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基于网络药理学探讨Win55,212-2对GP120诱导
大鼠艾滋性认知功能障碍的影响及其机制*

余佳佳 1，梁 美 1，夏思雨 1，项锡勇 1，李 珊 3，周怡俊 4，张丹妮 1，周 燕 1，2∆

（广西医科大学 1.药学院；2.生物活性分子研究与评价重点实验室；3. 护理学院，南宁 530021；4.广西医

科大学第二附属医院，南宁 530007）

摘要 目的：基于网络药理学探讨 Win55,212-2 对艾滋病病毒-1（HIV-1）包膜蛋白 GP120 诱导大鼠艾滋性认知功能障碍

（HAND）的影响及其机制。方法：通过 GeneCards、OMIM、DisGeNET 和 NDCI 数据库获取 HAND 相关靶点，GeneCards、

Pharm Mapper、SwissTargetPrediction 数据库获取 Win55,212-2 相关靶点，再通过 Venny 2.1.0 在线工具映射获得 HAND 与

Win55,212-2的交集靶点。采用String 11.5数据库和Cytoscape 3.7.2软件构建交集靶点的蛋白相互作用（PPI）网络并筛选出核

心靶点；通过David 6.8数据库对交集靶点进行GO和KEGG通路富集分析，并通过微生物信息学在线工具对富集结果进行可

视化。最后采用Cytoscape 3.7.2软件构建“药物—靶点—疾病—通路”网络。通过脑部立体定位注射技术建立GP120诱导的

HAND大鼠模型，术后第3天进行新物体识别测试，检测各组大鼠的认知功能。实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测各组大鼠

海马组织中P38 MAPK通路和下游炎症因子TNF-α、CXCL-12 mRNA表达水平。结果：Win55,212-2与HAND的共同作用靶点

81 个，GO 和 KEGG 分析结果显示 Win55,212-2 治疗 HAND 的核心靶点包括 AKT1、TNF、ALB、MAPK3 等；主要通路涉及

cAMP信号通路、AGE-RAGE信号通路、TNF信号通路、MAPK信号通路等。新物体识别测试结果显示，Win55,212-2提高了

GP120诱导HAND大鼠的辨别指数，RT-qPCR结果显示Win55,212-2降低了P38、TNF-α、CXCL-12 的mRNA表达水平（均P＜

0.01）。结论：Win55,212-2通过下调P38 MAPK通路并抑制下游炎症因子TNF-α、CXCL-12的表达而起到神经保护作用，这可

能是其改善GP120诱导大鼠HAND的机制。
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Study on the effect and mechanism of Win55,212-2 on GP120-induced HAND in rats based

on network pharmacology
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Abstract Objective: To explore the effect and mechanism of Win55,212-2 on human immunodeficiency virus

type 1 (HIV- 1) envelope protein GP120- induced HIV- 1- associated neurocognitive disorders (HAND) in rats

based on network pharmacology. Methods: First, HAND related targets were obtained from GeneCards, OMIM,

DisGeNET and NDCI databases, and Win55,212-2 related targets were obtained from GeneCards, Pharm Mapper

and SwissTargetPrediction. Then, the intersection targets of HAND and Win55,212- 2 were obtained by using

Venny 2.1.0 online tool. The protein interaction (PPI) network of intersection targets was constructed by String

11.5 database and Cytoscape 3.7.2 software, and the core targets were screened out. GO and KEGG pathway en-

richment analysis was performed for intersection targets using David 6.8 database, and the enrichment results

were visualized using bioinformatics softwares. Fi-

nally, a network model diagram of "drug-target-dis-

ease-pathway" was constructed by using Cytascape

3.7.2 software. The rat model of GP120- induced

HAND was established by stereotactic injection in-

*基金项目：国家自然科学基金资助项目（No. 81660213；
No. 81360192）；广西自然科学基金资助项目

（No. 2023GXNSFAA026160；No. 2017GXNSFAA198187；
No. 2018GXNSFAA281325）
△通信作者，E-mail：zhouyan@gxmu.edu.cn
收稿日期：2023-03-27

·· 945



广西医科大学学报 2023 Jun. 40（6）

to the brain, and the new object recognition test (NORT) was performed on the third day after surgery to detect

the cognitive function of each group of rats. Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR) was used to detect the mRNA expression levels of P38 MAPK pathway and downstream inflammatory

factors TNF-a and CXCL-12 in the hippocampus of rats in each group. Results: There were 81 common targets of

Win55,212-2-HAND, and the results of GO and KEGG analysis showed that the core targets of Win55,212-2 for

HAND treatment included AKT1, TNF, ALB and MAPK3, etc. The main pathways involved cAMP signaling

pathway, AGE-RAGE signaling pathway, TNF signaling pathway and MAPK signaling pathway, etc. The new ob-

ject recognition test (NORT) results showed that Win55,212-2 increased the discrimination index of GP120-in-

duced HAND rats, and RT- qPCR results showed that Win55,212- 2 decreased the mRNA expression levels of

P38, TNF-α and CXCL-12 (all P＜0.01). Conclusion: Win55,212-2 plays a neuroprotective role by down-regulat-

ing P38 MAPK pathway and inhibiting the expression of downstream inflammatory factors TNF-α and CXCL-12,

which may be the mechanism of improving GP120-induced HAND in rats.

Keywords HIV-1-associated neurocognitive disorders; GP120; network pharmacology; P38 MAPK; inflamma-

tion

艾滋病病毒-1（HIV-1）感染的进展期往往会发

生认知障碍、行为改变和神经损伤，这些表现统称

为艾滋性认知功能障碍（HIV-1-associated neurocog-

nitive disorders，HAND）。受 HAND 影响的患者人

数占HIV感染者的 30%~50%[1]。GP120是HIV-1病

毒的包膜蛋白，能介导HIV-1病毒进入宿主细胞[2]。

GP120具有极强的神经毒性，已有学者在HAND患

者的脑脊液中检测到高水平的GP120表达[3]，提示

GP120在HAND发生和发展过程中发挥关键作用。

有临床研究显示，大麻类药物可用于抑制艾滋

病患者的恶心和消瘦状态[4]。内源性大麻素系统参

与神经系统的递质传递、胶质细胞激活、氧化应激

或蛋白质稳态等重要功能的调节作用，而这些功能

发生异常是癫痫、帕金森病、多发性硬化症等神经

系统疾病的常见病理学特征[5]。因此，大麻素类药

物在某些神经疾病模型中表现出一定的神经功能

调节和保护作用[6-7]。Win55,212-2是一种合成大麻

素受体激动剂，有研究显示，Win55,212-2在小胶质

细胞培养中可以抑制HIV-1病毒的复制[8]，保护海马

神经元免受GP120诱导的神经突触损失[9]。此外，

Win55，212-2可能通过下调炎症因子表达、减弱氧

化反应、调节神经兴奋性等不同途径发挥神经保护

和巩固记忆的作用[10-13]。提示Win55，212-2可能对

GP120诱导的HAND具有潜在的治疗价值，但其作

用机制仍有待进一步阐明。本研究采用网络药理

学分析结合HAND动物模型实验对Win55,212-2改

善GP120诱导大鼠HAND症状的作用及机制进行

预测和验证。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

50只 SPF级雄性 SD大鼠（购于广西医科大学

实验动物中心）。GP120（ImmunoDX 公司，批号：

1021L），NMDAR 受体拮抗剂 Memantine（Sigma 公

司，M9292），大麻素受体激动剂Win55,212-2（Sigma

公司，0000026263），P38 MAPK、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、CXCL-12、GAPDH引物（上海捷瑞生物工

程有限公司），AxyPrep总RNA制备试剂盒（康宁生

命科学有限公司），SYBR荧光染料扩增试剂盒、逆

转录试剂盒（TaKaRa公司）。

1.2 药物、疾病靶点及交集靶点的筛选

以“HIV-associated neurocognitive disorder”为关

键词检索GeneCards、OMIM、DisGeNET和NDCI数

据库，其中GeneCards数据库将检索结果按Score值

大于平均值的原则进行筛选。将3个数据库得到的

靶点合并后删除重复值，得到HAND疾病靶点，并

利用 Uniprot 数据库进行进一步校正。通过 Gene-

Cards 数据库、Pharm Mapper、SwissTargetPrediction

网站获取Win55,212-2相关靶点，并通过Uniprot数

据库进行Gene ID转化。最后通过Venny 2.1.0在线

工具得到Win55,212-2与HAND疾病的交集靶点，

即为Win55,212-2治疗HAND疾病的潜在共同作用

靶点。

1.3 交集靶点蛋白相互作用（PPI）网络的构建及核

心靶点的筛选
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将交集靶点导入 String 11.5数据库，物种选择

“Homo sapiens”获取PPI网络。利用Cytoscape 3.7.2

软件对PPI网络进行拓扑学分析，根据各节点的中

心度值（Degree）的大小将PPI网络可视化。并利用

Cytohubba 插件以 Degree 值进行排序，筛选出前

10位核心靶点。

1.4 基因功能和通路富集分析

通过 David 6.8 数据库对交集靶点进行 GO 及

KEGG分析，结果以条形图或富集气泡图来表示。

1.5 构建“药物—靶点—疾病—通路”网络

将 Win55,212-2-HAND 作用前 10 位核心靶点

以及前20位潜在作用信号通路导入Cytoscape 3.7.2

软件中，构建“药物—靶点—疾病—通路”网络。

1.6 Win55,212-2对GP120诱导HAND大鼠认知能

力的影响

1.6.1 动物分组及给药 50只大鼠随机分为 5组：

空白对照组、假手术组、GP120组、GP120+Meman-

tine 组、GP120+Win55,212-2 组，每组 10 只。Me-

mantine（10 mg/kg）、Win55,212-2（3 mg/kg）在手术

前每天1次预防性给药，持续3 d。除空白对照组和

假手术组外，其余各组大鼠双侧海马脑部立体定位

注射GP120（40 ng/µL），每侧进样量为2.5 μL。假手

术组大鼠双侧海马定位注射等体积的无菌生理盐

水。称量大鼠体重，用 1%戊巴比妥钠（5 mL/kg）对

大鼠进行腹腔注射麻醉。将大鼠固定于脑部立体

定位仪上，用碘伏进行大鼠头部消毒，剪开大鼠头

部皮肤，使其颅骨暴露，参照大鼠脑立体定位图谱，

以前囟为原点，按前囟后侧（AP）=-3.7 mm、中线-
两侧（ML）=±3.0 mm、颅骨硬脑膜平面向下（DV）=

-3.0 mm 的坐标位置进行注射，注射速度控制在

0.3 mL/min，留针5 min以防止注射液体外漏。注射

结束后缝合大鼠头部伤口，碘伏消毒。手术后均腹

腔注射青霉素防止感染。

1.6.2 新物体识别测试 实验共持续 2 d。第 1天

为适应期，第2天为熟悉期和测试期。在适应期，不

放任何物体，将大鼠面朝箱壁放入行为箱（60 cm×

40 cm×80 cm），让其在安静的环境下自由探索5 min

以适应环境。熟悉期，将两个完全相同的无味物体

A放入箱子相邻的两个角落，将大鼠面朝远离物体

A 的箱壁放入箱中，每只大鼠可以自由探索物体

10 min。完成熟悉期实验 60 min后，进入测试期。

其中，将旧物体换成大小相似的新物体，每只大鼠

有 5 min的时间探索新物体。在每次实验测试后，

用 75%的酒精来清洁箱子和物体以消除气味对大

鼠行为的影响。以辨别指数和探索新物体的时间

百分比来评估大鼠的认知功能。辨别指数 =新物体

探索时间/总探索时间。

1.6.3 实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测P38、TNF-α、

CXCL-12 mRNA表达水平 新物体识别测试结束

后，取各组大鼠海马组织，提取总RNA。按逆转录

试剂盒的说明书将RNA逆转录成 cDNA，对目的基

因进行扩增，以GAPDH为内参基因，记录各基因的

Ct值。结果用2-ΔΔCT法进行计算。引物序列见表1。

表1 PCR引物序列

基因

P38

TNF-α

CXCL-12

GAPDH

正向引物序列

5’-TGACGAAATGACCGGCTA-3’

5’-CCACCACGCTCTTCTGTC-3’

5’-CCTCTGTCACCAGCCTTT-3’

5’-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3’

反向引物序列

5’-CCACGGACCAAATATCCAC-3’

5’-GCTACGGGCTTGTCACTC-3’

5’-CTGCACTTCCTTCCCACT-3’

5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’

1.7 统计学方法

实验数据使用 SPSS 23.0软件处理分析，计量

资料以均数±标准差（x̄ ± s）表示，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。以

P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Win55,212-2治疗HAND作用机制网络药理学

预测分析

2.1.1 Win55,212-2与HAND的共同作用靶点 从

余佳佳, 等 . 基于网络药理学探讨Win55,212-2对GP120诱导大鼠艾滋性认知功能障碍的
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数据库筛选获得 299个Win55,212-2药物作用靶点

和 503 个 HAND 疾病靶点，通过映射获得 81 个

Win55,212-2与HAND的交集靶点作为Win55，212-2

治疗HAND的潜在共同作用靶点（图1）。

图1 Win55,212-2与HAND共同作用靶点韦恩图

2.1.2 PPI网络及核心靶点 将共同作用靶点上传

至String网站后，获得PPI网络图（图 2A）；在 0.4的

中等置信度条件下，该PPI网络图共包含 79个节点

和780条边。 经网络拓扑学分析，各节点的平均自

由度为 18.8，PPI 富集 P 值＜1.0×10- 16。运行 Cyto-

hubba插件，获取核心靶点网络图（图2B）；按Degree

值排序前10位的蛋白是AKT1、TNF、ALB、MAPK3、

SRC、CASP3、CXCL8、MMP9、IGF1、PPARG。提示

这些蛋白可能是Win55,212-2治疗HAND的关键靶

点。

A：PPI网络图；B：核心靶点网络图（前10位）。

图 2 Win55,212-2与HAND共同作用靶点 PPI网络图及核

心靶点网络图

2.1.3 GO和KEGG富集分析 GO分析结果提示，

Win55,212- 2 通过调控多种生物学过程发挥抗

HAND作用，将 81个交集靶点进行 GO 富集分析，

得到 GO 条目（P＜0.05）共 656 个，包括生物过程

（BP）504 个，细胞成分（CC）57个和分子功能（MF）

95个。以P值作为参考进行排序，排前10位的富集

条目条形图如图3A所示。其中BP分析结果显示其

与调控炎症反应、基因表达的正调控、活化MAPK

活性等有关；CC分析结果主要涉及质膜、大分子复

合物以及神经元细胞体等；MF主要包括蛋白丝氨

酸/苏氨酸激酶活性、肽酶活性、MAP激酶活性等。

KEGG信号通路富集分析共涉及 158条信号通路，

排前20位通路的富集气泡图如图3B所示。结果显

示，关键靶点基因主要参与了cAMP信号通路、癌症

途径、HIV-1感染、TNF信号通路、脂质与动脉粥样

硬化、MAPK 信号通路、阿尔茨海默病等。

2.1.4 “药物－靶点－疾病－通路”网络 如图4 所

示，10个左侧节点代表Win55,212-2治疗HAND作

用的核心靶点，20个右侧节点表示Win55,212-2治

疗HAND作用的关键通路。

2.2 动物验证实验

2.2.1 新物体识别测试结果 与假手术组相比，

GP120组大鼠辨别指数降低（P＜0.01），对新物体的

探索时间百分比下降，表明GP120组大鼠已发生认

知功能障碍；与 GP120 组相比，GP120+Memantine

组和 GP120+Win55,212-2 组辨别指数均增高（P＜

0.01），对新物体的探索时间百分比升高，见图5。

2.2.2 Win55,212-2对P38 MAPK通路的影响

GP120组海马区P38 mRNA的表达量显著上升

（P＜0.01）；Memantine 和 Win55,212-2 干预可以显

著降低 GP120 诱导 HAND 大鼠海马区 P38 mRNA

的表达水平（均P＜0.01），见图6。

2.2.3 Win55,212-2对GP120处理大鼠海马组织中

炎症因子 mRNA 表达的影响 与假手术组相比，

GP120 组大鼠 TNF-α和 CXCL-12 的 mRNA 表达量

均显著增高（均P＜0.01）；与GP120组相比，GP120+

Memantine 和 GP120 + Win55,212- 2 组的 TNF-α和

CXCL-12的mRNA表达量均降低（均 P＜0.01），见

图7。

·· 948



A：GO分析结果；B：KEGG通路分析结果（前20位）。

图3 GO和KEGG通路富集结果

图4 “药物—靶点—疾病—通路”网络模型

A：各组大鼠的辨别指数；B：各组大鼠探索新物体和旧物体的时间百分比。与假手术组相比，##P＜0.01；与GP120组相

比，**P＜0.01。

图5 Win55,212 -2对GP120诱导的大鼠HAND的影响

余佳佳, 等 . 基于网络药理学探讨Win55,212-2对GP120诱导大鼠艾滋性认知功能障碍的

影响及其机制 ·· 949



广西医科大学学报 2023 Jun. 40（6）

与假手术组相比，##P＜0.01；与GP120组相比，**P＜0.01。

图 6 Win55,212-2对GP120处理大鼠海马区P38 mRNA表

达的影响

A：各组大鼠海马区TNF-α mRNA的相对表达量；B：各

组大鼠海马区CXCL-12 mRNA的相对表达量。与假手术组

相比，##P＜0.01；与GP120组相比，**P＜0.01。

图 7 Win55,212- 2 对 GP120 处理大鼠海马区炎症因子

mRNA表达的影响

3 讨 论

HAND是HIV-1病毒感染并进入脑组织引起的

神经退行性疾病，目前人们对HAND发生机制的研

究仍较少，尚无有效治疗药物。HAND引起的神经

认知功能下降主要是由于神经突触损伤有关，而大

麻素受体的激活可抑制炎症反应的发生从而可防

止突触丢失[9,14]。针对这一理论，本实验通过网络药

理学方法和生物信息学分析对大麻素受体激动剂

Win55,212-2和HAND的共同靶点进行了基因分析

和通路分析。结果显示，Win55,212-2 治疗 HAND

的核心靶点包括 AKT1、TNF、ALB、MAPK3、SRC

等，主要通路包括 cAMP信号通路、AGE-RAGE信

号通路、TNF信号通路、MAPK信号通路等。研究

表明，MAPK信号通路不仅介导GP120神经毒性作

用，还与大麻素系统之间存在密切联系[15-16]。提示

MAPK通路可能是大麻素受体激动剂Win55,212-2

影响 GP120 诱导大鼠 HAND 症状的主要作用途

径。而CXCLR和TNF均与炎症反应有关，与之对

应，在GO分子功能分析中，两者也与蛋白激酶活性

与炎症反应有关，说明Win55,212-2和HAND的共

同靶点与神经炎症反应有密切关联。因此，上述分

析初步显示Win55,212-2可能通过调节MAPK通路

介导的神经炎症反应而改善HAND。

GP120 可单独作为病原物质引起机体免疫应

答，也可用作HIV-1病毒感染的诊断标志物，是最常

用于制作HAND模型的致病因子之一 [17]。有研究

表明，大鼠脑内注射 GP120 后可造成行为学改

变[18]。因此，本研究通过注射GP120至大鼠双侧海

马区建立HAND大鼠模型[19]。NMDAR拮抗剂Me-

mantine在临床上广泛用于治疗阿尔茨海默病，本研

究采用 Memantine 作为阳性对照药，研究 Win55,

212-2对GP120诱导大鼠HAND的影响。新物体识

别测试结果显示：GP120的干预导致大鼠发生认知

功能障碍，而Memantine和Win55,212-2均可显著改

善GP120诱发的大鼠认知损伤。

MAPK信号通路可以调节细胞的生理活动，其

参与细胞增殖、炎症与氧化应激等过程[20]。MAPK

家族包括P38丝裂原活化蛋白激酶、细胞外信号调

节激酶（ERK）、c-Jun NH2末端激酶（JNK）、细胞外

信号调节蛋白激酶5（ERK5）4个亚家族[21]。GP120

产生神经毒性反应的前提是在单核细胞和神经元

细胞中激活P38 MAPK[22]。在神经元原代培养和其

他神经元细胞的体外研究表明，应激激活的 P38

MAPK 促进神经细胞损伤和死亡 [23- 24]。为了验证

Win55,212-2是否通过P38 MAPK通路发挥作用，本

研究检测此通路中P38的mRNA表达量。结果显

示，Memantine 和 Win55,212- 2 干预可显著逆转

GP120诱导的P38 mRNA上调，表明P38 MARK信

号通路是Win55,212-2主要作用途径。神经炎症被

认为是HAND的主要发病机制之一 [25]。本研究检

测了大鼠海马组织炎症因子 TNF-α和CXCL-12的

表达水平，结果显示，GP120使大鼠海马产生炎症反

应；而Memantine和Win55,212-2均抑制了GP120诱

导的神经炎症反应，对GP120诱导的HAND大鼠产
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生一定的神经保护作用。

综上所述，Win55,212-2对GP120诱导的认知障

碍有改善作用，与阳性对照药Memantine产生的神

经保护效应类似；Win55,212-2通过介导P38 MAPK

通路抑制下游炎症因子TNF-α和CXCL-12的表达，

改善GP120诱导HAND大鼠的认知障碍。本研究

结果为防治GP120诱发的HAND提供了一定的理

论和实验依据，也为后续进一步开发防治HAND的

有效药物提供了新的思路。
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