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摘要： 目的 通过网络药理学的方法探究清热活血方治疗动脉粥样硬化的分子机制。方法 2020年 12月至 2021年 2月，通

过BAT-MAN数据库获取中药的活性成分及对应的靶点，从Genecards数据库搜集动脉粥样硬化的相关靶点。取交集获取清热

活血方治疗动脉粥样硬化的靶点，通过 string数据库检索靶点之间的相互作用关系，在Cytoscape 6.1构建的蛋白-蛋白网络中

筛选出核心节点，依据核心靶点反向找出对应的成分。通过DAVID网站获取核心节点的通路富集分析结果，使用Auto Dock 
Vina 进行分子对接验证结果可信性。结果 得到蛋白激酶 B1（AKT1）、白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF）、载脂蛋白 E1
（APOE1）、转化生长因子-β1（TGF-β1）等核心靶点 116个，对应丹参酮Ⅱ、丹参醌B、γ-谷甾醇、黄芩苷等活性成分 107个，基因

本体论（GO）分析的结果集中在平滑肌细胞增殖的积极调节、内皮细胞增殖的积极调节、炎症反应、一氧化氮合酶活性的积极

调节、脂肪细胞分化的负调节、内皮细胞迁移的积极调节等方面，京都基因和基因组数据库（KEGG）的结果集中在TNF、PI3K-

Akt、MAPK、FoxO、VEGF 等信号通路上。分子对接的结果提示 50个对接结果中 35个超过−5 kcal/mol提示结果可信度较高。

结论 清热活血方通过抑制炎症反应及平滑肌增殖、调节脂质代谢减少泡沫细胞生成、促进一氧化氮生成保护内皮来治疗动

脉粥样硬化。
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Abstract： Objective To explore the molecular mechanism of Qingre Huoxue recipe in the treatment of atherosclerosis through the 
method of network pharmacology.Methods From December 2020 to February 2021, information of the active components and corre⁃
sponding targets of Qingre Huoxue recipe were obtained through BAT-MAN database, and the related targets of atherosclerosis were col⁃
lected from Genecards database. Shared targets were obtained for Qingre Huoxue recipe in the treatment of atherosclerosis, the interac⁃
tion relationship between the targets was retrieved through the string database, the core nodes in the protein-protein network construct⁃
ed by Cytoscape 6.1 were screened, and the corresponding components were determined in reverse according to the core targets. The 
path enrichment analysis results of the core nodes were obtained through David Network, and the molecular docking was carried out 
with Auto Dock Vina to verify the credibility of the results.Results Totally 116 core targets such as Protein kinase B1 (Akt1), interleu⁃
kin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF), apolipoprotein E1 (APOE1) and transforming growth factor beta 1 (TGF-β1) were obtained, 
corresponding to 107 active components including tanshinone Ⅱ, tanshinone B, γ- sitosterol and baicalin. The results of gene ontology 
(GO) analysis focused on the positive regulation of smooth muscle cell proliferation, endothelial cell proliferation, inflammatory re⁃
sponse, positive regulation of nitric oxide synthase activity, negative regulation of adipocyte differentiation and positive regulation of en⁃
dothelial cell migration. The results of Kyoto Gene and Genome Database (KEGG) focused on TNF, PI3K-Akt, MAPK, FOXO VEGF 
and other signaling pathways. The results of molecular docking showed that 35 of the 50 docking results were more than −5 kcal/mol, 
suggesting high reliability of the results.Conclusion The Qingre Huoxue recipe can treat atherosclerosis by inhibiting inflammatory 
reaction and smooth muscle proliferation, regulating lipid metabolism to reduce foam cell formation, and promoting NO production to 
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心血管疾病是全球致死率最高的疾病，随着我

国人口老龄化加剧，生活方式的改变，我国心血管

疾病的发生率逐年升高，心血管疾病的最主要病理

基础是动脉粥样硬化［1］。动脉粥样硬化是一种主要

发生在中大动脉的慢性炎症，在内皮损伤、脂质浸

润、平滑肌增殖迁移等因素的共同作用下形成粥样

斑块，斑块的不断进展增大导致的动脉管腔狭窄或

由于斑块不稳定破裂引起的动脉血流中断，是心血

管疾病的主要原因。目前针对动脉粥样硬化的治

疗主要是使用他汀类的药物降脂稳斑，以及抗血栓

治疗。中医药治疗动脉粥样硬化相关的心血管疾

病具有良好的疗效良好且毒副作用更小，在临床应

用日益广泛。清热活血方是广东省名中医吴伟教

授，在陈可冀院士创立的冠心病 2号方（川芎、赤芍、

降香、红花、丹参）的基础上，结合岭南地区气候湿

热，心血管病人病机多为热毒血瘀的基础上加上黄

芩、毛冬青所创。研究表明清热活血方对于冠状动

脉粥样硬化性疾病的多种分型具有良好的临床效

果［2-3］。相较于传统基础研究，网络药理学这种“多

成分-多靶点”的研究模式更适合于探究中医药治疗

疾病机制。本研究于 2020年 12月至 2021年 2月拟

通过网络药理学的方法，探究清热活血方治疗动脉

粥样硬化的分子机制。

1　资料与方法

1.1　清热活血方成分及靶点搜集　在BAT-MAN数

据库的中药模块对清热活血方中 7味中药分别进行

检索，获取中药的活性成分。并使用网站内置分子

匹配系统，设置（P<0.05，score>20）作为匹配筛选条

件，获取活性成分对应的预测靶点，并使用 Ex⁃
cel2019进行汇总整理。

1.2　粥样硬化靶点搜集并筛选核心节点　使用

“atherosclerosis”作为检索词，在 Gencards 数据库中

查找与动脉粥硬化相关的靶点，并使用 Excel 进行

整理，作为动脉粥样硬化的相关靶点。

1.3　药物疾病共同靶点及核心节点的筛选　使用

Excel数据分析中重复值标记功能，将清热活血方的

预测靶点与动脉粥样硬化的相关靶点在去除重复

值后取交集进行标记，即得到清热活血方治疗动脉

粥样硬化的相关靶点。将这些靶点导入 string数据

库，选择物种为“人”，获取这些靶点之间的相互作

用关系，并以Excel的格式导出。使用Cytoscape 6.1
软件打开，得到靶点之间相互作用关系网络，然后

使用软件内置数据分析功能，计算出网络中每个靶

点的拓扑参数值，使用连接度（degree）的 2倍中位数

作为条件，选择出大于 2倍中位数的点作为核心节

点。并构建核心节点网络。

1.4　构建成分-靶点网络图　使用核心靶点在清热

活血方成分靶点对应 Excel 中反向找出对应的成

分，将对应关系导入Cytoscape 6.1，构建清热活血方

治疗动脉粥样硬化的成分-靶点网络图，并计算网络

中活性成分的拓扑参数，依据 degree值选取主要的

活性成分。

1.5　基因本体论（GO）与京都基因和基因组数据库

（KEGG）富集分析　使用 DAVID 网站对核心靶点

进行GO和KEGG通路富集分析，将原始分析数据导

出。依据 Omicshare 要求的格式分别对 GO 分析的

结果和 KEGG 的结果进行整理。使用富集圈图对

GO富集结果进一步分析并绘制富集圈图。使用高

级气泡图对KEGG富集结果进一步分析绘制高级气

泡图。

1.6　分子对接　选 degree 值排名前五的核心靶点

与 degree 排名前 10 的活性成分进行分子对接。首

先在 PDB 数据库中查询靶点的三维结构并保存。

运用Auto Dock Vina对活性成分和靶点进行分子对

接，逐一记录结合能。使用 Grahpad 对分子对接结

果进行处理分析绘制热图，并选取出结合能最高的

两组进行分子对接三维结构展示。

2　结果

2.1　清热活血方成分靶点的搜集　经过检索清热

活血方 7 味中药的活性成分结果如下：黄芩 17 个，

毛冬青 2个，川芎 78个，丹参 37个，红花 20个，赤芍

3 个，降香 2 个汇总排除重复值后，共得到 149 个活

性成分。对 149 个活性成分的靶点进行搜集汇总，

排除重复值得到1 241个预测靶点。

2.2　药物疾病共同靶点及核心节点的筛选　通

过 Genecards 共检索到与动脉粥样硬化相关的靶

点 4 683个，通过Excel与清热活血方的预测靶点取

交集，共得到 614 个清热活血方治疗动脉粥样硬化

相关的靶点。通过 String 数据库获取 614个靶点之

间的相互作用关系，然后导入 Cytoscape 6.1 进行网

络拓扑结构分析，以大于 degree 值的 2 倍中位数筛

选出 116 个核心靶点，依据 degree 值的大小设置靶

点的面积和颜色，degree 值越大点的面积越大颜色

越深，见图 1。主要的靶点包括蛋白激酶B1（Akt1）、
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白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF）、载脂蛋白E1
（APOE1）、转化生长因子-β1（TGF-β1）。

2.3　构建成分-靶点网络图　将 116个核心点对应

的活性成分找出，共得到 107个对应的活性成分，将

对应关系导入 Cytoscape 6.1 进行成分靶点网络构

建。并选出 degree值排名前十的成分列举出二维结

构，与动脉粥样硬化关系比较密切的活性成分是丹

参酮Ⅱ、丹参醌B、γ-谷甾醇、丹参酚醌、咖啡酸二甲

醚、黄芩苷、香叶烯、川芎内酯、共轭亚油酸、铁锈

醇，见图2。
2.4　GO 富集分析　依据DAVID对116个核心节点

的GO富集结果，根据富集基因数目作为筛选条件，

并排除无特异性的基本生物代谢过程，选取前 20条

通路。其中BP包含 7条：平滑肌细胞增殖的积极调

节、趋化因子生物合成过程的积极调控、内皮细胞

增殖的积极调节、炎症反应、一氧化氮合酶活性的

积极调节、脂肪细胞分化的负调节、内皮细胞迁移

的积极调节；CC 包含 6 条：蛋白质复合物、溶酶体、

细胞表面、内质网腔、内吞囊泡腔、乳糜微粒；MF包

含 7条：细胞因子活性、一氧化氮合酶调节活性、核

因子 κB（NF-κB）结合、载脂蛋白A-I受体结合、脂蛋

白颗粒结合、载脂蛋白结合、胆固醇转运体活性。

见表 1。整理格式后使用Omicshare绘制富集圈图，

见图3。
2.5　KEGG 富集分析　对核心节点的 KEGG 富集

分析结果显示共有 117条通路，经过排除疾病、感染

等无关通路后，筛选后的通路共 11条，并使用Omic⁃
share进行高级气泡图绘制，见图 4。清热活血方治

疗动脉粥样硬化的主要通路为：TNF 信号通路、

PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路、FoxO 信号通

路、Toll样受体信号通路、NF-κB信号通路、VEGF信

号通路、AMPK 信号通路、Jak-STAT 信号通路、调节

脂肪细胞中的脂肪分解、PPAR信号通路。

2.6　分子对接　对 degree 值前 5 个核心靶点与 de⁃
gree值前 10的活性成分进行分子对接，来验证结论

的可信度，结果显示，超过−5 kcal/mol结合能的对接

组合有 35组，表明整体结合情况良好，见图 5。结果

可信度较高，其中结合能最高的是丹参酮Ⅱ和TGF-

β1（−9.1 kcal/mol）与黄芩苷和 TNF（−9.3 kcal/mol），

见图6。
3　讨论

动脉粥样硬化是冠心病发病的主要病理基础，

是现代临床高发病、常见病。在中医理论中并没有

确切对应的病名，近年来结合斑块形成的病理发展

过程，中医学者提出“脉痈”这一名词来对应动脉粥

样硬化［4］，主张动脉粥样硬化也是由于痰浊气血瘀

滞，最终聚而化热，热瘀肉腐而在脉上形成类似痈

疮的斑块。吴伟教授依据多年临床经验认为，由于

岭南地区多湿多热的气候特点，现代人饮食多肥甘

厚味，岭南地区动脉粥样硬化的主要病因病机是热

毒血瘀，基于冠心病的二号方加减出清热活血方。

方中黄芩、毛冬青清热解毒，丹参、川芎、红花、降香

行气活血止痛，赤芍清热凉血，全方共奏清热解毒，

行气活血之效。

基于成分分析结果，清热活血方治疗动脉粥样

硬化的主要成分是丹参酮Ⅱ、黄芩苷、川芎内酯、亚

油酸等。丹参酮Ⅱ作为丹参的主要提取物，近年

来，其在动脉粥样硬化方面的有效性也不断被证

实，孙维梁等［5］通过 26周的对照实验发现丹参酮Ⅱ
A可以有效改善高脂饲养Apo E⁃/⁃小鼠的颈动脉斑块

的进展。研究表明丹参酮Ⅱ可以减低血浆纤维蛋

白原及C反应蛋白水平，能保护血管内皮，减少内皮

图 2　清热活血方治疗动脉粥样硬化连接度（degree）值排名前十个成分
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的氧化应激反应，可以下调 MAPK 与 NF-κB等炎症

通路表达［6-7］。黄芩苷对内皮细胞具有保护作用，动

物实验发现黄芩苷可以有效降低 NF-κB 的转录活

性，抑制血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）及其他κB
表达，从而实现抗动脉粥样硬化作用［8］；辛来运等指

出黄芩苷的保护机制还包括抑制巨噬细胞转化为

泡沫细胞，抑制平滑肌迁移，同时，黄芩苷在纤溶系

统调节方面也有积极作用［9］。川芎内酯可以促进内

皮细胞修复、减少氧化应激，此外川芎内酯还可以

通过抑制 TNF 表达来发挥抗炎效应［10］。共轭亚油

酸可以改善体内脂质代谢水平，降低胆固醇，减少

斑块形成［11］。

核心靶点中主要有Akt、TNF、APOE1、IL6、TGF-

β1、NOS等。TGF-β1是重要的免疫调节因子之一，

可以抑制炎症反应，来抑制粥样硬化的发生［12］。Akt
的激活会参与内皮细胞的破坏、炎症反应［13］。TNF
是一种重要的炎性因子，研究表明 TNF可以损伤内

皮细胞、促进炎症细胞的聚集、激活炎症细胞释放

更多细胞因子，在动脉粥样硬化炎症过程中发挥着

重要作用［14-16］。APOE1是高密度脂蛋白的主要成员

占比超过 70%，是将低密度脂蛋白转运至肝脏的主

要载体，对于抑制斑块的形成起着十分关键的作

用［17］。IL-6是一种多种炎症细胞均可以分泌的细胞

因子，IL-6除可以加剧斑块局部的炎症之外，还有研

究表明 IL-6可以诱导平滑肌的增生与迁移，并且可

以促进金属蛋白酶的释放导致斑块转变为不稳定

斑块［18］。NOS 磷酸化后会产生 NO，NO 是体内最强

的血管扩张剂，同时NO可以抑制炎症反应，并能抑

制平滑肌增生［19］。

前期动物实验通过丹参多酚酸盐干预治疗动

脉粥样硬化模型大鼠，发现药物治疗组大鼠的TNF-

α、IL-6、P-selectin 水平均下降，信号通路 TLR4、
MyD88以及 NF-κB的表达均减少，同时还提出药物

的剂量可能与 NF-κB 的表达呈现负相关［20］。证实

了丹参提取物可以明显降低高脂大鼠TNF以及 IL-6
表达水平，抑制炎症反应、稳定粥样斑块，从而实现

对动脉粥样硬化病的有效治疗。实验所使用的药

物，与清热活血汤的主要药物成分丹参相一致，实

验结果中 TNF-α、IL-6 同时也是清热活血汤的主要

作用靶点之一，证实清热活血汤在抗动脉粥样硬化

方面的作用是真实有效的。

GO富集的结果中BP分析主要集中在内皮细胞

的增生与保护，抑制炎症反应与平滑肌增生，同时

调节了脂质代谢过程；CC分析主要集中在内质网对

蛋白合成的调节，溶酶体的合成等于细胞凋亡及κB
合成相关的方面；MF分析的结果集中在脂质代谢，

NO 的生成等。KEGG 富集分析的通路包括炎症相

关通路、内皮生成通路及脂质代谢相关通路。其中

Toll 样信号受体通路中的 TRL4 是激活 NF-κB 通路

的重要因子，NF-κB是多种炎症的激活因子［21］，能激

活 TNF 等相关通路，引起内皮功能破坏、炎症细胞

聚集加剧炎症反应，此外 TRL4 本身也能促进巨噬

表 1　GO富集分析通路名称

GO编号

GO：0048661
GO：0045080
GO：0001938
GO：0006954
GO：0051000
GO：0045599
GO：0010595
GO：0043234
GO：0005764
GO：0009986
GO：0005788
GO：0071682
GO：0042627
GO：0005125
GO：0030235
GO：0051059
GO：0034191
GO：0071813
GO：0034185
GO：0017127

类别

BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
CC
CC
CC
CC
CC
CC
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

英文名称

regulation of smooth muscle cell proliferation
regulation of chemokine biosynthetic process

positive regulation of endothelial cell proliferation
inflammatory response

regulation of nitric-oxide activity
negative regulation of fat cell differentiation

positive regulation of endothelial cell migration
protein complex

lysosome
cell surface

endoplasmic reticulum lumen
endocytic vesicle lumen

chylomicron
cytokine activity

nitric-oxide synthase regulator activity
NF-kappaB binding

apolipoprotein A-I receptor binding
lipoprotein particle binding

apolipoprotein binding
cholesterol transporter activity

中文名称

平滑肌细胞增殖调节

趋化因子生物合成过程调控

内皮细胞增殖的积极调节

炎症反应

一氧化氮合酶活性的调节

脂肪细胞分化的负调节

内皮细胞迁移的积极调节

蛋白质复合物

溶酶体

细胞表面

内质网腔

内吞囊泡腔

乳糜微粒

细胞因子活性

一氧化氮合酶调节活性

核因子κB结合

载脂蛋白A-I受体结合

脂蛋白颗粒结合

载脂蛋白结合

胆固醇转运体活性
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细胞向泡沫细胞转变［22］。TNF 可以激活 Jak-STAT 
引发炎症反应，可以破坏内皮功能，引起内皮细胞

凋亡［23-24］。MAPK 通路是一种炎症通路，参与多个

炎症过程的发生，还可以激活平滑肌细胞的增殖，

加剧动脉粥样硬化［25］。VEGF是血管生成的主要通

路，促进内皮的增殖修复。PPAR 通路是促进白色

脂肪向棕色脂肪转变的通路，促进脂肪的燃烧代

谢，从而检索斑块中脂肪积聚［26］。

综上所述，基于网络药理学的多成分-多靶点分

析结果显示，清热活血方抗动脉粥样硬化的机制是

调节炎症反应、促进内皮细胞的增殖以及改善脂质

代谢与运输等方面的共同作用；结合清热活血汤的

现代临床试验结果，充分证明了清热活血汤对治疗

动脉粥样硬化性疾病的科学性和有效性。最后，分

子对接的结果提示，本研究的结果可信度较好，为

今后开展相关基础实验可以提供一定参考依据。

（本文图1，3~6见插图3-3）
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