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基于网络药理学二黄汤治疗急性肺损伤的作用机制研究
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摘要: 基于中药复方网络药理学方法探讨二黄汤 (Erhuang decoction, EhD) 治疗急性肺损伤 (acute lung injury,

ALI) 的多成分-多靶点-多通路作用机制。以EhD体内入血成分为研究对象, 利用SwissTargetPrediction、DisGeNET、

Therapeutic Target Database (TTD)、GeneCards、Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 等数据库预测成分潜

在作用靶点, 并与ALI疾病预测靶点交集整合, 获得二黄汤治疗ALI的潜在靶点。利用String数据库和Cytoscape软

件进行蛋白相互作用 (protein-protein interaction network, PPI) 网络构建; 利用DAVID平台进行基因本体论 (Gene

Ontology, GO) 分析和京都基因和基因组百科全书 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) 通路注释; 应

用Cytoscape软件构建“入血成分-靶点-通路”网络; 采用 Swissdock在线平台对入血成分与关键靶点进行分子对

接。建立小鼠ALI模型, 进行肺组织切片、炎症因子检测和Western blot蛋白表达实验, 验证EhD对ALI治疗效果。

动物实验获得山东大学实验动物中心伦理委员会的批准 (批准号: 2016020)。结果发现信号传导与转录激活因子 3

(signal transducer and activator of transcription 3, STAT3)、血管内皮生长因子A (vascular endothelial cell growth factor A,

VEGFA)、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1 (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, AKT1)、核转录因子-κB/p65 (nuclear

factor-kappa B/p65, RELA) 等关键靶点 148个, 主要涉及炎症、氧化应激和细胞凋亡等生物过程, 与癌症通路、VEGF

信号通路、丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) 信号通路、Toll样受体 (Toll-like receptors,

TLRs) 信号通路等通路相关。药效实验显示, EhD能显著降低ALI小鼠炎症因子含量、降低肺损伤程度。Western

blot实验显示, EhD能显著下调NF-κB/p65表达, 上调核转录因子抑制剂 (NF-kappa B inhibitor alpha, IκBα) 的表达。

本研究从网络药理学的角度初步揭示了EhD治疗ALI的多成分、多靶点和多通路的作用机制, 为中药复方作用机制

研究提供借鉴。
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Abstract: Network pharmacological approaches were used to predict the components, targets and pathways

of Erhuang decoction (EhD) in the treatment of acute lung injury (ALI). The SwissTargetPrediction platform,
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DisGeNET, Therapeutic Target Database (TTD), GeneCards and Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

databases were used to predict potential targets of EhD and were integrated with the predicted targets for the

treatment of ALI. A protein-protein interaction network model was constructed by using String database and

Cytoscape software; the DAVID platform was used for Gene Ontology (GO) analysis and Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis. A network of drug components-targets-pathways was constructed

by Cytoscape software and the SwissDock platform was used to dock the molecules of EhD found in blood with

the key disease targets. An ALI model was established in mice and inflammatory factor detection and Western

blot protein expression experiments with lung tissue sections were carried out to verify the effect of EhD in the

treatment of ALI. Animal experiment ethical requirements were approved by the Ethical Committee Experimental

Animal Center of Shandong University (Grant Number: 2016020). We identified 148 potential targets including

signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), vascular endothelial cell growth factor A (VEGFA),

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT1), and nuclear factor-kappa B/p65 (RELA). The potential targets

are largely associated with the biological processes of inflammation, oxidative stress, and apoptosis. Additional

pathways relate to cancer, VEGF signaling, mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling, and Toll-like

receptors (TLRs) signaling, along with other signaling pathways. Pharmacodynamic experiments showed that EhD

could significantly reduce the content of inflammatory factors and the degree of lung injury of ALI mice. Western

blot revealed that EhD could significantly decrease the expression of NF-κB/p65 and upregulate the expression of

NF-kappa-B inhibitor alpha (IκBα). From the perspective of network pharmacology, the mechanisms of EhD in

the treatment of ALI is consistent with the characteristics of multiple ingredients, multiple targets and multiple

pathways. This research provides a reference for further study of the mechanism of this traditional Chinese

medicine.
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protein expression

急性肺损伤 (acute lung injury, ALI) 是一种严重的

呼吸系统疾病, 可导致急性呼吸衰竭或死亡, 其特征

是急性呼吸窘迫 (acute respiratory distress syndrome,

ARDS)、难治性低氧血症和非心源性肺水肿[1]。急性

肺损伤的发病机制非常复杂, 已经发现的可能因素有:

炎症反应 (炎症瀑布) 作用[2]、氧化应激系统失衡[3]、肺

泡毛细血管受损和上皮细胞损伤[4]等。ALI是许多疾

病共同的病理反应 , 新型冠状病毒肺炎 (COVID-19)

的发病机制与ALI的发生发展息息相关[5], 而且, 采用

中医药对其干预治疗有较好的效果。从COVID-19的

中医药治疗效果看, 从轻症、重症/危重症到康复期, 中

医药全过程起效, 彰显其独特的优势和作用。

中医认为,“热、毒、痰、瘀”贯穿急性肺损伤的始

终,“热、毒”为其的发病基础,“痰、瘀”为致病因素[6]。

所以, 治疗上可辨证应用“清热、解毒、祛痰、化瘀”等方

法, 用药主要涉及清热解毒、活血化瘀、益气扶正等中

药及方剂。二黄汤是传统清热解毒方剂, 由黄芩、黄

连、甘草组成, 记载于清·《医宗金鉴》中,“治上焦火旺,

头面大肿, 目赤肿痛, 心胸咽喉口舌耳鼻热盛及生疮毒

者”[7]。而且, 文献报道显示, 黄芩中的黄芩苷[8]、黄芩

素[9]、黄连中小檗碱[10]、甘草中的甘草酸[11]、甘草次

酸[12]等成分均表现出治疗ALI的效果, 涉及到抗炎、抗

氧化、抑制细胞凋亡和调节免疫等机制。

但是, 以上研究多以单体成分进行单个靶点的实

验研究, 在一定程度上阐释了治疗ALI的作用机制, 但

还不全面、不系统, 缺少多成分、多靶点、多通路整体观

念。本文采用中药复方网络药理学方法[13,14], 以入血

成分为研究对象, 全面预测二黄汤治疗ALI的多靶点、

多通路、多途径的机制, 为 ALI的治疗和研究提供思

路, 为二黄汤进一步开发利用奠定基础。本研究思路

流程图见图1。

材料与方法

药品与试剂 黄芩、黄连、甘草 (批号 : 200201、

200201、200301, 济南众和中药饮片有限公司), 经鉴

定为黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi、黄连 Coptis

chinensis Franch.、甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 加

工成的饮片, 且符合 2015年版《中国药典》相关规定;

脂多糖 (lipopolysacchatide, LPS) (大肠杆菌 055: B5)

(批号: 0000081275, 美国Sigma-Aldrich公司)。一氧化

氮 (nitric oxide, NO) 微板检测试剂盒 (批号: 20190508,

南京建成生物工程研究所); 小鼠肿瘤坏死因子α (tumor

necrosis factor α, TNF-α)、小鼠白介素 6 (interleukin 6,

IL6) ELISA 试剂盒 (批号 : A28200722、A2060064370,
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上海联科生物科技有限公司)。NF-κB/p65、IκBα的抗体

(批号: 4764S、4812S, Cell Signaling Technology公司)。

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase, GAPDH) (批号 : GR208234-1, Protein‐

Tech Group 公司)。二级抗体 ( 批号 : 7074p2, Cell

Signaling Technology公司),稀释使用 (1∶3 000)。取黄芩、

黄连、甘草饮片各等分, 按照参考文献[15]中的方法提取

浓缩, 制备二黄汤 (EhD) 灌胃液 (质量浓度1 g·mL-1)。

动物 BALB/c 小鼠 (8～10 周), 雄性 , 体重 18～

22 g, 购自山东大学实验动物中心 , 合格证号: SCXK

(鲁) 20190003。动物实验伦理要求已获得山东大学实

验动物中心伦理委员会的批准 (批准号: 2016020)。

主要仪器 高速低温离心机 Sigma3-18k (德国

Sigma 公司); 超纯水仪 Milli-Q (美国 Millipore 公司);

酶标仪 SpectraMax M3 Plus (美国 MD 公司); 显微镜

DM2500 (德国Leica公司); 凝胶成像系统AlphaImager

EP (美国 ProteinSimple 公司); 切片机 SYD-S3020 (沈

阳誉德电子仪器有限公司)。

潜在活性成分收集 根据前期二黄汤血清药物化

学实验结果, 共鉴定出入血成分 23个原型成分和 2个

代谢产物[16]。以此 25 个入血成分为研究对象 , 通过

ChemBioDraw Ultra12.0 软件 , 绘制结构化学结构。

见表1。

靶点的预测与筛选 将 25个活性成分变换格式

导入 SwissTargetPrediction 数据库[17] (http://www.swis‐

stargetprediction.ch/) 进行靶点预测, 得到入血成分作

用靶点。然后, 将靶点信息输入UniProt数据库 (https://

www.uniprot.org/) 规范靶点名称。在DisGeNET (http:

//www. disgenet. org/)、TTD (http://db. idrblab. net/ttd/)、

GeneCards (https://www.genecards.org/)、OMIM (http://

omim.org/) 数据库中检索关键词“acute lung injury”, 汇

总整理疾病靶点, 并与入血成分作用靶点整合取交集,

获得EhD治疗 ALI 的潜在靶点。

蛋白互作 (PPI) 网络的构建 ALI的发病分子机

制较复杂, 与疾病相关的靶蛋白往往存在直接的物理

相互作用或间接的功能关联, 从而影响疾病的发生发

展。为了更好地分析靶点蛋白间的相互作用, 将潜在

作用靶点导入 String数据库, 物种选择“Human”, 选择

0.7的高置信度, 以确保数据的可靠性。保存结果并导

入Cytoscape 3.6.1软件构建PPI网络, 对其网络进行分

析 , 并将节点 (node) 大小和颜色设置用于反映度值

(degree) 的大小, 边 (edge) 的粗细设置用于反映结合

分数的大小。

KEGG通路分析与GO分类富集分析 将潜在作

用靶点导入 DAVID 6.8 数据库 (https://david. ncifcrf.

gov/), 物种选择“Human”, 进行GO分析和KEGG通路

Figure 1 Flow chart of research
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分析 (P<0.05), 分析潜在靶点聚类于 ALI相关的生物

学过程或信号通路。

“成分-靶点-通路”网络构建 将EhD中鉴定出的

入血成分、治疗ALI的潜在靶点、作用通路分析结果导

入Cytoscape 3.6.1软件, 构建“成分-靶点-通路”网络图。

分子对接虚拟计算 采用 ChemBioDraw Ultra1

2.0 软件 , 将 25 个入血成分和阳性对照药地塞米松

(DXMS)[18]转化为“.mol2”文件, 并进行能量最小化处理。

从RCSB PDB蛋白质结构数据库得到筛选关键靶蛋白

三维结构 , 并去除非结合位点水分子 , 保存为 pdb 格

式。登录http://www.swissdock.ch/docking网站[19,20], 分

别导入相应格式成分和靶蛋白 , 点击“Start Docking”

开始分子对接实验 , 预测对接结合能 [Estimated ΔG

(kcal·mol-1)]。根据结合能分值排序, 验证靶蛋白与小

分子结合能力。

小鼠ALI模型建立与药效学实验 取BALB/c小

鼠 30只, 随机分组, 每组 6只, 适应性饲养 1周后, 设立

空白组、模型组、EhD低剂量组 (1 g·kg-1)、EhD中剂量

组 (2.5 g·kg-1)、EhD高剂量组 (5 g·kg-1)。每日给药1次,

连续 7天, 空白组和模型组给予相同体积生理盐水; 除

空白组外, 其他各组于第 7天给药前 1 h气管注射LPS

磷酸盐缓冲液 (5 mg·kg-1), 造成小鼠急性肺损伤模型。

造模后 24 h后, 麻醉, 眼眶采集全血, 3 500 r·min-1

离心 10 min, 上清液测定NO、TNF-α和 IL-1β。处死实

验动物, 同时行右肺结扎, 立即用 0.8 mL预冷生理盐

水以三进三出的主支气管灌注方式灌洗左肺, 记录收

集灌洗液 (bronchoalveolar lavage fluid, BALF) 的总体

积, 并分离无细胞上清液, 采用 ELISA法测定肺灌洗

液中 IL6、TNF-α和 NO含量。肺组织用 4%甲醛磷酸

盐缓冲液处理过夜, 脱水石蜡包埋, 切片 4 μm, H&E染

色, 光学显微下观察肺组织形态学变化。

Western blot法靶点表达验证 肺组织加入放射

免疫沉淀分析缓冲液, 匀浆处理, 提取蛋白, 采用双辛

酸分析试剂盒测定总蛋白含量。在 8%～12%十二烷

基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶上分离等量蛋白质并转移

到聚偏氟乙烯膜上, 进行封闭等操作, 采用 ECL底物

化学发光显色, 显影, 定影, 扫描。将膜在 4 ℃下与一

抗孵育过夜, 然后在室温下与辣根过氧化物酶 (HRP)

结合的抗兔或抗鼠抗体孵育 1 h。用增强化学发光检

测器测量光密度。利用AlphaView-SA软件对各波段

的相对光密度进行定量分析。

统计学分析 数据均以“均数 ± 标准差”表示, 利

用SPSS 20.0软件进行统计分析。

结果

1 靶点的预测与筛选

EhD 入血成分导入 SwissTargetPrediction 数据库

预测整合得到 637 个靶点。检索 DisGeNET、TTD、

Table 1 Information sheet of chemical compounds. * indicates metabolites

No.
1
2
3
4
5

*6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

*25

Compound
Neoglycyrol
Uralenol
Syringic acid 4-β-D-Glucopyranoside
Gancaonin N
Magnoflorine
Liquiritin 7-O-sulfate
Chrysin-6-C-arabinoside-8-C-glucoside
Liquiritin
Baicalin
Isomer of baicalin
Oroxylin A-7-O-β-D-glucuronide
Columbamine
Chrysin-7-O-glucuronide
Jatrorrhizine
Wogonoside
Epiberberine
Isoliquiritin
Palmatine
Berberine
Liquiritigenin
Baicalein
Isoliquiritigenin
Wogonin
Oroxylin A
Glycyrrhetinic acid

Molecular weight
366.37
370.36
360.31
368.38
342.45
498.46
548.49
418.39
446.36
446.36
460.38
338.41
430.36
338.38
460.39
336.36
418.39
352.44
336.39
256.27
270.25
256.27
284.28
284.28
470.76

Molecular formula
C21H18O6

C20H18O7

C15H20O10

C21H20O6

C20H24NO4

C21H22SO12

C26 H28 O13

C21H22O9

C21H18O11

C21H18O11

C22H20O11

C20H20NO4

C21H18O10

C20H20NO4

C22H20O11

C20H18NO4

C21H22O9

C21H22NO4

C20H18NO4

C15H12O4

C15H10O5

C15H12O4

C16H12O5

C16H12O5

C30H46O4

Source
Licorice
Licorice
Coptis chinensis
Licorice
Coptis chinensis
Licorice
Scutellaria baicalensis
Licorice
Scutellaria baicalensis
Scutellaria baicalensis
Scutellaria baicalensis
Coptis chinensis
Scutellaria baicalensis
Coptis chinensis
Scutellaria baicalensis
Coptis chinensis
Licorice
Coptis chinensis
Coptis chinensis
Licorice
Scutellaria baicalensis
Licorice
Scutellaria baicalensis
Scutellaria baicalensis
Licorice
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GeneCards、OMIM 数据库, 得到与 ALI有关的疾病靶

基因 1 057个。Venn软件作图取交集, 得到 148个二黄

汤治疗ALI的潜在靶点。

2 蛋白互作 (PPI) 网络的构建

潜在靶点的蛋白质相互作用 PPI 网路中共有 142

个节点 (靶点蛋白)、1 057条边 (蛋白相互作用), 见图

2。节点大小和颜色表示该节点度值的大小, 节点越

大、橙色越深, 对应的度值越大, 表明在所预测的疾病

相关靶点中, 能与该靶点产生有效互相作用的靶点越

多。边的粗细表示结合分数, 边越粗结合分数值越大,

表明相关靶点相互作用置信度越高。其中, 信号传导

转录激活因子 3 (STAT3, 58)、血管内皮生长因子 A

(VEGFA, 54)、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1 (AKT1, 51)、

丝裂原活化蛋白激酶 1 (MAPK1, 53)、白介素 6 (IL6,

52) 度值较大 , 可能是关键靶点。另外 , 肿瘤坏死因

子 (TNF, 41)、核转录因子 -κB/p65 (RELA, 31)、前列

腺素内过氧化物合酶 2 (prostaglandin g/h synthase 2,

PTGS2, 24)、凋亡抑制基因 (B cell lymphoma/lewkmia-

2-like protein 1, BCL2L1, 25)、一氧化氮合酶 2 (nitric

oxide synthase 2, NOS2, 12), 也可能是有效靶点。

3 KEGG通路分析与GO分类富集分析

通过DAVID 6.8数据平台对二黄汤治疗ALI的潜

在靶点进行 KEGG 通路富集分析 (P<0.05) 绘制气泡

图, 见图 3和表 2。KEGG分析主要涉及疾病通路、炎

症通路、氧化和凋亡通路相关通路等。疾病通路主要

包括癌症通路 (pathways in cancer)、非小细胞肺癌

(non-small cell lung cancer)、小细胞肺癌 (small cell

lung cancer) 等通路; 与炎症相关通路主要包括VEGF

Figure 2 Protein-protein interaction (PPI) network of potential targets for Erhuang decoction (EhD) treatment of acute lung injury (ALI)

Figure 3 Pathways enrichment analysis diagram
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信号通路 (VEGF signaling pathway)、MAPK 信号通

路 (MAPK signaling pathway)、TLRs 信号通路 (TLRs

signaling pathway)、趋化因子信号通路 (chemokine

signaling pathway)、细胞因子-细胞因子-受体相互作

用 (cytokine-cytokine receptor interaction)等通路;免疫应

激有关的通路有B细胞受体信号通路 (B cell receptor

signaling pathway)、T细胞受体信号通路 (T cell receptor

signaling pathway); 凋亡相关的通路有肿瘤蛋白 53

(p53) 信号通路 (tumor protein 53 signaling pathway)、

转化生长因子 β (TGF- β) 信号通路 (transforming

growth factor-β signaling pathway)、受体酪氨酸激酶-

信号转导和转录激活子 (Jak-STAT) 信号通路 (Janus

kinase/signal transducer and activator of transcription

signaling pathway); 其中, 雷帕霉素靶蛋白 (mTOR) 信号

通路 (mammalian target of rapamycin signaling pathway)

还有调节物质代谢的作用。

Table 2 Enrich KEGG pathways analysis of potential targets for EhD for treatment of ALI

ID

hsa05200

hsa05223

hsa04510

hsa04012

hsa05222

hsa04664

hsa04370

hsa04620

hsa04210

hsa04115

hsa04150

hsa04621

hsa04660

hsa04010

hsa04662

hsa04060

hsa04062

hsa04350

hsa04110

hsa04630

Term

Pathways in cancer

Non-small cell lung

cancer
Focal adhesion

ErbB signaling

pathway
Small cell lung

cancer
Fc epsilon RI

signaling pathway
VEGF signaling

pathway
Toll-like receptor

signaling pathway
Apoptosis

p53 signaling

pathway
mTOR signaling

pathway
NOD-like receptor

signaling pathway
T cell receptor

signaling pathway
MAPK signaling

pathway

B cell receptor

signaling pathway
Cytokine-cytokine

receptor interaction
Chemokine

signaling pathway
TGF-β signaling

pathway
Cell cycle

Jak-STAT signaling

pathway

Count

54

13

23

15

13

13

13

15

12

11

10

11

14

22

12

20

17

10

12

11

Gene

HRAS, PTGS2, PGF, MMP9, PPARG, NFKB1, MMP2, MMP1, GLI1, CTNNB1,

AKT1, CASP3, CASP8, NOS2, EGFR, PIK3CG, AR, RET, HSP90AA1, BRAF,

RELA, RXRA, CDK6, CDK4, CDK2, DAPK1, MAPK1, EP300, MAPK3, VEGFA,

PDGFRA, MDM2, PDGFRB, MAPK8, FGFR1, FGFR3, BCL2L1, KIT, IGF1R,

BCL2, PIK3R1, CSF1R, BMP4, IL6, MAP2K1, FLT3, MET, TGFBR2, RAF1,

STAT3, HDAC1, NTRK1, MTOR, ABL1
EGFR, PIK3CG, AKT1, MAPK1, HRAS, MAP2K1, BRAF, RXRA, MAPK3,

RAF1, CDK6, CDK4, PIK3R1
EGFR, PIK3CG, HRAS, FLT1, MAP2K1, BRAF, PGF, MET, RAF1, SRC,

CTNNB1, KDR, AKT1, MAPK1, IGF1R, BCL2, VEGFA, MAPK3, PDGFRA,

PDGFRB, MAPK8, MYLK, PIK3R1
EGFR, PIK3CG, HRAS, BRAF, MAP2K1, RAF1, RPS6KB1, SRC, AKT1,

MAPK1, MAPK3, MAPK8, MTOR, ABL1, PIK3R1
PIK3CG, PTGS2, RELA, RXRA, NFKB1, CDK6, BCL2L1, CDK4, CDK2,

AKT1, BCL2, NOS2, PIK3R1
PIK3CG, AKT1, MAPK1, HRAS, TNF, MAP2K1, LYN, MAPK14, MAPK3,

RAF1, MAPK8, PIK3R1, SYK
PIK3CG, AKT1, MAPK1, HRAS, PTGS2, MAP2K1, MAPK14, MAPK3, VEGFA,

RAF1, SRC, PIK3R1, KDR
PIK3CG, IL6, TNF, MAP2K1, TBK1, RELA, NFKB1, TLR9, AKT1, MAPK1,

MAPK14, MAPK3, CASP8, MAPK8, PIK3R1
PIK3CG, AKT1, CASP3, TNF, RELA, BCL2, CASP7, NTRK1, CASP8, NFKB1,

BCL2L1, PIK3R1
CDK1, CASP3, SERPINE1, CASP8, MDM2, CDK6, CHEK1, CHEK2, CDK4,

IGFBP3, CDK2
PIK3CG, AKT1, MAPK1, BRAF, PGF, MAPK3, VEGFA, RPS6KB1, MTOR,

PIK3R1
MAPK1, NOD2, IL6, HSP90AA1, TNF, RELA, MAPK14, MAPK3, CASP8,

NFKB1, MAPK8
PIK3CG, HRAS, TNF, MAP2K1, RELA, RAF1, NFKB1, CDK4, AKT1, MAPK1,

MAPK14, MAPK3, PIK3R1, IL2
EGFR, FGFR1, HRAS, TNF, FGFR3, MAP2K1, BRAF, RELA, TGFBR2, RAF1,

NFKB1, AKT1, MAPK1, CASP3, MAPK14, NTRK1, MAPT, NTRK2, MAPK3,

PDGFRA, PDGFRB, MAPK8
PIK3CG, AKT1, MAPK1, HRAS, MAP2K1, LYN, RELA, MAPK3, RAF1,

NFKB1, PIK3R1, SYK
EGFR, IL6, ACVRL1, TNF, FLT1, FLT3, CCR1, MET, TGFBR2, BMPR2, CXCR1,

CXCR2, KIT, KDR, VEGFA, PDGFRA, PDGFRB, CSF1R, ACVR1, IL2
PIK3CG, HRAS, MAP2K1, BRAF, LYN, CCR1, RELA, CXCR1, RAF1, CXCR2,

NFKB1, STAT3, AKT1, MAPK1, MAPK3, JAK2, PIK3R1
BMP4, MAPK1, ACVRL1, TNF, EP300, MAPK3, TGFBR2, BMPR2, RPS6KB1,

ACVR1
CDK1, EP300, HDAC1, PLK1, MDM2, CDK6, CHEK1, CHEK2, ABL1, CDK4,

CCNA2, CDK2
PIK3CG, STAT6, AKT1, IL6, EP300, JAK2, BCL2L1, STAT3, PIK3R1, IL2,

PTPN11

P value

4.02×10-31

4.92×10-9

2.82×10-9

2.06×10-8

8.58×10-7

3.75×10-7

2.40×10-7

1.46×10-7

8.54×10-6

5.64×10-6

4.23×10-6

2.37×10-6

2.18×10-6

2.04×10-6

1.93×10-6

2.14×10-5

1.33×10-5

2.82×10-4

2.53×10-4

5.08×10-3
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GO分析结果按 P值排序选取前 20绘制气泡图。

图 4显示, 生物过程中涉及跨膜受体蛋白酪氨酸激酶

信号、细胞内信号级联、酶联受体蛋白信号途径、细胞

增殖与凋亡信号通路以及磷酸化、大分子代谢过程等

代谢通路调控 (P<0.05); 图 5显示, 细胞组分涉及细胞

膜、细胞核和胞外间隙等多个方面 (P<0.05); 图 6 显

示, 分子功能集中于血管内皮生长因子受体活性、跨膜

受体蛋白酪氨酸激酶活性、蛋白质二聚活性、核苷酸活

动、腺苷酸活动及ATP活动等多个过程 (P<0.05)。

4 “成分-靶点-通路”网络构建

由于预测出的潜在靶点较多 , 在采用 Cytoscape

3.6.1软件构建网络时, 筛选 PPI蛋白互作度值排名靠

Figure 4 Biological process enrichment analysis diagram

Figure 6 Molecular function enrichment analysis diagram

Figure 5 Cellular component enrichment analysis diagram
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前的 30个靶点参与“成分-靶点-通路”网络构建, 见图

7。该网络有 77个节点 (包括 1个中药复方、25个入血

成分、30 个靶点、20 条通路和 1 种疾病) 和 575 条边。

度值越大, 代表与该节点相连的其他节点越多, 证明该

节点在网络中的贡献率较大。乌拉尔醇 (uralenol,

11)、木兰碱 (magnoflorine, 11)、黄芩素 (baicalein, 9)、

汉黄芩素 (wogonin, 9)、小檗碱 (berberine, 8)、药根碱

(jatrorrhizine, 7)、甘草次酸 (glycyrrhetinic acid, 6)、巴

马汀 (palmatine, 5)、异甘草素 (isoliquiritigenin, 5)、黄

芩苷 (baicalin, 5) 等成分度值较大 , 均与多个靶点连

接。度值较大的靶点包括丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1

(AKT1, 39)、丝裂原活化蛋白激酶 3 (MAPK3, 40)、丝

裂原活化蛋白激酶 1 (MAPK1, 37)、信号传导转录激活

因子 3 (STAT3, 32)、血管内皮生长因子 A (VEGFA,

26)、白介素 6 (IL6, 29)、核转录因子 p65亚基 (NF-κB/

p65) (RELA, 28)、前列腺素内过氧化物合酶 2 (PTGS2,

28)、凋亡调节因子 (BCL2L1, 22)、诱导型一氧化氮合

酶 2 (NOS2, 19) 等。对应度值较大的通路除癌症通路

(22) 外, 还涉及了MAPK信号通路 (12)、Toll样受体信

号通路 (11)、VEGF信号通路 (11)、NOD样受体 (NLRs)

信号通路 (NOD-like receptor signaling pathway, 11)、趋

化因子信号通路 (10) 和 Jak-STAT信号通路 (10)。

5 分子对接虚拟计算结果

将 PPI 网络中排名靠前的靶点蛋白 , 分别与

DXMS和入血成分进行分子对接验证, 结果见表3。根

据ALI的疾病特点, 靶点蛋白选取时, 分别选取了影响

炎症、细胞凋亡和氧化应激 3个方面的靶蛋白, 参与分

子对接。分子对接结合能越小, 表明其结合性越好。表

中 96%入血成分都能与所选的靶点蛋白较好地结合。

25个入血成分与MAPK3、STAT3、IL6、RELA (NF-κB/

p65)、BCL2L1和NOS2靶蛋白的平均结合性能优于对

照药DXMS, 与VEGFA靶蛋白结合能力稍低于DXMS。

以上结果表明, 二黄汤入血成分能较好地与ALI相关

靶点对接, 潜在生物活性高。

6 药效学实验及 Western blot法验证关键靶点蛋白

表达

6.1 小鼠ALI模型构建 脂多糖 (LPS) 5 mg·kg-1, 肺

部滴入给药的方式, 建立LPS诱导的小鼠急性肺损伤

模型。与空白组比较, 模型组的H&E染色病理切片中

肺泡结构改变, 肺泡壁增厚, 炎症因子明显增多 (图 8);

Figure 7 Network of drug ingredients-targets-pathways

Figure 8 Effects of EhD on lung histological changes of lipopolysacchatide (LPS)-induced ALI mice (H&E staining magnification 100×).

A: Control; B: LPS; C: LPS + 1.0 g·kg-1 EhD; D: LPS + 2.5 g·kg-1 EhD; E: LPS + 5.0 g·kg-1 EhD. Asterisks denote fibrillar to granular

eosinophilic protein strands. Solid arrows denote thickened alveolar wall and interstitial neutrophils infiltrating in the intercellular spaces
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Table 3 Molecular docking result of absorbed ingredients of EhD in blood. "-" indicates that the molecular docking is not successful

Neoglycyrol

Syringic acid 4-β-D-

glucopyranoside

Magnoflorine

Chrysin-6-C-arabino‐

side-8-C-glucoside

Baicalin

Oroxylin A-7-O-β-D-

glucuronide

Chrysin-7-O-

glucuronide

Wogonoside

Isoliquiritin

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6

4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU

-8.71
-7.50
-7.66
-7.01
-7.55
-7.68
-7.39
-9.35
-7.83
-8.59
-7.68
-8.41
-7.75
-8.04
-7.72
-7.82
-7.24
-8.49
-7.78
-8.04
-8.50
-8.69
-9.12
-8.33
-8.89
-8.59
-7.93
-9.48
-8.53
-8.68
-8.39
-8.24
-7.91
-7.82
-9.83
-8.33
-8.83
-8.24
-8.55
-8.30
-8.45
-9.34
-8.36
-8.69
-8.09
-8.18
-8.28
-7.96
-9.29
-8.52
-8.58
-8.05
-8.37
-8.54
-8.08
-8.98
-8.56
-9.11
-8.37

Uralenol

Gancaonin N

Liquiritin 7-O-

sulfate

Liquiritin

Isomer of baicalin

Columbamine

Jatrorrhizine

Epiberberine

Palmatine

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6

4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU

-8.96
-7.55
-8.43
-7.63
-7.62
-7.54
-7.51
-8.16
-7.76
-8.69
-7.22
-8.00
-7.81
-9.78
-8.82
-9.05
-8.41
-8.73
-9.03
-8.58
-8.23
-8.11
-8.70
-7.69
-8.21
-8.03
-8.07
-9.53
-8.30
-9.15
-8.68
-8.40
-8.38
-8.42
-7.62
-7.64
-7.78
-7.55
-7.67
-7.97
-8.10
-8.22
-7.80
-8.13
-7.07
-7.95
-7.99
-8.18
-7.53
-7.58
-7.67
-7.38
-8.09
-7.95
-7.94
-7.59
-7.90
-8.14
-6.97

Compound name Gene target PDB ID
Estimated

ΔG/kcal·mol-1
Compound name Gene target PDB ID

Estimated

ΔG/kcal·mol-1
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Berberine

Baicalein

Wogonin

Glycyrrhetinic acid

RELA
BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM

-8.73
-8.53
-8.14
-7.50
-7.58
-7.68
-6.85
-7.65
-8.00
-7.64
-7.65
-7.12
-7.46
-7.26
-7.07
-7.33
-7.05
-7.77
-6.83
-7.29
-6.72
-7.28
-7.00
-6.85
-7.18
-5.14
-7.82
-5.17
-7.76
-7.04
-

Liquiritigenin

Isoliquiritigenin

Oroxylin A

Dexamethasone

RELA
BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

MAPK3
STAT3
VEGFA

IL6
RELA

BCL2L1
NOS2

6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM
4QTB
6NJS

1MKK
1ALU
6QHL
6GL8
6JWM

-8.01
-8.37
-8.61
-7.50
-7.01
-7.35
-7.11
-7.11
-6.86
-6.59
-7.82
-7.57
-7.54
-7.48
-7.15
-7.17
-7.04
-7.81
-7.02
-7.60
-6.67
-7.31
-7.34
-7.07
-7.18
-7.17
-8.36
-7.10
-7.89
-7.39
-7.10

Continued

Compound name Gene target PDB ID
Estimated

ΔG/kcal·mol-1
Compound name Gene target PDB ID

Estimated

ΔG/kcal·mol-1

模型组血清和肺组织灌洗液中 IL6、TNF-α和NO的含

量显著升高 (图9), 造模成功。

6.2 EhD治疗ALI药效实验 与模型组比较, EhD干

预给药治疗可明显改善肺组织形态, 降低炎症细胞浸

润数目 (图 8); 同时, 与模型组比较, 给药组的动物血

清和肺组织灌洗液中 IL6、TNF-α和 NO 含量显著降

低, 而且, 低、中、高剂量组干预效果呈现明显的量-效

相关 (图9)。

6.3 Western blot法验证EhD调控NF-κB/p65和 IκBα

蛋白表达 ALI的重要临床表现是肺部炎症。在炎症

进程中, NF-κB的活化与表达发挥了关键作用[21]。根

据网络预测结果, RELA基因在构建的成分-靶点-通路

网络中, 度值较大, 是核转录因子 p65调控基因, 控制

着NF-κB/p65蛋白的表达。所以, 本实验以NF-κB/p65

和 IκBα蛋白表达 , 对网络药理学预测靶点进行验证

(图 10)。结果显示, 与模型组相比, 二黄汤干预能显著

降低 NF-κB/p65、p-NF-κB/p65蛋白的表达 , 提高 IκBα

蛋白的表达, 降低 p-IκBα蛋白表达。而且, 与给药剂

量呈现一定的量-效关系。

讨论

ALI是包括新冠病毒在内的很多疾病的共同病理

过程, 是一种临床常见的危重症, 死亡率较高。本文通

过网络药理学对二黄汤治疗急性肺损伤的作用机制进

行了预测分析, 发现相关靶点和通路涉及到了炎症反

应、氧化应激和细胞凋亡等环节。

PPI网络显示, 靶点之间存在着多种关联, 连接度

值越高, 靶点的潜在治疗作用越大。STAT3、VEGFA、

AKT1、MAPK1、MAPK3和 IL6排名靠前, 可能是关键

靶点。STAT3 是 STAT 家族重要成员 , 可调控细胞增

生、存活、凋亡和炎症等过程。甘草酸可以通过降低

STAT3活性, 减少角叉菜胶引起的ALI的炎症反应[22]。

MAPK家族包括调节激酶 (ERK)、p38丝裂原活化蛋白

激酶 (p38MAKP)、c-Jun氨基末端激酶 (JNK) 和ERK5

亚族, ERK1和ERK2 (也称为MAPK3和/MAPK1) 信号

转导通路调控细胞生长和分化, p38MAPK和JNKMAPK

信号转导通路在炎症与细胞凋亡等应激反应中发挥重

要作用。研究发现, LPS诱导大鼠发生ARDS时, 细胞

质中 p38MAKP 和细胞外 ERK 蛋白明显上调 , 同时
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p-p38MAPK和 p-pERK的蛋白表达水平明显增加[23]。

黄芩素可增加 p38、ERK1和ERK2的蛋白表达水平, 降

低斑马鱼幼鱼的急性肝炎肝毒性损伤[24]。汉黄芩素通

过阻断 p38MAPK和 JNK的磷酸化, 下调诱导型一氧

化氮合成酶 (inducible nitric oxide synthas, iNOS) 和环

氧化酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2) 的表达 , 抑制肺

水肿和蛋白质渗漏, 对LPS诱导的ALI具有潜在的保

护作用[25]。IL6基因可调控ALI等多种炎症疾病, 其编

码的 IL6是调节宿主免疫应答、炎症、血细胞生成和癌

发生的多效细胞因子。黄芩苷通过刺激调节性 T 细

胞 (regulatory cell, Treg) 和抑制 IL6、白介素-23 (inter‐

leukin-23) 的释放, 进而导致辅助性T细胞 17 (T helper

cell 17, Th17) 细胞减少, 从而影响Th17与Treg反应的

免疫平衡[26], 起到调控ALI炎症反应的作用。

VEGF在ALI中发挥双重作用, 它既参与早期急性

肺水肿的形成, 又能促进恢复期肺泡上皮细胞的存活[27]。

VEGFA主要在肺泡上皮细胞和支气管上皮细胞表达,

ALI/ARDS 急性期的肺泡上皮细胞和血管内皮细胞

受损, 呼吸道上皮细胞中的VEGFA向血液中释放, 与

血管内皮细胞的VEGF受体结合, 增加血管通透性。研

究表明, 黄芩素可抑制分化抑制因子-1蛋白 (inhibitor

of differentiation-1 protein)、上皮间质转化 (epithelial-

mesenchymal transition) 相关的 N- 钙黏附蛋白 (N-

cadherin)、波形蛋白 (vimentin) 以及血管生成相关蛋

白 (VEGFA) 的表达[28], 从而抑制人非小细胞肺癌原位

移植瘤的生长。肺上皮细胞和肺毛细血管内皮细胞的

凋亡是ALI发生的一个潜在的重要机制[29]。研究证实,

小檗碱可以调控 BCL2L1等凋亡抑制基因的表达, 进

而抑制 B 细胞淋巴瘤 /白血病 -2 (B-cell lymphoma/

leukemia 2, Bcl-2) 蛋白表达, 增加B细胞淋巴瘤/白血

病-2-相关X蛋白 (BCL-2-associated X, Bax) 表达, 从而

抑制细胞增殖, 促进细胞凋亡[30]。LPS诱导的ALI后,

炎性因子的大量产生会导致NOS2的过度表达, 在内

皮细胞、血液和肺组织液中产生大量NO[31]。黄芩中的

黄酮类成分对LPS诱导的ALI有明显的保护作用, 其

保护作用可能与抑制COX-2和 iNOS的表达有关[18]。

KEGG 富集通路分析显示 , VEGF 信号通路[29]、

MAPK1信号通路、MAPK3信号通路[24]、NLRs信号通

路[32]、Toll 样受体信号通路[33]、mTOR 信号通路[34]、

TGF-β信号通路[35]、T细胞受体信号通路、B细胞受体

信号通路[36]和 Jak-STAT 信号通路[37]等是 ALI 的疾病

调控相关的重要通路, 且有文献报道, 说明本研究预测

富集的通路可信度较高。甘草次酸可降低肺组织

TGF-β1、母亲DPP同源物 2 (mothers against decapenta‐

plegic homolog 2, Smad2) 和母亲DPP同源物3 (mothers

against decapentaplegic homolog 3, Smad3) 的表达 , 抑

制TGF-β1/Smads信号通路, 干预ALI的治疗过程。黄

芩素可下调T细胞 Jak-STAT信号通路 STAT3和 STAT4

的 mRNA 表达, 促进 T细胞增殖, 从而发挥免疫抗炎

作用。

Figure 9 Effects of EhD on the secretion of pro-inflammatory cytokines in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and serum. A: Control;

B: LPS; C: LPS + 1.0 g·kg-1 EhD; D: LPS + 2.5 g·kg-1 EhD; E: LPS + 5.0 g·kg-1 EhD. Quantitative densitometric analyses of NO (a), TNF-α

(b), IL6 (c). n = 6, mean ± SEM. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs control group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs LPS group

Figure 10 Effects of EhD on LPS-induced protein expressions of NF-κB/p65 and IκBα in the ALI mice. a: Quantitative densitometric anal‐

yses of NF-κB/p65, IκBα, p-NF-κB/p65, and p-IκBα; b: Western blot analyses of NF-κB/p65, IκBα, p-NF-κB/p65, and p-IκBα; normalized

against glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). A: Control; B: LPS; C: LPS + 1.0 g·kg-1 EhD; D: LPS + 2.5 g·kg-1 EhD; E:

LPS + 5.0 g·kg-1 EhD. n= 3, mean ± SEM. #P<0.05, ###P<0.001 vs control group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs LPS group
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通过动物实验证实, EhD具有减轻小鼠肺部损伤

和减少炎症细胞因子释放的作用。同时, Western blot

结果显示, EhD可以降低NF-κB/p65蛋白的表达, 提高

IκBα蛋白的表达, 从而调控NF-κB通路, 发挥抗炎作

用。NF-κB作为转录因子蛋白家族, 包括 5个亚单位:

Rel、p65 (RELA)、RelB、p50和 p52。RELA基因在调控

细胞的基因转录过程中起着至关重要的作用, 活化的

NF-κB/p65对机体的炎症反应和免疫反应等方面的作

用十分关键, 同时与内毒素型ALI的发生发展联系密切。

近年来的相关研究发现, 许多中药能够调控NF-κB的

活化过程, 进而抑制炎症因子产生, 对多种疾病起到一定

的治疗作用。文献报道, 二黄汤中黄芩素[38]、小檗碱[39]

和甘草酸[40]等主要活性成分均可以通过抑制NF-κB的

表达, 达到改善肺部ALI炎症的效果。

综上所述, 本研究以EhD中入血成分为研究对象,

通过网络药理学和分子对接方法, 对EhD治疗ALI的

潜在作用靶点及作用机制进行了预测分析, 并通过动物

实验和分子生物学方法, 验证EhD的药效和调控机制。

本文为治疗发病机制复杂的ALI的研究提供了新的思

路, 也为EhD的协同作用机制的深入研究奠定了基础。

作者贡献: 本文设计思路由张永清、孙秀梅和赵忠熙教

授提供。杨斌和付先军教授具体参与靶点筛选、通路富集、

网络构建及分子对接工作。王京龙、郑丹丹和张立华老师负

责ALI药效实验及Western blot蛋白表达实验。
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