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基于网络药理学及体外实验探讨青黄散
抗急性髓系白血病的分子机制

伍振辉，张欢，吴欣平，周露，曾英坚*

（江西中医药大学 附属医院，南昌 330006）

［摘要］ 目的：基于网络药理学与分子对接技术预测青黄散治疗急性髓系白血病（AML）的潜在活性靶点与信号通路，通

过体外细胞实验进一步验证其作用机制。方法：基于中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）、中医药综合数据库

（TCMID）、TargetNet、SwissTargetPrediction 数据库获取青黄散活性成分和作用靶点；通过 DrugBank、DisGeNET、GeneCards、在

线人类孟德尔遗传数据库（OMIM）获取 AML 疾病相关靶点。筛选出青黄散与 AML 的共同靶点后，使用 STRING 数据库进行

蛋白质 -蛋白质相互作用网络分析，并通过 RStudio 软件使用 R 语言及 clusterProfiler、Bioconductor 等包进行基因本体论（GO）
和京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。同时应用 Cytoscape 软件进行“疾病-药物成分-靶点”与“化合物-靶点-

通路”网络的构建。选取青黄散活性成分与“化合物-靶点-通路”网络排名前 8 个靶点进行分子对接。利用体外细胞实验及蛋

白免疫印迹法（Western blot）进一步验证青黄散抗 AML 作用。结果：预测结果显示青黄散主要活性成分 11 个，收集青黄散与

AML 的共同靶点 22 个；KEGG 通路分析结果显示磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）和丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）
信号通路可能在青黄散治疗 AML 疾病中起到关键作用。“化合物-靶点-通路”网络分析显示排名前 8 的靶点包括 Akt1、磷脂酰

肌醇 3-激酶催化亚基 α（PIK3CA）、双特异性丝裂原活化蛋白激酶 1（MAP2K1）、凋亡相关基因（TP53）、原癌基因丝苏氨酸蛋白

激酶 1（RAF1）、B 细胞淋巴瘤-2 基因（Bcl-2）、胱天蛋白酶-9（Caspase-9）和原癌基因（JUN）。分子对接结果表明 3-吲哚基-β-D-

吡喃葡萄糖苷与 MAP2K1、异牡荆素与 PIK3CA、靛玉红与 Bcl-2 对接最优。细胞实验表明 3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡

荆素和靛玉红可有效抑制 AML 细胞增殖，并调控 MAPK/PI3K 信号通路，抑制 Bcl-2 蛋白的表达。结论：青黄散可通过多成分-

多靶点-多途径方式协同作用治疗 AML，其作用机制可能与调控 MAPK 信号通路及 PI3K/Akt信号通路有关。
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Molecular Mechanism of Qinghuangsan Against Acute Myeloid Leukemia Based on

Network Pharmacology and In Vitro Experiments
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［［Abstract］］ Objective：： To predict the therapeutic target genes and related signaling pathways of

Qinghuangsan（QHP）in the treatment of acute myeloid leukemia（AML）by network pharmacology，molecular

docking，and further clarify its mechanisms through in vitro cell experiment. Method：： The active components

and targets of QHP were retrieved from traditional Chinese medicine systems pharmacology database and

analysis platform（TCMSP），traditional Chinese medicine integrated database（TCMID），TargetNet and
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SwissTargetPrediction databases，and AML-related target genes were obtained by GeneCards and online

mendelian inheritance in man（OMIM）databases. After screening the common targets of QHP and AML，the

protein-protein interaction（PPI）network of the common targets was constructed with STRING，followed by

gene ontology（GO）term and Kyoto encyclopedia of genes and genomes（KEGG）pathway enrichment analysis

based on RStudio software and clusterProfiler，Bioconductor packages. At the same time，Cytoscape software is

used to construct the network of "disease-component-target" and "compound-target-pathway". Select the active

ingredients of QHP for molecular docking with the top 8 targets in the "compound-target-pathway" network. In

vitro cell experiment and Western blot were used to further verify the anti-AML effect of QHP. Result：： The

prediction results show that there are 11 main active components of QHP，and 22 common targets of QHP and

AML are collected. KEGG pathway analysis results show that phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B

（PI3K/Akt）and mitogen-activated protein kinase（MAPK）signaling pathways may play a key role in the

treatment of AML disease by QHP. "Compound-target-pathway" network analysis showed that the top 8 targets

include Akt1，phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha（PIK3CA），mitogen-

activated protein kinase kinase 1（MAP2K1），TP53，serine/threonine kinase（RAF1），B cell lymphoma（Bcl）-2，

cysteine aspartic acid specific protease（Caspase）-9 and JUN. Molecular docking results showed that 3-indolyl-β-

D-glucopyranoside was optimally docked with MAP2K1，isovitexin docked with PIK3CA，and indirubin docked

with Bcl-2. Cell experiments show that 3-indolyl-β -D-glucopyranoside，isovitexin and indirubin can effectively

inhibit the proliferation of AML cells，regulate the MAPK/PI3K signaling pathway，and inhibit the expression of

Bcl-2 protein. Conclusion：： QHP can treat AML through "multi-component，multi-target，multi-pathway"

synergistic treatment，and its mechanism of pharmacology may be related to the regulation of MAPK signaling

pathway and PI3K/Akt signaling pathway.

［［Keywords］］ Qinghuangsan；acute myeloid leukemia；network pharmacology；molecular docking；cell

experiment

急性髓系白血病（AML）是一种异质性恶性血

液肿瘤，其特征在于髓系祖细胞快速大量增殖并逐

渐取代骨髓正常造血细胞，且预后不良［1］。根据美

国国立卫生研究院监测、流行病学和结果（SEER）数
据库调查显示，2019 年美国新增加 AML 病例达到

21 450 个，死亡病例达到 10 920 个［2］。AML 多发于

老年人群，70 岁以上的 AML 患者，其 5 年总生存率

不到 5%［3］。AML 疾病发展迅速，发病原因较为复

杂，其高度异质性导致 AML 化疗后易复发。因此，

研究疗效好、价格低廉的新型 AML 治疗药物已成

为目前 AML 疾病药物研发的热点。传统中药具有

多成分、多靶点、多途径特点，且价格低廉、副作用

低，中医药现代化研究已成为目前 AML 疾病药物

研发的新方向。

青黄散载于《景岳全书》《奇效良方》《世医得效

方》等古籍，由青黛和雄黄组成。青黛咸，寒。归肝

经，具有清热解毒，凉血消斑，泻火定惊之功效，用

于温毒发斑，血热吐衄，胸痛咳血，口疮，痄腮，喉

痹，小儿惊痫［4］。雄黄辛，温；有毒。归肝、大肠经，

具有解毒杀虫，燥湿祛痰，截疟之功效。用于痈肿

疔疮，蛇虫咬伤，虫积腹痛，惊痫，疟疾［4］。青黛与雄

黄，寒热既济，通过配伍使用发挥解毒化瘀之功效，

是中医药治疗 AML 的常用方剂［5］，基础实验也证实

青黄散组分对 AML 细胞具有一定的增殖抑制作

用［6］，然而其作用机制尚未完全阐明。

本研究拟通过网络药理学与实验验证从多靶

点、多途径探讨青黄散活性成分、AML 疾病、基因、

靶点、通路的相互作用，揭示青黄散治疗 AML 的潜

在作用机制，以期为青黄散治疗 AML 的临床应用

提供理论依据，见图 1。

1 材料

药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，

https：//tcmspw.com/index.php）；中医药综合数据库

（TCMID， http：//www. megabionet. org/tcmid/）；
SwissTargetPrediction 数 据 库 （http：//www.

swisstargetprediction. ch/）；TargetNet 数据库（http：//

targetnet. scbdd. com/calcnet/index/）；DrugBank 数据

库（https：//go. drugbank. com/）；DisGeNET 数 据 库

（https：//www. disgenet. org/）；GeneCards 数 据 库

（https：//www.genecards.org/）；在线人类孟德尔遗传
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数据库（OMIM，https：//omim.org/）；RCSB 蛋白数据

库（https：//www.rcsb.org/）；STRING 数据库（https：//

string-db.org/）；UniProt 数据库（https：//www.uniprot.

org/）；PubChem 数 据 库（https：//pubchem. ncbi. nlm.

nih. gov/）；Venny 在 线 绘 图 网 站（http：//

bioinformatics. psb. ugent. be/webtools/Venn/） ；
Cytoscape 软 件（https：//cytoscape. org/）；RStudio 软

件（https：//www.rstudio.com/）；AutoDockTools 软件

（http：//autodock.scripps.edu/）；PyMOL 软件（https：//

pymol.org/2/）。
2 方法

2.1 青 黄 散 活 性 成 分 筛 选 及 靶 点 鉴 定 利 用

TCMSP 数据库检索青黄散中青黛与雄黄 2 味中药

的有效成分［7］，并以口服生物利用度（OB）≥30%、类

药性（DL）≥0.18 为检索标准［8］，得到青黄散中青黛

的有效活性成分。因 TCMSP 数据库未检索到雄黄

中药，故利用 TCMID 数据库检索雄黄中药的活性

成分［9］。此外，利用 SwissTargetPrediction 数据库［10］

及 TargetNet 数据库［11］检索青黄散中有效成分相对

应的潜在活性靶点，并进行后续研究。

2.2 AML 作用靶点与交集靶点的鉴定 以“acute

myeloid leukemia”为 关 键 词 从 DrugBank［12］ 、

DisGeNET［13］、GeneCards［14］及 OMIM［15］数据库检索

并收集 AML 相关的疾病靶点，并利用 UniProt 数据

库进行靶点蛋白与基因名称的转换［16］。合并 AML

所有作用靶点并去除重复靶点后，与青黄散有效成

分的靶点取交集，通过 Venny 在线绘图工具进行展

示。同时，利用 Cytoscape 3.7.1 软件构建“疾病 -药

物成分-靶点”网络图。

2.3 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建

STRING 数据库是一个已知和预测 PPI 的数据

库［17］。将 2.2 项下获取的青黄散与 AML 交集靶点

蛋白导入 STRING 数据库，选择生物种类为“Homo

sapiens”。PPI 数据网络图中，每个节点代表一个蛋

白质，节点之间的连接表示 2 个蛋白质之间的相互

作用。生成的 PPI 网络图选择 TSV 格式下载，并将

TSV 文 件 导 入 Cytoscape 软 件 中 以 构 建 PPI 网

络图［18］。

2.4 生物信息学注释基因本体（GO）和京都基因和

基因组百科全书（KEGG）富集分析 为进一步研究

青黄散治疗 AML 的分子作用机制，通过 RStudio 软

件（Windows 3.6.0）使用 R 语言 clusterProfiler、org.

图 1 研究工作流程

Fig. 1 Work flow chart of this research
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Hs.eg.db、ggplot2 及 Hmisc 等［19-20］进行 GO 和 KEGG

通路富集分析。GO 富集分析包括生物过程、细胞

成分和分子功能。KEGG 通路富集分析用于阐明青

黄散治疗 AML 的潜在作用机制。本研究根据 P 值

大小，选择排名前 10 位的 GO 条目及排名前 20 的

KEGG 通 路 ，利 用 RStudio 软 件 绘 制 条 形 图 和 气

泡图。

2.5 “药物-靶点-通路”网络图的构建 利用 GO 和

KEGG 数据信息，通过 Cytoscape 3.7.1 软件绘制青

黄散治疗 AML 的“药物成分-靶点-通路”网络图［21］。

2.6 分子对接 为了进一步验证青黄散对 AML 的

作用，应用分子对接技术筛选活性化合物和候选蛋

白。分子对接技术是筛选药物的重要方法，从已知

的候选蛋白质和小分子化合物入手，通过模拟几何

形状和能量匹配来识别［22］。本研究使用 RCSB 蛋

白质数据库检索相关蛋白质信息，下载目标蛋白质

的 3D 结构文件作为受体。利用 PyMOL 1.8 软件和

AutoDockTools 1.5.6 软件对进行修改，包括分离原

始配体、去除水分子、添加氢和修补氨基酸。将活

性 成 分 的 Mol2 结 构 设 置 为 可 旋 转 并 通 过

Autodock Tools 软件保存为“pdbqt”格式文件。最

后，使用 Autodock-vina 1.1.2 软件进行分子对接。

对接结果用 PyMOL 软件可视化，建立对接交互

模式。

3 实验验证

3.1 药物 3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷（上海源叶

生物科技有限公司，货号 S11170，纯度 98%），异牡

荆素、靛玉红（上海爱必信生物科技有限公司，货号

分 别 为 ABS47023192、ABS47000445，纯 度 均 ≥
98%），青霉素-链霉素（上海碧云天生物技术有限公

司，批号 C0222，加入比例 1%）。
3.2 试剂 Roswell Park Memorial Institute（RPMI）
1640培养基（Sigma-Aldrich公司，货号 RHBH8770）；
胎牛血清（Gibco 公司，货号 42F7180K）；细胞增殖

与活性检测（CCK-8）试剂盒（江苏凯基生物科技有

限公司，货号 KGA317）；BCA 蛋白定量试剂盒、

RIPA 蛋白裂解液、苯甲基磺酰氟（PMSF）、BeyoECL

试剂盒、SDS-PAGE 上样缓冲液 5×（上海碧云天生

物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 062521210726、

P0013B、020421210524、P0018AS、070121210811）；
牛血清白蛋白（BSA）（广州赛国生物科技有限公司，

货号 EZ4567D106）；PVDF 膜（美国 Millipore 公司）；
磷脂酰肌醇 3-激酶催化亚基 α（PIK3CA）、双特异性

丝裂原活化蛋白激酶 1（MAP2K1）、B 细胞淋巴瘤-2

（Bcl-2）（Bioworld Technology 公 司 ，货 号 分 别 为

BS6052、AP0170、BS1511）。
3.3 仪 器 Multiskan FC 型 酶 标 仪 、HERACELL

150i CO2 incubator 型 CO2 培 养 箱（美 国 Thermo 公

司）；Allegra 21rcentrifuge 型高速低温离心机（美国

Beckman 公司）；Model DMi8 manual 型倒置生物显

微镜（德国 Leica 公司）；PowerPac Basic 型蛋白电泳

与转移仪（美国 Bio-Rad 公司）；Tanon-4100 型天能

凝胶成像系统（上海 Tanon 公司）。
3.4 细胞培养 人急性髓性白血病细胞 KG1-a 由

南方医科大学郭坤元教授课题组惠赠。KG1-a 细胞

加入 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 完全培养基（含

1% 青霉素 -链霉素）置于 5% CO2，37 ℃恒温培养箱

培养。

3.5 细胞增殖抑制实验 分别取对数生长期的

KG1-a 细胞，离心 5 min（转速 800 r·min-1，离心半径

300 mm），并制备成密度为 5×104个/mL 的细胞悬液

接种于 96 孔培养板，100 μL/孔，培养 24 h 后待细胞

密度接近 80%，开始药物处理。实验分为溶剂组

（细胞+完全培养基）、空白组（仅加入完全培养基）、
不同浓度的 3-吲哚基 -β -D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆

素、靛玉红（0、0.006、0.024、0.098、0.39、1.56、6.25、

25 μmol·L-1）组 ，每 组 设 6 个 复 孔 。 培 养 箱 培 养

48 h。取出 96 孔板，各孔依次加入 20 μL 的 CCK-8

溶液继续孵育 1.5 h，结束后将 96 孔板振荡混匀

10 min，450 nm 波长处测定其吸光度 A。平行测定

3 次，计算细胞增殖抑制率。

3.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）实验 KG1-a

细胞接种于 6 孔板中，分别经不同浓度的 3-吲哚基 -

β -D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛玉红（0、0.098、

0.39、1.56 μmol·L-1）细胞 48 h 后，离心收集细胞，轻

弹离心管底使细胞分散，加入 RIPA 裂解液，冰上裂

解 10 min。离心 5 min（14 000 ×g，半径 300 mm）。
吸取上清，通过 BCA 法测定细胞内蛋白含量。再

向其余蛋白样品中加入其 1/4 体积的上样缓冲液，

沸水浴 10 min，离心 5 min（转速 12 000 r·min-1，离

心半径 300 mm），所得样品为制备好的蛋白样品。

取蛋白样品 10 μg，经 SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜、

5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 。 封 闭 结 束 后 ，加 一 抗 溶 液

（PIK3CA 稀 释 比 例 1∶1 000，MAP2K1 稀 释 比 例

1∶500，Bcl-2 稀释比例 1∶1 000），4 ℃冰箱孵育过

夜 。 次 日 再 分 别 加 入 二 抗 ，室 温 避 光 孵 育 2 h，

TBST 清洗 3 次后，于红外荧光扫描成像系统进行

拍照。由 Image J 软件（1.53a）分析各蛋白条带灰度
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值。实验重复 3 次。

3.7 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计软件对数据

进行统计学分析，所有数据均采用 x̄± s 表示。数据

符合正态分布时，多组间样本均数比较采用单因素

方差分析（One-way ANOVA），事后多重比较，两组

间样本比较采用最小显著性差异法（LSD）-t 检验；
若数据不呈正态分布且方差不齐，多组样本间比较

采 用 非 参 数 检 验 ，P<0.05 表 示 差 异 具 有 统 计 学

意义。

4 结果

4.1 青黄散有效成分鉴定 通过 TCMSP 数据库与

TCMID 数据库共获得青黄散的有效成分 32 种，其

中青黛中有效成分 29 个，雄黄有效成分 2 个。在青

黛 29 个有效成分中，有 9 个（31.0%）满足 TCMSP 数

据库中 OB≥30% 和 DL≥0.18 的要求；而 TCMSP 数

据库未检索到雄黄，故选择在 TCMID 数据库检索

到雄黄的 2 个有效成分。因此，选择了 11 种有效成

分作为候选化合物进行进一步分析。见表 1。

4.2 疾病靶点及青黄散治疗 AML 潜在靶点的获取

通过 DrugBank、DisGeNET、GeneCards 及 OMIM

数据库共获得 AML 疾病靶点 906 个；通过 TCMSP

及 TCMID 数据库获得青黄散 10 个有效成分（因未

检索到 bisindigotin 化合物的潜在活性靶点，故删除

该化合物）治疗 AML 潜在靶点共 202 个，去除重复

基因后共有 108 个。将收集的 906 个 AML 疾病靶

点与 108 个青黄散潜在活性靶点进行匹配，利用

Venny 2.1 在线网站绘图，得到共同靶点 22 个，见增

强出版附加材料。

4.3 “疾病 -药物成分 -靶点”网络构建 将 10 个活

性化合物、青黄散有效成分的活性靶点及青黄散和

AML 的共同靶点导入 Cytoscape 3.7.1 软件中，构建

“疾病 -药物成分 -靶点”网络图，见增强出版附加材

料。网络图包含 120 个节点和 233 条边。这些活性

化合物与多个 AML 靶点有关，As4S4（度值 =60）、
As2O3（度 值 =46）、β - 谷 甾 醇（MOL000358，度 值 =

38）、靛 玉 红（MOL002309，度 值 =33），靛 蓝

（MOL001781，度值=8）、异牡荆素（MOL002322，度

值=7）、Candinine（MOL001810，度值=6）、10H-吲哚

并［3，2-b］喹啉（MOL011332，度值=5）、3-吲哚基 -β-

D-吡喃葡萄糖苷（MOL011105，度值 =5）、异靛蓝

（MOL011335，度值=3）。网络中度值较高的化合物

可能是青黄散治疗 AML 的潜在活性成分。

4.4 PPI 网络构建 将青黄散和 AML 共有的 22 个

基因靶点导入 STRING 数据库，结果下载为 TSV 文

件。将 TSV 文件导入 Cytoscape 3.7.1 软件中，构建

基因靶点网络图，见增强出版附加材料。通过对基

因靶点网络的分析，发现该网络包括 20 个节点和

78 条边，平均节点度为 7.8，平均聚类系数为 0.74。

度值越高，表示该节点在网络中发挥的调节作用越

大。其中节点度值>7.8 的相互作用蛋白为原癌基因

（JUN）、雌 激 素 受 体 1（ESR1）、胱 天 蛋 白 酶

（Caspase）-3、Caspase-8、肿 瘤 坏 死 因 子（TNF）、

Caspase-9、前列腺素 G/H 合酶 2（PTGS2）、细胞周期

检 测 点 激 酶 1（CHEK1）。 这 些 核 心 靶 点 信 息

见表 2。

4.5 GO 和 KEGG 富集分析 为了进一步确定青黄

表 1 青黄散所含的潜在活性成分

Table 1 Potential active ingredients in Qinghuangsan（QHP）
分子 ID

MOL011100

MOL011105

MOL011332

MOL011335

MOL001781

MOL001810

MOL002309

MOL000358

MOL002322

-
-

英文名称

bisindigotin

indican

（Quinoline）10H-Quindoline

isoindigo

indigo

（Candinine）（6E）-6-（3-oxo-1H-indol-2-ylidene）indo‐

lo［2，1-b］quinazolin-12-one

indirubin

beta-sitosterol

isovitexin

As2O3

As4S4

中文名称

靛蓝二聚体

3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷

10H-吲哚并［3，2-b］喹啉

异靛蓝

靛蓝

6-（3-氧代吲哚啉-2-亚基）吲哚酮

［2，1-b］喹唑啉-12-酮

靛玉红

β-谷甾醇

异牡荆素

三氧化二砷

四硫化四砷

PubChem CID

135545472

441564

98912

164610

10215

126674

10177

222284

162350

14888

139298

OB/%

41.66

34.9

54.57

94.3

38.2

45.28

48.59

36.91

31.29

N/A

N/A

DL

0.39

0.23

0.22

0.26

0.26

0.89

0.26

0.75

0.72

N/A

N/A

药材

青黛

青黛

青黛

青黛

青黛

青黛

青黛

青黛

青黛

雄黄

雄黄
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散治疗 AML 的分子作用机制，推定靶点的功能特

征，本研究通过 RStudio 软件利用 ClusterProfiler 及

Bioconductor 等 R 包 对 关 键 靶 点 进 行 了 GO 和

KEGG 通路富集分析，见增强出版附加材料。GO

富集分析显示了潜在靶点在生物过程、细胞组成和

分子功能中显著富集的前 10 个 GO 条目。GO 富集

分析表明，青黄散关键核心靶点与生物过程中的衰

老、肽基丝氨酸修饰及蛋白质自磷酸化等过程相

关。细胞组成包括转移酶复合体、染色体区域和焦

点黏附。青黄散的核心靶点也参与了分子功能，包

括蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、蛋白酪氨酸激酶活

性和血红素结合。为了分析青黄散可能对 AML 产

生影响的基础 KEGG 途径，进行了途径富集分析。

KEGG 富集分析，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激

酶 B（Akt）信号通路表现出最多的相关基因靶点

（23 个），而急性骨髓性白血病通路发现有 12 个

靶点。

4.6 化 合 物 - 靶 点 - 通 路 网 络 分 析 基 于 GO 和

KEGG 富集分析结果，利用 Cytoscape 3.7.2 软件可

视化构建青黄散治疗 AML 的“化合物 -靶点 -通路”

网络，将这些化合物、潜在靶标和相应通路连接起

来，见增强出版附加材料；它包括 173 个节点（10 个

活性化合物节点、143 个潜在目标节点和 20 个通路

节点）和 485 个边。

4.7 分子对接验证 采用分子对接技术，选择“化

合物 -靶点 -通路”网络图中节点度值较高的核心靶

点蛋白［节点度值排名前 8 的核心靶点依次为 Akt1、

PIK3CA、双 特 异 性 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 1

（MAP2K1）、凋亡相关基因（TP53）、原癌基因丝苏

氨酸蛋白激酶 -1（RAF1）、Bcl-2 基因、Caspase-9 和

JUN］与青黄散 10 种活性化合物进行对接。最低结

合能热、化合物的分子对接见增强出版附加材料。

在结合模式中，显示了活性化合物（sticks模型）在相

对应蛋白质（卡通模型）上的整体结合位置；活性化

合物与相对应蛋白质上的关键残基之间的相互作

用，便于观察受体蛋白与配体小分子化合物之间的

空间堆叠情况；化合物和蛋白质氨基酸残基之间氢

键和疏水（堆积）相互作用的二维平面图。

结 合 亲 和 力 值 <-7.0 kcal·mol-1（1 kcal≈
4.186 kJ）表明该化合物与蛋白质之间具有良好的结

合活性［23］，且结合亲和力值越低，对接效果越好。

异牡荆素与受体蛋白 PIK3CA、JUN 相结合，3-吲哚

基-β-D-吡喃葡萄糖苷与受体蛋白 MAP2K1及靛玉红

与受体蛋白 Bcl-2 蛋白结合，见增强出版附加材料。

异牡荆素分别与受体蛋白 PIK3CA 中氨基酸残基

Val852（长度 3.06 Å）和 Lys802（长度 2.86 Å、2.88 Å）形
成 氢 键 ，与 氨 基 酸 残 基 Asp805、Ala775、Lys776、

Ser774、Ile932、Met772、Met922、Val850、Glu849、

Ile800、Ile848 及 Asp933 形成疏水作用方式相结合。

异牡荆素通过与受体蛋白 JUN 中的氨基酸残基

Ile32（2.82 Å）和 Glu109（2.59 Å）形成氢键，与氨基

酸 残 基 Gln117、Asn114、Ile86、Met108、Ala53 及

Leu168 形成疏水作用后相结合。3-吲哚基 -β-D-吡

喃葡萄糖苷与受体蛋白 MAP2K1 中的氨基酸残基

Asp208（3.00 Å）及 Asp-190（2.86 Å）形成氢键，与氨

基酸残基 Lys97、Leu215、Phe209、Ile216、Met219 及

Gly225 形成疏水作用后相结合。靛玉红通过与受

体 蛋 白 Bcl-2 中 的 氨 基 酸 残 基 Val253、Phe254、

Thr266、Leu267、Met250、Phe270、Phe228 及 Met231

形成疏水作用结合。

4.8 实验验证

4.8.1 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛

玉红对 KG1-a 细胞增殖的影响 本实验采用 CCK-

8 法检测不同浓度的 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、

异牡荆素、靛玉红处理 KG1-a 细胞 48 h 对细胞增殖

的变化，见表 3。与空白组比较，3-吲哚基-β-D-吡喃

葡萄糖苷从 0.39 μmol·L-1开始对 KG1-a细胞增殖才

有显著性抑制；而异牡荆素、靛玉红均能显著抑制

KG1-a细胞的增殖，并呈浓度依赖性。

4.8.2 青黄散有效成分 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖

苷、异牡荆素、靛玉红对 KG1-a 细胞中 MAP2K1、

PIK3CA、Bcl-2 蛋白表达水平的影响 基于分析的

4.7 项下分子对接对接结果，分别研究 3-吲哚基 -β-

D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷 对 MAP2K1 蛋 白 、异 牡 荆 素 对

PIK3CA、靛玉红对 Bcl-2 蛋白的影响。用不同浓度

表 2 青黄散抗 AML的核心靶点信息

Table 2 Information on core targets of QHP against AML

蛋白

Proto-oncogene protein

Estrogen receptor1

Caspase-3

Caspase-8

Tumor necrosis factor

Caspase-9

Prostaglandin G/H synthase 2

checkpoint kinase 1

简称

JUN

ESR1

CASP3

CASP8

TNF

CASP9

PTGS2

CHEK1

ASPL

1.211

1.211

1.263

1.368

1.421

1.421

1.421

1.579

BC

0.130

0.183

0.073

0.044

0.068

0.030

0.075

0.075

CC1

0.826

0.826

0.792

0.731

0.704

0.704

0.704

0.633

CC2

0.495

0.448

0.571

0.636

0.618

0.691

0.582

0.611

度值

15

15

14

12

11

11

11

9

注：ASPL. 平均最短路径变化量；BC. 界度中心性；CC1. 接近中

心性；CC2.聚集系数
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的 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛玉红

（0、0.098、0.39、1.56 μmol·L-1）处理 KG1-a 细胞 48 h

后，MAP2K1、PIK3CA、Bcl-2 蛋白均被下调。结合

细胞增殖抑制实验结果，青黄散可能是通过抑制细

胞生长和调节丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路和

PI3K 信号通路发挥抗急性髓系白血病的活性。见

图 2、表 4-表 6。

3 讨论

AML 是一种骨髓造血系统高度异质性的恶性

肿瘤血液疾病，尽管近年来 AML 临床治疗方案有

显著改进，患者发病率和死亡率仍逐渐升高。目前

认为，基因突变、化疗耐药、免疫逃逸及表观遗传学

修饰是 AML 发生发展的重要病理机制［24］。中医认

为，AML 多伴有正气虚、阳偏衰，主要病机多为机体

阴阳失调、正气衰败虚损、内耗精血，邪毒侵入血

液，导致邪实正虚之证［25］。针对这种病机，治疗应

注：A. 3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷组；B. 异牡荆素组；C. 靛玉

红组；a. 溶剂组；b~d. QHP0. 098，0. 39，1. 56 μmol·L-1

图 2 不同药物浓度组中 KG1-a 细胞 MAP2K1、PIK3CA、Bcl-2 蛋

白表达电泳

Fig. 2 Electrophoretic of MAP2K1，PIK3CA and Bcl-2 protein

expression in KG1-a cells in different concentrations of indican，

isovitexin，and indirubin

表 3 不同浓度的 3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛玉红对 KG1-a细胞抑制率（x̄± s，n=6）

Table 3 Inhibitory rates of different concentrations of indican，isovitexin，and indirubin on KG1-a cells（x̄± s，n=6）

药物浓度/μmol·L-1

0

0.006

0.024

0.098

0.390

1.560

6.25

25

KG1-a细胞抑制率/%

3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷

100.00±7.38

98.88±4.45

99.98±12.75

95.45±5.94

85.64±6.492）

75.17±9.992）

64.07±8.932）

57.29±9.122）

异牡荆素

100.00±2.54

94.37±4.161）

85.67±3.392）

74.40±5.582）

54.00±9.982）

44.30±12.422）

39.96±14.372）

42.06±5.612）

靛玉红

100.00±4.62

80.68±5.382）

74.88±12.252）

64.04±6.732）

59.26±8.872）

56.48±8.502）

50.98±7.182）

38.49±5.072）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 4-表 6 同）

表 4 不同浓度的 3-吲哚基 -β -D-吡喃葡萄糖苷对 KG1-a 细胞

MAP2K1蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of different concentrations of indican on

expression levels of MAP2K1 protein in KG1-a cells（x̄± s，n=3）

组别

溶剂组

3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷组

浓度/μmol·L-1

0.098

0.39

1.56

MAP2K1/GAPDH

1.27±0.12

1.19±0.13

0.97±0.131）

0.87±0.141）

表 5 不同浓度的异牡荆素对 KG1-a细胞 PIK3CA蛋白表达水平的

影响（ x̄± s，n=3）
Table 5 Effect of different concentrations of isovitexin on

expression levels of PIK3CA protein in KG1-a cells（ x̄± s，n=3)

组别

溶剂组

异牡荆素组

浓度/μmol·L-1

0.098

0.39

1.56

PIK3CA/GAPDH

1.05±0.04

0.97±0.07

0.68±0.072）

0.71±0.022）

表 6 不同浓度的靛玉红对 KG1-a 细胞 Bcl-2 蛋白表达水平的影响

（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of different concentrations of indirubin on

expression levels of Bcl-2 protein in KG1-a cells（x̄± s，n=3）

组别

溶剂组

靛玉红组

浓度/μmol·L-1

0.098

0.39

1.56

Bcl-2/GAPDH

0.75±0.05

0.70±0.16

0.46±0.072）

0.27±0.062）
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从“祛邪扶正”出发，以解毒祛瘀且补肾健脾。因此

青黄散治疗 AML 是基于中医理论基础为指导。为

了阐明青黄散对 AML 的治疗作用，本研究采用网

络药理学、分子对接验证及实验验证等方法对青黄

散活性成分和潜在作用机制进行了系统分析。

本研究通过系统分析青黄散活性成分-AML 疾

病靶点 -信号通路网络，发现青黄散中有 10 个活性

化合物，其中关键化合物主要为 3-吲哚基-β-D-吡喃

葡萄糖苷、异牡荆素、靛蓝、靛玉红及三氧化二砷

等。异牡荆素主要通过抑制 PI3K/Akt 信号通路调

节肿瘤细胞上皮间质转化，抑制肿瘤细胞的迁移与

侵袭［26］。靛玉红具有升高免疫性血小板减少症模

型小鼠的外周血小板数及血红蛋白值，降低骨髓巨

核细胞数，增加凝血功能等作用［27］。三氧化二砷通

过激活线粒体凋亡途径及诱导 AML 细胞发生自

噬，从而引起白血病细胞凋亡［28-29］。上述活性化合

物在青黄散治疗 AML 过程中发挥了重要作用。

PPI 分 析 显 示 ，青 黄 散 可 能 通 过 作 用 于

PIK3CA、Akt1、MAP2K1、TP53、RAF1、Bcl-2、

Caspase-9 和 JUN 等靶点治疗 AML。PI3K 是一种由

催化亚基（p110）和调节亚基（p85）构成的胞内磷脂

酰肌醇激酶，与下游 Akt1 蛋白结合，调控白血病细

胞的生长、增殖、凋亡及代谢等，在细胞信号转导过

程中发挥重要作用。MAP2K1 也被称为丝裂原活

化蛋白激酶激酶 1（MEK1），是大鼠肉瘤基因（Ras）/

Raf/MEK/胞外信号调节激酶（ERK）通路中关键信

号蛋白，其作为是 MEK 家族的重要成员，在细胞分

化、凋亡及肿瘤发生中起到关键作用。研究发现存

在 60% 的白血病患者出现 MAP2K1 基因突变，而体

外实验又证实 MAP2K1 基因突变的过表达导致白

血病患者对艾代拉里斯（idelalisib）耐药［30］。同样

地，TP53 在 AML 细胞的增殖、衰老、DNA 修复等过

程中的核心作用也一直受到极大关注［31］。此外，激

活后的 RAF1 可磷酸化 MEK 蛋白，与 MAP2K1 信号

级 联 ，从 而 引 发 多 样 化 的 生 物 效 应［32］。 Bcl-2、

Caspase-9 是 AML 细胞凋亡、分化与自噬等过程中

的关键调节蛋白，其中 Caspase-9 的活性被认为是白

血病细胞分化的核心因素［33-34］。作为原癌基因，

JUN 在 AML 多个遗传亚型中过多表达，ZHOU 等［35］

实验证实 JUN 可作为治疗 AML 疾病的活性靶点。

综上所述，以上蛋白均作为青黄散治疗 AML 的重

要作用靶点，这体现了传统中药多成分多靶点共同

作用的优势特点。

KEGG 通路富集分析表明，青黄散通过多种信

号途径治疗 AML，包括 PI3K/Akt 信号通路、MAPK

信号通路、p53 信号通路和凋亡信号通路等，这些通

路在 AML 疾病发生发展过程中发挥重要作用。其

中，凋亡信号通路是研究最为普遍的，也是最为重

要的通路，诱导 AML 细胞凋亡已成为国内外学者

研究治疗 AML 的一个主要热点［36-37］。逃避细胞凋

亡是肿瘤细胞的重要特征，p53 信号通路调控细胞

分化、周期与凋亡等进程，p53 可负向调节 Ras/Raf/

MEK/ERK 通路，并克服 AML 细胞对凋亡通路抑制

剂 的 抗 性［38］ 。 HAN 等［39］ 选 择 Bcl-2 抑 制 剂

（Venetoclax）和 MAPK 信 号 通 路 抑 制 剂

（cobimetinib）联用，对 11 种 AML 细胞亚系均表现

出协同抑制细胞增殖的作用，体内实验也证实两种

抑制剂联用后可降低 AML 异种移植瘤白血病小鼠

的肿瘤负担。PI3K/Akt 信号通路与 MAPK 信号通

路在细胞生长发育过程中调控多种生物学效应，如

细胞增殖、凋亡、衰老、分化和自噬等［40-43］。本研究

结合 KEGG 通路富集分析结果及“化合物 -靶点 -通

路”网络分析结果，推测青黄散治疗 AML 可能是

3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素及靛玉红靶

向调控 PI3K 和 MAPK 相关信号通路有关。

结合分子对接结果，发现青黄散中 3-吲哚基-β-

D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷 与 MAP2K1 蛋 白 、异 牡 荆 素 对

PIK3CA 蛋白、靛玉红对 Bcl-2 蛋白的结合最优。细

胞实验结果显示，3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、异

牡荆素、靛玉红均显著抑制 KG1-a 细胞，而蛋白免

疫印迹实验也表明 3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷、异

牡 荆 素 、靛 玉 红 呈 剂 量 依 赖 性 下 调 MAP2K1、

PIK3CA 和 Bcl-2 蛋白的表达水平。有研究表明靛

玉红通过多种信号途径诱导白血病细胞发生周期

阻滞，并引起 AML 细胞凋亡［44］。因此，推测青黄散

中 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷可能调控 MAPK 信

号通路，异牡荆素调节 PI3K 信号通路，并通过信号

级联反应抑制 Bcl-2 蛋白的表达，从而诱导 AML 细

胞凋亡。然而，3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷与异牡

荆素调控 MAP2K1 或 PI3K 通路并诱导 AML 细胞

凋亡的机制相对复杂，具体作用机制仍未完全阐

明。PI3K/Akt 通路和 MAPK 通路与 AML 疾病的发

生发展密切相关，PI3K/MAPK 相关通路在 AML 患

者的原始细胞中被激活，导致 AML 细胞增殖、存活

和耐药［45-46］。已有研究证实 Bcl-2 作为 PI3K/Akt 信

号通路下游重要效应因子，与凋亡负向调控紧密相

关［47］。 近 期 研 究 表 明 多 种 中 药 可 通 过 作 用 于

MAPK 和 PI3K/Akt 双通路来诱导 AML 细胞凋亡。
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AKHTAR 等［48］研究曼陀罗和睡茄发现，其主要成分

醉茄内酯可抑制 PI3K/Akt通路及 MAPK 通路，上调

聚二磷酸腺苷核糖聚合酶（PARP）、Caspase-3 蛋白

的表达，从而诱导 AML 细胞凋亡。此外，YANG

等［43］从中药粉防己中鉴定出有效成分防己诺林碱

具有显著抗癌作用，该作者通过细胞实验及分子对

接等研究发现防己诺林碱衍生物与 Akt1 具有高亲

和力，可显著抑制 MAPK 通路和 PI3K/Akt 通路，并

下调 c-核蛋白类基因（C-myc）蛋白表达，诱导 AML

细胞周期停滞和凋亡。本实验的研究结果与上述

文献报道一致，证实青黄散有效成分可基于 MAPK

通路和 PI3K/Akt通路发挥治疗 AML 作用。

本研究具有部分局限性。首先，本研究选取的

网络数据库具有实时更新特点，所以本研究结果只

在一定层面上揭示青黄散抗 AML 白血病的分子机

制。其次，本研究只做了分子对接和体外实验验

证，且只选用 AML 细胞 KG1-a 细胞株，后续还应结

合动物模型实验进行多维度的验证。研究青黄散

是如何发挥治疗 AML 功效作用是一件非常重要的

工作，AML 是本课题组所在临床科室血液科的优势

病种，基于前期工作研究［6］，本课题组后续研究除了

MAPK 通路和 PI3K/Akt 通路，后续还可选择 p53 信

号通路进行深入研究。此外，虽然基于数据库研究

发现 3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛玉

红是青黄散最主要的活性成分，但仍不能完全代表

青黄散，而且青黄散中雄黄与青黛不同配比也影响

其活性疗效［49］，未来还需要深入研究验证。总而言

之，还需要选择体外和体内模型来进一步探讨青黄

散治疗 AML 的作用机制。

本研究基于网络药理学、分子对接技术及体外

细胞实验初步研究了青黄散治疗 AML 的潜在作用

机制，其研究结果表明，青黄散通过“多成分多靶点

多途径”协同发挥治疗 AML 的作用。而在此过程

中，3-吲哚基-β-D-吡喃葡萄糖苷、异牡荆素、靛玉红

发挥了关键作用。此外，3-吲哚基 -β-D-吡喃葡萄糖

苷、异牡荆素分别通过调节 MAPK 通路和 PI3K/Akt

通路有效抑制 AML 细胞系（KG1-a 细胞）的增殖。

本研究为今后青黄散治疗 AML 的实验和临床研究

提供新的理论依据。
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