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摘要： 目的　 采用网络药理学和动物实验探讨脑泰方治疗脑缺血的潜在作用机制。 方法 　 从 ＴＣＭＳＰ、 ＴＣＭＩＤ、
ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 及文献资料中寻找与脑泰方中 ４ 味中药 （黄芪、 川芎、 地龙和僵蚕） 相关的所有成分和作用靶点， 并

构建药物活性成分⁃靶点网络。 通过 ＴＴＤ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＤｉｓｇｅＮＥＴ 数据库筛选与脑缺血相关的作用靶点， 利用 ＳＴＲＩＮＧ 平

台构建药物⁃疾病靶点交互网络， 对核心靶点进行网络拓扑分析， 利用 ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ 数据库对核心靶点蛋白进行 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析。 再考察脑泰方对脑缺血大鼠神经功能的影响。 结果　 脑泰方有 ３９ 种活性成分， 预测靶点有 ６２９ 个，
其中 ８０ 个与脑缺血相关。 脑泰方活性成分主要为槲皮苷、 山柰酚、 异鼠李素、 十八烯酸、 亚油酸， 并且棕榈酸等能发

挥抗脑缺血的作用， 涉及到的重要效应蛋白有 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ、 ＣＲＥＢ１、 ＩＬ６、 ＣＡＳＰ３、 ＢＤＮＦ、 ＭＡＰＫ１ 等。 富集分析主要

涉及 ＭＡＰＫ 信号通路、 Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ 信号通路、 ＶＥＧＦ 信号通路等。 脑泰方可改善脑缺血大鼠神经功能缺损体征， 对

ＭＡＰＫ 信号通路关键节点蛋白表达起调控作用。 结论　 脑泰方抗脑缺血是多成分、 多靶点、 多途径相互作用的结果。
关键词： 脑泰方； 脑缺血； 作用机制； 网络药理学； 动物实验

中图分类号： Ｒ９６６　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）０７⁃２３５６⁃０７
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 ０７􀆰 ０５３

６５３２

２０２２ 年 ７ 月

第 ４４ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２２

Ｖｏｌ． ４４　 Ｎｏ． ７



　 　 脑卒中是一种急性脑血管疾病， 其中缺血性脑卒中占

到 ６０％ ～７０％ 。 缺血性中风属中医 “中风” 范畴， 其病机

非常复杂， 气血两虚是缺血性中风的主要病机［１］ 。 《医林

改错》 记载， “亏损元气， 是其本源” “元气既虚， 必不能

达于血管， 血管无气， 必停留而瘀”， 提出 “气虚血瘀”
学说［２］ 。 因此， 缺血性中风的主要病机为 “气虚血瘀”，
其主要治则便是益气活血。

王清任根据益气活血的治则创立补阳还五汤， 并以该

法确立得到中药复方脑泰方， 由黄芪、 川芎、 地龙和僵蚕

（８ ∶ ２ ∶ ３ ∶ ３） 构成， 主要功效补气活血、 化瘀通络， 现

已用于脑缺血急性期的治疗， 且取得了较好的临床效果。
课题组前期研究表明， 脑泰方的作用机制可能是通过抗血

小板活化［３］ 、 抗血栓［４］ 、 抑制神经元的凋亡［５］ 、 抗炎性作

用［６］及上调膜铁转运辅助蛋白， 减少脑铁沉积［７］ 起神经保

护作用， 但其在脑缺血疾病中的药理作用尚未完全阐明。
本研究通过多个数据库联用检索和文献挖掘， 筛选脑泰方

的主要活性成分并进行成分靶点预测， 分析活性成分⁃作用

靶点⁃疾病之间的作用关系， 并对靶点基因功能及信号通路

进行分析， 构建脑泰方治疗缺血性脑中风的成分⁃靶点⁃通
路网络， 进行网络拓扑学分析， 从而揭示其作用的分子机

制， 为脑泰方在脑缺血疾病中的临床应用和进一步研究提

供理论支撑。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 脑泰方活性成分的收集和分析 　 脑泰方由黄芪、 川

芎、 地龙、 僵蚕组成， 临床水煎服用， 该方剂化合物信息

分析依托于中药系统药理学分析平台 （ ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐ： ／ ／
ｌｓｐ． ｎｗｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）、 中药分子机制的生物信息

学分析工具 （ ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｎｅｔ． ｎｃｐｓｂ． ｏｒｇ ／
ｂａｔｍａｎ⁃ｔｃｍ ／ ）、 中药信息数据库 （ ＴＣＭＩＤ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｍｅｇａｂｉｏｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ｔｃｍｉｄ）。 设置口服生物利用度 （ ＯＢ） ≥
３０％ 、 类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８， 对上述 ４ 味中药所含的每个

化合物进行筛选， 无药物动力学参数的化合物通过查阅文

献进行筛选。 最后通过 Ｐｕｂｃｈｅｍ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 查询筛选出的化合物结构式， 并获得化合

物的 ＳＭＩＬＥＳ 表达式。
１􀆰 ２ 　 脑 泰方 活 性 成分 的 靶 点获 取 　 采用 ＴＣＭＳ、 ＳＥＡ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｅａ． ｂｋｓｌａｂ． ｏｒｇ）、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ ／ ）数据库，根据化合物结构相似

性和分子对接特性进行预测，并结合相关文献进行补充。 脑

泰方活性成分的靶点预测分数阈值设置≥０􀆰 ６［８］ ，使用

ＵｎｉＰｒｏｔ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ）进行除重及标准化命名。
１􀆰 ３　 “脑缺血” 靶点获取 　 在 Ｄｒｕｇｂａｎｋ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃａ ／ ）、 ＴＴＤ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｏｒｇ ／ ｔｔｄ ／ ）、
ＤｉｓＧｅＮＥＴ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中输入关

键词 “ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ”， 获取脑缺血疾病的相关靶点， 然

后将脑泰方的预测靶点映射到脑缺血疾病相关靶点中， 以

获取脑泰方治疗脑缺血的潜在作用靶点。
１􀆰 ４　 可视化网络构建　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３􀆰 ６􀆰 １ 软件构建活

性成分⁃靶点⁃脑缺血疾病可视化网络图， 使用在线蛋白相

互作用的检索和预测数据库 ＳＴＲＩＮＧ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ） 构建脑泰方抗脑缺血潜在靶点的蛋白与蛋白相互作

用 （ＰＰＩ） 网络， 选择系统默认分值 ｓｃｏｒｅ≥０􀆰 ４， 并使用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３􀆰 ６􀆰 １ 软件绘制靶蛋白 ＰＰＩ 网络图。
１􀆰 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 将 “１􀆰 ４” 项下脑泰方治疗脑

缺血的蛋白⁃蛋白相互作用重要拓扑模块中的靶点导入在线

基因功能富集工具 ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ａｂｃｃ． ｎｃｉｆｃｒｆ．
ｇｏｖ ／ ）， 以人类基因为背景， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、 ＦＤＲ （错误发现

率） ＜０􀆰 ０５ 为标准， 对主要活性成分和脑缺血的共同基因

进行 ＧＯ 富集分析。 同时， 将这些靶点导入 ＫＥＧＧ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ） 查看对应的通路图并分

类， 利用 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ （ ｗｗｗ． ｏｍｉｃｓｈａｒｅ． ｃｏｍ ／ ｔｏｏｌｓ）， 以 Ｐ ＜
０􀆰 ０５、 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５ 为标准对通路进行富集分析， 找出脑泰

方发挥抗脑缺血作用的关键通路。
１􀆰 ６　 实验验证

１􀆰 ６􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ８ 周龄， 体质量 ２５０～
２９０ ｇ， 由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供， 实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４。 动物房温度保持

（２３±１）℃， 相对湿度 ５５％ ， 通风良好， 饲养于光照 ／黑暗

为 １２ ｈ ／ １２ ｈ 的环境， 每笼 ４ 只， 自由饮水， 给予标准

饮食。
１􀆰 ６􀆰 ２　 试剂与仪器　 兔抗 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ 抗体 （美国

ＣＳＴ 公司）； 兔抗 ＢＤＮＦ 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司）； 兔抗 ＧＡＰＤＨ 抗体 （武汉博士德生物工程有限公司）。
Ｋｏｐｆ 脑立体定位仪 （美国 Ｄａｖｉｄ ＫＯＰＦ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司）；
线栓 （北京西浓科技有限公司）。
１􀆰 ６􀆰 ３　 脑泰方制备　 黄芪、 川芎、 地龙、 僵蚕均购自湖南

中医药大学第一附属医院药房， ２５ ｇ 川芎加 ８０％ 乙醇浸泡

４５ ｍｉｎ， 提取 ２ 次， 加醇量分别为 ８、 ６ 倍， 提取时间为 ２、
１􀆰 ５ ｈ， 滤过， 合并滤液， ６０ ℃真空浓缩； 另取黄芪 １００ ｇ、
地龙 ３７􀆰 ５ ｇ、 僵蚕 ３７􀆰 ５ ｇ 、 川芎醇提后的药渣适量， 加水

浸泡 ３０ ｍｉｎ， 提取 ２ 次， 每次加 １０ 倍量水， 提取时间分别

为 ２、 １ ｈ， 滤过， 合并滤液， 真空浓缩， 干燥成干浸膏，
临用时生理盐水稀释。 前期课题组发现， １􀆰 ８、 ０􀆰 ９ ｇ ／ ｍＬ
脑泰方能显著改善脑缺血大鼠的神经功能缺损体征， 故本

实验选择 ０􀆰 ９ ｇ ／ ｍＬ 进行考察。
１􀆰 ６􀆰 ４　 模型建立　 采用大脑中动脉栓塞法制备局灶性脑缺

血模型， 大鼠腹膜腔注射 １０％ 水合氯醛 （３􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻

醉， 仰卧位固定做手术切口， 钝性分离颈总动脉和迷走神

经， 微动脉夹夹闭颈总动脉的近心端， 找到颈总动脉分叉

处并分离颈外动脉和颈内动脉， 在分叉处结扎 （活结） 颈

外动脉， 在附近剪一小口， 将拴线插入到颈内动脉， 深度

为 （１８±０􀆰 ５） ｍｍ， 右侧大脑中动脉栓塞 ３０ ｍｉｎ 后拔出拴

线， 将分叉处结扎 （活结） 的颈外动脉手术线松开， 去除

近心端的微动脉夹， 用签压住出血处止血， 缝合切口； 假

手术组除不插入线栓外， 其余步骤同模型组。
１􀆰 ６􀆰 ５　 分组及给药　 大鼠随机分为假手术组、 模型组、 脑
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泰方组， 脑泰方组于脑缺血第 １ 天灌胃给予 ９ ｇ ／ ｋｇ 脑泰方

（０􀆰 ９ ｇ ／ ｍＬ）， 每天 １ 次； 模型组在脑缺血第 １ 天灌胃给予

等体积 ０􀆰 ９％ 生理盐水， 每天 １ 次； 假手术组不干预。 当大

鼠恢复意识能进行活动后， 在第 １、 ７、 １５ 天采用 Ｌｏｎｇａ ５
级 ４ 分法进行神经功能评分［９］ ， 在第 １５ 天后取海马， 检测

ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表达。
１􀆰 ６􀆰 ６　 免疫印迹实验 　 大鼠断头处死， 取脑并分离海马，
组织与蛋白提取剂按 １ ∶ １０ 比例稀释， 裂解组织， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液后测定蛋白浓度，
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 每个泳道上样 ２０ μｇ 总蛋白， 电泳分

离蛋白后转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ 转膜约

９０ ｍｉｎ， ＢＤＮＦ 转膜约 ４５ ｍｉｎ。 一抗孵育 （１ ∶ １ ０００） 在

４ ℃下过夜， １×ＴＢＳＴ 溶液漂洗， 稀释偶联 ＨＲＰ 标记羊抗

兔二抗 （１ ∶ １０ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， 漂洗后采用 ＥＣＬ 化学

发光法显影， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析目

的条带灰度值， 并计算目的蛋白相对表达。
１􀆰 ６􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 脑泰方活性成分筛选 　 共筛选出 ２９ 种活性成分， 另

外有 １０ 种虽不符合筛选条件， 但文献 ［１０⁃２１］ 报道它们

也具有相应活性， 故予以补充， 见表 １。 其中， 黄芪占 ２２
种， 川芎占 １１ 种， 地龙占 ８ 种， 僵蚕占 ６ 种， 见图 １。

表 １　 脑泰方活性成分信息

编号 药材来源 成分 ＯＢ ／ ％ ＤＬ
Ｍ１ 黄芪 （３Ｒ）⁃７，２′⁃二羟基⁃３′，４′⁃二甲氧基异黄酮 ６７􀆰 ６７ ０􀆰 ２６
Ｍ２ 黄芪 （３Ｓ，８Ｓ，９Ｓ，１０Ｒ，１３Ｒ，１４Ｓ，１７Ｒ）⁃１０，１３⁃二甲基⁃１７⁃［（２Ｒ，５Ｓ）⁃５⁃丙⁃２⁃环内酯⁃２⁃基］⁃２，３，４，７，８，９，１１，１２，１４，

１５，１６，１７⁃十二氢⁃１Ｈ⁃环戊烷［ａ］菲⁃３⁃醇
３６􀆰 ２３ ０􀆰 ７８

Ｍ３ 黄芪 ３，９⁃二⁃Ｏ⁃甲基尼索林 ５３􀆰 ７４ ０􀆰 ４８
Ｍ４ 黄芪 ５′⁃羟基异丁香酚⁃２′，５′⁃二⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 ４１􀆰 ７２ ０􀆰 ６９
Ｍ５ 黄芪 ７⁃Ｏ⁃甲基异戊烯醇 ７４􀆰 ６９ ０􀆰 ３０
Ｍ６ 黄芪 ＡＣ１ＮＳＵＭＥ ３９􀆰 ０５ ０􀆰 ４８
Ｍ７ 地龙 花生四烯酸 ４５􀆰 ５７ ０􀆰 ２０
Ｍ８ 黄芪 黄芪紫檀烷苷 ６４􀆰 ２６ ０􀆰 ４２
Ｍ９ 黄芪 黄芪甲苷 ３６􀆰 ７４ ０􀆰 ９２
Ｍ１０ 僵蚕 白僵菌素 — —
Ｍ１１ 僵蚕 植物甾醇 ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５
Ｍ１２ 黄芪 白桦脂酸 ５５􀆰 ３８ ０􀆰 ７８
Ｍ１３ 黄芪 联苯双酯 ３１􀆰 １０ ０􀆰 ６７
Ｍ１４ 黄芪 毛蕊异黄酮 ４７􀆰 ７５ ０􀆰 ２４
Ｍ１５ 地龙 苯丁酸氮芥 — —
Ｍ１６ 地龙、僵蚕 胆固醇 ３７􀆰 ８７ ０􀆰 ６８
Ｍ１７ 川芎 蒿本内酯 ５１􀆰 ３０ ０􀆰 ０７
Ｍ１８ 僵蚕 胡萝卜苷 ２０􀆰 ６３ ０􀆰 ６２
Ｍ１９ 黄芪、川芎 叶酸 ６８􀆰 ９６ ０􀆰 ７１
Ｍ２０ 黄芪 芒柄花黄素 ６９􀆰 ６７ ０􀆰 ２１
Ｍ２１ 地龙 蓝堇亭 — —
Ｍ２２ 黄芪 常春藤皂苷元 ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５
Ｍ２３ 地龙 次黄嘌呤 ５２􀆰 ２９ ０􀆰 ０４
Ｍ２４ 黄芪 二氢异黄酮 １０９􀆰 ９０ ０􀆰 ３０
Ｍ２５ 黄芪 异木糖醇⁃７，２′⁃二⁃Ｏ⁃葡萄糖 ４９􀆰 ２８ ０􀆰 ６２
Ｍ２６ 黄芪 异鼠李素 ４９􀆰 ６０ ０􀆰 ３１
Ｍ２７ 黄芪 ｊａｒａｎｏｌ ５０􀆰 ８３ ０􀆰 ２９
Ｍ２８ 黄芪、僵蚕 山柰酚 ４１􀆰 ８８ ０􀆰 ２４
Ｍ２９ 川芎、黄芪、地龙 亚油酸 ４１􀆰 ９０ ０􀆰 １４
Ｍ３０ 地龙 苯芴醇 — —
Ｍ３１ 川芎 十八碳二烯 ４２􀆰 ００ ０􀆰 １９
Ｍ３２ 川芎 杨梅酮 ４０􀆰 ６０ ０􀆰 ５１
Ｍ３３ 川芎、地龙 十八烯酸 ３３􀆰 １３ ０􀆰 １４
Ｍ３４ 川芎、黄芪、地龙、僵蚕 棕榈酸 １９􀆰 ３０ ０􀆰 １０
Ｍ３５ 川芎 川芎哚 ６５􀆰 ９５ ０􀆰 ２７
Ｍ３６ 黄芪、僵蚕 槲皮苷 ４６􀆰 ４３ ０􀆰 ２８
Ｍ３７ 川芎 ｓｅｎｋｙｕｎｏｎｅ ４７􀆰 ６６ ０􀆰 ２４
Ｍ３８ 川芎 谷甾醇 ３６􀆰 ９１ ０􀆰 ７５
Ｍ３９ 川芎 ｗａｌｌｉｃｈｉｌｉｄｅ ４２􀆰 ３１ ０􀆰 ７１
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注： ＲＡＭ 为黄芪， ＳＳ 为僵蚕， Ｌ 为地龙， ＲＣ 为川芎。

图 １　 脑泰方活性成分药材来源

２􀆰 ２　 脑泰方活性成分抗脑缺血的靶点预测和可视化网络构

建　 脑泰方 ３９ 种活性成分共有 ６２９ 个作用靶点， 存在 １ ８１９
个相互作用关系， 其中每种活性成分都有 ２ 个以上的作用

靶点， 平均 ４６􀆰 ６ 个。 从 ＴＴＤ、 Ｄｒｕｇｂａｎｋ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库

中共获得脑缺血疾病靶点 ３１２ 个， 本实验将预测靶点与其

相互映射， 共获取 ８０ 个潜在作用靶点， 见图 ２。

图 ２　 脑泰方活性成分靶点预测

将脑泰方 ３９种活性成分与 ８０个抗脑缺血的潜在靶点构建

成分⁃靶点⁃疾病网络， 网络中化合物与靶点相连的连线称之为

度 （Ｄｅｇｒｅｅ）， 连线越多， 自由度越高， 表明该节点 （化合物

或靶点） 存在的相互作用关系越多［２２］， 见图 ３。 由此可知， 具

有较高自由度的靶点包括 ＰＴＧＳ２ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ２４）、 ＰＰＡＲＧ
（Ｄｅｇｒｅｅ＝１２）、 ＮＯＳ２ （Ｄｅｇｒｅｅ＝９）、 ＶＥＧＦＡ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ６）、 ＴＮＦ
（Ｄｅｇｒｅｅ＝５）， 具有较多预测靶点的有槲皮苷 （Ｍ３６， Ｄｅｇｒｅｅ ＝
４７）、 山柰酚 （Ｍ２８， Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ２６）、 异鼠李素 （Ｍ２６， Ｄｅｇｒｅｅ ＝
１７）、 十八烯酸 （Ｍ３３， Ｄｅｇｒｅｅ ＝ １４） 等， 可能是脑泰方抗脑缺

血的重要药效成分。
将 ８０ 个潜在靶点构建了 ＰＰＩ 网络， 发现包含 １ １９０ 种

相互作用关系， 其中处于 ＰＰＩ 网络中心拥有较多蛋白相互

作用的靶点有 ＶＥＧＦＡ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ６０）、 ＴＮＦ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ５９）、
ＣＲＥＢ１ （Ｄｅｇｒｅｅ＝ ５７）、 ＩＬ６ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ５６）、 ＣＡＳＰ３ （Ｄｅｇｒｅｅ
＝ ５５）、 ＢＤＮＦ （Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ５３）、 ＭＡＰＫ１ （ Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ４３） 等，
提示这些蛋白可能是抗脑缺血的重要效应蛋白， 见图 ４。
２􀆰 ３　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 采用 ＤＡＶＩＤ ６􀆰 ８ 数据库对 ８０
个与脑缺血相关的靶点进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选排

注： 与 ３ 种以上成分存在关联的靶点放置于内圈， 代

表它们可能参与更多的生物学过程， 是重要的药效靶

点。 ＲＡＭ 为黄芪， ＳＳ 为僵蚕， Ｌ 为地龙， ＲＣ 为川芎。

图 ３　 活性成分⁃靶点⁃脑缺血疾病网络

注： 圆形节点代表蛋白靶点， 圆圈大小和颜色

深浅代表靶点蛋白相互作用的密切程度。

图 ４　 脑缺血相关性蛋白靶点 ＰＰＩ 网络

名前 ２０ 个 ＧＯ 生物学过程分析条目， 见图 ５。 ＧＯ 富集分析

结果表明， 脑泰方核心作用靶点主要通过衰老、 凋亡过程、
炎症反应、 细胞增殖、 血管生成、 正调控磷脂酰肌醇 ３⁃激
酶信号转导、 血管内皮生长因子受体信号通路、 ＭＡＰＫ 激

活、 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ 级联正调控等生物学过程来发挥抗脑缺

血的作用； ＫＥＧＧ 富集分析结果表明， 脑泰方发挥抗脑缺

血作用可能与 ＭＡＰＫ、 Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ、 ＶＥＧＦ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 癌

症、 ｃＡＭＰ、 Ｒａｓ 等信号通路相关。
２􀆰 ４　 脑泰方对脑缺血大鼠神经功能评分的影响　 脑缺血第

７、 １５ 天， 脑泰方组大鼠神经功能评分低于模型组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。

表 ２　 各组大鼠神经功能评分 （ｘ±ｓ）

组别
神经功能评分 ／ 分

脑缺血第 １ 天 脑缺血第 ７ 天 脑缺血第 １５ 天

假手术组 ０ ０ ０
模型组 ２􀆰 ７１±０􀆰 ４５ ２􀆰 ２９±０􀆰 ４５ １􀆰 ５７±０􀆰 ４９
脑泰方组 ２􀆰 ５７±０􀆰 ４９ １􀆰 ４３±０􀆰 ４９∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ３５∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ５　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析

２􀆰 ５　 脑泰方对脑缺血大鼠海马 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ
蛋白表达的影响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、 ＢＤＮＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
　 　 　 　

脑泰方干预后大鼠海马 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表

达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

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

图 ６　 各组大鼠海马 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表达

３　 讨论

中药网络药理学构建 “药物活性成分⁃靶点以及疾病⁃
靶点” 多层次网络结构图， 体现了中医的整体性和辩证论

治原则［２３⁃２４］ ， 目前被广泛应用于探讨中药或中药复方在治

疗复杂疾病的作用机制［２５⁃２７］ 。 因此本研究拟基于网络药理

学分析方法对脑泰方活性成分进行筛选， 靶点预测和疾病

相关性分析， 构建了成分⁃靶点⁃疾病网络和脑泰方⁃脑缺血

相关性靶点的 ＰＰＩ 网络分析脑泰方治疗脑缺血的作用机制，
共获得了 ３９ 种活性成分的 ６２９ 个预测靶点， 平均一种活性

成分对应约 ４６􀆰 ６ 个靶点， 这充分显示了脑泰方的多靶点作

用。 通过脑缺血疾病靶点映射筛选出 ８０ 个预测靶点与脑缺

血相关， 发现脑泰方的主要活性成分中槲皮苷、 山柰酚、
异鼠李素等拥有较多的预测靶点， 这可能是脑泰方抗脑缺

血的重要药效成分。 其中槲皮苷能提高免疫功能［２８］ ， 山柰

酚和异鼠李素有神经保护作用［２９⁃３０］ 。 为了更好地了解脑泰

方治疗脑缺血的生物学过程和可能的信号途径， 将获得的

脑泰方与脑缺血相关的基因进行 ＧＯ 分析和通路分析， 结

果显示脑泰方治疗脑缺血的作用途径主要与衰老、 凋亡过

程、 炎症反应、 细胞增殖、 血管生成、 正调控磷脂酰肌醇

３⁃激酶信号转导、 血管内皮生长因子受体信号通路、 ＭＡＰＫ
的激活和 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ 级联的正调控有关。 ＰＴＧＳ２、
ＰＰＡＲＧ、 ＮＯＳ２、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ 是参与较多生物学过程富集

的关键基因。 细胞内的生物学功能是由蛋白与蛋白之间的

相互作用实现， 这种相互作用包括蛋白之间的直接物理作

用和间接的生物学功能相关性， 因此 ＰＰＩ 网络中某一蛋白

尤其是核心蛋白的异常会引起级联反应， 从而产生疾病。
本研究构建了脑泰方与脑缺血相关的靶点 ＰＰＩ 网络， 通过

拓扑 分 析 找 出 核 心 靶 点， 结 果 显 示， ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ、
ＣＲＥＢ１、 ＩＬ６、 ＣＡＳＰ３、 ＢＤＮＦ、 ＭＡＰＫ１ 拥有最多的蛋白相

互作用， 可能是脑泰方主要通过调控炎症、 血管生成、 Ｇ
蛋白偶联受体信号通路、 类固醇代谢和腺苷酸环化酶活性、
脑源性神经营养因子和重组人有丝分裂原激活蛋白激酶 １
的表达而发挥药效作用。 ＫＥＧＧ 富集结果进一步发现 ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ 等属于前 ２０
条信号通路。

为了验证网络药理学的预测结果， 首先从行为学结果
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进行了探讨， 神经功能评分结果显示给予脑泰方干预后，
脑缺血大鼠在的神经功能评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这说明脑

泰方能显著改善脑缺血后大鼠的神经功能缺损体征， 接着

对其作用机制进行探讨。 作为 ＭＡＰＫ 家族中关键组成部分，
细胞外信号调节激酶 （ＥＲＫ１ ／ ２） 是一类丝 ／苏氨酸残基的

蛋白激酶。 ＥＲＫ 表达广泛， 涉及细胞内包括细胞存活、 细

胞周期进入、 细胞增殖和分化等一系列生命活动过程的调

节。 正常情况下 ＥＲＫ 在胞浆中表达， 而激活后转移至胞

核， 通过磷酸化 （ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２） 可以调节核内转录调控因子

ＣＲＥＢ 的表达而产生细胞效应。 本实验结果显示， 脑缺血增

强了大鼠海马部位 ＥＲＫ 蛋白的磷酸化水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而

给予脑泰方干预后 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 的蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
这提示脑缺血后本身的应激可能增强了上游 ＥＲＫ 信号分子

的表达， 而通过脑泰方的治疗可增加大鼠海马部位的

ＥＲＫ１ ／ ２ 磷酸化水平。 ＣＲＥＢ 可在不同信号通路的激酶作用

下实现 ｓｅｒ１３３ 磷酸化而活化， 在学习记忆过程中发挥重要

作用， 且受到理化因素刺激后发生磷酸化 （ｐ⁃ＣＲＥＢ） 而被

激活， 促进其下游效应蛋白脑源性神经营养因子 （ＢＤＮＦ）
的表达。 ＢＤＮＦ 作为神经营养因子， 可改善神经再生的微环

境。 脑缺血后 ＢＤＮＦ 的表达上调能促进脑梗死周围部位的

神经再生［３１］ 。 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 在大脑皮层和海马的过表

达可发挥神经保护作用［３２］ 。 本实验结果显示， 与脑缺血模

型组比较， 脑泰方组大鼠海马的 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达

均升高， 这说明脑泰方通过促进脑缺血大鼠海马 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和

ＢＤＮＦ 蛋白的表达而发挥神经保护作用。
综上所述， 本研究通过网路药理学确定脑泰方的抗脑

缺血的化学活性成分、 作用靶点及信号通路， 且基于行为

学和蛋白免疫印迹技术初步验证了脑泰方可通过 ＭＡＰＫ ／
ＥＲＫ 信号通路发挥抗脑缺血的作用。
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摘要： 目的　 基于网络药理学、 分子对接和细胞实验探讨枸杞子防治老年性痴呆的作用机制。 方法　 通过化学成分数

据库联合检索， 结合药动学参数筛选枸杞子的候选活性成分， 采用 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 反向药效团匹配的靶标识别平台预测

其靶点， ＴＴＤ 等数据库筛选与老年性痴呆相关的潜在靶点， ＤＡＶＩＤ 数据库对靶点基因进行 ＧＯ 功能富集及 ＫＥＧＧ 通路

富集分析， Ｓｔｒｉｎｇ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建蛋白相互作用 （ＰＰＩ） 网络和 “成分⁃靶点⁃通路” 网络， ＳＹＢＹＬ 软件对

关键活性成分与靶点进行分子对接， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测枸杞子水提物对 Ａβ２５⁃３５诱导 ＰＣ１２ 细胞 ＧＳＫ３Ｂ、 ＭＡＰＫ１４、 ＥＳＲ１、
ＮＯＳ２、 ＣＡＳＰ３ ｍＲＮＡ 表达的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测枸杞子水提物对 Ａβ２５⁃３５诱导 ＰＣ１２ 细胞 ＣＡＳＰ３ 蛋白表达的影响。
结果　 枸杞子中 ５０ 种活性成分通过调控 ＨＳＤ１１Ｂ１、 ＲＡＲＢ、 ＮＲ３Ｃ１、 ＲＡＲＡ、 ＩＧＦ１、 ＭＡＰＫ１４、 ＣＡＳＰ３、 ＥＳＲ２、 ＧＳＫ３Ｂ
等 ３１ 个潜在靶点， 参与多种癌症通路、 Ｒａｐ１ 信号通路、 Ｒａｓ 信号通路、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 神经营养因子信号通路、
多巴胺能突触等信号通路， 起到防治老年性痴呆作用。 新黄质、 花色素苷、 胡萝卜素、 隐黄素、 玉米黄质等成分与关

键靶点 ＨＳＤ１１Ｂ１、 ＩＮＳＲ、 ＮＲ３Ｃ１、 ＲＡＲＡ、 ＣＡＳＰ３、 ＭＡＰＫ１４、 ＧＳＫ３Ｂ、 ＮＯＳ２ 具有良好的结合能力。 枸杞子水提物可

抑制 Ａβ２５⁃３５诱导 ＰＣ１２ 细胞 ＧＳＫ３Ｂ、 ＭＡＰＫ１４、 ＮＯＳ２、 ＣＡＳＰ３ ｍＲＮＡ 表达， 上调 ＥＳＲ１ ｍＲＮＡ 表达， 下调 ＣＡＳＰ３ 蛋白表

达。 结论　 本研究揭示了枸杞子防治老年性痴呆 “活性成分⁃靶点⁃通路” 的关系， 可为该药材临床应用提供依据。
关键词： 枸杞子； 老年性痴呆； 作用机制； 网络药理学； 分子对接； 细胞实验
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　 　 老年性痴呆也叫阿尔茨海默病， 是一种典型的慢性中

枢神经系统退行性疾病， 其发病机制复杂， 病因不明， 临

床一线用药以乙酰胆碱酯酶抑制剂和 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天门冬氨酸

受体拮抗剂为主， 两者只能控制症状， 不能终止病程发展，
且具有严重的不良反应。 以传统中药延缓轻度认知障碍向

老年性痴呆的转化、 终止甚至逆转老年性痴呆的发展进程
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