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[摘要]目的:通过检测体内外缺氧缺血条件下 NOD 样受体蛋白 3(NLRP3)、天冬氨酸蛋白水解酶 1(Caspase1)、白细胞介素-1β(IL-1β)、
GSDMD-N 蛋白水平评价藁本内酯(LGSL)对缺氧缺血性脑损伤(HIBD)新生大鼠的神经保护作用。 方法:选取 7 日龄 SD 雄性

大鼠随机分为假手术组(Sham 组)、HIBD 组和 LGSL 组各 10 只,采用左颈总动脉双重结扎构建 HIBD 模型,体外建立小胶质细

胞氧糖剥夺(OGD)模型(OGD / R)。 采用 CCK-8 评估不同浓度 LGSL 干预 24
 

h 对 OGD / R 小胶质细胞活力的影响;通过免疫印

迹评估 20
 

μM
 

LGSL 对体内外缺氧缺血条件下 NLRP3、Caspase1、IL-1β、GSDMD-N 表达的影响。 结果:在体内外模型中,NLRP3、
IL-1β、Caspase1 及 GSDMD-N 表达均上调(P<0. 05);20

 

μM
 

LGSL 干预 24
 

h 后,NLRP3、IL-1β、Caspase1 及 GSDMD-N 表达均下调

(P<0. 05)。 结论:LGSL 可以显著抑制新生大鼠体内外因缺氧缺血引起的神经炎症反应。
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[Abstract]Objective:
 

To
 

evaluate
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

of
 

ligustilide
 

(LGSL)
 

on
 

neonatal
 

rats
 

with
 

hypoxic
 

ischemic
 

brain
 

damage
 

(HIBD)
 

by
 

measuring
 

NOD-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

(NLRP3),
 

aspartate
 

proteolytic
 

enzyme
 

1
 

(Caspase1),
 

interleukin-1β
 

(IL-1β)
 

and
 

GSDMD-N
 

protein
 

levels
 

induced
 

by
 

ischemia
 

and
 

hypoxia
 

in
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro.
 

Methods:
 

Seven-day-old
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

Sham-operated
 

group
 

( Sham
 

group),
 

HIBD
 

group,
 

LGSL
 

group,
 

with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

HIBD
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

double
 

ligation
 

of
 

the
 

left
 

common
 

carotid
 

artery,
 

and
 

the
 

microglia
 

oxygen-glucose
 

deprivation
 

( OGD / R)
 

model
 

was
 

established
 

in
 

vitro.
 

CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

LGSL
 

on
 

microglia
 

activity
 

after
 

OGD / R
 

stimulation
 

for
 

24
 

h.
 

Effects
 

of
 

20
 

μM
 

LGSL
 

on
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase
 

1,
 

IL-1β
 

and
 

GSDMD-N
 

were
 

evaluated
 

by
 

Western
 

blotting.
 

Results:
 

Expressions
 

of
 

NLRP3,
 

IL-1β,
 

Caspase
 

1
 

and
 

GSDMD-N
 

were
 

all
 

up-regulated
 

in
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro
 

(P<0. 05).
 

After
 

20
 

μM
 

LGSL
 

intervention
 

for
 

24
 

h,
 

the
 

expressions
 

of
 

NLRP3,
 

IL-1β,
 

Caspase
 

1
 

and
 

GSDMD-N
 

were
 

down-regulated
 

(P< 0. 05).
 

Conclusion:
 

LGSL
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

neuroinflammatory
 

responses
 

induced
 

by
 

ischemia
 

and
 

hypoxia
 

both
 

in
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro.
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　 　 缺氧缺血性脑病(hypoxic-ischemic
 

encephalopathy,HIE)是
新生儿死亡和致残的主要原因[1-2] 。 缺氧缺血引起炎症

级联反应是新生儿脑损伤的重要生理因素[3] 。 NOD 样

受体蛋白 3(NLRP3)是一种先天性免疫调控蛋白,广泛
表达于神经细胞中,在神经适应性免疫调控中扮演着关
键角色[4] 。 缺氧缺血性脑损伤 ( hypoxic-ischemic

 

brain
 

damage,HIBD)后,小胶质细胞和海马组织中 NLRP3 表
达量迅速上升[5-6] 。 藁本内酯( ligustilide,LGSL)是从草

本植物川芎中提取的生物活性物质[7] 。 研究[8-11] 表明,
LGSL 对中风或阿尔兹海默症患者的脑损伤具有保护作
用。 Wang

 

J 等[12] 发现,LGSL 能够抑制脂多糖诱导大鼠

原代小胶质细胞内的炎症反应。 因此, 本研究探讨
LGSL 对缺糖缺氧诱导体内外 NLRP3 表达的影响,为
HIBD 的预防和治疗提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 动物和细胞

SFP 级 7 日龄雄性 SD 大鼠[北京华阜康生物科技
有限公司,动物许可证号:SCXK(京) 2020-0004];大鼠

HAPI 小胶质细胞(ATCC,AC340723)。

1. 2　 试剂与耗材

LSGL(YZ-5397S)、 DMEM 培养基 ( 无糖)、 D-葡萄

糖、二甲基亚砜、CCK-8(CA1210),索莱宝生物科技有限

公司(中国北京);NLRP3(19771-1-AP)、天冬氨酸蛋白

水解酶 1( Caspase1,22915-1-AP )、白细胞介素( IL)-1β
(26048-1-AP )、 β-actin、 辣根过氧化物酶标记兔二抗

(SA00001-2)、辣根过氧化物酶标记鼠二抗(SA00001-1),
Proteintech(中国武汉);GSDMD-N(DF13758),Affinity 生

物有限公司(中国常州);对乙酰氨基苯磺酰氯( ASC,
ab283684),Abcam(英国剑桥);磷酸盐缓冲液( PBS)、胰
酶、胎牛血清(FBS),Gibco(美国加利福尼亚)。

1. 3　 HIBD 大鼠模型构建

参考 Rice-Vannucci 方法[13] 建立 HIBD:首先采用异

氟烷进行麻醉,接着剥离左颈总动脉并进行双重结扎,
随后进行术后缝合,完成后将大鼠放入保温箱至清醒。
接着将其置于 37

 

℃恒温缺氧箱(92%
 

N2 和 8%
 

O2 混合

气体以 5
 

L / min 流速充入密闭箱) 内 60
 

min,假手术组
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(Sham 组)仅分离左颈总动脉,只穿线不结扎。 LGSL 组
在造模结束后立即采用灌胃方式进行药物干预。

1. 4　 分组干预

建模后,取存活的新生大鼠随机分为三组各 10 只:
Sham 组、HIBD 组、LGSL 组。 LGSL 干预方法:HIBD 大鼠
模型建立后,取 LGSL(纯度≥99. 5%)溶于 0. 9%氯化钠
溶液中以 10

 

mg / kg 灌胃,q8h,连续 7
 

d;Sham 组和 HIBD
组给予等体积 0. 9%氯化钠溶液。 14

 

d
 

后,将所有大鼠
处死。

1. 5　 小胶质细胞氧糖剥夺(OGD)模型构建

小胶质细胞采用含 10%
 

FBS 的高糖 DMEM 培养
基,置于 37

 

℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱中进行常规传代培

养。 小胶质细胞 OGD 模型( OGD / R)建立[14] :弃去正常
培养基,PBS 清洗 2 次,加无糖无血清 DMEM 培养基,将
细胞置于充满 92%

 

N2 和 8%
 

CO2 的厌氧袋中孵育 2
 

h,
随后弃去无糖无血清 DMEM 培养基,换为正常培养基在
37

 

℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱中继续培养。

1. 6　 细胞计数

将小胶质细胞接种于 96 孔板,培养过夜;然后分别加
入不同浓度 LGSL 培养 24

 

h;随后置于 OGD 环境下 37
 

℃
培养 4

 

h;更换为标准的含有 LGSL 的复氧培养基,37
 

℃培
养 8

 

h;最后,每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8 溶液,37
 

℃孵育 2
 

h;
置于酶标仪检测 450

 

nm 处检测吸光度。

1. 7　 蛋白印迹

向处理后的各组细胞内加入 RIPA 细胞裂解液,提
取总蛋白;使用 BCA 试剂盒进行蛋白定量,配平并变性;
将蛋白样品和 Marker 按照每孔 10

 

μL 预制电泳胶中。
进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-
PAGE,125

 

V,60
 

min);转膜(400
 

mA,90
 

min),5%脱脂

奶粉封闭过夜,孵育 NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β
(1 ∶ 1

 

000 稀释)和 β-actin(1 ∶ 10
 

000 稀释),37
 

℃ ,3
 

h;
对苯二甲酸丁二醇酯( PBST)洗膜(5

 

min / s,3
 

s);分别
加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗大鼠 IgG(1 ∶ 3

 

000)
和山羊抗兔 IgG(1 ∶ 10

 

000)二抗孵育 1
 

h,ECL 化学发
光显色并置于 Bio-Rad

 

Gel
 

Doc
 

XRB 凝胶成像仪(伯乐,
美国加州)记录结果,使用 Image

 

J 测定目的条带的灰度
值。 其中,条带相对表达量以其灰度值与相应 β-actin 条
带灰度值的比值表示。

1. 8　 统计学方法

应用 GraphPad
 

Prism
 

Version
 

7. 00 软件,计量资料以

􀭰x±s 表示,采用单因素变异系数分析或多重比重法分析,
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 模型建立情况评估

实验前,大鼠均肤色红润、呼吸均匀、行为正常。 手
术结束, HIBD 组大鼠呼吸节律改变, 活动力降低。
30

 

min 后恢复正常。 缺氧处理过程中,缺氧 10
 

min 时,
大鼠呼吸急促、情绪烦躁;缺氧 60

 

min 时,张口呼吸,自
主活动停止并伴随夹尾左旋。 缺氧 90

 

min 时,部分出现
不自主抽搐,持续 10 ~ 30

 

s 不等。 与既往文献[12-14] 记载
的呼吸和行为变化一致,即造模成功。

2. 2　 LGSL 抑制 HIBD 大鼠脑组织凋亡相关蛋白的表达

与 Sham 组相比,HIBD 大鼠脑组织凋亡相关蛋白
NLRP3、 IL-1β、 Caspase-1 及 GSDMD-N 表达上调 ( P <
0. 05);LGSL 干预后,LGSL 组大鼠脑组织凋亡相关蛋白
表达量低于 HIBD 组(P<0. 05),而与 Sham 组比较差异
无统计学意义(P>0. 05)。 见图 1。
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图 1　 LGSL抑制 HIBD大鼠脑组织凋亡相关蛋白的表达
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2. 3　 不同浓度 LGSL 对 OGD / R 小胶质细胞活力的影响

CCK-8 结果显示,OGD 刺激显著抑制小胶质细胞的

活力(P<0. 05)。 不同浓度的 LGSL 干预实验结果显示,
20

 

μM
 

LGSL 能够抑制 OGD 诱导的细胞活力降低(P<
0. 05),同时随着 LGSL 浓度的升高,细胞活力不断升高

(P<0. 05)。 见图 2。

2. 4　 LGSL 对 OGD/ R 小胶质细胞凋亡相关蛋白表达的影响

免疫印迹结果显示,不同浓度 LGSL(20、30、40
 

μM)
抑制 OGD / R 小胶质细胞内 NLRP3 表达且抑制作用对

LGSL 浓度具有依赖性(P< 0. 05),见图 3;20
 

μM
 

LGSL
抑制 OGD / R 小胶质细胞内 NLRP3、IL-1β、Caspase1、ASC
及 GSDMD-N 表达(P<0. 05),见图 4。

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

C
C
K
�8（

O
D
47

0
nm

)

OGD/R

LGSL/μM 10 20 30 40

Sham组 OGD/R组 OGD/R+10μMLGSL

OGD/R+40μMLGSLOGD/R+30μMLGSLOGD/R+20μMLGSL
　 　 ∗与 Sham 组比较,P<0. 05;#与 OGD / R 组比较,P<0. 05

图 2　 不同浓度 LGSL对 OGD小胶质细胞活力的影响
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图 3　 不同浓度 LGSL对 OGD刺激后 NLRP3表达的影响
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图 4　 LGSL对 OGD / R小胶质细胞凋亡相关蛋白表达的影响

·3·儿科药学杂志 2024 年第 30 卷第 3 期
 

Journal
 

of
 

Pediatric
 

Pharmacy
 

2024,Vol. 30,No. 3



3　 讨论

本实验结果证实,在体内 HIBD 新生大鼠模型和体

外 OGD / R 细 胞 中, NLRP3、 IL-1β、 Caspase1、 ASC 及

GSDMD-N 表达均显著上调,而在 LGSL 干预后得到改

善。 HIBD 严重威胁新生儿生命健康安全[15] 。 研究[16-17]

表明,HIBD 的病理过程与炎症反应密切相关且持续的

炎症反应进一步加剧脑损伤。 在神经系统中,HIBD 诱

导 NLRP3 自组装激活,产生一系列的信号级联反应,包
括 Caspase1、ASC、IL-1β 等活化[18] 。 HIBD 早期神经系

统损伤与 NLRP3 / Caspase1 / GSDMD 信号通路激活密切

相关[19] 。 Ismael
 

S 等[20]发现,NLRP3 缺陷或其选择性抑

制剂可以缓解缺血性脑卒中患者的脑损伤。 人参和当归

是常见的中药对药,用于中风的治疗已有上千年历史,临
床实践证实了其对神经系统疾病的显著疗效[21] 。 LGSL
是从当归中提取的有效活性物质,已有应用于衰老[22] 、癌
症[23]和包括阿尔茨海默病[11] 和中风[24] 在内的一些中枢

神经系统疾病治疗案例的报道。 同时,在动脉粥样硬化

ApoE- / -模型小鼠体内,LGSL 能够抑制炎症反应[25] 。 本

研究首次证实了 LGSL 能够抑制 HIBD 模型大鼠体内

NLRP3、IL-1β、Caspase1、ASC 及 GSDMD-N 的表达。
体外研究[26] 表明,NLRP3 / Caspase1 信号通路激活促

进小胶质细胞发生炎症反应。 相反,抑制 NLRP3 以及下

游调控因子的激活可显著抑制小胶质细胞的炎症反

应[27] 。 当缺氧缺血刺激后,NLRP3 迅速激活 Caspase1,活
化的 Caspase1 剪切 GSDMD-N,介导 IL-1β 和 IL-18 释放,
从而诱导细胞凋亡,造成神经损伤[28] 。 本研究进一步证

明 LGSL 抑 制 OGD/ R 小 胶 质 细 胞 内 NLRP3、 IL-1β、
Caspase1、ASC 及 GSDMD-N 表达上调。 因此,LGSL 能抑

制新生大鼠体内外因缺氧缺血引起的神经炎症反应,本研

究可为 LGSL 用于新生儿 HIE 的治疗提供理论支持。
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基于网络药理学探讨赖氨肌醇维生素 B12 口服液治疗小儿厌食症的
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[摘要]目的:从网络药理学角度探讨赖氨肌醇维生素 B12 口服液治疗小儿厌食症的机制。 方法:通过查阅药品说明书,明确赖

氨肌醇维生素 B12 口服液的成分,并通过 Swiss
 

Target
 

Prediction 网站预测成分的相关靶点,与小儿厌食症靶点进行交集映射,获
得其治疗小儿厌食症的作用靶点。 利用蛋白相互作用(PPI)网络筛选核心靶点,并进行分子对接验证。 基于共有靶点,采用功

能注释生物信息学芯片进行分析,得到赖氨肌醇维生素 B12 口服液治疗小儿厌食症的关键通路。 结果:赖氨肌醇维生素 B12 口

服液中的主要成分为盐酸赖氨酸、肌醇和维生素 B12,共预测出 40 个靶基因,其中有 13 个靶基因与小儿厌食症的关系密切,主
要涉及谷氨酸受体信号通路、神经活性配体-受体相互作用等相关分子环节。 结论:赖氨肌醇维生素 B12 口服液可能发挥类似

于谷氨酸的作用,通过激活突触后膜的谷氨酸受体,提高神经兴奋性,从而改善患儿的厌食症状,体现了多成分、多靶点协同起

效的作用特点。
[关键词]网络药理学;分子对接;赖氨肌醇维生素 B12 口服液;小儿厌食症;分子机制
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[Abstract]Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

lysine,
 

inosite
 

and
 

vitamin
 

B12
 oral

 

solution
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

anorexia
 

in
 

children
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology.
 

Methods:
 

By
 

referring
 

to
 

drug
 

instructions,
 

the
 

components
 

of
 

lysine,
 

inosite
 

and
 

vitamin
 

B12
 oral

 

solution
 

were
 

excavated,
 

the
 

correlation
 

targets
 

of
 

components
 

were
 

predicted
 

through
 

Swiss
 

Target
 

Prediction
 

website,
 

and
 

the
 

intersection
 

mapping
 

was
 

made
 

with
 

the
 

targets
 

of
 

anorexia,
 

so
 

as
 

to
 

obtain
 

the
 

therapeutic
 

targets
 

of
 

anorexia
 

in
 

children.
 

Protein-protein
 

interaction
 

( PPI)
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

core
 

targets
 

and
 

molecular
 

docking
 

verification
 

was
 

carried
 

out.
 

Based
 

on
 

common
 

targets,
 

functional
 

annotation
 

bioinformatics
 

chip
 

was
 

used
 

for
 

analysis,
 

and
 

the
 

key
 

pathway
 

of
 

lysine,
 

inosite
 

and
 

vitamin
 

B12
 oral

 

solution
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

anorexia
 

in
 

children
 

was
 

obtained.
 

Results:
 

Lysine
 

hydrochloride,
 

inositol
 

and
 

vitamin
 

B12
 were

 

the
 

main
 

components
 

in
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