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基于网络药理学探讨清肝化瘀颗粒对非酒精性脂肪性肝病和
肝癌“异病同治”的作用机制
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［摘要］ 目的：基于网络药理学研究方法，探讨清肝化瘀颗粒治疗非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）和肝癌的有效成分、作

用靶点及可能作用机制，并为其对 NAFLD 和肝癌“异病同治”的合理性阐释提供依据。方法：通过多个中药与疾病数据库，运

用网络药理学筛选清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 和肝癌的主要有效成分与作用靶点。通过 STRING 11.0 分析作用靶点之间的相

互作用，使用 cytoHubba 插件从作用靶点中筛选出核心作用靶点。使用 Metascape 数据库对作用靶点进行基因本体（GO）功能

和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。同时，利用体外试验验证清肝化瘀颗粒主要有效成分之一山柰酚对肝

癌细胞模型与 NAFLD 细胞模型的作用。结果：共筛选出清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝癌的作用靶点 43 个，对应 8 味中药中

的 136 种有效成分。富集分析结果显示作用靶点共涉及 20 种生物过程，13 种分子功能，9 种细胞组分及 15 条信号通路。利用

构建的“中药-成分-靶点-疾病”网络图发现清肝化瘀颗粒主要通过以山柰酚、槲皮素及木犀草素为代表的主要有效成分对胱天

蛋白酶 -3（CASP3），肿瘤蛋白 p53（TP53），血管内皮生长因子 A（VEGFA）等枢纽基因参与细胞凋亡抑制等与肝癌有关的肿瘤

生物学行为进行调节，同时对氧化应激等与 NAFLD 相关的生物学行为进行调节。体外试验发现山柰酚可以剂量依赖性地抑

制肝癌细胞的增殖，并对 NAFLD 细胞模型氧化应激标志物丙二醛（MDA）及谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）的浓度进行调节；同
时，山柰酚还可对肝癌与 NAFLD 细胞模型中枢纽基因 CASP3 蛋白水平的表达量进行调节。结论：清肝化瘀颗粒对 NAFLD 与

肝癌“异病同治”的主要机制涉及以槲皮素、木犀草素及山柰酚为代表的多成分，以 VEGFA，TP53 及 CASP3 为代表的多靶点，

以及以氧化应激及细胞凋亡为代表的多通路。
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network pharmacology and experimental verification，and to provide a basis for its rational interpretation of

treating different diseases with same method for NAFLD and liver cancer. Method： Based on databases of

traditional Chinese medicine and disease，the network pharmacology was used to screen main active compounds

and potential targets of Qinggan Huayu granules for NAFLD and liver cancer. STRING 11.0 was used to analyze

the interaction between potential targets. The core targets were selected from the interaction targets by cytoHubba

plug-in. The gene ontology（GO）function and the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）
pathway enrichment analysis were performed on the target by Metascape database. At the same time，in vitro

experiments were conducted to validate the effect of kaempferol，one of the main active ingredients of Qinggan

Huayu granules，on hepatocellular carcinoma cell model and NAFLD cell model. Result：A total of 43 potential

targets of Qinggan Huayu granules for for NAFLD and liver cancer were screened，corresponding to 136 active

ingredients in 8 herbal medicines. Through enrichment analysis of potential targets，there were 20 biological

processes，13 molecular functions，9 cellular components and 15 signaling pathways. Qinggan Huayu granules

regulated biological behaviors of tumors related to liver cancer and NAFLD（such as apoptosis inhibition and

oxidative stress）mainly through kaempferol，quercetin，luteolin and other active ingredients for Caspase-3

（CASP3），tumor protein p53（TP53），vascular endothelial growth factor A（VEGFA）and other hub genes. In

vitro experiments revealed that kaempferol could inhibit cell proliferation in a dose-dependent manner in

hepatocellular carcinoma cell model. And kaempferol could modulate the levels of malondialdehyde（MDA）and

glutathione peroxidase（GPx），which were the molecular markers of oxidative stress of NAFLD cell model.

Kaempfero also regulated the expression level of CASP3 in hepatocellular carcinoma cell model and NAFLD cell

model. Conclusion：The main mechanism of Qinggan Huayu granules in treating liver cancer and NAFLD with

concept of treating different diseases with same method is related to systematic synergy effect of multiple

compounds（represented by quercetin，luteolin and kaempferol），multiple targets（represented by VEGFA，

TP53 and CASP3）and multiple signaling pathways（represented by oxidative stress and cell apoptosis）.

［Key words］ network pharmacology； Qinggan Huayu granules； non-alcoholic fatty liver disease

（NAFLD）；liver cancer；treating different diseases with same method；kaempferol；Caspase-3（CASP3）

肝癌起病隐匿、致死率高，是目前世界范围内

第六大常见的恶性肿瘤，致死率位居全球第四。虽

然近年来我国肝癌的发病率及死亡率有所下降，然

而肝癌年龄标准化的 5 年生存率仍处于 12.1% 的低

位［1］。由于多数患者在确诊时已处于中、晚期阶段，

已不符合外科手术切除、肝移植手术及经动脉化疗

栓塞（TACE）等治疗策略的标准，只能接受药物治

疗。目前肝癌的药物治疗策略依然有限，包括索拉

非尼在内的一线治疗方案的临床收益依然不尽如

人意，且具有不良反应率较高、患者耐受性较差的

缺陷［2］。非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）作为除了

肝炎病毒、乙醇及黄曲霉素之外的肝癌风险因素已

被医学界所证实［3］。最新研究表明，我国 NAFLD 发

病率高达 29.2%［4］。目前针对 NAFLD 的特效药物

匮乏，且存在作用靶点单一、患者依从性差等局

限性。

清肝化瘀颗粒是本课题组在慢性肝病领域临

证三十余年的经验方，由苦参、黄芩、莪术、白术、白

花蛇舌草、半枝莲、三棱及甘草 8 味中药组成，具有

清热解毒、化瘀散结、健脾益气之功效，临床疗效显

著［5］，对 NAFLD 患者也具有抗肝纤维化、抑制肝脏

炎症微环境形成、改善肝脏功能的作用［6］。临床前

研究也揭示了其在抑制肝癌细胞增殖、改善大鼠肝

纤维化及阻遏肝癌癌前病变进程中发挥着重要作

用［7-9］。然而清肝化瘀颗粒组方有效成分众多，发挥

作用的具体分子机制尚待阐明，因此，本研究运用

网络药理学方法，从宏观角度探讨清肝化瘀颗粒治

疗 NAFLD 及肝癌的可能作用机制，并通过体外实

验进一步验证该制剂主要有效成分之一山柰酚的

作用功能及其对核心靶点胱天蛋白酶-3（CASP3）的
调节作用，为深入阐明该制剂异病同治的作用机制

及临床应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 清肝化瘀颗粒治疗肝癌与 NAFLD 靶点的收集

与筛选 利用中药系统药理学数据库与分析平台

（TCMSP，http：//tcmspw. com/tcmsp. php，version
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2.3）［10］，中 医 药 百 科 全 书 数 据 库（ETCM，http：//

www.tcmip.cn/ETCM/index.php/Home/Index/）［11］，中

医药综合数据库（TCMID，http：//119.3.41.228：8000/

tcmid/，version 2.0）［12］，中药分子机制的生物信息学

分析工具（BATMAN-TCM，http：//bionet. ncpsb. org/

batman-tcm/）［13］ 及 中 医 药 证 候 关 联 数 据 库

（SymMap，https：//www.symmap.org/）［14］共同进行数

据挖掘，广泛收集清肝化瘀颗粒组方 8 味中药的有

效成分与作用靶点。通过对既往中药有效成分的

药物代谢动力学研究结果分析［15］，将人体口服生物

利用度（OB）≥30%，药物相似性（DL）≥0.18，肠上皮

Caco-2 细胞渗透性>0 nm∙s-1，半衰期（HL）≥4 h，氢

键供体数目（Hdon）<5 个及氢键受体数目（Hacc）<

10 个设置为 TCMSP 中中药有效成分的筛选参数；
将 P<0.05，评 分 临 界 值（score cutoff）>39 设 置 为

BATMAN-TCM 中中药有效成分的筛选参数；将相

似性分值≥0.8 设置为 ETCM 数据库中候选靶标的

筛选参数。同时，利用肝癌数据库 OncoDB.HCC

（http：//oncodb. hcc. ibms. sinica. edu. tw/index. htm，数

据截止时间 2007 年 1 月 3 日）［16］，Liverome（http：//

liverome.kobic. re.kr/index.php，数据截止时间 2011

年 4 月 14 日）［17］及疾病相关的基因与突变位点数据

库（DisGeNET，https：//www. disgenet. org/，version

7.0，数据截止时间 2020 年 5 月）中的肝癌基因组数

据对原发性肝癌相关靶点进行搜集与筛选。基于

实验设计，本研究将 OncoDB.HCC 数据库中的所有

靶点，Liverome 数据库中差异表达谱证据大于 5 条

的靶点，DisGeNET 数据库中基因 -疾病关联评分

（score_gda）>0.05 的靶点的并集作为肝癌疾病靶

点。利用人类基因数据库（GeneCards，https：//www.

genecards.org/，version 4.14，数据截止时间为 2020

年 3 月 11 日）［18］检索 NAFLD 相关的疾病靶点。

将以上三者预测的靶点结果取交集，进一步确

认清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝癌的靶点。基于

此靶点集合，运用 STRING（https：//string-db. org/，

version 11.0，下同）及 Cytoscape（version 3.7.2，下同）
软件进行蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建，

利用 MCODE 插件构建 PPI 网络中的分子相互作用

模 块 ，根 据 实 验 设 计 ，筛 选 条 件 为 度 值 临 界 值

（degree cutoff）=2，K-core=2。同时利用 cytoHubba

插件对 PPI 网络中核心靶点进行研究，根据实验设

计 ，本 研 究 选 择 最 大 团 中 心 性（maximal clique

centrality，MCC）算法获取核心靶点信息并按照重

要度大小对其进行排序。

将筛选得到的靶点导入 Metascape 数据库，设

定参数为最小重叠度（min overlap）=3，P 临界值（P

cutoff）=0.01，最小富集度（min enrichment）=1.5，对

靶点进行京都基因与基因组百科全书（KEGG）及基

因 本 体（GO）富 集 分 析 ，并 使 用 R 语 言（version

3.0.6）中的 ggplot2（version 3.3.0）程序包对富集分析

的结果进行可视化，利用 KEGG 数据库对靶向信号

通路示意图进行绘制。

1.2 “中药 -成分 -靶点 -疾病”网络构建与分析 将

所获得的的清肝化瘀颗粒组方中药的有效成分以

及获取的靶点与信号通路分别导入 Cytoscape软件，

构建网络图并利用 NetworkAnalyzer 功能对网络图

的特征进行分析，以获取主要有效成分及核心靶点

信息。

1.3 分子生物学试验验证

1.3.1 材料 HepG2 细胞系购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库/中国科学院上海生命科

学研究院细胞资源中心。山柰酚（纯度≥97.0%），油
酸 及 棕 榈 酸 盐（Sigma-Aldrich 公 司 ，货 号 分 别 为

60010，O1383，P9767）；二甲基亚砜（DMSO，北京索

莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，货 号 D8371），胎 牛 血 清 和

RPMI 1640 培养基（Gibco 公司，货号分别为 10270-

106，11875093）。
1.3.2 细胞模型构建与细胞培养 使用含 10% 胎

牛血清的 RPMI 1640 培养基，于 37 ℃，5% CO2细胞

培 养 箱 中 对 HepG2 细 胞 进 行 常 规 传 代 培 养 。

NAFLD 细胞模型构建方法参考刘波［19］改进的方

法，即当 HepG2 细胞密度达到 60% 时开始诱导分

化。倾去原培养液，改用终浓度含 100 mmol·L-1 油

酸，50 mmol·L-1 棕榈酸的诱导液继续培养细胞，每

2 d 换培养液 1 次，培养 1 周。

1.3.3 细胞生存率检测 使用 CCK-8（cell counting

kit-8）检测试剂盒（日本 Dojindo，批号 CK04）进行细

胞生存率检测。收集对数期细胞后按 3×103个/孔的

密度接种于 96 孔细胞培养板，每个试验组设置 3 个

重复孔，待细胞贴壁后，试验组细胞使用等量的不

同浓度山柰酚（1，5，10，20 nmol·L-1）给药并继续培

养 12 h，同时设置等量的不含山柰酚的培养基处理

的细胞作为对照组。中止培养后，每个培养孔小心

加入 CCK-8 溶液 10 μL，避免引入气泡，同时设置不

加细胞、仅添加不同浓度药物及 CCK-8 溶液的培养

孔作为空白组。在培养箱中孵育 4 h，将培养板置于

酶标仪上，在 450 nm 处测量各孔的吸光度 A，计算

细 胞 生 存 率 ，计 算 公 式 为 细 胞 生 存 率 =（A 试验组-
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A 空白组）/（A 对照组-A 空白组）×100%，同时，确定山柰酚对

HepG2 细胞的最小抑制浓度。

1.3.4 细胞氧化应激标志物检测 使用总丙二醛

（MDA）检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司，批号 S0131S）及总谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）
检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，批号

S0058）进行细胞氧化应激标志物检测。按 1.3.2 项

下方法构建 NAFLD 细胞模型后，收集对数期细胞，

按 3×103个/孔的密度接种 NAFLD 细胞于 96 孔细胞

培养板，每个试验组设置 3 个重复孔，待细胞贴壁

后，试验组 NAFLD 细胞使用等量的不同浓度（1，5，

10 nmol·L-1）山柰酚给药并继续培养 12 h，同时，设

置等量的不含山柰酚的培养基处理的 NAFLD 细胞

作为对照组。按试剂盒说明书进行细胞裂解及检

测体系构建，分别在酶标仪 535，340 nm 处测定 A，

计算 MDA 及 GPx 的活性变化程度。同时，确定山

柰酚对 NAFLD 细胞模型的最小起效浓度。

1.3.5 半胱氨酸蛋白酶-3（CASP3）活性检测 使用

CASP3 活 性 检 测 试 剂 盒（Solarbio 公 司 ，批 号

BC3830）对 CASP3 活性进行检测。肝癌细胞的收

集与接种按 1.3.3 项下方法进行，试验组给药浓度采

用 1.3.3 项下确定的山柰酚对 HepG2 细胞的最小抑

制浓度，同时设置等量的不含山柰酚的培养基处理

的 HepG2 细胞作为对照组。NAFLD 细胞的收集与

接种按 1.3.4 项下方法进行，试验组给药浓度采用

1.3.4 项下确定的山柰酚对 NAFLD 细胞的最小起效

浓度，同时设置等量的不含山柰酚的培养基处理的

NAFLD 细胞作为对照组。收集细胞后按照每 2×106

个细胞加入裂解液 100 μL 的比例加入裂解液，冰浴

裂解 15 min。于 4 ℃，600×g 离心 5 min（离心半径

13.5 cm）后将上清转移至新的预冷离心管中。按照

试剂盒说明书配制检测体系并轻轻混匀。将离心

管置于 37 ℃反应 2 h 直至管内出现颜色变化。将反

应体系置于分光光度计上，于 405 nm 处测定 A，计

算 CASP3 的活性变化程度。

1.3.6 数据处理 采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析，组间比较采用单因素方差分析检验，P<0.05 表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 共有靶点获取及“中药 -成分 -靶点 -疾病”网络

图绘制 共筛选出有效成分 161 种，包含 17 种存在

于不同中药中的重复成分，其中存在于 2 种中药中

的重复成分有 12 种，存在于 3 种中药中的重复成分

2 种，存在于 4 种中药中的重复成分 3 种。同时筛选

出 161 种有效成分作用的靶点数目 276 个。利用数

据 库 Liverome，OncoDB. HCC，DisGeNET 和

GeneCards 分别筛选收集了 994 个肝癌疾病靶点，

937 个 NAFLD 疾病靶点。将以上 2 种疾病靶点与

清肝化瘀颗粒对应的 276 个靶点进行映射，得 43 个

交集靶点，即为清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 和肝癌

的共有靶点。将共有靶点所对应的 8 味中药，136 种

有 效 成 分 与 对 应 的 2 种 疾 病 的 对 应 关 系 导 入

Cytoscape 软件，并构建“中药-成分-靶点-疾病”网络

图，见图 1。

KuS.苦参；BanZL.半枝莲；HuangQ.黄芩；BaiZ.白术；SheSC.白花蛇舌草；GanC.甘草；SanL.三棱；Ezh.莪术；HCC.肝癌

图 1 清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD及肝癌的“中药-成分-靶点-疾病”网络

Fig. 1 Herbs-compounds-targets-diseases network of Qinggan Huayu granules for NAFLD and liver cancer
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“中药 -成分 -靶点 -疾病”网络图包括清肝化瘀

颗粒组方中药节点 8 个（图中以绿色六边形节点显

示），组方中药有效成分节点 136 个（图中对应单一

中药的有效成分以浅粉色椭圆形节点显示，对应多

味中药的有效成分以青色椭圆形节点显示），靶点

节点 43 个（图中以紫色长方形节点显示），疾病节点

2 个（图中以粉色三角形节点显示）以及 768 种“中

药 -成分 -靶点 -疾病”之间的联系（图中以黑色线条

显示）。在中药层次，按参与治疗 NAFLD 及肝癌的

有效成分数目多寡排序为甘草（83 种有效成分），黄
芩（28 种有效成分），苦参（20 种有效成分），半枝莲

（18 种有效成分），白花蛇舌草（4 种有效成分），三棱

（4 种有效成分），白术（1 种有效成分），莪术（1 种有

效成分）；按对应治疗 NAFLD 及肝癌的靶点数目多

寡排序为甘草（对应 40 个靶点），苦参（对应 37 个靶

点），半枝莲（对应 37 个靶点），白花蛇舌草（对应 34

个靶点），黄芩（对应 17 个靶点），三棱（对应 10 个靶

点），白术（对应 1 个靶点）及莪术（对应 1 个靶点）。
在有效成分层次，按对应参与治疗 NAFLD 及肝癌

的靶点较多的有效成分有槲皮素（对应 32 个靶点），
木犀草素（对应 13 个靶点）及山柰酚（对应 12 个靶

点）等。在靶点层次，按对应参与治疗 NAFLD 及肝

癌的有效成分较多的靶点有 90 kDa 热休克蛋白

αA1（HSP90AA1，对应 105 种有效成分），雌激素受

体 1（ESR1，对应 95 种有效成分），一氧化氮合酶 2

（NOS2，对应 92 种有效成分），过氧化物酶体增殖因

子活化受体 γ（PPARG，对应 70 种有效成分），二肽

基肽酶 4（DPP4，对应 69 种化有效成分），免疫球蛋

白重链恒定区 γ1（IGHG1，对应 15 种有效成分）及
CASP3（对应 10 种有效成分）等。

2.2 清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝癌核心靶点的

筛 选 与 分 析 利 用 STRING 数 据 库 ，MCODE 及

cytoHubba 插件对清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝

癌靶点 PPI网络中的核心靶点进行筛选，见图 2。结

果发现在 PPI 网络中，评分较高的核心靶点有血管

内皮生长因子 A（VEGFA），肿瘤蛋白 p53（TP53）及
CASP3 等，这些靶点均为 PPI 网络中度值较高且受

到多味中药及有效成分调节的靶点。

2.3 作用靶点 GO 功能与 KEGG 代谢通路富集分

析 利用 Metascape 数据库对清肝化瘀颗粒治疗

NAFLD 及肝癌的靶点进行 GO 功能和 KEGG 信号

通路富集分析，见图 3。GO 生物过程富集分析得条

目 20 条，主要包括结果细胞因子介导的信号通路

（19 个靶点参与），氧含量响应的信号通路（16 个靶

点参与），生长因子刺激参与的细胞响应信号通路

（15 个靶点参与）等；GO 细胞组分富集分析得到的

条目有 9 条，主要包括黏着连接（8 个靶点参与），转
录因子复合体（6 个靶点参与），分泌颗粒管腔（6 个

靶点参与）等；GO 分子功能富集分析得到的条目有

13 种，主要包括蛋白激酶结合（10 个靶点参与），蛋
白同源二聚化活性（10 个靶点参与），辅因子结合

（10 个靶点参与）等。KEGG 信号通路富集分析得

到的条目有 15 条，主要包括癌症相关通路（18 个靶

点参与），糖尿病并发症中的晚期糖基化终产物/晚

期糖基化终产物受体通路（13 个靶点参与），癌症中

蛋白质糖基化信号通路（11 个靶点参与）及磷脂酰

肌醇 3-激酶 -蛋白激酶 B（PI3K-Akt）信号通路（8 个

靶点参与）等。

根据本课题组的研究内容以及 NAFLD 与肝癌

的 疾 病 特 点 ，选 取 了 肿 瘤 相 关 通 路（pathways in

cancer， hsa05200），肝 癌 相 关 信 号 通 路

（hepatocellular carcinoma，hsa05225），新陈代谢相关

信号通路（metabolic pathways，hsa01100）3 条信号通

路，利用 KEGG 数据库考察了清肝化瘀颗粒治疗

NAFLD 与肝癌靶点参与这些信号通路的调节机

制。结果表明清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 与肝癌靶

点可以通过调节多条信号通路诱导肿瘤细胞发生

细胞凋亡抑制、过度增殖、血管新生、基因组不稳

定、细胞分化阻遏及去分化状态维持。而清肝化瘀

颗粒治疗 NAFLD 与肝癌靶点也可以对肝细胞从氧

化应激胁迫、慢性炎症、肝纤维化、肝硬化、肝癌癌

前病变、早期肝癌、中期肝癌直至转移型肝癌各个

病理阶段的细胞学行为进行调节。此外，清肝化瘀

颗粒治疗 NAFLD 与肝癌靶点可参与细胞中糖类化

合物、脂质类化合物、核酸类化合物、维生素与辅酶

类化合物、氨基酸类化合物、蛋白质类化合物、萜类

图 2 清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD及肝癌的核心靶点网络

Fig. 2 Network of core targets of Qinggan Huayu granules for

NAFLD and liver cancer
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化合物、聚酮类化合物、氨基糖苷类抗生素及次生

代谢产物的合成代谢过程与分解代谢过程，同时，

这些靶点也与细胞中外源生物物质的分解与能量

代谢有关。

2.4 山柰酚对人肝癌细胞 HepG2 生存率的影响

本课题组前期初步构建的清肝化瘀颗粒指纹图谱，

并在指纹图谱中验证了槲皮素、木犀草素及山柰酚

的存在［20］，这也初步验证了网络药理学筛选的治疗

NAFLD 与肝癌的主要有效成分的预测结果。同

时，有研究发现，槲皮素［21-22］与木犀草素［23-24］治疗

NAFLD 及肝癌的药理学机制研究已较为深入与成

熟。此外，甘草在清肝化瘀颗粒组方中起到了解毒

扶正、调和诸药的重要药理作用，上文网络药理学

研究发现甘草为清肝化瘀颗粒 8 味组方中药中对应

有效成分数目及靶点数目最多的中药，而山柰酚在

清肝化瘀颗粒组方中为甘草独有的有效成分。既

往研究也表明甘草在 NAFLD 及肝癌的治疗中发挥

重要的药理作用［25］。因此，选择山柰酚作为主要有

效成分代表进行了细胞模型实验验证，以期进一步

证明网络药理学实验预测结果的可靠性。使用不

同浓度山柰酚处理 HepG2 细胞 12 h 后使用 CCK-8

实验考察细胞生存率变化。结果表明经浓度为 5，

10，20 nmol·L-1的山柰酚处理后，HepG2 细胞生存率

分别为 80.9%，68.9% 及 52.9%，提示山柰酚可以显

著降低 HepG2 细胞的生存率，并存在剂量依赖性。

同时，1 nmol·L-1 山柰酚处理后，HepG2 细胞生存率

96.0%，与对照组细胞生存率相比无显著差异，山柰

酚对 HepG2 细胞最小抑制浓度为 5 nmol·L-1。因

此，选择 5 nmol·L-1 作为肝癌细胞模型后续实验中

山柰酚的处理浓度。

2.5 山柰酚对 NAFLD 细胞模型氧化应激标志物的

作用 为了验证山柰酚对于 NAFLD 的治疗作用及

可能的分子机制，使用山柰酚处理 NAFLD 细胞模

型 12 h 后，检测细胞模型中氧化应激标志物的变化

A.生物过程；B.细胞组分；C.分子功能；D.KEGG 通路

图 3 清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD及肝癌作用靶点的 GO和 KEGG分析

Fig. 3 GO and KEGG enrichment analysis of targets of Qinggan Huayu granules for NAFLD and liver cancer
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情况。结果发现经 5，10 nmol·L-1 山柰酚处理后，

MDA 的浓度依次为 0.75，0.71 nmol·L-1，而对照组的

MDA 浓 度 为 0.85 nmol·L-1。 提 示 山 柰 酚 可 降 低

NAFLD 细胞模型中的 MDA 浓度，并存在剂量依赖

性。此外，经 5，10 nmol·L-1 山柰酚处理，另一氧化

应激标志物 GPx 的浓度分别为 43.0，46.2 µmol·g-1

（以蛋白量计，下同），而对照组中 GPx 的浓度为

37.0 µmol·g-1。提示山柰酚可上调 NAFLD 细胞模

型中的 GPx 浓度，并存在剂量依赖性。这部分实验

结果说明山柰酚可改善 NAFLD 细胞模型中的氧化

应激胁迫。而 1 nmol·L-1 山柰酚对于 NAFLD 细胞

模型氧化应激胁迫无改善作用（MDA 和 GPx 的浓

度分别为 0.81 nmol·L-1，37.4 µmol·g-1），说明山柰酚

对 NAFLD 细胞模型的最小起效浓度为 5 nmol·L-1。

因此，选择 5 nmol·L-1作为 NAFLD 细胞模型后续实

验中山柰酚的处理浓度。

2.6 山柰酚对肝癌细胞模型及 NAFLD 细胞模型中

CASP3 的作用 使用 5 nmol·L-1山柰酚分别处理肝

癌细胞模型及 NAFLD 细胞模型，检测 2 种细胞模型

中 CASP3 的活性变化。结果表明 5 nmol·L-1山柰酚

处理后，肝癌细胞中的 CASP3 活性与对照组相比上

调 2.1 倍；而 NAFLD 细胞模型中的 CASP3 活性与对

照组相比下调 2.5 倍。而 1 nmol·L-1山柰酚处理后，

2 种细胞模型中 CASP3 的活性与对照组相比均无显

著差异。

3 讨论

本研究发现清肝化瘀颗粒 8 味组方中药中有

136 个有效成分可以参与其对 NAFLD 与肝癌的治

疗作用。其中对应靶点较多有效成分有槲皮素、木

犀草素及山柰酚等。既往研究表明，槲皮素及木犀

草素可以通过调节肝脏细胞的胆汁酸分泌、减少肝

脏细胞脂质累积、抑制肝脏炎症微环境形成、阻滞

肝细胞的凋亡、降低肝脏细胞的氧化应激水平等细

胞学行为缓解 NAFLD 的疾病进程［21，23］。另有研究

证实，槲皮素及木犀草素可通过多条信号通路对肝

癌细胞的侵袭转移、干细胞的生成及凋亡自噬等细

胞学行为进行调节，从而阻遏肝癌的发展进程［22，24］。

本文利用网络药理学工具也发现槲皮素、山柰酚及

木犀草素可对多个清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝

癌的靶点进行调节，这些靶点可被富集到多条与

NAFLD 及肝癌发生发展的信号途径中。另外，体

外试验发现山柰酚可在肝癌及 NAFLD 细胞模型中

抑制肝癌细胞增殖，调节 NAFLD 细胞中的氧化应

激水平。因此，推测以槲皮素、木犀草素及山柰酚

为代表的有效成分在清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及

肝癌中发挥重要作用。

在靶点层面，本研究利用网络药理学工具筛选

出了 43 个清肝化瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝癌的作用

靶点，同时，利用 cytoHubba 插件预测 TP53，VEGFA

及 CASP3 可能为潜在的核心作用靶点。既往研究

发现，TP53 可以通过参与脂肪酸生物合成的调节及

肿瘤微环境的调节分别对 NAFLD 及肝癌的发生发

展进行调控［26-27］。在 NAFLD 患者中，VEGFA 表达

量显著提高，且与氧化应激胁迫的形成、胆道脂质

富集及胆结石的形成有关［28］。而在肝癌细胞中，

VEGFA 与肝癌血管新生、侵袭与转移，耐药性形成

以及患者的不良预后密切相关［29］。NAFLD 模型小

鼠的研究结果表明，CASP3 依赖的肝细胞凋亡通路

在 NAFLD 及肝纤维化中发挥重要作用［30］。此外，

也有研究表明，CASP3 的蛋白表达量降低引起的肝

癌凋亡水平下降与索拉非尼的耐药性增加有关［31］。

本文肝癌及 NAFLD 细胞模型的实验结果也发现，

经山柰酚处理后，肝癌细胞中的 CASP3 活性显著上

调，提示山柰酚可以在肝癌细胞中重新激活被抑制

的细胞凋亡；而 NAFLD 细胞模型中 CASP3 活性显

著下调，提示在 NAFLD 细胞模型中，山柰酚可以抑

制因氧化应激环境引起的肝细胞凋亡性死亡。总

之，清肝化瘀颗粒可以通过多靶点的调节作用协同

治疗 NAFLD 及肝癌，且以 TP53，VEGFA 及 CASP3

为代表的核心靶点可能在其中发挥主导作用。

目前，针对 NAFLD 的发病机制主要是“二次打

击”学说，第一次打击与胰岛素抵抗有关，第二次打

击则包括脂质过氧化与氧化应激，而免疫细胞与炎

症微环境在二次打击中发挥着重要的调节作用。

包括规避细胞凋亡、促癌炎症微环境及能量代谢异

常在内的生物学特征则是肿瘤发生发展的主要促

进因素。本研究利用网络药理学分析发现，清肝化

瘀颗粒治疗 NAFLD 及肝癌的靶点基因可以被富集

到与这些生物学特征调控相关的信号通路上。GO

分析所获得的活性氧代谢信号通路及高氧含量响

应信号通路与肝细胞氧化应激密切相关，而活性氧

代谢信号通路又与肝细胞脂质代谢密切相关，成纤

维细胞增殖调节信号通路与肝细胞纤维化进程及

炎症微环境的维持密切相关，以上细胞学行为的调

节 已 被 证 实 可 能 与 NAFLD 的 发 生 发 展 密 切 相

关［32］；此外，细胞针对生长因子刺激响应的信号通

路可参与肝癌细胞的恶性增殖过程，调节细胞凋亡

的信号通路可参与肝癌细胞程序性死亡的调节［33］。
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而 KEGG 信号通路的结果也与 GO 结果相似，PI3K-

Akt 信号通路，低氧诱导因子 -1（HIF-1）信号通路及

过氧化物酶体信号通路等都与氧化应激胁迫及炎

症微环境的形成有关，并参与 NAFLD 的发生发

展［34］。而肿瘤中糖基化信号通路、肿瘤中转录失调

信号通路、表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂耐

药性信号通路等均被报道参与了肝癌的发生发

展［35］。而利用 KEGG 数据库构建的信号通路调控

网络也发现，靶点基因可以参与糖类、脂质及核酸

等物质的新陈代谢行为，并通过多条信号的调节参

与到包括细胞凋亡、恶性增殖等肿瘤细胞学行为的

调节，同时通过多条信号通路的调节对肝细胞从氧

化应激胁迫及慢性炎症形成到转移型肿瘤发生的

肝癌发生发展的各个阶段的细胞学行为进行调控。

本研究利用体外试验初步验证了上述结果，山柰酚

可以在 NAFLD 细胞模型中对氧化应激相关标志物

的表达量进行调控，同时可对细胞凋亡的关键执行

蛋白 CASP3 的激活水平进行抑制，这一结果表明山

柰酚可能通过对氧化应激胁迫的缓解，抑制其引起

的凋亡性细胞死亡，从而对 NAFLD 病程中的肝细

胞起到保护作用。而在肝癌细胞模型中，山柰酚可

以促进 CASP3 的激活，同时对肝癌细胞的恶性增殖

水平进行抑制。这一结果表明山柰酚可能通过重

新激活肝癌细胞中的细胞凋亡进程，从而抑制肝癌

细胞的恶性增殖。

“异病同治”是中医核心理论体系中整体观念

与辨证论治的体现，指的是不同的疾病，发病机制

相同，疾病发展过程中出现相同的关键症候群，产

生的病理变化相同，即使症状略有差异，也可以采

取同一种辨证施治的治疗策略，即“证同治亦同”。

中医古籍中并无 NAFLD 及肝癌的病名记载，结合

症状、病因和病机，中医将 NAFLD 归属于“肥气”

“肝积”“胁痛”“积聚”“肝痞”“肝着”“肝癖”等范畴，

将肝癌归属于“肝积”“积聚”“肝癖”“癥积”“鼓胀”

等范畴。二者虽病名略有不同，但病位都在肝，病

因皆源于饮食饮酒不节、情志失调、邪毒内侵等，导

致湿浊内生、聚而为痰，阻塞气机、脾失健运，久则

土壅木郁，甚而痰湿血瘀互结成积。二者都属于内

伤饮食，情志失调，久病入里，气机紊乱，湿热蕴蓄

于肝，痰瘀互结的慢性肝病范畴，主要病变在肝，兼

及脾、肾等脏器。本课题组在临床中亦发现，肝癌

和 NAFLD 患者的证型以湿热证多见，证多夹瘀、夹

痰，因此针对肝癌和 NAFLD 患者，即使二者病名不

同，症状表现略有差异，仍可根据“异病同治”的原

则，针对疾病发展过程中的关键病机转归，施以清

热祛湿、解毒化瘀、健脾理气之法，清除病理代谢产

物、调和气血运行、恢复脏腑的正常功能。

近年来随着生活水平的提高，人们的饮食生活

方式发生了巨大改变。现代人过食辛辣、肥甘厚味

炙煿之品，活动量大大减少，长期精神压力过大，肥

胖人群比例上升，尤其是腹型肥胖居多。故饮食饮

酒失节、情志失调导致的湿热型肝癌和 NAFLD 较

从前增多。王晓怡［36］通过研究脂肪性肝病中医证

型与炎症因子的关系发现，热证和湿热证具有较低

的抑炎因子水平，存在更强的炎症反应。其他研究

也表明，湿热证可通过调节炎症、免疫反应，影响代

谢及肠道微环境诱导肿瘤的发生发展，清热燥湿类

中药可发挥抗炎、抗氧化、调节免疫、调节肠道菌

群、调节血糖血脂等作用［37］，故历代医家常以清热

解毒、祛湿化痰法治疗肿瘤。

清肝化瘀颗粒组方以黄芩、苦参为君清热燥

湿、泻火解毒；臣以白术、莪术，健脾和胃，活血化

瘀；佐以半枝莲、白花蛇舌草，清热解毒、消肿散结，

三棱活血祛瘀、软坚消癥；使以甘草调和诸药，共奏

清热解毒、破瘀散结、健脾益气之功效，对以湿、痰、

瘀、毒为主要病理因素，以脾虚夹杂湿热、痰浊、血

瘀为证型的 NAFLD 患者及肝癌患者具有治疗作

用。这从理法方药的角度为研究清肝化瘀颗粒治

疗 NAFLD 及肝癌奠定了中医基础。根据现代药理

学研究，清肝化瘀颗粒组方中药有抗炎、细胞保护、

抗癌、抗纤维化、改善肝脏微循环、免疫增强等作

用。本研究利用网络药理学工具及体外试验发现，

改善炎症微环境、降低氧化应激胁迫、调节细胞凋

亡及阻止血管新生可能是清肝化瘀方发挥清热解

毒、破瘀散结功效的主要分子机制。既往研究也证

实清肝化瘀方可以在大鼠肝病模型中通过改善炎

症微环境、抑制肝细胞程序性死亡发挥治疗非酒精

性脂肪性肝纤维化的作用［8］，同时通过 Jagged/Notch

信号通路对肝细胞中三磷酸腺苷（ATP）酶及白蛋白

表达量进行调节，并对肝细胞产生保护作用以延缓

肝癌癌前病变的进展［38］。而在肝癌模型大鼠中，清

肝化瘀方也可以通过改变 VEGF 信号通路的调节抑

制肝癌血管新生和侵袭转移，同时通过促进肝癌细

胞凋亡发挥肝癌抑制作用［39］，基于清肝化瘀方联合

肝动脉化疗栓塞的肝癌临床研究也得到了类似的

结论［40］。基于以上传统医学和现代医学 2 个角度的

研究结果，笔者推测清肝化瘀颗粒可通过组方中药

中的多种有效成分对多靶点、多通路、多生物学行
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为进行调节 ，同时对现代人群中湿热型肝癌和

NAFLD 发挥治疗作用，达到“异病同治”的作用，而

改善炎症微环境、降低氧化应激胁迫、调节细胞凋

亡及阻止血管新生可能是清肝化瘀方发挥清热解

毒、破瘀散结功效的主要分子药理作用与核心作用

机制。

本研究利用网络药理学工具发现清肝化瘀颗

粒对 NAFLD 与肝癌“异病同治”的主要机制涉及以

槲皮素、木犀草素及山柰酚为代表的多有效成分，

以 VEGFA，TP53 及 CASP3 为代表的多靶点与以氧

化应激及细胞凋亡为代表的多通路的系统性、协同

性作用。本研究同时利用体外试验初步验证了清

肝化瘀颗粒组方主要有效成分之一山柰酚通过核

心靶点 CASP3 的调节对 NAFLD 及肝癌细胞模型生

物 学 功 能 的 影 响 。 本 研 究 为 中 西 医 结 合 治 疗

NAFLD 及肝癌的作用机制研究提供了理论依据及

新思路，也为“异病同治”这一传统中医药理论的现

代化研究奠定了分子药理学机制基础。为进一步

验证本研究所得到的结果，本课题组后续将围绕网

络药理学研究得到的结果，利用分子细胞生物学实

验及动物实验对预测的有效成分、靶点蛋白、信号

通路及细胞生物学行为开展深入研究，以期为“异

病同治”原则在 NAFLD 与肝癌治疗中的应用提供

更多的研究依据。
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