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[摘要] 目的　基于网络药理学及体外实验探讨香蒲新苷(TYP)对肺腺癌的作用及其潜在的分子机制。方法　通过预

测靶点网站 SwissTargetPrediction、癌症基因组图谱(TCGA)数据库、GeneCards 数据库和基因表达综合数据库(GEO)获得

TYP－肺腺癌相关靶点基因，对得到的TYP－肺腺癌相关基因进行基因本体论(GO)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)
分析，应用String数据库进行蛋白互作网络分析，应用Vina软件进行分子对接，通过这些网络药理学分析方法探索TYP对

肺腺癌的理论作用通路。取PC9细胞，设置对照组(正常培养)、低TYP组(50 μmol/L TYP处理48 h)、高TYP组(100 μmol/L 
TYP处理 48 h)与铁抑制剂-1(Fer-1)+TYP组(1 μmol/L Fer-1+100 μmol/L TYP处理 48 h)；采用CCK-8法检测细胞活力，EdU
实验检测细胞增殖能力，划痕实验、Transwell迁移及侵袭实验检测细胞迁移和侵袭能力，采用还原型谷胱甘肽(GSH)检
测试剂盒、活性氧(ROS)检测试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒、亚铁离子荧光探针、透射电镜检测铁死亡的发生，

Western blotting 和反转录-定量PCR(RT-qPCR)检测铁死亡关键分子溶质载体家族 7成员 11(SLC7A11)和谷胱甘肽过氧化物

酶 4(GPX4)蛋白和 mRNA 的表达情况。应用 SLC7A11 过表达质粒转染 PC9 细胞，设置 Vector 组(空载质粒转染)、Vector+
TYP 组(空载质粒转染+100 μmol/L TYP 处理 48 h)、OE-SLC7A11 组(SLC7A11 过表达质粒转染)与 OE-SLC7A11+TYP 组

(SLC7A11过表达质粒转染+100 μmol/L TYP处理 48 h)，通过CCK-8法、亚铁离子荧光探针、铁死亡关键分子 SLC7A11和

GPX4蛋白表达情况验证SLC7A11在TYP作用于PC9细胞时的分子机制。结果　通过靶点预测网站SwissTargetPrediction及

基因数据库(TCGA、GeneCards和GEO)共预测了 73个TYP－肺腺癌相关靶点基因。GO分析结果显示，靶基因主要参与

激酶活性的正向调节等生物过程，主要富集于转移酶复合物(转移含磷基团)等细胞组分，揭示了跨膜受体蛋白酪氨酸激

酶活性等分子功能；KEGG富集分析共获得 124个相关途径，主要包括表皮生长因子受体(EGFR)酪氨酸激酶抑制剂的抗

药性等途径。蛋白互作网络分析获得丝氨酸/苏氨酸激酶1(Akt1)等7个核心靶点；分子对接结果显示，TYP与核心靶点基

因及铁死亡相关蛋白 SLC7A11和GPX4的结合能均≤-5.0 kcal/mol，表明它们具有显著的结合活性。CCK-8法检测结果显

示，TYP 可明显抑制 PC9 细胞活力(P<0.05)；EdU 实验结果显示，与对照组相比，TYP 组增殖期细胞比例明显降低

(P<0.05)；划痕实验、Transwell迁移和侵袭实验结果显示，与对照组相比，TYP组细胞迁移和侵袭能力明显降低(P<0.05)；
与对照组相比，TYP 组细胞 GSH 含量、线粒体膜电位明显降低(P<0.05)，ROS、Fe2+含量明显增加(P<0.01)，SLC7A11、
GPX4蛋白和mRNA表达水平明显降低(P<0.05)；透射电镜观察显示，与对照组相比，TYP组细胞发生了线粒体嵴减少及

膜密度增加等铁死亡特异性变化。与Vector+TYP组相比，OE-SLC7A11+TYP组细胞活力明显升高(P<0.05)，Fe2+含量明显

降低(P<0.05)，SLC7A11、GPX4蛋白表达水平明显增高(P<0.05)。结论　TYP可能通过调节 SLC7A11-GPX4轴诱导肺腺癌

细胞发生铁死亡，并抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭等恶性行为。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects and underlying molecular mechanisms of typhaneoside (TYP) on lung 

adenocarcinoma based on network pharmacology and in vitro experiments. Methods　TYP-lung adenocarcinoma-related genes were 

obtained from the prediction target website SwissTargetPrediction, The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, GeneCards 

database, and Gene Expression Omnibus (GEO) database. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) analyses were performed on the obtained TYP-lung adenocarcinoma-related genes. Protein-protein network interactions 

analysis was carried out using the String database, and molecular docking was conducted with the Vina software. These network 

pharmacological analysis methods were employed to explore the theoretical action pathways of TYP on lung adenocarcinoma. PC9 

cells were divided into control group (normal culture), low-TYP group (treated with 50 μmol/L TYP for 48 h), high-TYP group 

(treated with 100 μmol/L TYP for 48 h), and ferrostatin-1 (Fer-1)+TYP group (treated with 1 μmol/L Fer-1+100 μmol/L TYP for 

48 h). The cell viability was detected by the CCK-8 assay, the cell proliferation ability was detected by the EdU assay, and the cell 

migration and invasion ability was detected by scratch assay, Transwell migration assay and Transwell invasion assay. The occurrence 

of ferroptosis was detected by reduced glutathione (GSH) assay kit, reactive oxygen species (ROS) assay kit, mitochondrial 

membrane potential assay kit, ferrous ion fluorescent probe, and transmission electron microscopy. Protein and mRNA expression 

levels of ferroptosis-related key molecules, solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) and glutathione peroxidase 4 (GPX4), were 

measured by Western blotting and reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR). PC9 cells were transfected with SLC7A11 

overexpression plasmid and divided into vector group (transfected with empty plasmid), vector+TYP group (transfected with empty 

plasmid and treated with 100 μmol/L TYP for 48 h), OE-SLC7A11 group (transfected with SLC7A11 overexpression plasmid) and 

OE-SLC7A11+TYP group (transfected with SLC7A11 overexpression plasmid and treated with 100 μmol/L TYP for 48 h). The 

molecular mechanism of SLC7A11 in the effect of TYP on PC9 was verified by CCK-8 assay, ferrous ion fluorescence probe, and 

protein expression levels of SLC7A11 and GPX4. Results　 A total of 73 TYP-lung adenocarcinoma-related target genes were 

predicted. GO analysis showed that the target genes were mainly involved in biological processes such as positive regulation of kinase 

activity, and were enriched in cellular components like transferase complex (transferring phosphorus-containing groups), revealing 

molecular functions such as transmembrane receptor protein tyrosine kinase activity. KEGG analysis identified 124 related pathways, 

mainly including epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitor resistance pathway. Protein-protein interaction 

network analysis obtained 7 core targets such as serine/threonine kinase 1 (Akt1). Molecular docking results showed that the binding 

energies of TYP with core target genes and the ferroptosis-related proteins (SLC7A11 and GPX4) were all ≤-5.0 kcal/mol, indicating 

significant binding activity. CCK-8 assay showed that TYP significantly inhibited PC9 cell viability (P<0.05). EdU assay demonstrated 

that the proportion of proliferating cells in TYP group was significantly lower than that in control group (P<0.05). Scratch assay, 

Transwell migration assay, and invasion assay revealed that, compared with control group, the migration and invasion abilities of PC9 

cells in TYP group significantly decreased (P<0.05), and GSH content and mitochondrial membrane potential in TYP group also 

significantly decreased (P<0.05), while ROS and Fe2+ contents increased significantly (P<0.01), and protein and mRNA expression 

levels of SLC7A11 and GPX4 decreased significantly (P<0.05). Transmission electron microscopy results showed that cells in TYP 

group exhibited specific ferroptosis-related changes such as reduced mitochondrial cristae and increased membrane density , 

compared with control group. Compared with vector+TYP group, OE-SLC7A11+TYP group had higher cell viability (P<0.05), lower 

Fe2+ content (P<0.05), and higher protein expression levels of SLC7A11 and GPX4 (P<0.05). Conclusion　 TYP may induce 

ferroptosis in lung adenocarcinoma cells and inhibit their malignant behaviors such as proliferation, migration and invasion by 

regulating the SLC7A11-GPX4 axis.

[Key words] ferroptosis; typhaneoside; lung adenocarcinoma; network pharmacology; molecular docking

肺癌是全球癌症死亡的主要原因之一，占癌症

死亡总数的 18.0%；其发病率和病死率居高不下[1]，

5年生存率仅10%~20%[2]。肺腺癌是非小细胞肺癌常

见的组织学亚型[3]，由于患者的异质性、靶向药物

耐药、免疫相关毒性等导致其临床治疗效果有限，

患者预后不理想，因此亟须寻找新的治疗靶点和治

疗方式来改善肺腺癌患者的预后及生存质量。铁死

亡是2012年由Dixon等[4]提出的有别于细胞凋亡和坏
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死的一种铁依赖性的伴有脂质活性氧(reactive oxygen 
species，ROS)产生的细胞死亡形式。多项研究表明，

铁死亡可参与肿瘤[5]、心脑血管疾病[6-7]、炎症性疾

病[8]等多种疾病的进展。有研究发现，铁死亡与肺

癌的发生关系密切[9]，可作为肺癌治疗的新靶点[10]。

溶质载体家族 7 成员 11(solute carrier family 7 member 
11，SLC7A11)是铁死亡通路的关键因子，研究表明，

通过调控其表达来调节铁死亡的发生是治疗癌症的

新思路[11]。近年来从中药中提取活性成分来治疗癌

症已成为研究的热点，并取得了一定的效果。目前

已发现多种天然药物可诱导肺癌细胞铁死亡，且具

有多通路、多靶点的特点，因此天然药物干预铁死

亡 的 机 制 有 待 进 一 步 探 索[12-13]。 香 蒲 新 苷

(typhaneoside，TYP)是传统中药蒲黄的一种活性成

分，具有较强的药理作用，可通过抑制细胞增殖和

诱导与自噬相关的铁死亡来预防急性髓系白血病

(acute myeloid leukaemia，AML)[14]，但其对肺癌的作

用研究鲜见。本研究基于网络药理学及体外实验探

讨TYP 对肺腺癌的作用及其潜在的分子机制，以期

为TYP在肺腺癌临床治疗中的应用提供依据。

1　材料与方法

1.1　生物信息学分析　

1.1.1　 TYP 靶点预测　从 PubChem 数据库 (https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)中获取TYP的Canonical SMILES
信 息， 通 过 SwissTargetPrediction 数 据 库 (http://
swisstargetprediction.ch/)进行靶点预测[15]。

1.1.2　肺腺癌相关靶点基因筛选　从癌症基因组图

谱(The Cancer Genome Atlas，TCGA)数据库(https://
portal.gdc.cancer.gov/)中筛选肺腺癌组织与正常组织

差异表达的基因，筛选标准为 ∣ log2 差异倍数(fold 
change， FC) ∣ >1 和错误发现率 (false discovery rate，
FDR) <0.05； 在 GeneCards 数 据 库 (https://www.
genecards. org/)中检索“lung adenocarcinoma”，筛选

GeneCards相关性得分>5分的基因；在基因表达综合

数 据 库 (Gene Expression Omnibus data base， GEO，

https://dcc. icgc. org) 的 GSE116959 数据集中，利用

GEO2R 分析工具以∣log2FC∣>1 和 FDR<0.05 的标准筛

选肺腺癌组织与正常组织差异表达的基因。将 3 个

数据库中得到的差异表达基因取并集得到肺腺癌相

关靶点基因。

1.1.3　TYP－肺腺癌相关靶点基因分析　将 TYP 预

测靶点与肺腺癌相关靶点基因取交集，获得 TYP－
肺腺癌相关基因，对得到的交集基因进行基因本体

论(Gene Ontology，GO)和京都基因与基因组百科全

书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)
分析，并通过 String 数据库(https://cn.string-db.org/)

进行蛋白网络互作分析。

1.1.4　分子对接　从PubChem数据库中下载TYP的2D
结构，导入 ChemBioOffice Ultra 软件将 2D 结构转换为

3D结构。从布鲁克海文蛋白质数据库(the BrookHaven 
Protein Data Bank，PDB，https://www.rcsb.org)中下载

相应的 3D 蛋白结构，使用 PyMOL 软件删除蛋白结

构中的水分子和小分子配体；用AutoDockTools软件

进行加氢处理，选择Grid BOX确定活性口袋的位置

并尽量扩大搜索范围；应用Vina软件进行分子对接，

选择自由能最低的对接构象作为最终对接构象，并

用PyMOL软件可视化对接结果。

1.2　体外细胞实验　

1.2.1　试剂及抗体　TYP(HPLC≥98%，B21367；上

海源叶生物科技有限公司)；铁抑制剂-1(ferrostatin-1，
Fer-1；上海阿拉丁生化科技有限公司)。体外实验中

TYP 和 Fer-1 均溶于 DMSO 中，于-20 ℃储存备用。

带有苯甲基磺酰氟(PMSF)的RIPA裂解液、转染试剂

Lipo6000、离心柱式RNA抽提试剂盒(上海碧云天生

物技术有限公司)；BCA蛋白测定试剂盒、含 JC-1的

线粒体膜电位检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公

司)；甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH)、基质金属蛋白酶 2(matrix 
metallopeptidase 2，MMP2)、MMP9、神经钙黏蛋白

(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)一抗，以及ROS检

测试剂盒、还原型谷胱甘肽 (reduced glutathione，
GSH)含量检测试剂盒(沈阳万类生物科技有限公

司)；SLC7A11、谷胱甘肽过氧化物酶 4(glutathione 
peroxidase 4，GPX4)一抗(美国Affinity公司)；HRP羊

抗兔 IgG (H+L)二抗(美国 APExBIO 公司)；ECL 化学

发光超敏显色试剂盒(福建荷瑞生物科技有限公司)；
CCK-8 试剂盒 ( 南京恩晶生物科技有限公司)；
FeRhoNox-1亚铁离子荧光探针(上海懋康生物科技有

限公司)；SLC7A11 过表达质粒(苏州吉玛基因股份

有限公司)；EdU-488细胞增殖检测试剂盒(武汉赛维

尔生物科技有限公司)；RNA 反转录试剂盒、SYBR 
Premix Ex Taq(苏州近岸蛋白质科技股份有限公司)；
胎牛血清(浙江天杭生物科技股份有限公司)；1%青

霉素-链霉素(武汉普诺赛生命科技有限公司)。
1.2.2　细胞培养　人肺腺癌 PC9 细胞系由中科院上

海细胞库提供，在含有10%胎牛血清和1%青霉素-链
霉素的 DMEM 培养基中于 37 ℃、5% CO2条件下培

养。取对数生长期细胞进行实验。

1.2.3　 CCK-8 法检测细胞活力　将 PC9 细胞以

3000 个/孔的密度接种于 96 孔板中，4 h 贴壁后，在

37 ℃下饥饿 24 h。然后分别用不同浓度(0、12.5、
25、50、100、200 μmol/L)的TYP与PC9细胞共培养

48 h 和 72 h，达到培养时间后每孔加入 10 μl CCK-8
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试剂，黑暗中孵育 1.5 h。采用酶标仪检测 450 nm处

的吸光度值，计算细胞活力。

1.2.4　EdU 实验检测细胞增殖情况　取 PC9 细胞，

设置对照组(正常培养)与 TYP 组(100 μmol/L TYP 处

理 48 h)，使用 EdU-488 细胞增殖检测试剂盒测定两

组处于增殖期的细胞比例，具体操作按照说明书进

行，荧光显微镜拍照记录。

1.2.5　Transwell 迁移和侵袭实验检测细胞的迁移和

侵袭能力　取 PC9 细胞，设置对照组(正常培养)、
低 TYP 组 (50 μmol/L TYP 处 理 48 h) 与 高 TYP 组

(100 μmol/L TYP 处理 48 h)。(1)迁移能力：在每个

小室上层中铺 5000 个 PC9 细胞及 200 μl 不含血清的

培养基，小室下层加入600 μl完全培养基。48 h后将

小室取出，擦去上层小室细胞，4%多聚甲醛溶液固

定 30 min，结晶紫染色 30 min，显微镜拍照并计数。

(2)侵袭能力：将基质胶 4 °C 过夜解冻，按照 1:8 的

比例加入DMEM培养基稀释，每个小室中加入60 μl
稀释液，37 ° C 成胶 3 h 后，向小室中加入 100 μl 
DMEM培养基 37 °C水化 30 min，每个小室上层中铺

5000 个 PC9 细胞及 200 μl 不含血清的培养基，小室

下层加入600 μl完全培养基。48 h后将小室取出，擦

去上层小室细胞，4%多聚甲醛溶液固定 30 min，结

晶紫染色30 min，显微镜拍照计数。

1.2.6　划痕实验检测细胞迁移率　将 PC9 细胞接种

在6孔板中，使用200 μl枪头进行划痕，洗净漂浮细

胞，设置对照组(正常培养)与 TYP 组(100 μmol/L 
TYP 处理)，在 0、24 和 48 h 对同一划痕位置进行显

微镜成像。使用 ImageJ 软件确定迁移面积变化并计

算细胞迁移率。

1.2.7　GSH、ROS、Fe2+含量及线粒体膜电位检测　

取 PC9 细胞，设置对照组(正常培养)、低 TYP 组

(50 μmol/L TYP 处理 48 h)、高 TYP 组 (100 μmol/L 
TYP 处 理 48 h) 与 Fer-1+TYP 组 (1 μmol/L Fer-1+
100 μmol/L TYP 处理 48 h)。采用 CCK-8 法检测细胞

活力；应用GSH检测试剂盒检测各组细胞内GSH含

量，设置空白孔、标准孔和待测孔，按说明书步骤

操作；ROS 检测试剂盒测定各组细胞内 ROS 含量，

按说明书步骤操作，荧光显微镜拍照记录；亚铁离

子探针检测细胞内 Fe2+含量，按照说明书步骤将探

针稀释成1 μmol/L，37 ℃孵育1 h，荧光显微镜拍照

记录；含 JC-1的线粒体膜电位检测试剂盒测定各组

细胞内线粒体膜电位，具体操作按照说明书进行，

荧光显微镜拍照记录。

1.2.8　透射电镜观察线粒体超微结构　取PC9细胞，

设置对照组(正常培养)与 TYP 组(100 μmol/L TYP 处

理 48 h)，电镜固定液固定，刮取法收集细胞。由武

汉赛维尔生物科技有限公司进行透射电子显微镜拍

照，观察线粒体超微结构。

1.2.9　 Western blotting 检 测 MMP2、 MMP9、 N-
cadherin、 Vimentin、 SLC7A11、 GPX4 蛋白表达水

平　取 PC9 细胞，分组及处理同 1.2.5 和 1.2.7。收集

各组细胞，在含有 PMSF 的 RIPA 裂解液中冰上裂解

30 min，离心后收集上清液，BCA蛋白检测试剂盒测

定总蛋白浓度并上样。采用10% SDS-PAGE凝胶电泳

分离等量的蛋白质，然后转移到 PVDF 膜上。在室

温下用快速封闭液封闭 15 min，将膜与相应一抗

MMP2(1:1000)、MMP9(1:1000)、N-cadherin(1:750)、
Vimentin(1:750)、SLC7A11(1:1000)、GPX4(1:1000)和
GAPDH(1:1000)4 °C 孵育过夜，然后将膜与相应的

HRP 羊抗兔 IgG 二抗(H+L)孵育 2 h。使用 ECL 化学

发光超敏显色试剂盒检测蛋白条带，以GAPDH为内

参，使用 ImageJ软件定量蛋白表达水平。

1.2.10　反转录 - 定量 PCR(RT-qPCR) 检测 MMP2、
MMP9、 N-cadherin、 Vimentin、 SLC7A11、 GPX4 
mRNA表达水平　取PC9细胞，设置对照组(正常培

养)与 TYP 组(100 μmol/L TYP 处理 48 h)，使用离心

柱式RNA抽提试剂盒提取总RNA，然后使用反转录

试剂盒合成 cDNA。使用 SYBR Premix Ex Taq 进行实

时荧光定量 PCR，以 GAPDH 为内参基因，采用

2−ΔΔCt法分析目的基因的表达水平。引物序列见表1。

1.2.11　 SLC7A11 过 表 达 转 染　 应 用 Lipo6000 将

SLC7A11 过表达质粒转染至 PC9 细胞，采用 Western 
blotting 检测转染效果。使用不同浓度的TYP处理转

表1　RT-qPCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for RT-qPCR

基因

GAPDH

MMP2

MMP9

N-cadherin

Vimentin

SLC7A11

GPX4

引物序列(5'-3')

上游：CACCCACTCCTCCACCTTTGAC

下游：GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG

上游：ATGACGATGAGCTATGGACCTT

下游：TATCAGTGCAGCTGTTGTACTCC

上游：ACTTTGACAGCGACAAGAAGTG

下游：AGTGAAGCGGTACATAGGGTACA

上游：TGAAGTTCCTGAGAACAGGGTAG

下游：CACTGATTCTGTACACTGCGTTC

上游：GTCACCTTCGTGAATACCAAGAC

下游：GAAAAGTTTGGAAGAGGCAGAG

上游：ACGGTGGTGTGTTTGCTGTCTC

下游：GCTGGTAGAGGAGTGTGCTTGC

上游：CCGCTGTGGAAGTGGATGAAGATC

下游：CTTGTCGATGAGGAACTGTGGAGAG

GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；MMP2. 基质金属蛋白酶 2；

MMP9. 基质金属蛋白酶 9；N-cadherin. 神经钙黏蛋白；Vimentin. 

波形蛋白；SLC7A11. 溶质载体家族 7成员 11；GPX4. 谷胱甘肽过

氧化物酶4
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染后的细胞，设置 Vector 组 ( 空载质粒转染)、
Vector+TYP 组(空载质粒转染+100 μmol/L TYP 处理

48 h)、OE-SLC7A11 组(SLC7A11 过表达质粒转染)与
OE-SLC7A11+TYP 组 (SLC7A11 过表达质粒转染 +
100 μmol/L TYP 处理 48 h)，验证 SLC7A11 在 TYP 作

用于PC9细胞时的相关分子机制。

1.3　统计学处理　采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计分析。所有实验数据均符合正态分布，以 x̄±s表
示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　生物信息学分析结果　根据 TYP 的 Canonical 
SMILES 在 SwissTargetPrediction 网站进行靶点预测，

共获得 103 个靶基因。从 TCGA 数据库、GeneCards
数据库和 GSE116959 数据集中获取肺腺癌相关靶点

基因，取并集后共获得 7652个肺腺癌相关靶点基因

(图 1A)。将它们取交集，获得 TYP—肺腺癌相关靶

点基因 73个(图 1B)。将交集基因导入 String数据库，

设置最低要求交互得分为 0.700，并选择“隐藏网络

中断开连接的节点”项，建立了一个含 73 个节点、

149 条边、平均节点度为 4.08 的蛋白互作网络，如

图1C所示。

将交集基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，其中

GO 分析共获得生物过程 1567 个、细胞组分 50 个和

分子功能 126 个。靶基因主要参与激酶活性的正向

调节、细胞对化学应激的反应、对氧化应激的反应、

蛋白质自身磷酸化、细胞对氧化应激的反应等生物

过程；主要富集于转移酶复合物(转移含磷基团)、
蛋白激酶复合物、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶复合体、

膜外成分和膜筏等细胞组分；揭示了跨膜受体蛋白

酪氨酸激酶活性、酪氨酸激酶活性、跨膜受体蛋白

激酶活性、丝氨酸/苏氨酸激酶活性和碳酸脱水酶活

性等分子功能。根据P值(P<0.05)筛选出各分支的前

10 个项目制作条形图进行可视化(图 1D)。KEGG 富

集分析共获得 124 个相关途径，根据 P<0.05 筛选列

出前 20条通路(图 1E)，主要包括表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor，EGFR)酪氨酸激酶抑

制剂的抗药性、卵巢类固醇生成、氮代谢、化学致

癌物－活性氧、癌症中的蛋白聚糖和磷脂酰肌醇 3-
激酶(phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K)-丝氨酸/苏氨

酸激酶(serine/threonine kinase，Akt)信号通路等。

根据蛋白互作网络分析结果，以 Degree 参数值

>10 为筛选条件获得 Akt1、MMP9、EGFR、磷脂酰

肌 醇 3- 激 酶 调 节 亚 基 1(phosphoinositide-3-kinase 
regulatory subunit 1， PIK3R1)、非受体酪氨酸激酶

(SRC proto-oncogene， non-receptor tyrosine kinase，
SRC)、前列腺素 E 合酶 2(prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2，PTGS2)、肿瘤坏死因子 (tumor necrosis 
factor，TNF)共 7个核心靶点进行分子对接，另外根

据文献及GO和KEGG结果分析发现TYP与铁死亡有

一定的关系，因此进行 TYP 与铁死亡相关蛋白

SLC7A11和GPX4的分子对接(图2)。通过分子对接来

评估分子与蛋白的结合能力，当结合能≤-5.0 kcal/mol
时，表明分子间具有显著的结合活性。TYP 与相关

蛋白的结合力如表2所示。

2.2　细胞实验　

2.2.1　TYP 对 PC9 细胞增殖、迁移及侵袭的影响　

TYP的化学结构如图 3A所示。CCK-8法检测结果显

示，处理 48 h 时，与 0 μmol/L TYP 相比，25、50、
100、200 μmol/L TYP 处理均可明显抑制PC9细胞的

活力(P<0.05 或 P<0.01B)；处理 72 h 时，与 0 μmol/L 
TYP 相比，50、100、200 μmol/L TYP 处理均可明显

抑制 PC9 细胞的活力(P<0.01)；与处理 48 h 相比，

200 μmol/L TYP 处理 72 h 的 PC9 细胞活力明显降低

(P<0.05)； TYP 处 理 48 h 和 72 h 的 IC50 分 别 为

188.70 μmol/L和69.35 μmol/L(图3B)。EdU实验结果

显示，与对照组相比，TYP 组增殖期细胞比例明显

降低(P<0.05，图3C)。
Transwell 迁移和侵袭实验结果显示，与对照组

相比，低TYP 组、高TYP 组迁移和侵袭细胞数均明

显减少(P<0.01)；与低TYP组相比，高TYP组侵袭细

胞数明显减少(P<0.01，图 4A)。划痕实验结果显示，

与对照组相比，TYP 处理 24 h 和 48 h 后细胞迁移率

表2　TYP与肺腺癌相关的核心靶点基因分子对接结果

Tab.2　Molecular docking results of TYP with core target genes 
related to lung adenocarcinoma

分子对接方式

TYP-Akt1

TYP-MMP9

TYP-EGFR

TYP-PIK3R1

TYP-SRC

TYP-PTGS2

TYP-TNF

TYP-SLC7A11

TYP-GPX4

结合能(kcal/mol)

-9.0

-8.2

-8.7

-9.8

-7.3

-9.4

-6.8

-9.6

-6.5

TYP. 香蒲新苷；Akt1. 丝氨酸/苏氨酸激酶1；MMP9. 基质金属

蛋白酶 9；EGFR. 表皮生长因子受体；PIK3R1. 磷脂酰肌醇 3-激酶

调节亚基1；SRC. 非受体酪氨酸激酶；PTGS2. 前列腺素E合酶2；

TNF. 肿瘤坏死因子；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；GPX4. 谷

胱甘肽过氧化物酶4
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均明显降低(P<0.01，图 4B)。Western blotting 检测结

果显示，与对照组相比，低 TYP 组 N-cadherin、

MMP2蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，高TYP组

N-cadherin、MMP9、MMP2、Vimentin蛋白表达水平

明显降低(P<0.05 或 P<0.01)；与低 TYP 组相比，高

TYP 组 N-cadherin 蛋白表达水平明显降低(P<0.05，

图 4C)。RT-qPCR 检测结果显示，与对照组比较，

TYP 组 N-cadherin、 MMP9、 MMP2、 Vimentin mRNA

表达水平均明显降低(P<0.01，图4D)。

2.2.2　TYP 对 PC9 细胞铁死亡的影响　CCK-8 法检

测结果显示，与对照组相比，高TYP 组细胞活力明

显降低(P<0.01)；与高 TYP 组相比，Fer-1+TYP 组细

胞活力明显升高(P<0.01，图5A)。

与对照组相比，低 TYP 组 Fe2+、ROS 含量明显

增加(P<0.01)，线粒体膜电位明显降低(P<0.01)，高

TYP 组 GSH 含量、线粒体膜电位明显降低(P<0.01)，

Fe2+、ROS含量明显增加(P<0.01)。与低TYP组相比，

高TYP组GSH含量明显降低(P<0.05)，Fe2+、ROS含

量明显增加(P<0.01)。与高TYP组相比，Fer-1+TYP组

GSH含量、线粒体膜电位明显增加(P<0.05、P<0.01)，

Fe2+、ROS含量明显降低(P<0.01)(图5B－E)。

透射电子显微镜观察显示，对照组 PC9 细胞线

粒体双层膜正常，嵴完整；与对照组相比，TYP 组

PC9 细胞发生了铁死亡的特异性变化，即线粒体嵴

减少及膜密度增加(图5F)。

2.2.3　TYP 诱导 PC9 细胞发生铁死亡的分子机制　

Western blotting 检测结果显示，与对照组相比，低

TYP 组 SLC7A11、 GPX4 蛋白表达水平明显降低

TCGA. 癌症基因组图谱；TYP. 香蒲新苷；GO. 基因本体论；KEGG. 京都基因与基因组百科全书；PI3K. 磷脂酰肌醇3-激酶；Akt. 丝氨

酸/苏氨酸激酶；FoxO. 叉头框蛋白；AGE-RAGE. 晚期糖基化终产物及其受体；A. 从TCGA数据库、GeneCards数据库和GSE116959数据

集中筛选肺腺癌相关靶点基因；B. TYP预测靶点与肺腺癌相关靶点基因的交集；C. 交集基因的蛋白互作网络；D. GO分析结果各分支的

前10个项目；E. KEGG富集分析结果的前20条通路

图1　TYP与肺腺癌相关靶点基因的生物信息学分析结果

Fig.1　Results of bioinformatics analysis on the target genes of typhaneoside with lung adenocarcinoma
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(P<0.01，P<0.05)，高TYP组SLC7A11、GPX4蛋白表

达水平明显降低(P<0.01)；与低TYP组相比，高TYP
组 GPX4 蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与高 TYP

组相比，Fer-1+TYP 组 SLC7A11、GPX4 蛋白表达水

平明显升高(P<0.01，图 6A)。RT-qPCR 检测结果显

示，与对照组比较，TYP 组 SLC7A11、GPX4 mRNA

TYP. 香蒲新苷；EdU. 5-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶核苷；A. TYP的化学结构；B. 不同浓度TYP处理PC9细胞 48或 72 h后，采用CCK-8法

检测细胞活力；与 0 μmol/L TYP比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与 48 h比较，(3)P<0.05；C. EdU实验检测细胞增殖情况；与对照组相比，

(4)P<0.05

图3　TYP对PC9细胞增殖的影响

Fig.3　Effects of TYP on proliferation of PC9 cells

TYP. 香蒲新苷；Akt1. 丝氨酸/苏氨酸激酶 1；MMP9. 基质金属蛋白酶 9；EGFR. 表皮生长因子受体；PIK3R1. 磷脂酰肌醇 3-激酶调节

亚基1；SRC. 非受体酪氨酸激酶；PTGS2. 前列腺素E合酶2；TNF. 肿瘤坏死因子；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；GPX4. 谷胱甘肽过

氧化物酶4

图2　TYP与肺腺癌相关核心靶点基因分子对接的可视化

Fig.2　Visualization of molecular docking of TYP with core target genes related to lung adenocarcinoma
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表达水平均明显降低(P<0.01，图6B)。
CCK-8 法检测结果显示，与 Vector 组相比，

Vector+TYP 组 PC9 细胞活力明显降低(P<0.01)；与

Vector+TYP 组相比，OE-SLC7A11+TYP 组 PC9 细胞

活力明显升高 (P<0.05)；与 OE-SLC7A11 组相比，

OE-SLC7A11+TYP组PC9细胞活力明显降低(P<0.01，
图6C)。细胞亚铁离子探针检测结果显示，与Vector
组相比，Vector+TYP 组 Fe2+含量明显增加(P<0.01)；
与 Vector 组相比，OE-SLC7A11 组 Fe2+含量明显降低

(P<0.05)；与 Vector+TYP 组相比，OE-SLC7A11+TYP
组Fe2+含量明显降低(P<0.01，图6D)。Western blotting
检测结果显示，与 Vector 组相比，Vector+TYP 组

SLC7A11、GPX4 蛋白表达水平明显降低(P<0.05 或

P<0.01)；与 Vector 组相比，OE-SLC7A11 组 SLC7A11
蛋白表达水平明显升高(P<0.01)；与 Vector+TYP 组

相比，OE-SLC7A11+TYP 组 SLC7A11、GPX4 蛋白表

达水平明显升高(P<0.05或P<0.01，图6E)。

3　讨　　论

肺癌是一种高死亡率的全球性疾病，肺腺癌是

其常见组织学亚型。从中药中提取活性成分来治疗

肺癌是目前研究的重要方向，已发现多种中药活性

成分在抗癌方面具有独特价值[16]。TYP 是中药蒲黄

的一种活性成分，可通过诱导铁死亡来预防

AML[14]，然而其在肺腺癌中的应用价值尚不清楚。

本研究通过网络药理学及体外实验探讨TYP 对肺腺

癌的作用，以及铁死亡通路 SLC7A11-GPX4 在其中

可能发挥的作用。

本研究首先通过网络药理学方法分析 TYP 对肺

腺癌的作用靶点及通路，使用 SwissTargetPrediction
网站预测TYP 的作用靶点，将获得的靶点基因与肺

腺癌相关靶点基因取交集获得 TYP－肺腺癌相关基

TYP. 香蒲新苷；N-cadherin. 神经钙黏蛋白；MMP9. 基质金属蛋白酶9；MMP2. 基质金属蛋白酶2；Vimentin. 波形蛋白；GAPDH. 甘油

醛-3-磷酸脱氢酶；A. Transwell迁移和侵袭实验检测PC9细胞的迁移和侵袭能力(×200)；B. 划痕实验检测PC9细胞的迁移能力；C. Western 

blotting检测各组N-cadherin、MMP9、MMP2、Vimentin蛋白的表达；D. RT-qPCR检测各组N-cadherin、MMP9、MMP2、Vimentin mRNA的

表达；与对照组相比，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与低TYP组相比，(3)P<0.05，(4)P<0.01

图4　TYP对PC9细胞迁移和侵袭能力的影响

Fig.4　Effects of TYP on migration and invasion of PC9 cells
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因，并进行GO、KEGG和蛋白互作网络分析，结果

表明 TYP 与侵袭、迁移及氧化应激通路关系密切，

其中氧化应激与铁死亡密切相关[17]；进一步通过分

子对接探索TYP与核心靶点基因及 SLC7A11、GPX4
之间的结合能力，发现TYP 对这些蛋白均具有良好

的结合活性。

本研究通过体外实验进一步探索了 TYP 在肺腺

癌细胞中的作用机制。CCK-8 法检测结果显示 TYP
可抑制 PC9 细胞的活力，EdU 实验证实 TYP 使增殖

期细胞的比例明显降低，宏观上提示了TYP 治疗肺

腺癌具有一定的应用前景。迁移与侵袭能力是癌细

胞 恶 性 生 物 学 行 为 的 重 要 基 础 ， 划 痕 实 验 、

Transwell迁移及侵袭实验结果表明，TYP可抑制PC9
细胞的迁移与侵袭能力，并降低间充质标志物

N-cadherin、MMP9、MMP2、Vimentin 蛋白和 mRNA
的表达，提示TYP可抑制肺腺癌细胞的迁移与侵袭，

进而抑制肺腺癌细胞的恶性行为。

铁死亡是一种有别于凋亡和坏死的铁依赖性的

非凋亡细胞死亡形式。SLC7A11 是近年来公认的铁

死亡相关基因[17]，在肺腺癌中高表达，可作为肺腺

癌患者的预后因子，SLC7A11 高表达患者的生存期

更短[18]。为探讨铁死亡是否参与了TYP 对肺腺癌的

作用，本研究使用铁死亡抑制剂Fer-1进行实验，结

果表明，TYP 可使 PC9 细胞中 Fe2+、ROS 含量增加，

GSH含量、线粒体膜电位以及SLC7A11、GPX4的表

达降低，且这些结果可被Fer-1逆转。此外，透射电

子显微镜观察显示 TYP 处理可使 PC9 细胞线粒体出

现嵴减少及膜密度增加的铁死亡特征表现。上述结

果提示TYP可诱导PC9细胞发生铁死亡。

GPX4是SLC7A11下游通路因子[19]，细胞内GSH
含量受二者的调控。本研究使用 SLC7A11 过表达质

粒探索 SLC7A11-GPX4 通路是否参与了 TYP 诱导的

铁死亡，结果显示，SLC7A11 过表达可部分逆转

TYP 对 PC9 细胞活力的抑制作用，且细胞内 Fe2+含

量、GPX4表达均有一定程度的恢复。基于分子对接

和体外实验结果推测，TYP可能通过SLC7A11-GPX4

TYP. 香蒲新苷；FerrOrange. 一种橙色亚铁离子荧光探针；GSH. 还原型谷胱甘肽；ROS. 活性氧；JC-1. 一种用于检测线粒体膜电位的

荧光探针；A. CCK-8法检测各组PC9细胞活力；B. GSH试剂盒检测各组细胞内GSH含量；C. 亚铁离子探针检测各组Fe2+含量；D. ROS检

测试剂盒测定各组ROS含量；E. 线粒体膜电位检测试剂盒测定各组的线粒体膜电位；F. 透射电子显微镜观察各组细胞的线粒体超微结

构；与对照组相比，(1)P<0.01；与低TYP组相比，(2)P<0.05，(3)P<0.01；与高TYP组相比，(4)P<0.05，(5)P<0.01

图5　TYP对PC9细胞铁死亡的影响

Fig.5　Effects of TYP on ferroptosis of PC9 cells
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通路诱导PC9细胞发生铁死亡。

综上所述，本研究结果表明，TYP 可能通过调

节 SLC7A11-GPX4 轴诱导肺腺癌细胞发生铁死亡，

并抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭等恶性行为。

该结果为TYP 在肺腺癌临床治疗中的应用和药物开

发提供了理论依据。但本研究也存在一些不足之处，

如仅使用 PC9 细胞进行实验，结果需要在更多类型

的肺腺癌细胞中进行验证；虽然在体外实验中取得

了显著的结果，但体外不能模拟体内的复杂环境，

TYP 在体内的实验效果仍需进一步探索；TYP 在肺

腺癌中的作用机制复杂且涉及多种信号通路，后续

仍需深入探讨。

TYP. 香蒲新苷；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；SLC7A11. 溶质载体家族7成员11；GPX4. 谷胱甘肽过氧化物酶4；FerrOrange. 一种橙

色亚铁离子荧光探针；A. Western blotting 检测各组细胞 SLC7A11 和 GPX4 蛋白的表达；B. RT-qPCR 法检测各组细胞 SLC7A11 和 GPX4 

mRNA 的表达；与对照组相比，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与低 TYP 组相比，(3)P<0.05；与高 TYP 组相比，(4)P<0.01；C. CCK-8 法检测

SLC7A11过表达后各组细胞活力；D. 亚铁离子探针检测SLC7A11过表达后各组细胞Fe2+含量；E. Western blotting检测SLC7A11过表达后各

组细胞 SLC7A11 和 GPX4 蛋白的表达；与 Vector 组相比，(5)P<0.05，(6)P<0.01；与 Vector+TYP 组相比，(7)P<0.05，(8)P<0.01；与 OE-

SLC7A11组相比，(9)P<0.01

图6　TYP诱导PC9细胞铁死亡的分子机制

Fig.6　Molecular mechanisms of TYP-induced ferroptosis in PC9 cells
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