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　　[摘要]　目的:探究热毒宁用于治疗猴痘的可能性及可能作用靶点。方法:运用系统药理学方法查找并筛选

热毒宁方剂中各中药的活性成分及对应靶点,以公共数据库查找猴痘相关基因,确定药物(热毒宁)与疾病(猴痘)
的共享靶点。利用分子对接技术和分子动力学模拟技术筛选结合能力和稳定性较高的活性成分及靶点分子结合

物。结果:豆甾醇与细胞色素P4503A4酶(CYP3A4)、槲皮素与表皮生长因子受体2(ERBB2)、β-谷甾醇与细胞色

素P4502B6酶(CYP2B6)及β-谷甾醇与CYP3A4均具有较好的结合活性且均能展现良好的稳定性。结论:热毒

宁可能通过介导CYP2B6、CYP3A4和ERBB2等靶点起到治疗猴痘的作用,热毒宁可能是临床上治疗猴痘的潜

在药物。
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Abstract　Objective:ToexplorethepossibilityandpossibletargetofReduninginthetreatmentofmonkey-
pox.Methods:Systematicpharmacologymethodwasusedtosearchandscreentheactivecomponentsandcorre-
spondingtargetsofvariousChinese medicinesin Reduningprescription,and monkeypoxrelatedgenes were
searchedinpublicdatabasetodeterminethesharedtargetsofdrugs(Reduning)anddiseases(monkeypox).Molec-
ulardockingtechnologyandmoleculardynamicssimulationtechnologywereusedtoscreentheactivecomponents
andtargetmolecularconjugateswithhighbindingabilityandstability.Results:Studiesshowedthatstigmasterol
andcytochromeP4503A4(CYP3A4),quercetinandepidermalgrowthfactorreceptor2(ERBB2),β-sitosteroland
cytochromeP4502B6(CYP2B6)andβ-sitosterolandCYP3A4hadhighbindingenergiesandshowedgoodstabili-
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　　2022年6月1日,世界卫生组织总干事谭德塞

表示,全球30个非猴痘流行国家和地区已上报超

过550例猴痘确诊病例[1],这一现象警示我们要提

前寻找猴痘的有效治疗方法。猴痘是猴痘病毒引

起的一种急性传染病,具有罕见、散发、传染力强等

特点。猴痘病毒属于双链 DNA 病毒,与天花病毒

同属正痘病毒属,可引起类似天花的皮疹、发热、寒
战及肌肉酸痛等临床症状[2]。猴痘合并脓毒症、脑
膜炎、骨髓炎等并发症时,病死率将高达10%[3]。
既往猴痘多在非洲流行,且少有人传人案例报

道[4-5]。2003年5月猴痘在美国首次暴发,这也是

猴痘病毒第一次在西半球暴发[6]。2022年5月13
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日-2022年6月2日,4个非猴痘病毒流行区域的

27个会员国向世界卫生组织报告或确认了780例

猴痘实验室确诊病例[7]。猴痘目前尚无特异治疗

方法,主要采用对症支持治疗手段,虽然天花疫苗

对于猴痘有一定的治疗效果,但天花疫苗在我国已

停止接种40余年,群体对天花病毒普遍缺少免疫

力[8]。鉴于中药具有调节免疫力和抗病毒作用,本
研究拟探究中药治疗猴痘的可能性。

热毒宁注射液是由青蒿、金银花、栀子组成的

中药注射液制剂,其中,青蒿为君药,金银花为臣

药,栀子为佐药。热毒宁注射液具有清热、疏风、抗
病毒、抗菌等药理作用,在临床上被广泛应用于急

性病毒感染性疾病的治疗[9]。在呼吸道合胞病

毒[10]、登革热[11]、甲型流感病毒[12]、肠道病毒[13]及

新型冠状肺炎病毒[14]中的治疗效果被广泛研究,
然而其在猴痘病毒中的应用价值尚无报道。网络

药理学起源于18世纪的图论学科,2007年,为应

对“一种药物对应一个靶点作用在一种疾病”的经

验导致新药研发失败率高的问题,Hopkins提出网

络药理学,即以多种药物对应多个靶点,从而达到

更好的治疗效果,这正与中药多成分、多靶点、多途

径的作用特点相契合。本研究试从网络药理学角

度分析热毒宁注射液治疗猴痘的可能性及分子机

制,以期为猴痘的治疗需求及进一步研究提供科学

依据,现将研究结果报道如下。
1　资料与方法

1.1　药物成分及其对应靶点信息查询

利用中药系统药理学数据库与分析平台(TC-
MSP,https://tcmsp-e.com/)对青蒿、金银花和栀

子进行对应活性成分检索。以口服生物利用度

(OB)≥30%及类药性(DL)≥0.18作为筛选条件,
筛选得到中药活性成分。利用 PubChem 数据库

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)对活性成

分分别进行检索,将SMILE号输入至SwissTarget
Prediction平台后,获得药物活性成分对应的靶点

782个。
1.2　疾病靶点信息查询

利用 GeneCards人类基因数据库 (https://
www.genecards.org/)、DisGenet 数 据 库 (ht-
tps://www.disgenet.org/)和 OMIM 数据库(ht-
tps://omim.org/),以“monkeypox”和“monkey-
poxvirus”作为检索词进行靶点检索,设置物种为

人,获取疾病靶点基因。对数据库检索到的疾病靶

点进行合并去重,得到最终的疾病靶点93个。
1.3　韦恩图的制作

将筛选出的药物靶点与疾病靶点输入韦恩图

制作软件 Venny2.1,得到8个共有靶点。此8个

靶点作为药物作用于猴痘的预测靶点,做后续分

析,如图1所示。

图1　猴痘-热毒宁共有靶点可视化

1.4　分子对接分析

从PubChem 数据库中确定活性成分的化合物

名称、分子量后,在 RCSBPDB 数据库 (http://
www.rcsb.org/)中下载活性成分所对应的3D结

构。然后利用 AutoDock软件,准备分子对接所需

的配体和蛋白质。对于目标蛋白,其晶体结构去除

水分子、加氢、修饰氨基酸、优化能量和调整力场参

数,之后满足配体结构的低能量构象,最后将这8
个共有靶点结构成分与5个关键活性药物成分结

构进行分子对接,其 Affinity(kcal/mol)值即代表

两者结合的结合能力,结合能值越低,配体与受体

结合越稳定。最后,使用 DiscoveryStudio软件分

析和观察对接结果;将关键活性成分与关键靶点分

别做分子对接验证,选取其中排名靠前的4个结果

作图分析。
1.5　分子动力学模拟

将对接结果选择为初始结构,以 Gromacs为

动力学模拟软件[15],选择amber14sb为蛋白立场,
小分子选择 Gaff2立场,采用 TIP3P水模型对蛋

白-配体体系添加溶剂,建立水盒子,添加钠离子平

衡体系。在弹性模拟下分别通过 Verlet和cg算

法,PME处理静电互相作用,使用最陡下降法进行

最大步数(50000步)的能量最小化。库伦力截距

和范德华半径截距均为1.4nm,最后采用正则系

统(NVT)和等温等压系统(NPT)平衡体系,然后

在常温常压下进行50ns的分子动力学模拟。
2　结果

2.1　药物关键活性成分及疾病关键靶点的分

子对接

将热毒宁关键活性成分豆甾醇(stigmaster-
ol)、山柰酚(kaempferol)、槲皮素(quercetin)、β-谷

甾 醇 (beta-sitosterol)和 全 草 含 伞 花 耳 草 素

(corymbosin)与 关 键 靶 点 CYP3A4、ERBB2、
CYP2B6、信号传导子和转录活化子1(STAT1)、干
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扰素γ(IFNG)、趋化因子8(CXCL8)、热休克转录

因子(HSF)及IL-6分别做分子对接验证,共40次

(表1)。

表1　热毒宁主要活性成分与猴痘-热毒宁共有靶点分

子对接结合能

例序 分子 蛋白 数据库ID 结合能

1 stigmasterol CYP3A4 4d75 -9.6
2 quercetin ERBB2 3pp0 -9.4
3 beta_sitosterol CYP2B6 4rql -9.3
4 beta_sitosterol CYP3A4 4d75 -9.3
5 beta_sitosterol ERBB2 3pp0 -9.1
6 quercetin CYP3A4 4d75 -9.0
7 quercetin STAT1 7nuf -8.8
8 quercetin CYP2B6 4rql -8.8
9 kaempferol ERBB2 3pp0 -8.8
10 kaempferol CYP3A4 4d75 -8.7
11 corymbosin ERBB2 3pp0 -8.7
12 kaempferol STAT1 7nuf -8.6
13 kaempferol CYP2B6 4rql -8.5
14 corymbosin CYP3A4 4d75 -8.3
15 corymbosin CYP2B6 4rql -8.1
16 corymbosin STAT1 7nuf -7.8
17 quercetin IFNG 1eku -7.3
18 stigmasterol STAT1 7nuf -7.2
19 kaempferol IFNG 1eku -7.1
20 beta_sitosterol STAT1 7nuf -7.0
21 stigmasterol CYP2B6 4rql -7.0
22 stigmasterol ERBB2 3pp0 -6.5
23 stigmasterol CXCL8 1icw -6.3
24 stigmasterol IFNG 1eku -6.3
25 corymbosin IFNG 1eku -6.2
26 beta_sitosterol CXCL8 1icw -6.1
27 kaempferol CXCL8 1icw -5.9
28 beta_sitosterol IFNG 1eku -5.8
29 stigmasterol HSF1 5d5z -5.7
30 beta_sitosterol HSF1 5d5z -5.6
31 kaempferol IL-6 1alu -5.5
32 quercetin HSF1 5d5z -5.4
33 quercetin CXCL8 1icw -5.3
34 stigmasterol IL-6 1alu -5.3
35 corymbosin IL-6 1alu -5.3
36 corymbosin CXCL8 1icw -5.2
37 corymbosin HSF1 5d5z -5.2
38 kaempferol HSF1 5d5z -5.1
39 quercetin IL-6 1alu -5.1
40 beta_sitosterol IL-6 1alu -4.9

2.2　药物关键活性成分及疾病关键靶点的分子动

力学模拟

选取结合能绝对值排名前3(绝对值排名第3

的有2种结合)的结合进行分子动力学模拟。分子

动力学模拟是研究复合物在水溶液中的稳定性和

动力 学 特 征 的 重 要 方 法。 原 子 均 方 根 偏 差

(RMSD)可以衡量体系的稳定性。图2a中4个体

系的 RMSD 值 在 体 系 平 衡 后 (10 ns 后 )趋

于0.2nm。如图2b中所示,回转半径(Rg)是用

于评价体系结构的紧密程度的重要指标,图片中线

段较为平稳,和 RMSD 相一致。溶剂可及表面

(SASA)是指溶剂即水分子所能接触到的蛋白质表

面,图2c中0~50ns蛋白质的SASA 略微下降,
表明蛋白逐步紧缩。HBNUM 代表氢键数目,如
图2d中所示,只有 ERBB2 与 槲 皮 素 结 合 以 氢

键为主。
均方根波动(RMSF)可以观察体系在模拟过

程中局部位点变构的情况。如图2e所示,以0.2
波动为截止值,可以看到 CYP3A4与豆甾醇结合

氨基酸残基序号(28,54-55,161-168,192-209,215,
228,2443,255,258,260-262,280-281,384,421-
422,443,446,469)区域是高波动的,ERBB2与槲

皮素结合氨基酸残基序号(706-711,716-717,721,
731,741-747,756-758,761-766,816,872-878,872-
873,878,883,896-897,929,981,985,990,992-993)
区域是高波动的,CYP2B6与β-谷甾醇结合氨基酸

残基序号(28-29,35,133,137,169,213,277,279,
326,335,417,422,492)区域是高波动的,CYP3A4
与β-谷甾醇结合氨基酸残基序号(28,46,55,105,
162,200-202,211-212,215,219-220,226,228,234-
237,243-244,250-251,255,260,267,280-281,287-
288,421-422,445-446)区域是高波动的,可见本次

动力学模拟确实引起蛋白构象的远端变化。图3
为各组蛋白配体稳定姿态展示,只有 ERBB2与槲

皮素结合具有稳定的氢键结合。
3　讨论

猴痘是一种由动物传播给人类的病毒性传染

病,人和人之间可以发生继发传播。目前,多个非

猴痘流行国家和地区相继报道了猴痘病例,且呈现

上升态势。一旦猴痘出现大范围传播,可能造成新

一轮的全球“疫情”。与其他病毒感染一样,猴痘也

可以引起人体的炎症因子风暴和脓毒症,而现在尚

无针对猴痘的特异性治疗药物或疫苗。尽管接种

天花疫苗有预防85%猴痘的效果[16],但自1980年

世界卫生组织宣布天花已在世界范围内被消灭后,
世界上多个国家宣布停止接种天花疫苗,我国也已

经停止接种天花疫苗40余年。现在人们普遍缺乏

对天花的免疫力,尤其是年轻人和儿童,即使接种

过疫苗的人,其免疫力可能也已下降到较低水

平[17]。故加强有效预防,准备猴痘的可能治疗药

物就显得十分重要。现代药理学研究表明,热毒宁

中的多种成分具有抗病毒、下调炎症因子表达水平
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及调节免疫等功效。分子模拟技术自20世纪70
年代以来不断发展,已经被越来越多应用在对药物

的探索和开发上,能够实现短时间高效率的筛选药

物和探索药物作用模式[18]。因中药复方制剂具有

多成分、多靶点的特殊性,我们利用网络药理学,在

药理学和生物多学科交叉理论的基础上,通过系统

认识疾病的分子基础和预测药物潜在药理机制的

途径,通过分子对接法和分子动力学模拟法来衡量

药物与疾病靶点分子的结合紧密度与稳定性,为猴

痘的预防与阻断提供新的思路。

a:计算 RMSD;b:计算 Rg;c:计算SASA;d:计算 HBNUM;e:计算 RMSF。
图2　分子动力学模拟相关指标展示
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a:CYP3A4_stigmasterol;b:ERBB2_quercetin;c:CYP2B6_beta_sitosterol;d:CYP3A4_beta_sitosterol。
图3　分子对接稳定姿态展示

　 　 在 本 研 究 中,CYP3A4、ERBB2、CYP2B6、
STAT1、IFNG、CXCL8、HSF及IL-6作为疾病-药

物共有靶点,多集中在炎症反应与免疫调节通路

上。我们将上述8个靶点与关键活性成分分别做

分子 对 接 验 证,结 果 表 明 CYP3A4 与 豆 甾 醇、
ERBB2与槲皮素、CYP2B6与β-谷甾醇、CYP3A4
与β-谷甾醇具有较好的结合活性,且分子动力学模

拟结果显示均能稳定结合。豆甾醇与β-谷甾醇属

于醇类化合物,槲皮素属于黄酮类化合物,其均为

青蒿、金银花及栀子共有的成分。研究显示,槲皮

素可以清除氧化应激产物,维持细胞内氧化应激平

衡[19];豆甾醇可通过干预 MAPK通路相关蛋白表

达,进而调控细胞因子的释放,发挥抗炎作用[20]。

β-谷甾醇和豆甾醇可以抑制IL-4和IL-10的表达,
减少辅助性 T细胞(CD4+CD25+ )和毒性T细胞

(CD8 +CD25 + )的增殖[21]。金银花可通过诱导先

天 miRNAlet-7a 表 达 来 减 弱 体 内 登 革 热 病 毒

(denguevirus,DENV)的复制[22]。金银花可以通

过增强巨噬细胞的吞噬作用和调节其中的IL-12
信号通路来调节机体免疫[23-24]。青蒿主要活性成

分双氢青蒿素能够通过 ERK 信号通路、NF-κB信

号通路及PI3K/Akt信号通路调节炎症因子的水

平而起到抗炎作用[25]。栀子可以下调甲型 H1N1
流感病毒(FM1株)致病毒性肺炎小鼠模型中炎症

因子IL-6、TNF-α及单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)
的含量[26]。CYP2B6与CYP3A4属于细胞色素酶

p450,是一类血红蛋白偶联单加氧酶,是主要的药

物代谢酶系,因此也是多种抗炎、抗病毒药物发挥

功效 的 关 键 中 间 环 节[27]。ERBB2 位 于 染 色 体

17q21,属于原癌基因,编码人表皮生长因子受体-2
蛋白(HER2)。HER2蛋白是具有酪氨酸蛋白激

酶活性的跨膜蛋白,属于表皮生长因子受体家族,
多作为乳腺癌的独立预后指标,也是肿瘤靶向治疗

中的重要靶点,在免疫微环境调节中起重要作

用[28]。有研究称,HER2可以与受体酪氨酸激酶

形成二聚体共同激活 PI3K-AKT 通路和 MAPK
通路,进而改善炎症反应[29-30]。豆甾醇、β-谷甾醇

及槲皮素可能与这些靶点相结合,共同起到调节炎

症反应、免疫反应及氧化应激水平的作用。
综上所述,热毒宁可能作为猴痘的潜在治疗药

物,CYP3A4、CYP2B6及 ERBB2可能是热毒宁治

疗猴痘的关键靶点。
本研究首次运用分子对接和分子动力学模拟

的方法探究热毒宁治疗猴痘的可能性。网络药理

学及分子对接结果显示热毒宁可能是通过豆甾醇、
山柰酚、槲皮素、β-谷甾醇和全草含伞花耳草素等

活性成分调控 CYP3A4、ERBB2、CYP2B6等核心

基因,从而抑制猴痘病毒对细胞的损伤。分子动力

学模拟验证了上述结果的可信性,4对蛋白配体结

合稳定,除ERBB2与槲皮素结合以氢键为主外,其
余3对结合以疏水键为主。本实验为热毒宁治疗

猴痘的分子机制研究提供了新的线索,也为其临床

应用提供了一定的依据。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突。
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