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基于网络药理学的加味佛手散抑制子宫内膜侵袭转移机制研究 

张  莹, 韦佳慧, 张成玲, 李攀红, 孙文威, 徐晓玉, 陈  怡* 

(西南大学药学院&中医药学院, 重庆市高校中药新药筛选重点实验室,  
国家中医药管理局中药药理重点建设学科, 重庆 400715) 

摘要: 加味佛手散是由川芎嗪、阿魏酸加延胡索乙素组成的新中药复方。前期研究发现, 加味佛手散能够抑
制异位子宫内膜生长, 但对异位内膜侵袭转移的作用尚不明确。本研究运用网络药理学方法分析加味佛手散作
用靶点, 并通过体内模型验证其对异位内膜侵袭转移的作用机制。首先, 通过检索 TCMID、TCMSP 和 SEA 数
据库获得加味佛手散成分靶点, 检索 OMIM、DisGeNET 和 GEO 数据库获得子宫内膜异位症的靶点, 采用
Cytoscape 3.5.0 软件构建加味佛手散成分−成分靶点和加味佛手散成分−子宫内膜异位症靶点网络, 并将关键靶
点的信息上传至 DAVID 数据库进行通路富集分析, 发现加味佛手散可能通过调控 MMP2、MMP9、TIMP1、
ICAM1 和 VEGFA 等 66 个关键靶点, 干预雌激素、HIF-1、TNF 和 GnRH 信号通路等 115 条通路发挥作用, 其
中MMP-TIMP为一类关键靶点。其次, 加味佛手散体内能显著抑制异位内膜组织的生长, 下调MMP-2和MMP-9, 
上调 TIMP-1表达, 进而抑制异位内膜侵袭转移。此结果为加味佛手散的研究提供了药效学依据。 
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Mechanism of Jiawei Foshou San on invasion and metastasis in  
endometriosis based on network pharmacology  
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Abstract: Jiawei Foshou San is a new Chinese medicine compound consisting of ligustrazine, ferulic acid 
and fumarate.  Previously Jiawei Foshou San inhibited the growth of endometriosis with unclear mechanism, 
especially in metastasis and invasion.  In this study, network pharmacology analysis was performed to explore 
potential mechanism of Jiawei Foshou San on endometriosis.  Jiawei Foshou San compound targets were      
purchase from TCMID, TCMSP and SEA database.  Endometriosis targets were collected from OMIM,        
DisGeNET and GEO database.  Networks of Jiawei Foshou San compound-compound targets and compound 
target-endometriosis target were established with Cytoscape 3.5.0 software.  Key targets were analyzed for 
pathway enrichment through DAVID database.  It was found that Jiawei Foshou San regulated 66 core targets 
(MMP2, MMP9, TIMP1, ICAM1, VEGFA, et al.) and affected 115 pathways, such as estrogen, HIF-1, TNF      
and GnRH signaling pathways.  MMP-TIMP were uncovered as one cluster of the core targets.  Furthermore, 
Jiawei Foshou San significantly suppressed the growth of ectopic endometrium.  Meanwhile, invasion and       
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metastasis were restrained after treating with Jiawei Foshou San through decreasing MMP-2 and MMP-9,       
increasing TIMP-1.  In brief, these results provide a pharmacodynamic basis for the study of Jiawei Foshou 
San. 

Key words: Jiawei Foshou San; endometriosis; network pharmacology; invasion and metastasis; mechanism 

                                                                                                          

具有活性的子宫内膜组织在子宫内膜以外部位

生长被称为子宫内膜异位症。尽管子宫内膜异位症被

认为是一种良性妇科疾病, 但其具有侵袭、种植及复
发率高等恶性生物学行为[1, 2]。子宫内膜异位症的发

病机制并未明确, 最广为接受的经血逆流学说认为, 
随经血逆流的子宫内膜组织发生侵袭转移是重要的

步骤[3, 4]。 
中医学认为子宫内膜异位症病机主要为瘀血阻

滞胞脉、子宫[5, 6], 治法当以活血化瘀为主[7]。加味佛

手散源自妇科经典名方佛手散, 是本课题组研制的
一种新的中药单体复方, 由川芎嗪、阿魏酸加延胡索
乙素组成。前期研究发现, 加味佛手散对子宫内膜异
位症具有较好的疗效, 能抑制异位组织增生, 调节雌
激素、孕激素水平, 抗炎和抗血管生成[8], 但对异位
内膜侵袭转移的作用机制未见报道。 
网络药理学基于生物分子网络构建“药物−靶点−

通路”多层次网络分析药效活性成分和可能的分子

网络机制, 旨在建立中药及其复方多成分、多途径、
多靶点间的协同作用联系[9, 10]。本研究运用网络药理

学的思路和方法, 预测加味佛手散抑制子宫内膜侵
袭转移作用的靶点, 并利用大鼠模型进行体内靶点
验证, 探讨加味佛手散抑制子宫内膜侵袭转移机制。 
 

材料与方法 
药品与试剂  加味佛手散由西南大学中药研究

所研制提供 , 阿魏酸  (批号 : ZL2016030815, 纯度
98%)、川芎嗪 (批号: ZL2016061382, 纯度 98%) 和
延胡索乙素 (批号: ZL2016051235, 纯度 98.1%) 均
购自于南京泽朗公司。BCA试剂盒、qPCR引物购自
北京鼎国生物技术公司; PrimeScriptTM RT 试剂盒购
自 Takara公司, SYBRTM Green Master Mix购自美国
Thermo Fisher公司, MMP2和MMP9抗体购自武汉博
士德公司, TIMP1和 β-actin抗体购自武汉三鹰生物技
术公司, 荧光素标记的山羊抗兔二抗购自北京中杉
金桥生物技术公司。 

动物  SPF级雌性 SD大鼠 (180～200 g), 购自
重庆市中药研究院, 生产许可证号: SCXK (渝) 2012- 
0006。本研究严格遵循西南大学动物伦理委员会要   
求 (伦理批件编号 0002183)。动物自然昼夜节律光    

照, 适应 1周后进行实验。 
仪器  荧光分光光度计 (美国 Thermo Fisher 公

司); 电泳仪 (上海伯乐公司); Tanon5200 全自动化学
发光图像分析系统  (上海天能科技公司); CFX 96 
Real-Time PCR仪 (美国 BIO-RAD公司)。 

靶点收集   利用中药综合数据库 TCMID[11] 
(http://www.megabionet.Org/tcmid/search/)、中药成分
系统药理学数据库 TCMSP[12] (http://lsp.nwu.edu.cn) 
和相似性集合方法数据库 SEA[13] (http://sea.bkslab. 
org/) 收集加味佛手散中 3 种成分的作用靶点构建加
味佛手散成分−成分靶点网络。利用人类在线孟德尔
遗传 OMIM[14] (https://omim.org/)、基因疾病数据库    
协会 DisGeNET[15] (http://www.disgenet.org/) 和高通
量基因表达数据库 GEO[16] (https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/geo/) 构建加味佛手散成分−子宫内膜异位症靶
点网络。使用 STRING[17]数据库 (https://string-db.org/) 
进行蛋白相互作用查询, 选择打分值高于 0.4 的置信
度数据靶点。上述所有靶点均通过 UniProt[18]数据库

中的UniProtKB搜索功能 (http://www.uniprot.org/) 获
取其官方的 UniProt ID信息, 并用于后续网络构建。 

网络构建与通路分析   基于以上靶点预测结     
果, 采用 Cytoscape 3.5.0 软件构建加味佛手散成分−
成分靶点和加味佛手散成分−子宫内膜异位症靶点    
网络, 并将关键靶点的信息上传至 DAVID[19]数据库 
(https://david.ncifcrf.gov/)  进行 GO (Gene Ontology) 生

物学过程富集分析和 KEGG (KEGG pathway analysis) 
通路富集分析, 选取具有统计学意义 (P < 0.05) 的所
有通路。 

动物造模与分组  60 只发情期 SD 雌鼠进行子
宫内膜自体移植手术。造模 28天后再次开腹观察, 模
型成功标准[20]: ① 移植物体积增大, 表面覆盖有结
缔组织或大网膜, 呈隆起透亮小囊状, 表面有血管, 
内有积液, 且积液高度≥2 mm; ② 游标卡尺测量移
植物的体积大小, 异位组织体积 = 0.52×长×宽×高, 移
植物体积≥8 mm3; ③ 切取移植物送检, 证实移植物
中有子宫内膜上皮细胞、腺体及间质的生长。将造模

成功的 50只大鼠随机分为 5个组: 模型组, 加味佛手
散低、中、高浓度组和孕三烯酮组, 各组给药前异位
内膜体积无显著性差异, 另设正常雌性大鼠10只为空



· 1400  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (9): 1398 −1405  

 

白组。空白组和模型组灌胃 0.5%  羧甲基纤维素钠混

悬液, 加味佛手散低、中、高浓度组分别给予 45、90、
180 mg·kg−1加味佛手散, 孕三烯酮组给予 50 mg·kg−1

孕三烯酮, 每天灌胃给药 1次, 连续给药 4周。以体
积变化率  = (给药前移植内膜体积  − 给药后移植内膜

体积)  / 给药前移植内膜体积  × 100%  作为指标[21]。 
qPCR 和 Western blot 法测 MMP2、MMP9、

TIMP1  空白组取正常子宫内膜组织, 模型组和药
物组取异位内膜组织, Trizol 法提取总 RNA, 按照
Takara试剂盒说明书进行逆转录反应合成 cDNA, 按
照 SYBR 试剂盒说明书检测 MMP-2、MMP-9 和
TIMP-1 的 mRNA 水平, MMP-2 引物序列为: 上游
5'-GGCCCTGTCACTCCTGAGAT-3', 下游 5'-GGCA     
TCCAGGTTATCGGGGA-3'; MMP-9 引物序列为: 上
游 5'-TGGACGATGCCTGCAACGTG-3', 下游 5'-GTC   
GTGCGTGTCCAAAGGCA-3'; TIMP-1 引物序列为: 
上游 5'-CAATTCCGACCTCGTCATCAG-3', 下游 5'-   
CTTGGAACCCTTTATACATCTTGG-3'; GAPDH 引

物序列为: 上游 5'-AATGGGCAGCCGTTAGGAAA- 
3', 下游 5'-GCCCAATACGACCAAATCAGAG-3'。用
内源对照GAPDH标准化的 2−△△Ct方法计算目的基因

相对表达量。 
取内膜组织, 提取总蛋白上样, 经过 10% SDS-    

PAGE电泳使蛋白转移至 PVDF膜上封闭后, 孵育一
抗 (MMP-2 1∶300, MMP-9 1∶300, TIMP-1 1∶500) 
4 ℃过夜, 洗膜后室温孵育二抗 (1∶2 000) 1 h。使用
全自动化学发光图像分析系统进行图像显影定影。

β-actin设为内参蛋白。 
统计分析  计数资料以 ( x ± s) 表示。组间数据

采用单因素方差分析进行比较, 采用 SPSS21 统计软
件包进行统计学分析。P < 0.05有显著性差异, P < 0.01
有极显著差异。 
 

结果 
1  加味佛手散成分−成分靶点网络构建与分析 

3种加味佛手散成分共获得 275 个潜在靶点, 其
中涉及川芎嗪 10 个, 阿魏酸 86 个, 延胡索乙素 179
个。通过分析每一种成分的靶点构建网络发现 , 
ADRB2、CA2、F3、LTA4H、PTGS1、PTGS2、SLC6A2
和 SLC6A3 靶点是川芎嗪、阿魏酸和延胡索乙素 3
种成分共有靶点 (图 1), 提示这些共同靶点可能是多
成分、多靶点中药协同作用的基础。 
2  加味佛手散成分−子宫内膜异位症靶点网络构建
与分析 

整合数据获得与疾病相关靶点 401个, 将 3个成
分的靶点映射到疾病靶点获得 22个共同靶点 (表 1)。 

 
Table 1  Common targets of Jiawei Foshou San  (JFS)-treatment and endometriosis-development  

No. Gene name Protein name Uniprot ID Betweenness Degree 

1 AKR1B1 Aldose reductase P15121 0.001 9  16 

2 AKR1C3 Aldo-keto reductase family 1 member C3 P42330 0.004 5  21 

3 BAX Apoptosis regulator BAX Q07812 0.003 8  61 

4 BCL2 Apoptosis regulator Bcl-2 P10415 0.036 3 117 

5 COPS2 COP9 signalosome complex subunit 2 P61201 0.000 4   9 

6 CYP1A1 Cytochrome P450 1A1 P04798 0.010 8  39 

7 EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 P68104 0.011 4  28 

8 ESR2 Estrogen receptor beta Q92731 0.005 0  37 

9 GANAB Neutral alpha-glucosidase AB Q14697 0.006 5   4 

10 HSD11B1 Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1 P28845 0.003 6  20 

11 HSD17B3 Testosterone 17-beta-dehydrogenase 3 P37058 0.000 3  11 

12 IL8 Interleukin-8 P10145 0.032 3 113 

13 MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A P21397 0.002 6  19 

14 MAOB Amine oxidase [flavin-containing] B P27338 0.001 2  14 

15 MMP1 Interstitial collagenase P03956 0.001 1  43 

16 MMP2 72 kDa type IV collagenase P08253 0.012 5  68 

17 MMP9 Matrix metalloproteinase-9 P14780 0.010 9  82 

18 NCOA1 Nuclear receptor coactivator 1 Q15788 0.013 0  49 

19 NOS3 Nitric oxide synthase P29474 0.018 5  89 

20 PTGS2 Prostaglandin G/H synthase 2 P35354 0.022 5  96 

21 RAF1 RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase P04049 0.004 6  47 

22 VEGFA Vascular endothelial growth factor A P15692 0.054 2 144 
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Figure 1  The JFS compound-target network.  Purple circles, pink circles, blue circles and red diamonds represented the targets of 
ligustrazine, ferulic acid, tetrahydropalmatine and the common targets for all three components respectively.  Yellow hexagons repre-
sented the three compounds of JFS 
 
然后提取 22 个共同靶点及其相邻的靶点构建核心蛋
白质−蛋白质相互作用网络, 再对网络节点的拓扑属
性分析进行靶点筛选, 节点的“度”和“介数”的平
均值分别为 29.860 3和 0.003 9, 选择“度”≥29.860 3
且“介数”≥0.003 9的 66个节点作为关键靶点。其
中, MMP2、MMP-9、TIMP-1、ICAM1和 VEGFA被
认为是与活血化瘀功效相关的靶点。 
3  关键靶点的通路富集分析 

通过DAVID数据库对 66个关键靶点进行GO生
物学过程、细胞组分和分子功能分析和通路富集分析。

图 2列出了 GO分析生物学过程、细胞组分和分子功
能各类别功能中显著富集排名前 6的项目, 可以看出
这些靶点主要涉及凋亡过程的负调节、DNA模板化、
细胞增殖的正调节等生物学过程, 涉及核、细胞质、
核质等细胞组分, 涉及蛋白质结合、酶结合、DNA结
合等分子功能。在 KEGG数据库中获得与关键靶点相
关的通路 115条, 结果表明加味佛手散可能主要通过

调节雌激素、转录因子 HIF-1、肿瘤坏死因子和促性
腺释放激素等 10条信号通路过程抑制内膜侵袭转移, 
其中 MMP/TIMP在通路中起关键作用 (图 3)。 
4  加味佛手散作用靶点验证 

4.1  加味佛手散能显著缩小异位内膜体积  造模 28
天后, 模型组大鼠异位内膜生长良好, 体积增大, 黏
连严重, 透亮小囊表面的血管清晰可见且丰富, 表面
覆盖有结缔组织或大网膜 , 液体积聚高度≥2 mm, 
体积≥8 mm3, 送检结果显示为子宫内膜, 说明造模
成功。分组给药 28 天后, 加味佛手散组体积明显缩
小, 异位内膜黏连减少, 表面血管减少, 提示加味佛
手散对异位内膜生长有较明显的抑制作用。其中加味

佛手散 90和 180 mg·kg−1异位内膜体积变化率分别为

0.58  ± 0.10、0.82  ± 0.04, 与模型组相比显著减小 (P < 

0.05)。与模型组相比, 孕三烯酮组异位内膜体积变化
率为 0.81  ± 0.25 (P < 0.05), 且加味佛手散的作用效果
呈现剂量依赖性 (图 4)。 
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Figure 2  Gene ontology (GO) analysis of candidate targets.  GO enrichment analysis in DAVID database showed the 6 remarkably 
enriched items in the biological processes, cell component, and molecular function  
 

 
Figure 3  Pathway including MMP2, MMP9 and TIMP1 
 
4.2  加味佛手散能调节侵袭转移基因和蛋白的表达  

结果表明, 与空白组相比, 模型组 MMP-2、MMP-9 
mRNA水平显著上调 (P < 0.05), TIMP-1 mRNA水平
显著下调 (P < 0.05)。与模型组相比, 加味佛手散组显
著下调MMP-2 (P < 0.05) 和MMP-9 (P < 0.01) mRNA
水平, 加味佛手散 90和 180 mg·kg−1组显著上调 (P < 

0.05) TIMP-1 mRNA 水平 (图 5)。 
Western blot 结果表明, 与空白组相比, 模型组

MMP-2、MMP-9 蛋白表达水平显著上调 (P < 0.05), 

 
Figure 4  Effect of JFS on the volume change rat of endo-
metrium.  EMS: Endometriosis; GTN: Gestrinone.   n = 6, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01 
 
TIMP-1蛋白表达水平显著下调 (P < 0.05)。与模型组
相比, 加味佛手散组 MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达水 
平呈剂量依赖性显著下调 (P < 0.05), TIMP-1 蛋白表
达水平均显著上调 (P < 0.05) (图 6)。综上, 加味佛手
散对侵袭转移的作用机制与调节 MMP-2、MMP-9和
TIMP-1基因和蛋白的表达有关。 
 
讨论 

经血逆流学说认为, 异位内膜的侵袭转移是发
生子宫内膜异位症的重要步骤。MMP-2、MMP-9 和
TIMP-1是重要的侵袭转移蛋白[22], MMP-2和MMP-9  
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Figure 5  Effect of JFS on invasion and metastasis.  The mRNA levels of MMP-2 (A), MMP-9 (B) and TIMP-1 (C) were detected by 
qPCR in different groups.  n = 3, x ± s.  △P < 0.05, △△P < 0.01; *P < 0.05, **P < 0.01 
 

 
Figure 6  Effect of JFS on invasion and metastasis.  The protein levels of MMP-2, MMP-9 and TIMP-1 were detected by Western blot 
(A), and the ratio of MMP-2 (B), MMP-9 (C) and TIMP-1 (D) with β-actin were shown.  n = 3, x ± s.  △P < 0.05; *P < 0.05, **P < 0.01 
 
会促进细胞外基质降解 , 增加异位内膜侵袭力 , 
TIMP-1能与MMP-9形成复合体, 进而抑制细胞外基
质的降解, 它们之间的平衡可调节细胞外基质的降
解。通过查阅文献发现, 子宫内膜异位内膜的MMP-2、
MMP-9 表达明显增高, 而 TIMP-1 表达降低[23−26]。通

过抑制 MMP-2、MMP-9, 促进 TIMP-1表达已被报道
为抗子宫内膜异位症的有效疗法[24, 27, 28]。本研究发现, 
在自体移植的子宫内膜异位症 SD大鼠模型中, 异位内
膜中 MMP-2 和 MMP-9 基因和蛋白的表达明显增强, 
而 TIMP-1基因和蛋白的表达则明显减弱, 这与已有研
究结果相吻合。同时加味佛手散能显著抑制MMP-2和
MMP-9的表达, 显著上调TIMP-1的表达, 从而抑制异
位内膜的侵袭转移。因此, 其他如 MMP-1、MMP-7
和 TIMP-2 等在异位内膜侵袭转移中的作用, 以及加
味佛手散对其的影响都值得进一步探讨研究。 

加味佛手散来源于著名活血化瘀名方佛手散 , 
通过分析加味佛手散成分−子宫内膜异位症靶点网络
中的 66个核心靶点, 其中 MMP-2、MMP-9、TIMP-1、
ICAM1、ACE 和 VEGFA 被认为是与活血化瘀功效    
相关的靶点。除了子宫内膜异位症, MMP-2、MMP-9
和 TIMP-1 被发现是多种血瘀证的靶点, 包括肝癌、
颈动脉血栓、毒热血瘀证、缺血再灌注损伤[29−32]。

ICAM1、ACE和 VEGFA也被认为是痛风、脑缺血、
冠心病和子宫内膜异位症的靶点之一[33−36]。通过网

络药理学, 对 CPPI 网络中的核心靶点进行通路富集
分析 , 发现 GnRH、TNF 和雌激素等信号通路与
MMP-TIMP相关, 且 GnRH、TNF和雌激素都是维持
子宫内膜稳态的关键介质[37−40]。此外, 有研究表明
MMP和 TIMP蛋白表达受这 3种途径调节[41−43]。课

题组前期研究还发现, 加味佛手散可以抑制 GnRH、
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雌激素和 TNF-α 的表达[8], 其作用机制可能与调节
MMP/TIMP平衡有关。因此, 预测所得加味佛手散抑
制子宫内膜侵袭转移机制可能与作用于 MMP-TIMP
靶点密切相关, 表明基于网络药理学的技术手段探
讨中药复方药效具有一定的准确性与实用性, 为加
味佛手散的评估提供合理支持, 也为进一步深入探
讨药效及发病机制奠定了良好基础。 
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