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　 　 【摘要】 　 目的　 研究金银花水提物( LJFWE) 的成分,并研究金银花水提物改善脓毒症的相关机制,利用

RAW
 

264. 7 小鼠巨噬细胞在体外验证其对败血症的影响。 方法　 (1)用超高效液相色谱-高分辨质谱技术( UPLC-
QE

 

Orbitrap
 

MS)测定金银花水提物的主要成分;(2)使用多个疾病数据库收集脓毒症靶点并结合生物信息学分析

金银花水提物改善脓毒症潜在靶点;(3)建立小鼠 RAW264. 7 巨噬细胞脓毒症模型,利用 RT-qPCR 研究金银花水

提物对脓毒症核心靶点基因及炎性因子的调控作用。 结果　 用 UPLC-QE
 

Orbitrap
 

MS 在正、负离子模式下进行检

测的结果与本地库及文献对比得到 23 个活性成分。 预测出木犀草素、山奈酚、槲皮素、马钱子苷和咖啡酸可能为

金银花改善脓毒症的主要活性成分,MAPK8、TP53、RELA、MAPK1 及 MYC 可能为金银花改善脓毒症的关键靶点。
RT-qPCR 实验结果显示,与模型组相比较,金银花给药组中 5 个关键靶点基因( MAPK8、TP53、RELA、MAPK1、
MYC)及炎性因子(IL-1β、IL-6、IL-10、iNOS、TNF-α)表达下调,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 结论　 木犀草素、
山奈酚、槲皮素、马钱子苷和咖啡酸可能为金银花水提物治疗脓毒症的主要有效成分,靶点基因 MAPK8、TP53、
RELA、MAPK1、MYC 及炎性因子(IL-1β、IL-6、IL-10、iNOS、TNF-α)可能为金银花水提物治疗脓毒症的关键靶点,该
研究为后续金银花治疗脓毒症的作用机制研究提供理论基础。

【关键词】 　 金银花;脓毒症;超高效液相色谱-高分辨质谱;RAW264. 7 细胞
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

analyze
 

the
 

components
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

( the
 

dried
 

flower
 

bud
 

or
 

newly
 

bloomed
 

flower
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

Thunb. )
 

water
 

extract
 

( LJFWE)
 

and
 

its
 

potential
 

mechanism
 

on
 

improving
 

sepsis,
 

and
 

to
 

verify
 

its
 

effects
 

on
 

sepsis
 

in
 

vitro
 

using
 

RAW
 

264. 7
 

murine
 

macrophages
 

cells.
 

Methods　 (1)
 

UPLC-QE
 

Orbitrap
 

MS
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

LJFWE
 

compounds
 

and
 

search
 

for
 

the
 

target
 

genes
 

on
 

improving
 

sepsis.
 

(2) The
 

multiple
 

disease
 

databases
 

were
 

used
 

to
 

build
 

a
 

sepsis
 

target
 

database.
 

(3)
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

core
 

genes
 

adjusted
 

by
 

LJFWE
 

in
 

sepsis,
 

after
 

the
 

establishment
 

of
 

the
 

RAW
 

264. 7
 

cell
 

sepsis
 

model.
 

Results 　
 

23
 

active
 

components
 

on
 

improving
 

sepsis
 

were
 

obtained
 

under
 

the
 

UPLC-QE
 

Orbitrap
 

MS
 

in
 

positive
 

and
 

negative
 

ion
 

modes
 

with
 

comparing
 

the
 

local
 

database
 

and
 

literature,
 

including
 

Luteolin,
 

kaempferol,
 

quercetin,
 

loganin
 

and
 

caffeic
 

acid
 

in
 

LJFWE.
 

MAPK8、TP53、RELA、
MAPK1

 

and
 

MYC
 

were
 

predicted
 

as
 

the
 

key
 

targets.
 

RT-qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

LJFWE
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

inflammation-related
 

factors
 

( IL-1β,
 

IL-6,
 

IL-10,
 

iNOS,
 

TNF-α)
 

and
 

five
 

key
 

target
 

genes
 

( MAPK8,
 

TP53,
 

RELA,
 

MAPK1,
 

MYC)
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group.
 

Conclusions 　 Luteolin,
 

kaempferol,
 

quercetin,
 

loganin,
 

and
 

caffeic
 

acid
 

may
 

be
 

the
 

effective
 

ingredients
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

sepsis
 

in
 

LJFWE.
 

MAPK8,TP53,RELA,MAPK1
 

and
 

MYC
 

and
 

inflammation-related
 

factors
 

( IL-1β, IL-6, IL-10, iNOS, TNF-α)
 

may
 

be
 

the
 

key
 

targets
 

of
 

LJFWE
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

sepsis.
 

This
 

study
 

provided
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

verification
 

of
 

the
 

mechanism
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

sepsis.
【Keywords】　 Lonicerae

 

japonicae
 

flos;
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UPLC-QE
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MS;
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264. 7
 

cell

　 　 脓毒症( sepsis)是 ICU 常见重症之一,因为其

起病快,病死率高的特点,目前已经成为国际上讨

论的主要健康问题[1] 。 在脓毒症的疾病发生发展

过程中,免疫调节失衡所导致的过度炎症和免疫抑

制状态是导致多器官损伤的主要原因。 目前主要

以抗菌及多种支持治疗方案管理脓毒症患者,但长

期的侵入性检查、治疗易导致感染,包括抗生素的

过度使用出现的耐药性等副作用都在影响着脓毒

症的治疗。 因此,中药结合抗生素方案逐渐成为脓

毒症临床治疗探索的策略之一[2-3] 。
最 新 药 理 学 研 究 表 明, 金 银 花 ( Lonicerae

 

japonicae
 

flos)是一种具有抗炎、抗菌、免疫调节、抗
氧化及抗病毒及等功能的中草药[4] 。 其复方制剂

如痰热清、热毒宁及金银花单体中部分成分被证明

对脓毒症炎症抑制及免疫调节等有较好的辅助治

疗效果[5-6] 。 但目前对金银花改善脓毒症免疫状态

的机制研究较少,且由于金银花成分复杂,二者相

关结合研究存在困难。 因此,我们首先使用超高效

液相色谱-高分辨质谱技术对金银花水提物进行成

分分析。 在此基础上,通过小鼠 RAW264. 7 巨噬细

胞构建脓毒症细胞模型,进而通过体外实验研究金

银花改善脓毒症的可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 小鼠 RAW264. 7 巨噬细胞购于北京大学医

学部。

1. 2　 主要试剂及仪器
 

　 　 金银花产自山东,购自北京太洋树康药业有限

责任公司(批号 2008113),经水提、浓缩、喷雾干燥、
粉碎而成; DMEM 培养基 ( Thermo

 

Scientific,批号

11965092);胎牛血清( Gibco,批号:10099141);LPS
(Sigma 公司,批号 12880);RNA 提取试剂盒(艾德

莱,批号 RN28);cDNA 反转录试剂盒( Promega,
 

批

号 A5000 ); NovoStart
 

SYBR
 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus
(novoprotein,批号:E096-01B)。 细胞培养箱(美国,
Thermo);酶标仪(美国,MolecμLar

 

Devices);CFX96
实时荧光定量 PCR 仪( Bio-Rad);低温高速离心机

(德国
 

Eppendorf 公司, 型号: 5430R )。 UPLC-Q-
ExactiveOrbitrap-MS 四极杆-静电场轨道阱高分辨

质谱仪(赛默飞世尔科技公司);超高效液相色谱系

统(赛默飞,Ultimate3000);色谱柱 LO90AC18(100
 

mm×2. 1
 

mm,2. 7
 

μm)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 金银花水提物成分检测及活性靶点研究

　 　 (1) UPLC-QE-Orbitrap-MS 分析金银花水提物

成分
 

精密移取金银花提取物 1
 

mg,用 1
 

mL
 

70%甲

醇溶解, 超声处理 15
 

min, 离心 ( 1000
 

r / min, 10
 

min),取上清,过微孔滤膜(0. 22
 

μm),进行超高效

液质 ( UPLC-QE-Orbitrap-MS ) 分 析。 色 谱 柱 为

Waters
 

UPLC
 

HSS
 

T3(100
 

mm×2. 1
 

mm×1. 8
 

μm);
流动相 A(甲酸水溶液:0. 1%),B(甲酸乙腈溶液:
0. 1%);梯度洗脱条件为 0 ~ 15

 

min:5%
 

B→90%
 

B;
15

 

~ 20
 

min:90%
 

B,20
 

~ 20. 1:90%
 

B→5%
 

B,20. 1
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~ 30
 

min:5%
 

B;流速为 0. 3
 

mL / min;柱温:30℃ ;进
样量为 5

 

μL。 该系统与 QE
 

Orbitrap 质谱仪(美国

Thermo
 

Fisher
 

Science)相连。 电喷雾离子源,正、负
离子切换全扫描(100 ~ 1500

 

Da 扫描范围),离子源

温度 320℃ ,电离源电压 3. 8
 

kV( +),辅助气加热温

度:350℃ ,分辨率 70000,载气为高纯氮气,鞘气流

速 25
 

L / min,辅助气流速 8
 

L / min,碰撞能量 15、30、
45

 

eV。 使用 Compound
 

Discoverer ( 2. 1. 0. 401 版)
导入数据,结合本地 OTCML 数据库进行成分预测。

(2)金银花水提物活性成分的对应靶点研究
 

通过中药系统药理学数据库与分 析 平 台

(TCMSP:Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Database
 

and
 

Analysis
 

Platform)、Swiss 靶点预测平台(Swiss
 

Target
 

Prediction)及相关文献检索筛选金银花活性成分及

靶点数据,通过 Perl 脚本对药物有效成分及对应靶

点进行匹配。 在 uniprot( https: / / www. uniprot. org)
依次选择“human”、“reviewed”下载最新所有已经验

证的人类基因靶点信息数据包,通过 Perl 脚本匹配

金银花活性成分及对应靶点 Gene
 

Symbol。
1. 3. 2　 脓毒症疾病靶点研究

 

　 　 从 GEO 数据库下载 GSE28750[7] 、GSE54514[8] 、
GSE67652[9] 、 GSE69528[10] 的 脓 毒 症 表 达 谱 数 据。
GSE28750 包括 10 例脓毒症和 20 名健康人群的全

血样本。 GSE54514 基于基因芯片平台 GPL6947
(35 例脓毒症,18 例健康样本),GSE67652 基于芯

片平台 GPL16699(12 名脓毒症患者及 12 名健康志

愿者),数据集 GSE69528 基于平台 GPL10558 ( 28
名健康人和 83 名脓毒症患者)。 根据平台中的注

释信息,使用探针 ID 来识别相应的基因。 使用 R
软件的 Limma 软件包(版本:3. 40. 2)研究 mRNA 的

差异表达,校正数据批次。 在 GEO 中分析了调整后

的 P 值以纠正假阳性结果。 以“Adjusted
 

P<0. 05 且

log2(倍数变化) >1 或 log2(倍数变化) <-1”为阈值

筛选差异表达基因。 同时, 以关键词 “ sepsis ”、
“septic”、“ septic

 

shock”
 

在 Genecard( https: / / www.
genecards. org / )、 OMIM ( https: / / omim. org / )、
Drugbank( https: / / go. drugbank. com / ) 数据库搜索

脓毒症疾病靶点,使用 Uniprot 数据库 ( https
 

: / /
www. uniprot. org / )对疾病疾病靶点进行靶点基因识

别转换,与 GEO 分析所得差异基因进行整合,消除

重复项,最终得到脓毒症靶点基因数据库。

1. 3. 3　 金银花水提物活性成分与脓毒症靶点相关

性研究

　 　 基于 1. 3. 1、1. 3. 2 所整理的数据,使用 R 包根

据金银花活性成分靶点与金银花水提物-脓毒症复

合靶点预测出金银花治疗脓毒症活性成分,通过

Perl 脚本和 Cytoscape 软件构建金银花活性成分-脓
毒症靶点网络。
1. 3. 4　 金银花水提物活性成分与脓毒症靶点蛋白

质互作网络及核心基因研究

　 　 在上述分析结果的基础上,我们将金银花活性

成分对应靶点与脓毒症靶点基因数据库进行匹配,
得到金银花 - 脓毒症复合靶点, 上传至 STRING
(https: / / string-db. org / )在线平台进行蛋白质网络

互作用(PPI)分析。 本研究使用 STRING 数据库根

据既往研究及大数据预测靶点基因来标注靶点基

因与其他基因之间的功能交互作用,并通过网络图

形予以展示。 我们可以认为处于节点的基因在生

物过程中发挥更重要的作用。 并将蛋白质互作用

网络图导入 Cytoscape 软件中,使用 CytoNCA 插件计

算靶 点 基 因 BC、 CC、 Degree、 Eigenvector、 LAC、
Network,筛选出大于所有参数中位数的基因,生成

核心基因网络[11] 。
1. 3. 5　 金银花治疗脓毒症的具有生物标志物特征

的核心基因

　 　 为了对 1. 3. 4 中核心网络的基因赋予临床诊疗

价值,本研究使用受试者操作特征曲线(ROC)对核

心网络的基因进行分析。 通过比较 ROC 曲线下面

积(AUC)评估所选金银花靶点对脓毒症治疗特性,
筛选其中 AUC>0. 8 的基因作为金银花水提物治疗

脓毒症的潜在靶点基因。
1. 3. 6　 金银花水提物对 RAW264. 7 脓毒症细胞模

型潜在靶点基因和炎症因子 mRNA 表达干预研究

　 　 小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 使用完全培养基(含

10%胎牛血清 DMEM 高糖培养基)在细胞培养箱中

孵育(5%
 

CO2,37℃ ),选择细胞 80%密度时进行实

验。 除对照组外,模型组和实验组均使用 LPS(0. 5
 

μg / mL)刺激 RAW264. 7 细胞进行造模,其中实验

组造模前使用浓度为 75
 

μg / mL 的金银花水提取物

预处理 2
 

h。 造模 24
 

h 后按照说明书流程使用 RNA
提取试剂盒从细胞中提取总 RNA、反转录和实时荧

光定量,并计算各组分中金银花水提物治疗脓毒症

相关炎症因子( IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-α、iNOS) 和

关键靶点基因的相对表达量。 β-actin、IL-1β、IL-6、
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MAPK1 和 MYC 等引物由擎科生物(中国,上海)设

计、合成(表
 

1)。

表 1　 RT-qPCR 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
 

used
 

for
 

RT-qPCR
基因 Gene 引物序列(5’ -3’)Primer

 

sequence
β-actin F:GGCTGTATTCCCCTCCATCG　

 

R:CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

IL-10 F:GTGGAGCAGGTGAAGAGTGA　 R:TCGGAGAGAGGTACAAACGAG

IL-6 F:GCCTTCTTGGGACTGATGCT　
 

R:GTGACTCCAGCTTATCTCTTGGT

IL-1β F:AAATACCTGTGGCCTTGGGC　 R:CTTGGGATCCACACTCTCCAG

TNF-α F:TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG　 R:GGTCTGGGCCATAGAACTGA

iNOS F:GAGGCCCAGGAGGAGAGAGATCCG　 R:TCCATGCAGACAACCTTGGTGTTG

AKT1 F:TCGTGTGGCAGGATGTGTAT　
 

R:ACACACTCCATGCTGTCATCTT

TP53 F:CACGTACTCCTCCCCTCA　 　 　 R:CACCCGGATAAGATGCTGGG

MAPK1 F:ACCAACCTCTCGTACATCGG　 R:TTCTCATGTCTGAAGCGCAGT

RELA F:CTGCCGAGTAAACCGGAACT　 R:GCCTGGTCCCGTGAAATACA

MAPK8 F:CCACCAAAGATCCCGGACAA　 R:GCTGCACCTGTGCTAAAGGA

MYC F:CTAGTGCTGCATGAGGAGACA　 R:CTGGTGAGTGGAGACGTGG

JUN F:GCACATCCACCACTACACCGA　 R:GGGAAGCGTGTTCTGGCTAT

FOS F:ATGGGCTCTCCTGTCAACAC　 　 R:GTCTTCACCATTCCCGCTCT

图 1　 金银花水提物总离子流图

Figure
 

1　 Total
 

ion
 

current
 

chromatogram
 

of
 

Lonicera
 

japonica
 

flos
 

1. 4　 统计学方法
 

　 　 实验数据统计学分析及图片生成均采用

GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行,结果用平均数±标准

差( 􀭰x±s)表示,组间比较采用 Student
 

t 检验,以 P<
0. 05 被认为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 金银花水提物的主要成分

　 　 UPLC-QE-Orbitrap-MS 检测结果显示,在正、负

离子流模式下共鉴定出 59 个可能的金银花水提物

成分。 经 TCMSP、Swiss 数据库及网络文献检索分

析出金银花水提物活性成分 23 个,预测出对应靶点

386 个。 金银花水提物总离子流图见图 1,金银花水

提物活性成分见表 2。
2. 2　 金银花水提物治疗脓毒症的活性成分和靶点

　 　 联合分析 GEO 数据库中的四个基因芯片

( GSE28750、 GSE54514、 GSE67652、 GSE69528 )
发现了 1298 个与脓毒症相关的差异表达基因

(图 2A) 。 此外,整合了 Genecard、 OMIM、 TDD、
Drugbank

 

4 大 数 据 库 的 疾 病 靶 标 2533 个 ( 图
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2B) ,将疾病靶标与 GEO 分析结果相结合并消除

重复值,进而确定了 3831 个脓毒症相关靶点。
将金银花的活性成分靶标与脓毒症的疾病靶标

进行匹配,筛选出 244 个金银花和脓毒症的复合

靶标( 图 2C) 。 使用 Cytoscape 软件生成金银花

水提物治疗脓毒症靶点-成分网络图( 图 3) ,按

照 Degree 度值对化合物进行排名,木犀草素、山

奈酚、槲皮素、马钱子苷和咖啡酸为排名前五的

金银花水提物治疗脓毒症成分。
2. 3　 金银花水提物治疗脓毒症的核心靶点网络

　 　 将 244 个共同靶点上传至 STRING,生成蛋白质

互作用网络图,置信度得分设置为 0. 4,共有 244 个

节点,4902 条边,平均节点度值 40. 2(图 4A)。 将上

述 PPI 网络导入 cytoscape 后使用 CytoNCA 插件对

PPI 网络进行 BC、 CC、 Degree、 Eigenvector、 LAC、
Network 计算分析,再使用 Perl 脚本筛选出所有条

件都大于中位值的核心基因,循环计算 2 次(第二

次循环 Betweenness > 21. 0496、 Closeness > 0. 5212、
Degree>9、Eigenvector>0. 1078、LAC>4. 125、Network
>5. 0142),最终预测出 17 个核心靶点基因(图 4B、
4C) ( 表 3): MYC、 ESR1、 SRC、 JUN、 RB1、 CCND1、
MAPK8、 TP53、 NFKBIA、 FOS、 MAPK1、 AKT1、
HSP90AA1、PIK3R1、RELA、TNF、EGFR。
2. 4　 金银花治疗脓毒症的具有生物标志物特征的

核心基因

　 　 脓毒症诊断特性的 ROC 曲线结果显示核心

靶点基因 MAPK8、 TP53、 RELA、 MAPK1 和 MYC
的 ROC 曲线下面积( AUC) >85(P<0. 05) 。 对脓

毒症诊断特异性、敏感性均大于 80,表现出了对

脓毒症诊断较好的较好敏感性和特异性,进而选

取作为金银花水提物治疗脓毒症的具有生物标

志物特性的关键靶点基因进一步验证分析。 见

图 5。
2. 5　 金银花水提物对脓毒症相关靶点和炎症因子

的调控作用

　 　 用 RT-qPCR 测量脓毒症 8 个关键靶点基因

(MAPK8、 JUN、 RELA、 AKT1、 MAPK1、 TP53、 MYC、
FOS) 及相关炎性因子 ( IL-1β、 IL-6、 IL-10、 iNOS、
TNF-α)的相对表达水平。 结果显示,与正常组相

比,LPS
 

诱导的
 

RAW264. 7 细胞中脓毒症相关关键

靶点基因和炎性因子表达显著上调(P<0. 05)。 与

模型组相比, 金银花药物干预组 MAPK8、 TP53、
RELA、MAPK1、MYC 和炎性因子 IL-1β、IL-6、IL-10、

iNOS、TNF-α 表达显著降低,差异均具有统计学意

义(P<0. 05)。 见图 6、图 7。

表 2　 金银花水提物成分表
  

Table
 

2　 Constituents
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

water
 

extract
出峰时间

(min)
RT

化合物名
Name

分子式
Formula

分子量
Molecular

 

weight

1. 998 隐绿原酸
Cryptochlorogenic

 

acid
C16 H18 O9 354. 0951

5. 071 金丝桃苷
Hyperoside

C21 H20 O12 464. 0955

5. 702 异绿原酸 C
Isochlorogenic

 

acid
 

C
C25 H24 O12 516. 1268

5. 071 异槲皮苷
Isoquercitrin

C21 H20 O12 464. 0955

3. 068 绿原酸
Chlorogenic

 

acid
C16 H18 O9 354. 0951

3. 632 1-咖啡酰奎宁酸
1-Caffeoylquinic

 

acid
C16 H18 O9 354. 0951

4. 071 异绿原酸 B
Isochlorogenic

 

acid
 

B
C25 H24 O12 516. 1268

4. 108 断氧化马钱苷
Secoxyloganin

C17 H24 O11 404. 1319

5. 32 1,3-二咖啡酰奎宁酸
1,3-Dicaffeoylquinic

 

acid
C25 H24 O12 516. 1268

10. 661 槲皮素
Quercetin

C15 H10 O7 302. 0427

4. 649 莫诺苷(α+β)
Morroniside

C17 H26 O11 406. 1475

5. 702 3,5-二-O-咖啡酰基奎宁酸
3,5-Dicaffeoylquinic

 

acid
C25 H24 O12 516. 1268

5. 067 木犀草苷
Cynaroside

C21 H20 O11 448. 1006

4. 174 咖啡酸
Caffeic

 

acid
C9 H8 O4 180. 0423

3. 941 马钱子苷
Loganin

C17 H26 O10 390. 1526

3. 739 对羟基苯甲酸
4-Hydroxybenzoic

 

acid
C7 H6 O3 138. 0317

1. 998 5-羟甲基糠醛
5-Hydroxymethylfurfural

C6 H6 O3 126. 0317

3. 739 原儿茶醛
Protocatechualdehyde

C7 H6 O3 138. 0317

5. 067 荭草苷
Orientin

C21 H20 O11 448. 1006

1. 049 烟酸
Nicotinic

 

acid
C6 H5 NO2 123. 032

7. 069 木犀草素
Luteolin

C15 H10 O6 286. 0477

1. 105 右旋奎宁酸
Quinic

 

acid
C7 H12 O6 192. 0634

7. 069 山奈酚
Kaempferol

C15 H10 O6 286. 0477
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图 2　 金银花活性成分靶点与脓毒症靶点韦恩图

Figure
 

2　 Venn
 

diagram
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

active
 

ingredient
 

target
 

genes
 

and
 

sepsis
 

target
 

genes

图 3　 金银花活性成分-脓毒症靶点网络图

Figure
 

3　 Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

active
 

ingredient-sepsis
 

target
 

network

3　 讨论

　 　 本研究中,金银花水提物对细胞脓毒症模型炎

症 显 示 出 显 著 的 抑 制 作 用。 通 过 UPLC-Q-
ExactiveOrbitrap-MS 检测得到金银花水提物主要成

分,结合网络药理学对金银花进行成分分析及脓毒

症治疗机制预测,发现金银花水提物的五种主要成

分木犀草素、山奈酚、槲皮素、马钱子苷和咖啡酸参

与抑制脓毒症炎症,进一步研究实验表明,MAPK8、

TP53、RELA、MAPK1、MYC 可能为金银花作用于脓

毒症的关键药物靶点。
金银花水提物对脓毒症作用靶点的调控作用

明显。 导致脓毒症炎症反应失衡的相关靶点和通

路很多,包括 MAPK、NF-κB、IL-17、AMPK 及 mTOR
等通路及靶点。 其中,MAPK 通路在致炎条件刺激

下通过 ERK、JNK、P38 等途径在调控炎症因子生成
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图 4　 金银花-脓毒症基因靶点 PPI 网络图和核心靶点网络图

Figure
 

4　 Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

sepsis
 

PPI
 

network
 

and
 

hub
 

genes
 

network

表 3　 金银花治疗脓毒症核心基因
Table

 

3　 Lonicerae
 

japonicae
 

flos
  

sepsis
 

hub
 

genes
基因名
Name

介数中心性
Betweenness

接近中心性
Closeness

度值
Degree

特征向量
Eigenvector

平均连通性
LAC

网络得分
Network

MYC 37. 52297 0. 569767 16 0. 208489 7. 125 9. 405417
ESR1 70. 69118 0. 583333 16 0. 205618 6. 875 9. 494838
SRC 229. 3595 0. 636364 22 0. 23249 6. 272727 12. 49145
JUN 137. 5753 0. 628205 23 0. 267375 8. 086957 15. 34108
RB1 42. 76485 0. 556818 14 0. 165577 5. 571429 7. 737926

CCND1 26. 45909 0. 538462 13 0. 17223 5. 846154 6. 817677
MAPK8 70. 62577 0. 569767 15 0. 180303 5. 066667 7. 113209
TP53 127. 9422 0. 620253 23 0. 256084 8 16. 34232

NFKBIA 22. 40634 0. 544444 13 0. 150243 6. 153846 8. 512446
FOS 24. 27865 0. 563218 14 0. 187525 7 8. 509402

MAPK1 194. 747 0. 653333 24 0. 272913 7. 666667 14. 99922
AKT1 208. 1612 0. 644737 25 0. 262363 6. 96 15. 83603

HSP90AA1 226. 0607 0. 6125 20 0. 203326 5. 8 10. 75064
PIK3R1 34. 73842 0. 550562 12 0. 146295 4. 5 5. 606277
RELA 216. 2185 0. 628205 23 0. 223358 6. 347826 14. 42423
TNF 126. 8067 0. 576471 17 0. 155512 4. 705882 8. 535943
EGFR 49. 87631 0. 576471 14 0. 162915 5. 285714 6. 936896

方面发挥重要作用。 本次研究发现 MAPK 通路中

的 MAPK8、 MAPK1 与下游通路 RELA、 TP53 及
MYC 在金银花水提物改善脓毒症炎症过程中起了
关键作用。 MAPK8、MAPK1 与 RELA、TP53 及 MYC
在先前的文献研究被提及通过 MAPK / NF-κB、
MAPK / P53、MAPK / c-MYC 通路[12-14] 在免疫介导多
种炎症疾病中发挥作用。 其中,TP53 为肿瘤抑制基
因,败血症期间 T 淋巴细胞中的 P53 表达可能有助
于增强 T 细胞的凋亡,导致免疫功能障碍[15] ,TP53
通过负向调节

 

mTOR 通路,在真菌脓毒症期间通过
自噬-凋亡途径对促进 CD4T 细胞细胞自噬发挥重
要的作用[16-17] 。 MAPK1 和 MAPK8 是 MAPK 通路
中的主要亚族,当炎症反应发生时,中 MAPK1 通过
NOD 样通路将外部信号由细胞膜传递到细胞核,促
进由 NF-κB 信号通路介导的各种炎症因子 ( 如:

TNF-α 和 IL-1β)的释放,加重细胞损伤[18] 。 另有针
对 MAPK3 / MAPK1 信号通路的靶向药物在治疗如
小鼠海马体炎症[19] 、系统性红斑狼疮[20] 及急性肺
部炎症[21] 等各种炎症性疾病中具有重要的价
值[21] 。 最新研究表明,在莲花清瘟治疗小鼠脓毒症
急性肺损伤实验中,通过网络药理学分析及实验验

证,同样筛选出 TP53、MAPK1、MAPK8 为脓毒症治

疗关键靶点基因,并可能通过抑制
 

P53
 

介导的内在
细胞凋亡途径减轻

 

LPS 诱导的急性肺损伤[22] 。 另
一关键靶点基因 RELA 在机体免疫过程中可被 IL-
1β 以及 TNF-α 等细胞因子激活,进而活化 NF-κB
发挥促炎作用[23] 。 还可通过 MAPK / c-Myc

 

通路调
节巨噬细胞极化来减轻败血症诱导的急性肺损
伤[24] 。 上述文献研究表明,我们的实验结果符合这
5 个靶点基因在脓毒症炎症相关信号通路中所涉及
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图 5　 金银花治疗脓毒症核心基因 ROC 曲线

Figure
 

5　 Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

sepsis
 

hub
 

genes
 

ROC
 

curve

注:A:对照组;B:模型组;C:金银花药物干预组。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 6　 金银花对脓毒症关键靶点基因相对表达量的调控作用

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

intervention
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

on
 

relative
 

expression
 

of
 

sepsis
 

related
 

hub
 

genes

的基因的表达情况,金银花水提物在 LPS 脓毒症细

胞模型中抑制了 TP53、 MAPK8、 MAPK1、 RELA 表

达,上调 MYC 基因表达。 这表明金银花水提物中的

多种活性成分可能通过作用于上述靶点及所在通

路,调控过度炎症反应和免疫抑制来改善脓毒症的

免疫失调,以及改善随后导致的多器官功能障碍和

并发症。
长期大量的临床观察研究表明,脓毒症患者免

疫功能受损所导致的炎症反应失调是脓毒症患者

病情进展的重要原因[25-26] ,而金银花所含的主要成

分在预防和改善脓毒症方面的作用已有初步探索。
本研究使用 RT-qPCR 对脓毒症细胞模型的炎症实
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注:A:对照组;B:模型组;C:金银花药物干预组。 与对照组相比,
 ∗∗∗∗P<0. 0001。

图 7　 金银花对脓毒症相关炎性基因相对表达量的调控作用

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

intervention
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
  ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

Lonicerae
 

japonicae
 

flos
 

on
 

relative
 

expression
 

of
 

sepsis
 

related
 

inflammatory
 

genes

验结果表明,LPS 造模后,IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-α
等炎性因子及其诱导基因 iNOS 均高表达。 与针对

单一靶点的西药不同,中药可以通过多成分作用于

多靶点来进行整体施治。 当代中医认为脓毒症发

生发展主因“毒”、“瘀”、“虚”。 邪气侵袭,正邪交

争,生痰生瘀,继而脉络瘀滞,致使脏腑不得气血濡

养,机能紊乱,甚者内闭外脱。 同时邪气流连亦可

令正气渐伤,日久邪实正虚,正气将绝[2,27] 。 目前中

医治疗脓毒症首选清热解毒疗法,其中单味中药金

银花及提取物在目前研究中表现出良好的免疫调

节功效[28] 。 金银花是我国传统清热解毒中药之一,
药理学分析表明金银花的主要成分为黄酮、有机

酸、挥发油及其他类物质,具有显著的清热解毒、抗
炎、抗菌及抗氧化等功效。 近年来的研究显示出金

银花水提取物的某些成分在预防和改善脓毒症方

面有较好的效果,特别是其中的黄酮及有机酸类化

合物,如绿原酸[29] 、金丝桃苷[30] 、槲皮素[31] 、异槲

皮苷[32]及木犀草苷[6] 等成分在既往研究中均被证

明可预防脓毒症及其并发症,并且能减少脓毒症过

程中炎症因子产生。 既有研究表明,木犀草素可以

改善脓毒症小鼠的急性肺损伤[33] ;在 LPS 诱导的巨

噬细胞和小鼠模型中,抑制高迁移率族蛋白 B1,降
低炎症因子释放和脓毒症小鼠死亡率[34] 。 山奈酚

可减轻小鼠脓毒症盲肠结扎穿刺模型的急性肺损

伤[35] ,和白杨素协同作用时能提高败血症小鼠的存

活率[36] 。 槲皮素能通过减轻炎症和氧化应激、降低

TOL 样受体的基因表达,调节免疫状态,改善脓毒

症器官损伤[37] 。 马钱子苷通过调节巨噬细胞极化

和抑制
 

NLRP3
 

炎症小体激活减轻脓毒症诱导的急

性肺损伤[38] 。 咖啡酸衍生物绿原酸及咖啡酸苯乙

酯可降低脓毒症大鼠的炎症和氧化应激[39] 。 在本

研究中,同样含有木犀草素、山奈酚、槲皮素、马钱

子苷和咖啡酸五种主要成分的金银花水提物在 LPS
脓毒症模型中抑制了炎症因子 IL-1β、IL-6、IL-10、

TNF-α、iNOS 基因 mRNA 的表达,进一步证实了上

述早期发现。
近几年研究发现,脓毒症患者早期同时存在炎

症反应过度激活和免疫抑制状态,二者相互作用,
共同影响脓毒症的发生发展[40] 。 这也解释了为什

么单纯地抗感染治疗并不能明显改善脓毒症患者

预后。 现在,我们可以利用超高效液相质谱技术分

析中药有效成分和生物信息学大数据分析相关靶

点,筛选出金银花改善脓毒症的基因并探索其机

制,为金银花在脓毒症的临床治疗找到关键靶点,
为后期药物研发提供理论依据和实验基础。

综上,我们对金银花治疗脓毒症的活性成分及

药物-脓毒症核心靶点进行了研究,发现金银花治

疗脓毒症具有多成分、多靶点的特点,并找出金银

花治疗脓毒症可能的活性成分木犀草素、山奈酚、
槲皮素、马钱子苷和咖啡酸,以及金银花防治脓毒

症的机制与调控 MAPK 及下游通路靶点 TP53、
MAPK8、MAPK1、 RELA、 MYC 和调控的炎症因子

IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-α、iNOS 有关。 此研究为金

银花活性成分如何发挥治疗脓毒症的深入研究提

供参考,也为相关疾病治疗提供新的思路。
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