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摘要： 目的　 基于网络药理学和细胞实验探讨槲皮素抗抑郁症神经炎症的作用。 方法　 采用脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导小胶

质细胞炎症反应， 免疫荧光法检测 Ｍ１ 型小胶质细胞标记物 ｉＮＯＳ、 Ｍ２ 型小胶质细胞标记物 Ａｒｇ１ 表达， 酶联免疫吸附

法检测细胞上清液炎症因子 （ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃４） 水平， 对槲皮素进行疗效评价。 通过网络药理学和分子对

接预测槲皮素抗神经炎症的关键靶点和潜在的信号通路。 细胞实验对预测结果进行验证。 结果　 槲皮素能抑制 ＬＰＳ 诱

导的小胶质细胞炎症反应， 降低 ｉＮＯＳ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 Ａｒｇ１ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低细胞上清液 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃４ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 可作用于丝裂原活化蛋白激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 白细胞介素⁃
１β （ＩＬ⁃１β）、 白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 胱天蛋白酶 １ （ＣＡＳＰ１） 等核心靶点， 参与抑郁症

和神经炎症中 ＭＡＰＫ、 ＩＬ１７、 ＮＬＲＰ３ 信号通路的调节； 与核心靶点具有较好的结合能力， 其中与 ＭＡＰＫ１ 的最强； 能

降低 ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ１、 ＭＡＰＫ８、 ＮＬＲＰ３ 炎性体表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 槲皮素可能通过调节 ＭＡＰＫ１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＣＡＳＰ１ 等靶点及 ＭＡＰＫ、 ＩＬ⁃１７ 信号通路， 降低 ＮＬＲＰ３ 炎性体表达， 纠正 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞 Ｍ１、 Ｍ２ 型失衡， 发

挥抗抑郁症神经炎症的作用。
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　 　 抑郁症是一种严重限制心理社会功能并降低生活质量

的常见疾病［１］ ， 小胶质细胞 Ｍ１、 Ｍ２ 表型转换介导的微环

境对本病神经元命运有着决定性作用。 Ｍ２ 型小胶质细胞通

过促进抗炎因子 （如 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃４） 的释放发挥神经保护功

能［２⁃３］ ， 而 Ｍ１ 型小胶质细胞通过促进促炎细胞因子 （如
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 的释放引起神经炎症， 被认为是抑郁症的有

希望的治疗靶点［４⁃５］ 。
槲皮素存在于许多中药中， 可通过抗炎、 抗氧化应激

等多种方式发挥抗抑郁作用， 如减少慢性不可预知应激模

型小鼠海马 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 抑制环氧合酶⁃２ 分泌， 降

低一氧化氮表达［６］及脂多糖诱导抑郁症大鼠脑组织 ＴＮＦ⁃α
水平［７］ 。 然而， 槲皮素对小胶质细胞相关炎症反应的调控

机制尚不明确。 因此， 本研究通过网络药理学和细胞实验

探讨该成分在抑郁症中对小胶质细胞相关炎症的调控作用。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 槲皮素 （批号 Ｏ２９ＨＢ１９９５１４， 上海源

叶生物科技有限公司）。 脂多糖 （批号 ３４２３１２０１００７， 北京

索莱宝科技有限公司）； ＨｙＣｌｏｎｅ ＭＥＭ 培养基 （ 批号

ＰＭ１５０４１０， 武汉普诺赛生命科技有限公司）； 胎牛血清

（批号 １３０１１⁃８６１１， 浙江天杭生物科技股份有限公司）；
ＣＣＫ８ 试剂、 β⁃ａｃｔｉｎ （货号 Ｃ００３８、 ＡＦ２８１１， 上海碧云天生

物技术股份有限公司）； 兔抗 Ａｒｇ１、 ｉＮＯＳ、 ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、
ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ ［ 货 号 ａｂ３００６２１、 ａｂ２８３３１９、 ａｂ１７９４２、
ａｂ１９２５９１、 ａｂ４７３３７、 ａｂ４７３３７、 ａｂ８２２， 艾博抗 （上海） 贸

易有限公司］。
１􀆰 ２　 仪器　 ＨＦ２４０ 型 ＣＯ２ 培养箱 （上海力申科学仪器有

限公司）； ＳｍａｒｔＣｅｌｌ８００ 型细胞计数仪 （上海萌薇生物医疗

科技有限公司）； ＳＴ⁃３６０ 型酶标仪 （上海科华生物工程股

份有限公司）； ＪＹ６００Ｅ 型电泳仪 （北京君意东方电泳设备

有限公司）； ５２００Ｍｕｌｔｉ 型化学发光成像仪 （上海天能生命

科学有限公司）； ＧｌｏＭａｘ 型酶标仪 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）。
１􀆰 ３　 细胞　 ＢＶ２ 小鼠小胶质细胞 （货号 ＣＸ０１０３， 武汉博

士德生物工程有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养及药物干预 　 将 ＢＶ２ 小胶质细胞接种于

ＭＥＭ 完全培养基 （含 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 双抗） 中， 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养， 取对数生长期者进行实验。 将

槲皮素完全溶于 ＤＭＳＯ 中制成 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 母液， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔
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滤膜过滤， ＭＥＭ 培养基分别稀释至 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 保存

于－２０ ℃冰箱中。 将细胞分为对照组、 模型组和槲皮素 ４０、
８０ μｍｏｌ ／组， 正常组细胞在 ＭＥＭ 培养基中培养， 模型组细

胞给予 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ， 槲皮素各剂量组在造模前分别给予

４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 药物培养 ２ ｈ。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活性　 取生长密度达到 ８０％ 以上的

ＢＶ２ 细胞， 以每孔 ５×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔板中培养

２４ ｈ。 对照组替换新鲜培养液， 继续培养 ２４ ｈ； 模型组替

换新鲜培养液 ２ ｈ 后加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 溶液， 继续培养

２４ ｈ［１２］ ； 槲皮素组分别替换含 １０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０、 ２００
μｍｏｌ ／ Ｌ 药物的新鲜培养基培养 ２ ｈ 后， 加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ
溶液， 继续培养 ２４ ｈ， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂， ３７ ℃
下孵育４ ｈ， 采用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度， 计算

细胞存活率。
２􀆰 ３　 免疫荧光法检测 Ａｒｇ１、 ｉＮＯＳ 表达 　 收集干预后的

ＢＶ２ 细胞， 预冷 ４％ 多聚甲醛固定， １０％ 正常山羊血清封

闭， 加入 Ａｒｇ１、 ｉＮＯＳ 一抗， ４ ℃ 孵育过夜， 加入 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８ 荧光二抗， 常温孵育 １ ｈ， 用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬

灭封片剂封片， 于荧光显微镜下观察。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件计

算平均荧光强度， 目标蛋白表达。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测炎性因子水平　 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明

书， 通过 ＧｌｏＭａｘ 酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处光密度， 计算

ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平， 重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 网络药理学

２􀆰 ５􀆰 １　 槲皮素抗抑郁症神经炎症靶点收集　 使用 ＰｕｂＣｈｅｍ
数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）， 以 ＳＤＦ
格式 绘 制 槲 皮 素 三 维 化 学 结 构， 导 入 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ Ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ） 数据库获取

潜在作用靶点。 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ） 收集抑郁症、 神经炎症和小胶质细胞极化

相关 靶 标， 通 过 关 键 字 “ ｍａｊｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ”
“ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ” “ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ” 进行搜索。 将

药物和疾病靶点数据导入在线 Ｖｅｎｎ 图制作网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）， 取交集靶点。
２􀆰 ５􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络构建　 将槲皮素与抑郁症共同靶点上传到

ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ）， 用于蛋白质⁃蛋

白质相互作用 （ＰＰＩ） 分析。 选择物种 “智人”， 导出蛋白

质相 互 作 用 网 络， 并 将 其 以 “ ｔｓｖ ” 格 式 保 存， 在

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅｖ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件中构建可视化 ＰＰＩ 网络图。
２􀆰 ５􀆰 ３　 核心网络获取和关键目标预测　 采用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插

件和 ＭＣＣ 算法， 对 ＰＰＩ 互作网络中的靶点进行分析， 根据

其得分进行排序。
２􀆰 ５􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 使用 ＤＡＶＩＤ 平台对槲皮素

与抑郁症、 神经炎症重叠靶点进行分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛

选条件， 取 Ｐ 值最小的前 １５ 个条目， 通过生信平台进行可

视化展示。
２􀆰 ６　 分子对接　 从 ＰＤＢ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据

库中得到靶点蛋白的三维晶体结构， 并且去除其原本带有

的小分子及水分子， 通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ １􀆰 ５􀆰 ６ 软件完成蛋

白质加氢、 计算电荷。 从 ＴＣＭＳＰ 数据库中下载活性成分三

维结构， 并且使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ 对小分子进行电荷平衡、
可旋转的键检查， 再根据受体活性中心选择对接盒子的范

围， ＡｕｔｏＤｏｃｋｖｉｎａ 软件计算受体、 配体对接， 选择输出结

果中结合自由能最低的结构， ＰｙＭｏｌ ２􀆰 ４􀆰 １ 软件进行可视化

及美化。
２􀆰 ７　 蛋白免疫印迹法验证靶点蛋白表达 　 细胞分为对照

组、 模型组和槲皮素组 （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 按 “２􀆰 １” 项下方

法培养后收集， 加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， ＢＣＡ
法检测蛋白浓度， 取等量样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，
转膜， ５％ 脱脂奶粉溶液封闭 ２ ｈ， 加入一抗， ４ ℃ 孵育

１２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤， 加入二抗 （１ ∶ １ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ，
ＥＣＬ 发光液显影， 凝胶成像装置拍照， ＩｍａｇｅＪ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件

分析条带灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析和 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。
以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞的保护作用　 如图 １Ａ
所示， ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 以下槲皮素作用 ２４ ｈ 后， 对 ＢＶ２ 细胞无

毒性。 如图 １Ｂ 所示， ＬＰＳ 诱导后， ＢＶ２ 细胞存活率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ４０～２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理后， 细胞存活率升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 为 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时达到最大值。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞极化的影响　 与对照组

比较， 模型组细胞 Ａｒｇ１ 平均荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 槲皮素 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 Ａｒｇ１ 平均荧光

强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与对照组比较， 模型组细
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胞 ｉＮＯＳ 平均荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 槲

皮素 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ｉＮＯＳ 平均荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ２。 在后续研究中， 选择效果较佳的 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ｉＮＯＳ、 Ａｒｇ１ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ３　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞上清液中炎性因子水平

的影响　 如图 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组细胞上清液

中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃４ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 槲皮素 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细

胞上清液中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０、
ＩＬ⁃４ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 网络药理学

３􀆰 ４􀆰 １　 潜在作用靶点获取　 以槲皮素和抑郁症交集作用靶

点为研究对象， 利用 Ｖｅｎｎ 在线软件进行绘图， 得到槲皮素

与抑郁症的 ６３ 个共同靶点， 包括白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、

ＩＬ⁃６、 肿瘤 坏 死 因 子⁃α （ ＴＮＦ⁃α）、 基 质 金 属 蛋 白 酶 ９
（ＭＭＰ９） 等， 见图 ４Ａ。 将槲皮素与神经炎症及小胶质细胞

的共同靶点取交集， 得到 ５０ 个共同靶点， 见图 ４Ｂ， 其中

１３ 个靶点 ［如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＴＮＦ 等 （紫色） ］ 与小胶质

细胞极化相关， 见图 ４Ｃ～４Ｅ。
３􀆰 ４􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络分析　 ＰＰＩ 网络由 ６３ 个节点、 ４５３ 条边组

成， 见图 ５Ａ。 通过 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件及其 ＭＣＣ 算法识别核心

网络中的集线器节点， 并根据其得分进行排名， 见图 ５Ｂ
（分数越高， 核心网络中的节点越关键）， 发现丝裂原活化

蛋白激酶 １ （ＭＡＰＫ１）、 丝氨酸 ／苏氨酸激酶 １ （ＡＫＴ１）、 半
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞上清液中炎性因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

胱天冬酶⁃１ （ＣＡＳＰ１）、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等较高。
３􀆰 ４􀆰 ３　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 通过 ＤＡＶＩＤ 系统对 ６３ 个抑

郁症靶点进行 ＧＯ 功能注释， 获得了 ３３５ 个生物过程

（ＢＰ）、 ４９ 个细胞组分 （ＣＣ） 和 ５３ 个分子功能 （ＭＦ）， 通

过 Ｐ 值选择前 １５ 个 ＧＯ 富集项， 发现 ＢＰ 潜在作用靶点主

要集中在炎症反应、 凋亡过程的负调控、 对 ＩＬ⁃６ 的调节等

方面， ＣＣ 潜在作用靶点主要集中在细胞间隙、 树突、 质膜

等， ＭＦ 潜在靶点主要集中在蛋白激酶结合、 蛋白丝氨酸 ／
苏氨酸激酶活性、 生长因子受体结合等方面， 见图 ６Ａ～６Ｃ。
同时， ＫＥＧＧ 富集分析收集了 １２３ 个信号通路， 并通过 Ｐ
值筛选出前 １５ 条途径， 主要包括 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 ＡＧＥ⁃
ＲＡＧＥ 信号通路、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ） 信号通路等， 见图 ６Ｄ。
３􀆰 ５　 分子对接　 对槲皮素与抑郁症、 神经炎症和小胶质细

胞极 化 的 １３ 个 关 键 核 心 靶 点 蛋 白 ［ ＭＡＰＫ１ （ ＰＤＢ：
６ＳＬＧ）、 ＴＮＦ （ ＰＤＢ： ２ａｚ５ ）、 ＩＬ⁃６ （ ＰＤＢ： １ｎ２６ ）、 ＩＬ⁃１Ｂ
（ＰＤＢ： １ｉｌｒ） 等］ 进行分子对接， 结果显示， 其结合能均

小于－５ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 说明蛋白可与活性成分自发结合， 稳定性

较好， 其中槲皮素与 ＭＡＰＫ１ （ＥＲＫ２） 的最低， 为 － ９􀆰 ８７
ｋＪ ／ ｍｏｌ， 与 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃１Ｂ、 ＩＬ⁃６ 的也较低， 见图 ７。
３􀆰 ６　 细胞实验

３􀆰 ６􀆰 １　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达的影

响　 与对照组比较， 模型组 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 槲皮素组 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。

３􀆰 ６􀆰 ２　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＭＡＰＫ 通路相关蛋

白表达的影响 　 与对照组比较， 模型组 ＢＶ２ 细胞 ｐ⁃ＥＲＫ ／
ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 槲皮素组 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ９。
３􀆰 ６􀆰 ３　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＮＬＲＰ３ 通路相关蛋

白表达的影响　 与对照组比较， 模型组凋亡相关斑点样蛋

白 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３ 炎性体、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 槲皮素组 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０。
４　 讨论

抑郁症是复杂的精神障碍疾病， 应激性刺激是引发抑

郁发作的重要诱因［８］ ， 小胶质细胞与应激诱导的精神和行

为障碍有关， 靶向小胶质细胞介导的神经炎症是治疗抑郁

症药理作用的焦点。 本研究发现， 槲皮素可提高 ＬＰＳ 诱导

的 ＢＶ２ 细胞存活率； 纠正 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 Ｍ１、 Ｍ２ 表

型失衡， 抑制小胶质细胞 Ｍ１ 型活化， 增加 Ｍ２ 型活化； 降

低上清液 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平， 减少 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞促炎

因子的释放， 有抗神经炎症潜力。
本研究通过网络药理学得到槲皮素、 抑郁症和神经炎

症的 ５０ 个共同靶点， 其中 １３ 个与小胶质细胞极化相关；
通过 ＰＰＩ 网络筛选槲皮素治疗抑郁症的关键靶点， 包括 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ、 ＩＬ１Ｂ、 ＭＡＰＫ１、 ＡＳＣ 等； 通过 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件及

其 ＭＣＣ 算法识别核心网络中前 ２０ 个靶基因， ＭＡＰＫ１、
ＡＫＴ１、 ＣＡＳＰ１、 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃６ 等排名较高， 其中 ＭＡＰＫ 被称
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图 ４　 槲皮素与疾病靶点的网络分析图

图 ５　 ＰＰＩ 图和核心靶点

图 ６　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析图
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图 ７　 分子对接图

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＭＡＰＫ 信号通路

相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

为细胞外信号调节激酶 （ＥＲＫ）， 参与细胞增殖、 分化、 脂

代谢等多种生化过程， 其信号通路参与海马神经元细胞凋

亡的调控， 是抗抑郁作用机制之一［９⁃１０］ ； Ａｋｔ１ 可通过多种

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＢＶ２ 细胞 ＮＬＲＰ３ 信号通

路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

途径激活 ＮＦ⁃κＢ， 从而调节许多参与炎症反应的基因， 如

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６［１１⁃１３］ ； ＣＡＳＰ１ 可通过与炎性体结合而发生激

活， 从而加工 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 等炎症因子， 使其成熟

并释放［１４⁃１５］ 。
ＫＥＧＧ 富集分析显示， 上述基因与 ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ 信号

通路发生和炎症调控密切相关。 本研究将槲皮素与相应核

心蛋白进行分子对接， 发现其结合能均低于－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，
可有效地与关键蛋白结合。 白细胞介素⁃１７Ａ （ ＩＬ⁃１７Ａ） 是

一种促进炎症细胞因子， 其复合体与细胞膜上的受体结合

可激活 Ａｃｔ１ 和 ＴＲＡＦ６， 从而激活 ＮＦ⁃κＢ， 促进促炎因子分

泌， 导致炎症［１６⁃１７］ 。 抑郁症患者血清 ＩＬ⁃１７ 及其特异性转

录因子 ＲＯＲγｔ 水平升高［１８］ 。 在 ＬＰＳ 诱导的抑郁小鼠模型

中， 小胶质细胞 Ｍ１ 表型表达增加并导致 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ 水平升高。 在神经炎症过程中， ＭＡＰＫ 主要通过 ＥＲＫ
和 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶 （ＪＮＫ） 途径发挥调节作用， 其中前

者称 为 ＭＡＰＫ１， 后 者 称 为 ＭＡＰＫ， 在 细 胞 外 刺 激 时，
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ＭＡＰＫ 被激活并通过一系列磷酸化反应引起下游效应， 包

括 ＭＡＰＫ１ ／ ８， 其促进炎性细胞的增殖、 分化和迁移， 并调

节各种炎性因子 （如 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６） 的释放［１９⁃２０］ 。
ＮＬＲＰ３ 信号通路是 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的下游分支， 其炎性体

被激活后分解为 ＡＳＣ 和裂解的 ｃａｓｐａｓｅ１， 使 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 和

ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 转移到 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８， 在中枢神经系统中发挥重

要的促炎作用。 本研究结果显示， 槲皮素干预后， ＩＬ⁃１７、
ｐＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃｅｓｐａｓｅ⁃１ 表达受到抑制。

综上所述， 槲皮素可能通过调节 ＭＡＰＫ１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
６、 ＣＡＳＰ１ 等靶点及 ＭＡＰＫ、 ＩＬ⁃１７ 信号通路， 减少 ＮＬＲＰ３
炎性体表达， 纠正 ＬＰＳ 诱导的小胶质细胞 Ｍ１、 Ｍ２ 型失衡，
从而发挥抗抑郁症神经炎症的作用。
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