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摘要   目的  运用网络药理学预测速效救心丸促进心肌细胞增殖的有效成分、靶点及相关通路，并通过体外细胞

实验验证其分子机制。方法  通过中药系统药理数据库（TCMSP）筛选速效救心丸的有效成分，PubChem 数据

库、SwissTargetPrediction 数据库寻找其相关靶点；在 OMIM 数据库和 GeneCards 数据库获取细胞增殖相关靶点；

借助 Metascape 数据库进行 KEGG 分析和 GO 分析。并进行体外实验验证，以 HL-1 心肌细胞为研究对象，使用

CCK-8 法确定细胞活性及速效救心丸最佳浓度；Western blot 检测 HIF-1α水平；通过 EdU 掺入实验检验缺氧后 HL-

1 心肌细胞的增殖水平；Western blot 检测通路标志物的表达水平；使用 AutoDock 对核心蛋白和关键小分子进行分

子对接预测分子-靶点配对。结果  本研究共筛选速效救心丸符合条件的成分 39 种，其中 33 种来自川芎，6 种来

自冰片；药物疾病关键靶点 238 个；GO 分子功能 359 种，KEGG 分析富集到 212 条信号通路。CCK-8 实验结果在

速效救心丸浓度为 10 μg/mL 时增殖效果最佳；缺氧最佳时间为 24 h；与缺氧组相比，速效救心丸组细胞中的 p-

PI3K、p-AKT、p-GSK3B、β-Catenin 相对表达升高（P<0.05）；杨梅酮-MAPK3 显示出较好的结合活性。结论  速

效救心丸通过激活 PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路调控急性心肌梗死后心肌增殖促进心肌修复。  

关键词   急性心肌梗死；速效救心丸；PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin；心肌修复；网络药理学   
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Network-based pharmacological validation of the mechanism by which Suxiao 

Jiuxin pills promote myocardial repair via the PI3K/AKT/GSK3B/β-catenin 

signaling pathway 
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Abstract  Objective To predict the active ingredients, molecular targets, and signaling pathways through which Suxiao Jiuxin 

pills (SJPs) promote cardiomyocyte proliferation using network pharmacology, and to validate the underlying molecular 

mechanisms in vitro. Methods Active compounds were identified using the Traditional Chinese Medicine Systems 

Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP), and their molecular targets were retrieved from the PubChem and 

SwissTargetPrediction databases. Cardiomyocyte proliferation-related targets were sourced from OMIM and GeneCards. Gene 

Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses were conducted using Metascape. 
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Experimental validation was conducted in HL-1 cardiomyocytes. Cell viability and the optimal SJP concentration were assessed 

using the Cell Counting Kit-8 assay. Cardiomyocyte proliferation after hypoxia was evaluated by 5-ethynyl-2′-deoxyuridine 

(EdU) incorporation. Protein expression of hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) and key signaling molecules was analyzed by 

western blotting. Molecular docking between core proteins and key compounds was performed using AutoDock. Results Thirty -

nine bioactive compounds were identified in SJPs (33 from Chuanxiong Rhizoma, 6 from Borneol), along with 238 key drug-

disease targets. GO enrichment identified 359 molecular functions, and KEGG analysis identified 212 signaling pathways. SJPs 

at 10 μg/mL produced the strongest proliferative effect, with an optimal hypoxia duration of 24 h. Compared with the control 

group, SJP treatment significantly increased the relative expression levels of phosphorylated (p) -phosphatidylinositol 3-kinase 

(p-PI3K), p-protein kinase B (p-Akt), p-glycogen synthase kinase 3-beta (GSK3β), and β-catenin (P<0.05). Molecular docking 

demonstrated strong binding affinity between myricanone and mitogen-activated protein kinase 3. Conclusions SJPs may 

promote post-infarction myocardial repair by enhancing cardiomyocyte proliferation through activation of the 

PI3K/AKT/GSK3β/β-catenin signaling pathway. 

Key words   acute myocardial infarction; Suxiao Jiuxin pills; PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin; myocardial repair; Network 

Pharmacology 

急性心肌梗死（acute myocardial infarction，AMI）是一种常见的心血管疾病，严重危害人类生命

健康。我国 AMI 的发病率和死亡率呈逐年增长的趋势[1]。AMI 发病后，心肌组织急性缺血受损、坏

死，大量纤维组织形成，发生心室重构，进而引发恶性心律失常、心力衰竭甚至死亡 [2]。过去的几十

年里，AMI 患者的预后因为药物和手术再灌注的进步得到了很大的改善，但 AMI 后未能及时的修复

或再生受损的心脏组织，依旧严重威胁人们生命健康[3]。因此，修复受损心肌，改善心功能对 AMI 的

治疗具有重要意义。速效救心丸（Suxiao Jiuxin pill，SJP）是由川芎、冰片两味中药组成的中成药，

具有行气活血，祛瘀止痛的作用，临床上常用于治疗动脉粥样硬化、冠心病心绞痛发作、急性冠脉综

合征等疾病[4-6]。研究发现川芎有抗氧化、抗炎、促血管生成、减轻心肌损伤的作用；而冰片可提高

川芎的血药浓度、增加冠脉血流、保护心脑组织[7, 8]。另外，现代药理学研究发现 SJP 可以保护 HL-1

心肌细胞免受缺氧诱导的细胞凋亡[9, 10]，并且 SJP 能够在外泌体介导下促进心肌细胞增殖[11]。基于上

述研究，本研究利用网络药理学等方法进行分析，寻找 SJP 促进 AMI 后心肌修复的机制，并通过体外

实验加以验证。 

1  材料和方法  

1.1  实验材料  

1.1.1  细胞  

HL-1 心肌细胞（购自上海诺百生物科技公司）。 

1.1.2  实验药品  

速效救心丸（SJP）（天津中信药业股份有限公司；国药准字 Z12020025，批号 612328），研磨

成粉末状，溶解于无水乙醇中配成终浓度为 100 mg/mL 母液备用[11,12]。 

1.2  主要试剂与仪器  

DMEM 高糖培养基（美国思拓凡生物科技（杭州）有限公司，AJ30749594）；胎牛血清（以色

列 Biological Industries，w0521x4562）；0.25%胰酶（美国 Thermo Fisher Scientific （Gibco），25200-

056）；CCK-8 试剂盒（辽宁省大连美仑生物技术有限公司，MA0218-Sep-07I1）；EdU-488 细胞增殖

检测试剂盒（上海碧云天生物科技公司，092321220208）；HIF-1α 抗体（1:1 000）、PI3K 抗体（1:1 

000）、p-PI3K 抗体（1:1 000）、AKT 抗体（1:1 000）、p-AKT 抗体（1:2 000）（美国 Cell Signaling 

Technology 公司，36169、4249s、17366s、4691s、4060s）；GAPDH 抗体（1:5 000）、β-Actin 抗体

（ 1:5 000 ）（美国 Proteintech 公司， 60004-1-Ig 、 66009-1-Ig ）； GSK3B （ 1:500 ）、 p-GSK3B

（1:500）、β-Catenin（1:4 000）（湖北省武汉爱博泰克生物科技有限公司，A11731、AP0039、

A19657）。荧光显微镜（日本奥林巴斯株式会社， IX51）；显微镜（日本奥林巴斯株式会社，

CKX31）；生物安全柜（中国香港力康生物医疗科技控股集团，HFsafe 1200 A2）；酶标仪（美国伯
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腾仪器有限公司，Synergy H1）；化学发光成像系统（中国上海勤翔科学仪器有限公司，ChemiScope 

6100）。 

1.3  实验方法  

1.3.1  网址及软件  

TCMSP 数 据 库 （ Version: 2.3, https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php ） [13] ； PubChem 数 据 库

（ https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ） [14] ； SwissTargetPrediction 数 据 库

（http://www.swisstargetprediction.ch/） [15]；OMIM 数据库（https://omim.org/）；GeneCards 数据库

（ Version: 5.23 https://www.genecards.org/ ） [16] ； Metascape 数 据 库 （ Version: 3.5 

https://metascape.org/） [17]；微生信（http://www.bioinformatics.com.cn/）；STRING（Version: 11.5, 

http://www.string-db.org/）[18]；Cytoscape 3.8.0 软件；Chem Office 2019；AutoDock 1.5.7；PyMol 3.1。 

1.3.2  网络药理学分析  

SJP由川芎、冰片两种成分组成，使用 TCMSP数据库和查找文献获取药物成分信息。根据 ADME

参数包括口服生物利用度（oral bioavailability，OB）和药物相似性（drug-likeness，DL）进行筛选，

将 OB≥20%；DL≥0.1 作为筛选标准，获取有效成分。 

将获取的有效成分名称输入 PubChem 数据库下载有效成分的二维结构（SDF 格式），将获取的

化学结构上传到 SwissTargetPrediction 数据库预测化学小分子对应的靶蛋白。 

在 OMIM 数据库和 GeneCards 数据库检索与心肌修复相关的基因。用韦恩图在线作图工具整合药

物靶标与两个数据库的交集基因进行后续分析。 

1.3.3  成分靶点 GO 功能分析、KEGG 通路分析  

用 Metascape 数据库进行 KEGG 通路分析和 GO 功能分析。并利用微生信网络在线作图工具进行

作图。 

1.3.4  成分靶点互作分析  

使用 STRING 数据库对与心肌修复通路的蛋白靶点进行蛋白质与蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络分析，选择 Required Confidence（Combined score）>0.4 为 PPI 关系的阈值，并

下载相关 TSV 格式文件。得到 PPI 关系对文件后，使用 Cytoscape 3.8.0 软件对其进行网络图构建。 

1.3.5  草药-成分-靶点-通路网络构建  

基于草药-成分-靶点-通路利用 Cytoscape 3.8.0 构建药理学网络，展示药方中重要成分的相关靶蛋

白的通路调控网络。 

1.3.6  SJP 给药质量浓度确定  

HL-1 心肌细胞用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基培养，放置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养，选 4~8 代细胞接种于 96 孔板中，分别用浓度为 0、10、50、100、200、500 µg/mL 的 SJP 处理。

药物处理 24 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，37 ℃孵育 2 h，震荡 3 min，使用酶标仪检测各孔在

450 nm 波长处的 OD 值。 

1.3.7  缺氧条件探索  

取 HL-1 心肌细胞铺于 96 孔板，细胞贴壁后更换为 10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS），

标准高糖完全培养后放置于三菱密封培养罐+厌氧产气袋（氧气浓度小于 0.1%），半小时可见氧气指

示剂变色，于培养箱中缺氧 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h，造成心肌缺氧损伤模型[19]，并用 CCK-8 试

剂检测细胞活性。 

缺氧诱导因子 1α（hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α）蛋白是细胞应对缺氧的关键调控因子，

常用来检测细胞是否处于缺氧状态，使用 Western-blot 法检测 HIF-1α 蛋白表达量，进一步验证缺氧组

细胞是否造模成功。取 HL-1 心肌细胞铺于 6 孔板，贴壁后分为空白组和缺氧组，空白组置于 37 ℃，

5% CO2 培养箱中培养 24 h，缺氧组置于密封培养罐中缺氧 24 h，立即收集细胞并提取蛋白，Western-
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blot 法检测 HIF-1α 蛋白表达量。 

1.3.8  EdU 染色实验  

EDU 染色使用 EdU-488 细胞增殖检测试剂盒，被标记的 EdU 在 488 nm 激发波长下显示绿色荧

光。取 HL-1 心肌细胞铺于 24 孔板，细胞密度在 40%左右，分为空白组、缺氧组、速效救心丸组，使

用浓度为 10 µg/mL SJP 溶液预处理速效救心丸组细胞于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 2 h，缺氧后每

孔加入含 10 μmol/L 浓度 EdU 的培养基 1 mL，孵育 1 h；PBS 洗涤 3 次，4%多聚甲醛室温固定 15 

min；每孔加入 0.3% Triton X-100 1 mL 破膜处理 10 min；加入 10%牛血清白蛋白（bovine serum 

albumin，BSA）37 ℃封闭 30 min；将封闭液洗净后，最后加入 Hoechst 33342（1:1 000）室温避光孵

育 10 min；洗涤后免疫荧光显微镜拍照，每孔取 3 个视野，每组 3 个样本。 

1.3.9  通路标志物的蛋白表达水平  

采用 Western-blot 法检测各组 HL-1 心肌细胞中 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、GSK3B、p-

GSK3B、β-Catenin 的蛋白表达量。加入细胞裂解液和蛋白磷酸酶抑制剂裂解细胞，离心取上清，变

性后进行垂直电泳，上样量为 20 µg 蛋白，电泳后用湿转法将蛋白转印至 PVDF 膜上，分别用 10%的

BSA 或 10%的脱脂牛奶封闭 1 h，一抗（PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、p-GSK3B、GSK3B、β-

Catenin）孵育 4 ℃过夜，洗膜后，二抗（1:1 000）室温摇床上孵育 1 h，洗膜后滴加增强化学发光

（enhanced chemiluminescence，ECL）发光液，并置于化学发光成像系统采集图像，分析测定目的蛋

白条带和内参蛋白条带灰度值，并以两者比值作为目的蛋白的相对表达量，进行统计分析。  

1.3.10  分子对接  

通过 PubChem 数据库获取中药关键小分子的 2D 结构，通过 ChemOffice 将其转化为 3D 结构。以

UniProt 数据库获得的核心靶点的蛋白，借助 AutoDock 对成分配体和蛋白受体进行分子对接。若成分

配体-蛋白受体结合构象的结合能≤-5.0 kcal/mol，表明结合越稳定，二者结合的可能性越大。最后利用

PyMOL 软件进行可视化处理。 

1.4  统计学方法  

应用 SPSS 22.0 软件对数据进行处理，数据均为计量资料，检测结果用平均数±标准差（ x s ）

表示，符合正态分布及方差齐的数据，多组间比较用单因素方差分析，采用 Tukey 事后检验，不符合

正态分布的数据使用非参数检验。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果  

2.1  网络药理学发现 SJP 潜在作用通路  

2.1.1  SJP 有效成分  

以关键词“川芎、冰片”搜索 TCMSP 数据库中的中药数据得到 SJP 包含草药的化学成分数量：川

芎 189 个；冰片 31 个。按照 OB≥20%；DL≥0.1 筛选，结合国内外文献中所报道的有效成分，获得川

芎共 33 个，冰片共 6 个，主要化学成分见表 1。 
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表1 SJP的主要化学成分 

Table 1 Major chemical constituents of SJP 

成分 Ingredients ID 分子名称 
Molecule name 

川芎 CHUANXIONG MOL000208 香橙烯 Aromadendrene 

MOL002182 桉油烯醇 (-)-spathulenol 

MOL002096 Α-柏木萜烯 (+)-alpha-funebrene 

MOL002150 1-乙酰基-Β-咔啉 1-acetyl-beta-carboline 

MOL002161 1-β-乙酰基-7-醛基-β-咔啉 1-beta-ethylacrylate-7-aldehyde-beta-carboline 

MOL002153 桉油烯醇 Spathulenol 

MOL001390 蓝桉醇 (-)-globulol 

MOL002204 (9Z，12Z)-十八碳二烯醇 (9Z，12Z)-octadeca-9，12-dien-1-ol 

MOL000937  (-)-异喇叭烯 (-)-isoledene 

MOL002186 香橙烯氧化物 2 Aromadendrene oxide 2 

MOL002114 熊果酸 augustic-acid 

MOL002120 毕澄茄烯 β-cubebene 

MOL002190 雪松烯 Cedrene 

MOL000131 亚油酸 Linoleic acid 

MOL002203 油酸甲酯 Methyl oleate 

MOL000433 叶酸 Folic acid 

MOL001494 亚油酸乙酯 Mandenol 

MOL001641 亚油酸甲酯 Methyl linolate 

MOL002135 杨梅酮 Myricanone 

MOL000675 油酸 Oleic acid 

MOL002140 川芎哚 Perlolyrine 

MOL002104 洋川芎内酯 Q Senkyunolide-Q 

MOL002149 洋川芎内酯 S Senkyunolide-S 

MOL002151 洋川芎醌 Senkyunone 

MOL000357 胡萝卜苷 Sitogluside 

MOL000359 β-谷甾醇 Sitosterol 

MOL002157 川芎萘呋内酯 Wallichilide 

MOL002158 川芎三萜 Xiongterpene 

MOL000360 阿魏酸 Ferulic acid 

MOL002143 洋川芎内酯 I enkyunolide I  

MOL011782 藁本内酯 igustilide 

MOL002208 洋川芎内酯 A Senkyunolide A 

冰片 

BORNEAL 

MOL000263 齐墩果酸 Oleanolic acid 

MOL000474 石竹素 (-)-epoxycaryophyllene 

MOL006861 积雪草酸 Asiatic acid 

MOL006862 乙酸龙脑酯 Bornyl acetate 

MOL006865 龙脑香醇酮 Dipterocarpol 

MOL000244 右旋龙脑 Borneol 

2.1.2  中药成分及生物过程靶点预测筛选及交叉验证  

根据 1.3.2 的方法，将 SwissTargetPrediction 数据库中得到的数据整理共得到 529 个中药成分靶

点。另外，在 OMIM 数据库和 GeneCards 数据库以“心肌修复（myocardial repair）”“心肌增殖

（myocardial proliferation）”“心肌再生（myocardial regeneration）”3 个词检索得到 2 240 个心肌修复相

关的靶点基因。使用韦恩图将中药成分靶点及生物过程靶点取交集，最终得到 238 个共同靶点，如图

1 所示。 

 

图 1 SJP 与心肌修复靶点的韦恩图 

Figure 1 Venn diagram of SJP and myocardial repair targets  

238291 1 978

SJP

心肌修复
myocardial repair

心肌增殖
myocardial proliferation

心肌再生
myocardial regeneration
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2.1.3  共同靶点的 GO 功能分析、KEGG 通路分析  

基于方法部分所述，对共同靶点进行 GO 功能分析，分别从 GO 的生物进程、细胞组分、分子功

能三个功能进行富集分析，获得 359 种相关生物学过程，主要涉及酪氨酸残基磷酸化、蛋白质磷酸

化、正向调节细胞增殖、蛋白质自磷酸化等生物学过程；获得 125 种相关细胞组分，主要参与质膜、

树突、突触、细胞外外泌体等细胞组分；获得 126 种相关分子功能，主要涉及组蛋白激酶活性、蛋白

质酪氨酸激酶活性、核受体活性等。取各富集分析的前 20 项进行可视化分析（见图 2A~2C）。对共

同靶点通过 Metascape 进行通路富集分析，共获得 212 条 P<0.01 的显著富集通路。前 15 条信号通路

中，PI3K/AKT、Foxo、MAPK、ErbB、cGMP-PKG、PPAR 等通路均与心肌增殖、修复相关。其中，

PI3K/AKT 通路富集的靶点数量最多，GSK3B、CTNNB1 富集在 PI3K/AKT 通路上（图 2D）。 

 

注：A：生物过程的富集结果；B：细胞组分的富集结果；C：分子功能的富集结果；D：KEGG 通路分析的富集结果。 

图 2 共同靶点的富集分析结果 

Note. A, enrichment results of biological processes. B, enrichment results of cellular components. C, enrichment results of molecular 

functions. D, enrichment results of KEGG pathway analysis.  

Figure 2 Results of enrichment analysis for common targets  

2.1.4  共同靶点的 PPI 网络分析  

将 KEGG 通路富集的前 20 条通路的 141 个靶点输入到 STRING 数据库，进行 PPI 网络分析，蛋

白互作网络共有 141 个节点，1 998 条边，平均节点度 28.3，P<0.01。使用 Cytoscape 3.8.0 软件对 PPI
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结果进行可视化分析，结合网络点度中心性、接近中心性和中介中心性进行核心靶基因筛选，可得出

SJP 与心肌修复相关的 10 个核心靶点为 IL-6、MAPK3、TNF、SRC、EGFR、MAPK1、STAT3、

CASP3、MAPK8、HSP90AA1（见图 3）。 

 

图 3 共同靶点蛋白相互作用图 

Figure 3 Target protein interaction network diagram of common targets  

2.1.5  网络药理学网络构建  

基于草药-成分-靶点-通路构建网络药理学网络。最终构建网络共 180 个节点，792 条关系对，其

中草药节点 2 个，化学成分节点 20 个，靶点节点 141 个，通路节点 16 个。相同颜色和图形代表相同

的物质，节点的大小代表相关度（见图 4）。 
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图 4 中药-成分-靶点-通路图 

Figure 4 Chinese herbal-component-target-pathway network diagram 

2.2  细胞实验  

2.2.1  SJP 有效浓度范围  

采用 CCK-8 检测各处理组 HL-1 心肌细胞活力的影响，结果显示：与 0 μg/mL 组相比，SJP 浓度

为 10、50、100 μg/mL 时细胞活力明显增加（P<0.01），而 SJP 浓度为 200、500 μg/mL 时细胞活力下

降（P<0.01），因此，为保证细胞活力，本实验选用浓度为 10 μg/mL 的 SJP 进行下一步实验（见图

5）。 

 

注：与 0 μg/mL SJP 相比，**P<0.01。 

图 5 不同浓度 SJP 处理 HL-1 心肌细胞细胞活力（n=5） 

Note. Compared with 0 μg/mL SJP, **P<0.01. 
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Figure 5 Cell viability of HL-1 cells treated with different concentrations of SJP（n=5（ 

2.2.2  HL-1 心肌细胞的缺氧条件  

CCK-8 结果显示，与缺氧 0 h 相比，细胞活力在 24 h 下降至 50%（见图 6A）。故选用缺氧 24 h

为缺氧实验条件。Western blot 检测缺氧 24 h 时 HL-1 心肌细胞中 HIF-1α 的表达，结果提示：与空白

组相比，缺氧组中 HIF-1α 表达升高（P<0.01）（见图 6B）。进一步验证了缺氧 24 h 条件下，细胞缺

氧模型构建成功。 

 

注：A：CCK-8 检测缺氧细胞活力(n=4)；B：Western blot 检测 HIF-1α 的表达量(n=3)。与空白组相比，**P<0.01。 

图 6 HL-1 心肌细胞缺氧条件 

Note. A, CCK-8 to detect hypoxic cell viability (n=4). B, Western blot to detect the expression of HIF-1α (n=3). Compared with blank 

group, **P<0.01. 

Figure 6 Hypoxic conditions in HL-1 cardiomyocytes  

2.2.3  速效救心丸对 HL-1 心肌细胞 EdU 掺入的影响  

EdU 染色结果如图 7 所示，EdU 阳性细胞呈绿色荧光，Hoechst 染色细胞核呈蓝色荧光，Merged

是合并图；结果提示：与空白组相比，缺氧组 EdU 阳性率较低（P<0.01）；与缺氧组相比，速效救心

丸组 EdU 阳性率升高（P<0.01）。 
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注：与空白组相比，**P<0.01；与缺氧组相比，##P<0.01。 

图 7 SJP 对 HL-1 心肌细胞 EdU 掺入的影响（n=9） 

Note. Compared with blank group, **P<0.01. Compared with hypoxia group, ##P<0.01. 

Figure 7 Effect of SJP on EdU incorporation in HL-1 cells （n=9（ 

2.2.4  SJP 激活 PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路的变化  

采用 Western blot 检测 3 组 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、p-GSK3B、GSK3B、β-Catenin 的蛋白

表达量。结果显示，与空白组相比，缺氧组 p-PI3K/PI3K、P-AKT/AKT、p-GSK3B/GSK3B、β-Catenin

表达降低（P<0.01）；与缺氧组相比，速效救心丸组 p-PI3K/PI3K、P-AKT/AKT、p-GSK3B/GSK3B、

β-Catenin 表达升高（P<0.05，P<0.01）（见图 8）。 

 

注：与空白组相比，*P<0.05，**P<0.01；与缺氧组相比，#P<0.01，##P<0.01。 

图 8 速效救心丸对 PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路的影响（n=3） 

Note. Compared with blank group, *P<0.05, **P<0.01. Compared with hypoxia group, #P<0.01, ##P<0.01. 

Figure 8 Effect of SJP on PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin pathway（n=3（ 
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酮、川芎萘呋内酯、积雪草酸，根据 PPI 网络分析结果选择靶点： IL6、TNF、SRC、MAPK3、

EGFR、PIK3R1、CCND1，将二者在 Auto Dock Tools 1.5.7 中进行分子对接并计算最低结合能，通过

结合能评估配体与受体的结合活性，结合能<-4.25 kcal/mol 提示配体与受体有一定的结合活性，<-5.0 

kcal/mol 有较好的结合活性，当结合能<-7.0 kcal/mol 时，具有显著的亲和力[20]。对接结果显示，活性

小分子与靶点的对接能均表现出较好的结合活性（见图 9A）。三种成分与 MAPK 均具有较好的亲和

力，其中杨梅酮-MAPK3 显示出最强的结合活性，使用 PyMOL 3.1 软件对对接结果进行可视化处理

（图 9B）。结合模式分析表明，杨梅酮嵌入 MAPK3 的 ATP 结合口袋，其羰基氧原子与 Gln122 残基

形成氢键。同时，杨梅酮的疏水苯环结构深入口袋内部，与周围的疏水残基形成紧密的疏水相互作

用，结合与周围其他残基的不同相互作用共同维持了杨梅酮-MAPK3 复合物的稳定性。 

 

注：A：成分-靶点结合能热图；B：杨梅酮与 MAPK3 对接可视化结果。 

图 9 分子对接结合能数据及可视化结果 

Note. A, Heatmap of component-target binding energy, B, Myricanone-MAPK3 docking visualization results. 

Figure 9 Molecular docking results of component-target binding energy and docking visualization 

3  讨论  

AMI 是由于冠状动脉粥样硬化引起的血管腔变窄，导致心肌缺血缺氧而发生坏死。目前 AMI 治

疗（药物、溶栓和干预）的目的是保存 AMI 后剩余的心肌细胞，降低 AMI 后的发病率和死亡率。因

此，减少 AMI 后梗死面积、加速心肌修复及保存心脏功能对心肌梗死的治疗至关重要。目前，AMI

后心肌修复主要集中于心肌细胞自身的增殖潜能、细胞治疗、直接重编程和受损心脏组织的重建等多

个方面，其中心肌细胞增殖潜力是研究的难点[21]。中药复方具有多成分、多靶点的治疗优势，本研究

对临床常用中成药 SJP 通过网络药理学、实验验证和分子对接，探究其促进心肌修复的分子机制。  

SJP 常用于缓解 AMI 患者血运重建后常伴的心绞痛症状，长期服用速效救心丸可减少心绞痛发作

频率、改善生活质量[6]。前期研究发现 SJP 的疗效与心肌增殖、修复相关[11]。为挖掘该功能的具体机

制，本研究使用网络药理学对 SJP 有效成分进行筛选及靶点预测，通过成分-靶点网络预测心脏修复相

关的潜在机制，并应用体外实验验证。KEGG 通路富集结果表明 PI3K/AKT 通路是与 SJP 参与心肌增

殖、修复的相关性最高的通路之一。而 GO 功能富集分析的结果也印证了这一点，酪氨酸残基磷酸

化、蛋白质自磷酸化、蛋白质磷酸化等生物过程与 PI3K/AKT 通路的激活密切相关；正向调节细胞增
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殖是 PI3K/AKT 通路的作用之一。另外，富集结果中 GSK3B、β-Catenin 是富集于 PI3K/AKT 和蛋白质

自磷酸化生物过程的标志物，且 β-Catenin 是 PPI 网络分析筛选出的关键蛋白之一。多个富集结果表明

PI3K/AKT 通路是 SJP 参与心肌修复的潜在机制。 

在心肌损伤修复过程中，PI3K/AKT 通路是调控心肌细胞增殖、存活及生理性肥大的关键信

号[22]。该通路的激活始于受体酪氨酸激酶与配体的结合，诱导酪氨酸残基自磷酸化，进而招募 PI3K

的 p85 调节亚基，并激活 p110 催化亚基，继而招募并激活下游 AKT，参与心肌修复的调控[23]。Lin Z

等[24]发现 PI3K/AKT 通路被激活后可调控心肌细胞增殖和存活。PI3K/AKT 通路可诱导心脏血管新

生，且对 AMI 后心脏具有保护作用[25, 26]。研究发现，使用 GSK3B 的磷酸化，可促进 β-Catenin 的积

累，从而促进心脏修复[23]。激活 PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路可促进细胞增殖、分化[27,28]，且与

心肌肥厚密切相关[29,30]。因此，本研究基于网络药理学的挖掘结果，通过细胞实验验证 SJP 可激活

PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路诱导缺氧后心肌细胞增殖，从而促进心肌修复。 

细胞实验选用 HL-1 心肌细胞为研究对象，在成功制作出心肌细胞缺氧模型后，通过检测 EdU 观

察不同组别心肌细胞的增殖活性。结果发现，SJP 可显著逆转缺氧组降低的 EdU 阳性率，可见 SJP 可

增加细胞增殖活性。对通路标志物的 Western blot 实验结果发现，使用 SJP 处理后的心肌细胞中 p-

PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 表达升高，同时增加了下游 p-GSK3B、β-Catenin 的表达，说明 SJP 调控了

PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路促进缺氧后心肌细胞的增殖。 

中药存在多成分、多靶点、多途径的特性，为了探索 SJP 参与心肌修复的具体成分和靶向机制，

对网络药理学中获得的关键成分和核心靶点进行分子对接，观察其结合能力。结果发现 SJP 的关键成

分杨梅酮与 MAPK3 具有最好的结合活性。MAPK3 可通过 MAPK/ERK 通路促进心肌细胞的增殖[31]。

杨梅酮与 MAPK3 结合后，可通过变构激活促进其 Thr202/Tyr204 磷酸化，活化的 MAPK3 发生同源二

聚化，并与 MAPK1 协同转位入核，磷酸化并激活 Ras，与 p110 结合，进而激活 PI3K[32]。而目标通

路下游 GSK3B 的活性也受到 MAPK/ERK 和 p90RSK 磷酸化的抑制，提示 MAPK3 可能与目标通路存

在串扰协同作用，促进心肌修复[33]。3 种成分与其他靶点也存在较好的亲和力，如积雪草酸-EGFR、

杨梅酮-PIK3R1 等。积雪草酸结合 EGFR 后，诱导受体同源/异源二聚化及胞内域酪氨酸自磷酸化，招

募 p85α 亚基（PIK3R1），进而激活 PI3K/Akt 通路[34]。而 PIK3R1 与杨梅酮具有较好的结合活性，两

种分子可能存在协同关系，有待进一步实验证明。因此 SJP 的关键成分杨梅酮可能作用于 MAPK3 参

与心肌修复，其也是调控目标通路的潜在靶点。 

本研究仍存在一定的局限性。在线数据库获得的信息多基于分子式和机构的预测，而非经过验证

的结果，可能存在未纳入的未知成分。本研究通过细胞实验验证了 SJP 通过 PI3K/AKT/GSK3B/β-

Catenin 通路促进缺氧后心肌修复，但未进行功能验证实验来明确复方的作用。为了弥补这一点，本

研究进行了分子对接，预测了具体的成分和靶点，结果仍需进一步实验验证，以确定 SJP 的具体成分

在心肌修复中的作用。 

综 上 所 述 ， 本 研 究 通 过 网 络 药 理 学 、 分 子 对 接 及 细 胞 实 验 验 证 了 SJP 通 过 激 活

PI3K/AKT/GSK3B/β-Catenin 通路促进了 AMI 后的心肌增殖。这些结果为中医药研究 AMI 后心肌修复

提供了依据。 
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