
基于网络药理学、分子对接技术及细胞实验探究柚皮苷
二氢查尔酮在动脉粥样硬化治疗中的分子机制
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摘要 目的：利用网络药理学、分子对接技术及细胞实验探究柚皮苷二氢查尔酮在动脉粥样硬化（AS）治疗中的作用靶点和分
子机制。方法：通过 GeneCards、TTD、OMIM和 Swiss Target Prediction等数据库获得 AS和柚皮苷二氢查尔酮的潜在靶点，利用韦
恩图确定二者的共同靶点，导入 STRING在线平台形成蛋白互作（PPI）网络关系图，利用 Cytoscape 3.8.2软件生成核心交集靶点
图，同时将核心靶点输入 DAVID数据库进行 GO和 KEGG通路富集分析，利用 AutoDock4.2.6软件对药物及核心靶点进行分子
对接验证。最后，选用人脐静脉内皮细胞，通过 H2O2诱导建立 AS氧化应激细胞模型进行体外生物学验证。结果：经过检索获得
2 044个 AS相关疾病靶点和 100个柚皮苷二氢查尔酮作用靶点。韦恩图筛选获得 38个交集靶点。PPI网络分析得到 10个核
心靶点，按 MCC评分依次为 EGFR、CASP3、ESR1、MTOR、FN1、MMP9、PARP1、PIK3CA、CTSD、CDK2。通过 GO和 KEGG通路分
析显示这些靶点主要涉及炎症、PI3K/Akt信号通路和细胞程序性死亡的信号途径等。分子对接分析结果显示，柚皮苷二氢查尔
酮和多个核心靶点具有良好的结合效能。细胞实验显示，与 Control组相比，H2O2组细胞内活性氧簇（ROS）和 Cleaved caspase-3
的表达水平升高（F=17.77、73.31，均 P<0.001），核因子 资B（NF-资B）p65、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）和肿瘤坏死因子-琢（TNF-
琢）蛋白的表达上调明显（F=22.65、18.64、9.97，均 P<0.05）。与 H2O2组相比，高浓度的柚皮苷二氢查尔酮能抑制细胞内的 ROS
（P<0.01）及剪切胱天蛋白酶 3（Cleaved caspase-3）的表达升高（P<0.001），抑制 NF-资B p65激活（P<0.01）以及下调 MMP-9和
TNF-琢蛋白的表达（均 P<0.01）。结论：柚皮苷二氢查尔酮可通过多靶点、多途径发挥治疗 AS的作用。
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Exploring the molecular mechanism of naringin dihydrochalcone intervention in atherosclerosis based on
network pharmacology, molecular docking and cell experiments
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Abstract Objective：To explore the target and molecular mechanism of naringin dihydrochalcone in the treatment of atherosclerosis
using network pharmacology，molecular docking techniques and cell experiments. Methods：The potential targets of AS and naringin di原
hydrochalcone were obtained through databases such as GeneCards，TTD，OMIM，and Swiss Target Prediction. A Venn diagram was uti原
lized to identify the common targets of the two compounds. Subsequently，these targets were imported into the STRING online platform to
construct a protein-protein interaction（PPI）network diagram. The core intersecting target map was generated using Cytoscape 3.8.2
software. Additionally，the core targets were inputted into the DAVID database for Gene Ontology（GO）and KEGG pathway enrichment
analysis. Molecular docking validation of the drug and core targets was performed using AutoDock 4.2.6 software. Finally，human umbili原
cal vein endothelial cells were selected to establish an oxidative stress cell model induced by H2O2 for in vitro biological validation of AS.
Results：Through retrieval，2 044 disease targets related to AS and 100 action targets of naringin dihydrochalcone were obtained. The
Venn diagram screening yielded 38 intersection targets. The PPI network analysis identified 10 core targets，ranked by MCC score as
follows：EGFR，CASP3，ESR1，MTOR，FN1，MMP9，PARP1，PIK3CA，CTSD，and CDK2. The analyses of GO and KEGG pathways
indicated that these targets were mainly involved in inflammation，the PI3K/Akt signaling pathway，and the signaling pathways of pro原
grammed cell death，etc. The results of molecular docking analysis demonstrated that naringin dihydrochalcone had favorable binding
efficacy with multiple core targets. Cell experiments revealed that compared with the Control group，the expression levels of reactive oxy原
gen species（ROS）and Cleaved caspase-3 in the H2O2 group increased（F=17.77，73.31，both P<0.001），and the expressions of NF-资B
p65，MMP-9，and TNF-琢 proteins were significantly upregulated（F=22.65，18.64，9.97，all P<0.05）. Compared with the H2O2 group，
high concentrations of naringin dihydrochalcone could inhibit the intracellular ROS（P<0.01）and the increased expression of Cleaved
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caspase-3（P<0.001），inhibit the activation of NF-资B p65（P<0.01），and downregulate the expressions of MMP-9 and TNF-琢 proteins
（P<0.01）. Conclusion：Naringin dihydrochalcone can play a role in the treatment of AS through multiple targets and multiple pathways.
Key words naringin dihydrochalcone；atherosclerosis；network pharmacology；molecular docking；cell experiments

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种慢性
炎症性血管疾病，以动脉管壁渐进性增厚、斑块形

成、管腔狭窄和斑块破裂出血为特征[1]。AS可引起
多种心血管相关并发症，如血栓形成、缺血和心绞

痛[2]。因此，防治 AS有重大意义。大多数 AS患者接
受他汀类等的降脂药物的治疗，然而他汀类药物已

被证实有许多不可避免的不良反应，其经过肝脏代

谢，会引起血清谷丙转氨酶升高，并且部分患者会

出现肌肉疼痛的症状，导致停用他汀类药物 [3]。因

此，如何防治 AS疾病的发生与发展，填补传统药物
在治疗中的空白，是目前仍待解决的难题。

天然药物具有结构多样、活性好、不良反应小

的特点，寻找安全有效的天然药物已逐渐成为当前

的研究热点，其中黄酮类等天然产物被认为具有明

显的抗氧化作用。柚皮苷是一种黄酮类化合物，可

从西红柿、柑橘、柚子中提取[4]。药理作用研究表明，

其具有抑制炎症、抗氧化、抗细胞凋亡等功效[5]。柚

皮苷具有抑制 AS的作用，可明显抑制氧化低密度
脂蛋白诱导的细胞损伤和细胞凋亡，且呈浓度依赖

性[6]。二氢查尔酮具有多种生理药理活性，2，6-二羟
基苯乙酮是二氢查尔酮关键的药效基团，具有抗氧

化作用，可通过清除过氧化物和羟自由基来实现[7]。

柚皮苷二氢查尔酮通过柚皮苷氢化获得[8]，Choi等[9]

研究证实柚皮苷二氢查尔酮能有效抑制过氧化氢

和次氯酸，显著清除活性氧簇（ROS）和自由基，从而
抑制蛋白质降解和 DNA链断裂，这说明柚皮苷二
氢查尔酮具有治疗 AS相关疾病的潜力。并且柚皮
苷二氢查尔酮还能降低动物体内的胆固醇含量，这

对预防 AS具有重大意义[10]。然而，以往的研究并未

深入探讨柚皮苷二氢查尔酮抑制 AS的具体机制。
因此，本研究通过网络药理学以及分子对接技术，

探究柚皮苷二氢查尔酮对 AS的潜在治疗作用靶点
及信号通路，同时，通过细胞实验验证探讨柚皮苷

二氢查尔酮防治 AS的作用机制，进一步为柚皮苷
二氢查尔酮作为 AS潜在治疗药物的开发提供新的
理论依据和研究方向。

1 材料和方法

1.1 网络药理学及分子对接分析

1.1.1 疾病相关靶点的筛选 以“Atherosclerosis”
为关键词，利用数据库 Gene Cards（http：//www.
genecards.org/）、TTD（https：//db.idrblab.net/ttd/）以及

药物靶标数据库 DisGeNET（http：//www.disgenet.org/
web/Dis Ge NET/menu）和在线人类孟德尔遗传数据
库 OMIM（https：//www.omim.org/）检索 AS的相关靶
基因，“Organism”选择“Homo sapiens”的情况下，结合
查询到的所有关键靶点并去除重复后，最终获得了

与 AS有关的靶基因。
1.1.2 柚皮苷二氢查尔酮潜在作用靶点的预测 柚

皮苷二氢查尔酮的二维和三维化学结构通过Pub原
Chem（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/home/chemicals）
数据库获得。将其上传至 Swiss Target Prediction数
据库（http：//www.swisstargetprediction.ch/），在该界面
中“Organism”选择“Homo sapiens”，获得柚皮苷二氢
查尔酮的预测靶基因。将其与 1.1.1部分获取的疾
病靶基因一同上传至在线作图工具（http：//jvenn.
toulouse.inra.fr/app/example.html），得到交集靶点并绘
制韦恩图。

1.1.3 蛋白质互作（PPI）网络图构建及关键靶点的
筛选 利用 STRING（https：//stringdb.org/）在线平台
对 1.1.2步骤利用韦恩图筛选出的共同靶点进行可
视化分析和整理，建立展现药物对疾病靶点影响的

PPI网络图，揭示柚皮苷二氢查尔酮靶点蛋白与 AS
靶点蛋白之间的交互作用。为了进一步清晰呈现

PPI网络细节，将图输入到 Cytoscape 3.8.2软件程序
中进行图形化处理。利用 Cytohubba插件评估基因
的核心度，选取马修斯相关系数（MCC）评分前 10
的基因作为关键靶点，得到 PPI网络的核心功能模
块区域。

1.1.4 GO 和 KEGG 通路富集分析 将 1.1.2 步骤
中得到的柚皮苷二氢查尔酮与 AS的共同靶基因通
过导入 DAVID数据库进行了 GO基因本体论分析。
选择如下 3个参数：生物过程（BP）、细胞成分（CC）、
分子功能（MF）对基因进行 GO富集分析。利用京都
基因与基因组百科全书（KEGG）对于药物和疾病的
交集靶点进行通路的富集分析。在分析结果中，筛

选出 GO富集度和 KEGG富集度排名前 10的进行
可视化分析处理。

1.1.5 分子对接分析及可视化 分子对接经常应用

于新药研发，是一种研究受体-配体相互识别和作
用的药物设计技术。将柚皮苷二氢查尔酮与 PPI网
络中关键靶点蛋白进行分子对接，首先建立药物配

体和靶点蛋白受体的结构文件；接着依托 PyMOL
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软件进行编辑，如脱水及加氢等步骤；然后利用

AutoDock4.2.6软件进行分子层面的拟合对接分析，
评估和验证柚皮苷二氢查尔酮和核心靶点之间的

亲和力以及结合模式，并通过结合能的计算来评价

其结合活性。当结合能约-5 kcal/mol时，表示药物与
靶基因结合力良好，亲和力高，以此作为筛选标准。

最后根据对接结果，绘制结合模式图，并应用 Lig原
Plus软件进行对接模式的可视化处理展示。
1.2 细胞实验

1.2.1 细胞、药品与试剂 人脐静脉内皮细胞（HU-
VEC）购自中国科学院上海细胞研究所；柚皮苷二氢
查尔酮购自上海毕得医药科技股份有限公司；30%
H2O2购自西格玛奥德里奇（Sigma-Aldrich，上海）；
CCK-8试剂盒、活性氧检测试剂盒和 BCA蛋白定
量试剂盒由上海碧云天公司提供；核因子 资B（NF-
资B）p65一抗、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）一抗、肿
瘤坏死因子-琢（TNF-琢）一抗、剪切胱天蛋白酶 3
（Cleaved caspase-3）一抗、微管蛋白（茁-tubulin）一
抗及二抗均由美国 Abcam公司供应。
1.2.2 CCK-8 法检测细胞活力 将 HUVEC 培养
于 37益、5% CO2培养箱内，使用含 10%胎牛血清和
1%青霉素-链霉素的培养基，按照 1伊105/mL的密度
接种至 96孔板。细胞贴壁后，加入不同浓度的药物
培养基进行孵育。到达预定时间后，每孔加入 100 滋L
CCK-8工作液，孵育 2 h后，在 450 nm处测定吸光
度，计算细胞存活率。为评估柚皮苷二氢查尔酮对

细胞活力的影响，采用梯度稀释法将其终浓度设为

0、5、10、20、50、100和 200 滋mol/L，孵育24 h后，弃
药物培养基并加入 CCK-8工作液孵育 2 h。为检测
柚皮苷二氢查尔酮的细胞保护作用，预先加入不同

浓度的柚皮苷二氢查尔酮（10、50、100、200 滋mol/L）
孵育 2 h，再加入400 滋mol/L H2O2刺激 12 h，之后加
入 CCK-8工作液孵育 2 h，最后通过酶标仪在 450 nm
处测定吸光度。

1.2.3 ROS 的检测 将 HUVEC 以 2伊105/mL 接种
于共聚焦培养皿中，随机分为 Control组、H2O2组、低

剂量（L）组、高剂量（H）组。L组和 H组分别加入
50 滋mol/L、100 滋mol/L的柚皮苷二氢查尔酮预处理
细胞 2 h 后，用 400 滋mol/L H2O2 刺激细胞 12 h，
Control组用新鲜培养基处理，H2O2组加入 400滋mol/L
H2O2刺激处理 12 h。随后，冲洗细胞并用无血清
DMEM稀释 DCFH-DA探针（10 滋mol/L）处理 30
min。PBS洗涤 3次，通过激光共聚焦显微镜在共聚
焦培养皿中观察细胞内 ROS的生成。
1.2.4 细胞内 Cleaved caspase-3免疫荧光检测 将

HUVEC 以 2伊105/mL 接种于共聚焦培养皿中，按
1.2.3方法随机分组并处理。后用 PBS洗涤细胞，4%
多聚甲醛固定 20 min，随后加入 Cleaved caspase-3
抗体（1 颐 200）4益孵育过夜。第 2天，用荧光二抗（1 颐
500）孵育细胞，DAPI染细胞核，并在激光共聚焦显
微镜下拍照。

1.2.5 Western印迹法检测 NF-资B通路相关蛋白的
表达 将 HUVEC 以 1伊106/mL的密度接种于 6 孔
板，按照 1.2.3方法进行随机分组和处理。收集各组
细胞，用 RIPA裂解液裂解并离心，提取总蛋白，并
使用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。等量蛋白样品在
10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，随后转移到
PVDF膜并进行封闭。分别加入一抗 茁-tubulin、NF-
资B p65、MMP-9和 TNF-琢（1 颐 1 000），4益孵育过夜，
次日更换二抗（1 颐 5 000），室温孵育 2 h后显影。实
验重复 3次，使用 Image J软件进行定量分析。
1.3 统计学处理 采用 GraphPadPrism8.0 进行数
据统计分析，所有实验均重复 3次，符合正态分布的
数据以 x依s表示，多组样本均数的比较使用单因素方
差分析（One-way-ANOVA），P<0.05 为差异具有统
计学意义。

2 结果

2.1 网络药理学及分子对接结果分析

2.1.1 疾病靶点基因预测结果 通过在 GeneCards
和 DisGeNET、TTD、OMIM 数据库检索 AS 靶点，根
据筛选条件去除重复，最终得到 AS相关基因靶点
2 044个。
2.1.2 柚皮苷二氢查尔酮相关靶点基因预测结果

通过 Pub Chem数据库检索，可获得柚皮苷二氢查
尔酮的二维及三维化学结构图（图 1A、B）。从 Swiss
Target Prediction 数据库通过筛选获得 100 个柚皮
苷二氢查尔酮作用靶基因。将 2.1.1获得的 AS相关
靶基因共同上传至在线作图工具（http：//jvenn.
toulouse.inra.fr/app/example.html）进行韦恩分析后，
共得到 38个柚皮苷二氢查尔酮治疗 AS的潜在靶
点（图 1C）。
2.1.3 PPI网络的构建与分析 采用 STRING数据
库构建柚皮苷二氢查尔酮与 AS交集靶点的 PPI网
络（图 2A），并通过 Cytohubba 插件进行 MCC 评分
以作筛选，最终获得评分排名前 10的关键基因如
下：EGFR、CASP3、ESR1、MTOR、FN1、MMP9、PARP1、
PIK3CA、CTSD、CDK2（图 2B）。
2.1.4 GO功能分析 将 2.1.2 得到的柚皮苷二氢
查尔酮与 AS的 38个共同靶基因导入 DAVID数据
库，进行 GO分析，结果显示柚皮苷二氢查尔酮治疗

范丽文，等.基于网络药理学、分子对接技术及细胞实验探究柚皮苷二氢查尔酮在动脉粥样硬化治疗中的分子机制 3
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AS的潜在靶点被富集，其 BP主要涉及到蛋白质水
解、信号转导、蛋白质磷酸化等（图 3A）；CC涉及质
膜、胞膜、胞质基质等（图 3B）；MF涉及 ATP结合、

相同蛋白结合、蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶的
活性等（图 3C）。
2.1.5 KEGG通路富集分析 运用 DAVID数据库
对这些共同靶点涉及的通路途径进行了 KEGG 通
路富集分析，筛选出相关度富集排名前 10位的通
路，将其进行可视化绘制气泡图。KEGG分析结果显
示，主要涉及的通路有糖尿病心肌病通路、PI3K-
Akt信号通路、脂质和 AS信号通路、凋亡信号通路
等（图 3D）。
2.1.6 分子对接 为了进一步证实靶蛋白和药物

中有效成分之间的亲和力，本实验将 PPI网络中筛
选到的 10个关键靶蛋白和柚皮苷二氢查尔酮的二
维构型导入 AutoDock4.2.6 软件进行分子对接，对
接结果按结合能数值由高到低进行排序，结果如表

1所示。利用 PyMOL和 LigPlus软件对分子的对接
结果实现了可视化，获得柚皮苷二氢查尔酮和 AS
的核心靶点分子对接的二维及三维对接模式图（图

4A、B）。结果表明，柚皮苷二氢查尔酮可与多个靶点
良好对接来干预 AS的进展。
2.2 细胞实验

2.2.1 柚皮苷二氢查尔酮对HUVEC细胞活力的影响
结果显示（图 5A），5、10、20、50、100和 200 滋mol/L 的
柚皮苷二氢查尔酮对 HUVEC 细胞活力无明显影
响，具有良好的生物相容性。图 5B结果显示，与
Control组相比，H2O2组中 HUVEC细胞存活率明显
降低（F=11.28，P<0.001）；与 H2O2模型组相比，柚皮

苷二氢查尔酮预处理可以增加 H2O2损伤细胞的存

活率，且呈浓度依赖性，200 滋mol/L的柚皮苷二氢查
尔酮对细胞的保护作用最强（P < 0.01）。
2.2.2 柚皮苷二氢查尔酮能抑制细胞内 ROS生成
ROS可以反映细胞内氧化应激的水平，因此利用
DCFH-DA探针标记细胞内的 ROS，Hoechst染料标

注：A：柚皮苷二氢查尔酮 2D结构；B：柚皮苷二氢查尔酮 3D结构；C：柚皮苷二氢查尔酮与 AS靶点韦恩图；AS：动脉粥样硬化

图 1 柚皮苷二氢查尔酮的结构示意图及与 AS潜在交集靶点
Fig.1 The schematic diagram of naringin dihydrochalcone忆s structure and its potential intersection targets in AS

2006 38 62

疾病 药物

A

图 2 柚皮苷二氢查尔酮和 AS的 10个交集靶点的 PPI网络
Fig.2 The PPI network conducted of naringin dihydrochalcone

and 10 intersecting targets in atherosclerosis

注：A：交集靶点 PPI网络图；B：前 10个关键靶点 PPI网络图；

AS：动脉粥样硬化
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图 3 PPI网络中前 10个关键靶点的 GO功能和 KEGG富集分析

Fig.3 GO function and KEGG enrichment analysis of the top 10 key targets in PPI network
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表 1 分子对接结合能

Tab.1 Molecular docking binding energy

基因名称 对应蛋白名称 结合能（kcal·mol-1）

MTOR 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 -10.0

PIK3CA 磷脂酰肌醇 4,5-二磷酸 3-激酶催
化亚基 琢亚型 -9.1

CTSD 组织蛋白酶 D -8.9

CDK2 细胞周期蛋白依赖性激酶 2 -8.6

MMP-9 基质金属蛋白酶-9 -8.5

CASP3 半胱天冬酶-3 -7.9

ESR1 雌激素受体 1 -7.9

EGFR 上皮生长因子受体 -7.8

FN1 纤连蛋白 1 -7.7

PARP1 聚 ADP-核糖聚合酶 1 -7.2

记细胞核，以检测 ROS在 HUVEC中的含量。结果
显示（图 6），与 Control组相比，H2O2组中的细胞显

示出相当高水平的 ROS（F=17.77，P<0.001）；与 H2O2

组相比，用不同剂量柚皮苷二氢查尔酮预处理 HU原
VEC 2 h后，DCFH-DA的荧光信号显著减弱，H组
处理下最为明显（P<0.01）。
2.2.3 免疫荧光检测柚皮苷二氢查尔酮下调细胞

内 Cleaved caspase-3 的表达 为验证柚皮苷二氢

查尔酮能否抑制 H2O2诱导的 HUVEC细胞凋亡，用
荧光二抗标记胞质内的 Cleaved caspase-3，并用
DAPI标记细胞核，进行免疫荧光染色。结果（图 7）
显示，与 Control组相比，H2O2组中的细胞 Cleaved
caspase-3的表达显著上调（F=73.31，P<0.001）；与
H2O2组相比，柚皮苷二氢查尔酮预处理给药组能明

显抑制其表达，H组处理抑制效果最好（P<0.001），
并呈浓度依赖性。

2.2.4 柚皮苷二氢查尔酮对 NF-资B通路中调控细
胞炎症关键蛋白表达的影响 如图 8所示，与 Con原
trol组比较，H2O2组的 NF-资B p65、MMP-9和 TNF-
琢的蛋白表达量明显上升（F=22.65、18.64、9.97，均
P<0.05）；与 H2O2组相比，100 滋mol/L柚皮苷二氢查
尔酮使得 NF-资B p65、MMP-9 和 TNF-琢的蛋白表
达表达显著下调（均 P<0.01）；50 滋mol/L柚皮苷二氢
查尔酮对 NF-资B p65的下调作用不明显，对 MMP-9
和 TNF-琢的表达调节效果较弱（均 P<0.05）。结果表
明柚皮苷二氢查尔酮可以通过抑制 NF-资B通路，降
低MMP-9和炎症因子TNF-琢的表达，从而在 AS微
环境中实现抗炎的作用。

范丽文，等.基于网络药理学、分子对接技术及细胞实验探究柚皮苷二氢查尔酮在动脉粥样硬化治疗中的分子机制 5
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图 4 柚皮苷二氢查尔酮与关键靶点的分子对接的 2D和 3D可视化结果
Fig.4 2D and 3D visualizations of the molecule docking of naringin dihydrochalcone with key targets

注：A：柚皮苷二氢查尔酮与 MCC评分前 5个关键靶点的结合；B：柚皮苷二氢查尔酮与 MCC评分后 5个关键靶点的结合
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注：Control组：正常对照组；H2O2组：H2O2（400 滋mol/L）组；与 Control组相比：###P < 0.001；与 H2O2组相比：*P < 0.05，**P < 0.01，ns：无统计学
意义；A：柚皮苷二氢查尔酮的生物相容性；B：柚皮苷二氢查尔酮对 H2O2诱导的 HUVEC细胞存活率的影响

图 6 柚皮苷二氢查尔酮抑制 HUVEC细胞内 ROS的生成
Fig.6 Naringin dihydrochalcone inhibits the production of ROS in HUVEC

注：Control组：正常对照组；H2O2组：H2O2（400 滋mol/L）组；L组：H2O2（400 滋mol/L）+柚皮苷二氢查尔酮（50 滋mol/L）组；H组：H2O2（400 滋mol/
L）+柚皮苷二氢查尔酮（100 滋mol/L）组；与 Control组相比：###P<0.001；与 H2O2组相比：*P<0.05，**P<0.01；A：通过 DCFH-DA荧光探针检测 HU原
VEC内 ROS的水平，比例尺=50 滋m；B：通过 Image J软件定量 DCFH-DA的荧光强度；ROS：活性氧簇
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图 5 柚皮苷二氢查尔酮对 HUVEC细胞活力的影响
Fig.5 Effect of naringin dihydrochalcone on HUVEC cell viability
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图 7 柚皮苷二氢查尔酮下调 HUVEC内 Cleaved caspase-3的生成
Fig.7 Naringin dihydrochalcone downregulates the production of Cleaved caspase-3 in HUVEC

注：Control组：正常对照组；H2O2组：H2O2（400 滋mol/L）组；L组：H2O2（400 滋mol/L）+柚皮苷二氢查尔酮（50 滋mol/L）组；H组：H2O2（400 滋mol/L）+
柚皮苷二氢查尔酮（100 滋mol/L）组；与 Control组相比：###P<0.001；与 H2O2组相比：*P<0.05，***P<0.001；A：免疫荧光染色检测 HUVEC细胞内
Cleaved caspase-3的表达水平，比例尺=20 滋m；B：通过 Image J软件定量 Cleaved caspase-3的荧光强度
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图 8 柚皮苷二氢查尔酮对 H2O2诱导的 HUVEC内 NF-资B及下游蛋白表达的影响
Fig.8 The impact of naringin dihydrochalcone on the expression of NF-资B and downstream proteins in HUVEC induced by H2O2

注：NF-资Bp65：核因子 资Bp65；TNF-琢：肿瘤坏死因子-琢；MMP-9：基质金属蛋白酶-9；Control组：正常对照组；H2O2组：H2O2（400 滋mol/L）
组；H组：H2O2（400 滋mol/L）+柚皮苷二氢查尔酮（100 滋mol/L）组；L组：H2O2（400 滋mol/L）+柚皮苷二氢查尔酮（50 滋mol/L）组；与 Control组相比，
#P<0.05，##P < 0.01，###P<0.001；与 H2O2组相比，*P<0.05，**P<0.01，ns：差异无统计学意义
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3 讨论

AS的发病机制涉及脂质的浸润、内皮损伤、炎症
反应、免疫反应和血流动力学效应等多种可能[11-12]。

目前，临床上治疗 AS的用药大多以降血脂类、抗氧
化类、抗血小板聚集类、降血压类等传统西药为主，

均存在一定的不良反应并易产生药物依赖性，因此

开发出新型的抗 AS药物已经成为一种趋势。既往
实验表明，天然药物成分治疗心血管疾病有着较为

显著的效果，例如天然黄酮类（包括柚皮苷）对心血

管疾病的作用已有报道，高黄酮摄入量与心血管风

险呈负相关 [13-14]，且柚皮苷通过抗炎、抗氧化、抗细

胞凋亡及自噬等作用抑制 AS的发生、发展[15]。柚皮

苷二氢查尔酮也被报道具有抗氧化能力[16]，但其作

用靶点还未明确，治疗 AS的具体机制尚未被深入
的研究。因此，本研究整合了网络药理学和分子对

接技术，对柚皮苷二氢查尔酮抑制 AS的潜在作用
机制进行探讨和分析。

本研究通过 PPI 拓扑分析筛选得到 EGFR、
CASP3、ESR1、MTOR、FN1、MMP9、PARP1、PIK3CA、

CTSD、CDK2是柚皮苷二氢查尔酮治疗 AS 的潜在
核心靶点。根据分子对接能量来进一步评估化合物

与核心靶点的结合能力，结果显示，上述靶点与柚

皮苷二氢查尔酮的结合能均<-5.0 kcal/mol，这表明
两者具有良好的结合力，提示柚皮苷二氢查尔酮可

能通过作用于 AS的多个靶点来发挥治疗作用。
表皮生长因子受体（EGFR）是一种酪氨酸激酶

型受体，在巨噬细胞、血管平滑肌细胞、内皮细胞和

心肌细胞中均有表达，参与 AS的病理生理过程[17]。

研究表明 EGFR导致 NF-资B通路的下游激活，并刺
激巨噬细胞促炎基因的转录，加重斑块微环境中的

氧化应激[18]。Zhang等[19]研究发现，一些细胞因子能

导致 EGFR的反式激活从而活化 MAPK-ERK信号
通路，诱导血管平滑肌细胞增殖，促进 AS的形成。
MMP-9是一种分泌蛋白，能被分泌到胞外降解基
质，引起一系列炎症反应[20]。炎症因子通过激活 NF-
资B通路刺激 MMP-9在人内皮细胞、平滑肌细胞和
巨噬细胞中表达，而 MMP-9的高表达可使血管内
皮通透增加，加速脂质和炎症细胞的浸润，从而加

范丽文，等.基于网络药理学、分子对接技术及细胞实验探究柚皮苷二氢查尔酮在动脉粥样硬化治疗中的分子机制 7
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剧 AS炎症反应[21]。还有研究显示，MMP-9能导致血
管内皮细胞屏障受损，促进血管平滑肌细胞的迁移

和增殖，造成斑块破裂[22]。以上研究表明，柚皮苷二

氢查尔酮可能通过抑制 EGFR和 MMP-9的表达，从
而抑制 NF-资B、MAPK-ERK通路的激活，其在 AS的
抗炎治疗中扮演着重要角色。

PIK3CA基因参与细胞的增殖、分化和凋亡等
生命过程的调控，已有研究证实，AS中 PIK3CA基
因表达增强[23]。PI3K是 PIK3CA基因的表达产物，其
可通过 PI3K/Akt通路影响炎症因子的表达来调节
巨噬细胞极化、自噬和脂代谢功能，进而改变 AS发
展进程[24]。抑制 PI3K能放大 AS斑块早期的自噬进
程和血管内皮损伤扩张[25]。哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）在细胞自噬中扮演关键的抑制性角色，其
激活可促进 AS的发展[26]。AS中巨噬细胞的自噬受
到 PI3K/Akt/mTOR的调控，当该通路被抑制时，巨
噬细胞的自噬水平会上调[27]。因此，柚皮苷二氢查尔

酮有可能通过选择性抑制 PIK3CA 和 MTOR 基因
的表达从而抑制 PI3K/Akt/mTOR信号途径，激发巨
噬细胞自噬现象，减少斑块内巨噬细胞渗透，抑制

炎症反应，进一步巩固易损斑块。

Caspase-3是半胱氨酸蛋白酶（CASP）家族的核
心成员。据报道，当血管内皮细胞受损时，激活的

caspase-3诱导细胞凋亡，从而导致内皮功能紊乱，成
为 AS病变的启动因素[28]。PARP1是多聚 ADP核糖
聚合酶家族（PARP）中的一员，具有修复受损的DNA
的功能，然而 PARP1在 DNA受到严重破坏时会激
活 caspase-3，被其特异性剪切，导致细胞凋亡[29]。研

究表明，抑制 PARP1可减少血管内皮细胞黏附因
子、炎症因子和 caspase-3的表达，抑制 AS斑块的
破坏[30]。此外，PARP1还可通过改变 MMP和金属蛋
白酶组织抑制剂的比例来促进 AS 斑块的破坏 [28]。

组织蛋白酶 D（CTSD）是一种溶酶体天冬氨酸蛋白
酶，可被细胞自噬激活，进而导致细胞凋亡[31]。已有

研究证实，在人 AS斑块中 CTSD的高度表达，推动
了巨噬细胞转变为泡沫细胞。细胞周期蛋白依赖性

激酶 2（CDK2）在细胞增殖、分化和凋亡中起着调控
作用，因此抑制巨噬细胞或血管平滑肌细胞中

CKD2的表达可促进其凋亡，用于 AS治疗中[32]。结

合以上研究成果，合理推测柚皮苷二氢查尔酮通过

抑制 caspase-3、PARP1、CTSD、CDK2的表达，从而
抑制细胞凋亡、改善血管内皮功能、稳定斑块，达到

治疗 AS的目的。
纤连蛋白 1（FN1）与细胞外基质的形成有关，

也在细胞黏附和迁移过程中发挥作用。FN1在 AS

纤维斑块中过表达，是 AS过程中纤维斑块形成的
指标。雌激素受体 1（ESR1）基因编码 ER，已有研究
证据支持，各类 ER可以通过抗氧化应激、降低血管
平滑肌细胞分化、减少斑块钙化等作用防止 AS的
发生和发展[33]。但是目前在 AS的相关研究中，FN1
和 ESR1的作用机制尚未详细阐述，仍需要进一步
深入探索研究。

为了验证上述分析结果，笔者以 HUVEC为研
究对象，选用 H2O2模拟 AS的氧化应激微环境，通
过共聚焦显微镜观察细胞内 ROS 和 Cleaved cas原
pase-3的含量，揭示了柚皮苷二氢查尔酮可有效抑
制 H2O2诱导的细胞氧化应激和凋亡；通过Western
印迹实验揭示了柚皮苷二氢查尔酮可通过 NF-资B
通路抑制 H2O2 诱导的 MMP-9 和 TNF-琢 蛋白表
达，减缓细胞炎症，维持 AS微环境的稳态。
综上所述，本研究借助网络药物学和分子对接

分析技术，初步探讨了柚皮苷二氢查尔酮通过多靶

点、多通路治疗 AS的潜在作用机制，发现柚皮苷二
氢查尔酮治疗 AS 的核心靶点有 EGFR、CASP3、
ESR1、MTOR、FN1、MMP9、PARP1、PIK3CA、CTSD、
CDK2，主要通过调控炎症、凋亡、PI3K/Akt 信号通
路等起到干预 AS的作用。通过体外细胞实验进一
步验证了柚皮苷二氢查尔酮在 CASP3 及 MMP-9
靶点和 NF-资B信号通路中的作用，初步证实了其在
AS中抗炎、抗氧化应激及抗凋亡作用。此外分子对
接结果表明，柚皮苷二氢查尔酮与核心靶点间都具

有较强结合活性，是治疗 AS的潜在有效成分，这为
进一步探索柚皮苷二氢查尔酮治疗 AS的作用机制
提供了理论依据，具有一定的参考价值，但其具体

的临床疗效有待进一步实验验证。
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