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摘　 要　 目的:探讨茵栀黄颗粒主要化学成分及其药理作用机制。 方法:色谱柱选用 Waters 公司 ACQUITY
 

PRM
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 

Column
 

with
 

Van
 

Guard
 

FIT 色谱柱(2. 1
 

mm×100
 

mm,1. 7
 

μm),梯度洗脱的流动相为 0. 1%甲酸溶液-乙腈;采用高分辨液质联用质

谱(UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS)正负离子扫描模式。 并利用中药系统药理学数据库与分析平台和 Swiss
 

Target
 

Prediction 数据库对

检测得到的化合物成分进行靶点预测,结合 Cytoscape
 

3. 8. 2 绘制关联网络图,对核心靶基因进行基因本体功能富集分析和京都

基因与基因组百科全书通路富集分析,构建成分-靶点-通路网络图。 利用 Autodock
 

vina 软件对疾病靶点和茵栀黄颗粒的主要化

学成分进行分子对接验证。 结果:依据从精确相对分子质量数据和多级质谱碎片离子数据获得的结果,结合对照品比对以及文献

报道,共从茵栀黄颗粒中分析鉴定了 68 个化学成分,其中有 14 个化合物经对照品比对完全确定,主要包括苯丙素类化合物如绿

原酸,香豆素类化合物如滨蒿内酯,黄酮类化合物如黄芩素、黄芩苷。 网络药理学分析得到 31 个茵栀黄颗粒治疗黄疸的主要靶

点,经过度值筛选得到排序居前 5 位的主要靶点及重要的相关信号通路。 推断茵栀黄颗粒可能通过脂质与动脉粥样硬化方式,影
响类固醇激素生物合成,从而治疗黄疸的前期病变等。 结论:本研究初探了茵栀黄颗粒的主要化学成分及相关药理作用机制,为
茵栀黄颗粒的进一步深入研究提供了参考。
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ABSTRACT 　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

main
 

chemical
 

composition
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules
 

and
 

its
 

pharmacological
 

mechanism.
 

METHODS:
 

The
 

chromatographic
 

column
 

was
 

a
 

Waters
 

ACQUITY
 

PRM
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 

Column
 

with
 

Van
 

Guard
 

FIT(2. 1
 

mm×100
 

mm,
 

1. 7
 

μm),
 

the
 

mobile
 

phase
 

of
 

gradient
 

elution
 

was
 

0. 1%
 

formic
 

acid
 

solution-acetonitrile;
 

the
 

high-resolution
 

liquid
 

mass
 

spectrometry
 

with
 

positive
 

and
 

negative
 

ion
 

scanning
 

mode
(UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS)

 

was
 

used.
 

The
 

target
 

prediction
 

was
 

performed
 

on
 

detected
 

chemical
 

components
 

by
 

using
 

the
 

TCMSP
 

and
 

Swiss
 

Target
 

Prediction
 

database,
 

association
 

network
 

diagram
 

was
 

drawn
 

in
 

combination
 

with
 

Cytoscape
 

3. 8. 2,
 

the
 

gene
 

ontology
 

function
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Gene
 

and
 

Genome
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

on
 

the
 

core
 

target
 

gene
 

were
 

conducted,
 

so
 

that
 

the
 

component-target-pathway
 

network
 

diagram
 

was
 

constructed.
 

Molecular
 

docking
 

verification
 

of
 

the
 

disease
 

targets
 

and
 

the
 

main
 

chemical
 

components
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules
 

was
 

performed
 

by
 

using
 

Autodock
 

vina
 

software.
 

RESULTS:
 

According
 

to
 

the
 

results
 

obtained
 

from
 

accurate
 

relative
 

molecular
 

mass
 

data
 

and
 

multilevel
 

mass
 

spectrometry
 

fragment
 

ion
 

data,
 

combined
 

with
 

the
 

reference
 

substance
 

and
 

literature
 

reports,
 

a
 

total
 

of
 

68
 

chemical
 

components
 

were
 

analyzed
 

and
 

identified
 

from
 

Yinzhihuang
 

granules,
 

among
 

which
 

14
 

chemical
 

compounds
 

were
 

fully
 

identified
 

by
 

reference
 

substance,
 

mainly
 

including
 

phenylpropanoids
 

such
 

as
 

chlorogenic
 

acid,
 

coumarins
 

such
 

as
 

scoparone,
 

flavonoids
 

such
 

as
 

baicalin
 

and
 

baicalin
 

glycosides.
 

Totally
 

31
 

main
 

targets
 

of
 

Yinzhihuang
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

jaundice
 

obtained
 

from
 

network
 

pharmacological
 

analysis,
 

and
 

the
 

top
 

5
 

main
 

targets
 

and
 

important
 

related
 

signaling
 

pathways
 

were
 

obtained
 

after
 

degree
 

screening.
 

It
 

was
 

inferred
 

that
 

Yinzhihuang
 

granules
 

may
 

affect
 

steroid
 

hormone
 

biosynthesis
 

through
 

lipid
 

and
 

atherosclerotic
 

ways,
 

thus
 

treating
 

the
 

early
 

lesions
 

of
 

jaundice.
 

CONCLUSIONS:
 

This
 

study
 

initially
 

explored
 

the
 

main
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chemical
 

constituents
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules
 

and
 

related
 

pharmacological
 

mechanisms,
 

and
 

provided
 

a
 

reference
 

for
 

further
 

in-depth
 

research
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules.
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　 　 从中医理论的角度分析,清热解毒、利湿退黄是茵栀黄颗

粒的功效,该药在治疗肝胆湿热性黄疸中有大量应用,患者的

临床表现为面目悉黄、胸胁胀痛、恶心呕吐、小便黄而赤。 茵栀

黄颗粒在临床上的使用效果显著,被《中华人民共和国药典:一
部》(2020 年版) [1] 收录,作为急慢性肝炎的推荐用药。 随着茵

栀黄颗粒在肝病治疗中的应用逐渐增多,对其质量控制的要求

也越来越严格。 然而,目前对于茵栀黄颗粒的研究仅限于单一

或多种成分的定性分析和含量测定,物质基础研究薄弱,也尚

不清楚药效学及作用机制,阻碍了茵栀黄颗粒进一步的临床

使用[2] 。 因此,本研究利用超高效液相色谱-线性离子阱-静电

场轨道阱组合式高分辨质谱( UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS)技术,
对比已知数据库中 68 个化合物成分,最终确定出茵栀黄颗粒

中存在的 14 个化合物成分。 该方法可同时实现快速采集母、
子离子的高分辨数据,特点是可以完整获得多级质谱碎片信

息,结合了超高效液相色谱对复杂样品的高分离能力与质谱

的高选择性、高灵敏度和能够提供相对分子质量与结构信息

的优点。 本研究通过对茵栀黄颗粒中化学成分的主要检测指

标的定性分析,建立了茵栀黄颗粒中化学成分的网络药理学

预测模型,采用网络药理学方法和技术,筛选出主要化学成分

和重要靶点,通过可视化分析,探讨了茵栀黄颗粒的成分、基
因靶点和途径之间的关系,并预测其潜在作用机制,对茵栀

黄颗粒的临床使用和质量控制等提供了一定的理论基础。
1　 材料
1. 1　 仪器

Ultimate
 

3000 型超高效液相色谱仪(美国 Thermo
 

Scientific
公司); LTQ-Orbitrap

 

XL 型质谱仪 ( 配有电喷雾离子源及

Xcalibur2. 1 化学工作站,美国 Thermo
 

Scientific 公司);MTW120
型万分之一电子天平(深圳东美测量仪器有限公司)。
1. 2　 药品与试剂

新绿原酸( CAS 编号为 906-33-2,规格为 20
 

mg,HPLC≥
98%),绿原酸( CAS 编号为 327-97-9,规格为 20

 

mg,HPLC≥
98%),栀子苷(CAS 编号为 24512-63-8,规格为 20

 

mg,HPLC≥
98%),1,3-二咖啡酰奎宁酸( CAS 编号为 30964-13-7,规格为

20
 

mg,HPLC≥98%),木犀草苷( CAS 编号为 1268798,规格为

20
 

mg,HPLC ≥ 98%), 3, 4-二咖啡酰奎宁酸 ( 异绿原酸 B)
(CAS 编号为 14534-61-3,规格为 20

 

mg,HPLC≥98%),3,5-二
咖啡酰基奎宁酸(异绿原酸 A,CAS 编号为 89919-62-0,规格为

20
 

mg,HPLC ≥ 98%), 4, 5-二咖啡酰奎宁酸 ( 异绿原酸 C)
(CAS 编号为 57378-72-0,规格为 20

 

mg,HPLC≥98%),黄芩苷

(CAS 编号为 21967-41-9,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),滨蒿内

酯(CAS 编号为 120-08-1,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),汉黄芩

素(CAS 编号为 632-85-9,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),黄芩素

(CAS 编号为 491-67-8,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),汉黄芩苷

(CAS 编号为 51059-44-0,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),千层纸

素 A(CAS 编号为 480-11-5,规格为 20
 

mg,HPLC≥98%),均购

自四川乐美天有限公司。 甲醇、甲酸和乙腈(质谱级)购自赛

默飞世尔科技(中国)有限公司;水是屈臣氏瓶装蒸馏水;其他

试剂均选取分析纯。
2　 方法
2. 1　 茵栀黄颗粒定性检定样品制备

精密称量茵栀黄颗粒 2. 000
 

g 溶于 10 倍量 70%甲醇溶液

中,超声提取 30
 

min,6
 

000
 

r / min 离心(离心半径 4. 9
 

cm,时间

5
 

min),然后使用移液器吸取上清液,采用注射器装 0. 22
 

μm
微孔滤膜进行过滤,冷藏储存待用。
2. 2　 对照品溶液的制备

使用精密天平称取各化合物对照品 1. 0
 

mg,使用移液器

移取甲醇配制为 1. 0
 

mg / mL 的单一对照品溶液。 通过用上述

各项单一对照品溶液精密量取后用甲醇稀释为储备液,制备

出质量浓度为 10
 

μg / mL 的对照品溶液。
2. 3　 色谱条件

色谱柱为 ACQUITY
 

PRM
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 Column

 

with
 

Van
 

Guard
 

FIT 色谱柱(美国
 

Waters 公司,2. 1
 

mm×100
 

mm,1. 7
 

μm);
柱温 30

 

℃ ;流动相为 0. 1%甲酸溶液(A)-乙腈(B) [梯度洗脱

方法:0~5
 

min,1%B;5 ~ 14
 

min,1% ~ 15%B;14 ~ 38
 

min,15% ~
35%B; 38 ~ 55

 

min, 35% ~ 55% B; 55 ~ 60
 

min, 55% ~ 95% B;
60~ 66

 

min,95%B];流速 0. 2
 

mL / min;进样体积 2
 

μL。
2. 4　 质谱条件

电喷 雾 离 子 源 ( ESI ), 负 离 子 模 式 下: 电 离 源 电 压

-3. 0
 

kV,毛细管电压-35
 

V,管透镜电压-110
 

V;正离子模式

下:电离源电压 4
 

KV,毛细管电压 35
 

V,管透镜电压 110
 

V;离
子源温度 350

 

℃ ,碰撞电压 6 ~ 10
 

V;干燥气流速 15
 

L / min;鞘
气流速为 40

 

L / min,辅助气流速为 20
 

L / min;数据采用傅里叶

变换高分辨全扫描,质量扫描范围 m / z:50~ 1
 

200,检测分辨率

3
 

000。 使用高纯氮气为鞘气和辅助气(纯度>99. 99%)。 质谱

多级碎片离子检测采用数据依赖性扫描,选取相应度前 3 的

离子进行多级碎裂,碎裂方式为 CID 碰撞诱导裂解,归一化裂

解能量为 35%。 洗针液为甲醇;柱温箱温度为 30
 

℃ 。
2. 5　 数据采集和分析

原始数据通过 Xcalibur
 

2. 1 分析软件进行处理,通过对原

始数据进行分子离子峰提取与相关峰对齐,得到对应分子的

离子峰。 然后,利用软件内自带程序得到化合物的相对分子

质量和相对分子质量分布。 测量到的二级质谱片段与

mz
 

Cloud 数据库和从文献中自建的本地中药成分数据库进行

匹配。 保留质量偏差<5
 

ppm 的可识别化学成分。 最后,利用

离子碎片信息、精确的相对分子质量和比较推断对化合物进

行进一步验证。
2. 6　 成分靶点搜集

本实验对 14 个中药化合物成分的靶标基于 Swiss
 

Target
 

Prediction 和中药系统药理学数据库与分析平台( TCMSP) 数

据库进行预测。 TCMSP 数据库所使用的预测方法是基于药

物-蛋白关系对的相似性来预测中药组成化合物的潜在靶标。
选取其中度值 > 20 的蛋白作为本研究的潜在靶点。 Swiss
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Target
 

Prediction 数据库是基于小分子和配体约束的立体图像

相似性度量值进行预测,为实际目标选择的真实目标估计概

率 P 值≥0. 1 的潜在靶标。
2. 7　 黄疸疾病相关靶点筛选

以“icterus”和“jaundice”为关键词,在人类孟德尔遗传综

合数据库、治疗靶点数据库、GeneCards 数据库、DrugBank 数据

库为关键词进行黄疸相关疾病靶点筛选。 合并获得的相关靶

点,去重后得到相应的疾病靶点。
2. 8　 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络构建

成分靶点在 Uniprot 网站进行 gene
 

symbol 转换,将得到的

靶基因与黄疸相关靶基因整合后递交 R 软件中程序包计算,
筛得二者交集靶基因作为茵栀黄颗粒治疗黄疸的潜在靶基

因;将交集靶基因输入 String 数据库以构建 PPI 网络,其物种

被限定为“homo
 

sanpiens”,筛选得到 PPI 关系,下转 tsv 格式

文件后导 入 Cytoscape
 

3. 8. 2 中, 生 成 PPI 网 络 图, 使 用

cytohubba 插件筛选后选出核心靶点。
2. 9　 核心靶点基因本体(GO)功能富集分析和京都基因与基

因组百科全书(KEGG)通路富集分析

利用 Cluster
 

Profiler 数据库对核心靶点进行 GO 和 KEGG
富集分析,选择“homo

 

sapiens”,设置 P(value)为 0. 01,进行了

分子功能(MF)、生物过程( BP) 和细胞组成( CC) 3 项分析。
同时,根据蛋白靶点与信号通路之间的相互关系,选取关键通

路,模拟构建“成分-靶点-通路”网络。
2. 10　 分子对接验证

 

依据茵栀黄颗粒治疗黄疸的 2 条通路中靶点的度值,选
取各通路排序靠前的关键靶点。 随后从 PDB 数据库中下载活

性成分的 SDF 格式文件,再通过 AutoDock
 

Vina 软件,准备药

物小分子对接的配体和蛋白质,预处理蛋白质、去除水分子、
加氢原子和调整对接立场口袋大小。 随后将 2 条通路中的靶

蛋白依据度值大小进行关联性排序,选取度值高的前 5 个关

键靶蛋白分别与绿原酸和滨蒿内酯做分子对接。 最后,使用

图像查看软件 Pymol 查看对接结果,并且截图标识对接位置。
3　 结果
3. 1　 茵栀黄颗粒成分定性鉴别分析

线性离子阱-静电场轨道阱组合式高分辨质谱 ( LTQ-
Orbitrap

 

MS)具有分离效率高、扫描速度快、分辨率高和灵敏

度高的特点,提供精确相对分子质量和 MSn 多级质谱信息对

一个化合物的结构进行更全面的描述。 接下来通过离子碎片

对比、精确相对分子质量参考、对照品比对以及综合文献分析

可以确定出 14 个化合物[3-14] 。 比较正负离子流图清晰程度,
发现负离子结果较优质,在图中用数字表示出 14 个化合物分

子离子峰所出现的时间。 其中,1 为滨蒿内酯,2 为黄芩素,
3 为汉黄芩素,4 为千层纸素

 

A,5 为新绿原酸,6 为绿原酸,
7 为栀子苷,8 为黄芩苷,9 为汉黄芩苷,10 为异绿原酸 A,
11 为木樨草甘,12 为异绿原酸 B,13 为 1,3 咖啡酰奎宁酸,
14 为异绿原酸 C,见图 1—2。
3. 2　 茵栀黄颗粒化合物和黄疸相关靶点的获取

 

根据质谱数据、标准品比对以及数据库进行对比,可以明

确获知茵栀黄颗粒中的 14 个化合物成分,将其导入 TCMSP 数

据库和 Swiss
 

TargetPrediction 数据库中,获得 188 个化合物所

对应的潜在靶标。 通过 GeneCards 数据库获得黄疸的疾病靶

图 1　 负离子模式下茵栀黄颗粒样品 UHPLC-LTQ-
Orbitrap-MS 的总离子流图

Fig
 

1　 Total
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

UHPLC-LTQ-Orbitrap-
MS

 

of
 

Yinzhihuang
 

granule
 

sample
 

under
 

negative
 

ion
 

mode

图 2　 负离子模式下混合标准品 UHPLC-LTQ-Orbitrap-
MS 的总离子流图

Fig
 

2　 Total
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
 

of
 

mixed
 

sample
 

under
 

negative
 

ion
 

mode

点 3
 

365 个,靶点的 Relevance
 

score 最大值为 9. 41,最小值为

0. 19,与多个数据库筛选结果合并,去除重复值,最终得到

3
 

365 个黄疸疾病靶点。
3. 3　 成分-疾病靶点 PPI 网络的构建

将最终所获得的基因靶点与疾病靶点基因输入 Excel 软
件取交集,获得 137 个交集靶点。 将基因中交集的部分导入

String
 

11. 0 平台,构建茵栀黄颗粒靶点之间的 PPI 网络,其基

于 PPI 作用,剔除游离节点,选择 medium
 

confidence 数值为

0. 04 处理后,下载 tsv 格式文件后采用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件打

开。 利用 Cytohubba 插件筛选得到核心靶点 31 个,说明这

31 个可能是潜在治疗靶点,见图 3。
3. 4　 核心靶点的功能与通路的分析

利用 R 软件中代码调取 ClusterProfiler 数据库资源对核心

靶点进行 GO 功能分析(P<0. 01),选取度值与可信度综合排

序居前 20 位的 GO 条目绘制气泡图,见图 4。 由此发现,BP 在

细胞对药物的反应(cellular
 

response
 

to
 

drug)、不饱和脂肪酸代

谢过程(unsaturated
 

fatty
 

acid
 

metabolic
 

process)、激素代谢过程

(hormone
 

metabolic
 

process)和对氧化应激的反应( response
 

to
 

oxidative
 

stress)等方面靶点富集较集中;MF 靶点主要富集在

类固醇羟化酶活性( steroid
 

hydroxylase
 

activity)、RNA 转录因

子 活 性 ( RNA
 

polymerase
 

Ⅱ-specific )、 单 加 氧 酶 活 性

(monooxygenase
 

activity)和代谢过程( protein
 

serine / threonine /
tyrosine

 

kinase
 

activity);作用靶点在 CC 中主要富集条目为膜

筏(
 

membrane
 

raft)、膜微区 ( membrane
 

microdomain)、突触
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图 3　 治疗靶点 PPI 网络图
Fig

 

3　 Network
 

diagram
 

of
 

PPI
 

of
 

treatment
 

target

图 4　 GO 条目气泡图
Fig

 

4　 Bubble
 

chart
 

of
 

GO
 

entry

(glutamatergic
 

synapse)和神经元胞体(neuronal
 

cell
 

body)等。
　 　 KEGG 通路富集分析中,筛选得到度值与可信度综合排序

居前 20 位(P<0. 01)的信号通路绘制生成气泡图,见图 5。 由

此可 知, 疾 病 方 面 为 脂 质 和 动 脉 粥 样 硬 化 ( lipid
 

and
 

atherosclerosis)、乙型肝炎( hepatitis
 

B);生物通路方面涉及类

固醇激素生物合成( steroid
 

hormone
 

biosynthesis)、缺氧诱导因

子(HIF)1 信号通路( HIF-1
 

signaling
 

pathway)、磷脂酰肌醇-3-
激酶 / 蛋白激酶 B(PI3K-Akt)信号通路、PD-L1 表达和

 

PD-1 表

达从而影响的癌症通路(PD-L1
 

expression
 

and
 

PD-1
 

checkpoint
 

pathway
 

in
 

cancer)、肿瘤坏死因子(TNF)信号通路和白细胞介

素(IL)17 信号通路等。
　 　 图 4—5 中,横轴表示为靶基因所占百分比,纵轴表示为

通路名称,通路富集基因数量为气泡面积,-Log(P-value)值的

大小表现为气泡颜色的不同,其值越大气泡颜色相应变深。
3. 5　 成分-核心靶点-通路网络图的构建

根据蛋白靶点与信号通路之间的相互关系,以 P<0. 01 为

条件筛选出关键通路 2 条,未发现靶基因不在相关通路的情

况,新绿原酸、绿原酸、栀子苷、1,3-二咖啡酰奎宁酸、木犀草

苷、异绿原酸 B(3,4-二-O-咖啡酰奎宁酸)、3,5-O-二咖啡酰基

奎宁酸(异绿原酸 A)、4,5-二-O-咖啡酰奎宁酸(异绿原酸 C)、
滨蒿内酯、汉黄芩素、黄芩素、汉黄芩苷和千层纸素 A,以上

14 个是得到的化学成分。 然后构建“成分-核心靶点-通路”网

络图,见图 6。 其中,圆角矩形为药物,菱形与倒 V 字形为通

路,八边形为化合物,圆形、三角形、六边形和斜四边形为疾病

靶点;最内环的三角形为脂质和动脉粥样硬化 ( lipid
 

and
 

atherosclerosis)通路的靶点,六边形为类固醇激素生物合成

( steroid
 

hormone
 

biosynthesis) 通路的靶点,斜四边形为上述

2 个通路的共有靶点。
3. 6　 分子对接验证

将 31 个目的蛋白通过度值大小排序,筛选出前 5 位的靶

点蛋白,即丝裂原激活的蛋白激酶( MAPK) 1、MAPK3、肿瘤蛋

白 p53( TP53)、CYP2C9 和 CASP3。 通过 AutoDock
 

Vina 软件

将目的蛋白分别与绿原酸、滨蒿内酯进行分子对接。 分子对

接结果显示,MAPK1、MAPK3、TP53、CYP2C9 和 CASP3 分别与

绿原酸、滨蒿内酯的最低结合能均<- 21. 0
 

kJ / mol,见表 1;并
制成分子对接图,见图 7。

表 1　 分子对接重要靶点结合能表(kJ / mol)
Tab

 

1　 Binding
 

energy
 

table
 

of
 

important
 

targets
 

for
 

molecular
 

docking
 

(kJ / mol)
靶点 绿原酸结合能 滨蒿内酯结合能
MAPK1 -28. 4 -23. 9
MAPK3 -31. 8 -26. 4
TP53 -32. 7 -26. 4
CYP2C9 -35. 1 -31. 4
CASP3 -37. 3 -31. 4

4　 讨论
4. 1　 定性方法的优化

在茵栀黄颗粒的定性鉴别实验中,为了尽可能多地鉴定茵

栀黄颗粒的成分,本研究采用了高剂量富集的方式。 同时,在
进样过程中,使用了预柱进行处理,极大减小了背景噪声的影

响,并优化了峰形,使得分离更加完整,获得更加均匀一致的离

子碎片。 本研究中 14 种化合物的离子碎片信息因此而确定。
4. 2　 网络药理学研究结果

中医认为,黄疸主要由湿热感冒、血瘀脾虚引起,辨证分

型以湿热蕴结为主,治以利湿利小便,治法以清热利湿、温中

补虚和化瘀散结等为主。 茵栀黄颗粒的药物组成为茵陈、黄
芩、栀子和金银花 4 位中药,重用君药茵陈,因其善能清热利

湿退黄,为治黄疸之主药;栀子为臣药,可清热降火、通利三

焦,助茵陈引湿热从小便而去;黄芩泻热逐瘀,导瘀热而下,为
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图 5　 KEGG 条目气泡图
Fig

 

5　 Bubble
 

chart
 

of
 

KEGG
 

entry

图 6　 茵栀黄颗粒成分-疾病核心靶点-疾病通路图

Fig
 

6　 Component-Disease
 

core
 

targets-Disease
 

pathway
 

diagram
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules
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A. 绿原酸与 MAPK1 对接图;B. 滨蒿内酯与 MAPK1 对接图;C. 绿原酸与 MAPK3 对接图;D. 滨蒿内酯与 MAPK3 对接图;E. 绿原酸与 TP53 对接图;
F. 滨蒿内酯与 TP53 对接图;G. 绿原酸与 CYP2C9 对接图;H. 滨蒿内酯与 CYP2C9 对接图;I. 绿原酸与 CASP3 对接图;J. 滨蒿内酯与 CASP3 对接图

A. Docking
 

diagram
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

MAPK1;
 

B. Docking
 

diagram
 

of
 

scoparone
 

and
 

MAPK1;
 

C. Docking
 

diagram
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

MAPK3;
 

D. Docking
 

diagram
 

of
 

scoparone
 

and
 

MAPK3;
 

E. Docking
 

diagram
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

TP53;
 

F. Docking
 

diagram
 

of
 

scoparone
 

and
 

TP53;
 

G. Docking
 

diagram
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

CYP2C9;
 

H. Docking
 

diagram
 

of
 

scoparone
 

and
 

CYP2C9;
 

I. Docking
 

diagram
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

CASP3;
 

J. Docking
 

diagram
 

of
 

scoparone
 

and
 

CASP3
图 7　 茵栀黄颗粒活性成分-黄疸疾病核心蛋白对接模式

Fig
 

7　 Docking
 

mode
 

of
 

active
 

ingredient
 

of
 

Yinzhihuang
 

granules-disease
 

core
 

protein
 

of
 

jaundice

佐药;使以金银花,帮助其他 3 药,以利湿与泄热相伍,使二便

通利,前后分消,湿热得行,瘀热得下,则黄疸自退[15-16] 。
本研究采用网络药理学方法筛选出茵栀黄颗粒中的 25 种

有效化学成分,并通过液质联用分析方法共收集到 14 种有效

化学成分和 188 种相应靶点,并分析上述有效成分及靶点。 绿

原酸是最活跃的物质,其作用靶点最多,也是茵陈、栀子和金银

花共有的化学成分。 研究结果表明,绿原酸为黄酮类化合物,
具有抗氧化、抗炎、减轻肝毒性和预防肝纤维化等多重生物活

性作用[17] 。 现代药理学研究结果表明,滨蒿内酯具有影响

CYP2C9 从而反馈致使 CYP450 酶活性降低的作用,而活性低

下的 CYP450 酶可能是导致黄疸疾病发生和发展的重要原因,
滨蒿内酯作为退黄药物,其利胆退黄的作用基础可能是降低

CYP2C9 诱导活性的作用[18] 。
通过药物和疾病交叉获得 137 个交集靶点指标。 关键的

靶点蛋白包括蛋白激酶 1(AKT1)、TP53、IL-6、血管内皮生长因

子 A(VEGFA)、CASP3、TNF 和 MAPK8。 AKT1 参与多种通路,
包括 PI3K 和 EGFR,并通过炎症、细胞增殖、细胞迁移和纤维

形成,在肝损伤中发挥独特作用[19] 。 IL-6 能激活多种细胞内

信号通路,是一种多功能细胞因子,在影响肝细胞凋亡、抗炎和

抗氧化应激等方面发挥重要作用[20] 。 VEGFA 作为高内皮特

异性有丝分裂原,其在血管和血管生成中起重要调控作用。
VEGF 在表达时,能够促进血管形成,在肝脏再生和肝损伤修

复中发挥重要作用[21-22] 。 通过对交集靶点进行 GO 功能富集

分析,预测茵栀黄颗粒治疗黄疸可能涉及 DNA 转录因子结合、
信号受体激活剂活性、细胞因子受体结合、泛素样蛋白连接酶

和氧化还原酶活性等生物过程。 经由基础的 KEGG 通路富集

分析,发现茵栀黄颗粒可以通过脂质和动脉粥样硬化通路、类
固醇激素生物合成通路对黄疸进行治疗。 生物体内重要的信

号转导系统之一为 MAPK,其参与介导细胞生长、分裂、分化、
死亡以及细胞间的功能同步等多种生理过程[23] 。 PI3K / Akt
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信号通路是细胞内抑制细胞凋亡的关键性信号转导通路。 研

究结果证明,PI3K / Akt 通路激活具有抑制氧化应激、炎症和细

胞凋亡,保护肝脏的作用[24-25] 。 HIF-1 为低氧浓度或缺氧应答

的一个关键转录因子,通过激活参与细胞增殖、凋亡、血管生成

和能量代谢的下游靶基因而影响肝细胞[26] 。
综上所述,本研究运用网络药理学方法,对茵栀黄颗粒治

疗黄疸的活性成分、靶点和通路进行了系统性研究,论证了茵

栀黄颗粒多成分、多靶点和多途径特性,对茵栀黄颗粒治疗黄

疸的潜在作用机制进行了系统分析,并通过分子对接技术证实

茵栀黄颗粒中的多种活性成分可作用于 MAPK1、 MAPK3、
CYP450 和 CASP3 蛋白。 由上述论据推断,茵栀黄颗粒通过改

良脂质变化来治疗黄疸。 本研究综合使用 UHPLC-LTQ-
Orbitrap-MS 液质联用成分分析方法与网络药理学方法,鉴定

出茵栀黄颗粒成分以及预测茵栀黄颗粒治疗黄疸的潜在作用

机制,上述结论及具体作用机制仍需进一步实验研究论证。
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