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摘要：目的　探究橘皮素（ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ，ＴＡＮ）对脑缺血／再灌注损伤（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ）大鼠神经元细胞焦亡
的影响及作用机制。方法　采用线栓法阻塞大鼠大脑中动脉２ｈ后再灌注复制ＣＩＲＩ模型。实验１：将ＳＤ大鼠随机分为假手术
组（ｓｈａｍ）、ＣＩＲＩ组、ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１组、ＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组、阳性对照药依达拉奉组（ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１），
每组各１０只，各组大鼠于再灌注２４ｈ后进行指标检测及病理取材。ＺｅａＬｏｎｇａ法进行神经功能缺失评分；２，３，５三苯基氯化四
氮唑（ＴＴＣ）法检测脑梗死比率；苏木素伊红（ＨＥ）染色观察脑组织形态结构，筛选出 ＴＡＮ最佳给药剂量；碘化丙啶染色（ＰＩ）
检测神经元焦亡比率；免疫荧光双染检测神经元微管相关蛋白轻链３Ⅱ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ，ＬＣ３
Ⅱ）阳性表达率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织焦亡相关蛋白、磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）通路相关蛋白和自噬相关蛋白（ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２）表达。实验２：将ＳＤ大鼠随机分为ｓｈａｍ组、ＣＩＲＩ组、
ＴＡＮ组、ＴＡＮ＋ＰＩ３Ｋ抑制剂组（ＬＹ２９４００２），每组各１０只，各组大鼠于再灌注２４ｈ后进行指标检测及病理取材。ＺｅａＬｏｎｇａ法
进行神经功能缺失评分；ＴＴＣ染色法检测脑梗死比率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织焦亡相关蛋白和自噬相关蛋白表达。
结果　与ＣＩＲＩ组相比，各给药剂量组大鼠神经功能缺失评分降低、脑梗死体积比率降低、脑组织病理性损伤减轻，筛选得到
ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１为最佳给药剂量组。与ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经元细胞焦亡率降低，且焦亡相关蛋白表达
下调，神经元ＬＣ３Ⅱ阳性细胞率和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达均降低，ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐ６２表达升高。与 ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１

组相比，ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２能够抑制上述指标变化，逆转 ＴＡＮ对 ＣＩＲＩ大鼠的神经功能保护作用。结论　ＴＡＮ能够通过
调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导的细胞自噬，抑制脑缺血再灌注诱导的神经元细胞焦亡。
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ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ

　　缺血性脑卒中是一种严重危害人体健康的急性
脑血管疾病，具有高发病率、高病死率以及高致残率

特点［１］。目前，临床上，通常以静脉溶栓和血栓切

除方式予以脑缺血性卒中患者治疗。然而，在缺血

性脑组织恢复血液供应后可能会进一步重脑组织损

伤，这一系列的过程被称作脑缺血再灌注损伤

（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ）［２］。多项
研究表明［３５］，ＣＩＲＩ的病理机制复杂多样，包括炎症
反应、自噬以及细胞焦亡等，深入研究 ＣＩＲ病理过
程将有助于指导临床用药。焦亡是以炎症反应为特

征的细胞程序性死亡，在ＣＩＲＩ中发挥重要作用。多
项研究证实［６７］，在 ＣＩＲＩ大鼠脑组织中存在神经元
细胞焦亡，而通过药物或是基因干预后抑制神经元

细胞焦亡能够明显改善脑缺血再灌注导致的神经功

能损伤，表明抑制神经元细胞焦亡可能是临床治疗

ＣＩＲＩ的重要途径之一。但是，目前有关 ＣＩＲＩ神经元
细胞焦亡发生的具体调控机制尚不完全清楚。

自噬最初是被认为是细胞的一种自我保护机

制，能够通过清除受损的细胞器、非功能性蛋白质以

及病原微生物等并递送至溶酶体中消化降解，并将

回收营养物质供细胞和组织再利用，从而发挥神经

保护作用［８］。研究发现，在ＣＩＲＩ中适度激活自噬能
够明显改善缺血对脑组织造成的神经元损伤［９］。

但是，自噬的过度激活同样会加重脑缺血后神经元

损伤［１０］，提示自噬在 ＣＩＲＩ中可能发挥“双刃剑”作
用。虽然自噬在ＣＩＲＩ中的作用一直存在争议，但是
自噬水平的高低与 ＣＩＲＩ神经元损伤具有密切的关
联。多项研究已证实［１１１２］，在 ＣＩＲＩ大鼠模型中，通
过调控自噬水平能够抑制缺血再灌注诱导的神经元

细胞焦亡，进而改善神经功能损伤，表明细胞自噬可

能是神经元细胞焦亡发生的重要调控机制之一。因

此，以自噬焦亡的调控机制为靶点的研究将对于脑
卒中新药开发具有重大意义。

橘皮素（ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ，ＴＡＮ）是柑橘类果皮中最丰
富的多甲氧基黄酮之一，具有广泛的药理活性。多

项研究表明［１３１５］，ＴＡＮ具有抗炎、抗氧化、抗癌以及
神经保护等药理作用。新近研究发现［１６］，ＴＡＮ能够
通过缓解胆碱能缺陷，减少神经毒性淀粉样 β肽的
异常积累，进而改善缺血性脑损伤。Ｙａｎｇ等［１７］研

究证实，ＴＡＮ能够通过抑制脑组织炎症反应，从而
发挥ＣＩＲＩ大鼠神经保护作用。但是，目前有关ＴＡＮ
对ＣＩＲＩ神经元细胞焦亡的影响及调控机制尚不清
楚。为此，本研究从磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ）介导的自噬途径探究ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠神经元
细胞焦亡的影响，旨在为ＴＡＮ临床用于治疗缺血性
脑卒中提供理论基础。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性，ＳＰＦ级，ＳＤ大鼠，周龄６周，体
质量（２００±１０）ｇ，购自于北京维通利华实验动物技
术有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９００１７］。所有大鼠均
放置于清洁级实验动物房内饲养，动物房内温度

（２５±２）℃，环境相对湿度 ４５％ ～６０％，１２ｈ／１２ｈ
昼夜交替光照，适应性喂养１周。本动物实验符合
替代、减少、优化基本原则，且经过河南省南阳市中

心医院实验动物伦理委员会审批（批号：ＬＬＳＣ２０２０
１０００２）。
１１２　试剂　橘皮素（化合物纯度≥９９７％，美国
ＴａｒｇｅｔＭｏｌｅｃｕｌｅ公司）；戊巴比妥钠（德国 Ｍｅｒｃｋ公
司，货号：４３９０１６３）；２，３，５三苯基氯化四氮唑
（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）试剂（武
汉华翔科洁生物技术有限公司，货号：２９８９６４）；苏
木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、碘化
丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色检测试剂盒、ＢＣＡ蛋
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白质浓度检测试剂盒、山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二

抗、ＥＣＬ发光液、βａｃｔｉｎ抗体（上海碧云天生物技
术，货号：Ｃ０１０５Ｓ、Ｃ１０８２、Ｐ００１１、Ａ０２０８、Ａ０２１６、
Ｐ００１８Ｓ、ＡＦ０００３）；ＰＩ３Ｋ抑制剂（ＬＹ２９４００２）（北京
兰博利德商贸有限公司，货号：Ｌ１３４６１０ｍｇ）；轻链
微管蛋白 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）抗体、ｐ６２抗体、神经元核抗原（ｎｅｕｒｏ
ｎａｌｎｕｃｌｅｉ，ＮｅｕＮ）抗体、半胱氨酸蛋白酶１（ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｒｅｑｕｉｒｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ１）抗体、消皮
素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）抗体、白细胞介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）抗体、ＩＬ１８抗体、ｐＰＩ３Ｋ抗
体、ＰＩ３Ｋ抗体、ｐＡｋｔ抗体、Ａｋｔ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号：４１０８、２３２１４、２４３０７、
３９７５４、８３３８３、１２２４２、５７０５８、６７７７５、４２４９、４０６０、
４６８５）。
１１３　仪器　ＡＬＣＶ８Ｓ型小动物呼吸机（上海奥
尔科特生物技术有限公司）；ＢＸ５３型光学显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＢＸ４３型荧光显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｈ２０５０Ｒ１型离心机（湖南湘仪实验
室仪器开发有限公司）；ＬＤ９６Ａ型酶标仪（山东莱
恩德智能科技有限公司）；ＦＸ７２０２型心电图机（日
本福田公司）；ＧｅｌｄｏｘＸＲ＋型凝胶成像系统（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）。
１２　方法
１２１　ＣＩＲＩ模型构建、分组及给药　利用线栓法
闭塞大鼠大脑中动脉构建ＣＩＲＩ模型［１８］，缺血２ｈ后
拔出线栓实现脑组织再灌注，缝合皮肤，再灌注２４ｈ
后，依据ＺｅａＬｏｎｇａ法进行大鼠神经功能缺失评分。
假手术组大鼠进行相同手术操作，并插入线栓，不结

扎。实验１：将ＳＤ大鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ）、
ＣＩＲＩ组、ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１组、ＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１组、
ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组［１７］、阳性对照药依达拉奉组

（ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１），每组各１０只。ＴＡＮ各剂量组
和ＥＤＡ组大鼠均于再灌注时即刻腹腔注射对应药
物干预。Ｓｈａｍ组和ＣＩＲＩ组大鼠均于再灌注时腹腔
注射等量的生理盐水，以上各组大鼠于再灌注２４ｈ
后，质量分数１％戊巴比妥钠麻醉大鼠，取血、断头，取
脑组织，保存备用。通过相关指标检测及病理学观察

筛选ＴＡＮ最佳给药剂量组。实验２：将ＳＤ大鼠随机
分为ｓｈａｍ组、ＣＩＲＩ组、ＴＡＮ组、ＴＡＮ＋ＰＩ３Ｋ抑制剂组
（ＬＹ２９４００２），每组各１０只。ＴＡＮ组大鼠于再灌注时
即刻腹腔注射２０ｍｇ·ｋｇ－１ＴＡＮ；ＴＡＮ＋ＬＹ２９４００２组
大鼠于再灌前 ３０ｍｉｎ腹腔注射 ５ｍｇ·ｋｇ－１

ＬＹ２９４００２，后再灌注时即刻腹腔注射２０ｍｇ·ｋｇ－１

ＴＡＮ；Ｓｈａｍ组和ＣＩＲＩ组大鼠腹腔注射等量的生理盐
水。以上各组大鼠于再灌注２４ｈ后，随机选取６只
大鼠采用质量分数１％戊巴比妥钠麻醉大鼠，取血、
断头，取脑组织，用于实验指标检测。

１２２　神经功能缺失评分　各组大鼠于再灌注
２４ｈ后，采用５分制标准的ＺｅａＬｏｎｇａ［１９］法进行大鼠
神经功能缺失评分，神经功能缺失评分≥１分，则判
定模型构建成功，评分分值越高表示神经功能缺失

越严重。

１２３　脑梗死体积百分比测定　各组大鼠均于
再灌注２４ｈ后处死，取脑组织，冷冻后，制备以冠
状面连续切片，厚度约２ｍｍ，之后行 ＴＴＣ染色，并
通过 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件进行脑组织梗死体积
分数测定。

１２４　脑组织病理形态观察　１０％多聚甲醛固定
脑组织标本、脱水、透明石蜡包埋，制备组织切片，切

片厚度约３～５μｍ，之后行 ＨＥ染色、封片后于４００
倍显微镜下观察海马区域和脑皮质部位组织病理学

变化。

１２５　神经元细胞焦亡检测　切片制备同 ＨＥ染
色法，行ＰＩ染色及神经元染色，之后按照检测试剂
盒说明书进行操作，显微镜下，每张切片随机选取５
个视野，计算各组大鼠脑组织神经元凋亡率（公式

１）。其中ＰＩ染色阳性细胞呈红色，神经元 ＮｅｕＮ抗
体染色呈亮绿色。

神经元细胞焦亡率（％）＝ＰＩＮｅｕＮ阳性细胞
数／ＮｅｕＮ阳性细胞总数×１００％ 公式（１）
１２６　免疫荧光检测神经元ＬＣ３Ⅱ蛋白表达　将
各组大鼠脑组织切片放入磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中清洗，经体积分数０２％ Ｔｒｉ
ｔｉｏｎＸ１００透化５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液清洗后质量分数
１０％的ＢＳＡ溶液封闭６０ｍｉｎ，阻断非特异性反应，
去除切片上残留的ＢＳＡ后，行双重免疫荧光染色，室
温条件下分别孵育ＬＣ３Ⅱ抗体（１∶２００）和ＮｅｕＮ抗体
（１∶２００）４ｈ，去除一抗后避光条件下孵育荧光素酶标
记的山羊抗小鼠或山羊抗兔二抗２ｈ，ＰＢＳ缓冲液清
洗后，ＤＰＡＩ进行细胞核染色５ｍｉｎ，最后滴加抗荧光
淬灭剂，避光条件下荧光显微镜下观察并拍照。

１２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织叫细胞焦亡相关蛋
白、自噬相关蛋白及ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路蛋白表达　取适
量的脑组织加入蛋白裂解液进行组织匀浆，４℃、
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径 Ｒ＝６ｃｍ，离心１０ｍｉｎ。
吸取上清液即为总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度，
蛋白质变性后进行凝胶电泳，每个泳道蛋白上样量
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为３０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，行湿转转膜至
ＰＶＤＦ膜上，５％ ＢＳＡ封闭６０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜，加入
一抗ＬＣ３（１∶５００）、ｐ６２（１∶１０００）、ｐＰＩ３Ｋ（１∶５００）、
ＰＩ３Ｋ（１∶１０００）、ｐＡｋｔ（１∶５００）、Ａｋｔ（１∶１０００）、
ｃａｓｐａｓｅ１（１∶５００）、ＧＳＤＭＤ（１∶５００）、ＩＬ１β（１∶５００）、
ＩＬ１８（１∶５００）、βａｃｔｉｎ（１∶５０００），４℃，孵育过夜；
ＴＢＳＴ洗膜３×１０ｍｉｎ／次，加入山羊抗兔或山羊抗鼠
二抗（１∶５０００），室温下，孵育６０ｍｉｎ，ＴＳＢＴ洗膜每
次３×１０ｍｉｎ，滴加显影液对目的蛋白进行可视化处
理，并采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件进行蛋白质条带
灰度值半定量分析。

１２８　统计学分析　Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６０软件进行
统计学数据处理。数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，数据满足正态分布且方差齐性，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤｔ检验，以
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２１　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠神经功能缺失评分的影响

与ｓｈａｍ组相比，ＣＩＲＩ组大鼠神经功能缺失评分
显著增加（Ｐ＜００５）（图１）。与ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮ各
剂量组和ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经功能缺失评
分均显著降低（均Ｐ＜００５）。与ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１组
相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１和 ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠
神经功能缺失评分均显著降低（均Ｐ＜００５），ＴＡＮＭ
组无显著性差异（Ｐ＞００５）。与ＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１组
相比，ＥＤＡｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经功能缺失评分显
著降低（Ｐ＜００５），ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组无显著
性差异（Ｐ＞００５）。与 ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组相
比，ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经功能缺失评分
无显著性差异（Ｐ＞００５）。

与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再灌注损伤组相比，２）Ｐ＜００５；与橘皮

素５ｍｇ·ｋｇ－１组相比，３）Ｐ＜００５；与橘皮素１０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，４）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ５

ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

图１　橘皮素（ＴＡＮ）对脑缺血／再灌注损伤（ＣＩＲＩ）大鼠神经
功能缺失评分的影响（ＺｅａＬｏｎｇａ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＡＮｏｎｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅｉｎ
ＣＩＲＩｒａｔｓ（ＺｅａＬｏｎｇａ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

２２　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑梗死体积的影响
与ｓｈａｍ组相比，ＣＩＲＩ组大鼠脑梗死体积显著

增加（Ｐ＜００５）（图２）。与 ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮ各剂
量组和ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠脑梗死体积均显著
缩小（均Ｐ＜００５）。分别与ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１、ＴＡＮ
１０ｍｇ· ｋｇ－１组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ· ｋｇ－１组和
ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠脑梗死体积均显著降低
（均 Ｐ＜００５），ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１与 ＴＡＮ１０ｍｇ·
ｋｇ－１组大鼠脑梗死体积无显著性差异（Ｐ＞００５）。
与ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，ＥＤＡ１０ｍｇ·ｋｇ－１组大
鼠脑梗死体积无显著性差异（Ｐ＞００５）。

与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再灌注损伤组相比，２）Ｐ＜００５；与橘皮素５ｍｇ·ｋｇ－１组相比，３）Ｐ＜００５；与橘皮素１０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，４）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

图２　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑梗死体积的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＡＮｏｎｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｉｎＣＩＲＩｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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２３　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑组织病理形态的影响
ｓｈａｍ组大鼠神经元细胞排列紧密，形态结构

规整，胞体无明显的空泡现象（图 ３）。ＣＩＲＩ组大
鼠神经元细胞核明显固缩且核仁裂解，排列紊乱，

胞体结构缩小变形，可见大量的神经元坏死碎片。

ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经元细胞核固缩胞体变
形，有部分神经元细胞坏死。ＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１组
大鼠可见部分胞体空泡变形，神经元密度有所增

加，坏死细胞明显减少，形态结构损伤较ＣＩＲＩ组大

鼠有所好转。ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组和ＥＤＡ１０ｍｇ·
ｋｇ－１组大鼠神经元细胞排列规则，仅有少量的胞体
变形和神经元细胞坏死，神经元损伤程度较

ＴＡＮ５ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＴＡＮ１０ｍｇ·ｋｇ－１组明显好
转。结合 ＨＥ病理学染色、神经功能缺失评分以及
脑梗死体积结果，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组的药效最
佳，被筛选确定为最佳给药剂量组。因此，后续研

究将以 ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组进行相关药理学机制
研究。

图３　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑组织病理形态学变化（ＨＥ，×４００）
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＡＮｏｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆＣＩＲＩｒａｔｓ（ＨＥ，×４００）

２４　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠神经元细胞焦亡的影响
与ｓｈａｍ组相比，ＣＩＲＩ组大鼠神经元细胞焦亡

指数显著增加，且脑组织细胞焦亡相关蛋白

（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１／ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤＮ／ＧＳＤ

ＭＤ、ＩＬ１β、ＩＬ１８）表达均显著升高（均Ｐ＜００５）（图
４）。与ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠神经
元细胞焦亡指数、脑组织细胞焦亡相关蛋白表达均

显著降低（均Ｐ＜００５）。

Ａ－免疫荧光检测神经元焦亡；Ｂ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测焦亡相关蛋白表达；与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再灌注损伤组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；Ｂ－ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；
２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ．

图４　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠神经元细胞焦亡的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＡＮｏｎｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＩＲＩｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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２５　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑组织 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路及自
噬水平的影响

与ｓｈａｍ组相比，ＣＩＲＩ组大鼠脑组织 ｐＰＩ３Ｋ／
ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ表达均显著降低（均Ｐ＜００５），自噬
标志性蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达显著升高、ｐ６２表达显

著降低，自噬水平明显升高（均Ｐ＜００５）（图５）。与
ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠脑组织ｐＰＩ３Ｋ／
ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ表达均显著升高（均Ｐ＜００５），自噬
标志性蛋白ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达显著降低、ｐ６２表达显著
升高，自噬水平明显降低（均Ｐ＜００５）。

Ａ－免疫荧光检测神经元ＬＣ３Ⅱ阳性表达；Ｂ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路和自噬相关蛋白表达；与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再灌注损伤组相

比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬＣ３Ⅱ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｂ－ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｐａｔｈｗａｙａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ．

图５　ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠脑组织磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）通路及自噬水平的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＡＮｏｎｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｐａｔｈｗａｙａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆＣＩＲＩｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

２６　ＰＩ３Ｋ抑制剂对 ＴＡＮ调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导细胞
自噬的影响

与ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１＋
ＬＹ２９４００２组大鼠神经缺失评分显著升高，脑梗死体积
增加，ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ、ｐ６２表达均显著降低，
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达显著升高（均Ｐ＜００５）（图６）。
２７　ＰＩ３Ｋ抑制剂对 ＴＡＮ抗 ＣＩＲＩ大鼠神经细胞焦
亡的影响

与ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，ＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１＋

ＬＹ２９４００２组大鼠脑组织焦亡相关蛋白（ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１／ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤＮ／ＧＳＤＭＤ、ＩＬ１β、
ＩＬ１８）表达均显著升高（均 Ｐ＜００５）（图 ７）。提
示，抑制细胞过度自噬能够降低ＣＩＲＩ大鼠神经细胞
焦亡，改善其神经功能。

３　讨　论
近年来，脑卒中在中国的发病率呈逐渐升高态

势，已经给社会造成了极大的危害。据统计，脑卒中
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Ａ－ＴＴＣ染色检测脑梗死体积；Ｂ－神经功能缺失评分；Ｃ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路和自噬相关蛋白表达；与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再

灌注损伤组相比，２）Ｐ＜００５；与橘皮素２０ｍｇ·ｋｇ－１组相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ＴＴＣｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ；Ｂ－ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ；Ｃ－ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

图６　ＬＹ２９４００２对ＣＩＲＩ大鼠脑组织ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导细胞自噬的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＬＹ２９４００２ｏｎＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆＣＩＲＩｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

是２０１９年全球心脑血管疾病致残和致死的第三大
原因，缺血性脑卒中在所有新发卒中中占比最

大［２０］。因此，积极治疗脑卒中对改善患者生命健康

具有重大意义。目前，临床上通常采取静脉溶栓和

血栓切除方式进行该病治疗，但是由于上述治疗方

式治疗窗窄，且存在“无复流”现象，可能会加重脑

神经元损伤［２１］。近年来，伴随单药及有效单体研究

的发展，已有多种中药单体逐步进入临床并应用于

脑卒中治疗。ＴＡＮ是从果实橘皮中提取得到的一
种天然活性单体化合物，具有广泛的药理学作用。

多项研究证实［１６，２２］，ＴＡＮ能够通过抗炎、抗氧化等
途径发挥神经功能保护作用。新近研究发现［１７］，

ＴＡＮ能够改善ＣＩＲＩ大鼠神经元损伤，发挥神经功能
保护效应。但是，目前有关 ＴＡＮ发挥抗 ＣＩＲＩ神经
元损伤的保护机制尚不完全清楚。大脑中动脉闭塞

是构建缺血性脑卒中动物模型的首选，可以有效的

模拟人类脑缺血中涉及的关键病理机制［２３］。通过

是否给予大脑再灌注将其划分为短暂性和永久性脑

缺血损伤模式，被认为治疗人类缺血性脑卒中临床

试验的关键。本研究首先通过阻塞大鼠大脑中动脉

２ｈ后再灌注复制 ＣＩＲＩ模型，即为短暂性大脑中动
脉梗塞（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ｔＭＣＡＯ）大鼠模型，以模拟临床上缺血性脑卒中患
者及时接受溶栓或是手术治疗，使得脑血管血流恢

复通畅。观察 ＴＡＮ对其保护作用。结果显示，与
ＣＩＲＩ组相比，腹腔注射ＴＡＮ不同给药剂量组均能降
低大鼠神经功能缺失评分和脑梗死体积比率，改善脑

组织病理性损伤。缺血性脑卒中患者在接受及时的

干预治疗后，并完全消除脑血管梗塞的病理生理过程

是与ｔＭＣＡＯ大鼠模型极为相似［２４］。本研究通过
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与假手术组相比，１）Ｐ＜００５；与脑缺血再灌注损伤组相比，２）Ｐ＜００５；与橘皮素２０ｍｇ·ｋｇ－１量组相比，３）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＣＩＲＩｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＡＮ２０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

图７　ＬＹ２９４００２对ＣＩＲＩ大鼠脑组织焦亡相关蛋白表达的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＹ２９４００２ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆＣＩＲＩｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

对ｔＭＣＡＯ大鼠再灌注时即刻腹腔注射 ＴＡＮ一方面
在再灌注时即刻给药能够最大程度地改善再灌注恢

复血流对脑组织的损伤，另一方面腹腔注射给药方式

具有效价强度高、生物利用度高，且起效快等特点要

明显优于口服给药［２５］，这与临床上急性脑梗死患者

多采取静脉注射给药从而达到快速溶栓，恢复血流，

改善神经功能损伤相一致。综合神经功能缺失评分、

脑梗死体积比率及脑组织病理性改变，筛选得到

ＴＡＮＨ（２０ｍｇ·ｋｇ－１）为最佳给药剂量组。因此，后
续研究将以ＴＡＮＨ组进行相关药理学机制研究。

细胞焦亡是近年来神经元细胞死亡方式研究的

热点，在ＣＩＲＩ神经损伤中发挥重要作用。依据细胞
焦亡发生机制的不同，可将其分为经典型细胞焦亡

方式和非经典型细胞焦亡方式。以 ｃａｓｐａｓｅ１介导
的经典型细胞焦亡在 ＣＩＲＩ中被广泛研究。研究发
现，激活前体 ｃａｐａｓｅ１（ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１），诱导其发生
剪切形成活化型ｃａｓｐａｓｅ１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１），继而
诱导焦亡执行蛋白 ＧＳＤＭＤ形成具有细胞毒性的
ＧＳＤＭＤＮ，并使其募集至细胞膜上形成焦亡小孔，
促进炎症因子ＩＬ１β和ＩＬ１８表达，并最终诱导细胞
焦亡［２６］。多项研究表明，在 ＣＩＲＩ大鼠中存在细胞
焦亡的发生，采取药物或是基因干预后能够明显抑

制细胞焦亡改善 ＣＩＲＩ神经元损伤［６，２７］。本研究结

果显示，与ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮＨ组大鼠脑组织神经
元焦亡率显著降低，且焦亡相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１／ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤＮ／ＧＳＤＭＤ、ＩＬ１β、
ＩＬ１８表达均显著降低，表明 ＴＡＮ能够通过抑制神
经元细胞焦亡，发挥ＣＩＲＩ脑损伤保护作用。自噬是
广泛存在于真核细胞中，对于维持细胞内环境稳态，

保障生命活动的正常进行具有重大意义。多项研究

表明［２８３０］，ＣＩＲＩ后自噬水平被显著激活，且其存在
于多种脑细胞中如神经元、胶质细胞及脑微血管细

胞等，但是有关自噬在ＣＩＲＩ中发挥的作用一直存在
争议。有大量研究发现［３１３２］，通过抑制自噬能够明

显减轻ＣＩＲＩ，提示自噬在ＣＩＲＩ中可能发挥的是损伤
性作用。但是，也有多项研究表明［３３３４］，激活自噬

能够明显减轻ＣＩＲＩ，提示自噬在ＣＩＲＩ中可能发挥的
是保护作用。然而，针对自噬在ＣＩＲＩ的双重作用可
能是与ＣＩＲＩ脑部受损区域、缺血程度及阶段、药物
干预的时间及给药方式等多种因素相关。本研究结

果显示，与ＣＩＲＩ组相比，ＴＡＮＨ组大鼠神经元 ＬＣ３
Ⅱ阳性表达率明显升高，且自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ表达降低，ｐ６２表达升高，提示 ＴＡＮ能够通
过抑制ＣＩＲＩ大鼠神经元过度自噬，改善脑神经损
伤。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是细胞自噬重要的调控途径，能够负
向调控自噬水平，在 ＣＩＲＩ扮演重要作用［３５］。Ｓｈａｎ
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等［１０］研究发现，补阳还五汤能够通过激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路抑制细胞自噬，继而发挥 ＣＩＲＩ大鼠神
经保护作用。Ｇｕｏ等［３６］研究证实，ＴＡＮ可以通过激
活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导抑制毛果芸香碱诱导的癫痫
大鼠神经功能损伤。本研究结果显示，与ＣＩＲＩ组相
比，ＴＡＮＨ组大鼠脑组织 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路被显
著激活，自噬水平明显降低，表明 ＴＡＮ能够通过激
活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导的细胞自噬改善ＣＩＲＩ。

自噬被认为是焦亡发生的重要调控机制。研究

表明，适度增强自噬水平能够通过清除受损的细胞

器，抑制氧化应激和炎症反应介导的细胞焦亡发生，

从而改善ＣＩＲＩ［３７］。但是，也有研究证实，自噬的过
度激活会加重神经元细胞凋亡，坏死［３８］。Ｚｈａｎｇ
等［３９］研究也证实，瓜蒌桂枝颗粒能够通过激活

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，抑制细胞焦亡，发挥 ＣＩＲＩ神经
保护作用，而给予 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２处理后能
够阻断瓜蒌桂枝颗粒对神经元焦亡的作用，加重脑

缺血再灌注后神经损伤，表明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是 ＣＩＲＩ后
神经元细胞焦亡发生的重要调控通路。为进一步明

确ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路介导的自噬在 ＴＡＮ抑制 ＣＩＲＩ神
经元细胞焦亡中的作用。本研究通过对 ＴＡＮＨ组
大鼠腹腔注射 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２，观察 ＴＡＮＨ
对ＣＩＲＩ大鼠神经功能的影响。结果显示，与ＴＡＮＨ
组相比，ＬＹ２９４００２能够抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，诱导神
经元过度自噬，进而加重神经元细胞焦亡，增大脑梗

死体积，加重神经功能损伤，逆转 ＴＡＮ对 ＣＩＲＩ大鼠
的保护作用。

综上所述，本研究通过探讨ＴＡＮ对ＣＩＲＩ大鼠神
经元细胞焦亡的影响及其作用机制。结果显示，ＴＡＮ
能够通过调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导的细胞自噬，抑制脑缺
血再灌注诱导的神经元细胞焦亡（图８）。以上研究
初步揭示了ＴＡＮ对ＣＩＲＩ的治疗作用，为其临床开发
与应用提供了可能性。但是，本研究也存在一定的局

限性，即未能从细胞层面阐述ＴＡＮ对低氧／复氧诱导
的神经元细胞焦亡的影响及其作用机制。为此，本研

究后续将利用细胞与分子生物学技术探究筛选不同

剂量ＴＡＮ对低氧／复氧诱导的神经元细胞焦亡的影
响，体外阐明ＴＡＮ对ＣＩＲＩ的保护作用。

图８　橘皮素调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通过介导的细胞自噬抑制脑缺血再灌注诱导的大鼠神经元细胞焦亡
Ｆｉｇ８　ＴａｎｇｅｒｅｔｉｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｒａｔｓ
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中国药学会方剂组学专业委员会成立大会在北京召开

２０２４年１月６日，中国药学会方剂组学专业委员会成立大会在北京召开。中国药学会理事会党委书记、理事长孙咸泽，
中国科学院院士、中国科学院大连化学物理研究所研究员张玉奎，国家安全特需药品全国重点实验室主任、中国药理学会理

事长张永祥，中国药学会理事会党委副书记、副理事长兼秘书长王爱国等领导、专家出席会议。中国药学会方剂组学专业委

员会第一届委员会委员４０余名代表参加本次会议。
孙咸泽理事长指出，方剂是联结中医与中药的桥梁，方剂组学具有多学科交叉的学术特点，将现代组学相关技术与中医

药理论相结合，是一门具有中医原创思维的新兴学科，是中医药领域创新实践活动的生动体现。中国药学会组建方剂组学专

业委员会，旨在以中医整体观和辨证论治理论为指导，超越单靶点研究模式，融贯现代组学相关技术成果，从层次性、整体性、

系统性的角度探索临床常用方剂的现代药理机制，揭示方剂治疗复杂性疾病的优势以及创新现代中药的研发路径，将中医理

论与现代科学相结合，将临床医学与药学技术相结合，将医疗需求与药学实践相结合，更好地促进医药深度融合，推进科技强

国建设、保障人民健康作出新的更大贡献。

张玉奎院士介绍了组学研究中医药的重要性，多成分地研究中药复杂体系的必要性，肯定了方剂组学对中医药研究具有

长远价值，明确了运用现代知识、现代技术研究中医药具有深远意义。

王爱国副理事长兼秘书长介绍了中国药学会方剂组学专业委员会成立过程并宣读第一届委员会名单。孙咸泽理事长为

主任委员和副主任委员颁发了聘书。中国中医科学院中医临床基础研究所副所长王忠研究员当选为主任委员，北京中医药

大学中药分析与转化研究中心主任肖红斌教授、南京中医药大学科研副校长曹鹏教授、浙江大学药学院副院长王毅教授、成

都中医药大学中药脑病研究所所长徐世军研究员、香港浸会大学中医药学院吕海涛教授等５人当选为副主任委员。
王忠主任委员发言表示，方剂领域是复杂体系研究，与生物体复杂体系融合研究更是困难，在多靶点、多组学、相互关系、

网络中寻求突破是未来趋势。专业委员会将围绕中药方剂未来研究方向、研究方法积极组织学术交流，针对关键领域进行深

入研究，突出方剂组学专业和学科特点，推动方剂组学方法创新与技术发展。
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