
 中草药 2026 年 8 月 第 57 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 August Vol. 57 No. 16 ·6385· 

    

 

基于 PI3K/Akt/mTOR 信号通路研究巴戟天环烯醚萜类部位治疗衰老性
肌少症的作用及机制 
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摘  要：目的  探讨巴戟天 Morinda officinalis 中环烯醚萜类部位对衰老性肌少症的治疗作用及机制。方法  以水晶兰苷和

去乙酰基车叶草苷酸为指标，考察不同体积分数乙醇对巴戟天中环烯醚萜类部位加热回流提取效率的影响，提取液经减压浓

缩后，采用大孔吸附树脂富集纯化，获得总环烯醚萜类部位。通过比较不同极性洗脱溶剂的洗脱效果，优化纯化工艺参数，

建立并验证高效液相色谱（high performance liquid chromatography，HPLC）分析方法后，对有效部位中主要环烯醚萜类成分

进行含量测定，所得纯化部位用于后续药效学评价。利用 C2C12 细胞分化模型及 D-半乳糖（D-galactose，D-gal）诱导的

C2C12 肌管细胞萎缩模型，以肌球蛋白重链（myosin heavy chain，MYHC）蛋白表达为指标，评价环烯醚萜类部位促进肌管

分化及改善 C2C12 细胞肌管萎缩的作用。采用 D-gal 诱导的小鼠加速衰老模型，测量小鼠拉力及后肢肌肉质量，苏木素-伊

红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察胫骨前肌及腓肠肌病理变化，研究环烯醚萜类部位的治疗效果。利用转录组测序对各

组小鼠腓肠肌进行差异基因分析，并综合网络药理学分析提示，进一步通过 Western blotting 及 qRT-PCR 验证转录组测序结

果中相关差异基因表达变化。结果  60%乙醇加热回流提取巴戟天，环烯醚萜类部位含量最高。纯化工艺中，H103 大孔吸

附树脂吸附性能最佳，且以水为洗脱溶剂时目标成分洗脱率最高。巴戟天环烯醚萜类部位能显著改善 D-gal 诱导的 C2C12 细

胞萎缩（P＜0.001），并促进肌管细胞分化（P＜0.05、0.01、0.001）。环烯醚萜类部位可显著提高加速衰老小鼠的四肢拉力和

后肢肌肉质量与体质量比值（P＜0.05、0.01、0.001），显著增加衰老小鼠胫骨前肌和腓肠肌肌肉横截面积（P＜0.01、0.001），

进而改善衰老相关的肌少症表型。进一步机制研究发现，环烯醚萜类部位可上调磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-

kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）信

号通路关键蛋白的表达水平（P＜0.05、0.01、0.001），并显著上调磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3 激酶催化亚基 α（phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha，PIK3CA）、丝氨酸/苏氨酸激酶 1（serine/threonine kinase 1，AKT1）、mTOR 基

因表达水平（P＜0.05、0.01、0.001），且 PI3K 抑制剂 LY294002 显著抑制环烯醚萜类部位对 PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关

蛋白表达的上调作用（P＜0.05）。结论  巴戟天中环烯醚萜类部位可显著改善衰老引起的肌少症，其作用机制与调控

PI3K/Akt/mTOR 信号通路有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect and mechanism of iridoid fraction from Morinda officinalis on aging-related 

sarcopenia. Methods  Using monotropein and deacetylasperulosidic acid as analytical markers, effects of different ethanol 

concentrations on extraction efficiency of active iridoids fraction from M. officinalis via heated reflux extraction was investigated. The 

extract was concentrated under reduced pressure and subsequently enriched and purified using macroporous adsorption resin to obtain 

the total active iridoid fraction. By comparing the elution efficiencies of solvents with varying polarities, purification parameters were 

optimized. Following the establishment and validation of a high performance liquid chromatography (HPLC) analytical method, the 

content of major iridoid components in active fraction was quantified. The purified fraction was then used for subsequent 

pharmacodynamic evaluations. The C2C12 cell differentiation model and a D-galactose (D-gal)-induced C2C12 myotube atrophy 

model were employed to assess the effects of iridoid fraction on promoting myotube differentiation and ameliorating myotube atrophy, 

with MYHC protein expression serving as the indicator. A D-gal-induced accelerated aging mouse model was utilized to evaluate the 

therapeutic effects of iridoid fraction through grip strength tests, hindlimb muscle mass measurements, and hematoxylin-eosin (HE) 

staining of tibialis anterior and gastrocnemius muscles. Differentially expressed genes in gastrocnemius muscle of mice in each group 

was analyzed by transcriptome sequencing, and the results were further verified by Western blotting and qRT-PCR for the expression 

changes of related differentially expressed genes indicated by transcriptome sequencing, in combination with network pharmacology 

analysis. Results  The extraction of iridoid components from M. officinalis was optimized using a 60% ethanol solution under heated 

reflux conditions, resulting in the highest iridoid content. In the purification process, H103 macroporous adsorption resin demonstrated 

superior adsorption performance, with water as the eluent resulting in the highest elution rate of target constituents. The iridoid fraction 

from M. officinalis significantly ameliorated D-gal-induced atrophy in C2C12 myotubes (P < 0.001), and promoted myotube 

differentiation (P < 0.05, 0.01, 0.001). The iridoid fraction could significantly enhance the limb pulling force and ratio of hind limb 

muscle mass to body mass of accelerated aging mice (P < 0.05, 0.01, 0.001), significantly increase the cross-sectional area of the tibialis 

anterior muscle and gastrocnemius muscle in aging mice (P < 0.01, 0.001), thereby improving the phenotype of age-related sarcopenia. 

Further mechanism studies revealed that iridoid fraction could up-regulate the expression levels of key proteins in phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway (P < 0.05, 0.01, 0.001), and 

significantly up-regulate the expression levels of phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA), 

serine/threonine kinase 1 (AKT1) and mTOR genes (P < 0.05, 0.01, 0.001). And PI3K inhibitor LY294002 significantly inhibited the 

upregulation of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related protein expressions by iridoid fraction (P < 0.05). Conclusion  The iridoid 

fraction of M. officinalis can significantly improve sarcopenia caused by aging, and its mechanism is related to the regulation of 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. 

Key words: sarcopenia; Morinda officinalis How; iridoids; aging; PI3K/Akt/mTOR signaling pathway; monotropein; 

deacetylasperulosidic acid

肌少症是一种与年龄相关的肌肉量减少以及

肌肉力量和功能下降的疾病[1]。有研究表明 30 岁后

人体肌肉会因为老化而逐渐流失，目前，男性肌少

症的患病率高于女性，且随着年龄增加肌少症的患

病率显著增加[2]。肌少症是导致老年人失能的重要

诱因，肌少症导致跌倒风险增加 3 倍、髋部骨折后

1 年内死亡率达到 20%、重度患者失能风险升高

40%、全因死亡率提高 50%，已成为老龄化社会的

重 大 健 康 挑 战 [3] 。 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）是一组参与细

胞生长、增殖、分化等功能的酶[4]，PI3K/蛋白激酶

B（protein kinase B，Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（（mammalian target of rapamycin，mTOR）信号通

路参与若干重要细胞过程的调控包括骨肌中的凋

亡、增殖和代谢。研究表明，激活 PI3K/Akt/mTOR

通路可以诱导肌肉肥大并阻止骨骼肌萎缩[5]。PI3K

及其主要下游效应因子 Akt 和 mTOR 的激活，是驱

动骨骼肌增殖、分化以及蛋白质合成等合成代谢过

程的必要条件。其中，通过启动 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路，可以促进肌肉蛋白质合成[6]，并抑制肌肉

的蛋白质降解。 

中医并无（“肌少症”这一病名记载，根据其四

肢痿软乏力、疲乏萎靡、不耐活动、困倦纳差等临

床表现，可将其归属为（“痿证”“肉痿”“虚劳”等

范畴[7]，其病位在于肌肉，病性以脾肾两虚为主[8]。

巴戟天 Morindae Officinalis Radix 是我国传统四大

南药之一，具有补肾阳、强筋骨的功效。《本草新编》

中记载，巴戟天温而不热，健脾开胃，这与肌少症

属脾肾衰败相吻合。巴戟天中环烯醚萜苷类成分的

含量较高[9]，并且巴戟天具有抗炎、抗疲劳、抗衰
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老、抗氧化、调节免疫和抗病毒等药用活性[10-13]。

目前关于巴戟天的研究报道主要集中在化学成分、

药理作用和成分提取等方面，而巴戟天环烯醚萜类

有效部位在肌少症治疗中的作用尚不清楚。本研究

旨在分离巴戟天环烯醚萜类有效部位，研究其对衰

老相关性肌少症的治疗作用，并探讨其通过

PI3K/Akt 信号通路治疗肌少症的作用机制，以期为

巴戟天治疗肌少症的临床应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

小鼠成肌细胞株 C2C12（货号 SCSP-505）购

自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。 

1.2  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，8 周龄 10 只，12

周龄 40 只，购自江苏集萃药康生物科技股份有限

公司，生产许可证号 SCXK（（苏）2023-0009。动物

饲养于室温 20～25 ℃、室内照明以自然采光为主

的环境中，通风良好，环境较安静。动物实验经江

苏省中医药研究院动物伦理委员会批准（（伦理批准

号 AEWC-20250219-488）。 

1.3  药材 

巴戟天饮片购自江苏紫石中药饮片有限公司，

经江苏省中医药研究院李振麟副研究员鉴定为茜

草科植物巴戟天 Morinda officinalis How 的干燥根。 

1.4  药品与试剂 

CCK-8 试剂盒（（批号 20241028）购自苏州新赛

美生物科技有限公司；苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒（（批号 Z885241022）、DEPC

水（（批号 031124240527）购自上海碧云天生物有限

公司； D- 半乳糖（ D-galactose ， D-gal ，批号

D161S235152）、AB-8 大孔树脂（批号 JS237793）、

D101 大孔树脂（批号 JS239566）、H103 大孔树脂

（（批号 KS356115）购自上海源叶生物科技有限公司；

PI3K 抑制剂 LY294002（（批号 258335）、PI3K 激活

剂 740Y-P（（批号 229608）购自上海陶术生物科技股

份有限公司；HiScript III RT SuperMix for qPCR 

(+gDNA wiper)（（批号 7E760L3）、ChamQ Universal 

SYBR qPCR Master Mix（批号 7E1290H4）购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；肌球蛋白重链

（（myosin heavy chain，MYHC）抗体（（批号 9/26/24）

购自美国 DSHB 公司； β-tubulin 抗体（批号

AA0119J1909N0064）购自南京巴傲得生物科技有

限公司；HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（（批号 29）、

HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 二抗（（批号 36）、甘油

醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号 16）、Akt 抗

体（（批号 28）、p-Akt 抗体（（批号 25）、PI3K p85 抗

体（批号 7）、p-PI3K 抗体（批号 7）、mTOR 抗体

（（批号 21）、p-mTOR 抗体（（批号 12）购自美国 CST

公司；FITC 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体（批号

WF9404030）、曲拉通 X-100（（批号 C16220419）购

自上海翌圣生物有限公司；对照品水晶兰苷（（质量

分数≥98%，批号 WP25051909）、去乙酰基车叶草

苷酸（（质量分数≥98%，批号 WP24072610）购自四

川省维克奇生物科技有限公司。 

1.5  仪器 

Varioskan flash 型酶标仪、QuantStudioTM 5 型

qRT-PCR 仪（（美国 Thermo 公司）；5417R 型低温高

速离心机（（德国 Eppendorf 公司）；JIMBioFIL 型全

自动细胞计数仪（江苏卓微生物科技有限公司）；

Nikon AX/AX R with NSPARC 型激光共聚焦超分辨

率显微镜（日本 Nikon 公司）；Waters XBridge® 

Peptide BEH 型 C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，10 

μm）、Waters Alliance® 2695 型高效液相色谱仪（（美

国 Waters 公司）；M7 型双光束紫外-可见分光光度

计（上海美谱达仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  巴戟天环烯醚萜类部位的制备 

2.1.1  巴戟天醇提物的制备  取巴戟天药材粉碎，

分别用 60%、70%、80%乙醇进行加热回流提取，

每次 1 h，共提取 2 次。合并 2 次滤液，减压浓缩至

1 g/mL。采用高效液相色谱法（high performance 

liquid chromatography，HPLC）对不同体积分数的巴

戟天醇提物中环烯醚萜类成分的含量进行测定。 

2.1.2  大孔树脂富集环烯醚萜类部位  树脂经标

准预处理后，进行湿法装柱。将巴戟天醇提物上样

（液面高于树脂床层 2 cm），静置吸附 2 h。依次采

用 3 倍柱体积（bed volume，BV）的双蒸水及 10%、

30%、50%、70%乙醇进行梯度洗脱，收集各洗脱液，

减压浓缩至终体积为 1 BV 后，采用 HPLC 对不同

洗脱液中环烯醚萜类成分的含量进行测定，并采用

紫外分光光度法（ultraviolet spectrophotometry，UV）

测定水洗脱液中总环烯醚萜类成分的含量。 

2.1.3  不同大孔树脂（AB-8、D101、H103 大孔树

脂）对巴戟天环烯醚萜类成分吸附能力的比较  称

取干燥大孔树脂，加入 95%无水乙醇浸泡 24 h，液
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面没过树脂。湿法装柱后用蒸馏水洗脱至洗脱液无

醇味后待用。称取预处理的树脂湿质量 5 g，置于 50 

mL 离心管中，精密加入巴戟天醇提物 15 mL，置于

25 ℃恒温振荡器上振荡 24 h，取上清液进行 HPLC

测定，并计算饱和吸附量（Qe）。 

Qe＝[(C0－Ce)×V]/m 

C0 为吸附前溶液中目标物的初始浓度，Ce 为吸附达到平衡时

溶液中目标物的剩余浓度，V 为加入溶液体积，m 为树脂质量 

2.2  HPLC 测定巴戟天醇提物及洗脱液中环烯醚

萜类成分的含量 

2.2.1  混合对照品溶液的制备  精密称取水晶兰

苷和去乙酰基车叶草苷酸对照品 13.5、18.9 mg，置

于 10 mL 量瓶中，用色谱纯甲醇溶解并定容至刻

度，摇匀，制成水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸质

量浓度分别为 1.35、1.89 mg/mL 的混合对照品储备

液。取混合对照品储备液经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，

弃去初滤液，取续滤液作为进样溶液。 

2.2.2  色谱条件  Waters XBridge® Peptide BEH 型

C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，10 μm），流动相为

0.05%甲酸水溶液（A）-甲醇（B），梯度洗脱：0～

15 min，97%～80% A；15～45 min，80% A；45～50 

min，80%～60% A；50～55 min，60%～20% A；55～

60 min，20%～10% A；60～61 min，10% A；61 min，

10%～97% A。体积流量 1 mL/min；进样量 2 μL。 

2.2.3  专属性考察  分别取阴性对照溶液（双蒸

水）、混合对照品溶液及水洗脱液，按“2.2.2”项下

色谱条件测定，记录色谱图，如图 1 所示，阴性对 

 

1-水晶兰苷；2-去乙酰基车叶草苷酸。 

1-monotropein; 2-deacetylasperulosidic acid. 

图 1  混合对照品、水洗脱液及阴性对照溶液的 HPLC 色

谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of mixed reference 

standard, water elution solution and negative control 

solution 

照溶液在目标峰位置处无干扰峰，混合对照品溶

液中各组分峰与水洗脱液中待测成分峰的保留时

间一致，无杂峰重叠，表明该方法具有良好的专

属性。 

2.2.4  线性关系考察  取混合对照品储备液，分别进

样 2、4、6、8、10、12 μL，按“2.2.2”项下色谱条件

测定，以峰面积为纵坐标（y），质量为横坐标（x），用

最小二乘法进行线性回归，得到水晶兰苷回归方程为

y＝1 681 684.957 1 x－806 111.866 7，r＝0.999 8；去乙

酰基车叶草苷酸回归方程为 y＝3 207 295.300 0 x－

647 034.600 0，r＝0.999 5。表明该方法在线性范围

内定量准确可靠。 

2.2.5  精密度试验  取巴戟天 60%乙醇提取物，按

“2.2.2”项下色谱条件连续进样 6 次，记录峰面积并

计算峰面积的 RSD 值。结果显示，巴戟天 60%乙

醇提取物中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸峰面

积的 RSD 分别为 1.11%、1.38%，表明仪器精密度

良好。 

2.2.6  稳定性试验  取巴戟天 60%乙醇提取物，

按“2.2.2”项下色谱条件分别在 0、1、2、4、6、

8 h 进样，记录峰面积并计算 RSD 值。结果显示，

巴戟天 60%乙醇提取物中水晶兰苷和去乙酰基车

叶草苷酸峰面积的 RSD 分别为 3.2%、3.3%。表明

巴戟天 60%乙醇提取物在 8 h 内稳定性良好，能够

满足整个分析测试过程的需要。 

2.2.7  重复性试验  取巴戟天 60%乙醇提取物 6

份，按“2.2.2”项下色谱条件进样，记录峰面积并

计算 RSD 值。结果显示，巴戟天 60%乙醇提取物

中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸峰面积的 RSD

值分别为 3.02%、3.08%。表明该方法重复性良好，

分析结果可靠。 

2.2.8  加样回收率试验  取已知含量（水晶兰苷质

量浓度为 4.77 mg/mL、去乙酰基车叶草苷酸质量浓

度为 1.80 mg/mL）的巴戟天 60%乙醇提取物 6 份，

稀释 4 倍。每份准确量取 1 mL，6 份溶液中分别加

入 2.14 mg/mL 水晶兰苷对照品溶液 0.5 mL、0.675 

mg/mL 去乙酰基车叶草苷酸对照品溶液 0.5 mL，制

成加样供试品溶液。取加样供试品溶液 2 μL，按

“2.2.2”项下色谱条件进样，结果显示，水晶兰苷的

加样回收率为 95%～98%，其峰面积的 RSD 值为

2.3%；去乙酰基车叶草苷酸的加样回收率为 96%～

101%，其峰面积的 RSD 值为 1.8%，表明该方法准

确度良好。 

0     2     4      6     8     10     12    14    16    18 
t/min 

混合对照品 

水洗脱液 

阴性对照溶液 

1 

2 
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2.3  UV 法测定巴戟天水洗脱液中总环烯醚萜类成

分含量 

精密量取适量巴戟天水洗脱液，置蒸发皿中，

于 100 ℃水浴蒸干，再移入 105 ℃烘箱中干燥 3 h，

直至残留固体达到恒定质量。取出后置于干燥器中

冷却至室温，称定固形物质量。采用 UV 法，以对

二甲氨基苯甲醛-冰醋酸为显色体系[14]，以水晶兰

苷为对照品，在 620 nm 处测定吸光度（（A）值，计

算巴戟天水洗脱液中总环烯醚萜类成分含量。 

2.4  体外实验 

2.4.1  巴戟天环烯醚萜类部位和 D-gal 对 C2C12 细

胞活力的影响  C2C12 细胞以 1×103 个/孔接种于

96 孔板，分别加入不同质量浓度（0.5、16.0、32.0、

64.0、128.0、256.0、512.0、1 024.0、2 048.0 μg/mL）

的环烯醚萜类部位或不同质量浓度（10、20、30、

40、50、60、70、80、90 mg/mL）的 D-gal，对照组

加入不含药物的培养基。孵育 24 h 后，避光加入

CCK-8 试剂，在 37 ℃、5% CO2 条件下孵育 30 min，

采用酶标仪测定 450 nm 处的 A 值。 

2.4.2  C2C12细胞分化  C2C12细胞以1×104个/孔

接种于 24 孔板，细胞密度为 80%～90%时，弃去含

胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的完全培养基，

更换为含 2%马血清（horse serum，HS）的 DMEM

完全培养基。每 24 小时换液 1 次，诱导分化 8 d。

分化后的肌管细胞，细胞核为多核呈串珠样排列。

在诱导细胞分化的同时加入 20 mg/mL 的 D-gal 培

养 48 h，以促进肌管萎缩。 

2.4.3  HE 染色观察 C2C12 细胞肌管形成  设置对

照组、水洗脱组、10%乙醇洗脱组和 30%乙醇洗脱

组，对照组加入不含洗脱液的培养基，水洗脱组、

10%乙醇洗脱组和 30%乙醇洗脱组分别加入 10 μL

洗脱液，连续处理 8 d。设置对照组和环烯醚萜类部

位组，对照组加入不含药物的培养基，环烯醚萜类部

位组加入不同质量浓度（0.012 5、0.025 0、0.050 0、

0.100 0、0.200 0 μg/mL）的环烯醚萜类部位，连续

处理 8 d。设置对照组、模型组和环烯醚萜类部位

组，对照组加入不含药物的培养基，模型组和环烯

醚萜类部位组按“2.4.2”项下方法促进细胞分化，

环烯醚萜类部位组加入不同质量浓度（0.012 5、

0.025 0、0.050 0、0.100 0、0.200 0 μg/mL）的环烯

醚萜类部位连续处理 8 d。经 4%多聚甲醛固定，双

蒸水清洗细胞，0.1%曲拉通-100 破膜，避光加入苏

木素染色液染色，充分洗去多余染液，以免假阳性

影响染色效果。伊红染色液染色 1 min，70%乙醇清

洗 2 次，最后保存在双蒸水中，于显微镜下观察并

拍照，采用 Image J 软件测量细胞直径。 

2.4.4  免疫荧光染色检测 MYHC 表达  C2C12 细

胞以 1×104 个/孔接种于 24 孔板中细胞爬片，设置

对照组、模型组和环烯醚萜类部位组，对照组加入

不含药物的培养基，模型组和环烯醚萜类部位组按

“2.4.2”项下方法促进细胞分化，环烯醚萜类部位组

加入不同质量浓度（0.025、0.050、0.100、0.200 

μg/mL）的环烯醚萜类部位连续处理 8 d。弃去培养

基，加入 PBS 清洗细胞，经 4%多聚甲醛溶液固定、

0.1%曲拉通-100 破膜、5%牛血清白蛋白封闭后，加

入 MYHC 抗体，4 ℃孵育过夜；加入 FITC 标记的

荧光二抗，室温摇床上避光孵育 2 h，加入 DAPI 于

室温避光孵育，固定爬片，室温避光晾干，使用共

聚焦荧光显微镜观察并拍照。 

2.4.5  Western blotting 检测 MYHC 蛋白表达  

C2C12 细胞以 8×104 个/孔接种于 6 孔板中，设置

对照组、模型组和环烯醚萜类部位组，对照组加入

不含药物的培养基，模型组和环烯醚萜类部位组按

“2.4.2”项下方法促进细胞分化，环烯醚萜类部位组

加入不同质量浓度（0.05、0.10、0.20 μg/mL）的环

烯醚萜类部位孵育 24 h。弃去培养基，收集细胞，

加入裂解液提取蛋白，采用 BCA 法测定蛋白浓度。

蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，封闭后，加入 MYHC 抗体，4 ℃孵

育过夜；TBST 清洗 3 次，每次 10 min，加入二抗，

室温孵育 1.5 h；TBST 清洗 3 次，加入显影液，使

用超灵敏多功能成像仪进行曝光，存储图片，用

Image J 软件分析条带灰度值。 

2.5  体内实验 

2.5.1  动物分组、造模与给药  取 8 周龄 C57BL/6J

小鼠 10 只作为对照组，12 周龄 C57BL/6J 小鼠随机

分为模型组和环烯醚萜类部位高、中、低剂量（80、

60、40 mg/kg）[15]组，每组 10 只。D-gal 用生理盐

水配制成 20 mg/mL 的溶液，对照组 ip 0.1 mL 生理

盐水，其余小鼠 ip 0.1 mL D-gal 溶液（200 mg/kg），

1 次/d，连续造模 70 d。造模同时，各给药组 ig 质

量浓度分别为 10.0、7.5、5.0 mg/mL 的环烯醚萜类

部位溶液，1 次/d，连续给药 70 d。 

2.5.2  小鼠四肢拉力测量  造模前和造模给药后

每 7 天使用小鼠拉力仪测量 1 次小鼠四肢拉力，记

录抓力仪上显示最大瞬时抓力值。每只小鼠重复测
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量 3 次，每次测量间隔 3 min。记录 3 次测量结果，

并计算其平均值作为该次测量的最终抓力值。 

2.5.3  腓肠肌和胫骨前肌 HE 染色  给药结束后，

颈椎脱臼法处死小鼠，分离双侧腓肠肌和胫骨前

肌，称定质量后，于 4%多聚甲醛溶液中固定 72 h，

脱水后包埋在石蜡中，切成 5 μm 薄片，脱蜡进行

HE 染色。装片后，于显微镜下观察并拍照。 

2.5.4  转录组测序  取对照组、模型组和环烯醚萜

类部位高剂量组小鼠腓肠肌，迅速置于液氮中冷

冻，置于−80 ℃保存。提取总 RNA，经琼脂糖凝胶

电泳、超微量分光光度计及 Agilent 2100 型生物分

析仪检测。使用 Illumina NEBNext® UltraTM 试剂盒

构建文库。文库经 QubitTM 荧光定量仪、Agilent 2100

型生物分析仪检测插入片段大小及 qRT-PCR 准确

定量（（有效浓度＞2 nmol/L）合格后，利用 Illumina

平台上机测序，采用边合成边测序技术，生成 150 

bp 双端测序数据。 

2.6  网络药理学靶点预测 

2.6.1  巴戟天活性成分的筛选  采用 TCMSP 数据

库（https://tcmspw.com）输入关键词“巴戟天”，进

行检索，设置口服生物利用度（oral bioavailability，

OB）≥30%且类药性（drug-likeness，DL）≥0.18 进

行筛选，并通过文献检索收集巴戟天活性成分信

息，整理数据，删除重复和结构不明的成分。检索

Uniprot 数据库（https://www.uniprot.org/）进行蛋白

质功能查询，整理人源成分，将活性成分转化成蛋

白质靶点名称，这些靶点可被认为是巴戟天活性成

分的潜在作用靶点。 

2.6.2  肌少症基因靶点的收集  检索 DisGeNET 数

据库（http://www.disgenet.org）、GeneCards 数据库

（https://www.genecards.org）、OMIM 数据库（https:// 

www.omim.org/）、TTD 数据库（https://db.idrblab.net/ 

ttd/），以“sarcopenia”为关键词检索疾病相关潜在

作用靶点。 

2.6.3  巴戟天活性成分-肌少症潜在基因靶点网络

构建  将药物潜在作用靶点和肌少症疾病靶点输

入韦恩图网站（ https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/ 

venny/index.html）获得药物与疾病交集的靶点，导

入 Cytoscape 3.10.1 软件构建药物-活性成分-疾病靶

点网络模型，再将交集靶点导入 String 数据库

（https://www.string-db.org/），设定物种为人，筛选出

结合评分≥0.7 的靶点，将其导入 Cytoscape 软件中

得到蛋白质 -蛋白质相互作用（ protein-protein 

interaction，PPI）可视化网络；将度值排名前 10 的

靶点筛选出来，绘制关键靶点的可视化网络图。 

2.6.4  实验验证 

（1）Western blotting 检测 PI3K/Akt/mTOR 通路

相关蛋白表达：C2C12 细胞以 8×104 个/孔接种于

6 孔板中，设置对照组、模型组和环烯醚萜类部位

组，对照组加入不含药物的培养基，模型组和环烯

醚萜类部位组按“2.4.2”项下方法促进细胞分化，

环烯醚萜类部位组加入不同质量浓度（0.05、0.10、

0.20 μg/mL）的环烯醚萜类部位连续处理 8 d。弃去

培养基，收集细胞，按“2.4.5”项下方法检测

PI3K/Akt/ mTOR 通路相关蛋白表达。 

为进一步探究环烯醚萜类部位对 PI3K/Akt 通

路的影响，设置对照组、模型组、PI3K 抑制剂

LY294002（20 μmol/L）组、PI3K 激动剂 740Y-P（10 

μmol/L）组、环烯醚萜类部位（0.2 μg/mL）组和

LY294002（20 μmol/L）＋环烯醚萜类部位（0.2 

μg/mL）组，对照组加入不含药物的培养基，其余各

组按“2.4.2”项下方法促进细胞分化，环烯醚萜类

部位组连续给药处理 8 d；抑制剂组和激动剂组于

第 8 天分别加入相应药物处理 24 h。弃去培养基，

收集细胞，按“2.4.5”项下方法检测 PI3K/Akt/mTOR

通路相关蛋白表达。 

（2）qRT-PCR 检测 PI3K/Akt/mTOR 通路相关基

因表达：C2C12 细胞以 8×104个/孔接种于 6 孔板中，

设置对照组、模型组和环烯醚萜类部位组，对照组加

入不含药物的培养基，模型组和环烯醚萜类部位组按

“2.4.2”项下方法促进细胞分化，环烯醚萜类部位组

加入不同质量浓度（0.05、0.10、0.20 μg/mL）的环烯

醚萜类部位连续处理 8 d。弃去培养基，收集细胞，

采用 Trizol 试剂提取总 RNA，经逆转录合成 cDNA。

以 cDNA 为模板，使用针对磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3

激酶催化亚基 α（phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

3-kinase catalytic subunit alpha，PIK3CA）、丝氨酸/苏

氨酸激酶 1（serine/threonine kinase 1，AKT1）、mTOR

及内参基因 β-actin 特异性引物与 SYBR Green 预混

液，在 qRT-PCR 分析仪上进行扩增，循环结束后通

过熔解曲线验证产物特异性。采用 2−ΔΔCt法计算各目

标基因的相对表达量。引物序列见表 1。 

2.7  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 10.5.0 软件对数据进行统

计分析，采用单因素方差分析（One-way ANOVA）

进行组间比较。 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

PIK3CA F: CACCTGAACAGACAAGTAGAGGC 

R: GCAAAGCATCCATGAAGTCTGGC 

AKT1 F: GGACTACTTGCACTCCGAGAAG 

R: CATAGTGGCACCGTCCTTGATC 

mTOR F: AGAAGGGTCTCCAAGGACGACT 

R: GCAGGACACAAAGGCAGCATTG 

β-actin F: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC 

R: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT 

3  结果 

3.1  不同体积分数的巴戟天醇提物中环烯醚萜类

成分的含量比较 

如图 2 所示，以 60%乙醇提取的巴戟天醇提物

中水晶兰苷和去乙酰基车叶草苷酸含量高于 70%、

80%乙醇提取物，表明 60%乙醇对巴戟天中环烯醚

萜类成分的提取能力最强。 

3.2  不同洗脱液中环烯醚萜类成分的含量比较 

如图 3-A 所示，水洗脱液中水晶兰苷和去乙酰 

 

图 2  不同体积分数的巴戟天醇提物中环烯醚萜类成分的含量比较 

Fig. 2  Comparison of iridoids content in ethanolic extracts of M. officinalis with different volume fractions 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 3  不同洗脱液中环烯醚萜类成分的含量比较 (A) 及对 C2C12 细胞肌管形成的影响 (B, ×100) ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Comparison of content of iridoid compounds in different eluents (A) and their effects on myotube formation in 

C2C12 cells (B, × 100) ( x s , n = 3) 
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基车叶草苷酸的含量高于 10%乙醇、30%乙醇、50%

乙醇、70%乙醇洗脱液。HPLC 测定巴戟天水洗脱

液中水晶兰苷、去乙酰基车叶草苷酸质量浓度分别

为 3.03、1.42 mg/mL，UV 法测定巴戟天水洗脱液

中总环烯醚萜类成分质量分数为 78.5%。如图 3-B

所示，与对照组比较，水洗脱液、10%乙醇洗脱液

和 30%乙醇洗脱液均显著促进 C2C12 细胞肌管形

成（（P＜0.05、0.01、0.001），其中水洗脱液促进 C2C12

细胞肌管形成作用最佳。 

3.3  不同大孔树脂对巴戟天环烯醚萜类成分吸附

能力的比较 

 不同大孔树脂对巴戟天环烯醚萜类成分吸附

能力见表 2。结果显示，H103 大孔树脂对水晶兰苷

和去乙酰基车叶草苷酸具有较好的吸附能力，且吸

附能力为 3 种树脂中最优，对水晶兰苷和去乙酰基

车叶草苷酸的饱和吸附量分别为 29.7、13.4 mg/g，

表明 H103 大孔树脂对环烯醚萜类成分具有高效的

富集与分离能力，适用于从巴戟天中提取纯化环烯 

表 2  不同大孔树脂对巴戟天环烯醚萜类成分吸附能力的

比较 ( x s , n = 3) 

Table 2  Comparison of adsorption capacities of different 

macroporous resins for iridoid components in M. officinalis 

( x s , n = 3) 

大孔树脂 
饱和吸附量/(mg·g−1) 

水晶兰苷 去乙酰基车叶草苷酸 

AB-8 13.3±0.3 5.4±0.2 

D101 17.2±0.3 6.1±0.2 

H103 29.7±0.9 13.4±0.5 

醚萜类成分。 

3.4  环烯醚萜类部位及 D-gal 对 C2C12 细胞活力

的影响 

如图 4 所示，64.0～2 048.0 μg/mL 环烯醚萜类

部位显著抑制 C2C12 细胞增殖（P＜0.05、0.01、

0.001），0.5～32.0 μg/mL 环烯醚萜类部位对 C2C12

细胞活力无明显影响。30～90 mg/mL D-gal 显著抑

制 C2C12 细胞增殖（（P＜0.001），10～20 mg/mL D-

gal 对 C2C12 细胞活力无明显影响。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  环烯醚萜类部位及 D-gal 对 C2C12 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of iridoid fraction and D-gal on viability of C2C12 cells ( x s , n = 3) 

3.5  环烯醚萜类部位促进 C2C12 细胞分化 

如图 5-A、B、D、E 所示，0.05～0.20 μg/mL 环

烯醚萜类部位显著促进 C2C12 细胞分化（（P＜0.05、

0.01、0.001），并且可以有效改善 D-gal 引起的肌管

萎缩（P＜0.001），表明环烯醚萜类部位具有促进

C2C12 成肌细胞分化为肌管细胞的能力，且呈剂量

相关性。如图 5-C、F 所示，0.05～0.20 μg/mL 环烯

醚萜类部位显著升高 MYHC 的荧光强度（（P＜0.05、

0.001），且细胞由单核细胞分化为多核肌管细胞，

表明环烯醚萜类部位能促进 C2C12 细胞分化为肌

管细胞。如图 5-G、H 所示，与模型组比较，0.05～

0.20 μg/mL 环烯醚萜类部位显著上调 MYHC 蛋白

表达（P＜0.05、0.01、0.001），表明环烯醚萜类部

位可显著促进 C2C12 细胞分化。 

3.6  环烯醚萜类部位对衰老小鼠四肢拉力、肌肉质

量及肌纤维横截面积的影响 

如图 6-A 所示，与对照组比较，模型组小鼠四肢

拉力显著降低（P＜0.001）；与模型组比较，各给药组

小鼠四肢拉力均显著增加（P＜0.05、0.001），表明环

烯醚萜类部位可有效改善 D-gal 引起的小鼠四肢拉力

下降。如图 6-B 所示，与对照组比较，模型组小鼠后

肢肌肉质量与体质量比值显著降低（P＜0.05）；与模

型组比较，环烯醚萜类部位中、高剂量组小鼠后肢肌

肉质量与体质量比值显著升高（P＜0.01、0.001）。HE 

对照    0.5  16.0  32.0  64.0  128.0 256.0 512.0 1 024.0 2 048.0 
                环烯醚萜类部位/(μg·mL−1) 

对照  10  20  30  40  50  60  70  80  90 
               D-gal/(mg·mL−1) 
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A、D-HE 染色考察环烯醚萜类部位对 C2C12 细胞分化的影响（×200）；B、E-HE 染色考察环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞分化

的影响（×200）；C、F-免疫荧光染色考察环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞 MYHC 表达的影响（×100）；G、H-Western blotting 考

察环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞 MYHC 蛋白表达的影响；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＜0.001，下图同。 

A, D-effect of iridoid fraction on C2C12 cell differentiation observed by HE staining (× 200); B, E-effect of iridoid fraction on D-gal induced C2C12 cell 

differentiation observed by HE staining (× 200); C, F-effect of iridoid fraction on expression of MYHC in C2C12 cells induced by D-gal observed by 

immunofluorescence staining (× 100); G, H-effect of iridoid fraction on expression of MYHC protein in C2C12 cells induced by D-gal observed by Western 

blotting; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 5  环烯醚萜类部位促进 C2C12 细胞分化 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Iridoid fraction promotes C2C12 cell differentiation ( x s , n = 3)

染色结果（图 6-C～F）显示，与模型组比较，环烯醚

萜类部位各剂量组小鼠腓肠肌肌纤维横截面积显著

增加（P＜0.01），环烯醚萜类部位中、高剂量组小鼠

胫骨前肌肌纤维横截面积显著增加（P＜0.001）。以上

结果表明，环烯醚萜类部位可以增加肌纤维横截面积

并且能够减少衰老所致的肌肉质量损失。 
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A-各组小鼠四肢拉力（n＝10）；B-各组小鼠后肢肌肉质量与体质量比值（n＝10）；C、D-各组小鼠腓肠肌和胫骨前肌 HE 染色（×200）；E、F-

各组小鼠腓肠肌和胫骨前肌肌肉横截面积（n＝6）。 

A-limb tension of mice in each group (n = 10); B-ratio of hind limb muscle mass to body mass of mice in each group (n = 10); C, D-HE staining of 

gastrocnemius and tibialis anterior muscles of mice in each group (× 200); E, F-cross sectional area of gastrocnemius and tibialis anterior muscles of mice 

in each group (n = 6). 

图 6  环烯醚萜类部位对衰老小鼠四肢拉力、肌肉质量及肌纤维横截面积的影响 ( x s ) 

Fig. 6  Effect of iridoid fraction on limb tension, muscle mass and muscle fiber cross-sectional area in aging mice ( x s )

3.7  各组小鼠腓肠肌差异表达基因分析 

如图 7-A 所示，相较于对照组，模型组共鉴定

出 338 个差异表达基因，其中上调与下调基因分别

为 109 和 229 个。如图 7-B 所示，与模型组相比，

给予环烯醚萜类部位干预后，共鉴定出 452 个差异

表达基因，其中上调 284 个，下调 168 个。表明对

照组与模型组之间、模型组与给药组之间均存在显

著的基因表达差异，且各组在整体转录组水平上能

够被明确区分。如图 7-C、D 所示，模型组与对照

组的差异表达基因主要涉及氧化磷酸化等相关信

号通路，模型组与给药组的差异表达基因主要与

PI3K/Akt 信号通路有关。 
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A-对照组 vs 模型组差异表达基因分析；B-模型组 vs 环烯醚萜类部位高剂量组差异表达基因分析；C-对照组 vs 模型组交集靶基因 GO 富集分

析柱状图；D-对照组 vs 模型组交集靶基因 KEGG 富集分析气泡图；E-模型组 vs 环烯醚萜类部位高剂量组交集靶基因 GO 富集分析柱状图；F-

模型组 vs 环烯醚萜类部位高剂量组交集靶基因 KEGG 富集分析气泡图。 

A-differentially expressed genes analysis between control group and model group; B-differentially expressed genes analysis between model group and 

iridoid fraction high-dose group; C-bar chart for GO enrichment analysis of intersecting target genes between control group and model group; D-bubble 

plot for KEGG enrichment analysis of intersecting target genes between control group and model group; E-bar chart for GO enrichment analysis of 

intersecting target genes between model group and iridoid fraction high-dose group; F-bubble plot for KEGG enrichment analysis of intersecting target 

genes between model group and iridoid fraction high-dose group. 

图 7  各组小鼠腓肠肌差异表达基因分析及差异表达基因的富集分析 (n = 4) 

Fig. 7  Analysis of differentially expressed genes in gastrocnemius muscles of mice in each group and enrichment analysis of 

differentially expressed genes (n = 4) 
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3.8  网络药理学分析与实验验证 

3.8.1  巴戟天活性成分的筛选  通过 TCMSP 和文

献检索巴戟天活性成分，根据 OB≥30%、DL≥0.18

筛选得到 20 个巴戟天活性成分（表 3）。 

表 3  巴戟天活性成分 

Table 3  Active ingredients of M. officinalis 

MOLID 成分 OB% DL 

MOL002883 油酸乙酯 32.40 0.19 

MOL009503 1-羟基-3-甲氧基蒽醌 104.33 0.21 

MOL006147 2-甲氧基茜素 32.81 0.21 

MOL009504 1-羟基-6-羟甲基蒽醌 81.77 0.21 

MOL009558 5-羟基-2-(2-羟基苯甲酰基)-4-(羟

甲基)苯甲酸-2-羟乙酯 

62.32 0.26 

MOL009519 (2R,3S)-(＋)-3′,5-二羟基-4,7-二甲

氧基二氢黄酮醇 

77.24 0.33 

MOL009500 1,6-二羟基-5-甲氧基-2-(甲氧基甲

基)-9,10-蒽醌 

104.54 0.34 

MOL009537 美洲商陆素 A 46.71 0.35 

MOL009513 2-羟基-1,8-二甲氧基-7-甲氧基甲

基蒽醌 

112.30 0.37 

MOL009495 2-羟基-1,5-二甲氧基-6-(甲氧基甲

基)-9,10-蒽醌 

95.85 0.37 

MOL009496 1,5,7-三羟基-6-甲氧基-2-(甲氧基

甲基)-9,10-蒽醌 

80.42 0.38 

MOL002879 1,5,7-三羟基-6-甲氧基-2-甲氧基

甲基蒽醌 

43.59 0.39 

MOL001506 角鲨烯 33.55 0.42 

MOL009524 3β-羟基-5-豆甾烯-20(R)-醇 36.91 0.75 

MOL000359 谷甾醇 36.91 0.75 

MOL000358 β-谷甾醇 36.91 0.75 

MOL009562 俄亥俄素 A 38.13 0.76 

MOL009551 异去甲氧基镰叶芹醇 49.12 0.77 

MOL009541 四乙酰基车叶草苷 45.47 0.82 

MOL009525 24-丁基-5-胆甾烯-3β-醇 35.35 0.82 

3.8.2  巴戟天活性成分与肌少症疾病靶点   将

TCMSP 及 Uniprot 数据库的结果进行整理，得到 68

个巴戟天活性成分的潜在靶点。在 OMIM 、

GeneCards、DisGeNET、TTD 数据库及相关文献进行

肌少症疾病相关靶点的预测，整理结果得到 2 202 个

潜在疾病靶点。使用在线绘图工具将药物预测所得靶

点与疾病对应靶点进行映射，得到交集靶点 24 个。 

3.8.3  PPI 网络分析  将疾病与活性成分的交集靶

点导入 STRING 数据库，采用 Cytoscape 软件构建

PPI 网络图。在该网络中，度值越大、颜色越深，表

示蛋白之间的关联越密切。进一步分析发现，PPI 网

络中存在 3 个核心节点，分别为 AKT1、白细胞介

素-6（interleukin-6，IL-6）和雌激素受体 1（estrogen 

receptor 1，ESR1），它们与转录组富集分析中显著

富集的 PI3K/Akt 通路密切相关，且共同指向以

AKT1 为中心的调控机制。AKT1 作为 PI3K 信号通

路的关键枢纽，在 PPI 网络里具有最高连接度，该

结果既明确了AKT1 是多重上游信号汇聚的关键节

点，也从网络层面解释了转录组数据中该通路显著

富集的原因。综上，网络药理学和转录组数据相互

支持，共同提示 AKT1 以及其介导的 PI3K/Akt 通

路可能是巴戟天治疗肌少症的核心靶点和关键信

号途径。 

3.8.4  环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞

PI3K/Akt/mTOR 通路相关蛋白表达的影响  如图 9

所示，与对照组比较，模型组 C2C12 细胞 p-mTOR/ 

mTOR 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），p-

Akt/Akt、p-PI3K/PI3K 蛋白表达水平呈降低趋势； 

 

图 8  PPI 网络图 

Fig. 8  PPI network 
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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；与环烯醚萜类部位组比较：
▲

P＜0.05。 

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

P < 0.05 vs iridoid fraction group. 

图 9  环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞 PI3K/Akt/mTOR 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of iridoid fraction on expressions of PI3K/Akt/mTOR pathway related proteins in D-gal induced C2C12 cells 

( x s , n = 3) 

与模型组比较，0.05～0.20 μg/mL 环烯醚萜类部位显

著上调 p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 蛋白表达（P＜

0.05、0.01、0.001），0.20 μg/mL 环烯醚萜类部位显

著上调 p-PI3K/PI3K 蛋白表达（P＜0.05）。进一步

给予 PI3K 抑制剂 LY294002、PI3K 激动剂 740Y-P

探究环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞

PI3K/Akt/mTOR 通路相关蛋白表达的影响，结果显

示，PI3K 抑制剂 LY294002 显著抑制环烯醚萜类部

位对 p-Akt/Akt、p-PI3K/PI3K、p-mTOR/mTOR 蛋白

表达的上调作用（P＜0.05）。此外，环烯醚萜类部

位联用 PI3K 激动剂后，p-Akt/Akt、p-PI3K/PI3K、

p-mTOR/mTOR 蛋白表达水平均进一步上调，提示

环烯醚萜类部位与 PI3K 激动剂之间可能存在协同

增效作用。以上结果与转录组及网络药理学的结果

相一致，表明巴戟天环烯醚萜类部位可能通过调控

PI3K/Akt 信号通路，改善衰老引起的肌少症。 

3.8.5  环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞

PI3K/Akt/mTOR 通路相关基因表达的影响  基于

转录组 KEGG 通路富集结果，环烯醚萜类有效部位

干预后 PI3K/Akt 通路被显著富集。利用 qRT-PCR

技术对 PI3K/Akt 通路核心基因（PIK3CA、AKT1、

mTOR）的表达进行定量检测。如图 10 所示，与对

照组比较，模型组 C2C12 细胞 PIK3CA、mTOR 基

因表达水平显著降低（（P＜0.05），AKT1 基因表达水

平呈降低趋势；与模型组比较，0.10、0.20 μg/mL

环烯醚萜类部位显著上调 AKT1、PIK3CA 基因表

达（P＜0.05、0.01、0.001），0.20 μg/mL 环烯醚萜

类部位显著上调 mTOR 基因表达（P＜0.001）。 
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图 10  环烯醚萜类部位对 D-gal 诱导的 C2C12 细胞 PI3K/Akt/mTOR 通路相关基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of iridoid fraction on expressions of PI3K/Akt/mTOR pathway related genes in D-gal induced C2C12 cells 

( x s , n = 3) 

4  讨论 

肌少症是一种全身性的肌肉疾病，涉及肌肉质

量减少、肌肉功能急速降低[16]。临床数据证明肌少

症长期以来一直与衰老和老年人有关[17]，有研究表

明，人类的骨骼肌质量在 20～90 岁减少 50%，肌

肉力量在 30 岁达到峰值，50 岁以后每 10 年下降

15%，70 岁以后每 10 年下降 30%[18]，全球目前约

有 5 000 万人患有肌少症，预计在 2050 年患病人数

可高达 5 亿[19]。肌少症不仅降低了老年人的活动能

力和生活质量，增加了跌倒及骨折的风险，也给社

会带来了沉重负担。随着人口老龄化加剧，对于肌

少症的关注逐渐增加，因此能有效治疗衰老引起的

肌少症对提高老年人生活质量具有重要的意义。 

 肌少症目前缺乏获批的针对性药物，中医药干

预因而受到广泛关注。在中医治疗方面，中医学者

认为肌肉的生长发育与脾胃的运化功能有密切的

关系。汪涛等[20]认为年老肾衰，脏腑渐败；饮食失

宜，脾胃虚损；久病体衰，气血失调是老年肌少症

的病因病机，治疗上应以调脾补肾为本。巴戟天被

《中国药典》收录为补肾阳、强筋骨要药，主治“筋

骨痿软”，与肌少症“痿证”范畴高度契合。巴戟天

的传统应用核心在于“补肾阳”，其药效逻辑遵循中

医“肾主骨”的理论框架。本研究系统考察了巴戟

天中环烯醚萜类部位对衰老性肌少症的改善作用，

为从肌肉层面阐释“肾主骨生髓，髓充则筋健”理

论提供了实验依据。近年来，巴戟天活性成分与药

理机制研究不断深入，已明确其多个有效部位可针

对不同疾病发挥独立的作用，体现多成分、多靶点

的药效特点。其中，已成功上市的巴戟天寡糖部位，

临床证实可有效治疗抑郁症[21]。巴戟天中的环烯醚

萜部位则能通过激活腺苷酸活化蛋白激酶

（adenosine monophosphate-activated protein kinase，

AMPK）/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因

子 -1α（peroxisome proliferator-activated receptor γ 

coactivator-1α，PGC-1α）信号通路促进线粒体生物

合成，改善骨代谢失衡，为骨质疏松的防治提供新

依据[22]，蒽醌类部位可通过抑制 NOD 样受体热蛋

白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor pyrin 

domain-containing protein 3，NLRP3）炎症小体的活

化减轻慢性炎症反应，用于治疗类风湿性关节炎[23]。

值得注意的是，抑郁症、骨质疏松、类风湿性关节

炎与肌少症虽分属不同系统的疾病，但在老年人群

中常共存并相互影响，共同构成老年综合征的重要

表现。本研究证实，巴戟天可通过激活 PI3K/Akt 信

号通路来改善衰老相关肌少症的肌肉质量和功能，

并显示出良好的临床转化潜力。巴戟天作为传统补

益类中药，安全性高，口服使用方便，适合老年人

长期服用。PI3K/Akt 通路是调控肌肉合成代谢的核

心通路，巴戟天作为这条通路的天然激活剂，可为

目前缺乏特效药的肌少症治疗提供理论依据。此

外，通路里 Akt 的磷酸化水平可作为药效生物标志

物，为后续临床试验提供可以量化的中间指标。巴

戟天可与营养支持或抗阻运动联用，形成协同干预

的方案，尤其适用活动受限或长期卧床的患者。综

上，巴戟天在药物开发、功能食品及联合康复等领

域均展现出良好的转化前景。肌少症的发生与发展

涉及多条经典信号通路的失调。其中，胰岛素样生

长因子-1（（insulin-like growth factor-1，IGF-1）/PI3K/ 

Akt 通路活性降低可导致肌肉蛋白合成减少[24]，而转

化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）/ 

Smad 与核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）通路

过度激活则会促进肌肉蛋白降解与炎症反应[25-26]，
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此外，叉头框蛋白 O（forkhead box protein O，

FOXO）、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）及线粒体相关通路的异常也

参与了肌肉萎缩与能量代谢障碍[27-28]，这些通路相

互作用，共同加剧了衰老过程中的肌肉流失与功能

下降。环烯醚萜类成分在调控肌肉代谢中显示出潜

力，相关研究发现水晶兰苷可通过调节 Akt/mTOR/ 

FOXO3a 信号通路，改善地塞米松诱导的小鼠肌肉

萎缩和 C2C12 细胞肌管萎缩，并能提升肌肉质量与

力量[15]。然而，目前关于巴戟天总环烯醚萜类部位

在衰老相关肌少症中的作用及其机制尚缺乏系统

研究。因此，本研究围绕巴戟天总环烯醚萜类部位

对衰老性肌少症的改善作用展开。首先通过比较不

同浓度乙醇提取物的 HPLC 分析，确定 60%乙醇为

提取总环烯醚萜类成分的最佳溶剂。进一步采用大

孔吸附树脂富集该部位，吸附性能评价表明，H103

大孔树脂对环烯醚萜类成分具有最优的吸附与富

集效果，从而为后续提取分离巴戟天中环烯醚萜类

部位提供了依据。 

骨骼肌主要由收缩慢、耐疲劳的慢肌纤维（I

型），以及收缩快、较耐疲劳的快肌纤维（IIA 型）

和收缩最快、易疲劳的快肌纤维（（IIX 型）组成[29]。

腓肠肌以快肌纤维为主，占 50%～70%；而胫骨前

肌则以慢肌纤维为主，占 75%～80%[30]。在衰老过

程中，II 型快肌纤维对失神经和合成代谢抵抗更为

敏感，其萎缩与流失速度显著快于 I 型慢肌纤维。

此外，肌肉流失在空间上亦不均衡，通常表现为远

端肌肉早于近端，其中胫骨前肌作为以慢肌为主的

远端踝背屈肌，在衰老早期即可出现明显流失[31]。

本研究中，HE 染色结果显示巴戟天环烯醚萜类部

位可显著增加衰老模型小鼠胫骨前肌与腓肠肌的

肌纤维横截面积，同时提高四肢拉力及后肢肌肉质

量与体质量比值，提示巴戟天环烯醚萜类部位可同

时改善快肌与慢肌的肌肉减少表现。结合肌肉组织

转录组学与网络药理学分析，本研究初步提示

PI3K/Akt 信号通路可能是该部位促进肌管分化、改

善肌肉功能的关键通路之一。 

综上，巴戟天环烯醚萜类部位在改善衰老性肌

少症方面表现出良好潜力，其口服给药方式与成本

优势，为社区老年人群的长期管理提供了新选择。

本研究通过系统分离制备了巴戟天环烯醚萜类部

位，综合运用体内外模型，验证环烯醚萜类部位可

显著改善衰老引起的肌少症，进一步通过转录组学

与网络药理学整合分析，初步阐明其可能通过调控

PI3K/Akt 信号通路发挥作用，为肌少症的防治提供

了新的候选策略与理论依据，亦为相关中药新药研

发奠定基础。然而，本研究仍存在一定局限：①尽

管转录组学分析揭示了环烯醚萜类部位治疗肌少

症的潜在作用机制，但其具体调控机制及其他潜在

信号通路（（如与线粒体生物合成、炎症调节等相关

的通路）是否参与，仍需通过相关实验进一步确认。

②本研究聚焦于环烯醚萜类部位，尚未考察巴戟天

中其他活性部位是否具有协同或独立抗肌少症作

用，后续可开展多组分配伍研究，以全面阐释巴戟

天的整体药效物质基础。 
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