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基于网络药理、分子对接及实验验证探究葛根素治疗脑梗死的作用机制 

吴艳芳，袁日明，阮啸锋，陈金中*1 

上海市嘉定区安亭医院，上海  201800 

摘  要：目的  基于网络药理学、分子对接与细胞实验，探究葛根素治疗脑梗死的神经保护机制。方法  通过 SEA、CTD

等数据库预测葛根素的靶点，GeneCards、Pharmgkb 等数据库收集脑梗死靶点，筛选药物与疾病交集靶点；构建“药物–靶

点–疾病”网络及蛋白相互作用（PPI）网络，进行基因本体（GO）功能与京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集

分析；利用分子对接技术验证葛根素与核心靶点的结合活性。体外实验采用 SH-SY5Y 细胞氧糖剥夺/复氧（OGD/R）模型，

设对照组、模型组、葛根素组，以 MTT 法检测细胞活力，流式细胞术检测活性氧（ROS）水平及细胞凋亡率。RT-qPCR 与

Western blotting 分别检测丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）、丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）、Fos 原癌基因（FOS）mRNA

与磷酸化蛋白（p-MAPK1、p-MAPK3）及总蛋白表达变化。结果  网络药理学筛选获得 82 个葛根素与脑梗死交集靶点，PPI

网络分析确定 MAPK3、MAPK1、FOS 为核心靶点，GO 与 KEGG 富集分析显示主要涉及凋亡调控、氧化应激反应及 MAPK

信号通路；分子对接验证葛根素与 3 个核心靶点均具有良好结合活性。体外实验显示，葛根素可显著提高 SH-SY5Y 细胞活

力（P＜0.001），降低 ROS 水平及细胞凋亡率（P＜0.01、0.001）；葛根素可下调 FOS mRNA 及 p-MAPK1、p-MAPK3、FOS

蛋白表达（P＜0.05）。结论  葛根素可能通过调节 MAPK3、MAPK1、FOS 靶点，调控 MAPK 信号通路，发挥抗氧化、抗

凋亡的神经保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the neuroprotective mechanism of puerarin in treatment of cerebral infarction based on network 

pharmacology, molecular docking, and cellular experiments. Methods  Targets of puerarin were predicted using databases such as 

SEA and CTD, while targets related to cerebral infarction were collected from databases including GeneCards and Pharmgkb. The 

overlapping targets between the drug and the disease were screened. A “drug-target-disease” network and a PPI network were 

constructed, followed by GO functional enrichment analysis and KEGG pathway enrichment analysis. Molecular docking technology 

was used to verify the binding activity of puerarin to core targets. In vitro experiments were performed using the OGD/R model of SH-

SY5Y cells, which were divided into control group, model group, and puerarin group. Cell viability was detected by MTT assay, and 

ROS levels and cell apoptosis rate were measured by flow cytometry. RT-qPCR and Western blotting were used to detect the expression 

changes of MAPK1, MAPK3, and, FOS mRNA level, as well as the expression of their phosphorylated proteins (p-MAPK1, p-MAPK3) 

and total proteins. Results  A total of 82 overlapping targets between puerarin and cerebral infarction were identified through network 

pharmacology. PPI network analysis confirmed MAPK3, MAPK1, and FOS as core targets. GO and KEGG enrichment analyses 

showed that these targets were mainly involved in apoptosis regulation, oxidative stress response, and the MAPK signaling pathway. 

Molecular docking verified that puerarin had good binding activity with the three core targets. In vitro experiments showed that puerarin 

significantly increased the viability o SH-SY5Y cells (P < 0.001), reduced ROS levels and cell apoptosis rate (P < 0.01, 0.001). Puerarin 
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downregulated the abnormally increased expression of FOS mRNA, p-MAPK1, p-MAPK3, and FOS protein (P < 0.05). Conclusion  

Puerarin may exert neuroprotective effects of antioxidation and anti-apoptosis by regulating the MAPK3, MAPK1, and FOS targets 

and modulating the MAPK signaling pathway. 

Key words: puerarin; cerebral infarction; network pharmacology; molecular docking; neuroprotection; MAPK3; FOS 

 

脑梗死是因动脉粥样硬化、血栓形成等核心病

因导致脑部血管阻塞，血流中断后脑组织缺血、缺

氧，最终发生坏死的常见脑血管疾病，是脑卒中最

常见的类型，占所有卒中病例的 70%～87%[1-3]。其

主要病因包括动脉粥样硬化、血栓形成、栓塞等导

致脑部血管狭窄或闭塞的核心因素，常与高血压、

糖尿病、高脂血症等慢性疾病密切相关，这些因素

共同加剧血管损伤风险[4]。部分脑梗死患者发病前

可有短暂性脑缺血发作作为预警，常表现为肢体麻

木、言语不清等短暂可逆症状，提示脑部血管已存

在潜在病变风险[5]。脑梗死不仅临床发病率居高不

下，且致残率、复发率显著偏高，严重威胁各年龄

段人群健康并给家庭带来沉重照护负担，已成为我

国亟待重点防控的重要公共卫生问题之一[6]。脑梗

死的发病机制始于脑动脉被血栓或栓子堵塞，导致

局部脑组织血流持续中断，进而引发缺氧缺糖状

态，引发能量衰竭，细胞离子泵失灵，造成钙离子

超载和兴奋性氨基酸（如谷氨酸）大量释放[4]。缺

血缺氧引发的病理级联反应中，随之而来的是氧化

应激，大量活性氧类自由基被诱导产生，直接攻击

并损伤细胞膜脂质、功能蛋白及遗传物质 DNA，破

坏细胞稳态[7]。同时神经炎症被激活，小胶质细胞

和星形胶质细胞释放炎症因子，吸引免疫细胞浸

润，进一步破坏血脑屏障[8]。这些过程共同触发细

胞死亡途径，包括坏死、凋亡、铁死亡等[7]。 

葛根素是从葛根中提取的天然异黄酮类化合

物，具有抗氧化、抑制炎症因子释放、减少细胞程

序性死亡、改善组织血流灌注等多种药理作用[9-10]。

在脑梗死治疗中，葛根素可通过抑制核因子-κB、

Toll 样受体 4/髓样分化因子 88 等炎症通路，减轻神

经炎症；通过调节信号通路，减少神经元凋亡与自

噬，保护血脑屏障[11]。动物实验显示，葛根素能有

效缩小脑梗死体积、减轻脑组织水肿，改善动物运

动协调及认知功能缺损，为临床转化提供支撑[12]。

临床研究亦发现葛根素可提升脑血流灌注、降低白

细胞介素（IL）-6 等炎症因子水平[13]。本研究旨在

整合网络药理学、分子对接与体外细胞实验，通过

多维度交叉验证，系统探究葛根素治疗脑梗死的核

心调控通路、潜在分子靶点及神经保护相关作用机

制，为葛根素临床治疗脑梗死提供坚实的理论支撑

与实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人 SH-SY5Y 细胞（美国典型培养物保藏中心，

批号 CRL-2266）。 

1.2  药物与试剂 

葛根素（质量分数≥98%）、无糖 DMEM 培养

基、高糖 DMEM 培养基（上海源叶生物科技有限

公司，批号分别为 B20446、R32209、R28175）、MTT

试剂（赛默飞世尔科技，批号 V13154）、Annexin V-

FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒 [翌圣生物科技

（上海）股份有限公司，批号 40302ES]；活性氧

（ROS）活性检测试剂盒（上海圣尔生物科技有限公

司，批号 SB-R6033）；TRIzol 试剂（赛默飞世尔科

技，批号 15596026CN）；BeyoRT™ Q cDNA 第一链

合成试剂盒（赛默飞世尔科技，批号 D7190M）；

PowerUp™ SYBR Green 预混液（赛默飞世尔科技，

批号 A25742）；Fos 原癌基因（FOS）抗体（Abcam

公司，批号 ab222699）；丝裂原活化蛋白激酶 1

（MAPK1）抗体（Abcam 公司，批号 ab32081）；p-

MAPK1 抗体（Abcam 公司，批号 ab50011）；丝裂

原活化蛋白激酶 3（MAPK3）抗体（Abcam 公司，

批号 ab32537）； p-MAPK3 抗体（Abcam 公司，批

号 ab50011）。 

1.3  仪器 

YQX-II 厌氧手套培养箱（上海川昱实验仪器有

限公司）；PH-XDS5 倒置显微镜（凤凰光学股份有

限公司）；BMC600 荧光显微镜（凤凰光学股份有限

公司）；Varioskan ALF 多功能酶标仪（赛默飞世尔

科技）；TD3 低速台式离心机（湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司）；Allegra C-24R 台式高速冷冻离心

机 [贝克曼库尔特国际贸易（上海）有限公司]；

CytoFLEX S 流式细胞仪 [贝克曼库尔特国际贸易

（上海）有限公司]；CFX96 Touch 实时荧光定量 PCR

仪  [伯乐生命医学产品（上海）有限公司 ]；

ChemiDoc Go 化学发光成像仪 [伯乐生命医学产品
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（上海）有限公司]；NanoDrop One/OneC RNA 浓度

仪（赛默飞世尔科技）；E-Gel™ Power Snap 电泳仪

（赛默飞世尔科技）、iBright™ CL750蛋白显影仪（赛

默飞世尔科技）。 

2  网络药理学研究方法 

2.1  葛根素靶点的预测 

以“puerarin”为关键词，SEA 数据库（https:// 

sea.bkslab.org/）物种严格限定为“Homo sapiens”，

置信度阈值设定为 Score＞0.8，仅提取高可信度化

学 相 似 性 关 联 蛋 白 质 靶 点 ； CTD 数 据 库

（https://ctdbase.org/）聚焦“Chemical-Gene”关联类

型，筛选互作评分（Interaction Score）≥15 的靶点

条目，排除仅涉及毒理学关联的非功能靶点；

SwissTargetPrediction 数据库（http://www.swisstarget 

prediction.ch/）默认人类物种，保留置信概率

（Probability）≥0.5 的预测结果；Stitch 数据库（http:// 

stitch.embl.de/）置信度分数设定为＞0.7，且仅保留

直接相互作用靶点，剔除间接关联冗余信息。所有

预测靶点经 Uniprot 数据库（https://www.uniprot. 

org/）条目标准化注释，严格排除未经过实验验证的

预测性蛋白，保障靶点筛选的可靠性。 

2.2  脑梗死靶点的收集 

以 “ischemic cerebral infarction”“ischemic 

stroke”“cerebral ischemic infarction”“ischemic 

brain infarction”为并列检索关键词，在 GeneCards

数据库（https://www.genecards.org/）按关联度评分

（relevance score）≥1”筛选关联靶点；PharmGKB

数据库（https://www.pharmgkb.org/）限定关联类型

为“disease-gene”，仅提取经临床或实验验证的疾

病相关靶点；OMIM 数据库（http://www.omim.org）

聚焦“phenotype-gene”关联条目，严格纳入与疾病

病理机制直接相关的致病基因或易感基因；

DrugBank 数据库（https://go.drugbank.com/）限定药

物类型为“small molecule drug”“biotech drug”，

收集用于治疗该疾病的药物对应的作用靶点；TTD

数据库（https://ttd.idrblab.cn/）筛选“target type”为

“protein”，且“drug development phase”处于

“approved”“clinical trial”阶段的靶点。所有数

据库检索均统一物种为人类，确保靶点的物种特异

性与研究相关性。 

2.3  葛根素治疗脑梗死的潜在作用靶点筛选 

将经多数据库预测、Uniprot 规范化处理的葛根

素靶点，与从 GeneCards 等数据库筛选去重后的脑

梗死相关靶点，共同导入具备交集分析与可视化功

能的 Venny 2.1.0 工具（https://bioinfogp.cnb.csic.es/ 

tools/venny/），通过绘制韦恩图直观呈现两者重叠

区域，筛选出药物与疾病交集靶点。 

2.4  构建“药物–靶点–疾病”网络 

将经过多数据库筛选及 Uniprot 标准化处理的

葛根素活性成分、脑梗死疾病靶点，以及两者交集

获得的潜在作用靶点导入 Cytoscape 3.10.0 软件，构

建“药物–靶点–疾病”交互网络图。 

2.5  蛋白相互作用（PPI）网络与核心靶点筛选 

通过 STRING 数据库（https://string-db.org/），

以“homo sapiens”为物种、高置信度（ high 

confidence）＞0.9为置信度，勾选“hide disconnected 

nodes in the network”导出药物与疾病交集靶点的

TSV 格式 PPI 数据集。将其导入 Cytoscape 3.10.0 软

件构建可视化网络后，采用 CytoNCA 等插件进行

多维度网络关联性指标分析，明确指标筛选依据，

结合本研究网络拓扑结构特征，设定筛选阈值为介

数中心性（BC）≥中位数、接近中心性（CC）≥中

位数、度中心性（DC）≥中位数、特征向量中心性

（EC）≥中位数、局部平均连通性（LAC）≥中位

数、网络中心性（NC）≥中位数作为辅助筛选指标，

排除网络中关联性弱、功能冗余的靶点。初筛后进

一步通过“指标一致性验证”（即同时满足≥5 项

指标阈值）进行 2 次筛选，最终确定核心靶点，该

筛选策略可确保核心靶点既具备全局网络的关键

调控地位，又具有局部网络的紧密关联性。 

2.6  基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析 

利用Metascape 数据库（https://metascape.org/），

限定物种为 homo sapiens 以保证人类特异性，对前

期筛选的药物与疾病交集靶点进行 GO 功能注释与

KEGG 信号通路富集分析。 

2.7  分子对接 

为验证葛根素与核心靶点的结合活性，从全球

最大免费化学信息库 PubChem（https://pubchem. 

ncbi.nlm.nih.gov/）获取葛根素 3D 结构并导出 SDF

格式文件作为配体，通过收录实验测定大分子结构

的 PDB 数据库（https://www.rcsb.org/）下载核心蛋

白的 PDB 格式三维结构作为受体，借助 CB-Dock2

在线工具（https://cadd.labshare.cn/cbdock2）进行分

子对接及结合能计算，筛选亲和力最优构象作为最

终结果，进而通过可视化分析明确两者结合模式。 

http://www.swisstarget/
https://www/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
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3  实验验证方法 

3.1  细胞培养 

SH-SY5Y 细胞经液氮复苏后，采用含 10%优质

胎牛血清（营养与贴壁支持）及 1%双抗（青霉素-

链霉素，抑杂菌）的 DMEM 高糖培养基，于 37 ℃、

饱和湿度 5% CO₂恒温培养箱常规培养。待细胞贴

壁生长至培养瓶底面积 80%～90%汇合度时即可传

代，按 1∶5 比例接种至新培养瓶中持续培养。 

3.2  SH-SY5Y 细胞氧糖剥夺/复氧（OGD/R）模型

的建立 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞悬液，轻柔吹

打混匀后稀释至 6×104个/mL，以每孔 200 μL 均匀

接种至 96 孔板。37 ℃、5% CO₂培养 24 h 至细胞

贴壁稳定后弃上清，空白组换 200 μL 高糖 DMEM，

模型组换无糖 DMEM；模型组入厌氧手套培养箱缺

氧 6 h，结束后弃无糖 DMEM，换 200 μL 高糖

DMEM，在常氧条件下复氧 24 h。 

3.3  MTT 比色法测定葛根素对 OGD/R 处理的细

胞的作用 

按 3.1 项下方法处理 SH-SY5Y 对数期细胞，适

宜密度铺板后 37 ℃、5% CO2 培养 24 h 贴壁稳定，

弃上清；对照组换 200 μL 高糖 DMEM，模型组换

无糖 DMEM，给药组加入含葛根素的无糖 DMEM；

缺氧 6 h 后弃液，换高糖 DMEM 配制的 37.5、75.0、

150.0 μmol/L 葛根素培养液，续培 24 h，另设只加

培养基和 MTT 试剂的空白组，检测吸光度（A）值，

计算细胞存活率。 

细胞存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

3.4  ROS 检测 

将对数期 SH-SY5Y 细胞以 6×104 个/mL 接种

96 孔板，37 ℃、5% CO₂培养 24 h 贴壁，随机对照

组（不进行 OGD/R 处理）、模型组（进行 OGD/R 处

理）、葛根素组（模型组基础上给予 150 μmol/L 葛

根素干预），各组处理后继续培养 24 h，加入 15 

μmol/L DCFH-DA探针轻柔混匀，37 ℃避光孵育 30 

min，通过流式细胞仪检测荧光强度反映 ROS 水平。 

3.5  Annexin V-FITC/PI 流式染色法验证葛根素对

SH-SY5Y 细胞凋亡的影响 

按 3.4 项下方法分组处理 SH-SY5Y 对数期细

胞，培养 24 h 后弃培养基，预冷 PBS 洗 2 次，加

无 EDTA 胰酶消化，血清培养基终止，收集细胞悬

液至流式管。4 ℃、1 000 r/min 离心 5 min，弃上

清，PBS 再洗 2 次离心，调细胞密度 1×105 个/mL。

加 500 µL 1×Binding Buffer，各加 5 µL Annexin V-

FITC 和 PI，室温避光孵育 10～15 min，1 h 内流式

检测。以 FL1（Annexin V-FITC）、FL2（PI）为轴，

计算早晚期凋亡率，实验独立重复 3 次。 

早晚期凋亡率＝（Q2 象限细胞数＋Q3 象限细胞数）/

总细胞数 

3.6  RT-qPCR 法检测 MAPK3、MAPK1、FOS 

mRNA 表达 

按照 Trizol 试剂说明书提取各组 SH-SY5Y 细

胞总 RNA，取 500 ng 合格 RNA，采用 BeyoRT™ 

Q cDNA第一链合成试剂盒进行逆转录合成 cDNA，

随后进行 RT-qPCR 分析。反应条件：95 ℃预变性

2 min、95 ℃变性 5 min、60 ℃退火 30 s、72 ℃延

伸 45 s，扩增 40 个循环。以熔解曲线单一峰、无杂

峰为质控标准，检测 MAPK3、MAPK1、FOS mRNA

表达，以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参，

采用 2−ΔΔCt 法分析相对表达量，见表 1。 

表 1 引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因名称 引物序列（5’-3’） 

GAPDH 正向 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

 反向 GAAGATGGTGATGGGATTTC 

FOS 正向 GGGAAAGGTAAGAAGCAGGC 

 反向 GGGCTCTGTTGAGGCTCT 

MAPK1 正向 GCGTGAGAACCGATTACAAG 

 反向 AGGTCATACTCCTCAGGGTAGTC 

MAPK3 正向 CAGAAGGTGACAGTGCTGGA 

 反向 TGGTCTCCACGAAGAAGGAG 

 

3.7  Western blotting 检测 p-MAPK3、p-MAPK1

及 FOS 蛋白表达量 

SH-SY5Y 细胞加入含蛋白酶抑制剂与磷酸酶

抑制剂的 RIPA 裂解液冰上裂解 30 min 提取总蛋

白，采用 BCA 法进行蛋白定量；经 10% SDS-PAGE

凝胶电泳分离蛋白、湿法转膜至 PVDF 膜、5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h、一抗（MAPK3、p-MAPK3、

MAPK1、p-MAPK1、FOS，按 1∶800 比例稀释）

4 ℃孵育过夜、二抗室温孵育 1 h、ECL 化学发光

试剂盒（依赖辣根过氧化物酶催化发光）标记，利

用化学发光成像分析系统采集图像，经 Image J 软

件背景校准后分析条带灰度积分值，以 GAPDH 为

内参校正，计算目的蛋白相对表达量。 
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3.8  统计学方法 

实验数据以  sx  表示，用 SPSS 11.0 软件分

析。组间整体差异用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）检验，方差齐后两两比较用 LSD-t 检验。 

4  结果 

4.1  网络药理学与分子对接 

4.1.1  葛根素与缺血性脑梗死共同作用靶点的筛

选  对经 SEA、CTD 等多数据库预测并经 Uniprot

规范化处理的葛根素相关靶点，与从 GeneCards 等

数据库收集并经去重筛选的脑梗死作用靶点，借助

Venny 2.1.0 软件进行交集分析并绘制韦恩图，结果

显示两者存在 82 个共同作用靶点，见图 1。 

 

图 1  葛根素与脑梗死共有靶点韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of common targets of puerarin and 

cerebral infarction 

4.1.2  “药物–靶点–疾病”网络的构建分析  

将经多数据库筛选、Uniprot 规范化处理后获得的葛

根素潜在靶点，与脑梗死以及两者 82 个共同作用

靶点导入 Cytoscape 3.10.0 软件，采用网络可视化建

模方法构建“药物–靶点–疾病”交互网络，最终

形成含 84 个节点和 164 条边的网络图，见图 2。 

 

图 2  “药物–靶点–疾病”网络 

Fig. 2  “Drug–target–disease” network 

4.1.3  交集靶点 PPI 网络构建及核心靶点筛选  利

用 STRING 数据库导入 82 个药物–疾病交集靶点，

将其导入 Cytoscape 3.10.0，构建 PPI 网络图（图

3A），通过 CytoNCA 插件以 6 项中心性指标中位数

为阈值，初筛得 16 个节点、52 条边的网络（图 3B），

二次筛选后获 MAPK3、MAPK1、FOS 3 个核心靶

点及 3 条边（图 3C、表 2）。 

 

图 3  PPI 网络图（A）、PPI 网络图第 1 次网络拓扑分析后 16 个靶点（B）、PPI 网络图第 2 次网络拓扑分析后 3 个核心靶

点（C） 

Fig. 3  PPI network diagram (A), 16 target points after the first network topology analysis of the PPI network diagram (B), 3 

core target points after the second network topology analysis of the PPI network diagram (C) 

表 2  葛根素治疗脑梗死的核心靶点 

Table 2  Core targets of puerarin in treatment of cerebral infarction 

靶点 度中心性 特征向量中心性 介数中心性 接近中心性 网络中心性 局部平均连通性 

MAPK3 10 0.377 21.484 0.750 7.310 4.20 

MAPK1 9 0.349 13.783 0.714 6.276 4.00 

FOS 8 0.291 14.652 0.652 5.043 3.25 

 

葛根素 脑梗死 

32       82       4 277 

葛根素 

脑梗死 

A B 
C 
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4.1.4  葛根素与脑梗死交集靶基因的富集分析  GO

富集分析结果表明，生物过程（BP）主要涉及凋亡

信号通路调控、外源性凋亡信号通路、外源性凋亡

信号通路调控、对脂多糖的反应等，细胞组分（CC）

主要涉及细胞质囊泡腔、囊泡腔、线粒体外膜、经

典炎症小体复合物等，分子功能（MF）主要涉及葡

萄糖醛酸转移酶活性、生长因子受体结合、蛋白质

异源二聚化活性、细胞因子受体结合、类固醇结合

等，见图 4。 

KEGG 富集结果显示，这些通路主要包括脂质

和动脉粥样硬化、沙门菌感染、化学致癌、致病性

大肠杆菌、受体激活、感染、甲型流感、MAPK 等

信号通路，见图 5。 

4.1.5  分子对接  将从 PubChem 数据库获取的葛

根素 3D 结构（SDF 格式）作为配体，与从 PDB 数

据库下载的 MAPK3、MAPK1、FOS 3 个核心靶点

的三维晶体结构（PDB 格式）分别通过 CB-Dock2

在线工具进行分子对接。分子对接稳定性以结合能

为核心评价指标，结合能越低，配体与受体的结合

所需能量越少，形成的复合物空间构象越稳定，通

常结合能＜−5.0 kJ/mol 提示两者具有良好结合活

性。结果显示，葛根素与 3 个核心靶点的结合能均

活性良好，见表 3、见图 6。 

4.2  体外实验结果 

4.2.1  葛根素对 SH-SY5Y 细胞活力的影响  与模

型组相比，葛根素 75.0、150.0 μmol/L 组细胞存活

率显著升高（P＜0.001），见图 7。 

4.2.2  流式细胞术检测葛根素对 SH-SY5Y 细胞

ROS 水平的影响  与模型组相比，葛根素组细胞

ROS 阳性率显著降低（P＜0.01），见图 8。 

4.2.3  流式细胞术检测葛根素对 SH-SY5Y 细胞凋

亡的影响  通过 Annexin V-FITC/PI 双染色流式细

胞术检测细胞凋亡结果显示，与模型组相比，葛根

素组细胞凋亡率显著降低（P＜0.001），见图 9。 

4.2.4  葛根素对SH-SY5Y细胞中MAPK3、MAPK1、

FOS mRNA 表达的影响  与模型组相比，葛根素组

FOS mRNA 表达显著降低（P＜0.05），见表 4。 

4.2.5  Western blotting 检测葛根素对 SH-SY5Y 细 

 

图 4  GO 功能富集分析 

Fig. 4  GO function enrichment analysis 
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图 5  KEGG 信号通路富集分析 

Fig. 5  KEGG signaling pathway enrichment analysis 

表 3  分子对接结果 

Table 3  Molecular docking results 

靶点 结合能/(kJ·mol−1) 

MAPK3 −7.3 

MAPK1 −7.7 

FOS −7.9 

 

 

图 6  葛根素与核心靶点分子对接图 

Fig. 6  Docking diagram of puerarin with the core target 

molecule 

胞中 MAPK1、MAPK3、FOS 蛋白表达的影响  与

模型组相比，葛根素组细胞中 p-MAPK1、 p-

MAPK3、FOS 蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05），见图 10。 

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001。 

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

图 7  葛根素对 SH-SY5Y 细胞活力的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 7  Effect of puerarin on the viability of SH-SY5Y cells 

(x ± s, n = 3 ) 

5  讨论 

脑梗死作为临床高发且极具危害性的脑血管

疾病，以高发病率、高致残率及高死亡率为显著特

征，其病理生理机制呈现多环节、级联式复杂网络，

核心始于脑血流灌注不足引发的能量代谢障碍，进

而触发谷氨酸介导的兴奋性毒性、活性氧累积所致

的氧化应激、细胞内钙稳态失衡引发的钙超载，伴

随神经炎症级联反应激活及最终神经元凋亡等关

键病理环节[14-15]。目前，临床上针对脑梗死常用的 
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与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01。 

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

图 8  流式细胞术检测葛根素对 SH-SY5Y 细胞 ROS 水平的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Flow cytometry analysis of the effect of puerarin on the ROS level in SH-SY5Y cells (x ± s, n = 3 ) 

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

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

图 9  流式细胞术检测葛根素对 SH-SY5Y 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Flow cytometry analysis of the effect of puerarin on apoptosis of SH-SY5Y cells (x ± s, n = 3 ) 

表 4  葛根素对 SH-SY5Y 细胞中 MAPK3、MAPK1、FOS mRNA 表达的影响（x ± s，n = 3） 

Table 4  Effects of puerarin on the expression of MAPK3, MAPK1, and FOS mRNA in SH-SY5Y cells (x ± s, n = 3 ) 

组别 浓度/(μmol∙L−1) MAPK3 mRNA 表达量 MAPK1 mRNA 表达量 FOS mRNA 表达量 

对照 — 1.00±0.15 1.00±0.10 1.00±0.12 

模型 — 1.08±0.11 1.15±0.22  2.94±0.18* 

葛根素 150 1.01±0.20 1.03±0.12  1.62±0.23# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。 

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

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001。 

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

图 10  葛根素对 SH-SY5Y 细胞中 MAPK1、MAPK3、FOS 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 10  Effect of puerarin on the expression of MAPK1, MAPK3, and FOS proteins in SH-SY5Y cells (x ± s, n = 3 ) 
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血管再通治疗手段（如重组组织型纤溶酶原激活剂

溶栓、机械取栓）虽能快速恢复脑血流并显效，但

受限于严格时间窗，且易因缺血再灌注引发氧化应

激、炎症反应等继发性脑损害[16-17]。因此，从传统

天然药物中寻找具有多靶点、多途径神经保护作用

的活性成分，已成为当前脑梗死防治研究的重要策

略。葛根素作为中药葛根中提取的主要异黄酮类活

性成分，现代药理学研究表明，其具有改善脑微循

环、抗炎、抗氧化、抗凋亡及调控相关信号通路等

广泛生物学效应[18-19]。本研究旨在整合网络药理学

预测、分子对接验证及体外细胞实验的多维度交叉

验证策略，系统探究葛根素治疗脑梗死的核心靶

点、关键信号通路及潜在分子机制，为其临床辅助

治疗脑梗死提供更为坚实的实验数据支撑与理论

依据。 

本研究最终获得了 82 个葛根素与脑梗死的共

同作用靶点。结果提示葛根素并非通过单一信号通

路或孤立靶点，而是通过调控涉及多通路交叉串扰

的复杂生物分子网络，发挥神经保护及抗缺血性脑

梗死的治疗作用。在核心靶点筛选方面，本研究最

终锁定了 MAPK3、MAPK1、FOS 为排名前 3 位的

核心靶点。MAPK 信号通路是细胞内核心的级联式

信号转导系统，参与细胞增殖、分化、凋亡及炎症

反应等关键生理病理过程，调控细胞命运与应激应

答[20-21]。MAPK3 和 MAPK1 作为细胞外调节激酶

（ERK）亚家族的重要成员，在脑缺血损伤中扮演着

“双刃剑”的角色。虽然适度激活 ERK 通路可能

促进神经元存活，但在缺血再灌注的病理环境下，

过度激活的 ERK 通路往往通过磷酸化下游转录因

子，加剧炎症反应和细胞凋亡[22]。FOS 蛋白则是早

期快反应基因家族的一员，通常与 c-Jun 形成异二

聚体激活蛋白-1（AP-1），作为转录因子调控下游应

激反应基因表达[23-24]。本研究中，MAPK3、MAPK1

与 FOS 被筛选为核心靶点，提示葛根素极有可能通

过干预 MAPK 信号通路及其下游转录因子 AP-1 的

活性，从而在转录水平上调控缺血后的神经炎症和

细胞凋亡进程。GO 功能与 KEGG 通路富集分析，

进一步阐释了葛根素治疗脑梗死的潜在作用机制。

GO 功能分析结果显示，葛根素的作用靶点显著富

集于氧化应激相关对活性氧的反应、神经元特异性

凋亡信号通路调控、外源性凋亡信号通路，与脑梗

死病理核心高度契合。葛根素与脑梗死交集靶点的

KEGG 通路富集分析，突出了 MAPK 及脂质和动

脉粥样硬化等核心通路。其中，MAPK 信号通路与

AGE-RAGE 通路均与氧化应激和炎症反应密切相

关，且 MAPK 通路常处于 AGE-RAGE 信号通路的

上游或形成交互串扰[25]。这些生物信息学分析结果

为后续实验验证指明了方向，即葛根素的神经保护

作用可能主要归因于其抗氧化应激和抗凋亡特性，

而这一过程可能由 MAPK 信号通路介导。为确证网

络药理学预测的 MAPK3、MAPK1、FOS 核心靶点

与葛根素的直接结合，本研究采用分子对接技术从

PubChem 数据库获取的葛根素 3D 结构与核心靶点

MAPK3、MAPK1、FOS 的晶体结构进行模拟对接。

分子对接研究结果显示，葛根素与 MAPK3、

MAPK1、FOS 的结合稳定。分子对接结果在微观分

子层面印证了葛根素直接作用于 MAPK 信号通路

关键节点的可能性，为后续基于该通路的实验验证

提供了强有力的结构生物学依据。 

SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞因具备典型神

经元样形态与功能特性，广泛应用于脑血管疾病相

关神经元损伤机制研究，常被用于模拟神经元生理

功能及病理损伤过程。本研究采用 OGD/R 模型模

拟体内缺血再灌注病理过程，系统探究葛根素的神

经保护作用及潜在分子机制。首先，MTT 细胞活力

实验表明，葛根素干预能够提高受损细胞的活力。

结合 Annexin V-FITC/PI 双染流式细胞术检测结果，

葛根素能显著降低OGD/R损伤诱导的 SH-SY5Y细

胞凋亡率。实验结果与前文网络药理学 GO 分析中

“凋亡信号通路调控”的预测高度一致，证实了葛

根素通过抑制细胞凋亡途径保护神经元的假设。其

次，缺血再灌注诱导的氧化应激是脑梗死继发性损

伤的核心关键机制，过量 ROS 可直接攻击生物膜

脂质引发过氧化、损伤功能蛋白及基因组 DNA，导

致线粒体结构与功能障碍，最终通过线粒体凋亡通

路触发神经元凋亡[26]。本研究通过流式细胞术检测

细胞内 ROS 水平，结果显示葛根素干预后，ROS 水

平显著降低。这一结果与 GO 富集分析中“对活性

氧的反应”这一条目紧密呼应，表明清除过量

ROS、减轻氧化应激损伤是葛根素发挥神经保护作

用的重要机制之一。在本研究中 MAPK3、MAPK1、

FOS 被确定为核心靶点，且分子对接证实了良好的

结合活性；研究表明 MAPK 通路在缺血缺氧条件下

可被 ROS 等上游刺激激活，进而磷酸化下游的转

录因子如 c-Fos（FOS 基因产物），促炎因子和促凋

亡基因的转录，最终导致细胞死亡[27-29]。本研究 RT-
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qPCR 与 Western blotting 结果进一步揭示葛根素的

作用机制，葛根素干预可特异性下调 FOS mRNA 及

p-MAPK1、p-MAPK3、FOS 蛋白异常高表达，表明

葛根素并非作用于 MAPK1、MAPK3 的转录过程，

而是通过抑制其磷酸化活化及下游 FOS 的转录与

翻译，阻断 MAPK 信号通路介导的促凋亡效应，与

前文抗氧化、抗凋亡表型结果相互印证，为其神经

保护作用提供了更可靠的证据。 

本研究通过网络药理学、分子对接及体外

OGD/R 细胞模型，探究葛根素治疗脑梗死的神经保

护作用及机制，证实其可改善 SH-SY5Y 细胞损伤，

机制涉及清除 ROS、抑氧化应激及阻凋亡通路，核

心靶点为 MAPK3、MAPK1 及 FOS，核心机制为抗

氧化应激、抑神经细胞凋亡。 
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