细胞凋亡[22]。表皮生长因子

受体(epidermalgrowthfactorreceptor,EGFR)是上

皮生长因子(epithelialgrowthfactor,EGF)在细胞增

殖和信号转导中的受体。EGFR信号通路在细胞生

长、增殖和分化等生理过程中起着关键作用[23]。SUN
H等[24]发现抑制 EGFR可加速软骨细胞铁死亡和

ECM降解,而加入铁抑制素-1可逆转这一过程,表明

EGFR在调节软骨细胞铁死亡中发挥关键作用。CIR-
OTTIC 等[25]的 研 究 表 明,类 固 醇 受 体 共 激 活 剂

(SRC)维持NRF2在细胞核中的定位,从而促进与氧

化应激反应和铁死亡相关的NRF2靶基因的表达,激
活SRC依赖的NRF2有助于抑制铁死亡。WANGC
等[26]研究发现Cdc25A通过PKM2的去磷酸化提高

ErbB2水平,抑制宫颈癌细胞中依赖自噬的铁死亡,

ErbB2可以作为宫颈癌治疗的靶点。同时,靛玉红抑

制Src/Stat3信号通路,减少恶性胰腺癌细胞凋亡[27],
抑制 EGFR 的 激 活 和 EGF 诱 导 的 表 皮 角 质 细 胞

CDC25B基因的表达[28]。研究发现β-谷甾醇可通过增

加PPARG的表达增强胰岛素抵抗,保护心肌细胞免

受损伤,预防高脂血症[29]。PPARG、EGFR和SRC等

靶点可能与TBI的铁死亡发生发展相关,而靛玉红和

β-谷甾醇等可能抑制这些基因在TBI的表达来发挥治

疗作用。KEGG富集分析结果显示,MAPK信号通路

在TBI的铁死亡中至关重要。MAPK家族是一组丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶,可以在广泛的炎症反应中介导

一系列酶促反应[30]。有研究表明,在小胶质细胞中,

NLRP3炎性小体持续释放促炎细胞因子(IL-1β和IL-
18),能够过度激活 MAPK通路中p38丝裂原活化蛋

白激酶(p38/MAPK)的表达,导致损伤脑中多种促炎

细胞因子的持续释放,并在TBI后导致长期认知和情

绪障碍[31]。在新生大鼠缺氧缺血模型中,TLR4-p38
MAPK通路被激活,促进促炎细胞因子IL-1β、IL-6和

IL-18的产生,同时降低谷胱甘肽过氧化物酶(GPX4)
的表达,导致神经炎症和铁死亡[32]。分子对接结果显

示,青黛活性成分靛玉红、异靛蓝、β-谷甾醇、青黛酮、
靛苷与PPARG、EGFR、SRC、ERBB2、PARP1这5个

核心靶点的结合能均<-5kcal/mol,这种结合不仅体

现了青黛成分与靶点之间的高亲和力,还预示了其潜

在的药理活性。靛玉红具有抗炎、抗癌和神经保护作

用,已在多种实验模型中显示出对神经系统的保护作
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用[33]。研究表明[34],靛玉红能够通过抑制炎症因子和

减轻氧化应激反应来促进脑损伤的修复。β-谷甾醇是

植物甾醇类化合物,可发挥抗炎及促进修复的作用治

疗颅脑损伤[35]。有研究发现[36],β-谷甾醇可有效减轻

TBI后的继发性损伤,其机制可能与抑制铁死亡途径

介导的氧化应激和脂质代谢紊乱有关。LIUL等[37]

研究发现靛苷显著减轻了神经细胞的氧化损伤,降低

了炎症反应,改善了细胞存活率。此外,靛苷还通过调

控抗氧化酶的表达和抑制脂质过氧化,减轻了由自由

基引发的神经损伤。
综上所述,本研究鉴定出5个与铁死亡相关的颅

脑损 伤 关 键 基 因:PPARG、EGFR、SRC、ERBB2和

PARP1;通过分子对接预测,发现青黛的异靛蓝、靛玉

红、青黛酮和靛苷高度靶向这5个基因;基于网络药理

学的研究,为探索颅脑损伤的分子机制提供了新方向,
揭示了潜在的治疗靶点。然而,由于中药成分的多样

性和复杂的作用机制,单靠网络药理学预测存在局限

性,还需进一步的体内外实验验证。
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