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基于整合药理学分子对接及实验验证探讨
化瘀解毒方调控PPAR酌/NF-资B信号通路

治疗肺癌的作用机制*
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[摘要] 目的：采用网络药理学和分子对接技术预测化瘀解毒方治疗肺癌的潜在靶点和作用机制，并结合

动物实验进行验证。方法：分别通过TCMIP数据库及GeneCards、OMIM、TTD数据库筛选化瘀解毒方的潜在作用

靶点和肺癌相关疾病靶点，然后利用Venny 2.1可视化平台获得药物和疾病的交集靶标；通过String数据库和

Cytoscape 3.7.2软件构建蛋白质-蛋白质互作网络并筛选关键靶点，构建“中药-成分-核心靶标”关联网络；利用

DAVID数据库对关键交集靶标进行基因本体（GO）功能富集及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集

分析；利用Autodock Vina软件对重要蛋白和分子进行分子对接验证；对各组小鼠瘤体质量进行分析；ELISA检测血

清中IL-6、IFN-酌含量；HE染色观察肿瘤组织、肺脏、肝脏、肾脏病理形态；免疫组化法检测肿瘤组织中PPAR酌、

VEGF、NF-资B、PCNA、Caspase-3表达。结果：化瘀解毒方治疗肺癌的主要活性成分包括豆甾醇、丁香皂苷、谷甾

醇、棕榈酸等，涉及STAT3、PPARG、AKT1、NFKB1、IL6等靶点及metabolic pathways、PPAR signaling pathways、

cAMP signaling pathway等信号通路。动物实验结果显示化瘀解毒方能够明显抑制肿瘤增长，下调大鼠血清中

IL-6含量，上调IFN-酌含量，且无明显肝肾毒性。结论：化瘀解毒方能够增加PPAR酌、Caspase-3的表达，抑制

VEGF、NF-资B、PCNA的表达，促进A549肺癌细胞发生凋亡，抑制肿瘤细胞增殖和血管生长，其作用机制可能与

调控PPAR酌/NF-资B信号通路有关。
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Investigation of the Mechanism of Huayu Xietu Formula (化瘀解毒方) in

Regulating PPARγ/NF-κB Signaling Pathway for Lung Cancer Based on

Molecular Docking of Integrative Pharmacology and Experimental

Validation

[Abstract] Objective: To predict the potential targets and mechanisms of action of Huayu Jiedu formula

for the treatment of lung cancer with network pharmacology and molecular docking techniques, and to validate

the findings through animal experiments. Methods: Potential action targets of the Huayu Jiedu formula and

lung cancer-related disease targets were screened using the TCMIP database and GeneCards, OMIM, and TTD
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肺 癌 是 世 界 上 最 常 见 的 癌 症 之 一 ， 具 有 发 病 率 和 死 亡 率

高 的 特 点 ， 在 恶 性 肿 瘤 中 占 比 相 对 较 高 ， 同 时 肺 癌 也 是 男 性

癌 症 相 关 死 亡 的 主 要 原 因 ， 是 女 性 癌 症 相 关 死 亡 的 第 二 大 原

因 [1]。 目 前 治 疗 肺 癌 所 应 用 的 传 统 化 疗 药 物 都 有 相 同 的 局 限

性 ， 包 括 非 特 异 性 靶 向 、 生 物 利 用 度 低 及 产 生 耐 药 性 ， 这 限 制

了 它 们 在 肺 癌 治 疗 中 的 疗 效 。 中 药 治 疗 肺 癌 安 全 性 高 ， 副 作 用

低 ， 同 时 具 有 多 成 分 ， 多 靶 点 的 优 势 ， 对 患 者 的 生 活 质 量 也 有

一 定 提 高 ， 是 当 前 肺 癌 治 疗 的 热 点 。

吸 烟 是 肺 癌 的 主 要 危 险 因 素 ， 香 烟 烟 雾 的 致 炎 和 致 突 变

作 用 可 促 进 促 癌 免 疫 反 应 。 研 究 [2]发 现 ， 支 气 管 肺 泡 细 胞 暴 露

于 相 当 于 每 天 吸 8 支 香 烟 的 颗 粒 物 中 后 ， 肺 组 织 中 有 明 显 的

炎 症 和 细 胞 毒 性 反 应 。 肺 部 感 染 、 职 业 性 粉 尘 暴 露 和 特 发 性

肺 纤 维 （ IPF） 也 是 引 起 肺 癌 的 关 键 因 素 。 这 些 因 素 都 会 导 致

炎 症 发 生 ， 从 而 导 致 肺 癌 发 病 [3]。 PPAR 信 号 通 路 的 调 节 是 抑

制 癌 变 和 肿 瘤 进 展 的 潜 在 新 策 略 。 研 究 [4]显 示 ， 3 种 PPAR 同 种

型 在 慢 性 低 度 炎 症 期 间 均 具 有 抗 炎 作 用 。 几 个 PPAR 导 向 的

过 程 与 促 肿 瘤 或 抗 肿 瘤 发 生 有 关 ， 配 体 激 活 的 PPAR酌 可 促 进

癌 细 胞 的 终 末 分 化 、 促 进 细 胞 周 期 停 滞 和 细 胞 凋 亡 [5]。

化 瘀 解 毒 方 由 全 蝎 、 壁 虎 、 三 七 、 半 枝 莲 、 广 木 香 、 茯 苓 、

黄 芪 组 成 。 其 中 全 蝎 、 壁 虎 活 血 解 毒 ， 为 君 药 ； 辅 以 三 七 活 血

化 瘀 、 软 坚 散 结 ； 佐 以 半 枝 莲 解 毒 抗 癌 ； 使 以 广 木 香 理 气 和

胃 、 疏 畅 气 血 ； 茯 苓 ， 黄 芪 益 气 扶 正 。 诸 药 合 用 ， 可 以 化 瘀 解

毒 、 化 痰 散 结 、 理 气 活 血 、 扶 正 培 本 。 该 方 是 国 家 “ 十 二 五 ” 重

点 专 科 院 内 制 剂 ， 在 临 床 上 广 泛 应 用 于 治 疗 肺 癌 、 肝 癌 、 胃 癌

等 ， 疗 效 显 著 。 本 研 究 通 过 整 合 药 理 学 分 析 化 瘀 解 毒 方 有 效

成 分 与 肺 癌 靶 点 之 间 的 联 系 ， 分 子 对 接 验 证 关 键 活 性 成 分 与

靶 点 的 亲 密 结 合 度 ， 再 通 过 动 物 实 验 证 其 是 否 可 以 通 过 调 控

PPAR酌/NF-资B通 路 治 疗 肺 癌 。

1 材料与方法

1.1 软件与数据库 整 合 药 理 学 平 台 （ TCMIP， http://www.tcmip.

cn/TCMIP/index.php/Home/Login/login.html） ； Venny 2.1平 台 （ https：

//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/） ； String平 台 （ https： //string-db.org） ；

Cytoscape3.7.2平 台 （ https://cytoscape.org/release_notes_3_ 7_2.

htm） ； GenCards数 据 库 （ http： //www.genecards.org） ； OMIM 数 据 库

（ https： //omim.org） ； DAVID数 据 库 （ https： //david.ncifcrf.gov） 。

1.2 动物及细胞 5 周 龄 BALB/cNude 雄 性 小 鼠 ， 30 只 ， SPF

级 ， 体 质 量 （ 18依2） g ， 购 于 北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公

司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 京 ） 2021-0006 ， 动 物 质 量 合 格

证 号 ： 110011241102703576 。 本 动 物 实 验 经 河 南 省 中 医 药 研

究 院 伦 理 委 员 会 批 准 ， 伦 理 审 查 批 件 号 ： 2023 伦 理 YJS-012 。

A549 细 胞 购 于 中 科 院 。

1.3 仪器 脱 水 机 （ 型 号 ： JJ-12J） 、 包 埋 机 （ 型 号 ： JB-P5） 及

冻 台 （ 型 号 ： JB-L5） 均 购 自 武 汉 俊 杰 电 子 有 限 公 司 ； 病 理 切 片

机 （ 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： RM2016） ； 组 织 摊 片 机 （ 浙

江 省 金 华 市 科 迪 仪 器 设 备 有 限 公 司 ， 型 号 ： KD-P） ； 烤 箱 （ 上

海 慧 泰 仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ： DHG-9140A） ； 盖 玻 片 （ 江 苏

世 泰 实 验 器 材 有 限 公 司 ， 型 号 ： 10212432C） ； 微 波 炉 （ 格 兰 仕

微 波 炉 电 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： P70D20TL-P4） ； 脱 色 摇 床 （ 型 号 ：

TSY-B） 、 涡 旋 混 合 器 （ 型 号 ： MX-F） 及 掌 上 离 心 机 （ 型 号 ： D1008E）

均 购 自 Servicebio 公 司 ； 移 液 枪 （ Dragon 公 司 ， 型 号 ： KE0003087/

KA00 56573） ； 组 化 笔 （ Gene tech 公 司 ， 型 号 ： GT1001） ； 显 微

镜 （ CIC 公 司 ， 型 号 ： XSP-C204） ； 成 像 系 统 （ 日 本 尼 康 株 式 会

社 ， 型 号 ： Nikon DS-U3） 。

1.4 药物及试剂 化 瘀 解 毒 方 （ 全 蝎 3 g ， 壁 虎 3 g， 三 七 3 g ， 半

枝 莲 15 g ， 广 木 香 6 g ， 茯 苓 15 g ， 黄 芪 30 g） 购 买 自 河 南 省 中 医

院 （ 批 号 :20240206， 20240206， 20240108， 20240304， 20240308 ，

databases, respectively. The intersection targets between drugs and diseases were obtained with the Venny 2.1

visualization platform. The String database and Cytoscape 3.7.2 software were used to construct a protein-protein

interaction network and screen for key targets, and the "Chinese medicine-component-core target" association

network was constructed. The DAVID database was used to perform gene ontology (GO) functional enrichment

and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis on key intersection targets.

Autodock Vina software was used for molecular docking validation of important proteins and molecules. Tumor

mass was analyzed in each group of mice. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect

serum levels of IL-6 and IFN-酌. The pathological morphology of tumor tissues, lungs, livers, and kidneys

were observed with HE staining. The expression of PPAR酌, VEGF, NF-资B, PCNA and Caspase-3 in tumor

tissues were detected via immunohistochemistry. Results: The main active components of Huayu Jiedu formula

for treating lung cancer include stigmasterol, eugenol, sitosterol, palmitic acid, etc. involving targets such as

STAT3, PPARG, AKT1, NFKB1, IL6, and signaling pathways such as metabolic pathways, PPAR signaling

pathways, and cAMP signaling pathway. Animal experiment results showed that the Huayu Jiedu formula could

significantly inhibit tumor growth, downregulate IL-6 levels in rat serum, and upregulate IFN-酌 levels, with no

significant hepatotoxicity or nephrotoxicity. Conclusion: Huayu Jiedu formula can increase the expression of

PPAR酌 and Caspase-3, inhibit the expression of VEGF, NF-资B, and PCNA, promote apoptosis in A549 lung

cancer cells, and inhibit tumor cell proliferation and vascular growth. Its mechanism of action may be related

to the regulation of the PPAR酌/NF-资B signaling pathway.

[Keywords] lung cancer; Huayu Jiedu formula; network pharmacology; PPAR酌；NF-资B; mouse
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20240306， 20240308） ， 经 河 南 省 中 西 医 结 合 医 院 梁 瑞 峰 副 研 究

员 鉴 定 为 正 品 ； 顺 铂 （ 云 南 植 物 药 业 有 限 公 司 ， 批 号 ： 20230805） ；

青 - 链 霉 素 混 合 液 （ 批 号 ： GA2313026） 、 胎 牛 血 清 （ 批 号 ：

HO20240202） 、 胰 蛋 白 酶 消 化 液 （ 批 号 ： GA2312017） 均 购 自

塞 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 无 水 乙 醇 （ 批 号 ： 100092683） 、 二 甲

苯 （ 批 号 ： 41810023） 、 中 性 树 胶 （ 批 号 ： 10004160） 均 购 自 国 药

集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ； HE 染 液 （ 批 号 ： G1005） 、 分 化 液 （ 批

号 ： G1005-3） 、 返 蓝 液 （ 批 号 ： G1005-4） 均 购 自 索 莱 宝 科 技 有

限 公 司 ； 柠 檬 酸 （ PH6.0） 抗 原 修 复 液 （ 批 号 ： CR2501022） 、 PBS缓

冲 液 （ 批 号 ： 202501018） 、 3% 双 氧 水 （ 批 号 ： 202501010） 、 BSA

（ 批 号 ： GC2401208） 、 苏 木 素 染 液 （ 批 号 ： CR2501008） 、 苏 木 素

分 化 液 （ 批 号 ： CR2501010） 、 苏 木 素 返 蓝 液 （ 批 号 ： CR2501010） 、

CD43一 抗 （ 批 号 ： AC24100 812F） 、 HRP标 记 山 羊 抗 兔 二 抗 （ 批

号 ： GP2401118） 、 HRP标 记 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 （ 批 号 ： GP2401225） 、

组 化 试 剂 盒 DAB 显 色 剂 （ 批 号 ： CR24012028） 均 购 自 塞 维 尔 生

物 科 技 有 限 公 司 。 VEGFR2一 抗 （ 三 鹰 公 司 ， 批 号 ： 26415-1-AP） ；

IL-6（ 批 号 ： 388298-001） 、 IFN-酌（ 批 号 ： RRDC2407002） 均 购 自

赛 默 飞 生 物 制 药 有 限 公 司 。

1.5 整合药理学分析与分子对接

1.5.1 药 物 活 性 成 分 靶 点 及 肺 癌 靶 点 的 获 取 利 用 TCMIP平

台 ， 检 索 化 瘀 解 毒 方 中 的 三 七 、 茯 苓 、 半 枝 莲 等 成 分 ， 获 得 药

物 的 活 性 成 分 ， 从 而 筛 选 出 每 味 中 药 有 效 化 合 物 活 性 成 分 的

潜 在 靶 点 。 通 过 文 献 和 数 据 库 搜 集 全 蝎 有 效 成 分 ， 将 成 分 输

入 pubchem 获 得 smile 号 ， 再 使 用 Swiss target predicted 预 测 其

靶 点 。 在 文 献 中 搜 集 壁 虎 的 有 效 成 分 ， 将 成 分 输 入 PubMed 搜

索 其 2D化 学 结 构 ， 设 置 化 学 成 分 结 构 相 似 性 评 分 阈 值 为 0.8 的

高 阈 值 ， 将 化 学 结 构 输 入 TCMIP平 台 获 得 壁 虎 有 效 靶 点 。 通 过

Gene Cards、 OMIN 数 据 库 ， 以 “ Lung Cancer” 为 关 键 词 检 索 ，

得 到 疾 病 靶 点 并 进 行 去 重 ， 将 肺 癌 疾 病 靶 点 与 化 瘀 解 毒 方 各

中 药 活 性 成 分 靶 点 导 入 到 Venny.10.1 网 站 ， 制 作 韦 恩 图 ， 取 交

集 得 到 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 潜 在 作 用 靶 点 。

1.5.2 蛋 白 互 作 （ PPI） 网 络 构 建 将 潜 在 靶 点 导 入 String 数 据

库 进 行 PPI 网 络 构 建 ， 设 置 最 低 要 求 的 交 互 分 数 为 最 高 置 信

度 （ highest_confidence） 逸0.9 进 行 筛 选 ， 同 时 设 置 隐 藏 网 络 中

已 断 开 的 节 点 ， 最 后 制 得 核 心 靶 点 PPI 互 作 网 络 图 ， 并 将 其 导

入 CytoScape3.7.2中 进 一 步 分 析 。

1.5.3 KEGG 通 路 富 集 分 析 和 GO 生 物 过 程 富 集 分 析 将 化

瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 潜 在 作 用 靶 点 的 Gene Symbol 导 入 DAVID

数 据 库 ， 进 行 KEGG 通 路 富 集 分 析 和 GO 生 物 过 程 富 集 分 析 并

保 存 结 果 。 根 据 富 集 基 因 数 量 降 序 排 序 ， 选 取 富 集 基 因 数 最

多 的 前 25 条 ， 使 用 微 生 信 网 站 绘 制 气 泡 图 。

1.5.4 构 建 “ 中 药 原 成 分 原 核 心 靶 标 ” 关 联 网 络 将 中 药 材 、 中

药 成 分 、 核 心 靶 标 进 行 关 联 ， 对 不 同 的 节 点 进 行 筛 取 ， 将 中 医

药 多 维 关 联 网 络 可 视 化 ， 以 便 后 续 筛 选 活 性 成 分 和 靶 标 进 行

分 子 对 接 。

1.5.5 分 子 对 接 验 证 对 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 核 心 成 分

与 核 心 靶 蛋 白 进 行 分 子 对 接 验 证 ， 结 果 以 热 图 分 析 呈 现 。

1.6 动物实验验证

1.6.1 肺 癌 模 型 制 备 及 分 组 小 鼠 适 应 性 喂 养 1 周 后 ， 每 只

小 鼠 上 肢 右 侧 腋 下 接 种 0.2mL A549细 胞 （ 浓 度 为 1伊107个 /mL） ，

待 瘤 体 平 均 体 积 达 50~100 mm3 时 视 为 造 模 成 功 。 造 模 成 功

后 ， 将 小 鼠 随 机 分 为 5 组 ： 对 照 组 、 顺 铂 组 、 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量

组 、 化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 及 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 ， 每 组 6 只 。

1.6.2 动 物 给 药 及 取 材 依 据 临 床 等 效 剂 量 换 算 ， 对 照 组 予

生 理 盐 水 灌 胃 （ 3.5 mg/kg） ； 顺 铂 组 予 顺 铂 （ 3.5 mg/kg） 腹 腔 注

射 ， 3 次 / 周 ； 化 瘀 解 毒 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 分 别 予 5.69 g/kg 、

11.38 g/kg 、 22.76 g/kg 化 瘀 解 毒 水 煎 液 灌 胃 ， 1 次 /d ， 连 续 3 周 。

给 药 结 束 ， 小 鼠 禁 食 禁 水 12 h 后 取 材 ， 眼 球 取 血 后 静 置 2 h 后

离 心 提 取 血 清 ， 取 出 瘤 体 、 肝 脏 和 肾 脏 。

1.6.3 小 鼠 瘤 体 质 量 干 预 治 疗 结 束 后 取 出 各 组 小 鼠 瘤 体

进 行 称 重 并 绘 制 柱 状 图 。

1.6.4 ELISA 检 测 血 清 中 IL-6、 IFN-酌含 量 采 用 眼 球 取 血 法

取 血 ， 将 提 取 好 的 血 清 样 本 按 照 ELISA 试 剂 盒 说 明 进 行 IL-6 、

IFN-酌水 平 检 测 。

1.6.5 HE染 色 观 察 肿 瘤 组 织 、 肝 组 织 及 肾 组 织 形 态 将 取 出

的 组 织 放 入 4% 多 聚 甲 醛 进 行 固 定 ， 48 h 后 进 行 脱 水 石 蜡 包

埋 ， 依 次 进 行 苏 木 红 染 色 和 伊 红 染 色 ， 最 后 脱 水 封 片 ， 光 学 显

微 镜 下 观 察 各 个 组 织 形 态 学 变 化 。

1.6.6 免 疫 组 化 法 检 测 肿 瘤 组 织 中 PPAR酌、 VEGF、 NF-资B、

PCNA、 Caspase-3 蛋 白 表 达 将 切 片 蒸 馏 水 洗 3 次 ， 每 次 5 min ，

再 置 于 盛 满 柠 檬 酸 抗 原 修 复 缓 冲 液 的 修 复 盒 中 ， 于 微 波 炉 内

进 行 抗 原 修 复 ， 冷 却 后 将 玻 片 使 用 PBS 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min 。

切 片 放 入 3% 双 氧 水 溶 液 中 ， 室 温 避 光 孵 育 25 min ， 将 玻 片 置

于 PBS 中 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min 。 滴 加 3%BSA 均 匀 覆 盖 组 织 ， 室

温 封 闭 30 min 。 轻 轻 甩 掉 封 闭 液 ， 在 切 片 上 滴 加 一 抗 ， 平 放 于

湿 盒 内 4 益 孵 育 过 夜 。 玻 片 置 于 PBS 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min ， 加 入

二 抗 室 温 孵 育 50 min。 PBS 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min 。 滴 加 DAB 显 色

液 ， 显 微 镜 下 控 制 显 色 时 间 ， 阳 性 为 棕 黄 色 ， 冲 洗 切 片 终 止 显

色 。 苏 木 素 复 染 3 min 左 右 ， 显 微 镜 镜 检 进 行 图 像 采 集 分 析 。

1.7 统计学方法 使 用 GraphPad Prism 医 学 统 计 软 件 进 行

分 析 ， 组 间 差 异 性 分 析 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 。 统 计 分 析

后 使 用 GraphPad Prism10.1.2 软 件 进 行 作 图 。 <0.05 为 差 异 有

统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 化瘀解毒方药物靶点与肺癌靶点 利 用 TCMIP 数 据 库

检 测 去 重 后 得 到 化 瘀 解 毒 方 有 效 靶 点 745 个 ， 肺 癌 通 过 Gene

Cards 、 OMIN 数 据 库 检 索 去 重 得 到 5 231 个 靶 点 。 将 肺 癌 疾 病

靶 点 与 化 瘀 解 毒 方 各 中 药 活 性 成 分 靶 点 导 入 到 Venny.10.1

网 站 ， 制 作 韦 恩 图 ， 取 交 集 得 到 292 个 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌

的 潜 在 作 用 靶 点 。 （ 见 图 1）

图 1 化瘀解毒方与肺癌的交集靶点

2.2 蛋白互作网络图 将 潜 在 靶 点 导 入 String 数 据 库 进 行

PPI网 络 构 建 ， 设 置 最 低 要 求 的 交 互 分 数 为 最 高 置 信 度 （ High原
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est_confidence） 逸0.9进 行 筛 选 ， 同 时 设 置 隐 藏 网 络 中 已 断 开 的

节 点 ， 最 后 制 得 PPI 互 作 网 络 图 ， 并 将 其 导 入 CytoScape3.7.2

中 进 一 步 分 析 ， 其 中 颜 色 及 圆 圈 的 大 小 与 degree 值 呈 正 相 关 ，

颜 色 越 红 ， 圆 圈 越 大 degree值 越 高 。 排 名 前 10 的 靶 标 有 STAT3 、

PPARG、 AKT1 、 NFKB1 、 IL6 等 ， 推 测 这 些 靶 点 在 化 瘀 解 毒 方 治

疗 肺 癌 中 有 重 要 意 义 。 （ 见 表 1、 图 2）

表 1 化瘀解毒方治疗肺癌的前 10位核心靶标

靶 标 度 值 紧 密 值 中 介 值

STAT3 41 0.123 0.076 060 460

PPARG 38 0.121 0.075 745 138

AKT1 35 0.121 0.081 082 674

HSP90AA1 33 0.122 0.095 815 726

IL-6 33 0.121 0.042 934 774

INS 32 0.121 0.063 046 837

ESR1 31 0.121 0.038 623 143

IL-1B 30 0.121 0.045 368 310

TNF 30 0.120 0.036 611 799

NFKB1 29 0.120 0.034 331 717

图 2 靶点蛋白相互作用（PPI）网络图

2.3 KEGG通路富集分析和GO生物过程富集分析 将 化 瘀 解

毒 方 治 疗 肺 癌 的 潜 在 靶 点 上 传 至 DAVID 数 据 库 ， 获 得 KEGG

富 集 通 路 154 条 。 为 了 更 精 准 了 解 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 可 能

的 作 用 机 制 ， 选 择 KEGG 前 25 条 通 路 绘 制 相 应 气 泡 图 ， 可 知 潜

在 靶 点 富 集 的 信 号 通 路 主 要 有 metabolic pathway（ 代 谢 途 径 ） 、

PPAR signaling pathway（ PPAR 信 号 通 路 ） 、 cAMP signaling

pathway（ cAMP 信 号 通 路 ） 等 。 （ 见 图 3） 通 过 GO 生 物 过 程 富 集

分 析 ， 生 物 过 程 （ biological process， BP） 主 要 包 括 RNA 聚 合 酶

域 对 转 录 的 正 向 调 节 、 信 号 转 导 等 ， 细 胞 成 分 （ cellular com原

ponent， CC） 主 要 包 括 组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 复 合 物 、 特 定 颗 粒 腔 、

氮 质 颗 粒 腔 等 ， 分 子 功 能 （ molecular function ， MF） 主 要 包 括

蛋 白 质 结 合 、 金 属 离 子 结 合 等 。 （ 见 图 4）

图 3 KEGG通路富集分析

图 4 GO生物过程富集分析

2.4 “中药原成分原核心靶标”关联网络 以 化 瘀 解 毒 方 药 物

靶 标 和 肺 癌 靶 标 的 蛋 白 互 作 网 络 信 息 为 基 础 ， 构 建 化 瘀 解 毒

方 治 疗 肺 癌 的 “ 中 药 - 成 分 - 核 心 靶 标 ” 多 维 网 络 。 （ 见 图 5） 由

图 可 知 ， 化 瘀 解 毒 方 7 味 药 物 中 的 重 要 活 性 成 分 有 豆 甾 醇

（ stigmasterol） 、 丁 香 皂 苷 （ syringin） 、 谷 甾 醇 （ sitosterol） 、 棕 榈 酸

（ cetylic acid） 等 。

图 5 中药原成分原核心靶标”关联网络

2.5 分子对接结果 豆 甾 醇 （ stigmasterol） 、 丁 香 皂 苷 （ syringin）

是 经 过 Cytoscape 3.7.2 筛 选 出 的 degree 值 排 名 较 高 的 活 性 成

分 。 degree 值 排 名 越 高 表 明 该 活 性 成 分 可 能 是 治 疗 疾 病 的 关

键 成 分 。 查 阅 文 献 豆 甾 醇 和 丁 香 皂 苷 对 于 肺 癌 有 较 好 的 治 疗

作 用 ， 所 以 选 择 豆 甾 醇 、 丁 香 皂 苷 作 为 分 子 对 接 的 配 体 小 分

子 。 选 择 核 心 靶 标 的 前 4 位 蛋 白 作 为 受 体 大 分 子 进 行 分 子 对

接 ， 结 果 表 明 ， 豆 甾 醇 和 丁 香 皂 苷 与 STAT3 、 PPARG ， AKT1 、

IL6 的 结 合 状 况 良 好 ， 结 合 能 信 息 见 表 2 。 并 使 用 PyMol软 件 ， 分

别 选 择 自 结 合 能 最 佳 的 结 果 进 行 可 视 化 。 （ 见 图 6）

表 2 分子对接结合能信息

序 号 化 合 物 靶 点 结 合 能 /（ kcal/mol）

1 豆 甾 醇 STAT3 -7.66

PPARG -9.64

AKT1 -6.69

IL-6 -8.83

2 丁 香 皂 苷 STAT3 -7.35

PPARG -9.00

AKT1 -6.04

IL-6 -9.55
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注：A.豆甾醇与PPARG对接结果；B.丁香皂苷与IL-6对接

结果。

图 6 分子对接可视化图

2.6 小鼠瘤体质量 结 果 显 示 ， 各 组 之 间 瘤 体 体 积 存 在 差 异 。

与 对 照 组 比 较 ， 各 组 瘤 体 质 量 均 不 同 程 度 下 降 （ 约0.05） ； 质 量

大 小 排 序 为 顺 铂 组 约 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 约 化 瘀 解 毒 方 中 剂

量 组 约化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 约对 照 组 。 （ 见 图 7~8）

注：A.对照组；B.化瘀解毒方低剂量组；C.化瘀解毒方中

剂量组；D.化瘀解毒方高剂量组；E.顺铂组。

图 7 各组瘤体大小图片

注：A.对照组；B.化瘀解毒方低剂量组；C.化瘀解毒方中

剂量组；D.化瘀解毒方高剂量组；E.顺铂组。与对照组比较，

a 约0.05，b 约0.01。

图 8 各组瘤体质量比较 （x依s，n=6）

2.7 ELISA检测血清中IL-6、IFN-酌水平 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量

组 小 鼠 血 清 IL-6 与 对 照 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ，

其 余 各 组 小 鼠 血 清 IL-6 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（ 约0.05） 。 各 组 IL-6 表 达 量 比 较 ： 对 照 组 / 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量

组 跃 化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 跃 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 跃 顺 铂 组 （ 约

0.05） ； 与 对 照 组 比 较 ， 各 组 IFN-酌增 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约

0.05） ， 各 组 间 比 较 ： 对 照 组 约化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 约 化 瘀 解 毒 方

中 剂 量 组 约化 瘀 解 毒 方 顺 铂 组 约化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 （ 约0.05） 。

（ 见 图 9）

注：A.对照组；B.化瘀解毒方低剂量组；C.化瘀解毒方中

剂量组；D.化瘀解毒方高剂量组；E.顺铂组。与对照组比较，

a 约0.05，b 约0.01。

图 9 各组小鼠血清 IL-6、IFN-酌 水平比较 （x依s，n=6）

2.8 HE染色观察肿瘤组织、肝脏、肾脏病理学

2.8.1 肿 瘤 组 织 各 组 肿 瘤 组 织 肿 瘤 细 胞 均 有 分 布 。 其 中 对

照 组 、 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 及 顺 铂 组 中 细 胞 不 规 则 形 态 较 多 ，

对 照 组 顺 铂 组 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组

图 10 各组小鼠肿瘤病理状态 （HE，伊100）

对 照 组 顺 铂 组 化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组

图 11 各组小鼠肝脏、肾脏病理状态 （HE，伊100）

b

b
b

b

b
b

a

a

b
b b
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细 胞 核 出 现 增 大 、 分 裂 变 形 现 象 ， 呈 条 索 状 结 构 分 布 ； 化 瘀 解

毒 方 中 剂 量 组 、 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 细 胞 形 态 趋 向 圆 形 ， 核 分

裂 变 形 现 象 较 少 ， 细 胞 间 隙 较 小 。 （ 见 图 10）

2.8.2 肝 肾 组 织 各 组 肝 肾 组 织 无 明 显 损 伤 。 （ 见 图 11）

2.9 免疫组化法检测肿瘤组织中PPAR酌、VEGF、NF-资B、

PCNA、Caspase-3蛋白表达 经 DAB 染 色 后 ， 显 微 镜 下 观 察 到

的 棕 黄 （ 褐 ） 色 颗 粒 为 阳 性 表 达 区 域 ， 其 中 PPAR酌 、 NF-资B 、

Caspase-3 表 达 阳 性 着 色 主 要 位 于 细 胞 膜 和 细 胞 质 ， 而 VEGF 、

PCNA 多 位 于 细 胞 核 。 使 用 软 件 Image-Pro Plus 6.0 检 测 阳 性

区 域 的 平 均 光 密 度 值 （ average optical density， AOD） 。 结 果 显

示 ， 与 对 照 组 比 较 ， 各 组 小 鼠 PPAR酌 蛋 白 表 达 量 均 增 高 ， 其 中

顺 铂 组 、 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 与 化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 差 异 有

统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 对 照 组 比 较 ， 各 组 小 鼠 NF-资B 蛋 白 表

达 量 均 降 低 ， 其 中 顺 铂 组 、 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 与 化 瘀 解 毒

方 中 剂 量 组 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 对 照 组 比 较 ， 各 组

小 鼠 VEGF、 PCNA 均 降 低 （ 约0.05） ； 与 对 照 组 比 较 ， 各 组 小 鼠

Caspase-3 蛋 均 增 高 ， 其 中 顺 铂 组 、 化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 与 化

瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 12、 表 3）

注：Control为对照组，DOP为顺铂组，HYJDF-L为化瘀解

毒方低剂量组，HYJDF-M为化瘀解毒方中剂量组，HYJDF-H

为化瘀解毒方高剂量组。

图 12 各组小鼠肿瘤组织 PPAR酌、VEGF、NF-资B、PCNA

及 Caspase-3蛋白表达 （IHC，伊100）

表 3 各组小鼠肿瘤组织 PPAR酌、VEGF、NF-资B、PCNA

及 Caspase-3蛋白表达比较 （x依s）

组 别 n P P A R γ N F - κ B P C N A C a s p a s e - 3 V E G F

对 照 组 6 0 . 3 2 ± 0 . 0 0 0 . 7 1 ± 0 . 0 8 0 . 6 1 ± 0 . 0 5 0 . 2 2 ± 0 . 0 4 0 . 7 9 ± 0 . 0 3

顺 铂 组 6 0 . 8 8 ± 0 . 0 5 a 0 . 4 0 ± 0 . 0 7 a 0 . 2 2 ± 0 . 0 7 a 0 . 7 1 ± 0 . 0 5 a 0 . 2 3 ± 0 . 0 3 a

化 瘀 解 毒 方 低 剂 量 组 6 0 . 4 4 ± 0 . 0 9 0 . 6 2 ± 0 . 0 6 0 . 4 9 ± 0 . 0 4 a 0 . 3 8 ± 0 . 0 5 0 . 6 2 ± 0 . 0 7 a

化 瘀 解 毒 方 中 剂 量 组 6 0 . 7 5 ± 0 . 0 7 a 0 . 5 4 ± 0 . 0 8 a 0 . 3 6 ± 0 . 0 4 a 0 . 5 5 ± 0 . 0 4 a 0 . 4 9 ± 0 . 0 7 a

化 瘀 解 毒 方 高 剂 量 组 6 0 . 9 6 ± 0 . 1 0 a 0 . 3 7 ± 0 . 0 8 a 0 . 2 3 ± 0 . 0 8 a 0 . 8 8 ± 0 . 0 9 a 0 . 3 4 ± 0 . 0 6 a

注：与对照组比较，a 约0.05。

3 讨 论

肺 癌 发 病 机 制 主 要 为 正 气 虚 损 、 邪 毒 侵 肺 、 痰 瘀 内 聚 [6]。

《 黄 帝 内 经 》 云 ： “ 温 气 不 行 ， 凝 血 蕴 里 而 不 散 ， 津 液 涩 渗 ， 著 而

不 去 ， 而 积 皆 成 矣 。 ” [7] 凝 血 成 瘀 ， 痰 湿 汇 聚 ， 形 成 肿 瘤 。 《 疡 科

心 得 集 》 中 提 到 “ 癌 瘤 者 ， 非 阴 阳 正 气 所 结 肿 ， 乃 五 脏 瘀 血 、 浊

气 痰 滞 而 成 ” 。 《 丹 溪 心 法 》 载 “ 有 结 块 者 ， 多 属 痰 … … 痰 挟 瘀

血 ， 遂 成 窠 囊 ” [8]。 中 医 学 中 “ 瘀 ” 是 一 个 主 要 的 病 机 变 化 ， 瘀 常

常 伴 随 着 附 加 的 病 机 因 素 。 肺 癌 在 形 成 和 发 展 过 程 中 都 存 在

“ 瘀 ” 的 情 况 。 瘀 既 是 肺 癌 的 致 病 因 素 ， 又 是 肺 癌 难 以 治 愈 的

一 个 重 要 原 因 [9]。 汉 · 张 仲 景 《 伤 寒 杂 病 论 》 首 次 提 出 阴 毒 和 阳

毒 ， 唐 · 孙 思 邈 《 备 急 千 金 要 方 》 则 提 出 风 毒 、 丹 毒 、 漆 毒 、 食 物

毒 、 药 毒 等 多 种 毒 [10]。 肺 癌 瘀 毒 是 由 于 元 气 衰 败 ， 不 能 行 血 运

津 ， 复 因 情 志 、 外 感 、 饮 食 、 劳 倦 等 因 素 ， 形 成 顽 痰 、 死 血 ， 痰 血

积 久 不 去 ， 化 火 成 毒 所 致 。 瘀 与 癌 毒 往 往 相 伴 而 生 。 瘀 与 癌 毒

之 间 具 有 同 源 互 生 的 关 系 ， 形 成 癌 毒 的 环 境 条 件 ， 同 样 也 是

促 使 血 瘀 形 成 的 环 境 条 件 。 在 血 瘀 的 状 态 下 ， 癌 毒 更 易 形 成 。

癌 毒 与 血 瘀 等 邪 气 共 同 作 用 癌 瘤 更 易 发 生 ， 癌 毒 和 癌 瘤 的 存

在 又 可 进 一 步 加 重 血 瘀 的 发 展 和 变 化 。 因 而 ， 肺 内 癌 毒 一 旦

形 成 ， 不 仅 阻 隔 经 络 气 血 ， 且 掠 夺 水 谷 精 微 以 自 养 ， 导 致 五 脏

六 腑 失 却 气 血 津 液 濡 润 ， 逐 渐 衰 竭 ， 而 出 现 咳 喘 、 痰 中 带 血 、

胸 闷 胸 痛 、 气 短 、 消 瘦 乏 力 等 症 [11]。 化 瘀 解 毒 方 针 对 病 因 进 行

治 疗 ， 以 活 血 化 瘀 、 解 毒 攻 毒 的 功 效 在 临 床 上 疗 效 显 著 。 本 研

究 通 过 应 用 网 络 药 理 学 预 测 方 法 与 分 子 对 接 ， 结 合 A549 肺 癌

小 鼠 模 型 ， 初 步 揭 示 化 瘀 解 毒 方 抗 肺 癌 的 作 用 机 制 。

本 研 究 中 网 络 药 理 学 发 现 ， 豆 甾 醇 、 丁 香 皂 苷 、 谷 甾 醇

等 为 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 重 要 活 性 成 分 。 SONG N 等 [12]的

研 究 发 现 ， 豆 甾 醇 可 明 显 抑 制 NCI-H1975细 胞 的 活 力 ， 但 促 进

脂 质 沉 积 ； 同 时 ， 癌 细 胞 能 量 代 谢 减 少 ， 可 影 响 细 胞 增 殖 和 集

落 形 成 ； 豆 甾 醇 可 通 过 靶 向 PPAR酌 抑 制 癌 细 胞 的 活 力 和 致 瘤

性 。 丁 香 皂 苷 具 有 免 疫 调 节 [13] 和 抗 肿 瘤 [14] 作 用 。 其 作 用 机 制

主 要 与 消 除 氧 化 自 由 基 、 增 强 抗 氧 化 酶 活 性 、 抑 制 炎 症 信 号

通 路 激 活 和 抑 制 炎 症 因 子 产 生 有 关 [15]。 研 究 [16] 表 明 丁 香 苷 可

以 有 效 抑 制 实 体 瘤 的 生 长 。 丁 香 皂 苷 也 是 许 多 药 物 的 关 键 成

分 ， 如 艾 迪 注 射 液 ， 已 被 评 估 其 在 肿 瘤 存 活 率 、 肿 瘤 反 应 、 生

活 质 量 和 减 少 放 疗 副 作 用 等 方 面 具 有 有 益 影 响 [17]。

网 络 药 理 学 结 果 显 示 STAT3 、 PPAR酌、 MAPK1、 NFKB1 、

AKT1 等 为 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 核 心 靶 点 ， PPAR 信 号 通 路

是 富 集 基 因 数 和 显 著 性 均 较 高 的 通 路 。 PPAR（ 过 氧 化 物 酶 体

增 殖 物 激 活 受 体 ） 是 核 激 素 受 体 超 家 族 的 成 员 ， 具 有 3 种 同 种

型 ： PPAR琢、 PPAR茁/啄 和 PPAR酌， 是 配 体 激 活 的 转 录 因 子 [18]。 研

究 [19]表 明 ， PPAR在 肿 瘤 的 发 生 发 展 过 程 中 起 关 键 作 用 。 PPAR酌

作 为 脂 质 代 谢 的 关 键 调 节 因 子 ， 可 以 转 录 激 活 或 抑 制 脂 肪 酸

摄 取 、 脂 肪 酸 合 成 和 胆 固 醇 合 成 等 癌 细 胞 特 定 的 代 谢 特 征 ，

以 适 应 缺 氧 和 营 养 贫 乏 的 环 境 ， 从 而 影 响 癌 细 胞 的 生 长 、 迁

移 和 侵 袭 。 同 时 PPAR-酌 复 杂 的 神 经 保 护 机 制 已 被 证 明 会 影

响 这 些 癌 症 相 关 炎 症 反 应 的 多 个 方 面 ， 包 括 抑 制 炎 症 、 减 少

细 胞 凋 亡 和 降 低 氧 化 应 激 水 平 等 [20]。 有 研 究 [21]发 现 ， 当 PPAR酌

激 活 时 能 够 抑 制 巨 噬 细 胞 和 单 核 细 胞 产 生 炎 症 介 质 ， 如 诱 导 型

一 氧 化 氮 合 酶 、 MMP-9 、 清 道 夫 受 体 A 、 TNF-琢 、 IL-1茁 和 IL-6

等 。 NF-资B 信 号 通 路 处 于 PPAR 信 号 通 路 的 下 游 ， 其 编 码 I资B琢

基 因 的 启 动 子 受 PPAR控 制 [22]。 PPAR酌对 NF-资B的 直 接 影 响 可 能

与 其 酶 学 性 质 有 关 。 PPAR酌 是 E3 泛 素 连 接 酶 ， 能 与 E2UBCH3

协 同 作 用 ， 引 起 Lys48 p65 NF-资B 的 泛 素 化 ， 导 致 NF-资B

亚 基 的 蛋 白 水 解 降 解 。 NF-资B 降 解 的 强 度 通 过 PPAR酌 配 体

活 化 增 加 [23]。 吡 格 列 酮 是 一 种 PPAR 激 动 剂 [24]。 KEITH R L等 [25]

研 究 了 吡 格 列 酮 作 为 高 危 吸 烟 者 及 早 期 NSCLC 患 者 肺 癌 的

化 学 预 防 手 段 ， 结 果 显 示 吡 格 列 酮 治 疗 减 少 了 癌 细 胞 增 殖 。

实 验 结 果 显 示 ， 小 鼠 瘤 体 质 量 随 着 给 药 剂 量 的 增 加 而 明

显 减 小 。 本 研 究 通 过 IHC 检 测 小 鼠 肿 瘤 组 织 中 PPAR酌、 VEGF、

Control DOP HYJDF-L HYJDF-M HYJDF-H
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NF-资B、 PCNA 及 Caspase-3 表 达 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 比 较 ， 各

干 预 组 PPAR酌表 达 均 增 加 ， 且 随 着 PPAR酌表 达 的 增 加 ， VEGF 、

NF-资B 及 PCNA 表 达 下 降 ， Caspase-3 表 达 增 加 。 ELISA 结 果 表

明 化 瘀 解 毒 方 在 小 鼠 体 内 能 够 提 高 免 疫 因 子 表 达 ， 降 低 炎 症

因 子 水 平 。 HE 染 色 结 果 及 以 上 数 据 表 明 ， 化 瘀 解 毒 方 可 能 通

过 调 节 PPAR酌/NF-资B 信 号 促 进 肺 癌 细 胞 凋 亡 ， 抑 制 血 管 内 皮

生 长 因 子 和 肺 癌 细 胞 增 殖 ， 从 而 发 挥 抗 肿 瘤 的 作 用 。

综 上 所 述 ， 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 具 有 多 靶 点 、 多 通 路 以

及 副 作 用 小 的 特 点 ， 但 是 本 研 究 仍 存 在 以 下 不 足 之 处 ： （ 1）

PPAR酌/NF-资B 信 号 通 路 在 抗 肺 癌 的 治 疗 过 程 中 涉 及 多 种

生 物 过 程 ， 所 以 靶 向 PPAR酌/NF-资B 信 号 通 路 的 疗 法 是 否 会

产 生 副 作 用 未 可 知 ， 仍 需 进 行 进 一 步 的 机 制 研 究 来 确 保 其

安 全 性 ； （ 2） 尚 未 从 体 外 实 验 证 明 化 瘀 解 毒 方 对 肺 癌 的 影 响 ；

（ 3） 本 研 究 仅 讨 论 了 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 单 条 信 号 通 路 ，

未 涉 及 其 他 信 号 通 路 之 间 的 相 互 作 用 。 我 们 仍 需 进 一 步 深 入

研 究 化 瘀 解 毒 方 治 疗 肺 癌 的 活 性 成 分 、 作 用 靶 点 及 调 控 机

制 ， 为 中 药 复 方 预 防 及 辅 助 治 疗 肺 癌 提 供 科 学 依 据 。
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