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摘要　 目的　 结合网络药理学与体外实验探讨苍耳亭抑制喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）细胞增殖的潜在作用机制。 方法 　 通过

ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 等数据库检索苍耳亭的作用靶点，经由 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 等数据库获取 ＬＳＣＣ 疾病对应靶点，取交集以确定苍耳亭与

ＬＳＣＣ 的交集靶点。 基于交集靶点构建蛋白互作网络并筛选核心靶点；使用 Ｒ 软件对交集靶点进行基因本体论（ＧＯ）生物功

能及京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路富集分析；基于 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. ８. ０ 软件绘制“苍耳亭 － 靶点 － 通路”网络图。 采

用分子对接及转录组学对上述结果进行初步验证。 ＣＣＫ⁃８、平板克隆实验检测苍耳亭对 ＴＵ１７７ 细胞增殖能力的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达。 结果　 共获得苍耳亭与 ＬＳＣＣ 交集靶点 １５９ 个；筛选出 ＡＫＴ１ 等 ７ 种核心靶

点；ＧＯ 富集分析共得 ２ ４５５ 个条目；ＫＥＧＧ 富集分析共得 １７２ 条通路，如 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路等。 苍耳亭与 ＬＳＣＣ 核心靶点的分

子对接活性良好。 转录组学结果与网络药理学预测结果吻合度较高。 ＣＣＫ⁃８ 与平板克隆实验表明， １、２、４ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的苍

耳亭对 ＴＵ１７７ 细胞的增殖具有抑制作用（Ｐ ＜ ０. ０５），且呈浓度依赖性。 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 与 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达随着苍耳亭浓度的升高而

下降（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 苍耳亭可通过调节 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，发挥抑制 ＬＳＣＣ 细胞增殖的作用。
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　 　 喉鳞状细胞癌（ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏ⁃
ｍａ，ＬＳＣＣ）是最常见的头颈部恶性肿瘤之一，也是继

肺癌之后，第二大常见的呼吸道恶性肿瘤［１］。 由于

咽喉独特的解剖结构及丰富的黏膜下淋巴组织，
ＬＳＣＣ 易发生局部浸润并向颈部淋巴结转移［２］。
ＬＳＣＣ 早期症状不明显，多数患者晚期时才被诊断。
手术对早期 ＬＳＣＣ 有效，但对晚期患者效果有限［３］。
目前，放化疗和免疫治疗仍是 ＬＳＣＣ 主要的治疗选

择，但放化疗伴随显著的不良反应且易致肿瘤复发，
免疫治疗费用高昂且易耐药。 因此寻找高效、低毒、
稳定的治疗方案至关重要。
　 　 苍耳亭是一种天然生物活性双环倍半萜内酯，
从常用的传统中药苍耳中提取获得［４］。 研究［５］ 表

明，苍耳亭对肿瘤细胞具有抗增殖、抗血管生成和促

凋亡作用。 苍耳亭可通过 ＣＨＯＰ、ＲＯＸ ／ ＸＩＡＰ、ＲＯＳ ／
ＲＢＬ１ 等信号通路，介导肿瘤细胞的增殖、迁移，凋
亡与自噬［６ － ８］。 苍耳亭在多种肿瘤中表现出潜在的

抗癌活性，有望成为治疗肿瘤的有效候选药物。 然

而，对于苍耳亭在 ＬＳＣＣ 中的作用及分子机制的研

究仍较为有限。 因此，该研究通过网络药理学、转录

组分析及体外细胞实验，探讨苍耳亭抑制 ＬＳＣＣ 细

胞增殖的潜在靶点和机制，以期为后续研究提供参

考。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂 　 人 ＬＳＣＣ 细胞 ＴＵ１７７ 从安徽医

科大学基础医学院获得；苍耳亭标准品（货号：ＪＯＴ⁃
１２２６９，成都格利普生物科技有限公司）；胎牛血清、
ＲＩＰＡ 裂解液、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物、结晶紫

染色液（货号：Ｃ２０３５、Ｐ００１３Ｂ、Ｐ１０４５、Ｃ０１２１，上海碧

云天生物技术有限公司）；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、青链

霉素双抗、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、预制胶（货号：ＫＧＬ１５０３⁃
５００、 ＫＧＬ２３０３⁃１００、 ＫＧＡ９３０６⁃１０００、 ＫＧＣ４７０９⁃１， 江

苏凯基生物技术有限公司）；蛋白上样缓冲液（货
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号：Ｇ２０７５⁃１０ＭＬ，武汉赛维尔生物技术有限公司）；
ＰＶＤＦ 膜（货号：ＩＰＶＨ０００１０，密理博中国有限公司）；
ＥＣＬ 化学发光试剂盒（货号：１８０⁃５０６，上海天能生命

科学有限公司）；兔抗 ＰＩ３Ｋ、兔抗 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、兔抗 Ａｋｔ、
兔抗 ｐ⁃Ａｋｔ（货号：４２５７Ｓ、４２２８Ｓ、４６９１Ｓ、４０６０Ｓ，美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；鼠抗 ＧＡＰＤＨ （货

号：６０００４⁃１⁃ｌｇ，武汉三鹰生物技术有限公司）。
１． ２　 网络药理学分析

１． ２． １　 苍耳亭作用靶点的筛选　 基于 ＰｕｂＣｈｅｍ 数

据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）获取苍耳

亭的分子结构式，并将其导入以下数据库：Ｐｈａｒｍ⁃
Ｍａｐｐｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ － ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐ⁃
ｐｅｒ）、Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒ⁃
ｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ）、 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｎｅｔ．
ｎｃｐｓｂ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ ｂａｔｍａｎ － ｔｃｍ）、ＳＥＡ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅａ． ｂｋ⁃
ｓｌａｂ． ｏｒｇ）、ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈａｒｉｔｅ． ｄｅ）
和 ＴａｒｇｅｔＮｅｔ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｎｅｔ． ｓｃｂｄｄ． ｃｏｍ），以获取

苍耳亭的作用靶点。 基于 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据库 （ ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ），物种设置为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉ⁃
ｅｎｓ”，将获得的苍耳亭作用靶点名称规范化，并去

重。
１． ２． ２　 ＬＳＣＣ 疾病靶点的获取　 以“ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｓｑｕａ⁃
ｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ”为检索词，检索 ＤｉｓＧｅＮＥＴ（ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ）、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ）、ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ）、 ＰｈａｒｍＧＫＢ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈａｒｍｇｋｂ． ｏｒｇ ）、
ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ）数据库，获取 ＬＳＣＣ 疾病

靶点。 将合并去重后的疾病靶点与苍耳亭作用靶点

取交集，获取交集靶点，以 Ｖｅｎｎ 图展示。
１． ２． ３　 蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网

络的构建及核心靶点的筛选 　 将交集靶点导入

Ｓｔｒｉｎｇ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｔｒｉｎｇ － ｄｂ． ｏｒｇ ）， 点选

“Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，物种设为“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”，交互

分数设为“≥０. ９”，隐藏未连接节点，获得 ＰＰＩ 网络

对应的 ｔｓｖ 文件。 将 ｔｓｖ 文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. ８. ０
软件， 运 行 ＣｙｔｏＮＣＡ 插 件 分 析 Ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ
（ＤＣ）、Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ（ＣＣ）、Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌ⁃
ｉｔｙ（ＢＣ）、Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｏｒ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ（ＥＣ）、Ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｅｎｔｒａｌ⁃
ｉｔｙ（ＮＣ）、Ｌｏｃａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ（ＬＡＣ）６
个拓扑参数。 对以上参数均大于各自均值的节点进

行筛选，重复 ２ 次，获得核心靶点。
１． ２． ４　 基因本体论（ｇｅｎｅ ｏｎｃｏｌｏｇｙ，ＧＯ）生物功能及

京都基因和基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）通路富集分析　 采用 Ｒ

软件调用 ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ． ｄｂ、ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ、ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 等

程序包，首先将交集靶点名称统一为 ｅｎｔｒｅｚ ＩＤ，随后

进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 阈值设定如

下：Ｐ ＜ ０. ０５，Ｑ（校正后的 Ｐ 值） ＜ ０. ０５。 按 Ｑ 值排

序（由小到大），将 ＧＯ 富集分析各项前 １０ 位、ＫＥＧＧ
富集分析前 ２０ 位结果进行可视化。
１． ２． ５　 “苍耳亭 － 靶点 － 通路”网络的建立　 将苍

耳亭、交集靶点、前 ２０ 条 ＫＥＧＧ 通路信息导入 Ｃｙｔｏ⁃
ｓｃａｐｅ ３. ８. ０ 软件，构建“苍耳亭 － 靶点 － 通路”网

络。
１． ２． ６　 分子对接验证　 经由 ＰＤＢ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ）获得核心靶点（“１. ２. ３”项）的 ３Ｄ 结

构，使用 ＰｙＭｏｌ 软件去除异质小分子和水分子后获

得蛋白受体。 经由 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂ⁃
ｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）和 Ｃｈｅｍ３Ｄ 软件获得苍耳

亭的 ３Ｄ 结构，以最小自由能对结构进行优化后获

得小分子配体。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ １. ５. ６ 软件进

行半柔性对接，对接盒子参数设定：Ｓｐａｃｉｎｇ （ ａｎｇ⁃
ｓｔｒｏｍ）为 １. ０００，盒子应覆盖所有活性位点。 使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ ｖｉｎａ 软件进行分子对接，结合能值与模型

稳定性成反比。 并将分子对接结果导入 ＰｙＭｏｌ 软件

进行可视化。
１． ３　 细胞实验

１． ３． １　 细胞培养　 ＴＵ１７７ 细胞用含有 １０％ 胎牛血

清、１％ 青链霉素双抗的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基， 于

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养，待细胞生长密度至

８０％时，按照 １ ∶ ２ 或 １ ∶ ３ 比例传代。
１． ３． ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 将培养至对数生

长期的 ＴＵ１７７ 细胞以 ４ × １０３ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板

中，种板 ２４ ｈ 后，弃去上清液，分别加入 １００ μＬ 含

不同浓度（０、１、２、４、８、１２、１６ μｍｏｌ ／ Ｌ）苍耳亭药液

的培养基，每组设 ６ 个复孔，于 ３７ ℃培养箱中继续

培养 ２４、４８ ｈ，加入含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 试剂的培养基

１００ μＬ，在 ３７ ℃培养箱中孵育 ３ ｈ，用酶标仪检测

４５０ ｎｍ 处各孔吸光度值。
１． ３． ３　 平板克隆检测细胞增殖能力　 将生长状态

良好的 ＴＵ１７７ 细胞以 １. ５ × １０３ 个 ／孔均匀铺在 ６ 孔

板中，培养 １ 周后分别加入 ２ ｍＬ 含不同浓度（０、１、
２、４ μｍｏｌ ／ Ｌ）苍耳亭药液的培养基，２４ ｈ 后，弃去培

养基，加入不含药液的培养基继续培养 １ 周，在显微

镜下观察细胞状态，待细胞克隆长至肉眼可见时，终
止培养。 吸弃培养基，磷酸盐缓冲液 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）漂洗 ２ 次，甲醇固定 １５ ｍｉｎ 后，
ＰＢＳ 洗去甲醇，随后加入结晶紫染色 １５ ｍｉｎ，吸弃结
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晶紫，并用 ＰＢＳ 清洗，晾干后拍照，计算细胞克隆数

（超过 ５０ 个细胞计为 １ 个克隆）。
１． ３． ４　 转录组分析 　 用含不同浓度苍耳亭（０、１、
２、４ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养基处理 ＴＵ１７７ 细胞 ２４ ｈ，每组 ３
次重复。 采集细胞后，委托北京百迈克生物科技有

限公司进行 ＲＮＡ 提取、建库及转录组测序。 对获得

的测序表达谱数据进行整理，使用 Ｒ 软件 ｌｉｍｍａ 程

序包，以 ｜ Ｌｏｇ２（ＦＣ） ｜ ＞ １ 和调整后的 Ｐ ＜ ０. ０５ 为筛

选条件，筛选苍耳亭给药组和对照组（０ μｍｏｌ ／ Ｌ 苍

耳亭 ） 的 差 异 表 达 基 因 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），并对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通

路富集分析。
１． ３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路蛋白表

达水平　 按“１. ３. ３”项中的给药方式处理细胞，给
药 ２４ ｈ 后收集细胞，加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液提取细

胞总蛋白，采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，电泳后，转移

至 ＰＶＤＦ 膜，３％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ，４ ℃孵育 ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ （１ ∶ １ ０００） 和 ＧＡＰＤＨ （１ ∶
２０ ０００） 一抗过夜，室温孵育山羊抗鼠、兔二抗

（１ ∶ ２ ０００）１ ｈ，ＴＢＳＴ 用于洗膜，最后使用 ＥＣＬ 显影

液显影，曝光所得蛋白条带使用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行分

析，以 ＧＡＰＤＨ 为内参计算蛋白相对表达量。
１． ４　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ５ 软件

对实验数据进行统计学分析，每个实验独立重复 ３
次，统计结果用 �ｘ ± ｓ 表示。 多样本间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 网络药理学分析结果

２． １． １　 苍耳亭作用靶点筛选结果　 各数据库获得

的苍耳亭作用靶点数量如下：ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ １５３ 个，

Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ８０ 个（Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ＞ ０），ＢＡＴ⁃
ＭＡＮ⁃ＴＣＭ ４０ 个（ Ｓｃｏｒｅ ＞ ２０），ＳＥＡ ２ 个（ＭａｘＴｃ ＞
０. ４），ＳｕｐｅｒＰｒｅｄ ４７ 个（Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ＞ ０. ６），ＴａｒｇｅｔＮｅｔ
８１ 个（Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ＞ ０）。 基于 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据库规

范统一名称，去除重复值和非人类基因后，获得苍耳

亭作用靶点 ３５２ 个。
２． １． ２ 　 苍耳亭治 疗 ＬＳＣＣ 的 交 集 靶 点 　 按照

“１. ２. ２” 项检索方法，获得 ＬＳＣＣ 疾病靶点 ２ ９１０
个。 将苍耳亭作用靶点和 ＬＳＣＣ 疾病靶点取交集，
获得交集靶点 １５９ 个，见图 １。

图 １　 苍耳亭与 ＬＳＣＣ 交集靶点的 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ
ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ａｎｄ ＬＳＣＣ

２． １． ３ 　 ＰＰＩ 网络的绘制及分析 　 ＰＰＩ 网络共包含

２７１ 条边和 １２５ 个节点，按“１. ２. ３”项方法筛选 ２ 次

后，获得核心靶点 ７ 个，分别为：ＡＫＴ１、ＭＡＰＫ１４、
ＭＡＰＫ１、ＭＡＰＫ８、ＳＲＣ、ＪＵＮ、ＥＳＲ１。 它们的拓扑参数

（ＢＣ、ＣＣ、ＤＣ、ＥＣ、ＬＡＣ、ＮＣ）皆大于各自的第 ２ 次筛

选均值（７. ２５、０. ５６、７. ００、０. １８、３. ３３、４. ４０），流程见

图 ２。
２． １． ４　 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果　 ＧＯ
功能富集共获取 ２ ４５５ 个条目，其中生物过程（ｂｉｏ⁃

图 ２　 苍耳亭抗 ＬＳＣＣ 的 ＰＰＩ网络核心靶点筛选

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ＬＳＣＣ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ
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ｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＢＰ）２ ２０１ 个，细胞组分（ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏ⁃
ｓｉｔｉｏｎ，ＣＣ）７１ 个，分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，ＭＦ）
１８３ 个。 ＢＰ 主要涉及细菌源分子反应（ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒｉｇｉｎ）、外源刺激反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ）等；ＣＣ 主要涉及囊腔（ ｖｅｓｉｃｌｅ
ｌｕｍｅｎ）、分泌颗粒管腔（ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｇｒａｎｕｌｅ ｌｕｍｅｎ）等；
ＭＦ 主要涉及蛋白酪氨酸激酶活性（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ）、核受体活性（ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉ⁃
ｔｙ）等，见图 ３。 ＫＥＧＧ 通路共富集到 １７２ 个条目，见

图 ３　 ＧＯ 功能富集分析直方图

Ｆｉｇ． ３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ

图 ４。 排名靠前且和 ＬＳＣＣ 相关的通路主要包括

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路、癌症相关通路

（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ、 ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ、 ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ）等。
２． １． ５　 “药物 － 靶点 － 通路”网络的构建 　 “药物

－靶点 －通路”网络见图 ５，该网络包括 ５９５ 条边和

１８１ 个节点，即苍耳亭、１５９ 个靶点与 ２０ 条通路之间

产生了 ５９５ 种直接或间接联系。 网络中各节点之间

联系密切，药物、靶点和通路之间可能存在潜在的相

互作用关系，表明中药单体苍耳亭可通过多靶点、多
通路作用于 ＬＳＣＣ。

图 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析气泡图

Ｆｉｇ． ４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｕｂｂｌｅ ｄｉａｇｒａｍ

图 ５　 “苍耳亭 －靶点 －通路”网络图

Ｆｉｇ． ５　 “Ｘａｎｔｈａｔｉｎ⁃Ｔａｒｇｅｔ⁃Ｐａｔｈｗａｙ” ｎｅｔｗｏｒｋ
　 　 Ｙｅｌｌｏｗ ｓｑｕａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ； Ｐｉｎｋ ｈｅｘａｇｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｇｒｅｅｎ Ｖ⁃ｓｈａｐｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ； Ｃｙａｎ ｏｃｔａｇｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ；
Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｎｏｄｅ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｔｗｏｒｋ．
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２． １． ６　 分子对接结果　 结合能越小，对接越稳定，
苍耳亭与核心靶点的分子对接结合能均 ＜ － ５ ｋＪ ／
ｍｏｌ，大多数 ＜ － ７ ｋＪ ／ ｍｏｌ，表明所有组合结合活性

良好，见表 １。 对接结果表明，苍耳亭与 ＬＳＣＣ 的核

心靶点之间具有很强的关联性，因此，这些靶点可能

是苍耳亭治疗 ＬＳＣＣ 的主要作用靶点。

表 １　 苍耳亭与核心靶点的分子对接结合能

Ｔａｂ． １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ
Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ

Ｌｉｇａｎｄｓ Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＰＤＢ ＩＤ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ（ｋＪ ／ ｍｏｌ）
ＡＫＴ１ ４ＧＶ１ － ７． ４

ＭＡＰＫ１４ ６ＳＰ９ － ７． ８
ＭＡＰＫ１ ４ＦＵＸ －６． ８

Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ＭＡＰＫ８ ８Ｒ５Ｅ － ７． ７
ＳＲＣ ７ＮＧ７ － ８． ７
ＪＵＮ ５Ｔ０１ － ７． ５
ＥＳＲ１ ６ＶＪＤ － ７． ７

　 　 对结合能 ＜ － ７ ｋＪ ／ ｍｏｌ 的组合进行可视化，同
时标出氢键，见图 ６。 苍耳亭可分别与 ＡＫＴ１ 的活性

位点 ＡＳＰ⁃２７４ 形成氢键；与 ＭＡＰＫ１４ 的活性位点

ＡＳＰ⁃１１２ 形成氢键；与 ＭＡＰＫ８ 的活性位点 ＬＹＳ⁃５５、
ＡＳＮ⁃１５６ 形成氢键；与 ＳＲＣ 的活性位点 ＡＳＰ⁃４０７ 形

成氢键；与 ＪＵＮ 的活性位点 ＡＲＧ⁃２０７ 形成氢键；与
ＥＳＲ１ 的活性位点 ＧＬＵ⁃３５３ 形成氢键。
２． ２　 细胞实验

２． ２． １　 ＣＣＫ⁃８ 实验结果　 用不同浓度的苍耳亭（０、
１、２、４、８、１２、１６ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ＴＵ１７７ 细胞 ２４、４８ ｈ
后，结果显示，苍耳亭可抑制 ＴＵ１７７ 细胞的活力，且
呈现浓度依赖性，见图 ７。 ２４、４８ ｈ 的半数抑制浓度

分别为 ３. ５２、１. ４２ μｍｏｌ ／ Ｌ，因此，本研究选择 １、２、４
μｍｏｌ ／ Ｌ 的苍耳亭处理 ２４ ｈ 作为后续实验的干预条

件。
２． ２． ２　 平板克隆实验结果　 用不同浓度的苍耳亭

图 ６　 苍耳亭与核心靶点分子对接构象

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
Ｇｒｅｅｎ ｉｓ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ； Ｃｙａｎ⁃ｂｌｕｅ ｉｓ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ； Ｙｅｌｌｏｗ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｓ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｉｎｇ．
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（０、１、２、４ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ＴＵ１７７ 细胞 ２４ ｈ。 结果表

明，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的苍耳亭比较，１ μｍｏｌ ／ Ｌ 的苍耳亭

对 ＴＵ１７７ 细胞克隆形成能力无影响，２、４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

苍耳亭不同程度的抑制了 ＴＵ１７７ 细胞的克隆形成

能力（Ｐ ＜ ０. ０１、Ｐ ＜ ０. ００１），且呈浓度依赖性，见图

８。 提示苍耳亭能够抑制 ＴＵ１７７ 细胞的增殖。
２． ２． ３　 转录组分析结果　 按照“１. ３. ４”方法，苍耳

亭 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ 对照组筛选得到 ３ 个 ＤＥＧｓ，其中上

调基因 ２ 个，下调基因 １ 个；苍耳亭 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ 对

照组筛选得到 ８５ 个 ＤＥＧｓ，其中上调基因 ３６ 个，下
调基因 ４９ 个；苍耳亭 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ 对照组筛选得到

３４２ 个 ＤＥＧｓ，其中上调基因 １５０ 个，下调基因 １９２
个，见图 ９Ａ －９Ｃ。 由此可见，随着苍耳亭给药浓度

的增加，ＤＥＧｓ 的数量明显增加。

图 ７　 ＣＣＫ⁃８ 检测苍耳亭对 ＴＵ１７７ 细胞的细胞毒性

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｏｎ ＴＵ１７７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８

　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＵ１７７ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｆｏｒ ２４ ｈ； Ｂ： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＵ１７７ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｆｏｒ ４８ ｈ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５

ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ．

图 ８　 平板克隆实验检测苍耳亭对 ＴＵ１７７ 细胞增殖能力的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＵ１７７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

Ａ： Ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｅ ｒｅｓｕｌｔｓ × １００； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｅ ｎｕｍｂｅｒ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ．
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图 ９　 苍耳亭抗 ＬＳＣＣ 的转录组分析

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ＬＳＣＣ

　 　 Ａ： ＤＥＧｓ ｖｏｌｃａｎｉｃ ｍａｐ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＤＥＧｓ ｖｏｌｃａｎｉｃ ｍａｐ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ＤＥＧｓ ｖｏｌｃａｎｉｃ

ｍａｐ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤＥＧｓ； Ｅ： ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ

ＤＥＧｓ．

　 　 选取苍耳亭 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ 对照组的 ＤＥＧｓ 进行

富集分析，将 Ｃｏｕｎｔ 值靠前的条目进行可视化。 ＧＯ
功能富集结果见图 ９Ｄ，与肿瘤相关的富集条目主要

涉及小分子代谢过程的调节、ＤＮＡ 结合转录激活、
氧化还原酶活性等。 ＫＥＧＧ 通路富集结果见图 ９Ｅ，
ＤＥＧｓ 主要富集于 ＭＡＰＫ 信号通路、病毒致癌作用、
程序性凋亡、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路。 将转录组富集

分析获得的 ＫＥＧＧ 通路与上述网络药理学筛选出

的 １７２ 条通路对比，发现 １４９ 条共同通路，吻合率为

８６. ６％ ，进一步证实了网络药理学预测结果的可靠

性。 在共同通路中，本研究选取与 ＬＳＣＣ 密切相关

的 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路进行后续的机制验证。
２． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结

果表明，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的苍耳亭比较，２ 、４ μｍｏｌ ／ Ｌ 苍

耳亭处理后 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白的表达下降（Ｐ ＜
０. ０１ 或 Ｐ ＜ ０. ００１），且呈现浓度依赖性。 见图 １０。
因此，推测苍耳亭可能通过调控 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

发挥抗 ＬＳＣＣ 的作用。

３　 讨论

　 　 近年来，天然植物药逐渐成为抗肿瘤药物研发

的重要资源之一。 作为中医的常规治疗手段，中药

因其多靶点作用、确切的疗效和较小的副作用而备

受关注。 苍耳子是菊科植物苍耳的干燥成熟带总苞

的果实，是一味历史悠久的传统中药，具有抗炎镇

痛、抗肿瘤、降血糖血脂、抑菌抗病毒等作用［９］，广
泛用于鼻渊流涕、头痛风寒等疾病［１０］。 苍耳亭是苍

耳子中分离提取出的倍半萜内酯生物活性化合物，
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图 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测苍耳亭对 ＴＵ１７７ 细胞 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路的影响

Ｆｉｇ． １０　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ ｏｎ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＴＵ１７７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 Ａ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ

０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎｔｈａｔｉｎ．

是其主要的活性成分之一。 现代药理学研究表明，
苍耳亭可通过多种机制干预肿瘤的进展：抑制血管

内皮生长因子及其相关信号因子［１１］；抑制 ＳＴＡＴ３
信号通路并增加活性氧的生成［１２］；调节 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化［１３］；通过抑

制 ｍＴＯＲ 信号通路，影响肿瘤细胞的迁移与侵袭，
同时调节能量代谢过程，从而发挥抗肿瘤作用［１４］

等。 结合现有证据，苍耳亭被认为是一种极具潜力

的抗肿瘤活性药物。
　 　 由 ＰＰＩ 网络可得， ＡＫＴ１、 ＭＡＰＫ１４、 ＭＡＰＫ８、
ＳＲＣ、ＪＵＮ、ＥＳＲ１ 是苍耳亭治疗 ＬＳＣＣ 的核心靶点。
ＡＫＴ１ 已被证明在 ＬＳＣＣ 中高度表达［１５］， Ｚｈｕ ｅｔ
ａｌ［１６］报道了骨形态发生蛋白通过激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信
号通路促进 ＬＳＣＣ 中的血管生成以及 ＬＳＣＣ 细胞的

转移；ＭＡＰＫ１４、ＭＡＰＫ８ 均是 ＭＡＰＫ 家族的成员，
ＭＡＰＫ 信号通路中一些基因的表达，如 ｐ３８β、ＪＮＫ２、
ＥＲＫ２ 均与 ＬＳＣＣ 密切相关［１７］。 Ｃｈａｎ ｅｔ ａｌ［１８］ 的研

究阐述了 ＳＲＣ 靶点能作为 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 级联

反应枢纽，参与增强 ＬＳＣＣ 细胞迁移和生长过程。
Ａｌｍｏｕｈａｎｎａ ｅｔ ａｌ［１９］证实了 ＥＳＲ１ 相关通路参与头颈

部鳞状细胞肿瘤的进展，该通路对 ＬＳＣＣ 的治疗可

能存在一定的潜在价值。 总的来说，这些靶点在

ＬＳＣＣ 的发展过程中发挥重要作用，调控着 ＬＳＣＣ 中

的自噬、增殖、迁移、侵袭以及化疗耐药等关键生物

过程［２０］。

　 　 ＫＥＧＧ 通路富集分析得到的通路包括 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ
通路、ＭＡＰＫ 信号通路以及癌症相关通路，这些通路

均与 ＬＳＣＣ 相关。 分子对接结果显示，苍耳亭与核

心靶点的结合能大多数 ＜ － ７ ｋＪ ／ ｍｏｌ，表明苍耳亭

与这些靶点之间具有较强的结合力，并且分子构象

稳定，初步佐证了苍耳亭能够通过多靶点发挥抗肿

瘤效应。 转录组分析结果进一步验证了网络药理学

的预测。 在细胞实验中，评估了苍耳亭对 ＴＵ１７７ 细

胞活力与增殖的影响，并对 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路进行

了验证，发现苍耳亭呈浓度依赖性的抑制了细胞活

力与增殖，并显著降低了 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 的磷酸化水平。
这些结果表明，抑制 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路可能是苍耳

亭发挥抗 ＬＳＣＣ 的关键机制之一。
　 　 综上所述，苍耳亭可通过调节 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通

路，影响 ＴＵ１７７ 细胞的活力，发挥抑制 ＬＳＣＣ 细胞增

殖的作用。 本研究为苍耳亭在 ＬＳＣＣ 治疗中的应用

提供了有力的支持，但相关机制的阐述仍不全面，未
来的研究将重点关注苍耳亭作用的下游靶点，并结

合其他生物信息学方法和体内动物实验，以更深入

的揭示苍耳亭治疗 ＬＳＣＣ 的作用机制。
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