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从当归芦荟丸到发现分子胶的启示

郭宗儒*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 以靶标为主导的药物发现和基于表型研制的复兴, 构成了当今新药创制的双轨模式, 两种范式交互应用

与验证, 加速着新药的研发。药物的微观结构 (分子结构和制剂性状) 是宏观表象 (药理效应、物化性质和不良反应

等) 的基础; 而宏观性质又是微观结构的相互作用所呈现的整体性质。当今应用分子生物学、生物物理、生物化学

和分析化学原理和技术, 揭示了微观层面的物质本质和作用机制, 可同步映射出宏观层面的各种表现。30多年前

由中药复方当归芦荟丸经表型研究, 创制出治疗慢性粒细胞白血病药物甲异靛, 虽然分子靶标和作用机制不甚明

了, 但至今仍在应用。随着科学技术的进步, 通过一系列严谨的实验设计和实施, 揭示了甲异靛的分子胶功能, 揭示

出甲异靛结合靶标蛋白 PKMYT1, 又招募E3连接酶微观内涵, 诠释了宏观疗效。本文试图对此事隔 30余年的“当

归芦荟丸→青黛→靛玉红→甲异靛→分子胶”研发链作一简要述评, 拉近表型研究与靶标主导的研究模式。
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Enlightenment from Danggui Aloe Pills to the discovery of 

molecular glue
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Abstract: The target-based drug discovery (TBDD) alongside the resurgence of phenotypic drug discovery 

(PDD) constitute the dual-track paradigm for modern drug discovery. These two approaches are interactively 

applied and validated, accelerating the R&D of novel therapeutics. The microscopic structure of drugs (molecular 

structure and formulation properties) forms the basis for their macroscopic representations (pharmacological 

efficacy, physicochemical properties, adverse reactions, etc.), while these macroscopic properties represent the 

emergent characteristics arising from the interactions of microstructures. The applications of principles and 

techniques from molecular biology, biophysics, biochemistry, and analytical chemistry reveal the material essence and 

mechanisms of action at the micro-level, simultaneously mapping them onto various macro-level manifestations. 

Over three decades ago, the Chinese traditional medicines Danggui Lu Hui Wan (Angelica sinensis and Aloe Pill), 

investigated through phenotypic research, led to the development of meisoindigo for the treatment of chronic 

myeloid leukemia. Although its molecular target and mechanism of action were poorly understood at the time, it 

remains in clinical use today. Advances in science and technology have now enabled rigorous experimental design 

and execution, revealing meisoindigo's function as a molecular glue. It binds the target protein PKMYT1 while 

recruiting the E3 ligase TRIM25, forming a ternary complex that catalyzes the target protein's entry into the 

ubiquitin-proteasome system for degradation and functional loss. This micro-level elucidation explains its macro-

level therapeutic efficacy. This article attempts to provide a concise commentary on this over-30-year R&D chain: 
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"Danggui Lu Hui Wan → Indigo Naturalis → Indirubin → Meisoindigo → Molecular Glue," aiming to bridge the 

gap between PDD and TBDD.

Key words: phenotypic research; mechanism of action; Danggui Lu Hui Wan; meisoindigo; molecular glue

1 宏观表象与微观结构 

以宏观表象与微观结构的视角考察药物和药物作

用, 是从不同的层面分析其内涵, 分别是药物及其作用

的整体与部分、现象与本质、可观测行为与内在机制之

间的复杂联系。微观结构是宏观表象的基础与根据 

(组成、相互作用和涌现性等); 宏观表象是微观结构的

体现与约束 (可观测性、边界、功能和目的等)。药物的

分子结构诸如原子种类、键合方式和空间构型 (微观) 

决定其物理化学性质、药理活性和不良反应 (宏观)。

药物和靶标的互作本质是原子间的弱结合或共价键结

合 (微观), 表现为能量变化、构象变化、物质转化和功

能改变等。药物发现过程饱含着宏观和微观层面的转

换和互作。

2 基于表型和基于靶标的药物发现 

早 期 基 于 表 型 的 药 物 发 现 (phenotypic drug 

discovery, PDD) 是以细胞、组织、器官或动物整体为模

型评价和发现药物的, 经典的实例是柳条水−水杨酸−
阿司匹林的故事, PDD与天然物在当时是发现新药的

佳配。分子生物学的发展使得基于靶标的药物发现 

(target-based drug discovery, TBDD) 占据主导地位, 众

多靶向药物的涌现是 TBDD 的繁荣标志。近年来

PDD的复兴 (犹如共价键药物复兴) 成为研制复杂难

治疾病药物的新策略, 因为可在新的技术层面上扩大

可药性靶标的范围, 体现多向药理学特征, 也有助于使

药物分子小型化[1]。本文不拟讨论当今PDD的进展和

细节, 而是以抗白血病药物甲异靛的今昔, 讨论 PDD

和TBDD关系, 着重于后者理念上的展示。

3 基于表型研制的药物甲异靛 

3.1　当归芦荟丸　当归芦荟丸是中药古方, 由大黄、

黄柏、黄芩、黄连、栀子、龙胆草、芦荟、青黛、当归和木

香等 10味中药炮制而成, 具有清肝火、除烦热的功效。

近代临床发现当归芦荟丸具有消炎杀菌和抗肿瘤的功

效。中国医学科学院血液学研究所用作治疗慢性粒细

胞白血病, 显示一定疗效[2,3], 遂进行了深入研究。

3.2　拆解药方精简组成的实验研究　研究者为了简

化组方和找出有效部位或成分, 考虑到方剂中的芦荟

和青黛有抗菌消炎作用, 设计如下分组实验: 十味全

方、芦荟加青黛二味药、单味芦荟和单味青黛等 4组, 

经灌胃小鼠白血病L-7212模型, 每日一剂, 连续 10日, 

评价对小鼠肿瘤生长的影响。结果表明, 芦荟加青黛

有一定疗效, 生存时间延长 17%, 单用青黛的生存时间

延长 16.3%, 而单用芦荟组无效。说明芦荟加青黛组

的效果来自青黛。青黛对白血病L-7212有抑制作用, 

对其他肿瘤生长没有活性。

3.3　青黛的有效活性部位　青黛是由大青叶 (Folium 

isatidis, FI) 和板蓝根 (Radix isatidis, RI) 与石灰混合发

酵而制得。为了确定有效成分, 研究了其原料大青叶、

板蓝根以及青黛, 用不同方法萃取, 灌胃L-7212小鼠, 

结果只有酸性热水萃取物冷后析出的深色固体呈现活

性, 而大青叶或板蓝根或青黛的水或醇萃取物未显示

活性。提示活性成分应是难溶于水和乙醇、可溶于酸

性水液的有机物。深色固体物质意味着化学结构中有

共轭系统和生色团, 后经结构分析证明是靛玉红。

3.4　有效成分靛玉红　陈棣华和谢晶曦[4]从蓼科植物

蓼蓝 (Polygonum tinctorium) 炮制加工的青黛分离得

到靛玉红 (1, indirubin)、靛蓝 (2, indigotin)、N-苯基-2-

萘胺、β-谷甾醇 (β-sitesterol) 和虫漆蜡醇 (laccerol) 等

多种单体天然化合物。

靛玉红是由两个吲哚啉酮经 2,3′双键偶联成的二

聚物, 分子呈平面的共轭系统, 为暗红色针状结晶。经

药理实验研究, 表明对多种移植性动物肿瘤有抑制作

用 , 破坏白血病细胞。还认为作用靶标为 DNA 聚合

酶, 抑制DNA聚合, 而对蛋白质的合成没有直接影响, 

此外, 靛玉红还可增强动物单核巨噬细胞的吞噬能力。

靛玉红可口服吸收, 后经临床研究, 表明靛玉红可治疗

慢性粒细胞白血病。

3.5　靛玉红的结构修饰　靛玉红分子量262.26, 但水中

几乎不溶, 原因是在共轭平面结构的分子间形成氢键, 

导致高晶格能, 水分子的热运动难以克服晶格能, 这可

由靛玉红的熔点高达 365 ℃得到佐证。靛玉红的 N1

上氢原子可与C2′的羰基氧形成分子内氢键, N1不是

高晶格能的起因, 而是 N1′的氢原子与另一靛玉红形

成分子间氢键。因而在 N1′上作不同烷基取代, 可阻

止分子间缔合。

为此合成了 N1′一系列烷基取代物, 同时对靛蓝
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和异靛蓝的结构修饰也以C1～C3烷基取代, 结果呈现

类似于靛玉红的活性趋势, 其中N-甲基异靛蓝 (3) 活

性显著强于其他化合物, 进而将 3种母核的高活性化

合物作活性比较, 3的活性优胜于其他化合物[5,6]。

3.6　甲异靛的批准上市和作用机制　化合物 3被确定

为候选物, 定名甲异靛 (meisoindigo), 经系统的临床前

研究和 III期临床试验, 表明甲异靛是口服治疗慢性粒

细胞白血病的有效药物, 于 1992年经我国药监部门批

准上市, 应用至今。

基于表型变化而研制成功的甲异靛上市 30多年

来一直在临床应用, 但对其作用靶标和分子机制仍未

解析。最近却有了突破, 是由于分子生物学、各种组学

和化学信息学方法协同研究的结果。

4 甲异靛的分子胶功能的解析 

4.1　单晶衍射解析靛玉红与 CDK 蛋白的结合模式　

Hoessel等[7]研究靛玉红的作用靶标, 制备了 3-肟基靛

玉红 (4), 抑制CDK周期蛋白依赖性激酶 2 (CDK2) 活

性 IC50 0.18 µmol·L-1。为了提高靛玉红溶解度制备了

靛玉红-5′-磺酸 (5), 与CDK2复合物制备单晶, X-射线

衍射分析提示, 分子定位于CDK2激酶的ATP结合域, 

主要是通过范德华作用和 3 个氢键结合 , 后者包括

N1′-H 与 Glu81 的 C=O、C2′ =O 与 Phe82 骨架的 NH, 

N1-H与Leu83的C=O形成氢键, 如图 1所示。这个报

道是与甲异靛结构最类似的化合物晶体结合模式。

4.2　化学蛋白质组学分析靶标和结合位点　基于活性

蛋白质组学分析 (activity-based protein profiling, ABPP), 

Zhang等[8]为寻找甲异靛的结合靶标首先制备了甲异

靛的类似物 6, 用N-己炔基置换N-甲基, 炔基作为点击

反应的位点, 与另一含叠氮基 (azido) 化合物形成连三

唑杂环而偶联。6与K562细胞温孵表明活性与甲异靛

有相同的作用机制。

进而, 6与K562活细胞温孵, 溶解细胞, 加入荧光物

质四甲基罗丹明 (TMRA) 的叠氮化合物 (TMRA-azide), 

使与 6的炔基发生点击反应, 经 SDS-PAGE 凝胶电泳

和凝胶荧光扫描, 表明随着 6的浓度提高被标记的蛋

白增加。然后以同样的条件和过程, 将发生点击反应的

标识物换作生物素叠氮化物 (biotin-azide), 富集被标

记的蛋白, 消化成多肽, 用串联质谱标签 (MT) 法作定

量蛋白质组分析。对6捕获的蛋白与对照组作比较, 发

现只有 7 个不同的蛋白, 而且分子量都低于 100 kDa, 

研究发现细胞中只有PKMYT1和ERG1蛋白的分子量

在55～70 kDa。

4.3　原位沉降和热迁移实验确定靶标为 PKMYT1　

为了确定甲异靛的作用靶标, 进行了原位沉降测定, 证

明甲异靛对 PKMYT1蛋白有非常强的竞争性结合作

用。在 2倍于 6的浓度下可以完全置换出 6的结合, 而

对其他蛋白没有这样强的结合力。进而证明了与重组

的 PKMYT1和全长的 PKMYT1结合作用都是浓度依

赖性的结合。用K562细胞测定甲异靛的细胞热迁移实

验, 表明与胞内PKMYT1的结合增高了对热的稳定性。

4.4　CRISPR-Cas9 基因编辑确定靶标与癌的关联　

为了证明甲异靛的抗癌作用就是源于对 PKMYT1的

抑制 , 采用 CRISPR-Cas9 基因编辑敲除 K562 细胞内

PKMYT1基因, 结果表明细胞的生长和增殖受到显著

抑制。还发现敲除 PKMYT1的 K562细胞, 减弱了原

来受甲异靛抑制的细胞增殖作用。体内易位异种移植

实验也证明接种敲除了 PKMYT1的K562细胞的小鼠

肿瘤生长 (重量和体积) 与接种野生型细胞作比较, 都

受到显著抑制。

Figure 1　The binding mode of compound 5 to CDK2
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4.5　LC-MS/MS揭示甲异靛与靶标之间发生可逆性

共价结合　甲异靛结构中含有 α,β-不饱和酮片段, 为

迈克尔亲电性基团, 6与含有巯基的谷胱甘肽 (GSH) 预

温孵, 则失去了与PKMYT1的结合能力。LC-MS证明甲

异靛也与GSH发生共价结合, 当甲异靛经还原反应失

去亲电加成能力就不能发生结合, 也失去了抗癌活性。

重组的PKMYT1蛋白与甲异靛温孵, 经消化成多

肽后作LC-MS/MS分析, 表明是与Cys-301共价结合。

PKMYT1 蛋白结构中含有 6 个 Cys, 为确定是哪个半

胱氨酸残基 , 用 Ala 逐个替换 Cys 的蛋白 (丙氨酸扫

描) 与甲异靛温孵证明结合于 Cys-301。还证明了甲

异靛与半胱氨酸结合是可逆性反应。反应过程中, 由

于加成反应失去了共轭系统, 紫红色的溶液逐渐变淡。

然后用乙酸乙酯萃取时, 溶液又变成深色, 提示逆反应

又恢复了甲异靛的共轭结构。甲异靛与 PKMYT1结

合使蛋白变性, 却可回收近 70% 的甲异靛原型药, 说

明蛋白失活不是化学计量的消耗甲异靛, 推断不是甲

异靛的 1∶1 的直接作用。图 2 是甲异靛与 PKMYT1-

Cys-301可逆性共价结合的示意图。

4.6　分子动力学模拟提示结合的直立型取向　动力

学分子模拟甲异靛与 PKMYT1 蛋白的结合 (200 ns), 

最终稳定的构象是以直立键与Cys301结合, 两个吲哚

酮还突出在蛋白表面外, 如图 3所示, 这个独特的取向

似乎预示着还能与其他蛋白发生相互作用 (分子胶的

联想), 助长并稳定这种取向的一个重要因素是甲异靛

的酰氨与Asn302之间发生氢键结合。

4.7　PKMYT1 蛋白的降解源自于进入泛素−蛋白酶

体系统　PKMYT1是丝氨酸/苏氨酸激酶 Wee家族一

员, 催化周期蛋白依赖的激酶 1 (CDK1) 的残基Thr14

磷酸化, 从而抑制其启动有丝分裂功能。鉴于甲异靛

直接与 PKMYT1结合, 但并不抑制其活性, 这与甲异

靛没有结合于活性中心相一致。

然而 K562 细胞与增高浓度的甲异靛温孵 , 

PKMYT1蛋白表达量显著减少, 也伴随着降低了CDK1-

Thr14磷酸化。实验还表明甲异靛不影响PKMYT1的

mRNA的表达, 提示是在翻译后下调了 PKMYT1。这

些预示了甲异靛是促进PKMYT1降解的小分子。

细胞内蛋白质降解主要有两种途径: 泛素−蛋白

酶体系统 (UPS) 和自噬−溶酶体途径(ALP)。为了揭

示甲异靛降解 PKMYT1机制, 在与 K562细胞温孵液

中加入蛋白酶体抑制剂MG132, 结果可显著阻断甲异

靛对PKMYT1降解量; 另一实验是加入溶酶体抑制剂

巴佛洛霉素 (bafilomycin), 结果对 PKMYT1表达量没

有影响, 从而证明甲异靛是通过UPS起作用的。进而

用免疫共沉淀 (Co-IP) 方法检测PKMYT1蛋白质泛素

化修饰, 证实甲异靛促进了PKMYT1的泛素化。

4.8　免疫共沉淀和微量热泳动实验确证 E3 连接酶

是 TRIM25　为了确定参与 PKMYT1降解的 E3连接

酶, 通过交叉分析 PKMYT1 与 E3 连接酶文库的相互

作用, 初筛发现TRIM25、MARCHF5、RNF4和SKP2等

4 个蛋白可能是 E3 连接酶。用免疫共沉淀实验发现

在 HEK293T 细胞中过表达的 Flag-PKMYT1 蛋白在

甲异靛存在下增强了与 TRIM25酶的结合, 微量热泳

动实验 (MST, 一种定量评价蛋白−蛋白互作的方法) 

表明重组的 PKMYT1 与 TRIM25 的结合常数 Kd = 

2.94 μmol·L-1。

4.9　甲异靛与靶标和E3连接酶的三元体　体外方法

确定目标靶标 PKMYT1和 E3连接酶 TRIM25的动态

结合作用 , 经 MST 实验表明甲异靛与 PKMYT1 结合

作用Kd = 0.22 μmol·L-1。当甲异靛与PKMYT1预温孵

后, 后者与 TRIM25的结合剧增 Kd = 86.8 nmol·L-1, 提

高了33倍, 提示甲异靛作为分子胶提升了E3对目标蛋

白的亲和力, 促进了泛素化。用基于多相分离的蛋白相

互作用报告 (SPPIER) 实验确证了在活细胞中生成了

PKMYT1-甲异靛-TRIM25三元复合物[8]。从而证明了

甲异靛作为分子胶, 是结合 PKMYT1配体, 也是E3连

接酶 TRIM25的招募剂, 揭示了甲异靛抗白血病的分

子机制是以分子胶催化了目标蛋白的泛素化, 引起蛋

白酶体的降解。图4是PKMYT1-甲异靛-TRIM25互作

并促进蛋白酶体对靶标蛋白PKMYT1降解的示意图。

5 结语 

33年前中国医学科学院药物研究所的老一辈科

学家通过表型实验方法发现了靛玉红, 发明了甲异靛, 

而今同所的新一代学者[8]阐明了甲异靛的作用靶标和

Figure 2　 Proposed mechanism of the interaction between 

meisoindigo and PKMYT1

Figure 3　The binding mode of meisoindigo to PKMYT1[8]
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郭宗儒: 从当归芦荟丸到发现分子胶的启示

分子胶的降解机制, 1/3世纪的跨域彰显了从宏观到微

观研究的接续和科技之进步, 基因编辑和敲除、化学蛋

白质组学、细胞内的有机点击反应和富集, 微量热涌动

实验、串联质谱阐明蛋白质和多肽的标记与定位, 分子

动力学模拟, 药物−靶标复合物的三维结构确证等, 这

些微观层面的研究, 揭示了宏观表象的本质。甲异靛

的分子胶功能为设计药物分子提供了新的素材和组

件, 犹如自沙利度胺作为CRBN招募剂研制 PROTAC

以来, 已优化出剖裂邻苯二甲酰亚胺环, 得到更有效率

的新型招募剂。数个 III期临床试验的候选物, 结构中

含有苯 (甲酰) 氨基戊二酰亚胺片段[9]。甲异靛作为不

同于度胺类新型结构的E3招募剂, 结构优化有很大的

空间, 例如双吲哚啉酮经 3,3′双键连接, 大 π键弥散于

整个分子, 纵然有一甲基阻挠分子间氢键, 但过于刚性

和 π-π堆集, 使得水和乙醇中溶解度极小, 降低共轭体

系适度增加柔性键, 有望得到高活性的 TRIM25招募

剂。如今, 与 30多年前不同的是, 宏观实验和微观解

析得以同步进行, 相得益彰。如同发现蟾酥的有效成

分蟾酥灵 (bufalin) 具有抗癌作用同时, 屠鹏飞和曾克

武等也证明是分子胶的作用机制[10], 演绎出宏观表象

与微观结构解析的同步互作型研究。

从当归芦荟丸通往新型分子胶的桥梁是科学家的

智慧和科技之进步。正是:

岐黄古卷蕴玄英, 当归芦荟济苍生。

十味拆方析效果, 百回炼就靛玉红。

慧眼识珠改构物, 甲基破解晶格能。

甲异靛降慢粒白, 赢得新药倚表型。

三十年后探幽径, 靶向昭昭历历情。

巧引酶连呈互作, 蛋白酶体若神灵。

分子胶合揭奥义, 只缘共轭烯二酮。

谁言草木无奇志? 表象微观万籁鸣!

作者贡献: 郭宗儒撰写全文, 对内容进行修改和补充。

利益冲突: 不存在利益冲突。
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