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基于疾病与活性化合物靶点网络构建的异鼠
李素抗缺血性神经损伤作用评价与验证研究

张　 雯，张　 森，刘　 珊，宋俊科，杜冠华∗

（中国医学科学院北京协和医学院药物研究所，药物靶点研究与新药筛选北京市重点实验室，北京 １０００５０）

摘　 要：基于网络药理学与分子对接探讨异鼠李素对缺血性神经损伤的治疗作用。 采用 ＣｈＥＭＢＬ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、Ｄｒｕｇ⁃
Ｂａｎｋ、ＳＴＩＴＣＨ 及 ＢｉｎｄｉｎｇＤＢ 数据库检索异鼠李素药理学靶点，应用 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＧｅｎＣＬｉＰ 及 ＣＴＤ 数据库检索缺血性神经损伤的

疾病靶点，取交集作为异鼠李素对缺血性神经损伤的治疗靶点，并进行表型分析。 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 构建蛋白互作网

络，使用 Ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｅｒ 进行拓扑分析，同时应用 ＭＯＤＥ 构建功能模块，并基于 ＣｌｕｅＧｏ 对功能模块进行分析。 之后应用 ＤＡ⁃
ＶＩＤ 数据库对治疗靶点进行 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析。 利用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 评价异鼠李素与核心靶点的结合活性，最后建立

ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤 ＰＣ１２ 细胞模型，采用 ＭＴＴ 和 ＬＤＨ 法检测细胞活力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法对 ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和 ＭＭＰ２ 的表达进行检测。 异

鼠李素通过 ５０ 个缺血性神经损伤相关靶点，调控细胞凋亡、转录、蛋白质磷酸化、炎症反应等生物学过程，干预 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信

号通路、ＨＩＦ⁃１ 信号通路、雌激素信号通路、肿瘤坏死因子信号通路、ＦｏｘＯ 信号通路等多条途径发挥抗缺血性神经损伤的作用。
初步阐释异鼠李素治疗缺血性神经损伤的作用，涉及多靶点、多通路，为进一步探究其药理学活性奠定理论基础。
关键词：缺血性神经损伤；异鼠李素；网络药理学；分子对接
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　 　 缺血性神经损伤（ Ｉｓｃｈｅｍｉｃ Ｎｅｒｖｅ Ｉｎｊｕｒｙ， ＩＮＩ），
指脑部动脉血管管壁发生病理改变，血管管腔狭窄、
闭塞、血流停滞，进而引起脑组织缺血坏死，出现神

经功能障碍［１－２］。 研究神经损伤发病机制，开发新

型治疗药物，对于减少神经损伤的发病率、改善患者

预后有重要意义。
异鼠李素（ Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ， Ｉｓｏ）广泛存在于多种

植物的花、果实和叶中。 研究表明，异鼠李素能够通

过 ＮＦ －κＢ 信号通路抑制炎症反应、保护内皮细

胞［３］，还能够清除自由基、抑制线粒体脂质过氧化、
减轻氧化应激造成的心肌损伤［４］。 此外，异鼠李素

能够提高 ＭＰＰ ＋损伤后 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ 细胞存活率，抑制

ＭＰＰ ＋引起的细胞活性氧和线粒体超氧化物增加，减
缓线粒体膜电位下降［５］。 并且，异鼠李素通过激活

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＧＳＫ－３β ／ ＣＲＥＢ 信号通路减轻鱼藤酮诱

导的 ＰＣ１２ 细胞损伤［６］ 。 目前尚缺乏异鼠李素治

疗缺血性神经损伤的报道，本研究采用网络药理

学和分子对接技术，结合细胞生物学和分子生物

学验证，系统阐述异鼠李素治疗缺血性神经损伤

的作用。

１　 材料与方法

１．１　 数据库

　 　 所用数据库及网址（见表 １）。

表 １　 数据库及网址

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａｂａｓｅｓ ａｎｄ ｗｅｂｓｉｔｅｓ

数据库名称 网址

ＰｕｂＣｈｅｍ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ
ＣｈＥＭＢＬ Ｄａｔａｂａｓｅ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ ｃｈｅｍｂｌ

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ
ＤｒｕｇＢａｎｋ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃｏｍ
ＳＴＩＴＣＨ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｉｔｃｈ．ｅｍｂｌ．ｄｅ

ＢｉｎｄｉｎｇＤＢ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｎｄｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ ／ ｂｉｎｄ ／ ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ
Ｕｎｉｐｒｏｔ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ

ＤｉｓＧｅＮＥＴ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｉｓｇｅｎｅｔ．ｏｒｇ
ＧｅｎＣＬｉＰ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｉ．ｓｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／ ＧｅｎＣＬｉＰ２ ／ ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｈｐ

ＣＴＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｔｄｂａｓｅ．ｏｒｇ
ＶａｒＥｌｅｃｔ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｖａｒｅｌｅｃｔ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ
ＳＴＲＩＮＧ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ
ＤＡＶＩＤ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ

１．２　 试剂

　 　 异鼠李素购自上海源叶生物科技有限公司。
ＰＣ１２ 细胞购自中国医学科学院基础医学研究所。
Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ １６４０（ＲＰＭＩ １６４０），
马血清，胎牛血清，均购自 Ｇｉｂｃｏ；ＭＴＴ，多聚赖氨酸，
均购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ。 蛋白激酶 Ｂα（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ

Ｂ α， ＡＫＴ１）、白介素 ６（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６， ＩＬ６）、基质金

属蛋白酶 ２ （Ｍａｔｒｉｘ Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２， ＭＭＰ２）、β⁃
ａｃｔｉｎ 均购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。
１．３　 靶点收集与网络构建

　 　 １）靶点收集　 采用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库获得异鼠

李素的三维结构，应用 ＣｈＥＭＢＬ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、
ＤｒｕｇＢａｎｋ、ＳＴＩＴＣＨ 及 ＢｉｎｄｉｎｇＤＢ 数据库检索异鼠李素

潜在靶点，运用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库将靶点统一转换为靶基

因形式，构建异鼠李素药理作用靶基因集合。 应用

ＤｉｓＧｅＮＥＴ、ＧｅｎＣＬｉＰ 及 ＣＴＤ 数据库检索缺血性神经

损伤疾病相关靶点。 将异鼠李素药理作用靶点与缺

血性神经损伤疾病相关靶点取交集，作为异鼠李素

治疗缺血性神经损伤的靶点。 将上述靶点导入

ＶａｒＥｌｅｃｔ 数据库，分析基因与表型之间相关性。
２）蛋白质相互作用网络构建 　 将异鼠李素治

疗缺血性神经损伤的靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，构
建蛋白－蛋白相互作用（ Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络。 之后将 ＰＰＩ 网络导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件，使
ＰＰＩ 网络可视化。 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 排名前十的靶点作为

异鼠李素治疗缺血性神经损伤的关键靶点。 使用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 的 Ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｅｒ 插件进行拓扑分析。
同时应用 ＭＯＤＥ 进行聚类构建功能模块，并基于

ＣｌｕｅＧｏ 对功能模块进行分析。
３）ＧＯ 功能分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 为了

进一步探究治疗靶点参与的生物学过程及所涉及的

信号通路，将核心治疗靶蛋白上传至 ＤＡＶＩＤ 数据库

进行 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析，显著性阈值

设为 Ｐ＜０．０５，筛选排名靠前的生物学过程和信号通

路，并做气泡图进行可视化。
１．４　 生物活性验证

　 　 １）分子对接　 利用 ＰＤＢ 数据库查询核心靶点

的 ＰＤＢ ＩＤ，导入 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 进行分子对接，预
测和评价活性成分与靶点的结合活性。
　 　 细胞培养。 ＰＣ１２ 细胞用 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，加
１０％马血清和 ５％胎牛血清，３７ °Ｃ、５％ ＣＯ２，饱和湿

度条件下培养。
２）细胞活力检测 　 ＰＣ１２ 细胞以完全培养基

８ ０００ ｃｅｌｌｓ ／ ｗｅｌｌ接种于 ９６ 孔板 ２４ ｈ，之后 ＰＢＳ 洗一

次，分为正常对照组、缺糖缺氧 ／复糖复氧（Ｏｘｙｇｅｎ
Ｇｌｕｃｏｓｅ Ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ Ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ）损伤模

型组和异鼠李素低中高（１．５， ５ 和１５ μｍｏｌ·Ｌ－１）给
药组。 除正常对照组外，其余各组均更换 Ｅａｒｌｅ’ ｓ
平衡盐溶液，并置于低氧培养箱（１％ Ｏ２， ５％ ＣＯ２，
９４％ Ｎ２）３７ ℃培养２ ｈ。之后更换完全培养基，重新

置于常氧培养箱 ３７ ℃继续培养至 ２４ ｈ。 正常对照

组始终使用完全培养基在常氧培养箱孵育 ２４ ｈ。 实
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验终点时，取细胞上清，测定 ＬＤＨ 释放；下层每孔加

入１００ μＬ ０．５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液，４ ｈ 后加入 １ ５０ μＬ
ＤＭＳＯ 振荡摇匀５ ～ １０ ｍｉｎ，用酶标仪在４９０ ｎｍ处

测定吸光度。
３）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达 　 实验终点，提

取细胞蛋白，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。 分别用稀

释后的 ＡＫＴ１、ＩＬ６、ＭＭＰ２ 和 β⁃ａｃｔｉｎ ４ ℃孵育过夜，
再置于相应种属二抗中孵育 ２ ｈ，接下来用 Ｔｒｉｓ 缓冲

盐溶液洗涤后显色成像。
１．５　 研究策略

　 　 运用各数据库及软件进行的网络药理学分析，
通过小分子化合物筛选和疾病靶标蛋白基因筛选，
分别得到化合物与疾病对应相关靶标蛋白大分子。
之后将筛选得到的交集基因进行整合，在基因层面

建立化合物与疾病之间的联系，并进行蛋白质相互

作用及信号通路研究。 最后，对网络中的关键节点

和功能模块，辅以生物学验证。 即以“化合物－疾

病”两个分支开始，以网络构建、网络可视化、网络

分析预测二者相互作用为基础，以化合物对疾病的

生物学功能为终止（见图 １）。

图 １　 采用网络药理学方法预测化合物新适应症的流程概览

Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｎｅｗ ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｐｐｒｏａｃｈ

２　 结　 果

２．１　 缺血性神经损伤靶蛋白 ＰＰＩ 网络分析和靶点

网络建立

　 　 通过数据库检索得到异鼠李素药理作用靶点，
与缺血性神经损伤疾病相关靶点取交集，共得到 ５０
个共有靶点，作为异鼠李素治疗缺血性神经损伤靶

点。 将上述靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，构建 ＰＰＩ 网

络，结果（见图 ２ 和表 １），ＰＰＩ 网络中的关键基因包

括促 分 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ３ （ Ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ ３， ＭＡＰＫ３ ）、 白 细 胞 介 素 家 族、
ＭＭＰ２、ＡＫＴ１、 非受体酪氨酸激酶 ｃ （ ＳＲＣ ｐｒｏｔｏ⁃
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ｎｏｎ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＳＲＣ）、半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶 ８（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃａｓｐａｓｅ ８， ＣＡＳＰ８）、基质金

属蛋白酶⁃９（Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ９， ＭＭＰ９）等。

图 ２　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤靶点的 ＰＰＩ 网络

Ｆｉｇ． ２　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ
ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．２　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤核心靶蛋白模

块分析

　 　 借助ＭＣＯＤＥ 算法对核心靶点互作网络进行模块

识别，从互作网络中识别出 ３ 个功能模块（见图 ３）。

图 ３　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤核心靶点的关键功能模块
Ｆｉｇ． ３　 Ｋｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ
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表 ２　 核心基因命名和拓扑参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｓｉｇｎａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ
基因名称 蛋白名称 度值 紧密中心度 间距中心度

ＭＡＰＫ３ ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３ ３５ ０．８３０ １８８ ７０ ２８１．７０８ ５６０
ＩＬ４ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ４ ２０ ０．６４７ ０５８ ８４ １６．７２８ ７４３

ＩＬ２ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２ １９ ０．６３７ ６８１ ２０ １５．６４８ ７６８

ＭＭＰ２ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ２ １９ ０．６３７ ６８１ ２０ ２６．０７４ ９９１

ＡＫＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ α ３５ ０．８３０ １８８ ７０ ２１６．５０４ ９４０

ＳＲＣ ＳＲＣ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ｎｏｎ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３０ ０．７５８ ６２０ ７０ １５６．６２５ １００

ＩＬ６ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ ３２ ０．７８５ ７１４ ２７ ２２０．９１４ ９５０

ＭＭＰ９ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ９ ２２ ０．６６６ ６６６ ７０ ４２．３５０ ２０４

ＣＡＳＰ８ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃａｓｐａｓｅ ８ ２２ ０．６６６ ６６６ ７０ ５１．１０２ １８０

ＩＬ１Ｂ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β ２１ ０．６５６ ７１６ ４０ ２９．９１４ ０６８

　 　 进一步借助 ＣｌｕｅＧｏ 对识别的模块进行分析（见
图 ４ 和表 ３），ＭＣＯＤＥ Ａ 主要功能富集在 ＶＥＧＦ 信号

通路、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路等。
ＭＣＯＤＥ Ｂ 主要富集在卵泡发育、 ｐ５３ 信号通路。
ＭＣＯＤＥ Ｃ 主要富集在淀粉样 β 蛋白反应。
２．３　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤基因－表型相关

性分析

　 　 将异鼠李素治疗缺血性神经损伤靶点导入

ＶａｒＥｌｅｃｔ 数据库，选择表型为缺血性神经损伤，进行

基因与表型相关性分析，其中 ４９ 个潜在基因与缺血

性神经损伤表型直接相关，１ 个潜在基因与缺血性神

经损 伤 表 型 间 接 相 关， Ａｖｅｒａｇｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃａｕｓｉｎｇ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 大于 ６５％的靶点（见表 ４）。

表 ３　 功能模块的 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅｓ

子网络 条目

ＭＣＯＤＥ Ａ

ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ＲＩ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｐｒｏｌａｃｔｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｒｅｌａｘｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ＨＩＦ－１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ＤＮＡ⁃ｓｅｎｓｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃ－ｔｙｐｅ ｌｅｃｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ＩＬ－１７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ２ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ＩｇＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＭＣＯＤＥ Ｂ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＭＣＯＤＥ Ｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｍｙｌｏｉｄ⁃ｂｅｔａ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｍｙｌｏｉｄ⁃ｂｅｔａ

表 ４　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤基因－表型相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅ⁃ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ
ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

靶点 名称 平均致病可能性％ 关联

ＰＰＡＲＤ Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｄｅｌｔａ

９３．２７ Ｄｉｒｅｃｔ

ＳＲＣ
ＳＲＣ Ｐｒｏｔｏ⁃Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，

Ｎｏｎ⁃Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ ９２．０３ Ｄｉｒｅｃｔ

ＡＫＴ１ ＡＫＴ Ｓｅｒｉｎｅ ／
Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ １

９０．７７ Ｄｉｒｅｃｔ

ＣＣＮＤ１ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ８８．３０ Ｄｉｒｅｃｔ

ＲＯＲＡ ＲＡＲ Ｒｅｌａｔｅｄ Ｏｒｐｈａｎ
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａ

８６．６１ Ｄｉｒｅｃｔ

ＭＡＰＫ３
Ｍｉｔｏｇｅｎ⁃Ａｃｔｉｖａｔｅｄ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ ３ ８４．６６ Ｄｉｒｅｃｔ

ＣＤＫ５ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｋｉｎａｓｅ ５

８３．４１ Ｄｉｒｅｃｔ

ＧＳＫ３Ｂ Ｇｌｙｃｏｇｅｎ Ｓｙｎｔｈａｓｅ
Ｋｉｎａｓｅ ３ Ｂｅｔａ

８３．１８ Ｄｉｒｅｃｔ

ＢＡＸ
ＢＣＬ２ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ，
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ８２．９６ Ｄｉｒｅｃｔ

ＩＬ１Ｂ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １ Ｂｅｔａ ８１．８４ Ｄｉｒｅｃｔ

ＲＥＬＡ ＲＥＬＡ Ｐｒｏｔｏ⁃Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
ＮＦ⁃ＫＢ Ｓｕｂｕｎｉｔ

８０．６７ Ｄｉｒｅｃｔ

ＢＲＡＦ Ｂ－Ｒａｆ Ｐｒｏｔｏ⁃Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
Ｓｅｒｉｎｅ ／ Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ

７９．６０ Ｄｉｒｅｃｔ

ＳＹＫ
Ｓｐｌｅｅｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
Ｔｙｒｏｓｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ ７８．８６ Ｄｉｒｅｃｔ

ＢＡＣＥ１ Ｂｅｔａ⁃Ｓｅｃｒｅｔａｓｅ １ ７８．７０ Ｄｉｒｅｃｔ
ＴＮＫＳ２ Ｔａｎｋｙｒａｓｅ ２ ７８．１７ Ｄｉｒｅｃｔ

ＰＮＰＯ Ａｍｙｌｏｉｄ Ｂｅｔａ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ

７７．６５ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ＴＥＲＴ Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ

７６．６４ Ｄｉｒｅｃｔ

ＩＮＳＲ Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７５．６３ Ｄｉｒｅｃｔ
ＩＬ２ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２ ７５．５５ Ｄｉｒｅｃｔ

ＡＢＬ１
ＡＢＬ Ｐｒｏｔｏ⁃Ｏｎｃｏｇｅｎｅ １，

Ｎｏｎ⁃Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ ７４．０５ Ｄｉｒｅｃｔ

ＫＩＴ ＫＩＴ Ｐｒｏｔｏ⁃Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ

７２．６０ Ｄｉｒｅｃｔ

ＭＭＰ２ Ｍａｔｒｉｘ Ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ２ ７１．７８ Ｄｉｒｅｃｔ
ＥＰＨＢ４ ＥＰＨ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ４ ６９．２９ Ｄｉｒｅｃｔ

ＣＤＫ２ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｋｉｎａｓｅ ２

６８．７２ Ｄｉｒｅｃｔ

ＣＡＳＰ８ Ｃａｓｐａｓｅ ８ ６８．５８ Ｄｉｒｅｃｔ
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图 ４　 模块 Ａ ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ． ４　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＣＯＤＥ Ａ

２．４　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤靶蛋白 ＧＯ 分

析和 ＫＥＧＧ 富集分析

　 　 将核心治疗靶蛋白上传至 ＤＡＶＩＤ 数据库，进行

ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析，Ｐ ＜ ０．０５。 筛选排

名靠前的生物学过程和信号通路，并做气泡图进行

可视化，结果（见图 ５）。 富集度较高的生物学过程

主要涉及调控细胞凋亡、转录、蛋白质磷酸化、炎症

反应、ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ 级联反应、细胞内信号转导、细
胞增殖、缺糖缺氧、血管生成、ＭＡＰＫ 级联反应、一氧

化氮生物合成等。 细胞组成主要包括细胞核、细胞

质、等离子体膜、线粒体、蛋白质复合体、小窝、细胞

骨架、核染色体、生长锥、周期蛋白依赖性蛋白激酶

全酶复合物等。 同时异鼠李素治疗缺血性神经损伤

的作用与蛋白结合、ＡＴＰ 结合、酶结合、类固醇激素

受体活性、细胞因子活性、血红素结合、受体蛋白酪

氨酸激酶活性、核心启动子序列特异性 ＤＮＡ 结合性

等分子功能密切相关。 对异鼠李素治疗缺血性神经

损伤靶点涉及的 ＫＥＧＧ 通路进行富集分析，排名靠

前的主要包括 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路、ＨＩＦ⁃１ 信号通

路、雌激素信号通路、肿瘤坏死因子信号通路、ＦｏｘＯ
信号通路、细胞凋亡、ＥｒｂＢ 信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信

号通路、血小板激活、Ｊａｋ⁃ＳＴＡＴ 信号通路等。
２．５　 分子对接分析

　 　 将ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 排名前十的核心靶点与异鼠李素进

行分子对接，异鼠李素与 ＡＫＴ１、ＣＡＳＰ８、ＩＬ６、ＭＭＰ２ 的

结合能力均高于其内在配体，结果（见图 ６）。
２．６　 异鼠李素提高 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＰＣ１２ 细胞活力

　 　 ＭＴＴ 检测结果显示，１５ μｍｏｌ·Ｌ－１ 异鼠李素作

用 ＰＣ１２ 细胞２４ ｈ，不影响细胞生长。 缺糖缺氧 ２ ｈ，
复糖复氧至２４ ｈ后，ＰＣ１２ 细胞存活率显著降低为正

常对照组的 ５４．２％。 １．５、５ 和１５ μｍｏｌ·Ｌ－１异鼠李素

能够显著降低 ＯＧＤ ／ Ｒ 对 ＰＣ１２ 细胞造成的损伤，其
细胞存活率分别达到 ６２． ０６％、 ７５． ５９％、 ８４． ４２％。
ＬＤＨ 检测结果显示，１５ μｍｏｌ·Ｌ－１异鼠李素作用不影

响 ＰＣ１２ 细胞 ＬＤＨ 的释放。 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤显著提高

ＬＤＨ 释放量（Ｐ ＜ ０．００１），异鼠李素（５ 和１５ μｍｏｌ·
Ｌ－１）可以显著降低 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＬＤＨ 释放（Ｐ ＜
０．０１，Ｐ ＜ ０．００１）。
２．７ 　 异鼠李素改善 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤 ＰＣ１２ 细胞中

ＡＫＴ１、ＩＬ６、ＭＭＰ２ 蛋白表达

　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测异鼠李素对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞中 ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和 ＭＭＰ２ 蛋白表达的影响。 与正常

对照组相比，缺糖缺氧 ／复糖复氧 （ Ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ） 损伤 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞模型组中 ｐ⁃ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和 ＭＭＰ２ 蛋白水平均显

著升高。 与模型组相比，异鼠李素能够显著降低 ｐ⁃
ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和 ＭＭＰ２ 的活化或表达（见图 ８）。
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图 ５　 异鼠李素治疗缺血性神经损伤靶基因 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路分析

Ｆｉｇ． ５　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ７　 异鼠李素对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＰＣ１２ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＯＧＤ ／ Ｒ
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图 ６　 异鼠李素与 ＡＫＴｌ（ａ 和 ｂ）、ＣＡＳＰ８（ｃ 和 ｄ）、ＩＬ６（ｅ 和 ｆ）和 ＭＭＰ２（ｇ 和 ｈ）分子对接

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｏｃｋｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＡＫＴｌ（ａ ａｎｄ ｂ）， ＣＡＳＰ８ （ｃ ａｎｄ ｄ），
ＩＬ６（ｅ ａｎｄ ｆ）， ａｎｄ ＭＭＰ２（ｇ ａｎｄ ｈ）
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图 ８　 异鼠李素对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤 ＰＣ１２ 细胞 ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和
ＭＭＰ２ 表达水平的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｏｎ ＡＫＴ１， ＩＬ６， ａｎｄ
ＭＭＰ２ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＯＧＤ ／ Ｒ⁃ｉｎｊｕｒｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

　 　 异鼠李素具有抗炎、抗氧化、抑制细胞内活性氧和

线粒体超氧化物增加，减缓线粒体膜电位下降等作用，
本文借助网络药理学、分子对接、分子生物学技术，分
析异鼠李素治疗缺血性神经损伤的潜在作用机制。

首先通过数据库检索得到异鼠李素治疗缺血性

神经损伤靶点共 ５０ 个，主要包括炎症因子、丝裂原

活化蛋白激酶家族、基质金属蛋白酶家族等。 进一

步借助 ＭＣＯＤＥ 对靶点互作网络进行模块识别，并
采用 ＣｌｕｅＧｏ 对识别的模块进行分析。

血管内皮生长因子（Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｇｒｏｗｔｈ
Ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ） 家 族 主 要 包 括 ＶＥＧＦＡ、 ＶＥＧＦＢ、
ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＥ 和胎盘生长因子［７］，属于

高度特异性的生长因子。 ＶＥＧＦ 家族通过作用于内

皮生长因子受体发挥作用，能够促进血管内皮细胞

的增生和迁移、增加血管通透性、改变细胞外基质，
在缺血性神经损伤的发生发展过程中扮演着重要的

角色。 其中，ＶＥＧＦＡ 主要作用于新生血管，在促进

神经元功能中具有重要作用。 ＶＥＧＦＢ 主要作用于

非新生血管、病理性血管及肿瘤组织。 ＶＥＧＦＥ 主要

作用于血管内皮细胞，与血管形成密切相关［８－９］。
ＨＩＦ⁃ｌ 为异二聚体转录因子，包括 α 和 β 两个亚型。
其中，α 亚基是调控 ＨＩＦ⁃１ 氧依赖性降解的关键元

件，参与调控缺氧细胞存活以及新血管形成。 ＨＩＦ⁃
ｌα 是缺氧激活的重要转录因子，参与调控细胞代

谢、细胞凋亡、细胞自噬、新血管形成等生物学过程，
一方面，ＨＩＦ⁃ｌα 通过促进糖酵解、抑制线粒体氧化

磷酸化，减少细胞耗氧。 此外，ＨＩＦ⁃ｌα 能够激活细

胞自噬，清除受损的细胞器。 另一方面，ＨＩＦ⁃ｌα 也

是调控新血管形成的重要物质，参与调控众多血管

新生相关蛋白，包括基质金属蛋白酶、血小板衍生生

长因子、红细胞刺激因子、表皮生长因子、转化生长

因子以及细胞趋化因子等［９－１１］。 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ）信号通路主要存在髓样分化

因子 ８８（Ｍｙｅｌｏｉｄ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ ８８， ＭｙＤ８８）依
赖性和 ＭｙＤ８８ 非依赖性两条途径，绝大部分 ＴＬＲｓ
信号转导均需依赖 ＭｙＤ８８ 的活化，经多个信号分子

激活传递，激活转录因子 ＮＦ⁃κＢ，导致促炎性因子释

放，激活天然免疫系统，形成适应性免疫炎症反应，
在缺血性损伤中发挥重要作用［１２］。 异鼠李素治疗

缺血性神经损伤核心靶点主要集中在 ＶＥＧＦ 信号通

路、ＨＩＦ⁃１ 信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、Ｔ 细胞受

体信号通路、肿瘤坏死因子信号通路等。 由此可见，
异鼠李素确实能够调节上述通路，发挥治疗缺血性

神经损伤的作用。
将 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 排名前十的核心靶点与异鼠李素

进行分子对接，异鼠李素与 ＡＫＴ１、ＣＡＳＰ８、ＩＬ６、ＭＭＰ２
的结合能力均高于其内在配体，最后建立 ＯＧＤ ／ Ｒ 损

伤 ＰＣ１２ 细胞模型，异鼠李素能够显著降低 ＯＧＤ ／ Ｒ
对 ＰＣ１２ 细胞造成的损伤，提高细胞存活率降低 ＬＤＨ
的释放，并且能够显著降低 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤引起的 ＰＣ１２
胞中 ＡＫＴ１、ＩＬ６ 和 ＭＭＰ２ 的活化或表达。

ＡＫＴ 也被称为蛋白激酶 Ｂ（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ Ｂ，
ＰＫＢ） 主 要 包 括 ＰＫＢα ／ ＡＫＴ１， ＰＫＢβ ／ ＡＫＴ２ 和

ＰＫＢγ，ＡＫＴ１ 广泛存在于大脑中。 磷脂酰肌醇－３，
４，５－三磷酸盐能够诱导无活性的 ＡＫＴ１ 在 Ｓｅｒ４７３
和 Ｔｈｒ３０８ 磷酸化生成 ｐ⁃ＡＫＴ，ｐ⁃ＡＫＴ 可以通过磷酸

化多种介质促进细胞存活［１３－１５］。 异鼠李素能够显

著抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤引起的 ＡＫＴ１ 的磷酸化。 炎性

因子是胶质细胞介导炎症反应的主要信使。 炎性反

应与众多疾病的发生发展密切相关。 ＴＮＦα、ＩＬ１β
和 ＩＬ６ 等都是重要的炎症因子，可以促进炎症反应

和组织损伤，ＩＬ⁃６ 过量释放会导致炎症反应的加重

和扩大［１６－１８］。 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤 ＰＣ１２ 细胞后，ＩＬ６ 表达

显著升高，异鼠李素能够明显抑制 ＩＬ６ 的蛋白表达，
从而抑制炎症反应。 ＭＭＰｓ 属于锌依赖性酶，其主

要生物学功能是降解细胞外基质。 与脑缺血关系密

切的主要为明胶酶 Ａ（ＭＭＰ⁃２）和明胶酶 Ｂ（ＭＭＰ⁃
９）。 这两种 ＭＭＰｓ 被激活或活性上调，导致血脑屏

障结构破坏， 功能损伤， 继而引起脑水肿和出

血［１９－２１］。 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤 ＰＣ１２ 细胞后，ＭＭＰ２ 表达活

化明显升高，异鼠李素能够显著降低 ＭＭＰ２ 活化。

４　 结　 论

　 　 异鼠李素可能通过 ＡＫＴ１、ＩＬ６、ＣＡＳＰ８ 和 ＭＭＰ２
等靶点作用于 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路、ＶＥＧＦ 信号通
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路、ＨＩＦ⁃１ 信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号通路等多条信

号通路发挥脑保护作用，为异鼠李素的进一步研究

提供理论基础。
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ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ［ Ｊ］． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ／ Ａｃａｄｅｍｉａ Ｓｃｉｅｎｔｉａｒｕｍ Ｂｏｈｅｍｏｓｌｏｖａｃａ， ２０１９， ６８
（Ｓ２）：Ｓ１３１－Ｓ１３８． ＤＯＩ： １０．３３５４９ ／ ｐｈｙｓｉｏｌｒｅｓ．９３４３４５．

［１６］ ＬＹＫＫＥ Ｋ， ＢＥＮＴＥ Ｆ， ＢＥＴＴＩＮＡ Ｈ ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ ｏｒ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｎｅｕｒｏ⁃
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａ， ２０１９， １３７ （ ５）：６９３ － ７１４． ＤＯＩ： １０． １００７ ／
ｓ００４０１－０１８－１９３０－ｚ．

［１７］ＢＥＮＪＡＭＩＮ， Ｈ， ＳＡＲＡＨ Ｈ， ＬＥＮＡ Ｕ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃６ ｐｌａｓｍａ
ｌｅｖｅｌｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ｉｎｆａｒｃｔ
ｓｉｚｅｓ ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］．
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， ２０１９， １０． ３３８９． ＤＯＩ： １０． ３３８９ ／
ｆｎｅｕｒ．２０１９．０００８３．

［１８］ＹＡＮＧ Ｊ Ｘ， ＰＡＮ Ｙ Ｙ， ＧＥ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ＩＩＡ ａｔ⁃
ｔｅｎｕａｔｅｓ ＴＮＦ⁃ａｌｐｈａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＣＡＭ⁃１ ａｎｄ
ＩＣＡＭ⁃１ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃ｋａｐｐａＢ ［ Ｊ ］． Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１６，４０（１／ ２）：１９５－２０６． ＤＯＩ：１０．１１５９／ ０００４５２５３７．

［１９］ＳＨＥＮ Ｙ Ｆ， ＧＵ Ｊ Ｘ， ＬＩＵ Ｚ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｄａｍａｇｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭＭＰ⁃２
ａｎｄ ＶＥＧＦ ｄｕｒｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１８， ２８８． ＤＯＩ： １０． ３３８９ ／ ｆｎｃｅｌ．
２０１８．００２８８．

［２０］ＣＨＥＮ Ｌ， ＹＡＮＧ Ｑ， ＤＩＮＧ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｏｔｉｄ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｓｅｒｕｍ
ＭＭＰ⁃２ ａｎｄ ＭＭＰ⁃９ ｗｅｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎ⁃
ｆａｒｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
２０１８， １６（６）：５２５３－５２５７． ＤＯＩ： １０．３８９２ ／ ｅｔｍ．２０１８．６８６８．

［２１］ＹＡＮＧ Ｙ， ＲＯＳＥＮＢＥＲＧ Ｇ Ａ． Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ａｓ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｓｔｒｏｋｅ［ Ｊ］． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１５，
１６２３： ３０－３８． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｂｒａｉｎｒｅｓ．２０１５．０４．０２４．
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