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基于机器学习与网络药理学探究补阳还五汤治疗缺血性脑卒中的物质基础
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摘要: 为了探究补阳还五汤 (Buyang Huanwu Decoction, BHD) 抗缺血性脑卒中 (ischemic stroke, IS) 药效作用

及机制, 本研究建立了大脑中动脉缺血再灌注 (middle cerebral artery occlusion/reperfusion, MCAO/R) 大鼠模型, 初

步评价了BHD在MCAO/R动物模型中的抗 IS药效作用, 然后将补阳还五汤的活性成分与FDA批准临床治疗 IS的

药物进行无监督聚类, 并结合网络药理学预测活性成分的作用机制, 最后建立脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导

的BV-2细胞模型, 采用Griess法和MTT法对BHD成分的抗炎活性及对细胞存活率的影响进行分析。结果显示, 

BHD能显著改善MCAO/R大鼠的神经功能评分, 延长转棒停留时间, 降低脑梗死体积及脑含水量, 无监督聚类算法

筛选得到BHD发挥药效的活性成分共 7个, 结合网络药理学预测分析活性成分的作用机制可能与炎症相关, 使用

LPS诱导BV-2细胞模型验证BHD活性成分的抗炎药效, 并通过建立液相色谱−质谱联用法 (LC-MS) 考察不同活性

成分在BHD中的含量。综上所述, 本研究明确了补阳还五汤治疗 IS的关键活性成分及其潜在的药效机制, 对传统

中药的现代化研究具有重要意义。所有动物实验均通过东北大学生物与医学伦理委员会审核批准 (批准号: NEU-

EC-2023A052S)。
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Abstract: The study investigates the therapeutic effects and mechanisms of Buyang Huanwu Decoction 

(BHD) in treating ischemic stroke (IS). Using a middle cerebral artery occlusion/reperfusion (MCAO/R) rat model, 
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we evaluated the neuroprotective effects of BHD, demonstrating significant improvements in neurological function 

scores, prolonged rotarod retention time, and reductions in both infarct volume and brain water content. An 

unsupervised clustering algorithm was employed to identify active components of BHD by clustering them with 

FDA-approved drugs for ischemic stroke treatment. Combined with network pharmacology analysis, the 

mechanisms of these active components were predicted to be associated with anti-inflammatory pathways. Further 

validation using a lipopolysaccharide (LPS)-induced BV-2 cell model demonstrated the anti-inflammatory efficacy 

of seven key active components, with their effects on anti-inflammatory activity and cell viability assessed via the 

Griess and MTT assays. Additionally, the content of these active components in BHD was quantified using liquid 

chromatography-mass spectrometry (LC-MS). In conclusion, this study elucidates the critical active components of 

BHD and their potential pharmacological mechanisms, providing valuable insights for the modernization of 

traditional Chinese medicine and its application in ischemic stroke therapy. All animal experiments were approved 

by the Animal and Medical Ethics Committee of Northeastern University (approval No.: NEU-EC-2023A052S).

Key words: stroke; machine learning; network pharmacology; Buyang Huanwu Decoction; unsupervised 

clustering

缺血性脑卒中 (ischemic stroke, IS) 在全球范围内

是导致死亡和残疾的主要因素之一, 其发病机制复杂, 

涉及脑血流减少、能量代谢障碍、炎症反应等多个因

素[1]。尽管目前已存在多种治疗手段, 包括溶栓、抗凝

等, 但疗效有限, 且存在较高的不良反应风险。因此, 

探索更加安全有效的治疗策略是当前脑卒中研究的重

点方向之一。

中医药治疗注重整体观念, 中药具有多途径、多靶

点的作用特点, 对 IS等多种心脑血管疾病的治疗具有

重要临床意义[2]。中药复方补阳还五汤 (Buyang 

Huanwu Decoction, BHD) 因其在促进脑血流、减轻脑

损伤方面的显著效果, 成为 IS治疗领域的重要研究对

象[3-5]。然而, BHD发挥疗效的物质基础及其作用机制

尚未被充分阐明, 限制了其在临床中的更广泛应用。

机器学习以其强大的数据处理能力, 在处理大规

模、多维度的数据时, 展现出传统分析方法无法比拟的

优势, 能够从复杂的药物成分中挖掘出潜在的关键活

性成分[6,7]。为了探究 BHD 抗 IS 的物质基础, 本研究

引入了机器学习的无监督聚类方法, 通过对BHD的活

性成分进行系统筛选和分析, 揭示其与临床批准的用

于治疗 IS药物的结构相似性。通过无监督聚类, 能够

将药物活性成分与已知的 IS药物进行分类比较, 从而

筛选出与补阳还五汤疗效密切相关的关键成分[8]。针

对筛选出的活性成分 , 采用脂多糖 (lipopolysaccha‐

ride, LPS) 诱导的BV-2细胞对成分的抗炎活性进行评

估, 并结合液相色谱−质谱联用法 (LC-MS) 测定活性

成分的含量。这种基于机器学习的跨学科创新方法, 

不仅提高了研究的效率, 也为后续的网络药理学和实

验验证奠定了坚实基础。

本研究建立大脑中动脉缺血再灌注 (middle 

cerebral artery occlusion/reperfusion, MCAO/R) 大鼠模

型考察BHD对神经功能评分、转棒停留时间、脑梗死

体积及脑含水量的改善作用, 结合机器学习和网络药

理学分析探究BHD发挥抗 IS药效的关键活性成分, 并

建立 LPS 诱导的 BV-2 细胞模型检测筛选成分对 NO

释放率和细胞存活率的影响, 结合LC-MS测定活性成

分的含量, 以期为BHD的临床应用提供理论基础和科

学依据。

材料与方法

药品、试剂与细胞系 三溴乙醇 [1420, 梯希爱 

( 上海) 化成工业发展有限公司] 溶解于叔戊醇 

(A800284, 上海麦克林生化科技有限公司)。氯化三苯

基四氮唑 (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, TTC, 批

号 : T8170) 购自北京索莱宝科技有限公司。丁苯酞 

(DL-NBP, 批号: 11110651, 石药集团), 溶解于植物油, 

临用前配制。本实验所用 BHD 由黄芪 120 g、当归

3 g、赤芍 5 g、地龙 3 g、川芎 3 g、红花 3 g、桃仁 3 g 组

成, 所有药材购自北京同仁堂药店。将上述中药材加

入水中浸泡充分后, 进行两次煎煮, 每次 40 min。煎液

过滤后合并, 并浓缩至原药材 4 g·mL-1备用, 制备得率

为 82.73%。黄芩素 (货号 : A0018)、木犀草素 (货号 : 

A0108)、芒柄花黄素 (货号 : A0232)、槲皮素 (货号 : 

A0083)、山柰酚 ( 货号 : A0129)、异鼠李素 ( 货号 : 

A0190) 和毛蕊异黄酮 (货号: A0514) 购自成都曼斯特

生物科技有限公司。BV-2细胞由南开大学药学院赠

送。DMEM 高糖培养基 (货号 : 11965092) 和 0.25% 

trypsin-EDTA (货号: 25200-072) 购自Gibco公司; fetal 

bovine serum (货号: 164210) 购自武汉普诺赛生物科

技有限公司。
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Waters XevoTM G2 Q-TOF/MS 质谱仪购自美国

Waters 科技有限公司 ; 多功能微孔板检测仪 (BioTek 

Synergy H1) 购自安捷伦科技有限公司; 二氧化碳培养

箱购自美国Thermo Fisher Scientific公司。

实验动物 健康雄性 SD 大鼠 , 体重 200～220 g, 

SPF级, 购于辽宁长生生物技术股份有限公司, 许可证

号为 SCXK (辽) 2015-0001。以上动物均在东北大学

生命医学实验室饲养 , 室温 20～25 ℃ , 相对湿度

40%～60%, 采用标准方式饲养, 明暗环境各交替12 h。

所有动物实验已通过东北大学生物与医学伦理委员会

审核批准 (批准号: NEU-EC-2023A052S)。

MCAO/R模型制备及动物分组 将SD大鼠随机

分为假手术组、模型组、补阳还五汤低剂量组、中剂量

组、高剂量组和阳性对照药丁苯酞组。

所有大鼠均采用 2.5%三溴乙醇麻醉, 麻醉后进行

常规消毒, 暴露右侧颈总动脉 (common carotid artery, 

CCA)、外颈动脉 (external carotid artery, ECA) 和内颈

动脉 (internal carotid artery, ICA)。使用硅胶包覆的尼

龙单丝插入外颈动脉 , 并将单丝推进至中大脑动脉 

(middle cerebral artery, MCA), 实现局部缺血。缺血持

续1 h后, 迅速移除单丝以启动再灌注, 再灌注持续2 h。

假手术组大鼠仅暴露右侧颈总动脉、颈内动脉和外颈

动脉操作, 不做其他干预。术后 2 h开始干预, 补阳还

五汤低、中、高剂量组分别以 14.5、29、58 g·kg-1进行灌

胃给药, 给药体积约为 10 mL·kg-1, 阳性对照药丁苯酞

组以80 mg·kg-1进行灌胃给药, 假手术组和模型组大鼠

则给予等体积蒸馏水灌胃[9,10]。

本研究共纳入 60 只大鼠 , 其中 52 只用于后续实

验, 8只大鼠因死亡被排除, MCAO/R大鼠的总死亡率

为 13.3%。根据文献和之前的研究, 成功的MCAO模

型应满足以下 3 个标准 : ① 术后 24 h 神经功能评分 

(五分制) 大于 2; ② 缺血侧大脑血流 (CBF) 在动脉阻

塞后减少 20%～30%; ③ 术后再灌注 24 h 后 , 缺血侧

CBF减少 40%～60%。所有不能满足这 3个标准或死

亡的MCAO大鼠均被排除。5只大鼠因未符合纳入标

准而被排除, 剩余47只大鼠用于后续实验。

行为学评分 改良神经功能缺损评分 (modified 

neurological severity score, mNSS) 分别于缺血再灌注

后、术后 14天评估大鼠神经功能。包括运动实验、感

觉实验和平衡木测试等方面, 最高分18分, 最低分0分。

评分越高代表神经功能损伤程度越重。

转棒实验 转棒实验分别于术前、术后 14天评估

大脑损伤后大鼠的运动功能。所有大鼠在 MCAO/R

手术前接受了为期 3天的训练, 每天进行 3次训练, 间

隔 120 min。训练期间, 转棒速度设定为 10 r·min-1, 持

续 5 min。在正式测试中, 转棒速度从 4 r·min-1逐渐增

加至 40 r·min-1, 持续 300 s, 记录每只大鼠掉落的时间、

速度及距离[11]。

脑梗死体积测定 断头处死大鼠后, 迅速取出脑

组织, 弃去小脑、嗅球, 脑组织按冠状位切成 5片, 每片

厚度 2 mm, 切片置于 2% TTC染液中, 37 ℃恒温箱避

光孵育30 min, 染色完毕拍照后采用 Image J软件测量脑

梗死面积百分比。脑梗死面积百分比 (%) ＝[(左侧半球

体积−右侧半球未梗死区体积)/左侧半球体积]×100%[12,13]。

脑水肿检测 断头处死大鼠后, 迅速取出脑组织, 

称湿重, 然后将脑组织置于 100 ℃恒温干燥箱中, 烘干

24 h至恒重即为干重。脑水肿百分比 = (湿重−干重)/

湿重×100%。

BHD活性成分收集与无监督聚类 将BHD组方

中的黄芪、当归、红花、桃仁、赤芍、地龙和川芎七味药

材 , 使 用 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台 

(Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology 

Database and Analysis Platform, TCMSP, https://old.

tcmsp-e. com/tcmsp. php) 数 据 库 和 SymMap (http://

www.symmap.org/) 数据库进行检索 , 活性成分通过

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 数据库的

“canonical SMILES”进行标准化 , 并使用 RDKit 计算

活性成分类药性, 共得到 80个化学成分。利用RDKit

指纹计算化合物的化学结构相似性 , 设置参数为

NumBits = 1 024, MinPathLength = 1, MaxPathLength = 

7, 计算Tanimoto相似性。Tanimoto相似性用于衡量两

分子结构相似性, 通过在Python中使用RDKit库, 结合

4 种无监督聚类算法 (K-means、Affinity propagation、

Agglomerative clustering 和 Butina), 对 BHD 化合物与

FDA批准药物进行聚类分析。

BHD活性成分靶点和 IS靶点收集 BHD的活性

成分靶点信息来自 TCMSP 和 SwissTargetPrediction 

(http://swisstargetprediction.ch/) 数据库, 与 IS相关的靶

点信息则来源于 GeneCards (https://www. genecards.

org/)、DisGeNET (https://disgenet. cn/) 及 Therapeutic 

Target Databases (TTD, https://db. idrblab. net/ttd/) 数据

库。通过在这些数据库中搜索关键词“ischemic 

stroke”, 筛选出与 IS密切相关的潜在治疗靶点。同时

整合转录组数据作为 IS的潜在治疗靶点, 转录组数据

来自Gene Expression Omnibus (GEO,https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/geo/) 数据库, 具体包含数据集 GSE16561

和 GSE58294。前者包含 39 例 IS 患者样本和 24 例正

常样本, 后者包含 69例 IS患者样本和 23例正常样本。

下载原始数据后, 使用 R包“Limma”进行数据归一化

处理, 并通过基因差异表达分析对这些数据进行比较, 
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筛选出与 IS相关的差异基因。分析的阈值设置为P < 

0.05和|log2fold change| > 0。

药物与疾病交集靶点的筛选 运用 Veney 2.1.0 

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) 将 BHD 中主

要活性成分的靶点与 IS相关的疾病靶点取交集, 制作

韦恩图。

KEGG 富集分析 利用生物信息学工具“微生

信” (https://www.bioinformatics.com.cn/) 研究了 BHD

活性成分在治疗 IS靶点中的生物学作用及其信号转

导途径。途径分类数据来自 KEGG (http://www.

genome.jp/KEGG/)。

构建蛋白质−蛋白质相互作用 (PPI) 网络 将筛

选出的共同靶点导入 STRING 11.0 (https://cn.string-db.

org/) 进行PPI网络的拓扑分析, 综合评分大于 0.9作为

优先级筛选标准。随后, 利用Cytoscape 3.8.2构建了包

含潜在关键靶点的PPI网络, 并对网络参数进行了全面

评估。在此基础上 , 应用 MCODE 算法对 PPI 网络进

行模块化分析, 选择最低P值的最高评分项进行模块

的功能注释, 从而识别并解释网络中的重要功能特征。

分子对接 在 PDB 数据库中下载关键作用靶点

蛋白的“PDB”格式晶体结构, 在 PubChem数据库中下

载核心活性成分的“SDF”格式结构。通过Schrödinger

软件中的“Maestro”模块对蛋白质进行去水、加氢等操作, 

对配体进行预处理。通过docking score评价受体−配体

相互作用情况, 并展示3D效果图。

细胞培养 BV-2 细胞在含有 10% 胎牛血清的

DMEM培养基中生长, 并在 37 ℃、5% CO2的恒温培养

箱中生长。

Griess 法检测一氧化氮释放率 将 BV-2 细胞接

种于 96孔板, 每孔 2×104个细胞, 在含 10%胎牛血清的

DMEM培养基中培养 24 h。弃去培养基, 实验组加入

不同浓度的活性成分, LPS组和空白对照组分别加入

相应的培养基, LPS终浓度为 100 ng·mL-1。继续孵育

24 h 后 , 取上清液 100 μL, 加入等体积的 Griess 试剂 

(1%磺胺酰胺和 0.1% N-1-萘基乙二胺, 均溶于 2.5%磷

酸溶液), 室温反应10 min。通过酶标仪在540 nm波长

下测定吸光度 , 计算 NO 的释放量。所有实验重复

3次, 并根据标准曲线计算NO的浓度[14]。

MTT法检测细胞存活率 将BV-2细胞接种于96孔

板, 每孔2×104个细胞, 常规培养条件下 (37 ℃, 5% CO₂) 

培养 24 h, 确保细胞生长良好。根据实验设计 , 选择

7种活性成分, 包括芒柄花黄素、木犀草素等, 每个活

性成分设置对应的 6个实验组: 对照组 (仅加入相应培

养基)、模型组 (加入LPS, 终浓度 100 ng·mL-1)、不同药

物浓度组 (含有终浓度为 100 ng·mL-1 LPS)[15-20]。所有

实验组在培养24 h后, 分别进行处理, 并继续培养24 h。

孵育结束后, 每孔加入 20 μL浓度为 5 mg·mL-1 MTT溶

液, 在37 ℃孵育4 h。吸去上清, 加入150 μL DMSO溶

解生成的紫色结晶, 震荡 10 min至完全溶解, 使用酶

标仪在 490 nm 波长下测定吸光度(OD) 值。通过 OD

值计算各组细胞存活率, 并以对照组的存活率为 100%

进行相对计算[21]。

采用LC-MS进行定量分析 供试品溶液补阳还

五汤合煎液浓度为 4 g·mL-1 (以生药材计), 用 70% 甲

醇稀释至50 μg·mL-1。

对照品溶液 取槲皮素、山柰酚、异鼠李素、芒柄

花黄素、木犀草素、黄芩素、毛蕊异黄酮、芍药苷、黄芪

甲苷、阿魏酸、苦杏仁苷 11种对照品适量, 精密称定, 

置于 11 个离心管中 , 加入甲醇制备成质量浓度为

1 mg·mL-1单独对照品母液。

分别取上述单独对照品母液 10 μL, 共计 110 μL, 

然后加入 1 890 μL 70%甲醇稀释, 制得 5 μg·mL-1混合

对照品溶液。

色谱条件 采用 Waters ACQUITY UHPLCTM 系

统, 色谱柱: ACQUITY UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 

1.8 μm); 流动相A: 乙腈, B: 0.1%甲酸水; 流速: 0.4 mL·min-1; 

梯度洗脱, 梯度洗脱程序见下表, 柱温: 40 ℃; 自动进

样器温度: 10 ℃; 进样量: 5 μL。梯度条件如下: 0～

1 min, 5% A; 1～6 min, 5%～40% A; 6～10 min, 

40%～99% A; 10～12 min, 99% A; 12～15 min, 5% A。

质谱条件 采用 XevoTM G2 Q-TOF/MS 系统 , 离

子源为ESI源, 负离子模式检测, 毛细管电压 1.0 kV, 锥

孔电压 40 V, 二级锥孔电压 1 V, 离子源温度 110 ℃, 去

溶剂气温度 500 ℃, 去溶剂气流量 700 L·h-1, 扫描质量

范围: m/z 50～1 200, 扫描时间 0.2 s, 以 centroid模式进

行数据采集, 采用亮氨酸−脑啡肽 ([M-H]-, 554.261 5) 

作为LockSpray校正标准液, 流速为10 μL·min-1。

统计学分析 数据表示为 x ± SEM。统计分析采

用SPSS 22.0软件进行。用 t检验确定两组间的统计学

显著性。为了比较多组, 使用单因素方差分析, 通过

Tukey's 检验或 Dunnett's T3 检验确定显著性差异。

P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1　BHD 对 MCAO/R 模型大鼠脑梗死体积和行为学

评分的影响

采用 LC-MS 分析 BHD 的化学成分 , 获得每种化

合物的保留时间和质谱数据, 共鉴定出 6种化学成分, 

包括芒柄花黄素、毛蕊异黄酮、芍药苷、黄芪甲苷、阿魏

酸和苦杏仁苷, 结果如图1所示。
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研究系统评估了BHD对大鼠MCAO/R模型所致

缺血再灌注损伤的缓解作用。BHD的组成药物如图

2A所示, 实验流程如图2B所示。

与假手术组比较, 模型组大鼠神经功能缺损评分、

转棒测试的停留时间、脑梗死体积及脑水含量显著升高 

(P < 0.05), 灌胃给予BHD (14.5、29、58 g·kg-1) 能够显著

降低神经功能评分, 并延长旋转杆测试中的潜伏期 (图

2C～E)。此外, BHD (14.5、29和 58 g·kg-1) 还显著减少

了脑梗死体积及脑水含量 (图2F～H)。这些结果表明, 

BHD能够有效减轻MCAO/R大鼠的缺血性损伤。

Figure 2　 BHD alleviated ischemia-reperfusion injury after MCAO/R. A: Seven herbal medicines in BHD; B: Flow chart of the 

experiment; C, D: Neurological scores were evaluated at 0 h (C) and 14 d (D) after reperfusion; E−H: Rotarod test (E), infarct volume (F, 

G), and cerebral edema (H) were evaluated at 14 d after reperfusion. n = 6, x ± SEM. ###P < 0.001 vs sham group; *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs MCAO/R group. MCAO/R: Middle cerebral artery occlusion/reperfusion

Figure 1　The total ions current of BHD in negative ion mode. BHD: Buyang Huanwu Decoction
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2　机器学习筛选BHD潜在抗 IS活性成分　

通过整合TCMSP和 SYMMAP数据库, 初步收集

了与 7种单味药相关的 775种活性成分。基于 RDKit

计算活性成分类药性, 最终筛选出 80种 BHD 的活性

成分, 作为进一步研究的候选化合物 (图 3A)。为了探

讨这些化合物与 FDA批准的用于治疗 IS药物之间的

潜在联系, 采用无监督聚类分析, 对BHD的活性成分

进行进一步研究。聚类算法包括Affinity propagation 

(图 3B)、Agglomerative clustering (图 3C)、Butina (图

3D) 和K-Means (图3E)。基于化学结构相似性, 确定了

BHD中 41种与FDA批准的 IS药物具有较高结构相似

性的候选化合物。随后, 结合化合物的可获取性和成本

效益分析, 进一步筛选出 7种成本低于 200美元的化合

物作为最终的候选物 (图3F), 进入后续的深入研究。

3　BHD活性成分治疗 IS的网络药理学分析　

为了进一步探讨这些候选化合物在治疗 IS 中的

潜在作用机制, 进行了网络药理学分析。首先, 通过

GEO 数 据 库 的 差 异 表 达 分 析 , 结 合 GeneCards、

DisGeNET等数据库的整合, 最终收集到 6 444个与 IS

相关的靶点。经过去除重复靶点后, 最终筛选出143个

与 BHD 活性成分相关的潜在靶蛋白。对这 143 个靶

点进行了KEGG通路富集分析, 结果显示, IL-17信号

Figure 3　Machine learning approach to mining BHD active ingredients. A: Unsupervised hierarchical clustering of BHD compounds and 

approved drugs based on similarity of chemical structure, unsupervised cluster analysis study of BHD components and FDA therapeutic IS 

drugs; B−E: Affinity propagation (B), Agglomerative cluster (C), Butina (D) and K-Means (E) clustering algorithms were used for the study; 

F: Seven compounds were taken into account in following analysis. IS: Ischemic stroke
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通路、TNF信号通路等炎症相关通路在 IS病理过程中

具有重要作用 (图 4A)。为了更好地理解这些靶点的

相互作用, 利用 STRING数据库构建了 PPI网络, 并通

过MCODE算法进行聚类分析, 得到重要的功能模块。

对该模块进行了进一步的KEGG通路富集分析, 结果

显示, IL-17A信号通路等炎症相关通路可能是BHD活

性成分在抗 IS中发挥作用的关键机制 (图4B)。

4　BHD活性成分分子对接结果　

通过机器学习筛选, 发现BHD中的 7种关键活性

成分为黄芩素、木犀草素、芒柄花黄素、槲皮素、山柰

酚、异鼠李素和毛蕊异黄酮, 其中黄芩素来源于赤芍、

红花, 山柰酚和槲皮素来源于黄芪、红花, 木犀草素来

源于红花, 异鼠李素、芒柄花黄素和毛蕊异黄酮来源于

黄芪。网络药理学分析显示, BHD活性成分治疗 IS的

关键靶点为 JUN、IL-6、CCL2、IL-1β、CXCL8和RELA, 

IL-6和 IL-1β是经典的促炎性细胞因子, 其编码蛋白在

炎症相关信号通路中具有关键调控作用 ; CCL2 和

CXCL8作为趋化因子, 能够通过其编码蛋白在免疫细

胞募集中发挥重要作用。此外, JUN和RELA分别编

码AP-1和NF-κB转录因子, 它们不仅是基因表达调控

的关键分子, 也在炎症反应的信号转导中发挥重要作

用。将这些活性成分与关键靶点进行分子对接, 配体

和蛋白之间的结合情况用 docking score表示 (图 5A、

B)。分子对接结果揭示了黄芩素、木犀草素、芒柄花黄

素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素和毛蕊异黄酮可能为

BHD通过调控炎症发挥抗 IS的重要活性成分。

5　BHD关键成分活性研究与含量测定　

结合机器学习和网络药理学分析, 从补阳还五汤

中筛选得到发挥药效的 7 种关键活性成分 , 并采用

LPS 诱导的 BV-2 细胞对成分的抗炎活性进行评估。

结果显示, 黄芩素、木犀草素和芒柄花黄素在不影响细

胞活性的情况下 , 能够以浓度依赖性方式显著抑制

LPS诱导的BV-2细胞中的NO释放 (P < 0.05, 图 6A～

F)。相反, 槲皮素、山柰酚、异鼠李素和毛蕊异黄酮的

抗炎活性较差, 并表现出较为明显的细胞毒性。

采用 LC-MS测定以上化合物在补阳还五汤中的

含量, 结果如表 1所示, 在 7个活性成分中只检测到芒

柄花黄素在生药中的成分含量为 2.51 μg·g-1, 毛蕊异黄

酮的含量为 6.26 μg·g-1, 结合抗炎活性实验结果分析得

出芒柄花黄素可能具有潜在的抗 IS药效。

讨论

IS作为全球范围内致死率和致残率较高的疾病, 

长期以来引起了广泛的关注。尽管现代医学在卒中急

性期治疗方面取得了一定进展, 但由于神经系统的复

杂性和个体差异, 治疗效果仍然有限[22-24]。特别是缺

Table 1　The contents of the components in BHD

Component

Formononetin
Calycosin

Peak area of chemical reference 

substances (5 μg·mL-1)
30 387
14 929

Peak area of BHD 

(50 mg·mL-1)
1 527
1 869

Concentration of the 

substance/μg·mL-1

0.13
0.31

Ingredient content in herbal 

medicine/μg·g-1

2.51
6.26

Figure 4　Network pharmacology analysis by BHD compounds for the treatment of cerebral IS. A: The top 10 significantly enriched terms 

of the hub genes in KEGG pathways; B: The top 10 significantly enriched terms of MCODE cluster1 in KEGG pathways
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血后再灌注损伤以及炎症反应的调控仍是当前研究的

热点[25,26]。随着神经保护机制的深入探讨, 探索新的

治疗靶点和药物组合成为亟待解决的问题[27]。

补阳还五汤是中医治疗 IS的著名方剂, 其药效在

临床上已得到广泛应用和验证。本研究通过MCAO/R

大鼠模型验证了其在改善神经功能、减少脑梗死体积

及脑含水量方面的效果, 实验结果表明其能够显著提

高神经功能评分、延长转棒停留时间, 并呈现良好的剂

量依赖性。然而, 补阳还五汤的成分复杂, 其发挥药效

的物质基础尚不完全清楚。本研究采用了多种无监督

聚类算法, 结合网络药理学分析, 筛选出BHD中抗 IS

的关键活性成分。通过对多种数据进行整合, 最终确

定了黄芩素、芒柄花黄素等 7种成分为可能的活性成

分, 并进一步验证了其在调控神经炎症中的重要作用。

通过LC-MS对BHD的这 7种成分进行定量分析, 测定

芒柄花黄素和毛蕊异黄酮的含量, 表明这两种化合物

可能是发挥抗 IS的主要成分。然而, 未能测定其余 5

种成分的含量, 这一现象可能与多种因素相关, 如不同

Figure 6　Evaluation of in vitro anti-inflammatory activity of predicted active ingredients. The effect of compound formononetin (A, D), 

baicalein (B, E) and luteolin (C, F) on the rate of cell viability and NO release in the LPS-induced BV-2 cell model was measured. n = 3, x ± 

SEM. ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs LPS group. LPS: Lipopolysaccharide

Figure 5　Molecular docking analysis by BHD compounds and FDA approved drugs for the treatment of IS. A: Molecular docking score 

heatmap of BHD compounds and FDA-approved drugs with core targets; B: Molecular docking diagram of BHD compounds and core targets
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批次的BHD制备可能导致成分浓度的波动, 或者某些

成分在LC-MS分析中可能未达到可检测的浓度阈值。

此外 , 已有文献[28-30]报道了这些未检测到的成分在

BHD中的存在, 进一步验证了它们的潜在活性与药理

作用。因此, 尽管在本实验中未能完全检测到所有活

性成分 , 但根据现有的文献和对 BHD 成分的深入了

解, 仍然可以推测这些成分在 BHD 的抗 IS 效果中起

到关键作用。进一步研究可以在优化样品提取和分

析方法的基础上 , 验证这些成分的含量及其药理

作用[8,31-35]。

机器学习作为一种强大的数据分析工具, 已逐渐

在药物研究领域展现出跨学科的优势[36,37]。首先, 机

器学习在药物活性成分的筛选和优化中发挥着重要作

用[38,39]。通过无监督学习算法, 研究者能够从海量的

中药化学成分数据库中识别出潜在的活性分子。如通

过聚类分析和网络药理学的方法, 可以从复杂的中药

配方中筛选出对特定疾病有治疗潜力的有效成分。其

次, 机器学习在中药靶点预测方面也取得了显著进展。

通过构建中药−成分−靶点的多层异构网络, 并利用深

度神经网络分析中药成分与靶点之间的相互作用, 研

究者能够更准确地预测中药的药理作用机制, 这种方

法有助于发现新的药物作用途径和治疗靶点。此外, 

机器学习在中药的剂量预测和个体化治疗中也展现出

巨大潜力, 通过分析患者的遗传信息、生理参数和药物

反应数据, 机器学习模型能够为每个患者提供定制化

的药物剂量方案 , 从而提高治疗效果并减少不良

反应[40]。

本研究采用无监督聚类算法, 并结合网络药理学

手段, 初步从补阳还五汤中筛选出黄芩素、芒柄花黄素

等 7种潜在的抗 IS活性成分。为了实证这些预测, 建

立了LPS诱导BV-2细胞模型, 对这些成分的抗炎活性

和含量进行评估, 从而在实验层面验证分析结果。这

一研究方法为揭示中药复方的药效物质基础提供了新

的工具和思路, 展现了机器学习技术在复杂药物成分

解析中的独特价值。
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