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黄芪总黄酮联合顺铂对Lewis荷瘤小鼠抗癌作用的研究

齐彦爽 1, 李 肖 1, 秦雪梅 1, 柴 智 2*, 李震宇 1*

(1. 山西大学中医药现代研究中心, 山西 太原 030006; 2. 山西中医药大学基础医学院, 山西 晋中 030619)

摘要: 本研究旨在分析黄芪总黄酮 (total flavonoids of Astragalus membranaceus, TFA) 联合顺铂对Lewis荷瘤小

鼠的抗癌作用及机制, 动物实验获得山西大学伦理委员会的批准 (SXULL2018012)。肿瘤重量、肿瘤体积变化曲

线、抑瘤率等药效学指标以及脏器指数分析显示黄芪总黄酮对顺铂的抗肿瘤作用具有增效减毒作用; 进一步采用网

络药理学技术预测黄芪总黄酮的作用靶点, 结果显示毛蕊异黄酮葡萄糖苷可能是抑制肺癌的主要活性成分, 细胞肿

瘤抗原p53 (TRP53)、与Ras相关的C3肉毒毒素底物1 (RAC1)、受体酪氨酸蛋白激酶 erbB-2 (ERBB2)、血管内皮生长

因子A (VEGFA)、信号转导子和转录激活子 3 (STAT3) 等靶点可能与黄芪总黄酮对顺铂的增效减毒作用相关; 血清

IL-6含量以及肿瘤组织STAT3、p53蛋白的表达水平结果显示, 黄芪总黄酮可能通过 IL-6/STAT3通路来抑制肿瘤生

长; UPLC-MS血清代谢组学分析结果提示, 与肺癌相关的代谢通路包括鞘脂代谢通路、视黄醇代谢通路、甘油磷酸

代谢通路、原代胆汁酸生物合成通路, 黄芪总黄酮可回调成分相对应的通路为原代胆汁酸生物合成通路。本研究综

合采用多种技术分析了黄芪总黄酮联合顺铂对Lewis荷瘤小鼠抗癌作用及作用机制, 为进一步的肿瘤药物开发奠

定了基础。
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Abstract: The aim of this study was to analyze the anti-cancer effect and mechanism of action of the flavo‐

noids of Astragalus membranaceus (TFA) when combined with cisplatin on Lewis lung carcinoma-bearing mice.

This animal experiment was approved by the Committee of the Ethics of Animal Experiment of Shanxi University

(SXULL2018012). Pharmacological indices such as tumor weight, tumor volume growth curves, inhibition rate

and organ indices showed that the TFA could reduce toxicity and enhance the efficacy of cisplatin. The target of

TFA was predicted by network pharmacology analysis and the result showed that calycosin-7-O- β -D-glucoside

might be the main active compound responsible for the anticancer effect of TFA. TRP53 (cellular tumor antigen

p53), RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), ERBB2 (receptor tyrosine-protein kinase erbB-2), VEGFA

(vascular endothelial growth factor A) and STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) may be asso‐

ciated with TFA in enhancing efficacy and reducing the toxicity of cisplatin. The IL-6 content in serum and expres‐
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sion levels of STAT3 and p53 in tumor tissues suggested that TFA may inhibit tumor growth through the IL-6/

STAT3 pathway; UPLC-MS-based serum metabolomic analysis suggested that the metabolic pathways related to

lung cancer include sphingolipid metabolism, retinol metabolism, glycerophospholipid metabolism, primary bile

acid biosynthesis, and the TFA-regulated corresponding pathway of bile acid biosynthesis. In this study, the anti-

cancer effect and mechanism of action of TFA combined with cisplatin on Lewis lung carcinoma-bearing mice was

analyzed by the combination of various techniques, which lay a foundation for further development of anticancer

drugs.

Key words: total flavonoids of Astragalus membranaceus; Lewis mice; lung cancer; network pharmacology;

metabonomics

黄芪是临床常用中药 , 为豆科植物蒙古黄芪

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus

(Bge.) Hsiao 或 膜 荚 黄 芪 Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bge.的干燥根, 具有补气升阳, 固表止汗, 利水

消肿, 生津养血, 行滞通痹, 托毒排脓, 敛疮生肌的功

效。黄芪主要含有皂苷类、黄酮类、多糖类成分。其中

的黄酮类成分具有抗氧化、抗衰老、抗炎、心肌保护、抗

肿瘤、增强免疫等作用[1]。肺癌作为世界上发病率和

致死率高的癌症, 通常的治疗方法包括化疗、放疗、手

术治疗。其中药物治疗使用的化疗药物包括顺铂、环

磷酰胺、5-氟尿嘧啶等。化疗药物在杀伤癌细胞的同

时也会产生很多不良反应, 如呕吐、骨髓移植、肾毒性、

肝毒性等。近年来研究表明中药与化疗药联用一方面

有增效作用, 另一方面还具有减毒作用[2]。

网络药理学以系统生物学、多向药理学、计算机等

多学科理论为基础, 运用各种组学、高通量筛选、网络

可视化和网络分析等多种技术, 可揭示“药物-基因-靶

点-疾病”之间复杂的网络关系, 从多维度视角阐述疾

病的分子基础, 预测药物的药理学机制[3,4]。网络药理

学技术已在中医药作用机制研究中广泛应用, 如葛根

解热作用机制研究[5]、黄精抗糖尿病作用机制研究[6]、

杜仲抗骨质疏松的分子机制研究[7]等。代谢组学可分

析外因或内因引起机体内源性代谢产物的变化, 并通

过阐释代谢途径及代谢网络的整体变化来映射机体内

生化和机能变化的过程。在研究中药及其复方对疾病

的药效作用时, 可采用代谢组学技术筛选出特异的生

物标志物, 然后用生物信息学方法阐释这些标志性代

谢产物的功能, 进而分析中药及其复方治疗疾病的机

制[8]。目前代谢组学在中药药效研究中应用广泛, 如

黄连治疗Ⅱ型糖尿病的机制探索[9]、水栀子对原发性高

血压的研究[10]、雷公藤红素对大鼠糖尿病溃疡促愈合

作用机制[11]等。

本课题组前期研究表明, 黄芪总黄酮对环磷酰胺

所致的白细胞降低具有明显的保护作用, 提示对环磷

酰胺具有减毒作用。本研究拟采用网络药理学技术、

代谢组学技术进一步分析黄芪总黄酮联合顺铂对

Lewis肺癌小鼠抗癌作用及机制, 为进一步的肿瘤药

物研发奠定基础。

材料与方法

样本 浑源仿野生黄芪 (生长年限 6年, 购自山西

北岳神耆生物科技有限公司), 经山西大学秦雪梅教授

鉴定为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao 的根 , 标本

保存在山西大学中医药现代研究中心。

实验动物和细胞株 SPF级 C57BL/6小鼠 60只,

雄性, 体重 18～22 g, 购自北京维通利华实验动物技术

有限公司 , 许可证号为 SCKX (京) 2016-0006。Lewis

鼠源性肺腺癌细胞株 (Lewis lung carcinoma cells,

LLC), 购自中国科学院细胞库。

试剂 DMEM 培养基、5X Loading buffer ( 批

号 为 E626DA0002)、SDS-PAGE 试 剂 盒 ( 批 号 为

F117DA0007)、甘氨酸 (批号为 F115BA0005)、脱脂奶

粉、氯化钠 (批号为 E730BA0002)、SDS、Tris-base (批

号为 E528BA0039)、改良型 BCA 蛋白浓度测定试剂

盒 (批号为DA18DA0001)、苯甲基磺酰氟 (PMSF, 批号

为 1810152587), 均购于生工生物工程股份有限公司;

RIPA裂解液 (强) 购自于碧云天生物技术有限公司; 胎

牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司; 1∶250

胰蛋白酶、100X青链霉素混合溶液和吐温20购自北京

索莱宝科技有限公司; DMSO购自美国Sigma公司; 注射

用顺铂 (冻干型) 购自齐鲁制药有限公司; 毛蕊异黄酮葡

萄糖苷、芒柄花苷、(6aR,11aR)-9,10-二甲氧基紫檀烷-

3-O-β-D-葡萄糖苷、7-2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-

O-β-D-葡萄糖苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素、(6aR,11aR)-

9,10-二甲氧基紫檀烷和 7-2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异

黄烷对照品购自上海永恒生物科技有限公司 (批号依次

为20150408、20150425、20150318、20150328、20150321、

20140526、20150625、20150712); AB-8 大孔吸附树脂

购自天津市光复精细化工研究所 (批号为 2016年 6月
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18日); 95%乙醇购自河北瑞康医药科技有限公司 (批

号 20181101); 蛋白 Marker 购自美国 Thermo 公司 (批

号为 10253-2-AP); 小鼠白介素-6 (IL-6) ELISA试剂盒

购自上海西唐生物科技有限公司; PVDF膜购于美国

Millipore公司 (0.45 μm批号为R7NA153D); STAT3抗

体 (稀释比例为 1∶1 000, 批号为 00063991)、p53 抗体

(稀释比例为 1∶1 000, 批号为 00072438) 和 β-actin内参

抗体 (稀释比例为1∶5 000, 批号为00070175) 购自武汉

Proteintech有限公司; 荧光二抗 (Irdye 800cw, 稀释比例

为1∶20 000, 货号为C80718-15) 购自美国Li-Cor公司。

仪器 HF90二氧化碳细胞培养箱、Neofuge1600R

台式高速离心机、HFsafe1800生物安全柜和ROP纯水

仪 (力康生物医疗科技控股有限公司), IX71倒置荧光显

微镜 (Olympus公司)。旋转蒸发器RE-52A (上海亚荣生

化仪器厂), HH数显恒温水浴锅 (常州国字仪器制造有

限公司), HC SDS-PAGE电泳设备和Mini-PROTEAN电

转设备 (Bio-Rad, 美国)、Odclyssey CLX双色红外荧光

扫描仪 (Gene公司, 美国), ELX800UV酶标仪 (Bio-TEK

公司), 离心浓缩机 (Eppendorf, 德国); Thermo Fisher

U3000超高效液相色谱仪, 配置在线脱气机、四元梯度泵、

柱温箱、自动进样器和 Thermo ScientificTMQ Exactive

Orbitrap质谱仪 (美国Thermo Fisher Scientific公司)。

黄芪总黄酮的制备及含量测定 参照课题组之前

报道的黄芪总黄酮制备方法[12]及含量测定方法[13]。

Lewis小鼠肺癌模型的构建 参照文献[14,15]报道

方法造模 , 将冻存于液氮中的 LLC 细胞复苏后 , 使

LLC细胞在含 10%胎牛血清的DMEM培养基中培养

(温度 37 ℃、湿度 5%), 取对数生长期的 LLC细胞, 采

用胰酶消化后, 1 500 r·min-1离心 5 min, 用细胞计数板

计数后, 用 PBS配制成每毫升 1×106个的单细胞悬浮

液。在无菌环境下对C57BL/6小鼠进行皮下接种LLC

细胞, 待被接种的小鼠的皮下出现直径大于 5 mm3的

结节后, 证明LLC肺癌小鼠模型建立成功。动物实验

经过山西大学伦理委员会批准。

动物分组及给药 将未接种 LLC 细胞的 10 只

C57BL/6小鼠设定为空白组 (C 组 , 不造模 , 不给药)。

将 40只造模成功且肿瘤体积大小均匀的荷瘤小鼠分

为 5组, 每组 8只, 分别为模型组 (M组)、阳性组 (P组,

顺铂剂量为 5 mg·kg-1)、联合给药低剂量组 (PL组, 腹

腔注射顺铂和TFA, 顺铂剂量为 5 mg·kg-1, TFA剂量为

12 mg·kg-1)、联合给药中剂量组 (PM组, 腹腔注射顺铂

和TFA, 顺铂剂量为5 mg·kg-1, TFA剂量为24 mg·kg-1)、

联合给药高剂量组 (PH组, 腹腔注射顺铂和TFA, 顺铂

剂量为 5 mg·kg-1, TFA剂量为 48 mg·kg-1), 其中顺铂每

周给药两次, 共给药4次; TFA每天给药1次, 共14天。

药效学指标 给药期间每隔两天用游标卡尺称量

肿瘤的长 (L) 和宽 (W), 肿瘤体积按 V = L×W2/2计算,

绘制肿瘤体积生长曲线; 给药 14天后进行眼眶采血,

使用高速离心机在 13 000 r·min-1、4 ℃的条件下离心

取上层血清, 分装并冻存于-80 ℃冰箱备用。然后解

剖并完整剥离心、肝、脾、肺、肾、胸腺、肿瘤。精密称定

心、肝、脾、肺、肾、胸腺后计算心指数、肝指数、脾指数、

肺指数、肾指数、胸腺指数等脏器指数; 精密称定所有

荷瘤组的肿瘤重量, 用GraphPad Prism 5.01软件做出

荷瘤组肿瘤重量的柱状图 , 并计算抑瘤率 , 抑瘤率

(%) = (1-实验组平均瘤重/对照组平均瘤重)×100%; 所

有样本冻存于-80 ℃冰箱备用。

网络药理学分析

靶点筛选 根据课题组前期[13]研究, 制备的黄芪

总黄酮除了含有 8种黄酮类成分外, 还含有微量的皂

苷类成分 , 皂苷类的代表成分为黄芪甲苷。采用

Phammapper数据库, 在 submit file内输入黄芪总黄酮

8 个黄酮和黄芪甲苷的 sdf格式化学结构 , 设置 Phar‐

macophore Models Whose Pkd ≥ 6.0, 将匹配的靶点数

目设置为 300, 得到黄芪每个黄酮成分对应的得分排

名前 300的靶点。将筛选得到的靶点导入 UniProt数

据库后校正为官方名称, 经过检索和转化操作得到黄

芪总黄酮中8种成分和黄芪甲苷有关的靶点信息。

通路分析 将上述筛选得到靶点导入DAVID数

据库 (https://david.ncifcrf.gov/), 将靶点名称的列表输

入并限定物种为小鼠, 将 select identifier 设定为official

gene symbol, list type设定为 genelist, 对黄芪总黄酮作

用靶点进行 KEGG通路分析, 剔除 P>0.05的通路, 根

据靶点数目进行排序, 然后用GraphPad Prism 5.01软

件绘图, 进行KEGG通路的富集分析。

黄芪总黄酮-成分-靶点-通路-疾病网络构建 根

据黄芪总黄酮潜在作用靶点的预测结果 , 采用 Cyto‐

scape 3.7.1软件的关联 (merge) 功能构建黄芪总黄酮-

成分-靶点-通路-疾病的网络模型。成分、靶点、通路以

及疾病用网络中的节点 (node) 表示, 化合物的潜在作

用靶点用边 (edge) 相连。通过network analyzer功能分

析网络的度 (degree)、中介度 (betweenness centrality)、

网络集中化 (network centralization) 和网络异质性

(network heterogeneity) 参数。

药物蛋白-疾病蛋白相互作用网络的构建 将这

些交叉靶点导入String数据库, 物种限定为小鼠, 得到蛋

白与蛋白相互作用网络, 下载 TSV格式的结果, 将结

果中的节点 1 (node 1)、节点 2 (node 2) 及结合率评分

(combined score) 导入Cytoscape3.7.1软件, 得到 degree

和 betweenness centrality 两个参数结果 , 然后经过
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Cytoscape中的 generate style from statistics工具构建蛋

白与蛋白的网络图。

ELISA 检测小鼠血清 IL-6含量 取各组小鼠血

清, 参照 IL-6ELISA试剂盒说明书方法和步骤, 测定血

清中 IL-6的含量。

Western blot法检测STAT3、p53蛋白的表达 将

肿瘤组织置于研钵内加液氮充分研磨至粉末状 , 每

100 mg组织加入 RIPA 裂解液 (RIPA∶PMSF = 100∶1)

500 μL进行充分裂解后, 在 12 000×g、4 ℃条件下离心

10 min, 吸取上清, 采用 BCA法测定蛋白浓度。先经

SDS-PAGE 电泳 , 再转膜 2 h, 之后用含 5% 脱脂奶粉

37 ℃摇床封闭 2 h, TBST洗涤PVDF膜 3次, 加入一抗

STAT3 (1∶1 000)、p53 (1∶1 000)、β-actin (1∶5 000) 孵

育过夜。TBST洗涤 PVDF膜 3次, 加入荧光二抗 (1∶

20 000), 37 ℃摇床孵育 2 h。TBST洗涤 PVDF膜 3次,

用 Odclyssey CLX 双色红外荧光扫描仪扫描 , 采用

Image studio软件分析条带表达水平。

基于UPLC-MS的血清代谢组学分析

样本制备及 UPLC-MS 分析 取血清 100 μL, 加

入乙腈 400 μL 沉淀蛋白 , 涡旋振荡后在 4 ℃下离心

20 min (13 000 r·min-1), 取上清 450 μL离心浓缩干燥。

然后加入 80% 的乙腈-水 100 μL 复溶后进行 UPLC-

MS分析。液相条件参照本课题组之前建立的方法[16]

并进行适当修改: 流动相A, 含 0.1%甲酸的乙腈; 流动

相 B, 含 0.1% 甲酸的水。梯度洗脱: 0～2 min, 1% A;

2～3 min, 1% A～35% A; 3～28 min, 35% B～99% A;

28～30 min, 99% A; 30～32 min, 99% A～1%A; 32～

34 min, 1% A。进样量 : 5 μL; 流速 , 0.2 mL·min-1; 柱

温: 35℃; Waters Acquity UPLC HSST3色谱柱 (2.1 mm×

100 mm, 1.8 μm)。质谱条件: 采用 HESI离子化方式;

喷雾电压 : 正极 , 3.5 kV; 负极 , 2.5 kV。毛细管温度

320 ℃; 加热器温度 300 ℃; 鞘气流速: 35 arb, 辅助气

流速: 10 arb; 扫描模式为 Full Scan/dd-MS2, 采集范围

为m/z 100～1 500, 正负离子切换采集模式; 分辨率采

用 MS full scan 35000 FWHM, MS/MS 17500 FWHM,

NCE为12.5、25和37.5 eV。

潜在生物标志物的确定及代谢通路分析 将所有

样本的 UPLC-MS 图谱导入 Compound discover 3.0 软

件提取各个峰的峰面积、分子式、保留时间、质荷比

等信息。将数据归一化后导入 SIMCA-P 13.0进行多

元统计分析, 通过 S-plot分析、VIP值 (VIP>1) 来筛选

差异代谢物。采用Grad Prism 5.01软件分析差异代谢

物在各组的相对含量 , 将筛选出的差异代谢物导入

MetaboAnalyst 数据库 (https://www. metaboanalyst. ca)

进行MetaPA代谢通路分析。

结果

1 黄芪总黄酮含量测定

所制备的黄芪总黄酮中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量

为 9.82%、芒柄花苷含量为 8.62%、(6aR,11aR)-9,10-二

甲氧基紫檀烷-3-O-β-D-葡萄糖苷含量为 11.24%、7-2'-

二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-葡萄糖苷含量

为 3.71%、毛蕊异黄酮含量为 0.54%、芒柄花素含量为

0.02%、(6aR, 11aR) -9, 10- 二甲氧基紫檀烷含量为

0.02%、7-2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷含量为 0.01%

等, 8种黄芪黄酮的总含量为33.98%。

2 药效学

各组小鼠的肿瘤组织如图 1所示, 其中模型组的

肿瘤体积最大, 阳性药小鼠的肿瘤减小, 联合给药可使

肿瘤进一步缩小, 从直观分析来看抑制肿瘤生长效果

最好的是联合给药高剂量组。图 1为肿瘤体积生长曲

线, 造模后 1天各组肿瘤体积没有显著性差异; 此后,

模型组的肿瘤体积增长幅度最大; 从第 4天开始, 黄芪

总黄酮联合给药高剂量组、中剂量组的增长幅度显著

减小; 给药 13天后, 顺铂组和联合给药组肿瘤体积均

显著减小。其中联合给药组的疗效均优于单独阳性药

组, 其中联合给药高剂量组效果最佳。

图 2A为肿瘤重量, 从小到大顺序依次是: 联合给

药高剂量组<联合给药中剂量组<联合给药低剂量组<

阳性药组。与模型组相比, 所有给药组肿瘤重量均有

显著性减小 (P<0.001)。与阳性药组相比, 联合给予黄

芪总黄酮后肿瘤重量可进一步降低, 其中联合给药中

剂量组、联合给药高剂量组的肿瘤均比阳性药组显著

降低 (P<0.05), 联合给药低剂量组的肿瘤重量与阳性

药虽无统计学差异, 但仍然可以看到肿瘤重量有减小

的趋势。表 1为各给药组的抑瘤率, 联合给药高、中、

低剂量组的抑瘤率均大于阳性药组, 各给药组抗肿瘤

的效果由强到弱依次为: 联合给药高剂量组>联合给

Figure 1 The growth curve of tumor volume in M (model group),

P (positive drug group), PL (low-dose combination group), PM

(medium-dose combination group) and PH (high-dose combination

group). n = 8,
-
x ± s. *P<0.001 vs M
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药中剂量组>联合给药低剂量组>阳性药组。说明黄

芪总黄酮能够增强顺铂的抗肿瘤作用, 即黄芪总黄酮

对顺铂具有增效作用。

由图 2B～2G 各组脏器指数可知, 空白组 (C)、模

型组 (M)、阳性药组 (P)、联合给药低剂量组 (PL)、联合

给药中剂量组 (PM)、联合给药高剂量组 (PH) 6个组的

心指数、肺指数、肾指数均没有显著性差异。与模型组

相比, 顺铂治疗组脾指数、肝脏指数、胸腺指数均有降

低, 其中脾脏指数和胸腺指数变化最明显。给予低、

中、高 3个剂量黄芪总黄酮后胸腺指数可显著回调, 其

中联合给药高剂量组胸腺指数回调最为明显。但黄芪

总黄酮联合给药对肝脏指数和脾脏指数无显著影响。

说明黄芪总黄酮可以减轻顺铂对免疫系统的不良反

应, 即黄芪总黄酮对顺铂化疗具有减毒作用, 其中联合

给药高剂量效果最好。

3 网络药理学分析

3.1 生物通路分析 将黄芪总黄酮的8种黄酮成分导

入 Pharmmapper数据库, 得到成分靶点 243个, 涉及毛

蕊异黄酮、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、紫檀烷、紫檀烷苷、异

黄烷苷、黄芪甲苷。从 Home-Gene-NCBI 数据库与

Genecard数据库得到肺癌靶点, 将成分靶点与肺癌靶

点取交集共得到黄芪总黄酮与肺癌的相关靶点 46个

(表 2)。将这 46个靶点导入DAVID数据库进行KEGG

通路分析, 由KEGG通路富集图 (图3) 可知, 上述46个

靶点主要与 PI3K-Akt、HIF-1、PPAR、Thyroid hormone

等 26条信号通路有关, 说明黄芪总黄酮对肺癌的作用

具有多靶点、多通路的特点。

3.2 黄芪总黄酮-成分-靶点-通路-疾病网络构建

采用 Cytoscape 3.7.1软件构建黄芪总黄酮的成分-靶

点-通路-疾病的网络模型 (图 4)。该网络有 79个节点

(包括 6 个成分、46 个靶点、26 条通路、1 个疾病) 和

247条边, 其中绿色节点代表黄芪总黄酮、黄色节点代

表黄芪总黄酮的每一个黄酮成分、红色节点代表靶点、

紫色节点代表代谢通路、蓝色代表疾病, 边代表相互

作用关系。然后对网络模型进行网络拓扑属性分析,

其 network centralization 和 network heterogeneity 参数

分别是 0.260和 0.734。网络分析图中一个节点与其他

节点相连的数目用 degree表示, 一个节点的 degree值

越大 , 则说明与该节点相连的节点数越多。中介度

(betweenness) 是指通过该节点的最短路径占全部路径

的比例。degree值和 betweenness值越大, 说明该节点

Figure 3 KEGG pathway enrichment map of potential anti-lung

cancer targets in main active components of total flavonoids of

Astragalus membranaceus

Figure 2 The tumor weight of M, P, PL, PM, PH (A) and the heart index (B), liver index (C), spleen index (D), lung index (E), kidney

index (F), thymus index (G) of the groups. **P<0.01, ***P<0.001 vs C; ΔΔP<0.01, ΔΔΔP<0.001 vs M; #P<0.05, ###P<0.001 vs P

Table 1 Tumor inhibition rates of P, PL, PM and PH in four groups. ***P<0.001 vs M; ΔP<0.05, ΔΔΔP<0.001 vs P

Group

Average tumor weight/g

Inhibition rate/%

M

5.411 4

P

3.171 7***

18.48%

PL

2.378 6***

31.53%

PM

2.025 5***Δ

42.04%

PH

1.060 4***ΔΔΔ

49.37%
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越重要。6个成分的参数如下: 毛蕊异黄酮 (degree: 13;

betweenness: 0.056 901 29)、毛蕊异黄酮葡萄糖苷

(degree: 17; betweenness: 0.147 561 22)、(6aR,11aR)-9,10-

二甲氧基紫檀烷 (degree: 15; betweenness: 0.115 001 52)、

(6aR,11aR)-9,10-二甲氧基紫檀烷 -3-O-β -D-葡萄糖

苷 (degree: 13; betweenness: 0.079 520 6)、7-2'-二羟基-

3',4'-二甲氧基异黄烷 -7-O- β -D-葡萄糖苷 (degree:

12; betweenness: 0.068 552 35)、黄芪甲苷 (degree: 11;

betweenness: 0.087 869 96), 由此可知 , 毛蕊异黄酮葡

萄糖苷的 degree 值和 betweenness 值最大 , 说明毛蕊

异黄酮葡萄糖苷可能是抑制肺癌的主要活性成分。

TRP53 (degree: 20; betweenness: 0.097 804 29)、RAC1

(degree: 12; betweenness: 0.070 717 33)、ERBB2 (degree:

12; betweenness: 0.042 288 92)、VEGFA (degree: 10;

betweenness: 0.024 952 81)、STAT3 (degree: 9; between‐

ness: 0.026 901 42) 等靶点的 degree 值和 betweenness

值相对比较高, 说明这些靶点可能为发挥抗癌作用的

关键靶点。

Table 2 Degree and betweenness of target proteins of total flavonoids of Astragalus in the treatment of lung cancer

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Protein name

TRP53
ALB
VEGFA
STAT3
FGF2
ERBB2
HSP90AA1
ESR1
PPARG
AR
NOTCH1
NCOA3
CDK2
ESR2
CDK1
ZEB1
E2F1
LGALS3
HMOX1
RAC1
FGF1
INSR
THPO

Degree

27
24
21
20
18
17
17
16
15
15
14
11
11
10
10
9
9
8
7
7
7
6
5

Betweenness

0.225 890 37
0.257 092 47
0.048 281 82
0.071 429 69
0.064 790 12
0.038 133 20
0.094 314 65
0.019 639 33
0.113 388 71
0.017 716 13
0.051 374 67
0.060 697 06
0.008 450 92
0.012 131 47
0.049 909 89
0.000 000 00
0.005 336 7
0.000 577 20
0.000 973 76
0.000 339 51
0.003 439 83
0.001 248 60
0.000 336 70

No.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Protein name

APC
RRM1
HPSE
MUC1
HDAC8
SIRT3
FABP4
RXRG
AGO1
DRD2
TARDBP
HK2
TTR
RARB
ITGA5
DRD1A
RAN
FABP3
MUTYH
RORC
PRDX6
BCL9
NUMBL

Degree

5
4
3
3
3
3
3
3
2
2
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Betweenness

0.048 947 81
0.005 316 66
0.005 125 33
0.002 390 57
0.001 178 45
0.001 842 67
0.001 252 10
0.003 571 43
0.000 589 23
0.044 444 44
0.000 454 55
0.000 000 00
0.044 444 44
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00
0.000 000 00

Figure 4 Total flavonoids-components-targets-pathways-disease network of Astragalus membranaceus. Compound A-F: Calycosin (A),

calycosin-7-O-β-D-glucoside (B), (6aR,11aR)-9,10-dimethoxypterocarpan (C), (6aR,11aR)-9,10-dimethoxypterocarpan-3-O-β-D-glucoside

(D), 7,2'-dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavan-7-O-β-D-glucoside (E), astragaloside IV (F)
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3.3 靶点相互作用网络构建与分析 蛋白与蛋白相

互作用网络见图5, 黄芪总黄酮治疗肺癌的靶点蛋白的

degree和betweenness如表2所示。该网络图包含46个

节点、177条边, 平均节点度为 7.652, 平均局部聚类系

数为 0.460。其中节点大小及颜色用来表示 degree的

大小, degree值越大, 颜色由蓝变红所对应的 degree值

也越大; 而边的粗细和颜色用来表示节之间的关联度

点, 边越粗表示节点之间的关联度越大; betweenness

指介度, 某一蛋白的 degree和 betweenness越大, 说明

该蛋白比较重要。如TP53与CDK2、ESR1、APC连接的

线比较粗, 说明它们的关联度比较大; TRP53、RAC1、

ERBBA2、VEGFA、STAT3 等的 degree 和 betweenness

值较大, 说明这些靶点可能是发挥抗癌作用的关键靶

点。由蛋白相互作用网络图可知, 黄芪总黄酮发挥抗癌

作用的靶点不是单独起作用, 而是一个复杂的网络。

4 对网络药理学结果的验证

4.1 TFA联合顺铂对血清炎症因子 IL-6的影响 如

图 6所示, 模型组的 IL-6水平较空白组显著升高 (P<

0.05), 给予顺铂后 IL-6的含量有所降低, 但无显著性

差异; 黄芪总黄酮联合顺铂给药后, 与模型组相比, 联

合给药高剂量组、中剂量组 IL-6均显著降低, 其中联合

给药高剂量组降低最为显著。

4.2 TFA联合顺铂对 STAT3和 p53蛋白表达水平的

影响 由于STAT3、TRP53表达的蛋白分别为STAT3、

p53, 下一步采用Western blot法验证两个蛋白的表达

水平。由图 7可知, 模型组肿瘤组织中 STAT3水平最

高, 与模型组相比, 给予阳性药顺铂后有所降低, 但无

统计学差异。联合给药高剂量组、中剂量组、低剂量组

均可显著降低 STAT3水平, 其中联合给药高剂量组效

果最好, 联合给药中剂量组次之。说明单独给予顺铂

并不能有效降低 STAT3蛋白表达量, 但联合黄芪总黄

酮后可显著降低 STAT3的蛋白表达水平。此外, 与模

型组相比, 各给药组 p53含量均没有显著性差异, 说明

顺铂和黄芪总黄酮对p53蛋白没有明显调节作用。

5 代谢组学分析

5.1 肺癌模型小鼠差异代谢物的筛选 首先对空白

组和模型组两组血清质谱数据进行多元统计分析, 筛

选与肺癌模型相关差异代谢物。图 8A为主成分分析

图, 可见空白组和模型组有明显的差异。然后进行有

监督的 PLS-DA分析, 并通过外部模型验证方法排列

实验来验证模型是否有效, R2在排列实验中表示对数

据的解释程度, Q2在排列实验中表示对模型的预测能

力, 假如回归线与纵轴的截距越小, 并且回归线的斜率

较大, 说明该模型的预测能力也比较好[17]。由图 8B可

知, 左端任何一次随机排列产生的R2、Q2均小于右端,

Figure 5 Protein interaction network diagram. TRP53: Cellular

tumor antigen p53; ALB: Serum albumin; VEGFA: Vascular endo‐

thelial growth factor A; STAT3: Signal transducer and activator of

transcription 3; FGF2: Fibroblast growth factor 2; ERBB2: Recep‐

tor tyrosine-protein kinase erbB-2; HSP90AA1: Heat shock pro‐

tein HSP 90-alpha; ESR1: Estrogen receptor; PPARG: Peroxisome

proliferator-activated receptor gamma; AR: Androgen receptor;

NOTCH1: Neurogenic locus notch homolog protein 1; NCOA3:

Nuclear receptor coactivator 3; CDK2: Cyclin-dependent kinase 2;

ESR2: Estrogen receptor beta; CDK1: Cyclin-dependent kinase 1;

ZEB1: Zinc finger E-box-binding homeobox 1; E2F1: Transcrip‐

tion factor E2F1; LGALS3: Galectin-3; HMOX1: Heme oxygenase

1; RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; FGF1:

Fibroblast growth factor 1; INSR: Insulin receptor; THPO: Throm‐

bopoietin; APC: Adenomatous polyposis coli protein; RRM1:

Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit; HPSE: Hepa‐

ranase; MUC1: Mucin-1; HDAC8: Histone deacetylase 8; SIRT3:

NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-3; FABP4: Fatty acid-

binding protein 4; RXRG: Retinoic acid receptor RXR-gamma;

AGO1: Protein argonaute-1; DRD2: Dopamine D2 receptor;

TARDBP: TAR DNA-binding protein 43; HK2: Hexokinase-2;

TTR: Transthyretin; RARB: Retinoic acid receptor beta; ITGA5:

Integrin alpha-5; DRD1A: Dopamine D1 receptor; RAN: GTP-

binding nuclear protein Ran; FABP3: Fatty acid-binding protein 3;

MUTYH: Adenine DNA glycosylase; RORC: Nuclear receptor

ROR-gamma; PRDX6: Peroxiredoxin-6; BCL9: B-cell lymphoma

9-like protein; NUMBL: Numb-like protein

Figure 6 Column diagram of IL-6 content in serum of C, M, P,

PL, PM and PH. n = 8,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001vs C; ΔP<0.05,

ΔΔP<0.01 vs M
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说明模型有效。在判别模型有效的前提下, 进一步通

过OPLS-DA (图 8C) 和S-plot散点图 (图 8D), 结合VIP

值 (>1), 和 t检验 (P<0.05) 筛选得到与肺癌模型相关

差异代谢物。通过与 HMDB 数据库和 METIN 数据

库, 最终指认出30个内源性差异代谢物 (表3)。

5.2 黄芪总黄酮对内源性差异代谢物的影响 通过

给药后差异代谢物的回调程度进一步比较各给药组的

药效作用 (图 9)。在空白和模型组的 30个差异代谢物

中, 顺铂可以回调的代谢物有 19个, 分别为植物鞘氨

醇、溶血磷脂酰乙醇胺 (0∶0/20∶4 (8Z,11Z,14Z,17Z))、

二氢鞘氨醇、溶血磷脂酰胆碱 (15∶0)、十二烷二酸、溶

血磷脂酰乙醇胺 (22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/0∶0)、

2-羟基十六烷基肉碱、溶血磷脂酰胆碱 (20∶1 (11Z))、

溶血磷脂酰胆碱 (20∶5 (5Z,8Z,11Z,14Z,17Z))、左旋棕

榈酰肉碱、4-羟基壬醛、十四烷基肉碱、α-生育三烯醇、

MG (18∶2 (9Z,12Z)/0∶0/0∶0)、硬脂酰肉碱、脯氨酸甜菜

碱、反式十六烷基-2-烯醇肉碱、油酰胺、七烷酸。黄芪

总黄酮联合给药后回调作用更好的代谢物有 5个, 包

括 MG (18∶1 (9Z)/0∶0/0∶0)、溶血磷脂酰乙醇胺 (0∶0/

20∶4 (8Z,11Z,14Z,17Z))、MG (18∶2 (9Z,12Z)/0∶0/0∶0)、

Figure 7 Comparison of the expression of STAT3 protein and p53 protein in M, P, PL, PM and PH. n = 8,
-
x ± s. ***P<0.001 vs M; ΔΔΔP<

0.001 vs P

Table 3 Identification of differential metabolites between C and M. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs M. P: Positive ions mode, N: Nega‐

tive ions mode

No.

1*

2*

3***

4*

5*

6***

7***

8***

9**

10*

11*

12***

13*

14**

15***

16**

17**

18***

19*

20*

21*

22**

23**

24**

25*

26***

27**

28**

29**

30**

Name

LysoPC (18∶0)
Palmitic amide
Phytosphingosine
LysoPC (22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))
Taurocholic acid
LysoPE (0∶0/20∶4 (8Z,11Z,14Z,17Z))
Sphinganine
LysoPE (22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/0∶0)
LysoPC (15∶0)
Dodecanedioic acid
LysoPC (20∶1 (11Z))
LysoPC (20∶2 (11Z,14Z))
LysoPC (20∶5 (5Z,8Z,11Z,14Z,17Z))
2-Hydroxyhexadecanoylcarnitine
L-Palmitoylcarnitine
Docosahexaenoic acid
4-Hydroxynonenal
Tetradecanoylcarnitine
Imidazolelactic acid
Alpha-Tocotrienol
Vitamin A
MG (18∶2 (9Z,12Z)/0∶0/0∶0)
LysoPC (22∶4 (7Z,10Z,13Z,16Z))
Stearoylcarnitine
MG (18∶1 (9Z)/0∶0/0∶0)
Proline betaine
LysoPC (22∶1 (13Z))
trans-Hexadec-2-enoyl carnitine
Oleamide
Heptadecanoic acid

Formula

C26H54NO7P
C16H33NO
C18H39NO3

C30H50NO7P
C26H45NO7S
C25H44NO7P
C18H39NO2

C27H44NO7P
C23H48NO7P
C12H22O4

C28H56NO7P
C28H54NO7P
C30H43N3O6

C26H43N5

C23H45NO4

C22H32O2

C21H44NO7P
C21H41NO4

C6H8N2O3

C29H44O2

C20H30O
C21H38O4

C30H54NO7P
C25H49NO4

C21H40O4

C7H13NO2

C26H56N7O5P
C23H43NO4

C18H35NO
C17H34O2

Mode

P
P
P
P
N
N
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
N
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

[M+H]+/

[M−H]−

524.371 5
256.263 3
318.300 4
568.339 4
514.284 4
500.278 1
302.305 3
526.292 5
482.323 9
231.158 9
550.386 8
548.371 1
542.324 3
426.358 3
400.341 3
329.247 6
454.293 0
372.310 7
157.060 8
423.327 1
287.236 8
355.284 1
572.371 5
428.373 5
357.299 7
144.102 0
578.417 7
398.326 3
282.278 9
271.263 2

Error

(ppm)

0.76
-0.78
0.31

-0.70
1.96
1.99

-0.33
-0.57
-0.41
-0.43
0.18
0.18
3.32

-1.87
-2.00
0.30
0.44

-0.26
0.64
3.31

-0.35
-0.28
0.87
0.23

-0.56
0.69
4.15

-0.50
-0.71
0

tR
/min

21.90
25.34
11.70
16.91
7.73

19.19
14.24
16.79
21.70
15.07
22.63
20.26
15.77
18.80
18.17
25.88
17.56
15.75
6.60

30.91
26.31
24.7
19.84
20.66
26.57
1.75

26.28
16.63
14.99
12.91

Fragment

85.101 6

184.073 3, 86.096 8, 60.081 4
124.006 9
303.232 9, 285.223 4, 259.242 6

185.153, 157.122 3, 111.117 1
532.379 6, 240.099 5, 184.072 9
365.305 3, 184.074 4, 86.096 9
184.073 4, 86.096 9
265.253 4, 144.101 9, 97.101 7
239.237 0
311.236 9, 293.227 0, 269.226 7
157.122 2, 139.111 7, 127.111 7
144.102 4
139.050 2, 111.050 8

337.273 5, 281.247 5
184.073 3

339.289 3, 283.263 2, 265.252 4
126.091 4
560.406 5
354.336 3, 352.321 1, 237.221 2
264.268 1
195.174 6, 181.158 6,167.142 9

VIP

10.95
4.18

11.18
3.97
1.97
7.59
8.87
5.15
5.09
3.82
3.36
4.44
3.23
3.89
3.82
2.59
1.99
4.89
1.66
1.04
1.72
2.18
1.30
2.48
1.23
1.41
1.13
1.67
1.23
1.26
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硬脂酰肉碱、溶血磷脂酰乙醇胺 (22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,

16Z,19Z)/0∶0)。单独顺铂不能回调, 但联合黄芪总黄

酮能回调的代谢物有 4个, 分别为棕榈酰胺、溶血磷脂

酰乙醇胺 (22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))、溶血磷脂酰

胆碱 (22∶4 (7Z,10Z,13Z,16Z))、牛磺胆酸。

5.3 代谢通路分析 将空白组和模型组的差异代谢

物名称导入 MetaboAnalyst 数据库 , 将物种设定为小

鼠, 进行MetaPA代谢通路分析, 然后筛选出影响值大

于0.01的代谢通路作为潜在的相关代谢通路。最终得

到四条与Lewis肺癌模型相关的代谢通路 (图 10) 即鞘

脂代谢通路 (sphingolipid metabolism)、视黄醇代谢通

路 (retinol metabolism)、甘油磷酸代谢通路 (glycero‐

phospholipid metabolism)、原代胆汁酸生物合成通路

(primary bile acid biosynthesis)。

由上述分析结果可见, 黄芪总黄酮起到回调作用的

代谢物为溶血磷脂酰乙醇胺 (0∶0/20∶4 (8Z,11Z,14Z,17Z))、

棕榈酰胺、牛磺胆酸、溶血磷脂酰乙醇胺 (22∶6 (4Z,7Z,

10Z,13Z,16Z,19Z)/0∶0)、MG (18∶2 (9Z,12Z)/0∶0/0∶0)、

Figure 8 Multivariate statistical analysis of C and M (A: PCA

diagram; B: Model validation diagram; C: OPLS-DA scatter plot;

D: S-Plot diagram)

Figure 9 Comparison of endogenous serum metabolites in C, M, P, PL, PM and PH. Longitudinal coordinates represent the relative

content of metabolites. n = 8,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs C; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01, ΔΔΔP<0.001 vs M
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硬脂酰肉碱、MG (18∶1 (9Z)/0∶0/0∶0)、溶血磷脂酰乙醇胺

(22∶6 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))、溶血磷脂酰胆碱 (22∶4

(7Z,10Z,13Z,16Z)), 这些代谢物涉及的代谢通路为原代

胆汁酸生物合成通路, 说明黄芪总黄酮可能通过调节原

代胆汁酸生物合成通路来达到增效减毒目的。

讨论

本研究建立了LLC小鼠肺癌模型, 通过肿瘤体积、

肿瘤生长曲线、肿瘤重量, 发现联合给药组的效果好于

阳性药组, 说明黄芪总黄酮能够增强顺铂的抗癌作用; 通

过脏器指数分析显示黄芪总黄酮能减轻顺铂的免疫抑

制作用。药效学结果显示黄芪总黄酮不仅能够增强顺铂

的抗癌作用, 也能降低顺铂的毒副作用, 即黄芪总黄酮

联合顺铂对Lewis肺癌小鼠具有显著的增效减毒作用。

采用网络药理学预测了黄芪总黄酮抗肺癌的46个

作用靶点, 进行KEGG通路分析后进一步构建了成分-

靶点-通路-疾病网络, 以及蛋白-蛋白互作网络。结果显

示黄芪总黄酮抗肺癌具有多靶点、多通路的特点。毛蕊

异黄酮、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、(6aR,11aR)-9,10-二甲氧

基紫檀烷、(6aR,11aR)-9,10-二甲氧基紫檀烷-3-O-β-D-

葡萄糖苷、7-2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-β-D-

葡萄糖苷、黄芪甲苷均可能为活性成分, 其中毛蕊异黄

酮葡萄糖苷与活性的相关性可能最大。由蛋白-蛋白

互助作用网络也进一步显示TRP53、RAC1、ERBBA2、

VEGFA、STAT3 等可能是发挥抗癌作用的关键靶点 ,

黄芪总黄酮发挥抗癌作用的靶点是一个复杂的网络。

研究表明, IL-6/STAT3信号通路与肿瘤的形成、发

展有关。信号转导及转录激活因子3 (STAT3) 是STAT

家族蛋白之一, 能够响应包括白细胞介素-6 (IL-6) 在

内的多个细胞因子。IL-6是一种促炎性因子, 在炎症

和许多疾病致病机制中发挥重要主要, IL-6能够介导

STAT3 蛋白激活[18,19]。联合给药高、中剂量组的 IL-6

水平与模型组相比显著降低, 接近空白组水平。说明

联合黄芪总黄酮给药可以下调模型组和阳性药组的

IL-6水平, 且具有剂量依赖性。此外, 联合给药高、中

剂量组的 STAT3蛋白水平低于阳性药组, 说明黄芪总

黄酮可以下调 STAT3水平, 且具有剂量依赖性。由此

可推断黄芪总黄酮可能通过下调 IL-6 水平以诱导

STAT3蛋白表达水平降低发挥作用, 即黄芪总黄酮可

能通过 IL-6/STAT3通路发挥协同作用进而抑制肿瘤

生长。P53是一种抑癌基因, p53的失活对于肿瘤形成

有很重要的作用[20]。联合黄芪总黄酮后 p53蛋白的表

达水平均没有显著性差异, 说明黄芪总黄酮可能不是

通过调节p53蛋白水平发挥抗癌作用。

采用多元统计分析确定肺癌模型相关的差异代谢

物 30个, 其中黄芪总黄酮联合给药后可以更好的回调

其中的 5个代谢物, 而且联合黄芪总黄酮后还能回调

单独顺铂不能回调的 4个代谢物, 说明这些差异代谢

物可能与黄芪总黄酮对化疗药的增效减毒作用有关。

MetaPA代谢通路分析结果显示, 在 4条与 Lewis肺癌

模型相关的代谢通路中, 黄芪总黄酮可能通过调节原

代胆汁酸生物合成通路来达到增效减毒目的。

本研究结果表明, 黄芪总黄酮起到回调作用的代

谢物中, 已有文献报道硬脂酰肉碱、棕榈酰胺、牛磺胆

酸与癌症具有一定相关性。

硬脂酰肉碱是一种脂质类成分, 据文献[21]报道, 硬

脂酰肉碱与肺癌有一定关系。有研究采用 UPLC-

QTOF/MS 血浆代谢组学技术分析了 Lewis肺癌模型

组小鼠的差异代谢物, 发现硬脂酰肉碱是与肺癌相关

的差异代谢物之一。本研究发现肺癌小鼠模型中的硬

脂酰肉碱水平升高, 顺铂可以降低肺癌小鼠模型中升

高的硬脂酰肉碱水平, 而联合给予黄芪总黄酮能够进

一步降低硬脂酰肉碱水平。文献[22]报道棕榈酰胺

(palmitic amide) 为结直肠癌患者血液的内源性代谢物

之一, 结直肠癌患者血清中的棕榈酰胺水平降低。本

研究中肺癌小鼠模型中的棕榈酰胺水平比正常小鼠亦

有所降低, 给予顺铂后棕榈酰胺水平升高, 联合给予黄

芪总黄酮后棕榈酰胺回调更加明显。牛磺胆酸是一种

结合型胆汁酸, 胆汁中的结合型胆汁酸谱可作为早期

诊断胆管癌的潜在的生物学指标。结合型胆汁酸可刺

激胆管癌细胞的生长, 研究表明结合型胆汁酸可能是

通过激活 ERK1/2 和 AKT 信号通路从而刺激胆管癌

细胞侵袭性生长[23,24]。另有研究表明牛磺胆酸能够介

导胆管癌的增殖、迁移和侵袭[25]。此外, 牛磺胆酸相

关的原代胆汁酸生物合成通路为肺癌恶性胸腔积液

(MPE) 相关的代谢通路之一, 恶性胸腔积液不仅是癌

症的并发症之一, 也是晚期肺癌的重要特征[26]。本研

Figure 10 MetPA analysis of the metabolic pathway
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究表明黄芪总黄酮能够回调肺癌模型小鼠中升高的牛

磺胆酸水平, 并通过调节原代胆汁酸生物合成通路来

发挥增效减毒作用。
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