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摘 要：运用网络药理学预测结合实验验证研究苗药虎掌草不同溶剂提取物的抗前列腺癌活性及其作用

机制。分别以水、75%乙醇和乙酸乙酯提取虎掌草获得粗提物，通过MTT法体外检测 3种溶剂提取物对

前列腺癌细胞 PC3增殖的影响，流式细胞术检测其对细胞凋亡的影响，评价提取物对 PC3细胞的抑制作

用；采用 GC-MS分析乙酸乙酯提取物的化学成分；运用网络药理学分析虎掌草的活性成分及抗前列腺癌

作用靶点，构建 PPI网络，拓扑分析筛选核心靶点，通过 GO生物功能富集和 KEGG通路富集分析构建

虎掌草抗前列腺癌的信号通路，预测潜在作用机制；利用 RT-PCR检测虎掌草提取物对预测的 TNF 信号

通路相关基因转录水平表达的影响，验证预测靶点，进一步分析作用机制。细胞实验表明，3种溶剂提取

物对 PC3细胞均具有较强的抑制增殖作用，且能显著诱导细胞凋亡（P<0.01）；GC-MS和网络药理学结

果表明白桦脂酸和虎掌草皂苷 D为提取物的主要药效成分，检索得到与抗前列腺癌相关的靶点 89个，进

一步筛选得到核心靶点 15个，涉及 ALB、JUN、HSP90AA1等靶点；GO功能富集涉及 142个生物过程、

28个细胞组成和 41个分子功能，KEGG通路富集分析交集靶点主要涉及 TNF、TRP、NF-κB、癌症通路

等。RT-PCR靶点验证实验表明 3种溶剂提取物均能显著影响 TNF 信号通路关键基因的表达，证明了网

络药理学预测机制的可靠性。本研究揭示了虎掌草水、75%乙醇和乙酸乙酯提取物具有较强的抗前列腺癌

活性，白桦脂酸和虎掌草皂苷 D为主要药效成分，其作用机制可能与调控 TNF、TRP、NF-κB、癌症通

路等有关。
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Abstract: The anti-prostate cancer activity and mechanism of different solvent extracts from Anemones

Rivularis Radix (ARR) were studied by network pharmacology and experimental validation. ARR was extracted

with water, 75% ethanol, and ethyl acetate to obtain the crude extracts. The effects of three extracts on the

proliferation and apoptosis of prostate cancer cells PC3 were analyzed by MTT and flow cytometry in vitro,

respectively. Chemicals of ethyl acetate crude extracts were analyzed by GC-MS. The active constituents and

anti-prostate cancer targets of ARR were analyzed by network pharmacology. PPI network was constructed, and

core targets were screened by topological analysis. The anti-prostate cancer signaling pathway of extracts was

analyzed by GO and KEGG enrichment analysis. Based on the above results, the mechanism of action was

predicted. The expression of genes in extract-treated PC3 cells at the transcriptional level related to the TNF

signaling pathway was assayed through RT-PCR, which further verified the predicted targets and mechanism.

Results showed three extracts had strong inhibitory effect on PC3 cells proliferation, and induced apoptosis

(P<0.01) significantly. Compounds betulinic acid and huzhangoside D were the main active ingredients of ARR

against prostate cancer based on GC-MS and network pharmacology. A total of 89 targets related to anti-prostate

cancer were obtained, and 15 core targets were selected further, including JUN, BCL2L1 and HSP90AA1. GO

functional enrichment showed there were 142 biological processes, 28 cell compositions, and 41 molecular

functions involved. The intersection targets mainly involved TNF, TRP, NF-κB, and cancer pathway abased on

KEGG analysis. Results of RT-PCR showed the expression of key genes in the TNF signaling pathway were

affected by three extracts significantly, which was consistent with the results predicted by the network

pharmacology. This study revealed three extracts of ARR had strong inhibitory activity against prostate cancer,

and betulinic acid and huzhangoside D were the main active compounds. The mechanism of action may be

related to the regulation of TNF, TRP, NF-κB and cancer pathways.
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experimental validation

前列腺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，位居我国男性泌尿生殖系统恶性肿瘤发病率

第一位，对于中老年男性，其发病率随着年龄增长而提高，威胁着男性的生殖功能及生命

安全[1, 2]。前列腺癌早期缺乏特异的临床症状，发生较隐匿，当出现明显的症状时，疾病

多发展至中晚期。目前临床上对于前列腺癌的主要治疗手段为手术治疗和药物治疗。手术

去势可很大程度上切断雄激素来源，但并不彻底，易复发，往往只适用于早期患者。药物

治疗的原则是抑制雄激素的生成, 或为阻断雄激素受体功能的拮抗剂，但副作用较大，预



后较差[3]。因此，寻找高效且副作用小的前列腺癌药物成为临床亟待解决的问题。

苗药虎掌草（Anemones Rivularis Radix，ARR），又名溪畔银莲花、白花虎掌草、见

风青、土黄芩，是毛茛科银莲花属植物草玉梅（Anemones Rivularis Buch.-Ham.）的全草或

根。虎掌草主要分布于甘肃、青海、云南、贵州、四川等地，在贵州黔东南地区分布广泛，

是贵州常用民族药[4]。在《中草药与临床》《苗族常用植物药》记载虎掌草水煎用于治疗

咽喉肿痛、疟疾，风湿疼痛，胃痛，跌打损伤，慢性支气管炎等疾病，表明其有抗炎、活

血、消肿等功效[5]。《云南中草药》记载用虎掌草治疗癌症[6]。研究发现虎掌草 70%乙醇

提取物能够显著抑制肿瘤细胞 HepG2、K562、A549及 PC3的增殖，动物体内研究表明提

取物可增强动物免疫力，提升小鼠血清中的肿瘤坏死因子和白介素 2水平[7]；虎掌草 95%

乙醇提取物能够抑制 HT29、Hep3B、DLD-1 肿瘤细胞的生长，其作用机制与抑制丙酮酸

脱氢酶激酶活性有关[8]。化学成分研究表明，虎掌草含有五环三萜及其皂苷、内酯、甾体、

多酚类等成分[9]，其中对三萜及其皂苷的研究报道较多，以常春藤皂苷及齐墩果烷型皂苷

为主，且主要分布于虎掌草乙醇或甲醇提取部位[10]。目前，关于虎掌草水、乙酸乙酯提取

部位的化学成分及其抗前列腺癌活性研究鲜有报道，虎掌草的药用价值值得深入研究与开

发。

本研究通过体外研究虎掌草水、75%乙醇及乙酸乙酯提取部位的抗前列腺癌活性，利

用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）分析提取物成分，并结合网络药理学预测虎掌草抗前

列腺癌的物质基础、核心靶点及其抗前列腺癌的作用机制，利用 RT-PCR检测预测信号通

路相关基因的表达。旨在为深入研究虎掌草的抗前列腺癌活性成分及作用机制奠定基础，

充分挖掘民族药的利用价值，为治疗恶性肿瘤提供参考。

1 材料与方法

1.1药材

药材采集于贵州省黔南地区都匀市，经贵阳中医学院杨昌煜教授鉴定为毛茛科银莲花

属植物草玉梅 Anemones Rivularis Buch.-Ham.的根，植物样本（No. 2020091405）保存于黔

南民族医学高等专科学校实验室。

1.2 主要仪器

ELx808 型酶标仪（美国 BIOTEK 公司）；FACSCanto II 型流式细胞仪(美国 Becton

Dickinson)；StepOnePlus™实时荧光定量 PCR 仪（美国 Applied Biosystems 公司）；

HP6890/5975C GC-MS联用仪（美国安捷伦公司）。

1.3 主要试剂与材料



75%乙醇（批号：PM12553，上海创赛科学仪器有限公司）；乙酸乙酯（分析纯，批

号：10009418，国药基团化学试剂有限公司）；DMEM 培养基（批号：SH30022.01）、

0.25%胰酶（批号：SH30236.01）均购自美国 HyClone公司；二甲基亚砜（DMSO，批号：

D8370-100）、青链霉素（批号：SV30010）、碘化丙啶（PI，批号：IP5030）、磷酸盐缓

冲液（PBS，批号：P1003）、4-羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液（HEPES，批号：P1020）均购

自北京索莱宝科技有限公司；Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购（批号：C1062M）、

Taq DNA 聚合酶（批号：R011）均购自美国 Becton Dickinson 公司；胎牛血清（批号：

11011-8611，杭州四季青生物工程材料有限公司）；噻唑蓝（MTT，批号：M2003，美国

Sigma 公司）；Trizol（批号：15596-018，美国 Thermo Fisher Scientific公司）；PrimeScript

RT-PCR Kit（批号：RR055A，大连 TaKaRa公司）；引物（上海生工生物股份有限公司）；

所用的其他试剂均为分析纯。

ZB-5MSI 5% Phenyl-95%Dimethylpolysiloxane弹性石英毛细管柱（30 m×0.25 mm×0.25

μm，美国安捷伦公司）�

1.4 数据库与分析软件

中药系统药理学分析平台（TCMSP，https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php）；PubChem数

据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）；ChEMBL 数据库（https://www.ebi.acuk/chembl）；

Swiss Target Prediction 数据库（ http://swisstargetprediction.ch/）；Pharmmapper 数据库

（http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/）；Geen Card数据库（https://www.genecards.org/）；

CTD 数据库（http://ctdbase.org/）；OMIM 数据库（https://www.omim.org/）；Venny 2.1

（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html）；STRING数据库（https://string-db.org/）；

DAVID数据库（https://david.ncifcrf.gov/）；Cytoscape3.8.0可视化软件；R软件等。

1.5 细胞株

人前列腺癌 PC3细胞株来源于贵州省中国科学院天然产物化学重点实验室。

1.6 虎掌草不同溶剂提取物的制备

将干燥的虎掌草粉碎，分别制备水、75%乙醇和乙酸乙酯提取物（E1、E2、E3）。具

体操作方法为：按照料液比 1∶10分别以上述溶剂提取虎掌草 3次，第一次为 3 h，第二、

三次为 1.5 h，提取温度为 80 ℃，合并 3次滤液，旋转蒸发仪浓缩得到浸膏，真空低温干

燥即得到不同溶剂提取物。

1.7 虎掌草提取物对 PC3细胞的影响

1.7.1 供试样品的制备

https://www.baidu.com/link?url=Px4ccfsNd3eNFhzgSRDcEkJ_3xHNxmesdmX_MtygplvOhOhV4ldel-ROFHNPX3nP&wd=&eqid=f8fe012b00043f71000000066396994c
https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php


采取两步稀释法制备供试样品，第一步用 DMSO进行溶解，第二步用无血清 DMEM

培养基稀释至所需浓度，确保 DMSO含量不超过总体积的 1%。

1.7.2 细胞培养

PC3 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基于 37 ℃，5% CO2恒温培养箱培养，待

细胞生长达至对数生长期后用 0.25%胰蛋白酶消化、传代。待细胞传代至 3代进行实验。

1.7.3 细胞增殖抑制实验

将 PC3细胞以 1×104 个/mL密度接种到 96孔培养板中，每个孔 190 μL，于 37 ℃，含

5% CO2恒温饱和培养箱中培养过夜后进行分组：实验组加 10 μL不同浓度（终浓度分别为

5、10、20、40、80 μg/L）的 3种提取物，对照组（control，Con）加 10 μL与对应提取物

同比例稀释的 DMSO，每组平行设置 3个复孔。继续培养 24、48和 72 h后，用倒置荧光

显微镜观察细胞状态。细胞培养结束，1 000 r/min离心 10 min，吸取并弃掉培养液，每孔

加入 100 μL无血清 DMEM培养基与 5 mg/mL MTT按体积分数 9∶1比例混合的混合液，

继续培养 4 h。终止培养后，1 500 r/min离心 8 min，小心移除上层液体，每孔分别加入 150

μL DMSO，摇床低速震荡 10 min使结晶物完全溶解，在酶标仪上测定 490 nm波长下各孔

的光密度值（OD），并按照公式（1）计算细胞增殖抑制率（R）。

R＝（1OD 实验/OD 对照）×100% （1）

1.7.4 细胞凋亡实验

细胞以 2×105个/mL接种于 6孔细胞培养板，每孔 2 mL，待细胞完全贴壁后实验组分

别加入 3种不同溶剂提取物 100 μL，使其终浓度为 20 μg/L，对照组加入与提取物含同比

例稀释的 DMSO，各组分别设置 3个复孔。培养 72 h后，收集细胞，1 000 r/min离心 8 min，

弃去上清培养液，用 3 mL预冷 PBS洗三次，至培养基颜色消失，加入 1×binding buffer（10

mmol/L HEPES缓冲液，pH 7.4，140 mmol/L NaCl，2.5 mmol/L CaCl2）悬浮细胞，使细胞

浓度为（1~5）×106 个/mL。取 100 µL细胞悬液到 1.5 mL EP管，避光加 5 µLAnnexin V-FITC

和 5 µL PI（50 µg/mL）染液，混匀，于室温避光孵育 15 min，然后加入 400 µL binding buffer，

轻轻混匀，1 h内用流式细胞仪检测细胞的凋亡率。

1.8 GC-MS分析提取物化学成分

由于 E1、E2在低沸点有机溶剂中溶解性较差，因此，本研究只分析了 E3的化学成分。

取 E3 5.0 g，置于 10 mL量瓶中，加入乙酸乙酯定容，室温下超声处理 1 h（功率 250 W，

频率 50 Hz），冷却，用乙酸乙酯补足定容，摇匀，0.22 µm过滤膜过滤，取滤液进行 GC-MS

检测。气质条件：采用 ZB-5MSI 5% Phenyl-95% Dimethylpolysiloxane（30 m×0.25 mm×0.25



μm）弹性石英毛细管柱作为色谱柱，柱温 45 ℃（保留 2 min），以 5 ℃/min升温至 300 ℃，

保持 2 min；汽化室温度 250 ℃；载气为高纯 He（99.999%）；柱前压 7.62 psi，载气流量

1.0 mL/min；分流比 40∶1，溶剂延迟时间 3.0 min，离子源为 EI源；离子源温度 230 ℃；

四极杆温度 150 ℃；电子能量 70 eV；发射电流 34.6 μA；倍增器电压 1 326 V；接口温度

280 ℃；质量范围 20~450 amu。对总离子流图中的各峰经质谱计算机数据系统检索及核对

Nist2008和Wiley275标准质谱图，分析其化学成分。

1.9 基于网络药理学的作用机制预测

1.9.1 药物成分与前列腺癌相关靶点的筛选

根据GC-MS分析的化学成分，结合文献检索得到虎掌草的化学成分，将其导入TCMSP，

根据药物代谢动力学（吸收、分布、代谢、排泄）性质以口服生物利用度（oral bioavailability，

OB）≥ 30%和类药指数（drug likeindex，DL）≥0.18为标准，筛选虎掌草的活性成分。利

用PubChem数据库获得活性成分的SMILES式和 sdf文件，将其导入ChEMBL、Swiss Target

Prediction和 Pharmmapper数据库进行活性成分的靶点预测。通过 GeenCard、CTD和 OMIM

数据库共同检索前列腺癌相关靶点。利用 Venny 2.1绘制成分靶点和前列腺癌靶点的韦恩

图，获取虎掌草活性成分和前列腺癌的交集靶点。

1.9.2 蛋白-蛋白互作网络的构建与核心靶点分析

为进一步明确虎掌草活性成分靶点与前列腺癌靶点之间的相互作用关系，将虎掌草与

前列腺癌的交集靶点导入 STRING 数据库，设置蛋白种类为“Homo sapiens”，以互作综合

得分（interaction score）≥0.9 作为筛选条件，建立药物靶蛋白-疾病靶蛋白相互作用网络

（protein-protein interaction，PPI），绘制网络图。利用 Cytoscape3.8.0软件进行可视化处

理，通过 CytoHubba插件以连接度值（degree）≥2 倍中位数为条件进行拓扑分析，筛选得

到核心靶点。

1.9.3 GO和 KEGG富集分析

为说明药物的靶点在基因功能中的作用，将交集靶点导入 DAVID数据库，设定物种

为“Homo sapiens”进行 GO富集分析和 KEGG通路注释分析，结果以 P≤0.05 临界值进行

筛选，并运用 R软件将分析结果进行可视化处理。

1.10 RT-PCR验证 TNF信号通路相关基因 mRNA的表达

实验分组及细胞处理方法如“1.7.4”。收集细胞后按 Trizol法提取各组细胞总 RNA，超

微量分光光度计测定 RNA的含量和纯度。取 1 μg总 RNA按照第一链 cDNA合成试剂盒

说明合成 cDNA，并以此为模板进行 RT-PCR扩增，以β-actin作为内参，RT-PCR反应所用

https://www.baidu.com/link?url=Px4ccfsNd3eNFhzgSRDcEkJ_3xHNxmesdmX_MtygplvOhOhV4ldel-ROFHNPX3nP&wd=&eqid=f8fe012b00043f71000000066396994c


引物序列如表 1所示。扩增程序：95 ℃预变性 2 min，94 ℃变性 30 s，58 ℃复性 1 min，

72 ℃延伸 50 s，32 个循环后，72 ℃总延伸 10 min。反应完毕后，PCR 产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳，运用数码凝胶成像扫描拍照并分析条带。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

基因

Gene

序列（5'→3'）

Sequence（5'→3'）

JUN
F：TCCAAGTGCCGAAAAAGGAAG

R：CGAGTTTCTGAGCTTTCAAGGT

Caspase-3
F：GAAATTGTGGAATTGATGCGTGA

R：CTACAACGATCCCCTCTGAAAAA

c-myc
F：TCCTGGCAAAAGGTCAGAGT

R：GTTGTGTGTTCGCCTCTTGA

BCL2L1
F：GACTGAATCGGAGATGGAGACC

R：GCAGTTCAAACTCGTCGCCT

TNF-α
F：CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG

R：GAGGACCTGGGAGTAGATGAG

β-actin
F：GCCAACACAGTGCTGTCT

R：AGGAGCAATGATCTTGATCTT

1.11 统计学分析

采用 SPSS 21.0软件对所有数据进行统计学分析，结果以均值±标准差（x ± s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，以 P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 虎掌草不同溶剂提取物对 PC3细胞的影响

2.1.1虎掌草不同溶剂提取物抑制 PC3细胞生长

E1、E2、E3 不同浓度、不同处理时间对 PC3 细胞增殖的抑制作用结果见图 1。结果

表明：3种提取物对 PC3细胞的增殖均有抑制作用，抑制活性随着处理时间延长而增强，

且随着处理浓度的增加而增强，即活性呈时间依赖性和剂量依赖性；相同浓度及时间处理

下，E1对 PC3细胞的抑制活性高于其他两种提取物。倒置荧光显微镜观察 3种提取物 20

μg/L 处理细胞 48 h 后对细胞形态的影响，结果见图 2。结果显示 PC3 细胞经提取物处理

后，均呈现细胞数量明显减少，出现凋亡小体，细胞分布不均匀，胞质皱缩，细胞碎片增

加，易相互结成簇等细胞凋亡现象。以上结果表明虎掌草 3种提取物能够显著抑制 PC3 细

胞的生长。



图 1 虎掌草不同溶剂提取物对 PC3细胞增殖的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 1 The effect of different solvent extracts of ARR on proliferation of PC3 cells (x ± s, n = 3)

图 2 倒置荧光显微镜观察 PC3细胞经虎掌草提取物处理后数量和形态学变化（200×）

Fig. 2 The number and morphological changes of cells treated with extracts of ARR under inverted fluorescence

microscope (200×)

2.1.2虎掌草不同溶剂提取物诱导 PC3细胞凋亡

PC3细胞经 20 μg/L虎掌草 3种提取物处理 72 h后，运用流式细胞仪检测结果见图 3。

结果表明 3 种提取物均能显著诱导 PC3 细胞凋亡（见图 3A），细胞凋亡率分析显示 E2

诱导细胞凋亡率高于其他两种提取物（见图 3B）。



图 3 虎掌草不同溶剂提取物对 PC3细胞凋亡的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 3 Effect of different solvent extracts of ARR on apoptosis of PC3 cells（x ± s, n = 3）

注：与对照组比较，**P＜0.01；Note: Compared with control group, **P＜0.01.

2.2 虎掌草乙酸乙酯提取物的化学成分

经 GC-MS检测确定了 E3的 23种成分，如表 2所示。其中油酸（17.599%）、棕榈酸

（17.144%）及白桦脂酸（9.54%）为主要成分。此外，E3 含大量皂苷，苷元均为齐墩果

酸的 3-OH与不同的糖结合而成，其中糖的连接次序未定。

表 2 虎掌草乙酸乙酯提取物的化学成分

Table 2 Chemical composition in ethyl acetate extracts fromARR

编号

No.

tR

（min）

相对含量

Relative content

（%）

化合物

Compound

分子量

Molecular weight

1 10.06 1.406 2,3-二氢-3,5二羟基-6-甲基-4(H)-吡喃-4-酮

2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4(H)-pyran-

4-one

144

2 12.26 7.033 4-(N-亚硝基-N-甲氨基)-丁酸

4-(N-Nitroso-N-methylamino)-butyric acid

146

3 18.45 0.218 高香草酸 Homovanilic acid 182

4 19.70 1.121 松柏醇

4-(1E)-3-Hydroxy-1-propenyl-2-methoxyphenol

180

5 20.43 0.374 对羟基肉桂酸 p-Coumaric acid 164

6 21.18 0.159 丁香酚 Eugenol 164

7 21.49 0.511 十五烷酸 Pentadecanoic acid 242

8 22.49 17.144 棕榈酸 Palmitic acid 256

9 22.85 0.24 棕榈酸乙酯 Ethyl palmitate 284

10 24.56 6.873 亚油酸 Linoleic acid 280

https://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty_CN_CB7198081.htm


编号

No.

tR

（min）

相对含量

Relative content

（%）

化合物

Compound

分子量

Molecular weight

11 24.61 17.599 油酸 Oleic acid 282

12 24.83 1.815 硬脂酸 Stearic acid 284

13 28.67 0.55 甘油棕榈酸酯 Glycerol palmitate 330

14 30.55 9.54 白桦脂酸 Betulinic acid 456

15 30.87 0.281 1-亚油酸甘油酯 1-Monolinolein 354

16 32.58 0.197 角鲨烯 Squalene 410

17 37.63 1.163 甾醇-5-烯醇 Sterol-5-enol 400

18 38.02 6.872 豆固醇 Soysterol 412

19 38.73 6.913 γ-谷甾醇 γ-Sitosterol 414

20 39.46 0.398 豆甾-7-烯-3-醇 Soyster-7-en-3-ol 414

21 39.73 0.552 环桉树醇 Cycloeucalenol 426

22 40.17 1.907 维生素 E Vitamin E 430

23 40.60 0.857 豆甾-4-烯-3-酮 Stigmast-4-en-3-one 412

2.3 基于网络药理学的抗前列腺癌作用机制预测

2.3.1 药物成分与前列腺癌相关靶点筛选

结合虎掌草 E3成分分析结果与相关文献报道[8-10]，通过 TCMSP 筛选确定了虎掌草的

活性成分为白桦脂酸和虎掌草皂苷 D。通过数据库筛选共获得上述两个化合物的作用靶点

110个，前列腺癌相关靶点 12 653个，将活性成分靶点与前列腺癌相关靶点取交集并绘制

韦恩图，最终获得虎掌草治疗前列腺癌的潜在靶点 89个（见图 4）。

图 4 虎掌草活性成分与前列腺癌靶点的韦恩图

Fig. 4 Venn diagram of targets of active ingredients of ARR and prostate cancer targets

2.3.2 PPI网络与核心靶点

为进一步探讨虎掌草活性成分抗前列腺癌活性的作用机制，将交集靶点导入 STRING

数据库，获得靶点间相互作用关系，得到包含 78个节点，239条边，平均节点 5.37的 PPI

https://www.baidu.com/link?url=Px4ccfsNd3eNFhzgSRDcEkJ_3xHNxmesdmX_MtygplvOhOhV4ldel-ROFHNPX3nP&wd=&eqid=f8fe012b00043f71000000066396994c


网络（见图 5）。利用 CytoHubba 对蛋白互作网络进行拓扑分析，得到 degree 排名前 15

的核心靶点，分别是：ALB、JUN、HSP90AA1、PTGS2、BCL2L1、AR、PSEN1、MAPK8、

KDR、CCNA2、BMP2、PARP1、PRKCD、CDC25C、TOP2A。其中 ALB（degree = 35）、

JUN（degree = 29）和 HSP90AA1（degree = 25）在蛋白互作网络中有较高的度值，表明其

在网络中可能发挥较重要的作用。

图 5 交集靶点的 PPI网络

Fig. 5 PPI network of intersection targets

2.3.3 GO和 KEGG富集分析

通过 GO富集分析中，发现交集靶点共涉及 142个生物过程、28个细胞组成和 41个

分子功能。以 P＜0.05和基因数目为条件筛选 GO前 20条目进行条形图绘制（见图 6）。

结果表明交集靶点在生物过程中主要参与对药物的反应、凋亡过程的正向调节、炎症反应、

Notch信号传导途径、肿瘤坏死因子介导的信号传导途径的负向调节等过程；细胞组成主

要分布于细胞膜、细胞质基质、内质网等；分子功能主要涉及蛋白质异构化活性、酶结合、

药物结合等。



图 6 虎掌草提取物抗前列腺癌作用靶点的 GO生物功能富集分析

Fig. 6 GO enrichment analysis of targets for extracts of ARR against prostate cancer

交集靶点 KEGG 通路注释分析表明其涉及 34条信号通路（见图 7），其中与癌症发

生发展相关的通路主要有：癌症通路、TRP通道的炎性介质调节、胰岛素抵抗、Notch信

号通路、GnRH信号通路、cAMP 信号通路、TNF 信号通路、癌症中的MicroRNAs、MAPK

信号通路、Ras信号通路等。进一步表明虎掌草治疗前列腺癌的作用方式可能是通过多靶

点，多通路共同发挥作用。



图 7 虎掌草提取物抗前列腺癌作用靶点的 KEGG通路富集分析

Fig. 7 KEGG enrichment analysis of targets for extracts of ARR against prostate cancer

2.4 虎掌草提取物对 TNF信号通路相关基因 mRNA表达的影响

TNF 信号通路涉及的重要基因 JUN和 BCL2L1 既是虎掌草抗前列腺癌的核心靶点，

该通路又与 KEGG 通路注释分析涉及的其他信号通路：MAPK 信号通路、NF-κB 信号通

路、细胞凋亡通路及 Toll样受体信号通路密切相关[11-13]，提示 TNF 信号通路可能是虎掌

草提取物发挥抗前列腺癌作用的重要通路。因此，选择 TNF 信号通路验证虎掌草提取物

抗前列腺癌的作用机制。

RT-PCR检测结果见图 8。结果显示不同浓度的 3种提取物处理 PC3细胞 48 h后，实

验组Caspase-3和TNF-α的mRNA表达水平显著高于对照组，而BCL2L1和 c-myc的mRNA



表达水平显著低于对照组，JUN的表达水平略高于对照组；E2 对受试基因的 mRNA表达

水平的影响较 E1 和 E3对该基因的表达水平的影响明显；E1和 E3对 BCL2L1 基因的表达

水平随受试浓度的增加而增加，而 E2 对该基因的影响随浓度的升高而降低。其他受试基

因的表达水平在 10 μg/L和 20 μg/L药物浓度处理下差异不显著。以上结果表明虎掌草提取

物能够显著影响与 TNF信号通路相关基因的 mRNA表达水平。

图 8虎掌草不同溶剂提取物对 PC3细胞 TNF信号通路相关基因 mRNA表达的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 8 Effect of different solvents extracts of ARR on the expression of the TNF pathway related genes at the

mRNA level in PC3 cells（x ± s, n = 3）

3 讨论与结论

本文研究了苗药虎掌草水、75%乙醇和乙酸乙酯提取物（E1、E2、E3）体外对前列腺

癌细胞 PC3 的抑制作用。结果显示 3 种溶剂提取物能明显抑制 PC3 细胞的生长，且具有

显著的时间和剂量依赖性，且各组提取物均能诱导 PC3细胞凋亡，其中 E2 对 PC3 细胞诱

导凋亡水平高于其他两组。虎掌草 3种溶剂提取物的体内抗前列腺癌活性值得深入研究。

为探讨虎掌草提取物抗前列腺癌的物质基础，本研究运用 GC-MS分析了 E3的化学成

分，结合文献检索成分，利用 TCMSP筛选出白桦脂酸和虎掌草皂苷 D为虎掌草的主要活

性成分。大量研究表明白桦脂酸具有广谱抗肿瘤活性，包括黑色素瘤、乳腺癌、结肠癌、

肝癌、肺癌、白血病等，已成为研发新药方面最具潜力的先导化合物之一[14-15]。Shin等研

究表明白桦脂酸通过抑制缺氧诱导的前列腺癌 PC3细胞的 STAT3和 HIF-1α因子，发挥抗

血管生成活性[16]。白桦脂酸不溶于水，微溶于乙醇，易溶于乙酸乙酯，据此推测其为 E2

https://www.baidu.com/link?url=Px4ccfsNd3eNFhzgSRDcEkJ_3xHNxmesdmX_MtygplvOhOhV4ldel-ROFHNPX3nP&wd=&eqid=f8fe012b00043f71000000066396994c


及 E3抗前列腺癌的重要物质。研究表明 E3的对羟基肉桂酸能显著抑制 PC3细胞的增殖，

IC50 = 1.1±0.2 mmol/L，进一步作用机制研究发现其可与MAPK8结合，为MAPK抑制剂[17]；

丁香酚处理 PC3细胞 48 h，IC50=89.44 µg/mL，与 2-甲氧基雌二醇联用具有协同抑制 PC3

细胞增殖作用，并通过 Bcl-2依赖性途径诱导细胞凋亡[18]；棕榈酸通过抑制 PI3K/Akt途径

抑制 PC3细胞的增殖[19]。上述研究一方面表明这些物质可能为 E3抗前列腺癌的重要物质；

另一方面本研究网络药理学预测的核心靶点 MAPK8、BCL2L1 其在上述研究中得到了证

实，证明了网络药理学预测的信号通路及靶点的可靠性。虎掌草皂苷 D为齐墩果烷型皂苷，

该化合物发现至今已有 20多年，然而关于其药理药效学的研究甚少[20]。研究发现该化合

物能够下调促炎细胞因子（TNF- α、IL- 1β及 IL- 6）的表达，并上调抗炎细胞因子 IL- 10

的表达，发挥治疗小鼠膝骨关节炎作用[21]。另有研究表明虎掌草皂苷 A具有抗肿瘤活性[22]，

该化合物结构与虎掌草皂苷 D非常相似，因此虎掌草皂苷 D的抗肿瘤活性值得深入研究。

本研究运用 GC-MS检索分析的 E3 化学成分有限，且未对 E1 和 E2 进行化学成分检测分

析，对虎掌草药效物质的分析不够全面，可能使网络药理学预测的虎掌草抗前列腺癌作用

机制不够完整。

KEGG通路富集结果显示，交集靶点主要富集于癌症通路、TRP 通道的炎性介质调节、

Notch、胰岛素抵抗、TNF信号通路等。TRP通道与癌症疼痛相关，多种炎症介质参与 TRP

通道的激活和致敏，已成为治疗病理性疼痛的新靶点[23]。Notch 信号通路可调节细胞的生

长和转移，影响细胞凋亡与周期，在肿瘤细胞发生发展中起着重要作用。在前列腺癌中，

Notch-1的过表达能促进 PC3细胞的迁移和侵袭，反之能抑制 PC3细胞的侵袭[24]。胰岛素

抵抗参与许多疾病的发病过程，如糖尿病、高血压、动脉粥样硬化等，近年来大量研究证

明胰岛素抵抗与前列腺癌、食管癌、乳腺癌等癌症的发生发展密切相关，胰岛素抵抗与 2

型糖尿病、癌症之间存在协同关系[25]。TNF-α是一种促炎细胞因子，参与多种恶性肿瘤的

发生发展。研究表明，TNF-α能通过抑制 GSK-3β活性的 AKT信号通路和激活 NF-κB信号

通路与 p38-MAPK信号通路提高 Snail的稳定性达到治疗前列腺癌的目的[26]。KEGG通路

富集结果表明虎掌草抗前列腺癌的作用机制可能是通过作用于多信号通路、多机制协同发

挥作用。

TNF 信号通路直接或间接参与 KEGG 通路富集中的其他信号通路，并与细胞凋亡通

路密切相关。验证的核心靶点 JUN、BCL2L1、Caspase-3、c-myc 以及 TNF-α均是 TNF 信

号通路相关的重要基因。Caspase-3 是肿瘤细胞凋亡启动子，它的活化是细胞凋亡进入不可

逆阶段的标准[27]。c-myc 是可使细胞无限增殖的基因，其表达的上调会促使细胞恶变，导



致肿瘤的发生，反之，其表达的下调也是作为癌细胞凋亡的重要依据[28]。Bcl-2 是细胞凋

亡的重要调节因子，且与前列腺癌化疗耐药密切相关，其通过与 Bcl-2家族成员 BAK1/BAX

（促凋亡因子）结合抑制细胞凋亡[29]。TNF-α为前列腺癌细胞增殖和侵袭的重要指标，血

清 TNF-α高表达与前列腺癌患者 Gleason评分升高呈正相关[30]。虎掌草提取物能够显著影

响上述基因在 mRNA水平的表达，表明其抗前列腺癌作用机制与调控 TNF信号通路密切

相关。

综上所述，虎掌草的水、75%乙醇和乙酸乙酯提取物均能显著抑制前列腺癌细胞 PC3

增殖，并能诱导其凋亡，网络药理学预测白桦脂酸和虎掌草皂苷 D可能是其发挥药效的重

要物质基础，其可能通过多靶点、多途径发挥抗前列腺癌活性。细胞验证实验证实了虎掌

草不同溶剂提取物抗前列腺癌作用机制与调控 TNF 信号通路密切相关，初步验证了本研

究中网络药理学预测的分子机制的可靠性。本研究对下一步开展虎掌草有效成分、药理药

效研究及临床应用具有重要的意义，为进一步开发贵州民族药资源提供重要的理论依据和

基础。
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