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基于网络药理学探讨杞精明目汤治疗结膜松弛症的作用机制
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摘要 : 利用网络药理学和细胞实验探究中药方剂杞精明目汤 (Qijing Mingmu, QJMM) 治疗结膜松弛症 

(conjunctivochalasis, CCH) 的作用机制。采用TCMSP、TCM-ID数据库筛选QJMM各组分有效化合物及作用靶点, 

DisGeNET数据库得到CCH的疾病靶点, UniProt数据库转换为基因名称。Venny数据库中得到疾病和药物的交集

靶点, 并输入STRING数据库得到PPI网络图, 行GO分析及KEGG分析。利用Cytoscape软件构建QJMM核心成分

及治疗作用的靶点网络图, 进行分子对接。获取 CCH和正常对照组 (NC组) 的结膜组织 (伦理批准号: PTEC-A-

2024-30-1), 行免疫组化染色及结膜成纤维细胞原代培养。成纤维细胞分为NC组、CCH组、CCH+QJMM组、CCH+

核转录因子-κB (nuclear factor κ B, NF-κB) 抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐 (pyrrolidine dithiocarbamate, PDTC) 组, 

分别行免疫荧光染色、细胞因子检测、Western blot及 qRT-PCR检测。结果显示, 从QJMM中筛选出 176个有效化合

物, 汇总后靶点 293个, CCH获得靶点 27个, 通过韦恩图得到交集靶点 12个。PPI网络图显示肿瘤坏死因子 (tumor 

necrosis factor, TNF)、基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinase, MMP)-2、MMP-9、白介素因子 (interleukin, IL)-6为

关键靶点。GO分析富集条目 91条, KEGG分析得到相关条目 45条, 信号通路 110条, 并发现NF-κB信号通路。通

过分子对接发现QJMM核心成分与核心靶点NF-κB结合紧密, 发挥作用强。随后通过免疫组化染色发现, CCH组

结膜组织中Toll样受体 4 (Toll-like receptor4, TLR4) 及NF-κB表达量均显著高于NC组 (P < 0.05)。细胞实验证实, 

CCH组中NF-κB及其上游因子TLR4、髓样分化因子 88 (myeloid differentiation primary response 88, MYD88) 蛋白和

mRNA的表达均高于NC组, 其下游炎性细胞因子 IL-6、IL-1β及TNF-α表达量显著高于正常组 (P < 0.05)。而加入

QJMM 和 PDTC 后, NF-κB 及其上游因子 TLR4、MYD88的蛋白、mRNA 及免疫荧光强度的表达较 CCH 组均下降 

(P < 0.05)。综上所述, QJMM治疗CCH具有多靶点、多途径的调控作用, 网络药理学及实验研究均证实NF-κB在

CCH的发生发展中发挥重要作用, 而QJMM通过抑制NF-κB信号通路可有效治疗CCH。
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Mingmu (QJMM) in the treatment of conjunctivochalasis (CCH) using network pharmacology and cellular 

experiments. Effective compounds and action targets of QJMM components were screened using the TCMSP and 

TCM-ID databases. Disease targets for CCH were obtained from the DisGeNET database, with gene names 

converted from the UniProt database. The Venny database yielded disease-drug intersection targets, which were 

input into the STRING database to generate protein-protein interaction (PPI) networks, followed by gene ontology 

(GO) and KEGG pathway analyses. Cytosccape software was employed to construct target networks for core 

components and therapeutic effects of QJMM, facilitating molecular docking. Conjunctival tissue was obtained 

from CCH and normal control groups (NC) (ethics approval number: PTEC-A-2024-30-1), subjected to 

immunohistochemical staining, and cultured as primary conjunctival fibroblasts. Fibroblasts were divided into NC, 

CCH, CCH+QJMM, and CCH+ nuclear factor κappa-B (NF- κB) inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) 

groups. Immunofluorescence staining, cytokine assays, Western blot (WB), and quantitative reverse transcription 

PCR (qRT-PCR) were performed on each group. Results showed that 176 active compounds were screened from 

QJMM, yielding 293 target molecules in total. CCH identified 27 targets, with 12 overlapping targets identified via 

Venn diagram analysis. The PPI network diagram indicated tumor necrosis factor (TNF), matrix metalloproteinase 

(MMP)-2, MMP-9, and interleukin (IL) -6 as key targets. GO analysis yielded 91 enriched entries, while KEGG 

analysis identified 45 related entries and 110 signaling pathways, revealing the NF- κB signaling pathway. 

Molecular docking revealed that the core components of CCH exhibited strong binding affinity with the key target 

NF-κB, indicating potent biological activity. Subsequent immunohistochemical staining demonstrated significantly 

higher Toll-like receptor 4 (TLR4) and NF-κB expression in conjunctival tissues of the CCH group compared to the 

control group (P < 0.05). Conjunctival fibroblast experiments confirmed that NF-κB and its upstream factors TLR4 

and myeloid differentiation primary response 88 (MYD88) exhibited higher protein and mRNA expression in the 

CCH group than in the NC group. Furthermore, expression of downstream inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, 

and TNF-α was significantly elevated compared to the NC group (P < 0.05). Following administration of QJMM 

and PDTC, the expression of NF- κB and its upstream factors TLR4 and MYD88 protein, mRNA and 

immunofluorescence intensity decreased compared to the CCH group (P < 0.05). In conclusion, QJMM exerts 

multi-targeted, multi-pathway regulatory effects in treating CCH. Both network pharmacology and experimental 

studies confirm NF-κB plays a pivotal role in CCH pathogenesis and progression. QJMM effectively treats CCH 

by inhibiting the NF-κB signaling pathway.
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结膜松弛症 (conjunctivochalasis, CCH) 是眼科门

诊的常见病, 以眼部干涩、异物感、泪溢等为主要临床

表现[1]。其治疗手段主要是手术和药物, 手术包括新

月形切除松弛结膜组织[2]、双极电凝治疗术[3]等, 但手

术创伤大、恢复较慢, 而局部眼液治疗往往效果不佳。

祖国医学博大精深 , 中药方剂杞精明目汤 (Qijing 

Mingmu, QJMM) 治疗 CCH 取得较好临床疗效 , 可滋

补肝肾、养阴生津并改善泪膜稳定性、促进泪液分

泌[4,5]。研究还发现 QJMM 可下调 p38 MAPK 通路减

轻CCH结膜成纤维细胞的衰老[6], 并抑制辅助性 T细

胞 17 (T helper 17 cell, Th17) 分化调节免疫反应, 从而

治疗CCH[7]。然而鉴于中药的多靶点特性, 故深入探

讨QJMM治疗CCH的作用机制显得尤为重要。

网络药理学是一门新兴的技术, 运用该技术可反

映化合物与疾病靶点之间复杂的相互作用[8], 已成功

应用于中医药相关领域研究, 包括治疗机制的阐明、新

药理作用的预测和潜在毒性成分的筛选等[9]。基于

此, 本研究首先利用网络药理学探讨QJMM对CCH的

作用机制及其可能的生物学效应, 并通过细胞实验进

一步验证, 以期为CCH的有效治疗提供靶点。

材料与方法

网络药理学数据库 网络药理学应用的数据库包

括 TCMSP、TCM-ID、DisGeNET、UniProt、Venny2.1.0、

DAVID、STRING 及京都基因与基因组百科全书 

(kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG) 数

据库。

杞 精 明 目 汤 的 中 药 成 分 化 合 物 收 集 和 筛

选 TCMSP、TCM-ID数据库是独立的中草药系统药

理学平台, 可捕捉药物靶点和疾病之间的关系[10]。在

TCMSP数据库中通过设置化合物的药代动力学性质

筛选得到中药的有效化合物成分, 分别输入QJMM中
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枸杞子、黄精、麦冬、茯苓、炙甘草、川芎、墨旱莲[11], 得

到中药的有效化合物及其对应靶点。

CCH疾病靶点收集及基因名称转换 DisGeNET

是一个多功能平台, 可用于不同研究目的, 包括特定的

人类疾病分子基础及并发症的研究, 获得疾病的靶点

基因。UniProt知识库提供全面、高质量访问的一套蛋

白质序列注释功能信息, 获得基因名称行后续探究。

Venny2.1.0 数据库得到疾病与药物的交集靶

点 将QJMM的靶点基因和CCH的疾病靶点基因分

别输入Venny数据库, 明确两者的交集基因靶点。

蛋白质−蛋白质相互作用 (protein-protein inter‐

action, PPI) 网络的构建 为阐明基因水平上 QJMM

的有效化合物对CCH发挥作用的靶点, 将交集基因输

入 STRING 数据库得到 PPI, 再将得到的数据输入

Cytoscape软件获取可视化的 PPI网络图, 通过度值排

序筛选出排名靠前的靶点基因。

功能富集分析 根据基因本体 (gene ontology, GO) 

分析和KEGG分析对基因进行分类, 将具有相似功能

的基因组合并与生物学表型关联。GO分析侧重于单

个基因的功能, 而KEGG分析侧重生物体系统中基因

之 间 的 相 互 作 用 。 GO 分 析 包 括 生 物 学 功 能 

(biological process, BP)、细胞组分 (cellular component, 

CC) 和分子功能 (molecular function, MF)。在 DAVID

数据库中输入基因名称得到相关数据, 利用微生信网

站得到气泡图, 输入KEGG数据库中得到信号通路图。

构建杞精明目汤核心成分−作用靶点网络图 将

筛选出的核心药物活性成分与相对应治疗靶点导入

Cytoscape软件, 根据 degree排名确定QJMM中发挥作

用的核心成分, 绘制 QJMM 核心成分−治疗作用靶点

网络图。

分子对接 将得到的 QJMM 成分中排名靠前的

核心成分与核心靶点进行分子对接分析。TCMSP数

据库中获取核心成分的MOL2格式结构, PDB数据库

中找到核心靶点的 3D结构。利用AutoDockTool-1.5.7

软件对蛋白质靶点进行去水加氢, 对小分子药物成分

进行加氢处理, 分析结合能并选取结合能最小的对接

部分, 通过obgui和pyMOL软件对其进行可视化处理。

实验药物与试剂 QJMM由枸杞子15 g、黄精20 g、

麦冬 20 g、茯苓 10 g、炙甘草 3 g、旱莲草 15 g、川芎 3 g

组成, 颗粒剂配比同草药换算配比, 购于江阴天江药业

有限公司 (批号: 2302303)。胎牛血清、DMEM细胞培

养基、0.25%胰蛋白酶-EDTA溶液、青霉素−链霉素溶

液 ( 货 号 : 10099-141C、C11995500BT、25200-072、

15140122, 美国 Gibco 公司); 成纤维细胞生长因子 

(fibroblast growth factor supplement, FGS, 货号 : 2352, 

美国 Sciencell 公司); 冻存液 (货号 : CELLBANKER2, 

日本 ZENOAQ 公司); PBS 缓冲液、4% 多聚甲醛固定

液 (货号 : BL302A、BL539A, Biosharp 公司); EZ-press 

RNA Purification Kit、4× EZscript Reverse Transcription 

Mix II、2× SYBR Green qPCR Master Mix ( 货 号 : 

B0004DP、EZB-RT2GQ、A0001-R2, 美国 EZBioscience

公司); Alexa Fluor 488标记山羊抗兔 IgG (H+L) 二抗、

DEPC水、免疫染色通透液 (Triton X-100)、山羊血清、

抗荧光淬灭封片液 (货号A503、R0022、P0096、C0265、

P0131, 上海碧云天生物科技有限公司); 白介素因子 

(interleukin, IL)-6、IL-1β、肿瘤坏死因子 (tumor necrosis 

factor, TNF)-α试剂盒 (北京热景生物科技有限公司); 

NF-κB 抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐 (货号 : HY-

18738, 美国 MCE 公司)。核转录因子 - κB (nuclear 

factor κ B, NF-κB) 抗体、髓样分化因子 88 (myeloid 

differentiation primary response 88, MYD88) 抗体 (货

号: ab32536、ab133739, 美国Abcam公司); Toll样受体

4 (Toll-like receptor 4,TLR4) 抗体 (货号 : 19811-1-AP, 

美 国 ProteinTech 公 司)。 β -actin、NF- κB、TLR4、

MYD88引物 (货号: H510001-0002, 上海生工公司)。

实验仪器 共聚焦显微镜 (德国Zeiss公司); 倒置

荧光显微镜、水浴锅 (美国Leica公司); 倒置光学显微

镜 (日本Olympus公司); 超净工作台 (苏净安泰公司); 

CO2细胞培养箱、超低温冰箱、高速冷冻离心机、离心

机 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 掌上离心机 

(上海碧云天生物科技有限公司); 涡旋混合器 (上海泸

西仪器厂); 移液器 (德国Eppendorf公司); 实时荧光定

量 PCR 仪 (美国 ABI公司); 高精确电子分析天平 (德

国 Sartorious公司); 电泳仪、转膜仪、化学发光分析系

统仪 (美国 BIO-RAD); 全自动免疫分析仪 (北京热景

生物科技有限公司)。

结膜组织获取及原代细胞培养 收集 2024年 9月

至 2025年 1月上海中医药大学附属普陀医院眼科确诊

为 CCH 的 III 级[12]且符合手术指征的 CCH 患者 6 例

6 眼 , 年龄为 65～85 岁 (平均 75.34 ± 9.21 岁), 由同一

术者行松弛结膜新月形切除术 ; 正常对照 (normal 

control, NC) 组为确诊白内障但无CCH共 6例 6眼, 年

龄为 63～87岁 (平均 73.26 ± 8.65岁), 在白内障术中取

正常的球结膜组织。本研究已获得医院伦理委员会批

准 (PTEC-A-2024-30-1), 所有患者均签署知情同意书。

结膜成纤维细胞采用组织块贴壁法, 将术中获取的结

膜组织贴壁于培养皿, 用含 10%胎牛血清的DMEM培

养基 (含 1%生长因子和 1%青霉素−链霉素) 在 37 ℃、

5% CO2环境下培养, 隔天换液, 取 4～6代细胞用于后

续实验。
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免疫组织化学染色 取下的结膜组织经 10% 福

尔马林固定、石蜡包埋后切片, 脱蜡水化。进行热诱导

抗原修复 , 阻断内源性过氧化物酶。滴加 NF-κB、

TLR4一抗 4 ℃孵育过夜, 二抗室温孵育 30 min。DAB

显色, 苏木素复染核, 梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 中性

树胶封片。阳性结果为棕黄色颗粒, ImageJ分析软件

行半定量分析并统计。

实验分组及给药 利用细胞贴壁法培养NC组和

CCH 组细胞 , 培养的 CCH 结膜成纤维细胞随机分为

3 组 : CCH 组 ; CCH+QJMM 组 (QJMM 颗粒剂溶于无

血清DMEM培养基, 配制成溶液后经 0.22 μm滤膜除

菌 , 并加入培养体系使终浓度为 1.61 g·L-1); CCH+

PDTC组 (PDTC溶于无菌超纯水配制成储备液, 并以

DMEM培养基稀释至终浓度 20 μmol·L-1, 作为阳性对

照)。各组细胞于同一时间点分别给予相应药物或抑

制剂干预, CCH对照组则以等体积无血清DMEM培养

基处理。孵育 24 h后, 收集细胞总蛋白、总RNA及上

清液, 或通过免疫荧光标记进行后续检测验证。

免疫荧光染色 结膜成纤维细胞接种于 24孔板

培养至融合度达 80%, 40 g·L-1 多聚甲醛固定 , 0.5% 

Triton X-100细胞通透, 10%山羊血清行细胞封闭, 特

异性一抗 (NF-κB、MYD88) 4 ℃下孵育过夜后, 使用荧

光标记的二抗室温下孵育 1 h, DAPI染色, 共聚焦显微

镜下观察并拍照记录 , 采用 ImageJ 软件进行半定量

分析。

结膜成纤维细胞中细胞因子检测 收集培养的结

膜成纤维细胞于4 ℃、12 000 r·min-1离心15 min, 取细胞

上清液, 采用双抗体夹心磁微粒化学发光法检测 IL-6、

IL-1β及 TNF-α。将样本与抗体包被磁性粒子及酶标

抗体反应形成夹心状免疫复合物, 磁分离洗涤后加入

发光底物, 全自动分析仪检测细胞因子浓度。

Western blot检测 检测各组结膜成纤维细胞中

NF-κB、TLR4、MYD88蛋白的表达水平。BCA法检测

蛋白浓度, SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白并转至PVDF

膜上。室温封闭后 4 ℃孵育NF-κB、TLR4、MYD88一

抗过夜 , 二抗室温孵育对应的一抗 , 以 GAPDH 为内

参, 采用 ImageJ软件进行半定量分析。

qRT-PCR 检测 提取各组细胞中的总 RNA, 测

定浓度及纯度, 按照Hifair® II 1st Strand cDNA Synthesis 

Kit 说明书步骤 , 将总 RNA 反转录成 cDNA, 然后以

cDNA作为模板, β-actin作为内参, 行 PCR扩增。PCR

结束后, 采用 2-∆∆Ct法分析结果, 计算相对表达量。引

物序列见表1。

统计学分析 采用 SPSS 25.0软件进行统计学分

析, 所有变量以均值 ± 标准差表示, 满足正态分布, 两

组间比较采用 t检验, 多组间比较采用单因素方差分

析。显著性水平设定 α = 0.05, 以P < 0.05为差异有统

计学意义。

结果

1　杞精明目汤有效成分及靶点收集

TCMSP 和 TCM-ID 数据库收集中药的有效成分

及作用靶点, 筛选出QJMM共 176个有效化合物, 预测

靶点 811个; 其中墨旱莲 184个、川芎 30个、黄精 90个、

枸杞子 207个、茯苓 25个、甘草 238个、麦冬 37个。去

除重复靶点, 汇总后获得QJMM靶点293个。

2　结膜松弛症的疾病靶点收集

通过DisGeNET数据库收集CCH的疾病靶点, 得

到 27 个 靶 点 , 分 别 是 基 质 金 属 蛋 白 酶 (matrix 

metalloproteinase, MMP) -9、MMP-3、IL-6、MMP-1、细

胞间黏附分子 -1 (intercellular adhesion molecule-1, 

ICAM-1)、CXCL-8、TIMP-2、TNF、CCNB-1、S100A8、

GSTP-1、CCNB-2、AGT、CALML-6、IL-1β、MMP-2、

PLAU、TIMP-1、PRDX-5、S100A4、PTGER4、TNFAIP6、

FBLN5、BUB1、CENPA、IL-23A、IL-17A。

3　Venny数据库得到药物和疾病的交集

将筛选到的 293个QJMM有效成分的作用靶点及

与疾病有关的 27个靶点输入Venny数据库, 获得交集

靶点 12 个 , 分别是 GSTP-1、TNF、MMP-1、ICAM-1、

MMP-3、PLAU、MMP-2、MMP-9、IL-6、IL-1β、CXCL-8、

CCNB-1。

4　PPI网络图

STRING数据库中输入Venny数据库获得的交集

基因, 得到蛋白质之间相互作用图并输入Cytoscape软

件, 使所得数据更加可视化。PPI网络图中共 12个节

点 (靶点蛋白)、100条白边 (蛋白相互作用), 节点及字

体越大表示该节点度值越大。其中 TNF、MMP-2、

MMP-9、IL-6靶点蛋白度值排名靠前, 为关键靶点。

Table 1　Primer sequences. NF-κB: Nuclear factor κ B; MYD88: 

Myeloid differentiation primary response 88; TLR4: Toll-like 

receptor 4

Gene

ACTIN

NF-κB

MYD88

TLR4

Primer sequence (5'→3')

F: CTCGCCTTTGCCGATCC

R: ATCCTTCTGACCCATGCCC

F: TTTTCGACTACGCGGTGACA

R: GTTACCCAAGCGGTCCAGAA

F: GTCTCCTCCACATCCTCCCT

R: GGAGAGAGGCTGAGTGCAAA

F: GATTGCTCAGACCTGGCAGT

R: TGTTGCTTCCTGCCAATTGC
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5　GO分析

将QJMM治疗CCH的潜在靶点输入DAVID数据

库行 GO 分析, 共富集条目 91 条 (P < 0.05)。其中 BP

条目 78条, 主要富集在紫外线、细胞外基质分解、细胞

外基质、胶原蛋白分解代谢、血管内皮生长因子产生等

方面; CC条目 6条, 主要富集在细胞外空间、细胞外基

质、质膜外侧等部位; MF涉及条目 7条, 主要富集在内

切蛋白酶活力、金属内肽酶活力、金属蛋白酶活力、肽

酶活力、细胞活素活力等方面。根据P值由低到高排

序, 取 BP的 10条、CC 的 6条、MF的 7条做出气泡图, 

将GO分析可视化 (图1)。

6　KEGG分析

对QJMM治疗CCH的潜在靶点进行KEGG分析, 

在DAVID数据库富集得到有关条目 45条, 取前 20条

作通路富集气泡图 (图 2), 发现 IL-17 信号通路、动脉

粥样硬化、肿瘤坏死因子信号通路、NF-κB 信号通路

等。在 KEGG 数据库中筛选得到 110 条相关信号通

路, 同样发现NF-κB信号通路显著富集。该通路作为

调节炎症的关键枢纽, 可能介导了QJMM对CCH眼表

慢性炎症的抑制作用, 具有研究价值。

7　药物核心成分−治疗作用靶点网络图构建

将所有核心成分与靶点进行分析, 根据 degree值

排名筛选出排名前 5位核心成分, 分别是槲皮素、β-谷

甾醇、山柰酚、木犀草素、柚皮素。所筛选的核心成分

与靶点构建网络图, 该网络图形成节点 181个、284条

边, 连线代表各成分之间的联系, 连线越多说明关联性

越强 (图3)。

8　分子对接

对筛选出的核心成分槲皮素、β-谷甾醇、山柰酚与

核心靶点 MMP-9、NF-κB、IL-17、TNF、MMP-2进行分

Figure 3　Core drug components-therapeutic target network

Figure 1　GO enrichment analysis

Figure 2　KEGG enrichment analysis from the DAVID database
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子对接, 发现结合能均 < −5.00 kcal·mol-1, 表明两者结

合较好 , 发挥作用的可能性越强 , 结果准确率越高 

(表2, 图4)。

9　NF-κB及TLR4在CCH结膜组织中的表达

免疫组织化学染色显示, TLR4和NF-κB的阳性表

达以棕黄色颗粒为特征, 主要分布在结膜上皮细胞层

和基质层中[13]。与 NC组相比, CCH组中标志物的分

布范围显著扩大, 染色强度增加。且其相对阳性率明

显升高 (P < 0.05, 图 5A), 表明 TLR4和NF-κB在CCH

组织中呈高表达状态。

10　NF-κB及其上游相关因子在CCH结膜成纤维细

胞中的表达

Western blot实验证实, CCH组中NF-κB及上游因

子TLR4及MYD88蛋白的表达量显著高于NC组 (P < 

0.01, 图 5B), qRT-PCR实验也证实 CCH组中 NF-κB及

上游因子 TLR4及 MYD88的 mRNA 表达量均显著高

于NC组 (P < 0.01, 图5C)。

11　NF-κB的下游炎性细胞因子在CCH成纤维细胞

中的表达

检测CCH组和NC组结膜成纤维细胞上清液中的

炎性细胞因子发现, CCH组中 IL-6、IL-1β和TNF-α的

Figure 4　Molecular docking visualization of the core components and key targets of Qijing Mingmu (QJMM). A, B, C, D, and E represent 

the docking results of quercetin with MMP-9 (A), NF-κB (B), IL-17 (C), TNF (D), and MMP-2 (E), respectively

Table 2　Docking results of core components and core targets of 

QJMM (kcal·mol-1). TNF: Tumor necrosis factor; MMP: Matrix 

metalloproteinase; IL: Interleukin

Compound
Quercetin

Beta-sitosterol

Kaempferol

NF-κB
−6.32

−8.60

−6.65

TNF
−6.23

−10.01

−6.72

MMP-2
−6.41

−5.64

−5.79

MMP-9
−6.54

−9.38

−7.20

IL-17
−6.85

−8.99

−7.17
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表达量显著高于NC组 (P < 0.000 1, 图 5D), 进一步证

实网络药理学的结果即NF-κB信号通路的下游炎性细

胞因子在CCH中高表达。

12　QJMM 通过 NF-κB 信号通路治疗 CCH 的作用

机制

为进一步验证 QJMM 通过 NF-κB 信号通路治疗

CCH 的机制 , 对 NF-κB 及其上游因子 (MYD88) 进行

深入研究。细胞免疫荧光染色显示, 与 CCH 组相比, 

CCH 结膜成纤维细胞中加入 QJMM 及 PDTC, 发现

CCH+QJMM 组和 CCH+PDTC 组中 NF-κB 免疫荧光

表达呈显著下降趋势 (P < 0.01), 但组间差异无统计学

意义 (P ˃ 0.05); 同时 , CCH+QJMM 组和 CCH+PDTC

组中 MYD88 的免疫荧光强度均显著降低 (P < 0.05), 

且CCH+PDTC组荧光强度下降更为明显 (P < 0.01, 图

6A～D)。可见, 中药QJMM和 PDTC均可下调NF-κB

信号通路的表达, 而发挥治疗CCH的作用。

通过 Western blot观察 NF-κB 通路相关蛋白的表

达 , 结果发现 , 与 CCH 组相比 , QJMM 可显著下调

TLR4、MYD88及 NF-κB蛋白的表达 (P < 0.01); 同时, 

PDTC 同样引起了相关蛋白的表达下降 (P < 0.01, 图

6E～H)。提示QJMM可下调NF-κB信号通路的表达, 

从而发挥治疗CCH的作用。

qRT-PCR发现, CCH+QJMM组中TLR4、MYD88、

NF-κB 的 mRNA 表达量较 CCH 组均显著降低 (P < 

0.001)。CCH+PDTC组NF-κB、TLR4、MYD88的mRNA

较CCH组表达量也显著下降 (P < 0.05); 且加入QJMM

后的TLR4、NF-κB下降幅度更大 (P < 0.05), 而MYD88

在PDTC组下降幅度更大 (P < 0.01, 图6I～K)。

讨论

CCH在老年人群中患病率高[14], 也是眼科门诊常

见的眼表疾病[15], 多项研究证实眼部生理性老化与

CCH 的发生密切相关[16-18]。CCH 属于泪液动力学异

Figure 5　Expression of NF-κB and its related factors in conjunctivochalasis (CCH) and normal control (NC) groups. A: Immunohistochemical 

staining (DAB chromogen, ×400) revealed positive signals (brownish-yellow granules). The localization and expression intensity of 

NF-κB and TLR4 across groups were shown in the figure; B: The expressions of NF-κB, TLR4 and MYD88 in CCH and NC groups were 

determined using Western blot; C: mRNA expressions of NF- κB, TLR4 and MYD88 in CCH and NC groups; D: Expression levels of 

inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, and TNF-α in NC and CCH groups. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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常型干眼 , 患者泪液中 TNF-α、IL-6、IL-8 的含量较正

常组显著增高[19], 同时其血清和细胞上清液中 IL-17和

ICAM-1与CCH的发病程度呈正相关[7], 这些炎症因子

的显著增高表明CCH可能与炎症密切相关。研究认

为, 衰老个体相对于正常个体的慢性促炎症反应显著

升高[20], 而CCH的核心病理机制正是炎症导致的基质

降解和细胞衰老[21]。自拟方剂 QJMM可使 CCH患者

泪膜稳定性和泪液分泌增加、促进眼表组织修复等[22], 

但其具体分子机制尚待研究。

本研究利用网络药理学多种数据库整合分析, 预

测了作用靶点、基因间的相互作用和富集功能通路, 对

QJMM与CCH的共同靶点进行筛选与分析, 初步识别

出核心节点, 为后续实验验证提供了理论依据。首先

通过数据库 TCMSP和 TCM-ID得到 QJMM各中药的

有效成分及靶点, DisGeNET数据库得到CCH的疾病

靶点, 输入Venny数据库中可知QJMM治疗CCH涉及

的核心基因为GSTP-1、TNF、MMP-1、ICAM-1、MMP-3

等 12个靶点。这些基因在细胞对长波紫外线、细胞外

基质分解、细胞外空间、胶原蛋白分解代谢等方面发挥

作用。PPI网络图中可见, 靶点之间存在多种交互作

用 , 按照度值排名筛选出的重要靶点分别是 TNF、

MMP-2、MMP-9 及 IL-6 等。KEGG 分析显示 , QJMM

治疗CCH涉及的信号通路共 110条, DAVID数据库筛

选出 NF-κB、IL-17、动脉粥样硬化等信号通路。而此

Figure 6　Effects of QJMM and NF-κB inhibitor on the expression of NF-κB signaling pathway in the conjunctival fibroblasts. A−D: 

Immunofluorescence analysis of NF-κB and MYD88 expressions in three groups (magnification ×200); E−H: The expressions of NF-κB, 

TLR4 and MYD88 in three groups determined by Western blot; I−K: Quantify mRNA expression levels of NF-κB, TLR4 and MYD88 in 

three groups using qPCR. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. ns: P > 0.05

·· 3038



杨 灿等: 基于网络药理学探讨杞精明目汤治疗结膜松弛症的作用机制

前关于 CCH 信号通路的研究主要涉及 p38 MAPK[6]、

JNK、ERK等通路[23], NF-κB的激活驱动衰老相关分泌

表型的释放, 这些因子反过来持续激活 p38 MAPK, 从

而加重细胞衰老[24,25]。

为进一步验证网络药理学的结果, 本研究通过组

织标本检测和细胞实验进一步验证NF-κB信号通路是

否介导QJMM治疗CCH的过程。根据网络药理学筛

选出NF-κB信号通路的上游因子为TLR4、MYD88, 同

时相关研究也提示 TLR4/MYD88/NF-κB 信号通路在

干 眼 的 治 疗 中 发 挥 重 要 作 用[13,26,27]。 TLR4 通 过

MYD88依赖性途径激活NF-κB信号转导, 进而转录调

控并促进下游促炎细胞因子 IL-1β、IL-6及TNF-α的合

成与分泌[28]。验证实验首先通过球结膜组织的免疫组

织化学染色, 发现 CCH组的 NF-κB及其上游的 TLR4

的表达量显著高于NC对照组。其后通过Western blot

及 qRT-PCR均提示 CCH成纤维细胞中 NF-κB及其上

游因子 (TLR4、MYD88) 的表达均显著高于NC组, 且

其下游的炎性细胞因子 (IL-6、IL-1β、TNF-α) 的表达量

显著高于NC组 (P < 0.05)。该结果与既往关于干眼的

研究一致, 如干眼患者结膜上皮细胞中NF-κB的表达

较正常组明显增强, 且其凋亡指数与NF-κB表达呈正

相关[29]。

构建的“药物核心成分−治疗作用靶点网络图”筛

选出QJMM中排名前三的核心成分为槲皮素、β-谷甾

醇及山柰酚, 将核心成分和靶点进行分子对接, 发现两

者之间结合能力较强。其中槲皮素具有抗炎、抗氧化、

抗病毒、抗肿瘤等作用[30], 并可降低NF-κB信号通路上

游因子的表达, 下调其下游炎症因子的释放[31]。β-谷

甾醇是植物甾醇中最具代表的一种, 具有天然生物活

性, 发挥抗炎、抗氧化、抗菌、降脂及抗肿瘤等作用[32], 

可通过抑制 NF-κB 信号通路, 发挥抗氧化、抗炎等作

用, 保护细胞免受炎症和氧化应激带来的损伤[33]。山

柰酚是一种天然黄酮类化合物, 具有抗炎、抗菌、抗氧

化等药理学特性[34], 可靶向抑制NF-κB通路发挥抗炎

作用[35], 在干眼症、青光眼等眼科疾病的治疗中发挥作

用[36]。既往研究发现QJMM可降低成纤维细胞中 p38

的表达及活性氧水平 , 促进细胞增殖抑制衰老[6]。

QJMM 还抑制 Th17 细胞分化并减少 IL-17A 的分泌 , 

而 IL-17A是NF-κB的强效激活剂[7,37]。推测QJMM减

轻Th17细胞免疫攻击的同时, 阻断NF-κB响应, 从而

多靶点治疗CCH。

前期临床研究已证实QJMM可有效改善CCH的

症状和体征[7], 通过本研究挖掘出 QJMM 的核心成分

槲皮素、β-谷甾醇、山柰酚等均已证实可抑制NF-κB相

关通路的表达[31,33,35,36]。因此, 本研究通过细胞实验进

一步验证 , 在培养的 CCH 成纤维细胞中分别加入

QJMM 和 PDTC干预, 免疫荧光显示干预后 NF-κB及

其上游分子MYD88表达显著下降 (P < 0.05); Western 

blot、qRT-PCR均证实干预后CCH成纤维细胞中NF-κB

及其上游分子TLR4、MYD88蛋白和基因的表达量均

显著降低 (P < 0.05), 证明QJMM可能通过下调NF-κB

相关信号通路的表达发挥治疗CCH的作用。

综上 , 本研究通过网络药理学发现中药方剂

QJMM治疗CCH具有多靶点、多途径的调控作用, 并

筛选出NF-κB信号通路与QJMM的作用靶点相关, 通

过分子对接及实验研究进一步证实该信号通路与

CCH的发生、发展密切相关, 为中药QJMM治疗CCH

提供可靠的理论和实验依据。
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