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【摘要】目的  采 用 网 络 药 理 学 和 体 外 实 验 相 结 合 的 方 法， 探 讨 环 黄 芪 醇

（cycloastragenol，CAG）抑制炎症反应治疗支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，

BPD）的作用和机制。方法  利用网络药理学技术筛选并预测 CAG 通过调控炎症反应治疗

BPD 的关键靶点和信号通路。将获得的关键靶点进行分子对接，进一步通过体外实验进行作

用验证并探索可能的机制。结果  通过网络药理学分析得到 CAG、炎症和 BPD 的交集靶点 92

个。蛋白质 - 蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络显示，TNF、AKT1、

NFKB1、STAT3、EGFR、HIF1A、TLR4 等可能是 CAG 治疗 BPD 的关键靶点。京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）富集分析表明，CAG 治

疗 BPD 主要通过 HIF-1、IL-17 等信号通路发挥作用。分子对接分析发现，CAG 对 TNF、

TLR4、HIF1A 具有较高的亲和力。在体外 BPD 细胞模型中，定量逆转录聚合酶链式反应

（quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction，qRT-PCR）结果显示，模型组中

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 和 IL-17A 的 mRNA 水平显著升高，而 HIF-1α 明显下降，TLR4

变化无统计学意义。CAG 干预显著降低了 TNF-α 和相关炎症因子的表达，HIF-1α 表达则明

显升高。同时 Western Blot 结果也验证了 CAG 可有效抑制 TNF-α 蛋白水平。结论  CAG 可能

通过抑制 TNF-α 和相关炎症因子的表达，同时提高 HIF-1α 的表达来改善上皮细胞炎症反应，

从而达到缓解 BPD 的作用。
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【Abstract】Objective  To explore the effect and mechanism of cycloastragenol (CAG) in 
the treatment of bronchopulmonary dysplasia (BPD) by inhibiting inflammatory response through 
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network pharmacology combined with in vitro experiment. Methods  Network pharmacology was used to 
screen and predict key targets and signaling pathways of CAG in treating BPD by regulating inflammatory 
response. The key targets obtained were molecular-docked and further verified by in vitro experiments to 
explore the possible mechanisms. Results  Through network pharmacological analysis, 92 intersection targets of 
CAG, inflammation, and BPD were obtained. The protein-protein interaction (PPI) network showed that TNF, 
AKT1, NFKB1, STAT3, EGFR, HIF1A, TLR4, etc., may be the key targets of CAG in treating BPD. The results 
of the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis showed that the effects of CAG 
treatment on BPD were mainly through HIF-1, IL-17 and other signaling pathways. Molecular docking analysis 
showed that CAG had a high affinity to TNF, TLR4, and HIF1A. In the in vitro BPD cell model, quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) results showed that mRNA levels of TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-8, and IL-17A in the model group were significantly increased, while HIF-1α was significantly decreased, 
and TLR4 changes were not statistically significant. After CAG intervention, the expression of TNF-α and related 
inflammatory factors was significantly decreased, and the expression of HIF-1α was significantly increased. 
Meanwhile, Western Blot results also verified that CAG could effectively inhibit the level of TNF-α protein. 
Conclusion  CAG may improve the inflammatory response of epithelial cells by inhibiting the expression of 
TNF-α and related inflammatory factors while increasing the expression of HIF-1α to alleviate BPD.

【Keywords】Cycloastragenol; Bronchopulmonary dysplasia; Inflammation; Network pharmacology; 
Molecular docking

支 气 管 肺 发 育 不 良 （bronchopulmonary 

dysplasia，BPD）是早产儿最常见的疾病之一，

在妊娠不足 28 周的早产儿中，其发病率高达

40%[1]。随着新生儿围产医学的不断进步，早产

儿的生存率大幅提高，但 BPD 的发病率却持续上

升 [2]。BPD 可能导致早产儿死亡或患终身呼吸系

统功能障碍与神经发育相关后遗症 [3]。BPD 的发

病机制复杂且尚未被完全揭示，目前尚缺乏安全

且有效的临床防治手段，迫切需要在分子机制层

面寻求更为精准的干预措施，以改善早产儿的长

期预后。研究表明，各种病理因素导致的炎症反

应是 BPD 发病机制中的关键环节 [4]。因此，探索

炎症反应及其干预方法，对研究 BPD 的疾病机制

及防治具有重要临床意义 [5]。

环 黄 芪 醇（cycloastragenol，CAG） 是 从 黄

芪中提取的一种化合物，是黄芪甲苷中具有生

物活性的三萜苷元 [6]。近年来，随着天然药物

提取技术的不断进步，采用溶剂浸提、超声辅

助提取及高效液相色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC）等方法能有效提高天然

产物的提取纯度和产率，为后续药理研究和应用

提供了坚实的原料基础 [7-8]。研究表明，CAG 具

有抑制异常炎症反应和氧化反应的作用，能通

过抑制整合素 αL、脾酪氨酸激酶及下游靶蛋白

Vav1 鸟嘌呤核苷酸交换因子来预防和改善哮喘 [9]。

此外，CAG 在保护心血管、抗衰老、抗肿瘤及

治疗糖尿病肾病等方面也显示出广泛的药理活

性，其对炎症、氧化应激及细胞凋亡的调控作用

已在多种疾病模型中得到证实 [10-12]。尽管已有

大量关于 CAG 在其他疾病中的研究，但目前关

于 CAG 在 BPD 中发挥抗炎及改善肺部损伤的具

体作用和分子机制仍缺乏系统而深入的研究。

本研究通过网络药理学方法筛选 CAG 调节炎

症反应治疗 BPD 的作用靶点，通过生物信息学方

法探索其可能的作用机制，最后通过体外实验验

证 CAG 的药理作用，以揭示 BPD 发病机制中炎

症反应的关键调控节点，为开发针对早产儿 BPD

的精准治疗方案提供参考，同时推动 CAG 在呼吸

系统疾病治疗中的应用。

1  资料与方法 

1.1  试剂
环 黄 芪 醇（ 成 都 仪 睿 生 物 公 司， 货 号

YRH053-231201）；DMEM 高 糖 培 养 基（ 美 国

Hyclone 公司，货号 SH30243.01）；胎牛血清（货

号 abs983）、TNF-α 抗 体（ 货 号 abs146482） 购

于上海爱必信生物科技有限公司；细胞计数试

剂 盒 -8（cell counting kit-8，CCK-8） （ 货 号
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C6005）、RIPA 裂 解 液（ 货 号 WB3100） 购 于 苏

州新赛美生物科技有限公司；BCA 蛋白浓度测

定试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司，货

号 WB3100）；增强型蛋白酶抑制剂混合（货号

PR20016）、β-tubulin 抗体（货号 80713-1-RR）

均购于武汉三鹰生物公司；总 RNA 提取试剂及

蛋白酶抑制剂（北京天根生化科技有限公司，

DP424）；HiScript Q RT SuperMix for qPCR（货号

R122-01）、Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 

Mix（货号 Q712-02）购于南京诺唯赞生物科技股

份有限公司。

1.2  细胞
人肺癌细胞（A549 细胞，CL-0016）购自武

汉普诺赛科技有限公司。

1.3  方法
1.3.1  细胞培养与造模

在 DMEM 高糖培养基中补充 10% 胎牛血清

和 1% 青霉素 - 链霉素双抗，配制得到完全培养

基，并将 A549 细胞置于完全培养基中，在含有

37 ℃、5% CO2 的湿润细胞培养箱中培养，待细

胞长至 80% 汇合度时进行细胞传代。参考先前的

研究 [13]，为制备 BPD 体外细胞模型，将 A549 细

胞置于 37 ℃、5% CO2、85% 氧气及 95% 湿度的

培养箱中处理 48 h。选择 85% 氧气并持续处理

48  h，是为了在体外模拟早产儿接受高氧治疗时

所经历的氧化应激状态。高氧环境可诱导细胞内

活性氧的产生，进而触发炎症反应和细胞损伤，

这与早产儿临床上因高氧暴露导致的病理变化一

致，从而部分再现 BPD 的病理生理特征。对于药

物实验组，在高氧处理前先用 CAG 预处理 3 h，

再置于相同高氧条件下培养 48 h，以评估 CAG 在

缓解氧化应激、抑制炎症反应和保护细胞免受损

伤方面的作用。

1.3.2  CCK-8法检测细胞活力
取 处 于 对 数 生 长 期 正 常 处 理 的 A549 细 胞

以 5×103 个 / 孔的密度接种于 96 孔板中，按照

0 μM、0.5 μM、2.5 μM、5 μM、10 μM、20 μM、 

40 μM、80 μM 的浓度给予 CAG 处理 48 h，结束

后向每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，放入细胞培养

箱中孵育 1 h，然后在 450  nm 处测量吸光度，计

算细胞存活率，评估 CAG 对 BPD 的治疗作用。

1.3.3  药物和疾病相关靶点获取
从 PubChem 数 据 库 （https://pubchem.ncbi.

nlm.nih.gov/） 中 获 取 CAG 的 化 学 结 构， 并 将 其

导 入 TargetNet（http://targetnet.scbdd.com/）、

SuperPred（http://prediction.charite.de/）、CTD（http://

ctdbase.org/）、SwissTargetPrediction（http://www.

swisstargetprediction.ch/） 数 据 库 中 ， 以 “Homo 

sapiens”为筛选条件预测 CAG 相关靶点。通过文

献获取 CAG 的靶点进行补充，合并去重后得到

CAG 的靶点。通过基因表达综合（Gene Expression 

Omnibus，GEO） 数 据 库 （http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/）获取 BPD 相关转录组学数据（GSE32472），

该数据集提供了 62 例出生后第 28 天的 BPD 患儿

和 38 例同期非 BPD 患儿的血液样本微阵列图谱。

以 P ＜ 0.05，|log2FC| ＞ 0.05 为阈值，使用 Limma

程序包进行差异分析，得到 BPD 的差异表达基因。

此 外， 从 DisGeNET（https://www.disgenet.com）和

GeneCards（https://www.genecards.org）、TTD（https://

db.idrblab.net） 和 OMIM（https://omim.org/） 数 据

库中获取 BPD 和炎症的相关靶点。最后对 CAG、

BPD 靶点及炎症相关靶点进行 Venn分 析（https://

bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html），以筛选

CAG 改善 BPD 的潜在作用靶点。

1.3.4  蛋白质-蛋白质相互作用网络构建
以“Homo sapiens”“medium confidence= 

0.400”、隐藏游离点为条件，从 STRING 数 据

库（https://cn.string-db.org） 中 获 取 潜 在 作 用 靶

点 的 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用（protein-protein 

interaction，PPI）信息，使用 Cytoscape 3.9.1 软件

构建 PPI 网络，结果以度（Degree）值排序。利

用 cytoNCA 和 CytoHubba 插件对 PPI 网络进行拓

扑分析，以确定 CAG 改善 BPD 的核心靶点。

1.3.5  基因本体论功能分析和京都基因与
基因组百科全书富集分析

将 交 集 靶 点 导 入 微 生 信 在 线 平 台（https://

www.bioinformatics.com.cn/），限定物种为“Homo 

sapiens”， 阈 值 为 P ＜ 0.05， 进 行 基 因 本 体 论

（Gene Ontology，GO）及京都基因与基因组百科

全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）通路富集分析，结果以 P 值进行排序，

并将排名前 10 位条目进行可视化分析。

1.3.6  “药物-靶点-疾病”相关网络构建 
为了进一步揭示 CAG 改善 BPD 的分子机制，

参考既往研究 [14-15]，整理药物 - 靶点 - 疾病之间

的关系，并通过 Cytoscape 3.9.1 软件绘制“药物 -

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://targetnet.scbdd.com/
http://prediction.charite.de/
http://ctdbase.org/
http://ctdbase.org/
http://www.swisstargetprediction.ch/
http://www.swisstargetprediction.ch/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.disgenet.com
https://www.genecards.org
https://db.idrblab.net
https://db.idrblab.net
https://omim.org/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
https://cn.string-db.org
https://www.bioinformatics.com.cn/
https://www.bioinformatics.com.cn/
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靶点 - 疾病”网络。

1.3.7  分子对接
为进一步评估分析结果的可靠性，通过分

子对接计算 CAG 与核心靶点的靶向结合潜力。

从 PubChem 数据库下载 CAG 结构文件，从 PDB

数据库（http://www.rcsb.org/pdb/）下载核心靶点

的蛋白结构，采用 PyMOL 3.1 软件对蛋白结构

进行预处理，包括去水、加氢、确定活性口袋等。

然后使用 AutoDock 4.2.6 软件计算蛋白和化合物

的结合能，采用 PyMOL 3.1 软件对结果进行可

视化。

1.3.8  定量逆转录聚合酶链式反应检测
取处于对数生长期正常处理的 A549 细胞以

2×104 个 / 孔的密度接种于 6 孔板中，设置对照

组、模型组和 CAG 给药组，其中对照组为正常

A549 细胞、其余各组为高氧处理的 A549 细胞，

对照组和模型组均不进行处理，CAG 给药组按

照 0.5 μM 的浓度预处理 3 h，高氧组刺激 48  h，

处理结束后收集细胞。使用 TRIzol 法提取细胞

总 RNA，检测 260 nm 和 280 nm 下吸光度比值

（OD260/OD280） 用 于 评 估 RNA 纯 度， 按 照

PCR 试剂盒厂商提供的说明书将 RNA 逆转录为

cDNA，然后使用特异性引物进行定量逆转录聚

合 酶 链 式 反 应（quantitative reverse transcription-

polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测，结果

以 β-Actin 为内参进行归一化，使用 2- △△ CT 法计

算 mRNA 的相对表达量，引物序列见表 1。

1.3.9  蛋白质免疫印迹检测
细胞分组和给药方法与 1.3.8 部分一致，提

取细胞总蛋白，使用 12% 的 SDS-PAGE 凝胶电

泳 分 离 蛋 白， 电 泳 程 序 为 80 V 30  min，120 V 

1  h。将蛋白转到 PVDF 膜上后使用快速封闭液封

闭 1  h，TBST 漂洗后加入一抗 4 ℃孵育过夜。结

束后 TBST 漂洗 3 次，然后加入 HRP 标记山羊抗

兔二抗室温孵育 2 h，TBST 再次漂洗 3 次后使用

ECL 试剂进行化学发光，在凝胶成像系统中采集

图像，使用 ImageJ 1.52 软件进行统计分析。

1.3.10  统计分析 
采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行数据分析。

计量资料以均数和标准差（ sx ± ）表示，两组间

表1  引物序列

Table 1. Primer sequence

基因名称 正向（5'-3'） 反向（5'-3'）

β-Actin AAACTGGAACGGTGAAGGTG AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT

TNF-α GAGGCCAAGCCCTGGTATG CGGGCCGATTGATCTCAGC

IL-1β TTCGACACATGGGATAACGAGG TTTTTGCTGTGAGTCCCGG

IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATT CCATCTTTGGAAGGTTCAG

IL-8 CAAACCTTTCCACCCCAAAT CTCAGCCCTCTTCAAAAAC

TLR4 AGACCTGTCCCTGAACCCTAT CGATGGACTTCTAAACCAGCCA

HIF-1α CACCACAGGACAGTACAGGAT CGTGCTGAATAATACCACTCACA

IL-17A CATTGGTGTCACTGCTACTGCTGCT GAGGTGGATCGGTTGTAGTAATCTGAGGA

比较采用 t 检验，多组间比较使用单因素方差分

析。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  环黄芪醇对A549细胞活力的影响
CCK-8 结果显示，使用不同浓度的 CAG 刺

激 A549 细胞，40 μΜ 以下浓度对细胞活力并无

显著影响，见图 1。因此选用 0.5 μΜ 剂量组的

CAG 进行后续细胞实验。

2.2  交集靶点筛选
通过 SuperPred、SwissTarget 和 TargetNet 等数

据库及文献获取共筛选 327 个 CAG 靶点（图 2-A），

从转录组学数据中共获得 509 个靶点，包括 339

图1  环黄芪醇对A549细胞活力的影响（ sx ± ，n=3）
Figure 1. Effect of the cycloastragenol on A549 cell 

viability ( sx ± , n=3)
注：***P＜0.001。

http://www.rcsb.org/pdb/
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个上调基因和 170 个下调基因（图 2-B），结合

疾病数据库收集，共得到 1 749 个 BPD 相关靶点。

此外，还从疾病数据库收集到 4 118 个炎症潜在

靶点（图 2-C）。最后，Venn 分析结果显示共有

92 个交集靶点（图 2-D）。“药物 - 靶点 - 疾

病”调控网络分析结果表明，CAG 通过调控炎症

反应改善 BPD 主要通过这 92 个交集靶点发挥作

用（图 2-E）。

2.3  蛋白质-蛋白质相互作用网络分析结果
将交集靶点基因列表上传到STRING数据库，

构建 PPI 网络（图 3-A）。网络共有 91 个节点、

943 条边，结果显示 Degree 值最大的 10 个节点

依 次 为 TNF、AKT1、STAT3、TLR4、EGFR、

NFKB1、MMP9、HIF1A、PTGS2、HSP90AA1

（图 3-B）。拓扑分析结果表明，TNF、TLR4、

HIF1A 是 CAG 通过调控炎症反应改善 BPD 的核

心靶点（图 3-C 至 图 3-E、表 2）。

2.4  基因本体论功能分析和京都基因与基
因组百科全书通路富集分析结果

GO 富 集 分 析 结 果 显 示， 共 有 2 209 项 条

目 富 集 到 生 物 过 程（biological process，BP）、

105 项条目富集到细胞组分（cellular component，

CC）、143 项 条 目 富 集 到 分 子 功 能（molecular 

function，MF）。选取排名前 10 的 GO 条目进行

可视化，结果显示，BP 主要富集在活性氧代谢

过 程 的 调 控（regulation of reactive oxygen species 

metabolic process）、细胞对氧化应激的反应（cellular 

response to oxidative stress）和细胞对化学应激的

反应（cellular response to chemical stress）等；CC

主要富集在囊腔（vesicle lumen）、膜筏（membrane 

raft）、膜微结构域（membrane microdomain）等；

MF 主 要 富 集 在 丝 氨 酸 型 内 肽 酶 活 性（serine-

type endopeptidase activity）、丝氨酸型肽酶活性

（serine-type peptidase activity）、丝氨酸水解酶

活性（serine hydrolase activity）等（图 4）。上述

结果表明，CAG 可能通过以上过程对 BPD 起治

疗作用。KEGG 通路富集共得到 231 条信号通路，

按 P 值大小排序选取前 10 的条目进行可视化，

结果表明，潜在作用靶点主要与 EGFR 酪氨酸

激酶抑制剂耐药性（EGFR tyrosine kinase inhibitor 

resistance）、H I F - 1 信 号 通 路 （HIF-1 signaling 

pathway）和 I L - 1 7 信 号 通 路 （IL-17 signaling 

图2  环黄芪醇、炎症与支气管肺发育不良的相关靶点

Figure 2. Related targets of cycloastragenol, inflammation, and bronchopulmonary dysplasia 
注：A. 环黄芪醇靶点；B. 支气管肺发育不良差异基因靶点；C. 炎症靶点；D. 交集基因靶点韦恩图；E. “药物-靶点-疾病”网络关系图。

A B C
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图3  环黄芪醇抑制炎症反应治疗支气管肺发育不良相关靶点的蛋白质-蛋白质相互作用网络

Figure 3. The protein-protein interaction network of cycloastragenol inhibiting inflammatory response in 

bronchopulmonary dysplasia-related targets
注：A. 蛋白质-蛋白质相互作用网络图；B. 蛋白质-蛋白质相互作用网络度（degree）值图；C. cytoNCA算法得分前13位靶点的互作网络图；
D.  cytoHubba算法得分前5位靶点的互作网络图；E. 两种算法的韦恩图。

表2  靶点信息

Table 2. The information of targets

靶点 Degree Betweenness Closeness Eigenvector LAC

TNF 30 21.289 570 68 1 0.224 704 996 20.8

HIF1A 29 16.978 243 12 0.967 741 935 0.220 768 467 20.827 586 21

TLR4 26 12.878 559 8 0.882 352 941 0.200 033 501 19.153 846 15

注：Degree(度)表示节点直接连接数，反映节点在网络中的连接程度；Betweenness（介数中心性）衡量节点在最短路径中作为桥梁的频次；
Closeness（紧密中心性）表示节点与其他节点距离的平均倒数；Eigenvector（特征向量中心性）反映节点及其相连高影响力节点的影响；LAC
（局部平均连通性）表示节点邻居间的平均连接度。

pathway）等密切相关（图 5），表明 CAG 可能通

过调控这些通路发挥治疗 BPD 的作用。

2.5  分子对接结果
PPI 网 络 分 析 结 果 表 明，TNF、TLR4 和

HIF1A 为 CAG 改善 BPD 的核心靶点。对 CAG 和

3 个靶点进行分子对接（图 6），结果表明 CAG

与 TNF 的结合能最低（表 3）。一般而言，结合

能小于 -5 kcal/mol，表示配体与受体结合性能较好，

结合能越小则对接越好，靶点与分子作用的可能

性越大。由此表明，在三个候选靶标中，CAG 可

能主要通过抑制 TNF 对 BPD 发挥改善作用。

2.6  支气管肺发育不良关键靶点及炎症因
子的表达验证

采用 85% 氧气处理 A549 细胞 48 h 构建 BPD

模型后，检测网络药理学预测的关键靶点（TNF、

TLR4、HIF1A）以及在 BPD 病理过程中发挥重要

作用的炎症因子（IL-1β、IL-6、IL-8、IL- 17A）

的 mRNA 表 达 水 平。qRT-PCR 结 果 显 示， 与

常 氧 对 照 组 相 比， 高 氧 处 理（BPD 模 型） 组 中

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 及 IL-17A 的 mRNA

表达显著升高，而 HIF-1α 的表达水平明显下降，

TLR4 的变化则无统计学意义（图 7-A 至图 7-G）。

A B

C D E
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图4  基因本体论富集分析结果

Figure 4. Results of Gene Ontology enrichment analysis
注：BP，biological process，生物过程；CC，cellular component，细胞组分；MF，molecular function，分子功能。

图5  京都基因与基因组百科全书通路富集分析结果

Figure 5. Results of Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment analysis

在 BPD 中，HIF-1α 通过调控细胞对低氧和氧化应

激的适应性反应促进血管生成以及调节炎症信号

通路，发挥着关键的保护作用，其表达下降可能

与肺发育受阻及炎症加剧密切相关 [16]。以上结果

提示，在 BPD 的发病机制中，TNF 和 HIF1A 及相

关炎症因子可能作为关键炎症调控因子，为 CAG

缓解 BPD 提供了潜在的分子靶标。

2.7  环黄芪醇在支气管肺发育不良模型中
抑制炎症反应的验证

基 于 A549 细 胞 构 建 的 体 外 BPD 模 型，

评估 CAG 对炎症相关基因表达的调控作用。

qRT- PCR 结 果 显 示， 相 较 于 常 氧 组， 高 氧

组 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 和 IL-17A 的

mRNA 表达显著升高，而 HIF-1α 表达则明显降
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图6  环黄芪醇与核心靶点的分子对接分析

Figure 6. Molecular docking analysis of cycloastragenol and key targets

表3  环黄芪醇与关键靶点分子对接结果
Table 3. Results of molecular docking between cycloastragenol and key targets

化合物 关键靶点 分子结构 结合能（kcal/mol）

环黄芪醇 TNF 1A8M -8.2

  TLR4 2Z62 -7.9

     HIF1A 1LM8 -6.9

图7  关键靶点及炎症因子mRNA的表达水平（ sx ± ，n=3）
Figure 7. mRNA expression levels of key targets and inflammatory factors ( sx ± , n=3)

注：A. TNF-α的mRNA表达水平；B. IL-1β的mRNA表达水平；C. IL-6的mRNA表达水平；D. IL-8的mRNA表达水平；E. HIF-1α的mRNA表
达水平；F. TLR4的mRNA表达水平；G. IL-17A的mRNA表达水平。与常氧组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，ns表示差异无统计学意
义（P>0.05）。
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低。在高氧 +CAG 组中，TNF-α 和相关炎症因子

（IL-1β、IL-6、IL-8、IL-17A）的表达均显著

低于高氧组，且 HIF-1α 的表达水平得到部分恢

复（图 8-A 至图 8-F）。此外，Western Blot 分析

结果也证实了 CAG 显著抑制了 TNF-α 蛋白的表

达（图 8-G）。表明 CAG 通过下调 TNF-α 和相

关炎症因子，并通过调控 HIF-1α，有效缓解了

高氧诱导的肺损 伤。

图8  环黄芪醇对85%高氧处理A549细胞中相关靶点及炎症因子表达的影响（ sx ± ，n=3）
Figure 8. Effects of cycloastragenol on the expression of related targets and inflammatory factors in 85% hyperoxic 

A549 cells ( sx ± , n=3)
注：CAG，cycloastragenol，环黄芪醇；A. TNF-α的mRNA表达水平；B. IL-1β的mRNA表达水平；C. IL-6的mRNA表达水平；D. IL-8的mRNA
表达水平；E. HIF-1α的mRNA表达水平；F. IL-17A的mRNA表达水平；G. Western Blot分析CAG对TNF-α蛋白表达水平的影响。与常氧组比
较，*P＜0.05，***P＜0.001；与高氧组比较，#P＜0.05，##P＜0.01，###P＜0.001。

3  讨论

BPD 是 发 生 于 早 产 儿 的 一 种 慢 性 肺 部 疾

病 [5]，其发病率高，具有致死风险，也可导致远

期严重并发症，如肺血管疾病和神经系统后遗

症 [17]。BPD 被认为是由多种因素共同作用于未成

熟的肺组织而导致的肺发育阻滞。其中，炎症是

促成 BPD 的核心因素和关键环节，可触发肺泡和

（或）肺血管的发育障碍 [18]。近年来，BPD 治疗

取得了一定进展。在早期诊断与管理方面，通过

整合临床定义、影像学技术和生物标志物检测，

BPD 的早期识别和分期治疗更加精准 [19]。多学科

联合护理模式的逐步形成可以为重症 BPD 患儿提

供全面且持续的支持，改善其长期呼吸功能及神

经发育预后 [20]。此外，干细胞治疗作为一项新兴

疗法，具有减轻肺部炎症、改善肺泡结构、抑制

纤维化进程及提高存活率等作用 [21]。但是目前仍

缺乏较为有效的 BPD 预防及治疗手段。CAG 是

一种具有多种生物活性的三萜类化合物 [22]，常用

于治疗高血压、心血管疾病、糖尿病肾病、病毒

性肝炎和各种炎症相关疾病 [23]。研究表明，CAG

具有抗凋亡、抗肿瘤、抗炎和抗氧化等多种药理

活性 [24]。在慢性银屑病模型小鼠皮肤损伤中，观

察到 CAG 减少了巨噬细胞的浸润，同时显著下调

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）激活的骨髓源

巨噬细胞内促炎因子的分泌 [25]。此外，CAG 还被

证实可以抑制 MAPK 信号通路，通过抑制炎症反

应和氧化应激，减少基质金属蛋白酶的表达，从

而对腹主动脉瘤起到保护作用 [26]。

本 研 究 在 体 外 细 胞 模 型 中 证 实 了 CAG 对
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BPD 的治疗潜力，并通过网络药理学分析筛选发

现 TNF、HIF1A 和 TLR4 为 CAG 改 善 BPD 的 核

心靶点。TNF 基因主要编码 TNF-α 蛋白表达，在

免疫调节、细胞生长与凋亡等过程与大部分炎症

性肺部疾病病理过程中发挥重要作用，如慢性阻

塞性肺病、哮喘、急性呼吸窘迫综合征及急性肺

损伤 [27-28]。TNF-α 可以通过触发炎症反应，激发

血管内皮活性，调控免疫细胞向组织聚集及加速

组织损伤过程 [29]。TNF-α 还可能通过影响脂质代

谢、促进内皮细胞激活及触发血管炎症反应而参

与动脉粥样硬化的发病机制 [30]。研究表明，BPD

与体内促炎因子失衡有关，促炎因子的大量释放

会加重未成熟肺的损伤，从而导致 BPD 的发生，

其中 TNF-α是 BPD 发病过程中的重要炎症因子，

是 BPD 的高危因素 [31-32]。因此，抑制 TNF-α 及

其相关信号通路被认为是缓解 BPD 炎症反应的

有效策略。本研究结果显示，CAG 能够显著降低

TNF-α 的表达，提示其可能通过抑制 TNF-α 及相

关靶点发挥抗炎作用，从而改善 BPD 的病理状态。

这一机制与现有文献中关于天然药物调控 TNF-α
通路的报道相一致 [33- 34]，进一步支持了 CAG 在

BPD 治疗中的潜在应用价值。近期多项研究也报

道了天然药物可以通过调控 TNF-α 途径减轻肺部

炎症 [35- 37]，提示 CAG 在 BPD 治疗中可能通过类

似机制发挥作用。

此外，TLR4 和 HIF1A 也被确定为 CAG 改善

BPD 的核心靶点，Toll 样受体 4 属于 Toll 样受体家

族，可诱导对入侵病原体的促炎反应 [38]。研究表明，

LPS 与 TLR4 间的相互作用可以触发炎性细胞因子

（如 TNF-α、白介素 -1β、白介素 -6、白介素 -8

和白介素 -12）的分泌，通过与不同受体结合作为

内源性炎症介质加剧机体炎症 [39]。HIF1A 是缺氧

诱导因子家族成员，其编码的 HIF- 1α 在机体供氧

受限时被激活以促进组织适应缺氧 [40]。HIF-1α 是

内源性活性氧的关键细胞靶标之一，可进一步调

控参与炎症、代谢、供氧和细胞存活的应激反应

基因的表达 [41]。研究证实，在急性肺损伤期间，

肺泡上皮细胞内由 HIF-1α 介导的糖酵解活性增

加，有助于缓解炎症反应 [42]。本研究发现，高氧

诱导的 BPD 模型中 HIF-1α 的 mRNA 表达显著下

降，表明高氧处理可能削弱了细胞的适应性调控

和抗炎能力。而在 CAG 处理组中，HIF-1α 表达水

平得到部分恢复，表明 CAG 可能通过恢复 HIF-1α

的表达来增强细胞对氧化应激的适应性，进而缓

解炎症反应。总体来看，CAG 通过抑制 TNF-α 相

关的炎症通路及恢复 HIF-1α 水平，共同作用于减

轻 BPD 的炎症损伤。

KEGG 富集分析结果表明，CAG 改善 BPD 的

潜在作用靶点被显著富集到 HIF-1 信号通路。研

究表明，HIF-1α 在缺氧条件下激活一系列适应性

基因表达，不仅调控细胞代谢和存活，还参与调

节炎症反应 [43-44]。下调 PD-L1 或 HIF-1α 可抑制

LPS 诱导的肺上皮细胞和血管内皮细胞的凋亡，

减轻炎症 [40]。这提示在 BPD 中，HIF-1 信号通路

可能通过调节细胞对氧化应激的适应性和凋亡过

程，对炎症损伤产生重要影响。此外，IL-17 信

号通路也被显著富集。IL-17 信号通路在调控炎

症和免疫应答中也发挥关键作用 [45]，阻断 3 型固

有淋巴样细胞和 IL-17 信号传导可改善绒毛膜羊

膜炎引起的实验性 BPD 的肺泡破坏 [46]。这些研

究表明，CAG 可能通过调控 HIF-1 和 IL-17 信号

通路，改善肺部细胞对缺氧和炎症刺激的适应性，

进而缓解 BPD 的病理变化。本研究在分子对接中

也观察到 CAG 与 TNF、HIF-1A 可以紧密结合，

表明靶向 TNF 和 HIF-1α 可能是一种有效的 BPD

治疗策略。尽管目前 CAG 对 TNF 和 HIF-1α 的

靶向抑制作用仍需进一步研究阐明，但体外实验

已证实 CAG 能有效抑制 TNF-α 活性，同时降低

IL- 1β、IL-6、IL-8 及 IL-17A 等促炎因子的表达。

这表明 CAG 抑制该信号通路介导的炎症反应，并

通过调控包括 HIF-1 在内的多条信号通路来缓解

炎症反应和 BPD 的发生发展。

本研究探讨了 CAG 在 BPD 治疗中的潜在作

用机制，为未来研究提供了新的思路和靶点，但

仍存在一定局限性：一方面，虽然 A549 细胞构

建的 BPD 体外模型在文献中广泛使用，但作为肺

癌细胞系，其与早产儿肺泡上皮细胞在生理状态

上存在差异；另一方面，目前的实验主要展示了

CAG 对 TNF-α 及其他炎症因子的调控作用，尚

未直接证明其对 BPD 表型改善的效果。未来将采

用更接近生理状态的细胞或动物模型，通过细胞

形态学观察、动物模型中的肺功能评估，以及使

用抑制剂或基因敲除等方法进一步明确 CAG 的调

控机制。

综上，本研究采用网络药理学与体外实验相

结合的方法探讨了 CAG 对 BPD 的作用。研究结
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果显示，CAG 通过抑制 TNF-α 等关键促炎因子

的表达，并可能调控 HIF-1 及 IL-17 等信号通路，

从而减轻炎症反应和细胞损伤，为改善 BPD 提供

了理论依据。分子对接实验进一步表明，CAG 与

TNF、TLR4 和 HIF1A 之间具有较高的亲和力，

支持其多靶点抗炎机制。CAG 作为一种天然药物，

在缓解肺部炎症和改善 BPD 病理状态方面具有潜

在应用价值。未来的研究应重点通过动物模型和

临床前试验进一步验证其疗效，同时深入探讨其

分子机制，为早产儿 BPD 的精准治疗提供新策略。
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