
基于网络药理学和实验验证探讨血府逐瘀汤治疗特发性肺纤维化的作
用机制

林　 景１， 　 莫俊俏１， 　 宋　 艳２∗， 　 周　 欣２， 　 黎咏嫦３

（１． 海南省第五人民医院， 海南 海口 ５７０１００； ２． 海南医学院， 海南 海口 ５７１１９９； ３． 广西中医药大学，
广西 南宁 ５３００００）

收稿日期： ２０２３⁃０１⁃３１
基金项目： 海南省自然科学基金项目高层次人才项目 （８２０ＲＣ６４５）
作者简介： 林　 景 （１９７５—）， 男， 硕士， 从事医院药事管理及医疗机构制剂研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｎｊｉｎｇ６６６７７７＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 宋　 艳 （１９８２—）， 女， 硕士， 从事中医与康养研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ８３２２４９７８＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验研究血府逐瘀汤治疗特发性肺纤维化 （ ＩＰＦ） 的作用机制。 方法　 于 ＴＣＭＳＰ
数据库筛选血府逐瘀汤的潜在活性成分和作用靶点， 并通过相关数据库分析 ＩＰＦ 相关靶点， 两者取交集后获得血府逐

瘀汤治疗 ＩＰＦ 的关键靶点； 通过 ＳＴＲＩＮＧ 平台和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建血府逐瘀汤潜在活性成分⁃靶点调控网络和蛋白互

作网络， 并对网络进行拓扑分析， 获取血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的核心靶点； 对核心靶点进行功能富集分析， 预测血府逐

瘀汤治疗 ＩＰＦ 的作用机制。 通过动物实验对网络药理学研究结果进行验证， 构建 ＩＰＦ 大鼠模型， 进行 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染

色， 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织羟脯氨酸水平， 并对富集分析筛选出的相关信号通路中关键蛋白的表达进行分析。
结果　 共获取血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的 １５８ 个关键靶点， 拓扑分析后， 得到核心靶点 ２０ 个， 主要富集于病毒感染相关

通路。 动物实验表明， 血府逐瘀汤能改善 ＩＰＦ 大鼠肺泡炎症反应和纤维化程度， 并降低 Ｋａｐｏｓｉ’ｓ 肉瘤相关疱疹病毒感

染通路中关键蛋白 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 的表达。 结论　 血府逐瘀汤可能通过多成分、 多靶点、 多途径影响病毒感染

相关信号通路， 发挥抗肺纤维化作用。
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　 　 特发性肺纤维化 （ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ＩＰＦ）
是一种慢性、 不可逆性肺间质纤维化疾病， 可引起肺组织

结构改变和功能丧失， 最终导致患者死亡。 ＩＰＦ 的发病率

约为 ０ ２２ ／ １００ ０００～１７ ４ ／ １００ ０００ 人［１］ ， 而患者中位生存期

仅为 ３～ ５ 年［２⁃３］ 。 目前， ＩＰＦ 的具体发病机制尚未完全明

确， 但已证实， 病毒感染是导致 ＩＰＦ 发病和病情进展的主

要原因［４］ 。 现阶段可用于 ＩＰＦ 临床治疗的手段非常有限，
目前经 ＦＤＡ 批准可用于 ＩＰＦ 治疗的药物仅有吡非尼酮和尼

达尼布， 但只能延缓病情进展， 并不能阻止或逆转 ＩＰＦ 的

病理改变， 是一种姑息性治疗［５］ 。 因此， 深入研究 ＩＰＦ 的

发病机制， 探索有效的治疗药物， 对于 ＩＰＦ 患者的临床治

疗具有重要意义。
ＩＰＦ 临床表现符合中医学 “肺痹” 等范畴， 血瘀和气

虚是其主要病机为［６］ 。 血府逐瘀汤为中医经典名方， 具有

活血化瘀、 行气止痛之功效。 已有临床研究表明， 采用血

府逐瘀汤联合西药治疗 ＩＰＦ 可取得较好的临床疗效［７⁃８］ 。 然

而， 目前关于血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的分子机制仅限于针对

某一靶点或通路的动物或细胞实验研究， 缺乏系统、 全面

和多靶点作用机制的认识。 本研究采用网络药理学方法预

测血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的分子作用机制， 并进一步通过动

物实验对其进行验证， 以期为今后的临床和基础实验提供

新的思路。
１　 材料与方法

１ １　 数据库和软件　 本研究过程中所使用或涉及的数据库

和软件详见表 １。 其中， 软件运行于 Ｗｉｎｄｏｗ１０ ６４ 位操作系

统平台， 处理器为 Ｉｎｔｅｌ  ＣｏｒｅＴＭ ｉ５⁃７５００。 本研究中使用的

所有软件均以获得授权或为开源软件。
１ ２　 血府逐瘀汤潜在活性成分获取和作用靶点预测　 血府

逐瘀汤中桃仁、 红花、 当归、 生地黄、 牛膝、 川芎、 桔梗、
赤芍、 枳壳、 甘草和柴胡 １１ 味中药的化学成分筛选主要通

过 ２ 个途径： ①从 ＴＣＭＳＰ 数据库查询上述中药的主要化学

成分， 并根据药代动力学参数， 筛选口服生物利用度 （ｏｒａｌ
ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥３０％ ， 且药物相似性 （ｄｒｕｇ⁃ｌｉｋｅｎｅｓｓ，
ＤＬ） ≥０ １８ 的化学成分； ②以 “血府逐瘀汤” 和 “Ｘｕｅｆｕ
Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ” 作为关键词检索中国知网 （ＣＮＫＩ） 和美

国国家生物技术信息中心 （ＮＣＢＩ） 相关文献， 搜索并整理

血府逐瘀汤水煎剂中相关活性成分。 同时， 在 ＴＣＭＳＰ 数据

库中检索上述药物活性成分相应的作用靶点。
１ ３　 ＩＰＦ 疾 病 相 关 靶 点 筛 选 　 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、
ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＴＴＤ 和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数 据 库 中， 以 “ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ
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　 　 　 　 表 １　 数据库和软件

名称 功能 网址

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ（ＴＣＭＳＰ） 药物活性成分和潜在靶点预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ．ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ
Ｕｎｉｐｒｏｔ 筛选药物作用靶点结构和功能 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ（ＰＤＢ） 筛选药物作用靶点结构和功能 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 疾病相关靶点预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ ／

Ｏｎｌｉｎｅ Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｉｎ Ｍａｎ（ＯＭＩＭ） 疾病相关靶点预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ ／
Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ Ｂａｓｅ（ＰｈａｒｍＧｋｂ） 疾病相关靶点预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｐｈａｒｍｇｋｂ．ｏｒｇ ／

Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｔａｒｇｅｔ Ｄａｔａｂａｓｅ （ＴＴＤ） 疾病相关靶点预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／
ＤｒｕｇＢａｎｋ 疾病相关靶点预测 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ．ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃｏｍ ／
ＳＴＲＩＮＧ 药物⁃疾病靶点蛋白互作网络构建 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．ｏｒｇ ／
ＰｕｂＣｈｅｍ 确定药物活性成分的二维化学结构 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ

Ｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ ４ １ ３） 数据统计和可视化 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ ／
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ ３ ９ ０） 蛋白互作网络分析和可视化 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ ／

Ｃｈｅｍ３ｄ（ｖｅｒｓｉｏｎ１４ ０ ０ １１７） 确定药物活性成分的三维化学结构 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｅｍｄｒａｗ．ｃｏｍ．ｃｎ ／
ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ（ｖｅｒｓｉｏｎ １ ５ ６） 分子对接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｕｔｏｄｏｃｋ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ ／

ＰｙＭＯＬ（ｖｅｒｓｉｏｎ ２ ５） 分子对接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ ／ ２ ／
Ｖｉｎａ（ｖｅｒｓｉｏｎ１ ２ ２） 分子对接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｖｉｎａ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ ／

ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ” 和 “ ＩＰＦ” 为检测词进行检索， 取 ５ 个

数据库的并集靶点作为 ＩＰＦ 的疾病靶点。 使用 Ｒ 软件

“Ｖｅｎｎ” 包对查询结果进行可视化处理。
１ ４　 血府逐瘀汤潜在活性成分⁃靶点调控网络及蛋白互作

网络构建　 将 “１ ２” 项下筛选得到的血府逐瘀汤潜在活性

成分作用靶点与 “１ ３” 项下查询得到的 ＩＰＦ 疾病靶点进行

交集， 获得血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的关键靶点， 并建立血府

逐瘀汤潜在活性成分⁃靶点调控网络， 同时将这些关键靶点

导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中， 选择物种 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 将各节

点置信度得分设置为≥０ ９， 同时删除游离节点， 构建蛋白

质⁃蛋白质相互作用网络 （ＰＰＩ）， 并以 “ｔｓｖ” 文件输出。
１ ５　 血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 关键靶点的拓扑分析　 将 “１ ４”
项下 ＳＴＲＩＮＧ 数据库输出的 “ ｔｓｖ” 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软

件， 通过 ＣｙｔｏＮＣＡ 插件计算各靶点 Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ、 Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、
Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ、 ＬＡＣ 和 Ｎｅｔｗｏｒｋ ６ 个拓扑性质参数及其

中位值， 以 ６ 个拓扑性质参数均大于中位值作为筛选条件

建立子网络， 再以相同的方法对子网络进行一次拓扑分析，
得到核心网络和靶点。
１ ６　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析　 首先， 使用 Ｒ 语言 “ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ．
ｄｂ” 包将最终核心网络中的靶点基因名称转换为可识别的

ｅｎｔｒｅｚ ＩＤ； 然后， 调用 “ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ” 包对关键靶点进行

基因本体 （ＧＯ） 功能分析和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 通 路 富 集 分 析； 最 后， 通 过 “ ｇｇｐｌｏｔ２ ” 和

“ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ” 包对分析结果进行可视化处理。
１ ７　 分子对接　 对核心网络中的靶点按照 Ｄｅｇｒｅｅ 值 （连接

节点数） 进行排序， 将排名前 １０ 位的靶点在血府逐瘀汤化

学成分⁃靶点调控网络中找出相对应的活性化学成分， 进行

分子对接， 以验证药物作用的可能性。 从 ＰＤＢ 数据库获得

关键靶点蛋白的三维结构， 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库查询活性化

学成分的三维结构， 并通过 Ｃｈｅｍ３Ｄ 软件对化学结构的自

由能进行优化。 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ、 ＰｙＭＯＬ 和 Ｖｉｎａ 软件进

行分子对接。

１ ８　 实验验证

１ ８ １　 实验动物　 ６０ 只 ６～ ８ 周龄无特定病原体级雄性 ＳＤ
大鼠， 由广西医科大学实验中心提供， 体质量 （２５３ １８±
５ ３７） ｇ， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （桂） ２０２０⁃０００４，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （桂） ２０２０⁃０００３。 实验过程

中予以自由食水， 保持环境温度 （ ２１ ± ２）℃， 相对湿度

５０％ ～６０％ ， 昼夜明暗交替 １２ ｈ。 本研究动物实验过程经广

西中医药大学实验动物福利伦理委员会审查通过 （伦理号

２１１０００２）。
１ ８ ２　 药物、 试剂和仪器 　 血府逐瘀汤中的 １１ 种中药材

（桃仁、 红花、 当归、 生地黄、 牛膝、 川芎、 桔梗、 赤芍、
枳壳、 甘草和柴胡） 均由广西中医药大学第一附属医院提

供。 博来霉素 （瀚晖制药有限公司， 批号 ２１０３６７）； 吡非

尼酮 （北京凯因科技股份有限公司， 批号 ２１１１０９）； 多聚

甲醛溶液、 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒、 苏木素伊红染色试剂

盒 （ 南 京 森 贝 伽 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号 ２０１２６６４、
２１０９３２１、 ２１０１３３９）； 羟脯氨酸 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （上海研

尊生物科技有限公司， 批号 １９１１２５８９）； 磷酸化信号转导和

转录激活因子 ３ 抗体 （ＳＴＡＴ３）、 磷酸化丝裂原活化蛋白激

酶 （ＥＲＫ） 抗体、 Ｔｏｌｌ 样受体 ３ （ＴＬＲ３） 抗体 （上海雅吉

生物科技有限公司， 批号 ２０１１３３９、 ２００９６５３、 ２１１２５５４）；
ＲＩＰＡ 裂解液、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液、 ５％ 脱脂奶粉

（北京伊塔生物科技有限公司， 批号 ２１０９３３８、 ２１１０２７５、
２１１１４４５８）。 全波长酶标仪 （南京德铁实验设备有限公司）；
蛋白质印迹分子成像系统 （美国 Ａｚｕｒｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；
冰冻切片机 （深圳市瑞沃德生命科技有限公司）。
１ ８ ３　 血府逐瘀汤水煎液制备　 血府逐瘀汤由桃仁 １２ ｇ，
红花、 当归、 生地黄、 牛膝各 ９ ｇ， 川芎、 桔梗各 ４ ５ ｇ，
赤芍、 枳壳、 甘草各 ６ ｇ， 柴胡 ３ ｇ 组成。 将上述 ７５ ｇ 药材

加 ０ ９ Ｌ 水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 武火煮沸后文火煎煮 １ ｈ， 过滤药

液， 药渣加清水 ０ ７５ Ｌ， 武火煮沸后继续文火煎煮 １ ｈ， 过

滤药液， 将 ２ 次煎煮药液混合、 过滤， 并减压浓缩为生药
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量 ９ ０ ｇ ／ ｍＬ 的水煎液［９］ 。
１ ８ ４　 分组、 造模与给药　 将 ６０ 只大鼠适应性饲养 ３ ｄ，
按照体质量随机分为正常组、 模型组、 吡非尼酮组和血府

逐瘀汤低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只。 除正常组外， 其余

各组采用多次雾化吸入博莱霉素法造模， 具体方法为博莱

霉素 （６０ ｇ ／ Ｌ） 吸入 ３０ ｍｉｎ， 连续 ３ ｄ［１０］ 。 造模后次日， 正

常组和模型组给予以 ０ ９％ 氯化钠注射液灌胃； 吡非尼酮组

给予吡非尼酮 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃， 每天 ２ 次； 血府逐瘀汤低、
中、 高剂量组剂量参考 Ｍｅｎｇ 等［９］ 研究， 分别给予 ３ ９、
７ ８、 １５ ６ ｇ ／ ｋｇ 血府逐瘀汤水煎液进行灌胃， 每天 １ 次， 持

续给药 ２１ ｄ。 于末次灌胃 ３ ｈ 后以颈椎离断法处死大鼠， 取

所有大鼠右肺下叶于 ４％ 多聚甲醛固定液中固定， 其余肺组

织经液氮快速冷冻， 置于－８０ ℃超低温冰箱保存备用。
１ ８ ５　 组织病理学检测 　 取固定于 ４％ 多聚甲醛中的大鼠

肺下叶组织， 常规脱色和石蜡包埋， 纯净水冲洗过夜， 并

由梯度乙醇脱水， 经二甲苯透明， 浸蜡、 包埋， 于 ４ ℃冰

箱保存过夜， 取出包埋组织以 ５ μｍ 厚度切片， 具体染色步

骤按照试剂盒说明书进行， 染色结束后中性树胶封片， 于

光学显微镜下观察 ＨＥ 染色的肺泡炎症反应程度及 Ｍａｓｓｏｎ
染色的胶原增殖情况， 并参考 Ｓｚａｐｉｅｌ 等［１１］ 研究， 对 ＨＥ 和

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果进行半定量评分。 具体方法为根据肺组织

肺泡充血、 出血、 粒细胞浸润聚集或肺泡间隔增厚等情况

对 ＨＥ 染色结果进行评分， 以评价肺组织的炎性反应程度；
同时根据肺组织蓝色胶原沉积情况对 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果进行

评分， 评分均为 ０～ ５ 分， 其中 ０ 分代表正常， １～ ５ 分分别

定义为每 １ 个高倍视野下炎症病变或蓝色胶原沉积范围≤
１０％ 、 １０％ ～３０％ 、 ３０％ ～５０％ 、 ５０％ ～８０％ 、 ＞８０％ 。
１ ８ ６　 羟脯氨酸水平检测　 采用酶联免疫吸附法对大鼠肺

组织的羟脯氨酸水平进行检测， 检测试剂盒由深圳子科生

物科技有限公司提供， 具体步骤为称取大鼠肺组织 ３０ ｍｇ，
以匀浆器将其充分匀浆， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上

清液， 同时配制不同浓度标准品用于绘制标准曲线。 将标

准液和待测样品置于羟脯氨酸酶标板中， 上机后先后加入

试剂盒中的抗体工作液、 底物工作液和终止液， 并在

４５０ ｎｍ波长处检测吸光度， 根据标准曲线计算羟脯氨酸

水平。
１ ８ ７　 蛋白质免疫印迹法检测 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋白

表达　 取适量肺组织于冰上剪碎后加入 ＲＩＰＡ 裂解液进行裂

解， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 采用 ＢＣＡ 法对蛋

白质进行定量。 将制得的蛋白质样品按照每孔上样量为 ４０
μｇ 进行蛋白质凝胶电泳实验， 转膜后以 ５％ 脱脂奶粉溶液

封闭 ２ ｈ， 洗膜后， 根据说明书加入目的蛋白一抗和内参

ＧＡＰＤＨ 一抗， ４ ℃孵育过夜， 再次洗膜后， 加入 ＨＲＰ 标记

的二抗， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ。 通过 ＥＣＬ 高敏发光液进行显影，
胶片曝光， 采用凝胶成像系统分析目的蛋白和内参 ＧＡＰＤＨ
蛋白灰度值的比值， 以该比值作为目的蛋白的相对表达量。
１ ８ ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ 软件进行处理， 计量资料

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０ ０５
表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２ １　 血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的关键靶点分析 　 查询 ＴＣＭＳＰ
数据库， 检索出符合筛选标准的血府逐瘀汤 １１ 味中药潜在

活性成分共计 １９７ 种。 通过检索 ＣＮＫＩ 和 ＮＣＢＩ 数据库， 检

索到 ４ 篇血府逐瘀汤活性成分的文献研究［１２⁃１４］ ， 共得到 ５４
种活性成分。 将 ２ 种检索方式得到的血府逐瘀汤活性成分

进行合并， 删除重复成分后， 共计得到血府逐瘀汤活性化

学成分 ２３７ 种， 相应作用靶点 ２３６ 个。
从 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＴＴＤ 和 ＤｒｕｇＢａｎｋ 数

据库检索 ＩＰＦ 疾病相关靶点共计 ３ ３９５ 个 （图 １Ａ）， 与血府

逐瘀汤各味中药潜在活性成分对应的 ２３６ 个作用靶点取交

集后， 共获得 １７５ 个关键靶点 （图 １Ｂ）。

图 １　 ＩＰＦ 疾病相关靶点 （Ａ） 和血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 的关键靶点 （Ｂ） 预测

２ ２　 血府逐瘀汤潜在活性成分⁃靶点调控网络模型构建　 将

１７５ 个关键靶点通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件建立血府逐瘀汤潜在活性

成分⁃靶点调控网络。 由图 ２ 可知， 血府逐瘀汤中化学成分槲

皮素 （ＭＯＬ００００９８） 作用的靶点最多， 共计 １１０ 个， 其次为

木犀草素 （ＭＯＬ０００００６） 和山柰酚 （ＭＯＬ０００４２２） 分别有

４２、 ３８ 个。 而在交集靶点中， 受到血府逐瘀汤中化学成分作

用最多的靶点为 ＰＴＧＳ２， 共计有 １２７ 种化学成分可作用于该

靶点， 其次为 ＥＳＲ１ 和 ＨＳＰ９０ＡＡ１， 分别有 ９０、 ８６ 个。

２ ３　 血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 核心靶点的筛选　 基于关键靶点

在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库建立 ＰＰＩ 网络， 于 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中导出
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注： 活性成分中 代表来源于柴胡， 代表来源于赤芍， 代表来源于川芎， 代表来源于当归， 代表来

源于熟地黄， 代表来源于甘草， 代表来源于红花， 代表来源于桔梗， 代表来源于牛膝， 代表来源

于桃仁， 代表来源于枳壳。

图 ２　 血府逐瘀汤化潜在活性成分⁃靶点调控网络

网络图 （ 图 ３Ａ）， 使 用 Ｃｙｔｏ ＮＣＡ 插 件 计 算 各 靶 点 的

Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ、 Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ、 Ｄｅｇｒｅｅ、 Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ、 ＬＡＣ、 Ｎｅｔｗｏｒｋ
的中位值分别为 ５５ ２０、 ０ ０９、 １２ ００、 ０ ０３、 ４ ００、 ５ ０４，
得到所有参数值均大于中位值的靶点共计 ４６ 个， 并建

　 　 　 　 　

立子网络 （图 ３Ｂ）； 再次计算子网络各靶点的上述拓扑性质

参数 中 位 值 分 别 为 １６ ５０、 ０ ５６、 ２４ ００、 ０ １３、 １１ １１、
１２ ２４， 得到所有参数值均大于中位值的靶点共计 ２０ 个， 以

该 ２０ 个靶点作为核心靶点并建立核心网络 （图 ３Ｃ）。

图 ３　 血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 核心靶点的筛选

２ ４　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析　 将核心网络中的 ２０ 个靶点进

行 ＧＯ ［包括分子生物学过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、 分

子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 及细胞成分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） ］ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 以 Ｐ＜０ ０５ 为

筛选标准， 并以升序进行排列， 分别取前 １０ 和 ３０ 位进行

分析。 ＧＯ 富集分析表明， 在生物学进程、 分子功能和细胞

成分上， 核心靶点基因主要富集于 ＤＮＡ⁃结合转录因子活性

的 调 控 （ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ）、 磷酸酶结合 （ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ） 和 囊 泡 腔

（ｖｅｓｉｃｌｅ ｌｕｍｅｎ） 上 （图 ４Ａ）。 ＫＥＧＧ 富集分析表明， 在 ２０
个核心靶点基因中， 有 １５ 个基因富集于 Ｋａｐｏｓｉ’ ｓ 肉瘤相关

疱疹 病 毒 感 染 （ Ｋａｐｏｓｉ ｓａｒｃｏｍａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｈｅｒｐｅｓ ｖｉｒｕｓ
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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ） 通路， 是富集最多的通路， 其次分别为人类巨细

胞病毒感染 （ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ） 和丙型肝炎

病毒 （ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ） 通路， 分别有 １４ 和 １３ 个核心靶点基因

富集 （图 ４Ｂ）。

图 ４　 血府逐瘀汤治疗 ＩＰＦ 关键靶点的 ＧＯ （Ａ） 和 ＫＥＧＧ 通路 （Ｂ） 富集分析

２ ５　 分子对接　 将核心靶点按照 Ｄｅｇｒｅｅ 值进行排名， 取排

名前 １０ 位的靶点与相应的血府逐瘀汤化学成分进行分子对

接。 表 ２ 为靶点蛋白与潜在活性成分对接结果， 由此可知，
各靶点蛋白与血府逐瘀汤中潜在活性成分的最低结合能均

小于－５ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 经可视化处理后发现， 上述靶点和活

性化学成分可自发结合， 并可借助氢键等分子间作用力形

成较为稳定的构象， 见图 ５。

表 ２　 部分核心靶点蛋白与血府逐瘀汤潜在活性成分的分子对接结果

关键靶点 ＰＤＢ ＩＤ 化合物 中文名称 ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ 分子结合能 ／ （ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）
ＳＴＡＴ３ ５ＡＸ３ ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅ ａ 甘草查尔酮 Ａ ５３１８９９８ －７ ５
ＭＡＰＫ３ ２ＺＯＱ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ 柚皮素 ４３９２４６ －８ １
ＡＫＴ１ ７ＮＨ５ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 ５２８０３４３ －１０ ４
ＴＰ５３ １ＧＺＨ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 ５２８０３４３ －７ ３
ＥＧＦＲ １ｉｖｏ ｌｕｔｅｏｌｉｎ 木犀草素 ５２８０４４５ －８ ３

ＨＳＰ９０ＡＡ１ ７ＬＴ０ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ 异鼠李素 ５２８１６５４ －９ １
ＲＥＬＡ １ＮＦＩ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ 异鼠李素 ５２８１６５４ －８ ４
ＭＡＰＫ１ ７Ｅ７５ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 ５２８０３４３ －７ ５
ＥＧＦ １ＡＰＱ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ 槲皮素 ５２８０３４３ －８ ０

ＣＡＳＰ３ ５ＩＣ４ ａｃａｃｅｔｉｎ 金合欢素 ５２８０４４２ －７ ８

图 ５　 分子对接模式示意图
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２ ６　 血府逐瘀汤对 ＩＰＦ 大鼠肺组织肺泡炎症和纤维化程度

的影响　 由图 ６、 表 ３ 可知， 与正常组比较， 模型组大鼠肺

泡中出现大量炎性细胞浸润和蓝色胶原沉积， 且 ＨＥ 和

Ｍａｓｓｏｎ 染色评分均升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 吡非

尼酮组和血府逐瘀汤各剂量组大鼠肺泡炎性细胞浸润程度

缓解， 蓝色胶原沉积减少， 且 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色评分均降

低 （Ｐ＜０ ０１）。
羟脯氨酸为胶原蛋白中的特有成分， 是目前用于评价

肺组织纤维程度的重要指标［１５］ 。 由图 ７ 可知， 与正常组比

较， 模型组大鼠肺组织羟脯氨酸水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与

模型组比较， 吡非尼酮组和血府逐瘀汤高剂量组大鼠肺组

织羟脯氨酸水平降低 （Ｐ＜０ ０１）。

图 ６　 各组大鼠肺组织 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×４００）

表 ３　 各组大鼠 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＨＥ 染色评分 ／ 分 Ｍａｓｓｏｎ 染色评分 ／ 分

正常组 — ０ ００±０ ００ ０ ００＋０ ００
模型组 — ３ ６１±０ ５１∗∗ ３ ６０±０ ６０∗∗

吡非尼酮组 ０ ０５ ２ ２３±０ ２８＃＃ ２ ３５±０ ３５＃＃

血府逐瘀汤低剂量组 ３ ９ ２ ５０±０ ４８＃＃ ２ ４１±０ ６２＃＃

血府逐瘀汤中剂量组 ７ ８ １ ８８±０ ４５＃＃ ２ ００±０ ４３＃＃

血府逐瘀汤高剂量组 １５ ６ １ ７２±０ ３４＃＃ １ ５５±０ １９＃＃

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

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 血府逐瘀汤对大鼠肺组织羟脯氨酸水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

２ ７　 血府逐瘀汤对 ＩＰＦ 大鼠肺组织 Ｋａｐｏｓｉ’ ｓ 肉瘤相关疱疹

病毒感染信号通路中关键蛋白表达的影响 　 由图 ８ 可知，
与正常组比较， 模型组大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 吡非尼酮组和血

府逐瘀汤各剂量组大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋白表

达表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
３　 讨论

通过网络药理学分析， 本研究共获得血府逐瘀汤治疗

ＩＰＦ 的 １７５ 个关键靶点。 由活性成分⁃靶点调控网络模型可

知， 作用于 ＩＰＦ 靶点的主要活性成分为槲皮素和木犀草素，
提示上述化合物可能在血府逐瘀汤抗肺纤维化的过程中发

挥重要作用。 研究发现， 成纤维细胞衰老是 ＩＰＦ 的主要分

子机制， 而槲皮素可以通过上调 ＦａｓＬ 和 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 表达，
抑制 Ａｋｔ 活化， 增强成纤维细胞衰老和凋亡的抵抗力， 从

而阻止 ＩＰＦ 病理进展［１６⁃１７］ 。 此外， 还有研究认为， 槲皮素

和木犀草素发挥抗肺纤维作用可能与抑制 ＳｐｈＫ１ ／ Ｓ１Ｐ 信号

传导［１８］和成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 Ｓｍａｄ３ 磷酸化有

关［１６］ 。 本研究进一步建立 ＰＰＩ 互作网络， 并经拓扑分析获

得核心靶点 ２０ 个。 富集分析显示， 核心靶点富集最多的通

路为疱疹病毒感染、 丙型肝炎病毒感染和人类巨细胞病毒

感染方面， 提示血府逐瘀汤很可能是通过影响上述信号转

导通路发挥治疗 ＩＰＦ 的作用。
已有证据表明， 病毒感染是 ＩＰＦ 的发病和急性加重的

重要风险因素， 尤其是持续性和慢性感染病毒如疱疹病毒

和人类巨细胞病毒等可显著增加 ＩＰＦ 发病风险［１９］ 。 其中以

疱疹病毒与 ＩＰＦ 发病的相关性最受关注。 研究发现， ９６％
的 ＩＰＦ 患者肺中疱疹病毒 ＤＮＡ 检测呈阳性， 且可从肺泡上

皮细胞发现疱疹病毒的潜伏证据［２０］ 。 此外， 疱疹病毒感染

可能还参与了 ＩＰＦ 的急性加重过程。 Ｓａｒａｙａ 等［２１］ 研究发现，
疱疹病毒可增加 ＩＰＦ 患者急性加重风险， 增加患者的短期

死亡率。 本研究进一步对 ＫＥＧＧ 富集得到的疱疹病毒感染、
丙型肝炎病毒感染和人类巨细胞病毒感染通路中的关键靶

点进行分析发现， 在上述通路中均包含了 ＳＴＡＴ３ 蛋白。
３６６
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ８　 血府逐瘀汤对大鼠肺组织 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

ＳＴＡＴ３ 是一种细胞质转录因子， 在腺病毒介导的肺损伤中

发挥重要作用［２２］ ， 也是促进成纤维细胞衰老的重要因

子［２３］ 。 Ｐｒêｌｅ 等［２４］在 ２０１２ 年即提出 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达异常可

能是肺组织纤维化的核心致病机制。
本研究分子对接结果表明， 获得的核心靶点可以与活

性成分形成较为稳定的构象， 这进一步验证了血府逐瘀汤

对 ＩＰＦ 治疗作用的药效物质基础。 动物实验发现， 血府逐

瘀汤可明显缓解 ＩＰＦ 大鼠肺泡内炎性细胞浸润程度， 减少

蓝色胶原纤维沉积， 同时降低肺组织羟脯氨酸水平， 这提

示血府逐瘀汤可改善 ＩＰＦ 大鼠肺组织纤维化的病理情况。
Ｋａｐｏｓｉ’ｓ 肉瘤相关疱疹病毒感染信号通路是本研究中

核心靶点富集率最高的通路。 通过检索 ＫＥＧＧ 数据库可知，
该通路主要涉及 ＭＡＰＫ、 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 和 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路

等。 其中， ＥＲＫ、 ＳＴＡＴ３ 和 ＴＬＲ３ 分别是上述 ３ 个通路中的

关键蛋白之一。 既往研究发现， ＭＡＰＫ 信号通路与成纤维

细胞的激活和增殖有关， 而 ＥＲＫ 则是该通路的重要调节蛋

白［２５］ 。 Ｌｉｕ 等［２６］在关于 ＩＰＦ 的动物实验中， 将 ＥＲＫ 作为主

要目标蛋白进行分析。 此外， Ｔｏｌｌ 样受体信号通路与 ＩＰＦ 的

相关性已经得到证实［２７］ 。 其中， Ｔｏｌｌ 样受体 ３ （ＴＬＲ３） 作

为该通路中的关键调节蛋白， 激活后可加强纤维增殖反应，
并可引起 ＩＰＦ 大鼠肺功能下降， 增加死亡风险［２８］ 。 因此，
本研究将 ＥＲＫ、 ＴＬＲ３ 和 ＳＴＡＴ３ 作为目标蛋白， 分析血府逐

瘀汤治疗 ＩＰＦ 的主要机制。 结果发现， 血府逐瘀汤各剂量

组 ＳＴＡＴ３、 ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋白表达低于模型组， 且血府逐瘀

汤高剂量组与吡非尼酮组较为接近， 提示血府逐瘀汤可通

过抑制 Ｋａｐｏｓｉ’ ｓ 肉瘤相关疱疹病毒感染通路中 ＳＴＡＴ３、
ＥＲＫ 和 ＴＬＲ３ 蛋白表达发挥抗 ＩＰＦ 的作用。

综上所述， 本研究基于网络药理学和分子对接技术对

血府逐瘀汤多成分、 多靶点、 多途径治疗 ＩＰＦ 的作用机制

进行分析， 并在此基础上进行了动物实验论证。 结果表明，
血府逐瘀汤可能通过疱疹病毒感染、 丙型肝炎病毒感染和

人类巨细胞病毒感染等信号通路发挥其抗纤维化的作用。
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