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摘要： 目的　 通过网络药理学结合动物实验探讨乌梅丸治疗支气管哮喘的作用机制。 方法　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库获取

乌梅丸的成分及其靶点， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＴＴＤ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库获取支气管哮喘靶点， Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台进行通路富

集分析， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 软件构建 “乌梅丸成分⁃支气管哮喘靶点” 网络， Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件将核心成分与其靶点进行分

子对接。 建立哮喘小鼠模型， 给予乌梅丸进行干预， 采用 ＨＥ 染色、 ＰＡＳ 染色、 ＥＬＩＳＡ 以及免疫组化 （ ＩＨＣ） 实验对

乌梅丸的药效作用及网络药理学预测靶点进行验证。 结果　 网络药理学分析结果显示， 乌梅丸治疗哮喘的核心成分为

槲皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、 豆甾醇、 原阿片碱等， 核心靶点有 Ａｋｔ１、 ＩＬ６、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ、 ＣＸＣＬ８ 等， 并主要通过

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通路、 钙信号通路等发挥作用。 分子对接结果显示， 乌梅丸核心成分与靶点分子对接亲

和力均小于－７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 动物实验验证结果显示， 乌梅丸可减轻哮喘小鼠气道炎症及气道上皮杯状细胞增生， 降低肺

组织中 ＶＥＧＦＡ 及 Ａｋｔ 的表达。 结论　 乌梅丸可能通过以 Ａｋｔ、 ＶＥＧＦＡ 为代表的核心靶点及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等关键通路， 调

控炎症反应及气道重塑， 进而改善支气管哮喘症状。
关键词： 乌梅丸； 支气管哮喘； 网络药理学； ＶＥＧＦＡ； Ａｋｔ
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　 　 支气管哮喘是一种常见的慢性呼吸道疾病， 全球哮喘

网络 （Ｇｌｏｂａｌ Ａｓｔｈｍａ Ｎｅｔｗｏｒｋ） Ⅰ期研究显示成人哮喘患病

率为 ４􀆰 ４％ ， 其中严重哮喘患病率为 ２􀆰 ６％ ［１］ 。 目前西药控

制哮喘主要是支气管舒张剂， 长期控制效果欠佳， 而中医

药在慢性疾病的治疗上有其独特的优势。 乌梅丸出自 《伤

寒论·辨厥阴病脉证并治第十二》， 原方多用于治疗上热

下寒、 蛔虫内扰所致的蛔厥。 清代伤寒学家柯韵伯在 《古
今名医方论》 提出： “乌梅丸为厥阴主方， 非只为蛔厥之

剂”。 且该方集酸苦甘辛、 大寒大热于一体， 广泛用于寒

热错杂虚实兼并之证。 故古今医家常在乌梅丸基础上加减
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化裁， 治疗寒热错杂之各科诸症， 并在肺系疾病的防治上

取得明显疗效。 研究表明乌梅丸具有抗炎、 调节免疫、 抑

制细胞凋亡、 修复黏膜屏障和抗氧化损伤等作用［２⁃３］ ， 并且

能够治疗哮喘， 缓解气道重塑［４］ 。 但中药复方发挥作用的

机制和药效物质基础复杂， 目前尚未完全明确。
网络药理学对于揭示中药复方科学内涵、 发现药物靶

标、 指导中药新药研发提供了新思路［５］ 。 分子对接对药物

虚拟筛选和药物设计具有重要现实意义［６］ 。 故本研究采用

网络药理学、 分子对接结合实验验证探析乌梅丸治疗哮喘

的作用机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 网络药理学

１􀆰 １􀆰 １　 乌梅丸相关靶点筛选 　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库［７］ 寻找

１０ 味中药化学组成成分， 根据口服利用度 （ＯＢ） ≥３０％ 和

类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 筛选出乌梅丸化学成分及成分作用

靶点， 最后在 Ｕｎｉｐｒｏｔ［８］数据库对靶点进行规范化。
１􀆰 １􀆰 ２　 支气管哮喘相关靶点筛选 　 以 “Ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ
（支气管哮喘） ” 和 “ Ａｓｔｈｍａ （哮喘） ” 为关键词， 在

ＧｅｎＣａｒｄｓ 数 据 库［９］ 、 ＴＴＤ 数 据 库［１０］ 、 ＯＭＩＭ 数 据 库、
ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库［１１］中查找治疗哮喘的靶点。 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
数据库中， Ｓｃｏｒｅ 值越大则代表该靶点与疾病联系越紧密。
将 ４ 个疾病数据库中哮喘靶点合并后删去重复值， 最后在

Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库对靶点进行规范化。
１􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络及乌梅丸成分⁃支气管哮喘靶点网络图的构

建　 将乌梅丸靶点和哮喘靶点取交集并绘制韦恩图。 将交

集靶点提交至 Ｓｔｒｉｎｇ １１􀆰 ５ 数据库［１２］构建蛋白互作（ＰＰＩ） 网

络。 将 ＰＰＩ ｔｓｖ 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０ 绘制乌梅丸成分⁃
支气管哮喘靶点网络图。 根据连接度 （ Ｄｅｇｒｅｅ）、 介度

（Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ） 及紧密度 （ Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ）
判断核心靶点。
１􀆰 １􀆰 ４　 功能与通路的富集分析　 将乌梅丸和哮喘的交集靶

点导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台［１３］ ， 设置 Ｐ＜０􀆰 ０１， 进行功能与通路

富集分析。
１􀆰 １􀆰 ５　 成分⁃靶点分子对接 　 先用 ＣｈｅｍＯｆｆｉｃｅ 软件构建

核心活性成分的 ３Ｄ 结构保存为 ｍｏｌ２ 格式并使其能量最

小化。 选择核心活性成分作用于支气管哮喘的靶点进行

分子对接， 从 ＰＤＢ［１４］ 数据库下载蛋白质 ３Ｄ 结构 ＰＤＢ
格式， 运用 ＰｙＭｏｌ 软件对蛋白质进行去水、 去除小分子

配体等操作， 利用 Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件将核心活性成分

及靶蛋白格式转换为 ｐｄｂｑｔ 格式， 最后运行 Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ
Ｖｉｎａ 进行对接。
１􀆰 ２　 动物实验验证

１􀆰 ２􀆰 １　 药物 　 乌梅丸由当归 ４ ｇ （批号 ２１１００１２２）、 花椒

４ ｇ （批号 ２００９０２１０）、 人参 ６ ｇ （批号 ２１０５０００１）、 细辛 ６ ｇ
（批号 ２１１００１２９）、 制白附子 ６ ｇ （批号 ２１０７０２０４）、 盐黄柏

６ ｇ （批号 ２００９０１２９）、 桂枝 ６ ｇ （批号 ２１０８００２０）、 干姜 ９ ｇ
（批号 ２０１１００１０）、 黄连片 １２ ｇ （批号 ２１０９００５５）、 乌梅

３０ ｇ （批号 ２１１００３６７） 组成， 上述免煎颗粒购自四川新绿

色药业科技发展有限公司。 醋酸泼尼松片 （规格 ５ ｍｇ ／片，
批号 Ｈ３３０２１２０７） 购自浙江仙琚制药股份有限公司。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ＳＰＦ 级， 雌性， 体质量 （２０±
２） ｇ， ６～８ 周龄， 购自成都达硕生物科技有限公司 ［实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］， 饲养于成都中

医药大学中内脏腑病证实验室小鼠房 ［实验动物使用许可

证号 ＳＣＸＫ （川） ２０１７⁃１７９］， 普通饲料饲养， 自由摄食饮

水。 动物实验设计经成都中医药大学动物实验伦理委员会

审核通过 （伦理号 ２０２２⁃３８）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 试剂　 鸡卵清蛋白 （ＯＶＡ） （批号 Ａ５２５３⁃２５０Ｇ， 美

国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 氢氧化铝干粉 （批号 ２２０４１９２， 西

陇科学股份有限公司）； 小鼠 ＶＥＧＦ⁃Ａ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号

Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ１２９２ｃ， 美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司）； 小鼠 Ａｋｔ 免疫组化

试剂盒 （货号 ＹＴ０１８５， 美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 仪 器 　 Ｄ３０２４Ｒ 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 美 国

ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公司）； Ｅ⁃ｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ⁃Ｌ 正置白光拍照显微镜 （日
本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ 全景切片扫描仪 （匈牙利

３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）； ＮＥ⁃Ｃ２８ 欧姆龙压缩雾化器 ［欧姆龙

（大连） 有限公司］； Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件 （美
国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 分组、 造模及给药　 参照课题组前期造模方法［１５］ 。
适应性饲养 １ 周后， 将 ３６ 只小鼠随机分成正常组、 模型

组、 泼尼松组和乌梅丸低、 中、 高剂量组， 每组 ６ 只。 除

正常组外， 其余组小鼠于第 １、 ８、 １５ 天腹腔注射致敏液

０􀆰 ２ ｍＬ （含 ＯＶＡ ５０ μｇ 和氢氧化铝干粉 ４ ｍｇ）， 从第 ２２ 天

起， 每天给予 １％ ＯＶＡ 溶液雾化吸入， 每天 １ 次， 每次 ３０
ｍｉｎ， 共 ７ ｄ。 每次雾化激发前 １ ｈ， 正常组、 模型组给予生

理盐水灌胃， 乌梅丸低、 中、 高剂量组分别给予 ５􀆰 ８、
１１􀆰 ６、 ２３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 乌梅丸药液灌胃， 泼尼松组给予 ５􀆰 ２
ｍｇ ／ ｋｇ泼尼松药液灌胃， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ６　 取材 　 末次给药 ２４ ｈ 后处死小鼠， 取小鼠左肺，
用于制备肺组织石蜡切片； 右肺组织置于－８０ ℃冰箱冻存，
待测。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肺组织病理学及免疫组织化学检测　 取适量左肺组

织， 制备成石蜡切片进行 ＨＥ 染色来观察肺组织形态学改

变及炎症情况， 参照文献 ［１５］ 报道进行分级。 ０ 级， 支

气管结构完整， 无明显炎性细胞浸润， 肺泡形态规则； １
级， 支气管结构较完整， 少许炎性细胞浸润， 肺泡形态较

规则， 肺泡壁无明显增厚； ２ 级， 支气管结构不完整， 较

多炎性细胞浸润， 偶有成团， 肺泡形态不规则， 肺泡壁轻

到中度增厚； ３ 级， 支气管结构不完整， 大量炎性细胞浸

润成团， 肺泡形态不完整， 结构被破坏， 肺泡壁大面积重

度增厚。 石蜡切片 ＰＡＳ 染色后， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软

件对随机 ２ 个不同视野进行分析， 得出平均光密度值

（ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ， ＡＯ）， ＡＯ 值越大表明阳性表达越强。 使

用免疫组化检测试剂盒， 检测肺组织 Ａｋｔ 表达， 随机选择 ３
个不同视野， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件统计阳性染

色值。
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１􀆰 ２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织 ＶＥＧＦＡ 水平 　 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书， 检测右肺组织中 ＶＥＧＦＡ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 若数

据符合正态分布， 以 （ｘ±ｓ） 表示， 方差齐性时， 多组间比

较采用单因素方差分析， 两两比较采用最小显著性差异法

（ＬＳＤ） 进行分析； 若方差不齐， 则采用塔姆黑尼法检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 乌梅丸治疗哮喘的网络药理学分析

２􀆰 １􀆰 １　 乌梅丸活性成分靶点的获取　 经 ＡＤＭＥ 筛选后共获

得乌梅 ８ 种， 花椒 ５ 种， 细辛 ８ 种， 黄连 １４ 种， 黄柏 ３６
种， 附子 ２１ 种， 干姜 ５ 种， 桂枝 ７ 种， 人参 ２２ 种， 当归 ２
种活性成分。 乌梅靶点 １８１ 个， 花椒靶点 １６４ 个， 细辛靶

点 １０２ 个， 黄连靶点 １７５ 个， 黄柏靶点 ２００ 个， 附子靶点

１７ 个， 干姜靶点 ４２ 个， 桂枝靶点 ４７ 个， 人参靶点 １０９ 个，
当归靶点 ５０ 个， 合并后删除重复值共得到靶点 ２２９ 个。
２􀆰 １􀆰 ２　 乌梅丸与哮喘的交集靶点 　 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库

中， Ａｓｔｈｍａ 靶点 Ｓｃｏｒｅ 最大值为 ７１􀆰 ２６， 最小值为 ０􀆰 １６， 中

位数为 １􀆰 ３２， 设定 Ｓｃｏｒｅ＞１􀆰 ３２ 的靶点为哮喘的潜在靶点，
重复进行中位数筛选靶点的操作， 直至靶点数＜２ ０００， 合

并 Ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ、 Ａｓｔｈｍａ 靶点并删去重复值， 即为

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中获取的哮喘靶点。 合并 ４ 个疾病数据库

靶点后删除重复值， 最终得到 ２ ３７１ 个哮喘相关靶点。 乌

梅丸与哮喘的交集靶点有 １４６ 个， 见图 １。
２􀆰 １􀆰 ３　 乌梅丸成分⁃支气管哮喘靶点 ＰＰＩ 网络的构建 　 将

交集靶点提交至 Ｓｔｒｉｎｇ １１􀆰 ５ 平台， 得到乌梅丸靶点 ＰＰＩ 网
络， 见图 ２。 将 ＰＰＩ ｔｓｖ 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０， 根据网

络拓扑学参数判断核心靶点， 见表 １。 Ａｋｔ１ 在网络中的连

接度、 介度、 紧密度最高， 预测 Ａｋｔ１ 为乌梅丸治疗哮喘的

最核心靶点。

注： 蓝色圆圈代表乌梅丸靶点， 粉色圆圈代表哮喘

靶点， 两圆相交部分为共同靶点。

图 １　 乌梅丸与支气管哮喘交集靶点韦恩图

图 ２　 乌梅丸作用的 １４６ 个共同靶点网络关系图

表 １　 核心靶点网络节点特征参数

靶点 名称 连接度 介度 紧密度

Ａｋｔ１ 丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶 ９９ ０􀆰 ０７７ ４９４ ５１ ０􀆰 ７５５ ２０８ ３３
ＩＬ６ 白细胞介素 ６ ９７ ０􀆰 ０４７ ７４７ ７２ ０􀆰 ７４７ ４２２ ６８

ＶＥＧＦＡ 血管内皮生长因子 ９０ ０􀆰 ０２９ ９６９ ５９ ０􀆰 ７１０ ７８４ ３１
ＴＮＦ 肿瘤坏死因子 ８８ ０􀆰 ０２４ ３０８ ３９ ０􀆰 ７１０ ７８４ ３１

ＣＸＣＬ８ 白细胞介素 ８ ８４ ０􀆰 ０３１ ７６３ ６７ ０􀆰 ６９７ １１５ ３８
ＰＴＧＳ２ 前列腺素内过氧化物合酶 ２ ７９ ０􀆰 ０１８ ２３６ ５７ ０􀆰 ６７４ ４１８ ６０
ＭＭＰ９ 基质金属蛋白酶 ９ ７７ ０􀆰 ０２１ ８６６ ５７ ０􀆰 ６６２ １００ ４５
ＥＧＦＲ 表皮生长因子受体 ７４ ０􀆰 ０１９ ０５５ ７５ ０􀆰 ６６５ １３７ ６１
ＦＯＳ Ｆｏｓ 原癌基因 ７４ ０􀆰 ０５６ ６８７ ２８ ０􀆰 ６７１ ２９６ ２９

２􀆰 １􀆰 ４　 乌梅丸成分⁃支气管哮喘靶点网络图的构建 　 乌梅

丸成分⁃支气管哮喘靶点网络见图 ３。 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 ０
中 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 分析网络拓扑学参数， 得到核心成分，
见表 ２。 槲皮素连接度、 介度、 紧密度最高， 预测槲皮素为

乌梅丸治疗哮喘的最核心成分， 其次为 β⁃谷甾醇、 山柰酚、
豆甾醇、 原阿片碱。
２􀆰 １􀆰 ５　 靶点功能与通路的富集分析　 ＧＯ 富集分析包括生

　 　 　 　 　表 ２　 乌梅丸主要活性成分网络节点特征参数

ＭＯＬＩＤ 名称 连接度 介度 紧密度

ＭＯＬ００００９８ 槲皮素 ４００ ０􀆰 ５１８ ３９８ ６４ ０􀆰 ５４７ ５００ ００
ＭＯＬ０００３５８ β⁃谷甾醇 ２０３ ０􀆰 ０７６ ００３ ３８ ０􀆰 ４１７ １４２ ８５
ＭＯＬ０００４２２ 山柰酚 １４１ ０􀆰 １３３ ４９５ ７１ ０􀆰 ４３８ ８７７ ７５
ＭＯＬ０００４４９ 豆甾醇 ８８ ０􀆰 ０６４ ３４８ ７０ ０􀆰 ４０３ ３１４ ９１
ＭＯＬ０００７８７ 原阿片碱 ４０ ０􀆰 ０２０ ００２ ６７ ０􀆰 ３９１ ７７１ ０２
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注： ＤＧ 为当归， ＨＪ 为花椒， ＲＳ 为人参， ＸＸ 为细辛， ＦＺ 为附子， ＨＢ 为黄柏， ＧＺ 为桂枝， ＧＪ
为干姜， ＨＬ 为黄连， ＷＭ 为乌梅。 绿色圆形代表中药， 紫色正六边形代表中药活性成分， 橙色

方形代表靶点， 紫色菱形代表中药共有成分， 形状越大表示该靶点越重要。

图 ３　 乌梅丸成分⁃支气管哮喘靶点网络

物学过程 （ＢＰ） 主要涉及炎症反应、 细胞对有机环状化合

物的反应； 细胞组分 （ＣＣ） 主要涉及薄膜筏、 膜微区等定

位； 分子功能 （ＭＦ） 主要涉及蛋白质同源二聚活性、 氧化

还原酶活性、 蛋白质结构域特异性结合等分子功能， 具体

见图 ４。 ＫＥＧＧ 富集分析结果见图 ５， 乌梅丸治疗哮喘主要

参与的通路有 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 ＴＮＦ 信号通路、 钙信号

通路、 ＭＡＰＫ 信号通路、 ＨＩＦ⁃１ 信号通路等。

图 ４　 乌梅丸治疗哮喘的靶点 ＧＯ 功能富集分析结果

２􀆰 １􀆰 ６　 核心成分⁃哮喘靶点分子对接结果 　 根据网络拓扑

学参数得到主要活性成分有槲皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、
豆甾醇、 原阿片碱。 将上述 ５ 个活性成分与其靶点进行分

子对接， 对接亲和力越低， 成分与靶点发生作用的可能性

图 ５　 乌梅丸治疗哮喘的靶点 ＫＥＧＧ 通路富集分析气泡图

越大， 见表 ３。 槲皮素与其作用于哮喘的 ９１ 个靶点平均对

接亲和力为－７􀆰 ９ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ； β⁃谷甾醇与其作用于哮喘的 ２５
个靶点平均对接亲和力为－７􀆰 ７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ； 山柰酚与其作用

于哮喘的 ３８ 个靶点平均对接亲和力为－８􀆰 １ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ； 豆甾

醇与其作用于哮喘的 １７ 个靶点平均对接亲和力为 － ８􀆰 ０

ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ； 原阿片碱与其作用于哮喘的 １４ 个靶点平均对接

亲和力为－８􀆰 ５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 槲皮素与 ＭＭＰ９ 分子对接结果最

佳， 其结合能为－１０􀆰 ７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 再将 ＭＭＰ９ 的抑制剂伊洛

马司他 （ Ｉｌｏｍａｓｔａｔ） 与 ６ＥＳＭ 进行分子对接， 其结合能

为－９􀆰 ６ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。
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表 ３　 分子对接结果 （各活性成分对接亲和力排名前 ５ 位）
活性成分 靶点 Ｕｎｉｐｒｏｔ ＩＤ ＰＤＢ ＩＤ 对接亲和力 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
槲皮素 ＭＭＰ９ Ｐ１４７８０ ６ＥＳＭ －１０􀆰 ７
槲皮素 ＣＹＰ１Ｂ１ Ｑ１６６７８ ３ＰＭ０ －１０􀆰 ５
槲皮素 ＡＫＲ１Ｂ１ Ｐ１５１２１ ３ＤＮ５ －１０􀆰 ３
槲皮素 ＣＤ４０ＬＧ Ｐ２９９６５ ３ＬＫＪ －１０􀆰 １
槲皮素 ＴＯＰ２Ａ Ｐ１１３８８ １ＺＸＭ －１０􀆰 ０

β⁃谷甾醇 ＰＴＧＳ２ Ｐ３５３５４ ５ＩＫＲ －９􀆰 ２
β⁃谷甾醇 ＰＤＥ３Ａ Ｑ１４４３２ ２Ｏ８Ｈ －９􀆰 １
β⁃谷甾醇 ＳＣＮ５Ａ Ｑ１４５２４ ６ＬＱＡ －９􀆰 ０
β⁃谷甾醇 ＴＧＦＢ１ Ｐ０１１３７ ６ＧＦＦ －８􀆰 ９
β⁃谷甾醇 ＣＡＳＰ９ Ｐ５５２１１ ３Ｖ３Ｋ －８􀆰 ８
山柰酚 ＣＹＰ１Ｂ１ Ｑ１６６７８ ３ＰＭ０ －１０􀆰 ６
山柰酚 ＡＫＲ１Ｃ３ Ｐ４２３３０ ４ＤＺ５ －１０􀆰 １
山柰酚 ＣＹＰ１Ａ２ Ｐ０５１７７ ２ＨＩ４ －１０􀆰 ０
山柰酚 ＣＹＰ３Ａ４ Ｐ０８６８４ ６ＢＤ７ －９􀆰 ９
山柰酚 ＮＯＳ３ Ｐ２９４７４ ３ＥＡＨ －９􀆰 ７
豆甾醇 ＭＡＯＡ Ｐ２１３９７ ２Ｚ５Ｙ －１０􀆰 ２
豆甾醇 ＰＴＧＳ２ Ｐ３５３５４ ５ＩＫＲ －９􀆰 ７
豆甾醇 ＳＣＮ５Ａ Ｑ１４５２４ ６ＬＱＡ －９􀆰 ７
豆甾醇 ＡＫＲ１Ｂ１ Ｐ１５１２１ ３ＤＮ５ －９􀆰 ３
豆甾醇 ＰＬＡＵ Ｐ００７４９ ３ＩＧ６ －８􀆰 ９

原阿片碱 ＤＲＤ１ Ｐ２１７２８ ７ＪＶＱ －１０􀆰 ２
原阿片碱 ＰＴＧＳ２ Ｐ３５３５４ ５ＩＫＲ －１０􀆰 ２
原阿片碱 ＰＤＥ３Ａ Ｑ１４４３２ ２Ｏ８Ｈ －９􀆰 ７
原阿片碱 ＳＣＮ５Ａ Ｑ１４５２４ ６ＬＱＡ －９􀆰 ４
原阿片碱 ＣＨＲＭ４ Ｐ０８１７３ ６ＫＰ６ －８􀆰 ７

２􀆰 ２　 动物实验验证

２􀆰 ２􀆰 １　 乌梅丸对哮喘小鼠肺组织病理形态的影响

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 ＨＥ 染色　 正常组气管壁及肺泡结构完整， 无明

显炎症细胞浸润； 与正常组比较， 模型组气道周围可见大

量炎症细胞的浸润， 支气管周围充血水肿， 肺泡壁明显增

厚； 与模型组比较， 乌梅丸各剂量组与泼尼松组气道炎症

减轻， 其中中剂量乌梅丸对哮喘小鼠气道炎症细胞浸润的

抑制作用更加显著， 见表 ４、 图 ６。
表 ４　 乌梅丸对哮喘小鼠模型肺组织病理分级程度分布的影

响 （只）
组别 总动物数 ／ 只 ０ 级 １ 级 ２ 级 ３ 级

正常组 ６ ３ ３ ０ ０
模型组 ６ ０ ０ ３ ３

乌梅丸低剂量组 ６ ０ １ ４ １
乌梅丸中剂量组 ６ ０ ４ ２ ０
乌梅丸高剂量组 ６ ０ １ ４ １

泼尼松组 ６ ０ ０ ６ ０

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 ＰＡＳ 染色　 与正常组比较， 模型组气道上皮可见

大量杯状细胞， ＰＡＳ 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 乌梅丸高、 中剂量组及泼尼松组能抑制气道杯状细

胞增生， ＰＡＳ 阳性表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而乌梅丸低剂量

组无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ７、 表 ５。
２􀆰 ２􀆰 ２　 乌梅丸对哮喘小鼠肺组织 ＶＥＧＦＡ 水平的影响 　 与

正常组比较， 模型组小鼠肺组织 ＶＥＧＦＡ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 乌梅丸各剂量组及泼尼松组小鼠肺

组织 ＶＥＧＦＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。

注： 箭头指示炎性浸润。

图 ６　 各组小鼠肺组织 ＨＥ 染色 （×２００）

注： 紫红色染色为 ＰＡＳ 阳性染色。

图 ７　 各组小鼠肺组织 ＰＡＳ 染色 （×２００）

表 ５　 各组小鼠肺组织 ＰＡＳ 阳性表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＯ 值
阳性表达量 ／ 正常组

阳性表达量
正常组 １􀆰 ５０×１０－４±４􀆰 ００×１０－５ １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ６􀆰 ０４×１０－３±２􀆰 ８９×１０－３＃＃ ３７􀆰 ９３±１８􀆰 １４＃＃

乌梅丸低剂量组 ７􀆰 ２１×１０－３±２􀆰 ０５×１０－３ ４５􀆰 ２９±１２􀆰 ８９
乌梅丸中剂量组 １􀆰 ０９×１０－３±５􀆰 ６０×１０－４∗∗ ６􀆰 ８８±３􀆰 ５４∗∗

乌梅丸高剂量组 ２􀆰 ４１×１０－３±３􀆰 ５０×１０－４∗ １５􀆰 １２±２􀆰 ２３∗

泼尼松组 ９􀆰 ６０×１０－４±６􀆰 １０×１０－４∗∗ ６􀆰 ０７±３􀆰 ８８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组小鼠肺组织 ＶＥＧＦＡ 水平比较 （ｐｇ ／ ｍｇ， ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

组别 ＶＥＧＦＡ
正常组 １８２􀆰 ２５９±３６􀆰 ９７２
模型组 ３４４􀆰 １８０±５７􀆰 ００３＃＃

乌梅丸低剂量组 １９４􀆰 ０８８±１６􀆰 ９０９∗∗

乌梅丸中剂量组 １７４􀆰 １７６±１８􀆰 ６８０∗∗

乌梅丸高剂量组 ２１１􀆰 １１６±２９􀆰 ４２２∗∗

泼尼松组 １８８􀆰 ７５５±１９􀆰 １２２∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ２􀆰 ３　 乌梅丸对哮喘小鼠肺组织 Ａｋｔ 蛋白表达的影响　 Ａｋｔ
蛋白免疫组化显示， 细胞核染色呈蓝色， 阳性表达呈棕黄

色， 以气道周围为主。 与正常组比较， 模型组小鼠肺组织

Ａｋｔ 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 乌梅丸高、
低剂量组及泼尼松组小鼠肺组织 Ａｋｔ 阳性表达 ＡＯ 值降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 乌梅丸中剂量组 Ａｋｔ 阳性表达降低，
但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ８、 表 ７。
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图 ８　 各组小鼠肺组织 Ａｋｔ 蛋白免疫组化染色 （×２００）

表 ７　 各组小鼠肺组织 Ａｋｔ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＯ 值
阳性表达量 ／ 正常

组阳性表达量
正常组 ５􀆰 ４０×１０－３±２􀆰 ７０×１０－３ １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 １􀆰 １３×１０－２±６􀆰 ３０×１０－３＃ ２􀆰 ０６±１􀆰 １６＃

乌梅丸低剂量组 ４􀆰 ３０×１０－３±１􀆰 ６０×１０－３∗∗ ０􀆰 ７８±０􀆰 ３０∗∗

乌梅丸中剂量组 ６􀆰 １０×１０－３±２􀆰 ７０×１０－３ １􀆰 １１±０􀆰 ４９
乌梅丸高剂量组 ３􀆰 ９０×１０－３±２􀆰 ００×１０－３∗∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ３６∗∗

泼尼松组 ５􀆰 ２０×１０－３±２􀆰 ６０×１０－３∗ ０􀆰 ９５±０􀆰 ４８∗

　 　 注： 与正常组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

阴阳学说是中医学重要的思维方法， 阴阳失衡是疾病

发生发展的根源。 哮喘的发病机制复杂， “气虚⁃痰饮⁃瘀
血” 错杂胶结密切相关， 贯穿哮喘发病整个过程， 涉及多

脏腑的阴阳失衡［１６⁃１７］ 。 基于中医学 “阴平阳秘、 精神乃

治” “本于阴阳” 等相关理论， 尝试从整体进行阴阳调节

以实现对于哮喘的治疗。 乌梅丸中乌梅疏肝平肝、 酸涩收

敛止咳； 花椒、 细辛、 附子、 干姜、 桂枝辛燥温热， 温脏

驱寒， 细辛兼备温肺化饮、 止咳平喘之功； 黄连黄柏苦寒

清热； 人参当归补脾益肺养血， 以益久咳久喘所耗之气血。
全方从整体上疏肝补脾益肺， 燮理阴阳、 和畅气血、 通调

寒热、 和调枢机， 具有以杂治杂的多角度、 多层次的整体

阴阳调理之功。
网络药理学分析发现， 乌梅丸治疗哮喘的核心成分有

槲皮素、 β⁃谷甾醇、 山柰酚、 豆甾醇、 原阿片碱等。 研究

表明槲皮素、 β⁃谷甾醇可改善小鼠哮喘症状， 减轻气道炎

症［１８⁃１９］ 。 山柰酚、 豆甾醇可抑制嗜酸性细胞浸润， 对气道

炎症和重塑有明显的抑制作用， 豆甾醇还可抗氧化［２０⁃２１］ 。
原阿片碱为一种异喹啉类生物碱， 其具有松弛平滑肌、 解

痉止痛等作用［２２］ ， 可能通过降低环核苷酸 ＰＤＥ 活性从而抑

制气管平滑肌的收缩［２３］ 。
网络药理学分析发现， 乌梅丸治疗哮喘的核心靶点有

Ａｋｔ１、 ＩＬ６、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦ、 ＣＸＣＬ８、 ＰＴＧＳ２、 ＭＭＰ９、
ＥＧＦＲ、 ＦＯＳ 等。 研究发现， Ａｋｔ１［２４］ 、 ＩＬ６［２５］ 、 ＣＸＣＬ８［２６］ 、
ＰＴＧＳ２［２７］ 、 ＭＭＰ９［２８］ 、 ＦＯＳ［２９］ 参与了哮喘气道炎症， 并且

ＩＬ８ 会刺激气道重塑， 可能是哮喘患者一秒用力呼气容积加

速下降的生物标志物和治疗靶点。 ＶＥＧＦ 是一种特异性的促

血管内皮细胞生长因子， 其可能参与了哮喘气道重建中气

道平滑肌细胞增殖的过程［３０］ 。 ＥＧＦＲ 激活诱导紧密连接蛋

白 １ 抗体的减少促进杯状细胞化生［３１］ 。
有研究表明， 激活 ＴＮＦ⁃α 通路能够活化胱天蛋白酶 ３

和胱天蛋白酶 ８ 从而诱发细胞凋亡， 促使哮喘发生［３２］ 。 钙

离子通路与气道炎症、 气道高反应性以及气道重塑关系密

切［３３］ 。 钙通道抑制剂 ＳＫＦ９６３６５ 可抑制慢性哮喘气道重塑

和气道高反应性［３４］ 。 ＭＡＰＫ 通路介导免疫炎症细胞反应及

气道结构细胞反应［３５］ 。 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路参与哮喘气道平滑肌

增殖和气道重塑［３６］ 。 实验研究证实哮喘组小鼠气管炎性细

胞浸润明显， ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦＡ 通路可能参与了哮喘的发病

过程［３７］ 。
ＶＥＧＦＡ 能够促进内皮细胞在血管中的迁移和增殖， 激

活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路从而启动血管生成过程， 并引起支气管细

胞炎症［３８］ 。 因此， 通过阻断 ＶＥＧＦＡ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路可能是

干预哮喘的重要途径。 本实验结果表明， 乌梅丸使哮喘小

鼠肺组织炎性反应得到改善。 ＰＡＳ 染色显示乌梅丸低剂量

组气道上皮杯状细胞阳性表达无明显变化， 可能与实验样

本量较小、 未达到阈剂量［３９］ 等因素有关。 泼尼松组和乌梅

丸各剂量组哮喘小鼠 ＶＥＧＦＡ 及 Ａｋｔ 表达降低。
综上所述， 乌梅丸可降低哮喘小鼠上调的 Ａｋｔ、 ＶＥＧＦＡ

表达， 说明乌梅丸可能通过抑制 ＶＥＧＦＡ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路相关靶点的激活， 降低气道炎症或气道重塑， 从而达到

治疗哮喘的作用。
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