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摘要： 目的　 采用超高效液相色谱⁃串联质谱 （ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）、 分子对接和体外细胞实验探讨健脾益气方对肝癌细

胞的影响。 方法　 制备健脾益气方甲醇水溶液并采用 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法分析鉴定中药活性成分。 利用 Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ 软件

对鉴定出的所有活性成分及信号通路核心靶点白介素 ６ （ＩＬ⁃６）、 糖蛋白 １３０ （ｇｐ１３０）、 酪氨酸激酶 １ （ＪＡＫ１）、 酪氨

酸激酶 ２ （ＪＡＫ２）、 信号转导蛋白及转录激活子 ３ （ＳＴＡＴ３）、 程序性细胞死亡蛋白⁃１ （ＰＤ⁃１） 和程序性细胞死亡配体

１ （ＰＤ⁃Ｌ１） 分别进行分子对接； 并用 Ｐｙｍｏｌ 软件将各靶标蛋白结合能最低的活性成分对接模式进行可视化。 采用健

脾益气方含药血清干预人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 进行体外实验验证， 将 ＨｅｐＧ２ 细胞分为空白组， 模型组， 健脾益气方低、
中、 高剂量组 （５􀆰 ２５、 １０􀆰 ５、 ２１ ｇ ／ ｋｇ）， ＳＴＡＴ３ 抑制组 （Ｃ１８８⁃９， ４ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ｇｐ１３０ 抑制组 （ＳＣ１４４， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。
除空白组外， 模型组加入 ＩＬ⁃６ （５０ ｎｇ ／ ｍＬ）， 各给药组加入 ＩＬ⁃６ 和相应药物进行干预。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养

小室法、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ＰＩ 双染色法分别检测各组细胞存活率、 侵袭数和凋亡率， ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水

平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞中 ｇｐ１３０、 磷酸化 ＪＡＫ１ （ ｐ⁃ＪＡＫ１）、 磷酸化 ＪＡＫ２ （ ｐ⁃ＪＡＫ２）、 磷酸化 ＳＴＡＴ３ （ ｐ⁃
ＳＴＡＴ３）、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达。 结果 　 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定出健脾益气方 １１３ 个活性成分。 分子对接结果显示，
健脾益气方中有多个活性成分与 ＩＬ⁃６、 ｇｐ１３０、 ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 靶点蛋白均分别存在分子结合位

点且有较低结合能， 均小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 体外细胞实验显示， 与空白组比较， 模型组细胞侵袭数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
细胞凋亡率则降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 培养液中 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃
Ｌ１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 除低剂量健脾益气方含药血清对细胞侵袭数的抑制和对细胞凋亡率

的影响无明显变化外 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 其它各药物干预组均可抑制模型细胞的增殖与侵袭能力， 促进细胞凋亡 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 各药物干预组均可降低模型细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 并降低细胞中 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 健脾益气方可通过多成分调控肝癌细胞 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 炎症信号通

路及其介导的 ＰＤ⁃Ｌ１ 和固有 ＰＤ⁃１ 的表达， 抑制肝癌细胞增殖侵袭， 促进细胞凋亡。
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　 　 程 序 性 细 胞 死 亡 蛋 白⁃１ （ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ
ｐｒｏｔｅｉｎ１， ＰＤ⁃１） 及程序性细胞死亡配体 １ （ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ １， ＰＤ⁃Ｌ１） 抑制剂是重要的免疫检查点抑制剂，
目前已成为包括肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ）
等多种类型肿瘤的一线治疗方案。 虽然部分 ＨＣＣ 患者可以

对 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 抑制剂治疗产生持久的反应， 但受益人数

仍然较少， 有效率仍低于 ２０％ ［１］ 。 因此深入研究 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃
Ｌ１ 在肿瘤中的分子机制， 以期使更多患者从中受益十分重

要。 在临床上， 中医药对于肿瘤治疗有着非常积极的意义，
前期研究证实健脾益气方对肝癌微环境中众多炎症相关分

子如 ＩＬ⁃６［２］ 、 ＳＴＡＴ３［２⁃３］ 、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１［４］等， 以及免疫抑制相

关分子如 ＧＡＬ⁃３［５⁃６］ 、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ［３，７］ 、 ＨＭＧＢ⁃１［４，８］ 等均有明

显调控作用。 已有报道炎症分子 ＳＴＡＴ３ 在多种肿瘤中可上

调 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达［９］ ， 但这种调节是否在肝癌细胞中存在有

待探讨。 肿瘤细胞固有 ＰＤ⁃１ 在肿瘤进程中也发挥着重要作

用［１０］ ， 其表达是否受 ＳＴＡＴ３ 调控也有待探讨。 健脾益气方

可干预 ＤＥＮ 肝癌大鼠肝组织 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 表达［２］ ， 其能否

干预人肝癌细胞该通路的表达， 并通过此干预肝癌细胞

ＰＤ⁃Ｌ１ 和固有 ＰＤ⁃１ 表达均不清楚。 因此， 本研究在超高效

液相色谱⁃串联质谱 （ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 分析和分子对接预
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测的基础上， 以 ＩＬ⁃６ 诱导的人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 模型为对

照， 结合 Ｃ１８８⁃９ 和 ＳＣ１４４ 干预， 深入研究健脾益气方对肝

癌细胞 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路及其调控 ＰＤ⁃Ｌ１ 和固有 ＰＤ⁃１
的影响， 为该方的进一步临床应用奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 由广西中医药大学广

西中药药效研究重点实验室惠赠。
１􀆰 ２　 动物 　 雄性 ＳＤ 大鼠 ２５ 只， ＳＰＦ 级， 体质量 （２００±
２０） ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４］， 饲养于广西中医

药大学 ＳＰＦ 级动物实验中心 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （桂） ２０１９⁃０００１］， 环境温度 ２５ ℃， 明暗交替 １２ ｈ ／
１２ ｈ， 自由摄食饮水。 本研究动物实验方案符合广西中医

药大学伦理委员会标准 （伦理号 ＤＷ２０２１０３２８⁃０４９）。
１􀆰 ３　 药物与试剂　 健脾益气方 （白术 １０ ｇ、 黄芪 ３０ ｇ、 白

芍 １５ ｇ、 薏苡仁 １５ ｇ、 神曲 １０ ｇ、 茯苓 １５ ｇ、 法半夏 １０ ｇ）
饮片均购自广西中医药大学第一附属医院， 经广西中医药

大学中药鉴定教研室田慧教授鉴定质量合格。 ＳＴＡＴ３ 抑制

剂 （Ｃ１８８⁃９， 批号 ３１５９５） 和 ｇｐ１３０ 抑制剂 （ＳＣ１４４， 批号

１７４１２） 均购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司； 人 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ
试剂盒 （批号 ０２１５１０２ｃ２７９３， 美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司）； 兔源

ＳＴＡＴ３ 多克隆抗体 （批号 ０００８１１９５）、 兔源 ＧＡＰＤＨ 多克隆

抗体 （批号 ０００７８４２７）、 鼠源 ＪＡＫ１ 单克隆抗体 （批号

１００７１７７６５）、 兔源 ＪＡＫ２ 多克隆抗体 （批号 ０００４６７３５）、 山

羊抗兔 ＩｇＧ 二抗 （批号 ２００００２１７）、 鼠源 ＰＤ⁃１ 单克隆抗体

（批 号 １００５１５２ ） 和 鼠 源 ＰＤ⁃Ｌ１ 单 克 隆 抗 体 （ 批 号

１００１０９８２） 均购自武汉三鹰生物技术有限公司； 兔源 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 单克隆抗体 （批号 １８） 和兔源 ｇｐ１３０ 单克隆抗体

（批号 ５） 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 兔源

ｐ⁃ＪＡＫ１ 多克隆抗体 （批号 ＡＥ０５１２３６９６） 购自山东奥博森

生物药业股份有限公司； 兔源 ｐ⁃ＪＡＫ２ 多克隆抗体 （批号

２１７５７３２） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法分析健脾益气方中药活性成分 　
ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法检测健脾益气方中药活性成分委托清华

大学药学院药学技术中心完成。 主要流程如下： 制备健脾

益气方甲醇水溶液， 上清过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜后， 经

ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 空白样品采用相同条件处理。 使用

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒ ３􀆰 ２ 软件进行原始 Ｒａｗ 质谱数据特征峰

提取， 特征峰元素匹配、 分子式预测及同位素分布匹配的

质量偏差均设置为 ５ ｐｐｍ 以内。 采用 ｍｚｃｌｏｕｄ 在线数据库和

自建 ｍｚＶａｕｌｔ 中药天然产物数据库进行特征峰鉴定， 阳性

结果筛选标准为质量偏差 ＜ ５ ｐｐｍ、 符合同位素分布及

ｍｚＶａｕｌｔ ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ 数据库匹配得分＞７０ 分。
２􀆰 ２　 分子对接 　 通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 查询并下载 １１３ 个健脾益气方活性

成分 ＳＤＦ 格式的结构文件。 登录 ＰＤＢ 网站 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）， 查 询 并 下 载 ＩＬ⁃６、 ｇｐ１３０、 ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、

ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 靶标蛋白 ＰＤＢ 格式的结构文件。 利

用 Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ 软件， 导入健脾益气方活性成分的 ＳＤＦ 文件

和靶标蛋白的 ＰＤＢ 文件， 将 １１３ 个健脾益气方活性成分与

７ 个靶标蛋白分别进行分子对接。 选取与各靶标蛋白分子

对接结合能最低的前 ３ 个结果利用微生信平台 （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ． ｃｎ） 制作热图； 与靶标蛋白结合

能最低的对接模式用 Ｐｙｍｏｌ 软件进行可视化处理。
２􀆰 ３　 健脾益气方含药血清制备 　 参照文献 ［１１］ 报道，
选择 ２５ 只雄性 ＳＤ 大鼠， 适应性喂养 １ 周后随机分为健脾

益气方低、 中、 高剂量含药血清组和空白血清组， 其中健

脾益气方低、 中、 高剂量含药血清组各 ５ 只大鼠， 分别灌

胃给予低、 中、 高剂量的健脾益气方药液 （５􀆰 ２５、 １０􀆰 ５、
２１ ｇ ／ ｋｇ） ［２⁃３，１２］ ， 每天给药 ２ 次， 连续 ３ ｄ， 于末次给药后

１ ｈ内腹主动脉采血， 严格无菌操作， 分离血清， 过滤除菌

后， 于－２０ ℃保存备用。 空白血清组 １０ 只大鼠， 除给予生

理盐水代替健脾益气方之外， 同健脾益气方含药血清组的

方法进行制备。
２􀆰 ４　 细胞分组与给药　 将人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 分为空白组，
模型组， 健脾益气方低、 中、 高剂量组， ＳＴＡＴ３ 抑制组及

ｇｐ１３０ 抑制组。 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞， 用胰酶消化，
接种于 ６ 孔板或 ９６ 孔板， 每组设 ３ 个复孔， 完全培养基常

规培养至细胞密度为 ９０％ 后， 空白组加入 １５％ 大鼠空白血

清培养基［１３⁃１４］ ； 模型组加入 １５％ 大鼠空白血清且含 ５０
ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃６［１５］的培养基； 健脾益气方低、 中、 高剂量组分

别加入 １５％ 健脾益气方低、 中、 高剂量含药血清且含 ５０
ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃６ 的培养基； ＳＴＡＴ３ 抑制组及 ｇｐ１３０ 抑制组分别

加入 １５％ 大鼠空白血清且含 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃６ 及 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｃ１８８⁃９［１６］或 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＣ１４４［１７］ 的培养基， 各组细胞培养

２４ ｈ 后进行后续检测。
２􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率　 各组细胞给药培养后， 每

孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂继续孵育 ４ ｈ， 用酶标仪在 ４５０ ｎｍ
波长处检测样品的光密度 （ＯＤ） 值， 计算各组细胞存

活率。
２􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养小室法检测细胞侵袭能力　 每组设 ３ 个

复室。 制备含有基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室， 在小室上层加入

１００ μＬ ２􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ 单细胞悬液， 下层加入 ７００ μＬ 培养基，
于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ； 取出小室， 经固定、 染色、 风

干后， 于显微镜下照相并计数。
２􀆰 ７　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡率　 严格按照细

胞凋亡检测试剂盒进行操作， 离心收集各组细胞， ＰＢＳ 洗

涤后悬浮于结合缓冲液， 加入异硫氰酸胍 （ＦＩＴＣ） 标记的

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 及 ＰＩ 混匀， 反应后经流式细胞仪检测。
２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水平　 收集各组细胞

培养液， 严格按照试剂盒说明书进行操作。 用酶标仪测定

４５０ ｎｍ 波长处的 ＯＤ 值， 根据标准曲线计算各组细胞培养

液中 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达 　 各组细胞培养结束后，
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弃去培养液， ＰＢＳ 清洗并刮下细胞， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液

（含有 １％ 蛋白磷酸酶抑制剂）， 振荡混匀， 冰上充分裂解，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清备用。 ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度。 将蛋白变性后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离， 转

膜， 封闭液封闭； 分别加入稀释的 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００）、
ｇｐ１３０ （ １ ∶ １ ０００）、 ＪＡＫ１ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＪＡＫ１ （ １ ∶
１ ０００）、 ＪＡＫ２ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＪＡＫ２ （１ ∶ １ ０００）、 ＳＴＡＴ３
（１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ （１ ∶ ２ ０００）、 ＰＤ⁃１ （１ ∶ ２ ０００） 和

ＰＤ⁃Ｌ１ （１ ∶ ２ ０００） 一抗， ４ ℃孵育过夜； 经 ＴＢＳＴ 洗膜后

加入稀释的二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温孵育 １ ｈ； 经 ＴＢＳＴ 洗膜

后加入 ＥＣＬ 显影液， 经凝胶成像系统成像； 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
图像处理软件采集目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值， 以目

的蛋白与 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值表示目的蛋白相对表达量，
磷酸化的蛋白与该蛋白总量灰度值的比值表示磷酸化蛋白

的相对表达量。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 正态

分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方

差分析， 两两比较采用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 健脾益气方 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析　 健脾益气方正离子

模式和负离子模式下的总离子色谱图 （ＴＩＣ） 见图 １。 按照

“２􀆰 １” 项下的筛选标准， 经手动确证和重复结果剔除后共

获得 １１３ 个化合物。 部分化合物信息见表 １。

图 １　 正离子模式 （Ａ） 及负离子模式 （Ｂ） 下健脾益气方 ＴＩＣ 图

表 １　 健脾益气方部分鉴定化合物信息

ＰｕｂＣｈｅｍ ＳＩＤ 化合物中文名称 化合物英文名称 质量偏差 分子量 保留时间 ／ ｍｉｎ 匹配得分

４５８８０４９８８ 甘草苷元⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃芹糖⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 ｌｉｇｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ａｐｉｏｓｙｌ⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ０􀆰 ７１ ５５０􀆰 １６９ ０３ ２１􀆰 ３２３ ９０􀆰 ４
４４２８１３ 芒柄花苷 ｏｎｏｎｉｎ ０􀆰 ８７ ４３０􀆰 １２６ ７６ ２３􀆰 ７７３ ８８􀆰 ９

１０２２８０９５ ６″⁃Ｏ⁃乙酰黄豆黄苷 ６″⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｉｔｉｎ １􀆰 ２９ ４８８􀆰 １３２ ４９ ２３􀆰 ５８８ ８３􀆰 ４
７２２７６ 表儿茶素 ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ ０􀆰 ６５ ２９０􀆰 ０７９ ２３ １９􀆰 ７７６ ９３􀆰 ９

５２８０９６１ 染料木素 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ １􀆰 １９ ２４８􀆰 ０７０ ８５ ２７􀆰 ２９０ ８５􀆰 ０
９０６４ （＋）⁃儿茶素 （＋）⁃ｃａｔｅｃｈｉｎ ｈｙｄｒａｔｅ ０􀆰 ６６ ２９０􀆰 ０７９ ２３ １８􀆰 ７６５ ９４􀆰 ６
３３８ 水杨酸 ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ０􀆰 ５３ １３８􀆰 ０３１ ７７ ２３􀆰 ３０４ ８４􀆰 １

９７９８６６６ 隐绿原酸 ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ０􀆰 ７５ ３５４􀆰 ０９５ ３５ １８􀆰 ８６７ ９１􀆰 ４
５４９２４０６ 沙苑子苷 ｃｏｍｐｌａｎａｔｕｓｉｄｅ １􀆰 ６９ ６２４􀆰 １７０ ０９ １８􀆰 ０２７ ７１􀆰 ２
１８７８０８ 黄豆黄苷 ｇｌｙｃｉｔｉｎ １􀆰 ０２ ４４６􀆰 １２１ ７５ ２５􀆰 ９２０ ７６􀆰 ８

１１０１６０１９ 香叶木素⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 ｄｉｏｓｍｅｔｉｎ⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ ０􀆰 ５１ ４６２􀆰 １１６ ４５ ２０􀆰 １７１ ７２􀆰 ０
５２８１８１０ 射干苷 ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ ０􀆰 ９２ ４６２􀆰 １１６ ６４ ２２􀆰 ６９７ ７４􀆰 ９
６３０３ 虫草素 ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ －４􀆰 ７４ ２５１􀆰 １００ ６５ ９􀆰 ２２９ ７６􀆰 ８

４４２６６４ 维采宁Ⅱ ｖｉｃｅｎｉｎ Ⅱ －１􀆰 ８７ ５９４􀆰 １５７ ３６ １９􀆰 ５７２ ８２􀆰 １
６５０８５ 巴豆苷 ｉｓｏｇｕａｎｏｓｉｎｅ ０􀆰 ８０ ２８３􀆰 ０９１ ８９ ９􀆰 ５７８ ８３􀆰 ２
７４２８ 没食子酸甲酯 ｍｅｔｈｙｌ ｇａｌｌａｔｅ ０􀆰 ５６ １８４􀆰 ０３７ ２８ １７􀆰 ４０９ ７４􀆰 ３
１２６ 对羟基安息香醛 ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ －６􀆰 ８２ １２２􀆰 ０３５ ９５ １９􀆰 ５６７ ７１􀆰 ３

６９６００ ４⁃甲氧基水杨醛 ２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ １􀆰 １４ １５２􀆰 ０４７ ５２ ２０􀆰 ８８４ ７３􀆰 ５

３􀆰 ２　 分子对接　 选择 “３􀆰 １” 项下鉴定的 １１３ 个健脾益气

方中药化合物以及 ７ 个靶标蛋白 （ ＩＬ⁃６、 ｇｐ１３０、 ＪＡＫ１、

ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１、 ＰＤ⁃Ｌ１） 分别进行分子对接。 与靶标

蛋白分子对接结合能最低的前 ３ 个化合物结合能热图见图

２。 结果显示， ７ 个靶标蛋白均存在多个与之对接良好的活

性成分， 且结合能小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 分别与 ７ 个靶标蛋

白结合能最低的分子对接模式见图 ３。 结果显示， （＋） ⁃儿

茶素 （９０６４） 与 ＩＬ⁃６ 蛋白的 ５ 个氨基酸残基形成 ６ 个氢键，

与 ＬＹＳ （４６）、 ＡＲＧ （１０４） ２ 个氨基酸残基形成 ｐｉ⁃ｃａｔｉｏｎ 作

用力， 分子对接结合能为－６􀆰 ８１８ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ａ）； 没食

子酸甲酯 （７４２８） 与 ｇｐ１３０ 蛋白的 ２ 个氨基酸残基形成 ３

个氢键， 分子对接结合能为－５􀆰 ４６５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ｂ）； 虫

草素 （６３０３） 与 ＪＡＫ１ 蛋白的 ４ 个氨基酸残基形成 ５ 个氢

键， 分子对接结合能为－８􀆰 ８５７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ｃ）； 黄豆黄
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苷 （１８７８０８） 与 ＪＡＫ２ 蛋白的 ７ 个氨基酸残基形成 ７ 个氢

键， 分子对接结合能为－８􀆰 ９７１ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ｄ）； 水杨酸

（３３８） 与 ＳＴＡＴ３ 蛋白中 ４ 个氨基酸残基形成 ５ 个氢键， 分

子对 接 结 合 能 为 － ５􀆰 ９４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （ 图 ３Ｅ）； 表 儿 茶 素

（７２２７６） 与 ＰＤ⁃１ 蛋白中 ３ 个氨基酸残基形成 ４ 个氢键， 与

ＰＨＥ （６３） 形成 ｐｉ⁃ｐｉ ｓｔａｃｋｉｎｇ 作用， 分子对接结合能为

－６􀆰 ３８４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ｆ）； 甘草苷元⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃芹糖⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃
Ｄ⁃葡萄糖苷 （４５８８０４９８８） 与 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白中 ５ 个氨基酸残基

形成 ６ 个氢键， 分子对接结合能为－１１􀆰 ５４ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ （图 ３Ｇ）。
３􀆰 ３　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 侵袭与凋亡

的影响　 与空白组比较， 模型组细胞存活率升高， 但差异

无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 细胞侵袭数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细

胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 除低剂量健脾

益气方含药血清对细胞侵袭数和细胞凋亡率无明显影响外

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 其它各药物干预组均可抑制模型细胞的增殖与

侵袭能力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 促进细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以 ｇｐ１３０
抑制组的干预效果最佳， 而在 ３ 个健脾剂量组中， 以中、
低剂量健脾益气方含药血清的干预效果最佳， 见表 ２、
图 ４～５。 图 ２　 分子对接结合能热图

注： 各分图左侧为 ３Ｄ 模式， 右侧为 ２Ｄ 模式。 在 ３Ｄ 模式图中， 棕色表示活性成分， 蓝色表示

与活性成分对接的氨基酸残基， 黄色表示氢键。

图 ３　 关键成分与关键靶标蛋白分子对接模式

表 ２　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 侵袭和凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 细胞存活率 ／ ％ 细胞侵袭数 ／ 个 细胞凋亡率 ／ ％
空白组 １００􀆰 ０００±８􀆰 ２０９ １０２􀆰 ０００±７􀆰 ８１０ １２􀆰 ３１７±０􀆰 ３５２
模型组 １０３􀆰 ４２３±３􀆰 ３７５ １８０􀆰 ６６７±２２􀆰 １８９∗∗ ９􀆰 ６２３±０􀆰 ３０５∗∗

健脾益气方低剂量组 ８４􀆰 ３２７±８􀆰 １７７＃＃ １７２􀆰 ３３３±１１􀆰 ２４０ １１􀆰 ３０８±１􀆰 ５１４
健脾益气方中剂量组 ８２􀆰 ３５１±３􀆰 ２１２＃＃ １１６􀆰 ３３３±１１􀆰 ９３０＃＃ １６􀆰 ２３５±０􀆰 ６０２＃＃

健脾益气方高剂量组 ８５􀆰 ６５０±２􀆰 ０５９＃＃ １３４􀆰 ０００±１１􀆰 ５３３＃＃ １４􀆰 ４３３±１􀆰 ２３６＃＃

ＳＴＡＴ３ 抑制组 ７９􀆰 ４４７±６􀆰 ５３７＃＃ １１０􀆰 ３３３±０􀆰 ５７７＃＃ ２５􀆰 ７６０±２􀆰 ０００＃＃

ｇｐ１３０ 抑制组 ２９􀆰 ０８６±２􀆰 ５７２＃＃ １０９􀆰 ３３３±３􀆰 ７８６＃＃ ２９􀆰 ４９２±１􀆰 ２１７＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为健脾益气方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为 ＳＴＡＴ３ 抑制组， Ｇ 为 ｇｐ１３０ 抑制组。

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 技术检测各组 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭能力

图 ５　 流式细胞技术检测各组 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡情况

３􀆰 ４　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水

平的影响　 与空白组比较， 模型组细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各药物干预组细胞培养

液中 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以 ｇｐ１３０ 抑制组的降低

幅度最大， 且健脾益气方含药血清作用呈剂量依赖性， 见

表 ３。
表 ３　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 水

平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

空白组 ２７ ５４５􀆰 １１７±１ ７２８􀆰 ５３５
模型组 ３１ ４７５􀆰 ５５９±４６７􀆰 ４７３∗∗

健脾益气方低剂量组 ２８ ００２􀆰 ５７４±１ ８７１􀆰 ９８３＃＃

健脾益气方中剂量组 ２７ ９７３􀆰 ７２７±１ ５２８􀆰 ５０１＃＃

健脾益气方高剂量组 ２５ ０５３􀆰 ４２６±１ ９５９􀆰 ９８９＃＃

ＳＴＡＴ３ 抑制组 ２５ ７２８􀆰 １８０±４３３􀆰 ４５７＃＃

ｇｐ１３０ 抑制组 ２２ ６１４􀆰 ２６６±１ ４５８􀆰 ７０７＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、
ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达的影响 　 与空

白组比较， 模型组细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、

ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 各药物干预组细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以 ＳＴＡＴ３ 抑制

组的效果最佳， 且在 ３ 个健脾益气方干预组中， 以健脾益

气方高剂量组作用最佳， 见表 ４ 和图 ６。
４　 讨论

肝癌是全球常见难治的恶性肿瘤之一， 发病率和死亡

率一直居高不下［１８⁃１９］ 。 现代医学认为肿瘤的发生发展与其

微环境 （ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ＴＭＥ） 密切相关； ＴＭＥ 是

肿瘤细胞赖以生存的内环境， 二者相互依赖， 相互影响。
慢性炎症和免疫抑制是 ＴＭＥ 的核心特征［２０⁃２１］ ， 在促进肿瘤

发生、 发展及抗癌治疗反应中发挥关键作用， 因此改善

ＴＭＥ 中免疫和炎症微环境是临床治疗肝癌的重要策略。 前

期研究证实健脾益气方对肝癌有良好的治疗作用， 并能调

控 ＴＭＥ 中众多炎症因子及免疫抑制相关分子［２⁃５］ 。
靶向炎症信号通路 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 的抑制剂以及以 ＰＤ⁃１

和 ＰＤ⁃Ｌ１ 为代表的免疫检查点通路阻断剂的开发和应用为

多种肿瘤包括肝癌的治疗提供了新的方向。 在肝癌中过量

表达的炎性细胞因子 ＩＬ⁃６， 通过与其受体 ＩＬ⁃６Ｒ 结合， 形成
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　 　 　 　 　表 ４　 健脾益气方含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
组别 ｇｐ１３０ ／ ＧＡＰＤＨ ｐ⁃ＪＡＫ１ ／ ＪＡＫ１ ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２ ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ＰＤ⁃１ ／ ＧＡＰＤＨ ＰＤ⁃Ｌ１ ／ ＧＡＰＤＨ

空白组 ０􀆰 ７７２±０􀆰 ０４４ １􀆰 １４９±０􀆰 ０７２ ０􀆰 ４１８±０􀆰 ００８ ０􀆰 ９６８±０􀆰 ００５ ０􀆰 ４５０±０􀆰 ０３６ ０􀆰 ５１７±０􀆰 ０１５
模型组 １􀆰 ３３８±０􀆰 ０１３∗∗ １􀆰 ５８１±０􀆰 １１８∗∗ ０􀆰 ６２３±０􀆰 ０１６∗∗ １􀆰 １４２±０􀆰 ０５５∗∗ ０􀆰 ９１７±０􀆰 ０２５∗∗ ０􀆰 ６１７±０􀆰 ０４２∗∗

健脾益气方低剂量组 １􀆰 ０９０±０􀆰 ０４１＃＃ ０􀆰 ８８４±０􀆰 ０１１＃＃ ０􀆰 ３８４±０􀆰 ０１５＃＃ ０􀆰 ６５７±０􀆰 ０３３＃＃ ０􀆰 ８４３±０􀆰 ０１５＃＃ ０􀆰 ４５３±０􀆰 ００６＃＃

健脾益气方中剂量组 １􀆰 ０５９±０􀆰 ００９＃＃ １􀆰 １２５±０􀆰 １２３＃＃ ０􀆰 ４０９±０􀆰 ０３３＃＃ ０􀆰 ８８０±０􀆰 ０６１＃＃ ０􀆰 ６０３±０􀆰 ０３１＃＃ ０􀆰 ５３７±０􀆰 ０２５＃＃

健脾益气方高剂量组 １􀆰 ０５８±０􀆰 ０３７＃＃ ０􀆰 ７４４±０􀆰 ０３３＃＃ ０􀆰 ３８５±０􀆰 ０１９＃＃ ０􀆰 ６１８±０􀆰 ０２９＃＃ ０􀆰 ５０７±０􀆰 ０１２＃＃ ０􀆰 ４５７±０􀆰 ０２１＃＃

ＳＴＡＴ３ 抑制组 ０􀆰 ９１７±０􀆰 ０７４＃＃ ０􀆰 ９８５±０􀆰 ０３５＃＃ ０􀆰 ３２９±０􀆰 ００９＃＃ ０􀆰 ５６８±０􀆰 ０３０＃＃ ０􀆰 ３３３±０􀆰 ０２９＃＃ ０􀆰 ３４０±０􀆰 ０１０＃＃

ｇｐ１３０ 抑制组 ０􀆰 ９９７±０􀆰 ０１２＃＃ ０􀆰 ８０６±０􀆰 ０１０＃＃ ０􀆰 ４８３±０􀆰 ００４＃＃ ０􀆰 ６４２±０􀆰 ０２５＃＃ ０􀆰 ４６３±０􀆰 ０２３＃＃ ０􀆰 ５０７±０􀆰 ０２１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为健脾益气方低、
中、 高剂量组， Ｆ 为 ＳＴＡＴ３ 抑制组， Ｇ 为 ｇｐ１３０ 抑制组。

图 ６ 　 各组 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白电泳图

复合物， 再结合膜蛋白 ｇｐ１３０， 激活 ＪＡＫ 激酶活性， 使

ＳＴＡＴ３ 磷酸化， 活化的 ＳＴＡＴ３ 启动下游信号， 调控肝癌细

胞增殖、 侵袭、 凋亡等过程［２２］ 。 有研究报道 ＳＴＡＴ３ 还与肿

瘤细胞免疫抑制及耐药相关。 例如在肺癌、 膀胱癌等肿瘤

细胞中 ＳＴＡＴ３ ／ ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 可上调 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达［９，２３］ ， ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 信号也可以激活肝内胆管癌细胞中 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表

达［２４］ ， 被激活的 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号还可以调节耐药肺癌细胞

中 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达［２５］ 。 本研究则进一步证实了 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３
途径可诱导肝癌细胞 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达。 肿瘤细胞固有 ＰＤ⁃１ 是

一种肿瘤抑制因子， 是免疫治疗的潜在生物标记物。 有研

究报道， ＰＤ⁃１ 在多种癌细胞的亚群中表达， 并作为共抑制

受体， 起到免疫检查点的作用［２６］ 。 最近的研究表明， 在肿

瘤细胞中， ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 也是通过相互作用发挥功能的。
例如肿瘤细胞内源性的 ＰＤ⁃１ 通过结合配体 ＰＤ⁃Ｌ１， 可抑制

非小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ） ［２７］和结肠癌［２８］ 细胞中 ＡＫＴ 和

ＥＲＫ１ ／ ２ 经典信号传导途径， 从而抑制肿瘤细胞的生长。 而

本研究则证实肝癌细胞固有 ＰＤ⁃１ 的表达同样受到 ＩＬ⁃６ ／
ＳＴＡＴ３ 信号的调控。 但 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 在肝癌细胞的共表达

有何意义， 有待进一步研究。
健脾是中医临床防治肝癌的重要治法。 本研究采用

ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ、 分子对接和人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 体外细胞实

验探讨健脾益气方对肝癌细胞 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 及其调控 ＰＤ⁃Ｌ１
和 ＰＤ⁃１ 的影响。 结果显示， 健脾益气方中含有隐绿原酸、
虫草素、 芒柄花苷、 没食子酸甲酯等 １１３ 种活性成分， 其

中多个活性成分与该信号通路中靶标蛋白 （ ＩＬ⁃６、 ｇｐ１３０、
ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１） 均分别存在分子结

合位点， 通过氢键、 ｐｉ⁃ｐｉ 等多种相互作用形成较低结合能，
均小于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 提示健脾益气方对该通路多成分、
多靶点的干预作用。 进一步细胞实验结果显示， 通过 ＩＬ⁃６
诱导 ＳＴＡＴ３ 炎症模型之后， ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭能力增强， 凋

亡率降低； ＩＬ⁃６ 水平及 ｇｐ１３０、 ｐ⁃ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达均升高。 各药物干预之后 （ＳＴＡＴ３
和 ｇｐ１３０ 的抑制剂， 健脾低、 中、 高剂量含药血清）， 除低

剂量的健脾益气方含药血清对细胞侵袭数的抑制和对细胞

凋亡率的影响差异无明显变化外， 其它各药物干预组均可

抑制模型细胞的增殖与侵袭能力、 促进细胞凋亡， 降低模

型细胞培养液中 ＩＬ⁃６ 的水平以及各组细胞中 ｇｐ１３０、 ｐ⁃
ＪＡＫ１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 的蛋白表达。 表

明健脾益气方可通过 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 来防止 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 在

肝癌细胞中的过度表达， 抑制细胞增殖侵袭、 促进细胞

凋亡。
综上所述， 在肝癌细胞中， ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达均受

到 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的调控； 健脾益气方可能通过

（＋） ⁃儿茶素、 没食子酸甲酯、 虫草素、 黄豆黄苷、 水杨

酸、 表儿茶素和甘草苷元⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃芹糖⁃４′⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷

等成分直接或间接调控肝癌细胞 ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ 炎症信号通路

及其介导的 ＰＤ⁃Ｌ１ 和固有 ＰＤ⁃１ 的表达， 从而干预肿瘤炎症

和免疫微环境来有效防治肝癌。
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