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基于网络药理学和验证实验探讨蒲黄治疗脊髓损伤的分子机制 
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摘  要：目的  利用网络药理学和实验验证探讨蒲黄治疗脊髓损伤的分子机制。方法  使用 TCMSP 数据库及文献资料筛选

蒲黄的有效成分及其对应靶点，使用 DrugBank、OMIM、TTD、GeneCard 数据库获得脊髓损伤相关靶点。Cytoscape 构建蒲

黄抗脊髓损伤靶点蛋白相互作用（PPI）网络图及“药物–化合物–靶点”网络图，根据网络图中各靶点的拓扑学参数筛选

出蒲黄抗脊髓损伤关键靶点及关键成分。使用 DAVID 数据库对蒲黄抗脊髓损伤靶点进行基因本体论（GO）功能和京都基因

与基因组百科全书（KEGG）富集分析。采用 Autodock Vina 软件对关键化合物与关键靶点蛋白进行分子对接验证。动物实

验观察蒲黄对脊髓损伤大鼠后肢运动神经功能的影响及对关键靶点蛋白 mRNA 表达的影响。结果  共筛选出花生四烯酸、

异鼠李素、β 谷甾醇、山柰酚、棕榈酸睾酮、山柰酚-3-O-α-L-鼠李糖基（1→2）-β-D-葡萄糖苷、槲皮素、异鼠李素-3-O-新

橙皮苷、香蒲新苷等活性成分。PPI 网络分析显示，肿瘤坏死因子（TNF）、白细胞介素（IL）-6、蛋白激酶 B（AKT1）、IL-1B、

胱天蛋白酶 3（CASP3）等蛋白可能在脊髓损伤的治疗中起关键作用。蒲黄抗脊髓损伤靶点的 GO 分析显示生物过程主要涉

及对脂多糖的反应、对细菌源性分子的反应、细胞对化学应激的反应、活性氧代谢过程的调控过程等。KEGG 富集分析显示

富集显著性较高的通路主要有 TNF 信号通路、TLR 信号通路、MAPK 信号通路等。分子对接显示关键活性成分与关键靶蛋

白分子之间亲和力良好。动物实验结果表明，与模型组相比，蒲黄能有效促进脊髓损伤大鼠模型动物的后肢运动恢复，降低

TNF、IL-6、IL-1B、CASP3 mRNA 表达，升高 AKT1 mRNA 表达（P＜0.05、0.01）。结论  蒲黄中槲皮素、山柰酚、异鼠

李素、β-谷甾醇等活性成分可能通过作用于 TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3 等靶点，进而影响炎症及凋亡相关的通路发

挥治疗脊髓损伤的作用。 
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Abstract: Objective  To explore the molecular mechanism of Typhae Pollen in treatment of spinal cord injury by using network 

pharmacology and validation experiments. Methods  TCMSP database and literature data were used to screen the active components 

and corresponding targets of Typhae Pollen. DrugBank, OMIM, TTD, and GeneCard databases were used to obtain the targets of spinal 

cord injury. Cytoscape constructed PPI network diagram and drug–compound–target network diagram, and screened the key targets 

and components of Typhae Pollen against cord injury according to topological parameters of each target in the network diagram. 

DAVID database was used to analyze the GO function and KEGG enrichment of the anti-spinal cord injury targets of Typhae Pollen. 

Autodock Vina software was used for molecular docking verification of key compounds and key target proteins. Animal experiments 

were conducted to observe the effect of Typhae Pollen on the motor nerve function of hind limbs and the expression of key target 

protein mRNA in rats with spinal cord injury. Results  A total of arachidonic acid, isorhamnetin, β sitosterol, kaempferol, testosterone 

palmitate, kaempferol-3-O-α-L-rhamnosyl(1→2)-β-D-glucoside_qt, quercetin, isorhamnetin-3-O-neohesperidoside, ctyphloside and 

other active ingredients were screened. PPI network analysis showed that TNF, IL-6, AKT1, IL-1B, CASP3 and other proteins may 
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play a key role in the treatment of spinal cord injury. Gene ontology (GO) analysis of the anti-spinal cord injury targets of Typhae Pollen 

showed that the biological processes mainly involve the reaction to lipopolysaccharide, the reaction to bacterial molecules, the cellular 

response to chemical stress, and the regulation of reactive oxygen metabolism. The enrichment analysis of Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG) showed that the pathways with high enrichment significance mainly included TNF signaling pathway, 

TLR signaling pathway, and MAPK signaling pathway. Molecular docking showed that the affinity between key active components 

and key target protein molecules was good. Animal experimental results showed that compared with the model group, Typhae Pollen 

could effectively promote the recovery of hind limb movement, decrease the mRNA expression of TNF, IL-6, IL-1B and CASP3, and 

increase the mRNA expression of AKT1 in rats with spinal cord injury (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Quercetin, kaempferol, 

isorhamnetin, β-sitosterol and other active ingredients in Typhae Pollen may affect inflammatory and apoptosis-related pathways by 

acting on TNF, IL-6, AKT1, IL-1B, CASP3 and other targets. 

Key words: Typhae Pollen; spinal cord injury; network pharmacology; molecular docking; quercetin; kaempferol; isorhamnetin; 

β-sitosterol 

 

脊髓损伤是一种创伤性事件，在交通、劳动和

运动事故中很常见，是一种严重的中枢神经系统致

残损伤，其特点是在损伤后立即严重丧失感觉、运

动或自主神经功能[1]。脊髓损伤的影响不仅会影响

个人的健康，还会给家庭和社会带来巨大的经济负

担[2-3]。据报道，脊髓损伤的发病率在世界范围内不

断上升，尤其是在亚洲[4]。在我国，由车祸、建筑

和采矿事故引起的脊髓损伤数量在过去 10 年中增

加了 10 倍。 

目前脊髓损伤的治疗方法是神经营养素，但神

经营养素的相对分子质量相对较大，难以跨越血脑

屏障。另外，由于酶的降解，治疗效果会严重降低。

此外，神经营养素的价格非常昂贵，剂量和频率相

对较高。除了上述缺点外，还存在显著的不良反应。

因此，需要探索新的治疗策略来治疗脊髓损伤。近

年来中药治疗脊髓损伤的研究显著增加。蒲黄是一

种传统的中草药，具有较低的毒性和不良反应[5-6]。

蒲黄具有止血祛瘀功效，在临床上广泛用于治疗出

血性疾病。近年来，研究发现，蒲黄能够改善脊髓

损伤大鼠肢体功能后肢运动功能，促进急性脊髓损

伤大鼠模型的康复[7-8]。另外，蒲黄可使脊髓损伤模

型大鼠脱髓鞘的面积明显的减少，前角运动神经元

显著增多，对脊髓损伤大鼠具有神经保护作用[9-10]。

但其作用机制尚不明确。 

网络药理学以系统生物学和药理学为基础，提

供了一种新的“多目标、多渠道、多链接”网络模

型。它为中医从经验医学向循证医学的转变提供了

一种新的研究范式。网络药理学已经成为探索中医

药潜在机制不可或缺的方法[11-12]。本研究通过寻找

蒲黄中有效成分和靶蛋白，构建靶点网络，确定网

络中的核心靶点，并进行生物功能和途径富集分

析。通过分子对接技术验证蒲黄有效成分与核心靶

点之间的结合作用，从分子水平探讨蒲黄治疗脊髓

损伤的可能药理机制。 

1  资料与方法 

1.1  蒲黄活性成分的筛选 

在 TCMSP 数据库（https://tcmsp-e.com/）[13]

中搜索蒲黄中所含化学成分及其药动学数据。活性

成分筛选标准为口服生物利用度（OB）≥30%，药

物相似性（DL）≥0.18，符合此条件的化合物被视

为候选活性成分。同时查阅相关文献，建立蒲黄活

性化合物成分数据库。 

1.2  蒲黄抗脊髓损伤作用靶点的获得 

在 TCMSP 数据库中查询活性化合物相应作用

靶点，合并，即为蒲黄活性成分作用靶点。使用

Drug Bank（https://www.drugbank.com/），OMIM

（https:// omim.org/），TTD（http://db.idrblab.net/ttd/），

Gene Card（https://www.genecards.org/）数据库查询

脊髓损伤相关靶点，剔除非人源基因，合并。二者

使用韦恩（Venn ）图（ http://bioinformatics.psb. 

ugent.be/webtools/Venn/）取交集，交集靶点即为蒲

黄抗脊髓损伤作用靶点。 

1.3  蒲黄抗脊髓损伤靶点蛋白相互作用（PPI）网

络图及关键靶点蛋白的筛选 

将蒲黄抗脊髓损伤作用靶点输入 String 数据库

11.0 版（https://string-db.org/），获得 PPI 的数据文

件。随后将此文件导入 Cytoscape（v3.6.1），获得蒲

黄抗脊髓损伤靶点蛋白 PPI 网络图。根据 PPI 网络

图中各靶点的点度中心性（degree）、中介中心性、

接近中心性等拓扑学参数筛选出关键靶点。这些参

数值越大说明此节点在网络中越重要[14]。选取数据

排名前 10 位的蛋白为核心靶点蛋白。 

https://www.drugbank.com/），OMIM（https:/
https://www.drugbank.com/），OMIM（https:/
http://bioinformatics.psb.ugent/
http://bioinformatics.psb.ugent/
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1.4  蒲黄治疗脊髓损伤的“药物–化合物–交集靶

点”网络图及关键化合物的获得 

将蒲黄活性成分及其对应靶点导入 Cytoscape

软件（v3.6.1），构建“药物–化合物–靶点”网络

图。在网络图中，节点表示中药、活性成分或作用

靶点作用通路，边用来关联相互作用的不同节点。

根据活性成分节点的度值筛选蒲黄抗脊髓损伤的

关键成分。 

1.5  蒲黄抗脊髓损伤靶点的基因本体论（GO）和

京都基因与基因组百科全书（KEGG）分析 

使用 DAVID 数据库（https://david.ncifcrf.gov/）

对蒲黄抗脊髓损伤靶点进行功能的富集分析，包括

GO 和 KEGG 分析。GO 分析包括生物过程（BP）、

细胞组分（CC）和分子功能（MF）的富集分析。 

1.6  分子对接 

从 PDB 数据库（https://www.rcsb.org/）下载关

键靶点蛋白的 PDB 文件，并对蛋白进行加氢、去

水等处理。采用 Autodock Vina 软件对关键化合物

与关键靶点蛋白进行分子对接验证，统计其结合

能。Pymol 软件对对接结果进行可视化。一般认为，

结合能＜−5.0 kJ/mol，表明活性成分与核心靶点基

因结合性较好[15]。 

1.7  动物实验 

1.7.1  实验动物及药品、仪器  36 只成年雄性 SD

大鼠，体质量 200～250 g，9～11 周龄，购自河南

省实验动物中心，许可证号为 SCXK（豫）

2017-0001。本实验经新乡医学院第一附属医院动物

伦理委员会批准（2021048）。大鼠在（24±3）℃

和 12 h 光/暗循环的合适环境中饲养，可自由饮食

和饮水。适应性喂养 1 周时间。 

TRIzol®试剂[赛默飞世尔科技（中国）有限公

司]；BeyoRT™ cDNA 第一链合成试剂盒（RNase H-）

（碧云天生物技术有限公司）；TB Green ® Premix Ex 

Taq ™ I II[宝生物工程（大连）有限公司 ]；

LightCycler®96 实时荧光定量 PCR 仪（瑞士罗氏公

司）。生蒲黄购自北京同仁堂新乡药店，由新乡医

学院中药学教研室张来宾教授鉴定为正品。蒲黄水

煎液的制备[16-17]：称取 100 g 生蒲黄置于 2 L 的圆

底烧瓶中，加入蒸馏水 1 200 mL，浸泡 30 min，加

热至煮沸后回流提取 30 min，过滤提取液，随后滤

渣中加入蒸馏水 1 000 mL，水沸后再回流提取 20 

min，滤过，将 2 次滤液合并，水浴旋转蒸发仪浓

缩至 100 mL，即得 1 g/mL 蒲黄水煎液。调节 pH

值至 7.4 后冷藏备用。 

1.7.2  脊髓损伤模型的建立、分组及给药  大鼠 ip 

10%水合氯醛 0.4 mL/100 g 麻醉，俯卧位固定，无

菌条件下，沿着背部皮肤做一个约 1 cm 的中线切

口，骶棘肌沿棘突两侧切开。在用微型咬骨钳进行

T8～T9 椎板切除术后，在 T8～T9节脊柱进行脊髓损

伤挫伤模型制作[18]。为了造成严重挫伤，将直径为

2.0 mm 的 10 g 击打棍从 50 mm 的高度跌落到暴露

的脊髓上，如损伤部位出现血肿、组织肿胀、后肢

快速收缩和震颤说明模型的建立成功[19-20]。假手术

组大鼠仅接受椎板切除术，不造成冲击伤。造模后

30 min，造模成功大鼠分为模型组和蒲黄组，蒲黄

组大鼠 ig 10 g/kg 蒲黄水煎液，假手术组和模型组

大鼠 ig 等体积生理盐水。1 次/d，共 6 周。 

1.7.3  大鼠后肢运动神经功能的评价  脊髓损伤

后 1～6 周，第 1、7、14、21、35、42 天采用 Basso- 

Beattie-Bresnahan（BBB）评分标准[21]对大鼠后肢

的运动神经功能进行评估。BBB 评分将运动功能分

为 22 个等级：0 为完全瘫痪，21 为正常功能。 

1.7.4  苏木精–伊红（HE）染色组织学观察  术后

第 42 天，每组 3 只大鼠麻醉并灌流 200 mL 冷盐水，

然后灌流 300 mL 冷 4%多聚甲醛。切除 1 cm 大小

的损伤处脊髓，在 4 ℃的 4%多聚甲醛中固定 24 h。

将样品包埋在石蜡中，并切成 5 µm 厚的切片，并

对切片进行 HE 染色。 

1.7.5  总 RNA 制备及实时定量聚合酶链反应

（qRT-PCR）  术后第 42 天，每组 3 只进行大鼠麻

醉，切除 1 cm 大小的损伤处脊髓。使用 TRIzol®试

剂从脊髓样本中提取总 RNA。使用 BeyoRT™ 

cDNA 第一链合成试剂盒）（RNase H-）将 RNA 反

转录产生成 cDNA，严格按说明书操作。以 cDNA

为模板，使用 TB Green ® Premix Ex Taq™ I II（Tli 

RNaseH Plus）试剂盒配制 PCR 反应液，在

LightCycler®96 qTR-PCR 仪进行反应。使用两步法

PCR 扩增标准程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃ 5 s，

60 ℃ 20 s，共 40 个循环。本研究中使用的引物如

下：甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH），正向 5’- 

TATGACAACTCCCTCA AGAT-3’、反向 5’-AGAT 

CCACAACGGATACATT-3’；半胱氨酸蛋白酶 -3

（Caspase-3），正向 5’-GGAC CTGTGGACCTGAAA 

AA-3’、反向 5’-GCATGCCA TATCATCGTCAG-3’；

肿瘤坏死因子（TNF），正向 5’-TACTGAACTTCGG 

GGTGATTGGTCC-3’、反向 5’-CAGCCTTGTCCCT 
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TGAAGAGAACC-3’；白细胞介素 6（IL-6），正向

5’-TAGAGTCACAGAAGGA GTGG-3’、反向 5’-GC 

CAGTTCTTCGTAGAGAAC-3’；丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶 1（AKT1），正向 5’-CCACAGGTCGCTACT 

ATGCC-3’、反向 5’-ACAG CCCGAAGTCCGTTAT 

C-3’；白细胞介素 1B（IL-1B），正向 5’-GGGCGGTT 

CAAGGCATAACA-3’、反向 5’-GTCGAGATGCTG 

CTGTGAGA-3’。以 GAPDH 为内参，使用 2−△△Ct

方法对数据进行相对定量分析。 

2  结果 

2.1  蒲黄活性成分的筛选 

从蒲黄的化学成分中，筛选出 OB/%≥30%，

DL≥0.18 的活性化合物 7 个，依次为花生四烯酸、

异鼠李素、β 谷甾醇、山柰酚、棕榈酸睾酮、山柰

酚-3-O-α-L-鼠李糖基（1→2）-β-D-葡萄糖苷、槲皮

素；同时查阅相关文献报道[22-23]，将蒲黄中含量较

高的黄酮类化合物异鼠李素-3-O-新橙皮苷和香蒲

新苷加入。 

2.2  蒲黄抗脊髓损伤的作用靶点 

共获得蒲黄作用靶点 218 个，脊髓损伤疾病靶

点 1 027 靶点，二者的交集靶点及蒲黄抗脊髓损伤

靶点共 69 个，见图 1。 

 

图 1  蒲黄作用靶点与脊髓损伤靶点交集的韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of intersection of Typhae Pollen and 

spinal cord injury targets 

2.3  蒲黄抗脊髓损伤靶点蛋白 PPI 网络图 

蒲黄抗脊髓损伤靶点蛋白 PPI 网络图见图 2。

根据 PPI 网络图中关键靶点的点度中心性、中介中

心性、接近中心性等拓扑学参数筛选出排名前 10

位的关键靶点 10 个，即 TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、

CASP3、PTGS2、JUN、MMP9、CCL2、CXCL8。 

2.4  蒲黄治疗脊髓损伤的“药物–化合物–交集靶

点”网络图及关键化合物的获得 

蒲黄治疗脊髓损伤的“药物–化合物–交集靶

点”网络图见图 3。蒲黄中活性化合物在药物–化 

 
图 2  蒲黄抗脊髓损伤靶点蛋白 PPI 网络图 

Fig. 2  PPI network diagram of Typhae Pollen anti spinal 

cord injury target protein  

 

图 3  蒲黄治疗脊髓损伤的“药物–化合物–交集靶点”网

络图 

Fig. 3  Interaction network diagram of “drug–

compound–intersection target” of Typhae 

Pollen for spinal cord injury 

合物–靶点互作网络图中的度值见表 1。度值排名

前 4 的化合物依次为槲皮素、山柰酚、异鼠李素、

β-谷甾醇。它们可能为蒲黄抗脊髓损伤作用中的关

键化合物。 

2.5  蒲黄抗脊髓损伤靶点的 GO 分析 

蒲黄抗脊髓损伤靶点的 GO 分析结果见图 4。

BP 主要涉及对脂多糖的反应、对细菌源性分子的

反应、细胞对化学应激的反应及活性氧代谢过程的

调控过程等。CC 主要集中在膜筏、膜微区、膜区

等。MF 主要涉及细胞因子受体结合、细胞因子活

性、受体–配体活性等。 

2.6  蒲黄抗脊髓损伤靶点的 KEGG 分析 

蒲黄抗脊髓损伤靶点的 KEGG 分析结果见图

5。富集显著性较高的通路主要有 TNF 信号通路、 

 

脊髓损伤 

149          69         958 

蒲黄 



第 37 卷第 7 期  2022 年 7 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 37 No. 7 July 2022 ·1468· 

表 1  蒲黄活性化合物在“药物–化合物–靶点”网络图

中的度值 

Table 1  Degree values of Typhae Pollen active compounds in 

“drug-compound-target” interaction network diagram 

Mol ID 化合物名称 中文名称 度值 

MOL000098 quercetin  槲皮素 67 

MOL000422 kaempferol 山柰酚 56 

MOL000354 isorhamnetin 异鼠李素 25 

MOL000358 beta-sitosterol  β-谷甾醇 25 

MOL001439 arachidonic acid 花生四烯酸 15 

MOL006096 isorhamnetin-3-O-neo

hesperidoside 

异鼠李素 -3-O-

新橙皮糖苷 

 8 

— typhaneoside 香蒲新苷  6 

MOL006114 kaempferol-3-O-α-L-r

hamnosyl(1→2)-β-

D-glucoside_qt 

山柰酚-3-O-α-L-鼠

李糖(1→2)-β-D-

葡萄糖苷_qt 

 5 

MOL006111 testosterone palmitate 睾酮棕榈酸酯  3 

 

Toll 样受体（TLR）信号通路、MAPK 信号通路等。

这表明蒲黄主要通过以上通路来干预脊髓损伤。另

外前面筛选的 10 个关键基因中，TNF 信号通路包

含 9 个，Toll 样受体（TLR）信号通路等包含 6 个，

MAPK 信号通路包含 5 个。其中度值排名前 5 位关

键靶蛋白分子（TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3）

均同时存在于 3 个信号通路中。KEGG 富集信号通

路与靶点基因相互关系网络图见图 6。 

2.7  分子对接结果 

度值排名前 4 位的槲皮素、山柰酚异鼠李素、

β-谷甾醇与度值排名前 5 位关键靶蛋白分子（TNF、

IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3）对接结合能均＜−6.0 

kcal/mol（1 cal＝4.4 J）。说明互相之间亲和力良好，

尤其 AKT1、IL-1B、CASP3 等与关键成分亲和力

更高，结合能均≤−6.5 kcal/mol，见表 2。 

 

 

图 4  蒲黄抗脊髓损伤靶点的 GO 分析结果图 

Fig. 4  GO analysis results of Typhae Pollen against spinal cord injury targets 

2.8  动物实验结果 

2.8.1  BBB 评分  假手术组在各时间点后肢运动

功能的 BBB 评分均为 21 分，给药前，模型组和蒲

黄组的 BBB 评分均＜1，提示造模成功。术后 3 周

开始，蒲黄组 BBB 评分开始显著高于模型组（P＜

0.05、0.01）。说明蒲黄组有助于后肢功能的恢复，

见图 7。 

2.8.2  HE 染色结果  如图 8 所示，假手术组脊髓

灰质和白质的界限比较清楚，神经元形态完整，外

周的白质结构致密。模型组可见脊髓损伤部位有广

泛的出血性损伤，脊髓结构紊乱，灰质和白质的界

限不明，并伴有炎症细胞浸润，白质中可见大量空 
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图 5  蒲黄抗脊髓损伤靶点的 KEGG 分析结果 

Fig. 5  KEGG analysis results of the anti-spinal cord injury target of Typhae Pollen 

 

 

图 6  KEGG 富集信号通路与靶点基因相互关系网络图 

Fig. 6  Network diagram of correlation between KEGG 

enrichment signaling pathway and target genes  

表 2  关键靶蛋白分子对接的结合能 

Table 2  Binding energy of active ingredients with key 

target protein molecules 

活性成分 
结合能/(kcal·mol−1) 

TNF IL-6 AKT1 IL-1B CASP3 

quercetin −6.3 −6.3 −6.6 −7.3 −6.5 

kaempferol −6.0 −6.1 −6.8 −7.2 −6.8 

isorhamnetin −6.1 −6.1 −6.8 −7.2 −6.7 

beta-sitosterol −6.6 −6.4 −6.7 −6.6 −7.0 

 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

图 7  各组 BBB 评分结果（x ± s，n = 12） 

Fig. 7  BBB scores in each group (x ± s, n = 12 ) 

 

图 8  各组大鼠脊髓 HE 染色结果 

Fig. 8  HE staining results of spinal cord of rats in each group 

 
0                 2×10−11              4×10−11             6×10−11 

P 值 

hsa05323: rheumatoid arthritis 

hsa05321: inflammatory bowel disease (IBD) 

hsa05219: bladder cancer 

hsa05210: colorectal cancer 

hsa05205: proteoglycans in cancer 

hsa05200: pathways in cancer 

hsa05164: influenza A 

hsa05161: hepatitis B 

hsa05145: toxoplasmosis 

hsa05140: leishmaniasis 

hsa05133: pertussis 

hsa04668: TNF signaling pathway 

hsa04620: Toll-like receptor signaling pathway 

hsa04066: HIF-1 signaling pathway 

hsa04064: NF-kappa B signaling pathway 

hsa04010 :MAPK signaling pathway 

数量 

−lgP 

16 

14 

12 

 

 

10.0 

12.5 

15.0 

17.5 

20.0 

 

** 

假手术 

模型 

蒲黄 10 g·kg−1 

25 

20 

15 

10 

5 

0 

B
B

B
评
分

 

 

0      10     20     30     40     50 

t/d 

* 

* 

** 

   

   

×4 

假手术            模型             蒲黄 10 g·kg−1 

×100 



第 37 卷第 7 期  2022 年 7 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 37 No. 7 July 2022 ·1470· 

泡。蒲黄组镜下可见损伤区也有出血坏死，但脊髓

组织的损伤程度与模型组相比稍轻，空泡区比模型

组减少且变小，炎症反应程度也相应减轻。 

2.8.3  蒲黄对 TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3 

mRNA 表达的影响   与假手术组相比，模型组

TNF、IL-6、IL-1B、CASP3 mRNA 的表达明显升

高（P＜0.01），AKT1 mRNA 表达明显降低（P＜

0.05）。与模型组相比，蒲黄组 TNF、IL-6、IL-1B、

CASP3 mRNA 表达明显降低（P＜0.05、0.01），

AKT1 mRNA 表达明显升高（P＜0.05），见图 9。 

 

与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  

##P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P＜0.05  ##P＜0.01 vs 

model group 

图 9  蒲黄对 TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3 mRNA

表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Effects of Typhae Pollen on mRNA expressions of 

TNF, IL-6, AKT1, IL-1B and CASP3 (x ± s, n = 3) 

3  讨论 

本研究采用网络药理学方法和分子对接实验

揭示了蒲黄的生物活性成分及其治疗脊髓损伤的

分子机制。建立了蒲黄抗脊髓损伤靶点 PPI 网络，

通过度值显示，TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3

等蛋白可能在脊髓损伤的治疗中起关键作用。蒲黄

抗脊髓损伤靶点的 KEGG 富集分析显示富集显著

性较高的通路主要有 TNF 信号通路、Toll 样受体

（TLR）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）

信号通路等，表明蒲黄对主要通过以上通路来干预

脊髓损伤。 

脊髓损伤是一种涉及多种病理生理变化的急

性创伤性疾病。脊髓损伤诱导的继发性损伤涉及多

种途径。脊髓损伤的恢复和临床结果与脊髓损伤后

的炎症反应、神经元凋亡和氧化应激密切相关。因

此，预防炎症和细胞凋亡有助于改善脊髓损伤的预

后[23]。在大鼠脊髓损伤模型中，细胞凋亡在损伤后

4 h 开始，7 d 达到高峰[24]。脊髓损伤的主要病理特

征是神经元凋亡。Caspase-3 是诱导细胞凋亡的外源

性和内源性途径的交叉点 [25]。凋亡小体激活

Caspase-9 并裂解 Caspase-3，形成活性 Caspase-3，

以促进凋亡的发生，进而导致细胞在凋亡的最后阶

段降解[26]。 

蛋白激酶 B（Akt）在细胞存活和凋亡中起重要

作用。Akt 磷酸化并使促凋亡的 Bad 蛋白失活，减

少 脑 缺 血 后 的 细 胞 凋 亡 [27] 。 Akt 还 抑 制

pro-Caspase-9 和 Caspase-9 磷酸化的激活，防止凋

亡激活[28]。据报道，MiR-212-3p通过激活Akt/mTOR

通路，促进脊髓损伤模型大鼠恢复并抑制神经细胞

凋亡[29]。绞股蓝皂苷 XVII（GP 17）在脊髓损伤中

的神经保护作用与增加脊髓损伤后 Akt 的磷酸化水

平有关[30]。 

另外研究发现，脊髓损伤后促炎细胞因子

IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的表达水平显著升高[31]。IL-1β

可诱导炎症反应，并具有损伤、感染和免疫反应的

多种特征[32]。IL-6 是炎症反应中的一种重要细胞因

子，具有促进炎症的特性[33]。TNF-α 是一种由淋巴

T 细胞分泌的促炎症细胞因子，在炎症和凋亡等多

种过程中发挥重要作用[34]。脊髓损伤后，TNF-α 诱

导的大量脱髓鞘与损伤部位残留轴突的降解、巨噬

细胞诱导的髓鞘吞噬作用的升高以及具有髓鞘再

生能力的残留少突胶质细胞的死亡有关[35]。 

Toll 样受体 4（TLR4）是先天性免疫反应中的

关键角色，研究表明 TLR4 缺陷小鼠的炎症和损伤

相关介质显著减少，TLR4 通过 PI3K/Akt 信号传导

磷酸化 NF-κB p65，同时激活下游通路和释放炎症

因子[36]，并促进炎症反应。在脊髓损伤大鼠中，

DL-3-n- 丁 基 苯 酞 可 通 过 抑 制 小 胶 质 细 胞

TLR4/NF-κB 信号减少急性胶质细胞活化[37]。另外

MAPK 是一组在促炎细胞因子表达中起重要作用

的信号分子。急性脊髓损伤后，MAPK 信号通路激

活有助于小胶质细胞介导促炎因子[38]。MAPK 家族

是参与产生与炎症反应相关的细胞因子和介质的

关键信号分子之一[39]。 

本研究最终筛选得到 10 个关键靶点基因，其

中点度中心性和接近中心性均比较大的前 5 位靶点

基因为 TNF、IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3。在筛

选的 10 个关键基因中，TNF 信号通路包含 9 个， 

TLR 信号通路等包含 6 个，MAPK 信号通路包含 5

个，其中度值排名前 5 位关键靶蛋白分子均同时存

在于 3 个信号通路中。将槲皮素、山柰酚、异鼠李
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素、β-谷甾醇与关键靶蛋白分子（TNF、IL-6、AKT1、

IL-1B、CASP3）进行分子对接，结果显示相互之

间亲和力良好，分子对接的结合能均＜ −6.0 

kcal/mol。这表明蒲黄的药效机制有充分的物质基

础，主要通过预防炎症和细胞凋亡进而改善脊髓损

伤的预后。为了证实上述网络药理学分析结果，本

研究还进行了脊髓损伤大鼠模型动物验证实验，结

果表明，蒲黄能有效促进后肢运动恢复，明显降低

TNF、IL-6、IL-1B、CASP3 mRNA 表达（P＜0.05、

0.01），升高 AKT1 mRNA 表达（P＜0.05），与模型

组相比。这些结果表明，通过上述机制，蒲黄与抗

脊髓损伤的关键靶蛋白和信号通路密切相关。 

综上所述，蒲黄中的槲皮素、山柰酚、异鼠李

素、β-谷甾醇等活性成分可能通过作用于 TNF、

IL-6、AKT1、IL-1B、CASP3 等靶点，进而影响炎

症及凋亡相关的通路，如 TNF 信号通路、TLR 信

号通路、MAPK 信号通路等，进而发挥治疗脊髓损

伤的作用。蒲黄对脊髓损伤具有潜在的多靶点、多

途径的治疗作用，为其活性成分和作用机制的深入

研究提供了依据和线索。 
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