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摘要： 目的　 利用网络药理学和体内外实验初步探索苦豆碱抗血栓作用及分子机制。 方法　 首先运用 Ｐｕｂｍｅｄ 数据库

和 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台预测苦豆碱抗血栓潜在靶点及信号通路。 其次通过体外血小板聚集、 粘附及扩展实验评

估苦豆碱对血小板功能的影响。 然后构建 ＦｅＣｌ３ 诱导的小鼠颈动脉血栓模型， 并验证苦豆碱体内抗血栓效果， 最后采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路相关蛋白表达。 结果　 网络药理学结果显示， 苦豆碱与血栓疾病相关靶点有

Ｆ２、 ＪＡＫ２、 ＡＫＴ１、 ＥＧＦＲ、 ＡＢＣＢ１、 ＪＡＫ１、 ＨＴＲ２Ａ 等， 这些靶点主要富集在 ＥＧＦＲ 和 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路。 体外实验

结果表明， ８０ μｇ ／ ｍＬ 苦豆碱可抑制凝血酶和胶原蛋白诱导的血小板聚集 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并减少血小板粘附及扩展 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 动物实验结果显示， 苦豆碱 （１０ μｇ ／ ｇ） 可延长颈动脉血栓小鼠颈动脉栓塞时间 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制血栓形成，
下调 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路磷酸化水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制血小板活化。 结论　 苦豆碱可能通过下调 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白表达， 削弱血小板粘附、 抑制扩展并降低聚集白， 协同阻断血栓发生进程。
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　 　 血栓形成是复杂的多因素过程， 与之相应的临床事件

主要有动脉血栓诱发的心肌梗死和脑卒中， 以及静脉血栓

导致深静脉栓塞症和肺栓塞等， 具有较高的致残率和死亡

率［１］ 。 目前用于防治血栓性疾病的药物主要有肝素类［２］ ，
香豆素类［３］和 Ｐ２Ｙ１２受体拮抗剂［４］ ， 这些药物存在个体化

差异大、 作用靶点单一、 毒副作用大等缺点［５⁃６］ 。 因此， 寻

找结构新颖和疗效好的抗血栓药物十分必要。
苦豆碱是从中药苦豆子中分离得到的生物碱类活性成

分， 具有缓解中枢神经系统炎性病理损伤［７］、 抗心肌缺血 ／
再灌注损伤［８］ 、 抗肿瘤［９⁃１０］等活性。 研究表明， Ｊａｎｕｓ 激酶

２ （ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２， ＪＡＫ２） ／信号转导与转录激活因子 ３
（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３， ＳＴＡＴ３） 信

号通路可以精细调控血小板聚集动力学和炎症微环境稳态，
参与血栓形成的初始触发阶段， 更在后续进展中持续发挥

驱动效应［１１⁃１３］ 。 而苦豆碱能否通过调节 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号

通路起到抗血栓作用尚未见报道。 因此， 本研究利用网络

药理学和体内外实验评估苦豆碱抗血栓作用的潜力， 为苦

豆碱在血栓防治中的应用提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 血细胞自动分析仪 （型号 ＢＣ２６００， 深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司）； 血小板聚集仪 （型号

Ｍｏｄｅｌ７００， 美国 Ｃｈｒｏｎｏ⁃ｌｏｇ 公司）； 荧光显微 镜 （ 型 号

ＢＸ５３， 日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 多普勒血流仪 （型号 Ｔ４０２⁃
ＴＳ４２０， 美国 Ｔｒａｎｓｏｎｉｃ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 苦豆碱 （ＣＡＳ 号 ５６２９３⁃２９⁃９， 货号 Ｂ２４０６３， 上

海源叶生物科技有限公司）； 戊巴比妥钠盐、 凝血酶、
ＦｅＣｌ３ （货号 Ｐ３７６１、 Ｔ６８８４、 ７０１１２２， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）； 二磷酸腺苷、 胶原蛋白 （货号 ＡＧ００１Ｋ、 ＡＧ００５Ｋ，
法国 ＨＹＰＨＥＮ ＢｉｏＭｅｄ 公司）； Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃鬼笔环肽 （货号

ａｂ１７６７５７， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ＪＡＫ２ 兔单克隆抗体和磷酸

化 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｐ⁃） ＪＡＫ２ 兔单克隆抗体 （货号 ３２３０、
３７７１， 美国 ＣＳＴ 公司）； ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 兔单克隆抗体 （武汉爱博

泰克生物科技有限公司， 货号 ＡＰ０４７４）。
１􀆰 ３　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 体质量 ２０ ～ ２５ ｇ，
８ 周龄， 购自湖北贝恩特生物科技有限公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂） ２０２１⁃００５７］， 饲养于华中科技大学

同济医学院实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（鄂） ２０２１⁃００２７］， 环境温度 ２０ ～ ２６ ℃， 相对湿度 ５０％ ，
１２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜明暗节律， 通风良好， 适应性喂养 １ 周后进

行实验。 动物实验经华中科技大学同济医学院动物伦理委
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员会批准 （伦理号 ［２０２５］ ４５３５）， 并按照 《实验动物饲

养管理和使用指南》 进行。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 苦豆碱作用靶点获取　 通过 Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库获取苦

豆碱的 ＳＭＩＬＥＳ 结构， 输入 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）， 设 置 物 种 为

“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 预测其潜在作用靶点。
２􀆰 １􀆰 ２ 　 血 栓 疾 病 相 关 靶 点 获 取 　 以 “ ｐｌａｔｅｌｅｔ ” 和

“ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ” 为关键词检索 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）， 筛选 Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ＞１０ 的靶点。
２􀆰 １􀆰 ３　 蛋白质互作 （ＰＰＩ） 网络的构建　 利用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０
工具绘制苦豆碱靶点与血栓靶点的 Ｖｅｎｎ 图， 提取交集靶

点， 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ）， 设置置信度阈值 ＞ ０􀆰 ７， 构建 ＰＰＩ 网络， 并通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行可视化及核心靶点筛选。
２􀆰 １􀆰 ４　 生物功能与通路富集分析　 将目标靶点输入 ＤＡＶＩＤ
数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）， 进行 ＧＯ 功能注释

（生物过程、 分子功能、 细胞组分） 及 ＫＥＧＧ 通路富集分

析， 设置显著性阈值 （Ｐ＜０􀆰 ０５， ＦＤＲ＜０􀆰 １）， 筛选关键通

路并绘制富集气泡图。
２􀆰 ２　 细胞实验

２􀆰 ２􀆰 １　 富血小板血浆 （ＰＲＰ） 和贫血小板血浆 （ＰＰＰ） 制

备　 取 １０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 腹腔注射戊巴比妥钠 （ ４０
μｇ ／ ｇ） 麻醉， 用含 ３􀆰 ８％ 枸橼酸钠的真空采血管收集下腔

静脉全血。 加入 １×Ｔｙｒｏｄｅ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释血液， 加入 ＰＧＥ１ 和

ＥＤＴＡ， １４０ ×ｇ 条件下离心 １２ ｍｉｎ， 转移上清液， 加入

ＰＧＥ１ 于 ４８０ ×ｇ 条件下离心 ８ ｍｉｎ， 得到血小板团块， 加入

适量 １×Ｔｙｒｏｄｅ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬血小板， 调整密度为 ３×１０８ ／ ｍＬ，
备用［１４］ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 血小板聚集实验 　 在各组比浊杯里中加入 ２５０ μＬ
血小板 （３×１０８ ／ ｍＬ） 和 ＣａＣｌ２ （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 溶液， ３７ ℃孵

育 ５ ｍｉｎ， 按组别分别加入等体积的 ０􀆰 ３％ ＤＭＳＯ 或低、 中、
高剂量苦豆碱 （２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ） 孵育 ５ ｍｉｎ， 待血小

板聚集仪基线至水平状态 ３０ ｓ 后， 依次加入凝血酶 （终活

力为 ０􀆰 ０８ Ｕ）、 胶原蛋白 （终质量浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ）、 二磷

酸腺苷 （３ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 当血小板聚集率到达最大， 曲线平稳

后停止记录［１５］ 。
２􀆰 ２􀆰 ３　 血小板粘附实验　 取 ９６ 孔板， 每孔内加入 １００ μＬ
胶原蛋白 （１０ μｇ ／ ｍＬ）， 于 ４ ℃ 冰箱内包被过夜。 次日，
弃去孔内溶液， 使用 ＰＢＳ 洗涤孔板 ３ 次， 每孔加入 １％
ＢＳＡ 封闭液 （用 ＰＢＳ 配制） １００ μＬ， 室温封闭 １ ｈ。 结束

后， 弃去孔内溶液， 用 ＰＢＳ 洗涤孔板 ３ 次。 调整血小板密

度至 １×１０８ ／ ｍＬ， 加入苦豆碱溶液 （８０ μｇ ／ ｍＬ） 或等体积

的 ０􀆰 ３％ ＤＭＳＯ， 置于 ３７ ℃水浴锅中孵育 ５ ｍｉｎ。 孵育结束

后， 取各组血小板 １００ μＬ 加至相应孔板中， 并于 ＣＯ２ 培养

箱中孵育 １５ ｍｉｎ。 孵育结束后， 弃去孔内血小板悬液， 用

ＰＢＳ 洗去未粘附的血小板。 然后每孔加入 １００ μＬ 柠檬酸盐

缓冲液， 室温反应 １ ｈ， 加入 ＮａＯＨ 溶液 （２ ｍｏｌ ／ Ｌ） 终止

反应， 在酶标仪 ４０５ ｎｍ 波长处测各孔的吸光度［１６］ 。
２􀆰 ２􀆰 ４　 血小板扩展实验　 将圆形盖玻片泡酸过夜并用 ＰＢＳ
反复冲洗干净， 烤箱烘干后置于洁净的 ２４ 孔板中； 向加有

盖玻片的孔中加入 １０ μｇ ／ ｍＬ 胶原蛋白 ２００ μＬ， 包被盖玻

片表面， ４ ℃过夜； 次日弃去胶原蛋白溶液， ＰＢＳ 洗涤 ２～
３ 次； 每孔加入 ２００ μＬ １％ ＢＳＡ 溶液， 常温静置 ６０ ｍｉｎ 后

弃去封闭液； 每孔加入 ２５０ μＬ 血小板 （２×１０７ ／ ｍＬ）、 ＣａＣｌ２
（终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ＭｎＣｌ２ （终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）； 根

据分组分别加入等体积 ０􀆰 ３％ ＤＭＳＯ 或苦豆碱 （８０ μｇ ／ ｍＬ）
孵育 ５ ｍｉｎ， 将 ２４ 孔板放置于 ＣＯ２ 培养箱内 ４５ ｍｉｎ。 孵育

完毕后向每孔加入 ２００ μＬ 多聚甲醛室温固定 １５ ｍｉｎ， 弃去

固定液， 加入 ２００ μＬ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 破膜 ５ ｍｉｎ， 加入

２００ μＬ 染色液 ＴＲＩＴＣ⁃Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ （１ μｇ ／ ｍＬ） 避光染色 ４５
ｍｉｎ， 封片， 于荧光显微镜下观察［１７］ 。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白表达 　 在胶原蛋白诱

导的血小板聚集实验结束后， 取计数一定的血小板聚集样

本 （从终止聚集反应到加入裂解液的间隔时间严格控制在

３０ ｓ 内， 确保信号通路磷酸化状态被及时固定）， 加入

ＲＩＰＡ 裂解液进行充分裂解， 离心提取血小板总蛋白， 加入

５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 上样缓冲液， 于 １００ ℃ 煮沸 １０ ｍｉｎ， 经

１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后， 转至 ＰＶＤＦ 膜， 用含 ５％ 脱脂奶粉

的 ＰＢＳＴ 缓冲液室温封闭 ２ ｈ， 分别加入 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 和 ＧＡＰＤＨ 抗体， ４ ℃孵育过夜； 加入相

应二抗， 室温孵育 ２ ｈ 后洗膜， ＥＣＬ 显影， 凝胶成像系统

拍照并进行灰度值分析。
２􀆰 ３　 动物实验

２􀆰 ３􀆰 １　 动物造模及给药 　 参考文献 ［１８⁃１９］ 方法， 通过

ＦｅＣｌ３ 诱导建立小鼠颈动脉血栓模型。 小鼠尾静脉注射鼠苦

豆碱 （１０ μｇ ／ ｇ）、 阿司匹林 （１０ μｇ ／ ｇ） 及溶剂 （ＤＭＳＯ 终

浓度 １％ ）， ３０ ｍｉｎ 后腹腔注射戊巴比妥钠 （６０ μｇ ／ ｇ） 进

行麻醉。 钝性分离小鼠颈总动脉， 将分离完好的颈动脉嵌

入多普勒超声探头中， 检测颈动脉处的初始血流情况。 待

检测无误后， 移除探头， 使用预先浸润过 ８％ ＦｅＣｌ３ 溶液的

滤纸片 （１ ｍｍ × ３ ｍｍ） 紧贴颈动脉处理 １ ｍｉｎ， 造成血管

损伤以触发血栓的形成； ＦｅＣｌ３ 处理完毕后， 立刻使用生理

盐水将滤纸片冲走， 同时迅速将颈动脉嵌入多普勒超声探

头中， 检测颈动脉处的血流情况。 观察小鼠颈动脉处的血

流情况， 当血管被完全阻塞造成血流停止， 且持续时间超

过 ５ ｍｉｎ， 则停止记录。
２􀆰 ３􀆰 ２　 组织学观察　 造模和给药结束后， 取下滤纸， 用显

微剪剪取损伤血管段， 在 ４％ 多聚甲醛中固定， 包埋剂包

埋， 冷冻切片后行 ＨＥ 组织染色， 于光学显微镜下观察血

管血栓诱导情况和组织形态学变化。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ 软件进行处理， 计量资料以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较符合正态分布采用单因素方差分析，
不符合正态分布采用非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有有

统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 药物靶点和疾病靶点筛选　 筛选得到 １０１ 个活性成分

作用靶点和 ３０６ 个疾病靶点， 然后构建苦豆碱抗血栓潜在

靶点 Ｖｅｎｎ 图， 最终获得 ７ 个交集靶点， 分别为第二凝血因

子 （ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ⅱ， Ｆ２ ）、 ＪＡＫ２、 蛋 白 激 酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＡＫＴ１）、 表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）、 ＡＴＰ 结合盒转运蛋白 Ｂ１
（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｂ１， ＡＢＣＢ１）、 Ｊａｎｕｓ 激酶 １
（ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ １， ＪＡＫ１ ） 和 ５⁃羟 色 胺 受 体 ２Ａ （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２Ａ， ＨＴＲ２Ａ）， 见图 １。

图 １　 苦豆碱与抗血栓疾病作用靶点的 Ｖｅｎｎ 图

３􀆰 ２　 核心靶点 ＰＰＩ 网络构建　 将 “３􀆰 １” 项下筛选得到的

７ 个共同靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中， 构建得到具有 ７ 个点

和 ８ 条边的共同靶点 ＰＰＩ 网络。 基于 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建

的核心靶点 ＰＰＩ 网络， 对没有联系的点进行隐藏， 得到包

含 ６ 个节点和 ８ 条相互作用边的网络图， 见图 ２。 通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件计算节点 Ｄｅｇｒｅｅ 中位数 （２􀆰 ５）， 筛选获得

ＪＡＫ２ （Ｄｅｇｒｅｅ＝ ４）、 ＥＧＦＲ（Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ４） 和 ＡＫＴ１ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝
３） 共 ３ 个关键核心靶点。

图 ２　 苦豆碱与抗血栓疾病作用靶点 ＰＰＩ 网络图

３􀆰 ３　 核心靶点 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 使用 ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ 数

据库对 ７ 个核心作用靶点进行 ＧＯ 功能富集分析， 包括生

物过 程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ＢＰ ）、 细 胞 组 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ， ＣＣ） 和分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ＭＦ），
根据 Ｐ 值分别选取前 １０ 条进行可视化处理， ＢＰ 主要涉及

蛋白 核 定 位 的 正 向 调 控 （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｎｕｃｌｅｕｓ ）、 同 型 细 胞⁃细 胞 粘 附 的 调 节

（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｔｙｐｉｃ ｃｅｌｌ⁃ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ） 及平滑肌细胞增

殖的 正 向 调 控 （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）； ＣＣ 主要定位于膜筏 （ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒａｆｔ）、 黏着

斑 （ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ） 和受体复合物 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ）； ＭＦ
主要涉及蛋白酪氨酸激酶活性 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 组蛋白激酶活性 （ｈｉｓｔｏｎｅ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 和泛素

样蛋白连接酶结合 （ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ）
等， 见图 ３。 根据 Ｐ 值选取 ＫＥＧＧ 通路富集排名前 ２０ 位的

信号通路制作气泡图， 通路分析进一步显示， 目标分子显

著富集于 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂耐药通路 （ ＥＧＦＲ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ）、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信 号 通 路

（ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路 （ ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 癌症中的 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 检查点通

路 （ＰＤ⁃Ｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＰＤ⁃１ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）
等， 见图 ４。
３􀆰 ４　 苦豆碱对血小板聚集的影响　 与模型组比较， 低、 中

剂量 （２０、 ４０ μｇ ／ ｍＬ） 苦豆碱对 ３ 种激动剂 （凝血酶、 胶

原蛋白、 二磷酸腺苷） 引起的血小板活化聚集无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 高剂量 （８０ μｇ ／ ｍＬ） 苦豆碱对凝血酶和胶原

蛋白诱导的血小板聚集具有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而对二

磷酸腺苷诱导的血小板聚集无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图

５。 结果提示， 苦豆碱在较高浓度下可能通过特异性抑制凝

血酶和胶原蛋白介导信号通路发挥抗血栓作用。 后续选择

高剂量 ８０ μｇ ／ ｍＬ 苦豆碱进行实验。
３􀆰 ５　 苦豆碱对血小板粘附的影响　 如图 ６ 所示， 与模型组

比较， ８０ μｇ ／ ｍＬ 苦豆碱能抑制血小板的粘附行为 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 苦豆碱对血小板扩展的影响　 如图 ７ 所示， 与模型组

比较， 苦豆碱组对血小板扩展具有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
并观察到形成丝状伪足和板状伪足的血小板数目减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结果提示， 苦豆碱可能通过影响血小板内部细胞

骨架的动态重组过程及其伴随的形态学变化发挥抗血栓

作用。
３􀆰 ７　 苦豆碱对血小板 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响　 如图

８ 所示， 与空白组比较， 模型组血小板中 ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 蛋

白磷酸化水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
苦豆碱组 ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明苦豆碱可通过抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路

发挥抗血栓作用。
３􀆰 ８　 苦豆碱对小鼠血栓形成的影响　 如图 ９ 所示， 与对照

组比较， 苦豆碱和阳性药 （阿司匹林） 均能延长小鼠颈动

脉栓塞时间 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并抑制颈动脉栓块的形成， 且苦

豆碱的作用效果优于阿司匹林 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果表明， 苦

豆碱可通过调节血小板功能或影响凝血过程， 发挥抗血栓

作用， 且效果优于传统抗血栓药物阿司匹林。
４　 讨论

血栓性疾病对人类健康构成重大威胁， 给家庭和社会

带来沉重负担。 血小板活化和聚集在止血和血栓形成中起

核心作用［２０］ 。 以血小板为抗血栓靶点的优势在于其直接参
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图 ３　 ＧＯ 功能富集分析图

图 ４　 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

与血栓形成的特性， 允许早期干预， 高选择性， 较少的副

作用和宽泛的治疗窗口， 同时结合多种抗血栓机制， 为开

发和优化抗血栓治疗方法提供了丰富的可能性。 目前， 抗

血小板药物被广泛用于临床预防和治疗血栓形成， 但约有

三分之一的血栓患者对这些抗血小板活化药物具有耐药

性［２１］ 。 因此， 探索具有多靶点调控特性的天然药物干预策

略显得尤为重要。
本研究基于血小板聚集模型发现， 苦豆碱处理可抑制

ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平， 这一效应直接关联其抗

血栓功能： 血小板聚集过程依赖 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路激活以

驱动细胞骨架重组及整合素 αＩＩｂβ３ 活化。 实验中观察到的

苦豆碱诱导的三重功能缺陷———粘附能力下降 （反映跨膜

信号转导受损）、 扩展形态抑制 （提示肌动蛋白聚合障

碍）、 聚集功能减弱 （表明纤维蛋白原受体激活失败）， 均

可溯源至该通路的抑制。 ＳＴＡＴ３ 磷酸化作为钙离子释放的

上游事件， 其受阻将破坏钙信号枢纽功能， 进而协同削弱

粘附锚定、 细胞扩展与血小板交联能力， 最终阻断血栓形

成的正反馈循环。 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路在血栓形成过程

中扮演着至关重要的角色， 其作用贯穿于血小板活化、 炎

症反应调控以及血管内皮功能调节等多个关键环节。 在正

常生理状态下， 该通路维持着血小板和血管内皮细胞的稳

态功能， 并确保炎症反应处于适度范围内。 然而， 在病理

因素或损伤刺激的作用下， ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化水平

升高， 成为推动血栓形成的重要机制。 一方面， 磷酸化的
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注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 苦豆碱对多种激动剂诱导的血小板聚集的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 苦豆碱对胶原蛋白诱导的血小板粘附的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

　 　 　 　

ＪＡＫ２ 通过激活 ＳＴＡＴ３ 信号通路， 驱动血小板内钙离子释

放， 并促进促栓因子 （ＣＯＸ⁃２、 Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ） 等的表达［２２⁃２３］ ，
从而增强血小板的聚集与活化能力。 另一方面， 该通路通

过诱导血管内皮细胞凋亡、 上调组织因子表达， 以及促进

中性粒细胞胞外诱捕网 （ＮＥＴｓ） 形成， 进一步破坏血管屏

障功能， 加剧凝血与炎症之间的恶性循环［２４］ 。 在多种病理

场景中， 例如糖尿病伤口愈合［２５］ 、 癌症相关的高凝状

态［２６］ 、 术后血栓形成等［２７］ 。 这些发现不仅揭示了该通路

在血栓形成中的核心地位， 也为开发针对性抗血栓策略提

供了潜在靶点。 本研究的网络药理学筛选和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验结果与文献报道一致， 但苦豆碱与 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路的

交互作用机制尚不明确， 值得进一步挖掘与验证。

注： 绿色箭头指示板状伪足， 黄色箭头指示丝状伪足， 标尺 １０ μｍ。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 苦豆碱对胶原蛋白诱导的血小板扩展的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 苦豆碱对激动剂刺激的血小板 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与模型组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与阳性药组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１。
标尺 １００ μｍ。

图 ９　 苦豆碱对 ＦｅＣｌ３ 诱导的颈动脉血栓形成的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 综上所述， 本研究通过多层次实验设计， 从网络药理

学预测到在体实验验证， 初步探讨了苦豆碱的抗血栓作用

及其机制， 为苦豆碱作为新型抗血栓药物的研发提供了科

学依据， 也为血栓性疾病的治疗提供了新的思路和方法。
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摘要： 目的　 探讨不同干燥工艺对滇黄精饮片性状、 理化指标和活性成分的影响。 方法　 以 ３ 年生滇黄精根茎为原

料， 系统评价 １１ 种干燥工艺对饮片折干率、 复水比、 灰分、 浸出物及活性成分 （多糖、 皂苷、 黄酮、 酚类） 含量的

影响， 结合主成分分析进行综合评价。 结果　 微波干燥饮片的多糖、 黄酮及酚类含量较高； 冷冻干燥饮片的浸出物含

量最高； 阴干法饮片多糖与皂苷含量均较高； 热风干燥饮片中， ６０ ℃热风干燥的多糖含量较高， ７０ ℃热风干燥的皂

苷和黄酮含量较高。 １１ 种干燥工艺的滇黄精饮片综合得分排序为微波干燥＞阴干＞７０ ℃热风干燥＞６０～８０ ℃变温干燥＞
５０ ℃热风干燥＞６０ ℃热风干燥＞晒干＞８０ ℃热风干燥＞冷冻干燥＞４０ ℃热风干燥＞８０～６０ ℃变温干燥。 结论　 不同干燥

工艺对滇黄精饮片的性状、 理化指标和活性成分影响显著， 建议根据实际情况选择适宜干燥工艺。
关键词： 滇黄精； 干燥工艺； 理化指标； 活性成分； 主成分分析
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　 　 滇黄精 Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ Ｃｏｌｌ． ｅｔ Ｈｅｍｓｌ 为百合科

黄精属植物， 其干燥根茎是 《中国药典》 收录的黄精基原

品种之一［１］ ， 药食两用， 具有滋阴补肾、 健脾润肺等功效。
现代药理研究表明， 滇黄精主要活性成分包括多糖、 皂苷、

黄酮及酚类等物质， 具有调节糖脂代谢、 增强免疫、 抗肿

瘤、 改善记忆、 抗衰老等作用［２⁃８］ 。 产地初加工是影响中药

材品质的关键环节， 其干燥工艺的合理选择对保留活性成

分及提升贮藏稳定性具有显著作用［９］ 。 因此， 大多数中药
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