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潞党参改善MCAO/R小鼠神经功能损伤的作用及其
抗炎机制的网络药理学预测和实验验证

（1.山西中医药大学 分子中医药学国家国际联合研究中心，山西 太原 030024；

2.山西中医药大学 中医脑病学山西省重点实验室，山西 太原 030024；

3.山东中医药大学 中医学院，山东 济南 250355；

4.中国医学科学院药物研究所 天然药物活性物质与功能国家重点实验室，北京 100050）

【摘 要】目的 利用网络药理学结合体内实验，探讨潞党参治疗小鼠大脑局部缺血后再灌注损伤的潜在作用机

制。方法 对C57BL/6小鼠大脑构建中动脉闭塞再灌注模型（middle cerebral artery occlusion/ reperfusion，MCAO/R），

建模成功后，将其分为假手术组，MCAO/R模型组，潞党参低、中、高剂量组，进行连续7 d潞党参药物治疗；通过

Zea Longa 5级评分法评估MCAO/R小鼠的神经功能损伤情况；利用网络药理学和分子对接技术预测党参治疗缺

血性脑卒中（IS）的潜在作用机制和靶点，在此基础上利用Western Blot验证预测靶点。结果 Zea Longa 5级评分法

显示，与假手术组相比，模型组小鼠神经功能损伤严重，差异有统计学意义（P <0.05）；与模型组相比，潞党参高剂量

组小鼠的神经功能有所改善，差异有统计学意义（P <0.05）。网络药理学机制研究表明，潞党参抗IS的作用可能与氧

化应激、脂代谢以及神经炎症通路相关。分子对接结果显示，潞党参中的苍术内酯Ⅲ和补骨脂内酯可能通过IL-2、

MMP12和CXCL12基因靶点改善IS后的神经功能。Western Blot验证结果显示，与模型组相比，潞党参高剂量组分

别对MMP12和CXCL12有着不同程度的抑制作用，且差异有统计学意义（P <0.05）；党参高剂量组对TNF-α的表达

有明显的下调作用（P <0.01）。结论 潞党参可能通过抑制神经炎症反应来缓解IS/R的神经功能损伤。其发挥抗炎

作用可能是通过下调MMP12、CXCL12和TNF-α的表达水平实现的。
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脑卒中是世界第二大疾病死亡因素，长期影响

着我国人口的致残率和致死率[1]。脑卒中主要分为

缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）和出血性脑卒中

（hemorrhagic stroke，HS），其中IS占60%~80%[2]。然

而，即使救治及时，缺血后的再灌注也会引起严重

的神经炎症和氧化应激反应，损伤患者的神经功

能，引发严重的后遗症。故在IS康复期的治疗过程

中，抑制神经炎症反应尤为重要。炎症发生时，受

损的组织会释放大量的炎性趋化因子，从而增加炎

性细胞的聚集，加重局部的炎症。尤其在IS的早

期，各类炎性趋化因子大量表达[3]，其中趋化素样因

子 1（chemokine- like factor 1，CKLF1）最具有特异

性，它仅在脑缺血的情况下表达，是脑缺血的特异

性标志物，与其他的神经系统疾病（阿尔茨海默症、

帕金森病等）的炎症无关[4]。

IS在中医中属于“中风”的范畴，其根本病机是

阴阳失调、气血逆乱，属于本虚标实证。后遗症时

期，本虚的问题更加突出。早期研究表明[5]，气虚血

瘀证是中风病后遗症期最主要的证型，其主要症状

为：面色苍白、脉虚、自汗、舌紫或有瘀斑、心悸、头

痛或头晕昏沉等，临床治疗上会配伍党参、黄芪等

补气药物。党参作为补气药，具有健脾益肺、养血

生津的作用[6]。桔梗科植物党参是中药党参的主要

来源，其中以山西道地药材潞党参最具代表性。我

们前期研究发现[7]，潞党参可以通过改善脑缺血状

态提高小鼠的认知水平，并且在IS的治疗中发挥抗
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炎作用[8]。但是其抗炎作用的具体机制仍不可知。

中药成分种类多样，通常会调控多个靶点，即

使是探究已知靶点之间的联系，信号串扰也是研究

中的一个障碍使其难以入手。然而网络药理学通

过网络，连接药物成分、作用靶点和相关基因，来帮

助预测中药与疾病治疗的关系。本文通过动物实

验评估潞党参改善MCAO/R小鼠的神经功能损伤，

采用智能通路分析系统（IPA）构建“潞党参-成分-靶

点-IS”网络，试图预测和分析潞党参治疗IS过程中

的抗炎机制，并对其预测靶点进行动物实验验证。

1 材料和方法

1.1 数据库与软件

网络药理学：TCMSP数据库（http：//lsp.nwu.edu.

cn/tcmsp.php）、CRD数据库（http：//www.chemcpd.cs-

db.cn/cmpref/default.html）、Herb 数据库（http：//herb.

ac.cn/）、PubChem（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）、

SwissADME数据库（http：//www.swissadme.ch/）、SEA

数据库（http：//sea.bkslab.org/）、NCBI数据库（https：//

www.ncbi.nlm.nih.gov/）、Uniprot 数据库（https：//www.

uniprot.org/）、Venny2.1（https：//bioinfogp.cnb.csic.es/

tools/venny/）、Cytoscape 3.9.1、IPA 2022、Gephi-0.9.3。

分子对接：Open Babel GUI 2.4.1、PDB数据库

（https：//www.rcsb.org/）、PyMol2.6、AutoDockTools 1.5.7。

其他：Graphpad prism9.2.0、Image J 2.1.0。

1.2 实验动物与分组

6~8周龄的健康雄性C57BL/6小鼠50只[斯贝

福生物技术有限公司，SPF级，体质量18~20 g，许可

证号：SCXK（京）-2019-0010]，适应性饲养7 d后开

始实验。假手术组的6只小鼠只进行颈动脉血管分

离。余44只小鼠进行MCAO/R造模，经过脑血流监

测，筛选符合实验要求和去除死亡的小鼠后，得到

24只MCAO/R造模成功的小鼠，随机分为模型组，

党参低剂量组（4.29 g·kg-1）、中剂量组（8.58 g·kg-1）

和高剂量组（17.16 g·kg-1），每组6只。期间实验动

物饲养在12 h/12 h的昼夜周期环境中，给予自由食

水。动物实验所有程序均经山西中医药大学伦理

委员会批准，并符合《实验室动物护理和使用指南》

中的标准[9]。

1.3 仪器与耗材

RFLSI Ⅲ激光散斑血流成像系统，R540型小动

物麻醉机，MCAO手术器械包（均购自瑞沃德生命科

技有限公司）；MCAO线栓（购自佳灵生物技术有限

公司）；VERSA max 酶标仪（购自美谷分子仪器有限

公司）；全自动多色荧光及化学发光凝胶成像系统

（购自赛智创业科技有限公司）；DYY-6D型电泳仪

（购自六一生物科技有限公司）；TE77XP型电转仪

（购自豪沃生物科技有限公司）。

1.4 药物与试剂

潞党参口服液（国药准字 Z20059002，产品批

号：2008310，每10 mL相当于生药饮片16.67 g）购自

正来制药有限公司；异氟烷（21071101）购自瑞沃德

生命科技有限公司；MPO抗体（ab208670）、CXCL12

抗体（ab25117）、CCR4抗体（ab216560）均购自Ab-

cam 公 司 ；β- Actin 抗 体（AC006）、MMP12 抗 体

（A3713）、IL2抗体（A22200）均购自爱博泰克生物科

技有限公司；TNF 抗体（BA0131）、山羊抗兔 IgG

（BA1052）、SDS-PAGE 凝胶试剂盒（15L15B38）、

BCA蛋白浓度测定试剂盒（15F08A46）、蛋白印迹膜

再生液（ARO153）、ECL化学发光液（15I08A97），均

购自博士德生物工程有限公司。

1.5 小鼠脑MCAO/R模型的建立

依据改良后的MCAO法[10]，建立小鼠MCAO模

型。缺血1 h后，对MCAO后的小鼠进行再灌注操作。

1.6 激光散斑检测脑血流量

将小鼠用异氟烷麻醉后俯卧固定于手术台上，

划开小鼠的头皮，分离组织并暴露头骨，滴加生理

盐水。在MCAO术后和再灌注后分别记录小鼠的

脑部血流。

1.7 Zea Longa评分

根据Zea Longa 5级评分法，给药治疗7 d后对

小鼠进行测试。牵拉小鼠尾巴后，观察小鼠的行为

状态。具体评分细则如下：无神经功能缺损为０分；

轻微神经功能紊乱为１分；牵拉尾巴后单向旋转为

２分；牵拉尾巴后翻滚为３分；无意识为４分。

1.8 潞党参治疗IS的网络药理学研究方法

1.8.1 潞党参成分收集以及潞党参和IS的靶点预测

由于数据库里缺乏潞党参的直接数据集，考虑

到潞党参属于桔梗科党参属，是中药党参主要的药

用及研究品种，因此，我们用党参作为关键词进行

化学成分的收集。党参的化学成分来源于TCMSP、

CRD和Herb数据库。收集完成的化学成分去除氨

基酸和单糖，用PubChem对化合物的名称和SMILES

进行标准化。有研究证明[11~13]，一些不符合Swis-

sADME中口服利用度（OB）和类药性（DL）的成分，

可以在体内实验中发挥相应的作用。故不能单凭

DL或OB来筛选药物。综上所述，本次研究仅筛掉
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党参中的氨基酸和单糖等物质。

用 SEA 数据库预测党参成分的靶点，按照

MaxTc>0.57、“Homo sapiens”和P < 0.05的标准筛选

所得到的靶点。通过NCBI数据库中的Gene数据

库，以“ischemic stroke”为检索词搜索疾病靶点，以

“Homo sapiens”作为筛选条件，收集IS的疾病靶点，

之后使用Uniprot数据库标准化成分和疾病的靶点

基因。

1.8.2 潞党参和IS的基因交集、蛋白-蛋白相互作

用（PPI）的构建 利用Gephi和Venny2.1绘制潞党参

和IS的交集基因图。并且对交集基因的分类进行

统计。使用Cytoscape 构建“药物-成分-靶点-疾

病”网络图。利用IPA的“Connect”功能构建党参治

疗IS的PPI。

1.8.3 党参治疗 IS交集基因的疾病、功能和经典

通路分析 使用 IPA的 Core Analysis 功能，对交集

基因进行分析并制作疾病、功能和经典通路相关

图表。

1.9 党参治疗IS的关键靶点研究

通过查阅文献，选择“党参-IS”交集基因中，与

CKLF1相关的靶点作为关键靶点。取小鼠MCAO/R

一侧的冻存脑组织，在冰上裂解后，测定蛋白浓度，

制备样本。配制电泳凝胶，依据所测蛋白浓度确定

上样量并依次上样。电泳完成后，将蛋白电转至

PVDF膜上，之后进行封闭，接着按照程序敷相应的

一抗和二抗。之后用凝胶成像系统显影。图像使

用Image J进行分析。

1.10 统计学方法

本研究实验数据使用 Graphpad prism 进行处

理，所有数据均用mean±SD的形式表示。本研究

组间比较用Dunnett法检验，检验水准为α=0.05，以
P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 激光散斑检测脑血流量验证模型建立

如图1A，检测和计算小鼠MCAO术后缺血侧与

未缺血侧的流量比值，默认MCAO术前缺血侧与未

缺血侧的流量比值为100%，以术后该比值降低到

60%以下，再灌注后比值恢复至80%以上为造模成

功的标准。根据这一标准，对44只小鼠进行MCAO/R

造模，其中11只小鼠缺血侧与未缺血侧的流量比值

高于60%、9只小鼠术后死亡。最终，24只小鼠符合

MCAO/R成功的标准。

2.2 潞党参减轻IS/R小鼠的神经功能损伤

根据Zea Longa 5级评分法对小鼠的神经功能

损伤进行了评价，如图1B所示，经过7 d用不同浓

度潞党参对MCAO/R小鼠进行治疗，发现潞党参整

体改善了MCAO/R小鼠的神经功能，尤其显著改善

了高剂量组小鼠的神经功能，差异有统计学意义

（P < 0.05）。

2.3 网络药理学预测潞党参治疗IS的机制

为了探究潞党参通过何种途径改善MCAO/R小

鼠的神经功能损伤，我们使用网络药理学方法预测

其作用机制。

2.3.1 潞党参的活性成分收集、党参治疗靶点和IS

疾病靶点的预测 在TCMSP、CRD和Herb中的党参

化合物分别有123、10和95个，标准化后，共收集228

个化合物。使用SEA数据库预测党参成分作用靶

点，得到119个化合物调控的183个靶点基因。在

Gene数据库里收集IS相关基因1 247个，筛选后得到

612个基因。将党参靶点基因和IS疾病基因进行重

叠，显示党参和IS有47个交集基因（见图2A）。

2.3.2 “药物-成分-靶点-疾病”网络构建与分析

为了清晰描述党参治疗IS的潜在机制，我们构建了

“药物-成分-靶点-疾病”网络（见图2B）。该网络

中有节点168个，边846条。其中，党参节点（黄）、

党参成分（绿）、治疗靶点（紫）和疾病节点（红）分别

为1个、119个、47个和1个。

2.3.3 潞党参治疗 IS 的交集基因蛋白互作网络

（PPI）构建 为了探究交集基因之间的潜在关系，根

据交集基因对应靶点所在位置的不同，构建党参治

疗IS交集基因PPI（见图2C）。该网络有节点47个，

边640条。其中表达在细胞核内、细胞膜上、细胞质

内和细胞外的基因分别为8个、9个、20个和10个。

2.3.4 潞党参治疗IS的功能、疾病和经典通路分

析 为了预测潞党参治疗IS的作用机制，我们使用

IPA核心分析功能分析47个交集基因，得到其疾病、

功能和经典通路富集结果。核心分析用Fisher精准

检验法分析富集结果并得到p-value。对于党参治

疗IS所发挥的潜在功能，核心分析富集到了23种

图1 MCAO术后和再灌注后的脑血流量检测以及潞党参干预
MCAO/R小鼠7 d后的神经功能缺损结果

A B
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（见图3A），其中脂代谢的-log（p-value）值最高，为

35.65，包含43个基因。此外自由基清除也排名靠前，

其-log（p-value）值为31.20。这表明潞党参可能通

过调节能量代谢（尤其是脂代谢）和抗氧化途径，来

缓解IS导致的神经功能损伤。疾病富集了23种（见

图3B），炎症疾病的-log（p-value）值最高为31.41，包

含41个基因。这表明潞党参可能通过改善炎症状态

来治疗IS的神经功能损伤。经典通路富集了160条

（见图3C）。前20名的信号通路，炎症相关的有7个，

占前20通路的35%（7/20）。神经炎症信号、巨噬细

胞相关通路分别排第3和11，-log（p-value）值分别为

6.75和5.15。这提示潞党参在IS治疗中的作用与炎

症关系极大。

2.4 潞党参治疗IS的抗炎关键靶点选择

结果“2.3”提示潞党参可能抑制炎症反应，又因

CLKF1在IS中发挥特异性作用，故以CKLF1为党参

抗炎作用的切入点，筛选党参治疗IS的关键靶点。

在PubMed上以“CKLF1”为关键词检索文献。得

到CKLF1相关的靶点有MPO、TNF、IL1B、p38、JNK[14]、

IL6、STAT3[15]、CCR4[16]、AQP- 4、MMP- 9[17]、CCR3、

IL4[18]、MMP-2[19]等。以上靶点中的MPO和TNF与交

集基因重合。此外，CKLF1与炎性因子和MMP蛋白

的分泌相关，故选择MPO、TNF、IL2、CXCL12、MMP12、

CKLF1和CCR4，构建关键靶点PPI（见图4）。

2.5 潞党参治疗IS的关键靶点体内实验验证

如图5所示，与分子对接预测的结果基本一致，

Westem Blot 的结果显示高剂量的潞党参可以降低

MMP12在MCAO/R小鼠脑中的表达，差异有统计学意义

（P<0.05），并且还对CXCL12的表达有显著的下调作

用，差异有统计学意义（P < 0.05）。另外，潞党参可以

显著降低脑卒中后TNF在小鼠脑中的表达，差异有统

计学意义（P < 0.05）。然而IL2的表达似乎没有受到

潞党参的大幅调控，但整体来看，低、中剂量有上调趋

势，这与分子对接的结果稍有不同。除此之外，潞党

参对MPO的表达有下调趋势，但无统计学意义。潞

党参对MCAO/R小鼠脑中CCR4的表达没有影响。

图2 潞党参和IS的网络药理
学结果

（A）潞党参和IS的交集基
因；（B）潞党参抗IS的“药物-成
分-靶点-疾病”网络构建；（C）
潞党参-IS交集基因的PPI构建

A B

C

图3 潞党参治疗IS的疾病、功能和经典通路分析

图4 潞党参治疗IS的关键靶点PPI

图5 MCAO/R小鼠脑中MPO、IL-2、TNF、MMP12、CCR4
和CXCL12的表达
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3 讨论

中医一般将“IS”称为“中风”“偏枯”和“仆击”

等。巢元方在《诸病源候论》中提出“风半身不遂

者，脾胃气弱，气血偏虚，为风邪所乘故也”，认为气

血虚弱是中风发病的重要因素；张景岳认为中风

“皆内伤积损颓败而然”。可以看出，自古以来气血

理论贯穿于中风的研究。故在治疗上，古代医家也

十分重视补气养血。张景岳提出在治疗中风时需

“峻补元气”和“填补真阴，以培其本”；叶天士提出

了“攻风劫痰、养血润燥、补气培元”的中风治疗原

则。不仅如此，现代医家在此基础上[20]，从中风的发

病机制与机体自身“正虚”的角度出发，提出了IS急

性期“扶正护脑”的治疗方法。

党参是补虚药的代表。近年来，党参治疗IS的

研究逐渐增多[7，21]，皆表明党参对IS的治疗作用较为

明确。本实验表明，潞党参可以改善MCAO/R后小

鼠的神经功能损伤，这与目前主流的研究结果一致。

在潞党参与IS共同基因功能的富集结果中，自

由基清除作用名列前茅。众所周知，氧化应激反应

与炎症反应关系密切且相互影响。很多心脑血管

疾病中，氧化应激反应和炎症反应往往同时存在，

共同促进动脉粥样硬化的产生[22]。大多数IS的患

者，会伴有动脉粥样硬化，且动脉粥样硬化与IS密

切相关[23]。动脉粥样硬化与脂代谢异常的密切关系

使我们联想到潞党参可能对IS的发生有积极的预

防作用。

此外，疾病富集结果显示，有47个共同基因与

炎症反应、心血管疾病和神经系统疾病等有关。其

中，大多数疾病的发病过程与炎症反应相关。这提

示潞党参治疗IS的作用机制可能与抑制炎症反应

有关。许多文献也证明了党参可以在缺血再灌注

后抑制炎性因子IL-18、TNF-α和IL-1β的表达[24]。

经典通路富集中排名靠前的通路所调控的靶点主

要是炎性因子。与之前功能富集相呼应。另外党

参对花生四烯酸信号通路的调控本质上是干预炎

症和氧化应激，不过目前党参调控该通路的研究不

充分，需要继续挖掘。

Westem Blot验证实验的结果表明，分子对接中

针对党参关键成分和靶点的预测基本正确。MMP12

作为一种促炎因子，近些年来被发现与IS密切相

关[25]，本次实验结果也印证了这一点。临床研究发

现[26]，血清中的CXCL12基因可以作为IS的易感基

因。本实验的结果也提示了党参可能部分通过调

控CXCL12来减轻IS损伤引发的炎症反应。TNF是

一种内源性的促炎因子，在IS/R后会增加表达。治

疗之后，TNF的表达会降低，这与本次实验结果一

致。IL-2有干预细胞自噬和抗炎的作用[27]。脑中的

神经元、星形胶质细胞以及小胶质细胞都可以分泌

IL-2。本次研究发现，潞党参有潜在的提高IS/R脑

组织IL-2水平的能力。MPO可以反映IS后中性粒

细胞浸润的情况。临床研究显示[28]，IS/R患者的认

知水平与血清中的MPO水平呈负相关。本次研究

表明，潞党参干预后，MPO的表达在IS/R的脑中有

降低的趋势，虽然没有统计学意义，但是可以推测

潞党参可能具有部分抗中性粒细胞浸润的作用。

CCR4的结果提示，潞党参在发挥抗炎作用时，不会

引起CKLF1受体数量的改变。

综上所述，本实验通过MCAO/R模型、网络药理

学方法、分子对接技术，对潞党参改善MCAO/R小

鼠神经功能损伤的机制进行了初步的探究，发现潞

党参可能通过抑制神经炎症反应，来缓解IS/R的神

经功能损伤，并且其抗炎作用可能与党参中的

AtraetylenolideⅢ、Psoralen等相关。潞党参可能通

过下调 MCAO/R 后脑组织中 MMP12、CXCL12 和

TNF-α的表达来发挥抗炎作用。在MCAO/R后，潞

党参是否对CKLF1具有调节作用及相关机制还值

得我们继续研究。
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