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也摘要页 目的 基于网络药理学探讨小泻肺汤渊XXFD冤治疗肺腺癌的靶点和作用机制袁并进行体内实验验证遥方法 从 TCMSP和

UniProt数据库及文献中检索 XXFD 有效化学成分及各成分相应的作用靶点曰从 GeneCards尧OMIM 等数据库筛选肺腺癌相关靶点袁
用 Venny 2.1.0 在线工具获得药物和疾病的交集靶点袁作为 XXFD 治疗肺腺癌的潜在靶点曰利用 STRING 数据库和 Cytoscape 3.9.1
软件构建蛋白质-蛋白质相互作用渊PPI冤网络袁并获取核心靶点曰通过 DAVID 数据库对交集靶点进行 GO 功能富集分析和 KEGG 通

路富集分析曰利用 Cytoscape 3.9.1 软件构建 XXFD 治疗肺腺癌的成分-靶点-信号通路网络图遥建立裸鼠皮下移植瘤模型袁随机分为

空白对照组和 XXFD组渊生药量为 1.8 g/20 g冤袁每组 5 只遥每日观察小鼠的整体情况袁每隔 3日测量并记录裸鼠瘤体体积遥给药 3 周

后处死小鼠袁迅速剥离肿瘤组织并用电子天平称重袁Western blot 法检测肿瘤组织中肿瘤蛋白 53渊TP53冤尧蛋白激酶 B渊Akt冤尧原癌基

因渊JUN冤尧肿瘤坏死因子渊TNF冤尧热休克蛋白 90琢渊HSP90AA1冤的蛋白表达水平遥 结果 网络药理学分析表明袁XXFD 有 118个潜在靶

点袁后续筛选得到度值排名前 5 的核心靶点袁分别为 TP53尧Akt尧JUN尧TNF尧HSP90AA1遥 GO 功能富集分析显示袁XXFD 治疗肺腺癌的

靶基因主要作用于基因调控尧酶结合等过程遥 KEGG 通路富集分析显示袁XXFD 治疗肺腺癌主要涉及癌症信号通路尧TNF 信号通路尧
白细胞介素-17渊IL-17冤信号通路及凋亡信号通路等多条信号通路遥 动物实验验证结果显示袁与空白对照组比较袁XXFD 组显著抑制

裸鼠皮下移植瘤的生长渊P<0.05冤袁减轻瘤体体积和质量渊P<0.05冤袁显著促进瘤体组织中 P53 蛋白表达渊P<0.05冤袁抑制 TNF-琢尧p-Akt尧
c-JUN尧HSP90 蛋白表达渊P<0.05冤遥 结论 XXFD可能通过多途径尧多靶点抑制肿瘤生长袁实现其在肺腺癌治疗中的作用遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the potential targets and mechanisms of Xiao Xiefei Decoction (XXFD) in the treatment of
lung adenocarcinoma based on network pharmacology, followed by in vivo experimental validation. Methods Effective chemical
components of XXFD and their corresponding targets were obtained from TCMSP and UniProt databases, as well as literature
sources. Lung adenocarcinoma-related targets were identified using the GeneCards and OMIM databases. Venny 2.1.0 was used to
determine the overlapping targets between the drug and the disease, representing the potential targets of XXFD in treating lung
adenocarcinoma. A protein-protein interaction (PPI) network was constructed using STRING database and Cytoscape 3.9.1 software to
identify key targets. GO functional and KEGG enrichment analyses of the intersecting targets were performed using DAVID
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database. A component-target-pathway network of XXFD in the treatment of lung adenocarcinoma was constructed using Cytoscape
3.9.1 software. An in vivo subcutaneous xenograft tumor model was established in nude mice, which were randomly divided into a
blank control group and an XXFD-treated group (crude drug dose of 1.8 g/20 g), with 5 mice in each group. The overall condition of
mice was observed daily, and the tumor volume of nude mice was measured and recorded every 3 days. After 3 weeks of
administration, the mice were sacrificed, the tumor tissues were rapidly peeled off and weighed with an electronic balance. Western
blot was used to check the protein expression levels of tumor protein 53 (TP53), protein kinase B (AKT), proto-oncogene (JUN), tumor
necrosis factor (TNF), and heat shock protein 90琢 (HSP90AA1) in tumor tissues. Results Network pharmacology analysis identified
118 potential targets of XXFD, and the top 5 core targets based on degree value were TP53, AKT, JUN, TNF, and HSP90AA1. GO
functional enrichment analysis showed that these target genes of XXFD treatment for lung adenocarcinoma mainly acted on gene
regulation and enzyme binding. KEGG pathway enrichment analysis suggested that the anti-lung adenocarcinoma effects of XXFD
are related to multiple signaling pathways, including cancer, TNF, interleukin-17 (IL-17), and apoptosis signaling pathways. In vivo
animal experiments showed that compared with the control group, the XXFD group significantly inhibited the growth of subcutaneous
xenograft tumors in nude mice (P<0.05), reduced the tumor volume and weight (P<0.05), significantly upregulated the expression of
P53 protein in tumor tissues (P<0.05), and downregulated the protein expression levels of TNF-琢, p-AKT, c-JUN, and HSP90 (P<0.05).
Conclusion XXFD may exert its therapeutic effects on lung adenocarcinoma by inhibiting tumor growth through multiple pathways
and targets.

也运藻赠憎燥则凿泽页 lung adenocarcinoma; Xiao Xiefei Decoction; network pharmacology; tumor protein 53; protein kinase B;
proto-oncogene; tumor necrosis factor; heat shock protein 90琢

肺癌的高发病率和高死亡率使其成为肿瘤领域

研究的热点袁肺腺癌为肺癌中最常见的病理类型袁
约占肺癌病理诊断的 85%[1-2]遥 肺癌早期患者症状不

明显袁确诊时多已处于中晚期袁出现器官转移袁尽管

手术尧化疗尧放疗尧分子靶向治疗及免疫治疗已极大

提高了肺癌患者的预后袁但患者 5 年生存率仍低于

20%[3-4]遥同时袁系统治疗带来的不良反应也是影响疗

效的重要因素袁因此袁迫切需要发现新的安全有效的

治疗药物尧治疗靶点和治疗方法遥
中医疗法是一种温和的治疗方法袁有助于减轻

与西医相关的毒副作用遥此外袁中医强调辨证论治袁
注重患者整体管理袁在抗肿瘤的同时袁还强调恢复患

者体质和提高患者的生活质量[ 5 ]遥 小泻肺汤渊Xiao
XieFei Decoction, XXFD冤源自陶弘景的叶辅行诀脏

腑用药法要窑卷四曳袁治胸中有痰涎尧咳喘上气尧胸中

迫满尧 不得卧等实证袁 这些症状与肺癌临床表现类

似遥中医学认为袁肺癌发病的基本病机是机体正气不

足袁邪毒犯肺袁气滞尧痰浊尧瘀血与邪毒相搏结袁郁结

于肺袁久而成积袁因此袁祛除肺部痰尧瘀尧毒袁恢复肺脏

宣肃功能是其治疗大法[6]遥 方中葶苈子行气逐邪尧通
利水道袁为君药曰大黄泻热逐瘀袁为臣药曰白芍为佐

药袁既可敛阴又可缓解葶苈子尧大黄的峻烈之性遥 全

方配伍袁共奏清肺化痰尧行气祛瘀之功遥
网络药理学已成为一种综合技术袁可用于预测

天然产物的可能活性成分和靶标袁以及分析其对抗

各种癌症的作用机制[7]遥 本研究旨在通过网络药理

学揭示 XXFD 抗肺腺癌的潜在靶点袁并通过体内实

验验证袁以期为 XXFD 的临床应用提供理论依据遥
1 材料

1.1 细胞与动物

A549 细胞购自中科院上海生命科学研究院遥裸
鼠共计 10 只渊5~6 周龄袁雌性袁BALB/c-Nude袁体质

量 18~22 g冤袁购自上海斯莱克动物实验有限公司袁
许可证号 院SCXK渊苏冤2018-0008袁合格证编号 院
202270410遥动物饲养于上海市中医医院屏障级实验

室中袁于昼夜 12 h 交替袁室温为渊21依2冤 益袁相对湿

度 50%耀70%袁自由饮水摄食袁在清洁干燥的环境中袁
先喂养 1 周使小鼠适应环境袁按实验动物 3R 原则

给予人道关怀遥 动物伦理批号院2022040遥
1.2 药物

取葶苈子尧大黄尧白芍药物饮片各 40 g袁将所有

药材置于圆底烧瓶中袁加入 10 倍量的蒸馏水浸泡

30 min曰回流提取 2 h袁用 8 层纱布过滤药液袁再用

0.22 滋m的滤网再次过滤药液袁药渣再加入 8 倍量蒸

馏水袁回流提取 1.5 h曰合并 2 次滤液袁用旋转蒸发仪

浓缩定容至 50 mL袁药液浓度为 2.4 g窑mL-1袁分装并

于-20 益冰箱保存袁使用前稀释至合适的药物浓度遥
1.3 主要试剂与仪器

肿瘤蛋白 53渊tumor protein 53, TP53冤尧磷酸化蛋
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白激酶 B渊phospho-serine/threonine-protein kinase,
Akt冤尧细胞性 Jun 原癌基因渊cellular Jun proto-onco鄄
gene, c-JUN冤尧肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis fac鄄
tor-琢, TNF-琢冤尧热休克蛋白 90渊heat shock protein
90, HSP90冤及黏着斑蛋白渊vinculin袁VCL冤渊美国CST
生物公司袁批号院9282尧4060尧9165尧3707尧4874尧13901冤曰
二抗尧ECL 发光液渊碧云天生物科技有限公司袁批号院
A0216尧P0018S冤遥 CO2 培养箱渊美国赛默飞世尔科技

公司袁型号院HERAcell 150i冤曰酶标仪渊美国伯腾仪器

有限公司袁型号院ELx800冤曰倒置显微镜渊上海玉博生

物科技有限公司袁型号院CKX31冤曰电泳仪渊北京六一

生物科技有限公司袁型号院DYCZ-24DN冤遥
2 方法

2.1 XXFD潜在靶点的筛选

通过中药系统药理学数据库分析平台渊TCMSP袁
https://tcmsp-e.com冤获取 XXFD 中 3 种草药的活性

成分及其对应靶点袁筛选条件为口服生物利用度渊oral
bioavailability, OB冤逸30%且类药性渊drug-likeness,
DL冤逸0.18[8]遥 用 UniProt 蛋白数据库渊http://www.
uniprot.org冤对蛋白质靶点和基因进行标准化命名遥
2.2 肺腺癌相关疾病靶点的筛选

以野Lung Adenocarcinoma冶为关键词在GeneCards
渊https://www.genecards.org冤和 OMIM渊https://www.omim.
org冤数据库检索与肺腺癌相关的的靶点并进行整合

和去重处理遥
2.3 药物-疾病交集靶点的获取

将 XXFD 活性成分靶点和肺腺癌靶点导入

Venny 2.1.0 在线工具袁以识别交集靶点袁交集靶点

代表 XXFD 治疗肺腺癌的潜在靶点遥
2.4 PPI 网络构建与分析

将交集靶点上传至 STRING 数据库 渊https://
string-db.org/冤袁 获得蛋白质-蛋白质相互作用渊pro
tein-protein interaction, PPI冤网络袁用 Cytoscape 3.9.1
软件对 PPI网络进行可视化分析袁筛选网络核心靶点遥
2.5 GO富集分析和 KEGG通路富集分析

用 DAVID 数据库渊https://david.ncifcrf.gov/冤进
行 GO 富集分析和 KEGG 信号通路富集分析袁设定阈

值 P<0.05[9]袁并在微生信网站渊http://www.bioinformat鄄
ics.com.cn/冤进行可视化处理遥
2.6 野成分-靶点-信号通路冶网络构建

利用 Cytoscape 3.9.1 软件袁结合 XXFD 活性成

分尧关键靶点尧通路袁构建 XXFD野成分-靶点-信号通

路冶网络图遥

2.7 细胞培养

A549 细胞在 37 益尧5%CO2 的培养箱中孵育袁
定期换液袁取对数生长期的细胞接种在裸鼠左腋下遥
2.8 小鼠分组与处理

将10只裸鼠适应性喂养一周后袁按2伊106个/100 滋L
A549 细胞通过左腋下皮下注射 100 滋L 植入裸鼠袁
待肿瘤长至合适大小[10]遥 采用随机数字表法对荷瘤

小鼠进行分组袁分为空白对照组和 XXFD 组袁每组 5
只遥 XXFD 组每只小鼠每日灌胃药物 200 滋L袁根据

叶中药药理实验方法学曳[11]中人日用量与动物临床等

效剂量的比值计算中药给药剂量袁XXFD 组生药量

为 120 g袁计算如下袁120 g/60 kg伊9.01=18.02 g/kg袁即
0.36 g/20 g袁按照每只小鼠灌胃量为 0.2 mL/20 g袁故
给药浓度为 1.8 g/mL遥 空白对照组予 200 滋L 生理

盐水灌胃遥 治疗时间均持续 3 周遥 停药 24 h 后处死

小鼠袁迅速将肿瘤组织剥离并用电子天平称重遥
2.9 肿瘤组织体积和重量计算

记录裸鼠瘤体体积和重量袁每隔 3 日测量 1 次袁
解剖分离皮下肿瘤组织袁生理盐水清洗至无血污袁用
游标卡尺测其长轴渊a冤和短轴渊b冤袁根据公式院肿瘤体

积=a伊b2/2袁计算肿瘤体积遥将瘤体组织于-80 益保存

以进行后续实验遥
2.10 Western blot检测相关蛋白的表达水平

研磨并冰上裂解肿瘤组织袁提取总蛋白袁BCA
蛋白定量试剂盒测定组织蛋白浓度遥 上样尧电泳尧转
膜尧快速封闭液进行封闭遥 TBST 洗膜后 4 益孵育

一抗 P53尧Akt尧p-Akt尧c-Jun尧TNF-琢尧HSP90尧VCL
渊1颐1 000冤过夜袁TBST 洗 3 遍袁每次 10 min袁室温孵

育二抗渊1颐1 000冤1 h袁TBST洗 3遍袁每次 10 min遥 ECL
显色尧拍照袁ImageJ 软件分析遥
2.11 统计学方法

用 SPSS 26.0 统计软件进行数据分析遥 数据以

野曾依s冶表示袁两组之间的差异比较采用独立样本 t 检
验袁多组间比较采用单因素方差分析遥 以 P<0.05 为

差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 XXFD治疗肺腺癌潜在靶点的获取

从 TCMSP 数据库中筛选出 XXFD 的作用靶点

183个曰从 GeneCards和 OMIM数据库中筛选出1 428
个与肺腺癌相关的靶点遥 绘制药物和疾病靶点的韦

恩图袁得到 118 个交集靶点袁作为 XXFD 治疗肺腺

癌的潜在靶点遥 详见图 1遥
3.2 PPI 网络构建与关键靶点筛选

通过 STRING 数据库对 118 个潜在靶点进行
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PPI 网络构建袁并将结果导入 Cytoscape 3.9.1 软件进

行可视化分析袁根据度值排名筛选出排名前 5 位的

靶点蛋白袁依次为 TP53尧Akt1尧JUN尧TNF尧HSP90AA1袁
预测其可能为 XXFD 治疗肺腺癌的核心靶点遥 详见

图 2遥
3.3 GO和 KEGG富集分析

通过 DAVID 数据库对 118 个靶蛋白进行 GO
和 KEGG 富集分析遥 GO 富集分析共获得866 个条

目袁包括生物过程渊biological processes, BP冤尧细胞组

成渊cellular components, CC冤尧分子功能渊molecular
functions, MF冤3 个方面袁其中 BP 665 条尧CC 71条尧

MF 130 条袁分别取 BP尧CC尧MF 排名前 10 名的条目

进行可视化分析渊图 3冤遥 结果显示袁BP 主要包括对

外源刺激的响应尧基因表达的正调控和 DNA 模式化

及转录的正调控等袁CC 主要包括细胞外空间尧 大分

子复合物和细胞外区域等袁MF 主要包括酶结合尧相
同的蛋白质结合和蛋白质结合等遥此外袁对 118 个常

见靶标进行 KEGG 通路富集分析袁共鉴定出162 条

通路袁选择前 20 条信号通路进行可视化渊图 4冤遥结果

显示袁靶点主要富集于癌症信号通路尧糖尿病并发症

中的 AGE-RAGE信号通路尧TNF 信号通路尧IL-17 信

号通路及凋亡信号通路等遥
3.4 野成分-靶点-信号通路冶网络的构建

根据 GO 富集分析及 KEGG 通路富集分析的结

果袁利用 Cytoscape 3.9.1 软件袁构建 XXFD 治疗肺

腺癌的野成分-靶点-信号通路冶网络遥 癌症信号通路

的靶点交集数为 52 个遥 详见图 5遥
3.5 XXFD对裸鼠皮下移植瘤的影响

与空白对照组比较袁XXFD 组肿瘤体积和肿瘤

质量降低渊P<0.05冤遥 详见图 6遥
3.6 XXFD对肿瘤组织核心蛋白表达水平的影响

与空白对照组比较袁XXFD 组 P53 蛋白表达水

平上升渊P<0.01冤袁TNF-琢尧p-Akt/Akt尧c -JUN尧HSP90
蛋白表达水平下降渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 详见图 7遥

图 1 XXFD活性成分与肺腺癌相关靶点韦恩图

Fig.1 Venn diagram of XXFD active components and
lung adenocarcinoma-related targets

肺腺癌XXFD

图 2 XXFD治疗肺腺癌交集靶点的 PPI网络图

Fig.2 PPI network diagram of intersection targets in the treatment of lung adenocarcinoma by XXFD
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图 4 XXFD治疗肺腺癌主要 KEGG条目信息图

Fig.4 Infographic of the main KEGG items in the treatment of lung adenocarcinoma by XXFD

图 5 XXFD治疗肺腺癌的野成分-靶点-信号通路冶网络图

Fig.5 Component-target-signaling pathway network diagram in the treatment of lung adenocarcinoma by XXFD
注院黄色圆形代表 XXFD袁绿色方形代表 XXFD 的活性成分袁紫色三角形代表肺腺癌袁蓝色方形代表 XXFD 活性成分治疗肺腺

癌的各作用靶点袁红色方形代表其中涉及的信号通路遥

图 3 XXFD治疗肺腺癌主要 GO条目信息图

Fig.3 Infographic of the main GO items in the treatment of lung adenocarcinoma by XXFD
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4 讨论

中医学将肺癌归属于野肺积冶野喘嗽冶野咳血冶等范

畴袁认为其发病的基本病机是机体正气不足袁痰尧气尧
瘀等邪毒犯肺袁日久成积袁清肺化痰尧行气祛瘀是肺

癌治疗大法遥 XXFD 中三药合用袁共奏清肺化痰尧行
气祛瘀之功遥 现代研究发现袁葶苈子中含有多种化

学成分袁在抗肿瘤及免疫调节等方面发挥重要作用[12]遥
桂家辉[13]研究发现袁南葶苈子能抑制人非小细胞肺

癌 H1975 细胞的增殖袁并诱导其细胞凋亡遥 研究表

明袁大黄及其活性成分对肺癌尧肝癌尧胃癌尧乳腺癌等

肿瘤均有抑制作用[14]遥 罗英花等[15]发现袁大黄素可通

过下调 p-Akt与 B淋巴细胞瘤-2渊B-cell lymphoma-2,
Bcl-2冤蛋白表达袁有效杀伤 A549 细胞遥 芍药苷作为

白芍的主要有效成分袁有明显的抗肺癌作用遥 研究

证实袁芍药苷可诱导 A549 细胞凋亡袁有效抑制Lewis
肺癌荷瘤小鼠移植瘤的生长[16-17]遥 以上研究结果提

示袁XXFD 具有防治肺癌的作用遥
本研究网络药理学分析显示袁XXFD 中含槲皮

素尧山柰酚尧茁-谷甾醇等 23 个有效成分袁交集靶点

118 个袁XXFD 具有多类活性物质尧多靶点尧多通路

及整体调控功能袁富集信号通路主要包括癌症通路尧
TNF 等信号通路遥 此外袁核心药物靶基因分析显示袁
P53尧AKT1尧JUN尧TNF尧HSP90AA1 等靶蛋白为XXFD
治疗肺腺癌的核心靶点遥c-Jun 作为 c-Jun 氨基末端

激酶渊c-Jun N-terminal kinase, JNK冤信号通路的重

要作用底物袁参与调节细胞的增殖分化和凋亡袁c-
Jun 过表达可导致细胞的恶性转化[18-19]遥 研究指出袁
肺癌组织中 c-Jun mRNA的表达水平高于癌旁组织袁
说明 c-Jun 的表达与肺癌侵袭和进展密切相关[20]遥
P53 是 JNK 通路下游重要的抑癌因子袁参与细胞周

期调节尧DNA 损伤修复尧细胞死亡等多个细胞过程袁
可抑制肺癌细胞生长转移[21-22]遥有学者研究证实袁补
肺通络解毒方可上调肺癌模型小鼠体内P53 蛋白

表达袁促进肺癌细胞凋亡[23]遥 磷脂酰肌醇-3-激酶

渊phosphatidylin-ositol-3-kinase, PI3K冤/Akt 通路的

异常磷酸化是肿瘤发生发展的重要因素袁PI3K 的异

常激活可促进下游靶点 Akt 持续磷酸化袁Akt 蛋白

的磷酸化程度可反映 PI3K/Akt 通路的激活状态袁通
过抑制该通路的激活袁能够抑制肿瘤细胞的增殖尧
侵袭袁促进癌细胞凋亡 [24-26]遥 作为一种伴侣蛋白袁
HSP90AA1 可调节肿瘤细胞生长尧分化和存活等多种

生物过程袁其表达量降低可抑制 Akt1 的活性袁从而

抑制肺癌细胞增殖袁促进肺癌细胞凋亡[27-28]遥 TNF-琢
是一种促炎因子袁在调节肿瘤患者机体免疫反应尧细
胞增殖分化尧细胞凋亡尧迁移尧侵袭尧血管新生等过程

中发挥重要作用[29]遥研究发现袁TNF-琢 体外作用于小

细胞肺癌细胞袁可使得细胞集落形成能力尧迁移和侵

袭能力均显著提高袁这可能与 TNF-琢 激活核因子资B
途径诱发明显的炎症反应袁促进细胞存活尧血管生成

和侵袭有关[30-31]遥 本研究通过 PPI 网络可视化分析袁

图 6 XXFD对裸鼠皮下移植瘤的影响渊n=5冤
Fig.6 Effects of XXFD on subcutaneous xenograft tumors in nude mice (n=5)

注院a.裸鼠皮下移植瘤瘤体体积生长曲线袁与空白对照组比较袁*P<0.05曰b.裸鼠皮下移植瘤瘤体组织图片曰c.裸鼠皮下移植瘤瘤体

质量统计图袁与空白对照组比较袁*P<0.05遥

图 7 XXFD对肿瘤组织核心蛋白表达水平的影响渊n=3冤
Fig.7 Effects of XXFD on the expression level of core

protein in tumor tissues (n=3)
注院a.核心蛋白表达情况曰b.核心蛋白表达水平的柱状图遥 与空白

对照组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥
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确定度值排名前 5 的核心靶点袁发现 P53尧Akt1尧JUN尧
TNF尧HSP90AA1 是XXFD 治疗肺癌的核心靶点袁与
既往研究结果基本一致遥

为进一步研究 XXFD 治疗肺腺癌的机制袁本研

究建立肺腺癌 A549 细胞裸鼠皮下移植瘤模型袁给
药 3 周后处置小鼠袁剥离瘤体组织袁发现和空白对照

组相比袁XXFD 能显著抑制裸鼠皮下移植瘤生长袁减
轻瘤体体积和质量遥 Western blot 结果发现袁XXFD
能抑制瘤体组织中 TNF-琢尧Akt1尧c-JUN尧HSP90A 蛋

白表达袁促进 P53 蛋白表达袁说明 XXFD 具有明显

的抗肿瘤作用袁可能与调节Akt1尧c-JUN尧HSP90A尧P53尧
TNF-琢 蛋白表达有关遥

综上所述袁本研究基于网络药理学及体内实验

验证袁对 XXFD 治疗肺腺癌进行了初步探索袁预测

XXFD 治疗肺腺癌的分子作用机制并加以体内实验

验证袁为后续研究提供了依据和参考遥 然而袁本研究

体内实验分组较为单一袁后续将通过体内尧体外研

究袁进行深入的机制探讨和实验验证遥
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