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基于网络药理学探讨山慈菇治疗乳腺癌的分子机制!
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摘!要!目的!基于网络药理学4分子对接技术#探讨山慈菇治疗乳腺癌的分子作用机制" 方法!从中药系统药理学数据库与分析
平台%*2’.+*+,-’(86+-505N5.+W+-50/0*5N076’2N’W,(,3/.’*’‘’05’-. ’-’(/0+07(’*1,2N#b8Tc &̂和Z-+̂2,*数据库中收集山慈菇的活
性成分和其作用靶点#运用]5-58’2.0$人类孟德尔遗传综合数据库%,-(+-5N5-.5(+’- +-652+*’-W5+- N’-#GTHT&和毒性与基因比较
数据库%W,N7’2’*+&5*,d+W,35-,N+W0.’*’‘’05#8bF&建立乳腺癌靶点数据库#获取山慈菇作用于乳腺癌的交集靶点" 运用 8/*,0W’75
9520+,- AICI$软件和 cb>H;]数据库分别绘制*山慈菇4活性成分4作用靶点+网络图和蛋白质4蛋白质相互作用%72,*5+-472,*5+-
+-*52’W*+,-#^̂H&网络图#运用>语言相关程序包进行京都基因与基因组百科全书%h/,*,5-W/W(,75.+’,135-50’-. 35-,N50#h%]]&
通路富集分析和基因本体%35-5,-*,(,3/# ]G&功能富集分析#运用分子对接技术验证活性成分与核心靶点的作用强度#最后运用
细胞实验证明山慈菇水煎液对乳腺癌细胞增殖的抑制作用" 结果!山慈菇共有 A个活性成分#涉及 C#个作用靶点#乳腺癌作用靶
点有 A@E个" 山慈菇作用靶点和乳腺癌疾病靶点共有 $E个交集靶点" 其中#重要的中药成分有豆甾醇和 !4谷甾醇’关键作用靶
点为 b̂]c"$aZ;$%c>$和;GcA" ]G功能富集分析和 h%]]通路富集分析结果显示#共筛选出 EC= 条 ]G信号通路和 "A 条
h%]]信号通路#主要涉及癌症的途径和雌激素信号通路等" 分子对接结果显示#化合物与靶点之间具有较好的结合能" 细胞实
验结果证实#山慈菇对乳腺癌具有较好的抑瘤作用" 结论!山慈菇治疗乳腺癌具有多成分$多靶点和多通路的特点#可为临床应用
提供更多参考"
关键词!山慈菇’ 乳腺癌’ 网络药理学’ 机制预测’ 分子对接
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!!全球恶性肿瘤统计数据显示&"#$< 年乳腺癌在全球的发
病率为 $$I@f&其发病率,死亡率在女性肿瘤中居首位&分别
为 "EI"f,$=I#f&严重威胁女性的身心健康*$+ ’ 国家癌症中
心发布的统计数据表明& "#$= 年我国乳腺癌发病率为
$CI$#f&居女性肿瘤发病率之首&发病患者数约为 A#IE 万
例*"+ ’ 近年来&乳腺癌的发病率呈现出逐年升高和年轻化的
趋势*A4E+ ’ 乳腺癌早期的临床症状多表现为乳房肿块&质硬&

与周围组织有粘连%中晚期多表现为乳头内陷&乳房皮肤呈现
(橘皮样)外观&并伴有内脏转移和骨转移’ 目前&乳腺癌的治
疗方式主要有外科手术,放疗,化疗,分子靶向,内分泌,免疫
及中医药等综合治疗模式’ 近年来&中医药成为乳腺癌治疗
中的重要组成部分并涵盖其各治疗阶段’ 中医药治疗乳腺癌
的疗效可靠&尤其是在减毒增效,预防复发转移*=4@+ ,防治肿瘤
及治疗相关并发症*C4<+和提高患者生活质量*?4$#+等方面得到
了越来越多的认可和支持’ 山慈菇味甘,微辛&性凉&归肝,脾
经&具有清热解毒,软坚散结的功效&主要用于痈肿疔毒等*$$+ ’

目前&山慈菇在临床上被广泛应用于肿瘤的治疗&涉及乳腺
癌,肝癌和肺癌等*$"4$=+ ’ 随着科学技术的发展&网络药理学4

分子对接技术逐渐成为新型的疾病4药物预测模型’ 本研究运
用网络药理学方法收集山慈菇的活性成分和靶点&分析预测
其作用于乳腺癌的潜在机制&验证活性成分和核心靶点的结
合强度&以期为山慈菇在临床上的广泛使用提供更多有价值
的参考’

BC资料与方法
BDBC网络药理学
$I$I$!山慈菇成分收集和筛选"在中药系统药理学数据库与
分析平台 #*2’.+*+,-’(86+-505N5.+W+-50/0*5N076’2N’W,(,3/
.’*’‘’05’-. ’-’(/0+07(’*1,2N& b8Tc $̂ 和 Z-+̂2,*数据库
#6**70"JJeee:)-+72,*:,23J)-+72,*J$中获取山慈菇的活性成
分和相关作用靶点’ 筛选条件为口服生物利用度 #,2’(
‘+,’&’+(’‘+(+*/&GL$$A#f&类药性#.2)34(+O5-500&FM$$#I$<’
$I$I"!山慈菇和乳腺癌作用靶点的获取"以(L25’0*8’-W52)

为关键词&通过]5-58’2.0#6**70"JJeee:35-5W’2.0:,23J$,人类
孟德尔遗传综合数据库#,-(+-5N5-.5(+’- +-652+*’-W5+- N’-&
GTHT$#6**70"JJeee:,N+N:,23J$和毒性与基因比较数据库
#W,N7’2’*+&5*,d+W,35-,N+W0.’*’‘’05&8bF$ # 6**70"JJW*.‘’05:
,23J$数据库&检索并筛选乳腺癌相关的作用基因’ 利用 95--/
"I$在线工具进行山慈菇作用靶点和乳腺癌靶点的映射并

绘制韦恩图&交集基因作为山慈菇治疗乳腺癌的重要靶点’
$I$IA!山慈菇活性成分与作用靶点网络构建"将山慈菇的活
性成分和作用靶点导入 8/*,0W’759520+,- AICI$ 软件&构建
(山慈菇4活性成分4作用靶点)网络’ 其网络的节点表示靶点
或活性成分&边表示两者之间具有相互作用’
$I$IE!蛋白质4蛋白质相互作用 # 72,*5+-472,*5+- H-*52’W*+,-&
^̂H$网络构建"将山慈菇作用靶点和乳腺癌疾病靶点交集部
分输入至 cb>H;]数据库#6**70"JJ0*2+-34.‘:,23J$&选择物种
为(\,N,0’7+5-0)进行下一步操作&设定相互作用阀值为
(N5.+)NW,-1+.5-W5s#IE)&获取 ^̂H网络图’
$I$I=!关键靶点筛选"运用 8/*,0W’759520+,- AICI$ 软件对
($I$IE)项下获得的网络图进行拓扑属性分析&计算网络图整
体的中介中心性 # ‘5*e55--500W5-*2’(+*/&L8$,接近中心性
#W(,05-500W5-*2’(+*/&88$和点度中心性#.53255W5-*2’(+*/&F8$&

以L8,88和F8的平均数为(阈值)&选取 L8,88和 F8同时
在阈值之上的靶点作为关键靶点’
$I$I@!基因本体#35-5,-*,(,3/&]G$功能富集分析和京都基
因与基因组百科全 书 #h/,*,5-W/W(,75.+’,135-50’-.
35-,N50&h%]]$通路富集分析"通过 >语言把山慈菇4乳腺癌
的共 有 靶 点 转 化 成 5-*25oHF& 加 载 ( L+,WT’-’352)
(W()0*52̂2,1+(52)等程序包&运行>语言获得 ]G功能富集分析
和h%]]通路富集的气泡图’ 最后运用 5̂2(语言把 5-*25oHF

转换为基因靶点信息’ 根据生物过程分析和通路富集结果&

对山慈菇治疗乳腺癌的物质基础和分子机制进行分析预测’
$I$IC!中药活性成分与关键靶点的分子对接"选取山慈菇
的主要活性成分与核心靶蛋白进行活性成分与核心靶蛋白
的分子对接’ 从 F̂L数据库中下载靶蛋白的 AF结构&从
b8Tc^数据库中下载化合物的结构&并保存为 N,(" 格式’

利用 ŶTGM软件对靶蛋白进行除水除配体&利用 B)*,F,WO
$I=I@软件将活性成分及靶蛋白格式转换为 7.‘l*格式&最
后运行B)*,F,WO &+-’进行对接&再使用 /̂TGM对结果进行
可视化*$@+ ’ 相关文献报道&化合物和靶标之间结合能R
D"#I?A OaJN,(被认为具有较好作用*$C+ ’
BDEC细胞实验
$I"I$!细胞"人乳腺癌 TFB4TL4"A$ 细胞&购自上海泽叶生
物科技有限公司’
$I"I"!仪器"8G" 细胞培养箱#美国 b652N,cW+5-*+1+W公司$%
FT+$型倒置显微镜#日本 G(/N7)0公司$%_F4$ B4=# 型真空
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冷冻干燥机#北京博医康实验仪器有限公司$’
$I"IA!药品与试剂"山慈菇#购于山东中医药大学附属医
院$&制备成 A 3JN(的山慈菇水煎液’ FT%T培养液#德国
M,-o’公司$%胎牛血清,青霉素和链霉素#美国 ]+‘W,公司$%
噻唑蓝#Tbb$#北京兰博利德生物技术有限公司$’
$I"IE!Tbb法检测人乳腺癌 TFB4TL4"A$ 细胞生长增殖情
况"将人乳腺癌 TFB4TL4"A$ 细胞接种于 @ 孔板中&每孔
$## "(&置入 AC m,=f 8G" 培养箱中培养 "E 6&吸除原培养
液&实验组分别加入 ?#,$<#,A@#和 C"# N3JN(山慈菇水煎剂&
对照组加入等量细胞培养液&空白组不接种细胞’ 全部置于
培养箱中 E< 6&用 E m的 #I?f氯化钠溶液洗 " 次&加入
#I= N3JN(的Tbb溶液 $## "(&避光&孵育 E 6&加入二甲基亚
砜 $=# "(&继续避光&振摇 $= N+-后上机检测&于 E?# -N处检
测吸光度 #B$&重复 A次&计算细胞存活率&细胞存活率s
#B实验组DB空白组$J#B对照组DB空白组$w$##f’
$I"I=!统计学方法"采用 c ĉc "$I#软件分析&计量资料用均
数i标准差#"0i%$表示&两个独立样本组间均数比较用 &检验&
!R#I#=表示差异有统计学意义’

EC结果
EDBC山慈菇有效成分的筛选

将山慈菇输入到 b8Tc^和 Z-+̂2,*数据库&共检索到山
慈菇的 A个活性成分&C#个作用靶点&见表 $’

表 BC山慈菇活性成分
!%OBC:*()N#)01$#8)#0(-.,)&")1#0)% )08)*%

序号 化合物成分 GLJf FM
TGM###A=< ‘5*’40+*,0*52,( A@I?$ #IC=
TGM###EE? 0*+3N’0*52,( EAI<A #IC@
TGM##C??$ "4N5*6,d/4?&$#4.+6/.2,765-’-*625-54E&=4.+,( EEI?C #I$<

EDEC乳腺癌作用靶点的获取
以(L25’0*8’-W52)为关键词在 ]5-58’2.0,GTHT和 8bF

数据库进行检索&并合并 A 个数据库检索内容&利用 %dW5(软
件对数据进行去重&最终寻找到乳腺癌相关靶点基因 A@E个’
EDFC药物S作用靶点网络图构建

运用 8/*,0W’759520+,- AICI$ 软件构建(山慈菇4活性成
分4作用靶点)网络&该网络中共有 CE个节点&E"A条相互作用
的边&见图 $’

图 BC’山慈菇S活性成分S作用靶点(网络图
H)1 BCX#(9.$P8)%1$%I.,’)&")1#0)% )08)*%S%*()N#)01$#8)#0(-S(%$1#(-(

EDGCWW7网络的构建

将山慈菇相关靶点网络映射到乳腺癌靶点网络中&"个网
络中交集基因共有 $E 个&即认为这是山慈菇治疗乳腺癌的可
能作用靶点’ 结果显示&$E个靶蛋白发生较强的相互作用&共
产生 A"条蛋白质相互作用的边&见图 "0A’

EDKC关键靶点网络图

通过8/*,0W’759520+,- AICI$计算得到&^̂H网络中L8平
均数为 "&88平均数为 #&F8平均数为 #IE<"&将节点的 L8,
88和F8均大于其平均数的节点基因作为核心靶基因&共筛
选出核心靶点基因 C 个&其中比较重要的为 b̂]c",aZ;,

!!!!

图 EC韦恩图
H)1 EC #̂00M 8)%1$%I

%c>$和;GcA’ 关键靶点网络图见图 E&图中节点大小表示度
值的大小&节点越大对应的度值越大&边的粗细表示合并分数&
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图 FCWW7网络图
H)1 FCWW70#(9.$P

图 GC关键靶点网络图
H)1 GCX#(9.$P8)%1$%I.,*.$#(%$1#(

边越粗提示合并分数越大&表示该节点蛋白与其他节点作用网
络越广泛’
EDQC生物通路及富集分析
"I@I$!]G功能富集分析"运用 >语言对 $E 个潜在作用靶点
进行生物功能富集分析&共有 EC= 条 ]G数据#!R#I#=$’ 其
中生物学过程条目最多&共有 E"# 个&主要集中在对类固醇激
素的反应 #2507,-05*,0*52,+. 6,2N,-5$, 生殖结构发展
#2572,.)W*+&5 0*2)W*)25 .5&5(,7N5-*$ 和 生 殖 系 统 发 育
#2572,.)W*+&50/0*5N.5&5(,7N5-*$%分子功能相关条目有 =$个&
主要涉及核受体活性#-)W(5’225W57*,2’W*+&+*/$,配体激活转录
因子活性#(+3’-.4’W*+&’*5. *2’-0W2+7*+,- 1’W*,2’W*+&+*/$和类固醇
!!!!!

结合#0*52,+. ‘+-.+-3$%细胞组成相关条目有 E 个&主要涉及细
胞器外膜 #,23’-5((5,)*52N5N‘2’W5$ 和外膜支架 #,)*52
N5N‘2’W5$等&见图 =0C’

图 KC生物学过程YA功能富集分析
H)1 KCYA,’0*().0#0$)*"I#0(%0%JM-)-.,O).J.1)*%J&$.*#--

图 QC细胞组成YA功能富集分析
H)1 QCYA,’0*().0#0$)*"I#0(%0%JM-)-.,*#JJ*.I&.0#0(

图 RC分子功能YA功能富集分析
H)1 RCYA,’0*().0#0$)*"I#0(%0%JM-)-.,I.J#*’J%$,’0*().0

"I@I"!h%]]通路富集分析"运用>语言对 $E个潜在作用靶
点进行代谢通路富集分析&共获得 "A条通路#!R#I#=$’ 山慈
菇治疗乳腺癌主要涉及雌激素信号通路 #50*2,35- 0+3-’(+-3
7’*6e’/$,内分泌抵抗#5-.,W2+-5250+0*’-W5$,糖尿病并发症中
的 B]%4>B]%信号通路 #B]%4>B]%0+3-’(+-37’*6e’/+-

.+’‘5*+WW,N7(+W’*+,-0$和乳腺癌#‘25’0*W’-W52$等通路&见图 <’
EDRC分子对接结果

山慈菇中活性成分与靶标的结合能信息见表 "&具体对接
过程见图 ?0$#’ 分子对接过程充分说明&山慈菇中活性成分
与乳腺癌的核心基因靶点具有较好的结合能力’
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图 _C>+YY通路富集分析
H)1 _C>+YY&%("9%M #0$)*"I#0(%0%JM-)-

表 EC分子对接结果
!%OEC<#-’J(.,I.J#*’J%$8.*P)01

化合物 结合能J#OaJN,($
b̂]c" aZ; %c>$ ;GcA

‘5*’40+*,0*52,( D"?IA# D"=I?= DA#I$E D"=I$"
0*+3N’0*52,( DAAIE? D"?IA# D"?IC" DAEIA"

B:̂b]c"%L:aZ;%8:%c>$%F:;GcA

B:̂b]c"%L:aZ;%8:%c>$%F:;GcA

图 ‘C!S谷甾醇与靶点的分子对接
H)1 ‘C6.J#*’J%$8.*P)01 .,O#(%S-)(.-(#$.J9)("(%$1#(-

ED_C山慈菇对乳腺癌细胞增殖的影响
实验结果显示&?# N3JN(的山慈菇水煎液 B组细胞存活

率为 ?"I"=f&与对照组相比&差异无统计学意义#!S#I#=$&见
表 A’ 其他质量浓度的山慈菇水煎液对乳腺癌细胞具有不同
程度的抑制作用&且表现出细胞存活率与质量浓度呈负相关性
的趋势’

FC讨论
本研究运用网络药理学方法预测山慈菇对乳腺癌的可能

作用机制&发现山慈菇共有 A个活性成分&作用于 C#个药物靶
点’ 其中豆甾醇和 !4谷甾醇是山慈菇治疗乳腺癌的主要化合
物’ 现代研究结果表明&山慈菇发挥抑制肿瘤增殖的作用与干
预HM4@等炎症因子释放,改善肿瘤微环境有关*$<+ ’ 山慈菇中
的豆甾醇可通过调控凋亡基因表达&阻断恶性肿瘤细胞

!!!!

B:̂b]c"%L:aZ;%8:%c>$%F:;GcA

B:̂b]c"%L:aZ;%8:%c>$%F:;GcA

图 BUC豆甾醇与靶点的分子对接
H)1 BUC6.J#*’J%$8.*P)01 .,-()1I%-(#$.J9)("(%$1#(-

表 FC山慈菇水煎液对乳腺癌细胞增殖的影响##0Z$%1[‘Q$
!%OFC+,,#*(-.,9%(#$#4($%*(.,)&")1#0)% )08)*% .0
&$.J),#$%().0.,O$#%-(*%0*#$*#JJ-##0Z$% 1[‘Q$

组别 质量浓度J#N3JN($ Tbb值 细胞存活率Jf
对照组 0 #IE"$ =i#I#E< ? $##I##
山慈菇水煎液B组 ?# #IA@C <i#I#EA = ?"I"=
山慈菇水煎液L组 $<# #IAA" @i#I#@$ <!! <#I$@
山慈菇水煎液8组 A@# #I"CE @i#I#A= C!! @=I=<
山慈菇水煎液F组 C"# #I$#" Ai#I##$ =!! A#I$=
!!注"与对照组相比&!!!R#I#=

;,*5" &0:*65W,-*2,(32,)7& !!!R#I#=

转移*$?4"#+ % !4谷甾醇可阻滞恶性肿瘤细胞的细胞周期&并触发
凋亡性死亡*"$+ ’

对山慈菇与乳腺癌的共同靶点进行 ^̂H映射&并构建核
心靶点网络图&出现频次较高的关键靶点有 E 个&分别为
b̂]c",aZ;,%c>$和;GcA&可作为潜在治疗靶点’ 前列腺素
内过氧化物合酶 "# b̂]c"J8G[4"$在肿瘤细胞增殖和转移中
具有重要作用’ 研究结果表明&8G[4" 在伴有淋巴结转移的
乳腺癌中处于活跃状态&且高表达的 8G[4"常提示患者不良
预后*""4"A+ ’ 化合物豆甾醇和 !4谷甾醇能够抑制 8G[4" 的表
达&进而在乳腺癌的治疗中发挥效能*"E+ ’ %>是乳腺癌内分
泌治疗的重要靶点之一&其中 %>’蛋白由 %c>$ 基因编码&

与乳腺癌关系最为密切*"=4"@+ ’ 基础研究结果发现&晚期乳腺
癌患者中%c>$突变率高&对内分泌治疗效果较差&常联合中
医药辅助治疗&效果显著*"C4"<+ ’ 郭淳等*"?+通过实验发现&山
慈菇水煎剂对%>阳性的 M)N+-’(型乳腺癌细胞的增殖具有
一定的抑制作用’ 一氧化氮合酶#;Gc$能够催化产生一种
重要的信号调节因子#一氧化氮$’ ;Gc 在乳腺癌中表达增
多&推动了肿瘤血管生成,肿瘤进展和转移*A#+ ’ ’̂-.+*6

等*A$+的研究结果发现&豆甾醇能明显减少 8G[4" 和 ;Gc
N>;B的表达’

进一步分析发现&山慈菇治疗乳腺癌涉及多个生物学过
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程&主要集中在对类固醇激素的结合和反应%代谢通路富集分
析表明&关键靶点富集在雌激素信号通路,内分泌抵抗,糖尿病
并发症中的B]%4>B]%信号通路和乳腺癌等通路’ 从分子对
接结果可知&豆甾醇和 !4谷甾醇与 b̂]c",aZ;,%c>$ 和 ;GcA
的结合能均RD"#I?A OaJN,(&说明山慈菇与靶点具有较好的结
合活性’ 最后通过细胞实验证实&山慈菇水煎液对乳腺癌细胞
具有较强的抑制作用&且随着浓度的提升&对乳腺癌细胞的杀
伤作用逐渐增强’

综上所述&本研究运用网络药理学方法,分子对接技术和
细胞实验&对山慈菇抗乳腺癌的作用机制和物质基础进行了初
步探索’ 山慈菇中的主要化合物豆甾醇和 !4谷甾醇&可能以
b̂]c",aZ;,%c>$和;GcA 为主要结合靶点&通过癌症途径,
雌激素信号通路等发挥抗肿瘤作用&并通过实验证实山慈菇对
乳腺癌细胞的杀伤作用&充分体现了中药抗肿瘤具有多成分,
多靶点和多层次的特点’ 但本研究仍存在一些不足之处&数据
库不能完全包括药物所有的化学成分及其相应的靶点&且化学
生物学方法本身也具有一定的局限性’
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