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基于斑马鱼模型和分子对接技术的心可舒片促血管生成活性成分研究  
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摘  要：目的  基于斑马鱼模型和分子对接技术研究心可舒片的促血管生成活性成分。方法  以人脐静脉内皮细胞 HUVECs 为

模型，采用 CCK-8 与 EdU-488 细胞增殖检测试剂盒检测细胞活性与增殖能力，采用划痕实验与 Transwell 实验评价细胞迁移能

力，采用成管实验检测各组细胞成管腔能力，评价心可舒片对 HUVECs 的促血管生成活性。以斑马鱼为模型，采用血管内皮细

胞生长因子受体抑制剂 PTK787 建立斑马鱼节间血管损伤模型，根据各组节间血管长度，评价心可舒片对斑马鱼的促血管生成

活性。心可舒片 29 个成分与表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）、血管内皮生长因子受体 1（vascular 

endothelial growth factor receptor 1，VEGFR1）、蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）和 VEGFR2 的 7 个晶体结构进行分子对接，

通过打分值与对接能筛选潜在活性成分，采用斑马鱼模型评价潜在活性成分的促血管生成活性。结果  心可舒片可显著提高细

胞增殖能力（P＜0.001），提高细胞迁移能力及成管能力（P＜0.05、0.001），恢复 PTK787 造成的斑马鱼节间血管损伤（P＜0.01、

0.001）；通过分子对接共得到 12 个心可舒片潜在活性成分，斑马鱼验证结果表明丹酚酸 A、丹酚酸 B、丹酚酸 D、葛根素、3′-

甲氧基葛根素、3′-羟基葛根素、大豆苷、紫草酸、迷迭香酸和考迈斯托醇可显著恢复 PTK787 诱导的斑马鱼节间血管损伤（P＜

0.05、0.01、0.001）。结论  采用分子对接技术与斑马鱼模型从心可舒片中筛选得到 10 个具有促血管生成作用的活性成分。 
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Study on angiogenesis promoting active constituents of Xinkeshu Tablets based 

on zebrafish model and molecular docking technology 
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Abstract: Objective  To study the potential angiogenesis promoting components of Xinkeshu Tablets (心可舒片, XKS) based on 

zebrafish model and molecular docking technology. Methods  Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were used as 

model. The cell viability and proliferation ability of each group was detected by CCK-8 and EdU cell proliferation kit. The cell 

migration ability of each group was evaluated by wound-healing assay and Transwell test. The tube formation ability of each group 

was detected by tube formation assay. The angiogenesis promoting activity of XKS on HUVECs was evaluated. Zebrafish was used as 

model. The model of intersegular vascular injury in zebrafish was established by using Vatalanib dihydrochloride (PTK787), and 

angiogenesis promoting activity of XKS on zebrafish was evaluated according to the length of intersegular vascular in each group. A 

total of 29 constituents of XKS were obtained. And seven crystal structures of epidermal growth factor receptor (EGFR), vascular 
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endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR1), protein kinase B (AKT) and VEGFR-2 were employed as molecular docking targets. 

The potential active components were picked out on the basis of docking score and docking energy. The angiogenesis promoting 

activity of potential active components was evaluated by zebrafish. Results  The cell proliferation ability in XKS groups was 

significantly increased (P < 0.001). The cell migration and tube forming ability were significantly enhanced (P < 0.05, 0.001). The 

PTK787-induced intersegular vascular injury in XKS groups was significantly rescued (P < 0.01, 0.001). According to the molecular 

docking results, 12 potential active components of XKS were obtained. In the zebrafish validation experiments, the PTK787-induced 

intersegular vascular injury was significantly rescued in salvianolic acid A, salvianolic acid B, salvianolic acid D, puerarin, 3′-methoxy 

puerarin, 3′-hydroxy puerarin, daidzin, lithospermic acid, rosmarinic acid and coumestrol groups (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  

Ten angiogenesis promoting components were screened and verified from XKS by molecular docking technology and zebrafish model. 

The present study provided reference for clarifying effective substances of XKS in the treatment of cardiovascular diseases. 

Key words: Xinkeshu Tablets; angiogenesis promotion; HUVECs; zebrafish; salvianolic acid A; salvianolic acid B; salvianolic acid 

D; puerarin; 3′-methoxy puerarin; 3′-hydroxy puerarin; daidzin; lithospermic acid; rosmarinic acid; coumestrol 

我国心血管病患病率不断上升，已成为导致死

亡的首要原因[1]。据估计，我国约有 3.3 亿心血管疾

病患者，其中约 1100 万人患有冠心病[2]。冠心病的

主要病因是冠状动脉粥样硬化导致血管腔狭窄或阻

塞，引起心肌缺血，诱发心肌梗死。通过治疗性血

管新生，促进缺血区域血运重建，已成为缺血性疾

病临床治疗和基础研究重点关注的领域[3]。血管属

于中医的脉或血络。传统中医认为冠心病病机包括

瘀血阻络导致的胸痹或心痛等，临床常采用活血化

瘀、祛瘀通络等方法进行治疗[4]。心可舒片由丹参、

葛根、三七、山楂、木香 5 味药食同源中药组成，

具有活血化瘀、行气止痛的功效，临床上用于治疗

冠心病心绞痛，疗效确切[5-6]。临床研究表明心可舒

片能有效改善心绞痛症状，提高运动耐量，改善患

者血液流变学及炎症状态，且安全性高[7]。现代药

理学研究表明，心可舒片具有抗心肌缺血[8-9]、抗心

肌缺血再灌注损伤[9]、抗焦虑/抑郁[10]、抗炎[11]、抗

血小板聚集[12]和内皮保护[13-14]等多种药理活性，但

心可舒片促血管生成作用尚无报道。本研究拟通过

人脐静脉内皮细胞 HUVECs 和斑马鱼 2 种模型系

统评价心可舒片促血管生成活性，并采用分子对接

技术虚拟筛选和斑马鱼实验验证相结合的方法研究

心可舒片中具有促血管生成作用的小分子化合物，

为明确心可舒片治疗冠心病心绞痛的作用机制及药

效成分提供参考。 

1  材料 

1.1  细胞与斑马鱼 

HUVECs购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司，用含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基，

于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养，培养至 3～6 代

的细胞用于本研究。 

转基因斑马鱼 Is5 Tg/+（AB）由山东省科学院

生物研究所斑马鱼药物筛选平台提供，该品系斑马

鱼可在血管与心脏中表达红色荧光。随机选取健康

成年斑马鱼以雌-雄（1∶1）进行交配产卵 2 h，收

集鱼卵置于斑马鱼恒温（28 ℃）孵化箱中培养至受

精后 21 h（hours post fertilization，hpf）。 

1.2  药品与试剂 

心可舒片（0.31 g/片，批号 0191105）由山东沃

华医药科技股份有限公司提供；CCK-8 试剂盒（批

号 10303010130）购自南京诺唯赞生物科技有限公

司 ； EdU-488 细 胞 增 殖 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

042021210816）、hochest 33342（批号 81820201204）

和结晶紫（批号 070920201202）均购自碧云天生物

技术有限公司； DMEM 无糖培养基（批号

WH01162103SP01）购自武汉普诺赛生命科技有限

公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号

FBS00819-1）购自澳大利亚 AusGenex 公司；基质

胶（批号 356234）购自美国 Corning 公司；人血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，

VEGF，批号 0331783-3870）购自近岸蛋白质科技有

限公司；二甲基亚砜（批号 F508BA0021）购自生工

生物工程（上海）股份有限公司；VEGF 受体抑制

剂 PTK787（批号 L1617021）购自英国 Abcam 公

司；N-苯基硫脲（N-phenylthiourea，PTU，批号

BCBW4842）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；对照品

葛根素（批号 DSTDG000201）、3′-甲氧基葛根素（批

号 DST210510-122 ）、 3′- 羟 基 葛 根 素 （ 批 号

DST200612-075）、大豆苷（批号 DST200706-019）、

3′-甲氧基大豆苷（批号 DST210825-186）、芒柄花素

（ 批 号 DST201025-011 ）、 丹 酚 酸 A （ 批 号

DST191205-008）、丹酚酸 B（批号 DSTDD000901）、
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丹酚酸 D（批号 DST200328-230）、紫草酸（批号

DST190926-028）、迷迭香酸（批号 DSTDM002701）、

考迈斯托醇（批号 DST210824-121）均购自成都乐

美天医药科技有限公司，质量分数均≥98%。 

1.3  仪器 

倒置荧光显微镜、体视荧光显微镜（日本Olympus

公司）；Spectra MR 型酶标仪（美国 Dynex 公司）；

HPG280BX 型光照培养箱（哈尔滨市东联电子技术开

发有限公司）；Transwell 小室（美国 Corning 公司）。 

2  方法 

2.1  基于 HUVECs 模型的心可舒片促血管生成活

性评价 

2.1.1  心可舒片醇提物母液的制备  将心可舒片研

磨成均匀细粉，称取 10 g 细粉于 10 倍量甲醇中浸泡

30 min，随后超声提取 30 min，滤过，药渣重复提取

2 次，合并滤液，于旋转蒸发器中浓缩，最后置于真

空干燥箱中干燥。精密称定心可舒片醇提物 5.864 g，

得率为 58.64%。心可舒片醇提物用二甲基亚砜溶解

成质量浓度为 1 g/mL 的母液，于 4 ℃冰箱保存。 

2.1.2  实验分组与给药  心可舒片醇提物母液用

DMEM 培养基稀释为工作液备用。HUVECs 分为对

照组、VEGF 组和心可舒片（12.5、25.0、50.0 μg/mL）

组。对照组加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基，

VEGF 组加入 40 ng/mL VEGF，心可舒片组分别加

入相应质量浓度的心可舒片醇提物工作液。 

2.1.3  CCK-8 法检测细胞活力  将HUVECs 以 3×

103 个/孔均匀接种于 96 孔板中，孵育 4 h 后，用基

础培养基饥饿处理 12 h。按“2.1.2”项下方法分组

并给药，每孔溶液体系为 100 μL。24 h 后，每孔加

入 10 μL CCK-8 孵育 3 h，采用酶标仪检测细胞活力。 

2.1.4  EdU 法检测细胞增殖能力  按“2.1.3”项下

方法处理细胞，24 h 后，每孔加入 EdU（10 μmol/L）

孵育 4 h，随后细胞经渗透、水洗以及 Click 反应后，

每孔加入 100 μL hoechst 333422，避光孵育 30 min。

采用倒置显微镜进行细胞计数。 

2.1.5  划痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移能力  

将 HUVECs 以 2×105 个/孔均匀接种到 6 孔板中，

24 h 后，细胞生长至完全覆盖孔板底部状态，使用

200 μL 枪头尖端进行划痕处理。按“2.1.2”项下方法

分组并给药，每孔溶液体系为 2 mL。孵育 24 h 后，

用倒置显微镜观察创面愈合情况，计算划痕面积。 

将 2.5×104个细胞接种于 Transwell 上室，下室

培养环境按“2.1.2”项下方法分组并给药。24 h 后，

对上室细胞进行固定及结晶紫染色，采用倒置显微

镜对迁移细胞进行计数，计算迁移率。 

2.1.6  成管性实验  将 250 μL 稀释后的基质胶均

匀涂布于 24 孔板底部。30 min 后，基质胶处于凝固

状态。按“2.1.2”项下方法分组并给药，每孔接种

7×104 个细胞，3 h 后采用倒置显微镜观察成管情

况并拍照。 

2.1.7  数据处理  采用 Image-Pro Plus 5.0 软件进行

图片分析。实验结果采用 GraphPad Prism 8 软件进

行统计分析，结果表示为 x s 。组间差异比较采用

单因素方差（one-way ANOVA）进行显著性分析。 

2.2  基于斑马鱼模型的心可舒片促血管生成活性

评价 

2.2.1  实验分组与给药  取“2.1.1”项下的心可舒

片醇提物母液，用新鲜鱼水（5 mmol/L NaCl、0.17 

mmol/L KCl、0.4 mmol/L CaCl2 和 0.16 mmol/L 

MgSO4）稀释为 2.5 mg/mL 工作液备用。将 21 hpf

斑马鱼幼鱼脱膜，随机挑选脱膜后的斑马鱼幼鱼置

于 24 孔板中，每孔 10 枚，分为对照组、模型组和

心可舒片（12.5、25.0、50.0 μg/mL）组。对照组给

予含 3% PTU 的新鲜鱼水，模型组和心可舒片组均

给予 PTK787，终质量浓度为 0.175 μg/mL。心可舒

片组同时分别给予新鲜鱼水稀释的心可舒片醇提物

工作液，每孔溶液体系为 2 mL。 

2.2.2  图像采集与数据处理  按“2.2.1”项下方法

进行分组并给药。给药 24 h 后，在体视荧光显微镜

下观察各组斑马鱼节间血管发育情况并拍摄图片。

利用 Image-Pro Plus 5.0 软件测量斑马鱼节间血管长

度。实验结果采用 GraphPad Prism 8 软件进行统计

分析，实验结果表示为 x s 。组间差异比较采用单

因素方差（One-way ANOVA）进行显著性分析。 

2.3  利用分子对接技术预测心可舒片促血管生成

活性成分 

2.3.1  化合物收集及配体准备  本课题组前期利

用液质联用技术鉴定出心可舒片中的 105 个化学

成分。通过文献检索，共获得 29 个可能入血的成

分 [15-24]，主要包括黄酮类、酚酸类、皂苷类等。

PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）

中获得 29 个化合物的 2D 结构，并利用 Chem 3D 

19.0 软件进行 3D 结构转换，储存为 mol2 格式。利

用 Discovery Studio 2019 软件的 Small Molecules 模

块对配体小分子进行加氢，加电荷处理。具体化合

物信息及分类见表 1，结构式见图 1。
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表 1  29 个化合物信息及分类 

Table 1  Information and classification of 29 compounds 

编号 名称 CAS 类型 PubChem ID 

1 3′-甲氧基大豆苷 200127-80-6 黄酮类 10527347 

2 3′-甲氧基葛根素 117047-07-1 黄酮类 5319485 

3 3′-羟基葛根素 117060-54-5 黄酮类 5748205 

4 大豆苷元 4′,7-二葡萄糖苷 53681-67-7 黄酮类 171292 

5 大豆苷 552-66-9 黄酮类 107971 

6 葛根素 3681-99-0 黄酮类 5281807 

7 大豆苷元 486-66-8 黄酮类 5281708 

8 金丝桃苷 482-36-0 黄酮类 5281643 

9 芒柄花素 485-72-3 黄酮类 5280378 

10 原儿茶醛 139-85-5 酚酸类 8768 

11 原儿茶酸 99-50-3 酚酸类 72 

12 咖啡酸 331-39-5 酚酸类 689043 

13 丹参素 76822-21-4 酚酸类 11600642 

14 丹酚酸 A 96574-01-5 酚酸类 5281793 

15 丹酚酸 B 121521-90-2 酚酸类 92132738 

16 丹酚酸 D 142998-47-8 酚酸类 11683160 

17 紫草酸 28831-65-4 酚酸类 6441498 

18 迷迭香酸 20283-92-5 酚酸类 5281792 

19 考迈斯托醇 479-13-0 香豆素类 5281707 

20 木香烃内酯 553-21-9 倍半萜类 5281437 

21 去氢木香内酯 477-43-0 倍半萜类 73174 

22 齐墩果酸 508-02-1 三萜类 10494 

23 三七皂苷 R1 80418-24-2 三萜皂苷类 441934 

24 三七皂苷 R2 80418-25-3 三萜皂苷类 21599925 

25 人参皂苷 Rg2 52286-74-5 三萜皂苷类 21599924 

26 人参皂苷 Re 52286-59-6 三萜皂苷类 441921 

27 人参皂苷 Rg1 22427-39-0 三萜皂苷类 441923 

28 人参皂苷 Rb1 41753-43-9 三萜皂苷类 9898279 

29 人参皂苷 Rd 52705-93-8 三萜皂苷类 12855892 

1                              2                            3 

4                                                        5 

6                               7                                   8 



·1422· 中草药 2022 年 3 月 第 53 卷 第 5 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 March Vol. 53 No. 5 

   

 

 

图 1  29 个化合物结构 

Fig. 1  Structures of 29 compounds
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2.3.2  靶点蛋白收集及受体准备  检索文献，获取

与血管生成相关的 4 种蛋白的 7 个晶体结构，于

PBD 数据库（https://www.rcsb.org）中获得 7 个晶体

结构：表皮生长因子受体（epidermal growth factor 

receptor，EGFR，PDB ID：1M17[25]）、血管内皮生

长因子受体 1（vascular endothelial growth factor 

receptor 1，VEGFR1，PDB ID：3HNG[26]）、蛋白激

酶 B（protein kinase B，AKT，PDB ID：3OW4[27]）、

VEGFR2（PDB ID：3B8R[28]，3WZE[29]，4AG8[30]，

4ASD[31]）。利用 Discovery Studio 2019 软件对受体

蛋白进行去水，去配体。运用 Macromolecules 模块

进行各受体蛋白的准备和定义，获得对接活性口袋。 

2.3.3  分子对接  利用 Discovery Studio 2019 软

件 中 Receptor-Ligand Interactions 模 块 下 的

Libdock 模式对 29 个配体进行分子对接，对接结

果以“Libscore”由高到低排序，选取与各受体结

合分数前 20%的化合物作为候选潜在活性成分。

再次利用 Receptor-Ligand Interactions 模块下的

CDOCKER 模式获取配体与受体之间的对接能，

筛除“-CDOCKER”为负值的成分，最终获得潜在

活性成分，用于后续实验验证。 

2.4  潜在活性成分的促血管生成活性验证 

2.4.1  对照品母液的制备  葛根素、3′-甲氧基葛根

素、3′-羟基葛根素、大豆苷、3′-甲氧基大豆苷、芒

柄花素、丹酚酸 A、丹酚酸 B、丹酚酸 D、紫草酸、

迷迭香酸、考迈斯托醇对照品使用二甲基亚砜溶解

成 200 mmol/L 的母液，于 4 ℃冰箱保存。 

2.4.2  实验分组与给药  取“2.4.1”项下 12 个对照

品母液，用新鲜鱼水稀释为 5 mmol/L 工作液备用。

将 21 hpf 斑马鱼幼鱼脱膜，随机挑选脱膜后的斑马

鱼幼鱼置于 24 孔板中，每孔 10 枚，分为对照组、

模型组和药物处理组。对照组给予含 3% PTU 的新

鲜鱼水，模型组和药物处理组均给予 PTK787，终质

量浓度为 0.175 μg/mL。同时药物处理组分别给予新

鲜鱼水稀释的 12 个化合物工作液，终浓度分别为

25、50、100 μmol/L。每孔溶液体系为 2 mL。 

2.4.3  图像采集与数据处理  按“2.4.2”项下方法

进行分组并给药，给药 24 h 后，在体视荧光显微镜

下观察各组斑马鱼节间血管发育情况并拍摄图片。

利用 Image-Pro Plus 5.0 软件测量斑马鱼节间血管长

度。实验结果采用 GraphPad Prism 8 软件进行统计

分析，实验结果表示为 x s 。组间差异比较采用单

因素方差（One-way ANOVA）进行显著性分析。 

3  结果 

3.1  基于 HUVECs 模型的心可舒片促血管生成活性 

3.1.1  心可舒片增强 HUVECs 活力与增殖能力  如

图 2 所示，与对照组相比，VEGF 组细胞活力和增殖

能力明显增强（P＜0.05、0.001），心可舒片各剂量

 

XKS-心可舒片  与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 

XKS-Xinkeshu Tablets  *P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 

图 2  心可舒片对 HUVECs 活力和增殖能力的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 2  Effect of Xinkeshu Tablets on viability and proliferation of HUVECs ( x s , n = 5)
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组细胞活力显著升高（P＜0.001），心可舒片（25.0、

50.0 μg/mL）组细胞增殖能力显著增强（P＜0.001）。 

3.1.2  心可舒片促进 HUVECs 迁移  如图 3 所示，

与 0 h 划痕面积相比，对照组在孵育 24 h 后划痕面

积减小。处理 24 h 时，与对照组比较，VEGF 组和

心可舒片（25.0、50.0 μg/mL）组划痕面积显著减小

（P＜0.01、0.001）。Transwell 迁移实验结果表明，与

对照组相比，VEGF 处理 24 h 后由 Transwell 上室穿

过聚碳酸酯膜的细胞数量显著增加（P＜0.001），心

可舒片（12.5、25.0、50.0 μg/mL）组细胞迁移数量显

著增加（P＜0.05、0.001）。以上结果表明心可舒片可

提高 HUVECs 的迁移能力。

 
XKS-心可舒片  与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

XKS-Xinkeshu Tablets  *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 3  心可舒片对 HUVECs 迁移能力的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 3  Effect of Xinkeshu Tablets on migration of HUVECs ( x s , n = 5)

3.1.3  心可舒片刺激 HUVECs 管腔形成  通过观

察细胞在基质胶上的成管状况，统计已生成小管的

长度（以 1 个节点出现 3 个分支为小管形成标志），

以研究心可舒片对细胞成管能力的影响。如图 4 所

示，孵育 3 h 后，与对照组相比，VEGF 组和心可舒

片（25.0、50.0 μg/mL）组小管长度均显著增加（P＜

0.05、0.001）。表明心可舒片可促进 HUVECs 的管

腔形成能力。 

3.2  基于斑马鱼模型的心可舒片促血管生成活性 

如图 5 所示，与对照组比较，PTK787 可显著

抑制节间血管的生长（P＜0.001）；与模型组比较，

心可舒片（12.5、25.0、50.0 μg/mL）均可恢复 PTK787

造成的斑马鱼节间血管损伤，使血管长度显著增加

（P＜0.01、0.001）。表明心可舒片具有促斑马鱼节间

血管生成活性。 

3.3  分子对接结果 

3.3.1  受体结构活性口袋信息  在 PDB 数据库下

载获得 1M17、3HNG、3OW4、3B8R、3WZE、4AG8、

4ASD 蛋白的三维结构，各晶体结构活性口袋坐标

及半径等具体信息见表 2。 

3.3.2  虚拟筛选结果分析  29个化合物与 7个晶体

结构以 Libdock 模式进行分子对接，以 Libscore 打

分值构建热图，见图 6。对接结果显示，3′-甲氧基

大豆苷、大豆苷、迷迭香酸与各受体蛋白均有较好

的结合，且打分值较高；丹酚酸 D 除与 4AG8 无对

接外，与其他受体蛋白均有较好的结合；3′-羟基葛
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XKS-心可舒片  与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 

XKS-Xinkeshu Tablets  *P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 

图 4  心可舒片对 HUVECs 成管能力的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  Effects of Xinkeshu Tablets on tubes formation of HUVECs ( x s , n = 5)

 
XKS-心可舒片  与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

XKS-Xinkeshu Tablets  ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group 

图 5  心可舒片对斑马鱼节间血管生成能力的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 5  Effect of Xinkeshu Tablets on growth of intersegmental vessels in zebrafish embryos ( x s , n = 10)

表 2  靶点蛋白活性口袋信息 

Table 2  Information of active pocket of target protein 

蛋白名称 PBD ID 活性口袋半径/nm 活性口袋坐标 
EGFR 1M17 98.000 25.721 060、1.259 241、52.633 992 
VEGFR1 3HNG 83.000 4.301 986、15.843 237、34.374 188 
AKT 3OW4 167.999 55.024 832、0.737 086、18.162 590 
VEGFR2 3B8R 142.000 −2.637 332、35.519 000、67.890 929 

3WZE 107.000 21.509 602、25.079 008、39.352 989 
4AG8 138.000 24.321 439、22.953 435、36.629 939 
4ASD 134.000 −25.073 203、−0.922 464、−9.89 9495 

根素、3′-甲氧基葛根素、葛根素与 1M17、3B8R、

3HNG、3OW4、3WZE 有较好的结合；此外，丹酚

酸 B 与靶蛋白 3OW4 对接打分值最高；大豆苷元

4′,7-二葡萄糖苷与靶蛋白 3B8R 对接打分值最高；

丹酚酸 D 与靶蛋白 3HNG、3WZE、4ASD 有最高

的对接值；大豆苷与靶蛋白 4AG8 有最高对接值。

根据各蛋白对接“Libscore”分数由高到低排序，

选取与各受体结合分数前 20%的化合物，其次将

“-CDOCKER”为负值的化合物进行筛除，最终得到

12 个 XKS 活性成分候选化合物，分别为丹酚酸 A、

丹酚酸 B、丹酚酸 D、紫草酸、迷迭香酸、3′-甲氧

基葛根素、3′-羟基葛根素、3′-甲氧基大豆苷、大豆

苷、葛根素、考迈斯托醇、芒柄花素；具体 Libscore

分数与-CDOCKER 对接能见表 3。
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图 6  29 个成分与 7 个靶蛋白对接打分值热图 

Fig. 6  Docking score heatmap of 29 components with seven target proteins 

表 3  12 个候选化合物与 7 个靶蛋白之间的“Libscore”与“-CDOCKER” 

Table 3  “Libscore” and “-CDOCKER” of 12 hits with seven target proteins 

化合物 对接靶点 Libscore -CDOCKER/(kJ·moL−1) 

丹酚酸 A 1M17 142.983 45.348 7 

丹酚酸 D 1M17 140.139 47.901 9 

紫草酸 1M17 139.149 41.897 3 

丹酚酸 D 3HNG 146.190 50.160 8 

3′-甲氧基葛根素 3HNG 138.955 9.133 0 

迷迭香酸 3HNG 133.614 50.160 8 

3′-羟基葛根素 3HNG 133.236 12.300 8 

葛根素 3HNG 129.505 14.703 7 

丹酚酸 B 3OW4 180.190 31.755 5 

紫草酸 3OW4 147.480 35.018 5 

丹酚酸 A 3B8R 149.265 49.245 8 

3′-甲氧基大豆苷 3B8R 141.316 15.953 5 

紫草酸 3B8R 140.960 33.420 8 

丹酚酸 D 3WZE 144.264 39.007 4 

3′-甲氧基大豆苷 3WZE 136.947 5.655 6 

迷迭香酸 3WZE 129.594 48.517 6 

丹酚酸 A 3WZE 128.907 4.163 9 

大豆苷 4AG8 147.453 4.130 7 

3′-甲氧基大豆苷 4AG8 144.246 0.798 7 

迷迭香酸 4AG8 131.851 33.187 0 

考迈斯托醇 4AG8 116.715 0.798 7 

芒柄花素 4AG8 108.567 30.362 7 

丹酚酸 D 4ASD 138.100 22.980 2 

迷迭香酸 4ASD 132.406 49.829 1 

芒柄花素 4ASD 101.187 21.157 2 
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3.3.3  活性成分与靶点对接结果与分析  如图 7-A

所示，丹酚酸 A 与 1M17 之间的主要作用力有常规

氢键、范德华力、π-sigma、π-sulfur、π-alkyl 相互作

用，丹酚酸 A 与 1M17 A 链氨基酸残基 THR766、

LEU764、MET769 均形成 3 个常规氢键，与 A 链

LEU694 和 GLY695 均形成 π-sigma 相互作用，与

1M17 A 链 MET742 形成 π-sulfur 相互作用，与 A 链

ALA719、LYS721、LEU764 和 VAL702 均形成 π-

alkyl 相互作用。 

如图 7-B 所示，丹酚酸 A 与 3B8R 之间的主要

作用力有常规氢键、碳氢键、范德华力、π-sigma 和

π-alkyl 相互作用，与 3B8R B 链氨基酸残基

THR916、VAL914 均形成常规氢键，与 3B8R B 链

CYS919 形成 2 个常规氢键，与 B 链 ILE915 之间存

在 1 个碳氢键，与 B 链 LYS868 形成 π-sigma 相互

作用，并且丹酚酸 A 与 3B8R B 链 VAL848、

ALA866、LYS868、ARG1032、LEU840、LEU1035

形成 π-alkyl 相互作用。 

如图 8-A 所示，丹酚酸 D 与 3HNG 之间的相

互作用力有常规氢键、范德华力、π-cation、π-anion、

π-alkyl 相互作用，丹酚酸 D 与 3HNG A 链氨基酸残

基 ASP1040、ALA859、VAL907 形成常规氢键，与

A 链 ASP1040 形成 2 个常规氢键，与 3HNG A 链

LYS861 形成 π-cation 相互作用，与 A 链 PHE1041

形成 π-anion 相互作用，与 A 链 LYS861、VAL909

形成 π-alkyl 相互作用。 

如图 8-B 所示，丹酚酸 B 与 3OW4 之间的相

互作用力除常规氢键作用力外，还有范德华力、盐

桥、π-anion、π-sigma、π-alkyl 以及 π-π 堆积作用

力，丹酚酸 B 与 3OW4 B 链 LYS276 形成盐桥，与

B 链氨基酸残基 THR160 形成 2 个常规氢键，与 B

链氨基酸残基 GLU234、GLU198 形成常规氢键，

与 3OW4 B 链 ASP292 形成 π-anion 作用力，与 B

链 GLY159、PHE161 形成 π-sigma 作用力，与 B 链

PHE161 形成 π-π 堆积作用，与 B 链 LEU181 形成

π-alkyl 作用力。 

如图 8-C 所示，丹酚酸 D 与 3WZE 之间的相互

作用力除常规氢键作用力外，还有范德华力、π-

sigma、π-sulfur、π-alkyl相互作用，丹酚酸D与 3WZE 

A 链氨基酸残基 HIS1026 形成常规氢键，与 A 链

LEU889、LEU1035 形成 π-sigma 作用力，与 A 链

CYS919 形成 π-sulfur 作用力，与 A 链 VAL848、

ALA866、VAL899、VAL916 形成 π-alkyl 作用力。 

如图 8-D 所示，大豆苷与 4AG8 之间的相互作

用力有常规氢键、范德华力、π-sigma、π-π 堆积和

π-alkyl 相互作用，大豆苷与 4AG8 A 链 Glu885、

VAL914、ASP1046 形成 3 个常规氢键，与 4AG8 A

链 VAL867、LYS868、CYS919 形成 3 个碳氢键，

与4AG8 A链LEU840形成π-sigma作用力，与4AG8 

A 链 PHE1047 形成 π-π 堆积堆积作用力，与 4AG8 

A 链 LEU840、ALA866、CYS919、LEU1035、

VAL848、ALA866、LEU1035 和 CYS1045 形成 π-

alkyl 作用力。 

如图 8-F 所示，丹酚酸 D 与 4ASD 之间的相互 

 

图 7  丹酚酸 A 与 1M17 (A)、3B8R (B) 的分子对接 

Fig. 7  Molecular docking of salvianolic acid A with 1M17 (A) and 3B8R (B) 
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图 8  丹酚酸 D 与 3HNG (A)、丹酚酸 B 与 3OW4 (B)、丹酚酸 D 与 3WZE (C)、大豆苷与 4AG8 (D)、丹酚酸 D 与 4ASD 

(E) 的分子对接 

Fig. 8  Molecular docking of salvianolic acid D and 3HNG (A), salvianolic acid B and 3OW4 (B), salvianolic acid D and 3WZE 

(C), daidzin and 4AG8 (D), salvianolic acid D and 4ASD (E)
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作用力有常规氢键、范德华力和 π-alkyl 相互作用，

丹酚酸 D 与 4ASD A 链 LYS868 形成 1 个常规氢键

和 1 个碳氢键，丹酚酸 D 与 4ASD A 链 LEU889、

VAL899、VAL848、ALA866、VAL916、LEU1035 和

CYS1045 形成 π-alkyl 作用力。 

3.4  12个潜在活性成分对斑马鱼的促血管生成活性 

对“3.3.2”得到的 12 个潜在活性成分进行促血

管生成活性验证，研究发现 12 个潜在活性成分中有

10 个具有促血管生成活性，2 个无促血管生成作用。 

3.4.1  黄酮类成分的促血管生成活性  如图 9 所

示，与对照组相比，PTK787 可显著抑制节间血管的

生长（P＜0.001）。与模型组比较，葛根素（25、50、

100 μmol/L）可显著恢复 PTK787 导致的斑马鱼节

间血管损伤（P＜0.05、0.001），且呈剂量相关性；

3′-甲氧基葛根素（25、50、100 μmol/L）可显著恢复

PTK787 导致的斑马鱼节间血管损伤（P＜0.05、

0.001）；3′-羟基葛根素（25、50 μmol/L）可显著恢

复 PTK787 导致的斑马鱼节间血管损伤（P＜0.01、

0.001）；大豆苷（25、50、100 μmol/L）可显著恢复

PTK787 导致的斑马鱼节间血管损伤（P＜0.05、

0.001）；3′-甲氧基大豆苷和芒柄花素在 25、50、100 

μmol/L 浓度下无促斑马鱼节间血管生成活性。结果

表明，黄酮类成分中葛根素、3′-甲氧基葛根素、3′-

羟基葛根素、大豆苷具有促斑马鱼血管生成活性。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group 

图 9  黄酮类成分对斑马鱼节间血管生成的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 9   Effect of flavonoids on growth of intersegular vascular in zebrafish embryos ( x s , n = 10)
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3.4.2  酚酸类成分的促血管生成活性  如图 10 所

示，与对照组相比，PTK787 可显著抑制节间血管的

生长（P＜0.001）。与模型组比较，25、50、100 μmol/L

的丹酚酸 A 可显著恢复 PTK787 导致的斑马鱼节间

血管损伤（P＜0.05、0.01、0.001）；25、50、100 μmol/L

的丹酚酸 B 可显著恢复 PTK787 导致的斑马鱼节间

血管损伤（P＜0.001），且呈剂量相关性；25、50、

100 μmol/L 的丹酚酸 D 可显著恢复 PTK787 导致的

斑马鱼节间血管损伤（P＜0.05、0.01）；25、50、100 

μmol/L 的紫草酸可显著恢复 PTK787 导致的斑马鱼

节间血管损伤（P＜0.001）；25、50、100 μmol/L 的

迷迭香酸可显著恢复 PTK787 导致的斑马鱼节间血

管损伤（P＜0.05、0.001），呈剂量相关性。结果表

明，酚酸类成分中丹酚酸 A、丹酚酸 B、丹酚酸 D、

紫草酸、迷迭香酸具有促斑马鱼血管生成活性。 

3.4.3  其他类成分的促血管生成活性  如图 10 所

示，与对照组比较，PTK787 可显著抑制节间血管的

生长（P＜0.001）；与模型组比较，25、50、100 μmol/L

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group 

图 10  酚酸类及其他类成分对斑马鱼节间血管生成的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 10   Effects of phenolic acids and others of intersegular vascular in zebrafish embryos ( x s , n = 10)
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的考迈斯托醇可显著恢复 PTK787 造成的斑马鱼节

间血管损伤（P＜0.01、0.001），呈剂量相关性。结

果表明，考迈斯托醇具有促斑马鱼血管生成活性。 

4  讨论 

临床研究及现代药理学研究证实心可舒片治疗

冠心病疗效确切，但心可舒片促血管生成活性及其

活性成分尚未报道。本研究运用 HUVECs 与斑马鱼

模型初步探究心可舒片促血管生成作用，发现心可

舒片能显著提高血管内皮细胞增殖、迁移、成管能

力，显著恢复斑马鱼受损节间血管生长。斑马鱼实

验中虽然 3 个给药浓度间未呈现明显的剂量相关

性，但 3 次生物学重复实验结果显示，心可舒片具

有稳定的促血管生成作用。由此，可初步确定心可

舒片具有促血管生成活性。 

分子对接技术是基于计算机技术进行药物发现

的热门手段[32]。EGFR、AKT、VEGFR1、VEGFR2

是血管生成途径中的重要靶蛋白[25-28]，与该类靶蛋

白的有效结合可促进/抑制血管生成相关基因的表

达。血管生成相关基因表达上调可有效促进体内血

管生成。本研究采用打分值与对接能双重筛选的方

案，筛选出心可舒片中 12 个促血管生成活性成分

候选化合物。筛选结果显示，12 个候选化合物中，

有 6 个黄酮类、5 个酚酸类及 1 个香豆素类成分。

黄酮类化合物与 4 种蛋白均能对接成功，除芒柄花

素与 EGFR、VEGFR1 打分值较低以外，其他 5 个

化合物与 4 种蛋白均有较高打分值。酚酸类化合物

中，迷迭香酸、丹酚酸 D 与 4 种蛋白均能对接成功

且有较高打分值；丹酚酸 A、丹酚酸 B、紫草酸除与

AKT 无对接以外，与其他 3 种蛋白均能对接成功且

有较高打分值。考迈斯托醇与 4 种蛋白均能结合，其

中与 VEGFR1、AKT、VEGFR2 的打分值较高。 

基于分子对接结果，本研究采用 PTK787 抑制

血管发育的方法建立斑马鱼节间血管损伤模型[33]，

通过斑马鱼体内实验对 12 个化合物进行促血管生

成作用验证，得到 10 个化合物都具有促斑马鱼节

间血管生成活性。文献研究显示，丹酚酸 A[34]与丹

酚酸 B[35-36]可通过促进 VEGF 等促血管生长因子的

表达，促进心肌缺血小鼠心血管新生。葛根素可通

过 调 控 磷 脂 酰 肌 醇 -3- 激 酶 / 蛋 白 激 酶 B

（ phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B ，

PI3K/AKT）、核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（cysteinyl aspartate 

specific proteinase，Caspase）等信号通路显著提高

HUVECs 的增殖、迁移、侵袭和血管形成能力[37]。

丹酚酸 D、3′-羟基葛根素、3′-甲氧基葛根素、3′-甲

氧基大豆苷、大豆苷及考迈斯托醇的促血管生成活

性目前还尚未见报道。本研究发现，上述 9 个化合

物均能显著促进斑马鱼血管生成。此外，据文献报

道，芒柄花素可通过调节内皮细胞中胰岛素样生长

因子-1 受体（insulin-like growth factor-1 receptor，

IGF-1R）和细胞间黏附分子 -1（ intercellular cell 

adhesion molecule-1，ICAM-1）的表达从而起到促血

管生成作用，发挥心血管保护功能[38-39]，迷迭香酸

可通过抑制 NF-κB 信号通路从而抑制肝癌小鼠体

内炎症和血管生成[40]。本研究中，25、50、100 μmol/L

的芒柄花素无促斑马鱼血管生成活性，迷迭香酸具

有显著促血管生成活性。药物对血管新生的影响机

制十分复杂，需要内皮细胞、成纤维细胞、平滑肌

细胞、血小板和炎症细胞等多种细胞共同参与，同

一活性成分在不同剂量、疾病发展的不同阶段都可

能表现出截然相反的调节作用，例如黄芩苷低剂量

与高剂量时分别发挥促血管生成与抑制血管生成作

用[41-43]。因此，芒柄花素与迷迭香酸的促血管生成

活性值得进一步探索研究。 

综上所述，本研究首先采用 HUVECs 和斑马鱼

模型，系统评价了心可舒片促血管生成活性，进而

采用分子对接技术结合斑马鱼模型，从心可舒片中

筛选得到丹酚酸 A、丹酚酸 B、丹酚酸 D、紫草酸、

迷迭香酸、葛根素、3′-甲氧基葛根素、3′-羟基葛根

素、考迈斯托醇、大豆苷 10 个具有促血管生成的化

合物，为阐明心可舒片治疗冠心病心绞痛药效成分

及作用机制提供参考。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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