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摘  要 

目的：确定夏枯草(Spica prunellae, SP)治疗甲状腺结节(thyroid nodule, TN)的有效性和潜在机制。方

法：首先，从公开数据库搜集夏枯草活性成分对应靶点及甲状腺结节的靶点。通过网络拓扑分析、GO和

KEGG通路富集分析筛选关键靶点和机制。应用分子对接来验证夏枯草与靶点的关系。结果：夏枯草试

验组在治疗甲状腺结节可提高临床总有效率，经网络分析，6个靶点(AKT1、TP53、IL6、MAPK3、MAPK1、
CASP3)被识别为关键治疗靶点。富集分析表明，潜在机制集中在与炎症、增殖和凋亡相关的生物过程和

途径。关键途径被认为是PI3K-AKT信号通路。结论：本研究阐明SP可能通过PI3K-AKT途径抑制炎症和

增殖并促进细胞凋亡，是一种潜在的治疗甲状腺结节的药物。 
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Abstract 
Objective: This research is to identify the underlying and efficient mechanism of Spica prunellae 
(SP) in the treatment of thyroid nodule (TN). Methods: Firstly, the targets corresponding to the ac-
tive components of Prunella vulgaris and the targets of thyroid nodules were collected from public 
databases. The key targets and mechanisms were screened by network topology analysis, GO and 
KEGG pathway enrichment analysis. Molecular docking was used to verify the relationship be-
tween Prunella vulgaris and target. Results: Meta-analysis revealed that Prunella vulgaris signifi-
cantly improved the total clinical effective rate in the treatment of thyroid nodules, network 
pharmacology suggested that 6 targets (AKT1, TP53, IL6, MAPK3, MAPK1, CASP3) were identified 
as dominating therapeutic targets after network analysis. The results of enrichment analysis sug-
gested that the potential mechanism was concentrated mainly on the biological processes and 
pathways associated with inflammation, proliferation, and apoptosis. Especially, the main path-
way was regarded as the PI3K-AKT signaling pathway. Conclusion: SP may suppress tumor, in-
flammation and proliferation and promote apoptosis through the PI3K-AKT pathway, which makes 
SP a potential treatment against TN. 
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1. 引言 

甲状腺结节(thyroid nodule, TN)是甲状腺滤泡细胞异常生长并形成的肿块[1]，是甲状腺的一种增殖性

疾病，病因至今并未完全清楚，一般认为，其发病与接触放射性物质、自身免疫紊乱、家族遗传、碘摄

入不足有关。流行病学研究显示，人群中约 65%被检出，大多数 TN 是良性的，约 10%为恶性，约 5%引

起压迫性症状，约 5%进展为功能性疾病[2]。据报道左甲状腺素能中等程度地减少结节体积，但可引起

医源性甲状腺毒症，故临床上很少应用，一般观察到甲状腺明显肿大，有明显压迫症状或怀疑是恶性结

节者，选择手术治疗。因此，迫切需要新的有效治疗方法来抑制 TN 的进展。 
夏枯草始载于《神农本草经》，味苦、辛，性寒，归肝、胆经，根据中医理论，具有“清火明目”、

“消肿散瘀”的功效。已被广泛用于食品添加剂和药品[3]。以往的药理研究表明，SP 含有多糖、有机酸、

黄酮等活性化学成分，具有抗炎[4]、抗肿瘤[5]和免疫调节[6]等多种生物学功能。如今，SP 在甲状腺疾

病中有广泛的应用，例如 graves 病、甲状腺肿和亚急性甲状腺炎[7] [8] [9]。TN 在中医学中属于“瘿病”

范畴，《医宗金鉴》中已有夏枯草膏治疗瘿瘤的记载，近 10 年文献报道的 TN 中药处方中，使用频率最

高的草药即夏枯草[10]。然而，其潜在的机制尚不清楚。 
基于生物信息学、网络生物学和药理学分析的网络药理学是系统全面地了解多组分与多目标之间相

互作用规律的新策略[11] [12]。近年来，网络药理学已被成功地用于预测中医在多种疾病治疗中的作用机

制。因此，我们采用网络药理学方法来研究 SP 在 TN 治疗中潜在的治疗靶点和治疗途径。 
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2. 资料与方法 

2.1. 网络药理学方法 

2.1.1. SP 活性物质的筛选 
利用中药系统药理学数据库[13] (TCMSP, https://tcmsp-e.com/tcmsp.php)，根据 ADME (吸收、分布、

代谢和排泄)特征，口服生物利用度(Oral bioavailability, OB)和类药性(Drug-like, DL)筛选 SP 的有效成分

[14]。而 DL 是为化合物与已知药物的相似性[15]。OB 指的是血液吸收并利用的比例和速度[16]。OB ≥ 
30%、DL ≥ 0.18 的分子可被认为具有改善的药理作用[17]，共筛选 11 种活性化合物。此外，通过文献检

索，筛选出 5 种用高效液相色谱法鉴定出的 SP 活性化成分[18]。共有 19 个活性成分被用于后续的网络

药理学研究。 

2.1.2. SP 活性成分及疾病靶标的预测 
利用 PubChem 数据库[19] (http://PubChem.NCBI.NLM.NIH.gov)、查找有效成分的 SMILES，利用

swissTargetPrediction 数据库[20] (http://www.swissTargetPrediction.ch/)获取活性化合物的预测靶标。然后，

利用 uniprot 网站(http://www.uniprot.org/)，物种选择为人类，以使信息标准化。以“甲状腺结节”为关键

词，从 OMIM 数据库(http://omim.org/) [21]、DisGeNET 数据库[22] (https://www.disgenet.org)及 GeneCards
数据库[23] (https://www.GeneCards.org/)数据库中收集相关 TN 的靶点。图 2 和图 3 描述了详细信息。 

2.1.3. 靶点映射及蛋白质相互作用分析 
利用 Venny 2.1 网站(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html)获取活性成分作用靶点与疾病

靶点交集，构建“活性成分–潜在治疗靶点”网络图。利用 STRING [24]网站构建治疗靶点蛋白互作网

络。STRING tools (https://string-db.org/)是一个在线平台，可以预测功能性蛋白质关联网络。网络数据用

于拓扑特性分析，以识别 TN 中的重要靶点(图 4)。 

2.1.4. GO 和 KEGG 途径富集分析 
为了进一步揭示 SP 在 TN 治疗中的潜在作用机制，我们将 SP 有效成分作用靶点与 TN 交叉靶点导

入 DAVID 数据库[25] (https://david.ncifcrf.gov/)功能注释工具中，限定物种为人类，对 Gene Ontology (GO)
中的生物过程(Biological Process, BP)进行富集分析，以及 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes)富集分析。通过 Bonferroni (P < 0.05)和 Benjamini (P < 0.05)校正功能注释的富集 P 值。然后使用

在线作图工具微生信(http://www.bioinformatics.com.cn)绘制 GO 富集和 KEGG 途径富集图。 

2.1.5. 网络构建 
Cytoscape 3.6.1 [26] (https://cytoscape.org/)是一个用于生物分子相互作用网络集成模型的软件，用于

构建以下网络：1) 活性成分网络靶点图；2) TN 靶点的 PPI 网络；3) 交叉靶点的 PPI 网络；4) 活性成分

–靶点–通路网络。Cytoscape 软件被用于分析网络的拓扑性质。“degree”是指网络中与该节点直接交

互的节点数[27]。级别反映了网络中节点的拓扑重要性，值越高，节点越重要。选择度高的靶点作为中心

基因，并用于进一步的分子对接。 

2.2. 分子对接 

通过分子对接来预测目标与化合物的相互作用。将筛选出的主要活性分子和核心靶点进行分子对接。

在 PDB 数据库(https://www.rcsb.org/)下载核心靶点的 PDB 格式结构，从 TCMSP 网站下载主要化合物的

mol2 格式结构，利用 AutoDock4.2.6 软件删除核心靶点的水分子，进行加氢、设置为受体等处理，对主

要活性分子进行加氢、设置为配体(自动分布电荷)、检测扭转键、选择扭转键等处理，将化合物和靶点蛋
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白保存为 pdbqt 格式的文件。运行 AutoDock 软件进行对接，以结合能 ≤ 0 kJ∙mol−1 作为筛选标准，保存

最低结合能数据作为分子对接的结果，采用 Pymol 软件进行可视化处理。 

3. 结果 

3.1. 网络药理学结果 

3.1.1. 活性成分靶点网络 
图 1 总结了网络药理学研究的流程图。在 TCMSP 的基础上，通过 OB 和 DL 的筛选标准选择了 11

个活性成分。目前已有大量的高效液相色谱法鉴定 SP 的主要活性成分的研究，我们在 Pubmed 和中国知

网(CNKI)上进行了文献检索。补充了在 SP 中所占比例较大且已被证实具有活性作用的 8 种化合物，包

括白桦酸、咖啡酸、科罗索酸、洋桔梗酸、山楂酸、迷迭香酸、芦丁、齐墩果酸和熊果酸(表 1)。然后，

从 TCMSP、Pubchem 获取活性成分的化学式，在 Swiss Target Prediction 中确定了 454 个预测靶点。为了

进一步系统了解这 19 种化合物及其相应靶标之间的关系，绘制了化合物–靶标网络(图 2(a))。在网络拓

扑分析中，我们确定了 degree 前 15 个化合物：豆甾-7-烯醇(stigmast-7-enol)、二十八烷醇(Spinasterol)、
桑黄素(Morin)、豆甾醇(Stigmasterol)、山奈酚(Kaempferol)、β-谷甾醇(beta-sitosterol)、槲皮素(Quercetin)、
木樨草素(Luteolin)、芦丁(Rutine)、齐墩果酸(Oleanolic acid)、熊果酸(Ursolic acid)、咖啡酸(Caffeic acid)、
木犀酸(Euscaphic acid)、蒙太酸(Maslinic acid)、迷迭香酸(Rosmarinic acid)。 
 
Table 1. Chemical information of SP active compounds 
表 1. SP 活性化合物的化学信息 

序列 成分 CAS no. 化学式 

MOL000006 Luteolin (木樨草素) 491-70-3 C15H10O6 

MOL000098 Quercetin (槲皮素) 117-39-5 C15H10O7 

MOL000358 beta-sitosterol (β-谷甾醇) 83-46-5 C29H50O 

MOL000422 Kaempferol (山奈酚)) 520-18-3 C15H10O6 

MOL000449 Stigmasterol (豆甾醇)) 83-48-7 C29H48O 

MOL000737 Morin (桑黄素) 480-16-0  C15H10O7 

MOL004355 Spinasterol (二十八烷醇) 481-18-5 C29H48O 

MOL004798 Delphinidin (飞燕草素) 528-53-0 C15H11ClO7 

MOL006767 Vulgaxanthin-I (仙人掌黄素-I) 904-62-1 C14H17N3O7 

MOL006772 poriferasterol monoglucoside_qt (单葡萄糖苷) 19716-26-8 C35H58O6 

MOL006774 stigmast-7-enol (豆甾-7-烯醇) 6869-99-4 C29H50O 

MOL000211 Betulinic acid (白桦酸) 472-15-1 C30H48O3 

MOL000511 Ursolic acid (熊果酸) 77-52-1 C30H48O3 

MOL000511 Rosmarinic acid (迷迭香酸) 537-15-5 C18H16O8 

MOL000263 Oleanolic acid (齐墩果酸) 508-02-1 C30H48O3 

MOL000415 Rutine (芦丁) 153-18-4 C27H30O16 

MOL005559 Maslinic acid (蒙太酸) 4373-41-5 C30H48O4 

MOL000414 Caffeic acid (咖啡酸) 331-39-5 C9H8O4 

MOL005855 Euscaphic acid (木犀酸) 53155-25-2 C30H48O5 
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Figure 1. SP research flow chart on the mechanism of TN treatment 
图 1. SP 关于 TN 治疗中机制的研究流程图 

https://doi.org/10.12677/acm.2023.131156


刘洋 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2023.131156 1133 临床医学进展 
 

3.1.2. 靶点网络 
在本研究中，共有 1442 种蛋白质被记录为 TN 的潜在疾病靶点(图 2)。如图 2(b)所示，PPI 网络反映

了这些目标之间的相互作用。与 TN 病理过程高度相关的 20 个靶点，按结节程度排序，包括 PIKC3CA 
(degree = 186)、PIK3R1 (degree = 182)、MAPK1 (degree = 146)、STAT3 (degree = 143)、APP (degree = 137)、
MAPK3 (degree = 133)、ATK1 (degree = 132)、EP300 (degree = 130)、SRC (132)、GNB1 (122)、TP53 (120)、
KNG1 (119)、HRAS (117)、PTPN11 (115)、SHC1 (115)、CREBBP (112)、SOS1 (110)、PN1 (104)、RELA 
(100)、GTNNB1 (98)、IL6 (93)、MAPK8 (87)、EGF (90)。 
 

 
Figure 2. SP-network diagram of active ingredients-targets and PPI network of TN targets. A. SP-active ingredient-target. 
The square node represents Prunella vulgaris, the green diamond node represents the active compound of SP, and the yellow 
hexagonal node represents the corresponding target. B. PPI network of TN target. The size and color of the nodes are dis-
played in descending order of degrees 
图 2. SP-有效成分–靶点的网络图及 TN 靶点的 PPI 网络。A. SP-有效成分–靶点。紫色正方形节点代表夏枯草，绿

菱形节点表示 SP 的活性化合物，黄的六边形节点表示相应的靶点。B. TN 靶点的 PPI 网络。节点的大小和颜色按度

值的降序从大到小依次显示 

3.1.3. 交集靶点的 PPI 网络构建 
基于以上结果，SP 的 454 个假定目标映射到 1442 个 TN 相关靶点以获得交集靶点。因此，156 个目

标被确定为与 TN 治疗有关的候选靶点(图 3(a))。然后构建一个 PPI 网络来评估靶点在疾病中作用并发现

靶点之间交互作用。在分析了上述 PPI 网络的拓扑特征后，在图 4 中对 156 个基因进行了 degree 的降序

排列。如图 3(b)所示，节点根据程度排列成同心圆，最里面的 17 个关键节点，包括 AKT1、TP53、IL-6 (白
细胞介素-6)、MAPK3 (丝裂原活化蛋白激酶 3)、SRC、EGFR、TNF、MAPK1、CASP3、STAT3、CNND1、
HSP90AA1、PTGS2、ESR1、MAPK8、MMP9、IL2 这些中枢基因在网络中具有重要意义。 

3.1.4. GO 富集分析和 KEGG 通路分析 
为了进一步系统阐明药物治疗的机理，利用 DAVID 网站对 156 个基因进行了富集分析。前 10 个 GO

项目和KEGG途径是根据靶点基因计数和P值选择的(图4)。对于生物过程，靶点主要富集在细胞增殖(GO: 
0008284, GO: 0008283)、转录调控(GO: 0006351, GO: 0045944)、信号转导(GO: 0007165)、凋亡(GO: 
0043066)、炎症反应(GO: 0006954, GO: 0050900)，另外还涉及血管生成(GO: 0006955)。类固醇激素介导

的信号通路(GO: 0043401)。 
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Figure 3. Venn diagram and PPI network of active ingredients and TN targets of SP. A. Venn diagram of SP and TN 
cross targets. B. PPI network of SP active ingredients and TN cross targets. The size and color of the nodes are dis-
played in descending order of degrees, and the blue is displayed from dark to light 
图 3. SP 有效成分及 TN 靶点的 Venn 图和 PPI 网络。A. SP 和 TN 交叉靶点的维恩图。B. SP 有效成分及 TN
交叉靶点的 PPI 网络。节点的大小和颜色按度值的降序从大到小、蓝色由深到浅显示 

 

 
Figure 4. Enrichment analysis of cross targets. A. GO enrichment analysis. The first 10 items of each section are 
shown. BP: biological process, CC: cell composition, MF: molecular function. B. KEGG pathway analysis. The size 
of bubbles is in descending order according to the number of potential targets involved in the path 
图 4. 交叉靶点的富集分析。A. GO 富集分析。显示了每个部分的前 10 条。BP：生物过程，CC：细胞成分，

MF：分子功能。B. KEGG 通路分析。气泡的大小从大到小按照路径中涉及的潜在目标数量的降序排列 
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对于通路分析，大多数涉及肿瘤(hsa05200、hsa05205、hsa05223、hsa05215 等)；另外还涉及免疫、

炎症以及氧化应激相关通路，如 PI3K-AKT 信号通路(hsa04151)、TNF 信号通路(hsa04668)、FoxO 信号通

路(hsa04068)、VEGF 信号通路(hsa04370)、Toll 样受体信号通路(hsa04620)；一部分涉及甲状腺激素相关

通路(hsa04919)、甲状腺肿瘤(hsa05216)、胰岛素抵抗(hsa04931)、胰岛素信号通路(hsa04910)。 

3.2. 分子对接结果 

在 TN 靶点的 PPI 网络中的 17 个枢纽节点中，8 个靶点被认为是关键致病基因，包括 AKT1、TP53、
IL-6、MAPK3、MAPK1、STAT3、SRC 和 MAPK8。结合能值小于 0 表示配体分子可以自发结合到受体

蛋白，而结合能值小于 0 表示配体分子可以自发结合到受体蛋白−5.0 kJ∙mol−1 表明配体分子具有理想的结

合亲和力[28]。分子对接分析的结果显示，所有化合物–靶标对均低于 0，表明每个核心化合物与关键靶

标具有良好的结合亲和力。其中，齐墩果酸、菠菜甾醇、β-谷甾醇的结合能最强(图 5)。 
 

 
Figure 5. Molecular docking 
图 5. 分子对接 

4. 讨论 

近年来，有关 TN 等复杂疾病的中药治疗的研究越来越多，其中网络药理学方法发挥了重要作用。

在本研究中，我们将网络药理学和分子对接相结合，研究 SP 治疗 TN 的疗效和潜在药理机制。构建了有

效成分靶点网络、TN 靶点的 PPI 网络、有效成分与 TN 交叉靶点的 PPI 网络和有效成分靶点重要通路网

络来揭示 SP 在 TN 治疗中的潜在靶点和通路。 
整合了多个数据库的信息后，19 个有效成分的共 156 个靶点与 TN 相关。根据化合物–靶标网络，

11 个化合物和预测靶点高度连接，可以被认定为 SP 中的重要化合物。先前的研究表明槲皮素[29]、熊果

酸[30]、木犀草素[31] [32]、山萘酚[33]、桑色素[34]在各种疾病中具有抗肿瘤、抗炎、促凋亡和免疫调节

[35]作用。有研究证实熊果酸对甲状腺癌 TPC-1 细胞增殖的抑制作用[36]。山奈酚及木犀草素对人乳头状

及滤泡状甲状腺癌细胞系有强大的抗增殖作用[37]。槲皮素对髓样和人乳头状甲状腺细胞系有细胞毒性作

用[38]；这提示 SP 可能在 TN 治疗中表现出有益的效果。 
事实上，PPI 网络靶点确实反映了 TN 的潜在发病机制，流行病学显示，亚急性甲状腺炎及淋巴细胞

性甲状腺炎患者易发甲状腺结节[39]，自身免疫性甲状腺疾病中乳头状癌的发病率增加[40] [41]。炎症是

影响炎症性疾病患者癌症风险的最关键因素之一。亚甲炎由于其在甲状腺组织内独特的炎症变化，也可

能被认为是甲状腺乳头状癌发生的危险因素。先前的研究表明，环氧合酶-2 (COX-2)的表达主要局限于单

核炎症细胞，其在桥本甲状腺炎患者中表达升高。此外，滤泡腺瘤、乳头状癌和滤泡状癌表现出较强的

COX-2 表达[41]，表明甲状腺肿瘤发生过程中持续上调，由于在滤泡腺瘤、乳头状癌和滤泡状癌中观察

到 COX-2 的表达，该酶可能参与甲状腺肿瘤发生的早期过程[41]；然而，不同炎症途径和甲状结节的相

关风险还需要进一步研究。 
此外，为了更好地阐明 SP 治疗 TN 的机制，从 156 个靶点中筛选出 17 个关键基因。巧合的是，在
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TN 靶点的 PPI 网络中，有 6 个靶点被认为是关键致病基因，即包括 AKT1、TP53、IL6、MAPK3、MAPK1、
CASP3，再次确认 SP 可能对 TN 有良好的作用。GO 功能注释和通路富集分析进一步支持了潜在的治疗

机制，其结果主要是肿瘤、免疫炎症、增殖和凋亡。SP 在肿瘤方面的作用已被证实。在免疫炎症方面，

促炎细胞因子 PTGS2、IL6 和 TNF 被证实参与 TN 的发病。先前的研究已经注意到 PTGS2 甲基化在甲状

腺肿瘤起重要作用[42]，在甲状腺细胞中细胞因子如 IL-1α 和肿瘤坏死因子配体(TNFL)/肿瘤坏死因子受

体(TNFR)家族成员刺激 IL-6 的产生[43]。研究表明，血清中 TNF 水平的升高是由 AKT1/NF-κB 信号通路

介导的[44]。PI3K-AKT 信号通路似乎在介导 TN 中的细胞生长和死亡中起重要作用。TSHR 的激活通过

PI3K-AKT 途径导致炎症基因表达和增殖增加[45] [46] [47] CASP3 的激活是凋亡执行的最后步骤之一，

SP 在各种癌症中通过激活 CASP3 表现出促凋亡作用[48]。MAPK 途径的基因改变促进细胞向乳头状甲状

腺癌转化[49]。因此，从结果可以总结出，无论是在免疫炎症还是增殖和凋亡中，的 PI3K-AKT 信号通路

在 TN 中起着关键作用。PI3K/Akt 途径的基因改变促进甲状腺细胞向滤泡性甲状腺癌转化，可激活这两

种途径的多种基因改变的累积促进甲状腺癌的侵袭性进展。 
此前有研究团队通过临床调查结合多元统计分析方法将甲状腺结节证候规范化研究，以痰瘀互结证、

脾肾阳虚证、肝郁痰凝证、阴虚内热证作为甲状腺结节的辨证分型标准[50]。我们已经证实 SP 对甲状腺

结节的作用，其对各种辩证分型的作用尚需进一步的系统研究。 
本研究中我们发现 SP 还涉及甲状腺激素相关通路、甲状腺肿瘤、胰岛素抵抗、胰岛素信号通路。这

与前期研究结果是一致的，胰岛素抵抗对甲状腺结节的形成以及癌症的发展具有重要的作用。相关机制

包括胰岛素与促甲状腺激素(TSH)可部分通过胰岛素样生长因子 1 (IGF-1)而诱导甲状腺细胞的增殖。 
综上所述，到目前为止，TN 治疗一直是一个棘手的问题，但中医可能是一个潜在的替代治疗。在本

研究中，我们整个网络药理学，从复杂网络中预测了关键靶点，并对 SP 在 TN 中的治疗机制进行了综合

解释，可能集中在三个方面：免疫炎症抑制和增殖与凋亡的调节。我们的研究将对开发针对 TN 的治疗

方法有所启发。然而，需要进一步进行体内及体外的疗效实验来验证上述 SP 在 TN 的治疗作用。 
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