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摘要：目的　通过采用网络药理学方法，系统分析柴胡镇痛的主要作用机制及作用靶标，并初步阐明口服和注射两种给药方
式下作用靶标差异，筛选可用于其质量评价的生物靶标并进行验证。方法　基于数据库和文献检索收集柴胡的化学成分及
其可能的作用靶标，以文献报道结合口服生物利用度和类药性作为区分口服制剂和注射用药药效成分的原则，从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
数据库中检索疼痛相关靶标，利用ＤＩＰ蛋白质相互作用建立成分靶标与疼痛靶标的关联关系，构建柴胡镇痛的“药物成分靶
标疾病”网络，通过网络分析筛选关键作用靶标并阐释其可能的机制。结果　根据网络分析结果，共筛选出１３个柴胡镇痛作
用的主要靶标，包括胰蛋白酶原１、凝血酶原、二肽基肽酶４、乙酰胆碱酯酶、环氧化酶２、激素受体、雌激素受体、核受体辅助激
活子１、一氧化氮合酶３等，主要影响细胞增殖、精氨酸分解代谢、血小板活化等过程。针对口服和注射两种不同给药方式下，
主要作用靶点差异的分析结果表明，胰蛋白酶原１、环氧化酶２以及一氧化氮合酶３均为两种方式的主要作用靶标，可作为其
生物评价的重要靶标；同时，注射剂成分对凝血酶原的过多作用可能与其不良反应有关。本研究选择环氧化酶２对柴胡的药
效作用进行验证，体外试剂盒检测结果表明，柴胡质量浓度为３１２５～５０μｇ·ｍＬ－１时可对环氧化酶２活性产生显著直接抑制
作用。结论　网络药理学可有效预测不同给药方式下柴胡镇痛的作用靶标及机制，亦可为构建基于镇痛作用的柴胡质量生
物评价方法提供参考。
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　　柴胡 （ＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ）为伞形科植物柴胡
（ＢｕｐｌｅｕｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＤＣ）或狭叶柴胡 （Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ
ｓｃｏｒｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍＷｉｌｌｄ）的干燥根，具有疏散退热、舒
肝解郁、升举阳气等功效［１］。柴胡在临床上应用广

泛，其口服和注射制剂均有显著的抗炎、镇痛效果，

临床疗效确切，如中药复方气滞胃痛颗粒中柴胡为

其主要药味，主要治疗慢性胃炎，胃脘胀痛等［２］，柴

胡注射液可用于感冒引起的全身酸痛。然而，由于

柴胡所含成分复杂多样，其镇痛的药效物质和作用

机制目前尚不明确，有研究表明，柴胡镇痛可能与挥

发油［３］、皂苷［４］和多糖［５］等成分有关，其药效作用

可能主要是对炎性因子表达的影响［６］、抑制疼痛的

神经传导［７］以及对病原体的抑制或杀灭［８］，是多种

途径药理作用的综合体现。

鉴于中药本身的复杂性，传统的研究方法缺

少对药效成分和作用机制的整体分析，导致其结

果无法全面阐释中药药效作用的内涵。近年来，

网络药理学的兴起为中药药效物质及作用机制研

究带来了新的思路［９１１］，成为中药研究领域的一个

热门学科。网络药理学可以将药物作用网络与生

物网络整合在一起，从整体上预测药物成分和疾

病靶标的关系，通过网络特征分析，快速、高效锁

定药物主要作用的疾病靶标，并利用生物信息学

方法探讨药物可能的生物学功能及作用机

制［１２１３］。因此，本研究拟采用网络药理学方法对

柴胡的镇痛作用机制进行分析，初步阐明口服和

注射两种给药方式下可能的药效物质和作用靶标

差异，并针对筛选可用于其质量评价的主要作用

靶标，并进行体外实验验证，以期对指导柴胡临床

合理用药和新药开发以及建立关联临床功效的质

量评价方法等提供技术支撑。

１　材料与方法
１１　数据库及软件

中药系统药理学分析数据库ＴＣＭＳＰ［１４］（ｈｔｔｐ：／／
ｌｓｐｎｗｕｅｄｕｃｎ／ｔｃｍｓｐｐｈｐ），中医药基础数据库ＴＣ
ＭＩＤ［１５］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｍｅｇａｂｉｏｎｅｔｏｒｇ／ｔｃｍｉｄ／），传统中
药 数 据 库 ＴＣＭ Ｄａｔａｂａｓｅ＠ Ｔａｉｗａｎ（ｈｔｔｐ：／／
ｔｃｍｃｍｕｅｄｕｔｗ），蛋白质相互作用信息数据库ＤＩＰ［１６］

（ｈｔｔｐ：／／ｄｉｐｄｏｅｍｂｉｕｃｌａｅｄｕ／ｄｉｐ／Ｍａｉｎｃｇｉ），蛋白质
数据库ＵｎｉＰｒｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｕｎｉｐｒｏｔｏｒｇ／），人类孟德尔
遗传数据库ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｏｍｉｍｏｒｇ／），人类基因
数据库ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｇｅｎｅｃａｒｄｓｏｒｇ），网络可
视化及分析软件Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ３６０）。

１２　仪器与材料
ＳｙｎｅｒｇｙＨ２全功能微孔板检测仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ

公司）；万分之一电子分析天平（梅特勒托利多仪器
上海有限公司）；台式高速离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；微量移液器、多道移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；ＤＫ－６００Ｓ三用恒温水箱（上海精宏实验设备
有限公司）；ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ ２涡旋仪（深圳市安必
胜科技有限公司）；离心管（美国康宁公司）；电子天

平（美国 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｄｅｏ公司，型号：ＸＳ－２０５）；真空
冷冻干燥机（Ｂｉｏｓａｆｅｒ公司）。
１３　药物与试剂

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，美国 ＡＭＲＥＳＣＯ公司，批
号３３０４Ｃ２５２）；环氧化酶２（ＣＯＸ２）抑制剂筛选试剂
盒（上海碧云天有限公司，批号１８０２２７）；柴胡（华润
三九医药股份有限公司，产地山西）。

１４　药材样品制备
取药材适量，加入去离子水回流提取２次，将提

取液加入体积分数 ５０％的乙醇搅拌醇沉，静置一
夜，抽滤，减压浓缩，冷冻干燥。精密称取冻干粉末

适量，加ＤＭＳＯ溶解配成１ｍｇ·ｍＬ－１的母液，超声
处理３０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清备
用，使用时将一定量母液加入 ＤＭＳＯ制成所需浓度
的药材供试品溶液。

１５　柴胡镇痛的网络药理学分析
基于ＴＣＭＳＰ、ＴＣＭＩＤ和 ＴＣＭＤａｔａｂａｓｅ＠Ｔａｉｗａｎ

数据库收集柴胡的化学成分，采用文献［１７］方法预
测成分的口服利用度（ｏｒａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ）和类
药性（ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ，ＤＬ），其中以ＯＢ＞３０％且ＤＬ＞
０１８的成分作为口服制剂发挥药效作用的主要成
分，以挥发油类成分作为注射剂发挥药效作用的主

要成分，并通过文献检索和软件［１８］预测获取成分可

能的作用靶点信息。基于 ＭｅＳＨ数据库检索疼痛
（ｐａｉｎ）相关疾病，并通过ＯＭＩＭ和Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库
搜集疾病相关的靶标，所有靶标均通过ＵｎｉＰｒｏｔ数据
库获取其ＵｎｉＰｒｏｔＩＤ信息。根据柴胡所含化学成分
与其作用靶标的对应关系以及ＤＩＰ数据库中的蛋白
质相互作用信息，将搜集到的柴胡化合物成分、药物

作用靶标和疾病靶标进行关联，构建柴胡镇痛的

“成分靶点疾病”网络，通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行可
视化，并采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ自带的 ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ模
块进行网络分析，获取网络节点的特征参数，针对柴

胡可能作用的疾病靶标，对其网络节点的度（ｄｅ
ｇｒｅｅ，Ｄ）、中介中心度（ｂｅｔｗｅｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＢＣ）以
及邻近中心度（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＣＣ）等特征参数
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进行分析，筛选柴胡主要作用的疾病靶标，分析不同

给药方式下疾病靶标的差异，并利用ＤＡＶＩＤ数据库
阐明其作用机制。

１６　体外生物活性验证
基于网络药理学分析结果，以 Ｄｅｇｒｅｅ作为主要

观察指标，选择不同给药方式下 Ｄｅｇｒｅｅ均比较高的
柴胡直接作用的疾病靶标作为候选指标，并采用体

外试剂盒方法验证其药效活性。

２　结果与讨论
２１　柴胡镇痛的“成分靶点疾病”网络构建

基于 ＴＣＭＳＰ、ＴＣＭＩＤ和 ＴＣＭＤａｔａｂａｓｅ＠Ｔａｉｗａｎ
数据库以及文献检索共收集柴胡中的化学成分２５３
个，包括挥发油类成分２０３个、黄酮类成分２０个、香
豆素类成分９个、皂苷类成分１０个、其他成分１１个；
通过文献检索、数据库查询以及软件预测，共收集成

分作用的靶点蛋白３６７个；通过Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ数据库收
集柴胡可作用到的疼痛相关靶点１２７４个，其中能够
直接作用的疼痛相关靶标２９５个，所构建的网络见图
１Ａ。其中，三角形代表柴胡中的化学成分。从图１Ａ
中提取柴胡直接作用的疼痛靶标网络见图１Ｂ。
２２　网络分析及作用靶标筛选

针对图 １Ａ中的网络，采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ自带的
ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ模块进行网络分析，计算网络中各
个蛋白节点的Ｄ、ＢＣ以及 ＣＣ等特征参数。针对 Ｄ
大于全部节点Ｄ值中位数２倍的关键节点蛋白，筛
选ＢＣ和 ＣＣ分别大于其全部节点中位数的疾病靶
标作为柴胡镇痛作用的主要作用靶标。根据网络分

析结果，筛选参数确定为 Ｄｅｇｒｅｅ≥４８，ＢＣ≥０００８，

ＣＣ≥０２２８，最终筛选出满足条件的靶点１３个，见
表１。从表１中可以看出，根据不同成分作用于上
述靶标的数目来讲，口服利用度较高的化合物与挥

发油类成分的靶标存在一定差异，挥发油对其中１２
个靶标均有作用，而口服利用度高的化合物可能主

要作用于ＣＯＸ２、一氧化氮合酶３（ＮＯＳ３）以及胰蛋
白酶原１（ｔｒｙｐｓｉｎ１）。

图１　柴胡镇痛的“成分靶点疾病”网络
Ａ－红色三角形柴胡中的化学成分，蓝色圆点－柴胡成分直接作用的靶点；黄

色方形－柴胡直接作用的疼痛相关靶点；黄色圆点－柴胡间接作用的疼痛相

关靶点；紫色圆点 －与靶点蛋白存在相互作用的蛋白。Ｂ－红色三角形为

ＯＢ＞３０％且ＤＬ＞０１８的成分（１４个），蓝色三角形为挥发油类成分，黄色方

形为柴胡直接作用的疼痛相关靶点

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅ“ｃｏｍｐｏｕｎｄｔａｒｇｅｔｄｉｓｅａｓｅ”ｎｅｔｗｏｒｋｆｏｒｔｈｅａｎａｌｇｅ
ｓｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ
Ａ－ｔｈｅｔｒｉａｎｇｌｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ，ｔｈｅｂｌｕｅｃｉｒｃｌｅ

ｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｔｈｅｙｅｌｌｏｗｓｑｕａｒｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｔｈｅｄｉｒｅｃｔｅｄｐａｉｎｔａｒｇｅｔｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｔｈｅｙｅｌｌｏｗｃｉｒｃｌｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ

ｕｎｄｉｒｅｃｔｅｄｐａｉｎｔａｒｇｅｔｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｐｕｒｐｌｅｃｉｒｃｌｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｂ－ｔｈｅｒｅｄｔｒｉａｎｇｌｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ１４ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉ

ＲａｄｉｘｗｉｔｈＯＢ＞３０％ ａｎｄＤＬ＞０１８，ｔｈｅｂｌｕｅｔｒｉａｎｇｌｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｅｓｓｅｎ

ｔｉａｌｏｉｌｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘａｎｄｔｈｅｙｅｌｌｏｗｓｑｕａｒｅｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄｉｒｅｃｔｅｄｐａｉｎ

ｔａｒｇｅｔｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

表１　柴胡镇痛的主要作用靶点及其相关拓扑参数
Ｔａｂ１　ＭａｊｏｒｔａｒｇｅｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｇｅｓｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ

ＵｎｉｐｒｏｔＩＤ Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ Ｄｅｇｒｅｅ
Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ

ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ

ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ

ｏｉｌｓ

ＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈＯＢ

ａｎｄＤＬｖａｌｕｅｓ

Ｐ０７４７７ Ｔｒｙｐｓｉｎ１ １４６ ００２３ ０２４５ １２７ ６

Ｐ００７３４ Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ １２５ ００１３ ０２３１ １０２ ３

Ｐ２７４８７ Ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４ １２１ ００１ ０２３２ １００ ２

Ｐ２２３０３ Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ １１４ ００３１ ０２４５ １０５ １

Ｐ３５３５４ ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＧ／Ｈｓｙｎｔｈａｓｅ２（ＣＯＸ２） ９９ ００１８ ０２４５ ７３ １２

Ｐ１４８６７ ＧＡＢＡＲｅｃｅｐｔｏｒα１ ９４ ０００９ ０２４１ ８４ １

Ｐ１０２７５ Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ ８７ ０１２９ ０２６１ ２８ １

Ｐ０３３７２ Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ ８６ ００２９ ０２４８ ４９ １

Ｐ２９４７４ Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ（ＮＯＳ３） ８５ ００１６ ０２４５ ７０ １０

Ｐ００９１８ Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ２ ７３ ０００８ ０２４２ ４８ １

Ｑ１５５９６ Ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ２ ６３ ００１１ ０２４１ ４８ ２

Ｐ０４６３７ Ｃｅｌｌｕｌａｒｔｕｍｏｒａｎｔｉｇｅｎｐ５３ ６１ ０１５ ０２７３ ０ １

Ｐ３５２２８ Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ（ＮＯＳ２） ５８ ００５８ ０２５９ ３３ ２
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　　针对表１中的靶标进行分析，柴胡镇痛的主要
靶标大致分为２类。

第一类是蛋白酶，主要包括胰蛋白酶原１、凝血
酶原、ＣＯＸ２、ＮＯＳ２／３、二肽基肽酶４、乙酰胆碱酯酶
以及碳酸酐酶２。

胰蛋白酶原１（ｔｒｙｐｓｉｎ１）是胰腺分泌的一种主
要胰蛋白酶原亚型，ｔｒｙｐｓｉｎ１可以激活蛋白酶活化
受体２（ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＡＲ２），引起肥
大细胞组胺释放，导致疼痛［１９］，临床上胰蛋白酶的

升高与胰腺炎、胰腺癌疼痛密切相关［２０］，柴胡在临

床上可用于治疗急性胰腺炎，改善疼痛症状，其作用

机制可能与其对胰蛋白酶的抑制作用有关［２１］。二

肽基肽酶４抑制剂常可造成骨关节疼痛［２２］，柴胡复

方对于骨关节炎和类风湿性关节炎等具有一定治疗

作用［２３］。乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ）是疼
痛神经传导中的重要蛋白酶，对疼痛的发生、发展具

有调控作用，柴胡和醋柴胡可通过作用于胆碱酯酶

发挥疏肝止痛的作用［２４］。机体部分凝血因子（如

ＦＶＩＩ和ＦＩＸ）缺乏时，关节和肌肉内出血（如血友
病）产生的压力和／或局部炎症可引起急、慢性疼
痛［２５］，凝血酶可有效改善血液凝血障碍［２６］，而柴胡

可能通过作用于凝血酶原（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ）调节机体的
凝血过程达到镇痛的效果［２７］。值得注意的是，ｐｒｏ
ｔｈｒｏｍｂｉｎ也是补体途径中的重要蛋白，可通过影响
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ３（Ｃ３）和 ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔ５（Ｃ５）诱导类过敏反应［２８２９］，这也可能是柴胡

注射液发生不良反应的诱因之一。

炎症反应也是诱发疼痛的一个主要方面，受细

菌、病毒等病原体侵袭或机体自身组织损伤的影响，

体内产生的肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、干扰素 γ
（ＩＦＮγ）、白介素１（ＩＬ１）及白介素６（ＩＬ６）等炎性细
胞因子［３０］，能够促进环氧化酶（ＣＯＸ１／２）和诱导型
一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）表达量的增加［３１］，ＣＯＸ２是
花生四烯酸代谢成前列腺素类物质（ＰＧｓ）的限速
酶，其表达量增加可加速 ＰＧｓ的产生，进而导致水
肿、疼痛、发热等炎症反应，有研究表明，以 ＣＯＸ２
抑制剂为代表的非甾体类抗炎药可减轻发热疼

痛［３２］或类风湿性关节炎所引起的疼痛［３３］，同时柴

胡中皂苷类物质可通过 ＨＩＦ１α／ＣＯＸ２信号通路阻
断或抑制 ＣＯＸ２的激活及其活性［３４３５］。此外，

ＣＯＸ２、ｉＮＯＳ等也是浅表性胃炎［３６］、慢性萎缩性胃

炎［３７］等疾病的重要靶标，而临床上含柴胡复方如气

滞胃痛颗粒、柴胡疏肝散等也主要用于慢性胃炎的

治疗。

第二类是受体蛋白，包括雌激素受体（ＥＲ）、雄
激素受体（ＡＲ）以及 γ氨基丁酸受体（ＧＡＢＡｒｅｃｅｐ
ｔｏｒα１）。

雌激素受体（ＥＲ）［３８］和 γ氨基丁酸受体（ＧＡ
ＢＡｒｅｃｅｐｔｏｒ）［３９］广泛分布于神经系统中，参与痛觉
的传递和调制，雄激素受体（ＡＲ）可以调节神经对痛
觉的适应性反应［４０］，而柴胡对机体性激素［４１］和

ＧＡＢＡ［４２］水平的调节作用亦可能是其镇痛药效作用
的体现。ＡＲ、ＥＲ以及 ＧＡＢＡｒｅｃｅｐｔｏｒα１是柴胡挥
发油的主要作用靶标，而口服柴胡的入血成分对这

些靶标的作用较弱，因此柴胡注射液可能对于神经

性疼痛具有一定疗效［４３］。

２３　柴胡镇痛直接作用靶标的ＧＯ富集分析
采用ＤＡＶＩＤ软件对柴胡镇痛的作用靶标进行

ＧＯ富集分析，包括生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ），分
子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）和细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔ）３个部分，其中显著富集（Ｃｏｕｎｔ≥２，ＰＶａｌｕｅ≤
００１，ＦＤＲ≤０１）的结果表２～４。结果表明，从生物
过程的富集结果来讲，柴胡镇痛的靶标主要与细胞增

殖、血小板活化、精氨酸代谢、鸟苷酸环化、一氧化氮

合成等过程的调节有关；从分子功能富集结果来说，

柴胡镇痛作用主要与转录因子结合作用、酶的结合作

用等方面有关；从细胞组成的富集结果来说，柴胡镇

痛的靶标主要集中于细胞核染色质、质膜等区域。

表２　柴胡镇痛靶标的生物过程富集分析
Ｔａｂ２　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｇｅｓｉｃ
ｔａｒｇｅｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ

ＧＯＴＥＲＭ＿ＢＰ＿ＤＩＲＥＣＴ　　 Ｃｏｕｎｔ Ｐ

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ４ ２４４×１０－３

Ａｒｇｉｎｉｎｅｃａｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２ ５７０×１０－３

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ２ ５７０×１０－３

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｕａｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２ ７８４×１０－３

Ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｆｌｕｉｄｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ ２ ８５４×１０－３

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｕｍｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ ２ ９２５×１０－３

Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２ ９２５×１０－３

表３　柴胡镇痛靶标的分子功能富集分析结果
Ｔａｂ３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｇｅｓｉｃ
ｔａｒｇｅｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ

ＧＯＴＥＲＭ＿ＭＦ＿ＤＩＲＥＣＴ　　 Ｃｏｕｎｔ Ｐ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ ４ ９２６×１０－４

Ｅｎｚｙｍｅｂｉｎｄｉｎｇ ４ １４７×１０－３

Ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ ４ １７３×１０－３

Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２ ２１３×１０－３

Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇ ４ ２３２×１０－３

Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎｂｉｎｄｉｎｇ ２ ２８４×１０－３

Ｈｅｍｅｂｉｎｄｉｎｇ ３ ４０９×１０－３

Ａｒｇｉｎｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ ２ ４９７×１０－３
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２４　柴胡镇痛直接作用靶标的通路富集分析
采用ＤＡＶＩＤ软件对柴胡镇痛的直接作用靶标

进行通路富集分析，选择 ＫＥＧＧ数据库作为分类依
据，显著富集（Ｐ≤００１）的信号通路结果见表５，主
要包括对非小细胞肺癌通路、甲状腺激素信号通路、

癌症相关通路、精氨酸生物合成通路等过程的干预

作用。目前，临床上含柴胡的复方也常用于非小细

胞肺癌、甲状腺炎的治疗［４４４５］，且对精氨酸诱导的

胰腺炎具有较好的疗效［４６］。

２５　柴胡镇痛主要作用靶标的体外实验验证
针对上述构建的“药物靶点疾病”网络进行

简化，提取柴胡中药物与其镇痛主要作用靶点的

相互作用关系见图１Ｂ，共有２１６个柴胡成分可作
用于表１中筛选的直接作用靶标，其中，无论是柴
胡口服主要入血成分，还是柴胡注射剂的主要成

分，其主要的作用靶标均包括 Ｐ０７４７７（Ｔｒｙｐｓｉｎ１）、
Ｐ３５３５４（ＣＯＸ２）和 Ｐ２９４７４（ＮＯＳ３），该结果提示
上述靶标或可作为评价柴胡镇痛生物活性的重要

候选指标。

为了验证柴胡对上述靶标的作用，本研究选取

ＣＯＸ２为研究示例，采用ＣＯＸ２抑制剂筛选试剂盒
对柴胡的镇痛作用进行体外实验验证，设置空白对

照孔、１００％酶活性对照孔、阳性药样品孔和受试样
品孔，每组不少于３个复孔，阳性药样品孔和受试样
品孔分别加入柴胡样品和阳性药塞来昔布后混匀于

３７℃孵育１０ｍｉｎ后，使用酶标仪进行荧光检测，激
发波长为５６０ｎｍ，发射波长５９０ｎｍ。计算样品孔和
空白对照孔的平均相对荧光值（ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｕｎｉｔ，ＲＦＵ），分别记录为 ＲＦＵ空白对照、ＲＦＵ１００％酶活性对照
和ＲＦＵ样品，并计算每个样品的抑制率，计算公式：
　　　
表４　柴胡镇痛靶标的细胞组成富集分析结果
Ｔａｂ４　Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｇｅ
ｓｉｃｔａｒｇｅｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ

ＧＯＴＥＲＭ＿ＣＣ＿ＤＩＲＥＣＴ　　 Ｃｏｕｎｔ Ｐ

Ｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎ ３ ６８７×１０－３

Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ ８ ８０１×１０－３

表５　柴胡镇痛直接作用靶标的通路富集分析
Ｔａｂ５　Ｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｄｉｒｅｃｔｅｄａｎａｌｇｅｓｉｃ
ｔａｒｇｅｔｓｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ

ＫＥＧＧ＿ＰＡＴＨＷＡＹ　　 Ｃｏｕｎｔ Ｐ

Ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ ３ ９１１×１０－３

Ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ３ １６０×１０－２

Ｐａｔｈｗａｙｓｉｎｃａｎｃｅｒ ４ ２７３×１０－２

Ａｒｇｉｎｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２ ３４２×１０－２

抑 制 率 （％） ＝（ＲＦＵ１００％酶活性对照 －ＲＦＵ样品 ）／
（ＲＦＵ１００％酶活性对照 －ＲＦＵ空白对照）×１００％。

柴胡对 ＣＯＸ２抑制效果的剂量效应曲线见图
２。该结果表明，柴胡可对 ＣＯＸ２酶活性产生显著
抑制作用，且浓度在３１２５～５０μｇ·ｍＬ－１之间具有
明显剂量依赖关系，其剂量效应曲线与阳性药塞来
昔布相似，柴胡对 ＣＯＸ２酶活性抑制作用的 ＩＣ５０
约为６２５μｇ·ｍＬ－１。

３　结　论
本研究运用网络药理学方法对柴胡镇痛的作

用机制进行分析，结果表明，ｔｒｙｐｓｉｎ１、ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ、
ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４、ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ、ＣＯＸ２、
ＧＡＢＡｒｅｃｅｐｔｏｒα１、ＮＯＳ３等１３个蛋白质可能是其
主要的作用靶标，其药效作用主要表现为与酶及

转录因子的结合作用，影响细胞增殖、血小板活

化、精氨酸代谢、鸟苷酸环化、一氧化氮合成等过

程，从多个途径发挥镇痛效果，而柴胡注射剂的不

良反应可能与其通过凝血酶原影响补体途径有

关。针对柴胡镇痛主要作用靶标 ＣＯＸ２的体外实
验验证结果表明，柴胡对 ＣＯＸ２有较为显著抑制
作用，且在质量浓度为３１２５～５０μｇ·ｍＬ－１时呈
现明显的剂量关系，ＩＣ５０约为 ６２５μｇ·ｍＬ

－１，该

结果亦可为构建基于镇痛作用的柴胡质量生物评

价方法提供参考。

图２　塞来昔布（Ａ）与柴胡（Ｂ）抑制 ＣＯＸ２活性的剂量效
应曲线．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＤｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｓｆｏｒｔｈｅＣＯＸ２ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢｕｐｌｅｕｒｉＲａｄｉｘ（Ａ）ａｎｄｃｅｌｅｂｒｅｘ（Ｂ）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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