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肺癌死亡率居癌症之首［1］。在治疗过程中，多种因

素可诱发肺癌及其他癌症患者的肺部感染［2 - 3］，甚至危

及生命，而中药可在肺癌的治疗中发挥重要作用。柔弱

斑种草 Bothriospermum zeylanicum（J. Jacquin）Druce归
肺经，具有止咳等功效［4 - 5］，收载于《中药大辞典》《中华

本草》等典籍。本研究中采用气相色谱质谱联用（GC -
MS）法初步分析柔弱斑种草石油醚部位（PB）的化学成

分，再通过微量肉汤稀释法和MTS法探讨其抗菌及抗

肺癌活性，并采用网络药理学分析挖掘其抗肺癌的潜

在分子机制，为其深入开发与利用提供参考。
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摘要：目的 探讨柔弱斑种草石油醚部位（PB）的抗菌和抗肺癌活性。方法 采用气相色谱质谱联用（GC - MS）法分析 PB 化学成分；

采用微量肉汤稀释法检测 PB对 4种细菌活性的影响；采用 MTS法筛选 PB对 5种肿瘤细胞增殖的影响，并通过网络药理学初步探讨

其抗肺癌作用机制。结果 共鉴定出 30个化学成分，主要包括亚油酸（20. 13%）、十六酸（19. 87%）、α -亚麻酸（13. 60%）等。对大肠埃

希菌、金黄色葡萄球菌金黄亚种、肠沙门氏菌肠亚种、铜绿假单胞菌活性均无明显抑制作用；对肺癌细胞 A549 和肝癌细胞 SMMC -
7721的半数抑制浓度（IC50）分别为（76. 43 ± 11. 33）µg / mL和（47. 20 ± 7. 67）µg / mL；网络药理学分析共筛选出肺癌疾病靶点 23 727个，

PB成分靶点 513个，两者共有靶点 504个，基因本体论（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析预测

到 343个条目、163条信号通路，涉及配体激活的转录因子活性、神经递质受体活性，以及钙信号通路、TRP通道的炎性介质调节等通路。

结论 PB主要含有脂肪酸、脂肪醇类等化学成分，无明显抗菌作用，其抗肺癌活性可能与钙信号通路、TRP通道的炎性介质调节等信

号通路有关。
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the antibacterial and anti - lung cancer activities of petroleum ether part from Bothriospermum
zeylanicum（PB）.Methods The chemical constituents of PB was analyzed by the gas chromatography - mass spectrometry（GC - MS）.
The effect of PB on the activity of four bacteria was researched by the broth microdilution method. The activity of PB on the
proliferation of five tumor cells was screened by the MTS method，and its anti - lung cancer mechanism was preliminarily explored
based on network pharmacology. Results A total of 30 chemical constituents were identified，including linoleic acid （20. 13%），

hexadecanoic acid（19. 87%），α - linolenic acid（13. 60%） and others. PB had no significant inhibitory effect on the activities of
Escherichia coli，Staphylococcus aureus subsp. aureus，Salmonella enterica subsp. enterica and Pseudomonas aeruginosa. The half -
inhibitory concentration（IC50）of PB on the lung cancer A549 cells and liver cancer SMMC - 7721 cells were（76. 43 ± 11. 33）µg / mL，
（47. 20 ± 7. 67） µg / mL respectively. The network pharmacology analysis showed that 23 727 lung cancer targets，513 constituent
targets of PB and 504 common targets were screened；there were 343 items and 163 signaling pathways were obtained through the
gene ontology （GO） functional enrichment analysis and Kyoto encyclopedia of genes and genomes （KEGG） pathway enrichment
analysis，involving ligand - activated transcription factor activity，neurotransmitter receptor activity，calcium signaling pathways and
inflammatory mediator regulation of TRP channels. Conclusion PB mainly contains chemical constituents such as fatty acids and
fatty alcohols，and has no significant antibacterial effect. Its anti - lung cancer activity may be related to the calcium signaling
pathways and inflammatory mediator regulation of TRP channels.
Key wordsKey words：：Bothriospermum zeylanicum；petroleum ether part；gas chromatography - mass spectrometry；chemical constituent；antitumor
activity；network pharmacology
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1 仪器、试药与菌株、细胞

1. 1 仪器

8860 - 5977B型气相色谱 - 质谱联用仪（美国

Agilent公司）；UV2550型紫外可见 -分光光度计（日本

Shimadzu公司）；XS205型分析天平（意大利 Mettler
Toledo公司）；RE - 52A A型旋转蒸发器、SHB - Ⅲ型真

空泵（郑州长城科工贸有限公司）；CA - 1115A型冷却水

循环装置（上海爱朗仪器有限公司）；DMI3000B型倒置

显微镜（德国 Leica公司）；370系列 CO2培养箱、Multi⁃
skan FC型酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）。

1. 2 试药

头孢他啶（齐鲁制药有限公司，批号为1H0189A50）；
青霉素G钠（华北制药股份有限公司，批号为F1078101）；
顺铂（美仑生物科技有限公司，批号为N1001A）；MH肉

汤（批号为 1103531）、LB肉汤（批号为 1096071），均购

自广东环凯微生物科技有限公司；胎牛血清（批号为

1706126），RMPI - 1640 培养基（批号为 0023019），

DMEM 培 养 基（批 号 为 0024719），胰 酶（批 号 为

0023518），双抗（批号为 1936917），磷酸盐缓冲液（PBS，
批 号 为 0044818），二 甲 基 亚 砜（DMSO，批 号 为

B821BA0018），均购自碧艾（上海）生物科技有限公司；

MTS试剂盒（美国 Promega公司，批号为 0000219904）；

95% 乙醇、石油醚（60～90 ℃）、甲醇、无水乙醇等均为

分析纯，水为超纯水。柔弱斑种草药材样品，采于江苏

省宿迁市宿豫区曹集田间，经广西壮族自治区中医药

研究院黄云峰副研究员鉴定为正品。

1. 3 菌株与细胞

大肠埃希菌 Escherichia coli（ATCC25922）、金黄色

葡萄球菌金黄亚种 Staphylococcus aureus subsp. aureus
（ATCC29213）、肠沙门氏菌肠亚种 Salmonella enterica
subsp. enterica（ATCC14028）、铜绿假单胞菌 Pseudomo⁃
nas aeruginosa（ATCC27853）；人白血病细胞HL - 60、肺
癌细胞 A549、肝癌细胞 SMMC - 7721、乳腺癌细胞

MCF - 7、结肠癌细胞 SW480。均购自中国普通微生物

菌种保藏管理中心。

2 方法与结果

2. 1 样品制备

取柔弱斑种草药材样品适量，剪段，加 10倍量甲醇

回流提取 3次，减压回收溶剂，合并浓缩物得总浸膏。采

用系统溶剂法萃取，浓缩，得PB；取 100 mg，加入100 mL
锥形瓶内进行甲酯化反应［6］，加石油醚（60～90 ℃）-
苯（1∶1，V / V）18 mL，充分溶解，再加 0. 4 mol / L氢氧化

钾 - 氢氧化镁溶液 9 mL，50 ℃水浴 30 min，加 18 mL
水，振摇，静置分层，取上清液，加无水硫酸钠脱水，滤

过，取滤液，即得样品。

2. 2 GC - MS 试验

色谱条件：色谱柱为DB - WAX UI毛细管柱（30 m ×
0. 25 mm，0. 25 µm）；固定相为聚乙二醇（PEG - 20M）；

进样口温度为 250 ℃；检测器温度为 250 ℃；进样量为

1 µL；分流比为 10∶1；载气为氦气，恒流模式，流速为

3. 5 mL / min；尾吹气流速为 20 mL / min；空气流速为

450 mL / min；氢气流速为 40 mL / min；升温程序，初始

温度为 40 ℃，保持 3 min后以 3 ℃ / min的速率升至

250 ℃，保持30 min。
质谱条件：电离方式为电子轰击离子（EI）源；电子

能量 70 eV，离子源温度 230 ℃，四极杆温度 150 ℃，传

输线温度 250 ℃，质量范围 35～500 amu；相对含量采用

色谱峰面积归一化法计算；主要成分的定性鉴定采用

美国国家标准与技术研究院标准质谱谱库（NIST11谱
库）检索法。

方法学考察结果：按相关要求进行方法学考察，结

果精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD均小于

2. 0%，表明仪器精密度良好，供试品溶液在室温放置

12 h内基本稳定，方法重复性良好。

检测结果：取样品适量，按GC - MS试验条件进样

测定，记录总离子流图（见图 1）。PB的化学成分鉴定结

果 见 表 1。共 鉴 定 出 30 个 化 学 成 分 ，即 亚 油 酸

（20. 13%）、十六酸（19. 87%）、α -亚麻酸（13. 60%）、反

油酸（7. 23%）、硬脂酸（4. 27%）等，主要包含脂肪酸、脂

肪醇、酯类、醚类、烷胺类化学成分。

2. 3 体外抗菌活性筛选

溶液制备：取样品适量，以DMSO和PBS为溶剂，灭

菌，用水定容，制成质量浓度分别为 128. 00，100. 00，
20. 00，4. 00，0. 80，0. 16 µg / mL的供试品溶液。取青霉

素G钠适量，以DMSO和PBS溶解制成质量浓度分别为

5，10 µg / mL的阴性对照溶液，同法制备头孢他啶质量

浓度为2 µg / mL的阴性对照溶液。

抗菌活性筛选：采用微量肉汤稀释法［7］。以含2%葡

萄糖的RMPI - 1640培养基，于 37 ℃、5% CO2条件下培

养，得浓度为 1 × 106 cfu / mL的大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌金黄亚种、肠沙门氏菌肠亚种、铜绿假单胞菌菌

悬液。实验设 PB组（32，64，128 µg / mL）及阳性对照 1，
2，3组（青霉素G钠5 µg / mL、青霉素G钠10 µg / mL、头孢

他啶 2 µg / mL）；取菌悬液及相应药物各 100 µL，
96孔板中 37 ℃培养 24 h，酶标仪测定 625 nm波长处的

吸光度（OD）值。重复操作3次。结果质量浓度为128 µg / mL
时，PB对4种菌株均无明显抑制作用。详见表2。
2. 4 体外抗肿瘤活性筛选

采用 MTS 法［8］。以含 10% 胎牛血清的培养液

（DMEM或RMPI - 1640）37 ℃培养细胞 12～24 h，分别

•药学论著•
Pharmacy Articles

58



2023年 11月 20日 第 32卷第 22期

Vol. 32，No. 22，November 20，2023 China Pharmaceuticals

制得HL - 60，A549，SMMC - 7721，MCF - 7，SW480细
胞悬液。以每孔 3 000～15 000个细胞 100 µL接种于

96孔板，分别以100. 00，20. 00，4. 00，0. 80，0. 16 µg / mL

的样品（每孔 100 µL）37 ℃下培养 48 h。弃去培养液，每

孔加入MTS溶液 20 µL和培养液 100 µL，37 ℃下继续

孵育 2～4 h。以酶标仪测定 492 nm波长处的OD值。以

质量浓度（X，µg / mL）为横坐标、细胞存活率（Y）为纵坐

标绘制细胞生长曲线，并计算半数抑制浓度（IC50）。实验

设阳性对照（顺铂，配制方法与同量同样品）、模型对照、

空 白 对 照 。细 胞 增 殖 抑 制 率（%）=［1 -（OD 给药 -
OD空白对照）/（OD模型对照 - OD空白对照）］×100%。结果显

示，PB对A549 和 SMMC - 7721细胞增殖具有较明显的

抑制作用（见表3），随着样品质量浓度的增大，对 2种细

胞增殖的抑制作用也逐渐增强（见图2）。
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SMMC - 7221细胞（顺铂）
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SMMC - 7221细胞（PB）
A549细胞（PB）

图2 石油醚部位对肿瘤细胞增殖的抑制作用

Fig. 2 Inhibitory effect of PB on the proliferation of tumor cells

2. 5 抗肺癌作用分子机制研究

共有靶点预测：通过中草药系统药理学平台 TC⁃
MSP（https：// old. tcmsp - e. com / tcmsp. php）、中医药

综合数据库TCMID（http：// www. megabionet. org / tcmid /）、

Batman - TCM 数据库（http：// bionet. ncpsb. org. cn /
batman - tcm /）收集并预测 PB的化学成分靶点，以

“lung cancer”为关键词，通过GeneCards数据库（https：//
www. genecards. org /）、OMIM数据库（https：// omim. org /）、
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图1 总离子流图

Fig. 1 Total ion chromatograms

表1 石油醚部位化学成分鉴定结果

Tab. 1 Results of chemical constituent identification of PB

保留时间（min）
16. 520
17. 608
18. 489
20. 489
20. 955
21. 587
22. 261
24. 313
24. 841
24. 966
26. 054
26. 831
27. 826
28. 893
29. 391
29. 598
29. 992
31. 297
32. 313
34. 292
34. 562
34. 862

35. 515
35. 909
36. 717
37. 391
38. 438
39. 588

化学成分

肉豆蔻酸

丙位癸内酯

十五酸

十六酸

棕榈油酸

异植物醇

十七烷酸

硬脂酸

反油酸

油酸

亚油酸

γ -亚麻酸

α -亚麻酸

植物醇

二十酸

二十二酸

（E）- 11 -二十烯酸

邻苯二甲酸二丁酸

正十七烷

二十三烷酸

甘油亚麻酸

6 - 顺式，9 - 顺式，11 -
反式 -十八碳三烯酸

正二十烷

六乙二醇单十二醚

二十三烷酸

聚戊乙二醇单十二醚

二十四烷酸

二十烷二酸

分子式

C14H28O2
C10H18O2
C15H30O2
C16H32O2
C16H30O2
C20H40O
C17H34O2
C18H36O2
C18H34O2
C18H34O2
C18H32O2
C18H30O2
C18H30O2
C20H40O
C20H40O2
C22H44O2
C20H38O2
C16H18O8
C17H36
C23H46O2
C20H34O4
C18H30O2

C20H42
C24H50O7
C23H46O2
C22H46O6
C24H48O2
C20H38O4

分子量（amu）
228
170
242
256
254
296
270
284
282
282
280
278
278
296
312
340
310
338
240
354
338
278

282
450
354
406
368
342

相对含量（%）

0. 39
2. 86
0. 21
19. 87
2. 23
0. 14
0. 42
4. 27
7. 23
0. 55
20. 13
3. 18
13. 60
2. 73
0. 69
0. 75
0. 06
0. 70
1. 10
1. 56
0. 72
0. 69

1. 07
0. 65
0. 31
0. 30
2. 16
2. 69
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表2 抗菌活性筛选结果（X ± s，%，n = 3）
Tab. 2 Results of antibacterial activity screening（X ± s，%，n = 3）

组别

阳性对照1组

阳性对照2组

阳性对照3组

PB组

质量浓度

（µg / mL）
5. 00
10. 00
2. 00

128. 00

抑制率

大肠

埃希菌

99. 29 ± 0. 00
- 34. 30 ± 3. 65

金黄色葡萄球

菌金黄亚种

100. 11 ± 0. 00

- 200. 31 ± 0. 86

肠沙门氏菌

肠亚种

99. 94 ± 0. 08

- 26. 30 ± 0. 39

铜绿

假单胞菌

100. 55 ± 0. 21
- 21. 60 ± 3. 93

表3 抗肿瘤活性筛选结果（X ± s，μg / mL）
Tab. 3 Results of antitumor activity screening（X ± s，μg / mL）

处理

方式

样品

顺铂

IC50
HL - 60细胞

> 100
6. 25 ± 0. 14

A549细胞

76. 43 ± 11. 33
7. 47 ± 0. 5

SMMC - 7721细胞

47. 20 ± 7. 67
6. 06 ± 0. 24

MCF - 7细胞

> 100
73. 95 ± 6. 06

SW480细胞

> 100
28. 74 ± 1. 93

59



2023年 11月 20日 第 32卷第 22期

Vol. 32，No. 22，November 20，2023China Pharmaceuticals

DisGeNET数据库（https：// www. disgenet. org /）、TTD数

据库平台（https：// db. idrblab. net / ttd /），获得疾病相

关靶点。利用Venny 2. 1. 0软件获得共有靶点。

共筛选出 23 727个疾病靶点，513个药物靶点，获

得共有靶点504个，详见图3。
富集分析：利用 Bioconductor软件，借助 clusterpro⁃

filer包、pathview包、Dose包，通过R 4. 4. 1软件进行基

因本体论（GO）功能富集和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）通路富集分析，以 P < 0. 01为筛选阈值，并绘

制气泡图。GO功能富集分析筛选出343个条目（P < 0. 05），

主要包括核受体活性、配体激活的转录因子活性、神经

递质受体活性等，详见图 4。KEGG通路富集分析筛选出

163条信号通路，主要包括神经活性配体 -受体相互作

用、钙信号通路、TRP通道的炎症介质调节等通路，其中

EGFR，PI3K - Akt，VEGF等通路在抗肺癌过程中有重

要作用，且均有文献证实［9 - 11］，详见图5。
3 讨论

GC - MS法共鉴定出PB中脂肪酸、脂肪醇、酯、醚、

烷胺类等 30个化学成分，其中亚油酸、十六酸、α -亚麻

酸、反油酸、硬脂酸含量较高；抗菌活性筛选实验发现，

柔弱斑种草 PB无明显抗菌活性；抗肿瘤活性筛选实验

发现，其对A549细胞增殖具有抑制作用，依据其中医药

归肺经的药性理论，实验结果结合网络药理学初步探

讨了其抗肺癌活性及分子机理，发现 PB可能通过神经

活性配体 -受体相互作用、EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐

药性 AGE - RAGE信号通路、PI3K - Akt信号通路、

VEGF信号通路等发挥抗肺癌活性。另有研究表明，肉

豆蔻酸、十五酸、十六酸、棕榈油酸、油酸、亚油酸、α -亚

麻酸等化学成分具有抗肿瘤活性［12 - 15］，而肉豆蔻酸、

十五酸、十六酸、棕榈酸等化学成分对A549细胞增殖具

有明显抑制作用，与本研究结果相似，故可为柔弱斑种

草 PB具有较强的抗肺癌活性提供依据，提示其作为一

种新的、具有抗肺癌活性的中药有较大的开发潜力，需

进一步挖掘药效，以更好地服务于临床肿瘤疾病的防

治。另外，GC - MS分析表明，PB化学成分中亚油酸相对

含量较高，其除具有抗肿瘤活性外，还有较强的抗氧化

活性，是天然抗氧化剂的重要原料之一，可降低胆固醇

水平，并通过改善脂质代谢和抑制炎性反应缓解非酒精

A. 柱状图 B. 气泡图

图4 GO功能富集分析结果

A. Histogram B. Bubble chart
Fig. 4 Results of GO functional enrichment analysis
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图3 药物 - 疾病靶点维恩图

Fig. 3 Venn diagram of drug - disease targets
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性脂肪性肝病，还可通过调节TLR4 / NF - κB信号通路

发挥抗类风湿关节炎的作用，对慢性头痛、神经和视网

膜功能均有一定作用［16 - 19］。含量排名第3的α -亚麻酸

生物活性多样，主要包括心血管及神经保护、抗癌、抗骨

质疏松、抗炎、降糖、抗氧化等作用［15，20 - 24］。最新研究表

明，α - 亚麻酸的足量摄取有助于视网膜DHA水平提

高［25］。表明PB化学成分具有较高的开发价值。

综上所述，本研究中尚未发现柔弱斑种草PB对大肠埃

希菌、金黄色葡萄球菌金黄亚种、肠沙门氏菌肠亚种、铜绿假

单胞菌的抗菌作用，但对A549细胞和SMMC - 7721细胞增

殖有一定的抑制作用，而PB抗肺癌的新药效尚无研究报道。
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A. 柱状图 B. 气泡图

图5 KEGG通路富集分析结果

A. Histogram B. Bubble chart
Fig. 5 Results of KEGG pathway enrichment analysis
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