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摘要： 目的　 通过网络药理学和细胞实验研究橙皮素对脂多糖 （ ＬＰＳ） 诱导的小胶质细胞炎症模型的改善作用。
方法　 筛选橙皮素治疗神经炎症的关键成分， 构建 ＰＰＩ 网络， 筛选核心节点网络， 并进行 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析。 细

胞实验分为空白对照组、 ＬＰＳ （１００ ｎｇ ／ ｍＬ） ＋ＡＴＰ （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 橙皮素组 （２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ＭＴＴ 法检测细胞存

活率， Ｇｒｉｅｓｓ 法检测 ＮＯ 水平， 免疫荧光法检测 ＲＯＳ 以及小胶质细胞标记物 ＩＢＡ１ 表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＲＡＧＥ 蛋白表达。 结果　 ＰＰＩ 网络分析得到 ８８ 个核心靶点。 ＫＥＧＧ 富集分析

显示， 橙皮素主要通过对细菌起源分子的反应、 脂多糖反应调节、 炎症反应调节等改善经炎症。 细胞实验显示， 橙皮

素能抑制 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞炎症反应， 降低细胞上清液 ＮＯ 水平、 细胞 ＲＯＳ 水平、 ＩＢＡ１ 表达以及 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达、 ＲＡＧＥ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 橙皮素具有改善小胶质细胞极化、 抗神经炎症作用，
其机制与下调 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 介导的炎症信号通路有关。
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　 　 神经炎症是阿尔茨海默病、 帕金森病等神经退行性疾

病的重要病理特征［１］ 。 作为神经退行性疾病的主要病理特

征， 神经炎症与中枢神经系统中小胶质细胞的激活密切相

关［２］ 。 小胶质细胞极化介导促炎因子的释放会促进神经炎

症的形成， 导致神经元凋亡或坏死， 加重神经退行性

疾病［３］ 。
高级糖基化终产物 （ＡＧＥｓ） 是来源于糖类对大分子翻

译后非酶修饰的异质分子。 研究表明， 生理性衰老［４］ 、 神

经炎症［５］ 、 神经退行性疾病［６⁃７］中 ＡＧＥｓ 血浆水平升高。 其

中炎症反应激活并诱导了小胶质细胞代谢重编程［８⁃１０］ 。
ＡＧＥｓ 通过与其糖基化终产物受体 （ＲＡＧＥ） 结合， 导致转

录因子 ＮＦ⁃κＢ 的激活以及相关促炎因子水平升高［１１］ 。 此

外， 与 ＲＡＧＥ 结合还可以刺激活性氧 （ＲＯＳ） 的产生， 这

与神经元死亡有关［１２］ 。
橙皮素是一种主要存在于柑橘类水果中的黄酮类化合

物， 具有抗炎、 清除自由基、 神经保护等作用［１３⁃１７］ 。 橙皮

素可通过调节 ＮＦ⁃κＢ 信号通路减轻 ＬＰＳ 诱导的神经炎症及

凋亡［１８］ ， 但橙皮素对 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 通路的调节作用尚未阐

释。 脂多糖 （ＬＰＳ） 是革兰氏阴性菌的一种膜成分， 可激

活中枢免疫系统引起神经炎症反应［１９］ 。 本研究通过网络药

理学探讨橙皮素治疗神经炎症的潜在作用靶点， 进而采用

ＬＰＳ 诱导小胶质细胞建立神经炎症模型， 检测橙皮素对细

胞上清液一氧化氮、 细胞内 ＲＯＳ 水平、 炎症因子和 ＲＡＧＥ
蛋白的表达的影响， 验证橙皮素改善神经炎症的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂　 橙皮素 （上海毕得医药科技股份有限公司， 批

号 ＲＰＹ８３７， 纯度 ９７％ ）； 脂多糖 （ＬＰＳ， 上海源叶生物科

技有限公司， 批号 Ｊ１７ＧＳ１５３９５４）； ＡＴＰ⁃Ｎａ２、 胰酶细胞消

化液、 Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液、 一氧化氮检测试剂盒、 二甲基

亚砜 （ＤＭＳＯ） （上海碧云天生物技术股份有限公司， 货号

ＳＴ１０９２、 Ｃ０２０７、 Ｃ０２１８、 Ｓ００２１Ｓ、 ＳＴ０３８ ）； ＤＭＥＭ 培 养

基、 ＰＢＳ 缓冲液、 胎牛血清 （ ＦＢＳ）、 青霉素⁃链霉素 （美
国 Ｇｉｂｃｏ 公 司， 货 号 １１９６５１１８、 １００１００３１、 Ａ３１６０９０２、
１５０７００６３）； 活性氧 （ＲＯＳ） 测定试剂盒 （南京建成生物工

程研究所有限公司， 货号 Ｅ００４⁃１⁃１）； ＭＴＴ （德国 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ
公司， 批号 ＥＺ７８９０Ｂ１０４）； ＩＢＡ１ 抗体 ［艾比玛特生物医药

（上海） 有限公司， 货号 Ｔ５７２１７］； ＲＡＧＥ 抗体、 山羊抗兔

ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺 ４８８） （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ
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２１６３２９、 ａｂ１５００７７）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、 山羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
ＨＲＰ （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货号 ＡＦ７０１８、 Ｓ０００２）； 山羊抗

兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （美国 ＣＳＴ 公司， 货号 ７０７７Ｓ）。
１􀆰 ２　 仪器　 台式高速冷冻微量离心机 （美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公

司）； ＮＰ８０ 超微量分光光度计 （上海谱元仪器有限公司）；
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 小型垂直转印电泳系统、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋化学发

光成像系统、 Ｔ１００ 梯度 ＰＣＲ 扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴ 全波长酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； Ｐｒｉｓｍ 􀅺
７５００ ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）。
１􀆰 ３　 细胞　 ＢＶ２ 小鼠小胶质细胞株购于广州吉妮欧生物科

技有限公司。 用于提取原代小胶质细胞的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 乳鼠购

于广州中医药大学实验动物中心， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４， 动物合格证号 ４４００５８０００１３５７２。
本研究经广州中医药大学实验动物伦理委员会批准 （伦理

号 ２０２２０１１６００４）。 取出生后 １～３ ｄ 的新生 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的

脑组织， 置于 Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液中， 在解剖镜下剥离血管

膜。 将剥离完血管膜的脑组织放入预置有适量 ０􀆰 １２５％ 胰酶

的小皿中， 剪碎 （ ＜１ ｍｍ３）， ３７ ℃ 下孵育 １５ ｍｉｎ， １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 细胞重悬后培养 １２ ｈ 换液，
每 ３ ｄ 换 １ 次液， 培养 １４ ｄ 后取出， ３７ ℃ 下摇床中 ２５０
ｒ ／ ｍｉｎ振荡 ３ ｈ 取上清液， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清，
完全培养基重悬， 即得纯化后的小胶质细胞。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学研究

２􀆰 １􀆰 １ 　 橙 皮 素 与 神 经 炎 症 靶 点 筛 选 　 以

“ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ” 为关键词， 在 ＯＭＩＭ 在线人类孟德尔

遗传数据库［２０］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ） 和 Ｇｅｎｅ Ｃａｒｄｓ
人类基因数据库［２１］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 检索

并获取神经炎症表型相关靶点。 同时以 “ｈｅｓｐｅｒｅｔｉｎ” 为关

键词， 通 过 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台［２２］

（ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ）、 Ｄｒｕｇ ｂａｎｋ 数据

库［２３］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃａ ／ ）、 Ｐｈａｒｍ Ｍａｐｐｅｒ 数据

库［２４］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ）、 中药

高通量实验和参考数据库［２５］ （ＨＥＲＢ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ．
ｃｎ ／ ）、 Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｔａｒｇｅｔ Ｄａｔａｂａｓｅ 药 物 靶 标 数 据 库［２６］

（ ＴＴＤ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ）、 ＢｉｎｄｉｎｇＤＢ 数 据

库［２７］ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｎｄｉｎｇｄｂ． ｏｒｇ ／ ｂｉｎｄ ／ ｉｎｄｅｘ． ｊｓｐ ）、
ＣｈＥＭＢＬ 数据库［２８］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ ｃｈｅｍｂｌ ／ ）、
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库获取现有或预测橙皮素可能存在的作用靶

点。 整合后导入 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库［２９］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ．
ｏｒｇ ／ ） 获得规范化靶点基因简称及其 ＵｎｉＰｒｏｔ ＩＤ。 将神经炎

症表现的靶点与药物橙皮素的靶点分别导入软件 Ｒ
（ｖｅｒｓｉｏｎ ４􀆰 ０􀆰 １） 中， 绘制 Ｖｅｎｎ 图， 并获取主要交集靶点

信息。
２􀆰 １􀆰 ２　 交集靶点蛋白相互作用网络构建　 将神经炎症及橙

皮素的交集靶点导入至 ＳＴＲＩＮＧ 数据库［３０］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃
ｄｂ． ｏｒｇ ／ ， ｖｅｒｓｉｏｎ １１􀆰 ０）， 利用 “ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ” 搜索功

能， 把物种设定为 “ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 在关联度为 ０􀆰 ４ 的条

件下， 构建共同靶点的相互作用 （ＰＰＩ） 网络。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 将交集靶点输入

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库［３１］ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ） 进行 ＧＯ
通路富集分析， 从靶细胞的分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）、 细胞成分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 和生物过程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） 确定基因富集的功能， Ｐ 值与富

集程度呈正相关， 选取筛选校正后 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的富集结果。
将结果绘制成相应气泡图； 利用 ＫＥＧＧ 途径富集分析获得

枢纽靶点作用的途径， 将结果绘制成相应气泡图。
２􀆰 ２　 细胞实验研究

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养及药物干预 　 将 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞

接种于完全培养基 ＤＭＥＭ （含 １０％ ＦＢＳ， １％ 双抗） 中， 置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养。 当细胞量达到 ８０％
左右时进行传代， 取对数生长期的细胞进行实验。 将橙皮

素完全溶解于 ＤＭＳＯ 制成 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 橙皮素母液， ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤， 用 ＤＭＥＭ 分别稀释至浓度为 ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
－２０ ℃保存， 备用。 将细胞分为正常组、 模型组和橙皮素

低、 高剂量组。 正常组细胞在 ＤＭＥＭ 培养基中培养， 模型

组细胞给予 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 以及 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ， 橙皮素各

剂量组是在模型组的基础上分别给予 ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 橙

皮素。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率 　 收集对数生长期的 ＢＶ２
或原代小胶质细胞， 调整密度至 ５×１０３ ／孔， 接种于 ９６ 孔

板中， 培养 ２４ ｈ 后分别给予 ０、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 １００、 ２００
μｍｏｌ ／ Ｌ 橙 皮 素 或 者 ０、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 １、 １、 １０、 １００ μｇ ／ ｍＬ
ＬＰＳ＋５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 处理 ２４ ｈ。 取出细胞培养板， 每孔加入

１１０ μＬ 含 １０ μＬ ＭＴＴ （５ ｍｇ ／ ｍＬ） 的 ＤＭＥＭ， 继续培养

４ ｈ。 于 ４９０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞存

活率。
２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测细胞上清液 ＮＯ 水平 　 收集对数生长

期的 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞， 调整密度至 ５×１０３ ／孔， 接种

于 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下分组给予相应

药物处理 ２４ ｈ。 每孔吸取 ５０ μＬ 细胞上清液至新 ９６ 孔板

中， 依次加入 Ｇｒｉｅｓｓ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｉ 和 Ｇｒｉｅｓｓ Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅱ各 ５０
μＬ ／孔， 于 ５４０ ｎｍ 波长处检测 ＯＤ 值， 计算细胞上清液中

ＮＯ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光法检测细胞 ＲＯＳ 水平与 ＩＢＡ１ 表达　 严格

按照相关试剂盒说明书操作， 用无血清培养基将 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ
荧光探针稀释到 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 加入小胶质细胞中， ３７ ℃避

光孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 充分洗涤， 除去未进入细胞内的 ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ， 荧光显微镜下观察。 干预后的小胶质细胞在预冷 ４％
多聚甲醛固定后， １０％ 正常山羊血清封闭， ＩＢＡ１ 一抗 ４ ℃
孵育过夜， Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 荧光二抗常温孵育 １ ｈ， 含 ＤＡＰＩ
抗荧光淬灭封片剂封片， 荧光显微镜下观察。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达　 收

集 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞， 调整密度至 １×１０６ ／孔， 接种于

６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下分组给予相应药物

处理 ２４ ｈ， 每组 ３ 个复孔， 重复 ３ 次。 ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组
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总 ＲＮＡ， 测定其纯度， ＡＧ 试剂盒对其进行逆转录， ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 试剂盒对 ｃＤＮＡ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 ２－ΔΔＣＴ法计算目

的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。 引物序列见

表 １， 扩增条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃
１５ ｓ， ６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ， 共 ４０ 个循环。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
ＩＬ⁃６ 正向 ＣＴＣＣＣＡＡＣＡＧＡＣＣＴＧＴＣＴＡＴＡＣ

反向 ＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣＴＣＴＴＴＴＣＴＣＡ
ＩＬ⁃１β 正向 ＣＡＣＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣ

反向 ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＣ
ＴＮＦ⁃α 正向 ＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ

反向 ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴＴＴＧＡＧＡ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣ

反向 ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣ

２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检测 ＲＡＧＥ 蛋白表达　 收集 ＢＶ２ 或

原代小胶质细胞， 调整密度至 １× １０６ ／孔， 接种于 ６ 孔板

中， 培养 ２４ ｈ 后按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下分组给予相应药物处理

２４ ｈ， 每组 ３ 个复孔， 重复 ３ 次。 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞蛋

白， ＵＶ 法测定其蛋白纯度。 蛋白样本经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳进

行， 转移至 ＰＶＤＦ 膜， 用 ５％ 脱脂奶粉在 ４ ℃下封闭过夜。
　 　 　 　 　

加入一抗 ４ ℃下孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入二抗室温

下孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ＥＣＬ 试剂显色， ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋化学发光成像系统采集图像， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计

算蛋白条带灰度值。
２􀆰 ２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析和

Ｔｕｒｋｅｙ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 神经炎症与橙皮素潜在靶点筛选　 神经炎症相关靶点

共 ７５８ 个， 橙皮素潜在靶点 ４２１ 个， 将橙皮素潜在靶点与

神经炎症相关靶点进行交集并绘制 Ｖｅｎｎ 图， 见图 １。 结果

显示， 两者有共同靶点 ８９ 个， 见表 ２。

图 １　 橙皮素与神经炎症的共有靶点 Ｖｅｎｎ 图
表 ２　 橙皮素与神经炎症的共有靶点信息

靶点简称 蛋白 ＩＤ 靶点全称 长度 ／ ｂｐ

ＰＴＧＳ２ Ｐ３５３５４ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ ｇ ／ ｈ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２ ６０４

ＴＳＰＯ Ｂ１ＡＨ８８ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １０２

ＴＳＰＯ Ｐ３０５３６ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １６９

ＴＮＦ Ｐ０１３７５ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ２３３

ＮＯＳ２ Ｐ３５２２８ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ １ １５３

ＮＯＳ２ Ｐ６０３２１ ｎａｎｏｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ２ １３８

ＭＭＰ９ Ｐ１４７８０ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９ ７０７

ＡＤＡＭ１７ Ｐ７８５３６ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １７ ８２４

ＣＮＲ２ Ｐ３４９７２ ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ３６０

ＢＡＣＥ１ Ｐ５６８１７ ｂｅｔａ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ １ ５０１

ＳＯＤ１ Ｐ００４４１ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １５４

ＲＥＬＡ Ｑ０４２０６ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｐ６５ ５５１

ＭＡＰＫ８ Ｐ４５９８３ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ８ ４２７

ＭＭＰ２ Ｐ０８２５３ ７２ ｋＤａ ｔｙｐｅ ＩＶ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ６６０

ＨＭＯＸ１ Ｐ０９６０１ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ ２８８

ＰＰＡＲＧ Ｐ３７２３１ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ５０５

ＣＣＲ５ Ｐ５１６８１ Ｃ⁃Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ５ ３５２

ＣＣＲ７ Ｐ３２２４８ Ｃ⁃Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ７ ３７８

ＰＴＧＳ１ Ｐ２３２１９ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｇ ／ Ｈ ｓｙｎｔｈａｓｅ １ ５９９

ＦＡＳ Ｐ２５４４５ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ６ ３３５

ＦＡＳ Ｐ４９３２７ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２ ５１１

ＣＡＳＰ１ Ｐ２９４６６ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ４０４

ＰＲＥＰ Ｐ４８１４７ ｐｒｏｌｙｌ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ７１０

ＰＲＥＰ Ｑ５ＪＲＸ３ ｐｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ １ ０３７

ＭＡＰＫＡＰＫ２ Ｐ４９１３７ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２ ４００

ＡＣＨＥ Ｐ２２３０３ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ ６１４
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续表 ２

靶点简称 蛋白 ＩＤ 靶点全称 长度 ／ ｂｐ
ＣＡＳＰ８ Ｑ１４７９０ ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ４７９
ＰＥＢＰ１ Ｐ３００８６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ １８７
ＭＡＰＫ１４ Ｑ１６５３９ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １４ ３６０

ＪＵＮ Ｐ０５４１２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＡＰ⁃１ ３３１
ＮＯＸ４ Ｑ９ＮＰＨ５ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ４ ５７８
ＳＴＡＴ３ Ｐ４０７６３ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ ７７０
ＧＳＫ３Ｂ Ｐ４９８４１ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ⁃３ ｂｅｔａ ４２０
ＩＫＢＫＢ Ｏ１４９２０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ ７５６
ＩＦＮＧ Ｐ０１５７９ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ １６６
ＡＢＣＢ１ Ｐ０８１８３ ＡＴＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ＡＢＣＢ１ １ ２８０
ＯＰＲＭ１ Ｐ３５３７２ ｍｕ⁃ｔｙｐｅ ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４００
ＧＲＭ５ Ｐ４１５９４ ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５ （ｍＧｌｕＲ５） １ ２１２
Ｃ３ Ｐ０１０２４ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ３ １ ６６３

ＴＰ５３ Ｐ０４６３７ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｕｍｏｒ ａｎｔｉｇｅｎ ｐ５３ ３９３
ＨＤＡＣ６ Ｑ９ＵＢＮ７ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６ １ ２１５
ＰＴＧＥＲ２ Ｐ４３１１６ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＥＰ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ３５８
ＢＲＤ４ Ｏ６０８８５ ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ １ ３６２

ＰＬＡ２Ｇ２Ａ Ｐ１４５５５ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２， ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ １４４
ＰＰＡＲＧＣ１Ａ Ｑ９ＵＢＫ２ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １⁃ａｌｐｈａ ７９８

ＣＣＲ２ Ｐ４１５９７ Ｃ⁃Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２ ３７４
ＤＲＤ３ Ｐ３５４６２ Ｄ（３） ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４００
ＡＫＴ１ Ｐ３１７４９ ＲＡＣ⁃ａｌｐｈａ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ４８０
ＭＭＰ１ Ｐ０３９５６ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ４６９
ＣＡＳＰ３ Ｐ４２５７４ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ２７７
ＰＩＫ３ＣＧ Ｐ４８７３６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ４，５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇａｍｍａ ｉｓｏｆｏｒｍ １ １０２
ＵＧＴ１Ａ１ Ｐ２２３０９ ＵＤＰ⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １Ａ１ ５３３
ＰＴＧＥＲ３ Ｐ４３１１５ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＥＰ３ ｓｕｂｔｙｐｅ ３９０
ＳＲＲ Ｑ９ＧＺＴ４ ｓｅｒｉｎｅ ｒａｃｅｍａｓｅ ３４０

ＴＧＦＢＲ１ Ｐ３６８９７ ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ⁃１ ５０３
ＣＳＮＫ２Ａ１ Ｐ６８４００ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ３９１

ＮＯＳ３ Ｐ２９４７４ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ １ ２０３
ＮＯＳ３ Ｐ６０３２３ ｎａｎｏｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ３ １７３
ＣＴＳＢ Ｐ０７８５８ ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｂ ３３９
ＩＴＧＢ１ Ｐ０５５５６ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｂｅｔａ⁃１ ７９８
ＣＮＲ１ Ｐ２１５５４ ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ ４７２
ＴＬＲ７ Ｑ９ＮＹＫ１ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７ １ ０４９

ＡＤＯＲＡ３ Ｐ０ＤＭＳ８ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａ３ ３１８
ＲＰＳ２７Ａ Ｐ６２９７９ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃４０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ２７ａ １５６
ＧＲＩＮ２Ａ Ｑ１２８７９ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｏｎｏｔｒｏｐｉｃ， ＮＭＤＡ ２Ａ １ ４６４
ＰＲＫＣＡ Ｐ１７２５２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ ａｌｐｈａ ｔｙｐｅ ６７２
ＶＤＲ Ｐ１１４７３ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４２７

ＡＢＣＧ２ Ｑ９ＵＮＱ０ ｂｒｏａｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ６５５
ＤＲＤ２ Ｐ１４４１６ Ｄ（２） ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４４３
ＭＭＥ Ｐ０８４７３ ｎｅｐｒｉｌｙｓｉｎ ７５０
ＢＡＸ Ｑ０７８１２ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＢＡＸ １９２
ＢＣＨＥ Ｐ０６２７６ ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ ６０２
ＩＴＧＡ４ Ｐ１３６１２ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｌｐｈａ⁃４ １ ０３２
ＧＲＩＮ２Ｄ Ｏ１５３９９ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｏｎｏｔｒｏｐｉｃ， ＮＭＤＡ ２Ｄ １ ３３６
ＰＬＡ２Ｇ４Ａ Ｐ４７７１２ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２ ７４９
ＤＩＣＥＲ１ Ｑ９ＵＰＹ３ ｅｎｄｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｉｃｅｒ １ ９２２
ＡＣＴＡ１ Ｐ６８１３３ ａｃｔｉｎ， ａｌｐｈａ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ３７７
ＣＡＳＰ９ Ｐ５５２１１ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ４１６
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续表 ２

靶点简称 蛋白 ＩＤ 靶点全称 长度 ／ ｂｐ
ＡＤＯＲＡ１ Ｐ３０５４２ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａ１ ３２６
ＣＤＫＮ１Ｂ Ｐ４６５２７ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １Ｂ １９８
ＧＵＳＢ Ｐ０８２３６ ｂｅｔａ⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ ６５１

ＳＩＧＭＡＲ１ Ｑ９９７２０ ｓｉｇｍａ ｎｏｎ⁃ｏｐｉｏｉｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ ２２３
ＸＤＨ Ｐ４７９８９ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ／ ｏｘｉｄａｓｅ １ ３３３

ＡＤＯＲＡ２Ａ Ｐ２９２７４ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａ２ａ ４１２
ＰＴＧＥＲ２，ＰＴＧＥＲ４ Ｐ３５４０８ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＥＰ４ ｓｕｂｔｙｐｅ ４８８

ＡＬＯＸ５ＡＰ Ｐ２０２９２ ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅ ５⁃ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １６１
ＤＲＤ１ Ｐ２１７２８ Ｄ（１Ａ） ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４４６
ＰＤＥ５Ａ Ｏ７６０７４ ｃＧＭＰ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ３′，５′⁃ｃｙｃｌｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ ８７５
ＮＰＹ２Ｒ Ｐ４９１４６ ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２ ３８１
ＶＥＧＦＢ Ｐ４９７６５ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ｂ ２０７
ＭＡＰ２ Ｐ１１１３７ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ １ ８２７

ＮＡＰＥＰＬＤ Ｑ６ＩＱ２０ Ｎ⁃ａｃｙｌ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ ３９３
ＧＲＭ４ Ｑ１４８３３ ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ ９１２
ＭＧＬＬ Ｑ９９６８５ ｍｏｎｏｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｉｐａｓｅ ３０３

３􀆰 ２　 共同靶点蛋白互作网络构建　 将 ８９ 个潜在作用靶点

导入至 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， ＰＰＩ 网络构建结果得出 ８８ 个节点

和 ６８６ 条边， 平均自由度为 １５􀆰 ４， 见图 ２。 其中关联度最高

的 ３ 个靶点分别为 ＴＮＦ （度值 ６４）、 ＡＫＴ１ （度值 ６３）、
ＴＰ５３ （度值 ４５）。

图 ２　 橙皮素治疗神经炎症的潜在靶点 ＰＰＩ 网络

３􀆰 ３　 共同靶基因的生物功能及相关通路的富集分析　 各选

取其排名前 ４ 位的条目绘制成 ＧＯ 富集分析气泡图， 见图

３。 生物过程主要包括神经递质受体活动、 趋化因子结合、
前列腺素类受体的活动、 前列腺素受体的活动； 细胞成分

主要包括膜区域、 膜微区、 膜阀、 神经元细胞体； 分子功

能主要包括细菌起源的分子反应、 脂多糖反应调节、 炎症

反应调节、 化学突触传递调节。 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析

结果显示， 排名靠前的富集通路包括对细菌起源分子的反

应、 脂多糖反应调节、 炎症反应调节、 化学突触传递的调

节、 细胞死亡正向调控、 脂多糖反应、 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 通路、
癌症通路、 炎症反应调节、 辐射反应、 外来生物刺激反应、
衰老， 见图 ４。
３􀆰 ４　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞存活率的影

响　 当橙皮素浓度小于 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 橙皮素不存在明显

　 　 　 　

图 ３　 橙皮素治疗神经炎症的潜在作用靶点 ＧＯ 富集分析

气泡图

图 ４　 橙皮素治疗神经炎症的潜在作用靶点 ＫＥＧＧ 富集分析
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影响细胞存活的毒性， 但当其浓度高于 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， ＢＶ２
或原代小胶质细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此，
选择 ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度进行下一步实验。 ＢＶ２ 或原代小

胶质细胞经 ＬＰＳ （１００ ｎｇ ／ ｍＬ） ＋ＡＴＰ （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理后，

用不同浓度 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 处理 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞 ２４ ｈ，
ＬＰＳ 质量浓度大于 １ μｇ ／ ｍＬ 时， 其对细胞存活率有较大的

影响， 因此选择细胞存活率约 ７０％ ～ ８０％ 时的 ＬＰＳ 质量浓

度 （１００ ｎｇ ／ ｍＬ） 为实验造模质量浓度， 见图 ５。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 橙皮素 （０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ＋０ μｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ） 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 橙皮素以及 ＬＰＳ＋ＡＴＰ 模型对 ＢＶ２ 或小胶质细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞上清液 ＮＯ 水

平的影响　 与正常组比较， 模型组细胞上清液 ＮＯ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 橙皮素高剂量组细胞上清

液 ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞上清液 ＮＯ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞 ＲＯＳ 水平的

影响　 与正常组比较， 模型组细胞 ＲＯＳ 水平升高； 与模型

组比较， 橙皮素高剂量组细胞 ＲＯＳ 水平降低， 见图 ７。
３􀆰 ７　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞 ＩＢＡ１ 蛋白表

达的影响　 与正常组比较， 模型组细胞 ＩＢＡ１ 表达升高， 表

明小胶质细胞被激活； 与模型组比较， 橙皮素高剂量组细

胞 ＩＢＡ１ 表达降低， 表明橙皮素可以改善 ＬＰＳ 诱导的小胶质

细胞活化， 见图 ８。
３􀆰 ８　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型组细

胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 橙皮素各剂量组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 ９。
３􀆰 ９　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的的 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞 ＲＡＧＥ
蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组细胞 ＲＡＧＥ 蛋白

表达升高； 与模型组比较， 橙皮素高剂量组细胞 ＲＡＧＥ 蛋

白表达降低， 见图 １０。
４　 讨论

神经炎症在许多神经退行性疾病的发病机制中起着关

键作用， 而小胶质细胞的活化参与了神经炎性反应的启

动［３２］ 。 一般情况下小胶质细胞处于静息状态［３３］ ， 病理状态

下小胶质细胞发生活化， 并释放促炎症因子， 参与神经炎
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图 ７　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞内 ＲＯＳ 水平的影响

图 ８　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞 ＩＢＡ１ 蛋白表达的影响

注： Ａ～Ｄ 分别为正常组、 模型组、 橙皮素低剂量组、 橙皮素高剂量组。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或原代小胶质细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

症的发生发展。 小胶质细胞的持续激活产生的过量炎性因

子会对神经细胞造成损伤［３４］ 。 因此， 调节小胶质细胞过度

激活被认为是开发治疗或预防与炎症相关的神经退行性疾

病药物的有效途径［３５］ 。
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图 １０　 橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 或小胶质细胞 ＲＡＧＥ 蛋白表达的影响

橙皮素是一种主要存在于柑橘类水果中的黄酮类化合

物， 具有抗炎、 清除自由基、 神经保护等药理作用［１８，３６⁃３８］ 。
ＬＰＳ 可诱导小胶质细胞的过度活化， 导致神经元功能受

损［３９］ 。 本研究结果显示， 与正常组比较， ＬＰＳ 诱导的小胶

质细胞活化， ＩＢＡ１ 表达上调， 促炎因子表达升高， 而橙皮

素可以下调 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞的促炎因子释放， 表明

橙皮素能有效改善小胶质细胞活化。 研究表明， 促炎细胞

因子释放的同时会诱导机体产生大量 ＮＯ， 造成血管过度舒

张和细胞损伤， 导致炎症反应及相关病变［４０］ 。 本研究结果

提示， 橙皮素能降低 ＬＰＳ 诱导小胶质细胞的 ＮＯ 产生。 细

胞内 ＲＯＳ 信号的过度积累是促进炎症因子水平的重要原

因［４１］ ， 本研究发现， ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞体内的 ＲＯＳ 水

平升高而引发氧化应激， 而橙皮素干预后小胶质细胞 ＲＯＳ
水平降低， 这进一步证明了橙皮素具有抗氧化的作用。

通过网络药理学通路富集分析， 橙皮素发生抗炎作用

与 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 通路密切相关。 ＡＧＥｓ 的信号积累是细胞和

组织正常衰老的特征， 已有研究表明， 年轻和老年脑内在

同一区域的神经元和神经胶质细胞中 ＡＧＥｓ 呈年龄和阶段

依赖分布， ＡＧＥｓ 阳性神经元和星形胶质细胞的百分比随着

年龄和神经退行性疾病的进展而增加［４２］ 。 晚期糖基化终产

物的受体 （ＲＡＧＥ） 是免疫球蛋白超家族的一种跨膜受体，
在各种慢性炎症性疾病中表达上调。 既往研究表明， ＡＤ 患

者的 ＲＡＧＥ 免疫反应性小胶质细胞数量明显增加［４３］ 。 总

之， 高浓度的 ＡＧＥｓ 和 ＲＡＧＥ 自分泌上调的结合可能导致

ＲＡＧＥ 介导的炎症导致神经退行性变的恶性循环。 本研究

也证实了 ＲＡＧＥ 蛋白的表达在 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞中增

多， 而橙皮素能下调 ＲＡＧＥ 蛋白表达， 逆转小胶质细胞的

过度激活， 发挥抗炎作用。
橙皮素对 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞过度活化具有抑制作

用， 该作用可能是通过抑制 ＲＡＧＥ 蛋白的表达， 降低细胞

氧化应激及氮化应激水平， 降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等促

炎因子的释放而实现的。 本研究结果表明， 橙皮素通过抑

制 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 通路级联激活而发挥抗神经炎症作用。
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ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２０， ９（８）： ７４３．

［４２］ 　 Ｌüｔｈ Ｈ Ｊ， Ｏｇｕｎｌａｄｅ Ｖ， Ｋｕｈｌａ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｇｅ⁃ ａｎｄ ｓｔａｇｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｅｐｏｓｉｔｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｒａｉｎｓ
［Ｊ］ ． Ｃｅｒｅｂ Ｃｏｒｔｅｘ， ２００５， １５（２）： ２１１⁃２２０．

［４３］ 　 Ｌｕｅ Ｌ Ｆ， Ｗａｌｋｅｒ Ｄ Ｇ， Ｂｒａｃｈｏｖａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ （ＲＡＧＥ）
ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌ， ２００１， １７１（１）： ２９⁃４５．

５１７１

２０２４ 年 ５ 月

第 ４６ 卷　 第 ５ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｙ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ５


