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摘要： 目的　 通过网络药理学、 转录组学和动物实验探讨导痰洗心汤干预阿尔茨海默病 （ ＡＤ） 的作用机制。
方法　 通过 ＴＣＭＳＰ、 ＨＥＲＢ、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库获取导痰洗心汤成分和靶点， 利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、
ＰｈａｒｍＧＫＢ 数据库获取 ＡＤ 相关靶点并取得与药物交集靶点。 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建 “药物⁃活性成分⁃交集靶点” 网

络并筛选主要活性成分， ＳＴＲＩＮＧ 数据库建立交集靶点 ＰＰＩ 网络并筛选核心靶点， ＤＡＶＩＤ 数据库对交集靶点进行

ＫＥＧＧ 通路富集分析。 ５ 月龄雄性 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基因小鼠随机分为模型组和导痰洗心汤低、 中、 高剂量组 （１４􀆰 １６、
１７􀆰 ７、 ２１􀆰 ２４ ｇ ／ ｋｇ）， 以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为空白对照， 干预 ４ 周。 通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫评估学习记忆能力， ＨＥ 和尼氏染

色分析海马神经细胞形态和神经元数量， 免疫组化法检测海马 Ａβ１⁃４２沉积， 转录组测序筛选差异表达基因并进行功能

分析， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达。 结果　 网络药理学分析筛

选得到导痰洗心汤活性成分 ７１ 种， ＡＤ 治疗潜在靶点 １５４ 个， 核心靶点包括 ＳＴＡＴ３、 ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ。 富集 ＫＥＧＧ 通路

１１９ 条， 涉及细胞凋亡、 ＭＡＰＫ 信号通路等。 动物实验显示， 导痰洗心汤能改善 ＡＤ 小鼠认知功能 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减少

神经元丢失数量和 Ａβ１⁃４２沉积 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 转录组测序发

现 １ ７０８ 个差异基因， 主要富集于 ＭＡＰＫ、 ｃＡＭＰ 信号通路等。 结论　 导痰洗心汤可通过多成分、 多靶点、 多通路干

预 ＡＤ， 其机制可能与抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路有关。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是以认知障

碍和记忆减退为特征的神经退行性疾病， 预计 ２０５０ 年全球

患者将超 １ 亿例， 构成重大公共卫生挑战［１］ 。 现有西药存

在靶点单一、 不良反应多等局限， 亟需开发多途径干预方

案。 研究表明， 中药复方凭借多靶点协同调控优势， 在 ＡＤ
治疗中展现出独特潜力［２］ 。

ＡＤ 的核心病理特征包括 β⁃淀粉样蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ， Ａβ） 沉积形成的老年斑和高度磷酸化 Ｔａｕ 蛋白导

致的神经原纤维缠结 （ ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ， ＮＦＴ） ［３⁃４］ 。
ＮＦＴ 介导的神经炎症反应与神经元凋亡是疾病进展的关键

环节， 其中小胶质细胞和星形胶质细胞的异常活化可释放

过量炎症因子， 引发神经元损伤［５⁃７］ 。 研究发现， 抑制 ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ｐ３８ ＭＡＰＫ） ／信号转导和转录激活因子 ３ （ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ＳＴＡＴ３） 信号通路不仅能降低

胶质细胞促炎因子水平， 还可改善认知障碍并抑制神经元

凋亡， 成为 ＡＤ 治疗新靶点［８⁃１０］ 。
中医 “痰浊阻窍” 理论与 ＡＤ 记忆衰退病机相契合，

《石室秘录》 提出的 “治痰即治呆” 理论具有重要临床价

值［１１⁃１２］ 。 其创制的洗心汤可通过调节海马突触可塑性和免

疫炎症反应发挥治疗作用［１３⁃１４］ 。 在其基础上优化形成的导

痰洗心汤在临床中取得疗效并发现可抑制 ＡＤ 少突胶质细

胞凋亡［１５］ 。 本研究综合运用网络药理学与转录组学技术系

统解析其物质基础及作用机制， 以期为临床应用提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ５ 月龄 ＳＰＦ 级雄性 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 模型小鼠， 同系

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 体质量 （３０±５） ｇ， 购自江苏艾菱菲生物

科技有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２３⁃
００２０］。 所有小鼠于 ＳＰＦ 级动物房 ［实验动物使用许可证
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号 ＳＹＸＫ （桂） ２０２４⁃０００４］， 自由摄食饮水， 温度 （２２ ±
２）℃， 相对湿度 （６０±５）％ ， １２ ｈ 昼夜节律光照， 适应性

饲养 ７ ｄ。 本实验经广西中医药大学动物伦理委员会批准

（伦理号 ＤＷ２０２３０８３０⁃１８２）。
１􀆰 ２　 药物　 导痰洗心汤由人参 ３０ ｇ （批号 ２０２３０３０１）、 化

橘红 １５ ｇ （批号 ２３０３００３）、 法半夏 １５ ｇ （批号 ２０２２０８０６）、
石菖蒲 ３ ｇ （批号 ２０２３０１３０）、 远志 １５ ｇ （批号 ２０２３０１０１）、
茯神 ３０ ｇ （批号 ２０２３０３０１）、 苍术 １０ ｇ （批号 ２０２３０１０５）、
附子 ３ ｇ （批号 ２１０８０２）、 炙甘草 ３ ｇ （批号 ２０２２１２０１） 组

成， 均由广西中医药大学附属瑞康医院中药房提供， 经广

西中医药大学附属瑞康医院唐秀能主任药师鉴定为正品，
符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 项下有关规定， 并根据 《医
疗机构中药煎药室管理规范》 由制剂中心按处方比例制成

终浓度为含生药 ２ ｇ ／ ｍＬ 的混悬液。
１􀆰 ３　 试剂　 ＨＥ 染色试剂盒、 尼氏染色液 （北京索莱宝科

技有限公司， 批号 Ｇ１１２０、 Ｇ１４３６）； 免疫组化抗原修复缓

冲液、 免疫组化二抗试剂盒、 ＤＡＢ 染色液 （北京中杉金桥

生物 技 术 有 限 公 司， 批 号 ＺＬＩ⁃９０６６、 ＰＶ⁃９０００、 ＰＶ⁃
６０００Ｄ）； ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抗体 （上海碧云天生物技术

有限公司， 批号 ＡＦ７６６８、 ＡＦ１２７６）； ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＳＴＡＴ３
抗体、 β⁃肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） （武汉三鹰生物技术有限公

司， 批号 ２８７９６⁃１⁃ＡＰ、 １０２５３⁃２⁃ＡＰ、 ６６００９⁃１）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＢＷ⁃ＭＷＭ１０１ 水迷宫 （上海软隆科技发展有限

公司）； ＲＭ２２３５ 转轮切片机、 Ａｒｃａｄｉａ 组织包埋机 （德国徕

卡公司）； Ｅ６１５９ Ｍｉｎｉ Ｐｒｏ Ｇｅｌ 蛋白电泳系统 （上海碧云天

生物技术有限公司）； ＤＰ２６０ 全自动智能染色机 （深圳达

科为生物技术股份有限公司）； ＶＥＬＯＣＩＴＹ 高速离心机 （湖
南湘仪实验室仪器开发有限公司）； ＨＨ⁃６ 恒温水浴锅 （常
州国华科技发展有限公司）； ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ ６１００ 化学发光成

像仪 （上海勤翔科学仪器有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学分析

２􀆰 １􀆰 １　 导痰洗心汤活性成分及作用靶点的收集及筛选　 通

过 ＴＣＭＳＰ 数据库收集导痰洗心汤中 ９ 味中药的成分， 考虑

抗 ＡＤ 药物需穿透血脑屏障发挥疗效的特性， 以口服利用

度≥３０％ 、 类药性≥０􀆰 １８、 血脑屏障值≥０􀆰 ２３ 为标准筛选

靶点［１６⁃１７］ 。 ＴＣＭＳＰ 数 据 库 未 收 录 的 中 药 及 成 分 通 过

ＨＥＲＢ［１８］ 、 ＣＮＫＩ 数据库进行补充预测。 利用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据 库 提 取 各 活 性 成 分 的 ＳＭＩＬＥＳ 结 构 式， 导 入

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库以 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞ ０ 为条件筛选作

用靶点。 整合各来源数据去重后构建药物靶点集。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＡＤ 疾病靶点与交集靶点获取 　 以 “Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ” 为关键词， 检索 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＰｈａｒｍＧＫＢ 数

据库中 ＡＤ 相关靶点并整合去重。 对导痰洗心汤的预测靶

点和 ＡＤ 疾病靶点取交集， 利用微生信平台构建韦恩图，
得到药物对疾病的潜在核心作用靶点。
２􀆰 １􀆰 ３　 导痰洗心汤主要活性成分筛选　 将活性成分及其与

疾病相关的交集靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件， 构建

“药物⁃活性成分⁃交集靶点” 网络， 并运用 Ａｎａｌｙｚｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ
功能对导痰洗心汤进行网络拓扑学分析， 筛选主要活性

成分。
２􀆰 １􀆰 ４　 交集靶点蛋白⁃蛋白互作 （ＰＰＩ） 网络构建与核心靶

点筛选 　 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 物种设定为

Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ， 设置置信度阈值＞０􀆰 ７ 构建 ＰＰＩ 网络。 将数据

载入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件进行可视化， 并运用 ＣｙｔｏＮＣＡ
插件进行网络拓扑分析， 以度值筛选核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析 　 使用 ＤＡＶＩＤ 数据库对

导痰洗心汤治疗 ＡＤ 的交集靶点进行 ＫＥＧＧ 信号通路富集

分析， 根据 Ｐ＜０􀆰 ０５ 筛选并进行可视化。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 分组及给药 　 将 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 模型小鼠随机分为模型

组和导痰洗心汤低、 中、 高剂量组， 同时设立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小
鼠作为空白组， 每组 ５ 只。 参照 《中药药理研究方法

学》 ［１９］的剂量换算原则， 以成人标准体质量 （７０ ｋｇ） 对应

的临床剂量 １􀆰 ７７ ｇ ／ ｋｇ 为基础， 分别设定低、 中、 高剂量组

为临床剂量的 ８ 倍 （１４􀆰 １６ ｇ ／ ｋｇ）、 １０ 倍 （１７􀆰 ７ ｇ ／ ｋｇ）、 １２
倍 （２１􀆰 ２４ ｇ ／ ｋｇ）， 灌胃体积为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ。 空白组和模型组

灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ４ 周。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 末次给药 ２４ ｈ 后， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力。 往直径 １􀆰 ２ ｍ 的水池

中注入清水， 平均分为 ４ 个象限， 平台固定于第三象限，
加入奶粉消除视觉线索。 实验前 ５ ｄ 进行定位训练， 每天

从各象限入水点依次释放小鼠， 记录逃避潜伏期 （入水至

登上平台≥３ ｓ 的时间）， 超 ６０ ｓ 未找到则人工引导至平

台； 第 ６ 天撤除平台， 于第一象限入水点自由探索 ６０ ｓ，
记录原平台区域停留时间、 穿越次数及运动轨迹。
２􀆰 ２􀆰 ３　 取材　 水迷宫结束后 ２４ ｈ 内， 麻醉处死小鼠， 冰

上分离海马组织， 一半用 ４％ 多聚甲醛固定， 另一半放入冻

存管后投入液氮罐中急速冷冻， 后转移至－８０ ℃冰箱。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ、 尼氏染色观察海马 ＣＡ１ 区病理形态及神经

元　 海马组织于 ４％ 多聚甲醛中固定 ２４ ｈ 后， 乙醇梯度脱

水， 石蜡包埋， 切 ４ μｍ 片， 脱蜡、 浸水后染色， 将进行

ＨＥ 染色的切片分别放入苏木精和伊红染色中染色； 进行尼

氏染色的切片放入 １％ 甲苯胺蓝溶液中染色。 二甲苯透明，
中性树胶封片， 于显微镜下观察海马组织病理情况。
２􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化法检测海马 ＣＡ１ 区 Ａβ１⁃４２蛋白表达　 取各

组小鼠海马组织石蜡切片， 使用二甲苯及乙醇常规梯度脱

蜡水化， 柠檬酸钠抗原修复液进行抗原修复， ３％ 双氧水溶

液抑制内源性过氧化物酶活性， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， １０％ ＢＳＡ
室温封闭 １ ～ ２ ｈ， 滴加 Ａβ１⁃４２ 兔抗小鼠一抗 （１ ∶ １００），
４ ℃摇床孵育过夜； 次日加入山羊抗兔二抗 （１ ∶ ２００）， 室

温孵育 １ ｈ， 滴加 ＤＡＢ 显色液显色， 苏木素复染， 常规梯

度乙醇脱水， 中性树胶封片， 将切片置于数字病理切片扫

描仪下扫描观察并采集图像， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算阳性

表达。
２􀆰 ２􀆰 ６　 转录组测序及数据分析　 基于行为学及病理学评估
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结果， 取模型组与导痰洗心汤高剂量组小鼠冷冻保存的海

马组织各 ３ 例， 由武汉康测科技有限公司完成 ＲＮＡ 提取及

转录组测序。 对测序数据实施质量控制后， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 且

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞０􀆰 ８ 为标准筛选差异表达基因， 并通过火山图

展示筛选结果。 进一步利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对差异基因进行

ＫＥＧＧ 通路富集分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为显著性阈值筛选关键通

路并进行可视化展示。
２􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组小鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达 　 取各组小鼠海马

组织， 加入预冷的含蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
裂解液裂解， ４ ℃ 下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清，
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 沸水浴加热变性 １０ ｍｉｎ。 采用 ８％ 和

５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 转膜， ５％ 脱脂奶粉封闭

１ ｈ， 加入 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 一

抗 （１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 摇床孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶
１０ ０００） 室温孵育 １ ｈ。 ＥＣＬ 化学发光显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验评估正态性， 正态

分布数据采用单因素方差分析， 非正态数据采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学分析结果

３􀆰 １􀆰 １　 导痰洗心汤活性成分、 靶点及 ＡＤ 靶点筛选　 共筛

选得到导痰洗心汤活性成分 ７５ 种， 包括人参 １６ 种、 半夏 ８
种、 甘草 ２６ 种、 附子 ３ 种、 化橘红 １ 种、 石菖蒲 ２ 种、 远

志 １７ 种、 茯神 ２ 种。 去除重复成分后， 共得到 ７１ 种活性

成分， 对应靶点 ３０８ 个。 同时， 分别在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ
和 ＰｈａｒｍＧｋｂ 数据库中检索到与 ＡＤ 相关靶点 １０ ９９２、 １２６、
５９ 个， 合并去重后得到 １１ ０４５ 个 ＡＤ 相关靶点。 将导痰洗

心汤的活性成分靶点与 ＡＤ 相关靶点进行交集分析， 最终

得到 １５４ 个共同靶点， 见图 １。

图 １　 导痰洗心汤⁃ＡＤ 交集靶点韦恩图

３􀆰 １􀆰 ２　 导痰洗心汤主要活性成分筛选　 构建 “药物⁃活性

成分⁃交集靶点” 网络， 并进行网络拓扑结构分析， 以度

值、 介度、 接近中心性筛选得到排名前 １０ 的主要活性成

分， 见表 １。
３􀆰 １􀆰 ３　 交集靶点 ＰＰＩ 网络构建和核心靶点筛选　 ＰＰＩ 网络

图见图 ２， 共包括 １５３ 个节点， ２９８ 条边。 面积越大， 靶点

越重要， 根据度值进行筛选， 排名前 １０ 位的核心靶点分别

为 ＳＴＡＴ３、 ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ、 ＢＣＬ２、 ＮＦＫＢ１、 ＭＡＰＫ８、 ＧＳＫ３Ｂ、
ＥＲＢＢ２、 ＦＹＮ、 ＳＩＲＴ１。

表 １　 导痰洗心汤主要活性成分网络拓扑学分析

成分名称 度值 介度 接近中心性

７⁃甲氧基⁃２⁃甲基异黄酮 ７０ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ４０３
ｌｉｃｏａｇｒｏｃａｒｐｉｎ ７０ ０􀆰 ０４０ ０􀆰 ４０３
菜豆异黄素 ６８ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 ４０５
光甘草定 ６２ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ３９９

３⁃羟基⁃４′⁃甲氧基黄酮 ６０ ０􀆰 ０３０ ０􀆰 ３９７
卡维丁 ５８ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ３９２

ｋａｎｚｏｎｏｌ Ｆ ４８ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ３９３
山柰酚 ４４ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ３９１

花生四烯酸 ４２ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ３９０
黄芩素 ４２ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ３９２

图 ２　 导痰洗心汤干预 ＡＤ 的交集靶点 ＰＰＩ 网络

３􀆰 １􀆰 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 共得到 １１９ 条信号通路， 排

名前 ２０ 的信号通路见图 ３， 主要涉及调控脂质代谢与动脉

粥样硬化、 细胞凋亡、 ＭＡＰＫ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通路、
ｃＡＭＰ 信号通路等。

图 ３　 导痰洗心汤干预 ＡＤ 的 ＫＥＧＧ 通路富集分析
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３􀆰 ２　 动物实验结果

３􀆰 ２􀆰 １　 导痰洗心汤对 ＡＤ 小鼠学习记忆功能的影响　 与空

白组比较， 模型组小鼠逃逸潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越

平台次数、 平台停留时间减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

导痰洗心汤高剂量组小鼠逃逸潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿

越平台次数、 平台停留时间增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见表 ２、
图 ４。

表 ２　 各组小鼠学习记忆功能比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 逃逸潜伏期 ／ ｓ 平台穿越次数 ／ 次 平台停留时间 ／ ｓ

空白组 １４􀆰 ７±１４􀆰 ０２ ４􀆰 ００±１􀆰 ７３ １􀆰 ４２±０􀆰 ９７
模型组 ４５􀆰 ３８±１６􀆰 ８０∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ５５∗∗ ０􀆰 ０５±０􀆰 ０７∗∗

导痰洗心汤低剂量组 ２２􀆰 ８６±２１􀆰 ５８ １􀆰 ６０±０􀆰 ８９ ０􀆰 ５４±０􀆰 ３３
导痰洗心汤中剂量组 ３１􀆰 ２０±２２􀆰 ４４ １􀆰 ４０±０􀆰 ８９ ０􀆰 ５４±０􀆰 ３３
导痰洗心汤高剂量组 １１􀆰 ９６±３􀆰 ０４＃＃ ２􀆰 ６０±０􀆰 ５５＃＃ １􀆰 ０２±０􀆰 ３１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠定位航行实验游泳轨迹图

３􀆰 ２􀆰 ２　 导痰洗心汤对 ＡＤ 小鼠海马 ＣＡ１ 区病理形态及神经

元的影响 　 ＨＥ 染色显示， 空白组小鼠海马 ＣＡ１ 区神经细

胞结构、 规则排列的细胞层以及核质染色均匀； 模型组小

鼠神经细胞密度降低、 组织结构疏松， 并伴有空泡变性及

核固缩等典型 ＡＤ 病理特征。 与模型组比较， 导痰洗心汤

各剂量组小鼠神经细胞密度提升， 细胞排列规整度恢复，
且空泡变性和核固缩改善， 以高剂量组最明显， 见图 ５Ａ。

尼氏染色显示， 空白组海马组织神经元密度较高， 呈

现紧密有序的排列模式， 同时尼氏小体呈现深染特征且分

布密集； 模型组小鼠表现出神经元丢失现象， 尼氏小体呈

现浅染且数量降低的特征。 导痰洗心汤低剂量组显示出神

经元密度回升趋势， 尼氏小体数量增长； 中、 高剂量组神

经元数量接近正常水平， 尼氏小体数量及染色深度均优于

模型组， 见图 ５Ｂ。

注： 黄色箭头所指为细胞空泡变性及核固缩典型区域， 红色箭头所指为神经元丢失或增加典型区域。

图 ５　 各组小鼠 ＣＡ１ 区病理形态及神经元比较

３􀆰 ２􀆰 ３　 导痰洗心汤对 ＡＤ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ１⁃４２蛋白表达

的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ１⁃４２蛋

白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 导痰洗心汤中、
高剂量组小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ１⁃４２蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见表 ３、 图 ６。
３􀆰 ２􀆰 ４　 转录组测序差异基因表达及 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 富集

通路分析　 模型组与导痰洗心汤高剂量组组间共鉴定得到

　 　 　表 ３　 各组小鼠海马 ＣＡ１区 Ａβ１⁃４２蛋白表达比较（ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 Ａβ１⁃４２

空白组 ３􀆰 ３８±０􀆰 ８１
模型组 ７􀆰 １０±０􀆰 ７７∗∗

导痰洗心汤低剂量组 ６􀆰 ０２±０􀆰 ４４
导痰洗心汤中剂量组 ４􀆰 ８９±０􀆰 ９８＃＃

导痰洗心汤高剂量组 ４􀆰 １８±０􀆰 ７３＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ６　 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ１⁃４２蛋白免疫组化染色图 （×４００）

１ ７０８个差异表达基因， 其中上调基因 １ ２４４ 个， 下调基因

４６４ 个。 炎症核心靶点 ＳＴＡＴ３ 出现在下调基因集， 同时

ＭＡＰＫ 信号通路相关基因表达改变， 见图 ７Ａ。 ＫＥＧＧ 通路

富集分析共获得 ２２ 条信号通路， 见图 ７Ｂ， 其中 ＭＡＰＫ、
　 　 　

ｃＡＭＰ 信号通路与前期网络药理学预测结果相印证。 鉴于

ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相关基因在转录组测序中的差异表

达及其潜在调控作用， 本研究将其列为关键通路进行

验证。

图 ７　 转录组测序火山图 （Ａ） 和 ＫＥＧＧ 富集分析图 （Ｂ）

３􀆰 ２􀆰 ５　 导痰洗心汤对 ＡＤ 小鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响　 与空白组比

较， 模型组小鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 导痰洗心汤中、 高剂量

组小鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂量组小鼠海马组织 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明导痰洗心汤通过特异性抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 和

ＳＴＡＴ３ 蛋白的磷酸化修饰， 阻断 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通

路的激活， 见表 ４、 图 ８。

表 ４　 各组小鼠海马组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ＳＴＡＴ３

空白组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０２ ０􀆰 ９５±０􀆰 １０ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０６

模型组 １􀆰 １３±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 １０±０􀆰 ０３ １􀆰 ０９±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ０６±０􀆰 ０９

导痰洗心汤低剂量组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０３ １􀆰 ０６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０６

导痰洗心汤中剂量组 ０􀆰 ８６±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ０４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０３

导痰洗心汤高剂量组 ０􀆰 ７２±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０１

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

中医学将 ＡＤ 归为 “痴呆” 范畴， 其发病与年老体衰、
正气亏虚密切相关， 尤以脾虚致痰浊上蒙清窍为关键病机。
清代陈士铎在 《辨证录》 中指出 “痰积于胸中， 盘踞于心

外， 使神明不清， 而成呆病矣”， 强调 “祛痰” 与 “扶正”
相辅相成的诊疗原则［２０］ 。 导痰洗心汤作为益气化痰开窍法

的代表方剂， 融扶正培本与化痰开窍于一体， 体现中医标

本兼治特色。
本研究首先通过网络药理学系统解析导痰洗心汤的作

用机制。 构建 “药物⁃活性成分⁃靶点” 网络发现， 其核心

活性成分包括 ７⁃甲氧基⁃２⁃甲基异黄酮、 菜豆异黄素、 光甘

草定、 ３⁃羟基⁃４′⁃甲氧基黄酮、 山柰酚、 花生四烯酸、 黄芩

素等。 其中黄酮类化合物， 如光甘草定、 山柰酚、 黄芩素

具有抗炎、 抗氧化、 神经保护作用［２１］ 。 研究发现， 光甘草

定可减轻 Ａβ 沉积［２２］ ； 山柰酚通过抑制 ＭＡＰＫ 信号通路缓

解氧化应激、 炎症及 Ａβ 神经毒性［２３⁃２４］ ； 黄芩素抑制神经

炎症并改善学习记忆障碍［２５］ 。 ＰＰＩ 网络分析揭示 ＳＴＡＴ３、
ＥＧＦＲ、 ＪＵＮ 等核心靶点， 其中 ＳＴＡＴ３ 作为关键转录因子可

调节神经炎症［２６⁃２７］ 。 ＫＥＧＧ 富集分析表明， 导痰洗心汤通

过凋亡、 ＭＡＰＫ、 ＴＮＦ、 ｃＡＭＰ 等多通路协同干预 ＡＤ。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为导痰洗心汤低、 中、 高

剂量组。

图 ８　 各组小鼠海马组织 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 蛋白条带图

动物实验证实， 导痰洗心汤可以改善 ＡＤ 小鼠认知功

能障碍， 减轻神经元病理损伤， 维持尼氏小体正常水平并

减少 Ａβ 沉积。 转录组测序鉴定得到 １ ７０８ 个差异表达基因

其中上调基因 １ ２４４ 个， 下调基因 ４６４ 个。 在下调基因集中

发现了网络药理学预测的炎症信号核心靶点 ＳＴＡＴ３， 同时

检测 到 ＭＡＰＫ 信 号 通 路 基 因 的 表 达 变 化。 文 献 表 明

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在 ＡＤ 炎症、 应激及凋亡中起关键作

用［２８］ 。 通过 ＫＥＧＧ 富集分析发现， ＭＡＰＫ、 ｃＡＭＰ 信号通路

的调控作用与前期网络药理学预测结果吻合。 结合预测、
实验结果及文献调研， 本研究聚焦 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 通路

进行验证。 结果显示， 导痰洗心汤特异性抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化， 阻断该通路的异常激活， 表明该方可

能通过抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的过度激活发挥神

经保护作用。
ｐ３８ ＭＡＰＫ 是 Ａβ 神经毒性的关键调控因子， 其持续激

活与 ＡＤ 病理进程直接相关［２９⁃３１］ 。 过度活化可促进炎性因

子分泌并诱导神经元变性， 导致突触损伤及认知衰退［３２］ 。
研究表明 ｐ３８ ＭＡＰＫ 抑制剂能抑制炎症、 改善突触可塑性

和记忆功能［２８，３０，３２⁃３３］ 。 ＳＴＡＴ３ 在 ＡＤ 神经炎症中同样核心，
其磷酸化水平升高驱动胶质细胞活化， 形成促炎微环

境［３４⁃３５］ 。 抑制 ＳＴＡＴ３ 可减轻胶质细胞反应性及神经元损

伤［３６⁃３７］ 。 本研究证实导痰洗心汤通过协同抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ＳＴＡＴ３ 信号轴发挥神经保护作用。

综上所述， 导痰洗心汤发挥治疗作用具有多成分协同、
多靶点作用和多通路调控的特点。 该复方制剂不仅能提升

ＡＤ 小鼠的认知能力， 缓解 ＡＤ 症状， 还可减轻神经元病理

损伤， 并减少 Ａβ 的病理性沉积， 其作用机制可能与抑制

ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路有关。 然而， 本研究存在一定

局限性， 例如未对药物干预后的炎症指标、 胶质细胞的神

经炎症反应及细胞凋亡情况进行检测。 未来研究将进一步

探讨导痰洗心汤的作用机制， 为其在 ＡＤ 治疗中的临床应

用提供更多理论支持和研究方向。
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