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青黛作用于急性幼粒细胞白血病的可视化

“药靶蛋白模型”分析
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（１青岛大学基础医学院，青岛，２６６０３３；２山东中医药大学中医药创新研究院，济南，２５００１４）

摘要　目的：目前青黛已是治疗急性幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）的临床有效药物，但其分子机制与物质基础仍不明确。基于
此本研究构建青黛与ＡＰＬ可视化药靶蛋白模型，以探究青黛作用于 ＡＰＬ的分子机制。方法：通过 ＧＥＯ数据库检索 ＡＰＬ
微阵列芯片分析ＡＰＬ差异表达基因，使用ＴＣＭＳＰ数据库筛选青黛活性成分，结合ＰｕｂＣｈｅｍ和ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ匹配活
性成分的靶基因并进行富集分析。Ｓｔｒｉｎｇ用于挖掘并构建ＡＰＬ可视化蛋白互作数据，将其读入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ，通过Ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ
实现网络拓扑分析。综合ＡＰＬ差异表达基因，通过Ｓｙｂｙｌ与青黛活性成分构建药靶蛋白模型。结果：筛选出３张 ＡＰＬ微
阵列芯片，１６４个差异表达基因，９种青黛活性成分，５４１个靶基因，这些靶点较多地参与细胞凋亡、药物结合、癌症途径、慢
性粒细胞白血病等，这些都在ＡＰＬ中起重要作用。拓扑分析显示ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ为核心基因，将其与青黛９种活性成分进
行药靶蛋白模型预测，显示靛玉红和靛蓝与核心基因结合度最佳。结论：ＡＰＬ是受多基因调控的复杂疾病，而青黛成分中
靛玉红和靛蓝可通过结合ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ作用于ＡＰＬ的发生发展。
关键词　急性幼粒细胞白血病；青黛；药靶蛋白模型；靛玉红；靛蓝；基因；网络药理；生物信息
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　　急性早幼粒细胞白血病（ＡｃｕｔｅＰｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃ Ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＰＬ）是急性髓系白血病的 Ｍ３亚型，根据
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其发热、出血、贫血、感染和浸润等临床表现，可归类

于中医“虚劳”“血证”“温病”等范畴。古代文献中虽

无白血病之名，但有较多疾病症状的相似记载。《圣

济总录》：“热劳之证，心神躁、面赤、头痛、眼涩、唇焦、

身体壮热，烦渴不止，口舌生疮，食欲无味，肢体疼痛，

多卧少起或时汗，日渐赢疫者是也”［１］。《素问·腹中

论》记载：“病至则先闻腥臊臭，出清液，先唾血，四肢

清，目眩，时时前后血……病名血枯”［２］。《普济方》

曰：“夫热劳者，由心肺实热，伤于气血，气血不和，脏

腑壅滞，积热在内，不能宣通所致也”［３］。上述症状均

与ＡＰＬ的临床表现相似。应用全反式维甲酸、三氧化
二砷联合化疗是ＡＰＬ的标准治疗方案［４］，这很大程度

上提高了疾病缓解率，但是维甲酸综合征、高白细胞

危象、高颅压综合征等不良反应和高复发率促使临床

不断探究新的治疗方法，而中药效缓、稳定、不易产生

耐药性更可以缓解化疗的不良反应，使中药成为ＡＰＬ
的综合治疗中不可或缺的一部分。周霭祥教授临床

应用青黛治疗白血病多年［５］，疗效确切，但其作用机

制尚不明确，值得进一步探究。

１　研究对象
青黛，别名靛花、靛沫、蓝靛，为双子叶爵床科植

物马蓝、蓼科植物蓼蓝、豆科植物木蓝或十字花科植

物菘蓝的茎叶经加工制得的干燥粉末或团块，味咸

苦，性寒，归肝经，具有清热解毒、凉血止血、入营化

斑、清肝泻火等功效，主治温病热盛、小儿惊痫、斑

疹、吐血、咯血、疮肿、丹毒、蛇虫咬伤等。青黛在古

代医书中的药用记载始于《药性论》［６］，君，味甘，

平。能解小儿疳热，消瘦，杀虫。另《本草求真》［７］

云，青黛专入肝，系蓝靛浮沫，搅澄，掠出取干而成。

味咸性寒，色青，大泻肝胆实火及肝经郁热。《本草

衍义补遗》［８］所言青黛能收五脏之郁火，解热度，泻

肝，消食积。可见先人对于青黛的药效有所肯定，而

自二十世纪九十年代有大量的成功病例显示将青黛

及其方剂用于治疗急性早幼粒细胞白血病有良好的

治疗效果［９１１］。有研究证实［１２］青黛的有效成分靛玉

红具有抗肿瘤活性，用同位素标记前体分别渗入肿

瘤组织的ＤＮＡ、ＲＮＡ及蛋白质的研究显示，靛玉红
可以抑制急性幼粒细胞白血病患者的白血病细胞的

ＤＮＡ合成代谢，轻微抑制 ＲＮＡ合成，证实青黛有抗
肿瘤的作用，但没有系统的青黛与 ＡＰＬ的研究。为
详细的阐明青黛活性成分与 ＡＰＬ的相互作用，本文
通过构建青黛与ＡＰＬ药靶蛋白模型可视化青黛作用
于ＡＰＬ的内在机制，为青黛治疗ＡＰＬ提供理论基础。

近年来，随着系统生物学的不断创新和发展，可

视化模型模拟技术为探索中药有效成分干预的内在

原理，构建中医药多靶点精确治疗模式提供了可行

的研究策略。本研究通过以下方面探究青黛与 ＡＰＬ
的作用机制：１）检索 ＡＰＬ疾病表达数据，并分析差
异表达基因；２）筛选青黛的活性成分，预测活性成分
靶基因；３）分析ＡＰＬ差异表达基因与青黛活性成分
可能的作用靶基因的关系，筛选出核心基因；４）核心
基因与青黛活性成分构建可视化药靶蛋白模型。通

过以上分析来探究青黛与 ＡＰＬ的内在关系，为中药
作用于疾病系统的提供理论见解。

２　研究方法
２１　ＡＰＬ差异表达基因　基因表达数据库（ＧＥＯ，
ＧＥＮＥＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮＯＭＮＩＢＵＳ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｄｓ）隶属于美国国立卫生研究院，是现
在最大最全面的公共基因表达数据资源［１３］。从

ＧＥＯ中检索 ａｐｌ的微阵列芯片，设定筛选条件为
“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，共检索到 ９１７张 ＡＰＬ相关芯片。
进一步分析每张芯片的样本数据后确定３张芯片作
为 ＡＰＬ的疾病数据，即 ＧＳＥ３４８２３，ＧＳＥ１２６６２，
ＧＳＥ９９５。将每张芯片的 ＡＰＬ疾病样本和正常对照
样本进行分组，通过 ＧＥＯ２Ｒ进行差异表达基因分
析，得到差异表达基因后进行筛选，条件设置为

ａｄｊＰＶａｌ＜００５且｜ｌｏｇＦＣ｜＞１。
２２　青黛所含活性成分的收集与处理　中药系统
药理学数据库（ＴＣＭＳＰ，ｈｔｔｐ：／／ｌｓｐｎｗｕｅｄｕｃｎ／ｔｃｍ
ｓｐｐｈｐ）由中华人民共和国药典记载的４９９种中药
组成，含有２９３８４种成分，３３１１种靶点，８３７种相关
疾病［１４］。提供了人体口服生物利用度、半衰期、药

物相似性、Ｃａｃｏ２通透性和血脑屏障等１２项重要的
ＡＤＭＥ相关特性来进行药物筛选和评价。通过 ＴＣ
ＭＳＰ获取青黛的活性成分，根据成分的药物动力学
参数进行筛选，将口服生物利用度（ＯＢ）≥３０％且成
药相似性（ＤＬ）≥０１８作为筛选条件。结合有机小
分子生物活性库（ＰｕｂＣｈｅｍ，ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）预测每个活性
成分对应的靶基因。

２３　 基 因 分 析 　 ＤＡＶＩＤ（ＤＡＶＩＤ：ｈｔｔｐｓ：／／
ＤＡＶＩＤｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／）是一个全面的功能注释工具，
能够分析大量基因背后的生物学意义［１５］。将青黛

靶基因上传至ＤＡＶＩＤ进行基因本体论（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌ
ｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎ
ｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析，显示
路径的截止阈值设为Ｐ＜００５。
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２４　网络构建　Ｓｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／Ｓｔｒｉｎｇ
ｄｂｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔｐｌ）是一个预测已知蛋白相互作用
关系的在线数据库，共有５０９０个物种和２４５８４６２８
种蛋白［１６］。Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ是一个专注于蛋白质网络可
视化和分析的软件，其核心是提供基础的功能布局

和查询网络［１７］。利用 Ｓｔｒｉｎｇ数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３５１软件构建 ＡＰＬ差异表达基因的蛋白蛋白相
互作用（ＰＰＩ）网络。使用Ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ２２对ＰＰＩ网络
进行拓扑分析。Ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ２２插件基于直径，度
数，压力，中介性，放射性，紧密度，质心值，离心值执

行拓扑分析，筛选出最显著的差异表达基因为核心

基因。

２５　可视化药靶蛋白分析　应用 ＳｙｂｙｌＸ８１中的
ＳｕｒｆｌｅｘＤｏｃｋ程序构建青黛活性成分与 ＡＰＬ显著差
异基因的可视化药靶蛋白模型。在 ＰｕｂＣｈｅｍ数据
库获取青黛活性成分的小分子文件作为配体，从

ＰＤＢ数据库中下载拓扑分析得出的 ＡＬＰ显著差异
基因三维晶体结构作为受体，除去晶体分子所有的

水分子和小分子配体，并加极性氢，加载电荷，构建

活性口袋。再输入小分子文件，分别构建药靶蛋白

模型。用配体受体亲和力的一致性评分函数进行打

分，并对药靶蛋白模型进行观察、分析。

３　结果分析
３１　基因比较分析　通过数据库筛选出青黛的９
个活性成分。见表 １。成分的作用靶基因 ５４１个。
分析ＡＰＬ３张芯片后，发现ＧＳＥ３４８２３含有６２６个差
异表达基因，ＧＳＥ１２６６２含有１３４８１个差异表达基
因，ＧＳＥ９９５含有２１２８个差异基因。Ｖｅｅｎ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｂｉｏｉｎｆｏｇｐｃｎｂｃｓｉｃｅｓ／ｔｏｏｌｓ／ｖｅｎｎｙ＿ｏｌｄ／ｉｎｄｅｘｈｔｍｌ）
在线分析后，得到 １６４个三芯片共同差异基因，即
ＡＰＬ差异表达基因。见图１。将５４１个青黛作用靶
点基因和１６４个ＡＰＬ差异表达基因比较分析，发现
共同重叠基因 １０个，分别是 ＥＬＡＮＥ，ＣＦＤ，ＣＴＳＳ，
ＱＰＣＴ，ＭＣＬ１，ＴＹＭＰ，ＰＲＫＣＨ，ＣＣＮＡ１，ＤＹＲＫ２，
ＣＴＳＬ。
３２　青黛靶基因富集功能　通过 ＤＡＶＩＤ６８工具
对青黛作用靶基因进行ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路的功能富
集，从而揭示青黛治疗 ＡＰＬ的潜在作用机制。结果
得出青黛靶基因主要富集到的功能涉及凋亡过程的

负调控、细胞内信号转导、细胞增殖、细胞核等 ＧＯ
功能和癌症、ＰＩ３ＫＡｋｔ、ｃＡＭＰ、病毒致癌、神经活性
配体受体相互作用等 ＫＥＧＧ通路，与 ＡＰＬ密切相
关。见图２。

图１　ＧＳＥ３４８２３，ＧＳＥ１２６６２，ＧＳＥ９９５３张ＡＰＬ芯片
差异表达基因的交集

　　注：ＡＰＬ：急性幼粒细胞白血病

图２　对青黛作用靶基因进行ＧＯ富集分析
　　注：ＣＣ：分子功能，ＢＰ：生物过程，ＣＣ：细胞成分
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表１　青黛的活性成分ＯＢ：口服生物利用度；ＤＬ：成药相似性

编号 名称 结构 ＯＢ（％） ＤＬ

ＭＯＬ０１１１００ 双靛素 ４１６６ ０３９

ＭＯＬ０１１１０５ 靛甙 ３４９ ０２３

ＭＯＬ０１１３３２ １０ｈ吲哚［３，２ｂ］喹啉 ５４５７ ０２２

ＭＯＬ０１１３３５ 异靛蓝 ９４３ ０２６

ＭＯＬ００１７８１ 靛蓝 ３８２ ０２６

ＭＯＬ００１８１０ ６（３氧吲哚２亚立德）吲哚［２，１ｂ］喹唑啉１２酮 ４５２８ ０８９

ＭＯＬ００２３０９ 靛玉红 ４８５９ ０２６

ＭＯＬ０００３５８ β谷甾醇 ３６９１ ０７５

ＭＯＬ００２３２２ 异红草苷 ３１２９ ０７２

３３　ＡＰＬ网络构建分析　通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件构建
出ＡＰＬ蛋白蛋白相互作用网络，由 １４５个节点和
８２４条边组成。见图３。根据拓扑学指标Ｄｅｇｒｅｅｕｎ
Ｄｉｒ，ＤｅｇｒｅｅｕｎＤｉｒ值最大的节点处于 ＰＰＩ网络调控
的中心，故选择ＤｅｇｒｅｅｕｎＤｉｒ≥１７５％来筛选此网络
核心节点，即ＩＴＧＡＭ，ＣＸＣＬ８，ＥＬＡＮＥ，ＩＴＧＢ２，ＣＤ８６，
ＣＴＳＳ等。见图４。我们综合分析结果，筛选出此网
络的核心节点ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ既是青黛靶基因和ＡＰＬ

差异表达基因的共同重叠基因又是ＰＰＩ网络的核心
节点，故选择这２个基因最下一步药靶蛋白构建。
３４　青黛活性成分与ＡＰＬ可视化药靶蛋白构建　
通过将２个核心基因 ＥＬＡＮＥ、ＣＴＳＳ与青黛９种活
性成分构建药靶蛋白模拟发现，青黛的活性成分靛

玉红、靛蓝与 ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ结合度较高，提示靛玉
红、靛蓝干预ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ可能在青黛治疗ＡＰＬ中
起重要作用。见图５。
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图３　ＡＰＬ蛋白蛋白相互作用网络
　　注：ＡＰＬ：急性幼粒细胞白血病

图４　ＡＰＬ网络拓扑属性分析
　　注：ＡＰＬ：急性幼粒细胞白血病
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图５　ＥＬＡＮＥ、ＣＴＳＳ与靛玉红、靛蓝的药靶蛋白模拟
　　注：ＥＬＡＮＥ与靛玉红（Ａ）、靛蓝（Ｂ）；ＣＴＳＳ与靛玉红（Ｃ）、靛蓝（Ｄ）

４　讨论
ＡＰＬ是属于急性非淋巴细胞白血病的恶性肿

瘤，占成人急性非淋巴细胞白血病１０％～１５％，发病
中位年龄约４０岁，男女发病率基本相等［１８］。西医

学认为ＡＰＬ主要的发病机制为特征性染色体１５号
和１７号染色体分别断裂并易位 ｔ（１５；１７），在分子
水平形成 ＰＭＬＲＡＲα融合基因，其翻译产物 ＰＭＬ
ＲＡＲａ融合蛋白阻滞白细胞正常分化及凋亡，导致
骨髓中大量的异常早幼粒细胞堆积，导致 ＡＰＬ的发
生［１９］。中医学认为ＡＰＬ的病因病机主要为正气亏
虚，损伤骨髓，复感外邪，犯营入血。骨髓是 ＡＰＬ的
病变部位，温热邪毒由表入里或发为伏火，损伤骨

髓，邪毒犯营入血，耗伤阴经气血，导致脾肾亏损，进

而累及其他脏腑，最终形成骨髓恶性增殖病变。故

ＡＰＬ的治疗着重祛热解毒扶正。众多医家［１０，２０２１］在

治疗ＡＰＬ上的不断探索发现全反式维甲酸、三氧化
二砷联合化疗结合青黛方剂治疗能够降低早期死亡

率、获得更高疗效、减少化疗不良反应等优势。青黛

味咸，性寒，归肝、肺、胃经，《本草经疏》谓其“解毒

除热，固其所长”，可清热、凉血、解毒，在中医理论

体系指导下治疗ＡＰＬ可谓方证相对，促使我们对青
黛作用于ＡＰＬ的内在机制进行探究。

我们运用药物与疾病的药靶蛋白构建技术，来

阐述青黛治疗 ＡＰＬ的有效物质基础和治疗靶点。
将复杂多样的中药成分，以及其活性成分在人体内

不确定性的相互作用，转化为蛋白质为主体的系统

研究。蛋白质是生命活动的主要承担者，其功能的

实现，如基因表达调控，细胞信号转导，细胞增殖、凋

亡、分化等均取决于蛋白质之间的相互作用［２２］。因

此，ＰＰＩ网络的研究和分析能够可视化药物和疾病
的组分、进程和功能。使用算法对研究的 ＰＰＩ网络
进行拓扑分析，可以找到主导疾病生物行为的关键

靶点，再与药物有效成分进行药靶蛋白分析，筛选出

作用于疾病的最有效药物成分，为临床应用药物干

预疾病提供理论基础。基于此，我们通过 ＴＣＭＳＰ、
ＰｕｂＣｈｅｍ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库筛选青黛有
效成分，ＧＥＯ数据库获取 ＡＰＬ疾病芯片后，构建了
由１４５个节点（蛋白质）和８２４条边（相互作用）构
成的ＡＰＬ的ＰＰＩ，继续进行拓扑分析得出２个核心
基因ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ，进一步与筛选出青黛的９种活
性成分进行药靶蛋白构建，得出作用于 ＡＰＬ最相关
的青黛活性成分，即靛玉红、靛蓝。

靛玉红是是中国经典名方当归龙荟丸的主要活

性成分，用于治疗慢性粒细胞性白血病［２３］。吴琦

玮［２４］通过体外试验发现，靛玉红对人早幼粒白血

病ＨＬ６０细胞株和人白血病 Ｋ５６２细胞株均具有明
显的抑制作用。更有文献表明靛玉红能够抑制人白

血病幼粒细胞合成，靛玉红与 ＥＬＡＮＥ基因的对接
打分为 ５４４７８，显示有较好的结合强度，而
ＥＬＡＮＥ与中性粒细胞数量密切相关，其突变的患
者有很高的风险发展成急性髓系白血病或骨髓异常

增生［２５］。ＡｒｕｎＡＫ通过对５２名遗传性中性粒细胞
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减少症患者进行研究，从患者外周血白细胞中提取

基因组ＤＮＡ，测序进行突变分析发现 ＥＬＡＮＥ出现
不同的基因错义、移码或剪接位点变异，延缓中性

粒细胞分裂成熟，而导致反复的细菌感染，导致骨

髓疾病的发生。故靛玉红作用于 ＥＬＡＮＥ进而干预
骨髓内中性粒细胞的异常分化，对 ＡＰＬ的治疗起
到关键作用。

靛蓝是青黛的有效成分之一，具有抗炎镇痛作

用。刘丽娟［２６］研究靛蓝对构建体外 ＲＡＷ２６４７炎
性反应细胞模型进行实验发现，靛蓝通过下调 ＩＬ６
的表达来减轻 ＲＡＷ２６４７炎性反应细胞模型的炎
性反应，得出靛蓝具有抗炎的作用。我们通过药靶

蛋白分析显示，靛蓝与 ＣＴＳＳ基因的对接打分是
６００８７，显示有较强的结合度，而ＣＴＳＳ与炎性反应
密切相关。ＣＴＳＳ是一种与自身免疫性疾病密切相
关的半胱氨酸蛋白酶，在人体的生理和病理过程中

发挥着至关重要的调节功能。目前已有研究证实

ＣＴＳＳ的生物学功能与炎性反应通路相关。更有研
究表明，ＣＴＳＳ通过促进细胞外基质降解，参与
ＶＥＧＦ等生长因子分泌而促进肿瘤血管形成，从而
促使血管内外肿瘤细胞的侵袭和转移［２７］。而我们

进行ＫＥＧＧ通路分析的结果也显示青黛活性成分
的靶基因通过众多癌症途径包括ＶＥＧＦ信号通路参
与ＡＰＬ的反应过程，为靛蓝起效于ＡＰＬ有力支持。

我们通过药理分析，得出青黛活性成分的靶基

因在生物过程主要富集于细胞凋亡、细胞增殖、细胞

迁移、细胞内信号传导、炎性反应等；在分子功能方

面主要集中于 ＡＴＰ、药物结合、血红素血清素结合
等；在细胞组成方面主要体现在细胞质、细胞核、细

胞连接等；在通路分析主要富集于癌症途径、急性髓

系白血病、慢性粒细胞白血病、ＶＥＧＦ信号通路、
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路等。这些生理过程都与 ＡＰＬ的
发生发展密切相关。又通过进一步分析得出靛玉红

和靛蓝与ＡＰＬ差异表达核心基因 ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ有
较好的结合强度。

本研究在临床应用青黛获取肯定疗效的前提

下，将青黛作用于ＡＰＬ的内在分子机制通过药物与
疾病的药靶蛋白模型分析，最终发现青黛的活性成

分靛玉红和靛蓝可作用于 ＥＬＡＮＥ，ＣＴＳＳ来干预
ＡＰＬ的发生发展。从内在分子学和药理学角度为青
黛干预ＡＰＬ提供了临床应用理论依据。此外我们
构建可视化药物疾病药靶蛋白模型，为探究中药潜
在作用机制提供了新模式，也为中药作用于疾病的

展现新见解。
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