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基于网络药理学探讨加减四逆散治疗胆囊结石的作用机制
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摘　要：目的 本研究旨在利用网络药理学的方法，对加减四逆散治疗胆囊结石的作用机制进行研究。方法 所有化合物均从

相应的数据库中获得，根据 ADME 参数筛选活性化合物。利用 TCMSP 数据库，结合文献查询，对其主要活性成分及其相

应靶点进行评价和筛选，而胆囊结石相关靶点来源于 Drug Bank、Gene Cards、DisGeNET 数据库，并对加减四逆散与胆囊

结石的相关靶点取其交集。基于 STRING 数据库，建立 PPI 网络筛选靶点，利用 Cytoscape 3.9.1 软件，将加减四逆散活性

成分与胆囊结石靶点建立可视化网络。利用 Metascape 平台，进行 GO 和 KEGG 富集分析确定与基因相关的潜在途径。结

果 加减四逆散主要活性成分 152 个，对应靶点 231 个，其中潜在干预胆囊结石的核心成分槲皮素、山奈酚、异鼠李素、柚

皮素、刺槐素、木樨草素等，胆囊结石靶点 1227 个，其中潜在核心靶点有 AKT1、TP53、IL6、CASP3、JUN、ESR1 等。

GO 功能富集到 5805 个条目，KEGG 通路富集分析获得 262 条信号通路。结论 加减四逆散可通过网络药理学预测的成分、

靶点和通路作用于胆囊结石，本研究表明网络药理学方法可成为从整体视角揭示中医药作用机制的有效工具。
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胆囊结石发病机制与胆固醇含量过高或各种成分比例

失调、胆囊排空功能受损、胆囊胆汁中的胆固醇结晶能力加

快等相关 [1]。随着我国人民生活水平提高，膳食结构的改变，

胆囊结石发病率近年来呈上升趋势。胆囊结石首见于《内经》

胆瘅之名，《素问·奇病论》有言；“口苦者，病名为何？……

病名曰胆瘅。”中医认为胆囊结石由外感之邪气，情志致病，

或饮食失宜，湿热邪毒壅积于胆，胆汁及气血瘀滞而化热，

胆失通降，疏泄失职，胆郁热结，而蕴久成石 [2]。四逆散出

自东汉张仲景《伤寒杂病论》，随着现代学者对四逆散组方

研究的不断深入，四逆散已广泛运用于临床各科疾病。近年

来，加减四逆散在治疗肝胆疾病方面深入拓展，药理研究发

现加减四逆散具有降脂护肝、抗炎镇痛、抑菌、加强胆囊收

缩、增加胆道括约肌运动等功效 [3]。有临床报道四逆散加减

治疗胆石症疗效显著 [4-5]。然而，其作用机制目前尚不清楚。

网络药理学是一个以药理学和药效学为基础的研究领域，网

络药理学方法通过构建“药物 - 成分 - 靶点 - 通路 - 疾病”

的网络关系从整体角度揭示中医药与疾病的作用机制 [6]，从

而更好地促进中医药发展与现代化进程。本研究旨在利用网

络药理学方法，深入探讨加减四逆散治疗胆囊结石的作用机

制，为后续的药理研究和临床治疗提供思路与方法。

1 资料和方法

1.1 加减四逆散相关成分鉴定及靶点筛选

从 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台 (TCMSP, 

Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database 

and Analysis Platform) 数据库中检索加减四逆散中七味中药

( 柴胡、白芍、枳实、甘草、黄芩、金钱草、海金沙 ) 的所

有成分及其相应的吸收、分布、代谢和排泄 (ADME) 参数，

全部成分结合中国知网、万方、维普等数据库文献进行补充

筛选。然后利用 TCMSP 数据库对加减四逆散组方各药物生

物活性成分的靶点进行预测，并通过 UniProt 数据库 (https://

www.uniprot.org/) 验证查询对相关靶标进行规范。

1.2 胆囊结石靶点获取

为 确 保 数 据 质 量 的 准 确 性 和 全 面 性， 以

“Cholecystolithiasis”、“Gallstone disease”、“Calculous 

of gallbladder”等作为关键词，在 Drug Bank 数据库 (https://

go.drugbank.com/drugs) 、Gene Cards 数 据 库 (https://www.

genecards.org/)、DisGeNET 数 据 库 (https://www.disgenet.org/)

中检索胆囊结石相关靶点。

1.3 “药物－疾病”交集基因的获取

应用 Bioinformatics & Evolutionary Genomics 平台（http://
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bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/） 对 1.1 和 1.2 中 获

得的加减四逆散药物靶点与胆囊结石疾病靶点进行匹配获

取“药物 - 疾病”共同靶点，作为加减四逆散治疗胆囊结

石的关键潜在靶点并绘制韦恩图。

1.4 构建 PPI 网络，筛选关键靶点

PPI 数据来自 STRING 数据库 (https://cn.string-db.org/，

Version11.5)，该数据库用于预测具有置信度分数范围（低

置信度分数＜ 0.4；中等：0.4-0.7；高等＞ 0.7-0.9；最高

置 信 度 ＞ 0.9） 蛋 白 互 作 网 络（protein-protein interaction 

network，PPI）。 通 过 STRING 方 法 获 得 加 减 四 逆 散 和 胆

囊结石共同靶标直接或间接相互作用的相关蛋白，并通过

Cytoscape3.9.1 进行可视化处理，依据度值调整节点大小和

颜色。

1.5 GO 和 KEGG 富集分析

对于基因富集分析，基因本体 (GO) 富集包括生物学过

程 (Biological process, BP)、分子功能 (Molecular function, MF)

和细胞成分 (Cellular component CC) ，京都百科全书基因和

基因组 (KEGG) 途径富集则研究主要信号通路。为了比较加

减四逆散和胆囊结石基因集，采用 Metascape 平台（https://

metascape.org/gp/index.html#/main/step1） 进 行 GO 功 能 富 集

分析和 KEGG 通路富集分析，设置 p ≤ 0.01，筛选前 20 主

要功能富集信息和信号通路，输出富集分析结果应用微生信

平台（http://www.bioinformatics.com.cn/）绘制柱状图和气泡图。

1.6 “中药 - 化合物 - 靶点 - 疾病”网络图

为了进一步研究加减四逆散治疗胆囊结石的作用机制，

应用 Cytoscape3.9.1 构建“中药 - 化合物 - 靶点 - 疾病”网

络图，中药、化合物、靶点和疾病被表示为节点，而中药、

化合物、靶点和疾病的相互作用被表示为边。采用 Network 

Analyzer 插件分析网络，重点关注连接度（Degree），连接

度越大，所包含的生物功能越多，重要性也就越高，最后对

结果进行可视化处理。

2 结果

2.1 加减四逆散 - 胆囊结石共同靶点

经过 ADME 筛选，获得 152 个非重复化合物和 231 个

非重复靶点。我们发现这七味中药在目标水平上有潜在的

协同作用，在化合物水平上没有太多的重叠。然后将 Drug 

Bank、Gene Cards、DisGeNET 数据库检索到的疾病靶点汇总，

剔除冗余后共收集了 1227 个已知的胆囊结石治疗靶点。通

过 UniProt 数据库对疾病靶基因进行标准化处理。将加减四

逆散靶点与胆囊结石靶点取交集，作加减四逆散 - 胆囊结

石靶点韦恩图，共获得交集候选基因 124 个，见图 1。

图 1  加减四逆散与胆囊结石共同靶点韦恩图

2.2 药物 - 疾病交集靶点蛋白互作网络

124 个药物 - 疾病交集靶点基因即为加减四逆散治疗胆

囊结石潜在的关键靶点。将 124 个关键靶点上传到 STRING

数据库，将物种设置为“Homo sapiens”，构建 PPI 网络。

然后将 PPI 网络导入 Cytoscape3.9.1 进行可视化处理，见图 2。

Degree 的平均值为 33.5，筛选出度值大于 2 倍平均度值的靶

点有 20 个，猜测这 20 个靶点可能为加减四逆散作用于胆囊

结石的核心靶点，见表 1。

图 2  加减四逆散 -胆囊结石靶点 PPI 网络

注：节点颜色和大小根据度值调整，节点越大，颜色

越深，边线越粗，度值越大。
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表 1  PPI 网络中大于平均度值的靶标蛋白

ID Target name Degree

AKT1 蛋白激酶 93

TP53 P53 抑癌基因 90

TNF
IL6

CASP3
VEGFA

JUN
EGFR
ESR1

MAPK3
PTGS2
MYC

STAT3
IL1β
MMP9
HIF1A
EGF

PPARG
CCND1
CXCL8

肿瘤坏死因子
白细胞介素 6
胱天蛋白酶 3

血管内皮生长因子 A
原癌基因

人类表皮生长因子受体
雌激素受体 1

丝裂原活化蛋白激酶 3
环加氧酶 2

核蛋白类癌基因
信号转导和转录激活因子 3

白介素 1β
基质金属蛋白酶 9

缺氧诱导因子 -1α
表皮细胞生长因子

过氧化物酶体增殖物激活受体
细胞周期蛋白 D1

白细胞介素 -8

85
85
83
83
82
83
79
78
78
77
77
77
77
74
73
70
68
67

2.3 “中药 - 化合物 - 靶点 - 疾病”网络图

为了更好地阐明中药、化合物、疾病以及相关靶点的

作用关系，我们进一步构建了一个由中药 - 化合物 - 靶点 -

疾病组成的 PPI 网络，见图 3。其中潜在干预胆囊结石的核

心成分为槲皮素（MOL000098）、山奈酚（MOL000422）、

异鼠李素（MOL000354）、柚皮素（MOL004328）、刺槐素

（MOL001689）、木樨草素（MOL000006）等。

图 3  “中药 -化合物 -靶点 -疾病”网络

注：红色箭头表示靶点，绿色椭圆表示化合物活性成分，

粉色三角表示中药，橙色椭圆表示疾病。

2.4 GO 功能富集分析

为了详细鉴定加减四逆散治疗胆囊的生物学特性，将

药物 - 疾病交集的 124 个靶点进行了 GO 功能富集分析和

KEGG 通路富集分析。共有生物过程 (BP)4692 项，细胞成分

(CC)408 项，分子功能 (MF)705 项，以 P ≤ 0.01 为主要筛选

标准，GO 信息见图 4。分析结果表明，加减四逆散通过调

节多个生物学过程（BP）发挥作用，其中排名前五的分别

是激素应答（GO:0009725）、对无机物的反应（GO:0010035）、

细 胞 迁 移 的 正 调 控 (GO:0030335)、 对 外 源 性 刺 激 的 反 应

(GO:0009410)、 细 胞 对 脂 质 的 反 应（GO:0071396）， 排 名

前五的细胞成分 (CC) 有脂筏（GO:0045121）、转录调节复

合物（GO:0005667）、囊腔（GO:0031983）、细胞外基质

(GO:0031012)、 质 膜 外 侧 (GO:0009897)， 而 排 名 前 五 的 分

子功能 (MF) 包括蛋白结构域特异性结合（GO:0019904）、

DNA 结 合 转 录 因 子 结 合（GO:0140297）、 激 酶 结 合

（GO:001990）、蛋白质同源二聚化活性（GO:0042803）、

细胞因子活性（GO:0005125）。

图 4  GO富集分析柱状图（前 20）

2.5 KEGG 通路富集分析

将药物疾病共同靶标进行 KEGG 通路富集分析，以

P ≤ 0.01 为主要筛选标准，总共富集到 262 条信号通路，

排名前 20 见图 5。数据显示信号通路主要涉及有癌症中的

信号通路（hsa05200）、脂质与动脉粥样硬化（hsa05417）、

PI3K-Akt 信 号 通 路（hsa04151）、 化 学 致 癌 - 受 体 激 活

（hsa05207）、NF-κB 信号通路（hsa04064）、FoxO 信号

通路（hsa04068）、甲型流感（hsa05164）等信号通路等。
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图 5  KEGG通路富集分析气泡图（前 20）

3 讨论

胆囊结石归于中医“胆胀”“结胸”“胁痛”“黄疸”

等范畴 [7]。肝胆疏泄功能失常是胆石证的基本病机，湿、热、

痰、瘀、毒为胆石形成的诱发因素 [8]。加减四逆散中的多种

成分具有抑菌，消炎镇痛，利胆排石等药理活性，但尚未有

研究者从网络药理学角度分析其作用机理，本研究采用网络

药理学的方法描述活性成分、化合物靶点和信号转导途径之

间的关系，从而揭示加减四逆散治疗胆囊结石的潜在机制。

3.1 有效化学成分分析

本研究预测槲皮素（MOL000098）、山奈酚（MOL000422）、

异鼠李素（MOL000354）、柚皮素（MOL004328）、刺槐素

（MOL001689）、木樨草素（MOL000006）等为干预胆囊结

石的主要的化学成分。槲皮素作为天然膳食化合物，在多种

疾病中具有化学预防和治疗作用。研究发现槲皮素、金丝桃

苷和姜黄素等对预防泌尿系结石 ( 尿路结石形成过程 ) 有效，

在治疗尿石症方面的主要潜在机制包括利尿、解痉挛和抗氧

化活性，以及对晶体结晶、成核和聚积的抑制作用 [9]。山奈

酚具有抗氧化、抗炎活性、抗癌，以及保护神经、肝脏和心

肌，抑制蛋白激酶活性等多方面的生物学功能活性 [10]。槲

皮素和山奈酚可降低 AKT、VEGFA 和 IL-6 的蛋白表达，提

高 p53 和 MAPK 的水平。研究发现 [11] 异鼠李素活性成分对

泌尿系结石和胆石症有良好的治疗效果，这些发现可能有助

于开发一种可用于预防和治疗胆结石和肾结石的标准化提

取物。总体上推测，加减四逆散是一组具有多靶点治疗协同

作用的方药，这些活性化合物与胆结石之间的关系应该得到

深入研究。故在后续设计相关基础实验或临床研究时可重点

关注木樨草素、山奈酚、槲皮素、异鼠李素等在治疗胆囊结

石中的相关作用机制。

3.2 潜在靶点分析

根据 PPI 网络分析结果显示 AKT1（蛋白激酶）、TP53（P53

抑癌基因）、TNF（肿瘤坏死因子）、IL6（白细胞介素 6）、

CASP3（胱天蛋白酶 3）、VEGFA（血管内皮生长因子 A）

等可能是加减四逆散治疗胆囊结石的潜在基因靶标。AKT1

编码丝氨酸 / 苏氨酸激酶，在一些正常和病理的细胞过程中

起重要作用。在肥胖和胰岛素抵抗等情况下，脂肪酸和葡萄

糖是控制 β 细胞生长和存活的主要信号，AKT1 是其维持

重要原因 [12]，AKT1 是高脂饮食诱导 β 细胞增殖所必需的，

可引起脂质代谢紊乱，而脂质代谢紊乱可导致胆固醇结石形

成。TP53 在肿瘤发生过程中的调控受到了密切关注，TP53

基因编码转录因子 p53，大量研究表明，p53 的生物学作用

不仅限于阻止肿瘤的形成和发展，还涉及细胞内稳态的许多

其他方面 [13]。TNF-α 是由单核细胞和巨噬细胞分泌释放的

促炎细胞因子，TNF-α 通过刺激包括 IL-1a、IL-6 在内的

其他炎症介质的表达，影响胆囊的吸收、分泌和平滑肌收缩，

从而在炎症的发生中发挥重要作用 [14]。白细胞介素 -6（IL-6）

是一种炎性细胞因子，可诱导多种与急性炎症相关的蛋白表

达，在人类细胞的增殖和分化中起重要作用 [15]。若胆囊结

石造成胆囊感染性炎症，可引起炎症因子异常变化，患者会

出现右侧上腹疼痛不适，反酸，恶心等症状。VEGFA 是一

种信号蛋白，在血管通透性和血管生成中起基础作用。研究

报道了 VEGFA 与胆囊结石之间的联系，VEGFA 在胆囊结

石易感性中的作用可能归因于急性或慢性炎症过程中的血

管形成过程 [16]。

3.3 信号通路分析

KEGG 通路富集分析的结果显示，加减四逆散治疗胆囊

结石的靶点主要调控 PI3K-Akt、FoxO、NF-κB 等信号通

路。由此推测加减四逆散的有效成分可能通过作用于上述信

号通路达到治疗胆囊结石的目的。PI3K-Akt 信号通路作为

肿瘤发生过程中研究最深入的信号通路之一，可能参与胆

管癌的发生、维持和转移 [17]。FoxO (Forkhead box O) 蛋白是

一个转录因子家族，在哺乳动物中有 4 个成员，即 FoxO1、

FoxO3a、FoxO4 和 FoxO6，而 FoxO1 则与代谢性疾病关系密

切 [18]。调控 FoxO1 基因活性对肝脏胆固醇、胆汁酸和糖代谢，

特别是对胆汁胆固醇饱和与胆结石形成有着直接影响 [19]。
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NF-κB 通路参与了广泛的生物学活动，包括细胞炎症，存

活和凋亡。此外，NF-κB 的激活会导致炎症和慢性疾病并

可促进肿瘤的存活和转移 [20]。在 KEGG 分析的 TOP20 通路中，

关键靶点还与血脂与动脉粥样硬化、甲型流感等癌细胞通路

相关，提示加减四逆散具有潜在的抗癌作用，值得进一步深

入研究探索其在胆囊癌中的作用机制。

4 结语

本研究在一定程度上揭示了加减四逆散对胆囊结石有

治疗作用，其机制可能与槲皮素、山奈酚、木樨草素、异鼠

李素等活性成分调控 JUN、CASP3、IL6 、ESR1 等潜在核心

靶点和 PI3K-Akt、FoxO、NF-κB 等信号通路发挥溶胆排石、

增加胆道括约肌运动、减轻炎症反应、增强体质、减少复发

等作用有关，这些发现可能为临床预防和治疗胆囊结石提供

新的见解。在后续的研究中，我们将继续关注加减四逆散的

药理研究，利用分子生物学技术，研究活性成分在患者、动

物建模和体外实验中筛选出的核心靶点和信号通路的调控

机制。
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