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基于网络药理学与实验验证探讨绿原酸通过 EGFR/PI3K/Akt/mTOR 通路
改善脑缺血再灌注损伤的作用机制  
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摘  要：目的  基于网络药理学和分子对接技术预测绿原酸治疗脑缺血再灌注损伤（CIRI）的潜在作用靶点和信号通路，并

通过大鼠体内实验验证绿原酸是否通过调控表皮生长因子受体（EGFR）/磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路发挥神经保护作用。方法  利用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）、

GeneCards 等数据库筛选绿原酸作用靶点与 CIRI 疾病靶点的交集，采用 STRING 构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络，

运用 DAVID 进行基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析，使用 AutoDock 进行分子对

接验证。采用线栓法建立大脑中动脉阻塞/再灌注（MCAO/R）模型。通过神经功能评分、2,3,5-氯化三苯基四氮唑（TTC）、

病理观察、蛋白免疫印迹法（Western blotting）、免疫组化及 TUNEL 染色评估绿原酸的神经保护效应及其对 EGFR/PI3K/Akt/ 

mTOR 通路的影响。结果  网络药理学分析筛选出 64 个交集靶点，EGFR、胱天蛋白酶 3（CASP3）、原癌基因酪氨酸蛋白

激酶（SRC）、人表皮生长因子受体 2（ERBB2）为核心靶点，主要富集于 PI3K/Akt 信号通路和细胞凋亡通路。分子对接显

示绿原酸与核心靶点结合能良好（−23.4～−33.9 kJ·mol−1）。动物实验显示，与模型组相比，绿原酸治疗显著改善神经功能缺

损，缩小脑梗死体积，改善神经元病理损伤；下调 p-EGFR 表达，上调 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 水平；降低促凋亡蛋白 Bax 和

cleaved-Caspase-3 表达，升高抗凋亡蛋白 B 细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）表达，减少神经元凋亡，且呈剂量相关性（P＜0.05、

0.01）。表皮生长因子（EGF）激动剂可部分逆转绿原酸的神经保护作用（P＜0.05、0.01），加重脑损伤，上调 p-EGFR 并抑

制下游 PI3K/Akt/mTOR 通路。结论  绿原酸通过抑制 EGFR 过度磷酸化激活，激活 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，抑制神经元

凋亡，减轻 CIRI，发挥神经保护作用。EGFR 激动剂可部分阻断绿原酸的神经保护效应，证实 EGFR 可能是绿原酸发挥作用

的关键上游靶点。 
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Abstract: Objective  To predict the potential targets and signaling pathways of chlorogenic acid in the treatment of cerebral ischemia-

reperfusion injury (CIRI) based on network pharmacology and molecular docking, and to validate whether chlorogenic acid exerts 

neuroprotective effects by regulating the epidermal growth factor receptor (EGFR)/phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase 

B (Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway through in vivo experiments in rats. Methods  The intersection 

of chlorogenic acid action targets and CIRI disease targets was screened using Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology 
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Database and Analysis Platform (TCMSP), GeneCards and other databases. The protein-protein interaction (PPI) network was 

constructed using STRING, GO and KEGG enrichment analyses were performed using DAVID, and molecular docking was validated 

using AutoDock. The middle cerebral artery occlusion/reperfusion (MCAO/R) model was established using the filament method. The 

neuroprotective effects of chlorogenic acid and its influence on the EGFR/PI3K/Akt/mTOR pathway were evaluated through 

neurological function scoring, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining, pathological observation, Western blotting analysis 

immunohistochemistry, and TUNEL staining. Results  Network pharmacology analysis identified 64 intersection targets, with EGFR, 

CASP3, SRC, and ERBB2 as core targets, which were mainly enriched in the PI3K/Akt signaling pathway and apoptosis pathway. 

Molecular docking showed good binding affinity between chlorogenic acid and core targets (binding energies ranging from −23.4 to 

−33.9 kJ·mol−1). Animal experiments demonstrated that compared with the model group, chlorogenic acid treatment significantly 

improved neurological dysfunction, reduced cerebral infarction volume, and ameliorated neuronal pathological damage; 

Downregulated p-EGFR expression while upregulating p-PI3K, p-Akt, and p-mTOR levels; Decreased the expression of pro-apoptotic 

proteins Bax and Cleaved-Caspase-3, increased anti-apoptotic protein Bcl-2 expression, and reduced neuronal apoptosis in a dose-

dependent manner (P < 0.05, 0.01). EGF agonist partially reversed the neuroprotective effects of chlorogenic acid (P < 0.05, 0.01), 

exacerbated brain injury, upregulated p-EGFR, and inhibited the downstream PI3K/Akt/mTOR pathway. Conclusion  Chlorogenic 

acid exerts neuroprotective effects against cerebral ischemia-reperfusion injury by downregulating EGFR expression, activating the 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, and inhibiting neuronal apoptosis. The EGFR agonist can partially block the neuroprotective 

effects of chlorogenic acid, confirming that EGFR may be the key upstream target through which chlorogenic acid exerts its effects. 

Key words: chlorogenic acid; network pharmacology; molecular docking; EGFR/PI3K/Akt/mTOR signaling pathway; cerebral 

ischemia-reperfusion injury; neuroprotection 

 

缺血性脑卒中长期威胁人类健康，该病发病人

数众多，相当比例患者发病后遗留不同程度神经功

能障碍，部分患者甚至因此失去生命，发病率、致

残率和病死率均居高不下[1]。临床医生救治此类患

者时常面临一个棘手问题：阻塞血管被成功疏通、

血流重新进入缺血区域后，患者病情有时不但没有

好转，反而出现恶化。这一现象被命名为脑缺血再

灌注损伤（（CIRI）：即脑组织缺血一定时间后恢复血

流灌注，脑损伤反而加重的病理现象。其发生机制

复杂，涉及氧化应激、炎症反应、细胞凋亡、线粒

体功能障碍等多个病理环节[2-3]。溶栓治疗虽能恢复

缺血脑组织的血流灌注，但再灌注带来的二次打击

严重限制了临床疗效和应用窗口期，很多原本有望

康复的患者因此错失最佳恢复时机。深入探究 CIRI

发生机制，寻找有效的神经保护策略，对改善缺血

性脑卒中患者预后意义重大。 

绿原酸是广泛存在于金银花、杜仲、咖啡等植

物中的天然多酚类化合物，具有显著的抗氧化、抗

炎、抗凋亡等多种生物学活性[4]。近年来研究表明，

绿原酸对阿尔茨海默病、帕金森病及脑缺血损伤等

多种神经系统疾病具有保护作用[5-6]。然而，绿原酸

发挥神经保护作用的具体分子机制及关键作用靶点

尚未完全阐明，限制了其临床转化应用。 

表皮生长因子受体（（EGFR）/磷脂酰肌醇 3-激

酶（（PI3K）/蛋白激酶 B（（Akt）/哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mTOR）信号通路是调控细胞生存、增殖、

凋亡的经典通路，在神经系统疾病中发挥重要作用[7]。

研究发现，激活该通路可促进神经元存活，抑制凋

亡，对 CIRI 具有保护作用[8-9]。然而，绿原酸是否

通过调控 EGFR/PI3K/Akt/mTOR 信号通路发挥神

经保护作用仍不清楚，有待深入研究。 

网络药理学基于疾病-基因-靶点-药物的多维

网络，从系统生物学层面阐释药物作用机制，为中

药现代化研究开辟了新途径[10]。分子对接技术能够

在分子水平上预测药物与靶点的结合模式和亲和

力，为机制研究提供理论依据[11-12]。 

本研究采用网络药理学和分子对接技术系统

预测绿原酸治疗 CIRI 的潜在作用靶点和信号通路，

并 通 过 构 建 大 鼠 大 脑 中 动 脉 阻 塞 / 再 灌 注

（（MCAO/R）模型，结合神经功能评估、组织病理学

观察、蛋白质免疫印迹、免疫组化及细胞凋亡检测

等多种技术手段，验证绿原酸是否通过调控

EGFR/PI3K/Akt/mTOR 信号通路发挥神经保护作

用，并运用 EGFR 激动剂进行反向验证，以期为绿

原酸治疗缺血性脑卒中提供理论基础与实验依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级健康雄性 SD 大鼠 108 只，体质量 280～

320 g，购自川北医学院实验动物中心，动物许可证

号 SCXK（（川）2023-0018。大鼠饲养于 SPF 级动物
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房，温度（（22±2）℃，湿度 50%～60%，12 h/12 h

光照/黑暗循环，自由摄食饮水。本研究经川北医学

院动物伦理委员会批准（批准号 NSMC-2025080），

严格遵循 3R 原则（Replacement、Reduction、

Refinement）和《实验动物管理条例》。 

1.2  药物与试剂 

绿原酸对照品（质量分数≥98%，上海吉至生

化科技有限公司，批号 20240315）；表皮细胞生长

因子（EGF，美国 MCE 公司，货号 HY-P7109）；

2,3,5-氯化三苯基四氮唑（（TTC，Sigma 公司，货号

T8877）；TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒（江苏凯基

生物技术有限公司，货号 KGA7072）；BCA 蛋白浓

度测定试剂盒、RIPA 裂解液（（货号 PC0020、R0010，

北京索莱宝科技有限公司）；一抗兔抗 p-EGFR、

EGFR、p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、

B 细胞淋巴瘤/白血病-2 基因（（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X

蛋白（（Bax）、cleaved-Caspase-3、β-actin、HRP 标记

山羊抗兔二抗（货号 AF3044、AF6043、AF3241、

AF6241、AF0016、AF626、AF3308、AF6308、

AF0120、AF6139、AF7022、AF7018、SA00001-2）

抗体，均购自武汉三鹰生物有限公司。 

1.3  仪器 

Allegra X-30R 高速冷冻离心机（（美国贝克曼库

尔特有限公司）；Scientz-IID 超声细胞破碎仪（（宁波

新芝生物科技股份有限公司）；Mini-PROTEAN 

Tetra 蛋白电泳及转印系统（美国 Bio-Rad 公司）；

Tanon 5200 化学发光凝胶成像分析系统（上海天能

科技有限公司）；Multiskan FC 酶标仪（（美国赛默飞

世尔科技有限公司）；RM2235 石蜡切片机（（德国徕

卡显微系统有限公司）；BX53 正置光学显微镜（（日

本奥林巴斯）；DT-200 动物脑温维持加热垫（深圳

市瑞沃德生命科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学预测 

2.1.1  绿原酸作用靶点筛选  通过中药系统药理

学数据库与分析平台（TCMSP， http://lsp.nwu. 

edu.cn/tcmsp.php，Version 2.3）、PubChem 数据库检

索绿原酸的化学结构，获取其 SMILES 格式。将

SMILES 导 入 SwissTargetPrediction 数 据 库 和

PharmMapper 数据库，预测绿原酸的潜在作用靶点。

同时检索 PubMed、Web of Science 等文献数据库，

补充文献报道的绿原酸作用靶点。合并去重后，将

靶点名称通过 UniProt 数据库统一转换为基因名。 

2.1.2  CIRI 相关疾病靶点获取   以“ cerebral 

ischemia reperfusion injury”“stroke”“brain ischemia”

为关键词，在 GeneCards 数据库、OMIM 数据库、

DrugBank 数据库、TTD 数据库中检索 CIRI 相关疾

病靶点。去除重复靶点后，通过 UniProt 数据库统

一基因名称。 

2.1.3  绿原酸改善 CIRI 靶点的筛选  将绿原酸的

作用靶点与 CIRI 的疾病靶点导入 Venny 2.1 在线工

具绘制 Venn 图，获取两者的交集靶点，即绿原酸治

疗 CIRI 的潜在作用靶点。 

2.1.4  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建及

核心靶点筛选  将交集靶点导入 STRING 数据库

（（version 11.5）构建 PPI 网络，设置物种为“Homo 

sapiens”，最低相互作用评分（minimum required 

interaction score）设为 0.400（medium confidence），

隐藏游离节点。将获得的 TSV 格式文件导入

Cytoscape 3.9.1 软件进行网络可视化分析。利用

CytoNCA 插件计算网络拓扑参数，包括度（（degree）

值、介数中心性（BC）和接近中心性（CC），以

Degree、BC、CC 的中位数为筛选标准，筛选出核

心关键靶点。 

2.1.5  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  将交集

靶点导入 DAVID 数据库进行 GO 和 KEGG 富集分

析。GO 分析包括生物过程（（BP）、细胞组分（（CC）

和分子功能（（MF）3 个方面。设置 P＜0.05 为筛选

条件，选取前 20 个条目，利用微生信 R 语言（（version 

4.5.0）进行可视化分析，绘制气泡图和柱状图。 

2.1.6  分子对接验证  从 PubChem 数据库下载绿

原酸的 SDF 格式三维结构文件，利用 ChemBio3D

软件进行能量最小化处理，保存为 MOL2 格式。从

RCSB PDB 数据库下载核心靶点蛋白的三维晶体结

构（PDB 格式），使用 PyMOL 2.5.0 软件去除水分

子和原配体，添加氢原子。利用 AutoDock Tools 1.5.6

软件对受体蛋白和配体小分子进行加氢、加电荷、

设置旋转键等预处理，保存为 PDBQT 格式。采用

AutoDock Vina 1.1.2 软件进行分子对接，设置活性

位点中心坐标和 Grid Box 大小，运行对接程序，获

取结合能。结合能≤−20.9 kJ·mol−1 表示配体与受体

结合活性较好，≤−29.26 kJ·mol−1 表示结合活性良

好。使用 PyMOL 软件对对接结果进行可视化分析。 

2.2  动物实验验证 

2.2.1  实验分组与给药方案  108 只 SD 大鼠适应
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性饲养 7 d 后，按随机数字表法分为 6 组，每组 18

只。对照组仅分离血管不插入线栓；建立 MCAO/R

模型，分为模型组（ip 等体积 0.9%氯化钠溶液），

绿原酸低、高剂量（（25、50 mg·kg−1）组（（剂量参考

Kim[13]在脑缺血大鼠模型中的有效剂量范围 15～

60 mg·kg−1），EGF（（10 µg·kg−1）组[14-15]；绿原酸＋

EGF 组 ip 绿原酸 50 mg·kg−1＋EGF 10 µg·kg−1。绿

原酸用 0.9%氯化钠溶液溶解配制，EGF 用含 0.1% 

牛血清白蛋白（（BSA）的磷酸盐缓冲液（（PBS）溶解

配制。各组于造模前 30 min 开始给药（预处理给

药），造模后 24 h 内每 12 小时给药 1 次，连续 7 d。 

2.2.2  MCAO/R 模型建立  采用改良 Longa 线栓

法[16]建立 MCAO/R 模型。大鼠 ip 3%戊巴比妥钠

（（45 mg·kg−1）麻醉，仰卧位固定于手术台上，颈部

备皮消毒。沿颈部正中做纵行切口，钝性分离右侧

颈总动脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和颈内动脉

（（ICA）。用动脉夹暂时夹闭 CCA 和 ICA 近心端，

在 ECA 根部结扎后剪一小口，将硅胶包被的尼龙

单丝线栓从ECA残端插入，沿 ICA向颅内推进18～

20 mm（以感到轻微阻力为宜），阻断大脑中动脉

（（MCA）起始部的血流。缝合切口，缺血 2 h 后轻轻

拔出线栓，恢复血流灌注。对照组仅分离血管，不

插入线栓。手术过程中使用加热垫维持大鼠肛温在

（（37.0±0.5）℃。 

2.2.3  神经功能缺损评分（mNSS）  分别于再灌注

后第 1、3、5 及 7 天，采用改良 mNSS 评分[17]评估

大鼠神经功能受损程度。评分系统涵盖运动、感觉、

平衡及反射 4 个维度，总分 18 分，分值越高代表

损伤越严重（（表 1）。评分由 2 名受训人员采用双盲

法进行并取平均值。在第 7 天评分结束后，每组随

机选取 6 只大鼠用于 TTC 染色及组织病理学检测，

6 只用于 Western blotting 检测，另 6 只用于免疫组

化及 TUNEL 染色分析。 

2.2.4  TTC 染色检测脑梗死体积  mNSS 评分后，

每组随机选取 6 只大鼠，ip 过量戊巴比妥钠处

死，断头快速取脑。将脑组织置于−20 ℃冰箱预

冷 5 min，冠状切成 2 mm 厚脑片，共 5 片。将脑片

浸入 2% TTC 溶液，37 ℃避光孵育 30 min，期间

轻摇。PBS 漂洗后，4%多聚甲醛固定过夜。Image 

J 软件测量梗死面积（（白色区域）和总脑面积，计算

梗死体积百分比。 

脑梗死体积＝(对侧半球体积－患侧非梗死区体积)/对

侧半球体积 

表 1  mNSS 评分 

Table 1  mNSS score 

测试项目 测试内容及评分标准 分值 

运动功能

测试 

提尾悬空时对侧前肢屈曲 1 

提尾悬空时对侧后肢屈曲 1 

头部向损伤侧偏转＞10° 1 

向对侧转圈 1 

向对侧跌倒 1 

不能自主行走 1 

感觉功能

测试 

触觉试验：一侧明显延长或不能在 1 min

内去除胶布 

1 

本体感觉试验：前肢置于桌边不能及时

缩回 

1 

平衡功能

测试 

宽度 7 cm 平衡木上停留时间＜6 s 1 

宽度 5 cm 平衡木上停留时间＜6 s 1 

宽度 3 cm 平衡木上停留时间＜6 s 1 

直径 3 cm 圆形平衡木上停留时间＜6 s 1 

直径 2 cm 圆形平衡木上停留时间＜6 s 1 

直径 1 cm 圆形平衡木上停留时间＜6 s 1 

反射及异

常测试 

耳廓反射缺失 1 

角膜反射缺失 1 

惊吓反射缺失 1 

出现癫痫发作、偏瘫或肌阵挛 1 

总分 分数越高表示神经功能缺损越严重 18 

 

2.2.5  苏木精-伊红（（HE）与 Nissl 染色  每组随机

选取 6 只大鼠，麻醉后经左心室灌注 0.9%氯化钠溶

液和 4%多聚甲醛。取脑，4%多聚甲醛固定 24 h，梯

度乙醇脱水，石蜡包埋，切片（厚度 5 μm）。HE 染

色：二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，苏木素染色 5 min，

伊红染色 2 min，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片。Nissl 染色：切片脱蜡复水后，0.1% Cresyl 

violet 溶液染色 10 min，95%乙醇分化，梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片。光镜下观察缺血

侧皮层神经元形态。 

2.2.6  Western blotting 检测  取缺血侧大脑皮层组

织约 50 mg，加入 RIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂，冰

上匀浆，4 ℃ 12 000 r·min−1 离心 15 min，取上清。

BCA 法测定蛋白浓度。取等量蛋白（30 μg）进行

SDS-PAGE 电泳，转至 PVDF 膜。5%脱脂牛奶室温

封闭 1 h，分别加入一抗 p-EGFR（（1∶1 000）、EGFR

（（1∶1 000）、p-PI3K（（1∶1 000）、PI3K（（1∶1 000）、

p-Akt（（1∶2 000）、Akt（（1∶2 000）、p-mTOR（（1∶

1 000）、mTOR（（1∶1 000）、Bax（（1∶1 000）、Bcl-

2（（1∶1 000）、cleaved-Caspase-3（（1∶1 000）、β-actin
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（（1∶5 000），4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，加入

HRP 标记二抗（（1∶5 000），室温孵育 1 h。TBST 洗

膜后，ECL 化学发光显色，Image J 软件分析灰度

值，以 β-actin 为内参，计算目的蛋白相对表达量。 

2.2.7  免疫组化检测   石蜡切片脱蜡复水，3% 

H2O2 阻断内源性过氧化物酶，柠檬酸钠缓冲液高压

修复抗原，5% BSA 封闭。滴加一抗 EGFR（（1∶200）、

PI3K（（1∶200）、Akt（（1∶200），4 ℃孵育过夜。PBS

洗涤后，加入生物素标记二抗，室温孵育 30 min。

加入链霉亲和素-HRP，室温孵育 20 min。DAB 显

色，苏木素复染，脱水透明封片。光镜下观察，每

个切片随机选取 5 个视野，Image J 软件计算阳性免

疫组化细胞数。 

2.2.8  TUNEL染色检测神经元凋亡  采用 TUNEL

试剂盒检测细胞凋亡。石蜡切片脱蜡复水，蛋白酶

K工作液 37 ℃消化 20 min，PBS洗涤。加入TUNEL

反应混合液，37 ℃避光孵育 60 min。DAPI 复染细

胞核 5 min，抗荧光猝灭封片。荧光显微镜下观察,

每个切片随机选取 5 个视野，计数 TUNEL 阳性细

胞（（绿色荧光）和 DAPI 阳性细胞总数（（蓝色荧光），

计算凋亡指数。 

凋亡指数＝TUNEL 阳性细胞数/总细胞数 

2.2.9  统计学分析  采用 SPSS 26.0 统计软件进行

数据分析。正态性检验采用 Shapiro-Wilk 检验，方

差齐性检验采用 Levene 检验。符合正态分布且方

差齐性的计量资料以 x s （表示，多组间比较采用

单因素方差分析（One-way ANOVA），组间两两比

较采用 LSD-t 检验；不符合正态分布的数据采用

Kruskal-Wallis H 检验。P＜0.05 为差异有统计学意

义。采用 GraphPad Prism 9.0 软件绘图。 

3  结果 

3.1  网络药理学预测结果 

3.1.1  绿原酸-CIRI 作用靶点分析  通过 TCMSP、

PubChem 数据库检索获得绿原酸潜在作用靶点 100

个；以（“cerebral ischemia reperfusion injury”为关键

词，从 GeneCards、OMIM、DisGeNET 数据库筛选

获得 CIRI 相关靶点 3 942 个。经 Venny 2.1 工具绘

制韦恩图取交集，得到绿原酸干预 CIRI 的潜在作

用靶点 64 个（图 1）。 

3.1.2  绿原酸干预 CIRI 的潜在靶点 PPI 网络构建与

核心靶点筛选  将 64 个交集靶点导入 STRING 11.5

数据库构建 PPI 网络，设置物种为“Homo sapiens”，  

 

图 1  绿原酸与 CIRI 的共同作用靶点 Venn 图 

Fig. 1  Venn diagram of common target points between 

chlorogenic acid and CIRI 

最低相互作用评分≥0.4，隐藏游离节点。结果显示，

网络包含 40 个节点、250 条边，平均节点度（（degree）

值为 12.5，PPI 富集 P＜1.0×10−16，表明靶点间存

在显著相互作用。 

将 PPI 数据导入 Cytoscape 3.9.1 进行可视化及

拓扑分析（（图 2），节点大小和颜色深度与 degree 值

成正比。分析结果显示，degree 值排名前 8 位的核心

靶点依次为 Akt1（degree＝43）、EGFR（degree＝36）、

胱天蛋白酶 3（CASP3）（degree＝35）、基质金属蛋

白酶 9（MMP9）（degree＝32）、原癌基因酪氨酸蛋

白激酶（（SRC）（degree＝30）、人表皮生长因子受体

2（（ERBB2）（（degree＝27）、MTOR（（degree＝26）和

MMP2（（degree＝25），提示上述靶点可能是绿原酸

干预 CIRI 的关键靶点。 

 

图 2  绿原酸干预 CIRI 的潜在靶点 PPI 网络 

Fig. 2  PPI network of potential targets for chlorogenic 

acid in treatment of CIRI 
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3.1.3  GO功能富集与KEGG通路富集分析  对 64

个交集靶点进行 GO 及 KEGG 富集分析，结果见图

3。GO 分析显示，BP 主要涉及细胞迁移正向调控、

丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）级联反应调控、磷

酸化调控及对外部刺激的反应等；CC 主要定位于

囊泡腔、细胞质、膜筏及血浆脂蛋白颗粒等；MF 主

要包括磷酸转移酶活性、受体酪氨酸激酶活性、蛋

白激酶结合及金属内肽酶活性等。KEGG分析显示，

靶点主要富集于癌症相关通路、PI3K-Akt 信号通

路、MAPK 信号通路、EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐

药及细胞凋亡通路等，其中癌症相关通路与 PI3K-

Akt 信号通路富集最为显著。上述结果提示，绿原

酸可能通过调控 PI3K-Akt、MAPK 等信号通路干预

CIRI，为后续实验研究提供了理论依据。 

 

图 3  绿原酸干预 CIRI 的潜在靶点 GO (A) 功能富集和 KEGG (B) 通路富集分析 

Fig. 3  GO (A) and KEGG (B) pathway enrichment analysis of potential targets for chlorogenic acid against CIRI 

3.1.4  “绿原酸-靶点-CIRI 通路”网络构建与分析  

将交集靶点及 KEGG 富集通路导入 Cytoscape 构建

（“绿原酸-靶点-通路”网络（（图 4），包含 1 个药物节

点、42 个靶点节点和 24 条通路节点。拓扑分析显

示，EGFR、MAPK1、CASP3、MMP9、SRC、磷脂

酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 γ（（PIK3CG）等

靶点 degree 值较高，为核心靶点；PI3K-Akt、MAPK、

Rap1、TNF 等信号通路与多个核心靶点广泛关联。

结果提示，绿原酸可能通过调控 EGFR/PI3K/Akt 等

关键靶点及相关信号通路发挥抗 CIRI 作用。 

3.1.5  分子对接结果  将绿原酸与 CASP3、EGFR、

ERBB2、MMP2、MMP9 及 SRC 进行分子对接分析

（（图 5），同时为验证 EGFR/PI3K/Akt/mTOR 通路关

键靶点，补充对 Akt1、MTOR 及 PI3K 进行分子对

接分析（（图 5）。结果显示，绿原酸与上述 9 个靶点

均具有良好的结合活性。图 5 中，绿原酸与 ERBB2  

 

图 4  绿原酸-靶点-CIRI 通路网络图 

Fig. 4  Chlorogenic acid-target-CIRI pathway network 
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图 5  绿原酸与核心靶点的分子对接结合能热图 

Fig. 5  Heatmap of molecular docking binding energies between chlorogenic acid and core targets 

的结合能最低（−33.9 kJ·mol−1），结合亲和力最强；靶

点的自由结合能均小于−29.3 kJ·mol−1，表明绿原其次

为 MMP9（−32.2 kJ·mol−1）和 EGFR（−30.9 kJ·mol−1）；

除 SRC（（−23.4 kJ·mol−1）外，其余 5 个酸与上述靶

点具有较强的结合潜力。补充分子对接中，绿原酸

与 MTOR 的结合能最低（−35.1 kJ·mol−1），结合亲

和力最强；其次为 PI3K（−31.8 kJ·mol−1）和 Akt1

（（−27.2 kJ·mol−1），3 个靶点的自由结合能均小于

−25.1 kJ·mol−1 ， 提 示 绿 原 酸 可 有 效 作 用 于

PI3K/Akt/mTOR 通路的关键节点。对接模式示意图

（（图 6）结果显示绿原酸与 Akt1 结合位点涉及 ASN-

54、GLN-79、ASN-53、LYS-14、ARG-86、ARG-23、

TYR-18 及 ILE-19 等多个关键残基，氢键距离为

1.8～2.9 Å（1 Å＝0.1 nm）；与 MTOR 结合位点涉及

ARG-73、GLU-2038、GLU-2032 及 SER-2035 等残

基，氢键距离为 1.2～2.2 Å；与 PI3K 结合位点涉及

LYS-636、ILE-663 及 ASP-761 等残基，氢键距离为

1.9～2.7 Å，表明绿原酸可与 EGFR/PI3K/Akt/ mTOR

通路多个关键靶点形成稳定的氢键相互作用，提示

其可能通过调控该通路发挥干预 CIRI 的作用。 

3.2  实验验证结果 

3.2.1  绿原酸对 MCAO/R 大鼠 mNSS 评分的影响  

术后第 1、3、5、7 天采用 mNSS 评估大鼠神经功能

（图 7）。对照组大鼠无神经功能缺损，各时间点

mNSS 评分均为 0，与对照组相比，模型组大鼠在各

时间点 mNSS 评分均显著升高（P＜0.001），表明出

现严重的神经功能缺损。与模型组相比，绿原酸干预

显著降低了 mNSS 评分，且绿原酸高剂量组改善效

果优于低剂量组，呈现明显的剂量和时间相关性趋

势。引入 EGFR 激动剂后，EGF 组评分较模型组进

一步升高（P＜0.05）；同时，EGF 显著逆转了绿原酸

高剂量对评分的改善作用（与绿原酸高剂量组相比， 

 

图 6  绿原酸与核心靶点的分子对接相互作用模式 

Fig. 6  Molecular docking interaction diagrams of chlorogenic acid with core targets 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 7  绿原酸及 EGFR 激动剂对 MCAO/R 大鼠 mNSS 的影响 ( x ±s, n＝6) 

Fig. 7  Effects of chlorogenic acid and EGFR agonist on mNSS in MCAO/R rats ( x ±s, n＝6) 

P＜0.01）。上述结果提示，绿原酸通过抑制 EGFR

信号通路减轻脑缺血再灌注诱导的神经功能损伤。 

3.2.2  绿原酸对大鼠 CIRI 后脑梗死体积的影响及

EGFR 激动剂的干预作用  TTC 染色结果显示（（图

8-A），对照组脑组织呈均匀红色，无梗死灶；模型

组右侧大脑半球出现明显苍白色梗死区，主要累及

皮层和纹状体。统计分析（图 8-B）显示，与对照

组相比，模型组脑梗死体积显著增加（（38%～40%，

P＜0.001）。与模型组相比，绿原酸干预后，绿原酸

低剂量组梗死体积降至约 30%（P＜0.01），绿原酸

高剂量组降至约 10%（P＜0.01），呈剂量相关性保

护作用。 

为验证 EGFR 通路在绿原酸神经保护中的作

用，引入 EGF 进行研究。与模型组相比，EGF 组梗

死体积增至约 45%（（P＜0.05），表明激活 EGFR 通

路加重损伤。与绿原酸高剂量组相比，绿原酸＋EGF

组梗死体积回升至约 35%（（P＜0.001），部分逆转了

绿原酸的保护效应。上述结果提示绿原酸的保护机

制可能涉及对 EGFR 通路活性的精细调控。 

3.2.3  绿原酸改善脑缺血再灌注大鼠脑组织病理

形态损伤及 EGFR 通路的介导作用  HE 染色结果

显示（（图 9），对照组皮层神经元形态正常，排列规

则，胞核清晰，胞质均匀，无明显病理改变。模型

组则表现为典型缺血性损伤特征：神经元数量减

少、排列松散，可见核固缩、核碎裂及胞体皱缩，

并伴有显著的间质水肿和空泡变性。 

经绿原酸处理后，高、低剂量组均显示不同程度

的组织学改善。绿原酸低剂量组损伤有所缓解，但仍

存在部分病理改变；绿原酸高剂量组效果更佳，神经

元结构趋于正常，坏死细胞及空泡变性明显减少。 

在 EGFR 通路验证实验中，EGF 组损伤程度与

模型组相当或更重。而绿原酸＋EGF 组相较于单纯

绿原酸高剂量组，损伤明显加重，表现为神经元紊

乱和空泡化增加，但整体仍优于模型组。这表明

EGF 可部分抵消绿原酸的保护效应，提示绿原酸可

能通过调控 EGFR 通路活性发挥神经保护作用。 

 

A-大鼠脑组织 TTC 染色；B-大鼠脑梗死体积百分比；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与

绿原酸高剂量组比较：
△△△

P＜0.001。 

A-TTC staining of rat brain tissues; B-cerebral infarct volume percentage; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 

model group; 
△△△

P < 0.001 vs high-dose chlorogenic acid group. 

图 8  绿原酸及 EGFR 激动剂对 MCAO/R 大鼠脑梗死体积的影响 ( x ±s, n＝6) 

Fig. 8  Effects of chlorogenic acid and EGFR agonist on cerebral infarct volume in MCAO/R rats ( x ±s, n＝6) 
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图 9  绿原酸及 EGFR 激动剂对 MCAO/R 大鼠脑组织病理形态的影响 

Fig. 9  Effect of chlorogenic acid and EGFR agonist on histopathological morphology of brain tissue in MCAO/R rats  

尼氏（（NISSL）染色结果（（图 10）显示，对照

组大脑皮层神经元排列规则、结构完整，胞质尼氏

体丰富、着色深蓝。模型组神经元数目显著减少，

排列紊乱，胞质着色变浅或消失，呈现典型的尼氏

体溶解表现。与模型组比较，绿原酸低、高剂量组

神经元损伤均有所改善，表现为细胞排列趋于规

整，尼氏体溶解减轻。绿原酸高剂量组改善更为明

显，神经元形态及尼氏体分布接近对照组。EGF 组

神经元损伤程度与模型组相近，尼氏体溶解明显。

与绿原酸高剂量组比较，绿原酸＋EGF 组神经元胞

质着色减弱，尼氏体含量降低，提示 EGF 可部分

逆转绿原酸的神经保护作用。上述结果表明，绿原

酸对 CIRI 的保护作用可能与调控 EGFR 信号通路

相关。 

 

图 10  绿原酸及 EGFR 激动剂对 MCAO/R 大鼠皮层神经元尼氏体的影响 

Fig. 10  Effect of chlorogenic acid and EGFR agonist on Nissl bodies in cortical neurons of MCAO/R rats 

3.2.4  绿原酸对 EGFR/PI3K/Akt/mTOR 信号通路相

关蛋白表达的影响  Western blotting 检测结果（图

11），与对照组比较，模型组 p-EGFR/EGFR 显著升

高，p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 及 p-mTOR/mTOR 均显

著降低（P＜0.01、0.001），表明缺血再灌注可诱导

EGFR 过度活化并抑制下游通路信号传导。与模型组

比较，绿原酸干预组 p-EGFR/EGFR 显著降低，下游

各蛋白磷酸化水平显著升高（P＜0.05、0.01），且绿

原酸高剂量组改善效果优于绿原酸低剂量组，呈剂

量相关性。 

与模型组比较，EGF 组 p-EGFR/EGFR 进一步升

高，下游蛋白磷酸化水平进一步降低（P＜0.05、0.01）。

与绿原酸高剂量组比较，绿原酸＋EGF 组上述指标变

化趋势逆转（P＜0.05、0.01）。以上结果表明，绿原酸

可通过抑制 EGFR 过度活化，恢复 PI3K/Akt/mTOR

信号通路传导，从而发挥神经保护作用。 

3.2.5  绿原酸对凋亡相关蛋白表达的影响  

Western blotting 检测结果（（图 12）显示，与对照组

比较，模型组 Bax 及 cleaved Caspase-3 表达显著升

高，Bcl-2 表达显著降低（（P＜0.01、0.001）。与模型 
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A-Western blotting；B-各组蛋白相对表达量；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与绿原酸

高剂量组比较：
△
P＜0.05  

△△
P＜0.01。 

A-Western blotting of. B-quantitative analysis of relative protein expression levels; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 

0.01 vs model group; △P < 0.05  
△△

P < 0.01 vs high-dose chlorogenic acid group. 

图 11  绿原酸对 MCAO/R 大鼠 EGFR/PI3K/Akt/mTOR 信号通路的影响 ( x ±s, n＝6)  

Fig. 11  Effect of chlorogenic acid on EGFR/PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in MCAO/R rats ( x ±s, n＝6) 

 

A-Bcl-2、Bax、pro-Caspase-3 及 cleaved Caspase-3 的 Western blotting；B-Bcl-2、Bax、pro-Caspase-3 及 cleaved Caspase-3 蛋白相对表达量；与

对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与绿原酸高剂量组比较：
△
P＜0.05  

△△
P＜0.01。 

A-Western blotting of Bcl-2, Bax, pro-Caspase-3 and cleaved Caspase-3. B-quantitative analysis of the relative protein expression levels; *P < 0.05  **P < 

0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; 
△
P < 0.05  

△△
P < 0.01 vs high-dose chlorogenic acid group. 

图 12  绿原酸对 MCAO/R 大鼠脑组织凋亡相关蛋白表达的影响 ( x ±s, n＝6)  

Fig. 12  Effect of chlorogenic acid on expression of apoptosis-related proteins in brain tissue of MCAO/R rats ( x ±s, n＝6) 

组比较，绿原酸干预组 Bax 及 cleaved Caspase-3 表

达显著下调，Bcl-2 表达显著上调（（P＜0.05、0.01），

且绿原酸高剂量组效果优于绿原酸低剂量组，呈剂

量相关性。与模型组比较，EGF 组凋亡相关蛋白表

达进一步恶化（（P＜0.01）。与绿原酸高剂量组比较，

绿原酸＋EGF 组上述蛋白表达变化趋势逆转（P＜

0.05、0.01）。以上结果表明，绿原酸可通过抑制

EGFR过度活化，上调Bcl-2/Bax比值，抑制Caspase-

3 活化，从而减轻神经元凋亡。 

3.2.6  免疫组化检测 EGFR、PI3K、Akt 蛋白表达  

采用免疫组化法检测各组大鼠脑组织 EGFR、PI3K

及 Akt 蛋白表达。与对照组比较，模型组 EGFR 阳

性表达显著升高，PI3K 及 Akt 阳性表达显著降低

（（P＜0.001）。与模型组比较，绿原酸干预组 EGFR

表达显著下调，PI3K及Akt表达显著上调（（P＜0.05、

0.01），且绿原酸高剂量组效果优于绿原酸低剂量
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组，呈剂量相关性。与模型组比较，EGF 组 EGFR

表达进一步升高，Akt 表达进一步降低（（P＜0.01）。

与绿原酸高剂量组比较，绿原酸＋EGF 组上述蛋白

表达变化趋势逆转（（P＜0.05、0.01）。以上结果表明，

绿原酸可通过抑制 EGFR 异常活化，上调 PI3K/Akt

信号通路，发挥神经保护作用。见图 13。 

3.2.7  绿原酸对神经元凋亡的影响  采用 TUNEL

染色检测各组大鼠脑组织神经细胞凋亡情况（图

14）。与对照组比较，模型组 TUNEL 阳性细胞比例

显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，绿原酸干预

组凋亡细胞比例显著降低（（P＜0.05、0.01），且绿原

酸高剂量组效果优于绿原酸低剂量组，呈剂量相关

性。与模型组比较，EGF 组凋亡细胞比例进一步升

高（P＜0.01）。与绿原酸高剂量组比较，绿原酸＋EGF

组凋亡细胞比例显著回升（P＜0.01）。以上结果表

明，绿原酸可通过调控 EGFR/PI3K/Akt 信号通路，

减轻缺血再灌注诱导的神经细胞凋亡。 

4  结论 

缺血性脑卒中是严重危害人类健康的脑血管

疾病，及时恢复血流灌注是挽救缺血脑组织的关键

措施，但再灌注过程本身会引发一系列复杂的病理

生理反应，导致脑损伤进一步加重，即 CIRI[18]。CIRI

的病理机制复杂，涉及氧化应激、炎症反应、钙超

载、线粒体功能障碍、细胞凋亡等多个环节，其中

神经元凋亡是导致神经功能缺损的重要因素[3, 19]。

因此，探索有效的神经保护策略，抑制神经元凋亡，

对改善 CIRI 预后具有重要意义。 

绿原酸是一种广泛存在于中药及天然植物中

的多酚类化合物，具有显著的抗氧化、抗炎、抗凋

亡等多种生物学活性[4]。近年研究表明，绿原酸对多 

 

A-免疫组化染色 (×400)；B-阳性细胞百分比；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与绿

原酸高剂量组比较：
△
P＜0.05  

△△
P＜0.01。 

A-representative immunohistochemistry images (×400); B-quantitative analysis of percentage of positive cells; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; 
△
P < 0.05  

△△
P < 0.01vs high-dose chlorogenic acid group. 

图 13  绿原酸通过 EGFR/PI3K/Akt 信号通路调节 MCAO/R 大鼠脑组织相关蛋白表达 ( x ±s, n＝6) 

Fig. 13  Effect of chlorogenic acid on expression of EGFR/PI3K/Akt signaling pathway-related proteins in brain tissue of 

MCAO/R rats ( x ±s, n＝6) 
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A-大鼠脑组织 TUNEL 染色 (×400); B-TUNEL 阳性细胞百分比；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  

##P＜0.01；与绿原酸高剂量组比较：
△
P＜0.05。 

A-TUNEL staining images in brain tissue of rats (×400); B-percentage of TUNEL-positive cells; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; 
△
P < 0.05 vs high-dose chlorogenic acid group. 

图 14  绿原酸对 MCAO/R 大鼠脑组织细胞凋亡的影响 ( x ±s, n＝6) 

Fig. 14  Effect of chlorogenic acid on cell apoptosis in brain tissue of MCAO/R rats ( x ±s, n＝6)

种神经系统疾病具有保护作用。Kim 等[20]研究发

现，绿原酸可通过抑制小胶质细胞活化和炎症反

应，减轻脂多糖诱导的神经炎症。Shen 等[21]报道，

绿原酸通过激活核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）/血

红素氧合酶 1（（HO-1）通路，减轻氧化应激，对 CIRI

具有保护作用。然而，绿原酸发挥神经保护作用的

分子机制尚未完全阐明，限制了其临床转化应用。

网络药理学基于系统生物学和网络分析理论，从整

体角度阐释药物与疾病的相互作用，符合中医药

（“多成分、多靶点、多途径”的作用特点，为揭示中

药作用机制提供了新思路[10]。本研究首先通过网络

药理学方法，系统预测绿原酸治疗 CIRI 的潜在靶

点和作用通路。结果显示，绿原酸与 CIRI 共有 64

个交集靶点，PPI 网络分析筛选出 EGFR、CASP3、

SRC、ERBB2、MMP9、MMP2 等核心靶点，提示

这些靶点在绿原酸治疗 CIRI 中发挥关键作用。GO

功能富集分析显示，交集靶点主要参与细胞对氮化

合物的反应、蛋白修饰与磷酸化正向调控、细胞迁

移正向调控等生物学过程，这与 CIRI 的病理机制

高度吻合。KEGG 通路富集分析显示，交集靶点显

著富集在 PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路、

TNF 信号通路、细胞凋亡通路等，其中 PI3K-Akt 通

路富集最显著，提示该通路在绿原酸治疗 CIRI 中

发挥核心作用。 

分子对接技术可从分子水平评估药物与靶点

的结合能力，验证网络药理学预测结果的可靠性。

本研究结果显示，绿原酸与 EGFR、ERBB2、CASP3、

MMP2、MMP9、SRC 等核心靶点均具有良好的结

合活性，结合能均小于−29.26 kJ·mol−1，其中与

ERBB2 的结合能最低（−33.86 kJ·mol−1），其次为

MMP9（−32.19 kJ·mol−1）和 EGFR（−29.26 kJ·mol−1）。

对接模式分析显示，绿原酸主要通过氢键和疏水相

互作用与靶点蛋白活性位点结合，构象稳定。上述

结果从分子水平支持了网络药理学预测的可靠性，

为后续体内实验验证提供了理论依据。 

EGFR/PI3K/Akt/mTOR 信号通路是调控细胞

生存、增殖、分化和凋亡的经典通路，在神经系统

中发挥重要作用[22]。EGFR 是受体酪氨酸激酶家族

成员，其活化后可通过多种机制调控下游信号通

路。EGFR 的过度激活与多种病理状态相关[23]。在

CIRI 过程中，EGFR 的异常激活可能通过负反馈机

制抑制下游 PI3K/Akt/mTOR 通路的正常功能，从而

加重神经元损伤。PI3K 是细胞内重要的信号转导分

子，活化后产生第二信使磷脂酰肌醇-3,4,5-三磷酸，

PI (3,4,5) P3（（PIP3），招募并激活 Akt。活化的 p-Akt

通过磷酸化多种底物发挥抗凋亡作用，包括激活

mTOR、抑制促凋亡蛋白 Bad、激活转录因子 CREB

等[24]。mTOR 是细胞生长和代谢的中心调控因子，

p-mTOR 可促进蛋白合成，抑制细胞凋亡[25]。因此，

维持 PI3K/Akt/mTOR 通路的适度活化对神经元存

活至关重要。 

在动物实验验证部分 ,本研究采用经典的

MCAO/R 模型模拟临床缺血性脑卒中，评估绿原酸

的神经保护作用及其分子机制。结果显示，

MCAO/R 模型大鼠表现出明显的神经功能缺损、脑

梗死体积增大、神经元损伤和凋亡增加，成功复制
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了 CIRI 的病理特征。绿原酸干预（（尤其是高剂量）

显著改善 mNSS，缩小脑梗死体积，减轻神经元损

伤，降低神经元凋亡，表现出明显的神经保护作用，

且呈剂量相关性。这与文献报道的绿原酸神经保护

作用一致[26-27]。 

机制研究方面，Western blotting 和免疫组化结

果显示，MCAO/R后大鼠缺血侧皮层p-EGFR/EGFR

显著升高，而下游 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 均显著降低。这一结果提示，CIRI 可

诱导 EGFR 过度激活，进而通过某种机制抑制下游

PI3K/Akt/mTOR 生存信号通路，促进神经元凋亡。

绿原酸干预后，p-EGFR/EGFR 比值显著下调，同时

下游各蛋白磷酸化水平显著回升，且呈剂量相关

性。凋亡蛋白检测结果显示，绿原酸可显著下调促

凋亡蛋白 Bax 和 cleaved-Caspase-3 表达，上调抗凋

亡蛋白 Bcl-2 表达，升高 Bcl-2/Bax。上述结果表明，

绿原酸可通过抑制 EGFR 过度磷酸化激活，解除其

对下游信号通路的抑制，恢复 PI3K/Akt/mTOR 通路

的正常传导功能，从而抑制神经元凋亡。值得注意

的是，免疫组化结果亦显示绿原酸干预后 EGFR 总

蛋白阳性细胞数有所下调，可能源于以下 2 种间接

机制：（1）促进受体内吞与降解：绿原酸与 EGFR

结合后，可能不仅抑制了其激酶活性（降低 p-

EGFR），还可能通过改变 EGFR 的构象，加速 EGFR

受体的内吞，并引导其进入溶酶体途径进行降解，

从而导致细胞表面及总 EGFR 蛋白水平的下降[28]。

（（2）负反馈转录调控机制：绿原酸通过抑制 EGFR

的异常激活，阻断了下游促增殖/促炎转录因子[如

激活蛋白-1（（AP-1）、核因子-κB（（NF-κB）或信号转

导及转录激活因子（STAT）家族成员]的活化，上

述转录因子活性的降低可能减弱了其对EGFR 基因

启动子的正向转录刺激，从而在转录水平上产生负

反馈，导致 EGFR mRNA 及蛋白表达的继发性下调

（（该机制有待后续转录组学实验进一步验证）。 

为进一步验证EGFR在绿原酸神经保护作用中

的关键上游调控地位，本研究设置 EGFR 激动剂

EGF 干预组进行机制验证。结果显示，EGF 干预后，

p-EGFR/EGFR 表达进一步升高，下游磷酸化蛋白水

平进一步降低，mNSS 升高，脑梗死体积增大，神

经元凋亡加重，证实 EGFR 过度激活可加重 CIRI。

更为重要的是，绿原酸高剂量＋EGF 联合用药组与

单纯绿原酸高剂量组相比，EGF 部分逆转了绿原酸

的神经保护作用，表现为 p-EGFR 水平回升、下游

蛋白磷酸化水平下降及神经损伤加重。上述结果有

力证明，绿原酸是通过抑制EGFR 过度磷酸化激活，

解除其对下游 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的抑制作

用，从而发挥神经保护效应，EGFR 是绿原酸发挥

作用的关键上游靶点。 

关于 EGFR 过度激活导致下游 PI3K/Akt/ 

mTOR 信号减弱的分子机制，现有研究从多个角度

进行了探讨。Tomas 等[28]指出，受体持续异常激活

可触发内吞作用增强及溶酶体降解途径激活，使质

膜表面功能性信号复合物数量显著减少，从而削弱

下游信号传递效率。Bhalla 等[29]的研究则揭示了另

一层面的调控机制：EGFR 过度激活状态可通过负

反馈回路诱导蛋白酪氨酸磷酸酶表达上调，进而加

速 PI3K 及其下游效应分子的去磷酸化过程。此外，

Stiles 等[30]发现 EGFR 异常激活能够募集磷酸酶与

张力蛋白同源物基因（（PTEN）等内源性抑制因子，

直接拮抗 PI3K/Akt 轴的活化。值得注意的是，Wee

等[31]提出在疾病应激条件下，EGFR 可能发生信号

偏向性转换，优先激活 MAPK 等促凋亡、促炎通

路，而对维持细胞存活的 PI3K/Akt/mTOR 通路激活

效率明显降低。绿原酸正是通过纠正 EGFR 的异常

激活状态，使 PI3K/Akt/mTOR 信号网络恢复正常功

能，从而发挥神经保护作用。 

本研究仍存在一定局限性。验证工作仅在大鼠

MCAO/R 模型中完成，尚未扩展至其他种属动物或

体外细胞实验体系。其次，EGFR 过度激活抑制

PI3K/Akt/mTOR 通路的具体分子事件，本研究未作

深入探讨。绿原酸长期用药的疗效稳定性及潜在不

良反应也有待系统评价。最后，向临床转化的相关

研究尚未开展。后续工作应着力于在多种实验模型

中重复验证绿原酸的神经保护效应，进一步解析

EGFR 与下游信号网络之间的精细调控机制，并全

面评估其临床应用前景。 

综上，本研究将网络药理学、分子对接与体内

实验相结合，对绿原酸改善 CIRI 的作用机制进行

了较为系统的探索。研究发现，CIRI 可导致 EGFR

过度激活，进而抑制下游 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路，促进神经元凋亡。绿原酸可通过抑制 EGFR 过

度磷酸化激活，恢复 PI3K/Akt/mTOR 通路功能，上

调 Bcl-2 表达，下调 Bax 和 cleaved-Caspase-3 表达，

抑制神经元凋亡，减轻 CIRI。EGFR 激动剂 EGF 可

部分逆转绿原酸的保护作用，证实 EGFR 是绿原酸

发挥神经保护作用的关键靶点。本研究为绿原酸治
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疗缺血性脑卒中提供了理论依据和实验支持，也为

开发新型神经保护药物提供了新思路。 
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