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益肺宣肺降浊方抗血管性痴呆的作用机制研究 Δ
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摘 要 目的 探讨益肺宣肺降浊方（YFXF）抗血管性痴呆（VD）的作用机制。方法 通过网络药理学方法获取 YFXF 差异表达作

用靶点（YDEGs）；利用列线图模型从 YDEGs 中筛选高风险基因；基于高风险基因从广义线性、支持向量机、极限梯度上升和随机

森林模型中筛选最优机器学习模型。采用双侧颈总动脉闭塞术构建大鼠 VD 模型，并随机分为模型组、YFXF 组（12.18 g/kg，以生

药总量计），另设假手术组，每组6只。评价 YFXF 对 VD 大鼠行为学（以逃避潜伏期和穿越平台次数为指标）、大脑皮层组织病理

形态学变化以及分泌磷酸蛋白1（SPP1）/磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（又名 Akt）信号通路相关蛋白及 SPP1 mRNA 表达

的影响。结果 共获得6个YDEGs，其中SPP1、CCL2、HMOX1、HSPB1可能是VD的高风险基因；基于高风险基因的广义线性模型

预测准确性最高（曲线下面积为 0.954）。与模型组比较，YFXF 可显著缩短 VD 大鼠的逃避潜伏期，显著增加穿越平台次数（P＜

0.05）；可改善大脑皮层组织神经元固缩和坏死等病理损伤，显著降低 SPP1蛋白及 mRNA 的表达水平（P＜0.05），显著升高 PI3K、

Akt 蛋白的磷酸化水平（P＜0.05）。结论 VD 高风险基因 SPP1、CCL2、HMOX1 和 HSPB1 可能是 YFXF 的重要作用靶点；YFXF 可

能通过下调SPP1蛋白及mRNA的表达、激活PI3K/Akt信号通路来发挥抗VD作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the mechanism of Yifei xuanfei jiangzhuo formula （YFXF） against vascular dementia 

（VD）. METHODS The differentially expressed genes of YFXF （YDEGs） were obtained by network pharmacology. High-risk 

genes were screened from YDEGs by using the nomogram model. The optimal machine learning models in generalized linear， 

support vector machine， extreme gradient boosting and random forest models were screened based on high-risk genes. VD model 

rats were established by bilateral common carotid artery occlusion， and were randomly divided into model group and YFXF group 

（12.18 g/kg， by the total amount of crude drugs）， and sham operation group was established additionally， with 6 rats in each 

group. The effects of YFXF on behavior （using escape latency and times of crossing platform as indexes）， histopathologic changes 

of cerebral cortex， and the expression of proteins related to the secreted phosphoprotein 1 （SPP1）/phosphoinositide 3-kinase 

（PI3K）/protein kinase B （aka Akt） signaling pathway and the mRNA expression of SPP1 in cerebral cortex of VD rats were 

evaluated. RESULTS A total of 6 YDEGs were obtained， among which SPP1， CCL2， HMOX1 and HSPB1 may be high-risk 

genes of VD. The generalized linear model based on high-risk genes had the highest prediction accuracy （area under the curve of 

0.954）. Compared with the model group， YFXF could significantly shorten the escape latency of VD rats， significantly increase the 

times of crossing platform （P＜0.05） ； improve the 

pathological damage of cerebral cortex， such as neuronal 

shrinkage and neuronal necrosis； significantly reduce the 

expressions of SPP1 protein and mRNA （P＜0.05）， while 

significantly increase the phosphorylation levels of PI3K and 

Akt （P＜0.05）. CONCLUSIONS VD high-risk genes SPP1， 

CCL2， HMOX1 and HSPB1 may be the important targets of 

YFXF. YFXF may play an anti-VD role by down-regulating 
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the protein and mRNA expressions of SPP1 and activating PI3K/Akt signaling pathway.

KEYWORDS Yifei xuanfei jiangzhuo formula； vascular dementia； network pharmacology； nomogram model； machine learning 

model； SPP1/PI3K/Akt signaling pathway

血管性痴呆（vascular dementia，VD）是脑血管病变

或血管危险因素致脑损害所引发的痴呆，是除阿尔茨海

默病外最常见的年龄相关性痴呆。调查显示，预计到

2030年，我国痴呆总人数将达到1 600万，给患者及其家

庭带来极大的痛苦和经济压力[1]。目前，临床尚无能够

治愈 VD 的特效药物，故积极探索 VD 发病的分子机制

并寻找新的治疗药物具有重要意义。

益肺宣肺降浊方（Yifei xuanfei jiangzhuo formula，

YFXF）是广西中医药大学第一附属医院脑病科治疗 VD

的常用协定方，由黄芪、人参、苏子、苦杏仁等9味中药组

成。全方诸药相合，既可益肺、宣肺、补本，又能通络祛

痰、通腑降浊，共奏治疗 VD 之功。临床实践证实，YFXF

可明显提高 VD 患者的认知及行为能力[2]。进一步的基

础研究结果显示，该方上述作用的发挥可能与调控磷脂

酰肌醇 3 激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）/蛋白激

酶 B（又称 Akt）等信号通路有关[3―4]。由于现有研究有

限，YFXF 抗 VD 的具体作用途径尚缺乏系统探索。随

着高新生物技术的发展与应用，网络药理学、列线图模

型和机器学习模型等生物信息学方法被逐渐应用于人

体疾病生物信息系统分析、新治疗靶点挖掘等领域。基

于此，本研究拟应用上述生物信息学方法结合动物实

验，探讨 YFXF 抗 VD 的潜在作用机制，以期为该方在

VD 治疗中的应用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 BX43 型光学显微镜、

UC90 型成像系统（日本 Olympus 公司），Multiskan Sky

型酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），CFX96

型实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 Bio-

Rad 公司），DYCp-31DN 型电泳仪（北京六一生物科技有

限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

黄芪、人参、麦冬、桔梗、苦杏仁、三七、苏子、石菖

蒲、酒大黄饮片（批号分别为 240501、231001、240501、

240301、231001、230801、240301、240301、201103）均购

自广西中医药大学第一附属医院，经该院药学部主任中

药师田元春鉴定均为真品。

苏木精、伊红染液（批号分别为 BA-4041、BA-4024）

均购自珠海贝索生物技术有限公司；RIPA 裂解液（批号

R0020）购自北京索莱宝科技有限公司；鼠源甘油醛-3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、兔源分泌磷酸蛋白 1（se‐

creted phosphoprotein 1，SPP1）抗体、兔源 PI3K 抗体、鼠

源 Akt 抗体、鼠源磷酸化 Akt（phosphorylated Akt，p-Akt）

抗体（批号分别为 60004-1-Ig、22952-1-AP、20584-1-AP、

60203-2-Ig、66444-1-Ig）和辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔、抗鼠 IgG 二抗（批号分别为 SA00001-2、SA00001-

1）均购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔源磷酸化 PI3K

（phosphorylated PI3K，p-PI3K）抗体（批号 AF3242）购自

江苏亲科生物研究中心有限公司；实时定量 PCR 试剂

盒、RNA 提取试剂、逆转录试剂盒（批号分别为 Q712、

R701-01、R123-01）均购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；所用 PCR 引物由武汉赛维尔生物科技有限公司

设计、合成。

1.3　实验动物

本研究所用动物为 SPF 级雄性 SD 大鼠 18只，体重

为（200±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，实验动物生产许可证号为 SCXK（湘）2019-0004。该

动物中心符合 SPF 级医学实验动物环境及设施要求。

动物实验方案经过广西中医药大学伦理委员会审核批

准，批准编号为 DW20220215-053-02。

2　方法
2.1　生物信息学研究

2.1.1　YFXF 活性成分和潜在靶点筛选

采用 TCMSP 数据库（https：//old.tcmsp-e.com/tcmsp.

php），以类药性≥0.18 且口服生物利用度≥30% 为条

件[5]，筛选黄芪、人参、三七、苏子、麦冬、石菖蒲、桔梗、苦

杏仁、酒大黄的活性成分和潜在靶点；采用 BATMAN-

TCM 数据库（http：//bionet.ncpsb.org/batman-tcm/），以评

分（化合物与靶点相互作用的可能性）临界值≥20、P＜

0.05为条件[6]，对上述9味中药的活性成分和潜在靶点进

行补充；然后通过 UniProt 数据库（http：//www.uniprot.

org/）和 Perl 软件对结果进行注释，得到药物靶点的 txt 文

本并命名为“allTargets”。

2.1.2　VD 数据集差异基因筛选

通 过 GEO 数 据 库（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/

geo/）检索获得 VD 相关人大脑皮层数据集 GSE122063

（正常组 44例、VD 组 36例），经数据注释后通过 R 语言

的“Limma”包对该数据集的基因表达谱进行标准化校

正，得到 txt 文本并命名为“normalize”。以各基因表达量

差异倍数对数的绝对值（|log2FC|）≥1且校正后 P＜0.05

为 阈 值[7]，利 用 R 语 言 的“Limma”包 进 行 分 析，获 取

GSE122063数据集的差异基因。

2.1.3　YFXF 差异表达作用靶点的筛选

通过韦恩图在线工具（https：//www.bioinformatics.

com.cn/）获得 YFXF 潜在靶点与 VD 数据集差异基因的

交集，即 YFXF 差异表达作用靶点（YFXF differentially 
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expressed genes，YDEGs），并利用 R 语言的“Ggboxplot”

包进行可视化展示。

2.1.4　高风险基因筛选

参考文献方法[8]，基于“2.1.2”项所得“normalize”文

本和“2.1.3”项所得 YDEGs，采用 R 语言的“Rmda”和

“Rms”包建立 VD 列线图模型，评估 YDEGs 的风险性，并

根据代表风险性的列线图横坐标长度来筛选 GSE122063

数据集的高风险基因。采用 Bootstrap 内部验证法重复

抽样1 000次进行验证，根据 Hosmer-Lemeshow 检验评估

模型的拟合优度，检验水准α＝0.05。采用“Rms”包可视

化校准曲线以评估模型准确性，采用“Rmda”包绘制决

策曲线以评估其临床应用价值。

2.1.5　最优机器学习模型筛选

参考文献方法[8]，采用 Logistic 回归基于 GSE122063

数据集的高风险基因建立机器学习模型。基于“2.1.4”

项所得高风险基因和“2.1.2”项所得“normalize”文本，利

用 R 语言的“Random Forest”“Xgboos”“Ggplot2”“Caret”

“Kernlab”“DALEX”包建立广义线性模型（generalized 

linear model，GLM）、支 持 向 量 机（support vector ma‐

chine，SVM）模 型 、极 限 梯 度 上 升（extreme gradient 

boosting，XGB）模型和随机森林（random forest，RF）模

型，并绘制残差箱线图。应用 R 语言的“pROC”包绘制

受试者操作特征（receiver operating characteristic，ROC）

曲线，并使用该包的“ci”函数评估 ROC 曲线下面积

（area under the curve，AUC）。根据残差值和 AUC 评估

4个机器学习模型的预测性能[残差值越小越好；0.5≤

AUC＜0.6 为 失 败 ，0.6≤AUC＜0.7 为 很 差 ，0.7≤

AUC＜0.8为一般，0.8≤AUC＜0.9为良好，0.9≤AUC＜

1为优秀][9]，以选择最优机器学习模型。

2.2　动物实验研究

2.2.1　YFXF 制备

分别称取黄芪、人参、麦冬、三七、苏子、石菖蒲各

15 g，桔梗、苦杏仁各10 g，酒大黄6 g，置于烧瓶中，加水

2 000 mL，煎煮 2 h×3次；过滤，合并 3次滤液，于 45 ℃

水浴中减压浓缩至 1.218 g/mL（以生药量计），于 4 ℃下

保存，备用。

2.2.2　造模、分组与给药

将 SD 大鼠按照随机数字表法分为假手术组（6只）

和手术组（12只）。采用双侧颈总动脉闭塞术构建 VD

模型[10]：经异氟烷维持麻醉后，切开手术组大鼠颈部皮

肤，在不刺激迷走神经的情况下，分离双侧颈总动脉并

结扎；假手术组大鼠仅切开颈部，但不结扎。所有大鼠

均完成手术，无死亡。造模后第3天，进行水迷宫行为学

测评（具体操作见“2.2.3”项），以假手术组大鼠逃避潜伏

期为参考值，计算两组大鼠逃避潜伏期的差值与参考值

之比，若该比值＞20%，则评定VD模型构建成功。

手术组大鼠均造模成功，将其随机分为模型组和

YFXF 组，每组 6只。YFXF 组大鼠灌胃相应药液 12.18 

g/kg（以生药总量计，根据临床等效剂量换算而得），模

型组和假手术组大鼠灌胃生理盐水，每天 1次，每次 10 

mL/kg，连续30 d。

2.2.3　大鼠行为学测评

于末次给药前 6 d 开始进行水迷宫实验，包括定位

航行实验和空间探索实验。

（1）定位航行实验：将水迷宫分为 4个象限，在第 2

象限内放置平台，然后注水（没过平台）。将大鼠寻找平

台的时间设置为 60 s，然后将各组大鼠依照第 1、2、3、4

象限的顺序放入水中，记录其从入水到爬上平台所需的

时间，即逃避潜伏期。若大鼠无法在设置时间内找到平

台，则引导大鼠找到平台并让其在平台上停留 10～20 s

再归笼，其逃避潜伏期按60 s 计。每只大鼠每天依次游

完4个象限，连续训练5 d 后进行检测。

（2）空间探索实验：大鼠完成定位航行实验后，于末

次给药后24 h 进行空间探索实验——撤走平台，将大鼠

依照第 1、2、3、4象限的顺序放入水中，分别记录其 60 s

内穿越平台次数。

2.2.4　标本制备

水迷宫实验结束后，随机抽取各组 3 只大鼠用于

Western blot 实验和实时荧光定量 PCR 检测：大鼠用20%

乌拉坦麻醉，剥离大脑皮层并于－80 ℃下保存，备用。

取各组剩余大鼠用于苏木精-伊红（HE）染色实验：大鼠

同法麻醉后，行心脏灌注术，灌注后取出大脑，用多聚甲

醛固定，常规石蜡包埋，于4 ℃下保存，备用。

2.2.5　大鼠大脑皮层组织病理形态学观察

取“2.2.4”项下各组大鼠经石蜡包埋的脑组织，切片

（厚度约 5 μm），经脱蜡、水洗后，行 HE 染色，使用光学

显微镜观察其脑皮层组织病理形态学变化并拍照。

2.2.6　大鼠大脑皮层组织中通路相关蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。取“2.2.4”项下各组大鼠

冻存的大脑皮层组织适量，提取蛋白、测定蛋白浓度后

作变性处理，制备蛋白上样样品，随后进行电泳分离、转

膜、封闭，加入 GAPDH、SPP1、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt

一抗（稀释比例分别为1∶50 000、1∶1 000、1∶600、1∶1 000、

1∶5 000、1∶2 000），于 4 ℃下孵育过夜；加入相应二抗

（稀释比例均为 1∶10 000），于室温下孵育 1.5 h；洗膜后

显影，成像。使用 Image J 软件分析各蛋白条带的灰度

值，以 SPP1 与内参蛋白（GAPDH）的灰度值比值表示

SPP1 蛋白的表达水平，以 p-PI3K 与 PI3K、p-Akt 与 Akt

的灰度值比值表示 PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水平。

2.2.7　大鼠大脑皮层组织中 SPP1 mRNA 表达检测

采用实时荧光定量 PCR 法检测。取“2.2.4”项下各

组大鼠冻存的大脑皮层组织适量，提取 mRNA，检测纯

度、浓度后，逆转录合成 cDNA 并进行 PCR 扩增。PCR

反应体系包括：cDNA 模板 1 μL，SYBR Green Master 

Mix 5 μL，正、反向引物各 0.4 μL，加无核酸酶水至 20 
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μL。PCR 扩增条件如下：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火延伸30 s，共40个循环。以 GAPDH 为内

参，采用 2－ΔΔCt 法计算 SPP1 mRNA 的表达水平，结果以

假手术组为参照进行归一化处理。PCR 引物序列和产

物大小见表1。

2.2.8　统计学方法

采用 SPSS 25.0软件进行统计分析。动物实验数据

均符合正态分布，以 x±s 表示，多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验（方差齐）或 Games-

Howell 检验（方差不齐）。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　生物信息学分析结果

3.1.1　YFXF 活性成分、潜在靶点和 YDEGs 的筛选结果

共获得 YFXF 活性成分 125个，包括黄芪的 20个、

人参的22个、三七的8个、苏子的16个、麦冬的13个、石

菖蒲的 4 个、桔梗的 7 个、苦杏仁的 19 个、酒大黄的 16

个。共获得 YFXF 潜在靶点 358个，GSE122063数据集

差异基因 294个，两者取交集得到 YDEGs 6个。其中，

SPP1、CCL2、HMOX1、HSPB1 在 VD 组受试者大脑皮层

组织中的表达显著高于正常组（P＜0.05），ADCYAP1、

ADRA1D 在 VD 组受试者大脑皮层组织中的表达显著低

于正常组（P＜0.05）。结果见图1。

3.1.2　高风险基因筛选结果

VD 列 线 图 模 型 分 析 结 果 显 示 ，SPP1、CCL2、

HMOX1、HSPB1可能是VD的高风险基因，而ADCYAP1、

ADRA1D 的风险较低（图 2A）。校正曲线的平均绝对误

差为 0.05，平均平方误差为 0.003 4，绝对误差的分位数

为 0.089，预测校正曲线和原始曲线都比较贴近理想曲

线（图 2B），提示根据 YDEGs 构建的 VD 列线图模型预

测误差较小。决策曲线显示在阈值概率0～1.0范围内，

模型预测风险的净获益率均高于“已发生”曲线且与其

距离较远（图2C），提示 VD 列线图模型具有较高的临床

价值。

3.1.3　最优机器学习模型筛选结果

GLM 的残差值最小（残差值的均方根为 0.301），

AUC 最 高（AUC 为 0.954，95% 置 信 区 间 为 0.892～

0.980），表明基于高风险基因的 GLM 预测效能较高。结

果见图3。

3.2　动物实验结果

3.2.1　各组大鼠行为学指标比较

与假手术组比较，模型组大鼠的逃避潜伏期显著延

长，穿越平台次数显著减少（P＜0.05）。与模型组比较，

YFXF 组大鼠的逃避潜伏期显著缩短，穿越平台次数显

著增多（P＜0.05）。结果见表2。

表1　PCR引物序列和产物大小

基因
GAPDH

SPP1

引物序列（5′→3′）

正向引物：CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

反向引物：GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

正向引物：GAACAGTATCCCGATGCCACA

反向引物：GTGTGTTTCCACGCTTGGTTC

产物大小/bp

138

180

20

15

10

5

0

－
lg

P

－2       －1         0             1              2
log2FC

A. GSE122063差异基因的火山图

B.YFXF 潜在靶点与 GSE122063差
异基因的韦恩图

YFXF 潜在靶点 GSE122063差异基因

352             6              288

　　     正常组        VD 组a

a
a

a

a

a

16

12

8

4基
因

表
达

水
平

C. YDEGs 的箱线图

ADRA1D

ADCYAP1
HSPB1

HMOX1
CCL2

SPP1

下调的差异基因
没有差异的基因
上调的差异基因

a：与正常组比较，P＜0.05。

图1　YDEGs的筛选结果
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图3　最优机器学习模型筛选结果
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3.2.2　各组大鼠大脑皮层组织病理形态学比较

假手术组大鼠大脑皮层区形态完整，结构正常，锥

体细胞和小胶质细胞排列整齐、胞核饱满、核仁清晰、染

色均匀，无明显坏死现象。与假手术组比较，模型组大

鼠大脑皮层区结构损伤较明显，形态紊乱，大量神经元

固缩，甚至有部分神经元完全坏死，未见正常结构的锥

体细胞。与模型组比较，YFXF 组大鼠大脑皮层区结构

损伤明显减轻，可见大量锥体细胞及小胶质细胞，核仁

清晰，染色均匀，有少量神经元固缩。结果见图4。

3.2.3　各组大鼠大脑皮层组织中通路相关蛋白表达

比较

与假手术组比较，模型组大鼠大脑皮层组织中 SPP1

蛋白的表达水平显著升高（P＜0.05），PI3K、Akt 蛋白的

磷酸化水平均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，

YFXF 组大鼠大脑皮层组织中 SPP1蛋白的表达水平显

著降低（P＜0.05），PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水平均显著

升高（P＜0.05）。结果见图5。

3.2.4　各组大鼠大脑皮层组织中 SPP1 mRNA 表达比较

与假手术组比较，模型组大鼠大脑皮层组织中

SPP1 mRNA 的表达水平显著升高（P＜0.05）。与模型组

比较，YFXF 组大鼠大脑皮层组织中 SPP1 mRNA 的表达

水平显著降低（P＜0.05）。结果见图6。

4　讨论
本研究首先通过网络药理学方法获得 YFXF 治疗

VD 的潜在作用靶点，即 SPP1、CCL2、HMOX1、HSPB1、

ADCYAP1 和 ADRA1D。通过列线图和机器学习模型进

一步分析，SPP1、CCL2、HMOX1、HSPB1 可能是 VD 的高

风险基因；基于高风险基因的 GLM 预测准确性最高

（AUC＝0.954）。这提示 SPP1、CCL2、HMOX1、HSPB1

既是 YFXF 的潜在作用靶点，又可用于预测和评估 VD

的患病风险。

本研究生物信息学初步分析结果显示，SPP1 作为

YFXF 的重要靶点在 VD 组受试者的大脑皮层中呈高表

达。该基因编码蛋白 SPP1，又称骨桥蛋白，是一种多功

能酸性分泌糖蛋白，可分泌到细胞外发挥促进细胞凋亡

等生物学功能。据报道，脑缺血再灌注后，SPP1蛋白在

神经血管单位细胞中的表达显著增加，且该蛋白的高表

达对血脑屏障具有不利影响[11]。SPP1可与多种整合素

结合，调控 PI3K/Akt、核因子 κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）等下游信号通路，从而发挥调控炎症反应等生物学

功能[12―13]。大脑皮层是在整合认知和情感行为、调节自

主神经和神经内分泌功能方面具有重要作用的区域[14]。

据报道，VD 大鼠大脑皮层中 PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水

平均较正常大鼠显著降低，而逆转 PI3K、Akt 蛋白的磷

酸化可使 VD 大鼠的学习认知能力明显提高[15]。由此，

表2　各组大鼠行为学指标比较（x±s，n＝6）

组别
假手术组
模型组
YFXF 组

逃避潜伏期/s

7.87±2.72

43.57±5.06a

23.72±4.92b

穿越平台次数
5.17±1.07

1.33±0.94a

3.83±1.34b

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

A. 假手术组 B. 模型组

C. YFXF 组

黑色箭头：锥体细胞；红色箭头：小胶质细胞；绿色箭头：固缩的神

经元；蓝色箭头：坏死的神经元。

图4　各组大鼠大脑皮层组织病理形态学观察的显微图

（HE染色）

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

SPP1

GAPDH

假手术组

84 kDa

110 kDa

62 kDa

56 kDa

50 kDa

36 kDa

模型组 YFXF 组

A. 蛋白表达的电泳图

1.5

1.0

0.5

0

S
P

P
1/

G
A

P
D

H

假手
术组

模型
组

YFXF
组

1.5

1.0

0.5

0

p-
P

I3
K

/P
I3

K

假手
术组

模型
组

YFXF
组

2.0

1.5

1.0

0.5

0

p-
A

kt
/A

kt

假手
术组

模型
组

YFXF
组

B. SPP1蛋白表达
水平（x±s，n＝3）

C. PI3K 蛋白磷酸化
水平（x±s，n＝3）

D. Akt 蛋白磷酸化
水平（x±s，n＝3）

a

b
a

b

a

b

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

图5　各组大鼠大脑皮层组织中 SPP1/PI3K/Akt 信号通

路相关蛋白表达比较
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图6　各组大鼠大脑皮层 SPP1 mRNA 表达水平比较

（x±s，n＝3）
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本课题组推测 YFXF 改善 VD 患者认知障碍和神经损伤

的作用可能与调控 SPP1/PI3K/Akt 信号通路有关。

为验证这一推测，本研究进行了相关动物实验。通

过行为学指标检测和 HE 染色观察发现，VD 大鼠出现了

明显的认知障碍和大脑皮层神经损伤，而 YFXF 对此具

有明显的改善作用。进一步通过 Western blot 实验和实

时荧光定量 PCR 检测发现，YFXF 可显著降低 VD 大鼠

大脑皮层组织中 SPP1蛋白及 mRNA 的表达水平，升高

其 PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水平。这与生物信息学分析

和已有研究[15]结果一致。

综上所述，YFXF 的重要作用靶点——SPP1、CCL2、

HMOX1、HSPB1 可能是 VD 的高风险基因；基于高风险

基因的 GLM 具有较高的临床应用价值。YFXF 可能通

过下调 SPP1蛋白及 mRNA 的表达、激活 PI3K/Akt 信号

通路来发挥抗 VD 作用。CCL2、HMOX1、HSPB1 在 VD

发生中的作用，以及其与 YFXF 抗 VD 作用的相关性有

待进一步深入研究。
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