
·2374· 中草药 2021 年 4 月 第 52 卷 第 8 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 April Vol. 52 No. 8 

   

                                                       

 

基于网络药理学研究艾片抗脑缺血再灌注损伤的作用机制及验证 3 
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摘  要：目的  探明艾片抗脑缺血再灌注损伤的作用及其机制。方法  借助 PharmMapper 等数据库获得艾片（左旋龙脑）

抗脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI）的潜在靶点并进行基因本体（gene ontology，GO）功能富

集分析和京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富集分析。分别设置假手术组、

模型组、溶剂模型（1%聚山梨酯-80）组、阳性药（尼莫地平）组及艾片高、中、低剂量（0.20、0.10、0.05 g/kg）组，采用

预防和治疗给药的方式对线栓法制备的 CIRI 模型大鼠进行干预，Zea Longa 评分法对不同时间点（再灌注 4、22.5、46.5、
70.5 h）模型大鼠神经功能进行评价；2,3,5-氯化三苯基四氮唑（2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride，TTC）染色法观察大鼠脑

梗死率；蛋白质印迹（Western blotting）和免疫组织化学法对预测的通路进行初步验证。结果  网络药理学预测显示，艾片

抗 CIRI 的潜在靶点有 63 个，可能与调控生物过程及叉头转录因子 O 亚族（forkhead transcription factor of the O class，FOXO）

信号通路、磷脂酰肌醇-3 激酶（phosphatidylinositol-3-kinases，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）信号通路、雌激

素信号通路等有关。实验结果显示，艾片 0.20、0.10 g/kg 组能极显著降低模型大鼠脑梗死率，显著升高模型大鼠缺血侧皮层

中磷酸化叉头转录因子 O 亚族 3a（ phosphorylated-forkhead box O3a， p-FOXO3a）蛋白表达量和 p-Akt/Akt 和

p-FOXO3a/FOXO3a 值，极显著降低细胞死亡调解因子（Bcl-2 interacting mediator of cell death，Bim）和半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶-3（cysteinyl aspartate specific proteinase 3，Caspase-3）蛋白表达量，艾片 0.20 g/kg 组还能不同程度改善模型大鼠各

时间点神经功能损伤。结论  艾片可能是通过调节 Akt/FOXO3a/Bim 信号通路改善 CIRI，发挥抗细胞凋亡作用。 
关键词：艾片；脑缺血再灌注；网络药理学；Akt/FOXO3a/Bim 信号通路；凋亡 
中图分类号：R285      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2021)08 - 2374 - 10 
DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2021.08.021 
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Abstract: Objective  To investigate the role and possible mechanism of different doses of L-borneolum prevention plus treatment 
in cerebral ischemia-reperfusion injury (CIRI). Methods  With the help of databases such as PharmMapper, the potential targets of 
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L-borneolum against CIRI was obtained, then the gene ontology (GO) functional and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(KEGG) pathway enrichment analyses were processed. The chosen rats were randomly divided into seven groups (sham group, 
model group, vehicle (1% tween) group, positive drug (nimodipine) group, and high, medium and low doses of L-borneolum (0.20 
g/kg, 0.10 g/kg, 0.05 g/kg) groups. The rat model of CIRI was established by suture method and administrated in the manner of 
pretreatment plus treatment. Zea Longa scoring was used to detect neurobehavioral changes at various time (reperfusion 4, 22.5, 
46.5, and 70.5 h) of CIRI rats. Cerebral infarction volume was detected by 2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride (TTC) staining. In 
addition, Western blotting and immunohistochemistry analysis were performed to verify the predicted pathway. Results  Network 
pharmacology predicted that there were 63 potential targets of L-borneolum against CIRI, these targets were enriched in the forkhead 
transcription factor of the O class (FOXO) signaling pathway, phosphatidylinositol-3-kinases (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling 
pathway, and estrogen signaling pathway, etc. Experimental results showed that following L-borneolum (0.20 g/kg and 0.10 g/kg) 
treatment, the cerebral infarct sizes in CIRI rats were significantly attenuated, the expression of phosphorylated-forkhead box O3a 
(p-FOXO3a) and the ratio of p-Akt/Akt and p-FOXO3a/FOXO3a was increased, and Bcl-2 interacting mediator of cell death (Bim) 
and cysteinyl aspartate specific proteinase 3 (Caspase-3) protein expression was decreased in ischemic cortex. In addition, 
L-borneolum group (0.20 g/kg) can also improve the nerve function impairments of CIRI rats at various time points. Conclusion  
Neuroprotective and anti-apoptotic effect of L-borneolum against CIRI is mediated via the Akt/FOXO3a/Bim signaling pathway.  
Key words: L-borneolum; cerebral ischemia-reperfusion; network pharmacology; Akt/FOXO3a/Bim signal pathway; apoptosis

脑卒中因其高发病率和高死亡率，是造成全

球老年人死亡的主要原因[1]，在我国，缺血性脑

卒中的发病率占脑卒中的 85%[2]，且呈逐年增长

和年轻化的趋势[3]，对患者、家庭及社会都带来

沉重的负担[4-5]。当前对于缺血性脑卒中的首要治

疗原则是尽早重建血液再灌，恢复脑部的血氧供

应，临床上主要采用阿替普酶治疗或机械溶栓，

但在短时间内恢复血氧供应，很大几率会发生 2
次损伤，导致脑水肿、脑出血和神经元死亡[1,6]，

且溶栓治疗受病理生理窗（ pathophysiological 
window，PW）的限制[7-9]，故急需新的方法和药

物来缓解脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemia- 
reperfusion injury，CIRI）。 

艾片（主含左旋龙脑）为菊科植物艾纳香

Blumea balsamifera (L.) DC 新鲜叶经提取加工制成

的结晶，《中国药典》2020 年版记载其味辛、苦，

性微寒，归心、脾、肺经，因辛香走窜的特性，具

有良好的开窍醒神功效，兼可清热止痛，常用于治

疗热病神昏、中风痰厥[10]。课题组前期研究表明，

艾片预防性给药 3 d 可改善 CIRI 模型大鼠的脑水

肿，抑制造模引起的体温升高[11]。但目前关于艾片

抗 CIRI 的具体机制尚未完全清楚，本研究在前期研

究的基础上，从网络药理学角度初步预测艾片抗

CIRI 的可能机制，采用预防结合治疗给药的方式，

从分子水平予以验证，探明艾片抗 CIRI 的通路机

制，揭示其“开窍醒神”的科学内涵，为临床使用

提供理论及实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  基于网络药理学的机制预测 

因艾片成分较单一，故针对其主要成分抗 CIRI
的 机 制 进 行 预 测 。 通 过 PubChem 数 据 库

（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）获得艾片主要成

分左旋龙脑的化学结构，保存为 mol2 或 SDF 格式，

再利用 PharmMapper 数据库（http://www.lilab-ecust. 
cn/pharmmapper/）预测其潜在靶点，建立化合物靶

点数据集。借助 GeneCards 数据库（https://www. 
genecards.org/）筛选与 CIRI 相关的基因靶点，建立

疾病靶点数据集。为了便于统一分析，以上所有靶

点通过 UniProt 数据库（https://www.uniprot.org/）
转化成 UniProt ID 格式。绘制艾片（左旋龙脑）靶

点与 CIRI 靶点的韦恩图，运用 Cytoscape 3.7.2 软件

将二者共有靶点（即艾片抗 CIRI 的潜在靶点）进行

可视化。 
运用 Metascape 数据库（https://metascape.org/）

对艾片（左旋龙脑）抗 CIRI 的潜在靶点进行基因本

体（gene ontology，GO）功能富集分析和京都基因

与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and 
genomes，KEGG）通路富集分析，用以说明相关靶

点在基因功能和信号通路中的作用。GO 功能富集

分析主要包括生物过程（biological process，BP）、
分子功能（molecular function，MF）和细胞组成

（cellular component，CC）。通过在线作图平台微生

信（http://www.bioinformatics.com.cn/）对富集分析

结果进行可视化处理。 
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1.2  实验验证 
1.2.1  药物及试剂  艾片（左旋龙脑）为菊科植物

艾纳香 B. balsamifera (L.) DC.的新鲜叶经提取加工

制成的结晶，产地贵州罗甸，购于贵州罗甸，经绵

阳师范学院生命科学与技术学院田徽副教授鉴定，

采用气相色谱法测得其中左旋龙脑含量 91.3%＞

85%，符合《中国药典》规定。尼莫地平（批号 190501，
亚宝药业集团股份有限公司）；聚山梨酯-80、2,3,5-
氯化三苯基四氮唑（ 2,3,5-triphenyltetrazolium- 
chloride，TTC）、多聚甲醛（批号分别为 2019070801、
2019030101、2019052001，成都市科隆化学品有限

公司）；兔抗 β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号

LS194235，武汉 Servicebio 公司）；兔抗蛋白激酶 B
（protein kinase B，Akt）抗体、兔抗叉头转录因子 O
亚族 3a（forkhead box transcription factor of the O 
class 3a，FOXO3a）抗体、兔抗细胞死亡调解因子

（Bcl-2 interacting mediator of cell death，Bim）抗体

（批号分别为 6、5、9，美国 Cell Signaling Technology
公司）；兔抗 p-Akt（phospho T308）多克隆抗体、

重组兔抗 p-FOXO3a（phospho S253）多克隆抗体（批

号分别为 GR3348566-1、GR113981-8，美国 Abcam
公司）；兔抗半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cysteinyl 
aspartate specific proteinase 3，批号 42214，美国

GeneTex 公司）；过氧化酶标记的山羊抗兔 IgG 抗体

（美国 Jackson ImmunoResearch公司，批号 143146）。 
1.2.2  药物的配制及剂量设置  龙脑作为一种小分

子脂溶性单萜类物质，难溶于水，课题组前期使用

5%聚山梨酯-80 作为助溶剂，但由于其具有一定的

刺激性和溶血毒性，且过敏反应强度与剂量、浓度

及给药速率呈正相关[12]，故在前期基础上进行了预

实验，发现 1%聚山梨酯-80 也可溶解艾片，因此本

实验采用 1%聚山梨酯-80 作为助溶剂。尼莫地平是

一种二氢吡啶类钙通道阻滞药物，具有扩张脑血管、

抗血管痉挛、促进血液循环、保护神经元等作用，

是临床当中常用的脑保护剂[13]，故选择其作为本实

验的阳性药。精确称取艾片 6.00 g，置于研钵中充

分研匀后加入 3 mL 1%聚山梨酯-80，充分研磨，加

入纯水 297 mL（少量多次加入），依次配制成 0.020、
0.010、0.005 mg/mL 的药液，置于 4 ℃冰箱保存备

用，给药前将药液于 37 ℃预温并摇匀。精确称取

尼莫地平 4 片（20 mg/片），置研钵内充分研匀后

加入 74 mL 纯水，配制成 1.08 mg/mL 的溶液，配

制好的药液置 4 ℃冰箱保存备用，给药前将药液

于 37 ℃预温并摇匀。 
艾片剂量参考课题组前期实验结果，按照成人

（60 kg）艾片日用量分别设置为 0.20、0.10、0.05 
g/kg。尼莫地平给药剂量为 0.010 8 g/kg。 
1.2.3  实验动物  健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 84 只，

7～8 周龄，体质量 220～240 g，购于重庆恩斯维尔

生物科技有限公司，合格证号为 SYXK（湘）2019- 
0004 ， 实 验 前 在 成 都 中 医 药 大 学 动 物 房

（NO.TCM-09-315）进行适应性喂养 3 d，自由饮水

及饮食，室温维持在 25 ℃左右，湿度维持（50±
5）%，同时室内保持明暗交替周期为 12 h/12 h。在

成都中医药大学国家中医药管理局中药药理三级科

研实验室（NO.TCM-09-315）进行本次实验。动物

实验经成都中医药大学实验动物伦理委员会批准，

批准号为 TCM-2016-312。 
1.2.4  动物分组及给药  将 SD雄性大鼠 84只适应

性饲养 3 d 后，按体质量随机分为 7 组，假手术组、

模型组、溶剂模型（1%聚山梨酯-80）组、阳性药

（尼莫地平）组及艾片 0.20、0.10、0.05 g/kg 组，每

组 12 只。 
按照 10 mL/kg ig 给予艾片各剂量药液，阳性药

组给予尼莫地平，假手术组和模型组给予同体积生

理盐水，溶剂模型组给予同体积 1%聚山梨酯-80 溶

液，1 次/d，连续给药 3 d。第 3 次预防性给药 30 min
后对大鼠施予 CIRI 手术，造模成功后继续治疗给

药，1 次/d，连续 3 d（实验周期 6 d）。 
1.2.5  CIRI 模型大鼠的制备  造模前 12 h 大鼠禁

食不禁水。第 3 次预防性给药 30 min 后，根据线栓

法[14]制备大脑中动脉栓塞（middle cerebral artery 
occlusion，MCAO）局灶性脑缺血模型大鼠，小心

地分离迷走神经、左侧颈总动脉（common carotid 
artery，CCA）、颈外动脉（external carood artery，
ECA）、颈内动脉（internal carotid artery，ICA），微

动脉夹暂时夹闭 ICA，近心端结扎 CCA、ECA。用

注射器针头将 CCA 戳一小孔，将预先标记制备好

的直径为 0.286 mm 的蘸蜡鱼线插入 CCA，松开动

脉夹，使鱼线经 ICA，大脑中动脉（middle cerebral 
artery，MCA）到达大脑前动脉（anterior cerebral 
artery，ACA）近端，深度至颈内外动脉分叉处（20± 
2）mm，稍有阻力即停止进线，固定栓线并记录此

刻时间，作为大脑局灶性缺血开始的时间，缝合切

口并消毒，待缺血时间达到 90 min，将栓线向外抽

出 1 cm，剪去多余部分，碘伏消毒，回笼饲养并观
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察。假手术组除不插入栓线外，其余操作同其他组。 
1.2.6  判断造模成功的标准  大鼠术后不能直线行

走，向右转圈，严重时向右侧倾倒，提尾时右前肢

屈曲，不能伸展，视为造模成功。选取 Zea Longa
评分[2]≥1 分的大鼠进行后续实验。 
1.2.7  神经功能评分  于再灌注 4 h 及每天治疗性

给药 30 min后根据Zea Longa神经功能评分法对 84
只模型大鼠进行神经功能评分。 
1.2.8  脑梗死率的测定  每组取 8 只大鼠末次治疗

性给药 30 min 后进行上述神经功能评分，随后将其

进行深度麻醉，通过颈椎脱臼处死，迅速取出大脑

并清洗干净，沿冠状面切为 6 片，每片 2 mm，置

于预温好的 2% TTC 溶液中避光温孵 30 min， 后

固定在 4%多聚甲醛溶液 24 h。固定完成后将脑组

织取出，吸干水分，分离出梗死区域与正常区域，

分别称质量。梗死区域呈白色、正常区域呈玫瑰红

色。计算脑梗死率。 

   

脑梗死率＝梗死区域总质量/切片总质量 

1.2.9  蛋白质印迹法测定模型大鼠缺血侧皮层相关

蛋白表达量  依据药效研究结果，结合文献报道阳

性药尼莫地平为钙离子通道阻滞剂，其与细胞凋亡

关系不显著，故机制部分选择假手术组、溶剂模型

（1%聚山梨酯-80）组及艾片 0.20、0.10 g/kg 组进行

研究。 
另取 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 24 只（不与药效

研究部分共用），随机分为假手术组、溶剂模型（1%
聚山梨酯-80）组及艾片 0.20、0.10 g/kg 组，每组 6
只，给药、造模方法同“1.2.4”和“1.2.5”项。 

末次给药后 30 min，将各组大鼠进行深度麻

醉，颈椎脱臼处死，迅速取出大脑并清洗干净，置

于冰上迅速分离出皮层梗死半暗带，使用高效

RIPA 裂解液提取组织中总蛋白，BCA 蛋白试剂盒

对其进行定量。配制 12.5%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶，依次上样、电泳、转膜、5%脱脂牛

奶封闭后，滴加一抗 β-actin（1∶1000）、Akt（1∶
1000）、p-Akt（1∶1000）、FOXO3a（1∶1000）、
p-FOXO3a（1∶1000）、Bim（1∶1000）及 Caspase-3

（1∶1000），4 ℃摇床孵育过夜，TBST 洗膜后滴

加二抗（1∶10 000），于摇床室温孵育 1.5 h，经

TBST 洗膜，ECL 显影后，用 Image Lab 软件分析

条带灰度值。蛋白表达量＝目的条带灰度值/β-actin
条带灰度值。 
1.2.10  免疫组织化学法测定模型大鼠缺血侧皮层

相关蛋白表达量  取“1.2.4”项下各组大鼠 3 只（与

Zea Longa 评分共用），末次给药 30 min 后进行神经

功能评分，随后将其进行深度麻醉，通过颈椎脱臼

处死，迅速取出大脑于冰冷的生理盐水中，滤纸吸

去多余生理盐水后，置于 4%多聚甲醛中固定 24 h，
然后转移至三氯甲烷和丙酮的混合液（三氯甲烷-
丙酮 1∶1）中浸泡 24 h 进行脱脂处理[15]，在靠近

后脑 1/3 处进行取材，经脱水、石蜡包埋、切片（片

厚 2 μm）、脱蜡、水化、抗原修复、阻断、封闭后，

滴加一抗 p-FOXO3a（1∶100）、Bim（1∶50）及

Caspase-3（1∶600），4 ℃孵育过夜，经孵育二抗、

显色后，置于 400 倍显微镜下观察目的蛋白的阳性

表达情况，随机选取 5 个视野使用 Image J 软件对

其进行定量分析。 
1.2.11  统计学分析 

采用 SPSS 20.0 对实验数据进行统计学分析，

对于符合正态分布且方差齐性的计量资料，采用

单因素方差分析，不符合者采用非参数检验，对

于等级资料采用秩和检验，相关指标使用 sx  表

示，P＜0.05、0.01 表示差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  网络药理学预测机制 

基于“药物-靶点”筛选出艾片有 132 个靶点；

基于“疾病-靶点”筛选出 CIRI 靶点有 1328 个；将

艾片的靶点与 CIRI 的靶点映射取交集，得到艾片抗

CIRI 的潜在靶点共 63 个，见图 1。 

CIRI 靶点 
艾片靶点 1265 潜在靶点 

69 63 

 
图 1  艾片 (左旋龙脑) 抗 CIRI 的潜在靶点 

Fig. 1  Number of potential targets of L-borneolum against 
cerebral ischemia-reperfusion injury 

针对63个潜在靶点运用Cytoscape 3.7.2绘制出

“艾片-靶点-CIRI”网络图，其中橙色八边形代表

CIRI 疾病，绿色六边形代表艾片，紫色四边形代表

CIRI 的靶点，蓝色三角形代表艾片的靶点，黄色 V
形代表艾片抗 CIRI 的潜在靶点，见图 2。 

将艾片抗CIRI的潜在靶点导入Metascape数据 
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图 2  艾片-靶点-CIRI 网络图 

Fig. 2  Network diagram of L-borneolum-potential targets-cerebral ischemia-reperfusion injury 

库，下载分析结果保存为 csv 格式，打开结果文件，

运用 POWER 函数将 log（q-value）值转化为 q 值，

根据 q＜0.001 进行筛选并按从小到大进行排序，分

别选择前 20 条通路进行可视化，见图 3。结果显示，

与生物过程有关的条目共 447 个，主要参与调控酶

活性、丝裂原活化蛋白激酶（mitogenactivated protein 
kinase ， MAPK ） 和 磷 脂 酰 肌 醇 -3 激 酶

（phosphatidylinositol-3-kinases，PI3K）信号通路以及

炎症反应等；与细胞组成有关的条目共 9 个，主要

参与构成生物膜；与分子功能有关的条目共 23 个，

主要与酶的活性、核受体的活性和转录因子的活性

等相关。与 92 条 KEGG 信号通路有关，主要涉及

FOXO 信号通路、PI3K/Akt 信号通路、白细胞介素- 

17（interleukin-17，IL-17）信号通路、雌激素信号通

路以及血管内皮生长因子（vascular endothelia growth 
factor，VEGF）信号通路。 
2.2  实验验证结果 
2.2.1  艾片对大鼠神经功能评分的影响  结果见表

1，模型组和溶剂模型组大鼠各时间点神经功能评分

均极显著高于假手术组（P＜0.01），溶剂模型组与模

型组之间无显著性差异；尼莫地平组能极显著降低

模型大鼠再灌注 22.5、46.5、70.5 h 的 Zea Long 评分

（P＜0.01）。与溶剂模型组比较，艾片 0.20 g/kg 组能

极显著降低模型大鼠再灌注 22.5、46.5、70.5 h 的 Zea 
Long 评分（P＜0.01）；艾片 0.10 g/kg 组有降低各时

间点 Zea Longa 评分的趋势，但无显著性差异。 
top 20 of pathway enrichment

   

 
A-潜在靶点 GO 富集  B-潜在靶点 KEGG 富集  rich factor 为潜在靶点富集在该条通路上的个数与该条通路上全部靶点个数的比值 

A-GO enrichment analysis  B-KEGG pathway enrichment analysis  rich factor is the ratio of the number of potential targets on this pathway to the 

number of all targets on this pathway 

图 3  潜在靶点富集分析 
Fig. 3  Enrichment analysis of potential targets 

pathways in cancer 
proteoglycans in cancer 

Prolactin signaling pathway 
Ras signaling Pathway 

FoxO signaling pathway 
PI3K-Akt signaling pathway 

IL-17 signaling pathway 
fluid shear stress and atherosclerosis 

colorectal cancer 
AGE-RAGE signalling pathway in diabetic complications 

insulin resistance 
toxoplasmosis 

thyroid hormone signaling pathway 
focal adhesion 

Insulin signaling pathway 
ErbB signaling pathway 
Rap1 signaling pathway 

endocrine resistance 
estrogen signaling pathway 

VEGF signaling pathway 
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表 1  各组大鼠 Zea Longa 评分 ( 12 n , sx ) 
Table 1  Zea Longa scores of rats in each group ( 12 n , sx ) 

Zea Longa 评分 
组别 剂量/(g·kg−1) 

再灌注 4 h 再灌注 22.5 h 再灌注 46.5 h 再灌注 70.5 h 

假手术 － 0.00±0.00**△△ 0.00±0.00**△△ 0.00±0.00**△△ 0.00±0.00**△△ 

模型 － 2.08±0.29 2.08±0.29 2.00±0.00 2.00±0.00 

溶剂模型 － 2.08±0.29 2.08±0.29 2.08±0.29 2.00±0.00 

尼莫地平 0.010 8 2.00±0.00 1.75±0.45**△△ 1.67±0.49**△△ 1.58±0.51**△△ 

艾片 0.20 2.00±0.00 1.75±0.45**△△ 1.75±0.45*△△ 1.58±0.51**△△ 

 0.10 2.00±0.00 2.00±0.00 1.92±0.29 1.83±0.39 

 0.05 2.08±0.29 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与溶剂模型组比较：
△△P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs solvent model group 

2.2.2  艾片对大鼠脑梗死率的影响  如图 4 所示，

经 TTC 染色后，假手术组脑组织完整呈正常玫瑰红

色，未见梗死区域，其余各组可见不同程度苍白梗

死区域。结果如表 2 所示，模型组与溶剂模型组大

鼠的脑梗死率均极显著高于假手术组（P＜0.01），
溶剂模型组与模型组之间无显著性差异，尼莫地平

组能极显著降低模型大鼠脑梗死率（P＜0.01）。与

溶剂模型组比较，艾片 0.20、0.10 g/kg 组大鼠的脑

梗死率极显著降低（P＜0.01）；艾片 0.05 g/kg 组虽

有降低趋势，但无显著性差异。 

2.2.3  艾片对大鼠缺血侧皮层 Akt、 p-Akt、
FOXO3a、p-FOXO3a、Bim 及 Caspase-3 蛋白表达

的影响  结果如图 5 和表 3 所示，溶剂模型组大鼠

缺血侧皮层中 p-Akt/Akt 和 p-FOXO3a/FOXO3a 值

均极显著低于假手术组，Bim 和 Caspase-3 蛋白相

对表达量均极显著高于假手术组（P＜0.01）。与溶

剂模型组比较，艾片 0.20、0.10 g/kg 组大鼠缺血侧

皮层中 p-Akt/Akt 和 p-FOXO3a/FOXO3a 的值显著

升高，Bim 和 Caspase-3 蛋白相对表达量则极显著

降低（P＜0.05、0.01）。 

假手术          模型          溶剂模型      尼莫地平       0.20        0.10          0.05 
                                                                      艾片/(g·kg−1) 

图 4  各组大鼠 TTC 染色 

Fig. 4  TTC staining of rats in each group 
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表 2  各组大鼠脑梗死率 ( 8 n , sx ) 
Table 2  Cerebral infarction rate of different groups 
( 8 n , sx ) 

组别 给药剂量/(g·kg−1) 脑梗死率 
假手术 － 0.00±0.00**△△ 
模型 － 0.21±0.03 
溶剂模型 － 0.21±0.04 
尼莫地平 0.010 8 0.13±0.03**△△ 
艾片 0.20 0.14±0.03**△△ 
 0.10 0.16±0.02**△△ 
 0.05 0.20±0.03 
与模型组比较：**P＜0.01；与溶剂模型组比较：

△△P＜0.01 
**P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs solvent model group 

2.2.4  艾片对大鼠缺血侧皮层 p-FOXO3a、Bim 及

Caspase-3 蛋白表达的影响  如图 6 所示，假手术组

p-FOXO3a 强表达于大部分神经细胞胞浆，在血管

内皮细胞胞浆和基底膜表达极弱；Bim 较弱表达于

大部分神经细胞胞核，在血管内皮细胞胞浆和基底

膜表达极弱；Caspase-3 极弱表达于少许神经细胞胞

浆、血管内皮细胞胞浆和基底膜。结果如表 4 所示，

溶剂模型组大鼠缺血侧皮层中 p-FOXO3a 蛋白表达

量极显著低于假手术组，Bim 和 Caspase-3 蛋白表

达量均极显著高于假手术组（P＜0.01）。与溶剂模

型组比较，艾片 0.20、0.10 g/kg 组大鼠缺血侧皮层 

p-FOXO3a 90×103 

82×103～97×103FOXO3a 

p-Akt 56×103 

Akt 60×103 

Caspase-3 32×103 

Bim 23×103 

β-actin 43×103 

假手术 溶剂模型   0.20      0.10
                        艾片/(g·kg−1) 

 
图 5  各组大鼠缺血侧皮层 Akt、p-Akt、FOXO3a、p-FOXO3a、Bim 及 Caspase-3 蛋白表达情况 

Fig. 5  Protein expression of Akt, p-Akt, FOXO3a, p-FOXO3a, Bim and Caspase-3 in ischemia cortex of rats in each groups 

表 3  各组大鼠缺血侧皮层 Akt、p-Akt、FOXO3a、p-FOXO3a、Bim 及 Caspase-3 蛋白相对表达量 ( 6 n , sx ) 
Table 3  Protein expression of Akt, p-Akt, FOXO3a, p-FOXO3a, Bim and Caspase-3 in ischemia cortex of rats in each group 
( 6 n , sx ) 

组别 剂量/(g·kg−1) p-Akt/Akt p-FOXO3a/FOXO3a Bim/β-actin Caspase-3/β-actin 
假手术 － 0.98±0.25△△ 2.45±0.66△△ 0.06±0.01△△ 0.65±0.08△△ 
溶剂模型 － 0.05±0.01 1.24±0.30 0.21±0.02 

0.13±0.02△△ 
1.38±0.10 

艾片 0.20 0.91±0.21△△ 1.95±0.48△ 0.91±0.08△△ 
 0.10 0.62±0.19△△ 1.82±0.33△ 0.16±0.01△△ 1.01±0.09△△ 

与溶剂模型组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01 

△P < 0.05  △△P < 0.01 vs solvent model group 

中 p-FOXO3a 蛋白表达量极显著升高，Bim 和

Caspase-3 蛋白表达量则极显著降低（P＜0.01）。 
3  讨论 

脑缺血被认为是造成 85%神经系统疾病的主要

原因之一[16]，缺血发生后，大脑血流供应中断，导

致大脑葡萄糖、营养及氧气供应不足[17]，随着缺血

时间的延长，将不可避免地对脑组织造成损伤，常

会存在一些肢体障碍，如口眼㖞斜和语言障碍，以

及半身不遂的情况。脑缺血的病理损害主要为局部

血液循环障碍和神经元缺失，缺血、缺氧 4 min 即

可造成神经元的死亡[18]。当前临床对于脑缺血的首

要治疗原则是尽早实现再灌注，但有研究表明，再

灌注可通过产生活性氧（reactive oxygen species，
ROS）、细胞内 Ca2+超载、兴奋性氨基酸毒性、线

粒体功能障碍及血脑屏障异常从而对脑缺血患者产

生更为严重的损伤[6,17]。总之，CIRI 将引起细胞氧 
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图 6  各组大鼠缺血侧皮层 p-FOXO3a、Bim 及 Caspase-3 蛋白表达情况 (×200) 

Fig. 6  Protein expression of p-FOXO3a, Bim and Caspase-3 in ischemia cortex of different groups (× 200) 

表 4  各组大鼠缺血侧皮层 p-FOXO3a、Bim 及 Caspase-3 蛋白表达量 ( 3 n , sx ) 
Table 4  Protein expression of p-FOXO3a, Bim and Caspase-3 in ischemia cortex of different groups ( 3 n , sx ) 

组别 剂量/(g·kg−1) p-FOXO3a/% Bim/% Caspase-3/% 
假手术 － 16.61±0.76△△ 4.40±0.07△△ 0.49±0.05△△ 
溶剂模型 － 5.80±0.11 8.72±0.26 1.07±0.03 
艾片 0.20 12.47±0.35△△ 5.22±0.02△△ 0.57±0.11△△ 
 0.10 9.74±0.13△△ 5.52±0.37△△ 0.79±0.06△△ 

与溶剂模型组比较：
△P＜0.05  △△P＜0.01 

△P < 0.05  △△P < 0.01 vs solvent model group 

化应激、炎症及细胞凋亡的平衡失调，导致严重的

神经功能损伤和不可逆的神经元凋亡， 终导致记

忆和运动功能障碍[17,19-20]。因此，寻找能减少 CIRI
引起的神经元凋亡的药物具有重要意义。 

艾片为艾纳香叶片的提取物，首载于《增订伪

药条辨》，临床使用的银丹心脑通软胶囊（含艾片）

能活血化瘀、行气止痛，用于脑动脉硬化、中风、

中风后遗症[10]。课题组前期已证实，艾片预防性给

药 3 d，对 CIRI 模型大鼠具有保护作用[11]。但目前

关于艾片抗 CIRI 的具体机制尚未明确，同时预防

性给药在临床中难以实现，多数人仍保持“无病不

吃药”的观念，治疗性给药更为符合临床用药实

际，再者因本实验使用的是艾片单味药而非复方，

提前给药以使模型大鼠能维持一定血药浓度而发

挥药效，因此，本研究基于中药多靶点的思路，运

用网络药理学，预测艾片抗 CIRI 的潜在机制，采

用预防与治疗给药的方式，缩短缺血时间，降低艾

片给药剂量，从多个时间点评价模型大鼠神经功

能，并从分子角度对预测结果进行验证。本研究发

现艾片 0.20、0.10 g/kg 组能极显著降低 CIRI 模型

大鼠的脑梗死率，且呈剂量相关性，艾片 0.20 g/kg
组还能不同程度地改善模型大鼠各时间点的神经

功能损伤，体现了其“开窍醒神”的功效。 
本研究通过网络药理学筛选得到艾片抗 CIRI

的 63 个潜在靶点，GO 功能富集分析结果显示，艾

片抗 CIRI 涉及调控酶、核受体和转录因子活性以

及炎症反应，参与生物膜的构成，体现了中药多靶

点的特点。KEGG 通路富集分析结果显示，艾片抗

CIRI 与 92 条信号通路有关，在富集程度前 20 的信

号通路中，FOXO 信号通路是一条涉及调节细胞增

殖、分化、凋亡、细胞周期、氧化应激、DNA 损伤

修复和细胞代谢的关键通路[21]。 
哺乳动物的 FOXO 亚族包含：FOXO1/FKHR/ 

FOXO1a、FOXO3/FKHRL1/FOXO3a、FOXO4/AFK

p-FOXO3a 
 
 
 
 
 

Bim 

 

 

Caspase-3 

假手术                溶剂模型                    0.20                   0.10 

100 μm

100 μm

100 μm

                                                                    艾片/(g·kg−1) 
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和 FOXO6。其中 FOXO3a 在大脑、直肠、肝脏等

组织均有分布，其转录功能亦是 强的 [21-23]。

FOXO3a 是调节细胞凋亡的关键转录因子，正常情

况下，FOXO3a 在细胞质和细胞核均有分布，且处

于磷酸化（失活）和非磷酸化（激活）之间的动态

平衡状态[24]。Bcl-2 家族在调节细胞凋亡、线粒体

功能和凋亡因子的释放中起着重要作用，Bim 作为

Bcl-2 家族的成员，是一种重要的促凋亡蛋白[25-26]，

亦是 FOXO3a 的重要靶点，FOXO3a 可通过与 Bim
启动子区的 2个 FOXO转录因子结合域结合而激活

Bim 启动子，过度表达的 FOXO3a 可促进 Bim 的表

达，并导致细胞凋亡[27]，脑缺血后，神经元凋亡与

FOXO 转录因子活性增高有关[28]。 
FOXO 转录因子活性受磷酸化、乙酰化、泛素

化、糖基化和甲基化等调节[21,28]。其中 PI3K/Akt
信号通路是调节 FOXO3a 的 重要的一种方式，活

化的 Akt 进入细胞核，直接磷酸化 FOXO3a 的苏氨

酸 32、丝氨酸 253、丝氨酸 315（T32、S253、S315）
位点，降低其与 DNA 的结合，并促进与 14-3-3 伴

侣蛋白形成复合物，从细胞核向细胞质转移，因其

在细胞质中仍处于结合状态，也防止了复合物逆向

向细胞核转移，从而抑制了 Bim 介导的细胞凋亡，

促进细胞存活[21-22,29-33]。在 FOXO3a 的 3 个磷酸化

位点中，活化的 Akt 首先选择磷酸化 S253 位点[34]。

抑制 Akt 的活性将导致 FOXO3a 的去磷酸化，通过

核易位诱导靶基因 Bim 的表达，随后线粒体释放细

胞色素C并激活Caspase-3，导致细胞凋亡[29,31-32,35]。

有研究显示，白藜芦醇[36]、维生素 A[37]、H2O2
[38]、

脂多糖[33]等可通过降低Akt和FOXO3a蛋白的磷酸

化程度，增加促凋亡蛋白 Bim 的表达，从而导致细

胞凋亡。本研究显示，艾片 0.20、0.10 g/kg 组能显

著升高 CIRI 模型大鼠缺血侧皮层中 p-FOXO3a 和

p-Akt 的表达，降低促凋亡蛋白 Bim 及 Caspase-3
的表达，且免疫组化结果显示，p-FOXO3a 主要表

达于神经细胞胞浆，这与文献报道一致，提示艾片

可能是通过 Akt/FOXO3a/Bim 信号通路对 CIRI 模

型大鼠发挥抗凋亡作用，验证了前期预测结果。 
综上所述，艾片可以改善 CIRI 模型大鼠的神

经功能损伤，降低脑梗死率，同时通过调控

Akt/FOXO3a/Bim 信号通路，抑制促凋亡蛋白 Bim
和 Caspase-3 的表达，从而发挥抗凋亡作用，并呈

剂量相关性，本研究体现了艾片多靶点的作用特

点，对明确艾片抗 CIRI 的机制具有重要意义。 
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