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摘要： 目的　 基于网络药理学、 分子对接技术及体外细胞实验探究栀子豉汤干预心肌梗死 （ＭＩ） 的潜在分子机制。
方法　 根据 ＴＣＭＳＰ、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 和 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 等数据库以及相关文献， 筛选栀子豉汤主要成分靶点和心肌梗

死相关靶点。 利用 ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ５ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件构建蛋白互作网络， 拓扑分析筛选核心靶点， 对其进行

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析并构建 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络。 运用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 进行关键成分与核心靶点的分子对

接。 通过 ＭＴＴ 法、 ＤＡＰＩ 染色法、 罗丹明 １２３ 染色法和蛋白免疫印迹法验证栀子豉汤对 Ｈ９ｃ２ 细胞的作用。 结果　 筛

选得到栀子豉汤中槲皮素、 藏花酸、 藏红花素等 ５１ 种活性成分调控 ＩＬ１０、 Ａｋｔ１、 ＴＮＦ、 ＨＩＦ１Ａ 等 ２９ 个核心靶点， 作

用机制涉及信号转导过程、 刺激反应和蛋白结合等基因功能以及肿瘤坏死因子、 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路。
分子对接显示， 栀子豉汤中重要的活性成分槲皮素、 青蒿素、 黄豆苷和染料木素与 Ａｋｔ１ 靶点紧密结合。 细胞实验证

实， 栀子豉汤能够恢复 Ｈ８ ／ Ｒ１２ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞活力， 升高线粒体膜电位， 改善细胞氧化应激水平， 以及调控 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。 结论　 通过网络药理学与体外细胞实验验证了栀子豉汤可能通

过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 发挥保护心肌损伤的作用。
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　 　 心肌梗死在国内外都有着较高的发病率和死亡率， 且

呈逐年上升的趋势［１］ 。 目前心肌梗死的治疗主要包括药物

治疗、 溶栓治疗和冠状动脉搭桥术等， 虽然疗效显著， 但

在治疗的同时容易发生一些不可预测的并发症， 包括出血、
缺血再灌注损伤和冠状动脉再狭窄等［２⁃３］ 。

近年来中药复方在预防心血管疾病中发挥着重要的作

用， 例如四君子汤能够降低梗塞大鼠心肌酶的释放和心肌

缺血损伤［４］ ； 复方龙脉宁能改善大鼠急性心肌梗死的心肌

损伤， 降低大鼠血清中白介素 １β （ＩＬ⁃１β）、 白介素 ６ （ ＩＬ⁃
６） 等表达［５］ 。 栀子豉汤记载于 《伤寒论》， 具有镇静催

眠、 抗氧化和调节内分泌的作用［６］ 。 处方中栀子可发挥泻

火除烦， 清热利湿功效； 淡豆豉可发挥解表除烦， 宣发郁

热功效， 常用于寒热， 头痛， 烦躁胸闷， 虚烦不眠等［７］ 。
在 《伤寒论》 ［８］第 ７７、 ７８ 条记载中， “发汗， 若下之而烦

热， 胸中窒者， 栀子豉汤主之。” “伤寒五六日， 大下之

后， 身热不去， 心中结痛者， 未欲解也， 栀子豉汤主之。”
由此可见， 栀子豉汤有可能发挥治疗心血管疾病的作用。
因此， 本研究拟采用网络药理学与细胞实验方法， 预测栀

子豉汤预防心肌梗死的作用机制。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 大鼠心肌细胞株 Ｈ９ｃ２ 细胞， 购自中国科学院

上海细胞库。 将 Ｈ９ｃ２ 细胞复苏后于 ＤＭＥＭ 培养液 （含

１０％ 胎牛血清、 １％ 青链霉素溶液） 中， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养， 观察细胞形态， 每 ２ ｄ 更换 １ 次培养

液， 当生长密度达到 ８０％ 左右时， 进行传代， 取对数生长

期的细胞进行实验。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 栀子 （批号 ＰＲ０２０１８０５０２０００４）、 淡豆

豉 （批号 ＰＲ０２０１８０５０２０００４）， 均购自陕西兴盛德药业有限

责任公司， 药材由陕西中医药大学刘世军教授鉴定为茜草

科植物栀子 Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ Ｅｌｌｉｓ 的干燥成熟果实， 豆

科植物大豆的成熟种子的发酵加工品。 磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ， 批号 ０２Ｂ０９Ａ２１， 武汉博士德生物工程有限公司）；
胎牛血清 （ ＦＢＳ）、 高糖 ＤＭＥＭ 培养基 （批号 １５５２６８０、
２０３００９９， 美国 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司）； ＲＩＰＡ 裂解液、
ＤＡＰＩ 染色、 ＭＴＴ （批号 Ｐ００１３Ｂ、 Ｃ１００６、 Ｃ０００９Ｓ， 上海碧

云天生物技术有限公司）； 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ， 批号 Ｄ⁃
５８７９， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ） 试剂

盒、 丙二醛 （ＭＤＡ） 试剂盒、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 试剂盒
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（批号 Ａ１００１⁃２⁃１、 Ａ００３⁃４⁃１、 Ａ０２０⁃２⁃２， 南京建成生物工程

研究所）； 罗丹明 １２３ 检测试剂盒 （批号 ＫＧＡ２１７， 江苏凯

基生物技术股份有限公司）； Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
鼠单克隆抗体 （批号 ４６９１Ｓ、 ４０６０Ｓ、 ９６６８Ｔ、 ０３２６１５５６， 美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； ＰＩ３Ｋ 鼠单克隆抗体、 羊

抗鼠二抗 （批号 ６０２２５⁃１⁃Ｉｇ、 ２００００１４４， 武汉三鹰生物技术

有限公司）； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 鼠单克隆抗体 （批号 ＡＦ３２４１， 美国

Ａｆｆｉｎｉｎｉｔｙ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ １５１０ 型全波长酶标仪、 Ｉ５０ｉ ／ ２４０ｉ
ＣＯ２ 型细胞培养箱、 Ｍｉｃｒｏ１７Ｒ 型微量冷冻离心机、 Ｆｏｒｍａ
９００ Ｓｅｒｉｅｓ 型 － ８０ ℃ 超 低 温 冰 箱 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＰＡ⁃１⁃Ｍ 型配气式厌氧细胞培养箱 （无锡

菩禾生物医药技术有限公司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 型洁净工作台

（苏净集团苏州安泰空气技术有限公司）； ＩＸ７３ 型倒置显微

镜 （日本奥林巴斯公司）； Ｐｏｗｅｒ ＰａｃＴＭ 电泳分析仪、 Ｇｅｌ
Ｄｏｃ ＸＲ＋型伯乐凝胶成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＹＣ⁃
１８００ 型干燥喷雾机 （上海雅程仪器设备有限公司）；
ＭＥ２０４ ／ ０２ 型电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 药物活性成分筛选　 检索中医药整合药理学网络计

算研究平台 （ ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ．
ｐｈｐ）、 中医药百科全书 （ＥＴＣＭ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｃｍｉｐ． ｃｎ ／
ＥＴＣＭ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ） 数据库， 并查阅相关文献［９⁃１２］ ， 获取药

物成分信息。
２􀆰 １􀆰 ２ 　 药 物 靶 点 筛 选 　 运 用 ＴＣＭＳＰ、 ＥＴＣＭ 和

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｃｈ ／ ） 数据库， 搜集栀子、 淡豆豉活性成分靶点。
２􀆰 １􀆰 ３　 疾病相关靶点筛选 　 通过 ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、 ＴＴＤ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｄｄ． ｎｕｓ． ｅｄｕ． ｓｇ ／ ｇｒｏｕｐ ／ ｃｊｔｔ）、
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 和 ＮＣＢＩ⁃Ｇｅｎｅ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｅ ） 数 据 库， 以

“ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ” 为关键词搜索心肌梗死有关靶点，
将搜索得到的疾病靶点与药物成分靶点取交集。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建及 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 运用

ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ５ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ）， 将成分⁃疾
病的共有靶点进行 ＰＰＩ 网络构建； 通过京都基因与基因组

百科全书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）
进行关键靶点的代谢通路富集分析。 使用在线作图网站微

生信将 ＧＯ 分析结果以柱状图输出， ＫＥＧＧ 通路富集结果以

气泡图输出。
２􀆰 １􀆰 ５　 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络构建分析 　 筛选栀

子豉汤成分靶点， 富集得到心肌梗死的主要信号通路以及

各通路对应的相关靶点， 运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件构建

“药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络。 利用 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 功能

进行网络拓扑学分析， 根据 Ｄｅｇｒｅｅ 值分析主要活性成分与

核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接虚拟筛选 　 将 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路”

网络中度值排名靠前的 ４ 个化学成分， 结合 ＰＰＩ、 ＫＥＧＧ 筛

选出来的 Ａｋｔ１ 靶点进行分子对接。 从 ＴＣＭＳＰ 数据库下载

上述有效成分的 ＭＯＬ２ 格式文件， 从 ＰＤＢ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ｐｄｂ） 数据库中获得核心蛋白的 ３Ｄ 结构， 使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 进行分子对接， 并将结合能最低的模型运用

Ｃｈｉｍｅｒａ １􀆰 １５ｒｃ 软件进行可视化。
２􀆰 ２　 细胞实验

２􀆰 ２􀆰 １　 栀子豉汤提取物制备 　 取栀子 ２８０ ｇ 和淡豆豉

９６０ ｇ， 加 １０ 倍量水， 水煎煮提取 ３ 次， 每次 １ ｈ， 过滤，
合并滤液， 离心， 得水提液； 水提液经适当浓缩后， 采用

喷雾干燥技术制备成干膏粉 （进风口温度 １２０ ℃， 进样速

度 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ）。 实验时用 ＰＢＳ 将栀子豉汤干膏粉溶解， 经

０􀆰 ２２ μｍ 水膜过滤后备用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 细胞分组、 造模及给药 　 预先进行不同时间的缺

氧 ／复氧 （Ｈ ／ Ｒ） 处理， 以确定合适的造模条件。 细胞分为

对照组、 模型组和栀子豉汤低、 中、 高剂量组 （０􀆰 １、 ０􀆰 ５、
１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ）， 栀子豉汤各剂量组在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 正常培养

条件下加入栀子豉汤提取物预保护 ２ ｈ， 对照组和模型组不

做任何处理。 然后将模型组与栀子豉汤组在 ３７ ℃、 ９５％
Ｎ２、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中缺氧 ８ ｈ， 之后在正常培养条件下复

氧 １２ ｈ； 对照组细胞在正常培养条件下培养相同时间。
２􀆰 ２􀆰 ３　 细胞活力检测　 取对数生长期 Ｈ９ｃ２ 细胞接种于 ９６
孔板， 每孔约 ５ × １０４ 个细胞， 每组设置 ３ 个复孔， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组、 造模及给药， 每孔加入 １５ μＬ
ＭＴＴ 溶液， ３７ ℃孵育 ４ ｈ， 弃培养基， 加入 １５０ μＬ 二甲基

亚砜充分溶解结晶， 通过酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定光密

度 （ＯＤ）。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＤＡＰＩ 染色观察细胞形态　 Ｈ９ｃ２ 细胞以每孔 ５×１０４

个的密度接种在 ９６ 孔板中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组、
造模及给药， 细胞使用 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ 在 ３７ ℃环境中避光

染色 １５ ｍｉｎ， 于荧光显微镜下观察细胞形态。
２􀆰 ２􀆰 ５　 线粒体膜电位检测　 Ｈ９ｃ２ 细胞以每孔 ５×１０４ 个的

密度接种在 ９６ 孔板中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组、 造模

及给药， 细胞使用 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 罗丹明 １２３ 在 ３７ ℃中避光孵

育 ６０ ｍｉｎ， 于荧光显微镜下分析线粒体膜电位变化。
２􀆰 ２􀆰 ６　 ＳＯＤ、 ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 水平检测　 Ｈ９ｃ２ 细胞以每

孔 １×１０６ 个的密度接种在 ６ 孔板中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法

分组、 造模及给药， 收集各组细胞， 加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂

解液， 冰上裂解 ２０ ｍｉｎ， 离心取上清液， 测定蛋白浓度，
根据 ＳＯＤ、 ＬＤＨ 和ＭＤＡ 试剂盒说明书检测细胞 ＳＯＤ、 ＬＤＨ
活性和 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ７　 蛋白免疫印迹法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达　 Ｈ９ｃ２ 细胞以每孔 ５×１０５ 个的密度接种在 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组、 造模及给药， 收集各组

细胞， ３ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 细胞沉淀加入 ＲＩＰＡ 裂解液于

冰上裂解， 离心取上清液， 使用 ＢＣＡ 法对蛋白质进行定

量。 蛋白经电泳、 转膜、 封闭、 孵育一抗二抗后， ＥＣＬ 法

进行曝光， 用增强化学检测系统检测各蛋白表达。
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２􀆰 ２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 栀子豉汤活性成分与靶点筛选　 经数据库及相关文

献筛选， 剔除无靶点的成分， 共得到栀子化学成分 ４１ 个，
淡豆豉 １０ 个， 见表 １。 利用 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库去除重复值， 得

到 ７１５ 个靶点基因。

表 １　 栀子豉汤主要成分

化合物 中文名称 来源

ｃｒｏｃｅｔｉｎ 藏花酸 栀子

３⁃ｅｐｉｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３⁃表油酸 栀子

ａｍｍｉｄｉｎ 氨酰胺 栀子

ｓｕｄａｎ Ⅲ 苏丹三 栀子

ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 栀子

ｂｅｔａ⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ β⁃谷甾醇 栀子

ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ 山奈酚 栀子

ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ 豆甾醇 栀子

ｍａｎｄｅｎｏｌ 甘露醇 栀子

ｓｕｐｒａｅｎｅ 超烯 栀子

ｉｓｏｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ 异欧前胡素 栀子

ｅｔｈｙｌ ｏｌｅａｔｅ （ＮＦ） 油酸甲酯 栀子

５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃７⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃（３，４，５⁃ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｃｈｒｏｍｏｎｅ ５，７⁃二羟基⁃３⁃甲氧基⁃２⁃（３，４，５⁃三甲氧基苯基）⁃４Ｈ⁃色烯⁃４⁃酮 栀子

３⁃ｍｅｔｈｙｌｋｅｍｐｆｅｒｏｌ ３⁃甲基肯奈酚 栀子

ＧＢＧＢ 京尼平 １⁃龙胆二苷 栀子

ｄｉｐｅｎｔｅｎｅ 柠檬烯 栀子

ｒｕｔｉｎ 芦丁 栀子

ｐｏｒｉｆｅｒａｓｔｅｒｏｌ 茯苓甾醇 栀子

３，３，７⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｏｃｔａ⁃１ ３，３，７⁃三甲基辛烷⁃１ 栀子

ｈｅｒｉｇｕａｒｄ 绿原 栀子

ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ 齐墩果酸 栀子

２，３⁃ｄｉｔｈｉａｈｅｘａｎｅ ２，３⁃二噻己烷 栀子
ｂｅｎｚｙｌ ａｃｅｔａｔｅ 乙酸苄酯 栀子

ｇｅｎｉｐｉｎ 京尼平 栀子
ａｒｔｅｍｉｓｅｔｉｎ 青蒿素 栀子

ｄｅａｃｅｔｙｌ ａｓｐｅｒｕｌｏｓｉｄｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ６Α⁃羟基栀子苷 栀子
３，４⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ ３，４⁃二邻咖啡酰奎宁酸 栀子

ｇａｒｄｅｎｏｓｉｄｅ 栀子花 栀子
ｃｒｏｃｉｎ 藏红花素 栀子

ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ 常春藤酚 栀子
ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ 对苯二甲醛 栀子

ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ 栀子苷 栀子
ｓｅｃｏｌｏｇａｎｏｓｉｄｅ 芥子苷 栀子
ｓｉｎａｐｉｎｉｃ ａｃｉｄ 芥子酸 栀子
ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ 咖啡酸 栀子

ｍｅｔｈｙｌ ｇａｌｌａｔｅ 没食子酸甲酯 栀子
ｓｈａｎｚｈｉｓｉｄｅ 山栀苷 栀子

ｇａｒｄｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ 栀子酸 Ｂ 栀子
ｅｐｉｊａｓｍｉｎｏｓｉｄｅ Ａ 表茉莉苷 Ａ 栀子

ｊａｓｍｉｎｏｄｉｏｌ 茉莉二醇 栀子
６Ａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ ６Ａ⁃羟基尼苷 栀子

ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ 大豆黄素 淡豆豉
ｄａｉｄｚｅｉｎ 黄豆苷元 淡豆豉
ｄａｉｄｚｉｎ 黄豆苷 淡豆豉
ｇｅｎｉｓｔｉｎ 染料木素 淡豆豉
ｇｌｙｃｉｔｉｎ 甘草素 淡豆豉
ａｄｅｎｉｎｅ 腺嘌呤 淡豆豉
ｕｒａｃｉｌ 尿嘧啶 淡豆豉

ｓｙｒｉｎｇａｔｅ 益母草碱 淡豆豉
ｐｒｕｎｉｎ 普鲁宁 淡豆豉

ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ 四甲基吡嗪 淡豆豉
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３􀆰 １􀆰 ２　 心肌梗死靶点筛选 　 以 “ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ” 为

检索词进行检索， 收集心肌梗死靶点， 其中 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据

库 １ ０２１ 个， ＣＢＩ⁃Ｇｅｎｅ 数据库 ３８３ 个， ＯＭＩＭ 数据库 ２００
个， 删除重复靶点， 得到 １ ４０９ 个疾病靶点， 将疾病靶点与

成分靶点取交集， 共得交集靶点 ２８０ 个， 见图 １。

图 １　 栀子豉汤活性成分靶点⁃心肌梗死疾病靶点韦恩图

３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建 　 将栀子豉汤预防心肌梗死病的 ２８０
个靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 ２ 软件， 将 ＰＰＩ 网络进行拓扑分

析， 以 Ｄｅｇｒｅｅ≥９５􀆰 ２５ 为条件， 筛选得到 ２９ 个核心靶点，
见图 ２， 由此可知， ＩＬ１０、 Ａｋｔ１、 ＴＮＦ、 ＨＩＦ１Ａ 等可能为栀

子豉汤干预心肌梗死的核心靶点。
３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 将 ２９ 个交集靶点

导入 ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ５ 数据库进行检索并导出数据， 利用在线

作图软件微生信绘制 ＧＯ 分析柱状图 （图 ３Ａ） 和 ＫＥＧＧ 通

路分析气泡图 （图 ３Ｂ）。 栀子豉汤干预心肌梗死作用机制

可能涉及信号转导过程、 刺激反应和蛋白结合等基因功能，
以及癌症、 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路。
３􀆰 １􀆰 ５　 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络构建　 “药物⁃成分⁃
靶点⁃通路” 网络见图 ４， 由此可知， 网络中共有 １０２ 个节

点， 菱形代表药物， 凹四边形代表通路， 三角形代表成分，
圆形代表活性靶点， 得到栀子豉汤发挥保护心肌梗死的主

　 　 　 　 　

图 ２　 ＰＰＩ 网络图

要活性成分有槲皮素、 青蒿素、 黄豆苷、 染料木素等， 核

心靶点主要包括 ＰＴＧＳ２、 ＭＡＰＫ３、 Ａｋｔ１、 ＴＮＦ 等， 主要通

过癌症通路、 肿瘤坏死因子信号通路、 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通

路、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路等发挥作用。
３􀆰 １􀆰 ６　 分子对接验证　 根据 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络

筛选得到 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名靠前的 ４ 个成分， 结合 ＫＥＧＧ 通路

分析筛选得到靶点 Ａｋｔ１， 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分子

对接， 获得结合能， 结果见表 ２。 一般认为 ｓｃｏｒｅ 值小于－
７􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 时， 表明配体受体具有强烈的结合活性［１３］ 。
栀子豉汤中主要成分槲皮素、 青蒿素、 黄豆苷、 染料木素

与 Ａｋｔ１ 均强烈结合， 对接结果模型运用 Ｃｈｉｍｅｒａ１􀆰 １５ｒｃ 进

行可视化， 见图 ５。
表 ２　 栀子豉汤核心成分与 Ａｋｔ１ 对接结合能 （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

靶点
结合能

槲皮素 青蒿素 黄豆苷 染料木素

Ａｋｔ１ －８􀆰 ４ －８􀆰 １ －８􀆰 ６ －７􀆰 ４

３􀆰 ２　 细胞实验验证

３􀆰 ２􀆰 １　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞活力的影响　 图

６Ａ 显示， 不同 Ｈ ／ Ｒ 时间处理， 细胞存活率逐渐降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 因此选取 Ｈ８ ／ Ｒ１２ 作为后续造模条件。 图 ６Ｂ 显示，
不同剂量栀子豉汤对 Ｈ９ｃ２ 细胞均有一定的促增殖作用

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 图 ６Ｂ 显示， 与对照组比较， Ｈ ／ Ｒ 处理后 Ｈ９ｃ２
细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 不同剂量栀子

豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞具有一定的保护作用 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２􀆰 ２　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞形态的影响　 图

７ 显示， 明场下观察可见对照组细胞形态完整； 模型组细胞

出现明显的皱缩现象， 细胞数量减少； 而不同剂量栀子豉

汤干预后， 细胞形态逐渐恢复， 细胞数量增多。 荧光下观

察可见模型组 ＤＡＰＩ 染色的细胞荧光强度减弱， 表明细胞核

数量减少； 而栀子豉汤干预可以保护 Ｈ ／ Ｒ 诱导的细胞形态

改变及数目减少， 证实了栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的细胞形态

改变及数目减少具有一定的保护作用。
３􀆰 ２􀆰 ３　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞膜电位变化的影

响　 图 ８ 显示， 明场条件下观察到模型组细胞膜明显皱缩，
荧光条件下可见模型组罗丹明 １２３ 染色荧光强度减弱， 说

明 Ｈ ／ Ｒ 导致了细胞线粒体膜电位的下降； 不同剂量栀子豉

汤处理后， 荧光强度逐渐升高， 表明栀子豉汤可以减轻 Ｈ ／
Ｒ 诱导的细胞损伤导致的线粒体功能障碍。
３􀆰 ２􀆰 ４　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＯＤ、 ＬＤＨ 活性

和 ＭＤＡ 水平的影响　 图 ９ 显示， 与对照组比较， 模型组细

胞 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 栀子豉汤各剂量组 ＳＯＤ 活性升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 以

上结果表明， 栀子豉汤可能通过升高 ＳＯＤ 活性和抑制 ＬＤＨ
活性、 ＭＤＡ 水平来改善 Ｈ ／ Ｒ 诱导的心肌细胞损伤。
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图 ３　 ＧＯ 功能 （Ａ） 和 ＫＥＧＧ 通路 （Ｂ） 富集分析

３􀆰 ２􀆰 ５　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路蛋白表达的影响 　 分子对接结果发现栀子豉汤中的活

性成分与 Ａｋｔ１ 靶点具有较强的结合力， 而 Ａｋｔ１ 是 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 信号通路中的重要靶点［１４］ 。 图 １０ 显示， 与对照组比

较， 模型组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 栀子豉汤中、 高剂

量组细胞 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 栀子豉汤中剂量组细胞 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

心肌梗死是临床常见的心血管类疾病， 临床上多表

现为心前区持续的压榨性疼痛 ［１５］ 。 正常情况下， 氧化还

原反应处于平衡的状态， 而氧化应激是机体内氧化还原

反应失去平衡后产生的不利因素， 心肌缺血再灌注早期

产生的大量 ＲＯＳ 会造成严重的心肌损伤， 降低心肌细胞

的存活率 ［１６］ 。 心肌严重而持续缺血、 心肌供氧量失衡等

多种因素均可诱发心肌梗死 ［１７］ 。 本研究采用网络药理

学预测了栀子豉汤中主要活性成分为槲皮素、 青蒿素、

黄豆苷、 染料木素等， 可能通过作用于 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、
Ａｋｔ１ 等靶点， 调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 流体剪切应力和动脉粥样

硬化、 肿瘤坏死因子等信号通路实现对心肌梗死的干预

作用。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路是参与调控细胞的分化、 增殖和凋亡等

功能的重要信号通路［１８］ 。 Ｙｕ 等［１９］ 研究发现， 伊伐布雷定

可通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路预防心肌损伤小鼠心脏肥

大和纤维化。 Ｄａｉ 等［２０］ 研究发现， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 途径在

心肌梗死期间被激活， 而伊伐布雷可有效地抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信号传导。 Ｑｉｎ 等［２１］ 研究发现， 人参皂苷 Ｒｂ１ 通过

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路抑制心肌细胞自噬， 保护急性心

肌梗死后的心肌缺血 ／再灌注细胞损伤。 本研究发现， Ｈ ／ Ｒ
可诱导细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达

升高， 推测 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路可能被激活， 证实 Ｈ ／ Ｒ 条件造

成的心肌细胞损伤与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路和凋亡有关。
槲皮素、 青蒿素、 黄豆苷和染料木素具有保护心肌作

用。 槲皮素可通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路， 降低 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６、 ＭＤＡ 水 平［２２］ 。 青 蒿 素 可 剂 量 依 赖 性 地 抑 制
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图 ４　 药物⁃成分⁃靶点⁃通路网络

注： 青碧色连线为氢键。

图 ５　 栀子豉汤干预心肌梗死的活性成分与靶点对接

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路， 进而抑制血清炎性细

胞因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 释放， 达到抑制心肌组织细胞凋亡，
减轻心肌梗死大鼠心肌组织损伤的作用［２３］ 。 黄豆苷可通过

抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白

的磷酸化水平， 延缓 Ｈ９ｃ２ 细胞衰老， 增强 Ｈ９ｃ２ 细胞抗氧

化能力［２４］ 。 染料木素可以提高 Ｈ９ｃ２ 细胞存活率， 降低细

胞凋亡率， 提高抗氧化能力， 发挥对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的保护

作用［２５］ 。 上述研究表明， 网络药理学预测干预心肌梗死的

主要成分具有一定科学性， 同时细胞实验也证明了栀子豉

汤对心肌细胞具有保护作用。
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图 ７　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞形态的影响

（×４００）

图 ８　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞线粒体膜电

位的影响 （×４００）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＯＤ、 ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 栀子豉汤对 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的活化是由 ＰＩ３Ｋ 激活开始， ＰＩ３Ｋ
活化使质膜上产生第二信使与细胞内含有 ＰＨ 结构域的信

号蛋白 Ａｋｔ 和 ＰＤＫ１ 结合， 促使 ＰＤＫ１ 磷酸化 Ａｋｔ 蛋白， 进

而激活 ｍＴＯＲ， 被激活的 ｍＴＯＲ 提高 ＲＮＡ 的翻译效率， 从

而调节细胞生长的功能［２６］ 。 丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶 Ａｋｔ 由
Ａｋｔ１、 Ａｋｔ２ 和 Ａｋｔ３ 这 ３ 个独立基因编码， 是 ＰＩ３Ｋ 信号通

路的中心， 是调节细胞存活信号通路的关建节点。 本研究

结果说明栀子豉汤可恢复受损心肌细胞活力， 改善线粒体

功能和细胞氧化应激反应， 抑制 Ｈ ／ Ｒ 诱导的 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高， 表明栀子豉汤可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
途径的激活发挥保护 Ｈ９ｃ２ 细胞的作用。

综上所述， 本研究利用网络药理学建立了栀子豉汤预

防心肌梗死的 “药物⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络， 通过分析其

对心肌梗死的可能靶点及作用通路， 运用分子对接技术和
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细胞实验验证， 表明栀子豉汤可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路， 恢复心肌受损细胞活力从而保护心肌梗死。
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ｔｈｅ⁃ａｒｔ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ａｍ Ｃｏｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０２２， ７９ （ １０ ） ：
１０１０⁃１０２２．

［１８］ 　 Ｚｅｎｇ Ｌ， Ｘｉａｏ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＸＢＰ１ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１３， １２７（１６）： １７１２⁃１７２２．

［１９］ 　 Ｙｕ Ｙ， Ｈｕ Ｚ， Ｌｉ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｉｖａｂｒａｄｉｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎ ａ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１９， ４５０（１⁃２）： ２５⁃３４．

［２０］ 　 Ｄａｉ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｗｅｉ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｖａｂｒａｄｉｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｒａｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｉｎｆｏｒｃｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ／ ｐ７０Ｓ６Ｋ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ， ２０２１，
１２（１）： １８２６⁃１８３７．

［２１］ 　 Ｑｉｎ Ｇ Ｗ， Ｌｕ Ｐ， Ｐｅｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［ Ｊ］
Ａｍ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ４９（８）： １９１３⁃１９２７．

［２２］ 　 Ａｓｈｒａｆｉｚａｄｅｈ Ｍ， Ｓａｍａｒｇｈａｎｄｉａｎ Ｓ， Ｈｕｓｈｍａｎｄｉ Ｋ， ｅｔ ａｌ．
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ： Ａ
ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｍｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， １４（４） ： ５３７⁃５５８．

［２３］ 　 李亚云， 宗刚军， 黄月皎． 青蒿素对心肌梗死大鼠心肌损

伤及 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路的影响［Ｊ］ ． 中国煤
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［２５］ 　 Ｓｈｉ Ｙ Ｎ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｑ， Ｈｕ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ Ｈ９ｃ２

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１９， １０３（５⁃６） ：
２８２⁃２９０．

［２６］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｈｏｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡ⁃２９ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ
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