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基于网络药理学和实验验证探讨黄芩调控铁死亡逆转肿瘤耐药的作用机制 
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摘  要：目的  利用网络药理学技术和实验研究方法探究黄芩活性成分调控铁死亡逆转肿瘤耐药的药效物质基础、潜在靶

标及作用机制。方法  通过中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP），以生物利用度（OB）≥30%且类药性（DL）≥

0.18 的条件筛选黄芩活性成分，使用 UniProt 数据库获得黄芩活性成分的对应靶点基因。在 GeneCards、OMIM 数据库中搜

集肿瘤耐药的相关靶点。利用 Cytoscape 3.7.0 软件将获得的黄芩活性成分与肿瘤耐药的交集靶点，绘制“活性成分–作用靶

点”网络，并借助 CytoHubba 插件获得活性成分度（degree）值排名，并分析关键核心靶点。通过 DAVID 数据库在线分析

功能进行基因本体论（GO）功能和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。利用 FerrDb 数据库获取铁死亡过

程中的调控基因，将其与黄芩活性成分参与逆转肿瘤耐药性的靶点基因取交集，获得黄芩通过调控铁死亡过程逆转肿瘤多药

耐药性的靶点基因。利用 Discovery Studio 软件进行化合物和核心靶点的分子对接。取处于指数生长期的 ZR-75-30 和 HeLa

细胞，加入不同终浓度（12.5、25.0、50.0、100.0、200.0 μmol/L）的汉黄芩素培养 48 h，分别计算汉黄芩素联合铁死亡抑制

剂（Fer-1 1 μmol/L）、诱导剂（Erastin 20 μmol/L 和 RSL3 8 μmol/L）对肿瘤细胞生长的抑制率，检测汉黄芩素对肿瘤细胞 ROS

活力的影响。采用 Western blotting 法验证肿瘤蛋白 53（TP53）的表达变化情况。结果  共筛选出黄芩中包括汉黄芩素、β-

谷甾醇、黄芩素、豆甾醇、金合欢素等在内的 32 个活性成分，以及前列腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）、TP53、花生四烯

酸-12-脂加氧酶（ALOX12）等在内 15 个作用靶标。通过介导白细胞介素-17（IL-17）、低氧诱导因子-1（HIF-1）、磷脂酰肌

醇 3-激酶（PI3K）-蛋白激酶 B（Akt）、肿瘤坏死因子（TNF）、C 型凝集素受体、神经营养因子等信号通路调控铁死亡，从

而发挥逆转肿瘤多药耐药的作用。细胞增殖实验的结果表明，汉黄芩素表现出抑制肿瘤细胞 ZR-75-30 和 HeLa 细胞增殖的

作用。与汉黄芩素组比较，汉黄芩素与 Fer-1 联用后细胞抑制率有所下降；与 Erastin 和 RSL-3 联用后对细胞抑制作用明显

增强（P＜0.05、0.01）。与对照组相比，100 μmol/L 汉黄芩素可以显著促进 ZR-75-30 和 HeLa 细胞 ROS 含量以及 HeLa 细胞

TP53 蛋白表达的升高（P＜0.05）。汉黄芩素与 Fer-1 联用时 ROS 含量、TP53 蛋白表达明显下降；与 Erastin 和 RSL-3 联用

后 ROS 含量、TP53 蛋白表达明显升高（P＜0.05、0.01）。结论  黄芩调控铁死亡逆转肿瘤耐药具有多成分、多靶点、多通

路的作用特点，揭示了其药效物质和作用机制。 
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Abstract: Objective  To explore the pharmacodynamic material basis, potential targets and mechanism of the active ingredients of 

Scutellaria baicalensis regulating iron death to reverse tumor resistance based on network pharmacology and experimental methods. 

Methods  To screen the active components of Scutellaria baicalensis through TCMSP datebase according to bioavailability (OB) ≥

30% and medicine-like (DL) ≥ 0.18, and the corresponding target genes of active components of Scutellaria baicalensis were obtained 

by UniProt database. Related targets of drug resistance were collected from GeneCards and OMIM databases. Cytoscape 3.7.0 software 

was used to determine the intersection targets of the active ingredients of Scutellaria baicalensis and tumor resistance, plot the “active 

ingredients - target” network, and obtain the degree ranking of active ingredients by CytoHubba plugin, and analyze the key core 

targets. The GO function and the KEGG pathway enrichment were analyzed through the online analysis function of the DAVID 

database. FerrDb database was used to obtain the regulatory genes in the process of iron death, and their intersection with the target 

genes of Scutellaria baicalensis active ingredients involved in reversing tumor resistance was selected. Finally, the target gene of 

Scutellaria baicalensis was obtained to reverse multidrug resistance by regulating the process of iron death. The Discovery Studio 

software was used for molecular docking of compounds and core targets. ZR-75-30 and HeLa cells at exponential growth stage were 

cultured for 48 h with different final concentrations (12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 200.0 μmol/L) of wogonin. The inhibitory rates of wogonin 

combined with iron death inhibitor (Fer-1 1 μmol/L), inducer (Erastin 20 μmol/L and RSL3 8 μmol/L) on tumor cell growth were 

calculated, and the effects of wogonin on ROS activity of tumor cells were detected. The expression of tumor protein 53 (TP53) was 

verified by Western blotting. Results  A total of 32 active ingredients including wogonin, β-sitosterol, baicalein, stigmasterol, and 

acacetin were selected from Scutellaria baicalensis, and 15 targets including PTGS2, TP53 and ALOX12 were selected. It regulates 

iron death by mediating IL-17, HIF-1, PI3K-Akt, TNF, C-type lectin receptor, tumor necrosis factor, neurotrophin, and other signaling 

pathways, thus playing a role in reversing tumor multidrug resistance. The results of cell proliferation experiment showed that wogonin 

could inhibit the proliferation of ZR-75-30 and HeLa cells. Compared with wogonin group, the cell inhibition rate of wogonin combined 

with Fer-1 was decreased,and the inhibitory effect of Erastin and RSL-3 on cells was significantly enhanced (P < 0.05, 0.01). Compared 

with the control group, 100 μmol/L wogonin significantly increased the ROS contents of ZR-75-30 and HeLa cells and the expression 

of TP53 protein in HeLa cells (P < 0.05). When wogonin was combined with Fer-1, ROS content and TP53 protein expression were 

decreased significantly. When wogonin was combined with Erastin and RSL-3, ROS content and TP53 protein expression were 

significantly increased after treatment (P < 0.05, 0.01). Conclusion  The regulation of Scutellaria baicalensis on iron death and 

reversal of tumor resistance has the characteristics of multi-component, multi-target and multi-pathway action, revealing its 

pharmacodynamic substances and mechanism of action. 
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耐药性是肿瘤细胞在化疗药物作用过程中产

生耐受的现象[1]，化疗耐药是限制化疗有效性的重

要因素，越来越多的研究关注逆转化疗耐药的新途

径——铁死亡[2]。铁死亡参与多种生化过程，包括

氨基酸、铁和多聚不饱和脂肪酸的代谢等[3-6]。铁死

亡与肿瘤等多种疾病密切相关，为临床治疗提供了

新的思路和方法[7-11]。凋亡抵抗可引发肿瘤耐药，而

铁死亡被证明涉及非凋亡途径，在本质上区别于细

胞凋亡，故不受凋亡抵抗性机制影响，可以克服肿

瘤细胞的多药耐药性。 

中医药资源丰富，治疗遵循着整体观的思想，

每味中药都含有多种活性成分和作用功效[12-13]，药

效物质作用机制不清晰是中医药国际化的重大阻

碍[14]。随着生物信息学的不断发展，2002 年中国科

学家李梢就提出，中药可能通过发挥“微效多效”

来调控复杂的疾病相关基因网络，最终产生“新兴”

效应，提出了基于网络的中药方剂研究框架[15]。网

络药理学从系统的角度衡量药物的调控作用，其整

体性以及注重药物–疾病–靶点相互作用关系的

特点与未来中药的发展趋势相吻合。 

黄芩为唇形科植物黄芩 Scutellaria baicalensis 

Georgi 的干燥根，据《中国药典》2020 年版记载其

具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化等多种生物活性[16]，但

黄芩调控铁死亡逆转肿瘤多药耐药性的机制还尚

不明确。本研究运用网络药理学方法，结合分子对

接，初步探讨黄芩活性成分调控铁死亡逆转肿瘤耐

药可能的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  黄芩活性成分筛选及靶点基因提取 

通过中药系统药理学数据库与分析平台

（TCMSP，https://tcmspw.com/tcmsp. php），筛选出黄

芩的有效成分。参考经典的药物筛选研究方法，设

定口服生物利用度（OB）≥30%且类药性（DL）≥

0.18，筛选符合条件的黄芩活性成分。继续使用该
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数据库查询所得活性成分对应的靶点。使用 UniProt

数据库（http://www.uniprot.org）检索上述靶点对应

的人类基因官方简称，删除重复项，即得黄芩活性

成分的对应靶点基因。 

1.2  肿瘤耐药疾病靶点基因的筛选 

在 GeneCards（https://www.genecards. org/）、

OMIM（https://omim.org/）数据库中输入关键词

“multidrug resistance of tumor”进行检索，搜集肿瘤

耐药的相关靶点，去重后，即得疾病靶点基因。利

用韦恩（Venn）图在线工具绘图，获得黄芩活性成

分与肿瘤耐药的交集靶点，得到的交集靶点即为黄

芩活性成分逆转肿瘤耐药的潜在作用靶点。 

1.3  黄芩“药物–活性成分–靶标”网络图的构建 

在 Excel 表格中建立黄芩各活性成分与预测靶

点的对应关系，利用 Cytoscape 3.7.0 软件，绘制黄

芩“药物–活性成分–靶标”网络图，并借助

CytoHubba 插件获得活性成分度（degree）值排名。 

1.4  蛋白靶点相互作用（PPI）网络的构建和关键

核心靶点的筛选 

将所得交集靶点用 STRING 平台（https://string 

db.org）构建 PPI 网络模型，设定 Organism 选项为

“homo sapiens”，其他参数设为默认值，构建 PPI 网

络。用 Cytoscape 3.7.0，借助 CytoHubba 插件，采

用 degree 拓扑算法，分析关键核心靶点，构建黄芩

活性成分逆转肿瘤多药耐药性的靶点核心子网络

图。 

1.5  基因本体论（GO）功能和京都基因与基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析 

通过 DAVID 数据库（https://david.ncifcrf.gov/ 

summary.jsp）在线分析功能，对获得的交集靶点数

据进行 GO 功能和 KEGG 通路富集分析。按 P 值及

校正后的 P 值均＜0.01 的标准进行筛选，按校正后

的 P 值由小到大排序，分别选取 GO 分析前 15 位、

KEGG 分析前 15 位的结果进行绘图。使用 R 语言

调用 GOplot2 包，通过 R studio 对富集分析的结果

进行可视化绘图。 

1.6  铁死亡调控基因获取及其与黄芩活性成分参

与调控肿瘤多药耐药的靶基因进行综合分析 

FerrDb 数据库（http://www.zhounan.org/ferrdb/）

是 1 个关于铁死亡及其与疾病联系的标记基因和调

控因子的数据库。利用这个数据库，获取检索到铁

死亡过程中的标记基因、驱动基因和抑制基因，并

将它们导出到 Excel 表中进行汇总整理。再将整理

好的铁死亡调控基因和上述黄芩活性成分参与逆

转肿瘤耐药性的靶点基因分别输入到 Venn 在线分

析工具提取其交集靶点信息，即为黄芩通过调控铁

死亡过程逆转肿瘤多药耐药性的靶点基因。使用

DAVID 数据库对得到的三者间的交集基因进行

KEGG 信号通路分析，导出结果至 Excel 表格绘制

柱状图，并用 STRING 数据库构建 PPI 网络。 

1.7  分子对接验证 

为进一步验证活性成分与基因靶点之间的结

合活性，利用分子对接模拟软件 Discovery Studio 对

关键药效成分与核心靶点进行受体–配体对接模

拟计算。对活性成分–疾病–靶点网络中的核心靶

点进行分子对接，预测黄芩主要活性成分干预关键

靶点。在 PubChem（https://pubchem. ncbi.nlm.nih. 

gov/）中得到相关成分的 2D 结构，在 PDB

（https://www.rcsb.org/）数据库下载靶点的蛋白结

构，之后将活性成分和靶点进行预处理（去除水分

子、小分子配体并对蛋白受体加氢），用 Discovery 

Studio 软件进行化合物和核心靶点的分子对接。 

1.8  体外实验验证 

1.8.1  细胞、试剂及仪器  人乳腺癌 ZR-75-30、人

宫颈癌 HeLa 细胞系均购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库，在含 10%胎牛血清的培养基

（含 100 U/mL 青霉素和链霉素）中，放置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中进行培养，每隔 2～3 d 传代 1 次。 

MTT、DMSO 购于 Sigma 公司；胎牛血清、

DMEM 和 RPMI 1640 培养基购于 HyClone 公司，

Erastin、RSL3、Fer-1（货号 HY-15763、HY-100218A、

HY-100579）购于 MCE 公司；活性氧（ROS，货号

BC5165）活性检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限

公司；RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒购于陕

西先锋生物科技有限公司；TP53 抗体（货号 sc-126）

购于 SANTA CRUZ 公司，甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH，货号 10004129）购于 Proteintech 公司，

二抗购于 Jackson Immuno Research Laboratories，

HTRF®试剂盒购于 Cisbio 公司。汉黄芩素（质量分

数≥98%，批号 yz161127，南京源植生物科技公司）。 

CO2 恒温培养箱（日本 SANYO 公司）；倒置显

微镜（日本 Nikon 公司）；超净工作台（苏州安泰空

气技术有限公司）；微量移液器（德国 Eppendorf 公

司）；酶联免疫检测仪（美国 Bio-Rad 公司）；多标

记微孔板酶标仪（美国 PErkin-Elmer 公司）；6 孔培

养板、96 孔培养板（美国 Costar 公司）。 

https://www.gene/
https://string/
https://david.ncifcrf.gov/
https://pubchem/
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1.8.2  汉黄芩素对肿瘤增殖的影响  取处于指数

生长期的 ZR-75-30 和 HeLa 细胞，消化、计数，以

4×104/mL 接种到 96 孔培养板中。待细胞贴壁后，

加入不同终浓度（12.5、25.0、50.0、100.0、200.0 

μmol/L）的汉黄芩素及在此基础上分别设 Fer-1（1 

μmol/L）组、Erastin（20 μmol/L）组、RSL-3（8 μmol/L）

组及不加药的对照组，分别作用 48 h 后终止培养，

每孔加入 20 μL MTT，37 ℃避光孵育 4 h，弃去，

加入 150 μL DMSO，震荡 15 min，使结晶物充分溶

解，在酶标仪 490 nm 波长下测定细胞吸光度（A）

值，并分别计算各组肿瘤细胞生长的抑制率。 

细胞增殖抑制率＝1－（A 实验/A 对照） 

1.8.3  汉黄芩素对肿瘤细胞 ROS 活力的影响  取

处于指数生长期的 ZR-75-30 和 HeLa 细胞，以 1×

105/mL 接种于 6 孔培养板，加入 100 μmol/L 汉黄

芩素，以及汉黄芩素（100 μmol/L）分别和 Fer-1（1 

μmol/L）、Erastin（20 μmol/L）、RSL-3（8 μmol/L）

作用 48 h，另设不加药的对照组。细胞营养液 3 000 

r/min，4 ℃离心 10 min 取上清，按试剂盒操作步骤

进行。 

1.8.4  蛋白表达检测实验  取处于指数生长期的

ZR-75-30 和 HeLa 细胞，以 1×105/mL 接种于 6 孔

培养板，加入 100 μmol/L 汉黄芩素，以及汉黄芩素

（100 μmol/L）分别和 Fer-1（1 μmol/L）、Erastin（20 

μmol/L）、RSL-3（8 μmol/L）作用 48 h，另设对照

组，收集细胞并裂解，测定各样本蛋白浓度。按比

例与上样缓冲液混匀，煮沸 5 min。制胶，行 10%

丙烯酰胺凝胶电泳，切胶、转膜、封闭、抗体孵育、

显影，以 GAPDH 为内参，拍照并分析各条带 A 值。 

1.8.5  统计学处理  采用 SPSS 22.0 统计学软件处

理，实验数据以x ± s 表示，组间均数的比较采用 t

检验，组间两两比较采用 q 检验。 

2  结果 

2.1  活性成分的筛选和获取 

共得到 36 种黄芩活性成分，筛去无对应靶点

的成分，最终得到 32 种黄芩活性成分，见表 1。 
表 1  黄芩活性化合物信息 

Table 1  Information of active components of Scutellaria baicalensis 

编号 Mol ID 成分名称 中文名称 相对分子质量 OB/% DL 

HQ-01 MOL001689 acacetin 金合欢素 284.28 34.97 0.24 

HQ-02 MOL000173 wogonin 汉黄芩素 284.28 30.68 0.23 

HQ-03 MOL000228 (2R)-7-hydroxy-5-methoxy-2-phenylchroman-

4-one 

山姜素 270.30 55.23 0.20 

HQ-04 MOL002714 baicalein 黄芩素 270.25 33.52 0.21 

HQ-05 MOL002909 5,7,2,5-tetrahydroxy-8,6-dimethoxyflavone 5,7,2,5-四羟基-8,6-二甲氧基

黄酮 

376.34 33.82 0.45 

HQ-06 MOL002910 carthamidin 红花素 288.27 41.15 0.24 

HQ-07 MOL002913 dihydrobaicalin_qt 二氢黄芩苷_qt 272.27 40.04 0.21 

HQ-08 MOL002914 eriodyctiol(flavanone) 圣草酚（黄烷酮） 288.27 41.35 0.24 

HQ-09 MOL002915 salvigenin 丹参素 328.34 49.07 0.33 

HQ-10 MOL002917 5,2',6'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavone 5,2',6'-三羟基 -7,8-二甲氧基

黄酮 

330.31 45.05 0.33 

HQ-11 MOL002925 5,7,2',6'-tetrahydroxyflavone 5,7,2',6'-四羟黄酮 286.25 37.01 0.24 

HQ-12 MOL002927 skullcapflavone II 头骨黄酮 II 374.37 69.51 0.44 

HQ-13 MOL002928 oroxylin a 千层纸素 A 284.28 41.37 0.23 

HQ-14 MOL002932 panicolin 潘尼柯林 314.31 76.26 0.29 

HQ-15 MOL002933 5,7,4'-trihydroxy-8-methoxyflavone 5,7,4'-三羟基-8-甲氧基黄酮 300.28 36.56 0.27 

HQ-16 MOL002934 NEOBAICALEIN 黄芩新素 374.37 104.34 0.44 

HQ-17 MOL002937 DIHYDROOROXYLIN 二氢木蝴蝶素 A 286.30 66.06 0.23 

HQ-18 MOL000358 beta-sitosterol β-谷甾醇 414.79 36.91 0.75 

HQ-19 MOL000359 sitosterol 谷甾醇 414.79 36.91 0.75 

HQ-20 MOL000525 norwogonin 去甲汉黄芩素 270.25 39.40 0.21 

HQ-21 MOL000552 5,2'-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone 5,2'-二羟基-6,7,8-三甲氧基黄酮 344.34 31.71 0.35 

HQ-22 MOL000073 ent-epicatechin 表儿茶素 290.29 48.96 0.24 

HQ-23 MOL000449 stigmasterol 豆甾醇 412.77 43.83 0.76 

HQ-24 MOL001458 coptisine 黄连碱 320.34 30.67 0.86 

HQ-25 MOL001490 bis[(2S)-2-ethylhexyl] benzene-1,2-dicarboxylate 双[(2S)-2-乙基己基]苯-1,2-二

羧酸酯 

390.62 43.59 0.35 

HQ-26 MOL002879 diop 迪奥普 390.62 43.59 0.39 
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续表 1 

编号 Mol ID 成分名称 中文名称 相对分子质量 OB/% DL 

HQ-27 MOL002897 epiberberine 表小檗碱 336.39 43.09 0.78 

HQ-28 MOL008206 moslosooflavone 莫洛索黄酮 298.31 44.09 0.25 

HQ-29 MOL010415 11,13-eicosadienoic acid, methyl ester 11,13-二十碳二烯酸甲酯 322.59 39.28 0.23 

HQ-30 MOL012245 5,7,4'-trihydroxy-6-methoxyflavanone 5,7,4'-三羟基-6-甲氧基黄烷酮 302.30 36.63 0.27 

HQ-31 MOL012246 5,7,4'-trihydroxy-8-methoxyflavanone 5,7,4'-三羟基-8-甲氧基黄烷酮 302.30 74.24 0.26 

HQ-32 MOL012266 rivularin 黄芩黄酮 344.34 37.94 0.37  

2.2  黄芩活性成分靶点与肿瘤多药耐药性靶点交

集分析 

通过 TCMSP 数据库，分别获得 32 种黄芩活性

成分所对应人类的相关靶点蛋白名称。通过 UniPort

数据库将靶点蛋白校正为对应的人源物种靶标基

因，去除无效的基因结果后有 500 个数据，再筛除

重复的基因靶点后，最终得到 117 个黄芩活性成分

的作用靶点；通过 GeneCards、OMIM 数据库检索

到肿瘤多药耐药性相关靶点基因有 1 825 个。对二

者取交集后，获得黄芩活性成分靶点与肿瘤耐药交

集靶点基因 61 个，见图 1。 

 

图 1  黄芩活性成分与肿瘤多药耐药性的共同靶标 

Fig. 1  Active components of Scutellaria baicalensis and 

common targets of tumor multidrug resistance 

2.3  活性成分–作用靶点网络的构建 

运用 Cytoscape 3.7.0 软件构建出黄芩“药物–

活性成分–靶标”网络图，见图 2。该网络中共有

150 个节点，自由度最大为 45，最小为 1，平均自

由度为 7.093。大于平均自由度的主要活性成分有

汉黄芩素、-谷甾醇、黄芩素、豆甾醇、金合欢素

等。同时在该网络中，汉黄芩素连接的边线最多，

对应的靶点最多，相关联较多，在此网络中处于重

要地位，可能提示汉黄芩素或许可以成为黄芩活性

成分发挥逆转肿瘤耐药的关键成分。 

2.4  构建黄芩活性成分逆转肿瘤耐药性的潜在作

用靶标 PPI 网络 

利用 STRING 数据库平台选择人源物种，获得

靶标相互作用关系，其余参数设定为系统默认，并

隐藏断开节点的靶点，绘制出 PPI 网络图，见图 3。

PPI 网络图中共包含 61 个节点，代表了所有的预测

靶点；646 条边线，代表了靶点之间的相互联系。 

将 PPI 信息导入至 Cytoscape 软件，使用

Cytohubba 插件，寻找 Hub 基因。通过 degree 拓扑

算法筛选排名前 10 位的关键靶点，见表 2。同时使

用 Cytohubba 插件按照默认设置提取 PPI 网络中的

核心子网络，见图 4。其中蛋白激酶 B1（Akt1）具

有最高的 degree 值，能与 50 个靶点蛋白发生相互 

 

图 2  黄芩“药物–活性成分–靶标”网络图 

Fig. 2  Network diagram of “drug-active ingredient-target” 

in Scutellaria baicalensis 

 

图 3  黄芩活性成分逆转肿瘤耐药潜在作用靶点 PPI 网络 

Fig. 3  PPI network map of potential targets of Scutellaria 

baicalensis in reversing tumor drug resistance 

 

肿瘤多药耐药性 黄芩 56      61     1 764 
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表 2  核心靶点 

Table 2  Core target results 

基因 drgree EPC 

AKT1 50 16.964 

TP53 47 17.133 

IL-6 44 16.148 

CASP3 43 16.771 

JUN 41 16.528 

VEGFA 41 15.979 

PTGS2 40 16.668 

CCND1 39 16.282 

HSP90AA1 38 15.892 

ESR1 37 16.366 

 

图 4  黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药性靶点核心子网络 

Fig. 4  Active components in Scutellaria baicalensis reverse 

the core sub-network of tumor multi-drug 

resistance targets 

作用关系；其次为肿瘤蛋白 p53（TP53）、半胱氨酸

蛋白水解酶 3（CASP3）、白细胞介素（IL）-6、转

录因子 AP-1（ JUN）、血管内皮生长因子 A

（VEGFA）、前列腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）、

细胞周期蛋白 D1（CCND1）、热休克蛋白 90α 家族

A 类成员 1（HSP90AA1）、雌激素受体 1（ESR1），

提示这些节点在整个网络中可能起着关键作用，是

黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药性的关键靶点。核

心子网络中的网络联系预示着在黄芩有效活性成

分逆转肿瘤耐药机制中发挥着重要作用。 

2.5  GO 功能和 KEGG 通路富集分析结果 

利用 DAVID 数据库，对黄芩活性成分和肿瘤

耐药交集靶标进行 GO 富集，设置 P＜0.01 进行筛

选。将整理得到的数据上传到 R 语言数据库，对 GO

功能富集分析数据可视化作图，见图 5。GO 富集分

析共获得生物过程（BP）1 209 个，细胞组分（CC）

24 个，分子功能（MF）85 个，依据 P 值大小，分

别列举每个模块前 15 的条目。由 GO 分析结果可

知，这些基因 BP 主要涉及辐射应答、对脂多糖的

反应、对细菌来源分子的反应、对氧化应激的反应、

细胞对化学应激的反应、对类固醇激素的反应、生

殖系统发育、对光刺激的反应、老化、对金属离子

的反应、细胞对非生物刺激的反应；CC 主要涉及细

胞周期蛋白依赖性蛋白激酶全酶复合物、膜筏、膜

微区、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶复合物、转录调节复

合物、细胞器外膜、RNA 聚合酶 II 转录调节复合

物；MF 主要涉及核受体活性、配体激活的转录因

子活性、RNA 聚合酶 II 特异性 DNA 结合转录因子

结合、类固醇激素受体活性、转录共激活因子结合、

泛素样蛋白连接酶结合、组蛋白激酶活性、四吡咯

结合。表明黄芩可能通过这些过程逆转肿瘤耐药。 

通过 KEGG 通路富集分析，共富集到 115 条通

路（P＜0.01）。将整理得到的数据上传到 R 语言数

据库，对前 15 条 KEGG 信号通路富集分析结果进

行可视化处理，见图 5，主要涉及磷脂酰肌醇 3-激

酶（PI3K）-蛋白激酶 B（Akt）信号通路、脂质和

动脉粥样硬化、卡波西肉瘤相关疱疹病毒感染、乙

型肝炎、人类巨细胞病毒感染、麻疹、化学致癌-受

体激活、p53 信号通路、白介素-17 信号通路、爱泼

斯坦-巴尔病毒感染、人类免疫缺陷病毒 1 感染、沙

门氏菌感染、小细胞肺癌、前列腺癌、细胞凋亡、

蛋白聚糖在癌症中的作用，还涉及松弛素信号通

路、雌激素信号通路、低氧诱导因子-1（HIF-1）信

号通路、肿瘤坏死因子（TNF）信号通路、丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）信号通路、甲状腺激素信

号通路、血管内皮生长因子（VEGF）信号通路、神

经营养因子信号通路等信号通路。KEGG 通路富集

分析结果显示黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药与

癌症、细胞凋亡、炎症、转录、激素调节、细胞周

期、免疫等过程密切相关，提示了黄芩活性成分可

能通过控制多种复杂生物途径来发挥对肿瘤多药

耐药的逆转。 

2.6  铁死亡调控基因的获取及其与黄芩活性成分

抗肿瘤多药耐药性的靶基因进行综合分析 

在 FerrDb 数据库中共获得铁死亡过程驱动基

因 319 个，抑制因子 283 个，标记基因 11 个，汇总

之后除去重复基因，最终得到 410 个与铁死亡过程

相关的基因。将得到的 410 个铁死亡过程调控基因

与上述黄芩活性成分与肿瘤多药耐药的 61 个交集

靶点基因进行 Venn 分析，取交集，共得到 15 个基

因既是黄芩活性成分的作用靶点又是逆转肿瘤多

药耐药的治疗靶点，同时是铁死亡过程调控基因，

见图 6，即为黄芩通过调控铁死亡过程逆转肿瘤多 



第 38 卷第 3 期  2023 年 3 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 38 No. 3 March 2023 ·525· 

 

图 5  GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析 

Fig. 5  GO analysis and KEGG pathway analysis 

 

图 6  黄芩通过调控铁死亡过程逆转肿瘤多药耐药的作用

靶点 

Fig. 6  Targets reverses tumor multidrug resistance from 

Scutellaria baicalensis by regulating ferroptosis 

药耐药的作用靶点。分别为 PTGS2、TP53、花生四

烯酸 -12-脂加氧酶（ALOX12）、二肽基肽酶 4

（DPP4）、MAPK14、HIF-1A、IL-6、糖原合成酶激

酶-3β（GSK3B）、蛋白激酶 Cα（PRKCA）、过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ（PPARG）、周期素依赖性

激酶抑制因子 1A（CDKN1A）、转录因子 AP-1

（JUN）、一氧化氮合酶 2（NOS2）、v-rel 网状内皮

细胞过多症病毒癌基因同源物 A（RELA）、AR。对

这 15 个基因进行 KEGG 通路分析，筛选条件设为

P＜0.01，将得到的富集分析结果进行整理，共富集

到 181 条通路，对前 15 条 KEGG 信号通路富集分

析结果进行可视化处理得到图 7 所示信号通路。 

对上述 15 个基因绘制 PPI 网络图（图 8），其

中有 15 个节点，1 个节点就代表了 1 个基因，74 条

边线。从图中结果显示，这 15 个基因之间不需要其

它基因参与即可相互作用，并且联系紧密。结合前

面的分析结果，推测黄芩活性成分可以通过靶向

PTGS2、TP53、ALOX12、DPP4、MAPK14、HIF-1A、 
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图 7  黄芩调控铁死亡过程逆转肿瘤多药耐药的信号通路 

Fig. 7  Signaling pathway of tumor multidrug resistance 

reverses from Scutellaria baicalensis by regulating 

ferroptosis 

 
图 8  黄芩活性成分调控铁死亡逆转肿瘤多药耐药靶点间

的 PPI 网络图 

Fig. 8  PPI network among targets of multidrug resistance 

in tumor reversed by active components of 

Scutellaria baicalensis by regulating ferroptosis 

IL-6、GSK3B、PRKCA、PPARG、CDKN1A、JUN、

NOS2、RELA、AR 这些基因进而介导 IL-17、HIF-

1、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）-蛋白激酶 B（Akt）、

TNF、C 型凝集素受体、神经营养因子、松弛素、

MAPK、Toll 样受体等信号通路调控铁死亡途径，

从而逆转肿瘤多药耐药的发生和进展。 

2.7  分子对接验证结果 

选取核心基因靶点靠前的 TP53、JUN 的靶蛋

白与其对应的药物活性分子进行分子对接，选取得

分最高的组构建 2D 的相互作用关系图，相互作用

关系见图 9。采取刚性对接，利用 Discovery Studio

软件进行阳性药验证，结果见表 3、4。分子对接结

果显示黄芩活性成分与核心靶点结合性能较好，验

证了关键节点在黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药

中的重要性，同时反映了该网络预测的可靠性。 

 
图 9  分子对接作用图 

Fig. 9  Molecular docking 

表 3  黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药核心靶蛋白与化合

物结合活性得分 

Table 3  Activity scores of active components from Scutellaria 

baicalensis reverse tumor multidrug resistance core 

target protein and compound binding 

靶点 有效成分 得分 

TP53 金合欢素 86.277 4 

 汉黄芩素 80.288 3 

 黄芩素 94.373 4 

JUN 汉黄芩素 43.259 8 

 β-谷甾醇 42.015 3 

表 4  黄芩活性成分逆转肿瘤多药耐药核心靶点与化合物、

阳性药结合活性得分比较 

Table 4  Activity scores of comparison of the active components 

of Scutellaria baicalensis in reversing tumor 

multidrug resistance core target, compound and 

positive drug binding 

靶点 化合物 得分 阳性药 得分 

TP53 汉黄芩素 80.288 3 氟尿嘧啶 89.6915 

JUN β-谷甾醇 42.015 3 长春花碱 42.0014 
 

2.8  汉黄芩素对肿瘤细胞增殖的影响 

细胞增殖实验的结果表明，汉黄芩素可以表现

出抑制肿瘤细胞 ZR-75-30 和 HeLa 细胞增殖的作

用。如表 5、6 所示，Fer-1 有抑制铁死亡的作用，

与汉黄芩素联用后细胞增殖抑制率较汉黄芩素组

有所下降；Erastin 和 RSL-3 有促进铁死亡的作用，

与汉黄芩素联用后对细胞增殖抑制作用明显增强

（P＜0.05、0.01）。 

2.9  汉黄芩素对肿瘤细胞 ROS 活力的影响 

铁死亡发生时，表现为脂质过氧化增高，ROS

升高。如表 7 所示，与对照组相比，100 μmol/L 汉

黄芩素可以显著促进 ZR-75-30 和 HeLa 细胞 ROS

含量升高（P＜0.05）。Fer-1 与 100 μmol/L 汉黄芩

素联用时 ROS 含量明显下降；Erastin 和 RSL-3 与

100 μmol/L 汉黄芩素联用后，ROS 含量均明显升高

（P＜0.05、0.01）。图 10 将 SOD 酶活力值以对照组

100%进行计算，可以更加直观的观察到上述变化。 
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表 5  汉黄芩素与铁死亡调控因子联用对 HeLa 细胞生长的抑制率的影响（x ± s，n = 6） 

Table 5  Inhibition rate of HeLa cell growth by wogonin combined with ferroptosis regulators (x ± s, n = 6 ) 

汉黄芩素浓度/ 

(μmol·L−1) 

HeLa 细胞增殖抑制率/% 

汉黄芩素 汉黄芩素＋1 μmol∙L−1 Fer 汉黄芩素＋20 μmol∙L−1 Erastin 汉黄芩素＋8 μmol∙L−1 RSL-3 

  0.0 — −0.81±3.85 −0.90±7.08 28.25±4.53* 

 12.5  3.44±1.69  2.98±2.04 4.05±6.03 32.59±4.57* 

 25.0  8.98±1.22  5.61±7.99 10.69±6.51 36.64±4.55* 

 50.0  9.14±4.13  6.97±5.47 14.66±6.41 78.39±6.13** 

100.0 12.52±1.05  9.06±8.43 31.41±7.13* 84.28±1.08** 

200.0 21.06±2.02 10.56±6.92 50.96±5.37** 86.64±0.98** 

与汉黄芩素组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs wogonin group 

表 6  汉黄芩素与铁死亡调控因子联用对 ZR-75-30 细胞生长抑制率的影响（x ± s，n = 6） 

Table 6  Inhibition rate of ZA-75-30 cell growth by wogonin combined with ferroptosis regulators (x ± s, n = 6 ) 

汉黄芩素浓度/ 

(μmol·L−1) 

ZR-75-30 细胞增殖抑制率/% 

汉黄芩素 汉黄芩素 1 μmol∙L−1 Fer 汉黄芩素＋20 μmol∙L−1 Erastin 汉黄芩素＋8 μmol∙L−1 RSL-3 

  0.0 — −1.97±5.37 3.23±5.11 8.71±4.39 

 12.5  5.87±5.88 4.00±6.65 8.51±7.77 11.00±8.51 

 25.0  8.88±0.56 5.64±5.72 13.75±6.83 12.99±3.15 

 50.0 12.72±3.82 8.30±3.14 14.80±5.67 45.63±7.05** 

100.0 14.47±2.59 12.77±2.43 17.97±3.93 54.54±7.99** 

200.0 19.31±3.87 15.23±5.37 40.09±2.74** 88.77±1.84** 

与汉黄芩素组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs wogonin group 

表 7  汉黄芩素与铁死亡调控因子联用对 ROS 活力的影响

（x ± s，n = 6） 

Table 7  Effect of wogonin combined with ferroptosis 

regulators on contents of ROS (x ± s, n = 6 ) 

组别 
剂量/ 

(μmol·L−1) 

ROS 活力/U 

HeLa ZR-75-30 

对照 — 14.98±0.53 16.16±0.53 

汉黄芩素 100 27.56±0.63* 31.65±0.67* 

汉黄芩素＋Fer-1 100＋1 19.96±0.88 23.98±0.86 

汉黄芩素＋Erastin 100＋20 42.73±0.92* 35.66±0.37* 

汉黄芩素＋RSL-3 100＋8 65.35±1.18** 53.49±0.89** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

2.10  汉黄芩素对 p53 蛋白水平的影响 

在分子对接实验结果中，汉黄芩素与 p53 靶点

的结合作用明确，因此本研究以 HeLa 细胞为模型，

给予汉黄芩素和铁死亡相关因子 Fer-1、Erastin 和

RSL-3 后，经 Western blotting 实验验证 p53 蛋白表

达变化情况。如图 11 所示，与对照组相比，100 

μmol/L 汉黄芩素可以显著促进 HeLa 细胞 p53 蛋白

水平升高（P＜0.01）。Fer-1 与 100 μmol/L 汉黄芩

素联用 p53 水平显著下降；Erastin 和 RSL-3 与 100 

μmol/L 汉黄芩素联用后，TP53 水平明显升高（P＜

0.01）。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与汉黄芩素组比较：#P＜

0.05  ##P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 

wogonin group 

图 10  汉黄芩素与铁死亡调控因子联用对 ROS活力的影响

（以对照组为 100%） 

Fig. 10  Effect of wogonin combined with ferroptosis 

regulators on contents of ROS (control group as 

100%) 

3  讨论 

本研究通过 OB 和 DL 筛选出了黄芩活性成分

的作用靶点，共得到 32 个黄芩有效活性成分所对

应的靶标，并与肿瘤多药耐药相关靶点取交集，最

终筛选出黄芩抗肿瘤耐药的“活性成分–靶点–疾

病”网络，对网络中的核心靶点进行生物过程和信

号通路分析。这些药物靶点的预测揭示了黄芩药物 
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A-对照   B-汉黄芩素   C-汉黄芩素＋Fer-1  D-汉黄芩素＋

Erastin  E-汉黄芩素＋RSL-3 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与汉黄芩素组比较：#P＜

0.05  ##P＜0.01 

A-control  B-wogonin  C-wogonin＋Fer-1  D-wogonin＋Erastin  

E-wogonin＋RSL-3 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 

wogonin group 

图 11  汉黄芩素与铁死亡调控因子联用对 HeLa 细胞 p53

蛋白水平的影响（以对照组为 100%） 

Fig. 11  Effect of wogonin combined with ferroptosis 

regulators on protein expression of p53 (control 

as 100%) 

分子作用机制，对促进黄芩相关药物研发具有重要

意义。本研究结果表明，黄芩逆转肿瘤耐药的重要

活性成分有汉黄芩素、黄芩素、β-谷甾醇、金合欢

素，并得到以 AKT1、NOS2、PTGS1、AR、PTGS2、

DPP4 等为核心的 61 个黄芩逆转肿瘤多药耐药的作

用靶标和 PI3K-Akt、TP53、HIF-1、MAPK、TNF、

IL-17 等信号通路。对铁死亡调控基因进行筛选并

与黄芩逆转肿瘤耐药的 61 个交集靶标进行综合分

析，得到 PTGS2、TP53、ALOX12、DPP4、MAPK14、

HIF-1A、IL6、GSK3B、PRKCA、PPARG、CDKN1A、

JUN、NOS2、RELA、AR 共 15 个靶点，推测黄芩

活性成分可能通过这些靶点进而介导 IL-17、HIF-

1、PI3K-Akt、TNF、神经营养因子、MAPK、Toll 样

受体等信号通路调控铁死亡，并在逆转肿瘤耐药中

起作用。同时分子对接结果显示黄芩活性成分与核

心靶点的结合性能较好，表明了对该网络信号传导

机制的预测具有可靠性。最后通过细胞增殖、ROS

活力以及 Western blotting 实验进行验证。 

克服肿瘤细胞多药耐药，提高抗癌药物疗效已

成为肿瘤治疗中迫切解决的关键性课题。有研究发

现，铁死亡可以改善化疗耐药。已报道的黄酮类化

合物具有抗氧化、抗菌、抗炎、抗肿瘤的药理活性。

在天然存在的化学成分中，黄酮类成分是迄今发现

数量最多的具备肿瘤耐药逆转活性的然产物[17]。试

验表明，黄芩中主要活性成分就是黄酮类化合物，

如黄芩素、汉黄芩素和姜黄素等[18]。黄芩素具有抗

肿瘤作用，姜黄素不仅可以维持肠道菌群的多样

性，还具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等作用。而黄芩

素能抑制 P-gp 表达，近年研究也表明，黄芩单体联

合化疗药治疗肿瘤有较好的防治效果[19-20]，而其活

性成分黄芩素能增加谷胱甘肽过氧化物酶 4

（GPX4）、降低转铁蛋白受体 1（TFR1）的表达来保

护黑素细胞并且黄芩素通过与铁离子相互作用的

方式来显著降低 ROS 水平[21]。而 GPX4 是触发铁

死亡的关键调节因子，铁依赖的脂质过氧化反应是

铁死亡的关键步骤[22]；ROS 失衡能引发铁死亡的发

生；任何造成细胞内 ROS 累积和谷胱甘肽耗竭的

相关代谢通路均可调控铁死亡，如铁代谢、谷胱甘

肽代谢、脂质过氧化反应等[23]。这些均揭示了黄芩

能调控铁死亡进而逆转肿瘤耐药。 

近年来，多种基因和其编码蛋白被鉴定出可以

调控铁死亡的进程，铁死亡是铁依赖的细胞内脂质

ROS 积累造成的细胞氧化性死亡形式。TP53 是一

种经典肿瘤抑制因子，有研究表明，TP53 可以通过

正反馈调节促进 ROS 的累积，从而诱导铁死亡[24]；

TP53 通过抑制 SLC7A11（胱氨酸/谷氨酸逆向转运

蛋白的关键成分）的表达来抑制胱氨酸摄取，并且

使细胞对铁死亡敏感[25]。PTGS2 基因表达上调，能

使细胞内游离铁的水平增加和细胞中脂质过氧化

水平上升，诱导铁死亡的发生，能促进铁死亡[26]。

当引入铁死亡诱导剂 Erastin 进行试验发现胃癌细

胞铁死亡减缓，结果证明了 ALOX12 表达能促进胃

癌细胞铁死亡[26]。缺氧诱导因子 HIF-1 可以结合缺

氧反应元件调节 100 多个基因的转录激活，从而调

节肿瘤细胞对缺氧的适应，如 VEGF、促红细胞生

成素（EPO）、转铁蛋白，这些基因与血管生成、免

疫逃逸、代谢重编程、生长因子信号传导、侵袭、

肿瘤进展和转移密切相关，其中铁代谢能引起细胞

内 ROS 累积，是调控铁死亡的重要因素之一[27]。

JUN 为一种原癌基因，IL-6 和 JUN 基因涉及脂肪细

胞分化、氧化应激反应等生物过程，还具有与三价

铁结合的分子功能，表明了 JUN 和 IL-6 基因可能

是调控铁死亡的相关基因[28]。结合总结来看，本研

究所得的 15 种基因都可能直接或间接作用参与铁

死亡进程，进而逆转肿瘤耐药。铁死亡与铁代谢及
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氧化应激关系密切。TNF 信号通路与细胞凋亡、程

序性细胞死亡的正调控密切相关。PI3K/Akt 通路是

1 条与磷脂酰肌醇有关的信号通路，PI3K/Akt 信号

通路的异常激活与肿瘤耐药的形成高度相关，以

PI3K/Akt 信号通路抑制剂为原理的药物能逆转肿

瘤耐药[29]。HIF-1 信号通路可以诱导胃癌耐药相关

分子的表达来介导胃癌细胞在缺氧条件下的黏附

介导的多药耐药，表明 HIF-1 在缺氧诱导胃癌耐药

中有重要作用[30]。本研究通过数据库挖掘分析出多

条与铁死亡可能相关的信号通路，这些通路在黄芩

活性成分逆转耐药的作用机制中发挥了重要作用。 

综上，黄芩活性成分通过靶向多个关键靶点基

因，进而激活多个信号通路来调控铁死亡，从而逆

转肿瘤多药耐药的发生和进展。这也正体现了中药

活性成分抗耐药作用多靶点、多通路的特点。通过

细胞增殖实验也进一步确证了汉黄芩素可以通过

铁死亡途径，抑制肿瘤细胞的生长作用，可通过对

脂多糖的反应、对氧化应激的反应、细胞对化学应

激的反应、对类固醇激素的反应等生物过程，响应

过程的靶蛋白有 TP53、ALOX12、HIF-1 等，以及

激活凋亡信号通路、程序性细胞死亡的正调控、

PI3K/Akt 信号通路、HIF-1 信号通路、TNF 信号通

路等生物通路通过调控铁死亡来逆转肿瘤耐药。本

研究可为黄芩活性成分调控铁死亡逆转肿瘤耐药

的深入研究提供理论依据，也为实验开展和临床应

用提供理论依据。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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