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补阳还五汤调控焦亡保护脑缺血再灌注损伤的作用机制
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摘要: 本研究旨在探究补阳还五汤 (Buyang Huanwu Decoction, BYHWD) 通过抑制焦亡缓解脑缺血再灌注损

伤 (cerebral ischemia-reperfusion injury, CIRI) 的作用机制及有效成分。首先通过网络药理学分析预测BYHWD治

疗CIRI的关键成分及靶点, 并通过Autodock软件和 Pymol软件进行分子对接, 再通过体内外实验验证BYHWD及

相关有效成分的作用。体内利用小鼠大脑中动脉栓塞 (middle cerebral artery occlusion, MCAO) 建立模型, 评估不同

条件下小鼠神经功能 ; 体外利用小鼠脑组织星形胶质细胞 , 建立氧糖剥夺/再灌注 (oxygen-glucose deprivation/

reperfusion, OGD/R) 模型, 并利用分子生物学实验, 验证预测的关键靶点。发现BYHWD的主要成分为黄芩素、β-

谷甾醇, 通过分析BYHWD与CIRI疾病相关基因以及焦亡相关基因, 交集的基因共 20个, 结合分子对接结合能, 选

取其中TP53和TNF关键核心靶点进行后续验证。分子实验明确BYHWD可有效减轻损伤, 并降低P53的表达。上

述结果提示, 补阳还五汤主要活性成分黄芩素、β-谷甾醇等通过 TNF和 TP53等靶点抑制焦亡, 发挥保护CIRI的作

用。本实验已由浙江省中医药研究院实验动物福利伦理委员会批准 (批准号: KTSC2020037、KTSC2023030)。
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Abstract: This study aimed to clarify the mechanism and active components of Buyang Huanwu Decoction 

(BYHWD) in alleviating cerebral ischemia reperfusion injury (CIRI) by inhibiting pyroptosis. The key components 

and targets of BYHWD for CIRI were identified via network pharmacological analysis, followed by molecular 

docking performed with Autodock and Pymol software. The effects of BYHWD and its active components were 

validated in vivo and in vitro. A middle cerebral artery occlusion (MCAO) model was established in mouse to 

assess neural function alterations in mice under various conditions. Concurrently, an oxygen-glucose deprivation/

reperfusion (OGD/R) model was developed utilizing mouse brain tissue astrocytes in vitro. Molecular biology 

experiments were used to verify the predicted key targets. We have determined that the principal components of 

BYHWD are baicalein and β-sitosterol. By analyzing genes associated with CIRI pathology alongside those linked 
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to pyroptosis, 20 intersecting genes were identified. In conjunction with molecular docking binding energy 

assessment, TP53 and TNF emerged as pivotal core targets for subsequent validation. Molecular biology 

experiments confirmed that BYHWD effectively alleviates injury while reducing the expression level of P53. 

These findings indicate that the primary bioactive constituents of BYHWD were baicalein and β -sitosterol. In 

addition, BYHWD may inhibit pyroptosis via TNF and TP53 in protecting CIRI. The experiment has been 

approved by the Experimental Animal Welfare Ethics Committee of Zhejiang Academy of Traditional Chinese 

Medicine, approval number (KTSC2020037, KTSC2023030).

Key words: Buyang Huanwu Decoction; cerebral ischemia/reperfusion injury; pyroptosis; network 

pharmacology

脑卒中俗称“中风”, 迅速造成脑功能损伤, 主要分

为出血性脑卒中和缺血性脑卒中, 其中急性缺血性脑

卒中是世界范围内导致残疾的主要原因, 也是导致患

者死亡的主要原因之一[1]。随着溶栓技术的发展, 研

究发现症状出现后 4.5 h内溶栓和 24 h内机械取栓可

改善功能预后[2]。然而, 恢复血流常导致再灌注损伤, 

即脑缺血再灌注损伤, 无论是缺血还是再灌注, 都对脑

组织产生严重不可逆损伤[3]。

中医药是中华民族的瑰宝, 凝聚着我国先人几千

年的临床实践, 积累了丰富的诊疗经验和药物知识。

传统中药在缺血性脑卒中患者中已广泛应用, 特别是

对多器官紊乱和损伤, 具有较好的预防和治疗作用[4]。

如黄连解毒汤可有效抑制炎症反应、细胞凋亡和调节

线粒体功能 , 从而减轻脑缺血再灌注损伤 (cerebral 

ischemia-reperfusion injury, CIRI)。地黄饮子可抗氧

化 , 加快血管生成及神经干细胞的增殖 , 有效减轻

CIRI[5]。益气通络颗粒可显著降低CIRI小鼠的梗死体

积, 改善其神经功能, 抑制海马神经元死亡, 抑制细胞

凋亡[6]。补阳还五汤在我国已经应用大约 200年, 是益

气活血治疗脑卒中后遗症的常用代表方。有研究表

明, 在局灶性脑缺血的动物模型中补阳还五汤具有显

著的神经保护和功能改善作用, 对出血性和缺血性脑

卒中均有良好的临床疗效[7]。此外, 还能改善长期的

运动功能障碍、认知障碍等, 相比西医疗效更佳[8]。有

研究者表明, 补阳还五汤可通过调节丝氨酸和苏氨酸

蛋白激酶 1 (AKT serine/threonine kinase 1, AKT1)、肿

瘤蛋白 P53 (tumor protein P53, TP53) 基因等靶点改善

CIRI, 减少炎症反应[9], 然而其机制尚未明确。近年

来, 网络药理学越来越多地被研究者用于中药的研究。

与以往对单个成分的研究相比, 对多个成分和靶点之

间的相互作用的研究更能代表实际治疗机制。如通过

网络药理学确定参芪杀白汤在抗白血病中的活性成分

和机制[10]。基于网络药理学, 发现桂枝甘草汤可能通

过调控丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen activated protein 

kinase, MAPK) 通路, 发挥抗心肌缺血再灌注损伤的作

用[11]。因此, 可以通过网络药理学来阐明中药治疗各

种综合征和现代疾病的机制。

细胞焦亡是程序性细胞死亡的一种模式, 依赖于

炎症反应, 其特征是细胞膜快速破裂, DNA断裂和促

炎性细胞因子的产生[12], 对免疫反应至关重要。多项

研究表明 , 焦亡与多种神经系统疾病的免疫反应有

关[13], 尤其是CIRI[14]。本课题组前期的研究结果也发

现脑缺血再灌注损伤后, 调控焦亡的关键基因成孔蛋

白 (gasdermin D, GSDMD) 表达显著升高。结合水通

道蛋白-4 (aquaporin-4, AQP4) 与CIRI密切相关, 本研

究通过构建小鼠大脑中动脉栓塞 (middle cerebral 

artery occlusion, MCAO) 模型[15], 检测AQP4和焦亡相

关指标变化, 探索 BYHWD对 CIRI的作用, 结合网络

药理学筛选补阳还五汤的潜在靶点, 并通过检测相关

基因的表达变化 , 验证相关的靶点 , 进一步明确

BYHWD的作用机制。探讨BYHWD通过焦亡减轻脑

缺血再灌注损伤的作用机制。

材料与方法

动物和药物 实验用雄性 C57BL/6J 小鼠 , 年龄

6周, 体重 22.5 ± 2.5 g; 6～8周龄的 SPF级 SD大鼠, 每

只大鼠重量 250 ± 10 g, 购自江苏集萃药康生物科技股

份有限公司, 动物生产许可证: SCXK (苏) 2023-0009。

饲养于浙江省中医药研究院, 环境温度 (24 ± 2) ℃、湿

度 50% ± 10%, 昼夜交替, 模拟自然环境, 自由进水进

食。本实验已由浙江省中医药研究院实验动物福利伦

理委员会批准 (批准号: KTSC2020037、KTSC2023030)。

补阳还五汤由 7味中药组成, 均购自桐君堂药业

有限公司, 黄芪 (产地内蒙古, 批号 230223)、当归 (产

地甘肃 , 批号 231114)、赤芍 ( 产地内蒙古 , 批号

231023)、酒地龙 (产地广西, 批号 230501)、川芎 (产地

四川, 批号 231027)、红花 (产地新疆, 批号 230807)、燀

山桃仁 (产地河北, 批号 231122)。后经浙江省立同德

医院葛淑瑜副主任中药师鉴定质量合格。

仪器和材料 台式高速冷冻离心机、生物安全柜、
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CO2细胞培养箱 (美国Thermo公司); 低温高速离心机 

(德国 Eppendorf公司); 全自动荧光定量 PCR系统 (美

国 Roche 公司); PCR 扩增仪、蛋白电泳系统 (美国

Bio-Rad公司); 水平摇床 (上海博迅医疗生物仪器股份

有限公司); 反转录试剂盒 (TKR-RR047B)、TB Green

荧 光 染 料 (TKR-RR420B) (TAKARA 公 司)。 抗 体

β-actin (华安生物, 批号 em21002); P53 (批号 ab32389)、

AQP4 (批号 ab46182) (Abcam公司); HRP标记羊抗兔

二抗 (批号 7074s)、HRP标记羊抗鼠二抗 (批号 7076s) 

(Cell Signaling Technology公司)。

补阳还五汤主要入脑成分及相关靶点的收集 利

用中药系统药理学分析平台TCMSP (http://old.tcmsp-e.

com/index.php)[16]检索“川芎”“桃仁”“红花”“赤芍”“黄

芪”“当归”的成分。筛选条件为口服利用度 (oral bio‐

availability, OB) ≥ 30%、类药性 (drug likeness, DL) ≥ 

0.18、血脑屏障通透率 (blood-brain barrier permeability, 

BBB) > −0.30[17,18], 从而选出有效入脑活性成分及相关

的靶点。通过 SymMap 数据库 (symmap.org/search/) 

筛选“地龙”的成分 , 输入“Pheretima”, 将获得的化学

成分输入 TCMSP, 通过筛选 OB、BBB、DL, 将符合条

件的成分纳入, 并搜集相关靶点。

脑缺血再灌注损伤基因靶点以及焦亡相关靶点收

集筛选 利用人类基因数据库GeneCards (https: //www.

genecards. org/) [19]、PharmGKB (https://www. pharmgkb.

org) 和 OMIM (https://www. omim. org) [20], 分 别 以

“cerebral ischemia reperfusion injury”和“pyroptosis”为

关键词, 其中GeneCards数据库选择相关性大于 1的基

因作为后续分析, 筛选并删除重复的靶点。

补阳还五汤有效成分与疾病信号通路网络的构

建 收集并整理补阳还五汤中每味中药含有的活性成

分及相应的靶标, 利用全球蛋白资源数据库 (UniProt,

https://www.uni-prot.org/) 对蛋白靶标数据进行标准

化[21]。利用 Cytoscape 3.8.0 软件构建“药物−活性成

分−靶标”的通路网络, 分析化合物与靶标之间的度值[22]。

蛋 白 质 − 蛋 白 质 相 互 作 用 (protein-protein 

interaction, PPI) 网络构建与核心靶点筛选 将

BYHWD有效成分靶基因、脑缺血再灌注损伤靶基因

以及焦亡相关靶点基因, 通过韦恩图获得共同靶基因, 

将 BYHWD和 CIRI共同的靶基因导入 STRING v11.0

平台 (https://cn.string-db.org/), 检索的蛋白种类“Homo 

sapiens”, 并设置相互作用的阈值为 0.4, 构建 PPI 网

络[23]。采用Cytoscape软件中的Cyto NCA插件分析并

筛选核心靶点。

分子对接 选取网络中的有效成分得分最高的前

两个化合物, 并通过TCMSP下载化合物的三维结构。

通过 PDB 数据库 , 将通过 Cytoscape 筛选的其中两个

关键靶点当作受体并下载蛋白的三维结构。

GO生物学分析和KEGG途径富集分析 为深入

了解基因的生物学功能, 利用Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8[24] 

(https://david.ncifcrf.gov/conversion.jsp) 对交集靶点进

行 GO 和 KEGG 通路富集分析 (KEGG, https://www.

kegg.jp/)[25]。将物种设置为“智人”, 然后选择P < 0.05

作为物种筛选的条件, P值从小到大进行排序。选取

生 物 过 程 (biological process, BP)、细 胞 组 分 (cell 

components, CC) 和分子功能 (molecular function, MF) 

的前 10项以及KEGG通路富集中的前 30条通路进行

可视化分析。通过R语言实现结果数据的可视化。本

研究旨在阐明补阳还五汤治疗脑缺血再灌注损伤的靶

蛋白在基因功能和信号转导通路中的作用。

小鼠脑缺血再灌注损伤模型建立 (MCAO/R) 先

用异氟醚将小鼠麻醉, 固定小鼠, 沿颈部正中线切开, 

钝性分离左侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉, 分别结

扎颈总动脉和颈外动脉, 在距离颈总动脉分叉的部位

4 mm, 剪一个小口 , 插入一根 6-0 硅包覆的尼龙单丝 

(美国Doccol公司), 直到大脑中动脉的起始部位, 稍有

阻力, 结扎颈内动脉及颈总动脉的远心端固定线栓, 缝

合切口, 碘伏消毒 1 h后取出线栓达到再灌注, 即完成

缺血再灌注的模型。每天固定时间观察记录不同组小

鼠神经功能评分, 灌胃7天后小鼠处死并取大脑。

神经功能评分 术后以及中药灌胃后均评估小鼠

的神经功能, 采用Bederson评分作为参考标准。

含药血清的制备 参照文献[26,27]准确称取药材 , 

按照比例黄芪∶当归∶赤芍∶川芎∶红花∶地龙∶桃仁=

120∶6∶5∶3∶3∶3∶3, 加入纯水 (10倍) 浸泡 30 min, 加热

回流, 提取 3次, 每次提取 2 h, 合并药液浓缩, 制得含

生药0.72 g·mL-1补阳还五汤。

20 只 SD 大鼠 , 每只大鼠灌胃的中药量为每天

25 mL·kg-1, 连续灌胃 7 天, 末次给药后 1 h, 腹腔麻醉

后无菌取血 , 静置 2 h 后 , 4 ℃、3 000 r·min-1, 离心

15 min, 取上清, 56 ℃水浴, 灭活 30 min, 0.22 μm孔径

的过滤器过滤之后, 分装, 放−20 ℃冰箱保存。

小鼠脑组织星形胶质细胞氧糖剥夺/再灌注 

(oxygen-glucose deprivation/reperfusion, OGD/R) 模

型建立 去铁胺是铁螯合剂, 有研究表明, 其通过与铁

离子结合, 可损害线粒体以及糖酵解过程, 显著降低基

础呼吸率、最大呼吸率和备用呼吸量[28,29]。本实验采

用去铁胺以及减少培养基血清含量建立OGD/R模型。

首先, 将小鼠脑组织星形胶质细胞 (MA-C) 均匀接种

于培养皿, 培养箱设置为 37 ℃、5% CO2。正常组: 培
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养基+5% 空白血清; 对照组和实验组: 培养基+1% 空

白血清+10-4 mol·L-1去铁胺, 培养 24 h之后, 更换培养

基。其中, 对照组: 培养基+5% 空白血清; 实验组: 培

养基+5%含药血清, 培养24 h。

逆转录定量聚合酶链反应 先用TRIzol (Invitrogen

公司) 提取总RNA, 然后采用反转录试剂盒 (Takara公

司), 将 RNA 逆转录成 cDNA。在实时荧光定量 PCR

系统上进行相对定量的聚合酶链反应 (qPCR); 所有的

反应均重复 3次。采用比较阈值循环 (2−ΔΔCt) 法进行相

对定量。qPCR引物如下表1。

蛋白免疫印迹分析 OGD/R 处理之后的小鼠脑

组织星形胶质细胞, 收集并裂解, 蛋白变性后取 10～

20 μL, 利用不同浓度的 SDS-PAGE电泳, 在电流的作

用下, 分离出不同分子量大小的蛋白。然后采用湿转

转膜系统, 把凝胶中的蛋白转到 PVDF膜。随后采用

5% 奶粉 , 4 ℃封闭 1 h。之后用 TBST 洗 3 遍 , 每次

10 min。再采用一抗低温摇床孵育过夜。第二天采用

对应的偶联 HRP 二级抗体 , 低温孵育 2 h。再采用

ECL 检测试剂盒, 使其发光显色, 计算蛋白条带灰度

值, 采用β-actin作为内参进行分析。

HE染色 首先将小鼠的大脑组织放在 10%福尔

马林中固定 2 h; 脱水, 浸蜡包埋, 切片之后再贴到载玻

片上烘干。苏木精染色 3 min, 伊红染色 1 min。染色

后用酒精以及二甲苯脱水透明, 密封之后显微镜观察。

免疫组化 如前所述[30], 将小鼠大脑组织样本切

成 5 mm 厚的切片, 放置在硅烷涂层的玻片上。切片

通过脱蜡、抗原修复和封闭处理 , 分别加 AQP4、

GSDMD和 P53的一抗孵育过夜, 然后二抗孵育, 使用

显色剂使免疫组织化学显色。最后, 苏木精反染, 脱

水, 封片, 在显微镜下获取图像。

CCK-8 细胞增殖与活性检测试剂盒 (cell counting 

kit-8, CCK-8) 检测细胞活力。将 MA-C 细胞接种于

96孔板中, 8×103个/孔, 待细胞贴壁之后, 加入梯度浓

度黄芩素 (0、0.5、1、2、4、8、16、32、64 µmol·L-1), 处理

24 h。随后去除原来的培养基, 换成CCK-8工作液 (每

100 μL普通培养基, 加CCK-8母液 10 μL), 每孔 100 μL, 

细胞培养箱孵育 1～3 h后, 用酶标仪检测 450 nm处的

吸光度值, 并计算细胞的相对活力。

LDH 使用细胞毒性LDH测定试剂盒, 根据制造

商的说明书 (日本Dojindo公司) 进行测定。将MA-C

细胞接种于 6孔板中培养, 待细胞贴壁之后, 进行缺血

缺氧处理 24 h。然后收集细胞, 加完全培养基重新悬

浮, 计数接种于 96孔板, 37 ℃, 5% CO2培养。贴壁后

加入黄芩素培养 24 h, 阳性对照组每孔加 20 µL 裂解

缓冲液, 其余加入 20 µL完全培养基, 在二氧化碳培养

箱中37 ℃培养30 min。每个孔加入100 µL工作液, 避

光孵育 30 min, 最后每孔加入 50 µL 停止液。用酶标

仪检测490 nm处的吸光度值。

统计学方法 所有数据均采用平均值 ± 标准差, 

GraghPad Prism 10软件制图表, 采用未配对 t检验分析

差异, P < 0.05视作差异具有统计学意义。

结果

1　七味中药活性成分筛选　

从 TCMSP和 SymMap数据库收集黄芪、桃仁、当

归、赤芍、川芎、红花、地龙的活性成分 , 根据 OB ≥ 

30%、DL ≥ 0.18、BBB > −0.30进行筛选, 收集到的活性

成分为黄芪 27种, 桃仁 5种, 当归 2种, 赤芍 9种, 川芎

6种, 红花 12种, 地龙 2种。整理并删除重复, 补阳还

五汤共获得52种成分 (表2)。

2　补阳还五汤与脑缺血再灌注损伤相关靶点及焦亡

相关靶点收集　

通过TCMSP数据库收集补阳还五汤活性成分对

应的靶点 , 去除重复数据后获得 135 个靶点 , 从

GeneCards、PharmGKB 和 OMIM 数据库收集 CIRI 靶

点, 去除重复共获得 1 921个CIRI相关基因靶点, 获得

376个焦亡相关基因靶点, 利用微生信平台在线工具, 

共筛选出 85 个 CIRI 与 BYHWD 相关的靶点 , 20 个

BYHWD 和焦亡相关的靶点, 三者去交集, 共 20个基

因, 如图1所示。

3　补阳还五汤与脑缺血再灌注损伤靶点信号通路网

络构建　

药物活性成分、BYHWD相关靶点和脑缺血再灌注

损伤相关基因, 利用 Cytoscape 3.8.0软件构建“药物−
成分−靶点”的网络图, 并分析化合物和靶点之间的度

值, 如图 2所示, 图中间的矩形的节点代表BYHWD治

疗CIRI的潜在靶点, 周围椭圆形代表BYHWD入脑的

有效成分, 最外蓝色的节点代表 BYHWD的 7味中药

简称。颜色越深代表 degree越高, degree最高的前 4个

化合物是 MOL002714 (baicalein/黄芩素)、MOL000358 

(beta-sitosterol/β-谷甾醇)、MOL000359 (sitosterol/谷甾

醇)、MOL000449 (stigmasterol/豆甾醇), 这 4 种化合物

Table 1　Sequence of gene primers

Gene
Trp53
β-Actin

Species
Mouse
Mouse

Forward primer
CACAGCACATGACGGAGGTC
GTGACGTTGACATCCGTAAAGA

Reverse primer
TCCTTCCACCCGGATAAGATG
GCCGGACTCATCGTACTCC
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Table 2　Active ingredients of Buyang Huanwu Decoction (BYHWD). HQ: Huang qi; TR: Tao ren; DG: Dang gui; CS: Chi shao; CX: 

Chuan xiong; HH: Hong hua; DL: Di long

Herb name

HQ

HQ

HQ

HQ, CS, HH

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ, TR, DG, CS, HH

HQ, CS, CX

HQ

HQ

HQ, DG, CS, HH

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

HQ

TR

TR

TR

TR

CS

CS

CS

CS

CS

CX

CX

CX

CX

CX

HH

HH

HH

HH

HH

HH

HH

HH

HH

DL

DL

Mol ID

MOL001689

MOL000173

MOL000228

MOL002714

MOL002908

MOL002913

MOL002915

MOL002917

MOL002926

MOL002927

MOL002928

MOL002932

MOL002934

MOL002937

MOL000358

MOL000359

MOL000525

MOL000552

MOL000449

MOL001458

MOL001490

MOL001506

MOL002879

MOL002897

MOL008206

MOL010415

MOL012266

MOL000296

MOL000493

MOL001323

MOL001340

MOL004355

MOL006999

MOL007012

MOL002883

MOL005043

MOL001494

MOL002135

MOL002140

MOL002151

MOL002157

MOL001771

MOL002695

MOL002698

MOL002706

MOL002707

MOL002710

MOL002719

MOL002773

MOL000953

MOL005320

MOL010485

Molecule name

Acacetin

Wogonin

(2R)-7-Hydroxy-5-methoxy-2-phenylchroman-4-one

Baicalein

5,8,2'-Trihydroxy-7-methoxyflavone

Dihydrobaicalin_qt

Salvigenin

5,2',6'-Trihydroxy-7,8-dimethoxyflavone

Dihydrooroxylin A

Skullcapflavone II

Oroxylin A

Panicolin

Neobaicalein

Dihydrooroxylin

Beta-sitosterol

Sitosterol

Norwogonin

5,2'-Dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone

Stigmasterol

Coptisine

bis[(2S)-2-Ethylhexyl] benzene-1,2-dicarboxylate

Supraene

Diop

Epiberberine

Moslosooflavone

11,13-Eicosadienoic acid, methyl ester

Rivularin

Hederagenin

Campesterol

Sitosterol alpha1

GA120

Spinasterol

Stigmast-7-en-3-ol

4-o-Methyl-paeoniflorin_qt

Ethyl oleate (NF)

Campest-5-en-3beta-ol

Mandenol

Myricanone

Perlolyrine

Senkyunone

Wallichilide

Poriferast-5-en-3beta-ol

Lignan

Lupeol-palmitate

Phytoene

Phytofluene

Pyrethrin II

6-Hydroxynaringenin

Beta-carotene

CLR

Arachidonic acid

Eicosapentaenoic acid

Oral 

bioavailability/%
34.97

30.68

55.23

33.52

37.01

40.04

49.07

45.05

38.72

69.51

41.37

76.26

104.34

66.06

36.91

36.91

39.4

31.71

43.83

30.67

43.59

33.55

43.59

43.09

44.09

39.28

37.94

36.91

37.58

43.28

84.85

42.98

37.42

56.7

32.4

37.58

42

40.6

65.95

47.66

42.31

36.91

43.32

33.98

39.56

43.18

48.36

33.23

37.18

37.87

45.57

45.66

Blood brain 

barrier
−0.05

0.04

0.26

−0.05

−0.07

0.18

−0.03

−0.11

0.03

−0.07

0.13

0.31

−0.19

0.13

0.99

0.87

−0.17

0

1

0.32

0.68

1.73

0.26

0.4

0.54

1.24

−0.13

0.96

0.93

0.97

0.1

1.04

0.85

0.2

1.1

0.94

1.14

−0.08

0.15

0.5

0.73

1.14

−0.16

0.89

1.7

1.76

−0.21

−0.27

1.52

1.13

0.58

0.8

Drug-likeness

0.24

0.23

0.2

0.21

0.27

0.21

0.33

0.33

0.23

0.44

0.23

0.29

0.44

0.23

0.75

0.75

0.21

0.35

0.76

0.86

0.35

0.42

0.39

0.78

0.25

0.23

0.37

0.75

0.71

0.78

0.45

0.76

0.75

0.43

0.19

0.71

0.19

0.51

0.27

0.24

0.71

0.75

0.65

0.32

0.5

0.5

0.35

0.24

0.58

0.68

0.2

0.21
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是补阳还五汤发挥作用的关键成分。

4　疾病−药物蛋白相互作用网络构建及核心靶点的

筛选　

将获得的 85个BYHWD-CIRI共同的靶点和 20个

BYHWD-焦亡共同的靶点分别输入 STRING 数据库, 

绘制蛋白质−蛋白质相互作用的网络图。将获得的结

果输入Cytoscape 3.8.0, 计算度值、中介中心性、特征向

量、紧密度均值、度值, 筛选大于上述指标中位数的靶

点基因 , 通过 3 次筛选 , 共筛选出 31 个 BYHWD 治疗

CIRI 的关键基因 , 核心关键基因包括 BCL2、AKT1、

PTGS2、GSK3B、TNF、IL-6等, 而BYHWD与焦亡相关的

核心关键基因包括TNF、IL-6、TP53、MMP9等 (表3)。

5　分子对接　

选取黄芩素和 β-谷甾醇作为配体, TNF (PDB ID: 

2zpx)和 P53 (PDB ID: 1yc5) 作为受体, 分子对接结果

如表 4所示, 结果显示所有结合能都是负值, 且结合能

越小, 表示受体和配体的亲和力越高, 越容易发生相互

作用。通过可视化分析, 获得模式图 (图3)。

1.00

5.00

7.00

Figure 2　Drug-component-target network diagram of BYHWD. Rectangle: Potential targets for BYHWD treatment of CIRI; Oval: The 

active component of BYHWD; Hexagon: 7 kind herb name abbreviation of BYHWD. The darker the color, the higher the degree

Table 4　Binding energy of ligand and receptor molecules in the 

treatment of CIRI by BYHWD

Ligand
Baicalin
Baicalin
Beta-sitosterol
Beta-sitosterol

Receptor molecule
TNF
P53
TNF
P53

Binding energy/kcal·mol-1

−8.3
−8.6
−8.3
−6.9

A

PyroptosisBYHWD

CIRI

20

50 0 225

65 131

1705

B

PTGS2

BAX

CASP3

CASP9

CASP8

HSP90AB1

RELA

TP53

FASN

PPARG

MAPK14

GSK3B

TNF

IL-6

CXCL8

VEGFA

MMP9

CYCS

CASP7

GJA1

Figure 1　Wayne diagram of intersection target. A: BYHWD and 

pyroptosis with cerebral ischemia-reperfusion injury (CIRI); B: 

Three intersection targets

Table 3　 Disease-drug protein interaction network construction 

screening key genes (top 10)

BYHWD-CIRI
Gene name

BCL2
AKT1
PTGS2
GSK3B
TNF
IL6
HIF1A
MYC
TP53
PPARG

Degree
30
30
30
30
30
30
29
29
29
29

BYHWD-pyroptosis
Gene name

IL6
TNF
MMP9
TP53
CASP3
GSK3B
CXCL8
CASP9
CASP8
PTGS2

Degree
19
19
18
18
17
17
16
16
16
16
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6　GO和KEGG通路富集分析　

通过GO分析BYHWD与CIRI共有靶点, 分别对

分子功能、细胞组分和生物过程进行分析, 获得生物过

程 525条, 细胞组分 64条, 分子功能 115条, 按照基因

富集数量降序排列, 选择前十的条目, 通过R进行可视

化 (图 4A)。其中生物过程富集在细胞蛋白质结合等; 

细胞组分主要包括等离子体膜、核、细胞质等; 分子功

能主要集中在对外源刺激的反应 , 基因表达正调控 , 

RNA 聚合酶 II 转录的正向调节、凋亡过程的正调控 , 

凋亡过程的负调控, 血管生成, 凋亡过程, 信号转导, 对

缺氧的反应等。通过 KEGG获得 149条信号通路, 将

富集数量降序排列, 取前 30项绘制柱形图 (图 4B), 包

括脂质和动脉粥样硬化、磷脂酰肌醇 3激酶-蛋白激酶

B (PI3K-Akt) 信号通路等。

7　验证补阳还五汤治疗脑缺血再灌注损伤效果　

体外采用 Western blot检测小鼠脑组织星形胶质

细胞OGD/R后, AQP4和P53表达变化情况, 发现与正

常组相比 AQP4 和 P53 表达都显著增加 , 而 BYHWD

治疗后 , AQP4 和 P53 表达都显著降低 (图 5A～D), 

qPCR检测发现基因Trp53变化趋势与蛋白P53变化一

致 (图 5E)。通过评估补阳还五汤灌胃小鼠脑缺血再

灌注损伤前后的神经功能, 发现补阳还五汤灌胃之后, 

CIRI引起的神经功能损伤明显降低 (图 5F)。从免疫

组化和 HE 染色发现 (图 5G～I), 脑缺血再灌注损伤

后, GSDMD、P53、AQP4表达均显著升高, 脑组织损伤

严重, 炎症细胞浸润并出现空泡样损伤。

8　黄芩素对脑缺血再灌注损伤的作用和靶点验证　

首先, 通过CCK8初步筛选合适的黄芩素浓度 (图

6A、B), 再通过 LDH和 CCK8检测均表示黄芩素可有

效提高OGD/R之后的细胞活性 (图 6C、D)。黄芩素处

理MA-C细胞之后, 通过 q-PCR检测发现Trp53表达均

显著下降 (图6E)。

讨论

缺血性脑卒中在全球的发病率逐年上升, 目前脑

卒中的临床治疗方法主要包括静脉溶栓治疗、机械取

栓和干细胞治疗。t-PA可减少微血管的血栓形成, 且

在微血管的再通过程中发挥作用。但是这个过程需要

严格控制浓度[31]。此外 , 部分 t-PA 需在症状出现后

4.5 h 内进行, 只适用于缺血脑组织面积较小的患者, 

还可能伴有其他并发症[32]。还有研究发现, 虽然 t-PA

可提高再通率, 但在功能和安全性方面的改善非常有

限[33]。机械取栓受血栓病理特征限制[34]。干细胞移植

可保护血管, 在脑卒中各个阶段均能发挥作用, 但干细

胞质量的一致性难以保证, 且植入的有效性也不稳定, 

在植入的过程中易出现并发症[35]。目前, 缺血性脑卒

中治疗的首要目的都是恢复缺血脑组织的血流, 但都

存在不足, 且由于再通造成的再灌注损伤也不容忽视。

中医是我国的传统医学, 具有独特的优势, 得以不

断传承, 如中药可以通过多成分、多靶点、多通路治疗

多器官紊乱和损伤。人参皂苷Rg1可调节血脑屏障完

整性以及氧化应激和炎症反应 , 从而改善 CIRI[36-38]。

TNF

P53

TNF

P53

Baicalein Beta-sitosterol

ARG-82 PHE-124

GLN-125

LEU-93

LEU-93

LEU-147

VAL-145

LEU-154VAL-125

ARG-126
TYR-54

PHE-48 ALA-22 ASP-32

GLY-188

SER-190

VAL-193
PHE-162

TYR-59

ILE-155

TYR-59

TYR-151 TYR-119

TYR-119

Figure 3　Molecular docking model diagram
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黄芩素能抑制炎性反应, 并改善细胞凋亡, 治疗缺血性

脑卒中[39]。补阳还五汤是治疗气虚血瘀型脑卒中后遗

症的经典方剂, 在临床上已经广泛应用, 最早是出现在

清代的王清任先生的《医林改错》, 通过“补气, 活血, 通

络”治疗气虚血瘀型脑卒中。补阳还五汤由七味药组

成, 分别是黄芪、红花、地龙、桃仁、当归尾、川芎以及赤

芍。其中黄芪占比最多, 大补元气; 而当归尾是活血养

血; 赤芍、川芎、桃仁、红花均能活血化瘀, 辅以地龙活

络通经。随着研究不断深入, 有研究表明, 在局灶性缺

血的动物模型中, 补阳还五汤具有神经保护作用[40], 但

补阳还五汤如何减轻脑缺血再灌注损伤的机制及相关

的靶点尚不明确。为探究其作用机制, 本研究通过网

络药理学和分子实验, 分析补阳还五汤治疗脑缺血再

灌注损伤的机制。

从活性成分−靶点的网络图, 可以看出补阳还五

汤发挥主要作用的成分是黄芩素、β-谷甾醇、谷甾醇、

豆甾醇。黄芩素可通过调节GPX4/ACSL4/ACSL3轴, 

抑制铁死亡, 从而改善脑缺血再灌注损伤[41]。还能通

过调节促炎因子的释放、清除活性氧、发挥抗炎、抗氧

化、抗凋亡及减少脑卒中后梗死体积和水肿的功能[42]。

β-谷甾醇可通过抑制TLR4/NF-κB信号通路影响小胶

质细胞极化, 从而减轻神经炎症, 缓解神经性疼痛[43]。
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β -谷甾醇还能抑制肿瘤坏死因子 -α、白细胞介素 

(interleukin, IL)-6、IL-1β等促炎因子的分泌, 从而抑制

炎症[44], 减轻脑损伤。豆甾醇可穿过血脑屏障, 进入大

脑 , 改善小鼠的神经炎症 , 并通过 AMPK/NF-κB 和

AMPK/NLRP3信号通路抑制小胶质细胞对 Aβ42低聚

物的炎症反应, 从而减轻损伤[45]。

根据BYHWD与CIRI交集靶点分析建立的PPI网

络 , 可以得知 BCL2、AKT1、PTGS2、GSK3B、TNF、IL-6

处于网络中心的核心位置。而 TNF 和 TP53 也位于

BYHWD与焦亡交集靶点分析建立的 PPI网络的核心

位置。其中, Bcl-2可以减轻氧自由基的产生, 减少细

胞凋亡[46]。也有研究表明, 通过促进恢复Bcl-2和Bax

的平衡 , 激活磷脂酰肌醇 3 激酶−蛋白激酶 B (PI3K/

Akt) 信号通路, 可以减轻OGD/R对 PC12细胞造成的

损伤[47]。此外, 当缺血性脑卒中发生时, circUSP36通

过 miR-139-3p/SMAD3/BCL2 信号轴 , 也可以减轻损

伤[48]。研究表明, 铁死亡和焦亡可以调节动脉粥样硬

化的发生和发展, PTGS2可能是动脉粥样硬化的中枢

基因, 因此推断 PTGS2 可能与铁死亡和焦亡相关[49]。

GSK3B基因编码GSK-3β, 通过激活GSK-3β依赖的核

因子红细胞系 2 相关因子 2 (nuclear factor erythroid 

2-related factor 2,Nrf2) 可以增强脑缺血耐受 , 促进抗

炎小胶质细胞/巨噬细胞极化, 从而保护神经[50]。TNF

和 IL-6 都是促炎细胞因子 , 当减轻 TNF 和 IL-6 释放 , 

可以在 CIRI中发挥神经保护作用[51]。而通过焦亡和

BYHWD交集靶点的 PPI网络可知, TNF和 TP53同样

处于核心位置。

通过KEGG的分析, 本研究发现补阳还五汤通过

多种途径发挥作用, 如脂质和动脉粥样硬化、PI3K-Akt

信号通路等。颅内和颅外大动脉硬化是缺血性脑卒中

的主要原因[52]。Akt 磷酸化促进 Nrf2 的核移位和

cAMP 反应元件结合蛋白 (cAMP response element 

binding protein, CREB) 的磷酸化, 减轻脑缺血损伤[53]。

PI3K-Akt 信号通路还能通过调控细胞自噬以及抑制

海马细胞的凋亡, 从而抑制脑缺血再灌注损伤导致的

细胞焦亡, 减轻神经损伤[54,55]。

HE染色结果可以看出, MCAO之后, 脑组织大量

炎症细胞浸润伴有空泡样结构改变。免疫组化结果显
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示 , MCAO 之后 , GSDMD、AQP4、P53 表达均显著升

高, 通过对比正常组、模型组及补阳还五汤灌胃组小鼠

的神经功能, 发现补阳还五汤可以明显改善脑缺血后

的神经功能损伤。前期研究发现 , 靶向长链非编码

RNA MALAT1能阻断 miR-145介导的 APQ4上调, 可

以有效减轻缺血再灌注导致的损伤[56]。本研究中小鼠

脑组织星形胶质细胞OGD/R之后, 采用补阳还五汤含

药血清处理 , 通过蛋白免疫印迹分析发现 AQP4 在

OGD/R 之后表达显著升高 , 而补阳还五汤处理后的

AQP4显著降低, 从体内和体外实验证明补阳还五汤

治疗脑缺血再灌注损伤具有显著疗效。有研究表明, 

抑制 TP53诱导的炎症通路, 可有效减轻CIRI[57], 以及

减轻缺氧/复氧损伤诱导的细胞凋亡[58]。通过前面的

网络药理学分析发现, TP53属于关键靶点之一, 该基

因在人类中命名为TP53, 而在小鼠中命名为Trp53, 都

编码蛋白P53。分子对接显示, 黄芩素和P53的结合能

最低, 说明亲和力最大, 进一步证明了网络药理学查找

补阳还五汤作用成分及靶点预测的可信度。CCK8和

LDH 实验均证实, MA-C细胞 OGD/R之后, 黄芩素可

有效减轻损伤 , 提高细胞活性。相关结果同样通过

q-PCR 得到验证 , 即不同浓度处理 MA-C 细胞之后 , 

Trp53表达显著下降。上述结果提示, 黄芩素可能通过

TP53发挥保护脑缺血再灌注损伤的作用。

综上所述, 补阳还五汤可能通过黄芩素、β-谷甾醇

等活性成分, 作用于TNF、TP53等关键的靶点, 通过抑

制焦亡调控脂质和动脉粥样硬化、PI3K-Akt信号通路

等多种途径, 治疗脑缺血再灌注损伤, 以期优化成分, 

再创新发现药物单体或靶点。
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