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摘要： 目的　 探讨乙酰紫草素对人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增殖、 凋亡及周期的影响。 方法　 将对数生长期 ＨｅＬａ 细胞随机分

为对照组及乙酰紫草素低、 中、 高剂量组， 分别给予 ０、 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰紫草素干预， ＭＴＴ 法检测细胞增殖，
流式细胞术检测细胞凋亡及周期， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２、 ｐ２１ 蛋白

表达。 结果　 与对照组比较， 乙酰紫草素各剂量组 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 时细胞存活率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 细胞凋

亡率、 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期及 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２ 和 ｐ２１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　
乙酰紫草素具有抑制人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增殖的作用， 该作用与诱导细胞凋亡及周期阻滞有关。
关键词： 乙酰紫草素； 宫颈癌； 增殖； 凋亡； 细胞周期
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　 　 宫颈癌发病率仅次于乳腺癌， 高居女性肿瘤患病第二

位， 对女性生命及健康危害严重［１］ 。 随着医疗技术的发展

及癌症发病分子机制研究的深入， 化放疗结合手术的治疗

方案能够使宫颈癌患者的生存期有效延长并提高患者生活

质量， 但其 ５ 年生存率仍低于 ５０％ ［２］ 。 因此， 寻找新的宫

颈癌治疗药物仍是当前关注的焦点［３］ 。 乙酰紫草素是我国

传统中药紫草 Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ 的有效成分之一，
具有抗肿瘤、 抗病毒、 抗菌、 神经保护、 抗糖尿病等多种

作用［４］ 。 乙酰紫草素对 Ｈｅｐ⁃２、 ＨＴ２９ 及 ＳＫＯＶ３ 等多种肿瘤

细胞均有抑制作用， 然而其对人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增殖的影

响及机制研究未见报道［５⁃７］ 。 本研究主要探讨乙酰紫草素对

人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增殖、 凋亡及周期的影响， 以期为抗宫

颈癌药物的开发奠定理论及实验基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞株购自上海弘顺生物科

技有限公司， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２、 饱和湿度下培养。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 乙酰紫草素 （纯度 ≥９８％ ， 批号

１９０８１６）， 购自上海吉至生化科技有限公司； ＤＭＥＭ 高糖培

养基 （批号 ＡＤ２１５７３２７１）， 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 溴化噻

唑蓝四氮唑 （ＭＴＴ） 检测试剂盒 （批号 Ｃ０００９Ｓ）， 购自上

海碧云天生物技术有限公司； Ｖ 型膜联蛋白⁃异硫氰酸荧光

素 （Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ） ／碘化丙啶 （ＰＩ） 检测试剂盒 （批号

２０１９０５０９）， 购自南京恩晶生物科技有限公司； 兔抗人剪切

的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃３ （ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、 Ｂ 细胞

淋巴瘤⁃２ 蛋白 （Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ）、 细胞周

期蛋白 Ａ （Ｃｙｃｌｉｎ Ａ）、 周期蛋白依赖性激酶 ２ （ＣＤＫ２）、
ｐ２１、 β⁃肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体 （批号 １９０７１５、 １９０８２６、
１９１１２１、 １９１０２４、 １９０９０８、 １９１２２０、 １９０４１７）， 购自北京索

莱宝科技有限公司； 二喹啉甲酸 （ＢＣＡ） 蛋白测定试剂盒、
辣根过氧化物酶标记的二抗 （批号 ２０１９１０１８、 ２０１９０８１３），
购自上海碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＢ５０６０Ｕ 型 ＣＯ２ 培养箱 （德国 Ｈｅｒｅａｕｓ 公司）；
ＴＳ１００ 型显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； Ｆｉｌｔｅｒ ＭＡＸ Ｆ５ 型酶标

仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅ 公司）； ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 型流式分

析仪 （美国 ＢＤ 公司）； ＤＹＣＺ⁃２５Ｄ 型蛋白电泳及转印设备

（北京六一生物科技有限公司）。

２　 方法

２􀆰 １　 细胞分组及增殖能力检测　 取对数生长期 ＨｅＬａ 细胞，
调整密度为 ５×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 分

为对照组及乙酰紫草素低、 中、 高剂量组， 分别给予 ０、
５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰紫草素干预， 继续培养 ２４、 ４８、
７２ ｈ后， 每孔加入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ， 放入培养箱中继续培

养 ４ ｈ， 再加入二甲基亚砜 １５０ μＬ， 室温下避光振荡

１５ ｍｉｎ， 用酶标仪测定 ４９２ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ２　 细胞凋亡检测　 细胞按 “２􀆰 １” 项下分组给药， 培养

４８ ｈ 后离心收集细胞， 用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 重悬后调整细胞

密度为 １ × １０６ ／ ｍＬ。 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 细胞悬液， 先加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ， 再加入 ５ μＬ ＰＩ， ４ ℃避光孵育 １０ ｍｉｎ， 充

分混合后于 １ ｈ 内用流式细胞分析仪检测细胞凋亡情况。
２􀆰 ３　 细胞周期检测　 细胞按 “２􀆰 １” 项下分组给药， 培养

４８ ｈ 后离心收集细胞， 用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 加入 ７５％ 乙醇于

－２０ ℃冰箱中固定 １ ｈ。 再次离心收集细胞， 用 ＰＢＳ 漂洗 ２
次， 加入 ＲＮａｓｅ 溶解酶 ５ μＬ， ３７ ℃下放置 １ ｈ， 加入 ＰＩ 染
液避光孵育 ０􀆰 ５ ｈ， 用流式细胞分析仪测定细胞周期。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞凋亡与周期相关蛋白表达 　
细胞按 “２􀆰 １” 项下分组给药， 培养 ４８ ｈ 后离心收集细胞，
超声破碎处理后提取总蛋白， 并用 ＢＣＡ 法定量， 蛋白煮沸

１０ ｍｉｎ 进行变性。 蛋白经凝胶电泳、 转膜、 封闭后， 加入

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２、 ｐ２１、 β⁃
ａｃｔｉｎ 多克隆抗体 （１ ∶ １ ０００） 孵育过夜， 次日洗膜后孵育

二抗， 增强化学发光法 （ＥＣＬ） 显色后， Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

目的条带灰度值。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 两组间比

较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞增殖的影响 　 如表 １ 所示，
与对照组比较， 随着作用时间的延长及乙酰紫草素浓度的

升高， ＨｅＬａ 细胞存活率逐渐降低， 除乙酰紫草素低剂量组

作用 ２４ ｈ 时细胞存活率无明显变化外 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 其余各

剂量组在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 时细胞存活率均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 以上结果表明， 乙酰紫草素具有抑制人宫颈癌

ＨｅＬａ 细胞增殖的作用。
表 １　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）
细胞存活率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ０ １００􀆰 ０±０􀆰 ００ １００􀆰 ０±０􀆰 ００ １００􀆰 ０±０􀆰 ００

乙酰紫草素低剂量组 ５ ９２􀆰 ０９±１０􀆰 ６７ ８８􀆰 １２±８􀆰 ５７∗ ７６􀆰 ７０±７􀆰 ５６∗∗

乙酰紫草素中剂量组 １０ ８７􀆰 ５３±８􀆰 ８５∗ ６５􀆰 ９３±８􀆰 ３２∗∗ ５２􀆰 ４８±５􀆰 ０７∗∗

乙酰紫草素高剂量组 ２０ ７２􀆰 ３６±９􀆰 ０２∗∗ ５７􀆰 ３５±６􀆰 ９４∗∗ ４３􀆰 ８２±６􀆰 ４１∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞凋亡率的影响　 如图 １、 表 ２
所示， 与对照组比较， 乙酰紫草素各剂量组细胞凋亡率均

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明乙酰紫草素可以诱导人宫颈癌 ＨｅＬａ
细胞的凋亡。

３􀆰 ３　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达的影响　 如图 ２、 表 ３ 所示， 与对照组比较， 乙

酰紫草素各剂量组细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达升

高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 而 Ｂｃｌ⁃２ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
９２０２
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图 １　 各组 ＨｅＬａ 细胞凋亡情况

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 进一步表明乙酰紫草素可以促进人宫颈癌 ＨｅＬａ
细胞的凋亡。

表 ２　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 细胞凋亡率 ／ ％

对照组 ０ ５􀆰 ７２±０􀆰 ８４
乙酰紫草素低剂量组 ５ １０􀆰 ３０±１􀆰 ２２∗∗

乙酰紫草素中剂量组 １０ ２１􀆰 ０８±２􀆰 ６１∗∗

乙酰紫草素高剂量组 ２０ ３２􀆰 １５±４􀆰 １９∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ～Ｄ 为对照组， 乙酰紫草素低、 中、 高剂量组。

图 ２　 各组 ＨｅＬａ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

条带图

３􀆰 ４　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞周期的影响　 如图 ３、 表 ４ 所

示， 与对照组比较， 乙酰紫草素各剂量组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比

例呈剂量依赖性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期及 Ｇ２ ／ Ｍ 期

细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明乙酰紫草素可以

　 　 　 　 　表 ３　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

对照组 ０ ０􀆰 １５±０􀆰 ０３ ０􀆰 １９±０􀆰 ０２ ０􀆰 ８４±０􀆰 １５

乙酰紫草素低剂量组 ５ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 １０∗

乙酰紫草素中剂量组 １０ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０８∗∗

乙酰紫草素高剂量组 ２０ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０６∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组 ＨｅＬａ 细胞周期分布

使 ＨｅＬａ 细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。
３􀆰 ５　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２ 和 ｐ２１ 蛋白

表达的影响　 如图 ４、 表 ５ 所示， 与对照组比较， 乙酰紫草

素各剂量组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２、 ｐ２１ 蛋白表达均呈剂量

依赖性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ～Ｄ 为对照组， 乙酰紫草素低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组 ＨｅＬａ 细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２ 和 ｐ２１ 蛋白条带图

４　 讨论

细胞增殖能力检测是评估抗肿瘤药物药效的最基本方

法［８］ 。 本研究发现， 乙酰紫草素可以有效抑制 ＨｅＬａ 细胞的

增殖， 且该作用具有剂量及时间依赖性。 Ｚｅｎｇ 等［９］ 报道，
乙酰紫草素对人胃癌 ＳＧＣ⁃７９０１ 细胞增殖的抑制作用呈剂量

依赖性。 此外， Ｃｈｏ 等［１０］也观察到， 乙酰紫草素对人胰腺

癌 ＰＡＮ⁃１ 细胞生长有明显的抑制作用。 这些研究表明， 乙

酰紫草素可以在体外对多种肿瘤细胞的生长与增殖产生抑

制作用， 提示其具有良好的抗肿瘤活性。
肿瘤细胞凋亡是一种精确的程序化、 主动性的细胞死

亡过程， 受多种基因调控， 而诱导凋亡是抗肿瘤药物研发

的重要途径［１１］ 。 诱导凋亡蛋白 Ｂａｘ 和抑制凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２
在调控肿瘤细胞增殖及凋亡进程中具有重要作用， Ｂａｘ 表达

０３０２
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　 　 　 　 　 表 ４　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） Ｇ０ ／ Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ／ Ｍ

对照组 ０ ４４􀆰 ２６±３􀆰 １９ ２５􀆰 ９３±２􀆰 １２ ２８􀆰 ６２±２􀆰 ０４
乙酰紫草素低剂量组 ５ ４９􀆰 ０８±４􀆰 ３８∗ ２２􀆰 ７４±３􀆰 ６７∗ ２５􀆰 １１±４􀆰 ６１∗

乙酰紫草素中剂量组 １０ ７２􀆰 ８９±３􀆰 ６２∗∗ １７􀆰 ２８±２􀆰 ３４∗∗ ８􀆰 ５７±０􀆰 ６３∗∗

乙酰紫草素高剂量组 ２０ ８５􀆰 ２３±５􀆰 ３５∗∗ ８􀆰 ７６±０􀆰 ７０∗∗ ５􀆰 ６５±０􀆰 ８７∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 乙酰紫草素对 ＨｅＬａ 细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２ 和 ｐ２１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） Ｃｙｃｌｉｎ Ａ ＣＤＫ２ ｐ２１

对照组 ０ ０􀆰 ７７±０􀆰 １０ １􀆰 ２１±０􀆰 １４ ０􀆰 ７２±０􀆰 １２
乙酰紫草素低剂量组 ５ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ８４±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０７∗

乙酰紫草素中剂量组 １０ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０６∗∗

乙酰紫草素高剂量组 ２０ ０􀆰 １１±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 １５±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０４∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

量减少、 Ｂｃｌ⁃２ 表达量增加可以阻断肿瘤细胞凋亡进程， 进

而导致增殖异常的发生； 反之， 则可以有效诱导肿瘤细胞

凋亡， 从而发挥抗肿瘤作用［１２］ 。 在细胞凋亡过程中，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是关键的执行蛋白分子， 多种植物有效成分均可

通过促进 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 诱导肿瘤细胞凋亡［１３⁃１４］ 。 本研究

发现， 乙酰紫草素可以诱导人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞凋亡， 上调

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达， 下调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。
细胞周期的正常调控对细胞的凋亡、 分化、 再生和衰

老均具有重要意义［１５］ 。 细胞周期异常是多数肿瘤细胞的特

征， 通过阻滞肿瘤细胞周期来发挥抗肿瘤作用也是多数抗

肿瘤药物的作用机制［１６⁃１７］ 。 细胞周期主要包括 Ｇ０ ／ Ｇ１、 Ｓ、
Ｇ２ ／ Ｍ 等 ３ 个基本调控点， 其中 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２、 ｐ２１ 等蛋

白在调控肿瘤细胞周期进程中具有重要作用［１８］ 。 本研究发

现， 乙酰紫草素可以使人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１

期， 能够 降 低 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、 ＣＤＫ２、 ｐ２１ 等 周 期 相 关 蛋 白

表达。
综上所述， 乙酰紫草素具有抑制人宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增

殖的作用， 该作用与诱导凋亡及细胞周期阻滞有关， 但乙

酰紫草素抑制 ＨｅＬａ 细胞增殖的分子机制仍需进一步深入

研究。
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摘要： 目的　 基于网络药理学及动物实验探讨还少丹治疗阿尔茨海默病 （ＡＤ） 的作用机制。 方法　 利用中药系统药

理学数据库与分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 和中医药百科全书数据库 （ＥＴＣＭ） 预测还少丹有效成分及其对应的靶点； 运用

Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＤＩｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库筛选 ＡＤ 相关靶点； 通过 Ｖｅｎｎｙ 在线工具绘制 Ｖｅｅｎ 图， 获得 ＡＤ 与还少丹共

有靶点； 采用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 和 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ Ｔｏｏｌｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选出还少丹主要作用途径和信号通路； 通

过 ＳＴＲＩＮＧ 制作 “还少丹有效活性成分⁃ＡＤ 靶点” 的蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ） 网络图谱， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 绘制关键靶

点调控网络。 采用侧脑室注射链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 诱导建立 ＡＤ 小鼠模型， 行为学实验评价小鼠学习记忆和空间探索

能力， ＨＥ 染色观察小鼠脑组织病理形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠脑组织 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平， 免疫组化法检测小鼠

脑组织 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 表达， ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠脑组织超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）
活性和还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 水平。 结果　 共筛选得到还少丹活性成分 ２４３ 种， 还少丹与 ＡＤ 共有靶点 ５６２ 个， 核

心节点 １２３ 个。 还少丹干预 ＡＤ 生物过程包括调节激素水平、 炎症反应等； 细胞组分包括突触后膜、 树突、 线粒体呼

吸链复合体、 转录调控复合物和蛋白激酶复合物等； 分子功能包括氧化还原酶活性、 神经递质受体活性、 核受体活

性、 蛋白结构域特异性结合、 乙酰胆碱受体活性等。 还少丹对 ＡＤ 的治疗作用可能通过 ｃＡＭＰ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号

通路、 钙信号通路、 细胞凋亡、 ＦｏｘＯ 信号通路等途径。 动物实验结果表明， 还少丹能够改善 ＡＤ 小鼠的认知能力及脑

内病理变化， 抑制海马组织 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化， 调控 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达， 提高 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平。 结论　 还

少丹通过多靶点、 多途径、 多通路发挥抗 ＡＤ 作用， 其机制可能与调控细胞凋亡、 氧化应激等有关。
关键词： 还少丹； 阿尔茨海默病； 网络药理学； 实验验证； 凋亡； 氧化应激
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种起病

隐匿和进行性发展的神经退行性疾病， 以认知障碍、 精神

行为异常和社会生活功能减退为主要临床特征［１］ 。 随着人

口老龄化加剧， ＡＤ 发病率逐年上升［２］ 。 预计到 ２０５０ 年，
全球 ＡＤ 患病人数将达 １􀆰 ３１ 亿［３］ ， 我国 ６０ 岁以上老年人

ＡＤ 患病人数将达 ３ ００３ 万［４］ 。 目前， 临床上治疗 ＡＤ 的药

物有限， 且仅能在一定程度上缓解症状， 而不能阻止疾病

的进展［５］ 。 ＡＤ 已严重危害人类健康， 阻碍社会经济发展。
ＡＤ 发病机制高度复杂， 目前有多种假说， 包括细胞凋

亡、 神经炎症、 氧化应激、 线粒体功能障碍、 细胞自噬、
Ａβ 沉积、 Ｔａｕ 蛋白假说等［６］ 。 中医对 ＡＤ 的认识历史悠久，

中药在改善 ＡＤ 患者认知障碍、 延缓病情发展等方面具有

一定的优势。 ＡＤ 属于中医 “痴呆” 范畴， 医家普遍认为

痴呆病位在脑， 与各脏腑机能衰退密切相关， 尤其以肾虚

为最［７］ 。 根 据 ＡＤ 中 医 诊 疗 联 合 共 识 小 组 （ ｔｈｅ Ｊｏｉｎｔ
Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ Ｇｒｏｕｐ， ＪＣＧ） 治疗方案， 补肾为治疗 ＡＤ 最基本

原则。
还少丹源于宋代 《洪氏集验方》， 由熟地黄、 山药、

肉苁蓉、 巴戟天、 楮实子、 枸杞、 茴香、 杜仲、 牛膝、 山

茱萸、 五味子、 茯苓、 远志、 石菖蒲、 大枣， 共 １５ 味药组

成。 该方具有温补脾肾功效［８］ ， 可有效改善 ＡＤ 患者认知

功能及日常生活能力［９］ 。 国医大师郭子光常运用还少丹治
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