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基于 cAMP-Rap1-mTOR 通路探究金匮肾气丸调控 MPP+诱导 SH-SY5Y

细胞稳态的机制  
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摘  要：目的  基于环磷酸腺苷-Ras相关蛋白 1-哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（cAMP-Rap1-mTOR）信号通路探究金匮肾气丸

（JSP）对 1-甲基-4-苯基吡啶鎓碘化物（MPP⁺）诱导人神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y）细胞稳态的调控机制。方法  运用网

络药理学预测 JSP 治疗帕金森病（PD）的潜在作用靶点及通路；采用 MPP⁺诱导 SH-SY5Y细胞建立 PD体外模型，给予不

同浓度 JSP醇提物（25、50、100、200 μg·mL−1）干预，细胞计数试剂盒-8（CCK-8）法检测细胞活力并得到最佳给药浓度；

采用最佳给药浓度验证 JSP的作用机制，ELISA法检测 cAMP含量，流式细胞术检测细胞凋亡率，丹酰戊二胺（MDC）染

色观察自噬体形成，Western blotting检测 cAMP-Rap1-mTOR通路相关蛋白、凋亡相关蛋白及自噬相关蛋白的表达，并加入

cAMP通路抑制剂 ESI-09进行验证。结果  网络药理学显示 cAMP-Rap1-mTOR通路是 JSP治疗 PD的重要候选通路。体外

实验表明，JSP可显著提高MPP⁺诱导的 SH-SY5Y细胞活力（P＜0.001），升高 cAMP含量（P＜0.001），上调 cAMP激活的

交换蛋白 1（Epac1）、Rap1蛋白表达（P＜0.05、0.001），下调 mTOR蛋白表达（P＜0.01）；降低细胞凋亡率（P＜0.001），

下调 Bcl-2相关蛋白（Bax）、剪切型半胱天冬酶-3（cleaved Caspase-3）蛋白表达（P＜0.01），上调 B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）

蛋白表达（P＜0.01）；增强自噬水平，上调贝克蛋白 1（Beclin1）、微管相关蛋白 3β/3α（LC3B/LC3A）蛋白表达（P＜0.05、

0.01），下调泛素结合蛋白（P62）蛋白表达（P＜0.001）。加入 ESI-09后可显著逆转 JSP上述调控作用（P＜0.05、0.01、0.001）。

结论  JSP可通过激活 cAMP-Rap1-mTOR信号通路，抑制细胞凋亡、促进细胞自噬，恢复MPP⁺诱导的 SH-SY5Y细胞稳态，

发挥神经保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the regulatory mechanism of Jinkui Shenqi Pills (JSP) on cellular homeostasis of human 

neuroblastoma SH-SY5Y cells injured by 1-methyl-4-phenylpyridinium iodide (MPP⁺) via the cyclic adenosine monophosphate-Ras-

related protein 1-mammalian target of rapamycin (cAMP-Rap1-mTOR) signaling pathway. Methods  Network pharmacology was 

used to predict the potential therapeutic targets and pathways of JSP against Parkinson’s disease (PD). An in vitro PD cell model was 
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established by inducing SH-SY5Y cells with MPP⁺. The ethanol extract of JSP was prepared, and cells were intervened with JSP at 

different concentrations (25, 50, 100, 200 μg·mL⁻1). Cell counting kit-8 (CCK-8) assay was applied to detect cell viability and screen 

the optimal administration concentration. The optimal concentration was further adopted to verify the mechanism of JSP. Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect cAMP content; flow cytometry was performed to determine cell apoptosis 

rate; Monodansylcadaverine (MDC) staining was used to observe autophagosome formation; Western blotting assay was adopted to 

detect the expression levels of proteins related to the cAMP-Rap1-mTOR pathway, apoptosis-related proteins and autophagy-related 

proteins. In addition, the cAMP pathway inhibitor ESI-09 was added for mechanistic verification. Results  Network pharmacology 

results indicated that the cAMP-Rap1-mTOR signaling pathway was a key candidate pathway for JSP in the treatment of PD. In vitro 

assays showed that JSP significantly enhanced the viability of MPP⁺-injured SH-SY5Y cells (P < 0.001), increased cAMP content 

(P < 0.001), upregulated the protein expression of exchange protein directly activated by cAMP 1 (Epac1) and Rap1 (P < 0.05, and 

0.001), and downregulated mTOR protein expression (P < 0.01). JSP reduced the cell apoptosis rate (P < 0.001), downregulated the 

expression of Bcl-2-associated X protein (Bax) and cleaved Caspase-3 (P < 0.01), and upregulated B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) protein 

expression (P < 0.01). Moreover, JSP elevated autophagy level, upregulated the protein expression of Beclin1 and microtubule-

associated protein light chain 3B/3A (LC3B/LC3A) (P < 0.05 and 0.01), and downregulated sequestosome-1 (P62) protein expression 

(P < 0.001). Intervention with ESI-09 markedly reversed the above regulatory effects of JSP (P < 0.05, 0.01, and 0.001). Conclusion  

JSP can restore the homeostasis of MPP⁺-injured SH-SY5Y cells and exert neuroprotective effects by activating the cAMP-Rap1-

mTOR signaling pathway, inhibiting cell apoptosis and promoting cell autophagy. 

Key words: Jinkui Shenqi Pills; Parkinson’s disease; cyclic adenosine monophosphate-ras-related protein 1-mammalian target of 

rapamycin (cAMP-Rap1-mTOR) signaling pathway; apoptosis; autophagy 

 

《 中国帕金森病报告 2025》指出，当前我国帕

金森病《（PD）患者总人数超过 400万，有着数量最

大的 PD 患者群体，发病率高于全球平均水平，加

强 PD防治工作刻不容缓[1]。PD的主要临床特点是

静止性震颤、动作迟缓等。其发病机制复杂，致病

因素包括年龄、性别、环境以及遗传等[2]。传统治

疗药物左旋多巴《（L-DOPA）作为临床一线用药，用

于补充维持脑内多巴胺《（DA）含量，主要目的为缓

解症状，但长期用药不良反应频发，难以从根本上

解决 DA 能神经元的渐进性损失[3]。治疗手段的局

限不断催生潜在药物和方式的尝试，当前化学药物

的开发陷入瓶颈，PD 治疗的目光逐步转向中药视

角，地黄引子、补中益气汤等经典方剂用于 PD 患

者的辅助治疗，效果良好，这为 PD 的中医药开发

提供新的方向[4-6]。 

中医视角下，PD属中医学《 颤证”范畴， 素

问·脉要精微论》：《 骨者，髓之府，不能久立，行

则振掉，骨将惫矣。”肾精不足则髓海空虚，筋骨失

养，而成颤证，肾精充足，脑髓充养，脑发育健全，

则能思维敏捷，精力充沛[7]。由此，补气补虚成为

中医临床治疗 PD的根本之法。金匮肾气丸（JSP）

作为补肾经典名方，首载于《 金匮要略》，该方中，

生地黄、山药、山茱萸等滋阴药补肾填精，少佐桂

枝、炮附子温肾助阳，具有温补肾阳、助阳化气之

功，应对 PD 阳气亏虚的核心病机，改善 PD 震颤

拘挛之症[8]。 

现代医学中，PD 的病机涉及多种机制，包括

衰老、神经炎症、线粒体功能障碍等，保护DA能神

经元的损伤，维持其稳态是 PD治疗的核心目标[9-10]。

细胞凋亡和自噬是细胞正常的生理机能，但在 PD病

理情况下，异常的神经元凋亡和自噬成为神经退行

性疾病进展的关键因素[11-12]。在课题组前期研究

中， JSP 通过激活溶质载体家族 7 成员 11

《（SLC7A11）/谷胱甘肽过氧化物酶 4《（GPX4）信号

通路抑制铁死亡，从而改善 PD 小鼠的运动障碍和

DA 能神经元损伤，该作用在体内外模型中均得到

验证。同样的，在病证结合 PD小鼠的治疗研究中，

得出 JSP 能有效发挥神经保护作用，提出其在 PD

治疗中的潜在可行性[13-14]。然而，JSP如何发挥 DA

能神经元保护作用，进而缓解 PD 症状的作用机制

尚未明晰。因此，结合中医视角和现代药理学研究

手段，通过网络药理学及分子生物学的实验方法，

阐述 JSP维持 DA能神经元稳态的作用机制，为其

临床应用 PD治疗提供科学依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人神经母细胞瘤细胞《（SH-SY5Y），购于武汉普

诺赛生命科技有限公司，批号 CL-0208。 

1.2  药物与主要试剂 

JSP（北京同仁堂有限责任公司，批号
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24031477）；胎牛血清《（FBS，北京赛澳美细胞技术

有限公司，批号 SA211.03H）；胰蛋白酶、青霉素-

链霉素混合液、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒

《（大连美仑生物技术有限公司，批号 MA0232、

MA0110、MA0334）；杜氏改良老鹰培养基《（DMEM）

《（武汉博士德生物工程有限公司，批号 PYG0073）；

细胞裂解液、10%PAGE彩色凝胶快速配制试剂盒、

BCA 蛋白定量检测试剂盒、超敏 ECL 化学发光试

剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号

CR2305131、2601F041、2509F047、2601F046）；山

羊抗兔免疫球蛋白 IgG（H＋L）辣根过氧化物

《（HRP）、β-肌动蛋白《（β-actin）（北京安诺伦生物科

技有限公司，批号 ZJ2020-R、AP0060）；环磷酸腺

苷（cAMP）激活的交换蛋白 1（Epac1）重组单克

隆抗体、Ras相关蛋白 1《（Rap1）重组单克隆抗体、

泛素结合蛋白《（p62）重组单克隆抗体、微管相关蛋

白 1轻链 3β（LC3B）（上海艾博抗贸易有限公司，

批号 Ab109415、Ab272863、Ab109012、Ab48394）；

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）重组单克隆抗

体、B细胞淋巴瘤-2《（Bcl-2）重组单克隆抗体、Bcl-

2相关蛋白《（Bax）重组单克隆抗体、剪切型半胱天

冬酶 3《（cleaved Caspase-3）重组单克隆抗体《（上海

赛信通生物试剂有限公司，批号 2983、3498、14796、

9444）；1-甲基-4-苯基吡啶鎓碘化物《（MPP
＋
）（上海

西格玛奥德里奇贸易有限公司，批号 D048）；细胞

计数试剂盒-8《（CCK-8）、细胞自噬染色检测试剂盒

《（MDC法）（上海碧云天生物技术股份有限公司，批

号 C0037、C3018S）；cAMP通路抑制剂 ESI-09《（美

迪凯生物医药科技有限公司，批号 HY-16704）；人

cAMP酶联免疫吸附测定试剂盒《（ELISA）（上海江

莱生物科技有限公司，批号 JL13253）。 

1.3  主要仪器 

CLM-170B-8-CN 二氧化碳培养箱（太仓艺斯

高医疗器械科技有限公司）；BSC-1680A2生物安全

柜《（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司）；CKX53

倒置显微镜《（中国奥林巴斯有限公司）；EX125DZH

型电子天平《（常州奥豪斯仪器有限公司）；Multiskan 

SkyHigh 全波长酶标仪（赛默飞世尔科技公司）；

MiniPROTEAN®Tetra型电泳系统《（美国 Bio-Rad公

司）；KDC-140HR高速冷冻离心机《（安徽中科中佳

科学仪器有限公司）；TS-8 脱色摇床（海门市其林

贝尔仪器制造有限公司）；Tanon-5200 Multi型全自

动化学发光图像分析系统（上海天能科技有限公

司）；CytoFLEX S流式细胞仪《（美国Beckman Coulter

公司）；DM4000B荧光显微镜（德国 Leica公司）。 

2  方法 

2.1  药液配制 

研磨 JSP后，过 40目筛得药粉。取药粉 0.2 g置

于离心管中，加入 70%乙醇 5 mL，超声（40 kHz，

100 W）提取 20 min后，6 000 r·min−1离心 20 min，

吸取上清液减压蒸发至浸膏。取浸膏加入 4 mL 培

养基，均匀溶解，得到 50 mg·mL−1 JSP干预液，经

0.22 μm微孔滤膜滤过除菌，于 4 ℃冰箱保存备用。 

2.2  网络药理学研究 

本研究基于中药系统药理学数据库与分析平

台《（TCMSP，http://tcmspw.com/index. php）检索 JSP

组方药材《（生地黄、山药、山茱萸、茯苓、牡丹皮、

泽泻、桂枝、附子）的活性成分。设定口服生物利

用度《（OB）≥30%和类药性《（DL）≥0.18为核心参

数标准；将得到的 JSP 生物活性成分数据，通过

TCMSP平台寻找其相关的潜在靶点，利用 UniPort

数据库《（http://www.uniprot.org/）获取各活性成分靶

标蛋白对应的人类基因，结合 Pubchem 数据库

《（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）和 SwissTarget 

Prediction 分 析 平 台 （ http://www.swisstarget 

prediction.ch/）加以补充；通过 Gencards 数据库

《（ http://www.genecards.org/ ）， 以  Parkinson’s 

Disease”为关键词检索，收集相关疾病靶点；将筛

选得到的活性成分、疾病靶点依次导入Cytoscape软

件《（http://www.cytoscape.org/），构建《 药物-活性成

分 - 靶 点 ” 图 ； 通 过 在 线 Venny

《（http://www.bioinformatics.com.cn）进行靶点对比，

筛选出 JSP与 PD的共同作用靶点。并将得到的靶

点导入 STRING数据库《（https://string-db.org），进行

蛋白质-蛋白质互作《（PPI）分析，通过 Cytoscape软

件中进行可视化分析，构建 PPI网络，筛选核心靶

点 ； 运 用 R 3.6.2 软 件 及 Bioconductor 的

org.Hs.eg.db、colorspace、stringi、DOSE、cluster 

Profile、pathview、ggplot2 和 limma 等程序包，选

择《 Homo sapiens”对 JSP防治 PD的核心靶点进行

基因本体《（GO）功能和京都基因与基因组百科全书

《（KEGG）通路富集分析。 

2.3  细胞培养 

SH-SY5Y细胞株，培养于含有 10% FBS、1%

青霉素-链霉素混合液的 DMEM 培养基中，置于

37 ℃含 5% CO2培养箱中，传代培养至对数生长期
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用于后续实验。 

2.4  CCK-8 法检测不同浓度 JSP 溶液对 MPP+诱

导 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

将对数生长期 SH-SY5Y细胞均匀接种于 96孔

板中（每孔 1.5×104个），设置对照组、模型组、JSP

不同质量浓度（25、50、100、200 μg·mL−1）组，除

对照组外，各组加入MPP+（3 mmol·L−1）造模，造

模同时，JSP 不同浓度给药组共同处理细胞，培养

24 h，空白组不接种细胞。每个孔中加入 CCK-8溶

液，在 37 ℃下孵育 1 h，使用酶标仪在 450 nm处

测量吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.5  ELISA 法测定 cAMP 含量 

将对数生长期 SH-SY5Y 细胞均匀接种于 24

孔板中（每孔 2.5×104个），设置对照组、模型组、

JSP（50 μg·mL−1）组、JSP（50 μg·mL−1）＋ESI-

09（20 μmol·L−1）组。除对照组外，各组加入MPP+

（3 mmol·L−1）造模，造模同时，给药组共同处理细

胞，培养 24 h。收集每组细胞，加入裂解液后离心

收集细胞裂解上清液。严格按照试剂盒说明书要求

完成操作，使用酶标仪在 450 nm 处测量 A，计算

cAMP含量。实验重复 3次。 

2.6  流式细胞仪检测细胞凋亡率 

细胞接种、分组、给药方法同 2.5”项，收

集各组细胞，缓冲液清洗 3次，每次 1 000 r·min−1

离心 4 min 后除去上清液。每组细胞中分别加入

500 μL结合缓冲液、5 μL膜联蛋白 V-异硫氰酸荧

光素《（Annexin V-FITC）、5 μL碘化丙啶《（PI），37 ℃

避光孵育 30 min，流式细胞仪检测 Annexin V-FITC

和 PI染色细胞比例，计算凋亡率。其中，第 2象限

代表晚期凋亡率，第 4 象限代表早期凋亡率，2个

象限之和得到该组凋亡率。实验重复 3次。 

2.7  细胞中自噬体含量检测 

按照丹酰戊二胺/碘化丙啶《（MDC/PI）检测试剂

盒的说明进行操作，制备MDC/PI染色溶液并按比

例稀释。细胞接种、分组、给药方法同 2.5”项，

取出培养基后，1 mL磷酸盐缓冲液（PBS）清洗 1

次，加入 1 mL MDC/PI染色液，在 37 ℃下黑暗孵

育 30 min后缓冲液清洗 3次，加入 1 mL缓冲液置

于倒置荧光显微镜，观察绿色和红色荧光，拍照并

分析不同组之间的差异。 

2.8  Western blotting 检测细胞中相关蛋白表达水平 

细胞接种、分组、给药方法同 2.5”项，收

集各组细胞。细胞裂解液用于提取细胞总蛋白，

12 000 r·min−1离心 15 min，收集上清液，加入蛋白

酶抑制剂。蛋白定量法《（BCA）检测各组蛋白总浓

度，计算上样体积。制备十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶（SDS-PAGE），经电泳、转膜、封闭后，加入

一抗（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，二抗（1∶5 000）

孵育 1 h后加入化学发光液置于全自动化学发光图

像分析系统，收集图像，计算蛋白条带灰度值。 

2.9  统计学分析 

实验数据采用 GraphPad Prism 8软件，使用单

因素方差分析进行组间统计比较，然后进行 Tukey

后检验。数据以独立进行的 3 次重复实验的 x s

表示。 

3  结果 

3.1  网络药理学研究 

通过 TCMSP数据库对 JSP及各单味药（生地

黄、山药、山茱萸、茯苓、牡丹皮、泽泻、桂枝、

附子）的主要化学成分进行筛选。最后筛选出 68个

潜在的生物活性成分，活性成分具体分布如下：生

地黄《（2）、山药《（10）、山茱萸《（15）、茯苓《（14）、

牡丹皮《（5）、泽泻《（6）、桂枝《（1）、附子《（15）《（补

充材料-表 S1），上述活性成分共涉及 369个潜在靶

点（补充材料-表 S2）。 

PD 疾病靶点的搜索中，通过对 GeneCards 和

OMIM 数据库的检索和整合，共获得 1 892 个无重

复 PD靶点。对 疾病与活性成分 二者靶点取交集，

共得 140个 JSP治疗 PD的潜在作用靶点（图 1）。 

 

图 1  JSP 和 PD 靶点的 Venn 图 

Fig. 1  Venn diagram of JSP and PD targets 

将 140 个潜在交集靶点和 68 个活性成分删除

重复数据后导入到 Cytoscape3.7.2（ http://www. 

cytoscape.org/）构建 JSP活性成分-潜在靶点网络，

JSP 中活性成分-靶点网络图共有 140 个节点，498
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条边。继续分析并按度值由大到小排序，得到 JSP活

性成分-靶点网络图（补充材料-图 S1）。将 140个潜

在作用靶点导入 STRING 数据库，并选择 人”作

为物种，获得 PPI 图（补充材料-图 S2）。将生成的

互作关系整合至 Cytoscape软件中，构建 PPI分析网

络。该网络涵盖 139个蛋白节点及 3 108条相互作用

的边。节点大小与 degree 值呈正相关分布，并列出

degree值排名前 20的潜在作用靶点（表 1）。 

表 1  PPI 网络图中 degree 值排名前 20 的潜在靶点 

Table 1  Potential targets ranked in top 20 degree values in PPI network graph 

序号 靶点 Degree 介数中心性 序号 靶点 Degree 介数中心性 

1 TNF 75 0.079 099 519 11 PPARG 56 0.053 585 563 

2 TP53 70 0.057 643 302 12 HIF1A 54 0.010 492 965 

3 CASP3 68 0.039 480 125 13 PTGS2 52 0.015 657 654 

4 VEGFA 66 0.033 430 622 14 ERBB2 51 0.013 841 912 

5 EGFR 64 0.033 164 244 15 MAPK1 47 0.018 836 569 

6 MAPK3 63 0.028 765 562 16 APP 45 0.027 701 585 

7 SRC 62 0.031 501 482 17 SIRT1 43 0.013 644 307 

8 HSP90AA1 57 0.029 841 429 18 GSK3B 40 0.009 002 223 

9 MTOR 56 0.011 600 190 19 FGF2 40 0.007 580 289 

10 ESR1 56 0.028 745 726 20 AR 39 0.013 994 076 

GO功能分析结果显示，分子功能（MF）分类主

要包括蛋白激酶活性、磷酸转移酶活性、作为受体的

醇基、激酶结合等；生物过程（BP）分类主要包括氮

化合物的细胞反应、有机氮化合物的细胞反应、行为

等；细胞组分（CC）分类主要膜筏、膜微区、树突树、

树突等（补充材料-图 S3～S5）。KEGG通路分析结果

显示，Rap1信号通路被显著富集，且 Rap1 信号通

路在 JSP治疗 PD过程中可能会发挥重要作用（图

2）。由 PPI分析（表 1）可知，mTOR与 PD同样

存在密切关系，而 cAMP-Rap1信号通路是 mTOR

的上游调控因子[15]，因此，将 cAMP-Rap1/mTOR

通路作为后续实验的验证通路。 

 

图 2  KEGG 通路富集分析 

Fig. 2  KEGG pathway enrichment analysis 
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3.2  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

与对照组比较，模型组细胞活力显著下降（P＜

0.01）；与模型组比较，JSP 给药干预后，细胞活

力均有不同程度提高，JSP 50 μg·mL−1组活性最高

（P＜0.001），后续以 50 μg·mL−1作为给药浓度完成

机制探究。见表 2。 

表 2  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞活力的影响 ( x±

s，n＝3) 

Table 2  Effect of JSP on MPP+-induced SH-SY5Y cell 

viability ( x±s，n＝3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 细胞存活率/% 

对照 — 100.36±0.06 

模型 — 78.26±0.08## 

JSP 25 82.39±0.24 

 50 105.33±0.11*** 

 100 99.74±0.07** 

 200 81.48±0.12 

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

0.001。 

##P < 0.01 vs control group；**P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

3.3  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞中 cAMP 含

量的影响 

cAMP的含量直接影响下游信号通路的调控作

用。与对照组比较，模型组中 cAMP含量显著下降

《（P＜0.001），经 JSP给药处理后较模型组出现明显

的回调《（P＜0.001），说明 JSP能够有效改善细胞内

cAMP水平。见表 3。 

3.4  JSP对Rap1/mTOR信号通路相关蛋白表达的

影响 

Epac 作为 cAMP 的直接激活蛋白，进而激活

Rap1蛋白。与对照组比较，模型组 Epac和 Rap1表

达量显著下降（P＜0.01），mTOR 蛋白表达升高

（P＜0.01）；与模型组比较，JSP 给药后，Epac 和

Rap1蛋白表达明显上调《（P＜0.05、0.001），mTOR

蛋白表达量降低《（P＜0.01）；引入 cAMP通路抑制

剂 ESI-09 后，能够有效逆转 JSP 对蛋白的调控作

用，与 JSP组比较，Epac和 Rap1蛋白的表达显著

抑制《（P＜0.05、0.01），mTOR蛋白表达回调《（P＜

0.01）。见图 3、表 4。 

表 3  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞中 cAMP 含量的影

响 ( x±s，n＝3) 

Table 3  Effect of JSP on cAMP content in SH-SY5Y cells 

induced by MPP+ ( x±s，n＝3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) cAMP/(ng·mL−1) 

对照 — 82.33±2.68  

模型 — 40.19±3.07### 

JSP 50 75.49±1.56*** 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

 

图 3  JSP 对 Rap1/mTOR 信号通路相关蛋白表达的调控

作用 

Fig. 3  Regulatory effect of JSP on expression of 

Rap1/mTOR signaling pathway related proteins 

表 4  JSP 对 Rap1/mTOR 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Table 4  Effect of JSP on Rap1/mTOR signaling pathway related protein expression ( x±s，n＝3) 

组别 浓度 mTOR/β-actin Rap1/β-actin Epac/β-actin 

对照 — 0.41±0.05 1.02±0.06 1.26±0.14 

模型 — 0.92±0.03## 0.46±0.13## 0.41±0.10## 

JSP 50 μg·mL−1 0.43±0.06** 1.18±0.16*** 0.97±0.11* 

JSP＋ESI-09 50 μg·mL−1＋20 μmol∙L−1 0.90±0.11
△△

 0.48±0.12
△△

 0.43±0.05
△
 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 JSP组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; △P < 0.05  △△P < 0.01 vs JSP group. 

3.5  JSP 对 MPP+诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡的

影响 

与对照组比较，模型组细胞凋亡率显著上升

（P＜0.001）；经 JSP干预给药后，与模型组相比，

细胞凋亡率明显下降（P＜0.001）；与 JSP 组相

比，ESI-09组能够有效逆转 JSP对细胞的保护作

用（P＜0.001）。说明JSP能够通过cAMP-Rap1/mTOR

信号通路改善细胞凋亡。见图 4、表 5。 
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图 4  MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡率流式细胞实验 (Annexin V-FITC/PI 染色) 

Fig. 4  Flow cytometry experiment of apoptosis rate in SH-SY5Y cells induced by MPP+ (Annexin V-FITC/PI staining) 

表 5  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡率的影响 

( x±s，n＝3) 

Table 5  Effect of JSP on MPP+- induced apoptosis rate of 

SH-SY5Y cells ( x±s，n＝3) 

组别 浓度 凋亡率/% 

对照 — 6.77±1.25  

模型 — 30.05±1.77### 

JSP 50 μg·mL−1 15.86±1.04*** 

JSP＋ESI-09 50 μg·mL−1＋20 μmol∙L−1 22.36±1.38
△△△

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001；与 JSP

组比较：△△△P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group; △△△P < 

0.001 vs JSP group. 

3.6  JSP 对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 

如图 5、表 6所示，与对照组比较，模型组中

Bax和 cleaved Caspase-3蛋白表达量显著增加《（P＜

0.05、0.01），Bcl-2蛋白水平明显下调（P＜0.05）； 

 

图 5  JSP 对细胞凋亡相关蛋白表达的调控作用 

Fig. 5  Regulatory effect of JSP on expression of apoptosis 

related proteins 

与模型组比较，JSP 给药干预后，Bax 和 cleaved 

Caspase-3 蛋白水平显著降低（P＜0.01），Bcl-2 蛋

白表达增加（P＜0.01）；与 JSP组比较，ESI-09干

预后，Bax和 cleaved Caspase-3蛋白表达明显增加

《（P＜0.05、0.001），Bcl-2 蛋白水平明显降低（P＜

0.05）。 

表 6  JSP 对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Table 6  Effect of JSP on expression of apoptosis related proteins ( x±s，n＝3) 

组别 浓度 Bax/β-actin Bcl-2/β-actin cleaved Caspase 3/β-actin 

对照 — 0.59±0.07 1.20±0.15 0.48±0.14 

模型 — 1.32±0.21## 0.52±0.08# 0.82±0.09# 

JSP 50 μg·mL−1 0.62±0.28** 1.42±0.24** 0.37±0.10** 

JSP＋ESI-09 50 μg·mL−1＋20 μmol∙L−1 1.15±0.11
△
 0.61±0.13

△
 1.05±0.15

△△△
 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与 JSP组比较：△P＜0.05  △△△P＜0.001。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group; △P < 0.05  △△△P < 0.001 vs JSP group. 

3.7  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞自噬的影响 

与对照组比较，模型组自噬体显著减少（P＜

0.001），说明MPP+诱导后抑制 SH-SY5Y细胞自噬

水平；与模型组比较，JSP 干预后，自噬体含量明

显增加《（P＜0.001）；与 JSP比较，ESI-09能够有效

逆转 JSP对细胞自噬水平的调节《（P＜0.001）。见图

6、表 7。 

3.8  JSP 对细胞自噬相关蛋白表达的影响 

如图 7、表 8 所示，与对照组比较，模型组

Beclin1、LC3B/A蛋白表达降低（P＜0.05、0.01）， 
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图 6  JSP 调控 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞自噬 (×100) 

Fig. 6  JSP regulates MPP+ induced autophagy in SH-SY5Y cells (×100) 

表 7  JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞自噬的影响 ( x±

s，n＝3) 

Table 7  Effect of JSP on MPP+ induced autophagy in SH-

SY5Y cells ( x±s，n＝3) 

组别 浓度 相对荧光强度/% 

对照 — 1.05±0.13 

模型 — 0.34±0.10### 

JSP 50 μg·mL−1 0.87±0.14*** 

JSP＋ESI-09 50 μg·mL−1＋20 μmol∙L−1 0.46±0.11
△△△

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001；与 JSP

组比较：△△△P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group; △△△P < 

0.001 vs JSP group. 

 

图 7  JSP 对细胞自噬相关蛋白表达的调控作用 

Fig. 7  Regulatory effect of JSP on expression of autophagy 

related proteins in cells 

表 8  JSP 对细胞自噬相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝3) 

Table 8  Effect of JSP on expression of autophagy related proteins in cells ( x±s，n＝3) 

组别 浓度 Beclin1/β-actin P62/β-actin LC3B/LC3A 

对照 — 1.18±0.25 0.40±0.03 1.06±0.11 

模型 — 0.46±0.07# 1.25±0.24### 0.43±0.09## 

JSP 50 μg·mL−1 1.04±0.05* 0.18±0.02*** 1.14±0.24** 

JSP＋ESI-09 50 μg·mL−1＋20 μmol∙L−1 0.46±0.11
△
 0.75±0.08

△△
 0.22±0.07

△△△
 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 JSP组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01  

△△△P＜0.001。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; △P < 0.05  △△P < 0.01  △△△P < 0.001 vs 

JSP group. 

P62 蛋白表达升高（P＜0.001）；与模型组相比，JSP

组中Beclin1、LC3B/LC3A蛋白表达升高（P＜0.05、

0.01），P62 蛋白表达降低（P＜0.001）；与 JSP 组相

比，JSP＋ESI-09 组 Beclin1、LC3B/LC3A 蛋白表达

降低（P＜0.05、0.001），P62蛋白表达升高（P＜0.01）。 

4  讨论 

中医理论将 PD病机归于 肾虚髓亏、筋脉失

养”，JSP作为温补肾阳的经典名方，前期研究已证

实其对 PD 小鼠具有神经保护作用，但介导该保护

效应的关键分子网络尚不明确。本研究结合网络药

理学与体外实验，进一步探究其在神经保护方面的

作用机制。 

从药效成分的数据挖掘出发，基于网络药理学

分析 JSP中的药效成分，并与 PD的病机靶点建立

互作关系，分析潜在病理机制路径。最终，KEGG

分析显示，Rap1信号通路被显著富集；同样，在靶

点探索中，mTOR作为药效与疾病中的关键靶点被

筛选出来。cAMP-Rap1 信号通路是 mTOR 的上游

调控因子，cAMP作为一种信号信使，结合下游效应

子 Epac，调节Rap1的激活，影响mTOR的传导[16]。

这一调控机制使得 cAMP-Rap1 在细胞能量代谢、

自噬等细胞活动中发挥关键作用。异常时，cAMP-

Rap1-mTOR 信号网络能够调控线粒体功能障碍和

异常蛋白聚集，进而导致疾病的发生。 
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由此，围绕筛选得到的 cAMP-Rap1-mTOR 信

号通路开展验证实验。采用PD体外细胞模型《（MPP+

诱导 SH-SY5Y细胞），发现不同浓度的 JSP提取液

能够有效改善 MPP+造成的细胞损伤，细胞活力显

著提升。在机制层面上得出，JSP 能够有效调控

cAMP在细胞中的含量，进而改善 Epac1、Rap1和

mTOR的表达。此外，本研究增加 cAMP通路抑制

剂 ESI-09，结果显示，ESI-09能够逆转 JSP对细胞

的保护作用，更印证 JSP 通过 cAMP-Rap1-mTOR

信号通路发挥药效作用。进一步的，mTOR可以调

节细胞增殖、自噬和细胞凋亡[17]，由此，本研究围

绕细胞自噬和细胞凋亡展开表型实验和相关蛋白

检测。凋亡结果显示，JSP抑制 Bax蛋白表达，上

调 Bcl-2 蛋白水平，进而改善 Caspase 级联反应，

最终缓解 MPP+造成的凋亡水平提升，有效保护细

胞的正常状态；细胞自噬结果显示，MPP+能够抑制

细胞正常自噬水平，使难以维持自身正常活动，JSP

给药干预后，能够促进 LC3B蛋白水平表达，增加

Beclin1蛋白表达量，从而提升自噬小体出现，恢复

正常的细胞调节自噬水平。同样的，在 ESI-09干预

下，JSP 恢复的细胞凋亡和自噬水平均出现不同程

度的逆转，体现出 cAMP-Rap1-mTOR 信号通路在

JSP药效活性中的重要作用。 

本研究尚存在一定局限性。以当前的工作广度

和深度，还需进一步挖掘。在本研究的网络药理学

中，得出的 68个生物活性成分，同样存在一定的误

差和不确定性，神经退行性疾病最大的用药瓶颈即

为血脑屏障，药物通过口服吸收，进入血液循环，

最终透过血脑屏障的含量较低，在筛选得到的 68种

成分中，虽然小分子居多，但能否在大脑中检测得

到，需通过体内水平进一步验证，这也是深入解析

JSP 入脑成分的必经之路。此外，JSP 作为中药复

方，以 8味药组合而成，其中药效成分网络庞大，

甚至不同分子间会形成不同相态、不同结合以及不

同形式等发挥药效作用，这同样是中医药多靶点的

具体体现；在机制水平中，mTOR作为细胞代谢和

自噬的核心调控枢纽，其活性变化必然影响下游多

种效应分子。本研究中 JSP 诱导的 mTOR 表达下

调，很可能削弱 Unc-51样自噬激活激酶 1《（ULK1）

的抑制作用，释放激酶活性，启动自噬核心复合物

的组装。mTOR下游的效应分子在调节蛋白翻译和

神经元存活中同样发挥关键作用，其是否参与 JSP

介导的抗凋亡及神经保护效应，值得后续深入探

究。由此，仍需要拓展研究范围，由点及面，不断

描绘和丰富 JSP治疗 PD的药理学网络。 

本研究证实 JSP 对 MPP+诱导 SH-SY5Y 细胞

模型具有神经保护作用，可以调节 cAMP-Rap1-

mTOR通路促进自噬，抑制凋亡，调节自噬和凋亡

的动态平衡，减少 DA能神经元的损伤。为 JSP应

用于 PD 的中医临床治疗提供参考，进而推动 JSP

的临床应用和新适应证的开发。 
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