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基于网络药理‑分子对接‑SPR技术研究甘麦大枣汤
联合百合知母汤治疗抑郁症的分子机制
王华真，何 磊，孟祥宇，谢圆魁

河南省驻马店市第二人民医院药学部（河南 驻马店 463000）

【摘要】 目的　通过网络药理学探析甘麦大枣汤联合百合知母汤的活性成分及治疗抑郁症的潜在靶点，并通过分子对接、表

面等离子共振（SPR）实验、热迁移实验对主要活性成分-关键靶点相互作用进行验证。方法　运用中药系统药理学技术平台

（TCMSP）、草本成分靶点平台（HIT）、中药分子机制生物信息学分析工具数据库（BATMAN-TCM）、中医百科全书数据库

（ETCM）筛选甘麦大枣汤联合百合知母汤的有效成分。运用TCMSP数据库、比较毒理基因组学数据库（CTD）、PHARMAPPER
药物靶点数据库获得甘麦大枣汤联合百合知母汤的潜在作用靶点，运用人类基因数据库（GeneCards）和基因表达数据库

（GEO）获得抑郁症相关靶点，与上述药物作用靶点取交集后得到潜在治疗抑郁症靶点。运用 String数据库构建靶点蛋白-蛋

白相互作用（PPI）网络，运用DAVID数据库和京都基因与基因组百科全书（KEGG）数据库进行基因本体（GO）和KEGG富集分

析，运用 Cytoscape 软件构建相应网络，筛选甘麦大枣汤联合百合知母汤抗抑郁的关键靶点和相应的活性成分。运用

Discovery studio软件进行分子对接，运用 SPR技术检测活性成分与靶点结合活性，运用热迁移实验检测主要活性成分与靶点

的结合作用。结果　经药物吸收-分配-代谢-排泄-毒性数据库（ADMET）筛选后获得甘麦大枣汤联合百合知母汤的有效成分

160个，与抑郁症相关靶点、抑郁患者差异表达基因取交集后获得潜在抗抑郁靶点 763个。经PPI网络分析、GO及KEGG富集

分析发现，丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路等 10条信号转导通路可能发挥重要作用，其中MAPK14处于关键位置。分

子对接和 SPR实验结果显示，刺芒柄花素（formononetin）、甘草查尔酮A（licochalcone A）和维斯体素（vestitol）为甘麦大枣汤联

合百合知母汤的主要活性成分，可与 MAPK14 蛋白结合，亲和力分别为 2.36 μmol/L、26.01 μmol/L、11.30 μmol/L。热迁移

实验显示这 3 个成分与 MAPK14 结合后可显著提高 MAPK14 的热稳定性，表明这 3 个成分与 MAPK14 能发生相互作用。

结论　MAPK14是治疗抑郁症的潜在靶点，甘麦大枣汤联合百合知母汤通过其中 3种活性成分与MAPK14结合，首次从活性

分子直接作用靶点角度解释了甘麦大枣汤联合百合知母汤治疗抑郁的分子机制。
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Study on molecular mechanism of Ganmai Dazao Decoction combined with Baihe Zhimu Decoction 
in treating depression based on network pharmacology‑molecular docking‑SPR technology
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Abstract： Objective　To explore the active ingredients of Ganmai Dazao Decoction （GDD） combined with Baihe Zhimu Decoction （BZD） and the 
potential targets for the treatment of depression by network pharmacology， and verify the interaction between the main active ingredients and the key 
targets by molecular docking， surface plasmon resonance （SPR）， and thermal shift assay experiments. Methods　TCMSP， HIT， BATMAN-TCM and 
ECTM databases were used to screen the effective compounds in GDD combined with BZD. TCMSP， CTD and PHARMAPPER databases were used to 
obtain the potential targets of GDD combined with BZD. GeneCards and GEO databases were used to obtain depression-related targets， and the 
potential therapeutic targets for depression were obtained after intersection with above targets. The target protein-protein interaction （PPI） network was 
constructed using String database. Gene Ontology （GO） and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） enrichment analysis were performed 
using DAVID and KEGG databases. Cytoscape software was used to construct the corresponding network to obtain the main active ingredients and key 
targets. Discovery studio software was used for molecular docking. SPR technology was used to detect the binding activity of active ingredients and 

target. Thermal migration assay was used to detect the binding effect 
of main active ingredients and target. Results　 After ADMET 
screening， 160 active components of GDD combined with BZD were 
obtained， and 763 potential anti-depression targets were obtained 
after intersection of depression-related targets and differentially 
expressed genes of depressed patients. PPI network analysis， GO and 
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KEGG enrichment analysis showed that 10 signaling pathways such as mitogen-activated protein kinase（MAPK） signaling pathway may play an 
important role， of which MAPK14 was the most important. Molecular docking and SPR experiments showed that formononetin， licochalcone A and 
vestitol were the main active ingredients of GDD combined with BZD， which could bind to MAPK14 protein with the affinity of 2.36 μmol/L， 26.01 
μmol/L， 11.30 μmol/L， respectively. The thermal migration assay showed that these 3 molecules could significantly improve the thermal stability of 
MAPK14 after binding to MAPK14， indicating that these 3 molecules could interacted with MAPK14. Conclusions　MAPK14 is a potential target for 
the treatment of depression， GDD combined with BZD bind to MAPK14 through 3 active ingredients. The molecular mechanism of GDD combined 
with BZD in treating depression was explained from the point of view of direct action of active molecules for the first time.
Keywords： depression； Ganmai Dazao Decoction； Baihe Zhimu Decoction； surface plasmon resonance technology； network pharmacology； 
mechanism of action

抑郁症是一种常见的心理疾病，其主要临床特征

是连续且长期的心情低落，伴认知、行为或植物神经症

状［1］。随着现代生活节奏的加快，学业、事业和家庭方

面的压力增大，抑郁症的发病率逐年上升，已成为现代

人心理疾病中最常见的一种［2］。流行病学调查［3］显示，

我国抑郁障碍年患病率为 3.6%，终生患病率为 6.8%。

此外，新型冠状病毒感染（旧称“新型冠状病毒肺炎”）

的大流行导致全球重度抑郁障碍病例增加了 27.6%［4］，

预计到 2030年抑郁障碍将超过肿瘤和心脑血管疾病成

为全球第一大疾病负担［1］。

目前，临床常用的抑郁症治疗手段主要包括药物

治疗、心理治疗等，其中药物治疗主要是氟西汀、帕罗

西汀、文拉法辛等［5］。这些药物建立在目前的“单胺假

说”理论基础上，虽取得了显著的治疗效果，但仍然有

一大部分患者未能从中获益，并且有诸多常见的药物

不良反应［6］。而新型快速抗抑郁药也存在药物成瘾和

神经毒性的问题［7］。值得注意的是，中医药因其整体观

念、辨证论治的本质和经济方便的特点，在抑郁症的治

疗 中 愈 发 重 要 ，已 成 为 临 床 中 普 遍 应 用 的 治 疗

手段［1，8-12］。

甘麦大枣汤出自《金匮要略》，由甘草、小麦、大枣 3
味药物组成，具有养心安神、和中缓急之功效，主治脏

躁，可用于治疗抑郁症［13-15］。百合知母汤同样出自《金

匮要略》，由百合和知母 2味药物组成，具有补虚清热、

养阴润燥之功效，同样有抗抑郁效果［16-18］。前期临床实

践研究［19-26］表明，甘麦大枣汤联合百合知母汤加减对抑

郁症疗效好，且不良反应小，但甘麦大枣汤联合百合知

母汤治疗抑郁症的作用机制尚不明确，目前尚无相关

研究报道。

网络药理学是分析药物活性成分-靶点相互作用

的新兴学科，以多个生物信息数据库为基础，通过构建

药物活性成分-靶点相互作用网络，可初步解析中药多

组分-多靶点的特征，定位关键活性成分和关键作用靶

点［27-28］。但网络药理学分析只能对药物活性成分的潜

在靶点进行筛选和预测，不能确定活性成分是否与靶

点蛋白发生结合，更无法判断活性成分与靶点的亲和

力，因此网络药理学分析结果还需进一步实验验证。

表面等离子共振（surface plasmon resonance，SPR）技术

是一种基于光学检测的分析分子间相互作用的技术，

可以实时监测生物分子的结合和解离过程，从而获得

药物分子和靶点蛋白之间亲和力、动力学和热力学等

信息［29］。与传统检测分子相互作用的方法相比，SPR
技术具有操作简单、耗时短、灵敏度高、可以无标记地

实时测量动力学数据等优点［30］。本研究在利用网络药

理学分析甘麦大枣汤联合百合知母汤的活性成分和作

用靶点的基础上，利用分子对接技术和 SPR 技术观察

核心活性成分与靶点间的结合情况，分析其结合位点

和结合常数，并利用热迁移实验检测其相互作用，探讨

甘麦大枣汤联合百合知母汤治疗抑郁的分子机制，为

其治疗抑郁症的推广应用及进一步产品开发提供理论

基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料　

1.1.1　药物与试剂　丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）14
纯蛋白、MAPK14抗体（批号分别为Ag5115、66234-1-Ig），
美国Proteintech公司；刺芒柄花素、甘草查尔酮A、维斯

体素、4-（4-氟苯基）-2-（4-甲基亚磺酰基苯基）-5-（4-吡

啶基）-1H-咪唑（SB203580）、他克莫司（FK506）（批号

分别为 HY-N0183、HY-N0372、HY-N8744、HY-10256、
HY-13756），美国MedChemExpress公司。

1.1.2　主要仪器　分子间相互作用分析系统（型号：

Biacore T200），美国 GE Healthcare 公司；蛋白垂直电泳

转印系统（型号：1658033），美国 Bio-Rad 公司；全自动

化学发光图像分析系统（型号：5200 Multi），上海天能

科技有限公司。

1.2　甘麦大枣汤联合百合知母汤活性成分及靶点

的 获 取　运用中药系统药理学技术平台（TCMSP，
https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.php/），草本成分靶点平台

（HIT，http：//www.badd-cao.net：2345/search/），中药分子

机制生物信息学分析工具数据库（BATMAN-TCM，

http：//bionet.ncpsb.org.cn/batman-tcm/），中医百科全书
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数 据 库（ETCM，http：//www. tcmip. cn/ETCM2/front/#/）
分别检索甘草、小麦、大枣、百合、知母 5 味药材的

活性成分。根据 ADMETlab 数据库（ADMETlab3.0，
https：//admetmesh.scbdd.com）展示吸收、分布、代谢、排

泄和毒性参数，筛选建立药物活性成分数据列表［31］。

根据上述药物活性成分，从TCMSP数据库、比较毒理基

因组学数据库（CTD，https：//ctdbase.org/）、PHARMAPPER
药物靶点数据库（https：//lilab-ecust. cn/pharmmapper/
index.html/）中筛选药物作用靶点，运用 Uniprot数据库

（http：//www.uniprot.org/），将蛋白名称转化为基因名称，

建立药物活性成分靶点数据列表［32］。

1.3　抑郁症疾病靶点的获取　通过人类基因数据库

（GeneCards，https：//www.genecards.org/）检索“depression”
相关的疾病靶点并下载。另从基因表达数据库（GEO，

https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/gds/）中 下 载 序 列 号 为

GSE76826的基因芯片数据矩阵文件［33］。该数据矩阵

文件包含 32例人体血液基因转录组样本，其中对照组

患者 12例，抑郁症患者 20例，以 P≤0.05且表达差异≥2
倍为标准进行筛选，建立抑郁症疾病靶点数据列表。

1.4　蛋白-蛋白相互作用（PPI）网络分析　将上述活性

成分靶点与抑郁症靶点取交集后，导入 String数据库进

行PPI网络分析，物种选择“Homo sapiens”，相互作用参

数 设 置 为 中 度 可 靠 0.400，下 载 PPI 网 络 后 导 入

Cytoscape 软件进行可视化展示。利用 Cytohubba 插件

识别网络中的关键节点，根据最大聚集中心度（MCC）、

度（Degree）两种拓扑分析方法，计算出得分，选择排名

前十的节点作为核心靶点。

1.5　基因本体（GO）富集分析和京都基因与基因组百

科 全 书（KEGG）富 集 分 析　将上述交集靶点导入

DAVID 数据库（http：//david.ncifcrf.gov/）进行基因功能

富集分析，导入 KEGG（https：//www.kegg.jp/）进行基因

信号通路富集分析。其中，GO富集分析分为生物过程

（biological process）、细胞成分（cellular component）和分

子功能（molecular function）三类，KEGG 富集分析分为

细 胞 过 程（cellular processes）、环 境 信 息 处 理

（environmental information processing）、人 类 疾 病

（human diseases）、代 谢（metabolism）、生 物 系 统

（organismal systems）5类。

1.6　分子对接　蛋白质结构从蛋白质结构数据库

（PDB）中下载，除去晶体结构中的水分子，选择原始配

体周围的氨基酸残基作为对接位点，半径为 10 Å。采

用 Discovery studio 16软件中的 CDOCKER 模块进行分

子对接，小分子设置为 CHARMm 力场，最多命中设置

为 10，簇半径设置为 0.1，其余对接参数根据默认参数

设置，并计算相应活性成分与靶点的结合能。

1.7　SPR 实验　采用分子间相互作用分析系统检测刺

芒柄花素、甘草查尔酮 A、维斯体素、SB203580、FK506
与 MAPK14的结合情况。通过 1-乙基-（3-二甲基氨基

丙基）碳酰二亚胺盐酸盐/N-羟基琥珀酰亚胺（EDC/
NHS）介导的交联反应将 MAPK14蛋白固定在 CM5芯

片上。小分子配体在磷酸盐缓冲液（PBS）中稀释，采用

4倍体积倍比稀释法，浓度分别为256、64、16、4、1 μmol/L。
SPR 的参数设置如下：流量 30 μL/min；接触时间 80 s；
解离时间 100 s。应用GE Healthcare软件分析结果。

1.8　热迁移实验　根据 SPR 实验结果选择 10 μmol/L
浓度作为化合物与MAPK14结合验证的效应浓度。刺

芒柄花素、甘草查尔酮A与维斯体素按 1∶1∶1等比例混

合，每个化合物终浓度为 10 μmol/L。取 1 μg MAPK14
纯蛋白，与 100 μL上述 3种化合物的混合样品 37 ℃孵

育 6 h 后，再利用 PCR 仪加热模块进行孵育，设置 50、
55、60、65、70 ℃的温度梯度，孵育 5 min后，迅速冷却样

品至 4 ℃，离心分离变性的蛋白质和未变性的蛋白质，

利用Western blot检测未变性蛋白质的量。

1.9　统计学方法　采用 GraphPad Prism 9软件进行数

据统计分析和作图。计量数据以 x̄±s表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用Tukey多重比较检

验。以P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　甘麦大枣汤联合百合知母汤活性成分筛选　在

TCMSP 数据库、HIT 数据库、BATMAN-TCM 数据库、

ETCM 数据库中分别对甘草、小麦、大枣、百合、知母 5
种药物进行检索，共获得 529种活性成分。根据药物吸

收 - 分 配 - 代 谢 - 排 泄 - 毒 性（ADMET）原 则 ，利 用

ADMETlab 3.0工具分析了上述 529种活性成分的成药

性。该工具包含 3个成药性评价指标：pH=7.4时正辛

醇/水分配系数的对数（LogD7.4），评价药物亲脂性和亲

水性、可溶性和膜渗透性；正辛醇/水分配系数的对数

（LogP），评价药物膜通透性、与大分子的疏水结合能

力；水溶液溶解度的对数（LogS），评价药物的溶解性和

可吸收性。以 LogD7.4>1 且<3、LogP>0 且<3、LogS>-4
且<0.5这 3个标准筛选出 160种成药性较高的活性成

分，见表 1。
表 1　甘麦大枣汤联合百合知母汤的活性成分

原儿茶酸（protocatechuic acid）
异甘草素（isoliquiritigenin）
异佛尔酮（izoforon）
美迪紫檀素（medicarpin）
异鼠李素（isorhamnetin）
东莨菪内酯（scopoletol）
芦丁（rutin）
毛异黄酮（calycosin）

1.0
2.5
1.9
2.8
1.9
1.1
1.5
2.0

1.0
2.5
1.7
2.7
1.8
0.9
1.0
1.8

-1.7
-3.5
-1.9
-3.3
-3.9
-3.0
-2.4
-3.5

名称 LogD7.4 LogP LogS
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山柰酚（kaempferol）
异懈皮苷（hirsutrin）
3，9-二羟基-1-甲氧基香豆素（isotrifoliol）
柚皮苷（naringin）
紫荆素（echinatin）
甘草查尔酮A（licochalcone A）
甘草宁C（gancaonin C）
樱黄素（prunetin）
甘草苷E（licorice glycoside E）
甘草宁D（gancaonin D）
5，6，7，8-四氢-2，4-二甲基喹啉（5，6，7，8-
tetrahydro-2，4-dimethylquinoline）
亚甲二氧基异黄酮（glyzaglabrin）
石脑油加氢脱硫（hex）
芒柄花苷（ononin）
美迪紫檀素-3-氧-葡萄糖苷［（-）-medicocarpin］
甘草酸（glycyrrhizin）
尿皂素B（uralsaponin B）
异桔梗苷（isoliquiritin）
3，4，3'，4'-四羟基-2-甲氧基查尔酮（3，4，3'，4'- 
tetrahydroxy-2-methoxychalcone）
7-乙酰氧基-2-甲基异黄酮（7-acetoxy-2-
methylisoflavone）
甘草苷A（licorice glycoside A）
香膜质素（odoratin）
紫云英苷（astragalin）
2-庚酮（2-heptanone）
槲皮素（quercetin）
甘草皂苷A3（licoricesaponin A3）

甘草皂苷C2（licoricesaponin C2）

甘草皂苷D3（licoricesaponin D3）

甘草皂苷E2（licoricesaponin E2）

甘草皂苷F3（licoricesaponin F3）

甘草皂苷G2（licoricesaponin G2）

甘草皂苷 J2（licoricesaponin J2）
甘草皂苷K2（licoricesaponin K2）
5，6，7，8-四氢-4-甲基喹啉（5，6，7，8-
tetrahydro-4-methylquinoline）
赤藓宁C（erythrinin C）
熊果苷（kumatakenin）
大豆苷（daidzein）
鱼藤素（fisetin）
（-）-表儿茶素［（-）-epicatechin］
高良姜素（galangin）
表儿茶素没食子酸酯（epicatechin gallate）
肉桂酸（cinnamic acid）
香豆素（coumarin）
二苯甲酰甲烷（dibenzoylmethane）
金雀异黄酮（genistein）
邻苯二甲酸二甲酯（dimethyl phthalate）

1.9
1.1
2.5
1.3
2.9
2.6
2.0
2.3
1.7
2.0
2.4
2.4
1.8
1.2
1.0
2.0
1.9
1.0
2.4
2.8
1.4
1.7
1.3
1.8
1.4
1.5
2.4
1.9
1.9
2.1
1.5
1.8
1.5
2.0
2.2
2.6
2.3
1.6
1.5
2.2
1.6
1.8
1.6
2.9
2.2
1.5

2.0
0.7
2.5
0.5
2.8
2.5
1.9
2.3
1.2
1.8
2.4
2.3
2.0
0.2
0.5
1.7
1.6
0.4
2.3
2.8
1.1
1.5
1.0
1.9
1.4
0.8
2.2
1.5
1.6
1.7
0.8
1.5
0.7
1.9
2.4
2.7
2.2
1.6
1.1
2.2
1.8
2.2
1.5
2.9
2.1
1.6

-3.6
-3.6
-3.3
-2.4
-3.9
-3.7
-3.5
-3.3
-3.7
-3.7
-2.1
-3.6
-1.3
-2.9
-2.2
-3.9
-3.7
-3.0
-3.6
-3.8
-3.3
-3.6
-3.6
-1.4
-3.7
-3.2
-3.7
-3.7
-3.8
-3.9
-3.5
-3.5
-3.0
-1.5
-3.5
-3.9
-3.8
-3.9
-2.5
-3.2
-3.7
-2.1
-2.0
-3.4
-3.5
-1.8

表1（续）

名称 LogD7.4 LogP LogS
异亮氨酸（isoliensinine）
四氢骆驼蓬碱（tetrahydroharmine）
吲哚-3-羧酸（indole-3-carboxylic acid）
庚醛（heptanal）
D-四氢帕马丁（D-tetrahydropalmatine）
（+）-新异柚醇［（+）-neoisopulegol）］
芥子酸（sinapic acid）
（E）-阿魏酸［（E）-ferulate］
灵芝酸B（ganoderic acid B）
甲基异丁香酚（methylisoeugenol）
伞形酮（umbelliferone）
莲心碱（liensinine）
槲皮素-3，3'-二甲醚（quercetin-3，3'-dimethyl 
ether）
灵芝酸A（ganoderic acid A）
反式-2-辛烯-1-ol（trans-2-octen-1-ol）
加兰他敏酮（galanthaminone）
欧黄酮（euxanthone）
新汉素苷A（neohancoside A）
刺芒柄花素（formononetin）
黄姜味草酸（xanthomicrol）
（R）-芳樟醇［（R）-linalool］
丁二酸二乙酯（clorius）
松油醇（β-terpineol）
秋水仙碱（colchicine）
儿茶素（catechin）
香豆酸（coumaric acid）
咖啡酸（caffeic acid）
绿原酸（chlorogenic acid）
杨梅素（myricetin）
异紫花前胡内酯（marmesin）
没食子酸甲酯（methyl gallate）
淫羊藿苷Ⅰ（icariside Ⅰ）

正己醛（hexanal）
4-羟基苯甲酸（4-hydroxybenzoic acid）
（E）-1，3-二氯-1-丙烯［（E）-1，3-dichloro-1-
propene］
N-顺式阿魏酰酪胺（N-cis-feruloyltyramine）
N-对反式香豆酰酪胺（N-p-trans-
coumaroyltyramine）
N-反式阿魏酰酪胺（N-trans-feruloyltyramine）
二氟苯甲酮（iriflophenone）
香草酸（vanillic acid）
知母皂苷B（anemarsaponin B）
番泻苷B（sennoside B）
椰油酰甘氨酸钾（PCG）
大枣皂苷Ⅳ（jujubasaponin Ⅳ）

巴婆碱（asimilobine）
香豆素（coumestrol）

2.8
1.9
2.0
1.9
2.3
2.2
1.8
1.8
1.9
2.5
1.4
2.5
2.3
1.9
2.5
1.1
2.7
1.2
1.0
2.3
2.5
2.0
2.5
1.3
1.5
1.6
1.7
1.3
1.1
1.8
1.2
2.5
1.7
1.2
2.0
2.3
2.3
2.3
2.4
1.3
1.4
1.5
1.1
2.2
2.1
2.8

2.8
2.2
2.1
2.1
1.9
2.5
1.7
1.6
1.8
2.5
1.2
2.4
2.5
1.8
2.8
1.2
2.6
0.5
0.3
2.3
2.8
2.0
2.7
0.7
1.2
1.9
1.2
1.0
1.1
1.7
1.1
2.5
1.7
1.4
2.0
2.3
2.0
2.0
2.2
1.3
0.4
1.4
0.6
1.1
2.1
2.5

-3.7
-2.5
-3.0
-1.7
-2.6
-1.8
-2.5
-2.4
-3.4
-2.3
-2.9
-3.6
-3.6
-3.3
-2.3
-1.6
-3.1
-2.3
-2.9
-3.6
-2.2
-1.9
-1.8
-2.3
-2.6
-1.7
-1.8
-3.0
-3.4
-3.7
-1.8
-3.8
-1.2
-1.8
-1.5
-2.9
-2.8
-2.9
-2.8
-1.9
-3.9
-3.6
-1.1
-3.9
-3.0
-3.5

表1（续）

名称 LogD7.4 LogP LogS
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大枣苷A1（jujuboside A1）

毛果芸香碱 A（mauritine A）
褪黑素（MLT）
吲哚乙酸（IES）
芥子醇（sinapyl alcohol）
肉豆蔻苷（myristicin）
吐叶醇（vomifoliol）
vulgarin
千金藤啶碱（stepholidine）
对香豆酸（p-coumaric acid）
原阿片碱（fumarine）
大枣苷B（jujuboside B）
苯甲醛（benzaldehyde）
辛酸（octanoic acid）
桉叶油醇（eucalyptol）
丁香酚（eugenol）
肉桂醛（cinnamaldehyde）
异丁香酚（isoeugenol）
金丝桃苷（hyperoside）
原花青素B2（procyanidin B2）

胡椒酮（piperitone）
3-辛醇（3-octanol）
维斯体素（vestitol）
芳樟醇（linalool）
黄樟素（safrole）
（+）-薄荷酮［（+）-menthone）］
3-辛酮（3-octanone）
芒果苷元（norathyriol）
5，7，2'-三羟基-8-甲氧基黄酮（scutevulin）
辛醛（octanal）
反式-3-己烯乙酸酯（trans-3-hexenyl acetate）
盐酸育亨宾（yohimbine hydrochloride）
4-（4-羟基苯基）-2-丁酮［4-（4-hydroxyphenyl）- 
2-butanone］
3-去甲基胆碱（3-desmethylcolchicine）
补骨脂素（psoralen）
4-羟基苯甲醛（4-hydroxybenzaldehyde）
2-甲氧基-4-乙烯基苯酚（2-methoxy-4-
vinylphenol）
5，7-二羟基-3'，4'，5'-三甲氧基黄酮（5，7-
dihydroxy-3'，4'，5'-trimethoxyflavon）
泽泻酸（azelex）
雪松酸（cedar acid）
间香豆酸（m-coumaric acid）
异阿魏酸（isoferulic acid）
表儿茶素（ent-epicatechin）
大麦芽碱（hordenine）
色胺（tryptamine）
槲皮苷（quercitrin）

1.0
2.4
2.7
1.5
1.4
2.4
1.0
1.3
1.4
1.8
2.1
1.9
1.5
2.3
2.6
2.1
2.1
2.3
1.1
1.6
2.7
2.3
3.1
2.3
2.5
2.8
2.1
1.6
2.5
2.3
2.1
2.6
1.3
1.2
1.8
1.2
2.0
2.3
1.5
1.2
1.9
1.8
1.2
1.2
1.1
1.5

0.1
2.6
2.5
1.5
1.2
2.6
1.0
0.8
1.2
1.4
1.9
0.9
1.5
2.8
2.8
2.3
2.3
2.3
0.9
1.2
2.8
2.6
3.0
2.5
2.8
2.9
2.2
1.3
2.4
2.6
2.2
2.6
1.6
0.5
1.7
1.0
2.1
2.5
1.4
1.2
1.8
1.6
0.8
1.5
1.7
1.3

-3.5
-3.3
-3.4
-2.0
-1.9
-2.6
-1.0
-2.8
-2.1
-2.1
-3.2
-3.8
-1.2
-2.1
-2.3
-1.9
-2.1
-1.6
-3.6
-3.3
-2.4
-1.9
-3.1
-1.8
-2.8
-2.5
-1.7
-3.0
-3.3
-2.3
-1.8
-3.8
-1.0
-2.2
-3.1
-1.2
-1.6
-3.7
-1.5
-2.2
-2.3
-2.4
-2.3
-1.2
-1.1
-3.1

表1（续）

名称 LogD7.4 LogP LogS
苯乙醇（phenylethyl alcohol）
十七碳酰肉碱（heptadecanoyl carnitine）
二米纳嗪（diminazene）
4-香芹酚（4-carvomenthenol）
表普鲁卡因醇（epiprocurcumenol）
胭脂虫碱B（nummularine B）
甲基胆碱（methyleugenol）
莪术二酮（curdione）
姜黄素（curcumin）
苄醇（benzyl alcohol）
乌药碱（coclaurine）
榄香素（elemicin）
维生素B12（depinar）
伊马替尼（imatinib）

1.2
2.0
1.0
2.4
2.8
2.7
2.4
2.3
2.4
1.0
1.0
2.4
1.4
2.8

1.4
1.7
0.8
2.5
2.7
2.8
2.5
2.4
2.1
1.2
0.7
2.4
0.7
2.6

-0.8
-1.4
-2.8
-1.8
-3.0
-3.5
-2.2
-2.4
-3.6
-0.4
-2.4
-2.6
-2.6
-3.0

表1（续）

名称 LogD7.4 LogP LogS

注：LogD7.4为 pH=7.4时正辛醇/水分配系数的对数，LogP为正辛醇/水
分配系数的对数，LogS为水溶液溶解度的对数。

2.2　甘麦大枣汤联合百合知母汤潜在抗抑郁症靶点筛

选及富集分析　检索 GeneCards 数据库获得 12 978个

抑郁症相关靶点。从 GSE76826基因芯片数据矩阵文

件获得抑郁症差异表达基因 4 270个，见图 1A。

对甘麦大枣汤联合百合知母汤的 160种活性成分

进行靶点搜索，共获得 8 722个潜在作用靶点。将甘麦

大枣汤联合百合知母汤活性成分靶点、GeneCards数据

库来源抑郁症靶点和 GSE76826人体基因转录组样本

来源抑郁症差异基因三者取交集，获得 763个甘麦大枣

汤联合百合知母汤治疗抑郁症潜在靶点，见图 1B。

对上述 763 个核心靶点进行 GO 富集分析，按照

P≤0.01标准筛选，共得到 594条生物信息，其中生物学

过程 395条、细胞成分 98条和分子功能 101条，每种类

型排名前列的生物信息见图 1C。在 KEGG 富集分析

中，按照 P≤0.05标准筛选，共得到 138条相关通路，其

中细胞过程相关 15条，环境信息处理相关 19条，人类

疾病相关 66条，生物系统相关 38条，每种类型排名前

列的信号通路见图 1D。

2.3　甘麦大枣汤联合百合知母汤潜在抗抑郁症靶点

PPI 网络构建　将上述获得的 763 个靶点蛋白导入

String 数据库进行 PPI网络分析。如图 2A 所示，PPI网
络包含 7 757个节点，8 163条边，平均节点度为 21.6，平
均局部聚类系数为 0.383，蛋白间相互作用P<1.0×10-16。

将上述 763个靶点间相互作用网络进行可视化展示，选

择拓扑分析法将排名前十的节点作为核心靶点蛋白，

核心靶点蛋白节点间相互作用关系见图 2B。

2.4　甘麦大枣汤联合百合知母汤主要活性成分和

MAPK14的分子对接验证　根据MCC和Degree两种拓
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　注：A为抑郁症患者差异基因表达，B为甘麦大枣汤联合百合知母汤靶点、抑郁症靶点与抑郁症患者差异表达基因的交集分布情况，C为基因本体

（GO）富集分析，D为京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析。GeneCards为人类基因数据库，GSE为GSE76826人体基因转录组样本。

图 1　甘麦大枣汤联合百合知母汤治疗抑郁症的潜在靶点及富集分析

　注：A为蛋白-蛋白相互作用（PPI）网络；B为两种拓扑分析方法计算得到排名前十的核心靶点，排序从上到下代表蛋白在相互作用网络中的位置，颜

色由黄至红代表蛋白在相互作用网络中的核心度。

图 2　甘麦大枣汤联合百合知母汤治疗抑郁症潜在靶点的PPI网络
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扑网络分析方法计算结果，我们发现 MAPK14均位列

上述靶点网络核心节点第 1位，与多个节点紧密连接，

并直接出现在包含 MAPK 信号通路、核苷酸寡聚化域

样受体信号通路、肿瘤坏死因子信号通路、破骨细胞分

化信号通路、叉头转录因子信号通路、白细胞跨内皮迁

移信号通路等 21条通路中。因此，我们对 MAPK14靶

点进行了分子对接验证。

根据药物活性成分靶点预测信息，甘麦大枣汤联

合百合知母汤中的 7种活性成分可与MAPK14结合（见

表 2），包 括 异 鼠 李 素（isorhamnetin）、槲 皮 素

（quercetin）、肉 桂 醛（cinnamaldehyde）、姜 黄 素

（curcumin）、刺芒柄花素（formononetin）、甘草查尔酮 A
（licochalcone A）和维斯体素（vestitol）。

我们进一步将上述 7个核心活性成分与 MAPK14
进行分子对接验证，从 PDB 数据库中下载 MAPK14的

蛋白结构数据（PDB ID：5TCO），蛋白与活性成分间的

结合自由能和对接分数见表 2，相互作用见图 3。现以

刺芒柄花素为例进行说明，刺芒柄花素与 MAPK14结

合自由能为-34.090 2 kcal/mol，表明两者可以发生直接

结合，刺芒柄花素结构中B环上的氧原子与 109位甲硫

氨酸间产生范德华力，B环与 157位丙氨酸发生π-供体

氢间相互作用，氧原子与 38位缬氨酸、51位丙氨酸，可

以发生π-σ间相互作用；A环可以与 38位缬氨酸、51位
丙氨酸、53位赖氨酸发生π-烷基相互作用，与 105位缬

氨酸发生酰胺-π类相互作用、与 106位缩氨酸发生π-σ
相互作用。其余活性成分与 MAPK14 间的相互作用

见图 3。

2.5　甘麦大枣汤联合百合知母汤主要活性成分与

MAPK14 的相互作用检测　本研究选择与 MAPK14对

接分数较高的 3 个成分，检测其与 MAPK14 之间的相

互作用。首先通过 SPR 技术，分别检测刺芒柄花素、

甘草查尔酮A、维斯体素与MAPK14的结合情况。结果

如图 4 所示，3 个成分与 MAPK14 均有结合，且在 1~
256 μmol/L 浓度范围内，与 MAPK14 结合的响应值随

化合物浓度升高而升高，符合特异性结合的趋势，与

MAPK14 的亲和力分别为 2.36 μmol/L、26.01 μmol/L、
11.30 μmol/L，而阴性对照小分子 FK506与 MAPK14无

结 合 响 应 。 小 分 子 SB203580（adezmapimod）是

MAPK14的选择性抑制剂，在浓度范围 0.1~10.0 μmol/L
内与MAPK14呈特异性结合，两者亲和力为0.6 μmol/L。
结果表明，甘麦大枣汤联合百合知母汤活性成分刺芒

柄花素、甘草查尔酮 A、维斯体素与 MAPK14存在相互

作用。

表 2　丝裂原活化蛋白激酶 14与甘麦大枣汤联合百合

知母汤 7个活性成分的分子对接参数

名称

异鼠李素（isorhamnetin）
槲皮素（quercetin）
肉桂醛（cinnamaldehyde）
姜黄素（curcumin）
刺芒柄花素（formononetin）
甘草查尔酮A（licochalcone A）
维斯体素（vestitol）

自由能
（kcal/mol）

-32.723 2
-36.775 3
-14.183 4
-34.531 8
-34.090 2
-44.382 5
-42.576 6

对接分数

52.493 9
61.799 6
50.364 7
70.824 2
95.414 6

108.707 0
104.921 0

注：浅绿色表示范德华力，绿色表示氢键，浅粉色表示π-烷基相互作用，深红色表示π-酰胺相互作用，紫色表示π-σ间相互作用。

图 3　丝裂原活化蛋白激酶 14与甘麦大枣汤联合百合知母汤 7个活性成分的分子对接示意图
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其次，我们利用热迁移实验检测小分子与MAPK14
蛋白的相互作用。 SPR 检测的结果显示刺芒柄花

素、甘草查尔酮 A、维斯体素与 MAPK14 的亲和力在

2~20 μmol/L之间，因此选择了 10 μmol/L作为效应检测

浓度。由于中药多组分联合作用的特性，我们观察了

3个化合物的混合样品是否影响MAPK14的热稳定性。

结果如图 5所示，在未添加 3个小分子混合物（对照组）

干预的情况下随着温度升高，MAPK14蛋白含量明显下

降，而在添加混合物（处理组）干预后 MAPK14的蛋白

含量较对照组显著升高（P<0.001），且随着温度升高其

下降幅度也减小，表明 3个小分子结合MAPK14之后具

有热保护作用。

3　讨论

中药在治疗抑郁症方面应用颇多，多年的临床实

践证明，中药的抗抑郁作用毋庸置疑，无论是单味中

药、中药复方或中药提取物都有显著的治疗效果［34］。

目前，临床抗抑郁化学药物普遍存在价格高、易产生耐

药性、不良反应严重、停药后易复发等问题，而中药中

多种化学成分相互协同促进，可有效避免单一成分带

来的副作用［34］。甘麦大枣汤为安神剂，临床上常用来

治疗抑郁症，还常和其他西药或其他疗法联合应用，可

有效改善抑郁症状［15］。同样，百合知母汤主治阴虚内

热证，不仅可以治疗单纯的抑郁症，且对于多种诱因引

起的抑郁症状也有较好的治疗作用，能有效改善患者

抑郁状态、提高生活质量［18］。多项临床研究［19-26］表明，

甘麦大枣汤和百合知母汤联用治疗抑郁症效果较好。

本研究通过网络药理学分析发现，甘麦大枣汤和百合

知母汤的 5种药物间共有活性成分较少，差异成分较

多，说明 5 种药物联合使用可以相互补充、相互协同

促进。

虽然临床实践发现甘麦大枣汤联合百合知母汤可

治疗抑郁症，但目前对其治疗抑郁症的理论基础知之

甚少，限制了其应用和发展。研究［15］发现，甘麦大枣汤

治疗抑郁症的作用机制可能与调节神经递质、降低炎

症因子、调节下丘脑-垂体-肾上腺轴、促进脑源性神经

营养因子分泌等有关；此外，还可能涉及海马神经元突

触结构的重塑［15］、沉默信息调节因子 1 信号通路［35］、

N-甲基-D-天冬氨酸受体（NMDA）信号通路［36］、丝苏氨

酸蛋白激酶/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路［37］等。

　注：刺芒柄花素、甘草查尔酮A、维斯体素混合物与MAPK14蛋白在不同温度下孵育后的Western blot条带图（左）和灰度分析统计图（右）。与相应温

度对照组比较，***P<0.001。
图 5　刺芒柄花素、甘草查尔酮A、维斯体素混合物与丝裂原活化蛋白激酶 14的热迁移实验

注：Response为响应值，Kd为亲和力常数，FK506为他克莫司，SB203580为 4-（4-氟苯基）-2-（4-甲基亚磺酰基苯基）-5-（4-吡啶基）-1H-咪唑。

图 4　SPR检测甘麦大枣汤联合百合知母汤 3个活性成分与丝裂原活化蛋白激酶 14的结合情况
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类似地，百合知母汤可改善脑源性神经营养因子代谢、

促进海马神经元的恢复及神经递质的表达，还可调节

细胞外信号调节激酶信号通路、钙调素激酶信号通路、

环磷腺苷效应元件结合蛋白信号通路等［18］。但这些研

究均是在药物干预后对组织形态、细胞功能、信号通路

状态的观察性研究，缺少直接证明甘麦大枣汤联合百

合知母汤活性成分作用靶点的证据。本研究通过网络

药理学分析了甘麦大枣汤联合百合知母汤的主要活性

成分，并筛选了其活性成分潜在靶点中与抑郁症相关

的靶点，发现甘麦大枣汤联合百合知母汤治疗抑郁症

的潜在靶点中的关键靶点MAPK14，相应的活性成分包

括异鼠李素、槲皮素、肉桂醛、姜黄素、刺芒柄花素、甘

草查尔酮 A 和维斯体素。我们通过分子对接、SPR 实

验、热迁移实验证实了刺芒柄花素、甘草查尔酮A和维

斯体素与 MAPK14的结合活性和相互作用，首次从活

性成分直接作用靶点角度探讨了甘麦大枣汤联合百合

知母汤治疗抑郁症的分子机制。

MAPK 是 一 种 丝 氨 酸/苏 氨 酸 激 酶 ，MAPK14
（p38α）是 4种 p38 MAPK之一，在细胞外刺激下可以引

起多种信号转导的级联反应，磷酸化诸多下游激酶或

直接激活转录因子调控基因表达，影响包括细胞生长、

分化、凋亡及应激、炎症等多个生理病理过程［38］。研

究［39］表明，肿瘤坏死因子可激活 MAPK14并引起抑郁

样表型，而抑制MAPK14的激活可缓解抑郁样症状，其

作用机制可能与抑制 NMDA 有关。同样，另一项研

究［40］也表明MAPK14的激活可引起NMDA依赖的长时

程抑制。此外，应激可激活MAPK14引起抑郁样行为，

而在中缝背核区、羟色胺能神经元中敲除 MAPK14则

可抵抗应激引起的抑郁样行为［41］。这些研究结果表

明，MAPK14的激活是抑郁症的分子表型之一，而靶向

抑制或敲除MAPK14是治疗抑郁症的潜在措施。本研

究证实了甘麦大枣汤联合百合知母汤中 3种活性成分

刺芒柄花素、甘草查尔酮 A 和维斯体素可靶向结合

MAPK14，一方面解释了甘麦大枣汤联合百合知母汤可

能的抗抑郁分子机制，另一方面也为基于刺芒柄花素、

甘草查尔酮 A 和维斯体素这 3 种活性成分开发

MAPK14靶点抑制剂提供了线索。

综上，本研究基于网络药理学、分子对接和 SPR技

术分析了甘麦大枣汤联合百合知母汤的主要活性成分

和潜在治疗抑郁症靶点，并证实了其相互作用关系，提

出甘麦大枣汤联合百合知母汤可能通过调控 MAPK14
发挥治疗抑郁症的作用。但本研究也有一定局限性，

如缺少体内实验研究证据、没有采用 MAPK14敲除实

验以充分论证甘麦大枣汤联合百合知母汤是否通过

MAPK14治疗抑郁症等，有待后续进一步研究。
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