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也摘要页 目的 通过网络药理学尧分子对接和实验验证对加味小柴胡汤治疗咳嗽变异性哮喘的主要活性成分及潜在作用机制进

行探讨遥 方法 应用网络药理学预测加味小柴胡汤治疗咳嗽变异性哮喘可能的作用机制袁并通过分子对接预测活性成分的结合位点遥 构

建哮喘大鼠模型袁将 60只大鼠随机分为正常组尧模型组尧地塞米松片组[0.5 mg/渊kg窑d冤]尧加味小柴胡汤组[5 g/渊kg窑d冤]袁每组 15只遥 正

常组尧模型组给予生理盐水 2 mL灌胃袁每日灌胃 2次遥 给药4周后取大鼠血清及肺组织袁ELISA法检测血清白细胞介素-6渊interleukin-6,
IL-6冤尧白细胞介素-13渊interleukin-13, IL-13冤尧免疫球蛋白 E渊immunoglobulin E, IgE冤尧干扰素-酌渊interferon-酌, INF-酌冤水平袁West鄄
ern blot法检测肺组织丝裂原活化蛋白激酶 渊mitogen-activated protein kinase, MAPK冤尧GATA结合蛋白-3 渊GATA-binding protein-3,
GATA-3冤表达水平遥 结果 网络药理学共筛选出加味小柴胡汤有效成分 1 483种袁作用靶点 274个袁咳嗽变异性哮喘相关靶点 7 509个袁
其交集靶点 204个遥GO和 KEGG富集分析主要涉及信号转导尧炎症反应尧细胞凋亡等一系列的生物学反应过程袁主要参与表皮生长

因子受体渊epidermal growth factor receptor, EGFR冤尧丝裂原活化蛋白激酶 1渊mitogen-activated protein kinase 1, MAPK1冤尧丝裂原

活化蛋白激酶 3渊mitogen-activated protein kinase 3, MAPK3冤尧RELA 癌基因渊RELA proto-oncogene, RELA冤尧细胞肿瘤抗原 p53
渊cellular tumor antigen P53, TP53冤尧细胞性骨髓细胞瘤病病毒癌渊myelocytomatosis virus carcinoma, MYC冤和蛋白激酶 C琢渊protein
kinase C琢, PRKCA冤等靶点的调控遥分子对接结果表明袁筛选得到的主要活性成分与靶点有较强的结合力遥与正常组比较袁模型组大鼠

肺组织中 IL-6尧IL-13尧IgE尧MAPK尧GATA-3 升高渊P<0.05冤袁INF-酌 降低渊P<0.05冤遥 与模型组比较袁地塞米松片组及加味小柴胡汤组

IL-6尧IL-13尧IgE尧MAPK尧GATA-3 降低渊P<0.05冤袁INF-酌升高渊P<0.05冤遥 与地塞米松片组比较袁加味小柴胡汤组大鼠 IL-6尧IL-13尧IgE
降低渊P<0.05冤袁INF-酌 升高渊P<0.05冤遥 结论 加味小柴胡汤对咳嗽变异性哮喘具有治疗作用袁其作用机制可能与 EGFR尧MAPK1尧
MAPK3尧RELA尧TP53尧MYC 和 PRKCA靶点有关遥

也关键词页 加味小柴胡汤曰咳嗽变异性哮喘曰表皮生长因子受体曰丝裂原活化蛋白激酶曰RELA 癌基因曰地塞米松曰分子对接
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Decoction (JWXCHD) in treating cough-variant asthma through network pharmacology, molecular docking, and experimental
validation. Methods The network pharmacology was applied to predicting the possible mechanism of action of JWXCHD in
treating cough-variant asthma and molecular docking was used to predict the binding sites of active ingredients. A rat model
of asthma was established, and 60 rats were randomly divided into normal group, model group, dexamethasone tablets group
[0.5 mg/(kg窑d)], and JWXCHD group [5 g/(kg窑d)], with 15 rats in each group. The normal group and model group were given
2 mL of saline by gavage, twice a day. The serum and lung tissue of rats were collected after four weeks of administration.
The levels of interleukin-6 (IL-6), interleukin-13 (IL-13), immunoglobulin E (IgE), and interferon-酌 (INF-酌) were checked by
ELISA, and the expression levels of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and GATA-binding protein-3 (GATA-3) in the
lung tissue were examined by Western blot. Results Network pharmacology screened out a total of 1,483 active ingredients of
JWXCHD, 274 action targets, 7,509 targets related to cough -variant asthma, and 204 intersection targets. GO and KEGG
enrichment analyses yielded a series of biological reaction processes such as signal transduction, inflammatory response, and
cell apoptosis, mainly involving the regulation of targets such as epidermal growth factor receptor (EGFR), mitogen-activated
protein kinase 1 (MAPK1), mitogen-activated protein kinase 3 (MAPK3), RELA proto-oncogene (RELA), cellular tumor antigen
P53 (TP53), myelocytomatosis virus carcinoma (MYC), and protein kinase C琢 (PRKCA). The results of molecular docking showed
that the main active ingredients screened out had strong binding force with the targets. Compared with the normal group, IL-6,
IL-13, IgE, MAPK, and GATA-3 increased (P<0.05) and INF-酌 decreased (P<0.05) in the lung tissue of the model group. Compared
with the model group, IL-6, IL-13, IgE, MAPK, and GATA-3 decreased (P<0.05) and INF-酌 increased (P<0.05) in the lung
tissue of the dexamethasone tablets group and the JWXCHD group. Compared with the dexamethasone tablets group, IL-6, IL-
13, and IgE decreased and INF-酌 increased in the JWXCHD group (P<0.05). Conclusion JWXCHD has therapeutic effects on
cough-variant asthma, and its mechanism of action may be related to targets of EGFR, MAPK1, MAPK3, RELA, TP53, MYC,
and PRKCA.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Jiawei Xiaochaihu Decoction; cough-variant asthma; epidermal growth factor receptor; mitogen-activated pro鄄
tein kinase; RELA proto-oncogene; dexamethasone; molecular docking

咳嗽变异性哮喘是支气管哮喘的一种亚型袁被
认为是全球成年人慢性咳嗽最常见的原因之一 [1]遥
咳嗽变异性哮喘与典型的哮喘不同袁通常表现为仅

咳嗽而没有喘息或呼吸困难的症状袁尤其是夜间咳

嗽[2]遥 由于咳嗽变异性哮喘与经典哮喘具有相同的

病理生物学基础袁临床上通常使用吸入性皮质类固

醇或吸入性皮质类固醇联合长效 茁 受体激动剂缓

解顽固性咳嗽[3]遥 尽管部分患者的咳嗽症状经治疗

后可得到有效控制袁但仍有 30%耀40%的咳嗽变异性

哮喘患者会发展为典型哮喘[ 4 ]遥 中医药治疗咳嗽变

异性哮喘历史悠久袁积累了丰富的实践经验袁具有多

成分尧多靶点尧多途径的优势遥现代药理学研究发现袁
中药可以通过改善患者症状袁延缓进程袁从而起到治

疗哮喘的作用[5]遥
叶伤寒论窑辨太阳病脉证并治曳中记载院野伤寒五

六日噎噎或咳者袁小柴胡汤主之遥冶小柴胡汤为叶伤寒

论曳中治疗少阳病的主方袁是治疗咳嗽的常用方袁由
柴胡尧黄芩尧法半夏尧人参尧生姜尧大枣尧炙甘草组成袁
加味小柴胡汤由小柴胡汤加陈皮燥湿化痰袁以增强

宣肺化痰尧补脾益肺尧调和营卫的功效袁主治宿痰内

伏尧肺失宣降证袁目前临床上主要用于治疗咳嗽等多

种肺疾病遥 尽管目前对加味小柴胡汤的疗效研究较

多袁但对于其有效成分尧作用靶点和作用途径等药理

机制的研究较少遥 网络药理学是一门基于人工智能

和大数据的药物系统研究新发展的交叉学科袁具有

系统性尧相关性和可预测性等特点袁其可将生物信息

学和系统生物学相结合袁构建野成分-靶点-通路冶的
相互作用关系袁可为活性化合物筛选和机制的探索

提供新的思路[6]遥
本研究结合网络药理学预测加味小柴胡汤治疗

咳嗽变异性哮喘的潜在活性成分尧作用靶点以及发

挥药效的相关分子通路曰并通过哮喘大鼠模型进行

动物实验验证袁采用 ELISA 法和 Western blot 法进

一步揭示加味小柴胡汤治疗咳嗽变异性哮喘的潜在

作用机制遥
1 方法

1.1 网络药理学及分子对接探讨加味小柴胡汤的

作用机制

1.1.1 主要成分的检索尧筛选和作用靶点的确定 通
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过中国天然产物化学成分库渊http://pharmdata.ncmi.
cn/cnpc/冤以及 SymMap渊http://symmap.org//冤数据库袁
分别以加味小柴胡汤中柴胡尧法半夏尧人参尧黄芩尧炙
甘草尧生姜尧大枣尧陈皮为关键词进行检索遥 对有效

成分进行筛选渊类药性逸0.18 和口服生物利用度逸
30%冤袁提取对应的靶点袁并将靶点去重后与 UniProt
数据库进行匹配遥
1.1.2 咳嗽变异性哮喘相关靶点的筛选 通过Gene鄄
Cards 数据库对咳嗽变异性哮喘相关基因进行检

索袁筛选得分逸1.0袁与咳嗽变异性哮喘相关性高的

基因靶点遥
1.1.3 药物-有效成分-靶点网络的绘制 应用R4.0.2
软件对加味小柴胡汤和咳嗽变异性哮喘的相同靶点

进行整合袁并结合上述关键靶点袁构建野中药-有效

成分-药物靶点冶网络信息图遥
1.1.4 KEGG 信号通路和 GO 功能分析 利用

R4.0.2 软件内 clusterProfiler 插件对所有关键靶点进

行 KEGG和 GO分析袁根据 P值筛选出排名前10 位的

生物过程尧细胞组分尧分子功能的数据袁绘制柱形图尧
气泡图和信号通路图遥
1.1.5 PPI网络构建及核心靶点的筛选 利用STRING
渊http://string-db.org/冤数据平台建立 PPI 网络袁将加味

小柴胡汤和咳嗽变异性哮喘共有的关键靶点导入袁
设置最高互作分值为 0.9袁去除隐藏的游离节点后共

得到 204 个关键靶点袁构建 PPI 网络图遥
1.1.6 药物主要活性成分-核心靶点分子对接验证

在 RCSB PDB渊http://www.rcsb.org/冤数据库检索

和下载潜在靶蛋白的 PDB ID袁而活性化合物的结

构则在中药系统药理学数据库和分析平台数据库中

以野*mol2冶格式下载遥 通过 AutoDock 软件对蛋白受

体尧化合物配体进行去水尧加氢尧分配电荷等处理后袁
保存为野PDBQT冶格式遥 设置蛋白受体中心为对接盒

子中心袁设定格点盒子大小为 126伊126伊126渊每个格

点的间距为 0.485魡冤袁使其包围整个蛋白受体遥 重新

运算的最大评估数中型为 25 000 000袁最大的遗传

世代为 27 000袁遗传算法的运行数为 10袁其余参数

为默认袁选择 Lamarckian 遗传算法进行柔性对接袁
应用 SYBYL-X 2.0 软件绘制模拟对接图像袁并计算

有效成分与靶蛋白对接的结合能袁一般认为结合能

小于-5 kcal/mol 代表有良好的结合性[7]遥
1.2 实验验证

1.2.1 药物与主要试剂 加味小柴胡汤由柴胡尧人
参尧法半夏尧黄芩尧炙甘草尧大枣尧陈皮尧生姜组成遥 柴

胡尧人参尧法半夏尧黄芩尧炙甘草尧大枣尧陈皮渊南京森贝

伽生物科技有限公司袁批号院120992尧120917尧120973尧
120955尧120904尧121040尧120969冤曰生姜渊河北 省 沧

州中西医结合医院药剂科提供袁批号院2112101冤遥
实验所需中药饮片经河北省沧州中西医结合医院药

剂科鉴定为正品遥 地塞米松片渊大同市利群制药厂袁
批准文号院国药准字 H14023268袁规格院0.25 mg冤遥

卵清白蛋白渊美国 Sigma 公司袁批号院9006-59-
1冤曰氢氧化铝佐剂渊美国赛默飞世尔科技公司袁批号院
21645-51-2冤曰白细胞介素-13渊interleukin-13, IL-
13冤ELISA试剂盒渊派普泰克生物科技有限公司袁批号院
400-16L冤曰干扰素-酌渊interferon-酌, INF-酌冤ELISA 试

剂盒[艾博抗渊上海冤贸易有限公司袁批号院ab221834]曰
白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤ELISA 试剂

盒尧免疫球蛋白 E渊immunoglobulin E, IgE冤ELISA
试剂盒尧兔源 MAPK 抗体尧GATA-3 抗体渊英国 Ab鄄
cam 公司袁批号分别为 ab178013尧ab315411尧ab4822尧
ab106625冤遥
1.2.2 主要仪器 1510 型酶标仪[赛默飞世尔渊上
海冤仪器有限公司]曰JB-P5 型包埋机渊武汉俊杰电子

有限公司冤曰RM2016 型病理切片机渊上海徕卡仪器

有限公司冤曰WD-9405B 型水平摇床尧DYY-7C 型电

泳仪尧WD-9413B 型凝胶成像系统尧DYCZ-24DN 型

双垂直蛋白电泳仪渊北京六一生物科技有限公司冤遥
1.2.3 动物 60只 3月龄 SD雄性大鼠袁体质量渊180依
20冤 g袁由北京维通利华实验动物技术有限公司提供袁
合格证号院北京瓦窑 SCXK渊京冤2021-0011遥 在河北

大学动物实验中心 SPF级动物房进行实验袁饲养温度

渊22依2冤 益袁湿度 50%~60%遥本研究通过河北大学动

物实验中心伦理委员会审查袁伦理审查编号院IACUC-
210812遥
1.2.4 动物分组尧造模尧给药与取样 将所购 SD 雄

性大鼠按照随机数字表法分为 4 组袁正常组尧模型组尧
地塞米松片组尧加味小柴胡汤组袁每组 15 只遥

于实验室内适应性饲养 1 周遥 依照动物模型制

备规范[8]制备哮喘大鼠模型袁正常组大鼠于实验第 1
日和第 7 日于大鼠双侧足心尧双侧腹股沟皮下尧腹腔

5 点注射 1 mL 生理盐水袁其余大鼠均注射含 1 mg卵
清白蛋白和 200 mg 氢氧化铝佐剂的混合剂 1 mL袁
且实验第 14 天开始予 1%卵蛋白溶液雾化吸入袁每日

30 min袁共 14 d遥 最后一次雾化吸入后袁随机取 1 只

大鼠进行模型评价袁以大鼠出现呼吸频率加快尧腹部
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肌肉痉挛及口周发绀等症状袁肺组织出现哮喘样改

变提示造模成功[9]遥
造模结束后袁正常组和模型组大鼠予 0.9%氯化

钠溶液袁每次 2 mL袁每日 2 次灌胃遥 地塞米松片组

予地塞米松片溶液[0.5 mg/渊kg窑d冤]灌胃袁每次 2 mL袁
每日 2 次[10]遥 加味小柴胡汤组予加味小柴胡汤浓缩

液[5 g/渊kg窑d冤]灌胃袁每次 2 mL袁每日 2 次遥 所有大

鼠均连续灌胃治疗 4 周遥
1.2.5 ELISA 检测 取血清的上清液袁按照 ELISA
试剂盒说明书检测血清中炎症因子 IL-6尧IL-13尧
IgE尧INF-酌 水平遥
1.2.6 Western blot 检测 Western blot 检测肺组织

中丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-activated protein
kinase, MAPK冤尧GATA 结合蛋白-3渊GATA-binding
protein-3, GATA-3冤表达水平遥取约 10 mg 肺组织袁
加入组织裂解液袁匀浆后以 12 000 r/min渊离心半径

6 cm冤离心 10 min袁离心后取上清液袁通过聚丙烯酰

胺凝胶分离出不同分子量的蛋白袁电转移至硝酸纤

维素膜袁随后将硝酸纤维素膜在室温下用 5%的脱

脂牛奶在脱色摇床上封闭蛋白质 1 h袁添加一抗MAPK
渊1颐1 000冤尧GATA-3渊1颐1 000冤4 益孵育过夜袁次日用

TBST 充分洗涤后添加二抗袁37 益孵育 1 h 后袁进行

蛋白表达水平的定量分析遥
1.3 统计学方法

采用 R 4.0.2 软件及 SPSS 22.0 统计软件对数

据进行分析遥 计量资料先予以正态性检验袁正态分布

资料采用野曾依s冶表示袁组内样本均数差异行独立 t 检
验袁组间比较采用单因素方差分析曰计数资料用[例
渊%冤]或构成比表示袁采用 字2 检验遥 均以 P<0.05 为差

异具有统计学意义遥

2 结果

2.1 加味小柴胡汤活性成分及靶点

通过中国天然产物化学成分库和 SymMap 数据

库提取 1 483 个有效成分袁经过口服生物利用度和

类药性筛选后获得有效潜在活性成分袁其中人参

134个尧大枣 133 个尧柴胡 349 个尧法半夏 116 个尧甘
草 280 个尧生姜 265 个尧陈皮 63 个尧黄芩 143 个遥 将

有效成分输入 TCMSP 数据库袁搜索与成分相对应的

作用靶点袁共得到主要化学成分作用靶点 274 个遥加
味小柴胡汤野药物-有效成分-靶点冶网络内重要性

排前 10 位的主要化学成分见表 1遥
2.2 加味小柴胡汤与咳嗽变异性哮喘共同靶点

通过数据库检索袁共得到 7 509 个咳嗽变异性

哮喘相关靶点遥 将加味小柴胡汤主要化学成分靶点

和咳嗽变异性哮喘相关基因取交集后得到 204 个靶

基因遥 详见图 1遥
2.3 加味小柴胡汤有效成分治疗咳嗽变异性哮喘

核心靶点的 KEGG 信号通路

KEGG 富集分析结果显示袁MAPK 信号通路尧磷
脂酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶 B渊phosphatidylinositol 3
kinase/protein kinase B, PI3K-Akt冤信号通路尧神经

营养因子信号通路尧调控细胞衰老的信号通路尧细胞

周期信号通路尧细胞凋亡信号通路尧黏着斑信号通

路尧肿瘤坏死因子信号通路尧ErbB 受体酪氨酸激酶

渊ErbB receptor tyrosine kinase, RTK冤信号通路尧叉
头转录因子渊forkhead transcription factor, FoxO冤信号

通路与 204 个核心靶点密切相关遥 详见图 2遥
2.4 加味小柴胡汤有效成分治疗咳嗽变异性哮喘

核心靶点的 GO 功能分析

GO 功能富集分析包括生物过程尧细胞组分尧分
表 1 加味小柴胡汤有效成分渊重要性排名前 10 位冤

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

分子标识

MOL000098
MOL000449
MOL000675
MOL000358
MOL000422
MOL004328
MOL003896
MOL000676
MOL002714
MOL000131

英文名

quercetin
stigmasterol
oleic acid

beta-sitosterol
kaempferol
naringenin

7-methoxy-2-methyl isoflavone
dibutyl phthalate

baicalein
linoleic acid

中文名

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

柚皮素

7-甲氧基-2-甲基异黄酮

邻苯二甲酸二丁酯

黄芩素

亚油酸

口服生物利用度/%
46.43
43.83
33.13
36.91
41.88
59.29
42.56
64.54
33.52
41.90

类药性

0.28
0.76
0.14
0.75
0.24
0.21
0.20
0.13
0.21
0.14

涉及药物

法半夏

柴胡

柴胡

柴胡

柴胡

甘草

甘草

柴胡

人参

法半夏
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子功能 3 个部分遥 本研究结果中袁生物过程主要为

蛋白质修饰过程的调控尧蛋白质代谢过程的调节尧细
胞蛋白质代谢过程的调节尧细胞周期的调节尧分子功

能的调节尧蛋白质代谢过程的正向调控尧蛋白质修

饰过程的正向调控尧代谢过程的正向调节尧细胞蛋

白质代谢过程的正向调控尧细胞代谢过程的正向调

节曰细胞组分主要为胞质溶胶尧核质尧核腔尧膜封闭内

腔尧细胞器腔尧核部分尧蛋白质复合物尧高分子复合

物尧染色体尧染色体部分曰分子功能主要涉及酶结合尧
激酶结合尧蛋白激酶结合尧依赖于 DNA 的转录正调

控尧RNA 聚合酶域启动子的转录尧转录因子结合尧蛋
白质结构域特异性结合尧转录负调控尧DNA 依赖性尧
蛋白质结合转录因子活性尧蛋白质复合物遥 详见图3遥
2.5 加味小柴胡汤治疗咳嗽变异性哮喘的靶点 PPI
网络及核心靶点

将交集靶点上传至 STRING 数据库袁物种选择

野Homo sapiens冶袁互作分数选择逸0.9袁使用 Cytoscape
对 PPI 网络进行拓扑分析袁将度值逸2 倍中值的节

点确定为关键靶点袁得到表皮生长因子受体渊epidermal
growth factor receptor, EGFR冤尧丝裂原活化蛋白激酶

1渊mitogen-activated protein kinase 1, MAPK1冤尧丝裂

原活化蛋白激酶 3渊mitogen-activated protein ki鄄
nase 3, MAPK3冤尧RELA 癌基因渊RELA proto-onco鄄
gene, RELA冤尧细胞肿瘤抗原 p53渊cellular tumor anti鄄
gen p53, TP53冤尧细胞性骨髓细胞瘤病病毒癌渊mye鄄
locytomatosis virus carcinoma, MYC冤和蛋白激酶 C琢
渊protein kinase C琢, PRKCA冤核心靶点遥 详见图 4遥
2.6 分子对接验证结果

由以上分析结果选取加味小柴胡汤中药化合物

槲皮素尧豆甾醇尧油酸尧茁-谷甾醇和山柰酚以及靶点

EGFR尧MAPK1尧MAPK3尧RELA尧TP53 进行分子对接遥

图 2 KEGG富集分析气泡图

图 3 GO功能分析图

图 1 加味小柴胡汤靶基因与咳嗽变异性哮喘

相关基因的韦恩图

加味小柴胡汤

咳嗽变异性哮喘
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结果显示袁5 个活性成分与 5 个度值最高的核心靶

点结合能均小于-5 kcal/mol袁表明小分子配体与蛋

白结合的构象稳定遥 详见图 5尧表 2遥
2.7 各组大鼠炎症因子水平比较

与正常组比较袁模型组大鼠中 IL-6尧IL-13尧IgE
升高渊P<0.05冤袁INF-酌 降低渊P<0.05冤遥与模型组比较袁
地塞米松片组及加味小柴胡汤组大鼠 IL-6尧IL-13尧
IgE 降低渊P<0.05冤袁INF-酌 升高渊P<0.05冤遥 与地塞米

松片组比较袁加味小柴胡汤组大鼠 IL-6尧IL-13尧IgE
降低渊P<0.05冤袁INF-酌 升高渊P<0.05冤遥 详见表 3遥
2.8 各组大鼠肺组织中 MAPK尧GATA-3 蛋白表达

水平比较

与正常组比较袁模型组 MAPK尧GATA-3 蛋白

表达水平升高渊P<0.05冤曰与模型组比较袁地塞米松

片组和加味小柴胡汤组 MAPK尧GATA-3 蛋白表达

水平降低渊P<0.05冤遥 详见图 6遥
3 讨论

咳嗽变异性哮喘是慢性咳嗽的最常见原因遥 中

国流行病学调查结果显示袁咳嗽变异性哮喘占慢性

咳嗽病例的 1/3[11]遥 在临床治疗方面袁多使用吸入性

皮质类固醇联合长效 茁2 受体激动剂维持治疗遥 相

关研究发现袁停药 6 个月后高达 67%的咳嗽变异性

图 4 加味小柴胡汤与咳嗽变异性哮喘的核心靶点

PPI网络图

注院A 为加味小柴胡汤与咳嗽变异性哮喘的共同靶点 PPI 网络

图曰B 为加味小柴胡汤与咳嗽变异性哮喘的核心靶点 PPI 网络

图遥 图中节点与节点之间连线越粗尧颜色越深代表两个靶点之

间联系越紧密曰节点越大尧颜色越深代表该靶点更可能为加味

小柴胡汤治疗咳嗽变异性哮喘的关键靶点遥

靶蛋白

EGFR

MAKP1

MAPK3

RELA

TP53

主要成分

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

槲皮素

豆甾醇

油酸

茁-谷甾醇

山柰酚

结合能/渊kcal/mol冤
-6.679 79
-6.270 02
-8.143 77
-6.051 15
-5.725 45
-5.296 90
-5.614 01
-5.233 15
-6.286 88
-5.620 60
-6.627 84
-5.271 08
-5.474 08
-6.361 23
-6.558 46
-7.239 85
-5.860 66
-5.522 44
-7.679 22
-7.076 44
-5.850 33
-7.001 13
-5.210 50
-7.187 07
-5.126 81

表 2 核心靶点与加味小柴胡汤主要成分模拟对接结果

图 5 加味小柴胡汤主要成分与核心靶点分子对接图

注院A 为靶蛋白 EGFR 的分子结构图袁绿色部分为 EGFR 的三维

结构活性口袋曰B 为槲皮素与 EGFR 活性口袋的模拟对接图袁其
中未被绿色覆盖部分为槲皮素分子结构袁黄色虚线为槲皮素与

EGFR 模拟对接的作用点袁白色数字为键长遥
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哮喘患者咳嗽症状评分增加袁肺功能和嗜酸性气道

炎症加重[12]遥为了缓解咳嗽变异性哮喘患者的症状袁
通常需要多种治疗遥 故本研究结合咳嗽变异性哮

喘的病因特点袁预测加味小柴胡汤对咳嗽变异性

哮喘具有一定的治疗作用袁并基于网络药理学袁对加

味小柴胡汤的有效成分和疾病靶点进行分析袁建
立药物-靶点-疾病的网络关系袁最后应用分子对

接和动物实验验证网络药理学结果遥
PPI 网络图分析结果表明袁加味小柴胡汤的有

效成分主要作用于 EGFR尧MAPK1尧MAPK3尧RELA尧
TP53尧MYC尧PRKCA多个核心靶点袁其中袁EGFR/MAPK/
NF-资B/RELA 通路介导的炎症反应可能是加味小柴

胡汤治疗咳嗽变异性哮喘的关键靶点遥 先前研究发

现袁空气污染物尧病毒和细菌等环境因素会诱导

MAPK蛋白渊ERK尧JNK 和 p38冤的活化袁激活 MAPK/
NF-资B/RELA 信号通路袁使 IL-1茁尧IL-6 和 TNF-琢等
炎症因子的表达上调袁诱导嗜酸性粒细胞浸润肺组

织袁直接引起气道炎症和气道高反应性袁从而导致

咳嗽变异性哮喘病情加重[13]遥QI 等[14]发现袁柚皮素通

过调节 P13K/Akt尧Erk/JNK 信号通路上调 HO-1 的表

达袁抑制了氧化应激反应对肺组织的损伤袁进一步

减轻了炎症反应袁从而起到肺保护作用遥 CHAN鄄
JITWIRIYA等[15]研究发现袁槲皮素通过促进 VEGFA
和 TNF 的释放作用于膜 EGFRs和 TNFR1袁从而影响

Ras尧Raf尧MEK 的激活以及 MAPK1 和 MAPK3 的磷

酸化袁减轻了炎症反应袁有助于咳嗽变异性哮喘的治

疗遥 另外袁相关实验研究发现袁山柰酚尧豆甾醇尧茁-谷

甾醇可通过调节雌激素信号通路上MAPK 核心靶点

的表达袁抑制MAPK/NF-资B 的信号传导袁调控细胞因

子的水平袁从而发挥抗炎作用[16-17]遥 由上述研究可知袁
MAPK/NF-资B/RELA 信号通路可能是加味小柴胡汤

治疗咳嗽变异性哮喘的关键靶点遥
另外袁KEGG 通路分析发现袁TP53尧MYC尧PRK鄄

CA 信号通路可能是加味小柴胡汤治疗咳嗽变异性

哮喘的相关靶点遥既往研究发现袁P53 信号通路在调

节细胞周期方面具有核心作用袁其中 TP53 为关键

基因袁可干扰抗凋亡因子和铜的结合袁触发促凋亡蛋

白从线粒体中释放并最终导致肺组织细胞死亡[18]遥除
此之外袁最新的实验研究发现袁P53 可通过诱导MYC
活化袁激活 Fas/FasR尧TNF-琢 和 TNF相关的凋亡诱导

配体的转录和信号传导来诱导细胞凋亡[19]遥 另一项

研究发现袁PRKCA 为 PI3K/Akt 信号通路的重要因

子袁可促进 Akt 级联的磷酸化袁诱导 Bax 转位袁进
而促进线粒体内凋亡蛋白的释放袁加速细胞凋亡[20]遥
AMMAR 等 [21]发现袁柚皮素可通过调节P53 信号通

路袁促进 Bcl-2 的表达和降低 Bax 的表达袁抑制肺组

织细胞的凋亡袁从而延缓咳嗽变异性哮喘的进程遥
相关研究发现袁槲皮素可通过调节MYC 基因的表

达袁调控 Wnt/茁-catenin 信号通路袁抑制肺组织细胞

的凋亡袁从而减轻气道组织的损伤[22-23]遥 由上述研究

可知袁TP53尧MYC尧PRKCA 可能是加味小柴胡汤治

疗咳嗽变异性哮喘的相关靶点遥
综上所述袁加味小柴胡汤具有宣肺化痰尧补脾益

肺尧调和营卫的功效袁其对咳嗽变异性哮喘的治疗或

表 3 各组大鼠炎症因子水平比较渊曾依s袁pg/mL冤

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与地塞米松组比较袁银P<0.05遥

组别

正常组

模型组

地塞米松片组

加味小柴胡汤组

IL-6
37.06依7.12

173.54依15.27*
59.12依8.49*#

52.39依7.61*#银

IL-13
14.83依3.06
45.57依6.09*
23.56依6.01*#

19.01依5.23*#银

IgE
15.86依3.16

127.24依14.38*
57.54依11.29*#

43.45依10.26*#银

INF-酌
58.37依12.76
19.36依3.24*
31.95依8.57*#

38.27依7.89*#银

图 6 各组大鼠肺组织 MAPK尧GATA-3 蛋白表达水平比较

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05遥

kDa
kDa
kDa
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许具有积极作用袁作用机制可能与 EGFR尧MAPK1尧
MAPK3尧RELA尧TP53尧MYC 和 PRKCA 靶点有关袁后
期有待于研究组进一步实验和临床验证遥
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