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[摘要]目的:揭示小儿清解防感颗粒防治甲型流感(甲流)的活性成分、靶点信息及作用机制。 方法:通过中药系统药理学数据

库与分析平台(TCMSP)等数据库筛选小儿清解防感颗粒的潜在活性成分,利用 PubChem 和 Swiss
 

Target
 

Prediction 预测潜在靶

点,并与 GeneCards 等数据库收集的甲流基因映射;String 数据库构建蛋白互作网络,Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建药物-活性成分-
核心靶点-疾病网络,Metascape 进行 KEGG 通路富集分析;Autodock

 

Vina 和 Pymol 软件进行分子对接及可视化。 结果:木犀草

素等 158 种活性成分作用于 AKT1 等 321 个靶点,进而调控甲流 202 条信号通路。 与奥司他韦相比,木犀草素等与 NS1 蛋白有

更强的结合力。 结论:小儿清解防感颗粒可能是通过参与直接抗甲流病毒、调节免疫和抑制炎症反应等生物过程对甲流发挥防

治作用的。
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[Abstract]Objective:
 

To
 

reveal
 

the
 

active
 

ingredients,
 

targets,
 

and
 

mechanism
 

of
 

Xiao’er
 

Qingjie
 

Fanggan
 

granule
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

influenza
 

A.
 

Methods:
 

The
 

potential
 

active
 

ingredients
 

of
 

Xiao’ er
 

Qingjie
 

Fanggan
 

granule
 

were
 

screened
 

by
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Systems
 

Pharmacology
 

Database
 

and
 

Analysis
 

Platform
 

(TCMSP)
 

and
 

the
 

Encyclopedia
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

(ETCM)
 

database.
 

The
 

targets
 

were
 

obtained
 

by
 

PubChem
 

and
 

Swiss
 

Target
 

Prediction,
 

which
 

mapped
 

to
 

the
 

influenza
 

A
 

related
 

targets.
 

The
 

protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

constructed
 

by
 

String
 

database,
 

and
 

the
 

herb-component-target-pathway
 

network
 

was
 

constructed
 

by
 

Cytoscape
 

3. 7. 2,
 

then
 

the
 

enrichment
 

of
 

KEGG
 

pathway
 

was
 

analyzed
 

by
 

Metascape.
 

Finally,
 

the
 

binding
 

activity
 

of
 

the
 

key
 

components
 

to
 

the
 

core
 

targets
 

were
 

verified
 

by
 

molecular
 

docking
 

and
 

visualization
 

through
 

Autodock
 

Vina
 

and
 

Pymol.
 

Results:
 

Luteolin
 

and
 

other
 

158
 

active
 

ingredients
 

acted
 

on
 

321
 

targets
 

such
 

as
 

AKT1,
 

and
 

then
 

regulated
 

202
 

signaling
 

pathways.
 

Compared
 

with
 

oseltamivir,
 

luteolin
 

and
 

other
 

active
 

ingredients
 

had
 

stronger
 

binding
 

force
 

on
 

NS1,
 

which
 

was
 

the
 

binding
 

protein
 

of
 

influenza
 

A.
 

Conclusion:
 

Xiao’er
 

Qingjie
 

Fanggan
 

granule
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

protection
 

against
 

influenza
 

A
 

by
 

participating
 

in
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

direct
 

protection
 

against
 

influenza
 

A
 

viruses,
 

modulation
 

of
 

immunity
 

and
 

suppression
 

of
 

inflammatory
 

responses.
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　 　 甲型流感(甲流)是由甲型流感病毒引起的急性上

呼吸道感染,具有强传染性和高变异性[1] 。 幼儿、老年

人和伴有慢性疾病及免疫功能低下等人群,为流感高危

人群,如果预防和治疗不及时,易出现多种并发症,如肺

炎、呼吸衰竭和脓毒性休克等[2] 。 因此,早期识别及诊

断、及时抗病毒治疗非常重要。 中医将甲型流感归于

“温病”范畴,温热邪毒外袭、风寒表邪未解而入里化热、
热壅于肺为主要病因病机,故治疗应以清热解毒、辛凉

透表、清肺平喘为原则[3] 。 小儿清解防感颗粒(陕药制

备字 Z20190005000)由金银花、薄荷、山楂、甘草四味中

药组成,具有清热解毒、健脾益气等功效[4] ,目前已作为

医院制剂使用多年。 方中君药为金银花,既清热解毒、
疏散风热,又解瘟疫秽恶浊邪[5] ;薄荷为臣药,散风热、

清头目、利咽喉[6] ;山楂为佐药,消食化积、活血散瘀[7] ;
甘草为使药,补脾益气、调和诸药[8] 。 诸药配伍抵御外

邪入侵,发挥未病先防的作用,有效提高儿童免疫力,疗
效确切,药简方小,便于服用。 前期课题组的试验研

究[4,9] 初步证实了其疗效:小儿清解防感颗粒对流感病

毒感染小鼠的肺脏具有保护作用,可增强小鼠免疫力;
有效抑制小儿上呼吸道常见细菌。 甲流发病机制复杂,
结合中药治疗疾病的多成分、多靶点、多通路的特点,本
研究利用网络药理学和分子对接技术进一步分析小儿

清解防感颗粒防治甲型流感的作用机制,发挥中医药在

对抗流感病毒方面的优势。

1　 材料和方法
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1. 1　 建立小儿清解防感颗粒的复合数据库

金银花、薄荷和甘草的候选化合物来自中药系统药

理学数据库与分析平台( TCMSP),山楂的成分来自中医

药百科全书(ETCM)数据库,并录入 TCMSP 以匹配信息[10] 。

1. 2　 小儿清解防感颗粒吸收-分布-代谢-排泄(ADME)
活性化合物的筛选

利用已知药物的 ADME 数据,建立计算机预测模

型,如口服生物利用度( oral
 

bioavailability,OB)、半衰期

(half-life,HL)、血脑屏障( blood-brain
 

barrier,BBB)、类

药性(drug-like,DL)等对理论预测具有重要意义。 其中

OB 已被证明在药物或活性成分的筛选中是有效的[11] ,
DL 是体内 ADME 的影响因素之一[12] 。 本研究采用计算

机模型对 OB 和 DL 进行预测,以 DL≥0. 18 和 OB≥30%
筛选出有效活性成分,为了避免筛除药物的潜在抗流感

作用成分,还需通过阅读文献的方式进行补充。

1. 3　 药物靶点预测

预测靶点是阐述中药进入体内作用过程的基础。
通过 PubChem 数据库获取活性成分分子结构的 sdf 格式

文件,并在 Swiss
 

Target
 

Prediction 平台[13] 预测其潜在靶

点,设定物种为“ homosapiens”,保留可能性>0 的部分进

一步分析。

1. 4　 流感相关靶点检索

以“ influenza
 

A” 为关键词,在 Genecards、 Disgenet、
Drugbank 及 OMIM 等疾病基因数据库[14] 进行检索,将得

到的靶点汇总并去重,再根据文献补充未预测到的已知

靶点。

1. 5　 蛋白互作网络构建及核心靶点筛选

药物预测靶点和流感疾病靶点映射后得到交集靶

点,导入 String 数据库将蛋白互作关系网络数据保存为

tsv 文件,通过 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件[15] 进行可视化,并利

用内置网络分析工具( Network
 

Analyzer)分析网络特征

参数,包括连接度中心性(degree
 

centrality,DC)、紧密度中

心性( closeness
 

centrality,CC)、介度中心性( betweenness
 

centrality,BC)等。 计算 DC 的中位数并选出大于 2 倍中

位数的节点,制作核心网络图,获得小儿清解防感颗粒

治疗甲流的核心靶点。

1. 6　 构建小儿清解防感颗粒“药物-活性成分-核心靶

点-疾病”网络

应用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建小儿清解防感颗粒

“药物-活性成分-核心靶点-疾病”网络,其中节点代表药

物、活性成分、核心靶点或疾病,边代表它们之间的相互

关系;同时利用网络分析工具计算各个节点的重要属性

值,以研究其中较重要的成分和靶点之间的关系。

1. 7　 KEGG 通路富集分析

Metascape 平台[16]更新及时,整合了 GO、KEGG、Uniprot
等多个权威的功能数据库,支持对基因或蛋白质进行富

集分析,将交集靶点导入进行 KEGG 分析,保存结果并

通过 R 语言进行可视化,过程中删除与流感疾病无关的

通路(如癌症、糖尿病通路等)。

1. 8　 分子对接

从蛋白数据库(protein
 

data
 

bank,PDB) [17] 下载流感

蛋白结构,从 ZINC 数据库[18] 中找到关键组分和阳性药

物的三维结构。 将改造后的蛋白和组分引入 Auto
 

Dock
 

Vina 进行分子对接,选择奥司他韦作为阳性对照[19] 。 在

相同条件下进行分子对接模拟,选择构象最高、结合自

由能绝对值最大的对接结果,并应用 Pymol 软件将对接

结果可视化。
小儿清解防感颗粒研究内容、方法、途径见图 1。

小儿清解防感颗粒

TCSMP数据库，文献补充

建立化学成分的数据库

OB，DL

筛选的化学成分

Pubchem确定结构，
SwissTargetPredition预测靶点

药物靶点 映射

甲型流感疾病

GeneCards等数据库

疾病靶点

度值大于2倍中位数
核心靶点

Cytoscape3.7.2

药物�成分�核心靶点�疾病网络

核心成分
分子对接

交集靶点
String 蛋白互

作网络

KEGG分析

关键通路 甲型流感病
毒蛋白靶点

图 1　 研究流程

2　 结果

2. 1　 小儿清解防感颗粒潜在活性成分

从小儿清解防感颗粒中共收集到化学成分 727 种,
分别来自金银花 236 种、薄荷 164 种、甘草 280 种、山楂

28 种等。 查找文献发现,有的 OB 或 DL 指数较低的化

合物已经证实具有相关的药理活性,如绿原酸(heriguard,
OB = 11. 93%)和咖啡酸酯(caffeate,DL = 0. 05)是金银花

抗病毒的有效成分[20] ,它们已被证实具有强大的抗病毒

活性,可能在治疗流感中发挥重要作用。 为了得到更准

确的结果,我们也将类似化合物作为候选活性化合物作

进一步分析。 结果共有 158 种化合物被认为是潜在的

活性化合物,包括 11 种 OB 或 DL 较低的药理活性化合

物[6,8,20-21] ,见表 1。

2. 2　 预测小儿清解防感颗粒活性成分的靶点

通过 Pubchem 和 Swiss
 

Target
 

Prediction 对 158 种化

合物的蛋白质和基因靶点进行预测,共收集到 849 个靶

点。 其中,金银花 25 种潜在有效成分共同作用于 438 个

靶点,薄荷 13 种潜在有效成分共同作用于 259 个靶点,
山楂 25 种潜在有效成分共同作用于 320 个靶点,甘草

94 种潜在有效成分共同作用于 748 个靶点。 由此可见,
不同的活性化合物可以作用于同一靶点,同一活性化合

物也可以作用于不同的靶点,体现了中药多组分、多靶

点共同发挥作用的特点。
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表 1　 小儿清解防感颗粒中 11种OB或DL较低的药理活性化合物

　 化合物 MOL
 

ID OB / % DL 源药材

绿原酸 MOL001955 11. 93 0. 33 金银花

咖啡酸酯 MOL000414 54. 97 0. 05 金银花、山楂

薄荷醇 MOL007330 43. 31 0. 03 薄荷

L-薄荷酮 MOL000715 57. 9 0. 03 薄荷

橙皮素 MOL007930 13. 33 0. 67 薄荷

芹菜素 MOL000008 23. 06 0. 21 山楂

齐墩果酸 MOL000263 29. 02 0. 76 山楂

芦丁 MOL000415 3. 2 0. 68 山楂

甘氨酸 MOL004876 19. 62 0. 11 甘草

异甘草素 MOL001789 85. 32 0. 15 甘草

异甘草苷 MOL004951 8. 61 0. 60 甘草

2. 3　 收集甲流疾病靶点

检索 Genecards、Disgenet、Drugbank 及 OMIM 等疾病

基因数据库,将得到的疾病靶点汇总并去重,再根据文

献报道补充未预测到的已知靶点,共得到甲流疾病靶点

2
 

976 个。

2. 4　 蛋白互作网络及核心靶点

将药物预测靶点和疾病靶点相映射得到交集靶点

321 个,通过 String 数据库将蛋白互作关系网络数据保

存为 tsv 文件,导入 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件进行可视化,并
利用内置网络分析工具分析网络特征参数,包括 DC、
CC、BC 等。 计算 DC 并选出大于 2 倍中位数的所有节

点,制作核心网络图。 根据节点 DC 设置大小和颜色,节
点越大、颜色越红表明度值越大,在网络中越重要。 结

果发 现, AKT1、 TP53、 MAPK1、 MAPK3、 VEGFA、 TNF、
EGFR、SRC 和 STAT3 等,可能是小儿清解防感颗粒防治

甲流的主要靶点。 见图 2。

String-PPI

Cytoscape-PPI

图 2　 蛋白互作核心网络

2. 5　 小儿清解防感颗粒“药物-活性成分-核心靶点-疾
病”网络

将药物、活性成分、核心靶点和疾病导入 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件中构建网络图,共有 185 个节点,1
 

106 条边,
应用网络分析工具进行分析,得到度值比较靠前的活性化

合物:金银花、薄荷和山楂均含有的木犀草素( luteolin),
金银 花 的 secologanic

 

dibutylacetal _ qt 和 金 圣 草 素

(chryseriol ), 薄 荷 的 刺 槐 素 ( acacetin ) 和 香 叶 木 素

(diosmetin),山楂的芹菜素( apigenin),甘草的甘草宁 G
(gancaonin

 

G)和鳞叶甘草素 A( glepidotin
 

A)等,这些化

合物在网络中具有比较重要的地位,说明可能是小儿清

解防感颗粒防治甲流的主要活性成分。 见图 3。

2. 6　 KEGG 通路富集分析及可视化

利用 Metascape 平台对靶点进行通路富集分析,共
收集到相关通路 202 条,删除与流感不相关的通路,选

取富集基因较多的前 15 条通路结果作气泡图。 气泡图

的横坐标表示每条通路中涉及的靶点占该通路总靶点

数的百分比;气泡的大小表示该通路中涉及到的靶点

数;颜色从红色到绿色表示伪发现率( FDR)从小到大,
FDR 越小表示该通路的显著性越高。 结果显示,甲流通

路(hsa05164:influenza
 

A)是富集基因数目最多、基因占

该通路靶点数百分比最高的通路,其次为血管内皮生长

因子信号通路( hsa04370:VEGF
 

signaling
 

pathway)、低氧

诱导因子信号通路( hsa04066:HIF-1
 

signaling
 

pathway)、
T 细胞受体信号通路( hsa04660:T

 

cell
 

receptor
 

signaling
 

pathway)、Toll 样受体信号通路(hsa04620:Toll-like
 

receptor
 

signaling
 

pathway)和肿瘤坏死因子信号通路(hsa04668:TNF
 

signaling
 

pathway)等。 这些通路不但直接与流感病毒相关,
而且在抗炎、免疫调节方面发挥作用,可能是小儿清解防感

颗粒防治流感的核心通路。 见图 4。
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-药物； -成分； -共有成分； -靶点； -疾病；JYH-金银花；BH-薄荷；SZ-山楂；GC-甘草　

图 3　 药物-活性成分-核心靶点-疾病网络

图 4　 KEGG通路分析气泡图

2. 7　 分子对接及可视化

选取度值较高的 8 种化合物和奥司他韦(阳性对

照)分别与甲流作用的靶点 NS1 蛋白( PDBID:5YY8)进

行分子对接,见表 2。 自由结合能越低,说明结合活性越

好,空间匹配度越高。 然后将对接结果用 Pymol
 

2. 2. 0
软件进行可视化,见图 5。 结果显示,与奥司他韦相比,
木犀草素等与 NS1 蛋白有更强的结合力,表明小儿清解

防感颗粒抗甲流的主要成分可以通过与流感蛋白的结

合来调节相关生物学过程。

表 2　 小儿清解防感颗粒 8 种活性化合物与 NS1 蛋白

分子对接结果

化合物 MOL
 

ID
结合能

(kcal / mol)
源药材

木犀草素 MOL000006 -7. 1 金银花、薄荷、山楂

甘草宁 G MOL005000 -2. 8 甘草

secologanic
 

dibutylacetal_qt MOL003014 -4. 8 金银花

鳞叶甘草素 A MOL004828 -7. 1 甘草

金圣草素 MOL003044 -5. 8 金银花

刺槐素 MOL001689 -6. 0 薄荷

香叶木素 MOL002881 -6. 2 薄荷

芹菜素 MOL000008 -6. 6 山楂

奥司他韦 阳性对照 -5. 3
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木犀草素与NS1对接2D/3D图 鳞叶甘草素A与NS1对接2D/3D图

金圣草素与NS1对接2D/3D图 刺槐素与NS1对接2D/3D图

香木叶素与NS1对接2D/3D图 芹菜素与NS1对接2D/3D图 奥司他韦与NS1对接2D/3D图

图 5　 分子对接结果可视化

3　 讨论

小儿清解防感颗粒中木犀草素、芹菜素和香叶木素

等活性成分,在抗流感病毒方面可能发挥了重要作用。
木犀草素和芹菜素对多种病毒有直接抑制作用,前者可

通过抑制 SARS 病毒前 S 蛋白的活性阻止其进入宿主细

胞[22] ,后者可减少病毒基因组 RNA 复制和蛋白质合

成[23] 。 木犀草素和香叶木素可能通过 PI3K/ Akt 和 MAPK
通路抑制转化生长因子 β1,减少人类支气管上皮细胞的

迁移和钙粘蛋白、肌动蛋白的表达,减缓气道重塑和成纤

维化过程[24-25] 。 芹菜素可激活 MAPK 与 NF-κB 通路抑制

炎性细胞因子的表达与分泌发挥抗炎作用,同时促进脾

细胞中树突状细胞的成熟,阻碍炎性细胞因子产生,发
挥免疫调节作用[26] 。 另外,木犀草素能够抑制脂多糖诱

导的巨噬细胞产生 IL-6 和 TNF-α 等炎性因子,从而抑制

炎症反应[27] 。
靶点分析发现,小儿清解防感颗粒抗甲流的主要靶

点有 AKT1、TP53、MAPK1、MAPK3、VEGFA、TNF、EGFR、
SRC 和 STAT3 等。 AKT1、MAPK3 是 PI3K / Akt 和 MAPK
通路的关键蛋白,参与细胞增殖分化、转录调控、自噬等

多种生物学过程,在治疗各种炎症疾病中发挥重要作

用[28-29] 。 TNF 是一种内源性热原质,抑制病毒蛋白合

成、病毒颗粒产生和病毒感染性,通过刺激其他细胞产生

IL-6,进而促进 IL-2、IFN-γ 等淋巴因子产生,其中 IL-2 可

以活化 T 细胞和 NK 细胞,促进 B 细胞增殖和分泌抗体,
从而对机体的免疫应答和抗病毒感染等发挥重要作

用[30] 。 TLR4 是参与非特异性免疫的重要蛋白,是机体抵

抗感染的第一道屏障,当受到病毒刺激时诱导机体产生干

扰素,发挥抗病毒作用[31] 。 PTGS2 通过抑制 NLRP3 炎性

体的激活,在治疗急性肺损伤时发挥抗炎作用[32] 。
KEGG 通路分析也证实,小儿清解防感颗粒可能作

用于与甲流病毒密切相关的通路:甲流通路、血管内皮

生长因子信号通路、低氧诱导因子信号通路、T 细胞受体

信号通路、Toll 样受体信号通路和肿瘤坏死因子信号通

路等。 甲流病毒是造成每年流感季节性和周期性全球

大流行的原因之一,它的非结构 NS1 蛋白是一种多功能

的毒力因子,通过阻断转录因子如 NF-κB 的激活,来抑

制干扰素的产生,小儿清解防感颗粒直接优先作用于该

通路,说明其有强大的对抗甲流病毒的作用[33] 。 另外的

几条重要通路参与了细胞凋亡、炎症和免疫等过程,在
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调节免疫和炎症反应中扮演了重要的角色。
综上所述,本研究利用网络药理学对小儿清解防感

颗粒防治甲流进行了探索性研究,木犀草素、芹菜素和香

叶木素等活性成分作用于 AKT1、TP53、MAPK1、MAPK3、
VEGFA、TNF、EGFR、SRC 和 STAT3 等靶点,进而调控甲流

通路、低氧诱导因子信号通路、T 细胞受体信号通路、Toll
样受体信号通路和肿瘤坏死因子信号通路等,参与抗病

毒、调节免疫、抑制炎症反应等生物过程。 下一步将开展

小儿清解防感颗粒防治甲型流感的相关靶点和通路的动

物验证实验,为中药新药开发提供基础实验资料。
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