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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨小续命汤治疗缺血性卒中的作用机制。 方法　 采用网络数据库获取小续

命汤的成分及其对应的作用靶点、 缺血性卒中的疾病靶点， Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件获取成分⁃疾病靶点交集， ＳＴＲＩＮＧ 数据

库进行蛋白互作 （ＰＰＩ） 分析获得核心靶点， Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ 软件包进行基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 富集分析。 以脑缺血再灌注大鼠模型观察小续命汤对脑梗死面积、 神经功能缺损评分、 关键靶点的影响。
结果　 数据库检索获得 １２６ 种活性成分和 ５７ 个关键靶点， ＧＯ 富集分析得到细胞因子受体结合、 细胞因子活性、 磷酸

酶结合等 ７４ 个分子功能条目， ＫＥＧＧ 富集分析得到流体剪切应力和动脉粥样硬化、 糖尿病并发症的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号

通路、 ＩＬ⁃１７ 等 １２４ 条信号通路。 动物实验表明， 小续命汤可减少大鼠脑梗死面积百分比， 减轻神经功能缺损， 下调

ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＰ５３ 表达。 结论　 小续命汤具有多种活性成分， 通过调控 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＰ５３ 等多靶点， 减少脑梗

死面积， 减轻神经功能缺损， 进而发挥治疗缺血性卒中的作用。
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　 　 祛风通络法及其代表方小续命汤治疗缺血性卒中具有

悠久的历史， 其临床疗效受到历代医家的推崇［１⁃２］ 。 现代临

床和药理学研究进一步验证了小续命汤治疗缺血性卒中的

确切药效［３⁃４］ 。 动物实验也证实小续命汤可减少脑梗死体

积、 改善神经功能， 机制研究发现小续命汤对神经元及其

支持细胞和结构成分， 如胶质细胞、 血管内皮细胞、 血脑

屏障等， 具有复合保护作用［５⁃８］ 。 但目前研究仍存在对小续

命汤的多靶点涵盖不全面、 协同效应网络不明晰等问题。
网络药理学是基于系统生物学的理论和方法， 强调对

生物系统进行网络分析， 构建药物⁃靶点⁃疾病网络， 这与

中药复方的多成分、 生物过程的多环节、 分子机制的多靶

点相契合。 因此， 本研究拟借助网络药理学解析小续命汤

治疗缺血性卒中所涉及的有效成分、 分子靶点、 信号通路，
并通过动物实验验证进一步探讨其治疗缺血性卒中的机制。
１　 网络药理学研究

１􀆰 １　 小续命汤活性成分及靶点筛选　 利用中药网络数据库

（ＴＣＭＳＰ） 收集小续命汤 １２ 味药材的主要化学成分并进行

筛选， 标准包括① “类药五原则”， 即相对分子质量＜５００，
氢键供体数目＜５， 氢键受体数目＜１０， 油水分配系数＜５，
可旋转键的数量≤１０ 个； ②药物代谢动力学参数， 其中药

物口服生物利用度≥３０％ ， 类药性≥０􀆰 １８， 血脑屏障通透

性≥－０􀆰 ３。 利用 ＴＣＭＳＰ 数据库结合文献检索， 收集并筛选

小续命汤 １２ 味药材成分的靶点。
１􀆰 ２　 缺血性卒中靶点预测 　 以 “ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ” 为关键

词， 分别检索 ＧｅｎｅＣａｒｄ、 ＴＴＤ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＯＭＩＭ 数据库，
获得缺血性卒中的疾病靶点。
１􀆰 ３　 蛋白⁃蛋白相互作用网络　 采用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件获得

小续命汤成分靶点与缺血性卒中疾病靶点的交集， 并将其

导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库进行蛋白互作分析。
１􀆰 ４　 药物⁃成分⁃靶点⁃疾病网络构建　 将获得的小续命汤活

性成分、 靶点利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 １ 软件构建药物⁃成分⁃靶
点⁃疾病网络。
１􀆰 ５　 靶点功能通路富集分析 　 利用 Ｒ３􀆰 ６􀆰 ３ 软件使用

Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ 生物信息软件包， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选标准， 进
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行基因本体 （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 和京都基因与基因组百科

全书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 富

集分析。
２　 动物实验验证

２􀆰 １　 材料

２􀆰 １􀆰 １　 动物 　 ５０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２３０ ～
２８０ ｇ， 饲养于中山医院动物实验中心， 实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （ 沪） ２０１７⁃０００５， 实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （沪） ２０１６⁃０００６。 研究经复旦大学附属中山医院动

物伦理委员会批准。
２􀆰 １􀆰 ２　 试剂 　 ＴＴＣ 染料 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 兔抗 ＩＬ⁃６ 抗

体、 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＨＲＰ⁃山 羊 抗 兔 二 抗 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）。
２􀆰 １􀆰 ３　 仪器　 ＢＸ５１ 型正置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
Ｐｏｗｅｒ ／ ＰＡＣ３０００ 型电泳和转膜系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ ＦＣ２ 型 凝 胶 成 像 系 统 （ 美 国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ
公司）。
２􀆰 ２　 方法

２􀆰 ２􀆰 １　 小续命汤制备 　 参照文献 ［８］ 报道和 《千金要

方》， 加入 １０ 倍量水煎煮 １ ｈ， 滤过， 重复 ３ 次， 合并滤

液， 加入无水乙醇， 使其总体积分数为 ７５％ ， 磁力搅拌过

夜， ２５ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 恒温蒸发乙醇， 蒸馏

水调节药物质量浓度至 １ ｇ ／ ｍＬ， 高压灭菌， －２０ ℃保存。
２􀆰 ２􀆰 ２　 分组和给药　 参照文献 ［８⁃９］ 报道， 将大鼠随机

分为假手术组、 模型组和小续命汤低、 中、 高剂量组。 造

模前 ３ ｄ 开始每天连续给药， 小续命汤低、 中、 高剂量组

大鼠灌胃给予 １５、 ３０、 ６０ ｇ ／ ｋｇ 小续命汤， 假手术组和模型

组大鼠灌胃给予等量双蒸水。
２􀆰 ２􀆰 ３　 脑缺血再灌注大鼠模型制备 　 参照文献 ［８］ 报

道， 大鼠腹腔注射 １０％ 水合氯酸 （３５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 左

侧颈部皮肤做切口， 依次分离左颈总动脉、 左颈内动脉、
左颈外动脉， 在颈外动脉远端作 “ Ｖ” 切口， 将直径

３􀆰 ０ ｍｍ的尼龙线栓经左颈外动脉、 左颈内动脉， 推送至

左侧大脑中动脉起始端， １􀆰 ５ ｈ 后拔除线栓， 进行再灌注

２４ ｈ。
２􀆰 ２􀆰 ４　 神经功能缺损评分　 参照 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 评分标准对神

经功能缺损进行评分， 即 ０ 分， 无神经功能缺损； １ 分，
对侧前爪不能完全伸展； ２ 分， 向对侧自发性旋转； ３ 分，
向对侧倾倒； ４ 分， 意识丧失。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＴＴＣ 染色检测脑梗死面积　 造模结束后大鼠深度麻

醉， 断头处死， 取脑组织连续作 ６ 片冠状切片， 置于 １％
ＴＴＣ 溶液中， ３７ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎ， ４％ 多聚甲酸溶液 ４ ℃
固定２ ｈ， 拍照并计算脑梗死面积百分比。
２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、 Ｐ５３ 蛋白

表达　 造模结束后大鼠深度麻醉， 断头取脑组织， 提取总

蛋白， 在－２０ ℃ 下保存， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 经制胶、
电泳、 转膜后， 用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈ，
加 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、 Ｐ５３、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００） 抗体 ４ ℃孵育过

夜， 加二抗室温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 显色， 凝胶成像系统拍照。
２􀆰 ２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， ２
组间比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 小续命汤活性成分及其靶点筛选 　 经数据库查询，
得到小续命汤中化学成分分别为麻黄 ３６３ 种、 甘草 ２８０ 种、
生姜 ２６５ 种、 桂枝 ２２０ 种、 人参 １９０ 种、 川芎 １８９ 种、 防风

１７３ 种、 黄芩 １４３ 种、 芍药 １１９ 种、 杏仁 １１３ 种、 附子 ６５
种、 防己 ５０ 种。 根据要求筛选并去重， 最终获得 １２６ 种活

性成分及其对应的 １７４ 个作用靶点。
３􀆰 １􀆰 ２ 　 小 续 命 汤 治 疗 缺 血 性 卒 中 潜 在 靶 点 　 通 过

ＧｅｎｅＣａｒｄ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＴＴＤ、 ＯＭＩＭ 数据库检索缺血性卒中

潜在靶点， 分别获得 ３ ３５０ （选取 ｒｅｖｅｌａｎｃｅ≥１０ 的 ４２２ 个）、
１ １５９ （选取相关度 ｓｃｏｒｅ≥０􀆰 １ 的 １２６ 个）、 ２０、 １５ 个， 通

过筛选去重获得 ４９９ 个。 采用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 软件获得小续命汤

与缺血性卒中的 ５７ 个共同靶点 （图 １）。

图 １　 小续命汤治疗缺血性卒中靶点韦恩图

３􀆰 １􀆰 ３　 药物⁃成分⁃靶点⁃疾病网络 　 如图 ２ 所示， 药物⁃成
分⁃靶点⁃疾病网络中红色节点代表疾病， 蓝色节点代表药

物， 绿色节点代表小续命汤活性成分， 黄色节点代表靶点，
每条边代表成分和靶点的相互作用。 １ 种成分对应多个靶

点， １ 个靶点也对应多种成分， 黄芩素、 山柰酚、 汉黄芩

素、 柚皮素、 木犀草素、 金雀异黄酮、 刺芒柄花素、 光果

甘草宁等对应的靶点最多， 可能是小续命汤治疗缺血性卒

中的核心成分。
３􀆰 １􀆰 ４　 潜在靶点的蛋白⁃蛋白互作网络 　 如图 ３ 所示， 蛋

白互作网络中的节点大小、 颜色深浅反映蛋白之间相互作

用密切度。 其中， ＡＫＴ１、 ＩＬ⁃６、 ＭＡＰＫ３、 ＶＥＧＦＡ、 ＰＴＧＳ２、
ＣＣＬ２、 ＣＡＳＰ３、 ＣＡＴ、 ＩＬ⁃１０、 ＴＰ５３ 等在蛋白互作网络中起

着重要的联系作用， 可能是小续命汤治疗缺血性卒中最重

要的潜在靶点。
３􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 功能富集分析　 如图 ４ 所示， ＧＯ 功能富集分析

筛选出包括细胞因子受体结合、 细胞因子活性、 磷酸酶结

合、 血红素结合、 核受体活性、 转录因子活性、 直接配体

调节的序列特异性 ＤＮＡ 结合、 四吡咯结合、 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ
转录因子结合、 受体配体活性、 生长因子受体结合等 １５５
个分子功能条目 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ２　 药物⁃成分⁃靶点⁃疾病网络 图 ３　 蛋白⁃蛋白相互作用网络

图 ４　 ＧＯ 功能富集分析气泡图

３􀆰 １􀆰 ６　 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 如图 ５ 所示， ＫＥＧＧ 通路富

集分析筛选出包括流体剪切应力和动脉粥样硬化、 糖尿病

并发症 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路、 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通

路和 ＨＩＦ⁃１ 信号通路等 １２４ 条信号通路 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 小续命汤对脑缺血大鼠神经功能缺损的影响　 如表

１ 所示， 与对照组比较， 模型组大鼠神经功能缺损评分升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 小续命汤低剂量组大鼠神经功

能缺损评分无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而中、 高剂量组大鼠

神经功能缺损评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且高剂量

组作用更佳。
３􀆰 ２􀆰 ２　 小续命汤对脑缺血大鼠脑梗死面积的影响　 如表 １、
图 ６ 所示， 与对照组比较， 模型组大鼠脑梗死面积百分比

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 小续命汤低剂量组大鼠

脑梗死面积百分比无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而中、 高剂量

组大鼠脑梗死面积百分比减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且

高剂量组作用更佳。
表 １　 小续命汤对脑梗死面积和神经功能缺损评分的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
神经功能缺损

评分 ／ 分
脑梗死面积

百分比 ／ ％
对照组 ０　 ０　
模型组 ３􀆰 ４±０􀆰 ２２＃＃ ２６􀆰 １３±１􀆰 ３４＃＃

小续命汤低剂量组 ３􀆰 ３±０􀆰 ２７ ２３􀆰 ５６±１􀆰 ２４
小续命汤中剂量组 ２􀆰 ９±０􀆰 ４２∗ １９􀆰 ６５±１􀆰 １０∗

小续命汤高剂量组 ２􀆰 ３±０􀆰 ２７∗∗ １１􀆰 ９９±０􀆰 ８８∗∗

　 　 注： 与对照组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２􀆰 ３　 小续命汤对脑缺血大鼠脑组织 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、 Ｐ５３ 蛋

白表达的影响　 如图 ７ 所示， 与对照组比较， 模型组大鼠

脑组织 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、 Ｐ５３ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 小续命汤高剂量组大鼠脑组织 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、
Ｐ５３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ５　 ＫＥＧＧ 通路富集分析气泡图

图 ６　 各组大鼠脑组织冠状切片 ＴＴＣ 染色

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组大鼠脑组织 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦ、 Ｐ５３ 蛋白表达 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

４　 讨论

本研究利用网络药理学方法筛选出小续命汤 １２６ 种关

键活性成分及其 １７２ 个作用靶点、 ２ ２３０ 对成分⁃靶点的对应

关系， 其中黄芩素、 山柰酚、 柚皮素对应的靶点最多， 且

已有大量体内外研究证实其具有脑缺血保护作用［１０⁃１２］ ， 可

能是小续命汤治疗缺血性卒中的关键成分。 小续命汤治疗

缺血性卒中的核心靶点相互作用网络中共有 ５７ 个靶点和

７１４ 条相互作用关系， 以 ＡＫＴ１、 ＩＬ⁃６、 ＭＡＰＫ３、 ＶＥＧＦＡ 等

参与的相互作用最为广泛， 可能是小续命汤治疗缺血性卒

中核心靶点。 通过核心靶点的功能和通路富集分析， 发现

其影响的生物学功能主要与细胞因子受体结合、 细胞因子

活性、 转录因子活性等相密切相关， 发挥作用的信号通路

主要有血流剪切应力与动脉粥样硬化、 糖尿病并发症 ＡＧＥ⁃
ＲＡＧＥ 信号通路、 ＩＬ⁃１７ 信号通路等。

动物实验证明小续命汤可减少脑缺血大鼠脑梗死面积

百分比， 改善神经功能缺损， 下调 ＩＬ⁃６、 Ｐ５３、 ＶＥＧＦ 蛋白

表达， 与既往研究相符。 有研究发现脑卒中后血清 ＶＥＧＦ
存在差异性升高， 可作为卒中进展和远期不良结局的标志

物［１３⁃１６］ 。 Ｐ５３ 是调节细胞存亡的明星分子， 大量基础研究

表明抑制 Ｐ５３ 表达有利于减轻脑缺血损伤， 恢复神经功

能［１７⁃１９］ 。 脑卒中后较高的血清 ＩＬ⁃６ 水平与较大的梗死体

积、 较低的脑灌注水平和较高神经功能缺损评分相关［２０⁃２１］ ，
而抑制 ＩＬ⁃６ 的表达可增强卒中后血管的自动调节功能， 促

进脑组织修复［２２⁃２３］ ， 是卒中治疗的潜在靶点。 但上述靶点

在缺血性卒中的研究多处于动物实验阶段， 或由于调控手

段有限， 或由于副作用影响， 限制其临床应用。 但中药通

过其多成分调控内源性靶点的表达， 从而发挥药理学作用，
具有独特的优势。

本研究通过网络药理学预测结合动物实验验证， 显示

小续命汤含有黄芩素、 山柰酚、 柚皮素等多种活性成分，
通过调控 ＩＬ⁃６、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＰ５３ 等靶点， 减少脑梗死、 减轻

神经功能缺损， 进而发挥其治疗缺血性卒中的作用。 但作

为复方的小续命汤通常以水煎剂的形式服用， 网络药理学

预测的活性成分并不等同于其生物利用的活性成分。 后续

研究有必要借助指纹图谱、 中药代谢指纹图谱等技术明确

汤剂内的及其入血的有效成分， 弥补单纯中药药理学预测

的局限性， 提供更可靠的依据。
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