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网络药理学研究黄芪注射液次生成分治疗白细胞减少症的机制

曲婷丽*，张楠，周小雪
（山西医科大学 药学院，山西 太原 030001）

摘 要：本研究基于网络药理学、分子对接及体内实验探究黄芪注射液次生成分治疗白细胞减少症的活性成分及

作用机制。根据质谱信息、对照品裂解规律及文献资料对黄芪注射液次生成分中的化学成分进行指认；利用 Swiss 

Target Prediction 平台获取化学成分相关作用靶点；利用 Gene cards 和 Disgenet 数据库筛选白细胞减少症相关靶点；

对得到的成分作用靶点与疾病相关靶点取交集，获得黄芪注射液次生成分发挥升高白细胞作用的潜在靶点，采用 

Cytoscape 3.9.1软件构建“成分-疾病”靶点网络，分析活性成分；将共有靶点导入String网站，进行蛋白互作分析，构

建蛋白-蛋白互作（Protein-Protein Interaction，PPI）网络，分析关键靶点；并对关键靶点进行基因本体（Gene Ontolo‐

gy，GO）功能及京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）分析；通过分子对

接和白细胞减少症小鼠模型对网络药理学的结果进行验证。黄芪注射液次生成分中共鉴定25个化合物，其中黄酮

类 21 个，皂苷类 4 个。黄芪注射液次生成分升高白细胞作用的潜在作用靶点有 121 个，涉及 486 个生物过程、68 个

细胞组分、96个分子功能和155条信号通路。筛选得到异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷、紫云英苷、6″-O-乙酰基毛蕊

异黄酮苷、6″-O-乙酰基芒柄花苷、汉黄芩素等 5 个潜在活性成分，细胞肿瘤抗原 p53（Cellular Tumor Antigen P53，

TP53）、RAC-2 丝氨酸/苏氨酸-蛋白激酶（RAC-alpha Serine/threonine-Protein Kinase，AKT）、白细胞介素-6（Znter‐

lew Kin-6，IL6）等 8 个关键靶蛋白，以及磷脂酰肌醇 3 激酶–蛋白激酶 B 信号通路、Janus 激酶-信号转导子和转录

激活子信号通路等信号通路。5 个潜在活性成分均与关键靶点有较强的结合活性，黄芪注射液次生成分可回调白

细胞减少症小鼠血清中 IL-6和G-CSF的含量。黄芪注射液次生成分可能是通过异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷、紫

云英苷、6″-O-乙酰基毛蕊异黄酮苷、6″-O-乙酰基芒柄花苷、汉黄芩素等活性成分，作用于TP53、AKT1、IL6等关键

靶点，通过磷脂酰肌醇3激酶–蛋白激酶B信号通路和 Janus激酶-信号转导子和转录激活子信号通路，发挥升高白

细胞的作用。

关键词：黄芪注射液次生成分；网络药理学；分子对接；体内实验；活性成分

中图分类号：R285   文献标志码：A   文章编号：0253-2395（2025）02-0252-13

Exploring the Mechanism of Secondary Components of Huangqi Injection in 

the Treatment of Leukopenia Using Network Pharmacology

QU Tingli*, ZHANG Nan, ZHOU Xiaoxue

(School of Pharmaceutical Science, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China)

Abstract: The objective of this study was to investigate the active components in secondary components of Huangqi injection and its 

mechanism for the effect on leukopenia using network pharmacology, molecular docking and in vivo experiments. According to the 

mass spectrometry information, the cleavage law of the reference substance and the reference literatures, the chemical compositions 
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in secondary components of Huangqi injection were identified; Swiss Target Prediction platform was used to obtain the relevant tar‐

gets of the druggable components; leukopenia-related targets was screened by Gene cards and Disgenet databases; the intersections 

between the obtained component targets and disease-related targets were used to obtain the potential targets of secondary compo‐

nents of Huangqi injection in treating leukopenia, and the "component targets-disease targets" network was constructed by Cyto‐

scape 3.9.1 software to analyze the active ingredients; the common targets were imported into the String website for protein-protein 

interaction analysis to identify key targets; Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

pathway were carried out through bioinformatics website; molecular docking and leukopenia mouse models were used to verify the 

results of network pharmacology. A total of 25 compounds were identified in secondary components of Huangqi injection, including 

21 flavonoids and 4 saponins. There are 121 potential targets for secondary components of Huangqi injection in treating leukopenia, 

involving 486 biological processes, 68 cellular components, 96 molecular functions and 155 signaling pathways. Five potential ac‐

tive ingredients including Isorhamnetin-3-O-β-gentiobioside, Astragalin, 6"-O- acetylCalycosin-7-O-D-glycoside, 6"-O-acetylono‐

nin, and Wogonin, 8 key target proteins including TP53, AKT1, IL6 and signaling pathways such as Phosphatidylinositol-3-kinase/

protein kinase B (PI3K-Akt) signaling pathway, Janus kinase-signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT) signaling 

pathway were obtained. The 5 potential active ingredients have strong binding affinity to the key targets. Secondary components of 

Huangqi injection could significantly regulate the contents of IL-6 and G-CSF in serum of leukopenia mice. Isorhamnetin-3-O-β

-gentiobioside, Astragalin, 6"-O- acetylCalycosin-7-O-D-glycoside, 6"-O-acetylononin, and Wogonin are the active components of 

secondary components of Huangqi injection, which may act on key targets such as TP53, AKT1, IL6, etc, key pathways including 

PI3K-Akt signaling pathway, and JAK-STAT signaling pathway to play its therapeutic leukopenia.

Key words: secondary components of Huangqi injection; network pharmacology; molecular docking; in vivo; active components

0 引言 

白细胞减少症是指外周血白细胞总数低于

4.0×109/L 的情况，是肿瘤患者放疗和化疗过程

中的常见不良反应［1］。白细胞减少症使得机体

免疫功能低下，易诱发感染，严重的可危及生

命［2］。目前临床上治疗白细胞减少症的药物主

要 包 括 生 物 技 术 药 物 粒 细 胞 集 落 因 子（G-

CSF）、西药、中药等，其中 G-CSF 效果较好，但

费用昂贵，西药的毒副作用较多［3］，中药由于

其副作用较少，在白细胞减少症治疗中得到广

泛应用。中医将白细胞减少症归属于“虚损”

“虚劳”等范畴，临床常以健脾益肾、补益气血

等为治疗原则［4-5］，选用补中益气丸［6］、驴胶补

血颗粒［7］、芪胶升白胶囊［8］等方药进行治疗。

中药黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus 
membranaceus（Fisch.）Bge.var.mongholicus（Bge.）
Hsiao 或 膜 荚 黄 芪 Astragalus membranaceus
（Fisch.）Bge. 的根。黄芪注射液是由黄芪药材

经水提醇沉法制备而成［9］。文献［10-13］及课

题组前期研究发现［14］：黄芪注射液具有升高白

细胞的作用，但药效活性成分尚不明确。黄芪

注射液中的成分可分为初生成分和次生成分，

初生成分主要有有机酸类（如醋酸、苹果酸、富

马酸）、氨基酸类（如丙氨酸、脯氨酸、亮氨酸）、

糖类（如葡萄糖、蔗糖）等，次生成分主要是黄

酮类（如毛蕊异黄酮苷、芒柄花苷、紫檀烷苷）

和皂苷类（如黄芪甲苷）成分［15］。

课题组前期采用液相色谱-质谱（LC-MS）
代谢组学方法，确定黄芪注射液次生成分有升

高白细胞的作用，且升白机制可能与干预亚油

酸代谢途径、烟酸和烟酰胺代谢途径、三羧酸

循环途径有关［16］，但前期研究只证明黄芪注射

液次生成分有升白作用，对于次生成分中具体

的化学成分及具有升白作用的药效成分并不清

楚。本研究采用超高效液相色谱串联四极杆静

电 场 轨 道 阱 质 谱（UPLC-Q Exactive Orbitrap-
HRMS）方法对黄芪注射液次生成分中的化学

成分进行鉴定，进一步采用网络药理学、分子

对接及体内实验的方法，探究黄芪注射液次生

成分升高白细胞的药效成分及作用机制，可为

寻找黄芪注射液中具有升高白细胞作用的药效

物质奠定基础。

1 材料与方法 

1.1　药物及动物　

黄芪注射液（规格：10 mL/支（2 g/ mL），批

号：230530B1，神威药业集团有限公司），注射
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用环磷酰胺（规格：200 mg/瓶，批号：8J270A，

axter Oncology Gmbh）。雄性 ICR 小鼠（SPF 级，

体质量 18 g~20 g，北京斯贝福技术有限公司）。

色谱甲醇（色谱纯，LOT 230522，天津市康科德

科技有限公司）。

1.2　数据库与软件　

Disgenet 数 据 库 （http：//www. disgenet.
org/）、 GeneCards 数 据 库（https：//www. gene‑
cards. org/）、Venny 2.1.0（https：//bioinfogp. cnb.
csic.es/tools/venny/index.html）、RCSB PDB 数据

库（https：//www. rcsb. org/）、PubChem 数 据 库

（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）、String 网站

（https：//string-db.org/）、DAVID（https：//david.
ncifcrf.gov/）数据库、Cytoscape 软件（版本号：

3.9.1）、Pymol 软件（版本号：2.6.0）、AutoDock 软

件（版本号：4.2.6）、微生信网站（https：//www.
bioinformatics.com.cn/）。

1.3　黄芪注射液次生成分中化学成分分析　

参照课题组之前建立的方法［16］制备黄芪

注射液次生成分。

对照品溶液的制备取毛蕊、异黄酮、紫檀烷苷

等的对照品，精密称重，用色谱甲醇溶解，依次配

成质量浓度分别为 56.48 μg/mL、75.48 μg/mL、

86.70 μg/mL、 81.28 μg/mL、 24.52 μg/mL、

83.68 μg/mL、 8.352 μg/mL、 9.808 μg/mL、

53.92 μg/mL、43.68 μg/mL、63.36 μg/mL、108.80 
μg/mL的混合标准品溶液，备用。

供试品溶液制备取活化的 SPE C18 固相萃

取小柱（江苏汉邦科技股份有限公司）（甲醇活

化，蒸馏水洗脱至无醇味），将 10 mL 黄芪注射

液次生成分上样，待完全吸附后，先用 15 mL 水

洗脱，继续使用体积分数为 70% 甲醇 15 mL 洗

脱，收集 70% 甲醇洗脱液，蒸干，加甲醇溶解，

定容至 1.0 mL 容量瓶中。

色谱条件采用高分辨液质联用仪（美国

Thermo Scientific Q Exactive 公司），以 ACQUI‑
TY UPLC®HSS T3 为色谱柱（美国 Waters 公

司，型号：2.1 mm×100 mm，1.8 μm），乙腈（色谱

纯，LOT 230418，天津市康科德科技有限公司）

（A）-水（B）为流动相，梯度洗脱如下：0~3 min，
20%A； 3~6 min， 20%~27%A； 6~10 min，
27%A；10~12 min，27%~43%A；12~16 min，

43%~60%A；16~20 min，60%~100%A；20~
24 min，100%A；24~26 min，100%~20%A，流速

0.3 mL/min，进样量 2.0 μL，柱温 35 ℃，检测波

长 230 nm。灭菌注射液用水（1903093205，石家

庄四药有限公司）。 IL-6 试剂盒（202310），G-

CSF 试剂盒（202309）均购于江苏酶免实业有限

公 司 。 毛 蕊 异 黄 酮 -7-O- β -D- 葡 萄 糖 苷

（20120428），7，2'-二羟基-3'，4'-二甲氧基异黄

酮 -7-O- β -D-葡萄糖苷（20100202），芒柄花素

（20120528），3- 羟 基 -9，10- 二 甲 氧 基 紫 檀 烷

（20120505），黄芪皂苷 IV（20120315），黄芪皂

苷 III（20120516），黄芪皂苷 II（20110503），黄

芪皂苷 I（20111125）：均购于上海永恒生物科

技有限公司；毛蕊异黄酮（13082713），芒柄花

苷（13021808）：均购于成都曼思特生物科技有

限公司。

质谱条件 离子源为电喷雾电离（Electro‑
spray Ionization，ESI），正负离子同时扫描，电离

电压均为 3 500 V，鞘气流速 35 个流量单位，辅

助气流速 10 个流量单位，毛细管温度 320 ℃，探

头加温器温度 300 ℃，数据采集范围 m/z 150~
1 500，质量分辨率 70 000。
1.4　网络药理学方法　

1.4.1　疾病靶点和黄芪注射液次生成分靶点的

筛选

以 leukopenia 为检索词，分别在 Genecards 数

据库（https：//www.genecards.org/）和 Disgenet 数
据库（https：//www.disgenet.org/）中进行检索，

合并去重后获得白细胞减少症相关靶点。

将鉴定好的黄芪注射液次生成分名称输入

到 Pubchem 有 机 小 分 子 生 物 活 性 数 据 库

（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）中检索 Ca‑
nonical SMILES，后将 Canonical SMILES 复制到

Swiss Target Prediction 平台行靶点预测，合并去

重后获得黄芪注射液次生成分的靶点。将白细

胞减少症和黄芪注射液次生成分的靶点利用

Venny 2.1.0 在线工具 （https：//bioinfogp.cnb.csic.
es/tools/venny/）进行相交，获得黄芪注射液次

生成分治疗白细胞减少症的靶点。

1.4.2　黄芪注射液次生成分-疾病-作用靶点网络

构建及蛋白-蛋白互作（protein-protein interaction， 
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PPI）网络构建　

黄芪注射液次生成分-疾病-作用靶点网络

图通过 Cytoscape 3.9.1 软件构建，利用该软件的

插件 CytoNCA 对节点的度中心性（Degree）值进

行计算，选取 Degree 值排名前五的作为核心

成分。

将 上 述 交 集 靶 点 导 入 至 String 平 台

（https：//cn.string-db.org/），种类选择“Homo sa‑
piens”，隐藏网络中未被连接的靶点，其余参数

保持默认，并将得到数据的“.tsv”文件导入 Cy‑
toscape 3.9.1 软件对其进行可视化分析，利用 Cy‑
toNAC 插件对 PPI 网络的中介中心性（between‑
ness， BC）、接近中心性（closeness， CC）、度中心

性（Degree， DC）进行计算，选择大于经过两次

BC、CC、DC 的均值筛选的靶点作为黄芪注射液

次生成分治疗白细胞减少症的关键靶点。

1.4.3　功能富集分析　

将 采 用 DAVID（https：//david. ncifcrf. gov/）
数据库对治疗白细胞减少症的靶点进行基因本

体分析（Gene Ontology， GO）和京都基因与基

因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes， KEGG）通路富集分析。并将结果导

入在线绘图工具微生信（https：//www.bioinfor‑
matics.com.cn/）进行可视化。

1.5　分子对接　

选取 PPI 网络的核心靶点与“黄芪注射液

次生成分-疾病-作用靶点网络”的活性成分进

行分子对接，通过 RCSB PDB 数据库（https：//
www.rcsb.org/）获得核心靶点的三维晶体结构

的“pdb”格 式 ，PubChem 数 据 库（https：//pub‑
chem. ncbi. nlm. nih. gov/）获 得 活 性 成 分 三 维 结

构 ，使 用 AutoDock 软 件 进 行 对 接 ，结 合 能

<-5 kcal/mol 表示具有较好的结合活性，结合

能<-7 kcal/mol 表明具有强烈的结合活性，使

用 Pymol 2.6.0 对对接结果进行可视化。

1.6　体内验证实验　

将小鼠适应性喂养 7 d 后，随机分为空白

组、模型组和黄芪注射液次生成分组，每组 10 只。

模型组和次生成分组小鼠均腹腔注射环磷酰胺

80 mg/kg 进行造模，空白组则注射相同体积的灭

菌注射液用水。造模 3 d后给药，黄芪注射液次生

成分组给药剂量为 0.08 mL/10 g，空白组和模型

组腹腔注射等体积灭菌注射用水，连续给药 7 d。
在实验第 11 天将小鼠眼球摘取并收集血液，

待血液自然沉降后于 4 ℃、3 500 r/min 的转速下

用高速冷冻离心机（上海力新仪器，型号：KDC-
149HRNeofuge 15R）离心 15 min，吸取上清液于

0.2 mL EP 管中，置于-80 ℃环境下储存。

采用酶联免疫吸附法检测小鼠血清中白细

胞介素 -6（IL-6）和粒细胞集落刺激因子（G-

CSF）含量。动物实验已获得山西医科大学医

学伦理委员会批准（编号：2024SJJLL156）。

2 实验结果 

2.1　黄芪注射液次生成分中化学成分分析　

采 用 UPLC-Q Exactive Orbitrap-HRMS 技

术对黄芪注射液次生成分中的化学成分进行

研究，其总离子流图如图 1 所示，共鉴定了 25
个化合物，其中包括 21 个黄酮类成分，4 个皂

苷类成分。首先对已有的 10 个对照品化合物

（毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷（20120428），

7，2'-二羟基-3'，4'-二甲氧基异黄酮-7-O-β-D-

葡 萄 糖 苷（20100202），芒 柄 花 素（20120528），

3-羟基-9，10-二甲氧基紫檀烷（20120505），黄

芪 皂 苷 IV （20120315） ，黄 芪 皂 苷 III
（20120516），黄芪皂苷 II（20110503），黄芪皂

苷 I（20111125）；毛蕊异黄酮（13082713），芒柄

花苷（13021808））的色谱保留时间、紫外吸收

光谱图和质谱图进行了分析，对于其他化合

物的指认，根据精确分子量，依据误差小于白

万分之五，计算可能的化学组成，最后通过碎

片离子峰与文献资料报道［17-23］，来推断可能

的化学结构。经鉴定黄芪注射液次生成分中

含有 25 种成分，鉴定结果见表 1。

2.2　网络药理学　

2.2.1　疾病靶点获取　

在 Genecards 数据库中以相关值 Relevance>
1 作为筛选条件，共筛选到 729 个白细胞减少症

相关靶点。在 Disgenet 数据库中检索到 440 个

与白细胞减少症有关的靶点，合并去重后得到

947 个靶点。

2.2.2　黄芪注射液次生成分治疗白细胞减少症的

靶点获取　

通过鉴定，从黄芪注射液中共获得 25 个次
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生成分。在 Swiss Target Prediction 平台进行靶

点预测，去除重复靶点后共获得 633 个黄芪注

射液次生成分的靶点。将白细胞减少症（947
个靶点）和黄芪注射液次生成分的靶点进行相

交，共获得 121 个交集靶点（图 2）。

2.2.3　黄芪注射液次生成分-疾病-作用靶点网络

构建

利用 Cytoscape 3.9.1 软件，构建黄芪注射液次

生成分-疾病-作用靶点网络（图 3），共包括 148 个

节点，758 条边，Degree 值排名前 5 的成分分别为

异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷、紫云英苷、6″-O -
乙酰基毛蕊异黄酮苷、6″-O -乙酰基芒柄花苷、汉

黄芩素，因此这 5 种成分可能是黄芪注射液次生

成分治疗白细胞减少症的关键成分。

2. 2. 4　PPI网络构建　

将 121 个交集靶点导入到 String 平台以获得

PPI 网络信息，隐藏掉不被连接的靶点后该网络

共包含 119 个节点和 1 650 条边，对拓扑分析得出

的 BC、CC、DC 数据进行均值计算，以确定最终的

核心靶点。第一次筛选：在这个步骤中，选取的

是那些数值都高于各项均值的靶点，总共得到 22
个符合条件的靶点。第二次筛选：在第一次筛选

的基础上，再次进行筛选，同样选取数值高于各

项均值的靶点，总共得到了 8 个符合条件的靶点。

图2　黄芪注射液次生成分-白细胞减少症交集靶点韦恩图

Fig.  2　Venn diagram of secondary components of Huangqi 

injection targets and leukopenia targets

图1　黄芪注射液次生成分总离子流图

（a） 正离子流图； （b）负离子流图

Fig.  1　Total ion diagrams of secondary components of 

Huangqi injection

(a) diagram of positive ion; (b) diagram of negative ion

表1　化学成分鉴定结果

Table 1　The result of chemical composition identification

序号序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

成分成分

毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷

7,2'-二羟基-3'，4'-二甲氧基异黄酮-7,2'-二-O-β-D-葡

萄糖苷

紫云英苷

异鼠李素-7-O-葡萄糖苷

异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷

红车轴草素-7-O-吡喃葡萄糖苷

6”-O-乙酰毛蕊异黄酮-7-O-D-葡萄糖苷

紫檀烷苷

芒柄花苷

9,10-二甲氧基紫檀烷-3-O-β-D-葡萄糖苷

异鼠李素

7,2'-二羟基-3'，4'-二甲氧基异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷

甘草素

红车轴草素

毛蕊异黄酮

汉黄芩素

6”-O-乙酰基芒柄花苷

3-羟基-9,10-二甲氧基紫檀烷

黄芪皂苷 IV
芒柄花素

黄芪皂苷 II
黄芪皂苷V
黄芪皂苷VII

7,2-二羟基-3,4-二甲氧基异黄酮

（3R）-8,2'-二羟基-7,4'-二甲氧基异黄酮
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因此核心靶点分别为细胞肿瘤抗原 p53（TP53）、

丝氨酸/苏氨酸激酶 1（AKT1）、白细胞介素-6
（IL6）、信号传导及转录激活蛋白 3（STAT3）、肿

瘤坏死因子（TNF）、表皮生长因子受体（EGFR）、

白蛋白（ALB）、热休克蛋白 90 α 家族 A 类成员

1（HSP90AA1），图 4 为核心靶点筛选的可视化

过程。

2.2.5　功能富集分析　

将黄芪注射液次生成分治疗白细胞减少症

的 交 集 靶 点 进 行 GO 和 KEGG 富 集 分 析 。

KEGG 中共获得 155 条信号通路，图 5（a）给出

了 P 值最小的前 20 条通路，结果显示，黄芪注

射液次生成分治疗白细胞减少症主要与癌症、

白血病、病毒感染、免疫细胞等相关途径相关，

主要包括高级糖基化终末产物 -受体、磷脂酰

肌醇 3 激酶–蛋白激酶 B 信号通路、EGFR 酪
氨酸激酶抑制剂耐药、人类 T 细胞白血病病毒

1 感染、Janus 激酶-信号转导子和转录激活子信

号通路、Toll 样受体信号通路和叉头框蛋白 O
信号通路。GO 分析结果显示生物过程（BP）占

486 条，细胞组成（CC）占 68 条，分子功能（MF）
占 96 条，图 5（b）给出了 P 值最小的前 10 个结

果，在 BP 方面，黄芪注射液次生成分能够调节

炎症反应、凋亡过程的负调节、磷酸化等；在

CC 方面，黄芪注射液次生成分调控的蛋白主要

定位在细胞核、细胞质、质膜等；在 MF 方面，黄

芪注射液次生成分主要富集在蛋白结合、相同

蛋白结合、ATP 结合等。

图4　黄芪注射液次生成分治疗白细胞减少症交集靶点的PPI网络图

注：Degree值越高，节点颜色越深，面积越大；Degree值越低，节点颜色越淡，面积越小。

Fig.  4　PPI network for common targets of secondary components of Huangqi injection in the effects on leukopenia

Note: The higher the Degree value, the darker the node color, the larger the area; the lower the Degree value, the lighter the node 

color, the smaller the area.

图3　黄芪注射液次生成分-疾病靶点网络图

注：粉色椭圆代表次生成分，紫色长方形代表交集靶点，绿色V形代表白细胞减少症，橙色三角形代表黄芪注射液次生成分。

Fig.  3　Network of secondary components of Huangqi injection targets-disease targets

Note: The Pink Ellipse represents the secondary components, the purple rectangle represents the intersecting targets, the Green V 

represents the leukopenia, and the orange triangle represents the secondary components of Huangqi injection.
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2.3　分子对接　

PPI 网络的核心靶点和 PDB 数据库检索号

分别为 TP53（PDBID：3D06）、AKT1（PDBID：

1UNQ）、IL6（PDBID：1ALU）、STAT3（PD‑
BID：5AX3）、TNF（PDBID：1A8M）、EGFR
（PDBID：3VRP） 、ALB （PDBID：1AO6） 、

HSP90AA1（PDBID：1BYQ）。“黄芪注射液次生

成分-疾病-作用靶点网络”的活性成分为异鼠

李素-3-O-β-龙胆二糖苷、紫云英苷、6″-O-乙

酰基毛蕊异黄酮苷、6″-O-乙酰基芒柄花苷、汉

黄芩素，作为分子对接化合物。

对接结果显示（表 2）：5 个成分均能与 8 个

蛋白较好的结合（结合能 ≤ -5.0 kcal/mol），5
个成分与 EGFR 靶点、ALB 靶点结合能力强，说

明这 5 个成分可能为黄芪注射液次生成分发挥

升高白细胞作用的活性成分，EGFR、ALB 可能

为黄芪注射液次生成分发挥作用的关键靶标。

使用 PyMOL 2.6 软件将 8 个靶点与结合能最低

的活性成分进行对接结果的可视化分析（图

6），TP53 与异鼠李素 -3-O- β -龙胆二糖苷在

ARG-110、SER-269、PHE-113 位 形 成 氢 键 ，

AKT1 与异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷在 SER-

56、TRP-80 位形成氢键，IL-6 与异鼠李素 -3-
O-β-龙胆二糖苷在 GLN-127、LYS-120、VAL-
96、ASN-144、PRO-139 位形成氢键，STAT3 与

6″-O -乙酰基毛蕊异黄酮苷在 ASP-140、ARG-

58、TYR-27、GLN-96 位形成氢键，TNF 与紫云

英苷在 GLN-125、ASN-34、ASP-31、ASN-30 位

形成氢键，EGFR 与 6″-O-乙酰基芒柄花苷在

LEU-44、SER-40、ASP-245 位形成氢键，ALB
与 6″-O- 乙 酰 基 毛 蕊 异 黄 酮 苷 在 LYS-351、
SER-232 位 形 成 氢 键 ，HSP90AA1 与 异 鼠 李

素 -3-O- β -龙胆二糖苷在 GLY-132、ASN-51、
PHE-138、ASN-106 位形成氢键。

2.4　黄芪注射液次生成分对白细胞减少症小鼠血

清中 IL-6及G-CSF含量的影响　

IL-6 及 CSF 是磷脂酰肌醇 3 激酶 -蛋白激

酶 B 信号通路和 Janus 激酶-信号转导子和转录

激活子信号通路中的重要因子，因此实验通过

测定白细胞减少症小鼠血清中 IL-6 及 G-CSF
的含量，对网络药理学的结果进行验证，结果

如图 7 所示：与空白组比较，使用环磷酰胺造模

后小鼠血清中的 IL-6 和 G-CSF 质量浓度分别

从 88.68 pg·mL -1 和 955.04 ng·L -1 显著升高至

215.21 pg·mL-1 和 1 228.40 ng·L-1（P<0.01），

黄芪注射液次生成分能回调环磷酰胺所致的

IL-6（P<0.01）及 G-CSF（P<0.01）的升高。说

明黄芪注射液次生成分可调节小鼠血清中 IL-6
及 G-CSF 的水平，从而作用于磷脂酰肌醇 3 激

酶-蛋白激酶 B 信号通路和 Janus 激酶-信号转

导子和转录激活子信号通路发挥升高白细胞的

作用，验证了网络药理学的结果。

图5　功能富集分析图

（a） 交集靶点的KEGG通路富集分析； （b）交集靶点的GO分析。

Fig.  5　Diagram of functional enrichment analysis

(a) KEGG pathway enrichment analysis of intersecting targets; (b) GO analysis of intersecting targets.
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3 分析与讨论 

本研究先通过网络药理学对黄芪注射液次

生成分中升白的药效成分、靶点、通路进行预

测，接着通过分子对接对预测的药效成分及靶

点的对接情况进行评价，最后采用白细胞减少

症小鼠模型分析黄芪注射液次生成分对预测的

关键通路中细胞因子的影响，以寻找黄芪注射

液次生成分中治疗白细胞减少症的药效成分，

并对其发挥作用的机制进行分析。结果显示黄

芪注射液次生成分中的异鼠李素-3-O -β-龙胆

二糖苷、紫云英苷、6″-O -乙酰基毛蕊异黄酮

表2　活性成分与核心靶点的分子对接结果

Table 2　Molecular docking between core active components and key targets

活性成分

异鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷

紫云英苷

6″-O-乙酰基毛蕊异黄酮苷

6″-O-乙酰基芒柄花苷

汉黄芩素

结合能/（kcal·mol-1）

TP53
(3D06)
-7.9
-7.7
-7.5
-7.8
-7.3

AKT1
(1UNQ)

-7.5
-7.3
-6.8
-6.9
-6.2

IL6
(1ALU)

-7.3
-6.7
-7.0
-7.1
-6.3

STAT3
(5AX3)
-7.8
-7.0
-8.4
-8.2
-7.7

TNF
(1A8M)
-7.2
-7.6
-7.2
-7.0
-6.5

EGFR
（3VRP）

-8.2
-8.2
-8.5
-8.7
-7.2

ALB
(1AO6)
-8.9
-8.6
-9.3
-9.1
-7.7

HSP90AA1
（1BYQ）

-8.7
-7.5
-7.9
-7.6
-7.8

图6　活性成分与核心靶点的分子对接结果可视化

Fig.  6　Visualization of molecular docking results of active components and key targets
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苷、6″-O -乙酰基芒柄花苷、汉黄芩素 5 种活性

成 分 可 通 过 干 预 TP53、AKT1、IL6、STAT3、
TNF、EGFR、ALB、HSP90AA1 等关键靶点，作

用于磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶 B 信号通路、

Janus 激酶-信号转导子和转录激活子信号通路

等信号通路，发挥升高白细胞的作用。

根据本研究建立的“成分-疾病-作用靶点”

网络图，筛选得到 Degree 值高的活性成分有异

鼠李素-3-O-β-龙胆二糖苷、紫云英苷、汉黄芩

素是黄酮类成分，6″-O -乙酰基毛蕊异黄酮苷、

6″-O -乙酰基芒柄花苷为异黄酮类成分，5 种活

性成分在黄芪注射液次生成分中的含量均较

低，但 Degree 值高于含量较高的毛蕊异黄酮

苷、芒柄花苷、紫檀烷苷。文献［24］报道：毛蕊

异黄酮苷、芒柄花苷具有升高白细胞的作用，

前期研究发现［25］：黄芪中的总黄酮具有升高白

细胞的作用。本研究分析中也发现，毛蕊异黄

酮苷、芒柄花苷、紫檀烷苷能与白细胞减少症

相关靶点很好结合，但 Degree 值小于上述的 5
种成分，这说明黄芪注射液次生成分中除了含

量较高的黄酮类成分具有升高白细胞的作用

外，对于微量成分其升白的作用也不容忽视，

因此我们应关注此类微量成分。

在以上筛选的关键靶点及通路中，TP53 是

一种抑癌基因［26］，是细胞应激反应和造血干细

胞稳态的中枢调节因子［27］，TP53 编码产生的

p53 蛋白在诱导细胞凋亡、调控细胞周期方面

发挥重要的作用［28］；AKT1 激活后会磷酸化下

游的靶蛋白，调控其活性，而抵抗细胞凋亡［29］，

对白细胞存活具有重要意义［30］；IL-6 在自身免

疫、慢性炎症、肿瘤等疾病中均具有重要作

用［31］，与淋巴细胞、粒细胞在内的白细胞生长

和分化有关［32］，会破坏骨髓造血的微环境，导

致骨髓抑制，抑制造血干细胞增殖分化，从而

导致白细胞降低［33］；STAT3 是信号转导及转

录激活因子的家族成员之一，在肿瘤细胞增

殖、侵袭和迁移以及免疫逃逸等方面发挥重要

的作用［34］，可被多种细胞因子和生长因子激活

而发挥功能，如 G-CSF 可通过激活 STAT3 促

进粒细胞增殖［35］，IL-6 可激活 STAT3 刺激 B
细胞增殖［36］。TNF 主要由活化的巨噬细胞、T
淋巴细胞和自然杀伤细胞产生，为炎症和细胞

死亡等生物学功能传递分子信号［33 ，37-38］；EGFR
主 要 与 白 细 胞 增 殖 、调 节 免 疫 等 功 能 相

关［39-41］，对细胞的生长、增殖和分化等生理过

程发挥重要作用［40］。

磷脂酰肌醇 3 激酶 -蛋白激酶 B 信号通路

在细胞增殖、细胞凋亡等细胞反应中起关键作

用［42］，可维持造血干细胞的稳态和定向分化，

与白细胞减少症密切相关［43］，参与白细胞等各

种细胞的生长发育过程［44］，研究表明：重组灵

芝免疫蛋白、苗方芪胶升白胶囊均可通过磷脂

酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶 B 信号通路治疗白细

胞减少症［45-46］；Janus 激酶 -信号转导子和转录

激活子信号通路可转导多种信号并调节多重生

物学过程，如参与包括白细胞和血小板在内的

各种细胞的生长发育过程，并调控一系列免疫

应答行为［44 ， 47］。

注：**：与空白组比较，P<0. 01；##：与模型组比较，P<0. 01）。
图 7　黄芪注射液次生成分对小鼠血清中 IL-6和G-CSF含量的影响

Fig.  7　Effect of secondary components of Huangqi injection on the contents of IL-6 and G-CSF in serum of mice
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4 结论 

本 论 文 采 用 UPLC-Q Exactive Orbitrap-
HRMS 方法对黄芪注射液次生成分中的化学成

分进行鉴定，共鉴定了 25 个成分，通过网络药

理学对黄芪注射液次生成分中的活性化学成分

进行预测分析，以 Degree 值筛选出 5 个活性成

分，主要为黄酮类化合物；黄芪注射液次生成

分可通过多靶点、多通路的协调机制来治疗白

细胞减少症，可作用于磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋白

激酶 B 信号通路（与造血系统相关），通过恢复

造血系统稳态、促进骨髓造血来升白；可作用

于 Janus 激酶-信号转导子和转录激活子信号通

路（与免疫调节相关）促进相关免疫应答来治

疗白细胞减少症。后续课题组将通过分离或购

买 5 种活性成分，分别对其升白作用进行研究；

且进一步通过分子生物学技术对通路中的关键

蛋白进行分析，确定黄芪注射液次生成分升高

白细胞的作用机制。
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