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·论著·

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是指

各种原因引起的椎管内神经结构及其功能

的损害，出现损伤平面或以下的脊髓功能

紊乱。SCI的病因分为创伤性和非创伤性 2

种 [1]。损伤往往会导致神经细胞的死亡，并

且在损伤的脊髓内可以观察到大量的凋亡
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摘要 目的：研究并验证槲皮素治疗脊髓损伤（SCI）的疗效及可能的作用机制。方法：通过网络药理学方法，

检索中药系统药理数据库和分析平台（TCMSP）数据库、GeneCards、DisGeNET数据库及OMIM数据库，筛选

槲皮素治疗SCI的相关靶点，构建Venn图，得到槲皮素-SCI关键靶点，进一步将关键靶点基因输入STRING

数据库，构建蛋白质-蛋白质相互作用网络（PPI）。将关键靶基因输入Metascape数据库进行GO及KEGG富

集分析。使用AutodockTools软件进行分子对接。最后通过体外细胞试验进行验证。结果：通过筛选，共得

到259个槲皮素-SCI关键靶点；通过度值、中介中心度及接近中心度值筛选，最终纳入了槲皮素作用于SCI

的关键靶基因10个，分别为AKT1、VEGFA及TP53等基因。槲皮素可以与靶点蛋白AKT1、VEGFA和TP53

自发结合。GO生物学过程分析结果表明，槲皮素可能通过凋亡信号通路参与治疗SCI。体外细胞试验结果

表明，槲皮素通过抑制细胞凋亡增加双氧水（H2O2）处理的PCP12细胞的细胞活力。结论：槲皮素可能通过

抑制细胞凋亡治疗SCI，提示槲皮素对治疗SCI可能有一定的应用前景。
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Abstract Objective: To investigate and validate the efficacy and possible mechanisms of quercetin in treating

spinal cord injury (SCI). Methods: Using network pharmacology methods, we screened relevant targets of quer-

cetin treatment for SCI from TCMSP databases, GeneCards, DisGeNET databases and OMIM databases, con-

structed Venn diagrams, obtained key targets of quercetin-SCI, further inputted the key target genes into STRING

database to construct protein-protein interaction networks (PPI). We inputted the key target genes into Metascape

database for GO and KEGG enrichment analysis. We conducted molecular docking using AutodockTools soft-

ware. Finally, we validated the results through in vitro cell experiments. Results: After screening, a total of 259

quercetin-SCI key targets were obtained. Through degree value, medium centrality and closeness centrality value

screening, we finally selected 10 key target genes of quercetin acting on SCI, including AKT1, VEGFA and TP53

genes. Quercetin can spontaneously bind with target proteins AKT1, VEGFA and TP53. GO biological process

analysis showed that quercetin may participate in treating SCI through apoptosis signaling pathways. Cell experi-

ment results showed that quercetin increased the cell viability of PCP12 cells treated with H2O2 by inhibiting

apoptosis. Conclusion: Quercetin may treat SCI by inhibiting apoptosis, suggesting that it may have potential

application prospects for treating SCI.

Keywords Quercetin; network pharmacology; molecular docking; spinal cord injury

【编者按】 脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是指各种原因引起的椎管内神经结构及其功能的损害，出

现损伤平面或以下的脊髓功能障碍，其病因分为创伤性和非创伤性。脊髓损伤、修复的病理生理机制及治

疗方法是临床研究的难点。本期“脊髓损伤与修复专题”纳入《槲皮素通过抑制细胞凋亡减轻脊髓损伤》《脊

髓室管膜区内源性神经干细胞在脊髓损伤修复中的潜在作用机制研究》及《小胶质细胞在脊髓损伤中的作

用机制研究进展》，研究在脊髓损伤过程中，小胶质细胞和内源性神经干细胞的作用机制，探讨脊髓损伤的

药物疗效及机制，为临床脊髓损伤的治疗手段的更新提供理论依据。

脊髓损伤与修复专题
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细胞[2]。细胞凋亡诱导的广泛神经元死亡是SCI恢复

的最大障碍之一[3]。因此，抑制SCI后细胞凋亡可能是

减轻SCI的有效措施。

槲皮素呈黄色针头状或粉末状，在 95.0 ℃～

97.2 ℃转化为无水状态[4]。同大多数的黄酮类化合物

一样，槲皮素也拥有一个共同的三环结构（图 1A），具

有抗氧化[5]、抗炎活性[6]和神经保护作用[7,8]。研究表明，

槲皮素可明显促进SCI后轴突出芽，减少回缩，促进运

动功能恢复[9]。郭磊等[10]通过建立大鼠SCI模型，发现

槲皮素对大鼠急性SCI具有保护作用，其机制可能是

通过抑制炎性因子从而调节炎症反应及自由基而实现

的。

网络药理学通过检索在线数据库，借助高通量组

学数据分析，探究中药作用的药理机制，其方法是系

统的，与中医整体观念和辩证施治原则相一致[11]。分

子对接是一种已建立的基于计算机结构的方法，能够

识别具有治疗意义的新型化合物，在分子水平预测配

体-靶标相互作用，广泛应用于药物发现[12]。本研究借

助网络药理学及分子对接技术探究槲皮素治疗SCI的

潜在分子机制，并进一步通过体外实验明确相关机制。

1 材料与方法

1.1 槲皮素靶点及SCI靶点预测

通过中药系统药理数据库和分析平台[13]（Traditio-

nal Chinese Medicine Systems Pharmacology Database

and Analysis Platform，TCMSP，http://tcmspw.com/

tcmsp.php）检索槲皮素的有效靶点。从PubChem数据

库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound）[14]下载槲

皮素的pdb结构式。获取的靶蛋白在UniProt数据库进

行匹配相对应的靶基因（https://www.uniprot.org/）[15]。

通 过 在 GeneCards（https://www.genecards.org/） [16]、

OMIM（https://omim.org/）[17]和 DisGeNET（https://www.

disgenet.org/）[18] 数据库检索关键词“SCI”及“Spinal

Cord Injury”获得 SCI的靶基因。槲皮素与SCI靶基因

合并取重后获得关键基因。

1.2 蛋白质 - 蛋白质相互作用网络（protein-protein

interactions，PPI）

将交集靶基因输入 STRING 在线数据库（https://

string-db.org/）的 Multiple proteins 选 项 ，将“Homo

sapiens”定义为当前设置，最小满分设置为中等置信度

（0.400），获得 PPI 网络信息，然后导入 Cytoscape3.7.1

软件，可视化PPI网络。

1.3 GO和KEGG通路富集分析

将关键靶基因输入 Metascape 在线数据库（http://

metascape.org/gp/index），并将物种设定为“H.sapiens”，

设置最小重叠：3，P值截断值：0.01，最小富集：1.5。进

行基因本体（Gene Ontology，GO）富集分析和京都基因

与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes，KEGG）通路分析。GO富集分析包括生物过

程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能（MF）。选择前 20

位GO分析结果连同其显著P值绘制直方图；同时获得

前 20位的KEGG通路结果绘制气泡图。认为P＜0.05

具有显著性。

1.4 分子对接

通过分子对接技术探究槲皮素（配体）如何与靶蛋

白（受体）发生相互作用。槲皮素的 2D晶体结构获自

PubChem 后通过 Chem3D（版本：18.1.2.18）转化为

mol2 格式。受体蛋白的 3D 结构选自蛋白质数据库

（PDB）（http://www.rcsb.org/pdb/）。通过 Autodock 软

件（版 本 ：1.5.6；Molecular Graphics Laboratory，the

Scripps Research Institute）制备配体和蛋白文件，设计

好对接盒子后进行对接。显示对接分数的结合能，以

评估可靠性并描述配体定位的准确性。结合能负值越

大，受体配体结合越好[19]。槲皮素和受体蛋白的结合

能见表 1。选择结合最好的配体与受体在 Pymol（版

本：2.3.4）中进行3D可视化。

1.5 细胞培养

PC12细胞系（购自上海细胞研究中心）在含 10%

胎牛血清（Gibco，美国）和1%青霉素-链霉素（100×，苏

州新赛美生物科技公司，中国）的 RPMI 1640 培养基

中，于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

1.6 细胞活力测定

采用细胞活力检测试剂盒（Cell Counting Kit-8，

CCK-8）（上海笛医生物科技有限公司，中国）评价槲皮

素（MedChemExpress公司）处理后的细胞活力。PC12

细胞铺板于96孔板后孵育 24 h，然后用不同浓度的槲

皮素处理，孵育 24 h 后，向各孔中加入 CCK-8 溶液

（10 μL），进一步孵育25 min。在酶标仪上测定450 nm

波长下各孔的吸光度。同方法检测H2O2处理的PC12细

胞以及槲皮素治疗H2O2处理的PC12细胞的细胞活力。

1.7 蛋白免疫印迹分析（Western blot analysis）

PC12 细胞分别给与空白对照、200 μmol/L H2O2、

200 μmol/L H2O2和 50 μg/mL槲皮素处理，并检测凋亡

相关蛋白的表达量。首先通过BCA蛋白浓度测定试

剂盒测定总蛋白浓度。12%SDS-PAGE用于分离等量

的提取蛋白（30 μg），然后转到PVDF膜上。用含0.1%
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吐温-20 的 Tris 缓冲盐水中的 5%BSA 封闭膜 2 h。分

别用指定的一抗孵育，抗 Bax（1∶6000，Proteintech，美

国）、抗 Bcl-2（1∶500，Proteintech，美国）、抗β-actin（1∶
4000，Signalway Antibody，美 国 ）和 抗 Cleaved

Caspase-3（1 ∶4000，Cell Signaling Technology，美国），

4 ℃过夜。然后室温下孵育二抗（1∶4000，Cell Signaling

Technology，美国）。采用伯乐 CHEMIDOCXRS 化学

发光成像系统和QuantityOne软件进行显影。

1.8 统计学处理

使用 GraphPad Prism（版本 6.0c）分析数据及绘

图。符合正态分布以及方差齐性的计量资料以（x±s）
表示，组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用SNK-q检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 槲皮素及SCI相关靶基因

槲 皮 素 的 MOL ID 为 MOL000098，分 子 式 为

C15H10O7（图1A），其口服生物利用度（oral bioavaila-

bilit，OB）为 46.43% ，类 药 性（drug-likeness，DL）为

0.28。从TCMSP数据库中共收集到431个意义的靶基

因。从 GeneCards、OMIM 和 DisGeNET 数据库中，收

集了2656个SCI有效靶基因。槲皮素和SCI的关键基

因为259个（图1B）。

2.2 PPI网络

String数据库用于获得这 259个关键基因的蛋白

质和蛋白质互作网络。然后通过Cytoscape 3.6.0软件

分析结果，并构建 PPI 网络，使用 Cytoscape 插件

CytoNCA根据度值对网络中的节点进行排序，度较高

的靶基因往往是关键的靶基因，每个节点根据自身的

程度显示不同的颜色深度，颜色越深，度数越高（红色

代表最高）。根据度值前50%筛选了130个关键基因，

进一步通过设置度值＞117，中介中心度＞1200以及接

近中心度＞0.645，最终筛选了槲皮素作用于SCI的关

键靶基因 10 个，分别为 AKT1、VEGFA、TP53、JUN、

TNF、IL6、CASP3、IL1B、EGFR和MMP9，见图2。

2.3 GO生物过程网络图

通过 GO 生物过程分析，槲皮素可通过凋亡信号

通路参与治疗脊髓损伤，其富集的基因为 PARP1、

AKT1、AR、Bax、BCL2、Caspase3等，见图3。

2.4 槲皮素与SCI靶蛋白的分子对接

分子对接通过三维结构和能量最优化，配体和受

体相互识别并结合，为活性位点内2个分子的配体-受

体相互作用和结构特征提供了新的认识[20]。槲皮素可

与 AKT1 蛋白对接结合口袋中的氨基酸 GLN-59、

GLN-61、ARG-76、SER-56、LEU-7（图 4A）；3D 结构的

槲皮素与 VEGFA 蛋白对接结合口袋中的氨基酸

GLY-65、GLY-59、CYS-60、ASN-62 和 GLY-68（图 4B）；

与 TP53 蛋白对接结合口袋中的氨基酸 GLU-83、

GLU-86、LYS-87和THR-90（图4C）。在评估对接分数

后，发现TP53优于AKT1以及VEGFA，见表1。

注：（A）槲皮素2D分子结构；（B）槲皮素及SCI靶基因交集

关系的维恩图。

图1 槲皮素分子结构及其与SCI靶基因交集关系

图2 槲皮素作用于SCI 的关键基因的蛋白质和蛋白质互作网络

A B C

图3 GO生物过程网络图

注：（A）槲皮素对接AKT1；（B）槲皮素对接VEGFA；（C）槲

皮素对接TP53。

图4 槲皮素与SCI靶蛋白的分子对接3D结构

A B
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配体分子

槲皮素

槲皮素

槲皮素

受体蛋白

AKT1

VEGFA

TP53

对接分数/(kcal/moL)

－6.80

－6.55

－7.13

表1 受体配体结合化合能（前3位）

2.5 槲皮素增加H2O2处理的PCP12细胞的细胞活力

为了明确槲皮素对PC12细胞的影响，使用CCK8

试剂盒检测细胞活力，结果表明50 μg/mL的槲皮素可

以增加细胞活力（P=0.0114），而200 μg/mL的槲皮素可

降低细胞活力（P＜0.0001），见图 5A。200 μmol/L 的

H2O2 可使 PC12 细胞活力降低约 50%，见图 5B。槲

皮素显著增加 H2O2 处理的 PCP12 细胞的细胞活力

（25 μg/mL，P=0.0099；50 μg/mL，P＜0.0001），见图5C。

2.6 槲皮素抑制 H2O2 处理的 PCP12 细胞中凋亡相关

蛋白表达

与对照组相比，H2O2处理PC12细胞可明显的提高

凋亡相关蛋白的表达水平（Bax/Bcl-2蛋白，P=0.0015；

Cleaved Caspase3蛋白，P=0.0369）。当同等条件下，给

予槲皮素处理后，槲皮素显著抑制了凋亡相关蛋白表

达水平，Bax/ Bcl-2蛋白显著降低（P=0.0043），Cleaved

Caspase3蛋白表达水平显著降低（P=0.0403），见图6。

3 讨论

本研究尝试从槲皮素中找到治疗SCI相关的分子

机制，并认为它可能可作为有前景的 SCI 药物之一。

通过网络药理学和分子对接，本研究阐明了槲皮素可

能通过AKT1、VEGFA及TP53等基因作用于SCI后的

修复，并且抑制细胞凋亡可能是潜在的作用机制。

SCI 损伤机制包括一系列的生化和细胞过程，如

电解质异常、自由基形成、血管缺血、水肿、创伤后炎症

反应、细胞凋亡或基因程序性细胞死亡等[21]。细胞凋亡

是细胞程序性死亡的一种形式，在真核细胞中发生于多

种疾病状态。与坏死不同，细胞凋亡是一个活跃的过

程，表现为细胞皱缩、染色质聚集和核固缩[22]。细胞凋

亡被认为是胚胎发育过程中发生在子宫内的一种神经

元细胞死亡[23]。细胞凋亡也被证明发生在脊髓中[24]。

SCI后Caspase 3凋亡通路相关蛋白被激活[25]。

槲皮素（3, 3’, 4’, 5, 7-五羟基黄酮）可存在于蔬菜

和水果中，是人类饮食中主要的类黄酮之一，槲皮素作

为神经保护剂在神经系统中具有多种药理作用 [26,27]。

Dong Xu 等[28]研究表明，槲皮素的抗氧化活性得到了

广泛的研究，包括对谷胱甘肽、酶活性、信号转导途径

以及环境和毒理学因素引起的活性氧的影响。除了可

能的直接抗氧化作用，槲皮素也可能通过刺激细胞抵

抗氧化应激。这 2 种途径包括 Nrf2-ARE 的诱导和抗

氧化/抗炎酶对氧酶2的诱导；此外，槲皮素已被证明作

为一种植物雌激素，可能提供神经保护[29,30]。活性氧和

氧化应激在SCI的病理生理中具有重要作用。减轻氧

化应激是SCI治疗的有效策略[31]。槲皮素可以减弱氧

化应激、内质网应激和相关的细胞凋亡[32]。

为进一步验证预测的结果，本研究采用H2O2诱导
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注：（A）与对照组（0 μg/mL）相比，不同浓度的槲皮素处

理 PC12 细胞（8×104/mL）24 h 后的细胞活力；（B）与对照组

（0 μmol/L）相比，不同浓度的 H2O2处理 PC12 细胞（8×104/mL）

24 h后的细胞活力；（C）与对照组（0 μmol/mL H2O2、0 μg/mL槲皮

素）相比，不同浓度的槲皮素及H2O2处理PC12细胞（8×104/mL）

24 h后的细胞活力；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。

图5 细胞活力分析结果

注：（A）Western blot 检测 Bax/Bcl-2 蛋白表达及均一化比

值；（B）Western blot检测Cleaved caspase 3/β-actin蛋白表达及均

一化比值；*P<0.05，**P<0.001。

图6 槲皮素对细胞凋亡的western blot分析结果
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PC12 细胞构建神经损伤模型 [33-35]，模拟 SCI 后受损的

神经细胞，并进一步探讨槲皮素治疗SCI的机制。研

究数据表明，槲皮素可以显著增加 H2O2诱导损伤的

PC12细胞的细胞生存率；Western blot结果显示，槲皮

素通过显著抑制细胞凋亡增加PC12细胞的细胞生存

率。即体外实验验证了本研究预测的结果，即槲皮素

通过抑制细胞凋亡治疗SCI。

综上所述，本文初步探讨了槲皮素治疗 SCI的关

键靶点及其潜在作用机制，发现槲皮素在抑制SCI引

起的细胞凋亡中发挥作用，确定了槲皮素通过抑制细

胞凋亡治疗SCI。提示槲皮素可能是一种新的有前景

的SCI治疗药物。
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