
基于网络药理学和转录组学探讨宣肺达郁颗粒对急性肺损伤的保护作用

田　 欢１， 　 祁庆瑞２， 　 翟秉涛３， 　 王艾佳３， 　 岳宝森１， 　 张维英１∗， 　 赵　 锋１∗

（１． 西安市中医医院， 赵锋全国老药工传承工作室， 陕西 西安 ７１００２１； ２． 甘肃省中医医院药剂科， 甘肃

兰州 ７３００５０； ３． 陕西中医药大学， 陕西省中药基础与新药研究重点实验室， 陕西 西安 ７１２０４６）

收稿日期： ２０２５⁃０７⁃０８
基金项目： 国家中医药管理局赵锋全国老药工传承工作室建设项目 （国中医药人教函 ［２０２４］ ２５５ 号）； 陕西省中医药管理局重点科学

研究项目 （２０２１⁃０２⁃２２⁃０１０）
作者简介： 田　 欢 （１９９２—）， 女， 硕士， 主管中药师， 从事临床中药学、 中药药效物质基础研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １８１４９４１２６８１＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 张维英 （１９８５—）， 女， 主管中药师， 从事中药质量控制研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ３９５９８８９７７＠ ｑｑ．ｃｏｍ

赵　 锋 （１９６５—）， 男， 主任中药师， 从事临床中药学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｆ６３６９＠ １２６．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨宣肺达郁颗粒对急性肺损伤的保护作用。 方法 　 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 技术筛选宣肺达郁颗粒主要成分。
ＬＰＳ 滴鼻法诱导小鼠急性肺损伤模型， ＥＬＩＳＡ 法检测血清及肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平， 检测

肺组织湿 ／干比重， ＢＣＡ 法检测 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量， ＨＥ 染色观察肺组织形态变化。 采用网络药理学预测宣肺达郁颗

粒的潜在靶基因， 筛选出治疗急性肺损伤的交集靶点， 构建 “药物⁃成分⁃靶点” 网络及 ＰＰＩ 网络， ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集相

关通路及分子对接预测宣肺达郁颗粒与核心靶点的结合能力。 转录组学选择干预急性肺损伤的关键信号通路，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法和 ＩＨＣ 法验证相关结果。 结果 　 共鉴定出 ８００ 种成分。 宣肺达郁颗粒能降低急性肺损伤小鼠血清及

ＢＡＬＦ 中炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肺湿干重比 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 及 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
改善肺组织病理变化。 宣肺达郁颗粒关键成分为 ６⁃姜烯酚、 光甘草定、 槲皮素、 山柰酚、 黄芩素， 关键信号通路为

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路。 与模型组比较， 宣肺达郁颗粒中、 高剂量组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 宣肺达郁颗粒可能通过调节 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路， 实现对急性肺损伤小鼠的保护作用。
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　 　 急性肺损伤是由严重感染、 创伤等多种致病因素导致

肺上皮细胞病变， 进一步造成肺间质水肿， 影响肺泡正常

功能的呼吸系统疾病［１⁃２］ ， 目前临床治疗方法主要为呼吸支

持和药物干预， 后者主要针对急性肺损伤的病理表现， 包

括血管扩张剂、 抗炎药、 表面活性物质、 利尿药、 抗生素

等［３⁃４］。 中药具有整体调节、 多层级、 多靶点的特点， 对其

研究的不断深入有助于为急性肺损伤的治疗提供新方向［５⁃６］。
宣肺达郁颗粒由党参、 苦杏仁、 桂枝、 半夏、 茯苓、

干姜、 甘草、 砂仁、 陈皮、 五味子、 浙贝母、 白芍、 醋鳖

甲、 百合、 桃仁组成， 具有清降肺胃、 升达肝脾、 宣通气

机等功效， 可治疗新型冠状病毒感染后遗症、 慢性阻塞性

肺疾病等肺部疾病［７⁃９］ ， 为西安市中医医院院内制剂， 用于

肺炎、 病毒性肺炎恢复阶段和肺纤维化［１０］ 。 课题组前期建

立了宣肺达郁颗粒质量控制方法， 但关于其治疗急性肺损

伤作用机制的研究较少［１１⁃１２］ 。 因此， 本研究采用生物信息

学与转录组学相结合的方法研究宣肺达郁颗粒治疗急性肺

损伤的作用机制， 以期为其进一步临床应用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试 剂 与 药 物 　 宣 肺 达 郁 颗 粒 （ 批 号 ２０２２１１２０、
２０２２１１３０、 ２０２２１２１４） 由西安市中医医院制剂科提供； 地

塞米松片 （批号 ＬＢ２２４５） 购自浙江仙琚制药股份有限公

司。 脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ） （批号 ａｂｓ４７０１４８４８）
购自爱必信 （上海） 生物科技有限公司。 白细胞介素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６） （批号 ＭＭ⁃０１６３Ｍ１）、 白细胞介素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β） （批号 ＭＭ⁃００４０Ｍ１）、 肿瘤坏死因

子⁃α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） （批号 ＭＭ⁃０１３２Ｍ１）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自江苏酶免实业有限公司； ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒 （批号 ＡＲ１１８９） 购自武汉博士德生物工程有限

公司； 蛋白激酶 Ｂ （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， Ａｋｔ） （批号 ９２７２）、
ｐ⁃Ａｋｔ （ 批 号 ９２７１ ）、 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ） （批号 ２９７２）、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ （ 批 号 ２９７１ ）、 磷 脂 酰 肌 醇⁃３⁃激 酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） （批号 ４２９２）、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ
（批 号 ４２２８ ）、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体 均 购 自 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 山羊抗兔 ＩｇＧ （Ａ０２０８， １ ∶ ５ ０００）、 山羊

抗小鼠 ＩｇＧ （Ａ０２１６， １ ∶ ４ ５００） 均购自上海碧云天生物技

术有限公司。
１􀆰 ２　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雄性昆明小鼠， ５ ～ ６ 周龄， 体质

量 （２５±２） ｇ， 购自成都达硕实验动物有限公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃００３０］， 饲养于陕西中医
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药大学 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （陕） ２０２２⁃００８］，
温度 （２５±１）℃， 相对湿度 （５０±５）％ ， 实验期间小鼠自由

进食饮水。 本实验经陕西中医药大学实验动物伦理委员会

批准 （编号 ＳＵＸＭＤＬ２０２２０６３０００１）。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｖａｎｑｕｉｓｈ 超高效液相色谱仪、 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉ
１２０ 质谱仪、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｓｋｙ 全波长酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳仪 （北京六一生物科技有限公

司）； Ｔａｎｏｎ ５２００ 全自动化学发光图像分析系统 （上海天能

生命科学有限公司）； ＢＳＡ１２４Ｓ⁃ＣＷ 电子天平 ［万分之一，
赛多利斯科学仪器 （北京） 有限公司］； Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ１００ 正置

光学显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 条件　 ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （ Ａ） ⁃乙腈 （含

０􀆰 １％ 甲酸） （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ３􀆰 ５ ｍｉｎ， ５％ ～ １５％ Ｂ；
３􀆰 ５～６ ｍｉｎ， １５％ ～ ３０％ Ｂ； ６ ～ ６􀆰 ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ； ６􀆰 ５ ～ １２
ｍｉｎ， ３０％ ～ ７０％ Ｂ； １２ ～ １２􀆰 ５ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ； １２􀆰 ５ ～ １８ ｍｉｎ，
７０％ ～１００％ Ｂ； １８ ～ ２５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ２５ ～ ３０ ｍｉｎ， １００％ ～
５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 ５ μＬ。

Ｆｕｌｌ Ｓｃａｎ⁃ｄｄ ＭＳ２ 全扫描模式； 鞘气体积流量 ３０ ａｒｂ；
辅助气体积流量 １０ ａｒｂ； 毛细管温度 ３５０ ℃； 全质谱分辨

率 ７０ ０００； ＭＳ ／ ＭＳ 分辨率 １７ ５００； 碰撞能量在 ＮＣＥ 模式下

１５％ ～３０％ ～４５％ 循环； 喷雾电压 ５􀆰 ５、 －４􀆰 ０ ｋＶ。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模 　 ６０ 只小鼠按随机数字表法分为空白

组、 模型组、 地塞米松组 （０􀆰 ６７５ ｍｇ ／ ｋｇ） 及宣肺达郁颗粒

低、 中、 高剂量组 （３􀆰 ３７５、 ６􀆰 ７５、 １３􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０
只， 灌胃给予相应药物， 剂量为 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连

续 ７ ｄ， 空白组、 模型组小鼠灌胃给予等体积生理盐水。 末

次给药 １２ ｈ 后， 除空白组外其余各组小鼠均采用 ５ ｍｇ ／ ｋｇ
ＬＰＳ 滴鼻造模， 移液枪吸取 ＬＰＳ 溶液， 左手控制住小鼠头

部， 右手轻轻推移液枪， 枪头可见吸取的小液滴， 将其缓

慢滴入小鼠鼻腔， 至液体滴注完成， 松开小鼠， 腹部朝上，
使其呼吸顺畅； 空白组小鼠滴注等体积无菌生理盐水。
２􀆰 ２􀆰 ２　 生物样本采集 　 造模 ２４ ｈ 后， 各组小鼠腹腔注射

戊巴比妥钠麻醉， 摘眼球取血， 静置， 离心， 收集血清，
－８０ ℃冷冻保存。 无菌条件下脱颈处死小鼠， 暴露气管、
双肺及心脏， 气管插管后注入无菌 ＰＢＳ 溶液， 分 ３ 次进行

支气管肺泡灌洗， 每次 ０􀆰 ８ ｍＬ， 灌洗后反复抽吸 ２ 次， 随

即注入无菌 ＥＰ 管中， 肺泡灌洗液 （ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ） 回收率应大于 ８５％ ， 静置， 离心， 取上清

液， －８０ ℃冷冻保存； 剪开胸部皮肤， 充分暴露胸腔， 分

离肺组织， 右肺用 ４％ 多聚甲醛固定， 左肺上叶用于测定肺

湿干重比， 剩余肺组织－８０ ℃冷冻保存。
２􀆰 ２􀆰 ３　 肺湿干重比检测　 取小鼠左肺上叶， 称定湿重， 置

于烤箱中 １１０ ℃干燥至恒重， 称定干重， 计算肺湿干重比，
公式为肺湿干重比＝ （肺组织湿重 ／肺组织干重） ×１００％ 。

２􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清及 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
水平　 按照试剂盒说明书， 取小鼠血清及 ＢＡＬＦ， 检测 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＢＣＡ 法总蛋白含量测定　 按照试剂盒说明书， 使用

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量。
２􀆰 ２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察肺组织形态　 小鼠右肺经 ４％ 多聚甲醛

固定后乙醇脱水浸蜡， 二甲苯透明， 石蜡包埋， 切片， 常

规脱蜡， 水化， 苏木素染色， 返蓝， 伊红染色， 脱水， 中

性树脂封片， 置于显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ３　 网络药理学

２􀆰 ３􀆰 １　 活性成分筛选及靶点预测　 将 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 分析

得到的化学成分和 ＴＣＭＳＰ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．
ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ） 分析得到者进行筛选和归属， 以口服生

物利用度 （ＯＢ） ≥３０％ 、 类药性 （ＤＬ） ≥０􀆰 １８ 为标准，
获得活性成分靶点， 结合 ＨＥＲＢ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｇｄｃ．ｃｎｃｂ．ａｃ．ｃｎ）、
ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）
数据 库 预 测 相 关 靶 点 并 删 去 重 复 者。 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｄ ／ ）、 ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中， 以 “ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ” 为关键词检

索疾病靶点， 再使用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 工具 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｌｉｕｘｉａｏｙｕｙｕａｎ． ｃｎ ／ ） 将活性成分靶点与疾病靶点取交集。
２􀆰 ３􀆰 ２　 “药物⁃成分⁃靶点” 网络图构建 　 取 “２􀆰 ３􀆰 １” 项

下交集靶点， 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软件构建药物⁃成分⁃靶
点网络图， Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 插件对活性成分进行筛选。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建 　 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 置信度设置为 ０􀆰 ９００， 得到

蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ＰＰＩ）
网络， 导 入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软 件， 利 用 Ｔｏｏｌｓ⁃Ｎｅｔｗｏｒｋ
Ａｎａｌｙｚｅｒ 进行拓扑分析， 以度值大小排序筛选出核心靶点。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 将交集靶点导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ
平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ｇｐ ／ ⁃ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ） 进行基因

本体 （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 功能注释、 京都基因与基因组

百科全书 （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）
通路富集分析。
２􀆰 ３􀆰 ５ 　 分 子 对 接 　 通 过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 获得核心成分二维结构，
Ｃｈｅｍ３Ｄ 软件完成优化， 在 ＰＤＢ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 下载核心蛋白 ３Ｄ 结构。 再使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件

进行分子对接， ＰｙＭＯＬ 软件对结果进行可视化展示。
２􀆰 ４　 转录 组学 研 究 　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，
Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪评估质量， 不含 ＲＮａｓｅ 的琼脂糖凝

胶电泳法检测纯度。 对 ｃＤＮＡ 文库进行质量控制， 导入

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ 软件， 由广州基迪奥生物科技有限公

司测序。 再以 Ｐ＜０􀆰 ０５、 ｜ Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ｜ ≥１􀆰 ２ 为条件， 筛

选差异表达基因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ）， 并

其进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选显著富集

结果的临界值。
２􀆰 ５　 ＩＨＣ 法检测肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表
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达　 将肺组织切片， 常规脱蜡至水， ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 枸橼酸⁃柠
檬酸钠缓冲液 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０） 热诱导修复， 室温自然冷却，
３％ Ｈ２Ｏ２ 抑制内源性过氧化物酶， １０％ 山羊血清室温封闭

３０ ｍｉｎ， 分别在 ３７ ℃下孵育 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体

（１ ∶ ２００） ２ ｈ， ＰＢＳ 洗涤后滴加 ＥｎＶｉｓｉｏｎ 试剂， ３７ ℃孵育

３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后 ＤＡＢ 显色， 苏木素染核， ０􀆰 ４％ 盐酸酒

精分化， 吹干， 中性树脂封片， 在显微镜下随机选取每张

切片 ３ 个视野， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性面积比。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 肺 组 织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达 　 用含蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解小鼠肺组织， 提取蛋白， ＢＣＡ 法

检测蛋白含量， 取等量进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后

冷冻保存。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转

移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ， 分别加入 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｍＴＯＲ 抗体 （ １ ∶ １ ０００），
４ ℃孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温孵育 １ ｈ，
使用 Ｔａｎｏｎ ５２００ 全自动化学发光图像分析系统显影。 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０、 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软

件进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 事后检验， 组间两两比较采用 ｔ 检
验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 分析　 共鉴定出 ８００ 种成分， 总离子

流图见图 １， 其中活性成分 ６２ 种， 来源分别为白芍 ５ 种、
陈皮 ５ 种、 五味子 ２ 种、 半夏 １ 种、 茯苓 ２ 种、 干姜 ２ 种、
桂枝 ３ 种、 党参 ５ 种、 百合 １ 种、 砂仁 １ 种、 浙贝母 ３ 种、
炙甘草 ８ 种， 并且同时来源于 ２ 种及以上中药的 ２４ 种， 具

体见表 １。

图 １　 宣肺达郁颗粒 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 总离子流图

表 １　 宣肺达郁颗粒活性成分来源

名称 来源 名称 来源 名称 来源

芍药内酯苷 白芍 阿魏酸 党参 柚皮素 陈皮、炙甘草

东莨菪内酯 白芍 黄豆黄素 党参 亚油酸 桃仁、茯苓

水杨酸 白芍 党参炔苷 党参 百里酚 陈皮、桂枝

芍药苷 白芍 烟酸 党参 香兰素 陈皮、砂仁

羟基芍药苷 白芍 汉黄芩苷 百合 丁香脂素 党参、浙贝母

橙皮苷 陈皮 吉马酮 砂仁 大黄素 党参、百合

异香草酸 陈皮 贝母甲素 浙贝母 咖啡酸 半夏、砂仁

柠檬苦素 陈皮 贝母乙素 浙贝母 ６⁃姜烯酚 半夏、干姜

川陈皮素 陈皮 贝母辛 浙贝母 鞣花酸 茯苓、砂仁

黄柏酮 陈皮 １８β⁃甘草次酸 炙甘草 光甘草定 炙甘草、苦杏仁

戈米辛 Ｇ 五味子 甘草素 炙甘草 甘草查尔酮 Ｂ 炙甘草、苦杏仁

五味子酚 五味子 甘草苷 炙甘草 异甘草苷 炙甘草、苦杏仁

黄芩素 半夏 桑辛素 炙甘草 樟脑 白芍、桂枝、砂仁

茯苓酸 茯苓 乔松素 炙甘草 没食子酸 白芍、茯苓、砂仁

茯苓新酸 Ａ 茯苓 水仙苷 炙甘草 山柰酚 白芍、干姜、炙甘草

姜烯酮 Ａ 干姜 刺芒柄花素 炙甘草 三磷酸腺苷 半夏、桃仁、浙贝母

姜辣素 干姜 光甘草酮 炙甘草 香草酸 半夏、党参、砂仁

肉桂酸 桂枝 异欧前胡素 白芍、百合 槲皮素 五味子、干姜、砂仁、炙甘草

苯乙烯 桂枝 苦杏仁苷 桃仁、苦杏仁 芦丁 五味子、干姜、砂仁、炙甘草

胡芦巴碱 桂枝 柚皮苷（异橙皮苷） 陈皮、炙甘草 油酸 桃仁、半夏、茯苓、干姜、桂枝、砂仁

白术内酯Ⅲ 党参 常春藤皂苷元 桃仁、茯苓

３􀆰 ２　 动物实验　 与空白组比较， 模型组小鼠血清及 ＢＡＬＦ
中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 宣肺达郁颗粒各剂量组、 地塞米松组小鼠血清及 ＢＡＬＦ
中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２Ａ～２Ｆ。
与空白组比较， 模型组小鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量及肺湿干

重比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示造模后肺组织通透性增加， 引

起肺部水肿； 与模型组比较， 宣肺达郁颗粒各剂量组、 地

塞米松组小鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量及肺湿干重比降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２Ｇ～２Ｈ。 ＨＥ 染色显示， 空白组小鼠

肺泡结构完整， 肺泡腔清晰， 肺泡壁无增厚， 未见明显病

理改变； 与空白组比较， 模型组小鼠肺组织结构松散， 有

大量炎性细胞浸润， 肺泡壁间质有明显增厚、 出血等病理
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现象； 与模型组比较， 宣肺达郁颗粒各剂量组、 地塞米松

组小鼠肺组织有一定程度好转， 肺组织充血减轻， 出血、
炎性细胞浸润减少， 肺泡壁间质增厚改善， 见图 ２Ｉ。

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

图 ２　 宣肺达郁颗粒对急性肺损伤小鼠药效的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ３　 网络药理学

３􀆰 ３􀆰 １　 潜在作用靶点预测　 共得到宣肺达郁颗粒活性成分

靶点 ７９９ 个， 急性肺损伤相关靶点 １ ２７６ 个， 取交集， 得到

１９１ 个潜在作用靶点， 见图 ３Ａ。
３􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络构建与分析　 由图 ３Ｂ 可知， 共包含 １９１ 个

节点、 ４ ９４１ 条边， 平均结点度为 ５１􀆰 ７， 排名前五的靶点为

ＧＡＰＤＨ、 Ａｋｔ１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ、 ＥＧＦＲ。
３􀆰 ３􀆰 ３　 “药物⁃成分⁃靶点” 网络图构建 　 由图 ３Ｃ 可知，
排名前五的活性成分为 ６⁃姜烯酚、 光甘草定、 槲皮素、 黄

芩素、 山柰酚。
３􀆰 ３􀆰 ４　 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析 　 ＧＯ 富集分析共获得 ２ １６８
个条目， 其中分子生物学功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）
１５３ 个， 涉及蛋白激酶活性、 蛋白络氨酸激酶活性、 激酶结

合等； 生物学过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） １ ９２１ 个， 涉及

细胞迁移的正向调节、 对激素的反应、 对脂多糖的反应等；
细胞学组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） ９４ 个， 涉及受体复

合体、 膜的侧面、 薄膜筏等， 选取富集前 １０ 位的条目进行

可视化， 见图 ４Ａ。 ＫＥＧＧ 富集分析共得到 ２０９ 条信号通路，
选取前 ２０ 条进行可视化， 见图 ４Ｂ， 主要涉及癌症途径、

　 　 　 　

图 ３　 宣肺达郁颗粒干预急性肺损伤的网络药理学图
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图 ４　 宣肺达郁颗粒干预急性肺损伤的 ＧＯ、
ＫＥＧＧ 富集分析图

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 癌症中的蛋白聚糖、 人巨细胞病毒感

染、 Ｒａｓ 信号通路、 ＭＡＰＫ 信号通路等。
３􀆰 ３􀆰 ５　 分子对接　 将 ６⁃姜烯酚、 光甘草定、 槲皮素、 黄芩

素、 山柰酚与 Ａｋｔ１、 ＧＡＰＤＨ、 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃６、 ＥＧＦＲ 核心靶点

进行对接， 结合能以热图形式展示， 见图 ５。 由此可知， 度

值排名前五的关键成分与核心靶点均能较好地对接， 结合

能均小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 其中槲皮素、 山柰酚、 黄芩素结

合能最低， 即对接效果最佳。

图 ５　 宣肺达郁颗粒核心成分与靶点蛋白对接结合能的热图

３􀆰 ４　 转录组学研究　 与空白组比较， 模型组共检测出３ ４２０

个 ＤＥＧｓ， 其中 １ ３０３ 个上调， ２ １１７ 个下调， 见图 ６Ａ～ ６Ｃ；

与宣肺达郁颗粒高剂量组比较， 模型组共检测到 ５１５ 个

ＤＥＧｓ， 其中 ２２３ 个上调， ２９２ 个下调， 见图 ６Ｄ ～ ６Ｆ。 宣肺

达郁颗粒可逆转 ９６ 个由造模引起改变的 ＤＥＧｓ， 其中 ５６ 个

上调， ４０ 个下调， 可能是宣肺达郁颗粒治疗急性肺损伤的

关键 ＤＥＧｓ， 见图 ６Ｇ。
对 ９６ 个 ＤＥＧｓ 分别进行 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析， 以 Ｐ＜

０􀆰 ０５ 筛选排名靠前的结果并进行可视化。 ＧＯ 富集分析显

示， ５６ 个上调 ＤＥＧｓ 主要参与甲状腺素刺激的细胞反应、
细胞对 Ｌ⁃苯丙氨酸衍生物的反应、 肝星状细胞活化等分子

功能， 见图 ７Ａ； ４０ 个下调 ＤＥＧｓ 主要参与对细菌的反应、
对其他微生物的反应、 对外界生物刺激的反应等生物学过

程， 参与糖胺聚糖结合等生物学过程， 见图 ７Ｂ。
ＫＥＧＧ 富集分析显示， ５６ 个上调 ＤＥＧｓ 主要富集在半

胱氨酸和蛋氨酸代谢、 昼夜节律、 铁死亡等信号通路， 见

图 ７Ｃ； ４０ 个下调 ＤＥＧｓ 主要富集在丙酮酸代谢、 ２ 型糖尿

病、 中性粒细胞外陷阱形成、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 ＡＭＰＫ、 Ａｐｅｌｉｎ 等

信号通路， 见图 ７Ｄ。
　 　 将转录组学 ＤＥＧｓ 富集通路与网络药理学 ＫＥＧＧ 富集分

析结果相结合， 共同富集通路包括 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 Ａｐｅｌｉｎ、 胰岛

素、 ＡＭＰＫ 信号通路等。 其中， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路为显著

富集的关键共有通路， 它通过调控细胞自噬、 细胞凋亡、
炎症、 氧化应激等途径干预急性肺损伤［１３］ ， 并且 ｍＴＯＲ 作

为 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的下游效应蛋白， 在急性肺损伤疾病

进展中起着重要的调节作用［１４］ 。 因此， 本研究选择 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路进行实验验证。
３􀆰 ５　 宣肺达郁颗粒对急性肺损伤小鼠肺组织 Ｐ１３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信号通路蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模型组

小鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 宣肺达郁颗粒中、 高剂量组与地塞

米松组小鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。 与空白组比较， 模型组小鼠肺组织 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋 白 表 达 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 宣肺达郁颗粒中、 高剂量组及

地塞米松组小鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／
ｍＴＯＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９。
４　 讨论

急性肺损伤是一种持续而不受控制的肺部炎症反应，
在 ＬＰＳ 刺激下， 肺部巨噬细胞、 中性粒细胞的浸润可导致

急性炎症， 加重肺水肿程度［１５⁃１６］ 。 ＬＰＳ 造模可复制性高，
与临床发病过程类似， 因此本研究选用鼻内滴注 ＬＰＳ 构建

急性肺损伤模型。 炎性因子 （如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６） 参

与肺部炎症的发展； 肺湿干重比是肺水肿的重要指标， 也

是炎症的典型症状； ＢＡＬＦ 中总蛋白含量是反映肺损伤程度

的重要指标之一。 本研究结果显示， 宣肺达郁颗粒能降低

小鼠肺湿干重比、 ＢＡＬＦ 总蛋白含量、 炎症细胞因子水平、
病理变化， 从而减轻 ＬＰＳ 诱导的肺水肿及肺损伤。

本研究采用 ＵＨＰＬＣ⁃ＱＥ⁃ＭＳ 技术明确宣肺达郁颗粒的主

要成分， 再囊括文献中明确指出有药用价值的活性物质，
可提高网络药理学预测的准确性。 结果显示， 宣肺达郁颗

粒中 ６⁃姜烯酚、 光甘草定、 槲皮素、 黄芩素、 山柰酚可能

在抗急性肺损伤中发挥重要作用， 其中 ６⁃姜烯酚能通过调
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图 ６　 宣肺达郁颗粒干预急性肺损伤的转录组学图 （ｎ＝４）

图 ７　 宣肺达郁颗粒干预急性肺损伤的 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析图
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 宣肺达郁颗粒对急性肺损伤小鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

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

图 ９　 宣肺达郁颗粒对急性肺损伤小鼠肺组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表达影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

节核因子⁃κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃κＢ） 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｊｕｎ 氨

基末端激酶 （ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ， ＪＮＫ） 蛋白表达， 抑

制 ＨＭＣ⁃１ 细胞中促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 的产

生［１７］ ； 光甘草定能通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ 信号通路，
降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１８ 水平， 改善 ＬＰＳ 诱导的大鼠肺损伤［１８］ ；
槲皮素能抑制铁死亡， 降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， 从而减轻

ＬＰＳ 诱导的急性肺损伤［１９］ ； 黄芩素能通过调控巨噬细胞中

Ｄｒｐ１ 依赖的线粒体分裂， 抑制 ＬＰＳ 诱导的急性肺损伤［２０］ ；
山柰酚能通过降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ１ 蛋白、 ｍＲＮＡ
表达， 减轻急性低压缺氧所致肺损伤［２１］ 。 分子对接结果显

示， ６⁃姜烯酚、 光甘草定、 槲皮素、 黄芩素、 山柰酚与核

心靶点均能较好地对接。 网络药理学结合转录组学发现，
宣肺达郁颗粒的治疗作用可能与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路密切相

关。 研究表明， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路参与调节急性肺损伤

相关的细胞凋亡、 增殖、 自噬、 代谢等一系列生理活动， 抑

制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号传导， 可改善急性肺损伤［２２⁃２４］； 本

实验结果显示， 宣肺达郁颗粒能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ信

号通路的激活来改善 ＬＰＳ 诱导的小鼠急性肺损伤。
综上所述， 宣肺达郁颗粒可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／

ｍＴＯＲ 信号通路的激活来发挥作用， 为其作为抗急性肺损

伤药物应用于临床提供了一定的参考依据。 然而， 本研究

也存在局限性， 虽然该制剂有充分的临床安全应用证据，
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但缺乏安全性评价相关的动物实验； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号

通路与多种代谢途径之间是否存在一定关系， 以及 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路能否通过细胞自噬和细胞凋亡途径干预急性

肺损伤也不明确， 今后需深入探索。
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