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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨益肺活血方对放射性肺损伤的保护作用。 方法　 通过本草组鉴数据库获

取益肺活血方的主要活性成分及靶点， ＯＭＩＭ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＰｈａｒｍＧＫＢ、 ＧＥＮＥ 数据库获取放射性肺损伤靶点并绘制交

集作用靶点韦恩图， 将交集靶点信息导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建靶点蛋白相互作用 （ＰＰＩ） 网络， 通过 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ
通路富集分析预测潜在作用机制。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分子对接， 验证核心靶点和中药活性成分的结合能力，
预测中药复方对肺癌的作用机制。 运用 １６ Ｇｙ 放射线建立放射性肺损伤大鼠模型， 计算肺系数， ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、
Ｖｅｍｅｎｔｉｎ 染色、 ＥＬＩＳＡ 法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证益肺活血方药效并分析其作用机制。 结果　 益肺活血方有 １ ９３３ 个潜在

药物靶点， 放射性肺损伤涉及 １ ４６９ 个疾病作用靶点， 共同靶点 ５０１ 个。 ＰＰＩ 网络筛选得到包括 ＳＴＡＴ３、 ＡＫＴ１、
ＭＡＰＫ３、 ＥＧＦＲ、 ＶＥＧＦＡ 等 ４８ 个关键靶点。 ＫＥＧＧ 富集分析显示， 与益肺活血方干预放射性肺损伤密切相关的富集通

路为 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通路。 动物实验表明， 益肺活血方干预后大鼠肺系数降低， 炎

性病理学改善， 胶原蛋白沉积减少， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 水平和 ＳＴＡＴ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５，
Ｐ＜０ ０１）。 结论　 益肺活血方可改善放射性肺损伤病理进程， 其机制可能是降低 ＳＴＡＴ３、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达以抑制 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ 信号通路， 从而减轻肺泡炎症和纤维化。
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　 　 放射性肺损伤是胸部肿瘤患者放疗后的常见并发症，
４３％ 的放疗患者存在放射性肺损伤的影像学表现［１］ ，
１４ ２％ 的肺癌患者接受调强放疗后出现 ２ 级以上放射性肺

炎［２］ 。 部分患者可通过抗炎治疗恢复， 严重者进展为不可

逆转的肺纤维化［３⁃４］ 。 目前主要采用糖皮质激素控制， 但长

期使用会增加感染、 出血风险， 抑制抗肿瘤免疫［５⁃６］ 。 因

此， 探索高效且不良反应少的治疗药物对放射性肺损伤的

临床管理具有重要意义。
近年来诸多临床实践及基础实验证实， 中医药疗法能

通过调节炎症反应、 氧化应激、 细胞外基质蛋白以及多种

纤维化相关信号通路以延缓放射性肺损伤的发展［７⁃９］ 。 “养
阴清肺活血” 法指导下的中药组方可有效减轻放射性肺损

伤患者呼吸困难症状， 提高生存质量［１０］ 。 体内实验证实其

可通过调节 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡以减轻放疗后大鼠肺组织纤维

化程度［１１］ ， 但分子机制仍有待探究。
网络药理学通过对药效物质进行体外虚拟筛选， 以探

索中药制剂中有效活性成分、 潜在作用靶点和信号通路之

间深层次网络联系的学科， 目前已成为中医药研究领域的

重要组成部分［１２⁃１３］ 。 因此， 本研究使用放射线诱导放射性

肺损伤大鼠模型， 观察益肺活血方对其干预作用， 并基于

共同靶点寻找有价值的活性成分和信号通路， 以期为放射

性肺损伤的防治提供新视角。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２４ 只， ６～ ８ 周龄， 体质量

１８０～２２０ ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司， 饲

养于中国中医科学院广安门医院 ＳＰＦ 级实验动物中心 ［实
验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （京） ２０１４⁃０００１］， 环境温度

（２０±２）℃， 相对湿度 ４５％ ～５０％ ， 噪音小于 ６０ ｄＢ， 饲养室

内紫外灯照射杀菌， 每天 ２ ｈ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 通风

条件良好。 喂养标准饲料， 饮用无菌水， 食物与水均自由

获取。 实验经中国中医科学院广安门医院伦理委员会批准

（伦理号 ＩＡＣＵＣ⁃ＧＡＭＨ⁃２０２４⁃０４４）。
１ ２　 药物　 益肺活血方是由生黄芪 ３０ ｇ、 麦冬 １５ ｇ、 西洋

参 １０ ｇ、 丹参 １５ ｇ、 当归 ２０ ｇ、 茯苓 １５ ｇ、 川芎 １０ ｇ、 三七

３ ｇ 组成的颗粒制剂， 购自中国中医科学院广安门药剂科；
醋酸泼尼松龙注射液购自华中药业股份有限公司， 批号
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２０１５１００１， 规格 ０ １２５ ｇ ／支。
１ ３　 试剂　 白介素⁃４ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４）、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试

剂盒 （货号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１４ｃ、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１５ｃ， 武汉伊莱瑞特生

物科技有限公司）； 肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）、 转 化 生 长 因 子 （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，
ＴＧＦ⁃β１） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号 ＥＫ０５２６、 ＥＫ０５１４， 武汉博

士德生物工程有限公司）； ＳＴＡＴ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β、 β⁃
ａｃｔｉｎ 抗体 （货号 ４９０４Ｔ、 １９２４５Ｔ、 ３７１１Ｓ、 ４９７０Ｔ， 美 国

ＣＳＴ 公司）； Ｍａｋｅｒ （货号 ＰＲ１９３０⁃１００Ｔ， 北京索莱宝科技

有限公司）； 脱脂奶粉 （货号 Ｐ１６２２， 北京普利莱基因技术

有限公司）； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （货号 Ｐ００１０， 上海碧云

天生物技术股份有限公司）。
１ ４　 仪器　 放射线照射装置为医用电子直线加速器 （瑞典

Ｅｌｅｋｔａ Ｓｙｎｅｒｇｙ 公司）； 低温高速离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）； 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 电子分析天平 （德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； －８０ ℃冰箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 移液枪

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 倒置光学显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公

司）； 基础电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２ １　 网络药理学及分子对接分析

２ １ １　 益肺活血方主要活性成分筛选及靶点预测　 通过本

草组鉴数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ． ｃｎ） 检索益肺活血方药

物组成成分， 以肠胃吸收为 “Ｈｉｇｈ”、 类药性结果有 ２ 个及

以上为 “Ｙｅｓ” 作为筛选条件， 将筛选得到的药物成分的

ＳＭＩＬＥＳ 号导入 ＳｗｉｓｓＡＤＭＥ 平台 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓａｄｍｅ．
ｃｈ ／ ）， 获得具有较好口服利用度的活性成分及靶点， 未被

ＨＥＲＢ 数据 库收录的成分导入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ） 进行靶点预测。
２ １ ２　 益肺活血方干预放射性肺损伤潜在靶点的确定　 以

“ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ” 为关键词， 分别在 ＯＭＩＭ 数

据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ）、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ）、 ＰｈａｒｍＧＫＢ 知 识 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈａｒｍｇｋｂ． ｏｒｇ）、 ＧＥＮＥ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎ） 进行检索， 获得放射性肺

损伤相关靶点， 合并后删除重复值。 利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 对靶点信息进行标准化处

理， 获得放射性肺损伤的潜在靶点。 最后将药物成分靶点

与疾病靶点导入韦恩图绘制工具［１４］获得交集作用靶点。
２ １ ３　 益肺活血方及放射性肺损伤靶点蛋白相互作用

（ＰＰＩ） 网络构建　 将交集作用靶点信息导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据

库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 设 定 物 种 为 “ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”， 设置靶点关联的置信度大于 ０ ４， 其余参数保留

默认设置， 并通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ７ ２ 软件进行可视化处理，
获得 ＰＰＩ 网络图。 通过 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 插件对靶点数据进

行网络拓扑分析， 根据度中心性 （ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＤＣ）、
接近 中 心 性 （ ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＣＣ ）、 介 度 中 心 性

（ ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＢＣ ）、 网 络 中 心 性 （ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ， ＮＣ）、 特征向量中心性 （ ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，

ＥＣ）、 局部边连通性 （ ｌｏｃａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ， ＬＡＣ） 的

平均数确定潜在治疗靶点。
２ １ ４　 基因本体论 （ＧＯ） 和京都基因和基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 富集分析 　 将 “２ １ ３” 项筛选后所得的治疗靶

点导入基迪奥生信平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｃｓｈａｒｅ． ｃｏｍ ／
ｔｏｏｌｓ） 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集及注释分析， 以 Ｐ 值及

富集基因数为筛选条件， 选取排名前 ２０ 位 ＫＥＧＧ 富集分析

结果及排名前 １０ 位 ＧＯ 富集分析结果进行可视化处理。 使

用 ＣｙｔｏＳｃａｐｅ ３ ７ ２ 软件构建前 ２０ 位 ＫＥＧＧ 富集通路与药物

活性成分的 “成分⁃关键通路⁃靶点” 网络图， 根据 Ｎｅｔｗｏｒｋ
Ａｎａｌｙｚｅｒ 插件计算网络拓扑学参数， 通过度值判断核心治

疗靶点及主要活性成分。
２ １ ５　 分子对接验证　 将 ＰＰＩ 网络图筛选得到的核心靶点

蛋白作为大分子受体， 以活性成分⁃靶点⁃网络通路中的度

值首位关键化合物作为小分子配体， 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软

件与药物核心成分进行分子对接。 结合能越低， 对接活性

越大， 结构越稳定［１５］ 。
２ ２　 动物实验

２ ２ １　 分组及造模　 ２４ 只大鼠适应性喂养 ７ ｄ 后， 采用随

机数字表法分为空白组、 模型组、 益肺活血方组， 每组 ８
只。 腹腔注射 １０％ 水合氯醛麻醉， 将模型组、 益肺活血方

组大鼠的四肢固定于照射台上， 照射范围为两腋窝连线至

胸骨剑突中间， 照射面积约为 ４ ０ ｃｍ× ４ ０ ｃｍ， 源靶距

１００ ｃｍ， 单次照射剂量 １６ Ｇｙ， 剂量率 ３００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ。 空白

组大鼠照射剂量 ０ Ｇｙ。
２ ２ ２　 给药　 取 １００ ｍＬ 生理盐水将益肺活血方颗粒制成

中药混悬液， 以人临床等效剂量换算大鼠给药剂量。 益肺

活血方组大鼠造模后第 １ 天灌胃给予 ９ ７ ｇ ／ ｋｇ 中药混悬液；
空白组与模型组大鼠灌胃给予等体积生理盐水， 用药量据

每周测得的体质量进行调整。 每天给药 １ 次， 持续 １２ 周。
２ ２ ３　 取材　 末次给药结束后， 大鼠禁食 １２ ｈ， 称定体质

量后麻醉大鼠， 腹主动脉取血后处死， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液， 留取肺组织， －８０ ℃冰箱保存。
２ ２ ４　 肺脏系数 　 摘取大鼠全肺， 称定质量， 计算肺系

数， 公式为肺系数＝ （肺湿重 ／末次体质量） ×１００％ 。
２ ２ ５　 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 Ｖｅｍｅｎｔｉｎ 染色法观察大鼠肺组织病

理形态　 取大鼠肺组织， 肉眼观察大小、 形态、 颜色、 质

地及病变情况等， １０％ 福尔马林固定， 石蜡包埋、 切片。
ＨＥ 染色方法为将切片置于二甲苯中浸泡 １０ ｍｉｎ， 乙醇梯度

脱水 ５ ｍｉｎ， 乙酸分化、 苏木素染色、 伊红染色、 再次乙醇

梯度脱水后于二甲苯中浸泡， 晾干后封片。 Ｍａｓｓｏｎ 染色方

法为脱蜡后流水冲洗切片， Ｗｅｉｇｅｒｔ 苏木精染液染核、 马松

丽春红染液浸泡、 苯胺蓝浸泡、 冰醋酸浸泡， 乙醇梯度脱

水， 二甲苯浸泡后封片， 观察纤维化程度并进行 Ａｓｈｃｒｏｆｔ
评分［１６］ 。 评分标准为肺组织正常计 ０ 分； 细支气管和肺泡

壁轻度计 １ 分； 细支气中度纤维化， 但无明显肺组织结构

破坏计 ３ 分； 明显纤维化， 伴有肺组织结构破坏和纤维团

块形成计 ５ 分； 严重肺组织结构变形或出现大面积纤维灶

０２０２
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计 ７ 分； 纤维组织满视野计 ８ 分。 纤维化程度为相应奇数

级， 在相邻奇数纤维化程度判定困难的情况下可选择相邻

偶数级。 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 染色方法为将大鼠肺组织切片浸泡于

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体中， ４ ℃孵育过夜， 加入抗兔生物素化二抗，
室温孵育 ３０ ｍｉｎ， 染色后将切片脱水、 封闭。 病理切片全

景扫描和分析系统扫描病理图像， 观察大鼠肺组织病理

形态。
２ ２ ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃
β１ 水平　 严格按照试剂盒说明书步骤， 在 ４５０ ｎｍ 波长处

测定光密度 （ＯＤ） 值， 检测大鼠血清 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＴＧＦ⁃β１ 水平。
２ ２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 α⁃ＳＭＡ、
ＴＧＦ⁃β 蛋白表达 　 用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓

冲液裂解大鼠肺组织， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白含量，
取等质量蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后冷冻保存

备用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至

ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ， 分别加入 ＳＴＡＴ３、 α⁃
ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β 抗体 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日加入

二抗 （１ ∶ １ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 化学发光图像分析系统显

影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 ＩｍａｇｅＪ 软件计算蛋白相对表

达量。
２ ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５ ０、 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ １
软件进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 正态分布且方差

齐时多组间比较采用单因素方差分析， 不满足正态分布采

用秩和检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３ １　 网络药理学及分子对接结果

３ １ １　 益肺活血方干预放射性肺损伤的主要活性成分及作

用靶点　 共检索得到 ３５２ 种具有较好口服利用度的益肺活

血方活性成分， 结合 ＨＥＲＢ 数据库及 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
平台， 去重后获得益肺活血方潜在药物靶点 １ ９３３ 个潜在

放射性肺损伤靶点 １ ４６９ 个， 两者交集靶点 ５０１ 个， 见

图 １。

图 １　 益肺活血方⁃放射性肺损伤靶点交集韦恩图

３ １ ２　 ＰＰＩ 网络构建 　 ５０１ 个交集靶点共涉及 ４８４ 个点，
６ ７４２条边。 节点颜色越深， 度值越大。 共筛选得到 ４８ 个

益肺活血方干预放射性肺损伤的关键靶点， 排名前十的分

别 为 ＳＴＡＴ３、 ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ３、 ＥＧＦＲ、 ＶＥＧＦＡ、 ＡＣＴＢ、
ＳＲＣ、 ＩＬ６、 ＴＮＦ、 ＣＴＮＮＢ１。 具体 ＰＰＩ 网络分析及靶点筛选

流程见图 ２， 靶点的度值、 中介中心性、 紧密中心性等拓

扑分析数值见表 １。

图 ２　 益肺活血方⁃放射性肺损伤主要靶点 ＰＰＩ 网络图

３ １ ３　 ＧＯ 功能富集和 ＫＥＧＧ 通路富集　 ＧＯ 功能富集结果

显示， 共获得 ＧＯ 功能 ６１８ 条， 其中生物过程 ４８８ 条， 主要

富集在基因表达、 转录的正向调控、 凋亡过程的负向调控

方面； 细胞组分 ５１ 条， 主要富集在细胞质、 细胞核等方

面； 分子功能 ７９ 条， 主要富集在蛋白质结合、 酶结合方

面。 ＫＥＧＧ 富集分析发现， 益肺活血方与放射性肺损伤主

要涉及 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通

路、 ＩＬ⁃１７ 信号通路等。 结果见图 ３～４。
３ １ ４　 活性成分⁃靶点⁃通路网络的构建　 共包含 ２９５ 个节

点和 １ １２７ 条边。 通过网络拓扑学参数进行筛选可知， 姜黄

素度值为 ６９， 在所有药物活性成分中节点最大， 提示姜黄

素对放射性肺损伤起到主要保护作用。 潜在信号通路节点

中， ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路度值为 ３８， 提示其在益肺活血方干

预放射性肺损伤中占据重要地位。 具体通路图见图 ５。
３ １ ５ 　 分子对接 　 以核心成分姜黄素为配体， 靶点

ＳＴＡＴ３、 ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ３、 ＥＧＦＲ、 ＶＥＧＦＡ 为受体进行分子

对接验证， 结果姜黄素与 ＳＴＡＴ３、 ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ３、 ＥＧＦＲ、
ＶＥＧＦＡ 的对接亲和力均小于－５ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 表明益肺活血

方核心成分与放射性肺损伤靶点具有较佳的结合活性。 如

在姜黄素与 ＳＴＡＴ３ 的对接中， 姜黄素可通过 ＡＳＰ⁃１５８、
１２０２
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图 ３　 益肺活血方干预放射性肺损伤靶点的 ＧＯ 富集分析

表 １　 益肺活血方⁃放射性肺损伤 ＰＰＩ 网络关键靶点的拓扑

分析

序号 靶点名 度值 中介中心性 紧密中心性

１ ＳＴＡＴ３ ４４ ０ ０２２ ２３７ ５１ ０ ９４０ ０００ ００
２ ＡＫＴ１ ４２ ０ ０１７ ７７８ ９１ ０ ９０３ ８４６ １５
３ ＭＡＰＫ３ ４１ ０ ０１７ ５４２ ８６ ０ ８８６ ７９２ ４５
４ ＥＧＦＲ ４０ ０ ０１６ ３１０ ８１ ０ ８７０ ３７０ ３７
５ ＶＥＧＦＡ ３９ ０ ０１６ ３６０ ３３ ０ ８５４ ５４５ ４５
６ ＡＣＴＢ ３８ ０ ０１５ ７１５ ３０ ０ ８３９ ２８５ ７１
７ ＳＲＣ ３６ ０ ０１５ ４２９ ３９ ０ ８１０ ３４４ ８３
８ ＩＬ６ ３５ ０ ０１４ ６６４ ５３ ０ ７９６ ６１０ １７
９ ＴＮＦ ３４ ０ ０１３ ８５５ ０９ ０ ７８３ ３３３ ３３
１０ ＣＴＮＮＢ１ ３４ ０ ０１０ １８１ ３６ ０ ７８３ ３３３ ３３

ＡＳＰ⁃１０２、 ＧＬＮ⁃９６、 ＧＬＵ⁃３６０、 ＭＥＴ⁃９９ 与 ＳＴＡＴ３ 构建氢键，
两者结合能为－７ ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 提示益肺活血方可能通过作

用于以上 ５ 个核心靶点发挥干预放射性肺损伤的作用。 分

子对接 ３Ｄ 图见图 ６。

图 ４　 益肺活血方干预放射性肺损伤靶点的 ＫＥＧＧ 通

路富集分析

注： 橘红色圆点为疾病靶点， 蓝色星形为通路， 黄色菱形为活性成分。

图 ５　 益肺活血方⁃放射性肺损伤活性成分⁃靶点⁃通路网络图

３ ２　 动物实验结果

３ ２ １　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠体质量、 肺湿重的

影响　 与空白组比较， 模型组大鼠体质量减少 （Ｐ＜０ ０１），
肺系数升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 益肺活血方组大鼠

体质量增加 （Ｐ＜０ ０５）， 肺系数降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ７。
３ ２ ２　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠肺组织病理形态的

影响　 空白组大鼠肺组织肺泡结构完整， 无纤维化表现；
与空白组比较， 模型组大鼠肺组织形态不完整， 肺泡结构
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图 ６　 姜黄素与核心靶点分子对接 ３Ｄ 图

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠体质量、 肺系数的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

破坏， 中性粒细胞增多， 肺泡基底组织增厚； 与模型组比

较， 益肺活血方组大鼠肺泡炎症及肺组织破坏水平下降，
肺基底增厚程度相对较轻， 见图 ８。 空白组大鼠胶原纤维分

布正常， 沉积密度较低； 与空白组比较， 模型组大鼠蓝色

纤维沉积面积增加 （Ｐ＜０ ０１）， 纤维化严重， Ａｓｃｈｃｒｏｆｔ 评
分和肺组织 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）；
与模型组比较， 益肺活血方组大鼠蓝色纤维沉积面积减少

（Ｐ＜０ ０５）， Ａｓｃｈｃｒｏｆｔ 评分和肺组织 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降

低， 但无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ２、 图 ９。
表 ２　 各组大鼠肺组织胶原纤维面积比及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 免疫组

化平均光密度值 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 胶原纤维面积比 ／ ％ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 免疫组化平均光密度值

空白组 ２ ８６±１ ９７ ０ １８４ ３±０ ０３８ ８
模型组 ２９ ９５±７ ８１＃＃ ０ ２７２ ５±０ ０４４ ９＃

益肺活血方组 １４ ９８±１ ２５∗ ０ ２３０ ８±０ ０４７ ７

　 　 注： 与空白组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较，
∗Ｐ＜０ ０５。

３ ２ ３　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠血清 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠

图 ８　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠病理形态学的影

响 （×１００）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ９　 各组大鼠肺组织 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

血清 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与

模型组比较， 益肺活血方组大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃
β１ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＩＬ⁃４ 水平降低， 但无统

计学意义 （Ｐ＞０ ０５）， 见图 １０。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １０　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠血清 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ ２ ４　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 α⁃
ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠

肺组织 ＳＴＡＴ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）；
与模型组比较， 益肺活血方组大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 α⁃ＳＭＡ、
ＴＧＦ⁃β 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 １１。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为益肺活血组。 与空白组比较， ＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １１　 益肺活血方对放射性肺损伤大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 ＴＧＦ⁃β、 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

４　 讨论

放射性肺损伤依据临床表现应当归属于 “肺痹” “肺
萎” 范畴。 前期研究发现， 立足于 “三期三法” 全周期防

治放射性肺损伤体系框架， 以清肺解毒、 养阴活血为主要

治法， 可改善放疗患者生活质量［１０，１７］ 。 益肺活血方以黄芪

健脾补肺、 培土生金， 为君药； 西洋参性凉味甘为臣， 可

补气养阴、 清热生津； 麦冬甘润肺窍， 茯苓健脾益气； 川

芎活血行气， 三七化瘀不伤正， 当归、 丹参活血养血， 以

上药物合用共奏肺脾双补、 祛瘀生新之效。 然而， 益肺活

血方干预放射性肺损伤的具体分子机制研究仍有待探索。
网络药理学分析表明， 益肺活血方共有 ３５２ 种活性成

分及 １ ９３３ 个潜在药物靶点， 放射性肺损伤涉及 １ ４６９ 个疾

病作用靶点， 两者交集靶点 ５０１ 个。 ＰＰＩ 网络筛选得到 ４８
个核心靶点。 ＧＯ 功能富集结果显示， 益肺活血方干预放射

性肺损伤的生物过程主要富集在基因表达、 转录的正向调

控、 凋亡过程的负向调控方面； 细胞组分主要富集在细胞

质、 细胞核等； 分子功能主要富集在蛋白质结合、 酶结合

方面。 ＫＥＧＧ 富集分析发现， 益肺活血方与放射性肺损伤

相关的信号通路集中在 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ、 ＭＡＰＫ 等。 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ
信号通路与细胞增殖分化、 凋亡、 自噬及炎症等过程密切

相关［１８］ ， 同时 ＳＴＡＴＳ 是放射性肺纤维化的重要调节因子，
但 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路在放射性肺损伤中的疗效并不确

切［１９］ 。 因此， 本研究设计实验探索 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路在益肺

活血方防治放射性肺损伤中的具体作用及生物学内涵。
ＩＬ⁃６作为多效能炎症细胞因子， 也是 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路

的关键因子， 介导多种生理功能， 包括淋巴细胞发育分化、 细

胞增殖和凋亡信号表达［２０］。 生长因子、 缺氧、 电离辐射等都

能诱导 ＩＬ⁃６表达。 ＩＬ⁃６激活 ＪＡＫＳ 后调节 ＩＬ⁃６Ｒβ 磷酸化， 胞内

ＳＴＡＴ３发生募集和激活。 ＳＴＡＴ 蛋白被认为在大多数器官的纤

维形成中起重要作用， 是抗纤维化的潜在靶标［２１⁃２２］。
在放射线诱导的肺损伤大鼠模型中， 肺组织胶原纤维

沉积， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达升高， 纤维化启动因子 ＴＧＦ⁃β１ 及肌成

纤维细胞激活标志物 α⁃ＳＭＡ 活性升高， 而益气活血方组胶

原蛋白沉积及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达降低， 血清炎性因子 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 以及促纤维化因子 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低， ＳＴＡＴ３、 α⁃
ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β 蛋白表达降低， 表明益肺活血方可能是通过

调控 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路减轻肺组织放射后产生的炎症及纤

维化反应。
综上所述， 本研究通过网络药理学探索了益肺活血方

干预放射性肺损伤的机制， 并通过动物实验挖掘潜在生物

机制。 结果表明， 益肺活血方可延缓放射性肺损伤的病程

进展， 改善肺组织病理损伤并抑制放射性肺损伤大鼠血清

ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 具体作用机制可能与降低炎症因子水平

及抑制 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路有关。
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