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摘要： 目的　 探究葛兰心宁胶囊治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病 （ＣＡＤ） 可能调控的关键靶点基因。 方法　 ＨＰＬＣ 法

对入血成分进行鉴定， 同时借助 ＧＳＥ２０６８０ 数据集， 基于 Ｐ＜０􀆰 ０５ 标准， 筛选出 １５ ５４９ 个差异表达基因。 利用加权基

因共表达网络分析， 鉴定与疾病相关的模块基因。 确定入血成分可能调控的关键靶点基因， 进一步取交集， 对其靶点

进行富集分析， 探索关键靶点的功能和参与的通路， 并完成其与相关成分的分子对接。 通过动物实验验证加权基因共

表达网络分析结果。 结果　 鉴定出 ２１ 种入血成分。 ＧＯ 分析显示， 交集基因主要参与凋亡、 炎症反应的调控。 ＫＥＧＧ
分析显示， 入血成分治疗 ＣＡＤ 主要参与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路、 糖尿病心肌病等相关通路。 分子对接实验验证了同时调控

关键靶点 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ ４ 种入血成分的相互作用。 动物实验显示， 葛兰心宁胶囊能够降低小鼠主动脉窦的脂质蓄积，
缩小斑块面积， 减少 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ 表达。 结论　 本研究揭示了葛兰心宁胶囊入血成分及其治疗 ＣＡＤ 可能调控的关键

靶点基因， 为其进一步临床应用提供了重要依据。
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　 　 目前， 我国心血管疾病患者约 ３􀆰 ３ 亿， 其中冠心病约 １
１３９ 万， 因心血管疾病死亡的人数占城乡居民死亡数的首

位。 冠状动脉粥样硬化性心脏病 （ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ
ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＡＤ） 由于冠状动脉血管痉挛、 狭窄、 血流

受限等因素导致心肌缺血、 缺氧的缺血性心肌病， 简称冠

心病， 动脉粥样硬化 （ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ） 是其发生的关

键环节， 由于动脉内皮损伤、 脂质浸润、 斑块形成， 最终

导致动脉狭窄， 血流受限， 其常见的治疗方法包括药物治

疗、 冠状动脉介入治疗和冠状动脉旁路移植手术， 虽然能

够有效缓解患者的症状， 但就提高生存率、 降低复发率的

远期疗效尚不明确［１］ 。 药物治疗仍是 ＣＡＤ 治疗的基石，
《中国心血管健康与疾病报告 ２０２２ 概要》 ［２］ 指出， 我国心

血管发病率和死亡率仍在升高， 疾病负担下降拐点尚未出

现， 故相关新药的开发与应用势在必行。 由葛根总黄酮、
山楂提取物、 绞股蓝总皂苷等组成的葛兰心宁胶囊在冠心

病临床治疗中颇见成效， 但其具体成分及机理仍不明确，
故本研究以该制剂为对象， 探究其治疗冠心病的可能作用

机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动 物 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄 性 小 鼠 ６ 只、 ＳＰＦ 级

ＡｐｏＥ－ ／ －雄性小鼠 １２ 只， 体质量 （２０±２） ｇ， 购自浙江维通

利华实验动物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （浙） ２０１９⁃０００１］。 本研究通过上海中医药大学实验

动物伦理委员会批准 （伦理审批号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ１８１１３０１０）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 葛兰心宁胶囊 （西安千禾药业股份有限

公司， 批号 Ｚ２００２５４９０）。 葛根素对照品 （上海源叶生物科

技有限公司， 批号 Ｔ１９Ｍ７Ｆ１１４６１）； 染料木素、 熊果酸对照

品 （中国食品药品检定研究院， 批号 １１１７０４⁃２０１７０３、
１１０７４２⁃２０１２２０）； 黄豆黄素对照品 （大连美仑生物技术有

限公 司， 批 号 Ｊ０４０５ＡＳ）。 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 逆转录试剂盒 （南
京诺唯赞生物科技股份有限公司， 批号 Ｑ７１１⁃０２、 Ｒ３２３⁃
０１）。 甲醇、 乙腈 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 批号 ２１６５１５、
Ｆ２２Ｍ７Ｂ２０２）。 高脂饲料 （０􀆰 ２％ 胆盐、 １％ 胆固醇、 １０％ 蛋

黄粉、 １０％ 猪油、 ７８􀆰 ８％ 繁殖属料） 购自江苏省协同生物

工程有限责任公司， 生产许可证号苏饲证 （２０１４） ０１００８。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 四极杆⁃静电场轨道

阱高分辨质谱系统、 Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 超高效液相色谱

系统 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３
色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
ＭＪ ＰＴＣ⁃１００ＰＣＲ 仪 （美国 ＭＪ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司）； Ｆ⁃４５００ 荧光

分光光度仪 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）。
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２　 方法

２􀆰 １　 入血成分分析

２􀆰 １􀆰 １　 混悬液制备　 取本品内容物适量， 加入超纯水， 按

照人与动物给药剂量换算表进行换算， 确定灌胃剂量为

５２􀆰 ７８ ｍｇ ／ ｍＬ， 调整质量浓度为 ６０ ｍｇ ／ ｍＬ， 摇匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 药材原液制备　 精密称取本品内容物 １０ ｍｇ， 加入

１ ｍＬ 超纯水， 超声研磨 ３０ ｍｉｎ 后离心， 取 ８０ μＬ 上清液，
加到液相小瓶中， 即得， 用于与含药血清成分进行对比。
２􀆰 １􀆰 ３　 分组、 给药与血清采集　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为空

白组和给药组， 给药前禁食 １２ ｈ， 自由饮水， 灌胃给予

０􀆰 ２ ｍＬ ６０ ｍｇ ／ ｍＬ 药物混悬液， 分别于给药后 ０􀆰 ５、 １、 ２ ｈ
取血约 ０􀆰 ８ ｍＬ， 静置 ３０ ｍｉｎ， 离心 １５ ｍｉｎ 后取上层血清。
２􀆰 １􀆰 ４　 分析条件 　 色谱： ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱

（２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ｃ） ⁃乙
腈 （Ｄ）， 梯度洗脱 （０ ～ １ ｍｉｎ， ９５％ Ｃ； １ ～ ６ ｍｉｎ， ９５％ ～
６８％ Ｃ； ６～１２ ｍｉｎ， ６８％ ～ ４５％ Ｃ； １２～ １９ ｍｉｎ， ４５％ ～ ５％ Ｃ；
１９～ ２２ ｍｉｎ， ５％ ～ ９５％ Ｃ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

４５ ℃； 进样量 ３ μＬ。
质谱： 离子源 ＨＥＳＩ； 负离子扫描； 喷雾电压２􀆰 ５ ｋＶ；

碰撞能量 ５０ ｅＶ； 毛细管加热温度 ３３０ ℃； 辅助气加热温度

３００ ℃， 体积流量 １２ Ｌ ／ ｍｉｎ； 鞘气体积流量 ４０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 扫

描范围 ｍ ／ ｚ ８０～１ ２００， 分辨率 ７０ ０００。
２􀆰 １􀆰 ５　 成分库建立　 通过 ＣＮＫＩ、 ＰｕｂＭｅｄ 等数据库对化学

成分进行总结， 共得到 ２１ 种， 利用 ＰｕｂＣｈｅｍ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 平台搜索其化学式、 结构

式、 相对分子质量等信息。
２􀆰 １􀆰 ６　 对照品溶液制备　 精密称取葛根素、 黄豆黄素、 染

料木素、 熊果酸对照品各 １ ｍｇ， １ ｍＬ 甲醇溶解， 得各成分

质量浓度为 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ 的贮备液， ４ ℃冰箱中冷藏， 分别

取 ２０ μＬ， 甲醇定容至 １０ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ２　 加权基因共表达网络分析

２􀆰 ２􀆰 １　 成分靶点构建 　 由质谱分析得到入血成分， 通过

ＰｕｂＣｈｅｍ 获 取 其 ＳＭＩＬＥＳ 化 学 式， 输 入 至 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台［１］ ， 选择物种人类 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 进行蛋

白靶点的预测。
２􀆰 ２􀆰 ２　 冠心病患者数据获取 　 从 ＧＥＯ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ） 下载 ＧＳＥ２０６８０ 数据集的

探针矩阵文件， 含有 ８７ 个冠状动脉粥样硬化性心脏病患者

的全血样品和 ５２ 个健康人群体检的全血样品， 通过基因芯

片平台 ＧＬＰ４１３３ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｇｉｌｅｎｔ． ｃｏｍ ／ ） 下载相关数

据注释信息。
２􀆰 ２􀆰 ３　 冠心病患者差异基因筛选 　 利用 Ｒ 语言 （４􀆰 ３􀆰 ０
版） 对 ＧＥＯ 数据库转录组数据进行整理， 选择差异分析，
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为筛选条件， ｌｉｍｍａ 包获取差异表达基因，
ｐｈｅａｔｍａｐ 数据包得到火山图。
２􀆰 ２􀆰 ４　 加权基因共表达分析

２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １　 数据获取与预处理 　 采用公开可用的 ＧＳＥ２０６８０
数据集， 包括 １３９ 个样本和 ４５ ０１５ 个基因。 在进行加权基

因共表达网络分析分析前， 首先对 ＧＳＥ２０６８０ 数据集进行

质量控制和标准化处理， 通过 ｌｉｍｍａ 包中的 Ｎｏｒｍａｌｉｚｅ
Ｂｅｔｗｅｅｎ Ａｒｒａｙｓ 函数进行数据标准化处理， 主成分分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ） 对样本进行聚类， 以

排除潜在的异常样本。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２　 网络构建和模块检测　 使用加权基因共表达网络

分析 Ｒ 包进行分析。 首先进行差异分析， 获取的差异基因

计算其之间的皮尔逊相关系数， 构建一个相似性矩阵。 然

后， 选择软阈值 β ＝ ６， 将相似性矩阵转换为加权邻接

矩阵。
然后， 使用基于层次聚类的方法识别密切相关的基因

模块。 每个模块都是 １ 个基因集合， 在网络中高度相互连

接， 通过动态树剪枝方法来确定， 并设置最小者为 ５０ 个

基因。
２􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３　 模块特征基因获取　 每个模块都用一个模块特征

基因 （ＭＥ） 来表示， 它是模块内所有基因表达谱的第一主

成分。 再计算了模块特征基因与 ＧＳＥ２０６８０ 数据集中样本

临床特征之间的相关性， 获取最强者备用。
２􀆰 ２􀆰 ５　 交集基因筛选　 将加权基因共表达网络分析构建所

获得的与疾病相关系最高的 ２ 个基因模块进行数据合并，
并将数据、 差异基因通过 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库进行靶点转化， 再

与成分靶点进行对比， 获取抗动脉粥样硬化的潜在靶点。
２􀆰 ２􀆰 ６　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用 Ｒ 语言的 ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ．
ｄｂ 数据包对 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下交集基因进行 ＩＤ 转换， ｃｌｕｓｔｅｒ
Ｐｒｏｆｉｌｅｒ、 ｄｐｌｙｒ、 ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ 等软件进行分析。
２􀆰 ２􀆰 ７　 关键靶点与入血成分分子对接 　 通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据库下载成分相应 ３Ｄ 结构， 由 “ ｏｐｅｎｂａｂｅｌ” 途径进行格

式转化， 转化为结尾为 ｐｄｂ 的文件格式， 导入 Ａｕｔｏ ｄｏｃｋ
Ｔｏｏｌ １􀆰 ５􀆰 ７ 软件进行配体编辑； 通过 ＮＣＢＩ 数据库或 ＲＣＳＢ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 数据库查询关键靶点蛋白质结构， 在相应

的检索条目下搜索受体的名称， 下载后的文件同上操作。
采用 Ａｕｔｏ ｄｏｃｋ Ｔｏｏｌ １􀆰 ５􀆰 ７ 软件输出结合的最优构象， 导入

ＰｙＭｏｌ 程序进行配体与受体最优构象的详细读取。
２􀆰 ３　 动物实验

２􀆰 ３􀆰 １　 分组、 造模及给药　 ６ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠为空白

组， １２ 只 ＡｐｏＥ－ ／ －雄性小鼠按随机数字表法分为模型组和

葛兰心宁胶囊组， 每组 ６ 只。 小鼠适应性喂养 １ 周后， 空

白组给予基础饲料， 其余各组给予高脂饲料， 同时葛兰心

宁胶囊组灌胃给予 ６０ ｍｇ ／ ｍＬ 药物混悬液， 空白组和模型

组灌胃给予蒸馏水， 连续 ８ 周。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色及油红 Ｏ 染色　 给药结束后， 各组小鼠禁

食不禁水 １２ ｈ， 麻醉后迅速暴露心脏， 剪除部分心耳， 将

装有 ＰＢＳ 的注射器针头插入心尖， 缓慢注入清洗心脏， 通

过心耳或主动脉排出， 直至流出液清澈， 后换 ４％ 多聚甲醛

继续灌流以确保心脏被充分固定， 最后取下心脏。 心尖朝

下， 置于 ＯＣＴ 包埋剂中， 迅速转移至液氮中连续切片 （５
μｍ） １２ 张， 防脱玻片贴片， 置于室内阴凉处晾干， ４％ 多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ， 双蒸水清洗后于－８０ ℃ 冰箱中保存，
４８４３
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复温后进行 ＨＥ 染色及油红 Ｏ 染色。
２􀆰 ３􀆰 ３　 高通量测序　 空白组、 模型组、 葛兰心宁胶囊组各

选 ３ 只小鼠冠状动脉进行高通量测序， 提取总 ＲＮＡ 纯度，
ＯＤ 值在 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ２ 之间， Ａｄｉｌｅｎｔ ２１００ ｓｃｏｒｅ≥７， 总量≥１
μｇ。 并完成原始测序数据的质控： 使用 ｃｕｔａｄａｐｔ⁃ｖ １􀆰 ８􀆰 １ 去

除接头序列， ＦＡＳＴＸ⁃ｖ０􀆰 ０􀆰 １３ 去除低质量、 长度小于 １７ｎｔ、
含有 ｐｏｌｙ⁃Ａ ／ Ｔ ／ Ｃ ／ Ｇ ／ Ｎ 的 ｒｅａｄｓ， 获得高通量测序数据。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测小鼠 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ ｍＲＮＡ 表达 　 取

各组小鼠主动脉， ＴＲｌｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 使用逆转录试剂

盒在梯度 ＰＣＲ 仪上将其反转录成 ｃＤＮＡ。 采用 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒， 通过荧光定量 ＰＣＲ 仪平台， 检测基因

Ｐｌａｕ、 Ｐｔｇｓ２ ｍＲＮＡ 表达， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 按 ２－ΔΔＣＴ法计

算目的基因相对表达， 引物由生工生物工程 （上海） 有限

公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
Ｐｔｇｓ２ 正向 ＧＧＡＧＴＴＧＣＣＴＴＴＴＴＡＴＧＧＡＣ

反向 ＧＡＡＡＣＡＧＣＴＣＴＣＣＴＣＣＴＡＣＡＣ
Ｐｌａｕ 正向 ＣＣＣＧＴＧＣＴＣＴＧＴＣＴＴＡＡＣ

反向 ＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣ

反向 ＡＣＴＧＴＧＣＡＡＣＣＧＴＣＡＣＣＣ

２􀆰 ３􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处

理， 符合正态分布的数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单

因素方差分析， 事后检验采用 Ｔｕｋｅｙ′ｓ ＨＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 入血成分　 对照品信息见表 ２， 总离子流图见图 １Ａ，
药材原液总离子流图见图 １Ｂ， 给药 ２ ｈ 后血浆样品总离子

流图见图 １Ｃ， 对照品各成分峰提取图见图 ２。 采用外标一

点法， 通过与对照品进行比对得到入血成分共 ２１ 种， 具体

见表 ３。
表 ２　 对照品信息

对照品 分子式 理论相对分子质量 ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ｍ ／ ｚ ｔＲ ／ ｍｉｎ
葛根素 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ９ ４１６􀆰 １１０ １８ ４１７􀆰 １１８ ０１ ５􀆰 ６０

染料木素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２７０􀆰 ０５２ ２７ ２７１􀆰 ０６０ １０ ９􀆰 ８０
黄豆黄素 Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８４􀆰 ０６７ ９３ ２８５􀆰 ０７５ ７５ ８􀆰 ７７
熊果酸 Ｃ３０Ｈ４８Ｏ３ ４５６􀆰 ３５９ ８０ ４５５􀆰 ３５１ ９７ １６􀆰 ８４

３􀆰 ２　 入血成分靶点与加权基因共表达网络

３􀆰 ２􀆰 １　 入血成分靶点　 通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ 数据库获得 ６３１ 个

预测靶点， 见图 ３。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＳＥ２０６８０ 数 据 集 加 权 基 因 共 表 达 网 络 　 对

ＧＳＥ２０６８０ 包含的 １９５ 个全血样本进行筛选， 选择主要血管

狭窄≥７０％ 及≤２５％ 者进行主成分分析， 见图 ４Ａ； 根据 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 获取 １５ ５４９ 个差异表达基因及其火山图， 见图 ４Ｂ；
差异表达基因进行加权基因共表达网络分析， 见图 ４Ｃ ～
４Ｄ， 根据无标度拓扑拟合指数＞０􀆰 ８５， 选择软阈值为 ６ 进

行分析； 根据组别的差异性分出 １４ 个与疾病相关联的模块

基因， 见图 ４Ｅ～４Ｆ， 其中绿色、 黄绿色模块与冠心病相关

性最强， 前者包含 １ ３０３ 个基因， 后者包含 １１８ 个基因， 见

图 ４Ｇ。

表 ３　 葛兰心宁胶囊给药后入血成分鉴定结果

编号 化合物 化学式 理论相对分子质量 ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ｍ ／ ｚ ［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ －ｍ ／ ｚ ［Ｍ⁃Ｈ］ －ｍ ／ ｚ ｔＲ ／ ｍｉｎ
１ 葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ） Ｃ２１Ｈ２０Ｏ９ ４１６􀆰 １１０ １８ ４１７􀆰 １１８ ０１ — — ５􀆰 ６０
２ 染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ） Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２７０􀆰 ０５２ ２７ ２７１􀆰 ０６０ １０ — — ９􀆰 ８０
３ 黄豆黄素（ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ） Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８４􀆰 ０６７ ９３ ２８５􀆰 ０７５ ７５ — — ８􀆰 ７７
４ 芒柄花苷（ｏｎｏｎｉｎ） Ｃ２２Ｈ２０Ｏ９ ４２８􀆰 １１０ １８ ４２９􀆰 １１８ ０１ — — ５􀆰 ７８
５ 葛花苷（ｋａｋｋａｌｉｄｅ） Ｃ２８Ｈ３２Ｏ１ ５ ６０８􀆰 １７３ ５７ ６０９􀆰 １８１ ４０ — — ６􀆰 ７８
６ 羟丙基酸（ｃａｌｏｐｈｙｌｌｉｃ ａｃｉｄ） Ｃ２５Ｈ２４Ｏ６ ４２０􀆰 １５６ ７４ ４２１􀆰 １６４ ５７ — — １５􀆰 ３５
７ ２，３⁃二甲基喹唑啉（２，３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｑｕｉｎｉｚａｒｉｎ） Ｃ２０Ｈ１８Ｏ４ ３２２􀆰 １１９ ９６ ３２３􀆰 １２７ ７９ — — １２􀆰 ９９
８ 葛根素⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷（ｐｕｅｒａｒｉｎ⁃４′⁃

β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ）
Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１４ ５７８􀆰 １６３ ０１ ５７９􀆰 １７０ ８３ — — ８􀆰 ７１

９ 鸢尾黄酮（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ） Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６ ３００􀆰 ０６２ ８４ ３０１􀆰 ０７０ ６６ — — １０􀆰 １
１０ ３，２′⁃二羟基黄酮（３，２′⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ） Ｃ１５Ｈ１４Ｏ４ ２５８􀆰 ０８８ ６６ ２５９􀆰 ０９６ ４９ — — ６􀆰 ５９
１１ ３′⁃甲氧基大豆苷（３′⁃ｍｅｔｈｏｘｙｄａｉｄｚｉｎ） Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１０ ４４６􀆰 １２０ ７５ — ４９１􀆰 １１８ ４０ — ９􀆰 ２８
１２ 绞股蓝皂苷ⅪⅨ（ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅ ⅪⅨ） Ｃ５２Ｈ８６Ｏ２１ １ ０４６􀆰 ５６５ ６１ — １ ０９１􀆰 ５６３ ２７ — １０􀆰 ３１
１３ 绞股蓝皂苷 Ａ（ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅ Ａ） Ｃ４６Ｈ７３Ｏ１７ ８９７􀆰 ４８４ ２３ — ９４２􀆰 ４８１ ８８ — １１􀆰 ９９，１２􀆰 ２３
１４ 人参皂苷 Ｒｂ１（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１） Ｃ５４Ｈ９２Ｏ２３ １ １０８􀆰 ６０２ ３９ — １ １５３􀆰 ６００ ０４ — １１􀆰 ０８
１５ 葡萄糖牡荆素（ｇｌｕｃｏｓｙｌｖｉｔｅｘｉｎ） Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５ ５９４􀆰 １５７ ９２ — — ５９３􀆰 １５０ １０ ６􀆰 ０６
１６ ３′⁃羟基脯氨酸（３′⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｕｅｒａｒｉｎ） Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１０ ４３２􀆰 １０５ １０ — — ４３１􀆰 ０９７ ２７ ６􀆰 ３９
１７ 栎精（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７ ３０２􀆰 ０４２ １０ — — ３０１􀆰 ０３４ ２８ ６􀆰 ７９
１８ 熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ） Ｃ３０Ｈ４８Ｏ３ ４５６􀆰 ３５９ ８０ — — ４５５􀆰 ３５１ ９７ １６􀆰 ８５
１９ 绞股蓝皂苷ⅨⅩⅤ（ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅ ⅨⅩⅤ） Ｃ４１Ｈ６８Ｏ１４ ７８４􀆰 ４６０ ３６ — — ７８３􀆰 ４５２ ５３ １３􀆰 ０４
２０ 绞股蓝皂苷ⅪⅥ（ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅ ⅪⅥ） Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１９ ９６２􀆰 ５４４ ４８ — — ９６１􀆰 ５３６ ６６ １１􀆰 ４０
２１ 人参皂苷 Ｒｄ（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｄ） Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８ ９４６􀆰 ５４９ ５７ — — ９４５􀆰 ５４１ ７４ １３􀆰 ４５

３􀆰 ２􀆰 ３　 关键基因获取　 对 ６３１ 个入血成分靶点蛋白、 １ ２３０ 个绿色模块预测蛋白、 ６４ 个黄绿色模块预测蛋白及 １ １９０

５８４３

２０２４ 年 １０ 月

第 ４６ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １０



图 １　 葛兰心宁胶囊入血成分总离子流图

个差异基因 ｌｏｇＦＣ 绝对值＞１􀆰 ５ 的预测蛋白取交集， 得到 １４
种入血成分可能调控的关键靶点 （ＭＭＰ９、 ＡＬＰＬ、 ＣＡ４、
ＤＡＰＫ１、 ＰＲＫＤＣ、 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ、 ＳＬＣ２Ａ１、 ＢＣＬ２Ａ１、
ＡＢＣＣ５、 Ｆ２ＲＬ１、 ＬＲＲＫ２、 ＣＴＳＤ、 ＡＬＯＸ５ＡＰ）， 见图 ５。
３􀆰 ２􀆰 ４　 关键靶点 ＧＯ 功能分析与 ＫＥＧＧ 通路分析　 将 １４ 个

关键靶点导入 Ｄａｖｉｄ 数据库进行富集分析， 得出的数据导入

Ｒ 语言中进行绘图， 见图 ６。 ＧＯ 分析结果显示， 关键靶点

的功能在于参与凋亡过程中的半胱氨酸型内肽酶活性的调

控、 对无机物质、 金属离子、 肽类激素、 化学应激的细胞

反应以及相关炎症反应的调控。 ＫＥＧＧ 分析结果显示， 它

主要参与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路、 糖尿病心肌病相关通路、 癌症

相关通路， 并且参与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的关键靶点有 ＰＴＧＳ２、
ＰＬＡＵ、 ＢＣＬ２Ａ１。
３􀆰 ２􀆰 ５　 分子对接及结合能 　 将入血成分预测靶点与参与
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１． 葛根素　 ２． 染料木素　 ３． 黄豆黄素　 ４． 熊果酸

图 ２　 对照品 ＳＩＭ 图

图 ３　 葛兰心宁胶囊入血成分靶点图

ＮＦ⁃κＢ 信号通路的关键靶点 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ、 ＢＣＬ２Ａ１ 进行

对比后发现， 可作用于 ＰＴＧＳ２ 的成分有 １２ 种， 可作用于

ＰＬＡＵ 的成分有 ６ 种， 可作用于 ＢＣＬ２Ａ１ 的成分有 １ 种， 同

时作用于 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ 的入血成分有 ４ 种， 分别是 ３′⁃羟
　 　 　 　

基脯氨酸、 染料木素、 黄豆黄素、 葛根素。 因此， 对以上 ４
种入血成分与作用靶点 ＰＴＧＳ２ （ ＰＤＢ ＩＤ： ５ＩＫＲ）、 ＰＬＡＵ
（ＰＤＢ ＩＤ： １Ｆ９２） 进行分子对接， 结果见表 ４、 图 ７。

表 ４　 分子对接最佳结合能及氢键结合位点

分子 ＰＴＧＳ２ 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） 氢键结合位点 分子 ＰＬＡＵ 结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） 氢键结合位点

３′⁃羟基脯氨酸 －１０􀆰 ６４ ＴＨＲ⁃１２９
ＧＬＹ⁃１３５
ＧＬＮ⁃４６１

３′⁃羟基脯氨酸 －９􀆰 ０６ ＡＲＧ⁃３７Ａ
ＡＲＧ⁃３５
ＬＹＳ⁃６１
ＡＳＰ⁃６０Ａ

染料木素 －８􀆰 ５９ ＡＲＧ⁃３３３
ＧＬＮ⁃２４１
ＳＦＲ⁃１４３

染料木素 －７􀆰 ５４ ＣＹＳ⁃５８
ＶＡＬ⁃４１
ＴＹＲ⁃１４９
ＴＹＲ⁃１５１

黄豆黄素 －８􀆰 ５０ ＣＹＳ⁃４７
ＧＬＮ⁃４６１
ＧＬＵ⁃４６５

黄豆黄素 －７􀆰 ２３ ＣＹＳ⁃５８
ＴＹＲ⁃１５１

葛根素 －８􀆰 ９９ ＣＹＳ⁃４７
ＧＬＹ⁃１３５
ＧＬＵ⁃４６１
ＨＩＳ⁃３９

葛根素 －８􀆰 ７４ ＡＳＰ⁃６０Ａ
ＡＳＰ⁃６３
ＬＹＳ⁃６１

ＡＲＧ⁃３７Ａ

３􀆰 ３　 动物实验

３􀆰 ３􀆰 １　 对小鼠主动脉窦斑块形成及脂质蓄积的影响　 与空

白组比较， 模型组小鼠主动脉窦斑块面积和脂质蓄积增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 葛兰心宁胶囊组小鼠主动脉窦

斑块面积和脂质蓄积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８、 表 ５。
３􀆰 ３􀆰 ２　 对小鼠关键靶点 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ 的影响 　 与空白组比

较， 模型组 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 葛兰心宁胶囊组 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ９。
３􀆰 ３􀆰 ３　 对小鼠 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组

比较， 模型组 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 葛兰心宁胶囊组 Ｐｔｇｓ２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
７８４３
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图 ４　 ＧＳＥ２０６８０ 数据集 ＰＣＡ、 差异分析和加权基因共表达网络分析

注： Ａ 为 ｌｏｇＦＣ 绝对值＞１􀆰 ５ 的差异基因的调控靶点， Ｂ 为绿色

模块靶点蛋白， Ｃ 为黄绿色模块靶点蛋白， Ｄ 为入血成分靶点

蛋白。

图 ５　 关键靶点蛋白筛选 Ｖｅｎｎ 图

０􀆰 ０５）， 而 Ｐｌａｕ ｍＲＮＡ 表达有降低趋势， 但差异无统计学

意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １０。
４　 讨论

多项临床试验发现， 葛兰心宁胶囊能够有效缓解冠脉

狭窄、 缩小冠脉斑块、 促进血管内皮功能的恢复、 调节血

脂谱， 减轻炎症反应， 改善患者心绞痛症状、 提升患者生

活质量， 且临床安全有效［３⁃８］ 。 本次研究通过 ＨＰＬＣ 分析得

出其主要包含黄酮类 （葛根素、 黄豆黄素、 葛根素⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃
Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 鸢尾黄酮、 ３， ２′⁃二羟基黄酮、 ３′⁃甲氧

基大豆苷）、 皂苷类 （多种绞股蓝皂苷及多种人参皂苷等及

其它成分）。 现代药理学研究发现， 葛根素作为由葛根提取

出的一种黄酮类物质， 能够调节肝脏脂肪沉积、 减低氧化

８８４３
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图 ６　 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析图

图 ７　 分子对接图

图 ８　 各组小鼠主动脉窦 ＨＥ 染色和油红 Ｏ 染色图 （×４０）

表 ５　 各组小鼠主动脉窦动斑块面积、 脂质蓄积面积比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 斑块面积占比 ／ ％ 脂质蓄积面积占比 ／ ％

空白组 ０±０ ０±０
模型组 ６３􀆰 ５８±２􀆰 ０５∗ ２０􀆰 １２±４􀆰 ８２∗

葛兰心宁胶囊组 ２８􀆰 ５２±５􀆰 ９８＃ ６􀆰 ５８±１􀆰 ８４＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

应激和炎症反应［９］ ； 一项临床试验表明， 葛根素能缓解急

性心绞痛发作频率、 减少硝酸甘油的剂量， 改善不稳定性

心绞痛患者症状［１０］ ； 皂苷类的绞股蓝苷能够调节小鼠肠道

微环境、 抑制血管细胞黏附分子⁃１ 等多种炎性因子减轻炎

　 　 　 　

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 高通量测序分析各组 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ 表达

症反应改善动脉粥样硬化［１１⁃１３］ ， 但针对于葛兰心宁胶囊药

物成分及作用机制研究较少， 仅对部分成分进行质谱分析，
故对其进行全面考察是必要的。

本研究在检测葛兰心宁胶囊有效入血成分的基础上，
９８４３
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析各组 Ｐｔｇｓ２、 Ｐｌａｕ ｍＲＮＡ 表达

充分借助公共数据库， 使用冠心病患者与健康人的全血转

录组进行差异分析及加权基因共表达网络分析。 全血转录

组涵盖血液中所有细胞类型， 以白细胞为主 （单核细胞、
中性粒细胞、 淋巴细胞等）， 通过分析可以了解不同人群的

基因表达模式的变化， 为生物标志物的识别、 疾病相关的

分子机制的探讨， 以及药物治疗对基因表达的影响提供依

据［１４］ 。 加权基因共表达网络分析是一种保留基因之间网络

拓扑关系， 用于探索不同疾病状态下基因表达情况， 提供

一种全局视角用于理解基因表达情况和调控关系［１５］ 。 单核

细胞作为 ＡＳ 发生发展的关键细胞， 随着近年来中性粒细胞

与 ＡＳ 研究的逐步深入， 其作用机制值得深入研究。 故选择

以样本量较大的 ＧＳＥ２０６８０ 作为挖掘对象， 同时结合药物网

络药理学与分子对接为关键成分及关键靶点的相互作用提

供可能的依据。
４􀆰 １　 葛兰心宁胶囊与 ＰＬＡＵ　 尿激酶型纤溶酶原激活酶

（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｕｒｏｋｉｎａｓｅ， ＰＬＡＵ） 是纤溶系统中编码

尿激酶型纤溶酶原激活酶的关键基因， 可以激活纤溶酶原，
将其转化为纤溶酶。 有研究表明， 纤溶酶原的激活导致纤

维连接蛋白降解产物能够作为中性粒细胞的激动剂发挥作

用［１６］ 。 对于 ＡＳ 而言， 骨髓细胞中的单核细胞、 巨噬细胞

和中性粒细胞在其发生发展过程中起着重要的作用， 在人

类总循环白细胞总数 ７０％ 的中性粒细胞的激活与心血管事

件的发生增加密切相关［１７］ 。 由颗粒蛋白形成的 ＮＥＴ 是中性

粒细胞激活的最终产物， ＮＥＴ 形成的标志物已被证明与 ＡＳ
的严重程度相关［１８］ 。 Ｚｈｕ 等［１９］ 通过高通量测序结合 ＲＯＣ
分析斑块破裂患者外周血单个核细胞基因表达谱， 表明

ＰＬＡＵ—ＰＬＡＵＲ 系统在稳定斑块中起主要作用。 ＰＬＡＵ 在人

类晚期斑块和易破裂区域高度表达， 其丰度与斑块稳定性

有关， 斑块中 ＰＬＡＵ 活性升高会导致基底膜蛋白丢失和斑

块破裂［２０⁃２１］ ， 导致斑块的破裂出血， 加剧了心血管事件的

发生风险。 此外， 一项纳入 ７８ 名冠心病患者的随机对照临

床试验发现， 服用 ２ 个月的葛兰心宁胶囊能够抑制炎症反

应， 恢复内皮功能及显著减低可溶性尿激酶纤溶酶原激活

剂受体的表达［２２］ 。 通过葛兰心宁胶囊血清靶点预测与冠心

病患者全血转录组数据， 结合小鼠高通量测序数据中 ＰＬＡＵ
的表达， 发现结果与现有研究一致。 由此可知， 葛兰心宁

胶囊可能调控 ＰＬＡＵ 的表达， 介导中性粒细胞 ＮＥＴ 的异常

形成， 起到减缓动脉粥样硬化， 稳定斑块， 减少冠心病患

者心血管事件发生的风险的作用。
４􀆰 ２ 　 葛 兰 心 宁 胶 囊 与 ＰＴＧＳ２ 　 ＰＴＧＳ２ （ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ⁃
ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２， ＰＴＧＳ２） 是高度可变的， 用于编码

环氧酶 （ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ ２， ＣＯＸ⁃２） 的基因， 其中单核苷

酸多态性 ｒｓ５２７５ 位点的突变与急性冠脉综合征的发生密切

相关［２３］ 。 众所周知， 氟化物会增强炎症反应， 而受其影响

的分化的单核细胞中 ＣＯＸ⁃２ 的转录产物高度增加， 分化的

单核细胞在炎症刺激下易形成泡沫细胞， 进而加速 ＡＳ 的发

生［２４］ 。 一系列的体外实验发现， ＣＯＸ⁃２ 是巨噬细胞 Ｍ１ 与

Ｍ２ 型相互转化的关键酶， Ｍ１ 与 Ｍ２ 比例的变化决定了动

脉粥样硬化斑块的稳定性［２５］ ， 由此可见 ＰＴＧＳ２ 在 ＡＳ 的进

程中扮演着重要的角色。 Ｚｈｏｕ 等［２６］通过获取处在不同时期

的冠状动脉组织发现， 在冠状动脉斑块中 ＰＴＧＳ２ 的表达显

著上调， 与 ＡＳ 的等级及分期呈正相关。 葛兰心宁胶囊入血

成分 ３′⁃羟基脯氨酸、 染料木素、 黄豆黄素、 葛根素等的预

测靶点均与 ＰＴＧＳ２ 相关联， 其作用可能通过减轻炎症反应，
稳定斑块， 进而改善患者不适症状。

本研究通过 ＨＰＬＣ 法对葛兰心宁胶囊进行定性定量分

析， 并利用差异分析、 加权基因共表达网络分析、 网络药

理学、 分子对接等多种手段， 发现其入血成分可能通过作

用于 ＰＴＧＳ２、 ＰＬＡＵ 等靶点。 此外， 葛兰心宁胶囊能够减轻

小鼠主动脉窦的脂质蓄积， 缩小斑块面积， 结合高通量测

序、 ＰＣＲ 结果认为其作用可能与减轻炎症反应、 调节脂质

代谢， 进而起到改善心肌缺血缺氧和冠心病患者症状相关，
可为其开发应用提供借鉴。
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