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摘  要 

目的：基于网络药理学研究栀子改善酒精性肝病的铁死亡机制。方法：利用TCMSP和UniProt数据库筛

选栀子的潜在目标，然后整合OMIM、Drugbank、GeneCards和DisGeNET获取酒精性肝病的作用靶点，

再在FerrDb预测作用在铁死亡的目标基因，构建蛋白质相互作用的网络以及富集分析，最后进行分子对

接，探索分子机制。结果：筛选出栀子在治疗酒精性肝病中具体作用在铁死亡通路上的17个基因，再综

合PPI、GO、KEGG以及分子对接情况分析HMOX1、TP53、MAPK1和RB1可能是主要靶点。结论：本

研究从理论上证明了栀子影响铁死亡而改善酒精性肝病。 
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Abstract 
Objective: Based on network pharmacology, we investigated the mechanism of gardeniae fructus 
to improve ferroptosis in alcoholic liver disease. Methods: We screened potential targets for gar-
deniae fructus using TCMSP and UniProt, and then we obtained targets for alcoholic liver disease 
using OMIM, Drugbank, GeneCards and DisGeNET. On a database called FerrDb, we predicted the 
target genes for ferroptosis. We built a network diagram of protein interactions and enrichment 
analysis; finally, we explored the molecular mechanisms through molecular docking analysis of 
them. Results: We screened out 17 genes involved in the effect of gardeniae fructus on the ferrop-
tosis pathway in the treatment of alcoholic liver disease, and we believed that HMOX1, TP53, 
MAPK1 and RB1 were the main targets through comprehensive PPI, GO, KEGG and molecular dock-
ing. Conclusion: Theoretically, this study demonstrates that gardeniae fructus improves alcoholic 
liver disease by influencing ferroptosis. 
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1. 引言 

栀子(Gardeniae Fructus)是茜草科植物栀子的干燥成熟果实[1]，据《神农本草经》[2]记载栀子有治疗

炎症和肝病等药理性[3] [4] [5] [6]，能够抑制氧化应激反应，清除肝内的自由基[7]。因为此类中药安全范

围大、毒副作用小、作用环节多，所以栀子的药理研究越来越得到重视，因此，研究栀子对保护肝脏的

作用成为一大热点[8] [9]。饮酒后有 90%的酒精需要在肝脏中代谢[10] [11] [12]，其中会生成大量的活性

氧，产生氧化应激反应，造成损伤[13]，引起酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)。据研究报道，ALD
在我国肝病排名中位于第二[13] [14]，也是世界范围内肝脏疾病死亡率最常见的[14]，全球有 7.6%的男性

和 4.0%的女性死于酒精[15]，因此 ALD 已经严重影响了人们的身体健康和正常生活[14]。铁死亡是一种

铁离子依赖性的氧化死亡方式[16]，它只被抗氧化剂和铁螯合剂抑制[17]，并且是非凋亡性的坏死方式

[17]。铁死亡的死亡通路为 ALD 的防治提供了作用靶点。 
肝病一直是困扰全球健康的难题，临床上有诸如糖皮质激素等用来治疗 ALD，但是它们有并发症的

风险[18]；使用抗氧化类药物 GSH 和水飞蓟素，不能解决脂肪堆积的问题[19]；肝移植术前注意事项复

杂——患者需戒酒不少于六个月，同时还需要用药物加强监测状况等，而且需要注意的是，目前肝源匮

乏，并且治疗费用昂贵[18]。栀子与铁死亡的结合为解决 ALD 开辟了一条新道路，ALD 的发病过程比较

长，如若能在这个阶段栀子能给予有效治疗就能预防甚至阻止 ALD 的发病[18]。 

2. 材料与方法 

2.1. 筛选栀子活性成分的靶标 

中医系统药理数据库与分析平台(TCMSP, http://lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php) [20]收集栀子的化合物，分

析包括 MW、Hdon、Hacc、OB、DL 和 ALogP 等在内的化学性质，结合文献研究，以 DL ≥ 0.18 [21]作
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为鉴别必需化合物的标准。通过 UniProt [22] (https://www.uniprot.org/)规范处理 Human 和 Reviewed，匹

配与目标蛋白对应的人类基因名，得到栀子成分的最终靶点信息。并用 Cytoscape 3.7.2 软件对交互网络

进行可视化，构建网络图。 

2.2. 收集酒精性肝病的相关基因 

将“ Alcoholic Liver Disease ”作为搜索 OMIM [23] (http://www.omim.org/) 、 Drugbank [24] 
(https://go.drugbank.com/) 、 GeneCards [25] [26] (https://www.genecards.org) 和 DisGeNET [27] 
(http://www.disgenet.org/)的关键词，以确定与酒精性肝病有关的目标[28]：1) OMIM：人类孟德尔遗传在

线数据库[29]收集自 Gene Map 下的 Gene/Locus 一栏，即为所需的 Gene Symbol；2) Drugbank：我们在

Drugbank [30]选择最适合的一个词条，然后将 Drugs and targets 信息整理，最后将蛋白名称转化为 UniProt
的基因名称；3) GeneCards：这是一个关于提供所有注释和预测的人类基因的全面、友好的数据库[25] [26] 
[31]，数据结果根据相关评分利用中位数从高到低不断筛选，存留出结果前 1000~1500 个指标；4) Dis-
GeNET：它包含与人类疾病相关的、公开的基因和变异集合[32] [33]。利用该数据库查找与酒精性肝病相

关的靶基因，Summary of Gene Disease Associations 一栏的内容构建成所需靶基因。 

2.3. 获取调控铁死亡基因 

从 FerrDb [34] (http://www.zhounan.org/ferrdb/)收集 Drivers、Suppressors 和 Markers 的基因有效筛选

Human 和 Validated，即人类且可信度高的基因。 

2.4. 分析栀子成分靶向铁死亡调节酒精性肝病的交集基因 

将上述所获得的三组基因进行交集分析，通过 Venn 图 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)获取交集基因。 

2.5. 交集基因的蛋白质相互作用分析 

基于 STRING [35] (https://string-db.org/)建立蛋白质之间的互作(PPI)网络图，置信度 0.4 [36]。再利用

Cytoscape 3.7.2 软件对网络拓扑可视化分析，再使用 Network Analyzer 插件对 PPI 网络的拓扑参数——分

析度、间中心性和贴近中心性等分析[37]。 

2.6. 交集基因参与的 KEGG 通路和 GO 功能富集分析 

为了分析基因的生物学过程和信号通路[38]，进一步阐明作用机制，利用 R 工具 clusterProfiler 包用于

栀子成分靶向铁死亡调节酒精性肝病的交集基因的KEGG通路和GO功能富集分析，p值校正方法采用BH，

最后，利用 R 工具 ggplot2 等包注释和可视化，绘制诸如气泡图、柱状图等网络图，结合 Cytoscape 3.7.2
将信号通路与靶点的关系可视化。 

2.7. 交集基因与对应栀子活性成分进行分子对接 

将栀子成分与交集基因的蛋白结构分批分子对接。准备交集基因的蛋白受体和与这些基因相关的栀

子成分的配体文件，将基因在 UniProt 检索对应蛋白名或 Entry，利用 PDB 蛋白质结构数据库[39] 
(https://www.rcsb.org/)获得的三维结构导入 PyMOL 删去结构中水分子和小分子配体[28]。再从 PubChem 
[40] (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)获取栀子成分的化学结构[37]，通过 Chem 3D 优化成最小能量；其次，

确定活性口袋，基于 AutoDock Tools 1.5.6 对文件转换 PDBQT 格式，并对受体加氢，设置活性口袋参数，

得到其格点数目和中心位置等的重要数据；接下来，AutoDock Vina 分子对接；最后，结合结果用 PyMOL
和 PLIP [41] (https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/)进行可视化分析，在 Photoshop 软件中绘制分子对接图。 
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3. 结果  

3.1. 获得栀子活性成分及其作用靶点 

TCMSP 中共得到 98 个化合物，并且可以确定每个化合物包括 MW、AlogP 和 Hdon 等[31]信息在内

的基本特征，接着筛选出 DL ≥ 0.18 的化合物 43 种——包括栀子苷、槲皮素、山奈酚等。表 1 节选自评

分较高的前十位而建立的化合物信息数据库。将 43 种化合物经过 UniProt 处理最终得到 233 个潜在人体

靶标。为阐明分子机制，Cytoscape 3.7.2 软件对交互网络可视化构建“栀子–成分–靶点”网络图(图 1)。 
 
Table 1. Part of the active components of gardeniae fructus 
表 1. 栀子部分有效成分 

MOL ID Molecule Name DL 

MOL001955 Heriguard 0.33 

MOL001406 crocetin 0.26 

MOL001663 (4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,10R,12aR,14bS)-10-hydroxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6
a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-tetradecahydropicene-4a-carboxylic acid 0.76 

MOL001941 Ammidin 0.22 

MOL000437 Hirsutrin 0.77 

MOL004552 Isoimperatorin 0.22 

MOL004554 GARDENOSIDE 0.49 

MOL004557 geniposide 0.44 

MOL000415 rutin 0.68 

MOL004559 (1S,4aS,5R,7S,7aS)-5,7-dihydroxy-7-methyl-1-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxy
methyl)oxan-2-yl)oxy-4a,5,6,7a-tetrahydro-1H-cyclopenta(d)pyran-4-carboxylic acid 0.44 

 

 
Figure 1. “Gardeniae Fructus-component-target” network diagram 
图 1. “栀子–成分–靶点”网络图 
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3.2. 获得酒精性肝病相关基因 

OMIM 数据库共鉴定 1081 种与酒精性肝病相关的靶标；Drugbank 选择“severe alcoholic liver disease”
词条，匹配到 Pentoxifylline、Prednisolone 和 Propylthiouracil 的 3 个药物，对应出了 15 个靶点基因；潜

在靶点与相关疾病之间的关系也从 GeneCards 中得到，相关评分最初高到 118.99，低至 0.32，经过中位

数不断筛选最终留下 1068 个结果；利用 DisGeNET 数据库 Summary of Gene Disease Associations 钓靶出

195 个结果。综合以上鉴定的靶点，删除重叠靶标，最终构建成含有 2033 个靶基因数据库。 

3.3. 确定调控铁死亡的重要基因 

FerrDb 筛选得到 Drivers84 个基因、Suppressors 有 89 个以及 Markers3 个，剔除重复获得 121 个相关

基因，并节选评分较高的部分基因如表 2 所示。 
 
Table 2. Part of the genes that regulates ferroptosis 
表 2. 调控铁死亡的部分基因 

 Gene name Gene symbol 

Drivers 

Heme oxygenase 1 HMOX1 

Tumor protein p53 TP53 

Epidermal growth factor receptor EGFR 

Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 

Dipeptidyl peptidase 4 DPP4 

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A CDKN2A 

Interferon gamma IFNG 

Suppressor 

Heme oxygenase 1 HMOX1 

Tumor protein p53 TP53 

Heat shock protein beta-1 HSPB1 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 NFE2L2 

NAD(P)H dehydrogenase 1 NQO1 

Retinoblastoma-associated protein RB1 

Endoplasmic reticulum chaperone BiP HSPA5 

Signal transducer and activator of transcription 3 STAT3 

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A CDKN1A 

Hypoxia-inducible factor 1-alpha HIF1A 

Caveolin-1 CAV1 

Marker Prostaglandin G/H synthase 2 PTGS2 

3.4. 栀子活性成分靶向铁死亡调节酒精性肝病的相关基因 

将栀子的靶标、酒精性肝病靶点与铁死亡相关基因进行比较，发现有重叠的 17 个靶点(图 2)，构建

成目标基因数据库，即 HMOX1、TP53、HSPB1、CDKN1A、STAT3、MAPK1、PTGS2、EGFR、DPP4、
NQO1、IFNG、HSPA5、CDKN2A、CAV1、HIF1A、RB1、NFE2L2。这些靶点就是栀子的关键成分在

靶向铁死亡时能够调节酒精性肝病的重要基因。 

https://doi.org/10.12677/hjbm.2022.123019
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Figure 2. The intersection genes of Gardeniae Fructus, ALD and Ferroptosis 
图 2. “栀子、酒精性肝病与铁死亡的交集基因 

3.5. 交集基因的蛋白质互作网络 

网络中的节点表示潜在目标，边缘表示目标之间的交互作用[37] (图 3)，该网络由 17 个节点和 82 条

边组成，每个节点平均 9.65 度显示出多靶点治疗特点，网络的聚类系数为 0.815。为了细致化枢纽节点，

Network Analyzer 工具计算节点度、间度和亲密度的拓扑参数[37]，其中度值越高则圆圈越大颜色越亮，

交互关系越紧密边缘越粗颜色越暗。 
 

 
Figure 3. Protein-protein interaction network 
图 3. 蛋白互作网络图 

3.6. 交集基因的 GO 和 KEGG 富集结果 

17 个最终目标基因 GO 功能分析时，图 4 综合描述靶点富集分析——前 10 的分子功能、生物过程和

细胞组合，在分子功能方面，目标蛋白主要与泛素样蛋白连接酶结合、泛素蛋白连接酶结合、磷酸酶绑定、

RNA 聚合酶 II 转录因子结合有关；富集结果还表明活性氧代谢过程、氧化应激反应、营养水平反应、对金

属的反应、活性氧代谢过程的调节为首的是最重要的生物学功能；细胞成分主要分布在细胞基质结、细胞

基质黏着连接、粘着斑、膜区域、膜微区和膜筏上。同样的 KEGG 结果表明，最终目标基因与多条通路密
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切相关但仅选择前 20 条信号通路，并依据蛋白靶点与信号通路的关系构建通路网络图(图 5)，绿色方形表

示通路，黄色菱形表示目标。数据表明它们主要与肝细胞癌、非小细胞肺癌、胰腺癌、膀胱癌和 HIF-1 信

号通路有关(图 6)，而且这些信号通路都受到栀子多种成分的调控、参与多种调控方式，其中肝细胞癌的信

号通路可以被认为是重要靶标，结果支持了栀子至少部分通过靶向该信号通路并激活代谢过程来降低 ALD
严重程度，提示了这些靶点可能是富集通路中的关键蛋白，对于改善病理症状有良好的活性。 
 

 
Figure 4. Histogram of GO enrichment analysis 
图 4. GO 富集分析柱状图 

 

 
Figure 5. “Target-KEGG pathway” network diagram 
图 5. “靶点-KEGG 通路”网络图 
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Figure 6. Bubble chart of KEGG 
图 6. KEGG 气泡图 

3.7. 分子对接结果 

对应的栀子化合物与目标基因靶点对接(表 3)，最低自由能越负，相互作用越稳定[28]。因此，从每

组对接中找到最稳定的组合(图 7、图 8)，结果表明，HMOX1 通过与周围的 PHE-95、PRO-99、LEU-141、
GLN-145和ALA-175残基产生疏水相互作用并与ALA-175形成氢键与 oleanolic acid结合；此外，quercetin
在 LYS-54、ASP-106 和 MET-108 处形成 3 个氢键，在 ILE-31、LYS-54、LEU-156 形成 3 个疏水作用，

增强了与 MAPK1 的相互作用；而且 quercetin 和 RB1 也能形成 3 个疏水相互作用和 3 个氢键，疏水相互

作用位于 ARG-467、LYS-530 和 LEU-649，氢键在 ARG-467、SER-534 和 PHE-650；TP53 可以与 ursolic 
acid 通过与 LEU-194、PHE-277、GLU-336 形成疏水相互作用与 IL1B 结合，还形成 1 个 ARG-337 盐桥

增强结合能力。 
 
Table 3. Molecular docking 
表 3. 分子对接 

靶点基因 栀子成分 亲和力
(kcal/mol) 

CDKN1A 

chrysin −5.0 

quercetin −5.7 

ursolic acid −6.2 

CDKN2A quercetin −6.8 

https://doi.org/10.12677/hjbm.2022.123019
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Continued 

DPP4 

(1S,4aS,5R,7S,7aS)-5,7-dihydroxy-7-methyl-1-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hyd
roxymethyl)oxan-2-yl)oxy-4a,5,6,7a-tetrahydro-1H-cyclopenta(d)pyran-4-carboxylic acid −6.8 

3-Methylkempferol −7.2 

5-hydroxy-7-methoxy-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chromone −7.7 

Ammidin −7.1 

chrysin −8.4 

kaempferol −7.8 

me-
thyl(1S,4aS,5R,7S,7aS)-5,7-dihydroxy-7-methyl-1-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(
hydroxymethyl)oxan-2-yl)oxy-4a,5,6,7a-tetrahydro-1H-cyclopenta(d)pyran-4-carboxylate 

−6.9 

quercetin −8.0 

Sudan III −9.4 

EGFR quercetin −5.4 

HIF1A quercetin −8.9 

HMOX1 

geniposide −7.3 

kaempferol −7.7 

oleanolic acid −9.1 

quercetin −8.2 

HSPA5 quercetin −7.7 

HSPB1 quercetin −9.2 

IFNG quercetin −7.5 

MAPK1 quercetin −8.9 

NFE2L2 quercetin −6.2 

NQO1 
oleanolic acid −10.6 

quercetin −8.8 

PTGS2 

3-Methylkempferol −9.3 

5-hydroxy-7-methoxy-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chromone −8.5 

Ammidin −8.9 

beta-sitosterol −9.2 

chrysin −9.5 

crocetin −8.3 

isoimperatorin −9.0 

kaempferolol −9.3 

Mandenol −5.7 

quercetin −9.7 
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Continued 

PTGS2 

Stigmasterol −9.8 

Sudan III −10.3 

syringaresinol −8.6 

ursolic acid −9.8 

RB1 quercetin −8.5 

STAT3 ursolic acid −8.0 

TP53 
quercetin −8.3 

ursolic acid −10.1 

 

 
注：a. CDKN1A-ursolic acid 对接；b. CDKN2A-quercetin 对接；c. DPP4-Sudan III 对接；d. EGFR-quercetin 对接；e. 
HIF1A-quercetin 对接；f. HMOX1-oleanolic acid 对接；g. HSPA5-quercetin 对接；h. HSPB1-quercetin 对接。 

Figure 7. Part of the molecular docking 
图 7. 部分分子对接 
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注：a. IFNG-quercetin 对接；b. MAPK1-quercetin 对接；c. NFE2L2-quercetin 对接；d. NQO1-oleanolic acid 对接；e. 
PTGS2-Sudan III 对接；f. RB1-quercetin 对接；g. STAT3-ursolic acid 对接；h. TP53-ursolic acid 对接。 

Figure 8. Part of the molecular docking 
图 8. 部分分子对接 

4. 讨论 

ALD 是一种酒精造成的肝细胞损伤，细胞内谷胱甘肽的耗竭、谷胱甘肽过氧化物酶 4 活性降低[42]，
铁离子则以 Fenton 反应氧化生成大量 ROS [43] [44]，导致氧化还原反应异常。栀子在中国作为治病药材

已有 2000 年的历史[45] [46]，被广泛用于治疗肝病[47]。栀子可以抑制小鼠肝脏内细胞色素 P450-E1 活

性，降低自由基生成速率，增加谷胱甘肽系统的清除能力和速率[48]。依据肝脏损伤模型[49]发现栀子通

过激活部分信号通路来抑制炎症以此保护肝脏，有研究者采用斑马鱼肝损伤模型也得到同样结论[2]。因

此可以推断，栀子通过减少氧化应激反应来减少肝脏损伤[50]。因此，栀子治疗 ALD 是一种可行策略。 
网络药理学在中药资源领域的应用是可以解决当前研究中的问题，为研究栀子对 ALD 的药理机制提

供有力支持[51]。本研究中，我们采用网络药理学方法探讨栀子对 ALD 的铁死亡改善机制。首先 TCMSP
能够收集尽可能多的栀子潜在靶点，由于 DL 是药物设计，可评估前瞻性化合物的“类药”质量，优化
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药物动力学和药物性质，如化学稳定性[31]，所以以 DL 为筛选标准；其次 UniProt 可以规范地将筛选化

合物映射对应蛋白靶标，为了整理更全面、优异、可靠的 ALD 靶点，选择四个数据库互相补充分析。然

后将上述靶点相交来阐明它们的关系；因为 FerrDb 专注于研究铁死亡，所以相较于其它数据库而言，能

够获得更全面的基因情况；假设最终目标基因靶点是栀子利用铁死亡通路治疗 ALD，接下来构建它们之

间的 PPI 网络，在此基础上 Network Analyzer 插件能衡量此网络[52]中节点的拓扑重要性[33]，做出进一

步的判断；Gene Ontology (GO)是一种基因功能分类系统，用来全面描述生物体中基因及其产物的特征，

KEGG 是计算机利用遗传信息对更高层次和更复杂的细胞活动和生物行为进行计算预测[28]，将这些靶点

进行通路富集分析，最后为验证栀子预测靶点的可靠性进行分子对接。 
结果表明，栀子 233 个靶点中有 17 个靶点是靶向铁死亡调节酒精性肝病的。活性氧代谢过程、氧化

应激反应、营养水平反应、对金属的反应、活性氧代谢过程的调节为首的是重要的生物学功能，在 KEGG
通路中富集时发现，CDKN1A、CDKN2A、NQO1、EGFR、HMOX1、NFE2L2、MAPK1、RB1、TP53
在肝细胞癌信号通路中富集，再综合 PPI 以及对接情况推测 HMOX1、TP53、MAPK1 和 RB1 可能是栀

子治疗 ALD 的铁死亡方式主要靶点。其中，HMOX1 是一种应激诱导酶，它是转录因子 HIF-1α (缺氧诱

导因子-1α)的下游靶标，它是调节氧化反应的关键因子[53]。HMOX1 的上调与下调会影响 ERK/Nrf2 信

号通路，能启动氧化应激反应[54]。TP53 在 ALD 中可作为驱动基因[55]，也可存在变异[56]。但当它作

为一种调节因子时，能够抑制细胞周期，防止细胞凋亡，预防肝癌[57]。miRNA 主要参与肝细胞癌通路，

已知 miR-181 家族的缺失通过调节 MAPK1 来抑制肿瘤细胞的迁移[58]，降低 miR-122 表达可诱导 HIF-1α
和 MAPK1 来促进肝癌[59]。饮酒能抑制肝细胞中的 let-7a、增加 TP53 蛋白表达和上调 RB1 诱导肝细胞

死亡[60]。像TP53和RB1等的突变影响肝细胞癌的生物通路——细胞周期调控、氧化应激反应以及MAPK
通路[61]。中药药理学的多组分和多靶点的特点更有助于解释栀子能够多靶点影响肝细胞癌通路，进一步

预防或治疗 ALD 的铁死亡。 

5. 结论 

铁代谢和过氧化程度控制着肝病的发展，所以铁死亡可能为 ALD 提供准确治疗靶点与探针[62] [63]。
本研究从网络药理学和文献研读的角度探讨栀子的治疗作用，至少在理论上证明了我们的建议是可行的，

研究发现栀子可能结合 HMOX1、TP53、MAPK1 和 RB1 在铁死亡通路起到调节作用而有效改善 ALD。

但是影响 ALD 的因素很多[18]、现存的模型并不能彻底解决患者问题[64]……很多挑战未被克服，当未

来有更多数据时，这种情况会得到改善。 
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