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摘要:为加强对枇杷核资源的综合开发利用,
 

基于网络药理学探究枇杷核来源的苦杏仁苷干预肺气肿的可能机

制。
 

整合疾病靶点与枇杷核6种成分作用靶点筛选结果,
 

最终聚焦于苦杏仁苷;
 

通过超声辅助提取枇杷核中苦杏

仁苷并完成含量测定;
 

通过构建PPI网络,
 

GO/KEGG富集分析筛选出核心靶点,
 

并进行分子对接,
 

采用体外实

验验证靶点机制与信号通路,
 

最终测得枇杷核中苦杏仁苷的提取率为(1.59±0.14)%;
 

网络药理学筛选出苦杏

仁苷与肺气肿交集靶点共181个,
 

核心靶点包括 AKT1、
 

CASP3、
 

PIK3CD等;
 

富集分析结果显示苦杏仁苷能够

通过调控蛋白磷酸化及水解,
 

从而影响PI3K/AKT通路和凋亡通路,
 

影响肺气肿的发展,
 

核心靶点分子对接结

合能均小于-7
 

kcal/mol。
 

体外研究表明:
 

苦杏仁苷能够抑制香烟烟雾提取物(CSE)诱导的肺癌人类肺泡基底上

皮细胞(A549)的凋亡与氧化应激,
 

并直接阻断AKT磷酸化及PI3K/AKT通路激活。
 

综合表明:
 

苦杏仁苷能够通

过抑制细胞凋亡、
 

氧化应激及PI3K/AKT通路干预肺气肿的发生发展。
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study
 

explored
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

amygdalin
 

derived
 

from
 

loquat
 

kernels
 

in
 

treating
 

pulmonary
 

emphysema
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology
 

combined
 

with
 

molecular
 

docking.
 

Disease
 

targets
 

and
 

targets
 

of
 

six
 

loquat
 

kernel
 

components
 

were
 

integrated,
 

with
 

a
 

focus
 

on
 

amygdalin.
 

Amygdalin
 

was
 

extracted
 

by
 

ultrasound
 

from
 

loquat
 

kernels
 

and
 

the
 

content
 

was
 

determined.
 

Core
 

targets
 

were
 

screened
 

via
 

PPI
 

network
 

construction,
 

GO/KEGG
 

enrichment
 

analyses,
 

and
 

molecular
 

docking.
 

Key
 

mechanisms
 

and
 

signaling
 

pathways
 

were
 

validated
 

through
 

in
 

vitro
 

experiments.
 

The
 

content
 

of
 

amygdalin
 

in
 

loquat
 

kernels
 

was
 

about
 

(1.59±0.14)%.
 

Network
 

pharmacology
 

identified
 

181
 

intersection
 

targets
 

of
 

amygda-

lin
 

and
 

pulmonary
 

emphysema,
 

including
 

core
 

targets
 

(AKT1,
 

CASP3,
 

PIK3CD).
 

Enrichment
 

analyses
 

revealed
 

that
 

amygdalin
 

modulates
 

protein
 

phosphorylation/hydrolysis,
 

impacts
 

the
 

PI3K/AKT
 

and
 

apoptosis
 

pathways,
 

and
 

influences
 

emphysema
 

progression.
 

Molecular
 

docking
 

confirmed
 

strong
 

binding
 

(all
 

binding
 

energies
 

<-7
 

kcal/mol)
 

to
 

core
 

targets.
 

In
 

vitro
 

studies
 

demonstrated
 

that
 

amygdalin
 

suppresses
 

CSE-induced
 

apoptosis
 

and
 

oxidative
 

stress
 

in
 

A549
 

cells,
 

and
 

directly
 

inhibits
 

AKT
 

phospho-

rylation
 

and
 

PI3K/AKT
 

pathway
 

activation.
 

In
 

summary,
 

amygdalin
 

can
 

intervene
 

the
 

occurrence
 

and
 

devel-

opment
 

of
 

pulmonary
 

emphysema
 

by
 

inhibiting
 

apoptosis,
 

oxidative
 

stress,
 

and
 

the
 

PI3K/AKT
 

pathway.
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network
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docking

枇杷是一种传统中药材,
 

富含黄酮类、
 

三萜酸类、
 

多酚类等多种药用活性成分。
 

以枇杷为主要原料的

中成药(如川贝枇杷胶囊[1]、
 

半夏枇杷糖浆[2]、
 

强力枇杷露[3]、
 

川贝枇杷膏[4]等)具有改善气道炎症性水肿、
 

扩张支气管、
 

改善呼吸不畅等作用,
 

常被用于缓解肺气肿。
 

枇杷核作为枇杷的种子,
 

富含苦杏仁苷、
 

总黄

酮、
 

挥发油、
 

三萜酸、
 

多酚等活性成分,
 

其中,
 

苦杏仁苷是多种蔷薇科类中药材种子部位(杏仁、
 

桃仁等)的

重要药效成分,
 

并且在枇杷核中含量远高于其他成分,
 

约为2.11%[5-6]。
 

枇杷核常作为枇杷果肉的加工产物

被废弃,
 

因此,
 

开发利用枇杷核中的活性成分有着很高的经济和药用价值。

苦杏仁苷是广泛存在于蔷薇科植物果仁(杏仁、
 

桃仁、
 

枇杷核等)中的一种氰苷类化合物,
 

有着抗癌、
 

抗炎、
 

抗氧化应激、
 

抗器官纤维化[7]、
 

促血管修复[8]、
 

免疫调节等药理作用[9-10]。
 

目前苦杏仁苷入药的多种

复方中药材被用于缓解肺气肿,
 

例如麦杏补肺汤[11]、
 

厚朴麻黄汤[12]、
 

清肺化痰汤[13]、
 

杏苏止咳颗粒[14]等,
 

具有降气化痰、
 

清肺止咳等功效,
 

能够改善患者咳嗽、
 

咳痰、
 

喘息、
 

胸闷、
 

乏力等症状,
 

证明含有苦杏仁苷

的中药复方对肺气肿有着潜在的疗效,
 

但具体作用机制尚不清晰。
 

本研究采用网络药理学和分子对接手

段,
 

针对枇杷核中6种代表性组分治疗肺气肿的可能靶点进行预测,
 

最终聚焦于苦杏仁苷,
 

通过超声辅助

提取枇杷核中的苦杏仁苷并完成含量测定,
 

再通过体外实验验证,
 

阐明苦杏仁苷干预肺气肿的作用机制,
 

为枇杷核药用资源的开发利用提供可能的方向。

1 材料与方法

1.1 肺气肿的靶点筛选

分别对枇杷核中的代表成分苦杏仁苷、
 

槲皮素、
 

山奈酚、
 

熊果酸、
 

绿原酸、
 

阿魏酸进行靶点预测。
 

通过PubChem数据库获取2D结构文件,
 

并采用SwissTargetPrediction、
 

PharmMapper、
 

SuperPred数

据库进行预测,
 

将结果以Probability大于0和 Norm
 

Fit超过中位数作为条件进行筛选,
 

经整合去重

后得到药物靶点;
 

以“Emphysema”为关键词,
 

在CTD、
 

GeneCards数据库中搜集与肺气肿相关的疾病

靶点。
 

GeneCards数据库结果去除重复值和无 UniProt
 

ID的项目,
 

并以Relevance
 

Score超过中位数作

为筛选条件;
 

CTD数据库以Inference
 

Score超过40为筛选条件,
 

将结果整合去重后得到肺气肿的预
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测靶点。
 

相关网站及数据库如表1。
表1 靶点预测所用数据库

数据库名称 网址

PubChem[15] https:
 

//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

SuperPred[16] https:
 

//prediction.charite.de/

SwissTargetPrediction[17] http:
 

//www.swisstargetprediction.ch/

PharmMapper[18] https:
 

//www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/

GeneCards[19] https:
 

//www.genecards.org/

Uniprot[20] https:
 

//www.uniprot.org/

bioDBnet[21] https:
 

//biodbnet-abcc.ncifcrf.gov/

CTD[22] https:
 

//ctdbase.org/

DAVID[23] https:
 

//david.ncifcrf.gov/home.jsp

微生信[24] https:
 

//www.bioinformatics.com.cn/

AlphaFold[25] https:
 

//alphafold.com/

STRING[26] https:
 

//cn.string-db.org/

1.2 靶点整合及蛋白互作网络的构建

将预测得到的苦杏仁苷和肺气肿的交集靶点上传至STRING数据库中,
 

将目标生物类别设置为“智人

(Homo
 

Sapiens)”,
 

置信度设置为“high
 

confidence(0.700)”,
 

输出结果后导入Cytoscape
 

3.7.1软件中,
 

通

过Cyto
 

NCA插件对结果进行拓扑学分析,
 

计算节点度,
 

构建交集靶点的蛋白互作网络图,
 

并以节点度由

大到小进行排序,
 

得到前20个核心靶点。

1.3 GO和KEGG富集分析

采用DAVID数据库完成GO和KEGG富集分析,
 

并通过微生信在线作图平台绘制GO和KEGG富

集分析柱状图和气泡图。

1.4 分子对接

使用分子对接模拟苦杏仁苷与核心靶点之间的潜在关系,
 

首先从AlphaFold数据库中获得靶点蛋白的

3D结构文件,
 

再从PubChem数据库中获得苦杏仁苷的3D结构文件,
 

通过Open
 

Babel
 

GUI软件对格式进

行转换后,
 

导入AutoDockTools
 

1.5.7中,
 

分别进行去水、
 

加氢、
 

检查扭转键等操作后,
 

通过vina插件进

行全分子对接,
 

将对接结果导入PyMOL
 

2.2.0软件进行可视化分析。

1.5 实验仪器与耗材

电子天平,
 

梅特勒—托利多;
 

超净工作台,
 

苏州净化设备有限公司;
 

电泳及转膜装置、
 

qPCR仪,
 

Bio-rad;
 

荧光倒置显微镜,
 

奥林巴斯;
 

酶标仪,
 

Molecular
 

Devices;
 

高速低温离心机、
 

细胞恒温培养箱、
 

微

量分光光度计,
 

Thermo;
 

PVDF膜,
 

Millipore;
 

苦杏仁苷,
 

源叶;
 

SC79(AKT激活剂)、
 

Hoechst
 

3258、
 

活

性氧检测试剂盒、
 

RIPA 变性裂解液,
 

碧云天;
 

PMSF,
 

Solarbio;
 

DMSO,
 

MP
 

biomedicals;
 

Tween-20,
 

Biosharp;
 

1.5
 

M
 

Tris-HCl,
 

Solarbio;
 

SDS,
 

Biofroxx;
 

磷酸化蛋白酶抑制剂,
 

Servicebio;
 

Trizol、
 

Evo
 

M-MLV
 

RT
 

Kit
 

with、
 

gDNA
 

Clean
 

Premix
 

Pro
 

Taq
 

HS
 

qPCR
 

Kit,
 

艾科瑞;
 

胎牛血清,
 

Adamas;
 

Ham􀆳s
 

F-12k培养基,
 

Gibco等。

1.6 枇杷核中苦杏仁苷的提取及含量测定

1.6.1 苦杏仁苷的提取

选择西南大学华白一号枇杷的新鲜种子作为研究对象,
 

去除表皮杂质,
 

粉碎并过100目筛后置于
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100
 

℃灭活酶3
 

min;
 

再加入4倍体积的正丁烷,
 

脱脂搅拌3
 

h,
 

室温挥干溶剂;
 

最后置于55
 

℃烘箱中干

燥30
 

min得枇杷核粉末。
 

采用超声辅助提取苦杏仁苷:
 

以60%乙醇为提取溶剂,
 

按1∶20料液比进行

投料,
 

50
 

℃、
 

40
 

kHz提取45
 

min,
 

待反应结束,
 

7
 

000
 

r/min离心10
 

min,
 

取上清液,
 

0.22
 

μm微孔滤膜

过滤即为样品溶液,
 

等待上机检测。

1.6.2 苦杏仁苷含量的测定

精密称取10
 

mg苦杏仁苷标准品,
 

甲醇溶解并定容至10
 

mL,
 

即为1
 

mg/mL苦杏仁苷母液,
 

分别稀释

至500、
 

250、
 

125、
 

25、
 

5
 

μg/mL梯度溶液。
 

色谱柱选用C18柱(150
 

mm×4.6
 

mm,
 

5
 

μm),
 

流动相选择

20%甲醇溶液等度洗脱,
 

流速设置为1
 

mL/min,
 

柱压30
 

mPa,
 

检测波长为208
 

nm,
 

以x 为杏仁苷标准品

的质量浓度(mg/mL),
 

y 为峰面积绘制标准曲线。
 

按照上述方法测定样品溶液,
 

将峰面积代入标准曲线,
 

计算得到苦杏仁苷的质量浓度(μg/mL)。

1.7 体外实验方法

1.7.1 香烟烟雾提取物(CSE)的制备

为了模拟临床肺气肿,
 

本研究采用香烟烟雾提取物刺激肺癌人类肺泡基底上皮细胞(A549)构建肺气

肿细胞模型[27]。
 

取50
 

mL包氏管,
 

左接蠕动泵,
 

右接云烟牌香烟(每支焦油8
 

mg、
 

烟碱0.8
 

mg、
 

一氧化碳

7
 

mg,
 

使用前去除滤嘴),
 

内部为20
 

mL
 

Ham􀆳s
 

F-12k完全培养基。
 

点燃香烟,
 

蠕动泵流速调节至

30
 

mL/min,
 

使烟雾通过导管沉降并逐渐溶于培养基中,
 

总共抽吸5支香烟,
 

过程可见培养基溶液颜色由

粉色逐渐变为黄色,
 

伴有不溶性碎屑。
 

抽吸完毕,
 

静置30
 

min,
 

调整pH值为7.2~7.4,
 

经0.22
 

μm水

系微孔滤膜过滤,
 

高效液相色谱法(HPLC)测得提取液中烟碱质量浓度为1
 

675.29
 

μg/mL,
 

记为100%
 

CSE,
 

分装后暂存于-20
 

℃冰箱中,
 

于1个月内使用完毕。

1.7.2 MTT法检测苦杏仁苷和CSE对A549细胞活性的影响

A549细胞由中国科学院细胞库提供。
 

将A549细胞以每孔3
 

000个铺至96孔板中,
 

加Ham􀆳s
 

F-12k
 

100
 

μL培养至贴壁后,
 

加入梯度浓度的苦杏仁苷或CSE,
 

分别培养24、
 

48、
 

72
 

h;
 

培养结束后,
 

每孔

加入20
 

μL
 

MTT试剂,
 

37
 

℃孵育4
 

h,
 

吸出孔内溶液,
 

每孔加入150
 

μL二甲基亚砜(DMSO),
 

充分

振摇10
 

min使沉淀充分溶解,
 

于490
 

nm处检测每孔吸光度值(OD),
 

并计算细胞存活率(R存活)。
 

选

取抑制细胞50%活力的CSE浓度作为造模浓度,
 

保留细胞80%以上活力的苦杏仁苷浓度作为安全浓

度进行后续实验。

R存活 =
OD实验组 -OD调零组

OD对照组 -OD调零组
×100 (1)

式中:
 

OD实验组 代表经苦杏仁苷或CSE处理后的培养孔吸光度值;
 

OD对照组 代表未经药物处理的培养孔吸光

度值;
 

OD调零组 代表调零组(Ham􀆳s
 

F-12k
 

100
 

μL+MTT
 

20
 

μL+DMSO
 

150
 

μL)吸光度值。

1.7.3 Hoechst33258染色检测CSE和苦杏仁苷对A549细胞凋亡的影响

将A549细胞铺至6孔板,
 

培养至一定密度后,
 

加入低、
 

高浓度的苦杏仁苷,
 

培养2
 

h后加入CSE,
 

继

续培养至48
 

h,
 

每孔加入Hoechst33258染色试剂1
 

mL,
 

于37
 

℃培养箱中孵育20
 

min,
 

弃去培养基,
 

PBS

清洗后于荧光显微镜下观察并拍照。

1.7.4 DCFH-DA探针检测CSE和苦杏仁苷对A549细胞总活性氧(ROS)水平的影响

将A549细胞铺至6孔板,
 

培养至一定密度后,
 

加入低、
 

高浓度的苦杏仁苷,
 

培养2
 

h后加入CSE,
 

继

续培养至48
 

h,
 

每孔加入DCFH-DA试剂1
 

mL,
 

于37
 

℃培养箱中孵育20
 

min,
 

弃去培养基,
 

PBS清洗后

于荧光显微镜下观察并拍照。
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1.7.5 实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)

采用Trizol法提取A549细胞的总RNA,
 

去除基因组DNA,
 

并将其反转录为cDNA,
 

设计并合成引

物,
 

按照相应体系和程序进行qRT-PCR反应,
 

结果采用2-ΔΔCt法进行分析并作图。

1.7.6 蛋白免疫印迹实验(Western
 

Blot,
 

WB)

总蛋白的提取全程于冰上进行。
 

采用
 

RIPA裂解液混合体系(RIPA裂解液、
 

PMSF、
 

磷酸化蛋白酶抑

制剂比例为98∶1∶1)裂解细胞后,
 

离心取上清液,
 

即为总蛋白溶液。
 

采用BCA法对蛋白进行定量后,
 

加

入相应比例的Loading
 

Buffer后进行蛋白煮样。
 

通过SDS-PAGE分离蛋白,
 

采用湿转法将蛋白样品转移至

PVDF膜上,
 

浸泡于5%脱脂蛋白摇床2
 

h以封闭非特异性位点,
 

将膜浸泡于一抗中,
 

4
 

℃恒温摇床孵育过

夜;
 

将膜取出浸泡于对应二抗中,
 

摇床孵育1~2
 

h后显影,
 

通过Image
 

J分析蛋白条带灰度值。

1.7.7 免疫荧光染色实验(IF)

将A549细胞铺至12孔板,
 

培养至一定密度后,
 

分别加入苦杏仁苷、
 

苦杏仁苷联合SC79溶液(AKT

激活剂),
 

培养2
 

h后加入CSE并继续培养24
 

h;
 

每孔加入1
 

mL
 

4%多聚甲醛,
 

室温固定30
 

min;
 

每孔加

入1
 

mL
 

Triton
 

X-100,
 

室温通透30
 

min;
 

每孔加入1%BSA,
 

室温封闭1
 

h;
 

每孔加入150
 

μL一抗,
 

4
 

℃湿

盒孵育过夜,
 

回收一抗,
 

避光条件下每孔加入200
 

μL荧光二抗,
 

孵育1.5
 

h;
 

每孔加入1
 

mL
 

DAPI,
 

避光

染色5
 

min,
 

于荧光显微镜下观察拍摄,
 

通过Image
 

J分析荧光强度。

1.8 数据处理与分析

结果均为
 

3
 

次以上独立重复实验所得,
 

数据采用SPSS
 

21.0进行统计分析,
 

GraphPad
 

Prism
 

9.5
 

作

图,
 

单因素方差分析(one-way
 

ANOVA)比较多组间差异,
 

p<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 枇杷核活性成分靶点及肺气肿靶点预测

为了探究枇杷核中化学成分与肺气肿发生发展之间的可能关联,
 

采用SwissTargetPrediction、
 

Pharm-

Mapper、
 

SuperPred数据库,
 

对枇杷核中的苦杏仁苷、
 

槲皮素、
 

山奈酚、
 

熊果酸、
 

绿原酸和阿魏酸共6种主

要成分进行靶点预测,
 

取并集后分别得到了250、
 

316、
 

218、
 

282、
 

316、
 

278个活性成分靶点;
 

随后,
 

采用

GeneCards、
 

CTD数据库对肺气肿进行靶点预测,
 

经筛选整合得到3
 

010个肺气肿靶点。

将6种活性成分靶点与肺气肿靶点取交集,
 

共得到181、
 

131、
 

100、
 

119、
 

141、
 

136个交集靶点,
 

并绘制

活性成分靶点网络图(图1),
 

其中,
 

6种活性成分的共同作用靶点有22个,
 

包括GSTP1、
 

HSP90AA1、
 

EG-

FR、
 

HSPA8、
 

SRC、
 

ESR1、
 

AKT1、
 

MMP8、
 

MAPK14等,
 

涉及EGFR、
 

PI3K/AKT、
 

MAPK等信号通路。
 

考虑到枇杷核中苦杏仁苷的含量远高于其他组分,
 

在开发利用枇杷核过程中价值更高,
 

因此,
 

本研究选择

了苦杏仁苷作为后续研究对象。

2.2 蛋白质互作网络(PPI)的构建及核心靶点的筛选

将苦杏仁苷与肺气肿的靶点取交集,
 

共得到181个可能靶点。
 

将结果导入STRING数据库中,
 

选择高

置信度(0.700),
 

输出并导入Cytoscape
 

3.7.1软件,
 

去除独立蛋白,
 

计算靶点节点度并从大到小排序,
 

以

红—橙—黄色节点区分优先级,
 

绘制蛋白互作网络图(图2)。
 

其中,
 

节点度排名前20的蛋白包括AKT1、
 

EGFR、
 

HSP90AA1、
 

SRC、
 

TLR4、
 

ESR1、
 

MAPK8、
 

MAPK1、
 

CASP3、
 

PIK3CD等(表2),
 

这些蛋白在网

络中起枢纽作用,
 

具有成为苦杏仁苷治疗肺气肿核心靶点的潜力。
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橘色节点:
 

6种枇杷核中有效成分;
 

红色节点:
 

6种成分的共同作用靶点;
 

绿色节点:
 

6种成分的所有作用靶点。

图1 枇杷核活性成分靶点网络图

图2 苦杏仁苷与肺气肿的关键靶点互作网络图
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表2 前20个核心靶点的节点度

序号 靶点 节点度 序号 靶点 节点度

1 AKT1 47.0 11 MAPK1 23.0

2 EGFR 41.0 12 GRB2 22.0

3 HSP90AA1 39.0 13 CASP3 22.0

4 SRC 36.0 14 PIK3CD 21.0

5 MMP9 33.0 15 NFKB1 21.0

6 STAT1 25.0 16 JAK2 20.0

7 IGF1 24.0 17 PTK2 19.0

8 TLR4 24.0 18 ALB 19.0

9 ESR1 23.0 19 FGF2 19.0

10 MAPK8 23.0 20 MET 18.0

2.3 交集靶点的GO和KEGG富集分析结果

GO和KEGG富集分析结果见图3。

图3 苦杏仁苷干预肺气肿的GO和KEGG富集分析图

苦杏仁苷干预肺气肿的生物过程(Biological
 

Process,
 

BP)主要涉及肽基丝氨酸磷酸化(peptidyl-threo-

nine
 

phosphorylation)、
 

蛋白质自磷酸化(protein
 

autophosphorylation)、
 

蛋白水解(proteolysis)、
 

细胞增殖

的正向调控(positive
 

regulation
 

of
 

cell
 

population
 

proliferation)、
 

凋亡过程的负调控(negative
 

regulation
 

of
 

apoptotic
 

process)等;
 

细胞组分(Cellular
 

component,
 

CC)包括富含纤维胶凝蛋白-1的颗粒管腔(ficolin-1-

rich
 

granule
 

lumen)、
 

黏着斑(focal
 

adhesion)、
 

谷氨酸能突触(glutamatergic
 

synapse)、
 

细胞表面(cell
 

sur-

face)等;
 

分子功能(Molecular
 

function,
 

MF)包括内肽酶活性(endopeptidase
 

activity)、
 

蛋白磷酸酶活性
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(protein
 

phosphatase
 

binding)、
 

蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性(protein
 

serine/threonine
 

kinase
 

activity)、
 

信

号受体结合(signaling
 

receptor
 

binding)等(图3a-3c)。
 

KEGG富集分析共富集到了130条信号通路,
 

综合

基因数量、
 

显著性和富集程度分析,
 

主要涉及癌症发病途径(Pathways
 

in
 

cancer)、
 

叉头框蛋白 O信号通

路(FoxO
 

signaling
 

pathway)、
 

脂质与动脉粥样硬化(Lipid
 

and
 

atherosclerosis)、
 

丝裂原活化蛋白激酶信号

通路(MAPK
 

signaling
 

pathway)、
 

磷脂酰肌醇3激酶—蛋白激酶B信号通路(PI3K-Akt
 

signaling
 

path-

way)、
 

化学致癌—活性氧信号通路(Chemical
 

carcinogenesis-reactive
 

oxygen
 

species)等(图3d,
 

3e)。
 

以上结

果提示,
 

苦杏仁苷可能通过促进蛋白磷酸化、
 

蛋白水解,
 

激活PI3K/AKT信号通路、
 

抑制凋亡信号通路

等机制干预肺气肿的发生与发展。

2.4 核心靶点分子对接结果

将苦杏仁苷分别与前20个核心靶点进行分子对接,
 

结果如表3。
 

以对接结合能为判断标准,
 

结合

能小于-5
 

kcal/mol证明结合较稳定,
 

小于-7
 

kcal/mol证明结合很稳定。
 

GO和 KEGG富集分析结

果指出,
 

苦杏仁苷对PI3K/AKT和凋亡通路的影响较为突出,
 

并且苦杏仁苷与 AKT1、
 

PIK3CD和

CASP3的对接结合能均小于-7
 

kcal/mol(图4),
 

因此,
 

苦杏仁苷很有可能通过上述靶点及信号通路

影响肺气肿的发展。

表3 苦杏仁苷与前20个核心靶点分子对接结果

靶点 结合能/(kcal·mol-1) 靶点 结合能/(kcal·mol-1)

AKT1 -7.8 MAPK1 -7.0

EGFR -7.9 GRB2 -6.7

HSP90AA1 -7.8 CASP3 -8.1

SRC -8.4 PIK3CD -8.6

MMP9 -8.5 NFKB1 -5.7

STAT1 -6.0 JAK2 -7.1

IGF1 -5.9 PTK2 -4.9

TLR4 -6.5 ALB -7.9

ESR1 -7.9 FGF2 -6.5

MAPK8 -8.5 MET -6.4

2.5 枇杷核中苦杏仁苷的提取及含量测定

制得苦杏仁苷标准曲线为y=7
 

433
 

x+903.2,
 

R2=0.999
 

1。
 

将样品峰面积代入标准曲线,
 

最终测得

枇杷核中苦杏仁苷的提取率为(1.59±0.14)%,
 

如表4。

表4 枇杷核中苦杏仁苷的质量浓度与提取率测定结果

样品编号 质量浓度/(μg·mL
-1) 提取率/%

1 721.65 1.44
 

2 709.66 1.42
 

3 864.52 1.73
 

4 876.65 1.75
 

均值 793.12±69.50 1.59±0.14
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图4 苦杏仁苷与核心靶点分子对接结果可视化

2.6 MTT法检测香烟烟雾提取物(CSE)和苦杏仁苷对A549细胞增殖活性的影响

为保证后续实验结果稳定且可控,
 

我们采用市售苦杏仁苷标准品进行活性探究。
 

使用 MTT法评估
 

CSE和苦杏仁苷对A549细胞活力的影响。
 

由图5可知,
 

随着CSE和苦杏仁苷浓度的增大,
 

A549细胞的活

性降低;
 

其中,
 

12.09%
 

CSE作用24
 

h,
 

能够抑制50%的细胞活性,
 

而浓度低于20
 

μmol/L的苦杏仁苷作

用24
 

h,
 

A549存活率仍大于90%。
 

为兼顾CSE的效用和A549细胞的活性,
 

后续研究采用10%
 

CSE作为

刺激浓度;
 

为保证苦杏仁苷的安全性,
 

采用20
 

μmol/L作为苦杏仁苷的最大给药浓度。

为了进一步观察苦杏仁苷对香烟烟雾提取物引起的细胞活性降低的干预作用,
 

实验分别设置对照组

(Control),
 

模型组(10%
 

CSE)、
 

低浓度干预组(10%
 

CSE+10
 

μmol/L苦杏仁苷,
 

L)和高浓度干预组

(10%
 

CSE+20
 

μmol/L苦杏仁苷,
 

H)。
 

A549细胞经苦杏仁苷预处理2
 

h,
 

再加入CSE共同作用24、
 

48和72
 

h,
 

结果如图5c。
 

相较于对照组,
 

模型组的细胞活性显著降低(p<0.001),
 

苦杏仁苷作用48
 

h

后细胞活性显著上升(p<0.01),
 

提示苦杏仁苷能够减轻CSE对A549细胞的毒性作用。
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与对照组相比,
 

***表示p<0.001;
 

与模型组相比,
 

##表示p<0.01,
 

差异有统计学意义。

图5 苦杏仁苷对CSE刺激下A549细胞活性的影响

2.7 苦杏仁苷对CSE刺激下A549细胞凋亡的影响

靶点筛选和富集分析结果显示,
 

苦杏仁苷可能通过影响细胞凋亡及相关信号通路干预肺气肿,
 

因此,
 

利用Hoechst33258染色探究苦杏仁苷和CSE对细胞凋亡的影响,
 

结果如图6。
 

对照组细胞核形态规整,
 

呈

现圆形或椭圆形;
 

CSE处理48
 

h后,
 

A549细胞内出现染色质浓缩、
 

核碎裂等现象,
 

荧光变亮;
 

苦杏仁苷处

理48
 

h后有所减轻,
 

证明苦杏仁苷能够减轻CSE诱导的A549细胞凋亡。

基于 Hoechst33258染色结果,
 

进一步采用 WB和qRT-PCR实验,
 

探究苦杏仁苷和CSE对凋亡通

路的影响。
 

WB结果显示,
 

相较于对照组,
 

模型组的Bcl-2蛋白表达显著降低(p<0.05),
 

Bax(p<

0.001)、
 

Caspase-3蛋白(p<0.01)表达和Bax/Bcl-2比值(p<0.01)显著上升;
 

在苦杏仁苷的干预

下,
 

Bax蛋 白(p<0.01),
 

Caspase-3蛋 白(p<0.05)表 达 和 Bax/Bcl-2比 值(p<0.05)显 著 降 低

(图6b-6f)。
 

qRT-PCR结果显示,
 

相较于对照组,
 

模型组的Bcl-2转录水平显著降低(p<0.001),
 

而

Bax
 

的转录水平和Bax/Bcl-2比值显著上升(p<0.001);
 

苦杏仁苷干预下Bax转录水平(p<0.01)、
 

Bax/Bcl-2比值(p<0.001)显著降低(图6g-6i)。
 

综合表明,
 

苦杏仁苷能够通过抑制线粒体的凋亡通

路,
 

减轻CSE诱导的细胞凋亡。

2.8 苦杏仁苷抑制CSE激活的PI3K/AKT信号通路

靶点筛选和富集分析结果显示,
 

苦杏仁苷可能通过影响PI3K/AKT信号通路干预肺气肿的发展,
 

因

01 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第47卷



与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

***表示p<0.001;
 

与模型组相比,
 

#表示p<0.05,
 

##表示p<0.01,
 

###

表示p<0.001,
 

差异有统计学意义。

图6 苦杏仁苷对CSE刺激下A549细胞凋亡及信号通路的影响

此,
 

可通过 WB和IF实验探究苦杏仁苷和CSE对PI3K/AKT信号通路的影响。
 

IF结果显示,
 

相较于对照

组,
 

模型组的p-AKT和p-AKT/AKT蛋白表达水平均显著上升(p<0.001),
 

苦杏仁苷干预下显著降低

(p<0.01),
 

联用SC79后显著回升(p<0.05)(图7a-7d)。
 

WB结果显示,
 

相较于对照组,
 

模型组的PI3K

(p<0.01)、
 

p-AKT蛋白表达(p<0.001)和p-AKT/AKT比值(p<0.001)均显著升高,
 

而苦杏仁苷干预

下显著降低(p<0.05);
 

在此基础上,
 

加入AKT激活剂SC79(SC79+H:
 

10
 

μmol/L
 

SC79+10%
 

CSE+

20
 

μmol/L苦杏仁苷)则表现出p-AKT蛋白表达和p-AKT/AKT比值显著回升(p<0.05)(图7e-7i)。
 

综合

表明,
 

苦杏仁苷可能通过抑制AKT磷酸化,
 

抑制PI3K/AKT信号通路。

2.9 苦杏仁苷降低CSE刺激下A549细胞的总ROS水平

氧化应激是肺气肿的重要发病因素之一,
 

KEGG富集分析结果指出苦杏仁苷可能通过影响ROS水平

干预肺气肿,
 

因此,
 

可采用DCFH-DA探针染色检测苦杏仁苷和CSE对细胞总ROS水平的影响,
 

如图8a

和图8b。
 

相较于对照组,
 

模型组的总ROS水平显著上升(p<0.001),
 

苦杏仁苷治疗下显著降低(p<

0.01),
 

证明苦杏仁苷能够降低细胞的总ROS水平,
 

减轻低氧化应激。

Nrf2/HO-1是参与调控氧化应激的关键信号通路,
 

通过 WB和qRT-PCR实验探究苦杏仁苷和CSE

对Nrf2/HO-1信号通路的影响,
 

如图8c-8g。
 

相较于对照组,
 

模型组的p-Nrf2(p<0.05)、
 

HO-1蛋白表
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与对照组相比,
 

**表示p<0.01,
 

***表示p<0.001;
 

与模型组相比,
 

#表示p<0.05,
 

##表示p<0.01;
 

与 H组相比,
 

& 表示

p<0.05,
 

&&表示p<0.01,
 

差异有统计学意义。

图7 苦杏仁苷对CSE刺激下A549细胞PI3K/AKT信号通路的影响

达(p<0.01)和p-Nrf2/Nrf2比值(p<0.05)显著上升,
 

苦杏仁苷干预下显著降低(p<0.05)。
 

qRT-PCR

结果显示,
 

相较于对照组,
 

模型组的Nrf2和 HO-1转录水平显著上升(p<0.001),
 

苦杏仁苷干预下表

达显著降低(p<0.01)(图8h、
 

8i)。
 

综合表明,
 

苦杏仁苷可能通过抑制 Nrf2/HO-1信号通路的过度激

活,
 

减轻CSE诱导的氧化应激。
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与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

***表示p<0.001;
 

与模型组相比,
 

#表示p<0.05,
 

##表示p<0.01,
 

###

表示p<0.001,
 

差异有统计学意义。

图8 苦杏仁苷对CSE刺激下A549细胞的总ROS水平及相关信号通路的影响

3 讨论与结论

本研究通过网络药理学和分子对接技术对枇杷核中的有效成分进行了初步分析,
 

聚焦苦杏仁苷并探

究其干预肺气肿的可能靶点和分子机制。
 

网络药理学结果显示,
 

苦杏仁苷潜在作用靶点包括 AKT1、
 

HSP90AA1、
 

CASP3、
 

PIK3CD等,
 

通过分子对接验证苦杏仁苷与核心靶点之间的结合能力,
 

并最终聚焦

于AKT1、
 

PIK3CD和CASP3,
 

涉及PI3K/AKT信号通路和线粒体凋亡通路。
 

通过 WB、
 

qRT-PCR和免

疫荧光等实验,
 

证明CSE刺激下的A549细胞表现出肺气肿中典型的凋亡和氧化应激现象,
 

而苦杏仁苷

能够减轻CSE诱导的细胞凋亡和氧化应激,
 

其分子机制可能与抑制AKT磷酸化,
 

影响PI3K/AKT信号

通路有关。

网络药理学与分子对接技术是现代药物研发中的重要工具,
 

本研究通过网络药理学,
 

筛选得到苦杏仁

苷治疗肺气肿的可能靶点共181个;
 

分子对接结果显示,
 

苦杏仁苷能够与AKT1、
 

CASP3和PIK3CD等核

心靶点通过疏水、
 

氢键等方式相互作用,
 

这证明苦杏仁苷可能作为潜在的多靶点药物对肺气肿的发生发展

产生了干预作用。
 

本研究通过超声辅助提取枇杷核中苦杏仁苷并完成含量测定,
 

结果显示苦杏仁苷提取率

为(1.59±0.14)%。
 

枇杷核来源苦杏仁苷的结构及功效与其他中药来源一致,
 

并且在枇杷核中含量远高于

其他成分,
 

具有一定的开发价值。
 

体外研究部分,
 

采用香烟烟雾提取物(CSE)刺激肺癌人类肺泡基底上皮

细胞(A549)构建肺气肿细胞模型,
 

该模型表现出显著的氧化应激和凋亡效应,
 

与肺气肿临床发展中的氧化

应激和肺组织损伤表现相对应。
 

吸烟是肺气肿最重要的发病因素,
 

香烟烟雾中含有大量的活性氧、
 

活性氮、
 

自由基成分,
 

进入肺部后会直接刺激肺组织产生氧化应激和炎症反应,
 

并削弱肺泡壁弹性纤维功能,
 

加重
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肺部组织的损伤[28]。
 

PI3K/AKT信号通路与细胞转录、
 

翻译、
 

增殖、
 

存活紧密相关,
 

并参与了肺气肿的发

生及发展[29]。
 

AKT是该信号通路的核心枢纽因子,
 

通过自身磷酸化发挥作用,
 

一方面可直接调控下游凋

亡通路,
 

加重肺部气道上皮细胞的凋亡和肺组织的实质性损伤,
 

削弱肺部屏障功能[30];
 

另一方面会诱使

Nrf2过度激活,
 

抗氧化因子过度表达,
 

加重肺部氧化应激,
 

同时促进炎症因子的表达,
 

加剧肺部炎症反

应[31]。
 

炎症与氧化应激、
 

凋亡等机制互相影响,
 

互相促进,
 

加重蛋白酶/抗蛋白酶失衡,
 

进而促进肺泡弹性

纤维降解,
 

肺泡弹性降低,
 

呼气困难,
 

促进肺气肿的发展。
 

本研究采用苦杏仁苷干预后,
 

细胞氧化应激和凋

亡水平显著减轻,
 

同时PI3K/AKT信号通路被显著抑制,
 

证明苦杏仁苷能够通过抑制AKT磷酸化,
 

干预

PI3K/AKT信号通路,
 

同时抑制凋亡和Nrf2/HO-1信号通路,
 

减轻细胞凋亡和氧化应激。

本研究为枇杷核活性成分苦杏仁苷治疗肺气肿提供了一定理论依据,
 

但仅采用了网络药理学单一工具

筛选苦杏仁苷的可能作用靶点,
 

得到的结论局限于细胞层面,
 

未来将采用差异表达分析、
 

组学分析等生信

手段,
 

全方面佐证苦杏仁苷的作用机制和靶点通路,
 

并进一步探究苦杏仁苷在体内环境中对肺气肿的治疗

作用,
 

不断挖掘更多枇杷核活性成分的药用价值。
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