基于网络药理学探讨五子散治疗宫腔镜术后疼痛的作用机制
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摘要 目的 基于网络药理学与分子对接探究五子散治疗宫腔镜术后疼痛的作用机制。方法 在中药系统药理学数据库与分析平台（Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology，TCMSP）检索五子散活性成分，利用Swiss Target Prediction平台预测靶点。采用GeneCards、OMIM等数据库获取宫腔镜术后疼痛相关疾病靶点。基于String平台构建蛋白互作网络。通过David数据库，进行基因本体论（Gene ontology，GO）与京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析。最后，利用分子对接验证核心靶点及成分。结果 筛选出20种有效活性成分，获得1582个相关疾病靶点，确定治疗宫腔镜术后疼痛的潜在靶点153个。治疗宫腔镜术后疼痛的主要活性成分为槲皮素（Quercetin）、6-羟基吴茱萸次碱（6-OH-Luteolin）、木犀草素（Luteolin）、异鼠李素（Isorhamnetin）和山柰酚（Kaempferol），预测关键靶点为甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）、AKT丝氨酸/苏氨酸激酶1（AKT serine/threonine kinase 1，AKT1）、信号传导及转录激活因子3（Signal transducer and activator of transcription3，STAT3）、表皮生长因子受体（Epidermal growth factor receptor， EGFR）和半胱天冬酶3（Caspase 3，apoptosis-related cysteine peptidase，CASP3）。治疗宫腔镜术后疼痛主要通过调控AGE-RAGE信号通路发挥抗炎、抗氧化及镇痛等作用。结论 五子散通过多成分协同-多靶点-多通路协同介导镇痛，初步揭示五子散治疗宫腔镜术后疼痛的机制。
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Investigating the Mechanism of Wuzi Powder in Treating Postoperative Pain after Hysteroscopy Using Network Pharmacology
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Abstract Objective: To investigate the mechanism of Wuzi Powder in treating Postoperative pain after hysteroscopy through network pharmacology and molecular docking. Methods: The active components of five herbs in Wuzi Powder were retrieved from the Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP). The target prediction was conducted using the Swiss Target Prediction platform. Disease-related targets associated with Postoperative pain after hysteroscopy were retrieved from databases including GeneCards and OMIM. A protein-protein interaction (PPI) network was constructed using the STRING database. Functional enrichment analyses, including Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), were conducted using the DAVID bioinformatics resource. Finally, molecular docking was employed to validate the core targets and active components. Results: A total of 20 bioactive components were screened, and 1,582 disease-related targets were identified. Among them, 153 potential therapeutic targets for Postoperative pain after hysteroscopy were determined. The main active components of Wuzi Powder in alleviating this pain were identified as quercetin, 6-hydroxy-luteolin, luteolin, isorhamnetin, and kaempferol. At the same time, the key targets were predicted to be glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), AKT serine/threonine-protein kinase 1 (AKT1), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), epidermal growth factor receptor (EGFR), and caspase 3 (CASP3). The therapeutic effects on Postoperative pain after hysteroscopy were primarily mediated through the regulation of the AGE-RAGE signaling pathway, thereby exerting anti-inflammatory, antioxidant, and analgesic actions. Conclusion: The analgesic effect of Wuzi Powder is mediated through multi-component synergy, multi-target regulation, and multi-pathway integration, preliminarily elucidating its mechanism for managing Postoperative pain after hysteroscopy.
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疼痛是一种复杂的生理心理现象，机体对组织损伤的不愉快感觉与情绪体验[1]。宫腔镜手术作为妇科常见的微创诊疗技术，虽具微创优势，但术后轻至中度下腹痉挛性疼痛仍是影响患者康复质量的重要问题。现有研究表明[2]，术后疼痛的发生不仅源于手术直接造成的组织机械或热损伤，更与局部及全身的炎症反应、神经敏化及多种信号通路的异常激活密切相关。常规西药（如非甾体抗炎药）虽有效，但存在依赖及胃肠道不良反应等局限[3]。宫腔镜手术的术后管理需基于多学科整合的临床路径。现有证据表明，在中西医结合治疗过程中，能够有效减轻疼痛、减少并发症、促进康复，并减少西药依赖及副作用，推动术后管理从单一症状向“止痛-促愈-康复”一体化转变，但机制尚未阐明。网络药理学为揭示中药多成分、多靶点、多通路治疗提供了有力工具。本文以经典止痛方“五子散”为例，借助网络药理学平台，系统阐述其治疗治疗宫腔镜术后疼痛的潜在分子机制，旨在为中药镇痛的现代化研究提供新思路。
１ 材料与方法
1.1  五子散核心成分预测
利用TCMSP数据库（https://www.tcmsp-e.com/load_intro.php）[4]检索“莱菔子”“白芥子”“紫苏子”“菟丝子” “吴茱萸”等药物（OB≥30%，DL≥0.18）[5]。利用PubChem（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）、Swiss ADME等数据库预测有效成分（预测方法以胃肠道吸收（GI absorption）为“high”，类药性（durg-likeness）至少两项以上是“yes”筛选活性化合物[6]）通过Swiss Target Prediction数据库预测核心成分。
1.2 宫腔镜术后疼痛相关靶点筛选
利用OMIM、GeneCards等数据库检索“宫腔镜术后疼痛”（Postoperative Pain after Hysteroscopy）疾病相关靶点。整合其他数据库检索结果，利用Uniprot[7]数据库（https://www.uniprot.org）将其转换为标准化基因名，构建出宫腔镜术后疼痛相关的疾病靶点数据集。
1.3 交集靶点对应活性成分筛选
利用Venny2.1数据库（https://binoinfogp,cb.csi.es/tools/venny/）获取交集靶点。导入PubChem平台再次检索从而获得交集基因对应药物活性成分，最后利用Cytoscape 3.10.3平台（https://cytoscape.org）构建药物-成分-靶点网络。
1.4构建蛋白质-蛋白质相互作用网络
获取的交集靶点导入String数据库[8]（https://string-db.org），选“Multipie proteinis”导入交集基因，得到蛋白质-蛋白质相互作用网络，进行可视化分析以2倍计算度值，中间中心度，接近中心度的平均值为标准，筛选核心靶点。
1.5 基因本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析
基于DAVID数据库（https://daviddbioinformatics.nih.gov）对五子散治疗宫腔镜术后疼痛的潜在靶点开展GO功能分析及KEGG信号通路富集分析。通过微生信平台对获得数据进行筛选，并进行可视化分析。
1.6 分子对接
基于TCMSP和PubChem获取五子散活性成分小分子结构作为配体，从RCSB PDB数据库（https://www.rcsb.org）下载关键靶点分辨率较高的晶体结构作为分子对接的受体。采用PyMOL对其蛋白质预处理，再利用AutoDock Tools/Vina软件（https://autodock.scripps.edu）进行分子对接，Vina得分越低，结合亲和力越大，复合物越稳定[9]，通过结合能值评估活性成分与靶蛋白结合稳定性，最终绘制3D结合模式图。
2结果
2.1五子散化学成分及宫腔镜术后疼痛相关靶点获取
以“莱菔子、白芥子、紫苏子、菟丝子、吴茱萸”为关键词通过TCMSP平台检索，通过Swiss ADME筛选共得20个活性成分（表1）；利用Swiss Target Prediction平台，去重后获得507个靶点，将活性成分和作用靶点导入Cytoscape 3.10.3构建“药物-成分-基因靶点”网络（图1）。通过分析中药共有靶点并根据Degree值降序筛选，确定槲皮素、6-羟基木犀草素、木犀草素、异鼠李素、山奈酚为五子散5个核心活性成分（表2）。
表1五子散中药物活性成分
	序号
	编号
	ID
	成分名称
	中药
	口服生物利用度(OB)
	类药性指数(DL)

	1
	TSZ1
	MOL001558
	Sesamin(芝麻素)
	菟丝子
	56.55%
	0.83

	2
	TSZ2
	MOL000354
	Isorhamnetin(异鼠李素)
	菟丝子
	49.6%
	0.31

	3
	TSZ3
	MOL000422
	Kaempferol(山奈酚)
	菟丝子
	41.88%
	0.24

	4
	TSZ4
	MOL000098
	Quercetin(槲皮素)
	菟丝子
	46.43%
	0.28

	5
	ZSZ
	MOL000006
	Luteolin(木犀草素)
	紫苏子
	36.16%
	0.25

	6
	BJZ
	MOL001697
	Sinoacutine(​华防己碱)
	白芥子
	63.39%
	0.53

	7
	LFZ
	MOL000359
	Sitosterol(谷甾醇)
	莱菔子
	36.91%
	0.75

	8
	WZY1
	MOL001454
	Berberine(小檗碱)
	吴茱萸
	36.86%
	0.78

	9
	WZY2
	MOL002662
	Rutaecarpine(吴茱萸碱)
	吴茱萸
	40.3%
	0.6

	10
	WZY3
	MOL013352
	Obacunone(黄柏酮)
	吴茱萸
	43.29%
	0.77

	11
	WZY4
	MOL000354
	Isorhamnetin(异鼠李素)
	吴茱萸
	49.6%
	0.31

	12
	WZY5
	MOL003942
	Rutaevine(吴茱萸苦素)
	吴茱萸
	66.05%
	0.58

	13
	WZY6
	MOL003958
	Evodiamine(吴茱萸次碱)
	吴茱萸
	86.02%
	0.64

	14
	WZY7
	MOL003960
	1-(5,7,8-trimethoxy-2,2-dimethylchromen-6-yl)ethanone(1-(5,7,8-三甲氧基-2,2-二甲基-2H-色原烯-6-基)乙酮）
	吴茱萸
	30.39%
	0.18

	15
	WZY8
	MOL003963
	Hydroxyevodiamine(羟基吴茱萸次碱)
	吴茱萸
	72.11%
	0.71

	16
	WZY9
	MOL004004
	6-OH-Luteolin(6-羟基木犀草素)
	吴茱萸
	46.93%
	0.28

	17
	WZY10
	MOL004014
	Evodiamide(吴茱萸酰胺)
	吴茱萸
	73.77%
	0.28

	18
	WZY11
	MOL004017
	Fordimine(​佛狄明碱)
	吴茱萸
	55.11%
	0.26

	19
	WZY12
	MOL004018
	Goshuyuamide I(吴茱萸酰胺 I)
	吴茱萸
	83.19%
	0.39

	20
	WZY13
	MOL000098
	Quercetin(槲皮素)
	吴茱萸
	46.43%
	0.28
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图1药物-成分-交集靶点网络图
注：淡绿色代表交集靶点，橙色代表疾病，深绿色、淡蓝色、淡紫色、淡黄色分别对应药物及其活性成分。
表2 核心活性成分表
	编号
	Mol ID
	活性成分
	度值
	中药名
	OB(%)
	DL

	TSZ4
	MOL000098
	quercetin
	43
	菟丝子
	46.43%
	0.28

	WZY13
	MOLO00098
	quercetin
	43
	吴茱萸
	46.43%
	0.28

	WZY9
	MOL004004
	6-OH-Luteolin
	43
	吴茱萸
	46.93%
	0.28

	ZSZ1
	MOL000006
	luteolin
	43
	紫苏子
	36.16%
	0.25

	TSZ2
	MOL000354
	Isorhamnetin
	42
	菟丝子
	49.6%
	0.31

	TSZ3
	MOL000422
	Kaempferol
	42
	菟丝子
	41.88%
	0.24

	WZY4
	MOL000354
	Isorhamnetin
	42
	吴茱萸
	49.6%
	0.31



利用OMIM、GeneCards检索“宫腔镜术后疼痛（Postoperative Pain after Hysteroscopy, PHP）”，共筛选获得1582个疾病靶点。将药物活性成分靶点和疾病靶点导入Venny 2.1数据库分析，得到153个交集靶点，作为PHP的潜在作用靶点，绘制活性成分-疾病Venny图（图2）。
[image: 五子韦恩图(1)(1)]
图2 五子散治疗宫腔镜术后疼痛的韦恩图
2.2 五子散活性成分作用治疗宫腔镜术后疼痛的PPI网络
将筛选得到的153个潜在靶点导入String数据库构建PPI网络，导出TSV数据后，采用Cytoscape 3.10.3可视化分析（包括152个节点、2625条边）。基于Degree、Betweenness、Closeness值共筛选出34个核心靶点（参数见表3），并通过Degree值评估靶点与术后疼痛的关联强度，值越高相关性越显著，最终聚焦Degree排名前五的GAPDH、AKT1、STAT3、EGFR、CASP3作为核心靶点进行深入分析（图3），由此推测其对宫腔镜术后疼痛治疗具潜在疗效。

[image: 潜在靶点string_interactions_short.tsv(1)][image: 核心潜在靶点string_interactions_short.tsv(1)]
图3 核心靶点网络图

表3 基于PPI网络核心参数
	靶点
	Uniport
	中介性（BC）
	接近中心度（CC）
	度值（Degree）

	ABCB1
	ABCB1
	188.0842177
	0.003802281
	41

	MMP2
	MMP2
	319.2006626
	0.004132231
	62

	CCND1
	CCND1
	219.3034878
	0.004405286
	75

	NR3C1
	NR3C1
	278.6332785
	0.003861004
	46

	MDM2
	MDM2
	142.7450575
	0.0041841
	65

	STAT3
	STAT3
	627.9964002
	0.004950495
	100

	ERBB2
	ERBB2
	286.3488119
	0.004464286
	78

	EGFR
	EGFR
	1002.52081
	0.004926108
	99

	CASP3
	CASP3
	645.1126324
	0.004878049
	97

	GSK3B
	GSK3B
	402.3813003
	0.004444444
	77

	HSP90AA1
	HSP90AA1
	1120.883799
	0.004830918
	96

	MTOR
	MTOR
	241.1045466
	0.004424779
	76

	PARP1
	PARP1
	265.7419474
	0.004219409
	69

	PTGS2
	PTGS2
	644.8096483
	0.004405286
	76

	JUN
	JUN
	586.6561325
	0.004807692
	94

	MMP9
	MMP9
	387.8612436
	0.004545455
	82

	SRC
	SRC
	900.7838765
	0.004694836
	89

	GAPDH
	GAPDH
	1498.873456
	0.005291005
	113

	ESR1
	ESR1
	923.34967
	0.004672897
	88

	PRKCA
	PRKCA
	428.9420115
	0.003816794
	45

	HIF1A
	HIF1A
	500.3166316
	0.004716981
	90

	AKT1
	AKT1
	853.6955917
	0.005025126
	104

	PPARG
	PPARG
	537.3685272
	0.004366812
	74

	MAPK1
	MAPK1
	445.6250347
	0.004329004
	72

	CREBBP
	CREBBP
	149.5927405
	0.003861004
	48

	PIK3CA
	PIK3CA
	149.4328613
	0.0041841
	65

	CDK2
	CDK2
	206.1702112
	0.003952569
	51

	APP
	APP
	238.8505128
	0.003875969
	46

	CDK1
	CDK1
	395.3650373
	0.003773585
	44

	NTRK1
	NTRK1
	394.5140357
	0.003717472
	38

	ACE
	ACE
	350.8471198
	0.003731343
	39

	ICAM1
	ICAM1
	141.2620219
	0.004016064
	56

	CXCL8
	CXCL8
	230.5851394
	0.004081633
	61

	JAK2
	JAK2
	152.4497741
	0.004065041
	62



2.3 GO功能分析和 KEGG通路富集分析结果
通过DAVID平台富集分析共富集GO条目共993个（BP 672条、CC 111条、MF 210条），筛选P＜0.05后取每项前10绘制柱状图（图4）。KEGG通路富集获159条显著通路（P<＜0.05），选取前20绘制气泡图（图5）。结果表明，五子散影响的BP主要涵盖表皮生长因子受体、胰岛素样生长因子等信号通路、对外源刺激反应及PI3K/Akt正调控等；CC涉及质膜、细胞核、细胞质溶胶、细胞外间隙等结构；MF包含蛋白激酶活性、ATP结合等；KEGG通路主要富集AGE-RAGE、VEGF、ErbB、PD-L1/PD-1免疫检查点及FcεRI等信号通路。分析结果表明，AGE-RAGE通路富集最显著且交集靶点最多，预测该通路为五子散治疗宫腔镜术后疼痛的核心信号通路。

[image: fe7e5a96c048080d][image: a745f8b2bbb1ec20 (1)]
图4 CO富集分析柱状图          图5 KEGG通路分析气泡图
2.4五子散方核心活性成分与核心靶点分子对接可视化分析
为了探究活性成分与关键靶点的相互作用。对GAPDH、AKT1、STAT3、EGFR、CASP3等关键靶点进行分子对接分析，以结合能评估活性成分与靶蛋白结合稳定性。结果显示，15对“活性成分-靶点”组合的结合能分布于−6.8至−10.3 kcal/mol区间（均低于5 kcal/mol的阈值），证实这些活性成分与核心靶点具有较强的结合力。其中，GAPDH与木犀草素（Luteolin）的对接最为稳定（见表4）。采用AutoDock Tools/Vina软件及PyMOL软件绘制3D结合模式图（图6）。
表4 分子对接结合能统计表
	靶点
	有效成分
	结合能（kcal/mol）

	
GAPDH
	Quercetin
	-7.3

	
	6-OH-Luteolin
	-10.0

	
	Luteolin
	-10.3

	
AKT1
	Quercetin
	-7.0

	
	6-OH-Luteolin
	-6.8

	
	Luteolin
	-6.9

	
STAT3
	Quercetin
	-7.3

	
	6-OH-Luteolin
	-8.0

	
	Luteolin
	-7.8

	
EGFR
	Quercetin
	-7.5

	
	6-OH-Luteolin
	-8.0

	
	Luteolin
	-7.6

	
CASP3
	Quercetin
	-7.2

	
	6-OH-Luteolin
	-7.2

	
	Luteolin
	-7.1



图6 为槲皮素、6-羟基木犀草素、木犀草素分别与GAPDH、AKT1、STAT3、EGFR、CASP3分子对接示意图
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GAPDH-Quercetin     GAPDH-6-OH-Luteolin    GAPDH-Luteolin
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AKT1-Quercetin       AKT1-6-OH-Luteolin      AKT1-Luteolin
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STAT3-Quercetin      STAT3-6-OH-Luteolin      STAT3-Luteolin
[image: 06][image: 13][image: 14]
EGFR-Quercetin       EGFR-6-OH-Luteolin     EGFR-Luteolin
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CASP3-Quercetin       CASP3-6-OH-Luteolin    CASP3-Luteolin
3讨论
五子散治疗宫腔镜术后疼痛的分子作用机制
3.1 五子散主要活性分析
筛选出五子散方的主要活性成分包括槲皮素、6-羟基木犀草素、木犀草素、异鼠李素、山奈酚等活性成分均为黄酮类化合物类，具有强大的抗氧化、镇痛和抗炎的特性，显著改善宫腔镜术后疼痛症状。研究表明，槲皮素通过抑制神经炎症和氧化应激以及调节突触可塑性、γ-氨基丁酸系统和阿片类系统，发挥强效的镇痛作用[11]。徐彪[12]等研究发现二氢槲皮素可能通过抑制小胶质细胞的激活来减轻炎症反应，其显著逆转了脊髓损伤诱导的Iba1表达量增加。姜开洋等在研究木犀草素对神经性疼痛模型大鼠MCP-1/CCR2信号轴的影响中表明木犀草素具有抗炎、增强免疫、抑制胶质细胞活化的作用[13]。杨宇等在研究中表明异鼠李素可通过调控NF-kB通路发挥镇痛作用，从而减少一氧化氮(NO)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介素-1(IL-1)及白细胞介素-6(IL-6)的表达、合成或释放有关[14]。
3.2 关键靶点分析
通过整合多数据库，揭示了五子散治疗宫腔镜术后疼痛的关键靶点蛋白主要为GAPDH、AKT1、STAT3、EGFR、CASP3。GAPDH是参与膜、胞质、核多部位功能的“多功能蛋白”，GAPDH通过干预氧化应激-神经毒性这一疼痛相关通路；还可被多种修饰调控，为疼痛的中枢敏化与外周敏化提供可药靶向的分子基础[15]。AKT1 属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族，在神经性疼痛和炎症性疼痛的形成、发展与持续过程中发挥重要作用。STAT3在中枢神经系统中的IL-6信号传导中具有关键作用，研究发现[16]阻断JAK-STAT3活性可阻止大鼠神经损伤后脊髓中诱导的IL-6和其他因子的强烈表达，并减弱机械性异常性疼痛。
3.3 GO功能分析和 KEGG通路富集及分子对接分析
KEGG通路富集分析结果显示，主要通路包括AGE-RAGE、VEGF、Prolactin、EGFR/ErbB、PD-L1、IgE-FcεRI信号通路等。共同参与炎症、氧化应激、细胞凋亡等生物过程。AGE-RAGE信号通路可增强氧化应激反应，影响外周神经组织的微血管结构和功能，通过影响和抑制信号通路可减轻组织损伤[17]。AGEs与RAGE结合介导慢性炎症和氧化应激的发生，在宫腔镜手术中，手术创伤可加速AGEs的上调。RAGE激活后可通过NF-κB、MAPK等转录因子影响内皮细胞功能与神经周围微环境。若术后存在局部缺血再灌注、糖代谢异常或慢性炎症等，可通过“炎症放大-伤害性感受器敏化-中枢敏化”链条延长或加重疼痛[18]。血管内皮生长因子（VEGF）是调控血管生成、通透性及炎症反应的关键因子[19]。在宫腔镜手术中，手术创伤与局部低氧可诱导VEGF-A上调；术中电凝或激光热效应可直接刺激血管内皮细胞释放VEGF。其通过激活下游PI3K/Akt、PLCγ及MAPK等信号通路，可诱导血管内皮细胞增殖、迁移，并增强血管通透性。一是压迫周围神经末梢；二是渗出的炎症细胞等介质，直接激活伤害性感受，从而导致术后疼痛的发生[20]。催乳素（Prolactin）的受体广泛表达于免疫细胞及中枢神经系统中，在氧化应激、炎症状态下升高。宫腔镜手术作为一种侵入性应激源，其术后的炎症状态与应激亦可诱导血清Prolactin水平升高，从而参与疼痛的发生与持续。EGFR家族作为双向调控表皮生长因子，通过激活参与调控细胞增殖、迁移、存活与多种炎症介质表达。PD-L1信号通路作为免疫抑制与疼痛持续性的间接调控，维持免疫稳态。由PD-L1介导的免疫抑制反应可能间接维持IgE–FcεRI触发的慢性炎症。这种多通路的协同或拮抗作用，共同决定了术后疼痛的强度、持续时间及个体差异。
本研究借助网络药理学与分子对接分析，发现五子散与宫腔镜术后疼痛在成分、靶点和信号通路等方面存在紧密关联。五子散的主要活性成分主要为槲皮素、6 - 羟基木犀草素、木犀草素、异鼠李素、山柰酚等可能通过与特定靶点包括GAPDH、AKT1、STAT3、EGFR、CASP3结合，进而对AGE - RAGE、VEGF、Prolactin、EGFR、PD - L1、IgE–FcεRI等信号通路发挥调节作用，以参与细胞的抗炎、抗氧化及镇痛等生物学过程。上述活性成分通过多靶点-多通路的协同调控机制（包括抗炎、抗氧化及镇痛作用），能够有效减轻宫腔镜术后疼痛并显著改善疼痛相关症状，本研究结果为临床治疗提供了新的思路和实验依据。
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