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摘要　 目的　 基于网络药理学及动物实验探讨锁阳提取物

对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型小鼠认知功能障碍的影响。 方法

　 利用网络药理学预测锁阳提取物改善 ＡＤ 的相关靶点及

信号通路；以快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）为 ＡＤ 模型，基于前期

预实验结果，选取 ０. １７ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）为锁阳提取物最佳给药剂

量，根据分组分别给予锁阳提取物［０. １７ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）］、盐酸

多奈哌齐［２. ０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］及生理盐水等体积灌胃 ２８ ｄ；
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫评价动物学习认知功能；尼氏染色观察海马回

１ 区（ＣＡ１）神经元形态数量；免疫组织化学法染色检测自噬

效应蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１）、选择性自噬接头蛋白（ｐ６２）、微管相关

蛋白轻链 ３（ＬＣ⁃３）蛋白表达情况；蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）检测各组小鼠海马区磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白

激酶 Ｂ（ＡＫＴ）、糖原合成酶激酶 ３β（ＧＳＫ⁃３β）蛋白表达水平。
结果　 基于网络药理学研究，预测锁阳改善 ＡＤ 的生物机制

可能为自噬的调节，可能的信号通路为 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＧＳＫ⁃３β；
动物实验结果显示，锁阳提取物能够改善 ＡＤ 模型小鼠的空

间记忆学习能力，改善海马神经元细胞损伤状况，明显增加

神经元细胞数量，提高小鼠海马 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＬＣ３ 表达水平，降低 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β ／ ＧＳＫ⁃３β、ｐ６２ 表达水平。 且

上述实验过程中雌雄小鼠见未见明显差异。 结论　 锁阳提

取物可能通过激活 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ＧＳＫ⁃３β 信号通路介导的自噬

作用改善雌雄 ＡＤ 模型小鼠的认知功能障碍，且作用无明显

性别差异。
关键词　 锁阳；阿尔茨海默病；网络药理学；自噬；ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ
⁃ＧＳＫ⁃３β 信号通路
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种

以神经细胞外 Ａβ 斑块沉积形成老年斑及神经细胞

内 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化导致的神经元纤维缠结

（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ， ＮＦＴ）为主要病理学特征的

神经退行性疾病［１］，目前中国的 ＡＤ 患者已超 ７００
万例，占世界痴呆总人数的 １ ／ ５［２］。 预计到 ２０５０
年，中国 ＡＤ 的患者数量可达 ３ ００３ 万例，其带来的

社会经济负担同年可高达 ９. １２ 亿美元［３］，寻找积极

有效的治疗方法是目前 ＡＤ 研究的热点问题。
　 　 锁阳是一种重要的抗记忆障碍中草药，可用于

改善包括轻度记忆障碍、痴呆等在内的衰老症

状［４］。 近年来，锁阳已被证实可通过抗胆碱能、抗
氧化应激、调节肠道菌群紊乱、类雌激素等多种作用

改善 ＡＤ 认知功能。 但其对 ＡＤ 的作用是否存在性

别差异及相关通路机制尚不明确。 该研究基于网络

药理学筛选锁阳提取物对 ＡＤ 的作用途径，通过动

物实验进行证实，并探究其作用是否存在性别差异，
以期为锁阳改善 ＡＤ 认知障碍的机制研究提供新思

路。

１　 材料与方法

１． １　 网络药理学分析

１． １． １　 锁阳活性成分及对应靶点的搜集与筛选　
通过 ＳＹＭｍａｐ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｙｍｍａｐ． ｏｒｇ ／ ）、
Ｈｅｒｂ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ． ｃｎ ／ ）搜集锁阳有效成

分，同时，运用 ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃ⁃
ｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）获得化合物获得其简化分子线性输

入规范（ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｐｕｔ ｌｉｎｅ ｅｎｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ，
ＳＭＩＬＥＳ）， 导 入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）数据库预测其有效靶点。
１． １． ２　 ＡＤ 靶点的搜集与筛选　 通过在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）数据库中输入关键词“Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ”进行检

索，剔除重复基因，得到 ＡＤ 的相关疾病靶点。
１． １． ３ 　 交集靶点的获取 　 利用 Ｖｅｎｎｙ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ）软件获取锁阳

活性成分与 ＡＤ 的交集靶点，作为锁阳治疗 ＡＤ 的

潜在关键靶点。
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１． １． ４　 “成分 －靶点 － 疾病”网络分析　 准备锁阳

有效成分、ＡＤ 及交集靶点做成 “ ｎｅｔｗｏｒｋ” 文件和

Ｔｙｐｅ 文件，运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. １０. ０ 软件，导入相关文

件，进行网络拓扑学分析，构造“中药成分 － 靶点 －
疾病”网络图。
１． １． ５ 　 蛋白互作网络（ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络构建及网络拓扑分析 　 通过 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）平台，导入交集基因得到蛋白

互作关系，结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. １０. ０ 软件中，选择

“ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ”，得到网络拓扑学参数。 将制表

符分隔值（ｔａｂ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｖａｌｕｅｓ，ＴＳＶ）文件导入 Ｃｙｔｏ⁃
ｓｃａｐｅ 软件做 ＰＰＩ 图，根据平均度值选取前 １０ 作为

核心靶点。
１． １． ６　 基因本体论（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因

与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析　 利用 Ｄａｖｉｄ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａ⁃
ｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 数据库对其进行生物学过程的

ＧＯ、ＫＥＧＧ 功能富集分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义，并通过微生信平台进行可视化显示。
１． ２　 动物实验

１． ２． １　 实验动物　 ７ 月龄 ＳＰＦ 级快速老化小鼠（ｓｅ⁃
ｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｍｉｃｅ Ｐ８，ＳＡＭＰ８）雌雄各 ３６ 只，
购自北京大学医学部（实验动物科学部），动物许可

证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６⁃００１０。 饲养于清洁环境，小鼠

体质量控制于（３５ ± ５） ｇ，环境温度控制在（２４ ± １）
℃，湿度控制在（５０ ± ５）％ ，自由进食水。 已经由包

头医学院动物伦理审查，批准号：２０２３５０。
１． ２． ２　 药品与试剂　 锁阳提取物购自陕西新天域

生物科技有限公司，水溶性提取物，主要成分包括花

色甙 （ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ）、 三萜皂甙 （ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏ⁃
ｎｉｎｓ）、鞣质（ｔａｎｎｉｎ）、胡萝卜甙（ｄａｕｃｏｓｔｅｒｏｌ）、β⁃谷甾

醇（β⁃ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ）、熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ）、儿茶素（ｃａｔｅ⁃
ｃｈｉｎ）、没食子酸 （ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ） 等，批号： ＸＴＹ２０２２⁃
１０１５；磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）抗体（批号：ＡＦ６２４１），蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ）抗体（批号：ＡＦ００１６），ｐ⁃ＡＫＴ 抗体（批
号：ＡＦ６２６１）均购自武汉亲科生物研究中心有限公

司，均为兔抗，蛋白质印记法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）工作浓

度均为１ ∶ １ ０００；糖原合成酶激酶 ３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎ⁃
ｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３β，ＧＳＫ⁃３β） 抗体 （批号：Ｔ４００６９）、 ｐ⁃
ＧＳＫ⁃３β 抗体（批号：Ｔ４００７０）均购自上海 Ａｂｍａｒｔ 公
司，均为兔抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 工作浓度均为 １ ∶ １ ０００；
甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体（批号：５２９０２）购自美

国 ＳＡＢ 公司，来源为兔抗 ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 工作浓度为

１ ∶ ５ ０００；山羊抗兔二抗（批号：Ｓ０００１）购自武汉亲

科生物研究中心有限公司，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 工作浓度为

１ ∶ ３ ０００；微管相关蛋白轻链 ３β（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３β， ＬＣ３Ｂ） 抗体 （批号：
２７５２４），选择性自噬接头蛋白（ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｄａｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐ６２）抗体（批号：３１３１９），自噬效应

蛋白 （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ １） 抗体 （批

号：３０９００），均购自美国 ＳＡＢ 公司，来源均为兔抗，
免疫组织化学染色工作浓度均为１ ∶ １００。
１． ２． ３　 动物分组与给药　 将 ３６ 只雄性小鼠随机分

为以下 ３ 组（１２ 只 ／组）：空白对照组、多奈哌齐组

［２. ０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］、锁阳提取物组［０. １７ ｇ ／ （ｋｇ·
ｄ）］，空白对照组动物给予同样体积生理盐水灌胃。
上述给药组连续给药 ２８ ｄ。 调整各给药组药液浓

度，保证动物灌胃量均为 ０. ２ ｍｌ ／ ｄ。 ３６ 只雌性小鼠

分组及处理同上。 锁阳提取物灌胃剂量由前期预实

验结果得出，预实验雌雄小鼠各自分为锁阳高剂量

组［０. ４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］、锁阳中剂量组［０. １７ ｇ ／ （ｋｇ·
ｄ）］、锁阳低剂量组［０. ０９ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］３ 组进行灌胃

给药，观察各组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫行为学及尼氏染

色表现情况，其中锁阳中剂量组［０. １７ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］
雌雄两组小鼠的空间记忆能力及海马区神经损伤改

善情况最为显著，选其作为锁阳最佳给药浓度。
１． ２． ４　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试　 小鼠给药完毕后，开始

水迷宫实验。 实验开始前一天小鼠适应环境，保证

水池水温保持在（２４ ± ２） ℃，前 ５ ｄ 进行定位航行

实验，放置平台，划分 ４ 个象限，每早 ８ 时开始各组

小鼠从第一象限开始依次背对水池入水，直至 ４ 个

象限全部训练完毕，记录各小鼠逃避潜伏期即动物

下水到登陆平台时间等指标。 第 ６ 天进行空间探索

实验，撤去平台，仅从平台对侧象限依次背对水池入

水，记录各小鼠逃避潜伏期即小鼠下水到第一次到

达平台所在区域时间、穿越平台次数等指标。
１． ２． ５　 组织准备　 每组随机选取 ６ 只小鼠进行腹

腔注射 ０. ３％戊巴比妥钠溶液（０. １５ ｍｌ ／ １０ ｇ）麻醉，
麻醉完全后，暴露心脏，灌注生理盐水至血液大致流

尽、肝脏血色消失，继续以 ４％ 多聚甲醛灌注，至小

鼠颈部及四肢僵硬、肝脏质地变硬后，取出全脑组织

保存于 ４％多聚甲醛溶液，２４ ｈ 后进石蜡包埋，石蜡

切片，切片厚度为 ６ μｍ，剩余每组 ６ 只小鼠生理盐

水灌注后即取脑， 冰上剥离海马， 海马保存于

－ ８０ ℃冰箱。
１． ２． ６　 尼氏染色实验　 石蜡切片置于 ６４ ℃烘箱烘
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烤 ３０ ｍｉｎ 后，浸泡于二甲苯进行脱蜡，后梯度乙醇

脱水，蒸馏水冲洗，浸泡入现配的甲苯胺染液，放置

于 ６４ ℃烘箱染色 ３０ ｍｉｎ。 ９５％ 乙醇室温分化至镜

下观察背景变透明即停止分化，无水乙醇浸泡数分

钟，注意观察以免过度脱色，二甲苯Ⅰ、Ⅱ各浸泡 １５
ｍｉｎ，封片，晾干后 ２００ 倍显微镜下观察海马回 １ 区

（ｃｏｒｎｕ ａｍｍｏｎｉｓ １，ＣＡ１）神经元形态并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行完整锥体细胞计数。
１． ２． ７ 　 免疫组织化学染色实验 　 ６４ ℃ 烘烤 ３０
ｍｉｎ，二甲苯溶液常规脱蜡，梯度乙醇脱水 ，枸橼酸

盐缓冲液行抗原修复，内源性过氧化物酶室温孵育

１０ ｍｉｎ，滴加一抗，４ ℃孵育过夜，反应增强液 ３７ ℃
烘箱孵育 ２５ ｍｉｎ，滴加二抗，３７ ℃烘箱孵育 ２５ ｍｉｎ，
配制二氨基苯联胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色液，
显色，苏木精复染，常规脱水透明，封片，４００ 倍显微

镜下观察并采集图片，所得图片用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软
件进行定量分析，以选定区域积累吸光度值 ／选定目

标区域分布面积计算得出平均吸光度值。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 小鼠海马加入蛋白裂解

液研磨，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，低温离心机 ４ ℃离心 １５
ｍｉｎ（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ），酶标仪检测蛋白浓度，制样，
１００ ℃变性 ５ ｍｉｎ，保存于 － ２０ ℃冰箱，余样品保存

于 － ８０ ℃。 制备十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺

（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ⁃ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶，上样，８０ Ｖ 恒压电泳 ６０
ｍｉｎ，转为 １２０ Ｖ 恒压电泳 ８０ ｍｉｎ。 ３００ ｍＡ 恒流转

膜 １３０ ｍｉｎ，室温牛奶封闭 ２ ｈ，洗涤缓冲液（ｔｒｉｓ ｂｕｆｆ⁃
ｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ ２０，ＴＢＳＴ）洗，裁条带，一抗 ４
℃孵育过夜，二抗室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗，配制发光

液，曝光，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值，计算 ＰＩ３Ｋ ／
ＧＡＰＤＨ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β ／ ＧＳＫ⁃３β ３ 组数据

的比值，作为评价 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达的

指标。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进

行统计分析并作图。 定量数据以 �ｘ ± ｓ 表示，多样本

均数两两比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯ⁃
ＶＡ），以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 网络药理学结果

２． １． １　 锁阳有效成分作用靶点 ＡＤ 疾病交集靶点

的获取　 通过 ＳＹＭｍａｐ 数据库、Ｈｅｒｂ 数据库搜集锁

阳成分，筛选出口服利用度（ｏｒａｌ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，ＯＢ）≥
３０％ ，符合类药性 ５ 规则的成分作为有效成分。 共

得到 ６ 种有效成分见表 １。 通过检索 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ⁃
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库预测锁阳有效靶点，共得到 ２１２ 个

有效靶点。 通过检索 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ 数据库得到

ＡＤ 相关靶点，剔除重复基因，共得到有效靶点９ ３００
个。 通过构建 Ｖｅｎｎ 图预测锁阳有效成分及 ＡＤ 共

有靶点。 得到锁阳对应的 ２１２ 个靶基因与 ＡＤ 相关

的 ９ ３００ 个靶基因相互映射，得到交集基因 １７７ 个，
见图 １。

表 １　 锁阳有效成分

化合物 分子式 ＯＢ ｓｃｏｒｅ 结构式

Ｎ⁃Ｈｅｐｔａｎａｌ Ｃ７Ｈ１４Ｏ ７９． ７３５ ２

Ａｃｅｔｉｃ Ａｃｉｄ Ｃ２Ｈ４Ｏ２ ４７． ８６５ ２

２⁃Ｈｅｐｔａｎｏｎｅ Ｃ７Ｈ１４Ｏ ４６． ５６１ ８

Ｆｅｒｕｌｉｃ Ａｃｉｄ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ ４０． ４３４ ３

９⁃Ｏｃｔａｄｅｃｅｎｏｉｃ
Ａｃｉｄ

Ｃ１８Ｈ３４Ｏ２ ３９． ７７３ ２

Ｌｕｔｅｏｌｉｎ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ３６． １６２ ６

图 １　 “锁阳 －阿尔茨海默病”交集基因 Ｖｅｎｎ 图

２． １． ２　 构建“药物活性成分 － 疾病 － 靶点”及 ＰＰＩ
网络　 运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件，导入相关文件构建“药
物活性成分 －疾病 － 靶点”网络图。 结果可见一个

靶点可与多个锁阳活性成分相对应，同时一个活性
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成分也可对应多个靶点，展现出锁阳多成分、多靶点

治疗 ＡＤ 的优点，见图 ２。 于 ＳＴＲＩＮＧ 平台导入交集

基因，得到蛋白互作关系，结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件

中制作 ＰＰＩ 图，根据平均度值筛选前 １０ 核心靶点见

图 ３。
２． １． ３ 　 锁阳治疗 ＡＤ 的核心靶点 ＧＯ 富集分析

ＫＥＧＧ 富集分析结果　 利用 Ｄａｖｉｄ 数据库进行 ＧＯ、
ＫＥＧＧ 富集分析。 ＧＯ 富集分析生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）共收集 ３ ９９８ 个，其中自噬的调节（ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ）差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。
ＫＥＧＧ 富集 ２５２ 个通路，其中 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路与

ＡＤ 密切相关，此通路内富集 ＡＫＴ１、ＰＩＫ３Ｒ１、ＧＳＫ３Ｂ

等靶点。 将 ＧＯ 富集分析排名前 １０ 的生物过程、分
子功能、细胞组分见图 ４ 及 ＫＥＧＧ 排名前 １０ 的通路

见图 ５ 可视化。
２． ２　 动物实验结果

２． ２． １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试结果　 定位航行实验中，
与空白对照组（雄）相比，第 ３ 天、第 ４ 天、第 ５ 天锁

阳提取物组（雄）及多奈哌齐组（雄）的逃避潜伏期

明显缩短（Ｐ ＜ ０. ０５）。与空白对照组（雌）相比，第
３ 天、第 ４ 天、第 ５ 天锁阳提取物组（雌）及多奈哌齐

组（雌）的逃避潜伏期明显缩短（Ｐ ＜ ０. ０５），但雌雄

两组小鼠互相比较差异无统计学意义。 空间探索实

验 ，与空白对照组（雄）相比，锁阳提取物组（雄）及

图 ２　 “药物活性成分 －疾病 －靶点”网络图

黄色长方形：核心靶点；红色三角：阿尔茨海默病；绿色椭圆形：锁阳活性成分；边：节点间的作用关系
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图 ３　 ＰＰＩ网络构建

Ａ： ＰＰＩ 网络图 ； Ｂ：核心靶点表

图 ４　 ＧＯ 富集分析条形图

多奈哌齐组 （雄） 穿越平台次数显著增加 （ Ｐ ＜
０. ０５），潜伏期显著缩短（Ｐ ＜ ０. ０５），雌性组表现同

雄性组，雌雄两组小鼠互相比较差异无统计学意义。
见图 ６。
２． ２． ２　 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区神经元形态及数量比

较　 空白对照组（雄）海马 ＣＡ１ 区神经元细胞排列

松散，镜下可见大量变性坏死，神经元细胞严重缺

失。 锁阳提取物组（雄） 及多奈哌齐组（雄） 海马

ＣＡ１ 区细胞排列较为紧密，少有细胞坏死见图 ７。
与空白对照组（雄）相比，锁阳提取物组（雄）及多奈

哌齐组（雄）海马 ＣＡ１ 区神经元数目明显增多，且差

异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 雌性小鼠组尼氏染色

表现同雄性小鼠组，且雌雄两组小鼠互相比较差异

无统计学意义。 见图 ８。
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图 ５　 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

图 ６　 锁阳提取物对 ＡＤ 模型小鼠空间记忆能力的影响（ｎ ＝ １２）
Ａ：定位航行实验前 ５ ｄ 各组小鼠逃避潜伏期变化曲线；Ｂ：空间探索实验各组小鼠潜伏期；Ｃ：空间探索实验各组小鼠穿越平台次数； ａ：空

白对照组（雄）；ｂ：锁阳提取物组（雄）；ｃ：多奈哌齐组（雄）；ｄ： 空白对照组（雌）；ｅ： 锁阳提取物组（雌）；ｆ： 多奈哌齐组（雌）；与空白对照组

（雄）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与空白对照组（雌）比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ７　 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区锥体细胞比较（ｎ ＝ ６） 尼氏染色 × ２００
Ａ：空白对照组（雄）；Ｂ：锁阳提取物组（雄）；Ｃ：多奈哌齐组（雄）；Ｄ： 空白对照组（雌）；Ｅ： 锁阳提取物组（雌）；Ｆ： 多奈哌齐组（雌）
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图 ８　 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区神经元数量比较（ｎ ＝ ６）
ａ：空白对照组（雄）；ｂ：锁阳提取物组（雄）；ｃ：多奈哌齐组（雄）；

ｄ： 空白对照组（雌）；ｅ： 锁阳提取物组（雌）；ｆ： 多奈哌齐组（雌）；与

空白对照组（雄）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与空白对照组（雌）比较：＃＃Ｐ ＜
０. ０１

２． ２． ３　 各组小鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ｐ６２、ＬＣ⁃３ 蛋白表达

比较 　 免疫组化结果显示，与空白对照组（雄）相

比，锁阳提取物组（雄）及多奈哌齐组（雄）小鼠海马

中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 与 ＬＣ⁃３ 蛋白表达明显增多，ｐ６２ 蛋白表

达明显减少，且差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 雌

性组小鼠表现同雄性组小鼠，且雌雄两组小鼠互相

比较差异无统计学意义。 见图 ９、１０。
２． ２． ４ 　 各组小鼠海马 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ＧＳＫ⁃

３β ／ ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达比较　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
与空白对照组（雄）相比，锁阳提取物组（雄）及多奈

哌齐组（雄）小鼠海马 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白表达

明显增多，ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β ／ ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达明显减少，
且差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 雌性组小鼠表现

同雄性组小鼠，且雌雄两组小鼠互相比较差异无统

计学意义。 见图 １１。

３　 讨论

　 　 通过网络药理学预测锁阳提取物改善 ＡＤ 的相

关靶点及可能信号通路，并对 ＡＤ 模型小鼠作用是

否存在性别差异及预测所得通路机制进行实验研

究。 网络药理学 ＧＯ 富集分析得出自噬的调节过程

差异有统计学意义。 维持正常的自噬水平对神经元

的正常代谢有重要意义，自噬活性降低会导致有害

蛋白质聚集并积累受损的线粒体，从而导致氧化应

激、细胞死亡和神经变性，而适当的自噬可减少 Ａβ
聚集，改善神经变性，因而维持自噬水平的稳定是目

前治疗 ＡＤ 的研究热点［５］。 网络药理学 ＫＥＧＧ 富集

分析得到 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路与 ＡＤ 密切相关。 其

参与细胞存活、神经元增殖分化、突触可塑性等一系

列中枢神经系统生理过程，并参与 ＡＤ 老年斑及神

经原纤维缠结的形成。 激活该通路可保护神经元，
抵抗Ａβ诱发的神经毒性，其下游的各种靶点也与

图 ９　 各组小鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ｐ６２、ＬＣ⁃３ 蛋白表达比较（ｎ ＝ ６） × ４００
Ａ：Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 阳性表达；Ｂ：ＬＣ３ 阳性表达；Ｃ：ｐ６２ 阳性表达；ａ：空白对照组（雄）；ｂ：锁阳提取物组（雄）；ｃ：多奈哌齐组（雄）；ｄ： 空白对照组

（雌）；ｅ： 锁阳提取物组（雌）；ｆ： 多奈哌齐组（雌）
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图 １０　 各组小鼠海马 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ｐ６２、ＬＣ⁃３ 蛋白表达比较（ｎ ＝ ６）
ａ：空白对照组（雄）；ｂ：锁阳提取物组（雄）；ｃ：多奈哌齐组（雄）；

ｄ： 空白对照组（雌）；ｅ： 锁阳提取物组（雌）；ｆ： 多奈哌齐组（雌）；与
空白对照组（雄）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与空白对照组（雌）比较：＃＃Ｐ ＜
０. ０１

图 １１　 各组小鼠海马 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β／

ＧＳＫ⁃３β蛋白表达比较（ｎ ＝ ６）

Ａ：各组小鼠蛋白表达条带图；Ｂ：相关蛋白相对表达量；ａ：空白

对照组（雄）；ｂ：锁阳提取物组（雄）；ｃ：多奈哌齐组（雄）；ｄ： 空白对

照组（雌）；ｅ： 锁阳提取物组（雌）；ｆ： 多奈哌齐组（雌）；与空白对照

组（雄）比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与空白对照组（雌）比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

ＡＤ 有关［６］。 ＧＳＫ⁃３β 是一种组成型活性的丝氨酸 ／
苏氨酸激酶，是 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路下游的重要靶

点，其活性的增加与 Ａβ 生成和沉积的增加直接相

关。 ＰＩ３Ｋ 的激活使 ＡＫＴ 构象发生变化，暴露磷酸

化位点，进而对下游的 ＧＳＫ⁃３β 进行负性调节，增强

自噬活性，削弱 Ｔａｕ 蛋白的过度磷酸化，抑制 ＮＦＴ
形成［７］。 动物实验结果显示，水迷宫实验结果提示

锁阳提取物可以改善 ＡＤ 模型小鼠的空间记忆认知

功能；尼氏染色观察到锁阳提取物可以明显改善海

马 ＣＡ１ 区神经元损伤；同时与空白对照组比较，锁
阳提取物组小鼠海马 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＬＣ３ 表达水平明显升高，ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β ／ ＧＳＫ⁃３β、ｐ６２ 表

达水平明显下降，这表明锁阳提取物可能通过激活

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＧＳＫ⁃３β 信号通路介导的自噬作用改善

ＡＤ 模型小鼠的认知功能障碍。
ＡＤ 的发生和发展差异有统计学意义。 在女性

中，终生雌激素暴露量降低会增加 ＡＤ 风险，而在接

近绝经期时给予雌激素治疗可降低 ＡＤ 风险。 但在

男性中，雌激素未表现出与年龄相关的降低，且与

ＡＤ 风险无显著相关性。 相反，血浆和脑中与年龄

相关的睾酮正常耗竭可预测 ＡＤ 的易感性增强［８］。
因此，研究药物作用的性别差异对疾病的精确治疗

以及药物的高效利用有着重要作用。 锁阳已被证实

有植物雌激素［９］及提高体内睾酮水平的功效［１０］，了
解锁阳提取物对 ＡＤ 作用的性别差异对药物的开发

和利用有着重要的意义。 下丘脑 － 垂体 － 性腺

（ＨＰＧ）轴，可产生黄体生成素、促性腺激素释放激

素和具有神经元受体的激活素，这些受体贯穿于不

同细胞类型的边缘系统调节大脑的结构和功能，
ＨＰＧ 轴失调可通过各种信号通路促进神经元细胞

结构和功能的改变［１１］。 而女性 ＨＰＧ 轴失调的发生

率显著高于男性，这可能是女性 ＡＤ 发病率更高的

原因［１２］。 与年龄匹配的 ＳＡＭＲ１ 小鼠相比，雌雄

ＳＡＭＰ８ 小鼠的激素 ＨＰＧ 轴均受到显著干扰，相关

激素水平均明显下降［１３］。 实验结果未发现锁阳提

取物对 ＡＤ 模型小鼠认知障碍的作用存在明显性别

差异，这或与锁阳提取物调节 ＨＰＧ 轴失衡有关，其
可能性及相关机制仍有待验证。
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ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｃｏｒｎｕ ａｍｍｏｎｉｓ １ （ＣＡ１） ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｂｅｃｌｉｎ １（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１）， Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １ （ｐ６２）， ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ （ＬＣ⁃
３） ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉ⁃
ｎａｓｅ （ＰＩ３Ｋ）， ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ＡＫＴ） ａｎｄ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ３β （ＧＳＫ⁃３β） ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｓｔｕｄｙ， ｉｔ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍ ｓｏｎｇａｒｉｃｕｍ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ＡＤ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＧＳＫ⁃３β． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｆ ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍ ｓｏｎｇａｒｉｃｕｍ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ， ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄａｍ⁃
ａｇｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ， ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β ／ ＧＳＫ⁃３β， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ａｎｄ ＬＣ３ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｐ６２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ＡＤ ｍｏｄｅｌｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ＧＳＫ⁃３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍ ｓｏｎｇａｒｉｃｕｍ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ； ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ⁃ＧＳＫ⁃３β
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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