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基于 GRB2/ERK/CRLS1通路探讨益肺宣肺降浊方对血管性痴呆
模型大鼠的改善作用机制 Δ
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摘 要 目的 基于生长因子受体结合蛋白2（GRB2）/胞外信号调节激酶（ERK）/心磷脂合成酶1（CRLS1）通路，探讨益肺宣肺降

浊方（YFXF）对血管性痴呆（VAD）模型大鼠的改善作用机制。方法 采用双侧颈总动脉永久性结扎法构建 VAD 大鼠模型，将48

只造模成功的大鼠随机分为模型组（生理盐水）、盐酸多奈哌齐组（阳性对照组，0.2 g/kg）及 YFXF 低、高剂量组（12.18、24.36 g/kg，

以生药总量计），另设假手术组（生理盐水），每组12只。每天灌胃给药/生理盐水1次，连续30 d。末次给药后，评估大鼠空间认知

能力，观察其海马组织病理形态学变化，检测其血清中肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素 4（IL-4）含量，检测其海马组织中

GRB2/ERK/CRLS1通路相关蛋白及 GRB2、CRLS1、NADH 脱氢酶亚基 1（ND1）、Tafazzin（TAZ）、磷脂移位酶 3（PLSCR3） mRNA

表达水平，并检测其海马组织中腺苷三磷酸（ATP）含量。结果 与假手术组比较，模型组大鼠逃避潜伏期显著延长（P＜0.05），穿

越平台次数显著减少（P＜0.05），并可见海马锥体细胞和尼氏小体数量锐减；血清中 TNF-α 含量显著升高（P＜0.05），IL-4含量显

著降低（P＜0.05）；海马组织中 GRB2蛋白表达水平、CRLS1蛋白表达水平、ERK 蛋白的磷酸化水平以及 GRB2、CRLS1、ND1、

TAZ、PLSCR3 mRNA相对表达量和ATP含量均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，各给药组大鼠海马组织中上述病理改变均有

所缓解，各定量指标均显著回调（P＜0.05）。结论 YFXF 可能通过激活 GRB2/ERK/CRLS1通路，维护心磷脂稳态，改善线粒体能

量代谢，从而改善VAD模型大鼠海马神经元损伤。
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Study on the improving mechanism of Yifei xuanfei jiangzhuo formula on vascular dementia model rats 
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ABSTRACT  OBJECTIVE To explore the improvine mechanism of Yifei xuanfei jiangzhuo formula （YFXF） on vascular 

dementia （VAD） model rats based on the growth factor receptor-bound protein 2 （GRB2）/extracellular signal-regulated kinase 

（ERK）/cardiolipin synthase 1 （CRLS1） pathway. METHODS VAD rat model was established by permanent bilateral common 

carotid artery ligation. Forty-eight successfully modeled rats were randomly divided into the model group （normal saline）， 

donepezil hydrochloride group （positive control group， 0.2 g/kg）， and YFXF low- and high-dose groups （12.18 and 24.36 g/kg， 

calculated based on the total amount of crude drug）， respectively. In addition， a sham operation group （normal saline） was set up. 

There were 12 rats in each group. Daily intragastric administration of drug or normal saline was performed for 30 consecutive days. 

After the last administration， the spatial cognitive ability of the rats was evaluated， the pathological morphology of the 

hippocampus was observed， the contents of tumor necrosis factor-α （TNF-α） and interleukin-4 （IL-4） in serum were detected， the 

expression levels of GRB2/ERK/CRLS1 pathway-related proteins and the mRNA levels of GRB2， CRLS1， NADH dehydrogenase 

subunit 1（ND1）， Tafazzin （TAZ）， phospholipid scramblase 3（PLSCR3） and the ATP content in hippocampal tissue were 

measured. RESULTS Compared with the sham operation group， the escape latency of rats in the model group was significantly 

prolonged （P＜0.05）， and the number of crossing platform 

was significantly reduced （P＜0.05）， while the number of 

pyramidal cells and Nissl bodies in the hippocampus decreased 

sharply； the content of TNF- α in serum was significantly 

increased （P＜0.05）， and the content of IL-4 was significantly 

decreased （P＜0.05）； the expression levels of GRB2 and 

CRLS1 proteins， the phosphorylation level of ERK protein， 
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the relative expression levels of GRB2， CRLS1，ND1， TAZ， and PLSCR3 mRNA， and the content of ATP in hippocampal tissue 

were significantly decreased （P＜0.05）. Compared with the model group， the above pathological changes in the hippocampal tissue 

of each administration group were alleviated， and the quantitative indicators were significantly restored （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS YFXF may improve hippocampal neuron injury in VAD rats by activating the GRB2/ERK/CRLS1 pathway, 

maintaining cardiolipin homeostasis， and improving mitochondrial energy metabolism.

KEYWORDS Yifei xuanfei jiangzhuo formula； vascular dementia； neuron injury； GRB2/ERK/CRLS1 pathway； mitochondria； 

cardiolipin

血管性痴呆（vascular dementia，VAD）是由脑血管病

变引起的认知功能障碍综合征，其病理机制涉及线粒体

能量代谢紊乱、神经细胞凋亡等[1―2]。近年来的研究发

现，心磷脂作为线粒体内膜特有的磷脂成分，其稳态失

衡可导致线粒体膜电位崩溃、活性氧蓄积及神经元死

亡，在神经退行性疾病中起关键作用[3]。临床证据显示，

抗心磷脂抗体水平异常升高是 VAD 的危险因素[4]。抗

心磷脂抗体可与心磷脂特异性结合，阻断心磷脂外化至

细胞线粒体外膜表面，导致神经元线粒体功能障碍[5]。

这提示心磷脂代谢与 VAD 病理进程密切相关。心磷脂

生物合成的终末步骤由心磷脂合成酶1（cardiolipin syn‐

thase 1，CRLS1）催化完成，若 CRLS1存在功能缺陷，将

直接导致心磷脂含量减少及多系统线粒体肌病发生[6]。

因此，恢复 CRLS1介导的心磷脂稳态可能为 VAD 治疗

的新靶点。

生长因子受体结合蛋白 2（growth factor receptor-

bound protein 2，GRB2）作为衔接蛋白，能通过激活下游

胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated kinase，

ERK）通路参与细胞存活与凋亡的调控[7]。研究表明，在

缺血性脑卒中模型小鼠中，GRB2功能抑制可诱发神经

元自噬失调，导致认知功能障碍加重[8]。值得注意的是，

GRB2可调节 ERK 磷酸化级联反应，进而介导 CRLS1启

动子结合并增强其转录活性，从而维持心磷脂稳态[4]。

这提示 GRB2/ERK/CRLS1通路在脑血管性认知障碍中

具有重要地位。

中医药在 VAD 防治中具有悠久历史和多成分、多靶

点、多途径的独特优势。益肺宣肺降浊方（后文简写为

“YFXF”）是广西中医药大学第一附属医院的常用协定

方，基于“从肺论治”理论拟定。该方含黄芪、人参等9味

中药，具有益肺宣肺、祛痰降浊之效，用于治疗痴呆。临

床证实该方可改善 VAD 患者认知功能，其机制与调控表

皮生长因子受体介导的磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶 B-

丝 裂 原 激 活 的 蛋 白 激 酶（mitogen-activated protein ki‐

nase，MAPK）/ERK 通路相关[9―10]。鉴于 MAPK/ERK 通

路与 GRB2相关通路存在交互作用[7]，且 YFXF 的核心成

分人参皂苷 Rg3被证实可通过调控 GRB2表达恢复心磷

脂稳态[4]，本课题组推测该方可能通过调节 GRB2/ERK/

CRLS1通路维护心磷脂代谢平衡，进而拮抗 VAD 神经

元损伤。鉴于此，本研究拟整合心磷脂稳态调控与 VAD

中医治疗机制，通过体内实验探讨 YFXF 对 GRB2/ERK/

CRLS1通路的靶向调节作用，为阐明该方改善 VAD 的

作用机制提供新依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 DM IL LED 型光学显微

镜（德国 Leica 公司）、UNHOOD Ⅱ型凝胶成像系统（美

国 Bio-Rad 公司）、Infinite® M200 Pro 型全波长多功能酶

标仪（瑞士 Tecan 公司）、Axio Imager A2型荧光显微镜

（德国 Zeiss 公司）、LightCycler® 480 Ⅱ型实时荧光定量

聚合酶链式反应（PCR）仪（瑞士 Roche 公司）、Histocen‐

tre3型组织包埋机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）、

SE250型垂直电泳仪（美国 GE 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、酒大黄药材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。盐酸

多奈哌齐片（规格 5 mg/片，批号 2203026）购自卫材（中

国）药业有限公司。

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；腺苷三磷酸（adeno- 

sine triphosphate，ATP）试剂盒（批号 E-BC-F002）购自武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；RIPA 裂解液、白细

胞 介 素 4（interleukin-4，IL-4）酶 联 免 疫 吸 附 分 析

（ELISA）试剂盒、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）ELISA 试剂盒、兔源甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗 体（ 批 号 分 别 为 G2002、GB300005、

GER0004、GB11002）均购自武汉赛维尔生物科技有限

公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔、山羊抗鼠二抗

（批号分别为 926-32211、926-32210）均购自北京博奥森

生物技术有限公司；鼠源 ERK 抗体（批号 MA5-15227）

购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；兔源 GRB2、磷

酸化 ERK（p-ERK）、CRLS1 抗体（批号分别为 10254-2-

AP、28733-1-AP、14845-1-AP）均购自武汉三鹰生物技术

有限公司；实时定量 PCR 试剂盒、逆转录试剂盒（批号分

别为 22204、22107）均购自上海吐露港生物科技有限公

司。NADH 脱氢酶亚基 1（NADH dehydrogenase subunit 

1，ND1）、Tafazzin（线粒体心磷脂代谢关键酶，后文简写

为“TAZ”）、磷 脂 移 位 酶 3（phospholipid scramblase 3，

PLSCR3）等 PCR 引物由南宁捷尼斯生物科技有限公司

设计、合成。
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1.3　实验动物

本研究所用动物为 60 只 7 周龄 SPF 级 SD 雄性大

鼠，体重（220±20） g，购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司[动物生产许可证号为 SCXK（湘）2019-0004]，实

验动物使用合格证号为 SYXK（桂）2019-0001。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，在恒温（24±1） ℃、12 h 光/12 h 暗循环条件下进

行标准化饲养。本实验中所有动物的操作均符合动物

福利伦理相关规定，并经广西中医药大学动物实验伦理

委员会审核通过（批准号：DW20240507-118-02）。

2　方法
2.1　药液的制备

按 YFXF 处方组成称取相应药材（黄芪、人参、麦

冬、三七、苏子及石菖蒲各15 g，桔梗、苦杏仁各10 g，酒

大黄6 g），加2 000 mL 水煎煮提取3次（2 h/次），合并滤

液，经 45 ℃减压浓缩制成生药质量浓度为 24.36 g/mL

的药液，于 4 ℃条件下保存。另将盐酸多奈哌齐片研

细，以蒸馏水溶解，配制成质量浓度为0.045 mg/mL 的阳

性对照溶液。

2.2　造模、分组与给药

首先将 SD 大鼠随机分配至假手术组（SHAM，n＝

12）和造模组（n＝48）。在异氟烷吸入麻醉下，造模组大

鼠采用双侧颈总动脉永久性结扎法构建 VAD 模型，

SHAM 组大鼠仅游离血管[11]。术后3 d，通过水迷宫实验

评估大鼠认知功能，以 SHAM 组大鼠逃避潜伏期为参考

值，计算两组大鼠（每组选6只）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[11]。

选取造模成功的 48只大鼠随机分为模型组（MOD

组），YFXF 低、高剂量组（YFXF-L、YFXF-H 组），盐酸多

奈哌齐（DH）组（阳性对照组），每组12只。YFXF-L 组、

YFXF-H 组大鼠分别灌胃 12.18、24.36 g/kg 的 YFXF 药

液（以生药总量计，分别为临床等效剂量的 1、2倍），DH

组大鼠灌胃 0.2 g/kg 的阳性对照药溶液（为临床等效剂

量），SHAM 组和 MOD 组大鼠灌胃等体积生理盐水。每

天给药/生理盐水1次，持续30 d。

2.3　大鼠空间认知能力评估

药物干预结束后，通过 Morris 水迷宫实验评估大鼠

的空间认知能力。实验分两个阶段进行：实验前 5 d 为

定位航行实验——记录大鼠从下水到爬上隐蔽平台（第

2象限，水下3 cm）所需的时间，即逃避潜伏期；未找到平

台的大鼠由实验者引导上台并停留10 s，其逃避潜伏期

记为60 s。实验第6天开展空间探索测试——撤去平台

后，统计60 s 内大鼠穿越平台次数。

2.4　标本制备

Morris 水迷宫实验结束后，腹腔注射20% 乌拉坦麻

醉大鼠，经腹主动脉采血，离心（3 000 r/min，15 min）分

离血清，置于－80 ℃冰箱保存。每组随机取 9只大鼠，

分离其海马组织，－80 ℃冻存，用于后续实时荧光定量

PCR、Western blot 实验及 ATP 含量测定；每组剩余 3只

大鼠的脑组织经4% 多聚甲醛固定、石蜡包埋制片（厚度

约5 μm），后续行苏木精-伊红（HE）、尼氏及免疫荧光染

色分析。

2.5　大鼠血清中TNF-α和 IL-4含量测定

采用 ELISA 法检测。取“2.4”项下每组 6只大鼠的

血清，按 ELISA 试剂盒说明书操作，使用酶标仪在 450 

nm 波长下测定各孔吸光度。依据标准曲线回归方程，

计算大鼠血清中 TNF-α 和 IL-4的含量。

2.6　大鼠海马组织病理形态学观察

采用 HE 和尼氏染色法观察。取“2.4”项下脑组织

石蜡切片，脱蜡复水后，常规行 HE 染色和尼氏染色，于

光学显微镜下检视大脑海马组织病理形态学改变情况

并采集图像。

2.7　大鼠海马组织中 GRB2/ERK/CRLS1 通路相关蛋

白表达检测

采用 Western blot 法检测。取“2.4”项下每组 3只大

鼠的海马组织，经低温匀浆、RIPA 裂解液提取总蛋白并

离心后，取上清用 BCA 法测定蛋白浓度并变性处理。

取 10 μg 变性蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离，再转印至 PVDF 膜，随后以5% 脱脂牛奶室

温封闭 2 h。洗膜后，将膜与一抗（GAPDH、GRB2、ERK

的稀释比例均为 1∶2 000，p-ERK 的稀释比例为 1∶500，

CRLS1 的稀释比例为 1∶1 500）及二抗（稀释比例为 1∶   

1 0000）依次孵育。显影后获取图像，借助 Image J 软件

测定条带灰度值，以p-ERK与ERK的条带灰度值比值表

示ERK蛋白的磷酸化水平，以目的蛋白与内参（GAPDH）

蛋白的条带灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.8　大鼠海马组织中CRLS1蛋白表达检测

采用免疫荧光法检测。取“2.4”项下每组 3只大鼠

的 脑 组 织 石 蜡 切 片，经 抗 原 修 复 与 血 清 封 闭 后，与

CRLS1一抗（稀释比例为 1∶500）在 4 ℃下孵育过夜，然

后与相应荧光二抗（稀释比例为 1∶500）在室温下孵育 2 

h。采用 DAPI 标记细胞核以进行定位，封片后利用荧光

显微镜观察海马组织中 CRLS1的红色荧光阳性表达情

况，采用 Image J 软件计算 CRLS1的平均荧光强度（荧光

强度越强表明蛋白表达水平越高）。

2.9　大鼠海马组织中 GRB2、CRLS1、TAZ、PLSCR3、

ND1 mRNA表达检测

取“2.4”项下每组3只大鼠的海马组织，提取组织中

总 RNA，经浓度与纯度检测合格后，将 RNA 反转录为

cDNA，并以 cDNA 为模板进行实时荧光定量 PCR 扩增。

扩增体系（总体积 20 μL）为：SYBR Green Master Mix 5 

μL，cDNA 模板 1 μL，上、下游引物各 0.4 μL，无核酸酶

水 13.2 μL。扩增条件为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火/延伸30 s，共40个循环。采集荧光信号，
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以 GAPDH 为 内 参，通 过 2－ΔΔCt 法 分 析 GRB2、CRLS1、

ND1、TAZ、PLSCR3 mRNA 的相对表达量。引物序列及

扩增产物长度见表1。

2.10　大鼠海马组织中ATP含量检测

采用比色法检测。取“2.4”项下每组 3只大鼠的海

马组织，经磷酸盐缓冲液漂洗后，冰浴匀浆，低温离心

（10 000×g，10 min，4 ℃）获取上清液，经10% 三氯醋酸

沉淀后二次离心。参照试剂盒标准，将 ATP 检测工作液

（按1∶9稀释）与样本（50 μL）于检测孔中共孵育，采用比

色法结合标准曲线测定海马组织中 ATP 含量。

2.11　统计学方法

采用 SPSS 25.0软件进行数据处理。计量资料符合

正态分布，以 x±s 表示；多组间比较采用单因素方差分

析，并根据方差齐与否分别选用 LSD 法（方差齐）或

Games-Howell 法（方差不齐）进行两两比较。检验水准

α＝0.05。

3　结果

3.1　大鼠空间认知能力评估结果

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠的逃避潜伏期显著

延长（P＜0.05），穿越平台次数显著减少（P＜0.05）。与

MOD 组比较，各给药组大鼠的逃避潜伏期均显著缩短

（P＜0.05），穿越平台次数均显著增加（P＜0.05）。结果

见图1、图2。

3.2　大鼠血清中TNF-α和 IL-4含量测定结果

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠血清中 TNF-α 含量

显著升高（P＜0.05），IL-4含量显著降低（P＜0.05）。与

MOD 组比较，各给药组大鼠血清中 TNF-α 含量均显著

降低（P＜0.05），IL-4含量均显著升高（P＜0.05）。结果

见图3。

3.3　大鼠海马组织病理形态学观察结果

SHAM 组大鼠海马组织形态结构完整，CA1区锥体

细胞排列规整致密，细胞核形态饱满、核仁清晰且染色

均一，尼氏小体数量较为丰富，未见细胞凋亡、坏死及炎
症细胞浸润。MOD 组大鼠海马组织呈现严重病理损

伤，CA1区细胞排列散乱，锥体细胞和尼氏小体数量锐

减，大量神经元出现核固缩、深染现象。与 MOD 组相

比，YFXF-L、YFXF-H 与 DH 组大鼠海马组织锥体细胞

排列有序，尼氏小体数量较多，仅偶见少量固缩、深染细

胞。结果见图4、图5。

3.4　大鼠海马组织中 GRB2、p-ERK、ERK 和 CRLS1

蛋白表达检测结果

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠海马组织中 GRB2、

CRLS1蛋白表达水平及 ERK 蛋白的磷酸化水平均显著

降低（P＜0.05）。与 MOD 组比较，各给药组大鼠海马组

织中 GRB2、CRLS1蛋白表达水平及 ERK 蛋白的磷酸化

水平均显著升高（P＜0.05）。结果见图6、图7、表2。

表1　PCR引物序列及扩增产物长度

引物
GAPDH

GRB2

CRLS1

ND1

TAZ

PLSCR3

序列（5′→3′）

上游：GACATGCCGCCTGGAGAAAC

下游：AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

上游：TTCAAGGTGCTTCGTGACGG

下游：CCTGTTCTATGTCCCGGAGG

上游：GGCTAACGGATTTGTTGGAT

下游：TGTAAGTGAGTGGGACTGGAAT

上游：GGCTACATACAACTACGCAAAGGC

下游：GTTAGGGGGCGTATGGGTTCT

上游：AAATGGGGAATTGGACGGCT

下游：AGGGAGTGTACTGAAGGGCT

上游：TCGCCAACCTGTTCTACGAG

下游：CATCTGTGAGGGCTTCTCGG

产物大小/bp

138

139

159

110

165

152

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

图1　各组大鼠的空间探索测试运动轨迹图
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Ⅰ：SHAM组；Ⅱ：MOD组；Ⅲ：YFXF-L组；Ⅳ：YFXF-H组；Ⅴ：DH

组；a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。

图2　各组大鼠的逃避潜伏期及穿越平台次数比较（x±
s，n＝12）
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Ⅰ：SHAM组；Ⅱ：MOD组；Ⅲ：YFXF-L组；Ⅳ：YFXF-H组；Ⅴ：DH

组；a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。

图3　各组大鼠血清中 TNF-α和 IL-4 含量比较（x±s，
n＝6，pg/mL）

A. SHAM 组 B. MOD 组 C. YFXF-L 组

D. YFXF-H 组 E. DH 组

注：黑色箭头所指为锥体细胞，黄色箭头所指为固缩的神经元。

图4　各组大鼠海马组织HE染色显微图
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3.5　大鼠海马组织中 GRB2、CRLS1、TAZ、PLSCR3、

ND1 mRNA表达检测结果

与 SHAM 组比较，MOD 组大鼠海马组织中 GRB2、

CRLS1、TAZ、PLSCR3、ND1 mRNA 的相对表达量均显

著降低（P＜0.05）。与 MOD 组比较，各给药组大鼠海马

组织中 GRB2、CRLS1、TAZ、PLSCR3、ND1 mRNA 的相

对表达量均显著升高（P＜0.05）。结果见表3。

3.6　大鼠海马组织中ATP含量检测结果

与 SHAM 组[（1.45±0.15） mmol/L]比较，MOD 组大

鼠海马组织中 ATP 含量[（0.38±0.04） mmol/L]显著降低

（P＜0.05）；与 MOD 组比较，YFXF-L 组、YFXF-H 组、DH

组 大 鼠 海 马 组 织 中 ATP 含 量 [ 分 别 为（0.76±0.05）、

（0.92±0.13）、（1.24±0.20） mmol/L] 均 显 著 升 高

（P＜0.05）。

4　讨论
VAD 属中医学“痴呆”范畴，传统多从心肾论治。基

于“肺-脑轴”调控假说，本团队提出肺金失养为 VAD 的

核心病机。基于“从肺论治”拟定的 YFXF 以人参、黄芪

为君，补益肺气；麦冬、桔梗、苦杏仁、苏子为臣，复肺宣

降；佐以石菖蒲化浊、三七化瘀、酒大黄通腑；诸药合用，

共奏益肺固本、宣降祛浊之效。本研究发现，与 SHAM

组比较，MOD 组大鼠的逃避潜伏期显著延长、穿越平台

次数显著减少，并可见海马锥体细胞和尼氏小体数量锐

减，血清中 TNF-α 含量显著升高、IL-4 含量显著降低；

YFXF 干预后，上述神经病理损伤、行为学指标和炎症指

标均明显改善。这说明 YFXF 对 VAD 模型大鼠具有确

切的保护神经、改善认知障碍作用。

心磷脂作为线粒体内膜特征性磷脂，对维持呼吸链

超复合物稳定、嵴结构完整及线粒体自噬启动至关重要[12]。

临床研究发现，VAD 患者可出现抗心磷脂抗体异常[5]及

CRLS1 基因缺陷所致的线粒体功能障碍[6]。本研究发

现，VAD 模型大鼠海马组织中心磷脂代谢相关基因

CRLS1、TAZ、PLSCR3 的 mRNA 表达下调趋势可被 YFXF

显著逆转。这提示，YFXF 对 VAD 大鼠海马组织的心磷

脂代谢有调控作用。值得注意的是，CRLS1作为心磷脂

合成的关键限速酶，其表达缺陷可引发线粒体嵴结构解

体[13]和蛋白质合成障碍[14]，最终导致神经元能量危机。

这一病理过程在脑血管病变中尤为突出——脑微血管内

皮细胞的心磷脂缺失已被证实可损害呼吸储备能力[15]。

上述研究表明，心磷脂代谢与脑血管病变密切相关。

在分子机制层面，GRB2/ERK 通路已被证实为调控

CRLS1表达的上游关键“开关”。其中，GRB2作为一种

多功能衔接蛋白，既可通过与七次跨膜受体结合，激活

ERK 信号转导通路，以促进细胞存活；也可通过与转录

因子相互作用，直接调控下游基因表达[16]。已有文献指

出，GRB2 的小泛素样修饰蛋白化修饰能够增强其与

SOS1 蛋白的结合能力，从而持续激活 ERK 通路[17]；而

A. SHAM 组 B. MOD 组 C. YFXF-L 组

D. YFXF-H 组 E. DH 组

注：黄色箭头所指为固缩的神经元，红色箭头所指为尼氏小体。

图5　各组大鼠海马组织尼氏染色显微图
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DH组。

图6　各 组 大 鼠 海 马 组 织 中 GRB2、p-ERK、ERK 和

CRLS1蛋白表达的电泳图
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图7　各组大鼠海马组织中CRLS1表达的免疫荧光显微图
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ERK 在磷酸化后可转位入核，进而升高 CRLS1的转录

水平[18]。本研究发现，YFXF 干预后可显著提高 VAD 模

型大鼠海马组织中 GRB2、CRLS1 的蛋白表达水平及

ERK 蛋白的磷酸化水平，提升海马组织中 ATP 含量和

GRB2、ND1 mRNA 表达水平。其中，ATP 含量的恢复直

接反映了线粒体能量合成功能的改善，而 ND1 mRNA

表达上调则表明线粒体生物合成得到促进。这一结果

提示，YFXF 治疗 VAD 的作用机制可能与激活 GRB2/

ERK/CRLS1通路、维护心磷脂稳态与线粒体功能有关。

综上，YFXF 可能通过激活 GRB2/ERK/CRLS1通路

维护心磷脂稳态，改善线粒体能量代谢，从而改善 VAD

模型大鼠海马神经元损伤。本研究为中药复方调控线

粒体代谢防治 VAD 提供了新依据，但实验方面缺乏使用

特异性的激动剂或抑制剂对通路各节点进行功能增益

或阻断，有待后续进一步的深入研究。
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表2　各组大鼠海马组织中 GRB2、CRLS1蛋白表达水

平及ERK蛋白的磷酸化水平比较（x±s，n＝3）

组别

SHAM 组
MOD 组
YFXF-L 组
YFXF-H 组
DH 组

GRB2/GAPDH

1.06±0.03

0.67±0.04a

0.79±0.04b

0.89±0.06b

0.96±0.04b

p-ERK/ERK

0.58±0.02

0.22±0.02a

0.36±0.01b

0.51±0.02b

0.50±0.03b

CRLS1

CRLS1/GAPDH

0.84±0.05

0.49±0.03a

0.64±0.03b

0.69±0.02b

0.71±0.02b

荧光强度
0.026±0.015

0.001±0.000a

0.007±0.001b

0.010±0.006b

0.015±0.002b

a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。

表3　各组大鼠海马组织中GRB2、CRLS1、TAZ、PLSCR3、

ND1 mRNA相对表达量比较（x±s，n＝3）

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

GRB2

1.00±0.06

0.22±0.02a

0.46±0.05b

0.60±0.04b

0.67±0.11b

CRLS1

1.00±0.09

0.21±0.02a

0.52±0.06b

0.72±0.05b

0.79±0.10b

TAZ

1.00±0.08

0.48±0.04a

0.67±0.05b

0.81±0.03b

0.85±0.02b

PLSCR3

1.00±0.10

0.28±0.08a

0.67±0.02b

0.87±0.03b

0.91±0.04b

ND1

1.00±0.20

0.15±0.01a

0.52±0.03b

0.67±0.17b

0.70±0.08b

a：与SHAM组比较，P＜0.05；b：与MOD组比较，P＜0.05。


