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基于网络药理学与分子对接技术的异钩藤碱抗肺纤维化的作用机制探究
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摘 要： 目的 应用网络药理学与分子对接的方法阐明异钩藤碱抗肺纤维化的作用机制。方法 使用Swiss Target Prediction、

DisGeNET等数据库预测异钩藤碱和肺纤维化的潜在靶点。通过拓扑分析筛选核心靶点，并对其进行基因本体论（GO）功

能和京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。对筛选出的关键靶点进行分子对接实验验证结合活性。结果 靶

点预测得到 100个异钩藤碱和肺纤维化共同作用靶点，GO功能分析表明调节炎症反应、正向调节成纤维细胞增殖等多种生

物过程参与肺损伤后的纤维化进程；得到了MAPK1、MAPK3、EGFR、VEGFA、PI3KCA、PI3KCD、AKT1、TNF等 8个

异钩藤碱治疗肺纤维化的预测靶点和以PI3K-Akt信号通路为主的潜在作用途径。分子对接结果表明异钩藤碱可以与选定的

8个靶点进行结合。结论 异钩藤碱可以通过调节肺纤维化的某些生物过程，介导以PI3K-Akt信号通路为主的途径发挥肺损

伤后的保护作用，为后续开展异钩藤碱抗肺纤维化的实验研究提供理论依据。
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Abstract: Objective Application of network pharmacology and molecular docking to elucidate the mechanism of

isorhynchophylline against pulmonary fibrosis. Methods The potential targets of isorhynchophylline and pulmonary fibrosis were

first predicted through Swiss Target Prediction, DisGeNET, and other databases. Then the core targets were screened by topological

analysis and subjected to Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway

enrichment analysis. Finally, molecular docking was performed to verify the binding activity. Results Target prediction yielded 100

predicted targets where isorhynchophylline and pulmonary fibrosis act together, and GO functional analysis indicated that multiple

biological processes such as regulation of inflammatory response and positive regulation of fibroblast proliferation are involved in

the fibrosis process after lung injury. Ultimately, MAPK1, MAPK3, EGFR, VEGFA, PI3KCA, PI3KCD, AKT1, TNF eight predicted

targets of isorhynchophylline for the treatment of pulmonary fibrosis and a potential pathway based on the PI3K-Akt signaling

pathway were identified. In addition, molecular docking results showed that isorhynchophylline could bind to the selected eight

targets. Conclusion Isorhynchophylline may exert protective effects after lung injury by modulating certain biological processes of

lung fibrosis and mediating a pathway dominated by the PI3K-Akt signaling pathway, providing a theoretical basis for subsequent

experiments on the anti-pulmonary fibrosis of isorhynchophylline.
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肺纤维化是一种不可逆的间质性肺疾病，严重

的肺泡炎和不断恶化的纤维化导致肺结构重塑，患

者最终因呼吸衰竭死亡［1-4］。肺纤维化早期病理特

点为显著的炎症反应，炎性细胞在肺部弥漫性浸

润，大量释放炎症因子和促纤维化因子。随后促纤

维化因子促进成纤维细胞活化并向肌成纤维细胞

表型转化，生成大量胶原蛋白，纤维化组织取代正

常组织，肺泡结构坍塌，最终导致肺通气功能丧

失［5-8］。肺纤维化的致病因素很多，其中包括吸烟和

环境因素，如空气中的灰尘、颗粒物等，肺纤维化患

者确诊后的中位生存期仅为 2～5年［9-10］。目前最有

效且能提高生存率的方法为肺移植，但存在价格昂

贵和供体有限的限制。因此，探索有效的抗肺纤维

化药物是非常迫切的任务［11-12］。

异钩藤碱是从茜草科植物钩藤中分离得到的 1

种四环氧化吲哚生物碱，近年研究表明异钩藤碱可

通过抗炎、抗氧化和抑制肺动脉平滑肌细胞增殖等

发挥抗肺动脉高压作用［13-14］。Zhu等［15］研究发现异

钩藤碱可减少肺部粒细胞的聚集和胶原的形成并

且能显著抑制促炎因子的产生，但异钩藤碱对肺损

伤后的保护作用研究甚少。

网络药理学集成了多种信息源，并采用了生物信息

学和网络分析等计算和实验方法，在药物靶标识别、作用

机制研究方面具有很强的应用价值［16-18］。本课题组前期

研究发现异钩藤碱具有抗肺纤维化的作用［19］，本研究拟

通过网络药理学方法进一步明确异钩藤碱与抗肺纤维化

疾病作用的关系和发挥作用的信号通路，为后续深入研

究提供思路与参考。

1 方法

1.1 异钩藤碱和肺纤维化靶点的收集

使 用 Swiss Target Prediction（http：//www.

swisstargetprediction. ch/）、ChEMBL（https：//www.

ebi. ac. uk/chembl/）和 BATMAN-TCM（http：//bionet.

ncpsb. org/batman-tcm/）数 据 库 以“ 异 钩 藤

碱（isorhynchophylline）”为关键词收集异钩藤碱的

目 标 靶 点 。 在 DisGeNET（https：//www. disgenet.

org/）数据库中以“肺纤维化（pulmonary fibrosis）”为

关键词，确定与肺纤维化相关的靶点。将得到的靶

点通过UniProt转换为标准的基因和UniProt ID，删

除重复靶点后，将异钩藤碱和肺纤维化所得相关靶

点输入Cytoscape 3.7.1软件中构建网络关系图。

1.2 蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图的构建

与拓扑分析

使用在线 Venn 作图软件（http：//bioinformatics.

psb.ugent.be/webtools/Venn/）进行交集分析，将异钩

藤碱和肺纤维化的交集基因导入 STRING（http：//

string-db.org/，第 10版）数据库中，建立 PPI网络图。

设置“medium confidence＞0.4”，获得两两目标之间

的相关性得分。将来自 STRING 中的数据导入

Cytoscape 3.7.1中，进行网络图的构建与拓扑分析。

通过Cytoscape的插件“Network Analyzer”来测量拓

扑参数，筛选度（degree）、介数中心性（betweenness

centrality）和中心接近度（closeness centrality）3个参

数大于中位数的节点提取为核心网络。

1.3 基因本体论（GO）功能分析和京都基因和基因

组百科全书（KEGG）通路富集分析

对“1.2”项得到的核心网络中的靶点使用

DAVID 6.8（https：//david.ncifcrf.gov/）进行 GO 功能

分析和KEGG通路富集分析。随后，整合KEGG所

有涉及的靶点及其相应的信号传导通路构建靶点-

通路网络，对靶点和信号通路进行进一步分析。

1.4 分子对接

整合异钩藤碱-肺纤维化核心靶点 PPI网络图

中度值排名前 5的靶点和核心靶点-通路网络图中

度 值 前 5 的 靶 点 ，即 MAPK1、MAPK3、EGFR、

VEGFA、PI3KCA、PI3KCD、AKT1、TNF作为异钩藤

碱抗肺纤维化的潜在靶点，与异钩藤碱进行分子对

接。从 RCSBPDB（https：//www.rcsb.org/）数据库中

获得靶点的 3D 结构 ，同时在 ZINC（http：//zinc.

docking.org/）数据库中下载化合物的 3D 结构。根

据以下标准确定靶点蛋白质：1）蛋白质结构由X-晶

体衍射获得；2）蛋白质晶体分辨率小于0.3 nm（3Å）。用

PYMOL 2.3.2（https：//pymol.org/2/）和AutoDockTools

进行去水 、加氢 、添加加斯泰格电荷。使用

Autodock Vina 1.1.2 进行分子对接计算 ，并用

PYMOL和 ligplus对结果进行可视化处理。

2 结果

2.1 潜在目标的筛选

整合 SwissTargetPrediction数据库、ChEMBL数

据库和 BATMAN-TCM 数据库中得分≥2.608 的预

测靶点，删除重复数据后确定了异钩藤碱的 451个

预测靶点。使用DisGeNET数据库得到了 924个与

肺纤维化相关的靶点。根据以上数据使用STRING

和Cytoscape 3.7.1软件构建了异钩藤碱和肺纤维化

的各自 PPI网络（图 1-A 和图 1-B）。异钩藤碱与肺

纤维化交叉处的靶点是两者共同作用的靶点（图

1-C），可能是异钩藤碱作用于肺纤维化的潜在

靶点。
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针对异钩藤碱和肺纤维化两者共同作用的靶

点进行了进一步分析。首先使用STRING数据库建

立了PPI关系，得到 100个节点（SOAT1和KCNMB1

不参与蛋白质相互作用）和 1 123条边，显示了蛋白

之间相互调节与作用的复杂关系（图 1-D）。再利用

Cytoscape 3.7.1软件进行拓扑分析以得到异钩藤碱

治疗肺纤维化的关键靶点基因。根据度＞16、介数

中心性＞0.001 6和中心接近度＞0.528 0提取核心

靶点构建网络（图 1-E），得到 40个节点和 499条边。

在此核心靶点网络图中最显著的几个靶点是

AKT1（度值 73）、MAPK3（度值 68）、VEGFA（度值

67）、EGFR（度值 62）和 TNF（度值 62），它们可能在

异钩藤碱治疗肺纤维化发挥至关重要的作用。

2.2 GO功能分析

通过DAVID Bioinformatics Resources 6.7对核心

网络中的40个靶点进行了GO功能分析。按照“Count≥
2”和“EASE scores≤0.05”的筛选条件，得到250个生物

过程（BP），29个细胞成分（CC）和42个分子功能（MF），见

图2。GO分析结果显示重要的BP有调节上皮细胞增殖

和 迁 移（positive regulation of epithelial cell

proliferation and migration）、细 胞 迁 移（positive

regulation of cell migration）、凋 亡 过 程（negative

regulation of apoptotic process）、炎症反应（regulation

of inflammatory response）和成纤维细胞增殖（positive

regulation of fibroblast proliferation）等（图 2-A）。根

据P值从小到大排列，前5个MF包括酶结合（enzyme
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A-异钩藤碱靶点PPI网络；B-肺纤维化靶点PPI网络；C-异钩藤碱-肺纤维化靶点韦恩图；D-异钩藤碱-肺纤维化共同靶点PPI网络；E-异钩藤碱-

肺纤维化核心靶点PPI网络

A-PPI network of targets of isorhynchophylline；B-PPI network of targets of pulmonary fibrosis；C-Venn diagram of isorhynchophylline-pulmo‐

nary fibrosis intersecting targets；D-PPI network of isorhynchophylline-pulmonary fibrosis intersecting targets；E-PPI network of core target of iso‐

rhynchophylline-pulmonary fibrosis

图1 蛋白质-蛋白质相互作用网络图

Fig. 1 Protein-protein interaction network diagram
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A-生物过程；B-前20个分子功能；C-细胞成分

A-biology process; B-Top 20 molecular functions; C-cellular component

图2 GO功能分析结果

Fig. 2 GO function analysis results
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binding）、激酶活性（kinase activity）、同质蛋白结合、ATP

结合和蛋白激酶活性（图2-B）。聚类分析后富集的CC是

质膜（plasma membrane）和小窝（caveola）等（图2-C）。

2.3 KEGG信号通路富集分析

通过 KEGG 通路富集分析进一步研究了异钩

藤碱抗肺纤维化的通路。40 个核心靶点按照 P＜

0.05共得到 104 个信号通路，前 20 个显著富集通

路见图 3。其中包括 HIF-1 信号通路、TNF 信号

通路、VEGF 信号通路和 PI3K-Akt 信号通路等经

典通路。

在上述结果的基础上，整合所有涉及的靶点及

其相应的信号传导通路构建靶点-通路网络图，得到

141 个节点和 842 条边（图 4）。结果显示在这些潜

在的靶点中相关性最高的 MAPK3（度值 77）、

MAPK1（度值 77）、PIK3CA（度值 65）、PIK3CD（度

值 65）、AKT1（度值 64）存在于多个途径中，参与多

重调控，潜在价值高。此外，发现 PI3K-Akt信号通

路的P值较小且富集靶点多，推测异钩藤碱极大可

能会通过 PI3K-Akt 信号通路发挥抗肺纤维化的

作用。

2.4 分子对接结果

选择 PPI 网络和 KEGG 网络中的关键节点

MAPK1、 MAPK3、 EGFR、 VEGFA、 PI3KCA、

PI3KCD、AKT1、TNF进行分子对接研究。如图 5所

示 ，MAPK1 与 ALA-35、CYS-166、ASP-111、LYS-

114残基形成氢键；MAPK3与 SER-225残基形成氢

键；EGFR 与 ASP-770、ASN-771、ALA-1000、ARG-

776 残基形成氢键；VEGFA 与 GLU-42 残基形成氢

键；PIK3CA 与 LYS-290、LEU-262 残基形成氢键；

PIK3CD 与 GLN-792、GLN-795 残 基 形 成 氢 键 ；

AKT1 与 ASP-292、THR-82、THR-81、GLN-79、

ARG-273 残基形成氢键；TNF 与 TYR-114、LYS-98

残基形成氢键。对接结果显示几种蛋白均与异钩

藤碱有较好的结合能力，虽 VEGFA 与异钩藤碱的

结合能最低，但仍然存在结合的可能性。异构藤碱

与各靶点分子对接的结合能见表1。

3 讨论

肺纤维化作为一种不可逆的肺损伤疾病一直

是当前医学的一道难题，目前经FDA批准上市的药

物只有吡非尼酮和宁达尼布，可以有效减缓肺纤维

化疾病进展，但存在胃肠道反应和光敏性等不良反

应［20］。因此，寻找治疗肺纤维化更有效、更安全的

药物是迫切需要解决的问题。异钩藤碱作为有效

的抗炎、抗氧化应激的多功能化合物近年来被发现

可用于治疗肺部疾病。本实验通过 PPI网络构建、

GO功能分析和KEGG通路富集分析探索了异钩藤

碱治疗肺纤维化的治疗靶点和参与的信号通路。

使用分子对接分析了异钩藤碱和靶点的结合能力。

最终得到了8个作用靶点和以PI3K-Akt信号通路为

主的潜在作用途径。

图3 KEGG富集分析

Fig. 3 KEGG enrichment analysis
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在核心靶点富集的GO分析结果中发现正向调

节上皮细胞迁移和内皮细胞增殖、调节炎症反应、

正向调节成纤维细胞增殖、调节凋亡过程和细胞迁

移这些生物过程与肺纤维化发展息息相关。众所

周知，目前广泛认为肺纤维化最具科学性的诱发原

因是持续的肺泡上皮细胞受损，细胞受损后刺激炎

性介质释放，如 IL-1、IL-6、TNF-α、TGF-β等，诱发炎

症反应。与此同时机体的修复程序启动，肺泡上皮

细胞的再生参与伤口的愈合，上皮细胞增殖减少和

凋亡增加［21］导致上皮细胞再生障碍［22］，同时上皮细

胞无法正常迁移也会促进病理性瘢痕形成［23］。参

与组织修复的除了上皮细胞还有成纤维细胞。感

受到组织受损时，响应号召成纤维细胞增殖并迁

移，迅速转化为肌成纤维细胞发挥修复功能［24］。活

化的成纤维细胞和肌成纤维细胞生成以Ⅰ型胶原为

主的胶原蛋白，修复失调，成纤维细胞过度增殖和

生成肌成纤维细胞的上皮细胞、内皮细胞、间质细

胞异常增殖使得胶原生成过多［25］；同时肌成纤维细

胞发挥作用后没有依照凋亡程序正常凋亡，继续进

行组织重建造成胶原沉积。因此，本研究结果显示

异钩藤碱可能通过调节以上生物过程介导肺纤维

化的发展。

KEGG 富集分析的结果显示，P 值小且靶点富

集多的除了癌症通路（pathways in cancer）和癌症中

的蛋白多糖（proteoglycans in cancer）外便是 PI3K-

Akt信号通路。已有不少研究表明，PI3K/Akt信号

通路与肺纤维化发展息息相关［26-27］。肺纤维化时激

活 PI3K/Akt 信号通路抑制上皮-间质转化［28］，促进

成纤维细胞增殖［29］，并通过作用于下游蛋白mTOR

抑制支气管上皮细胞的自噬［30］推动肺纤维化发展。

PI3K/Akt 信号通路可作为异钩藤碱抗肺纤维化的

主要作用通路进行研究，但肺纤维化作用机制繁

图4 核心靶点-通路网络图

Fig. 4 Core target-pathway network diagram

··423



Drug Evaluation Research第45卷 第3期 2022年3月 Vol. 45 No. 3 March 2022

杂，涉及生物过程广泛，并非只有一条信号通路参

与反应。因此，将KEGG富集分析结果前 20条通路

进行整合，集合上述所有分析，发现多条可能发挥

重要作用的途径，如图6所示。

结合核心网络分析和 KEGG 结果寻找到异钩

藤碱抗肺纤维化可能作用于的 8个靶点。在核心网

络中，根据度、介数中心性和中心接近度得到

AKT1、MAPK3、VEGFA、EGFR、TNF共 5个预测靶

点，以上 3种参数的数值越大表明该靶点在网络中

发挥越重要的作用。KEGG通路和涉及靶点网络图

中提取了度最高的 MAPK3、MAPK1、PIK3CA、

PIK3CD、AKT1 5个靶点，这 5个靶点存在于多条信

号通路中，被认为是较为重要的靶点。结合两者的

结 果 ，把 MAPK1、MAPK3、EGFR、VEGFA、

PI3KCA、PI3KCD、AKT1、TNF 8个靶点确定为异钩

藤碱作用于肺纤维化的靶点。

使用分子对接的方法初步测试了这些靶点和

异钩藤碱的亲和力。结果显示异钩藤碱与这 8个靶

点均有较好的结合能力，因此异钩藤碱可能通过与

这些蛋白结合发挥抗肺纤维化作用。研究发现博

表1 异钩藤碱与潜在靶点分子对接结果

Table 1 Results of molecular docking of isorhynchophylline

with potential targets

化合物

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

异钩藤碱

靶点

MAPK1

MAPK3

EGFR

VEGFA

PI3KCA

PI3KCD

AKT1

TNF

结合能/（kJ·mol−1）

−33.1

−33.1

−32.6

−21.3

−23.0

−32.6

−33.9

−33.9

 

 

 

E F 

 
G H 

A B C D 

异钩藤碱分别与MAPK1（A）、MAPK3（B）、EGFR（C）、VEGFA（D）、PI3KCA（E）、PI3KCD（F）、AKT1（G）、TNF（H）进行分子对接的结果，分别

以2D和3D的形式展示

Results of molecular docking of isorhynchophylline with MAPK1 (A), MAPK3 (B), EGFR (C), VEGFA (D), PI3KCA (E), PI3KCD (F), AKT1 (G),

and TNF (H), respectively, and were presented in 2D and 3D

图5 分子对接结果

Fig. 5 Results of molecular docking
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来霉素诱导的肺纤维化模型中 ERK（MAPK1/3）信

号表达上调，肺上皮-间质转化（EMT）表型增强，抑

制ERK表达可以有效抑制上皮-间质转化［31］。同时

ERK过表达会刺激 α-SMA和胶原蛋白 I的表达，导

致细胞外基质堆积［32］。EGFR在肺纤维化中也发挥

很重要的作用，EGFR 酪氨酸激酶抑制剂（EGFR-

TKIs）可减少转化生长因子-α（TGF-α）诱导的肺胶

原沉积和细胞外基质堆积［33］。同时EGFR信号转导

对成纤维细胞也有一定的影响，抑制EGFR信号转

导会使成纤维细胞增殖受到抑制，从而减缓肺纤维

化进程［34］。VEGFA作为一种血管生成剂，发现在肺

纤维化患者肺组织中蛋白表达水平显著上调［35］。

异常的血管生成是肺纤维化的病理现象之一，抑制

VEGF可通过调节肺部的血管生成介导肺纤维化发

展［36-37］。PI3K（PIK3CA/PIK3CD）作为 PI3K-Akt 信

号通路的关键蛋白，通过激活信号传导同样是肺纤

维化发展中重要的一员［38-39］。与此同时，Akt1可通

过调节肺部巨噬细胞凋亡［40］或巨噬细胞中的 IL-13

表达参与肺纤维化发展［41］。TNF-α是炎症调节剂，

不仅可以通过召集白细胞等炎性细胞聚集促进炎

症，同时刺激巨噬细胞趋化因子的产生，而且还能

刺激上皮细胞增殖导致上皮增厚和肺纤维化［42］，更

重要的是 TNF-α可以促进胶原的沉积［43］。以上蛋

白直接或间接参与肺纤维化进程，都是治疗肺纤维

化的潜在靶点。

通过本研究明确了异钩藤碱治疗肺纤维化的

红色字体表示网络药理学预测的作用靶点，灰色框中的蛋白表示不属于异钩藤碱抗肺纤维化核心靶点，剩余蛋白全部来自异钩藤碱抗肺纤维

化核心靶点

Red font indicates network pharmacology predicted targets of action, proteins in gray box indicate that they do not belong to core targets of

isorhynchophylline anti-pulmonary fibrosis, remaining proteins are all from core targets of Isorhynchophylline anti-pulmonary fibrosis

图6 异钩藤碱抗肺纤维化潜在作用机制

Fig. 6 Potential mechanism of Isorhynchophylline in treatment of pulmonary fibrosis

··425



Drug Evaluation Research第45卷 第3期 2022年3月 Vol. 45 No. 3 March 2022

作用靶点和潜在的作用途径，进一步证实作用关系

的药效学实验和作用机制通路的研究课题组正在

开展，本研究为后续深入研究异钩藤碱抗肺纤维化

的作用和机制探讨提供基础依据。
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