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摘要 目的：筛选基于内质网应激（Endoplasmic reticulum stress，ERS）抗脓毒症肺损伤（Sepsis-associated lung injury，SALI）的潜在铁死亡抑制剂。方法：通过网络药理学相关数据库获取疾病及通路相关靶点，构建蛋白质-蛋白质相关作用网络图得到关键靶点，从数据库中获取靶向关键靶点的药物，将靶向药物与铁死亡抑制剂、脓毒症治疗药物取交集获得候选药物，并使用CB-Dock 2平台和PyMOL（3.1.6.1版本）软件对候选药物和核心靶点进行分子对接及可视化处理，最终得到能与靶点稳定结合的治疗SALI潜在药物。结果：网络药理学筛选出7个候选药物，分别为氯喹（Chloroquine）、姜黄素（Curcumin）、褪黑素（Melatonin）、槲皮素（Quercetin）、白藜芦醇（Resveratrol）、罗格列酮（Rosiglitazone）、牛磺酸（Taurine）。分子对接结果显示，姜黄素、槲皮素，和罗格列酮表现出多靶点高亲和力特征，提示其在干预SALI中的较强潜力。结论：姜黄素、槲皮素及罗格列酮具有靶向调控 ERS‑铁死亡轴干预SALI的潜力。
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Abstract Objective: To screen potential ferroptosis inhibitors against sepsis-associated lung injury (SALI) based on endoplasmic reticulum stress (ERS). Methods: Disease- and pathway-related targets were obtained from network pharmacology databases, and key targets were identified by constructing a protein-protein interaction network. Targeted agents corresponding to these key targets were retrieved from databases, and candidate drugs were obtained by intersecting these agents with ferroptosis inhibitors and sepsis therapeutic drugs. Molecular docking and visualization of candidate drugs and core targets were performed using the CB-Dock 2 platform and PyMOL (version 3.1.6.1) to identify potential drugs with stable binding affinity for the treatment of SALI. Results: Seven candidate drugs were screened via network pharmacology, including chloroquine, curcumin, melatonin, quercetin, resveratrol, rosiglitazone, and taurine. Molecular docking results showed that curcumin, quercetin, and rosiglitazone exhibited multi-target and high-binding-affinity characteristics, suggesting strong potential in the intervention of SALI. Conclusion: Curcumin, quercetin, and rosiglitazone possess the potential to target and regulate the ERS-ferroptosis axis against sepsis-associated lung injury.
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	脓毒症是严重感染引发的全身系统性炎症反应综合征。脓毒症肺损伤（Sepsis-associated lung injury，SALI）是脓毒症最主要的并发症之一[1,2]，以顽固性低氧血症和呼吸窘迫为核心临床特征[3,4]。其病理过程主要包括肺血管内皮损伤、肺泡表面活性物质减少、炎症因子大量释放及肺间质纤维化等[5,6]。目前临床以支持治疗为主，有效的靶向治疗手段有限[7]。因此，当前急需寻找SALI的有效干预手段。
	铁死亡是铁依赖性脂质过氧化引起的细胞程序性死亡方式[8]，包括脓毒症在内的各种急性肺损伤动物模型均展现出铁超载、谷胱甘肽消耗以及GPX4、 SLC7A11水平下调等铁死亡特征[9]。动物与细胞研究表明靶向铁死亡可有效缓解脓毒症进展[10]。值得注意的是，抑制内质网应激（Endoplasmic reticulum stress，ERS）反应能减轻脂多糖诱导的人支气管上皮细胞铁死亡，从而缓解SALI[11]；这表明ERS可作为铁死亡的重要上游调控环节。因此，同时干预ERS与铁死亡的级联通路，相较于仅靶向单一分子事件，可能实现更高效的SALI理阻断。然而，目前靶向该信号轴、有效抗SALI的药物仍有待发掘。
网络药理学是一门以系统生物学理论为基础，以生物系统网络分析、多靶点药物分子设计、特异性信号节点选择等为研究内容的新兴学科，已经被广泛应用于预测药物活性成分干预疾病的关键靶点及其作用机制[12]。基于此，本研究拟通过网络药理学筛选基于ERS抗SALI的铁死亡抑制剂，为SALI的多靶点干预提供新思路和依据。
1材料与方法
1.1疾病及通路相关靶点 
在FerrDB V3.0（https://www.zhounan.org/ferrdb/v3/pages/index.html）数据库中获得铁死亡抑制基因。在GeneCards（https://www.genecards.org/）、OMIM（https://www.omim.org/）和DisGeNET （https://www.disgenet.org/）数据库分别检索SALI和ERS相关的基因。在这些数据库中，通过搜索“sepsis induced lung injury”与“sepsis associated lung injury”发现与SALI相关的基因，搜索“endoplasmic reticulum stress”发现与ERS相关的基因，选择“Homo sapiens”作为物种，将结果去整后整合得到相关靶点。
1.2通路-疾病共同靶点的筛选及蛋白质-蛋白质相互作用（Protein-Protein interaction，PPI）网络的构建
将铁死亡抑制基因、ERS相关靶点、SALI相关靶点对应名称导入Venny2.1.0在线分析平台（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/）绘制韦恩图，得到铁死亡抑制基因中可能基于ERS抗SALI的潜在靶点。利用STRING12.0（https://cn.string-db.org/）数据库构建交集靶点之间的PPI，剔除没有相互作用的靶点，设置所需最低网络交互分数为0.4。将结果导出后，使用Cytoscape3.8.0软件对PPI网络分析结果进行可视化处理，基于节点在网络中的度数（Degree）得到一组靶向ERS抑制铁死亡以缓解SALI的潜在关键靶点。
1.3 基因本体（Gene Ontology，GO）生物学过程富集分析基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富集分析
使用Metascape数据库（https://metascape.org/）对铁死亡抑制基因中基于ERS抗SALI的关键靶点进行GO分析和KEGG通路富集分析，利用微生信平台（https://www.bioinformatics.com.cn/）对结果进行可视化分析。
1.4 关键基因与ERS核心基因PPI网络构建
利用STRING12.0（https://cn.string-db.org/）数据库构建关键靶点与肌醇必需酶 1α（Inositol Requiring Enzyme 1α, IRE-1α）之间的PPI 网络。
1.5分子对接
[bookmark: _Hlk203340791]在UniProt（https://www.uniprot.org/）数据库检索核心基因名称，选择“Human”作为物种，结果限制在“Reviewed（Swiss-Prot）”，得到Uniprot ID，然后将Uniprot ID在RCSB蛋白结构数据库（https://www.rcsb.org/）中进行检索，选择“Homo sapiens”作为物种，下载PDB格式文件。通过公共数据库PubChem（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）获取潜在药物的结构（SDF格式）。将核心基因作为受体，对应潜在作为配体，选择以上文件上传到CB-Dock 2平台中，进行分子对接并使用CB-Dock 2计算对接分数（kcal•mol-1），其绝对值越大，配体和受体结合越稳定，并采用PyMOL（3.1.6.1版本）软件将结果进行可视化。
2 结果
2.1 靶向ERS抑制铁死亡以缓解SALI的潜在关键基因预测
检索GeneCards、OMIM和DisGeNET数据库，选择相关系数＞10，得到脓毒症急性肺损伤的靶点共2879个，ERS靶点970个。检索Ferrdb数据库，得到抑制铁死亡基因1931个。绘制韦恩图得到可能基于ERS抗SALI的铁死亡抑制基因229个（图 1A）。利用STRING12.0数据库构建交集靶点之间的网络图，剔除没有相互作用的靶点，设置所需最低网络交互分数为0.4。将结果导入Cytoscape3.8.0软件进行可视化处理，得到蛋白-蛋白相互作用网络图，以度值（degree）筛选排名前5位的核心基因，分别为表皮生长因子受体（Epidermal growth factor receptor，EGFR）、肿瘤蛋白 p53（Tumor protein p53，TP53）、热休克蛋白90AA1（Heat shock protein 90 alpha family class A member 1，HSP90AA1）、E1A 结合蛋白 p300（E1A-binding protein p300，EP300）、转录激活因子 3（Signal transducer and activator of transcription 3，STAT3）（图 1B），其可能为靶向ERS抑制铁死亡以缓解SALI的潜在关键基因。
[image: 网络药理图片草稿_11]
图 1 靶向ERS抑制铁死亡以缓解SALI的潜在关键基因预测（A）及交集靶点网络图（B）
2.2 GO功能和KEGG通路富集分析
经过分析，按p值大小排名，排名前10的生物过程（Biological Process，BP）结果分别为miRNA转录的正向调控、miRNA代谢过程的正向调控、碳水化合物分解代谢过程的调控、miRNA转录的调控、核苷酸代谢过程的调控、嘌Q核苷酸代谢过程的调控、miRNA代谢过程的调控、磷代谢过程的调控、小分子代谢过程的负向调控、前体代谢物和能量生成的调控。富集的细胞组分（Cellular Component，CC）为转录调控因子复合物。排名前10的分子功能（Molecular Function，MF）为蛋白磷酸酶结合、磷酸酶结合、染色质结合、激酶结合、泛素蛋白连接酶结合、类泛素蛋白连接酶结合、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、转录因子结合、蛋白激酶结合。KEGG通路富集分析结果显示，信号通路主要与前列腺癌、癌症通路、癌症中的微小 RNA、非小细胞肺癌、胰腺癌、HIF-1 信号通路、FoxO 信号通路、丙型肝炎、乙型肝炎、JAK-STAT 信号通路、卡波西肉瘤相关疱疹病毒感染、癌症中的蛋白聚糖、病毒致癌作用、脂质与动脉粥样硬化、化学致癌-受体激活、人巨细胞病毒感染、人乳头瘤病毒感染、PI3K-Akt 信号通路有关。
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图 2 潜在靶点GO功能分析
[image: KEGG] 
图 3 潜在靶点的KEGG通路分析
2.3 潜在关键靶点与ERS核心基因的相互作用
利用String平台构建潜在关键靶点与IRE-1α（ERN1）的PPI网络（如图4），表明潜在关键基因可能基于IRE-1α介导的ERS信号通路参与SALI的发生发展。
[image: string_hires_image (1)]
图 4 潜在靶点与ERN1相互作用网络图
2.4 靶向核心靶点的铁死亡抑制剂
检索CTD数据库，得到靶向上述5个核心靶点的药物2379个，脓毒症治疗药物185个。检索Ferrdb数据库，得到铁死亡抑制剂511个，绘制韦恩图得到可能基于ERS抗SALI的铁死亡抑制剂7个，分别为氯喹（Chloroquine）、姜黄素（Curcumin）、褪黑素（Melatonin）、槲皮素（Quercetin）、白藜芦醇（Resveratrol）、罗格列酮（Rosiglitazone）、牛磺酸（Taurine）。
[image: ]
图 5 基于ERS抗脓毒症的铁死亡抑制剂预测
2.5 分子对接预测潜在药物与核心靶点的亲和力
通过CB-Dock 2平台，进一步研究了氯喹、姜黄素、褪黑素、槲皮素、白藜芦醇、罗格列酮、牛磺酸与其对应靶点的亲和力，采用PyMOL（3.1.6.1版本）软件将对接结果进行可视化。以对接分数（Vina score）作为结合亲和力的标准，该值越低代表受体和配体亲和力越高。对接分数及氢键形成况如表 1所示。可见，姜黄素-EGFR、姜黄素-TP53、姜黄素-EP300、槲皮素-EGFR、槲皮素-TP53、槲皮素-HSP90AA1、槲皮素-STAT3、罗格列酮-EGFR、罗格列酮-TP53、罗格列酮-STAT3的对接分数均≤ -7.5 kcal•mol-1，表明姜黄素、槲皮素、罗格列酮该3个药物与其对应靶点有较好的结合。上述药物-靶点结合的可视化结果如图6，7。
表 1 药物与靶点的对接分数及氢键形成情况
	药物-靶点
	对接分数
	氢键数目
	氢键连接氨基酸

	氯喹-EGFR
	-6.6
	0
	-

	氯喹-TP53
	-7
	0
	-

	姜黄素-EGFR
	-7.5
	2
	ALA-755、ASP-837

	姜黄素-TP53
	-7.9
	3
	GLU-198、GLU-221、VAL-147

	姜黄素-HSP909AA1
	-6.9
	4
	ASN-491、LEU-438、THR-440、LYS-370

	姜黄素-EP300
	-8.3
	3
	ASN-106、LYS-58、SER-52

	姜黄素-STAT3
	-6.7
	2
	ARG-1104、PRO-1096

	褪黑素-TP53
	-7.4
	3
	THR-155、GLY-154

	褪黑素-HSP90AA1
	-6.2
	4
	ASP-570、THR-515、
TRP-474、ARG-335

	褪黑素-STAT3
	-6
	3
	LYS-58、GLY-97、SER-52

	槲皮素-EGFR
	-8
	4
	GLU-762、LEU-788、MET-793、THR-854

	槲皮素-TP53
	-7.9
	7
	ARG-209、ARG-248、ARG-158、

	
	
	
	ARG-156、ARG-280

	槲皮素-HSP90AA1
	-7.7
	8
	ASP-369、LYS-370、SER-381、

	
	
	
	LEU-436、LEU-438、THR-440

	槲皮素-EP300
	-7.2
	2
	GLY-137、ASN-51

	槲皮素-STAT3
	-7.8
	2
	GLN-1112、PHE-1049

	白藜芦醇-EGFR
	-7.2
	2
	LYS-745

	白藜芦醇-TP53
	-7
	4
	CYS-220、THR-155、GLY-154

	白藜芦醇-HSP90AA1
	-6.7
	2
	ASP-334、GLN-247

	白藜芦醇-EP300
	-6.9
	2
	TYR-139、THR-184

	白藜芦醇-STAT3
	-7.3
	0
	-

	罗格列酮-EGFR
	-7.9
	1
	LEU-788

	罗格列酮-TP53
	-7.7
	3
	ARG-209、ARG-158

	罗格列酮-EP300
	-7.3
	3
	GLU-455、THR-440、LEU-438

	罗格列酮-STAT3
	-7.5
	3
	GLN-1116、GLN-1082

	牛磺酸-STAT3
	-3.8
	6
	VAL-490、ASN-491、THR-494、PHE-493


[image: 网络药理图片草稿_09]
图 6姜黄素与EGFR（A）、TP53（B）、EP300（C），罗格列酮与EGFR（D）、
TP53（E）、STAT3（F）结合的分子模型
[image: 演示文稿1_02]
图 7槲皮素与EGFR（A）、TP53（B）、HSP90AA1（C）、STAT3（D）
结合的分子模型
3 讨论
在脓毒症引发的多器官功能障碍中，肺脏是最早受累且最易受损的靶器官[1]。国内ICU流行病学调查发现，脓毒症合并肺损伤的发生率高达68.2%，90 d 病死率为35.5%[13]。近10年来，SALI治疗新手段涉及靶向炎症反应与氧化应激[14]、免疫调节[15]、改善微血管屏障功能[16]、调控细胞死亡[17]等。然而，SALI的病理机制高度复杂且存在广泛交叉串扰[18]，单一靶点干预难以有效降低病死率。这种信号多级联的特征提示，通过多靶点联合干预，同步调控上下游关联的分子信号轴，有望实现更全面、更精准的治疗。
近年来，靶向干预铁死亡成为治疗SALI的热点[10]。而ERS作为上游信号，可介导铁死亡进程，参与SALI的发生发展[11,19]。因此，通过干预ERS进而抑制铁死亡的调控模式，可同时干预上游应激信号和下游细胞死亡，较单一靶点可能更具优势。
本研究通过网络药理学和分子对接筛选出姜黄素、槲皮素、罗格列酮3个基于ERS抗SALI的铁死亡抑制剂。3种药物可靶向SALI的铁死亡与炎症等关键环节，同时在其他疾病模型中显示出ERS调控能力，具有多级信号环节和多通路协同作用的显著优势。姜黄素可通过多靶点协同干预SALI。在铁死亡调控方面，姜黄素不仅能激活Nrf2信号，阻断铁死亡执行[20]，还可以通过TXNIP/TRX-1/GPX4轴特异性抑制铁死亡[21]。同时，姜黄素可下调NF-κB、MAPK和JAK2/STAT3等经典炎症通路[22,23]，形成抗炎-抗氧化-抗细胞死亡的多层次保护网络。此外，其可在软骨细胞中通过激活 SIRT1，抑制PERK-eIF2α-ATF4-CHOP轴，从而减轻ERS诱导的凋亡[24]。然而，该化合物临床转化面临生物利用度极低，及有效剂量窗口狭窄等挑战[25]。槲皮素治疗SALI的核心机制在于激活SIRT1/Nrf2/GPX4轴，能有效抑制铁死亡，显著减轻肺水肿、炎症浸润和细胞因子释放[26]。ERS调控方面，槲皮素可抑制缺氧诱导的 IRE1α 激活和 XBP1 剪接，发挥抗肺动脉高压作用[27]；并可通过抑制Hsp70，阻断IRE1α上调和XBP-1剪接，抑制白血病细胞的适应性未折叠蛋白反应反应[28]。该化合物安全性高，但同样受限于水溶性差、生物利用度低及有效剂量窗口未明等问题[29]。罗格列酮作为已应用于临床的药物，具有独特的代谢调控优势及丰富的临床使用经验[30]。SALI模型中，其可激活PPARγ诱导血红素加氧酶-1（HO-1）表达，抑制NF-κB核转位[31]，并抑制JAK2/STAT3通路直接调控炎症反应与内皮功能[32]。同时，其可通过 PPARγ 激活上调 SCD-1，减少棕榈酸诱导的ERS，进而减少巨噬细胞凋亡、发挥心血管保护作用[33]。然而，尽管其铁死亡抑制作用已在子痫前期模型中得到证实[34]，但在SALI中对铁死亡的具体作用仍不明确。此外，其潜在的心血管风险和较窄的有效剂量与毒性剂量窗口，也可能限制其在SALI的临床应用[35]。
综上，姜黄素、懈皮素安全性较强，在SALI中阻断铁死亡作用明确，同时具备调控ERS潜力。罗格列酮虽在SALI中的铁死亡抑制作用尚不明确，但同样具有多靶点干预的潜在作用。因此，三者均展现对ERS-铁死亡信号轴双重抑制的潜在优势，具有临床转化价值。而此类化合物的药代动力学缺陷和效应调控复杂等问题，仍需通过结构优化、靶向递送或联合用药等策略进一步完善，以推动其在SALI临床治疗中的转化与应用。
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