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［摘 要］ 目的：基于网络药理学与分子对接（molecular docking，MD）探讨扶阳方治疗缺血性脑中风

（ischemic stroke，IS）的核心作用靶点及信号通路等，并通过构建大脑中动脉栓塞（middle cerebral artery 
occlusion，MCAO）大鼠模型验证扶阳方对 IS 的作用机制。方法：通过网络药理学方法预测药物成分及作用

疾病的核心靶点，分析 GO 功能富集和 KEGG 信号通路，借助 AutoDock Vina1.1.2 软件完成 MD。通过建立

MCAO 大鼠模型，设立对照组、模型组、假手术组以及扶阳方低、高剂量组进行灌胃治疗，Western blot 检测

各组大鼠 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β、P⁃STAT3/STAT3 蛋白表达情况，验证扶阳方对 IS 的作用。结果：扶阳方中

药组成共有活性成分 143 个，扶阳方治疗 IS 的核心靶点 172 个，所涉及的主要活性物质包括槲皮素、山柰酚、

木犀草素、芒柄花黄素与 7⁃甲氧基⁃2⁃甲基异黄酮，核心靶点包括 TNF、IL⁃6、AKT1、IL⁃1β、TP53、STAT3、

EGFR、JUN、CASP3 和 MMP9。MD 结果显示，筛选所得药物有效，能较好地结合核心靶点蛋白。GO 富集

生物过程主要包括：基因表达的正调控、细胞凋亡活动、细胞凋亡活动的正向调节、信号转导、炎性活动、细

胞凋亡活动的负调控等。KEGG 通路富集与 IL⁃17 信号途径、脂质和动脉粥样硬化、TNF 信号途径、流体切

应力和动脉粥样硬化、MARK 信号途径、PI3K⁃Akt 信号途径等相关。动物实验表明，扶阳方中药组能明显

下调 MCAO 大鼠模型 STAT3、IL⁃6、P⁃STAT3、IL⁃1β、TNF⁃α 蛋白表达量，下调 P⁃STAT3/STAT3 值，且

与药物溶度呈正相关。结论：扶阳方中药可经由多途径、多组分与多靶点治疗 IS；实验结果显示，扶阳方通

过调节 TNF 信号途径相关靶点来释放对 IS 的治疗效能。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To explore the core targets and signaling pathways of Fuyang Formula in treating ischemic stroke （IS） 

based on network pharmacology and molecular docking （MD）， and to verify the mechanism of action of Fuyang Formula on IS 
through middle cerebral artery occlusion （MCAO） rat model. Methods： By using network pharmacology methods to predict the 
composition of drugs and the core targets of diseases， GO functional enrichment and KEGG signaling pathways were analyzed， 
and MD was completed using the AutoDock Vina1.1.2 software. By establishing the MCAO rat model， the control group， the 
model group， the sham surgery group， and the low⁃dose and high⁃dose Fuyang Formula groups were treated by gavage. Western 
blot was used to detect the protein expressions of IL⁃6， TNF⁃α， IL⁃1β， and P⁃STAT3/STAT3 in each group of rats to verify the 
effect of Fuyang Formula on IS. Results： There were 143 active ingredients in the traditional Chinese medicine composition of 
Fuyang Formula， with 172 core targets for treating IS. The main active substances involved included quercetin， kaempferol， luteo⁃
lin， mangiferin， and 7⁃methoxy⁃2⁃methylisoflavone. The core targets included TNF， IL⁃6， AKT1， IL⁃1β， TP53， STAT3， EG⁃
FR， JUN， CASP3， and MMP9. The MD results also showed that the screened drugs were effective and could bind well to the 
core target protein. The biological processes enriched in GO mainly included： positive regulation of gene expression， apoptosis ac⁃
tivity， positive regulation of apoptosis activity， signal transduction， inflammatory activity， and negative regulation of apoptosis ac⁃
tivity， etc. The enrichment of KEGG pathway was related to the IL⁃17 signaling pathway， lipid and atherosclerosis， TNF signal⁃
ing pathway， fluid shear stress and atherosclerosis， MAPK signaling pathway， and PI3K⁃Akt signaling pathway， etc. Animal ex⁃
periments showed that the Fuyang Formula traditional Chinese medicine groups could significantly downregulate the protein ex⁃
pression levels of STAT3， IL⁃6， P⁃STAT3， IL⁃1β， and TNF⁃α in MCAO rat models， and downregulate the P⁃STAT3/
STAT3 values， which are positively correlated with drug solubility. Conclusion： The Fuyang Formula traditional Chinese medi⁃
cine can treat IS through multiple pathways， components， and targets. Experimental verification results show that Fuyang Formu⁃
la can release its therapeutic efficacy for IS by regulating targets related to the TNF signaling pathway.

［Key words］ Network pharmacology； Molecular docking； Fuyang Formula； Ischemic stroke； Mechanism of action

中风是由脑梗死或出血引起的突发性脑血液

循环障碍［1］，为全世界第二大死因，年病死率在 550万

左右。该病还是全世界致残的一大原因，50% 的幸

存人员要面对慢性残疾困扰［2，3］。缺血性脑中风

（ischemic stroke，IS）是一类因脑血管堵塞使血流

量下降或中断，导致大脑缺血缺氧性损伤的脑血

管疾病，有极高的致残和致死率，其治疗过程中

的 缺 血/再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）损伤是

临 床 面 临 的棘手问题［4］。脑缺血再灌注（cerebral 
ischemia⁃reperfusion，CIR）损伤过程涉及到众多复

杂的病理生理活动，以氧自由基损伤、炎症因子释

放、兴奋性氨基酸神经毒性、能量代谢异常、细胞内

钙离子超载等为主，最终造成脑组织的急性坏死与

神经元细胞的凋亡［5］。

火神派认为扶阳是治疗 IS 的重要途径。火神

派源自《周易》与《黄帝内经》，经《伤寒杂病论》（东

汉张仲景著）获得发展，后基于宋代、元代、明代与

清代等众多医家的不断探索与创新，最后由清代四

川著名医家郑寿全建立了一套全面且完善的理论

与实践体系。扶阳方（由白附片、黄芪、党参、淫羊

藿、三七、石菖蒲、桂枝、炙甘草等单味药组成）是根

据扶阳学派提出的扶阳理念（即“病在阳者，扶阳抑

阴；病在阴者，用阳化阴”），采取“扶其真元”手段，

使机体呈“阴阳合”状态的理论配伍而成。前期通

过基础实验及临床实验初步发现，扶阳方可明显缓

解 I/R 患者的脑损伤；扶阳方可对脑部施以广泛刺

激，在脑缺血区、非缺血区、缺血半暗区联合作用改

善大鼠的自噬程度，由此减轻 CIR，释放脑保护

效应［6］。

扶阳方的药理作用机制尚不明确，目前的文献

报道仅有证明扶阳方可明显改善 IS 的临床症状［7］，

未能深入剖析配伍条件下扶阳方的作用机制及其

疗效。以中药组方的复杂体系为基础，通过网络药

理学可有效探究中药组方的主要活性成分与潜在

作用靶点，研究其多成分协同效应，分析药物和疾

病两者在分子水平上的的潜在联系［8］。所以，本研

究经网络药理学及动物实验验证以揭示扶阳方治

疗 IS 的机制，解析配伍规律，为后续临床实验研究

提供理论依据。

1 资料与方法  
1.1　实验动物　

动物来源于广西中医药大学科学实验中心，实验

用 Sprague Dawley大鼠，雄性，SPF 级，8周龄，21只。

动物于无特定病原体安全条件下饲养。饲养环境保持

为（22±2） ℃，相对湿度保持为 50%~60%，人工光照

模仿自然条件明暗各 12 h，并且在饲养时给予充足

的食物和饮水。每位实验操作人员皆拥有《实验动

物专业技术考试合格证书》。动物实验全部与《实

验动物伦理证》所示规定吻合，其生产许可证号为

［SCXK（湘）2019⁃0004］，获得广西中医药大学伦理

委员会的准可，伦理批号：DW20220517⁃83，规范遵

循 3R 原则。

1890



翟阳等 .基于网络药理学和动物实验探讨扶阳方治疗缺血性脑中风的作用机制

1.2　药物与试剂　

扶阳方构成：党参、黄芪与白附片各 30 g，石菖蒲

20 g，三七与淫羊藿各 15 g，桂枝 10 g与炙甘草 6 g；所
有药物是单味中药浓缩颗粒剂，取自南宁培力药

业，每包颗粒即一付扶阳方饮片同等换算配比，所

涉 及 的 批 号 包 括 ：A200151410、A210163010、
A210055200、A210848210、A210173610、A19003-

1032、A200113610、A210175010。
尼莫地平片：由四川科伦药业股份有限公司提

供，规格为 20 mg×50 片/瓶，货号：B210301B21。
器材：多功能酶标仪，INFINITE 200PRO 型，

购自 TECAN；低温离心机，5418R 型，购自 eppen⁃
dorf；水平摇床，TS⁃3D型，购自其林贝尔；凝胶成像系

统，Tanon 5200型，购自上海天能；电泳仪，PowerPac 
Basic 型，购自 Bio⁃Rad；3 mm 研磨珠，G0203⁃150G
型 ，购 自 Servicebio；蛋 白 转 印 模 块（湿 转），Mini 
Trans⁃Blot Cell 型 ，购 自 Bio⁃Rad；制 冰 机 ，SPR80
型，购自 SIMAG；高速低温组织研磨仪，KZ⁃III⁃F
型，购自 Servicebio。

试 剂 ：IL⁃6、IL⁃1β、Phospho⁃STAT3⁃S727、
STAT3、TNF⁃α polyclonal antibody （ 货 号 ：

PAB45871、PAB45925、PAB36336⁃P、PAB46077、
PAB45964），购自 Bioswamp；GAPDH 一抗（货号：

BL006B），购自 Biosharp。 ELISA 试剂盒：TNF⁃α
试剂盒（货号：RA20035），购自 Bioswamp；丙二醛

（MDA）试剂盒（货号：BC0025），购自 Solarbio；IL⁃6
试剂盒（货号：RA20607），购自 Bioswamp；超氧化物

歧化酶（SOD）试剂盒（货号：RA20004），购自 Bio⁃
swamp。
1.3　扶阳方的化学成分收集及靶点预测　

依托中药系统药理学据库分析平台（TCMSP，

https：//tcmsp⁃e.com/），并将口服生物利用度（OB）
≥30%、类药性（DL）≥0.18 作为限定条件，检索附

子、黄芪、党参、石菖蒲、淫羊藿、三七、甘草与桂枝

的全部有效成分，筛选出活性物质。将整理获得的

靶点先通过 Uniprot（https：//www.uniprot.org/）数

据校准，再对非人源基因进行剔除，将重复、无效的

靶点删除，得到标准化的基因名。

1.4　IS 相关靶点的获取　

向数据库 GeneCards（https：//www.genecards.
org/）、pharmGKB（https：//www.pharmgkb.org/）与

OMIM（https：//omim. org/）内 录 入 关 键 词“ isch⁃
emic stroke”，开始检索，以获取和疾病有关的靶点，

把来自 3 个数据库得到的全部靶点整合至 Excel 表
格内，并将重复基因剔除，再借助数据库 Uniprot 加
以校正，获得疾病靶点基因信息。

1.5　药物⁃疾病靶点预测结果　

使所得药物成分靶点和疾病靶点互相映射，再

进行 Venn 图的绘制，以此得到交集基因。接着借

助软件 Cytoscape 3.7.2 完成“药物⁃成分⁃治疗靶点”

网络的构建。

1.6　靶蛋白相互作用网络构建　

为了更加深入地探究扶阳方治疗 IS 的蛋白与

蛋白之间的互作（PPI），向 String 数据库（https：//
string⁃db.org/）上传药物⁃交集基因，开展 PPI图的绘

制；物种设定为“Homo sapiens”，设定 0.7 的最低互

作评分，为了充分保障本研究的可信性，其它参数

皆采用默认值，以 TSV 格式保存结果，向软件 Cyto⁃
scape 3.8.2 内导入 TSV 文件，同时开展网络分析

（步骤依次为 cytoscape、tools、network analyzer、net⁃
workanalysis、analyze network），保存所得结果，并通

过节点大小与颜色表示 degree 大小，节点越大，表

示 degree 值越大，绘制 PPI网络图。

1.7　GO 富集分析和 KEGG 通路分析　

向 数 据 库 DAVID（https：//david. ncifcrf. gov/
summary.jsp）上传药物⁃疾病交集作用基因，将 OF⁃
FICIAL_GENE_SYMBOL 作为基因标识符，物种

设置为“Homo sapiens”。基于 DAVID6.8 GO 基因

功能由细胞成分（CC）、生物过程（BP）、分子功能

（MF）3 方面注释扶阳方治疗 IS 的作用靶蛋白于基

因功能方面的效能。为明确扶阳方治疗 IS 的靶点

在信号途径内开展 KEGG 途径富集分析。根据伪

发现率（FDR）由小至大排序，找出 GO 功能内 MF、

CC、BP 位居前 10 的条目，KEGG 途径条目和 IS 相

关的 20 条途径（P<0.01）即是扶阳方治疗 IS 的主要

基因功能富集过程与信号途径，预测扶阳方作用于

IS 的潜在机制。

1.8　分子对接　

使用自数据库 PDB（https：//www. rcsb. org/）
进行 PPI 图内核心靶点蛋白的下载，主要下载排名

前 10 的 3D 结构 PDB 格式文件，借助软件 ChemBio⁃
Draw Ultra 14.0 构建药物⁃靶点⁃成分网络内位居前

5 物质的 2D 结构，并以 .mol2格式进行保存。待软件

AutoDockTools1.5.6、PyMol 处 理 结 束 ，借 助

AutoDock Vina1.1.2 对 重 要 活 性 化 合 物 与 疾 病

中 相 关 靶 点 蛋 白 进 行 分 子 对 接 。 当 结 合 能

（BE）为 −7.0 kcal/mol 及以下时，提示活性分子和

靶点间的结合非常强烈。− 7.0 kcal/mol<结合能

≤−5.0 kcal/mol，表示活性分子和靶点之间呈较好

直接结合表现；为明确分子和靶点之间的互作，本

研究以 2 个 BE 最低的组进行 MD 模式图的构建，使

用 Discovery studio（版本 V19.1.0）软件实施可视化。
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1.9　动物造模、分组及给药方式　

1.9.1　动物造模　经线栓法对大鼠右侧大脑中动脉

行栓塞处理，构建大脑中动脉栓塞（middle cerebral ar⁃
tery occlusion，MCAO）模型。参考文献［9］及本实验

室方法，造模步骤如下：（1）实验动物麻醉使用戊巴比

妥钠，双人进行腹腔麻醉（40 mg/kg），颈部去毛，备

皮。（2）仰卧位固定在固定板，选取颈正中线，行切

口，顺胸锁乳突肌内缘对左侧颈总动脉（common 
carotid artery，CCA）、颈外动脉（external carotid ar⁃
tery，ECA）、颈内动脉（internal carotid，ICA）这 3 支

动脉行分离操作。选取 CCA，于左侧远心端与近心

端及 ECA 的分叉区域挂线备用。（3）借助微动脉夹

取来 ICA，并行短暂夹闭处理，再借助丝线对左侧

CCA、ECA 近心端行结扎处理。接着在相距左侧

CCA 分叉处 4 mm 区域剪一小口，大小能够插入拴

线即可，把其顶至 ICA，此时通过绕在左侧 CCA 远

心端的细线对其位置加以固定，并小心系牢拴线。

（4）借助细小的眼科镊对拴线行轻推处理，待达到

18 mm 的插入深度，即可自血管分叉区域开始算距

离，并将远心端的细线系紧。（5）结扎固定好线栓及

颈外动脉血管，保持 40 min，拔出线栓至颈外动脉，再

次扎紧颈外动脉防止出血的情况出现。最后缝合皮

肤，实现CIR。

1.9.2　动物分组及给药方式　扶阳方剂量参考本课

题组前期［6］及预实验结果。主要算法如下：按照成人

（60 kg）每天服用扶阳方原生药 156 g，基于动物和人类

的体重剂量折算系数，进行大鼠剂量的换算，具体为体

重280~300 g大鼠的用量为22 g/kg，故扶阳方高剂量

采用 44 g/kg。（1）假手术组（n=7）：大鼠接受大脑中

动脉缺血手术，但不插入线栓，正常饲养，自由饮

水。（2）模型组（n=7）：按照上述动物造模法进行造

模，成功后 2 h 灌胃，注射和扶阳方组等量的生理盐

水，共进行 7 d，再调整为正常饲养，保持大鼠自由饮

水。（3）扶阳方干预组（低剂量、高剂量，n=7）：低、高

剂量组按照上述动物造模法途径建模。建模2 h后，灌胃

扶阳方（低剂量为11 g·kg·−1·d−1、高剂量为 44 g·kg·−1·

d−1），连续 7 d，每天 1 次。（4）对照组（n=7）：按照上述

动物造模方法建模，建模后 2 h灌胃尼莫地平片（剂量

为 17.5 mg·kg·−1·d−1），连续 7 d，每天 1 次。

大鼠尾部标号区分组别，以上 5 组大鼠需成功

造模，并根据入选及排除条件，将不符合条件的大

鼠排除。完成各组所需干预后，进行动物观察。

1.10　Western blot检测蛋白表达　

处理 1 周后，对所有实验动物实施安乐死，并将

其脑组织的组织块放到液氮中，之后取出，行分解、

匀浆处理，接着离心，留存上清（即神经组织细胞）；

基于 BCA 蛋白定量试剂盒所示步骤进行蛋白浓度

的测定，提取蛋白以 1∶4 比例与 5×SDS⁃PAGE 蛋

白上样缓冲液混匀，先压胶、浓缩凝固，再电泳、转

膜，接着将预先配制的 TBST 当做封闭液，根据各

抗体说明书所示比例由此封闭液稀释与孵育一抗，

同时洗膜 3 遍，再实施二抗孵育，将膜置于自动化学

发光分析仪中进行检测，并根据不同的发光强度调

整曝光条件。使用 TANONGIS 软件读取相关条带

的灰度值。

1.11　ELISA 法检测大鼠血清 TNF⁃α、IL⁃6、SOD、

MDA 的水平　

取“1.10 项”中大鼠腹主动脉血清，并于室温中

先静置 2 h，再借助离心机（3 000 r/min、4 ℃）实施

15 min离心处理。剔除上层血清，同时基于 ELISA
使用说明，借助酶标仪测定 MDA、TNF⁃α、SOD、

IL⁃6 的 OD450 nm 值，制作样品标准曲线，同时开展定

量分析。

1.12　统计学处理　

应用 SPSS 22.0 统计软件进行数据处理。计量

资料以 x̄ ± s 表示，两样本均数对比采用 t 检验。多

样本间对比则采用单因素方差分析，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　扶阳方活性成分及靶点预测　

使用 TCMSP 检索，条件为 OB≥30% 且 DL≥
0.18，将无效成分剔除，经筛选获得附子、黄芪、党

参、石菖蒲、淫羊藿、三七、桂枝、甘草依次为 6、17、
17、4、21、8、6、88 个成分，获得所有中药共有 143 个

成分。

2.2　IS 相关靶点及药物作用靶点　

通过 GeneCards、OMIM、pharmGKB 分别获得

IS 靶点 4 558、20、46 个，经去重，得到 4 598 个和 IS
有关的靶点，之后通过数据库 Uniprot对所得基因进

行校正。取药物的治疗靶点和 IS 的靶点基因两者

的交集，得到 172 个 IS 和药物的交集靶点基因，即

药物治疗 IS 的交互靶点基因。见图 1。
2.3　药物⁃成分⁃靶点预测结果　

通过药物⁃成分⁃靶点数据，进行“network.xlsx”
文 件 、“type. xlsx”文 件 的 构 建 ，向 软 件 Cytoscape 
3.7.2 内导入上述文件，用于开展网络拓扑分析，此

网络内节点有 319 个，边有 2 219 条；其中度值位居

前 5 的 中 药 组 成 成 分 包 括“MOL000098”
“MOL000422” “MOL000006” “MOL003896”
“MOL000392”。见图 2。

1892



翟阳等 .基于网络药理学和动物实验探讨扶阳方治疗缺血性脑中风的作用机制

2.4　核心靶点及网络相互作用　

取全部药物作用靶点和 IS 靶点基因两者的交

集，得到 172 个两者交集靶点基因，即药物治疗 IS
的 交 互 靶 点 基 因 。 向 数 据 库 String（https：//
string⁃db. org/）内导入 172 个交集靶点基因，用以

PPI 预测，物种与置信度分别设置为“Homo sapi⁃

ens”、0.7。以 TSV 格式存储网络文件，向软件 Cyto⁃
scape 3.7.2 内导入 TSV 文件，完成 PPI网络的绘制，

选取 degree 值在 5 以上的靶点，图内含节点 107 个，

边 2 368 条，对网络开展拓扑分析，通过靶点大小、

颜色表示 degree 值，通过 combined score 值了解边

的粗细，以此建立 PPI 网络。核心靶点包括 IL⁃6、

MMP9、TP53、CASP3、IL⁃1β、JUN、AKT1、EGFR、

STAT3、TNF。见图 3。
2.5　生物功能富集分析　

2.5.1　GO 富集分析　针对药物⁃疾病交集基因，经

数据库DAVID开展GO基因功能富集分析，将P<0.01
作为标准，筛选得到 402 条扶阳方治疗 IS 的富集 BP
主要条目，主要与细胞凋亡过程的正向/负向调节、

基因表达的正/负调控、细胞对脂多糖的反应、信号

转导、炎性活动、细胞增殖的正向调节功能、细胞凋

亡过程有关；CC 相关的有 44 条，包括染色质、细胞

溶胶、胞外外泌体、质膜、质膜构成部分、核、胞外

区、细胞质、细胞外间隙、核原形质核浆；其中有 81
条与 MF 相关，涉及序列特异性 DNA 结合、蛋白质

结合、蛋白激酶结合、相同蛋白结合、锌离子结合、

酶结合、DNA 结合、蛋白质同源二聚化活性、蛋白质

异源二聚化活性、蛋白激酶活性。见图 4。
2.5.2　KEGG 通路富集分析　利用 DAVID 数据库

进行通路富集分析，共富集到 177 条与扶阳方治疗

IS 相关的通路，根据 P<0.01 筛选出扶阳方治疗 IS
的通路 154 条，筛选出与 IS 相关的通路 20 条，分别

为癌症中的通路、乙型肝炎、脂质和动脉粥样硬化、

卡波西肉瘤相关疱疹病毒感染、化学致癌⁃受体激

活、人巨细胞病毒感染、流体切应力与脉粥样硬化、

PI3K⁃Akt 信号通路、人 T 细胞白血病病毒 1 型感

矩形表示靶点，椭圆形表示药物成分，V 形节点代表药物

图 2　药物⁃成分⁃靶点网络图

Fig 2　Drug⁃component⁃target network diagram

图 1　扶阳方⁃IS 靶点交集图

Fig 1　Intersection diagram of Fuyang Formula⁃IS targets
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染、糖尿病并发症的年龄⁃年龄信号通路、癌症中的

蛋白多糖、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen⁃activated 
protein kinases，MAPKs）信 号 通 路 、IL⁃17 信 号 通

路、TNF 信号通路、神经退行性变通路⁃多种疾病、

丙型肝炎、爱泼斯坦⁃巴尔病毒感染、化学致癌性、活

性氧（ROS）、前列腺癌、冠状病毒病⁃2019 冠状病毒

病。见图 5。
2.6　分子对接结果　

以下为活性成分和靶点的 MD 结果：在 50 对

MD 关系中，28 对的 BE 为−7.0 kcal/mol及以下，占

比 56%；22 对的 BE 处于− 7.0~ − 5.0 kcal/mol 范

围，占比 44%。本研究所预测核心靶点和潜在成分

存在良好结合性能，见图 6。其中槲皮素与木犀草素

和 AKT1 靶点 BE 最低，BE 分别为− 8.8 kcal/mol、
− 9.0 kcal/mol，能发现木犀草素、槲皮素与 AKT1
主要经碳氢键、π 硫碱与 π 烷基化结合，其可视化对

接模式见图 7A、B。

颜色越深，点越大，代表靶点的重要性越大

图 3　核心靶点网络图

Fig 3　Core target network diagram

图 4　扶阳方治疗 IS GO 富集分析图

Fig 4　GO enrichment analysis of Fuyang Formula in 
IS treatment

圆圈大小反映富集于相应途径上基因的数据，从绿至红反映 P 值不

断下降

图 5　扶阳方治疗 IS KEGG 通路富集分析图

Fig 5　KEGG pathway enrichment analysis of Fuyang 
Formula in IS treatment

横、纵坐标各自表示关键靶点、主要活性成分，颜色从红至绿表示

BE 越强

图 6　扶阳方治疗 IS重要化合物与作用靶点分子对接情况热图

Fig 6　Docking heat map of important compounds and tar⁃
get molecules for Fuyang Formula in IS treatment
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2.7　 扶 阳 方 对 MCAO 大 鼠 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β、
P⁃STAT3/STAT3 蛋白表达情况比较　

与假手术组比较，模型组大鼠 IL⁃6、TNF⁃α、
IL⁃1β、STAT3、P⁃STAT3 蛋 白 表 达 明 显 上 升 ，

P⁃STAT3/STAT3 比值明显上升（P<0.01）；与模

型组比较，扶阳方高剂量组、扶阳方低剂量组、对照

组 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β、STAT3、P⁃STAT3 蛋白表

达 明 显 下 调 ，P⁃STAT3/STAT3 比 值 下 降（P<
0.05），与 对 照 组 相 比 ，扶 阳 方 高 剂 量 组 IL⁃6、
TNF⁃α、IL⁃1β、STAT3、P⁃STAT3 蛋白表达下调，

P⁃STAT3/STAT3 比值明显下降（P<0.05）；扶阳

方低剂量组在下调 STAT3、P⁃STAT3 蛋白水平方

面与对照组相当，略呈下降趋势，差异无统计学意

义（P>0.05），在下调 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β 水平方面，

优于对照组（P<0.05）；扶阳方低、高剂量组之间比

较，在下调 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β、STAT3、P⁃STAT3
蛋白表达方面，P⁃STAT3/STAT3 比值下降方面，

扶阳方高剂量组明显优于低剂量组（P<0.05）。见

图 8、9。

2.8　 扶 阳 方 对 MCAO 大 鼠 IL⁃6、TNF⁃α、MDA、

SOD 血清水平情况比较　

与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 实 验 动 物 的 血 清

MDA、IL⁃6 与 TNF⁃α 水平明显上调，SOD 水平明显

降低（P<0.01）；相比模型组，扶阳方高剂量组、扶阳

方低剂量组、对照组血清 IL⁃6、TNF⁃α、MDA 水平

下调，SOD 水平升高（P<0.05），与对照组相比，扶

阳方高剂量组血清 IL⁃6、TNF⁃α 水平下调，SOD 水

图 8　大鼠 脑 组 织 IL⁃6 、TNF⁃α 、IL⁃1 β 、STAT3 、

P⁃STAT3 蛋 白 电 泳 表 达

Fig 8　Expressions of IL⁃6， TNF⁃α， IL⁃1β， STAT3， and 
P⁃STAT3 in rat brain by electrophoresis

A：木犀草素⁃AKT1 对接图；B：槲皮素⁃AKT1 对接图；绿色为碳氢

键、粉色为 π 烷基化、黄色为 π 硫键

图 7　靶点蛋白与重要化合物分子对接图

Fig 7　Molecular docking diagram of target proteins and 
important compounds

图 9　扶阳方对 MCAO 大鼠 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃1β、P⁃STAT3/STAT3 蛋白表达的影响

Fig 9　Effect of Fuyang Formula on IL⁃6，TNF⁃α，IL⁃1β， and P⁃STAT3/STAT3 protein expressions in MCAO rats
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平 升 高（P<0.05），扶 阳 方 高 剂 量 组 在 下 调

MDA 水平方面与对照组相当，差异无统计学意

义（P>0.05）；扶阳方低、高剂量组之间比较，在

下 调血清 IL⁃6、TNF⁃α、MDA 水 平 及 上 调 血 清

SOD 水平方面，扶阳方高剂量组明显优于低剂

量组（P<0.05）。见图 10。

3 讨论  
中风又名脑卒中，被归入 4 大难治病（风、膨、

膈、痨）之列。率先提及“中风”一词的古籍为《黄帝

内经》，相关描述包括“偏枯”“仆击”等。中风以气

虚、风动、血瘀、痰阻者最为多见，病性多为本虚标

实。扶阳学派认为扶其真元、温补元阳是治疗中风

包括 IS 的主要法则。对于阳气对于人体生命活动

的影响，郑钦安给予了高度重视，提出了“有阳则

生，无阳则死”观点［10］。扶阳学派在中风的认识和

治疗上亦体现了其一以贯之的扶阳思想，严格遵循

“阴阳之要，阳密乃固”以及“阳主阴从”“人生立命

在于以火立极”“病在阳者，扶阳抑阴；病在阴者，用

阳化阴”治则。

扶阳方以白附片、黄芪、党参共为君药。附片

温复肾中元阳，使黄芪、党参生化气血所赖之阳气，

其有根源；故石菖蒲、三七为臣药，共治痰治瘀，疏

通经络，可助附片、黄芪、党参温复的阳气通达；淫

羊藿与桂枝合用，沟通内外，帮助阳气启动，连接表

里，二药共为佐药。炙甘草温暖脾土，伏火固阳，如

四逆汤中“土伏火”之意，又调和诸药，使诸药步伐

协调一致，是为使药。现代药理学研究表明，附子

通过活化 PI3K/Akt途径与 KEAP1/Nrf2 途径，可减

轻 IS 沙土鼠的炎症反应，抑制氧化应激（OS），增强

血管内皮细胞功能，从而防止缺血性脑损伤［11］。作

为黄芪根中的基本成分之一，黄芪甲苷Ⅳ（astraga⁃
loside Ⅳ，AST Ⅳ）对脑 I/R 损伤等神经系统疾病发

挥保护作用［12，13］。研究发现 AST Ⅳ 可通过下调

NFKB/NLRP3/Caspase⁃1/GSDMD 通路蛋白的表

达，并调控 NLRP3 炎症小体介导的与脑 I/R 相关的

焦亡，减少大鼠脑缺血体积和脑水肿面积，改善脑

I/R 损伤［14］。有研究显示，党参主要有效成分党参

总皂苷可以明显抑制 TNF⁃α、IL⁃1β mRNA 的表达

水平，以减少大鼠 CIR 的梗死面积，改善脑组织水

肿，降低死亡率［15］。石菖蒲所含成分以挥发油为

主，β⁃细辛脑在挥发油中呈 95% 占比，相关研究发

现，β⁃细辛脑可改善 MCAO 大鼠的神经功能、增强

运动协调性、减少炎症反应并恢复 53 种异常代谢

物［16，17］。研究发现三七中的活性化合物三七皂苷能

干预 IS 多级联病理反应（调节肠道菌群、OS、修复

血脑屏障、炎症、促进血管新生、抑制钙超载、焦亡、

凋亡）［18，19］，判断作用机制和激活信号途径 P13K/
Akt⁃HO⁃1 与抑制信号途径 TLR4/NF⁃κB 有关。研

究 表 明 ，淫 羊 藿 苷 的 活 性 成 分 可 能 通 过 调 节

MAPK/ERK 和 NF⁃κB 信号通路，发挥抗氧化、抗神

经炎和抗凋亡作用和减少血脑屏障损伤等作用，对

IS 产生积极影响，其可以直接减轻 OS 损伤，减少

ROS 的产生，淫羊藿可以减少小胶质细胞和星形胶

质细胞的活化，具有较强神经保护功能［20］。综上所

述，扶阳方可以通过减轻 IS 炎症反应、抑制 OS，加

速血管内皮功能的新生，改善脑损伤，展示出扶阳

方治疗 IS 的潜在治疗效果。

本研究通过构建“药物⁃成分⁃靶点”网络图和核

心靶点互作图，对扶阳方治疗 IS 的主要活性物质展

开预测，发现主要活性物质包括槲皮素、山柰酚、芒

柄花黄素、木犀草素、7⁃甲氧基⁃2⁃甲基异黄酮，预测

核心靶点包括 IL⁃6、MMP9、TP53、CASP3、IL⁃1β、
JUN、AKT1、EGFR、STAT3 与 TNF。MD 结果也

证明筛选所得药物活性成分都可较好地结合核心

靶点蛋白，其中活性成分槲皮素、木犀草素与 IS 相

关治疗靶点的 BE 相比其它成分普遍偏低，可见这

两个关键性活性成分在结合核心靶点蛋白方面能

力更强，表明在扶阳方治疗 IS 方面起到核心作用。

研究显示，槲皮素可产生较强的一氧化氮抑制作

用，发挥调节炎症的作用［21］，改善微循环，疏通血管。

图 10　扶阳方对 MCAO 大鼠 IL⁃6、TNF⁃α、MDA、SOD 血清水平表达的影响

Fig 10　Effect of Fuyang Formula on IL⁃6， TNF⁃α， MDA， and SOD serum level expressions in MCAO rats
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槲皮素可以调节自噬（抑制/诱导）以减轻脑 I/R［22］。山

柰酚可以通过抑制 miR⁃138⁃5p 表达、反向上调去乙

酰化酶沉默信息调节因子相关酶 1（SIRT1）表达，

来削弱法尼醇 X 受体（FXR）乙酰化（进而调节 Nrf2
和 Nrf2），明显缓解 OS 程度，并调节肠道微生物菌

群［23］。山奈酚的神经保护作用已在缺血性脑血管

病（ICVD）中得到证实［24，25］。该核心靶点可分为 4
个模块，主要与炎症、凝血、血管生成和细胞凋亡相

关。越来越多的证据证实，在缺血性脑病、中风、I/R损

伤及 Wnt/β⁃catenin 通路激活下，IL⁃6［26］、IL⁃1β［27］、

TNF［26］、MMP9［28］和 STAT3［29］等靶点是重要的基

因蛋白，通过减轻胶质细胞神经炎症，抑制 STAT3
磷酸化在大脑中动脉闭塞小鼠模型中细胞因子的

过量产生，从而对 I/R 脑损伤产生神经保护作用［29］。

白细胞介素经由信息传递以及免疫细胞的活化和

调节，对 B 细胞与 T 细胞的活化、增殖、分化以及炎

症反应施以介导，在 IS 中起双向作用。 IL⁃1β 加重

血脑屏障功能障碍，经由增强内皮细胞间黏附分子

的表达，诱导白细胞向缺血处迁移，从而激活炎性

活动，导致缺血性损伤加剧［30］。通过 IRAK 途径，导

致 IL⁃1β 介导的 IκB⁃α 的磷酸化和泛素化，最终上调

细 胞 核 中 NF⁃κB 的 表 达 ，同 时 诱 导 相 关 靶 基 因

（TNF⁃α 与 IL⁃8 等）转录的加强［31］。 IL⁃6 与其它促

炎细胞因子的上调对 JAK2/STAT3 的磷酸化有

利［32，33］。待 P⁃STAT3 进入胞核，其会结合靶基因启

动 子 区 特 征 的 DNA 序 列 ，使 得 TNF⁃α、IL⁃1β 与

IL⁃6 基因的转录增强［33］。恶性循环使得炎症持续发

展，不能恢复已受损脑细胞。EGFR 下游的信号途

径（例如 PI3K/AKT/mTOR）与自噬的调节相关，

这表明 EGFR 抑制和自噬之间存在重要的交互作

用。Liu 等［34］研究表明，PI3K/AKT/NF⁃κB 信号传

导在调节线粒体 OS、神经炎症与神经元细胞凋亡

方面起到重要作用，亦有研究证明上调 P⁃AKT1 水

平，可以抑制 MCAO 模型大鼠的炎症细胞因子的释

放及神经元细胞凋亡［35］。

GO 生物过程分析结果显示，扶阳方的治疗靶

点主要和细胞对脂多糖反应、基因表达的正调控、

炎症反应、信号转导、细胞增殖的正向调节功能、细

胞凋亡活动的负调控、对外源性刺激的反应、细胞

凋亡活动、基因表达的负调控、细胞凋亡过程的正

向调节等 BP 有关，如此可判断扶阳方的有效成分

经由调控细胞炎症与细胞凋亡、削弱细胞 OS 途径

释放对 IS 的治疗效能。经 KEGG 通路富集分析发

现，扶阳方治疗 IS 以脂质与 AS、IL⁃17 信号通路、流

体切应力和 AS、PI3K⁃Akt 信号通路、TNF 信号通

路、MAPK 信号通路等相关。研究表明，在缺血性

卒中的 I/R 过程中，过量 ROS 引起的脑组织 OS 是

CIR 损伤的主要病理机制，通过抑制大脑皮层的

OS，表现为 ROS 和 MDA 水平的降低，以及 SOD 水

平的增加，可改善 CIR 损伤引起的认知功能异常和

神经元损伤［36］。亦有研究证实，激活 PI3K/AKT/
NF⁃κB 信号通路，经由削弱炎症，抑制 OS，减少细

胞凋亡，从而对 MCAO 大鼠发挥脑神经保护作用，

避免 CIR［34］。伴随血脑屏障的炎症级联与肿瘤坏死

TNF⁃α 水平升高有关，导致脑损伤，在中枢神经系

统缺血后 24 h 达到峰值，通过抑制神经炎症，能保

护 CIR 的神经功能［37］。在已知的几种刺激可以激

活神经炎症过程中，MAPKs 被认为是一个重要的

神经炎症信号通路，在被应激或神经元损伤激活

后，ERK、JNK 和 p38 MAPKs 在特定位点被磷酸

化，并诱导一系列炎症细胞因子和 OS 的基因表达，

通过阻断 MAPK 信号通路，可以抑制神经炎症介质

产生，展示出抗神经炎症和神经保护作用［38］。

通过经线栓法栓塞大鼠右侧大脑中动脉构建

MCAO 模型验证扶阳方治疗 IS 的潜在作用，本研

究选取 TNF 信号通路上的几个关键因子 TNF⁃α、
IL⁃6、IL⁃1β、STAT3、P⁃STAT3 进行验证，结果表

明 ，扶 阳 方 可 明 显 改 善 其 蛋 白 表 达 水 平 ，降 低

STAT3 的磷酸化水平，进一步证实扶阳方可通过

调控 TNF 信号通路相关作用靶点发挥治疗 IS 的作

用。本研究进一步通过分析 MCAO 大鼠腹主动脉

血清 IL⁃6、TNF⁃α、MDA、SOD 水平，发现扶阳方可

明 显 降 低 TNF 信 号 通 路 上 的 关 键 指 标（IL⁃6、
TNF⁃α）血清水平，改善 MCAO 大鼠 OS 反应，且与

扶阳方药物溶度呈正相关。

综上所述，本研究通过 MD 和动物实验整体分

析与预测了扶阳方对 IS 的治疗机制，结果显示扶阳

方对 IS 治疗效能的实现基础在于多途径、多组分与

多靶点的联合作用。体内动物实验发现扶阳方可

在一定程度上改善 IS 的神经炎症，同时对该病的主

要靶点蛋白水平具调控作用。本研究为进一步分

析扶阳方对 IS 的治疗机制，开辟 IS 的临床治疗新路

径，和为以扶阳方治疗 IS 为基础研发新药物提供了

理论支撑。
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