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［摘要］ 目的：基于网络药理学的方法探讨青蒿、川芎组合抗脑型疟配伍用药的合理性及其作用机制。方法：通过中药系

统药理学数据库与分析平台（TCMSP）及 SymMap 检索青蒿、川芎的所有化学成分并筛选作用靶点，构建成分靶点的蛋白质-蛋

白质的相互作用（PPI）网络。通过 GeneCards，DisGeNET 数据库收集脑疟相关靶基因。将药物靶点和疾病靶点进行映射筛选

出共同靶点，并对关键靶点进行蛋白互作网络分析，基因本体（GO）功能富集和京都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路

富集分析，进一步采用经典的实验性脑型疟小鼠模型检测生存曲线，原虫血症水平，存活率，实验性脑型疟（ECM）昏迷及行为

学评分，并采用 RayBio®细胞因子抗体阵列检测组织中细胞因子的表达水平，进行实验验证。结果：筛选后得到青蒿、川芎配

伍后的有效活性成分 23 个，药物靶点 179 个，药物靶点与脑型疟疾病靶点映射获得共有靶点 100 个。GO 功能分析确定了 59

个条目（P<0.05），涉及细胞因子活性、生长因子活性、免疫反应等方面。KEGG 通路分析发现相关信号通路 51 条。实验验证

结果表明，青蒿、川芎代表性成分配伍组合对 ECM 小鼠生存状态、昏迷及行为学评分等临床体征有明显改善作用。检测小鼠

相关细胞因子的表达水平，发现与模型组相比，配伍用药组合中 γ-干扰素（IFN-γ），白细胞介素-10（IL-10），IL-4，IL-1β的表达

水平明显升高（P<0.05），与网络药理学预测 ECM 疾病与药物重合核心靶标相符。结论：该研究通过网络药理学的筛选和体内

实验验证，证实了青蒿、川芎配伍组合治疗脑型疟的协同增效作用，为进一步的机制研究指明了方向，为脑型疟临床干预提供

了新的可能。
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Chuanxiong Rhizoma in treatment of cerebral malaria and investigate its mechanism based on network

pharmacology. Method： The traditional Chinese medicine systems pharmacology database and analysis

platform（TCMSP）and SymMap were used to obtain all the chemical components of Artemisiae Annuae Herba

and Chuanxiong Rhizoma and the action targets were screened to construct a component target protein-protein

interaction（PPI）network. Target genes related to cerebral malaria were collected with use of GeneCards and

DisGeNET databases. Common targets were screened by overlapping drug targets and disease targets，and

protein-protein interaction network analysis was performed to get key targets. Gene ontology（GO）functional

enrichment analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway enrichment analysis

were carried out to get main signaling pathways. Furthermore，the classical experimental cerebral malaria mouse

model was used to detect survival curve，protozoanemia level，survival rate，experimental cerebral malaria

（ECM）coma and behavior scores. RayBio® cytokine antibody array was used to detect the expression level of

cytokines in tissues and experiment was conducted for verification. Result： After combination of Artemisiae

Annuae Herba and Chuanxiong Rhizoma，23 active ingredients，179 drug targets，and a total of 100 common

targets of the drug and disease were obtained. GO functional analysis identified 59 items（P<0.05），involving

cytokine activity，growth factor activity，immune response，etc. KEGG pathway analysis revealed 51 related

signaling pathways. The experimental results showed that the combined use of Artemisiae Annuae Herba and

Chuanxiong Rhizoma could significantly improve the clinical signs of ECM mice，such as survival state，coma

and behavioral scores. In the detection of expression levels of related cytokines in mice，the expression levels of

γ -interferon（IFN-γ），interleukin-10（IL-10），IL-4，and IL-1β in the compatible drug combination drug were

significantly higher than those in the model group（P<0.05），which was consistent with the overlapping core

targets predicted by network pharmacology. Conclusion： Based on the network pharmacology analysis and in

vivo experiment verification，this study confirmed the synergistic effect of the combination of Artemisiae Annuae

Herba and Chuanxiong Rhizoma in the treatment of cerebral malaria，providing clear direction for further

mechanism research，and a new possibility for the clinical intervention of cerebral malaria.

［Key words］ Artemisiae Annuae Herba； Chuanxiong Rhizoma； cerebral malaria； network

pharmacology；cytokine

疟疾是全球关注的重要公共卫生问题之一，脑

型疟（CM）是由恶性疟原虫感染所致神经系统并发

症，是人类中枢神经系统中最常见、最严重的寄生

虫感染性疾病。2019 年世界卫生组织（WHO）疟疾

报告显示，大部分疟疾病例发生在非洲区域，主要

与恶性疟原虫有关（99.7%）［1］，且 CM 幸存者易出现

严重的神经系统障碍［2］。尽管目前在治疗 CM 方面

取得了很大的进展，但疟原虫对抗疟药抗性的产

生，仍需要新的治疗方案。目前，奎宁和青蒿素等

植物衍生物是治疗 CM 的标准抗疟药物［3-4］。最近

的报告表明，使用青蒿素衍生物的基础治疗常常不

能保护细胞死亡、神经损伤和认知缺陷［5］，在这种情

况下，联合疗法有望开发出降低疟疾死亡率的有效

一线抗疟药物［6］，以青蒿素类治疗为基础，以改善临

床结果和/或降低死亡率、预防长期神经认知缺陷为

目标的辅助治疗研究是 CM 新的干预策略，可通过

多环节调节机制有效降低 CM 的死亡率［7］。

活血化瘀药具有扩张外周血管和降低血管阻

力［8］、改善血流动力学、血液流变学、抑制血栓形成、

改善微循环等药理学作用［9］。中药川芎为活血化瘀

代表药，主治血瘀气滞诸痛［10］，可上行巅顶，在心脑

血管系统疾病的临床治疗应用非常广泛［11］。通过

文献查阅，发现川芎也用于疟疾相关疾病的治疗，

《万病回春》中记载包括川芎、白芷、麻黄等药味的

散邪汤可治疟疾初发，憎寒壮热、头疼身痛无汗；
《中草药大全》载有川芎、白芷、桂枝、苍术各研细粉

纳入鼻孔及贴肚脐处预防疟疾发作的描述；《蒙药》

中有川芎外用塞鼻可治疗疟疾的记载。根据中医

理论，本课题组拟尝试运用青蒿、川芎配伍治疗实

验性脑型疟（ECM），探究该组合是否具有协同抗疟

及改善 ECM 神经损伤作用。

本研究应用网络药理学的方法筛选青蒿、川芎

配伍组合治疗 CM 可能的活性成分及靶点，分析其

治疗 CM 的可能性、关键靶点及作用途径，为进一步
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深入研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 青蒿 -川芎主要活性成分及靶点预测 通过中

药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）（http：//

lsp. nwu. edu. cn/tcmsp. php），SymMap（http：//www.

symmap. org/）数据库平台，根据口服生物利用度

（OB）≥30% 和类药性（DL）≥0.18 作为筛选标准，得

到候选化合物，再检索并获取潜在作用靶点。

1.2 疾 病 靶 点 筛 选 在 GeneCards（http：//www.

genecards. org/）数 据 库 ，DisGeNET（http：//www.

disgenet.org/）数据库输入关键词“cerebral malaria”

获取疾病的潜在作用靶点。

1.3 靶点蛋白与蛋白互作网络分析 进一步明确

青蒿 -川芎潜在靶点与 CM 疾病靶点之间的相互作

用，将筛选的得到的共有靶标蛋白上传至 STRING

11.0（https：//string-db.org/）平台，建立蛋白质 -蛋白

质 相 互 作 用（PPI）网 络 ，将 PPI 网 络 图 导 入

Cytoscape 3.7.1 软件进行拓扑属性分析，选取度值

（degree）和聚集序数（clustering coefficient）同时在

平均数之上的靶标作为关键靶标。

1.4 基因本体（GO）功能分析及京都基因与基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析 将上述筛选出的

PPI 网 络 核 心 靶 标 导 入 DAVID 6.8（https：//david.

ncifcrf.gov/）数据库中进行分析，设定阈值 P<0.05，

进行 GO 功能分析和 KEGG 通路富集分析。

1.5 实验动物及疟原虫株 SPF 级 C57BL/6J 雄性

小鼠，鼠龄 6~8 周，体质量 14~16 g，购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，许可证号 SYXK（京）
2017-0033，中国中医科学院中医基础理论研究所动

物 实 验 设 施 编 号 2019-004，恶 性 疟 原 虫 株 Pb

ANKA，第四军医大学赵亚教授实验室惠赠，本实验

室进行传代，液氮中冻存并长期保存。

1.6 药物及试剂 Giemsa 染液（美国 Sigma 公司，

批号 SLBT6353）；青蒿琥酯注射液（重庆华方武陵

山制药有限公司，批号 C00220171106）；盐酸川芎嗪

注射液（北京永康药业有限公司，批号 P18050701）；
小鼠 ɤ-干扰素（IFN-ɤ），白细胞介素 -10（IL-10），IL-

4，IL-1β定量芯片（广州瑞博奥生物科技有限公司）。
1.7 仪器 CX31 型显微镜（日本 Olympus 公司）；
YP3002N 型体质量秤（南京晓晓仪器设备有限公

司）；Anymaze 动物行为学视频分析系统（北京众实

迪创科技发展有限公司）。
1.8 实验验证方法

1.8.1 复苏与传代 将液氮中保存的 Plasmodium

berghei ANKA（Pb ANKA）疟原虫株取出，37 ℃水

浴锅中解冻，待融化，用注射器吸取血液，按照

0.2 mL/只腹腔注射接种 C57BL/6 小鼠。待接种小

鼠感染率达 15%~30%，尾尖取血于抗凝血管中，摇

匀后按照 0.2 mL/只血传于下一代小鼠，待小鼠感染

率达 15%~30% 时，即可作种鼠进行接种实验。

1.8.2 动物分组与疟原虫接种 将 C57BL/6 小鼠

称质量，随机分为 3 组（n=10），模型组（M），青蒿琥

酯组（Art），青蒿琥酯 -川芎嗪组合组（Art+TMP）。
实验小鼠适应性喂养后，待种鼠感染率达 15%~

30%，摘眼球取血后计数红细胞总数和染疟红细胞

（pRBC）数，按照 1×106个 pRBC 腹腔注射 0.2 mL，建

立 ECM 模型，即为接种第 0 天（D0）。
1.8.3 给药处理 从接种后第 2 天（D2）开始，Art组

按照 7.80 mg·kg-1 进行滴鼻给药，Art+TMP 组按照

18.20 mg·kg-1 青蒿琥酯川芎嗪混合溶液滴鼻给药。

抓取小鼠后使其头部平躺，使用 10 μL 移液枪吸取

所需药物与小鼠鼻孔成 45°倾斜角度滴入，待其吸

入后继续滴入下一滴，左右鼻孔交替给药，直至给

药结束，保持此位置 15 s以便小鼠将药物完全吸入，

连续给药 4 d［12］。

1.8.4 小鼠一般情况 每天观察并记录各组小鼠

精神、活动状态，接种 D0 起每天观察小鼠的死亡情

况，连续统计 12 d，生存率=生存小鼠数量/实验小鼠

数量×100%，体质量 D2 开始，每天同一时间测定小

鼠体质量。

1.8.5 感染率检测 感染第 3 天（D3）起每日测定

各组小鼠感染率［13］。小鼠尾尖取血一小滴，滴于病

理载玻片上，用另一玻片边缘轻轻推开制成厚度适

宜 的 薄 血 膜 ，风 干 后 使 用 甲 醇 固 定 至 干 ，使 用

Giemsa 染液按照染液 -水 1∶9 比例配制染色（无气

泡，全覆盖血膜）20 min 后，用水冲洗并用滤纸吸净

水分，晾干。滴香柏油于薄血膜玻片上，100 倍油镜

进行观察计数，计数 1 000 个以上红细胞中 pRBC 数

目，感染率=pRBC 数目/总红细胞数×100%。

1.8.6 ECM 小鼠快速昏迷行为量表评分 根据文

献［14］，采用小鼠快速昏迷及行为量表（RMCBS）对
其 ECM 模型进行评估。从 D0 开始［12］，从步态、平

衡性、运动相关行为、身体所处位置、四肢力量、触

摸反应、耳廓反射、脚趾触碰反应、进攻行为、卫生

行为这 10 个方面评分。

1.8.7 运用 AAM-CUST 蛋白芯片技术结合数据分

析软件进行分析 使用 AAM-CUST 试剂盒检测脑

组织中的细胞因子表达水平，所有操作均按照试剂
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盒说明书进行，观察各组小鼠脑组织中差异蛋白的

变化，比较各组间的差异。

1.9 统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 版分

析，实验数据均以 x̄± s 表示，数据通过单因素方差分

析和非参数检验进行分析，P<0.05 表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 青蒿 -川芎主要活性成分及靶点 经过筛选整

理，青蒿主要活性成分 17 个、川芎主要活性成分 7

个，sitosterol 重复，因此共得到 23 个唯一有效活性

成分。其中青蒿素、双氢青蒿素、斛皮素、川芎嗪等

与 CM 及脑缺血性疾病文献报道及临床治疗经验相

关，见表 1。

2.2 药效靶点筛选 检索 23 个主要活性成分共获

得药物靶点 194 个，通过 GeneCards，DisGeNET 数据

库收集 CM 的相关靶点 2 851 个。将药物预测靶点

与疾病靶点进行基因映射可获得 100 个青蒿 -川芎

药物治疗 CM 的药效靶点。

2.3 活 性 成 分 - 靶 点 网 络 构 建 通 过 Cytoscape

3.7.1 软件对活性成分与药效靶点进行分析，得到青

蒿-川芎活性成分-靶点网络图，见图 1。网络分析结

果显示，青蒿 -川芎中活性成分主要含有青蒿素、双

氢青蒿素、蒿黄素、川芎嗪等，可能是干预 CM 的物

质基础。根据分析结果结合相关文献报道，发现除

青蒿素类成分外，未见其他明显有抗疟活性单体成

分。现代药理学证实，川芎化学成分多样，其中研

究表明川芎嗪可拮抗钙调素激活的核苷酸磷酸二

酯酶活性，发挥对电位依赖性钙通道的阻滞作用，

改善患者脑部血管，提高脑血管血流速度和血流

量［15-19］。还具有抗氧化作用，可减轻脑组织缺血及

再灌注损伤，发挥组织保护作用，改善患者神经功

能［20］。川芎嗪的药理活性有可能对 CM 所致脑缺血

性病变改善有所帮助，故选用川芎嗪作为川芎的代

表成分。CM 作为危重疾病，世界卫生组织（WHO）
推荐临床上一线药为青蒿琥酯［21-22］，考虑到青蒿琥

酯比双氢青蒿素有更好的溶解性，并且青蒿琥酯进

表 1 青蒿-川芎活性成分基本信息

Table 1 Basic information on active components of Artemisiae Annuae Herba-Chuanxiong Rhizoma

成分 ID

MOL007274

MOL004083

MOL000006

MOL000358

MOL000422

MOL007412

MOL007401

MOL000098

MOL004609

MOL005229

MOL000354

MOL007424

MOL007425

MOL002235

MOL004112

MOL007415

SMIT08862

MOL002157

MOL000433

MOL001494

MOL002135

MOL002140

MOL002202

成分名称

玄参黄酮 skrofulein

柽柳黄素 tamarixetin

木犀草素 luteolin

谷甾醇 sitosterol

山柰酚 kaempferol

dmqt

条叶蓟素 cirsiliol

槲皮素 quercetin

茵陈黄酮 areapillin

蒿黄素 artemetin

异鼠李素 isorhamnetin

青蒿素 artemisinin

双氢青蒿素 dihydroartemisinin

泽兰黄醇 eupatin

万寿菊素 patuletin

[(2S)-2-[[(2S)-2-(benzoylamino)-3- phenylpropanoyl]amino]-3-phenylpropyl] acetate

6,8-Di-C-glucosylapigenin_Qt

华利西内酯 wallichilide

Fa

十八碳二烯 mandenol

杨梅酮 myricanone

川芎哚 perlolyrine

川芎嗪 tetramethylpyrazine

OB/%

30.35

32.86

36.16

36.91

41.88

42.60

43.46

46.43

48.96

49.55

49.60

49.88

50.75

50.80

53.11

58.02

59.85

42.31

68.96

42.00

40.60

65.95

20.01

DL

0.30

0.31

0.25

0.75

0.24

0.37

0.34

0.28

0.41

0.48

0.31

0.31

0.30

0.41

0.34

0.52

0.71

0.71

0.19

0.51

0.27

0.03
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入人体内以活性代谢产物双氢青蒿素发挥药效作

用［23］，故笔者采用青蒿琥酯为青蒿的代表成分，与

川芎嗪组合进行后续实验验证。

2.4 关 键 靶 点 筛 选 将 100 个 共 有 靶 点 导 入

STRING11.0 平台构建药物和疾病靶点蛋白互作

表，对所得到的 PPI 网络进行功能分析，将共有蛋白

基因输入 Cytoscape 3.7.1 软件，网络平均 degree 为

6.45，平 均 clustering coefficient 为 0.42，degree，

clustering coefficient 均超过平均值的靶点共有 18

个，即为青蒿-川芎药对发挥抗疟药效作用的关键靶

点。关键靶点的拓扑参数见表 2。主要包括趋化因

子、白细胞介素、干扰素、细胞周期调控因子，NOS2

等，具有调节固有免疫和适应性免疫、血细胞生成、

细胞生长、以及损伤组织修复等多种功能。

2.5 GO 功能分析和 KEGG 通路富集 将 2.4 项核

心靶蛋白基因进行 GO 分析和 KEGG 信号通路的富

集分析。其中生物学过程（BP）主要包括脂多糖的

细胞反应，免疫反应，p53 介导的 DNA 损伤反应和

信号转导导致细胞周期阻滞等；细胞成分（CC）主要

包括细胞外区、细胞外间隙、质膜外侧等；分子功能

（MF）主要包括：趋化因子活性、细胞因子活性、生长

因子活性等，见图 2。同样，共得到 51 条 KEGG 信号

通路（P<0.05），按照 P 从小到大的顺序筛选前 20

条，列举了前 20 个富集分析结果，见表 3。主要涉及

到肿瘤坏死因子信号通路（TNF signaling pathway），
NOD 样受体信号通路（NOD-like receptor signaling

pathway）等。见图 3。

绿色代表药物活性成分；蓝色代表共有靶点

图 1 青蒿-川芎活性成分-靶点网络

Fig. 1 Active components of Artemisiae Annuae Herba-

Chuanxiong Rhizom-target network

表 2 青蒿-川芎治疗 CM 关键靶点的拓扑参数

Table 2 Topological parameters of key targets of Artemisiae Annuae Herba-Chuanxiong Rhizoma treating for CM

靶点全称

NF-κB inhibitor α

C-X-C motif chemokine 10

nitric oxide synthase,inducible

interleukin-2

interferon-ɤ
interleukin-4

intercellular adhesion molecule 1

C-C motif chemokine 2

interleukin-1beta

interleukin-10

cyclin B1

cyclin dependent kinase1

cyclin dependent kinase inhibitor 1A

cyclin dependent kinase 4

cyclin A2

cyclin dependent kinase 2

proliferating cell nuclear antigen

C-X-C motif chemokine ligand 2

中文名

NF-κB 抑制剂 α

C-X-C 基序趋化因子 10

一氧化氮合酶 2，可诱导的

白细胞介素-2

ɤ-干扰素

白细胞介素-4

细胞间黏附分子 1

C-C 基序趋化因子 2

白细胞介素-1β

白细胞介素-10

细胞周期蛋白 B1

细胞周期蛋白依赖性激酶 1

细胞周期蛋白依赖激酶抑制剂 1a

细胞周期蛋白依赖激酶 4

细胞周期蛋白 A2

细胞周期蛋白依赖激酶 2

增殖细胞核抗原

趋化因子配体 2

简称

NFKBIA

CXCL10

NOS2

IL-2

IFNG

IL-4

ICAM1

CCL2

IL-1β

IL-10

CCNB1

CDK1

CDKN1A

CDK4

CCNA2

CDK2

PCNA

CXCL2

degree

8

7

7

9

9

12

8

12

15

12

8

9

11

8

8

9

8

8

clustering coefficient

0.536

0.619

0.476

0.694

0.611

0.576

0.678

0.576

0.495

0.621

0.607

0.583

0.509

0.643

0.75

0.667

0.678

0.643
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2.6 网络拓扑图构建 将上述获得的化合物，关键

靶点，KEGG 通路信息通过 STRING 及 Cytoscape

3.7.1 软件构建多维网络图，见图 4。表明青蒿 -川芎

的各有效成分通过与多个靶点，多个信号通路共同

起到治疗 CM 的作用。

2.7 Art 和 TMP 对 ECM 小鼠的保护作用 经网络

药理学预测，结合文献及临床经验，用青蒿和川芎

的 Art，TMP 单体组合，建立 ECM 模型，观察 Art+

TMP 对 ECM 小鼠保护作用是否优于 Art。

图 2 青蒿-川芎治疗 CM 的 GO富集分析

Fig. 2 GO enrichment analysis results of Artemisiae Annuae Herba-Chuanxiong Rhizoma treating for CM

表 3 青蒿-川芎治疗 CM 关键靶点的 KEGG分析

Table 3 KEGG analysis of key targets of Artemisiae Annuae

Herba-Chuanxiong Rhizom treating for CM

KEGG 代谢通路

chagas disease (American trypanosomiasis)

cell cycle

measles

leishmaniasis

cytokine-cytokine receptor interaction

T cell receptor signaling pathway

TNF signaling pathway

malaria

inflammatory bowel disease (IBD)

p53 signaling pathway

hepatitis B

influenza A

herpes simplex infection

african trypanosomiasis

allograft rejection

viral carcinogenesis

epstein-barr virus infection

HTLV-I infection

NOD-like receptor signaling pathway

salmonella infection

靶点数

7

7

7

6

8

6

6

5

5

5

6

6

6

4

4

6

5

6

4

4

百分率%

38.9

38.9

38.9

33.3

44.4

33.3

33.3

27.8

27.8

27.8

33.3

33.3

33.3

22.2

22.2

33.3

27.8

33.3

22.2

22.2

P

6.95

6.49

6.31

6.24

6.04

5.50

5.35

5.30

4.83

4.75

4.71

4.33

4.22

4.19

4.03

3.99

3.73

3.55

3.49

2.99

图 3 青蒿-川芎治疗 CM 的 KEGG富集分析

Fig. 3 KEGG enrichment analysis of Artemisiae Annuae Herba-

Chuanxiong Rhizoma treating for CM
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2.7.1 Art 和 TMP 对 ECM 小鼠生存率和体质量的

影响 M 组接种第 4 天开始出现死亡，第 12 天死亡

率达 100%；Art 组第 10 天出现小鼠死亡，Art+TMP

组开始出现死亡，至观察终止，组内存活率为 60%。

Art和 Art+TMP 组均与 M 组存在显著的统计学差异

（P<0.01），结果表明 Art+TMP 组与 Art 组相比能显

著提高 ECM 小鼠生存率，见图 5。各组间体质量变

化差异无明显统计学意义。见表 4。

2.7.2 Art 和 TMP 对 ECM 小鼠感染率，RMCBS 得

分的影响 在接种第 6，8 天，与 M 组在第 8 天感染

率比较，Art 组和 Art+TMP 组感染率显著降低（P<

0.01），表明 Art+TMP 组能够有效降低小鼠的感染

率。见表 5。M 组第 4 天开始出现明显的探索能力

下降、四肢力量减弱、走路不稳等症状；第 7 天开始，

脑型疟症状开始出现，RMCBS 得分迅速下降，小鼠

明显出现步态不稳、平衡性下降、活动减少、背部拱

起，四肢力量开始明显减弱、进攻行为减弱，皮毛不

顺甚至立毛等现象。第 7 天时，Art组和 Art+TMP 组

在 RMCBS 上 明 显 高 于 M 组 评 分（P<0.01）。

见表 6。

图 5 Pb ANKA感染小鼠生存率

Fig. 5 Survival of mice infected with Pb ANKA

绿色代表药物活性成分；橙色代表信号通路；蓝色代表共有靶点

图 4 青蒿-川芎成分-靶点-信号通路网络

Fig. 4 Network of compounds of Artemisiae Annuae Herba-

Chuanxiong Rhizoma components-targets-signaling pathway

表 4 Art和 TMP对 ECM 小鼠体质量的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of ART and TMP on body mass in ECM mice（x̄± s，n=6） g

组别

M

Art

Art+TMP

剂量/mg·kg-1

7.80

18.20

2 d

18.70±2.00

18.20±1.01

17.90±2.00

4 d

17.50±2.30

17.70±2.33

17.50±1.01

6 d

16.10±2.70

17.30±2.78

17.20±2.42

8 d

15.78±1.23

16.56±2.20

17.30±2.20

注：与 M 组比较 1)P<0.05，2)P<0.01（表 5~7 同）。

表 6 Art和 TMP对 ECM 小鼠 RMCBS得分的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of ART and TMP on RMCBS score in ECM mice（x̄± s，n=6） 分

组别

M

Art

Art+TMP

剂量/mg·kg-1

7.80

18.20

2 d

15.20±0.30

13.21±0.01

13.40±0.70

4 d

13.33±0.30

13.85±1.42

13.85±0.50

6 d

12.00±0.00

12.14±1.02

12.64±0.60

7 d

6.20±0.70

12.36±0.702)

12.69±0.162)

8 d

4.59±0.30

11.14±0.502)

12.50±0.702)

表 5 Art和 TMP对 ECM 小鼠感染率的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of ART and TMP on infection rate in ECM mice（x̄± s，n=6） %

组别

M

Art

Art+TMP

剂量/mg·kg-1

7.80

18.20

2 d

1.70±1.00

0.20±0.01

0.10±0.001

4 d

3.50±2.30

0.70±0.33

0.50±0.01

6 d

12.90±2.70

3.30±2.78

2.30±0.42

8 d

22.78±3.23

9.56±2.203)

4.23±1.203)
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2.7.3 Art 和 TMP 对 ECM 小鼠脑组织细胞因子的

表达水平 根据网络药理学结果提示，使用 AAM-

CUST 试剂盒检测 ECM 小鼠脑组织中相关细胞因

子表达水平。发现其中 IFN-γ，IL-10，IL-4，IL-1β与

网络药理学预测 ECM 疾病与药物重合核心靶标相

符。与 M 组比较，Art+TMP 组 IFN-γ，IL-10，IL-4，

IL-1β的表达水平显著升高（P<0.01），M 组与 Art 组

相比表达水平差异无统计学意义。见表 7。

3 讨论

中药化学成分复杂，其进入人体发挥药效的作

用机制包含了大量未知的信息，中药在中医药治疗

中往往不是单味药发挥作用而是多味药配伍发挥

药效。网络药理学为研究复杂中药体系提供了新

思路［24-25］。本文通过构建青蒿-川芎治疗 CM 的多维

网络图，并结合体内验证实验，结果表明青蒿琥酯

与川芎嗪配伍组合能对 ECM 小鼠的生存率、体质

量、原虫血症等起到改善作用，同时显著缓解特有

的神经症状，说明青蒿琥酯与川芎嗪组合优于青蒿

琥酯单药治疗组。

网络药理学结果提示，青蒿与川芎配伍组合

后，其药效作用的关键靶点和主要分子功能集中指

向了细胞因子、趋化因子、干扰素、细胞周期调控因

子、及对固有免疫和适应性免疫的调节方面。文献

查阅可知，促炎介质如细胞因子和趋化因子在 CM

发病过程中以及在调节血脑屏障的通透性中发挥

重要作用［26］，宿主体内一氧化氮合酶 2（NOS2）变异

及一氧化氮水平可影响宿主对疟原虫感染的易感

性和 CM 并发症的发生［27］，且有研究表明 NO 的产

生和 NOS2 的表达及 NOS2 的多态性与疟疾的严重

程度相关［28］。细胞因子之间协同、拮抗、重叠和多

效等效应在疟疾发病，特别是在 CM 和脊髓性肌萎

缩（SMA）发生中作用显著［29］。CM 的发生与原虫感

染红细胞（pRBC）对血管内皮细胞（尤其是脑血管

内皮细胞）的黏附密切相关，大量研究表明，这一黏

附作用主要是由疟原虫黏附蛋白或配体与血管内

皮细胞上的黏附受体如细胞间黏附分子 -1（ICAM-

1），血管细胞黏附因子 -1（VCAM-1）等结合来介导

的［30］。CM 患者体内存在着多种细胞因子水平的异

常，特别是 TNF-α［31-32］。KHAW 等［33］构建人脑内皮

细胞（HBEC）-恶性疟原虫感染红细胞（iRBC）-外周

血单核细胞（PBMC）共培养人 CM 模型，发现在此

实验体系中增加 PBMC 时 IFN-γ产生增多，同时 IL-

10 减少，CXCL10 和 ICAM-1 的表达增加。在患有

CM 的儿童中，那些死于疟疾并发症的人往往比那

些康复的人有更高浓度的 IL-10/CXCL10 和 IFN-

3［34］。有报道，青蒿琥酯与促红细胞生成素联用可

通过抑制辅助性 T 细胞（Th）免疫反应，提高调节性

T 细胞数量和 IL-10 水平，改善了 CM 模型小鼠的存

活率及脑组织病理学变化［35］。本研究在验证青蒿

与川芎配伍组合的增效作用基础上，进一步检测了

组织细胞因子表达水平，结果显示二者联用可明显

上调 IL-10 水平，与文献报道青蒿素类药物作用相

符［36］。同时，IFN-γ和 IL-4 表达水平显著增高，提示

该组合有可能通过影响 IFN-γ诱导的初始 CD4+ T

细胞向 Th1 细胞分化而参与细胞免疫应答调节，可

能通过影响 IL-4 诱导的初始 CD4+T 细胞向 Th2 细胞

分化，从而参与体液免疫应答的调节，与网络药理

学分析结果一致，充分证明了青蒿、川芎配伍组合

治疗 CM 是多分子 -多靶点 -多途径相互作用的结

果。另外，结果还发现，青蒿琥酯与川芎嗪联用后，

IL-1β的表达上调明显，推测通过调动宿主活化天然

免疫应答对感染疟原虫的杀灭作用，从而释放促炎

细胞因子、趋化因子等［37］有关，或与在 CM 后期一系

列典型病理过程中趋化因子、黏附因子、炎症因子

等大量释放有关，相关研究有待进一步验证。

从关键靶点的通路富集结果分析可知，青蒿-川

芎配伍组合主要通过影响炎症，细胞周期，p53，T 细

胞，疟疾相关等通路发挥治疗 CM 作用。①T 细胞

信号通路，在疟疾症状期免疫衰竭和衰老标志物的

上调可能影响 T 细胞的效应功能，导致寄生虫清除

效率低下，无法形成对疟疾的无菌免疫［38］。最近有

研究发现疟原虫胞外囊泡分泌的组胺释放因子和

表 7 Art和 TMP对 ECM 小鼠脑组织中细胞因子的表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 7 Effect of ART and TMP on expression of cytokines in brain tissue of ECM mice（x̄± s，n=6） ng·g-1

组别

M

Art

Art+TMP

剂量/mg·kg-1

7.80

18.20

IFN-γ

185.41±48.52

233.30±29.44

830.15±118.392)

IL-10

1 228.33±172.56

1 317.28±140.00

1 911.97±187.642)

IL-4

709.19±63.79

775.64±82.76

1 354.48±128.342)

IL-1β

52.75±9.24

40.54±45.56

626.32±64.412)
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生长因子 1 通过抑制特异性 T 细胞反应来促进免疫

逃避［39］。② p53 信号通路。有研究通过透射电镜

（TEM）研究监测了 CM 感染小鼠脑组织线粒体的结

构完整性，研究结果显示，受感染的脑内线粒体广

泛空泡化和肿胀，提示晚期退变，结果强调了线粒

体相关凋亡蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）诱导的细

胞内死亡途径的激活，Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）和细

胞色素 C，并进一步设想 p53 的诱导可能是 CM 炎症

反应后肿瘤坏死因子诱导相关受体后信号事件的

延续［40］。③细胞周期相关通路。恶性疟原虫的生

命周期受到严格的调控，疟原虫的 48 h 无性循环复

制与高等真核生物的细胞分裂有明显的不同，通过

阻断 G1/S 的过渡，在 G1期（侵入后约 15 h）诱导细胞

不可避免的周期阻滞，细胞周期阻滞的寄生虫进入

静止的 G0 样状态，但加入外源性多胺后，重新启动

其细胞周期［41］。这些预测结果为进一步的药效机

制研究提供了线索。

本研究应用网络药理学及实验验证的方法对

青蒿 -川芎配伍的活性成分、靶点、和作用通路进行

分析并验证。同时，也发现网络药理学为经典药效

学研究分析药物作用提供了全新的视角和依据，但

它仍存在着很多局限性和亟待解决的问题，部分预

测分析数据结果与预期不符或无法被成功验证，但

它是复杂药物研究中必不可少的手段，为探讨其作

用机制提供了新思路和潜在的研究方向。
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