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土家药天珠散防治血管性痴呆的有效成分与
作用机制研究
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［摘要］ 采用双侧颈总动脉永久结扎复制慢性低灌注型血管性痴呆大鼠模型，常规饲养 60 d 后灌胃给予天珠散 0. 1 g·
kg －1，给药体积 0. 02 mL·g －1，连续 3 d，制备含药血清; 采用 UPLC 检测天珠散入血成分并推测其结构; 使用 Discovery Studio
3. 5 软件进行反向找靶，并将获得的潜在靶标基因在线提交 DAVID 数据库进行基因富集分析。该文共推断获得天珠散 5 个

入血成分，鉴定其中 4 个成分为 parishin B，parishin C，parishin，偏诺皂苷元-3-O-α-L-吡喃鼠李糖基-( 1→2) -β-D-葡萄糖苷; 经反

向找靶，获得 Fit value≥0. 6 的药效团模型 861 个，从 KEGG，BIOCAＲTA 获得经文献验证的信号通路 Cytokine-cytokine receptor
interaction，Apoptosis 等 9 条，提示天珠散改善血管性痴呆的药理作用与机制可能与上述入血成分及相关信号通路有关。对于

少数民族传统经验方，在药效验证的前提下，综合采用血清药物化学、计算机辅助药物设计、系统生物学等技术，将有益于民

族效验方物质基础、作用机制的快速发现。
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Study on active ingredient and mechanism in preventing vascular
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［Abstract］ To make clear of the absorbed components of Tianzhusan ( TZS) and its possible mechanism in preventing vascular de-
mentia ( VD) ，the rats' models of VD were prepared by a permanent ligation of the bilateral common carotid arteries. After 60 days，
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rats were administrated with TZS for 0. 1 g·kg －1，and the volume is 0. 02 mL·g －1. After 3 days，the medicated serum was prepared
and detected by UPLC，and then we predicted the possible chemical structure of the absorbed components of TZS. According to the ab-
sorbed components，the potential targets of TZS were found by ligand profiling of Discovery Studio 3. 5. All of these target genes were
submitted to DAVID on-line for gene set enrichment analysis ( GSEA) . The 5 absorbed components of TZS have been predicted，and
four of them have been identified as parishin B，parishin C，parishin，pennogenin-3-O-α-L-rhamnopyranosy-( 1→2 ) -β-D-glucoside.
Through reverse finding targets，we got 861 pharmacophore models and 9 pathways from KEGG，BIOCAＲTA after document verifica-
tion. These results showed that the efficacy mechanism of TZS on VD perhaps were be related with these absorbed components and
pathways. If the traditional herbs could be proved effective by efficacy tests，the serum pharmacochemistry，computer-aided drug de-
sign，system biology and other technologies can be used in the next experiments，which will be beneficial to fast discovery of material
basis and mechanisms of traditional medicine coming form ethnic minorities.
［Key words］ Tianzhusan; serum pharmacochemistry; vascular dementia; pharmacohore models; mechanism

doi: 10． 4268 /cjcmm20151333

民族药是我国少数民族使用的，以本民族传

统医药理论和实践经验为指导的植物、动物及矿

物类药 材，也 包 括 少 数 民 族 习 惯 使 用 的 天 然 药

物，具有鲜 明 的 地 域 性 和 民 族 传 统［1］。在 遵 循

“物质基础基 本 清 楚”、“作 用 机 制 基 本 清 楚”与

安全可控的中药研发创新普适原则［2］基础上，作

者提出了“药效物质基础清楚”、“作用机制基本

清楚”与“民族药理论与经验特征基本清楚”的民

族药研究 3 个原则，以强调民族医药的“个性”研

究; 而在经验处方发现-处方评价-活性成分发现-
作用机制阐明的传统药物研发进程中，不断融合

新技术、新 方 法，以 使 理 论 寻 据、处 方 验 证、成 分

辨识、机制分析的民族药创新链条“环环相扣”、
“别样生姿”，是现今加速民族药原始积累，迎赶

基于天然药物的新药创制时代的必然路径。
天珠散( TZS) 出自《鄂西药物志》，是土家族用

于防治“脑衰”病的特色方药，由头顶一颗珠( 延龄

草 Trillium tschonoskii Maxim. 根茎，又名延龄草) 、
天麻( 天麻 Gastrodia elata B1 根茎) 组成。基于土家

族医学对脑衰病“玍毒内生，脑筋不用”病机认识［3］

及“理阴化毒”治则，本课题组进行了 TZS 防治血管

性痴呆的实验探索，基本明确了其改善慢性低灌注

型血管性痴呆大鼠的非陈述性记忆能力、促进神经

递质合成、保护脑细胞的药理作用［4］，做到了“理论

寻据”与“处方验证”的民族医药理论特色讲清楚，

本文将报道融合中药血清药物化学、计算机辅助药

物设计、系统生物学技术在天珠散活性成分辨识、作
用机制方面的研究工作。
1 材料

Waters ACQUITY UPLC 超高效液相色谱系统，

Waters SYNAPT MS 质 谱 系 统，ACQUITY UPLC
COＲTECS C18

+ 色谱柱( 2. 1 mm ×50 mm，1. 6 μm) ，

美国 Waters 公司; Discovery Studio 3. 5，美国 Accel-
rys 公司。乙腈、甲醇为色谱级，Fisher 公司，其他试

剂均为分析纯。
天珠散由天麻、延龄草组成，药材购于河北省安

国市药材市场，经北京中医药大学中药鉴定系杨瑶

珺教授鉴定分别为兰科天麻属多年生草本植物天麻

G. elata 的 干 燥 块 茎、百 合 科 植 物 延 龄 草 T.
tschonoskii 的干燥根茎。天珠散经济南倍力粉技术

有限公司制备超微粉( 300 目) 。
SD 大鼠，雄性，体重( 200 ± 20) g，SPF 级，北京

维通利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司，合 格 证 SCXK
( 京) 2012-0001。
2 方法

2. 1 天珠散药液的制备 按比例分别称取天麻、延
龄草合并，加 8 倍量 70% 乙 醇 超 声 提 取 3 次，45
min /次，合并滤液，减压浓缩至浸膏，备用。
2. 2 血管性痴呆模型的制备 大鼠禁食不禁水 12
h，10%水合氯醛麻醉( 0. 35 mL 每 100 g 体重) ，仰

卧位固定，75% 乙醇消毒后，剪开大鼠颈部外皮，剥

离肌肉，分离双侧颈总动脉，用手术线永久结扎颈总

动脉复制脑缺血所致学习记忆障碍大鼠模型，假手

术组大鼠只分离颈总动脉，不结扎［5］。
2. 3 含药血清的制备

造模完成并饲养 60 d，大鼠随机分为模型组和

TZS 组。模型组大鼠灌胃给予蒸馏水，TZS 组给予

TZS 药液 0. 1 g·kg －1。各组均按 0. 02 mL·g －1 体

重剂量连续给药 3 d，2 次 /d，末次给药 1 h 后，10%
水合氯醛麻醉( 0. 35 mL 每 100 g 体重) ，腹主动脉
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采血。所得血液以 3 500 r·min －1，离心 10 min，血

清加入 5 倍量乙腈，涡旋 1 min，超声震荡 10 min
后，置离心机 5 000 r·min －1，离心 10 min，取上清

液，40 ℃空气吹干，残渣以 0. 5 mL 甲醇复溶，混悬

液置离心机 1 万 r·min －1，离心 10 min，上清液过

0. 22 μm 滤膜，即得。
2. 4 天珠散入血成分检测与结构鉴定 色谱条件:

ACQUITY UPLC COＲTECS C18
+ 色谱柱( 2. 1 mm ×

50 mm，1. 6 μm) ; 流速 0. 3 mL·min －1 ; 流动相乙腈

( A) -水( B) ，梯度洗脱，0 ～ 5 min，95% ～ 70% A;

5 ～ 10 min，70% ～ 65% A; 10 ～ 15 min，65% ～ 25%
A。

质谱条件: 离子化模式电喷雾负离子; 毛细管电

压 3 000 V; 锥孔电压 30 V ( MS) ; 除溶剂温度 450
℃ ; 除溶剂气体 800 L·min －1 ; 离子源温度 120 ℃ ;

采集范围 m/z 100 ～ 1 500; 碰撞气体氩气。
2. 5 Discovery Studio 反向找靶 经 2. 4 项下确定

的 TZS 入血成分，结合文献调研，补缺数据，加入

天麻素( gastrodin ) 。ChemDraw Ultra 8. 0 软 件 构

建分子结构，并用 Discovery Studio 3. 5 中 Prepare
Ligands 模 块 生 成 三 维 结 构。运 用 Discovery Stu-
dio 3. 5 的 Ligand Profiler 模 块，对 化 合 物 进 行 基

于药 效 团 数 据 库 PharmaDB 的 反 向 找 靶: 选 择

FAST 参数生成最低能量构象，能 量 阈 值 20 kcal
·mol － 1，刚 性 匹 配，根 据 FitValue 筛 选。一 般 认

为 FitValue 越高，则化合物与该靶标的匹配可能

性越高，据此药效团模型可推测天珠散入血成分

可能的作用靶标。
2. 6 天珠散抗血管性痴呆的作用机制预测 选择

FitValue≥0. 6，来源为人( Homo sapiens) 的靶标，将

上述靶标的 Gene symbol 在线提交给 DAVID 数据库

( http: / /david. abcc. ncifcrf. gov) 进行基因富集分析。
经文献验证，剔除与 VD 无关 pathway。
3 结果

3. 1 天珠散入血成分的发现与鉴定 通过对比给

药后血清、空白血清和 TZS 药液在阴离子模式下的

总离子流图，发现 5 个入血成分，推断这 5 个成分为

TZS 的原型入血成分，见图 1，表 1。

A. TZS; B. 空白血清; C. 含药血清。

图 1 阴离子模式下样品 UPLC-ESI-Q-TOF-MSE 总离子流图

Fig. 1 UPLC-Q-TOF-MSE TIC of sample in negative mode

·0762·



周文斌等: 土家药天珠散防治血管性痴呆的有效成分与作用机制研究

表 1 TZS 各化学成分 UPLC-ESI-TOF-MSE 数据及结果推测

Table 1 Mass data for possible chemical structure of TZS extract by UPLC-ESI-Q-TOF-MSE

峰号 t /min ( － ) MS( m/z) ( － ) MSE ( m/z) 化合物

1 2. 43 727. 183 5［M － H］－ ，1 455. 410 8
［2M －H］－

459. 116 1［M －H －286］－ ，441. 103 0［M －H －286 － H2

O］－ ，423. 086 6［M － H － 286 － 2H2 O］－ ，397. 111 3，

369. 123 7

parishin B

2 2. 43 727. 183 5［M － H］－ ，1 455. 410 8
［2M －H］－

459. 116 1［M －H －286］－ ，441. 103 0［M －H －286 － H2

O］－ ，423. 086 6［M － H － 286 － 2H2 O］－ ，397. 111 3，

369. 123 7

parishin C

3 3. 31 995. 269 0 ［M －H］－ ，1 031. 287 0
［M +Cl］－

727. 203 4［M － H － 286］－ ，459. 155 5［M － H － 2 ×
286］－ ，441. 103 0［M － H － 286 － H2 O］－ ，423. 086 6
［M －H －286 －2H2O］－ ，397. 111 3，369. 123 7，

parishin

4 4. 28 1 017. 380 7［M － H］－ ，1 053. 386 6
［M +Cl］－ ，1 063. 425 3［M +HCOO］－

885. 383 2［M － H － 132］－ ，753. 330 1［M － H － 2 ×
132］－ ，607. 310 1［M － H － 2 × 132 － 146］－ ，445. 180 0
［M －H －2 ×132 －146 －162］－

unknown

5 8. 11 737. 386 7［M － H］－ ，773. 391 7
［M +Cl］－ ，783. 397 5［M +HCOO］－

591. 355 2［M － H － 146］－ ，429. 083 4［M － H － 146 －
162］－

偏诺皂苷元-3-O-α-L-吡喃鼠李糖基-
( 1→2) -β-D-葡萄糖苷

峰 1，2 在负离子质谱图中均显示 m/z 727. 183 5
［M －H］－ ，1 455. 410 8［2M － H］－ ，推测其分子式可

能为 C32H40O19，均有 m/z 459. 116 1［M － H －286］－ ，

是失去天麻素残基得到的碎片离子，以及来自叔醇

羟基脱水和酯苷键水解后产生的游离羧基所表现的

脱二氧化碳或邻二羧基的脱水峰 m/z 441. 103 0，

423. 086 6，397. 111 3，369. 123 7。结合参考文献

［6］推测峰 1，2 可能为 parishin B 或 parishin C; 峰 3
在负离子质谱图中显示 m/z 995. 269 0［M － H］－ ，

1 031. 287 0［M + Cl］－ ，推测其分子式可能为 C45H56

O25，含有 m/z 727. 203 4［M － H － 286］－ ，459. 155 5
［M － H －2 × 286］－ 连续失去 2 个天麻素残基得到

的碎片离子，以及与峰 1，2 表现相似的离子峰 m/z
441. 110 7，423. 154 8，397. 133 4，369. 116 6，结合参

考文献［6］推测峰 3 可能是 parishin; 峰 4 在负离子

质谱 图 中 显 示 m/z 1 017. 380 7 ［M － H］－ ，

1 053. 386 6［M + Cl］－ ，1 063. 425 3［M + HCOO］－ ，

说明 m/z 1 017. 380 7［M － H］－ 是其分子离子峰，推

测其 分 子 式 可 能 是 C48 H78 O22，有 m/z 885. 383 2
［M － H －132］－ ，753. 330 1［M － H － 2 × 132］－ ，

607. 310 1［M － H － 2 × 132 － 146］－ ，445. 180 0
［M － H －22 × 132 － 146 － 162］－ 碎片峰，推测该化

合物可能是依次连有 2 个五碳糖、1 个甲基五碳糖、
1 个六碳糖的苷类成分，查阅文献未找到与其匹配

的化学成分，仅能根据其裂解规律推测其可能结构;

峰 5 在 负 离 子 质 谱 图 中 显 示 m/z 737. 386 7

［M － H］－ ，773. 391 7［M + Cl］－ ，783. 397 5［M +
HCOO］－ ，推测其分子式可能是 C39H62O13，且其质谱

图中含有 m/z 591. 3552［M － H － 146］－ ，429. 083 4
［M －H －146 －162］－ ，推测其含有1 个甲基五碳糖，1
个六碳糖，比对文献查阅得到的 TZS 可能含有的化学

成分，推测该化合物可能为偏诺皂苷元-3-O-α-L-吡喃

鼠李糖基-( 1→2) -β-D-葡萄糖苷。上述推测结构见

图 2。
3. 2 天珠散作用靶标预测 经 Discovery Studio 3. 5
反向找靶，TZS 已知的入血成分 parishin B，parishin C，

parishin，偏诺皂苷元-3-O-α-L-吡喃鼠李糖基-( 1→2) -β-
D-葡萄糖苷及 gastrodin 的药效团模型约2 000个。其

中，Fit value≥0. 6 的药效团模型有861 个。
3. 3 天珠散抗血管性痴呆的机制预测 选取来自

KEGG 和 BIOCAＲTA 2 个 pathway 数据库，共富集获

得 P ＜ 0. 05 的信号通路 21 条，经文献验证与血管性

痴呆有关的 pathway 9 条，占富集信号通路总数的

42. 86%，结果见表 2。
4 讨论

血清药物化学是以药物化学的研究手段和方法

为基础，结合各种现代仪器分析技术对口服中药

( 民族药) 后血中移行成分分析、推测以及鉴定的方

法，它以人体对药物的作用为首要考虑。中药( 民

族药) 口服后，在人体经过吸收、分布、代谢及排泄

等过程，最后吸收入血的中药( 民族药) 原型、代谢

成分以及在药物与人体作用过程产生的内源性物质
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偏诺皂苷元-3-O-α-L-吡喃鼠李糖基-( 1→2) -β-D-葡萄糖苷( P1-M) 。

图 2 峰 1，2，3，4，5 可能的化学结构

Fig. 2 The possible structure of peak 1，2，3，4 and 5

表 2 信号通路富集与天珠散作用机制预测

Table 2 The enrichment of pathway and mechanism prediction

of TZS

数据库 信号通路 分值 P

KEGG cytokine-cytokine receptor interaction 24 0. 001
KEGG apoptosis 12 0. 001
KEGG toll-like receptor signaling pathway 13 0. 001
KEGG mAPK signaling pathway 23 0. 003
KEGG NOD-like receptor signaling pathway 9 0. 005
KEGG chemokine signaling pathway 17 0. 007
KEGG ECM-receptor interaction 9 0. 029
KEGG Wnt signaling pathway 13 0. 031
BIOCAＲTA signal transduction through IL1Ｒ 6 0. 036

才可能是其真正起效的成分。深入研究血中移行成

分，探明其直接作用物质，将成为快速、准确研究中

药( 民族药) 药效物质基础的有效途径［7］。本研究

在给药后大鼠血清中共得到 5 个 TZS 入血成分，推

测了其中 4 个成分，均为 TZS 原型成分，其中 3 个来

自天麻，2 个可能来自延龄草。在已推测出结构的

成分中，parishin C 在精神系统疾病方面显示一定的

活性，它可以通过激活 5-羟色胺受体活性来减弱苯

环哌啶导致的分裂样精神病［8］。其对精神系统的

治疗作用从另一方面验证了实验的可靠性。
药效团模型是一个包含药物生物活性所必要的

所有特性的结构，这些特性主要包括物理化学特征

及其在空间分布［9］。药效团模型是一种非常有效

的计算机辅助药物设计技术，随着化合物数据库和

计算机技术的发展，已成为发现先导化合物的重要

手段之一。本实验对血清药物化学检测得到的 TZS
入血成分采用基于配体的药效团模型，进行反向找

靶，可以有针对性地对入血的化合物进行药理活性

分布预测［10］。
VD 是目前唯一可防治的老年期痴呆［11］，其以

缺血缺氧性或出血性脑损伤造成的病理组织学损伤

和进行性智能减退为特征。海马是学习记忆的重要

结构，且对脑缺血缺氧极其敏感; 脑缺血缺氧易致海

马神经元凋亡，学习记忆能力下降。目前普遍接受

的关于 VD 的发病机制包括胆碱系统功能障碍( 乙

酰胆碱缺乏或胆碱乙酰转移酶活性减少) 、神经突

触改变( 突触可塑性下降) 、兴奋性氨基酸毒性损

伤、氧化应激损伤和神经细胞凋亡等［12］。新的研究

显示脑血管改变可能参与了神经功能障碍和认知障

碍，由缺血缺氧、氧化应激、炎症等因素介导的血管

内皮功能障碍和神经血管单元解耦合，导致血脑屏

障渗透增加，血浆白蛋白渗出增多，组织水肿和脑白

质损伤，神经元受损或凋亡，最终引起认知障碍和神

经退行性改变［13］。本文综合采用反向找靶、系统生

物学技术获得天珠散可能影响的信号通路 9 条，以

落中靶标最多的 cytokine-cytokine receptor interaction
( P ＜ 0. 001) 与 MAPK signaling pathway( P ＜ 0. 003 )

为例，前者 VEGF［14］，TGFβ1
［15］已被证实与 VD 的发

生有关联。VEGF( vascular endothelial growth factor，
血管内皮生长因子) 是驱动内皮细胞 ( endothelial
cell，ECs) 反应的主要介质，能促进血管生成和内皮

祖细胞( endothelial progenitor cells，EPCs) 归巢; 缺
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氧和 轻 度 氧 化 应 激 反 应 能 刺 激 血 管 ECs 分 泌

VEGF［16］; VEGF 在神经元发育中同样具有重要作

用，在生理或病理条件发挥神经保护作用，刺激轴突

再生作用［17］。内皮细胞能检测和感应血源性免疫

信号和黏附分子表达，识别同源免疫细胞通过血管

附着、迁移入脑，承担对正常脑组织的免疫监视和脑

损伤后的免疫反应。血管周围的巨噬细胞、内皮细

胞和神经胶质细胞调节趋化因子、细胞因子的表达，

并能调控白细胞在血脑屏障的转运［18］。TZS 入血

成分则可能参与调控 IL-1β，IL-8，IL-3，IL-10，TNFβ
等诸多炎性因子生成与释放。已有临床报道显示，

血管性痴呆患者大脑海马 CA1 区 TrkA 存在低表

达［19］，而额叶皮质有 Tau 的高表达［20］现象，TZS 调

控 MAPK signaling pathway 中的 TNF /p38 /ATF-2 或

MEKK1 /cJUN 等通路参与脑缺血后神经细胞等的

增殖、分化与炎症反应，并最终调控细胞凋亡。
综上，在药效确切的前提下，本文综合采用血清

药物化学、计算机辅助药物设计、系统生物学等技

术，对土家族效验方天珠散进行了活性成分群辨识

与作用机制预测，对后续研究有重大提示作用。据

此提示，不断融合和引入现代最新研究技术与方法，

完善处方发现与评价、成分辨识与分离、组方优化与

成药性分析各环节基础工作，将有益于中药( 民族

药) 复方物质基础、作用机制的快速发现。
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