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【摘要】  目的　基于网络药理学、分子对接及实验验证，探究红景天苷改善高原认知功能的靶点及分子机制研究。

方法　通过SwissTargetPrediction平台筛选红景天苷相关靶点，利用Genecards数据库检索高原认知功能靶点，利用VENNY
2.1平台对红景天苷和高原认知作用靶点取交集制作韦恩图，使用STRING11.5 数据库构建蛋白互作网络图筛选关键靶

点。利用DAVID数据库进行GO分析和KEGG 通路富集分析，并通过Cytoscape3.7.2 软件进行成分-靶点-通路网络构建。

最后通过分子对接及实验研究进行初步验证。将C57BL/6J小鼠随机分成3组（每组16只）：平原对照组（Con组，无菌水灌

胃）、高原缺氧组（Hyp组，无菌水灌胃）、红景天苷组（Sal组，10 mg/kg 红景天苷灌胃）。Hyp和Sal组小鼠预防性给药3 d（每
天1次）后急进海拔4 010 m高原，缺氧暴露1 d并给药1次。收集3组小鼠海马组织，蛋白质印迹法检测相关蛋白。结果　筛

选出红景天苷靶点100个，高原认知相关基因靶点2  212个，共同作用靶点52个。红景天苷改善高原认知功能可能与

VEGFA、GAPDH、MMP-9、HRAS、FGF-2、HSP90AA1、MAPK1等核心靶点密切相关，主要涉及PI3K-Akt信号通路、

MAPK信号通路、VEGF信号通路。分子对接结果显示与红景天苷结合能力最好的是GAPDH、MMP9和VEGFA。实验研

究结果表明红景天苷通过调控Bcl-2/Bax、SRC-1、NF-κB、Beclin-1和LC3BⅡ/Ⅰ的水平改善高原认知功能。结论　红景天

苷通过调控细胞凋亡、细胞增殖、细胞自噬等相关蛋白表达水平，抑制炎症与应激反应，减轻海马神经元的凋亡与过度自

噬，从而发挥改善高原认知功能的治疗作用。

【关键词】　红景天苷　　网络药理学　　分子对接　　高原认知　　核心靶点　　信号通路
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[Abstract]   Objective　To  explore  the  targets  and  molecular  mechanisms  of  salidroside  in  improving  cognitive
function at high altitudes using network pharmacology, molecular docking, and experimental validation. Methods　The
SwissTargetPrediction platform was used to screen for salidroside-related targets, and the GeneCards database was used to
search for targets associated with high-altitude cognitive function. The VENNY 2.1 platform was used to create a Venn
diagram  showing  the  intersection  of  salidroside  and  the  targets  of  high-altitude  cognitive  function.  The  STRING11.5
database was used to construct a protein-protein interaction network diagram to screen for the key targets. The DAVID
database was used to perform the Gene Ontology (GO) analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway  enrichment  analysis,  and  a  component-target-pathway  network  was  constructed  using  the  Cytoscape  3.7.2
software platform. Furthermore, molecular docking and experimental studies were conducted for preliminary validation.
Male C57BL/6J mice were randomly assigned to three groups, a low-altitude control group (Con group) receiving sterile
water  via  intragastric  gavage,  a  high-altitude  hypoxia  group  (Hyp group)  receiving  sterile  water  via  intragastric  gavage,
and a salidroside group administered with 10 mg/kg salidroside via intragastric gavage. The Hyp group and the salidroside
group were pre-treated for 3 days (once daily) before rapid ascension to an altitude of 4 010 m. Then, the 2 groups were
exposed  to  a  hypoxic  environment  for  1  day  and  received  an  additional  treatment.  Hippocampal  tissues  were  collected
from  all  three  groups,  and  the  relevant  proteins  were  measured  by  Western  blot. Results　A  total  of  100  salidroside
targets, 2 212 high-altitude cognition-related gene targets,  and 52 common targets  were identified.  The improvement in
high-altitude  cognitive  function  by  salidroside  could  be  closely  associated  with  core  targets  such  as  VEGFA,  GAPDH,
MMP-9, HRAS, FGF-2, HSP90AA1, and MAPK1, involving mainly the PI3K-Akt, MAPK, and VEGF signaling pathways.
According  to  the  molecular  docking  results,  GAPDH,  MMP-9,  and  VEGFA  showed  the  best  binding  ability  with
salidroside.  Experimental  findings  showed  that  salidroside  improved  high-altitude  cognitive  function  by  regulating  the
levels  of  Bcl-2/Bax,  SRC-1,  NF-κB,  Beclin-1,  and  LC3BⅡ/Ⅰ. Conclusion　Salidroside  exerts  its  therapeutic  effects  in
improving high-altitude cognitive function by regulating the expression levels of proteins associated with cell  apoptosis,
cell proliferation, and cell autophagy, inhibiting inflammation and stress response, and reducing apoptosis and excessive
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autophagy in hippocampal neurons.

[Key words]　　Salidroside　　Network pharmacology　　Molecular docking　　High-altitude cognition　　

Core targets　　Signaling pathway 

随着海拔高度的上升，空气中的氧含量不断降低，从

而影响大脑的供氧与正常的生理功能，通常表现为暴露

于高海拔地区人群的认知功能受损[1]。大脑对氧气高度

敏感，缺氧时极易受损，而其正常的生理功能是产生认知

的基础。许多研究表明急性或慢性暴露于高海拔低氧环

境会导致认知功能障碍，但高原环境下发生认知功能障

碍的机制十分复杂[2]，目前暂无较好的预防和治疗方法。

中药在此领域具有独特优势，其可以通过多成分、多靶

点、多通路发挥疗效[3- 4]。

红景天苷（salidroside）为红景天中的主要活性成分，

广泛存在于红景天属的所有物种中，是一种酚类天然产

物[5]。我们课题组前期研究发现，高原低氧环境会对小鼠

脑组织中的神经元造成损伤，使氧化应激指标丙二醛和

过氧化氢含量显著升高，谷胱甘肽含量显著降低，神经递

质乙酰胆碱酯酶活力、谷氨酸含量及谷氨酸受体显著升

高，而红景天苷可以缓解高原低氧对小鼠脑组织神经元

的损伤[6]，增加海马组织尼氏小体的数量，减轻脑组织氧

化应激损伤，并通过调节神经递质水平改善小鼠的认知

功能，但红景天苷改善高原认知能力的机制需进一步探

究。网络药理学可以与中医的整体哲学理念结合起来，

辨证论治，强调从系统深入网络，构建“成分-靶点-通路”

网络图，为中药治疗疾病的机制提供科学研究方法[7- 8]。

分子对接则用于预测蛋白与药物的结合能力，并通过实

验对机制作进一步验证[9]。本研究旨在揭示红景天苷改

善高原认知功能的作用机制，为今后深入的实验研究及

药物开发提供思路。 

1     材料与方法
 

1.1    动物

健康的SPF级雄性C57BL/6J小鼠，18只，6～8周龄，体

质量（20±2） g，从斯贝福（北京）生物技术有限公司购买，

许可证号为：SCXK（京）2019-0010。动物实验经联勤保障

部队第九四〇医院伦理委员会审查通过，批准号：2022

KYLL181。 

1.2    药品与试剂

红景天苷（批号：HS181211S1），宝鸡市辰光生物科技

有限公司；灭菌注射用水（批号：M21051607A），四川科伦

药业股份有限公司；Anti-SRC-1，Anti-Beclin-1、Anti-

LC3B购自美国Cell Signaling Technolog公司；Anti-NF-κB

购自英国Abcam公司；Anti-β-actin，山羊抗鼠IgG-HRP二

抗，山羊抗兔IgG-HRP二抗，均购自Proteintech公司。 

1.3    仪器

全自动样品快速研磨仪由上海净信有限公司提供；

Western blot印迹转移电泳仪系统和ChemiDocTM MP成像

系统均来源于美国Bio-Rad公司。 

1.4    网络药理学方法 

1.4.1    红景天苷相关靶点的筛选

本研究以红景天苷为关键词，在PubChem数据库

（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/） 检索“Salidroside”，

下载红景天苷的SDF文件格式，并在SwissTargetPrediction

平台（http://www.swisstargetprediction.ch/）导入后进行靶

点预测。 

1.4.2    高原认知靶点检索及筛选

以“hypoxia Cognitive”和“plateau Cognitive”为关键

词在Genecards （https://www.genecards.org/） 数据库检索

去重获取高原认知相关靶点。 

1.4.3    红景天苷与高原认知共同靶点

将红景天苷的作用靶点与高原认知相关的靶点输入

到VENNY 2.1平台（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/

venny/），绘制韦恩图以获得交集靶点，这些交集靶点即

被认为是红景天苷在高原环境下发挥认知保护作用的潜

在靶点。 

1.4.4    蛋白相互作用网络图（PPI）的构建与分析

获取红景天苷与高原认知的交集靶点上传至

STRING11.5数据库 （https://cn.string-db.org/），物种为智

人（Homo sapiens），置信区间为0.4，下载蛋白互作TSV格

式信息，并导入Cytoscape3.7.2软件进行拓扑分析，筛选关

键靶点。 

1.4.5    富集分析

红景天苷与高原认知的交集靶点上传至DAVID数据

库（https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp），限定物种为智人

（Homo sapiens），P值小于0.05，进行GO分析和KEGG 通

路富集分析，并利用微生信平台（http://www.bioinformatics.

com.cn/）制作柱状图和气泡图。 

1.4.6    “成分-靶点-途径”的网络构建

根据以上筛选的红景天苷与高原认知的交集靶点、

富集通路，利用Cytoscape3.7.2软件进行网络图构建，表达

网络图中的相互作用关系。 
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1.4.7    分子对接

在TCMSP数据库（https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.

php）下载红景天苷的mol2结构，通过检索Uniprot数据库

（https://www.uniprot.org/）及PDB数据库（https://www.

rcsb.org/）下载所需蛋白的PDB格式并导入AutoDockTools-

1.5.6将蛋白质去水加氢，导出为PDBQT格式文件，红景天

苷小分子加氢后设置为配体进行分子对接，并借助

Pymol软件对分子对接结果进行可视化并制图。 

1.5    动物模型的建立及分组

将C57BL/6J小鼠随机分成3组(每组16只）：平原对照

组（Con组，等体积灭菌注射用水）、高原缺氧组（Hyp组，

等体积灭菌注射用水）、红景天苷组（Sal组，10 mg/kg）。

适应性喂养3 d后，各组小鼠预防灌胃给药3 d，Hyp组和

Sa l组急进青海玉树巴塘全军高原医学实验室（海拔

4 010 m）。抵达高原后，缺氧暴露时间为1 d，其间给药

1次，于给药30 min后开始实验。3组小鼠同时开始实验，

收集小鼠海马组织，冷冻保存。 

1.6    蛋白质印迹法

从冷冻的海马组织中取出50 mg左右，置于1.5 mL

EP管内，并加入预先配置好的450～550 μL组织裂解液

（高效RIPA裂解液∶PMSF体积比100∶1），随后在匀浆机

中进行匀浆处理。匀浆完成后，在冰上裂解30 min，其间

每隔10 min涡旋一次。接下来，将样本在4 ℃条件下以

12 000 r/min离心10 min，收集上清液。使用BCA法测定

蛋白质浓度后确定适当的稀释比例 ，按上清液与

4×loading buffer体积比3∶1混合均匀，并将蛋白质样品煮

沸变性后分装存放在－80 ℃冰箱中待用。对于样品电

泳，采用SDS-PAGE凝胶分离蛋白质，随后将其转移到

0.22 μm PVDF膜上。膜在含有5%新鲜脱脂奶粉的缓冲

液中于室温下封闭2 h，接着在4 ℃下与下列一抗孵育过

夜：Bcl-2（1∶1 000）、Bax（1∶1 000）、SRC-1 （1∶1 000）、

NF-κB （1∶1 000）、Beclin-1 （1∶1 000）、 LC3B（1∶1 000）

和 β-actin （1∶3 000）。通过1×TBST洗涤3次后，再与辣根

过氧化物酶标记的二抗在室温下孵育2 h。最后，使用

BIO-RAD分析仪对蛋白质水平进行量化分析。 

1.7    统计学方法

x̄± s使用SPSS 21.0软件进行统计学分析，结果以 表

示 ，组间比较采用单因素方差分析 （A N O V A ） ，以

P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    红景天苷和高原认知靶点

SwissTargetPrediction数据库检索到目标研究单体成

分红景天苷的100个靶点。以“Hypoxia Cognitive”和

“Plateau Cognitive”为关键词，在Genecards数据库检索高

原认知，去重后得到靶点2 212个。 

2.2    红景天苷和高原认知交集靶点

利用VENNY 2.1在线平台，选红景天苷的靶点和高

原认知的靶点取交集，得到红景天苷改善高原认知功能

的靶点52个，通过韦恩图可视化处理见图1。
  

48

(2.1%)

Salidroside Disease

52

(2.3%)

2 160

(95.6%)

 
图 1  红景天苷与高原认知的共同靶点韦恩图

Fig 1  Venn diagram of the common targets of salidroside and plateau
cognition  

2.3    红景天苷与高原认知交集靶点PPI网络构建

在String11.5数据库导入交集靶点分析，Cytoscape3.7.2

进行PPI互作图美化，如图2所示。PPI网络中无游离蛋

白，52个节点相互作用产生了214个蛋白互作边，平均度

值为8.23，其中，大于平均度值的靶点有16 个，在PPI网络

图中节点越大、颜色越深，对应的度值越大；连线越粗、

颜色越深，两者之间联系越紧密。主要包括：VEGFA、

GAPDH、MMP-9、HRAS、FGF-2、HSP90AA1、MAPK1、
 

 
图 2  红景天苷与高原认知交集靶点PPI网络图

Fig 2  PPI network diagram of the intersectional targets of salidroside
and plateau cognition
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GSK3B、DPP4、ADAM17、PRKCD、MMP3、FYN、

IGFBP3、PRKCB、MMP1。 

2.4    GO功能和KEGG通路富集分析

使用DAVID数据库对红景天苷在高原环境下起到认

知保护作用的52个靶点进行了GO富集分析（P<0.05）。

获得生物过程（BP）、细胞组分（CC）、分子功能（MF）分

别为 127、35、36 条，利用微生信工具对Count 值前10位

作图，见图3。由图可得BP主要富集在胶原蛋白分解代谢

过程、细胞外基质分解、蛋白质水解、蛋白质磷酸化、肽

基丝氨酸磷酸化、细胞迁移的正调控等；CC主要富集在

质膜、细胞质、细胞外外泌体、细胞外区；MF主要富集在

内肽酶活性、金属内肽酶活性、蛋白激酶C活性、蛋白质

丝氨酸/苏氨酸激酶活性等。利用DAVID数据库对交集

靶点进行KEGG富集分析（P<0.05），得到72条信号通路，

利用微生信工具对前30位进行作图，结果见图4。可知主

要与Rap1信号通路、PI3K-Akt信号通路、IL-17信号通
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图 3  Go 功能富集分析

Fig 3  GO function enrichment analysis
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图 4  KEGG信号通路富集分析（前30位）

Fig 4  KEGG signaling pathway enrichment analysis (top 30)
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路、钙信号通路、RAS信号通路、HIF-1信号通路、TRP通

道的炎症介质调节、M A P K信号通路、G n R H分泌、

VEGF信号通路、血管平滑肌收缩、鞘脂信号通路、脂质

和动脉粥样硬化、雌激素信号通路等有关。 

2.5    红景天苷-靶点-通路网络

将红景天苷与高原认知的交集靶点和KEGG富集的

通路构建红景天苷-靶点-通路网络见网络资源附件附图1。

左侧部分表示红景天苷与高原认知交集靶点，右侧部分

表示富集通路，由图可推测，红景天苷的活性成分可能通

过作用于VEGFA、GAPDH、MMP-9、HRAS、FGF-2、

HSP90AA1、MAPK1等靶点作用于PI3K-Akt信号通路、

MAPK信号通路、VEGF信号通路等影响细胞代谢和凋亡。 

2.6    分子对接

将筛选出度值排名靠前的靶点受体蛋白与红景天苷

配体进行分子对接。结果显示，配体与受体蛋白对接的

结合自由能均为负值，说明受体分子与配体分子的结合

活性较好。数值越小，两者之间的亲和力越大，结合力最

强的是GAPDH、MMP-9和VEGFA，其结合能力分别为

－5.94、－5.03、－4.71 kcal/mol。利用PyMOL软件对其

进行可视化处理，分析表明红景天苷与GAPDH共形成

3个氢键，红景天苷与MMP-9共形成4个氢键，红景天苷与

VEGFA共形成3个氢键。核心靶点蛋白结合较稳定分子

对接3D模型见图5。 

2.7    红景天苷对小鼠海马体凋亡相关蛋白的影响

神经元受损甚至凋亡会对学习及记忆产生严重影响。

如图6所示，与Con组比较，Hyp组小鼠海马中Bcl-2/Bax的

表达下调了38.29%（P<0.05），与Hyp组比较，Sal组小鼠海

马中Bcl-2/Bax的表达上调了60.51%（P<0.05）。结果表明

高原低氧环境会促进小鼠脑组织神经元的凋亡，而红景

天苷可以抑制神经元的凋亡。 

2.8    红景天苷对小鼠海马体SRC-1和NF-κB表达的影响

结果如图6所示，与对照组（Con组）相比，高原低氧组

（Hyp组）小鼠的海马组织中SRC-1的表达水平上调了

2.0倍（P < 0.01）。NF-κB的表达上调了42.55%（P<0.05）；

与Hyp组比较，Sal组小鼠海马中SRC-1的表达下调了

 

A

B

C

 
图 5  红景天苷与核心靶点的分子对接

Fig 5  Molecular docking of salidroside with the core targets

A, Salidroside binds to GAPDH; B, salidroside binds to MMP-9; C,

salidroside binds to VEGFA.
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图 6  红景天苷对Bcl-2/Bax表达的影响

Fig 6  Effects of salidroside on Bcl-2/Bax expression

n=3. * P < 0.05, ** P < 0.01, vs. Con group; # P < 0.05, ## P < 0.01, vs. Hyp group.
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46.10%（P<0.05），NF-κB的表达下调了26.10%（P<0.05）。

结果表明高原低氧环境会促进小鼠海马组织中SRC-1和

NF-κB的表达，而红景天苷可以逆转这些变化。 

2.9    红景天苷对小鼠海马体自噬相关蛋白表达的影响

结果如图6所示，与Con组比较，Hyp组小鼠海马中

LC3BⅡ/Ⅰ的表达上调了26.19%（P<0.05），Beclin-1的表

达上调，但差异无统计学意义；与Hyp组比较，Sal组小鼠

海马中LC3BⅡ/Ⅰ的表达下调了26.74%（P<0.01），Beclin-

1的表达下调了18.82%（P<0.05）。结果表明高原低氧环

境下小鼠脑组织神经元过度自噬，而红景天苷可以抑制

过度自噬。 

3     讨论

人体脑组织是机体主要的耗氧器官，缺氧时极易受

损。因此高原低氧环境会对记忆、睡眠等与脑相关的功

能造成影响。海马体是大脑中学习和记忆储存的重要区

域，因此海马神经元的结构和功能备受关注[10]。有研究表

明，急性高原缺氧下大鼠海马体严重受损，锥体细胞数量

减少，色酸性凝结和神经变性，记忆能力受到严重影响[11]。

虽然现已经充分证明不同海拔高度和持续时间对记忆功

能有不同程度的损伤[12]，但现有的药物还不能满足预防

和治疗的需求。红景天苷是从红景天根茎中分离出的主

要活性成分之一，其对神经保护的研究已较为广泛，因其

具有副作用小的优点，可以作为治疗神经系统疾病的潜

在候选药物。课题组发现红景天苷具有改善高原低氧环

境下小鼠认知功能的作用[6]。

本研究采用网络药理学方法筛选得到红景天苷与

高原认知共同作用靶点 5 2个 ，并挖掘出 V E G F A、

G A P D H、 M M P - 9、 H R A S、 F G F - 2、 H S P 9 0 A A 1、

MAPK1等核心靶点，这些核心靶点与血管生成、细胞凋

亡、细胞信号转导和应激反应等密切相关[13-17]。分子对

接的结果显示红景天苷与GAPDH、MMP-9和VEGFA的

结合能力最好。GO功能和KEGG通路富集分析发现红

景天苷可能参与细胞外基质分解、蛋白质水解、蛋白质

磷酸化、细胞迁移的正调控等生物过程调控PI3K-Akt信

号通路、MAPK信号通路、VEGF信号通路。这些信号通

路调节细胞增殖、代谢、自噬和凋亡等过程 [18-20 ]。Bcl-

2和Bax是调节细胞凋亡的关键蛋白。N-甲基-D-天冬氨

酸（NMDA）受体是谷氨酸神经传递的中枢介质，已有证

据表明SRC家族可通过磷酸化NMDA通道复合物中的

某些蛋白质上调NMDA受体的功能 [21]。NMDA亚型受

体的刺激会导致IκB-α的选择性降解，进而增加NF-κB的

释放和核转位[22]。同时SRC的S-亚硝基化可以调节神经

元中关键激酶的活性，而这些激酶又是已知的NF-κB调

节剂[23]。在CNS疾病中的NF-κB升高可能会直接激活凋

亡过程[24]，同时研究显示在神经退行性疾病中往往伴随

着自噬相关蛋白的改变。本文将根据网络药理学与分

子对接筛选的结果采用Western blot实验测定相关蛋白

的表达进行验证来探究红景天苷改善高原认知功能的

作用机制。在本研究中，Hyp组中Bcl-2/Bax的表达显著

下调，而给予红景天苷后Bcl-2/Bax的表达显著增多，可

见红景天苷可以显著减少神经元的凋亡，保护海马神经

元免受急性高原缺氧损伤。Hyp组中SRC-1、NF-κB的表

达显著上调，而给予红景天苷则可以显著逆转这种变

化，表明红景天苷通过减轻兴奋性毒性来保护海马神经

元免受急性高原低氧损伤。

细胞自噬是指细胞内部的一种降解过程，在此过程

中，部分细胞质成分被包裹进自噬体中，并在自噬体与

溶酶体融合后降解蛋白质及细胞结构。自噬功能障碍

会导致神经元细胞内环境失衡，并增加个体罹患神经退

行性疾病或神经精神疾病的易感性。学习与记忆的缺

陷与自噬活动及其调控机制的异常紧密相关；而过度激

活的自噬则可能导致啮齿类动物出现认知功能损害。

在自噬体成熟的过程中，LC3家族成员经由ATG4蛋白酶

进行切割、脂修饰并嵌入至成熟的自噬体膜上，其中

LC3B是最主要的形式。Beclin-1被认为是自噬体形成的

关键调节因子 [25]。自噬与神经元细胞的凋亡密切相关，

两者之间可能存在一个共同的调节因子，抗凋亡蛋白

Bcl-2与Beclin1结合以阻止自噬。异常的自噬促进了凋

亡级联反应的启动，最终引发了神经元的死亡。本研究

的结果显示，与平原对照组相比，高原组小鼠脑组织海

马神经元LC3BⅡ/Ⅰ的表达显著增多，Beclin-1的表达上

调，表明过度自噬所引起的海马区神经元损伤可能是高

原低氧环境下小鼠记忆损伤的一个因素。而红景天苷

抑制了Beclin-1和LC3B的过度表达，可见红景天苷可以

通过抑制过度自噬来改善高原低氧环境造成的小鼠记

忆损伤。

综上所述，本研究采用网络药理学方法探究了红景

天苷改善高原认知功能的核心靶点与潜在的信号通路，

并利用分子对接技术验证红景天苷与核心靶点的结合能

力。实验从细胞凋亡、细胞增殖、细胞自噬三方面验证

红景天苷改善高原认知功能的相关蛋白表达水平，可能

通过PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路、VEGF信号通

路等参与了炎症与应激反应，抑制了海马体神经元的凋

亡与过度自噬。这为红景天苷开发为高原低氧认知能力

的潜在治疗药物提供了新的理论支撑。
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