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基于网络药理学和实验验证探讨小柴胡汤治疗
阿尔茨海默病的作用机制
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［摘要］ 目的：运用网络药理学结合生物信息学探讨小柴胡汤治疗阿尔茨海默病（AD）的潜在作用机制。方法：利用中药

系统药理学数据库和分析平台（TCMSP）筛选小柴胡汤的可能活性化合物及其潜在治疗靶标，从基因表达综合数据库（GEO）
中获取与 AD 相关的差异表达基因，取交集筛选出小柴胡汤可能的靶点；对交集靶点基因本体（GO）和京都基因与基因组百科

全书（KEGG）富集分析；构建化合物—靶点网络、蛋白互作（PPI）网络，进行 KEGG 和 GO 富集分析。采用 β淀粉样蛋白 1-40

（Aβ1-40）诱导 PC12 细胞制备 AD 细胞模型，以小柴胡汤干预处理后，细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测细胞活率，4'，6-二脒

基 -2-苯基吲哚（DAPI）染色观察细胞形态、细胞膜电位检测、流式细胞术检测细胞凋亡、细胞荧光免疫检测 B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）/Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）的表达，初步验证网络药理学预测结果。结果：小柴胡汤共收集到 190 个化学成分和 41 个 AD

相关靶点，包括丁子香萜，槲皮素，小檗碱，原卟啉，24-Ethylcholest-4-en-3-one，β-D-呋喃核糖苷等关键化合物及 Sigma 非阿片

类细胞内受体 1（SIGMAR1），细胞周期检测点激酶 1（CHEK1），非受体型蛋白酪氨酸磷酸酶 6（PTPN6），蛋白激酶 C（PRKCH），
核转录因子 κB 激酶亚单位 β抑制蛋白（IKBKB），组织蛋白酶 D（CTSD），半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 -3（Caspase-3），Bax，

Bcl-2 样蛋白 1（Bcl-2L1）等核心靶点。GO 富集分析获得 302 个条目（P<0.05），主要与调控神经元细胞凋亡相关；KEGG 通路富

集获得相关通路 73 条（P<0.05），涉及的主要通路和生物过程包括细胞凋亡通路、脂质和动脉粥样硬化相关通路、癌症相关通

路等。细胞实验表明，与空白组比较，模型组细胞活率降低（P<0.05），凋亡率升高（P<0.05）、线粒体膜电位降低，Bcl-2/Bax 下

调；与模型组比较，小柴胡汤组细胞活率升高（P<0.05），细胞凋亡率降低（P<0.05）、线粒体膜电位升高，Bcl-2/Bax 上调，验证了

预测结果的可靠性。结论：本研究揭示了小柴胡汤治疗 AD 多成分、多靶点、多途径的作用特点，为进一步阐释其物质基础和

机制奠定了一定基础。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the potential mechanism of Xiao Chaihutang（XCHT）in the

treatment of Alzheimer's disease（AD）based on network pharmacology and bioinformatics. Method：： The

active components of XCHT and corresponding targets were retrieved from Traditional Chinese Medicine

Systems Pharmacology Database and Analysis Platform（TCMSP），and the differentially expressed genes

related to AD were searched from Gene Expression Omnibus（GEO）. Thereby，the common targets of XCHT

and AD were yielded，followed by Gene Ontology（GO）term enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes（KEGG）pathway enrichment analysis of the common targets. The component-target network and

protein–protein interaction（PPI）network were constructed. Furthermore，amyloid β-protein（Aβ）1-40 was used

to induce AD in PC12 cells and then the AD cells were intervened with XCHT. Afterward，cell viability was

detected by Cell Counting Kit-8（CCK-8）assay and cell morphology was observed based on 4'，6-diamidino-2-

phenylindole（DAPI）staining. Cell membrane potential was determined and apoptosis was detected by flow

cytometry，and cellular immunofluorescence detects the expression of B-cell lymphoma-2（Bcl-2）/Bcl-2-related

X protein（Bax）. Moreover， immunofluorescence assay was performed. Result：： A total of 190 active

components and 41 anti-AD targets of XCHT were screened out. The key components included mairin，

quercetin，berberine，protoporphyrin，24-ethylcholest-4-en-3-one，and β-D-ribofuranoside，and the core targets

were sigma non-opioid intracellular receptor 1（SIGMAR1），checkpoint kinase 1（CHEK1），protein tyrosine

phosphatase non-receptor type 6（PTPN6），protein kinase C（PRKCH），inhibitor of nuclear factor kappa B

kinase subunit beta（IKBKB），cathepsin D（CTSD），cysteine aspartate protease-3（Caspase-3），Bax，and Bcl-

2-like protein 1（Bcl-2L1）. The anti-AD targets of XCHT were involved in 302 GO terms（P < 0.05），

particularly the regulation of neuronal cell apoptosis，and 73 KEGG pathways（P<0.05）. The major pathways

and biological processes included the apoptosis pathway，virus infection pathway，lipid and atherosclerosis

pathway，and cancer-related pathways. In the in vitro experiment，the model group demonstrated the decrease in

cell survival rate（P<0.05）， increase in apoptosis rate（P<0.05），and down-regulation of mitochondrial

membrane potential and Bcl-2/Bax ratio compared with the blank control. Compared with the model group，

XCFT group showed the increase in cell survival rate（P<0.05），decrease in apoptosis rate（P<0.05），and up-

regulation of mitochondrial membrane potential and Bcl-2/Bax ratio. Conclusion：： Based on network

pharmacology， this study reveals the multi-component，multi-target， and multi-pathway characteristics of

XCHT in the treatment of AD，laying a foundation for further research on the material basis and mechanism of

this prescription.

［［Keywords］］ Xiao Chaihutang（XCHT）；Alzheimer’s disease（AD）；network pharmacology

阿尔茨海默病（AD）是一种渐进性神经系统退

行性病变，主要表现为认知功能障碍、记忆障碍、智

力减退及人格改变［1］。多发于 65 岁以上老年人群，

随着全球人口老龄化现象日趋严重，其发病率逐年

上升，已成为全球面临的重大医疗卫生和社会经济

问题。 AD 特征性病理改变主要是 β淀粉样蛋白

（Aβ）沉积形成的老年斑、过度磷酸化 Tau 蛋白引起

的神经原纤维缠结和神经元细胞大量损伤死亡［2］。

其病因病机十分复杂，目前尚未明确，存在 Aβ级

联、脂代谢紊乱、感染、炎症、自由基损伤、氧化应激

及 APP 基因突变等数十种假说［3-4］。迄今为止，临床

用药包括他克林、多奈哌齐、卡巴拉汀、加兰他敏等

胆碱酯酶抑制剂与美金刚等 N-甲基 -D-天冬氨酸受

体拮抗剂，均只能改善 AD 症状，不能逆转或阻止其

进展，仍需积极探索其治疗药物［1］。

中医学认为，AD 属于“好忘、喜忘、健忘、呆、呆

痴、愚痴”等病范畴，其病复杂，但总不离虚实两端。

究其病因病机，与少阳枢机不利密切相关。“少阳为

枢”“主发之机”“制动之主曰枢机”。少阳开合内

外，通达上下，阴阳燮理；少阳枢机不利，气机升降

失度，开合失常，阴阳逆乱，实可为风、火、痰、瘀之

有余，虚则为气、血、阴、阳之不足，导致 AD 发生发

展。经典方剂小柴胡汤出自汉代张仲景所著《伤寒

论》，药用柴胡、黄芩、半夏、生姜、人参、大枣和炙甘

草，功善“和枢机、解郁结”，柯韵伯言其为“少阳枢

机之剂，和解表里之总方”。近年来，临床研究表明
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从“少阳枢机不利”论治 AD 为有效治疗策略［5-6］，实

验研究揭示小柴胡汤能下调白细胞介素（IL）-1β，

IL-6 及 p-p38 丝裂原活化蛋白激酶（p-p38 MARK），
核转录因子 -κB（NF-κB）表达水平，对 AD 模型小鼠

发挥脑保护作用［7-8］。然而鉴于中药方剂具有多成

分、多途径、多靶点作用的特点，目前该方治疗 AD

潜在的物质基础、作用机制及环节尚未明确。网络

药理学的研究理念强调从系统层次和生物网络的

整体角度出发，解析药物及治疗对象之间的分子关

联规律，为开展中药复方作用机制研究提供了新思

路。因此，本研究拟采用网络药理学和生物信息学

的方法，分析小柴胡汤的有效成分、筛选小柴胡汤

抗 AD 的作用靶点、挖掘其潜在通路，并辅以细胞实

验进行初步验证，以期为进一步开展相关实验验证

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 小柴胡汤化学成分检索与筛选 经典方剂小

柴胡汤药用柴胡、黄芩、半夏、生姜、人参、大枣、炙

甘草。 基于中药系统药理学数据库和分析平台

（TCMSP）在 线 数 据 库（http：//tcmspw. com/tcmsp.

php）收集和筛选小柴胡汤有效成分和相关靶点。

该数据库包含 499 种中药品种，并提供各种成分吸

收、分布、代谢及排泄（ADME）特性信息［9］，其中口

服生物利用度（OB）和类药性（DL）是最重要的药代

动力学指标［10］。本研究将筛选 OB≥30% 和 DL≥0.18

的 化 合 物 作 为 候 选 成 分 ，并 检 索 PharmMapper

（http：//www. lilab-ecust. cn/pharm mapper/） and

SwissTargetPrediction （http：//www. swisstar

getprediction.ch/）数据库预测其对应的靶点蛋白。

1.2 AD 相关靶点预测 基于基因表达综合数据库

（GEO，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/）在线检索

人源 AD 芯片相关数据集［11］，挖掘差异表达基因，根

据研究样本及研究方向，最终选择编号为 GSE4226

的芯片，该芯片数据的原始文件包含了 28 个患者血

液样本，其中正常对照组 14 个（男女各 7 人），AD 患

者样本 14 个（男女各 7 人）。采用 R 语言（3.6.3）对芯

片集数据进行二次分析，log2 算法对数据进行归一

化和变换，倍性变化（FC）法检测 AD 和正常基因的

差异表达。以｜log FC｜>1 且 adj.P<0.01 为标准，

筛选差异表达基因，并运用 R 语言绘制热图和火

山图。

1.3 蛋白质 -蛋白质（PPI）互作网络构建 将处理

好的数据集导入 Cytoscape 3.7.1 软件和 STRING

11.0 在线数据库（https：//string-db.org）创建蛋白质

—蛋白质相互作用网络（PPI）；使用 Cyto hubba 插件

筛选核心关键基因（Hub 基因）［12-13］。

1.4 “化合物 -交集标靶”互作网络构建 采用 Perl

语言工具处理数据以获得 AD 差异表达基因与小柴

胡汤化合物对应靶点的交集；将处理好的数据导入

Cytoscape 3.7.1 软件构建“小柴胡汤化合物-AD 交集

靶点”网络。

1.5 功 能 富 集 分 析 采 用 DAVID（http：//david.

nifcrf.gov/）在线对网络合并后获得的靶点蛋白进行

基因本体论（GO）富集分析［14］，并运用 R 语言工具

包，绘制生物过程、细胞组分及分子功能条形图、气

泡图及圈图。采用 DAVID 工具结合 R 语言对小柴

胡汤化合物-AD 交集蛋白靶标基因进行京都基因和

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析［15］，探讨小

柴胡汤潜在靶标的生物学功能及参与的生物学

通路。

1.6 试剂与仪器 细胞株高分化型 PC12 细胞株

（湖南丰晖生物科技有限公司，批号 CL0256）；胎牛

血 清（ 美 国 Thermo Scientific 公 司 ，批 号

10099141C）；Aβ1-40（美国 Sigma-aldrich 公司，批号

A1075）；JC-1 探针（苏州宇恒生物科技有限公司，批

号 J6004）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）细胞增殖

检测试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司，批号

AR1199）；4'，6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚（DAPI），

Annexin V-APC，Triton X-100 的 封 闭 液 进 行 封 闭

（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

C1002，C1067S，ST797-500ml）；B 细 胞 淋 巴 瘤 -2

（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）一抗，PVDF 膜（武

汉博士德生物工程有限公司，批号分别为 BM0200，

BA0315-2，AR0136-02）；羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G，

羊抗小鼠 IgG H&L（英国 Abcam 公司，批号分别

Wieab150077，ab97035）；311 型 CO2 细 胞 培 养 箱 ，

Multiskan Go 型全波长酶标仪（美国 Thermo 公司）；
DMi8 型 倒 置 荧 光 显 微 镜（ 德 国 Leica 公 司 ）；
CytoFLEX 型流式细胞仪（美国 Beckman 公司）。
1.7 CCK-8 法检测细胞活率 小柴胡汤（XCHT）
由柴胡、黄芩、半夏、生姜、人参、大枣、炙甘草组成，

购自于四川（北京同仁堂）大药房有限公司。按照

《伤寒论》中原方药物比例（柴胡-黄芩-半夏-生姜-人

参 -甘草 -大枣 8︰3︰3︰3︰3︰3︰2）称取药物，置于圆底

烧 瓶 中 ，混 匀 ，加 10 倍 量 水 ，浸 泡 30 min，煎 煮

30 min，收集药液，用 4～6 层纱布过滤，收集滤液，

倒入容器。剩余药渣再加入 8 倍量水，煎煮 2 次，每

次各 20 min，过滤，收集滤液。合并 3 次滤液，浓缩
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至生药含量质量浓度为 1.0 g·mL-1 的 XCHT 水煎

剂，冷冻干燥成冻干粉，保存备用。AD 细胞 PC12

模型造模方法参考文献资料［16-17］。实验分为空白组

（PC12 细胞组）、模型组（5 μmol·L-1 Aβ1-40 处理 AD

细胞模型组）及 XCHT 治疗组（AD 细胞模型+XCHT

处理组）。PC12 细胞接种于 96 孔板（1×105个/mL），
加入终浓度为 5 μmol·L-1的 Aβ1-40诱导 48 h 后，空白

组和模型组加入培养基孵育，XCHT 组分别加入

10，20，40，80，160，320 mg·L XCHT 继续培养 48 h，

采用 CCK-8 法于 450 nm 下测定吸光度 A，计算细胞

活率。

1.8 DAPI 染色观察细胞形态 将细胞接种于 6 孔

板，孔内放置一圆形盖玻片，培养 48 h 后，移除培养

液，PBS 洗涤 3 遍，加入 4% 多聚甲醛固定，移除多聚

甲醛，PBS 洗涤 3 次，加入 DAPI染色，PBS 洗涤 3 次，

加入荧光淬灭液封片，荧光倒置显微镜观察细胞

形态。

1.9 细胞膜电位检测 将细胞接种于 6 孔板，培养

48 h 后，移除培养液，PBS 洗涤 3 次，加入 JC-1 探针

进行孵育，激光共聚焦显微镜观察细胞绿色/红色荧

光比率。

1.10 流式细胞术检测细胞凋亡 收集接种于 T25

培养瓶的细胞，1 000 r·min-1 离心 5 min（离心半径

15 cm，下同），移除上清，加入 PBS 2 mL 重悬洗涤，

混匀后吸取 1 mL 转移至 1.5 mL 尖底微型离心管，

1 000 r·min-1 离 心 5 min，移 除 上 清 ，500 μL 的

Binding Buffer 重 悬 细 胞 ，加 入 Annexin V-APC

5 μL/孔吹匀，再加入 PI 5 μL/孔混匀；室温避光反应

15 min 后，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.11 细胞荧光免疫检测 将细胞接种于 6 孔板，培

养 48 h 后，移除培养液，PBS 洗涤 3 次，加入含有 3%

Triton X-100 的封闭液进行封闭，Bcl-2，Bax 一抗（1∶

300）进行孵育，4 ℃过夜。PBS 洗涤 3 次，加入荧光

二抗（1∶1 万）室温避光孵育 1 h。加入 DAPI 进行细

胞核染色，激光共聚焦显微镜观察细胞荧光表达

情况。

1.12 统计学分析 采用 SPSS 21.0 软件分析处理

实验数据，计量资料以 x̄± s 表示，多组比较运用单因

素方差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小柴胡汤活性成分预测 通过对 TCMSP 数据

库的检索，根据 OB≥30% 及 DL≥0.18 要求，筛选出

209 种有效化合物，其中柴胡 19 种，黄芩 34 种，半夏

13 种，生姜 5 种，人参 22 种，炙甘草 91 种，大枣 25

种，去除重复后共获得 190 种有效成分。见增强出

版附件材料。

2.2 小柴胡汤治疗 AD 的潜在靶点预测 基于

GEO 数据库检索“Alzheimer’s disease”筛选并下载

符合标准的 GSE 4226 独立数据集，运用 R 语言对其

进行差异表达分析。根据 FC 分析（筛选条件｜log

FC｜>1 且 adj.P<0.01 获得 687 个 DEGs，其中表达上

调的基因 399 个，表达下调的基因 288 个。小柴胡

汤活性成分靶点 1 229 个，AD 疾病靶点 687 个。将

活性成分靶点与 AD 靶点取交集，获得 41 个小柴胡

汤治疗 AD 的潜在靶点。见增强出版附件材料。

2.3 潜在靶点 PPI 网络分析 将 41 个小柴胡汤改

善 AD 的潜在靶点导入 String 数据库，获得 PPI 网

络。该网络具有 34 个节点，192 条边，平均节点度值

为 5.65，局部聚类平均系数为 0.39。Cytoscape 3.7.1

内置 Network Analyzer 功能分析网络显示，度值较

大的靶点为甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH），半胱

氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3（Caspase-3），Bcl-2 样蛋

白 1（Bcl-2L1），Caspase-9，热 休 克 蛋 白 家 族 A

（Hsp70）成员 8（HSPA8），分别是 21，17，12，10，10，

提示小柴胡汤治疗 AD 的药效机制可能与这些蛋白

密切相关。见增强出版附件材料。

2.4 潜在靶点 GO 富集分析 使用 DAVID 工具和

R 语言对小柴胡汤治疗 AD 的潜在靶点进行 GO 富

集和 KEGG 通路注释分析。GO 富集结果涉及的生

物过程（BP）主要包括：配体缺乏时信号转导（signal

transduction in absence of ligand），配体缺乏时外源

性 凋 亡（extrinsic apoptotic signaling pathway in

absence of ligand），凋亡执行期（execution phase of

apoptosis），神经元死亡（neuron death），神经元死亡

正向调控（positive regulation of neuron death），放射

反应（response to radiation），外源性凋亡（extrinsic

apoptotic signaling pathway），神 经 元 凋 亡 过 程

（neuron apoptotic process）等；相关的细胞成分（CC）
包 括 ：膜 筏（membrane raft），膜 微 区（membrane

microdomain），膜 区（membrane region），核 被 摸

（nuclear envelope），分 泌 颗 粒 腔（secretory granule

lumen），胞质泡腔（cytoplasmic vesicle lumen），囊腔

（vesicle lumen），溶酶体腔（lysosomal lumen），黑色

素体（melanosome），色素颗粒（pigment granule）；涉
及的分子功能（MF）包括半胱氨酸型内肽酶活性参

与 细 胞 凋 亡 过 程（cysteine-type endopeptidase

activity involved in apoptotic process），半胱氨酸型

内肽酶活性（cysteine-type endopeptidase activity），
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酰 胺 结 合（amide binding），BH 区 域 结 合（BH

domain binding），死 亡 结 构 域 结 合（death domain

binding）等。GO 富集结果表明，小柴胡汤治疗 AD

的机制可能主要和调控凋亡诱导的神经元细胞死

亡信号和过程相关。见增强出版附件材料。

2.5 潜在靶点 KEGG 通路富集分析 应用 DAVID

数据库和 R 语言进行 KEGG 生物途径富集分析，小

柴胡汤改善 AD 具有显著影响的生物途径共 73 条。

提取 P 值靠前关键通路，其机制主要涉及细胞凋亡

通路（apoptosis），人类免疫缺陷病毒 1 感染通路

（human immunodeficiency virus 1 infection），脂质和

动脉粥样硬化（lipid and atherosclerosis）通路、致病

性 大 肠 杆 菌 感 染 PI3K/Akt（pathogenic escherichia

coli infection PI3K/Akt）信 号 通 路 ，小 细 胞 肺 癌

（small cell lung cancer）通 路 ，胰 腺 癌（pancreatic

cancer），结肠直肠癌（colorectal cancer）等。结合本

研究疾病为 AD 和文献报道，排除其他不相关的通

路机制，结合 GO 的富集结果，笔者推测小柴胡汤治

疗 AD 的可能机制主要与调节凋亡相关。见增强出

版附件材料。

2.6 小柴胡汤治疗 AD 的关键成分 -靶点网络构建

采用 Perl 语言分析小柴胡汤化合物对应靶点与

AD 差异表达基因，应用 Venny 2.1 求 1 229 个小柴胡

汤作用靶点与 687 个 AD 相关靶点的交集，获得小柴

胡汤治疗 AD 的靶点 41 个，提示这些蛋白是小柴胡

汤治疗 AD 成分的潜在相关靶点。应用 Cytoscape

3.7.1 对小柴胡汤治疗 AD 的化合物—靶点网络进行

可视化处理。该网络由 190 个节点和 407 条边组

成。根据节点的 Degree 和 Betweenness Centrality 大

小，进一步的拓扑学分析显示该网络的核心作用靶

点为 Sigma 非阿片类细胞内受体 1（SIGMAR1），细
胞周期检测点激酶 1（CHEK1），前列腺素 E 合成酶

（prostaglandin E synthase，PTGES），钾电压门控通

道亚家族 H 成员 2（KCNH2），非受体型蛋白酪氨酸

磷酸酶 6（PTPN6），蛋白激酶 C（PRKCH），核转录因

子 κB 激酶亚单位 β抑制蛋白（IκBKB），组织蛋白酶

D（CTSD），Caspase-3，微管相关蛋白 Tau（MAPT），
花生四烯酸 5-脂氧合酶活化蛋白（ALOX5AP），Bcl-

2L1，N-酰基乙醇胺酸酰胺酶（NAAA），整合素亚基

β1（ITGB1），Caspase-6；关键化学成分为丁子香萜

（Mairin，C73-MOL000211，来源：甘草、大枣），槲皮

苷（quercetin，C67-MOL000098，来源：柴胡、甘草、

大枣），小檗碱（berberine，C187-MOL001454，来源：

大 枣 、黄 芩 ），原 卟 啉（Protoporphyrin，C179-

MOL000783，来 源 ：大 枣），24-Ethylcholest-4-en-3-

one（C155-MOL001755，来源：半夏），β-D-呋喃核糖

苷（β-D-Ribofuranoside，C156-MOL006967，来源：半

夏）等。见增强出版附件材料。

2.7 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12 细胞的保护作用

2.7.1 对 Aβ1-40 损伤 PC12 细胞活率的影响 与空

白 组 比 较 ，模 型 组 PC12 细 胞 活 率 明 显 降 低（P<

0.05）；与模型组比较，小柴胡汤干预后，细胞活率明

显升高（P<0.05）。见表 1。

2.7.2 对 Aβ1-40 损伤 PC12 细胞凋亡和膜电位的影

响 与空白组比较，模型组 PC12 细胞明显变亮、变

圆，染色质浓度升高，提示细胞发生凋亡；与模型组

比较，小柴胡汤（80 mg·L-1）干预后，细胞凋亡情况

有所改善。见图 1。流式细胞术检测结果与 DAPI

染色一致，与空白组比较，模型组 PC12 细胞凋亡率

明显升高（P<0.05）；与模型组比较，小柴胡汤干预

后，细胞凋亡率明显降低（P<0.05）。见表 2。

线粒体膜电位（MMP）下降是凋亡发生的早期

事件。当线粒体膜通透性发生改变时，膜电位会降

A. 空白组；B. 模型组；C. 小柴胡汤组（图 3 同）
图 1 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12细胞核形态变化的影响（免疫荧

光，×400）
Fig. 1 Effect of Xiao Chaihutang on nuclear morphometry of

PC12 cells injured by Aβ1-40（IF，×400）

表 1 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12细胞活率的影响（x̄± s，n=4）

Table 1 Effect of Xiao Chaihutang on viability of PC12 cells

injured by Aβ1-40（x̄± s，n=4）

组别

空白

模型

小柴胡汤

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

80

160

320

细胞活率/%

100.0±1.9

78.0±5.21）

81.7±3.31）

83.3±2.41）

88.2±3.11）

94.9±4.22）

95.1±6.22）

94.8±5.62）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 2 同）。
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低。这种改变是由于细胞膜表面 Bcl-2/Bax 的比例

降低，引起线粒体膜 PT 孔打开，线粒体中细胞色素

C 释放到细胞质中，导致凋亡发生。 JC-1 是检测

MMP 的理想荧光探针。MMP 较高时，JC-1 以聚合

物存在，产生红色荧光；MMP 较低时，JC-1 以单体

存在，产生绿色荧光，因此检测荧光颜色可用于评

价 MMP 的变化。空白组 PC12 细胞主要为红色荧

光，提示细胞线粒体膜电位较高；与空白组比较，模

型组 PC12 细胞主要表现为绿色荧光，提示 MMP 明

显下降、细胞产生了凋亡；与模型组比较，小柴胡汤

（80 mg·L-1）干预后，细胞红色荧光比例增高，提示

MMP 明显增加、细胞凋亡有所减轻。见图 2。

2.7.3 对 Aβ1-40 损 伤 PC12 细 胞 Bcl-2/Bax 的 影 响

上述结果表明，小柴胡汤干预后，细胞凋亡和 MMP

情况有所改善，提示小柴胡汤可能抑制了细胞 PT 孔

的打开，从而抑制凋亡的发生。结合网络药理学的

预测结果，推测小柴胡汤可能改善 Bcl-2/Bax 的比例

进而影响 PC12 细胞 MMP，抑制细胞凋亡，因此，进

一步探讨了小柴胡汤对 Aβ1-40 损伤 PC12 细胞 Bcl-2/

Bax 的影响。细胞免疫荧光结果表明，与模型组比

较，小柴胡汤（80 mg·L-1）的干预可以上调 Bcl-2/

Bax，从而抑制细胞凋亡。见图 3。

3 讨论

AD 是一种多因素全身性复杂疾病，与少阳枢

机不利密切相关。少阳为枢转之机，是人体气机升

降、出入之枢，亦为表里、阴阳之枢。且少阳在腑为

表 2 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12细胞凋亡的影响（x̄± s，n=4）

Table 2 Effect of Xiao Chaihutang on apoptosis of PC12 cells

injured by Aβ1-40（x̄± s，n=4）

组别

空白

模型

小柴胡汤

质量浓度/mg·L-1

80

细胞凋亡率/%

5.31±1.49

24.81±2.941）

11.82±4.022）

A. 小柴胡汤组；B. 空白组；C. 模型组

图 2 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12细胞膜电位的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 2 Effect of Xiao Chaihutang on mitochondrial membrane potential of PC12 cells injured by Aβ1-40（IF，×400）
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胆和三焦，“凡十一脏皆取决于胆”，三焦为“脏腑之

外，躯体之内，包罗诸脏，一腔之大腑也。”对全身气

血津液的运行敷布和各个脏腑功能的正常发挥具

有重要作用。少阳枢机不利，可致气郁、气滞、气

逆，或郁而化火，亦可生湿生痰，或阻滞经络而成

瘀，又或克伐太阴脾土、致气血生化乏源，又或累及

多脏、阴阳逆乱，五脏之精、六腑之清皆不能上达清

窍而致 AD 的发生发展［7］。若论其治，当以“和枢

机”为要。小柴胡汤方中柴胡、黄芩外透少阳之邪、

内泄少阳之热以疏泄气机之郁滞；半夏与生姜辛散

气滞、功善化痰散饮，人参、大枣、炙甘草鼓舞脾胃

之气，以助少阳转枢之力。现代药理学研究表明该

方具有调节免疫、抗肿瘤、调节内分泌等作用［18-19］，

在体内、外实验中均具有抗 AD 的作用［7-8］。因此，本

研究以小柴胡汤为研究对象。

根据 OB 和 DL 参数，本研究共筛选出小柴胡汤

可能的活性成分 190 个，基于 TCMSP 和 GEO 芯片

数据集分析，获得小柴胡汤治疗 AD 可能的靶点

41 个 ，包 括 SIGMAR1，CHEK1，PTGES，KCNH2，

PTPN6，PRKCH，IKBKB，CTSD，CASP3，BAX，

BCL2L1 等核心靶点，提示小柴胡汤治疗 AD 具有多

成分、多靶点的特点。对上述成分和靶点的关系网

络 分 析 结 果 显 示 ，Mairin，quercetin，berberine，

Protoporphyrin， 24-Ethylcholest-4-en-3-one， β -D-

Ribofuranoside 等成分拥有较多的预测靶点，表明这

些化合物可能是小柴胡汤治疗 AD 的重要活性成

分。其中，已有报道证实丁子香萜（mairin，又名

betulinic acid）能抑制炎症反应、保护微循环，有效改

善 AD 大鼠模型空间学习和记忆障碍功能、减轻其

海马组织 Aβ纤维斑块［20］；槲皮素（quercetin）可保护

神经元，抑制氧化应激和神经炎症，改善乙酰胆碱

酯酶活性，降低脂质过氧化，减少 Aβ异常沉积，抑

制 tau 蛋白异常磷酸化［21］；小檗碱（berberine）可抑制

AD 氧化应激和神经炎症，延缓细胞外 Aβ斑块和细

胞内 NFTs 的形成，并改善动脉粥样硬化以降低 AD

相关风险因素［22-23］。为了分析小柴胡汤治疗 AD 的

生物学过程和潜在信号途径，将获得的小柴胡汤与

AD 相关的基因进行 GO 分析和 KEGG 通路分析。

GO 富集分析得到 302 个条目，其中 BP 263 个条目，

CC 22 个条目，MF 17 个条目，KEGG 通路富集得到

相关通路 73 条。通路富集结果均提示小柴胡汤治

疗 AD 的潜在机制主要与细胞凋亡、病毒感染通路、

脂质和动脉粥样硬化相关通路、癌症相关通路等相

关，具有多靶点、多途径的特点。

现代研究表明，AD 是导致进行性认知功能减

退的最常见原因，神经元丢失是其主要病理改变，

凋亡是引起神经元丢失最主要的病理机制［24-26］。提

示抑制神经元凋亡是防治 AD 的有效途径。凋亡是

最主要的细胞程序性死亡途径，其发生与细胞内促

凋亡基因和已凋亡基因的比例密切相关。本研究

图 3 小柴胡汤对 Aβ1-40损伤 PC12细胞 Bcl-2/Bax的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 3 Effect of Xiao Chaihutang on Bcl-2/Bax of PC12 cells injured by Aβ1-40（IF，×400）
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结果显示，小柴胡汤治疗 AD 的靶点与 SIGMAR1，

CHEK1，PTPN6，PRKCH，IκBKB，CTSD，CASP3，

BAX，BCL2L1 等 凋 亡 相 关 基 因 联 系 紧 密 。

SIGMAR1 基因编码的 σ1R 蛋白，是一种主要分布

于线粒体相关内质网膜的受体蛋白，其功能主要与

细胞膜离子通道调控、线粒体 Ca2+稳态维持和信号

转导相关，近年来有报道 σ1R 蛋白也与调控肿瘤凋

亡关系密切［27］。CHEK1 为与细胞周期调控相关的

基因，能直接调控细胞的凋亡和生存［28］。PTPN6 编

码的是蛋白酪氨酸磷酸酶家族蛋白 PTP，与细胞生

长、分化、有丝分裂周期等相关［29］。PRKCH 编码的

丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶对细胞功能包括增殖、分化

和凋亡有重要的调控作用［30］。研究发现 IKBKB 与

炎症、细胞生存和凋亡密切相关的基因［31］。组织蛋

白酶 D（CTSD）的高表达能抑制细胞的增殖，促进细

胞凋亡，还能调控 Bcl-2，Bax，Caspase-3 及周期相关

蛋白表达［32］。CASP3 编码凋亡执行蛋白 Caspase-3；
而 BAX 和 BCL2L1 分 别 编 码 Bax 和 Bcl-2，Bax/

Bcl-2 是调控线粒体 PT 孔打开的关键，PT 孔打开

后，线粒体中细胞色素 C 释放到细胞质引起线粒体

凋亡的发生［33］。在本研究中，结合 AD 的发病机制，

筛选出预测结果中的凋亡调控机制为小柴胡汤对

AD 干预的可能机制开展体外细胞实验。结果表明

小柴胡汤能显著抑制 Aβ引起的细胞死亡，其机制

可能是通过上调 Bcl-2/Bax 的比例升高细胞膜电位、

降低 Aβ引起的细胞线粒体依赖的相关凋亡，初步

验证了网络药理学预测结果，并提示小柴胡汤治疗

AD 的作用可能与其对神经细胞的保护作用与凋亡

抑制有关。

综上，本研究采用网络药理学结合生物信息学

的方法探讨了小柴胡汤治疗 AD 可能的潜在作用机

制，初步阐释了小柴胡汤治疗 AD 多成分、多靶点、

多途径的作用机制特点，课题组拟在后续研究中基

于方证组学进一步探讨小柴胡汤治疗 AD 的作用机

制、物质基础及现代剂型开发。
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