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摘要： 目的　 基于 “伏风暗瘀宿痰” 哮喘病机新说对 “搜风愈喘方” 拆方 “消暗瘀方” 进行网络药理学分析并设计

动物实验对结果进行验证， 探讨 “消暗瘀方” 治疗哮喘的潜在靶点及可能作用机制。 方法　 采用中药系统药理数据

库和分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 筛选 “消暗瘀方” 的有效成分和靶点， 疾病数据库筛选哮喘疾病靶点， 两者取交集获得

“有效成分⁃疾病” 靶点； ＳＴＲＩＮＧ 数据库分析关键靶点蛋白间的相互作用关系； ＤＡＶＩＤ 数据库进行 ＧＯ 分析、 ＫＥＧＧ
富集分析。 建立慢性哮喘大鼠模型， 对网络药理学得到的哮喘相关通路和靶点进行验证。 结果　 ＳＴＲＩＮＧ 数据库得到

目标靶点 １２０ 个， 包括 ＳＴＡＴ３、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等； ＫＥＧＧ 富集到与哮喘相关的通路 １２４ 条， 包括 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通
路、 Ｔｏｌｌ 样受体通路等。 动物实验表明， “消暗瘀方” 可下调大鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路， 下调肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ⁃Ａ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 减轻哮喘大鼠肺组织炎症浸润， 抑制气道

重塑进程。 结论　 “搜风愈喘方” 拆方 “消暗瘀方” 可抑制 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路的激活， 降低肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ⁃
Ａ ｍＲＮＡ 表达， 可能通过抑制机体炎症反应、 血管生成等途径减轻哮喘的气道炎症， 延缓气道重塑的进程。
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　 　 哮喘是一种常见的慢性呼吸道疾病， 也是目前我国面

临的一个巨大的公共卫生挑战［１］ 。 其特征是可变气流受

限、 黏液高分泌和支气管收缩， 是气道对外部刺激的高反

应性、 气道炎症和气道重塑的结果［２］ 。 糖皮质激素是治疗

哮喘的一线药物［３］ ， 但激素的临床应用受到高剂量或长期

使用导致不良副作用的限制， 对于严重哮喘的患者疗效欠

佳［４］ 。 因此， 亟需开发更好的治疗哮喘的药物。
中医药治疗哮喘疗效确切， 课题组前期对哮喘理论进

行研究， 提出 “伏风暗瘀宿痰” 的小儿哮喘病机新说［５］ ，
创立祛风、 化痰、 活血法并施的 “搜风愈喘方”， 临床疗

效佳［６⁃７］ 。 课题组认为壅塞致疾虽有三因， 但以 “暗瘀”
最为首要， 因血瘀为病， 证见多端， 且易变生它证［５⁃６］ 。 研

究表明， 活血化瘀法可以通过调节血管新生， 改善气道重

塑， 防止哮喘的发生与进展［８］ 。 前期课题成果初步证实了

本方可通过调控 ＴＧＦ⁃β１、 ＶＥＧＦ 因子抑制哮喘气道重

塑［９］ 。 本研究参照 “伏风暗瘀宿痰” 之哮喘病机， 利用中

药功效分组研究法［１０］将 “搜风愈喘方” 中有化瘀消积功效

的药物拆为 “消暗瘀方”， 利用网络药理学技术， 探索

“消暗瘀方” 治疗哮喘的分子机制， 并设计动物实验进行

验证， 为 “搜风愈喘方” 的新药开发提供理论依据。

１　 材料

１􀆰 １　 数 据平 台 　 中药系统药理学数据库及分析平台

（ＴＣＭＳＰ）； Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）；
ＴＴＤ 数据库； ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ）； ＤｒｕｇＢａｎｋ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ／
ｄｒｕｇｓ）； 人类孟德尔遗传网 （ＯＭＩＭ）； ＳＴＲＩＮＧ１１􀆰 ０ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）； ＤＡＶＩＤ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ＤＡＶＩＤ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）； Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件。
１􀆰 ２　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ４８ 只， 购自济南朋悦实验

动物繁育有限公司， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁）
２０１９⁃０００３， 在无病原菌条件下按标准饲料喂养， 动物实验

方案由河南中医药大学第一附属医院伦理委员会批准。
１􀆰 ３　 药物　 消暗瘀方由党参 １０ ｇ、 甘草 ６ ｇ、 山楂 １０ ｇ、
莱菔子 １０ ｇ、 红花 ６ ｇ 组成， 药材均从张仲景大药房购入，
经河南中医药大学陈随清教授鉴定为正品， 蒸馏水浸泡、
煎煮、 浓缩。 醋酸地塞米松片 （天津力生制药股份有限公

司， 批号 １５０８１５６）。
１􀆰 ４　 试 剂 　 白蛋白 （ ＯＶＡ） （ 美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号

Ａ５５０３）； 氢氧化铝凝胶 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司， 批号 ７７１６１）； ４％ 多聚甲醛 （合肥白鲨生物科技有限
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公司， 批号 ＢＬ５３９Ａ）； ＧＡＰＤＨ 抗体、 ＲＮＡ 提取液 （武汉

赛维尔生物科技有限公司， 批号 ＧＢ１２００２、 Ｇ３０１３）； ＰＩ３Ｋ
ｐ８５ ａｌｐｈａ （ Ｔｙｒ０７ ） 抗 体 （ 美 国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公 司， 批 号

ＡＦ３２４１）； Ａｋｔ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓｅｒ４７３） 抗体 （美国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公

司， 批号 ＧＴＸ１２８４１４）。
２　 方法

２􀆰 １　 “消暗瘀方” 相关靶点筛选　 通过 ＴＣＭＳＰ［１１］ 平台检

索 “消暗瘀方” 中党参、 甘草、 山楂、 莱菔子、 红花 ５ 味

中药的化学成分， 并根据口服利用度 （ＯＢ） ≥３０％ 、 类药

性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 进行 ＡＤＭＥ 筛选， 得到主要活性成分所

对应的蛋白质靶点， 在 Ｕｎｉｐｒｏｔ 蛋白质数据库将蛋白质靶点

转化为基因靶点。
２􀆰 ２ 　 疾 病 靶 点 筛 选 　 检 索 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、
ＤｒｕｇＢａｎｋ［１２］ 疾 病 靶 点 数 据 库， 以 “ Ａｓｔｈｍａ ” “ Ａｌｌｅｒｇｉｃ
Ａｓｔｈｍａ” 为检索词检索哮喘的潜在靶点， 合并疾病数据库

所得靶点后， 删除重复。
２􀆰 ３　 蛋白质互作网络及核心靶点筛选 　 将 “消暗瘀方”
药物靶点与哮喘潜在靶点取交集， 绘制韦恩图。 将交集靶

点上传至 ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ０ 数据库［１３］ ， 将生物种类设定为 “人
类”， 最小互相作用阈值设定为 “ｈｉｇｈｅｓｔ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ＞ ０􀆰 ９”，
构建 “消暗瘀方” 药物靶点与哮喘疾病靶点蛋白互作

（ＰＰＩ） 网络模型， 获得 “消暗瘀方” 与哮喘靶点的 ＰＰＩ
网络。
２􀆰 ４　 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 运用 ＤＡＶＩＤ［１４］平台

对交集靶点进行 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析， ＧＯ 分析包括生物

过 程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ）、 细 胞 组 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）、 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）。 筛

选相关生物过程与通路， 分析与哮喘关系密切的靶点及信

号通路。
２􀆰 ５　 动物分组　 将 ４８ 只 ＳＰＦ 级大鼠随机分为对照组、 哮

喘组、 地塞米松组、 中药组， 每组 １２ 只。
２􀆰 ６　 慢性哮喘大鼠模型建立　 大鼠适应性喂养 １ 周后， 依

照文献 ［９］ 报道方法建立慢性哮喘大鼠模型。 对照组大

鼠注射生理盐水 １ ｍＬ， 其余各组大鼠五点注射含 １ ｍｇ ＯＶＡ
和 １００ ｍｇ 氢氧化铝凝胶的混合致敏液 ｌ ｍＬ， １ 周后重复上

述致敏过程。 致敏完成后， 将大鼠置于自制密闭透明雾化

箱中， 给予卵蛋白溶液 （１％ ＯＶＡ） 雾化吸入激发哮喘，
每天激发 ２０ ｍｉｎ， 共 ２０ ｄ， 每天观察并记录各组大鼠的呼

吸情况和行为学变化。 末次激发后， 各组随机挑选 ２ 只大

鼠进行肺功能检测， 以其呼吸情况和行为学异常 （呼吸频

率加快、 点头呼吸、 口周发绀、 腹肌痉挛、 烦躁不安、 抓

耳挠腮、 易激惹好斗等）、 肺功能异常及肺组织病理出现

炎症浸润、 气道壁增厚等改变标志哮喘造模成功。
２􀆰 ７　 药物干预　 课题组前期药物剂量研究结果表明， 搜风

愈喘方中剂量组疗效较好［１５⁃１６］ ， 故此次拆方选用中剂量换

算消暗瘀方剂量为 ４􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ。 各组大鼠每天雾化激发前

３０ ｍｉｎ灌胃给予相应药物， 连续 ３０ ｄ， 中药组灌胃给予消

暗瘀方煎煮液 ４􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ， 地塞米松组灌胃给予地塞米松溶

液 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ， 对照组、 哮喘组均灌胃给予生理盐水 １０
ｍＬ ／ ｋｇ。
２􀆰 ８　 病理学观察　 各组大鼠末次给药后安乐死处理， 分离

大鼠肺组织， 多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后包埋、 切片， 苏术精⁃伊
红 （ＨＥ） 染色， 于显微镜下随机选取 ３ 个完整的细支气管

横断面观察肺组织病理变化。 运用图像分析软件测量大鼠

气道壁面积 （ＷＡｔ）、 大鼠气道基底膜周径 （Ｐｂｍ）、 大鼠

气道平滑肌面积 （ＷＡｍ）， 计算 ＷＡｍ／ Ｐｂｍ、 ＷＡｔ ／ Ｐｂｍ 值，
分别代表大鼠平滑肌、 气道壁厚度， 评估各组大鼠气道重

塑的严重程度。
２􀆰 ９　 免疫组化 （ ＩＨＣ） 法检测肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表

达　 取肺组织石蜡切片， 脱蜡， 抗原修复， 孵育一抗 （ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ）、 二抗， ＤＡＢ 显色， 复染细胞核， 脱水、 封

片后于显微镜下观察， 采用图像分析软件测定 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 阳性表达平均光密度值。
２􀆰 １０ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 肺 组 织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
ｍＲＮＡ 表达　 提取肺组织总 ＲＮＡ， 根据试剂盒说明操作反

转录成 ｃＤＮＡ。 采用 ＰＣＲ 仪进行扩增， 反应程序为 ９５ ℃变

性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 根据 ２－ΔΔＣＴ法计算

ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 相对表达， 引物序列见表 １。
表 １　 引物信息

基因 引物序列 长度 ／ ｂｐ
ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃ＧＧＴＣＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴ⁃３′ １２７

反向 ５′⁃ＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡ⁃３′
ＩＬ⁃６ 正向 ５′⁃ＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＣＣ⁃３′ １０７

反向 ５′⁃ＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣＴＧＴＧＡＡＧ⁃３′
ＶＥＧＦ⁃Ａ 正向 ５′⁃ＧＣＡＣＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＣＴＴＴＡＣＴ⁃３′ １０２

反向 ５′⁃ＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＴＴ⁃３′

２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态分布的数据， 组间比较采用

单因素方差分析； 不符合正态分布的数据， 组间比较采用

非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 中药靶点分析 　 ＴＣＭＳＰ 数据库检索到 ２２９ 种 “消暗

瘀方” 活性成分， 经参数筛选及文献报道补充后［１７⁃１９］ ， 获

得党参 １１ 种、 红花 １２ 种、 莱菔子 ２ 种、 甘草 ２０ 种、 山楂

４ 种。 在 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库中得到党参基因靶点 ９９ 个、 红花

２００ 个、 山楂 ９１ 个、 莱菔子 ４ 个、 甘草 ２１５ 个， 删除重复

值后， 得到 “消暗瘀方” 基因靶点 ３０７ 个。 “消暗瘀方” ⁃
活性成分⁃靶点图见图 １。
３􀆰 ２　 哮喘相关靶点筛选 　 检索 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ、 Ｄｒｕｇｂａｎｋ、
Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 疾病数据库， 分别得到哮喘靶点数 ４３、 １３７、
１０３、 １ ０５３ 个， 合并数据并去除重复值后得到 １ ２２０ 个靶

点。 “消暗瘀方” 药物与哮喘疾病两者交集靶点共 １２０ 个，
见图 ２。
３􀆰 ３　 “消暗瘀方” 成分⁃哮喘靶点 ＰＰＩ 网络构建 　 将 １２０
个交集靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ １１􀆰 ０ 平台， 得到 “消暗瘀方⁃哮
喘” 的 ＰＰＩ 网络， 将相关数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件，
计算 Ｄｅｇｒｅｅ 值。 结果， 与哮喘作用密切的核心靶点有
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注： 蓝色表示靶点， ＤＨ 代表党参， ＨＨ 代表红花， ＳＺ 代表山楂， ＬＦＺ 代表莱菔子， ＧＣ 代表甘草， 正八形

为药物活性成分。 Ａ 为党参、 红花共有成分， Ｂ 为党参、 甘草共有成分， Ｃ 为党参、 红花、 山楂共有成

分， Ｄ 为莱菔子、 甘草共有成分， Ｅ１、 Ｅ２ 为红花、 甘草、 山楂共有成分。

图 １　 “消暗瘀方” ⁃活性成分⁃靶点图

图 ２　 药物⁃疾病靶点交集 Ｖｅｎｎ 图

　 　 　 　

ＳＴＡＴ３ （Ｄｅｇｒｅｅ 值为 ３６）、 ＴＮＦ⁃α （Ｄｅｇｒｅｅ 值为 ３０）、 ＩＬ⁃６
（Ｄｅｇｒｅｅ 值为 ２４）、 ＶＥＧＦ⁃Ａ （ Ｄｅｇｒｅｅ 值为 １７） 等， 通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ７􀆰 １ 软件将核心靶点网络可视化， 见图 ３。
３􀆰 ４　 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 运用 ＤＡＶＩＤ 平台对

上述 １２０ 个关键靶点进行富集分析。 ＫＥＧＧ 结果显示 “消
暗瘀方” 作用于哮喘的通路共涉及 １２４ 条， 与哮喘关系密

切的主要通路有 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路 （富集基因数 ２１ 个）、 Ｔｏｌｌ
样受体通路 （富集基因数 １５ 个）、 ＨＩＦ⁃１α 通路 （富集基因

数 １５ 个） 等， 绘制 ＫＥＧＧ 通路气泡图， 见图 ４Ａ。 ＧＯ 分析

得到 “消暗瘀方” 作用于哮喘的分子功能 （ＭＦ） ８７ 个，
　 　 　 　 　

注： 节点颜色由深变浅代表 Ｄｅｇｅｅ 值由大变小， 黄色倒三角形为目标节点， 圆形为目标节点相关的节点。

图 ３　 核心靶点网络图

生物学过程 （ＢＰ） ３９５ 个， 细胞组分 （ＣＣ） ４６ 个。 分子功

能主要有细胞基质改变、 蛋白磷酸酶结合等， 生物学进程

主要有缺氧、 细胞增殖、 凋亡、 血管生成等， 细胞组分主

要有细胞外区域、 质膜、 细胞表面等， 绘制 ＧＯ 富集分析

条形图 （图 ４Ｂ～４Ｄ）、 成分⁃靶点⁃通路网络图 （图 ５）。

３􀆰 ５　 “消暗瘀方” 对哮喘大鼠肺组织病理的影响　 如图 ６
所示， 与对照组比较， 哮喘组大鼠肺组织气道结构严重破

坏， 气道平滑肌肥厚， 肺泡壁严重增厚， 部分肺泡融合、
破裂、 扩张成为肺大疱， 支气管、 血管周围大量炎症细胞

浸润； 与哮喘组比较， 地塞米松组和中药组大鼠肺组织肺
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图 ４　 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析

图 ５　 成分⁃哮喘靶点⁃通路网络图

图 ６　 各组大鼠肺组织 ＨＥ 染色

泡腔轻度增大， 肺泡壁增厚不明显， 血管与支气管周围可

见炎症细胞浸润分布， 气道结构基本完整。

３􀆰 ６　 “消暗瘀方” 对哮喘大鼠气道重塑的影响　 如表 ２ 所

示， 与对照组比较， 哮喘组大鼠肺组织 ＷＡｔ ／ Ｐｂｍ、 ＷＡｍ ／
Ｐｂｍ 值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明哮喘组大鼠出现气道重塑的

病理改变； 与哮喘组比较， 地塞米松组及中药组大鼠肺组

织 ＷＡｔ ／ Ｐｂｍ、 ＷＡｍ ／ Ｐｂｍ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明经 “消
暗瘀方” 干预后哮喘大鼠的气道重塑程度明显减轻。
３􀆰 ７　 “消暗瘀方” 对哮喘大鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表达

的影响　 如图 ７、 表 ３ 所示， 与对照组比较， 哮喘组大鼠肺

组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与哮喘组比较，
地塞米松组、 中药组大鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 表达减少
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　 　 　 　表 ２　 各组大鼠 ＷＡｔ ／ Ｐｂｍ、 ＷＡｍ／ Ｐｂｍ 值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝
１０）

组别 ＷＡｔ ／ Ｐｂｍ ＷＡｍ ／ Ｐｂｍ
对照组 ２９􀆰 ４０±１􀆰 ０５ ６􀆰 ４７±０􀆰 ６７
哮喘组 ３８􀆰 ５０±１􀆰 ６２＃ １２􀆰 ０９±１􀆰 ５９＃

地塞米松组 ３２􀆰 ００±１􀆰 ０７∗ ８􀆰 ６４±０􀆰 ６０∗

中药组 ３３􀆰 ２１±１􀆰 １１∗ ９􀆰 ７３±０􀆰 ７３∗

　 　 注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与哮喘组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明经 “消暗瘀方” 干预后哮喘大鼠肺组织

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路受到抑制。

图 ７　 各组大鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 免疫组化图 （×２００）

表 ３　 各组大鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 平均光密度值比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ
对照组 ０􀆰 ２１±０􀆰 ０３ ０􀆰 １２±０􀆰 ０５
哮喘组 ０􀆰 ３８±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０４＃

地塞米松组 ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０３∗

中药组 ０􀆰 ３２±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 １０∗

　 　 注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与哮喘组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ８　 “消暗瘀方” 对哮喘大鼠肺组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如表 ４ 所示， 与对照组比较， 哮

喘组大鼠肺组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与哮喘组比较， 地塞米松组、 中药组大鼠肺组

织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ４　 各组大鼠肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＶＥＧＦ⁃Ａ ｍＲＮＡ 表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＶＥＧＦ⁃Ａ

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 １８ １􀆰 ００±０􀆰 １２ １􀆰 ００±０􀆰 ０８

哮喘组 ４􀆰 １０±０􀆰 ７７＃ ５􀆰 ６０±０􀆰 ８６＃ ３􀆰 ９６±０􀆰 ５６＃

地塞米松组 １􀆰 ４１±０􀆰 ５５∗ ２􀆰 ５３±０􀆰 ３３∗ ２􀆰 ０２±０􀆰 ４０∗

中药组 ２􀆰 ０１±０􀆰 ５０∗ ３􀆰 ０７±０􀆰 ４５∗ ２􀆰 ２７±０􀆰 ３０∗

　 　 注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与哮喘组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

本研究基于网络药理学方法， 构建了 “搜风愈喘方”
拆方 “消暗瘀方” 的 “活性成分⁃靶点⁃疾病” 网络， 挖掘

了 “消暗瘀方” 的关键靶点及其治疗哮喘的潜在分子机制。
本研究发现 “消暗瘀方” 治疗哮喘的关键成分为槲皮素、
山柰酚、 木犀草素、 柚皮素等。 诸多药理学研究发现， 槲

皮素可以促进 Ｔｈ１ 型细胞因子的产生， 并下调 Ｔｈ２ 型细胞

因子［２０］ ， 通过抑制肥大细胞和释放过敏性 （ ＩｇＥ 介导） 介

质的抑制剂来控制哮喘［２１］ 。 研究表明， 山柰酚的抗炎活性

可降低炎性细胞因子 （ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３、 ＧＭ⁃ＣＳＦ） 和嗜酸性粒

细胞水平， 缓解哮喘气道狭窄， 对哮喘气道高反应性的病

理特征有保护作用［２２］ 。 临床研究表明， 木犀草素可抑制哮

喘患儿外周血中单核细胞促炎性因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 的分泌，
可能通过调控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 发挥抗炎效应从而

延缓哮喘的病程［２３］ 。 柚皮素可以通过抑制肥大细胞释放组

胺， 抑制 ＣＤ４Ｔ 细胞 Ｔｈ２ 细胞因子来抑制 Ｉ 型变态反应， 其

机制尚不清楚［２４］ 。 由此推测， 拆方 “消暗瘀方” 可能通过

以上有效成分发挥抗炎、 调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫平衡等作用，
进而对哮喘的炎症浸润和气道重塑有良好的疗效。

网络药理学结果显示， “消暗瘀方” 干预哮喘涉及

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路、 Ｔｏｌｌ 样受体通路、 ＨＩＦ⁃１α 通路等， 其中富

集关系最密切的是 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路。 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路有调

节细胞生长、 迁移、 增殖和代谢， 参与蛋白合成、 逆转录

和自噬的作用［２５］ 。 其可通过激活氧化应激和炎症反应， 造

成哮喘炎症因子风暴和气道黏液高分泌状态， 在哮喘的发

展中起着主要推动作用［２６］ ， 是当前哮喘研究的热点通路。
另外， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路还是 ＮＦ⁃κＢ 级联反应的上游激活

剂［２７］ ， 抑制通路活化可能会下调 ＮＦ⁃κＢ 的磷酸化水平， 减

少 Ｔｈ２ 型细胞分化， 控制免疫失衡。 课题组前期研究表明，
“搜风愈喘方” 可以抑制 Ｔｈ１ 型细胞因子向 Ｔｈ２ 型细胞因子

发生漂移［２８］ ， 与报道相一致。
ＰＰＩ 分析得出 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 为 “消暗瘀方”

治疗哮喘的关键靶点。 ＶＥＧＦ 是血管内皮生长因子， 在哮喘

患者气道中表达增高， 可增强微血管通透性， 促进血管再

生。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路活化后可激活 ＶＥＧＦ 因子， 促进支气管

平滑肌增殖， 增加内皮和血管平滑肌细胞的迁移， 与哮喘

气道重塑关系密切［２９］ 。 ＴＮＦ⁃α 可以激活巨噬细胞、 间质细

胞等， 导致组织出现持续的炎症反应及免疫病理损伤， 增

加气道的高反应性， 最终导致哮喘的发生［３０］ 。 ＴＮＦ⁃α 还是

介导炎症因子表达的重要介质， 能诱导 ＩＬ⁃６ 等炎症因子的

产生。 而 ＩＬ⁃６ 为多活性的细胞因子， 对巨噬细胞的产生有

抑制作用， 可抑制 Ｔｈ１、 Ｔｒｅｇ 细胞的分化， 促进 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７
细胞的分化。 研究表明， ＩＬ⁃６ 可能为 Ｔｈ１７ 介导的中性粒细

胞性哮喘的启动因子， 诱导 ＩＬ⁃１７ 产生， 从而募集大量的中

性粒细胞， 引发急性哮喘的发作［３１］ 。 气道炎症、 气道高反

应性、 气道重塑被认为是支气管哮喘本质的病理机制，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的激活可促进 Ｔｈ２ 型细胞分化及 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃
α 等大量炎症因子的分泌， 从而导致炎症浸润及免疫失衡，
还可激活下游 ＶＥＧＦ 因子， 致使气道重塑的发生。

通过动物实验对网络药理学结果进行验证， 中药组大

鼠肺组织气道结构完整度高， 可见少量脱落， 少数肺泡腔

增大、 融合， 伴有少量炎症细胞浸润， 与哮喘组比较有明

显好转趋势； 气道壁及气道平滑肌厚度较哮喘组减少； 肺

组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ
平均光密度值均降低， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路受到抑制， 与网络药

理学结果相符合。
本研究利用网络药理学方法初步预测了 “消暗瘀方”

治疗哮喘的有效药物成分、 核心靶点及可能的分子机制，
７０４２
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为进一步研究 “搜风愈喘方” 治疗儿童哮喘的作用机制奠

定了基础。 但是由于拆方理论和网络药理学自身的局限性

和不足， 仍需要进一步的药理实验佐证上述结论。
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