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基于网络药理学及实验验证探究环丙沙星加重主动脉夹层的潜在致病机制 

侣慧，王琪，马翔* 

新疆医科大学第一附属医院 心脏中心，新疆 乌鲁木齐  830011 

摘  要：目的  通过网络药理学及分子对接技术，筛选环丙沙星调控主动脉夹层发生发展的关键靶点基因，并通过动物及细

胞实验进一步探究其潜在致病机制。方法  通过 TargetPrediction、PharmMapper、GeneCards、CTD 数据库分别筛选环丙沙

星及主动脉夹层的相关靶点，二者取交集后得到环丙沙星调控主动脉夹层的潜在靶点；使用基因与蛋白质相互作用检索数据

库（STRING）构建蛋白质相互作用（PPI）网络分析潜在靶点间的关联。通过对潜在靶点进行京都基因与基因组百科全书

（KEGG）通路富集分析和基因本体（GO）功能富集分析，构建“药物–靶点–通路–疾病”网络。利用 Cytoscape 软件及

蛋白质复合物聚类算法（MCODE）等插件进一步筛选出关键靶点，通过 AutoDock vina 和 PyMol 软件把环丙沙星化学结构

与筛选出的关键靶点进行分子对接及可视化呈现。最后结合动物模型构建、苏木精–伊红（HE）染色法、细胞增殖和毒性

检测实验、体内外实时荧光定量反应（RT-qPCR）实验及蛋白质免疫印迹（Western blotting），检测小鼠主动脉组织及人主动

脉平滑肌细胞（HASMCs）关键靶点基因表达。结果  本研究筛选出 515 个环丙沙星相关靶点，9 004 个主动脉夹层相关靶

点，并得到 412 个环丙沙星介导主动脉夹层的潜在靶点。KEGG 通路富集分析结果显示，主要富集于血脂与动脉粥样硬化、

白细胞介素（IL）-17 信号通路、肿瘤坏死因子（TNF）信号通路等。GO 功能富集分析结果显示，细胞定位（CC）主要富

集于膜筏、膜微区等；分子功能（MF）主要富集于受体结合、异生物跨膜转运蛋白活性等；生物学过程（BP）主要富集于

对脂多糖的反应、对细菌来源分子的反应等。STRING 及 Cytoscape 分析构建 PPI 网络图及关键子模块，获得了 15 个关键靶

点，分别为 B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）、转录因子 AP-1（JUN）、CD44、胱天蛋白酶 3（CASP3）、Toll 样受体 4（TLR4）、γ 干

扰素（IFNG）、肿瘤蛋白 P53（TP53）、蛋白激酶 B1（Akt1）、白蛋白（ALB）、基质金属蛋白酶 9（MMP9）、白细胞介素

（IL）-6、IL-10、IL-1β、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、肿瘤坏死因子（TNF）。分子对接结果显示，环丙沙星与 MMP9、

ALB、GAPDH、Akt1、TP53、CASP3、IL-1β 的对接模式较好。体内实验表明，相较于模型组，模型＋环丙沙星组在成膜率

和死亡率上均增加，管壁弹性结构破坏也更加严重；促凋亡基因及促炎基因的 mRNA 表达水平及蛋白表达水平均增加。体

外实验发现，相较于对照组，不同浓度环丙沙星刺激 HASMCs 细胞后，MMP9、IL-6、CASP3、JUN、IL-1β、TP53 和 TLR4

表达水平明显上调，Akt1 表达水平明显下调。结论  环丙沙星是介导主动脉夹层发生发展的重要因素之一，可能通过刺激

炎症因子表达及 VASMCs 凋亡发挥调控作用。 
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Potential pathogenic mechanism of ciprofloxacin in regulating aortic dissection 

based on network pharmacology and experimental verification 
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Abstract: Objective  To screen the key target genes of ciprofloxacin in regulation of the occurrence and development of aortic 

dissection through network pharmacology and molecular docking technology, and further explore its potential pathogenic mechanism 

through animal and cell experiments. Methods  TO screen the related targets of ciprofloxacin and aortic dissection were from 

TargetPrediction, PharmMapper, GeneCards, and CTD databases respectively, and the potential targets of ciprofloxacin regulating  

                                         

收稿日期：2024-02-08 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（82360090）；新疆维吾尔自治区重点研发任务专项（2022B03022-3） 

作者简介：侣慧，主要从事内科学研究。E-mail: lvhuixj@163.com 

*通信作者：马翔  E-mail: maxiangxj@yeah.net 

mailto:lvhuixj@163.com


第 39 卷第 7 期  2024 年 7 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 7 July 2024 ·1705· 

aortic dissection were obtained after the intersection of the related targets. PPI network was constructed using the search tool for 

STRING database to analyze the association between potential targets. The potential targets were analyzed by KEGG pathway 

enrichment and GO function enrichment analysis, and the “drug–target–pathway–disease” network was constructed. Cytoscape 

software and MCODE and other plug-ins were used to further screen out the key targets. The chemical structure of ciprofloxacin and 

the key targets were docked and visualized by AutoDock vina and PyMol software. Combined with animal model construction, HE 

staining, cell proliferation, and toxicity detection experiments, RT-Qpcr experiments, and Western blotting were used to detect the key 

target gene expression in mouse aortic tissues and human aortic smooth muscle cells (HASMCs). Results  In this study, 515 

Ciprofloxacin - related targets, and 9 004 aortic dissection-related targets were screened, resulting in 412 potential ciprofloxacin-

regulated aortic dissection targets. KEGG pathway enrichment analysis showed that they were mainly enriched in lipid and 

atherosclerosis, IL-17 signaling pathway, TNF signaling pathway, etc. GO functional enrichment analysis showed that CC was mainly 

enriched in membrane raft and membrane microdomain. MF was mainly enriched in cytokine receptor binding and xenobiotic 

transmembrane transporter activity. BP were mainly enriched in the response to lipopolysaccharide, the response to molecule bacterial 

origin, etc. STRING and Cytoscape analysis were used to construct the PPI network and key sub-modules, and 15 key targets were 

obtained. They were Bcl-2, JUN, CD44, CASP3, TLR4, IFNG, TP53, Akt1, ALB, MMP9, IL-6, IL10, IL-1B, GAPDH, and TNF. 

Molecular docking results showed that ciprofloxacin had a good docking mode with MMP9, ALB, GAPDH, Akt1, TP53, CASP3, and 

IL1β. In vivo experiments showed that compared with the model group, the model + ciprofloxacin model group had increased film 

formation rate and mortality rate, and more serious damage to the elastic structure of the vessel wall. The mRNA and protein expression 

levels of pro-apoptotic and pro-inflammatory genes were increased. In vitro experiments showed that compared with the control group, 

the expression levels of MMP9, IL-6, CASP3, JUN, IL-1β, TP53, and TLR4 were significantly up-regulated, and the expression level 

of Akt1 was significantly down-regulated in HASMCs cell stimulated with different concentrations of ciprofloxacin. Conclusion  

Ciprofloxacin is one of the important factors mediating the occurrence and development of aortic dissection, which may play a 

regulatory role by stimulating the expression of inflammatory factors and VASMCs cell apoptosis. 

Key words: ciprofloxacin; aortic dissection; aortic smooth muscle cells; network pharmacology; molecular docking technology; 

CASP3; MMP9; IL-6; TNF 
 

主动脉夹层是一种发病急、进展快、病死率极

高的急危重症，其发病机制主要包括血管平滑肌细

胞（VSMCs）表型转换、内皮细胞功能障碍、免疫

细胞浸润和炎症反应、细胞凋亡、血管细胞外基质

降解等[1]。尽管目前主动脉夹层在诊断方法和治疗

措施方面不断取得新进展，但国际主动脉夹层登记

中心（IRAD）发布的报告表明主动脉夹层的总死亡

率仍高达 27.4%[2]。因此识别调控主动脉夹层发生

发展的危险因素并解析其致病机制显得尤为重要。 

氟喹诺酮类药物是世界上最常用抗生素之一，

可靶向细菌 DNA 拓扑异构酶 IV 和 DNA 旋转酶。

自 20 世纪 80 年代首次引入以来，氟喹诺酮类药物

因其本身的药理学特性广泛用于治疗各种细菌感

染[3-4]，包括感染性主动脉疾病[5]。在 2000—2013年，

中国台湾氟喹诺酮类药物处方从 3.6%增加至

11.5%，具有主动脉夹层病史的患者 22%使用了氟

喹诺酮类[6]。然而，2 项独立临床研究表明氟喹诺酮

类药物的使用可能与主动脉夹层风险增加有关，风

险比从 1.31 增加到 2.43[7-8]。也有基础研究表明，给

予主动脉瘤及夹层模型小鼠环丙沙星会增加主动脉

夹层的易感性[9]。此外，美国食品药品管理局（FDA）

也发出警告—氟喹诺酮类应避免在主动脉疾病高危

人群中使用[10]。因此，明确氟喹诺酮类药物在主动

脉疾病中的危险性及作用机制，进而评估其在临床

心血管病患者中的使用风险是非常有必要的。但以

环丙沙星为代表的氟喹诺酮类药物介导主动脉夹层

的潜在致病机制目前尚未完全阐明，临床上调整主

动脉夹层患者的抗生素用药仍缺乏详实的基础研究

支撑。 

大量研究已经证实 VSMCs 功能障碍会介导主

动脉夹层发生发展。血管平滑肌细胞是主动脉壁中

层的主要组成部分，生理条件下，VSMCs 通过合成

细胞基质蛋白如胶原和弹性蛋白维持血管壁的稳定

性，但在炎症刺激或机械损伤时，VSMCs 会发生显

著的表型转化，进而引起异常的增殖、迁移、细胞

凋亡以及基质金属蛋白酶的合成，破坏主动脉的结

构和功能，诱发主动脉夹层的形成[11]。有研究表明，

VSMCs 功能障碍在环丙沙星介导主动脉夹层发生

发展中起着关键作用[9, 12]。因此，本研究基于生物

信息学及相关体内外实验探究环丙沙星调控

VSMCs 的功能障碍进而介导主动脉夹层发生发展

的具体机制。 
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利用生物信息学，从分子靶点、信号通路层面

探究药物对疾病的可能调控机制，筛选靶蛋白并进

一步通过实验验证是一种常用的研究方法[13-15]。为

了探究环丙沙星介导主动脉夹层的潜在致病机制，

本研究基于网络药理学与分子对接技术，通过药物

靶点及疾病靶点公共数据库筛选环丙沙星可能作用

于主动脉夹层的潜在靶点，并利用在线数据库和相

关软件分析潜在靶点蛋白互作关系，筛选关键靶点，

通过动物模型组织染色情况、主动脉组织靶基因

mRNA 及蛋白相对表达量变化结果及给予不同浓

度环丙沙星刺激人主动脉平滑肌细胞（HASMCs）

后靶基因 mRNA 水平和蛋白水平相对的变化趋势

探究其可能的机制。 

1  材料与方法 

1.1  网络药理学 

1.1.1  环丙沙星靶点预测及筛选  从 PubChem 数

据库中检索“ciprofloxacin”获取其分子结构，利用

Chem3D 软件对分子结构进行优化。利用 Swiss 

TargetPrediction、PharmMapper、GeneCards、CTD 数

据库进行靶点预测及筛选，4 个数据库获取结果取

并集，应用 Uniprot 将靶蛋白进行标准化，删除无效

值和重复值后的结果作为环丙沙星的相关靶点。 

1.1.2  主动脉夹层相关靶点筛选及环丙沙星作用于

主动脉夹层潜在靶点的筛选   在 GeneCards、

OMIM、PharmGkb、TTD、CTD 数据库以“aortic 

dissection”为关键词搜索相关靶点，取 5 个数据库

获取疾病靶点的交集作为主动脉夹层相关靶点基

因。用 UniProt 数据库将药物相关靶点和疾病相关

靶点统一规范为 GeneSymbol，导入 Venny 在线平

台取二者的交集，绘制 Veen 图，最终获得环丙沙星

作用于主动脉夹层的潜在靶点。 

1.1.3  蛋白质相互作用（PPI）网络构建及关键模块

和关键靶点的筛选  使用在线数据库 STRING 分析

环丙沙星作用于主动脉夹层的潜在靶点在蛋白网络

中的互作关系，限定物种为“homo sapiens”，设置

最小相互作用阈值为“高置信度（0.7）”，隐藏不相

连的节点。将 STRING 分析结果导入 Cytoscape 软

件进行可视化分析。使用 Cytoscape 的插件蛋白质

复合物聚类算法（MCODE）识别功能模块，默认参

数（degree cutoff 2，node score cutoff 0.2，K-core 2，

max.depth 100），使用另一个插件 cytoHubba，筛选

5 种常用的算法最大领域分量（MNC）、边过滤成分

（EPC）、度（degree）值、紧密性（closeness）、径向

度（radiality）中排名前 20 位的靶点，取其交集作

为环丙沙星调控主动脉夹层的关键靶点。 

1.1.4  京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富

集分析和基因本体（GO）功能富集分析及构建“药

物–靶点–通路–疾病”网络  将环丙沙星调控主

动脉夹层的 潜在靶点导入 Metascape 数据库，默认

设置，物种限定为“homo sapiens”，选择富集模块

下的生物过程（BP）、细胞组分（CC）、分子功能

（MF）以及 KEGG 通路分别进行富集分析，探究潜

在靶点显著富集的功能和通路。通过 Cytoscape 软

件，使用上述筛选出的关键靶点以及相关 KEGG 信

号通路构建“药物–靶点–通路–疾病”网络，应

用 Analyze Network 分析“药物–靶点–通路–疾

病”网络各节点的网络拓扑参数，包括 degree、

closenesscentrality、radiality，根据上述参数判断调

控主动脉夹层的重要靶点及发挥作用的信号通路。 

1.1.5  分子对接技术  从 PubChem 数据库获取环

丙沙星小分子配体，Uniprot 及 PDB 数据库获取大

分子关键靶点蛋白受体，以来源生物为“Homo 

sapiens”、试验方法为“X-RAY DIFFRACTION”、

细化分辨率小于等于 2.5 Å（1 Å＝0.1 nm）为筛选

条件。对小分子配体能量最小化处理，大分子受体

去水、去残基、加氢处理，把小分子配体与大分子

靶蛋白的结合能量化后，使用 PyMol 软件进行可视

化分析。其中分子对接结合能判断标准为−4.25 

kcal/mol＜结合能≤−5.00 kcal/mol（1 cal＝4.2 J）表

示配体和受体之间具有对接活性，−5.00 kcal/mol＜

结合能≤−7.00 kcal/mol 表示配体和受体之间具有

良好的对接活性，结合能＞−7.00 kcal/mol 表示配

体和受体之间具有显著的对接活性。 

1.2  实验动物与细胞 

雄性 C57BL/6J 野生型小鼠 40 只，周龄 3～4

周，体质量 13～15 g，由新疆医科大学实验动物中

心统一饲养并接受了新疆医科大学动物伦理委员会

的批准（伦理委员会审批号 202306-88），符合实验

动物饲养和使用准则。HASMCs 细胞来源于青旗

（上海）生物技术发展有限公司，使用平滑肌细胞培

养基进行细胞培养。在细胞培养过程中，采用 95%

湿度、5% CO2、37 ℃的条件。 

1.3  主要试剂与仪器 

环丙沙星（质量分数≥98%，批号 LRAB3671）

购于 Sigma 公司；β-氨基丙腈（质量分数≥98%，

批号 0000271640）购于上购于 Sigma 公司；血管紧
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张素 II（质量分数≥ 98%，批号 P210623-46-

LR193974）购于上海吉尔生化有限公司；平滑肌细

胞培养基购自中乔新舟有限公司；CCK-8 试剂盒购

自北京博奥森有限公司；植入式胶囊渗透泵购自美

国 Alzet 公司；RNA 提取试剂盒购自全式金生物有

限公司；反转录试剂盒购自日本 Takara 公司；TB 

Green 购自日本 Takara 公司；Elisa 试剂盒购自上海

江莱生物科技有限公司；PCR 引物购自上海生工公

司；BAC 试剂盒购自赛默飞世尔科技有限公司；

ECL 发光液购自大连美仑生物有限公司；兔抗甘油

醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体购自英国 Abcam

公司；兔抗半胱天冬氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）抗

体购自成都正能生物有限公司；兔抗 B 淋巴细胞

瘤-2（Bcl-2）抗体购自成都正能生物有限公司；兔

抗基质金属蛋白酶 9（MMP9）抗体购自武汉三鹰生

物技术有限公司；兔抗白细胞介素（IL）-6 抗体购

自武汉三鹰生物技术有限公司；兔抗 IL-1β 抗体购

自成都正能生物有限公司；山羊抗兔免疫球蛋白 G

（IgG）抗体购自北京中杉金桥有限公司。 

小动物手术显微镜购自德国 ZEISS 公司；显微

手术器械购自上海医疗器械有限公司；Cannon 

Powershot 系列数码相机购自日本 Cannon 公司；U-

V160 型紫外分光光度计购自美国 NanoDrop 公司，

小动物呼吸机购自美国 Harvard 公司；PCR 仪器购

自美国 Bio-Rad 公司；96 孔酶标仪购自美国 Bio-

Rad 公司。 

1.4  动物实验及细胞实验验证 

1.4.1  动物实验分组、造模与给药  将小鼠适应性

喂养 1 周后，随机分为对照组、环丙沙星组、模型

组及模型＋环丙沙星组，每组 10 只。环丙沙星的剂

量是根据临床治疗常见适应证患者的标准低剂量

（500 mg/d，约 8.3 mg/kg），使用标准转换因子（12.3）

计算得到小鼠的等效剂量（100 mg/kg）[16-17]。β-氨

基丙腈及血管紧张素 II的给药剂量参考Xiang 等[12]

及 LeMaire 等[9]的建模方法。 

具体建模方式为：对照组 ip 4 周生理盐水，从

第 3 周开始联合 ig 生理盐水，持续 ig 到第 6 周结

束；环丙沙星组 ip 4 周生理盐水，从第 3 周开始联

合 ig 环丙沙星，持续 ig 到第 6 周；主动脉夹层组

每 24 h ip β-氨基丙腈，注射浓度为 1 g/kg，持续 4

周，给药结束后立即皮下植入 AngII 微量泵[1 000 

ng/(kg∙min)]72 h 构建主动脉夹层模型；主动脉夹层＋

环丙沙星组在主动脉夹层组的基础上，从第 3 周开

始联合 ig 环丙沙星，持续到第 6 周。大体检查发现

主动脉壁内存在血肿，或在主动脉组织学上发现主

动脉中膜或中膜–外膜边界内存在层状分离（伴有

假腔血肿）为造模成功[9]。实验结束后，在小动物麻

醉机里加入异氟烷，使其与氧气混合（氧流量控制

在 1 L/min），最终输出浓度为 2%～3%，使用气麻

机将小鼠麻醉，暴露小鼠心前区皮肤，使用抽取 0.1 

mL 肝素的注射器在心脏波动最强点进针采血，取

得的小鼠全血静置离心，吸取上清液按照 ELISA 试

剂盒说明书进行小鼠血浆炎性因子检测。 

使用显微镊在高倍显微镜下分离主动脉组织。

小鼠主动脉组织经液氮速冻后保存于−80 ℃冰箱

以备检测组织蛋白相对表达量。小鼠主动脉组织经

4%多聚甲醛固定后，经冲洗、脱水、透明化、浸蜡、

包埋、切片、贴片等步骤制作主动脉切片，再经脱

蜡、水化、苏木精染液染色、水洗、分化、水洗、

伊红染液染色、脱水、透明化、封片等步骤得到主

动脉 HE 染色切片，最后在显微镜下观察 HE 切片，

并采集图片使用显微镊在高倍显微镜下分离主动脉

进行组织分析。 

实验设计时应充分考虑到实验阶段的死亡情

况：在实验过程中，应每日观察小鼠的生理状态，

包括活动度、食欲、体质量变化等。在建模期间如

出现小鼠死亡的情况，应立即对其进行解剖分析，

以确定死亡原因。如果死亡小鼠胸腔或腹腔有大量

积血且主动脉有破口可合理猜测为造模成功因主动

脉夹层破裂死亡。 

1.4.2  细胞培养及细胞存活率检测  为了检测环丙

沙星对 HASMCs 细胞的毒性，确定最佳药物浓度，

将 HASMCs 细胞铺于 96 孔板中培养，使用 0（对

照）、50、100、150、200、300 μg/mL 环丙沙星分别

干预，使用 CCK-8 试剂盒按照说明书检测细胞活

性，用酶标仪于 450 nm 处测吸光度（A）值，计算

细胞活力。 

细胞存活率＝（A 实验－A 对照）/（A 对照－A 空白） 

1.4.3  实时荧光定量反应（RT-qPCR）法检测关键

靶基因表达  基于网络拓扑与分子对接分析，结合

细胞存活率检测结果，选择最佳环丙沙星浓度干预

HASMc 细胞 24 h 后，按照试剂盒说明，使用高纯

度 RNA 提取试剂盒从 HASMCs 中提取总 RNA，使

用反转录试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，将 TB 

Green 和基因特异性引物以及稀释的 cDNA 加入 8

联排，用于后续的 RT-qPCR 分析。小鼠主动脉



第 39 卷第 7 期  2024 年 7 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 7 July 2024 ·1708· 

mRNA 提取需先使用研磨机把组织磨碎，后续方法

与细胞相同。使用 2−ΔΔCt 方法计算每个样本 3 个重

复的mRNA表达的倍数变化。ΔCt＝Ct 目的基因−Ct 内参基因，

ΔΔCt＝ΔCt 实验−ΔCt 对照。使用公式 2−ΔΔCt 计算出所有

样本的 2−ΔΔCt 值，计算对照组中 2−ΔΔCt 的均值，用处

理组 2−ΔΔCt 值比对照组 2−ΔΔCt 均值计算实验组

mRNA 表达差异。基因引物见表 1。 

1.4.4  蛋白质免疫印迹（Western blotting）检测关键 

表 1  聚合酶链式反应引物序列 

Table 1  Primer sequence list for polymerase chain reaction 

种属 引物名称 正向（5’—3’） 反向（5’—3’） 

人源 GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

IL-6 TTCGGTCCAGTTGCCTTCTCC TTCTGAAGAGGTGAGTGGCTGTC 

IL-1β TGGCTTATTACAGTGGCAATGAGG AGTGGTGGTCGGAGATTCGTAG 

TLR4 AGGATGAGGACTGGGTAAGGAATG TGGATGATGTTGGCAGCAATGG 

MMP9 CCTGGTCCTGGTGCTCCTG GCTGCCTGTCGGTGAGATTG 

CASP3 ACAGACAGTGGTGTTGATGATGAC ATGGCACAAAGCGACTGGATG 

Akt1 GAAGCAGGAGGAGGAGGAGATG GCCACGATGACTTCCTTCTTGAG 

TP53 ATGAGCCGCCTGAGGTTGG CAGTGTGATGATGGTGAGGATGG 

Bcl-2 CGAGTGGGATGCGGGAGATG CGGGATGCGGCTGGATGG 

JUN GCCAAGAACTCGGACCTCCTC TCGGCGTGGTGGTGATGTG 

鼠源 GAPDH AGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG 

IL-6 CTCCCAACAGACCTGTCTATAC CCATTGCACAACTCTTTTCTCA 

IL-1β CTCGCAGCAGCACATCAACAAG CCACGGGAAAGACACAGGTAGC 

TLR4 GCCATCATTATGAGTGCCAATT AGGGATAAGAACGCTGAGAATT 

MMP9 CAAAGACCTGAAAACCTCCAAC GACTGCTTCTCTCCCATCATC 

CASP3 CGACTGGCGTGTGCGAGATG AGCAGCAGCAGCAGCAACAG 

Akt1 TCAGGATGTGGATCAGCGAGAGTC AGGCAGCGGATGATAAAGGTGTTG 

TP53 TGGAAGGAAATTTGTATCCCGA GTGGATGGTGGTATACTCAGAG 

Bcl-2 GATGACTTCTCTCGTCGCTAC GAACTCAAAGAAGGCCACAATC 

JUN AAGATGGAAACGACCTTCTACG CTTAGGGTTACTGTAGCCGTAG 

 

靶基因相对表达  将环丙沙星 0、100、200 μg/mL

干预后的 HASMCs 细胞和研磨后的小鼠主动脉组

织在裂解液中裂解，收集蛋白并按照说明书使用

BAC 试剂盒测定蛋白质浓度，并进行加热变性处

理。将变性后的蛋白质样品加入制备好的凝胶孔中，

施加电压进行电泳，蛋白质将根据相对分子质量大

小分离。将分离的蛋白质从凝胶转移至聚偏氟乙烯

膜上。使用 5%脱脂牛奶在室温下封闭膜上未被蛋

白质占据的位点，用一抗孵育，洗涤，并用辣根过

氧化物酶偶联的抗兔或抗小鼠二抗孵育，使用飞克

超敏 ECL 发光液对膜进行显色。通过图像分析软件

对结果进行定量和定性分析，使用内参蛋白

GAPDH 进行样本间的比较校正。 

1.4.5  统计学分析  采用 GraphPad Prism 8.0 软件

进行统计学分析，计量资料以x ± s 表示，组间多

重比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。 

2  结果 

2.1  环丙沙星调控主动脉夹层的潜在靶点 

本研究共得到环丙沙星相关靶点 571 个，其中

SwissTargetPrediction 数据库 102 个、PharmMapper

数据库 158 个、GeneCards 数据库 236 个、CTD 数

据库 75 个，合并及删重后得到 515 个环丙沙星相

关靶点。主动脉夹层相关靶点 11 784 个，其中

GeneCards 数据库 241 个、OMIM 数据库 20 个、

PharmGkb 数据库 454 个、TTD 数据库 5 个、CTD

数据库 2 381 个，合并后删除重复项，得到主动脉

夹层相关靶点 9 004 个，上述二者相关靶点取交集，

最终得到 412 个环丙沙星调控主动脉夹层的潜在靶

点，见图 1。 

2.2  环丙沙星调控主动脉夹层的关键靶点 

如图 2A 所示，将 412 个环丙沙星作用于主动

脉夹层的潜在靶点按条件筛选后可视化分析得到包 
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图 1  环丙沙星调控主动脉夹层潜在靶点的韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of potential targets of aortic 

dissection regulated by ciprofloxacin 

含 349 个节点、2 156 条边、平均节点度值为 12.487、

平均局部聚类系数为 0.419 的 PPI 网络。如图 2B 所

示，用 MCODE 鉴定了前 3 个紧密相连的基因模

块。如表 2 所示，使用 cytoHubba 通过 5 种主要算

法确定环丙沙星介导主动脉夹层的关键靶点，5 种

算法排前 20 位的靶点取交集，得到 15 个共有的靶

点，见图 3，分别是 Bcl-2、转录因子 AP-1（JUN）、

CD44、CASP3、Toll 样受体 4（TLR4）、γ 干扰素

（IFNG）、肿瘤蛋白P53（TP53）、蛋白激酶B1（Akt1）、

白蛋白（ALB）、MMP9、IL-6、IL-10、IL-1B、GAPDH、 

 
图 2  环丙沙星调控主动脉夹层潜在靶点的 PPI 网络（A）及关键模块（B）分析 

Fig. 2  Analysis of PPI network (A) and key module (B) of potential targets of ciprofloxacin regulation of aortic dissection 

表 2  多种拓扑计算方法中排名前 20 位的关键靶点 

Table 2  Top 20 key nodes in multiple topology calculation methods 

序号 MNC degree EPC closeness radiality 

 1 IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B 

 2 IL-1A IL-1A IL-1A Akt1 Akt1 

 3 Akt1 Akt1 Akt1 TNF ESR1 

 4 TNF TNF TNF ESR1 TNF 

 5 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 

 6 JUN JUN JUN JUN JUN 

 7 GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH 

 8 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 

 9 ICAM1 ICAM1 ICAM1 Bcl-2 Bcl-2 

10 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 IL-10 IL-10 

11 IL-10 IL-10 IL-10 HSP90AB1 HSP90AB1 

12 HSP90AB1 HSP90AB1 CXCL8 CXCL8 EGF 

13 CXCL8 CXCL8 MMP9 MMP9 MMP9 

14 MMP9 MMP9 ALB ALB ALB 

15 ALB ALB TP53 TP53 TP53 

16 TP53 TP53 TGFB1 TLR4 TLR4 

17 TLR4 TLR4 TLR4 PTGS2 PTGS2 

18 CCL2 CCL2 CCL2 CASP3 CASP3 

19 CASP3 CASP3 CASP3 MAPK3 MAPK3 

20 IFNG IFNG IFNG IFNG IFNG 

 

TNF。因此环丙沙星可能通过作用于上述靶蛋白调

控主动脉夹层发生发展。 

2.3  GO 功能和 KEGG 通路富集分析 

GO 富集分析结果显示，BP 2 537 个，主要包 

 

环丙沙星 

103       412      8 592 

主动脉夹层 

 

A B 
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图 3  环丙沙星调控主动脉夹层关键靶点韦恩图 

Fig. 3  Venn diagram of key targets of aortic dissection 

regulated by ciprofloxacin 

括对脂多糖的反应、对细菌来源分子的反应、药物

反应、氧化应激反应、细胞对生物刺激的反应等，

CC 151 个，主要包括膜筏、膜微区、膜区域、胞质

囊泡腔、囊腔等；MF 291 个，主要包括细胞因子受

体结合、异生物跨膜转运蛋白活性、蛋白酶绑定、

血红素结合、细胞因子活性等，见图 4。KEGG 通

路富集分析结果显示，潜在靶点主要参与的通路有

血脂与动脉粥样硬化、IL-17 信号通路、TNF 信号

通路、细胞凋亡、糖尿病并发症中的晚期糖基化终

末产物（AGE）/AGEs 受体（RAGE）信号通路、Toll

样受体信号通路等，见图 5。因此环丙沙星可能通

过调控上述通路及功能区域介导主动脉夹层进展。 

2.4  “药物–靶点–通路–疾病”网络 

结合环丙沙星调控主动脉夹层的关键靶点、可

能参与其机制的前 15 条 KEGG 通路构建包含 30 个

节点、146 条边的“环丙沙星–靶点–通路–主动

脉夹层”网络，见图 6。靶蛋白主要位 Akt1、IL-6、

TNF、JUN、Bcl-2、IL-1B、CASP3、TP53、TLR4、

MMP9、IFNG、CD44、IL-10。富集的通路主要包括

血脂和动脉硬化、流体剪切力与动脉粥样硬化、IL-

17 信号通路和癌症中的蛋白聚糖类、TNF 信号通

路、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路、细胞

凋亡等。因此环丙沙星介导主动脉夹层致病机制与 

 

图 4  GO 功能富集分析结果 

Fig. 4  Results of GO functional enrichment analysis 
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图 5  KEGG 通路富集分析 

Fig. 5  Enrichment analysis of KEGG pathway 

 

图 6  “环丙沙星–靶点–通路–主动脉夹层”网络 

Fig. 6  “Ciprofloxacin–target–pathway–aortic 

dissection” network 

上述靶蛋白及通路密切相关。 

2.5  分子对接结果 

如图 7 所示，将筛选出的主要疾病靶点（Bcl-

2、JUN、CD44、CASP3、TLR4、IFNG、TP53、Akt1、

ALB、MMP9、IL-6、IL-10、IL-1B、GAPDH、TNF） 

 

图 7  关键靶点与环丙沙星的分子对接图 

Fig. 7  Molecular docking diagram of key target and ciprofloxacin 

分别与环丙沙星进行分子对接。结果显示关键靶点

与环丙沙星的平均结合能为 7.6 kcal/mol，其中环丙

沙星与 MMP9、ALB、GAPDH、Akt1、TP53、CASP3、

IL-1B、TNF、Bcl-2、CD44 的对接模式较好，进一

步证实环丙沙星可能通过调控上述基因表达增加主

动脉夹层易感性。 

2.6  动物实验结果 

2.6.1  环丙沙星对小鼠主动脉组织、病理、发生率

及死亡率的影响  及为了在体内验证环丙沙星对主

动脉夹层的影响，用环丙沙星干预由 β-氨基丙腈＋

AngII 诱导的主动脉夹层小鼠模型，结合大体宏观

图（图 8）及 HE 染色结果（图 9）显示，模型＋环
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丙沙星组相较于模型组主动脉损伤更严重，主动脉

夹层的成膜率和死亡率也更高（图 10）。 

 

图 8  主动脉组织宏观图 

Fig. 8  Macroscopic view of aortic tissue 

 

图 9  HE 染色图 

Fig. 9  HE staining diagram 

 

A-对照，B-环丙沙星，C-模型，D-模型＋环丙沙星。 

A-control, B-ciprofloxacin, C-model, D-model + ciprofloxacin. 

图 10  主动脉夹层发生率和死亡率的统计分析 

Fig. 10  Statistical analysis of the incidence and mortality 

of aortic dissection 

2.6.2  环丙沙星对小鼠主动脉组织凋亡及炎症基因

mRNA 表达的影响  小鼠主动脉组织 RT-qPCR 检

测结果如图 11 所示，相比于模型组，模型＋环丙沙

星组主动脉组织中促凋亡基因 CASP3、TP53 mRNA

表达水平显著上调（P＜0.5、0.01），抑凋亡因子 Bcl-

2、Akt1 mRNA 相对表达量趋势相反，但无显著差

异。因此环丙沙星可能通过促进主动脉平滑肌细胞

凋亡加重主动脉夹层。 

相比于模型组，模型＋环丙沙星组炎症相关基

因 IL-6、IL-1β、MMP9、JUN mRNA 表达量均显著 

 

   与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 11  环丙沙星促进主动脉夹层小鼠凋亡及炎症基因 mRNA 表达（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Ciprofloxacin promoted apoptosis and mRNA expression of inflammatory in aortic dissection mice (x ± s, n = 3 ) 

增加（P＜0.001），提示炎症在环丙沙星加重主动脉

夹层中发挥重要作用。而 TLP4 mRNA 相对表达量

增加提示环丙沙星加重主动脉夹层的机制可能与

TLR4 信号通路相关。因此，促凋亡反应、促炎反应

以及 TLR4 信号通路都可能参与环丙沙星促进小鼠

主动脉夹层发生发展。 

2.6.3  环丙沙星对小鼠促凋亡蛋白及促炎因子水平

的影响  蛋白印迹结果如图 12 所示，与模型组相

比，模型＋环丙沙星组促凋亡蛋白 Caspase3 表达量

增加，但无统计学差异；而促炎因子 MMP9 的蛋白

表达水平显著增加（P＜0.05）。 

在 ELISA 试剂盒检测结果显示，与模型组相 
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A-对照，B-环丙沙星，C-模型，D-模型＋环丙沙星；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001。 

A-control, B-ciprofloxacin, C-model, D-model + ciprofloxacin. *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ###P < 0.001 vs model 

group. 

图 12  环丙沙星对主动脉夹层小鼠凋亡蛋白表达及炎症水平的影响（x ± s，n = 4） 

Fig. 12  Effects of ciprofloxacin on apoptotic protein expression and inflammation level in aortic dissection mice (x ± s, n = 4 ) 

比，模型＋环丙沙星组促炎因子 IL-6 水平显著增加

（P＜0.001），提示炎症反应参与环丙沙星促进小鼠

主动脉夹层增加的机制。 

2.7  细胞实验结果 

2.7.1  环丙沙星对 HASMCs 细胞的影响  分别用

环丙沙星 50、100、150、200、300 μg/mL 干预

HASMCs 时，当质量浓度≥100 μg/mL 时，细胞存

活率显著降低（P＜0.001），见图 13。 

 

 与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 13  不同质量浓度环丙沙星对 HASMCs 细胞率的影响

（x ± s，n = 9） 

Fig. 13  Effect of ciprofloxacin on HASMCs cell rate at 

different concentrations (x ± s, n = 9 ) 

2.7.2  环丙沙星对 HASMCs 细胞凋亡、炎症基因和

蛋白的影响  RT-qPCR 检测结果显示，在凋亡相关

基因中，与对照组相比，环丙沙星 200 μg/mL 组促

凋亡因子 CASP3、TP53 mRNA 相对表达量上调（P＜

0.05、0.01），而抑凋亡因子 Bcl-2、Akt1 mRNA 相

对表达量下调（P＜0.01、0.001），因此环丙沙星可

能通过促进主动脉平滑肌细胞凋亡加重主动脉夹

层，见图 14。 

在给予环丙沙星刺激后，HASMCs 中炎症相关

基因 IL-6、IL-1β、MMP9、JUN mRNA 相对表达量

增加（P＜0.05、0.01、0.001），提示炎症也可能在

环丙沙星加重主动脉夹层中发挥重要作用；而 TLP4 

mRNA 相对表达量增加（P＜0.01），提示环丙沙星

加重主动脉夹层的机制可能与 TLR4 信号通路相

关。因此，VASMCs 凋亡增加、促炎反应以及 TLR4

信号通路都可能在环丙沙星调控主动脉夹层的潜在

致病机制中扮演重要角色。 

蛋白印迹结果表明，与对照组相比，促凋亡蛋

白 Caspase3 在环丙沙星 100、200 μg/mL 组细胞中

显著上调（P＜0.001），且抑凋亡蛋白 Bcl-2 的表达

显著降低（P＜0.01、0.001）；而 MMP9 表达量显著

增加（P＜0.001）。相比于对照组，环丙沙星 200 

μg/mL 组，IL-6、IL-1β 的表达均显著增加（P＜

0.001），见图 15。 

3  讨论 

本研究基于多个公共数据库，利用网络药理学

分析方法，预测得到环丙沙星介导主动脉夹层的潜

在靶点 412 个，潜在靶点的基因富集分析强调炎症、

凋亡、脂代谢、线粒体损伤、氧化应激在环丙沙星

介导主动脉夹层的机制中具有重要作用。通过构建

PPI 网络、鉴定基因模块及联合多种算法，最终筛

选出 15 个关键靶点，经分子对接技术验证，靶蛋白

MMP9、Akt1、TP53、CASP3、IL-1B、TNF、Bcl-2

可以自发结合环丙沙星调节机体功能从而调控主动

脉夹层发生发展。动物实验表明，在小鼠模型上给

予环丙沙星会加重主动脉夹层，细胞实验进一步证

实了环丙沙星可以通过上调 IL-6、IL-1β、TLR4、

MMP9、CASP3、TP53 的表达，下调 Akt1 的表达

调节 VSMCs 的功能介导主动脉夹层的发生发展， 
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 与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 14  不同浓度环丙沙星对 HASMCs 细胞关键靶基因的影响（x ± s，n = 6） 

Fig. 14  Effects of ciprofloxacin at different concentrations on key target genes in HASMCs cells (x ± s, n = 6 ) 

 

 与对照组比较： **P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 15  环丙沙星对相关蛋白的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 15  Effect of ciprofloxacin on related proteins (x ± s, n = 3 ) 

提示环丙沙星通过刺激 VSMCs 炎症反应及凋亡的

机制增加主动脉夹层的严重程度。 

主动脉夹层是一种危及人类健康的急危重症，

通过早期识别危险因素并积极干预能有效延缓主动

脉夹层进展，降低其死亡率，而药物使用是主动脉

夹层重要危险因素之一[18]。尽管有研究表明可卡因
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的使用与主动脉夹层的发生具有时间相关性[19-20]；

安非他明的使用与 18～49 岁人群中主动脉夹层风

险的增加有关[21]，西地那非也介导主动脉夹层发生

发展[22]，但上述药物均非临床常用药物。值得注意

的是，越来越多的临床大型研究表明临床常用抗生

素氟喹诺酮类药物的使用与主动脉夹层的风险增加

有关[23-24]。氟喹诺酮类药物已知的不良反应包括肌

腱炎、肌腱断裂以及延缓角膜愈合[25-27]，但最近有

研究表明环丙沙星可以介导主动脉壁损伤，且不论

在马凡小鼠模型，还是散发型主动脉夹层小鼠模型

中，环丙沙星显著增加了主动脉夹层的发生率和破

裂率[9, 28]，而这与本文研究结果一致。 

据报道，氟喹诺酮类药物已知的不良反应是由

细胞外基质降解引起的，这与基质金属蛋白酶表达

增加及胶原蛋白生成减少有关[29-30]，而细胞外基质

降解也参与环丙沙星介导主动脉夹层发生发展。炎

症细胞和促炎症因子会增加基质金属蛋白酶的产

生，从而进一步促进了细胞外基质降解和主动脉病

变[31]。有体外研究表明，当环丙沙星质量浓度超过

100 μg/mL 时，可对正常 HASMCs 造成损伤，通过

诱导正常 HASMCs 的 MMP2、MMP9 和炎症因子

水平上调，促进细胞外基质降解进而加重主动脉夹

层[12]，也有体内研究表明，注射环丙沙星会刺激小

鼠的主动脉壁赖氨酰氧化酶表达降低和 MMP9 表

达和活性增加，而赖氨酰氧化酶可以调节和稳定弹

性蛋白、胶原蛋白和细胞外基质[9]。本研究也证明，

浓度大于 100 μg/mL 的环丙沙星可刺激正常

HASMC 中 MMP9 及炎症因子（IL-6、IL-1β）的表

达显著增加，与此同时，TLR4 表达增强且 KEGG

通路富集到 Toll 样受体通路，提示环丙沙星可能通

过增加炎症因子表达调控 Toll 样通路介导主动脉夹

层的发生发展。环丙沙星可通过促进细胞凋亡发挥

作用[27, 32-33]，而血管平滑肌凋亡是主动脉夹层发生

发展的重要机制之一，有研究表明环丙沙星诱导主

动脉平滑肌细胞凋亡从而对管壁造成损伤诱发主动

脉夹层[9, 12]。与上述结果一致，本研究结果提示，与

对照组相比，使用超过 100 μg/mL 的环丙沙星刺激

HASMCs 后，促凋亡蛋白 CASP3 的表达水平显著

上调，抑制凋亡蛋白 Akt1 的表达水平显著下调。因

此，环丙沙星调控主动脉夹层的潜在致病机制可能

是：一方面，环丙沙星刺激炎症因子和基质蛋白酶

表达进而促进主动脉夹层细胞外基质降解；另一方

面，环丙沙星介导凋亡基因表达进而调控主动脉夹

层 VSMCs 凋亡。 

综上所述，本研究通过网络药理学和分子对接

技术，结合体内外实验研究，证明环丙沙星是主动

脉夹层发病的危险因素之一，其机制是环丙沙星通

过刺激炎症反应促进细胞外基质降解及促进

VSMCs 凋亡进而加重主动脉夹层，可能与 Toll 样

受体信号通路的调控密切相关。 
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