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枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病生物学靶点网络药理学研究

鲍家成，杨渊

( 桂林医学院公共卫生学院 /广西环境暴露组学与全生命周期健康重点实验室，桂林 541199)

摘要 目的 通过网络药理学研究枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病( NAFLD) 的生物学靶点和作用机

制。方法 通过本草组鉴( HEＲB) 数据库、SwissADME 和中医药系统药理学( TCMSP ) 数据库筛选枸

骨叶的活性成分，通过 TCMSP 和 Swiss Target Prediction 和 GeneCards 数据库获得相关靶点，使用

Cytospace和 STＲING绘制化合物－靶点－疾病和蛋白－蛋白互作网络( PPI) 图，使用 DAVID数据库进

行基因功能分类体系( GO) 和京都基因与基因组百科全书( KEGG) 富集分析。结果 分离得到槲皮

素、山柰酚、多梗白菜菊素高中心度化合物，血管内皮生长因子 A( VEGFA) 、白细胞介素-1β( IL-1β)

和肿瘤坏死因子( TNF) 等 10个关键蛋白。富集分析显示，枸骨叶治疗 NAFLD与 TNF、IL-17和晚期糖

基化产物( AGE) -晚期糖基化终末产物受体( ＲAGE) 信号通路有关。分子对接显示关键化合物和关键

靶点对接较好。结论 枸骨叶通过调控 TNF、IL-17、AGE-ＲAGE、CLＲ和 TLＲ信号通路，治疗 NAFLD。
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Network pharmacology study on Ilex cornuta folium in the treatment of
non-alcoholic fatty liver disease

BAO Jiacheng，YANG Yuan

( College of Public Health /Guangxi Key Laboratory of Environmental Exposure Omics and Whole Life Cycle

Health，Guilin Medical University，Guilin 541199，China)

Abstract Objective To investigate the biological targets and mechanism action of treatment of non-

alcoholic fatty liver disease ( NAFLD ) effect of Ilex cornuta folium based on network pharmacology．

Methods Through the HEＲB database， SwissADME， and Traditional Chinese Medicine Systems

Pharmacology Platform ( TCMSP ) database，active ingredients of Ilex cornuta folium were screened．

Ｒelevant targets were obtained through TCMSP，Swiss Target Prediction，and GeneCards databases．
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Compound-target-disease and protein-protein interaction ( PPI) networks were constructed using Cytospace

and STＲING． Gene Ontology ( GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ( KEGG) enrichment

analysis were performed using the DAVID database． Ｒesults Separate and obtain high concentration

compounds of quercetin，kaempferol，and multi stem cabbage chrysanthemum，Vascular endothelial

growth factor A ( VEGFA) ，interleukin-1β ( IL-1β) and 10 key proteins such as tumor necrosis factor

( TNF) ，enrichment analysis，Ilex cornuta folium treatment of NAFLD may be related to signaling

pathways such as TNF，IL-17，advanced glycosylation product ( AGE) -receptor for advanced glycosylation

end products ( ＲAGE) ，and molecular docking analysis showed good docking of key compounds and key

targets． Conclusion Ilex cornuta folium treat NAFLD by modulating TNF，IL-17，AGE－ＲAGE，CLＲ and

TLＲ signaling pathways．

Keywords: network pharmacology; Ilex cornuta folium; nonalcoholic fatty liver disease

非酒精性脂肪肝病 ( non-alcoholic fatty liver

disease，NAFLD) 是一种因脂质代谢紊乱导致肝脏脂

肪变性的肝脏疾病，与胰岛素抵抗、遗传易感性和心

血管疾病发生密切相关［1］。非酒精性脂肪肝病严重

影响糖尿病和肥胖人群的生活和健康，随着肥胖人

群数量的增加和发病年龄的年轻化，对该病的预防

和治疗越来越重要。因此，尽早诊断治疗非酒精性

脂肪肝病有助于消除人群健康风险，改善患者的预

后情况。

枸骨，又名: 猫儿刺，属于冬青科冬青属常绿灌

木，主要以叶入药。枸骨叶是传统中药材，中医上具

有补肝肾、养气血、祛风湿的作用，在现代医学主要

用于降血脂、血糖、抗氧化、抗菌、扩张冠状动脉、抗

肿瘤等作用［2］。有研究表明，枸骨叶的三萜皂苷类、

苯丙素类和黄烷类化合物有抗氧化作用［3］。枸骨叶

的乙酸乙酯提取物可以抑制细菌生长，具有抗炎作

用［4］，三萜类化合物有降血脂功效，其中的熊果酸有

抗肿瘤作用［5］。现代药理学研究表明，枸骨叶具有

较好的非酒精性脂肪肝病治疗效果，但作用机制尚

不明确。本研究通过网络药理学的方法，预测分析

枸骨叶活性成分治疗非酒精性脂肪肝病的潜在生物

学靶点及分子相互作用，为非酒精性脂肪肝病的干

预治疗提供理论基础和研究方向。

1 方法
1．1 活性成分筛选
通过本草组鉴数据库( HEＲB ) ( http: / /herb．

ac．cn / ) ，进行枸骨叶化学活性成分的筛选，使用中

医药系统药理学数据库和分析平台 ( TCMSP )

( https: / / tcmsp-e． com / tcmsp． php ) 和 SwissADME

( http: / /www． swissadme． ch / ) 对化合物进行类药性

和生物利用度分析筛选。TCMSP 设置口服利用率
( oral bioavailability，OB ) ≥ 30%，类 药 性 ( drug

likeness，DL) ≥0．18，SwissADME设置类药性满足任意
3种评估模型( Lipinski、Ghose、Veber、Egan 和 Muegge)

合格且生物利用度评分 ( Bioacailbility Score ) ≥
0．55［6］。

1．2 靶点预测和可视化分析
通过 TCMSP 和 Swiss Target Prediction ( http: / /

www．swisstargetprediction．ch / ) 数据库对符合条件的

化合物进行靶点预测。使用 GeneCards 数据库
( https: / /www． genecards． org / ) 和 OMIM 数 据 库
( https: / /www．omim．org / ) 获得非酒精性脂肪肝病的

相关靶点。将化合物预测的靶点和非酒精性脂肪肝

病的相关靶点进行交集，并通过 Cytoscape 3．9．1绘制

化合物-靶点-疾病网络图。

1．3 蛋白质相互作用分析
将交集得到的共同靶点通过 STＲING 数据库

( https: / / cn． string-db． org / ) ，物 种 设 置 为 Homo

Sapiens，得到蛋白质-蛋白质互作网络图 ( protein-

protein interaction，PPI) ，导入 Cytoscape 3．9．1 中采用

极大团中心度( maximal clique centrality，MCC) 算法

得到 PPI网络中的核心靶点 TOP10。

1．4 基因富集分析
将共同靶点导入 DAVID 数据库( https: / /david．

ncifcrf．gov / ) ，物种设置为 Homo Sapiens，进行基因功
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能分类体系( gene ontology，GO) 和京都基因与基因组

百科全书( kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG) 富集分析。

2 结果
2．1 活性成分筛选
通过 HEＲB数据库共获得 137 个化合物，通过

口服利用度、类药性和生物利用度的筛选，去除矿物

质和维生素，得到符合的化合物共 12 个，主要包括

黄酮类化合物( 异山柰素、( +) －儿茶素五乙酸酯、异

鼠李素、山柰酚、槲皮素) ，倍半萜类化合物( 山金车

内酯 C、多梗白菜菊素) ，异黄酮类( 芒柄花黄素) ，生

物碱( 金色酰胺醇酯、毒扁豆次碱、鸭脚树叶醛碱) 和

蒽醌类化合物( 大黄酸) 5类，如表 1所示。

表 1 枸骨叶活性成分

序号 名称 结构 类型

1
异山柰素

( 3-methylkempferol)
黄酮类

2 山金车内酯 C ( arnicolide C) 倍半萜类

3
金色酰胺醇酯

( aurantiamide acetate)
生物碱

4
( +) －儿茶素五乙酸酯
〔( +) －catechin〕

黄酮类

5 芒柄花黄素( formononetin) 异黄酮类

6 异鼠李素( isorhamnetin) 黄酮类

7 山柰酚( kaempferol) 黄酮类
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第 1期 鲍家成等: 枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病生物学靶点网络药理学研究 第 37卷

续表

序号 名称 结构 类型

8 毒扁豆次碱( physovenine) 生物碱

9 鸭脚树叶醛碱( picralinal) 生物碱

10 多梗白菜菊素( plenolin) 倍半萜类

11
槲皮素

( quercetin)
黄酮类

12
大黄酸

( rhein)
蒽醌类

2．2 化合物－靶点－疾病网络构建与拓扑分析
通过 TCMSP 和 Swiss Target Prediction数据库对

枸骨叶的活性化合物潜在靶点进行预测，共获得潜

在靶点 525 个。通过 Genecards 和 OMIM 数据库获

得非酒精性脂肪肝病的相关靶点，其中 Genecard 以

相关性评分≥0．5 分为标准，共获得非酒精性脂肪肝

病相关基因 2 230 个。将预测得到的活性化合物和

非酒精性脂肪肝病相关靶点用韦恩图做交集，共得

到交集靶点 177个，如图 1所示。

图 1 枸骨叶化合物预测靶点与非酒精性脂肪肝病靶点的韦恩图

通过 Cytospace 3．9．1绘制枸骨叶治疗非酒精性脂

肪肝病的化合物-靶点-疾病网络图，网络有 191 个节

点，619条连线。采用 BC值( betweenness centrality) 进

行中心度计算［7］，中心度最高的前 5 个化合物是槲

皮素 BC 值: 4 558．31、山柰酚 BC 值: 1 227．31、多梗

白菜菊素 BC 值: 591．29、毒扁豆次碱 BC 值: 555．72、
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异鼠李素 BC值: 526．15，如图 2所示。

注: 红色箭头表示枸骨叶和非酒精性脂肪肝病，绿色圆形表示枸骨叶中的化合物，划线表示中心度高的化合物，蓝色方

块表示枸骨叶和非酒精性脂肪肝病的共同靶点。

图 2 枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病的化合物－靶点－疾病网络图

·45·
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2．3 蛋白质互作网络分析
将交集靶点导入 STING 数据库中，交互作用

得分≥0．07分，共得到 177个节点，921条连线，平均

节点得分 10． 4 分。将得到的 PPI 网络图导入
Cytospace，采用 cytoHubba 中的 MCC 算法，MCC 算

法在筛选核心蛋白上具有更高的精确度［8］，计算得

到 PPI网络中 TOP10的核心蛋白靶点，依次为血管

内皮生长因子 A( vascular endothelial growth factor A，

VEGFA) 、白细胞介素-1β( interleukin 1 Beta，IL-1β) 、

肿瘤坏死因子( tumor necrosis factor，TNF) 、白细胞

介素-6( Interleukin-6，IL-6) 、AKT 丝氨酸 /苏氨酸激

酶 1( AKT serine / threonine kinase 1，AKT1) 等，如图
3、表 2所示。

注: A．PPI网络图; B．MCC算法得到 PPI网络核心 Top10 靶点，节点表示蛋白，边表示蛋白与蛋白间的相互作用，中

心度越高，颜色越深。

图 3 枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病的 PPI网络及核心靶点
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表 2 基于 MCC算法的 PPI网络的核心靶点表

序号 基因 全称 得分 /分

1 VEGFA 血管内皮生长因子 A 1．834 400×1024

2 IL-1β 白细胞介素-1β 1．834 400×1024

3 TNF 肿瘤坏死因子 1．834 400×1024

4 IL-6 白细胞介素-6 1．834 400×1024

5 AKT1 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 1．834 395×1024

6 MMP9 基质金属蛋白酶 9 1．834 394×1024

7 PTGS2 前列腺素 G/H合酶 2 1．834 394×1024

8 TP53 肿瘤蛋白 P53 1．834 134×1024

9 HIF1A 缺氧诱导因子 1 1．762 825×1024

10 FOS 原癌基因 Fos 1．746 153×1024

2．4 GO和 KEGG富集分析
用 DAVID数据库对 PPI 网络中的核心靶点进

行 GO功能和 KEGG通路的富集分析，设置 P＜0．05。

GO 功能富集分析生物学过程( biological process，

BP) ，细胞组分 ( cell component，CC ) ，分子功能
( molecular function，MF) 的数据共得到 175 项条目。

BP 的 TOP5是血管内皮生长因子的产生、基因表达

的正向调节、肽基-丝氨酸磷酸化的正向调节、对
ＲNA聚合酶Ⅱ启动子的转录进行正向调节、转录的

正向调节。CC的 TOP5 是分别是大分子复合体、转

录因子复合物、细胞外空间、细胞外区域、分泌颗粒。

MF的 TOP5依次是细胞因子活性、相同的蛋白质结

合、酶结合、ＲNA聚合酶Ⅱ序列特异性 DNA 结合转

录因子结合、转录调节区序列特异性 DNA 结合，如

图 4所示。

注: 条状图的条子颜色表示－log10P的大小，－log10P越大颜色越接近红色，－log10P越小越接近蓝色，长度表

示项目相关的基因数。

图 4 GO富集分析

KEGG 通路富集分析，得到枸骨叶治疗 NAFLD

可能主要通过 TNF信号通路、IL-17 信号通路、AGE-

ＲAGE信号通路、CLＲ信号通路、TLＲ 信号通路等关

键通路，如表 3所示。
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表 3 核心靶点 KEGG富集分析的相关通路图

序号 通路名称 相关核心靶点 P
1 TNF信号通路 IL-6，IL-1β，AKT1，FOS，PTGS2，TNF，MMP9 4．59×10－10

2 IL-17 信号通路 IL-6，IL-1β，FOS，PTGS2，TNF，MMP9 2．15×10－8

3 AGE－ＲAGE 信号通路 IL-6，IL-1β，AKT1，TNF，VEGFA 2．50×10－6

4 CLＲ 信号通路 IL-6，IL-1β，AKT1，PTGS2，TNF 2．92×10－6

5 TLＲ 信号通路 IL-6，IL-1β，AKT1，FOS，TNF 2．92×10－6

2．5 分子对接分析
将 PPI 图中 BC 值最高的 3 个活性成分作为靶

点，将 PPI网络中 MCC法计算得到分数最高的 3 种
核心蛋白作为配体进行分子对接。对接发现，所选
分子与靶蛋白结合能均小于－1．2 kcal /mol ( 1 kal =

4．184 kJ ) ，如表 4所示，具体结合位点如图 5所示。

表 4 关键成分与关键靶点的分子对接表

蛋白分子
结合能 / ( kcal /mol)

IL-1β TNF VEGFA

山柰酚( kaempferol) －6．5 －5．02 －5．91

多梗白菜菊素( plenolin) －7．2 －6．43 －5．95

槲皮素( quercetin) －6．25 －4．74 －5．5

山柰酚与 IL-1β相互作用 多梗白菜菊素与 IL-1β相互作用 槲皮素与 IL-1β相互作用

山柰酚与 TNF相互作用 多梗白菜菊素与 TNF相互作用 槲皮素与 TNF相互作用

山柰酚与 VEGFA相互作用 多梗白菜菊素与 VEGFA相互作用 槲皮素与 VEGFA相互作用

注: 红色代表活性分子，蓝色代表结合位点( 文字表示结合的残基) ，黄色虚线代表极性键( 数字表示极性键的长度) 。

图 5 关键分子和关键靶点分子对接图
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3 讨论
3．1 枸骨叶的活性成分
筛选共得到 12 种枸骨叶中可能的潜在活性化

合物，包括异山柰素、( +) －儿茶素五乙酸酯、异鼠李
素、山柰酚、槲皮素、山金车内酯 C、多梗白菜菊素、

芒柄花黄素、金色酰胺醇酯、毒扁豆次碱、鸭脚树叶
醛碱、大黄酸。目前研究表明，异山柰素、山金车内
酯 C、金色酰胺醇酯和大黄素分别可以通过脂多糖
诱导 TNF-α 释放，抑制 MAPK 信号通路中的 EＲK、
JUK和 p38的磷酸化，抑制 NF-κB通路，下调各种促
炎性因子的表达和通过 NF-κB、AP-1和 MAPK 信号
通路起到抗炎的作用［9－12］。( +) －儿茶素五乙酸酯
可以增加主动脉血管紧张素转换酶的活性和活性氧

的产生，保护心血管功能［13］。芒柄花黄素主要来自
于红三叶草和黄芪。研究表明，芒柄花黄素可以通
过多种信号通路诱导细胞凋亡，阻滞细胞周期和抑

制细胞增殖等途径发挥抗肿瘤作用［14］。异鼠李素
和山柰酚可以通过改变线粒体膜电位和 PI3K /AKT

信号通路调节凋亡相关蛋白( Bcl-2、Bax 和 Casp3) ，

抑制细胞凋亡，与各种炎症相关疾病( 比如肝纤维

化) 有关［15－16］。槲皮素具有强大的抗氧化性，降低
胰岛素抵抗，提高胰岛素水平［17］。大黄酸可以间接
改变嘌呤代谢，通过益生菌乳酸杆菌参与调控宿主

代谢，干扰 NLＲP3 炎症小体，降低 IL-1β 的分泌，激
活 Nrf2-HO1-NQO1通路，抑制 Nox2亚基的表达和转
位，调节氧化还原平衡［18］。

3．2 枸骨叶活性成分靶点
采用 MCC 算法在 177 个交集靶点中，得到 10

个核心蛋白，包括 VEGFA、IL-1β、TNF、IL-6、AKT1、
MMP9、PTGS2、TP53、HIF1A、FOS。VEGFA 是重要
促血管生成活性生长因子，可以增加血管通透性。

有研究［19］表明，VEGFA 与肿瘤的血管扩张生长有
关，因此，VEGFA 被认为是肿瘤治疗的关键靶点之
一。VEGFA可以通过 AGE-ＲAGE 通路介导脂肪酸
促肝星状细胞的活化。IL-1β、TNF和 IL-6是机体先
天免疫系统的关键因子，可以促进炎性相关疾病的

发生。炎性细胞因子 IL-1β、IL-6和 TNF-α可以通过
激活局部免疫细胞，吸引其他免疫细胞到肝脏，引起

肝脏的慢性炎症，有助于肝纤维化的发生［20］。AKT1

是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶，在 Akt /β-catenin信号通
路，参与上皮间质转化( EMT) ［21］。MMP9 与细胞外

基质降解和合成的平衡有关，与异物引起的炎性反

应，肝纤维化和肝硬化都相关［22］。PTGS2 是前列素
合成的关键酶，过表达诱导的炎症反应可以刺激肝

星状细胞的活化，是肝纤维化的重要原因之一［23］。
TP53被认为是一种抑癌基因，突变表达被认为与脂
肪肝相关肝癌的发生有关［24］。HIF1A 是细胞在缺
氧条件下生存能力的重要转录调节因子。有研究表
明，HIF-1α 通过激活 PPAＲ-α /ANGPTL4 信号通路
在非酒精性脂肪肝病的脂质代谢调节中起着关键作

用［25］。FOS参与细胞的正常分化、转化和生长。研
究表明，YAP-TEAD 协同 ＲAS 诱导的 AP-1 ( FOS /
JUN) 转录因子驱动肿瘤生长［26］。

3．3 枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病的潜在机制
3．3．1 TNF 信号通路 TNF 信号通路在非酒精性脂
肪肝病中有重要作用，TNF 由 mTNF 和 sTNF 蛋白结
合，是一种多功能的细胞因子，是一种促炎性因子，同

时在机体免疫机制中发挥作用。TNF 激活 TNFＲ1和
TNFＲ2，TNFＲ1可以结合相关的死亡域( TＲADD) 、受
体互作蛋白激酶( ＲIPK1) 和肿瘤坏死因子 2( TＲAF2)

形成复合物，复合物的形成会激活 TGFβ 激活激酶 1
( TAK1) ，进一步激活 c-JUN和核转录因子 κB的抑制
剂( IKK) 。同时，TＲAF2 可结合细胞凋亡抑制蛋白 1
( clAP1) 和 2 ( clAP2) ; 另外 TNFＲ2 可以通过募集
TＲAFs，激活 NF-κB，参与细胞炎症、细胞增殖和细胞
坏死［27］。
3．3．2 IL-17 信号通路 当 IL-17 与受体结合后，通
过 ACT1-TＲAF6信号传导复合体激活 TAK1，从而进
一步激活 IKK，参与细胞炎症和细胞坏死［28］。
3．3．3 AGE-ＲAGE 信号通路 AGE-ＲAGE 信号传
递，通过 PKC、p38MAPK、fetuin-A、TGF-β、NF-κB 和
EＲK1 /2信号通路增加骨基质蛋白，同时可以激活
Nox-1和抑制 SOD-1的表达，增加氧化应激反应，促
进血管钙化，与非酒精性脂肪肝病相关的Ⅱ型糖尿
病、心血管疾病有关［29］。
3．3．4 CLＲ 信号通路 CLＲ 是一种多功能受体，包
括胶凝素选择素、淋巴细胞凝集素和蛋白聚糖在内
的一大类受体家族。与配体结合可以激活氧化应激
反应，同时可以通过 MAPK、PKC 信号，进一步激活
IKK，激活 NF-κB 通路，参与炎症反应和细胞坏
死［30］。
3．3． 5 TLＲ 信号通路 TLＲ 信号通路可以介导
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MyD88，促使 IＲAK-4、IＲAK-1 和 TＲAF6 与受体结
合，激活 IKK和 JUN，进一步促进 NF-κB 和 AP-1通

路，参与炎症反应和肿瘤生长［31］。

3．3．6 生物体基因及其产物 通过 GO 基因富集分

析得到，枸骨叶治疗非酒精性脂肪肝病，可能是通过

减弱异物刺激引起的机体免疫应激的炎性反应，抑

制肝星状细胞活化，从而抑制 NAFLD 的进展，或者

通过对细胞凋亡的正向调节和负向调节，诱导活化

的肝星状细胞凋亡，可以有效抑制肝纤维化的进展，

促进细胞外基质的降解［32］，但过量的细胞凋亡会导

致炎性因子释放增加，进一步导致炎症反应增强，不

利于非酒精性脂肪肝病治疗［33］。因此，促进活化肝

星状细胞的凋亡，抑制肝和其外周细胞的凋亡对非

酒精性脂肪肝病的治疗和预后有重要作用。脂多糖

是革兰氏阴性细菌壁外壁的组成成分，是一种常见

的内毒素，会增加代谢性疾病的发生概率，同时肠源

性的脂多糖是诱导肝细胞炎症反应的关键因子［34］。

枸骨叶具有抗氧化性，对脂多糖诱导的肝细胞凋亡

具有一定保护作用。膜筏是在细胞膜上有鞘脂和胆

固醇结合而成的一个高动态性非均一的小区域。枸

骨叶可能通过调控膜筏，抑制肝窦内皮细胞的去窗

孔化，抑制肝细胞 EMT，从而抑制非酒精性脂肪肝

病［35］。最后，一些关键基因( 如 MAPK8、MAPK9 和
CＲP) 的表达上调，有利于非酒精性脂肪肝病的治

疗。

4 结论
枸骨叶中异山柰素、( +) －儿茶素五乙酸酯、异

鼠李素、山柰酚和槲皮素活性成分，通过调控 TNF、

IL-17、AGE－ＲAGE、CLＲ和 TLＲ信号通路，降低核心
靶点 IL-6、IL-1β、TNF促炎性因子和 VEGFA 促纤维

化因子表达，上调核心靶点 AKT1 以抑制细胞凋亡，

产生抗 NAFLD效应。
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