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摘 要： 目的  基于GEO芯片联合网络药理学方法探讨黄芎方治疗缺血性脑卒中的作用机制，并构建脑缺血/再灌注（I/R）大鼠模型

验证黄芎方药效和核心靶点。方法  利用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）数据库及文献检索，获得黄芎方的

主要活性成分，通过 Swiss Target Prediction数据库检索其相应的靶点。通过R软件 limma包对GEO平台缺血性脑卒中患者

数据集GSE16561进行差异基因分析。利用Venny 2.1.0进行黄芎方成分靶点和缺血性脑卒中差异基因靶点交集靶点分析，

采用DAVID数据库对交集靶点进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。

采用 Cytoscape 3.9.0 软件构建成分-靶点-通路网络并筛选核心成分，通过 STRING 数据库与 Cytoscape 3.9.0 软件构建蛋

白质相互作用（PPI）网络并筛选核心靶点基因。利用PyMOL软件对度值排名靠前的成分和靶点基因进行分子对接。通过

single sample Gene Set Enrichment Analysis（ssGSEA）进行免疫浸润分析。采用线栓法制备 I/R 大鼠模型，除假手术组

外（n＝21），将69只大鼠随机分为模型组、黄芎方组（3.6 g·kg-1）组、阿司匹林（9 mg·kg-1）组。黄芎方组和阿司匹林组每日 ig给药 1

次，假手术组和模型组 ig给予等量生理盐水，持续 7 d。采用Longa分级评分法对大鼠进行神经行为评分，TTC染色测定大

鼠脑梗死体积，免疫组织化学染色法检测离子钙接头蛋白分子1（Iba1）阳性表达，ELISA法检测脑组织中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、

白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）的表达，实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测大鼠脑组织Toll样受体4（TLR4）、信号

转导和转录激活因子3（STAT3）、缺氧诱导因子1A（HIF1A）、髓过氧化物酶（MPO）、基质金属蛋白酶 9（MMP9）的mRNA

表达。结果  通过TCMSP数据库和文献检索共筛选得到黄芎方的有效活性成分35个，成分靶点754个，缺血性脑卒中基因芯片

差异表达基因677个，交集靶点56个。GO富集分析表明，黄芎方治疗缺血性脑卒中与细胞对炎症反应、脂多糖反应和

环氧化酶途径等生物学过程相关。KEGG 通路分析显示，主要涉及包括代谢途径、中性粒细胞胞外诱捕网形成、

HIF-1 信号传导途径等通路。筛选出 5 个核心成分 α -细辛醚、3，4，5-三甲氧基肉桂酸、β-细辛醚、异阿魏酸、阿魏

酸，5个核心靶点TLR4、STAT3、HIF1A、MPO、MMP9。分子对接结果显示，5个核心成分与5个核心靶点具有稳定的结合能

力。免疫浸润分析表明，核心靶点基因与中性粒细胞、激活B细胞、自然杀伤细胞、肥大细胞等关系密切。体内实验结果显示，

黄芎方显著降低 I/R大鼠的神经行为学评分、脑梗死体积、脑组织病理学损伤、脑组织炎症因子的表达，在脑组织中验证了黄芎

方对5个核心靶点基因mRNA表达的调节作用。结论  黄芎方可能通过多成分、多靶点、多通路治疗缺血性脑卒中，其可能通过

TLR4、STAT3、HIF1A、MPO和MMP9核心靶点发挥治疗作用。
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Abstract: Objective To explore the mechanism of Huangxiong Formula (HXF) in treatment of ischemic stroke (IS) based on GEO 

chip combined with network pharmacology, and to verify its pharmacodynamics and core targets by using the rat ischemia-

reperfusion (I/R) model. Methods The active ingredients of HXF were searched by using the TCMSP database and the literature, 

and their corresponding targets were searched by using the Swiss Target Prediction database. GEO platform IS dataset GSE16561 

was used for variance analysis by R software limma package. The Venny 2.1.0 was used to perform intersection target analysis, and 

the DAVID database GO and KEGG pathway enrichment analysis on intersection target. Cytoscape 3.9.0 software was used to 

construct the components-target-pathway network and screen the core ingredients, and the STRING database and Cytoscape 3.9.0 

software was used to construct the protein-protein interaction (PPI) network and screen the core target genes. The top ranked 

components and target genes based on the degree values were molecularly docked using PyMOL software. Immuno-infiltration 

analysis was performed by single sample Gene Set Enrichment Analysis (ssGSEA). A rat model of cerebral I/R was prepared by the 

wire bolus method. Totally 69 rats were randomly divided into the model group, the Huanxiong Formula (3.6 g·kg-1) group and the 

aspirin (9 mg·kg-1) group, except for the sham-operated group (n=21). Huanxiong Formula and Aspirin groups were given ig once a 

day, and equal amount of saline was given to the sham-operated and model groups ig for 7 d. The rats were scored for 

neurobehaviour using the Longa grading scale. TTC staining was used to determine the volume of brain infarction in the rats. 

Immunohistochemical staining was used to detect positive expression of ion calcium junction protein molecule 1 (Iba1). The levels of 

tumour necrosis factor α (TNF-α), interleukin 1β (IL-1β) and interleukin 6 (IL-6) in brain tissue was measured by ELISA. The expression 

of Toll-like receptor 4 (TLR4), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), hypoxia inducible factor 1A (HIF1A), 

myeloperoxidase (MPO) and matrix metalloproteinase 9 (MMP9) mRNA in rat brain tissue was measured by real-time fluorescence 

quantitative PCR (qRT-PCR).Results A total of 35 active ingredients, 754 component targets, 677 differentially expressed genes on IS 

gene chips and 56 intersecting targets of the HXF was screened. GO enrichment analysis indicated that HXF treatment of IS was 

associated with biological processes such as inflammatory response, response to lipopolysaccharide and cyclooxygenase pathway. 

KEGG pathway analysis showed that the main signaling pathways were involved in Metabolic pathways, Neutrophil extracellular trap 

formation and HIF-1 signaling pathway, etc. The top 5 core components such alpha-asarone, 3, 4, 5-trimethoxycinnamic acid, beta-

asarone, isoferulic acid and ferulic acid were screened, and top 5 targets TLR4, STAT3, HIF1A, MPO, and MMP9. The molecular 

docking results showed that the core components have stable binding ability to the core targets. Immune infiltration indicated that core 

target genes were closely related to neutrophil, activated B cell, natural killer cell and mast cell, etc. In vivo experiments showed that 

Huanxiong Formula significantly reduced the neurobehavioural scores, brain infarct volume, brain histopathological damage and 

expression of inflammatory factors in brain tissue of I/R rats, and its regulatory effects on mRNA expression of five core target genes were 

verified in brain tissue. Conclusion Huangxiong Formula may be a multi-component, multi-target and multi-pathway treatment for 

ischemic stroke, which may exert therapeutic effects through the core targets of TLR4, STAT3, HIF1A, MPO and MMP9.

Key words: Huangxiong Formula; ischemic stroke; network pharmacology; GEO database; molecular docking; α -asarone; 3,4,5-

trimethoxycinnamic acid; β-asarone; isoferulic acid; ferulic acid; TLR4; STAT3; HIF1A; MPO; MMP9

缺血性脑卒中是因脑血管栓塞或脑供血不足

导致的脑组织缺血坏死的疾病。缺血性脑卒中具

有发病率高、致残率高、致死率高、复发率高的“四

高”特征［1-2］。近年来，缺血性脑卒中患者的数量也

在不断增加，在临床中较为常见，对人类的生命安

全具有较大威胁，因此，迫切需要更有效的药物治

疗这种疾病。中药已有几千年的历史，广泛应用于

缺血性脑卒中的临床治疗，具有不良反应少和整体

调节等特点。黄芎方（黄芎抗栓胶囊、通脑精胶囊）

由大黄、石菖蒲、川芎、郁金中药组成，全方具有活

血解毒、行气化痰的功效［3］。黄芎方在临床上主要

用于卒中的治疗，包括缺血性脑卒中、腔隙性脑梗

死及糖尿病并发脑卒中等［4-6］。临床研究表明，黄芎

方能有效抑制炎症因子，改善神经功能缺失，改善

缺血缺氧，从而更好地保护大脑［7-9］。然而，黄芎方

治疗缺血性脑卒中的作用机制尚不明确。

网络药理学结合系统生物学、组学和计算生物

学，从整体角度阐明药物作用机制，它具有完整性、
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协同性和动态性的特点［10］。这些特征与中医整体

观相似［11］。该方法为中药的多成分、多靶点治疗提供了新

的视角［12］。该方法通过网络映射和分析提供了对药物作

用和疾病复杂性的系统理解，网络药理学方法在阐释中

药治疗疾病作用机制方面发挥了重要的作用［13］。本研究

采用网络药理学、生物信息学和分子对接的方法，对黄芎

方治疗缺血性脑卒中可能的作用途径和靶点进行初步预

测；在此基础上，构建脑缺血/再灌注（I/R）大鼠模型，并给

予黄芎方治疗，进一步验证黄芎方治疗缺血性脑卒中效

果及作用机制，为黄芎方治疗缺血性脑卒中的临床应用

提供一定的理论依据。

1　材料

1.1　动物

6～8周龄SPF级雄性大鼠，体质量（180±220）g，购

于湖南安生美药物研究院公司，生产许可证号：

SCXK（湘）2019-0004。SPF 环境下饲养，温度为

22～24 ℃，相对湿度为 40%～60%。动物实验方案

经安徽中医药大学伦理委员会批准，该实验符合动

物实验伦理学要求（伦理审批号：2022026）。

1.2　试剂与仪器

阿司匹林肠溶片（辰欣药业股份有限公司，批号

150908502）；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）ELISA检测试剂

盒（批号：JL2260001）、白细胞介素-1β（IL-1β）ELISA检

测试剂盒（批号：JL22040001）、白细胞介素-6（IL-6）

ELISA检测试剂盒（批号：JL22070002）均购自上海江莱

生物科技有限公司；离子钙接头蛋白分子1（Iba-1，批号：

C2020）购自Santa Cruz Biotechnology。1500型全波长

酶标仪（美国Thermo Scientific公司）；MX3000P PCR

仪器（Stratagene公司）。

1.3　药材

大黄、川芎、郁金药材均购自亳州康美中药城，

石菖蒲购自北京同仁堂有限公司，由安徽中医药大

学药学院杨青山副教授鉴定，大黄为蓼科植物药用

大黄Rheum officinale Baill的干燥根及根茎，川芎为

伞形科植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort. 的干

燥根茎，郁金为姜科植物姜黄Curcuma Longa L. 的

干燥块根，石菖蒲为天南星科植物石菖蒲 Acorus 

tatarinowii Schott的干燥根茎，经检测均符合《中国

药典》2020年版要求。

2　方法

2.1　黄芎方治疗缺血性脑卒中的网络药理学及分

子对接研究

2.1.1　黄芎方有效成分及靶点筛选 利用中药系

统药理学数据库与分析平台（TCMSP，https：//old.

tcmsp-e. com/tcmsp. php）数 据 库 以 及 中 国 知

网（CNKI）、PubMed相关文献报道获取黄芎方组方

药材石菖蒲、大黄、川芎和郁金的主要活性成分，以

口服生物利用度（OB）≥30% 和类药性（DL）≥
0.18［14］，筛选出黄芎方潜在的活性成分。同时通过

查阅文献寻找不满足上述筛选条件，但在治疗缺血

性脑卒中方面有相关活性的化合物，如α-细辛醚、β-细辛

醚、阿魏酸、藁本内酯、洋川芎内酯A等，将这些成分一并

作为候选成分纳入分析。基于数据库 Swiss Target 

Predictions（http：//www. swisstargetprediction. ch/），将

可能性设置为 Probability＞0，提取上述筛选得到的

化学成分的潜在作用靶点。

2.1.2　基于GEO数据库的缺血性脑卒中差异表达

基因筛选 从 GEO 数据库（https：//www.ncbi.nlm.

nih.gov/geo/）获得基因芯片GSE16561［15］，该数据集

纳入缺血性脑卒中患者样本 24例和健康对照受试

者 39 例 ，测 序 方 法 是 Illumina，芯 片 平 台 是

GPL6883。利用 R 软件 limma 包进行差异分析，差

异基因的筛选标准为|log2FC|＞1，P＜0.05。选取上

调和下调的各前 100 个基因以热图呈现。利用

Venny 2.1.0软件绘制黄芎方成分靶点基因与缺血性

脑卒中差异基因的韦恩图。

2.1.3　基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与

基 因 组 百 科 全 书（KEGG）通 路 富 集 分 析 在

DAVID（https：//david.ncifcrf.gov/）数据库提交获得的交

集靶点，以“homosapiens”和“P＜0.05”为筛选条件，进行

GO富集分析和KEGG通路富集分析，并采用微生信在

线绘图云平台（http：//www.bioinformatics.com.cn/）绘

制高级气泡图，将结果可视化。

2.1.4　成分-靶点-通路网络构建与分析 药物活性

成分、交集靶点及通路靶点导入软件 Cytoscape 

3.9.0，构建成分-靶点-通路可视化网络。图中节点

分别为成分、靶点、通路，边表示各节点之间的相互

关系。利用插件CytoNCA对网络图进行分析，获取

黄芎方治疗缺血性脑卒中的核心成分。

2.1.5　靶点蛋白相互作用（PPI）网络构建 将交集

靶点基因导入 STRING 平台（http：//string-db.org/），

物种限定为“Homo Sapiens”，获取 PPI网络，并导出

TSV 格式文件，再将 TSV 格式文件导入 Cytoscape 

3.9.0 软件中对 PPI 网络进行可视化，并用插件

cytoHubba筛选核心靶点基因。

2.1.6　 分 子 对 接 在 RCSB PDB（https：//www.

pdbus.org/）搜索靶点基因对应的蛋白结构，以 score

值为标准，选取 score值最高的蛋白，获取其 3D分子
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结构 pdb格式。然后通过Pymol 2.5.2对分子进行去

水和剔除修饰配体，并利用AutoDock Tools 1.5.6将

活性成分和靶点基因对应的蛋白受体转换为 pdbqt

格式，再通过AutoDock Vina 1.1.2进行分子对接，通

过 Pymol 2.5.2 将化合物与靶点基因受体蛋白结合

位置进行可视化分析。

2.1.7　免疫浸润分析 利用R语言GSVA包中 single 

sample Gene Set Enrichment Analysis（ssGSEA）分析

免疫细胞的浸润情况。进行缺血性脑卒中与正常

样本的免疫细胞的差异分析，并结合相关性分析核

心基因与免疫细胞的相关性。

2.2　黄芎方对 I/R模型大鼠的影响

2.2.1　黄芎方提取物的制备 大黄、石菖蒲、川芎、

郁金以 10∶8∶8∶8的比例称取，第 1次加 8倍量 70%

乙醇，回流2 h，第2次加6倍量70%乙醇，回流1.5 h，合并

2次醇提液，回收乙醇。药渣加 8倍量的水煎煮提取

1.5 h，滤取药液，同醇提液合并，减压浓缩［16］。

2.2.2　动物造模及分组 SD雄性大鼠 ip戊巴比妥

钠麻醉后，仰卧位固定，颈部中线切口。分离左侧

的颈总动脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和颈内动

脉（ICA）。采用无创血管夹，同时夹闭近心端CCA

及远端 ICA。于CCA用显微剪刀剪一小口，插入制

备好的线栓。通过CCA分叉，进入 ICA。调整线栓

角度以避免误入翼腭动脉。插入线段直至遇到轻

微阻力，深度以过CCA分叉 17～18 mm为宜。插线

结束后，将预先放置于 ECA的结扎线缚紧，以防止

线段滑出和出血。颈部伤口常规缝合。缺血 2 h

后，将线栓拔出3～4 mm，即可实现再灌注。假手术

组不将线栓插入大脑中动脉。除假手术组外（n＝

21），将 69 只 I/R 大鼠随机分为 3 组：模型组、黄芎

方（3.6 g·kg−1，根据前期研究以及文献报道［17］确定

此剂量）组、阿司匹林（9 mg·kg−1）［26］组。I/R手术后，

黄芎方组和阿司匹林组每日 ig给药 1次，连续 7 d。

假手术组和模型组 ig给予等量生理盐水，持续7 d。

2.2.3　神经行为评分 采用Longa分级评分法［18］对

大鼠进行神经行为学评分。评分标准：0级：行为无

明显变化；1级：左前肢屈曲，左后肢伸展；2级：有左

侧追尾现象；3级：行走困难，摇摆不定；4级：无自发

性活动，有意识障碍。大鼠清醒后，对大鼠进行神

经行为学评分，评分介于1～3分视为造模成功。

2.2.4　TTC 染色测定大鼠脑梗死体积 末次给药

24 h后，各组随机选取 3只大鼠，大鼠麻醉后进行腹

主动脉取血，断头取出脑组织，置于−20 ℃冰箱中冷

冻 30 min后切片，将脑片置于用锡纸包裹的2%TTC染

色液中，放入恒温箱37 ℃孵育20～30 min；染色后置于

4%多聚甲醛溶液中固定24 h，以滤纸吸干后，可见大鼠脑

组织正常区域呈红色，梗死区域呈苍白色。采用ImageJ

软件计算各组大鼠脑组织的梗死体积。

梗死体积＝t×（A1+A2+…+An）

t＝2 mm，n＝3，A为单个脑切片的梗死面积

2.2.5　免疫组织化学染色法检测 Iba1 阳性表达 

采用免疫组织化学法检测大鼠下丘脑 Iba-1的表达，

取出脑组织适量，石蜡切片，42 ℃烤片 2 h，再经脱

蜡和水化后，枸橼酸钠缓冲溶液高温高压修复。

TBST洗 3次，每次 5 min，5% BSA室温封闭 1 h后，

加 1∶200 羊抗 Iba-1 一抗（5% BSA 稀释）4 ℃过夜。

回收一抗后，切片 TBST 洗 3 次，每次 5 min。3% 

H2O2 覆盖 15 min 后，再 TBST 洗 3 次，每次 5 min。

滴加反应增强液，室温孵育 20 min，TBST洗 3次，每

次 5 min。增强酶标兔抗山羊 IgG聚合物室温孵育

20 min，TBST 洗 3 次，每次 5 min。DAB 避光显色

15 min，流水冲洗后擦干，组织脱水透明，中性树胶

封片，显微镜拍摄。

2.2.6　ELISA 检测大鼠脑组织 TNF-α、IL-1β、IL-6

的表达 取部分缺血脑组织在磷酸盐缓冲液中匀

浆，并以 12 000 r·min−1离心 15 min，取上清液，按照

ELISA说明书检测 IL-1β、IL-6和TNF-α水平。

2.2.7　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测大鼠脑组

织核心基因mRNA的表达 用Trizol试剂处理脑组

织 ，提 取 总 RNA。 使 用 ReverTra Ace Q-PCRT 

Master Mix试剂盒将RNA反转录成 cDNA，再根据

SYBR Green Real time PCR Master Mix使用PCR仪

器定量mRNA含量，用 2−ΔΔCt法计算相对基因表达水

平。引物序列见表1。

2.2.8　统计学方法 实验结果以 x̄ ± s表示，采用单

因素方差分析（ANOVA）进行组间均数比较、结果

统计，所有数据分析采用 SPSS 23.0 软件，P＜0.05

为差异具有统计学意义。

3　结果

3.1　网络药理学结果及分析

3.1.1　黄芎方活性成分及靶点筛选 通过 TCMSP

数据库以及相关文献检索［19-22］，选择标准参数OB≥
30%、DL≥0.18 对主要化学成分进行筛选。通过

Pubchem 数据库获得成分对应的 SMILES 结构，将

SMILES 结构输入到 Swiss Target Prediction 数据库

中，将可能性设置为 Probability＞0，检索得到有 21

个有效成分，对应潜在靶点 624个。除上述成分之

外，基于文献研究［23-25］有 14 个候选化合物纳入研
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表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　Primer sequence of qRT-PCR

引物

TLR4

STAT3

HIF1A

MPO

MMP9

GAPDH

正向引物（5’→3’）

CCTGGCTAGGACTCTGAT

CACCTTGGATTGAGAGTCAAGAC

CAGTATCTTCCTCACTCGACACAG

CTGGCACGGAAGCTGAT

GATCCCCAGAGCGTTACTCG

GACATGCCGCCTGGAGAAAC

反向引物（5’→3’）

CTTGGTTGAAGAAGGAATGTC

AGGAATCGGCTATATTGCTGGT

GCAGGCTCTTGGTCACATGATC

AATGAGGCAGGCAAGGAG

GTTGTGGAAACTCACACGCC

AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

表2　黄芎方主要活性成分

Table 2　Active components of Huanxiong Formula

Mol ID

MOL002235

MOL002259

MOL002268

MOL002281

MOL002288

MOL002293

MOL002303

MOL001729

MOL002289

MOL000472

MOL006478

MOL003542

MOL003578

MOL000422

MOL002124

MOL003547

MOL003549

MOL000269

MOL005928

MOL000358

MOL000359

MOL004260

MOL004263

MOL004305

MOL000417

MOL002581

MOL001494

MOL002135

MOL002151

MOL000433

MOL011782

MOL000360

MOL002208

MOL009047

化合物

泽兰黄醇（eupatin）

大黄素甲醚双葡萄糖（physcion diglucoside）

大黄酸（rhein）

决明内酯（toralactone）

大黄素-1-O-β-D-葡萄糖苷（emodin-1-O-beta-D-glucopyranoside）

番泻苷D（sennoside D qt）

棕榈蛋白A（palmidin A）

大黄酚（crysophanol）

大黄素甲醚（physcion）

大黄素（emodin）

1，8-二羟基蒽醌（danthron）

8-异戊烯-山柰酚（8-isopentenyl-kaempferol）

环阿屯醇（cycloartenol）

山柰酚（kaempferol）

β-细辛醚（beta-asarone）

α-细辛醚（alpha-asarone）

γ-细辛醚（gamma-asarone）

榄香素（elemicin）

异阿魏酸（isoferulic acid）

β-谷甾醇（beta-sitosterol）

谷甾醇（sitosterol）

1，7-二苯基-3-羟基-1-庚烯-5-酮［（E）-1，7-diphenyl-3-hydroxy-1-hepten-5-one）］

（E）-5-羟基-7-（4-羟基苯基）-1-苯基-1-庚烯［（E）-5-hydroxy-7-（4-hydroxyphenyl）-1-phenyl-1-heptene）］

泽多内酯A（zedoalactone A）

毛蕊异黄酮（calycosin）

姜黄素（curcumin）

亚油酸乙酯（mandenol）

杨梅酮（myricanone）

洋川芎醌（senkyunone）

叶酸（FA）

藁本内酯（ligustilide）

阿魏酸（ferulic acid）

洋川芎内酯A（senkyunolide A）

桉叶（eudesmin）

OB/%

50.80

41.65

47.07

46.46

44.81

61.06

32.45

18.64

19.38

24.40

28.74

38.04

38.69

41.88

35.61

38.39

22.76

21.94

50.83

36.91

36.91

64.66

46.90

111.43

47.75

4.37

42.00

40.60

47.66

68.96

23.50

39.56

26.56

33.29

DL

0.41

0.63

0.28

0.24

0.80

0.61

0.65

0.21

0.27

0.24

0.19

0.39

0.78

0.24

0.06

0.06

0.06

0.06

0.06

0.75

0.75

0.18

0.19

0.19

0.24

0.41

0.19

0.51

0.24

0.71

0.07

0.06

0.07

0.62
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究，对应的潜在靶点有 392个。通过TCMSP平台无

法检索到黄芎方中 3，4，5-三甲氧基肉桂酸成分，通

过查阅文献获取 3，4，5-三甲氧基肉桂酸进行后续

分析［19］。具体成分信息见表2。

3.1.2　GEO 数据库筛选缺血性脑卒中差异基因表

达结果 利用 R软件和 limma包分析 GSE16561中

的数据，根据筛选标准筛选绘制火山图，找出 677个

差异基因，其中上调基因 509 个、下调基因 168

个（图 1-A）。选择上调和下调的各前 100 个基

因以热图表示，列代表样本，行代表基因，颜色

代表 P 值（图 1-B）。黄芎方成分靶点与缺血性

脑卒中差异基因的共同靶点基因共 56 个，即为

黄 芎 方 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 潜 在 作 用 靶

点（图 2）。

3.1.3　交集靶点富集分析结果 将黄芎方治疗缺

血性脑卒中的 56个靶点上传至DAVID数据库进行

GO 富集分析和 KEGG 分析。GO 功能注释分析显

示，生物过程（BP）主要涉及炎症反应、脂多糖反应

和环氧化酶途径等；细胞组分（CC）主要涉及分泌颗

粒膜、胞外体和质膜等；分子功能（MF）主要涉及对

蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、葡萄糖结合和蛋白激酶活

性等，均取排名靠前的 10 个条目可视化（图 3-A）。

KEGG 通路富集，以 P 值排序，对排名前 10 的与缺

血性脑卒中相关的信号通路进行可视化（图 3-B），

这些通路包括代谢途径、中性粒细胞胞外诱捕网形

成、缺氧诱导因子-1（HIF-1）信号传导途径等。

3.1.4　成分-靶点-通路网络 采用 Cytoscape 3.9.0

软件得到黄芎方成分-靶点-通路网络（图 4），再利用

CytoNCA插件进行度值分析，α-细辛醚（度值＝9）、

3，4，5-三甲氧基肉桂酸（度值＝9）、β-细辛醚（度值＝8）、

异阿魏酸（度值＝8）、阿魏酸（度值＝8）作为主要活

性成分，这些成分可能在黄芎方治疗缺血性脑卒中

发挥重要作用。

3.1.5　PPI 网络分析 将 56 个交集靶点上传至

STRING 数据库，物种选择人类，设置相互作用

阈值≥0.4，隐藏游离节点，构建PPI网络，并保存为

TSV 格式文件，利用 Cytoscape 3.9.0 软件构建可视

化网络图。基因PPI网络中包含 46个节点和 120条

边（图 5）。利用 cytoHubba插件进行分析，按度值排

序，前 5位靶点基因分别为Toll样受体 4（TLR4）、信

号转导和转录激活因子 3（STAT3）、缺氧诱导因

子 1A（HIF1A）、髓过氧化物酶（MPO）、基质金属蛋

白酶9（MMP9）。

3.1.6　分子对接结果 利用分子对接模拟分析主

要活性成分与核心基因之间的结合能。其中亲和

A-基因芯片GSE16561差异分析火山图；B-缺血性脑卒中患者和健康人的全血样本中差异表达基因热图

A-volcano map of GeneChip GSE16561 difference analysis； B-heat map of GeneChip GSE16561 difference analysis between patients with ischemic 

stroke and healthy people

图1　缺血性脑卒中差异基因分析

Fig. 1　Difference gene analysis of ischemic stroke

图 2　黄芎方成分靶点与缺血性脑卒中差异基因靶点韦恩图

Fig. 2　Venn diagram of component targets of Huangxiong 

Formula and differential gene targets of ischemic stroke
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力是分子对接结果的分值，结合能＜−5.0 kJ·mol−1

代表具有较强的结合活性。黄芎方 5个核心成分分

别为 α-细辛醚、3，4，5-三甲氧基肉桂酸、β-细辛醚、

异阿魏酸、阿魏酸，治疗缺血性脑卒中的 5个核心靶

点分别为 TLR4、STAT3、HIF1A、MPO、MMP9。将

核心成分与核心靶点分别进行分子对接，结合能结

果见表3。代表性分子对接可视化结果见图6。

3.1.7　免疫浸润分析结果 对 GSE16561 进行

ssGSEA 分析，得到了免疫细胞在缺血性脑卒中患

者和健康人中的统计差异。GSE16561数据集显示

中性粒细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、

浆样树突状细胞、激活树突状细胞、自然杀伤细胞、

记忆性 B 细胞、调节性 T 细胞、2 型辅助性 T 细胞、

γδT细胞、效应型CD4 T细胞、中枢型记忆CD8 T细

胞的浸润水平在缺血性脑卒中患者中显著增加（图

7-A）。提取患者免疫细胞相关数据，将缺血性脑卒

中患者按照核心基因分析免疫细胞数量差异。结

果显示，TLR4表达与中性粒细胞呈显著正相关，激

图3　黄芎方治疗缺血性脑卒中靶点基因GO（A）和KEGG（B）通路富集分析

Fig. 3　Enrichment analysis of GO （A） and KEGG pathways （B） of target genes of Huangxiong Formula for treatment of 

ischemic stroke

图4　黄芎方治疗缺血性脑卒中活性成分-靶点-通路网络

Fig. 4　Active component-target-pathway network of Huangxiong Formula for treatment of ischemic stroke
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表3　黄芎方核心成分与核心靶点分子对接结合能

Table 3　Molecular docking binding energy of Huangxiong Formula core components and core targets

核心成分

α-细辛醚

3，4，5-三甲氧基肉桂酸

β-细辛醚

异阿魏酸

阿魏酸

结合能/（ kJ·mol−1）

TLR4 

（PDBID 2Z62 ）

−21.3

−18.5

−22.3

−22.7

−21.0

STAT3

（PDBID  6NJS）

−21.3

−20.9

−20.1

−22.6

−23.0

HIF1A

（PDBID  1H2K）

−19.2

−21.7

−17.6

−19.6

−23.4

MPO

（PDBID  7QZR）

−23.4

−19.6

−22.2

−20.1

−19.6

MMP9

（PDBID  1L6J）

−21.3

−18.0

−20.9

−17.6

−18.8

图5　黄芎方治疗缺血性脑卒中靶点PPI网络（A）及核心靶点基因（B）

Fig. 5　PPI network (A) and core target genes (B) of Huangxiong Formula for treatment of ischemic stroke

图6　黄芎方治疗缺血性脑卒中主要核心成分与核心靶点分子对接模式

Fig. 6　Molecular docking patterns between main core components and core targets of Huangxiong Formula for treatment 

of ischemic stroke
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活B细胞呈显著负相关；STAT3表达与激活树突状

细胞呈显著正相关，激活 CD8 T 细胞呈显著负相

关；HIF-1A 表达与自然杀伤细胞呈显著正相关；

MPO表达与肥大细胞呈显著正相关，激活CD4 T细

胞呈最显著负相关；MMP9表达与肥大细胞呈显著

正相关，激活 CD8 T 细胞呈显著负相关（图 7-

B～F）。

3.2　黄芎方对 I/R大鼠的保护作用及相关机制

3.2.1　黄芎方对 I/R大鼠的保护作用 如图 8-A所

示，假手术组大鼠未观察到神经行为的缺损，而模

型组大鼠的神经行为学评分显著升高，出现显著的

神经行为损伤（P＜0.01）。与模型组相比，黄芎方组

和阳性药阿司匹林组大鼠的神经行为缺陷程度均

明显降低，其可有效减少缺血对局部脑区神经元的

损伤（P＜0.01）。采用TTC染色从梗死体积方面评

价黄芎方对 I/R大鼠的脑保护作用。各组TTC染色

脑切片见图 8-B，梗死体积统计数据见图 8-C。假手

术组大鼠无脑梗死体积，模型组大鼠脑组织出现严

重的梗死（P＜0.01），黄芎方组和阿司匹林组可显著

降低 I/R大鼠脑梗死体积（P＜0.01）。

3.2.2　黄芎方对 I/R 大鼠脑组织中 Iba-1 表达的影

响 Iba-1（小胶质细胞标记物）免疫组织化学染色

显示：假手术组海马 CA1 区 Iba-1 标记的小胶质细

胞呈分枝杆状，胞质较小，此为静息小胶质细胞；模

型组海马CA1区 Iba-1阳性小胶质细胞免疫反应性

较假手术组显著升高，多呈棕色颗粒状的阿米巴

样，且胞质增大，分支缩短变粗；然而，黄芎方组海

马CA1区 Iba-1阳性小胶质细胞免疫反应性则明显

降低，可见少许体积变大，呈棕色颗粒状的阿米巴

样小胶质细胞（图9）。

3.2.3　黄芎方对 I/R大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β及

IL-6水平的影响 如图 10所示，与假手术组比较，

A-缺血性脑卒中患者与健康人的免疫细胞差异分析；B～F-黄芎方治疗缺血性脑卒中核心靶点基因免疫浸润分析

A-difference analysis of immune cells between ischemic stroke patients and healthy people； B—F-immune infiltration analysis of core target genes 

of Huangxiong Formula for treatment of ischemic stroke

图 7　缺血性脑卒中患者免疫浸润分析

Fig. 7　Immune infiltration analysis of ischemic stroke patients
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模型组大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β及 IL-6水平显著

升高（P＜0.01）。与模型组比较，黄芎方和阿司匹林

组大鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 水平显著降

低（P＜0.05、0.01）。

3.2.4　黄芎方对 I/R大鼠核心基因mRNA表达的影

响 如图 11所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

组织 TLR4、STAT3、MPO 和 MMP9 mRNA 表达显著

升高（P＜0.01），HIF1A mRNA 表达显著降低（P＜

0.01）。与模型组比较，黄芎方组和阿司匹林组大鼠

脑组织 TLR4、STAT3、MPO、MMP9 mRNA表达水平

明显降低（P＜0.01），同时 HIF1A mRNA 的表达明

显升高（P＜0.01）。

4　讨论

缺血性脑卒中是全世界人民死亡和残疾的主

要原因之一，目前缺乏有效的治疗方法［27］。越来越

多的证据表明，中药复方在治疗缺血性脑卒中方面

与假手术组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs sham operation group； *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图10　黄芎方对 I/R大鼠脑组织中TNF-α、IL-1β及 IL-6水平的影响（（x
—

±s，，n=6））

Fig. 10　Effect of Huangxiong Formula on TNF-α， IL-1β and IL-6 in brain tissue of I/R rats （（x
—

±s，，n=6））
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图8　黄芎方对 I/R损伤大鼠神经行为学评分及脑梗死体积的影响（（x
—

±s，，n=6））

Fig. 8　Effect of Huangxiong Formula on neurological score and infarct volume in rats with cerebral ischemia reperfusion 

injury （（x
—

±s，，n=6））

图9　黄芎方对 I/R大鼠脑组织中 Iba-1表达的影响（××400）

Fig. 9　Effect of Huangxiong Formula on Iba-1 expression in brain tissue of I/R rats （×400）
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具有副作用少、生物机制多途径的特点［28］。研究表

明，黄芎方对缺血性脑卒中的临床疗效好，但其作

用机制尚不清楚［29］。本研究采用网络药理学的方

法探索黄芎方治疗缺血性脑卒中的作用机制，并进

一步对其药效进行动物实验验证。

本研究利用 TCMSP 数据库（OB≥30 且 DL≥
0.18）和文献检索获得 35 种黄芎方活性成分，通过

Swiss Target Prediction数据库获得对应靶点 754个。

利用 GEO 数据库获取了 677 个缺血性脑卒中相关

靶点，通过与黄芎方靶点的交集，获得了 56个交集

靶点。为了进一步明确黄芎方治疗缺血性脑卒中

的机制，对交集靶点进行了 GO和 KEGG分析，GO

分析表明黄芎方中活性成分可能通过分泌颗粒膜、

胞外体和质膜等细胞组分参与炎症反应、脂多糖反

应和环氧化酶途径等生物学过程。这些结果提示

黄芎方可能作用于多细胞组分产生不同生物学功

能，从而发挥治疗缺血性脑卒中的功效。KEGG分

析表明，代谢途径、中性粒细胞胞外诱捕网形成、

HIF-1信号传导途径等可能在黄芎方治疗缺血性脑

卒中发挥重要作用。

基于成分-靶点-通路网络，发现黄芎方治疗缺

血性脑卒中的主要活性成分为 α-细辛醚、β-细辛醚

和阿魏酸等。有研究报道 α-细辛醚在改善缺血性

脑卒中诱导的脑损伤中发挥了明显作用，且能减少

脑 I/R引起的脑梗死体积，改善脑神经功能等，其可

能机制是下调 IL-1β、IL-18表达［30］。异阿魏酸具有

抗炎活性［31］。β-细辛醚具有抗炎活性，易透过血脑

屏障到达脑组织，为治疗各种脑疾病方面提供了重

要保障［32］。阿魏酸具有清除和抑制氧自由基、抗脂

质过氧化作用，进而加强脑缺血再灌注损伤的保护

作用［33-34］，阿魏酸还具有可明显抑制小胶质细胞活

化、神经性炎症的作用［35］。3，4，5-三甲氧基肉桂酸

对脂多糖诱导的BV2小胶质细胞NO生成具有显著

抑制作用［36-37］。由此推测，黄芎方具有多成分、多靶

点的特点，这些活性化合物与缺血性脑卒中的相关

性有待深入研究。

运用 cytoHubba插件筛选出黄芎方治疗缺血脑

卒中的核心靶点 TLR4、STAT3、HIF1A、MPO 和

MMP9，这些靶点基因与缺血性脑卒中关系密切。

TLR4参与神经系统缺血低氧损伤，TLR4是 1种先

天性免疫受体家族，在调节炎症和参与脑卒中引起

的神经炎症中发挥重要作用，多项研究证实 TLR4

与假手术组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01
##P < 0.01 vs sham operation group； **P < 0.01 vs model group

图11　黄芎方对 I/R大鼠脑组织TLR4、STAT3、HIF1A、MPO和MMP9 mRNA表达的影响（（x
—

±s，，n=3））

Fig. 11　Effect of Huangxiong Formula on expression of TLR4， STAT3， HIF1A， MPO， and MMP9 mRNA in I/R 

rats （（x
—

±s，，n=3））
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是脑卒中治疗的重要靶点［38］。已有研究表明，

STAT3在小胶质细胞活化过程中发挥重要作用，小

胶质细胞活化介导的炎症反应在缺血性脑卒中的

发病机制中起重要作用［39］。MPO是缺血性脑卒中

发生的炎症因素之一，通过与不同的细胞信号分子

的复杂相互作用，受多种细胞信号机制所调节［40］。

研究发现，HIF1A 显著减轻 I/R 大鼠脑水肿并改善

其神经功能［41］。脑缺血后MMP9的表达上调，与随

后发生的脑损伤密切相关［42］。分子对接结果验证

了 α-细辛醚、3，4，5-三甲氧基肉桂酸、β-细辛醚、异

阿魏酸和阿魏酸与 TLR4、STAT3、HIF1A、MPO 和

MMP9具有良好的结合能力，说明成分与靶点发生

作用的可能性较大。

免疫炎症反应在缺血性脑卒中的发病和治疗

过程中扮演着重要角色。本研究运用 ssGSEA免疫

浸润分析算法探究核心靶点基因与免疫细胞间的

关系，结果表明 TLR4 表达与中性粒细胞与激活 B

细胞密切相关。STAT3与激活树突状细胞和CD8 T

细胞密切相关。HIF1A与自然杀伤细胞密切相关。

MPO 与肥大细胞、激活 CD4 T 细胞关系密切。

MMP9与肥大细胞、激活CD8 T细胞密切相关。提

示上述核心靶点基因与免疫系统密切相关。

将网络药理预测结果与动物实验相结合，评估

黄芎方对缺血性脑卒中的治疗效果，并验证其预测

靶点的可靠性。本研究观察了黄芎方对脑 I/R损伤

大鼠的脑保护作用，黄芎方可减少神经行为学评

分、梗死体积、活化小胶质细胞向阿米巴样形态转

化。ELISA 结果表明，与模型组相比，黄芎方明显

降低模型大鼠脑组织促炎因子TNF-α、IL-1β及 IL-6

的水平。这些结果表明，黄芎方可以改善脑损伤，

与以往的研究一致［9］。进一步验证了黄芎方对脑组

织中核心靶点的调节作用，与模型组相比，黄芎方

组大鼠脑组织的 TLR4、STAT3、MPO、MMP9 mRNA

表达水平明显降低。同时，与模型组相比，黄芎方

组大鼠脑组织的 HIF1A mRNA 的表达明显增加。

这些结果表明，黄芎方对缺血性脑卒中的治疗机制

与 TLR4、STAT3、HIF-1A、MPO 和 MMP9 的核心靶

点有关。

本研究采用网络药理学、分子对接、免疫浸润

分析与动物实验相结合的方法，揭示黄芎方治疗缺

血性脑卒中的作用机制，为中药治疗缺血性脑卒中

提供新的策略和研究思路。由于黄芎方治疗缺血

性脑卒中多成分、多通路的特点，仍需进一步研究

黄芎方对缺血性脑卒中的调控机制，为其临床提供

科学依据。
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