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摘要　目的：基于网络药理学分析丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤的分子生物学机制及相关通路。方法：利用ＴＣＭＳＰ、ＢＡＴＭＡＮ
ＴＣＭ、ＤＴＰＳ、ＳＴＩＴＣＨＩ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ５个数据库筛选出丹参酮ＩＩＡ的作用靶点，利用ＯＭＩＭ、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＣＴＤ数据库
检索脊髓损伤相关基因，利用韦恩图筛选丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤的作用靶点。利用ＳＴＲＩＮＧ数据库进行蛋白互作网络
分析，利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建蛋白相互作用网络，利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库进行 ＧＯ分析和 ＫＥＧＧ信号通路富集分析。结
果：丹参酮 ＩＩＡ共有潜在靶点 １８２个，与脊髓损伤相关的靶点 １５７个，其中肿瘤蛋白 ｐ５３（ＴＰ５３）、Ｍｙｃ原癌基因蛋白
（ＭＹＣ）、Ｇ１／Ｓ特异性周期蛋白Ｄ１（ＣＣＮＤ１）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ＣＡＳＰ３）、ＪＵＮ原癌基因蛋白（ＪＵＮ）５个靶点在
蛋白互作网络中具有较为重要的作用。丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤涉及的生物学过程主要包括药物反应、脂多糖反应、细
胞对ＤＮＡ损伤刺激的反应等；涉及的分子功能主要包括酶结合、转录因子结合、蛋白结合等。其作用机制可能与 ｃＡＭＰ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＰＩ３ＫＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＨＩＦ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＴＮＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、Ａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓ等通路有关。结论：丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤具有多靶点、多通路作用的特点，其可能通过促进神经元存活、促进轴突
再生、抑制神经细胞凋亡、抗炎等过程对脊髓损伤过程进行干预。
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　　脊髓损伤（ＳｐｉｎａｌＣｏｒｄＩｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是由创伤事
件引起的，可导致神经功能受损，部分或全部感觉、

运动功能丧失，瘫痪、失去肠道和膀胱控制以及性功

能障碍的疾病。它不仅对 ＳＣＩ个体，而且对整个家
庭都有深刻的心理、社会和经济影响［１］。据最新研

究表明 ２０１６年全球脊髓损伤的患病率约为 ３６８／
１０５，在我国脊髓损伤的患病率约为２３６／１０５，约３８０
万人口正在遭受脊髓损伤带来的困扰［２］。脊髓损伤

分为原发性和继发性２个阶段，原发性损伤与神经
和血管结构的破坏有关，继发性损伤发生在原发性

损伤后几分钟至几天内，包括一些列级联式的病理

生理变化，包括血管功能障碍、炎性反应、氧化应激、

谷氨酸兴奋性毒性、细胞凋亡等［３］。由于原发损伤

是不可逆的，因此如何抑制脊髓损伤后继发的病理

生理变化，减轻继发性损伤，以实现神经保护和神经

再生功能是当今研究的重点。

丹参酮 ＩＩＡ是中药丹参的主要活性成分之一，
聚有抗炎、抗凋亡［４］、抗氧化［５］、神经保护［６］、改善

微循环［７８］等作用，但其分子机制研究尚不深入。网

络药理学是基于药物通过“多靶点、多途径、多通

路”发挥作用的理念而发展起来的新方法［９］，它可整

合各种药物、蛋白、基因等数据库，采用生物信息学

技术分析和构建药物靶点疾病的网络相互作用模
型，探索药物发挥作用机制，其整体性、系统性的特

点非常适合应用于中药单体及复方的研究。本文采

用网络药理学方法对丹参酮 ＩＩＡ治疗脊髓损伤的机
制进行探讨，并对未来的临床应用和科学研究提供

方法依据和理论基础。

１　材料与方法
１１　丹参酮ＩＩＡ靶点的预测　通过ＴＣＭＳＰ（ｈｔｔｐ：／／
ｌｓｐｎｗｕｅｄｕｃｎ／ｔｃｍｓｐｐｈｐ）、ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ （ｈｔ
ｔｐ：／／ｂｉｏｎｅｔｎｃｐｓｂｏｒｇ／ｂａｔｍａｎｔｃｍ／）、ＤＴＰＳ（ｈｔｔｐ：／／
ｄｅｍｏｄｔｐｓｉｐｒｅｘｍｅｄｃｏｍ／＃／ｉｎｄｅｘ）、ＳＴＩＴＣＨＩ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｓｔｉｔｃｈｅｍｂｌｄｅ／）、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｃｈ／）五种数据库及文献挖
掘方法筛选丹参酮ＩＩＡ的相关基因靶点。
１２　ＳＣＩ相关基因靶点的筛选　通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数
据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｇｅｎｅｃａｒｄｓｏｒｇ）、ＯＭＩＭ 数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｍｉｍｏｒｇ／）和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｄｉｓｇｅｎｅｔｏｒｇ）检索与 ＳＣＩ相关基因，汇总后删
除重复基因。

１３　丹参酮ＩＩＡ治疗ＳＣＩ相关靶点的收集　利用韦
恩图将丹参酮 ＩＩＡ靶点基因与 ＳＣＩ相关基因进行比
对，交集的部分很有可能是丹参酮 ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ的
靶点基因。

１４　蛋白相互作用网络构建与分析　Ｓｔｒｉｎｇ数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂｏｒｇ，Ｖｅｒｓｉｏｎ１１０）［１０］是一个收集
了大量蛋白相互作用关系的数据库，其中包含了经

过实验验证和通过生物信息学方法预测得到的数

据，共涉及９６４３７６３个蛋白，１３８０８３８４４０个相互
作用。将丹参酮ＩＩＡ治疗ＳＣＩ的基因靶点导入Ｓｔｒｉｎｇ
数据库，限定物种为人，获取蛋白相互作用关系，结果

保存成ＴＳＶ格式，导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３６０统计软件绘制
相互作用网路。首先对此蛋白互作网络进行总体分

析，然后使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３６０统计软件中的ｃｙｔｏｈｕｂｂａ
插件确定最重要的５个蛋白互作关系，计算方法的选
择最 大 团 中 心 性 （ＭａｘｉｍａｌＣｌｉｑｕｅＣｅｎｔｒａｌｉｔｙ，
ＭＣＣ）［１１］。在网络中，用节点（Ｎｏｄｅ）表示成分和靶
点，用边（ｅｄｇｅ）表示成分与靶点之间的相互作用。
１５　ＧＯ分析与 ＫＥＧＧ通路分析　Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据
库（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅｏｒｇ）可为大规模的基因或蛋白
提供系统综合的生物功能注释信息，能够找出最显

著富集的生物学注释［１２］。将将丹参酮ＩＩＡ作用于ＳＣＩ
的基因靶点导入Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库，Ｉｎｐｕｔａｓｓｐｅｃｉｅｓ和
Ａｎａｌｙｓｉｓａｓｓｐｅｃｉｅｓ均设置为Ｈｓａｐｉｅｎｓ，选择自定义分
析（ＣｕｓｔｏｍＡｎａｌｙｓｉｓ）中的富集（Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ），分别对
ＧＯＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓｅｓ、ＧＯＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎｓ、ＧＯ
ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓ、ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ进行富集分析
（ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ），保存结果，筛选Ｐ值排名靠前
条目。ＧＯ分析用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０统计软件绘制
条形图，ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ，用Ｒ语言绘制气泡图。

图１　丹参酮ＩＩＡ相关靶点与脊髓损伤相关靶点映射
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图２　丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤相关蛋白互作网络

２　结果
２１　丹参酮ＩＩＡ基因靶点预测　丹参酮ＩＩＡ在ＴＣ
ＭＳＰ数据库中收录靶点４４个，在 ＢＡＴＭＡＮＴＣＭ数
据库中收录靶点２７个，在 ＤＴＰＳ数据库中收录靶点
２３个，在ＳＴＩＴＣＨＩ数据库中收录靶点８个，在 Ｓｗｉｓｓ
ＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库收录靶点２０个，通过文献挖
掘收集靶点１１９个［１３］，将收集到的靶点汇总删除重

复项后，得到丹参酮ＩＩＡ相关靶点１８２个。
２２　ＳＣＩ相关基因靶点筛选　通过ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＣＴＤ
和ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据库以ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｉｅｓ为关键词
检索与其相关基因，分别得到４４２８个、１４１８０个、８
个结果，汇总删除重复基因后得到１３７０８个与 ＳＣＩ
相关基因。

２３　丹参酮ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ相关靶点的收集　将丹
参酮ＩＩＡ作用靶点与ＳＣＩ相关发病机制靶点基因进
行映射比较，发现１５７个共同基因，推测这些基因可
能为丹参酮ＩＩＡ治疗ＳＣＩ的相关基因靶点。见图１。
２４　丹参酮 ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ相关蛋白互作网络的构
建与分析　丹参酮ＩＩＡ治疗ＳＣＩ的靶点蛋白互作网
络结果详见图２，图中节点表示蛋白，边表示蛋白之
间的关联，共涉及 １５５个节点，１１２９条边（其中
ＶＰＳ４、ＭＭＥＬ与其他蛋白没有相互作用，这 ２个蛋
白不在相互作用网络中体现）。使用 ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插
件中ＭＣＣ方法计算后，确定最重要的５个蛋白互作
关系（见图３），结果表明肿瘤蛋白 ｐ５３（ＴＰ５３）、Ｍｙｃ
原癌基因蛋白（ＭＹＣ）、Ｇ１／Ｓ特异性周期蛋白Ｄ１
（ＣＣＮＤ１）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３（ＣＡＳＰ３）、
ＪＵＮ原癌基因蛋白（ＪＵＮ）可能是此网络中较为重要
的蛋白靶点。

２５　ＧＯ分析　使用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对丹参酮
ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ的相关靶点进行 ＧＯ分析，结果 ＢＰ分

析（图 ４）中排名靠前的有药物反应（２３个靶点／
１４６５％）、脂多糖反应（１６个靶点／１０１９％）、细胞
对缺氧的反应（１２个靶点／７６４％）、应对缺氧（１４
个靶点／８９２％）、细胞对 ＤＮＡ损伤刺激的反应（１５
个靶点／９５５％）等生物学过程。ＭＦ分析（图５）排
名靠前的的有酶结合（２８个靶点／１７８３％）、转录因
子结合（２０个靶点／１２７４％）、蛋白结合（１２２个靶
点／７７７１％）、药物结合（１０个靶点／６３７％）、氧化
还原酶活性（１３个靶点／８２８％）等分子功能。ＣＣ
分析（图６）排名靠前的有细胞质基质（７２个靶点／
４５８６％）、核质（６０个靶点／３８２２％）、胞外外泌体
（５６个 靶 点／３５６７％）、黏 着 斑 （２０个 靶 点／
１２７４％）、核染色质（１３个靶点／８２８％）等细胞
组分。

２６　ＫＥＧＧ通路分析　使用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对行
气活血通络方治疗神经根型颈椎病的１５７个靶点进
行ＫＥＧＧ通路分析，根据 Ｐ值筛选靠前的１５个代
表性通路见图７。图中节点的颜色从绿到红反应了
Ｐ值从大到小，节点从小到大反应了相关基因数量
的从少到多。进一步分析发现与ＳＣＩ相关度最高的
有６条通路，包括 ｃＡＭＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＴＮＦｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＨＩＦ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＰＩ３ＫＡｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
等信号通路。

图３　５个最重要的蛋白互作关系
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图４　ＧＯ分析生物学过程

图５　ＧＯ分析分子功能

图６　ＧＯ分析细胞组分

图７　丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤相关靶点ＫＥＧＧ通路富集

３　讨论
脊髓损伤的治疗一直以来是医学界的难题，组

织工程技术、干细胞技术治疗脊髓损伤都进行了大

量的努力与尝试，但取得的进展却有限。成体中枢

神经系统神经元的再生不是一个一步到位的过程，

而是需要保护神经元存活，帮助其向原始神经元目

标定向迁移扩展，重新髓鞘化并形成功能性突触的

过程。因此，大量的理化事件同时发生才可能恢复

受损神经元的功能［１４］。近年来，在这一领域出现了

联合治疗的趋势，以协同和提高单一治疗的疗

效［１５］。丹参酮ＩＩＡ常用于治疗心脑血管疾病，也学
者发现丹参酮 ＩＩＡ可以通过减轻炎性反应，减少细
胞凋亡，逆转氧化还原不平衡状态等方面对受伤脊

髓产生保护作用［４］，但具体分子机制仍需更加深入

的探索。

本研究通过网络药理学相关理念和技术，以多

个数据库为背景结合文献检索，预测出丹参酮 ＩＩＡ
拥有相关作用靶点１８２个，此种方法能更全面的预
测药物单体的作用靶点，避免单一数据库的片面性

和局限性。通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＣＴＤ和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ数据
库检索得到１３７０８个与 ＳＣＩ相关基因。将丹参酮
ＩＩＡ作用靶点与ＳＣＩ相关发病机制靶点进行映射比
较，发现１５７基因可能为丹参酮 ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ的相
关基因靶点。将丹参酮ＩＩＡ作用于 ＳＣＩ的靶点蛋白
进行网络互作网分析发现，各靶点间存在大量的互

作关系，而 ＴＰ５３、ＭＹＣ、ＣＣＮＤ１、ＣＡＳＰ３、ＪＵＮ可能为
此网络中最重要的 ５个靶点蛋白。其中转录因子
ＴＰ５３参与ＤＮＡ修复、细胞周期、细胞存活和轴突生
长等过程。ＦｌｏｒｉｄｄｉａＥ等人的研究发现，小鼠脊髓
半切模型中，ＴＰ５３基因敲除的小鼠与野生型小鼠比
较运动功能恢复减慢，损伤区域瘢痕增生明显；且

ＴＰ５３基因缺失导致轴突断端生长锥发芽能力降低，
并有明显的顶梢枯死现象。提示 ＴＰ５３是影响脊髓
损伤后轴突功能恢复和胶质反应的关键修饰因

子［１６］。Ｍｙｃ与ＣＣＮＤ１基因都属于细胞周期调控相
关的基因，ＤｉＧｉｏｖａｎｎｉＳ等人的研究表明，脊髓损伤
后的４和２４ｈＭｙｃ、ＣＣＮＤ１都有明显的过表达，继
发引起炎性反应、氧化应激、ＤＮＡ损伤等相关反应，
最终导致神经元凋亡［１７］。ＺｈａｏＸ等人发现兔脊髓
缺血再灌注损伤后８ｈＣＣＮＤ１和Ｃｄｋ４蛋白的免疫
反应在运动神经元核内被选择性诱，最终导致细胞

凋亡，因此推测细胞周期蛋白 ＣＣＮＤ１和 Ｃｄｋ４的诱
导可能与兔脊髓缺血后程序性细胞死亡的改变有

关［１８］。ＣＡＳＰ３是细胞凋亡过程中最主要的终末剪
切酶，在细胞凋亡中起着不可替代的作用。脊髓损

伤后内质网应激可引起运动功能障碍、神经元凋亡、

组织损伤和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制。ＬｉＨ等人的研究
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表明，淫羊藿苷显著抑制ＣＡＳＰ３等内质网应激凋亡
蛋白的表达，对脊髓损伤后运动恢复和神经元存活

的神经保护作用［１９］。ＪＵＮ是一种核内原癌基因，被
认为对神经再生过程起到重要作用。ＤａｎｚｉＭＣ等
检测不同含ＪＵＮ的二聚体对背根神经节、皮质和海
马神经元轴突生长的影响，结果表明，ＪＵＮ和转录激
活因子３（Ａｔｆ３）组成的二聚体促进了大鼠中枢神经
系统神经元和小鼠背根神经节神经元的轴突生

长［２０］。

ＧＯ富集分析发现，丹参酮ＩＩＡ治疗ＳＣＩ主要涉
及药物反应、脂多糖反应、细胞对缺氧的反应、细胞

对ＤＮＡ损伤刺激的反应等生物学过程；涉及激酶结
合、转录因子结合、蛋白结合、药物结合、氧化还原酶

活性等分子功能；涉及细胞质基质、核质、细胞外泌

体、黏着斑、核染色质等细胞组分。

通过ＫＥＧＧ生物途径富集分析发现，有１５条信
号通路被显著富集，其中环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、丝裂
原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰肌醇３激酶蛋白
激酶Ｂ（ＰＩ３ＫＡＫＴ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、缺氧诱
导因子１（ＨＩＦ１）、细胞凋亡（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）等６条通路
在丹参酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤过程中发挥着较为关键
的作用。在胚胎中枢神经系统中，ｃＡＭＰ水平很高，
同时轴突生长非常旺盛，出生后不久，背根神经节

（ＤＲＧ）神经元的ｃＡＭＰ水平迅速下降，其中枢神经
轴突的再生能力也下降［２１２２］。神经营养因子可通

过增加ｃＡＭＰ水平，促进轴突生长和再生增加［２３２４］。

而在体内注射ｃＡＭＰ类似物（ｄｂｃａｍｐ），也可激活下
游效应器蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）和环磷腺苷效应元件结
合蛋白（ＣＲＥＢ），并促进脊髓中央支的再生［２５］。

ＭＡＰＫ在神经系统中发挥着多种作用，包括促进细
胞增殖、神经可塑性和细胞存活。目前已知的

ＭＡＰＫ有３类：细胞外信号调节激酶（Ｅｒｋｓ）、丝裂原
活化蛋白激酶ｐ３８（ｐ３８ＭＡＰＫ）和ｃｊｕｎｎ末端激酶
（ＪＮＫｓ）。这些都可以进一步分为不同的子类，包括
Ｅｒｋ１／２亚型和不同的ＪＮＫ蛋白，ＪＮＫ１、２和３，许多
研究表明，这些通路可参与脊髓损伤的修复［２６２７］。

ＰＩ３Ｋ信号通常由细胞外生长因子激活受体酪氨酸
激酶（ＲＴＫ）或ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）触发。一旦
激活，ＰＩ３Ｋ可以磷酸化磷脂酰肌醇４，５磷酸
（ＰＩＰ２）形成ＰＩＰ３。ＰＩＰ３是一种多用途的二级信使，
通过３磷酸肌醇依赖蛋白激酶的活性（ＰＤＫｓ），促进
蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）的活化及其膜定位［２９］。ＳＣＩ后病
变区域内Ａｋｔ磷酸化减少，而促进损伤区域ＰＩ３Ｋ增
加可使磷酸化 Ａｋｔ增加从而增加神经元数量［３０３１］。

ＴＮＦ作为一种重要的细胞因子，可诱导多种细胞内
信号通路，包括凋亡、细胞存活、炎性反应和免疫。

ＫａｒｏｖａＫ等研究表明，神经前体细胞移植可明显减
轻受伤脊髓中ＴＮＦα的产生，并且接受移植大鼠胶
质瘢痕形成减少，灰质保存增强，空洞缩小［３２］。

ＨＩＦ１是一种转录因子，具有调节氧稳态的功能，它
由ＨＩＦ１α和ＨＩＦ１β２个亚基组成，ＨＩＦ１是许多缺
氧诱导基因在低氧条件下的主调控因子。ＨＩＦ１的
靶基因编码蛋白质，增加氧分子的传递，介导对氧分

子剥夺的适应性反应。ＳｉｄｄｉｑＡ等的研究表明，缺
氧诱导因子脯氨酰羟化酶１（ＨＩＦＰＨ１）的选择性抑
制可通过ＨＩＦ和ＣＲＥＢ介导神经保护作用，抵抗常
氧氧化死亡［３３］。Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ是一种通过活化天冬氨
酸特异性半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅｓ）来消除受损或
冗余细胞的基因程序化过程，如何抑制脊髓损伤后

神经元凋亡，从而促进神经功能恢复，减轻损伤程度

是中枢神经领域研究的热点［３４３６］。

综上所述，本研究利用网络药理学方法对丹参

酮ＩＩＡ治疗脊髓损伤的机制进行探讨，发现丹参酮
ＩＩＡ可能从多种信号通路和生物过程对脊髓损伤发
挥治疗作用，也为中药单体治疗 ＳＣＩ提供了机制研
究的思路。本研究的局限性在于仅基于网络药理学

层面对丹参酮 ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ进行了初探，在各数据
库资料的准确性及数据更新等方面问题具有一定的

局限性。基于本文得到的丹参酮 ＩＩＡ治疗 ＳＣＩ的相
关通路及靶点的验证正在进行中。
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