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基于网络药理学及实验验证探究松三糖治疗肝纤维化的作用机制 
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摘  要：目的  利用网络药理学、分子对接技术研究松三糖治疗肝纤维化潜在机制，并对核心靶点进行实验验证。方法  从

Swiss Target Prediction 数据库中筛选松三糖治疗疾病相关靶点；从 OMIM、GeneCards、Disgenet 数据库中筛选出肝纤维化的

相关靶点。对 STRING 数据库进行蛋白质相互作用网络，将 tsv 格式数据结果导入 Cytoscape 3.9.1 软件中进行可视化分析。

进一步使用 DAVID 数据库对交集靶点进行基因本体（GO）分析和京都基因和基因组的百科全书（KEGG）富集分析，并进

行分子对接。通过MTT法检测小鼠肝星状细胞系 JS-1细胞活力；Western blotting验证核心靶点的蛋白表达水平。结果  KEGG

富集分析显示交集靶点涉及信号通路 64 条，主要为磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）信号通路。分子对接提示松三糖与核心靶点能较好结合。Western blotting 结果显示，在不同浓度松三糖作用下，

JS-1 细胞中磷酸化的 PI3K/Akt 以及 MAPK 的蛋白表达量均显著降低。结论  松三糖可能通过作用于 PI3K/Akt 及 MAPK 等

多个靶点，发挥抗肝纤维化作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanisms of the melezitose in treating liver fibrosis using network pharmacology and 

molecular docking techniques, and to validate the core targets. Methods  The related targets of melezitose in treatment of liver fibrosis 

were screened from the Swiss Target Prediction database. The related targets of liver fibrosis were screened from OMIM, GeneCards 

and Disgenet databases. The protein interaction network was carried out on the STRING database, and the tsv format data results were 

imported into Cytoscape 3.9.1 software for visual analysis. DAVID database was further used for GO analysis and KEGG enrichment 

analysis, and molecular docking. The viability of mouse hepatic stellate cell line JS-1 was measured by MTT assay. Western blotting 

verified the protein expression level of the core target. Results  KEGG enrichment analysis showed that the intersection targets 

involved 64 signaling pathways, mainly PI3K/Akt and MAPK signaling pathways. Molecular docking suggested that pine triose could 

bind well to the core target. Western blotting results showed that the phosphorylated PI3K/Akt and MAPK protein expressions in cells  
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were significantly reduced under the influence of different concentrations of melezitose. Conclusion  Melezitose may exert anti-liver 

fibrosis effects by acting on multiple targets such as PI3K/Akt and MAPK. 

Key words: melezitose; liver fibrosis; network pharmacology; molecular docking; PI3K/Akt; MAPK 
 

肝纤维化可能由各种病因引起的，如毒性损伤、

慢性病毒感染、酗酒、免疫攻击等[1]。肝纤维化的特

征是细胞外基质（ECM）的积累，破坏了肝脏的生

理结构，导致肝细胞受损和免疫细胞浸润，激活肝

星状细胞（HSC）[2]。转化生长因子-β1（TGF-β1）

被认为是 HSC 活化的最重要的调节因子之一[3]。活

化后的 HSC 从休眠状态到肌成纤维细胞的转化过

程，肌成纤维细胞产生了 ECM 的主要组成部分，

如 I 型胶原（CoL1A1）[4]。肝纤维化进程中首先发

生肝脏损伤，当损伤积聚时，生物体首先启动促炎

机制，随着炎症反应的发生，肝脏组织的正常结构

和生理功能逐渐被破坏，从而导致瘢痕组织的产生，

发生纤维化[5]。肝纤维化最终发展为肝硬化、肝衰

竭或肝癌，占全球所有年死亡人数的 3.5%[6]。目前

临床缺少肝纤维化治疗的有效药物。因此，寻找高

效低毒的天然药物及探究相关作用靶点，筛选治疗

肝纤维化的候选药物成为当今药学领域研究的热点

内容之一。 

现代医学研究发现新疆特色药材刺糖提取物具

有调节胃肠道功能、抗肿瘤、抗氧化、调节免疫及

抗炎、抗菌、护肝、护肾、抗骨质疏松、抗溃疡、

抗糖尿病等作用[7-8]。研究表明，松三糖作为刺糖低

聚糖的主要活性成分之一，由 α-D-Glcp-(1→3)-β-D-

Fruf-(2→1)-α-D-Glcp 组成。动物实验表明其能够减

少肝脏组织中胶原纤维的积累，恢复肝功能指标，

降低白细胞介素（IL）-6、IL-1β 和肿瘤坏死因子-α

的水平[9]。但松三糖治疗肝纤维化的作用机制并不

明确。故本研究利用网络药理学和分子对接技术探

索松三糖治疗肝纤维化的潜在作用机制。网络药理

学基于药理学、计算机等学科发展而来，其可用于

预测药物治疗疾病的潜在靶点、作用机制等，可为

新药研发提供一定的研究依据[10]。分子对接技术是

在分子水平上预测配体和靶点结合能力的一种方

法，其广泛运用于计算机辅助药物研发领域[11-12]。

结合网络药理学并通过体外实验对部分核心靶点进

行验证，以期为后续松三糖用于治疗肝纤维化药物

研发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

松三糖由课题组从维药刺糖中提取并经过结

构鉴定，质量分数为 99.85%；胎牛血清（Gibco 

USA）；DMEM（杭州沃森生物技术有限公司）；

0.25%胰蛋白酶消化液（南京凯基生物科技发展有

限公司，货号 KGY001-100）；青霉素-链霉素双抗

（10 000 U，美国 Hyclone 公司，货号 SV30010），

MTT 细胞增殖和细胞毒性检测试剂盒（武汉布德

生物，货号 AR1156），二甲基亚砜 DMSO（美国

Sigma 公司）；CoL1A1（HuaBio，货号 ET1609-68）、

TGF-β1（货号 AF03634），磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K，货号 CST 4257）、p-PI3K（CST，货号

17366）、蛋白激酶 B（Akt，CST，货号 4691）、p-

Akt（CST，货号 4060）、p38（Proteintech 公司，

货号 14064-1-AP）、p-p38（Proteintech 公司，货号

28796-1-AP）、细胞外调节蛋白激酶（ ERK，

Proteintech 公司，货号 11257-1-AP ）、 p-ERK

（Proteintech 公司，货号 28733-1-AP）、c-Jun 氨基

末端激酶（JNK，Proteintech 公司，货号 17572-1-

AP）、p-JNK（Proteintech 公司，货号 80024-1-RR），

RIPA 裂解液（Abcam 公司，货号 ab156034）；蛋白

酶抑制剂（Abcam 公司，货号 65621）。 

1.2  松三糖作用靶点和肝纤维化疾病靶点的筛选 

PubChem 数据库获得松三糖的结构，将结构导

入 Swiss Target Prediction 数据库中筛选松三糖治疗

疾病相关靶点；以“liver fibrosis”为关键词从 OMIM

（https://www.omim.org/）、GeneCards（https://www. 

genecards.org/）、Disgenet（https://www.disgenet.org/）

数据库中筛选出肝纤维化的相关靶点。将靶点信息

置于同一文档，整合化合物治疗靶点和肝纤维化疾

病相关靶点。 

1.3  蛋白质相互作用（PPI）网络的构建 

通过微生信（ http://www.bioinformatics.com. 

cn/）将松三糖治疗靶点和肝纤维化疾病靶点进行取

交集处理并制作 Venn 图，从而获得该化合物治疗

肝纤维化疾病的潜在靶点。将交集靶点上传到

STRING 数据库（https://cn.string-db.org/）进行蛋白

质互作网络，物种选择“homo sapiens”，设置默认

“medium confidence（0.400）”。将 tsv 格式数据结果

导入 Cytoscape 3.9.1 软件中进行可视化分析。使用

CytoHubba 插件中 MCC 算法，筛选出前 10 个关键

基因。 

https://www.omim.org/）、GeneCards（https:/www
http://www.bioinformatics/
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1.4  基因本体（GO）和京都基因和基因组的百科

全书（KEGG）富集分析 

利用生物信息学注释数据库（ https://david. 

ncifcrf.gov/）对治疗肝纤维化疾病的靶点进行基因

本体论 GO 功能富集分析和 KEGG 富集分析。GO

富集分析选取排名前 15 位的生物过程（BP）、细胞

成分（CC）和分子功能（MF）（P＜0.01），利用微

生信在线网站绘制可视化 GO 功能富集图。KEGG

富集分析选取排名前 25 位的显著通路（P＜0.005），

微生信在线网站绘制可视化 KEGG 功能富集图。 

1.5  分子对接 

松三糖的 3D 结构通过 PubChem 数据库获得

（保存为 SDF 文件）。其次在 PDB（https://www. 

rcsb.org/）数据库下载靶点蛋白结构，保存为 Moe 文

件。对已下载的蛋白要在 MOE 软件中先进行一系

列预处理过程，包括进行结构性问题的修正、质子

化、删除未结合的水分子、能量优化等。接下来以

预处理过的蛋白为受体，以化合物为配体，进行蛋

白与小分子化合物之间的分子对接。 

1.6  细胞培养 

小鼠肝星状细胞系 JS-1 由中国药科大学生命

科学技术学院刘畅教授课题组赠送。JS-1 细胞在

Dulbecco 改良的 Eagle's 培养基添加 10%胎牛血清、

100 IU/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素。细胞保存

在 37 ℃加 5% CO2 的加湿培养箱中。 

1.7  MTT 实验 

将处于对数生长期的 JS-1 细胞以 5×104个/mL

的密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL（5 000 个/孔），

继续培养 24 h。将 96 孔板中的细胞液吸出，并加入

0、5、10、20、40、80、100 μg/mL 松三糖，每孔 100 

μL，继续培养 24 h。每孔加入 5 mg/mL MTT 溶液

10 μL，培养 4 h，弃去旧液，加入 DMSO 溶液，每

孔 150 μL，震摇 10 min，使用酶标仪在 490 nm 处

测定吸光度（A）值。根据 A 值来计算细胞活力。需

进行 3 次独立重复实验，每组 6 个复孔。 

细胞存活率＝1－（A 对照－A 给药）/（A 对照－A 空白） 

1.8  Western blotting 实验 

将 JS-1 细胞分为对照组、模型组及松三糖（20、

40 μg/mL）组。用 2.5 ng/mL 的 TGF-β1 刺激 JS-1 细

胞 12 h 构建肝纤维化模型[13]，松三糖组用含 20、

40 μg/mL 松三糖培养基处理 24 h 后在含有蛋白酶、

磷酸酶抑制剂的 RIPA 溶液中进行细胞裂解。将所

得悬浮液在 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 20 min，以

分离上清液。在还原条件下，变性后的蛋白通过 10%

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳

分离，随后转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF）上。然

后用 5% BSA 在室温下封闭 1 h。随后，将其与抗

CoL1A1、PI3K/Akt 及抗 P38、ERK、JNK 抗体在

4 ℃下孵育过夜。用 TBST 缓冲液对膜进行 3 次洗

涤，然后与羊抗鼠/兔辣根过氧化物酶（HRP）二抗

（1∶5 000）在室温下孵育 1 h。最后，使用 ECL 方

法对膜上的蛋白条带进行可视化，并以甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）作为内参进行定量分析，使用

Image J 软件进行定量强度分析。 

1.9  统计学方法 

使用 Graph Pad Prism 8.0 软件处理数据。所有

数据均用x ± s 表示。两组间比较采用 t 检验，多组

间比较采用单因素方差 ANOVA 分析。 

2  结果 

2.1  松三糖作用靶点预测结果 

将绘制好的松三糖化合物结构导入 Swiss 

Target Prediction 数据库中筛选松三糖治疗疾病相

关靶点，共得到 92 个潜在作用靶点。 

2.2  肝纤维化疾病靶点筛选结果 

从 OMIM（https://www.omim.org/）、GeneCards

（https://www.genecards.org/）、Disgenet（https://www. 

disgenet.org/）数据库中筛选出肝纤维化的相关靶

点，共得到 9 962 个有关肝纤维化潜在靶点。 

2.3  松三糖治疗肝纤维化潜在作用靶点的获得 

肝纤维化的作用靶点与松三糖的治疗靶点通过

取交集，获得 70 个交集靶点，即为松三糖治疗肝纤

维化的潜在作用靶点，见图 1。 

 
图 1  松三糖与肝纤维化靶点韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of melezitose and liver fibrosis targets 

2.4  松三糖治疗肝纤维化作用靶点 PPI 网络分析 

PPI 网络分析包括 74 个节点，见图 2A。将结

果导入 Cytoscape 3.9.1 进行可视化分析，利用

CytoHubba 插件中的 MCC 算法，计算出前 10 位的

基因，见图 2B，分别为信号转导子和转录激活子 3 

 

松三糖 肝纤维化 

22         70       9 892 

https://david/
https://www/
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图 2  松三糖治疗靶点与肝纤维化靶点 PPI 网络图（A）、排名前 10 位的关键基因（B） 

Fig. 2   PPI network diagram of melezitose therapeutic target and liver fibrosis target (A) and top 10 hub genes (B) 

（STAT3）、相对分子质量 9×104 热休克蛋白 αA1

（HSP90AA1）、多巴胺受体 D2（DRD2）、非受体型

蛋白酪氨酸磷酸酶 1（PTPN1）、激酶插入域蛋白受

体（KDR）、细胞色素 P4502D6（CYP2D6）、白细胞

介素-2（IL-2）、ATP 结合盒亚族 B 成员（ABCB1）、

蛋白激酶 Cα（PPKCA）、PPKCB 等。 

2.5  GO 和 KEGG 富集分析结果 

对交集靶点进行 GO 和 KEGG 富集分析。GO

分析显示共富集到 298 个条目，包括 199 项 BP、48

项 CC 和 51 项 MF。从 BP、CC 和 MF 中各选取富

集程度最高的前 10 项，其中最具有代表性的是 BP，

ERK1 和 ERK2 级联的正向调控、环化酶激活肾上

腺素受体信号通路、突触囊泡外吞的调控、丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）级联的正调节等，见图 3。

富集到 64 条 KEGG 信号通路，见图 4。主要包括

TRP 通道的炎症介质调节、钙信号通路、表皮生长

因子受体酪氨酸激酶抑制剂抵抗、Rap1 信号通路、

PI3K/Akt 信号通路、血管平滑肌收缩、低氧诱导因

子-1（HIF-1）信号通路、MAPK 信号通路等。 

2.6  分子对接 

采用分子对接技术对 KEGG 富集靶点信号通

路 PI3K/Akt 及 MAPK 的相关靶点蛋白进行对接， 

 
图 3  GO 富集分析结果 

Fig. 3  GO enrichment analysis results 

                   

A B 
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图 4  KEGG 富集分析结果 

Fig. 4  KEGG enrichment analysis results 

探究松三糖与这些靶点蛋白的结合能力。结果表明

松三糖和 PI3K/Akt，P38、ERK、JNK 结合能分别

是−6.3、−7.5、−6.2、−6.0、−6.6 kcal/mol（1 cal＝4.4 

J），见表 1、图 5。松三糖与核心靶点的结合能均＜

−5 kcal/mol。 

2.7  松三糖对 JS-1 细胞活力的影响 

0、5、10、20、40、80、100 μg/mL 松三糖分别 

表 1  松三糖与靶点的结合能 

Table 1  Binding energy of melezitose and target 

靶蛋白 PDB ID 结合能/(kcal·mol−1) 

PI3K 5NGB −6.3 

Akt 6S9W −7.5 

P38 2GHI −6.2 

JNK 3O17 −6.0 

ERK1/2 6OTS −6.6 
 

 

图 5  松三糖和核心靶点的分子对接结果 

Fig. 5  Molecular docking results of melezitose and core targets 

处理 JS-1 细胞 24 h 后，通过 MTT 法检测各组细胞

的细胞活力，细胞抑制率均低于 10%，表明松三糖

对细胞无显著毒性，见图 6。 

2.8  Western Blotting 检测结果 

如图 7 所示，Western blotting 结果表明，松三

糖减少 TGF-β1 诱导的 JS-1 细胞中的 I型胶原积累，

且以剂量相关性地方式下调 JS-1 细胞中 p-PI3K、p-

Akt、p-P38、p-JNK、p-ERK 蛋白的表达（P＜0.05、

0.01、0.001）。 

3  讨论 

肝纤维化是慢性炎症向肝硬化的过渡阶段，其

病理过程是可逆的[14]。近年来，从药用植物中提取

高效、低毒的有效成分以减轻肝纤维化的研究越来

越受到重视。本研究通过网络药理学、分子对接然

后结合细胞试验，探究了从刺糖中提取的活性成分

松三糖对肝纤维化的保护作用及可能的作用机制。 

通过构建 PPI 网络得到排名前 10 位的基因，分

别为 STAT3、HSP90AA1、DRD2、PTPN1、KDR、 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 6  松三糖对 JS-1 细胞存活率的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effect of melezitose on cell viability of JS-1 cell   

(x ± s, n = 3 ) 

CYP2D6、IL-2、ABCB1、PPKCA、PPKCB 等。STAT3

在肝病的发病机制中起着关键作用 [15]。据报道，

STAT3 是一种细胞质信号转录因子，属于 Janus 激

酶信号转导和转录激活因子 STAT 通路，在肝损伤

过程中起着至关重要的作用。当 STAT3 持续被激活

时，会导致各种病理表现[16-17]。近年来，研究证明，

STAT3与各种因素引起的肝纤维化的发生发展密切

相关。STAT3 的激活在肝纤维化的发病机制中起到

抗炎或促炎作用[18]。蛋白酪氨酸磷酸酶 1B（PTP1B，

由 PTPN1 编码）是一种广泛表达的非受体磷酸酶，

可调节信号转导的许多方面，PTP1B 缺乏在肝损伤

的啮齿动物模型中具有保护作用，包括 FAS 诱导的

肝衰竭、对乙酰氨基酚过量引起的肝毒性以及胆管 

 

 与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 7  松三糖对 JS-1 细胞 CoL1A1、PI3K/Akt 及 MAPK 信号通路蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 7  Effects of melezitose on the expression of CoL1A1, PI3K/Akt and MAPK signaling pathway proteins in JS-1 cells   

(x ± s, n = 3 ) 

结扎诱导的纤维化[19-20]。 

GO 分析显示松三糖参与缓解肝纤维化进程的

生物过程包括 ERK1 和 ERK2 级联的正调节、ERK1

和 ERK2 级联的正向调控、环化酶激活肾上腺素受

体信号通路、突触囊泡外吞的调控、MAPK 级联的

正调节等。KEGG 通路富集分析显示松三糖可能通

过 PI3K/Akt 信号通路、MAPK 信号通路等治疗肝

纤维化。在肝脏中，PI3K 通路已被充分证明是调节

细胞生长、增殖、存活和迁移的重要信号传导。生

长因子与酪氨酸激酶受体结合后，PI3K 被激活，进

而诱导 Akt 磷酸化[21]。抑制 Akt 磷酸化可抑制 HSCs

活化，改善胶原蛋白和 ECM 沉积，并诱导 HSCs 凋

亡[22-23]。细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）和 p38

丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）在各种细胞过程中
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起着至关重要的作用，包括细胞因子的产生、增殖

和细胞凋亡。这些途径可能会在肝脏中引发纤维化。

许多研究提供了支持 MAPK 信号转导在纤维化中

的作用的信息[24-25]。 

最后，通过分子对接技术验证了松三糖与各核

心靶蛋白之间的结合能力。结果显示，松三糖与

PI3K/Akt、P38、JNK、ERK 等靶蛋白均有较好结合

活性。并通过 Western Blotting 实验表明松三糖减少

TGF-β1 诱导的 JS-1 细胞中 I 型胶原的积累，降低

了磷酸化的 PI3K、Akt、P38、JNK、ERK 的表达，

从而缓解纤维化进程。综上所述，松三糖可能通过

作用于 PI3K/Akt 及 MAPK 等多个靶点，发挥抗肝

纤维化作用。 
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