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基于网络药理学和动物实验探讨甘遂-甘草药对
治疗恶性腹水的作用机制

何甜甜,唐大轩,刘亚欧,肖　 杨,张　 莉∗

四川省中医药科学院,成都 610041

摘　 要:基于网络药理学和动物实验探究甘遂-甘草(Kansui Radix-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma,KR-GRR)药对治疗

恶性腹水(malignant ascites,MA)的作用机制。 采用 TCMSP 数据库筛选药物活性成分与作用靶点,通过网络药理学

预测药对治疗 MA 的靶点与信号通路,并构建蛋白互作网络,形成“中药-成分-疾病-靶点”的可视化图,GO 和 KEGG
分析预测药对治疗 MA 的潜在作用机制。 其次,通过分子对接验证活性成分与核心靶点的结合能力。 最后采用 H22
肝癌细胞构建 MA 小鼠模型进行验证。 网络药理学结果表明,KR-GRR 药对治疗 MA 的核心成分有 13 个,相关靶点

共 51 个,核心靶点为丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 1(serine / threonine-protein kinase 1,AKT1)、肿瘤坏死因子(tumor necro-
sis factor,TNF)、白介素 6(interleukin-6,IL-6)、肿瘤蛋白 53(tumor protein 53,TP53)、IL-1β 和基质金属蛋白酶 9(matrix
metallopeptidase 9,MMP9)等。 KEGG 分析筛选出了 141 条信号通路,结合分子对接结果,推测 PI3K / AKT1 / MMP9 信

号通路在 KR-GRR 药对治疗 MA 的过程中发挥关键作用。 动物实验结果显示,2. 5 g / kg KR-GRR 药对能明显改善

MA 小鼠一般状态、死亡情况和腹膜组织病理损伤,减小腹围和腹水量,抑制腹水中 AKT1 和 MMP9 的表达,抑制腹

膜组织 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA 和 p-PI3K、PI3K、p-AKT1、AKT1、MMP9 蛋白的表达以及 p-PI3K /
PI3K、p-AKT1 / AKT1 的比值。 综上,KR-GRR 药对可能通过抑制 PI3K / AKT1 / MMP9 信号通路激活来发挥治疗 MA 的

作用。
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Mechanism of Kansui Radix-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma herb
pair in treating malignant ascites based on network

pharmacology and animal experiment
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Abstract:This study aims to explore the mechanism of Kansui Radix-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma (KR-GRR) herb pair
on malignant ascites (MA) by using network pharmacology and animal experiment. Firstly,the active components of KR-GRR
herb pair and the corresponding targets were screened from the TCMSP database. The common targets and signaling pathways
of KR-GRR herb pair in treating MA were predicted by network pharmacology,and a protein-protein interaction network was
constructed to form a visualized map of Chinese Tradition medicine-components-diseases-targets. GO and KEGG analyses were
used to predict the underlying mechanism of KR-GRR herb pair in treating MA. Secondly,molecular docking was employed to
obtain the binding ability of the active components of KR-GRR herb pair to the core targets. Finally,the MA mice model was
developed using H22 liver cancer cells for the mechanism validation. As a result,network pharmacology results indicated that
13 core bioactive components and 51 potential targets of KR-GRR against MA,with key targets including serine / threonine-
protein kinase 1 (AKT1),tumor necrosis factor (TNF),interleukin- 6 (IL-6),tumor protein 53 (TP53),IL-1β,and Matrix



metallopeptidase 9 (MMP9). A total of 141 signaling pathways were screened out by KEGG analysis,and molecular docking
results suggested that the PI3K / AKT1 / MMP9 signaling pathway played a pivotal role in the therapeutic effects of KR-GRR a-
gainst MA. The animal experiment demonstrated that KR-GRR herb pair significantly improved the general condition,survival
rate,and peritoneal histopathological damage in MA mice. Additionally,2. 5 g / kg of KR-GRR reduced abdominal circumfer-
ence and ascites volume,and suppressed the expression of AKT1 and MMP9 in ascitic fluid. Furthermore,KR-GRR downregu-
lated the mRNA levels of AKT1,TNF,IL-6,TP53,IL-1β,and MMP9 in peritoneal tissues,as well as the protein expression of
p-PI3K,PI3K,p-AKT1,AKT1,and MMP9,especially the ratios of p-PI3K / PI3K and p-AKT1 / AKT1. Taken together,KR-
GRR herb pair may exert therapeutic effects against MA by inhibiting the activation of the PI3K / AKT1 / MMP9 signaling path-
way.
Key words:Kansui Radix-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma herb pair;malignant ascites;network pharmacology;molecular doc-
king;PI3K / AKT1 / MMP9 signaling pathway

　 　 恶性腹水(malignant ascites,MA)是晚期恶性肿

瘤常见的并发症之一。 主要由卵巢癌、肝癌、胃癌和

结直肠癌等腹膜转移引起,临床表现为顽固性腹胀、
腹痛、呼吸困难及进行性恶病质。 MA 患者中位生

存期为 5 ~ 7 个月,仅 11% 的患者存活时间超过 6
个月。 现代医学主要采用利尿剂、腹腔穿刺引流与

腔内化疗等治疗手段,但具有疗效短暂、易复发和不

良反应等局限性[1]。 因此,迫切需要寻找治疗 MA
的有效药物以改善患者生存质量和延长生存期。

祖国医学依据临床症状,将 MA 归属为“臌胀”
“积聚”等范畴,以攻逐水饮、补虚扶正为主要治则。
近年来,中医药在治疗 MA 领域积累了丰富的临床

经验,甘遂半夏汤已被证实对多病因引发的浆膜腔

积液具有显著疗效,全方由甘遂、半夏、芍药和甘草

4 味中药组成,但传统中医理论认为处方中甘遂-甘
草(Kansui Radix-Glycyrrhizae Radix et Rhizoma,KR-
GRR)药对配伍属于“十八反”中的禁忌组合,临床

应避免同用。 因此,现代药理学开展了甘遂半夏汤

拆方研究,结果表明去除 KR-GRR 药对中的单味或

两味药,攻逐水饮的作用反而明显降低,提示 KR-
GRR 药对在甘遂半夏汤干预 MA 中具有突出贡

献[2]。 进而,有研究直接证实 KR-GRR 药对干预

MA 模型大鼠有显著作用,可减缓 MA 大鼠腹水生

成速度,降低腹水量,且未观察到明显毒性反应[3],
由此可见,KR-GRR 药对配伍在 MA 治疗中具有潜

在应用价值。 阐明该药对干预 MA 的分子作用机

制,为指导临床安全有效使用该药对奠定基础,是亟

待解决的关键问题。 因此,本研究采用网络药理学

筛选 KR-GRR 药对的活性成分与作用靶点,并通过

构建动物模型进行体内验证,旨在阐明该药对的活

性成分和分子作用机制,为临床应用与现代开发利

用提供科学依据。

1　 材料和方法

1. 1　 动物

60 只 SPF 级雄性 Balb / c 小鼠,3 ~ 4 周龄,体质

量 15 ~ 17 g,购自斯贝福(北京)生物科技有限公

司,动物生产许可证号:SCXK(京)2019-0010。 所有

动物饲养于四川省中医药科学院 SPF 级动物中心,
室温 20 ± 2 ℃,湿度 50% ~70% ,明暗各 12 h,自由

饮食进水。 所有动物适应性喂养 1 周后开始造模。
本实验经四川省中医药科学院动物使用与管理委员

会批准(DWSYLI-2023-018)。
1. 2　 药物与试剂

醋甘遂(规格:1 g 等效于 1 g 生药材)和炙甘草

(规格:1 g 等效于 1 g 生药材) 配方颗粒 (批号:
2305002C、2306020S, 华润三九医药股份有限公

司)。
苏木素染液(批号:CR2305121,武汉塞维尔生

物科技有限公司);伊红染液(批号:YE2080,合肥博

美生物科技有限责任公司);丝氨酸 /苏氨酸蛋白激

酶 1(serine / threonine-protein kinase 1,AKT1)和基质

金属蛋白酶 9 ( matrix metallopeptidase 9, MMP9 )
ELISA 试剂盒(批号:E20240920-16048、E20240920-
16032,上海茁彩生物科技有限公司);TriQuick 总

RNA 提取试剂(批号:2500060003,北京索莱宝科技

有限有限公司);氯仿(批号:20220311,国药集团化

学试剂有限公司);磷酸化磷脂酰肌醇 3-激酶(phos-
phorylated phosphoinositide 3-kinase, p-PI3K ) 和

MMP9 抗体(批号:7912914、5048880,美国 Affinity
Biosciences 公 司 ); 磷 脂 酰 肌 醇 3-激 酶 ( phos-
phoinositide 3-kinase, PI3K )、 磷 酸 化 AKT1 ( p-
AKT1)、AKT1 和 GAPDH 抗体(批号:H681866012、
H650607020、HO1213、H641513038,华安生物技术

有限公司)。
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1. 3　 仪器

LEGEND Micro 17R 高速冷冻离心机 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司);Leica-2016 转轮式切

片机(德国 Leica 公司);BMJ-A 组织包埋机(常州郊

区中威电子仪器厂);Pannoramic 250 数字切片扫描

仪(匈牙利 3DHISTECH 公司);SpectraMAX Plus384
酶标仪(上海美谷分子仪器有限公司);ABI QuantS-
tudio 1 荧光定量 PCR 仪(美国 Thermo Fisher Scien-
tific 公司);SCI1000-G 逆转录(美国 SCILOGEX 公

司);80211ES05 垂直电泳槽(翌圣生物科技(上海)
股份有限公司);EPSON Perfection V39 扫描仪(日
本 EPSON 公司);Tanon 4800 曝光仪(上海天能生命

科学有限公司)。
1. 4　 网络药理学分析

1. 4. 1　 KR-GRR 药对活性成分和潜在作用靶点的

获取

　 　 通过 TCMSP 数据库(https: / / tcmsp-e. com / tcm-
sp. php),以“甘遂” “甘草”为关键词检索其活性成

分和作用靶点,设置口服利用生物度 OB≥30% 、类
药性 DL≥0. 18 为筛选条件。 将获得的作用靶点在

UniProt 蛋白数据库(https: / / www. uniprot. org)进行

ID 标准化命名,“Homo sapiens”为物种筛选条件。
同时,把 TCMSP 数据库检索得到的活性成分输入

PubChem 数据库 ( https: / / pubchem. ncbi. nlm. nih.
gov)检索对应的 SMILES 结构,将对应 SMILES 结构

依次输入 SwissTargetPrediction 数据库(http: / / swis-
stargetprediction. ch)进行靶点基因预测,设定物种为

“Homo sapiens”,选择置信度阈值(Probability)≥0.
3 靶点作为较可靠性的靶点。 然后与 TCMSP 数据

库收集的靶点合并,删除重复项得出药物的潜在作

用靶点。
1. 4. 2　 MA 靶点的获取以及与 KR-GRR 药对核心

靶点映射

　 　 以“Malignant ascites”为关键词,通过 GeneCards
(https: / / www. genecards. org)、 DrugBank ( https: / /
go. drugbank. com)、DisGeNET(https: / / www. disgen-
et. org)、PharmGKB(https: / / www. pharmgkb. org)和

OMIM(https: / / www. omim. org)5 个数据库查询 MA
相关靶点,去重后获得与 MA 相关的最终靶点。

采用 Venny 2. 1. 0 线上程序(http: / / bioinfogp.
cnb. csic. es) 进行 KR-GRR 药对活性成分靶点与

MA 疾病靶点交集的获取,同时将共同靶点绘制成

相应的韦恩图。

1. 4. 3　 构建药对-活性成分-MA-靶点网络构建

把 KR-GRR 中药名称以及查询到的活性成分、
对应的靶点与 MA 的共同靶点输入 Excel 表。 将数

据表格导入 Cytoscape 3. 10. 0 软件构建网络文件,
应用插件 CytoNCA 进行拓扑分析,选择节点度(de-
gree)为指标,对 KR-GRR 药对核心活性成分和靶点

由高到低依次排序,并观察相互之间的关系。
1. 4. 4　 核心靶点蛋白相互作用网络构建

为阐明 KR-GRR 药对与 MA 相关靶点的相互关

系,将共同靶点输入 STRING 数据库(https: / / string-
db. org)构建蛋白相互作用( protein-protein interac-
tion,PPI)网络图,设定物种为“Homo sapiens”,隐藏

网络中断开连接的节点,其余参数保持默认值,然后

将网络图输出为 TSV 文件。 采用 Cytoscape 3. 10. 0
软件借助内置工具 CytoNCA 对网络进行拓扑分析,
根据度中心性(degree centrality,DC)、特征向量中心

性(eigenvector centrality,EC)、局部边连通性( local
average connectivity-based method,LAC)、中介中心

性(betweenness centrality,BC)、紧密中心性( close-
ness centrality,CC)和网络中心性(Network centrali-
ty,NC)6 个指标进行筛选,对所选择的指标大于中

位数的基因进行进一步分析,以此获得关键靶点。
1. 4. 5　 GO 功能和 KEGG 通路富集分析

将 KR-GRR 药对治疗 MA 的核心靶点导入

Metascape 平台(https: / / www. metascape. org),进行

GO 功能和 KEGG 信号通路富集分析。 GO 功能包

含生物过程(biological process,BP)、分子功能(mo-
lecular function, MF) 和细胞组成 ( cellular compo-
nent,CC)3 个部分,设置最小基因富集数量为 3,阈
值 P < 0. 01,富集因子 > 1. 5。 通过微生信在线平台

(http: / / www. bioinformatics. com. cn),选用三合一

柱状图展示 GO 条目,以气泡图的形式展示 KEGG
信号通路富集分析情况。
1. 5　 分子对接验证

选取核心靶点与其对应的活性成分进行分子对

接。 在 PubChem 中下载活性成分分子结构,借助

ChemBio3D Ultra 21. 0. 0. 28 进行能量最小化,在
PDB 数据库中获得核心靶点蛋白结构,应用 Pymol
2. 3. 0 对核心靶点基因去除蛋白结晶水、原始配体

等。 然后使用 AutoDock Tools(v1. 5. 6)对活性成分

和基因蛋白进行前处理,采用 AutoDock Vina 1. 1. 2
进行分子对接,最后利用 PyMOL 2. 3. 0 和 discovery
studio 对接结果进行相互作用模式分析。
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1. 6　 动物实验

1. 6. 1　 动物造模和分组给药

采用 H22 肝癌细胞构建 MA 模型。 取稀释后

活细胞数 > 95%的单细胞悬液,取 3 只 SPF 级 Balb /
c 小鼠,消毒,每只小鼠在右侧腹部注射 0. 2 mL 浓

度为 1 × 107 / mL(相当于 2 × 106 /只)的细胞悬液。
接种第 8 d,采用颈椎脱臼法处死,抽取乳白色腹水,
1 000 r / min 离心 5 min,弃上清,保留细胞沉淀,使
用 PBS 洗涤细胞,重复 2 次后重悬细胞,调整细胞

浓度,再次进行体内细胞传代,连续 2 次。 取 60 只

同品系小鼠随机分为对照组(control,Con)10 只和

造模组 50 只,造模组接种方法与剂量同前,接种过

程于 30 min 内完成。 观察 3 ~ 5 日,小鼠腹部明显

膨隆且经超声检查发现不规则液性暗区即可判断

MA 小鼠模型构建成功。
将造模组小鼠按照体重随机分为模型(model,

Mod)组、恩度( endostar,End)阳性对照组、KR-GRR
低剂量( low-dose KR-GRR,KR-GRR-L)组、中剂量

(medium-dose KR-GRR, KR-GRR-M) 组、 高 剂 量

(high-dose KR-GRR, KR-GRR-H) 组,每组 10 只。
KR-GRR 用量参考《经方学用基本功》 [4] 记载的甘

遂半夏汤中两者的临床配伍比例制定,即按照 1 ∶ 1
称取甘遂、甘草各为 5 g。 根据小鼠与人体体表面积

相对比值折算动物用量,小鼠等效剂量为人用量的

12. 5 倍。 KR-GRR-H 组给药剂量为 2. 5 g / kg,KR-
GRR-M 组给药剂量为 1. 25 g / kg,KR-GRR-L 组给药

剂量为 0. 625 g / kg。 End 组给药剂量为 3 mg / kg。
Con 和 Mod 组给予等剂量蒸馏水,体积 10 mL / kg,
每天 1 次,连续 7 d。
1. 6. 2　 一般情况观察

每日观察小鼠一般状态和死亡情况,造模当天

与开始给药后每隔 3 d 记录小鼠体重和腹围 /体重

比值变化。
1. 6. 3　 腹水量

末次给药结束后,禁食不禁水 12 h,颈椎脱臼法

处死后取材,注射器抽取腹水,测量腹水体积,收集

进行下一步检测。
1. 6. 4　 HE 染色观察腹膜组织病理学变化

抽取腹水后,剪开腹部,选小鼠左侧同一部位进

行腹膜组织取材,尽量避开右侧腹腔注射部位,用
10%甲醛溶液固定组织,经乙醇脱水,修剪,常规石

蜡包埋,切片,HE 染色后置于光镜下观察,并根据

细胞增生、纤维组织增生、炎细胞浸润和血管生成 4

方面,按照五级评分法:正常范围 0 分;轻微 1 分;轻
度 2 分;中度 3 分;重度 4 分进行评分,评分之和即

为病理评分[5]。
1. 6. 5　 ELISA 检测腹水 AKT1 和 MMP9 的表达

对照组小鼠采用生理盐水腹腔灌洗获得腹腔液

体,具体操作如下:腹腔注射 5 mL 9% 无菌生理盐

水,轻柔腹部,使生理盐水于腹腔表面脏器充分接

触,再回抽并保存至 2 mL 离心管中。 取各组小鼠腹

水,用高速冷冻离心机 3 000 r / min,离心 10 min,取
上清液,-80 ℃冰箱冻存。 参照试剂盒说明书检测

AKT1 和 MMP9 的表达,所有试剂和样本均在室温

平衡 30 min,设置标准品孔和样本孔,每个标准品浓

度点设置复孔,每组样本设置生物学重复,加样,加
酶,37 ℃恒温箱温育 60 min,弃液洗板,显色,最后

加终止液终止反应,在 450 nm 下读取各孔 OD 值,
AKT1 标准曲线为 y = -0. 131 7x2 + 15. 074x-0. 510
9,R2 = 0. 999 7,MMP9 标准曲线为 y = 17. 533x2 +
33. 515x-0. 816 1,R2 = 0. 999 3,由此计算每组样品

AKT1 和 MMP9 的实际浓度。
1. 6. 6 　 RT-qPCR 检测腹膜组织 AKT1、TNF、TP53、
IL-6、IL-1β、MMP9 的 mRNA 表达水平

　 　 取 50 mg 腹膜组织置于冰上剪碎,使用 Trizol
法提取 RNA,并检测 RNA 的浓度和纯度,采用一步

法进行逆转录反应,反应条件 42 ℃ / 15 min,85 ℃ / 5
s。 采用两步法 PCR 扩增程序进行检测,反应条件

为预变性 94 ℃ / 120 s;循环反应 45 次,94 ℃ / 5 s,60
℃ / 30 s。 以 GAPDH 为内参校正,数据采用 2 -ΔΔCt法

计算 mRNA 相对表达水平。 目的基因引物序列由

武汉合测基因科技有限公司合成(见表 1)。
表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequences

基因 Gene 序列 Sequence 长度 Length(bp)

GAPDH F:TGCCCCCATGTTTGTGATG
R:TGTGGTCATGAGCCCTTCC 151

AKT1 F:GGACTACTTGCACTCCGAGAAG
R:CATAGTGGCACCGTCCTTGATC 136

TNF F:GCTGAGGTCAATCTGCCCAA
R:GGGGCTCTGAGGAGTAGACA 162

TP53 F:TAGGGGGCACCTAGCATTCA
R:AGTCTTCGGAGAAGCGTGAC 70

IL-6 F:GGCTAAGGACCAAGACCATCC
R:GCACTAGGTTTGCCGAGTAGA 89

IL-1β F:CAAATCTCGCAGCAGCACATC
R:TGTCCTCATCCTGGAAGGTC 118

MMP9 F:TTCACCGGCTAAACCACCTC
R:TAACGCCCAGTAGAGAGCCT 270
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1. 6. 7 　 Western blot 检测腹膜组织 PI3K / AKT1 /
MMP9 信号通路相关蛋白表达的表达水平

　 剪取 50 mg 腹膜组织,低温研磨,加入 RIPA 法裂

解提取蛋白,经 BCA 法检测蛋白样品浓度。 制备

10% SDS-PAGE 凝胶,加样,电泳,转膜。 5%的脱脂

牛奶封闭 30 min,加入抗体 PI3K(1∶ 1 000)、p-PI3K
(1∶ 1 000)、p-AKT1 (1 ∶ 1 000)、AKT1 (1 ∶ 5 000)、
MMP9(1∶ 1 000)、GAPDH(1∶ 5 000),4 ℃孵育过夜。
用 TBST 在室温下的脱色摇床上洗 3 次,每次 5
min,接着加入对应属种的二抗(1∶ 5 000),并在室温

下孵育 30 min。 滴加 ECL 发光液显影,放入曝光

仪,选取曝光恰当的图像编号存档,Alpha 软件处理

系统分析目标带的光密度值。
1. 7　 统计学方法

应用 SPSS 25. 0 统计软件进行统计分析,结果

以平均值 ±标准差(x ± s)表示。 数据符合正态分布

及方差齐性,采用 LSD 检验进行两两比较,方差不

齐则选用 Dunnett′s T3 检验。 P < 0. 05 为差异具有

统计学意义。 采用 GraphPad Prism10. 1. 2 软件

作图。
2　 结果

2. 1　 KR-GRR 药对活性成分及作用靶点筛选结果

KR-GRR 药对去除重复活性成分后,得到主要

活性成分 100 个,其中甘遂 8 个,甘草 92 个。 通过

TCMSP 数据库筛选药效成分靶蛋白,并将其输入

UniProt 数据库,得到靶点基因 186 个;在 PubChem
数据库中检索 TCMSP 数据库筛选到的药效成分

SMILES 结构,并输入到 SwissTargetPrediction 中得到

靶点基因 294 个;将两种方法检索到的靶点基因取

并集后删除重复项,共得到 279 个药物成分靶点。
2. 2　 MA 相关靶点及 KR-GRR 药对与 MA 共同靶

点的筛选

　 　 通 过 GeneCards、 DrugBank、 DisGeNET、
PharmGKB、OMIM 数据库查询得到 MA 相关靶点基

因,分别为 285、6、86、7、66 个,合并数据去除重复项

得到 408 个靶点基因。 通过 Venny 2. 1. 0 绘制 279
个 KR-GRR 药对活性成分靶点与 408 个 MA 疾病靶

点韦恩图,得出两者共同靶点为 51 个(见图 1)。

图 1　 KR-GRR 药对与 MA 交集靶点韦恩图

Fig. 1　 Venn diagram of comment targets between compounds of KR-GRR drug pair and MA

2. 3　 构建 KR-GRR 药对-活性成分-MA-作用靶点调

控网络

　 　 将 KR-GRR 药对的核心活性成分,以及对应靶

点与MA 的共同靶点导入 Cytoscape 3. 10. 0 软件,明
确了本药对治疗 MA 的潜在活性成分共 13 个(见表

2)。 并以此来构建“药对-活性成分-疾病-靶点”网

络图(见图 2)。 图中左侧绿色圆形代表药对与 MA
共同靶点对应的活性成分,紫色代表药对。 右侧蓝

色圆形代表药对与 MA 的共同靶点,紫色代表疾病。
网络中按度值排名前 4 位的活性成分是槲皮素、山
柰酚、千金子素、芒柄花素,度值分别是 24、10、8、7。
由此推测上述 4 个活性成分可能是 KR-GRR 药对

治疗 MA 的关键物质成分。

2. 4　 蛋白相互作用网络及其拓扑分析

通过 STRING 数据库获得 KR-GRR 药对治疗

MA 靶点 PPI 网络(见图 3 和图 4A)。 本网络包含

51 个蛋白质节点、587 条边、平均节点度 23、预期延

边 160、平均局部聚类系数 0. 757。 利用插件 CytoN-
CA 进行拓扑分析,根据有效成分 DC、EC、LAC、BC、
CC 和 NC 6 个指标的中位数进行筛选,值越高提示

该成分发挥主要功能的可能越大。 经过筛选得出 6
个核心靶点,分别为 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、
MMP9(见图 4B)。
2. 5　 GO 和 KEGG 通路富集分析结果

本研究通过 Metascape 数据库对 51 个共有靶点

进行GO与KEGG富集分析,获得显著富集的997个
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表 2　 KR-GRR 药对治疗 MA 的潜在活性成分

Table 2　 Potential active components of KR-GRR herb pair for treating MA

来源
Source

编号
Number

化学成分
Chemical component OB(% ) DL

KR MOL002587 千金子素 Euphorbetin 35. 89 0. 54

GRR MOL000098 槲皮素 Quercetin 46. 43 0. 28

MOL000422 山柰酚 Kaempferol 41. 88 0. 24

MOL000392 芒柄花素 Formononetin 69. 67 0. 21

MOL000497 甘草查尔酮 A Licochalcone A 40. 79 0. 29

MOL004961 槲皮素-3,3′-二甲醚 Quercetin 3,3′-dimethyl ether 46. 45 0. 33

MOL004945 异补骨脂二氢黄酮 Isobavachin 36. 57 0. 32

MOL004328 柚皮素 Naringenin 59. 29 0. 21

MOL002311 甘草酚 Glycyrol 90. 78 0. 67

MOL004941 4′,7-二羟基黄酮 (2R)-7-Hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one 71. 12 0. 18

MOL004835 刺果甘草查耳酮 Glypallichalcone 90. 78 0. 67

MOL004910 光甘草宁 Glabranin 52. 9 0. 31

MOL001792 甘草素 Liquiritigenin 32. 76 0. 18

图 2　 KR-GRR 药对治疗 MA 的药物-成分-靶点网络图

Fig. 2　 Drug-compounds-target network of KR-GRR herb pair for MA treatment

GO 条目,分别是 BP 920 个、MF 57 个、CC 20 个和

KEGG 141 个。 借助微生信在线平台分别展示排名

前 10 的 GO 条目,用气泡图展示前 20 条 KEGG 通

路富集分析情况。 GO 分析结果显示,BP 主要涉及

细胞迁移的积极调节、对脂多糖的反应、细胞活化、
调节细胞间粘附、细胞群增殖、对辐射的反应、对外

部刺激反应的负调节、血管生成的调节、对生长因子

的反应和凋亡信号通路的负调节。 CC 主要涉及囊

泡腔、质膜外侧、细胞外基质、细胞质的核周区域、膜

筏、黏着、内质网腔、内肽酶复合物和纺锤。 MF 主

要涉及细胞因子活性、氧化还原酶活性、激酶调节活

性、蛋白激酶活性、整合素结合、磷酸酶结合、丝氨酸

型内肽酶活性、趋化因子活性、肿瘤坏死因子受体超

家族结合和 NADP 结合(见图 5A)。 KEGG 信号通

路富集分析显示,KR-GRR 药对治疗 MA 主要影响

的信号通路涉及癌症的通路、IL-17 信号通路、癌症

中的蛋白聚糖、MAPK 信号通路、T 细胞受体信号通

路、癌症中的微核糖核酸等(见图 5B)。
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图 3　 KR-GRR 药对治疗 MA 的靶点 PPI 网络图

Fig. 3　 PPI network diagram of targets for KR-GRR herb pair against MA

A B

图 4　 KR-GRR 药对治疗 MA 的 PPI(A)与核心靶点(B)拓扑网络图

Fig. 4　 Topological network of the PPI (A) and core target (B) for KR-GRR herb pair against MA

2. 6　 分子对接结果分析

首先,根据 PPI 网络图分析得出排名前 6 的核

心靶点(AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9),然后

将这 6 个靶点与其直接相连的成分进行分子对接,
即山柰酚-AKT1、山柰酚-TNF、槲皮素-MMP9、槲皮

素-IL-6、槲皮素-TP53、槲皮素-IL-1β(见表 3),潜在

结合能均 < -5. 0 kcal / mol,由此初步判断此药对的

主要活性物质与 MA 受体蛋白对接良好,其中,结合

能最小的两组“活性成分-基因靶点蛋白”为槲皮素-
MMP9、山柰酚-AKT1,提示其可能是 KR-GRR 药对

治疗 MA 发挥关键作用的活性成分与作用靶点,两
组“活性成分-基因靶点蛋白” 的分子对接模型图

(见图 6)。 因此,本研究选择了 AKT1 和 MMP9 蛋

白靶点介导的信号通路进行后续动物实验验证。
2. 7　 动物实验结果

2. 7. 1　 KR-GRR 药对对小鼠一般情况的影响

小鼠在接种 H22 肝癌细胞第 5 d 开始出现腹

水,并持续增加。 第 6 d 开始治疗。 末次给药结束

后,Mod 组小鼠活动减少、被毛凌乱、腹部膨大,共死

亡2只;经KR-GRR各剂量干预后的小鼠活动相对
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A

B

图 5　 KR-GRR 药对治疗 MA 交集靶点的 GO 富集分析(A)和 KEGG 富集分析(B)
Fig. 5　 GO (A) and KEGG (B) enrichment analysis of comment targets for KR-GRR herb pair against MA

表 3　 KR-GRR 药对主要活性成分与关键靶点对接结果
Table 3　 Molecular docking results between the main active component of KR-GRR and key targets

活性成分
Active compound

靶点
Target

结合能
Binding energy(kcal / mol)

山柰酚 Kaempferol AKT1 -9. 3

TNF -5. 9

槲皮素 Quercetin MMP9 -9. 7

IL-6 -6. 6

TP53 -7. 6

IL-1β -7. 3
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A B

图 6　 KR-GRR 药对与核心靶点的分子对接模式

Fig. 6　 Molecular docking pattern of KR-GRR herb pair with key targets

活跃,腹部膨隆程度减轻,无死亡。 造模当天(0 d)
和第 6 d 各组小鼠体重差异无统计学意义。 第 9 d,
与 Con 组相比,Mod 组体重升高(P < 0. 05);与 Mod
组比较,给药组差异无统计学意义。 给药第 12 d,与

Con 组比较,Mod 组体重显著升高(P < 0. 01);与
Mod 组比较,End 组与 KR-GRR-H 组体重增长趋势

平稳缓慢,且显著降低(P < 0. 01,P < 0. 05) (见图

7)。

图 7　 KR-GRR 药对对小鼠体重的影响(x ± s,n = 8 ~ 10)
Fig. 7　 Effects of KR-GRR herb pair on body weight in mice(x ± s,n = 8 ~ 10)

注:与 Con 组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 Mod 组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01,下同。 Note:Compared with Con group,
∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;Compared with Mod group,#P < 0. 05,##P < 0. 01,the same below.

2. 7. 2　 KR-GRR 药对对小鼠腹围 / 体重比值的影响

造模当天和第 6、9 d 各组小鼠腹围 /体重比值

差异无统计学意义。 第 12 d,与 Con 组比较,Mod 组

腹围 /体重比值显著升高(P < 0. 01),与 Mod 组比

较,End 和 KR-GRR-H 组腹围 /体重比值降低(P <
0. 05)(见图 8)。

图 8　 KR-GRR 药对对小鼠腹围 /体重比值的影响(x ± s,n = 8 ~ 10)
Fig. 8　 Effects of KR-GRR herb pair on the abdominal circumference / body weight ratio in mice(x ± s,n = 8 ~ 10)

2. 7. 3　 KR-GRR 药对对小鼠腹水量的影响

与 Mod 组比较,End 和 KR-GRR-H 组腹水量显

著降低 ( P < 0. 01,P < 0. 05),KR-GRR-L 与 KR-
GRR-M 组有下降趋势,但差异无统计学意义(见图 9)。
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图 9　 KR-GRR 药对对小鼠腹水量的影响(x ± s,n = 8 ~ 10)
Fig. 9　 Effect of KR-GRR herb pair on
ascites volume in mice(x ± s,n = 8 ~ 10)

注:npc 表示未见病理改变,下同。 Note:npc indicated no
pathological change,the same below

2. 7. 4　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织病理及评分

的影响

　 　 小鼠送检样本按照分层随机抽样法(下同),每
组选择 6 只进行病理检测。 Con 组小鼠腹膜组织主

要由单层扁平的间皮细胞和薄层疏松结缔组织构

成,结缔组织内胶原纤维排列稀疏,细胞成分较少,
未见明显的纤维组织增生或炎细胞浸润。 与 Con 组

比较,Mod 组小鼠腹膜表面可见细胞增生,呈钉子

状,亦可见纤维组织增生,主要以长椭圆形成纤维细

胞和长梭形纤维细胞增生为主,新生的毛细血管形

成明显;与 Mod 组比较,KR-GRR 干预后小鼠腹膜

细胞形态、纤维组织增生和新生毛细血管数量有不

同程度的改善,其中 KR-GRR-H 组的疗效最佳(见
图 10、11)。

图 10　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织病理结构的影响(HE 染色, × 100)
Fig. 10　 Effect of KR-GRR herb pair on the histopathological structure of the peritoneum in mice(HE staining, × 100)

注:绿色箭头表示细胞增生;蓝色箭头表示纤维组织增生;黑色箭头表示新生毛细血管形成。 Note:Green arrow indicates cell proliferation;
Blue arrow indicates fibrous tissue hyperplasia;Black arrow indicates neovascularization.

图 11　 KR-GRR 药对对 MA 小鼠腹膜病理形

态评分的影响(x ± s,n = 6)
Fig. 11　 Effect of KR-GRR herb pair on the histopathological

score of the peritoneum in MA mice(x ± s,n = 6)

2. 7. 5 　 KR-GRR 药对对小鼠腹水 AKT1 和 MMP9
含量的影响

　 　 与 Con 组比较,Mod 组小鼠腹水中 AKT1 和

MMP9 表达显著增加(P < 0. 05,P < 0. 01);与 Mod
组比较,KR-GRR-H 组小鼠腹水中 AKT1 和 MMP9
表达显著降低(P <0. 05),KR-GRR-M 和 KR-GRR-L 组

表达有降低趋势,但差异无统计学意义(见图 12)。
综上,根据药效学结果,后续实验采用高剂量组样本

进行 KR-GRR 药对干预 MA 的机制验证研究。
2. 7. 6　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织 AKT1、TNF、
IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA 表达的影响

　 与 Con 组比较,Mod 组小鼠腹膜组织 AKT1、TNF、

5502Vol. 38 　 　 　 　 　 　 何甜甜等:基于网络药理学和动物实验探讨甘遂-甘草药对治疗恶性腹水的作用机制 　



图 12　 KR-GRR 药对对小鼠腹水 AKT1 和 MMP9 表达的影响(x ± s,n = 8 ~ 10)
Fig. 12　 Effects of KR-GRR herb pair on the expression of AKT1 and MMP9 in mice ascites(x ± s,n = 8 ~ 10)

IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA 表达显著增高(P <
0. 01);与 Mod 组比较,KR-GRR-H 组干预后小鼠腹

膜组织 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA
表达均显著降低(P < 0. 01,P < 0. 05)(见图 13)。

图 13　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA 表达的影响(x ± s,n = 3)
Fig. 13　 Effects of KR-GRR herb pair on the mRNA expression of AKT1,TNF,IL-6,TP53,IL-1β,

and MMP9 in mice peritoneal tissue(x ± s,n = 3)

2. 7. 7　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织 PI3K / AKT1 /
MMP9 信号通路相关蛋白表达的影响

　 与 Con 组比较,Mod 组小鼠腹膜组织 PI3K、 p-
PI3K、AKT1、p-AKT1、MMP9 蛋白相对表达量及 p-
PI3K / PI3K、 p-AKT1 / AKT1 比 值 显 著 升 高 ( P <
0. 01);与 Mod 组比较,KR-GRR-H 组干预后腹膜组

织 PI3K、p-PI3K、AKT1、p-AKT1、MMP9 蛋白相对表

达量和 p-PI3K / PI3K、p-AKT1 / AKT1 比值显著降低

(P < 0. 01),由此可见,KR-GRR 通过调节 PI3K /
AKT1 / MMP9 信号通路干预 MA(见图 14)。
3　 讨论与结论

MA 发病机制与肿瘤腹膜转移引起血管通透性

增加以及腹水中的炎症因子和趋化因子有关[6,7]。
因此,开发具有抗肿瘤、抗炎和抗血管生成多重作用

的药物对 MA 治疗具有重要意义。 中医药治疗 MA
具有整体调节、多靶点和多途径的独特优势。KR-

GRR 药对载于张仲景《金匮要略》甘遂半夏汤,具有

泄水逐饮,补虚扶正之功效。 现代研究证实该药对

可调节体内水液代谢,对浆膜腔积液疗效显著[8],
可作为临床二线或联合治疗药物。 自古以来,传统

汤剂是中药发挥临床疗效的有效载体,随着中医药

现代化的发展,具有标准化和质量均一性的中药配

方颗粒已广泛应用于临床,成为和传统汤剂同样重

要的有效剂型。 相关研究表明,中药汤剂与现代配

方颗粒具有相同的药效作用[9],因此,本研究使用

KR-GRR 药对配方颗粒开展治疗 MA 的药效物质与

作用机制研究。
本研究通过网络药理学筛选出槲皮素、山柰酚、

千金子素、芒柄花素等 13 个 KR-GRR 药对治疗 MA
的潜在活性成分。 槲皮素通过下调 HSP90 / 70 表达

促进腹水中癌细胞凋亡;同时可以降低 VEGF 的表

达减少血管生成[10] ,其氧化特性还能抑制炎症介
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图 14　 KR-GRR 药对对小鼠腹膜组织 PI3K / AKT1 / MMP9 信号通路相关蛋白表达水平的影响(x ± s,n = 3)
Fig. 14　 Effect of KR-GRR herb pair on the protein expression levels of the PI3K / AKT1 / MMP9

signaling pathway in mice peritoneal tissue(x ± s,n = 3)

质,阻断 AKT 的磷酸化[11];山柰酚可通过耗竭谷胱

甘肽促进肿瘤细胞凋亡[12];千金子素通过激活

caspase 信号通路和自噬选择性发挥抗癌作用[13];
芒柄花素调控细胞周期蛋白,抑制体内 AKT 相关多

条促肿瘤生成信号通路[14]。 本研究建立了 H22 肝

癌细胞诱导的 MA 模型,探究 KR-GRR 药对对该模

型的干预作用。 药效学结果表明,KR-GRR 药对可

降低 MA 小鼠腹围 /体重比值和腹水量,一定程度上

缓解腹膜组织肿瘤细胞增生、成纤维细胞增生和新

生血管形成。 由此证明,KR-GRR 药对能有效缓解

MA 症状。
通过靶点预测与筛选,我们获得 KR-GRR 药对

治疗 MA 的核心靶点是 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-
1β 和 MMP9,主要功能涉及肿瘤细胞增殖、侵袭、转
移和凋亡,炎症反应和血管生成等过程。 其中

AKT1 诱导腹水中肿瘤细胞的扩散表型、增强运动

性、细胞外基质成分的粘附和血管生成[15];TNF、IL-
6 和 IL-1β 介 导 肿 瘤 微 环 境 中 的 炎 症 级 联 反

应[16,17];Tp53 调控腹水中肿瘤细胞周期停滞和细胞

死亡[18];MMP9 诱导内皮细胞运动,促进肿瘤细胞

侵袭、转移和血管形成[19]。 为进一步验证 KR-GRR
药对药效物质与 MA 核心靶点的相互关系,通过分

子对接技术证实,槲皮素和山柰酚等活性成分可以

很好的对接至 AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9
等核心靶点。

通过 GO 富集分析结果发现,涉及的生物过程

均体现在药对有效成分的发挥及靶点所涉及的通路

中。 KEGG 通路富集分析预测了 KR-GRR 药对治疗

MA 可能作用的信号通路是癌症信号通路。 结合分

子对接可视化结果,笔者推测 AKT1 靶点介导的

PI3K / AKT1 / MMP9 信号通路在 KR-GRR 药对活性

成分改善 MA 作用中发挥了核心作用。 MA 炎症微

环境中富集 TNF 和 IL-6 等多种细胞因子,可以激活

PI3K / AKT 信号通路,使肿瘤细胞侵袭、转移能力增

加,进而产生新的恶性积液,形成恶性循环[20]。
MMP9 是 PI3K / AKT 信号通路下游的重要效应靶

点。 本研究结果表明,经过 KR-GRR 干预后,腹水

中 AKT1 和 MMP9 表达水平显著降低,腹膜组织中

AKT1、TNF、IL-6、TP53、IL-1β、MMP9 mRNA 表达水

平和 PI3K、p-PI3K、AKT1、p-AKT1、MMP9 蛋白相对

表达量及 p-PI3K / PI3K、p-AKT1 / AKT1 比值显著降

低。 由此证明,KR-GRR 药对可能通过抑制 PI3K /
AKT1 / MMP9 癌症信号通路,发挥对 MA 小鼠的保

护作用。
综上所述,KR-GRR 药对通过干预 PI3K / AKT1 /

MMP9 信号通路发挥治疗 MA 的作用,后续研究将
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构建卵巢癌、结肠癌和胃癌等多种肿瘤来源的 MA
动物模型,系统开展 KR-GRR 药对在不同模型中的

药效作用并阐明其分子机制研究,为临床应用提供

更全面的实验依据。
数据可用性声明:本篇论文的关联数据可在

ScienceDB 数 据 库 ( https: doi. org / 10. 57760 / sci-
encedb. nprd. 000cv)中访问获取。
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