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摘要： 目的　 探讨人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗脑缺血再灌注损伤 （ＣＩＲＩ） 的作用靶点及潜在机制。 方法　 采用网络药理学预

测人参皂苷 Ｒｂ１ 的潜在靶基因并筛选出治疗 ＣＩＲＩ 的交集靶点， 构建 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃通路” 网络并富集相关通

路， 分子对接预测人参皂苷 Ｒｂ１ 与核心靶点的结合能力。 体外构建小鼠脑微血管内皮细胞 ｂＥｎｄ． ３ 氧糖剥夺 ／复糖复

氧 （ＯＧＤ ／ Ｒ） 模型， 验证人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 的关键靶点途径。 结果　 共获得 ７８ 个人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 的潜

在靶点。 人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 主要参与对异种刺激的反应、 基因表达的正向调节等过程， 通过脂质与动脉粥样硬

化、 ＭＡＰＫ 信号通路等治疗 ＣＩＲＩ。 分子对接显示， 人参皂苷 Ｒｂ１ 与 ＭＡＰＫ１ ／ ３ ／ ８ ／ １４ 及 ＭＭＰ⁃２ ／ ９ 均具有较高的结合能

力。 人参皂苷 Ｒｂ１ 可提高 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ｂＥｎｄ． ３ 细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 抑制 ＭＡＰＫ 通路相关蛋白 ｐ３８、 ＪＮＫ、
ＥＲＫ 的磷酸化水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 　 人参皂苷 Ｒｂ１ 改善 ＣＩＲＩ 的作用机制可能与抑制 ＭＡＰＫ 信号通路激

活， 降低 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达， 从而减少对 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的降解有关。
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　 　 脑卒中已成为全球导致死亡和残疾的首位原因［１］ ， 随

着全球人口老龄化本病发病率正在快速上升， 对人类健康

和生活 质 量 造 成 巨 大 负 担［２⁃４］ 。 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤

（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ） 约占脑卒中的

８０％ 以上， 其原因主要是由于大脑动脉闭塞引起流向大脑

的血液减少， 导致大脑损伤［５］ ， 涉及病理机制很多， 包括

血脑屏障通透性改变等［６⁃７］ 。 目前， 采用重组组织型纤溶酶

原激活剂 ｔ⁃ＰＡ 静脉溶栓治疗急性缺血性中风是唯一被批准

的方法， 但存在明显的局限性， 增加了脑出血的风险［８］ 。
因此， 开发出更有效的治疗 ＣＩＲＩ 药物尤为迫切。

人参主要活性成分为人参皂苷类［９］ 。 研究表明， 人参

皂苷 Ｒｂ１ 在体内外都具有较好的神经保护作用， 可作为治

疗 ＣＩＲＩ 潜在候选药物［１０⁃１１］ ； 课题前期研究证实， 人参皂苷

Ｒｂ１ 对小鼠脑缺血再灌注诱导血脑屏障损伤具有较好的改

善作用［１２］ ， 但其具体作用机制仍有待进一步深入研究。 因

此， 本研究拟在前期研究基础上， 综合利用网络药理学及

分子对接等技术进一步分析预测人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 的
潜在作用靶点， 并在体外实验中验证其对 ＣＩＲＩ 的保护机

制， 以期为揭示该成分防治 ＣＩＲＩ 作用提供更多依据， 也为

相关临床应用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 ｂＥｎｄ． ３ 细胞株购自上海中乔新舟生物科技

有限公司， 货品编码 ＺＱ００９０。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对照品 （批号 ４１７５３⁃４３⁃
９， 纯度 ９８％ ）， 购自南京泽朗医药科技有限公司。 ＤＭＥＭ
培养基、 胎牛血清、 无糖培养基 （批号 ８１２０１９６、 ２２３２５８９、
２１９２５６）， 均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体

（批号 ａｂ２１６８８０、 ａｂ１６７１６１）， 均购自英国 Ａｂａｃｍ 公司；
ＭＭＰ⁃２ 抗体 （批号 Ｊ０３１７）， 购自圣克鲁斯生物技术 （上
海） 有限公司； ＭＭＰ⁃９ 抗体 （批号 ３３０５８８５）， 购自密理博

仪器 （上海） 有限公司； ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ＥＲＫ、
ｐ⁃ＥＲＫ 抗 体 （ 批 号 ９２１２、 ４５１１、 ９２５２、 ４６６８、 ４６９５、
９１０１）， 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 三气培养箱 （型号 ＹＣＰ⁃５０Ｓ）， 购自长沙华曦

电子科技有限公司； 高速冷冻离心机 （型号 １７３０Ｒ）， 购自

香港基因有限公司； 蛋白印迹电泳系统， 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司； 二氧化碳培养箱 （型号 Ｍｏｄｅｌ ３１０）， 购自赛默飞世

尔科技 （中国） 有限公司。
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２　 方法

２􀆰 １ 　 人 参 皂 苷 Ｒｂ１ 潜 在 作 用 靶 点 筛 选 　 在 ＰｕｂＣｈｅｍ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 数据库中检索

“ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１” 整合人参皂苷 Ｒｂ１ 相关作用靶点， 下载

其 ２Ｄ 结 构 的 ＳＤＦ 格 式， 导 入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ）、 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍ） 网 站 进

行预测。 分别将概率阈值≥０􀆰 ２ 或 Ｎｏｒｍ Ｆｉｔ≥０􀆰 ９ 的靶点进

行整合， 即为人参皂苷 Ｒｂ１ 的潜在作用靶点。
２􀆰 ２　 ＣＩＲＩ 相关疾病靶点筛选　 利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ ／ ）、 ＤｒｕｇＢａｎｋ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ／ ）、 ＮＣＢＩ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ） ５ 个数据库， 输入关键词

“ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ” 检索相关疾病靶点，
对 ＣＩＲＩ 靶点取合集并绘制韦恩图。
２􀆰 ３　 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃ＣＩＲＩ” 交集靶点韦恩图分析和 “人

参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃ＣＩＲＩ” 网络构建 　 将人参皂苷 Ｒｂ１ 的作

用靶点和 ＣＩＲＩ 相关靶点导入 Ｖｅｎｎｙ２􀆰 １ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．
ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ） 并绘制韦恩图， 提取交集靶点，
导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件， 构建 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃
ＣＩＲＩ” 网络。
２􀆰 ４　 蛋白⁃蛋白相互作用 （ＰＰＩ） 网络构建 　 使用 ＳＴＲＩＮＧ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库对交集靶点进行分

析， 种源选择 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 进行 ＰＰＩ 互作分析， 将最

低相互作用阈值设定为最高置信度 （０􀆰 ９）， 去除游离靶点，
下载 ＰＰＩ 网络 “ＴＳＶ” 格式文件， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软

件中进行可视化分析以确定关键靶点， 根据 Ｄｅｇｒｅｅ 值从关

键靶点中筛选得到核心靶点， 绘制 ＰＰＩ 网络。
２􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 将人参皂苷 Ｒｂ１ 与 ＣＩＲＩ
的交集靶点导入 ＤＡＶＩＤ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ） 数

据库进行富集分析， 种属选择 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 列表类型

选择 “ｇｅｎｅ ｌｉｓｔ”， 提交分别进行 ＧＯ 分子功能、 生物过程、
细胞 成 分 及 ＫＥＧＧ 通 路 分 析， 并 利 用 微 生 信 平 台

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ． ｃｎ ／ ） 进行可视化分析。
２􀆰 ６　 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃通路” 网络构建　 将 ＫＥＧＧ 通

路分析得到的排名前 ２０ 的通路 （作为人参皂苷 Ｒｂ１ 的相

关通路） 及其相关靶点进行整合， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３􀆰 ７􀆰 １ 软

件中， 构建 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃通路” 网络。
２􀆰 ７ 　 分 子 对 接 　 通过 ＰＤＢ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ ／ ） 下载目标蛋白 ＰＤＢ 格式， 使用 ＰｙＭＯＬ 软件对目标蛋

白去除配体和水分子。 在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中检索人参皂苷

Ｒｂ１ 的 ＳＤＦ 格式， 使用 Ｏｐｅｎ Ｂａｂｅｌ ２􀆰 ４􀆰 １ 软件转换成 ｍｏｌ２
格式， 导入 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件并利用 Ｌｉｇａｎｄ 输出为 ＰＤＢ 格式。
将目标蛋白导入 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件， 进行与人参皂苷 Ｒｂ１ 的分

子对接模拟， Ｌｉｇａｎｄ Ｄｏｃｋｉｎｇ 插件进行分子对接。 使用

ＰｙＭＯＬ 软件对结果进行可视化分析， 分子对接结合能 ５
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 绝对值大于表明结合活性较强， 大于 ７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 表

明结合活性很强。
２􀆰 ８　 ｂＥｎｄ． ３ 细胞损伤模型建立 　 采用三气培养箱建立

ｂＥｎｄ． ３ 细胞氧糖剥夺 ／复糖复氧 （ＯＧＤ ／ Ｒ） 模型。 取状态

良好的细胞接种于新的细胞培养皿中， 并于正常条件下培

养， 待细胞进入对数生长期后用无糖培养基置换完全培养

基， 放入三气培养箱 （９４％ Ｎ２ ＋５％ ＣＯ２ ＋１％ Ｏ２， ３７ ℃）
中缺糖缺氧培养 ６ ｈ， 用完全培养基置换无糖培养基， 将培

养皿放入常规 ＣＯ２ 培养箱中复糖复氧培养 １８ ｈ。
２􀆰 ９　 细胞活性检测　 取对数生长期的 ｂＥｎｄ． ３ 细胞， 调整

密度至 １×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔培养板中， 分别以不同浓

度人参皂苷 Ｒｂ１ （ ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 干预 ２４ ｈ， 按

“２􀆰 ８” 项下方法造模， 每孔加入 ＭＴＴ 溶液培养 ４ ｈ， 弃上

清， 加入 ＤＭＳＯ 溶解紫色结晶， 通过酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波

长处吸光度， 记录数据并进行分析。
２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测目的蛋白表达 　 取对数生长期

ｂＥｎｄ． ３ 细胞， 接种于细胞培养皿， 放入 ＣＯ２ 培养箱中培

养 ２４ ｈ， 分别以不同浓度 （０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 人参皂苷

Ｒｂ１ 干预， 按 “２􀆰 ８” 项下方法造模， 向每个培养皿加入含

ＰＭＳＦ 和抑制磷酸酶的 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液， 低温冰浴中放置

５ ｍｉｎ， 从培养皿内刮下细胞， 冰浴融解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 蛋白定量后加入 １ ／ ５
量 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 于金属水浴中 １００ ℃加热煮沸 ５ ｍｉｎ， 经

电泳、 转膜后 ５％ 脱脂牛奶封闭， 加一抗 ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 清洗， 加二抗室温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 显影

成像。
２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ０ 软件进行处理， 计

量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析，
２ 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　 人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 靶点 　 如图 １Ａ 所示， 通过

ＰｕｂＣｈｅｍ、 Ｐｈａｒｍ Ｍａｐｐｅｒ、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据 库 发

现， 人参 皂 苷 Ｒｂ１ 共 有 １９２ 个 潜 在 作 用 靶 点； 根 据

Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＮＣＢＩ、 ＯＭＩＭ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库，
得到 ２ ８３９ 个疾病相关靶点。 如图 １Ｂ 所示， 人参皂苷 Ｒｂ１
的药物靶点和 ＣＩＲＩ 的疾病靶点各自去重后取交集， 得到共

同靶点 ７８ 个。
３􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络　 如图 ２Ａ 所示， 共得到 ７６ 个节点 （靶点蛋

白）、 ８０８ 条边 （蛋白相互作用）， 节点越大， 颜色越深，
即度值越大， 靶点相关性更高。 以 Ｄｅｇｒｅｅ 值靠前的靶点为

关键靶点， 如图 ２Ｂ 所示， 包括 ＡＬＢ、 ＴＮＦ、 ＩＬ６、 ＡＫＴ１、
ＣＡＳＰ３、 ＭＭＰ９、 ＳＴＡＴ３、 ＭＡＰＫ３、 ＭＡＰＫ１、 ＭＭＰ２， 可能

是人参皂苷 Ｒｂ１ 改善 ＣＩＲＩ 的核心作用靶点。
３􀆰 ３　 ＧＯ 富集分析与 ＫＥＧＧ 通路分析　 通过 ＤＡＶＩＤ 数据库

对 ７８ 个交集靶点进行 ＧＯ 富集分析， 共得到 ５６３ 个条目，
其中生物过程 （ＢＰ） ４３１ 个， 细胞组分 （ＣＣ） ６４ 个， 分

子功能 （ＭＦ） ６８ 个。 根据 Ｐ 值筛选出前 １０ 条目进行可视

化处理， 如图 ３ 所示， ＢＰ 主要涉及对外源刺激的反应

（ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ）、 基因表达的正向调节
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图 １　 人参皂苷 Ｒｂ１、 ＣＩＲＩ 靶点韦恩图

图 ２　 人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 相关靶点的 ＰＰＩ 网络

（ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）、 细胞凋亡过程的负

调控 （ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ） 等， ＣＣ 主要

涉及 细 胞 外 区 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ）、 细 胞 外 空 间

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ）、 细胞外泌体 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｏｓｏｍｅ）
等， ＭＦ 主要涉及酶结合 （ｅｎｚｙｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 相同的蛋白质

结合 （ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）、 ＭＡＰ 激酶活性 （ ＭＡＰ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 等。

图 ３　 人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 的 ＧＯ 富集分析

ＫＥＧＧ 通路富集分析共得到 １４６ 条相关信号通路， 根

据 Ｐ 值排序， 前 ２０ 条通路如图 ４ 所示， 主要为癌症

（ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ）、 脂质和动脉粥样硬化 （ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ）、 ＭＡＰＫ 信 号 通 路 （ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ） 等。

图 ４　 人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 的 ＫＥＧＧ 通路分析

３􀆰 ４　 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃ＣＩＲＩ ／ 通路” 网络　 将人参皂苷

Ｒｂ１ 抗 ＣＩＲＩ 的交集靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件中构建

“人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃ＣＩＲＩ” 网络， 见图 ５Ａ。 再将 ＫＥＧＧ 通

路分析中排名前二十的作为 ＣＩＲＩ 相关疾病通路及其靶点，
导入软件中绘制 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃通路” 网络， 如图

５Ｂ 所示， 深蓝表示人参皂苷 Ｒｂ１， 绿色表示各靶点， 浅蓝

表示不同信号通路， 以度值为参数进行网络拓扑分析。 在

靶点方面， ＭＡＰＫ１、 ＭＡＰＫ３、 ＭＡＰＫ８、 ＭＡＰＫ１４ 排名靠

前， 揭示它们在人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 中发挥关键作用；
在通路方面， ＭＡＰＫ、 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ、 ＴＮＦ 等信号通路可能与

人参皂苷 Ｒｂ１ 改善 ＣＩＲＩ 密切相关。
３􀆰 ５　 分子对接　 依据 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃通路” 和核心

ＰＰＩ 网络 Ｐ 值发现， ＭＡＰＫ 信号通路及基质金属蛋白
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图 ５　 “人参皂苷 Ｒｂ１⁃靶点⁃ＣＩＲＩ ／通路” 网络

（ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９） 在人参皂苷 Ｒｂ１ 治疗 ＣＩＲＩ 中发挥关键

作用。 基于此， 本研究将排序靠前的 ＭＡＰＫ１、 ＭＡＰＫ３、
ＭＡＰＫ８、 ＭＡＰＫ１４ 等 ＭＡＰＫ 信号通路蛋白， 以及 ＭＭＰ⁃２、
ＭＭＰ⁃９ 等蛋白分别与人参皂苷 Ｒｂ１ 进行分子对接， 结果见

　 　 　

图 ６， 可知人参皂苷 Ｒｂ１ 与以上靶点的结合能均小于－ ５
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 提示两者具有较强的结合能力， 能够形成稳定的

构象。

图 ６　 人参皂苷 Ｒｂ１ 与 ＭＡＰＫ１ ／ ３ ／ ８ ／ １４ 和 ＭＭＰ⁃２ ／ ９ 的分子对接靶点图

３􀆰 ６　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对 ｂＥｎｄ． ３ 细胞活性的影响　 本研究首

先考察了人参皂苷 Ｒｂ１ 对正常培养下细胞损伤的影响， 如

图 ７Ａ 所示， 在常氧环境及正常培养基中用不同浓度

（０􀆰 ０１、 ０􀆰 １、 １、 １０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 人参皂苷 Ｒｂ１ 处理细胞

２４ ｈ 后， 细胞活性无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 说明人参皂苷

Ｒｂ１ 在此浓度范围内对无明显细胞毒性。
再考察了人参皂苷 Ｒｂ１ （ ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 对经

ＯＧＤ ／ Ｒ 后细胞活性的影响， 如图 ７Ｂ 所示， 与空白组比较，
ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导损伤后细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而经人参皂

苷 Ｒｂ１ （１、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理后增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对 ｂＥｎｄ． ３ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ７　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响　 如图 ８ 所示， 与正常组比较， 模

型组细胞 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 人参皂苷 Ｒｂ１ 组细胞 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ８　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＭＭＰ⁃２、
ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达的影响　 如图 ９ 所示， 与正常组比较， 模型

组细胞 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 人参皂苷 Ｒｂ１ 组细胞 ＭＭＰ⁃２、
ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ９　 人参皂苷 Ｒｂ１ 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＭＡＰＫ 通

路相关蛋白表达的影响　 如图 １０ 所示， 与正常组比较， 模

型组细胞 ｐ３８、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ 磷酸化水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表

明 ＭＡＰＫ 通路被激活； 与模型组比较， ０􀆰 １、 １、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
人参皂苷 Ｒｂ１ 组细胞 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

中风是一种由多种遗传易感性因素导致的复杂疾病，
其后遗症的发生率和严重程度给临床诊疗和患者生活质量

带来了严重负担［１３］ 。 在中医中缺血脑卒中又名 “中风”，
临床表征主要为喁僻不遂、 不识人、 舌强难言等症状， 治

则以活血化痰、 化痰通络为主［１４］ 。 现代药理研究表明， 人

参皂苷 Ｒｂ１ 具有抗氧化应激、 抗炎、 改善神经元免受缺血

性损伤等作用［１５⁃１７］ 。 本研究利用网络药理学、 分子对接技

术对人参皂苷 Ｒｂ１ 抗 ＣＩＲＩ 的核心靶点进行了预测分析， 发

现其关键靶点可能是 ＭＡＰＫ１、 ＭＡＰＫ３、 ＭＭＰ⁃２、 ＭＭＰ⁃９，
主要涉及 ＭＡＰＫ、 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 等信号通路。 分子对接结果

显示， 人参皂苷 Ｒｂ１ 与 ＭＡＰＫ１ ／ ３ ／ ８ ／ １４、 ＭＭＰ⁃２ ／ ９ 核心靶

点之间的结合具有稳定的构象。
血脑屏障破坏的实质是关键紧密连接蛋白活性的改

变［１８］ ， 紧密连接蛋白的功能受脑微血管内皮细胞的调节，
可防止外周血白细胞重新聚集到脑实质［１９］ 。 其中， ＺＯ⁃１ 和

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 为紧密连接形成和功能的关键调节因子， 在紧密

连接的组装、 屏障功能和信号转导中发挥着直接核心的作
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ｐ⁃３８ ／ ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

用， 是 ＣＩＲＩ 诱导的血脑屏障破坏的关键分子靶标［２０⁃２１］ 。 已

有研究证实， 人参皂苷 Ｒｂ１ 可以抑制促炎因子的产生及尼

克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 ４ （ＮＯＸ４） 衍生的自由

基诱导神经炎症， 维持血脑屏障的通透性［２２⁃２３］ 。 本研究结

果显示， 人参皂苷 Ｒｂ１ 能增强 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ｂＥｎｄ． ３ 细胞

中 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达， 提示它维持血脑屏障的通透

性可能与上调紧密连接蛋白表达有关。 金属基质蛋白酶

（ＭＭＰｓ） 是一种多功能内肽酶， 对于组织的形成、 神经元

网络的重塑和维持血脑屏障的完整性至关重要， 中风后的

血脑屏障完整性受损可能导致紧密连接蛋白的降解和细胞

外基质的分解［２４］ 。 本研究结果显示， 人参皂苷 Ｒｂ１ 可抑制

ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导 ｂＥｎｄ． ３ 细胞 ＭＭＰ⁃２ ／ ９ 蛋白表达， 初步验证了

网络药理学预测的结果。
ＭＡＰＫ 信号通路的主要作用是响应刺激将信息从细胞

膜发送到细胞核［２５］ ， 在控制应激反应和缺血性卒中血脑屏

障的破坏中起着重要作用［２６⁃２７］ 。 在脑缺血早期， ＭＡＰＫ 信

号通路中的 ｐ３８ 被激活， ＥＲＫ 和 ＪＮＫ 以时间依赖的方式被

激活， 在缺血脑中呈高表达［２８⁃２９］ 。 本研究结果显示， 人参

皂苷 Ｒｂ１ 可抑制 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＥＲＫ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的

ｂＥｎｄ． ３ 细胞中的表达， 提示它能有效抑制缺血性卒中所致

脑损伤中 ＭＡＰＫ 的激活。
综上所述， 人参皂苷 Ｒｂ１ 可增强 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导 ｂＥｎｄ．

３ 细胞活性， 升高 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达， 降低 ＭＭＰ⁃
２ ／ ９ 蛋白表达， 其作用机制可能与调节 ＭＡＰＫ 信号通路

有关， 为临床防治 ＣＩＲＩ 药物的开发提供了实验依据和思

路借鉴。
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