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益肺宣肺降浊方通过抑制线粒体分裂抗血管性痴呆的作用研究 Δ
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摘 要 目的 探究益肺宣肺降浊方通过抑制线粒体分裂对血管性痴呆（VaD）大鼠的干预作用及其潜在机制。方法 采用双侧颈

总动脉结扎法建立VaD大鼠模型。将实验动物随机分为假手术组（SHAM组）、模型组（MOD组）、益肺宣肺降浊方低剂量组、益肺

宣肺降浊方高剂量组、盐酸多奈哌齐组（阳性对照），每组9只。干预30 d 后，通过 Morris 水迷宫实验评估大鼠的学习及空间记忆

能力；苏木精-伊红染色观察海马CA1区组织病理学变化；酶联免疫吸附试验法检测血清中炎症因子[白细胞介素（IL）-1β、IL-4]水平；

Western blot 法检测海马组织中热休克蛋白90（HSP90）/混合谱系激酶结构域样蛋白（MLKL）/动力相关蛋白1（Drp1）信号通路相

关蛋白、线粒体融合蛋白（MFN1、MFN2）及三磷酸腺苷合成酶5A（ATP5A）的蛋白表达；免疫组化检测磷酸化 MLKL（p-MLKL）水

平；实时荧光定量 PCR 检测 HSP90、MFN1、MFN2、ATP5A 的 mRNA 表达。结果 与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠逃避潜伏期显著

延长，穿越平台次数显著减少，海马组织呈现典型神经元损伤特征，p-MLKL 阳性表达量及血清中 IL-1β 水平均显著升高，血清中

IL-4水平显著降低，海马组织中 HSP90蛋白及 mRNA、p-MLKL/MLKL 及 p-Drp1（Ser616）/Drp1蛋白表达水平均显著上调，MFN1、

MFN2、ATP5A 蛋白及 mRNA 和 p-Drp1（Ser637）/Drp1蛋白表达水平均显著下调（P＜0.05）。经益肺宣肺降浊方干预后，各给药组

上述指标水平均显著逆转（P＜0.05）。结论 益肺宣肺降浊方可能通过调控 HSP90/MLKL/Drp1信号通路，抑制线粒体分裂，进而

维持线粒体动力学平衡，改善线粒体功能，从而起到减轻VaD大鼠的神经元损伤和神经炎症反应的作用。
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FU　Yulan1，CHEN　Wei2，ZHUO　Guifeng1，ZHU　Xiaomin1，HUANG　Yingrui1，ZHANG　Jinzhi1，YANG　Fucai1，

ZHANG　Ying1，WU　Lin3（1. The First Clinical College， Guangxi University of Chinese Medicine， Nanning 

530022， China；2. Dept. of Encephalopathy， Zone 1， the First Affiliated Hospital of Guangxi University of 

Chinese Medicine， Nanning 530022， China；3. Graduate School， Guangxi University of Chinese Medicine， 

Nanning 530200， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the intervention effect and its potential mechanism of Yifei xuanfei jiangzhuo formula 

by inhibiting mitochondrial fission in a vascular dementia （VaD） model rats. METHODS VaD rat model was established by 

bilateral common carotid artery ligation. The experimental animals were randomly divided into sham operation group （SHAM）， 

model group （MOD），Yifei xuanfei jiangzhuo formula low-dose group （YFXF-L）， Yifei xuanfei jiangzhuo formula high-dose group 

（YFXF-H）， and Donepezil hydrochloride group （positive control）， with 9 animals in each group. After 30 days of intervention， 

the spatial learning memory ability was assessed by Morris water maze experiment； HE staining was used to observe 

histopathological changes in CA1 area of hippocampus； ELISA was used to detect the levels of serum inflammatory factors 

[interleukin-1β （IL-1β） and IL-4]； Western blot was used to detect the expressions of heat shock protein 90 （HSP90）/mixed 

lineage kinase domain-like protein （MLKL）/dynamin-related protein 1 （Drp1） pathway-related proteins， mitochondrial fusion 

proteins （MFN1， MFN2） ， and adenosine triphosphate 

synthase 5A （ATP5A） in hippocampal tissues. The 

immunohistochemistry was used to detect the level of 

phosphorylated MLKL （p-MLKL）； real-time fluorescence 

quantitative PCR was adopted to detect mRNA expressions of 

HSP90， MFN1， MFN2 and ATP5A. RESULTS Compared 

with SHAM group， the escape latency of rats in the MOD 
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group was significantly prolonged， the number of crossing the platform was significantly reduced， and the hippocampal tissues 

showed typical neuronal damage characteristics， the positive expression level of p-MLKL and the serum level of IL-1β significantly 

increased， while the serum level of IL-4 significantly decreased， the protein and mRNA expression of HSP90， as well as the 

protein expressions of p-MLKL/MLKL and p-Drp1（Ser616）/Drp1 were all significantly increased in hippocampal tissue， the protein 

and mRNA expressions of MFN1， MFN2 and ATP5A， and protein expression of p-Drp1（Ser637）/Drp1 were all significantly 

decreased （P＜0.05）. After the intervention of Yifei xuanfei jiangzhuo formula， above indicators in each treatment group were all 

significantly reversed （P＜0.05）. CONCLUSIONS Yifei xuanfei jiangzhuo formula may alleviate neuronal damage and 

neuroinflammatory responses in VaD rats by regulating the HSP90/MLKL/Drp1 signaling pathway， inhibiting mitochondrial fission， 

thereby maintaining mitochondrial dynamic balance and improving mitochondrial function.

KEYWORDS vascular dementia； Yifei xuanfei jiangzhuo formula； mitochondrial fission； HSP90/MLKL/Drp1 signaling pathway

血管性痴呆（vascular dementia，VaD）是由脑血管疾

病引发的认知功能障碍综合征，以认知缺陷、定向力障

碍、日常生活能力下降及血管损伤为主要特征[1]。2020

年统计数据显示，我国 60岁及以上人群中有 1 507万痴

呆症患者，其中 VaD 患者约392万[2]。VaD 的病理机制涉

及神经炎症、氧化应激、线粒体功能障碍及神经元损伤

等多种因素，其中线粒体动力学是当前研究的热点[3]。

线粒体动力学，即线粒体融合与分裂的动态平衡，

对维持线粒体功能至关重要，其异常与多种神经系统疾

病的发生发展密切相关[3]。磷酸甘油酸变位酶 5（phos‐

phoglycerate mutase 5，PGAM5）是一种线粒体膜蛋白磷

酸酶，参与线粒体分裂、细胞死亡及代谢调控[4]。动力相

关蛋白1（dynamin-related protein 1，Drp1）是线粒体分裂

的主要调节因子，其过度激活导致线粒体过度分裂，引

发细胞凋亡[3]。可见，PGAM5/Drp1信号通路可能参与

调控线粒体动力学系统，但其上游机制尚不明确。热休

克蛋白 90（heat shock protein 90，HSP90）是一种三磷酸

腺苷（adenosine triphosphate，ATP）依赖的分子伴侣，参

与蛋白折叠、细胞内稳态维持及信号转导等过程。研究

表明，在应激条件下，HSP90的分泌会增加，从而促进活

性氧和活性氮释放，加剧炎症反应[5]。混合谱系激酶结

构 域 样 蛋 白（mixed lineage kinase domain-like protein，

MLKL）是坏死性凋亡中的关键效应分子，其激活依赖

HSP90的调控[6]。HSP90与 MLKL 的结合对维持 MLKL

的稳定性至关重要，抑制 HSP90可降低 MLKL 磷酸化水

平，减少其寡聚化和质膜易位，从而抑制坏死性凋亡和

炎症反应[7]。研究表明，MLKL 与 PGAM5形成的分子级

联反应可招募 Drp1至线粒体，促进其易位并通过去磷酸

化激活 Drp1的鸟苷三磷酸酶活性，最终导致线粒体断裂

和细胞坏死[8―9]。因此，HSP90/MLKL 可能为 PGAM5/

Drp1信号通路的潜在上游，抑制 HSP90/MLKL/Drp1信

号通路可能对调控线粒体分裂、改善线粒体动力学具有

重要意义。

益肺宣肺降浊方由黄芪、人参、麦冬、三七、苏子、石

菖蒲、桔梗、苦杏仁、酒大黄9味中药组成。方中人参、黄

芪相须为用，补益肺气以充养五脏；麦冬、桔梗、苦杏仁、

苏子宣通肺气，消痰降浊；石菖蒲化湿豁痰益智，三七活

血化瘀，酒大黄通腑降浊。诸药相合，既可益肺宣肺补

本，又能通络祛痰、通腑降浊除标。该方主要活性成分

包括人参皂苷等[10]。研究表明，人参皂苷能够通过抑制

HSP90的释放降低血脑屏障通透性并减轻神经炎症[11]。

本课题组前期研究表明，益肺宣肺降浊方能够提高 VaD

大鼠海马组织中线粒体复合物活性及 ATP 含量，同时降

低炎症因子水平[12―13]，但其具体作用机制仍有待阐明。

本 研 究 主 要 探 讨 益 肺 宣 肺 降 浊 方 通 过 调 控 HSP90/

MLKL/Drp1信号通路对线粒体动力学的干预机制，以期

为 VaD 的中医治疗提供理论依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 XR-XM101型 Morris 水

迷宫仪器（上海欣软信息科技有限公司），CFX96型实时

荧光定量 PCR（qPCR）仪（美国 Bio-Rad 公司），BX43型

光学显微镜、UC90 型显微成像系统（日本 Olympus 公

司），DYY-4C 型电泳仪、DYY-12型凝胶成像系统（北京

六一生物科技有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

益肺宣肺降浊方（饮片组成：黄芪15 g，人参15 g，麦

冬 15 g，桔梗 10 g，苦杏仁 10 g，三七 15 g，苏子 15 g，石

菖蒲 15 g，酒大黄 6 g）由广西中医药大学第一附属医院

提供，经该院药学部主任中药师田元春鉴定均为真品。

盐酸多奈哌齐片（国药准字 H20050978，规格5 mg/片，批

号 2203026）购自卫材（中国）药业有限公司；苏木精（批

号 BA-4041）、伊红（批号 BA-4024）染色剂均购自珠海贝

索生物技术有限公司；RIPA 组织裂解液（货号 R0020）购

自北京索莱宝科技有限公司；Trizol、氯仿、异丙醇及无

水乙醇均购自天津市永大化学试剂有限公司；白细胞介
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素 1β（interleukin-1β，IL-1β）（货号 MM-0047R1）和 IL-4

（货号 MM-0191R1）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒

均购自江苏酶免实业有限公司；HSP90 抗体（货号#

4877，兔 抗）购 自 美 国 CST 公 司 ；MLKL 抗 体（批 号

A21894，兔抗）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；磷

酸化（phosphorylated，p）-MLKL 抗体（货号 ET1705-51，

兔抗）购自杭州华安生物技术有限公司；Drp1抗体（货号

12957-1-AP，兔抗）、ATP 合成酶 5A（ATP synthase 5A，

ATP5A）抗体（货号 66037-1-lg，兔抗）、线粒体融合蛋白

（mitochondrial fusion protein，MFN）1抗体（货号 66776-

1-Ig，鼠 抗）、MFN2 抗 体（货 号 67487-1-Ig，鼠 抗）、

GAPDH 抗体（货号60004-1-Ig，鼠抗）以及辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔二抗（货号 SA00001-2）和山羊抗鼠二

抗（货号 SA00001-1）均购自武汉三鹰生物技术有限公

司；p-Drp1 抗体（磷酸化位点 Ser637，货号 BD-PP0841，

兔 抗）、p-Drp1 抗 体（磷 酸 化 位 点 Ser616，货 号 BD-

PP1318，兔抗）均购自苏州博奥龙科技有限公司；qPCR

试剂盒（货号 Q712）、RNA 提取试剂（货号 R701-01）、逆

转录试剂盒（货号 R123-01）均购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司。实验所需 PCR 引物均由南宁捷尼斯生

物科技有限公司完成设计与合成。

1.3　实验动物

SPF 级 SD 雄性大鼠45只，7周龄，体重（280±20）g，

由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供[生产许可证

号为 SCXK（湘）2019-0004]。所有大鼠均饲养于广西中

医药大学实验动物中心 SPF 级屏障环境中（使用许可证

号为 SYXK 桂2024-0004），在恒温（24±1）℃、12 h 光/暗

循环条件下饲养。实验方案经广西中医药大学动物实

验伦理委员会审批通过（伦理批号 DW20220212-062-

08），所有操作均严格遵循实验动物福利伦理规范。

2　方法

2.1　药液的制备

中药药液：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。阳性对照溶液：取盐酸多奈哌齐片，研

磨，溶于110 mL蒸馏水中，制成质量浓度为0.045 mg/mL

的阳性对照溶液。

2.2　造模、分组与给药

采用双侧颈总动脉结扎法建立 VaD 大鼠模型。将

大鼠随机分为假手术组（SHAM 组，n＝9）和手术组（n＝

36）。手术组大鼠经异氟烷麻醉后，行颈部正中切口，分

离并结扎双侧颈总动脉进行造模；SHAM 组大鼠仅进行

血管分离操作。造模后第 3天，进行 Morris 水迷宫行为

学测评，以 SHAM 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 VaD 模型构建成功[14]。将造模成功的大鼠

随机分为模型组（MOD 组）、益肺宣肺降浊方低剂量组

[YFXF-L 组，给药剂量为12.18 g/（kg·d）]、益肺宣肺降浊

方高剂量组[YFXF-H 组，给药剂量为24.36 g/（kg·d）]、盐

酸多奈哌齐组[DH 组，给药剂量为 0.2 g/（kg·d），阳性对

照]，每 组 9 只。药 物 持 续 干 预 30 d，其 中 MOD 组 和

SHAM 组大鼠给予等体积生理盐水[10 mL/（kg·d）]。给

药剂量依据60 kg 成人的临床等效剂量换算确定。

2.3　Morris水迷宫实验

药物干预结束后，运用 Morris 水迷宫实验评估所有

大鼠的学习及空间记忆能力。每只大鼠连续进行 5 d 

Morris 水迷宫实验。将水迷宫划分为 4个象限，平台置

于第 2象限，注水没过平台约 3 cm。前 4 d 进行定位航

行实验，分别将大鼠从4个象限放入，大鼠找到平台则停

止实验，记录大鼠的逃避潜伏期；若大鼠 60 s 内未找到

平台，则引导它们至平台并停留1 min 后取出。实验第5

天实施空间探索测试，采集第5天的实验数据，移除平台

后记录各组大鼠60 s 内穿越平台次数。

2.4　标本制备

Morris 水迷宫实验测试完成后，大鼠经20% 乌拉坦

麻醉后，腹主动脉取血，以3 000 r/min 离心15 min，取上

清液，于－80 ℃储存，备用。取血后处死大鼠。随机选

取各组 6只大鼠，分离其大脑海马组织，置于－80 ℃超

低温冰箱中保存，用于 Western blot 及 qPCR 检测。另取

各组3只大鼠，经心脏灌注固定后取海马组织，用4% 多

聚甲醛固定，石蜡包埋，保存于 4 ℃，用于苏木精-伊红

（HE）染色及免疫组化分析。

2.5　大脑海马CA1区组织病理学观察

采用 HE 染色。取“2.4”项下制备的石蜡组织块，切

片（5 μm），切片于苏木精-伊红染液染 3 min，用自来水

洗涤，分化液分化10 s，再用自来水洗涤。经无水乙醇水

化、二甲苯脱蜡、中性树胶封片后，于光学显微镜下观察

并采集大脑海马 CA1区组织病理学图像。

2.6　海马组织中p-MLKL表达检测

采用免疫组化法检测。取“2.5”项下大鼠脑组织切

片，经烘干、二甲苯脱蜡、乙醇洗脱、抗原修复、封闭后，

加入 p-MLKL 一抗（稀释比例为1∶50）及对应二抗孵育。

显影阶段采用 DAB 显色试剂避光反应，苏木精复染细

胞核，经氨水返蓝处理后用中性树胶封固，最后通过数字

病理扫描系统采集图像，观察DAB显色强度并定量分析。



· 1862 ·  China Pharmacy  2025 Vol. 36  No. 15 中国药房  2025年第36卷第15期

2.7　海马组织中 HSP90/MLKL/Drp1信号通路相关蛋

白表达的检测

采用 Western blot 法检测。取“2.4”项下各组大鼠冻

存的大脑海马组织，经低温匀浆后，采用 RIPA 裂解液提

取蛋白，离心，取上清液，用 BCA 法测定蛋白浓度并进

行加热变性处理。取变性蛋白10 μg 进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，再转移到 PVDF 膜上，并

在室温下用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h；加入相应一抗[稀

释比例依次为抗 GAPDH 1∶7 000，抗 HSP90 1∶1 000、抗

p-MLKL 1∶1 000，抗 MLKL 1∶500，抗 p-Drp1（Ser637）

1∶500，抗 p-Drp1（Ser616）1∶500，抗 Drp1 1∶2 000，抗

ATP5A 1∶5 000，抗 MFN1 1∶4 000，抗 MFN2 1∶6 000]，

于4 ℃孵育过夜；加入相应二抗（稀释比例均为1∶7 000），

室温孵育 2 h；经 TBST 缓冲液洗涤后，采用化学发光法

显影后进行蛋白条带成像，并通过 Image J 软件对条带

灰度值进行定量分析。以 HSP90、ATP5A、MFN1、MFN2

与内参蛋白（GAPDH）条带灰度值的比值表示目标蛋白

的表达水平，以 p-MLKL 与 MLKL、p-Drp1（Ser637）与

Drp1、p-Drp1（Ser616）与 Drp1 条带灰度值的比值表示

MLKL、Drp1（Ser637）、Drp1（Ser616）蛋 白 的 磷 酸 化

水平。

2.8　海马组织中 HSP90、MFN1、MFN2、ATP5A mRNA

表达的检测

采用 qPCR 法检测。取“2.4”项下各组大鼠冻存的

海马组织适量，以 Trizol 通用试剂裂解，以异丙醇沉淀氯

仿，加入 75% 乙醇纯化得到总 RNA，分析纯度与浓度

后，将总 RNA 逆转录合成 cDNA 并进行 PCR 扩增。PCR

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 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 法计算目标基因 mRNA 的相对表达量，结果

以 SHAM 组为参照进行归一化处理。PCR 引物序列及

产物长度见表1。

2.9　血清中炎症因子水平检测

取“2.4”项下血清样品，室温融化，按照 ELISA 试剂

盒说明书操作，采用酶标仪检测血清中IL-1β、IL-4水平。

2.10　统计学方法

采用 SPSS 25.0软件对数据进行统计分析。满足正

态分布的计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用方差分

析 ，进 一 步 两 两 比 较 采 用 LSD-t 检 验 。 检 验 水 准

α＝0.05。

3　结果

3.1　益肺宣肺降浊方对 VaD 大鼠学习及空间记忆能力

的影响

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠逃避潜伏期显著延

长，穿越平台次数显著减少（P＜0.05）；与 MOD 组比较，

各给药组大鼠逃避潜伏期均显著缩短，穿越平台次数均

显著增加（P＜0.05）。结果见表2。

3.2　益肺宣肺降浊方对 VaD 大鼠海马 CA1区组织病理

学变化的影响

SHAM 组大鼠海马结构整齐，CA1区锥体细胞层排

列规整，细胞核形态正常。与 SHAM 组比较，MOD 组大

鼠海马组织损伤明显，CA1区锥体细胞结构排列紊乱，

细胞大量坏死，染色不均，细胞间隙较大；大量神经元凋

亡、固缩、深染。与 MOD 组比较，各给药组大鼠海马组

织损伤均有改善，且呈现一定的量效关系，其中 YFXF-L

组大鼠海马 CA1区组织损伤程度较 MOD 组有所改善，

表现为细胞间隙缩小，但仍可见大量神经元固缩、深染，

部分锥体细胞排列相对整齐，细胞核形态正常，染色均

匀；YFXF-H 组和 DH 组大鼠海马组织损伤明显减轻，

CA1区锥体细胞排列较为整齐，细胞核形态完整，仅见

少量神经元固缩、深染，且两组改善效果相当。结果

见图1。

3.3　益肺宣肺降浊方对 VaD 大鼠海马组织中 p-MLKL

阳性表达量的影响

与 SHAM 组 比 较 ，MOD 组 大 鼠 海 马 组 织 中 p-

MLKL 的阳性表达量显著升高（P＜0.05）；与 MOD 组比

较，各给药组大鼠海马组织中 p-MLKL 的阳性表达量均

显著降低（P＜0.05）。结果见图2、表3。

表1　PCR引物序列及产物长度

基因

GAPDH

HSP90

MFN1

MFN2

ATP5A

引物序列（5′→3′）

正向：GACATGCCGCCTGGAGAAAC

反向：AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

正向：CAATTCATCGACGCTCTGG

反向：TCCACAATGGTCAGGGTTCG

正向：GTGGAGATACAGGCTACAGAAC

反向：ACAGCATTGCGTTGATGACAGA

正向：CACCGTCAAGAAGGATAAGCG

反向：CAGTTCTGTATTCTGTGGTGTC

正向：GCTATTGGTCAGAAACGGTCC

反向：CAGCCTGCTTGGATAAGTCGT

产物长度/bp

138

109

116

103

97

表2　各组大鼠逃潜伏期及穿越平台次数比较（x±s，

n＝9）

组别

SHAM 组

MOD 组

YFXF-L 组

YFXF-H 组

DH 组

逃避潜伏期/s

13.53±3.98

45.76±5.78a

36.38±4.50b

26.52±2.76b

24.25±1.84b

穿越平台次数/次

6.11±1.53

1.66±1.22a

3.44±0.88b

4.77±1.09b

5.00±1.00b

a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。
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3.4　益肺宣肺降浊方对 VaD 大鼠血清中 IL-1β、IL-4水

平的影响

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠血清中 IL-1β 水平显

著升高，IL-4水平显著降低（P＜0.05）；与 MOD 组比较，

各给药组大鼠血清中 IL-1β 水平均显著降低，IL-4水平

均显著升高（P＜0.05）。结果见表3。

3.5　益肺宣肺降浊方对 VaD 大鼠海马组织中 HSP90/

MLKL/Drp1信号通路相关蛋白表达的影响

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠海马组织中 HSP90、

p-MLKL/MLKL、p-Drp1（Ser616）/Drp1蛋白表达水平均

显 著 升 高（P＜0.05），p-Drp1（Ser637）/Drp1、MFN1、

MFN2、ATP5A 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；与

MOD 组 比 较 ，各 给 药 组 大 鼠 海 马 组 织 中 HSP90、p-

MLKL/MLKL、p-Drp1（Ser616）/Drp1蛋白表达水平均显

著降低（P＜0.05），p-Drp1（Ser637）/Drp1、MFN1、MFN2、

ATP5A 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。结果见图

3、表4。

3.6　 益 肺 宣 肺 降 浊 方 对 大 鼠 海 马 组 织 中 HSP90、

MFN1、MFN2、ATP5A mRNA表达的影响

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠海马组织中 HSP90 

mRNA 表 达 水 平 显 著 升 高（P＜0.05），MFN1、MFN2、

ATP5A mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05）；与 MOD

组比较，各给药组大鼠海马组织中 HSP90 mRNA 表达水

平均显著降低（P＜0.05），MFN1、MFN2、ATP5A mRNA

表达水平均显著升高（P＜0.05）。结果见表5。

90 kDa

54 kDa

54 kDa

80 kDa

80 kDa

82 kDa

84 kDa

86 kDa

50 kDa

36 kDa

HSP90

p-MLKL

MLKL

p-Drp1（Ser637）

p-Drp1（Ser616）

Drp1

MFN1

MFN2

ATP5A

GAPDH

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ
Ⅰ：SHAM 组；Ⅱ：MOD 组；Ⅲ：YFXF-L 组；Ⅳ：YFXF-H 组；Ⅴ：

DH 组。

图3　各组大鼠海马组织中 HSP90/MLKL/Drp1信号通

路相关蛋白表达电泳图

A. SHAM 组 B. MOD 组 C. YFXF-L 组 D. YFXF-H 组 E. DH 组

蓝色箭头：正常细胞形态；红色箭头：异常细胞形态。

图1　各组大鼠海马CA1区组织HE染色显微图（×400）

A. SHAM 组 B. MOD 组 C. YFXF-L 组 D. YFXF-H 组 E. DH 组

　　黄色箭头：p-MLKL阳性表达细胞。

图2　各组大鼠海马组织中p-MLKL阳性表达免疫组化显微图（×400）

表3　各组大鼠海马组织中 p-MLKL 阳性表达量和血

清中 IL-1β、IL-4水平比较（x±s）

组别
SHAM 组
MOD 组
YFXF-L 组
YFXF-H 组
DH 组

p-MLKL 阳性表达量（n＝3）

0.000 9±0.000 0

0.009 9±0.000 5a

0.007 2±0.000 3b

0.006 0±0.000 2b

0.004 8±0.000 4b

IL-1β（n＝9）/（pg/mL）

37.18±1.38

87.91±1.43a

62.04±1.47b

44.83±1.70b

43.84±1.27b

IL-4（n＝9）/（pg/mL）

89.91±3.48

33.30±1.61a

57.94±1.19b

71.64±1.54b

74.05±1.03b

a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。

表4　各组大鼠海马组织中 HSP90/MLKL/Drp1信号通

路相关蛋白表达水平比较（x±s，n＝6）

组别

SHAM 组

MOD 组

YFXF-L 组

YFXF-H 组

DH 组

HSP90/

GAPDH

0.59±0.05

0.93±0.04a

0.84±0.06b

0.67±0.03b

0.68±0.04b

p-MLKL/

MLKL

0.60±0.04

0.92±0.04a

0.76±0.03b

0.71±0.05b

0.65±0.05b

p-Drp1（Ser637）/

Drp1

1.12±0.12

0.64±0.03a

0.78±0.07b

1.00±0.06b

1.02±0.04b

p-Drp1（Ser616）/

Drp1

0.90±0.03

1.21±0.06a

1.08±0.03b

0.90±0.04b

1.06±0.06b

MFN1/

GAPDH

0.82±0.05

0.49±0.03a

0.62±0.03b

0.77±0.03b

0.79±0.02b

MFN2/

GAPDH

0.54±0.03

0.28±0.02a

0.39±0.03b

0.50±0.04b

0.51±0.03b

ATP5A/

GAPDH

0.64±0.02

0.47±0.02a

0.52±0.01b

0.60±0.03b

0.61±0.06b

a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。
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4　讨论

研究表明，VaD 的病理机制与脑组织持续性低灌注

导致的代谢紊乱密切相关[1]。线粒体在神经炎症调控中

起关键作用，胶质细胞活化释放的炎症因子又加剧线粒

体氧化应激，促进线粒体 DNA 释放并激活炎症小体[15]。

上述病理过程相互促进，共同推动 VaD 的发生发展。

本课题组前期研究表明，益肺宣肺降浊方通过改善

海马神经元损伤、减轻神经炎症，进而发挥改善 VaD 的

作用[14]。本研究行为学实验结果显示，与 SHAM 组比

较，MOD 组大鼠逃避潜伏期显著延长，穿越平台次数显

著减少，而益肺宣肺降浊方干预后上述指标显著改善，

提示其可改善 VaD 大鼠的学习及空间记忆功能。组织

病理学结果显示，MOD 组大鼠海马神经元排列紊乱，细

胞间隙增宽，核固缩明显；益肺宣肺降浊方干预后细胞

损伤减轻，结构趋于致密。ELISA 结果显示，MOD 组大

鼠促炎因子 IL-1β 水平显著升高，抗炎因子 IL-4水平显

著降低，而益肺宣肺降浊方干预后 IL-1β、IL-4水平均显

著逆转。

线粒体功能障碍在 VaD 的发病机制中占据核心地

位，其中线粒体动力学失调在 VaD 中的具体作用机制备

受关注。研究表明，PGAM5通过调控线粒体动力学参

与细胞衰老和坏死过程。在严重受损的线粒体中，

PGAM5 介导的线粒体过度分裂会导致线粒体功能障

碍，进而引发细胞死亡[16]。在病理条件下，活化的 MLKL

形成寡聚体并转位至质膜，进而激活下游效应蛋白

PGAM5；PGAM5通过使 Drp1去磷酸化，促进 Drp1向线

粒体募集，从而激活线粒体裂变，导致线粒体碎片化增

加，最终引发线粒体功能障碍[9]。以上研究表明，MLKL/

PGAM5/Drp1信号通路是调控线粒体分裂、影响线粒体

动力学、维持线粒体功能与结构完整的关键途径。

HSP90作为 ATP 依赖性分子伴侣，通过介导钙调磷

酸酶依赖的 Drp1磷酸化过程，促进 Drp1向线粒体转移，

进而调控线粒体分裂[17]。研究表明，抑制 HSP90可促进

错误折叠蛋白的降解，从而改善记忆障碍并恢复突触功

能[18]。本研究结果显示，益肺宣肺降浊方干预可显著下

调 HSP90蛋白的表达。MLKL 是 HSP90的直接作用靶

点，HSP90通过作用于 MLKL 的末端，调控其寡聚化和

膜转位过程，抑制 HSP90可显著降低内源性 MLKL 蛋白

水平，逆转线粒体裂变并调节 Drp1 的磷酸化[19]。Drp1 

Ser637位点磷酸化被认为是神经系统疾病和神经退行

性疾病发展的关键因素[20]；Ser616位点磷酸化被认为是

促进线粒体分裂的激活步骤，促进 Drp1在线粒体外膜的

定位；Ser637位点磷酸化则被钙依赖性磷酸酶调控导致

其去磷酸化，从而减少线粒体分裂[21]。本研究结果显

示，益肺宣肺降浊方干预可显著下调 p-MLKL、p-Drp1

（Ser616）的表达；值得注意的是，经益肺宣肺降浊方干

预后 p-Drp1（Ser637）以及 MFN1、MFN2的表达均上调。

在脑缺血/再灌注损伤模型大鼠的海马组织中，HSP90和

MLKL 的表达显著升高，并伴随细胞凋亡和神经炎症反

应[22]。此外，线粒体分裂与融合的平衡至关重要，线粒

体过度分裂会抑制融合。MFNs 代表完整的线粒体蛋

白，MFN1和 MFN2是线粒体外膜的关键融合蛋白，作为

MFNs 的亚型，其 GTP 结合域对融合至关重要，缺失任

一蛋白，均会抑制融合[3]。Saita 等[23]研究发现，Drp1水平

过高会导致 MFNs 水平下降。上述结果表明，HSP90/

MLKL/Drp1信号通路可通过调控线粒体分裂参与 VaD

发展过程，抑制该通路可有效改善线粒体功能，减轻

VaD 大鼠神经元损伤和炎症反应。

本研究结果还显示，益肺宣肺降浊方可显著提高

ATP5A 蛋白及 mRNA 表达，表明益肺宣肺降浊方可能通

过调控神经炎症，提高 VaD 大鼠海马组织中线粒体复合

物活性。此外，本研究结果显示，与 MOD 组比较，经益

肺宣肺降浊方干预后，各给药组大鼠 HSP90/MLKL/

Drp1信号通路相关指标水平均逆转，表明益肺宣肺降浊

方可能通过调控该通路，维持线粒体动力学平衡，从而

发挥其神经保护作用。

综上所述，益肺宣肺降浊方可能通过调控 HSP90/

MLKL/Drp1信号通路，抑制线粒体分裂，进而维持线粒

体动力学平衡，改善线粒体功能，从而起到减轻 VaD 大

鼠的神经元损伤和神经炎症反应的作用。
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