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【摘要】  目的　结合网络药理学和实验验证探究复方肠泰方（Fufang Changtai Decoction, FFCT）通过铁死亡途径抑

制结直肠癌（colorectal cancer, CRC）的作用机制。方法　利用TCMSP和Swiss Target Prediction数据库筛选FFCT的有效活

性成分和治疗靶标，通过Gene Cards和FerrDb数据库分别获取CRC疾病基因和铁死亡相关基因（ferroptosis-related gene,

FRG），运用韦恩图和Cytoscape软件分析FFCT干预CRC的关键FRGs，并构建中药复方-治疗靶点网络。采用透射电镜观察

FFCT含药血清对人结肠癌SW480和HCT116细胞线粒体形态的影响，ROS试剂盒检测细胞内ROS水平；结合铁死亡抑制剂

Lip-1，运用CCK-8和克隆集落形成实验评估FFCT对肿瘤细胞活性和增殖的影响；通过PCR Array芯片和Western blot分析

FFCT调控铁死亡的关键分子机制，并利用人CRC组织芯片进行验证。结果　共筛选出103种FFCT有效活性成分、739个

治疗靶点，以及9 101个疾病基因和564个FRGs，维恩图分析得到81个FFCT干预CRC的FRGs，网络分析显示NQO1、TP53、

PTGS2等在干预网络中发挥关键作用。体外实验结果显示，FFCT能够诱导SW480和HCT116细胞出现线粒体固缩、膜增

厚、嵴减少等铁死亡特征改变。细胞内ROS水平升高（P<0.05），且呈剂量依赖性。FFCT干预后，肿瘤细胞活性和增值能

力均下降（P<0.01）。此外，上述抑制效应可被Lip-1部分逆转，提示FFCT作用机制与铁死亡密切相关。PCR Array与

Western blot结果进一步验证，FFCT显著下调肿瘤细胞中NQO1的mRNA与蛋白表达（P<0.001），与前期网络预测结果一

致。临床CRC组织芯片免疫荧光结果显示，肿瘤组织中NQO1阳性表达率高于癌旁组织（P<0.001）。结论　FFCT可能通

过抑制促癌基因NQO1的表达，诱导细胞内铁死亡，进而发挥抗CRC作用。
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[Abstract]   Objective　To  investigate  the  underlying  mechanisms  of  the  effect  of  Fufang  Changtai  Decoction
(FFCT)  in  inhibiting  colorectal  cancer  (CRC)  through  the  ferroptosis  pathway  using  network  pharmacology  combined
with  experimental  validation. Methods　The  Traditional  Chinese  Medicine  Systems  Pharmacology  Database  and
Analysis Platform (TCMSP) and Swiss Target Prediction databases were employed for the systematic screening of potent
active  ingredients  and  therapeutic  targets  of  FFCT.  In  addition,  the  identification  of  CRC-associated  genes  and
ferroptosis-related  genes  (FRGs)  was  accomplished  using  the  Gene  Cards  and  FerrDb  databases,  respectively.  Venn
diagrams,  coupled  with  Cytoscape  software,  facilitated  the  comprehensive  analysis  of  key  FRGs  involved  in  FFCT's
intervention in CRC by mapping the TCM compound-therapeutic target network. Transmission electron microscopy was
used to examine the mitochondrial ultrastructure of SW480 and HCT116, 2 Human CRC cell lines, after treatment with
FFCT-containing serum. Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were measured using a ROS detection kit. To
assess  the  role  of  ferroptosis,  ferroptosis  inhibitor  liproxstatin-1  (Lip-1)  was  co-administered  with  FFCT-containing
serum. The effects on cancer cell viability and proliferation were evaluated using CCK-8 and colony formation assays. Key
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molecular targets involved in the regulatory effects of FFCT on the expression of FRGs were further analyzed using PCR
Array and Western blot. The findings were then validated with human CRC tissue microarrays. Results　A total of 103
active  ingredients  of  FFCT,  739  therapeutic  targets, 9 101 disease-related  genes,  and  564  FRGs  were  identified.  Venn
diagram analysis identified 81 FRGs associated with FFCT intervention. Network analysis revealed that NQO1, TP53, and
PTGS2 served as hub nodes in the regulatory network. Findings from the in vitro experiments showed that FFCT induced
ferroptosis changes,  including mitochondrial condensation, membrane thickening, and cristae reduction, in SW480 and
HCT116 cells. FFCT treatment significantly increased intracellular ROS levels in a dose-dependent manner (P < 0.05) and
reduced cancer cell viability and proliferative capacity (P < 0.01). These inhibitory effects were partially reversed by Lip-1,
suggesting  that  FFCT's  antitumor  activity  was  closely  associated  with  the  ferroptosis  pathway.  PCR Array  and Western
blot  analyses  further  confirmed that  FFCT significantly  downregulated NQO1 mRNA and protein expression in cancer
cells (P < 0.001), which was consistent with network pharmacology predictions. Immunofluorescence analysis of clinical
CRC tissue microarrays revealed that  NQO1 expression was significantly  higher in tumor tissues  than in adjacent  non-
tumor tissues (P < 0.001). Conclusion　FFCT may induce intracellular ferroptosis by downregulating the oncogenic gene
NQO1, thereby exerting anti-CRC effects.

[Key words]　　Fufang Changtai Decoction　　Colorectal cancer　　Ferroptosis　　Network pharmacology
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）作为世界第三大常

见恶性肿瘤，是癌症相关死亡的第二大原因 [1 ]。2020年

CRC新发病例近200万，死亡病例94万，预计到2040年

CRC新发病例将超过300万例，而中国新增CRC病例将

增加至90余万例[2]。CRC早期症状隐匿，超50%患者确诊

时已是晚期。尽管手术、放化疗、靶向治疗及免疫治疗

等可延长生存期，但大多数患者仍存在药物选择有限、耐

药率高等问题[3]，超过半数的患者还可能存在术后复发的

风险[4]。

近年来，中医药在肿瘤治疗中展现出独特优势，大量

临床前研究和临床研究证据表明，中药复方可通过多靶

点调控，提高癌细胞对抗肿瘤药物的敏感性，发挥其独特

的“增效减毒”作用[5-6]。铁死亡是一种铁依赖性的调节性

细胞死亡方式，与肿瘤的发生和发展密切相关。研究表

明，中药活性成分可以通过调节铁死亡相关基因（ferroptosis-

related gene, FRG）诱导肿瘤细胞铁死亡，从而发挥抗肿瘤

作用[7]。

复方肠泰方（Fufang Changtai Decoction, FFCT）是江

苏省名中医霍介格教授基于国医名师徐荷芬教授60余年

临床经验创建的CRC验方。该方以人参、黄芪（君药）益

气健脾、扶正培本，藤梨根、八月札（臣药）行气活血、消

积化瘀，佐以薏苡仁健脾化湿，苦参清热解毒，体现“扶正

祛邪”的配伍思想。前期临床研究证实，FFCT能够延长

CRC患者中位生存期，其机制可能涉及诱导自噬、抗血管

生成和调节肠道菌群等多种途径作用[8-11]。然而，FFCT通

过铁死亡途径发挥抗肿瘤作用机制尚未阐明，本研究拟

采用网络药理学联合体外细胞实验验证，系统地揭示

FFCT抗CRC的铁死亡途径和靶点。 

1     材料与方法
 

1.1    FFCT的活性成分和靶点筛选

在TCMSP数据库（http://tcmspw.com/tcmsp.php）中，

以黄芪、人参、薏苡仁、八月札（预知子）、苦参和藤梨根

（猕猴桃根）为关键词检索，筛选FFCT的有效化合物及潜

在治疗靶点。筛选条件为口服生物利用度 （ o r a l

bioavailability，OB）≥30%，药物相似性（drug-likeness,

DL）≥0 .18。将获取的有效活性成分靶点信息输入

Uniprot数据库（https://www.uniprot.org/）以“human

sapiens”种属获取候选靶点的标准化命名。之后，将

FFCT中的有效化合物通过PubChem数据库检索以获取

其SMILE格式，并上传至Swiss Target Prediction平台

（http://www.swisstargetprediction.ch/），预测FFCT中有效

化合物的潜在靶点。 

1.2    疾病基因和铁死亡相关靶点的筛选

利用Gene Cards数据库（https://www.genecards.org/）

筛选与CRC有关的疾病基因。以“colorectal cancer”为关

键词，筛选相关性得分大于2的疾病基因，共获得9 101个

CRC疾病基因。在FerrDb数据库（http://www.zhounan.org/

ferrdb/current/）中下载所有FRGs，包括驱动基因、抑制基

因、标志基因和未归类基因，共获得564个FRGs。 

1.3    FFCT诱导铁死亡的靶点筛选和可视化

为进一步证明FFCT是否通过铁死亡途径发挥抗

CRC作用，绘制FFCT、CRC疾病基因和FRGs的维恩图，得

到FFCT通过铁死亡途径干预CRC的潜在治疗靶点。利

用Cytoscape软件绘制“FFCT-有效化合物-治疗靶点”网络

图。此外，将治疗靶点导入STRING数据库构建蛋白质-
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蛋白质相互作用（protein-protein interaction, PPI）网络并

利用Cytoscape进行可视化。根据介数中心性（betweenness

centrality, BC）筛选网络中的核心靶点。 

1.4    潜在治疗靶点的GO和KEGG分析

将FFCT诱导CRC铁死亡的潜在靶标导入DAVID数

据库（https://david.ncifcrf.gov/）进行基因本体（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。使用

气泡图对基因富集的前20个条目进行可视化。 

1.5    实验验证 

1.5.1    试剂与药物

L-15基础培养基（中桥新舟，ZQ-1100HG）；DEME高

糖培养基（中桥新舟，ZQ-100）；胎牛血清（VivaCel l，

C04001-500）；CCK-8试剂盒（YEASEN，40203ES76）；

ROS试剂盒（碧云天，S0033M）；NQO1抗体（Abcam，

ab80588）；Liproxstatin-1（Lip-1，Selleck，S7699）。

人参、黄芪、生薏仁、藤梨根、八月札、苦参购自南

京中医药大学附属中西医结合医院，FFCT水煎液的制备

方法参考团队前期研究方法[12]：所有药材置于容器内，加

10倍体积蒸馏水浸泡1h后大火煮开再小火煮2 h，取滤

液；再加8倍体积蒸馏水继续煮1.5 h，取滤液；两次滤液混

合均匀后浓缩至生药量2 g/mL的药液，－80 ℃储存备用。 

1.5.2    含药血清制备

复方含药血清的制备参考团队前期研究方法[13]：取16

只清洁级日本大耳雌性白家兔（购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司），体质量（2.15±0.26）kg，许可证号：SCXK（沪）

2017-0005。将实验家兔随机分为4组（空白组，FFCT低、

中、高剂量组），每组4只。空白组，给予等体积生理盐水灌

胃。FFCT给药剂量依据“人和动物之间按体表面积折算

的等效剂量比值表”，低剂量组给药剂量1.75 g/kg；中剂量

组给药剂量3.50 g/kg（人临床等效量）；高剂量组给药剂量

7.00 g/kg，每组连续给药3 d，末次给药前12 h禁食不禁水，

末次给药2 h后，予利多卡因麻醉、颈动脉分离取血，血液于

室温中静置2 h后，离心取血清，56 ℃水浴30 min灭活，超

净台中过滤、分装后，置于−80 ℃超低温冰箱保存备用。 

1.5.3    细胞实验分组

体外实验共设6组：Control组，给予1.5.2中空白组家

兔所取的血清；FFCT-L组，给予1.5.2中FFCT低剂量组含

药血清；FFCT-M组，给予1.5.2中FFCT中剂量组含药血

清；FFCT-H组，给予1.5.2中FFCT高剂量组含药血清；Lip-

1 组，铁死亡抑制剂组，给予100 nmol/L终浓度的铁死亡

抑制剂Lip-1；FFCT-M+Lip-1组，同时给予1.5.2中FFCT中

剂量组含药血清和100 nmol/L终浓度的Lip-1。 

1.5.4    细胞培养

人结肠癌SW480和HCT116细胞购自上海中乔新舟生

物科技有限公司，经短串联重复序列细胞鉴定。细胞孵育

采用含10%胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）和1% 青霉素-

链霉素混合液（Penicillin-Streptomycin Solution, P/S）的L15

培养基和DMEM高糖培养基，于37 ℃恒温培养箱中培养。 

1.5.5    细胞活性检测

采用CCK-8试剂盒检测各组细胞活性。以5×103 /孔

的密度将对数生长期细胞接种在于96孔板中，于培养箱

内继续培养12～24 h待细胞贴壁后，加入各组含药血清和/

或铁死亡抑制剂处理48 h，再将细胞与CCK-8试剂（10%，

100 μl/孔）在37 °C下孵育1 h。之后，用酶标仪检测450 nm

波长处的OD值，计算细胞存活率。 

1.5.6    细胞增殖能力检测

采用平板克隆集落形成实验检测细胞增殖能力。取

对数生长期细胞以200个/孔的密度接种于6孔板中，于培

养箱内继续培养12～24 h待细胞贴壁后加入各组含药血

清和/或药物，置于细胞培养箱中培养10～14 d，待培养皿

中出现肉眼可见的克隆时，终止培养。4%多聚甲醛固

定，结晶紫染色，清洗后空气干燥，肉眼或显微镜下计数

克隆数（单个克隆>10个细胞）。 

1.5.7    透射电子显微镜

运用透射电子显微镜（ t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n

microscope, TEM）观察细胞超微结构。各组干预结束后，

收集细胞，离心，加入电镜固定液4 ℃固定2 h，离心，用琼

脂糖包裹，1%锇酸室温固定2 h，脱水，包埋，切片，染色干

燥后于TEM下观察各组细胞线粒体变化。 

1.5.8    活性氧水平检测

运用活性氧（reactive oxygen species, ROS）检测试剂

盒检测各组细胞内ROS水平。取对数生长期细胞接种于

6孔板内，各组含药血清干预后，收集细胞，用含10 μmol/L

的DCFH-DA无血清培养液中，37 ℃细胞培养箱内避光孵

育20～30 min，每3～5 min颠倒混匀一次，孵育结束后用无

血清培养液洗涤细胞3次，使用流式细胞仪进行检测分析。 

1.5.9    Western blot法检测细胞内蛋白表达水平

各组细胞干预结束后，加入裂解液，提取蛋白，高温

变性后置于−80 ℃待测。配制凝胶，上样跑胶，转膜，封

闭，4 ℃孵育目的蛋白一抗过夜，洗膜，室温孵育对应二抗

1 h，洗膜，显影，并用Image J软件分析条带灰度值。 

1.5.10    铁死亡PCR Array筛选差异表达基因

空白血清和FFCT-M含药血清干预SW480细胞48 h

后，加入Trizol裂解提取各组细胞RNA样品，置于－80 ℃

待测。运用RNA凝胶电泳和超微量紫外分光光度仪对样
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品进行质检，对合格的RNA进行反转录合成cDNA模板，

按说明书比例混合cDNA和qPCR预混液，加入铁死亡

PCR Array反应板各孔内，按说明书推荐程序对样品进行

实时荧光定量PCR测定。对获得的数据进行分析，以筛

选差异表达的基因。采用2－ΔCt法计算倍数变化值（fold

change, FC），以上调或下调倍数变化值|log FC|≥2且

P<0.05筛选差异基因。 

1.5.11    人结直肠癌组织芯片和TSA多重免疫荧光

人CRC组织芯片（芯片号：AF-CocSur2021）购自湖南

艾方生物科技有限公司，包含80个癌组织和80个邻近正

常组织，并获得伦理批准（Csyayj20231103）。组织芯片中

癌组织均经病理诊断为结肠癌，并附有患者完整的临床

信息，包含性别、年龄、日期、原发肿瘤部位、大小、浸润

深度、病理类型、免疫组化、TNM分期及分级、治疗方

案、随访时间、生存状态。组织芯片制作石蜡切片，经过

烤片、二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化等预处理，高温抗原修

复、封闭后，4 ℃孵育NQO1一抗过夜，清洗后，二抗孵育

30 min，DAPI复染细胞核，洗涤后用抗荧光淬灭封片剂封

片，多通道荧光扫描仪采集图像，利用Imag-pro plus 6.0进

行分析，计算NQO1阳性细胞比例。 

1.5.12    统计学方法

x̄± s

运用GraphPad Prism 8.0软件进行实验数据绘图与数

据分析，结果以 表示。采用单因素方差分析方法分

析组间差异，用Tukey多重比较法进行两两比较分析，

P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    FFCT的有效成分和靶点

利用TCMSP数据库筛选103种FFCT有效成分，其中

黄芪26种，苦参45种，藤梨根6种，人参22种，薏苡仁9种，

八月札6种。附表1（见网络资源附件）展示了按OB值排

序的前20种有效成分。利用TCMSP和Swiss  Target

Prediction平台筛选并739个FFCT潜在治疗靶点，其中黄

芪442个，苦参524个，藤梨根252个，人参444个，薏苡仁

30个，八月札36个。 

2.2    FFCT诱导铁死亡的靶点筛选和网络构建

通过绘制中药复方、结直肠癌疾病基因和FRGs的维

恩图，共获得81个交集靶点，这些靶点可能是FFCT治疗

结直肠癌的铁死亡调节因子（附图1，见网络资源附件）。

利用Cytoscape构建了FFCT-治疗靶点的网络图（附图2，

见网络资源附件），图中菱形代表中药，六边形代表有效

成分，圆形代表铁死亡调节因子，其中槲皮素，异鼠李素、

豆甾醇、人参二醇、苦参苏在FFCT诱导结直肠癌铁死亡

中发挥关键作用。此外，我们构建了FFCT治疗靶点的

PPI网络，并根据BC值筛选枢纽靶标。结果显示，NQO1、

TP53、PTGS2、PPARG、EGFR在PPI网络中的具有更高的

BC值，说明这些靶标在FFCT调控网络中发挥关键作用

（附图3，见网络资源附件）。 

2.3    GO和KEGG富集分析

对FFCT中的潜在治疗靶点进行了GO和KEGG富集

分析，结果显示，GO生物学功能（biological process, BP）主

要涉及细胞缺氧反应、凋亡过程负调控、RNA聚合酶

Ⅱ启动子转录的正调控、活性氧代谢过程的正向调节等；

细胞成分（cellular component, CC）主要包括细胞溶质、

细胞质、细胞核、线粒体等；分子功能 （m o l e c u l a r

function, MF）主要涉及酶结合、RNA聚合酶Ⅱ序列特异

性DNA结合转录因子结合、蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸

激酶活性、泛素蛋白连接酶结合等。KEGG分析显示，这

些靶点主要富集在癌症通路、化学致癌作用-活性氧以及

IL-17、FoxO信号通路上（附图4，见网络资源附件）。 

2.4    实验验证结果 

2.4.1    FFCT对SW480和HCT116细胞线粒体超微结构的

影响

如图1所示，空白组细胞内线粒体结构较好，质均匀，
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图 1  FFCT对SW480和HCT116细胞线粒体形态的影响

Fig 1  Effect of FFCT on mitochondrial morphology in SW480 and HCT116 cells
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嵴大多排列整齐，少量变短；而FFCT-M含药血清干预组

细胞线粒体固缩，膜增厚，嵴减少、扩张，部分体积明显变

小（黑箭头），提示FFCT含药血清干预后的SW480和

HCT116细胞发生铁死亡改变。 

2.4.2    FFCT对SW480和HCT116细胞内ROS水平的影响

如图2所示，经FFCT含药血清干预后细胞内ROS水平

较对照组细胞升高，差异有统计学意义（P<0.05），并且

FFCT对细胞内ROS水平的促进作用呈一定剂量依赖性，

这种相关性在SW480细胞中更加显著（P<0.001）。如

图3所示，Lip-1与FFCT含药血清联合干预则降低了FFCT

对细胞内ROS的上调作用。 

2.4.3    FFCT对SW480和HCT116细胞活性的影响

如图4所示，FFCT-L、FFCT-M和FFCT-H含药血清干

预SW480细胞48 h后，细胞活性降为74.40%、51.24%和

33.41%，HCT116细胞活性分别降为72.49%、55.90%和

37.96%，较空白组差异均有统计学意义（P<0.01）。此外，

FFCT联合Lip-1同时干预SW480和HCT116较FFCT单独

作用，细胞活性升高，提示铁死亡抑制剂Lip-1抑制了

FFCT对肿瘤细胞的活性抑制作用。 

2.4.4    FFCT对SW480细胞增殖的影响

细胞克隆实验如图5所示，与对照组相比，FFCT-M组

在SW480和HCT116细胞中的克隆集落形成数明显降低；
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图 2  FFCT对SW480（A）和HCT116（B）细胞内ROS水平的影响

Fig 2  Effect of FFCT on ROS levels in SW480(A) and HCT116(B) cells

n = 3.*P < 0.05, ***P < 0.001, vs. control group.
 

5

4

3

2

1

R
O

S 
le

ve
l (

o
f 

co
n

tr
o

l)

0

15

10

5

R
O

S 
le

ve
l (

o
f 

co
n

tr
o

l)

0

FFCT-M +

FFCT-M +

###

###

***

***

**

100 101 102

DCFH-DA
103 104 105

0

100

250

C
o

u
n

t

400

100 101 102

DCFH-DA
103 104 105

0

150

300

C
o

u
n

t

450

A

B

Lip-1 100 nmol/L group

Control group

FFCT-M group

Lip-1 100 nmol/L group

Control group

FFCT-M group

Lip-1 100 nmol/L group

Lip-1 100 nmol/L group

 
图 3  FFCT联合Lip-1对SW480（A）和HCT116（B）细胞内ROS水平的影响

Fig 3  Effect of FFCT combined with Lip-1 on intracellular ROS levels in SW480 (A) and HCT116 (B) cells

n = 3.**P < 0.01, ***P < 0.001, vs. control group; ###P < 0.001.
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但与FFCT-M组相比，FFCT-M联合Lip-1同时干预时，

SW480和HCT116细胞的克隆集落形成数明显增多，差异

有统计学意义（P<0.001），提示FFCT能够抑制CRC细胞

增殖，且该作用被铁死亡抑制剂Lip-1明显降低。 

2.4.5    铁死亡PCR Array筛选FFCT的调控靶点

如图6A火山图所示，本次检测的89个铁死亡相关

基因中，筛选出4个差异表达的基因，其中下调的NQO1

基因为差异基因，与网络药理学筛选结果一致。如图6B

所示，FFCT-M含药血清干预后SW480细胞中NQO1基因

表达水平较空白血清干预组明显降低，差异具有统计

学意义（P<0.001）。Western blot结果也证实FFCT含药

血清较空白血清干预组的NQO1蛋白表达水平下调明

显（图7）。 

2.4.6    临床肠癌芯片组织NQO1的表达情况

采用双重免疫荧光法检测结肠癌组织芯片中肿瘤组

织及癌旁组织的NQO1蛋白表达水平，结果如图8所示，结

肠癌组织中NQO1的阳性细胞率明显高于癌旁组织，且

差异有统计学意义（P<0.001）。 

3     讨论

目前西医治疗CRC的方法存在疗效有限、副作用

大、易复发等风险，中医复方是CRC的重要补充和替代疗
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图 4  FFCT和Lip-1对SW480（A）和HCT116（B）细胞活性的影响

Fig 4  Effect of FFCT and Lip-1 on the viability of SW480 (A) and HCT116 (B) cells

n = 3. **P < 0.01, ***P < 0.001, vs. control group. ##P < 0.01, ###P < 0.001.
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图 5  FFCT联合Lip-1对SW480（A）和HCT116（B）细胞增殖能力的影响

Fig 5  Effect of FFCT combined with Lip-1 on the proliferative capacity of SW480(A) and HCT116(B) cells

B, n = 3; ***P < 0.001, vs. control group; ###P < 0.001.
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法，具有增效减毒，提高患者生活质量的作用 [6]。本课题

组前期已通过多中心临床研究证实FFCT抗CRC的疗效 [8-9]，

基础实验也发现FFCT能够通过多途径发挥抗肿瘤作

用 [10-11]，但其与铁死亡相关的作用及机制尚不明确。铁死

亡是一种铁依赖性的细胞程序性死亡方式，其区别于细

胞凋亡、坏死或自噬，主要依靠多不饱和脂肪酸氧化和纸

质过氧化物积累从而诱发细胞死亡[14-15]。研究已发现铁

死亡参与CRC的发生发展和治疗，XU等[16]的研究发现靶

向SLC7A11可以通过诱导铁死亡抑制CRC的进展和化疗

耐药性。QI等[17]发现利用FRGs构建了CRC患者的预后风

险模型，经验证后该模型可作为CRC患者的独立预后因

素。此外，FRGs被认为是CRC的潜在治疗靶点。利用铁

死亡途径，相关药物或小分子化合物已经被发现在抑制

CRC生长和改善患者预后方面发挥巨大潜力[18-19]。考虑

到铁死亡在抑制CRC进展中的关键作用，本研究利用网

络药理学、体外实验和人结直肠癌组织芯片探讨了

FFCT抗结直肠癌的作用机制。

通过网络药理学研究，我们得到103种FFCT的有效

活性成分，包括山柰酚、槲皮素、芒柄花黄素、异鼠李素

等。已有研究探讨了黄芪、人参等药物的抗肿瘤活性，如

刘海朝等[20]发现黄芪多糖联合PD-L1阻断剂可抑制肺腺
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图 6  PCR Array分析铁死亡基因表达

Fig 6  PCR Array analysis of the expression of ferroptosis-related genes

A, volcano map; B, the expression level of the NQO1 gene in SW480 cells
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Fig 7  Western blot analysis of protein expression levels of NQO1
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Fig 8  Immunofluorescence analysis of NQO1 expression in human CRC tissue microarrays (n = 80)
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癌小鼠皮下移植瘤的生长，改善肿瘤免疫微环境，增强免

疫细胞浸润，发挥增敏PD-L1阻断剂抗肺腺癌的作用。藤

梨根中检测出三萜类、黄酮类等多种抗肿瘤活性成分，对

肺癌、胃癌和CRC等均有一定治疗作用[21]。薏苡仁提取

物联合化疗可显著抑制结肠癌HT-29细胞株增殖，诱导凋

亡，且与药物浓度呈正相关[22]。八月札则可通过调节结

肠组织中免疫相关因子的表达以改善肠道微环境，修复

结肠组织结构[23]。然而，FFCT整体的抗肿瘤作用机制尚

需进一步阐明。因此，联合FerrDb数据库，我们进一步挖

掘了FFCT靶向的FRGs，构建FFCT的关键调控网络，其中

NQO1、TP53、PTGS2、PPARG、EGFR等在网络中的比重

更高，这些靶点可能是FFCT诱导结直肠癌铁死亡的关键

靶标。NQO1是一种胞质还原酶，其抗氧化特性可以通

过脂质过氧化抑制铁死亡发生。研究发现，NQO1通过

清除细胞内ROS以降低脂质过氧化的发生，从而增强肿

瘤活性和治疗耐药[24]。NQO1调节的NAD+/NADH平衡

可能与铁代谢酶的活性密切相关，而这些酶在脂质过氧

化和铁死亡通路中扮演重要角色[25]。NQO1相关通路，如

Nrf2-NQO1轴的过度激活也会抑制细胞铁死亡过程的发

生[26]。研究显示，NQO1高表达的CRC患者具有更差的预

后，其可能通过促进HIF-1α表达而促进肿瘤发生和进展[27]。

在肿瘤治疗中，柴胡皂苷D通过扰乱NQO1介导的氧化还

原平衡发挥抗耐药乳腺癌作用[28]。小檗碱则可通过抑制

恶性黑色素瘤中NQO1的表达增强肿瘤对免疫检查点抑

制剂的敏感性[29]。鉴于NQO1在肿瘤发生发展和治疗中

的重要作用以及网络药理学结果，我们认为NQO1可能

是FFCT通过铁死亡途径发挥抗肿瘤作用的关键靶标。

为了验证这一猜想，我们通过透射电子显微镜、ROS试剂

盒分析，从形态学特征和生化特征上均发现FFCT能够诱

导CRC细胞发生铁死亡；通过CCK-8实验和克隆集落形

成实验证实FFCT能够抑制CRC，结合铁死亡化学抑制剂

Lip-1，发现FFCT诱导的铁死亡促进其抗CRC作用；PCR

A r r a y芯片筛选结果提示，F F C T下调了C R C细胞内

NQO1基因表达水平，western blot结果也证明FFCT能够

抑制NQO1蛋白的表达；我们进一步采用人CRC组织芯片

发现肿瘤组织内NQO1蛋白表达水平高于癌旁组织，再

次证明NQO1对CRC发生和发展的关键作用。因此，靶向

NQO1的中医复方机制研究具有重要意义。此外，我们

对FFCT的干预靶点进行了GO和KEGG通路富集分析，结

果显示FFCT涉及通路有癌症通路、化学致癌作用-活性

氧以及IL-17、FoxO信号通路上，IL-17信号通路是炎症和

免疫系统的重要组成部分，已经被证明在多种肿瘤的发

生、进展和治疗中发挥重要作用[30]。FoxO信号通路广泛

参与细胞的各种生物学行为，并在CRC中表现出抑制肿

瘤细胞生长，促进凋亡的抗肿瘤效应[31]。

综上所述，FFCT能够通过铁死亡途径发挥抑制CRC

发生和进展的作用，其机制可能是通过靶向NQO1信号

从而诱导结直肠癌细胞铁死亡，进而发挥抗肿瘤的作用。

本研究为FFCT抗结直肠癌作用机制提供了参考，为后续

研究奠定了基础，为FFCT的临床应用提供科学依据。
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