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文题释义：

帕金森病：也常被称为“震颤麻痹”，是一种神经系统退行性疾病，主要病因是由于黑质多巴胺能神经元的退化和死亡，可能与遗传、环

境因素及神经系统老化等多种因素有关。

丁苯酞：是芹菜籽中的一种化学成分，具有重建微循环、保护线粒体功能、抑制氧化应激和神经元凋亡等多种药理作用。研究表明，丁苯

酞能够通过抗氧化、抗炎和改善脑微循环等机制保护多巴胺能神经元，但丁苯酞在改善帕金森病中的具体机制尚不清楚。

摘要

背景：丁苯酞具有抗氧化和抗炎作用，有研究证实其在帕金森病中具有保护作用，但具体机制尚不清楚。

目的：通过网络药理学、分子对接及细胞实验探讨丁苯酞的保护机制。

方法：①网络药理学、分子对接实验：利用数据库筛选丁苯酞的作用靶点及帕金森病靶点，取交集后构建交集靶点蛋白互作网络并筛选核

心靶点，对核心靶点进行GO和KEGG通路富集分析，将目标靶点蛋白与丁苯酞进行分子对接验证。②细胞验证：将第6代PC12细胞分6组培

养：对照组使用常规培养基培养，模型组采用N-甲基-4-苯基吡啶碘化物诱导帕金森病模型，ML385抑制剂组在诱导帕金森病模型的基础

上加入核因子E2相关因子2抑制剂ML385，丁苯酞治疗组在诱导帕金森病模型的基础上加入丁苯酞，丁苯酞联合ML385处理组诱导帕金森

病模型的基础上加入丁苯酞与ML385，丁苯酞组使用单独含丁酚酞的常规培养基培养，检测细胞增殖、细胞内还原型谷胱甘肽和丙二醛水

平以及蛋白激酶B/糖原合酶激酶3β/核因子E2相关因子2(AKT/GSK-3β/Nrf2)信号通路的蛋白表达。

结果与结论：①筛选出药物与疾病靶点的交集靶点共52个，核心靶点包括基质金属蛋白酶9、GSK-3β等，涉及磷脂酰肌醇3-激酶/AKT、
氧化应激相关信号通路；丁苯酞与GSK-3β的分子对接结合能为-18.27 kJ/mol，表明丁苯酞与GSK-3β具有一定的结合能力。②与模型组相

比，丁苯酞治疗组PC12细胞活性与还原型谷胱甘肽水平升高(P < 0.05)，丙二醛水平降低(P < 0.05)，p-AKT、p-GSK-3β、Nu-Nrf2和T-Nrf2蛋白

表达升高(P < 0.05)；与丁苯酞组相比，丁苯酞联合ML385处理组PC12细胞活性与还原型谷胱甘肽水平降低(P < 0.05)，丙二醛水平升高(P < 
0.05)，Nu-Nrf2和T-Nrf2蛋白表达降低(P < 0.05)。③结果表明，丁苯酞可通过AKT/GSK-3β/Nrf2信号通路抑制氧化应激、改善细胞活性，对N-
甲基-4-苯基吡啶碘化物诱导的帕金森细胞模型具有保护作用。

关键词：网络药理学；分子对接；帕金森病；丁苯酞；氧化应激；信号通路；工程化组织构建
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0   引言   Introduction
帕金森病是一种常见的神经系统退行性疾病，据调

查显示，2015 年全球帕金森病患者约为 690 万，预计到

2040 年将增加至约 1 290 万，其发病率持续上升
[1]
。目前

对帕金森病的治疗方法包括手术、药物及物理治疗等，但

上述手段仅能延缓疾病的进展，无法达到根治目的。因此，

迫切需要进一步研究帕金森病的发病机制，以探索更有

效的干预策略、减缓帕金森病的疾病进程，从而改善帕

金森病患者的生活质量。

帕金森病的发病机制涉及免疫激活、神经炎症、线粒

体功能障碍以及溶酶体功能异常等方面，但具体机制尚未

完全明了
[2-3]

。蛋白激酶 B(protein kinase B，PKB/AKT)/ 糖

原合酶激酶 3β(glycogen synthase kinase 3 beta，GSK-3β)/ 

核 因 子 E2 相 关 因 子 2(nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2，Nrf2) 信号通路在抗氧化应激中发挥关键作用。

AKT 是一种重要的信号转导分子，其激活不仅能够促进细

胞存活和代谢，还能使 GSK-3β 磷酸化并失活，从而阻止

β-TrCP蛋白与Nrf2结构域Neh6的结合，阻止Nrf2的降解，

促进 Nrf2 转移至细胞核并增加抗氧化酶水平，减少氧化

应激对神经细胞的损伤
[4]
。

Nrf2 作为细胞中的主要抗氧化转录因子，能够感知氧

化应激并调控抗氧化酶的表达，如超氧化物歧化酶、过氧

化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶和血红素氧合酶 1，这些酶
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Abstract
BACKGROUND: D1-3-n-butylphthalide has antioxidant and anti-inflammatory effects and has been explored to have protective role in Parkinson’s disease, but 
the underlying mechanisms are unknown.
OBJECTIVE: To investigate the protective effect of D1-3-n-butylphthalide by the approach of network pharmacology, molecular docking, and cellular 
experimental validation.
METHODS: (1) Network pharmacology and molecular docking: The database was used to screen the targets of D1-3-n-butylphthalide and Parkinson’s disease. 
The intersection was taken from the construction of the target protein interaction network, and then screen the core targets. The GO and KEGG pathway 
enrichment was used to further analyze the core targets. The interaction between the target proteins and D1-3-n-butylphthalide was verified by molecular 
docking. (2) Cell validation: The passage 6 PC12 cells were divided into six groups for culture. The control group was cultured with conventional culture 
medium. The model group was cultured with N-methyl-4-phenylpyridinium iodide to induce Parkinson’s disease model. The ML385 inhibitor group was added 
with nuclear factor E2-related factor 2 inhibitor ML385 on the basis of inducing Parkinson’s disease model. The D1-3-n-butylphthalide treatment group was 
added with butylphthalide on the basis of inducing Parkinson’s disease model. The D1-3-n-butylphthalide combined with ML385 treatment group was added 
with D1-3-n-butylphthalide and ML385 on the basis of inducing Parkinson’s disease model. The D1-3-n-butylphthalide group was cultured with conventional 
culture medium containing butylphthalide alone. Cell proliferation, intracellular reduced glutathione and malondialdehyde levels, and protein expression of 
protein kinase B/glycogen synthase kinase 3β/nuclear factor E2-related factor 2 (AKT/GSK-3β/Nrf2) signaling pathway were detected.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) A total of 52 targets were screened for the intersection of drugs and disease targets, and the core targets including the matrix 
metalloproteinase 9 and GSK-3β were involved the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT and oxidative stress-related signaling pathways. The molecular 
docking binding energy of D1-3-n-butylphthalide and GSK-3β was -18.27 kJ/mol, which indicated that D1-3-n-butylphthalide had a good binding ability with 
GSK-3β. (2) Compared with the model group, the PC12 cell activity and reduced glutathione level in the D1-3-n-butylphthalide treatment group were increased 
(P < 0.05), the malondialdehyde level was decreased (P < 0.05), and the expression of p-AKT, p-GSK-3β, Nu-Nrf2, and T-Nrf2 proteins was increased (P < 0.05). 
Compared with the D1-3-n-butylphthalide group, the PC12 cell activity and reduced glutathione level in the D1-3-n-butylphthalide combined with ML385 
treatment group were decreased (P < 0.05), the malondialdehyde level was increased (P < 0.05), and the expression of Nu-Nrf2 and T-Nrf2 proteins was 
decreased (P < 0.05). (3) These results demonstrate that D1-3-n-butylphthalide can inhibit oxidative stress and improve cell activity through the AKT/GSK-3β/
Nrf2 signaling pathway, and has a protective effect on the Parkinson’s cell model induced by N-methyl-4-phenylpyridinium iodide.
Key words: network pharmacology; molecular docking; Parkinson’s disease; D1-3-n-butylphthalide; oxidative stress; signaling pathway; engineered tissue 
construction 
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在防止细胞损伤中发挥着重要作用
[5]
。因此，AKT/GSK-3β/ 

Nrf2信号通路的有效激活可提升神经细胞的抗氧化能力，

降低氧化应激引发的细胞损伤，从而在帕金森病的防治

中发挥潜在的保护作用。

丁苯酞是芹菜籽中的一种化学成分，具有重建微循

环、保护线粒体功能、抑制氧化应激和神经元凋亡等多

种药理作用。目前，丁苯酞已被应用于治疗缺血性脑卒中，

特别是在脑卒中发作后的早期阶段，可以有效减少脑缺血

区的损伤、促进神经功能的恢复
[6-9]

；此外，丁苯酞在心

力衰竭、脑损伤和糖尿病的保护作用可能与磷脂酰肌醇 3-

激酶 /AKT/Nrf2 信号通路相关
[10-12]

。因此，此次研究拟结

合网络药理学及分子对接技术，通过体外实验探讨丁苯

酞在帕金森病细胞模型中的作用及其与 AKT/GSK-3β/Nrf2

信号通路的关系，为丁苯酞在帕金森病防治中的应用提

供新的药理学依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   网络药理学、分子对接及随机对照细胞实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 9 月至 2024 年 8 月在牡

丹江医科大学基础医学院形态学实验研究室完成。

1.3   材料   大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12( 高分化型 )

购于上海酶研生物科技有限公司 (Cat.No:CC-Y3027)；丁苯

酞购于中国食品药品检定研究所；RPMI-1640 培养基、胎
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牛血清购于南京森贝伽生物科技公司；N- 甲基 -4- 苯基

吡啶碘化物 (MPP+) 购于中国阿拉丁生化科技公司；ELISA

试剂盒、CCK-8 试剂盒，购于北京普利莱基因技术有限公

司；兔抗大鼠 p-AKT、AKT、p-GSK-3β、GSK-3β、T-Nrf2、
Nu-Nrf2、GAPDH、增殖细胞核抗原抗体购于 Affinity 生物；

IgG 山羊抗兔抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公司；

Nrf2 抑制剂 ML385 购于 MedChemExpress(MCE)。
1.4   方法   

1.4.1   网络药理学与分子对接实验

丁苯酞作用靶点的筛选：以“D1-3-n-butylphthalide”

为 关 键 词， 在 PubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.

gov/) 中检索获得丁苯酞 2D 结构的 SDF 格式文件。

在 PharmMapper 数 据 库 (https://www.lilab-ecust.cn/

pharmmapper/) 上传丁苯酞 2D 结构收集靶点，设置筛选

条件为“normalized fit score ≥ 0.5”。利用 Uniprot 数据

库 (https://www.uniprot.org/) 将药物靶点名称转化为基因

名称。

 帕金森病相关靶点的筛选：分别在 GeneCards 数据

库 (https://www.disgenet.org/)、DisGeNET 数据库 (https://

www.disgenet.org/)、CTD 数据库 (https://ctdbase.org/) 以

“Parkinson’s disease”进行检索并收集帕金森病相关靶

点。筛选条件设置如下：GeneCards 数据库 (Relevance 

score ≥ 10)、DisGeNET 数 据 库 (Score_gda ≥ 0.01)、
CTD 数据库 (Inference Score ≥ 40)。对 CTD、DisGeNET、
GeneCards 数据库的帕金森病相关靶点与丁苯酞潜在药物

靶点取交集，获得丁苯酞治疗帕金森病的潜在共有靶点。

蛋白质互作网络分析：将潜在共有靶点导入 STRING

数据库 (https://cn.string-db.org/)，构建关键蛋白互作网络。

参数设置：物种 (Homo Sapiens)，其他设置为默认值。结

果通过 Cytoscape 3.10.1 进行可视化网络分析，然后利用

MCODE 算法进行拓扑分析，获得药物治疗疾病的核心靶

点。

KEGG 及 GO 富集分析：将得到的核心基因导入

David 数 据 库 (https://david.ncifcrf.gov/) 进 行 KEGG(Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) 及 GO(Gene ontology)

富集分析。其中 GO 富集分析包括细胞组分、分子功能、

生物过程分析，P < 0.05 代表富集效果显著。最后将关键

图表通过微生信 (https://david.ncifcrf.gov/) 作图进行可视

化处理。

分 子 对 接： 首 先 通 过 Pubchem 数 据 库 (https://

pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)获取丁苯酞的小分子2D结构，

并通过 MOE 2019 软件使其能量最小化。从 RCSB 蛋白结

构数据库 (http://www.rcsb.org/) 获取目标靶点蛋白的 3D

结构，通过 MOE 2019 软件去除多余的配体及水分子。最

后进行丁苯酞与目标靶点分子对接并计算结合能。

1.4.2   细胞实验  

实验分组：选取第 6 代 PC12 细胞，分 6 组培养：对

照组使用单纯的培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清、1%

青霉素 - 链霉素的 RPMI1640 培养基 ) 培养 24 h，模型组

使用含 1 mmol/L N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化物的培养基培

养 24 h( 诱导帕金森病模型 )[13]
，ML385 抑制剂组使用含 

5 μmol/L ML385[14]
、1 mmol/L N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化

物的培养基共同培养 24 h，丁苯酞治疗组使用含 1 mmo/L  

N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化物培养基培养 24 h 后更换为

含 20 μmol/L 丁苯酞的培养基培养 4 h[15]
，丁苯酞联合

ML385 处理组使用含 1 mmol/L N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘

化物的培养基培养 24 h 后更换为含 5 μmol/L ML385、 

20 μmol/L 丁苯酞的培养基共同培养 4 h，丁苯酞组使用单

独含 20 μmol/L丁苯酞的培养基培养 24 h。6组均置于 37 ℃ 

恒温培养箱内。

CCK-8 法检测细胞活力：将第 6 代 PC12 细胞接种于

96 孔板中，细胞密度为 5×103/ 孔，按照实验组处理 ( 对

照组、模型组、ML385 抑制剂组、丁苯酞治疗组、丁苯

酞联合 ML385 处理组 )。处理结束后，每孔加入 10 μL 

CCK-8 试剂置于培养箱中孵育 2 h，用酶标仪在 λ=450 nm 

条件下测吸光度值，计算细胞存活率。细胞存活率 =[( 实

验孔 - 空白孔 )/( 对照孔 - 空白孔 )]×100%，空白孔仅加

入单纯的培养基，未加入细胞。

ELISA 检测丙二醛、还原型谷胱甘肽水平：将第 6 代

PC12 细胞接种于 6 孔板中，细胞密度为 10×105/ 孔，按

照实验组处理 ( 对照组、模型组、ML385 抑制剂组、丁苯

酞治疗组、丁苯酞联合 ML385 处理组 )。处理结束后， 

2 000-3 000 r/min 离心 20 min，收集上清于新的无菌管中，

按照 ELISA 试剂说明书步骤，使用酶标仪在 450 nm 波长

处测定各孔吸光度值，计算丙二醛、还原型谷胱甘肽水平。

Western blot 检测 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路蛋白表

达：将第 6 代 PC12 细胞接种于 6 孔板中，细胞密度为

1×105/ 孔，按照实验组处理，处理结束后，检测模型组与

丁苯酞治疗组 AKT、p-AKT、p-GSK-3β、GSK-3β、T-Nrf2 蛋

白表达，检测对照组、模型组、ML385 抑制剂组、丁苯

酞治疗组、丁苯酞联合 ML385 处理组、丁苯酞组 T-Nrf2、
Nu-Nrf2 蛋白表达。每孔加入 RIPA 裂解液，提取胞内总蛋

白质，采用 BCA 法测定蛋白浓度，以 SDS-PAGE 电泳分离

蛋白，将蛋白转移至 PVDF 膜，用 5% 脱脂牛奶室温封闭

60-120 min，加入一抗 AKT、p-AKT、p-GSK-3β、GSK-3β、
T-Nrf2、Nu-Nrf2、增殖细胞核抗原、GAPDH( 稀释比例均

为 1 ∶ 1 000) 于 4 ℃孵育过夜，加入二抗室温孵育 1 h，

使用 ECL 发光试剂盒进行显影。采用 Image J 1.46 软件测

定灰度值并对条带进行分析。

1.5   主要观察指标   丁苯酞治疗帕金森病的核心靶点；丁
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苯酞与核心靶点GSK-3β的结合能力；各组 PC12细胞活力、

细胞内丙二醛与还原型谷胱甘肽水平、细胞内AKT/GSK-3β/ 

Nrf2 信号通路相关蛋白表达。

1.6   统计学分析   采用Graphpad prism 7.0软件分析数据，

结果以
 x-±s 表示，两组间比较使用 t 检验，多组间采用单

因素方差分析进行数据分析，P < 0.05 为差异有显著性意

义。该文统计学方法已经牡丹江医科大学生命科学院生

物信息学教研室生物统计学专家崔荣军教授审核。

2   结果   Results 
2.1   药物靶点、疾病靶点以及交集靶点的筛选   筛选后得

到丁苯酞靶点 203 个，获取帕金森病相关靶点，其中 CTD

数据库中共获得 1 972 个帕金森病相关蛋白，DisGeNET 中

共获得 2 078 个帕金森病相关靶点，GeneCards 中共获得

1 882 个帕金森病相关靶点。利用韦恩图将丁苯酞 203 个

靶点基因和 3 个帕金森病数据库所得基因取交集，共得

到 52 个作用靶点 ( 图 1)。

2.4   分子对接结果   利用 PDB 数据库筛选得到 GSK-3β 的

3D 结构 (PDB ID:4AFJ)，与丁苯酞进行分子对接，结果显

示丁苯酞与 GSK-3β 的结合口袋形成了合适的空间互补，

关键氨基酸包括 Arg180、Val214、Lys205。在结合口袋内，

丁苯酞与 GSK-3β 的氨基酸残基 Val214 形成疏水相互作用

力，丁苯酞与 GSK-3β 氨基酸残基 Arg180、Lys205 形成盐

桥 ( 图 4)。一般认为当结合能 < 0 kJ/mol 时，说明配体和

受体可自发结合；结合能 < -12.552 kJ/mol 时，说明配体

和受体具有一定的结合能力；当结合能 < -29.288 kJ/mol 

时，说明配体和受体具有较强烈的结合能力
[16-17]

。丁苯

酞与 GSK-3β 的结合能为 -18.27 kJ/mol，表明丁苯酞与 

图注：NBP 代表获得的丁苯酞药物靶点；CTD、DisGeNET、GeneCards
代表 3 个数据库中获得的帕金森病相关靶点。

图 1 ｜丁苯酞 -帕金森病靶点韦恩图

Figure 1 ｜ Venn diagram of D1-3-n-butylphthalide-Parkinson’s disease 
targets

图注：图 A 为丁苯酞治疗帕金森的潜在作用靶点共 52 个，颜色越深，

degree 值越高；B 为 MCODE 算法筛选出核心靶点共 26 个。

图 2 ｜丁苯酞治疗帕金森病蛋白质互作网络图

Figure 2 ｜ Protein-protein interaction network diagram of D1-3-n-
butylphthalide treatment for Parkinson’s disease2.2   药物 - 疾病 - 靶点网络构建并筛选核心靶点   将 52

个共有基因建立药物潜在靶点的蛋白质互作网络，并导入

Cytoscape_v 3.10.1 软件，利用 MCODE 算法筛选出核心靶

点共 26 个，包括基质金属蛋白酶 9、GSK-3β 等 ( 图 2)。
2.3   KEGG 及 GO 富集分析结果   将 26 个核心靶点进行

KEGG 与 GO 富集分析，进一步了解帕金森病相关的通路

及功能，将 KEGG 和 GO 富集分析中排名前 10 的结果绘

制成气泡图，KEGG 结果主要富集于磷脂酰肌醇 3- 激酶 /

AKT 等信号通路 ( 图 3A)。GO 分析结果显示，生物过程主

要包括对蛋白质磷酸化、氧化应激等反应 ( 图 3B)，分子

功能主要包括 DNA 结合转录因子活性、蛋白质结合、蛋

白激酶结合等 ( 图 3C)，细胞组分主要包括线粒体及细胞

核等 ( 图 3D)。

A

B
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图注：图 A 为 Western blot 检测 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路相关蛋白表
达免疫印迹图；B 为蛋白表达定量分析。

aP < 0.05，bP < 0.01。GSK-3β：
糖原合酶激酶 3β；Nrf2：核因子 E2 相关因子 2。
图 5 ｜模型组与丁酚酞治疗组 PC12 细胞中 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路相
关蛋白的表达
Figure 5 ｜ Expression of proteins related to AKT/GSK-3β/Nrf2 signaling 
pathway in PC12 cells in the model group and D1-3-n-butylphthalide 
treatment group

图注：
aP < 0.01，bP < 0.001。

图 6 ｜各组 PC12 细胞存活率的比较

Figure 6 ｜ Comparison of PC12 cell survival rates in each group

图注：图 A 为 KEGG 富集分析；B-D 分别为 GO 功能富集分析中的生物过程、分子功能与细胞组分；图中圆点大小代表该项目所富集的基因数目，

圆点越大所富集的基因数目越多，颜色深浅代表 P 值，颜色越深 P 值越小。

图 3 ｜丁苯酞 -帕金森病核心靶点 KEGG 通路及 GO 功能富集分析

Figure 3 ｜ KEGG pathway and GO function enrichment analysis of D1-3-n-butylphthalide-Parkinson’s disease core targets

图 注： 图 A 为 丁 苯 酞 -GSK-3β
残 基 互 作 3D 视 图；B 为 丁 苯

酞 -GSK-3β 残基互作 2D 视图。

图 4 ｜丁苯酞与糖原合酶激酶 3β 
(GSK-3β) 的分子对接结构展示图

Figure 4 ｜ Molecular docking 
structure of D1-3-n-butylphthalide 
and glycogen synthase kinase 3β 
(GSK-3β)
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GSK-3β 具有一定的结合能力。

2.5   细胞实验验证结果   

2.5.1   丁苯酞对帕金森病细胞模型 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号

通路的影响   Western blot 检测结果显示，与模型组相比，

丁苯酞治疗组 p-AKT、p-GSK-3β 和 T-Nrf2 蛋白相对表达均

高于模型组 (P < 0.01 或 P < 0.05)，见图 5。
2.5.2   丁苯酞调控 AKT/GSK-3β-Nrf2 信号通路对帕金森病

细胞模型活性的影响   CCK-8 检测结果表明，与对照组相

比，模型组细胞活性显著下降 (P < 0.001)；与模型组相比，

ML385 抑制剂组细胞活性显著下降 (P < 0.001)，丁苯酞治

疗组细胞活性明显升高 (P < 0.001)；与丁苯酞治疗组相比，

丁苯酞联合 ML385 处理组细胞活性显著下降 (P < 0.01)，

见图 6。
2.5.3   丁苯酞调控 AKT/GSK-3β-Nrf2 信号通路对帕金森病

细胞模型氧化损伤的影响   与对照组相比，模型组还原型

谷胱甘肽水平降低 (P < 0.05)，丙二醛水平升高 (P < 0.05)；

与模型组相比，丁苯酞治疗组还原型谷胱甘肽水平升高 

(P < 0.05)，丙二醛水平降低 (P < 0.05)；与丁苯酞治疗组相

比，丁苯酞联合 ML385 处理组还原型谷胱甘肽水平降低 

(P < 0.05)，丙二醛水平升高 (P < 0.05)，见图 7。
2.5.4   丁苯酞对帕金森病细胞模型 Nrf2 蛋白表达的影响   

Western blot 检测结果显示，与对照组相比，模型组 T-Nrf2
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蛋白表达降低 (P < 0.001)，丁苯酞组、丁苯酞治疗组 T-Nrf2

蛋白表达升高 (P 均 < 0.05)；与模型组相比，丁苯酞治疗

组 T-Nrf2 和 Nu-Nrf2 蛋白表达升高 (P 均 < 0.01)，ML385

抑制剂组 Nu-Nrf2 蛋白表达降低 (P < 0.01)；与丁苯酞治疗

组相比，丁苯酞联合 ML385 处理组 T-Nrf2 和 Nu-Nrf2 蛋

白表达均降低 (P 均 < 0.05)，见图 8。

通过泛素 - 蛋白酶体途径降解 Nrf2[19]
。当机体在应激条

件下暴露于有毒化合物以及活性氧后，Nrf2 信号通路会

被激活，KEAP1 或 β-TrCP 介导泛素 -蛋白酶体途径中断，

Nrf2 从 KEAP1 或 β-TrCP 的结合中释放出来并转运到细胞

核，与抗氧化反应原件 ARE 结合，从而激活 Nrf2 依赖性

基因，促进抗氧化酶和抗氧化蛋白的表达
[5]
。除此之外，

Nrf2 通路还参与调控衰老、细胞凋亡、铁死亡、线粒体

稳态等多种生理过程，因此靶向该通路是当前研究的热 

点
[21–23]

。有关脑卒中、帕金森病、阿尔茨海默病等神经系

统疾病的研究表明，通过 Nrf2 激活剂靶向激活 Nrf2 通路可

以起到保护神经元，预防或治疗相关疾病的作用
[20，24-26]

。 

AKT/GSK-3β 是调节 Nrf2 通路的重要部分，AKT 可以磷酸化

调节 GSK-3β 的活性，促进 GSK-3β 的磷酸化，同时 GSK-3β 

又可调节 Nrf2 的降解，因此 AKT/GSK-3β 调节 Nrf2 通路具

有重要意义
[27-28]

。

在帕金森病的研究中，丁苯酞作为一种潜在的治疗

药物引起了广泛关注，近年来的研究表明，丁苯酞具有

显著的神经保护作用，尤其是在缓解帕金森病相关的神

经损伤方面显示了良好前景
[29-30]

。此次实验系统性地探讨

了丁苯酞在帕金森病治疗中的潜在机制，首先利用网络

药理学进行筛选，获得丁苯酞与帕金森病相关的 52 个交

集靶点，并构建了药物 -疾病 -靶点的蛋白质互作网络，

结果显示GSK-3β在丁苯酞的作用机制中可能起关键作用。

KEGG 和 GO 富集分析结果显示，丁苯酞的核心靶点主要

富集于磷脂酰肌醇 3- 激酶 /AKT 等信号通路，参与氧化应

激等生物过程。有研究证实，磷脂酰肌醇 3- 激酶 /AKT 信

号转导失调与帕金森病的发病机制有关，在帕金森病患

者死后的多巴胺能神经元和帕金森病模型中 p-AKT 水平较

低
[31-32]

。GSK-3β 是 AKT 重要底物，受 AKT 调节，参与糖

原合成等重要过程，也有实验证明在鱼藤酮诱导的帕金森

病模型中减轻神经元损伤和运动功能障碍与 AKT/GSK-3β 

有关
[33]
。另有研究表明，激活 AKT 可使 GSK-3β 发生磷酸

化并促进转录因子 Nrf2 入核，这一过程与氧化应激和神

经变性相关
[34-35]

。Nrf2 是氧化应激反应中的关键因子，

能激活抗氧化酶的表达，有研究指出激活 Nrf2 能够抑制

氧化损伤，与帕金森病的发生发展关系密切
[36-37]

。

分子对接结果显示丁苯酞与 GSK-3β 的结合能为 

-18.3 kJ/mol，表明丁苯酞与 GSK-3β 具有一定的结合能力。

为了进一步证实丁苯酞可能调控 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通

路对帕金森病模型发挥保护作用的猜想，此次研究采用

高分化的 PC12 细胞进行实验，Western blot 检测表明，

与模型组相比，丁苯酞显著升高了 p-AKT、p-GSK-3β、T-Nrf2

的蛋白表达，提示丁苯酞可以促进 AKT 和 GSK-3β 的磷酸

化，进而激活 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路。CCK-8 和 ELISA

检测表明，丁苯酞提高 N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化物诱导

图注：图 A 为还原型谷胱甘肽水平；B 为丙二醛水平。
aP < 0.05。

图 7 ｜各组 PC12 细胞还原型谷胱甘肽和丙二醛水平的比较

Figure 7 ｜ Comparison of reduced glutathione and malondialdehyde 
levels in PC12 cells of each group

图注：Nrf2 为核因子 E2 相关因子 2。图 A 为 Western blot 检测 T-Nrf2 和

Nu-Nrf2 蛋白表达免疫印迹图；B 为 T-Nrf2 和 Nu-Nrf2 蛋白表达定量分析。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。
图 8 ｜各组 PC12 细胞 T-Nrf2 和 Nu-Nrf2 蛋白表达的比较

Figure 8 ｜ Comparison of T-Nrf2 and Nu-Nrf2 protein expressions in PC12 
cells of each group

3   讨论   Discussion
Nrf2 是细胞中最重要的转录因子之一，在细胞应对

氧化应激和维持氧化还原平衡中扮演关键角色。Nrf2 的

调控涉及到 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1/Nrf2/ARE、

磷脂酰肌醇 3- 激酶 /AKT/GSK-3β/Nrf2、c-Jun 氨基末端激

酶 /Nrf2 和核因子 kB 等多种信号转导通路
[18]
。据报道，

Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1 是调节 Nrf2 转录活性的主

要蛋白
[19]
。在正常生理条件下，Kelch 样环氧氯丙烷相关

蛋白 1 通过构象改变与 Nrf2 的 Neh2 结构域结合，促进

Nrf2 的泛素化，最终导向蛋白酶体降解
[18，20]

。GSK-3β 对

Nrf2 调控机制的研究较少，但 GSK-3β 对 Nrf2 的调控同

样具有重要意义，有研究指出 GSK-3β 通过磷酸化 Nrf2 的

Neh6 结构域促进 Nrf2 与 E3 泛素连接酶 β-TrC 结合，最终
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PC12 细胞的细胞活性，降低氧化应激标志物丙二醛水平

并提高抗氧化标志物还原型谷胱甘肽水平，但使用 Nrf2

抑制剂 ML385 后逆转了实验结果，说明丁苯酞可以通过

AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路发挥抗氧化的能力、改善 PC12

细胞活性。通过 Western blot 检测进一步探究丁苯酞调控

AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路对帕金森病模型的影响，实验

结果表明，与模型组相比，丁苯酞治疗能够促进 Nu-Nrf2

的表达，而使用 Nrf2 抑制剂 ML385 后逆转了这一结果，

提示丁苯酞极有可能活化了 Nrf2 通路并促进 Nrf2 的核

转位，进而促进抗氧化酶的表达。综上所述，丁苯酞可

能通过调节 N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化物诱导的 PC12 细

胞 AKT 和 GSK-3β 的磷酸化，进而阻止 Nrf2 的降解，促进

Nrf2 的核转位，最终促进还原型谷胱甘肽等抗氧化酶的

表达，降低细胞氧化应激水平，改善细胞活力。

既往研究表明，姜黄素、槲皮素、白藜芦醇等多酚

类药物可以调控 Nrf2 信号通路保护神经元，预防神经退

行性疾病
[38-39]

。有研究指出丁苯酞作为一种多酚类化合

物，能够调控磷脂酰肌醇 3- 激酶 /AKT、Kelch 样环氧氯

丙烷相关蛋白 1/Nrf2 等信号通路发挥神经保护作用。也

有实验表明，丁苯酞对 N- 甲基 -4- 苯基吡啶碘化物诱导

的 PC12 细胞具有保护作用，但具体分子作用机制尚不明

确
[40-41]

。CHEN 等
[40]

通过小鼠血管性痴呆模型研究发现，

丁苯酞通过激活磷脂酰肌醇 3- 激酶 /AKT 信号通路显著改

善小鼠脑组织氧化应激水平、炎症反应及细胞凋亡标志

物表达。LIU 等
[42]

研究发现，丁苯酞可以通过激活 Nrf2

信号通路来减少偏头痛小鼠模型的氧化应激和炎症反应。

与以往研究一致，此次研究结果进一步表明，丁苯酞的

神经保护作用是通过调控 AKT/GSK-3β/Nrf2 信号通路进而

增强细胞抗氧化应激的能力。

此次研究创新性地探讨了丁苯酞通过调控 AKT/GSK-3β/ 

Nrf2 信号通路抑制氧化应激、改善细胞活性的机制，为

帕金森病的治疗和药物研发提供了科学依据。但该研究

仍有一些局限性：①由于采用高分化的 PC12 细胞进行实

验，这种细胞模型虽然能够模拟神经元的部分特性，但与

真实的神经系统环境相比仍有一定差异。未来的研究需

要使用更多种类的神经元细胞模型，如鼠原代神经细胞、

人多巴胺能神经元或诱导多能干细胞模型，以更准确地

反映丁苯酞在神经元中的作用。②缺乏具体的动物实验数

据，尚无法全面验证丁苯酞在更复杂生物体中的效果和

机制。因此，未来的研究需要在动物模型中进一步验证

并探索丁苯酞在生物体内的作用机制。③丁苯酞在体外

实验中显示出良好的神经保护作用，但其长期使用对人

体的安全性仍需进一步评估。在充分了解丁苯酞的体内

作用机制和安全性后，未来的研究需要进行临床前研究，

以评估其在临床上的可行性和潜在治疗效果。
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