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基于网络药理学与分子对接技术探讨固脾消积饮对肝癌
HepG2.2.15 细胞焦亡的影响
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［摘要］ 目的：以半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase-1）介导的细胞焦亡为基础，采用网络药理学及分子对接技术

筛选中药复方固脾消积饮中抗肿瘤的活性成分，通过体外实验探讨该方干预肝癌 HepG2.2.15 细胞焦亡的分子机制。方法：利

用中药系统药理学分析平台（TCMSP）筛选中药复方固脾消积饮的化合物及靶点，并获取对应的基因 Symbol；从 GeneCards 数

据库、在线人类孟德尔遗传（OMIM）数据库、PharmGKB 数据库、TTD 数据库搜集 Caspase-1 的靶点，运用 Cytoscape 构建化合

物-基因靶点调控网络；采用 STRING 数据库进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络分析，采用基因本体（GO）功能富集和京都

基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析预测该方有效成分对 Caspase-1 的作用机制，应用 AutoDock Vina 进行分子对接

验证。制备固脾消积饮含药血浆，体外培养肝癌 HepG2.2.15 细胞；将 HepG2.2.15 细胞分为空白血浆组、VX-765 组、VX-765+含

药血浆组、含药血浆组，使用 15% 含药血浆干预 48 h 后，免疫荧光染色法检测细胞膜表面 GSDMD-N 的表达及分布情况，检测

HepG2.2.15 细胞上清乳酸脱氢酶（LDH）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -18（IL-18）的释放情况，蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测细胞中特征蛋白 Caspase-1、消皮素 D-N 端（GSDMD-N）的表达水平。结果：网络药理学筛选得到丝裂原活

化蛋白激酶 14（MAPK14）、丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）、蛋白激酶 B1（Akt1）、丝裂原活化蛋白激酶 8（MAPK8）、V-Jun 肉

瘤病毒癌基因同源物（JUN）、TP53 为主要作用靶点，化合物 7-hydroxy-5，8-dimethoxy-2-phenyl-chromone、黄芩素、鼠李素、荠

苎黄酮、异鼠李黄素、7-O-methylisomucronulatol、芒柄花黄素、毛蕊异黄酮、木犀草素、槲皮素、山柰酚、β-谷甾醇、黄芩苷为主要

活性成分，GO 富集分析涉及氧化应激反应、对金属离子的反应、与泛素−类蛋白连接酶结合、磷酸酶结合等多个生物过程，

KEGG 通路富集分析涉及 MAPK、核转录因子（NF）-κB、p53、低氧诱导因子-1（HIF-1）等信号通路，分子对接表明靶点与成分具

有较好结合性。体外实验表明，与空白血浆组相比，VX-765 组的 GSDMD-N 荧光信号减少减弱，LDH、IL-1β、IL-18 的释放量

均减少，Caspase-1、GSDMD-N 的表达显著下调（P<0.01）；固脾消积饮含药血浆组的 GSDMD-N 荧光信号增加增强，LDH、

IL-1β、IL-18 的释放量显著增加，Caspase-1、GSDMD-N 的表达显著增高（P<0.01）。结论：固脾消积饮通过多靶点多通路调控

Caspase-1 以诱导肝癌 HepG2.2.15 细胞发生焦亡。
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［［Abstract］］ Objective：：To screen the active antitumor components of Gupi Xiaoji decoction by network

pharmacology and molecular docking based on the pyroptosis mediated by cysteinyl aspartate-specific protease 1

（Caspase-1）and explore its molecular mechanism in intervening in the pyroptosis of HepG2.2.15 cells through

in vitro experiments. Method：： The compounds and targets of Gupi Xiaoji decoction were screened out by

Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform（TCMSP）to obtain the

corresponding gene symbols. The targets of Caspase-1 were collected from GeneCards，online mendelian

inheritance in man（OMIM），PharmGKB，and TTD，and the compound-gene target regulatory network was

constructed by Cytoscape. The protein-protein interaction（PPI）network was established and analyzed by

STRING. The mechanism of the effective components of Gupi Xiaoji decoction on Caspase-1 was predicted by

gene ontology（GO）functional enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway

enrichment analyses. The molecular docking was verified with AutoDock Vina. The plasma medicated with Gupi

Xiaoji Decoction was prepared and HepG2.2.15 cells were cultured in vitro. HepG2.2.15 cells were divided into a

blank plasma group，a VX-765 group，a VX-765+medicated plasma group，and a medicated plasma group. After

48 hours of intervention with 15% medicated plasma， the expression and distribution of gasdermin D-N

（GSDMD-N）on the surface of the cell membrane were detected by immunofluorescence staining. The release of

lactic dehydrogenase（LDH），interleukin（IL）-1β，and IL-18 in the cell supernatant was measured by enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）kits. The expression of Caspase-1 and GSDMD-N was measured by

Western blot. Result：： The mitogen-activated protein kinase 14（MAPK14），MAPK1，protein kinase B1

（Akt1）， MAPK8， V-Jun sarcoma virus oncogene homolog（JUN）， and TP53 screened by network

pharmacology were the main targets. The compounds 7-hydroxy-5，8-dimethoxy-2-phenyl-chromone，wogonin，

rhamnazin，moslosooflavone，isorhamnetin，7-O-methylisomucronulatol，formononetin，calycosin，luteolin，

quercetin，kaempferol，β -sitosterol，and baicalein screened by network pharmacology were the main active

components of Gupi Xiaoji decoction. Go enrichment analysis showed that multiple biological processes were

involved， including responses to oxidative stress and metal ions，ubiquitin-like protein ligase binding，and

phosphatase binding. KEGG pathway enrichment analysis showed MAPK pathway，nuclear factor（NF）- κB

pathway，p53 pathway，and hypoxia-inducible factor-1（HIF-1）pathway were involved. Molecular docking

showed that the targets had good binding with the components. In vitro experiments displayed that compared with

the blank plasma group，the VX-765 group showed weakened GSDMD-N fluorescence signal，reduced release of

LDH，IL-1β，and IL-18，and declining expression of Caspase-1 and GSDMD-N（P<0.01），and the medicated

plasma group showed increased GSDMD-N fluorescence signal，increased release of LDH，IL-1β，and IL-18，

and up-regulated expression of Caspase-1 and GSDMD-N（P<0.01）. Conclusion：： Gupi Xiaoji Decoction can

induce the pyroptosis of HepG2.2.15 cells by regulating Caspase-1 through multiple targets and multiple

pathways.

［［Keywords］］ Gupi Xiaoji decoction； HepG2.2.15； pyroptosis； network pharmacology； molecular

docking

原发性肝癌（以下简称“肝癌”）是世界范围内

最常见并且恶性程度最高的肿瘤之一。在我国，男

性肝癌的标化发病率高于全球平均水平，且全球近

半数的肝癌新发病例都在中国［1］。肝癌发病与多种

因素有关，如肝炎病毒感染、酗酒、吸烟、环境污染、

黄曲霉毒素等。其中乙型肝炎病毒（HBV）感染是

肝癌的重要诱因，中国有半数以上的肝癌患者合并

有乙型肝炎病毒（HBV）相关性肝炎病史［2］。肝癌起

病隐匿、恶性程度高、进展快，往往发现时已达中晚

期。目前临床肝癌诊疗中主要存在早期诊断难、侵

袭转移率高、治疗缺乏针对性、源头创新药物少等

问题，因此，寻找新的治疗方向势在必行。

细胞焦亡是一种由炎性小体引发的细胞程序

性死亡，不同于凋亡与自噬，细胞焦亡发生时会伴

随炎症因子的释放。细胞焦亡已被证实与肝癌等

多种肿瘤疾病相关［3-5］，细胞焦亡在肿瘤组织中处于
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被抑制状态［6］，该现象阻止了癌细胞的死亡，加速了

肿瘤向恶性程度进展［7］，被抑制的细胞焦亡可能是

肝癌进展的原因之一。另外也有新的研究发现，肿

瘤细胞发生焦亡时伴随的炎症反应可以引发强大

的抗肿瘤免疫力，与免疫检查点抑制剂协同发挥抗

肿瘤作用［8］。

固脾消积饮系全国名中医潘敏求教授团队治

疗原发性肝癌肝郁脾虚、瘀毒内结证的临床效验

方，以四君子汤为基础方加减，方中以人参、黄芪、

白术益气健脾，莪术化瘀散结，半枝莲清热解毒。

课题组既往临床研究表明其具有调节免疫、稳定瘤

体、抗复发和转移等作用［9-11］，实验研究提示该方能

抑制人肝癌 HepG2 细胞和裸鼠移植瘤的生长，诱导

肝癌细胞自噬和凋亡［12-14］，但其对肝癌细胞焦亡的

影响作用尚不明确。结合我国肝癌患者多合并有

HBV 感染的流行病学背景，本研究整合了 HBV 全

基因的人肝癌 HepG2.2.15 细胞株，结合网络药理学

和分子对接技术，基于半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解

酶-1（Caspase-1）介导的细胞焦亡探讨固脾消积饮对

肝癌细胞焦亡的影响，以期为肝癌的治疗提供新的

研究方向和思路。

1 材料

1.1 细胞及动物 HepG2.2.15 细胞（广州吉妮欧生

物科技有限公司）。SPF 级 SD 大鼠 30 只，雌雄各

半，体质量 220~240 g，购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，动物合格证号 SCXK（湘）2019-0004。

本动物实验经湖南省中医药研究院动物伦理委员

会批准，批准号 2019-0071。所有实验动物的处理

均遵循国家科学技术委员会颁布的《实验动物质量

管理办法》实施。

1.2 药物及试剂 DMEM 培养基、青霉素/链霉素

（ 双 抗 ）溶 液（ 普 诺 赛 ，批 号 分 别 为 PM15210、

PB180120），胎牛血清（Gibco 公司，批号 A316081），
VX-765（MedChemExpress 公司，批号 HY-13205），
乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒（南京建成生物工程研究

所，批号 A020-2-2），Human 白细胞介素（IL）-1β酶

联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（伊莱瑞特，批号

E-EL-H0149c），免疫荧光试剂盒（武汉三鹰生物技

术有限公司，批号 SA00003-2）；Caspase-1、IL-18、白

细 胞 介 素（IL）-1β、β - 肌 动 蛋 白（β -actin）一 抗

（Abbkine 公司，批号分别为 ABP56678、ABP58918、

ABP51611、A01021）；消皮素 D-N 端（GSDMD-N）一
抗（Abcam 公司，批号 ab-215203）。
1.3 仪器 SW-CJ-2F 型超净工作台（苏州安泰公

司）；TG16-WS 型高速离心机（湖南赛特湘仪公司）；
XDS-600C 型倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯公

司 ）；EIX808U 型 酶 标 仪（ 美 国 BioTek 公 司 ）；
PS300B 型电泳仪，TE22 型转膜仪（美国 Hoefer 公

司）；pro 30 型脱色摇床（英国 Labnet 公司）；GBox

XRQ 型凝胶成像仪（中国 GeneCompany 公司）。
2 方法

2.1 固脾消积饮活性成分与靶点获取 运用中药

系 统 药 理 学 数 据 库 和 分 析 平 台（TCMSP，http：//

tcmspw.com/tcmsp.php）分别查找黄芪、人参、茯苓、

白术、半枝莲、莪术，获取相应化合物。以生物利用

度（OB）≥30%，类药性（DL）≥0.18 为条件进行化合

物筛选。将 TCMSP 查找所得化合物对应的靶点信

息输入 UniProt（http：//www.uniprot. org/）获取靶点

对应的基因 Symbol。

2.2 Caspase-1 基 因 获 取 以“Caspase-1”为 关 键

词，从基因数据库 GeneCards，在线人类孟德尔遗传

数据库（OMIM），PharmGKB，TTD 获得 Caspase-1

基因。与固脾消积饮靶点基因对比后筛选出二者

的交集基因。

2.3 活性成分 -靶点网络构建 获取交集基因后，

采用 Cytoscape 3.8.0 软件对固脾消积饮方中具有靶

点的化合物及其对应靶点构建可视化网络。

2.4 蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建 将

固 脾 消 积 饮 调 控 Caspase-1 的 靶 点 基 因 导 入

STRING 11.0 数据库进行分析，分析模式设定为

“Multiple proteins”物种限定为为“Homo sapiens”。

对数据进行预读后，设置置信度≥0.9，并隐藏孤立蛋

白。并利用插件 CytoNCA 评估交叉点，以“中间中

心度（BC），接近度中心度（CC），度中心度（DC）大
于或等于中位数”为筛选条件获得核心基因。

2.5 基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基

因组百科全书（KEGG）通路富集分析 将固脾消积

饮 调 控 Caspase-1 的 54 个 靶 点 采 用 R 语 言 中 的

“colorspace”“stringi”“ggplot2”包进行 GO 功能富

集 分 析 ，设 定 阈 值 P<0.05；再 用 R 语 言 中 的

“clusterProfiler”“org. Hs. eg. db”“enrichplot”

“ggplot2”包进行 KEGG 通路富集分析。

2.6 分子对接 根据 2.4 项下筛选所得核心蛋白，

筛选出对应最多的活性成分，通过 PubChem 下载其

2D 结构，导入 ChemBio3D 软件进行优化修饰；通过

PDB 网页（http：//www.rcsb.org/）下载核心蛋白的受

体文件，导入 PyMOL 软件去除小分子配体及水分

子；将活性成分的小分子配体文件及蛋白的受体文
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件 导 入 AutoDockTools 软 件 进 行 加 氢 ，输 出 为

PDBQT 文件，导入 Auto Vina 软件进行分子对接，并

获得靶蛋白与配体的最小结合自由能。

2.7 细胞培养 HepG2.2.15 细胞用含 10% 灭活胎

牛 血 清 ，1% 双 抗 溶 液（含 100 U·mL-1 青 霉 素 及

100 mg·L-1链霉素）的完全培养基培养，置于 37 ℃，

5%CO2 培养箱内培养 1~2 d，当细胞在瓶底壁生长

汇合面积达到 90%~95% 时进行传代。取对数生长

期细胞进行实验。

2.8 固脾消积饮药物血浆制备 固脾消积饮（黄芪

30 g，白参 10 g，白术 15 g，茯苓 30 g，莪术 15 g，半枝

莲 30 g），饮片购自湖南省中医药研究院附属医院中

药房，由湖南省中医药研究院附属医院中药师马荣

丽鉴定均为正品。按比例配置好药材，适量冷水浸

泡 30 min，大火煮沸后，转小火煎 30 min，趁热过滤，

药渣再煎煮 1 次，两煎药液混合后过滤、去渣，再将

药液浓缩至含生药 1.8 g·mL-1，滤纸粗滤，4 ℃保存。

30 只 SD 大鼠，随机分为 2 组，药物组 20 只，空白组

10 只。药物组按相当于 70 kg 成人 120 g·d-1等效量

换算［15］，即 11.7 g·kg-1，空白组用等体积生理盐水灌

胃，在灌胃前 12 h禁食不禁水，灌胃 2次/d，连续 6 d后

于第 7天第 1次灌胃 1 h后腹主动脉采血，3 000 r·min-1

离心 10 min（离心半径 6 cm），收集含药血浆，合并

同组动物血浆，置于 56 ℃恒温水浴锅中水浴 30 min

灭活补体，灭活后用微孔滤膜过滤除菌，近期使用

部分于 4 ℃冰箱保存，其余于-80 ℃冰箱冻存。

2.9 分组 本实验共设 4 组，①空白血浆组（空白

血浆由 DMEM 稀释使其体积比为 20%），②VX-765

组（浓度为 30 μmmol·L-1 的 Caspase-1 抑制剂 VX-

765［16-17］），③VX-765+固脾消积饮含药血浆组（联合

组，含药血浆由 DMEM 稀释使其体积比为 20%），
④固脾消积饮含药血浆组（中药组）。每组设置 3～

10个复孔，均置于 5%CO2，37 ℃细胞培养箱中培养。

2.10 免疫荧光染色法检测 GSDMD-N 的表达及分

布 取 对 数 生 长 期 的 HepG2.2.15 细 胞 以 5×104~

6×104 个/孔的浓度接种至 6 孔板，共 4 孔，待细胞贴

壁后根据实验分组进行不同处理；药物干预 24 h

后，加入 5% 牛血清白蛋白（BSA）液室温下封闭 1 h；
封闭结束后加 GSDMD-N 一抗（1∶1 000）于摇床上

4 ℃环境下孵育过夜；PBS 清洗 3 次后加荧光二抗，

放入暗盒于摇床上孵育 1 h；荧光二抗孵育结束后加

4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）稀释液进行核复

染，放入暗盒于摇床上孵育 15 min；核复染结束后甘

油封片，置于倒置荧光显微镜下观察 GSDMD-N 的

分布情况。

2.11 乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒检测细胞裂解情

况 取对数生长期的 HepG2.2.15 细胞以 5×104~6×

104个/孔的浓度接种至 12 孔板，每组设置 3 个复孔，

待细胞贴壁后，根据实验分组进行不同处理，药物

干预 24 h 后，吸取细胞上清液，根据 LDH 试剂盒说

明书进行样品测定，使用酶标仪测定波长 450 nm 处

吸光度 A。

2.12 ELISA 检测细胞上清中 IL-18，IL-1β的释放

情况 取对数生长期的 HepG2.2.15 细胞，常规消化

重悬后铺板，96 孔板每孔接种细胞 5×103~6×103个，

根据实验分组，每组设定 6 个复孔，细胞贴壁后，根

据实验分组进行不同处理；药物干预 24 h 后收集每

组细胞上清液，离心，使用 ELISA 试剂盒进行样品

测定，计算 IL-1β、IL-18 的含量。

2.13 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋

白 的 表 达 水 平 取 对 数 生 长 期 的 HepG2.2.15 细

胞，接种于 60 mm 培养皿中，细胞生长贴壁后，根

据实验分组进行不同处理；药物干预 48 h 后，消化

收取细胞，提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度；取
40 μg/孔蛋白进行 10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，电泳后用湿转法将

蛋白转移到 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封闭室温封闭

2 h，加入稀释一抗（1∶500）于摇床上 4 ℃环境孵育

过夜；TBST 洗 3 次，加入稀释二抗，室温下孵育 1 h；
TBST 洗 3 次，加入 ECL 发光液，暗室内曝光显影，

图像分析。

2.14 统计学处理 实验数据采用 SPSS 21.0 统计

分析软件处理，计量资料采用 x̄± s 表示，组间比较采

用多样本均数比较、单因素方差分析。检验水平采

用 α =0.05。 绘 图 与 数 据 分 析 使 用 软 件 GraphPad

Prism 7.0 进行。

3 结果

3.1 固脾消积饮活性成分及靶点 以 OB≥30%，

DL≥0.18 为筛选条件，共获得固脾消积饮活性成分

98 种。转换后得到靶点基因 1 580 个，去除重复后

得到靶点基因 225 个。

3.2 可视化网络构建 将固脾消积饮的靶点基因

与 Caspase-1 的靶点基因对比后筛选出二者的 54 个

交集基因，采用 Cytoscape 3.8.0 软件对固脾消积饮

方中活性成分及其对应靶点构建可视化网络，见增

强出版附加材料。

3.3 PPI 网络 将固脾消积饮调控 Caspase-1 的靶

点基因导入 STRING 11.0 数据库进行分析，分析模
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式设定为“Multiple proteins”物种限定为为“Homo

sapiens”。对数据进行预读后，设置置信度≥0.9，并

隐 藏 孤 立 蛋 白 ，最 后 输 出 PPI 网 络 ，通 过 插 件

CytoNCA 最终筛选出 6 个核心靶基因，丝裂原活化

蛋白激酶 14（MAPK14），丝裂原活化蛋白激酶 1

（MAPK1），蛋白激酶 B1（Akt1），丝裂原活化蛋白激

酶 8（MAPK8），V-Jun 肉 瘤 病 毒 癌 基 因 同 源 物

（JUN），TP53。见增强出版附加材料。

3.4 GO 功能富集分析 设定阈值 P<0.05，进行生

物学功能富集，确定 GO 富集总数为 2 120 条，其中

生物学过程（BP）2 000 条，主要涉及氧化应激反应、

对金属离子的反应、对活性氧的反应等；细胞成分

（CC）29 条，涉及膜筏、膜微结构域、线粒体外膜等；
分子功能（MF）91 条，与泛素−类蛋白连接酶结合、

泛素蛋白连接酶的结合、磷酸酶结合、细胞因子受

体结合等有关。均取排名靠前的 10 个条目作图。

见增强出版附加材料。

3.5 KEGG 通路富集分析 将固脾消积饮调控

Caspase-1 的核心靶点获得 KEGG 通路富集分析，得

到 21 条通路（P<0.05），见增强出版附加材料。固脾

消积饮调控 Caspase-1 的核心靶点主要涉及 MAPK

信号通路、核转录因子（NF）-κB 信号通路，p53 信号

通路，低氧诱导因子-1（HIF-1）信号通路等。

3.6 分子对接 筛选得到固脾消积饮中 13 个活性

与 PPI 网络中的核心靶基因具有对应关系，分别是

8-dimethoxy-2-phenyl-chromone、黄芩素、鼠李素、荠

苎黄酮、异鼠李黄素、7-O-methylisomucronulatol、芒

柄花黄素、毛蕊异黄酮、木犀草素、槲皮素、山柰酚、

β-谷甾醇、黄芩苷。将以上 13 个化合物与核心靶点

蛋白进行分子对接，以结合能判断其亲和力，结合

能负值说明受体与配体具有亲和力 ，结合能小

于 -5.0 kcal·mol-1（1 kcal≈4.186 kJ）说明亲和力较

好。分子对接结果表明核心靶基因与固脾消积饮

活性成分具有较好的亲和力。见表 1。

3.7 固脾消积饮含药血浆对 GSDMD-N 的表达及

分布的影响 从 4 个组别的染色结果可以看出，底

物蛋白 GSDMD-N（绿色荧光）主要表达分布在细胞

膜上，VX-765 组荧光表达明显减弱减少，中药组显

著增强增多，联合组组 GSDMD-N 表达较 VX-765 组

增加。见图 1。

3.8 固脾消积饮含药血浆对细胞质中 LDH 释放的

影响 经过不同处理后，HepG2.2.15 细胞释放 LDH

的检测结果见表 2。由结果可得知，VX-765 组 LDH

释放量明显减少，含药血浆组 LDH 释放量显著升

高。固脾消积饮可以通过诱导细胞发生焦亡而引

起细胞膜破裂，释放 LDH。

3.9 固脾消积饮含药血浆对使胞质中 IL-18、IL-1β

释放的影响 与空白血浆组比较 ，VX-765 组的

IL-18、IL-1β的释放量均降低为最低值（P<0.01），联
合组及中药组释放量均升高（P<0.01）。说明 VX-

765 通过下调焦亡相关分子 Caspase-1 的表达抑制

了 HepG2.2.15 细胞焦亡的发生，引起细胞 IL-18、

表 1 固脾消积饮中 13个化合物与核心靶点的结合能值

Table1 Binding energy value of 13 compounds in Gupi Xiaoji decoction with core targets kcal·mol-1

编号

MOL012250

MOL000173

MOL000351

MOL008206

MOL000354

MOL000378

MOL000392

MOL000417

MOL000006

MOL000098

MOL000422

MOL000358

MOL002714

名称

7-hydroxy-5，8-dimethoxy-2-phenyl-chromone

黄芩素（wogonin）
鼠李素（rhamnazin）
荠苎黄酮（moslosooflavone）
异鼠李黄素（isorhamnetin）
7-O-methylisomucronulatol

芒柄花黄素（formononetin）
毛蕊异黄酮（calycosin）
木犀草素（luteolin）
槲皮素（quercetin）
山柰酚（kaempferol）
β-谷甾醇（β-sitosterol）
黄芩苷（baicalein）

靶点

MAPK1

-8.2

-8.2

-8.3

-8.1

-8.2

-6.9

-8.1

-8.3

-8.6

-8.4

-8.1

-8.2

-8.3

MAPK8

-9.0

-9.4

-9.4

-9.6

-9.1

-7.8

-9.7

-9.7

-9.9

-9.7

-9.3

-10.4

-9.2

MAPK14

-7.9

-8.0

-7.7

-8.0

-7.9

-7.8

-7.6

-7.5

-8.4

-8.1

-8.0

-8.4

-9.1

JUN

-5.7

-5.4

-5.3

-5.7

-5.4

-5.1

-5.7

-5.5

-5.6

-5.5

-5.5

-5.3

-5.6

Akt1

-6.2

-6.1

-6.4

-5.9

-6.1

-5.9

-6.9

-6.7

-6.4

-6.2

-6.1

-6.3

-6.8

TP53

-6.4

-6.5

-7.3

-6.6

-7.1

-6.1

-6.6

-6.6

-7.0

-7.1

-6.7

-6.0

-6.7
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IL-1β的释放量减少，而固脾消积饮含药血浆可以诱

导 HepG2.2.15 细胞发生焦亡，从而使 HepG2.2.15 细

胞释放 IL-18、IL-1β。见表 3。

3.10 固脾消积饮含药血浆对细胞质中特征蛋白表

达水平的影响 由结果可知，经抑制剂 VX-765 处

理后，HepG2.2.15 细胞中 Caspase-1、GSDMD-N 蛋

白表达量都显著降低（P<0.01），经固脾消积饮含药

血 浆 处 理 后 ，HepG2.2.15 细 胞 中 Caspase-1、

GSDMD-N 蛋白表达量都显著升高（P<0.01），说明

固脾消积饮含药血浆可以上调 Caspase-1 的蛋白表

达 ，并 诱 导 HepG2.2.15 细 胞 发 生 焦 亡 。 见

表 4，图 2。

4 讨论

细胞焦亡是由炎性小体引发的一种细胞程序

性死亡，表现为细胞不断胀大直至细胞膜破裂，导

致细胞内容物释放。炎性小体由 pro-Caspase-1 与

模式识别受体（NLRP1、NLRP3、NLRC4、AIM2）通
过 凋 亡 相 关 样 斑 点 蛋 白（ASC）相 连 接 而 成 。

图 2 固脾消积饮含药血浆细胞焦亡相关蛋白的表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of pyroptosis-related protein in Gupi

Xiaoji decoction

表 3 固脾消积饮含药血浆 IL-18、IL-1β的释放（ x̄± s，n=10）
Table 3 release of IL-18 and IL-1β in Gupi Xiaoji decoction（ x̄± s，

n=10） ng·L-1

组别

空白血浆组

VX-765 组

联合组

中药组

剂量

30 μmmol·L-1

30 μmmol·L-1+20%

20%

IL-18

29.86±1.73

16.72±3.561）

34.08±4.521）

47.31±1.411）

IL-1β

4.96±0.46

2.35±0.201）

7.05±0.361）

9.82±0.401）

表 4 固脾消积饮含药血浆细胞中 Caspase-1、GSDMD-N 蛋白的表

达（ x̄± s，n=3）
Table 4 Expression levels of Caspase-1，GSDMD-N proteins in

Gupi Xiaoji decoction（ x̄± s，n=3）

组别

空白血浆组

VX-765 组

联合组

中药组

剂量

30 μmmol·L-1

30 μmmol·L-1+20%

20%

Caspase-1

/β-actin

0.37±0.06

0.04±0.011）

0.48±0.051）

0.69±0.051）

GSDMD-N

/β-actin

0.24±0.01

0.02±0.011）

0.34±0.021）

0.55±0.061）

注：A. 空白血浆组；B. VX-765 组；C. 联合组；D. 中药组（图 2 同）
图 1 各固脾消积饮含药血浆对 GSDMD-N的荧光染色（免疫荧光，×200）
Fig. 1 Immunofluorescence staining of GSDMD-N in each group（IF，×200）
表 2 固脾消积饮含药血浆对各组细胞 LDH的释放量（ x̄± s，n=3）
Table 2 Release amount of LDH in Gupi Xiaoji decoction plasma

（ x̄± s，n=3） U·L-1

组别

空白血浆组

VX-765 组

联合组

中药组

剂量

30 μmmol·L-1

30 μmmol·L-1+20%

20%

LDH

82.67±2.52

74.33±4.041）

88.33±3.211）

103.00±3.611）

注：与空白血浆组比较 1）P<0.01（表 3 和表 4 同）
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Caspase 是一类具有相似结构、存在于细胞质中、含

半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶，其中 Caspase-1/4/

5/11 主要与细胞焦亡相关［18］。消皮素蛋白是细胞焦

亡的关键效应分子，已知的人类 GSDMs 基因有 6

个，GSDMA、GSDMB、GSDMC、GSDMD、GSDME

和 DFNB59。细胞焦亡的发生依赖于炎性半胱天冬

酶（Caspase）和 GSDMs 蛋白家族，被激活的 Caspase

切割 GSDMs 蛋白，释放出其 N 端结构域，该结构域

结合膜脂并在细胞膜上打孔，导致细胞渗透压的变

化，进而发生胀大直至细胞膜破裂。目前，只有

GSDMD 诱导焦亡的机制比较明确，这也是细胞焦

亡的经典途径。细胞焦亡时会释放炎症因子而伴

随炎症反应，有观点认为细胞焦亡是一种成瘤机制

而促进癌症的发生和进展［19-20］，尽管如此，外源性的

焦亡反应的激活最近已经被证明可以引发强大的

抗肿瘤活性［19，21］，有实验证明化疗药物如紫杉醇、顺

铂可以引起肺癌细胞从凋亡向焦亡转变，从而抑制

其增殖、转移［22］。有研究表明通过构建一个生物正

交系统，使药物从抗体-药物结合物中受控释放到小

鼠体内，进入肿瘤细胞，实验发现只要有一小部分

细胞发生焦亡，就足以激发炎症反应，改善肿瘤免

疫微环境，进而激活强大的 T 细胞抗肿瘤免疫反

应［8］。由于肿瘤细胞对于凋亡具有固有抵抗能力，

因此探寻和开发诱导肿瘤细胞焦亡的药物可能会

为癌症患者提供更有效的治疗选择［23］。

“固脾消积饮”系全国名中医、湖南省中医药研

究院附属医院终身研究员潘敏求教授团队治疗肝

癌的临床效验方，以四君子汤为基础方加减，有健

脾理气、化瘀解毒、攻毒散结之功效，组方富含人参

皂苷、多糖、莪术醇、姜黄素、动物多肽毒素、糖蛋白

等多种抗肿瘤活性成分。课题组既往研究表明，固

脾消积饮能稳定瘤体、抗复发转移，对肝癌细胞的

凋亡和自噬均有调节作用。本研究基于 Caspase-1

介导的细胞焦亡，通过网络药理学筛选得到固脾消

积 饮 中 可 能 靶 向 调 控 Caspase-1 的 6 个 基 因 ，即

MAPK1、MAPK8、MAPK14、Akt1、JUN、TP53，上述

基因均与肝癌细的增殖、转移密切相关［24-25］，说明固

脾消积饮可能通过调控 Caspase-1 介导的焦亡来抑

制肝癌细胞的增殖和转移。分子对接技术筛选出

13 种 潜 在 化 合 物 ，即 7-hydroxy-5，8-dimethoxy-2-

phenyl-chromone、黄芩素、鼠李素、荠苎黄酮、异鼠

李黄素、7-O-methylisomucronulatol、芒柄花黄素、毛

蕊异黄酮、木犀草素、槲皮素、山柰酚、β-谷甾醇、黄

芩苷与 PPI 网络中的核心靶点具有对应关系，说明

这些活性成分可能在固脾消积饮调控 Caspase-1 的

过程中起主要作用。其中，槲皮素可调节 TP53 以抑

制肝癌细胞的增殖［26］，黄芩苷可作用于 Caspase-1 对

神经退行性疾病模型小鼠产生神经保护的功效［27］，

山柰酚可作用于 Caspase-1 相关的炎症小体产生神

经保护作用，从而延缓帕金森疾病的进展［28］。进一

步通过 GO 功能富集分析发现，该方对 Caspase-1 的

调控作用可能与氧化应激反应、线粒体外膜、与磷

酸酶结合等有关，KEGG 通路富集分析发现，该方对

Caspase-1 的调控作用涉及到 MAPK、NF-κB、p53、

HIF-1 等信号通路。网络药理学与分子对接结果表

明固脾消积饮对 Caspase-1 具有调控作用，因此本研

究展开体外实验，采用固脾消积饮的鼠含药血浆对

肝癌 HepG2.2.15 细胞进行干预，结果表明固脾消积

饮含药血浆上调 Caspase-1 的表达，增加 HepG2.2.15

细 胞 膜 上 GSDMD 蛋 白 的 分 解 切 割 ，从 而 诱 导

HepG2.2.15 细胞发生焦亡。

综上所述，本研究采用网络药理学及分子对接

技术筛选出中药复方固脾消积饮中有 13 个潜在化

合物可能作用于 6 个核心靶基因，涉及多种细胞功

能及信号通路，从而调控 Caspase-1，体现了中药复

方的“多成分、多靶点、多通路”的作用特点。体外

实验证实固脾消积饮能诱导肝癌 HepG2.2.15 细胞

发生 Caspase-1 介导的焦亡。
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