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摘  要：目的  基于网络药理学分析半夏白术天麻汤治疗癫痫的作用靶点、信号通路和潜在作用机制，并通过分子对接技术和动物实验进行验证。方法  通过BATMAN-TCM等数据库筛选半夏白术天麻汤的活性成分及药物靶点，通过GeneCards等数据库获取癫痫相关疾病靶点，取交集靶点；构建“中药-活性成分-靶点-疾病”网络；构建PPI网络并筛选核心靶点；进行GO、KEGG功能富集分析；构建“通路-靶点-活性成分”网络并筛选核心活性成分。运用分子对接技术对核心靶点与核心活性成分进行验证；在动物实验中，以氯化锂-匹罗卡品诱导癫痫大鼠模型，并将40只Wistar大鼠分为正常对照组、模型对照组、卡马西平组、半夏白术天麻汤组，通过行为学观察癫痫发作情况，尼氏染色观察海马组织神经元损伤，免疫组化检测BAX、BCL-2、CaspaseASPASE -3蛋白表达。结果  筛选出890个半夏白术天麻汤的活性成分及1234个作用靶点，筛选癫痫的378个疾病靶点，半夏白术天麻汤治疗癫痫的220个交集靶点。获取PPI网络核心靶点AKT1、ALB、ACTB、INS、TNF；KEGG通路主要涉及TNF通路、IL-17信号通路、cAMP信号通路、神经退行性变的途径-多重疾病、含血清素的神经突触、多巴胺能神经突触等通路；“通路-靶点-活性成分”网络中相关性最高的核心活性成分为白桦脂醇（Betulin）、麻黄碱（Ephedrine）、麦角胺（Ergotamine）、百里香酚（Thymol）；分子对接结果显示核心靶点与核心活性亲和力良好。动物实验发现半夏白术天麻汤能有效降低大鼠痫性发作，改善大鼠海马神经元损伤，显著降低神经元凋亡百分率，显著下调促凋亡蛋白BAX、CaspaseASPASE -3表达，上调抗凋亡蛋白BCL-2表达趋势。结论  半夏白术天麻汤治疗癫痫具有多成分、多靶点、多途径的特点，抑制神经元凋亡减少海马神经元损伤可能是其治疗癫痫的重要机制之一。
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Exploring Mechanism of Banxia Baizhu Tianma Decoction in the Treatment of Epilepsy Based on Network Pharmacology and Experimental Verification
YANGang Xin, FUu Jin, JIANGiang Cui, KAIai Yinhua, HEe Jiayi, GUOuo Xiangxin, TIANian Rong
（(Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 611137, China)）
Abstract: Objective  To analyze the target, signal pathway and potential mechanism of Banxia Baizhu Tianma Decoction in the treatment of epilepsy based on network pharmacology, and to verify it by molecular docking technology and animal experiments. Methods  The active ingredients and drug targets of Banxia Baizhu Tianma Decoction were screened by BATMAN and other databases. The targets of epilepsy-related diseases were obtained by GeneCards and other databases, and the intersection targets were taken. Constructing ‘'drug-ingredient-target-disease'’ network and PPI network to screen the core targets. The core active ingredients were screened according to GO, KEGG functional enrichment analysis and ‘'pathway-target-active ingredient'’ network. Molecular docking was used to verify the core targets and core active ingredients. In the animal experiment, the rat model of epilepsy was induced by lithium chloride-pilocarpine, and 40 Wistar rats were divided into normal control group, model control group, carbamazepine group and Banxia Baizhu Tianma Decoction group. The seizures were observed by behavior. Nissl staining was used to observe neuronal damage in hippocampus. Immunohistochemistry was used to detect the expression of BAX, BCL-2 and CaspaseASPASE -3 protein. Results  A total of 890 active ingredients and 1234 targets of Banxia Baizhu Tianma Decoction were screened, 378 disease targets of epilepsy were screened, and 220 intersection targets of Banxia Baizhu Tianma Decoction in the treatment of epilepsy were screened. The core targets AKT1, ALB, ACTB, INS and TNF of PPI network were obtained. KEGG pathway mainly involves TNF signaling pathway, IL-17 signaling pathway, cAMP signaling pathway, pathways of neurodegeneration-multiple diseases, serotonergic synapse and Dopaminergic synapse. The core active ingredients with the highest correlation in the ‘'pathway-target-active component'’ network were Betulin, Ephedrine, Ergotamine and Thymol. Results of molecular docking indicated that the core target had satisfactory affinity with those active ingredients. Animal experiments showed that Banxia Baizhu Tianma Decoction could effectively reduce epileptic seizures in rats, improve hippocampal neuronal damage in rats, significantly reduce the percentage of neuronal apoptosis, significantly down-regulate the expression of pro-apoptotic proteins BAX and CaspaseASPASE -3, and up-regulate the expression of anti-apoptotic protein BCL-2. Conclusion  Banxia Baizhu Tianma Decoction has the characteristics of multi-component, multi-target and multi-pathway in the treatment of epilepsy. Inhibiting neuronal apoptosis and reducing hippocampal neuronal damage may be one of the important mechanisms for its treatment of epilepsy. 
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癫痫（Epilepsy）是由多种原因引起的神经元同步化异常放电所致，以发作性、反复性和短暂性中枢神经系统功能紊乱为特征的疾病[1]。中医将癫痫归纳于“痫病”范畴，以卒然昏仆、口吐涎沫、两目上视、四肢抽搐、喉间猪羊叫声、醒后如常为主要临床表现。癫痫是神经系统疾病中的常见疾病，其发病率仅次于中风和痴呆[2]。流行病学调查显示：全球有5000万~至7000万人患有癫痫[3]，其终身患病率为7.6‰[2-,3]。癫痫发病率在小儿和老年人中呈现双峰分布，其中75岁以上人群的发病率最高[2-][6]。
目前治疗癫痫的常用手段为药物治疗、外科手术和生酮饮食。抗癫痫发作药物（Anti-seizure medications，ASMs）是临床治疗癫痫的首选方式，卡马西平、苯妥英、丙戊酸、苯巴比妥等一线抗癫痫药物，可控制癫痫发作，但其不良反应和停药后复发反应明显。此外，仍有约20%-30%的癫痫患者使用ASMs治疗后，癫痫发作得不到有效控制[7,][8]，或产生耐药性发展为难治性癫痫[9,][10]。
中医药治疗癫痫的临床经验丰富，具有疗效良好、减轻毒性副作用的优势[11]。本课题组通过前期文献研究[12,][13]、实验研究[14-][15][16]，发现以熄风化痰法立论的半夏白术天麻汤能有效治疗癫痫。临床研究发现，半夏白术天麻汤能有效减少癫痫发作频率，同时减轻发作程度、缩短发作时间[17,][18]。半夏白术天麻汤是临床上治疗癫痫的常用代表方，具有熄风化痰、健脾祛湿的功效，在临床中加减使用或联合ASMs用药，可以有效减少癫痫发作频率、减轻发作程度、缩短发作时间[17]。该方由半夏、天麻、茯苓、橘红、白术、甘草、生姜、大枣组成，化学成分主要包含黄酮类、内酯类、三萜类、酚类、有机酸等[19,][20]。本研究拟采用网络药理学方法筛选半夏白术天麻汤的活性成分及其靶点，预测活性成分作用于癫痫的核心靶点及信号通路，对核心活性成分与核心靶点进行分子对接验证，以探讨半夏白术天麻汤治疗癫痫的作用机制，并通过动物实验初步验证半夏白术天麻汤的抗癫痫作用，为后续研究提供了依据，也为临床治疗提供了方向。
1  材料与方法
1.1  数据库及软件
（1）BATMAN-TCM数据库（http://bionet.ncpsb.org.cn/batman-tcm/）；（2）ETCM数据库（http://www.tcmip.cn/ETCM/）；（3）HERB数据库（http://herb.ac.cn/）；（4）SymMap数据库（http://www.symmap.org/）；（5）TCMSP数据库（http://tcmspw.com/）；（6）人类基因数据库GeneCards （https://www.genecards.org/）；（7）中医药整合药理学研究平台TCMIP（http://www.tcmip.cn/）；（8）在线人类孟德尔遗传数据库OMIM（https://www.omim.org/）；（9）药物靶标数据库TTD（http://db.idrblab.net/ttd/）；（10）DisGeNET数据库（Disease Gene Network，, http://www.disgenet.org/）；（11）Draw Venn Diagram在线工具（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）；（12）Cytoscape 3.9.1软件；（13）STRING数据库（https://cn.string-db.org/）；（14）DAVID数据库（https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp）；（15）R软件；（16）PubChem数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）；（17）Open Babel软件（2.3.2版本）；（18）AutoDock Tools软件（4.2.6版本）；（19）Protein Data Bank（PDB）数据库（https://www.rcsb.org/）；（20）PyMol软件；（21）Plip在线平台（https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/）。	Comment by 彩霞 侯: 核网址对否？	Comment by 彩霞 侯: 核对网址对否？	Comment by 彩霞 侯: 核对网址对否？	Comment by 彩霞 侯: 打不开，核对网址对否？	Comment by 彩霞 侯: 核对网址对否？	Comment by 彩霞 侯: 核对网址对否？
1.2  实验动物
SPF级雄性Wistar大鼠40只，体重220 g左右[，购自成都达硕实验动物有限公司，实验动物许可证号SCXK（川）2020-030]，饲养于成都达硕实验动物有限公司SPF实验室，自由进食及饮水。本实验已经过成都中医药大学实验动物伦理委员会审查（，伦理审核批准号2020-31）。
1.3  实验药物
半夏白术天麻汤由半夏、天麻、茯苓、橘红、白术、甘草、生姜、大枣组成，比例为6：∶4∶：4∶：4∶：11∶：2∶：2∶：2，购自成都健力生药房有限责任公司，实验药材由田茸教授鉴定，由成都中医药大学药剂学实验室制备成浸膏（生药浓度2.625 g·/mL－1），－-20℃冰箱保存。卡马西平经国家药品监督管理局批准，批准文号为国药准字H11022279，由北京诺华制药有限公司生产。
1.4  实验试剂
氯化锂（合肥博美，批号：LL4408）、东崀菪碱（合肥博美，批号：BZPO706）购自合肥博美生物科技有限责任公司、，匹罗卡品（上海陶素，批号：T0804）购自上海陶素生化科技有限公司，、阿托品（成都新亨，批号：22088742）、购自成都新亨药业有限公司，无水乙醇（国药集团，批号：100092680）、二甲苯（国药集团，批号：10023418）中国国药集团有限公司，、苏木素染液（武汉塞维尔，批号：G1004）、甲苯胺蓝染液（武汉塞维尔，批号：G1032）武汉塞维尔生物科技有限公司，、中性树胶（Biosharp生物，批号：BL704A）购自Biosharp生物，、柠檬酸盐缓冲液（北京中杉金桥，批号：ZLI-9064）、山羊抗兔工作液（批号：SP-9001）、正常山羊血清（批号：ZLI-9021）、浓缩型DAB试剂盒（批号：K135925C）购自北京中杉金桥生物技术有限公司，、CaspaseASPASE -3兔一抗（北京博奥森，批号：380189）、BAX兔一抗（北京博奥森，批号：bs-0127R）、BCL-2兔一抗（北京博奥森，批号：bs-20351R）购自北京博奥森生物技术有限公司、山羊抗兔工作液（北京中杉金桥，批号SP-9001）、正常山羊血清（北京中杉金桥，批号ZLI-9021）、浓缩型DAB试剂盒（北京中杉金桥，批号K135925C），RNA抽提试剂盒（赛默飞，批号：ambion-1561）购自赛默飞世尔科技有限公司，cDNA合成试剂盒（全式金，批号：AT341-02），实时定量聚合酶链反应试剂盒（全式金，批号：AQ601）购自北京全式金生物技术股份有限公司。
1.5  实验仪器
脑电模块电生理记录仪（型号：MP150，美国Biopac），转轮式切片机（型号：徕卡-2016，德国徕卡），数码三目摄像显微镜（型号：BA210Digital，麦克奥迪实业集团有限公司）；图像分析软件Image-Pro Plus 6.0（美国Media Cybernetics公司），冷冻离心机（型号：ST16R，Thermo），PCR仪（型号：MyCycler，Bio-Rrad）。
1.6  方法
1.6.1  网络药理学分析
网络药理学分析、分子对接、动物实验流程如图1所示。
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图1  网络药理学分析、分子对接、动物实验流程图
Fig.ure 1 Flow chart of network pharmacological analysis, molecular docking and animal experiment
（1）.6.1.1 获取半夏白术天麻汤活性成分及药物靶点
在BATMAN-TCM数据库中，以score cutoff≥ 20.00为筛选条件；在ETCM数据库中，以QED> 0.80为筛选条件；在HERB数据库中，以同时满足P_value< 0.05和FDR（BH）< 0.05为筛选条件；在SymMap数据库中，以P_value< 0.05且FDR（BH）< 0.05为筛选条件；在TCMSP数据库中，以OB≥ 0.3且BL≥ 0.18为筛选条件，逐个搜索半夏白术天麻汤的8味药（半夏、天麻、茯苓、橘红、白术、生姜、甘草、大枣），筛选并收集各个数据库的活性成分及其药物靶点。上述5个数据库的药物靶点分别汇总并去重，再利用Draw Venn Diagram在线工具对5个数据库的药物靶点进行映射，筛选出非唯一靶点，即至少存在于2个数据库的靶点，作为最终药物靶点。
1.6.1.（2） 获取癫痫疾病靶点
在GeneCards数据库、TCMIP数据库、OMIM数据库、TTD数据库以及DisGeNET数据库中，以““epilepsy””为检索词挖掘癫痫疾病靶点。利用Draw Venn Diagram在线工具对5个数据库的疾病靶点进行映射，筛选出非唯一疾病靶点，即至少存在于2个数据库的疾病靶点，作为最终疾病靶点。
1.6.1.（3） 构建中药-活性成分-靶点-疾病网络图
利用Draw Venn Diagram在线工具，将半夏白术天麻汤药物靶点和癫痫疾病靶点进行映射，得到药物-疾病交集靶点，即半夏白术天麻汤治疗癫痫的潜在作用靶点。整理中药-活性成分、活性成分-靶点、靶点-疾病的对应关系表，同时整理各条目对应的属性表，导入Cytoscape以构建“中药-活性成分-靶点-疾病”网络图。
1.6.1.（4） 构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图
将药物-疾病交集靶点基因导入STRING数据库，构建共同靶点蛋白质-蛋白质相互作用（Protein-protein interaction，PPI）网络，并将数据结果导出为tsv格式文件并导入Cytoscape 3.9.1软件，利用CytoNCA 插件计算PPI网络的拓扑参数，以节点度值（Degree）、介度中心性（Betweenness）、紧密度中心性（Closeness）为主，筛选得到核心靶点。
1.6.1.（5） 基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析
[bookmark: _Hlk187571422]针对共有靶点，通过DAVID数据库以及cluster Profiler R包[3.14.3版本]，在基因本体（Gene Ontology（，GO）（http://geneontology.org/）中进行功能注释，在京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（，KEGG）（https://www.kegg.jp/kegg/）中进行通路富集分析，最终筛出P<0.05差异具有统计学意义的结果。选取前20条KEGG通路绘制直方图，并绘制基因通路网络图。	Comment by 彩霞 侯: 核对网址对否？
1.6.2  分子对接验证
从PubChem数据库下载筛选出的活性成分的3D结构（SDF格式），应用Open Babel软件（2.3.2版本）将活性成分结构转换成mol2格式，再通过AutoDock Tools软件（4.2.6版本）将活性成分结构保存为pdbqt格式文件。通过Protein Data Bank（PDB）数据库下载筛选出的核心靶点蛋白的3D结构，保存其PDB格式。利用PyMol软件对蛋白质受体进行去溶剂和去水分子处理，AutoDock Tools软件转化为pdbqt格式文件并进行对接计算，分析对接结合能对结果进行评价。使用PyMol软件与Plip在线平台进行可视化呈现。
1.6.3  动物实验验证
1.6.3.（1） 造模及模型评估
适应性饲养7天后，按随机数字表法将大鼠分为正常对照组、模型对照组、卡马西平组、半夏白术天麻汤组，每组10只。除正常对照组外其余组均按下列流程构建氯化锂-匹罗卡品癫痫大鼠模型：提前24 h腹腔注射氯化锂（5 mL/·kg－1, ，25.4 mg·/mL－1），提前30 min腹腔注射东崀菪碱（10 mL·/kg－1, ，0.1 mg·/mL－1），腹腔注射匹罗卡品（2.5 mL·/kg－1, ，6 mg·/mL－1）并按Racine癫痫发作分级标准观察行为学表现；判断是否满足癫痫模型制备的评价标准，即发作分级达到Ⅳ级或Ⅴ级并持续时间不少于30 min；若未达到癫痫模型制备标准则每10 min追加一次匹罗卡品，匹罗卡品累计剂量不超过50 mg·/kg－1，直至满足癫痫模型制备标准；1 h后腹腔注射阿托品（10 mL·/kg－1, ，0.1 mg·/mL－1）和戊巴比妥钠（3 mL·/kg－1, ，20 mg·/mL－1）终止癫痫发作并注意保暖，腹腔注射糖盐水予以营养支持1周。正常对照组亦给予生理盐水及糖盐水腹腔注射。Racine癫痫发作分级标准中0级：无反应；I级：嘴和面部节律性抽动；Ⅱ级：点头或甩尾；Ⅲ级：单肢抽动；Ⅳ级：多肢抽动和强直；Ⅴ级：全面性强直阵挛发作。造模后描记大鼠脑电图变化，判断造模成功与否。第12周观察大鼠行为学表现，记录行为学数据其评分按Ⅲ级记3分、Ⅳ级记4分、Ⅴ级记5分，统计癫痫发作评分、发作持续时间、发作次数。
1.6.3.（2） 分组给药
癫痫模型大鼠制备成功后，按照人与动物等效剂量比值计算灌胃剂量并分组灌胃12周，正常对照组和模型对照组：超纯水（8.33 mL·/kg－1）；卡马西平组：卡马西平溶液（8.33 mL·/kg，15 mg·/mL－1）；半夏白术天麻汤组：半夏白术天麻汤浸膏（8.33 mL·/kg－1，2.625 g·/mL－1）。
1.6.3.（3） 取材及尼氏染色
麻醉断头取脑，脑组织经10%中性甲醛固定、石蜡包埋、切片、1%甲苯胺蓝水溶液染色、中性树脂封片后，采集海马CA1区图像数据，进行尼氏染色阳性神经元计数分析。每张切片先在低倍镜下观察观察大体病变情况，再定位海马CA1区采集3个视野的400倍显微图像。
1.6.3.（4） 免疫组化法检测海马组织中CaspaseASPASE -3、BAX、BCL-2蛋白阳性表达
切片置于0.01 mol·/L－1柠檬酸抗原修复溶液（pH 6.0）中，切片自然冷却后，磷酸盐缓冲盐水洗涤5 min×2/次；切片上滴加山羊血清封闭液，室温静置20 min；滴加兔CaspaseASPASE -3一抗稀释液（1：∶100）、兔BAX一抗稀释液（1∶：50）、兔BCL-2一抗稀释液（1∶：50），4℃放置过夜；滴加山羊抗兔稀释液（1∶：200），37℃孵育30 min，磷酸盐缓冲盐水洗涤5 min×3/次；滴加DAB显色液，室温显现棕黄色，镜下控制反应映时间2 min左右，蒸馏水洗涤；苏木素轻度复染3 min返蓝，自来水冲洗；梯度脱水，二甲苯透明，切片晾干后中性树胶封片。显微镜下观察切片组织，光镜下100倍观察后再分别选取3个视野采集光镜400倍图像数据。应用图像分析软件（(Image-Pro Plus 6.0)）采集并计算每张图像的平均光密度（Mean density，MD），其中底物呈白色，阴性细胞呈蓝色，阳性细胞呈黄色或棕黄色。	Comment by 彩霞 侯: 5 min·次－1，洗涤2次？	Comment by 彩霞 侯: 5 min·次－1，洗涤3次？
1.6.3.（5） qRT-PCR验证
对冻存海马样本进行qRT-PCR验证，实验过程严格参照试剂盒步骤，以GAPDH为内参基因，使用2-－ΔΔCt法计算基因的相对表达量，各引物序列详见表1。
表1  引物序列表
Table 1  Sequences of primers
	基因
	引物序列(F)
	引物序列(R)

	GAPDH
	5′-GCCTTCTCTTGTGACAAAGT-3′
	5′-CTTGCCGTGGGTAGAGTCATA-3′

	AKT1
	5′-TCCTCCTCAAGAATGATGGCA-3′
	5′-GTGCGTTCGATGACAGTGGT-3′

	TNF
	5′-CACGTCGTAGCAAACCAC-3′
	5′-GTCTTTGAGATCCATGCCATT-3′

	IL-6
	5′-CTGCCTTCCCTACTTCACA-3′
	5′-ATATGTAATTAAGCCTCCGACT-3′

	CASP3
	5′-GCGGTATTGAGACAGACAGTGGAAC-3′
	5′-AACCATGACCCGTCCCTTGAATTTC-3′

	IL-1βB
	5′-CAACTGCACTACAGGCTCCG-3′
	5′-GTGGGTGTGCCGTCTTTCAT-3′



1.6.3.（6） 统计学方法
所有数据均以均数±标准差（x±s）表示。采用SPSS 25.0软件进行统计分析，选用单因素方差分析（One-way ANOVA）并进行Tukey事后检验矫正各比较组间的差异显著性。
2  结果
2.1  半夏白术天麻汤的活性成分及药物靶点
通过BATMAN-TCM数据库检索到半夏白术天麻汤的8种中草药，经过score cutoff ≥ 20.00的筛选条件，筛选得到活性成分数量：天麻16个、白术5个、半夏25个、橘红32个、大枣35个、茯苓18个、甘草75个、生姜96个，去重后活性成分302个；各活性成分所对应的作用靶点去重后得到2111个药物靶点。通过ETCM数据库，筛选得到228个活性成分和717个药物靶点；过HERB数据库，筛选得到1233个活性成分和494个药物靶点；通过SymMap数据库，筛选得到1370个活性成分和1301个药物靶点；通过TCMSP数据库，筛选得到419个活性成分和779个药物靶点。上述5个数据库的药物靶点作Venn（维恩）分析，筛选出非唯一靶点，即至少存在于2个数据库的靶点，得到1072个最终药物靶点，见图2A。
2.2  半夏白术天麻汤治疗癫痫的潜在疾病靶点
在GeneCards中获取7452个疾病靶点，在TCMIP数据库中挖掘的疾病靶点有20个，在OMIM数据库中获取531个疾病靶点，在TTD数据库中筛选出38个疾病靶点，在DisGeNET中获取的疾病靶点有1215个。对上述5个数据库的疾病靶点进行Venn分析，筛选出非唯一靶点，即至少存在于2个数据库的疾病靶点，最终得到1046个疾病靶点，见图2B。
将半夏白术天麻汤的药物靶点与癫痫的疾病靶点取交集，筛选得到220个交集靶点，即半夏白术天麻汤治疗癫痫的作用靶点，见图2C。
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图2  半夏白术天麻汤治疗癫痫的药物-疾病交集靶点维韦恩图
Fig.ure 2  Venn diagram of drug-disease common target of BBTD for epilepsy
[bookmark: _Hlk147849906]2.3  半夏白术天麻汤治疗癫痫的中药-活性成分-靶点-疾病网络图
将半夏白术天麻汤治疗癫痫的8个药物、283个活性成分、220个作用靶点，经Cytoscape 3.9.1软件可视化处理，得到半夏白术天麻汤治疗癫痫的中药-活性成分-靶点-疾病网络图，见附件1。	Comment by 彩霞 侯: 未见，请核
2.4  半夏白术天麻汤治疗癫痫的PPI网络分析
将220个交集靶点导入STRING数据库，物种选择人类（Homo sapiens），进行PPI蛋白互作分析，将数据导入Cytoscape 3.9.1软件，使用CytoNCA插件进行网络拓扑学分析得到节点度值（Degree）、介度中心性（Betweenness）、紧密度中心性（Closeness），筛选出满足Degree>90、Betweenness>450、Closeness>0.27的前10个核心靶点AKT1、ALB、ACTB、INS、TNF、IL-6、TP53、IL-1βB、CASP3、PPARG，见图3。
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注：节点的圆形面积越大，颜色越深，表明其Degree值越高，其在网络中重要性越高。
图3  半夏白术天麻汤治疗癫痫的PPI网络图
Fig.ure 3  PPI network topology analysis diagram of BBTD for epilepsy
注：节点的圆形面积越大，颜色越深，表明其Degree值越高，其在网络中重要性越高。
2.5  半夏白术天麻汤治疗癫痫的GO功能及KEGG通路富集分析
为了阐明半夏白术天麻汤治疗癫痫的生物学意义，对上述220个交集靶点做GO功能和KEGG通路富集分析。GO功能富集共得到1262条GO条目，其中生物过程（Biological process，BP）包含953条，主要涉及化学突触传递、药物反应、膜电位的调节、神经系统过程等生物过程；其中细胞组分（Cell components，CC）包含123条，主要涉及电压门控钠离子通道复合物、GABA-A受体复合物、氯离子通道复合物等细胞组分成；其中分子功能（Molecular function，MF）包含186条，主要涉及神经递质受体活性、GABA门控氯离子通道活性、电压门控钠通道活性、氯离子通道活性等分子功能。选取GO功能富集结果的前30条目进行可视化呈现，见图4A。
KEGG通路富集共得到189条通路，主要涉及神经活性配体-受体相互作用、IL-17信号通路、cAMP信号通路、GABA能突触、TNF信号通路、逆行内源性大麻素信号、HIF-1信号通路等通路，见图4B。
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图4  半夏白术天麻汤治疗癫痫的GO功能和KEGG通路富集分析图
Fig.ure 4  GO function and KEGG pathway enrichment analysis of BBTD for epilepsy
将显著富集的前20条通路、调控通路的靶点、靶点对应的活性成分导入Cytoscape软件构建通路-靶点-活性成分网络图，通过CytoNCA插件计算其拓扑属性Degree值，筛选前50的节点展示，见图5。筛选出通路-靶点-活性成分网络图中前4个核心活性成分，包括白桦脂醇（Betulin）、麻黄碱（Ephedrine）、麦角胺（Ergotamine）、百里香酚（Thymol）。
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注：紫色圆形代表交集靶点，粉色倒三角代表通路，亮蓝色正方形代表活性成分，Degree值越大图形面积越大，代表重要性越高。
图5  半夏白术天麻汤治疗癫痫的通路-靶点-活性成分网络图
Fig.ure 5  Pathway-target-active ingredient network diagram of BBTD for epilepsy
注：紫色圆形代表交集靶点，粉色倒三角代表通路，亮蓝色正方形代表活性成分，Degree值越大图形面积越大，代表重要性越高。

2.6  半夏白术天麻汤治疗癫痫的分子对接结果验证
针对PPI网络筛选出的前5个核心靶点，与通路-靶点-活性成分网络图所筛选出的4个核心活性成分，进行分子对接验证，并从结合能角度进行分析，其中对接结合能越小表示配体与受体结合越稳定，两者越可能发生相互作用。分子对接结果发现ACTB（PDB: ：6mbk）与白桦脂醇的结合力最强，TNF（PDB: ：2az5）与白桦脂醇结合力最强，AKT1（PDB: ：1unq）与麦角胺结合力最强，ALB（PDB: ：6yg9）与麦角胺结合力最强，INS（PDB: ：2ceu）与麦角胺结合力最强，见表2。挑选上述结合能较低的构象制作白桦脂醇与ACTB、TNF，麦角胺与AKT1、ALB、INS的分子对接图，见图6。
表2  半夏白术天麻汤治疗癫痫的活性成分与靶点的结合能 
Table 2  The binding energy of active ingredients and targets in BBTD for epilepsy
	主要活性成分
	结合能/（kcalmol－-1）

	
	AKT1
	ALB
	ACTB
	INS
	TNF

	白桦脂醇（Betulin）
	－-6.77
	－-7.52
	－-8.58
	－-8.87
	－-9.46

	麻黄碱（Ephedrine）
	－-5.12
	－-4.98
	－-4.39
	－-5.97
	－-4.85

	麦角胺（Ergotamine）
	－-8.5
	－-8.68
	－-7.96
	－-9.25
	－-8.56

	百里香酚（Thymol）
	－-5
	－-5.41
	－-4.83
	－-5.59
	－-4.59



[image: ]
注：麦角胺（Ergotamine）与AKT1、ALB、INS分子对接验证，白桦脂醇（Betulin）与ACTB、TNF分子对接验证。A.白桦脂醇与ACTB对接结果；B.麦角胺与AKT1对接结果；C.麦角胺与ALB对接结果；D.麦角胺与INS对接结果；E.白桦脂醇与TNF对接结果。
图6  半夏白术天麻汤治疗癫痫的活性成分与主要靶点的分子对接3D模式图
Figure 6  3D schematic diagrams of molecular docking between active ingredients and targets of BBTD for epilepsy
注：麦角胺（Ergotamine）与AKT1、ALB、INS分子对接验证，白桦脂醇（Betulin）与ACTB、TNF分子对接验证。A：白桦脂醇与ACTB对接结果；B：麦角胺与AKT1对接结果；C：麦角胺与ALB对接结果；D：麦角胺与INS对接结果；E：白桦脂醇与TNF对接结果。

2.7  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠一般情况及行为学的影响
造模过程中观察到，大鼠出现竖毛粗糙、节律性点头、目光呆滞、面部抽动等Ⅰ级、Ⅱ级发作表现；甩尾、单肢抽动等Ⅲ级发作表现，伴小便失禁、大便稀烯溏、眼睑充血、眼角血泪、口吐白沫；全身颤动、头尾昂起、后肢直立、前肢阵挛、跌倒、跳起翻转等Ⅳ级Ⅴ级发作表现，并持续30 min以上，提示癫痫大鼠模型制备成功。造模成功后做脑电图检测结果显示，在正常对照组中观察到α、β波等正常波形，癫痫模型大鼠脑电图可见高频高幅快波（尖波、棘波）和低频高幅慢波（尖-慢波、棘-慢波）等癫痫样放电异常波形，亦提示癫痫大鼠模型制备成功。
与正常空白对照组相比，造模后第1周各组癫痫模型大鼠体重骤降，第2周之后各组大鼠体重缓慢上升并趋近于正常空白对照组。在第3-5周，与模型对照组相比，半夏白术天麻汤组大鼠体重显著升高（P＜0.05），且体重与正常空白对照组相近，提示半夏白术天麻汤治疗癫痫可有效升高癫痫大鼠的体重。在第4-11周，与模型对照组相比，卡马西平组大鼠体重显著降低（P＜0.01），且低于半夏白术天麻汤组大鼠平均体重，见图7。

[image: ]
注：与模型对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，n=10。
图7  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠体重增长的影响	Comment by 彩霞 侯: 图中“空白对照组”改为“正常对照组”
Fig.ure 7  Effect of BBTD on body weight of epilepsy model rats
注：与模型对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，n=10。
与模型对照组相比，半夏白术天麻汤组大鼠癫痫发作评分显著降低（P＜0.001），发作持续时间显著减少（P＜0.01），癫痫发作次数显著减少（P＜0.01）；与模型对照组相比，卡马西平组大鼠癫痫发作评分显著降低（P＜0.01），发作持续时间显著减少（P＜0.01），癫痫发作次数显著减少（P＜0.01），见表3。提示半夏白术天麻汤与卡马西平可有效抑制癫痫大鼠的痫性发作。
表3  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠痫性发作的影响（x±s ）
Table 3  Effect of BBTD on Epileptic Seizures in epilepsy model rats
	[bookmark: _Hlk149482636]组别
	发作评分
	发作持续时间（s）/秒
	发作次数/（次）

	模型对照组
	12.2±3.010
	171.8±80.114
	18.4±4.722

	卡马西平组
	6.12±0.867***
	36.2±13.349**
	9.8±1.304**

	半夏白术天麻汤组
	6.56±0.876**
	30.6±14.673**
	10.8±1.483**


注：与模型对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=10.。
2.8  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠海马组织神经元损伤的影响
正常对照组大鼠海马CA1区，可见大量排列整齐致密的锥体细胞，细胞形态完整，胞质浆内尼氏小体丰富；模型对照组大鼠海马CA1区，细胞排列不规则，细胞破裂轮廓不清，胞质浓缩，细胞核固缩，胞质浆内存在少量尼氏小体；半夏白术天麻汤组大鼠海马CA1区神经元排列规则且致密，细胞数量减少，细胞形态正常，核仁较为清晰，胞质浆内尼氏小体丰富；卡马西平组海马神经元排列密集，细胞形态规整，胞质浆内存在尼氏小体，如见图8所示。大鼠海马CA1区尼氏染色阳性神经元计数统计结果见表4：与正常对照组相比，模型对照组海马CA1区尼氏染色阳性神经元数量明显降低，差异具有显著性差异（P<0.01）；与模型对照组相比，半夏白术天麻汤组和卡马西平组海马CA1区尼氏染色阳性神经元数量有一定升高，具有显著性差异（P<0.01）。
表4  各组大鼠海马CA1区尼氏染色阳性神经元计数统计结果（x±sSD）
Table 4  Statistical results of Nissl staining of hippocampal CA1 region in each group （x±SDs）
	组别
	x±SDs

	正常对照组
	54.468±7.101

	模型对照组
	38.2±4.382△△

	半夏白术天麻汤组
	51.8±2.114**

	卡马西平组
	51.934±7.536**


注：与正常对照组相比，△P<0.05，△△P<0.01；与模型对照组相比，*P<0.05，** P<0.01；n=6.。
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A.正常对照组海马 B.模型对照组海马 C.半夏白术天麻汤组海马 D.卡马西平组海马
图8  各组大鼠海马CA1区域尼氏染色图（×400）	Comment by 彩霞 侯: 图中字母后面的文字删除，仅保留ABCD
Figure 8  Nissl staining diagram of hippocampal CA1 region in each group （×400）
注：A：正常对照组海马；B：模型对照组海马；C：半夏白术天麻汤组海马；D：卡马西平组海马。
2.9  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠海马组织CaspaseASPASE -3、BAX、BCL-2蛋白表达的影响
CaspaseASPASE -3、BAX、BCL-2阳性细胞呈棕黄色，染色部位主要在细胞质及细胞间质，见图9。与正常空白对照组相比较，模型对照组大鼠海马的BAX阳性细胞数显著减少（P<0.01），模型对照组大鼠海马CA1区的CaspaseASPASE -3、BCL-2阳性细胞数显著增加（P<0.001）。与模型对照组相比较，半夏白术天麻汤组、卡马西平组大鼠海马的Caspase-ASPASE 3、BCL-2阳性细胞数显著减少（P<0.001），卡马西平组大鼠海马的BAX阳性细胞数显著增加（P<0.001）。大鼠海马CA1区Caspase-ASPASE 3、BAX、BCL-2平均光密度统计结果见表5。	Comment by 彩霞 侯: BCL-2？见表5，请核	Comment by 彩霞 侯: BAX？见表5，请核	Comment by 彩霞 侯: BAX？见表5，请核	Comment by 彩霞 侯: BCL-2？见表5，请核
表5  大鼠海马CA1区Caspase-ASPASE 3、BAX、BCL-2平均光密度统计结果（x ±SDs）
Table 5  Statistical results of mean optical density of Caspase-ASPASE 3, BAX and BCL-2 in hippocampal CA1 region in each group （(x±SDs）)
	组别
	BAX
	BCL-2
	CaspaseASPASE -3

	正常对照组
	0.126±0.016
	0.246±0.034
	0.239±0.011

	模型对照组
	0.275±0.007△△△
	0.193±0.017△△
	0.297±0.022△△△

	半夏白术天麻汤组
	0.194±0.018***
	0.226±0.012
	0.235±0.015***

	卡马西平组
	0.192±0.021***
	0.252±0.019***
	0.235±0.019***


注：与正常对照组相比，△P<0.05，△△P<0.01，△△△P<0.001；与模型对照组相比，*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001，n=5。
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图9  各组大鼠海马组织Caspase-ASPASE 3、BAX、BCL-2免疫组化染色（×400）	Comment by 彩霞 侯: 图中CASPASE 3改为Caspase-3
Fig.ure 9  Immunohistochemical staining of Caspase-ASPASE 3, BAX and BCL-2 in hippocampal tissues of rats in each group （×400）
2.10  半夏白术天麻汤对癫痫模型大鼠海马组织mRNA表达水平的影响
与正常空白对照组相比较，模型对照组海马组织中IL-6、TNF、CASP3、IL-1βB的mRNA表达水平显著升高（P<0.01），AKT1的mRNA表达水平显著下降（P<0.05）；与模型对照组相比较，半夏白术天麻汤组、卡马西平组IL-6、TNF、CASP3、IL-1βB的mRNA表达水平显著降低（P<0.05），AKT1的mRNA表达水平明显升高。见图10。
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图10  各组大鼠海马组织mRNA表达水平比较	Comment by 彩霞 侯: 图中IL6改为IL-6，IL1B改为IL-1β
Figure 10  Comparison of mRNA expression levels in hippocampus in each group
注：与模型对照组相比，*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001，n=3。

3  讨论
癫痫俗称“羊角风”或“羊癫风”，中医将其归纳于“痫病”范畴，其病因多责之于风、痰。癫痫急性发作期为风痰上扰，蒙蔽清窍，故出现卒然昏仆；痰浊上扰，积聚清窍，故出现口吐涎沫；《素问》曰“风胜则动”，风痰内动于目窍，故出现两目上视；风袭脑络，风痰闭窍，故出现四肢抽搐；风痰壅滞喉中，故出现喉间猪羊叫声；风邪“善行而数变”，待风熄、痰消，诸证悉除，故出现醒后如常。鉴于癫痫风痰证候特征，确立了熄风化痰的基本治法，故选用熄风化痰法经典代表方“半夏白术天麻汤”化裁施治。该方由半夏、天麻、茯苓、橘红、白术、甘草、生姜、大枣组成，方中半夏燥湿化痰理气和中，天麻平肝息风止痉，二者配伍，善于熄风化痰，共为君药。白术健脾燥湿，茯苓健脾渗湿，以杜生痰之源，与半夏、天麻配伍，增强熄风化痰之力，共为臣药。佐以橘红理气化痰，使气顺痰消，使以姜、枣调和脾胃，甘草调和诸药。综合全方，一则“熄风”，平抑肝阳，风熄则风痫止；二则“化痰”，益气健脾，脾为生痰之源，脾健则痰不生。全方共奏熄风化痰之效，使脾土运而痰湿化，肝风熄而癫痫宁。现代药理研究发现，半夏提取物可显著抑制由青霉素诱发的大鼠惊厥和痫性放电[21]，半夏生物总碱可通过调节GABA神经功能实现抗癫痫作用[22]，半夏生物总碱对癫痫大鼠发挥神经保护作用[23]。茯苓水提液可保护大鼠海马神经细胞线粒体功能及微管结构方面损伤[24]。白术内酯Ⅰ、Ⅲ可抑制大鼠神经元细胞凋亡[25]；白术多糖可提高缺氧神经元BCL-2/BAX比值水平，抑制神经元线粒体损伤和凋亡[26]。由此推测半夏白术天麻汤中多味中药通过多种途径多种机制发挥神经元保护作用。
本研究通过网络药理学分析构建中药-活性成分-靶点-疾病网络图[27,][28]，筛选出药物靶点与疾病靶点的交集靶点220个。PPI网络分析结果显示，AKT1、ALB、ACTB、INS、TNF、IL-6、TP53、IL-1βB、CASP3、PPARG等可能是半夏白术天麻汤治疗癫痫的潜在作用靶点，既往研究发现上述靶点与神经系统炎症（TNF、IL-6和IL-1βB）[29-][30][31]和细胞凋亡（AKT1、TNF和CASP3）[32-][33][34]有关。其中Akt是一类参与信号转传导和神经发育的关键激酶，AKT1的表达可影响认知行为和海马神经可塑性及认知[35]，在颞叶癫痫伴海马硬化症患者的海马组织内AKT1表达显著升高[36]。TNF的表达可以激活癫痫病灶的外源性凋亡途径[37]，TNF高表达可诱导神经元凋亡和慢性海马炎症，且多见于难治性癫痫[38]。ACTB是一种常用的内参基因，其在神经系统、血液、皮肤、肾、肺、胰腺、等组织中高表达，参与神经生长、突触转运和神经元再生[39,][40]。CASP3所编码的Caspase-ASPASE 3是激活神经元细胞凋亡的效应蛋白，Caspase-ASPASE 3参与戊四氮癫痫模型大鼠海马齿状回神经元凋亡的过程[41,][42]。
通过对交集靶点进行KEGG通路富集分析发现，半夏白术天麻汤治疗癫痫主要涉及神经活性配体-受体相互作用、GABA能突触、TNF信号通路、逆行内源性大麻素信号、IL-17、cAMP、HIF-1等信号通路，上述通路主要参与细胞的炎症、细胞凋亡、侵袭转移[43-][44][45]。其中TNF通路中TNF相关的凋亡诱导配体激活相应的受体，通过TNF、Fas受体相关死亡域，募集Ccaspase-8形成寡聚体，cCaspase-8酶自我剪切活化，激活下游效应分子Ccaspase-3，引起Ccaspase级联反应促进细胞凋亡[46]。cAMP通路中cAMP可改变神经元和胶质细胞的兴奋性[47]，cAMP浓度与超极化激活环核苷酸门控通道开放程度正相关[48]，环核苷酸门控通道功能障碍可导致过度兴奋和动作电位失控诱导癫痫发作[49]，同时研究发现cAMP-PKA通路的激活可以防止神经元发生细胞凋亡[50]。将交集靶点与活性成分投射到前20的KEGG通路中，构建通路-靶点-活性成分网络图，并筛选得到4个核心活性成分，包括白桦脂醇（Betulin）、麻黄碱（Ephedrine）、麦角胺（Ergotamine）、百里香酚（Thymol）。其中Betulin可抑制细胞凋亡，能够显著下调促凋亡蛋白P53和BAXax的表达，显著上调抑凋亡蛋白BCL-2，并减少Ccaspase-8、Ccaspase-9和Ccaspase-3的表达趋势[51]。大鼠缺氧缺血性脑损伤模型中，麻黄碱（Ephedrine）可提高海马BCLbcl-2的表达，降低BAXbax的表达，并抑制海马神经细胞的凋亡[52]。麦角胺（Ergotamine）通过抑制NR1a/NR2A亚基降低NMDAR受体活性，防止过量Ca2+内流，发挥抗氧化、抗凋亡作用，从而防止神经元凋亡发挥神经保护作用[53]。百里香酚（Thymol）处理后显示出抗氧化性能以及抗凋亡作用[54,][55]，Thymol干预可导致BCLcl-2蛋白表达增加，Ccaspase-3表达减少，发挥抗细胞凋亡和坏死作用[56]。
动物模型验证结果发现，造模后行为学观察发现大鼠痫性发作频繁且脑电图显示高频高幅快波（尖波、棘波）和低频高幅慢波（尖-慢波、棘-慢波）等癫痫样放电波形，表明大鼠造模成功且进入自发作状态，而半夏白术天麻汤干预给药后，癫痫大鼠的行为学发作评分显著降低、发作持续时间显著缩短、发作次数显著减少，提示大鼠痫性发作症状得到缓解，半夏白术天麻汤能有效治疗氯化锂-匹罗卡品诱导的癫痫。本次研究结果表明，氯化锂-匹罗卡品诱导后大鼠海马CA1区神经元细胞数量减少、排列紊乱、细胞破裂轮廓不清、胞质浓缩、细胞核固缩、尼氏染色阳性神经元细胞数较正常空白对照组大鼠显著降低，表明大鼠造模后神经元大量损伤，而半夏白术天麻汤给药后大鼠海马CA1区尼氏染色阳性神经元细胞数显著升高，提示半夏白术天麻汤的抗癫痫作用可能与减少神经元损伤程度有关。Caspase-ASPASE 3是细胞凋亡的关键执行蛋白之一，激活后可裂解下游死亡底物，放大上游死亡级联，最终引起染色质凝结和DNA断裂，导致细胞凋亡[57]。此外，抗凋亡蛋白基因BCL-2和促凋亡基因蛋白BAX的表达也对细胞凋亡进程起重要作用[58]。本研究发现，与正常空白对照组大鼠相比，模型对照组大鼠海马组织内促凋亡蛋白BAX、Caspase-ASPASE 3表达显著升高，抗凋亡蛋白BCL-2表达显著降低，进一步表明癫痫模型大鼠海马组织内神经元发生细胞凋亡，而半夏白术天麻汤给药干预后，癫痫大鼠海马组织内促凋亡蛋白BAX、Caspase-ASPASE 3显著降低，抗凋亡蛋白BCL-2有升高趋势；提示半夏白术天麻汤有可能通过抑制神经元凋亡减少海马神经元损伤并实现缓解癫痫痫性发作。
综上所述，本研究应用网络药理学筛选出半夏白术天麻汤治疗癫痫的核心靶点、关键通路、核心活性成分，并通过分子对接验证核心靶点与核心活性成分对接良好，提示上述靶点、通路、活性成分在改善海马神经元凋亡方面具有潜在作用。本研究通过动物实验验证了半夏白术天麻汤能有效缓解大鼠癫痫发作并改善海马神经元损伤，其机制可能是通过调控凋亡相关蛋白，抑制神经元凋亡而减轻海马神经元损伤，最终抑制癫痫发作。
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