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摘　要：基于网络药理学、分子对接技术及细胞实验，探讨淫羊藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）在延缓皮肤光老化中的作用及潜在
机制。利用ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ和ＧｅｎｅＣａｒｄ等数据库筛选ＩＣＡ的潜在作用靶点；通过ＯＭＩＭ和ＤｒｕｇＢａｎｋ等数据库
获取皮肤光老化相关靶点，并将两者共有的靶点导入ＳＴＲＩＮＧ数据库进行分析，并运用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件构建蛋
白互作网络。进一步使用 ＤＡＶＩＤ数据库进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析，明确其关键信号通路。利用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２．６
软件对ＩＣＡ与核心靶点进行对接验证。最后，通过细胞实验对关键靶点进行验证。网络药理学分析得出，ＩＣＡ与皮
肤光老化相关的潜在靶点共１２３个，其中有１０个关键核心靶点，包括 Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ２）和
半胱天冬酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）等。ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析显示，这些靶点主要涉及磷
脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）等信号通路。分子对接结果
显示，ＩＣＡ与靶点ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ３具有较强的结合活性。细胞实验结果表明，ＩＣＡ可显著抑制ＨａＣａＴ细胞衰老和凋
亡。此外，与中波紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＢ，ＵＶＢ）组相比，ＩＣＡ组，ＢＣＬ２相关 Ｘ蛋白（ＢＣＬ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ）、
剪切的Ｃａｓｐａｓｅ３（ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）蛋白表达水平降低，而磷酸化ＰＩ３Ｋ（ｐＰＩ３Ｋ）、磷酸化ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）、ＢＣＬ２的蛋
白表达水平显著升高。综上，ＩＣＡ通过调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制细胞凋亡，进而延缓皮肤光老化。
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　　皮肤老化是生物体内一种普遍且不可避免的自
然规律［１］。皮肤老化主要分为内源性衰老和外源

性衰老［２］。外源性老化最重要的诱因是紫外线照

射。皮肤长期受到紫外线照射，会出现粗糙、松弛、

皱纹以及局部色素沉着等表现，甚至可能诱发良性

或恶性肿瘤［３］。中波紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＢ，ＵＶＢ）主
要作用于皮肤的表皮和真皮浅层，是导致皮肤光老

化的重要原因之一［４］。

皮肤主要由表皮、真皮和皮下组织组成。在表

皮中，角质形成细胞（ＨａＣａＴ）是最丰富的细胞类型，
约占表皮细胞总数的９０％［５］。角质形成细胞不仅

是表皮的主要结构细胞，也是皮肤防御紫外线辐射

的关键细胞类型［６］。

淫羊藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）是淫羊藿的主要活性成
分，具有抗炎、抗氧化、延缓衰老和抗肿瘤等多种药

理作用［７］。ＩＣＡ还可以通过抗炎、抗氧化等多种途
径有效延缓紫外线诱导的皮肤衰老［８，９］。课题组已

证实 ＩＣＡ具有延缓生殖衰老和皮肤自然衰老的药
理作用［１０，１１］。然而，目前对于其在光老化领域的潜

在作用以及相关机制尚未进行深入探讨。因此，本

研究借助网络药理学及分子对接技术，并通过构建

ＵＶＢ诱导的皮肤光老化细胞模型，系统探讨 ＩＣＡ对
皮肤光老化的延缓作用及其潜在机制，旨在为 ＵＶＢ
诱导的皮肤光老化防治提供新的理论依据和研究

思路。

１　材料与方法
１．１　细胞株

永生化人角质形成细胞（ＨａＣａＴ）（批号：ＳＮＬ
１６３，武汉尚恩生物技术有限公司）。
１．２　药物与试剂

ＩＣＡ（纯度：９８．６１％，批号：１６０９２０，四川成都植
标化纯生物技术有限公司）。

磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）抗体、磷酸化 ＰＩ３Ｋ（ｐＰＩ３Ｋ）抗体（批号
为：５４ｆ８５１２、５１ｕ８８５３，江苏亲科生物研究中心有限

公司）；细胞衰老 β半乳糖苷酶染色试剂盒（批号：
０９１８２１２２０３３０，上海碧云天生物技术股份有限公
司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（批
号：ＬＧＡ２４０１４，和元李记（上海）生物技术有限公
司）；ＤＭＥＭ培养基（批号：６１２４４０６，赛默飞世尔（苏
州）科技研发有限公司）；辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄ
ｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记山羊抗小鼠及ＨＲＰ标记山
羊抗兔、β肌动蛋白抗体（βａｃｔｉｎ）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试剂盒、ＭＴＴ、超敏ＥＣＬ化
学发光试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量检测试剂盒（批号：
ＡＣ２４０９１１３０５８、ＡＣ２４０８１１１００５、ＡＣ２４０９２２００７、ＭＰＣ２
４０４０４６、ＣＲ２４０９０６５、ＣＲ２４１０２０３、ＣＲ２４０９０１２，武汉
赛维尔生物科技有限公司）；Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２荧光染
色试剂盒和蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）抗
体、磷酸化 ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ２）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２相关
Ｘ蛋白（ＢＣＬ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ）抗体、剪切
的半胱天冬酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ３，Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３）抗 体 （批 号 为：

１４Ａ０５１、Ｔ１１１３０００３、１０３２５３３０９、Ｍ０８２４１５５６、Ｍ０１１９
１６３７、Ｔ０９０６２１１７，沈阳万类生物科技有限公司）。
１．３　主要仪器

ＮｏｖｏＣｙｔｅ流式细胞仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｃｈｅ
ｍｉＳｃｏｐｅＳ７型化学发光仪（上海勤翔科学仪器有限
公司）；１６５８０２１型 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１８型高速冷冻离心机（德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．４　网络药理学分析
１．４．１　ＩＣＡ和光老化相关靶点筛选

通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）、ＴａｒｇｅｔＮｅｔ（ｈｔｔｐ：／／ｔａｒｇｅｔｎｅｔ．ｓｃｂｄｄ．
ｃｏｍ／）、ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈａｒｉｔｅ．ｄｅ／）、
ＳＥＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅａ．ｂｋｓｌａｂ．ｏｒｇ／）和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｌｉｌａｂｅｃｕｓｔ．ｃｎ／ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ／）数据库筛
选，ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ和 ＴａｒｇｅｔＮｅｔ数据库保留
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Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ≥０．５的靶点，ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ数据库保留
Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０．５的靶点，ＳＥＡ数据库保留 Ｔａｎｉｍｏｔｏ
≥０．４的靶点，而 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库则保留拟合
分数＞０．８的靶点。筛选去重得到 ＩＣＡ的有效作用
靶点；以“ｓｋｉｎｐｈｏｔｏａｇｉｎｇ”“ｓｏｌａｒｅｌａｓｔｏｓｉｓ”“ｌｉｇｈｔａｇ
ｉｎｇ”为关键词分别从五个疾病基因数据库：Ｇｅｎｅ
Ｃａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）、ＯＭＩＭ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）、ＰｈａｒｍＧＫＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｐｈａｒｍｇｋｂ．ｏｒｇ／）、ＤｒｕｇＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｏ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．
ｃｏｍ／）、ＴＴＤ（ｈｔｔｐ：／／ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｏｒｇ／ｔｔｄ／）数据库筛
选，ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库保留 Ｇｉｆｔｓ＞８的基因，ＯＭＩＭ
数据库保留通过排序和筛选出带有“”的基因，
ＰｈａｒｍＧＫＢ和 ＤｒｕｇＢａｎｋ数据库搜索基因数量少，进
行全部保留，ＴＴＤ数据库保留 ＲｅｌｅｖａｎｃｅＳｃｏｒｅ≥１０
的基因。检索得到光老化相关基因，将从上述数据

库中检索到的光老化相关基因进行整理、去重，得到

光老化的潜在靶点。将 ＩＣＡ相关靶点和光老化潜
在靶点导入Ｖｅｎｎｙ分析平台，并获得药物疾病交集
靶点，即获得ＩＣＡ治疗光老化的潜在靶点。
１．４．２　蛋白互作网络的构建及核心靶点的筛选

将ＩＣＡ治疗光老化的潜在作用靶点导入
ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／），获取这
些靶点之间的蛋白质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）关系，并导出相应的 ＰＰＩ数据。
使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件对ＳＴＲＩＮＧ数据库导出的
ＰＰＩ数据进行可视化处理。使用ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件，选
择最大团中心性算法（ｍａｘｉｍａｌｃｌｉｑｕｅｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）算
法进行分析，筛选出排名前２０的节点作为初步核心
靶点。再结合前期分析的中位数设定，筛选出介数

中心性（ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）＞３５．５，接近中心性
（ｃｌｏｓｅｎｅｓｓｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）＞０．５，度中心性（ｄｅｇｒｅｅｃｅｎ
ｔｒａｌｉｔｙ）＞３４的节点。最终通过取交集，确定核心靶
点。推测这些靶点是ＩＣＡ调控光老化的关键靶点。
１．４．３　靶点的富集分析

通过 ＤＡＶＩＤ平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／），将 ＩＣＡ治疗光老化的潜在靶点进行 ＧＯ
和ＫＥＧＧ富集分析，通过微生信生物信息分析平台
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／）进行通路可
视化分析。

１．４．４　活性成分靶点的分子对接
将ＩＣＡ与前５个核心靶点进行分子对接。在

ＰＤＢ数据库下载关键靶点蛋白受体的结构，ＢＣＬ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３、缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ

１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１Ａ）、磷酸酶及张力蛋白同源物（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）、信号转导及转录
激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）的 ＰＤＢＩＤ分别是６ＺＸ７、１ＲＥ１、
１Ｈ２Ｍ、１Ｄ５Ｒ、６ＮＪＳ。采用ＰｙＭＯＬ２．３．４软件对蛋白
受体进行去水提取配体等前处理，保存为 ＰＤＢ格
式。在ＰｕｂＣｈｅｍ检索 ＩＣＡ的结构，并将其转换为
ＭＯＬ２格式。运用ＡｕｔｏＤｏｃｋ４．２．６软件进行分子对
接，一般认为结合能≤５ｋｃａｌ／ｍｏｌ表明该对接有效，
即结合能力越强，结合能值越小。最后将对接结果

通过Ｐｙｍｏｌ２．３．４软件进行可视化处理，得到分子
对接３Ｄ图。
１．５　体外细胞实验
１．５．１　ＵＶＢ诱导光老化模型的建立

提前开启 ＵＶＢ灯管预热，在 ６孔板中加入 １
ｍＬ的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ），无盖照射确保紫外线能够直接作用于细胞。
ＵＶＢ灯管距离细胞１５ｃｍ，按照设定的总剂量为１２０
ｍＪ／ｃｍ２（约２２２ｓ）的 ＵＶＢ进行照射。照射结束后，
用ＰＢＳ清洗并更换完全培养基继续培养至待测时
间点。

１．５．２　β半乳糖苷酶染色检测细胞衰老水平
当细胞在六孔板中生长至５０％ ～６０％时，采用

ＵＶＢ照射处理后继续培养。分别在２４、４８、７２ｈ检
测细胞衰老状况。每个时间点培养完成后，弃去培

养基，用ＰＢＳ清洗１次，加入１ｍＬβ半乳糖苷酶固
定液，室温固定１５ｍｉｎ。固定完成后，用 ＰＢＳ清洗
细胞３次，根据β半乳糖苷酶染色试剂盒说明配制
染色工作液，每孔加入１ｍＬ染色工作液，３７℃避光
孵育，在普通光学显微镜下观察并拍照记录细胞的

衰老情况。

１．５．３　活性氧检测
细胞按照“１．５．２”进行培养和造模，分别在２４、

４８、７２ｈ检测细胞活性氧水平。每个时间点培养完
成后，弃去培养基，用 ＰＢＳ清洗２次，按照活性氧检
测试剂盒说明配制 ＤＣＦＨＤＡ工作液，每孔加入 １
ｍＬ工作液，将细胞置于３７℃含５％ ＣＯ２培养箱内
孵育２０ｍｉｎ。孵育结束后，用 ＰＢＳ溶液洗涤３次。
最后，每孔加入１ｍＬＰＢＳ覆盖细胞，置于荧光显微
镜下观察。

１．５．４　ＭＴＴ法检测活力
ＩＣＡ溶液的配制：称取３．３８ｍｇＩＣＡ粉末，加入

１００μＬＤＭＳＯ溶液配置成５０ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，在超
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净台中进行分装，２０℃避光保存。
ＩＣＡ细胞毒性检测：细胞按照１×１０５个／ｍＬ的

密度，每孔１００μＬ接种到９６孔板。细胞培养２４ｈ，
加入含不同浓度 ＩＣＡ（０．２５、０．５、１、２、４、８、１６、３２、
５０）μｍｏｌ／Ｌ的培养基，继续培养２４ｈ后，加入ＭＴＴ，
孵育４ｈ后，弃上清加入ＤＭＳＯ振荡溶解，使用酶标
仪测定４９０ｎｍ波长的吸光度，计算细胞活力。

ＩＣＡ对ＵＶＢ损伤细胞保护作用的检测：按上述
方法将细胞接种到９６孔板，细胞培养２４ｈ，贴壁更
换含药培养基，预保护１２ｈ，随后将细胞分别暴露于
五个不同剂量的 ＵＶＢ照射（３０、６０、１２０、２４０、４８０
ｍＪ／ｃｍ２），照射结束后，继续培养 ２４ｈ。加入 ＭＴＴ
孵育４ｈ，弃上清加入 ＤＭＳＯ振荡溶解，使用酶标仪
测定４９０ｎｍ波长的吸光度，计算细胞活力。
１．５．５　实验分组及给药

取对数生长期的ＨａＣａＴ细胞进行实验，随机分
为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）、模型组（ＵＶＢ）、ＩＣＡ低
剂量组（ｌｏｗｄｏｓｅＩＣＡ，ＩＣＡＬ；３．２μｍｏｌ／Ｌ）和ＩＣＡ高
剂量组（ｈｉｇｈｄｏｓｅＩＣＡ，ＩＣＡＨ；６．４μｍｏｌ／Ｌ）。提前
开启灯管预热，将ＵＶＢ、ＩＣＡＬ和ＩＣＡＨ组细胞置于
总剂量为１２０ｍＪ／ｃｍ２（约２２２ｓ）的 ＵＶＢ下照射。６
孔板中每孔加入１ｍＬ的ＰＢＳ，进行无盖照射。照射
结束后，ＵＶＢ组和 Ｃｏｎ组使用完全培养基培养，而
ＩＣＡＬ和ＩＣＡＨ组使用含药培养基培养，每孔加入
２ｍＬ培养基。置于 ３７℃，含 ５％ ＣＯ２培养箱内
培养。

１．５．６　流式分析角质形成细胞凋亡情况
当细胞在六孔板中生长到 ５０％ ～６０％左右，

ＵＶＢ照射细胞后加药培养２４ｈ后，弃去培养基，根
据ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明书进行操作，ＰＢＳ
清洗后收集细胞，加入Ｂｕｆｆｅｒ试剂重悬，加入室温避
光孵育后，流式细胞仪上机检测，采用４８８ｎｍ激光，
使用ＦＩＴＣ通道和ＰｅｒＣＰ／Ｃｙ５．５通道检测，根据细胞
大小设ＦＳＣ阈值，并调整ＦＳＣ和ＳＳＣ电压使细胞群
居中，检测结束后，用ＦｌｏｗＪｏ进行数据分析。
１．５．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２观察细胞凋亡情况

将细胞接种到６孔板中，当细胞的融合度达到
５０％～６０％时，便可进行ＵＶＢ照射造模后加药２４ｈ
后，弃去培养基，ＰＢＳ清洗细胞３次，每孔加入１ｍＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液，充分摇晃均匀，将细胞放入
３７℃ ＣＯ２培养箱避光孵育 ３０ｍｉｎ，孵育结束后，
ＰＢＳ洗涤细胞３次，每次６ｍｉｎ。最后，将六孔板置
于荧光显微镜下观察并取图。

１．５．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
和凋亡相关蛋白的表达

　提取各组细胞蛋白后，按照说明书配制ＢＣＡ工作
液测蛋白浓度，根据标准曲线计算出样品蛋白的浓

度以及上样体积，按照计算数值加入５×蛋白上样
缓冲液，加热变形后，放入２０℃冰箱，待后续使用。
随后，制胶和上样，将电泳仪调至恒压６０Ｖ电泳，使
样品压齐。待样品进入分离胶后，调节电压至１１０
Ｖ继续电泳。电泳完成后，根据目的蛋白的分子量，
切胶并转膜。根据分子量大小，横流２５０ｍＡ，进行
冰浴转膜。转膜结束后，摇床室温封闭１ｈ，加入一
抗４℃摇床孵育 １４ｈ。一抗孵育完成后，用含
Ｔｗｅｅｎ２０的Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈ
ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）洗膜三次，每次８ｍｉｎ。加入一抗匹
配的 ＨＲＰ标记二抗（山羊抗小鼠或山羊抗兔），摇
床室温孵育１ｈ。孵育结束后，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次
８ｍｉｎ。配制超敏ＥＣＬ化学发光试剂，化学发光仪采
集并保存图片，用ＩｍａｇｅＪ软件扫灰度值并分析。
１．５．９　统计学方法

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５．０软件对数据进行分
析。所有数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单
因素方差分析法进行组间比较，Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果
２．１　网络药理学
２．１．１　收集ＩＣＡ和光老化相关靶点

通 过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、ＴａｒｇｅｔＮｅｔ、Ｓｕｐｅｒ
Ｐｒｅｄ、ＳＥＡ和ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库，筛选并去重得到
ＩＣＡ的有效作用靶点共３３７个。同时，以“ｓｋｉｎｐｈｏ
ｔｏａｇｉｎｇ”“ｓｏｌａｒｅｌａｓｔｏｓｉｓ”“ｌｉｇｈｔａｇｉｎｇ”为关键词，从
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＯＭＩＭ、ＰｈａｒｍＧＫＢ、ＴＴＤ、ＤｒｕｇＢａｎｋ等 ５
个疾病基因数据库中检索得到光老化相关基因，经

数据信息排列和去重后，获得疾病潜在靶点１５２１
个。将ＩＣＡ的３３７个靶点和１５２１个光老化潜在靶
点进行Ｖｅｎｎｙ分析，最终获得１２３个药物疾病交集
靶点（见图１）。
２．１．２　ＰＰＩ网络的构建

将筛选得到的 ＩＣＡ对应靶点与光老化相关靶
点导入Ｖｅｎｎｙ２．１．０平台，绘制Ｖｅｎｎ图以展示两组
靶点的交集，交集基因作为 ＩＣＡ治疗光老化的潜在
作用靶点，进一步导入 ＳＴＲＩＮＧ数据库进行 ＰＰＩ分
析。随后，使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件构建 ＰＰＩ网络
（见图２）。通过ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件筛选得出核心靶
点，包括ＨＩＦ１Ａ、ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＴＥＮ、热
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图１　ＩＣＡ治疗皮肤光老化的潜在靶点
Ｆｉｇ１　ＰｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＩＣＡｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｓｋｉｎｐｈｏｔｏａｇｉｎｇ

图２　ＰＰＩ网络分析图
Ｆｉｇ２　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍ

休克蛋白９０α家族Ａ类成员１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０
ａｌｐｈａｆａｍｉｌｙｃｌａｓｓａｍｅｍｂｅｒ１，ＨＳＰ９０ＡＡ１）、小鼠双
微体２（ｍｏｕｓｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，ＭＤＭ２）、糖原合成酶
激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３ｂｅｔａ、ＧＳＫ３Ｂ）、细胞
周期依赖性激酶抑制因子２Ａ（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２Ａ，ＣＤＫＮ２Ａ）、基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ
ａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ９，ＭＭＰ９），并进行可视化分析。推测这些
靶点是ＩＣＡ调控光老化的关键靶点（见图３）。
２．１．３　ＧＯ富集分析和ＫＥＧＧ通路富集分析

通过ＤＡＶＩＤ平台将 ＩＣＡ治疗光老化的潜在靶
点进行ＧＯ富集分析（见图４Ａ），结果显示共富集到
４２２个生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ），包括细胞
凋亡过程、细胞群增殖的负调控、基因表达的阳性调

图３　核心靶点图
Ｆｉｇ３　Ｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｄｉａｇｒａｍ
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节、细胞外信号调节激酶１（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＥＲＫ１）和细胞外信号调节激酶２（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２，ＥＲＫ２）级联反应
的正调节等；６１个细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，
ＣＣ），包括细胞外区域、细胞外间隙、富含 Ｆｉｃｏｌｉｎ１
的颗粒腔、线粒体等；以及１０１个分子功能（ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ），包括酶结合、泛素蛋白连接酶结
合、丝氨酸型内肽酶活性、内肽酶活性等。ＫＥＧＧ富
集分析共获得１４１条富集通路，其中筛选与疾病相
关的２０条通路进行可视化分析，结果显示，ＰＩ３Ｋ
ＡＫＴ信号通路具有显著性，提示该通路在 ＩＣＡ调控
光老化过程中可能发挥重要作用（见图４Ｂ）。

!

"

图４　ＧＯ功能富集（Ａ）和ＫＥＧＧ通路（Ｂ）分析
Ｆｉｇ４　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ（Ａ）ａｎｄＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ（Ｂ）ａｎａｌｙｓｉｓ

２．１．４　活性成分靶点分子对接结果
为进一步验证 ＩＣＡ与光老化相关核心靶点的

结合能力，本研究从ＰＤＢ数据库中获取了排名前五
的核心靶点 （ＨＩＦ１Ａ、ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＰＴＥＮ）的蛋白结构，并分别与 ＩＣＡ配体进行分子对
接分析（见表１）。ＩＣＡ与这些潜在作用靶点的对接
结合能均≤５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ，表明 ＩＣＡ与这些靶点具
有较强的结合亲和力。利用ＰｙＭＯＬ２．３．４软件进

行可视化处理（见图５）。
表１　ＩＣＡ与核心靶点的结合能

Ｔａｂｌｅ１　ＢｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙｏｆＩＣＡｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓ

靶点 Ｔａｒｇｅｔ 结合能 Ｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ（ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

ＢＣＬ２ ７．９
Ｃａｓｐａｓｅ３ ８．７
ＨＩＦ１Ａ ８．７
ＰＴＥＮ ８．３
ＳＴＡＴ３ ７．０

图５　ＩＣＡ与核心靶点的分子对接
Ｆｉｇ５　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｍｏｄｅｏｆＩＣＡｗｉｔｈｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓ
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２．２　细胞实验
２．２．１　不同剂量 ＵＶＢ对 ＨａＣａＴ细胞衰老及凋亡
率的影响

　　ＭＴＴ实验结果显示，各剂量ＵＶＢ均显著降低了
细胞活力（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。其中，３０、６０、１２０
ｍＪ／ｃｍ２的ＵＶＢ照射剂量下，细胞活力在７０％以上，
初步筛选为候选剂量（见图６）。进一步通过β半乳
糖苷酶染色和流式细胞术检测 ＨａＣａＴ细胞衰老和

凋亡情况，发现随着剂量增加，阳性细胞数和凋亡率

均上升（见图７、图８）。综合评估后，最终确定１２０
ｍＪ／ｃｍ２为后续细胞实验的 ＵＶＢ辐射剂量。随后，
分别在２４、４８、７２ｈ三个时间点检测了细胞衰老和
活性氧水平。结果表明，随着时间的延长，活性氧水

平和阳性细胞数量均呈上升趋势（见图９、图１０）。
经过综合分析，最终确定２４ｈ为最佳检测时间点。

!
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图６　不同剂量ＵＶＢ对ＨａＣａＴ细胞活性（Ａ）和显微镜下细胞状态（Ｂ）的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＵＶＢｄｏｓｅｓｏｎＨａＣａＴｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ａ）ａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（Ｂ）（ｘ±ｓ，ｎ＝４）
注：与Ｃｏｎ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，下同。Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，

＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

图７　不同剂量ＵＶＢ对ＨａＣａＴ细胞β半乳糖苷酶染色阳性率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＵＶＢｄｏｓｅｓｏｎｔｈｅβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｒａｔｅｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝４）
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图８　不同剂量ＵＶＢ对ＨａＣａＴ细胞凋亡率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＵＶＢｄｏｓｅｓｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图９　ＵＶＢ对不同孵育时间ＨａＣａＴ细胞内ＲＯＳ水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ９　ＩｍｐａｃｔｏｆＵＶＢｏｎｔｈｅＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２．２　ＩＣＡ毒性和剂量的筛选
ＭＴＴ实验结果显示，当ＩＣＡ浓度低于１６μｍｏｌ／

Ｌ时，对 ＨａＣａＴ细胞无明显毒性（Ｐ＜０．００１），细胞
活力维持在较高水平，表明低浓度 ＩＣＡ对细胞生长
无显著抑制作用。基于上述结果，进一步筛选 ＩＣＡ

在光老化模型中的有效药物浓度。结果显示，３．２
和６．４μｍｏｌ／Ｌ的 ＩＣＡ对 ＨａＣａＴ细胞无毒，并且能
够显著提高ＵＶＢ照射后ＨａＣａＴ细胞的存活率（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１），表明这两个浓度的 ＩＣＡ对 ＵＶＢ诱
导的细胞损伤具有显著的保护作用（见图１１）。
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图１０　ＵＶＢ对不同孵育时间ＨａＣａＴ细胞β半乳糖苷酶染色情况的影响
Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆＵＶＢｏｎβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图１１　不同剂量ＩＣＡ和ＵＶＢ照射对ＨａＣａＴ细胞活力的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ１１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＩＣＡａｎｄＵＶＢｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝４）
注：与ＵＶＢ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，下同。Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＵＶＢｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．２．３　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞凋亡率的影响
流式结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，ＵＶＢ组 ＨａＣａＴ

细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０１）。与 ＵＶＢ组相比，

ＩＣＡＬ和 ＩＣＡＨ组 ＨａＣａＴ细胞凋亡率均显著下降
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），表明ＩＣＡ能够有效抑制ＵＶＢ诱
导的细胞凋亡，且高剂量组的抑制效果更好（见图１２）。

图１２　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞凋亡率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＣＡｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２．４　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞形态和荧光强度的影响
为了进一步探讨 ＩＣＡ对 ＨａＣａＴ细胞形态和荧

光强度的影响，本研究采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色法进行实
验验证（见图１３）。与 Ｃｏｎ组相比，ＵＶＢ组 ＨａＣａＴ
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细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．００１），其凋亡细胞荧光
强度明显增加，细胞核呈现出致密浓染和碎片化致

密浓染的凋亡特征。与ＵＶＢ组相比，ＩＣＡＨ组细胞

凋亡率显著降低（Ｐ＜０．０１），表明高剂量 ＩＣＡ对
ＵＶＢ诱导的细胞凋亡具有显著的抑制作用。ＩＣＡＬ组
凋亡率虽有下降趋势，但未达到统计学显著性差异。

图１３　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞形态和荧光强度的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＣＡｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２．５　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞衰老的影响
β半乳糖苷酶染色结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，

ＵＶＢ组被蓝染成阳性细胞数目增多（Ｐ＜０．０１），表
明ＵＶＢ照射显著诱导了细胞的衰老。与 ＵＶＢ组相

比，ＩＣＡＬ和ＩＣＡＨ组蓝色阳性细胞量显著减少，细
胞衰老水平显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），提示
ＩＣＡ能够有效抑制 ＵＶＢ诱导的细胞衰老（见图
１４）。

图１４　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞β半乳糖苷酶染色阳性率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＣＡｏｎｔｈｅβＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｒａｔｅｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２．６　ＩＣＡ作用后 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和凋亡相
关蛋白表达的变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，ＵＶＢ组
和ＩＣＡ组 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ的蛋白表达无明显变化，ＵＶＢ
组中 ＢＡＸ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达增加，ｐ

ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ＢＣＬ２的蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．００１）。与 ＵＶＢ组比较，ＩＣＡ组 ＢＡＸ、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达减少，ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、
ＢＣＬ２的蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），（见图
１５）。
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图１５　ＩＣＡ对ＨａＣａＴ细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路和凋亡相关蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＣＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论与结论
皮肤老化受遗传、代谢和环境等多种因素影响，

其中紫外照射是外源性老化的重要因素，尤其是中

波紫外线ＵＶＢ，其波长短、能量高，主要损伤皮肤的
表皮层，是光老化的重要原因［１２１４］。ＨａＣａＴ细胞是
表皮的主要细胞，在光老化过程中是ＵＶＢ的首要损
伤目标［１５，１６］。因此，本实验以ＨａＣａＴ细胞作为研究
对象，研究 ＩＣＡ对其的影响，这对于揭示延缓皮肤
光老化的机制具有重要意义。

网络药理学结果：在 ＰＰＩ网络分析中，筛选出
１０个核心靶点，其中，ＨＩＦ１Ａ与 ＳＴＡＴ３存在协同作
用，紫外线照射激活ＨＩＦ１Ａ，ＳＴＡＴ３进一步增强其转
录活性，影响下游基因表达［１７］；ＨＳＰ９０ＡＡ１作为分
子伴侣，能稳定 ＭＤＭ２蛋白，影响 ｐ５３的活性，参与
ＤＮＡ损 伤 响 应 和 修 复［１８］。ＢＣＬ２通 过 抑 制
Ｃａｓｐａｓｅ３的活性来阻止细胞凋亡。紫外线刺激会
抑制ＢＣＬ２功能，并激活 Ｃａｓｐａｓｅ３，引发皮肤细胞
凋亡［１９］。同时，分子对接显示，ＩＣＡ与前五个核心
靶点（ＨＩＦ１Ａ、ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＴＥＮ）结合
能均≤ ５ｋｃａｌ／ｍｏｌ。其中 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＢＣＬ２与
ＩＣＡ结合亲和力较强。表明它们在皮肤光老化中占
据重要地位，并可能成为 ＩＣＡ干预皮肤光老化的重
要靶点。

ＧＯ分析结果显示：在分子功能上，ＢＣＬ２蛋白
通过与促凋亡蛋白ＢＡＸ结合形成复合体，抑制ＢＡＸ
激活，展现出显著的蛋白结合功能［２０］。在细胞组分

上，ＢＣＬ２主要定位于线粒体外膜，这是其发挥抗凋
亡作用的关键场所［２１］。在生物过程上，ＢＣＬ２通过

抑制ＢＡＸ的激活，减少细胞色素Ｃ等促凋亡物质的
释放，从而实现抗凋亡效果［２２，２３］。实验结果进一步

证实，ＩＣＡ能够上调 ＢＣＬ２蛋白的表达，同时下调
ＢＡＸ蛋白的表达，进而抑制 ＨａＣａＴ细胞的凋亡，这
表明ＩＣＡ具有潜在的抗凋亡作用。

ＫＥＧＧ富集分析显示，ＩＣＡ延缓皮肤光老化主
要涉及ＭＡＰＫ信号通路、ｐ５３信号通路和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路等。紫外线激活 ＭＡＰＫ信号通路和诱导
ＤＮＡ损伤激活的ｐ５３信号通路［２４，２５］，均与皮肤光老

化密切相关。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路中，ＰＩ３Ｋ激活后
招募并活化 ＡＫＴ，ＡＫＴ活化后能增强抗凋亡蛋白
ＢＣＬ２的转录，抑制促凋亡蛋白 ＢＡＸ的激活，并抑
制半胱氨酸蛋白酶级联反应，从而发挥抗凋亡作用，

延缓皮肤光老化［２６２８］。实验结果进一步验证了ＩＣＡ
通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，增强 ＢＣＬ２转录并
抑制ＢＡＸ及半胱氨酸蛋白酶级联反应，发挥抗凋亡
作用，进而延缓皮肤光老化。

综上所述，ＩＣＡ通过调节 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路
及其下游凋亡相关蛋白的表达，显著抑制ＵＶＢ诱导
的细胞凋亡，延缓皮肤光老化。ＩＣＡ具有抗炎、抗氧
化等药理活性，能有效抑制紫外线诱导的细胞损伤

和衰老标志物的表达，展现出延缓皮肤光老化的潜

力。然而，目前研究多为体外和动物实验，其在人体

皮肤中的安全性和疗效还需更多临床试验验证。随

着研究的深入，有望进一步探索 ＩＣＡ在人体皮肤光
老化中的作用机制，积累更多临床数据，为开发抗光

老化产品提供有力支持，推动其在皮肤健康领域实

现更广泛的应用。
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