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基于网络药理学与实验验证探究阳和汤抑制乳腺癌的糖酵解机制
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摘要：　目的　探讨阳和汤（YHT）治疗三阴性乳腺癌的潜在机制。　方法　①基于TCMSP数据库筛选阳和汤活性成分，联合

GeneCards获取疾病靶点，构建成分-靶点网络；采用分子对接验证核心成分与关键靶点的结合能力。②SD大鼠随机分为对照

组及阳和汤低、中、高剂量组（阳和汤灌胃剂量分别为 6，12，24 g/kg），每日早晚各一次，连续给药 7 d，末次给药后 1 h取血分离

血清，将MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞分为对照组（10%空白血清）、YHT低剂量组（10%低剂量含药血清）、YHT中剂量组

（10%中剂量含药血清）、YHT高剂量组（10%高剂量含药血清）。CCK-8法检测细胞增殖活力，Transwell实验检测细胞迁移及

侵袭能力，Western blot检测E-Cadherin、N-Cadherin蛋白表达水平，并检测葡萄糖消耗及乳酸生成水平。③将MDA-MB-231细

胞分为对照组、YHT高剂量组和 YHT高剂量+740Y-P（PI3K激活剂）组，采用 Western blot检测 p-PI3K、p-AKT、HIF-1α、HK2及

GLUT1 蛋白表达水平。　结果　①槲皮素、乙酸橙花酯和羟布宗为阳和汤核心活性成分，分子对接证实上述成分与 PI3K、

AKT1及HIF-1α蛋白具备较好的结合潜能。②与对照组相比，YHT低剂量组、YHT中剂量组和YHT高剂量组MDA-MB-231细

胞增殖、迁移和侵袭能力均显著降低（P<0.05），E-Cadherin表达显著上调、N-Cadherin表达显著下调（P<0.05），葡萄糖消耗及乳

酸生成显著减少（P<0.05）；与YHT低剂量组、YHT中剂量组相比，YHT高剂量组上述指标变化更为显著（P<0.05）。③与对照

组相比，YHT高剂量组MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞中p-PI3K、p-AKT、HIF-1α、HK2及GLUT1蛋白表达水平均显著降低（P<
0.001）；与 YHT 高剂量组相比，YHT 高剂量+740Y-P 组 p-PI3K、p-AKT 及 HIF-1α、HK2、GLUT1 蛋白表达均显著升高（P<
0.05）。　结论　阳和汤可抑制三阴性乳腺癌细胞的迁移、侵袭及上皮间质转化，并下调糖酵解相关蛋白的表达，其机制可能

与抑制PI3K/AKT/HIF-1α信号轴的激活有关。
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Mechanism of Yanghe decoction in inhibiting breast cancer via glycolysis based on network pharmacology and experimental 
validation
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Abstract：　Objective　To investigate the potential mechanism of Yanghe decoction（YHT） in the treatment of triple-negative breast 
cancer.　Methods　①Active components of YHT were screened using the TCMSP database， and disease targets were obtained from 
the GeneCards database. A component-target network was subsequently constructed， followed by molecular docking to validate the 
binding affinity between core components and key targets. ②Sprague⁃Dawley（SD） rats were randomly divided into a control group and 
low⁃， medium⁃， and high⁃dose Yanghe Tang groups， which received intragastric administration of YHT at doses of 6， 12， 24 g/kg， 
respectively， twice daily（morning and evening） for 7 consecutive days. Blood samples were collected 1 h after the final administration， 
and sera were separated to obtain the corresponding medicated sera. MDA⁃MB⁃231 triple⁃negative breast cancer cells were then assigned 
to a control group（receiving 10% blank serum）， and YHT low-， medium-， and high-dose groups（receiving 10% low⁃， medium⁃， and 
high-dose medicated serum， respectively）. Cell proliferation viability was assessed by CCK-8 assay； cell migration and invasion were 
evaluated by Transwell assay； protein expression levels of E-Cadherin and N-Cadherin were detected by western blot； and glucose con⁃
sumption and lactate production levels were also measured. ③MDA-MB-231 cells were divided into a control group， a YHT high-dose 
group and a YHT high-dose+740Y-P（PI3K activator） group. Protein expression levels of p-PI3K， p-AKT， HIF-1α， HK2， and GLUT1 
were examined by Western blot.　Results　①Quercetin， neryl acetate， and oxyphenbutazone were identified as the core active compo⁃
nents of YHT. Molecular docking demonstrated that these components exhibit favorable binding affinities for PI3K， AKT1， and 
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HIF⁃1α proteins. ② Compared with control group， the proliferation， migration， and invasion abilities of MDA-MB-231 triple-negative 
breast cancer cells significantly reduced in YHT low-， medium-， and high-dose groups（P<0.05）； E-Cadherin expression was significantly 
up-regulated while N-Cadherin expression was significantly down-regulated（P<0.05）； and glucose consumption and lactate production 
were markedly decreased（P<0.05）. Moreover， compared with YHT low- and medium-dose groups， the above indicators in YHT high-dose 
group exhibited more pronounced changes（P<0.05）. ③Compared with control group， the protein expression levels of p-PI3K， p-AKT， 
HIF-1α， HK2， and GLUT1 in high-dose YHT group significantly decreased（all P<0.001）. Compared with YHT high-dose group， protein 
levels of p⁃PI3K， p⁃AKT， HIF⁃1α， HK2， and GLUT1 significantly increased in YHT high-dose+740Y-P group（P<0.05）.　Conclusion
YHT suppresses the migration， invasion， and epithelial⁃mesenchymal transition of triple-negative breast cancer cells and reduces the 
expression of glycolysis-related proteins， which may involve the inhibition of the PI3K/AKT/HIF-1α signaling axis.
Keywords：　Yanghe decoction；　 triple-negative breast cancer；　 network pharmacology；　molecular docking；　 epithelial-mesenchymal 

transition；　cell biological function；　PI3K/AKT signaling pathway；　glycolysis
乳腺癌（breast cancer，BC）是全球女性第二大

恶性肿瘤，死亡率仅次于心血管疾病［1，2］。三阴性

乳腺癌（triple-negative breast cancer，TNBC）因其缺

乏雌激素受体、孕激素受体和人表皮生长因子受体

2 表达，具有组织学分级高、转移早、进展快及多药

耐药等特点［3］。目前临床治疗仍以术后化疗和放疗

为主，但存在毒性大、易耐药的问题。由于缺乏有效

靶点，现有治疗效果有限［4，5］。因此，开发新型高效

低毒的治疗策略已成为TNBC临床研究的迫切需求。

中医药在恶性肿瘤治疗中具有独特优势。BC
属中医学“乳岩”范畴，病机为“本虚标实”，以阳虚

为本、痰瘀为标，阳气亏虚致寒凝痰阻、气血不畅、

痰瘀互结乳络。阳和汤出自《外科证治全生集》，由

熟地黄、肉桂、鹿角胶、白芥子、麻黄、炮姜、甘草组

成，功善温阳补血、散寒通滞。临床研究显示其可

改善TNBC患者症状、稳定病灶、减轻放化疗毒副反

应［6］。基础研究发现，阳和汤可抑制 TNBC 细胞增

殖，但其核心生物活性成分及分子机制尚未完全阐

明［7］。已有研究运用网络药理学方法预测阳和汤治

疗 TNBC 可能涉及铁死亡通路，但仅停留于生信分

析，未聚焦代谢重编程这一肿瘤核心特征［8］。与上

述研究不同，本研究重点关注糖酵解通路，采用网

络药理学联合分子对接技术系统筛选阳和汤调控

糖酵解相关靶点，进一步通过体外实验验证阳和汤

对糖酵解关键酶及代谢产物的调控作用，旨在阐明

阳和汤通过抑制糖酵解抗TNBC的分子机制，为“温

阳补虚”理论提供代谢生物学内涵，也为TNBC的临

床治疗提供新思路。

1　材料与方法

1.1　细胞、试剂、试药与仪器

人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 购自上海 ATCC
细胞库；DMEM 高糖培养基（货号：11995073）、胎牛

血清（货号：10099141）购自美国 Gibco 公司；CCK-8
试剂盒（货号：CK04）购自日本同仁化学研究所；24
孔 transwell 细胞培养小室（货号：3422）购自美国

corning公司；PI3K激活剂 740Y-P（货号：M00988）购

自北京百奥莱博科技有限公司；BCA蛋白定量试剂

盒（货号：PC0020）、SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（货

号：P1200）购自北京索莱宝科技有限公司；山羊抗

兔 IgG-HRP（货号：ZB-2301）购自北京中杉金桥生

物技术有限公司；山羊抗小鼠 IgG-HRP（货号：

BL001A）购自合肥博美生物科技有限责任公司；

p-PI3K 抗体（货号：YP0765）、PI3K 抗体（货号：

YM3503）、p-AKT 抗体（货号：YM8304）、AKT 抗体

（货号：YM8003）、HIF-1α 抗体（货号：YT2133）、

GLUT-1 抗体（货号：YM4463）、己糖激酶 2 抗体（货

号：YM8118）、E-cadherin 抗体（货号：YT1454）、N-

cadherin 抗体（货号：YM8097）、GAPDH 抗体（货号：

YM8394）均购自美国 immunoway公司；葡萄糖测定试

剂盒（货号：ADS-F-TDX002）购自北京艾迪生生物

科技有限公司；乳酸测定试剂盒（货号：A019-2-1）
购自南京建成生物工程研究所有限公司。

阳和汤由熟地黄 30 g（批号：241201，产地：河

南）、鹿角胶 12 g（批号：231002，产地：湖北）、白芥子

9 g（批号：240501，产地：内蒙古）、甘草 6 g（批号：

250301，产地：黑龙江）、肉桂 5 g（批号：240601，产
地：广西）、炮姜 12 g（批号：240901，产地：云南）、麻

黄 6 g（批号：202403141，产地：内蒙古）组成，中药材

均购自黑龙江中医药大学附属第一医院。

电泳仪（型号：powerPac universal power supply）
及小型垂直电泳槽（型号：mini-protean® tetra cell）
购自美国 BIO-RAD 公司；全自动凝胶成像系统（型

号：Gel Doc XR+）购自美国 BIO-RAD 公司；Direct 
Detect®红外光谱仪（型号：Direct Detect® spectrome⁃
ter）购自德国 Merck 公司；水平摇床（型号：WD-
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9405B）购自中国六一生物公司；微量移液器（型号：

Research plus）购自德国Eppendorf公司；超纯水系统

（Milli-Q advantage A10）购自德国默克密理博公司。

1.2　基于网络药理学与分子对接的阳和汤治疗

TNBC核心成分与关键靶点预测及验证

1.2.1　基于 TCMSP 数据库的阳和汤活性成分检索

与潜在靶点预测　通过中药系统药理学数据库与

分析平台（traditional chinese medicine systems phar⁃
macology database and analysis platform，TCMSP，https：//
www.tcmsp-e.com/），分别以熟地黄、肉桂、麻黄、鹿角

胶、白芥子、炮姜、生甘草为关键词检索各味中药的

化学成分。以口服生物利用度（oral bioavailability，
OB）≥30%和类药性（drug likeness，DL）≥0.18为筛选

条件，获取各味中药的有效活性成分及其对应靶

点，剔除无靶点的活性成分。通过 UniProt 数据库

（https：//www.uniprot.org/）对所得靶基因进行标准化

处理，限定物种为“Homo sapiens”，排除非人类物种

及未注释靶点，最终获得阳和汤活性成分的潜在作

用靶基因。

1.2.2　基于多数据库的TNBC疾病靶基因检索与交

集靶点筛选　以“triple-negative breast cancer”为关

键词，在 GeneCards 数据库（https：//www. genecards.
org/）、OMIM 数据库（https：//www.omim.org/）、Phar⁃
mGkb数据库（https：//www.pharmgkb.org/）、TTD数据

库（https：//db. idrblab. net/ttd/）及 DrugBank 数据库

（https：//go. drugbank. com/）中检索 TNBC 相关靶基

因，仅保留GeneCards数据库中相关性得分≥中位数

的基因作为关键基因。合并各数据库所得靶基因

信息，利用 Excel 去除重复值，获得 TNBC 的疾病靶

基因。通过 jvenn 在线作图平台（https：//www.bioin⁃
formatics. com. cn/static/others/jvenn/example. html）绘

制阳和汤活性成分靶基因与TNBC疾病靶基因的维

恩图，取二者交集，获得阳和汤治疗TNBC的潜在作

用靶基因。

1.2.3　基于Cytoscape的“活性成分-靶点”网络构建

与核心成分拓扑筛选　将阳和汤活性成分及其对

应的潜在作用靶基因导入 Cytoscape 3.8.2 软件，构

建“中药活性成分-靶点”相互作用网络。利用Cyto⁃
scape内置的“Network Analyzer”插件进行拓扑分析，

计算各成分节点的度值（degree centrality，DC），度值

代表该成分节点与靶点节点直接相连的数量，反映

该成分在网络中的重要性。选取度值排名前三的

活性成分作为阳和汤的核心成分，用于后续分子对

接验证。

1.2.4　基于 STRING 与 Cytoscape 的 PPI网络构建及

关键靶点多参数拓扑筛选　将阳和汤治疗TNBC的

潜在作用靶基因导入 STRING 数据库（https：//cn.
string-db.org/），设置物种为“Homo sapiens”，最小相

互作用阈值设为“high confidence”（≥0.7），获取靶基

因编码蛋白的蛋白质-蛋白质相互作用（protein-pro⁃
tein interaction，PPI）信息，并剔除低于该阈值的基

因。将所得 PPI 数据从 STRING 数据库导出，导入

Cytoscape 3.8.2软件进行可视化分析。利用CytoNCA
插件计算各靶点的度值（DC）、介数中心性（between⁃
ness centrality，BC）及接近中心性（closeness centrali⁃
ty，CC）。综合各拓扑参数排名前 10 的靶点作为阳

和汤治疗 TNBC 的关键靶点，用于后续富集分析及

分子对接。

1.2.5　通路富集分析及可视化　将筛选所得的关

键靶基因导入 DAVID 数据库（https：//davidbioinfor⁃
matics.nih.gov/），进行基因本体（gene ontology，GO）
功能富集分析和京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富

集分析，以 P<0.01 为显著性筛选标准，确定显著富

集的生物学功能及信号通路。将富集结果导入Excel
文档，利用微生信平台（https：//www.bioinformatics.
com.cn/）绘制富集条形图和气泡图进行可视化。

1.2.6　基于 AutoDock Vina 的核心成分与关键靶点

分子对接验证及结合模式可视化　根据 1.2.3 和

1.2.4的结果，选取前 3种核心成分（槲皮素、乙酸橙

花酯、羟布宗）与前 3个关键靶点（PI3K、AKT1、HIF⁃
1α）进行分子对接验证。从 RCSB PDB 数据库

（https：//www.rcsb.org/）下载靶点蛋白的三维晶体结

构文件，从 ZINC数据库（https：//zinc.docking.org/）下

载核心成分的mol2格式文件。使用AutoDock Tools
软件将配体和受体文件转换为 PDBQT 格式，采用

AutoDock Vina软件进行分子对接及构象能量评分。

结合能≤-5.0 kcal/mol视为具有较好结合活性，≤-7.0 
kcal/mol视为结合稳定性强。最后使用PyMOL软件

对最优对接构象进行可视化，绘制核心成分与关键

靶点氨基酸残基的相互作用模式图。

1.3　阳和汤含药血清体外干预实验

1.3.1　阳和汤含药血清制备及浓度梯度设定　阳

和汤由熟地 30 g、肉桂 5 g、麻黄 6 g、鹿角胶 12 g、白
芥子 9 g、炮姜 12 g、生甘草 6 g 组成，按照常规方法

水煎两次，合并煎液，浓缩至含生药 1 g/mL。根据

《外科证治全生集》记载及现代临床常用剂量，成人

（60 kg）临床日用量约为36 g生药/d，即0.6 g/（kg·d）。
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根据人与大鼠体表面积换算系数（6.17），计算的大

鼠等效剂量约为 3.7 g/（kg·d），以此作为中剂量参

考。本研究设低、中、高 3个剂量组，分别为等效剂

量的 1.5倍、3倍和 6倍（均为每日总剂量），即 6，12，
24 g/（kg·d）。

将购自于辽宁长生生物技术有限公司的 28 只

雌性体质量（200±10）g 的 SD 大鼠［动物许可证号：

NO.SCXK（辽）2025-0001］饲养于SPF级别动物实验

室，实验室环境参数设置为：12 h明暗交替光照周期

（7：00-19：00 光照期），温度恒定维持在（22±2）℃，

相对湿度保持在（55±5）%。实验期间动物可自由摄

取标准啮齿类动物饲料及灭菌饮用水，垫料每日更

换并定期进行笼具消毒，确保符合 SPF级动物饲养

管理规范。将 SD 大鼠随机分为 4 组：对照组［生理

盐水 10 mL/（kg·d）］、阳和汤含药血清（Yanghe Tang 
medicated serum，YHT）低剂量组［阳和汤6 g/（kg·d）］、
YHT中剂量组［阳和汤 12 g/（kg·d）］、YHT高剂量组

［阳和汤 24 g/（kg·d）］，每组 7 只。各组均按上述剂

量灌胃给药，每日早晚各灌胃一次（每次给予日总

剂量的1/2），连续7 d。末次给药后禁食不禁水12 h，
无菌条件下经腹主动脉采血，0.22 μm 微孔滤膜除

菌过滤，56 ℃水浴灭活 30 min，分装后-80 ℃保存备

用。实验时对照组加入含 10% 正常大鼠血清的

DMEM 培养基，YHT 低、中、高剂量组分别加入含

10% 相应剂量含药血清的 DMEM 培养基。本研究

获得上海市浦东医院（复旦大学附属浦东医院）伦理

委员会科研项目伦理审批（批号：2025-D-Y-002）。
1.3.2　CCK-8法检测细胞增殖活力　将人类乳腺癌

细胞系MDA-MB-231细胞常规培养于含 10%FBS和

1%青霉素-链霉素双抗的DMEM完全培养基中，置于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养。待细胞生长至90%汇

合度时，使用 0.25%胰蛋白酶-EDTA混合消化液进

行消化处理，通过含血清的完全培养基终止消化后，

采用血球计数板进行细胞计数，调整细胞密度至 5×
104个细胞/mL，接种于24孔培养板中，每孔接种1 mL
细胞悬液。于干预 24 h、48 h、72 h分别取各组细胞，

将 CCK-8 试剂与无血清 DMEM 按 1∶10 比例配制成

检测工作液，每孔加入100 μL，避光孵育1 h后，使用

酶标仪于 450 nm波长测定吸光度（OD值）。细胞增

殖抑制率计算公式为：抑制率（%）=（1-OD均值实验组/
OD均值对照组）×100%。

1.3.3　划痕实验检测细胞迁移能力　将 MDA-MB-

231细胞接种于 24孔板中，分组及含药血清预干预

同1.3.2。待细胞融合度达90%时，用200 μL移液枪

头划痕，PBS洗去脱落细胞，随后更换为含 10%正常

大鼠血清（对照组）或 10% 相应剂量含药大鼠血清

（YHT低、中、高剂量组）的DMEM培养基。于 37 ℃、

5% CO₂培养箱中继续培养 48 h，在划痕与参考线交

点处固定位点显微拍照。使用 ImageJ软件测量 0 h
和48 h划痕面积，计算划痕愈合率：愈合率（%）=（0 h
划痕面积−48 h划痕面积）/0 h划痕面积×100%。

1.3.4　Transwell实验检测细胞侵袭能力　采用Tran⁃
swell小室，上室底部预先用 50 μL Matrigel（无血清

DMEM 按 1∶8 稀释）包被，37 ℃凝固 1 h。细胞分组

及含药血清预干预同 1.3.2。消化细胞后用无血清

DMEM 重悬，调整密度至 1×105 个/mL，取 200 μL 加

入上室。下室加入 600 μL 含 20%FBS 的 DMEM 作

为趋化因子。培养 48 h后，取出小室，PBS洗涤，用

棉签轻轻擦去上室未穿膜的细胞及Matrigel，甲醇固

定，0.1%结晶紫染色，显微镜下拍照计数。

1.3.5　葡萄糖与乳酸检测试剂盒测定细胞糖酵解

水平　按照 1.3.2对细胞进行分组和 48 h药物干预，

收集细胞培养基，采用葡萄糖检测试剂盒进行测

定。具体操作如下：将培养基样本用 PBS缓冲液按

1∶5比例稀释后，加入葡萄糖检测工作液，37 ℃孵育

30 min。使用酶标仪在 530 nm 波长下测定吸光度

值，通过标准曲线计算培养基中剩余葡萄糖浓度。

乳酸生成量检测采用乳酸脱氢酶偶联法：取 100 μL
培养基样本，加入等体积乳酸检测工作液，37 ℃反

应 15 min 后测定 530 nm 处吸光度。根据 NADH 生

成量与乳酸浓度的线性关系，通过标准曲线定量乳

酸生成量。

1.3.6　Western blot 检测 PI3K/AKT/HIF-1α 通路蛋

白及上皮-间质转化标志物表达　将 MDA-MB-231
细胞接种于24孔板中，将细胞分为对照组、YHT高剂

量组和YHT高剂量+PI3K激活剂组（YHT+740Y-P）。

其中对照组加入 10% 大鼠血清+90%DMEM 培养

基 ，阳 和 汤 组 加 入 含 10% 高 剂 量 含 药 血 清 的

DMEM 培养基，YHT+740Y-P 组在阳和汤组基础上

加入 20 μmol/L PI3K激活剂 740Y-P，药物干预 48 h，
采用 RIPA 裂解液提取各组细胞总蛋白，经 BCA 法

定量后，取 30 μg蛋白样品进行 SDS-PAGE电泳并转

印至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。膜经5 %BSA封闭2 h，
依次与 GAPDH（1∶20 000）、HK2（1∶2 000）、GLUT1
（1∶1 000）、HIF-1α（1∶1 000）、p-AKT（1∶1 000）、p-

PI3K（1∶1 000）、AKT（1∶1 000）、PI3K（1∶1 000）一抗

4 ℃孵育过夜，以GAPDH为内参。洗涤后与二抗室

温孵育 1 h，ECL Plus显影，Bio-Rad Image Lab™软件
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定量分析条带。

  为评估上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal 
transition，EMT）进程，再按照 1.3.2 对细胞分组，采

用相同实验流程检测 E-cadherin（抗体稀释比例

1∶1 000）和 N-cadherin（抗体稀释比例 1∶2 000）蛋

白表达水平，每组实验重复3次以保证数据可靠。

1.4　统计学分析

采用 SPSS23.0和GraphPad10.5.0对数据进行处

理，所有符合正态分布的数据以均值±标准差形式

呈现。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比

较采用单因素方差分析（ANOVA），以 P<0.05 为统

计学显著性阈值。

2　结果

2.1　网络药理学分析结果

本研究通过整合 OMIM（510 个基因）和 Gene⁃
Cards（5 000 个基因）数据库，筛选出与 BC 相关的

2 922个潜在疾病靶点。同时，基于OB≥30%和DL≥0.18
标准，从 TCMSP 数据库筛选出阳和汤（含熟地、肉

桂、麻黄、鹿角胶、白芥子、炮姜、生甘草 7味中药）的

1 312个活性成分靶点。通过取两者交集，最终鉴定

出 649 个阳和汤作用于乳腺癌的潜在关键靶点

（见图1）。

通过 Cytoscape 进行“成分-靶点”网络构建，依

据节点度值大小评估各活性成分在网络中的核心

程度。结果显示，乙酸橙花酯（度值 159）、槲皮素

（度值 111）、羟布宗（度值 90）的度值排名前 3位，提

示上述化合物为阳和汤方剂中连接靶点数量最多

的核心活性成分（见图2）。

网络拓扑分析显示，槲皮素、乙酸橙花酯、羟布

宗等成分具有最高的网络活跃度，提示这些成分可

图1　阳和汤抗三阴性乳腺癌潜在靶点维恩图

Figure 1　Venn diagram of potential targets of Yanghe 
decoction against triple⁃negative breast cancer

图2　阳和汤三阴性乳腺癌活性成分-作用靶点网络图

Figure 2　Active ingredient-target network of Yanghe decoction against triple-negative breast cancer
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能是阳和汤发挥药理作用的核心活性物质。为进

一步分析阳和汤在疾病靶点蛋白的相互作用，将获

得的阳和汤-疾病-靶点进行 PPI网络分析，结果显

示度值排名前 10的靶点分别为TP53、PIK3CA、HIF⁃
1α、STAT3、AKT1、HSP90A、SRC、PIK3R1、MAPK1、
EGFR（见图3）。

潜在靶点 GO 富集分析得到 3 727 个生物学过

程（BP），包括细胞增殖、药物耐药性、糖酵解等；200
个细胞组分（CC），包括质膜的组成、大分子复合物

等；362个分子功能（MF），包括蛋白丝氨酸/苏氨酸/
酪氨酸激酶活性，蛋白酪氨酸激酶活性等（见图 4）。

KEGG 通路富集分析得到 198 条信号通路，前 15 条

通路涉及 PI3K-AKT 信号通路、HIF1α 信号通路、胰

岛素抵抗、AGE-RAGE 信号通路、细胞凋亡等

（见图5）。

2.2　分子对接分析结果

前期 KEGG 通路富集分析结果表明，预测靶点

显著富集于 PI3K-AKT 信号通路。因此，本研究选

取该通路中的两个关键节点（PI3K 和 AKT1），以及

通路下游受其调控的重要转录因子（HIF-1α），作为

代表靶点进行分子对接验证，以初步探究活性成分

通过该通路发挥作用的可能性。分子对接的结合

能具体数据见表 1。选取乙酸橙花酯-AKT1、槲皮

素-HIF1α、羟布宗-PI3K三对代表性组合进行结合

模式可视化（见图6）。

图3　阳和汤抗三阴性乳腺癌潜在靶基因的蛋白-蛋
白互作网络图

Figure 3　Protein⁃protein interaction network of poten⁃
tial target genes of Yanghe decoction against 
triple⁃negative breast cancer

图4　阳和汤抗三阴性乳腺癌关键靶点GO功能富集分析

Figure 4　GO functional enrichment analysis of key targets of Yanghe decoction against triple⁃negative breast cancer
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结合能达到-5.0 kcal/mol 以下时，提示配体与

靶蛋白间存在显著的相互作用，这类化合物通常具

有作为药物先导物的潜力；若结合能低于-7.0 kcal/
mol，则表明两者间形成了高度稳定的复合物，这类

配体往往表现出优异的生物活性。实验数据显示，

槲皮素与 PI3K、AKT1 以及羟布宗与 HIF1α 的结合

能均≤-5.0 kcal/mol，提示它们之间存在良好的结合

潜能；而其他测试组合的结合能均≤-7.0 kcal/mol，
显示出更强的结合稳定性。阳和汤活性成分与乳

腺癌关键靶点间均展现较强的结合稳定性，为后续

机制研究提供了理论线索。

2.3　阳和汤含药血清对 MDA-MB-231 细胞增殖的

影响

CCK-8法检测结果显示，在24 h时，YHT高剂量

组的抑制率显著高于YHT低剂量组和中剂量组（P<
0.001），但 YHT低剂量组与中剂量组之间差异无统

计学意义（P>0.05）；在 48 h和 72 h时，YHT中、高剂

量组的抑制率均显著高于 YHT 低剂量组（P<
0.001），YHT高剂量组的抑制率显著高于 YHT中剂

量组（P<0.001），表明阳和汤含药血清对 MDA-MB-

231细胞增殖的抑制作用呈现明确的剂量依赖性和

时间依赖性。其中，48 h时各组抑制效应最为稳定，

72 h时高剂量组抑制率虽仍维持较高水平，但细胞

状态整体欠佳，OD值波动增大（见表 2），因此，后续

实验选用 48 h 作为最佳干预时间点，并继续沿用

YHT低、中、高3个剂量组进行机制探索。

2.4　阳和汤含药血清对 MDA-MB-231 细胞迁移和

侵袭的影响

划痕实验结果显示，YHT 中、高剂量组的细胞

迁移率均显著低于对照组（P<0.01），YHT低剂量组

的迁移率与对照组相比差异无统计学意义（P>
0.05）；YHT 高剂量组的迁移率显著低于 YHT 中剂

量组（P<0.05，见图7）。

图5　阳和汤抗三阴性乳腺癌关键靶基因KEGG信号通路富集分析

Figure 5　KEGG signaling pathway enrichment analysis of key target genes of Yanghe decoction against triple⁃negative breast cancer
表1　阳和汤核心成分与三阴性乳腺癌关键靶点的分子对

接结合能评价
Table 1　Evaluation of molecular docking binding energies 

between core components of Yanghe decoction 
and key targets in triple-negative breast cancer

靶点蛋白

PI3K
HIF1α
AKT1

分子对接结合能（kcal/mol）
乙酸橙花酯

-8.246
-7.889
-8.964

槲皮素

-6.465
-7.337
-6.912

羟布宗

-7.949
-5.972
-8.556
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Transwell侵袭实验结果显示，YHT低、中、高剂

量组的穿膜细胞数均显著低于对照组（P<0.001），且

随着 YHT 剂量升高，穿膜细胞数逐级减少，组间两

两比较差异均有统计学意义（P<0.05，见图8）。

2.5　阳和汤对细胞葡萄糖摄取及乳酸生成的剂量

效应

在葡萄糖摄取方面，YHT 中、高剂量组的细胞

葡萄糖含量显著高于对照组（P<0.05），而YHT低剂

量组差异无统计学意义（P>0.05）。在乳酸生成方

面，与对照组比较，YHT中、高剂量组乳酸生成量显

著降低（P<0.01），YHT低剂量组的变化差异无统计

学意义（P>0.05，见图9）。

2.6　阳和汤含药血清对 MDA-MB-231 细胞 EMT 相

关蛋白表达的影响

与对照组相比，YHT 各剂量组 E-Cadherin 蛋白

表达水平均显著上调（P<0.001），N-Cadherin蛋白表

达水平均显著下调（P<0.01），且 YHT 高剂量组与

中、低剂量组比较，P均<0.05；YHT中剂量组与低剂

量组比较，P<0.001（见图10）。

2.7　阳和汤含药血清对 MDA-MB-231 细胞 PI3K/
AKT/HIF-1α 信号通路及糖酵解相关蛋白表达的

影响

与对照组相比，YHT 高剂量组 p-PI3K、p-AKT、
HIF-1α、HK2 及 GLUT1 蛋白表达水平均显著降低

注：与对照组比较，**P<0.01，***P<0.001；与YHT低剂量组比较，△P<0.05，△△△P<0.001；与YHT中剂量组比较，▲▲P<0.01。
图7　阳和汤含药血清浓度梯度对细胞迁移的影响

Figure 7　Effects of graded concentrations of Yanghe decoction medicated serum on cell migration

注：A. AKT1与乙酸橙花酯；B. HIF1α与槲皮素；C. PI3K与羟布宗。

图6 阳和汤核心化合物与三阴性乳腺癌关键靶点的分子对接结合模式图

Figure 6 Molecular docking binding modes of core compounds of Yanghe decoction with key targets 
in triple-negative breast cancer

表2　阳和汤含药血清浓度梯度对细胞增殖的抑制作用 （%）
Table 2　Inhibitory effects of graded concentrations of Yanghe decoction medicated serum on cell proliferation （%）

  时间

   24 h
   48 h
   72 h

对照组

0
0
0

YHT低剂量组   
23.38±5.38   

35.36±3.77
33.29±2.21

YHT中剂量组    
44.84±4.26△△△

49.07±2.87***

53.33±2.80***

YHT高剂量组         
26.20±2.65***△△△           

68.79±1.74△△△***

60.44±2.25△△△***

注：与YHT低剂量组比较，***P<0. 001；与YHT中剂量组比较，△△△P<0. 001；对照组增殖抑制率为 0（即以对照组为基准计
算抑制率）。
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（P<0.001），而总 PI3K 和总 AKT 蛋白表达水平无明

显变化（P>0.05）。与 YHT 高剂量组相比，YHT+
740Y-P 组的 p-PI3K、p-AKT 磷酸化水平及 HIF-1α、

HK2、GLUT1 蛋 白 表 达 均 显 著 升 高（P<0.05，见

图11）。

注：与对照组比较，***P<0.001；与YHT低剂量组比较，△△P<0.01，△△△P<0.001；与YHT中剂量组比较，▲▲P<0.01。
图8　阳和汤含药血清浓度梯度对细胞侵袭的影响

Figure 8　Effects of graded concentrations of Yanghe decoction medicated serum on cell invasion

注：与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，；与YHT低剂量组比较，△P<0.05，△△△P<0.001；
与YHT中剂量组比较，▲▲▲P<0.001。

图9　阳和汤含药血清浓度梯度对细胞葡萄糖含量和乳酸生成量的影响

Figure 9　Effects of graded concentrations of Yanghe decoction medicated serum on glucose content and lactate production

注：与对照组比较，**P<0.01，***P<0.001；与YHT低剂量组比较，△△△P<0.001；与YHT中剂量组比

较，▲P<0.05，▲▲P<0.01。
图10　阳和汤含药血清浓度梯度对EMT相关蛋白表达的影响

Figure 10　Effects of graded concentrations of Yanghe decoction medicated serum on expressions of 
epithelial⁃mesenchymal transition（EMT）⁃related proteins
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3　讨论

TNBC 因缺乏特异性受体表达，无法从内分泌

治疗及抗 HER2 靶向治疗中获益，化疗仍是其主要

的非手术治疗标准。尽管TNBC对含紫杉烷或蒽环

类药物的化疗方案初期反应较积极，但仅不足 30%
患者达到病理完全缓解，且复发率与死亡率仍显著

高于非 TNBC 亚型［9］。阳和汤作为传统中药复方，

在慢性炎症、自身免疫疾病及肿瘤辅助治疗等领域

已有临床应用基础［10-12］。尽管临床及基础研究提

示阳和汤可能具有抗乳腺癌活性，但其具体作用靶

点和分子机制尚未完全明确［13］。本研究结合网络

药理学、分子对接与体外实验，旨在进一步揭示阳

和汤抗三阴性乳腺癌的作用机制。

基于网络药理学分析构建的“中药活性成分-
靶点”交互网络显示，阳和汤的核心活性成分包括

槲皮素、乙酸橙花酯和羟布宗。其中，乙酸橙花酯

作为萜烯酯类化合物虽具有抗菌、抗炎和抗氧化活

性，其抗肿瘤作用可能通过诱导凋亡和细胞周期阻

滞实现，但实验证据尚不充分［14，15］。羟布宗在抗炎

镇痛领域研究较多，但肿瘤学相关研究较为匮乏；

相比之下，槲皮素的抗肿瘤活性已得到明确验证，

研究显示其通过下调细胞周期蛋白 D1 和 P21 表达

显著抑制乳腺癌细胞增殖［16］。还有研究发现其可

通过调控肿瘤微环境减少MDA-MB-231细胞的葡萄

糖与乳酸生成以抑制侵袭转移［17］。此外，研究显示

其能降低乳腺癌CAL-148和MCF-7细胞中抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达，并通过调节 EMT 相关蛋白抑制肿

瘤迁移侵袭，提示阳和汤可能通过抑制糖酵解、诱

导凋亡及抑制侵袭转移等多途径发挥抗 TNBC
作用［18，19］。

蛋白互作网络（PPI）分析显示，TP53、PIK3CA、

HIF1α、STAT3、AKT1、HSP90A、SRC、PIK3R1、MAPK1
和 EGFR可能是 TNBC进展的潜在治疗靶点。TP53
作为经典的抑癌基因，其突变通过破坏细胞周期阻

滞和DNA修复功能促进肿瘤发生［20］。
PIK3CA/PIK3R1 作为调控 PI3K/AKT 信号通路

的核心基因，其复合物突变可放大该信号通路的致

癌效应，而 AKT1 作为 PI3K/AKT 通路的核心成员，

其异常激活通过调控代谢重编程、细胞存活及迁移

侵袭能力驱动乳腺癌恶化［21］。
SRC 和 EGFR 作为酪氨酸蛋白激酶，通过调控

细胞增殖、迁移及代谢重编程参与肿瘤侵袭转移过

程，其中 EGFR 在约 45%~70% 的 TNBC 患者中过表

达且与预后不良相关，而靶向 SRC抑制剂可有效抑

制 TNBC 细胞系生长［22，23］。MAPK1 作为 RAS-RAF-

MEK-ERK级联的核心效应分子，介导EGFR等受体

酪氨酸激酶的促增殖信号。

STAT3 作为转录因子，在 TNBC 中通过 STAT3/
MAPKs/AKT 信号通路驱动肿瘤侵袭和转移［24］。此

外，HSP90A 作为依赖 ATP 的分子伴侣，在 TNBC 中

通过稳定关键信号蛋白与预后不良和耐药性显著

相关［25］。
HIF-1α 是一种转录因子，缺氧导致 HIF-1α 水

平增加，据报道，与其他乳腺亚型相比，肿瘤内缺氧

在 TNBC 中具有更负面的作用［26］。目前，一些研究

发现HIF-1α参与了肿瘤血管生成和代谢重编程，以

及乳腺癌侵袭和转移过程中的多个步骤［27］。这些

注：与对照组比较，***P<0.001；与YHT高剂量组比较，△△△P<0.001。
图11　阳和汤对p⁃PI3K、p⁃AKT、HIF⁃1α、HK2、GLUT1蛋白表达的影响

Figure 11　Effects of Yanghe decoction on expressions of p⁃PI3K， p⁃AKT， HIF⁃1α， HK2， and GLUT1 proteins
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分子通过复杂的相互作用共同构成了TNBC恶性进

展的关键调控网络。

基于 GO 和 KEGG 功能分析对阳和汤治疗

TNBC潜在机制的预测研究表明，GO功能富集分析

显示其显著影响细胞增殖、凋亡、转移及糖酵解等

关键生物学过程。KEGG 通路分析进一步揭示

PI3K/AKT、HIF-1α、细胞凋亡等信号通路在阳和汤

作用机制中起核心调控作用，PI3K-AKT 和 HIF-1α
是富含目标基因的途径，使其成为影响 TNBC 的阳

和汤的主要途径。PI3K/AKT 信号通路在乳腺癌中

的激活率高达 70%，其通过调控细胞代谢、增殖及

转移等过程促进肿瘤发展，尤其与 TNBC 的发生发

展密切相关［28］。在TNBC中，PI3K/AKT通路的激活

机制主要包括上游调控因子的过度表达以及 PI3K
催 化 亚 基 α（phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate 
3-kinase catalytic subunit alpha，PIK3CA）的突变，

PIK3CA激活后可催化磷脂酰肌醇（4，5）-二磷酸转

化为磷脂酰肌醇（3，4，5）-三磷酸，进而激活AKT调

控mTOR等下游效应分子驱动 TNBC恶性表型。有

研究显示，PIK3CA 的异常激活会显著促进 EMT 进

程，从而增强肿瘤细胞的转移能力［29］。HIF-1α是低

氧条件下的重要转录因子，缺氧条件下与HIF-1β形

成活性异源二聚体，直接诱导靶基因表达，驱动血

管生成、糖酵解代谢重编程、EMT及免疫逃逸，共同

促进肿瘤侵袭转移。研究发现 PI3K/AKT激活可通

过调控其细胞代谢的枢纽信号分子mTOR复合物诱

导 HIF-1α 等促糖酵解转录因子的表达［30］，且多项

研究发现PI3K/AKT/HIF-1α信号通路可通过调控细

胞凋亡、迁移和能量代谢等关键生物学过程促进肿

瘤进展［31，32］。在分子对接研究中，结合能是评估配

体与靶蛋白相互作用强度的关键指标。该数值的

负值越大，表明两者的结合越牢固且稳定。当结合

能呈现负值时，说明配体与蛋白的结合是一个自发

进行的热力学有利过程。本研究分子对接结果显

示，槲皮素、乙酸橙花酯、羟布宗与 AKT1、PI3K、

HIF-1α 的结合能均小于-5.0 kcal/mol，提示这些核

心化合物与受体蛋白可能具有结合活性，但还需进

一步验证。

本研究通过体外实验对网络药理学和分子对

接的预测结果进行了初步验证。实验发现，阳和汤

含药血清对 MDA-MB-231细胞的增殖、迁移及 EMT
相关标志物具有抑制作用，同时可降低细胞葡萄糖

消耗及乳酸生成水平，提示其可能干扰肿瘤细胞的

有氧糖酵解。EMT与糖酵解重编程在肿瘤侵袭、转

移及复发中具有协同作用，而本研究结果显示阳和

汤可同时抑制这两个过程，提示其可能通过多环节

干预TNBC恶性表型。在机制层面，阳和汤处理后，

细胞中总 PI3K及总 AKT蛋白表达水平未见明显变

化，但 p-PI3K 和 p-AKT 的蛋白条带强度显著降低，

同时HIF-1α、HK2、GLUT1蛋白表达下调。该结果表

明，阳和汤可抑制PI3K和AKT的磷酸化水平。使用

PI3K 激活剂 740Y-P 可部分逆转阳和汤对 p-PI3K、

p-AKT 及下游糖酵解相关蛋白的抑制作用，进一步

证实 PI3K 信号通路介导了阳和汤的部分效应。此

外，HIF-1α作为 PI3K/AKT下游的重要转录因子，其

表达下调与 HK2、GLUT1 的降低趋势一致，提示阳

和汤可能通过抑制 PI3K/AKT/HIF-1α 信号轴，进而

减弱肿瘤细胞的糖酵解活性。

然而，本研究仍存在以下局限性：首先，目前的

研究与实验研究仅停留在细胞层面，缺乏荷瘤动物

模型验证阳和汤对体内肿瘤生长的抑制作用及其

对PI3K/AKT/HIF-1α通路的调控效果；其次，尽管证

实了该信号通路的参与，但阳和汤是否直接通过该

通路调控糖代谢仍有疑问，尤其是HIF-1α下游关键

靶基因的表达变化与糖酵解抑制之间的直接因果

关系尚未完全阐明；此外，阳和汤成分复杂、作用多

靶点，给明确其确切机制及主要活性成分带来挑

战。因此，后续需补充荷瘤动物实验开展在体药效

评价（如肿瘤体积、重量等指标），并联合更深入的

体内外研究与成分分析，以进一步完善机制验证，

增强研究结论的转化支撑。

综上所述，阳和汤中的槲皮素、乙酸橙花酯、羟

布宗等核心成分可能通过抑制PI3K/AKT/HIF-1α信

号轴，调控三阴性乳腺癌糖代谢及上皮间质转化，

从而在体外实验中显示出对肿瘤细胞迁移的抑制

作用。
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