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基于蛋白质组学和网络药理学探讨小儿化痰止咳颗粒
治疗过敏性咳嗽的作用机制

杜友启 1， 徐旖旎 1， 廖佳佳 1， 龙朝文 1， 邰诗蝶 1， 杜友文 1， 李松 2， 甘诗泉 1， 

沈祥春 1， 陶玲 1， 杨熟英 2*， 付凌云 1*

（1. 贵州医科大学，贵州  安顺  561113；2. 贵州省科晖制药有限公司，贵阳  550014）

［摘要］ 目的：基于蛋白质组学、网络药理学共同探讨小儿化痰止咳颗粒（XEHT）在治疗过敏性咳嗽（AC）可能涉及的药

理作用机制。方法：通过腹腔注射含卵蛋白（OVA）2 mg 和氢氧化铝 100 mg 的混悬液 1 mL 致敏后，以 1% OVA 雾化构建豚鼠

AC 模型，随机分为模型组、XEHT 低、中、高剂量组（1、5、20 g·kg-1）与孟鲁斯特钠组（1 mg·kg-1）每组 6 只，正常组 6 只。给药组

按剂量灌胃给予相应药液，正常组和模型组灌胃给予同体积生理盐水，1 次/d，连续给药 10 d，以 1% OVA 雾化刺激豚鼠，观察

咳嗽次数；苏木素-伊红（HE）染色观察肺组织病理变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测肺泡灌洗液（BALF）中 C 反应蛋白

（CRP）、白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）及血清中免疫球蛋白 G（IgG）、
免疫球蛋白 A（IgA）的含量；免疫组织化学法（IHC）观察肺部组织中 IL-6、TNF-α的蛋白表达；透射电镜观察肺泡Ⅱ型上皮细胞

超微结构；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）测定肺组织中 IL-6、白细胞介素-1β（IL-1β）、TNF-α mRNA 水平。采

用非标记蛋白质组学技术（Label Free）检测各干预组间差异蛋白；网络药理学预测 XEHT 治疗 AC 的作用靶点，将蛋白组学及

网络药理学的结果进行京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析并寻找相同的作用通路。结果：与正常组比较，模型组

咳嗽次数显著增加（P<0.01），BALF 中 CRP、TNF-α含量显著升高、SOD 显著降低（P<0.01），IL-6、MDA 升高（P<0.05），血清中

IgA、IgG 含量升高（P<0.05，P<0.01），肺组织充血及炎症细胞浸润明显，IL-6 和 TNF-α蛋白表达水平升高（P<0.01），Ⅱ型上皮细

胞可见大范围低电子密度水肿区，细胞器明显肿胀、空泡化，胞核固缩或染色质稀疏、溶解，IL-6、IL-1β、TNF-α的 mRNA 表达

水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组咳嗽次数减少（P<0.01）、BALF 中 CRP、TNF-α、IL-6、MDA 含量减少（P<0.05、

P<0.01），SOD 活性增加（P<0.05），孟鲁司特钠、XEHT 中剂量组血清 IgA、IgG 含量降低（P<0.05，P<0.01），各给药组肺组织充血

及炎症细胞浸润及Ⅱ型上皮细胞损伤不同程度缓解，IL-6、TNF-α蛋白表达水平降低（P<0.01），孟鲁司特钠、XEHT 中、高剂量

组 IL-6、IL-1β、TNF-α mRNA 表达减少（P<0.05，P<0.01），XEHT 低剂量组 IL-6、TNF-α mRNA 表达减少（P<0.05，P<0.01）。
Phospholipase D、mTOR 及 ErbB 信号通路在蛋白组学和网络药理学 KEGG 通路富集中存在交集。结论：蛋白质组学结合网络

药理学分析共同揭示了 XEHT 改善 AC 的作用与调控 Phospholipase D、mTOR 及 ErbB 信号通路密切相关。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the pharmacological mechanism involved in the treatment of allergic cough （AC） by 

Xiaoer Huatan Zhike granules （XEHT） based on proteomics and network pharmacology. Methods：： After sensitization by 

intraperitoneal injection of 1 mL suspension containing 2 mg ovalbumin （OVA） and 100 mg aluminum hydroxide， a guinea pig 

model of allergic cough was constructed by nebulization with 1% OVA. The modeled guinea pigs were randomized into the model， 

low-， medium- and high-dose （1， 5， 20 g·kg-1， respectively） XEHT， and sodium montelukast （1 mg·kg-1） groups （n=6）， and 

another 6 guinea pigs were selected as the blank group. The guinea pigs in drug administration groups were administrated with the 

corresponding drugs by gavage， and those in the blank and model groups received the same volume of normal saline by gavage， 1 

time·d-1. After 10 consecutive days of drug administration， the guinea pigs were stimulated by 1% OVA nebulization， and the 

coughs were observed. The pathological changes in the lung tissue were observed by hematoxylin-eosin staining. The enzyme-linked 

immunosorbent assay was performed to measure the levels of C-reactive protein （CRP）， interleukin-6 （IL-6）， tumor necrosis 

factor-α （TNF-α）， superoxide dismutase （SOD）， and malondialdehyde （MDA） in the bronchoalveolar lavage fluid （BALF） and 

immunoglobulin G （IgG） and immunoglobulin A （IgA） in the serum. Immunohistochemistry （IHC） was employed to observe the 

expression of IL-6 and TNF- α in the lung tissue. Transmission electron microscopy was employed observe the alveolar type Ⅱ  

epithelial cell ultrastructure. Real-time PCR was employed to determine the mRNA levels of IL-6， interleukin-1β （IL-1β）， and 

TNF-α in the lung tissue. Label-free proteomics was used to detect the differential proteins among groups. Network pharmacology 

was used to predict the targets of XEHT in treating AC. The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） enrichment 

analysis was performed to search for the same pathways from the results of proteomics and network pharmacology. Results：： 

Compared with the blank group， the model group showed increased coughs （P<0.01）， elevated levels of CRP， TNF-α， IL-6， and 

MDA and lowered level of SOD in the BALF （P<0.05， P<0.01）， elevated levels of IgA and IgG in the serum （P<0.05， P<0.01）， 

congestion of the lung tissue and infiltration of inflammatory cells， increased expression of IL-6 and TNF-α （P<0.01）， large areas 

of low electron density edema in type Ⅱ  epithelial cells， obvious swelling and vacuolization of the organelles， karyopyknosis or 

sparse and dissolved chromatin， and up-regulated mRNA levels of IL-6， IL-1β， and TNF-α （P<0.01）. Compared with the model 

group， the drug administration groups showed reduced coughs （P<0.01）， lowered levels of CRP， TNF-α， IL-6， and MDA and 

elevated level of SOD in the BALF （P<0.05， P<0.01）， alleviated lung tissue congestion， inflammatory cell infiltration， and type 

Ⅱ  epithelial cell injury， and decreased expression of IL-6 and TNF-α （P<0.01）. In addition， the medium-dose XEHT group and 

the montelukast sodium group showcased lowered serum levels of IgA and IgG （P<0.05， P<0.01）. The medium- and high-dose 

XEHT groups and the montelukast sodium showed down-regulated mRNA levels of IL-6， IL-1β， and TNF- α and the low-dose 

XEHT group showed down-regulated mRNA levels of IL-6 and TNF-α （P<0.05， P<0.01）. Phospholipase D， mammalian target of 

rapamycin （mTOR）， and epidermal growth factor receptor family of receptor tyrosine kinase （ErbB） signaling pathways were the 

common pathways predicted by both proteomics and network pharmacology. Conclusion：： Proteomics combined with network 

pharmacology reveal that XEHT can ameliorate AC by regulating the phospholipase D， mTOR， and ErbB signaling pathways.

［［Keywords］］ allergic cough； Xiaoer Huatan Zhike granules； proteomics； network pharmacology； mechanism of action

过敏性咳嗽（AC）又称咳嗽变异性哮喘，是儿科

常见病、多发病之一。临床表现为持续性咳嗽、咽

痒、痰少或无痰，多发生于夜间或晨起，常由吸入刺

激性气味、冷空气、接触变应原、运动所引起。实验

室检查无明显感染征象，但患者血清中免疫球蛋白 E

（IgE）或嗜酸性粒细胞水平明显升高；口服抗组胺和

糖皮质激素类药物可改善 AC，但长期使用会导致

严重的不良反应，从而限制了这些药物的发展［1］。

中医认为风邪侵袭是 AC 的主因，肺失宣降为主要

病机。治疗以祛风、宣降、散敛结合、随证加味、兼

顾调护的治疗思路制定了中医治疗方案，对临床

AC 的治疗具有重要的意义［2］。因此，亟需探索 AC

进行性恶化的发病机制，寻找新的治疗靶位和防治

中药，为改善与逆转 AC 提供实验基础和理论指导。

小儿化痰止咳颗粒（XEHT）最初载于《中华人民共

和国卫生部药品标准中药成方制剂第九册》（WS3-

B-1691-94）［3］，其成分为桔梗流浸膏、桑白皮流浸

膏、吐根酊、盐酸麻黄碱等药物及枸橼酸、枸橼酸

钠、蔗糖、食用香精等辅料混合制成的颗粒，具有祛

痰、镇咳的药理作用，临床广泛用于儿童咳嗽和支

气管炎的治疗。盐酸麻黄碱和吐根酊是其主要成

分［4］，现有质量标准只做了这两种成分的薄层定性

鉴别，却忽略了其他成分的作用，违背了中药通过

调节整体和综合防治疾病的理论。中药复方因其

成分复杂，系统庞大，且作用靶点众多，使深入研究

中药的作用机制较为困难。蛋白质组学概念由澳

大利亚学者 WILKINS 等［5］提出，具有特异性、整体

性、动态性、阶段性等特点，随着研究条件的进步，
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现阶段已将其作为重大疾病诊疗及新药研发的重

要手段之一［6］，被誉为“后基因组学”，研究内容以探

究生物体内细胞、组织及体液内所有蛋白质的组

成、表达与组合蛋白质功能模式为主，这种研究方

式不仅以探查蛋白质组的功能，表达及相互作用为

目的，也与中医药“整体观念”相契合。以其广泛关

联的网络结构为特点，可对中药的作用机制进行深

入研究［7］。网络药理学打破了传统新药研发模式，

以整体性和系统性的特点将单一的药物研发理念

转变为与复杂疾病相连接的多靶点、多途径的新型

研究理念，是现代中药研究和新药研发的重要手

段［8］。本项目通过分析运用 Label Free 非标记定量

蛋白质组学数据，了解 XEHT 对于卵蛋白（OVA）雾
化构建豚鼠 AC 模型蛋白质的影响，结合网络药理

学揭示药物成分与蛋白变化之间的相互作用从而

深入探究 XEHT 治疗 AC 可能的作用机制，为 XEHT

治疗 AC 提供实验基础与理论依据，以期为优化临

床 AC 综合防治提供新的策略。

1 材料

1.1　动物     健康 Dunkin Hartley 系雄性豚鼠 36 只，

体质量（200±20）g，实验动物合格证号 SCXK（湘）
2019-0015，动物实验经贵州医科大学伦理委员会批

准（批号 2200447）。动物在室温 20~23 ℃，相对湿

度 40%~70% 的环境下饲养。

1.2　药品及试剂     OVA（美国 Sigma-Aldrich 公司，

货号  #A5503-1 g，纯度>98%）；氢氧化铝（上海麦克

林 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 ，规 格 500 g，货 号  

A800852）；注 射 用 环 磷 酰 胺（Baxter Oncology 

GmbH 公司，国药准字 HJ20160467，规格 0.2 g，批号

2E548A）；孟鲁斯特钠颗粒［长春海悦药业股份有限

公司，规格 0.5 g：4 mg（以孟鲁斯特计），国药准字

H20183273，批号 GA220508］；辣椒素（北京世纪银

丰科技发展有限公司，规格 20 mg，货号#A0198，纯

度>98%）；小儿化痰止咳颗粒（贵州省科晖制药有限

公 司 ，规 格 5 g/袋 ，国 药 准 字 Z52020398，批 号

20220530）；聚山梨酯-80（北京鼎国生物技术有限公

司，规格 100 mL，货号 0442），RNA 裂解液（南京诺

唯赞生物科技有限公司，批号 R701-01-AA）；逆转录

试剂盒、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time 

PCR）试剂盒（全式金生物技术有限公司，货号分别

为 R20702、R20721）；豚鼠 C反应蛋白（CRP）、豚鼠肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）、豚鼠白细胞介素-6（IL-6）、豚
鼠免疫球蛋白 G（IgG）、豚鼠免疫球蛋白 A（IgA）酶
联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海泛音生物

科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 CK-E40006、CK-

E40082、CK-E40026、CK-E4009、CK-E40156）；总超

氧化物歧化酶（SOD）测试剂盒（南京建成生物有限

公司，货号 A001-1）；电镜固定液、丙二醛（MDA）测
试盒、苏木素-伊红（HE）染液套装（武汉赛维尔生物

科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 G1102、G4300-96T、

G1003），812 包埋剂、醋酸铀（英国 SPI 公司，货号分

别为 90529-77-4、02624-AB），锇酸（美国 Ted Pella 

Inc 公司，货号 18456），硝酸铅（美国 Sigma 公司，货

号 203580），TNF-α、IL-6 一抗、HRP 标记山羊抗兔

二抗（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号分别为

GB11188、GB11117、GB23303）。
1.3　仪器     403D 型压缩空气式雾化器（江苏鱼跃

医疗设备股份有限公司）；Bio-Rad CFX Manager 3.1

系 统 、CFX96 型 Real-time PCR 仪（美 国 Bio-Rad 

Laboratories 公 司）；5810R 型 冷 冻 离 心 机（德 国

Eppendorf公司）；HD-2700系列型透射电子显微镜（日

本Hitachi公司），EASY-nLC 1200型高效液相色谱仪，

Orbitrap Exploris 480型质谱仪、VARIOSKANLUX型

酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），G6100

型组化笔（武汉赛维尔生物科技有限公司），E100 型

显微镜（尼康仪器有限公司）。
2 方法

2.1　AC 豚鼠模型的建立     选用健康纯系雄性豚鼠

36 只，体质量（200±20）g。适应喂养 1 周后，进行辣

椒素咳嗽敏感性测定，筛选咳嗽频率在 5~15 次的豚

鼠，排除咳嗽敏感性异常豚鼠。随机抽取 6 只作为

正常组，其余 30 只建立 AC 模型。按 MURAKI 等［9］

所用方法致敏，模型组第 1 天腹腔注射 30 mg·kg-1的

环磷酰胺免疫抑制剂，2 d 后腹腔注射含 OVA 2 mg

和氢氧化铝 100 mg 的混悬液 1 mL，3 周后再次腹腔

注射含 OVA 0.01 mg 和氢氧化铝 100 mg 的混悬液

1 mL，正常组腹腔注射同等量的生理盐水。完成上

述步骤后，将豚鼠置于自制雾化箱内给予 1%OVA

溶液雾化 60 s 以激发咳嗽。激发时观察豚鼠反应，

如出现咳嗽、竖毛、呼吸困难、喷嚏、干呕、腹肌抽

动、极度烦躁则表明造模成功［10-11］。

2.2　实验动物分组及给药     造模成功后，将豚鼠随

机分为正常组、模型组、孟鲁斯特钠组、XEHT 低、中

（人和豚鼠等效剂量）、高剂量组。正常组和模型组分

别给予同等剂量的生理盐水灌胃，豚鼠给药剂量参考

《药理实验方法学》中人和豚鼠等效剂量比进行换算［12］

（按 6 岁儿童计算，平均体质量 22 kg，孟鲁斯特钠

4 mg·d-1，小儿化痰止咳颗粒用量 3次/d，1次 5~10 g，即
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日用量为 15~30 g，取 20 g·d-1，豚鼠与人等效剂量比为

5.42，即孟鲁斯特钠：4 mg/（22 kg）×5.42≈1 mg·kg-1，小

儿化痰止咳颗粒：20 g/（22 kg）×5.42≈5 g·kg-1）。豚鼠

孟鲁斯特钠组灌胃剂量为 1 mg·kg-1，小儿低、中剂量组

为 1、5 g·kg-1（人和豚鼠等效剂量）、高剂量组为

20 g·kg-1，每天 1次，连续灌胃 10 d。

2.2.1　计数咳嗽次数     末次给药后，将豚鼠放入自

制雾化箱内雾化吸入 1×10-4 mol·L-1 辣椒素 60 s，在

雾化箱内停留 60 s，观察并记录豚鼠 2 min 内咳嗽次

数［13］。豚鼠咳嗽表现为伸出前脚、颈部伸向前、张

口等特征性体位出现，即可记录 1 次咳嗽［9］。

2.2.2　取材     给药结束后，按 40 mg·kg-1 腹腔注射

1% 戊巴比妥钠对豚鼠进行麻醉。通过腹主动脉取

血，3 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径 10 cm）得到

血清。打开胸腔暴露气管，结扎左侧主支气管，行

右肺肺泡灌洗后，低温剖取右肺冻存；左肺一部分

切成 1 mm3 小块制备透射电镜标本；剩余部分置于

4% 多聚甲醛固定。

2.2.3　肺泡灌洗液（BALF）中细胞因子活性或含量

检 测     按 照 豚 鼠 CRP、IL-6、TNF- α、SOD、MDA 

ELISA 试剂盒说明书的操作步骤测定肺泡灌洗液

中的细胞因子的含量。

2.2.4　血清中细胞因子活性或含量检测     按照豚

鼠 IgG、IgA ELISA 试剂盒说明书的操作步骤测定血

清中的细胞因子含量。

2.2.5　HE 染色检测相关病理学改变      取新鲜的豚

鼠肺组织，在 4% 多聚甲醛中固定 24 h，进行梯度脱

水、浸蜡、包埋、切片、脱蜡，HE 染色，并使用光学显

微镜对豚鼠肺组织形态进行观察。

2.2.6　肺组织免疫组化检测     基于免疫组织化学

法（IHC）染色处理，即切片经过二甲苯脱蜡、梯度脱

水、热修复、细胞通透 15 min、3% H2O2 室温避光孵

育 25 min，3%BSA 室 温 封 闭 30 min，一 抗 孵 育

（1∶200，4 ℃ 过夜）、二抗孵育（1∶200，室温孵育

50 min）、DAB 显色约 10 s、苏木素染色 3 min、苏木

素返蓝液返蓝，流水冲洗，中性树胶封片，置于正置

显微镜下观察，采集图像，采用 Fiji 图像处理软件测

量 TNF-α、IL-6 蛋白检测平均光密度值（AOD）。
2.2.7　肺泡Ⅱ型上皮细胞电镜观察     新鲜的豚鼠

肺组织切割成 1 mm3 的小组织块，转移至装有电镜

固定液的离心管内，4 ℃固定保存。然后取出进行

漂洗、后固定、室温脱水、渗透包埋、聚合、超薄切

片、染色，透射电子显微镜下观察并采集图像。

2.2.8　 Real-time PCR 检测肺组织中 mRNA 表达     

按 照 RNA 提 取 试 剂 盒 说 明 提 取 豚 鼠 肺 组 织 总

RNA，将其逆转为 cDNA（37 ℃，15 min，85 ℃，5 s，

4 ℃ 保 存），并 根 据 试 剂 盒 说 明 进 行 PCR 反 应

（95 ℃、30 s，1 次循环；95 ℃、5 s，60 ℃、35 s，40 个

循环），每个样本分别用待检测基因和内参基因引

物扩增，用 2-ΔΔCt法计算其相对表达水平。PCR 引物

由北京睿博兴生物技术有限公司合成，见表 1。

2.3　蛋白质组学研究     

2.3.1　蛋白质提取和肽段酶解     取适量样本于冰

上，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，加入适量蛋白质裂

解液，超声破碎，冰上孵育，4 °C，12 000 r·min-1，离

心 20 min （离心半径 10 cm），取上清，蛋白质定量后

取少量进行 SDS-PAGE 跑胶质控，取适量蛋白质溶

液，加胰蛋白质酶酶切过夜。萃取收集肽段，真空

旋干，0.1% 甲酸水溶液复溶。收得肽段溶液旋干

后−80 ℃ 保存。

2.3.2　色谱条件     采用纳升流速高效液相色谱法

（HPLC）液相系统 EASY-nLC1200对每份分级样品进

行分离。A：0.1% 甲酸水溶液，B：0.1% 甲酸乙腈水溶

液（乙腈为 80%），色谱柱以 100% 的 A液平衡，样品由

自动进样器上样到上样柱（2 cm×100 μm，3 μm，C18），
再经分析柱（15 cm×150 μm，1.9 μm，C18）进行分离，流

速为 600 nL·min-1。相关液相梯度如下 0~50 min，B液

线性梯度从 0%~35%；50~58 min，B 液线性梯度从

35%~100%；58~60 min，B液维持在 100%。

2.3.3　质谱条件     用 Orbitrap Exploris 480 质谱仪

对经色谱分离后的样品进行质谱分析，分析时长

120 min，检测方式为正离子模式，母离子扫描范围

300~1 400 m/z，一级质谱分辨率 120 000，Automatic 

gain control （AGC） target 为 5×105，Maximum IT 为

80 ms，动态排除时间 Dynamic exclusion为 40.0 s。多

肽和多肽碎片的质荷比按照下列方法采集：每次全扫

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

β-actin

IL-6

IL-1β

TNF-α

序列（5′-3′）
上游 AGGTGACAGCAGTTGGTTGG

下游 AGGGTGAGGGACTTCCTGTA

上游 AGTTCCTCTCCACAAGCACC

下游 GCTGTGAAGTCGTGCTGAAC

上游 CCTACCTCTACCCCATGCCT

下游 GTGAGACGGTCTGCCTGAAA

上游 CCGTCTCCTACCCGGAAAAG

下游 GAAGGGATGGATGGAGAGACG

长度/bp

138

103

275

255
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描后碎片图谱（MS2scan）的采集周期共为 1.5 s，采用

HCD 碎裂模式，NormalizedCollision Energy 为 30%，

隔离窗为 1.6 m/z，二级质谱分辨率  7~500。FAIMS电

压分别设定−45 V 和−65 V，其他参数一致。

2.3.4　生物信息学分析     将质谱采集的数据文件

导入 iProteome 一站式数据分析云平台进行查库定

性及定量分析。首先对目标蛋白质集合的定量信

息进行归一化处理（Z-score）。然后使用  pheatmap 

R 包，同时对样品和蛋白质的表达量两个维度进行

分 类（ 距 离 算 法 欧 几 里 得 ，连 接 方 式

Averagelinkage），并生成层次聚类热图。通过公共

数据（NCBI，UniProt 或 Geneontology）获取该物种

基因的基因本体论（GO）注释，如无该物种注释信息

则通过 InterProScan 进行注释。通过京都基因与基

因组百科全书（KEGG）数据库获取该物种基因的

KEGG 注释信息，若无该物种注释信息则通过 Blast

比对至 KEGG 数据库进行注释。

2.4　网络药理学     

2.4.1　XEHT 候选化合物筛选      利用中药系统药

理学分析平台（TCMSP），检索到桔梗和桑白皮的所

有化学成分。根据口服生物利用度（OB）和类药性

（DL）2 个属性对化合物进行筛选。DL 是指化合物

与已知药物的相似性［14］。OB 是药物由胃肠道吸

收，经过肝脏而到达体循环血液中的药量占口服剂

量的比例［15］。以化合物 OB≥30% 和化合物 DL≥0.18

为条件，筛选出桔梗和桑白皮的候选化合物。然

而，吐根和盐酸麻黄碱未在 TCMSP 数据库中检索

到。通过文献查阅得吐根相关化合物［16］，盐酸麻黄

碱则是一个单一的化合物。筛选截止日期为 2022

年 11 月 15 日。

2.4.2　候选化合物对应靶点筛选     利用 TCMSP 分

析平台，检索到桔梗和桑白皮的候选化合物对应的

靶点，吐根和盐酸麻黄碱未在 TCMSP 数据库中检

索到。在 Pubchem 平台中检索得到吐根和盐酸麻

黄碱的 SMILES 号，然后根据 SMILES 号去 Swiss 数

据预测靶点。将所有有可能性的化合物靶点纳入，

将小儿化痰止咳颗粒活性成分通过 UniProt 数据库

的 UniProt 知识库（UniprotKB）查询并规范其名称，

矫正去重后筛选出药物靶点。筛选截止日期为

2022 年 11 月 18 日。

2.4.3　 AC 相关靶点的筛选     以 关 键 词“Allergic 

cough”检 索 在 线《人 类 孟 德 尔 遗 传》（OMIM）和
GeneCards 数据库，获取与过 AC 相关的疾病靶点。

随后，利用 Uniprot 数据库对靶点名称进行标准化

并 去重，建立靶点库。筛选截止日期为 2022 年

11 月 20 日。

2.4.4　蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建    

    小儿化痰止咳颗粒活性成分的作用靶点与 AC 靶

点交集，获得小儿化痰止咳颗粒治疗 AC 的潜在治

疗靶点。在 String 平台选择“Multiple proteins”，输

入潜在治疗靶点，设置物种为“Homo sapiens”，设定

中等置信度 0.40，得到靶点蛋白之间相互作用关系。

根据 String 平台生成的 TSV 文件，导入 Cytoscape 

3.8.2 软件中进行可视化。

2.4.5　富集分析     使用 R 软件 Version 4.2.2 中的

clusterProfiler插件对交集靶点进行GO和KEGG通路

富集分析。

2.4.6　“药物 -成分 -靶标 -疾病 -通路”网络的构建     

将交集靶点与活性成分信息导入 Cytoscape 3.8.2 软

件，构建出小儿化痰止咳颗粒治疗 AC 的“药物 -成

分-靶点-疾病-信号”通路网络。

2.5　统计学分析     采用 GraPhPad Prism 9.0.0 软件，

用 x̄ ± s 表示。数据均进行正态性和方差齐性检验，

服从正态分布的计量资料的组间比较采用单因素

方差分析，不服从正态分布时采用非参数秩和检

验。P<0.05 表示两组差异有统计学意义。

3 结果

3.1　XEHT 对 AC 豚鼠咳嗽次数的影响     与正常组

比较，模型组豚鼠咳嗽次数显著增加（P<0.01），在给

予孟鲁斯特钠及低、中、高剂量的 XEHT 治疗后咳嗽

次数均显著减少（P<0.01）。见表 2。

3.2　XEHT 对 AC 豚鼠 BALF 中细胞因子含量或活

性的影响     与正常组比较，模型组豚鼠肺泡灌洗液

中 CRP、TNF-α含量显著升高（P<0.01），IL-6、MDA

含量明显升高（P<0.05），SOD 活性显著降低（P<

0.01）；与模型组比较，孟鲁司特钠组和 XEHT 中、高

表 2　XEHT 对 AC 豚鼠咳嗽频率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of XEHT on cough frequency in AC guinea pigs 

（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

孟鲁斯特钠组

XEHT 低剂量组

XEHT 中剂量组

XEHT 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

1

5

20

咳嗽/次/2 min-1

3.00±1.29

12.17±1.341）

5.50±1.122）

8.83±1.572）

3.67±0.942）

4.33±0.942）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01
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剂量组 CRP 含量明显降低（P<0.05），XEHT 低、中、

高剂量组和孟鲁司特钠组、TNF-α含量明显降低

（P<0.05，P<0.01），孟鲁司特钠组和 XEHT 低、高剂

量组中 IL-6 含量明显降低（P<0.05），XEHT 中剂量

组显著降低（P<0.01），孟鲁司特钠组和 XEHT 低、

中、高剂量组 SOD 活性明显增加，差异有统计学意

义（P<0.05），各 给 药 组 MDA 含 量 明 显 减 少

（P<0.05）。见表 3。

3.3　XEHT 对 AC 豚鼠血清中细胞因子 IgG、IgA 含

量的影响     与正常组比较，模型组血清中 IgG 表达

显著升高（P<0.01），IgA 含量明显升高（P<0.05）；与
模型组比较，孟鲁司特钠组和 XEHT 中剂量组 IgG

及 XEHT 中 、高 剂 量 组 IgA 显 著 降 低（P<0.01），
XEHT 低剂量组 IgG、孟鲁斯特钠组 IgA 明显降低

（P<0.05）。见表 4。

3.4　XEHT 对 AC 豚鼠肺组织病理变化的影响     与

正常组比较，AC 模型组豚鼠肺组织充血及炎症细

胞浸润明显（充血、炎症细胞浸润），孟鲁斯特钠和

低、中、高剂量 XEHT 干预后肺组织病理损伤状况均 不同程度改善，XEHT 中剂量组改善最佳。见图 1。

3.5　XEHT 对 AC 豚鼠肺组织 IL-6、TNF-α蛋白表

达的影响     与正常组比较，模型组豚鼠肺组织 IL-6、

TNF- α 表 达 显 著 升 高 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义

（P<0.01）；与模型组比较，孟鲁司特钠组及 XEHT 各

剂量组 IL-6、TNF-α 表达显著降低（P<0.01）。见

图 2、图 3、表 5。

表 3　XEHT 对 AC 豚鼠 BALF 中细胞因子含量或活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of XEHT on cytokine content or activity in BALF of AC guinea pigs （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

孟鲁斯特钠组

XEHT 低剂量组

XEHT 中剂量组

XEHT 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

1

5

20

CRP/mg·L-1

2.70±0.22

3.62±0.292）

2.88±0.423）

3.00±0.19

2.89±0.313）

2.95±0.223）

TNF-α/ng·L-1

268.05±4.35

312.47±6.652）

260.41±7.364）

276.76±14.923）

252.21±8.844）

277.58±10.133）

IL-6/ng·L-1

123.35±5.92

152.38±3.651）

123.57±4.583）

125.11±7.393）

116.96±12.404）

122.25±5.393）

SOD/U·mL-1

347.10±11.60

201.58±21.932）

314.30±17.553）

299.99±26.153）

315.49±9.733）

294.02±51.973）

MDA/μmol·L-1

0.68±0.19

2.20±0.541）

0.91±0.643）

0.91±0.193）

0.83±0.283）

0.76±0.113）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4-表 6 同）

表 4　XEHT 对 AC 豚鼠血清细胞因子的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of XEHT on cytokine in serum of AC guinea pigs 

（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

孟鲁斯特钠组

XEHT 低剂量组

XEHT 中剂量组

XEHT 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

1

5

20

IgG/g·L-1

7.49±0.14

9.46±0.592）

7.87±0.124）

8.13±0.233）

7.58±0.114）

8.59±0.38

IgA/μg·L-1

219.37±11.99

253.23±13.621）

219.27±11.053）

225.33±6.12

210.75±14.024）

195.36±16.564）

注：A.正常组；B.模型组；C.孟鲁斯特钠组；D.XEHT 低剂量组；E.XEHT 中剂量组；F.XEHT 高剂量组（图 2-图 4 同）
图 1　XEHT 对 AC 豚鼠肺组织病理学变化的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of XEHT on histopathological changes in lungs of AC guinea pigs （HE，×400）

图 2　XEHT 对 AC 豚鼠肺间质 IL-6 蛋白表达情况的影响  （IHC，×400）
Fig. 2　Effect of XEHT on expression of IL-6 protein in interstitial lungs of AC guinea pigs （IHC，×400）
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3.6　XEHT 对 AC 豚鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞超微结构

的影响     透射电镜结果显示，与正常组比较，模型

组胞质可见大范围低电子密度水肿区，细胞器明显

肿胀、空泡化，胞核固缩或染色质稀疏、溶解。孟鲁

斯特钠及 XEHT 低、中、高剂量干预后损伤减轻，表

现为细胞核异染色质增加，减少胞质水肿或细胞器

肿胀，细胞核异染色质少量凝集。见图 4。

3.7　 XEHT 对 AC 豚鼠肺组织 IL-6、IL-1β、TNF-α 

mRNA 表达的影响     与正常组比较，模型组中 IL-6、

IL-1β、TNF-α mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，孟鲁司特钠组 IL-6 mRNA 表达明显

减少（P<0.05），IL-1β、TNF-α mRNA 显著减少（P<

0.01），XEHT 低剂量组 IL-6、TNF-α mRNA 明显减

少（P<0.05，P<0.01），XEHT 中剂量组 IL-6 mRNA 表

达明显减少（P<0.05），IL-1β、TNF-α mRNA 显著减

少（P<0.01）。XEHT 高剂量组 IL-1β mRNA 表达明

显减少（P<0.05），IL-6、TNF-α mRNA 显著减少（P<

0.01）。见表 6。

3.8　蛋白质组学结果     

3.8.1　差异蛋白的鉴定与定量分析     共鉴定出

7 077 个蛋白，其中 5 295 个蛋白质在 3 组间重叠。

以差异倍数（FC）>2 或 FC<0.5，P<0.05 为筛选标准

表 5　XEHT 对 AC 豚鼠肺组织 IL-6、TNF-α水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　 Effect of XEHT on levels of IL-6 and TNF- α in lung 

tissues of AC guinea pigs （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

孟鲁斯特钠组

XEHT 低剂量组

XEHT 中剂量组

XEHT 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

1

5

20

IL-6

0.134±0.023

0.282±0.0202）

0.146±0.0214）

0.242±0.0254）

0.149±0.0204）

0.197±0.0254）

TNF-α

0.153±0.028

0.290±0.0122）

0.168±0.0234）

0.252±0.0264）

0.165±0.0184）

0.201±0.0224）

图 3　XEHT 对 AC 豚鼠肺间质 TNF-α蛋白表达情况的影响  （IHC，×400）
Fig. 3　Effects of XEHT on TNF-α protein expression in interstitial lungs of AC guinea pigs （IHC，×400）

表 6　XEHT 对 AC 豚鼠肺组织中的  IL-6、IL-1β、TNF-α mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table.6　Effect of XEHT on expression levels of IL-6， IL-1β， and TNF-α mRNA in lung tissues of AC guinea pigs （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

孟鲁斯特钠组

XEHT 低剂量组

XEHT 中剂量组

XEHT 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

1

5

20

IL-6

1.02±0.21

1.89±0.282）

1.11±0.203）

1.22±0.043）

1.11±0.193）

0.87±0.134）

IL-1β

1.00±0.08

1.66±0.152）

0.99±0.134）

1.28±0.03

0.88±0.124）

1.12±0.193）

TNF-α

1.00±0.07

3.59±0.492）

1.19±0.114）

0.94±0.144）

1.36±0.224）

1.50±0.174）

图 4　XEHT 对 AC 豚鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞超微结构的影响  （透射电镜，×3 000，×8 000）
Fig. 4　Effect of XEHT on ultrastructure of alveolar type Ⅱ  epithelial cells in AC guinea pigs （TEM，×3 000，×8 000）
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差异表达的蛋白质。与正常组比较，模型组肺部组

织共有 124 个差异蛋白，其中上调蛋白 81 个、下调

蛋白 43 个；与模型组比较，小儿组肺部组织共有 83

个差异蛋白，其中上调蛋白 31 个、下调蛋白 52 个，

结果以火山图和热图的形式进行展示。小儿化痰

止咳颗粒治疗 AC 的差异蛋白分析见增强出版附加

材料。

3.8.2　差异蛋白的 GO 功能富集分析     GO 富集分

析发现，在模型组与正常组的 GO 富集分析当中，下

调 差 异 蛋 白 质 主 要 涉 及 到 regulation of platelet 

aggregation， trans-Golgi network，2 iron，22 sulfur 

cluster binding 等；上 调 差 异 蛋 白 质 主 要 涉 及 到

positive regulation of macroautophagy， phagocytic 

vesicle， cytoskeletal protein binding 等，在 XEHT 组

对比模型组的 GO 富集分析当中，下调差异蛋白质

主 要 涉 及 到 negative regulation of TOR signaling， 

vacuole， kinesin binding 等，上调差异蛋白质主要涉

及 到 regulation of humoral immune response， 

membrane raft， serine-type endopeptidase activity 等，

以上结果表明，XEHT 通过影响细胞包膜的稳定性、

细胞自噬、蛋白质泛素化等途径抑制 AC 的发生发

展。差异蛋白质 GO 功能富集柱状见增强出版附加

材料。

3.8.3　差异蛋白的 KEGG 富集分析     将重叠的差

异蛋白导入 KEGG 数据库进行富集分析，结果表明

XEHT 对抗 AC 的信号通路主要为 Phospholipase D

信号通路、mTOR 信号通路及 ErbB 信号通路。差异

蛋白质 KEGG 通路富集气泡见增强出版附加材料。

3.9　XEHT 治疗 AC 的网络药理学分析     

3.9.1　XEHT 活性成分     检索出 XEHT 中桔梗活性

成分 102 个，桑白皮活性成分 194 个，候选中药活性

成分共 38 个。吐根 23 个成分；盐酸麻黄碱为单一

成分，即麻黄碱。

3.9.2　 XEHT 活 性 成 分 潜 在 作 用 靶 点     通 过

TCMSP 分别检索出桔梗活性成分靶点信息 260 个，

桑白皮活性成分靶点信息 1 375 个。吐根活性成分

14 个，相关靶点 1 062 个。去重后得到 306 个相关成

分靶点；盐酸麻黄碱得到 23 个相关靶点。然后将桔

梗、桑白皮、麻黄碱、吐根的矫正基因名称进行去重

处理，得到药物相关 458 个靶点。

3.9.3　AC 相关靶点     在 OMIM、GeneCards 数据库

以“Allergic cough”作为关键词检索 AC 相关的疾病

靶点。在 OMIM 数据库得到 191 个靶点，GeneCards

得到 1 650 个靶点，经过合并去重处理得到 1 706 个

疾病相关靶点。

3.9.4　网络药理学 PPI 网络的构建     将药物靶点和

疾病靶点取交集得到了 232 个重叠靶点，并将其上

传至 STRING 数据库，选择“Multiple proteins”，物种

“Homo sapiens”，置信度为 0.40，得到靶点之间相互

作用关系。保存 STRING 平台生成的 TSV 文件，导

入 Cytoscape 3.8.2 软件中进行 PPI网络的可视化，并

根据其 Degree 值获得核心靶点。疾病药物交集靶

点 venn、小儿化痰止咳颗粒与 AC 共同蛋白相互作

用网络、小儿化痰止咳颗粒与 AC 共同蛋白 PPI 网

络、PPI核心靶点基因见增强出版附加材料。

3.9.5　“药物 -成分 -靶标 -疾病 -通路”网络的构建        

    将交集靶点、活性成分的关联信息及交集靶点信

号通路的相互作用数据导入 Cytoscape 3.8.2 软件，

以可视化 XEHT 治疗 AC 的“药物 -成分 -靶点 -疾病 -

信号通路”网络。所构建的网络图包括麻黄碱、桑

白皮吐根、桔梗活性成分 43 个、232 个潜在靶点，涉

及 20 条信号通路，共有 301 个节点，1 215 条边。根

据网络图筛选得药物前 10 个主要活性成分，及通路

主要靶点基因。小儿化痰止咳颗粒治疗 AC 的药

物-成分-靶点-疾病-信号通路网络、药物-成分-靶点-

通路主要成分及主要靶点基因见增强出版附加

材料。

3.9.6　网络药理学 GO 功能注释和 KEGG 富集分

析     使用 R 软件 Version 4.2.2 将 XEHT 对 AC 有潜

在治疗作用的靶点进行 GO 富集分析，设定 P≤0.05

共得到 3 043 个条目。其中，生物过程（BP）条目

2 914 个涉及丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）活性的

正调控、损伤愈合、对外源性刺激的反应、对脂多糖

的反应、激酶活性的正向调节、对细菌来源分子的

反应等；分子功能（MF）条目 270 个涉及蛋白质丝氨

酸/苏氨酸/络氨酸激酶活性、蛋白络氨酸激酶活性、

跨膜受体蛋白激酶活性、神经递质受体活性、细胞

因子受体结合等；细胞组分（CC）条目 129 个涉及膜

筏、膜微域、质膜筏、膜的组成部分等。使用条形图

展示前 10 个结果。小儿化痰止咳颗粒与 AC 共同蛋

白 GO 功能分析、小儿化痰止咳颗粒与 AC 共同蛋白

KEGG 信号通路分析见增强出版附加材料。

使用 R 软件 Version 4.2.2 将 XEHT 对 AC 有潜

在治疗作用的靶点进行 KEGG 富集分析，富集的信

号通路也同样涉及调控 Phospholipase D 信号通路、

mTOR 信号通路、及 ErbB 信号通路。小儿化痰止咳

颗粒与 AC 共同蛋白 KEGG 信号通路分析见增强出

版附加材料。
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4 讨论

AC 以慢性咳嗽及哮喘为主要临床症状，其病

因错综复杂，包括过敏反应、免疫紊乱、异物刺激、

环境气候、内分泌等因素［17］，是儿童中常见的呼吸

道疾病之一。由于小儿自身的支气管黏膜娇嫩，不

容易抵抗外界病菌的感染，因而很容易引起炎症，

产生咳嗽。近年来，我国小儿 AC 的发生率呈逐渐

上升的趋势［18］。西医常使用支气管扩张剂、抗组胺

药物、抗过敏药物、糖皮质激素等治疗小儿 AC，疗

效确切，但容易反复、依从性差，且具有一定的不良

反应［19-21］。中医方面认为 AC 病机主要是风邪上扰

于肺，气道不利，肺失宣降，肺气上逆发为咳嗽，病

变部位主要在肺，以“受刺激则咳”为主要临床特

征；治疗方面，其提出祛风为要、宣降并举、散敛结

合、随证加味、兼顾调护的整体治疗思路［22］，在治疗

小儿 AC 方面具有不良反应小、疾病复发率低、病程

短、预后性强等独特优势。

XEHT 成分包括桔梗流浸膏、桑白皮流浸膏、吐

根酊、盐酸麻黄碱，辅料为蔗糖、香精、枸橼酸、枸橼

酸钠。桔梗味辛苦，长于开宣肺气；桑白皮味辛甘，

善于降气化痰，两药合用，一宣一降，以恢复肺之宣

降功能，并能增强君药止咳化痰之力。全方配伍合

理，温而不燥、润而不腻、散寒不助热、解表不伤正

的特点［23］。本实验通过 OVA 诱导建立 AC 豚鼠模

型，XEHT 进行干预，结果显示 XEHT 具有止咳、减

少肺部 IL-6、TNF-α、IL-1β等炎症因子的表达、降低

免疫反应性、缓解肺部损伤、改善豚鼠肺功能。

蛋白组学 KEGG 信号通路结果显示，XEHT 改

善 AC 的富集通路主要为 Phospholipase D、mTOR、

ErbB 信号通路。Phospholipase D、mTOR 信号通路

是重要的细胞信号传导通路，在细胞内起着重要的

调节作用，涉及细胞生长、增殖、分化、凋亡等多种

生理过程［24-25］。PLD 通过产生二磷酸甘油（PA），可
以激活 mTOR 信号通路，同时，mTOR 信号通路也可

以调节 PLD 的活性和表达水平，从而影响 PLD 介导

的信号传导路径。mTOR 的过度活化会抑制细胞自

噬，导致气道出现免疫细胞性炎症，增加免疫细胞

内炎性小体的形成，刺激炎症因子产生，从而加重

气道炎症及增高气道反应性。因此，抑制 mTOR 表

达可减轻气道炎症反应［26］。ErbB 信号通路可通过

ErbB 家族受体的激活，触发一系列信号传递事件，

包括 Ras/Raf/MAPK、PI3K/Akt 等下游途径。ErbB

作为有效的炎症转录因子，调节多种靶基因。ErbB

信号通路激活，导致炎性细胞因子（如 IL-6、IL-4、

IL-5）的过量产生。这些炎性细胞因子也能促进

ErbB 信号的激活，进而引发体内复杂的炎症级联反

应。在哮喘患者中，肺及气道上皮细胞和巨噬细胞

中  ErbB 的高表达表明了 ErbB 信号在哮喘发病机制

中的重要性，因此，抑制 ErbB 信号通路的过度激活

已成为治疗哮喘的新靶点［27-28］。在 AC 中，气道炎症

反 应 是 主 要 特 征 之 一 。 故 XEHT 可 能 通 过

Phospholipase D、mTOR/ErbB 信号通路调节免疫细

胞活化、炎症介质释放和气道炎症反应等途径对

AC 发挥一定的调节作用。

中药复方组方灵活多变、化学成分复杂，其确

切有效成分及作用靶点尚不明确，且只有一小部分

的中药或药物活性物质被挖掘［29］，网络药理学打破

了传统新药研发模式，从网络角度解释了生物系

统、药物和复杂疾病之间的相互作用关系，具有与

中医相似的整体原理，被认为是阐明中药复杂机制

的一种新方法［30］。网络药理学通过构建药物活性

成分 -基因靶点 -疾病 -通路、蛋白互作网络，系统综

合阐明药物的作用机制［31-32］。通过网络药理学分析

可知，槲皮素、吐根碱、木犀草素、刺槐素、麻黄碱等

可能为 XEHT 治疗 AC 的主要活性成分。槲皮素是

一种天然黄酮类化合物，研究表明其具有抗炎、抗

氧化、免疫调节等药理作用［33］；吐根碱药理活性在

于其能够作用于细胞增殖和代谢的过程并影响多

种关键蛋白的表达水平［34-36］；木犀草素为黄酮类化

合物，具有抗氧化、抗肿瘤等多种药理作用［37］，研究

发现木犀草素可通过抗炎、抗氧化作用，改善脓毒

症引起的急性肺损伤［38］；研究表明，刺槐素对肺损

伤、哮喘、关节炎等多种炎症性疾病均具有改善作

用［39-41］；麻黄碱是麻黄主要成分，研究表明其有镇

咳、平喘、抗炎、抗过敏等药理作用［42］。尤其重要的

是，KEGG 富集分析结果表明，XEHT 同样通过参与

调控 Phospholipase D、mTOR、ErbB 信号通路以干预

AC 的病理进程。

综上所述，本研究通过体内动物实验证实了

XEHT 对 AC 具有潜在的保护作用。此外，蛋白质组

学及网络药理学 KEGG 富集分析共同揭示 XEHT 可

能是通过调控 Phospholipase D、mTOR、ErbB 信号通

路干预 AC 病理发生与发展。

［利益冲突］ 沈祥春为《中国实验方剂学杂志》编委，但

未参与审校的任何环节。
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