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摘要： 目的　 结合网络药理学和动物实验探讨复方丹参方延缓衰老、 拮抗动脉粥样硬化 （ＡＳ） 的作用。 方法　 通过

ＴＣＭＳＰ、 ＥＴＣＭ 数据库检索并结合文献筛选出复方丹参方中为主要药效物质基础、 具有抗氧化作用的活性成分， 找出

对应靶点， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 数据库筛选疾病靶点， Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 平台得到活性成分与疾病的交集靶点， 绘制药物⁃成
分⁃靶点网络图并筛选核心靶点， ＳＴＲＩＮＧ 数据库完成蛋白互作分析网络， ＤＡＶＩＤ 数据库对疾病与活性成分的相关靶点

进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析， Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件完成分子对接。 建立 ＡＳ 小鼠模型， 给予复方丹参方主要活性成分进行干

预， 油红 Ｏ 染色观察主动脉斑块变化， 检测血脂水平， ＥＬＩＳＡ 法检测衰老相关分泌表型， ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色法观察 β⁃半乳

糖苷酶活性， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达。
结果　 筛选出 ６ 种主要活性成分， Ａｋｔ１ 为核心靶点。 复方丹参方与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路关系密切， 原儿茶醛、 人参皂

苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可能参与介导 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路。 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可减少主动脉斑块，
降低血脂， 下调衰老相关分泌表型、 β⁃半乳糖苷酶活性， 上调 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达及 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋

白表达。 结论　 复方丹参方主要活性成分原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可能通过干预 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路，
发挥延缓衰老、 拮抗 ＡＳ 的作用。
关键词： 复方丹参方； 衰老； 动脉粥样硬化； 网络药理学； 动物实验； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路
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　 　 动脉粥样硬化 （ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ） 是由脂质浸润、
炎症反应、 氧化应激、 细胞衰老等因素引起的一种慢性炎

症性疾病［１］ ， 动脉中斑块破裂引发的血管栓塞是 ＡＳ 最危

险的并发症之一， 而血管中的细胞衰老及衰老标志物的出

现会影响血管修复斑块的能力， 加重斑块的不稳定性［２］ ，
提示细胞衰老与 ＡＳ 的进展相关。 复方丹参方最早由上海

中药制药二厂研制， 由丹参、 三七、 冰片组成， 可降低血

脂、 保护血管， 进而减缓 ＡＳ 的发展［３⁃４］ ， 方中丹参具有活

血定痛功效， 可发挥抗炎、 抗氧化的作用， 进而修复内皮

损伤［５］ ； 三七具有散瘀止血功效， 可改善血管内皮功能，
减少 ＡＳ 斑块的形成［６⁃７］ ； 冰片具有开窍醒神、 止痛功效，
能保护心血管系统， 增强其他药物的生物利用度［８］ ， 但全

方是否可减缓细胞衰老， 进而影响 ＡＳ 发展尚不清晰。 本

研究通过网络药理学及动物实验探究复方丹参方延缓细胞

衰老、 拮抗 ＡＳ 的活性成分和作用靶点， 并构建成分、 靶

点关系网络， 以期为该方治疗本病提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 网络药理学

１􀆰 １􀆰 １　 数据库与软件 　 中药系统药理分析平台 （ＴＣＭＳＰ，
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ．ｃｏｍ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ）； ＥＴＣＭ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｔｃｍｉｐ． ｃｎ ／ ＥＴＣＭ ／ ）； ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）； 在 线 人 类 孟 德 尔 遗 传 数 据 库

（ ＯＭＩＭ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）； Ｕｎｉｐｒｏｔ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）； ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）； ＳＥＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅａ． ｂｋｓｌａｂ．
ｏｒｇ ／ ）； Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／
ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ）； ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）；
ＤＡＶＩＤ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）； ＲＣＳＢ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）； 微 生 信 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软 件；
ＡｕｔｏｄｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件； Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件； Ｐｙｍｏｌ 软件。
１􀆰 １􀆰 ２　 活性成分、 靶点筛选 　 利用 ＴＣＭＳＰ 数据库， 以口
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服生物利用度 ＯＢ≥３０％ 、 类药性 ＤＬ≥０􀆰 １８ 为筛选条件进

行检索， ＥＴＣＭ 数据库搜集丹参、 三七活性成分， 而冰片

主要成分为右旋龙脑、 左旋龙脑、 异龙脑［９］ ， 结合文献找

出与衰老相关、 是主要药效物质基础的活性成分。 从

ＴＣＭＳＰ、 ＥＴＣＭ 数 据 库 中 获 取 相 应 成 分 靶 点，
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、 ＳＥＡ 数据库中进行靶点预测。
１􀆰 １􀆰 ３　 疾病靶点收集 　 使用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ 数据库筛

选 靶 点， 输 入 “ ａｇｉｎｇ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ” “ ａｇｉｎｇ ”
“ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ” 进行检索， 去重后取交集， 物种均设置为

“ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”。 将以上靶点通过 ＵｎｉＰｒｏｔ 转换为基因标志

物， 并去除重复靶点。
１􀆰 １􀆰 ４　 活性成分与疾病交集靶点筛选及药物⁃成分⁃靶点关

系网络图构建 　 利用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件得到交集靶点，
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件构建药物⁃成分⁃靶点网络， Ｎｅｔｗｏｒｋ
Ａｎａｌｙｚｅｒ 工具计算成分网络拓扑参数， 得到成分度值

（ｄｅｇｒｅｅ）。
１􀆰 １􀆰 ５　 蛋白相互作用网络建立 　 将交集靶点提交至

ＳＴＲＩＮＧ 数据库进行蛋白互作分析， 得到蛋白相互作用

（ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ＰＰＩ） 网络图。 使用 ＣｙｔｏＮＣＡ 插

件分析度值， 前 １０ 名的基因即为核心靶点。
１􀆰 １􀆰 ６　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 使用 ＤＡＶＩＤ 平台对交集靶

点进行基因本体 （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 功能富集分析， 包括

生物学过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ） 模块、 分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 模块、 细胞组成过程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ， ＣＣ） 模块， 并进行京都基因与基因组百科全

书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 通路

分析， 利用微生信将其可视化。
１􀆰 １􀆰 ７　 分子对接　 将活性成分与度值较高的核心靶点进行

对接， 从 ＲＣＳＢ 数据集中获取蛋白质受体的结构， 采用

ＰｙＭｏｌ 软件去除所有蛋白质水分子， ＡｕｔｏｄｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软

件添加氢， Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件进行分子对接， ＰｙＭｏｌ 软件对部

分结果可视化。
１􀆰 ２　 动物实验

１􀆰 ２􀆰 １　 动物　 雄性 ＳＰＦ 级 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠 ２０ 只、 雄性 ＳＰＦ 级

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 １０ 只， 体质量 （２１􀆰 ２±１􀆰 ５） ｇ， ８ 周龄， 购

自北京维通利华实验动物技术有限公司 ［实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃０００６］， 饲养于山东中医药大学实

验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁） ２０２２⁃
０００９］ 屏障环境设施内， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 温度 （２２±
２）℃， 相对湿度 （５０± ５）％ ， 每笼 ５ 只， 自由摄食饮水。
动物实验经山东中医药大学实验动物福利伦理审查委员会

批准 （批准号 ＳＤＵＴＣＭ２０２４０１０３００１）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 试剂与药物　 原儿茶醛 （货号 Ｂ２１６１３）、 人参皂苷

Ｒｇ１ （货号 Ｂ２１０５７）、 三七皂苷 Ｒ１ （货号 Ｂ２１０９９） 对照品

均购自上海源叶生物科技有限公司， 生理盐水溶解并制成

给药液。 油红 Ｏ 染料 （货号 ７ＢＥ１０１１０） 购自北京鼎国昌

盛生物技术有限责任公司。 甘油三酯 （ ＴＧ）、 胆固醇

（ＣＨＯＬ）、 高密度脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬ⁃Ｃ）、 低密度脂蛋白

胆 固 醇 （ ＬＤＬ⁃Ｃ ） 测 定 试 剂 盒 （ 货 号 Ｕ８２８８５０４０、
Ｕ８２７８５０４０、 Ｕ８２９８５０４５、 Ｕ８３０８５０４５） 均购自桂林优特林

医疗电子有限公司； 小鼠 ＴＮＦ⁃ɑ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂

盒 （ 货 号 Ｅ⁃ＭＳＥＬ⁃Ｍ０００２、 Ｅ⁃ＭＳＥＬ⁃Ｍ０００３、 Ｅ⁃ＭＳＥＬ⁃
Ｍ０００１） 均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司； β⁃
半乳糖苷酶 （ ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ） 染色试剂盒、 Ａｋｔ 抗体 （货号

９８６０、 ４６９１） 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ２×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ、 ＳＰＡＲＫ⁃ｓｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｐｌｕｓ ｋｉｔ、 三色

预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ （货号 ＡＨ０１０４⁃Ｃ、 ＡＧ０３０４⁃Ｂ、 ＥＣ１０１９）
均购自山东思科捷生物技术有限公司； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （５×）、 极超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂

盒 （货号 Ｐ００１３Ｂ、 Ｐ００１５Ｌ、 Ｐ００１８ＦＳ） 均购自上海碧云天

生物技术股份有限公司； Ｏｍｎｉ⁃ＥａｓｙＴＭ即用型 ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒 （货号 ＺＪ１０２Ｌ） 购自上海雅酶生物医药科技有限公

司； 辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （货号 ２１４１２０） 购自北京中

杉金桥生物技术有限公司； 羊抗鼠 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ） 二抗、
ＰＩ３Ｋ 抗 体、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗 体 （ 货 号 ＳＡ００００１⁃１、 ６０２２５⁃１⁃Ｉｇ、
６６４４４⁃１⁃Ｉｇ） 均购自武汉三鹰生物技术有限公司； ＧＡＰＤＨ
抗体 （货号 Ａ１９０５６） 购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 抗体 （货号 ａｂ１８２６５１） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 ２􀆰 ３　 仪器 　 Ｍ２０５ＦＡ 立体荧光显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； 全自动生化分析仪 （桂林优利特医疗电子有限公

司）； 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； Ｔａｎｏｎ ５２００ 系列全自动化学发光图像

分析系统 （上海天能生命科学有限公司）。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 分组、 造模及给药 　 适应性喂养 １ 周后， 将

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠随机分为模型组和给药组， 每组 １０ 只， １０ 只

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为正常组， 均给予高脂饲料 （含 ０􀆰 １５％ 胆

固醇、 ２１％ 脂肪） 连续喂养 １２ 周。 根据前期研究结果［１０］ ，
给药组按照原儿茶醛 １４ ｍｇ ／ ｋｇ、 人参皂苷 Ｒｇ１ １０ ｍｇ ／ ｋｇ、
三七皂苷 Ｒ１ １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量进行腹腔注射， 模型组和正

常组给予等体积生理盐水干预， 连续 ８ 周。
１􀆰 ２􀆰 ５　 取材　 连续干预 ８ 周后， 小鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 腹

腔注射 ２％ 戊巴比妥钠麻醉， 眼眶取血， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 取上清液， 即得血清， 于－８０ ℃冰箱中保存， 取

血后打开胸腔， 迅速对心脏进行灌注， 提取主动脉至髂总

动脉分叉处的血管， 生理盐水冲洗后剥离残余组织， 一部

分浸泡于 ４％ 多聚甲醛中固定， 另一部分置于－８０ ℃冰箱中

保存。
１􀆰 ２􀆰 ６　 主动脉油红 Ｏ 染色　 将小鼠主动脉置于生理盐水中

漂洗后置于 ４％ 多聚甲醛中固定 １０ ｍｉｎ， 放入油红 Ｏ 染液

中避光染色 １０ ｍｉｎ， 再置于 ７５％ 乙醇中分化至脂肪斑块呈

橘红色或鲜红色， 其他部位近无色， 生理盐水冲洗以终止

分化， 立体荧光显微镜拍照保存。
１􀆰 ２􀆰 ７　 血脂水平检测　 收集小鼠血清， 采用全自动生化分

析仪检测 ＴＧ、 ＣＨＯＬ、 ＨＤＬ⁃Ｃ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平　 取小

鼠血清， 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书方法检测 ＴＮＦ⁃α、
７５３１
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ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ９　 衰老相关 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 表达检测　 采用 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色

试剂盒制备 １×ＰＢＳ、 染色液、 固定液及 Ｘ⁃Ｇａｌ、 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染
色溶液， 检测 ｐＨ 为 ６􀆰 ０ 时 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 活性。 将小鼠主动脉

置于 ６ 孔板中， 固定液固定 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后室温

浸泡过夜， 添加 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色溶液， 避光置于 ３７ ℃孵育

箱中过夜， 观察主动脉是否染色， 如果染色太浅， 继续孵

育 ２４ ｈ 后再用立体荧光显微镜观察。
１􀆰 ２􀆰 １０　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测主动脉组织 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表

达　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小鼠主动脉组织总 ＲＮＡ， 逆转录为

ｃＤＮＡ， 荧光定量试剂盒通过 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ进行检测，
观察扩增曲线、 溶解曲线及 ＣＴ 值， ２－ΔΔＣＴ法计算相对表达

量。 扩增反应条件为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 １０ ｓ，
６０ ℃退火 ／延伸 ２０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
Ａｋｔ 正向 ＣＡＡＡＧＡＡＧＴＣＡＡＡＧＧＧＧＣＴＧＣ

反向 ＣＴＣＣＴＴＣＡＣＡＡＴＡＧＣＣＡＣＧＴＣ
ＰＩ３Ｋ 正向 ＡＧＡＴＣＧＣＴＣＴＧＧＣＣＴＣＡＴＴＧ

反向 ＡＧＣＣＡＧＴＴＣＡＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ

反向 ＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣ

１􀆰 ２􀆰 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测主动脉组织 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达 　 取出于－８０ ℃保存的小鼠主动脉组织，
ＲＩＰＡ、 ＰＭＳＦ 裂解， 研磨， 离心， 取上清， ＢＣＡ 法进行蛋

白定量， 蛋白溶液与 ５×蛋白上样缓冲液混合后变性， 冷冻

保存， 取等量蛋白上样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜，
５％ 脱脂奶粉封闭 ２ ｈ， 分别加入 Ａｋｔ （１ ∶ １ ０００）、 ＰＩ３Ｋ
（１ ∶ ５ ０００）、 ｐ⁃Ａｋｔ （１ ∶ ２ ０００）、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （１ ∶ ４００） 抗体，
４ ℃过夜孵育， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入二抗 （１ ∶ ５ ０００） 摇

床孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 化学发光法显影， 使用全自

动化学发光图像分析系统进行拍照， ＩｍａｇｅＪ 软件分析灰度

值， 计算蛋白相对表达量。
１􀆰 ２􀆰 １２　 统计学分析　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 活性成分、 靶点筛选　 利用 ＴＣＭＳＰ、 ＥＴＣＭ 数据库

并结合文献， 共筛选出 ２６２ 种活性成分， 其中丹参 １７２ 种、
三七 ８７ 种、 冰片 ３ 种。 再查找与衰老有关、 是主要药效物

质基础的活性成分， 最终确定 ７ 种， 见表 ２， 并在 ＴＣＭＳＰ、
ＥＴＣＭ 数据库中搜集靶点， Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、 ＳＥＡ 数

据库中预测靶点， 去重后得到 ３１３ 个。
２􀆰 １􀆰 ２　 药物⁃成分⁃靶点网络构建 　 检索 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 选取

Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ 值 ０ 以上的靶点， 与从 ＯＭＩＭ 选取的靶点取

交集， 删除重复后共获得 １ １０６ 个与衰老、 ＡＳ 相关的靶点，
Ｖｅｎｎｙ２􀆰 １􀆰 ０ 软件取交集， 得到 １１０ 个交集靶点， 见图 １Ａ。
再将药物、 活性成分、 交集靶点制成 Ｎｅｔｗｏｒｋ、 Ｔｙｐｅｗｏｒｋ

　 　 　 表 ２　 复方丹参方主要活性成分信息

序号 英文名称 中文名称 度值

ＤＳ１ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ 丹酚酸 Ｂ ３７

ＤＳ２ ｄａｎｓｈｅｎｓｕ 丹参素 ３６

ＤＳ３ ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｌｄｅｈｙｄｅ 原儿茶醛 ２６

ＤＳ４ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ⅡＡ 丹参酮ⅡＡ ２３

ＳＱ１ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１ 人参皂苷 Ｒｇ１ ２２

ＳＱ２ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒ１ 三七皂苷 Ｒ１ ２０

ＳＱ３ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ 人参皂苷 Ｒｂ１ １６

表， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３􀆰 ７􀆰 １ 软件中构建药物⁃成分⁃靶点网络，
Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 软件分析成分度值， 见表 ２、 图 １Ｂ。

图 １　 韦恩图 （Ａ） 与药物⁃成分⁃靶点网络图 （Ｂ）

２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建　 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库对 １１０ 个交集

靶点进行扩充分析后构建 ＰＰＩ 网络图， 包含 １８０ 个节点、
３ １６５条边及 １７９ 个交集靶点， 见图 ２Ａ。 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ７􀆰 １ 软件中的 ＣｙｔｏＮＣＡ 插件对上述交集靶点进行中心度

分析， 发现度值 １００ 以上的共有 ３８ 个。 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ７􀆰 １ 软件绘制度值排名前十的靶点网络 （度值越大， 圆

圈越 大）， 见 图 ２Ｂ， 可 知 分 别 为 Ａｋｔ１、 ＴＰ５３、 ＡＣＴＢ、
ＴＮＦ、 ＩＬ⁃６、 ＪＵＮ、 ＶＥＧＦＡ、 ＥＧＦＲ、 ＥＳＲ１、 ＭＹＣ。

图 ２　 ＰＰＩ 与核心靶点网络图
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２􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 采用 ＤＡＶＩＤ 数据库将 １７９
个交集靶点进行 ＧＯ 富集分析， 结果显示， １７９ 个靶点共涉

及 ４７８ 条生物学过程、 １００ 条细胞组成过程、 １６７ 条分子功

能， 并参与 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子转录的正调控、 信号转

导、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的转录负调控、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启

动子转录的调节等各种生物学过程， 作用于细胞核、 细胞

质、 细胞溶质、 核质等细胞组成过程， 同时与蛋白结合、

相同的蛋白质结合、 金属离子结合、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ核心启

动子近端序列特异性 ＤＮＡ 结合等分子生物学功能相关联，
排名前十者见图 ３Ａ。

ＫＥＧＧ 富集分析显示， １７９ 个靶点中共有 １５７ 条通路被

富集。 使用微生信将 Ｃｏｕｎｔ 值排名前十的通路进行可视化，
见图 ３Ｂ， 可知排名前三的分别为癌症通路、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路、 癌症中的蛋白聚糖通路。

图 ３　 ＧＯ （Ａ）、 ＫＥＧＧ 富集分析 （Ｂ） 图

２􀆰 １􀆰 ５　 活性成分与靶点对接　 根据 “２􀆰 １􀆰 ２”“２􀆰 １􀆰 ３” 项下

结果， 选取度值 ２０ 以上的 ６ 种活性成分与排名前五的核心

靶点进行对接， 分析结合能 （结合能越小， 受体与配体亲

和力越大， 对接结果越稳定）， 见图 ４， 可知 Ａｋｔ１ 与各活性

成分对接的结合能均较高 （小于－０􀆰 ３ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）， 即为关键

靶点。 再采用 ＰｙＭｏｌ 软件将 Ａｋｔ１ 与原儿茶醛、 人参皂苷

Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对接结果可视化， 见图 ５。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

主动脉斑块的影响 　 正常组小鼠主动脉边缘清晰， 无红色

斑块附着； 与正常组比较， 模型组小鼠主动脉红色斑块面

积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药组斑块面积减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。 图 ４　 分子对接参数 （ｋｃａｌ ／ ｍｏＬ）

图 ５　 分子对接结果可视化图

２􀆰 ２􀆰 ２　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

血脂水平的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠血清 ＴＧ、
ＣＨＯＬ、 ＨＤＬ⁃Ｃ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 给药组小鼠血清 ＴＧ、 ＣＨＯＬ、 ＨＤＬ⁃Ｃ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。

２􀆰 ２􀆰 ３　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平的影响　 与正常组比较， 模

型组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 给药组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
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注： 比例尺为 ５ ｍｍ。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组小鼠主动脉油红 Ｏ 染色图 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

２􀆰 ２􀆰 ４　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

主动脉衰老情况的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠主动脉

蓝染区域增多， 出现衰老征象； 与模型组比较， 给药组蓝染

区域减少， 表明三者可有效减缓血管衰老进程， 见图 ９。

注： 与正 常 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 模 型 组 比 较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组小鼠血清 ＴＧ、 ＣＨＯＬ、 ＨＤＬ⁃Ｃ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

２􀆰 ２􀆰 ５　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

主动脉组织 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与正常组比较，
模型组小鼠主动脉组织 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药组小鼠主动脉组织 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０。
２􀆰 ２􀆰 ６　 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 对 ＡＳ 小鼠

主动脉组织 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白表达的影响 　 与

正常组比较， 模型组小鼠主动脉组织 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／
ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

给药组小鼠主动脉组织 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １１。
３　 讨论

细胞衰老是指细胞形态、 细胞代谢等方面发生永久、
可逆的停滞［１１］ ， 可以影响 ＡＳ 的发展。 研究证实， 氧化应

激、 ＤＮＡ 损伤等因素会导致血管内皮细胞与平滑肌细胞衰

老、 巨噬细胞的增多与极化， 从而释放细胞因子以及免疫

调节剂等衰老相关分泌表型 （ＳＡＳＰ）， 进而导致 ＡＳ 斑块的

形成［１］ 。
０６３１

２０２５ 年 ４ 月

第 ４７ 卷　 第 ４ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ４



注： 比例尺为 ５ ｍｍ。

图 ９　 各组小鼠主动脉 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色图

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组小鼠主动脉组织 Ａｋｔ、 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组小鼠主动脉组织 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 网络药理学结合文献分析发现， 复方丹参方与细胞衰

老有关的关键活性成分有丹酚酸 Ｂ、 丹参素、 原儿茶醛、
丹参酮 ＩＩＡ、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 等。 其中， 原儿茶

醛是丹参的活性成分， 有清除氧自由基的作用； 人参皂苷

Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 是三七的活性成分， 具有抗氧化、 抗炎

等作用， 这 ３ 种成分不仅能够延缓内皮细胞衰老， 同时在

修复内皮细胞形态、 减少细胞过度增殖、 保护内皮细胞方

面也发挥着重要作用［１２⁃１４］ 。 斑块中的衰老细胞会产生高活

性的 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ， 影响 ＡＳ 的发展进程［１５］ ， 而本研究结果显

示， 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可延缓斑块形

成， 降低 ＡＳ 小鼠体内血脂水平及 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 活性， 延缓细

胞衰老。
在细胞衰老过程中， 会促使衰老相关分泌表型表达，

包括细胞因子、 白细胞介素、 趋化因子、 蛋白酶、 生长因

子等多种信号分子［１６］ ， ＡＳ 的持续发展促使 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 等衰老相关分泌表型产生［１］ ， 引起血栓形成及线粒体

功能紊乱， 而阻断 ＴＮＦ⁃α 可使这一情况改变［１７］ 。 Ｚｈａｏ
等［１８］研究表明， ＩＬ⁃１β 可降低端粒酶活性， 加快细胞衰老

进程。 Ｔｙｒｒｅｌｌ 等［１９］研究发现， 血管内皮细胞衰老可使 ＩＬ⁃６
表达升高， 促进 ＡＳ 的发展。 本研究结果显示， 原儿茶醛、

人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可降低 ＡＳ 小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 能够有效减缓体内细胞衰老进程。

网络药理学分析显示， Ａｋｔ１ 为核心靶点， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信
号通路为主要通路。 在 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路中， Ａｋｔ 是中心

环节， 可激活下游多种效应信号分子［２０］ ， 细胞衰老可作用

于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 调控 ＲＯＳ、 ＮＯ 的产生， 进而影响

ＡＳ 的发展［２１⁃２２］ 。 Ａｋｔ 是一类有着 Ａｋｔ１、 Ａｋｔ２、 Ａｋｔ３ 亚型的

丝氨酸 ／苏氨酸激酶［２３］ ， 而 ＰＩ３Ｋ 属于脂质激酶， 可激活处

于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路中心环节的 Ａｋｔ， 诱导下游信号分子

磷酸化［２４］ ， 在心血管系统中发挥重要作用。 本研究结果显

示， 原儿茶醛、 人参皂苷 Ｒｇ１、 三七皂苷 Ｒ１ 可升高 Ａｋｔ、
ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达及 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白表达，
提示复方丹参方可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路减缓衰老进程，
进而影响 ＡＳ 的发展。

综上所述， 本研究依托生物信息学技术， 融合各领域

知识信息， 构建多维多层次相互关联网络， 挖掘出复方丹

参方中的主要活性成分可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路来发挥

减缓细胞衰老、 拮抗 ＡＳ 的作用， 为临床研究提供理论依

据。 但只从体内实验角度验证了复方丹参方延缓细胞衰老，
从而拮抗 ＡＳ 的发展， 后续可开展体外实验加以完善。
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