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【 实验研究 】 

基于铁自噬探究刺五加-百合干预帕金森病抑郁的分子机制  

郑  淇，徐晓敏，王思萌，高  澳，邓戈宇，刘树民* 

黑龙江中医药大学  中医药研究院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  通过整合转录组学数据与机器学习算法预测帕金森病抑郁（dPD）铁自噬的分子机制，并采用网络药理学与

动物实验进一步揭示刺五加-百合（AS-LB）通过调控铁自噬干预 dPD的分子机制。方法  基于基因表达综合数据库（GEO）

中帕金森病数据集，整合 Genecards中抑郁及铁自噬基因集取交集，获得 dPD铁自噬核心靶基因，并对核心基因进行基因本

体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析。基于中药系统药理学平台数据库（TCMSP）收集 AS-LB的化

学成分，并整合本课题组前期采用 UPLC-Q-TOF-MS分析鉴定的 AS-LB成分，确定 AS-LB的活性成分；基于核心靶基因，

筛选 AS-LB调控 dPD铁自噬的活性成分。将 60只雄性 C57BL/6小鼠随机分为 6组（n＝10）：对照组、模型组、普拉克索

（阳性药，0.5 mg·kg−1）组、AS-LB（刺五加与百合质量比 4∶1）组、AS-LB（2∶1）组、AS-LB（1∶1）组，AS-LB剂量为

5.07 g·kg−1，除对照组外，采用 ip 30 mg·kg−1 1-甲基-4-苯基-1, 2, 3, 6-四氢吡啶（MPTP）结合慢性不可预知应激（CUMS）

构建 dPD模型小鼠，造模完成后连续给药 4周；进行爬杆、旷场、蔗糖水偏好行为学实验；采用苏木精-伊红（HE）染色观

察小鼠脑组织黑质、海马区域病理学变化；ELISA法检测脑组织中多巴胺（DA）、5-羟色胺（5-HT）、去甲肾上腺素（NE）、

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1β 含量；Western blotting 法检测脑组织铁自噬相关蛋白核受体共激活

因子 4（NCOA4）、苄氯素 1（BECN1）、醛脱氢酶 1 家族成员 A1（ALDH1A1）、自噬相关基因 7（ATG7）、α-突触核蛋白

（SNCA）、铁蛋白轻链（FTL）、多聚嘧啶区结合蛋白 1（PTBP1）的表达。结果  筛选出 1 908 个帕金森病差异表达基因

（DEGs）、17 107个抑郁相关基因、42个铁自噬基因，三者取交集获得 dPD铁自噬相关的 7个核心靶基因（NCOA4、ATG7、

BECN1、FTL、PTBP1、SNCA、ALDH1A1），富集分析结果显示，这些核心靶基因主要定位于自噬体、自噬溶酶体等细胞组分，

参与铁离子的反应等生物过程，影响亚铁离子结合、Atg12的激活酶活性等分子功能，进而调控铁死亡、自噬、凋亡、神经退

行性疾病等通路。网络药理学结果进一步显示，AS-LB可调控 dPD铁自噬途径的活性成分为刺五加苷 B、王百合苷 B。动物实

验结果表明，与模型组比较，AS-LB可通过减缓 dPD小鼠黑质、海马区域神经元损伤，显著缩短小鼠爬杆时间（P＜0.01），显

著延长旷场总距离（P＜0.01），显著升高蔗糖水偏好率（P＜0.01），显著升高 DA、5-HT、NE水平（P＜0.05、0.01），显著降

低炎症因子水平（P＜0.05、0.01），显著回调铁自噬蛋白 NCOA4、ATG7、BECN1、FTL、PTBP1、SNCA、ALDH1A1表达水

平（P＜0.05、0.01），其中以 AS-LB 2∶1组效果最优。结论  AS-LB通过介导 NCOA4、ATG7、BECN1、FTL、PTBP1、SNCA、

ALDH1A1调控铁自噬途径干预 dPD疾病进程，刺五加苷 B、王百合苷 B可能为其发挥效用的主要活性成分。 
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Abstract: Objective  To explore the molecular mechanism of ferritinophagy in depression in Parkinson's disease (dPD) by integrating 

transcriptomic data with machine learning algorithms. Furthermore, it investigates the molecular mechanism by which the combination 

of Acanthopanax senticosus-Lilium brownie (AS-LB) regulates ferritinophagy to intervene in dPD through network pharmacology and 
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animal experiments. Methods  Based on the Parkinson’s disease dataset in the Gene Expression Omnibus (GEO) database, the 

intersection of the depression and iron autophagy gene sets from Genecards was obtained to acquire the core target genes of dPD iron 

autophagy. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses were conducted on 

the core genes. The active components of AS-LB were collected from the Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology 

Database (TCMSP), and combined with the components identified by UPLC-Q-TOF-MS in our previous study, to determine the active 

components of AS-LB. Based on the core target genes, the active components of AS-LB regulating dPD iron autophagy were screened. 

Sixty male C57BL/6 mice were randomly divided into six groups (n = 10): The control group, the model group, the pramipexole 

(positive drug, 0.5 mg·kg−1) group, the AS-LB (Acanthopanax senticosus to Lilium brownii mass ratio 4∶1) group, the AS-LB (2∶1) 

group, and the AS-LB (1∶1) group. The dose of AS-LB was 5.07 g·kg−1. Except for the control group, the dPD model mice were 

constructed by intraperitoneal injection of 30 mg·kg−1 MPTP combined with chronic unpredictable stress (CUMS), and the mice were 

continuously treated for 4 weeks. Behavioral experiments such as pole climbing, open field, and sucrose preference were conducted. 

HE staining was used to observe the pathological changes in the substantia nigra and hippocampus regions of the mouse brain. The 

contents of dopamine (DA), 5-hydroxytryptamine (5-HT), norepinephrine (NE), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-6, 

and IL-1β in the brain tissue were detected by ELISA. The expressions of iron autophagy-related proteins nuclear receptor coactivator 

4 (NCOA4), beclin 1 (BECN1), aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 (ALDH1A1), autophagy-related gene 7 (ATG7), α-

synuclein (SNCA), ferritin light chain (FTL), and polypyrimidine tract-binding protein 1 (PTBP1) in the brain tissue were detected by 

Western blotting. Results  A total of 1 908 differentially expressed genes (DEGs) in Parkinson's disease, 17 107 depression-related 

genes, and 42 iron autophagy genes were screened. The intersection of the three sets yielded 7 core target genes (NCOA4, ATG7, 

BECN1, FTL, PTBP1, SNCA, ALDH1A1) related to dPD iron autophagy. Enrichment analysis showed that these core target genes were 

mainly located in cellular components such as autophagosomes and autolysosomes, participated in biological processes such as iron 

ion reactions, and affected molecular functions such as ferrous ion binding and Atg12 activating enzyme activity, thereby regulating 

pathways such as ferroptosis, autophagy, apoptosis, and neurodegenerative diseases. Network pharmacology results further indicated 

that the active components of AS-LB regulating the dPD iron autophagy pathway were acanthoside B and lirioside B. The animal 

experiment results showed that compared with the model group, AS-LB could alleviate the neuronal damage in the substantia nigra 

and hippocampus regions of dPD mice, significantly reduce the pole climbing time (P < 0.01), significantly increase the total distance 

in the open field (P < 0.01), significantly increase the sucrose preference rate (P < 0.01), significantly increase the levels of DA, 5-HT, 

and NE (P < 0.05, 0.01), significantly reduce the levels of inflammatory factors (P < 0.05, 0.01), and significantly restore the expression 

levels of iron autophagy proteins NCOA4, ATG7, BECN1, FTL, PTBP1, SNCA, and ALDH1A1 (P < 0.05, 0.01), with the AS-LB 2∶

1 group showing the best effect. Conclusion  AS-LB regulates the ferritinophagy pathway through the mediation of NCOA4, ATG7, 

BECN1, FTL, PTBP1, SNCA, and ALDH1A1 to intervene in the progression of dPD. Acanthopanax senticosus saponin B and Lily 

glycoside B may be the main active components responsible for their therapeutic effects.  

Key words: Acanthopanax senticosus-Lilium brownie; Parkinson's disease; depression; ferritinophagy; machine learning; network 

pharmacology; acanthoside B; lirioside B 

 

帕金森病抑郁（（dPD）是帕金森病（（PD）最常

见的非运动症状之一[1-2]，据统计 PD患者中抑郁发

生率高达 40%～50%，且长期抑郁可加重 PD 运动

症状，形成恶性循环，严重影响患者生活质量，增

加家庭及社会负担[3]。以往的观点认为，PD和抑郁

的出现无明显的先后次序的定论，发生于 PD 发病

的各个阶段，倾向于多因素作用的结果[4]。近年来

研究表明[5-7]，抑郁在 PD前驱期间出现，且抑郁的

严重程度与 PD运动症状密切相关，影响运动症状，

加重疾病进程。由于抑郁症的临床症状与 PD 的临

床症状重叠，常误认为是 PD 的症状（情绪平淡、

无法工作、疲劳等），这也使得在 PD前驱期间无法

对其进行精准识别、诊断及干预。相关数据显示[8]，

在抑郁出现的 PD患者中，大约只有 26%的患者得

到治疗，20%～60%未被识别或治疗。目前，PD中

的抑郁症状的治疗药物主要包括 5-羟色胺（（5-HT）、

去甲肾上腺素（NE）药物和多巴胺（DA）激动剂

等，虽显现出一定的疗效，但存在个体差异和不良

反应，且作用机制仍局限于单一神经递质系统的调

控[9]。值得注意的是，中医药配伍凭借（ 多成分-多

靶点”特性，或可突破这一瓶颈。 

在中医药理论中尚无与 dPD相对应的病名，根

据其临床表现及病机，dPD归属于中医颤证、郁证

之合病，肾精亏虚，髓海不足，筋脉失养，发为颤；
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肾水不升则心火独亢，心主神明，肾水不能滋养心

火，使得心神失养，气机不通，情志不舒，日久而

郁，故发为郁证，心火妄动又进一步耗伤肾阴。基

于此，将 dPD的病机归于（ 心肾不交”，病程为（ 因

病致郁”。刺五加味辛、微苦，性温；归脾、肾、心

经，具有补肝肾、强筋骨、益气健脾、补肾安神功

效[10]。相关研究显示，刺五加提取物可通过激活核

因子 E2相关因子 2（（Nrf2）信号轴调控谷胱甘肽过

氧化物酶 4（GPX4）、谷氨酸半胱氨酸连接酶催化

亚基（（GCLC）和谷氨酸-半胱氨酸连接酶调节亚基

（GCLM）蛋白表达，调控 α-突触核蛋白（α-syn）

造模小鼠脑组织中的谷氨酸等代谢途径进而治疗

PD[11]；百合味甘，性寒，归心、肺经，具有养阴润

肺，清心安神功效[12]。与此同时，相关研究也表明，

百合可通过增加抑郁小鼠脑内神经递质含量，进而

发挥抗抑郁作用[13]。当二者配伍时，刺五加补肾气，

有助于肾水上济于心；百合清心火，使得心火不妄

动，从而更好地下交于肾。一补一泄，相互配合，

使心肾之间的水火阴阳达到平衡，进而发挥心肾相

济的作用，从而调节心肾阴阳平衡，改善患者神智

状态，以此达到减轻 dPD症状的效果。 

铁自噬是一种由核受体共激活因子 4

（NCOA4）介导的铁蛋白选择性自噬，其是指细胞

通过自噬-溶酶体途径调节过量铁的过程[14-15]。这一

过程在维持细胞铁稳态和减轻铁诱导毒性方面起

着非常关键的作用。这一过程涉及铁蛋白的降解和

铁通过溶酶体途径的再利用。研究证实[16]，铁蛋白

自噬通量取决于 NCOA4 水平，而 NCOA4 受铁水

平负向调节。当铁耗竭或饥饿时，铁蛋白自噬被激

活，NCOA4 的 C端结构域明确识别并结合铁蛋白

重链 1（FTH1），导致溶酶体中的 FTH1降解进而降

解铁蛋白，完成体内的铁循环，释放大量的 Fe2＋，进

一步导致 NCOA4降解增加，并增加活性氧（（ROS），

从而导致铁死亡[17-18]。在神经元中，铁自噬有助于

维持最佳铁水平，并防止可诱导氧化应激的有毒游

离铁的积累。铁自噬的失调与包括 PD在内的多种神

经退行性疾病有关。在 PD中，铁自噬受损导致铁在

黑质和其他脑区积聚，加剧氧化损伤，加速神经退行

性变[19]。铁水平调节不足可能引发神经炎症通路的

激活，加重神经元损伤，引起运动和情绪障碍[20]。 

本研究基于铁自噬在神经退行性疾病中的关键

作用，整合高通量转录组测序数据与机器学习算法

以及网络药理学技术与动物实验验证，系统解析刺

五加-百合（AS-LB）调控 dPD中铁自噬的分子机制

及潜在活性成分，对于早期干预 PD患者抑郁症状，

延缓疾病进程、改善预后具有重要意义和参考价值。 

1  材料 

1.1  实验动物 

60只SPF级别雄性C57BL/6小鼠，体质量26～

30 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司，实验动

物生产许可证号 SYXK（黑）2021-010，饲养于黑龙

江中医药大学 SPF 级实验动物中心，温度（22±

2）℃、湿度（（50±10）%，12 h/12 h光/暗周期，实

验前适应性饲养 7 d，自由摄食和饮水。本研究通过

黑龙江中医药大学动物实验伦理委员会批准，所有

动物均符合国家规定的实验动物质量标准（（批准号

2025090494）。 

1.2  实验药物 

刺五加、百合均购自河北全泰药业有限公司，

经黑龙江中医药大学药学院药用植物教研室南洋

副 教 授鉴 定， 分别为 五 加科 植物 刺五 加

Acanthopanax senticosus（（Rupr. et Maxim.）Harms的

干燥根和根茎或茎，百合科植物百合 Lilium brownii 

F. E. Brown var. viridulum Baker的干燥肉质鳞叶。

称取质量比为 1∶1、2∶1（临床用药比例）、4∶1

的刺五加、百合干燥药材，混合均匀，加入 10倍量

水，浸泡 30 min，回流提取 3次，每次 2 h，合并 3次

滤液。经HPLC检测，AS-LB（2∶1）中刺五加苷B

质量分数为 0.715 mg·g−1，王百合苷 C 质量分数为

0.875 mg·g−1，王百合苷A质量分数为 1.046 mg·g−1，

刺五加苷 E质量分数为 3.073 mg·g−1，王百合苷 B

质量分数为 2.756 mg·g−1。 

1.3  实验试剂 

1-甲基-4-苯基-1, 2, 3, 6-四氢吡啶（（MPTP，MCE

公司，货号 HY-15608）；盐酸普拉克索（上海勃林

格殷格翰药业有限公司，批号 402384A）；刺五加苷

B（（批号 B21684）、刺五加苷 E（（批号 A10181）、王

百合苷 A（批号 B27791）、王百合苷 B（批号

B27371）、王百合苷 C（（批号 B27372）对照品，均

购自上海源叶生物科技有限公司；DA 试剂盒（南

京建成生物工程研究所，货号 H170-1-2）；肿瘤坏

死因子-α（（TNF-α）、白细胞介素-6（（IL-6）、白细胞

介素-1β（IL-1β）、5-HT、NE试剂盒（北京索莱宝

科技有限公司，批号分别为 SEKM-0034、SEKM-

0007、SEKM-0002、SEKM-0016、SEKM-0019）；

NCOA4抗体（（美国赛默飞世尔科技公司，货号 PA5-
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96398）；多聚嘧啶区结合蛋白 1（（PTBP1）抗体（（货

号 12582-1-AP）、α-突触核蛋白（（SNCA）抗体（（货

号 10842-1-AP）、苄氯素 1（BECN1）抗体（货号

11306-1-AP）、醛脱氢酶 1家族成员 A1（（ALDH1A1）

抗体（（货号 15910-1-AP）、自噬相关基因 7（（ATG7）

抗体（货号 10088-2-AP），武汉三鹰生物技术有限

公司；铁蛋白轻链（（FTL）（（美国 Affinity Biosciences

公司，货号 DF6604）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（（碧

云天生物技术公司，货号 P0010）；蛋白预染Marker

（美国赛默飞世尔科技公司，货号 26616）；超灵敏

化学发光试剂盒（（货号 SQ201）、10% PAGE凝胶快

速制备盒（（货号 PG113），上海雅酶生物医药科技有

限公司。 

1.4  实验仪器 

M2000Pro 酶标仪（美国赛默飞世尔科技公

司）；Eclipse Ci-L正置白光拍照显微镜（（日本 Nikon

公司）；BT-230 组织摊片烤片机（湖北博大电子科

技有限公司）；R155NP-Q2石蜡切片机（英国 taiva

公司）；5300 化学发光成像仪（上海勤翔科学仪器

公司）；165-3301电泳仪及附件（（美国 BIO-RAD公

司）。 

2  方法 

2.1  数据采集 

从基因综合表达数据库（ GEO， https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）共获得 3个原始数据集

（GSE20292、GSE20168 和 GSE44593），数据集

GSE20292 及 GSE20168 均来自纽约州立大学上州

医科大学神经科学和生理学部门，并均基于 GPL96

平台 hgu133a 表达珠芯片的帕金森数据集，

GSE20292数据集来自脑部组织全黑质中，包括 11

个患者样本和 18个对照样本；GSE20168数据集来

自脑部组织前额叶区，包括 14个患者样本和 15个

对照样本。GSE20292数据集为训练集，GSE20168

和 GSE44593 数据集作为验证。GSE44593 是基于

GPL570平台的抑郁症数据集，包括 14个患者样本

和 14 个对照样本。随后，进行数据集中的探针注

释，并根据平台注释文件转换为标准基因名。从

Genecards数据库（（http://www.genecards.org/）中使

用关键字（ depression”进行搜索，检索到 17 107个

抑郁症基因；使用关键字 ferroptosis”进行搜索，

检索到 42个铁自噬基因。 

2.2  筛选差异表达基因及核心靶基因的获取 

采用 R软件（（版本 4.4.3）中（ limma”包（（版

本 3.62.2）对训练集（（GSE20292）进行系统化处理

及差异分析。首先，通过分位数进行归一化处理消

除平台间技术差异，随后对原始表达值进行对数转

换以满足线性模型假设。基于线性模型拟合（（lmFit）

和经验贝叶斯方差调整（eBayes）方法筛选差异表

达基因（（DEGs），设定显著差异阈值为 P＜0.05。进

一步运用（ VennDiagram”包（（版本 1.7.3）对 DEGs

与抑郁症基因及铁自噬基因进行交集分析，获得的

核心靶基因运用（ corrplot”包（（版本 0.95）对其表

达水平之间的相关性进行可视化，并将其纳入后续

功能解析及机器学习建模。 

2.3  核心靶基因的功能注释 

为探索核心靶基因在 PD中的分子调控网络，

基于 R 语言 clusterProfiler”（版本 4.14.6）及

 enrichplot”（（版本 1.26.6）软件包，对目标基因进

行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）富集分析，以 P＜0.05 作为筛选条件。

将 KEGG通路富集条目均可视化，GO分析则分别

提取生物过程（（BP）、细胞组分（（CC）和分子功能

（MF）的前 10条核心条目。并利用（ circlize”（（版

本 0.4.16）及（ ggpolt2”（（版本 3.5.1）包进行可视化

处理，构建弦图以及绘制桑基气泡图。 

2.4  AS-LB 活性成分及靶点蛋白获取 

基于中药系统药理学平台数据库（TCMSP，

http:// www.tcmspw.com）收集 AS-LB的化学成分，

并整合本课题组前期采用UPLC-Q-TOF-MS分析鉴

定的 AS-LB成分（另行发表），设置口服生物利用

度（OB）≥30%、类药性（DL）≥0.18。随后在

PubChem数据库中搜索这些化合物，选择化合物的

Canonical SMILES构型，在 SwissADME数据库中

进行化合物的身份识别，根据 LiPinski五规则（类

药五原则）：相对分子质量≤500、氢键供体数

（HBD）≤5、氢键受体数（（HBA）≤10、脂水分配

系数（（AlogP）≤5、可旋转键数（（RBN）≤10，满

足上述五原则中的 3 个并且胃肠道吸收（hoiuGI 

absorption）显示为 Hight的化合物，确定为药物的

活性成分 [18-20]。然后将筛选得到的活性成分用

Swiss Target Prediction （ http://swisstarget 

prediction.ch/）获得活性成分对应的潜在作用靶点。

最后运用 UniProt 数据库对靶点的基因名称和蛋白

质 ID进行标准化。 

2.5  AS-LB 调控 dPD 铁自噬的活性成分 

将所获得的 AS-LB的活性成分靶点与 dPD铁
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自噬的核心靶点取交集绘制 Venn 图；并将上述信

息制成 Network文件导入 Cytoscape 3.9.0软件，构

建可视化网络图，筛选 AS-LB 调控 dPD 铁自噬的

活性成分。 

2.6  分组造模及给药 

将 60只雄性 C57BL/6小鼠随机分为 6组（n＝

10）：对照组、模型组、普拉克索（阳性药，0.5 mg·kg−1）

组、AS-LB（（4∶1）组、AS-LB（（2∶1）组、AS-LB

（1∶1）组，AS-LB剂量为 5.07 g·kg−1（（设置依据：

根据《中国药典》推荐最大剂量：刺五加 27 g，百

合 12 g，总量为 39 g，换算到小鼠为 5.07 g·kg−1）。

除对照组外，其余各组小鼠 ip 30 mg·kg−1 MPTP，连

续 7 d；与此同时，给予各组小鼠慢性不可预知应

激（CUMS）刺激，连续 8周，具体操作同文献报

道[21]。造模结束后给予不同比例的 AS-LB 以及阳

性药干预，连续 4周。给药结束后进行行为学检测，

行为学检测结束后取脑。 

2.7  行为学检测 

2.7.1  爬杆实验  选择 1根长 100 cm、粗 1.5 cm的

木杆，整体缠绕爬杆胶布，防止小鼠在爬杆过程中

打滑。抱杆的小鼠将其头部向下置于杆顶，让其自

然爬下，由 2个后肢站在杆顶到 2个前肢接触杆底

平台，小鼠爬杆时间为这个过程所需的总时间，以

秒表记录爬杆时间；每只小鼠测 6次，取平均值。 

2.7.2  旷场实验  实验在安静的环境下进行，先让

小鼠在实验室内适应至少 10 min，将小鼠放入旷场

反应箱内底面正中心，并进行摄像和计时。观察并

记录每只大鼠在 5 min内的所有活动距离。 

2.7.3  蔗糖水偏好实验  将小鼠单笼饲养，在第 1

个 24 h，所有小鼠都被给予 2 瓶浓度为 1%的蔗糖

溶液；然后，给予 1 瓶纯水和 1 瓶浓度为 1%的蔗

糖溶液 24 h，在第 12 小时，改变蔗糖水溶液和纯

水瓶的位置；然后剥夺所有小鼠饮水 24 h，在每笼放

入 1 瓶浓度为 1%的蔗糖水溶液和 1 瓶纯水，12 h

取走两瓶并称质量，记录蔗糖水消耗、纯水消耗，

计算蔗糖水偏好指数。 

蔗糖水偏好指数＝蔗糖水消耗量/(蔗糖水消耗量＋纯

水消耗量) 

2.8  苏木精-伊红（HE）染色 

用 4%的多聚甲醛溶液对小鼠脑组织进行固

定，石蜡包埋，切片（（5 μm），经 HE染色，中性树

胶封片，正置显微镜下观察小鼠脑组织黑质、海马

区域病理学变化。 

2.9  神经递质检测 

精密称定脑组织，加入 9倍量体积冷冻的甲醇

研磨，涡旋混匀 3 min，4 ℃、12 000 r·min−1离心

15 min，离心半径 10 cm，离心 2次，取上清液采用

ELISA法检测小鼠脑组织中 DA、5-HT、NE含量。 

2.10  炎症因子检测 

精密称定脑组织，加入 9倍量体积冷冻的甲醇

研磨，涡旋混匀 3 min，4 ℃、12 000 r·min−1离心

15 min，离心半径 10 cm，离心 2次，取上清液采

用 ELISA 法检测小鼠脑组织中 TNF-α、IL-6、IL-

1β水平。 

2.11  Western blotting 检测脑组织中铁自噬蛋白

水平 

将预冷的裂解液加入脑组织中，裂解后 4 ℃、

12 000 r·min−1离心 20 min。使用 BCA试剂盒检测

样品的蛋白质浓度，确定蛋白上样量，采用 10%～

12% SDS-PAGE凝胶分离蛋白，电泳结束后，转移

到 PVDF膜上。用 5%脱脂奶粉室温振荡封闭 1 h，

用 TBST将膜上残留奶粉洗净。接着与以下一抗一

起孵育过夜：NCOA4、BECN1、ALDH1A1、ATG7、

SNCA、FTL、PTBP1。与辣根过氧化物酶（HRP）

标记的二抗室温下孵育 60 min后，用 TBST洗膜 3

次，每次 5 min。滴加混合好的 ECL发光液，与化

学发光仪成像系统中曝光成像。用 Image J 软件分

析条带灰度值。 

2.12  统计学分析 

数据均以 x s 表示，结果分析采用 GraphPad 

Prism 9.0软件（GraphPad Software Inc.，USA）或

SPSS 23.0（（Chicago，USA）进行。统计分析包括单

因素方差分析（One-way ANOVA）、用于事后分析

的 Tukey多重比较检验分析以及 Student t检验。 

3  结果 

3.1  DEGs 的获取 

运用 R软件（（版本 4.4.3）进行差异分析，其中

PD患者中有 928个基因上调，980个基因下调，有

10 736个基因在PD患者和对照样本间不发生变化。

差异分析共获得 1 908 个 DEGs，并对其绘制火山

图（图 1-A）和热图（图 1-B）。 

3.2  dPD 铁自噬核心靶基因的获取 

将 1 909个DEGs与 17 107个抑郁症基因及 43

个铁自噬基因进行交集分析得到 7 个核心靶基因

（图 2-A），分别为 NCOA4、ATG7、BECN1、FTL、

PTBP1、SNCA、ALDH1A1。随后，进行相关性分析， 
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A-DEGs火山图；B-DEGs热图。 

A-DEGs volcano plot; B-DEGs heatmap. 

图 1  PD 差异基因分析 

Fig. 1  PD differential gene analysis 

 
A-Venn图；B-7个核心靶基因相关性热图；C-火山图；D-核心靶基因热图。 

A-Venn diagram; B-correlation heatmap of seven core target genes; C-volcano plot; D-heatmap of core target genes. 

图 2  核心靶基因可视化 

Fig. 2  Visualization of core target genes 
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运用（ corrplot”包（（版本 0.95）对 7个核心靶基因

表达水平之间的相关性进行可视化，结果见图 2-B，

其中表现出正相关性的 5 对基因分别为 ALDH1A1

和 SNCA[相关系数（（r）＝0.82]、ALDH1A1和 ATG7

（r＝0.79）、ATG7和 SNCA（r＝0.56）、ALDH1A1

和 BECN1（r＝0.55）、NCOA4 和 ALDH1A1（r＝

0.52）。负相关性的 5 对基因分别为 FTL 和 ATG7

（r＝−0.50）、PTBP1和 BECN1（r＝−0.50）、PTBP1

和 SNCA（r＝−0.49）、PTBP1 和 ALDH1A1（r＝

−0.45）、PTBP1和 NCOA4（r＝−0.43）。结果如图 2-

C、D所示，NCOA4、BECN1、ALDH1A1、ATG7、

SNCA在 PD患者中下调，FTL、PTBP1在 PD患者

中上调。 

3.3  GO 和 KEGG 通路分析 

为深入探讨 7个 PD核心靶基因的功能，对其

进行 GO和 KEGG通路富集分析。GO功能富集分

析结果见图 3-A，靶基因主要富集在铁（（Ⅱ）离子反

应（（GO：0010040）、细胞对氮元素饥饿的反应（（GO：

0006995）等 249个生物过程，分布在自噬体（（GO：

0005776）、自噬溶酶体（（GO：0044754）、次级溶酶

体（GO：0005767）、吞噬体前体组装点（GO：

0000407）、铁蛋白复合物（（GO：0070288）等 14个

CC，涉及亚铁离子结合（GO：0008198）、Atg12的

激活酶活性（GO：0019778）等 31个MF（P＜0.05），

按富集得分及 P值进行排序，分别对前 10个功能项

进行可视化。KEGG 通路分析结果显示核心靶基因

显著富集的通路主要涉及铁死亡、自噬、凋亡、神经

退行性疾病通路等 10条通路（P＜0.05），见图 3-B。 

3.4  AS-LB 调控 dPD 铁自噬的活性成分 

共获得 AS-LB活性成分 196个，对应靶点 881

个，与 dPD铁自噬靶点取交集共得到 7个 DEGs，

见图 4-A；绘制 药物-成分-靶点-疾病”网络图， 

 

A-GO功能富集分析；B-KEGG通路富集分析。 

A-GO functional enrichment analysis; B-KEGG pathway enrichment analysis. 

图 3  核心靶基因富集分析 

Fig. 3  Core target gene enrichment analysis 

 

A-Venn图；B-网络图。 

A-Venn diagram; B-network diagram. 

图 4  AS-LB 调控 dPD 铁自噬网络图 

Fig. 4  Network of AS-LB regulation of dPD iron autophagy  
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网络图中节点面积越大，表示该节点在网络中的重

要性越高，因此可以看出核心成分为：刺五加苷 B

（eleutheroside B）、王百合苷 B（（regaloside B），见

图 4-B。 

3.5  AS-LB 对 dPD 模型小鼠脑组织病理学的影响 

脑组织 HE染色结果见图 5，对照组小鼠黑质、

海马区域神经元结构完整，细胞形态规则，分布均

匀，具有清晰的细胞核和大量的神经细胞；相较于

对照组，dPD模型组小鼠脑组织黑质、海马区域神

经元细胞表现出细胞膜皱缩的现象，部分神经细胞

出现空泡化或内陷；AS-LB 干预后小鼠脑组织黑

质、海马区域受损细胞的数量显著减少、神经细胞

坏死均有不同程度的改善，其中以 AS-LB 2∶1 组

效果最优。 

3.6  AS-LB 对 dPD 模型小鼠行为学的影响 

结果见图 6，相较于对照组，dPD 模型组小

鼠爬杆时间显著增加（P＜0.01），旷场总距离显著

缩短（P＜0.01），蔗糖水偏好率显著降低（P＜

0.01）；相较于模型组，各给药组小鼠爬杆时间显

著缩短（P＜0.01），旷场总距离显著延长（P＜

0.01），蔗糖水偏好率显著升高（P＜0.01），其中

以 AS-LB 2∶1组效果最优。 

 

图 5  AS-LB 对 dPD 小鼠脑组织“黑质-海马”病理损伤的影响 (×200) 

Fig. 5  Effect of AS-LB on pathological damage in substantia nigra-hippocampus region of dPD mouse brain tissue (×200) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 6  AS-LB 对 dPD 小鼠行为学的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 6  Effects of AS-LB on behavioral performance in dPD mice ( x±s，n＝6) 

3.7  AS-LB 对 dPD 模型小鼠神经递质的影响 

结果见图 7，相较于对照组，dPD模型组脑组

织中 DA、NE、5-HT含量显著降低（（P＜0.01）；相

较于模型组，AS-LB 2∶1组脑组织中 DA、NE、5-

HT含量均显著升高（P＜0.05、0.01）。 

3.8  AS-LB 对 dPD 模型小鼠炎症因子的影响 

结果见图 8，相较于对照组，dPD模型组脑组

织中 TNF-α、IL-6、IL-1β水平显著升高（（P＜0.01）； 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 7  AS-LB 对 dPD 小鼠脑组织神经递质的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 7  Effects of AS-LB on neurotransmitters in brain tissue of dPD mice ( x±s，n＝6) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 8  AS-LB 对 dPD 小鼠脑组织炎症因子的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 8  Effects of AS-LB on inflammatory factors in brain tissue of dPD mice ( x±s，n＝6) 

相较于模型组，AS-LB 2∶1组脑组织中 TNF-α、IL-

6、IL-1β水平均显著降低（P＜0.05、0.01）。 

3.9  AS-LB对dPD小鼠脑组织中铁自噬蛋白的影响 

结果见图 9，相较于对照组，dPD模型组脑组

织中 NCOA4、ATG7、BECN1、SNCA蛋白表达水

平显著升高（（P＜0.01），FTL、PTBP1、ALDH1A1

蛋白表达水平显著降低（（P＜0.05、0.01）；相较于模

型组，AS-LB 2∶1 组脑组织中 NCOA4、ATG7、

BECN1、FTL、PTBP1、SNCA、ALDH1A1蛋白表

达水平均显著回调（（P＜0.05、0.01），其中以 AS-LB 

2∶1组效果最优。 

4  讨论 

本研究系统整合转录组数据、机器学习以及网

络药理学策略，以铁自噬为切入点，挖掘出 dPD疾

病进程中 7 个差异性表达的铁自噬核心靶基因：

NCOA4、ATG7、BECN1、SNCA、FTL、PTBP1、

ALDH1A1，2个主要活性成分：刺五加苷 B、王百

合苷 B。提示 AS-LB 通过调控 NCOA4、ATG7、

BECN1、SNCA、FTL、PTBP1、ALDH1A1基因调控

铁自噬进而干预 dPD疾病进程。动物实验结果进一

步表明，AS-LB可通过改善脑组织病理学损伤、神

经递质稳态、炎症因子升高以及回调铁自噬稳态失

衡进而延缓 dPD疾病进程，具体表现为：延缓 dPD

模型小鼠脑组织中黑质、海马区域病理学损伤；升

高脑组织中 DA、5-HT、NE神经递质含量；降低脑

组织中 TNF-α、IL-6、IL-1β炎症因子水平；回调脑 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 9  各组小鼠脑组织铁自噬蛋白相对表达水平 ( x±s，n＝3) 

Fig. 9  Relative expression levels of autophagy-related proteins in brain tissue of mice from different groups ( x±s，n＝3) 

组织中铁自噬蛋白 NCOA4、ATG7、BECN1、SNCA、

FTL、PTBP1、ALDH1A1表达水平。 

NCOA4 作为铁自噬的核心调控蛋白，其通过

调节细胞内铁稳态进而调控铁死亡的发生[22-23]，当

细胞受到饥饿或面临 Fe2+匮乏等胁迫条件下，

NCOA4 特异性识别并靶向含铁的铁蛋白复合物，

将其运输至自噬溶酶体系统进行降解，促进铁自噬

的发生[24-25]。这与本研究中 GO 富集分析得出的

NCOA4主要定位于自噬体、自噬溶酶体、铁蛋白复

合物，参与 Fe2+的反应、蛋白质靶向到溶酶体的生

物进程，激活铁离子结合的MF的结果相一致。此

外相关研究也表明[26-29]，敲低 NCOA4，可抑制 PD

患者及鱼藤酮诱导的 PD小鼠模型的铁自噬进而减轻

DA 神经元的变性，进而延缓疾病进程。同时，在抑

郁症小鼠中，NCOA4通过介导的铁自噬调节树突棘、

抑制神经细胞铁死亡来缓解抑郁样症状[30-32]。这提

示，NCOA4介导的铁自噬参与调控 dPD疾病进程；

与此同时本实验结果显示，dPD模型小鼠脑组织中
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NCOA4 蛋白水平显著升高（P＜0.01），AS-LB 干

预可显著降低 NCOA4的表达。研究发现，在铁缺

乏状态下 NCOA4介导铁蛋白颗粒（包括 FTH1和

FTL）转运至溶酶体，释放铁离子，调控铁自噬降

解过程[33]。而在 PD模型细胞及抑郁症患者血浆中

FTL表达水平显著降低[34-35]。双荧光素酶进一步证

实 PTBP1可通过调节NCOA4翻译来介导铁死亡的

发生[36]。本实验结果显示，dPD模型小鼠脑组织中

PTBP1、FTL蛋白表达水平显著降低，AS-LB干预

后可显著回调，以上数据提示，AS-LB可通过回调

NCOA4、FTL、PTBP1蛋白水平调控铁自噬，进而

延缓疾病进程，对于 NCOA4 通过与 FTL、PTBP1

的互作参与调控铁自噬的发生进而干预 dPD 疾病

进程这一科学问题，后续将进一步研究。 

ATG7 与 BECN1 作为自噬过程中的 2 个核心

调控蛋白，广泛参与自噬体的形成、延伸及降解等

关键步骤。在铁自噬过程中，ATG7 介导微管相关

蛋白 1A/1B-轻链 3（（LC3）与铁蛋白受体 NCOA4结

合，促进铁蛋白被自噬体包裹并转运至溶酶体降

解，释放游离铁[37]。研究表明，激活 ATG7依赖性

自噬降解 Kelch样 ECH相关蛋白 1（Keap1）蛋白

可抑制铁死亡，进而延缓 PD疾病进程[38]。PD患者

血浆中 ATG7蛋白水平显著高于对照组[39]。此外，

在抑郁样行为模型小鼠中观察到海马区域自噬蛋

白 ATG7表达明显减少[40-42]，而 ATG7蛋白减少或

缺失会导致自噬通量受损、氧化还原水平失衡[43]，

进而诱发神经退行性变、神经发育障碍等疾病[44]。

同时以往研究显示，PD患者血样中 BECN1表达水

平降低[45]。抑郁症小鼠海马组织中 BECN1 表达显

著降低，氧化还原稳态失衡，铁死亡发生[46]。提示，

在 PD 及抑郁症中 ATG7 与 BECN1 介导的铁自噬

的发生。本研究结果显示，dPD模型小鼠脑组织中

ATG7、BECN1水平显著升高；而 AS-LB干预可显

著逆转这一现象，这与以往研究相一致。此外研究

证实，BECN1依赖性途径诱导自噬激活可减少 PD

中 SNCA 积累[47]。本研究中 dPD 模型小鼠脑组织

中 SNCA 水平显著降低；而 AS-LB 干预可显著逆

转这一现象。此外研究证实，BECN1依赖性途径诱

导自噬激活可减少 PD中 SNCA积累[47]。SNCA的

显著上调促进小胶质细胞激活以及神经元细胞凋

亡，进而诱发抑郁症状的发生发展[48-49]。进一步提

示，AS-LB可介导 ATG7、BECN1调控 SNCA进而

触发铁自噬进而干预 dPD疾病进程，确切机制后续

将进一步研究。 
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