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基于网络药理学及体外实验研究金莲花黄酮抑制肺纤维化的机制  
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摘  要：目的  基于网络药理学结合体外实验，探究金莲花 Trollius chinensis 黄酮抑制肺纤维化的作用机制。方法  通过

TCMSP 数据库获取金莲花黄酮活性成分靶点，同时采用 GeneCards 数据库获取肺纤维化的疾病靶点，应用 Cytoscape 软件，

采用蛋白互作的方式，筛选金莲花黄酮治疗肺纤维化的核心靶点，并采用 Metascape 对核心靶点进行基因本体（gene ontology，

GO）功能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。转化生长因子-

β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）诱导 A549 细胞建立体外模型，对网络药理学的研究结果进行验证。结果  筛选

得到 2 个金莲花黄酮活性成分、153 个对应的蛋白靶点及 1444 个肺纤维化疾病靶点，合并后得到 96 个核心靶点。Metascape

富集分析发现，金莲花黄酮抑制肺纤维化与氧化应激密切相关，与细胞因子受体结合、细胞因子活性、受体配体活性调节等

有关。KEGG 通路分析显示涉及癌症途径、脂质与动脉粥样硬化、炎症响应途径等。体外实验结果表明，金莲花黄酮具有良

好的体外抗氧化活性，明显抑制 TGF-β1 诱导的上皮间充质转化和氧化应激反应（P＜0.05、0.01、0.001），抑制信号转导分

子 2/3（signal transduction molecule 2/3，Smad2/3）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）及核

因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）激活（P＜0.001）。结论  金莲花黄酮可以通过体外抗氧化活性阻断肺纤维化进程，抑

制肺纤维化发展。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of Trollius chinensis flavonoids on pulmonary fibrosis based on network 

pharmacology combined with in vitro experiment. Methods  The active component targets of T. chinensis flavonoids were obtained 

through TCMSP database, disease targets of pulmonary fibrosis were obtained through GeneCards database, and core targets of T. 

chinensis flavonoids in treatment of pulmonary fibrosis were screened by Cytoscape software and protein interaction. Metascape was 

used to perform gene ontology (GO) function and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis 

of core targets. A549 cells was induced by transforming growth factor-β1 (TGF-β1) to establish an in vitro model to verify the results 

of network pharmacology. Results  Two flavonoid active components, 153 corresponding protein targets and 1444 pulmonary fibrosis 
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disease targets were obtained from the screening, and 96 core targets were obtained after the combination. Metascape enrichment 

analysis found that the inhibition of pulmonary fibrosis by T. chinensis flavonoids was closely related to oxidative stress, and was 

related to cytokine receptor binding, cytokine activity, receptor ligand activity regulation, etc. KEGG pathway analysis showed that it 

involved cancer pathway, lipid and atherosclerosis, inflammatory response pathway, etc. The results of in vitro experiments showed 

that T. chinensis flavonoids had good antioxidant activity in vitro and significantly inhibited TGF-β1 induced epithelial-mesenchymal 

transformation and oxidative stress response (P < 0.05, 0.01, 0.001), inhibited signal transduction molecule 2/3 (Smad2/3), mammalian 

target of rapamycin (mTOR) and nuclear factor-κB (NF-κB) activation (P < 0.001). Conclusion  T. chinensis flavonoids can block 

the process of pulmonary fibrosis and inhibit the development of pulmonary fibrosis through antioxidant activity in vitro. 

Key words: Trollius chinensis Bge.; flavonoids; network pharmacology; pulmonary fibrosis; oxidative stress

肺纤维化是一种常见的临床常见的慢性、进行

性、不可逆性间质性肺疾病，病理上表现为大量间

质细胞增生及细胞外基质沉积[1]。确诊后，肺纤维

化患者的 5 年平均生存率仅为 20%～30%，甚至低

于某些癌症的生存率[2]。我国肺纤维化患者约 60 万

人，全球约为 300 万人，而且其发病率尚未得到有

效控制，目前对大多数间质性肺疾病的治疗手段极

为有限，可用药物稀少。全球范围内，治疗肺纤维

化的主导药物为吡菲尼酮和尼达尼布，经过临床验

证，二者可以有效抑制特发性肺纤维化，但潜在胃

肠道反应、肝损伤、出血及不耐受等不良反应，而

且在多种纤维化肺疾病中并不能延长患者寿命。据

临床评估，这些药物可以有效抑制特发性肺纤维化，

但它们有胃肠道反应、肝损伤和出血等潜在的不良

反应[3]。与此同时，受新型冠状病毒的影响，肺纤维

化潜在危害加剧。《新冠肺炎确诊 1 年后的后遗症

评估》中指出，在治愈后的患者中，最常见的肺部

后遗症是肺部结节、肺部阴影、肺部纤维化以及支

气管的扩张[4]。考虑到肺纤维化是影响公众健康的

严重问题，因此非常需要开发安全、有效的可用于

治疗肺纤维化疾病的药物。 

金莲花为毛茛科金莲花属植物金莲花 Trollius 

chinensis Bge.的干燥花，始见于《本草纲目拾遗》，

具有抗氧化、抗菌、抗病毒、抗炎、抗肿瘤等多种

药理作用[5-6]。对于肺纤维化的作用机制研究中证实

氧化应激起到关键作用，而黄酮类成分具有较好的

抗氧化活性。课题组前期研究证实金莲花黄酮可以

有效抑制 PM2.5 诱导的大鼠肺纤维化[7]，但其具体

作用机制并不清楚。网络药理学的整体性、系统性

的特点与中药整体观、辨证论治的特点相符，为中

药的药理研究提供了新的思路，为中西医临床前研

究之间的结合创造了一种可行途径[8]。本研究通过

网络药理学方法，研究金莲花黄酮抑制肺纤维化的

作用机制，利用体外细胞实验对筛选出的潜在作用

靶点进行验证，旨在揭示金莲花黄酮抑制肺纤维化

的作用机制。 

1  材料 

1.1  细胞 

人肺癌 A549 细胞购自北京中科质检生物技术

有限公司。 

1.2  药物 

金莲花采摘于宁夏银川地区，由宁夏农林科学

院提供，经宁夏农林科学院郭生虎教授鉴定为毛茛

科植物金莲花 T. chinensis Bge.的干燥花。 

1.3  药品与试剂 

芦丁对照品（批号 AF21020854）购自成都埃法

生物科技有限公司；乙醇（批号 YD20210421）购自

天津市永大化学试剂有限公司；邻苯三酚（批号

C10377201）、水杨酸（批号 C10368917）、FeSO4（批

号 C10293075）、H2O2（批号 C10265196）、1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，

DPPH）购自上海麦克林生化有限公司；Tris-HCl 缓

冲液（批号 20180807）、超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）检测试剂盒（批号 20211111）、丙

二醛（malonylialdehyde，MDA）检测试剂盒（批号

20211117）、超氧化物阴离子荧光探针试剂盒（批号

20220214）、CCK-8 试剂（批号 20210413）、胰蛋白

酶（批号 20210623）、RIPA 裂解液（批号 20210521）

购自北京索莱宝生物科技有限公司；转化生长因子-

β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1，批号 100-

21-10）购自 Peprotech 公司；E-cadherin 抗体（批号

18q6272，稀释比例 1∶1000）、 I 型胶原蛋白

（collagen-1）抗体（批号 26u3150，稀释比例 1∶

1000）、α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，

α-SMA）抗体（批号 22p5934，稀释比例 1∶1000）、

波形蛋白 Vimentin 抗体（批号 26t9913，稀释比例

1∶1000）、核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid-2-related factor 2 ， Nrf2 ）抗体（批号
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65m9929，稀释比例 1∶1000）、Kelch 样环氧氯丙

烷相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，

Keap1）抗体（批号 85d1712，稀释比例 1∶1000）、

血红素氧化酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）抗体（批

号 80w1044，稀释比例 1∶1000）、醌氧化还原酶-1

（quinine oxidoreductase-1，NQO-1）抗体（批号

85t0195，稀释比例 1∶1000）、信号转导分子 2/3

（signal transduction molecule 2/3，Smad2/3）抗体（批

号 85v7735，稀释比例 1∶1000）、p-Smad2/3 抗体

（批号 88d5492，稀释比例 1∶1000）、哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）

抗体（批号 61b4725，稀释比例 1∶1000）、蛋白激

酶 B（protein kinase B，Akt）抗体（批号 34d5362，

稀释比例 1∶1000）、p-Akt 抗体（批号 20t9742，稀

释比例 1∶500）、β-actin 抗体（批号 12w2944，稀

释比例 1∶3000）、山羊抗兔 IgG二抗（批号 56j9958，

稀释比例 1∶5000）、山羊抗鼠 IgG 二抗（批号

19z2345 ，稀释比例 1 ∶ 5000 ）购自 Affinity 

Biosciences 公司；核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）抗体（批号 20220210，稀释比例 1∶500）购自

武汉基因美生物科技有限公司。 

1.4  仪器 

Synergy HTX/SILFTA 型全波长多功能酶标仪

（伯腾仪器有限公司）；Forma 3111 型细胞培养箱（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司）；荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）；SW-CJ-2FD 型超净作台（上海

苏州安泰空气技术有限公司）；Mini PROTEAN 型

蛋白电泳仪、Mini Trans-Blot 蛋白转印系统、

ChemiDoc 超高灵敏度化学发光成像系统（美国Bio-

Rad 公司）；ALK-R3000-S 型数显圆周摇床（赛洛捷

克有限公司）；全自动高速冷冻离心机（美国 Sigma

公司）；SHZ-88-1 型台式水浴恒温震荡器（江苏太

仓鹿河生化仪器厂）。 

2  方法 

2.1  网络药理学研究 

2.1.1  药物成分及靶点筛选  通过 TCMSP 数据库

（http://tcmspw.com）[9]，以“金莲花”为关键词，以

“口服生物利用度（oral bioavailability，OB）≥30%”

“类药性（drug-likeness，DL）≥0.18”为筛选条件，

获得活性成分和靶点信息，筛选其中黄酮的成分[10]。

利用 Uniprot 数据库（https://www.uniprot.org/）进行

蛋白名称和基因名称的转换[11]。 

2.1.2  金莲花黄酮“活性成分-靶点”网络的构建  

将筛选后的金莲花成分进行筛选，提取黄酮成分，

分别将 2 个金莲花黄酮成分标记为玄参黄酮和五羟

黄酮，分别将 2 个黄酮各自对应的靶点进行汇总。

随后，使用 Cytoscape 3.9.1 软件构建金莲花黄酮“活

性成分-靶点”网络，进行可视化[12]。 

2.1.3  肺纤维化疾病靶点获取  借助 GeneCards 和

Drugbank 数据库，以“pulmonary fibrosis”为关键词，

筛选相关基因[13]。将各数据库筛选后的基因对应的靶

点进行汇总、整体后与药物靶点合并，筛选重复靶点。 

2.1.4  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建及分析  运用 Venny 插

件，获取金莲花黄酮的药物靶点和肺纤维化靶点的

PPI 信息，并获取其共有靶点。将共有靶点导入

Cytoscape 3.9.1 软件进行可视化分析，并对共有靶

点进行相关性分析，得到核心靶点[13]。 

2.1.5  基因本体（gene ontology，GO）功能及京都

基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes ， KEGG ）通路富集分析   运用

Metascape 进行 GO 功能分析和 KEGG 信号通路富

集分析，GO 功能分析包括生物过程（biological 

process，BP）、分子功能（molecular function，MF）、

细胞组成（cellular component，CC）。 

2.2  金莲花黄酮提取及含量测定 

取干燥金莲花粉碎，过筛，称取 100 g，加入 10

倍量的 70%乙醇溶液，加热回流提取 2 h，滤过后取

滤液，减压浓缩，得粗黄酮。按 1∶4 的料液比加入

95%乙醇沉淀，取滤液浓缩，冷冻干燥，得金莲花

黄酮提取物[14]。以芦丁为对照品，分光光度法测定

金莲花提取液中的总黄酮含量[15]，计算提取率。 

2.3  金莲花黄酮体外抗氧化活性测试 

2.3.1  超氧阴离子自由基清除能力测定  采用邻苯

三酚比色法测定金莲花黄酮的超氧阴离子自由基清

除能力。向各试管中加入 0.1 mol/L 的 Tris-HCl 缓

冲液 4.5 mL，后分别加入质量浓度为 10、20、50、

100、250、500、1000 μg/mL 的金莲花黄酮溶液各 1 

mL，加入蒸馏水 2.4 mL，摇匀后室温静置 3 min 后

加入 10 mmol/L 的邻苯三酚溶液 0.1 mL 终止反应，

蒸馏水调零，在 325 nm 下测定其吸光度（A）值[16]，

计算超氧阴离子自由基清除率。 

超氧阴离子自由基清除率＝1－Ai/(Aj－A0) 

A0 为水代替黄酮时测得的 A 值，Ai 为不同质量浓度待测样

品测得的 A 值，Aj 为水代替邻苯三酚时不同质量浓度待测样

品测得的本底 A 值 
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2.3.2  羟基自由基清除率测定  采用 FeSO4-水杨

酸法测定羟基自由基清除率。配制 6 mmol/L 乙醇-

水杨酸溶液、6 mmol/L FeSO4、8.8 mmol/L H2O2，

在比色管中依次加入 1 mL 6 mmol/L FeSO4、1 mL

蒸馏水或样品溶液（10、20、50、100、250、500、

1000 μg/mL），1 mL 6 mmol/L H2O2，混匀后室温放

置 10 min，后加入 6 mmol/L 乙醇-水杨酸，摇匀，

37 ℃水浴加热 15 min 后取出，蒸馏水为参比溶液

调零后，于 510 nm 处测定其 A 值[16]。 

羟基自由基清除率＝1－(Ax－Ax0)/A0 

A0 为 FeSO4＋蒸馏水＋H2O2＋水杨酸测得的 A 值，Ax 为

FeSO4＋样品＋H2O2＋水杨酸测得的 A 值，Ax0 为 FeSO4＋

样品＋蒸馏水＋水杨酸测得的 A 值 

2.3.3  DPPH 自由基清除能力测定  采用 DPPH-乙

醇法测定金莲花黄酮的 DPPH 自由基清除能力[16]。

依次向试管中加入不同质量浓度（10、20、50、100、

250、500、1000 μg/mL）样品溶液 0.500 mL，DPPH

溶液 3 mL，摇匀后室温静置 30 min，用蒸馏水调

零，测定其在 517 nm 处的 A 值。 

DPPH 自由基清除率＝1－Ai/A0 

A0 为蒸馏水，Ai 为样品 

2.4  体外细胞实验 

2.4.1  细胞毒性测试  A549 细胞用含 10%胎牛血

清的 F12K 培养基，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养，待细胞融合度达到 80%～90%时进行传代培养。

将 A549 细胞以 2000 个/孔接种于 96 孔板中，设置

6 个复孔，培养 24 h，待其生长密度约为 80%时，

加入不同质量浓度（100、200、400、600、800 μg/mL）

黄酮培养 24 h 后，加入 CCK-8 溶液，于恒温箱孵

育 1 h 后用酶标仪测定 450 nm 处的 A 值[17]。 

2.4.2  细胞实验浓度筛选  将 A549 细胞以每孔

2000 个接种于 96 孔板中，设置 6 个复孔，培养 24 h，

待其生长密度约为 80%时，分别加入 10 ng/mL TGF-

β1 及不同质量浓度（100、200、400、600、800 μg/mL）

黄酮，培养 24 h 后加 CCK-8 溶液，于恒温箱中孵

育 1 h 后用酶标仪测定 450 nm 处的 A 值[18]。 

2.4.3  实验分组  A549 细胞以 1×106 个/孔接种于

6 孔板，培养 24 h，设置对照组（含有细胞培养液）、

模型组（含有 10 ng/mL TGF-β 的细胞培养液）和不

同质量浓度（200、400、600 μg/mL）金莲花黄酮组

（含 10 ng/mL TGF-β 和不同质量浓度药物的细胞培

养液）。 

2.4.4  上皮间充质转化标志物表达  收集细胞，加

入 RIPA 裂解液提取蛋白，冰上裂解 30 min 后，

4 ℃、12 000×g 离心 10 min，取上清。使用 BCA

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度后，加入上样缓

冲液，100 ℃煮沸 10 min 使蛋白变性。蛋白样品经

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，加入 5%脱脂牛奶，室温封闭 2 h 后，分别加入

E-cadherin、collagen-1、α-SMA、Vimentin 和 β-actin

抗体，4 ℃孵育过夜；洗涤后加入二抗，室温孵育

1 h，加入 ECL 发光液显影，用 Image J 软件分析条

带灰度值[19-20]。 

2.4.5  抗氧化因子表达  收集细胞，按照试剂盒说

明书测定 SOD 活性及 MDA 含量，观察各组氧化应

激表达水平[20]；按照 DHE 试剂盒说明书，通过流

式细胞仪检测各组细胞中活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）水平，评价氧化应激表达水平[21]；

通过 Western blotting 检测氧化应激因子 Nrf2、

Keap1、HO-1、NQO-1 蛋白表达。 

2.4.6  网络药理学潜在靶点检测  收集细胞，提取

蛋白后，通过 Western blotting 检测 mTOR、Smad2/3、

p-Smad2/3、NF-κB 蛋白表达。 

2.4.7  统计学分析  数据使用 Graphpad Prism 8.0

软件处理，采用单因素方差分析进行组间统计。 

3  结果 

3.1  网络药理学分析 

通过网络药理学分析发现金莲花中具有可成药

的黄酮主要为玄参黄酮（JLH-1）和五羟黄酮（JLH-

2），其潜在作用靶点为 143 个（图 1-A）。通过

GeneCards 和 Drug bank 数据库收集肺纤维化潜在

作用靶点 1444 个，药物靶点与疾病靶点进行合集

分析，二者共同靶点为 96 个（图 1-B）。PPI 网络的

构建及分析发现其潜在靶点为蛋白激酶 B1（protein 

kinase B1，AKT1）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis 

factor，TNF）、肿瘤抑制蛋白（tumor protein p53，

TP53）、血管内皮细胞生长因子受体 A（vascular 

endothelial growth factor receptor A，VEGFA）、白细

胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、IL-1B（图 1-C）。 

运用 Metascape 进行 BP、MF、CC 富集分析，

发现潜在作用靶点主要BP集中在无机物应激反应、

氧化应激、活性氧等，MF 主要集中在细胞因子及

其受体（图 2-A）。KEGG 富集分析发现主要集中在

癌症、脂质和动脉粥样硬化（图 2-B）。 

3.2  金莲花黄酮体外抗氧化活性 

金莲花通过 60%乙醇提取后，混有一定量多糖， 
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图 1  金莲花黄酮潜在作用靶点 (A)、肺纤维化与金莲花黄酮靶点 Venn 图 (B) 和 PPI 网络 (C) 

Fig. 1  Potential targets of T. chinensis flavonoids (A), Venn diagram of targets of pulmonary fibrosis and T. chinensis 

flavonoids (B) and PPI network (C) 

后经乙醇沉淀，除去多糖，纯化后冻干，3 批次金

莲花黄酮提取率分别为 68.44%、71.24%、71.33%。

体外抗氧化活性测试结果（图 3）显示，随着金莲

花黄酮质量浓度的升高，其抗氧化能力逐渐增强。

当质量浓度超过 500 μg/mL 时，其超氧阴离子自由

基清除率达到 60%以上，羟基自由基清除率超过

80%，而 DPPH 自由基清除率超过 90%，表现出良

好的抗氧化活性。 

3.3  细胞毒性及药物剂量筛选 

将金莲花黄酮作用于 A549 细胞，通过 CCK-8

法测试其活力，如图 4 所示，100～800 μg/mL 金莲

花黄酮对 A549 细胞活性无明显影响，说明在此质

量浓度范围内并未表现出毒性作用。A549 细胞经过

TGF-β1 诱导后，给予不同质量浓度金莲花黄酮进行

干预，发现 200～800 μg/mL 金莲花黄酮显著抑制

A549 细胞活性（P＜0.05、0.01、0.001），而 600、

800 μg/mL 作用强度相近，选择 200、400、600 μg/mL

作为金莲花黄酮后续实验剂量。 

3.4  金莲花黄酮抑制TGF-β1 诱导的上皮间充质转化 

如图 5-A 所示，TGF-β1 诱导后 A549 细胞发生

明显的转分化，与对照组比较，模型组细胞形态呈

现纺锤状，而金莲花干预后细胞状态更加偏向于对

照组，且出现剂量相关性，600 μg/mL 金莲花黄酮

作用效果优于 200、400 μg/mL 组。通过 Western 

blotting 检测细胞中上皮间充质转化标志物蛋白表

达，如图 5-B 所示，与对照组比较，模型组 E-cadherin

57     96     1348 
(3.8%)  (6.4%)  (89.8%) 

金莲花黄酮  肺纤维化 

A                                                                                          B 

C 
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图 2  GO 功能 (A) 和 KEGG 通路 (B) 富集分析 

Fig. 2  GO function (A) and KEGG pathway (B) enrichment analysis
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图 3  金莲花黄酮的超氧阴离子自由基、羟基自由基和 DPPH 自由基清除能力 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Superoxide anion radical, hydroxyl radical and DPPH radical scavenging ability of T. chinensis flavonoids ( x s , n = 6)

 
与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures 

图 4  金莲花黄酮对正常 A549 细胞 (A) 和 TGF-β1 诱导的 A549 细胞 (B) 活力的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of T. chinensis flavonoids on viability of normal A549 cells (A) and A549 cells induced by TGF-β1 (B) ( x s , n = 6)

 

A-各组细胞形态 (×400)  B-各组细胞上皮间充质转化相关蛋白表达  与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同 

A-cell morphology in each group (× 400)  B-expressions of epithelial-mesenchymal transformation related protein of cells in each group  #P < 0.05  

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group, same as below figures 

图 5  金莲花黄酮抑制 TGF-β1 诱导的上皮间充质转化 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  T. chinensis flavonoids inhibited epithelial-mesenchymal transformation induced by TGF-β1 ( x s , n = 3)
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蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），collagen-1、α-

SMA、Vimentin 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01、

0.001）；与模型组比较，600 μg/mL 金莲花黄酮组 E-

cadherin 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），400、600 

μg/mL金莲花黄酮组 collagen-1蛋白表达水平显著降

低（P＜0.001），金莲花黄酮各剂量组 α-SMA、Vimentin

蛋白表达水平均显著降低（P＜0.01、0.001）。 

3.5  金莲花黄酮抑制TGF-β1诱导的氧化应激反应 

如图 6-A 所示，与对照组比较，模型组细胞中

SOD 活性明显降低（P＜0.05），MDA 水平明显升

高（P＜0.01）；与模型组比较，金莲花黄酮各剂量

组 SOD 活性明显升高（P＜0.05、0.01、0.001），600 

μg/mL 金莲花黄酮组 MDA 水平明显降低（P＜

0.05），表明金莲花黄酮可以明显改善 TGF-β1 诱导

的氧化应激。ROS 检测结果（图 6-B）也证实了这

一结果，模型组 ROS 信号强度明显增强（P＜

0.001），各给药组 ROS 信号强度组明显减弱（P＜

0.001）。Western blotting 检测氧化应激相关蛋白表

达，如图 6-C 所示，与对照组比较，模型组 Keap1

蛋白表达水平显著降低（P＜0.001），Nrf2 蛋白表达

水平升高，受 Nrf2 调控的 HO-1 和 NQO-1 蛋白表

达水平均显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，400、

 

A-各组细胞 SOD 活性和 MDA 水平  B-各组细胞 ROS 水平  C-各组细胞氧化应激相关蛋白表达 

A-SOD activity and MDA level of cells in each group  B-ROS level of cells in each group  C-oxidative stress related protein expressions of cells in each 

group 

图 6  金莲花黄酮抑制 TGF-β1 诱导的氧化应激反应 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  T. chinensis flavonoids inhibited oxidative stress reaction induced by TGF-β1 ( x s , n = 3)
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600 μg/mL 金莲花黄酮组 Keap1 蛋白表达水平进一

步显著降低（P＜0.01、0.001），200、600 μg/mL 金

莲花黄酮组 Nrf2 蛋白表达水平均进一步显著升高

（P＜0.01、0.001），各给药组 HO-1 和 NQO-1 蛋白

表达水平均进一步显著升高（P＜0.01、0.001）。 

3.6  结合网络药理学检测潜在作用靶点 

结合网络药理学靶点预测，随后对 Akt 及 p-Akt

进行检测（图 7）发现，与对照组比较，模型组 p-

Akt 蛋白表达水平显著升高（P＜0.001），说明 Akt

被激活，金莲花黄酮则可以抑制其激活（P＜0.001）。

随后在对纤维化经典信号通路进行检测时发现，模

型组 p-Smad2/3、mTOR 及 NF-κB 同样被激活（P＜

0.001），金莲花黄酮可以抑制 p-Smad2/3、mTOR 及

NF-κB 激活（P＜0.001）。 

 

图 7  金莲花黄酮对 TGF-β1 诱导的 A549 细胞 p-Akt、Akt、p-Smad2/3、Smad2/3、mTOR 和 NF-κB 蛋白表达的影响 ( x s , 

n = 3) 

Fig. 7  Effect of T. chinensis flavonoids on p-Akt, Akt, p-Smad2/3, Smad2/3, mTOR and NF-κB protein expressions in A549 

cells induced by TGF-β1 ( x s , n = 3)

4  讨论 

在正常情况下，Nrf2 位于胞质中，与其特异性

抑制性受体 Keap1 结合，无活性且 Keap1 可促进

Nrf2 的泛素化降解过程，因此 Nrf2 表达较低[22]。

但在氧化应激作用下，Nrf2 与 Keap1 发生解偶联，

转移入核，通过与小分子肌腱纤维瘤蛋白异二聚体

化，从而启动，调控 NQO1、HO-1 等抗氧化酶基因

的表达[23]。Nrf2/Keap1 信号通路对肺纤维化的影响

越来越受到关注，研究表明，Nrf2/Keap1 信号通路

上调 HO-1、NQO1 等抗氧化物的表达，调控体内氧

化应激水平，降低肺纤维化作用进程，减少胶原的

合成，保护肺部组织，提高细胞抗性，抑制成纤维

细胞转分化为肌成纤维细胞[24-25]。 

此外，磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 

3-kinase，PI3K）/Akt 信号通路被证实直接参与 II 型

肺泡上皮细胞的上皮间充质转化发生，促进肺纤维

化发展[26]。PI3K/Akt 信号通路能使受体酪氨酸激酶

活化，从而使细胞质上的 PI3K 易位至细胞膜，通过

调控下游 mTOR 及 ROS 等参与肺纤维化[27-28]。此

外，PI3K/Akt 信号通路激活与 NF-κB 信号通路密切

相关 [29]。NF-κB 在肺纤维化早期的高表达与

PI3K/Akt 信号通路激活相关，Akt 能通过磷酸化激

活 NF-κB 抑制因子（inhibitor of NF-κB，IκB）激酶，

导致 IκB 与 NF-κB 分离，激活 NF-κB 信号通路，

诱导目的基因表达，产生炎症反应，加重肺纤维化

的进程[30]。 
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本研究首先借助网络药理学，分析金莲花黄酮

与肺纤维化的潜在靶点，通过分析筛选出金莲花黄

酮作用肺纤维化的作用靶点，与此同时，KEGG 分

析显示金莲花黄酮作用肺纤维化最有可能的潜在作

用机制为氧化应激，潜在作用靶点为 AKT1、TNF、

TP53、VEGFA、IL-6、IL-1B。随后，本研究结合体

外细胞模型进行验证。实验结果显示，金莲花黄酮

在体外具有良好的抗氧化作用，作用细胞有效质量

浓度为 200、400、600 μg/mL，而且显示出质量浓度

相关性，且不存在细胞毒性。金莲花黄酮可以有效

抑制TGF-β1诱导后上皮间充质转化标志物的表达。

氧化应激检测也证实了金莲花黄酮具有良好的抗氧

化作用，金莲花黄酮能够增强 SOD 活性，降低 MDA

水平，流式细胞仪检测 ROS 表达结果发现，当细胞

出现上皮间充质转化时，ROS 表达明显增强，而金

莲花黄酮可以有效降低 ROS 表达，说明金莲花黄酮

可以降低细胞内氧化应激水平。 

在对氧化应激经典通路 Keap1/Nrf-2 信号通路

检测时发现，当细胞出现上皮间充质转化时，二者

进行解离，Keap1 表达逐渐降低，Nrf2 逐渐增强，

受 Nrf2 调控的 HO-1 与 NQO-1 表达也出现差异性

变化，说明金莲花黄酮可以作用 Keap1/Nrf2 信号通

路，发挥抗氧化作用，进而抑制上皮间充质转化，

这与网络药理学预测潜在作用机制相对应。随后，

在对潜在作用靶点进行检测时发现 Akt-1 表现出明

显的差异性。而 PI3K/Akt/mTOR 信号通路与肺纤维

化的发生与发展息息相关，随后对 mTOR 的检测结

果也证实了推测。 

本研究结果证明金莲花黄酮具有良好的抗氧化

活性，并且对于 TGF-β1 诱导的 A549 细胞上皮间充

质转化具有明显的抑制作用，其作用机制及作用靶

点通过网络药理学进行验证，检测结果也验证了网

络药理学的分析结果。基于这一发现，在后期的实

验设计中将重点探索金莲花黄酮在动物体内抑制肺

纤维化的药效作用以及其潜在作用机制。本研究不

仅为网络药理学在中药防治肺纤维化研究中的必要

性提供有力的证据，也为金莲花黄酮开发提供了基

础数据，与现代实验手段相结合，丰富了中药在临

床上的应用可能性。 
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