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摘要： 目的 　 基于网络药理学预测菊苣酸改善肝脏炎症的作用并进行实验验证。 方法 　 采用 ＰｕｂＣｈｅｍ、
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库获得菊苣酸的潜在作用靶点； 采用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库检索肝脏炎症相关的疾病靶点； 将菊

苣酸与肝脏炎症交集靶点进行基因本体 （ＧＯ） 富集分析和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路分析； 利用

ＳＴＲＩＮＧ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ０ 软件构建共同靶点蛋白相互作用 （ＰＰＩ） 网络， 取度值前十的核心靶点进行分子对

接并可视化处理。 通过构建 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞炎症模型， 考察菊苣酸的抗炎作用以及对关键通路和靶点表达的影

响。 结果　 网络药理学分析表明， 菊苣酸和肝脏炎症共有靶点 ７７ 个， 菊苣酸改善肝脏炎症潜在核心靶点为 ＴＮＦ、
ＥＧＦＲ、 ＭＭＰ９、 ＩＬ２、 ＣＡＳＰ３、 ＴＬＲ４、 ＥＳＲ１、 ＥＲＢＢ２、 ＭＭＰ２、 ＪＵＮＰＰＩ， 并且可能与氧化应激相关的炎症信号通路相

关； 分子对接结果显示， 菊苣酸与 ＴＬＲ４、 ＥＳＲ１、 ＭＭＰ２ 具有较好的结合活性。 细胞实验结果表明， 菊苣酸可通过调

节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路， 减少 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌以及细胞内 ＲＯＳ、 超氧化物以及 Ｆｅ２＋的积累， 提高线粒体膜

电位及 ＧＰＸ４ 蛋白的表达， 改善 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症反应。 结论　 菊苣酸能改善 ＬＰＳ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞炎症， 其作

用机制可能是通过调节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路， 抑制炎症因子的表达， 从而起到改善肝脏炎症的作用。
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　 　 肝脏作为人体最大的代谢器官， 承担着解毒、 营养合

成、 能量代谢等核心功能。 然而， 近年来随着人们生活习

惯的改变以及各种环境因素的复杂化， 肝脏疾病发生率显

著上升， 已经发展成为一个需要高度重视的公共卫生问

题［１⁃２］ 。 肝脏炎症是多种急慢性肝病的核心病理过程， 其发

生机制涉及免疫细胞激活、 细胞因子释放及氧化应激反

应［３⁃５］ 。 全球疾病负担研究 （ｇｌｏｂａｌ ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｔｕｄｙ，
ＧＢＤ） 显示， ２０２０ 年全球约 ２０％ 肝病相关死亡归因于病毒

性肝炎诱导的慢性炎症， 而酒精性肝病和非酒精性脂肪性

肝炎分别贡献了 １５％ 和 １２％ 的肝硬化病例［６］ 。
菊苣酸 （ｃｈｉｃｏｒｉｃ ａｃｉｄ， ＣＡ） 是一种天然的水溶性酚酸

类化合物， 主要以左旋型菊苣酸 （Ｌ⁃ＣＡ） 居多［７］ 。 现代药

理学研究表明， 菊苣酸作为一种天然产物， 具有抗氧化、
抗炎与免疫调节、 降糖与代谢调节等多种药理活性［８⁃１０］。 网

络药理学作为一种整合系统生物学与多向药理学的研究策

略， 为揭示单体化合物与疾病靶点间的复杂关联提供了系统

性框架［１１⁃１２］。 本研究借助网络药理学， 探究菊苣酸改善肝脏

炎症的作用靶点， 并通过细胞实验对预测机制进行验证。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 ＨｅｐＧ２ 为人肝癌细胞株， 购自普诺赛生命科

技有限公司。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 菊苣酸 （批号 ＨＹ⁃Ｎ０４５７， 美国 ＭＣＥ 公

司）。 脂多糖 （ＬＰＳ， 纯度≥９９％ ）、 超氧阴离子活性氧检

测试剂盒 （ＤＨＥ）、 线粒体膜电位检测试剂盒 （ＪＣ⁃１）、 线

粒体超氧化物检测试剂盒 （ＭｉｔｏＳｏｘ Ｒｅｄ）、 ＣＣＫ８ 试剂盒

（批号 ＨＹ⁃Ｄ１０５６、 ＨＹ⁃Ｄ００７９、 ＨＹ⁃１５５３４、 ＨＹ⁃Ｄ１０５５、 ＨＹ⁃
Ｋ０３０１， 美国 ＭＣＥ 公司）； 胎牛血清、 ＤＭＥＭ 培养基 （批
号 ＳＨ３００７１􀆰 ０３、 ＳＨ３００２２， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； ＤＡＰＩ、 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２ （ 货 号 Ｄ９５４２、 １４５３３， 德 国

Ｍｅｒｃｋ 公司）； Ｆｅ２＋检测探针 （ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ） 试剂盒 ［批号

Ｆ３７４， 东仁化学科技 （上海） 有限公司］； ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 试剂盒 （批号 Ｈ００２⁃１⁃２、 Ｈ０５２⁃１⁃２、 Ｈ００７⁃１⁃２， 南京

建成生物工程研究所有限公司）； 核因子⁃κＢ ｐ６５ （ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５）、 磷酸化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）、 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４）、 谷胱甘肽过氧化物酶 ４ （ＧＰＸ４） 抗体 （批号

１０７４５⁃１⁃ＡＰ、 ８２３３５⁃１⁃ＲＲ、 １９８１１⁃１⁃ＡＰ、 ３０３８８⁃１⁃ＡＰ， 武汉

三鹰生物技术有限公司）； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记

的山羊抗兔二抗 （批号 ａｂ６７２１， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４ 多功能微孔板检测仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ
公司）； ＭＥ３００２Ｅ 精密电子天平 （瑞士梅特勒托利多公
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司）； Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ１６Ｒ 冷 冻 离 心 机 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ａｘｉｏ ＶｅｒｔＡ１ 蔡司倒置荧光显微镜 （德国

Ｚｅｉｓｓ 公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ全自动荧光定量 ＰＣＲ 系统

（美国 Ｒｏｃｈｅ 公司）； ＡＸ⁃ＳＨＳ 超分辨激光共聚焦显微镜

（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； Ｔａｎｏｎ⁃５２００Ｍｕｌｔｉ 全自动化学发光分析

仪 （上海天能生命科学有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学分析 　 运用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数

据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）， 获取菊苣

酸的预测靶点蛋白和基因名称。 以 “ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ” 为

检索 关 键 词， 使 用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 获取肝脏炎症的相关靶点。 随后， 通过

Ｄｒａｗ Ｖｅｎｎ 软件分析菊苣酸潜在靶点与疾病靶点， 获得两

者的交集靶点。 然后， 运用 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃
ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ０ 软件分析并绘制 ＰＰＩ 网络图。
最后， 运用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ｇｐ ／ ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ＃ ／ ｍａｉｎ ／ ｓｔｅｐ１） 对交集靶点进行 ＧＯ 功能分析和 ＫＥＧＧ
信号通路富集分析， 并借助微生信⁃在线生物信息分析平台

对 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 结果进行可视化分析。
２􀆰 ２　 分子对接　 筛选出 ＰＰＩ 中 Ｄｅｇｒｅｅ 值前 １０ 位的潜在靶

点， 运用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０２０ 版软件筛选出与菊苣酸有较

高对接分数的靶点。 随后利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行结合

能分析， 对小分子和蛋白进行预处理， 活性位点为整个蛋

白， 采用遗传算法进行构象采样和打分， 根据对接得分进

行构象排序挑选最优构象进行结合模式分析。 最后， 利用

ＰｙＭｏｌ 软件 （Ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 ０􀆰 ３） 进行结果分析与绘图操作。
２􀆰 ３　 细胞培养　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞培养于含 １０％ 胎牛血清和

１％ 青霉素⁃链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 完全培养基中， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 待细胞融合度达到 ８０％ 时

进行传代及后续实验。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ８ 检测细胞活力 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞按 ８×１０３ 个 ／孔
的密度均匀接种于 ９６ 孔板中， 待细胞贴壁后， 换成含不同

浓度菊苣酸溶液 （０、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
的新鲜培养基， 继续在培养箱中培养 ２４ ｈ。 随后， 换成含

１０％ ＣＣＫ８ 的新鲜培养基， ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 检测 ４５０
ｎｍ 波长处的光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞存活率。

同法铺板， 培养 ２４ ｈ 后， 换成含不同浓度菊苣酸溶液

（０、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的新鲜培养基预

培养 １ ｈ， 随后每孔加入 ＬＰＳ （给药质量终浓度为 ５
μｇ ／ ｍＬ）， 培养 ２４ ｈ 后检测各组 ＯＤ 值， 计算细胞存活率。
２􀆰 ５　 ＤＨＥ 染色检测 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ＲＯＳ 水平　 将 ＨｅｐＧ２ 细

胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种于 １２ 孔板中， 分为对照组、
模型组 （５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ， ＬＰＳ 组） 和菊苣酸低、 中、 高剂量

组 （５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 和 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 菊苣酸， ＬＰＳ＋ＣＡ⁃
Ｌ、 ＬＰＳ＋ＣＡ⁃Ｍ、 ＬＰＳ＋ＣＡ⁃Ｈ 组）。 待细胞贴壁后， 加入对应

浓度的菊苣酸作用 １ ｈ， 再加入 ５ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 作用 ２４ ｈ。 吸

去上清培养基， 用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加入 ＤＨＥ 染料 （１

∶ １ ０００无血清培养基稀释） １ ｍＬ， ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。
再用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每孔加入 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２ 溶液， ３７ ℃避

光孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 于荧光显微镜下观察各组

细胞内的红色荧光强度。
２􀆰 ６　 ＪＣ⁃１ 染色检测 ＨｅｐＧ２ 细胞膜电位变化 　 细胞分组处

理同 “２􀆰 ５” 项。 弃去培养基， ＰＢＳ 洗涤， 每孔中加入含 １
ｍｇ ／ Ｌ ＪＣ⁃１ 的新鲜培养基 ５００ μＬ， ３７ ℃避光培养 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤后， 于荧光显微镜下观察荧光强度。
２􀆰 ７　 ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 染色检测 ＨｅｐＧ２ 细胞线粒体中超氧化物

含量变化　 细胞分组处理同 “２􀆰 ５” 项。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每

孔中加入含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 染料的新鲜培养基 ５００
μＬ， ３７ ℃避光培养 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 最后每孔中加

入 ＤＡＰＩ 溶液， ３７ ℃避光培养 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 于

荧光显微镜下观察荧光强度。
２􀆰 ８　 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 染色检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中 Ｆｅ２＋ 变化 　 细胞

分组处理同 “２􀆰 ５” 项。 使用 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 试剂盒检测各组

细胞中游离 Ｆｅ２＋， 于荧光显微镜下观察各组荧光强度。
２􀆰 ９　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平　 细

胞分组处理同 “ ２􀆰 ５” 项。 收集干预后的细胞培养液，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清液， 严格按照试剂盒说明

书步骤操作， 检测细胞上清液 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 １０ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检 测 细 胞 ＧＰＸ４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
ｍＲＮＡ 表达　 细胞分组处理同 “２􀆰 ５” 项。 收集各组细胞，
使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组总 ＲＮＡ 并逆转录成 ｃＤＮＡ 后， 用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒进行荧光定量 ＰＣＲ 检测， 采用 ２－ΔΔＣＴ法

计算目的基因 ＧＰＸ４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达

量。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＴＮＦ⁃α 正向 ＣＣＣＧＡＣＴＡＴＣＴＣＧＡＣＴＴＴＧＣ

反向 ＧＧＴＴＧＡＧＧＧＴＧＴＣＴＧＡＡＧＧＡ
ＩＬ⁃１β 正向 ＣＧＡＡＴＣＴＣＣＧＡＣＣＡＣＣＡＣＴＡ

反向 ＣＡＣＡＴＡＡＧＣＣＴＣＧＴＴＡＴＣＣＣ
ＩＬ⁃６ 正向 ＣＣＡＧＴＡＣＣＣＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＡ

反向 ＡＧＣＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＣ
ＧＰＸ４ 正向 ＣＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＡＧＧＡＡＡＣＧ

反向 ＴＡＴＣＧＧＧＣＡＴＧＣＡＧＡＴＣＧＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣ

反向 ＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧＧ

２􀆰 １１　 激光共聚焦显微镜检测 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达情况　 细

胞接种于共聚焦小皿中， 分为对照组、 ＬＰＳ 组和菊苣酸

（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡ） 组。 造模结束后， 加入 ５００ μＬ ４％ 多聚甲

醛固定液固定 ３０ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００Ｘ 室温孵育 １５
ｍｉｎ， 加入 ５％ ＢＳＡ 溶液室温孵育 １ ｈ， 滴加 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗

体， 于 ４ ℃冰箱中孵育过夜； 次日滴加荧光二抗室温孵育

１ ｈ， 每孔中加入 ＤＡＰＩ 溶液 ３７ ℃避光孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清

洗后使用共聚焦显微镜进行拍照。
２􀆰 １２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＧＰＸ４、 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 蛋白表达 　 细胞分组处理同 “２􀆰 ５” 项。 收集各组细

胞， 加 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞， 提取总蛋白， 测定并调整
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蛋白浓度。 然后进行蛋白变性， 电泳、 转膜、 封闭、 孵育

一抗过夜， 随后在室温下孵育对应的二抗 ２ ｈ， 最后显影，
并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对目的蛋白进行分析。
２􀆰 １３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ３ 软件进行处

理， 计量资料以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较

采用单因素方差分析， 两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 菊苣酸与肝脏炎症潜在核心靶点的筛选　 筛选得到菊

苣酸潜在作用靶点有 １００ 个， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库收集得

到肝脏炎症潜在作用靶点 １１ ２５４ 个， 以 “ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ”
为筛选目标， 通过中位数进行一步筛选， 获得 ５ ７３５ 个靶

点作为疾病特异性靶点。 将药物靶点与疾病靶点进行合集

分析， 共获得 ７７ 个交集靶点， 见图 １， 并构建 “菊苣酸⁃肝
脏炎症⁃靶点” ＰＰＩ 网络图， 见图 ２。 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 对共同

　 　 　

靶点进行 ＰＰＩ 网络的构建， 见图 ３， 按 Ｄｅｇｒｅｅ 值排列， 获

得前 １０ 位潜在靶点为肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）、 内皮细胞生

长因子受体 （ＥＧＦＲ）、 基质金属肽酶 ９ （ＭＭＰ９）、 白细胞

介素 ２ （ＩＬ２）、 半胱氨酸蛋白酶⁃３ （ＣＡＳＰ３）、 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４）、 雌激素受体 １ （ＥＳＲ１） 等。

图 １　 菊苣酸与肝脏炎症靶点交集 Ｖｅｎｎ 图

图 ２　 “菊苣酸⁃靶点⁃肝脏炎症” 网络图

图 ３　 菊苣酸与肝脏炎症作用靶点 ＰＰＩ 图
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３􀆰 ２　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 对菊苣酸与肝脏炎

症的交集靶点进行 ＧＯ 功能富集分析， 筛选出相关性最高

的前 １０ 条反应过程， 见图 ４， 分子功能 （ＭＦ） 主要包括内

肽酶活性、 酰胺结合、 蛋白酪氨酸激酶活性、 羧酸结合、
信号受体激活剂活性等方面； 生物过程 （ＢＰ） 主要包括炎

症反应的调节、 循环系统过程、 对激素的反应、 细胞对脂

质的反应、 对创伤的反应、 细胞活化的调控、 免疫反应的

正向调节、 活性氧代谢过程的调控等方面； 细胞组成

（ＣＣ） 主要包括细胞质核周区、 囊泡腔、 细胞顶端、 细胞

外基质等方面。 同时， ＫＥＧＧ 通路富集分析筛选出 １７ 条信

号通路， 见图 ５， 主要包括化学致癌作用⁃活性氧、 抗氧化

性、 叶酸合成等通路。

图 ４　 ＧＯ 功能富集分析 （前 １０ 条）

３􀆰 ３　 分子对接　 将 “３􀆰 １” 项筛选到的前 １０ 位靶点与菊苣

酸分别进行分子对接， 运用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件分析结合

能， 结合能＜－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 说明蛋白可与活性成分自发结合，
稳定性较好， 得到 ３ 个结合能较低的靶点为 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ２、
ＥＳＲ１， 见图 ６。
３􀆰 ４　 菊苣酸作用浓度筛选　 如图 ７Ａ 所示， ０～ ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ
菊苣酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞活性无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 说明在

此浓度范围内未表现出明显细胞毒性。 如图 ７Ｂ 所示， 与对

照组比较， ＬＰＳ 具有诱导细胞增殖的作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

ＬＰＳ 组比较， ５～２００ μｍｏｌ ／ Ｌ （除 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 外） 菊苣酸均

可以逆转 ＬＰＳ 的促增殖作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此，
选用 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为后续实验剂量。
３􀆰 ５　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞氧化应激反应的影

响　 如图 ８ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组细胞内 ＲＯＳ 表达

和超氧化物的累积 （ ＭｉｔｏＳｏｘ Ｒｅｄ 染色） 均增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 线粒体膜电位 （ ＪＣ⁃１ 染色） 降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与

ＬＰＳ 组比较， 菊苣酸各剂量组细胞内 ＲＯＳ 表达和超氧化物

的累积均减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 线粒体膜电位升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示菊苣酸可以提高 ＨｅｐＧ２ 细胞的

抗氧化能力。
３􀆰 ６　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞内游离 Ｆｅ２＋的影响　 如

图 ９ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组细胞内游离 Ｆｅ２＋积累增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 菊苣酸各剂量组细胞质内 Ｆｅ２＋

的积累减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明细胞对铁死亡的敏

感性降低。
３􀆰 ７　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 如图 １０ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组

细胞上清液中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与 ＬＰＳ 组比较， 菊苣酸中、 高剂量组细胞上清液中 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 菊苣酸低

剂量组细胞上清液中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ８　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＰＸ４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如图 １１ 所示， 与对照组比较，
ＬＰＳ 组细胞 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
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图 ５　 ＫＥＧＧ 功能富集分析

注： 彩色部分为蛋白， 红色部分为小分子， 黄色虚线为氢键。 Ａ 为菊苣酸与 ＴＬＲ４ 对接， Ｂ 为菊

苣酸与 ＭＭＰ２ 对接， Ｃ 为菊苣酸与 ＥＳＲ１ 对接。

图 ６　 菊苣酸与 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ２、 ＥＳＲ１ 靶标蛋白分子对接模式图

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 菊苣酸对正常 ＨｅｐＧ２ 细胞 （Ａ） 和 ＬＰＳ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞 （Ｂ） 活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞氧化应激反应的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞内游离 Ｆｅ２＋的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 菊苣

酸各剂量组细胞 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
菊苣酸中、 高剂量组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ９　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白定位的

影响　 如图 １２ 所示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组细胞核红色荧

光强度增强， 表明 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；

与 ＬＰＳ 组比较， 菊苣酸 （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组细胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 １０　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＰＸ４、 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响　 如图 １３ 所示， 与对照组比较，
ＬＰＳ 组细胞 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＧＰＸ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 菊

苣酸各剂量组细胞 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＰＸ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞上清液 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＰＸ４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 菊苣酸对 ＬＰＳ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＰＸ４、 ＴＬＲ４ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

４　 讨论

肝脏炎症是多种肝脏疾病 （如病毒性肝炎、 酒精性脂

肪肝、 非酒精性脂肪肝性肝炎、 药物性肝损伤等） 的核心

病理过程。 其发生机制涉及多种信号通路： （１） 先天免疫

系统激活 （如 Ｔｏｌｌ 样受体 ／ ＮＦ⁃κＢ 通路） 导致促炎细胞因子

（ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β） 过度释放； （２） 氧化应激与抗氧化

系统失衡， ＲＯＳ 累积诱发肝细胞损伤； （３） ＮＬＲＰ３ 炎症小

体活化驱动炎症级联反应； （４） 肝星状细胞 （ＨＳＣ） 活化

促进纤维化进展［１３⁃１６］ 。 现有治疗手段多针对单一靶点， 疗

效有限且副作用明显。 因此， 探索多靶点天然化合物调控

肝脏炎症的机制具有重要价值。
网络药理学分析显示， 菊苣酸可能通过调控 ＴＮＦ、

ＥＧＦＲ、 ＭＭＰ９、 ＩＬ２、 ＣＡＳＰ３、 ＴＬＲ４、 ＥＳＲ１、 ＥＲＢＢ２、
ＭＭＰ２、 ＪＵＮ 等核心靶点干预肝脏炎症。 ＧＯ 富集分析表明，
菊苣酸主要参与 “炎症反应” “氧化应激反应” “细胞凋亡

调控” 等生物学过程； ＫＥＧＧ 通路富集分析进一步提示其

可能通过调控 ＲＯＳ 通路发挥作用。 分子对接结果显示， 菊

苣酸与 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ２、 ＥＳＲ１ 等关键蛋白结合能较低， 提示

其直接相互作用潜力， 说明菊苣酸可能通过调控氧化应激、
糖脂代谢等途径干预肝脏炎症。

ＴＬＲ４ 是 Ｔｏｌｌ 样受体家族中的重要成员， 在免疫应答中

可识别 ＬＰＳ， 启动ＭｙＤ８８， 激活 ＮＦ⁃κＢ， 促进炎症因子和免

疫相关基因 （如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等） 的转录和表达，
加剧炎症反应［１７⁃１９］ 。 本研究结果显示， 在 ＬＰＳ 诱导的

ＨｅｐＧ２ 细胞炎症模型中， 菊苣酸可抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达， 降低细胞上清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平，
抑制 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 核转位， 并下调 ＴＬＲ４ 以及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达， 说明菊苣酸可以通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路， 抑

制炎症过程的发生。

铁死亡是一种铁依赖性的程序性细胞死亡形式， 其核

心特征为在二价铁的作用下脂质过氧化物的异常积累及

ＧＰＸ４ 活性丧失导致的抗氧化防御系统崩溃［２０⁃２１］ 。 研究发

现， ＴＬＲ４ 作为先天免疫系统的关键模式识别受体， 可能

通过调控铁死亡相关通路参与疾病进展。 ＴＬＲ４ 激活后一

方面可以诱导促炎因子表达， 另一方面可以通过上调

ＮＡＤＰＨ 氧化酶 （ＮＯＸ） 家族活性， 导致 ＲＯＳ 过量生成，
进而加剧脂质过氧化［２２⁃２３］ 。 本研究结果显示， 菊苣酸能够

抑制细胞内 ＲＯＳ 及超氧化物的积累， 提高线粒体膜电位，
证实其具有抗氧化应激作用。 此外， 菊苣酸可以降低 ＬＰＳ
诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞中 Ｆｅ２＋的积累， 上调 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达， 说明菊苣酸能够抑制铁死亡过程的发生。 这些结

果与网络药理学预测高度吻合， 表明菊苣酸通过协同调控

ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４ 及 ＲＯＳ 通路抑制炎症反应。
综上所述， 网络药理学和分子对接分析得到菊苣酸与

肝脏炎症相关靶点的结合稳定。 细胞实验验证结果表明菊

苣酸可能通过抑制 ＬＰＳ 与 ＴＬＲ４ 结合， 抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β 的表达， 降低胞内 ＲＯＳ、 超氧化物以及 Ｆｅ２＋ 的积累，
抑制细胞炎症及铁死亡的发生。 本研究为菊苣酸作为多靶

点抗炎药物开发提供了实验依据， 也为肝脏炎症疾病的天

然药物干预策略提供了新思路。 后续研究需进一步开展动

物体内实验评价， 完善菊苣酸的药理作用。
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