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基于网络药理学、分子对接及动物实验
研究显齿蛇葡萄联合林下山参增强免疫的

作用机制*

胡睿智，张方博，田纪祥，张 东，赵晓昂

（中国中医科学院中药研究所，北京 100700）

[摘要] 目的：利用网络药理学、分子对接和动物实验验证相结合研究显齿蛇葡萄联合林下山参增强免疫

的作用机制。方法：通过网络药理学结合分子对接预测显齿蛇葡萄联合林下山参增强免疫的核心靶点和潜在作

用机制。动物实验构建环磷酰胺致免疫力低下小鼠模型，通过迟发型变态反应实验和血清溶血素的形成实验分

别观察两者联用是否增强细胞免疫和体液免疫功能，再结合蛋白质印迹（Western blotting）法实验验证网络药理

学研究预测的靶点。结果：发现显齿蛇葡萄的主要化学成分有25个，林下山参有22个，作用靶点共684个，与免疫

增强相关的交集靶点共244个，其中核心靶点有STAT3、SRC、PIK3R1、PIK3CA、HSP90AA1、PIK3CB、AKT1、PIK3CD、

PTPN11和EGFR。基因本体（GO）富集分析结果主要涉及磷酸化、细胞凋亡过程的负调控、外源性刺激的反应和

炎症反应等。京都基因与基因组百科本书（KEGG）富集分析结果主要涉及PI3K/Akt信号通路、EGFR酪氨酸抑制

剂抵抗、AGE/RAGE信号通路和Ras信号通路等。分子对接结果表明两者联用的有效成分与筛选出的核心靶点密

切结合。动物实验研究结果表明两者联用显著提高免疫力低下小鼠的细胞免疫和体液免疫功能，Western blotting

实验研究结果显示，两者联合能抑制小鼠脾脏组织STAT3蛋白的表达。结论：显齿蛇葡萄联合林下山参可能通过

调节脾脏组织STAT3信号通路的表达，增强免疫力低下小鼠模型的细胞免疫和体液免疫功能。
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Study on the Immunoenhancement Mechanism of Ampelopsis Grossedentata

Combined with Mountain-Cultivated Ginseng Based on Network

Pharmacology, Molecular Docking, and Animal Experiments

[Abstract] Objective: To investigate the immunoenhancement mechanism of Ampelopsis grossedentata combined

with mountain -cultivated ginseng using network pharmacology, molecular docking, and animal experiments.

Methods: The core targets and potential mechanism were predicted via network pharmacology and molecular

docking. An immunosuppressed mouse model was induced by cyclophosphamide. The delayed-type hypersensi原

tivity test and the serum hemolysin assay were conducted to assess cellular and humoral immune functions,

respectively. Western blotting was performed to verify the targets predicted by network pharmacology. Results:

Network pharmacology revealed 25 main chemical components from Ampelopsis grossedentata and 22 from

mountain-cultivated ginseng. A total of 684 potential targets for these components were identified, with 244

overlapping targets related to immunoenhancement. Core targets including STAT3, SRC, PIK3R1, PIK3CA,

HSP90AA1, PIK3CB, AKT1, PIK3CD, PTPN11, and EGFR were screened. Gene ontology (GO) enrichment analysis

indicated that biological processes were primarily associated with phosphorylation, negative regulation of apoptotic

process, response to external stimulus, and inflammatory response. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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显 齿 蛇 葡 萄 [Ampelopsis grossedentata (Hand.-Mazz.) W. T.

Wang] 又 名 “ 白 茶 、 莓 茶 或 藤 茶 ” ， 为 葡 萄 科 蛇 葡 萄 属 的 野 生 藤

本 植 物 ， 主 要 分 布 在 四 川 、 江 西 、 湖 南 等 长 江 流 域 地 区 ； 最 早

记 载 于 清 代 《 草 本 便 方 》 [1]， 因 其 清 热 解 毒 、 利 湿 消 肿 等 功 效 被

广 泛 在 土 家 族 和 瑶 族 民 间 药 方 中 。 现 代 研 究 发 现 显 齿 蛇 葡 萄

幼 嫩 茎 叶 中 黄 酮 类 化 合 物 含 量 高 达 43.4%~45.5% ， 也 是 主 要

的 有 效 成 分 [2]； 其 具 有 增 强 免 疫 、 抗 氧 化 、 抗 炎 、 镇 痛 、 保 肝 和

抗 肿 瘤 等 功 效 [3-4]。 显 齿 蛇 葡 萄 叶 于 2013 年 正 式 被 审 批 为 药 食

两 用 的 新 食 品 原 料 [5]， 在 食 品 保 健 方 面 有 诸 多 前 景 。

林 下 山 参 （ forest-cultivated ginseng） 是 五 加 科 人 参 属 人

参 （ Panax ginseng C. A. Mey.） 干 燥 的 根 及 根 茎 ， 经 人 工 育

种 ， 生 长 于 在 野 外 环 境 下 10 年 之 后 采 挖 ， 又 名 “ 籽 海 ” ； 其 含 有

皂 苷 、 挥 发 油 、 多 糖 及 微 量 元 素 等 多 种 活 性 成 分 ， 具 有 抑 菌 、

镇 静 、 抗 氧 化 、 增 强 免 疫 及 抗 疲 劳 等 作 用 [6-7]。 本 研 究 将 显 齿 蛇

葡 萄 叶 与 林 下 山 参 联 合 使 用 ， 利 用 网 络 药 理 学 和 分 子 对 接 预

测 两 者 联 用 增 强 机 体 免 疫 功 能 的 作 用 靶 点 ， 再 构 建 环 磷 酰 胺

致 免 疫 力 低 下 的 小 鼠 模 型 ， 结 合 动 物 实 验 验 证 研 究 两 者 联 用

增 强 免 疫 功 能 的 药 效 和 作 用 机 制 。

1 材 料

1.1 实验动物 无 特 定 病 原 体 （ specific pathogen free ， SPF）

级 BALB/c小 鼠 60只 ， 雌 雄 各 半 ， 体 质 量 （ 20依2） g， 8~10周 龄 ， 购 于

北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 。 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK

（ 京 ） 2021-0004 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 1100112011024246 ，

110011201102427 。 实 验 期 间 小 鼠 饲 养 于 中 国 中 医 科 学 院 中

药 研 究 所 动 物 房 ， 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK（ 京 ） 2019-0003 。

动 物 房 为 屏 障 系 统 ， 人 工 光 照 ， 温 度 为 20~22 益 ， 湿 度 为 40%~

70% ， 12 h/12 h 明 暗 周 期 ， 换 气 次 数 为 15 次 /h。 实 验 结 束 时 ， 戊

巴 比 妥 钠 腹 腔 麻 醉 后 处 死 小 鼠 。 本 实 验 经 过 中 国 中 医 科 学 院

中 药 研 究 所 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 （ 2022B083） 。

1.2 实验药物与制备 显 齿 蛇 葡 萄 叶 和 林 下 山 参 均 购 于 安

徽 亳 州 中 药 材 市 场 ， 经 中 国 中 医 科 学 院 中 药 研 究 所 青 蒿 素 研

究 中 心 张 东 副 研 究 员 鉴 定 确 定 为 显 齿 蛇 葡 萄 的 干 燥 茎 叶 和

林 下 山 参 的 干 燥 根 茎 。 将 200 g 显 齿 蛇 葡 萄 叶 依 次 加 入 10 倍 和

5 倍 量 去 离 子 水 ， 100 益 煎 煮 2 h， 取 滤 渣 复 煎 一 次 ， 合 并 滤 液 ，

浓 缩 至 生 药 量 2.0 g/mL。 林 下 山 参 （ 100 g） 也 按 上 述 操 作 步 骤

进 行 提 取 ， 浓 缩 至 生 药 量 1.0 g/mL。

1.3 实验试剂 环 磷 酰 胺 （ HPLC 纯 度 逸97%， 批 号 ： X16M10Y

84172） 、 SA缓 冲 液 （ 批 号 ： L18J12G139257） 和 文 齐 氏 液 （ 批 号 ：

762BW51） 均 购 于 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 4% 绵 阳 红 细

胞 （ sheep red blood cells， SRBC ， 批 号 ： 20210119） 、 补 体 （ 豚 鼠

血 清 ， 批 号 ： 119T768） 和 RIPA 裂 解 液 （ 批 号 ： 20210923） 均 购 于

北 京 索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 戊 巴 比 妥 钠 （ 分 装 ， 批 号 ：

20201119） 购 于 美 国 Sigma公 司 ； BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 （ 批

号 ： OB184659 ， 美 国 ThermoFisher 公 司 ） ； STAT3 抗 体 （ 批 号 ：

20230314） 、 phospho-STAT3 抗 体 （ 批 号 ： 20230817） 和 茁-actin

抗 体 （ 批 号 ： 20230526） 均 购 于 美 国 Cell Signaling Technology

公 司 ； 增 强 化 学 发 光 （ ECL） 超 敏 发 光 液 （ 批 号 ： 1529203） 购 于

美 国 Millipore 公 司 。

1.4 实验仪器 精 密 电 子 天 平 （ 德 国 Sartorius Quintix 公 司 ，

型 号 ： 3102-1CN） ； 低 温 高 速 台 式 离 心 机 （ 德 国 Eppendorf公 司 ，

型 号 ： 5452R） ； 多 功 能 荧 光 酶 标 仪 （ 美 国 Molecular Devices 公

司 ， 型 号 ： SpectraMax M5） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 仪 器 厂 ， 型 号 ：

DYY-6C） ； 全 自 动 化 学 荧 光 发 光 凝 胶 成 像 系 统 （ 上 海 勤 翔

科 学 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： GenoSens 2000） 。

2 方 法

2.1 化学成分及靶点筛选 药 物 相 似 性 （ druglikeness， DL）

和 口 服 生 物 利 用 度 （ oral availability， OB） 是 评 估 吸 收 、 分 布 、

代 谢 、 排 泄 特 性 （ absorption and distribution and metabolism

and excretion ， ADME） 的 重 要 指 标 。 OB逸30%可 以 反 映 中 药 的

化 学 成 分 被 吸 收 进 入 人 体 循 环 的 速 度 与 程 度 较 高 ， DL逸0.18

的 化 学 成 分 与 已 知 药 物 的 相 似 性 较 高 ， 作 为 药 物 主 要 活 性 成

分 的 可 能 性 较 大 。 因 此 以 OB逸30% 且 DL逸0.18 为 标 准 来 收 集

具 有 良 好 ADME 特 性 的 中 药 活 性 化 学 成 分 [8]。 通 过 检 索 TCMSP

数 据 库 （ https://tcmsp-e.com/） 和 HERB 数 据 库 （ http://herb.ac.cn/） ，

以 OB逸30% 和 DL逸0.18 为 筛 选 标 准 ， 筛 选 出 林 下 山 参 及 显 齿

蛇 葡 萄 叶 中 化 学 成 分 ， 并 确 定 各 成 分 对 应 的 InChI 号 [9]； 将 获 得

药 物 化 学 成 分 的 InChI 号 置 于 PubChem 数 据 库 （ http://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/） 中 搜 寻 Canonical SMILES 号 ； 再 利 用 Swis原

sTargetPrediction 平 台 （ http://www.swisstargetprediction.ch/） ， 选

定 “ Homo sapiens” 物 种 ， 搜 集 化 学 成 分 的 靶 点 [10-11]。

2.2 免疫相关靶点 筛 选 以 “ 免 疫 （ Immunity） ” 为 关 键 词 ， 查

询 OMIM 数 据 库 （ https://omim.org/） 和 GeneCards 数 据 库 （ https://

www.genecards.org/） ， 将 检 索 结 果 导 出 并 去 重 ， 作 为 免 疫 相 关

的 疾 病 靶 点 [12]。

2.3 药物-疾病靶点网络构建 通 过 对 比 分 析 药 物 靶 点 与 疾

病 靶 点 ， 取 其 交 集 ， 得 到 药 物 - 疾 病 之 间 的 共 同 靶 点 。 将 获 得

(KEGG) enrichment analysis suggested involvement in pathways such as the PI3K/Akt signaling pathway, EGFR

tyrosine kinase inhibitor resistance, AGE/RAGE signaling pathway, and Ras signaling pathway. Molecular docking

showed good binding affinity between the active components and the core targets. Animal experiments demon原

strated that the combination significantly enhanced both cellular and humoral immune functions in im原

munosuppressed mice. Western blotting results indicated that the combination inhibited the expression of

STAT3 protein in spleen tissue. Conclusion: The combination of Ampelopsis grossedentata and mountain-cultivated

ginseng may enhance cellular and humoral immunity in immunosuppressed mice by modulating the STAT3

signaling pathway in the spleen.

[Keywords] ampelopsis grossedentata; mountain-cultivated ginseng; immunoenhancement; network pharma原

cology; molecular docking; STAT3 signaling pathway; mice
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的 共 同 靶 点 导 入 String 数 据 库 （ https://string-db.org/cgi/input.pl） ，

构 建 蛋 白 - 蛋 白 相 互 作 用 （ protein-protein interaction ， PPI） 以

描 述 各 靶 点 间 的 相 互 作 用 。 选 择 蛋 白 种 类 为 “ Homo sapiens” ，

最 低 阈 值 为 “ highest confidence ” （ 0.900） ， 其 他 保 持 默 认 数 值 ，

获 取 蛋 白 互 作 关 系 [13-14]。 采 用 Cytoscape 3.7.2 软 件 ， 构 建 PPI

图 ， 并 构 建 药 物 -化 学 成 分 -作 用 靶 点 互 作 网 络 图 。

2.4 基因本体（Gene Ontology，GO）功能与京都基因与基因

组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）通路富集分析 将 药 物 与 疾 病 的 交 集 靶 点 导 入 David

数 据 库 （ https://david.ncifcrf.gov/） ， 进 行 GO 功 能 和 KEGG 通 路

的 富 集 分 析 [15]。

2.5 分子对接 从 核 心 靶 点 中 挑 选 degree 值 最 高 的 4 个 靶 点

最 为 最 佳 受 体 ， 将 其 输 入 Uniport 数 据 库 获 取 蛋 白 结 构 。 经

PyMol 2.6.0 软 件 脱 离 水 分 子 及 配 体 后 ， 使 用 AutoDock-Tools

4.2.6 为 其 增 添 氢 原 子 及 电 荷 ； 选 择 上 述 degree 值 最 高 的 10 个

活 性 成 分 作 为 配 体 ， 查 阅 Pubchem 数 据 库 获 取 三 维 结 构 ， Open

Babel GUI 2.4.1 转 化 格 式 后 导 入 AutoDock-Tools 4.2.6 依 次

与 经 处 理 过 的 蛋 白 受 体 进 行 分 子 对 接 [16]， 以 探 究 药 物 成 分 与

蛋 白 受 体 间 生 物 互 作 关 系 。

2.6 模型构建及给药方法 实 验 第 1天 ， 环 磷 酰 胺 40 mg/kg 连

续 腹 腔 注 射 10 d ， 1 次 /d ， 导 致 小 鼠 免 疫 功 能 低 下 。 从 第 11 天 给

药 组 开 始 灌 胃 给 予 不 同 浓 度 的 显 齿 蛇 葡 萄 和 林 下 山 参 提 取

物 ， 共 连 续 21 d， 模 型 组 灌 胃 给 予 等 体 积 去 离 子 水 ， 至 实 验 结

束 [17-19]。

2.7 实验分组 将 60 只 小 鼠 按 随 机 数 字 表 法 分 为 正 常 对 照

组 、 模 型 组 、 显 齿 蛇 葡 萄 联 合 林 下 山 参 低 剂 量 组 （ 联 合 低 剂 量

组 ） 和 高 剂 量 组 ， 其 中 正 常 对 照 组 和 模 型 组 为 每 组 10 只 ， 联 合

给 药 组 为 每 组 20 只 。 联 合 给 药 组 各 组 内 随 机 分 为 2 个 小 组 ， 一

组 进 行 细 胞 免 疫 功 能 检 测 ， 一 组 进 行 体 液 免 疫 功 能 检 测 。 正

常 对 照 组 自 由 饮 水 饮 食 ， 不 做 任 何 处 理 ； 模 型 组 和 联 合 给 药

组 均 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺 ， 同 时 模 型 组 灌 胃 等 体 积 去 离 子 水 ；

联 合 高 剂 量 组 中 显 齿 蛇 葡 萄 和 林 下 山 参 灌 胃 给 药 的 剂 量 分

别 为 0.8 g/kg和 0.4 g/kg， 联 合 低 剂 量 组 分 别 为 0.4 g/kg和 0.2 g/kg。

本 实 验 的 给 药 剂 量 依 据 前 期 预 实 验 的 剂 量 而 定 。

2.8 细胞免疫功能 采 用 腹 腔 注 射 2% SRBC 方 式 进 行 造

模 ， 每 只 小 鼠 注 射 0.20 mL。 致 敏 4 d 后 ， 测 量 左 后 足 趾 部 同 一

部 位 的 厚 度 3 次 ， 取 平 均 值 。 在 测 量 部 位 皮 下 注 射 20% SRBC

20 滋L/ 只 ， 注 射 后 24 h 后 ， 测 量 左 后 足 趾 部 同 一 位 置 的 厚 度

3 次 ， 取 平 均 值 。 以 肿 胀 度 （ 根 据 前 后 足 趾 厚 度 的 差 值 ） 表 示 迟

发 型 变 态 反 应 （ DTH） 的 程 度 [20-22]。

2.9 体液免疫功能 腹 腔 注 射 生 理 盐 水 配 制 的 2% SRBC

0.20 mL/只 。 4 d 后 ， 摘 眼 球 取 血 1.50 mL， 2 000 r/min（ 离 心 半 径

15 cm） 离 心 10 min ， 收 集 上 清 液 。 上 清 液 用 SA 缓 冲 液 稀 释

300 倍 ， 取 0.10 mL于 96 孔 板 内 ， 依 次 加 入 10% SRBC 0.05 mL，

补 体 0.10 mL（ SA 缓 冲 液 按 1颐8 稀 释 ） 。 37 益 水 浴 30 min ， 置 于 冰

水 中 终 止 反 应 。 1 500 r/min 离 心 10 min（ 离 心 半 径 15 cm） ， 取 上

清 液 0.05 mL ， 加 入 文 齐 氏 液 0.15 mL 。 设 半 数 溶 血 孔 ， 取 10%

SRBC 12.5 滋L， 加 文 齐 氏 液 0.20 mL 至 另 一 张 96 孔 板 ， 充 分 混

匀 10 min 后 ， 以 对 照 组 做 空 白 ， 540 nm 分 别 测 定 各 管 光 密 度

值 （ OD） ， 溶 血 素 的 量 以 半 数 溶 血 值 （ HC50） 表 示 ， 其 计 算 公 式

为 ： HC50=样 品 OD值 /SRBC半 数 溶 血 时 的 OD值 伊稀 释 倍 数 [23]。

2.10 Western blotting（蛋白质印迹）检测 STAT3和 p-STAT3

蛋 白 表 达 实 验 结 束 ， 迅 速 摘 取 各 实 验 组 小 鼠 的 脾 脏 ， RIPA 裂

解 液 裂 解 ， BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 检 测 各 样 本 的 总 蛋 白 浓

度 。 每 孔 上 样 40 滋g ， 进 行 十 二 烷 基 硫 酸 钠 -聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电

泳 （ SDS-PAGE） ， PVDF 转 膜 ， 5% 脱 脂 奶 粉 进 行 封 闭 ， 4 益 孵

育 一 抗 包 括 STAT3 抗 体 和 p-STAT3 抗 体 （ 稀 释 比 例 1颐1 000） 过

夜 ， 洗 涤 ， 加 入 二 抗 ， 室 温 孵 育 90 min 后 ， 洗 涤 3 次 ， 加 入 ECL 超

敏 发 光 液 显 影 ， ImageJ软 件 分 析 各 条 带 灰 度 值 ， 茁-actin为 内 参 。

2.11 统计学方法 采 用 SPSS 20.0 统 计 软 件 处 理 数 据 ， 计 量

资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 多 组 比 较 采 用 单 因 素 方 差

分 析 ， 两 两 比 较 采 用 LSD-t检 验 。 <0.05表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 显齿蛇葡萄联合林下山参的化学成分和作用靶点 将 检

索 出 的 化 学 成 分 进 行 汇 总 ， 显 齿 蛇 葡 萄 的 主 要 化 学 成 分 有 25

个 ， 林 下 山 参 的 主 要 化 学 成 分 有 22 个 。 将 其 化 学 成 分 通 过 数

据 库 查 询 靶 点 后 去 重 ， 两 者 的 作 用 靶 点 共 有 684 个 。

3.2 免疫相关的疾病靶点 通 过 OMIM 和 Genecard 数 据 库 得

到 与 免 疫 相 关 的 疾 病 靶 点 共 2 508 个 ， 其 中 与 成 分 交 集 的 靶 点

共 244 个 （ 见 图 1） ， 作 为 林 下 山 参 联 合 显 齿 蛇 葡 萄 叶 增 强 免 疫

的 潜 在 靶 点 。

图 1 显齿蛇葡萄联合林下山参的化学成分靶点与免疫相关

的交集靶点 Venn图

3.3 药物-化学成分-作用靶点PPI图的构建 将 疾 病 与 药 物

交 集 的 244 个 靶 点 导 入 STRING 平 台 ， 得 到 关 键 节 点 244 个 和

856 条 边 ， 利 用 Cytoscape 3.7.2 软 件 构 建 药 物 - 化 学 成 分 - 作 用

靶 点 PPI 图 （ 见 图 2） 。 经 过 半 数 degree、 closeness 和 betweenness

筛 选 ， 最 终 得 到 个 70 节 点 和 429 条 边 ， 其 中 核 心 靶 点 degree 排

名 前 10 的 依 次 为 STAT3 、 SRC、 PIK3R1 、 PIK3CA、 HSP90AA1 、

PIK3CB、 AKT1、 PIK3CD、 PTPN11和 EGFR。 （ 见 图 3）

图 2 显齿蛇葡萄联合林下山参-化学成分-作用靶点的 PPI图
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图 3 显齿蛇葡萄联合林下山参增强免疫的核心靶点筛选图

3.4 GO功能与KEGG通路富集分析 GO富 集 结 果 发 现 ， 显 齿

蛇 葡 萄 联 合 林 下 山 参 增 强 免 疫 的 作 用 机 制 与 993 个 生 物 过 程

（ biological process， BP） 、 126 个 细 胞 组 成 （ cellular component，

CC） 和 204 个 分 子 功 能 （ molecular function， MF） 相 关 （ <0.05） 。

筛 选 P值 排 名 前 10 的 分 析 结 果 作 图 （ 见 图 4A） ， BP 主 要 涉 及 凋

亡 过 程 的 负 调 控 （ negative regulation of apoptotic process） 、 外 源

性 刺 激 的 反 应 （ response to xenobiotic stimulus） 、 细 胞 增 殖 的

正 调 控 （ positive regulation of cell proliferation） 及 炎 症 反 应

（ inflammatory response） 等 相 关 生 物 过 程 。 CC 主 要 包 括 受 体 复

合 体 （ receptor complex） 、 质 膜 （ plasma membrane） 和 细 胞 质

（ cytoplasm） 等 细 胞 组 成 。 MF 主 要 涉 及 蛋 白 激 酶 活 性 （ protein

kinase activity） 、 蛋 白 酪 氨 酸 激 酶 活 性 （ protein tyrosine kinase

activity） 和 ATP结 合 （ ATP binding） 等 分 子 功 能 。

KEGG 富 集 分 析 选 择 P值 排 名 前 10 的 通 路 （ 见 图 4B） ， 主

要 涉 及 PI3K/Akt 信 号 通 路 （ PI3K/Akt signaling pathway） 、

EGFR酪 氨 酸 抑 制 剂 抵 抗 （ EGFR tyrosine inhibitor resistance） 、

AGE/RAGE信 号 通 路 （ AGE/RAGE signaling pathway in diabetic

complications） 、 Ras 信 号 通 路 （ Rassignaling pathway） 和 细 胞 黏

附 （ Focal adhesion） 等 。

图 4 显齿蛇葡萄联合林下山参增强免疫的潜在靶点

GO（A）和 KEEGG（B）富集分析

3.5 分子对接分析 根 据 3.3 筛 选 出 degree 值 较 大 的 4 个 蛋 白

（ STAT3 、 SRC 、 PIK3R1 和 PIK3CA） 作 为 受 体 ， 与 degree 值 排 名

前 10 位 的 活 性 成 分 （ Kaempferol 、 Gomisin B 、 Quercetin 、 Deoxy

Harringtonine、 Myricetin、 Suchilactone、 Inermin、 Ginsenoside-Rh4、

Celabenzine 和 Arachidonate） 进 行 分 子 对 接 。 结 合 能 反 映 了 受

体 与 配 体 的 结 合 程 度 ， 结 合 能 越 小 ， 其 能 量 越 低 ， 结 合 态 愈 稳

定 ， 表 明 受 体 蛋 白 与 配 体 成 分 见 有 较 好 的 亲 和 性 。 其 中

Ginsenoside-Rh4 对 各 受 体 蛋 白 结 合 的 最 为 牢 固 ， 其 次 为

Suchilactone。 Ginsenoside-Rh4为 林 下 山 参 中 稀 有 皂 苷 ， 可 抑 制

多 种 癌 细 胞 的 活 性 ， 并 促 进 癌 细 胞 凋 亡 [24-27]。 Suchilactone 是 显

齿 蛇 葡 萄 叶 中 的 重 要 活 性 成 分 ， 促 进 癌 细 胞 凋 亡 ， 治 疗 白 血

病 和 病 毒 感 染 ， 提 高 免 疫 系 统 活 性 等 。 分 子 对 接 结 果 显 示 ， 以

显 齿 蛇 葡 萄 叶 中 的 活 性 成 分 Suchilactone 与 PIK3CA 以 及 林 下

山 参 中 的 活 性 成 分 Ginsenoside-Rh4 与 SRC 有 最 好 的 亲 和 能

力 ， 结 合 能 均 为 -10.3 kcal/mol（ 见 图 5） 。 查 阅 文 献 发 现 其 都 具

有 增 强 机 体 免 疫 的 作 用 ， 选 择 4个 核 心 靶 点 与 各 活 性 成 分 的 结

合 能 排 名 前 两 位 的 实 验 结 果 绘 制 三 维 谱 图 ， 结 果 显 示 与 4个 核

心 靶 点 结 合 的 主 要 活 性 成 分 是 显 齿 蛇 葡 萄 叶 中 的 Suchilactone

以 及 林 下 山 参 中 的 Ginsenoside-Rh4 和 Inermin（ 见 图 6） 。 同 时

选 取 信 号 通 路 最 下 游 的 重 要 核 内 转 导 分 子 STAT3 ， 后 续 利 用

动 物 实 验 对 其 表 达 变 化 进 行 了 验 证 。

图 5 4个受体蛋白和 10个活性成分的分子对接结合能表

（kcal/mol）

注：A.Suchilactone—STAT3，-7.9 kcal/mol；B.Ginsenoside-

Rh4—STAT3，-8.1 kcal/mol；C.Suchilactone—SRC，-9.6 kcal/mol；

D.Ginsenoside-Rh4—SRC，-10.3 kcal/mol；E.Suchilactone—

PIK3R1，-7.4 kcal/mol；F.Inermin—PIK3R1，-7.3 kcal/mol；

G.Suchilactone—PIK3CA，-9.3 kcal/mol；H.Ginsenoside-Rh4—

PIK3CA，-10.3 kcal/mol。

图 6 3个主要活性成分与 4个核心靶点的分子对接图

3.6 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠细胞

免疫功能的影响 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 足 趾 肿 胀 度 显

著 降 低 （ <0.01） （ 见 表 1 、 图 7） 。 与 模 型 组 比 较 ， 联 合 低 剂 量 组

和 联 合 高 剂 量 组 足 趾 肿 胀 度 均 明 显 升 高 （ <0.05） 。 结 果 说 明

60



2026年1月第32卷第1期 January.2026 Vol.32 No.1

两 者 联 用 能 增 强 免 疫 力 低 下 小 鼠 模 型 的 细 胞 免 疫 功 能 。

表 1 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下小鼠细胞免疫

功能的影响 （x依s，mm）

组 别 n 足 趾 肿 胀 度

正 常 对 照 组 10 0.94依0.28

模 型 组 10 0.32依0.09a

联 合 低 剂 量 组 10 0.57依0.12b

联 合 高 剂 量 组 10 0.68依0.11b

注：与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

注：与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

图 7 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠细胞

免疫功能的影响 （n=10）

3.7 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠体液

免疫功能的影响 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 HC50值 显 著 降

低 （ <0.01） （ 见 表 2 、 图 8） 。 与 模 型 组 比 较 ， 联 合 低 剂 量 组 和 联

合 高 剂 量 组 HC50值 均 明 显 升 高 （ <0.05） 。 结 果 说 明 两 者 联 用

能 增 强 免 疫 力 低 下 小 鼠 模 型 的 体 液 免 疫 功 能 。

表 2 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下小鼠体液免疫

功能的影响 （x依s）

组 别 n HC50

正 常 对 照 组 10 182.13依22.45

模 型 组 10 92.72依10.60a

联 合 低 剂 量 组 10 131.63依24.04b

联 合 高 剂 量 组 10 160.44依30.98b

注: 与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

注：与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

图 8 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠体液

免疫功能的影响 （n=10）

3.8 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠脾脏

STAT3表达的影响 与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 p-STAT3/

STAT3 比 值 显 著 升 高 （ <0.01） （ 见 表 3 、 图 9~10） 。 与 模 型 组 比

较 ， 联 合 高 剂 量 组 p-STAT3/STAT3 比 值 明 显 降 低 （ <0.05） 。 结

果 说 明 两 者 联 用 能 抑 制 免 疫 力 低 下 小 鼠 脾 脏 组 织 STAT3 蛋 白

的 表 达 。

表 3 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下小鼠脾脏

STAT3表达的影响 （x依s）

组 别 n p-STAT3/STAT3

正 常 对 照 组 3 0.27依0.06

模 型 组 3 0.85依0.08a

联 合 低 剂 量 组 3 0.76依0.09

联 合 高 剂 量 组 3 0.60依0.11b

注: 与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

图 9 Western blotting法检测显齿蛇葡萄联合林下山参对免

疫力低下模型小鼠脾脏 STAT3表达的图片

注：与正常对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05。

图 10 显齿蛇葡萄联合林下山参对免疫力低下模型小鼠

脾脏 STAT3表达的影响 （n=3）

4 讨 论

本 研 究 通 过 网 络 药 理 学 筛 选 出 显 齿 蛇 葡 萄 的 主 要 活 性

成 分 有 25 个 ， 林 下 山 参 的 主 要 化 学 成 分 有 22 个 ， 作 用 靶 点 共

有 684 个 ， 与 免 疫 增 强 相 关 的 交 集 靶 点 共 244 个 。 通 过 构 建 PPI

网 络 发 现 核 心 靶 点 有 STAT3、 SRC、 PIK3R1、 PIK3CA、 HSP90AA1、

PIK3CB、 AKT1、 PIK3CD、 PTPN11 和 EGFR。 GO 功 能 富 集 分 析

的 BP条 目 研 究 结 果 主 要 涉 及 细 胞 凋 亡 过 程 的 负 调 控 、 外 源 性

刺 激 的 反 应 、 细 胞 增 殖 的 正 调 控 和 炎 症 反 应 等 。 KEGG 富 集 分

析 研 究 结 果 主 要 涉 及 PI3K/Akt 信 号 通 路 [28]、 EGFR 酪 氨 酸 抑 制

剂 抵 抗 [29]、 AGE/RAGE信 号 通 路 [30]、 Ras信 号 通 路 [31]和 细 胞 黏 附 [32]

等 ； 分 子 对 接 结 果 发 现 活 性 成 分 与 核 心 靶 点 有 较 好 的 结 合 能

力 。 文 献 报 道 以 上 分 子 信 号 通 路 与 肿 瘤 免 疫 时 炎 症 反 应 、 免

疫 逃 逸 和 免 疫 检 查 点 的 调 节 等 生 物 过 程 密 切 相 关 。

动 物 实 验 通 过 构 建 环 磷 酰 胺 致 免 疫 力 低 下 小 鼠 模 型 ， 通

过 迟 发 型 变 态 反 应 实 验 观 察 细 胞 免 疫 功 能 ， 通 过 血 清 溶 血 素

的 形 成 实 验 观 察 体 液 免 疫 功 能 结 果 表 明 ， 结 果 表 明 与 模 型 组

比 较 ， 联 合 低 和 高 剂 量 组 足 趾 肿 胀 度 均 显 著 增 加 ， 且 HC50值 均

p-STAT3

STAT3

茁-actin

86 kDa

86 kDa

45 kDa
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明 显 升 高 。 研 究 结 果 说 明 显 齿 蛇 葡 萄 联 合 林 下 山 参 能 提 高 免

疫 力 低 下 小 鼠 的 细 胞 及 体 液 免 疫 功 能 。

根 据 网 络 药 理 学 及 分 子 对 接 研 究 结 果 提 供 的 线 索 ， 显 齿

蛇 葡 萄 和 林 下 山 参 联 用 增 强 免 疫 的 核 心 靶 点 可 能 与 STAT3 分

子 相 关 ， 使 用 Western blotting 法 进 一 步 验 证 了 此 蛋 白 在 小 鼠

脾 脏 组 织 中 的 表 达 。 研 究 结 果 表 明 ， 与 模 型 组 比 较 ， 联 合 用 药

高 剂 量 组 STAT3 蛋 白 表 达 降 低 ， 说 明 两 者 联 合 能 抑 制 免 疫 力

低 下 模 型 小 鼠 脾 脏 组 织 STAT3 蛋 白 的 表 达 ， 与 网 络 药 理 学 研

究 的 靶 点 预 测 结 果 一 致 。

STAT3为 细 胞 内 信 号 转 导 因 子 ， 外 界 刺 激 如 细 胞 因 子 和 生

长 因 子 等 信 号 分 子 与 膜 受 体 结 合 激 活 下 游 分 子 ， 磷 酸 化 受 体

结 合 STAT3 分 子 的 SH2 结 构 域 [33-34]。 STAT3 被 酪 氨 酸 激 酶 磷 酸

化 后 ， 形 成 二 聚 体 并 移 位 至 细 胞 核 ， 结 合 下 游 靶 基 因 的 启 动

子 区 域 ， 通 过 与 其 它 转 录 因 子 的 相 互 作 用 ， 调 控 基 因 转 录 ， 影

响 细 胞 的 增 殖 、 分 化 、 凋 亡 和 免 疫 调 节 等 多 种 生 物 学 过 程 [35-36]。

在 机 体 免 疫 反 应 中 ， STAT3 参 与 调 控 树 突 状 细 胞 的 发 育 和 功

能 ， 巨 噬 细 胞 的 炎 症 信 号 传 导 ， 促 进 IgG 分 泌 ， 参 与 浆 细 胞 的

分 化 、 Th17 细 胞 的 生 成 及 Tfh 细 胞 的 发 育 。 STAT3 表 达 降 低 则

会 导 致 IgE 综 合 征 、 多 发 性 硬 化 症 等 诸 多 免 疫 缺 陷 疾 病 。 上 述

研 究 均 说 明 STAT3 与 机 体 免 疫 调 节 功 能 有 密 切 关 联 。

显 齿 蛇 葡 萄 和 林 下 山 参 各 自 增 强 正 常 小 鼠 的 免 疫 功 能

均 有 报 道 ， 如 ： 显 齿 蛇 葡 萄 叶 水 提 物 增 强 正 常 小 鼠 的 细 胞 免

疫 功 能 和 NK 细 胞 活 性 [3]， 林 下 山 参 冻 干 粉 增 强 正 常 小 鼠 的 体

液 免 疫 及 NK 细 胞 活 性 [7]， 但 将 两 者 联 用 增 强 免 疫 的 研 究 尚 未

见 报 道 。 本 研 究 利 用 网 络 药 理 学 和 分 子 对 接 预 测 显 齿 蛇 葡 萄

和 林 下 山 参 联 用 增 强 免 疫 的 分 子 机 制 ， 并 结 合 动 物 实 验 验 证

阐 明 两 者 联 合 可 能 通 过 调 节 STAT3 信 号 通 路 ， 增 强 免 疫 力 低

下 模 型 小 鼠 的 细 胞 免 疫 和 体 液 免 疫 功 能 。 本 研 究 也 存 在 不 足

之 处 ， 如 ： 未 设 置 显 齿 蛇 葡 萄 或 林 下 山 参 单 独 使 用 的 实 验 组

别 ， 无 法 比 较 两 者 联 用 的 效 果 是 否 强 于 单 独 用 药 ； 未 检 测 两

者 联 用 对 NK细 胞 活 性 的 影 响 。

综 上 所 述 ， 本 研 究 为 显 齿 蛇 葡 萄 和 林 下 山 参 的 联 合 使 用

增 强 免 疫 提 供 了 实 验 数 据 和 理 论 依 据 ， 关 于 两 者 联 用 何 种 功

效 成 分 对 小 鼠 免 疫 功 能 具 有 增 强 作 用 以 及 确 切 机 制 ， 仍 然 需

要 更 深 入 的 实 验 研 究 从 细 胞 和 分 子 等 不 同 层 面 来 阐 明 ， 后 续

将 会 结 合 系 统 的 化 学 分 析 和 分 子 生 物 学 实 验 等 来 验 证 具 体

的 化 学 成 分 和 调 控 蛋 白 ， 以 阐 释 两 者 联 用 对 STAT3 相 关 通 路

的 调 控 机 制 。
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