
·论  著·

绿原酸联合连翘苷调控细胞因子风暴的网络药理分析
及基于TLR4/TRAF6/PI3KC3通路的协同抗炎作用*

彭善鑫1,刘婷婷2,朱晓松1,王丽萍1,刘海燕3△

(临沂市人民医院:1.医院感染管理部;2.心血管内科;3.护理部,山东
 

临沂
 

276000)

  [摘 要] 目的 基 于 网 络 药 理 学 和 体 外 实 验 探 究 绿 原 酸 联 合 连 翘 苷 调 控 细 胞 因 子 风 暴 的 机 制。
 

方法 利用Swiss
 

Target
 

Prediction、PharmMapper、SEA和TCMSP数据库预测绿原酸和连翘苷的靶点,在

GeneCards、OMIM、DRUGBANK和DisGeNET数据库获取细胞因子风暴的靶点,筛选交集靶点绘制 Venn
图,以STRING数据库和Cytoscape软件构建蛋白质相互作用网络,采用DAVID数据库进行基因本体(GO)和

京都基因与基因组百科全书(KEGG)富集分析。以脂多糖(LPS)诱导RAW264.7巨噬细胞构建细胞因子风暴

模型;采用细胞计数试剂-8(CCK-8)法检测巨噬细胞存活率;采用Griess法检测细胞上清液中一氧化氮(NO)
含量;以酶联免疫吸附试验(ELISA)法测定肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)、诱导型一氧化氮合

酶(iNOS)和环氧化酶-2(COX-2)的水平;蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)检测TNF受体相关因子(TRAF4)、

TNF受体相关因子6(TRAF6)、磷酸肌醇-3-激酶3(PIK3C3)蛋白表达。
 

结果 网络药理分析获得绿原酸联合

连翘苷治疗细胞因子风暴的8个核心网络靶点[丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(AKT1)、白蛋白(ALB)、低氧诱导因

子1α(HIF1A)、IL-6、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)、过氧化物酶体增殖物激活受体
 

γ(PPARG)、酪氨酸激酶

(SRC)、Toll样受体4(TLR4)];富集关键通路包括PI3K/AKT信号通路等。体外实验结果显示,与对照组比

较,模型组中NO、TNF-α、IL-6的释放量和iNOS、COX-2蛋白表达量均显著升高(P<0.001)。与模型组比较,
给药后NO、TNF-α、IL-6、iNOS、COX-2的水平均显著降低(P<0.001)。与单药给药组比较,绿原酸和连翘苷

(1∶1)联合用药组炎症指标下降更明显(P<0.001)。与模型组比较,给药组TLR4、TRAF6、PI3K3C的蛋白

表达和PI3K3C的磷酸化水平显著下降。结论 绿原酸联合连翘苷能协同抑制促炎细胞因子的表达,调控细胞

因子风暴,可能通过TLR4/TRAF6/PI3K3C信号通路实现。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanisms
 

by
 

which
 

chlorogenic
 

acid
 

combined
 

with
 

forsytho-
side

 

regulates
 

cytokine
 

storms
 

through
 

network
 

pharmacology
 

and
 

in
 

vitro
 

experiments.Methods The
 

targets
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

forsythoside
 

were
 

predicted
 

using
 

Swiss
 

Target
 

Prediction,PharmMapper,SEA,and
 

TCMSP
 

databases.Targets
 

related
 

to
 

cytokine
 

storms
 

were
 

retrieved
 

from
 

GeneCards,OMIM,DRUGBANK,

and
 

DisGeNET
 

databases.Intersection
 

targets
 

were
 

identified
 

and
 

depicted
 

in
 

a
 

Venn
 

diagram.A
 

protein
 

inter-
action

 

network
 

was
 

constructed
 

using
 

the
 

STRING
 

database
 

and
 

Cytoscape
 

software.Gene
 

Ontology(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes(KEGG)
 

enrichment
 

analyses
 

were
 

performed
 

using
 

the
 

DAVID
 

database.A
 

cytokine
 

storm
 

model
 

was
 

established
 

in
 

RAW264.7
 

macrophages
 

induced
 

by
 

lipopolysaccharide
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(LPS).Cell
 

viability
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK-8)
 

method.Nitric
 

oxide(NO)
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

Griess
 

method.Levels
 

of
 

inflammatory
 

cytokines,tumor
 

necrosis
 

fac-
tor-alpha(TNF-α),interleukin-6(IL-6),inducible

 

nitric
 

oxide
 

synthase(iNOS),and
 

cyclooxygenase-2(COX-2)
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay(ELISA).The
 

expression
 

of
 

TNF
 

receptor-associated
 

factor
 

4(TRAF4),TNF
 

receptor-associated
 

factor
 

6(TRAF6),and
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

3(PIK3C3)
 

proteins
 

were
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.Results Network
 

pharmacology
 

analysis
 

identified
 

eight
 

core
 

net-
work

 

targets
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

cytokine
 

storms
 

with
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

forsythoside,including
 

serine/

threonine-protein
 

kinase(AKT1),albumin(ALB),hypoxia-inducible
 

factor
 

1-alpha(HIF1A),IL-6,matrix
 

metalloproteinase-9(MMP-9),peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

gamma(PPARG),tyrosine
 

kinase
(SRC),and

 

Toll-like
 

receptor
 

4(TLR4).Key
 

pathways
 

included
 

the
 

phosphoinositide
 

3-kinase(PI3K)/protein
 

kinase
 

B(AKT)
 

signaling
 

pathway.In
 

vitro
 

experiments
 

showed
 

that
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group,levels
 

of
 

NO,TNF-α,IL-6,iNOS,and
 

COX-2
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.001).After
 

treat-
ment,levels

 

of
 

NO,TNF-α,IL-6,iNOS,and
 

COX-2
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group(P<
0.001).The

 

combined
 

treatment
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

and
 

forsythoside(1∶1)
 

more
 

effectively
 

reduced
 

inflam-
matory

 

indicators
 

compared
 

to
 

single
 

treatments(P<0.001).Protein
 

expression
 

of
 

TLR4,TRAF6,PIK3C3,

and
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

PIK3C3
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group.Conclusion Chlorogenic
 

acid
 

combined
 

with
 

forsythoside
 

synergistically
 

suppresses
 

the
 

expression
 

of
 

pro-inflammatory
 

cytokines
 

and
 

regulates
 

cytokine
 

storms,potentially
 

through
 

the
 

TLR4/TRAF6/PIK3C3
 

signaling
 

pathway.
[Key

 

words] Chlorogenic
 

acid; Forsythoside; Cytokine
 

storm; Network
 

pharmacology; TLR4/

TRAF6/PI3K3C
 

signaling
 

pathway

  细胞因子风暴是机体对外界刺激产生的一种炎

症反应,表现为促炎与抗炎机制的失衡,是临床表现

凶险的重要因素之一,可由感染、药物等多种因素诱

发,会导致高炎症状态下的组织损伤与器官功能障

碍[1-2]。抗炎经典药物糖皮质激素常作为免疫抑制剂

遏制细胞因子风暴,但其安全性仍存在争议[3]。既往

的药理学研究表明,中药作用靶点广泛,在清除抗原、
调节免疫和保护组织等方面都发挥着重要作用,在调

控细胞因子风暴的发生、进展、转归阶段均有一定的

效果[4]。绿原酸(CGA)是金银花、菊花等药材的主要

活性成分,具有抗炎、抗氧化应激、免疫调节等多种生

理活性,研究发现CGA可以通过靶向TLR4/3缓解

氧化应激介导的炎 症 小 体 蛋 白3/核 转 录 因 子-κB
(NLRP3/NF-κB)轴反应减轻炎症反应

 [5-6]。连翘苷

(Phil)是中药连翘的主要活性成分,主要有降血脂、抗
炎、抗氧化及脑神经系统保护方面的作用[7]。有研究

发现,Phil能降低LPS诱导的Raw264.7细胞中诱导

型一氧化氮(iNOS)和环氧化酶(COX)-2蛋白的表

达,并下调促炎因子,如白细胞介素(IL)-1β、IL-6、IL-
8和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)[8]。尽管对 CGA 和

Phil调控炎症反应的研究较多,CGA和Phil
 

2种中药

单体联合作用调控细胞因子风暴的研究鲜有报道。
网络药理学旨在分析药物与疾病之间的内在关

联[9-10]。通过这种方法可以构建“药物-靶点-基因-疾

病”的互作网络,寻找药物的主要靶点,再利用数据库

分析,进而明确药物治疗疾病的机制[11]。目前,这种

方法广泛应用于中医药复方研究中。
本研究从CGA和Phil2种中药单体入手,采用网

络药理分析和脂多糖(LPS)体外细胞因子风暴模型,
探究CGA联合Phil调控细胞因子风暴的作用机制,
以期为CGA联合Phil在治疗细胞因子风暴临床应用

方面提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料 小鼠巨噬细胞RAW264.7(目录号:

SCSP-5036)购于中国科学院上海细胞库;LPS(纯度:≥
98%;批 号:L8880)、CGA[纯 度:高 效 液 相 色 谱 仪

(HPLC)≥98.0%;批号SC8210]、Phil(纯度:HPLC≥
98.0%;批号:SP8220)、地塞米松(DEX,纯度:HPLC≥
98.0%;批号SD9530)购于北京索莱宝生物技术有限公

司;胎牛血清、DMEM、细胞计数试剂-8(CCK-8)试剂

盒分别购于美国 Gibco公司、美国 Hyclone公司、日
本同仁化学研究所;小鼠IL-6和TNF-α的酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒购于杭州联科生物科技股

份有限公司;NO测定试剂盒购于南京建成生物工程

研究所;小鼠iNOS
  

ELISA试剂盒购于北京中昊新生

科技有限责任公司;小鼠 COX-2
 

ELISA 试剂盒和

TLR4兔抗体(批号:CSB-PA001434)购于武汉华美

生物工程有限公司;TRAF6兔抗体(批号:ab33915)、
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PI3KC3兔抗体(批号:ab40776)、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶(GAPDH)兔抗体(批号:ab9485)购于 Abcam 公

司;phospho-PI3KC3(Ser249)兔抗体(批号:13857S)
购于Cell

 

Signaling
 

Technology公司;羊抗兔二抗购

于中杉金桥生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 网络药理学分析

1.2.1.1 Phil和CGA作用靶点的预测 检索中药

系统药理学数据与分析平台(TCMSP)[11](https://

old.tcmsp-e.com/tcmsp.php)获得Phil和CGA 的

2D结 构,并 进 行 3D 模 型 分 子 转 换 成 Canonical
 

SMILES,然后将2D结构及Canonical
 

SMILES分别

导 入 PharmMapper(http://lilab-ecust.cn/pharm-
mapper/index)、SwissTargetPrediction(http://swis-
stargetprediction.ch/)、SEA(https://sea.bkslab.
org/)[12]数据库对Phil和CGA 的潜在靶点进行预

测,在去除二者重复值后,即为Phil和CGA的潜在靶

标蛋白,并通过UniProt数据库转换基因名称。

1.2.1.2 细胞因子风暴可能靶点的获取 以“Cyto-
kine

 

Storm”为检索词,在人类基因数据库(Gene-
Cards,https://www.genecards.org/)、OMIM 数据

库(https://omim.org/)、药物靶点数据库(DRUG-
BANK,https://go.drugbank.com/)、DisGeNET数

据库(https://www.disgenet.org/home/)中检索,校
正去除重复值,获取疾病靶点[11]。

在 微 生 信 (http://www.bioinformatics.com.
cn/)上,将获得的药物靶点与疾病靶点相互映射作

Venn图,交集即为Phil和CGA联合治疗细胞因子风

暴的作用靶点。进一步使用Cytoscape3.8.2软件,构
建Phil和CGA联合治疗细胞因子风暴作用靶点的可

视化网络。

1.2.1.3 蛋白质相互作用(PPI)网络构建 将药物-
疾病交集靶点上传至STRING(https://string-db.
org/)数据库进行PPI网络构建,物种设置为“Homo

 

sapiens”,结果储存为 TSV格式,将 TSV文件导入

Cytoscape3.8.2中进行可视化网络,并利用 Cyto-
Hubba插件进行拓扑分析,将degree、最大邻域分量

(MNC)前10名的靶点,取两者共有靶点即为核心

靶点[12]。

1.2.1.4 基因本体论(GO)和京都基因与基因组百

科全书(KEGG)富集分析 将药物-疾病交集靶点上

传至 DAVID 数 据 库 (https://david.ncifcrf.gov/

summary.jsp)进行GO功能分析和KEGG通路富集

分析,基因标识符选择 OFFICIAL_GENE_SYM-
BOL,物种设置为“Homo

 

sapiens”,根据Count选取

排名前10名的 GO 功能条目,并以 P<0.05筛选

CGA联合Phil治疗细胞因子风暴的可能作用通路。
后在微生信(http://www.bioinformatics.com.cn/)
上绘图进行展示[13]。

1.2.2 细胞实验验证方法

1.2.2.1 细胞培养 小鼠巨噬细胞RAW264.7(目录

号:SCSP-5036)用含10%
 

胎牛血清(FBS)、100
 

U/mL
青霉素和链霉素的DMEM

 

培养基置于含5%
 

CO2、

37
 

℃饱和湿度的恒温细胞培养箱中培养。

1.2.2.2 CCK-8法检测细胞毒性 依照CCK-8实验

方法,测定不同浓度(12.5、25、50、100、200、400
 

μg/mL)
的CGA、Phil、地塞米松及其与1

 

μg/mL的脂多糖

(LPS)联合对RAW264.7细胞的安全用药毒性[13]。

1.2.2.3 细胞实验分组 为确定CGA、Phil对LPS
诱导细胞炎症的调控作用,以1

 

μg/mL的LPS构建

体外细胞炎症模型,实验分组为:对照组、模型组、LPS
+CGA低剂量组、LPS+CGA中剂量组、LPS+CGA
高剂量组、LPS+Phil低剂量组、LPS+Phil中剂量

组、LPS+Phil高剂量组、LPS+CGA+Phil组(联合

用药组,含5种不同配比组合)、阳性对照组(LPS+25
 

μg/mL
 

DEX)。将对数生长期的RAW264.7巨噬细

胞接种于六孔板,按照实验分组,除正常组和模型组

(仅1
 

μg/mL
 

LPS)外,首先用LPS刺激细胞2
 

h,再
选取CCK-8实验获得的安全用药浓度,分别用CGA、

Phil、二药联合及DEX(阳性对照)处理24
 

h,培养结

束后,收集细胞或上清液,检测以下实验指标。

1.2.2.4 细胞上清液 NO、TNF-α、IL-6释放量检

测 参照NO测定试剂盒说明书采用Griess法检测

RAW264.7细胞上清中的 NO释放量;参照ELISA
试剂盒说明书检测RAW264.7细胞上清液 TNF-α、

IL-6水平。

1.2.2.5 细胞中iNOS和COX-2水平检测 参照

ELISA试剂盒说明书检测iNOS和COX-2水平。

1.2.2.6 采用蛋白免疫印迹法(Western
 

Blot)检测

TLR4、TRAF6、PI3K3C蛋白表达水平 按“1.3.5”
项下的方法获取细胞裂解后的上清液,测浓度后进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE电

泳),经转膜、封闭,一抗、二抗孵育后,增强型化学发

光试剂(ECL)显影,获取蛋白印迹图片。GAPDH作

为参照。

1.3 统计学处理 应用GraphPad
 

Prism
 

8
 

统计软件

进行数据分析,计量资料以x±s表示,多组数据间的

差异采用单因素方差分析(One-way
 

ANOVA),P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 “成分-靶点-疾病”网络和PPI网络的构建与分

析 通过 TCMSP、PharmMapper、SwissTargetPre-
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diction和SEA数据库共获取564个药物靶点;通过

GeneCards、OMIM、DRUGBANK 和 DisGeNET 数

据库共获取1
 

557个疾病靶点;利用Venn图获得76
个交集靶点(图1A)。利用Cytoscape3.8.2软件构建

“CGA联合Phil-共同靶点-细胞因子风暴”关系网络

(图1B),结果显示,该网络共有78个节点、152条边。
将76个共同靶点导入STRING数据库,筛选出

结合评分≥0.4的靶点,剔除孤立靶点,得到包含75
个靶点的PPI网络(图1C),运用CytoHubba插件分

析,得到的degree和 MNC前10的靶点,二者结果一

致(图1D)。运用 MCODE插件进行子网络分析,得
到分值最高(Score=19.419)的子网络(图1E),与上

述结果取交集,得到CGA联合Phil治疗细胞因子风

暴的核心靶点(图1F)。8个核心网络靶点分别为

AKT1、ALB、HIF1A、IL6、MMP9、PPARG、SRC、

TLR4。

2.2 GO功能分析和KEGG通路分析 对CGA联

合Phil治疗细胞因子风暴的潜在作用靶点进行GO
富集分析,得到GO条目251个(P<0.01),其中生物

过程(BP)条目182个,包括凋亡过程的负向调控、细
胞增殖的正向调控、炎症反应等;细胞组分(CC)条目

29个,包括细胞膜、细胞质、细胞外泌体等;分子功能

(MF)条目40个,包括蛋白结合、ATP结合、酶结合

等。各类别count前10位的条目见图2A。

KEGG通路富集分析筛选得到127条通路(P<
0.01),包括磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/

AKT)信号通路等,这些通路可能与CGA联合Phil
治疗细胞因子风暴有关。选count较大的前20条通

路进行可视化。见图2B。

  注:A.化合物与疾病交集靶点Venn图;B.化合物-疾病交集靶点关系网络图;C.PPI网络;D.基于CytoHubba拓扑分析;E.基于 MCODE网

络模块分析;F.核心靶点。

图1  CGA联合Phil治疗细胞因子风暴的潜在靶点分析
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2.3 化合物对细胞活力的影响 CGA、Phil浓度在

0~50
 

μg/mL时 RAW264.7细胞活力无明显影响

(P>0.05),故后续实验中选取12.5、25、50
 

μg/mL

浓度作为 CGA 和 Phil的低、中、高剂量浓度。见

图3。

  注:A.GO富集分析;B.KEGG通路富集分析(Top20)。

图2  CGA联合Phil治疗细胞因子风暴靶点的GO、KEGG分析

  注:与正常组比较,aP<0.001,bP<0.05。

图3  不同浓度CGA、Phil和DEX对RAW264.7细胞存活率的影响
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2.4 CGA和Phil对LPS诱导的RAW264.7细胞中

NO、IL-6和TNF-α释放量的影响 与对照组比较,

LPS刺激诱导 RAW264.7细胞产生明显的炎症反

应,使得细胞上清中NO、TNF-α、IL-6的释放量均显

著升高(P<0.001);与模型组比较,给药组和阳性对

照组细胞上清液中 NO、TNF-α、IL-6水 平 均 降 低

(P<0.001),且与药物剂量成浓度依赖性;与高剂量

单药组比较,CGA和Phil(1∶1)联合用药组中 NO、

TNF-α、IL-6的水平均更低(P<0.001),鉴于联合用

药组效果最佳,后续实验选取联合用药组进行研究。
见图4。

2.5 CGA和Phil对LPS诱导RAW264.7细胞中

iNOS、COX-2蛋白表达水平的影响 CGA、Phil及二

者联用 能 显 著 降 低 LPS诱 导 的iNOS、COX-2在

RAW264.7细胞中的表达水平(P<0.001);与高剂

量单药组比较,CGA和Phil(1∶1)联合用药组中iN-
OS、COX-2蛋白表达水平均更低(P<0.001)。见

图5。

  注:A.NO;B.IL-6;C.TNF-α;与模型组比较,aP<0.001;与CGA高剂量组比较,bP<0.001;与Phil高剂量组比较,cP<0.001。

图4  CGA和Phil对LPS诱导的RAW264.7细胞中NO、IL-6和TNF-α释放量的影响

  注:A.iNOS;B.COX-2;与模型组比较,aP<0.001;与CGA高剂量组比较,bP<0.001;与Phil高剂量组比较,cP<0.001。

图5  CGA和Phil对LPS诱导RAW264.7细胞iNOS、COX-2蛋白表达水平的影响

2.6 CGA和Phil对LPS诱导RAW264.7细胞中

TLR4、TRAF6、PI3K3C蛋白表达水平和PI3K3C磷

酸化水平的影响 与对照组比较,模型组巨噬细胞内

的TLR4、TRAF6、PI3K3C蛋白表达和PI3K3C磷酸
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化水平均明显增加;与模型组比较,CGA、Phil的高剂

量给药组和联用组及阳性对照组的TLR4、TRAF6、

PI3K3C蛋白表达水平均显著降低,PI3K3C磷酸化水

平也显著降低。见图6。

图6  CGA和Phil对LPS诱导RAW264.7细胞

TLR4、TRAF6和PI3K3C蛋白表达的影响

3 讨  论

  细胞因子风暴进展迅速,病情危重,临床以细胞

因子-白细胞正反馈环路下的高炎性组织损伤及其伴

发的免疫、凝血功能异常为特征,涉及多种外感传染

病及内伤杂病的急危重症阶段[14]。细胞因子风暴是

高致病病原微生物[严重急性呼吸综合征冠状病毒

(SARS)、中东呼吸综合征冠状病毒(MERS)、新型冠

状病毒肺炎(COVID-19)]感染患者死亡率上升的重

要潜在因素[2]。促炎因子IL-6、TNF-α是引起细胞因

子风暴的关键因子,利用其特异性抑制剂、阻断剂遏

制细胞因子风暴一直是药物研究的热点[15]。目前,治
疗细胞因子风暴大多采用糖皮质激素等西药进行治

疗,但糖皮质激素可能会诱发二次感染、病程延长等

不良反应,且存在严重后遗症风险[3,16],而中药因作用

靶点广泛、不良反应少,具有重要的研究价值,有望从

中药中发掘治疗细胞因子风暴的有效药物。
本研究采用网络药理方法获得CGA、Phil2个中

药单体联合治疗细胞因子风暴的8个核心网络靶点,
分别为AKT1、ALB、HIF1A、IL-6、MMP-9、PPARG、

SRC、TLR4。KEGG通路富集结果显示,PI3K/AKT
信号通路、病原菌[COVID-19、人巨细胞病毒(HC-
MV)、乙型肝炎病毒(HBV)、鼠疫杆菌等]感染、IL-17
信号通路等,可能与CGA联合Phil治疗细胞因子风

暴有关。
巨噬细胞是炎性细胞因子风暴的重要参与者,介

导了炎症过程中各种免疫病理的发展,包括过度分泌

多种炎症介质和炎性细 胞 因 子(NO、TNF-α、IL-6
等)[17]。NO、TNF-α、IL-6的过量释放与炎症的发生、
发展密切相关,抑制NO、TNF-α、IL-6的过度表达是

减轻炎症的重要 手 段[18-19]。本 研 究 表 明,CGA 和

Phil在12.5、25、50
 

μg/mL剂量组及联合用药组能有

效降低NO、TNF-α、IL-6的释放量,且呈剂量依赖性。
这提示CGA和Phil调控细胞因子风暴与抑制 NO、

TNF-α、IL-6的释放有关。另外,本研究发现,联合用

药组对LPS诱导的炎症介质和炎性细胞因子的释放

的抑制作用要强于高剂量单药组。
作为重要的信号转导分子,NO的过度产生在炎

症疾病发病机制中起着关键作用[20]。iNOS是促炎

介质NO合成的关键酶,COX-2是一种诱导型环氧化

酶,在正常生理状态下的细胞中,iNOS和COX-2的

表达水平极少,当细胞受到刺激时,iNOS和COX-2
表达水平急剧上调,从而进一步调控炎症因子NO和

前列腺素E2(PGE2)的产生,加剧炎症反应[21]。本研

究表明,CGA和Phil显著降低LPS诱导的iNOS和

COX-2蛋白表达水平,联合用药组的效果要好于高剂

量单药组。

TLR4是一种模式识别受体,能被 LPS诱导激

活,引起促炎因子大量释放,最终可能在体内引发细

胞因子风暴,导致严重的脓毒症[22]。本研究发现,

LPS刺激巨噬细胞后,TLR4的蛋白表达水平显著增

加,而CGA、Phil、联合用药及DEX能够显著降低其

水平。TRAF6在LPS与TLR4结合后被募集,进而

诱导促炎反应信号的发生[23]。进一步研究发现,LPS
刺激巨噬细胞后,TRAF6、PI3K3C的蛋白表达水平

及PI3K3C 的 磷 酸 化 水 平 均 显 著 升 高。而 CGA、

Phil、联合用药及DEX能够显著降低其水平。
综上所述,CGA和Phil及其联合用药可通过降

低LPS诱导的iNOS和COX-2表达,抑制NO、TNF-
α、IL-6炎症介质的释放,从而发挥抗炎作用,其机制

可能是与下调 TLR4/TRAF6/PI3K3C信号通路有

关。本研究发现,CGA和Phil联用治疗细胞因子风

暴的效果强于高剂量单药治疗效果,表明单体联用在

抗炎活性方面具有巨大的开发潜力。
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