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摘要　 目的　 基于网络药理学及动物实验探讨芜菁改善肺纤维化（ＰＦ）的活性成分、关键靶点及作用机制。 方法　 通过中药

系统药理数据库与分析平台数据库筛选芜菁活性成分及作用靶点，联合在线人类孟德尔遗传数据库（ＯＭＩＭ）、药物数据库

（ＤｒｕｇＢａｎｋ）等疾病数据库获取 ＰＦ 相关靶点，取交集后构建蛋白 － 蛋白互作（ＰＰＩ）网络筛选核心靶点，并开展基因本体论

（ＧＯ） ／京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路富集分析。 动物实验采用博来霉素（ＢＬＭ）诱导 ＰＦ 小鼠模型，通过 ＨＥ 和

Ｍａｓｓｏｎ 染色评估肺组织病理变化，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）、磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ＰＩ３Ｋ）、丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶 １（ＡＫＴ１） ｍＲＮＡ 表达，免疫荧光染色检测 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 蛋白表达。 结果　 芜菁中鉴定出的 ６８ 种活性成分可能通过

作用于 ＴＮＦ⁃α、ＡＫＴ１ 等 ８９ 个潜在靶点，调控 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路。 动物实验结果显示，芜菁多糖（ＢＲＰｓ）可显著减轻 ＢＬＭ 诱

导的小鼠 ＰＦ 程度；肺组织 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色表明，与 ＢＬＭ 组相比，ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ 组肺泡结构破坏减轻，炎症细胞浸润明显减

少，胶原纤维沉积显著下降。 进一步机制研究表明，ＢＲＰｓ 能够显著下调 ＰＦ 小鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平。 结论　 芜菁通过“多成分 －多靶点 －多通路”的方式协同改善 ＰＦ；ＢＲＰｓ 是芜菁主要活性成分之一，并通过抑制

ＴＮＦ⁃α ／ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路发挥抗 ＰＦ 作用。
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　 　 肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是一种慢性、
进行性、致死性肺疾病，以成纤维细胞异常活化、细
胞外基质过度沉积和肺结构破坏为特征［１ － ３］。 临床

表现为进行性呼吸困难、通气功能障碍和气体交换

障碍，可进展为呼吸衰竭。 流行病学显示其患病率

逐年上升［４］，发病机制涉及炎症、氧化应激及纤维

化因子释放等［１， ５ － ６］，目前缺乏根治手段。 吡非尼

酮（ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ，ＰＦＤ）和尼达尼布是仅有的获批药

物，虽可延缓疾病，但存在副作用且无法治愈［７］。
近年，天然产物因其多靶点、低毒性成为研究热点。
芜菁具有抗炎、 抗氧化、 抗肿瘤及免疫调节活

性［８ － １０］，传统维医视其为安全养肺药材。 研究［１０］

表明芜菁提取物可抑制大鼠 ＰＦ，但成分及机制不

明。 该研究拟整合网络药理学与动物实验，探讨芜

菁抗 ＰＦ 的活性成分、靶点及机制，为药物开发提供

依据。

１　 材料与方法

１． １　 芜菁活性成分检索、筛选及相关作用靶点的获

取　 在中药系统药理数据库与分析平台（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｔｃｍｓｐｗ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ）中，以口服利用度 ＞ ３０％ ，
类药性 ＞ ０. １８ 为筛选条件，检索芜菁活性成分，并
结合相关文献补充其它活性成分。 在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ）中检索所得化合物的
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ＳＭＩＬＥＳ 信息，并其输入 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ），获得芜菁

活性成分的作用靶点。
１． ２　 ＰＦ 相关靶点的获取　 以 ＰＦ 和特发性肺纤维

化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）为关键词，分别

于在线人类孟德尔遗传数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ ／ ）、药物数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ ／ ）、疗
效药靶数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ）、基因

卡数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、疾病基因

网络数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｃｏｍ ／ ）对 ＰＦ 和 ＩＰＦ 对

应的疾病靶基因进行筛选并删除重复项，获得 ＰＦ
相关靶点。
１． ３　 芜菁与 ＰＦ 交集靶点的蛋白 －蛋白互作（ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络图构建及拓扑分

析　 将芜菁相关作用靶点与 ＩＰＦ、ＰＦ 相关疾病靶点

通过 Ｖｅｎｎｙ２. １. ０ 平台（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ．
ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）绘制韦恩图，获得芜菁⁃
ＰＦ 交集靶点。 再将这些交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 平

台（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ），以人（Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 为

研究物种，绘制芜菁⁃ＰＦ 交集靶点的 ＰＰＩ 网络图。
将获得的 ＰＰＩ 文件在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. ９. １ 软件中可视

化，分析拓扑参数，并根据节点度值筛选出排名前

１０ 的蛋白，作为芜菁治疗 ＰＦ 的关键蛋白。
１． ４　 基因本体论（ｇｅｎｅ ｏｎｃｏｌｏｇｙ，ＧＯ）生物功能及

京都基因和基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析 　 利用

微生信平台（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）
对 ＳＴＲＩＮＧ 处理后的交集靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通

路富集分析，以预测交集靶点的潜在功能。 其中，
ＧＯ 分析可以从生物过程、细胞成分和分子功能 ３
个方面来注释基因，用于寻找基因功能的改变，而
ＫＥＧＧ 则用于分析与不同生物学过程相关的基因集

合或信号通路。
１． ５　 动物实验　 ３２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠

购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，体质量（２０
±３）ｇ，合格证号：ＳＹＸＫ（京）２０２２⁃００２３，饲养于中国

医学科学院医药生物技术研究所实验动物中心，每
天给予 １２ ｈ 光照和 １２ ｈ 黑暗，食水自由。 本实验方

案已通过中国医学科学院医药生物技术研究所实验

动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号： ＩＭＢ⁃
２０２３０８２５Ｄ１０２）。
１． ６　 主要仪器与试剂　 注射用盐酸博来霉素（ｂｌｅ⁃

ｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）（批号：３３０８１０）购自日本化药株式会

社；芜菁多糖 （ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ，
ＢＲＰｓ）由新疆维吾尔自治区药物研究所提供；ＰＦＤ
（批号：１５０６０３）购自北京康蒂尼药业股份有限公

司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：ＣＷ３１４５Ｓ）购自北京

康为世纪生物科技有限公司；反转录试剂盒、ＳＹＢＲ
扩增试剂盒（货号：Ｒ３０２⁃０１、Ｑ７１２⁃０２）购自南京诺

唯赞生物科技有限公司；异氟烷（货号：１００７６７０１５）
购自江苏中牧倍康药业有限公司；肿瘤坏死因子⁃α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α） （货号：６００２９⁃１）购
自武汉三鹰生物科技有限公司，磷脂酰肌醇 ３ 激酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ）、丝氨酸 ／苏氨

酸蛋白激酶 １ （ ａｋｓｔｒａｉｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ １，ＡＫＴ１） （货

号：Ｆ１２０５、Ｆ１６４４０１）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 生物科技有限

公司；ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００（货号：Ｔ８２００ ），购自北京索莱宝

科技有限公司；山羊血清、ＤＡＰＩ （货号： ＺＬＩ⁃９０５６、
ＺＬＩ⁃９５５７ ）购自北京中杉金桥生物科技有限公司；
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５、 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８ （ 货 号： Ａ３２７９４、
Ａ３２７２３）购自美国赛默飞科技有限公司；小动物麻

醉机（型号：ＶＭＲ⁃ＰＡＫ）购自英国 ＭＳＳ 公司；全自动

切片扫描系统（型号：Ｐ２５０⁃０３）购自匈牙利丹吉尔

公司；ＢｉｏＤｒｏｐ 超微量蛋白核酸分析仪（型号：ＢＤ⁃
ＤＵＯ⁃０１）购自德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ ＡＧ 公司；Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＰＣＲ 仪（型号：Ａ３４３２２）购自美国赛默飞

公司；激光共聚焦显微镜（货号：ＣＳＩＭ １１０）购自北

京普迈精医科技有限公司。
１． ７　 实验动物分组、造模及给药　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 雄性小鼠适应性饲养 １ 周后，随机分为 ４ 组：正
常对照组、ＢＬＭ 组、ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ 组、ＢＬＭ ＋ ＰＦＤ 组。
造模时，先通过小动物麻醉机释放异氟烷麻醉小鼠，
然后对正常对照组小鼠进行单次气管内滴注 ０. ９％
氯化钠溶液，其余各组小鼠均单次气管滴注 ＢＬＭ（２
Ｕ ／ ｋｇ）。 造模次日，正常对照组和 ＢＬＭ 组小鼠灌胃

等体积 ０. ９％氯化钠溶液，ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ 组与 ＢＬＭ ＋
ＰＦＤ 组小鼠分别灌胃 ＢＲＰｓ（５ ｇ ／ ｋｇ）、ＰＦＤ（２００ ｍｇ ／
ｋｇ），每天 １ 次，连续给药 ２１ ｄ。
１． ８　 肺组织病理学检测　 小鼠左肺组织经固定、乙
醇梯度脱水、透明、石蜡包埋、切片后，分别进行 ＨＥ
和 Ｍａｓｓｏｎ 染色并封片。 全自动切片扫描系统扫片

后，观察肺组织炎症病变及纤维化程度。
１． ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定通路相关基因 ｍＲＮＡ 水平 　
为了在基因转录层面提供更全面的证据，本研究进

·８２２２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｄｅｃ；６０（１２）



一步通过实时 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测了 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ１ 等关键分子 ｍＲＮＡ 表达情况。 采用 ＲＮＡ 试

剂盒提取小鼠右肺腔后叶总 ＲＮＡ，ＢｉｏＤｒｏｐ 测定 ２６０
ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长下的吸光度值，评估 ＲＮＡ 纯度并

计算其浓度。 根据反转录试剂盒说明书，取 １ μｇ
ＲＮＡ 进行逆转录制备 ｃＤＮＡ，使用 ＳＹＢＲ 试剂盒按

说明在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ，并以

ＧＡＰＤＨ 为内参基因，采用 ２ － ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对

表达水平。 所用小鼠物种的引物信息见表 １。

表 １　 使用的小鼠引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
ＰＩ３Ｋ Ｆ： ＴＧＴＧＧＣＴＧＡＣＧＣＡＧＡＡＡＧＧＴ

Ｒ：ＧＴＧＧＧＧＣＡＡＡＴＣＣＴＣＡＴＣＡＴＣ
ＡＫＴ１ Ｆ： ＣＡＧＴＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＧＴＣＣＣＡＴ

Ｒ： ＧＧＣＴＣＴＣＣＴＧＴＣＡＣＣＡＡＧＡＴＴＡ
ＴＮＦ⁃α Ｆ： ＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴ

Ｒ： ＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＡＴＣＡＡＣ

Ｒ： ＧＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡ

１． １０　 免疫荧光测定通路相关蛋白水平 　 Ｃｔｒｌ 组、
ＢＬＭ 组、ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ 组、ＢＬＭ ＋ ＰＦＤ 组切片高温变

性后用 ０. ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 进行通透处理，经 ５％山羊

血清封闭后，与特异性一抗（ＴＮＦ⁃α １ ∶ ５００；ＰＩ３Ｋ
１ ∶ ２５０；ＡＫＴ１ １ ∶ １００）在 ４℃孵育过夜。 用相应的

荧光二抗（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５５５ ／ ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８ 标记，１ ∶
５００）孵育 １ ｈ 后，用 ＤＡＰＩ 对组织进行复染。 最后，
使用荧光显微镜观察荧光信号，并获取典型图像。
１． １１　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ４. ０ 软

件对所有实验数据进行统计学分析，实验结果以
�ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５

为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 芜菁活性成分及相关靶点筛选　 筛选得到芜

菁 ６８ 种活性成分，主要包括多糖、黄酮类、酚类等物

质。 剔除信度为 ０ 及重复靶点后，得到芜菁活性成

分的潜在靶点有 ３９０ 个（图 １）。 通过水提醇沉法提

取得到芜菁多糖，其中单糖苷类及其对应的靶点见

表 ２。
２． ２　 ＰＦ 靶点的筛选　 依次检索在线人类孟德尔遗

传数据库、药物数据库、疗效药靶数据库、基因卡数

据库、疾病基因网络数据库，得到 ＰＦ 疾病对应的靶

点分别 ２９４、８５、３２、７１０ 和 ２１２ 个，删除重复靶点后

得到 ＰＦ 靶点 １ ０１３ 个（图 １）。
２． ３　 芜菁干预 ＰＦ 的 ＰＰＩ 网络　 通过 Ｖｅｎｎｙ２. １. ０
网站，将芜菁与 ＩＰＦ、ＰＦ 靶点相互对照，获得芜菁⁃ＰＦ
交集靶点 ８９ 个（图 １）。 将这些交集靶点输入至

Ｓｔｒｉｎｇ平台中的Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ中，获得芜菁与ＰＦ

图 １　 芜菁和 ＰＦ 靶点的韦恩图

Ｆｉｇ． １　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ａｎｄ ＰＦ

表 ２　 单糖苷类及其对应的靶点

Ｔａｂ． ２　 Ｍｏｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ

Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

　

ＡＫＲ１Ｂ１， ＣＡ２， ＣＡ７， ＣＡ１２， ＣＡ４， ＡＣＨＥ， ＮＯＸ４， ＡＤＲＡ２Ｃ， ＮＱＯ２， ＲＰＳ６ＫＡ３， ＮＭＵＲ２， ＡＤＲＡ２Ａ， ＣＤ３８，

ＰＤＥ５Ａ， ＰＴＧＳ２， ＡＤＯＲＡ１， ＴＮＦ， ＩＬ２， ＸＤＨ， ＡＬＯＸ５， ＳＬＣ２９Ａ１

Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ＡＫＲ１Ｂ１， ＣＡ２， ＣＡ７， ＣＡ１２， ＣＡ４， ＮＯＸ４， ＡＤＲＡ２Ｃ， ＡＣＨＥ， ＮＱＯ２， ＲＰＳ６ＫＡ３， ＮＭＵＲ２， ＡＤＲＡ２Ａ， ＰＴＧＳ２，

ＣＤ３８， ＸＤＨ， ＴＮＦ， ＩＬ２， ＡＤＯＲＡ１， ＰＤＥ５Ａ， ＡＬＯＸ５， ＳＬＣ２９Ａ１， ＴＥＲＴ

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

　

ＡＫＲ１Ｂ１， ＲＰＳ６ＫＡ３， ＣＡ２， ＣＡ７， ＣＡ１２， ＣＡ４， ＮＭＵＲ２， ＡＤＲＡ２Ａ， ＡＤＲＡ２Ｃ， ＡＣＨＥ， ＮＯＸ４， ＮＱＯ２， ＣＤ３８，

ＰＴＧＳ２， ＸＤＨ， ＰＤＥ５Ａ， ＴＮＦ， ＩＬ２， ＡＤＯＲＡ１， ＡＬＯＸ５， ＳＬＣ２９Ａ１， ＴＥＲＴ
Ｓｉｎａｐｏｙｌ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ＰＲＫＣＡ， ＭＭＰ２， ＭＭＰ１２， ＡＤＯＲＡ３， ＳＬＣ２８Ａ２， ＩＭＰＤＨ１， ＡＫＲ１Ｂ１， ＳＬＣ２９Ａ１， ＨＳＰ９０ＡＡ１
Ｓｙｒｉｎｇｉｎ

　

ＴＹＲ， ＣＡ２， ＣＡ７， ＣＡ１， ＣＡ３， ＣＡ１２， ＣＡ１４， ＣＡ９， ＣＡ４， ＣＡ５Ａ， ＣＡ６， ＡＤＫ， ＡＤＡ， ＡＤＯＲＡ２Ａ， ＡＫＲ１Ｃ３，

ＡＤＯＲＡ３， ＰＮＰ
ｐ⁃Ｃｏｕｍａｒｉｃ ａｃｉｄ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ Ｎｒｆ２ ／ ＡＲＥ， ＮＡＤＰＨ， ＮＦ⁃κＢ， ＣＯＸ⁃２ ／ ＰＧＥ２， ＥＲβ
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交集靶点的 ＰＰＩ 网络（图 ２）。 通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ９. １
软件对 ＰＰＩ 网络中的靶点信息进行拓扑分析，得到

节点度值排序前 １０ 位的关键靶点（图 ３）。 其中，
ＴＮＦ⁃α 节点度值最高，ＡＫＴ１ 次之，提示芜菁治疗 ＰＦ
可能涉及多个靶点，其中 ＴＮＦ⁃α 和 ＡＫＴ１ 可能在此

过程中发挥关键作用。

图 ２　 芜菁与 ＰＦ 交集靶点的 ＰＰＩ网络

Ｆｉｇ． ２　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ａｎｄ ＰＦ

图 ３　 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件预测芜菁治疗 ＰＦ 的前 １０ 位关键靶点

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ｉｎ ｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＦ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２． ４　 ＧＯ 生物功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 通过

微生信平台对芜菁 － ＰＦ 交集靶点进行 ＧＯ 生物功

能分析，结果发现，芜菁治疗 ＰＦ 的生物过程主要涉

及活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）代谢与生物

合成、细胞对氧化应激的应答以及丝 ／苏氨酸激酶如

ＭＡＰＫ、ＡＫＴ１ 等调节；细胞组分主要涉及膜筏、囊泡

腔、细胞基质结等结构；分子功能主要涉及蛋白酪氨

酸激酶活性、蛋白磷酸酶结合、丝氨酸肽酶、水解酶

活性等（图 ４）。 ＫＥＧＧ 分析结果显示，芜菁治疗 ＰＦ
的途径主要涉及 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、ＶＥＧＦ、ＥｒｂＢ 等多条信号

通路（图 ５）。

图 ４　 芜菁治疗 ＰＦ 关键靶点的 ＧＯ 生物功能富集分析

Ｆｉｇ． ４　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ

ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＦ

图 ５　 芜菁治疗 ＰＦ 关键靶点的 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ． ５　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｋｅｙ

ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ． ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＦ

２． ５　 ＢＲＰｓ 对 ＢＬＭ 致 ＰＦ 小鼠肺组织的影响　 ＨＥ
染色结果显示，正常对照组小鼠肺泡结构完整，未见

炎性细胞浸润；与正常对照组相比，ＢＬＭ 组小鼠肺

泡结构紊乱，肺间隔增厚，并伴有炎性细胞浸润；而
与 ＢＬＭ 组相比，ＢＲＰｓ 和 ＰＦＤ 可抑制 ＢＬＭ 诱导的小

鼠肺泡隔增厚，减轻炎症细胞浸润（图 ６）。 Ｍａｓｓｏｎ
染色结果显示，正常对照组小鼠肺组织仅现少量胶

原纤维，无纤维化现象；与正常对照组相比，ＢＬＭ 组

小鼠肺间质呈现大量胶原纤维沉积；与 ＢＬＭ 组相
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比，ＢＲＰｓ 和 ＰＦＤ 可明显减轻 ＢＬＭ 刺激小鼠肺组织

的胶原纤维沉积（图 ６）。 这些结果提示，ＢＲＰｓ 可改

善 ＢＬＭ 刺激小鼠肺组织病理损伤。
２． ６ 　 ＢＲＰｓ 对 ＢＬＭ 致 ＰＦ 小鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ ｍＲＮＡ 水平的影响　 与正常对照组比

较，ＢＬＭ 组小鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ ｍＲＮＡ
水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＢＬＭ 组比较，ＢＲＰｓ 可下调

ＢＬＭ 致 ＰＦ 小鼠肺组织中上述 ３ 种基因的 ｍＲＮＡ 水

平（Ｐ ＜ ０. ０５），ＰＦＤ 能下调 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ ｍＲＮＡ 水

平（Ｐ ＜ ０. ０５），此外，ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 水平呈下降趋势

（图 ７）。
２． ７ 　 ＢＲＰｓ 对 ＢＬＭ 致 ＰＦ 小鼠肺组织 ＴＮＦ⁃α、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１ 蛋白水平的影响 　 与正常对照组相

比，ＢＬＭ 组小鼠肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ 的

免疫荧光强度明显增强，蛋白表达水平也升高（Ｐ ＜
０. ０１）。 经 ＢＲＰｓ 和 ＰＦＤ 干预后，两种处理均能有效

抑制 ＢＬＭ 诱导的上述三种蛋白的过度表达。 其中，
ＢＲＰｓ 处理组的 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ 蛋白表达均降

低（Ｐ ＜ ０. ０１）；ＰＦＤ 处理组也表现出类似的抑制作

用，免疫荧光强度较 ＢＬＭ 组减弱，三种蛋白表达均

下调（Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ８）。

３　 讨论

　 　 ＰＦ 发病机制复杂，临床缺乏高效低毒的治疗药

物，已成为呼吸领域一项严峻挑战 。 目前，已批准

上市的 ２ 种 ＰＦ 治疗药物 ＰＦＤ 和尼达尼布均疗效有

限且耐受性差，ＰＦ 治疗药物存在大量需求。 在这一

背景下，具有多靶点调节潜力的天然产物逐渐受到

重视。 新疆芜菁作为药食两用的传统植物，虽在民

间长期用于咳嗽和哮喘的调理，但其抗 ＰＦ 的机制

一直不明确。
　 　 本研究试图通过网络药理学结合文献检索探究

图 ６　 ＢＲＰｓ对 ＢＬＭ 刺激小鼠肺组织病理学的影响　 × ２００

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＲＰｓ ｏｎ ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ＢＬＭ⁃ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｍｉｃｅ　 × ２００

ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＢＬＭ ＋ ＰＦＤ ｇｒｏｕｐ．

图 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ ｍＲＮＡ 水平

Ｆｉｇ． ７　 ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＡＫＴ１ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ：ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＢＬＭ ＋ ＰＦＤ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜

０. ０１ ｖｓ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ．
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图 ８　 免疫荧光测定 ＴＮＦ⁃α、ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ 蛋白水平

Ｆｉｇ． ８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＡＫＴ１ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＢＬＭ ＋ ＢＲＰｓ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＢＬＭ ＋ ＰＦＤ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５，
＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＢＬＭ ｇｒｏｕｐ．

芜菁抗 ＰＦ 活性，结果显示，多糖、酮类和带有糖苷

的酚类化合物是芜菁治疗 ＰＦ 的主要活性成分。 因

此，后续动物实验验证使用 ＢＲＰｓ 为研究对象。 笔

者借助网络药理学方法，从芜菁中筛选出多糖、酮类

及酚苷类成分为其潜在活性物质，并预测 ＴＮＦ⁃α 和

ＡＫＴ１ 是其中两个关键靶点。 值得注意的是，ＴＮＦ⁃α

作为炎症反应的上游启动因子，可募集炎症细胞并

促进成纤维细胞表达骨膜蛋白，加速 ＰＦ 进程［１１］；而
ＡＫＴ１ 则通过调控巨噬细胞线粒体自噬功能，影响

炎症与纤维化过程 ［１２ － １４］。 这些发现提示，芜菁可

能通过协同调控炎症和细胞应激等多条通路发挥治

疗作用。 进一步的通路富集分析强化了这一设想：
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ＲＯＳ 代谢、氧化应激反应及 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路均

被显著富集，ＲＯＳ 作为关键信号分子，可诱导炎症

反应并促进 ＰＦ 进展 ［１５］，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路更是 ＰＦ 的

核心调控轴，其激活后可促进 ＰＩＰ３ 生成，进而招募

ＰＤＫ１ 和 ＡＫＴ 至细胞膜，通过磷酸化级联反应激活

下游 ＮＦ⁃κＢ 等炎症通路，推动纤维化发展［１６］，这为

后续实验机制的验证提供了明确方向。
　 　 在动物模型中，观察到 ＢＬＭ 组小鼠肺泡结构紊

乱、炎细胞浸润、胶原沉积严重，提示小鼠 ＰＦ 模型

构建成功［１７］。 而 ＢＲＰｓ 能够显著缓解上述现象，治
疗效果与阳性药物 ＰＦＤ 相当，初步印证了其抗 ＰＦ
潜力。 此外，在分子层面，ＢＲＰｓ 可显著抑制 ＴＮＦ⁃α、
ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ１ 的转录水平，提示其作用机制与抑制

炎症信号通路及 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 激活有关。 这一点与

ＰＦＤ 可能主要通过翻译后机制发挥作用有所不

同［１８］，突显了 ＢＲＰｓ 的独特调控模式。
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