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肺炎的活性成分

于　洋1,2，辛　杨1,2，王海军3，杨清竹4，王伟明1

（1. 黑龙江省中医药科学院，黑龙江 哈尔滨　150036；2. 齐齐哈尔大学化学与化学工程学院，黑龙江 齐齐哈尔　161006；

3. 齐齐哈尔医学院全科医学与继续教育学院，黑龙江 齐齐哈尔　161006；

4. 齐齐哈尔大学生命科学与农林学院，黑龙江 齐齐哈尔　161006）

摘要：为筛选中药地龙在芩百清肺浓缩丸治疗肺炎时贡献的活性成分，本研究在开展细胞实验证实芩百清肺浓

缩丸抗炎作用的基础上，采用超高效液相色谱/四极杆-静电场轨道阱质谱（UHPLC/Q-Exactive Orbitrap MS）法检

测有、无地龙的芩百清肺浓缩丸提取液，借助 Compound Discoverer软件筛选差异离子，根据二级质谱数据及标

准品鉴定差异成分，进一步开展差异成分治疗肺炎的网络药理学研究，预测活性成分与靶点，并通过分子对接与

实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（RT-qPCR）技术验证活性成分与靶点。结果表明，芩百清肺浓缩丸可通过降

低细胞炎症因子 IL6、IL-1b，趋化因子 CXCL2和 CXCR2的表达发挥抗炎活性，通过液相色谱-质谱筛选得到了

15个差异成分，网络药理预测得到 7个潜在活性成分及 22个核心靶点，其中 α-亚麻酸和腺苷经分子对接及 RT-

qPCR实验验证为地龙在芩百清肺浓缩丸治疗肺炎时贡献的活性成分。该方法为筛选中药复方中组方药材贡献

活性成分提供了参考，为中药复方活性成分研究提供了思路。
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Abstract: In  order  to  screen the  active  ingredients  of  Qinbai  Qingfei  Concentrated Pill  (QQCP) on

treating pneumonia contributed by Pheretima, the extracts of QQCP with and without Pheretima were
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detected  by  ultra-high  performance  liquid  chromatography/quadrupole-exactive  Orbitrap  mass

spectrometry  (UHPLC/Q-Exactive  Orbitrap  MS)  after  conducting  the  cell  anti-inflammatory

experiment.  Compound  Discoverer  (CD)  software  was  used  to  screen  the  differential  ions,  and  the

differential  components  were  identified  according  to  MS2  spectra  and  standards.  Further,  the  active

ingredients  and  targets  were  predicted  by  carrying  out  network  pharmacology  of  differential

components  treating  pneumonia.  At  last,  active  ingredients  which  were  identified  by  standards  and

their corresponding targets were verified by molecular docking and real-time fluorescent quantitative

reverse  transcription  polymerase  chain  reaction  (RT-qPCR).  The  results  of  cell  anti-inflammatory

experiments showed that QQCP can exert anti-inflammatory activity by decreasing the expression of

IL6,  IL-1b,  CXCL2  and  CXCR2.  After  detecting  the  extracts  of  QQCP  by  applying  UHPLC/Q-

Exactive  Orbitrap  MS,  a  total  of  15  components  are  identified  on  the  basis  of  their  retention  time,

MS/MS  spectra  as  well  as  standards.  After  that,  there  are  7  components  connecting  and  22  core

targets  obtained  by  applying  networkpharmacology.  After  verified  by  molecular  docking  and  RT-

qPCR,  α-linolenic  acid  and  adenosine  are  considered  as  the  active  components  of  QQCP  treating

pneumonia.  This  study  develops  a  method  of  UHPLC/Q-Exactive  Orbitrap  MS  uniting  network

pharmacology to screen the contributing active components from one medicine in Chinese medicine

compounds,  which  provides  a  new  idea  for  the  study  on  active  components  of  Chinese  medicine

compounds.
Key  words: ultra-high  performance  liquid  chromatography/quadrupole-exactive  Orbitrap  mass
spectrometry (UHPLC/Q-Exactive Orbitrap MS)；network pharmacology；qinbai qingfei concentrated
pill；α-linolenic acid；adenosine；pneumonia

肺炎威胁着人类的生命健康，如果不及时干

预，容易转化为重症肺炎而危及生命 [1]。现今治

疗肺炎的方法主要是利用抗生素控制感染、缓

解症状、防治并发症，但大量使用抗生素引起的

不良反应和耐药性问题日益突出。因此，开发新

型肺炎治疗药物势在必行。

芩百清肺浓缩丸是黑龙江省中医药科学院

自主研发，由黄芩、百部、地龙、桔梗、紫苑、麦

冬组成的中药复方制剂 [2]，具有清热解毒、润肺

止咳之功效，治疗肺炎起效快、效果明显 [3]。前

期研究 [4]表明，该方剂可提高免疫功能且促进上

皮细胞修复，在抑制病原体的同时保护肺上皮细

胞。地龙作为方中臣药，在肺炎治疗中具有不可

或缺的作用[5-6]。实验研究[7]表明，地龙可显著改

善肺炎小鼠肺组织结构、减少炎性反应；临床研

究[8]表明，地龙可治疗关节痹痛、高热神昏、肺热

咳喘等症。因此，本实验以地龙为研究对象，以

期筛选其在芩百清肺浓缩丸治疗肺炎时贡献的

活性成分。

在检测技术与研究方法的选择方面，液相色

谱-质谱技术以高效、快速、灵敏的特点，广泛应

用于中药成分研究 [9]；网络药理学以经济、省时

的特点，可用于预测中药活性成分与作用靶点及

通路 [10]。开展基于液相色谱-质谱技术检出成分

的网络药理学，可减少仅通过搜索已报道成分开

展网络药理学的假阳性结果。实时荧光定量逆

转录聚合酶链反应（RT-qPCR）技术可定量评估

目标基因的表达水平[11-12]，可用于液相色谱-质谱

技术联合网络药理学预测结果的验证。

为揭示地龙在芩百清肺浓缩丸治疗肺炎中

的作用，本研究以筛选地龙贡献的活性成分为目

标，首先开展细胞实验评价芩百清肺浓缩丸的抗

炎活性，进一步采用超高效液相色谱/四极杆-静

电场轨道阱质谱（UHPLC/Q-Exactive Orbitrap MS）

技术检测有、无地龙的芩百清肺浓缩丸提取液，

借助 Compound Discoverer 3.1 SP1软件筛选差异

成分，通过网络药理学预测差异成分治疗肺炎的

靶点，并通过分子对接及 RT-qPCR实验验证活

性成分及靶点，希望为中药复方活性成分的筛选

研究提供参考。 
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1    实验部分 

1.1    材料与试剂

芩百清肺浓缩丸（批号：202201）、无地龙的

芩百清肺浓缩丸（批号：202201）：由黑龙江省中

医药科学院制剂室提供；甲醇 （分析纯，批号：

20220621）：天津市科密欧化学试剂有限公司产

品；阿奇霉素（批号：2202174）：湖北潜龙药业有

限公司产品；人源H460细胞（编号：BNCC339581）：
北京北纳公司产品 ；培养基 RPMI-1640（批号 ：

2023235）：美国 Thermo Fisher公司产品；腺苷（批

号：230510）、α-亚麻酸（批号：230312）、花生四烯

酸（批号：230421）、亚油酸（批号：230605）：上海

融禾医药科技发展有限公司产品。本研究中所

用引物均由北京赛文有限公司合成，具体序列信

息列于附表 1（请登录《质谱学报》网站 https://
zpxb.xml-journal.net下载，以下同）。 

1.2    仪器与设备

Ultimate3000/Q-Exactive超高效液相色谱-静
电场轨道阱质谱仪、Quant studio实时荧光定量

PCR仪：美国 Thermo Fisher公司产品；YM5-120D
超声波清洗机、YML-100B恒温混匀仪：上海豫

明仪器公司产品；bas124s分析天平：赛多利斯科

学仪器（北京）有限公司产品；TGL-16aR高速冷

冻离心机：上海安亭科学仪器厂产品；Spark10M
多功能酶标仪：瑞士 TECAN公司产品；Thermo371
二氧化碳培养箱：北京城茂兴业科技有限公司

产品。 

1.3    体外抗炎实验 

1.3.1    药液制备　称取 0.100 0 g芩百清肺浓缩

丸，以甲醇为溶剂，经恒温混匀仪振荡 30 min
后，超声提取 30 min，以 10 000 r/min离心 10 min，
得上清液。 

1.3.2    细胞培养　选择人源 H460细胞，于 37 ℃、

5%CO2 饱和湿度下培养，用含 10%胎牛血清（FBS）
的 1640培养基进行常规培养和传代。 

1.3.3    噻唑蓝（MTT）法检测细胞存活率　选取处于

对数生长期的人肺癌H460细胞，以 5 000个/100 µL
的细胞数接种于无菌 96孔板中，培养箱中过夜

培养 16 h。将细胞分为空白组、脂多糖（LPS）炎
症组、阳性药组、不同浓度芩百清肺浓缩丸组。

待细胞贴壁后，将孔中培养基移除，加入含有不

同浓度药物的培养基继续培养细胞 24 h和 48 h，
每组 3复孔。然后，向每孔中加入 10 µL 5 g/L MTT，

培养箱中避光孵育 4 h。将孔中的液体全部移除

后，向每孔中加入 100 µL二甲基亚砜（DMSO），

使用酶标仪于 490 nm波长下测定每孔的吸光度

值 A。
细胞存活率=（A药物−A空白）/（A对照−A空白）×100%。 

1.3.4    RT-qPCR检测炎症因子表达　将处于对

数生长期的细胞，经传代分组，贴壁 12～18 h，利
用 50 mg/L LPS诱导细胞产生炎症。向阳性药组

加入 20 µL 10 g/L阿奇霉素溶液，向芩百清肺浓

缩丸组加入 20 µL 20 g/L芩百清肺浓缩丸，继续

培养细胞 24 h后，收集细胞，使用 Trizol法从细

胞分离出总 RNA，利用 Nanodrop 2000检测 RNA
浓度及纯度。利用 ReverTra Ace® qPCR RT Master
Mix with gDNA Remover试剂盒逆转录 cDNA，并

利用 TB Green® Fast qPCR Mix试剂盒对逆转录

的 cDNA进行聚合酶链式反应（PCR）扩增，检测

相关基因在 mRNA水平的变化。步骤中设定

40个循环反应，待反应结束后，用 2-∆∆Ct 法进行数

据分析，α-微管蛋白（α-tubulin）为内参基因。 

1.4    差异成分检测与分析 

1.4.1    样品制备　精确称取 0.100 0 g芩百清肺

浓缩丸（实验组）和无地龙的芩百清肺浓缩丸（对

照组），以 70%甲醇水溶液和纯甲醇作为提取溶

剂对实验组与对照组药粉进行提取，每组 10个

样品。经恒温混匀仪振荡 30 min后，超声提取

30 min，以 10 000 r/min离心 10 min，得上清液。 

1.4.2      色 谱 条 件 　 CSH  C18色 谱 柱 （50  mm×
2.1 mm×1.7 μm）；柱温  30 ℃；流动相为甲醇（A）-
水（B）；梯度洗脱程序：0 min（10%A），3 min（75%A），

16 min（90%A），17 min（100%A）；流速 0.3 mL/min；
进样量 5 µL。 

1.4.3      质谱条件　扫描模式：Full Mass-SIM（一

级），Full  MS/dd-MS2（二级）；质量扫描范围 m/z
100～1 500；分辨率 70 000（一级）、17 500（二级）；

毛细管温度 300 ℃；喷雾电压 4.0 kV；鞘气流速

35  L/h；出口透镜 （S-lens）电压 50  V；碰撞能量

（NCE）：10、20、30。 

1.4.4    差异成分分析　将UHPLC/Q-Exactive Orbitrap
MS 检测源文件导入 Compound Discoverer 3.1 SP1
软件进行处理，设置无地龙的芩百清肺浓缩丸为

“control”，有地龙的芩百清肺浓缩丸为“sample”，以
P-value (sample/control)＜0.05、Adj. P-value (sample/
control)＜0.05、Log2FoldChange (sample/control)＞
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2为筛选条件，获得差异离子。

利用 PubChem数据库、化学专业数据库、化

源网数据库、mzCloud数据库、Chemspider数据

库检索地龙成分的相关信息，总结化学成分分子

式、结构式和分子质量，通过 HMDB在线数据库

整合二级碎片离子，同时结合文献 [13-14]中地龙的

化学成分数据，建立化学成分数据库。

根据 Xcalibur软件中一级提取保留时间、二

级质谱碎片信息，结合地龙化学成分数据库推测

差异离子结构，并通过与标准品的液相色谱-质
谱图对比，鉴定差异成分。 

1.5    差异成分治疗肺炎的网络药理学 

1.5.1    差异成分作用靶点获取　利用 PubChem
数据库获得差异成分的 Canonical SMILES，通过

设 置 Swiss  Target  Prediction数 据 库 的 “ Homo
sapiens”选项进行靶点预测。将各成分得到的靶

点以“Probability＞0”为条件进行筛选，去除无靶

点成分，然后合并全部靶点，去除无用靶点和重

复值。 

1.5.2    肺炎靶点获取　以肺炎“pneumonia”为关键

词，通过 GeneCards数据库（https://www.genecards.
org）、OMIM 数据库（https://omim.org）查找相关

靶点，再借助 DRUGBANK数据库（https://www.
drugbank.ca）查找肺炎临床一线西药作用的靶点

进行补充。使用 GeneCards数据库时，Score值
越高，代表该靶点与疾病联系越密切，以 Score
值大于中位数的目标靶点作为肺炎潜在靶点，合

并 3个疾病数据库靶点后，删除重复值，得到肺

炎靶点[15]。 

1.5.3    差异成分靶点-肺炎靶点蛋白互作（PPI）网
络构建　利用 Venny（https://bioinfogp.cnb.csic.es/
tools/venny）在线平台获得差异成分靶点与肺炎

靶点的交集靶点。利用 STRING数据库（https://
cn.string-db.org/）选择物种为“Homo sapiens”，得
到交集靶点的 PPI网络图 [16]，再利用 CytoScape
3.8.2软件中的 CytoNCA 插件计算交集靶点的节

点连接度（degree）、介度（betweenness centrality）、
紧密度（closeness centrality），以连接度＞18.579 4、
介度＞108.523 4、紧密度＞0.004 8为筛选条件，

得到核心靶点。 

1.5.4      核心靶点 GO生物学功能分析和 KEGG
代谢通路富集分析　将核心靶点输入到 Metascape
（https://metascape.org/gp/index.html）数据平台进

行基因本体（gene ontology, GO）生物学功能分析

和京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia
of  genes  and  genomes，KEGG）代谢通路富集分

析，种属参数设置为人类“Homo species”。选择

生物过程（biological processes, BP）、细胞组成（cell
components, CC）、分子功能（molecular function, MF）
3类信息 P 值较小的前 10个结果 ，在微生信

（https://www.bioinformatics.com.cn/）网站进行可

视化，绘制 KEGG排名前 10的通路气泡图。 

1.5.5    差异成分-靶点-通路网络　利用 CytoScape
3.8.2软件展示由差异成分、核心靶点、KEGG通

路构成的网络图，得到差异成分-靶点-通路网络图。 

1.5.6    分子对接　从 PDB数据库（http://www.rcsb.
org/pdb/home/home.do）下载核心靶点蛋白结构，

使用 Pymol软件进行去除配体、水等操作，利用

AutoDockTools1.5.7软件进行分子对接，采用半

柔性对接 ，对接参数均为默认值 ，对接次数

50次。 

1.6    RT-qPCR 检测核心靶点基因表达

将处于对数生长期的细胞经传代分组，贴

壁 12～18  h，设置空白组、腺苷组、 α-亚麻酸

组。向腺苷组加入 10 g/L腺苷，α-亚麻酸组加入

10 g/L α-亚麻酸，处理 24 h，各组均按 200 µL培养

基加入 10 µL药液计。分别收集 3组细胞，根据

Trizol法从细胞分离出总RNA，利用Nanodrop2000
检测 RNA浓度及纯度。利用 ReverTra Ace® qPCR
RT Master  Mix with gDNA Remover试剂盒逆转

录 cDNA，并利用 TB Green® Fast qPCR Mix试剂

盒对逆转录的 cDNA进行 PCR扩增，检测 EGFR、
CCND1、MAPK1、SRC、PPARG、AR、 IL6基因

在 mRNA水平的表达。步骤中设定 40个循环反

应 ，待反应结束后 ，用 2-∆∆Ct 法进行数据分析 ，

GAPDH为内参基因。 

2    实验结果 

2.1    体外抗炎实验

MTT法检测细胞存活率实验结果表明，当

炎症组细胞中加入 10 µL 50 mg/L LPS，阳性药组

细胞中加入 10 µL 10 g/L阿奇霉素，药液组加入

10 µL 20 g/L芩百清肺浓缩丸提取液，培养细胞

24 h后，细胞存活率均大于 80%。

实时荧光定量 PCR实验结果示于图 1。可

见，经芩百清肺浓缩丸给药 24 h后，可使炎症因
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子 IL6明显回调，IL-1b显著回调，CXCL2趋化因

子显著回调，CXCR2趋化因子极显著回调，表明

芩百清肺浓缩丸对炎症因子具有抑制作用。 

2.2    差异成分筛选与鉴定

采用 UHPLC/Q-Exactive Orbitrap MS技术检

测实验组和对照组药液 ，结果示于图 2。以

70%甲醇作为提取溶剂时，得到 255个差异离

子；以纯甲醇作为提取溶剂时，得到 204个差异

离子；取并集去掉重复离子，共得到 296个差异

离子。

将差异离子的二级质谱数据与文献和数据

库比对 [13-14]，并经标准品验证，共推断与鉴定出

15个差异成分，列于表 1。以 α-亚麻酸为例，其

色谱图和二级质谱图示于图 3。α-亚麻酸的保留

时间为 10.74  min，准分子离子为 m/z 279.231  3

[M+H]+，MS2 碎片离子为 m/z 137.132 3[M−COOH−

C7H12]+、 123.116  8[M−COOH−C8H14]+、 109.101  3

[M−COOH−C9H13]+，与文献 [13]中的质谱数据一

致。经与 α-亚麻酸标准品的谱图对照，可确定

m/z 279.231 3为 α-亚麻酸，示于附图 1（请登录《质

谱学报》网站 https://zpxb.xml.journal.net下载，以

下同）。 

2.3    差异成分治疗肺炎的网络药理学 

2.3.1    差异成分作用靶点获取　将得到的 15个

差异成分经 Swiss Target Prediction数据库预测，

表 1中第 15号成分未获得靶点，1～14号成分共

获得 939个靶点，去除重复靶点后保留 367个靶点。 

2.3.2    肺炎靶点获取　通过 GeneCards数据库得

到有关肺炎的所有 5 358个靶点，Score最大值为

27.88，最小值为 0.11，中位数为 0.99，设定 Score＞
0.99为肺炎的潜在靶点，筛选得到 1 263个靶点；通

过OMIM数据库得到 33个靶点；通过DRUGBANK
数据库得到 34个靶点。将 3个数据库靶点合并

后删除重复靶点，最终得到 1 293个肺炎靶点。 

2.3.3    差异成分靶点-肺炎靶点 PPI网络构建　利

用 Venny平台获得 109个差异成分靶点与疾病

靶点的交集靶点，推测为差异成分治疗肺炎的作

用靶点。

利用 STRING数据库获得 109个交集靶点

的 PPI网络，示于图 4，共包含 109个节点、994

条边，颜色越红、连接度越高的靶点在肺炎中的

作用越大。利用 CytoScape 3.8.2软件筛选得到

交集靶点中的 22个核心靶点，包括白细胞介素-6

（interleukin  6,  IL6）、 RAC-α 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 蛋

白激酶（RAC-alpha serine/threonine-protein kinase,

AKT1）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase, GAPDH）、表皮生长因子

受体（epithelial growth factor receptor, EGFR）、有丝

分裂原激活蛋白激酶 3（mitogen-activated protein

kinase 3, MAPK3）、转信号传导与转录激活因子 3

（signal  transducer  and  activator  of  transcription  3,

STAT3）等，按连接度值排序列于附表 2。 

2.3.4      核 心 靶 点 基 因 的 GO生 物 学 功 能 及

KEGG代谢通路富集分析　GO富集分析结果显
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图 1    细胞因子表达图

Fig. 1    Expression of cytoinflammatory factor
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图 2    对照组（a，b）和实验组（c，d）药液的基峰离子色谱图

Fig. 2    Basic ion chromatograms of drug solutions of control group (a, b) and experimental group (c, d)
 

表 1    差异成分信息

Table 1    Information of differential compounds

序号
No.

离子模式
Ion
mode

保留时间
Retention
time/min

化合物
Compound

测定质荷比
Measured
value (m/z)

理论质荷比
Theoretical
value (m/z)

质量偏差
Mass value

deviation/×10−6

分子式
Molecular
formula

碎片离子
Fragment ion (m/z)

1ab + 0.70 次黄嘌呤[13-14] 137.0455 137.0458 2.19 C5H4N4O 119.0352, 110.0350

2ab + 0.61 腺苷[13]* 268.1033 268.1040 5.59 C10H13N5O4 136.0616, 119.0352

3b + 10.74 α-亚麻酸[14]* 279.2311 279.2319 2.87 C18H30O2 137.1323, 123.1168,
109.1013, 95.0859,

81.0703
4b + 12.31 脱氢枞醇[13] 287.2362 287.2369 2.44 C20H30O 269.2259, 227.1787,

213.1633, 203.1790,
201.1633

5ab + 10.64 二十碳五烯酸[13] 303.2309 303.2319 3.30 C20H30O2 285.2210, 233.1532,
207.1379, 189.1634,
175.1480, 161.1322,

147.1168
6b + 12.18 花生四烯酸[13]* 305.2466 305.2475 2.95 C20H32O2 287.2364, 249.1847,

235.1686, 207.1375,
205.1951, 147.1165,

121.1012
7ab + 17.40 11-二十碳烯酸[13-14] 311.2935 311.2945 3.21 C20H38O2 223.2437, 97.1015,

57.0605
8b + 15.80 Neoergostatriene[13] 367.3349 367.3359 2.72 C27H42 255.2116, 241.1944,

213.1631,
9ab + 3.60 2-Aminotetralin# 148.1114 148.1121 4.73 C10H13N 131.0857, 129.0699,

105.0699, 103.0543,
91.0545

10ab + 2.02 Staphyloamide B# 213.1227 213.1234 3.28 C10H16N2O3 195.1125, 98.0602,
70.0657

11ab + 2.90 Limazepine F# 245.1278 245.1285 2.86 C14H16N2O2 217.1331, 153.0655,
120.0807, 91.0547
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示，GO条目共 563个（P＜0.05），涉及 498个生

物过程、30个细胞组成、35个分子功能，分别占

88.5%、5.3%、6.2%。将 3个类别得到的分析结

果按照 P 值从小到大排序，排序前 10的生物过

程包括对激素的反应、对肽的反应、对营养水平

的反应、对细胞外刺激的反应、对肽激素的反

应、细胞对激素刺激的反应、细胞对有机氮化合

物的反应、酶联受体蛋白信号通路、跨膜受体蛋

白酪氨酸激酶信号通路、细胞对氮化合物的反

应；排序前 10的细胞组成包括膜筏、膜微区、膜

穴样内陷、等离子体膜筏、富含 ficolin-1的颗粒

管腔、囊泡腔、富含 ficolin-1的颗粒、焦点粘连、

细胞-基底结、核包络；排序前 10的分子功能包

括磷酸酶结合、蛋白激酶结合、DNA结合转录

因子结合、激酶结合、血红素结合、核受体活

性、配体激活的转录因子活性、四吡咯结合、蛋

白激酶活性、RNA聚合酶 II特异性 DNA结合转

录因子结合。

对 22个核心靶点进行 KEGG代谢通路富集

分析，共得到 123条信号通路，前 10的信号通路

示于图 5。结果表明，肺炎与人类巨细胞病毒感

染、脂质和动脉粥样硬化、化学致癌-受体激活、

卡波西肉瘤相关疱疹病毒、癌症中的蛋白聚糖

等密切相关。可以看出，肺炎的发生可能与多种

肺外疾病以及癌症的发生密切相关，越来越多的

证据支持炎症能够加速多种癌症的发展 [17]。差

异成分可能通过调控脂质和动脉粥样硬化、卡

波西肉瘤相关疱疹病毒、人类巨细胞病毒感染、

化学致癌-受体活化等途径发挥治疗肺炎的作用。 

2.3.5    差异成分-靶点-通路网络　利用 CytoScape
3.8.2软件构建差异成分-核心靶点-通路网络，示

于图 6，其中，22个核心靶点以红色标示，蓝色三

角形节点代表富集的 10个关键通路，橙色菱形

节点代表 7个成分。连接节点的边共有 101条，

节点的大小与连接度成正比，节点越大，表明与

此节点相连接的节点越多，在治疗肺炎时发挥的

作用越大。由此可知，与核心靶点相关联的成分

为 α-亚麻酸、Limazepine F、腺苷、二十碳五烯

酸、Staphyloamide B、8,11,14-二十碳三烯酸、脱

氢枞醇，被预测为地龙贡献的潜在活性成分。 

2.3.6    分子对接　利用 AutoDock软件进行分

子对接，对接参数均为默认值，采用半柔性对

接、对接次数 50次。选取腺苷和 α-亚麻酸（经

标准品鉴定结构 ，为网络药理预测的活性成

续表

序号
No.

离子模式
Ion
mode

保留时间
Retention
time/min

化合物
Compound

测定质荷比
Measured
value (m/z)

理论质荷比
Theoretical
value (m/z)

质量偏差
Mass value

deviation/×10−6

分子式
Molecular
formula

碎片离子
Fragment ion (m/z)

12ab + 0.69 Shinorine# 333.1283 333.1292 2.70 C13H20N2O8 315.1181, 297.1079,
287.1230, 269.1127

13a + 12.53 亚油酸[13-14]* 281.2468 281.2475 2.49 C18H32O2 263.2362, 219.2110,
179.1797, 165.1640

14a + 13.64 8,11,14-二十碳三烯酸[13] 307.2622 307.2631 2.93 C20H34O2 289.2523, 209.1535,
121.1013, 109.1013

15b + 18.47 麦角甾-1,3,5,7-四烯-1-醇[13] 395.3306 395.3308 0.51 C28H42O 377.3216, 311.2360,
297.2207, 269.1894,

251.1794
注：*表示与标准品进行对照；#表示参考HMDB数据库；a表示70%甲醇提取有、无地龙样品所得的差异成分；b表示纯甲醇提取有、无地龙样品
所得的差异成分
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图 3    m/z 279.231 3 的提取离子色谱图（a）和二级质谱图（b）
Fig. 3    Extracted ion chromatogram (a) and MS2 spectrum (b) of m/z 279.231 3
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Fig. 5    Enrichment of KEGG signal pathway
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分）与对应的核心靶点进行对接，对接结果小

于−5.02 kJ/mol被认为是有效结合，结果示于附

图 2。
 

2.3.7    RT-qPCR检测核心靶点基因表达　为验

证分子对接结果，采用 RT-qPCR技术检测腺苷

和 α-亚麻酸干预前、后 H460细胞中 4种核心靶

点基因的表达水平，示于图 7。显然，经腺苷和

α-亚麻酸干预后，各对应核心靶点基因的相对表

达量均发生下调，表明腺苷可作用在靶点基因

EGFR、CCND1、MAPK1、SRC上发挥抗炎活性，

α-亚麻酸可作用在靶点基因 PPAGR、AR、 IL6、
MAPK1上发挥抗炎活性。 

3    讨论

研究表明，IL6高表达可引起机体产生炎症，

抑制 IL6表达可降低炎症反应。CXCL2是具有

致炎作用的趋化因子 [18]，可通过介导 PI3K/Akt

和 NF-κB信号通路参与调控炎症反应 [19]。正常

生理状态下，机体不表达或低表达促炎趋化因

子，但受脂多糖等刺激，促炎趋化因子被诱导高
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图 6    差异成分-肺炎靶点-通路网络图

Fig. 6    Network of differential compounds-target of pneumonia-pathway
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图 7    活性成分干预前、后，核心靶点基因表达图

Fig. 7    Gene expression of core target before and after active ingredient intervention
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表达，同时巨噬细胞中 NLRP3炎症小体的调控

也被激活 [20]，大量的 NLRP3炎症小体被释放出

来，使 CXCR2被激活[21]。本研究中，经芩百清肺

浓缩丸干预后，与脂多糖刺激的肺泡上皮细胞相

比，炎症因子 IL6表达下调，炎症因子ІL-1b表达

显著下调，趋化因子 CXCL2和 CXCR2表达显著

下调，表明芩百清肺浓缩丸具有抗炎活性。

地龙作为芩百清肺浓缩丸方中臣药[22]，其发

挥的作用不可忽视。地龙无蛋白提取液可显著

抑制炎症细胞因子ІL-1b和 ΙL6的释放，表明其

具有良好的抗炎作用 [23]。为筛选芩百清肺浓缩

丸治疗肺炎时地龙贡献的活性成分，本研究分别

对有、无地龙的芩百清肺浓缩丸进行提取，采用

UHPLC/Q-Exactive Orbitrap MS技术检测化学成

分，结合网络药理学分析，预测出 7个活性成分

可通过作用于 22个核心靶点发挥治疗肺炎的作

用，并对其中 2个经标准品鉴定结构的活性成分

与相应靶点进行分子对接。结果表明，α-亚麻酸

与 PPARG、AR、ΙL6、MAPK1可有效结合，腺苷

与 EGFR、CCND1、SRC、MAPK1可有效结合。

上述靶点中，MAPK1属于丝裂原活化蛋白激酶

通路家族，主要涉及细胞的存活、增殖、分化和

凋亡等来响应各种细胞外信号[24]，可以促进炎症

因子表达，导致内毒性急性肺损伤等相关炎性疾

病的发生[25]；表皮生长因子受体 EGFR是一种酪

氨酸激酶受体，其信号传导引发的肺损伤会引起

肺纤维化，与气道炎性反应、气道黏液分泌、气

道重塑等相关[26]，可通过 ERK1/2、NF-κB等信号

通路参与细菌感染，导致肺上皮损伤过程及炎性

细胞因子的生成[27]，抑制 EGFR信号可防止一些

呼吸道病毒感染肺部纤维化的反应 [28]；CCND1

是调节细胞周期的重要蛋白质，是 AKT-GSK3β

通路的潜在下游靶因子，抑制其表达可下调肿瘤

细胞增殖，增强肺癌患者的抗肿瘤免疫功能 [29]；

SRC在细胞形态、运动、增殖和存活中发挥重要

作用，与特异性肺纤维化的发生有着密切关系[30]。

可见，抑制这些靶点基因表达可以发挥治疗肺炎

的作用。因此，为了验证分子对接结果，采用 RT-

qPCR技术考察 α-亚麻酸对 PPARG、AR、 ΙL6、

MAPK1靶点基因表达的影响，以及腺苷对 EGFR、

CCND1、SRC、MAPK1靶点基因表达的影响，结

果显示，α-亚麻酸与腺苷均能显著性下调相应靶

点基因的表达，表明它们具有抗炎活性。

α-亚麻酸是人体必需的不饱和脂肪酸，具有

多种营养保健作用和药理作用，包括抗癌、神经

保护、抗骨质疏松、抗氧化、抗炎和抑菌等[31-32]。

α-亚麻酸具有强效抗炎特征，可以抑制炎症相

关的 NF-κB信号通路 [33]，通过作用在丝裂原活

化 蛋 白 激 酶 （mitogen-activated  protein  kinase1，

MAPK1）上，调控 MAPK的磷酸化水平 [34]，因此，

其可能通过 MAPK影响 NF-κB通路抑制趋化

因子表达，介导肺炎。在人体内，α-亚麻酸还可

以被转化为二十碳五烯酸（eicosapentenoic acid,

EPA），EPA具有显著的抑菌和抗炎作用 [35]，并且

不会产生明显的耐药性 [36]。腺苷被科学家誉为

“生命的物质”，可以激活免疫系统，调控包括清

除细菌、病毒、癌细胞等一系列的身体免疫修复

恢复机制 [37]。腺苷具有增强肺部免疫力、抗炎、

保护心脏、保护肝脏、保护肾脏和抗肺纤维化等

多重作用 [38]。内源性腺苷存在于血管内皮细胞

和红细胞中，通过环腺苷酸（cAMP）介导，可以降

低由肺炎导致的肺动脉压力增高。外源性腺苷

可刺激肺血管平滑肌细胞上的去肾上腺素能受

体，激活细胞膜上的腺苷酸环化酶，使细胞内

cAMP增加，引起肺血管扩张 [39]。研究表明 [40]，

当适量腺苷进入肺循环，可能完全与血管内皮细

胞表面的受体结合产生舒张作用，或被内皮细胞

摄取代谢，使肺炎诱导的肺动脉高压降低。

综上所述，采用超高效液相色谱/四极杆-静
电场轨道阱质谱联合网络药理学筛选出芩百清

肺浓缩丸治疗肺炎时地龙贡献的活性成分为

α-亚麻酸和腺苷，该方法可为中药复方活性成分

的筛选提供参考。
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