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基于网络药理学预测柳蒿芽脂溶性部位的
降血脂作用及实验验证*

明 慧，王青虎，何 祥，伊力奇

（内蒙古民族大学蒙医药学院，内蒙古 通辽 028000）

[摘要] 目的：探讨柳蒿芽脂溶性部位（LPAI）对高脂血症（HLP）的降血脂作用。方法：通过Swiss Target Predic原

tion和SEA数据库对LPAI中收集的20个化学成分进行靶点预测，在TTD和GeneCards中获取HLP靶点。利用微生

信对基因进行匹配并绘制韦恩图，获得LPAI治疗HLP的潜在靶标。通过String网站绘制靶蛋白PPI网络图，通过

Metascape数据库进行基因本体论（GO）富集分析和京都基因与基因百科组全书（KEGG)通路富集分析。利用

Cytoscape 3.6.0软件构建药物-靶点-作用通路网络。采用LPAI干预以FFA诱导L-02细胞脂肪变性模型对核心靶

点和通路进行验证，观察LPAI对L-02细胞增殖、细胞内脂滴及甘油三酯（TG）含量的影响，并用Western blotting

检测关键通路中过氧化物酶体增殖物激活受体琢（PPAR琢）和脂蛋白脂酶（LPL）蛋白的表达水平。结果：筛选得

到LPAI与HLP关联的潜在靶点84个。GO功能富集分析获得662个条目，其中生物过程614条，分子功能31条，细

胞组分17条。KEGG通路富集分析显示，LPAI治疗HLP的主要信号通路包括PPAR信号通路、胰岛素抵抗、脂肪细

胞因子信号通路等。CCK-8实验显示，LPAI可抑制FFA诱导的L-02细胞增殖，并与剂量和时间有依赖性。油红O

染色实验显示，LPAI低、中、高剂量组细胞内脂滴分布在细胞膜边缘，累积数量逐渐减少，且细胞内脂滴伴有不

同程度的改善现象。模型组TG含量高于对照组（ <0.01）；LPAI中、高剂量组TG含量低于模型组（ <0.05或 <

0.01）。模型组PPAR琢和LPL蛋白相对表达量低于对照组（ <0.01或 <0.05）；LPAI低、中、高剂量组LPL蛋白相对

表达量高于模型组（ <0.05）；LPAI中剂量组PPAR琢蛋白相对表达量高于模型组（ <0.05）。结论：LPAI具有降血

脂作用，可通过调控PPAR信号通路，抑制FFA诱导的L-02细胞中PPAR琢和LPL蛋白表达。
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Prediction and Validation of Hypolipidemic Effect of Liposoluble Parts

from Artemisia Integrifolia Based on Network Pharmacology

[Abstract] Objective: To investigate the hypolipidemic effect of liposoluble parts from Artemisia

integrifolia (LPAI). Methods: The target prediction of 20 chemical components collected from LPAI was carried

out by Swiss Target Prediction and SEA database, and the hyperlipidemia (HLP) targets were obtained in TTD

and GeneCards. The potential targets of LPAI for the treatment of HLP were obtained by using bioinformatics

to match genes and draw Venn diagrams. The PPI network diagram was constructed on String website, and

Gene Ontology (GO) enrichment analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway

enrichment analysis were carried out through Metascape database. The Cytoscape 3.6.0 Software was used to

build the network of compounds-targets-pathways for LPAI against HLP. Then, the core targets and pathways

were preliminarily verified by the in vitro experiment of L-02 cell steatosis model induced by FFA after the
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高 脂 血 症 （ hyperlipidemia， HLP） 可 直 接 引 起 一 些 严 重 危

害 人 体 健 康 的 疾 病 ， 如 动 脉 粥 样 硬 化 、 冠 心 病 、 胰 腺 炎 等 [1]。 目

前 ， HLP 患 者 占 正 常 人 群 的 20%~40% ， 并 且 随 着 人 们 生 活 水

平 的 提 高 及 生 活 习 惯 的 改 变 ， 发 病 率 逐 渐 上 升 [2]。 HLP 的 临 床

治 疗 以 西 药 为 主 ， 虽 然 疗 效 显 著 ， 但 往 往 存 在 一 定 的 不 良 反

应 和 副 作 用 [3]。 采 用 中 药 、 蒙 药 、 藏 药 等 天 然 药 物 [4-6] 预 防 和 治

疗 该 病 ， 提 前 防 治 后 续 并 发 症 （ 如 动 脉 粥 样 硬 化 、 心 脑 血 管 疾

病 ） ， 逐 渐 成 为 学 术 界 研 究 的 重 点 和 热 点 。

柳 蒿 芽 系 菊 科 多 年 生 草 本 植 物 柳 蒿 （ Artemisia integrifolia

Linn.） 的 嫩 芽 ， 也 是 内 蒙 古 呼 伦 贝 尔 地 区 达 斡 尔 民 族 的 特 色

菜 肴 — —— “ 库 木 勒 ” 。 柳 蒿 芽 营 养 丰 富 ， 被 认 为 是 “ 清 热 解 酒 ”

“ 降 血 脂 ” 的 绿 色 蔬 菜 [7]。 柳 蒿 芽 不 但 可 食 用 ， 亦 可 全 草 入 药 。

柳 蒿 芽 味 苦 、 性 寒 ， 具 有 消 炎 、 清 热 解 毒 、 降 脂 、 降 糖 及 降 血 压

等 作 用 [8]。 然 而 ， 柳 蒿 芽 治 疗 高 脂 血 症 的 研 究 未 见 报 道 。 课 题

组 对 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 （ LPAI） 的 前 期 研 究 [9]发 现 其 能 调 节 血

清 中 甘 油 三 酯 （ triglyceride ， TG） 、 总 胆 固 醇 （ total cholesterol，

TC） 、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ high density lipoprotein cholesterol，

HDL-C） 和 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ low density lipoprotein

cholesterol， LDL-C） 的 水 平 。 本 研 究 采 用 网 络 药 理 学 预 测 LPAI

治 疗 高 脂 血 症 的 作 用 靶 点 及 信 号 通 路 ， 同 时 通 过 体 外 实 验 进

行 核 心 靶 点 和 通 路 的 验 证 ， 探 讨 LPAI 对 高 脂 血 症 的 降 血 脂 作

用 机 制 。

1 材料与方法

1.1 数据库与软件 Chem Draw 14.0 绘 图 软 件 ， Open Babel-

3.1.1 软 件 ， String 数 据 库 （ https://string-db.org/） ， SEA 数 据 库

（ http://sea.bkslab.org/） ， Swiss Target Prediction 数 据 库 （ http://

www.swisstargetprediction.ch/） ， Unipor 数 据 库 （ http://www.uniprot.

org） ， TTD 数 据 库 （ http ： //bidd. nus.edu.sg/group/cjttd/） ， Gene

cards 数 据 库 （ http ： //www.Genecards.org） ， 微 生 信 平 台 （ http ： //

www.bioinformatics.com.cn/） ， Cytoscape 3.6.0 软 件 ， Metascape

数 据 库 （ http://metascape.org/） 。

1.2 LPAI化学成分的获得 本 课 题 组 从 LPAI 中 分 离 鉴 定 化

学 成 分 [10]， 并 结 合 文 献 [11-13]收 集 其 化 学 成 分 。 利 用 化 学 绘 图

软 件 Chem Draw14.0 对 收 集 到 的 化 学 成 分 进 行 化 学 结 构 式 的

绘 制 并 保 存 mol2 文 件 ， 再 用 Open Babel-3.1.1 软 件 转 换 成

SMILES 格 式 进 行 保 存 备 用 。

1.3 LPAI与HLP潜在靶点的获得 将 以 上 获 得 的 SMILES 格

式 文 件 导 入 SEA 和 Swiss Target Prediction 数 据 库 ， 搜 索 LPAI

化 学 成 分 相 关 靶 点 ， 并 运 用 Uniport 数 据 库 对 以 上 收 集 的 LPAI

化 学 成 分 靶 点 名 称 统 一 转 化 为 基 因 名 称 。 在 TTD 数 据 库 和

GeneCards 数 据 库 搜 索 框 中 输 入 “ Hyperlipidaemia ” “ dyslipi原

demia” ， 检 索 HLP 靶 点 ， 去 除 Score 值 约 所 有 HLP 靶 点 的 中 位 数

的 基 因 ， 删 除 重 复 靶 点 以 获 得 HLP 靶 点 。 将 LPAI 相 关 靶 点 和

HLP 靶 点 进 行 匹 配 映 射 ， 并 利 用 微 生 信 绘 制 韦 恩 图 （ Venn） ， 获

得 LPAI治 疗 HLP的 潜 在 作 用 靶 点 。

1.4 化学成分-高脂血症靶点网络模型的构建和分析 将 以

上 韦 恩 图 中 获 得 的 潜 在 作 用 靶 点 相 关 信 息 导 入 Cytoscape

3.6.0 软 件 ， 构 建 “ 化 学 成 分 - 疾 病 靶 点 ” 相 互 作 用 网 络 图 ， 使 用

Network Analyzer功 能 对 LPAI的 主 要 活 性 成 分 进 行 分 析 。

1.5 PPI网络的构建和分析 将 韦 恩 图 中 获 得 的 潜 在 作 用 靶

点 输 入 到 String 数 据 库 （ https://string-db.org/） ， 设 置 物 种 为

“ Homo sapiens” 进 行 搜 索 ， 以 蛋 白 相 互 作 用 综 合 得 分 跃0.9 作

intervention of LPAI. The effects of LPAI on proliferation of L-02 cells, the content of cell lactone drops and

triglyceride (TG) were investigated, and Western blotting was used to detect expression of peroxisome

proliferator activated receptor 琢 (PPAR琢) and lipoprotein lipase (LPL). Results: Totally 84 potential targets that

LPAI associated with HLP were screened. The functional enrichment analysis of GO obtained 662 GO items,

including 614 biological processes, 31 molecular functions and 17 cellular components. KEGG pathway

enrichment analysis showed that the main signal pathways of LPAI in the treatment of HLP include PPAR

signal pathway, insulin resistance, adipocytokine signal pathway and so on. CCK-8 experiment showed that

LPAI could reduce the proliferation of L-02 cells induced by FFA, which was dependent on dose and time.

Oil red O staining experiment showed that the intracellular lipid droplets were distributed at the edge of cell

membrane in LPAI low, medium and high dose groups, and that the cumulative number gradually decreased,

accompanied by the improvement of different progress. The model groups showed higher TG content than

control group ( <0.01). The LPAI medium and high dose groups showed lower TG content than model group

( <0.05 and <0.01). The model group showed lower expression levels of PPAR 琢 and LPL than control

group ( <0.01 and <0.05); The LPAI low, medium and high dose groups showed higher expression levels of

LPL protein than model group ( <0.05), the LPAI medium dose group showed higher expression of PPAR 琢

protein than model group ( <0.05). Conclusion: LPAI can reduce blood lipid and inhibit the expression of

PPAR 琢 and LPL in FFA-induced L-02 cells by regulating PPAR signal pathway.

[Keywords] hyperlipidemia; Artemisia integrifolia; liposoluble parts; network pharmacology; hypolipidemic

effect
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为 筛 选 条 件 ， 以 获 得 蛋 白 相 互 作 用 关 系 ， 去 掉 游 离 节 点 ， 运 用

Cytoscape 3.6.0绘 制 靶 蛋 白 PPI网 络 图 ， 获 得 核 心 基 因 。

1.6 基因本体论（GO）富集分析和京都基因与基因百科组全

书（KEGG)通路富集分析 采 用 Metascape 数 据 库 （ http://

metascape.org/） ， 物 种 选 择 人 ， 对 核 心 基 因 进 行 GO 富 集 分 析 和

KEGG 通 路 富 集 以 阐 明 核 心 基 因 在 信 号 通 路 中 的 作 用 ， 并 根

据 通 路 富 集 结 果 获 得 相 应 的 值 ， 选 择 约0.01的 排 序 前 20 的 通

路 ， 然 后 再 利 用 作 图 工 具 将 获 得 的 KEGG通 路 制 作 成 气 泡 图 。

1.7 体外实验验证

1.7.1 实 验 材 料

1.7.1.1 实 验 细 胞 L-02细 胞 （ 人 正 常 肝 细 胞 ， 批 号 ： SNL-141）

由 内 蒙 古 民 族 大 学 教 育 部 重 点 实 验 室 提 供 ， 经 本 实 验 室 传 代

后 -80 益保 存 。

1.7.1.2 主 要 试 剂 CCK-8试 剂 盒 （ 批 号 ： 240008005） 、 胎 牛 血

清 （ 批 号 ： 2020010501） 、 RPMI-1640 培 养 基 （ 批 号 ： 6124132） 、

双 抗 （ 批 号 ： 2020010501） ； 胰 蛋 白 酶 （ 批 号 ： 2764740） 、 PBS 缓

冲 液 （ 批 号 ： 24135607H） 、 油 酸 钠 （ 批 号 ： C21PA89025A） 、 棕 榈

酸 钠 （ 批 号 ： C21PA882500B） 及 油 红 O试 剂 盒 （ 批 号 ： 20220919）

均 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒

（ 批 号 ： 16924） 、 蛋 白 干 粉 （ 批 号 ： AR0104） 、 RIPA 裂 解 液 （ 批

号 ： SB-BR040） 、 PVDF 膜 （ 批 号 ： 0000297020） 、 SDS-PAGE 凝

胶 制 备 试 剂 盒 （ 批 号 ： AR0138） 、 TBS-T 漂 洗 缓 冲 液 （ 批 号 ：

AR0195） 、 SDS -PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 5X（ 变 性 ， 批 号 ：

AR1112 ） 、 Tris -glycine-SDS 电 泳 缓 冲 液 （ 1伊 液 体 ， 批 号 ：

AR1146 ) 、 Tris -glycine -SDS 转 印 缓 冲 液 （ 1 伊 液 体 ， 批 号 ：

16C05A46)、 Anti-GAPDH Antibody（ 批 号 ： BM3874） 、 Anti-ALPLA

Antibody（ 批 号 ： A010081-1） 及 HRP Conjuated（ 批 号 ： BA1054）

均 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ； PPAR alpha抗 体 （ 批 号 ：

Abs139883） 购 自 内 蒙 古 古 道 有 限 公 司 。

LPAI由 本 课 题 组 自 制 。 方 法 ： 柳 蒿 芽 20 kg， 用 二 氯 甲 烷 回

流 提 取 ， 提 取 液 回 收 二 氯 甲 烷 ， 得 到 二 氯 甲 烷 提 取 物 。 二 氯 甲

烷 提 取 物 用 石 油 醚 上 柱 ， 经 石 油 醚 洗 脱 至 洗 脱 液 无 色 为 止 ，

再 用 石 油 醚 、 乙 酸 乙 酯 混 合 液 [V（ 石 油 醚 ） 颐V（ 乙 酸 乙 酯 ） =40颐1]

洗 脱 。 石 油 醚 、 乙 酸 乙 酯 混 合 液 [V（ 石 油 醚 ） 颐V（ 乙 酸 乙 酯 ） =

40颐1]减 压 回 收 ， 浓 缩 膏 为 柳 蒿 芽 亲 脂 性 部 位 。

1.7.1.3 主 要 仪 器 Q36639 倒 置 显 微 镜 （ 北 京 元 中 锐 科 集 成

检 测 技 术 有 限 公 司 ） ； HW-2 漩 涡 混 合 器 （ 金 坛 市 大 地 自 动 化

仪 器 厂 ） ； iChem-340 全 自 动 生 化 分 析 仪 （ 深 圳 库 贝 尔 生 物 科

技 股 份 有 限 公 司 ） ； FUSION FX 凝 胶 成 像 系 统 （ 北 京 五 洲 东 方

科 技 发 展 有 限 公 司 ） ； DYY-6D 电 泳 仪 电 源 、 DYCP-40D 电 转

仪 、 DYCZ-24DN垂 直 电 泳 仪 均 购 自 北 京 六 一 仪 器 厂 ； TY-80A/

S 脱 色 摇 床 （ 常 州 荣 华 仪 器 制 造 有 限 公 司 ） ； CMAXPLUS 多 功

能 酶 标 仪 （ 上 海 美 谷 分 子 仪 器 有 限 公 司 ） ； TGear 离 心 机 （ 天 根

生 化 有 限 公 司 ） ； DT5-5 低 温 自 动 平 衡 离 心 机 （ 北 京 时 代 北 利

离 心 机 有 限 公 司 ） 。

1.7.2 L-02 细 胞 培 养 在 细 胞 培 养 箱 中 ， 将 人 正 常 肝 细 胞

L-02置 于 完 全 培 养 基 （ 10%胎 牛 血 清 及 1%双 抗 的 RPMI-1640）

中 进 行 培 养 。 培 养 环 境 ： 37 益 ， 5% CO2， 饱 和 湿 度 。 注 意 观 察

培 养 液 有 无 变 色 、 变 混 ， 同 时 显 微 镜 下 了 解 细 胞 生 长 状 态 。 每

隔 2 d 应 用 胰 蛋 白 酶 消 化 细 胞 ， 进 行 传 代 处 理 ， 实 验 所 需 的 细

胞 应 是 处 于 对 数 生 长 期 人 肝 细 胞 。

1.7.3 诱 导 液 的 制 备 精 密 称 取 油 酸 钠 30.4 mg 和 棕 榈 酸 钠

28.0 mg， 分 别 溶 于 2 mL PBS和 2 mL甲 醇 溶 液 中 ， 得 到 50 mmol/L

油 酸 钠 和 50 mmol/L 棕 榈 酸 钠 的 母 液 。 将 两 种 母 液 用 RPMI-

1640 培 养 液 稀 释 至 1 mmol/L ， 再 将 1 mmol/L 的 油 酸 钠 和 棕 榈

酸 钠 溶 液 以 2颐1体 积 比 进 行 混 合 制 备 ， 得 到 脂 肪 变 性 诱 导 液 （ Fat

denaturation inducing fluid, FFA） 。

1.7.4 L-02细 胞 增 殖 抑 制 率 取 对 数 生 长 期 L-02 细 胞 ， 消 化

离 心 重 悬 后 ， 接 种 于 96 孔 板 中 ， 5伊103个 /孔 ， 过 夜 贴 壁 。 实 验 分

为 空 白 组 （ 无 细 胞 的 等 量 培 养 液 ） 、 对 照 组 （ 无 FFA， 无 LPAI） 、

模 型 组 （ 1 mmol/L 的 FFA） 及 给 药 组 （ 1 mmol/L FFA+125、 250 、

500 、 1 000 、 2 000 、 4 000 滋g/mL LPAI） 。 每 孔 终 体 积 100 滋L， 每

组 6 个 复 孔 ， 分 别 培 养 24 、 48 、 72 h 后 ， 每 孔 加 入 10 滋L 的 CCK-8

溶 液 ， 培 养 箱 内 37 益 继 续 孵 育 4 h。 使 用 酶 标 仪 于 450 nm 处 检

测 各 孔 的 吸 光 度 （ A） ， 计 算 细 胞 增 殖 抑 制 率 。 细 胞 增 殖 抑 制

率 =[1原（ A给 药 组 原A空 白 组 ） /（ A模 型 组 原A空 白 组 ） ]伊100%。

1.7.5 油 红 O染 色 观 察 细 胞 内 脂 滴 取 对 数 生 长 期 L-02 细 胞 ，

消 化 离 心 重 悬 后 ， 接 种 于 6 孔 板 中 ， 1.2伊106个 /孔 ， 过 夜 贴 壁 ， 将

细 胞 分 为 对 照 组 （ 无 FFA， 无 LPAI） 、 模 型 组 （ 1 mmol/L FFA） 、

LPAI 低 剂 量 组 （ 1 mmol/L FFA+250 滋g/mL LPAI） 、 LPAI 中 剂

量 组 （ 1 mmol/L FFA+1 000 滋g/mL LPAI） 、 LPAI 高 剂 量 组

（ 1 mmol/L FFA+2 000 滋g/mL LPAI） 。 培 养 24 h 后 ， 各 组 均 吸

弃 培 养 基 ， PBS洗 3次 ， 弃 去 。 用 0.4%的 多 聚 甲 醛 室 温 固 定 20min ，

弃 去 ， 按 油 红 O 染 色 液 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作 ， 放 大 40 倍 镜 检

并 拍 照 。

1.7.6 细 胞 上 清 液 中 TG 测 定 按 “ 1.7.5” 项 下 分 组 、 干 预 ， 培

养 细 胞 24 h 贴 壁 后 ， 收 集 细 胞 上 清 液 。 细 胞 上 清 液 1 000 r/min

离 心 （ 离 心 半 径 为 15 cm， 温 度 为 4 益） 5 min ， 取 上 清 液 ， 再 采 用

全 自 动 生 化 检 测 仪 检 测 TG含 量 。

1.7.7 Western blotting法 检 测 PPAR琢和 LPL蛋 白 表 达 水 平 按

“ 1.7.5” 项 下 分 组 、 干 预 ， 培 养 24 h 后 ， 利 用 全 蛋 白 提 取 试 剂 盒

提 取 细 胞 蛋 白 ， BCA 法 测 定 各 组 中 蛋 白 质 浓 度 。 每 组 25 滋g 蛋

白 上 样 ， SDS-PAGE电 泳 分 离 蛋 白 ， 转 移 至 PVDF膜 上 ， 室 温 5%

脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h ， TBST 洗 膜 3 次 ， 4 益 ， PPAR琢（ 1颐1 000） 、 LPL

（ 1颐1 000） 、 GAPDH（ 1颐2 000） 一 抗 孵 育 过 夜 。 次 日 TBST 洗 膜 ，

加 入 二 抗 室 温 孵 育 2 h， TBST洗 膜 3 次 ， 10 min/次 。 洗 好 PVDF膜

后 ， 正 面 朝 上 放 在 显 影 仪 中 ， 滴 加 ECL 化 学 发 光 液 即 可 成 像 ，

观 察 目 的 条 带 形 状 ， 分 析 蛋 白 表 达 差 异 。

1.7.8 统 计 学 方 法 采 用 SPSS 29.0 软 件 进 行 数 据 分 析 ， 计 量

资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 且

方 差 齐 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 化学成分 共 收 集 到 20 个 化 学 成 分 ， 其 名 称 、 编 号 、 结 构

类 型 及 文 献 来 源 见 表 1。 20个 化 学 成 分 中 倍 半 萜 11个 、 炔 类 3个 、
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脂 肪 酸 5 个 、 苯 丙 素 1 个 。

表 1 化学成分基本信息

编 号 名 称 结 构 类 型 文 献 来 源

L H Y 1 母 菊 薁 倍 半 萜 [ 1 1 ]

L H Y 2 a c e t y l e n e s ( E ) - 2 炔 类 [ 1 1 ]

L H Y 3 a c e t y l e n e s ( E ) - 3 炔 类 [ 1 1 ]

L H Y 4 a c e t y l e n e s ( E ) - 4 炔 类 [ 1 1 ]

L H Y 5 ( + ) - ( S ) - 二 氢 姜 黄 素 倍 半 萜 [ 1 2 ]

L H Y 6 ( + ) - ( S ) - 姜 黄 素 倍 半 萜 [ 1 2 ]

L H Y 7 ( + ) - ( S ) - 二 氢 芳 姜 黄 酮 倍 半 萜 [ 1 2 ]

L H Y 8 ( + ) - ( S ) - 芳 姜 黄 酮 倍 半 萜 [ 1 2 ]

L H Y 9 3 , 5 , 8 a - 三 甲 基 - 3 a , 6 , 7 , 8 a , 9 a , 9 b - 六 氢 - 3 H , 4 H - 萘 并 [ 2 , 3 b ] 呋 喃 - 2 , 8 - 二 酮 倍 半 萜 [ 1 0 ]

L H Y 1 0 8 - 异 丙 基 - 4 a - 甲 基 - 5 - 氧 代 - 3 , 4 , 4 a , 5 , 6 , 7 , 8 , 8 a - 八 氢 萘 - 2 - 甲 醛 倍 半 萜 [ 1 0 ]

L H Y 1 1 4 - 异 丙 基 - 1 - 甲 基 - 7 - 亚 甲 基 八 氢 萘 - 1 , 4 a - 二 醇 倍 半 萜 [ 1 0 ]

L H Y 1 2 6 - 羟 基 - 3 - 异 丙 烯 基 - 4 a , 5 - 二 甲 基 - 2 , 3 , 4 - 4 a , 8 , 8 a - 六 氢 萘 - 1 , 7 - 二 酮 倍 半 萜 [ 1 0 ]

L H Y 1 3 a r t e f r i g i n 倍 半 萜 [ 1 3 ]

L H Y 1 4 丁 香 酚 苯 丙 素 [ 1 1 ]

L H Y 1 5 棕 榈 酸 脂 肪 酸 [ 1 1 ]

L H Y 1 6 油 酸 脂 肪 酸 [ 1 1 ]

L H Y 1 7 亚 油 酸 脂 肪 酸 [ 1 1 ]

L H Y 1 8 亚 麻 酸 脂 肪 酸 [ 1 1 ]

L H Y 1 9 1 2 , 1 3 - 环 氧 亚 麻 酸 脂 肪 酸 [ 1 1 ]

L H Y 2 0 i n t e g r a c i d 倍 半 萜 [ 1 2 ]

2.2 LPAI与HLP潜在靶点的获得 在 TTD数 据 库 中 获 取 32 个

HLP相 关 靶 点 ， Gene cards数 据 库 中 获 取 652 个 HLP相 关 靶 点 。

去 除 重 复 基 因 ， 共 筛 选 出 661 个 HLP 相 关 基 因 。 将 HLP 相 关 靶

点 与 LPAI 化 学 成 分 预 测 的 靶 基 因 进 行 匹 配 映 射 ， 并 利 用 微 生

信 绘 制 韦 恩 图 ， 获 得 84 个 潜 在 靶 点 。 （ 见 图 1）

图 1 LPAI-HLP靶点韦恩图

2.3 LPAI-化学成分-HLP靶点网络构建和分析 将 以 已 获

取 的 84 个 潜 在 靶 点 导 入 Cytoscape 3.6.0 软 件 构 建 化 学 成 分 -

HLP靶 点 网 络 。 （ 见 图 2） 网 络 图 共 包 括 101个 节 点 ， 290 条 边 。 绿

色 节 点 代 表 靶 点 ， 蓝 色 节 点 代 表 化 学 成 分 ， 红 色 代 表 药 物 ， 边

则 表 示 活 性 成 分 与 靶 点 的 相 互 作 用 关 系 。 Degree 值 排 名 第 1 的

化 合 物 是 油 酸 与 31 个 靶 点 相 互 作 用 ， 排 名 第 2 的 化 合 物 有 亚

油 酸 、 亚 麻 酸 和 6,7- 环 氧 - 亚 麻 酸 与 29 个 靶 点 相 互 作 用 ， 排 名

第 3 的 化 合 物 是 棕 榈 酸 与 28 个 靶 点 相 互 作 用 。

图 2 化学成分-HLP靶点网络

2.4 PPI网络的构建和分析 通 过 String 数 据 平 台 将 84 个 潜

在 靶 点 导 入 ， 以 获 得 相 互 作 用 关 系 ， 再 使 用 Cytoscape 3.6.1 绘

制 靶 蛋 白 PPI 网 络 图 。 （ 见 图 3） 该 网 络 图 包 括 84 个 节 点 ， 556 条

边 ， 平 均 节 Degree 值 13.2 ， PPI 富 集 值 <1.0伊1016， 其 中 Degree 值

越 大 则 节 点 越 大 。 根 据 Degree逸10 的 节 点 制 作 出 关 键 蛋 白 质

节 点 。 （ 见 图 4） 排 列 前 10 的 靶 点 基 因 有 RAC-琢 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 -

蛋 白 激 酶 、 白 细 胞 介 素 -6（ interleukin-6 ， IL-6） 、 过 氧 化 物 酶 体

增 殖 物 激 活 受 体 酌（ peroxisome proliferator activated receptor酌,

PPAR酌） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 （ tumor necrosis factor， TNF） 、 血 管 内

皮 生 长 因 子 A（ vascular endothelial growth factor A， VGEFA） 、

PPARA 、 胰 高 血 糖 素 （ glucagon ， GCG） 、 低 密 度 脂 蛋 白 受 体

（ low density lipoprotein receptor， LDLR） 、 血 管 紧 张 素 转 换 酶

（ angiotensin-converting enzyme， ACE） 、 核 受 体 亚 家 庭 1H 组 成

员 4（ nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4， NR1H4） 。

这 些 靶 点 基 因 在 治 疗 HLP 中 具 有 重 要 意 义 ， 其 中 PPARA与 脂

质 代 谢 密 切 相 关 ， 是 重 要 作 用 靶 点 之 一 。 激 活 PPARA 通 路 是 治

疗 HLP的 重 要 方 法 。 中 药 活 性 成 分 对 PPARA 激 活 程 度 良 好 ， 在

降 低 不 良 反 应 的 同 时 能 达 到 预 期 疗 效 [14]。 因 此 ， 作 为 天 然 PPARA

配 体 激 活 剂 的 中 药 活 性 降 脂 成 分 的 研 究 日 益 受 到 关 注 。

图 3 LPAI治疗 HLP相关靶点的 PPI 网络

图 4 LPAI干预 HLP的核心靶点 （Degree逸10）

2.5 GO和KEGG分析 将 LPAI 治 疗 HLP 的 84 个 潜 在 靶 点 导

入 Metascape 数 据 库 进 行 GO 功 能 富 集 和 KEGG 通 路 分 析 。 根 据

<0.005 、 count逸5 筛 选 条 目 ， 共 获 得 662 个 GO 条 目 ， 其 中 生 物

过 程 （ biological process， BP） 614条 ， 分 子 功 能 （ molecular func原

tion ， MF） 31条 ， 细 胞 组 分 （ cellular component， CC） 17 条 。 将 值

前 8 位 的 个 GO 条 目 以 柱 状 图 呈 现 。 （ 见 图 5） 生 物 过 程 主 要 包
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括 脂 质 定 位 、 转 运 和 代 谢 过 程 的 调 节 ， 胆 固 醇 代 谢 过 程 ， 以 及

激 素 水 平 的 调 节 等 ； 分 子 功 能 主 要 包 括 脂 质 结 合 、 核 受 体 活

性 、 转 录 因 子 结 合 和 羧 酸 结 合 ； 细 胞 组 分 主 要 包 括 受 体 复 合

物 、 RNA聚 合 酶 域 转 录 因 子 复 合 物 、 细 胞 膜 。

KEGG通 路 分 析 共 获 得 60 条 信 号 通 路 ， 根 据 值 排 序 筛 选

出 前 20 条 KEGG 信 号 通 路 进 行 气 泡 图 展 示 。 （ 见 图 6） LPAI 治 疗

HLP 的 信 号 通 路 包 括 PPAR 信 号 通 路 、 胰 岛 素 抵 抗 、 脂 肪 细 胞

因 子 信 号 通 路 、 癌 症 的 途 径 、 神 经 活 性 配 体 受 体 相 互 作 用 、

AMPK 信 号 通 路 、 胰 高 血 糖 素 信 号 通 路 、 糖 尿 病 并 发 症 中 的

AGE-RAGE 信 号 通 路 、 甲 状 腺 激 素 信 号 通 路 、 流 体 剪 应 力 与

动 脉 粥 样 硬 化 、 HIF-1 信 号 通 路 、 丙 型 肝 炎 、 胰 岛 素 信 号 通 路

等 。 其 中 显 著 性 最 高 的 PPAR信 号 通 路 可 参 与 调 控 肝 组 织 的 脂

肪 酸 氧 化 ， 降 低 TG 含 量 ， 维 持 脂 质 水 平 的 稳 态 [14]。 这 也 为 进 一

步 通 过 体 外 实 验 验 证 LPAI治 疗 HLP的 作 用 机 制 指 明 了 方 向 。

图 5 LPAI治疗 HLP的 GO分析 （排名前 8）

图 6 LPAI治疗 HLP的 KEGG分析

2.6 体外实验验证

2.6.1 LPAI 对 L-02 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 LPAI（ 125 、 250、

500 、 1 000 、 2 000 、 4 000 滋g/mL） 干 预 脂 肪 变 性 L-02 细 胞 24 、

48 、 72 h 后 ， 随 着 LPAI 浓 度 的 提 升 及 给 药 时 间 的 延 长 ， 其 相 应

的 增 殖 抑 制 率 逐 渐 升 高 。 （ 见 图 7） 这 说 明 LPAI 对 FFA 诱 导 的

L-02 细 胞 的 增 殖 抑 制 作 用 呈 浓 度 和 时 间 依 赖 性 。

图 7 LPAI对 FFA诱导的 L-02细胞的增殖抑制率（x依s，n=5）

2.6.2 LPAI对 L-02细 胞 内 脂 滴 累 积 的 抑 制 作 用 油 红 O 染 色

结 果 显 示 ， 对 照 组 L-02 细 胞 核 大 而 肥 ， 核 内 染 色 质 丰 富 ， 未 见

明 显 脂 滴 。 模 型 组 细 胞 核 小 畸 形 ， 细 胞 间 隔 微 增 大 ， 胞 浆 内 颗

粒 状 脂 质 被 染 成 橙 红 色 ， 并 清 澈 可 见 大 小 不 等 ， 数 目 不 一 致

的 均 质 性 脂 滴 满 盈 抱 团 ， 这 提 示 细 胞 脂 肪 变 性 模 型 建 立 成 功 。

与 模 型 组 比 较 ， LPAI 低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞 胞 浆 内 脂 滴 含 量 均

有 不 同 程 度 减 少 ， 且 LPAI 高 剂 量 组 细 胞 浆 内 脂 滴 减 少 程 度 接

近 于 对 照 组 。 这 表 明 LPAI 能 够 通 过 降 低 细 胞 胞 浆 内 脂 滴 累

积 ， 抑 制 细 胞 脂 肪 变 性 。 （ 见 图 8）

图 8 LPAI对 L-02细胞内脂滴的影响（伊200，标尺=100 滋m）

2.6.3 LPAI 对 L-02 细 胞 上 清 液 中 TG 水 平 的 影 响 模 型 组 TG

含 量 高 于 对 照 组 （ <0.01） ； LPAI 中 、 高 剂 量 组 TG 含 量 低 于 模

型 组 （ <0.05 或 <0.01） ， 说 明 LPAI可 显 著 降 低 L02 细 胞 内 TG 含

量 ， 可 能 为 柳 蒿 芽 降 血 脂 的 关 键 活 性 部 位 。 （ 见 图 9）

注：与对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05，c <

0.01。

图 9 LPAI对 L-02细胞上清液 TG含量的影响 （x依s，n=5）

2.6.4 LPAI对 L-02细 胞 上 清 液 中 PPAR琢和 LPL蛋 白 表 达 的 影

响 模 型 组 L-02 细 胞 中 PPAR琢 和 LPL蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 对

对 照 组 模 型 组 L P A I 低 剂 量 组

LPAI中 剂 量 组 LPAI高 剂 量 组

LPAI/（ 滋g/mL）
1 2 5 2 5 0 5 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 4 0 0 0

对 照 组 模 型 组 L P A I L P A I L P A I

低 剂 量 组 中 剂 量 组 高 剂 量 组

a

c

b
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照 组 （ <0.01 或 <0.05） ； LPAI低 、 中 、 高 剂 量 组 细 胞 中 LPL蛋 白

相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ <0.05） ； LPAI 中 剂 量 组 细 胞 中

PPAR琢 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ <0.05） ； LPAI 低 、 高 剂

量 组 细 胞 中 PPAR琢 蛋 白 相 对 表 达 量 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 这 说 明 LPAI 可 抑 制 FFA 诱 导 的 L-02 细 胞

中 PPAR琢和 LPL的 表 达 。 （ 见 图 10耀11）

图 10 L-02细胞 PPAR琢和 LPL蛋白表达Western blotting图

注：与对照组比较，a <0.01，b <0.05；与模型组比较，c <

0.05。

图 11 各组 L-02细胞 PPAR琢和 LPL蛋白相对表达量比较

（x依s，n=5）

3 讨 论

HLP 是 指 由 各 种 原 因 导 致 的 血 脂 水 平 过 高 ， 为 临 床 常 见

病 [15-17]。 HLP在 蒙 医 临 床 中 归 属 于 “ 通 拉 嘎 未 消 病 ” 范 畴 。 “ 通 拉

嘎 未 消 病 ” 的 主 要 病 因 是 食 入 过 多 油 腻 、 高 蛋 白 、 高 能 量 食

物 ， 消 化 不 良 ， 汗 后 受 寒 和 运 动 减 少 导 致 体 内 巴 达 干 黏 液 增

多 ， 精 华 与 糟 粕 分 解 衰 退 ， 血 液 中 脂 肪 成 分 增 多 。 蒙 古 族 主 要

以 “ 红 食 （ 肉 食 ） ” 和 “ 白 食 （ 奶 制 品 ） ” 为 主 食 ， 每 天 摄 入 大 量 高

脂 肪 、 高 蛋 白 、 高 能 量 食 物 。 “ 通 拉 嘎 未 消 病 ” 发 病 率 较 高 ， 尤

其 是 高 寒 地 区 发 病 率 更 高 。 柳 蒿 芽 对 HLP有 特 殊 的 防 治 功 效 。

课 题 组 在 前 期 研 究 [9]中 发 现 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 能 降 低 HLP 大

鼠 模 型 血 脂 ， 但 其 具 体 作 用 机 制 尚 不 明 确 。

本 研 究 发 现 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 的 核 心 活 性 成 分 （ 靶 点 相

互 作 用 大 于 28） 共 5 个 ， 分 别 为 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 、 12,13- 环

氧 亚 麻 酸 和 棕 榈 酸 ， 其 中 亚 麻 酸 具 有 降 低 血 清 总 胆 固 醇 、 甘

油 三 酯 、 低 密 度 脂 蛋 白 、 极 低 密 度 脂 蛋 白 以 及 升 高 血 清 高 密

度 脂 蛋 白 的 作 用 。 韦 恩 图 获 得 84 个 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 治 疗

HLP 的 潜 在 靶 点 ， 这 说 明 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 可 通 过 多 个 靶 点

发 挥 抗 高 脂 血 症 作 用 。 化 学 成 分 - 靶 点 网 络 中 的 核 心 靶 点 包

括 AKT1 、 IL-6 、 TNF 、 VGEF 、 PPAR琢 、 LDLR ， 其 中 PPAR琢 与 脂

质 代 谢 密 切 相 关 ， 是 重 要 作 用 靶 点 之 一 [18-22]。 PPAR琢 主 要 在 肝

脏 表 达 ， 包 括 L-02 细 胞 在 内 的 多 种 细 胞 均 可 产 生 PPAR琢[23-25]。

研 究 [26] 表 明 ， 小 鼠 经 PPAR琢 激 动 剂 刺 激 后 肝 脏 中 脂 蛋 白 脂 酶

（ lipoprotein lipase ， LPL） 表 达 增 加 ， 甘 油 三 酯 显 著 降 低 。 GO 功

能 富 集 中 细 胞 组 分 主 要 包 括 受 体 复 合 物 、 RNA 聚 合 酶 域 转 录

因 子 复 合 物 和 细 胞 膜 ； 分 子 功 能 主 要 包 括 脂 质 结 合 、 核 受 体

活 性 、 转 录 因 子 结 合 ； 生 物 过 程 主 要 涉 及 脂 质 定 位 、 转 运 和 代

谢 过 程 的 调 节 以 及 胆 固 醇 代 谢 。 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 可 通 过 上

述 途 径 完 成 细 胞 信 号 传 递 及 能 量 代 谢 过 程 。 KEGG 通 路 分 析

发 现 ， 脂 肪 细 胞 因 子 信 号 通 路 、 PPAR 信 号 通 路 和 糖 尿 病 并 发

症 中 的 AGE-RAGE信 号 通 路 传 导 异 常 在 HLP病 理 进 程 中 具 有

关 键 的 影 响 。

本 研 究 在 网 络 药 理 学 预 测 的 基 础 上 ， 采 用 FFA诱 导 L-02细

胞 脂 肪 变 性 模 型 ， 研 究 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 的 降 血 脂 作 用 机 制 。

柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 可 抑 制 FFA 诱 导 的 L-02 细 胞 脂 肪 变 性 ， 并

与 剂 量 和 时 间 相 关 。 油 红 O 染 色 显 示 ， 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 干 预

后 细 胞 内 脂 滴 分 布 在 细 胞 膜 边 缘 ， 累 积 数 量 逐 渐 减 少 ， 同 时

柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 能 显 著 降 低 L-02 细 胞 上 清 液 TC 含 量 。 LPL

主 要 在 脂 肪 组 织 、 心 肌 及 骨 骼 肌 等 外 周 组 织 中 表 达 。 LPL活 性

下 降 或 功 能 缺 失 均 可 导 致 血 液 乳 糜 微 粒 （ CM） 和 VLDL的 难 降

解 ， 引 起 TC、 TG 和 LDL-C 浓 度 升 高 [27]。 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 可 通

过 上 调 脂 肪 变 性 模 型 L-02 细 胞 的 PPAR琢 表 达 水 平 ， 提 高 细 胞

内 LPL的 活 性 。

综 上 所 述 ， 柳 蒿 芽 脂 溶 性 部 位 可 调 节 多 条 生 物 通 路 共 同

作 用 抑 制 HLP 的 发 展 ， 其 中 抑 制 L-02 细 胞 增 殖 、 降 低 细 胞 内

TC含 量 可 能 与 PPAR琢表 达 上 调 有 关 。
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