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也摘要页 目的 本研究采用网络药理学与实验验证探讨补气通络颗粒渊以下简称野BQTL冶冤治疗脑梗死的潜在靶点尧作用机制及

物质基础遥 方法 通过 TCMSP数据库及文献检索获得 BQTL活性成分及靶点曰利用 GeneCards 和 OMIM 数据库获取脑梗死的疾病

靶点袁将疾病靶点与 BQTL成分靶点取交集得到潜在靶点袁使用 Cytoscape 3.9.0构建野药物-活性成分-潜在靶点冶网络曰通过STRING
11.0 数据库构建蛋白质-蛋白质相互作用网络曰利用Metascape平台对潜在靶点进行富集分析遥根据网络药理学结果进行实验验证袁
组别设置为正常组尧模型组尧BQTL 低剂量组尧BQTL 中剂量组尧BQTL 高剂量组袁除正常组外袁其余组制备短暂性大脑中动脉闭塞

渊transient middle cerebral artery occlusion, tMCAO冤模型遥 正常组和模型组予以生理盐水灌胃袁BQTL低尧中尧高剂量组分别以 1.35尧
2.7尧5.4 g/kg浓度的中药灌胃袁每天灌胃 1 次袁连续 7 d遥 通过 HE 染色观察大鼠神经元形态及数目袁使用 ELISA 试剂盒检测大鼠血

浆中 TNF-琢和 ICAM1的含量遥 结果 筛选后得到 BQTL活性成分 91个袁主要包括柚皮素尧芒柄花素尧原儿茶酸等曰治疗脑梗死的潜

在靶点 259 个袁主要包括 ICAM1尧TNF尧EGFR尧TP53尧VCAM1尧IL-6等曰调控这些核心靶点的信号通路主要富集在 PI3K-AKT尧MAPK尧
HIF-1等多条信号通路中遥动物实验结果显示袁BQTL能够改善脑梗死后神经元死亡及丢失袁同时能下调炎症因子 TNF-琢及 ICAM1
的表达遥 结论 BQTL通过多靶点尧多途径抑制炎症反应和细胞凋亡袁揭示了 BQTL治疗脑梗死的潜在靶点尧作用机制及物质基础袁为
临床应用提供参考遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the potential targets, mechanism and material basis of Buqi Tongluo Granule (BQTL) in
treating cerebral infarction by network pharmacology and experimental verification. Methods Active constituents and targets of
BQTL were identified by TCMSP database and literature search. Disease targets of cerebral infarction were obtained by using
GeneCards and OMIM databases, and the intersection of disease targets and BQTL constituent targets was used to verify the
potential targets. Then, the "drug-active constituent-potential target" network was constructed by Cytoscape 3.9.0. The protein-
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protein interaction network was established through STRING 11.0 database. The Metascape platform was used to enrich potential
targets. Based on the network pharmacological results, the experimental verification was performed. Normal group, model group,
low-, medium- and high-dose BQTL groups were set. Transient middle cerebral artery occlusion (tMCAO) model was prepared in
all groups except normal group. Normal group and model group were given normal saline intragastrically, while low-, medium- and
high-dose BQTL groups received 1.35, 2.7 and 5.4 g/kg Chinese medicine intragastrically, once a day, for consecutive 7 d. The
morphology and number of rat neurons were observed by HE staining, and the content of TNF-琢 and ICAM1 in rat plasma were
detected by ELISA kit. Results After screening, 91 active ingredients of BQTL were obtained, including naringenin, formononetin,
protocatechuic acid, and others. There were 259 potential targets to treat cerebral infarction, including ICAM1, TNF, EGFR, TP53,
VCAM1, IL-6, and others. The signaling pathways regulating these core targets were mainly concentrated in PI3K-AKT, MAPK,
HIF-1 and other signaling pathways. Animal experiments showed that BQTL could reduce neuronal death and loss after cerebral
infarction, and down-regulate the inflammatory cytokines, of TNF-琢 and ICAM1. Conclusion BQTL inhibits inflammation and
apoptosis through multiple targets and multiple pathways. The study reveals the potential target, mechanisms of action and material
basis of BQTL for cerebral infarction, providing reference for clinical application.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Buqi Tongluo Granule; cerebral infarction; network pharmacology; experimental verification
脑梗死又称缺血性中风袁是世界上导致人类死

亡的第二大原因袁也是引起成人残疾的关键原因[1]遥
2020 年叶中国脑卒中防治报告曳指出袁中风是我国居

民致残尧致死的首要原因袁近 10 年中风的发病增长

率超过 11%袁由于脑组织在缺血后数小时内发生神

经细胞死亡袁因此袁通过溶栓治疗尽快恢复血流可挽

救患者的半暗带损伤袁降低中风后遗症和死亡率[2]遥
然而袁目前的溶栓药物有严格的时间窗限制袁故只有

少数患者能从中获益遥 现代医学对于缺血性脑卒中

患者的临床治疗在不断地完善袁但其实际的临床治

疗效果仍有待提高[3]遥
补气通络颗粒渊以下简称野BQTL冶冤由红芪尧三

七尧泽泻尧当归尧川芎尧蝉蜕尧郁金尧桂枝组成袁是对王

永炎院士多年临床经验的总结遥 此复方中袁红芪尧当
归补气养血袁川芎行气活血袁桂枝尧蝉蜕通络袁三七尧
郁金尧泽泻既化瘀又通络遥 与传统的益气活血方相

比袁此经验方引入红芪代替传统黄芪袁是因为红芪在

免疫调节尧抗凋亡等方面作用优于黄芪 [4]遥 研究发

现袁红芪含有黄芪中没有的成分袁如柚皮素尧大豆皂

苷类等袁且芒柄花素的含量更高[5]遥 研究表明袁BQTL
在临床上能够明显改善气虚血瘀证袁同时降低神经

功能缺损程度[6]袁目前已完成域期临床试验[7]遥
1 方法

1.1 BQTL 活性成分及靶点筛选

基于中药药理信息挖掘平台 TCMSP渊https://
tcmspw.com/tcmsp.php冤及文献查阅袁对 BQTL 的活性

成分进行检索袁依据各成分的毒药物动力学具体参

数袁类药性渊DL冤逸0.18袁口服生物利用度渊OB冤值逸
30%对检索结果进行筛选袁并获得其相应的靶点名遥
依据蛋白序列和功能信息资源数据库 UniProt渊https:
//www.uniprot.org冤袁获得靶点对应的基因名遥
1.2 疾病靶点的获取与筛选

以野脑梗死冶渊cerebralin farction冤为关键词通过

OMIM尧GeneCards 疾病数据库检索靶点袁其中通过

GeneCards 数据库袁筛选出脑梗死 relevance score逸3
的靶点袁去除不符合条件的靶点袁最后得到脑梗死的

相关靶点遥
1.3 野药物-活性成分-潜在靶点冶网络构建

以药物尧活性成分与治疗脑梗死的潜在靶点袁建
立野药物-活性成分-潜在靶点冶Excel 文件袁并导入

Cytoscape 3.9.0 构建野药物-活性成分-潜在靶点冶网
络图袁以展示其交互作用关系遥
1.4 GO 功能及 KEGG 通路的富集分析

将 BQTL 治疗脑梗死的潜在靶点上传至 Metas鄄
cape 平台袁设定 P<0.01袁开展 GO 功能分析及 KEGG
信号通路的富集分析袁并对其结果进行可视化分析遥
1.5 动物实验验证

1.5.1 实验动物及药物 8 周龄雄性 SD 大鼠 50
只袁体质量 220 g 左右袁由北京华阜康生物科技股份

公司提供袁动物许可证号院SYXK(京)2020-0013袁于北

京中医药大学东直门医院 SPF 级动物房饲养袁温度

24 益袁相对湿度为 50%~60%袁清洁饮水袁自由摄食袁
24 h 光暗循环条件下饲养遥 BQTL 由步长制药股份

有限公司提供袁批号 200501袁由红芪尧三七尧泽泻尧当
归尧川芎尧蝉蜕尧郁金尧桂枝组成遥
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1.5.2 主要试剂及仪器 病理切片机渊德国徕卡公司袁
型号院RM2016冤曰正置显微镜渊日本尼康公司袁型号院
Eclipse E100冤曰TNF-琢渊北京 Proteintech 有限公司袁批
号院KE20001冤曰ICAM1 含量检测试剂盒渊北京 Protein鄄
tech有限公司袁批号院KE20013冤遥
1.5.3 实验分组尧模型制备和给药 随机将大鼠分

为正常组渊生理盐水冤尧模型组渊生理盐水冤尧BQTL 低

剂量组渊1.35 g/kg冤尧BQTL 中剂量组渊2.7 g/kg冤及
BQTL 高剂量组渊5.4 g/kg冤渊按照体表面积药物剂量

换算公式计算袁分别相当于 70 kg 成人剂量的 0.5尧
1尧2 倍冤袁每组 10 只遥 大鼠预灌胃给药 7 d 后袁除正

常组袁其余大鼠均使用戊巴比妥注射麻醉袁仰卧固定

于手术台上遥 切开右侧颈部皮肤袁分离后结扎右侧

颈总动脉尧颈外动脉及其分支动脉遥 结扎颈总动脉

渊活扣冤袁在颈内动脉近端备线尧远端放置动脉夹袁在
颈外动脉处备线尧切口袁插入直径为 0.165 mm 的尼

龙线 9~10 mm曰栓线进入颈内动脉尧穿过大脑中动

脉起始端至大脑前动脉近端袁阻断脑中动脉的所有

血流来源遥 扎紧备线袁1.5 h 后袁拔出尼龙线袁解除颈

总动脉结扎线袁使其血流再通袁结扎备线并缝合皮

肤袁将手术动物放回笼内饲养遥
1.5.4 大鼠脑梗死半暗带区病理切片 动物造模

24 h 麻醉后取脑浸泡在福尔马林溶液中袁后用石蜡

进行包埋切片袁依次经过不同浓度的二甲苯以及乙

醇袁自来水冲洗后袁使用苏木素以及伊红染液进行染

色袁再经过不同浓度的乙醇以及二甲苯进行脱水透

明后袁用中性树胶进行封片袁显微镜下进行图像采集

分析遥
1.5.5 炎症因子 TNF-琢 及 ICAM1 的含量检测 使

用 ELISA 试剂盒检测不同大鼠血浆中 TNF-琢 及 I鄄
CAM1 的含量袁操作方法按照商家提供的试剂盒说

明书进行遥
1.5.6 数据分析 使用 Graphpad Prism 软件进行

分析袁采用单因素方差分析袁比较各组间的显著性差

异袁如果满足方差齐性袁采用 Tukey的HSD 进行事后检

验袁否则采用 Games -Howell 进行检验袁以 P<0.05
为差异有统计学意义遥 相关结果以柱形图的形式

呈现遥
2 结果

2.1 BQTL 活性成分与预测靶点

通过 TCMSP 数据库及文献调研筛选中药的活

性成分袁汇总去重后得到 BQTL 活性成分 91 个袁其

中红芪 20 个尧三七 10 个尧泽泻 12 个尧当归 10 个尧蝉
蜕 8 个尧郁金 25 个尧桂枝 10 个尧川芎 9 个遥主要成分

有源于红芪的柚皮素尧芒柄花素和毛蕊异黄酮袁源于

蝉蜕的原儿茶酸袁源于三七和红芪的甘草素袁源于桂

枝的二氢槲皮素袁源于当归的洋川芎内酯袁源于当归

的木犀草素-7-O-茁-D-葡萄糖醛酸苷以及源于泽

泻的泽泻醇等遥 依据蛋白序列和功能信息资源数据

库 UniProt袁获得靶点对应的基因名袁去重后最终得

到活性成分对应靶点 697 个遥
2.2 疾病靶点的预测

通过 OMIM 和 GeneCards 疾病数据库搜集脑梗

死疾病的相关靶点遥以 relevance score 为筛选条件袁
去除不符合条件的靶点袁筛选出脑梗死相关靶点

1415 个遥 将疾病的靶点与 BQTL 活性成分靶点进行

匹配袁最终得到 BQTL 治疗脑梗死的潜在靶点 259
个袁通过韦恩图可视化展示遥 详见图 1遥

2.3 野药物-活性成分-潜在靶点冶网络构建

通过 Cytoscape 3.9.0 软件袁构建 BQTL 治疗脑梗

死的野药物-活性成分-潜在靶点冶网络图遥 分析可

知袁网络中有 319 个节点袁623 条边袁结果显示袁BQTL
发挥作用可能通过多个成分作用于多个靶点遥 通过

对 BQTL 成分分析袁柚皮素尧芒柄花素尧原儿茶醛尧甘
草素尧二氢槲皮素结合靶点较多袁可能是 BQTL 发挥

药效作用的物质基础曰BQTL 活性成分和脑梗死靶

点连线排名靠前的有 ICAM1尧TNF尧EGFR尧TP53尧
VCAM1尧IL6尧AKT1尧IL-1茁尧STAT3尧VEGFA遥 详见图2遥
2.4 靶点富集生物分析

通过 Metascape 平台袁将 BQTL 治疗脑梗死的潜

在靶点进行 GO 富集分析袁主要分析其参与的生物过

程遥 结果显示袁BQTL 治疗脑梗死的潜在靶点主要富

集在细胞迁移的正向调控尧蛋白磷酸化的正向调节尧
炎症反应尧对氧气水平下降的反应尧对生长因子刺激

的反应尧对凋亡过程的调控尧对脂多糖的反应尧对激

素的反应等生物过程遥 详见图 3遥

图 1 BQTL与脑梗死靶点交集的韦恩图

BQTL 脑梗死
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图 2 BQTL作用于脑梗死的野中药-活性成分-潜在靶点冶网络图

注院紫色代表 BQTL 的单味药曰蓝色代表 BQTL 的活性成分曰绿色代表 BQTL 治疗脑梗死的潜在靶

点遥 HQ.红芪曰SQ.三七曰ZX.泽泻曰DG.当归曰CT.蝉蜕曰YJ.郁金曰GZ.桂枝曰CX.川芎遥

图 3 BQTL治疗脑梗死的 GO富集分析

2.5 靶点富集通路分析

利用 Metascape 平台将 BQTL 治疗脑梗死的潜

在靶点进行 KEGG 通路分析袁共获得 229 条信号通

路袁根据 P值排序靠前的通路有流体剪切应力和动

脉粥样硬化尧PI3K-Akt 信号通路尧MAPK 信号通路尧
HIF-1 信号通路等信号通路袁主要参与调控炎症反应

和细胞凋亡等相关过程遥 详见图 4遥
2.6 BQTL 对脑梗死大鼠的影响

2.6.1 BQTL 对脑梗死大鼠半暗带区神经元的影响

通过 HE 染色发现袁正常组大鼠脑皮质尧髓质神

经元细胞及神经胶质细胞排列有序袁神经元细胞核

大袁染色质分布均匀袁核仁清晰袁未见变性尧坏死等病

变袁神经元数量较多曰模型组皮质尧髓质神经元见多

梗死灶区袁为液化性坏死袁呈筛网状结构袁神经细胞

大片消失袁坏死区内可见小胶质细胞增生袁坏死边缘

渊半暗带冤较窄袁神经细胞变性袁可见中性粒细胞浸

润袁同时观察到神经元数量变少袁与正常组相比袁差
异显著渊P<0.0001冤遥 在 BQTL 低尧中尧高剂量作用后袁
以上情况均得以缓解袁其中 BQTL 中剂量及高剂量

组与模型组相比袁有显著差异渊BQTL 中剂量组与模

型组相比袁P=0.011 9曰BQTL 高剂量组与模型组相比袁
P=0.000 5冤遥 详见图 5遥
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图 4 BQTL治疗脑梗死的 KEGG通路分析

图 6 BQTL对脑梗大鼠炎症因子 TNF-琢 和 ICAM1 的影响

注院与正常组相比袁###P<0.0001;与模型组相比袁*P<0.05袁**P<0.01遥

2.6.2 BQTL对炎症因子TNF-琢和 ICAM1的影响 与

正常组相比袁模型组的炎症因子 TNF-琢 及 ICAM1含
量显著升高袁说明脑梗死后袁神经元因缺氧导致TNF-琢
及 ICAM1 的产生遥 在使用 BQTL 处理后袁炎症因子

TNF-琢 及 ICAM1 含量显著降低袁其中对于 TNF-琢袁
BQTL 中剂量及高剂量组与模型组相比袁差异具有

显著性渊BQTL 中剂量组与模型组相比袁P=0.007 7曰
BQTL 高剂量组与模型组相比袁P=0.006 8冤曰对于

ICAM1袁BQTL 中剂量及高剂量组与模型组相比袁差
异具有显著性渊BQTL 中剂量与模型组相比 袁P=
0.008 5曰BQTL 高剂量组与模型组相比袁P=0.005 3冤遥
详见图 6遥

图 5 BQTL对脑梗大鼠神经元形态及数目的影响渊HE 染色袁伊20冤
注院与正常组相比袁###P<0.0001曰与模型组相比袁*P<0.05袁**P<0.01遥
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3 讨论

随着经济发展袁生活节奏加快袁脑梗死的发病率

逐年升高袁且发病群体逐渐呈现年轻化趋势遥 因此袁
对脑梗死的防治具有十分重要的意义遥 本研究通过

网络药理学筛选活性成分并预测靶点蛋白 [8]袁在此

基础上进行实验验证遥 结果显示袁BQTL 中柚皮素尧
芒柄花素尧原儿茶酸尧甘草素尧二氢槲皮素等活性成

分作用于 ICAM1尧TNF尧EGFR尧TP53尧VCAM1尧IL-6尧
AKT1尧IL-1茁尧STAT3尧VEGFA 等信号靶点袁通过抗炎尧
减少细胞凋亡等机制袁改善神经功能障碍遥 研究表

明袁炎症反应是血瘀证的一个典型表现[9]遥 现代药理

学研究认为袁脑梗死的发病与血管炎症有关[10]遥炎症

因子通过招募白细胞袁促进其与血小板以及内皮细胞

之间的黏附袁造成血管的局部瘀堵袁诱发血栓[11-12]曰
凋亡是气虚血瘀脑梗大鼠半暗带细胞死亡的主要方

式[13]遥 气虚血瘀导致神经元凋亡袁补气活血方通过调

控 Bcl-2尧Fas-L尧Mc-2 等凋亡相关蛋白表达抑制神

经细胞的凋亡[14-16]遥 研究证明袁柚皮素能降低低密度

脂蛋白和甘油三酯水平袁具有抗动脉粥样硬化的作

用[17]遥 芒柄花素可改善大鼠脑缺血再灌注后神经功

能缺损程度袁减小脑梗死体积[18]遥原儿茶醛抑制 ICAM1
及 VCAM1 表达袁对大脑神经元具有保护作用[19]遥 甘

草素可以预防中风引起的脑损伤袁减轻神经炎症[20]遥
二氢槲皮素抗炎尧抗氧化及促进血管生成[21]遥 洋川芎

内酯可抗炎尧抗血小板聚集[22]遥
TNF尧IL-6尧IL-1茁 是典型的炎性细胞因子袁缺血

状态下在血液中的含量可达正常水平的 40~60 倍[23]曰
这些炎症因子能提高巨噬细胞对脂质沉积物的敏感

性袁并增强局部炎症和斑块不稳定袁增加脑血管疾病

风险[24]遥 脑梗死后袁血管内皮细胞黏附分子 ICAM-1
和 VCAM-1 表达显著增强袁其与白细胞相互作用促

进了炎症细胞黏附和迁移[25]遥AKT1 激酶参与调节代

谢尧细胞凋亡尧血管生成袁是 PI3K/AKT 信号通路中

的核心成分[26]遥 转录因子 STAT3 参与慢性炎症尧细
胞生长尧凋亡等多种生命活动[27]遥受到 JAK 激酶的调

控袁STAT3 被磷酸化后袁转录合成 Bcl-2 等[28]遥 TP53
作为经典的凋亡基因袁同时能够抑制星形胶质细胞

衰老并介导神经炎症反应[29]遥 VEGFA 是一种促血管

内皮细胞生长因子袁在缺血性大脑的神经血管重塑

中起着至关重要的作用[30]遥
从信号通路 KEGG 富集显示分析袁BQTL 治疗

脑梗死主要涉及 PI3K/AKT 信号通路尧MAPK 信号

通路以及HIF-1信号通路等遥 HIF-1由HIF-1琢和HIF-
1茁 组成袁在缺血性卒中过程中袁早期通过抑制 HIF-
1琢 可减轻脑水肿和细胞凋亡曰恢复期抑制 HIF-1琢
则导致神经元损伤[31]遥

在网络药理学分析的基础上进行实验验证袁发
现 BQTL 能减少脑梗死后神经元坏死的数量袁使血

液中 TNF-琢 及 ICAM1 等炎性因子数量降低袁减轻

脑损伤袁有利于脑梗死的恢复遥
综上所述袁BQTL 中的有效活性成分可通过多

靶点尧多途径发挥抑制炎症反应尧降低细胞凋亡水平

等作用袁改善脑梗死遥 本研究为对症治疗的药物开

发提供初步的理论基础袁并为后续进一步的实验研

究及临床应用提供依据遥
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