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基于网络药理学探索桔梗治疗肺纤维化的作用机制
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摘要: 基于网络药理学和动物实验研究桔梗抗肺纤维化的作用机制。通过TCMSP、Swiss Target Prediction等数

据库预测桔梗的成分和作用靶点, 并与通过GeneCards、OMIM、Disgenet、Drugbank数据库筛选出的肺纤维化的疾病

靶点交集整合, 获得桔梗治疗肺纤维化的潜在靶点。运用Cytoscape软件构建“药物-成分-靶点-疾病”的网络图和

潜在靶点的相互作用关系, 并联合String平台绘制PPI网络, 同时进行拓扑学分析, 基于R软件使用Bioconductor生

物信息软件包对交集靶点进行GO和KEGG富集分析预测作用机制。采用动物实验对网络药理学分析结果进行验

证, 构建肺纤维化小鼠模型, 进行病理染色、ELISA检测、肺功能检测、qRT-PCR及Western blot。桔梗 8个潜在活性

成分对应 289个靶点, 肺纤维化 1 129个疾病靶点, 得到药物-疾病共同靶点 65个, GO富集分析共得到条目 1 575个,

KEGG富集分析得到 146个条目, 涉及磷脂酰肌醇 3激酶-蛋白激酶B (PI3K-AKT) 信号通路、肿瘤坏死因子 (TNF)

信号通路、白细胞介素-17 (IL-17) 信号通路等。动物实验结果表明, 桔梗能改善肺纤维化小鼠的肺部炎症及胶原沉

积。Western blot结果显示, 桔梗治疗肺纤维化小鼠后, PI3K-AKT信号通路相关蛋白 p-PI3K、p-AKT表达呈剂量依

赖性下调, p-AKT的下调抑制了P21的表达, 提示桔梗可能通过调控PI3K-AKT通路相关蛋白表达影响细胞衰老治

疗肺纤维化小鼠。本文运用网络药理学揭示了桔梗抗肺纤维化的作用靶点和通路并进行了相关验证, 为深入探讨

桔梗抗肺纤维化的作用机制提供了依据。
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Abstract: The mechanism of Platycodon grandiflorum in the treatment of pulmonary fibrosis was examined

by integrated pharmacology network with animal experiment validation. Compositions and targets of Platycodon

grandiflorum were collected utilizing databases such as TCMSP and Swiss Target Prediction, whereas pulmonary

fibrosis targets were obtained using GeneCards, OMIM, Disgenet, and Drugbank databases. These datasets were
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merged in order to identify prospective Platycodon grandiflorum targets for the treatment of pulmonary fibrosis.

The "drug-component-target-disease" network was constructed with Cytoscape software, and the interaction

relationship between potential targets was produced; they were coupled with the String platform to create the PPI

network while also doing topological analysis. Then, using R software and the Bioconductor biological information

software package, we conduct GO and KEGG enrichment analysis to estimate the therapeutic mechanism. A mouse

model of pulmonary fibrosis was constructed for pathological staining, ELISA, lung function, qRT-PCR, and

Western blot to validate the results of the network pharmacology. There are 289 putative active components of

Platycodon grandiflorum, and 1 129 disease targets for pulmonary fibrosis, for a total of 65 drug-compound-

disease common targets. The GO enrichment analysis revealed 1 575 items, whereas the KEGG enrichment analysis

yielded 146 entries. The phosphatidylinositol 3 kinase-protein kinase B (PI3K-AKT) signaling pathway, the tumor

necrosis factor (TNF) signaling system, and the interleukin-17 (IL-17) signaling pathway were enriched. In animal

experiments, Platycodon grandiflorum was found to decrease lung inflammation and collagen deposition in mice

with pulmonary fibrosis. According to Western blot results, the expression of PI3K-AKT signaling pathway-related

proteins p-PI3K and p-AKT was down-regulated in a dose-dependent manner after Platycodon grandiflorum therapy

of pulmonary fibrosis mice. When p-AKT was suppressed, P21 expression was reduced, indicating that Platycodon

grandiflorum may control the expression of PI3K-AKT pathway-related proteins to alter cell senescence while

treating mice with pulmonary fibrosis. This study uses network pharmacology to identify the targets and pathways

of Platycodon grandiflorum against pulmonary fibrosis and conducts related animal experimental validation,

providing a foundation for an in-depth discussion of the therapeutic mechanism of Platycodon grandiflorum

against pulmonary fibrosis.
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肺纤维化是一种慢性、不可逆性和致死性的肺间

质病 , 主要表现为胸膜下与基底部的纤维化和蜂窝

样改变 , 以及肺纤维化灶周围的胶原与细胞外基质

(extracellular matrix, ECM) 沉积, 最终导致肺组织结构

改变, 肺通气和弥散功能丧失而危及生命[1,2]。研究表

明, 多种呼吸道病毒 (包括常见的流感以及去年突发

的新冠病毒) 感染均可能导致肺纤维化的发生[3]。

FDA批准的吡非尼酮和尼达尼布均为姑息药物, 仅能

延缓轻中度患者肺功能下降速率, 降低急性加重的风

险, 并不会阻止或逆转已经发生的肺纤维化, 其不良反

应明显且价格昂贵[4,5]。当前, 可用于进行性肺纤维化

的唯一有效疗法是肺移植, 但也存在存活率有限、费用

高、器官供体少等问题[6]。

肺纤维化属于中医学“肺痹”、“肺痿”等病范畴 ,

而“肺痹”、“肺痿”为肺纤维化在不同阶段的病机特征,

早期以肺痹为主 , 晚期发展为肺痿[7]。《内台方议》记

载:“用桔梗为君, 桔梗能浮而治上焦, 利肺痿, 为众药

之舟楫也”。桔梗是一种传统药食同源的中药材[8], 现

代药理研究表明, 桔梗总皂苷通过降低胶原合成以及

抗氧化对肺纤维化具有一定的治疗作用[9]; 桔梗皂苷-

D 可通过减弱转化生长因子-β1 (transforming growth

factor-β1, TGF-β1) 诱导的肺成纤维细胞增殖和 ECM

积累在肺纤维化治疗中发挥作用[10]。

网络药理学是基于系统生物学的理论, 用生物信

息学和网络分析方法对生物系统进行分析的新兴交叉

学科。运用网络药理学方法可以有效预测中药的药效

成分及作用机制, 体现中药具有多成分、多靶点、多途

径、互协同的特点[11]。本研究利用网络药理学与体内

实验相结合的方法, 构建“化合物-靶点-通路-药理作

用-功效”网络预测桔梗治疗肺纤维化作用机制, 同时

利用博莱霉素构建肺纤维化小鼠模型进行相关实验

验证。

材料与方法

数据库与软件 TCMSP 数据库 (http://tcmspw.

com/tcmsp. php)、PubChem 数 据 库 (https://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/)、Swiss Target Prediction数据库 (http:

//www.swisstargetprediction.ch/)、OMIM数据库 (https://

omim.org/)、Disgenet数据库 (https://www.disgenet.org/)、

Drugbank 数据库 (https://go. drugbank. com/)、STRING

数据库 (https://string-db.org/)、Venny2.1 在线软件作

图工具平台 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)、

Cytoscape3.7.2软件、R3.6.1软件等。

潜在活性成分的获取及靶点预测 在TCMSP数

据库中检索桔梗的成分, 并结合文献补充有相关药理作

用的成分作为潜在活性成分。使用PubChem数据库获

得上述成分的 SDF 结构 , 导入 Swiss Target Prediction

数据库, 取预测得分大于 0的靶标作为药物靶点。使
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用 OMIM、Disgenet、Drugbank 数据库以“pulmonary

fibrosis”为关键词进行检索 , 获得疾病作用靶点。在

Venny2.1在线软件作图工具平台上绘制韦恩图, 获得

药物-疾病共同靶点。

中药-成分-靶点-疾病网络构建及分析 使用

Cytoscape 3.7.2软件构建“药物-成分-靶点-疾病”网络

图 , 使用 Network Analyzer 功能对桔梗的主要活性成

分进行分析。

蛋白互作 (PPI) 网络的构建及核心靶点分析 将

药物-疾病共同靶点输入到 STRING数据库中进行检

索, 设置蛋白种类为“homo sapiens”, 最低相互作用阈

值为 0.4, 获取靶点相互作用的网络关系数据, 将其导

入Cytoscape软件, 绘制蛋白相互作用网络图。将 PPI

网络导入 Cystoscape 3.7.2 中 , 通过 Network Analyzer

工具进行拓扑分析, 通过 degree排序, 选取分值大于平

均分的基因作为核心靶点。

富集分析 基于R软件使用Bioconductor生物信

息软件包以P < 0.05、Q < 0.05进行关键靶基因GO与

KEGG 功能富集分析, 富集分析结果均以 P < 0.05 作

为筛选条件。

试剂与仪器 博莱霉素 (TCI 梯希爱公司); 羟脯

氨酸检测试剂盒 (上海西唐生物科技有限公司); ECL

高敏发光液、蛋白预染 marker (天能生物科技有限公

司); 脱脂奶粉 (日本Wako公司); SDS-PAGE蛋白上样

缓冲液 (5×) (Biosharp生物科技有限公司); 磷酸化磷脂

酰肌醇 3 激酶 (phospho-phosphatidylinositol 3 kinase,

p-PI3K) 抗体、磷脂酰肌醇 3激酶 (phosphatidylinositol

3 kinase, PI3K) 抗体、蛋白激酶B (protein kinase B, AKT)

抗体、磷酸化蛋白激酶 B (phospho-protein kinase B,

p-AKT) 抗体 (Cell Signaling公司); RIPA裂解液、BCA

蛋白浓度定量试剂盒、SDS-PAGE 凝胶配制试剂

盒、HE、Masson、β-半乳糖苷酶染色试剂盒 (南京碧云

天公司); 辣根过氧化酶标记的山羊抗兔 (南京福麦

斯生物技术有限公司); 蛋白印迹多功能成像系统 (美

国 Bio-Rad 公司); 倒置显微镜 (日本尼康公司); 酶标

仪 (瑞士帝肯公司); 梯度 PCR 仪 (MJ mini 购自德国

Eppendorf公司); 高速低温组织研磨仪 (武汉赛维尔公

司); 冰冻切片机 (德国Leica公司); Flexivent小动物肺

功能仪 (法国EMKA公司)。

桔梗水煎液制备 称取桔梗药材 75 g, 加入 0.9 L

水, 浸泡 30 min, 武火煮沸后文火煎煮 1 h, 将药液倒出

冷却; 再加入0.75 L水, 武火煮沸后文火煎煮1 h, 混合两

次药液, 过滤, 减压浓缩至一定浓度的桔梗水煎液[12]。

实验动物分组与造模 SPF 级雄性 C57BL/6J 小

鼠 36只, 8周龄, 由浙江维通利华公司提供。所有动物

实验均经南京中医药大学动物委员会批准 (许可证

号: 202005A016)。适应性饲养 1周后, 将小鼠随机分

为 6 组 , 每组 6 只 , 分别为空白组 (control)、模型组

(model)、吡非尼酮组 (Pir 0.3 g·kg-1·d-1)、桔梗低剂量组

(PR 1.35 g·kg-1·d-1)、桔梗中剂量组 (PR 2.7 g·kg-1·d-1)、

桔梗高剂量组 (PR 5.4 g·kg-1·d-1)。采用单次气管给予

浓度为 5 mg·kg-1博莱霉素造模。造模后次日, 空白组

和模型组给予生理盐水灌胃。根据人与小鼠体表面积

换算, 其余各组分别给予吡非尼酮 (0.3 g·kg-1·d-1)、桔梗

低、中、高剂量 (1.35、2.7、5.4 g·kg-1·d-1) 水煎液进行灌

胃。连续给药 21天, 末次给药 3 h后处死小鼠, 取肺组

织。所有小鼠均取右肺下叶置于 4% 多聚甲醛中固

定。其余肺组织置 2 mL冻存管中于液氮快速冷冻, 后

移至-80 ℃超低温冰箱保存备用。

组织病理学 小鼠肺组织置于 4%多聚甲醛固定

24 h后常规脱色、石蜡包埋, 肺切片 (4 μm) 后进行HE

染色和Masson染色。根据 Szapiel方法进行肺泡炎症

评分, 参照Ashcroft方法进行纤维化评分。

羟脯氨酸含量测定 根据上海西唐生物科技有限

公司的羟脯氨酸ELISA试剂盒的说明书进行, 具体实

验步骤为: 每只小鼠称取肺组织约 30 mg, 根据质量加

入相应比例匀浆液进行匀浆并收集上清液, 同时稀释

标准品用于绘制标准曲线。将待测样品与标准品加样

于包被羟脯氨酸的酶标板上, 先后加入酶标抗体工作

液、底物工作液、终止液后在 450 nm处测吸光值, 根据

标准曲线计算羟脯氨酸的含量。

肺功能 最后一次给药后, 麻醉小鼠后剪开颈部

皮肤, 钝性分离气管, 将肺功能仪的针管插入并用手术

线固定连接部位, 固定小鼠于体描仪平台, 运行仪器检

测并记录小鼠肺顺应性 [cm(H2O)·mL-1] 与肺阻力 [cm

(H2O)·mL-1] 指标的变化。

实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 采用 qRT-PCR

方法检测肺组织中待测基因的表达, 以 2-ΔΔCt值表示基

因相对表达量。引物信息见表 1, 由上海生工生物技

术有限公司合成。

蛋白质免疫印迹 取肺组织冰上剪碎后加入适量

RIPA溶液 (含蛋白酶及磷酸酯酶混合抑制剂) 进行裂

解, 12 000 r·min-1离心10 min后取上清, 用BCA法测定

蛋白浓度, 向上清中按比例加入上样缓冲液后置于沸水

浴中 5 min。制得的蛋白样品进行 SDS-PAGE (sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 电

泳, 按每孔 40 μg上样电泳, 转膜, 5%脱脂奶粉室温封

闭 2 h, TBST (Tris buffered saline Tween20) 洗膜, 按照

抗体说明书稀释一抗, 4 ℃孵育过夜, TBST洗膜后加

入HRP标记的二抗, 37 ℃孵育 1 h。ECL显影, 凝胶成
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像系统分析目的蛋白的相对表达量, 目标蛋白表达量

通过GAPDH进行校正。

衰老染色 将冰冻的肺组织切片复温, 用 PBS洗

涤3次, 每次不少于5 min。加入适当体积的β-半乳糖苷

酶染色固定液, 室温固定不少于15 min。用PBS浸泡洗

涤组织3次, 每次不少于5 min。吸除PBS, 加入适量的

染色工作液。37 ℃孵育过夜后普通光学显微镜下观察。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

绘图, 以均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 多组数据比较采

用方差分析 (one-way ANOVA), 两组数据比较采用学

生 t 检验 (student's t test); P < 0.05 表明差异具有统计

学意义。

结果

1 桔梗抗肺纤维化靶点预测

在TCMSP数据库中设定生物利用度 (oral bioavail‐

ability, OB) ≥ 30%、类药性 (drug likeness, DL) ≥ 0.18, 对

桔梗的有效成分进行筛选, 并结合文献补充纳入桔梗皂

苷D[13], 共得到潜在活性成分 8个, 分别为 cis-dihydro‐

quercetin、2-O-methyl-3-O-β -D-glucopyranosyl platyco‐

genate A、acacetin、spinasterol、robinin、dimethyl 2-O-

methyl-3-O-α-D-glucopyranosyl、luteolin、platycodin D。

使用 Swiss Target Prediction 数据库筛选出 289 个药

物靶点 ; 使用 OMIM、Disgenet、Drugbank 数据库获得

1 129个疾病作用靶点。在Venny2.1在线软件作图工

具平台上输入 289个药物靶点、1 129个疾病靶点, 绘

制韦恩图 , 两者取交集后获得药物-疾病共同靶点

65个。

2 桔梗抗肺纤维化网络图

将桔梗中 8个潜在活性成分与 65个药物-疾病共

同靶点输入Cytoscape软件中, 删除与靶点无交集的孤

立成分, 绘制出“药物-成分-靶点-疾病”相互作用的网

络图 (图 1)。图中紫色代表药物, 绿色代表桔梗中的 7

种活性成分 (1个活性成分靶点与疾病靶点无交集, 予

删除), 蓝色代表65个共同靶点, 红色代表疾病。

3 桔梗抗肺纤维化核心靶点筛选

将上述药物-疾病共同靶点输入到 STRING数据

库中进行检索, 构建蛋白相互作用的 PPI网络。得到

桔梗治疗肺纤维化潜在靶点的蛋白质相互作用 (PPI)

网络中共有 65个节点 (靶点蛋白)、609条边 (蛋白相互

作用), 见图 2。其中, 节点的大小、颜色及其深浅变化

代表degree值的大小。

Table 1 PCR primer sequence of each gene. AKT1: Serine/threonine kinase 1; EGFR: Epidermal growth factor receptor; MAPK3: Mitogen-

activated protein kinase 3; TNF: Tumor necrosis factor; SRC: Rous sarcoma oncogene; STAT3: Signal transducer and activator of transcrip‐

tion 3; JUN: Jun proto-oncogene; MAPK1: Mitogen-activated protein kinase 1; PTGS2: Prostaglandin-endoperoxide synthase 2; ERBB2:

Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2; MMP9: Matrix metallopeptidase 9; IL2: Interleukin 2; ESR1: Estrogen receptor 1; MTOR: Mechanistic

target of rapamycin kinase; HSP90AA1: Heat shock protein 90, alpha (cytosolic), class A member 1; MMP2: Matrix metallopeptidase 2;

MAPK14: Mitogen-activated protein kinase 14; PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha; ICAM1:

Intercellular adhesion molecule 1; PLG: Plasminogen; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Gene
AKT1
EGFR
MAPK3
TNF
SRC
STAT3
JUN
MAPK1
PTGS2
ERBB2
MMP9
IL2
ESR1
MTOR
HSP90AA1
MMP2
MAPK14
PIK3CA
ICAM1
PLG
GAPDH

Forward primer
TGCACAAACGAGGGGAATATAT
TGAGTTCTCTGAGTGCAACTAG
CAGCTCAACCACATTCTAGGTA
ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC
ATTCCAAACCAGCAGACTCATA
GCCATCATTATGAGTGCCAATT
CAAAGACCTGAAAACCTCCAAC
CTGAAAGATGAGCTCGAGAGTG
ATTCCAAACCAGCAGACTCATA
CAGGAACAACATCACCATTCG
CAAAGACCTGAAAACCTCCAAC
TGAGCAGGATGGAGAATTACAG
CTACTACCTGGAGAACGAGC
CAGGAACAACATCACCATTCG
ACATCAAGTTGTATGTTCGCAG
ACTTTGAGAAGGATGGCAAGTA
AGGAATTCAATGACGTGTACCT
TATGTCTACCCTCCAAATGTCG
CTGAAAGATGAGCTCGAGAGTG
CCACAGGCACAGCATCTTCACC
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

Reverse primer
CGTTCCTTGTAGCCAATAAAGG
GAATGCGTCATCTATGTTGTCC
TCAAGAGCTTTGGAGTCAGATT
CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG
CTTGAGTTTGAAGTGGTAACCG
AGGGATAAGAACGCTGAGAATT
GACTGCTTCTCTCCCATCATC
AAACGAATACACGGTGATGGTA
CTTGAGTTTGAAGTGGTAACCG
CTTGGAAGCGTGTATTGATAGC
GACTGCTTCTCTCCCATCATC
CAGAGGTCCAAGTTCATCTTCT
GCGTCGATTGTCAGAATTAGAC
CTTGGAAGCGTGTATTGATAGC
TCAGAATCCACTACCCCTCTAA
CTTCTTATCCCGGTCATAGTCC
AGGTCCCTGTGAATTATGTCAG
TACTTCTGCTTGTCGTTGTTTG
AAACGAATACACGGTGATGGTA
TGTTGTATAGCACCAAGGACCATTCAC
GGGGTCGTTGATGGCAACA
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将PPI网络导入Cystoscape 3.7.2中, 通过Network

Analyzer 工具进行拓扑分析 , 以 degree、betweenness

centrality、average shortest path length 和 closeness cen‐

trality这 4个参数为参考标准, 通过 degree排序, 选取

分值大于平均分的基因作为核心靶点, 将前 20个靶点

使用 R 3.6.1绘制条形图 (图 3), 得到桔梗治疗肺纤维

化可能通过的核心靶点。

4 桔梗抗肺纤维化富集分析

将 65个共同靶点经R语言运行后GO分析选取生

物学过程、细胞组分及分子功能 3 部分 (图 4A)。GO

结果显示, 交集基因共富集至 1 472条生物学过程, 34

条细胞组分表达过程, 69个与分子功能相关过程。

将 65 个共同靶点经 R 语言运行后共得到 146 条

KEGG通路, 前 20的结果形成KEGG功能富集的条形

图 (图4B), P值代表富集的显著性, 颜色越红则显著性越

高。结果表明, 桔梗抗肺纤维化可能通过 PI3K-AKT

信号通路、肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF)

信号通路、表皮生长因子受体 (epidermal growth factor

receptor, EGFR) 信号通路等发挥作用。

5 桔梗对肺纤维化小鼠肺组织的影响

为了验证网络药理学分析结果并深入探讨桔梗抗

肺纤维化的机制, 本研究进一步构建了博莱霉素诱导

的肺纤维化小鼠模型进行后续研究。

HE 染色观察肺泡炎症程度, Masson 染色观察肺

纤维化程度 (图 5A～C)。空白组未见炎性细胞浸润及

蓝色胶原沉积; 与空白组相比, 模型组小鼠肺泡间质及

肺泡腔出现大量炎性细胞浸润及蓝色胶原沉积; 与模

型组相比, 随着水煎液剂量的增加, 肺组织炎症和胶原

沉积的改善逐渐明显, 桔梗高剂量组效果最佳。生存

曲线结果表明 (图 5D), 桔梗能提高肺纤维化小鼠的存

活率且存在剂量依赖性。

羟脯氨酸是机体胶原蛋白的主要成分之一, 为胶

原纤维所特有 , 因此可作为肺纤维化的评价指标[14]。

ELISA 结果表明 (图 5E), 与空白组相比, 模型组小鼠

肺组织羟脯氨酸含量明显升高, 高剂量桔梗水煎液可

以明显降低其含量。

小鼠肺功能检测结果表明 (图6), 博莱霉素诱导后

的小鼠肺部顺应性明显降低, 桔梗能够改善小鼠肺功

Figure 1 Network of drugs-components-targets-disease interaction
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能, 降低肺阻力增加肺部的顺应性, 且随着剂量增加,

变化逐渐明显。

6 桔梗对肺纤维化小鼠肺组织中核心靶点转录的

影响

通过 qPT-PCR 检测图 3 中核心靶点的表达情况 ,

对网络药理学结果进行初步验证。结果提示, 存在差

异性表达的基因有 JUN (Jun proto-oncogene)、AKT1

(serine/threonine kinase 1)、SRC (Rous sarcoma onco‐

gene)、HSP90AA1 [heat shock protein 90, alpha (cyto‐

solic), class A member 1]、MTOR (mechanistic target of

rapamycin kinase)、PIK3CA (phosphatidylinositol-4, 5-

bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha)、STAT3

(signal transducer and activator of transcription 3)、ESR1

(estrogen receptor 1) 等 , MTOR、HSP90AA1、PIK3CA

等靶点均与PI3K-AKT信号通路有关 (图7)。

7 桔梗对肺纤维化小鼠肺组织中关键蛋白表达的

影响

网络药理学富集分析及 qRT-PCR 实验验证的结

果均表明, 桔梗可能通过 PI3K-AKT信号通路发挥抗

肺纤维化作用。通过 Western blot对此通路的关键蛋

白进行检测 , 结果表明 (图 8), 模型组 p-AKT、p-PI3K

蛋白相对表达量均显著高于空白组 (P < 0.05), 给予桔

梗水煎液治疗后, 其相对含量明显降低且具有剂量依

赖性 (P < 0.05)。

8 桔梗对肺纤维化小鼠肺组织衰老的影响

已有文献报道肺纤维化与细胞衰老密切相关, 且

PI3K-AKT通路可影响下游衰老相关蛋白 P21的表达,

推测桔梗治疗小鼠肺纤维化的作用可能与通过 PI3K-

AKT通路影响细胞衰老有关[15,16]。β-半乳糖苷酶是一

种公认的可用于体内外衰老研究的生物学标志[17], 染

色结果表明 (图 9A), 肺纤维化模型组小鼠衰老细胞较

空白组显著增加, 高剂量桔梗水煎液能明显降低染色

阳性率, 其余组染色阳性率均有不同程度的降低, 但较

模型组没有显著差异。P16是主要的细胞周期抑制蛋

Figure 3 Ranking of core targets of PR in the treatment of pul‐

monary fibrosis based on PPI topology analysis

Figure 2 Protein-protein interaction network of Platycodon grandiflorum (PR) in the treatment of pulmonary fibrosis
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白, 直接参与细胞增殖的负调节, 在细胞衰老过程中起

重要作用, P21和P16聚集的增加均是重要且典型的衰

老标志[18]。Western blot结果表明 (图 9B～D), 与空白

组比较 , 模型组 P21 和 P16 蛋白含量明显升高 (P <

0.001); 与模型组比较, 给予桔梗水煎液治疗后, 其含

量明显降低 (P < 0.05), 且高剂量桔梗水煎液效果

最佳。

讨论

肺纤维化是一种渐进性和致命性的间质性肺疾

病, 其特征是纤维母细胞灶、肺泡蜂窝状和持续性纤维

化, 最终导致肺结构的破坏和暴发性呼吸衰竭[19]。目

前肺纤维化发病机制主要是肺泡上皮细胞损伤, 释放

大量炎症因子, 激活肺成纤维细胞, 诱导ECM大量分

泌, 最终导致肺重塑和瘢痕肺[20]。通过动物实验, 本研

究发现高剂量桔梗水煎液可以减轻博莱霉素诱导的肺

纤维化小鼠的炎症反应和胶原沉积, 可以改善小鼠肺

功能。

网络药理学结果显示 , 桔梗活性成分 8 个 , 对应

289个作用靶点, 其中与肺纤维化相关的共同靶点 65

个。通过构建 PPI 网络发现 , AKT1、EGFR、MAPK3、

TNF等度值较大, 可能是桔梗治疗肺纤维化的关键性

靶标。AKT1基因编码的是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,

可以通过 PI3K被激活, 广泛地分布在组织中, 调控细

胞增殖与生长等过程[21]; EGFR家族活化后可促进基因

转录、蛋白表达、细胞分裂与增殖等, 已有研究表明活

Figure 4 Gene oncology (GO) biological process, cellular component, molecular function (A) and pathway enrichment analysis (B) of PR

in the treatment of pulmonary fibrosis
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Figure 7 Effects of PR on the transcription of key target genes in lung tissue of bleomycin-induced mice with pulmonary fibrosis. n = 3,
-
x ± s

Figure 6 Effects of PR on lung function of bleomycin-induced mice with pulmonary fibrosis. A: Lung resistance; B: Lung compliance. n = 6,
-
x ± s. ###P < 0.001 vs blank group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group

Figure 5 Effects of PR on lung changes of bleomycin-induced mice. A: Lung tissue were stained with HE (hematoxylin-eosin) and Masson

(magnification 100×); B: Inflammation score; C: Fibrosis score; D: Survival curve; E: Expressions of hydroxyproline in the lung tissues were

detected by ELISA method. n = 6,
-
x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs blank group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model group. Pir: Pirfenidone
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化后的 EGFR可向下传递纤维化信号, 在肺纤维化发

生发展中起到重要作用[22]; MAPK3 (ERK1) 是在哺乳

动物中发现的第一个丝裂原活化蛋白激酶, 参与生长

因子信号传导, 可作为细胞增殖调节剂[23]; TNF为肿瘤

坏死因子, 主要活化巨噬细胞、自然杀伤细胞 (natural

killer cell, NK) 和T淋巴细胞产生[24]。KEGG通路富集

分析表明, 桔梗治疗肺纤维化与PI3K-AKT信号通路、

TNF信号通路、EGFR 信号通路等有关。TNF信号通

路和EGFR信号通路均与 PI3K-AKT信号通路关系密

切, TNFR1的下游是核因子 κB (nuclear factor kappa-B,

NF-κB) 信号通路和 MAPK 信号通路 , TNFR2 的下游

是 PI3K-AKT 信号通路 ; EGFR 可通过二聚化后刺激

Ras蛋白, 导致磷酸化级联反应而激活PI3K-AKT信号

通路[25]。

PI3K蛋白家族参与细胞增殖、分化、凋亡和葡萄糖

转运等多种细胞功能的调节。研究发现, PI3K-AKT信

号通路能使受体酪氨酸激酶活化, 从而使细胞质上的

PI3K 易位至细胞膜, 激活及催化亚基, 产生第 2 信使

PI (3,4,5) P3, 与AKT氨基酸末端PH结构域相结合, 通

过调控下游 MTOR、缺氧诱导因子 (hypoxia-inducible

factor 1α, HIF-1α)、活 性 氧 (reactive oxygen species,

ROS) 等参与肺纤维化[26,27]。通过阻断PI3K-AKT信号

通路来抑制肺纤维化, 有可能成为治疗肺纤维化的新

思路。已有研究表明 PI3K抑制剂能够改善博莱霉素

诱导的肺纤维化小鼠模型的肺功能和病理损伤, 降低

肺组织羟脯氨酸含量和 α-平滑肌动蛋白 (α-SMA) 水

平[28]。本研究结果已经证实, 桔梗能够减轻肺纤维化

小鼠肺组织中磷酸化的PI3K及AKT的蛋白表达。

PI3K激活AKT可以通过磷酸化或抑制其下游靶

蛋白P21、B淋巴细胞瘤-2基因相关启动子 (Bad)、含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 9 (caspase9)、NF-κB、

Forkhead、MTOR等, 从而介导胰岛素、多种生长因子

Figure 9 Effects of PR on the expression of aging-related marker proteins in lung tissue of bleomycin-induced mice with pulmonary fibrosis.

A: Senescence staining (magnification 100×); B: The protein expressions of P21, P16, and GAPDH were determined by Western blot analysis;

C: The protein expressions f P21 relative to GAPDH; D: The protein expressions of P16 relative to GAPDH. n = 3,
-
x ± s. ###P < 0.001 vs

blank group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model group

Figure 8 Effects of PR on the expression of PI3K-AKT-related marker proteins in lung tissue of bleomycin-induced mice with pulmonary

fibrosis. A: The protein expressions of p-PI3K, PI3K, p-AKT, AKT, and GAPDH were determined by Western blot analysis; B: Quantitative

results of p-AKT/AKT; C: Quantitative results of p-PI3K/PI3K. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs blank group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs

model group
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等诱发的细胞生长, 经多种途径促进细胞存活, 发挥抗

衰老作用[29]。不可逆的细胞周期停滞被视为衰老的标

志, DNA损伤、氧化应激和端粒损伤都可能引起细胞

衰老, 衰老细胞不能增殖, 但依然存活且能代谢, 主要

表现为 β-半乳糖苷酶活性增加以及细胞周期调节蛋白

P53、P21和P16表达增加, 亦分泌衰老相关因子[30]。多

数研究认为, 肺纤维化患者的肺成纤维细胞具有衰老

表型且过表达 α-SMA, 呈现肌成纤维细胞特征, 同时

肺纤维化小鼠上皮细胞和成纤维细胞都可发生衰老,

通过分泌衰老相关的分泌表型 (senescence-associated

secretory phenotype, SASP) 加重肺纤维化[31,32]。Western

blot实验结果证实了桔梗可以降低衰老标志蛋白 P21

和P16的表达, 且高剂量效果最佳。另外, β-半乳糖苷

酶染色表明, 高剂量桔梗水煎液能够减少肺组织中细

胞衰老。本研究结果证实了桔梗可以通过 PI3K-AKT

信号通路抑制细胞衰老发挥抗肺纤维化作用。然而,

在肺纤维中, 成纤维细胞和上皮细胞均扮演着重要角

色, 肺组织中同时包含其他多种类型的细胞。桔梗水

煎液抗衰老发生于何种细胞目前是未知的, 这也待本

课题组进一步深入探讨。

综上所述, 本研究基于网络药理学方法, 对桔梗多

成分-多靶点-多途径-多效应的抗肺纤维化机制进行

了分析, 在此基础上, 进行了动物实验验证。结果表

明, 桔梗可能通过 PI3K-AKT信号通路调控细胞衰老

发挥抗肺纤维化作用。
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