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基于体外药效学结合分子对接技术研究穿山龙抗心肌缺血的作用机制 
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摘  要：目的  通过液质联用技术、体外药效学及分子对接技术探究穿山龙抗心肌缺血的物质基础和作用机制。方法  利用

UPLC-Q TOF-MS 技术确定穿山龙醇提物中的主要成分，比较不同质量浓度（40、10、4、0.4、0.004 mg/mL）的穿山龙醇提

物对 H9c2 心肌细胞缺氧/复氧（H/R）损伤后细胞活力的影响。应用 AutoDock 软件对潜在药效物质和关键靶点进行分子对

接，相关结果采用 Cytoscape 3.6.1 进行构图和网络拓扑结构分析。结果  从穿山龙的醇提物中鉴定出 7 个化学成分，并证明

穿山龙醇提物对 H/R 损伤 H9c2 心肌细胞具有一定的保护作用。筛选出 5 种（薯蓣皂苷元、薯蓣皂苷、对羟基苄基酒石酸、

原薯蓣皂苷、薯蓣次皂苷 A）与抗心肌缺血相关的活性成分，5 种活性成分的分子对接结果显示潜在的药效物质与关键靶点

内皮一氧化氮合酶（NOS）2、NOS3、环氧化酶/细胞色素 C 氧化酶多肽 II（COX2）、热休克蛋白（HSP70）对接结果能量

低于−8 kcal/mol。结论  穿山龙中的甾体皂苷类成分可能是其治疗心肌缺血的物质基础，穿山龙治疗心肌缺血是多成分与多

靶点相互作用的结果。 
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Abstract: Objective  To study the material basis and mechanism of anti-myocardial ischemia of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma 

through LC-MS technology, pharmacodynamics in vitro, and molecular docking technology. Methods  The UPLC-Q TOF-MS 

technology was used to identify the main compounds of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma. The effects of methanol extracts of 

Dioscoreae Nipponicae Rhizoma with different concentrations (40, 10, 4, 0.4, and 0.004 mg/mL) on the viability of H9c2 myocardial 

cells after hypoxia/reoxygenation injury were observed. Autodock vina software was used to perform molecular docking between 

potential pharmacodynamic substances and key targets. The related results were mapped and analyzed by Cytoscape 3.6.1. Results  

Seven chemical components were identified from the methanol extract of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma, and the methanol extract 

of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma was proved to have a protective effect on H9c2 myocardial cells injury by hypoxia/reoxygenation. 

Furthermore, the components of DNR were screened and five active components (diosgenin, dioscin, piscidic acid, protodioscin, and  
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prosapogenin A) related to anti-myocardial ischemia were identified. The results of molecular docking showed that the energy of 

potential pharmacodynamic substances with key targets NSO2, NSO3, COX2, and HSP70 was lower than -8 kcal/mol. Conclusion  

The compounds of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma such as steroid saponins might be the material basis for the treatment of myocardial 

ischemia. Dioscoreae Nipponicae Rhizoma treatment of myocardial ischemia is the result of the interaction between multi-component 

and multi-target.  

Key words: Dioscoreae Nipponicae Rhizoma; anti-myocardial ischemia; UPLC-Q TOF-MS method; diosgenin; dioscin; piscidic acid; 

protodioscin; prosapogenin A 

 

心肌缺血是指心脏的血液灌注减少，不能支持

心脏正常工作的病理状态，常引起心肌梗死、心绞

痛、缺血性心脏病等[1-2]。《中国心血管健康与疾病

报告 2021 概要》显示[3]，中国心血管病患病率逐年

增加，且现患者达 3.30 亿。随着西医的不断发展，

以他汀类药物治疗和外科介入手术治疗减少了心

肌缺血引起的心脑血管疾病的病死率。但他汀类药

物存在引起肝肾损伤的风险，并且他汀类药物治疗

后心血管疾病残留的风险仍然存在。外科介入手术

能够暂时的缓解冠状动脉狭窄的情况，但容易复

发，不能从根本上解决疾病状况。中药含有多种成

分，治疗疾病多是综合协调多成分、多靶点等，在

心肌缺血的治疗中受到广泛关注。 

穿 山龙 为薯 蓣科 薯蓣属 植物 穿龙 薯蓣

Dioscorea nipponica Makino 的干燥根茎，具有祛风

除湿、舒筋通络、活血止痛、止咳平喘的功效[4]。研

究表明，穿山龙药材中甾体皂苷类成分是其主要的

活性成分[5-6]。现代药理学研究发现，穿山龙药材中

所含甾体皂苷类成分具有抗心肌缺血、调节血脂、

抗动脉粥样硬化、抑制血小板聚集、抗炎、抗氧化

应激等作用[7-12]。药效学研究发现，穿山龙可以通过

升高线粒体膜电位，减少受损心肌乳酸脱氢酶

（LDH）的释放，提高超氧化物歧化酶（SOD）活性，

减少丙二醛（MDA）水平提高心肌细胞存活率，但

缺乏对其机制的研究[7, 13]。 

超高效液相色谱–四极杆飞行时间质谱仪

（UPLC-Q TOF-MS）是一项高分辨率和高通量技

术，与传统化学成分分离鉴别方法相比，具有简单、

快速和准确的特点，能够对中药小分子化合物进行

表征，是分析中药复杂成分的有效工具。分子对接

方法是通过化学计量学方法模拟分子的几何结构

和分子间作用力来进行分子间相互作用识别并预

测受体-配体复合物结构的方法，是一种重要的计算

机辅助药物分子设计手段，对中药药效物质基础的

高效、快速筛选，以及药效作用机制研究有重要意

义[14-15]。本研究主要利用 UPLC-Q TOF-MS 技术对

穿山龙醇提物中主要成分进行鉴定，以及体外细胞

实验确定穿山龙醇提物具有抗心肌缺血的作用，然

后结合分子对接方法，探究穿山龙作用于心肌缺血

的活性分子的作用机制，并构建多成分–靶点蛋白

网路模型，筛选穿山龙抗心肌缺血物质基础，为进

一步探讨穿山龙对心肌缺血疾病的治疗提供参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

3111 二氧化碳细胞培养箱（美国 Thermo 

Scientific 公司）；SW-CJ-2FD 超净工作台（苏州安

泰空气技术有限公司）；CKX41 显微镜（日本

Olympus 公司）；OLB-H-C 振荡器（济南欧莱博技

术有限公司）；BCD-530WED 低温冰箱（合肥晶弘

电器有限公司）；Multiskan GO 全波长酶标仪（美国

Thermo Scientific 公司）；KCD-40 离心机（科大创

新股份有限公司），ACQUITY UPLC I-CLASS 

System 型液相色谱仪（美国 Waters 公司）；Xevo G2-

XS QTOF 型高分辨串联质谱（美国 Waters 公司）；

Quintix65-1CN 分析天平（d=0.01mg）（德国 Sartorius

公司）；KQ-500DE 数控超声波清洗器（宁波江南仪

器厂）；VIBRAX VXR basic 涡旋混合器（德国 IKA

公司）；Mikro 220R 小型台式（冷冻）离心机（德国

Hettich 公司）。 

1.2  药物与试剂 

薯蓣皂苷元（质量分数98%，批号AF0022327）、

薯蓣皂苷（质量分数 98%，批号 AF8070683）、原薯

蓣皂苷（质量分数 98%，批号 AF20050151）、薯蓣

次皂苷 A（质量分数 98%，批号 AF20050105）对照

品购自成都埃法生物科技有限公司。胎牛血清（批

号 10099-141）、DMEM高糖培养基（批号 8117283）、

DMEM 无糖培养基（批号 1897256）、青链霉素双

抗（批号 15070063）、胰蛋白酶（批号 25200072）、

PBS 缓冲液（批号 20012027）等试剂购自于美国

Gibco 公司；CCK-8 试剂盒（南京碧云天生物科技

研究）；乙腈、甲醇和甲酸（LC-MS 级，美国 Fisher

公司），实验用水为自制超纯水（美国 Millipore 公
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司）。H9c2 心肌细胞（江苏凯基生物技术股份有限

公司）。穿山龙购自于安徽省亳州市，经江苏师范大

学袁博副教授鉴定为穿龙薯蓣 Dioscorea nipponica 

Makino 的干燥根茎。 

2  方法 

2.1  穿山龙化学成分分析 

2.1.1  供试品溶液的制备  称取穿山龙药材粉末

25 mg，置于 2 mL 离心管内，加入 1 mL 甲醇，涡

旋 1 min，常温下超声提取 30 min（500 W，40 kHz），

离心 10 min，吸取上清液，按照上述步骤再重复提

取 2 次，合并 3 次滤液。将合并后的滤液稀释 10

倍，涡旋 1 min，14 000 r/min 条件下离心 10 min，

取上清液备用。 

2.1.2  色谱条件  ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相：0.1%甲

酸溶液（A）和 0.1%乙腈（B），梯度洗脱：0～7 min，

19%～80% B；7～9.5 min，80%～100% B；9.5～10.5 

min，100% B；10.5～12.0 min，100%～19% B；体

积流量：0.3 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：1 μL。 

2.1.3  质谱条件  ESI 离子源，采用正、负离子模

式扫描。ESI 源参数保持如下：正离子模式下，毛

细管电压 3.0 KV，锥体电压 40 V，离子源温度

100 ℃，去溶剂化温度 250 ℃。锥孔气流量为 50 

L/h，去溶剂气流量：600 L/h。负离子模式下，毛细

管电压 2.5 KV，锥体电压 40 V，离子源温度 100 ℃，

去溶剂化温度 450 ℃。锥孔气流量为 50 L/h，去溶

剂气流量：800 L/h。在 MSE 连续模式下，MS 扫描

的采集范围为 m/z 50～1 200。采用甲酸钠溶液对仪

器进行校正，亮氨酸-脑啡肽[M＋H]+ 556.277 1 和

[M－H]− 554.261 5 作为 LockSprayTM 校正标准液

（200 pg/mL），实时校正的体积流量为 5 μL/min。 

2.1.4  数据处理   质谱数据采集及处理软件

MassLynx V4.1 工作站。 

2.2  穿山龙抗心肌缺血药效实验 

2.2.1  细胞培养  H9c2 细胞培养于含有 10%胎牛

血清的 DMEM 高糖培养基中（其中添加青霉素 100 

U/mL、链霉素 100 U/mL），在 37 ℃，5% CO2 正常

培养箱培养，每 24 小时更换 1 次培养基。待细胞

生长融合到 80%以上时，使用 0.25%胰酶消化后传

代培养。取对数生长期的细胞进行试验。 

2.2.2  CCK-8 确定 H9c2 细胞缺氧时间  取对数生

长期的 H9c2 心肌细胞，以 1×105/μL 接种于 96 孔

板，待细胞长至 80%以上，放入 94% N2、1% O2、

5% CO2 的三气培养箱中分别缺氧 6、8、12、16、

24 h 后取出，换成无血清 DEME 高糖培养基放入

5% CO2 正常培养箱中复氧 2 h，吸弃培养液，加入

CCK-8 测试细胞活力作为模型组，对照组的细胞全

程使用 DEME 高糖培养基进行常规培养。 

2.2.3  CCK-8 观察不同浓度穿山龙提取物对缺氧/

复氧（H/R）H9c2 细胞活力的影响  通过前期实验

的基础研究[16]，制备穿山龙醇提物可按照以下步骤

进行：分别取适量穿山龙药材原料高速粉碎成 50～

100 目颗粒，准确称取 1 g 药材原料，加入 30 mL

左右的甲醇浸泡 10 min，超声提取 30 min，滤过，

药渣重复 3 次，合并提取液减压浓缩至干。精密称

取干燥的穿山龙醇提物 40.0 mg，溶于 DMEM 高糖

培养基中，配制成 40 mg/mL 的储存液，0.45 μm 滤

膜滤过，以 DMEM 高糖培养基稀释成相应的最终

质量浓度（40、10、4、0.4、0.004 mg/mL），置于

4 ℃冰箱备用。取对数生长期的心肌细胞，以 1×

106/μL 接种于孔板，分为对照组、模型组和穿山龙

提取物 40、10、4、0.4、0.004 mg/mL 组。对照组给

予正常培养不予药物处理，模型组细胞进行缺氧

8 h 及复氧 2 h，不同质量浓度穿山龙给药组预处理

24 h 后，再进行缺氧/复氧处理，吸弃培养液，每孔

加入 CCK-8 溶液 10 μL，37 ℃培养箱孵育 48 h 后，

在酶标仪 450 nm 处检测吸光度（A）值，计算细胞

的存活率。每组设置 5 个复孔，实验重复 3 次取平

均值。 

2.3  分子对接技术分析 

2.3.1  目标化合物的收集与处理  选取好的化合

物采用 OpenBabel 2.3.2 生成其三维结构，加氢并保

存为 mol2 文件格式备用。 

2.3.2  心肌缺血相关靶点蛋白的选择  通过数据

库 DrugBank、Therapeutic Target Database 以及相关

文献数据[17]收集靶点蛋白，将查询到的靶点蛋白输

入 UniProt 数据库获得靶点蛋白的官方命名，再通

过 PDB 数据库选择结合了小分子化合物的复合物

晶体结构的靶蛋白，并下载三维结构保存备用。 

2.3.3  分子对接  利用 AutoDock Tools 软件，对筛

选出的靶蛋白去水、加氢、添加原子电荷、设置原

子类型，存为 pdbqt 格式，作为受体备用。运用

AutoDock Vina 将化合物与受体蛋白分别进行分子

对接，并对对接结果进行分析。 

2.3.4  小分子化合物与靶蛋白作用网络的构建  用

Cytoscape 3.6.1 软件构建多成分和靶点网络模型。 
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3  结果 

3.1  穿山龙中化学成分分析 

本研究采用 UPLC-Q TOF-MS 技术采集的原始

质谱数据可通过 MassLynx V 4.1 进行分析并得到穿

山龙样品的基峰离子色谱（BPI）图（图 1）。 

 

图 1  穿山龙样品的 BPI 图 

Fig. 1  BPI diagram of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma sample 

依据文献资料[18]、Scifinder 和 Web of Science

数据库对穿山龙植物中的化合物进行检索，寻找它

们的二级碎裂规律，并依据质量偏差小于 5×10−6

的原则，确定各色谱峰对应的化合物。根据上述方

法共鉴定和推测出 7 种化学成分，主要为甾体皂苷

类成分，见表 1。 

3.2  不同缺氧时间对 H9c2 心肌细胞的影响 

用 CCK-8 测定不同缺氧时间的细胞存活率，结

果见表 2。总体来说，随着缺氧时间的增加，细胞

存活率呈下降趋势，缺氧 6 h 后，细胞存活率仍高

达 70.32%，但是缺氧 12 h 后，细胞存活率显著下

降（P＜0.05），细胞缺氧时间长会导致细胞坏死性

死亡，因此选择缺氧 8 h 为最佳缺氧时间。 

3.3  不同给药浓度对 H/R H9c2 心肌细胞的作用 

经 SPSS 24.0 统计检验，从图 2 可以看出模型 

表 1  穿山龙的化学成分鉴定结果 

Table 1  Chemical composition identification results of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma 

序号 模式 tR/min 化合物 分子式 理论值（m/z） 测量值（m/z） 误差（×10−6） 碎片离子（m/z） 

1 ESI− 0.74 D-(-)-奎宁酸 C7H12O6 191.055 6 191.055 6      0.0 173.04、161.04、145.06  

2 ESI− 0.79 对羟基苄基酒石酸 C11H12O7 255.050 5 255.050 0 −2.0 193.05、165.05 

3 ESI+ 1.36 苯丙氨酸 C9H11NO2 166.086 8 166.086 8      0.0 120.08、103.05 

4 ESI+ 2.46 原薯蓣皂苷* C51H84O22 1 071.535 0 1 071.532 0 −2.9 869.49、725.38、579.32  

5 ESI+ 6.25 薯蓣皂苷元* C27H42O3 415.321 2 415.322 4      2.9 397.31、271.21、253.20  

6 ESI+ 6.25 薯蓣皂苷* C45H72O16 869.489 8 869.489 4 −0.6 723.43、577.37、415.32  

7 ESI+ 6.56 薯蓣次皂苷 A* C39H62O12 723.431 9 723.433 5  2.1 415.32、397.31、253.19  

*表示与对照品比对 

* indicates comparison with the control substance 

表 2  不同缺氧时间的细胞活力 

Table 2  Cell viability at different periods of hypoxia 

组别 缺氧时间/h 细胞活力/% 

对照  0 100 

模型  6 70.32±6.90 

  8 55.08±5.70* 

 12 35.17±2.30* 

 16 28.65±0.51* 

 24 21.04±0.36* 

与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

组细胞缺氧 8 h 复氧 2 h 后细胞的存活率明显下降

（P＜0.05），表明造模成功。与模型组比较，穿山龙

醇提物 40、10 mg/mL 组细胞存活率比模型组还低，

这可能是样品浓度太大有毒性所致。穿山龙醇提物

0.004 mg/mL 组可能因浓度太低，对细胞无保护作

用没有药效。而穿山龙醇提物 4、0.4 mg/mL 组的细 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group  

图 2  不同药物浓度预处理 24 h 的细胞存活率（x ± s，n = 3） 

Fig. 2  Cell survival rate after 24 h pretreatment with 

different drug concentrations (x ± s, n = 3 ) 

胞存活率较模型组显著升高（P＜0.05）。 

3.4  分子对接结果 

本研究采用液质联用技术分离并鉴定了 7 种穿

山龙组分，通过文献查阅总结确定了与穿山龙心肌
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缺血功效关系密切的 5 种组分，分别为薯蓣皂苷元

（diosgenin）、薯蓣皂苷（dioscin）、对羟基苄基酒石

酸（piscidic acid）、原薯蓣皂苷（protodioscin）、薯

蓣次皂苷 A（prosapogenin A）。心肌缺血相关的靶

点信息见表 3。 

采用分子对接软件 AutoDock vina 将穿山龙的

5 个组分分别与心肌缺血的 25 个靶标蛋白进行了

对接，结果如表 4 所示。Vina 对接打分以实验结合

自由能值为拟合对象，单位为 kcal/mol，打分越低

表明化合物活性越好[19]。薯蓣皂苷与 NOS2、SRC、

NOS3、MAPK8、COX2、TNF、MAPK1、MAPK14、

CASP3、IL-1B、STAT3、HSP70、EGFR、ATP2A2 14

个靶点的对接结果较好。由图 3 可见，薯蓣皂苷的

多个羟基可分别与 GLN263、ASN354、TYR373，

ARG381 和 ARG388 形成氢键。薯蓣皂苷元与

COX2、MAPK14、NOS3、SRC、MAPK8、NOS2、

EGFR、TNF、CXCL8、MAPK1、CASP3、ATP2A2 结

合较好。薯蓣皂苷元占据了 COX2 蛋白中由

ALA202、HIS207、LEU294、HIS388 和 VAL444 等

残基形成的疏水空腔，化合物的六元杂环结构与空

腔中的多个疏水残基侧链形成了疏水相互作用。对

羟基苄基酒石酸与 HSP70、ATP2A2、NOS3、NOS2、

MAPK8、TNF 结合较好。对羟基苄基酒石酸与

HSP70 主要通过氢键进行结合，其多个羟基和羰基

可作为氢键供体或氢键受体与包括 THR15、

THR17、LYS73、ASP201、GLY204 和 PRO367 在

内的多个蛋白残基主链与侧链形成了氢键网络。薯

蓣次皂苷 A 与 NOS2、NOS3、COX2、SRC、CASP3、

TNF、MAPK14、MAPK1、MAPK8、IL-1B、EGFR、

ATP2A2、BCL2、HSP70、TP53、STAT3、PAR2 17 

表 3  心肌缺血相关的靶点 

Table 3  Targets associated with myocardial ischemia 

序号 靶蛋白名称    基因名 Uniprot ID PDBID 

1 白细胞介素-8 CXCL8  P10145 1ILQ 

2 核转录因子 NF-κB1  P19838 1SVC 

3 RAC-α 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶  AKT1 P31749 2UZS 

4 诱导性一氧化氮合酶 INOS\NOS2 P35228 3EJ8 

5 热休克蛋白 HSP70 P17066 3FE1 

6 半胱天冬酶 3 CASP3 P42574 3KJF 

7 丝裂原活化蛋白激酶 14 MAPK14 Q16539 3MPT 

8 雌激素受体蛋白 ESR1 P03372 3OSA 

9 细胞肿瘤抗原 p53 TP53 P04637 3ZME 

10 原癌基因酪氨酸蛋白激酶 src SRC P12931 4MXZ 

11 环氧化酶/细胞色素 C 氧化酶多肽 II COX2 P35354 5F1A 

12 原癌基因蛋白质 C MYC P01106 5I50 

13 c-Jun 氨基末端激酶 MAPK8 P45983 5LW1 

14 肿瘤坏死因子 TNF P01375 5MU8_l 

15 蛋白酶激活受体 2 PAR2 P55085 5NDZ_A 

16 丝裂原活化蛋白激酶 1 MAPK1 P28482 5NHF_A 

17 白细胞介素-1B IL1B P01584 5R8D_A 

18 转录因子 AP-1 JUN  P05412 5T01 

19 表皮生长因子受体 EGFR P00533 5UWD_A 

20 抗凋亡蛋白 BCL2 P10415 6GL8_A 

21 肌浆网钙 ATP 酶 ATP2A2 P16615 6LN5_A 

22 信号转导子和转录激活子 3 STAT3 P40763 6NUQ_A 

23 内皮一氧化氮合酶 NOS3 P29474 6POY_A 

24 血管内皮生长因子 A VEGFA P15692 6Z13 

25 磷脂酰肌醇 3-激酶调节 α 亚型 PIK3R1 P27986 7CIO  



第 38 卷第 4 期  2023 年 4 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 38 No. 4 April 2023 ·772· 

表 4  穿山龙的 5 个成分与 25 个心肌缺血相关靶标对接结果 

Table 4  Docking results of five components of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma with 25 targets related to myocardial ischemia 

基因名称 
结合能/(kcal∙mol−1) 

薯蓣皂苷 薯蓣皂苷元 对羟基苄基酒石酸 薯蓣次皂苷 A 原薯蓣皂苷 

NOS2 −11.4 −10.1 −7.3 −11.3  −9.9 

SRC −10.9 −10.2 −6.8 −10.2  −8.7 

NOS3 −10.6 −10.3 −7.7 −11.1 −11.3 

MAPK8 −10.5 −10.2 −7.1  −9.4  −9.8 

COX2 −10.4 −10.5 −6.7 −10.6  −9.9 

TNF −10.3  −9.5 −7.0  −9.8  −9.2 

MAPK1 −10.0  −9.0 −6.0  −9.5  −8.0 

MAPK14  −9.8 −10.4 −6.5  −9.6  −8.3 

CASP3  −9.3  −8.6 −6.3 −10.1  −9.3 

IL1B  −9.0  −7.8 −5.6  −9.2  −7.1 

STAT3  −8.9  −6.8 −5.0  −8.3  −8.3 

HSP70  −8.8  −6.9 −8.2  −8.6  −7.4 

EGFR  −8.5  −9.8 −6.0  −9.1  −8.8 

ATP2A2  −8.4  −8.4 −7.8  −8.7 −10.4 

MYC  −7.9  −6.7 −5.3  −7.3  −7.2 

VEGFA  −7.8  −7.0 −5.3  −7.5  −7.0 

PIK3R1  −7.8  −6.6 −5.1  −7.4  −6.7 

PAR2  −7.8  −7.9 −5.8  −8.0  −7.4 

CXCL8  −7.8  −9.3 −5.0  −7.8  −6.7 

BCL2  −7.8  −7.8 −5.8  −8.6  −8.4 

AKT1  −7.8  −6.6 −5.4  −7.4  −7.3 

TP53  −7.7  −6.8 −6.5  −8.5  −7.4 

NF-κB1  −7.6  −7.4 −5.5  −7.6  −7.1 

JUN  −6.8  −6.3 −5.1  −6.7  −6.3 

ESR1  −6.6  −6.7 −6.4  −6.8  −6.2 

 

 

图 3  主要药物成分与靶标的结合模式 

Fig. 3  Binding patterns of major drug components and targets 

个靶点有作用较好的对接结果，该化合物不仅可与

NOS2 的 GLN263、ASP382 和 GLU377 等残基形成

氢键，其六元杂环结构与 TRP90、LYS123、THR126、

GLU492、VAL493 等残基侧链形成了疏水接触。与

原薯蓣皂苷相互作用较好的靶标有 13 个，包括

NOS3、ATP2A2、NOS2、COX2、MAPK8、CASP3、

 
薯蓣皂苷–NOS2       薯蓣皂苷元–COX2    对羟基苄基酒石酸–HSP70  薯蓣次皂苷 A–NOS2      原薯蓣皂苷–NOS3 
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TNF、EGFR、SRC、BCL2、STAT3、MAPK14、MAPK1。

原薯蓣皂苷的糖环部分可与 TRP356、MET358、

ARG365、HIS371、ARG372 和 ALA423 形成氢键；

其六元杂环结构可与 TRP178，PHE353 和 TYR357

等残基形成疏水相互作用。结合能小于 0 则配体与

受体可以自由结合，结合能越低表明受体与配体间

的亲和力越大，二者发生相互作用的可能性越高。

根据对接打分排序得知，5 种化合物均与多个靶点

具有较好的相互作用，表明 5 种化合物与相关靶点

的结合具有较高的稳定性。 

3.5  化合物–靶点蛋白网络及网络拓扑分析 

利用 Cytoscape 3.6.1 作化合物和靶点蛋白相互

作用的网络药理图，结果见图 4。从结构图及拓扑

参数可以看出，穿山龙中小分子化合物存在着 1 个

化合物与多靶点相互作用的情况，也存在着多个化

合物与同一个靶点相互作用的情况，这体现出了中

药的多成分能够与多靶点作用的特性。 

 

图 4  成分–蛋白靶点网络图 

Fig. 4  Composition - protein target network diagram 

4  讨论 

穿山龙作为传统中药具有舒筋活血、止咳化

痰、祛风止痛等功效，常用于治疗风湿痛、支气管

炎等疾病[20]。有研究证明穿山龙有抗心肌缺血的作

用，然而其作用机制并不明确，同时缺乏分子水平

实验研究。本研究采用 UPLC-Q TOF-MS 技术对穿

山龙中的主要成分进行鉴定，之后以 H9c2 心肌细

胞 H/R 为模型，观察不同浓度穿山龙醇提物对 H/R 

H9c2 细胞活力的影响。结果显示穿山龙醇提物对

H9c2 细胞 H/R 损伤有保护作用。最后结合分子对

接技术对穿山龙多组分的可能作用靶标进行研究，

构建了多成分–靶点蛋白网络图，对穿山龙治疗心

肌缺血作用物质基础及机制进行探索。 

本研究基于分子对接技术研究了穿山龙改善

心肌缺血的活性成分、潜在作用靶点。NOS2 作为

一种在全身具有多种功能的信使分子通过细胞因

子或病原体的应答而表达，它能产生大量的 NO 来

调节血管流速、流量，舒张冠脉[21]。但是当 NO 过

量时，过量的 NO 会超氧阴离子结合，引起血栓和

心肌细胞损伤。薯蓣皂苷和薯蓣次皂苷 A 与 NOS2

主要通过氢键和疏水作用结合，它们可能通过抑制

NSO2 活性使其维持在适宜浓度从而保护心肌。类

似的，NOS3 在激素和物理刺激下会表达生成 NO，

NO 扩散到心肌等血管外组织器官中，可刺激可溶

性鸟苷酸环化酶生成环状鸟嘌呤单磷酸，导致平滑

肌松弛[22]。同时，由于心衰触发了心肌 NO 生成的

变化，从 NOS3 调节 NO 生成转变为诱导型一氧化

氮合酶产生的 NO 的过度释放，从而对心肌造成了

负性肌力作用[23]。原薯蓣皂苷通过氢键和疏水键结

合于 NOS3 活性部位谷氨酸氨基喹啉附近，可能通

过控制 NOS3 浓度达到抑制 NO 生成，从而起到保

护心肌的作用。 

COX2 是一种序列同源二聚体，可催化花生四

烯酸（AA）生成前列腺素（PGG2），后经过氧化物

酶作用 PGG2 可被还原为 PGH2 生成血栓素[24]；当

COX2 过量时可能引起血栓、心肌缺血、动脉粥样

化等疾病[25]。薯蓣皂苷元通过疏水作用力结合于

COX2 的疏水沟槽中，可能通过抑制 COX 活性减

少前列腺素的从而保护心肌。 

HSP70 是一种能与蛋白分子结合，保护新合成

蛋白分子的恰当构型，防止蛋白亚单位不恰当的折

叠和聚集的“分子伴侣”。当蛋白质受损变性时，能

促使其恢复或加速其降解和消除，以维护细胞的功

能和生存[26]。心肌缺血时，HSP70 可以阻止细胞色

素 C 从线粒体释放，从而阻止 Caspase 激酶反应裂

解核蛋白和内质网等[27]，抑制细胞凋亡的发生。对

羟基苄基酒石酸通过氢键与疏水作用力结合于

HSP70 的 N 端核苷酸结合域（NBD）中，该结合可

能正向调控维持 HSP70 浓度，诱导 HSP70 发挥作

用防止应激变性蛋白的积累，从而保护心肌。 

综上所述，根据体外细胞实验确定了穿山龙具

有抗心肌缺血的作用，再利用 UPLC-Q TOF-MS 技

术和分子对接关系可以发现穿山龙的多种组分均

对心肌缺血有治疗作用，尤其是薯蓣皂苷、薯蓣皂

苷元、对羟基苄基酒石酸、薯蓣次皂苷和原薯蓣皂

苷与多靶点具有较好结合，可能是穿山龙治疗心肌

缺血的主要物质。薯蓣皂苷、对羟基苄基酒石酸、

薯蓣次皂苷和原薯蓣皂苷主要是通过氢键和疏水
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作用与相关靶点相互作用，从而达到保护心肌的作

用；薯蓣皂苷元则主要通过疏水占据与靶点结合达

到抗心肌缺血的效果。本研究为后续研究穿山龙治

疗心肌缺血提供一定的思路和参考。 
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