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桑白皮汤对二手烟致肺纤维化小鼠的改善作用及机制研究 Δ
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摘 要 目的 探讨桑白皮汤（SBP）对二手烟致肺纤维化（PF）小鼠的改善作用及潜在机制。方法 借助网络药理学方法，筛选

SBP活性成分对应靶点与PF特异性靶点的共同靶点，进行蛋白-蛋白相互作用网络构建、京都基因和基因组数据库通路富集分析，

并进行分子对接。基于上述结果，将雄性昆明小鼠分为正常对照组、模型对照组、SBP组（1.08 g/kg，以生药量计）、吡非尼酮组（阳

性对照，90 mg/kg），每组8只。除正常对照组外，其余各组均采用香烟静式呼吸道染毒法（每天烟熏30 min×2次，持续20 d）构建

二手烟致PF小鼠模型。各药物组小鼠于每天第2次烟熏结束后0.5 h时灌胃相应药液，正常对照组和模型对照组小鼠同步灌胃等

体积水，每天1次，连续20 d。末次给药24 h后，观察小鼠肺组织病理改变，检测其肺组织中促炎因子、损伤标志物水平和相关通

路蛋白表达情况。结果 筛选出共同靶点2 448个，其核心靶点包括蛋白激酶B1（AKT1）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6

（IL-6）等，富集于磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）/AKT 等信号通路；AKT1、PI3K、TNF-α、IL-6与活性成分 chaksine 的结合能分别为      

－11.0、－7.7、－9.0、－9.4 kcal/mol。与模型对照组比较，各药物组小鼠肺组织炎症细胞浸润、胶原沉积的病理改变均有所减轻；

肺组织中Ⅲ型胶原蛋白的表达均显著下调；IL-6、TNF-α、组织金属蛋白酶抑制物1、肺表面活性物质相关蛋白D水平，肺纤维化阳

性区域百分比和 PI3K、AKT 蛋白的磷酸化水平亦显著下调或降低（P＜0.05）。结论 SBP 改善二手烟致 PF 的作用，可能与调控

AKT1等多个核心靶点、抑制PI3K/AKT信号通路，进而减轻肺部炎症及胶原沉积有关。
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Study on the improvement effects and mechanisms of Sangbaipi decoction in mice with second-hand smoke-

induced pulmonary fibrosis
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Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou  450046， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improvement effects and potential mechanisms of Sangbaipi decoction （SBP） on 

mice with second-hand smoke-induced pulmonary fibrosis （PF）. METHODS Using network pharmacology methods， the common 

targets between the active components of SBP and PF-specific targets were screened， the protein-protein interaction network was 

constructed， the pathway enrichment analysis was performed using the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes， and the 

molecular docking was conducted. Based on these results， the male Kunming mice were divided into a normal control group， a 

model control group， an SBP group （1.08 g/kg， calculated by crude drugs）， and a pirfenidone group （positive control， 90 mg/kg）， 

with eight mice in each group. Except for the normal control group， all other groups were exposed to second-hand smoke via the 

static respiratory tract smoking method （30 min of smoking twice daily for 20 consecutive days） to establish a mouse model of PF 

induced by second-hand smoke. Each drug group was administered the corresponding drug solution via gavage 0.5 h after the 

second daily smoke exposure； the normal control and model control groups were simultaneously administered an equal volume of 

water via gavage， once daily for 20 consecutive days. Twenty-four hours after the final administration， pathological changes in lung 

tissue were observed， and the levels of pro-inflammatory factors， injury markers， and the expression of proteins in related signaling 

pathways in lung tissue were detected. RESULTS A total of 2 448 common targets were identified， with core targets including 

protein kinase B1 （AKT1）， tumor necrosis factor- α （TNF- α）， and interleukin-6 （IL-6）， which were enriched in signaling 

pathways such as phosphoinositide 3-kinase （PI3K）/AKT. The binding energies of AKT1， PI3K， TNF-α， and IL-6 to the active 

compound chaksine were －11.0， －7.7， －9.0， and －9.4 kcal/mol， respectively. Compared with the model control group， 

pathological changes such as inflammatory cell infiltration and collagen deposition in lung tissue were alleviated in the 

administration groups. The expression of collagen Ⅲ in lung tissue was significantly downregulated， and the levels of IL-6， TNF-

α， tissue inhibitor of metalloproteinase 1， and pulmonary surfactant-associated protein D， as well as the percentage of positive 

areas with pulmonary fibrosis and protein phosphorylation 

levels of PI3K and AKT， were all significantly downregulated 

or reduced （P＜0.05）. CONCLUSIONS The role of SBP in 

improving PF induced by second-hand smoke may be related 

to the regulation of multiple core targets， including AKT1， 

and the inhibition of the PI3K/AKT signaling pathway， 

thereby alleviating pulmonary inflammation and collagen 

deposition.
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肺纤维化（pulmonary fibrosis，PF）是以肺间质进行
性纤维增生为特征的慢性疾病，环境暴露是其明确的风
险因素之一[1―2]。研究指出，二手烟暴露可导致肺实质
损伤及肺功能进行性下降，加速PF的发生发展，其病理
特征为弥散性肺泡炎症伴间质纤维化[3―4]。PF的临床治
疗以抗纤维化药物为主，疗效有限且副作用明显，如吡非
尼酮（pirfenidone，PFD）可延缓患者病情进展，但可引起
胃肠道反应、肝损伤等不良反应，且经济负担较重[5―6]。

因此，探寻新的PF防治策略具有重要的临床意义。

在中医理论中，烟草烟雾（包括主动吸烟和被动吸
入的二手烟）属“燥热毒邪”，易耗伤肺阴；二手烟长期熏
袭，可致“气阴亏虚、痰瘀阻络”，与PF“肺痹”“肺痿”的传
变规律相吻合，即早期邪阻肺络、后期肺叶痿弱[7―8]。目
前，临床常用抗纤维化药物来改善二手烟致PF，但疗效
欠佳且不良反应明显；而中医经典方剂以其多靶点协同
优势，为PF防治提供了新的研究方向。

桑白皮汤（Sangbaipi decoction，SBP）源自《备急千
金要方》，以桑白皮为君药，具清热泻肺、化痰逐瘀之功。

现代药理学研究显示，该方的主要活性成分具有抗炎及
抗纤维化的潜在作用[9―10]。基于此，本研究以二手烟致
PF动物模型为对象，采用网络药理学预测与动物实验验
证相结合的策略，系统探讨 SBP改善二手烟致 PF的作
用机制，以期为PF的临床防治提供实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 SpectraMax iD3型多功
能酶标仪[美谷分子仪器（上海）有限公司]，RM2235型
石蜡切片机（德国Leica公司），YD-6D型包埋机、YD-A

型摊片机、YD-B型烤片机（浙江省金华市科迪仪器设备
有限公司），CX23型光学显微镜（日本Olympus公司），

Mini-PROTEAN Tetra Cell 型垂直电泳系统、Trans-Blot 

SD Cell 型湿式转膜装置（美国 Bio-Rad 公司），Tanon-

5200Multi 型化学发光成像系统（上海天能科技有限公
司）等。

1.2　主要药品与试剂
SBP由桑白皮、半夏、紫苏子、杏仁、贝母、山栀、黄

芩、黄连组方而成，上述中药饮片均购自河南中医药大
学第一附属医院（产地分别为河南南阳、甘肃陇南、湖北
宜昌、河北承德、四川甘孜、江西宜春、山西运城、四川成
都，批号依次为 231101、230704、23010101、22120201、

230802-1、240402-2、240402、240602），经河南中医药大
学药学院中药资源与鉴定教研室2位具有副高级及以上
职称的专家鉴定均为真品。

PFD胶囊（批号20250608，规格100 mg）购自北京康
蒂尼药业股份有限公司；白细胞介素6（interleukin-6，IL-

6）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、组
织金属蛋白酶抑制物 1（tissue inhibitor of metallopro-

teinase 1，TIMP1）、肺表面活性物质相关蛋白D（pulmo‐

nary surfactant-associated protein D，SP-D）酶联免疫吸附
测定（ELISA）试剂盒（货号分别为 E-EL-M0044、E-EL-

M3063、E-EL-M3071、E-EL-M0993）均购自武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司；兔抗磷脂酰肌醇 3 激酶
（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）多 克 隆 抗 体（批 号
20584-1-AP）购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔抗磷
酸化PI3K（phosphorylated PI3K，p-PI3K）单克隆抗体（批
号4228T）购自安诺伦（北京）生物科技有限公司；兔抗蛋
白激酶B（protein kinase B，AKT）单克隆抗体、兔抗磷酸
化AKT（phosphorylated AKT，p-AKT）多克隆抗体（批号
分别为WL0003b、WLP001a）均购自沈阳万类生物科技
有限公司；鼠抗Ⅲ型胶原蛋白（Collagen Ⅲ）单克隆抗体
（批号C7805）购自美国Sigma-Aldrich公司；鼠抗β-肌动
蛋白（β-actin）单克隆抗体（批号 66009-1-Ig）购自美国
Proteintech公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔、山羊
抗 鼠 免 疫 球 蛋 白 G 二 抗（货 号 分 别 为 1907C038、

1908A022）均购自美国 InCellGene 公司；HE、Masson 染
色试剂盒（批号分别为G1120、G1340）均购自北京索莱
宝科技有限公司。

1.3　实验动物
普通级雄性昆明小鼠32只，8周龄，体重（20±5）g，

由辽宁长生生物技术股份有限公司提供，实验动物生产
许可证号为SCXK（辽）2020-0001。所有小鼠均于屏障
环境（温度约23 ℃，相对湿度约50%，自然光照节律）中
分笼饲养，并自由摄食、饮水。本研究方案经河南中医
药大学实验动物伦理委员会审议通过，批准编号为
DWLL202412330。

2　方法与结果
2.1　网络药理学预测与分子对接分析
2.1.1　SBP活性成分与PF疾病靶点的收集与筛选

通过 TCMSP 数据库检索 SBP 组方中药的活性成
分，以口服生物利用度≥30%及类药性≥0.18为标准[11]，

筛选对应靶点并在UniProt数据库中进行靶点名称标准
化。经合并、去重后，本研究共获得SBP活性成分157个
（桑白皮32个、半夏13个、苏子16个、杏仁19个、浙贝母
7个、栀子 15个、黄芩 36个、黄连 14个、生姜 5个）。以

“pulmonary fibrosis”为关键词，在 OMIM、GeneCards、

DrugBank、TTD数据库中系统检索PF相关靶点。经合
并、去重后，本研究共获得 PF特异性靶点 6 659个。进
一步利用Venny 2.0在线软件工具进行靶点映射，本研究
最终获得SBP活性成分与PF共同靶点，共2 448个。

2.1.2　网络构建、富集分析与可视化展示
将“2.1.1”项下所获共同靶点导入STRING数据库，

构建蛋白-蛋白相互作用（protein-protein interaction，PPI）

网络，并利用Cytoscape 3.10.2软件进行可视化分析，筛
选出节点度值排前 8位的 SBP 干预 PF 的核心靶点，即
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AKT1、Src 蛋白、信号转导及转录活化因子 3（signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3）、TNF-

α、肿瘤蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）、IL-6、E1A结
合蛋白 p300（E1A binding protein p300，EP300）、表皮生
长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）（限
于篇幅，具体结果可扫描本文首页二维码查看“增强出
版”板块中的附图1）。

将“2.1.1”项下所获共同靶点导入DAVID数据库进
行京都基因和基因组数据库（Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes，KEGG）通路富集分析（设定物种为
“Homo sapiens”，以 P＜0.05为标准），共得到相关通路
213条，其中P由小到大排前 10位的KEGG富集结果如
图1所示。由图1可知，共同靶点主要富集于癌症通路、

PI3K/AKT通路、EB病毒感染、脂质与动脉粥样硬化等
通路。

2.1.3　分子对接验证及可视化展示
从RCSB PDB数据库获取核心靶点的晶体结构，使

用 Pymol 软件去除水分子并进行加氢处理，再使用
AutoDock软件识别对接部位，构建受体-配体“PDBQT”

文件；从TCMSP、PubChem数据库中获取靶点对应活性
成分的 3D结构，并保存为“mol2”格式。使用AutoDock

软件以Lamarckian遗传算法进行分子对接，以结合能≤

－5 kcal/mol（1 kcal＝4.184 kJ）为标准[12]进行筛选。结
果显示，AKT1、PI3K、TNF-α、IL-6均与活性成分 chak‐

sine具有较强的结合能力，结合能分别为－11.0、－7.7、 

－9.0、－9.4 kcal/mol（限于篇幅，具体结果可扫描本文首
页二维码查看“增强出版”板块中的附图2）。

2.2　实验验证

上述网络药理学及分子对接分析结果显示，SBP干
预 PF 的核心靶点（如 AKT1、TNF-α等）显著富集于
PI3K/AKT 信号通路，且 AKT1、PI3K、TNF-α、IL-6 与
SBP 活性成分 chaksine 之间的结合能（－11.0～－7.7 

kcal/mol）均较高，提示PI3K/AKT可能是SBP发挥抗PF

作用的重要信号通路。为验证这一推测，本研究进一步
通过动物实验，观察 SBP对二手烟致 PF模型小鼠的改

善情况，并重点检测PI3K/AKT信号通路相关蛋白的表
达情况。

2.2.1　SBP药液的制备
取等量的桑白皮、半夏、紫苏子、杏仁、贝母、山栀、

黄芩、黄连饮片，混合、粉碎（过40目筛），备用。采用水
提法，加热回流 1.5 h×2次（第 1次加 10倍量水，第 2次
加8倍量水）；药液经纱布过滤、合并、浓缩，得质量浓度
为1.0 g/mL（按生药量计）的药液，作为储备液，灌胃前以
水稀释至所需质量浓度。

2.2.2　造模、分组与给药
将所有小鼠适应性饲养 1周后，随机分为正常对照

组、模型对照组、PFD组、SBP组，每组8只。除正常对照
组外，其余各组均采用香烟静式呼吸道染毒法进行造
模，每天烟熏2次（每次5支香烟，持续30 min），连续20 d。

以小鼠是否出现相关症状（呼吸困难、活动减少及体重下
降）并结合后续肺组织病理学检查确认造模情况[13―14]。

参照临床 SBP 人用剂量，经体表面积换算等效剂
量，以所得等效剂量作为中剂量（1.08 g/kg，按生药量计，

下同），再向上、向下各设1个剂量梯度（0.54、2.16 g/kg）；

随后，通过预实验（肺脏外观观察和TIMP1、SP-D检测，

其中ELISA实验具体操作见后文）结果，最终确定SBP

的干预剂量为 1.08 g/kg。参照临床 PFD人用剂量和预
实验结果，设定PFD剂量为90 mg/kg。各药物组小鼠于
每天第2次烟熏结束后0.5 h时灌胃相应药液（以水为溶
剂，均以每10 g体重灌胃0.1 mL的固定体积给药），正常
对照组和模型对照组小鼠同步灌胃等体积水，每天1次，

连续20 d。

2.2.3　小鼠肺组织中 IL-6、TNF-α、TIMP1、SP-D 水平
检测

末次给药 24 h后，将各组小鼠麻醉后处死，迅速取
其右肺组织，将一部分固定于4%多聚甲醛溶液中，另一
部分冻存，备用。取各组小鼠冻存的肺组织适量，经冲
洗、称重后，于冰浴中匀浆，再于 4 ℃下以 12 000×g离
心 15 min，吸取上清液，按相应ELISA试剂盒说明书操
作，使用酶标仪检测上清液中 IL-6、TNF-α、TIMP1、SP-D

水平。采用SPSS 26.0软件对数据进行统计分析；计量
资料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，进
一步两两比较采用LSD-t检验（方差齐时）或Tamhane’s 

T 2检验（方差不齐时）；检验水准 α＝0.05（统计学方法
下同）。

结果（表1）显示，与正常对照组比较，模型对照组小
鼠肺组织中 IL-6、TNF-α、TIMP1、SP-D水平均显著升高
（P＜0.05）；与模型对照组比较，PFD组、SBP组小鼠肺组
织中上述指标水平均显著降低（P＜0.05）。

2.2.4　小鼠肺组织病理损伤观察
取“2.2.3”项下各组小鼠经固定的肺组织适量，经常

规脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡后，分别进行HE染
色和Masson染色；经中性树胶封片后，使用光学显微镜
观察肺组织的整体病变情况和胶原沉积、纤维化程度，

并采用 Image-Pro Plus 6.0软件对Masson染色结果进行
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图1　SBP干预PF共同靶点的KEGG富集分析图
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定量分析[每张切片随机选取5个400倍视野，计算灰蓝
色阳性染色区域占视野总面积的百分比（简称“阳性区
域百分比”）]。

HE染色结果显示，与正常对照组比较，模型对照组
小鼠肺泡壁增厚、肺泡腔狭窄，并伴大量炎症细胞浸润
及散在纤维化；与模型对照组比较，PFD组、SBP组小鼠
肺组织的上述病理改变均有所减轻。Masson染色结果
显示，与正常对照组[（6.64±1.00）%]比较，模型对照组
小鼠肺组织可见大面积灰蓝色胶原纤维，阳性区域百分
比[（34.00±6.01）%]显著升高（P＜0.05）；与模型对照组
比较，PFD组、SBP组小鼠肺组织上述纤维化均有所改
善，阳性区域百分比[（24.57±4.58）%、（15.04±7.57）%]

均显著降低（P＜0.05）。结果见图2。

2.2.5　小鼠肺组织中Collagen Ⅲ蛋白表达和PI3K、AKT

蛋白磷酸化水平检测
取“2.2.3”项下各组小鼠冻存的肺组织，经匀浆、裂

解、离心后提取总蛋白，并以BCA法测定蛋白浓度；蛋
白经变性处理后，进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离，再转移至聚偏二氟乙烯膜上，以5%脱脂牛
奶封闭 1 h；加入 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、Collagen 

Ⅲ、β-actin 一抗（稀释比例分别为 1∶1 000、1∶1 000、1∶   

2 000、1∶2 000、1∶800、1∶3 000），于 4 ℃下孵育过夜；以
TBST洗膜后，加入相应二抗（稀释比例均为 1∶5 000），

于室温下孵育1 h；以ECL化学发光试剂显影、成像。采
用 Image J软件分析各蛋白的条带灰度值，以目的蛋白
与内参蛋白（β-actin）的灰度值比值表示各目的蛋白的相
对表达水平，以p-PI3K与PI3K、p-AKT与AKT的灰度值
比值表示PI3K、AKT蛋白的磷酸化水平。

结果（图3、表2）显示，与正常对照组比较，模型对照

组小鼠肺组织中 Collagen Ⅲ蛋白的表达和 PI3K、AKT

蛋白的磷酸化水平均显著上调或升高（P＜0.05）；与模
型对照组比较，PFD组、SBP组小鼠肺组织中上述蛋白
的表达和磷酸化水平均显著下调或降低（P＜0.05）。

3　讨论
本研究首先通过网络药理学预测发现，SBP的活性

成分可能通过调控AKT1、TNF-α、IL-6等核心靶点及炎
症相关通路发挥抗 PF作用，分子对接结果也为活性成
分与靶点的结合提供了初步证据。其中，SBP活性成分
chaksine 与 AKT1、PI3K、TNF-α、IL-6 的结合能介于     

－11.0～－7.7 kcal/mol，提示该成分可能通过与上述靶
点结合，参与调控二手烟暴露所诱导的炎症反应与纤维
化进程。这与近年来运用系统药理学方法揭示复方作
用机制的研究思路基本一致[15]。

在此基础上，本研究通过二手烟暴露构建了 PF小
鼠模型，该模型能较好地模拟人类长期被动吸入二手烟
后肺组织的病理演变过程[13―14]。随后的动物实验结果
显示，SBP能显著降低肺组织中促炎因子（IL-6、TNF-α）
及损伤标志物（SP-D、TIMP1）水平。其中，IL-6和TNF-α
是二手烟暴露后肺部发生炎症反应的核心促炎因子，其
水平可反映肺组织炎症程度；SP-D主要由肺泡Ⅱ型上皮
细胞分泌，其水平升高可反映肺泡上皮损伤加重，是PF

评估中常用的上皮损伤标志物[16]；TIMP1作为基质金属
蛋白酶的组织抑制因子，其过度表达可抑制细胞外基质
降解，从而促进胶原沉积及纤维化进展[17]。上述指标的
异常变化与二手烟致PF的病理特征（肺泡上皮损伤、胶
原沉积等）高度吻合。本研究病理学观察进一步显示，

SBP可改善PF小鼠肺泡结构受损、减少炎症细胞浸润并
抑制胶原异常沉积。

在潜在机制分析方面，本研究 Western blot 实验结
果显示，与模型对照组相比，SBP组小鼠肺组织中Colla‐

gen Ⅲ蛋白的表达和PI3K、AKT蛋白的磷酸化水平均显
著下调或降低，提示该方能下调 Collagen Ⅲ蛋白的表
达，并显著抑制PI3K/AKT信号通路的过度激活。这一
结果将网络药理学预测的核心信号通路（PI3K/AKT）、

核心靶点AKT1与SBP的抗PF效应进行了明确关联[18]。

表1　SBP 对 PF 小鼠肺组织中 IL-6、TNF-α、TIMP1、

SP-D水平的影响（x±±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型对照组
PFD组
SBP组

IL-6/（pg/mL）

7.31±2.56

37.32±11.82a

23.59±9.68b

13.58±5.59b

TNF-α/（ng/mL）

1.31±0.38

7.01±1.00a

4.06±1.01b

2.05±0.18b

TIMP1/（ng/mL）

5.64±0.11

18.10±3.44a

12.65±1.10b

9.54±2.45b

SP-D/（pg/mL）

1 000.75±200.38

4 000.44±200.01a

2 300.06±100.98b

1 300.77±100.35b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型对照组比较，P＜0.05。

A.正常对照组 B.模型对照组 C. PFD组 D. SBP组
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黑色箭头：肺泡壁增厚、肺泡腔狭窄；红色箭头：炎症细胞浸润；绿色箭头：胶原沉积阳性区域。

图2　SBP对PF小鼠肺组织病理形态影响的显微图
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同时，从中医理论角度分析，二手烟烟雾属“外邪”，侵袭
肺系，可致痰、瘀、热、毒互结，痹阻肺络；SBP具有清肺
泄热、化痰逐瘀之功，其抗 PF 作用的发挥可能与抑制
PI3K/AKT促纤维化信号通路、实现“通肺络”效应有关，

与PF“气虚痰结络瘀”的核心病机相契合[19]，亦为中医相
关病机理论及该方的临床应用提供了实验依据。

综上所述，SBP改善二手烟致PF的作用，可能与调
控AKT1等多个核心靶点、抑制PI3K/AKT信号通路，进
而减轻肺部炎症及胶原沉积有关。本研究聚焦于复方
整体药效与核心信号通路验证，后续可进一步就 chak‐

sine等潜在活性成分进行深入挖掘及功能机制解析。
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图3　SBP 对 PF 小鼠肺组织中 Collagen ⅢⅢ、p-PI3K、

PI3K、p-AKT、AKT蛋白表达影响的电泳图

表2　SBP 对 PF 小鼠肺组织中 Collagen ⅢⅢ蛋白表达及

PI3K、AKT蛋白磷酸化水平的影响（x±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型对照组
PFD组
SBP组

Collagen Ⅲ/β-actin

0.31±0.02

0.87±0.06a

0.43±0.03b

0.45±0.01b

p-PI3K/PI3K

0.50±0.05

1.13±0.03a

0.60±0.08b

0.53±0.03b

p-AKT/AKT

0.55±0.04

1.16±0.02a

0.40±0.03b

0.30±0.01b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型对照组比较，P＜0.05。


