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也摘要页 目的 研究芍药甘草汤对子宫腺肌病渊adenomyosis, AM冤间质细胞的影响袁并基于网络药理学探讨芍药甘草汤治疗 AM
的分子机制遥方法 原代培养 AM原代间质细胞袁制备芍药甘草汤 SD大鼠含药血清袁采用随机数字法将其分为空白组尧正常血清组尧
芍药甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组遥 采用 MTT法检测芍药甘草汤含药血清对 AM 间质细胞增殖的影响曰采用划痕实验检测 AM
间质细胞的迁移情况曰采用流式细胞术检测 AM 间质细胞的凋亡情况曰采用网络药理学方法研究芍药甘草汤治疗 AM 的主要活性

成分尧关键靶点和通路遥 结果 与干预 24 h 后比较袁干预 48 h 后芍药甘草汤含药血清低尧中尧高剂量各组 AM 间质细胞增殖率均降

低渊P约0.05冤袁筛选出 48 h 干预时间的细胞进行后续实验曰与空白组尧正常血清组比较袁干预 24 h 后芍药甘草汤含药血清中尧高剂量

组 AM 间质细胞增殖率降低渊P约0.05冤袁干预 48 h后芍药甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组 AM 间质细胞增值率降低尧迁移距离缩短尧
凋亡率升高渊P约0.05冤遥与芍药甘草汤含药血清低剂量组比较袁干预 48 h后芍药甘草汤含药血清中尧高剂量组 AM间质细胞增殖率降

低尧迁移距离缩短尧凋亡率升高渊P约0.05冤曰与芍药甘草汤含药血清中剂量组比较袁干预 48 h 后芍药甘草汤含药血清高剂量组 AM 间

质细胞增殖率降低尧迁移距离缩短尧凋亡率升高渊P约0.05冤遥 网络药理学提示芍药甘草汤治疗 AM 的中药成分涉及 98 个中药成分袁58
个关键靶点袁其中核心靶点有 13 个袁主要作用于磷脂酰肌醇-3-激酶-蛋白激酶 B 信号渊Phosphatidylinositol 3-kinase-RAC serine/
threonine-protein kinase, PI3K-Akt冤通路尧局部黏附尧缺氧诱导因子-1 信号渊hypoxia-inducible factor 1, HIF-1冤通路尧雌激素信号通

路尧类固醇激素生物合成尧丝裂原活化蛋白激酶信号渊mitogen-activated protein kinase, MAPK冤通路尧卵巢类固醇合成等 130 条信号

通路遥 结论 芍药甘草汤通过抑制 AM 间质细胞增殖尧迁移袁促进 AM 间质细胞凋亡从而发挥治疗作用袁其效果呈浓度和时间依赖

性曰芍药甘草汤可能通过多成分尧多靶点尧多信号通路相互作用抑制 AM 的发生发展袁缓解痛经袁为下一步深入探讨芍药甘草汤治疗

AM的起效靶点和具体调控机制提供科学依据遥
也关键词页 网络药理学曰芍药甘草汤曰子宫腺肌病曰细胞增殖曰细胞凋亡曰细胞迁移
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基于实验及网络药理学探讨芍药甘草汤治疗子宫腺肌病的机制
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the effect of Shaoyao Gancao Decoction (SYGCD) on stromal cells of adenomyosis (AM), and
to explore the molecular mechanism of SYGCD in the treatment of adenomyosis based on network pharmacology. Methods Stromal
cells of AM were cultivated. The SYGCD for SD rats was prepared. They were randomly divided into a blank group, normal serum
group, and groups with low-, medium-, and high-dose of SYGCD. The MTT method was used to detect the effects of SYGCD on
the proliferation of AM stromal cells, the scratch test was used to detect the migration of AM stromal cells, and flow cytometry was
used to detect the apoptosis of AM stromal cells. Network pharmacology methods were taken to determine the main active
ingredients, key targets, and pathways of SYGCD in treating AM. Results Compared with 24 h of intervention, the proliferation rate
of the low-, medium-, and high-dose of SYGCD decreased after 48 h of intervention (P<0.05). Therefore, a 48 h intervention time
was selected for subsequent experiments. Compared with the blank group and normal serum group, after 24 h of intervention with
SYGCD, the medium-, and high-dose of SYGCD had a significant inhibitory effect on AM stromal cell proliferation (P<0.05).
Compared with the blank group and normal serum group, after 48 h of intervention, the proliferation rate, and migration distance of
AM stromal cells in the low-, medium-, and high-dose groups of SYGCD showed a gradually decreasing trend (P<0.05), and the
apoptosis rate gradually increased (P<0.05). Compared with the low-dose SYGCD group, after 48 h of intervention, the proliferation
rate, and migration distance of AM stromal cells in the medium-, and high-dose SYGCD groups showed a gradually decreasing
trend (P<0.05), and the apoptosis rate gradually increased (P<0.05). Compared with the medium-dose SYGCD group, after 48 h of
intervention, the proliferation rate, and migration distance of AM stromal cells in the high-dose SYGCD group showed a gradually
decreasing trend (P<0.05), and the apoptosis rate gradually increased (P<0.05). Network pharmacology suggests that SYGCD in treating
AM involves 98 Chinese medicines components and 58 targets, of which 13 are core targets. The key targets mainly acted on 130
signaling pathways, including Phosphatidylinositol 3-kinase-RAC serine/threonine-protein kinase (PI3K-Akt) signaling pathway, local
adhesion, hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) signaling pathway, estrogen signaling pathway, steroid hormone biosynthesis, steroid
hormone biosynthesis, mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway, and ovarian steroidogenesis. Conclusion SYGCD
can inhibit the proliferation and migration of AM stromal cells, and promote AM stromal cell apoptosis to treat AM. Its effect is
concentration and time dependent. SYGCD functions to inhibit the AM development and releive dysmenorrhea probably by the
interactions of multiple components, multiple targets, and multiple signal pathways, and it provides a scientific basis for further
exploring the effective targets and specific regulatory mechanisms in the treatment of AM.

也运藻赠憎燥则凿泽页 network pharmacology; Shaoyao Gancao Decoction; adenomyosis; cell proliferation; cell apoptosis; cell migration

子宫腺肌病渊adenomyosis, AM冤是指具有活性

的子宫内膜腺体和间质侵入正常的子宫肌层袁形成

弥漫性或局限性的病变袁进而引起渐进性痛经尧月
经过多尧不孕等临床表现袁严重影响患者的身心健

康[1]遥 AM 在育龄期女性中的发病率为 7%~23%袁且
逐渐年轻化[2]遥 该病发病机制复杂袁与子宫内膜基底

部内陷及组织损伤修复尧子宫肌层内的胚胎多能干

细胞化生尧炎症刺激尧上皮-间质转化尧血管生成尧遗
传尧免疫反应等机制相关[2]遥 其根治性方法是行子宫

全切除术袁但考虑到年龄尧生育要求等因素袁该方法

只适用于少数患者遥 而非甾体抗炎药尧孕激素类药

物尧促性腺激素释放激素激动剂等药物治疗可缓解

患者临床症状袁但临床疗效短暂袁具有一定毒副作

用袁停药后容易复发遥
AM 归属于中医学野月经过多冶野痛经冶野癥瘕冶

野不孕冶等疾病范畴遥 中医药对缓解 AM 相关症状袁
尤其是缓解疼痛方面疗效显著袁可控制病灶袁不影

响患者的生育需求[3]遥 芍药甘草汤出自叶伤寒杂病

论窑辨太阳病脉证并治曳袁以芍药为君尧甘草为臣袁仅
此二药配伍而成袁组方精简袁具有养血敛阴尧调和肝

脾尧缓急止痛之功效遥 现代药理学和临床研究表明袁
芍药甘草汤具有显著的解痉镇痛等作用[4-5]袁常用于

治疗痉挛性尧疼痛性尧炎症性疾病以及妇科疾病等[6]遥
本研究旨在探讨经典名方芍药甘草汤对 AM 间质细

胞的影响袁并通过网络药理学研究进一步发掘芍药

甘草汤治疗AM 可能涉及的分子作用机制遥
1 实验研究

1.1 主要试剂

DMEM渊武汉 Servicebio生物科技有限公司袁批号院
G4510冤曰澳洲胎牛血清尧胰酶+酚红+0.25%EDTA渊美
国 GIBCO 公司袁批号分别为院10099-141尧25200056冤曰
胶原酶玉型渊美国 Sigma 公司袁批号院C0130冤曰广谱

细胞角蛋白抗体尧波形蛋白抗体渊北京中杉金桥生物

技术有限公司袁批号分别为院ZM-0069尧ZM-0260冤曰
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酶标羊抗鼠/兔 IgG 聚合物渊上海 Gene Tech 公司袁批
号院GK500505A冤曰青霉素-链霉素溶液渊双抗袁100伊冤
渊武汉 Procell公司袁批号院PB180120冤曰PBS缓冲液渊1X冤
渊Biosharp 公司袁批号院BL302A冤曰MTT渊美国 MCE公
司袁批号院HY-15924冤曰Annexin V-APC/7-AAD 细胞

凋亡检测试剂盒渊南京凯基生物科技有限公司袁批
号院KGA1026冤曰二甲基亚砜渊DMSO冤渊美国 MP 公司袁
批号院196055冤遥
1.2 主要仪器

CO2 恒温培养箱[上海一恒科学仪器有限公司袁
型号院BPN-150CH渊UV冤]曰倒置显微镜渊广州 Mshot
科技有限公司袁型号院MF52-N冤曰台式低速离心机尧
台式高速离心机渊湖南可成仪器设备有限公司袁型号

分别为院L3-5K尧H1-16K冤曰恒温水浴锅渊常州澳华仪

器有限公司袁型号院HH-2冤曰流式细胞仪渊美国 BECK鄄
MAN公司袁型号院CytoFLEX冤曰酶联免疫分析仪渊山东

BIOBASE 公司袁型号院BK-EL10C冤遥
1.3 标本取材

实验所需人体组织取自 2020 年 9 月至 2021 年

12 月于广东省中医院妇科住院并要求行全子宫切

除手术治疗的 AM 痛经患者共 10 例遥 子宫离体后袁
在无菌条件下解剖子宫袁取较硬处病灶 3 cm伊3 cm伊
2 cm遥该实验通过广东省中医院伦理委员会同意渊伦
理审批号院BF-2020-123-01冤遥
1.4 实验方法

1.4.1 AM 原代细胞培养及细胞鉴定 标本用无菌

眼科剪碎组织至 1 mm伊1 mm伊1 mm袁加入玉型胶原

酶袁为组织体积 2~3 倍遥 置于 37 益恒温水浴箱中消

化 4~6 h 后终止消化袁以 100目滤网过滤后400 目复

滤袁留取滤出的混悬液袁置于离心机以 1 000 r/min
离心 10 min渊离心半径62.5 mm冤袁共 2次袁弃上清液袁向
装有沉淀物的离心管中加入含10%FBS 的DMEM 细

胞完全培养基 4 mL袁以 5伊105 种植至 25 cm伊25 cm
的细胞培养瓶中袁置于 37 益尧5% CO2 培养箱中培养遥
48 h 后第 1 次换液袁之后视细胞生长情况 3~5 d 换

液 1 次袁在细胞生长融合达到 80%~90%时袁进行细

胞传代培养袁取第 2~3 代细胞进行实验遥 免疫细胞

化学染色法渊immunocytochemistry, ICC冤以波形蛋白

抗体尧角蛋白抗体对 AM 间质细胞进行染色鉴定遥
1.4.2 芍药甘草汤水煎液药物制备 购置白芍

180 g尧甘草 72 g渊购于广东省中医院中药房袁批号分

别为 2111005尧G042171冤袁药材分别碎成粉末状袁再次

配比袁8 倍量蒸馏水煮沸 10 min袁转文火煮 50 min遥
在 80 益下浓缩至流浸膏状袁定容至 1 mL 含生药 0.3 g
的芍药甘草汤水煎液遥
1.4.3 含药血清的制备 根据含药血清剂量不同袁
分为院正常血清组袁芍药甘草汤低尧中尧高剂量组遥 大

鼠的给药剂量按叶药理实验方法学曳[7]标准动物的等

效剂量折算系数的 5 倍遥 芍药甘草汤低尧中尧高剂量

分别为 1.15伊103尧2.31伊103尧4.62伊103 mg/渊kg窑d冤遥 含药

血清制备方法参照课题组前期研究[8]院将上述浓度

配制后袁每只大鼠灌胃 2 mL袁正常血清组予等量的

生理盐水遥早晚各 1 次袁间隔 12 h袁共 3 d遥第 3 天给

药时禁食不禁饮袁最后 1 次给药 1 h 后对大鼠进行腹

主动脉取血袁血清在室温静置 1 h袁离心尧分离袁同组血

清混匀袁56 益水浴 30 min作灭活处理袁0.22 滋m 微孔

滤膜除菌袁所得血清分装保存于原80 益冰箱备用袁
避免反复冻融遥
1.4.4 MTT 法检测细胞增殖 取对数期生长的 AM
间质细胞种植于 96 孔版中袁每孔约 1伊104 个细胞遥
分为以下 5 组院空白组渊AM 原代细胞冤袁正常血清组

渊AM 原代细胞+正常血清冤袁AM 原代细胞+芍药甘草

汤含药血清低尧中尧高剂量组袁各组依次培养袁干预

24 h尧48 h 之后换成完全培养基 100 滋L袁每孔加入

MTT溶液 10 滋L袁CO2 培养箱中继续培养 2 h袁吸出培

养基袁加入 150 滋L DMSO 震荡 10 min袁酶标仪上以

570 nm 波长检测各孔吸光度渊OD冤袁计算细胞增殖

率袁筛选出效果更显著的干预时间继续下一步的实

验步骤遥 细胞生长增殖率渊%冤=渊用药组 OD-空白组

OD冤/渊正常血清组 OD-空白组 OD冤伊100%遥
1.4.5 细胞划痕检测细胞迁移水平 取对数期生长

的 AM 间质细胞袁分组同野1.4.4冶遥 根据 MTT 实验结

果筛选出干预时间为 48 h遥 马克笔在 6 孔板背后袁
均匀地划横线袁横穿过孔曰以 1伊106 个/孔接种于细

胞培养 6 孔板袁置于 37 益尧5%CO2 饱和湿度条件下

培养过夜曰待细胞密度达到 90%以上袁铺满 6 孔板

底部袁用枪头垂至于背后的横线划痕曰用 PBS 洗涤

细胞 3次袁去除划下的细胞袁加入对应血清袁同时拍

取照片曰放入 37 益尧5%CO2 培养箱中培养袁拍取 48 h
照片遥
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1.4.6 流式细胞术检测细胞凋亡 取对数生长期尧
生长状态良好的 AM 细胞袁分组同野1.4.4冶遥 以5伊105

个/孔接种于细胞培养 6 孔板袁分别加入对应血清袁
置于 37 益尧5豫CO2 培养箱中培养 48 h后袁胰酶消

化收集细胞袁用 PBS 将细胞润洗 2 次袁1 200 r/min袁
5 min离心渊离心半径 62.5 mm冤袁加入 500 滋L Bind鄄
ing Buffer袁重悬细胞袁加入 5 滋L AnnexinV-APC混匀后

加入 5 滋L 7-AAD袁混匀袁室温避光反应5~15 min袁流
式细胞仪上机检测袁计算细胞凋亡率遥
1.5 统计分析

使用 SPSS 29.0 软件进行统计分析遥计量资料以

野曾依s冶表示袁对于多组计量资料进行正态性检验及方

差齐性检验曰满足正态分布尧方差齐的条件袁则采用

单因素 ANOVN 检验袁有统计学意义则使用 LSD 法

进行组间差异性比较曰若满足正态分布袁但不满足方

差齐的条件袁则采用塔姆黑尼法比较组间差异性曰若
不满足正态分布袁则需要采用 Kruskall-Wallis 进行非

参数检验遥 以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥
2 网络药理学分析

2.1 数据库与软件

TCMSP 数据库渊http://tcmspw.com/tcmsp.php冤袁Pub鄄
Chem数据库渊https院//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/冤袁Swiss鄄
ADME网络数据库渊http://www.swissadme.ch/index.php冤袁
Swiss Target Prediction 网络数据库渊http院//www.swis鄄
stargetprediction.ch/冤袁GeneCards数据库渊http://www. gen-
ecards.org/冤袁STRING 数据库渊https://string-db.org/cgi/
input.pl冤袁Metascape 数据库渊http://metascape.org/gp/
index.html冤袁微生信平台渊http://www.bioinformatics.com.
cn/冤袁易汉博生物信息在线作图渊http://www.ehbio.com/
ImageGP/ index.php/Home / Index/GOenrichmentplot .
html冤袁网络拓扑属性分析软件Cytoscape3.6.0遥
2.2 芍药甘草汤活性成分的筛选

将野白芍冶野甘草冶作为 Herd name 输入 TCMSP
数据库袁检索其化学成分袁并根据文献进行补充遥在
TCMSP 数据库设置口服生物利用度渊oral bioavaila
bility, OB冤逸30%及类药性渊druglikeness, DL冤逸0.18袁
获得白芍和甘草的主要活性成分遥根据文献补充的化

合物以野经胃肠可吸收度=耶HIGH爷袁DL逸2 个耶YES爷冶
为条件在 SwissADME 数据库进行筛选遥

2.3 药物作用靶点的预测及疾病靶点的获取

经过上述方法筛选获得芍药甘草汤的主要活性

成分后袁通过 PubChem数据库获得其Canonical SMILE
结构袁并输入 Swiss Target Prediction 网络数据库进

行主要活性成分的靶点预测分析袁提取可能性大于0
的作用靶点遥 把野adenomyosis冶作为检索词在GeneCards
数据库获得 AM 的相关靶点遥
2.4 药物-活性成分-关键靶点网络的构建

将疾病靶点与药物作用靶点取交集袁得到芍药

甘草汤治疗AM的关键靶点遥 借助在线制作工具Draw
Venn Diagram 绘制韦恩图遥 利用 Cytoscape 3.6.0 软

件构建野药物-活性成分-关键靶点冶网络并进行网

络拓扑异构学分析袁寻找芍药甘草汤治疗AM 的重要

活性成分和靶点遥
2.5 靶点蛋白相关互作网络的构建

采用 STRING数据库对芍药甘草汤治疗 AM的关

键靶点进行蛋白质相互作用分析袁并借助 Cytoscape
3.6.0 对蛋白互作关系进行可视化分析袁以节点度值

渊Degree冤尧中介中心度渊Betweenness Centrality冤尧紧密

中心性渊Closeness Centrality冤等作为筛选指标袁首先

以野Degree逸中位数冶作为筛选条件进行第一次靶点

提取分析袁随后以野Degree尧Betweenness Centrality尧
Closeness Centrality逸中位数冶作为筛选条件进行第

2 次靶点提取分析袁逐步筛选出芍药甘草汤治疗AM
的核心靶点遥 利用 Metascape 数据库袁依据分子复合

物检测算法渊molecular complex detection, MCODE冤
对关键靶点的 PPI 网络进行模块分析及功能注释遥
2.6 关键靶点 GO 和 KEGG 通路富集分析

借助 Metascape 数据库对芍药甘草汤治疗 AM
的关键靶点进行基因功能 GO 富集分析和 KEGG 通

路分析袁选择 P约0.01袁最小计数 3袁富集因子跃1.5 的

基因功能群分别进行分子功能尧生物过程尧细胞组成

以及 KEGG 通路进行分析遥 同时袁利用在线作图工

具微生信平台及易汉博生物信息在线作图构建 GO
富集分析柱状图和 KEGG 通路信息图遥
3 结果

3.1 原代细胞培养及鉴定

在提取原代细胞 48~72 h 后袁显微镜下观察部

分细胞可贴壁遥 培养过程中 AM 间质细胞呈典型梭

形生长袁相互平行排列袁活力较好遥 细胞冻存复苏后
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表 2 芍药甘草汤含药血清对 AM间质细胞迁移的影响

注院与空白组比较袁*P约0.05曰与正常血清组比较袁淫P约0.05曰与芍药

甘草汤含药血清低剂量组比较袁吟P约0.05曰与芍药甘草汤含药血清

中剂量组比较袁银P约0.05遥

分组

空白组

正常血清组

芍药甘草汤含药低剂量组

芍药甘草汤含药中剂量组

芍药甘草汤含药高剂量组

48 h 迁移距离渊像素冤
631.00依5.66
643.33依13.20
491.67依8.81*淫

421.00依0.82*淫吟

241.67依7.76*淫吟银

图 1 AM间质细胞图渊ICC伊100冤
注院A.AM 间质细胞培养 48 h曰B.AM间质细胞培养 7 d曰C.AM 间质

细胞波形蛋白曰D.AM 间质细胞角蛋白遥

细胞活性稳定袁形态大致与原代细胞相同遥 ICC 结果

显示袁 间质细胞标志性蛋白波形蛋白成强阳性表

达袁而上皮细胞标志性蛋白角蛋白呈阴性表达袁说
明细胞活性和纯度均较高袁可用于后续实验研究遥
详见图 1遥

3.2 芍药甘草汤对 AM间质细胞增殖率的影响

与干预 24 h 后比较袁干预 48 h 后芍药甘草汤

含药血清低尧中尧高剂量各组细胞增殖率均降低渊P约
0.05冤袁提示 48 h 抑制细胞增殖率明显强于 24 h袁效
果呈时间依赖性袁故筛选出 48 h 干预时间的细胞进

行后续实验遥 与空白组尧正常血清组比较袁干预24 h
后芍药甘草汤含药血清中尧高剂量组细胞增殖率降

低渊P约0.05冤袁干预 48 h 后芍药甘草汤含药血清低尧
中尧高剂量组细胞增殖率降低渊P约0.05冤遥与芍药甘草

汤含药血清低剂量组比较袁干预 48 h 后芍药甘草汤

含药血清中尧高剂量组细胞增殖率降低渊P约0.05冤曰与

芍药甘草汤含药血清中剂量组比较袁芍药甘草汤含

药血清高剂量组细胞增殖率降低渊P约0.05冤遥详见表1遥

3.3 芍药甘草汤对 AM 间质细胞迁移的影响

与空白组尧正常血清组比较袁干预 48 h 后芍药

甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组细胞迁移距离均缩

短渊P<0.05冤遥与芍药甘草汤含药血清低剂量组比较袁
干预 48 h 后芍药甘草汤含药血清中尧高剂量组细胞

迁移距离缩短渊P约0.05冤曰与芍药甘草汤含药血清中

剂量组比较袁芍药甘草汤含药血清高剂量组细胞迁

移距离缩短渊P约0.05冤遥 详见表 2尧图 2遥

注院A.空白组曰B.正常血清组袁C尧D尧E 组分别为芍药甘草汤含药血

清低尧中尧高剂量组遥 与 24 h 比较袁#P约0.05曰与空白组比较袁*P约
0.05曰与正常血清组比较袁淫P约0.05曰与芍药甘草汤含药血清低剂量

组比较袁吟P约0.05曰与芍药甘草汤含药血清中剂量组比较袁银P约0.05遥

表 1 芍药甘草汤含药血清对 AM间质细胞

增殖率的影响渊曾依s冤
分组

24 h
OD 值 增殖率/%

48 h
OD 值 增殖率/%

A
B
C
D
E

0.65依0.03
0.64依0.01
0.61依0.02
0.53依0.02
0.48依0.02

1.00
0.98依0.05
0.93依0.02
0.81依0.06*淫

0.72依0.06*淫

0.88依0.03
0.86依0.01
0.75依0.01
0.67依0.03
0.54依0.02

1.00
0.97依0.05
0.84依0.02*淫#

0.75依0.03*淫#吟

0.58依0.04*淫#吟银

注院A.空白组曰B.正常血清组袁C尧D尧E 组分别为芍药甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组遥
图 2 细胞划痕实验渊ICC伊100冤
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分组

空白组

正常血清组

芍药甘草汤含药低剂量组

芍药甘草汤含药中剂量组

芍药甘草汤含药高剂量组

表 3 芍药甘草汤含药血清对 AM间质细胞凋亡的影响

注院与空白组比较袁*P约0.05曰与正常血清组比较袁淫P约0.05曰与芍药

甘草汤含药血清低剂量组比较袁吟P约0.05曰与芍药甘草汤含药血清

中剂量组比较袁银P约0.05遥

48 h 总凋亡率/%
0.054 7依0.007 4
0.056 2依0.004 7
0.132 9依0.007 0*淫

0.181 0依0.002 0*淫吟

0.318 4依0.004 7*淫吟银

3.4 芍药甘草汤对 AM间质细胞凋亡的影响

与空白组尧正常血清组比较袁干预 48 h 后芍药

甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组细胞凋亡率升高

渊P<0.05冤遥与芍药甘草汤含药血清低剂量组比较袁干
预 48 h 后芍药甘草汤含药血清中尧高剂量组细胞凋

亡率升高渊P约0.05冤曰与芍药甘草汤含药血清中剂量

组比较袁芍药甘草汤含药血清高剂量组细胞凋亡率

升高渊P约0.05冤遥 详见表 3尧图 3遥

3.5 芍药甘草汤活性成分及靶点的筛选

根据 TCMSP 数据库袁共获得白芍化合物 85 个袁
甘草化合物 92 个遥 根据文献报道袁补充了白芍化合

物 36 个遥 但限于 OB尧DL尧胃肠可吸收度等条件及

Pubchem尧Swiss Target Prediction 数据库的筛选袁最
终得到白芍化合物 21 个尧甘草化合物 86 个袁二者共

有化合物 3 个袁分别为白桦脂酸尧谷甾醇尧山柰酚遥通
过 Swiss Target Prediction 数据库的预测袁共获得芍

药甘草的作用靶点共 822 个遥 以野adenomyosis冶作为

检索词在 GeneCards 数据库检索得到 AM 的相关靶

点 294 个遥 二者进行交集袁并制作韦恩图袁详见图 4遥
得到芍药甘草汤治疗 AM 的关键靶点 58 个袁涉及

98 个中药成分袁约占总活性成分 95%遥
通过 Cytoscape 3.6.0 构建野药物-活性成分-关

键靶点冶网络并行性网络拓扑异构学分析袁详见图5遥
该网络图包含 158 个节点尧917 条边袁其中绿色三角

形节点代表中药袁五边形橙色节点代表活性成分袁圆
形红色节点代表关键靶点遥 Degree 值越大袁则节点

面积越大袁颜色越深遥根据 Degree值排名袁前十的化学

成分甘草宁 G渊Gancaonin G冤尧鳞叶甘草素 A渊Glepi鄄
dotin A冤尧刺果甘草查尔酮渊Glypallichalcone冤尧Kan鄄
zonol F尧8琢-羟基甘草次酸渊18琢-hydroxyglycyrrhetic
acid冤尧白藜芦醇渊Resveratrol冤尧苜蓿毒素渊Medicarpin冤尧
7-甲氧基-2-甲基异黄酮渊7-Methoxy-2-methyl isoflav鄄

注院A.空白组曰B.正常血清组曰C尧D尧E 组分别为芍药甘草汤含药血清低尧中尧高剂量组遥
图 3 流式检测细胞凋亡实验
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图 5 芍药甘草汤野药物-活性成分-关键靶点冶网络图

图 4 疾病与药物靶点的韦恩图

one冤尧山柰酚渊kaempferol冤尧异三醇渊Isotrifoliol冤遥 排名

前十的靶点为雌激素 茁 受体渊estrogen receptor 茁,
ESR茁冤尧雌激素琢受体渊estrogen receptor 琢, ESR琢冤尧P450
芳香化酶基因渊cytochrome P-450AROM, CYP19A1冤尧
17-茁-羟基类固醇脱氢酶 2 型渊17-beta-hydroxys鄄
teroid dehydrogenase type 2, HSD17B2冤尧表皮生长

因子渊epidermal growth factor receptor, EGFR冤尧基质

金属蛋白酶-1渊matrix metalloproteinase-1, MMP-1冤尧
多不饱和脂肪酸 5-脂氧合酶渊polyunsaturated fatty
acid 5-lipoxygenase, ALOX5冤尧基质金属蛋白酶-3
渊matrix metalloproteinase-3, MMP-3冤尧基质金属蛋

白酶-2渊matrix metalloproteinase-2, MMP-2冤尧基质

金属蛋白酶-9渊matrix metalloproteinase-9, MMP-9冤遥
详见表 4遥
3.6 靶点蛋白相关互作网络的构建与分析

利用 STRING 数据库对芍药甘草汤的作用靶点

进行蛋白质相互作用分析袁 获取其蛋白质相互作用

关系袁借助 Cytoscape3.6.0 构建 PPI 网络遥 该网络包

含 58个节点袁相互关系 440条袁Degree值中位数为12遥
以野Degree逸12冶为条件筛选提取核心网络袁进行网

络拓扑异构学分析袁计算得到 Degree尧Betweenness

Centrality尧Closeness Centrality中位数后袁以野Degree逸
16袁Betweenness Centrality逸0.006 782 9袁Closeness
Centrality逸0.681 818 18冶作为条件袁进行第 2 次核

心网络的提取袁过程如图 6遥最终得到 PPI 网络含有

13 个节点袁包括血管生长内皮因子A渊vascular endothe鄄
lial growth factor A, VEGFA冤尧EGFR尧MMP-9尧哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白渊serine/threonine-protein kinase mTOR,
mTOR冤尧细胞周期蛋白 D1渊G1/S-specific cyclin-D1,
CCND1冤尧前列腺素内环氧化物合成酶 2渊prostaglandin
G/H synthase 2, PTGS2冤尧MMP-2尧RAC-琢 丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶渊RAC-alpha serine/threonine-protein
kinase, AKT1冤尧白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤尧
纤维母细胞生长因子-2渊fibroblast growth factor-2,
FGF-2冤尧ESR1尧过氧化物酶体增殖物激活受体酌渊peroxi鄄
some proliferator-activated receptor 酌, PPAR酌冤尧孕
激素受体渊progesterone receptor, PGR冤是芍药甘草

汤治疗 AM 的核心靶点遥
3.7 分子复合物检测

通过 Metascape 数据库的 MCODE 算法对关键

靶点的 PPI 网络进行模块预测袁结果显示靶蛋白中

有功能相似的蛋白复合物袁K-core 值>3 的共有5
个遥 每个模块中的蛋白有着紧密的联系袁协同参与

调控某条信号通路尧某项生物过程或某种分子功

能遥 各模块蛋白聚集的生物过程和通路分析遥 详见

表5遥
3.8 GO 基因富集分析

利用 Metascape 数据库对关键靶点进行 GO 富

集分析袁筛选 P<0.01袁最小计数 3袁富集因子>1.5 的

条目袁显示芍药甘草汤治疗AM涉及 1 164 个生物过
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表 5 芍药甘草汤关键靶点 PPI网络 MCODE模块分析

MCODE渊模块冤
MCODE1

MCODE2

MCODE3

MCODE4

MCODE5

生物过程

调节蛋白激酶 B 信号转导尧激活蛋白激

酶活性

第二信使介导的信号转导尧胞浆钙离子浓

度正调控

蛋白主要与组织重塑尧血管形态发生尧跨膜

受体蛋白酪氨酸激酶信号通路

蛋白主要与激素刺激的细胞反应尧RNA
聚合酶域启动子的转录起始尧DNA 模板

转录起始

细胞激素代谢过程尧雌激素代谢过程尧激
素代谢过程

通路

癌症通路尧PI3K Akt 信号通路尧癌症中心

碳代谢途径

神经活性配体-受体相互作用通路

癌症中的蛋白多糖尧癌症通路

催乳素信号通路尧癌症通路

类固醇激素生物合成尧卵巢类固醇生成

蛋白

NTRK1尧FGF-1尧FGF-2尧PIK3CA尧
AKT1尧MDM2尧HIF-1琢尧MTOR
GPER1尧CNR1尧CXCR1尧CXCR2尧
CNR2尧PTGER3
MMP-2尧TGFB1尧VEGFA尧ROCK1尧
ROCK2尧ITGB3
NR4A1尧RXRA尧NFKB1尧ESR琢尧
ESR茁

CYP1A1尧CYP1A2尧CYP17A1尧
CYP19A1

表 4 Degree 排名前十的活性成分及关键靶点信息

活性成分

Gancaonin G
Glepidotin A

Glypallichalcone
Kanzonol F

18琢-hydroxyglycyrrhetic acid
Resveratrol
Medicarpin

7-Methoxy-2-methyl isoflavone
kaempferol
Isotrifoliol
ESR茁
ESR琢

CYP19A1
HSD17B2
EGFR
MMP-1
ALOX5
MMP-3
MMP-2
MMP-9

节点度值

19
18
16
16
16
16
15
15
15
15
64
59
57
51
43
33
29
28
26
26

中介中心度

0.022 005
0.022 334
0.008 168
0.028 996
0.034 152
0.025 127
0.008 069
0.013 034
0.009 805
0.021 982
0.121 141
0.088 825
0.090 073
0.056 624
0.063 739
0.038 850
0.019 253
0.018 207
0.013 700
0.020 197

紧密中心性

0.464 497
0.459 064
0.448 571
0.451 149
0.451 149
0.459 064
0.448 571
0.453 757
0.456 395
0.451 149
0.537 671
0.519 868
0.509 740
0.487 578
0.459 064
0.422 043
0.415 344
0.417 553
0.410 995
0.404 639

邻域连通性

9.902 439
7.105 263

27.666 670
35.307 690
31.285 710
32.750 000
38.285 710
34.866 670
37.416 670
42.125 000
10.531 250
10.610 169
10.421 053
11.215 686
10.744 186
10.787 879
12.034 483
13.142 857
12.807 692
11.961 538

来源

甘草

甘草

甘草

甘草

甘草

白芍

甘草

甘草

甘草尧白芍

甘草

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

甘草尧白芍

图 6 芍药甘草汤关键靶点 PPI网络

注院A.PPI 网络渊58nodes, 440edges冤曰B.野Degree逸12冶的核心网络渊31nodes, 265edges冤曰C.野Degree逸16袁Betweenness Centrality逸
0.006 782 9袁Closeness Centrality逸0.681 818 18冶的核心网络渊13nodes, 75edges冤遥
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图 8 芍药甘草汤 KEGG通路富集分析

程尧50 个细胞组成尧69 个分子功能遥 根据 P值排名袁
生物过程尧细胞组成和分子功能各前二十的富集条

目袁详见图 7遥 结果提示芍药甘草汤治疗 AM 主要参

与细胞迁移尧细胞运动尧细胞成分运动的正调控袁上
皮细胞增殖尧血管发育尧腺体发育等生物过程袁调控

发挥核受体活性尧转录因子活性尧类固醇激素受体活

性尧趋化因子结合尧雌激素受体活性等分子功能袁涉

及核膜尧细胞外基质尧细胞体尧轴突尧神经元细胞体等

细胞组成遥
3.9 KEGG 通路分析

利用 Metascape 数据库对关键靶点进行GO 富

集分析袁筛选 P<0.01尧最小计数 3尧富集因子>1.5 的

条目袁共得到 130 条遥 根据 P值排名袁前二十名通路

详见图 8遥 以癌症居多袁包括癌症通路尧癌症的微小

图 7 芍药甘草汤 GO富集分析

注院A.生物过程曰B.细胞组成曰C.分子功能遥

A B

C
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RNA尧前列腺癌尧胃癌尧癌症中的转录失调尧乳腺癌尧
肾细胞癌尧胰腺癌尧膀胱癌等袁提示芍药甘草汤可能

具有潜在的抗癌治疗作用袁有待进一步验证遥 在富

集的条目中袁芍药甘草汤治疗 AM 可能涉及的通路

主要包括内分泌抵抗尧磷脂酰肌醇-3-激酶-蛋白激

酶B 信号 渊Phosphatidylinositol 3-kinase-RAC serine/
threonine-protein kinase, PI3K-Akt冤信号通路尧局部

黏附尧缺氧诱导因子 1渊hypoxia-inducible factor 1,
HIF-1冤信号通路尧雌激素信号通路尧类固醇激素生

物合成尧丝裂原活化蛋白激酶信号渊mitogen-activated
protein kinase, MAPK冤信号通路尧卵巢类固醇生成

等袁这些通路主要与血管生成尧炎症反应尧细胞增

殖尧细胞迁移侵袭尧细胞凋亡尧性激素合成代谢等

相关遥
4 讨论

AM 发病率逐年增高袁其中 15%~30%的患者痛

经袁AM 也可导致继发性不孕尧早期流产[9]等袁给患者

造成极大的心理负担遥 中医学认为 AM 的根本病机

是机体气血失和袁脏腑功能失调尧冲任损伤袁致部分

经血不循常道而逆行袁野离经冶之血瘀积袁蓄积胞宫袁
瘀滞日久则为癥瘕[10]遥芍药甘草汤是缓急止痛名方袁
方中白芍具有养血调经尧柔肝止痛尧平抑肝阳功效曰
甘草补益脾气尧清热解毒尧缓急止痛尧调和诸药遥临床

上芍药甘草汤常用于治疗颈肩腰腿痛证尧消化性溃

疡尧三叉神经痛等多种痛症[11]遥 郑仁省等[12]研究结果

提示袁芍药甘草汤治疗痛经可有效改善临床症状袁降
低炎症指标袁缓解疼痛遥 现代药理学研究证实袁芍药

甘草汤具有抗炎镇痛尧神经保护尧解痉镇痛等作用[13]遥
本研究表明袁芍药甘草汤含药血清能显著抑制AM
间质细胞的增殖尧迁移袁促进 AM 间质细胞凋亡袁
疗效呈浓度和时间依赖性袁其中以高浓度芍药甘草

汤含药血清干预 48 h 效果最好遥
结合实验结果及网络药理学结果袁本课题组认

为芍药甘草汤是通过 MMP尧EGFR尧CCND1尧HIF-1尧
PI3K-Akt 信号通路等多成分尧多靶点尧多信号通路

的相互作用袁抑制 AM 间质细胞增殖尧迁移尧促进细

胞凋亡袁干预 AM 的发生发展袁缓解痛经遥 MMP 是降

解和重建细胞外基质的重要蛋白酶袁它可以通过蛋

白质水解法降解细胞外基质的各种成分袁使细胞能

够入侵组织遥研究证实袁MMP-9尧MMP-2 在 AM 患者

中显著表达袁且与 VEGF 的表达呈正相关袁MMP-9尧
MMP-2 的高表达促进了子宫内膜细胞的迁移尧侵
袭的过程以及血管生成过程[14]遥 EGFR 是一种细胞膜

表面的糖蛋白受体袁具有酪氨酸激酶活性遥 当EGFR
内在蛋白激酶被激活袁形成磷酸化的 EGFR 后袁可
参与多种下游信号通路调控细胞的增殖尧抑制细胞

凋亡尧诱发肿瘤血管产生尧增强肿瘤细胞的迁移和侵

袭遥 磷酸化信号传导与转录激活因子 3渊phospho-sig鄄
nal transducer and activator of transcription 3, p-
STAT3冤是位于 EGFR 下游的细胞质转录因子袁能促

进内皮细胞的迁移及微血管的形成袁降解肿瘤基底

膜和细胞外基质袁降低细胞间黏附能力袁以此来促进

肿瘤细胞的侵袭和转移遥 EGFR尧STAT3 在 AM 在位

内膜及异位内膜中的表达均高于正常内膜组遥 研究

证实袁加味芍药甘草汤可抑制 EGFR 和 p-EGFR袁使
其下游 STAT3和 p-STAT3的表达下降袁从而抑制AM
细胞的迁移和增殖[15]遥EGFR 与 VEGF 受体 VEGFR
具有的共同下游信号通路 PI3K/AKT/mTOR 与血管

生成袁细胞增殖尧生长尧转移和黏附相关遥 Akt1 参与

调节细胞代谢尧增殖尧凋亡和血管生成等遥PI3K-Akt
信号通路参与多种生长因子尧细胞因子和细胞外机

制的信号转导袁并可调控细胞增殖尧分化尧凋亡尧存
活等生物过程[16-17]遥mTOR 是 Akt 下游的一个重要作

用靶点袁介导细胞内外多种信号对细胞代谢尧生长尧
增殖等重要生命活动的调节[18-19]遥PI3K/Akt/mTOR 信

号通路的激活促进了 AM 病灶细胞的增殖尧迁移尧侵
袭和血管生成[20-21]遥 此外袁局灶黏附与细胞的增殖尧
生长尧迁移有关袁该信号中的重要启动因子局部黏着

斑激酶被证实在 AM 患者的在位内膜中高表达袁其
下游通路有MAPK信号通路和 PI3K-Akt 信号通路袁
共同调节细胞与细胞外基质的黏附袁促进内膜细胞

向肌层侵入袁形成异位内膜病灶[22-23]遥人类 CCND1 基

因位于 11 号染色体长臂上袁其编码的细胞周期蛋白

cyclin D1 是细胞周期从 G1-S 过度的关键调控因

子袁主要通过细胞增殖途径参与肿瘤的形成[24]遥最新

研究表明袁采用 PI3K琢 抑制剂 BYL719 或mTOR 抑

制剂 everolimus 靶向抑制 PI3K/mTOR 信号通路相关

因子的表达可下调 cyclin D1 蛋白水平[25]遥 Cyclin D1
过表达主要与周期蛋白依赖性蛋白激酶 4渊cyclin-
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dependent kinase4, CDK4冤或CDK6尧CDK2 结合成复

合物袁加快细胞通过 G1 检查点袁具有推动细胞周期

进程的作用袁与异位子宫内膜的异常生长尧增殖尧浸
润尧转移及复发等恶性生物学表现有关[26]遥 研究发

现袁AM 作为一种雌激素依赖性疾病袁雌激素受体过

度激活可以下调细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂和

上调细胞周期蛋白依赖性激酶尧cyclin D1尧CDK2尧
CDK2尧CDK6袁参与AM的发生过程[27]遥HIF-1 在 AM 组

织中也存在高表达袁被认为从血管生成尧细胞侵袭等

方面参与了AM的发生发展过程[28-30]袁但具体机制研

究较少遥 AM 与子宫内膜异位症在发病过程尧症状尧
治疗均有相似之处遥 在子宫内膜异位症中袁HIF-1琢
可上调异位内膜基质细胞中转化生长因子-茁1渊trans鄄
forming growth factor beta-1 proprotein, TGF-茁1冤
的分泌袁激活 TGF-茁1/母体抗生物皮肤生长因子同源

物渊transforming growth factor beta-1 proprotein/moth鄄
ers against decapentaplegic homolog, TGF -茁1/Smad冤
信号通路袁从而促进整合蛋白表达袁增强异位子宫内

膜间质细胞的黏附能力[31]遥 此外袁HIF-1琢 表达激活

了 茁-连环蛋白/T 细胞因子渊茁-catenin/T-cell factor冤
信号通路袁诱导 VEGFR 和 MMP-9 的表达[32]袁HIF-1琢
可以通过诱导自噬从而触发上皮-间质转化渊epithe鄄
lial-mesenchymal transition, EMT冤[33-34]袁 促进异位子

宫内膜细胞的迁移和侵袭能力遥 以上机制也可能促

进 AM 的发生遥
综上分析袁芍药甘草汤可能通过干预 MMP-9尧

MMP-2尧VEGF尧EGFR尧CCND1尧局部黏着斑激酶尧
HIF-1 等多个靶点的表达袁及调控以上靶点与 PI3K/
Akt/mTOR尧HIF-1尧MAPK 等多个信号通路的相互作

用袁从而抑制 AM 细胞的增殖尧迁移和血管生成从而

发挥治疗效果遥
此外袁网络药理学研究结果提示袁芍药甘草汤

可能通过调控类固醇激素和抗炎镇痛等机制治疗

AM遥 课题组前期研究证明袁AM 组织中雌激素及受

体表达水平升高袁且通过雌激素激活及剥夺状态证

实雌激素及其受体可促进 AM 病灶细胞增殖[35]遥 后

续实验也证实袁以芍药尧甘草为主的中药复方及其含

药血清均能明显降低细胞雌激素受体水平袁并通过

干预雌激素受体与 miR-21 介导的 Ras/Raf 通路形

成的信号交通网袁对 AM 痛经患者起治疗作用[36-37]遥

5 结语

本研究证实了芍药甘草汤含药血清通过抑制间

质细胞增殖尧迁移袁促进细胞凋亡发挥治疗作用袁并
通过网络药理学分析芍药甘草汤治疗 AM 的主要活

血成分尧关键靶点及可能涉及的分子机制袁体现了

AM 发病机制的复杂性以及中药复方芍药甘草汤

野多成分-多靶点-多途径冶的药物特点袁课题组下一

步将对主要调控的靶点进行实验验证袁并通过其进

行靶向调控等实验袁并探索具体的分子机制遥
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