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摘要　 目的　 基于网络药理学探讨银丹心脑通软胶囊（ＹＤ）
治疗心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）的物质基础、作用机制和

实验验证，为该药治疗 ＭＩＲＩ 提供理论参考。 方法 　 利用

ＴＣＭＳＰ、Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、中国知网等数据库检索 ＹＤ
的主要活性成分和作用靶点，ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库筛选 ＭＩＲＩ 疾
病靶点，Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建“药物 － 成分 － 疾病 － 靶点”网
络关系，富集分析预测作用机制，并将排名前三的主要活性

成分与 ＰＰＩ 网络中排名前六的靶点进行进行分子对接验证。
人心肌 ＡＣ⁃１６ 细胞进行低氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）模型构建，初步验

证核心靶点。 通过 ＣＣＫ⁃８ 比色法检测细胞活力，探索最适

药物浓度。 光镜下观察银丹心脑通对心肌细胞形态学变化

影响。 ＬＤＨ 渗漏检测细胞膜完整性； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 和 ｐ⁃ＡＫＴ１ 的表达。 结果 　 共

得到 ＹＤ 活性成分 １０５ 个，药物靶点 ３８２ 个，ＭＩＲＩ 疾病靶点 １
２２３ 个，药物 － 疾病共同靶点 １６０ 个，关键靶点涉及 ＡＫＴ１、
ＳＴＡＴ３、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦ、ＭＡＰＫ８、ＰＩＫ３ＣＡ 等，ＧＯ 析主要涉及细

胞凋亡、脂溶反应、肌肉细胞增殖、细胞因子介导的炎症反

应、氧化应激等。 分子对接结果显示，ＶＥＧＦＡ、ＡＰＰ、ＰＩＫ３ＣＡ
与槲皮素、木犀草素、山柰酚都能较好的结合。 细胞实验显

示，２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＹＤ 能显著地促进 ＡＣ⁃１６ 细胞增殖，减少

ＬＤＨ 渗漏。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 银丹心脑通能激活

ＳＴＡＴ３ 和 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ１ 信号通路，保护心肌。 结论　 ＹＤ 能通

过多成分、多靶点、多通路保护 ＭＩＲＩ。
关键词　 银丹心脑通；ＭＩＲＩ；网络药理学；分子对接；槲皮素；
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　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病（ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ，ＣＨＤ），简称冠心病，是危害人类健康、造成中

国人疾病负担的主要疾病之一，且发病率呈逐年上

升趋势［１ － ２］。 随着再灌注治疗的不断发展，ＣＨＤ 患

者的病死率下降，远期预后得到明显改善，然而心肌

再灌注引起的心律失常、无复流、心肌细胞凋亡等，
对患者的预后有着深远的影响。 临床研究表

明［３ － ５］，银丹心脑通可以降低冠心病患者心绞痛发

作频率、心绞痛持续时间，改善慢性心力衰竭患者心

功能，降低心血管事件发生率。 然而目前对该药治

疗心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）８ 的药理机制研究较少，该研究旨

在利用网络药理学方法探讨该作用机制，为银丹心

脑通软胶囊（Ｙｉｎｄａｎ Ｘｉｎｎａｏｔｏｎｇ ｓｏｆｔ ｃａｐｓｕｌｅｓ，ＹＤ）应
用于临床应用提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 网络药理学　 检索下列数据库：ＴＣＭＳＰ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ），中国知网（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｅａｒｃｈ． ｃｈｋｄ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ），ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）， Ｕｎｉｐｒｏｔ 数

据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ），ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ），ＳＴＲＩＮＧ 数据库（ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ）；使用下列软件：Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ７. ２ 软

件，Ｒ３. ６. ０ 软件，微生信在线作图软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）， Ａｕｔｏｄｏｃｋ ２. ５. ０， Ａｕｔｏｄｏｃｋ
ｖｉｎａ １. １. ２，Ｐｙｍｏｌ 开源版等。
１． ２　 细胞实验　 人心肌 ＡＣ⁃１６ 细胞株购自美国模

式培养物研究所（ＡＴＣＣ）。 胎牛血清、１％ 青霉素 －
链霉素混合液、ＤＭＥＭ⁃ｂａｓｉｃ（１ × ）培养液、胰蛋白酶

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；银丹心脑通软胶囊（贵州百灵

企业集团制药股份有限公司）；ＤＭＳＯ（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；细胞增殖与毒性检测试剂盒 ＣＣＫ⁃８（日本同

仁化学研究所）；乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；蛋
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白印迹相关试剂均购自北京索莱宝科技有限公司；
抗体：ＡＫＴ１、 ｐ⁃ＡＫＴ１、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 多克隆抗体 （美国

ＣＳＴ 公司），ＰＩ３Ｋ（美国 ａｂｃａｍ 公司），ＳＴＡＴ３ 多克隆

抗体（沈阳万类生物科技有限公司），ＧＡＰＤＨ 多克

隆抗体、二抗山羊抗兔二抗（武汉三鹰生物技术有

限公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 网络药理学　
１． ３． １． １ 　 化学成分的收集 　 在 ＣＮＫＩ 数据库上对

ＹＤ 的药物组成及相关活性物质进行搜集，通过 ＴＣ⁃
ＭＳＰ 数据库进行 ＡＤＭＥ 参数设置（ＯＢ≥３０％ 且 ＤＬ
≥０. １８ ），筛选出符合条件的活性物质作为活性成

分。
１． ３． １． ２　 靶点的预测筛选及中药活性成分 － 靶点

网络构建　 将筛选得到的活性成分导入 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒ⁃
ｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，物种选择为“人类” （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ），
进行靶标预测。 利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库对靶点处理，
得到靶基因的标准名称。 利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库对

“心肌缺血再灌注损伤” （ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒ⁃
ｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）进行疾病靶点筛选。 然后，将得

到的药物活性成分相关靶点与疾病靶点取交集，重
合的靶点即为 ＹＤ 活性成分作用于 ＭＩＲＩ 的相关靶

点。
１． ３． １． ３　 靶点蛋白相互作网络构建及关键靶点筛

选　 利用 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库对靶点的蛋白间相互

作用（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）进行分析。 将

靶点信息导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，物种选择“Ｈｏｍｏ ｓａ⁃
ｐｉｅｎｓ”，将蛋白互作综合得分 ＞ ０. ７ 作为筛选条件从

而得到靶点的 ＰＰＩ 信息，将得到的 ＰＰＩ 信息导入 Ｃｙ⁃
ｔｏｓｃａｐｅ 软件，得到 ＰＰＩ 网络图可视化。
１． ３． １． ４ 　 靶点基因本体论（ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和

ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库中提交交

集靶集点，进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析。
１． ３． １． ５　 分子对接验证　 从 Ｐｕｂｃｈｅｍ 下载活性成

分结构式，保存为∗ｍｏｌ２ 格式，利用 ｐｙｍｏｌ 转换为

∗ｐｄｂ格式；从 ＰＤＢ 数据库下载蛋白 ３Ｄ 结构∗ｐｄｂ
格式。 利用 Ａｕｔｏ ｄｏｃｋ 进行加氢、计算电荷等处理，
保存为 ｐｄｂｑｔ 文件，并用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ 进行小分子

与蛋白对接，将对接结果导入 Ｐｙｍｏｌ 进行分子对接

做图。
１． ３． ２　 细胞实验　
１． ３． ２． １　 细胞培养 　 取对数期生长良好的 ＡＣ⁃１６
细胞，种植在加有 １０％胎牛血清、１％青霉素 － 链霉

素混合液的 ＤＭＥＭ 中，于 ３７ ℃、提供 ５％ ＣＯ２ 饱和

湿度细胞培养箱中培养。
１． ３． ２． ２　 低氧 ／复氧模型构建　 收集对数期生长良

好的 ＡＣ⁃１６ 细胞种植在培养板中，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２、９５％的新鲜空气培养箱中培养。 贴壁后将进

行低氧处理的 ＡＣ⁃１６ 细胞更换为不含有胎牛血清

的培养液。 按预定分组进行加药，需进行低氧处理

的 ＡＣ⁃１６ 细胞于含有 １％ Ｏ２、９４％ Ｎ２、５％ ＣＯ２ 缺

氧培养箱中孵育 ２４ ｈ 后，将细胞放置在 ３７ ℃，含有

５％ ＣＯ２、９５％新鲜空气培养箱中培养 ４ ｈ。 进行下

一步检测。
１． ３． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 比色法检测细胞活力 　 收集 ＡＣ⁃
１６ 细胞调整细胞密度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，按每孔 １００
μｌ 细胞悬液接接种到 ９６ 孔板中，培养过夜。 按照

不同浓度的 ＹＤ 进行分组：０、５０、２００、４００ ｍｇ ／ Ｌ，复
孔 ５ 个 ／组，每组均设置不加细胞的空白组进行对

照，以消除药物本身的颜色对吸光度的影响。 加药

后按照１． ３． ２． ２中方法进行缺氧，待细胞复氧结束

后，在每孔中加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，３７ ℃孵育 ２ ｈ，
酶标仪检测 ＯＤ 值。 细胞活力 ＝ ［（实验孔 － 空白

孔）］ ／ ［（对照孔 － 空白孔）］。 选取细胞活力最强

的药物浓度进行后续实验。
１． ３． ２． ４　 乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）渗漏检测　 将细胞分

成低氧 ／复氧组（Ｈ ／ Ｒ 组）、低氧 ／复氧 ＋ 银丹心脑通

组（Ｈ ／ Ｒ ＋ ＹＤ 组），细胞复氧结束后，收集细胞培养

液上清液，按照试剂盒中检测步骤，进行 ＬＤＨ 渗漏

检测。
１． ３． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 将 ＡＣ⁃１６ 细

胞分成对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、银丹心脑通组 （ ＹＤ
组）、Ｈ ／ Ｒ 组、Ｈ ／ Ｒ ＋ ＹＤ 组。 低氧复氧处理结束后，
吸去培养液，裂解液充分裂解后，转移至 １. ５ ｍｌ ＥＰ
管中，４ ℃离心，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，２０ ｍｉｎ。 将蛋白上清

液转移至新的 ＥＰ 管中，ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 按

比例加入 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，１００ ℃煮沸 １０ ｍｉｎ。 每

孔取 ４０ μｇ 蛋白进行聚丙烯胺凝胶电泳，转膜结束

后用质量分数为 ５％的脱脂牛奶封闭 １ ｈ，一抗孵育

过夜，次日二抗孵育 １ ｈ，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 成像仪显影成像，
Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行灰度分析。
１． ４　 统计学处理 　 数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８
进行统计分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，多组数据分析采

用单因素方差分析，两组数据比较用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＹＤ 的活性成分筛选利用　 ＴＣＭＳＰ 数据库对
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ＹＤ 所含成分进行检索。 其中，山楂、艾片未检索到

相关结果，大蒜未筛选到符合 ＡＤＭＥ 参数的成分，
通过文献检索获取这 ３ 味药的有效成分，并将其纳

入统计；根据 ＡＤＭＥ 参数对余下的 ６ 味药物进行筛

选。 去重后共得到 ＹＤ １０５ 个活性成分，其中银杏

２０ 个，丹参 ４８ 个，绞股蓝 １０ 个，细辛 １１ 个，三七 ８
个，大蒜 ４ 个；山楂 ５ 个，艾片 ４ 个。 见表 １。

表 １　 药物 －成分 －靶点统计

中药名称 成分数（个） 预测靶点数（个）
丹参 ４８ ２５６
银杏叶 ２０ １３８
灯盏细辛 １１ ９２
绞股蓝 １０ ８３
三七 ８ ８５
山楂 ５ ７９
艾片 ４ ５９
大蒜 ４ ６０

２． ２　 潜在靶点的预测 　 取每个活性成分在 Ｓｗｉｓｓ
Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库中得到的预测靶点的前 １５
名，去重后共得到药物靶点 ３８２ 个。 从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
数据库中得到“ＭＩＲＩ”疾病靶点１ ２２３个，药物 － 疾

病共同靶点 １６０ 个。 见 图 １。 其 中 包 括 ＴＮＦ、
ＭＡＫＰ、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６、ＭＭＰ、ＰＰＡＲ、ＰＩＫ３ 等。

图 １　 ＹＤ 与 ＭＩＲＩ靶点韦恩图

２． ３　 活性成分 －靶点网络分析　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软

件构建 ＹＤ 药物 －成分 －疾病 － 靶点的相互作用网

络，该网络含有 ４８５ 个节点，１ ８２２个化合物 － 靶标

关系。 其中有 ９５ 个化合物可同 １５ 个及以上的靶点

相互连接，推测这些化合物可能是 ＹＤ 的主要活性

成分药效物质基础，其中排名前 ３０ 的活性成分。 见

表 ２。 有 ４６ 个靶蛋白可同 １０ 个及以上的活性成分

产生相互作用。 见表 ３。

表 ２　 度值（ｄｅｇｒｅｅ）排名前 ３０ 的活性化合物

编号 化合物名 来源 ｄｅｇｒｅｅ
ＹＸ１７ 槲皮素 银杏叶、山楂、灯盏细辛、三七 ８０
ＹＸ１４ 木犀草素 银杏叶、山楂、灯盏细辛、丹参 ６８
ＹＸ１１ 山柰酚 银杏叶、山楂、灯盏细辛 ４８
ＹＸ１９ 豆甾醇 银杏叶、三七、山楂 ４８
ＳＱ４ 人参皂甙 ｆ２ 三七、绞股蓝 ３７
ＳＱ１ β⁃谷固醇 银杏叶、三七 ３２
ＹＸ１６ 亚油酸乙酯 银杏叶、三七 ３２
ＪＧＬ７ 谷甾醇 绞股蓝、山楂 ３２
ＤＳ８ 丹酚 Ｂ 丹参 ２１
ＳＱ５ 人参皂甙 ｒｈ２ 三七 ２１
ＤＳ２８ 紫丹参素 ｃ 丹参 ２０
ＤＳ３７ 丹参酮 丹参 ２０
ＤＳ４２ 甲酰基丹参酮 丹参 ２０
ＤＳ４８ 丹参酮ⅡＢ 丹参 ２０
ＤＳ９ 脱氢丹参酮ⅡＡ 丹参 ２０
ＹＸ４ 金圣草黄素 银杏叶 ２０
ＹＸ５ 香叶木素 银杏叶 ２０
ＤＳ１５ 异丹参酮Ⅱ 丹参 １９
ＤＳ１ １，２，５，６⁃四氢丹参酮 丹参 １８
ＤＳ３１ 沙丁烯酮 丹参 １８
ＤＳ３２ 鼠尾草酚酮 丹参 １８
ＤＳ１２ 二氢丹参酮Ⅰ 丹参 １７
ＤＳ１３ 表丹参螺缩酮内脂 丹参 １７
ＤＳ１９ 微甾醇 丹参 １７
ＤＳ２０ 丹参环庚三烯酚酮 丹参 １７
ＪＧＬ２ 环黄杨碱 绞股蓝 １７
ＸＸ１１ １⁃羟基⁃２，３，５ － 三甲氧基黄酮 灯盏细辛 １７
ＸＸ４ 黄芩素 灯盏细辛 １７
ＡＰ２ 樟脑 艾片 １６
ＡＰ３ 左旋龙脑 艾片 １６

表 ３　 能与 １０ 个及以上的活性成分相关联的基因

基因名 ｄｅｇｒｅｅ 基因名 ｄｅｇｒｅｅ
ＡＫＲ１Ｂ１ ４９ ＡＤＯＲＡ１ １７
ＣＹＰ１９Ａ１ ４４ ＣＡ４ １７
ＡＲ ３８ ＲＯＲＣ １６
ＡＣＨＥ ３０ ＰＴＰＮ６ １６
ＣＥＳ２ ２９ ＨＭＧＣＲ １６
ＥＳＲ１ ２９ ＣＹＰ２Ｃ１９ １６
ＣＡ２ ２８ ＰＴＰＮ１１ １５
ＣＡ７ ２７ ＳＴＡＴ３ １５
ＣＥＳ１ ２４ ＣＹＰ５１Ａ１ １５
ＣＡ１２ ２４ ＮＰＣ１Ｌ１ １５
ＡＬＯＸ５ ２３ ＳＲＥＢＦ２ １５
ＥＳＲ２ ２３ ＰＴＰＲＣ １４
ＰＴＰＮ１ ２３ ＰＴＧＳ２ １４
ＳＨＢＧ ２２ ＰＴＧＳ１ １４
ＸＤＨ ２１ ＥＥＤ １３
ＣＹＰ１７Ａ１ ２１ ＡＢＣＣ１ １３
ＮＯＸ４ ２０ ＨＳＤ１７Ｂ１ １３
ＣＤＣ２５Ｂ １９ ＴＥＲＴ １２
ＮＲ１Ｈ３ １８ ＡＢＣＢ１ １１
ＳＬＣ６Ａ２ １８ ＥＧＦＲ １１
ＦＬＴ３ １７ ＣＹＰ１Ｂ１ １１
ＭＡＯＡ １７ ＣＮＲ２ １０
ＣＤＣ２５Ａ １７ ＣＨＲＭ２ １０

２． ４ 　 ＹＤ 治疗 ＭＩＲＩ 的 ＰＰＩ 网络构建 　 通过在
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ＳＴＲＩＮＧ 数据库中录入药物 － 疾病共同靶点，选择

综合得分大于 ０. ７ 的靶点，并去掉独立于网络外的

靶点，得到的 ＰＰＩ 网络关系数据导 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件进

行可视化分析，构建 ＰＰＩ 网络关系图。 见图 ２。 在

该网络关系图中，包含 １３９ 个节点和 ７２５ 个关系，大
于平均度值 ８ 的靶点共 ７０ 个，其中包括 ＡＫＴ１、
ＨＳＰ９０、ＭＡＰＫ８、 ＢＣＬ２⁃Ｌ１、 ＩＬ２ 等。 根据度值 （ ｄｅ⁃
ｇｒｅｅ）、 中 介 中 心 性 （ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ）、 接 近 中 心 性

（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ）分别筛选出前 １０ 名的基因，去重后得到

１３ 个关键靶点，分别是 ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦ、
ＭＡＰＫ８、 ＰＩＫ３ＣＡ、 Ｆ２、 ＰＰＡＲＡ、 ＡＰＰ、 ＰＴＧＳ２、 ＳＲＣ、
ＥＳＲ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１。 推测 ＹＤ 可能通过这些靶点发

挥抗 ＭＩＲＩ 作用。 见表 ４。

图 ２　 ＹＤ 治疗 ＭＩＲＩ的 ＰＰＩ网络

表 ４　 ＰＰＩ网络中 Ｔｏｐ 的靶点

基因名 ｄｅｇｒｅｅ 基因名 ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 基因名 ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
ＡＫＴ１ ４４ ＡＰＰ ２ ７２５． １１４ ＡＫＴ１ ８６． ０３３
ＳＴＡＴ３ ４０ ＰＴＧＳ２ ２ ７０５． ４００ ＳＴＡＴ３ ８５． ５００
ＶＥＧＦＡ ４０ ＡＫＴ１ ２ ０７７． ０３７ ＶＥＧＦＡ ８５． ０３３
ＡＰＰ ３７ ＳＴＡＴ３ １ ６７８． ８６６ ＭＡＰＫ８ ８２． ７００
ＭＡＰＫ８ ３５ ＶＥＧＦＡ １ ５３２． ８４０ ＡＰＰ ８１． ８３３
ＰＩＫ３ＣＡ ３３ ＴＮＦ １ ３７５． ７４６ ＴＮＦ ８０． ９１６
ＴＮＦ ３０ ＭＡＰＫ８ １ ３３８． １３２ ＰＩＫ３ＣＡ ８０． １６７
ＳＲＣ ２８ ＰＩＫ３ＣＡ １ １１５． ４３４ ＳＲＣ ７７． ２８３
ＰＴＧＳ２ ２６ Ｆ２ ８３５． ８７９ ＰＴＧＳ２ ７５． ５８３
ＨＳＰ９０ＡＡ１ ２６ ＰＰＡＲＡ ８３３． ４２０ ＥＳＲ１ ７５． ５３３

２． ５　 靶点通路富集分析　 将 １６０ 个共同靶点导入

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库中进行 ＧＯ 分析，设置 Ｐｖａｌｕｅ≤
０. ０１，得到的分析结果，分别取前 １０ 名导入微生信

在线作图软件绘制富集分析图。 ＫＥＧＧ 分析主要与

ＴＲＰ 通道的炎性介质调节、脂肪细胞脂解调节、
ＰＰＡＲ 信号通路、流体剪应力与动脉粥样硬化、血小

板活化、钙信号通路等相关。 生物过程（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）主要与细胞对氮化合物的反应、肌肉细

胞增殖、细胞因子介导的炎症反应、氧化应激、细胞

凋亡、脂溶反应等密切相关。 细胞组成 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）主要涉及膜筏、细胞器外膜、内体管

腔、膜的外在成分、血小板 α 颗粒、质膜蛋白复合

物、溶酶体管腔、受体复合物等。 分子功能（ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）主要富集为生长因子受体结合、肽
结合、激素受体结合、蛋白酶结合、内肽酶活性、蛋白

磷酸酶结合、蛋白酪氨酸激酶活性、胰岛素受体底物

结合、氧化还原酶活性结合等。 见图 ３、４。

图 ３　 ＧＯ 生物学过程分析、细胞组分分析、生物功能分析
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图 ４　 ＫＥＧＧ 富集分析

２． ６　 核心成分的分子对接验证 　 将 ＹＤ 度值排名

前 ３ 的化合物与 ＰＰＩ 网络中排名前 ６ 的靶点进行分

子对接验证。 通常认为结合能 ＜ － ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 提示

两者可以结合， ＜ － ７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 提示两者有较好的

结合能力。 结果显示，ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＶＥＧＦＡ、ＡＰＰ、
ＭＡＰＫ８、ＰＩＫ３ＣＡ 均能与槲皮素、木犀草素、山柰酚

结合。 其中 ＶＥＧＦＡ、ＡＰＰ、ＰＩＫ３ＣＡ 能与主要成分较

好的结合。 见表 ５ 和图 ５。

表 ５　 蛋白与小分子结合能（ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

蛋白名

（ＰＤＢ ＩＤ）

化合物名（ＭＯＬ ＩＤ）
槲皮素

（ＭＯＬ００００９８）
木犀草素

（ＭＯＬ０００００６）
山柰酚

（ＭＯＬ０００４２２）
ＡＫＴ１（１ＵＮＱ） － ６． ４ － ７． １ － ５． ９
ＳＴＡＴ３（６ＳＭ８） － ６． ５ － ８． ４ － ７． ７
ＶＥＧＦＡ（４ＱＡＦ） － ７． ７ － ８． １ － ７． ５
ＡＰＰ（３ＶＥＵ） － ７． ５ － ８． １ － ７． ６
ＭＡＰＫ８（２ＸＲＷ） － ６． ９ － ７． ７ － ６． ６
ＰＩＫ３ＣＡ（４ＪＰＳ） － ９． ３ － ９． １ － ８． ２

２． ７　 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞活力的影

响　 通过 ＣＣＫ⁃８ 比色法分析在 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导下，暴
露于不同浓度 ＹＤ 的 ＡＣ⁃１６ 细胞系的细胞活力。 结

果表明，２００ ｍｇ ／ Ｌ 的剂量可增加 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的

ＡＣ⁃１６ 细胞的细胞活力（Ｐ ＜ ０. ０００ １），见图 ６Ａ。 因

此，将增加 ＡＣ⁃１６ 细胞活力的 ２００ ｍｇ ／ Ｌ ＹＤ 用于以

下实验。
２． ８　 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞的 ＬＤＨ
渗漏的影响　 检测 ＬＤＨ 含量以评估细胞膜的完整

性。 结果表明，２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＹＤ 能减少 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱

导的 ＡＣ⁃１６ 细胞的 ＬＤＨ 渗漏，Ｐ ＜ ０. ０５。 见图 ６Ｂ。
２． ９　 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞增殖的影

响　 光镜观察 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤的 ＡＣ⁃１６ 细胞的增

殖情况的影响。 结果显示，与对照组相比，Ｈ ／ Ｒ 损

伤明显抑制细胞增殖，２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＹＤ 可减轻这一

现象。 见图 ７。

图 ５　 分子对接图

　 　 Ａ⁃Ｄ：ＳＴＡＴ３ 和木犀草素对接模式；Ｅ：ＶＥＧＦＡ 和木犀草素对接

模式；Ｆ：ＰＩＫ３ＣＡ 和山萘酚对接模式

图 ６　 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞活力、ＬＤＨ 渗漏的影响

　 　 Ａ：不同浓度 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞的活力的影响；
Ｂ：２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞 ＬＤＨ 渗漏的影

响；３：Ｈ ／ Ｒ 组；４：Ｈ ／ Ｒ ＋ ＹＤ 组；与 ０ ｍｇ ／ Ｌ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与 ５０
ｍｇ ／ Ｌ 组比较：ΔＰ ＜ ０. ０５；与 ３ 组相比：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ７　 ＹＤ 对 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导的 ＡＣ⁃１６ 细胞增殖的影响　 × １００
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ＹＤ 组；Ｃ：Ｈ ／ Ｒ 组；Ｄ：Ｈ ／ Ｒ ＋ ＹＤ 组
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图 ８　 ＹＤ 对 ＡＣ⁃１６ 细胞 ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ１、ｐ⁃Ａｋｔ１ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞蛋白表达水平；Ｂ：ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平；Ｃ：ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平；Ｄ：ＰＩ３Ｋ 蛋白表达水平；Ｅ：ｐ⁃Ａｋｔ１ 蛋白表

达水平；１：ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＹＤ 组；３：Ｈ ／ Ｒ 组；４：Ｈ ／ Ｒ ＋ ＹＤ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｈ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． １０　 ＹＤ 对 ＡＣ⁃１６ 细胞 ＳＴＡＴ３、ｐ⁃ＳＴＡＴ３、ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ１、ｐ⁃ＡＫＴ１ 蛋白表达的影响 　 结果显示，在无

Ｈ ／ Ｒ 诱导情况下，加药组 ＳＴＡＴ３ 表达较未加药组降

低；Ｈ ／ Ｒ 诱导后，Ｈ ／ Ｒ 损伤可导致 ＳＴＡＴ３ 水平降低，
加药组与未加药组未见明显差异，见图 ８Ｂ。 在无

Ｈ ／ Ｒ 诱导的情况下，加药组对 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平无

明显影响，Ｈ ／ Ｒ 损伤可以刺激 ＳＴＡＴ３ 磷酸化，在 Ｈ ／
Ｒ 诱导情况下，ＹＤ 可以促进 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平，见
图 ８Ｃ。 在无 Ｈ ／ Ｒ 损伤诱导情况下，加药组与未加

药组未见明显差异；Ｈ ／ Ｒ 诱导可抑制 Ａｋｔ１ 磷酸化

水平，２００ ｍｇ ／ Ｌ ＹＤ 能逆转这一现象，促进 ｐ⁃Ａｋｔ１
表达，见图 ８Ｄ。 在无 Ｈ ／ Ｒ 诱导情况下，加药组 ＰＩ３Ｋ
表达增加；Ｈ ／ Ｒ 诱导后，加药组 ＰＩ３Ｋ 表达明显降

低；２００ ｍｇ ／ Ｌ ＹＤ 能逆转这一现象，促进 ＰＩ３Ｋ 表达，
见图 ８Ｅ。

３　 讨论

　 　 ＭＩＲＩ 是 ＣＨＤ 病理生理过程中加重心肌组织进

一步损伤的重要机制。 再灌注期间，大量氧自由基

生成引起氧化应激反应，白细胞激活，释放大量促炎

因子，导致心肌缺血缺氧损伤进一步加重。 ＹＤ 应

用于临床多年，疗效安全确定，然而目前对该药的药

理作用研究报告甚少，为了探究 ＹＤ 治疗 ＭＩＲＩ 的药

理机制，该研究通过 ＴＣＭＳＰ 数据库和文献检索对其

主要活性成分筛选，匹配出对应基因，再与疾病基因

映射，最终得到该药物作用于 ＭＩＲＩ 的关键靶点和

通路。
　 　 虽然在 ＴＣＭＳＰ 数据库中没有筛选出大蒜和艾

片的活性成分，但大量文献资料报道了大蒜及艾片

治疗心血管疾病药效明确。 艾片具有抗炎、抗氧化

作用［６］，药理学研究表明，艾片对改善大鼠急性心

肌梗死（ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）药效明显

优于天然冰片和合成冰片，且无明显量效关系［７］。
大蒜辣素能抑制心肌梗死后大鼠的心肌纤维化［８］，
大蒜素可以抑制自噬，减轻心肌肥大，抑制心室重

塑［９］；蒜氨酸具有调节血脂和抗氧化的作用［１０］。 因

此该研究增加了艾片中的 ４ 种活性成分以及大蒜中

的大蒜素、大蒜精油、蒜氨酸和大蒜辣素。 而在药物

－靶点网络中也证实艾片中的 α⁃蒎烯和左旋龙脑

与核心靶点中的细胞色素 Ｐ４５０ｃ１７α（ＣＹＰ１７Ａ１）相
互映射。
　 　 对 ＰＰＩ 网络中筛选得到的重要靶标进行分析。
其中度值位居第一的 Ａｋｔ１ 是影响心肌细胞活性与

功能的主要决定因素之一，激活 Ａｋｔ１ 可以调控下游

的因子影响细胞的增殖、凋亡、自噬等过程［１１］；传导

与转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３，ＳＴＡＴ３）在多种心血管疾病的病理生

理过程中发挥重要调节作用。 研究［１２］ 表明，激活

ＳＴＡＴ３ 可降低心肌梗塞大鼠模型的梗塞面积。 该研

究中表明，ＹＤ 能减轻 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 ＡＣ⁃１６ 心肌细胞

·６３１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



损伤，增加细胞活力，减少 ＬＤＨ 渗漏。 其机制与

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ１ 和 ＳＴＡＴ３ 信号通路有关。
　 　 对 １６０ 个共同靶点进行富集分析显示，ＹＤ 主要

通过流体剪应力与动脉粥样硬化、ＴＲＰ 通道的炎性

介质调节、脂肪细胞脂解调节、血小板活化、钙信号

通路、ＰＰＡＲ 受体信号通路发挥抗 ＭＩＲＩ 的作用。 流

体剪应力能与 ＴＮＦ⁃α 协同作用，促进内皮细胞自

噬，加速内皮细胞的脱落［１３］，加快 ＡＳ 的进程。 钙信

号通路参与心肌细胞的增殖、凋亡过程，调节钙信号

通能减轻细胞内钙超载，保护心肌缺血再灌注损

伤［１４］。 过氧化物酶体增殖物激活受体（ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲｓ） 参与脂质氧

化和细胞增殖过程， 激动 ＰＰＡＲ 信号通路能使

ｃａｓｐａｓｅ 蛋白表达下调，保护心肌细胞［１５］。
　 　 综上所述，ＹＤ 治疗 ＭＩＲＩ 是多成分 － 多靶点 －
多通路协同作用的结果。 该研究从多个角度对其潜

在作用靶点及分子机制进行预测，并从细胞水平、蛋
白水平进行验证，为后续实验提供新的探索思路，也
为该药物应用于临床提供理论依据。
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慢性炎性疼痛对小鼠肠道菌群的影响
王小敏，徐　 鹏，王俣棋，曾建业，周思宸，邢承志，胡翔宇，吴亚男，张昳若，范红结

摘要　 目的　 探究慢性炎性疼痛对小鼠肠道菌群多样性和

结构的影响。 方法　 选取 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 １２ 只，
随机分为 ＣＦＡ 组和 Ｍｏｃｋ 组，每组 ６ 只；Ｍｏｃｋ 组右后足底皮

下注射 ５０ μｌ 的 ０. ９％氯化钠溶液，ＣＦＡ 组右后足底皮下注

射 ５０ μｌ 的 ＣＦＡ 作为慢性炎性疼痛模型组。 ２ 周后，安乐死

小鼠，解剖后取结肠内粪便，组内两只小鼠结肠内粪便进行

混样，采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量基因测序技术检测分析肠道菌

群多样性和结构。 结果　 两组小鼠在肠道菌群构成上差异

明显。 与 Ｍｏｃｋ 组相比，ＣＦＡ 组肠道菌群丰富度及多样性降

低；门水平上，厚壁菌门和 ＴＭ７ 丰度升高；科、属水平上，气
球菌属、乳酸杆菌属和脱硫弧菌属丰度显著升高，嗜冷杆菌

属、普雷沃氏菌属、颤螺菌属和双歧杆菌属丰度明显降低；从
门到 属 主 要 分 类 等 级 上， 发 现 的 生 物 标 志 物 较 多。
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结论　 慢性炎性疼痛的小鼠肠道菌群结构尤其是优势菌群

结构发生了明显变化，这些数据可为慢性炎性疼痛导致的微

生态失衡的治疗及通过“肠 － 脑轴”改善患者消极情绪提供

依据。
关键词　 高通量测序；慢性炎性疼痛；肠道菌群；多样性
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　 　 疼痛是临床最常见的症状之一，炎性疼痛又是

最重要的疼痛类型［１］。 炎性疼痛是由创伤、感染等

各种因素造成的炎症所诱发的疼痛，是最常见的临

床疼痛类型，正成为全球健康问题之一。 此外，疼痛

敏感和消极情绪之间存在着相互促进作用，现有的

治疗方法并不能消除慢性疼痛患者的消极情绪和抱

怨［２］。 肠道定居着数量庞大的微生物群，是人体最

复杂的“微生态系统”，影响着人体健康［３］。 然而，
至今很少有研究探讨肠道菌群在慢性炎性疼痛中的

作用。 弗氏完全佐剂（ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ，
ＣＦＡ）常被用于构建慢性炎性疼痛模型。 该研究基

于 ＣＦＡ 构建 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠慢性炎性疼痛模型，从
小鼠结肠内粪便样本菌群的角度间接探讨慢性炎性
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