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基于网络药理学及分子对接技术探讨定喘汤治疗儿童咳嗽变异性哮
喘的作用机制
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[摘要]目的:通过网络药理学和分子对接技术探讨定喘汤治疗儿童咳嗽变异性哮喘(CVA)的作用机制。 方法:基于文献研究

和中药系统药理学数据库与分析平台(TCMSP)数据库挖掘定喘汤中各个药物的活性成分,并利用 TCMSP 数据库预测活性成分

作用靶点,借用全球蛋白质资源(Uniprot)数据库校正靶点蛋白对应基因;通过基因卡片(GeneCards)、在线《人类孟德尔遗传》
(OMIM)数据库获得 CVA 的疾病靶点。 取药物靶点和疾病靶点的交集靶点并制作韦恩图,运用 Cytoscape 3郾 7郾 2 软件制作“中

药鄄活性成分鄄靶点冶网络并进行网络拓扑分析,利用 String 数据库构建蛋白互作网络并筛选出核心靶点。 基于用于注释、可视化

和集成发现的数据库(DAVID)对交集靶点进行基因生物过程分析(GO鄄BP)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路富集分

析;通过 AutoDock Vina 和 Pymol 将得到的核心成分和核心靶点进行分子对接。 结果:收集定喘汤复方中活性成分 218 个,得到

相关潜在靶点 452 个,CVA 相关靶点 689 个,得到交集靶点 131 个。 核心靶点主要为丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 1(AKT1)、白细胞

介素鄄6( IL鄄6)、肿瘤坏死因子(TNF),共有靶点主要富集于 PI3K鄄Akt 信号通路、TNF 信号通路、Toll 样受体信号通路。 分子对接

结果显示核心成分与靶点具有较好的结合活性。 结论:定喘汤治疗 CVA 具有多成分、多靶点、多通路的特点,为进一步研究定

喘汤治疗 CVA 的作用机制奠定了基础。
[关键词]定喘汤;咳嗽变异性哮喘;网络药理学;分子对接
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Mechanism of Dingchuan Decoction in the Treatment of Cough Variant Asthma Based on Network
Pharmacology and Molecular Docking Technology

Cheng Shuang, Li Yuan, Zhang Ziwei, Fang Shunshun, Lyu Xianwei, Sun Taoyu (Dongzhimen Hospital, Beijing
University of Chinese Medicine, Beijing摇 100007, China)

[Abstract]Objective: To probe into the mechanism of Dingchuan decoction in the treatment of vough variant asthma (CVA) based on
network pharmacology and molecular docking technology. Methods: Literature research and Traditional Chinese Medicine Systems
Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP) were used to obtain the active components of Dingchuan decoction. And the
targets of active components were predicted by TCMSP. Uniprot ( universal protein resource ) database was used to search the
corresponding genes of targets. GeneCards and OMIM (online Mendelian inheritance in man) database were used to obtain the disease
targets of CVA. Intersection target of drug target and disease target were obtained to make the Venn diagram. Cytoscape 3郾 7郾 2 software
was used to make the network of “ traditional Chinese medicine鄄active components鄄targets冶 and perform the network topology analysis.
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The protein interaction network was constructed by using String database and the core targets were screened. GO biological process
analysis and KEGG pathway enrichment analysis were performed based on DAVID ( the database for annotation, visualization and
intergrated diacovery). AutoDock Vina and Pymol were used to dock the molecules of the active components with the key targets.
Results: A total of 218 active components were found in Dingchuan decoction, and 452 potential targets, 689 CVA鄄related targets and
131 intersection targets were obtained. The main core targets were serine / threonine protein kinase 1 (AKT1), interleukin鄄6 (IL鄄6) and
tumor necrosis factor (TNF), and the common targets were mainly enriched in PI3K鄄Akt signaling pathway, TNF signaling pathway and
Toll鄄like receptor signaling pathway. The results of molecular docking showed that the key components have a good binding activity with
the key targets. Conclusion: Dingchuan decoction has the characteristics of multi鄄components, multi鄄targets and multi鄄pathways in the
treatment of CVA, which lays a foundation for further study of the mechanism of Dingchuan decoction in the treatment of CVA.
[Keywords]Dingchuan decoction; cough variant asthma; network pharmacology; molecular docking

摇 摇 咳嗽变异性哮喘(cough variant asthma,CVA)是儿童

慢性咳嗽常见的原因之一[1],以咳嗽为唯一或主要表

现[2]。 有报道指出,如不干预治疗,约 30% 的 CVA 会转

变为典型哮喘,影响患儿身心健康[3鄄4]。 目前西医治疗

CVA 以吸入性糖皮质激素、支气管舒张剂和口服白三烯

受体拮抗剂为主。 但我国儿童哮喘的病情控制并不理

想,有 20%以上儿童哮喘未达到良好控制[5]。 中医既往

论著中并没有 CVA 对应的病名,许多医师根据自己对本

病的认识提出了哮咳、风咳等观点[6鄄7],在治疗上积累了

不少经验,其中就包含定喘汤的应用[8鄄11]。
定喘汤见于《摄生众妙方》,为宣肺降气、化痰平喘

的经典方剂,方中共有麻黄、白果、桑白皮、黄芩、苏子、
杏仁、半夏、款冬花、甘草 9 味中药。 定喘汤临床用于支

气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病的治疗[12鄄13]。 现代药理研

究证明定喘汤具有化痰、平喘、抗炎等作用[14]。
网络药理学是基于系统生物学的理论,对生物系统进

行网络分析,选取特定信号节点进行多靶点药物分子设计

的新学科,其突出特点是强调对信号通路的多途径调节,
以提高药物的治疗效果。 而中药复方制剂恰恰具备多成

分、多功效的特点,与网络药理学具有很高的相似性。 本

研究通过网络药理学和分子对接技术,预测并验证定喘汤

治疗 CVA 可能的作用机制,为进一步开发药物提供参考。

1摇 方法

1郾 1摇 工具

数据库:中药系统药理学数据库与分析平台(traditional
chinese medicine systems pharmacology database and analysis
platform,TCMSP),网址 https:/ / tcmspw. com/ tcmsp. php;全
球蛋白质资源( universal protein resource,UniProt),网址

https:/ / www. uniprot. org / ;基因卡片 (GeneCards),网址

https:/ / www. genecards. org / ;在线 《人类孟德尔遗传》
(online Mendelian inheritance in man,OMIM),网址 https:/ /
www. omim. org / ;String,网址 https:/ / string鄄db. org / ;用于注

释、可视化和集成发现的数据库(the database for annotation,
visualization and integrated discovery,DAVID),网址 https:/ /
david. ncifcrf. gov / ;PubChem,网址 https:/ / pubchem. ncbi.
nlm. nih. gov / ;蛋白质数据库(Protein Data Bank,PDB),网址

https:/ / www. rcsb. org / 。
软件:Excel 2020;Cytoscape 3郾 7郾 2;Chemoffice;PyMOL;

AutoDock Vina;AutoDockTools。

绘图工具:微生信网站,网址 http:/ / www. bioinfor鄄
matics. com. cn / 。

1郾 2摇 定喘汤活性成分及靶点

利用 TCMSP 数据库获取定喘汤中 9 种药物的所有

成分,将口服生物利用度 ( oral bioavailability, OB) 逸
30% 、类药性(drug鄄like,DL)逸0郾 18 作为筛选条件,筛选

出活性成分。 此外,通过查阅已发表的文献,补充因筛

选指标而被舍弃的活性成分。 通过 TCMSP 获取活性成

分的作用靶点,将结果导入 UniProt 中,选择已验证的、
人源性基因,将靶点转化为标准化的基因名。

1郾 3摇 CVA 疾病靶点筛选

通过 GeneCards 输入关键词“cough variant asthma冶,
按照相关性得分(relevance score)取前 25%的疾病靶点,
获取 CVA 疾病靶点;通过 OMIM 获取全部 CVA 疾病靶

点,取两个数据库靶点交集得到 CVA 疾病靶点。

1郾 4摇 定喘汤药物靶点和 CVA 疾病靶点交集

运用 Excel 2020 得到药物靶点与疾病靶点的交集靶

点,利用微生信网站制作韦恩图。

1郾 5摇 构建“中药鄄活性成分鄄靶点冶调控网络和蛋白互作

(protein鄄protein interaction,PPI)网络

利用 Cytoscape 3郾 7郾 2 软件,构建“中药鄄活性成分鄄靶
点冶调控网络,通过网络拓扑分析筛选出 Degree逸2 倍中

位数的核心成分。 将 “1郾 3冶 项得到的交集靶点导入

String 数据库,设定物种为人(homo sapiens),互动分数

(interaction score)逸0郾 4,获取 PPI 网络数据,将其导入

Cytoscape 3郾 7郾 2 软件,构建 PPI 网络,筛选节点 Degree逸
2 倍中位数的节点,获取核心靶点。

1郾 6摇 基因生物过程分析(GO鄄BP)和京都基因与基因组

百科全书(KEGG)分析

将交集靶点导入 DAVID 数据库,进行 GO鄄BP 和

KEGG 通路富集分析,获取交集靶点的关键生物进程和

通路信息,分析定喘汤治疗 CVA 的可能机制。

1郾 7摇 分子对接

在 PPI 网络得到的核心靶点中选取排名前三的核

心靶点,在“1郾 5冶项“中药鄄活性成分鄄靶点冶网络中筛选

出 3 个核心靶点共同对应的活性成分,并将所得活性成

分与“1郾 5冶项获得的核心成分取交集。 利用 PubChem 数

据库获取核心成分的 2D 结构,并用 Chemoffice 软件将
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2D 结构转化为 3D 结构,即可得到小分子配体。 利用

PDB 数据库获取核心靶点蛋白质的 3D 结构,利用

PyMOL 软件去除靶点蛋白的水分子和小分子配体,即可

得到蛋白受体。 利用 AutoDockTools 软件将小分子配体

和蛋白受体文件转化为 pdbqt 格式,再利用 AutoDock Vina
软件将 3 个核心靶点与交集核心成分进行分子对接。

2摇 结果

2郾 1摇 定喘汤活性成分及靶点

筛选得出活性成分 194 个,查阅已发表的文献补充

活性成分 24 个,共计 218 个。 通过 TCMSP 得到活性成

分的潜在靶点 452 个。

2郾 2摇 CVA 疾病靶点

在 GeneCards 中按照相关性得分取前 25%的疾病靶

点,获取 CVA 疾病靶点 563 个,通过 OMIM 获取 CVA 疾

病靶点 146 个,取两个数据库靶点交集得到 CVA 疾病靶

点 689 个。

2郾 3摇 定喘汤药物靶点和 CVA 疾病靶点交集

运用 Excel 得到药物靶点与疾病靶点的交集靶点

131 个,并制作韦恩图,见图 1。

图 1摇 药物鄄疾病交集靶点

2郾 4摇 “中药鄄活性成分鄄靶点冶调控网络与 PPI 网络

利用 Cytoscape 3郾 7郾 2 软件,构建“中药鄄活性成分鄄靶
点冶调控网络(图 2)。 网络中的节点为药物名称、活性

成分、靶点,边为活性成分与基因之间的相互关系。 靶

点用蓝色菱形表示,9 种药物的活性成分分别用 9 个圆

环表示,圆环圆心代表药物名称,两侧两列活性成分为

不同药物中的相同活性成分。 根据 Degree 进行网络拓

扑分析和网络可视化调节,Degree 越大,该节点在网络

中连接的点越多,影响力越强。 筛选出 Degree逸2 倍中

位数的中药成分 22 个,见表 1,这些中药成分可视为定

喘汤治疗 CVA 的核心成分。
将 131 个交集靶点导入 String 数据库,构建 PPI,将

结果导入 Cytoscape 3郾 7郾 2 软件 (图 3 左),先后筛选

Degree逸1 倍中位数(图 3 中)、Degree逸2 倍中位数的节

点(图 3 右),获取关键靶点,所得靶点可视为定喘汤治

疗 CVA 的核心靶点。

2郾 5摇 GO 和 KEGG 富集分析

将 131 个交集靶点导入 DAVID 数据库,进行 GO 和

KEGG 富集分析,得到生物过程 720 条,主要与 RNA 聚

合酶域启动子对转录的调控、对药物的反应、细胞增殖、
炎症反应、对脂多糖的反应、细胞凋亡、免疫反应、一氧

化氮( NO) 生物合成、 MAPK 级联激活等有关;通过

KEGG 富集得到 121 条通路,主要涵盖 PI3K鄄Akt 信号通

路、TNF 信号通路、Toll 样受体信号通路等。 分别选取排

名前 20 的生物过程及通路制作气泡图,见图 4、图 5。

表 1摇 定喘汤治疗 CVA的核心成分

序号 CAS 号 英文名 中文名

1 117鄄39鄄5 quercetin 槲皮素

2 520鄄18鄄3 kaempferol 山奈酚

3 64997鄄52鄄0 beta鄄sitosterol 茁鄄谷甾醇

4 83鄄48鄄7 Stigmasterol 植物甾醇

5 491鄄70鄄3 luteolin 木犀草素

6 520鄄36鄄5 apigenin 芹菜素

7 501鄄36鄄0 resveratrol 白藜芦醇

8 989鄄51鄄5 (-)鄄epigallocatechin鄄3鄄gallate (-)鄄表没食子儿茶素没食子酸酯

9 480鄄41鄄1 naringenin 柚皮素

10 7235鄄40鄄7 beta鄄carotene 茁鄄胡萝卜素

11 485鄄72鄄3 formononetin 刺芒柄花素

12 299鄄42鄄3 eciphin 麻黄碱

13 491鄄67鄄8 baicalein 黄芩素

14 632鄄85鄄9 wogonin 汉黄芩素

15 480鄄19鄄3 isorhamnetin 异鼠李素

16 154鄄23鄄4 (+)鄄catechin 儿茶素

17 19725鄄44鄄1 7鄄methoxy鄄2鄄methyl isoflavone 7鄄甲氧基鄄2鄄甲基异黄酮

18 60008鄄02鄄8 glabrone 光果甘草酮

19 58749鄄23鄄8 licochalcone B 甘草查尔酮 B
20 58749鄄22鄄7 licochalcone A 甘草查尔酮 A
21 59870鄄68鄄7 glabridin 光甘草定

22 32383鄄76鄄9 medicarpin 美迪紫檀素

2郾 6摇 分子对接

分别将槲皮素、木犀草素、白藜芦醇、( -) 鄄表没食

子儿茶素没食子酸酯 [( -)鄄epigallocatechin鄄3鄄gallate,
EGCG]、汉黄芩素与丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 1(AKT1)、
白细胞介素鄄6( IL鄄6)、肿瘤坏死因子(TNF)进行分子对

接,结果显示 15 组分子对接结合能均臆-6郾 6 kcal / mol,
展现出良好的结合力,见表 2。 其中,AKT1 和 IL鄄6 与

EGCG 结合最好、TNF 与木犀草素结合最好,见图 6。

3摇 讨论

目前,CVA 的治疗仍以西医治疗为主,目的在于良

好或完全地控制病情,预防未来风险的发生。 然而有研

究指出,患儿家长的疾病控制知信行现状仍不理想[15],
患儿吸入糖皮质激素治疗依从性仅为 37郾 3% [16]。 定喘

汤中麻黄辛温,宣肺平喘,解表散寒,白果甘涩,敛肺定

喘,祛痰止咳,二药合用,一散一收,共为君药;桑白皮泻

肺平喘,黄芩清肺泻热,二药合用,清肺降逆,共为臣药;
苏子降气化痰,杏仁止咳平喘,半夏燥湿化痰,款冬花下

气止咳化痰,俱为佐药;甘草调和诸药,且能止咳,为使

药。 诸药合用,外散风寒,内清痰热,降气平喘。 中药方

剂的复杂性给作用机制的研究造成一定困难,本研究借

助网络药理学和分子对接技术,为定喘汤治疗 CVA 作用

机制的研究提供新的思路和方法。
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图 2摇 “中药鄄活性成分鄄靶点冶调控网络

图 3摇 蛋白互作网络与核心靶点

图 4摇 GO鄄BP分析 图 5摇 KEGG通路富集分析
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表 2摇 核心成分与核心基因结合能量摇 kcal / mol

有效成分 AKT1 IL鄄6 TNF
槲皮素 -9郾 8 -7郾 4 -9郾 7
木犀草素 -9郾 8 -7郾 4 -10郾 0
白藜芦醇 -9郾 3 -7郾 0 -9郾 2
(-)鄄表没食子儿茶素没食子酸 -11郾 3 -7郾 6 -8郾 6
汉黄芩素 -8郾 6 -6郾 6 -8郾 1

图 6摇 分子对接结果(从左到右依次是 EGCG与 AKT1、
EGCG与 IL鄄6、木犀草素与 TNF)

本研究共得到 218 个活性成分,核心成分 22 个。 槲

皮素、木犀草素、汉黄芩素均为黄酮类化合物,具有较强

的抗炎抗氧化作用。 研究表明,槲皮素和木犀草素能够

抑制血管内皮生长因子(VEGF),从而发挥抑制 CVA 患

儿气道重构的作用[17]。 白藜芦醇是一种天然多酚,具有

抗氧化、抗炎、保护心脏和抗癌的特性,实验证明白藜芦

醇可以减轻纤维化反应和气道炎症,抑制肥大细胞中

Syk 蛋白的表达和脱颗粒[18]。 EGCG 是绿茶中的一种多

酚,有研究表明它可显著降低哮喘症状,肺炎性细胞浸

润以及 IL鄄2、IL鄄6 和 TNF鄄琢 的炎性因子水平[19]。 汉黄芩

素可以通过调节 Th1 / Th2 细胞因子平衡和肥大细胞释

放组胺,达到治疗过敏性哮喘的作用[20]。 汉黄芩素还可

诱导嗜酸粒细胞凋亡并减轻变应性气道炎症[21]。
通过 PPI 网络得到核心靶点,Degree 位于前三的分

别为 AKT1、IL鄄6、TNF。 其中,AKT1 是一种丝氨酸 / 苏氨

酸蛋白激酶,该蛋白参与多种生物学过程,包括代谢、增
殖、细胞存活、生长、血管生成等[22]。 IL鄄6 是一种功能广

泛的多效应细胞因子,可以调节多种细胞的生长与分

化,在慢性炎症反应中扮演着重要角色。 一项成人哮喘

的研究结果显示,IL鄄6 与成人发作哮喘的风险相关[23]。
另有研究发现,人支气管上皮样细胞 (16HBE) 中的

SIRT1 低表达可上调 IL鄄6 表达,而 AKT 抑制剂可逆转该

表达,SIRT1 通过 AKT 调节 IL鄄6 水平,从而影响哮喘患

者的肺功能[24]。 TNF 是一类涉及到系统性炎症的细胞

因子,主要由巨噬细胞分泌。 一项埃及的研究表明,
TNF鄄琢 基因多态性可能与儿童支气管哮喘的发生有关,
支气管哮喘患者的 TNF鄄琢 水平升高更为显著[25]。

GO鄄BP 分析主要涉及炎症反应、对脂多糖的反应、
NO 生物合成、MAPK 级联激活等生物进程。 有研究表

明,脂多糖在亚洲沙尘引起的过敏性气道炎症中可增强

中性粒细胞的聚集,从而加剧过敏性气道炎症[26]。 NO
已被证实有广泛的生物功能,包括舒张血管、扩张支气

管、传递神经信号、参与炎症反应和免疫等,临床中呼出

气一氧化氮(FeNO)的测定也被公认为检测气道炎症的

指标[27]。 MAPK 是以三级激酶依次激活的方式进行信

号传导的,包括 MAPK 激酶激酶(MKKK)、MAPK 激酶

(MKK)和 MAPK,这三种激酶共同调节细胞的生长、分

化、对环境的应激适应、炎症反应等众多生物过程。 现

代研究证实,卵白蛋白过敏哮喘小鼠模型暴露于臭氧环

境时,哮喘症状会加重,而其中 p38鄄MAPK 和氧化应激

均在此过程中起关键作用,抑制这两个生物过程可显著

减轻暴露于臭氧环境的哮喘小鼠症状[28]。
KEGG 富集分析结果显示,定喘汤作用于 CVA 的靶

点主要涉及 PI3K鄄Akt 信号通路、TNF 信号通路、Toll 样
受体信号通路等。 有研究[29]显示,白藜芦醇的抗炎特性

可能是因为抑制了 PI3K鄄Akt 通路、从而减少炎性介质

IL鄄6、NO 的产生。 TNF 信号通路和 Toll 样受体信号通路

是反映炎症的重要通路,有研究证明,哮喘丸治疗哮喘

可能通过抑制 TNF 信号通路和 Toll 样受体信号通路相

关蛋白质的表达和细胞因子的分泌,降低炎症反应,增
强机体免疫功能实现,且该研究证实其机制与孟鲁司特

钠治疗 CVA 的机制相似,能明显抑制 TLR4、MyD88、p65
和 p鄄p65 等蛋白表达,且明显降低哮喘大鼠支气管肺泡

灌洗液中 IL鄄1茁 和 TNF鄄琢 水平,提高 IFN鄄酌 水平[30]。
分子对接的结果提示定喘汤中的 5 个核心成分与

AKT1、IL鄄6、TNF 结合后均产生了良好的亲和力,也验证

了本研究的结果。
综上所述,本研究通过网络药理学对定喘汤治疗

CVA 的活性成分、核心靶点以及可能的作用机制进行研

究,并通过分子对接技术对上述结果进行验证,证实了定

喘汤治疗 CVA 具有多成分、多靶点、多通路的特点,为进

一步研究定喘汤治疗 CVA 的作用机制提供了参考数据。
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儿童患者西罗莫司血药浓度监测及临床应用分析
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[摘要]目的:探讨西罗莫司在儿童患者中的血药浓度,考察血药浓度与相关实验室指标的关系,为西罗莫司的合理应用提供更

多的临床依据。 方法:选择 54 例使用西罗莫司治疗的患儿,记录基本信息、西罗莫司全血谷浓度(CSRL)、肝功能和中性粒细胞

计数(NEU)等相关信息。 结果:儿童患者西罗莫司血药浓度为(8郾 7依5郾 9)ng / mL,16郾 7%的患儿血药浓度<4郾 0 ng / mL,62郾 9% 的

患儿血药浓度为 4郾 0 ~ 12郾 0 ng / mL,20郾 4%的患儿血药浓度>12郾 0 ng / mL。 51郾 9%的患儿使用西罗莫司治疗结节性硬化症,与治

疗其他疾病相比,治疗该疾病时其西罗莫司血药浓度最低,为 4郾 6(3郾 9)ng / mL;在治疗结节性硬化症时,60郾 7%患儿都有联合使

用抗癫痫药物的情况,其中以联合丙戊酸的比例最高(57郾 1% )。 天冬氨酸氨基转移酶(AST)与 CSRL 呈正相关( r = 0郾 458,P<
0郾 05)。 在血药浓度>12郾 0 ng / mL 的患儿中,AST、丙氨酸氨基转移酶(ALT)和 NEU 的结果异常率直线上升。 结论:儿童患者在

使用西罗莫司时,需要及时、定期进行血药浓度、血常规和肝功能等指标的监测,充分施行个体化用药,以保证临床疗效。
[关键词]西罗莫司;血药浓度监测;儿童
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