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摘要： 目的　 基于网络药理学、 分子对接技术及动物实验验证温肺降浊方对血管性痴呆 （ＶａＤ） 的作用。 方法　 在公

开数据库中检索温肺降浊方的有效成分和靶点信息， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＤｉｓＧｅＮｅｔ 基因数据库筛选 ＶａＤ 相关疾病基因，
构建蛋白互作网络， 进行 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 运用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件对核心靶点和药物主要活性成分进

行分子对接， 最后通过永久性双侧颈总动脉闭塞构建 ＶａＤ 大鼠模型， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫评估 ＶａＤ 大鼠学习认知能力，
Ｎｉｓｓｌ 染色检测海马区神经元损伤情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达。 结果　 网络药理学结果

显示， 获得温肺降浊方活性成分作用靶点 ２３７ 个， 疾病成分靶点 ３ ９６９ 个， 交集靶点共 １８３ 个； 分析得到治疗关键靶

点包括 ＴＰ５３、 ＭＡＰＫ１４、 ＩＬ⁃１７、 ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ３、 ＭＹＣ、 ＣＡＳＰ３、 ＳＴＡＴ１、 ＳＴＡＴ３、 ＴＮＦ、 ＥＧＦＲ； 富集分析表明温肺降

浊方发挥治疗 ＶａＤ 的潜在作用靶点与氧化应激、 对外来生物刺激的反应等生物过程相关， 主要涉及 ＩＬ⁃１７、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、
肿瘤坏死因子 ＴＮＦ 信号通路等； 分子对接结果显示配体和受体有良好的结合性。 动物实验结果显示， 温肺降浊方高

剂量组可改善 ＶａＤ 大鼠的空间学习记忆能力及海马神经元的病理损伤， 降低炎症相关蛋白 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达，
升高 ＥＧＦＲ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 温肺降浊方可能通过多种化学成分、 多靶点途径延缓 ＶａＤ 疾病的发展， 其机

制可能与抑制炎症反应， 增加神经前体细胞的增殖和存活， 改善海马神经元损伤， 增强认知水平有关。
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　 　 血管性痴呆 （ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ， ＶａＤ） 作为认知障碍

临床综合征， 常表现为思维迟钝、 健忘、 抑郁焦虑、 定向

障碍等临床症状， 通常由多种脑血管疾病引发。 在 ６０ 岁以

上人群中， ＶａＤ 的罹患率仅次于阿尔茨海默病相关性痴呆，
是第二大常见认知障碍， 约占所有痴呆症的 ２０％ ， 对社会

经济造成了巨大的负担［１⁃２］ 。 目前， 该病的治疗策略主要是

通过对危险因素的控制， 警惕脑血管病的加重及改善认知

功能的对症支持治疗为主［３］ ， 但由于 ＶａＤ 内在病理机制的

复杂性及不确定性， 目前临床用药对症状的改善仍有明显

的局限性。 因此， 探索疗效可靠、 安全性好的药物是现今

的研究焦点。
中药多成分、 靶点的协同作用， 在治疗 ＶａＤ 中具有独

特的优势。 温肺降浊方是课题组在扶阳中医学理论指导下

以 “温补肺肾” 为治则治疗 ＶａＤ 拟定的中药方剂［４］ 。 实验

研究表明， 温肺降浊方可以调节 Ｃｙｔｃ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 等蛋白

表达介入神经元凋亡过程， 减少海马区突触损伤以改善大

鼠认知功能［５］ 。 基于此， 本研究采用网络药理学及分子对

接的方法预测温肺降浊方对血管性痴呆的作用机制， 并通

过动物实验进行初步验证， 以期为更深入了解温肺降浊方

的应用提供最新科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 温肺降浊方由白附片、 干姜、 大黄、 党参、 三

七、 炙甘草组成， 药材均购自广西中医药大学第一附属医

院药剂科， 经广西中医药大学李方存研究员鉴定为正品。
将白附片煎煮 １ ｈ 以去除药物毒性， 再加入 ８００ ｍＬ 纯水，
随后共同煎煮所有药物 ３０ ｍｉｎ， 重复 ２ 次， 药液经 ０􀆰 ４５
μｍ 过滤网格进行过滤， 装入提前准备好的容器内， 于

－４ ℃冰箱保存。 尼莫地平片 （国药准字 Ｈ１４０２２８２１， 规格

２０ ｍｇ ／片， 批号 ２０２２０５０２） 购自亚宝药业集团股份有限

公司。
１􀆰 ２　 动物　 健康成年雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质量 （２５０±
３０） ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 本研究经广西中

医药大学科学实验中心动物伦理委员会批准 （伦理批号

ＤＷ２０２３０４２５⁃１０５）。
１􀆰 ３　 试剂　 ４％ 多聚甲醛 （武汉赛维尔生物科技有限公司，
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货号 Ｇ１１０１）； ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

（武汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司， 批 号 ＡＲ０１０１⁃１６４、
ＡＲ７３２５⁃１８５）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （合肥白鲨生物科技有限公

司， 货号 ＢＬ００６Ｂ）； ＩＬ⁃１７、 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３ 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ２１６１６７、 ａｂ３２０７７、 ａｂ２６６５１９）； ＥＣＬ
发光检测试剂 （上海碧云天生物技术股份有限公司， 货号

Ｐ１６３１００）； １％ 甲苯胺蓝染色液 （北京索莱宝科技有限公

司， 货号 Ｓ２３０５２）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＲＭ２０１５ 型病理切片机 （德国徕卡公司）； 高

速冷冻离心机 （济南欧莱博科学仪器有限公司）； ＱＱＭＫ⁃
１０ 型恒温箱 （上海启前电子科技有限公司）； Ｐｏｗｅｒ ／
ＰＡＣ３０００ 型电泳、 转膜系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＸＫ⁃８０２
型水 平 脱 色 摇 床 （ 江 苏 新 康 医 疗 器 械 有 限 公 司 ）；
ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ ＦＣ２ 型凝胶成像系统 （美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 温肺降浊方活性成分及靶点筛选　 运用 ＴＣＭＳＰ 数

据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ）， 分 别 以

“附子” “干姜” “大黄” “党参” “三七” “甘草” 为关

键词进行检索， 获取其药物活性成分， 选取口服生物利用

度 （ＯＢ） ≥３０％ 且类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 的活性成分［６］ ，
通过 ＴＣＭＳＰ 数据库查找温肺降浊方中主要成分的作用靶

点， 运用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库将名称统一处理转化为标准基因

名称。
２􀆰 １􀆰 ２　 疾病靶点收集 　 借助 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＤｉｓＧｅＮｅｔ 平台，
以 “ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ” 为关键词检索， 将所获基因运用 Ｒ
语言软件筛选、 合并、 去重后， 得到共同基因靶点并绘制

韦恩图。
２􀆰 １􀆰 ３　 药 物⁃活 性 成 分⁃靶 点 网 络 构 建 与 分 析 　 运 用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件， 将交集靶点、 复方药物活性成分导

入， 进行网络拓扑分析， 根据节点度值 （ｄｅｇｒｅｅ） 判断温

肺降浊方治疗 ＶａＤ 的核心成分， 度值越 大， 重 要 性

越高［７］ 。
２􀆰 １􀆰 ４　 蛋白互作网络构建与分析 　 将温肺降浊方和 ＶａＤ
交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 平台， 以 ０􀆰 ７００ 作为最小相互作用

阈值， 对离群靶点进行隐藏后完成蛋白相互作用 （ ＰＰＩ）
网络构建， 结果以 ＴＳＶ 格式文件在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件中

进行分析， 对核心靶标进行筛选。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用 Ｒ ４􀆰 ２􀆰 ２ 软件进行 ＧＯ
分析与 ＫＥＧＧ 分析， 将互作网络中的基因简称进行转换 ＩＤ
后以矫正后的 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为条件进行筛选排序， 再将结果可

视化展示。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接　 在 “温肺降浊方⁃活性成分⁃靶点” 网络

中， 对接分析筛选得到的关键活性成分与主要靶点， 运用

ＰｕｂＣｈｅｍ 平台获取活性成分的二维结构， ＰＤＢ 平台提供靶

蛋白的三维结构， 再通过 Ｃｈｅｍ３Ｄ 对活性成分进行三维结

构调整优化后， 最终借助 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 与 ＰｙＭｏｌ 实现受体与配

体的对接分析， 优化绘图进行可视化展示。

２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 ＶａＤ 模型制备 　 大鼠按照随机数表法分为假手术

组、 模型组、 尼莫地平组和温肺降浊方低、 中、 高剂量组，
每组 １０ 只。 参考文献 ［８］ 报道， 采用双侧颈总动脉永久

性闭塞 （２ＶＯ） 制备动物模型， 大鼠腹腔内注射 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ
戊巴比妥钠麻醉， 经腹部正中切口暴露双侧颈总动脉， 轻

轻分离双侧颈总动脉和迷走神经， 用 ６⁃０ 号丝线结扎双侧

血管； 假手术组大鼠只暴露动脉不进行结扎。 术中避免触

碰迷走神经， 术后用加热毯维持大鼠体温。
２􀆰 ２􀆰 ２　 药物干预　 温肺降浊方低、 中、 高剂量组大鼠灌胃

给予 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、 ３ ｇ ／ ｋｇ 药液， 尼莫地平组灌胃给予 ２ ｍｇ ／ ｋｇ
药液， 模型组及假手术组大鼠灌胃给予等体积蒸馏水， 连

续 ８ 周。 末次给药后， 大鼠禁食禁水 ２４ ｈ， 腹腔内注射 １％
戊巴比妥钠麻醉， 断头取脑， 各组分别取 ５ 只进行心脏灌

注， 其余 ５ 只剥离海马组织， 置于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测　 正式实验前进行为期 ２ ｄ 的大

鼠游泳寻找逃生平台训练， 依次从第 １～ ４ 象限指定点面向

池壁放入水迷宫中， 于 ６０ ｓ 内成功停留站台， 即完成实

验； 若 ６０ ｓ 未成功找到站台， 人工引导大鼠至站台停留

１０ ｓ， 第 １～２ 天为训练实验， 后 ３ ｄ 记录逃避潜伏期数据，
以平均数评估大鼠空间记忆能力。
２􀆰 ２􀆰 ４　 脑组织病理观察　 大鼠深度麻醉后取出脑组织， 浸

入 ４％ 多聚甲醛后置于 ４ ℃冰箱固定 ２４ ｈ， 常规石蜡包埋切

片， 进行 Ｎｉｓｓｌ 染色， 光学显微镜下观察神经元形态。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７
蛋白表达　 取于－ ８０ ℃ 冰箱保存的脑组织， 剪碎后置于

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 匀浆裂解 ３０ ｍｉｎ， 离

心后取上清， 使用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒进行定量分析。 各

组样本经电泳、 转膜后， ５％ 脱脂牛奶封闭， ＴＢＳＴ 洗膜后

用 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ （１ ∶ １ ０００） 一抗孵育， ４ ℃ 过

夜； ＴＢＳＴ 洗膜， 将 ＰＶＤＦ 膜置于用封闭液稀释的相应二抗

（１ ∶ ５ ０００） 中， ３７ ℃摇床孵育 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜， ＥＣＬ 显色

后曝光， 通过 ＩｍａｇｅＪ ８􀆰 ０ 软件进行分析， 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参， 计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较符合方差齐性， 采用独立

样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学分析

３􀆰 １􀆰 １　 温肺降浊方活性成分及靶点筛选 　 以 ＯＢ≥３０％ 且

ＤＬ≥０􀆰 １８ 为条件， 通过 ＴＣＭＳＰ 检索筛选， 最终得到药物

成分作用靶点 ２３７ 个， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＤｉｓＧｅＮｅｔ 数据库筛

选及合并去重后， 共得到 ＶａＤ 靶点 ３ ９６９ 个， 药物和疾病

靶点相交共获得交集靶标 １８３ 个， 见图 １。
３􀆰 １􀆰 ２　 药物⁃活性成分⁃靶点网络分析 　 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ７􀆰 １ 软件构建 “药物⁃活性成分⁃共有靶点” 网络， 见图

２， 图中 ２３７ 个药物活性成分与 １８３ 个共同靶点相对应。 利

用 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 分析， 网络中度值为该节点相关联边的
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图 １　 温肺降浊方治疗 ＶａＤ 的靶点交集韦恩图

　 　 　 　

条数， 度值大小与活性成分关键程度呈正相关。 排名前 ５
位的成分分别为槲皮素、 木犀草素、 山柰酚、 柚皮素、 刺

芒柄花素， 这些成分可能是温肺降浊方治疗 ＶａＤ 的关键有

效活性成分。
３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 蛋白互作网络构建 　 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ
数据库， 得到靶点蛋白 ＰＰＩ 网络， 见图 ３。 对 ＰＰＩ 网络汇总

的靶点进行拓扑分析， 根据其平均值， 多次筛选出同时大

于每项 ２ 倍均值的关键节点， 得到核心网络靶点 １１ 个， 分

别 为 ＴＰ５３、 ＭＡＰＫ１４、 ＩＬ⁃１７、 ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ３、 ＭＹＣ、
ＣＡＳＰ３、 ＳＴＡＴ１、 ＳＴＡＴ３、 ＴＮＦ、 ＥＧＦＲ， 表明这 １１ 个靶点

　 　

注： Ｇａｎｃａｏ 为甘草， Ｄａｈｕａｎｇ 为大黄， Ｆｕｚｉ 为附子， Ｇａｎｊｉａｎｇ 为干姜， Ｄａｎｇｓｈｅｎ 为党参， Ｓａｎｑｉ
为三七， Ｍｕｌｔｉ 为多药共有。 六边形为药物成分， 菱形为疾病靶点。

图 ２　 温肺降浊方治疗 ＶａＤ 的药物⁃活性成分⁃靶点网络

可能是温肺降浊方治疗 ＶａＤ 的核心靶点。 见图 ４。

图 ３　 温肺降浊方与 ＶａＤ 交集靶点的 ＰＰＩ 网络

３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 ＧＯ 分析结果显

示， 生物学过程 （ＢＰ） 涉及条目主要是细胞对外来生物刺

激的反应、 对氧化应激的反应等； 细胞组分 （ＣＣ） 主要富

集在膜筏、 膜微区和神经细胞体等条目； 分子功能 （ＭＦ）
主要包含 ＤＮＡ 结合位点、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ特异性 ＤＮＡ 结合

转录因子结合和信号受体激活活性等， 见图 ５Ａ。 运用 Ｒ 语

言的 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｐｒｏｆｉｌｅｒ 等函数包， 进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析，
其中主要涉及 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ） 信号

通路以及 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路等， 提示温肺降浊方有可能通

过这些信号通路治疗 ＶａＤ， 从而提升认知水平， 见图 ５Ｂ。
３􀆰 １􀆰 ５　 分子对接验证　 将度值排名前 ５ 位的关键成分槲皮

素、 木犀草素、 山柰酚、 柚皮素、 刺芒柄花素， 与主要的 ３
个核心蛋白靶点 （ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７） 进行分子对接。
结果显示， 关键活性成分与核心靶点的结合能介于－ ６􀆰 ６
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 与－ ９􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 之间， 多数组合结合能≤－ ７􀆰 ０
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 提示温肺降浊方核心成分同关键靶点蛋白间的结

合活性高， 见图 ６。
３􀆰 ２　 动物实验验证

３􀆰 ２􀆰 １　 温肺降浊方对 ＶａＤ 大鼠逃避潜伏时间和穿越平台次

数的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠逃避潜伏期延长

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 穿越平台次数减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 尼莫地平组和温肺降浊方高剂量组大鼠逃避潜伏期缩

短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 穿越平台次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而温肺降

浊方低、 中剂量组大鼠逃避潜伏期和穿越平台次数未见明
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图 ４　 温肺降浊方治疗 ＶａＤ 核心靶点筛选过程

图 ５　 温肺降浊方治疗 ＶａＤ 作用靶点的 ＧＯ 功能 （Ａ） 及 ＫＥＧＧ 通路 （Ｂ） 富集分析

注： Ａ 为分子对接结合能热图， Ｂ～Ｄ 为分子对接模式图。

图 ６　 部分关键化合物与核心靶蛋白分子对接模式图

显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组大鼠逃避潜伏时间和穿越平台次数比较 （ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 逃避潜伏时间 ／ ｓ 穿越原平台次数 ／ 次

假手术组 ２０􀆰 ８７±３􀆰 ６５ ６􀆰 ６２±０􀆰 ８８
模型组 ４５􀆰 １２±４􀆰 ０９∗ ２􀆰 ６６±０􀆰 ４５∗

尼莫地平组 ３６􀆰 ２６±５􀆰 ０５＃ ４􀆰 ４０±０􀆰 ７１＃

温肺降浊方低剂量组 ４５􀆰 １０±４􀆰 ２５ ２􀆰 ８６±０􀆰 ５５
温肺降浊方中剂量组 ４３􀆰 １７±４􀆰 ８７ ３􀆰 ０３±０􀆰 ７４
温肺降浊方高剂量组 ３６􀆰 １４±４􀆰 ３２＃ ４􀆰 ４９±０􀆰 ７６＃

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

３􀆰 ２􀆰 ２　 温肺降浊方对 ＶａＤ 大鼠神经元形态的影响　 假手术

组大鼠神经细胞数量丰富， 尼氏体较多， 细胞排列井然有

序， 核呈清晰蓝色， 细胞形态饱满且轮廓清晰； 与假手术

组比较， 模型组大鼠神经细胞数量减少， 细胞萎缩， 尼氏

小体减少； 与模型组比较， 尼莫地平组和温肺降浊方各剂

量组大鼠神经元均有不同程度改善， 可见细胞胞体较为饱

满， 尼式小体增多， 其中以温肺降浊方高剂量组较为显著，
见图 ７。
３􀆰 ２􀆰 ３　 温肺降浊方对 ＶａＤ 大鼠海马组织 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、
ＩＬ⁃１７ 蛋白表达的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马

组织 ＥＧＦＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ３ 蛋白

表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 温肺降浊方低、
中剂量组大鼠 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＥＧＦＲ、
ＭＡＰＫ３ 蛋白表达未见明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而尼莫地平组

和温肺降浊方高剂量组大鼠 ＥＧＦＲ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与尼莫

地平组比较， 温肺降浊方高剂量组蛋白表达变化更为显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８。
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图 ７　 各组大鼠海马区损伤情况 （Ｎｉｓｓｌ 染色， ×２００）

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与尼莫地平组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组大鼠海马组织 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

４　 讨论

血管性痴呆归属于 “痴呆” “呆病” “文痴” 等病证。
病位在脑， 肝心脾肾的脏腑虚衰都与其发病密切相关， 综

合古代医家论述及近年来的中医辨证分型文献研究［９］ ， 肺

与 ＶａＤ 的关系历代鲜有记载， 中医内科学教材也未阐述肺

与痴呆的关系。 《素问微蕴》 中载有 “肾为髓之下源， 肺

为髓之上源”， 可知肺肾两者功能健全， 则生理上金水相

生， 脑髓生化有源， 髓旺则脑充， 神机聪敏［１０］ 。 肺肾功能

失司， 大肠传导功能失调， 腑浊留滞， 则浊毒内生， 痹阻

脑络。 以此为切入点， 温肺降浊方中以附子为君， 温肾水，
化精成气； 党参为臣， 润肺生津； 使附子温而不燥， 干姜

入心、 脾、 肺经， 助阳通脉， 附子与干姜同用， 温补先后

天； 三七活血化瘀， 大黄下瘀血， 破积聚， 荡涤肠胃， 导

浊毒于外； 炙甘草补中缓大黄、 附子之峻烈之性。 全方合

用共奏温补肺肾、 通腑降浊之功。
温肺降浊方治疗 ＶａＤ 的成分分析结果显示， 槲皮素是

广泛存在于多种中药材的天然黄酮类成分， 具有抗氧化、
抗炎、 抗细胞凋亡等多种作用［１１⁃１３］ ， 可通过减少氧化损伤，
维持胆碱能神经元功能起到神经血管保护作用［１４］ ， 而槲皮

素改善痴呆症状的机制与抑制神经炎症反应相关［１５］ 。 木犀

草素已被证明通过抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路， 抑制纤维

Ａβ１⁃４０诱导的炎症反应对血脑屏障具有保护作用［１６］ 。 山柰

酚可减轻人内皮细胞凋亡， 增强内皮细胞的血管生成功

能［１７⁃１８］ ， 同时山柰酚可抗神经炎症反应及维持血脑屏障的

完整性［１９］ 。 柚皮素通过抑制海马氧化应激和炎症反应可减

轻 ＶａＤ 大鼠的认知障碍［２０］ 。 研究表明， 刺芒柄花素可抑制

ＮＯＳ 活性来抑制神经元凋亡并减轻神经炎症［２１⁃２２］ 。
蛋白互作网络分析提示 ＥＧＦＲ、 ＭＡＰＫ３、 ＩＬ⁃１７ 等为温

肺降浊方治疗 ＶａＤ 的关键靶点。 ＭＡＰＫ３ 是 ＭＡＰＫ 家族成

员， ＭＡＰＫ 级联激活是多种信号通路的中心环节， 可将膜

受体信号转导至细胞内［２３］ ， 其中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路在脑缺血

再灌注神经元损伤中发挥关键作用， 在缺血性脑损伤急性

期可诱导神经毒性， 调节多种炎症物质的基因表达， 相对

地， 炎症物质也能够激活 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路对下游因素产生

影响， 从而形成不良循环。 已有实验表明， 抑制 ＶａＤ 大鼠

脑氧化应激失衡引起的由 ｏｘ⁃ＣａＭＫＩＩ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＪＮＫ⁃ＮＦ⁃κＢ
调控的相关炎症反应可以发挥神经保护作用， 介导长期记

忆调节功能障碍［２４］ 。 ＥＧＦＲ 属于表皮生长因子家族的成员，
可与多种配体结合， 使其磷酸化， 激活包括下游 ＭＡＰＫ 通

路在内的多条通路， 发挥相应生物学效应。 大量的实验研

究表明， ＥＧＦＲ 的上调可以使神经干细胞增殖和存活， 并发

挥对脑梗死后损伤神经元的保护作用［２５⁃２６］ 。 课题组前期研

究表明， 对 ＥＧＦＲ 表达的调控可调节多条信号通路的活性

及串扰作用， 减少神经元损伤， 促进神经细胞存活， 调节

记忆障碍， 以拮抗 ＶａＤ 的发生发展［２７］ 。 ＩＬ⁃１７ 是由 Ｔ 辅助

细胞 １７ 特异性分泌的促炎因子， 其介导通路参与了 ＶａＤ 发

生的高危因素———动脉粥样硬化、 高血压和缺血再灌注损

伤的发生［２８］ 。 同时指南指出对危险因素的控制是治疗 ＶａＤ
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的基石； 与健康个体相比， ＶａＤ 患者的 ＩＬ⁃１７ 水平明显升

高， 通过恢复外周和中枢神经系统的 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 稳态平

衡， 可以减少促炎细胞因子分泌以提高其记忆和空间学习

能力［２９］ 。 上述研究与预测结果相似， 核心靶点与主要药

物成分分子对接结果良好， 也证实了本研究预测结果的可

靠性。
本研究动物实验结果显示， 成模后大鼠的空间学习能

力和认知记忆力下降， 细胞破损严重， 尼氏小体明显缺失，
ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ３ 蛋白表达升高， ＥＧＦＲ 蛋白表达降低； 而经

尼莫地平和高剂量温肺降浊方干预后， 大鼠空间学习能力

和认知记忆力均得到提升， 同时可见细胞破损减少， 形态

较为饱满， 尼氏小体增加， 海马组织中 ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ３ 蛋

白表达降低， ＥＧＦＲ 蛋白表达升高； 且与尼莫地平组比较，
温肺降浊方高剂量组蛋白表达变化更为显著。

综上所述， 温肺降浊方可以通过多靶点、 途径协同作

用延缓 ＶａＤ 疾病的发展， 其可能与升高 ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ３ 表

达， 降低 ＥＧＦＲ 表达， 进而抑制炎症反应， 增加神经前体

细胞的增殖和存活， 改善海马神经元损伤， 增强认知水平

有关。
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摘要： 目的　 研究小艾飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫微环境的影响。 方法　 将 ４０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机

分为正常组、 模型组、 ５⁃ＦＵ 组 （２５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和小艾飞蜜膏低、 高剂量组 （１􀆰 ３５、 ２􀆰 ７０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 除正常组

外， 其余各组均建立ＭＦＣ 胃癌皮下荷瘤小鼠模型， 连续给药 ９ ｄ。 给药结束后采集样本， 计算抑瘤率和脏器系数； ＨＥ
染色法观察肿瘤形态学变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平； 流式细胞术检测脾脏组织 Ｔ 淋巴

细胞亚群变化； 转录组测序技术检测肿瘤组织差异表达基因； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件筛选关键基因； ｑＰＣＲ 验证关键基

因 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 小艾飞蜜膏高剂量组小鼠肿瘤质量、 脾脏和肾脏指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肿瘤组

织坏死区域增多； 小艾飞蜜膏各剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脾脏组织 ＣＤ４＋Ｔ 细胞比例、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８＋Ｔ 细胞、
Ｔｒｅｇ 细胞、 Ｔｈ１７ 细胞比例均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 转录组测序筛选得到差异表达基因共 １１０ 个， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 １０􀆰 ２ 软件筛选得到 Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、 Ｃｘｃｒ１、 Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ 这 １０ 个关键

基因。 关键基因 ｍＲＮＡ 表达与转录组测序趋势相同， 与模型组比较， 小艾飞蜜膏高剂量组肿瘤组织 Ａｄｇｒｅ１、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、
Ｃｘｃｒ１、 Ｃｘｃｒ２、 ＤＬＬ４、 Ｓｅｒｐｉｎａ１ｂ、 Ｍｃｐｔ４、 Ｔｎｆｓｆ１５、 ＩＬ１３ｒａ２、 Ｐｄｐｎ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 小艾

飞蜜膏对 ＭＦＣ 胃癌荷瘤小鼠肿瘤生长有抑制作用， 其抗肿瘤机制可能与提高荷瘤小鼠机体免疫功能， 改善肿瘤免疫

抑制微环境， 抑制肿瘤细胞增殖有关。
关键词： 小艾飞蜜膏； 胃癌； 肿瘤生长； 免疫微环境； Ｔ 淋巴细胞； 转录组学
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　 　 胃癌是全世界第五大常见癌症， 也是我国癌症致死的

主要原因之一［１］ 。 现阶段胃癌的治疗策略主要包括手术、
放疗、 化疗以及靶向治疗等疗法， 但存在术后易复发、 放

化疗毒副作用大、 耐药以及靶向治疗成本昂贵等弊端， 而

中医药治疗胃癌具有不良反应少、 成本低等特点， 并通过

多成分、 多途径、 多靶点的综合调控作用， 能明显提高胃

癌患者的生活质量和延长患者的生存期， 成为临床研究胃

癌的热点［２］ 。
小艾飞蜜膏是新疆维吾尔自治区维吾尔医医院长期使

用的院内制剂， 由金钱白花蛇、 高良姜、 荜茇、 胡椒、 干

姜共 ５ 味药组成， 临床应用时将复方中各味药材共研细粉，
加以炼蜜制成膏剂服用， 用于治疗消化道和生殖系统的肿

瘤、 炎症、 漏症、 顽固性疮疡、 气结性恶疮等， 疗效显

著［３］ 。 课题组前期研究证实， 小艾飞蜜膏能抑制 ＭＦＣ 胃癌

６７９
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