
基于 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 结合网络药理学及动物实验探讨益
气活血汤对缺血性脑卒中的作用

刘　 平１， 　 吴　 凯２， 　 赵生文３∗

（１． 海南省司法医院， 海南 海口 ５７１１００； ２． 广西中医药大学， 广西 南宁 ５３００００； ３． 海南医学院第一附

属医院， 海南 海口 ５７０１０２）

收稿日期： ２０２３⁃０３⁃３１
基金项目： 国家自然科学基金项目 （８２０７４０３４）
作者简介： 刘　 平， 副主任医师， 从事脑血管疾病的临床和基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｕｐｉｎｇ２０２２１２＠ １２６．ｃｏｍ
∗通信作者： 赵生文， 副主任医师， 从事脑血管疾病的临床和基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｓｗ２０１１１２１５＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于超高效液相色谱⁃离子阱⁃静电场轨道阱质谱 （ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ）、 网络药理学和动物实验

探讨益气活血汤对缺血性脑卒中 （ＩＳ） 的作用。 方法　 采用 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 技术分析益气活血汤潜在活性

化合物， 并基于 ＴＣＭＳＰ 和 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库对化合物靶点进行预测； 从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 等数据库检索 ＩＳ 疾病相

关靶点， 与化合物靶点取交集获得关键靶点， 建立潜在活性化合物⁃靶点调控网络和蛋白互作网络 （ＰＰＩ）， 并对关键

靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析。 建立大脑中动脉栓塞 （ＭＣＡＯ） 大鼠模型， 观察大鼠神经功能缺损、 血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃９ 水平及脑梗死率情况， 采用 ＨＥ 染色法观察大鼠脑组织病理变化， 并通过蛋白免疫印迹法分

析大鼠脑组织中相关蛋白的表达。 结果　 共筛选出益气活血汤潜在活性化合物 ３７ 个， 作用靶点 ５９８ 个， 与 ８ ９５３ 个 ＩＳ
疾病靶点取交集后获得关键靶点 ４９９ 个。 ＫＥＧＧ 分析表明， 关键靶点主要富集于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等信号通路。 动物实验表

明， 益气活血汤可改善 ＭＣＡＯ 大鼠神经功能缺损症状， 减少脑梗死率， 抑制炎性反应， 改善脑组织病理形态， 同时上

调 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 的相对表达。 结论 　 益气活血汤可通过多成分、 多途径、 多靶点抑制炎性反应， 调节

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路中关键蛋白表达发挥治疗 ＩＳ 的作用。
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　 　 缺血性脑卒中 （ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ＩＳ） 是常见的急性脑

血管事件。 据调查， ２０１９ 年我国 ＩＳ 的患病率高达 １２５５􀆰 ９ ／
１００ ０００， 并导致了 １０３ 万人死亡［１］ 。 目前， ４􀆰 ５ ｈ 内接受

重组组织型纤溶酶原激活剂静脉溶栓是 ＩＳ 治疗的首选方

法［２］ 。 然而， 限于我国卒中诊治现状， 能到达上述治疗时

间窗， 并接静脉溶栓治疗的患者仅 １９􀆰 ７％ ［３］ 。 由此可见，
采用多种手段加强对 ＩＳ 的防治显得十分重要。

根据 ＩＳ 疾病特点， 将其归属于中医学 “中风” 范畴，
其主要病机为 “气虚” 和 “血瘀”， 临床治则当以益气活

血化瘀为主［４］ 。 益气活血汤具有补气活血祛瘀功效， 已广

泛应用于心血管疾病的治疗。 研究表明， 联合益气活血汤

可明显提升西医治疗 ＩＳ 的效果， 改善患者预后［５］ 。 然而，
目前对益气活血汤治疗 ＩＳ 的机制尚不清楚。 网络药理学基

于整体观， 在预测中医药作用机制方面已经取得了重大成

果。 但目前网络药理学药效物质基础研究多来自于公共数

据库， 导致研究结果出现 “同质化” 现象， 这与中医的整

体观和辨证论治思想相违背［６］ 。 本研究通过 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃
ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 技术分析益气活血汤的药效物质基础， 在

此基础上进行网络药理学分析和实验验证。

１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ９０ 只， 体质量 １８０～２００ ｇ，
购自广西医科大学 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （桂）
２０２０⁃０００３］， 大鼠饲养于广西中医药大学实验中心 ＳＰＦ 级

动物房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （桂） ２０２２⁃０００４］，
环境温度 ２３ ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６０％ ， 空气流通， 昼夜明

暗交替各 １２ ｈ， 自由进食饮水， 适应性喂养 ７ ｄ。 本研究动

物实验在广西中医药大学实验中心进行， 并经广西中医药

大学 实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 审 查 通 过 （ 伦 理 号

ｓｄ２０２２０４３３）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 ４⁃羟基香豆素 （批号 Ｓ３１５１１）、 阿魏酸

（批号 Ｂ２０００７）、 槲皮素 （批号 Ｂ２０５２７）、 绿原酸 （批号

Ｂ２０７８２）、 没 食 子 酸 （ 批 号 Ｂ２０８５１ ）、 芍 药 苷 （ 批 号

Ｂ３０３７１）、 丹 参 素 （ 批 号 Ｂ２０２５４ ）、 木 犀 草 素 （ 批 号

Ｂ２０８８８）、 毛蕊异黄酮 （批号 Ｂ２１５０５）、 新隐丹参酮 （批
号 Ｓ１７０９２）、 芒柄花黄素 （批号 Ｂ２０８３６） 对照品均购自上

海源叶生物科技有限公司， 纯度均≥９５％ ； 素伊红 （ＨＥ）
染色试剂盒 （批号 ２２０８１４５）、 辣根过氧化物酶标记山羊抗

鼠 ＩｇＧ （批号 ２１５３Ｂ）、 ＩＬ⁃６ （批号 ２０２１３２５７）、 ＩＬ⁃１β （批
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号 ２０２１２１４７）、 ＴＮＦ⁃α （ 批 号 ２０２１４４７８）、 ＶＥＧＦ （ 批 号

２０２１０９８７） 和 ＭＭＰ⁃９ （批号 ２０２００２４１） 检测试剂盒均购自

上海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司； ＰＩ３Ｋ （ 批 号

２０２１３３５）、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （批号 ２０２１８２４）、 Ａｋｔ （批号 ２０２１２０５）
和 ｐ⁃Ａｋｔ （批号 ２０２１６３９） 抗体购自艾博抗 （上海） 贸易有

限公司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （批号 ２０２２０１１４） 购自翌圣生物科技

（上海） 股份有限公司； ＲＩＰＡ 裂解液 （批号 ２２０１３５６）、
Ｔｒｉｃｉｎｅ⁃ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 （批号 ２１１２３０８） 均购自

上海 尚 宝 生 物 科 技 有 限 公 司； ５％ 脱 脂 奶 粉 （ 批 号

２１１１３０５２） 购自上海味庆生物科技有限公司； ＴＴＣ 染色液

（批号 Ｃ１２１４５） 购自西安齐岳生物科技有限公司。 质谱级

甲醇、 乙腈和甲酸均购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公

司； 分析级甲醇购自南京化学试剂股份有限公司。 中药饮

片黄芪 （批号 ２２０３３３２４）、 丹参 （批号 ２２０１５７８４２）、 党参

（批号 ２２０１２４１７）、 白术 （批号 ２２０５３３２４）、 茯苓 （批号

２２０３２２１６）、 益 母 草 （批 号 ２２０２７８９１）、 车 前 草 （批 号

２２０５３３２８）、 当归 （批号 ２２０３２５８１）、 川芎 （批号 ２２０１３２５８）
和芍药 （批号 ２２０４１１７６） 均购自广西中医药大学广西中医

药大学第一附属医院， 并由李大为教授鉴定为正品。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｔｈｅｒｍｏ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ 高分辨质谱仪、 Ｕｌｔｉｍａｔｅ
３０００ 超高效液相色谱仪和 Ｘｃａｌｉｂｕｒ２􀆰 １ 工作站均购自赛默飞

世尔科技 （中国） 有限公司； ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８

色谱柱 （１􀆰 ８ μｍ， １００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ） 购自沃特世科技 （上
海） 有限公司； 蛋白质印迹分子成像系统购自美国 Ａｚｕｒｅ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司； ＫＨ⁃ＬＱ３５００ 型冰冻切片机购自湖北孝感

阔海医疗科技有限公司； ＫＨ３０ＲＨ 型高速冷冻离心机购自

湖南凯达科学仪器有限公司； ＢＸ５３ 正置荧光显微镜购自奥

林巴斯 （中国） 有限公司； ＤＹＹ⁃１６Ｄ 型电泳仪电源和

ＤＹＣＰ⁃３８Ｃ 型电泳仪购自浙江明德仪器有限公司； 全波长

酶标仪购自南京德铁实验设备有限公司。
１􀆰 ４ 　 软 件 　 Ｒ ｖｅｒｓｉｏｎ４􀆰 １􀆰 ３ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ．
ｏｒｇ ／ ）、 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 ９􀆰 ０ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｙｔｏｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ）、
Ｃｈｅｍ３ｄ ｖｅｒｓｉｏｎ１４􀆰 ０􀆰 ０􀆰 １１７ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｅｍｄｒａｗ． ｃｏｍ．
ｃｎ ／ ）、 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ５􀆰 ６ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｕｔｏｄｏｃｋ．
ｓｃｒｉｐｐｓ． ｅｄｕ ／ ）、 ＰｙＭＯＬ ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 ５ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｙｍｏｌ． ｏｒｇ ／
２ ／ ）、 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ｖｅｒｓｉｏｎ ６􀆰 ０ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｄｉａｃｙ．
ｃｎ ／ ） 和 Ｖｉｎａ ｖｅｒｓｉｏｎ１􀆰 ２􀆰 ２ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｖｉｎａ． ｓｃｒｉｐｐｓ． ｅｄｕ ／ ）。
２　 方法

２􀆰 １　 益气活血汤潜在活性化合物

２􀆰 １􀆰 １　 益气活血汤供试品溶液制备　 取黄芪、 党参、 益母

草各 ３０ ｇ， 当归 １２ ｇ， 川芎、 白芍、 白术各 １０ ｇ， 丹参、
茯苓、 车前子各 １５ ｇ， 加入 １０ 倍量蒸馏水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 煎

煮 ２ 次， 每次 ２ ｈ， 过滤， 浓缩至 １ ｇ ／ ｍＬ。 取 １ ｍＬ 浓缩液，
加入 ７０％ 甲醇 （２０ ｍＬ） 摇匀， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
离心后取上清液， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得益气活

血汤供试品。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 取对照品 ４⁃羟基香豆素、 阿魏

酸、 槲皮素、 绿原酸、 没食子酸、 芍药苷、 丹参素、 木犀

草素、 毛蕊异黄酮、 新隐丹参酮和芒柄花黄素各 １ ｍｇ 于 １０
ｍＬ 容量瓶中， 使用甲醇定容， 即得对照品溶液。
２􀆰 １􀆰 ３　 色谱条件　 采用 Ｗａｒｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８

色谱柱 （１􀆰 ８ μｍ， １００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸乙

腈 （Ｃ） ⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ２ ｍｉｎ，
２％ ～５％ Ｃ； ２～ ５􀆰 ５ ｍｉｎ， ５％ ～ １３％ Ｃ； ２􀆰 ５ ～ １６ ｍｉｎ， １３％ ～
３６􀆰 ５％ Ｃ； １６～１８ ｍｉｎ， ３６􀆰 ５％ ～ ６０％ Ｃ； １８ ～ ２７ ｍｉｎ， ６０％ ～
８０％ Ｃ； ２７～３０ ｍｉｎ， ８０％ ～９８％ Ｃ； ３０～３５ ｍｉｎ， ９８％ Ｃ）； 体

积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 进样体积 ５ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ４　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正负离子扫描；
喷雾电压 ２􀆰 ５ ｋＶ、 －３􀆰 ５ ｋＶ； 毛细管加热温度 ３５０ ℃； 离子

源温度 １００ ℃； 鞘气、 辅助气 Ｎ２， 体积流量 １１ Ｌ ／ ｍｉｎ； 扫

描范围 ｍ ／ ｚ １００～１ ２００； 扫描分辨率 ３０ ０００。
２􀆰 １􀆰 ５　 数据分析和潜在活性化合物确定 　 采用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｘｃａｌｉｂｕｒ （Ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 ２） 软件对质谱数据进行分析， 并基于

主要色谱峰、 化合物相对分子量、 离子碎片信息、 对照品

及相关文献报道鉴定供试品溶液中的化合物。 于 ＴＣＭＳＰ 数

据库 中 进 行 检 索， 筛 选 口 服 生 物 利 用 度 （ ｏｒａｌ
ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥３０％ ， 且药物相似性 （ｄｒｕｇ⁃ｌｉｋｅｎｅｓｓ，
ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 的化合物作为益气活血汤的潜在活性化合物。
２􀆰 ２　 网络药理学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 益气活血汤潜在活性化合物和缺血性脑卒中疾病相

关靶点预测 　 将 “２􀆰 １” 项下获得的潜在活性化合物于

ＴＣＭＳＰ 数据中进行检索获取化合物作用靶点； 同时， 在

Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据中下载上述益气活血汤潜在活性化合物的 ２Ｄ
结构， 并导入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库预测上述化合物

的作用靶点 （物种设置为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 且 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞
０）， 对 ２ 个数据库预测的作用靶点进行整合， 并通过

ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库对靶点名称进行标准化处理。 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、
ＯＭＩＭ、 ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＴＴＤ 和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数 据 库 中， 以

“ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ” 为检测词进行检索， 将 ５ 个数据获得靶

点取并集， 作为 ＩＳ 疾病相关靶点。 将潜在活性化合物的作

用靶点与 ＩＳ 疾病相关靶点进行交集， 作为益气活血汤治疗

ＩＳ 的关键靶点。
２􀆰 ２􀆰 ２　 潜在活性化合物⁃靶点调控网络及蛋白互作网络

（ＰＰＩ） 构建　 基于益气活血汤潜在活性化合物和关键靶点

信息， 建立气活血汤治疗 ＩＳ 的潜在活性化合物⁃靶点调控

网络。 同时， 将关键靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 选择物种

为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 设置 ｍｉｎｉｍｕｍ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ 值为

０􀆰 ９８， 并隐藏网络中断开连接的节点， 构建 ＰＰＩ 网络， 以

“ｔｓｖ” 文件输出。
２􀆰 ２􀆰 ３　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的核心靶点网络构建 　 将

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下 ＳＴＲＩＮＧ 数据库输出的 “ ｔｓｖ” 文件导入

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件， 通过 ＣｙｔｏＮＣＡ 插件计算各靶点 Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ、
Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、 Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ、 ＬＡＣ 和 Ｎｅｔｗｏｒｋ 这 ６ 个拓扑

性质参数及其中位值， 以 ６ 个拓扑性质参数均大于中位值

作为筛选条件建立子网络， 再以相同的方法对子网络进行

一次拓扑分析， 得到最终核心网络和核心靶点。
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２􀆰 ２􀆰 ４　 关键靶点的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 使用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ
数据库对 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下获得的关键靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
富集分析， 并通过 Ｒ 软件 “ｇｇｐｌｏｔ２” 和 “ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ” 包对

ＫＥＧＧ 通路及 ＧＯ 中的生物学进程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、
分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 和细胞成分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 关键靶点的富集结果进行可视化处理。
２􀆰 ２􀆰 ５　 分子对接　 为验证药物作用的可能性， 选择核心网

络中感兴趣的靶点， 并在益气活血汤潜在活化合物⁃靶点调

控网络中找出相对应的化合物， 分别于 ＰＤＢ 和 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据库 获 得 蛋 白 和 化 合 物 的 三 维 结 构， 通 过 Ｃｈｅｍ３ｄ、
ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ、 ＰｙＭＯＬ 和 Ｖｉｎａ 软件对二者进行分子对接模

拟， 评价候选成分与相关核心靶点之间的结合能力， 并选

取其中最佳对接模式。 以结合能＜０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 认为化合物配

体与靶点蛋白间可进行自发结合， 并以结合能＜－５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ
作为评选标准， 结合能越小， 代表化合物配体与靶点蛋白

结合能力越强。
２􀆰 ３　 动物实验验证

２􀆰 ３􀆰 １　 动物造模、 分组和给药　 ９０ 只大鼠适应性喂养 ７ ｄ
后， 按照体质量随机分为假手术组、 模型组和益气活血汤

低、 中、 高剂量组， 每组 １８ 只。 除假手术组外， 其余各组

大鼠采用大脑中动脉线栓法建立大脑中动脉栓塞 （ＭＣＡＯ）
模型［７］ ， 术后对大鼠进行 Ｚｅａ⁃ｌｏｎｇａ 评分， 具体方法为无神

经缺损症状记 ０ 分； 不能完全伸展对侧前肢记 １ 分； 行走

时向偏瘫侧转圈记 ２ 分； 行走时向偏瘫侧倾倒记 ３ 分； 不

能自发行走或出现意识障碍记 ４ 分； 死亡记 ５ 分。 评分结

果为 １～３ 分的大鼠纳入研究， 否则予以剔除。 假手术组大

鼠除不插入线栓外， 其余操作步骤同造模组。 根据人与大

鼠等效剂量换算［８］ ， 益气活血汤低、 中和高剂量组分别灌

胃给予 ７􀆰 ８、 １５􀆰 ６、 ３１􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 药液， 假手术组和模型组均

灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续灌胃 ２ 周。
２􀆰 ３􀆰 ２　 神经功能缺损程度评价　 采用改良 Ｇａｒｃｉａ 评分量表

对各组大鼠给药前和末次给药 ６０ ｍｉｎ 后神经功能缺损情况

进行评价， 改良 Ｇａｒｃｉａ 评分主要从动物自主运动 （观察大

鼠笼内 ５ ｍｉｎ 活动）、 体态对称性、 前肢伸展运动、 抓持和

攀爬铁笼能力、 两侧身体触觉反馈及两侧胡须触碰反应 ６
个方面进行评分， 分值 ３ ～ １８ 分， 分值越低代表神经功能

缺损越严重［９］ ， 评分标准见表 １。

表 １　 改良 Ｇａｒｃｉａ 评分量表

评分 ／ 分 自主运动 体态对称性 前肢伸展运动 抓持和攀爬铁笼能力 两侧身体触觉反馈 两侧胡须触碰反应

０ 无自主运动 — 偏瘫 — — —
１ 很少活动，仅有位置变化 偏瘫 显著不对称 不能攀爬或转圈 一侧无反应 一侧无反应

２ 有活动，接触笼子边缘少于 ３ 个 体态不对称 轻度不对称 一侧损害表现 一侧反应迟钝 不对称

３ 有活动，接触笼子 ４ 个边缘 体态对称 对称 攀爬有力、抓持有力 双侧反馈正常 对称

２􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ 和

ＭＭＰ⁃９ 水平 　 所有大鼠末次给药 ６０ ｍｉｎ 后， 取腹主动脉

血， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液置于－８０ ℃冰箱保

存待测。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明要求操作， 检测各组大鼠

血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃９ 水平。
２􀆰 ３􀆰 ４　 脑 ＴＴＣ 染色法检测梗死率　 随机选取 ５ 只大鼠测定

脑梗死体积。 大鼠处死后断头取脑， 脑组织于－２０ ℃下冷

冻 ２０ ｍｉｎ， 以冠状位 ６ 等分均匀切取脑片， 脑片厚度约

２ ｍｍ。 将切取下的脑片立即置于 ０􀆰 ４％ ＴＴＣ 染液中， 避光

３７ ℃恒温水浴染色 ３０ ｍｉｎ， 期间每隔 ５ ｍｉｎ 翻面 １ 次， 确

保染色均匀。 染色完成后， 倒出 ＴＴＣ 染液， 用 ４％ 多聚甲

醛溶液固定， 使用数码相机对每一脑片的尾面和头面进行

拍照保存。 使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ （ｖｅｒｓｉｏｎ ６􀆰 ０） 软件对图像

进行分析， 计算每一脑片尾面和头面的梗死面积和总面

积， 并根据梯形法则计算脑梗死体积和脑总体积， 并计算

脑梗 死 率， 公 式 为 脑 梗 死 率 ＝ 脑 梗 死 体 积 ／脑 总 体

积×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察脑组织病理学　 从各组剩余的 １３ 只大

鼠中随机抽取 ３ 只， 对脑组织进行病理学观察。 大鼠末次

给药 ６０ ｍｉｎ 后， 取脑组织， 经乙醇脱水、 二甲苯透明、 浸

蜡和包埋后于 ４ ℃冰箱保存过夜， 取包埋后的脑组织， 切

５ μｍ片， 苏木素染色 ５ ｍｉｎ， １％ 水溶伊红染液染色 ２ ｍｉｎ，
具体染色步骤按照试剂盒说明书进行操作， 封片后于显微

镜下观察脑组织病理形态。
２􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织相关通路蛋白表达　 完成

脑梗死体积检测后， 取各组剩余的 １０ 只大鼠脑组织， 加入

ＲＩＰＡ 裂解液， 使用匀浆器打碎进行裂解， 匀浆液于低温离

心机中， 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 采用 ＢＣＡ
法对蛋白质浓度进行定量检测。 使用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离

蛋白， 以 Ｔｒｉｓ 缓冲液转移至 ＰＶＤＦ 膜上， 使用 ５％ 脱脂奶粉

溶液封闭 ２ ｈ， 洗膜后， 根据说明书， 孵育目的蛋白一抗和

内参 ＧＡＰＤＨ 一抗， ４ ℃过夜， 再次洗膜后， 加入二抗３７ ℃
孵育 １ ｈ。 通过 ＥＣＬ 高敏发光液进行显影， 胶片曝光， 采用

凝胶成像系统分析目的蛋白和内参 ＧＡＰＤＨ 蛋白灰度值的比

值， 以该比值作为目的蛋白的相对表达量。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用独立样本 ｔ 检验， 组内给药前

后比较采用配对样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 益气活血汤潜在活性化合物确定 　 通过 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃
ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 技术对益气活血汤供试品溶液及对照品溶

液进行正、 负离子扫描， 共获得正、 负离子模式下色谱峰

２３３ 个 （图 １）， 通过色谱峰保留时间、 精确相对分子量、
离子碎片信息并与对照品进行比对， 结合 ４７ 篇文献报道，
共鉴定正离子模式下化合物 ８５ 个， 负离子模式下化合物
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１４８ 个。 将化合物在 ＴＣＭＳＰ 数据库检索， 共筛选 ＯＢ 值≥
３０％ ， 且 ＤＬ≥０􀆰 １８ 的 ３７ 个成分作为益气活血汤潜在活性

化合物， 见表 ２。

图 １　 正 （Ａ）、 负 （Ｂ） 离子模式下益气活血汤总离子流图

３􀆰 ２　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的关键靶点分析　 基于 ＴＣＭＳＰ 和

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库， 剔除重复靶点后， 共获得益

气活 血 汤 潜 在 活 性 化 合 物 作 用 靶 点 ５９８ 个。 同 时 从

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＴＴＤ 和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库检

索 ＩＳ 疾病相关靶点 ８ ９５３ 个， 见图 ２Ａ。 益气活血汤潜在活

性化合物作用靶点和 ＩＳ 疾病相关靶点取交集后获得关键靶

点 ４９９ 个， 见图 ２Ｂ。
３􀆰 ３　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的潜在活性化合物⁃靶点调控网络

构建　 将 ４９９ 个交集靶点通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件建立益气活血

汤潜在活性化合物⁃靶点调控网络。 由图 ３ 可知， 益气活血

汤中化学成分槲皮素作用的靶点最多， 共计 １７１ 个， 其次

为山柰酚和丹参酮ⅡＡ， 分别有 ９９、 ８８ 个； 而在作用靶点

中， 受到血府逐瘀汤中化学成分作用最多的靶点为 ＰＴＧＳ２，
共计有 ２７ 个化学成分可作用于该靶点， 其次为 ＨＳＰ９０ＡＡ１
和 ＭＭＰ９， 分别有 ２２ 和 １９ 个。
３􀆰 ４　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的核心靶点网络　 将 ４９９ 个关键靶

点通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库导出的 ｔｓｖ 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构

建初 始 ＰＰＩ 网 络 （ 图 ４Ａ）， 计 算 各 靶 点 Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ、
Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、 Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ、 ＬＡＣ 和 Ｎｅｔｗｏｒｋ 的中位值分

别为 ９４􀆰 ６５、 ０􀆰 ０６、 ６􀆰 ００、 ０􀆰 ０１、 １􀆰 ８２ 和 ２􀆰 ２９， 得到所有参

数值均大于中位值的靶点共计 ８６ 个， 建立子网络 （图

４Ｂ）； 再次计算子网络各靶点的上述拓扑性质参数中位值分

别为 ２６􀆰 ５４、 ０􀆰 ４４、 １６􀆰 ００、 ０􀆰 ０６、 ８􀆰 ６５ 和 ９􀆰 ６３， 得到所有

参数值均大于中位值的靶点共计 ３０ 个， 以该 ３０ 个靶点作

为核心靶点并建立最终核心网络 （图 ４Ｃ）。

图 ２　 ＩＳ 疾病相关靶点 （Ａ） 和益气活血汤治疗 ＩＳ 关键靶点 （Ｂ） 分析

３􀆰 ５　 益气活血汤治疗 ＩＳ 关键靶点的 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路

分析　 将 ４９９ 个关键靶点进行功能富集分析， ＧＯ 分析结果

显示， 显著富集的 ＢＰ、 ＣＣ 和 ＭＦ 分别有 ３ ０３３、 １１９ 和 ３１９
个， 主要包括氧化应激反应、 脂多糖反应、 内肽酶活性、
蛋白丝氨酸 ／苏氨酸激酶活性、 膜筏和膜微区 （图 ５Ａ）。
ＫＥＧＧ 富集分析结果显示， 关键靶点显著富集于 １７９ 个信号

通路， 主要为脂质和动脉粥样硬化、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫ 信

号通路等 （图 ５Ｂ）。
３􀆰 ６　 分子对接　 取核心网络中 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前 １０ 位的靶

点蛋 白 ＳＴＡＴ３、 ＥＰ３００、 ＪＵＮ、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、 Ａｋｔ１、 ＭＹＣ、
ＩＬ６、 ＲＥＬＡ、 ＴＮＦ 和 ＥＧＦＲ， 并在潜在活性化合物⁃靶点调

控网络找到上述靶点蛋白对应的化合物进行分子对接。 结

果如表 ３ 所示， 各靶点蛋白和化合物的最低结合能均小于

－０􀆰 ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 经可视化处理后， 均可借助氢键等分子间

作用力自发结合， 形成较为稳定的空间构像， 见图 ６。
３􀆰 ７　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠神经功能缺损的影响　 给药

前， 与假手术比较， 模型组大鼠改良 Ｇａｒｃｉａ 评分降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 给药后， 与模型组比较， 益气活血汤各剂量组改良

Ｇａｒｃｉａ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
３􀆰 ８　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠脑梗死率的影响　 假手术组

大鼠全脑均染色， 未见白色梗死灶； 与假手术组比较， 模

型组大鼠脑组织有明显白色梗死灶， 脑梗死率增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气活血汤各剂量组大鼠脑梗死率

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７、 表 ５。
８８７２
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表
２　

益
气
活
血
汤
潜
在
活
性
化
合
物

编
号

化
合

物
中

文
名

称
ｔ／
ｍ
ｉｎ

分
子

式
离

子
类

型
实

际
值

ｍ
／ｚ

理
论

值
ｍ
／ｚ

误
差

ｐｐ
ｍ

１
ｃａ
ｔｅ
ｃｈ

ｏｌ
儿

茶
酚

４􀆰
５８

Ｃ ６
Ｈ

５Ｏ
２

［Ｍ
⁃Ｈ

］－
１０

９􀆰
０３

０
５５

１０
９􀆰

０２
８
４０

１􀆰
５５

４
２

ａｌ
ｂｉ
ｆｌｏ

ｒｉｎ
白

芍
药

苷
７􀆰

４３
Ｃ ２

４Ｈ
２９
Ｏ

１３
［Ｍ

＋ Ｃ
ＯＯ

Ｈ
］－

５２
５􀆰

１６
０
５８

５２
５􀆰

１６
０
２６

０􀆰
３１

３
３

ｐａ
ｅｏ
ｎｉ
ｆｌｏ

ｒｉｎ
芍

药
苷

８􀆰
０１

Ｃ ２
４Ｈ

２９
Ｏ

１３
［Ｍ

＋ Ｃ
ＯＯ

Ｈ
］－

５２
５􀆰

１５
９
３６

５２
５􀆰

１６
０
２６

－ ０
􀆰９

０７
４

ｍ
ｅｌ
ａｍ

ｐｙ
ｒｏ
ｓｉｄ

ｅ
山

萝
花

苷
８􀆰

０１
Ｃ ２

２Ｈ
２５
Ｏ

１０
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

４４
９􀆰

１４
５
１４

４４
９􀆰

１４
４
２２

２􀆰
０４

１
５

ｍ
ｕｄ

ａｎ
ｐｉ
ｏｓ
ｉｄ
ｅ
Ｈ

牡
丹

皮
苷

Ｈ
８􀆰

３８
Ｃ ２

４Ｈ
２９
Ｏ

１３
［Ｍ

＋ Ｃ
ＯＯ

Ｈ
］－

５２
５􀆰

１６
０
３４

５２
５􀆰

１６
０
２６

０􀆰
０７

３
６

ｃａ
ｌｙ
ｃｏ
ｓｉｎ

⁃７
⁃Ｏ

⁃ｂ
ｅｔ
ａ⁃
Ｄ⁃

ｇｌ
ｕｃ

ｏｐ
ｙｒ
ａｎ

ｏｓ
ｉｄ
ｅ

毛
蕊

异
黄

酮
葡

萄
糖

苷
９􀆰

５７
Ｃ ２

２Ｈ
２３
Ｏ

１０
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

４４
７􀆰

１２
８
４２

４４
７􀆰

１２
８
５７

－ ０
􀆰１

５３
７

ｍ
ｏｒ
ｉｎ

桑
色

素
１０

􀆰３
６

Ｃ １
５Ｈ

１１
Ｏ

７
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

３０
３􀆰

０４
９
７１

３０
３􀆰

０４
９
９２

－ ０
􀆰２

１９
８

ｉｓｏ
ｍ
ｕｃ

ｒｏ
ｎｕ

ｌａ
ｔｏ
ｌ⁃７

，２
’⁃

ｄｉ
⁃Ｏ

⁃ｇ
ｌｕ
ｃｏ
ｓｉｄ

ｅ
黄

芪
异

黄
烷

苷
１１

􀆰４
３

Ｃ ２
９Ｈ

３７
Ｏ

１５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

６２
５􀆰

２１
３
３８

６２
５􀆰

２１
２
６９

１􀆰
０９

３
９

ｓａ
ｌｖ
ｉａ
ｎｏ

ｌｉｃ
ａｃ
ｉｄ

Ｇ
丹

酚
酸

Ｇ
１１

􀆰６
１

Ｃ １
８Ｈ

１１
Ｏ

７
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

３３
９􀆰

０５
１
９４

３３
９􀆰

０５
０
５１

０􀆰
５８

１
１０

ｓａ
ｌｖ
ｉａ
ｎｏ

ｌｉｃ
ａｃ
ｉｄ

Ｊ
丹

酚
酸

Ｊ
１１

􀆰６
２

Ｃ ２
７Ｈ

２１
Ｏ

１２
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

５３
７􀆰

１０
３
５２

５３
７􀆰

１０
２
７５

０􀆰
７６

８
１１

ｍ
ａａ
ｃｋ

ｉａ
ｉｎ
⁃３
⁃Ｏ

⁃ｇ
ｌｕ
ｃｏ
ｓｙ
ｌ⁃６

′⁃Ｏ
⁃ｍ

ａｌ
ｏｎ

ａｔ
ｅ

马
鞍

烷
⁃３
⁃Ｏ

⁃葡
萄

糖
基

⁃６
′⁃Ｏ

⁃丙
二

酸
１１

􀆰９
９

Ｃ ２
５Ｈ

２５
Ｏ

１３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

５３
３􀆰

１２
８
４２

５３
３􀆰

１２
８
９６

－ ０
􀆰５

４７
１２

ｇｅ
ｎｋ

ｗａ
ｎｉ
ｎ

芫
花

素
１２

􀆰０
２

Ｃ １
６Ｈ

１３
Ｏ

５
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２８
５􀆰

０７
５
７８

２８
５􀆰

０７
５
７５

－ ０
􀆰４

６０
１３

ｑｕ
ｅｒ
ｃｅ
ｔｉｎ

槲
皮

素
１２

􀆰１
７

Ｃ ２
１Ｈ

１９
Ｏ

１１
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

４４
７􀆰

０９
３
２３

４４
７􀆰

０９
２
１８

１􀆰
０４

２
１４

ｃｙ
ｎａ

ｒｉｎ
洋

蓟
素

１３
􀆰１

５
Ｃ ２

５Ｈ
２３
Ｏ

１２
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

５１
５􀆰

１１
９
２０

５１
５􀆰

１１
８
４０

１􀆰
５４

８
１５

ｎｅ
ｏｈ

ｅｓ
ｐｅ

ｒｉｄ
ｉｎ

新
橙

皮
苷

１３
􀆰６

２
Ｃ ２

８Ｈ
３２
Ｏ

１５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

６０
９􀆰

１８
１
８８

６０
９􀆰

１８
１
３９

０􀆰
３０

２
１６

ｃａ
ｌｙ
ｃｏ
ｓｉｎ

毛
蕊

异
黄

酮
１７

􀆰２
５

Ｃ １
６Ｈ

１１
Ｏ

５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

２８
３􀆰

０６
１
１３

２８
３􀆰

０６
０
０９

１􀆰
０３

０
１７

９，
１０

⁃ｄ
ｉｍ

ｅｔ
ｈｏ

ｘｙ
ｐｔ
ｅｒ
ｏｃ
ａｒ
ｐａ

ｎ⁃
３⁃
Ｏ⁃

β⁃
Ｄ⁃

ｇｌ
ｕｃ

ｏｓ
ｉｄ
ｅ

９，
１０

⁃二
甲

氧
基

紫
檀

烷
⁃３
⁃Ｏ

⁃β
⁃Ｄ

⁃葡
萄

糖
苷

１８
􀆰６

９
Ｃ ２

６Ｈ
２８
Ｏ

１３
Ｎａ

［Ｍ
＋ Ｈ

］＋
５７

１􀆰
１４

２
２７

５７
１􀆰

１４
２
２１

０􀆰
１０

２
１８

ｉｓｏ
ｂｅ

ｎｚ
ｏｙ
ｌｐ
ａｅ
ｏｎ

ｉｆｌ
ｏｒ
ｉｎ

异
苯

甲
酰

芍
药

苷
１９

􀆰８
４

Ｃ ３
１Ｈ

３３
Ｏ

１４
［Ｍ

＋ Ｃ
ＯＯ

Ｈ
］－

６２
９􀆰

１８
６
１０

６２
９􀆰

１８
６
４８

－ ０
􀆰３

８２
１９

３，
４′
，５

⁃Ｔ
ｒｉｈ

ｙｄ
ｒｏ
ｘｙ

⁃７
⁃ｍ

ｅｔ
ｈｏ

ｘｙ
ｆｌａ

ｖｏ
ｎｅ

鼠
李

柠
檬

素
２０

􀆰８
４

Ｃ １
６Ｈ

１３
Ｏ

６
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

３０
１􀆰

０７
１
１４

３０
１􀆰

０７
０
６６

０􀆰
４７

５
２０

ｆｏ
ｒｍ

ｏｎ
ｏｎ

ｅｔ
ｉｎ

刺
芒

柄
花

素
２１

􀆰８
４

Ｃ １
６Ｈ

１３
Ｏ

４
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２６
９􀆰

０８
０
１１

２６
９􀆰

０８
１
２１

－ ０
􀆰０

２５
２１

ｋａ
ｅｍ

ｐｆ
ｅｒ
ｏｌ

山
柰

酚
２２

􀆰１
４

Ｃ １
６Ｈ

１１
Ｏ

６
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

２９
９􀆰

０５
５
６３

２９
９􀆰

０５
５
０１

２􀆰
０５

８
２２

ｗｏ
ｇｏ
ｎｉ
ｎ

汉
黄

芩
素

２３
􀆰１

７
Ｃ １

６Ｈ
１１
Ｏ

５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

２８
３􀆰

０６
０
０９

２８
３􀆰

０６
１
００

－ ０
􀆰４

６０
２３

ｉｓｏ
ｐｒ
ｅｌ
ｅｏ
ｈｅ

ｔｅ
ｒｉｎ

异
前

益
母

草
灵

素
２４

􀆰１
８

Ｃ ２
０Ｈ

３１
Ｏ

４
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

３３
５􀆰

２１
９
５７

３３
５􀆰

２２
１
６８

－ ２
􀆰１

１６
２４

ｔａ
ｎｓ
ｈｉ
ｎａ

ｌｄ
ｅｈ

ｙｄ
ｅ

拟
丹

参
醛

２４
􀆰４

６
Ｃ １

９Ｈ
１７
Ｏ

４
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

３０
９􀆰

１１
２
５８

３０
９􀆰

１１
２
１３

０􀆰
４４

４
２５

ｔａ
ｎｓ
ｈｉ
ｎｏ

ｎｅ
Ⅵ

丹
参

酮
Ⅵ

２４
􀆰４

７
Ｃ １

８Ｈ
１５
Ｏ

４
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

２９
５􀆰

０９
７
４７

２９
５􀆰

０９
６
４８

０􀆰
９８

５
２６

ｐｒ
ｚｅ
ｗａ

ｑｕ
ｉｎ
ｏｎ

ｅ
Ｂ

紫
丹

参
乙

素
２４

􀆰５
５

Ｃ １
８Ｈ

１５
Ｏ

４
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

２９
５􀆰

０９
７
４４

２９
５􀆰

０９
６
４８

０􀆰
９５

５
２７

ｔｒｉ
ｊｕ
ｇａ
ｎｏ

ｎｅ
Ｂ

四
氢

丹
参

酮
Ｉ

２６
􀆰０

１
Ｃ １

８Ｈ
１７
Ｏ

３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２８
１􀆰

１１
７
５８

２８
１􀆰

１１
７
２２

０􀆰
３５

９
２８

ｎｅ
ｏｃ
ｒｙ
ｐｔ
ｏｔ
ａｎ

ｓｈ
ｉｎ
ｏｎ

ｅ
新

隐
丹

参
酮

２６
􀆰０

４
Ｃ １

９Ｈ
２１
Ｏ

４
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

３１
３􀆰

１４
３
４３

３１
３􀆰

１４
４
２６

０􀆰
８２

４
２９

ｄｉ
ｈｙ

ｄｒ
ｏｔ
ａｎ

ｓｈ
ｉｎ
ｏｎ

ｅ
Ｉ

二
氢

丹
参

酮
Ｉ

２６
􀆰２

９
Ｃ １

８Ｈ
１５
Ｏ

３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２７
９􀆰

１０
１
９９

２７
９􀆰

１０
１
５７

０􀆰
４１

９
３０

ｐｏ
ｒｉｃ

ｏｉ
ｃ
ａｃ
ｉｄ

Ｃ
茯

苓
酸

Ｃ
２６

􀆰８
９

Ｃ ３
１Ｈ

４５
Ｏ

４
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

４８
１􀆰

３３
２
１８

４８
１􀆰

３３
１
２３

１􀆰
９６

０
３１

ｃｒ
ｙｐ

ｔｏ
ｔａ
ｎｓ
ｈｉ
ｎｏ

ｎｅ
隐

丹
参

酮
２７

􀆰１
８

Ｃ １
９Ｈ

２１
Ｏ

３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２９
７􀆰

１４
８
７７

２９
７􀆰

１４
８
５２

０􀆰
２４

９
３２

ｔｕ
ｍ
ｕｌ
ｏｓ
ｉｃ

ａｃ
ｉｄ

土
莫

酸
２７

􀆰５
５

Ｃ ３
１Ｈ

４９
Ｏ

４
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

４８
５􀆰

３６
３
６８

４８
５􀆰

３６
２
５３

２􀆰
３５

６
３３

ｔａ
ｎｓ
ｈｉ
ｎｏ

ｎｅ
Ⅱ

Ａ
丹

参
酮

Ⅱ
Ａ

２８
􀆰８

６
Ｃ １

９Ｈ
１９
Ｏ

３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２９
５􀆰

１３
３
１２

２９
５􀆰

１３
２
８７

０􀆰
２４

９
３４

ｉｓｏ
ｔａ
ｎｓ
ｈｉ
ｎｏ

ｎｅ
Ⅱ

异
丹

参
酮

Ⅱ
２８

􀆰９
６

Ｃ １
９Ｈ

１９
Ｏ

３
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

２９
５􀆰

１３
３
１２

２９
５􀆰

１３
２
８７

０􀆰
２４

９
３５

ｄｅ
ｈｙ

ｄｒ
ｏｐ

ａｃ
ｈｙ

ｍ
ｉｃ

ａｃ
ｉｄ

去
氢

茯
苓

酸
２９

􀆰８
３

Ｃ ３
３Ｈ

４９
Ｏ

５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

５２
５􀆰

３５
８
４６

５２
５􀆰

３５
７
４５

１􀆰
９２

０
３６

ｐａ
ｃｈ

ｙｍ
ｉｃ

ａｃ
ｉｄ

茯
苓

酸
３０

􀆰０
２

Ｃ ３
３Ｈ

５１
Ｏ

５
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

５２
７􀆰

３７
４
０８

５２
７􀆰

３７
３
１０

１􀆰
８５

６
３７

ｍ
ａｉ
ｒｉｎ

白
桦

脂
酸

３２
􀆰９

４
Ｃ ３

０Ｈ
４７
Ｏ

３
［Ｍ

⁃Ｈ
］－

４５
５􀆰

３５
２
９７

４５
５􀆰

３５
１
９７

０􀆰
９９

８

９８７２

２０２４ 年 ８ 月

第 ４６ 卷　 第 ８ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｕｇｕｓｔ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ８



表 ３　 部分核心靶点蛋白与益气活血汤潜在活性化合物的分子对接信息

关键靶点 ＰＤＢ ＩＤ 化合物 中文名称 分子结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
ＳＴＡＴ３ ６ｔｌｃ ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ 隐丹参酮 －９􀆰 ０
ＥＰ３００ ２ｋ８ｆ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｇ 丹酚酸 Ｇ －７􀆰 ０
ＪＵＮ １ｓ９ｋ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 －９􀆰 ９

ＨＳＰ９０ＡＡ１ １ｂｙｑ ｃａｌｙｃｏｓｉｎ 毛蕊异黄酮 －７􀆰 ３
Ａｋｔ１ ７ｎｈ５ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ 山柰酚 －９􀆰 ９
ＭＹＣ ６ｅ１６ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ⅡＡ 丹参酮ⅡＡ －７􀆰 ９
ＩＬ６ １ａｌｕ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ 芍药苷 －６􀆰 ７

ＲＥＬＡ ３ｒｃ０ ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ 隐丹参酮 －８􀆰 ９
ＴＮＦ １ａ８ｍ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ 刺芒柄花素 －８􀆰 ２
ＥＧＦＲ １ｍ１４ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 －７􀆰 ９

图 ３　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的潜在活性化合物⁃靶点调控网络

３􀆰 ９　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃９ 水平的影响 　 与假手术组比较， 模型组大

鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃９ 水平均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气活血汤各剂量组大鼠血清

ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃９ 水 平 均 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而益气活血汤高、 中剂量组大鼠血清 ＶＥＧＦ 水平

均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。
表 ４　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠改良 Ｇａｒｃｉａ 评分的影响

（分， ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

组别
改良 Ｇａｒｃｉａ 评分

给药前 给药后

假手术组 １８􀆰 ００±０􀆰 ００ １８􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 １０􀆰 ４０±１􀆰 ５０＃＃ ９􀆰 ８７±２􀆰 ０７＃＃

益气活血汤低剂量组 １０􀆰 ３３±１􀆰 ６３ １１􀆰 ３３±１􀆰 ２３∗

益气活血汤中剂量组 ９􀆰 ８７±１􀆰 ３６ １３􀆰 ６７±１􀆰 ３５∗∗

益气活血汤高剂量组 １０􀆰 ２７±１􀆰 ７５ １４􀆰 ８７±１􀆰 １９∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 益气活血汤治疗 ＩＳ 的核心靶点网络构建

表 ５　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠脑梗死率的影响 （％， ｘ±
ｓ， ｎ＝５）

组别 脑梗死率

假手术组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ４７􀆰 ４１±１􀆰 ４６＃＃

益气活血汤低剂量组 ４２􀆰 １９±１􀆰 ３０∗∗

益气活血汤中剂量组 １８􀆰 ２６±１􀆰 ６７∗∗

益气活血汤高剂量组 １３􀆰 ４４±２􀆰 ３４∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
３􀆰 １０　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠脑组织病理形态的影响 　
假手术组大鼠神经元细胞排列整齐有序， 结构完整， 细胞

膜清晰， 核仁位于细胞中央； 与假手术组比较， 模型组大

鼠神经元细胞排列不规则， 细胞核固缩， 分离度增加， 出

现神经元细胞退行性变； 与模型组比较， 益气活血汤各剂

量组脑组织病理形态改善， 表现为神经元细胞重新排列整

齐， 细胞轮廓清晰， 见图 ８。
３􀆰 １１　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠脑组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

相关蛋白表达的影响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 益气活血汤各剂量组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９。
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图 ５　 益气活血汤治疗 ＩＳ 关键靶点的 ＧＯ （Ａ） 和 ＫＥＧＧ （Ｂ） 分析

图 ６　 部分核心靶点与益气活血汤潜在活性化合物分子对接模式示意图

图 ７　 各组大鼠脑组织 ＴＴＣ 染色

４　 讨论

中药复方成分复杂， 解析复方的物质药效学基础， 并

阐明其作用机制一直是中医药研究的重点和难点领域。 近

几年， ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 技术为中药化学成分的快

速、 全面和准确鉴定提供了有力保障， 为中药复方的物质

药效 学 研 究 奠 定 了 基 础。 本 研 究 基 于 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＬＴＱ⁃
Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 技术平台， 分析出益气活血汤中 ２３３ 个化合物，
进一步根据 ＯＢ 和 ＤＬ 值共筛选获得 ３７ 个潜在活性化合物。
其中， 芍药苷［１０］ 、 毛蕊异黄酮［１１］ 、 隐丹参酮［１２］ 、 丹参酮

ⅡＡ
［１３］和刺芒柄花素［１４］等化合物均已证实具有改善 ＩＳ 神经

功能缺损的作用。
基于靶点分析， 本研究建立了益气活血汤潜在活性化

合物⁃靶点调控网络。 其中， 作用靶点最多的潜在活性化合

物为槲皮素， 其次为山柰酚和丹参酮ⅡＡ。 研究证实， 槲皮
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表 ６　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ⁃９水平的影响 （ｎｇ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α ＶＥＧＦ ＭＭＰ⁃９

假手术组 ９􀆰 ２３±４􀆰 ３３ ６３􀆰 ５３±７􀆰 ７１ １５９􀆰 ９１±２􀆰 ７４ ７０􀆰 ６３±５􀆰 １６ １０３􀆰 １５±２５􀆰 ６２
模型组 ３０􀆰 ７０±３􀆰 ８５＃＃ １１５􀆰 ９３±６􀆰 ８５＃＃ ２７３􀆰 ４７±８􀆰 ９９＃＃ ７５􀆰 ５３±６􀆰 ７３＃＃ ２４１􀆰 ７３±３１􀆰 ０３＃＃

益气活血汤低剂量组 ２７􀆰 ０４±４􀆰 ０５∗ １０９􀆰 ７８±８􀆰 ６０∗ ２５９􀆰 ８０±２１􀆰 ２７∗ ７８􀆰 ９９±１３􀆰 ６６ ２１５􀆰 ２７±２３􀆰 ８２∗

益气活血汤中剂量组 ２０􀆰 ２９±３􀆰 ５０∗∗ ８７􀆰 ９４±６􀆰 ２３∗∗ ２１０􀆰 ３８±１２􀆰 ０７∗∗ ９７􀆰 ５５±９􀆰 ６２∗∗ １７６􀆰 ０９±２１􀆰 ９７∗∗

益气活血汤中剂量组 １７􀆰 ４９±２􀆰 ９０∗∗ ７１􀆰 ４２±６􀆰 ５８∗∗ １７４􀆰 ３０±１５􀆰 ４１∗∗ １１５􀆰 ９２±９􀆰 ２４∗∗ １２５􀆰 ９６±２５􀆰 ８８∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠脑组织 ＨＥ 染色 （×１００）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 益气活血汤对 ＭＣＡＯ 大鼠 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

素可通过影响黑素皮质素受体⁃４ 的表达， 改善中风小鼠模

型的运动和感觉功能［１５］ 。 Ｇｕｏ 等［１６］ 一项系统评价结果发

现， 槲皮素在改善 ＩＳ 动物模型神经功能缺损症状、 缩小梗

死灶面积和减轻脑水肿等方面具有显著作用。 目前研究认

为， 槲皮素对 ＩＳ 的治疗作用可能与抑制炎性反应， 减轻氧

化应激及抗血小板聚集等有关［１７］ 。 此外， 有研究发现， 铁

死亡在 ＩＳ 的发生和发展过程中具有重要作用， 而抑制铁死

亡则可减轻 ＩＳ 引起的神经元细胞损伤［１８⁃２０］ 。 Ｙｕａｎ 等［２１］ 研

究证实， 山柰酚可通过影响 Ｎｒｆ２ ／ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 信号通路

抑制铁死亡， 对神经元细胞具有保护作用。 山柰酚血脑屏

障穿透性良好， 具有显著的清除氧自由基功能， 既往研究

证实其在延缓帕金森等神经系统退行性疾病进展方面作用

显著［２２］ 。 丹参酮ⅡＡ 具有抗动脉粥样硬化、 改善微循环及

降低血浆粘等药理作用， 已经是心肌梗死患者的常用治疗

药物之一。 Ｘｕ 等［２３］ 研究发现， 丹参酮ⅡＡ 还可通过促进梗

死灶周围新血管生成和抑制神经元凋亡， 缓解 ＭＣＡＯ 模型

大鼠的神经功能缺损症状， 减轻脑水肿， 并改善脑组织缺

血再灌注损伤引起的病理学改变。
本研究通过拓扑分析得到了包含 ３０ 个靶点蛋白在内的

最终核心网络。 对该网络进行分析可知， 靶点蛋白 ＳＴＡＴ３
的 Ｄｅｇｒｅｅ 值最高。 ＳＴＡＴ３ 是一类 ＤＮＡ 结合蛋白， 可调控

ＩＬ⁃６ 等多种细胞因子信号传递过程， 对包括神经元细胞在

内的多种细胞具有抗凋亡保护作用。 Ｄａｖｉｓ 等［２４］ 研究表明，
通过降低 ＭＣＡＯ 模型大鼠脑组织内 ＳＴＡＴ３ 表达可引起脑微

血管内皮功能减退， 并导致梗死面积增加。 本研究富集分

析表明， 关键靶点主要富集于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等信号通路。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路可作用于 ＮＦ⁃κＢ、 ｍＴＯＲ 及 ＧＳＫ⁃３β 等下

游靶点， 在神经元细胞存活 ／凋亡、 自噬及突触的可塑性方

面发挥重要的调控作用［２５］ 。 目前， 已有较多学者围绕

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路对 ＩＳ 发病机制和治疗效果进行了研

究［２６⁃２８］ ， 这些研究均提示 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路可延缓和阻碍

ＩＳ 的发生和进展， 是未来 ＩＳ 靶向治疗药物研发的重点
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方向。
在网络药理学分析基础上， 本研究采用分子对接技术，

根据作用靶点 Ｄｅｇｒｅｅｓ 值， 分析了排名前 １０ 位核心靶点与

相应潜在活性成分结合的稳定性， 结果表明， 这些核心作

用靶点可以与潜在活性成分形成较为稳定的构象。 其中，
山柰酚与 Ａｋｔ１ （７ｎｈ５） 的自由能最低 （ － ９􀆰 ９ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）。
７ｎｈ５ 是一种 Ａｋｔ１ 及其抑制剂的结合构象， Ｋａｉｘｕａｎ 等［２９］ 研

究也同样发现山柰酚可作用于该类蛋白结构的相应位点而

激活 Ａｋｔ１， 增加其表达， 其主要机制可能是山柰酚与内源

性抑制物竞争性结合 Ａｋｔ１ 蛋白， 使原 ＡＴＴ１ 由抑制状态转

为激活状态有关。 此外， 山柰酚增加 Ａｋｔ１ 表达还可能与激

活其上游蛋白有关。 Ｆｅｎｇ 等［３０］研究发现， 山柰酚可通过上

调 Ｇ 蛋白偶联雌激素受体表达， 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路，
使磷酸化 Ａｋｔ 水平增加。 以上研究结果进一步验证了益气

活血汤对 ＩＳ 治疗作用的药效物质基础。
本研究进一步采用动物实验对网络药理学的研究结果

进行了验证。 结果表明， 与模型组比较， 益气活血汤各剂

量组大鼠组改良 Ｇａｒｃｉａ 评分升高， 梗死率下降， 脑组织病

理形态明显改善， 说明益气活血汤能改善 ＭＣＡＯ 大鼠的神

经功能缺损症状。 ＩＬ⁃６［３１］ 、 ＩＬ⁃１β［３２］ 和 ＴＮＦ⁃α［３３］ 是卒中后

炎性反应的始动因子， 可对脑细胞产生毒性反应。 ＶＥＧＦ 和

ＭＭＰ⁃９ 则具有促进梗死灶周围新生血管生成， 保持血流动

力学稳定性及抗动脉粥样硬化等作用［３４⁃３５］ 。 本研究结果表

明， 与模型组比较， 益气活血汤各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃９ 水平降低， ＶＥＧＦ 水平升高。 结合网

络药理学研究结果， ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ 和 ＶＥＧＦ 均为 ＰＰＩ
最终核心网络的靶点蛋白， 提示益气活血汤很可能通过影

响上述靶点蛋白的表达发挥治疗 ＩＳ 作用。 本研究结果还显

示， 与模型组比较， 益气活血汤各剂量组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ 和

ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值升高。 以上结果均提示， 益气活血很可能通

过调控细胞炎性因子等分泌和 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白

表达而发挥治疗 ＩＳ 的作用， 这进一步验证了网络药理学研

究结果。
综上所述， 益气活血能明显改善 ＭＣＡＯ 大鼠的神经功

能缺损症状， 减少脑梗死面积， 其主要机制可能与激活

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 抑制细胞炎性因子释放和促进血管生

成等机制有关。
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