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摘要:目的 研究大川芎方治疗偏头痛的分子作用机制。方法 结合文献挖掘、分子对接和网络分析研究大川芎方中化合物

群与偏头痛相关靶蛋白的相互作用。结果 分子对接发现大川芎中有38个活性成分,且大部分具有较好的口服生物利用度

和良好的脑内暴露量,进一步网络分析发现senkyunolideM,riligustilide,levistolideA,chuanxiongterpene等16个化合物为其

主要活性成分,可通过与CGRP、p38、TNFα、iGluR5、NOS等18个靶蛋白作用,抑制神经源性炎症和神经递质的产生,降低源

自三叉神经的感受器对伤害性信息的超敏化,并对抗皮层扩布性抑制,从而发挥治疗偏头痛的作用。结论 通过网络分析明

确了大川芎方治疗偏头痛的分子作用机制,诠释了其科学内涵,有助于推动后续相应制剂的药效物质基础研究和分子机制实

验研究。
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  大川芎方源于金·刘完素《宣明论方》,由川芎、
天麻2味中药组成,具有活血化瘀、平肝熄风之功

效,为治疗偏头痛的经典复方,并已被开发成用于治

疗多种头痛的中成药(如天舒胶囊、天舒片、天舒滴

丸等)[1]。而偏头痛是临床常见的、易反复发作的且

发作时疼痛剧烈的顽固性疾病,以占主导地位的三

叉神经血管学说认为,该病机理主要涉及到脑膜的

血管扩张、血管活性肽释放引起神经源性炎症以及

中枢疼痛调节系统的功能异常[23]。正是这种复杂

系统与复杂系统间的相互作用极大的限制了大川芎

方及其相应制剂的作用机制解析。
融合系统生物学(Systemsbiology)和多向药理

学(Polypharmacology)提出的网络药理学,利用网

络分析(Networkanalysis)理论从整个系统角度研

究药物作用机制[45],这为多成分药物作用机制的阐

释提供了另一种研究策略[6]。而中医药正是在中医
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理论指导下由一味或多味中药合理配伍而成的复

方,经现代药物化学研究,其恰好是多成分药物的一

种典型代表[7]。因此,网络药理学思想正被引入到

中药的药效物质基础和分子作用机制研究中以阐释

其科学内涵[78]。在此背景下,本文尝试采用分子对

接与网络分析相结合的方法来研究大川芎方治疗偏

头痛的分子作用机制,进而诠释其临床应用的科学

内涵。

1 材料与方法

1.1 靶蛋白与分子数据集构建

通过文献分析认为,偏头痛是血管神经性脑部

疾病,各种原因导致脑膜血管扩张,血浆外渗,造成

脑膜周围神经炎症,激活三叉神经产生头痛。同时,

兴奋的神经释放血管激活物质和致痛物质,激活内

皮细胞、肥大细胞和血小板,进而引起胞外胺类、

AA类代谢物、肽类及多种离子增加,增强感觉神经

元的敏感性,造成头痛增强延长[2,911]。基于发病过

程分析,根据是否人源、晶体结构分辨率以及是否含

配体等方面从 Uniprot数据库(http://www.uni-
prot.org/)和RCSB数据库(http://www.rcsb.org/

pdb/home/home.do)共筛选出21个含原配体靶蛋

白晶体复合物(表1)。同时,根据大川芎处方组成,
从 UNPD 数 据 库 ((http://pkuxxj.pku.edu.cn/

UNPD/)检索建立中药川芎、天麻所含的111个小

分子三维结构数据库。

表1 与偏头痛相关的靶蛋白

Uniprot PDB 名称 缩写

P09917 3V99 Arachidonate5lipoxygenase 5LOX
P12821 3L3N Angiotensinconvertingenzyme ACE
P42262 3RN8 Glutamatereceptorionotropic AMPA2
Q16602 3N7R Calcitoningenerelatedpeptidetype1receptor CGRP1
P23219 3N8X ProstaglandinG/Hsynthase1 COX1
P35354 3LN1 ProstaglandinG/Hsynthase2 COX2
P14416 2HLB D(2)dopaminereceptor D2R
P29474 1M9J Nitricoxidesynthase,endothelial eNOS
P39086 2ZNT Glutamatereceptor,ionotropickainate1 iGluR5
P35228 4NOS Nitricoxidesynthase,inducible iNOS
P14555 1J1A PhospholipaseA2,membraneassociated mPLA2
O14684 3DWW ProstaglandinEsynthase PGES
P01375 2AZ5 Tumornecrosisfactoralpha TNFα
P47712 1CJY CytosolicphospholipaseA2 cPLA2
P07550 3NY8 Beta2adrenergicreceptor β2adrenoceptor
P41145 4DJH Kappatypeopioidreceptor κopioidreceptor
P29274 3EML AdenosinereceptorA2a A2aR
P53778 1CM8 Mitogenactivatedproteinkinase12 p38γ
Q15759 3GC9 Mitogenactivatedproteinkinase11 p38β
Q16539 1KV1 Mitogenactivatedproteinkinase14 p38α
P29274 3EML AdenosinereceptorA2a A2aR

1.2 分子对接

在建立的小分子三维结构数据库和靶蛋白数据

库基础上,依据靶蛋白uniprot和化合物 UNPD编

号从TCMN数据库筛选大川芎方中小分子与靶点

的分 子 对 接 得 分。分 子 对 接 具 体 参 数 如 下:以
AutoDock4.0为内核的DOVIS2.0平台上完成分

子对接,以原配体为活性中心,盒子大小为4nm×4
nm×4nm,格点间隔为0.0375nm,分子构象搜索采

用拉马克遗传算法(LGA),初始种群数为150,平移

步长为0.2nm,旋转步长为50°,突变率为0.02,交

叉率为0.8,局部搜索频率为0.06,其余为默认值。

1.3 网络构建

根据分子对接得分,在高于原配体基础上,选取

得分较高(Score≥5.5)的111个分子靶蛋白数据对

导入Cytoscape3.2.1软件构建分子靶蛋白网络,并
通过插件Networkanalyzer分析网络特征,识别大

川芎方主要活性成分群和可能靶蛋白,以阐释其治

疗偏头痛科学内涵。
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2 结果

2.1 分子对接结果分析

在分子计算中,分子与靶蛋白对接得分越高,则
分子与靶蛋白相互作用的可能性越大。通过对大川

芎方分子对接结果分析,发现与偏头痛靶蛋白有较

高对接得分(Score≥5.5)的38个分子(表2),其中

32个分子(大部分属于苯酞及苯酞二聚体类)来自

川芎,6个分子(主要属于酚类化合物)来自天麻。

对38个分子活性报道分析发现,川芎内酯I(Sen-
kyunolideI,UNPD152094)可通过调节神经递质的

水平显著提升疼痛阈值来缓解偏头痛小鼠的疼

痛[12];z藁本内酯(Zligustilide,UNPD37822)能抑

制小神经胶质细胞介导的促炎反应治疗神经元性炎

症反应[13];diligustilide(UNPD28251)能明显抑制

小鼠扭体次数[14]。综述所述,这个38个分子可能

是大川芎方发挥治疗偏头痛的活性成分。
表2 大川芎方中潜在活性成分

UNPD编号 化合物 UNPD编号 化合物

UNPD135221 chuanxiongterpene UNPD3918 senkyunolideG
UNPD89491 senkyunolideP UNPD52794 senkyunolideC
UNPD28251 (Z,Z')diligustilide UNPD108196 senkyunolideK
UNPD124155 tokinolideB UNPD131685 chuanxiongol
UNPD11020 βsitosterol UNPD12531 Cnidiumlactone
UNPD80200 levistolideA UNPD138803 3nbutylphthalide
UNPD164063 3,8dihydrodiligustilide UNPD145684 senkyunolideD
UNPD82739 4,5dehydrotokinolideB UNPD148567 senkyunone
UNPD4079 chuanxiongnolideA UNPD152094 senkyunolideI
UNPD127970 Z,Z'6,8'7,3'diligustilide UNPD159659 senkyunolideA
UNPD127227 chuanxiongnolideB UNPD101914 senkyunolideE
UNPD133067 4,4'ethylenebisphenol UNPD191474 senkyunolideB
UNPD6707 βdaucosterin UNPD19582 3butylphthalide
UNPD996 (Z)6,7epoxyligustilide UNPD194163 senkyunolideQ
UNPD7686 4hydroxy3butylphthalide UNPD196386 senkyunolideM
UNPD56145 2,4bis(4hydroxybenzyl)phenol UNPD37822 Zligustilide
UNPD185608 4,4'dihydroxybenzylsulfide UNPD154927 riligustilide
UNPD105737 3,8dihydro6,6':7,3'αdiliguetilide UNPD60627 cnidilide
UNPD197488 1(furan2yl)2(4hydroxyphenyl)

ethanone
UNPD27958 5Hydroxymethyl6endo(3'

methoxy4'hydroxyphenyl)8oxa
bicyclo[3.2.1]oct3en2one

2.2 活性成分的药动学分析

口服大川芎方后,其活性成分经胃肠道吸收入

血,再分布到病变部位发挥治疗作用。而这些活性

分子透过生物膜屏障入血或到达病灶部位与其结构

密切相关。因此,可通过刻画分子结构特征的分子

描述符的分析来初步预测化合物进入体内的药代动

力学过程。通过OpenBabel2.3.2对38个潜在活性

分子进行分子描述符计算和结构特征的统计学分析

(表3),从 MW、logP、HBAs和 HBDs的均数和中

位数可看出,绝大部分化合物均符合“类药5规则”;
分子描述符RBs和PSA均数远远小于13,中位数

远远小于1.4nm2,提示绝大部分化合物可能有较好

口服生物利用度(≥20%)[15]。同时,表3中显示,
在38个化合物中,大部分化合物的 MW<450,

HBDs<3,HBAs<7,RB<8,PSA<0.7nm2,进
一步提示这些潜在活性化合物在中枢神经可能也有

较高暴露量[16]。另外,对大川芎方相关药动学研究

报道显示,ligustilide、butylphthalide、senkyunolide
A、senkyunolideI等苯酞及苯酞二聚体类化合物可

吸收入血,senkyunolideI等可移行入脑脊液,并分

布到脑组织中[1719],吻合了上述部分预测结果。这

也进一步说明38个化合物可能是大川芎方的活性

成分。
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表3 活性分子的主要分子描述符

分子描述符 均数 最小值 最大值 中位数

MolecularWeight(MW) 295.11 190.24 602.84 262.33
AlogP 3.87 0.90 8.76 3.25

Num_AromaticRings 0.50 0.00 3.00 0.00
Num_H_Aceeptors(HBAs) 3.34 1.00 6.00 3.00
Num_H_Donors(HBDs) 0.82 0.00 4.00 1.00

Num_Rings 3.18 1.00 6.00 2.00
Num_RotatableBonds(RBs) 3.76 2.00 9.00 3.50
Molecular_SurfaceArea 285.24 188.05 608.90 248.51
PolarSurfaceArea(PSA) 0.51 0.20 0.99 0.52
Molecular_SAVol 494.02 372.56 845.23 438.87
Molecular_SASA 429.00 324.26 723.71 389.98
Molecular_Volume 207.38 126.56 440.75 174.24

2.3 分子靶蛋白作用网络分析

分子对接结果显示,38个活性化合物不仅仅与

一个蛋白或生物通路作用,而是调节多个靶蛋白的

多条生物通路,构成成分与靶蛋白间的复杂作用网

络,这需要有效的数据分析方法来挖掘网络特征,进
一步揭示大川芎方的主要活性成分群和作用机制。
作为计算机生物化学一个分支,网络分析(Network
analysis)为复杂数据关系研究提供了有效方法[20],
并在医药领域中被广泛用于病机分析[21]、靶蛋白发

现[22]、老药新用[23]及作用机制预测[23]等。在网络

分析中,网络度(Degree)和介数(Betweenness,BW)
两个参数常被用于刻画节点在维持分子靶点治疗

网络的重要性[2425],进而分析大川芎方治疗偏头痛

的主要活性成分群和关键靶蛋白。根据虚拟筛选结

果,构建了由38个分子和18个靶蛋白组成的大川

芎方治疗偏头痛的分子靶蛋白网(cDTN,见图1)。
整体网络特征分析发现,cDTN网由56个节点构成

1个模块,整个网络的度分布服从幂律函数,且平均

最短路径3.19(整个网络直径6),表明cDTN网络

具有典型的无标度(Scalefree)和小世界(Small
world)特性,是一个稳健(Robustness)的生物网

络[2627],故cDTN网络具有一定抗扰动的能力,能
保证处方在一定范围内的波动不会影响其疗效。进

一步局部网络特征分析,发现16个分子具有较高网

络度和介数(表4),可与18个靶蛋白相互作用,在
保证cDTN网络稳定方面具有重要作用,提示16个

分子的变化更可能会破坏大川芎方分子靶蛋白治

疗网络的完整性,进而严重影响治疗偏头痛的效果。
因此,这16个化合物可能是大川芎方主要活性成分

群,也是其制剂质量控制的重要指标。

注:空心圆分子,菱形靶蛋白,实线代表分子与蛋白相互作用,

分子编号源于UNPD数据库(http://pkuxxj.pku.edu.cn/UNPD/)

图1 大川芎方分子靶蛋白网

表4 网络度和/或介数较高的分子

UNPD编号 化合物 中药 度 介数

UNPD135221 chuanxiongterpene 川芎 10 0.513
UNPD89491 senkyunolideP 川芎 9 0.089
UNPD105737 3,8dihydro6,6': 川芎 8 0.061

7,3'αdiliguetilide
UNPD28251 (Z,Z')diligustilide 川芎 8 0.037
UNPD124155 tokinolideB 川芎 7 0.070
UNPD11020 βsitosterol 天麻 7 0.042
UNPD80200 levistolideA 川芎 7 0.039
UNPD164063 3,8dihydrodiligustilide 川芎 6 0.023
UNPD82739 4,5dehydrotokinolideB 川芎 5 0.027
UNPD4079 chuanxiongnolideA 川芎 4 0.020
UNPD127970Z,Z'6,8'7,3'diligustilide 川芎 4 0.008
UNPD127227 chuanxiongnolideB 川芎 4 0.007
UNPD154927 riligustilide 川芎 3 0.008
UNPD6707 βdaucosterin 天麻 3 0.002
UNPD194163 senkyunolideQ 川芎 2 0.002
UNPD196386 senkyunolideM 川芎 2 0.002
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同时,在分子靶蛋白网络中靶蛋白节点网络特

征分析显示(表5),大川芎方中部分活性成分与一

氧化氮合酶(iNOS,eNOS)、CGRP受体(CGRP1)
作用,抑制血管激活物质(NO,CGRP,SP)产生与

释放[10],与 ACE作用促进血管活性物质(P物质、
缓激肽)降解[2],从而降低由 NOcGMP、CGRP通

路介导的神经性炎症[9];同时与 mPLA2、COX、PG-
ES作 用,抑 制 PGE2合 成[28],与 TNFα和 p38
MAPK激酶(p38α,p38β)作用抑制TNF介导的

硬脑膜血管感受器对伤害的增敏化[29],进而缓解偏

头痛;还有部分化合物与 NMDA受体(iGluR5)和

AMPA受体(AMPA2)作用,对抗由谷氨酸盐参与

的偏头痛发作时的皮层扩布性抑制(Corticalsprea-
dingdepression)的发生和传播[2,30];另外,还有可与

多巴胺受体(D2R)和阿片受体(κopioidreceptor),
调控多巴胺能神经,抑制疼痛感受器信息传输[31]。
前期实验研究报道也部分证实,大川芎方能降低偏

头痛模型大鼠的NOS、CGRP受体表达[32]。
表5 分子靶蛋白网络中靶蛋白的网络度和/或介数

Uniprot 缩写 度 介数 Uniprot 缩写 度 介数

O14684 PGES 19 0.552 P23219 COX1 6 0.065
P29474 eNOS 11 0.062 P39086 iGluR5 5 0.057
P41145 κopioidreceptor 10 0.113 P09917 5LOX 5 0.036
Q16539 p38α 8 0.060 P14416 D2R 5 0.008
P01375 TNFα 7 0.081 P12821 ACE 4 0.022
Q15759 p38β 7 0.070 P42262 AMPA2 4 0.021
P35228 iNOS 7 0.042 Q16602 CGRP1 3 0.015
P14555 mPLA2 6 0.096 P29274 A2aR 2 0.020

3 讨论

随着系统生物学发展,发现疾病是致病因素攻

击生物系统,扰动生物网络的平衡,导致生物功能异

常,最终造成特定疾病的形成,因此疾病可视为特定

的生物网络扰动[33],与之对应的药物开发策略,也
逐渐的由单靶点特异性设计向组合性多靶点药物转

变[34],开始注重强调对整个生物系统的调整,但这

种基于系统方法设计药物还面临着诸多挑战[3536]。
而中药是以中医理论为指导,由单味或多味中药组

合配伍后,调整生物体环境,逐渐纠正失衡网络,进
而达到治疗疾病目的[3738],这恰好吻合了多靶点组

合药物设计理念。
目前,虽然对偏头痛的治疗选择很有限包括用

于急 性 发 作 时 的 色 胺 类 药 物、用 于 预 防 发 作 的

onabotulinumtoxinA及舒马普坦,但对偏头痛的病

理生 理 研 究 不 断 深 入,发 现 了 一 些 新 的 病 理 机

制[3940]。同时,对偏头痛的治疗也开始向多成分配

伍方向发展[4142]。而自金代以来,来自中医药的大

川芎方已经过丰富的临床实践,对偏头痛有良好疗

效,但由于缺乏现代科学内涵诠释,极大了限制其在

现代临床中的应用。本文利用分子对接构建了大川

芎方治疗偏头痛的分子靶蛋白网络,并通过网络特

征 分 析,发 现 大 川 芎 方 中 的 ligustilide、bu-
tylphthalide、senkyunolideA、senkyunolideI等16
个主 要 活 性 成 分 通 过 与 CGRP1、NOS、iGluR5、

TNFα等18个靶蛋白作用,抑制神经源性炎症和

神经递质的产生;降低硬脑膜血管感受器对伤害性

信息 的 增 敏 化;对 抗 皮 层 扩 布 性 抑 制(Cortical
spreadingdepression)的发生和传播,达到整体治疗

偏头痛的目的。这些研究结果揭示了大川芎方的分

子作用机制,阐释了其治疗偏头痛的科学内涵。同

时,这也将有助于推动大川芎方及其相应制剂的药

效物质基础研究和分子机制探索实验开展。
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