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摘要 目的：基于网络药理学与分子对接技术，探讨太子参-葛花对酒精性肝纤维化的潜在干预机制。方法：借助TCMSP数据库，对太子参-葛花的活性成分及其作用靶点展开筛选；自GeneCards与OMIM数据库获取酒精性肝纤维化相关靶点。分别利用Cytoscape与STRING数据库构建“药物-成分-靶点”网络及蛋白质相互作用网络，并利用CytoNCA插件筛选核心靶点。进一步借助微生信平台进行GO及KEGG富集分析，采用AutoDock Vina完成分子对接验证。结果：共筛选得到太子参-葛花有效成分20个，作用靶点201个，酒精性肝纤维化相关靶点6763个，交集靶点184个。蛋白质相互作用分析计算出12个核心靶点，包括AKT1、TP53、BCL2、MAPK1、ESR1、MDM2、HSP90AA1、MYC、CCND1、CASP3、TNF和IL6。GO富集分析结果显示，共鉴定到86个细胞组分、2371个生物过程以及221个分子功能条目。KEGG富集分析则筛选出186条显著富集的通路，其中关键通路包括脂质与动脉粥样硬化、AGE-RAGE、PI3K-AKT、TNF及TP53等信号通路。分子对接结果表明，太子参-葛花药对的核心活性成分（槲皮素、木犀草素、山奈酚、刺芒柄花素、尼泊尔鸢尾异黄酮）与核心靶点（AKT1、TP53、BCL2、MAPK1、ESR1）的结合能均低于–4.7 kJ·mol-1，提示结合稳定。结论：太子参-葛花药对抗酒精性肝纤维化的过程具有通过多成分、多靶点、多通路的特点，本研究初步阐明了其潜在药理机制，为后续实验研究提供了理论依据。
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Abstract Objective: To investigate the potential intervention mechanism of Radix Pseudostellariae-Flos Puerariae on alcoholic liver fibrosis. Methods: Utilizing the TCMSP database, the active components and their targets of Radix Pseudostellariae-Flos Puerariae were screened; targets related to alcoholic liver fibrosis were obtained from GeneCards and OMIM databases. Cytoscape and STRING databases were employed to construct the "drug-component-target" network and protein-protein interaction network, respectively, and the CytoNCA plugin was used to screen core targets. Further, GO and KEGG enrichment analysis were conducted using the MicroBioinformatics platform, and molecular docking verification was performed using AutoDock Vina. Results: A total of 20 effective components, 201 targets, 6763 targets related to alcoholic liver fibrosis, and 184 intersecting targets were identified. Protein-protein interaction analysis calculated 12 core targets, including AKT1, TP53, BCL2, MAPK1, ESR1, MDM2, HSP90AA1, MYC, CCND1, CASP3, TNF, and IL6. GO enrichment analysis revealed a total of 86 cellular components, 2371 biological processes, and 221 molecular function entries. KEGG enrichment analysis identified 186 significantly enriched pathways, including key pathways such as lipid and atherosclerosis, AGE-RAGE, PI3K-AKT, TNF, and TP53 signaling pathways. Molecular docking results indicated that the binding energies of the core active components (quercetin, luteolin, kaempferol, formononetin, and nepalensis isoflavone) of Radix Pseudostellariae-Flos Puerariae with the core targets (AKT1, TP53, BCL2, MAPK1, ESR1) were all below –4.7 kJ·mol-1, suggesting stable binding. Conclusion: The process of Radix Pseudostellariae-Flos Puerariae against alcoholic liver fibrosis is characterized by multi-component, multi-target, and multi-pathway approaches. This study preliminarily elucidates its potential pharmacological mechanism and provides a theoretical basis for subsequent experimental research.
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酒精性肝病（Alcoholic liver disease, ，ALD）是由长期过量饮酒导致的进行性肝损伤，其核心病理特征表现为从酒精性脂肪肝、肝炎、肝纤维化至肝硬化的渐进性演变[1]。其中，酒精性肝纤维化（Alcoholic liver fibrosis, ，ALF）作为ALD发展的关键中间阶段，介于可逆性炎症与不可逆性肝硬化之间，具有相对可逆的病理特征。该阶段的核心机制涉及乙醇及其代谢产物持续激活肝星状细胞（Hepatic stellate cells, ，HSCs），该过程促使细胞外基质（Extracellular matrix, ，ECM）过度沉积，进而破坏肝脏的正常结构与功能[2]。因此，在ALF阶段实施有效干预，不仅可能延缓甚至逆转纤维化进程，还可显著降低肝硬化及肝细胞癌的发生风险。
我国酒精消费量日益增加，与之相应，ALD的发病率也逐年增高，我国ALD患病率已达5.15 %，且发病年龄趋于年轻化，ALD已跃居全球第二大肝病病因，其疾病负担仅次于病毒性肝炎[3]。据世界卫生组织报告，2016年全球范围内归因于酒精相关疾病的死亡人数高达约300万，占全球总死亡人数的5.3 %，凸显其作为重大公共卫生挑战的严峻性[4]。鉴于ALF处于疾病进展的“关键窗口期”，对其进行早期识别与有效干预具有重要临床与公共卫生意义。
在现有干预策略中，中药复方因其多靶点作用机制而受到广泛关注。太子参为传统补益类药材，现代药理研究表明其富含环肽、多糖、皂苷等多种活性成分，具有抗炎、抗氧化、免疫调节及保护细胞等作用[5]。葛花则常用于缓解酒精相关肝损伤，其主要的异黄酮类成分已被证实可调节乙醇代谢酶活性、减轻氧化应激及抑制炎症反应等途径发挥抗纤保肝效应[6]。太子参与葛花配伍在临床实践中常用于ALF的防治，体现出协同增效的应用特点。然而，该药对抗ALF的具体分子机制，特别是在蛋白质与基因层面的调控网络与信号通路，尚缺乏系统性解析。
本研究拟整合网络药理学与分子对接技术，系统辨识“太子参-葛花”药对抗击ALF的药效物质基础，精准解析其核心作用靶点，进而构建“药物-成分-靶点”多层次网络，揭示其抗肝纤维化的作用机制，为阐释该药对“强中化浊”功效的现代科学内涵提供证据链，也为其临床精准应用奠定理论基础。
1 材料与方法
1.1 太子参-葛花有效成分及作用靶点筛选
基于中药系统药理学数据库与分析平台（http://tcmspw.com/tcmsp.php），本研究对太子参-葛花药对的化学成分进行筛选，设定类药性（Drug-likeness，DL）≥ 0.18 与口服生物利用度（Oral bioavailability, ，OB）≥30 % 作为筛选标准，获得两味中药的潜在有效成分及对应靶点。然后登入UniProt数据库（https://www.uniprot.org/）选择UniProtKB子库，设定筛选标准：物种为“人”（Human），蛋白质条目为“已审定”（Reviewed），下载截至2025年4月21日的最新蛋白质注释信息。采用Perl语言对初步获取的靶点进行标准化处理，统一基因命名，确保数据一致性。
1.2 药物-疾病交集靶点的筛选
为系统获取ALF相关疾病基因，本研究以“Alcoholic Liver Fibrosis”与“ALF”为检索关键词。依次检索如下数据库获取相关靶点信息：Online Mendelian Inheritance in Man数据库（https://www.omim.org/）、DrugBank数据库（https://go.drugbank.com）、GeneCards数据库（https://www.genecards.org）及Therapeutic Target数据库（https://db.idrblab.net/ttd/）。在GeneCards数据库中，将Relevance score ≥ 1设定为靶点纳入阈值。整合各数据库所获靶点并剔除重复项后，构建ALF相关靶点集。进一步将该疾病靶点集与药物作用靶点取交集，获得共同作用靶点，并运用Venny 2.1.0软件绘制韦恩图进行可视化呈现。
1.3 药物-有效成分-靶点网络构建 
基于太子参-葛花与ALF的交集靶点，使用Cytoscape软件3.10.3版本，高效构筑“药物-有效成分-交集靶点”的相互作用网络图，并进行网络拓扑分析，计算出有效成分的Degree值，以揭示其潜在的药理作用关系。
1.4 蛋白质相互作用网络构建
将筛选获得的交集靶点导入STRING 12.0数据库（https://string-db.org/）。参数设置如下：物种限定为智人（Homo sapiens），最低相互作用置信度设为最高置信度（highest confidence，0.900），隐藏网络中未连接的孤立节点，其余参数维持系统默认配置。成功构建蛋白质相互作用（Protein–protein interaction,，PPI）网络后，下载对应的TSV格式数据文件，将其导入Cytoscape 3.10.3软件进行可视化处理。进一步借助该软件的CytoNCA插件提取核心靶点节点，并绘制 PPI 网络拓扑结构图。
1.5 GO与KEGG富集分析
借助“微生信”在线分析平台（https://www.bioinformatics.com.cn/），选取其 “GO-KEGG 富集分析” 功能模块，上传交集靶点基因列表并设定物种为人类（Homo sapiens），针对靶基因参与的核心生物学过程及关键信号通路开展富集分析。将富集分析结果重新导入上述平台，分别选用 “BP、CC、MF 三合一柱状图”及“KEGG通路富集二级分类汇总图” 进行可视化呈现。GO富集分析包含细胞组分（Cellular component, ，CC）、生物过程（Biological process,，BP）及分子功能（Molecular function,，MF）三个维度的功能注释；KEGG富集分析用于筛选靶基因所涉及的核心信号通路。
1.6 分子对接分析
选择AutoDock Vina作为对接工具，对PPI网络中degree值前5的核心靶蛋白与调控网络中degree值前5的潜在有效成分进行分子对接。具体对接流程如下：1.配体结构准备：登入PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）获取配体（核心有效成分）的二维结构文件（SDF 格式），经 ChemBio3D 软件构建并优化其三维结构后，通过 AutoDock Tools 1.5.7 软件转换为 pdbqt 格式；2.受体结构准备：从 RCSB PDB 数据库（https://www.rcsb.org/）下载受体（核心靶蛋白）的三维结构文件（PDB 格式），使用PyMOL进行预处理，并在AutoDock Tools 1.5.7中加极性氢、设定活性口袋范围。3.对接与可视化：运用AutoDock Vina完成分子对接，筛选结合能最优的构象，并通过PyMol实现可视化呈现。
2 结果 
2.1 太子参-葛花的有效成分及作用靶点分析
基于中药系统药理学数据库进行成分筛选，并借助Perl语言及UniProt数据库进行靶点标准化处理，共获得20个潜在活性成分及其对应的201个作用靶点（表1）。成分归属分析显示，其中4个成分为太子参所特有，15个成分为葛花所特有，β-谷甾醇为两味药材的共有成分。研究过程中排除了未匹配到明确靶点或靶点简称不明确的化合物。所有潜在活性成分信息详见表1。
表1太子参-葛花的有效成分
	MoL编号
	英文名称
	中文名称
	生物利用度
(%)
	类药性
	来源中药

	MOL013305
	Garbanzol
	3,7,4′-三羟基黄烷酮
	83.67
	0.21
	葛花

	MOL000468
	8-o-Methylreyusi
	7-羟基-8-甲氧基-3-(4-甲氧基苯基)色原酮
	70.32
	0.27
	葛花

	MOL000392
	formononetin
	刺芒柄花素
	69.67
	0.21
	葛花

	MOL011793
	kakkatin
	6-羟基-3-(4-羟基苯基)-7-甲氧基-4H-1-苯并吡喃-4-酮
	55.25
	0.24
	葛花

	MOL008400
	glycitein
	黄豆黄素
	50.48
	0.24
	葛花

	MOL002959
	3'-Methoxydaidzein
	3'-甲氧基大豆苷元
	48.57
	0.24
	葛花

	MOL000098
	quercetin
	槲皮素
	46.43
	0.28
	葛花

	MOL000449
	Stigmasterol
	豆甾醇
	43.83
	0.76
	葛花

	MOL001749
	ZINC03860434
	邻苯二甲酸二(2-乙基己)酯
	43.59
	0.35
	葛花

	MOL000422
	kaempferol
	山奈酚
	41.88
	0.24
	葛花

	MOL004957
	HMO
	黄豆苷元杂质
	38.37
	0.21
	葛花

	MOL005916
	irisolidone
	尼泊尔鸢尾异黄酮
	37.78
	0.3
	葛花

	MOL006756
	Schottenol
	豆甾烷醇杂质1
	37.42
	0.75
	太子参

	MOL002464
	1-Monolinolein
	单亚油酸甘油酯
	37.18
	0.3
	太子参

	MOL000359
	sitosterol
	谷甾醇
	36.91
	0.75
	葛花

	MOL000358
	beta-sitosterol
	β-谷甾醇
	36.91
	0.75
	太子参、葛花

	MOL000006
	luteolin
	木犀草素
	36.16
	0.25
	太子参

	MOL001689
	acacetin
	金合欢素
	34.97
	0.24
	太子参

	MOL001792
	DFV
	甘草素
	32.76
	0.18
	葛花

	MOL012976
	coumestrol
	考迈斯托醇
	32.49
	0.34
	葛花



2.2 太子参-葛花干预ALF的作用靶点分析
以“Alcoholic Liver Fibrosis”与“ALF”为关键词，在Genecards数据库中进行检索，设定Relevance score≥1，共筛选出6751个靶点。进一步检索DrugBank、TDD及OMIM数据库，未获得相关靶点；OMIM数据库中则获取53个靶点。合并各库靶点并剔除重复项后，共得到6763个疾病相关靶点。随后，采用Venny2.1平台将201个药物靶点基因与上述6763个疾病靶点基因进行交集分析，并绘制韦恩图（图1）。结果显示，药物有效成分与疾病之间存在184个共同作用靶点。
[image: ]
图1 太子参-葛花干预ALF的交集靶点

2.3 药物-有效成分-交集靶点网络构建与分析
采用 Cytoscape 3.10.3 软件构建太子参-葛花干预ALF的活性成分与作用靶点相互作用网络，结果如图2所示。该网络共包含204个节点和474条连接边，节点类型包括作用靶点（以蓝色方形表示）和药物活性成分（以圆形表示）。其中，绿色圆形代表葛花来源成分，粉色圆形代表太子参来源成分，双色圆形表示二者共有成分。活性成分与靶点之间的相互作用以连接边表示，节点连接度越高，提示该成分可能调控的靶点数量越多。连接度分析显示，太子参-葛花网络中作用靶点数量排名前5的活性成分依次为槲皮素、木犀草素、山奈酚、刺芒柄花素及尼泊尔鸢尾异黄酮，提示这些成分可能是太子参-葛花干预ALF的关键有效组分。
[image: 太子参-葛花调控粉绿蓝]
图2 有效成分-作用靶点网络图
2.4 PPI网络构建及分析 
在STRING 12.0数据库（https://cn.string-db.org/）中，选用“Multiple Proteins”模块，导入太子参-葛花干预ALF的交集靶点，设定生物种属为“Homo sapiens（人）”，并将蛋白互作阈值设定为最高置信度（0.900），同时隐藏网络中未连接的节点。随后，将上述分析结果导入Cytoscape 3.10.3软件进行可视化分析，构建出太子参-葛花干预ALF的PPI网络（图3）。该网络共包含184个节点和543条边，节点代表蛋白质，边表示蛋白质间相互作用关系。网络结构显示多数靶点间连接紧密，节点平均度为5.9。进一步采用CytoNCA插件进行网络拓扑属性分析，得到如下中心性指标：特征向量中心性（Eigenvector，EC）、度中心性（Degree，DC）、介数中心性（Betweenness，BC）、局部平均连通性（Local average connectivity，LAC）、紧密中心性（Closeness，CC）及网络中心性（Network，NC）。导出上述指标后，使用R语言筛选出所有指标均高于中位数的靶点，得到初步核心靶点集合（filter1）。重复此筛选步骤，最终获得12个核心靶点（filter2），其中degree前五的靶点蛋白为：丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶1（RAC-alpha serine/threonine-protein kinase，AKT1）、肿瘤蛋白P53（Tumor protein P53，TP53）、B细胞淋巴瘤2蛋白（B-cell lymphoma 2 protein，BCL2）、丝裂原活化蛋白激酶1（Mitogen-activated protein kinase 1，MAPK1）、雌激素受体α（Estrogen receptor α，ESR1）。具体筛选流程见图4。

[image: 紫绿蓝全靶点PPI]
	图3 PPI 网络图

[image: 靶点筛选流程图2]

图4 PPI核心靶点筛选流程

2.5 GO与KEGG富集分析结果
基于微生信平台对184个交集靶点GO及KEGG富集分析。GO分析共涵盖2371个生物过程、86个细胞组成及221个分子功能。如图5所示，通过三合一直方图系统展示了富集结果。生物过程（BP）主要涉及脂多糖反应、细菌来源分子反应、金属离子应答、异生物质刺激反应及化学应激细胞反应等；分子功能（MF）层面主要涉及RNA聚合酶II特异性DNA结合转录因子结合、DNA结合转录因子结合、核受体活性、配体激活转录因子活性以及细胞因子受体结合等方面。细胞组成（CC）方面则涵盖膜筏、膜微区、质膜筏、小窝以及蛋白激酶复合物等结构。KEGG结果显示，太子参-葛花可能通过脂质与动脉粥样硬化、晚期糖基化终末产物-晚期糖基化终末产物受体（Advanced glycation end products-receptor for advanced glycation end products，AGE-RAGE）、肿瘤坏死因子(Tumor necrosis factor，TNF)、磷酸肌醇3-激酶-蛋白激酶B (Phosphoinositide 3-kinase-protein kinase b，PI3K-AKT)及肿瘤蛋白P53(Tumor protein p53，TP53)等信号通路干预ALF的发病机制。图6展示了KEGG富集程度最高的30条通路。
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图5 GO 富集分析柱状图
[image: KEGG30-宽]
图6 KEGG 富集分析气泡图

2.6 分子对接验证 
选取太子参-葛花干预ALF的核心靶点中Degree值前5的蛋白（AKT1、TP53、BCL2、MAPK1、ESR1）作为受体，同时Degree值前5的核心药物成分（槲皮素、木犀草素、山奈酚、刺芒柄花素、尼泊尔鸢尾异黄酮）作为分子配体。配对完成后，依次进行分子对接运算。最终结果显示，有效活性成分与核心靶点蛋白的结合能均低于-4.7 kJ·mol-1，最低结合能为-8.5 kJ·mol-1，平均结合能为-7.56 kJ·mol-1，这表明靶蛋白能够自发地与活性成分结合，且结合稳定性较高。具体数值详见表2。将每个靶点的最佳对接结果进行可视化展示，见图7。
表2太子参-葛花有效成分与靶蛋白的分子对接结果
	靶标蛋白
	有效成分（kJ·mol-1）

	
	槲皮素
	木犀草素
	山奈酚
	刺芒柄花素
	尼泊尔鸢尾异黄酮

	AKT1
	-4.7
	-6.4
	-6.1
	-7
	-6.2

	TP53
	-8.4
	-8.4
	-8.3
	-8
	-8.1

	BCL2
	-7.9
	-8.4
	-7.8
	-7.6
	-7.7

	MAPK1
	-7.6
	-7.6
	-7.3
	-7.7
	-7.8

	ESR1
	-8.1
	-8.4
	-8.3
	-8.5
	-6.8



[image: 对接图五合一]
图7 分子对接图

3讨论 
随着我国社会经济发展，居民酒精消费量显著增长，ALD发病率逐年上升，尤其在中年人群已成为重要公共卫生问题[4][7]。ALD发病机制复杂，目前临床以戒酒为基础，辅以还原型谷胱甘肽、水飞蓟素等药物，但疗效有限且不良反应较多[8]。中药复方具有多成分、多靶点、多通路的整合调节优势，在抗炎、抗纤维化等方面显示良好疗效，然而其作用机制尚不明确，制约了临床推广[9]。因此，本研究采用网络药理学与分子对接技术，探讨太子参-葛花药对治疗ALF的潜在机制。
研究发现，太子参-葛花抗ALF的核心活性成分包括槲皮素、木犀草素、山奈酚、刺芒柄花素和尼泊尔鸢尾异黄酮等黄酮类化合物。这些成分具有抗炎、抗氧化活性，并能作用于多个肝纤维化相关靶点。具体而言，槲皮素可能通过抑制PI3K-AKT信号通路及自噬相关因子表达，降低HSC活性[10][11]；木犀草素可抑制HSC自噬并干预核因子κB信号通路[12][13]；山奈酚能通过激活肠道法尼醇X受体-成纤维细胞生长因子15信号通路调节胆汁酸代谢，并可抑制巨噬细胞M2极化从而阻抑HSC活化[14][15]；刺芒柄花素可能通过硒结合蛋白-1/Notch受体2干预Wnt/β-catenin通路或诱导活化HSC铁死亡发挥抗纤维化作用[16]；尼泊尔鸢尾异黄酮则具有抗肝损伤、清除自由基等作用[17]。这些结果表明该药对在抗酒精性肝纤维化方面具有重要研究价值。
PPI网络分析显示，核心靶点包括AKT1、TP53、BCL2、MAPK1和ESR1等。AKT1作为PI3K-AKT通路关键蛋白，可抑制HSC活化及纤维化标志物表达[18]；BCL2参与细胞凋亡调控，可能经PI3K/AKT/BCL2通路影响肝纤维化进程[19]；MAPK1磷酸化水平下调可抑制HSC增殖与活化[20]；ESR1作为雌激素受体，其功能与HSC活化及纤维化进程密切相关[21]。
GO富集分析表明，太子参-葛花活性成分主要干预膜筏、膜微区等细胞结构，影响DNA结合转录因子结合、核受体活性等分子功能，参与对脂多糖、金属离子等刺激的应答。KEGG通路分析提示，其作用涉及脂质与动脉粥样硬化、AGE-RAGE、PI3K-AKT、TNF及TP53等信号通路。这些通路在肝纤维化发展中起关键作用。脂质代谢异常可促进HSC激活[22]；AGE-RAGE通路能激活核因子κB、转化生长因子-β1等，诱导氧化应激并活化HSC[23]；PI3K-AKT通路异常激活会加剧HSC活化及细胞外基质沉积[24]；TNF信号通路介导炎症反应并促进纤维化因子生成[25]；TP53通路则可抑制HSC过度增殖与活化[26]。分子对接结果进一步验证，核心活性成分与上述关键靶点均具有良好的结合活性，支持网络药理学预测的可靠性。
综上所述，本研究初步揭示太子参-葛花药对可能通过槲皮素、木犀草素、山奈酚等黄酮类成分，调控脂质与动脉粥样硬化、AGE-RAGE、PI3K-AKT、TNF及TP53等多条信号通路，作用于AKT1、TP53、BCL2、MAPK1、ESR1等关键靶点，从而发挥抗ALF作用，体现了中药多成分-多靶点-多通路的整合调控特点。本研究仍属预测性分析，后续需通过细胞与动物实验进一步验证其具体机制。
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