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摘要： 目的　 探究肝豆扶木汤对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 铁死亡的影响， 以及对溶质载体家族 ７ 成员 １１
（ＳＬＣ７Ａ１１） ／谷胱甘肽过氧化酶 ４ （ＧＰＸ４） 轴的调控作用。 方法　 利用 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数据库获取肝豆扶木汤的活性

成分及潜在靶点， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库检索铁死亡相关靶点， 将所得的肝豆扶木汤活性成分的潜在靶点与铁死亡相关靶

点进行交集筛选后， 再借助 ＣＢ⁃Ｄｏｃｋｉｎｇ 软件进行分子对接， 最后对结合度较好的靶点进行细胞实验初步验证。 体外

细胞实验构建 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞铁死亡模型， 设置空白组、 模型组和肝豆扶木汤低、 中、 高剂量组， 检测细

胞还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ）、 丙二醛 （ＭＤＡ）、 活性氧 （ＲＯＳ） 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证细胞 Ｐ５３、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 肝豆扶木汤中有效成分共 ２１５ 种， 潜在靶点 １ ７４１ 个， 铁死亡相关靶点

２７５ 个， 其中 Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ≥３ 的共 ２３ 个。 取交集后， 肝豆扶木汤中活性成分为 １９ 种， 铁死亡相关靶点为 １１ 种。 肝

豆扶木汤关键有效成分与靶点 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｐ５３、 ＶＤＡＣ２ ／ ３、 ＡＣＳＬ４、 ＨＭＯＸ１、 ＡＬＯＸ１５、 ＰＲＫＡＡ１ 等均有一定的结合活

性， 其中与 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白靶点结合能力最强。 肝豆扶木汤能提高细胞 ＧＳＨ、 ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平 （Ｐ＜ ０ ０１）， 上调

ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （Ｐ＜０ ０１）， 下调 Ｐ５３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 肝豆扶木汤可能是通

过调控 ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 轴来抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 铁死亡的发生， 从而起到保护肝细胞的作用。
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　 　 肝豆状核变性， 又称 Ｗｉｌｓｏｎ 病， 是铜代谢障碍导致以

大脑基底节变性和肝功能损害为主要表现的常染色体隐性

遗传性疾病， 临床上以进行性加重的肝损害、 神经系统症

状等为主要特征［１］ 。 研究发现该病不仅存在铜代谢障碍，
其铁代谢障碍在发病机制中也起着重要作用［２］ 。 由于肝脏

是金属离子代谢的主要靶器官， 肝损害为 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者最

常见的症状， 暴发性肝衰竭是最常见的致死因素［３］ 。 进行

早期干预对保护患者肝损害具有重要的临床意义。 据相关

研究报道， 铁死亡在 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝损害中具有起到关键作

用［４］ 。 铁死亡是一种被公认的以铁依赖性脂质过氧化为特

征的细胞调控死亡形式［５］ 。
肝豆扶木汤是杨文明教授根据新安医学固本培元的理

论， 针对 Ｗｉｌｓｏｎ 病创制的专方， 全方行滋补肝肾、 豁痰化

瘀之功。 课题组前期研究发现， 肝豆扶木汤能有效改善

Ｗｉｌｓｏｎ 病患者和模型鼠的肝功能及肝纤维化程度， 发挥肝

保护作用［６］ ， 且其作用机制可能与调控转化生长因子⁃β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β， ＴＧＦ⁃β１） ／ Ｓｍａｄ［７］ 、 活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） ／ Ｊｕｎ 氨基末端激酶， Ｊｕｎ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ， ＪＮＫ） ［８］信号通路有关， 但与铁死亡相关作

用机制尚待深入研究。 故本研究借助生物信息学系统预测

肝豆扶木汤干预铁死亡的活性成分、 潜在靶点， 并结合体

外实验进行初步验证。
１　 材料

１ １　 细胞株　 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ （货号 ＣＬ⁃０１０３） 购自武

汉普诺赛生命科技有限公司， 用含 １０％ 胎牛血清、 １００
ＩＵ ／ ｍＬ青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基在３７ ℃、
５％ ＣＯ２、 饱和湿度条件下培养， 待细胞生长至 ７０％ ～ ８０％
时开始传代， 用于后续实验。
１ ２　 药物　 肝豆扶木汤由制何首乌 ４ ｇ、 枸杞子 ２０ ｇ、 三

七３ ｇ、 土茯苓 １２ ｇ、 白芍 １５ ｇ、 郁金 １２ ｇ、 柴胡 １２ ｇ 组成，
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均购自安徽中医药大学第一附属医院， 符合 ２０２０ 年版 《中
国药典》 标准， 加 １０ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 武火煮沸后转文

火再煎 ３０ ｍｉｎ， 滤过， 再加 ８ 倍量水重复以上步骤， 将 ２
次水煎液混匀， 纱布过滤后于旋转蒸发仪上浓缩至 ０ ３
ｇ ／ ｍＬ， 冷冻干燥得冻干粉 １７ ５ ｇ， 得率为 ２２ ４％ ， 于

－２０ ℃冰箱中保存备用。 肝豆扶木汤冻干粉溶液用无菌

ＰＢＳ 制成 １ ｇ ／ Ｌ （１ ｇ 冻干粉相当于 ４ ４６ ｇ 生药量） 母液，
０ ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌。
１ ３　 试剂　 ＤＭＥＭ 培养基 （武汉普诺赛生命科技有限公

司， 批号 ＷＨ００２２Ｃ０２１）； Ｅｒａｓｔｉｎ 试剂 （上海麦克林生化科

技股 份 有 限 公 司， 批 号 Ｃ１３６３２１０４）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （日本 ＴａＫａＲａ 公司， 批号

ＡＪ５１４８５Ａ）； ＣＣＫ８ 检 测 试 剂 盒、 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｈｉｇｈ ＲＯＸ） （武汉赛维尔生物科技有限公司，
批号 ＣＲ２１１２０５０、 ＬＴ２０２２０１）； 山羊抗小鼠 ＩｇＧ、 山羊抗兔

ＩｇＧ （上海张沈生物医药科技有限公司， 批号 １４２６３７、
１３９９３１）； 溶质载体家族 ７ 成员 １１ （ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７
ｍｅｍｂｅｒ １１， ＳＬＣ７Ａ１１ ） 抗 体、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４， ＧＰＸ４） 抗体、 Ｐ５３ 抗体 （美国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 批号 ８４ａ５７９２、 ７８ｐ５３６６、 ２３ｙ９８３７）； ＲＩＰＡ 裂

解液 （强）（合肥白鲨生物科技有限公司， 批号 ６９１２８０３３）；
ＰＡＧＥ 胶 促 凝 剂 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 批 号

１０２０Ｆ０２４）； ＰＶＤＦ 膜 （ 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司， 批 号

Ｒ８ＫＡ７３８５）； 胰酶、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗二抗去除液 （上海碧云天

生物技术有限公司， 批号 Ｃ０２０１、 ０５１４１８１８０６２６）； ＥＣＬ 超

敏发光试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号

Ｓ１２５７４４４）； 丙二醛 （ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 测定试剂

盒、 还原型谷胱甘肽 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ， ＧＳＨ） 测定试剂盒 （南
京建成生物工程研究所， 批号 ２０２２０５１８、 ２０２２０５２５）； 活性

氧 （ＲＯＳ） 检测试剂盒 （上海贝博生物科技有限公司， 批

号 ＢＢ２００８１）。
１ ４　 仪器 　 ３１１１ 型恒温 ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 超净工作台 （上海力辰仪器科技有限公

司）； ＣＫＸ５３ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 荧光定

量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； 电泳仪、 转膜仪 （上海天能

科技有限公司）； 自动曝光仪 （上海培清科技有限公司）；
酶标分析仪 （深圳雷杜生命科学股份有限公司）。
２　 方法

２ １　 生物信息学

２ １ １ 　 活 性 成 分 筛 选 　 利 用 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数 据 库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｎｅｔ． ｎｃｐｓｂ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ ｂａｔｍａｎ⁃ｔｃｍ ／ ） 检索肝豆扶

木汤方中何首乌、 枸杞子、 三七、 柴胡、 白芍、 土茯苓、
郁金 ７ 味中药的化学成分， 以靶点预测的得分值 （ Ｓｃｏｒｅ
ｃｕｔｏｆｆ） ≥２０、 靶点分析 Ｐ＜０ ０５ 为标准［９］ ， 筛选出具有较

高活 性 的 成 分 和 潜 在 靶 点。 利 用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 下载对应的活性

成分信息， 以 ３Ｄ 结构保存为 ＳＤＦ 格式， 用于分子对接。
２ １ ２　 铁死亡靶点筛选 　 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．

ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 ＯＭＩＭ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、 ＴＴＤ
数据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｂ． ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ） 中 输 入 检 索 词

“Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ”， 收集铁死亡相关的非重复靶基因。 将铁死亡

相关靶点的相关度值 （Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ） 定义为≥３， 与药

物活性成分作用潜在靶点进行匹配， 最终获得肝豆扶木汤

干预铁死亡的作用靶点， 用于后续分析。
２ １ ３　 分子对接　 选取匹配后筛选得到的核心靶蛋白作为

核心受体蛋白， 在 ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ）
中输入靶蛋白名称， 设置种属为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 选取分

辨率高的靶蛋白三维结构。 使用 ＣＢ⁃Ｄｏｃｋｉｎｇ 数据库［１０］

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｌａｂ． ｌａｂｓｈａｒｅ． ｃｎ ／ ｃｂ⁃ｄｏｃｋ ／ ｐｈｐ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ） 将筛

选出来的受体与配体进行在线对接处理， 比较对接后的

Ｖｉｎａ ｓｃｏｒｅ 值， 再进行对比分析。
２ ２　 细胞实验

２ ２ １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂最佳作用剂量和时间筛选　 将 ＨｅｐＧ２
细胞分为空白组、 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂组， 空白组只加 ＤＭＥＭ 培

养基， Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂组分别加入含 １０、 ２０、 ３０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｅｒａｓｔｉｎ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 分别培养 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ 后弃

培养液， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８， 继续培养 １ ｈ， 在酶联免

疫检测仪上 ４５０ ｎｍ 波长处测量各孔吸光度。
２ ２ ２　 肝豆扶木汤冻干粉最佳作用剂量和时间筛选 　 将

ＨｅｐＧ２ 细胞分为空白组、 肝豆扶木汤冻干粉组， 空白组只

加 ＤＭＥＭ 培养基， 肝豆扶木汤冻干粉组分别加入含 ５、 １０、
２０、 ４０、 ８０、 １６０、 ３２０、 ６４０ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉和最佳作用浓

度 Ｅｒａｓｔｉｎ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 在 Ｅｒａｓｔｉｎ 最佳作用时间点换

液 ３ 次后弃培养液， 每孔加 １０ μＬ ＣＣＫ８， 继续培养 １ ｈ，
在酶联免疫检测仪上 ４５０ ｎｍ 波长处测量各孔吸光度。
２ ２ ３　 分组及给药 　 实验分为空白组 （ ＨｅｐＧ２ 细胞 ＋
ＰＢＳ）、 模型组 （ＨｅｐＧ２ 细胞＋Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂） 和肝豆扶木

汤低、 中、 高剂量组 （ＨｅｐＧ２ 细胞＋Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂＋ １６０、
３２０、 ６４０ μｇ ／ ｍＬ 肝豆扶木汤冻干粉）。 取对数生长期

ＨｅｐＧ２ 细胞， 接种于平底培养板， 每组设 ３ 个复孔， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 １２ ｈ， 模型组加入最佳浓度

的 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂， 肝豆扶木汤组同时加入最佳浓度的

Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂和不同质量浓度的冻干粉， 空白组加入等量

ＰＢＳ 溶液， 处理至 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂最佳时间点时进行换液，
继续处理至冻干粉最佳作用时间后检测相关指标。
２ ２ ４　 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平检测　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞，
接种于 ６ 孔板， 按 “２ ２ ３” 项下方法处理， 按照相关试剂

盒说明书操作步骤检测 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平。
２ ２ ５　 ＲＯＳ 水平检测 　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞， 接种

于 ６ 孔板， 按 “２ ２ ３” 项下方法处理， 加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 其间颠倒混匀 ４ ～ ５ 次，
使细胞与探针充分接触， 再用无血清培养基洗涤细胞 ３ 次，
除去多余的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 于倒置荧光显微镜下观察荧光强

度， ＮｏｖｏＥｘｐｒｅｓｓ 软件分析并计算荧光强度值。
２ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｐ５３、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋

白表达　 按 “２ ２ ３” 项下方法处理细胞， 提取各组细胞
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总蛋白， 经电泳、 转膜、 封闭后， 分别加 Ｐ５３ （１ ∶ ５００） 、
ＳＬＣ７Ａ１１ （１ ∶ ５００）、 ＧＰＸ４ （１ ∶ ５００）、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５００）
一抗， ４ ℃孵育过夜， 加相应二抗继续孵育 ２ ｈ， 显影， 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２ ２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 Ｐ５３、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ
表达　 按 “２ ２ ３” 项下方法处理细胞， 提取 ＲＮＡ， 逆转

录为 ｃＤＮＡ， 然后进行 ＰＣＲ 扩增， ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相

对表达， 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧ

反向 ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴ
９６

Ｐ５３ 正向 ＡＡＧＣＴＧＴＣＣＣＴＣＡＣＴＧＴＴＧＡ
反向 ＴＧＣＡＣＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴＡＧＧＴＧ

８６

ＳＬＣ７Ａ１１ 正向 ＡＡＣＣＧＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＡ
反向 ＡＧＧＴＴＣＡＧＧＡＣＣＴＣＧＡＡＴＧＧ

１９５

ＧＰＸ４ 正向 ＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＧＴＡ
反向 ＧＣＴＴＣＣＣＧＡＡＣＴＧＧＴＴＡＣＡＣ

１０８

２ ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 若满足正态性和方差齐性， ２ 组间比较采用

独立样本 ｔ 检验， 组间多重比较采用 ＬＳＤ 法； 反之， 采用

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 生物信息学

３ １ １　 活性成分及作用靶点　 以 Ｓｃｏｒｅ ｃｕｔｏｆｆ≥２０、 Ｐ＜０ ０５
为条件进行检索， 得到肝豆扶木汤方中化学成分 ２２６ 种，
其中何首乌 １６ 种， 枸杞子 ４６ 种， 白芍 １８ 种， 三七 ５１ 种，
土茯苓 １３ 种， 柴胡 ６３ 种， 郁金 １８ 种。 以 ＯＢ≥３０％ 、
ＤＬ≥０ １８ 为条件， 筛选得到 ２１４ 种化学成分。
３ １ ２　 作用靶点筛选　 共得到肝豆扶木汤活性成分潜在作

　 　 　 　 　

用靶点 １０ ４６３ 个， 其中何首乌 ２９８ 个， 枸杞子 ２ ０７７ 个，
白芍 ３００ 个， 三七 ３ ９６４ 个， 土茯苓 ３６７ 个， 柴胡 １ ８４５
个， 郁金 １ ６１２ 个， 剔除重复部分， 得到潜在作用靶点

１ ７４１个。 利用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库获得 ２７４ 个与铁死亡相关

的靶基因， 相关度值 （Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ） 定义为≥３， 最终

获得与铁死亡相关的靶基因 ２３ 个。 将药物活性成分靶点与

疾病靶点取交集， 最终收集 １１ 个共同作用靶点用于分子对

接分析， 见图 １。

图 １　 肝豆扶木汤活性成分靶点与铁死亡靶点的韦恩图

３ １ ３　 分子对接　 将 １１ 个铁死亡核心靶蛋白与对应的肝

豆扶木汤活性成分进行分子对接， 并根据 Ｖｉｎａ ｓｃｏｒｅ 值绘

制热图 （图 ２）， 其中 Ｖｉｎａ ｓｃｏｒｅ＜－７ ０， 表明靶蛋白与活性

成分结合性好， 而且 Ｖｉｎａ ｓｃｏｒｅ 值越小， 两者结合能力越

强［１１］ 。 由此可知， 肝豆扶木汤的主要活性成分维生素 Ｂ２、
抗坏血酸、 γ⁃氨基丁酸、 尼克酸、 维生素 Ｃ、 核黄素、 芍

药二酮、 鬼伞毒素、 苯乙酮、 ３， ４⁃二甲基苯甲酸、 邻苯二

酸辛酯、 白芷素、 壬烯酸、 亚麻酸、 姜黄酮、 莪术二酮、
姜黄烯、 香芹酮与铁死亡核心靶点 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白均有很强

的结合能力， 再绘制对接模式图 （图 ３）。 此外， 维生素

Ｂ２、 核黄素、 芍药二酮、 白芷素、 莪 术 二 酮 与 ＴＰ５３、
ＡＣＳＬ４、 ＡＣＳＬ４、 ＶＤＡＣ２、 ＶＤＡＣ３、 ＡＬＯＸ１５、 ＰＲＫＡＡ１、
ＭＤＭ２ 靶蛋白均有良好的结合能力。

图 ２　 肝豆扶木汤活性成分与铁死亡核心靶蛋白分子对接热图

３ ２　 细胞实验

３ ２ １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂最佳作用剂量、 时间筛选　 与空白组

比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂作用 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ 时细

胞活性均高于 ５０％ ， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂作用 １２、 ２４ ｈ
时细胞活性均高于 ５０％ ， ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂作用 ３６、
４８ ｈ 时细胞活性均低于 ５０％ ， ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂作用

３６４３

２０２３ 年 １０ 月

第 ４５ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １０



　 　 　 　 　

图 ３　 肝豆扶木汤活性成分与 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白对接模式图
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１２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ 时 细 胞 活 性 均 低 于 ５０％ ， 故 选 择

３０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ２４ ｈ 分别作为 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂最佳作用剂量、
时间， 见表 ２。

表 ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂不同作用剂量、 时间下细胞相对活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ ４８ ｈ

空白组 ０ １ ００２±０ ０１１ １ ００３±０ ０２２ １ ０１４±０ ０１６ １ ００１±０ ０２１
Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导剂组 １０ ０ ８７９±０ ０４１∗ ０ ８２５±０ ０２９∗ ０ ７８３±０ ０２７∗ ０ ６９２±０ ０６３∗

２０ ０ ６８８±０ ０１７∗ ０ ６４９±０ ０４４∗ ０ ５０９±０ ０４０∗ ０ ４６９±０ ０１４∗

３０ ０ ５５７±０ ０６０∗ ０ ４９６±０ ０２９∗ ０ ２８２±０ ０１１∗ ０ ２４９±０ ０１８∗

４０ ０ ２８７±０ ０４４∗ ０ ２１４±０ ０２１∗ ０ １７６±０ ０１４∗ ０ １４６±０ ０１２∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

３ ２ ２　 肝豆扶木汤冻干粉最佳作用剂量、 时间筛选　 与空

白组比较， ５ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉作用 ４８、 ７２ ｈ 时， １０、 ２０、 ４０、
８０ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉作用 ２４、 ４８ ｈ 时， 以及 １６０ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉

作用 ２４ ｈ 时细胞活性降低 （Ｐ＜０ ０５）； ４０、 ８０、 １６０ μｇ ／ ｍＬ

冻干粉作用 ７２ ｈ 时， ３２０ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉作用 ４８、 ７２ ｈ 时，
以及 ６４０ μｇ ／ ｍＬ 冻干粉作用 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 时细胞活性升高

（Ｐ＜ ０ ０５）， 故选择 １６０、 ３２０、 ６４０ μｇ ／ ｍＬ 分别作为低、
中、 高剂量， 见表 ３。

表 ３　 肝豆扶木汤冻干粉不同作用剂量、 时间下细胞相对活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

空白组 ０ １ ００３±０ ０２２ １ ００１±０ ０２１ ０ ９９９±０ ０１３
肝豆扶木汤冻干粉组 ５ ０ ９８４±０ ０１４ ０ ８２４±０ ０３３∗ ０ ９１４±０ ０７２∗

１０ ０ ９３５±０ ０１０∗ ０ ８４６±０ ０６８∗ ０ ９９１±０ ０４８
２０ ０ ８６７±０ ０１３∗ ０ ８５３±０ ０７８∗ １ ０３７±０ ０４９
４０ ０ ８２２±０ ００８∗ ０ ９１７±０ ０３４∗ １ ０８４±０ ０６１∗

８０ ０ ７８７±０ ０１８∗ ０ ９５０±０ ０６６∗ １ １２９±０ ０４２∗

１６０ ０ ９２０±０ ０１４∗ １ ０７５±０ ０３４ １ １７４±０ ０１∗

３２０ １ ０５１±０ ０２２ １ ２８６±０ ０２７∗ １ ３０５±０ ００９∗

６４０ １ １７０±０ ０６１∗ １ ３３０±０ ０６８∗ １ ３６４±０ ０２９∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

３ ２ ３　 肝豆扶木汤对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＨ、 ＭＤＡ、
ＲＯＳ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组细胞 ＧＳＨ 水平降

低 （Ｐ＜０ ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＲＯＳ 荧光强度

增强 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 肝豆扶木汤各剂量组细

胞 ＧＳＨ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１），

ＲＯＳ 荧光强度减弱 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 ４。
结果表明， 肝豆扶木汤能提高 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＨ 水平， 降低

ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平， 提高抗氧化能力， 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的氧

化应激损伤。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 肝豆扶木汤对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＳＨ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３ ２ ４ 　 肝 豆 扶 木 汤 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱 导 ＨｅｐＧ２ 细 胞 Ｐ５３、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达的影响　 与空白组比较， 模型组

细胞 Ｐ５３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 肝豆扶木汤中、 高

剂量组细胞 Ｐ５３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， 肝豆扶木汤各

剂量组细胞 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 并

呈剂量依赖性， 见图 ５。 结果表明， 肝豆扶木汤抑制 ＨｅｐＧ２
细胞铁死亡的作用可能与其下调 Ｐ５３ 蛋白表达， 上调

ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达有关。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 肝豆扶木汤对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｐ５３、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ２ ５　 肝 豆 扶 木 汤 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱 导 ＨｅｐＧ２ 细 胞 Ｐ５３、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组比较， 模型

组细胞 Ｐ５３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０ ０１）， ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 肝豆扶木汤

各剂量组细胞 Ｐ５３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＳＬＣ７Ａ１１、

ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图

６。 结果表明， 肝豆扶木汤抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞铁死亡的作用与

其下调 Ｐ５３ ｍＲＮＡ 表达， 上调 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达

有关。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 肝豆扶木汤对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｐ５３、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

肝损害几乎是每一个 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者都存在的症状， 如

不能及时有效地进行干预， 易出现暴发性肝衰竭， 甚至导

致死亡［３］ 。 如能早期有效干预， 则能显著延缓肝损害的病
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理进程［１２］ 。 近年来， 国内外学者对 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝损害的分子

机制研究取得了一定的进展［１３⁃１４］ 。 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者存在铁代

谢障碍， 铁离子的沉积在疾病的进展中起到重要作用［１５⁃１６］ 。
分子对接技术是通过计算机模拟化合物与蛋白质受体匹配

的模式和亲和力， 是现代药物探索和新药发现的重要工

具［１７］ 。 故本研究将肝豆扶木汤的活性成分与铁死亡相关蛋

白进行分子对接， 结果显示铁死亡关键蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１ 与肝

豆扶木汤的活性成分具有良好的结合能力。
肝豆扶木汤是针对 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝损害的病机特点创立而

成［１８］ ， 由枸杞子、 白芍、 制何首乌、 三七粉、 土茯苓、 柴

胡、 郁金组成， 课题组前期临床和基础实验研究证实该方

对 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝损害具有保护作用［１９］ 。 现代药理表明， 肝豆

扶木汤的活性成分具有抗氧化等作用［２０⁃２１］ 。 本研究采用

Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞构建铁死亡模型， 以肝豆扶木汤干

预， 发现肝豆扶木汤能提高 ＨｅｐＧ２ 细胞的抗氧化能力， 对

细胞具有保护作用。 细胞内 ＲＯＳ、 ＭＤＡ 升高及 ＧＳＨ 消耗是

氧化应激的标志， 也是铁死亡发生的标志之一。 本研究结

果显示， ＨｅｐＧ２ 细胞经 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导后， 其 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水

平升高， ＧＳＨ 水平降低， 说明 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞发生

氧化应激； 而肝豆扶木汤干预降低了 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平，
提高了 ＧＳＨ 水平， 说明肝豆扶木汤具有抗氧化的作用。

ＳＬＣ７Ａ１１ 可促进细胞对胱氨酸的摄取和 ＧＳＨ 合成， 提

高抗氧化能力， 保护细胞免受铁死亡［２２］ 。 Ｐ５３ 可以抑制

ＳＬＣ７Ａ１１ 表达， 导致 ＧＳＨ 合成受损并增加消耗， 促进铁死

亡［２３］ 。 ＧＰＸ４ 是一种抗氧化酶， 能降低 ＲＯＳ 水平来抑制铁

死亡的发生， 而 ＧＳＨ 缺失可使 ＧＰＸ４ 失活［２４］ 。 抑制 ＧＰＸ４
活性可导致脂质过氧化物积累发生铁死亡［２５］ 。 当 ＳＬＣ７Ａ１１
表达被抑制， 胱氨酸吸收减少， ＧＳＨ 合成被影响， 导致

ＧＰＸ 活性降低， 抗氧化能力下降， ＲＯＳ 积聚， 最终导致铁

死亡［２６］ 。 本研究采用 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导处理 ＨｅｐＧ２ 细胞后， 其

Ｐ５３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高， ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白 和

ｍＲＮＡ 表达降低， 说明 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后的 ＨｅｐＧ２ 细胞发生了

铁死亡； 而肝豆扶木汤干预后下调了 Ｐ５３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表

达， 上调了 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达， 说明肝豆

扶木汤能够抑制铁死亡， 且可能通过 ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 轴对

细胞产生保护作用。
综上所述， 肝豆扶木汤能通过降低 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平，

提高 ＧＳＨ 水平， 下调 Ｐ５３ 表达， 上调 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 表

达来减轻 ＨｅｐＧ２ 细胞的铁死亡， 其作用可能是通过调控

ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ 轴实现的。 本研究为临床运用肝豆扶木汤

治疗 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者肝损害提供科学证据。
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［２２］ 　 Ｋｏｐｐｕｌａ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｌ， Ｚｈｕａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ

ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ｘＣＴ ａｔ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｒｏａｄｓ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｒｅｄｏｘ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｏｍｍｕｎ
（Ｌｏｎｄ）， ２０１８， ３８（１）： １２．

［２３］ 　 Ｓｔｏｃｋｗｅｌｌ Ｂ Ｒ， Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ Ａｎｇｅｌｉ Ｊ Ｐ， Ｂａｙｉｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ．
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ： Ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｎｅｘｕｓ ｌｉｎｋｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ｒｅｄｏｘ ｂｉｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１７， １７１ （ ２ ）：
２７３⁃２８５．

［２４］ 　 Ｋａｇａｎ Ｖ Ｅ， Ｍａｏ Ｇ， Ｑｕ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄｉｚｅｄ ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｎｄ
ａｄｒｅｎｉｃ ＰＥｓ ｎａｖｉｇａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ，
２０１７， １３（１）： ８１⁃９０．

［２５］ 　 Ｙａｎｇ Ｗ Ｓ， Ｓｔｏｃｋｗｅｌｌ Ｂ Ｒ． Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｌｅｔｈａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｆｉｅｓ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｉｒｏｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ， ｎｏｎａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ⁃ＲＡＳ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ， ２０１８，
１５（３）： ２３４⁃２４５．

［２６］ 　 Ｙａｎｇ Ｗ Ｓ， ＳｒｉＲａｍａｒａｔｎａｍ Ｒ， Ｗｅｌｓｃｈ Ｍ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｂｙ ＧＰＸ４［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１４， １５６（１⁃
２）： ３１７⁃３３１．

基于网络药理学和动物实验探讨葛根芩连汤治疗 ２ 型糖尿病的作用

范尧夫， 　 许　 娟， 　 孙洪平， 　 曹　 琳∗

（南京中医药大学附属中西医结合医院内分泌科， 江苏 南京 ２１００２８）

收稿日期： ２０２２⁃０８⁃０９
基金项目： 国家自然科学基金项目 （８１６０３５８５， ８１８０４０７０）； 江苏省卫生健康委医学科研项目 （Ｍ２０２１０８６）； 江苏省自然科学基金面上

项目 （ＢＫ２０２１１３８８）
作者简介： 范尧夫 （１９８６—）， 男， 硕士， 主治中医师， 从事中医药治疗内分泌代谢疾病临床、 基础研究。 Ｔｅｌ： １３７０１４７１４０３， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｆａｎｙａｏｆｕ２０１０＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 曹　 琳 （１９８４—）， 女， 博士， 副主任中医师， 从事中医药治疗内分泌代谢疾病临床、 基础研究。 Ｔｅｌ： １５１９５９８５３４１，

Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｕｏｄｏｎｇｃｌ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨葛根芩连汤治疗 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ） 的作用机制。 方法　 利用中药系

统药理学技术平台 （ＴＣＭＳＰ） 对葛根芩连汤有效成分进行筛选及靶点预测， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＰｈａｒｍＧｋｂ、 ＴＴＤ、
ＤｒｕｇＢａｎｋ 数据库获得 Ｔ２ＤＭ 相关疾病靶标基因， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 技术整合药物与疾病的交集靶点基因， 建立蛋白质相互作

用 （ＰＰＩ） 网络， Ｒ 语言进行 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 通过动物实验验证葛根芩连汤治疗 Ｔ２ＤＭ 的作用机制。
结果　 获得活性化合物 １４０ 个， 有效靶点 ２１２ 个。 葛根芩连汤治疗 Ｔ２ＤＭ 涉及靶点 ２０４ 个， 涉及炎症 ＴＮＦ 信号通路等

１１９ 条信号通路。 与模型组比较， 葛根芩连汤可降低 Ｔ２ＤＭ 小鼠体质量、 空腹血糖、 空腹胰岛素、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、 ＴＮＦ⁃α
及 ＩＬ⁃１７ 水平 （Ｐ＜０ ０５）， 改善肝细胞形态， 减少脂质空泡数目， 减轻淋巴细胞浸润及脂质沉积， 降低肝组织 ＴＮＦ⁃α、
ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 葛根芩连汤治疗 Ｔ２ＤＭ 具有多成分、 多靶点特性， 可能通过 ＴＮＦ⁃α 信号通路抑制

炎症反应来发挥降糖疗效。
关键词： 葛根芩连汤； ２ 型糖尿病； 网络药理学； 动物实验； ＴＮＦ⁃α； 炎症反应
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ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２３ １０ ０５４

　 　 目前全球有超过 ４ ６３ 亿糖尿病患者， 到 ２０４５ 年糖尿

病患病人数将达到 ７ 亿［１⁃２］ 。 在糖尿病人群中， 约 ９０％ 以上

为 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ）， 其主要病理特征是胰岛素抵抗及

胰岛 β 细胞功能障碍［３］ 。 目前针对 Ｔ２ＤＭ 的治疗主要以化

学药物为主， 虽然降糖疗效确切， 但常伴随各种不良反应

的发生。 研究已证实， 肝脏糖异生作用的增加是糖尿病发

病机制中极为关键的一点， 且该作用可贯穿 Ｔ２ＤＭ 的整个

病程。 因此， 调控肝脏异常糖异生作用， 减少肝糖原输入

是治疗 Ｔ２ＤＭ 的重要且有前景的方法。 近年来， 中医药在

改善糖脂代谢方面取得了显著成效。 葛根芩连汤作为治疗

早中期肠道湿热型 Ｔ２ＤＭ 的代表方剂收录于 《中国 ２ 型糖

尿病防治指南》 ［４］ 。 葛根芩连汤出自 《伤寒论》， 具有清利

湿热功效， 在改善肝脏胰岛素抵抗、 调节肝糖异生方面具

有独特优势［５⁃６］ ， 但是其治疗 Ｔ２ＤＭ 的确切机制和靶点并不
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