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摘要： 目的　 探讨强力五虎合剂对肺炎的抑制作用。 方法　 运用 ＬＣ⁃ＭＳ 技术鉴定强力五虎合剂入肺化学成分。 基于

ＴＣＭＳＰ 等数据库获取强力五虎合剂入肺作用靶点和肺炎疾病靶点信息； 采用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件

构建强力五虎合剂治疗肺炎的交集作用靶点和 “药物⁃成分⁃靶点⁃疾病” 网络图； 采用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库对核心靶点进

行 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 采用 ＬＰＳ 诱导 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞， 构建肺炎损伤模型， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率并筛

选最佳给药剂量。 细胞分为对照组、 模型组和强力五虎合剂组， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β
水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果　 共鉴定出入肺成

分 １９ 种。 网络药理学分析得到强力五虎合剂与肺炎核心交集靶点 ９６ 个， 主要涉及 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路。 细胞实验显

示， １０％ 含药血清为最佳给药剂量。 与对照组比较， 模型组细胞上清液 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 细胞中 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 强力五虎合剂

组细胞上清液 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞中 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 及

蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 　 强力五虎合剂能有效地治疗肺炎， 其作用可能与下调 ＴＧＦ⁃β、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达有关。
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　 　 支气管肺炎是儿童时期最常见的呼吸道疾病，
３ 岁以下儿童为主要的高发群体， 更是儿童死亡的

主要病因之一［１⁃２］。 该病全年多发， 临床上以发

热、 咳嗽、 痰鸣、 气促、 呼吸困难、 肺部固定中细

湿啰音为共同表现， 具有发病急、 变化快、 复发率

高的特点［３］， 若治疗不及时或者治疗不当， 可能

导致儿童呼吸衰竭甚至死亡［４］。 目前， 抗生素的

过度使用导致患者出现多种副作用及细菌耐药性增

加， 如肝、 肾损害、 二重感染、 过敏等［５］， 使得

西药对于肺炎的治疗越来越局限， 而中药治疗肺炎

历史悠久， 且疗效良好、 安全性较高。 因此， 从传

统中草药或中药复方中寻找安全有效的肺炎治疗药

物， 是治疗儿童肺炎并减弱人们对抗生素依赖的一

种有效策略。
强力五虎合剂是经宁夏回族自治区药品监督管

理局批准注册的院内制剂， 主要由麻黄、 苦杏仁、
黄芩、 桑白皮等 １２ 味中药组成， 临床研究发现该

药在治疗小儿支气管肺炎方面具有显著疗效［６］。

课题组前期对强力五虎合剂制备工艺、 化学成分等

进行了研究［７⁃９］， 但未对其机制进行探讨。 因此，
本实验通过联合 ＬＣ⁃ＭＳ 和网络药理学技术， 并结

合体外细胞实验验证， 进一步考察强力五虎合剂对

肺炎的抑制作用， 以期为临床合理用药提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 １６ 只， ３ 月龄， 雄性，
体质量 （１８０ ～ ２２０） ｇ， 购买并饲养于宁夏医科大

学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（宁） ２０２５⁃０００１］， 环境温度 （２０±３）℃， 相对湿

度５０％ ±１０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环， 自主进食、
饮水。 本研究经宁夏医科大学实验动物使用与管理

委员会批准 （伦理号 ＩＡＣＵＣ⁃ＮＹＬＡＣ⁃２０２４⁃１１３）。
１􀆰 ２　 细胞　 人肺支气管上皮细胞 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ （批号

３５９２７４） 购自商城北纳创联生物科技有限公司，
细胞生长条件为 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２， 常规培养至 ５ 代

后进行实验。
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１􀆰 ３　 药物与试剂　 强力五虎合剂购自宁夏回族自

治区中医医院 （宁夏回族自治区中医研究院） 制剂

中心， 批号 ２０２４０６０５。 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ， 美国 ＭＣＥ 公司， 批号 ＨＹ⁃Ｄ１０５６）； 胎牛血清

（武汉普诺赛生命科技有限公司， 批号 ＳＡ２３０３１６）；
１％青霉素⁃链霉素双抗 （北京索莱宝科技有限公司，
批号 ２４０００５０１１）； ＤＭＥＭ 培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，
批号 ６１２４３６６）； 磷酸盐缓冲液 （美国 Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ 公

司， 批号 Ｐ９１６０４２０２０６）； ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖检测试剂

盒（江 苏 凯 基 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司， 批 号

２０２４０４１９）；人白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃１８、
ＩＬ⁃１β、转化生长因子⁃β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，
ＴＧＦ⁃β）试剂盒（上海江莱生物科技有限公司，批号

１１２７５０００４１４１１３１１２７、 １１２７５０００４１９２６１１１２７、 １１２７５０００４１３６６２１１２７、
１１２７５０００４２００８２１１２７）；全蛋白提取试剂盒（江苏凯基生

物技术股份有限公司， 批号 ２０２４０４１９⁃３）； ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＴＧＦ⁃β 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 批号 ７、 １６、 １０）； β⁃ａｃｔｉｎ、 山羊

抗兔 ＩｇＧ 多克隆抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 批号

３ｋ５８４２７、 ５６ｊ９９５８）。
１􀆰 ４　 仪器　 电子分析天平 （美国奥豪斯公司， 型

号 ＤＶ２１５ＣＤ）； 多功能酶标仪 （德国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司， 型号 Ｅｎｓｐｉｒｅ）； 荧光定量基因扩增仪 （德国

耶拿公司， 型号 ｑＴＯＷＥＲ３Ｇ）； 高速冷冻离心机

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 型号 ２⁃１６ＫＬ）； 小型垂直电泳

槽、 小型转印电泳槽 （北京伯兰特仪器设备有限

公司， 型号 ＢＶ⁃４、 ＢＴ⁃２）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与给药　 将 １６ 只 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １
周后， 随机分为空白组和强力五虎合剂组， 每组 ８
只。 强力五虎合剂组每天灌胃给予 ８􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 药液

（相当于生药量 １􀆰 ０５ ｇ ／ ｍＬ， 根据人与动物体表面

积换算， 成人体质量以 ７０ ｋｇ 计）， 空白组小鼠每

天灌胃给予等体积生理盐水， 连续 ７ ｄ。 末次给药

２ ｈ 后， 腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠溶液麻醉小鼠，
腹主动脉取血并收集肺组织样本。 血液静置 ２ ｈ，
４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集血清， 保存备

用； 肺组织在液氮中速冻并转移至－８０ ℃冰箱中保

存备用。
２􀆰 ２　 强力五虎合剂入肺组织化学成分分析

２􀆰 ２􀆰 １　 供试品溶液制备　 称取 （１００±５） ｍｇ 肺组

织样品， 加入 ２８０ μＬ 提取液 （甲醇 ∶ 水 ＝ ４ ∶ １），
含 ４ 种内标 （０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨酸、 Ｄ４⁃琥
珀酸、 １３Ｃ６⁃葡萄糖、 氘代亮氨酸）， 冷冻组织研

磨仪研磨 ６ ｍｉｎ （－１０ ℃， ５０ Ｈｚ）， 低温超声提取

３０ ｍｉｎ （５ ℃， ４０ ｋＨｚ）。 样品于－２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎ
后， ４ ℃、 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液，
即得。 另外， 每个样本分别取 ２０ μＬ 上清液， 混合

后作为质控样本。
２􀆰 ２􀆰 ２　 色谱条件　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ） 色谱柱； 流动相水 （含 ２％
乙腈及 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ａ） ⁃乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸）
（Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ０􀆰 ５ ｍｉｎ， ２％ Ｂ； ０􀆰 ５ ～ ３􀆰 ５
ｍｉｎ， ２％ ～ ２５％ Ｂ； ３􀆰 ５ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ， ２５％ ～ ３５％ Ｂ；
７􀆰 ５ ～ １１ ｍｉｎ， ３５％ ～ ５０％ Ｂ； １１ ～ １３ ｍｉｎ， ５０％ ～
９５％ Ｂ； １３ ～ １４􀆰 ４ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； １４􀆰 ４ ～ １４􀆰 ５ ｍｉｎ，
９５％ ～２％ Ｂ； １４􀆰 ４～１６ ｍｉｎ， ２％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ４
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 进样量 ３ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 质谱条件　 电喷雾离子源； 正负离子扫描；
扫描范围 ｍ ／ ｚ ７０ ～ １ ０５０ Ｄａ； 喷雾电压 ３ ５００、
－３ ０００ Ｖ； 鞘气、 辅助气体积流量 ５０、 １３ ｒａｂ； 加

热温度、 毛细管温度 ４５０、 ３２０ ℃。
２􀆰 ２􀆰 ４　 数据处理 　 原始数据导入软件 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ
ＱＩ ｖ３􀆰 ０ （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司） 进行基线过滤、 峰识

别、 积分、 保留时间校正、 峰对齐等， 最终得到含

保留时间、 质荷比和峰强度等信息的数据矩阵。 其

后采用该软件进行特征峰搜库鉴定， 将 ＭＳ 和 ＭＳ ／
ＭＳ 质谱信息与上海美吉生物医药科技有限公司自

建中药专属代谢物数据库 （ＭＪＢＩＯＴＣＭ） 进行匹

配， ＭＳ 质量误差设置为小于 １０×１０－６， 同时根据

二级质谱匹配得分鉴定化学成分。
２􀆰 ３　 网络药理学分析

２􀆰 ３􀆰 １　 强力五虎合剂入肺成分靶点和肺炎疾病靶

点筛选　 将 “２􀆰 ２” 项下得到的化学成分导入中药

系统药理学数据库分析平台 （ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｐｌａｔｆｏｒｍ， ＴＣＭＳＰ） 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．
ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ／ ）、 ＣＴＤ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｔｄｂａｓｅ．
ｏｒｇ）、 Ｈｅｒｂ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ． ｃｎ）， 获取

强力五虎合剂入肺成分的靶点信息， 使用 Ｕｎｉｐｒｏｔ
数据库对靶点进行校正， 去除重复和没有对应靶点

的成 分。 此 外， 以 “ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ” 为 关 键 词 在

ＯＭＩＭ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ） 和 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ） 中搜集肺炎相关疾病靶点， 汇总各

数据库靶点并剔除重复值， 得到肺炎相关的疾病靶

点， 利用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件绘制韦恩图， 得到强力
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五虎合剂与肺炎的交集靶点， 最后通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 １０􀆰 ２ 软件构建 “药物⁃活性成分⁃靶点⁃疾病” 网

络图。
２􀆰 ３􀆰 ２　 强力五虎合剂成分与肺炎核心预测蛋白相

互作用 （ＰＰＩ） 网络构建 　 将 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下的交

集靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ） 以建立 ＰＰＩ 网络， 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软

件进一步可视化。
２􀆰 ３􀆰 ３　 基因本体 （ＧＯ） 功能及京都基因与基因组

百科 全 书 （ ＫＥＧＧ ） 通 路 富 集 分 析 　 采 用

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库收集 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 信息， 将核心

靶点导入 “微生信” 平台进行 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通

路富集分析， 得到分子功能 （ＭＦ）、 生物学过程

（ＢＰ）、 细胞组分 （ＣＣ） 和相信号通路关， 分析获

得强力五虎合剂中入肺成分治疗肺炎的主要生物学

过程和关键通路。
２􀆰 ４　 细胞炎症实验

２􀆰 ４􀆰 １　 强力五虎合剂含药血清制备 　 将 “２􀆰 １”
项下血清置于 ５６ ℃ 恒温水浴锅中灭活 ３０ ｍｉｎ，
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤过膜过滤除菌， 分装后置于－８０ ℃
冰箱保存备用。
２􀆰 ４􀆰 ２　 细胞培养　 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养， 待细胞长至 ８０％ ～ ９０％ 时， 进

行 １ ∶ ３ 传代， 每周传代 ２～３ 次。
２􀆰 ４􀆰 ３　 肺炎损伤模型构建　 取生长至 ８０％ 左右的

ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞， 消化收集， 调整细胞密度为 ５ ０００
个 ／孔， 接种于 ９６ 孔板中， 于培养箱中培养 ２４ ｈ，
待细胞完全贴壁， 以不同质量浓度 （ ０、 １、 ５、
１０、 ２５ μｇ ／ ｍＬ） ＬＰＳ 分别作用于细胞 １２、 ２４ ｈ 后，
每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 于培养箱中继续孵育

２ ｈ， 采用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处各孔光密度

（ＯＤ）， 计算细胞存活率， 公式为细胞存活率 ＝
［ （ＯＤ实验组－ＯＤ空白对照组） ／ （ＯＤ对照组 －ＯＤ空白对照组）］ ×
１００％ （实验组为不同浓度的 ＬＰＳ 处理组， 空白对

照组为不含细胞的空白培养基组， 对照组为含细胞

的正常培养基组）。 根据细胞存活率计算结果， 筛

选 ＬＰＳ 最佳作用浓度及作用时间， 以获得 ＬＰＳ 诱

导的 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞肺炎损伤模型， 以细胞存活率

为 ６０％ 左右为佳［１０⁃１１］。
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率 　 以 “ ２􀆰 ４􀆰 ３”
项下筛选得到的 ＬＰＳ 给药剂量干预一定时间后，
弃去原培养液， 加入不同体积分数 （２􀆰 ５％ 、 ５％ 、
７􀆰 ５％ 、 １０％ ） 的含药血清， 同时设置正常血清对

照组、 模型组 （１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ）， 每孔设置 ６ 个复

孔。 培养 ２４ ｈ 后， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力， 筛选

最佳给药浓度用于后续实验。
２􀆰 ４􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平 　 根据 “２􀆰 ４􀆰 ３” 项下筛选得到

的 ＬＰＳ 给药剂量干预一定时间后， 弃去原培养液，
加入 “２􀆰 ４􀆰 ４” 项下筛选得到的最佳体积分数含药

血清进行培养， 同时设置对照组、 模型组， 每孔设

置 ６ 个复孔， 培养 ２４ ｈ 后， 吸取各组细胞上清液，
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行操作， 检测 ＴＧＦ⁃β、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 ４􀆰 ６ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞中 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｍＲＮＡ 的表达 　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

各处理组细胞总 ＲＮＡ， 将总 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，
再进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， 根据 ＳＹＢＲ 􀅺 Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ ＴａｑＨＳ
ｑＰＣＲ Ｋｉｔ （Ｒｏｘ Ｐｌｕｓ） 试剂盒说明书操作， 扩增程

序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ／延
伸 ３０ ｓ， 循环 ４０ 次。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ

法计算目的基因相对表达量， 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司设计与合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列

ＴＧＦ⁃β 正向 ５′⁃ＧＧＡＡＡＴＴＧＡＧＧＧＣＴＴＴＣＧＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＧＧＴＡＧＴＧＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＴ⁃３′

ＴＬＲ４ 正向 ５′⁃ＧＣＣＧＴＴＴＴＡＴＣＡＣＧＧＡＧＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＣＴＡＡＡＴＧＣＣＴＣＡＧＧＧＧＡＴ⁃３′

ＭｙＤ８８ 正向 ５′⁃ＡＧＴＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣＴＧＡＣＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＧＣＣＴＴＣＴＡＧＣＣＡＡＣＣＴＣＴ⁃３′

ＮＦ⁃кＢ ｐ６５ 正向 ５′⁃ＧＡＣＣＧＣＴＧＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＣＧＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＧＡＡＧＧ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＣＴＣＧＡＴＧＧＧＧＴＡＣＴＴＣＡＧ⁃３′

２􀆰 ４􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＴＧＦ⁃β、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 　 取各组细胞， 加入 ３００ μＬ
裂解液， 离心后收集上清液， 采用 ＢＣＡ 法检测蛋

白浓度。 取适量上清， 加入上样缓冲液， 经变性、
电泳、 转膜、 封闭后加入相应一抗稀释液 （１ ∶
１ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜， 次日用 ＴＢＳＴ 漂洗 ５ 次，
再分别加入二抗 （１ ∶ ２ ０００） 室温孵育 １ ｈ 后， 用

ＴＢＳＴ 漂洗 ５ 次， 采用 ＥＣＬ 超敏发光试剂， 置于凝

胶成像系统中显影， 采集图像， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析目标条带的灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算

蛋白相对表达量。
２􀆰 ４􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 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， 事后两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 强力五虎合剂成分分析　 从强力五虎合剂共

鉴定出 １９ 种入肺活性成分， 鉴定结果见表 ２， 成

分分类及占比见图 １， 总离子流图见图 ２。
表 ２　 强力五虎合剂入肺成分鉴定结果

序号 归属 化合物 ｔＲ ／ ｍｉｎ 分子式 ｍ ／ ｚ 模式 类型

１ 麻黄 去甲伪麻黄碱 ２􀆰 ２２１ ４ Ｃ９Ｈ１３ＮＯ １５２􀆰 １０７ ０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱

２ 麻黄 麻黄碱 ２􀆰 ３８７ ４ Ｃ１０Ｈ１５ＮＯ １６６􀆰 １２２ ７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱

３ 麻黄 香叶木素 ７􀆰 ９５７ ５ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６ ２９９􀆰 ０５５ ６ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

４ 麻黄 苜蓿素 ７􀆰 ７６１ ０ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ３２２􀆰 ０６６ ３ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

５ 麻黄 泽兰林素 １０􀆰 ８１５ ４ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ７ ３４３􀆰 ８１０ ９ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

６ 麻黄 木犀草素 ４􀆰 ８３６ １ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ２８５􀆰 ０４０ ２ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

７ 炒苦杏仁 野黑樱苷 ３􀆰 ７２４ ０ Ｃ１４Ｈ１７ＮＯ６ ２９４􀆰 ０９１ ８ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 碳水化合物类

８ 黄芩 白杨素 ５􀆰 ８６５ ９ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４ ２５５􀆰 ０６５ ０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 黄酮类

９ 黄芩 二氢木蝴蝶素 Ａ １０􀆰 ４２８ ９ Ｃ１６Ｈ１４Ｏ５ ２８５􀆰 ０７６ ４ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

１０ 黄芩 桉叶油醇 ３􀆰 ６８９ ３ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５５􀆰 １４３ ０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 萜类

１１ 蜜桑白皮 血根碱 ７􀆰 ５３５ ６ Ｃ２０Ｈ１４ＮＯ４
＋ ３１５􀆰 ０８６ ０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１２ 蜜桑白皮 鸢尾黄素 ７􀆰 ６９４ ４ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６ ２９９􀆰 ０５５ ６ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 黄酮类

１３ 蜜桑白皮 ７⁃羟基香豆素 ４􀆰 ３１０ ３ Ｃ９Ｈ６Ｏ３ １６１􀆰 ０２３ ３ ［Ｍ⁃Ｈ］ － 香豆素类

１４ 钩藤 钩藤碱 ５􀆰 ３１９ ５ Ｃ２２Ｈ２８Ｎ２Ｏ４ ３８５􀆰 ２１１ ６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１５ 钩藤 毛钩藤碱 ７􀆰 ４２７ ９ Ｃ２２Ｈ２８Ｎ２Ｏ３ ３６９􀆰 ２１６ ９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１６ 钩藤 四氢鸭脚木碱 ５􀆰 ５２８ ０ Ｃ２１Ｈ２４Ｎ２Ｏ３ ３５３􀆰 １８５ ６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１７ 浙贝母 贝母素甲 ５􀆰 ４４７ ３ Ｃ２７Ｈ４５ＮＯ３ ４３２􀆰 ３４７ ０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１８ 浙贝母 贝母辛 ４􀆰 ４２５ ９ Ｃ２７Ｈ４１ＮＯ３ ４２８􀆰 ３１５ ５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

１９ 蜜百部 氧化对叶百部碱 ４􀆰 ２８３ ６ Ｃ２２Ｈ３１ＮＯ５ ３９０􀆰 ２２７ １ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 生物碱类

图 １　 强力五虎合剂入肺成分分类占比图

３􀆰 ２　 网络药理学分析

３􀆰 ２􀆰 １　 强力五虎合剂入肺成分靶点与疾病靶点分

析　 利用 ＴＣＭＳＰ、 ＣＴＤ、 Ｈｅｒｂ 数据库， 获取强力

五虎合剂入肺成分靶点共 ８７９ 个。 同时， 通过

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 与 ＯＭＩＭ 数据库共获取肺炎相关疾病靶

点 ３４４ 个。 将强力五虎合剂入肺成分靶点与疾病靶

点导入 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 数据库， 获取交集靶点 ９６ 个，
见图 ３。 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件构建 “药物⁃活
性成分⁃靶点⁃疾病” 网络图， 见图 ４， 其中紫色为

强力五虎合剂入肺成分， 粉色为交集靶点。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络构建 　 利用 ＳＴＲＩＮＧ 在线平台工

具获得 ９６ 个基因的 ＰＰＩ 网络， 将得到的 ９６ 个靶点

结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 软件进行可视化分析，
见图 ５。 圆越大、 颜色越深则表示该靶点抗肺炎相

关性越强。
３􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析　 利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平

台对 ９６ 个潜在靶点进行 ＧＯ 分析， 采用 “微生信”
平台进行可视化分析， 筛选 Ｐ 值排名前 １０ 位的条

目， 结果 ＢＰ 主要涉及炎症反应、 先天性免疫反应

等； ＣＣ 主要涉及细胞膜、 细胞外基质等； ＭＦ 主

要涉及细胞因子受体结合、 细胞因子活性等， 见图

６。 利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台对 ９６ 个潜在靶点进行

ＫＥＧＧ 富集分析， 筛选条件为 Ｐ＜０􀆰 ０１， 其中 Ｐ 值

排名前 ２０ 位的通路主要为 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、
ＴＮＦ 信号通路等， 见图 ７， 这些通路可能是强力五

虎合剂治疗肺炎的关键通路。
３􀆰 ３　 细胞实验

３􀆰 ３􀆰 １　 ＬＰＳ 造模浓度筛选　 如图 ８ 所示， 当质量

浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ、 干预时间为 １２ ｈ 时， 细胞存活

率为 ６３􀆰 ７１％ ±１􀆰 ９３％ ， 为适宜的造模浓度， 且在

显微镜下明显观察到细胞有部分萎缩死亡、 且贴壁

细胞较少。 故选用 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 诱导 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细

胞 １２ ｈ， 建立肺炎损伤模型。
３􀆰 ３􀆰 ２　 最佳含药血清体积分数筛选　 如表 ３ 所示，
与对照组比较， 模型组细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
细胞损伤较大； 与模型组比较， ５％ 、 ７􀆰 ５％ 、 １０％
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注： Ａ、 Ｂ 分别为正、 负离子模式下肺组织总离子流图， Ｃ、 Ｄ 分别为正、 负离子模式下强力五虎合剂的总离子流图。

图 ２　 强力五虎合剂体内外样品的总离子流图

图 ３　 强力五虎合剂入肺成分靶点和肺炎靶点交集韦恩图

　 　 　

含药血清组细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中 １０％
含药血清组效果最佳， 故选择 １０％ 含药血清用于

后续实验。
３􀆰 ３􀆰 ３　 强力五虎合剂对细胞上清液中 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平的影响 　 如表 ４ 所示， 与对

照组比较， 模型组细胞上清液中 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１８、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
强力五虎合剂组细胞上清液中 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１８、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ４　 药物⁃活性成分⁃靶点⁃疾病网络图

图 ５　 强力五虎合剂活性成分与肺炎交集靶点的 ＰＰＩ 网络 （左） 及可视化分析图 （右）
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图 ６　 ＧＯ 功能富集分析

图 ７　 ＫＥＧＧ 通路富集分析

注： 与 ０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 ＬＰＳ 干预 １２、 ２４ ｈ 对 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞存活率的影响

表 ３　 各组细胞存活率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 细胞存活率 ／ ％
对照组 １００􀆰 ００±１􀆰 ４８
模型组 ６２􀆰 ６５±１􀆰 ６０∗∗

２􀆰 ５％ 含药血清组 ６５􀆰 １３±５􀆰 １６
５％ 含药血清组 ７４􀆰 １２±３􀆰 ８１＃＃

７􀆰 ５％ 含药血清组 ７８􀆰 ９８±４􀆰 ５９＃＃

１０％ 含药血清组 ８９􀆰 ０９±４􀆰 ２５＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组细胞上清液中 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β水平比较 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＧＦ⁃β ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１８ ＩＬ⁃１β

对照组 １ １０３􀆰 ６９±２９􀆰 ０３ １７５􀆰 ６６±５􀆰 ７６ ２８􀆰 ７４±０􀆰 ４７ ３８􀆰 ６５±３􀆰 ８５
模型组 １ ４０８􀆰 ０９±１３􀆰 ２９∗∗ ２３４􀆰 ７１±４􀆰 ３７∗∗ ７８􀆰 ８２±０􀆰 ９６∗∗ ９７􀆰 ７２±５􀆰 ０１∗∗

强力五虎合剂组 １ ２０９􀆰 ５３±１１􀆰 ７１＃＃ １８３􀆰 ９９±２􀆰 ９３＃＃ ３４􀆰 １３±０􀆰 ４５＃＃ ６０􀆰 ２６±２􀆰 ０５＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３􀆰 ４ 　 强力五虎合剂对 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞 ＴＧＦ⁃β、
ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图９
所示， 与对照组比较， 模型组细胞 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 强力五虎合剂组细胞 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组细胞中 ＴＧＦ⁃β、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３􀆰 ５　 强力五虎合剂对 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞 ＴＧＦ⁃β、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 　 如图 １０ 所

示， 与对照组比较， 模型组细胞 ＴＧＦ⁃β、 ＭｙＤ８８、

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 强力五虎合剂组细胞 ＴＧＦ⁃β、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组细胞中 ＴＧＦ⁃β、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

小儿支气管肺炎可归结于中医 “肺炎喘嗽”
的范畴， 病机关键为肺气郁闭， 痰热是主要病理产

物， 病变部位主要在肺［１２］。 强力五虎合剂源于中

医经典方剂麻杏石甘汤， 基于 “肺肠同治” 并结

合多年临床经验加减而成， 其良好的治疗效果作用

已经被证实［６］。 本研究基于 ＬＣ⁃ＭＳ 技术从强力五

虎合剂中鉴定出 １９ 种入肺成分， 包括麻黄碱、 去

甲伪麻黄碱、 钩藤碱、 木犀草素等， 这些活性成分

在抗炎、 抗氧化方面发挥关键作用［１３⁃１５］。 中药复

方通常涉及多成分、 多靶点、 多途径等相互协同作

用， 从而多维度发挥抗肺炎的作用。 近年来， 网络

药理学通过提供整体视角， 探索有效成分和疾病靶

点之间的复杂相互作用， 让中医整体治疗观和辨证

论治的特点与其巧妙的联系起来， 成为目前探索中

药药理机制的有效方法［１６］。 本研究采用网络药理

学探究强力五虎合剂治疗肺炎的潜在作用机制，
ＫＥＧＧ 通路富集分析发现， 强力五虎合剂治疗肺炎

主要涉及 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、 ＴＮＦ 信号通路等，
该结果为强力五虎合剂可能通过多靶点和多途径治

疗肺炎提供了科学依据。
本研究通过进一步建立 ＬＰＳ 诱导的 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ

细胞肺炎损伤模型， 探讨了强力五虎合剂对炎症反

应的调控作用。 ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞壁的主要

成分， 经常被用作炎症模型的诱导剂［１７］。 本研究

给予不同质量浓度 ＬＰＳ （ ０ ～ ２５ μｇ ／ ｍＬ） 干预

ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 细胞， 发现 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 作用 １２ ｈ 时，
细胞存活率为 ６３􀆰 ７１％ ±１􀆰 ９３％ ， 且细胞贴壁数量

减少、 形态萎缩， 符合炎症损伤模型的标准。 该质

量浓度与既往研究报道的 ＬＰＳ 诱导支气管上皮细

胞炎症的剂量范围一致［１８⁃１９］。
ＬＰＳ 能够通过激活 ＴＬＲ４ 信号通路， 从而进一

步激活下游 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白， 产生级联反

应， 促进 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 炎症因子的

大量释放， 加重肺部炎症反应［２０⁃２１］。 其中， ＴＮＦ⁃α
是炎症反应的早期关键介质， ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 属于

ＩＬ⁃１ 家族， ＴＮＦ⁃α 又协同 ＩＬ⁃１ 诱导 ＩＬ⁃６ 的产生，
是经典的促炎症细胞因子， 并最终通过激活

ＮＬＲＰ３ 炎症小体促进炎症反应， 参与放大炎症级

联反应［２２⁃２４］。 而 ＴＧＦ⁃β 不仅参与炎症反应， 还促

进纤维化进程， 在慢性气道疾病中发挥重要作

用［２５］。 本研究结果显示， 强力五虎合剂能显著降

低模型细胞中 ＴＧＦ⁃β 基因和蛋白表达， 这表明强

力五虎合剂不仅能够缓解急性炎症， 还可能具备抑

制肺炎后期组织重塑和纤维化的潜力， 这为其临床

疗效提供了更多的作用机制解释。 因此， ＴＧＦ⁃β ／
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路可能是治疗小儿

支气管肺炎的重要通路。 为探究强力五虎合剂对小

儿支气管肺炎治疗的潜在增效机制， 本研究对 ＴＧＦ⁃
β ／ ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信号通路相关 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达进行了检测， 结果显示， 强力五虎合剂可

抑制该通路蛋白表达， 表明强力五虎合剂可能通过

调控该信号通路实现对支气管肺炎的治疗作用。
综上所述， 本研究通过 ＬＣ⁃ＭＳ 联合网络药理

学、 体外细胞实验， 验证了强力五虎合剂通过减

少促炎症因子分泌和调节 ＴＧＦ⁃β ／ ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路， 发挥治疗支气管肺炎的作

用， 为强力五虎合剂在临床上的合理应用提供理

论依据， 并为进一步研究其增效机制奠定基础。
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