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网络药理学探究神效瓜蒌散治疗乳腺癌作用机制
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乳腺癌是世界范围内确诊率最高的癌症，每年

新增病例 '(= 万例，死亡人数超过 Z% 万['\，据报道，

乳腺癌是女性癌症死亡的主要原因[]\，中国女性新

诊断的癌症中有 'Z^是乳腺癌[&\，其中 =Z^的乳腺

癌是雌激素 9, 阳性[_\。中医是我国的传统医学，中

草药常用来治疗不同类型癌症，不仅可以减轻癌症

疼痛、呕吐、腹泻、疲乏、白细胞减少等化疗副作用，

还有抗增殖、抗迁移等作用，可以提高患者生存率[Z$=\。

神效瓜蒌散是传统的中药方剂，来源自宋·陈自明

的妇科著作《妇人良方》，由瓜蒌、甘草、当归、乳香、

没药组成，主治乳痈及一切痈疽初起，其中“乳痈”

为古代文献常见的类似乳腺癌表现疾病，故选取神

效瓜蒌散研究其抗乳腺癌的作用机制。网络药理学

是基于生物分子网络构建“药物$靶点$通路”多层

次网络分析药效活性成分和可能的分子网络机制/

旨在建立中药及其复方多成分、多途径、多靶点间

的协同作用联系[`$'%\。本文将进行体外实验验证神效

瓜蒌散对乳腺癌的抑制作用，再运用网络药理学的

思路和方法/ 预测神效瓜蒌散作用于乳腺癌的靶点/

运用 0123145 验证蛋白，探讨神效瓜蒌散作用乳腺

癌的作用机制。
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'>' "#$% 神效瓜蒌散的瓜蒌、甘草、当归、乳香

和没药均购买自北京同仁堂大药房。药物经过浸泡、煮

沸、过滤、旋蒸、冻干等步骤得到神效瓜蒌散的水提物。
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!"#"! 细胞培养 人乳腺癌细胞系 $%&'() 细胞

培养在含 !*+胎牛血清的 !,-* 培养基于 ). !，

/0+的空气和 0+12

#

的饱和湿度下培养。$%&'()

购买自中国科学院肿瘤细胞库。

!"#"# 细胞增殖实验 细胞增殖试验采用台盼蓝

染色法和 34$ 法检测细胞存活和增殖情况。台盼蓝

染色法是对数增长的乳腺癌 $%&'() 细胞 !"!*

-

5孔

密度铺在 #- 孔板培养，设置空白对照组、神效瓜蒌

散剂量组（0*、!**、#**、)** 和 -** !6578），细胞计

数使用 *"-+的台盼蓝计数。34$ 法将对数增长的乳

腺癌 $%&'() 细胞 !"!*

-

578 铺在 /, 孔板培养，设

置空白对照组、神效瓜蒌散剂量组（0*、!**、#**、)**

和 -**!6578），每孔加入 #*!834$，用美国 &9:(';<

微孔板光度计在 -/* =7 处测定吸光度（2>）值。

!"#") 划痕实验 细胞划痕实验将对数增长的乳

腺癌 $%&'() 细胞（!* "!*

-）铺在 #- 孔板培养，设

置空白对照组、神效瓜蒌散剂量组（0*、!**、#**、)**

和 -**!6578），划痕分别在 *、,、!#、#-和 -? @拍照。

!"#"- ABCDBE= FG:D 实验 对数增长的乳腺癌

$%&'() 细胞（#* "!*

-）铺在 , 孔板培养，设置空白

对照组、神效瓜蒌散剂量组（!**、#** !6578），收集

培养 .# @ 后的细胞 H 裂解细胞提取蛋白。采用

ABCDBE= FG:D 法检测 I'" 的表达水平J以 #(;KD9= 为

空白对照J操作均严格按照试剂盒说明书进行。

!") %&'()#$

!")"! 药物有效成分的收集和靶点预测 通过先

前研究L!!M，神效瓜蒌散的 0个药物成分分别从 413$N

数据库、413O> 数据库等数据库查找有效成分，其

中按照类药性 P*"!? 筛选有效成分，再通过

QRFK@B7、<ER6F;=S、K@B77;QQBE 等数据库根据药物

结构的相似性找到有效成分相应靶点。

!")"# 乳腺癌的靶点预测 乳腺癌的靶点通过网络

数据库 44>（4@BE;QBRD9K 4;E6BD >;D;F;CB）和 NRF7B<、

知网等数据库文献中筛选。

!")") 网络构建和分析 将预测到神效瓜蒌散的

有效成分的靶点和乳腺癌的预测靶点进行匹配，并

通过 1TD:CK;QB 软件J 根据成分与靶点关联的程度、

匹配的程度制作对应中药的成分(靶点网络图，并

对其进行归纳和总结。

!"- *+),- 图标使用 IUKBG、N:VBEN:9=D 和

WE;Q@N;< NE9C7 0 生 成 图 形 。 使 用 社 会 科 学

$N$$!#"* 的统计软件包确定统计显著性。
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仁堂的神效瓜蒌散 #-* 6 经过浸泡、煮沸、过滤、旋

蒸、冻干等步骤得到 !!* 6 神效瓜蒌散水提物。

#"# :;<=!"89

#"#"! 台盼蓝法结果 使用台盼蓝法加入不同剂

量神效瓜蒌散（0*、!**、#** 、)** 和 -** !6578）后，

连续计数乳腺癌 $%&'() 细胞 , <，观察不同剂量

组细胞数目变化和差异，发现在剂量为 0* !6578 的

低剂量组就出现细胞数目的明显减少，并且呈剂量

依赖性，且在第 ) 天细胞数目开始明显减少，呈时

间依赖性（! X*"*0），见图 !。

#"#"# 34$ 法结果 34$ 实验设置空白对照组、不

同剂量神效瓜蒌散（0*、!**、#**、)** 和 -** !6578）

组后，.# @2>值见图 #，从图中可以看出，随着神效瓜

蒌散浓度的增加，2>值呈剂量依赖性下降（!X*"*0）。

台盼蓝法和34$实验说明神效瓜蒌散能够抑制

乳腺癌细胞 $%&'()增殖，且呈剂量、时间依赖性。

#") >?!"89 为了初步探索神效瓜蒌散与

乳腺癌 $%&'() 细胞迁移的关系，采用划痕实验方

法。划痕实验设置对照组、不同剂量神效瓜蒌散

（!**、#** !6578）组后，#- @ 实验结果见图 )，从图

中可以看出和空白对照组相比，各加药组细胞迁移

的距离明显减少，说明神效瓜蒌散能够抑制乳腺癌
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细胞 !"#$%&的迁移，且呈剂量依赖性。

'() !"#$%&'

*()(+ 药物有效成分的收集和靶点预测结果 神

效瓜蒌散的瓜蒌、甘草、当归、乳香和没药 , 个成

分，通过 -./!0 数据库、-./12 数据库等数据库，

按照类药性 34(+5 筛查到的有效成分及通过

6789:;<、=>7?8@AB、9:;<<@66;> 等数据库找到药物

的有效成分和靶点情况见表 +。

*()(* 乳腺癌的靶点预测结果 乳腺癌通过 --2

数据库筛选到靶点 54个，通过 078<;=、知网等数据库

文献查找到 )+个靶点，所以乳腺癌的靶点一共 +*+个。

*()(& 网络构建和分析结果 通过神效瓜蒌散的

有效成分和预测靶点与乳腺癌的靶点匹配后，用

.CDEF9@6; 软件构建的神效瓜蒌散成分靶点网络图

见图 )，从图中可见神效瓜蒌散靠前的靶点是 G$、

H!0I4 等，可以推测神效瓜蒌散通过 G$、H!0I4 等

靶点作用于乳腺癌发挥其抗肿瘤作用。

*(, ()*+,- G$! ./&' 网络药理学分

析神效瓜蒌散可能主要通过作用于 G$ 发挥抗乳腺

癌作用，为此笔者检测了神效瓜蒌散作用的乳腺癌

细胞 !"# 的 G$! 的表达以验证网络药理学分析的

预测结果。结果显示：加入不同浓度的神效瓜蒌散

（4、+44、*44 "?J<K）后，随着药物剂量的增加，G$!

逐渐减少（! L4(4,），见图 ,。M;FD;>A 8NED 实验结果

与网络药理学预测机制部分吻合。

! !"

通过实验结果表明，神效瓜蒌散能够在体外抑

制乳腺癌细胞 !"#$O& 的增殖和迁移，并且呈剂量

依赖性。网络药理学建立的成分靶点图，排在前两

位分别是 G$、H!0I4。

乳腺癌是世界范围内确诊率最高的癌症，其中

P,Q的乳腺癌是雌激素 G$ 阳性，雌激素长期过度

刺激、G$ 表达水平增高或转录激活活性增强，是导

致乳腺癌的重要原因R+&S，+5IT年U #;@DFEA医生首先对

乳腺癌患者进行了卵巢切除术U 开创了针对雌激素

治疗的先河。如今 G$ 受体已经是乳腺癌内分泌治

疗的作用靶点，是乳腺癌治疗的主要方法之一，多

数临床研究结果显示内分泌辅助治疗可以显著降

低乳腺癌复发率并延长生存期。雌激素的生物学效

应主要通过雌激素受体介导的对下游靶基因转录

激活或抑制效应来实现，雌激素有两个受体U G$!

与 G$#U 研究表明在乳腺中以 G$! 为主U G$! 过度

激活是雌激素依赖性乳腺癌发生与进展的重要因

素R+*S。雌激素的核受体按照结构和功能主要分为 *

类：类固醇激素受体家族和甲状腺受体家族，类固

醇激素受体未活化状态时与热休克蛋白结合存在，

配体与受体结合使热休克蛋白与受体解离R+&S。

热休克蛋白（H!0）是高度保守的应激蛋白，在

细胞中作为分子伴侣参与蛋白质的折叠、转运、逆

转录许多关键调节因子的蛋白水解过程U 从而影响

药物 有效成分J个 预测靶点J个

当归 ++ +4&

甘草 *4T * 4P4

瓜蒌 *& ,P

没药 +) &5

乳香 ++ &P

# " $%&'()*+,%-./012345

#$% " &'()*+ ),-.+/)+,(0 ), 12+,3)$4-5$6450$, $,/ )(0 7.+/)'(+/

($.-+( .+056(0

6 ! 189:;!789:;<=)>?@ <= 2ABC=!">>D

?)- ! 189: ! '+66 0'.$('2+0 $( /)@@+.+,( /40+0 @4. <= 2C=!">>D

对照组 +44 "?J<K *44 "?J<K

6 = $%&'(@-.E3FG6

?)- = #$.-+( ,+(A4.B /)$-.$C @4. 12+,3)$4-5$6450$, ),-.+/)+,(0

钻石代表药物的有效成分，圆形代表药物作用于乳腺癌的靶点，图形

从小到大表示联系的程度，成份与靶点的作用通过连线表

6 D $%&'(HIJK78 189@ E:!LM@NO

?)- D 12+,3)$4-5$6450$, )C7$'( 4, %.+$0( '$,'+. '+660 4@ 189

+37.+00)4, 4@ E: $672$

4 +44 *44

G$!

"?J<K

$O@9DVA

4(T

4()

4(*

4(4

4

"

?

J

<

K

+

4

4

"

?

J

<

K

*

4

4

"

?

J

<

K

G
$
%
J
$
O
@
9
D
V
A
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$$%& '()*+,-.) /)')01+/2 -. 0/)3-'1-.4 5/)621 '6.')/ *)162162-2

6.3 0/+4.+2-2789: 8 ;<0 $=-. $6.')/ %)2> ?@"@> ?AB"CD"E

7#9 F/-)3= G> H+=I J:KL*+L/M')== -.N62-+. 6.3 *-4/61-+.D 3-N)/2-1O 6.3

)2'60) *)'(6.-2*2789: P61 %)N $6.')/> ?@@!> !Q#RD!E?

7E9 S(6- T U> S(6+ $> S(6.4 P> )1 6=: V=,6=+-32 I/+* 06'(O26.3/6

1)/*-.6=-2 -.(-5-1 5/)621 '6.')/ -.N62-+. 6.3 (6N) 0+1).1-6= I+/

3)N)=+0*).1 62 6.1-*)162162-2 1()/60)L1-' 64).12789: 8 P61 G/+3> ?@"?>

&#B&RD"!@#

7&9 8-. W P> W6 X P> S(6- T U> )1 6=: V .)Y *)4621-4*6.) 6=,6=+-3 I/+*

06'(O26.3/6 1)/*-.6=-2 Y-1( 6.1-1L*+/ *)162162-2 )II)'1789: $()* P61

$+*0> ?@"#> #"B?RD!""

7Z9 F6.4 T 8> X(+L [ V> \-L ]> )1 6=: XO.1()2-2 6.3 6.1- M*)162161-'

)II)'12 +I .+N)= '(-/6= -+.+.) 6=,6=+-3 3)/-N61-N)2 789: ;L/ 8 W)3

$()*> ?@"#> "@"B?ZRD?^#

7A9 W-==-2 8 %> \6L W J: V=1)/.61-N) 061(Y6O2 1+ 63-0-' 6'-3 5O

'+*5-.)3 I)/*).161-+. 6.3 '616=O1-' *)1(+32D _X?@"#@??#!?A7G9:
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细胞生长、分化和生存7"^M"#9。 热休克蛋白通常按照

分子量不同，分为 TXG&@ 和 TXGA@，其中 TXGA@ 又

分为 TXGA@! 和 TXGA@" 两种亚型，两者同源性高

达Z^c，其中 TXGA@ 在雌激素的信号传导中起重要

作用即当雌激素受体未与雌激素结合时，细胞内的

;% 和 TXGA@ 形成 ;%MTXG A@ 复合物 > 雌激素和

;% 结合后，TXGA@ 分离> 雌激素受体激活发挥生物

学效应 7"#9。研究表明，TXGA@ 的过高水平的表达与

乳腺癌患者的不良预后相关7"E9 。

神效瓜蒌散从宋代以来就用来治疗乳腺癌，本

研究利用网络药理学的方法，发现其发挥抗乳腺癌

作用可能主要是通过内分泌通路，今后可以进一步

研究神效瓜蒌散通过内分泌通路治疗乳腺癌的具

体机制以及可能存在的其他抗乳腺癌的通路。
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