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	基于网络药理学和分子对接方法，探讨茵陈蒿汤治疗非酒精性脂肪肝病（NAFLD）的潜在分子机制，为后续实验研究提供理论依据。方法 利用TCMSP数据库筛选茵陈蒿汤的活性成分及对应靶点，条件为口服生物利用度（OB）≥30%、类药性（DL）≥0.18。从GeneCards、OMIM、DisGeNet数据库获取NAFLD疾病靶点。取二者交集靶点绘制Venn图，通过STRING数据库和Cytoscape软件构建蛋白互作（PPI）网络并筛选核心靶点。利用DAVID数据库进行GO功能和KEGG通路富集分析（p<0.05），构建“成分-靶点-通路”网络图。采用AutoDock Vina对核心成分与核心靶点进行分子对接验证。结果 筛选得到茵陈蒿汤活性成分53个，对应靶点556个；NAFLD相关靶点2684个，交集靶点201个。PPI网络核心靶点为AKT1、TNF、IL6、TP53、VEGFA等。GO功能富集主要涉及炎症反应、凋亡过程、脂质代谢等；KEGG通路富集主要包括PI3K-Akt、AGE-RAGE、TNF、MAPK等信号通路。“成分-靶点-通路”网络显示槲皮素、山柰酚、木犀草素、异鼠李素为关键活性成分。分子对接结果显示核心成分与核心靶点结合能均< -5.0 kcal/mol，表明结合活性良好。结论 茵陈蒿汤通过槲皮素、山柰酚等多种活性成分，作用于AKT1、TNF、IL6等多个靶点，调控PI3K-Akt、AGE-RAGE等多条信号通路，以多成分-多靶点-多通路协同方式发挥抗炎、改善胰岛素抵抗、调节脂质代谢等作用，从而治疗NAFLD。

	网络药理学；分子对接；茵陈蒿汤；非酒精性脂肪肝病；作用机制
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	



 1 引言
非酒精性脂肪肝病（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）是一种以肝细胞弥漫性大泡性脂肪变为主要病理特征、无过量饮酒史的临床病理综合征，疾病谱包括单纯性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎（NASH），并可进一步进展为肝纤维化、肝硬化甚至肝细胞癌。流行病学调查显示，全球NAFLD患病率约为6.3%~45%，中位数约25.2%，且呈逐年上升趋势。我国NAFLD患病率已超过慢性病毒性肝炎，成为第一大慢性肝病。NAFLD患者肝病相关死亡率为0.77/1000人年，全因死亡率为15.44/1000人年；NASH患者上述死亡率分别高达11.77/1000人年和25.56/1000人年。因此，NAFLD已成为我国及全球重大公共卫生负担。
NAFLD的发病机制复杂，涉及胰岛素抵抗、脂质代谢紊乱、氧化应激、炎症反应、肠道菌群失调等多个环节。这种多因素致病的特点决定了单一靶点药物难以取得理想疗效。目前，全球范围内尚无正式获批的NAFLD治疗特效药，生活方式干预仍是临床管理的基石。因此，寻找安全有效的多靶点治疗药物成为该领域的研究重点。
中医药具有多成分、多靶点、多通路的特点，在复杂代谢性疾病治疗中显示出独特优势。茵陈蒿汤出自《伤寒论》，由茵陈、栀子、大黄三味中药组成，是中医治疗肝胆疾病的经典方剂。近年来，越来越多的临床和实验研究表明，茵陈蒿汤对NAFLD具有良好疗效，可通过多种机制减轻肝脏炎症、改善脂质代谢、保护肝细胞功能。
网络药理学作为整合系统生物学、生物信息学与药理学的新兴研究范式，尤其适用于阐释中药复方的分子机制。通过构建“成分-靶点-通路”网络，可系统预测复方的潜在活性成分、关键靶点及信号通路，为后续实验验证提供理论指导。分子对接作为计算模拟技术，可预测小分子化合物与蛋白靶点的结合亲和力及作用模式，进一步验证网络药理学结果。
近年来，网络药理学和分子对接已被广泛应用于探究多种中药复方治疗NAFLD的机制。例如，加味二陈汤的研究显示其核心靶点包括TNF、IL-6、PPARG，主要涉及癌症通路、AGE-RAGE通路、胰岛素抵抗通路等。丹参-虎杖药对的研究表明，木犀草素作为核心活性代谢物，可通过抑制PI3K-AKT-mTOR信号通路磷酸化激活自噬，从而减轻NAFLD。然而，茵陈蒿汤治疗NAFLD的网络药理学及分子对接系统研究尚待深入。
基于上述背景，本研究采用网络药理学与分子对接方法，系统预测茵陈蒿汤治疗NAFLD的活性成分、潜在靶点及信号通路，构建“成分-靶点-通路”网络并进行分子对接验证，旨在从整体角度阐释茵陈蒿汤治疗NAFLD的潜在分子机制，为后续药理实验和临床应用提供理论依据。
 2 材料与方法
 2.1 茵陈蒿汤活性成分及靶点筛选
通过中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，https://tcmsp-e.com/）分别检索茵陈蒿汤中三味中药（茵陈、栀子、大黄）的活性成分。筛选条件为口服生物利用度（OB）≥30%、类药性（DL）≥0.18，该标准为网络药理学常用阈值，可确保筛选出的成分具有较好的药代动力学特性和成药性。通过PubChem数据库获取成分的2D结构及SMILES序列。利用TCMSP数据库获取各成分对应的蛋白靶点，并通过UniProt数据库将靶点转换为标准基因名称。
 2.2 NAFLD疾病靶点获取
以“non-alcoholic fatty liver disease”为关键词，在GeneCards（https://www.genecards.org/）、OMIM（https://omim.org/）、DisGeNet（https://www.disgenet.org/）数据库检索NAFLD相关疾病靶点。其中GeneCards结果以Relevance score≥10进行筛选。合并三个数据库的靶点，删除重复值，得到NAFLD疾病靶点集。
 2.3 交集靶点筛选及Venn图绘制
将茵陈蒿汤成分靶点与NAFLD疾病靶点导入Venny 2.1在线平台（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/），获取交集靶点。交集靶点即为茵陈蒿汤治疗NAFLD的潜在作用靶点。
 2.4 PPI网络构建及核心靶点筛选
将交集靶点导入STRING数据库（https://string-db.org/），构建蛋白-蛋白互作（PPI）网络。物种设置为“Homo sapiens”，最低相互作用阈值设为0.4（中等置信度）。导出TSV格式结果，利用Cytoscape软件（3.9.1版）进行可视化及拓扑分析。计算各节点的度值（degree），度值较高的节点视为核心靶点。
 2.5 GO功能富集与KEGG通路富集分析
利用DAVID数据库（https://david.ncifcrf.gov/）对交集靶点进行GO功能富集和KEGG通路富集分析。物种设置为“Homo sapiens”，显著性阈值p<0.05。GO分析包括生物学过程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能（MF）三类。选取富集显著的前10~20个条目，通过柱状图及气泡图进行可视化。
 2.6 “成分-靶点-通路”网络构建
将茵陈蒿汤活性成分、交集靶点及富集显著的KEGG通路导入Cytoscape软件，构建“成分-靶点-通路”网络图。网络以圆形布局展示，节点代表成分、靶点及通路，边代表相互作用。
 2.7 分子对接验证
采用AutoDock Vina软件对核心成分与核心靶点进行分子对接验证。从PubChem数据库下载核心成分的3D结构，从PDB数据库（https://www.rcsb.org/）下载核心靶点蛋白的3D结构。对接前，对蛋白进行去水、加氢处理，对小分子进行能量最小化。设置对接盒子覆盖靶蛋白活性口袋。以结合能评价对接结果，结合能< -5.0 kcal/mol表明结合活性良好。利用PyMOL软件对对接构象进行可视化。
 3 结果
 3.1 茵陈蒿汤活性成分及对应靶点
按照OB≥30%、DL≥0.18筛选条件，共获得茵陈蒿汤活性成分53个，其中茵陈贡献最多，栀子、大黄次之。主要活性成分包括槲皮素（quercetin）、山柰酚（kaempferol）、木犀草素（luteolin）、异鼠李素（isorhamnetin）、β-谷甾醇、豆甾醇、大黄素等。槲皮素、山柰酚等黄酮类成分在成分网络中具有较高的度值，提示其在茵陈蒿汤治疗作用中可能占据重要地位。去重后共获得对应靶点556个，经UniProt标准化后得到标准基因符号。
 3.2 NAFLD疾病靶点
通过GeneCards、OMIM、DisGeNet数据库检索，去重后共获得NAFLD相关靶点2684个。这些靶点广泛涉及脂质代谢、胰岛素信号、炎症反应、氧化应激等多个生物学过程。
 3.3 交集靶点及Venn图
将茵陈蒿汤556个成分靶点与2684个NAFLD疾病靶点取交集，得到201个共同靶点，即茵陈蒿汤治疗NAFLD的潜在作用靶点。交集靶点占成分靶点的比例约为36.2%，提示茵陈蒿汤有相当比例的靶点与NAFLD直接相关。
 3.4 PPI网络及核心靶点
将201个交集靶点导入STRING数据库构建PPI网络，网络包含201个节点、2847条边，平均节点度值为14.15。网络呈现无标度特征，少数高度连接的核心节点控制整体网络拓扑结构。利用Cytoscape进行拓扑分析，以度值排序，前五位核心靶点分别为：AKT1（度值128）、TNF（度值115）、IL6（度值108）、TP53（度值97）、VEGFA（度值86）。其他度值较高的靶点还包括JUN、CASP3、MAPK1、PPARG、ESR1等。这些核心靶点主要参与炎症信号、凋亡调控及代谢调节，与NAFLD关键病理过程相吻合。
 3.5 GO功能富集分析
对201个交集靶点进行GO功能富集分析，以p<0.05为阈值，分别获得生物学过程、细胞组分、分子功能三类富集条目。
在生物学过程（BP）方面，主要富集于“炎症反应”“凋亡过程”“基因表达的正向调控”“对脂多糖的反应”“对氧化应激的反应”“脂质代谢过程”“细胞增殖调控”“外源物代谢过程”等。这些条目反映了茵陈蒿汤对炎症、细胞死亡、脂质代谢、氧化应激的调控作用，与NAFLD发病机制高度契合。其中“外源物代谢过程”的富集也提示茵陈蒿汤成分可能参与药物代谢与解毒通路。
在细胞组分（CC）方面，主要富集于“细胞外空间”“胞质溶胶”“细胞核”“线粒体”“膜筏”“蛋白复合物”“核周区域”等。“线粒体”的富集尤其值得关注，因为线粒体功能障碍已被确认为NASH进展的关键因素之一。
在分子功能（MF）方面，主要富集于“蛋白结合”“相同蛋白结合”“酶结合”“激酶结合”“转录因子结合”“细胞因子活性”“泛素蛋白连接酶结合”等。这些分子功能体现了茵陈蒿汤成分与靶蛋白相互作用的多样性。
 3.6 KEGG通路富集分析
KEGG通路富集分析共获得158条显著富集的信号通路（p<0.05）。按富集基因数及显著性排序，前20条通路主要包括：PI3K-Akt信号通路、AGE-RAGE信号通路（糖尿病并发症）、TNF信号通路、MAPK信号通路、脂质与动脉粥样硬化通路、胰岛素抵抗通路、凋亡通路以及NAFLD通路本身。其中PI3K-Akt信号通路的富集基因数最多，显著性最高（p<0.001）。
PI3K-Akt信号通路是细胞代谢、生长、存活的枢纽调控通路，在NAFLD发病中发挥核心作用。该通路调控胰岛素敏感性、脂质代谢及肝细胞存活。研究表明，激活PI3K-Akt信号可减轻肝脏脂肪变性、改善胰岛素抵抗，而该通路失调则促进疾病进展。AGE-RAGE信号通路介导晚期糖基化终末产物的有害效应，与代谢性疾病中的炎症和氧化应激密切相关。TNF信号通路和MAPK信号通路则与炎症反应及细胞死亡调控紧密相关。上述通路的富集提示茵陈蒿汤可能通过协调调控胰岛素信号、炎症反应及细胞应激通路，发挥治疗NAFLD的作用。
 3.7 “成分-靶点-通路”网络分析
利用Cytoscape构建“成分-靶点-通路”网络，包含53个成分节点、201个靶点节点及20个通路节点。网络呈现复杂的无标度拓扑结构，关键成分如槲皮素、山柰酚、木犀草素、异鼠李素连接多个靶点，核心靶点如AKT1、TNF、IL6等桥接多条通路。这种多成分-多靶点-多通路的交互模式是中药复方的典型特征，支持“多靶点协同”的整体治疗理念。
槲皮素是网络中连接度最高的成分，连接超过50个靶点，包括AKT1、TNF、IL6、TP53、CASP3等。山柰酚、木犀草素也具有较高的度值，且连接的靶点主要参与炎症和代谢调控。这些核心成分已有文献报道具有抗炎、抗氧化、保肝活性，支持其在NAFLD治疗中的潜在价值。
 3.8 分子对接验证
选取核心成分（槲皮素、山柰酚、木犀草素、异鼠李素）与核心靶点（AKT1、TNF、IL6、TP53）进行分子对接。结果显示，所有对接结合能均小于-5.0 kcal/mol，表明各成分与靶点蛋白可自发结合，且结合活性良好。
具体结合能如下：槲皮素-AKT1为-8.2 kcal/mol，山柰酚-TNF为-7.6 kcal/mol，木犀草素-IL6为-7.1 kcal/mol，异鼠李素-TP53为-6.9 kcal/mol。其中槲皮素-AKT1、山柰酚-TNF复合物的结合能最低，提示其结合更稳定。通过PyMOL软件可视化显示，各成分良好地嵌入靶蛋白的活性口袋中，并形成多个氢键和疏水相互作用，进一步证实了其结合稳定性的结构基础。
 4 讨论
 4.1 核心成分与NAFLD发病机制的关系
本研究通过网络药理学分析，鉴定出槲皮素、山柰酚、木犀草素、异鼠李素为茵陈蒿汤治疗NAFLD的核心活性成分。这些黄酮类化合物已被广泛研究，显示出良好的代谢性疾病治疗潜力。
槲皮素是本网络中连接度最高的成分，是一种经典的抗氧化、抗炎黄酮。在NAFLD背景下，槲皮素可通过激活AMPK信号、抑制脂肪合成基因表达，减轻肝脏脂肪变性、改善胰岛素敏感性、降低氧化应激。本研究发现槲皮素连接AKT1、TNF、CASP3等多个NAFLD相关靶点，提示其通过多靶点调控发挥作用。
山柰酚和木犀草素亦具有较高的度值。已有研究表明，木犀草素可通过PI3K-AKT-mTOR信号通路诱导自噬，减轻NAFLD。本研究的PPI网络显示山柰酚、木犀草素均与TNF、IL6等炎症靶点紧密连接，支持其抗炎作用。异鼠李素作为槲皮素的甲基化代谢物，也通过抗氧化作用发挥肝脏保护效应。分子对接结果进一步证实了这些核心成分与靶点蛋白之间的稳定结合，为其药理活性提供了结构依据。
 4.2 核心靶点及其在NAFLD中的意义
PPI网络分析识别出AKT1、TNF、IL6、TP53、VEGFA为茵陈蒿汤治疗NAFLD的核心靶点。这些靶点参与NAFLD的关键病理过程，包括胰岛素抵抗、炎症、凋亡及血管生成。
AKT1是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，为PI3K-Akt通路的核心节点，调控细胞代谢、生长与存活。在NAFLD中，AKT1介导胰岛素信号和脂质代谢，其活性失调可导致胰岛素抵抗和肝脏脂肪变性。本研究AKT1在PPI网络中度值最高，且分子对接显示槲皮素与AKT1结合良好，提示槲皮素可能直接作用于AKT1，改善NAFLD中的胰岛素信号。
TNF和IL6是经典的促炎细胞因子，在NAFLD患者中水平升高，且与疾病严重程度相关。它们促进肝脏炎症、胰岛素抵抗及肝细胞凋亡。本研究中TNF和IL6与其他炎症靶点高度互联，提示茵陈蒿汤可能通过靶向这些细胞因子抑制炎症。其他中药复方的网络药理学研究同样将TNF、IL6列为NAFLD治疗的核心靶点。
TP53是著名的抑癌基因，调控细胞周期停滞和凋亡。在NAFLD中，TP53参与肝细胞死亡调控及单纯性脂肪肝向NASH的进展。VEGFA是血管生成的关键调节因子，与NAFLD晚期肝纤维化和血管重塑相关。TP53和VEGFA出现在核心靶点中，提示茵陈蒿汤可能对NAFLD的疾病进展也有潜在干预作用。
 4.3 关键信号通路的合理性分析
KEGG富集分析显示PI3K-Akt信号通路富集最显著，其次为AGE-RAGE、TNF、MAPK等通路。这些通路在NAFLD发病机制中的作用已被大量文献支持。
PI3K-Akt信号通路整合胰岛素信号、脂质代谢与细胞存活。胰岛素抵抗是NAFLD的标志性特征，表现为肝脏PI3K-Akt信号受损。激活该通路可改善胰岛素敏感性、减少肝脏糖输出，同时促进脂质代谢、抑制凋亡。本研究的交集靶点中包含多个PI3K-Akt通路成分（如AKT1、PIK3CA、PIK3CB、PIK3R1），且富集显著性最高，提示茵陈蒿汤可能主要通过调控该通路发挥疗效。近期研究也证实PI3K-Akt通路在代谢相关脂肪性肝病（MASLD）发病中起重要作用，其中的枢纽基因可作为诊断和进展的生物标志物。
AGE-RAGE信号通路介导晚期糖基化终末产物的有害效应。在高血糖和氧化应激条件下，AGEs累积，激活RAGE受体，触发炎症级联反应，加剧胰岛素抵抗和肝损伤。靶向AGE-RAGE通路可减轻MAFLD中的肝细胞凋亡。本通路在分析中显著富集，提示茵陈蒿汤也可能通过AGE-RAGE通路发挥抗炎、抗凋亡作用。
TNF信号通路和MAPK信号通路与NAFLD中的炎症反应密切相关。TNF作为核心促炎因子，激活下游MAPK及NF-κB等信号级联，导致更多炎症介质产生，加重肝脏炎症。这些通路的富集支持茵陈蒿汤调控肝脏炎症微环境的作用。
 4.4 分子对接验证的意义
分子对接是网络药理学研究中的重要验证步骤，可提供成分与靶点直接相互作用的计算证据。本研究中所有对接结合能均低于-5.0 kcal/mol，表明核心成分与核心靶点可自发结合且亲和力较好。槲皮素-AKT1复合物的结合能最低（-8.2 kcal/mol），提示其结合最稳定。该结果与近期分子动力学模拟研究（槲皮素与AKT1结合自由能为-31.47±1.49 kcal/mol）趋势一致。
山柰酚-TNF、木犀草素-IL6的结合能也显示良好亲和力，支持这些黄酮类成分可能直接与炎症细胞因子靶点相互作用，从而调节其活性。需要指出的是，分子 docking 提供的是静态结合信息，后续仍需通过表面等离子体共振、细胞热漂移实验等方法验证实际结合亲和力及功能后果。
 4.5 多成分-多靶点-多通路的协同机制
本研究结果共同支持茵陈蒿汤通过多成分-多靶点-多通路协同机制治疗NAFLD。“成分-靶点-通路”网络直观展示了53个成分、201个靶点及多条信号通路之间的复杂交互关系。与作用于单一分子靶点的化学药不同，茵陈蒿汤含有多种生物活性成分，可同时调控多个靶点和通路，产生协同治疗效应。
这种多靶点特性对于治疗NAFLD这类涉及胰岛素信号、脂质代谢、炎症、氧化应激等多重生物学过程失调的复杂代谢疾病尤其有利。通过同时作用于AKT1、TNF、IL6等多个枢纽节点，茵陈蒿汤可能实现对这些过程的更全面、更平衡的调控，且可能比多药联合方案具有更少的不良反应。
 4.6 局限性与未来研究方向
本研究存在一定局限性。第一，网络药理学依赖于公共数据库，可能存在信息不完整或偏倚。OB≥30%、DL≥0.18的筛选标准虽广泛使用，但可能排除部分不满足阈值但仍具生物活性的成分。第二，预测的靶点和通路基于计算算法，需通过体外、体内实验验证。第三，分子对接仅评估了核心成分与核心靶点的结合亲和力，未考虑蛋白-配体相互作用的动态特性及细胞环境的影响。第四，本研究未探讨茵陈蒿汤多个成分之间可能存在的协同或拮抗作用，而这些作用可能影响整体药理效应。
未来研究应重点关注以下方向：（1）利用NAFLD细胞模型（如游离脂肪酸诱导的HepG2细胞）验证预测的关键靶点和通路；（2）采用表面等离子体共振、等温滴定量热等生物物理方法验证核心成分与核心靶点的结合相互作用；（3）通过组合指数分析探讨茵陈蒿汤不同成分间的协同效应；（4）使用NAFLD动物模型（如高脂饮食诱导的小鼠模型）进行体内药效及机制验证；（5）整合转录组学、蛋白组学、代谢组学等多组学技术，更全面地揭示作用机制。
 4.7 与其他相关研究的比较
本研究结果与其他中药复方治疗NAFLD的网络药理学研究总体一致。例如，加味二陈汤研究识别出TNF、IL-6、PPARG为核心靶点，富集通路包括AGE-RAGE、胰岛素抵抗、脂质与动脉粥样硬化通路等。丹参-虎杖药对研究表明木犀草素通过PI3K-AKT-mTOR信号通路减轻NAFLD。这些研究的一致性提示，PI3K-Akt、AGE-RAGE、TNF等通路及AKT1、TNF、IL6等靶点是多个中药复方治疗NAFLD的共有机制；而不同复方的独特成分组合可能赋予各自的特点和优势。特别值得注意的是，多个研究均将AKT1作为核心靶点，进一步支持PI3K-Akt信号通路可能是NAFLD治疗的关键节点，不同复方虽通过不同活性成分，但可能殊途同归地调控该通路。
 5 结论
本研究采用网络药理学和分子对接方法，系统探讨了茵陈蒿汤治疗非酒精性脂肪肝病的潜在分子机制。结果表明，茵陈蒿汤中的槲皮素、山柰酚、木犀草素、异鼠李素等活性成分，作用于AKT1、TNF、IL6、TP53、VEGFA等核心靶点，主要通过PI3K-Akt信号通路、AGE-RAGE信号通路、TNF信号通路、MAPK信号通路等，协同调控胰岛素抵抗、炎症反应、氧化应激及脂质代谢，从而发挥治疗NAFLD的作用。分子对接验证了核心成分与核心靶点之间具有良好的结合亲和力。本研究为茵陈蒿汤治疗NAFLD提供了系统的理论依据，但所得结果仍需进一步的细胞和动物实验加以验证。
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