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基于网络药理学的淫羊藿苷对氟尿嘧啶所致大鼠骨髓间充质
干细胞凋亡抑制作用的机制研究

张小年，吴绍锋，林锐珊，罗晶，刁远明（广州中医药大学基础医学院， 广东 广州 510006）

摘要：目的 基于网络药理学的淫羊藿苷（ICA）对氟尿嘧啶（5-FU）所致大鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）凋亡抑

制作用机制研究。方法 在 TCMSP 数据库收集淫羊藿苷的药代动力学相关数据，利用 CTD 和 GeneCards 两个

数据库，检索获取淫羊藿苷的所有潜在作用靶点，采用 DAVID 6.8 数据库对淫羊藿苷潜在靶点进行 GO 富集

分析以及进一步的筛选收集关键靶点。将关键靶点导入 STRING 数据库，结合运用 Cytoscape 3.8.2 软件制作蛋

白互作网络（PPI），并用 STRING 数据库进行通路富集分析（KEGG）。采用 Western Blot 法检测 Akt/GSK3β/
CyclinD1 通路 3 个特征蛋白以及凋亡密切相关蛋白 Bcl-2、Bax 的表达情况。结果 获得淫羊藿苷潜在作用靶

点 83 个，进一步筛选得到关键靶点 29 个，通路富集分析结果按照 FDR 值从小到大排序，其前 20 条中具有重

要作用的为 PI3K-Akt 通路、HIF-1 信号通路以及 FoxO 信号通路等。基于 KEGG 富集分析结果，建立了

PI3K-Akt 核心作用通路的可视化通路网络图。Western Blot 实验结果揭示，与模型组比较，淫羊藿苷处理组

p-Akt（P＜0.01）的表达升高，p-GSK3β 水平和 CyclinD1 的表达有升高趋势（P＞0.05），Bcl-2/Bax 比值升高

（P＜0.001）；LY294002 抑制 Akt 磷酸化之后，相应 p-Akt、p-GSK3β 水平和 CyclinD1 的表达下降（P＜0.05，
P＜0.001），Bcl-2/Bax 比值减少（P＜0.001）。结论 淫羊藿苷对 5-FU 所致大鼠骨髓间充质干细胞凋亡抑制作

用可能是通过激活 Akt/GSK3β/CyclinD1 信号通路以及 Bcl-2 途径介导的。
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Research on the Mechanism of Icariin on the Inhibition of 5- FU- induced Apoptosis of Rat Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells Based on Network Pharmacology
ZHANG Xiaonian，WU Shaofeng，LIN Ruishan，LUO Jing，DIAO Yuanming（School of Basic Medical Science，
Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510006 Guangdong，China）
Abstract：Objective To explore the mechanism of icariin（ICA）on the inhibition of 5-FU-induced apoptosis of rat
bone marrow mesenchymal stem cells（BMSCs）based on network pharmacology. Methods The pharmacokinetic data
of ICA was collected from the TCMSP database. The CTD and GeneCards databases were used to retrieve all
potential targets of ICA. The DAVID 6.8 database was used to perform GO enrichment analysis of potential targets
and subject to further screening and collect key targets. The key targets were imported into the STRING database，
which was combined with Cytoscape 3.8.2 software to make Protein- Protein Interaction Networks（PPI）， and
pathway enrichment analysis（KEGG） was analyzed by STRING database. Western Blot was used to detect the
expression of three characteristic proteins in the Akt/GSK3β/CyclinD1 pathway and apoptosis-regulatory proteins Bcl-
2 and Bax. Results 83 potential targets of ICA were obtained，and 29 key targets were further screened. The results
of KEGG were ranked by the FDR value from small to large. The top 20 pathways，including PI3K-Akt pathway，
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HIF-1 signaling pathway and FoxO signaling pathway ， etc. ， play important roles in the inhibitory process.
Visualization of PI3K- Akt core pathway was established according to the results of KEGG enrichment analysis.
Western blot experiments revealed that compared with the model group，the levels of p-Akt（P＜0.01），p-GSK3β
and the expression of CyclinD1（P＞0.05）in the ICA treatment group increased， and the ratio of Bcl- 2/Bax also
increased（P＜0.001）. After LY294002 inhibited Akt phosphorylation， the corresponding p-Akt，p-GSK3β levels
and CyclinD1 expression decreased（P＜0.001，P＜0.05），and the Bcl-2/Bax ratio decreased obviously（P＜0.001）.
Conclusion The inhibitory effect of ICA on 5-FU-induced apoptosis of rat bone marrow mesenchymal stem cells is
most likely mediated by activating the Akt/GSK3β/CyclinD1 signaling pathway and the Bcl-2 pathway.
Keywords： Network pharmacology； icariin； 5- fluorouracil（5- FU）； bone marrow mesenchymal stem cells；
apoptosis；rats

氟尿嘧啶（5-Fluorouracil，5-FU）是一种尿嘧啶

的类似物，通过抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶活性，

干扰 DNA 的合成，发挥抑制肿瘤细胞增殖的作

用 [1]。5-FU 作为临床一线抗肿瘤药物对消化道癌及

其他实体瘤有良好疗效，在肿瘤内科治疗中占有重

要地位，但是在临床治疗过程中，5-FU 有效剂量持

续使用不仅杀伤癌细胞，同时也使正常细胞受到严

重损伤，因此常伴有对多种器官的毒副作用，比

如：胃肠道炎症[2-3]、心脏毒性[4-5]、神经毒性[6]、骨髓

抑制 [7]等。5-FU 在细胞内转化为有效的氟尿嘧啶脱

氧核苷酸后，被活跃分裂的组织及肿瘤所优先摄

取。骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal
stem cells，BMSCs）具有强大的增殖能力和多向分化

潜能[8]，是一种处于活跃分裂状态的细胞，因此非常

容易被 5-FU 所“误伤”，从而引起严重的骨髓抑制

毒副作用。

研究[9-13]证实，具有补肾生血、益气活血作用的

中药复方、中药及有效成分能一定程度上促进骨髓

间充质干细胞增殖，甚至抑制不利因素引起的凋

亡、诱导分化。淫羊藿苷（icariin，ICA）是从温阳补

肾药淫羊藿中提取出来的有效成分，也是黄酮醇苷

类化合物。实验研究[14-18]表明，淫羊藿苷具有促进骨

髓间充质干细胞增殖和分化、抑制骨髓间充质干细

胞细胞凋亡的作用，可对抗不利因素引发的骨髓间

充质干细胞损伤。

本课题组前期的体外实验研究[19]发现，一定浓度

的淫羊藿苷可促进大鼠骨髓间充质干细胞的增殖，

用 5-FU 造成大鼠骨髓间充质干细胞的损伤，同时给

予淫羊藿苷干预后，发现淫羊藿苷对 5-FU 诱导的大

鼠骨髓间充质干细胞凋亡有一定的抑制作用。由此

说明，淫羊藿苷对 5-FU 化疗损伤大鼠骨髓间充质干

细胞具有一定的保护作用，但是该过程的信号转导

途径，还有待进一步深入研究。

本研究采用网络药理学的分析方法，筛选淫羊藿

苷促进骨髓间充质干细胞增殖和抑制凋亡过程中的

特征靶点和分子通路，并结合分子生物学验证实

验，初步探寻淫羊藿苷在促进骨髓间充质干细胞增

殖和对抗 5-FU 诱导的凋亡过程中所起的作用及潜在

机制，以求更深入地了解淫羊藿苷对骨髓间充质干

细胞的生物学效应，为临床大剂量化疗后骨髓抑制

的中药调控和治疗提供理论和实验依据。

1 材料与方法
1.1 网络药理学使用的数据库及相关分析平台 中药

系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，Traditional
Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and
Analysis Platform） [20]（http://tcmspw.com/tcmsp.php）；

CTD（The Comparative Toxicogenomics Database）[21]数据

库（http://ctdbase.org/）；genecards 数据库（https://www.
genecards.org/）； uniprot 数据库（https://www.uniprot.
org/）；DAVID 6.8 数据库[22]（https://david.ncifcrf.gov/）；

STRING 11.0 数据库（https://string-db.org）；Cytoscape
3.8.2 分析软件。

1.2 动物 SD 大鼠，雄性，SPF 级，4 周龄，体质量

（100±20）g，购自广州中医药大学实验动物中心，动

物许可证号：SYXK（粤）2018-0085。购入后直接用

于取材，进行原代骨髓间充质干细胞（BMSCs）培养。

本研究所涉及的动物实验部分均符合动物伦理委员

会的准则。

1.3 药物试剂 淫羊藿苷，纯度>98%，上海源叶生

物科技有限公司，批号：B21576；5-FU，纯度>
98%，中国 Solarbio 公司，批号：1126A023；SD 大
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鼠骨髓间充质干细胞专用培养基，美国 Cyagen 公

司，批号：T161122G001；胰蛋白酶，美国Gibco公司，

批号：19521H12；LY294002，美国 MedChemExpress
公司，批号：HY-10108；兔多克隆抗体 CyclinD1、
p-Akt（Ser473）、 p-GSK3β（Ser9），购自美国 Cell
Signaling Technology 公司，批号分别为： 2978T、
9271T、5558T；兔多克隆抗体 Bcl-2、兔单克隆抗体

Bax 以及 GAPDH，购自英国 abcam 公司，批号分别

为 ab194583、ab32503、ab181602；超敏 ECL 化学发

光试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司，批号：

P0018S。其他试剂均为国产分析纯。

1.4 仪器 VS-1300-u 超净工作台，苏州净化设备有

限公司；HF100 二氧化碳培养箱，力康上海有限公

司；AE2000 倒置显微镜，厦门麦克奥迪实业有限公

司；XB120A-SCS 分析天平，瑞士 Precisa 公司；

1658033 小型垂直电泳转印系统，美国伯乐 Bio-Rad
公司，GR60DA 全自动高压蒸汽灭菌锅，致微（厦门）

仪器有限公司；TS-1000 多用脱色摇床，海门市其林

贝尔仪器制造有限公司；ES125SW 电子分析天平，

瑞士 Precisa 公司。

1.5 淫羊藿苷潜在作用靶点的收集与筛选 淫羊藿苷

的结构式、口服生物利用度（OB）、药物相似度

（DL）、血脑屏障（BBB）等药代动力学特性数据来自

TCMSP 数据库与分析平台。以“icariin”为关键词，

通过 CTD 和 GeneCards 两个数据库检索淫羊藿苷的

潜在作用靶点，取并集并删除重复项之后，建立淫

羊藿苷的靶点数据库。

1.6 GO 富集分析筛选关键靶点 利用 DAVID 6.8 对

淫羊藿苷靶点进行 GO 富集分析，得出淫羊藿苷靶点

参与的生物学过程（Biological Process，BP），并分

析、整理、收集与正向调控细胞增殖、负向调控细

胞凋亡有关的生物学过程中的关键靶点。

1.7 关键靶点的互作网络（PPI）构建 将“2.2”获得

的关键靶点上传到在线蛋白相互作用分析数据库

STRING 11.0 中，将靶点间最低联系分数设置为

0.4 分，选择物种“Rattus norvegicus”，将无关联的

靶点隐藏，即可获得关键靶点蛋白的相互作用关

系；然后结合运用 Cytoscape 3.8.2 软件对关键靶点蛋

白互作网络进行美化编辑，即可获得优美清晰的 PPI
图；同时在“Analysis”菜单下载 KEGG 通路富集分

析结果，综合分析以发现淫羊藿苷发挥作用的信号

传导通路。

1.8 骨髓间充质干细胞的取材、分离培养及纯化 参

照相关文献方法 [23]，分离培养大鼠骨髓间充质干细

胞。脱颈处死 SD 大鼠，无菌条件下取出大鼠双侧股

骨和胫骨，剔除肌肉及结缔组织，放置于含 1%双抗

培养基的培养皿中，转入细胞房超净工作台。剪断

骨膜末端，露出骨髓腔，用基础培养液不断冲洗骨

髓腔，直至骨髓被全部冲出。收集冲洗液，反复吹

打均匀后于 4 ℃、800 ×g 离心 8 min；弃上清，沉淀

加入完全培养液，重悬后转移至培养瓶中；37 ℃、

5% CO2培养箱培养 24 h 后，观察细胞状态并换液；

之后每 2 d 换 1 次液。当细胞生长融合达 80%～90%
时，胰酶消化，1∶2 传代。

1.9 实验分组及给药 根据随机对照原则分为 4 组：

①空白对照组（Control）：无特殊处理。②模型组（单

用 5-FU 组）：5-FU 的质量浓度为 2.5×10-2 g·L-1

（5-FU 对大鼠骨髓间充质干细胞的 IC50值），使用生

理盐水溶解稀释。③5-FU+淫羊藿苷组（5-FU 与淫羊

藿苷共同作用组）：淫羊藿苷终浓度 20 μmol·L-1，先

用 DMSO 溶解至 10 mmol·L-1，再用培养基稀释至终

浓度。④5-FU+淫羊藿苷+LY294002 组（5-FU、淫羊

藿苷与 LY294002 共同作用组）：LY294002 终浓度

50 μmol·L-1，使用 PBS 缓冲液溶解。

1.10 蛋白免疫印迹检测 p-Akt、p-GSK3β、CyclinD1、
Bcl-2、Bax 蛋白水平 将细胞接种到六孔板里，培

养过夜，待细胞密度融合约为 80%左右时，依据所

需终浓度对每组细胞进行给药。加药处理细胞 48 h
以后，吸掉废液，用 PBS 清洗 3 遍，用胰蛋白酶将

贴壁细胞进行消化后收集，将裂解液加入细胞中进

行细胞裂解，提取蛋白进行蛋白质浓度测定。用 SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质样品，按浓度算好

上样所需体积，每个样品上样 30 μg。80 V 恒压，跑

40 min 左右，看到预染 Marker 开始分离，溴酚蓝跑

至分离胶，调电压至 120 V，溴酚蓝到达胶的底部，

停止电泳，关闭电源，取出凝胶，并将其转移到

PVDF 膜上。用 TBST 漂洗 PVDF 膜 5 min 左右，放

入封闭液中，于摇床上室温封闭 2 h；将 PVDF 膜分

别放入装有 3 mL 稀释好一抗（稀释比例 1∶1 000）的

小盒子中，置于 4 ℃冰箱孵育过夜。TBST 洗涤

PVDF 膜 3 次，每次 5 min；将 PVDF 膜放入含有

3 mL 二抗（1∶1 000 稀释）的小槽内，置于摇床上室

温平缓摇动 1 h；TBST 洗涤 PVDF 膜 3 次，每次

5 min，使用 ECL 化学发光法，将试剂盒 A 和 B 两

种试剂 1∶1 等体积混合；5 min 后，于化学发光仪上

曝光。使用 ImageJ 测量蛋白质条带的灰度值以进行
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半定量分析。蛋白质的相对表达由目标蛋白质光密

度值/内参蛋白光密度值表示。

1.11 统计学处理方法 应用 GraphPad Prism 8.0.2 软

件对实验结果进行统计分析，实验结果均使用均值±
标准差（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），两两比较用 LSD 检验。以 P＜

0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果
2.1 淫羊藿苷的药代动力学特性以及潜在作用靶点的

收集和筛选 在 TCMSP 中输入淫羊藿苷的 CAS 号：

489-32-7，收集淫羊藿苷的药代动力学相关数据，包

括MW=676.73，OB（%）=41.58，DL=0.61，BBB=-3.00，
结果淫羊藿苷的 OB 值为 41.58%，大于 30%。淫羊

藿苷结构信息如图 1 所示。以“icariin”为关键词，

在 CTD 检索到 98 个靶点，在 GeneCards 数据库搜索

到 41 个靶点，取并集之后，去除重复以及不规范的

靶点，最终共获得潜在作用靶点 83 个。

图 1 淫羊藿苷（ICA）的结构式

Figure 1 The structure of ICA
2.2 GO 功能富集分析以及关键靶点收集筛选 将

“2.1”项获得的 83 个潜在作用靶点输入 DAVID
6.8，对淫羊藿苷靶点进行 GO 富集分析，得出淫羊

藿苷靶点参与的生物学过程（Biological Process，BP）
共 618 条，按照 P 值从小到大的顺序，取前 20 条富

集结果进行分析，采用 R 语言将前 20 条富集结果绘

制可视化气泡图（见图 2）。结合本课题组前期研究[19]

结果，一定浓度的淫羊藿苷可促进大鼠骨髓间充质

干细胞的增殖，并抑制 5-FU 诱导的凋亡，所以收集

这 20 条 富 集 结 果 中 “positive regulation of cell
proliferation” 以 及 “negative regulation of apoptotic
process”两条生物学过程包含的靶点，取并集去除重

复基因，得到 29 个关键靶点。

2.3 关键靶点蛋白相互作用网络 PPI 图及分析 将

“2.2”项下 29 个靶点导入到 STRING 数据库后，结

合使用 Cytoscape 3.8.2 软件，即可获得如图 3 所示的

蛋白互作网络图。同时关键靶点导入到 STRING 数据

库后，在 STRING 数据库下的“Analysis”下载 KEGG
通路富集分析结果，共得到 139 条通路，按照 FDR
值从小到大排序，其前 20 条主要通路见图 4。通过

KEGG 数据分析，具有重要作用的为 PI3K-Akt 通
路、HIF-1 信号通路以及 FoxO 信号通路。有研究[24]

表明，肾上腺髓质素对缺氧和血清剥夺诱导产生的

骨髓间充质干细胞凋亡有抑制作用，这种保护作用

是通过 Akt/GSK3β 信号通路介导的。前期我们的研

图 3 淫羊藿苷（ICA）关键靶点蛋白相互作用的 PPI网络

Figure 3 PPI network of ICA key targets

P 值

图 2 淫羊藿苷（ICA）潜在作用靶点参与的生物学过程

（前 20位）
Figure 2 Biological processes enrichment analysis involved in
potential targets of ICA（top20）
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究[19]结果显示淫羊藿苷对 5-FU 诱导的大鼠骨髓间充

质干细胞凋亡有一定的抑制作用。结合网络药理学

分析结果，我们初步推测淫羊藿苷可能通过调节

Akt/GSK3β/CyclinD1 信号通路促进骨髓间充质干细胞

增殖，抑制凋亡，拮抗 5-FU 所致损伤。基于 KEGG
富集分析结果，建立了核心作用通路的可视化通路

网络图，见图 5。
2.4 骨髓间充质干细胞的形态观察 在本实验中，根

据干细胞的生长特性，采用全骨髓培养法分离纯化

骨髓间充质干细胞。取材获得的原代细胞以球形悬

浮在培养基中，并与一些杂质细胞（如血细胞）等混

合在一起。培养 24 h 后，可以看到部分成长梭形的

成纤维形状细胞黏附在培养瓶壁上，用 PBS 冲洗掉

不贴壁的细胞。继续培养 3 d 后，分布不均匀的纺锤

形或长梭形贴壁细胞明显增加，形成了多个增殖

簇。 7~12 d 后，细长的纺锤形细胞长满了培养瓶的

底部，此时可以进行传代培养。

2.5 各组给药处理 48 h 后细胞状态 由图 6 可知，

与空白对照组比较，模型组细胞生存状态明显变

图 4 淫羊藿苷（ICA）关键靶点 KEGG 信号通路富集结果

（前 20位）
Figure 4 Top 20 pathways for enrichment analysis of ICA key
targets（top20）

图 5 PI3K-Akt核心作用通路的可视化通路网络图

Figure 5 Visualization Chart of PI3K-Akt core signaling pathway
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差，细胞形态改变，数目减少。与模型组组比较，

5-FU+淫羊藿苷组细胞状态相对较好，说明淫羊藿苷

对 5-FU 导致的骨髓间充质干细胞增殖抑制有一定的

拮抗作用，可保护骨髓间充质干细胞，5-FU+淫羊藿

苷+LY294002 组，细胞状态与模型组状态相仿，数

目减少，形态改变。
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图 7 淫羊藿苷（ICA）对 5-FU 诱导骨髓间充质干细胞（BMSCs）损伤后 Akt/GSK3β/CyclinD1 途径相关蛋白（p-Akt，p-GSK3β
和 CyclinD1）表达水平的影响

Figure 7 Effect of ICA on the expression levels of Akt/GSK3β/CyclinD1 pathway related proteins（p-Akt，p-GSK3β and CyclinD1）
after 5-FU-induced damage of rat bone marrow mesenchymal stem cells

图 6 加药处理 48 h后各组的细胞状态（×200）
Figure 6 Cell morphology of each group after 48 h treatment（×200）

A. 空白对照组 B. 模型组 C. 5-FU+淫羊藿苷组 D. 5-FU+淫羊藿苷+LY294002 组

Bcl-2 家族成员是线粒体介导凋亡的重要调控因

子，并被分类为抗凋亡蛋白（例如 Bcl-2）和促凋亡蛋

白（例如 Bax）[26]。Bcl-2/Bax 比值常用于确定细胞凋亡

的程度[27]，因此，本研究检测了 Bcl-2 和 Bax 的蛋白

质表达水平，见图 8。本实验结果表明，与空白对照

组比较，模型组骨髓间充质干细胞被 5-FU诱导处理后，

Bcl-2 表达减少，Bcl-2/Bax 比值降低（P＜0.001）；当

加入淫羊藿苷与 5-FU 共孵育处理后 Bcl-2 表达增

加，Bax 表达减少，Bcl-2/Bax 比值明显增加（P＜

0.001）；而当加入 LY294002 抑制剂后，凋亡被激

活，淫羊藿苷的作用被拮抗阻断，Bax 表达明显增

加，Bcl-2/Bax 比值降低（P＜0.001），各组之间差异

均有统计学意义。

3 讨论

网络药理学[28]是基于系统生物学理论和生物系统

网络分析来设计药物的一门学科，它是以生物医学

数据库为处理对象，并通过其独特的研究方法比如

2.6 淫羊藿苷对 Akt/GSK3β/CyclinD1 信号通路及

凋亡相关蛋白表达的调控作用 据报道 [25]，Akt/
GSK3β/CyclinD1 途径对促进细胞的存活是很重要

的。因此，本研究通过蛋白质印迹分析研究了该途

径是否可介导骨髓间充质干细胞中淫羊藿苷的抗凋

亡作用。如图 7 所示，与空白对照组比较，模型组

中 p-Akt（P＜0.001）、p-GSK3β（P＜0.05）蛋白表达

量明显降低；CyclinD1 蛋白表达量有一定程度降

低，但差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比

较，当淫羊藿苷与 5-FU 共孵育时，Akt 的磷酸化和

细胞增殖增加（P＜0.01），同时淫羊藿苷也促进了

GSK3β 的磷酸化以及 CyclinD1 的表达，但差异无统

计学意义（P＞0.05）；然而，当加入抑制剂 LY294002
后，Akt 磷酸化被明显抑制（P＜0.001），GSK3β 磷酸

化水平以及 CyclinD1 表达呈现明显下降（P＜0.05）。

LY294002 阻断了淫羊藿苷对大鼠骨髓间充质干细胞

p-Akt 表达水平和增殖的影响。
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文本数据挖掘、网络分析等技术获取药物与靶点之

间的相关信息，从而预测和分析药物的作用靶标，

阐明药物作用机制。本研究利用网络药理学方法，

借助相关生物医学数据库和分析软件对淫羊藿苷

（ICA）的靶点进行收集分析，并对其在促进骨髓间充

质干细胞（BMSCs）增殖和对抗 5-FU 诱导的凋亡过程

中所起的作用及潜在机制进行了研究。通过搜索

CTD 和 GeneCards 数据库，获得了潜在作用靶点

83 个，将这些靶点进行 GO 富集分析以及进一步的

筛选收集得到 29 个关键靶点，将关键靶点绘成网络

PPI 图及行 KEGG 通路分析，得出 PI3K-Akt 核心作

用通路。

Akt 是一种丝氨酸-苏氨酸激酶，据报道[29]其可充

当强大的存活信号，发挥抗凋亡作用并促进细胞存

活。 GSK3β 是 Akt 的重要下游信号蛋白激酶，

GSK3β 在 serine9 处被 Akt 磷酸化导致其活性受到抑

制并减少凋亡 [30- 31]。已有报道 [32] 表明 GSK3β 使

CyclinD1 磷酸化，而 Akt 使 GSK3β 失活，从而导致

CyclinD1 表达增加并正向调节，促进细胞周期进

程。基于本课题组前期的体外实验研究[19]发现以及网

络药理学分析结果，我们假设淫羊藿苷可通过 Akt/
GSK3β/CyclinD1 途径对 5-FU 诱导损伤条件下的骨

髓间充质干细胞发挥保护作用。

为验证假设，本研究通过蛋白质印迹检测了 Akt
和 GSK3β 的磷酸化水平以及 CyclinD1 的表达，结果

表明：5-FU 诱导了骨髓间充质干细胞的凋亡并降低

了 p-Akt、p-GSK3β 水平和 CyclinD1 的表达，而用

淫 羊 藿 苷 共 处 理 提 高 了 p- Akt 和 p- GSK3β 及

CyclinD1 的表达水平。然而，加入抑制剂 LY294002
抑制 Akt 的磷酸化后，阻断了淫羊藿苷对细胞增殖和

p-Akt 水平的影响，同时导致 p-GSK3β 和 CyclinD1

的表达也降低。目前的结果表明淫羊藿苷促进了 Akt
和 GSK3β 的磷酸化，进而增加 CyclinD1 的表达，从

而诱导 G1/S 期转变，加速细胞周期的进展，促进骨

髓间充质干细胞增殖，保护骨髓间充质干细胞免受

5-FU 诱导的细胞凋亡。此外，据报道[33-34]，Bcl-2 家

族蛋白与 Akt/GSK3β 有关，p-Akt 和 p-GSK3β 上调

Bcl-2 和 Bcl-xL 的表达，并增加 Bcl-2/Bax 的比值。

因此，本研究进一步检验了 Bcl-2 途径是否也参与了

淫羊藿苷的抗凋亡活性。

目前的结果表明，5-FU 可诱导减少 Bcl-2 蛋白

表达并使得 Bcl-2/Bax 值降低。淫羊藿苷可以在此基

础条件下增加 Bcl-2 蛋白的表达，使得 Bcl-2/Bax 比

值升高。由此可见，淫羊藿苷使得 Akt 和 GSK3β 的

磷酸化水平提高，Bcl-2/Bax 的比值增加，抗凋亡活

性增强，极大地拮抗了 5-FU 诱导骨髓间充质干细胞

凋亡。总而言之，本研究表明淫羊藿苷对 5-FU 所致

大鼠骨髓间充质干细胞凋亡抑制作用有可能是通过

Akt/GSK3β/CyclinD1 信号通路以及 Bcl- 2 途径介

导的。

[致谢：广州中医药大学中西医结合基础研究中

心（广东省普通高校中医治法与治则研究重点实验

室）对本研究提供了帮助，特此感谢!]
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