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【摘要】   目的　 利用网络药理学，结合基因功能注释及临床数据分析，探索复方川芎嗪在胃癌中的潜在作用位点以

及机制。 方法　首先利用SwissTargetPrediction数据库筛选复方川芎嗪的潜在药物作用位点，并结合OMIM和Genecard数
据库获取胃癌相关靶点。通过交集分析确定潜在的治疗靶点。随后，利用ClusterProfiler的方法对交集下游靶点进行功能

注释。同时，利用TCGA数据库获取胃癌患者的原始数据，进行免疫浸润分析、miRNA分析、关键基因的转录调控分析、

基因集富集分析（gene set enrichment analysis, GSEA）、基因集差异分析（gene set variation analysis, GSVA）、nomogram
模型构建以及全基因组关联研究（genome-wide association studies, GWAS）分析等。结果　通过网络药理学筛选，共发现

川芎嗪作用于胃癌有14个潜在治疗靶点。功能注释结果显示，这些靶点主要涉及激素代谢、药物代谢和信号转导等通路。

基于log rank检验，关键基因ELANE和MPO的表达在胃癌生存曲线的比较中，差异有统计学意义（P<0.05），并与免疫细胞浸

润密切相关。此外，GSEA和GSVA结果提示，ELANE和MPO可能通过多条信号通路影响胃癌的发展。结论　本研究通过

综合多种分析方法，揭示了复方川芎嗪可能通过调节潜在靶点ELANE和MPO，以及相关的信号通路，对胃癌起治疗作用。
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【Abstract】   Objective　To  explore  the  potential  role  and  mechanism  of  compound  tetramethylpyrazine  in
gastric cancer therapy by using network pharmacology analysis combined with gene function annotation and clinical data
analysis. Methods　SwissTargetPrediction  database  was  used  to  screen  the  potential  drug  action  sites  of  compound
tetramethylpyrazine,  and the OMIM and Genecard databases were used in combination to obtain gastric cancer-related
targets.  Intersection  analysis  was  performed  to  identify  potential  therapeutic  targets.  Subsequently,  the  method  of
ClusterProfiler  was  used  to  perform  functional  annotation  of  the  downstream  targets  of  intersection.  In  addition,  The
Cancer Genome Atlas (TCGA) database was used to obtain the original data of gastric cancer patients, and the immune
infiltration  analysis,  miRNA  analysis,  transcriptional  regulation  analysis  of  key  genes,  gene  set  enrichment  analysis
(GSEA),  gene  set  variation  analysis  (GSVA),  nomogram  model  construction,  and  genome-wide  association  studies
(GWAS)  were  performed. Results　Through  network  pharmacological  screening,  we  found  14  potential  therapeutic
targets through which tetramethylpyrazine acted on gastric cancer. Functional annotation showed that these targets were
mainly involved in the pathways for hormone metabolism, drug metabolism, and signal transduction. Based on log rank
test, the expression of the key genes, ELANE and MPO, showed significant difference in the comparison of gastric cancer
survival curves (P<0.05), and were closely associated with immune cell infiltration. In addition, GSEA and GSVA results
suggested that ELANE and MPO might influence the development of gastric cancer through multiple signaling pathways.
Conclusion　In this study, by using multiple analysis methods in an integrated way, we found that ligustrazine may have
therapeutic  effects  on  gastric  cancer  by  regulating  the  potential  targets  of ELANE and MPO,  as  well  as  the  relevant
signaling pathways.
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胃癌在亚洲相对常见，尤其是在中国、日本和韩国等

国家[1]。胃癌的治疗主要包括手术、放化疗和靶向治疗，

早发现、早治疗可显著改善胃癌的预后[1]。定期体检，与

医生密切合作，遵循治疗计划是管理胃癌的关键 [2 ]。同

时，改善饮食习惯、减少高盐摄入、戒烟、限酒对预防胃

癌的发生也非常重要，早期胃癌可采用内镜下切除治疗，

预后相对较好，然而，进展期胃癌预后较差，常伴有转移

和恶化[3]。预后管理的目标是通过手术、放疗、化疗、靶

向治疗等综合手段延长患者生存时间，改善患者生活质

量[3]。近年来，大量研究探讨了传统药物在肿瘤治疗中的

潜力。川芎嗪是中药川芎中发现的一种有机活性化合

物，具有治疗作用[4-5]。川芎嗪被认为具有抗炎特性，包括

抑制肝脂肪变性和氧化应激，以及抑制肝星状细胞的炎

性细胞因子分泌[6]。此外，川芎嗪对卵巢癌、肺癌、乳腺

癌、结直肠癌等多种癌症均表现出显著的抗癌活性[7-14]。

本研究采用网络药理学方法探讨与胃癌相关的共享

基因，预测复方川芎嗪调控胃癌的作用靶点和机制，为胃

癌治疗提供新思路。 

1     材料与方法
 

1.1    中药复方作用靶点的筛选

基于SwissTarget Prediction数据库（http://www.

swisstargetprediction.ch/），获得复方川芎嗪药物的主要有

效成分以及其下游可能作用靶点。再通过Genecard数据

库（https://www.genecards.org/），以“gastric cancer”为搜索

词，下载了胃癌的相关基因，并以Relevance score为基准，

提取了Relevance score>10的相关基因。接着，通过OMIM

数据库（https://omim.org/），同样以“gastric cancer”为搜索

词，搜索出胃癌的相关文献，并通过网页上的Gene Map

Table整合并导出了胃癌相关基因的表格。随后提取表

格中“Gene/Locus”一列的所有基因，对其整合并去除重

复值。将基于OMIM数据库整合出的基因与Genecard数

据库提取出的整合并去除重复值后，就是用于后续分析

的疾病靶点。 

1.2    GO和KEGG功能注析

利用R包“ClusterProfiler”对下游交集潜在靶点进行

功能注释，以对靶点的功能进行综合分析。关键基因的

功能评价主要通过基因本体（Gene Ontology, GO）分析和

京都基因和基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes, KEGG）分析。GO和KEGG富集通路的显

著性类别标准为P值和q值均小于0.05。 

1.3    胃癌样本数据下载

本研究从TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov/）

中下载关于胃癌mRNA表达数据，收集到448份样本。其

中正常组（n=36）、肿瘤组（n=412），用于后续分析。 

1.4    免疫浸润分析

CIBERSORT方法是一种广泛应用于微环境中免疫

细胞类型的评价方法。本研究使用CIBERSORT算法对

1.3中收集到的患者数据（来自TCGA-STAD胃癌表达谱）

进行分析。 

1.5    miRNA分析

通过miRcode数据（http://www.mircode.org/index.

php）获得了关键基因相关的miRNA，并通过cytoscape软

件可视化基因的miRNA网络。 

1.6    关键基因的转录调控分析

本研究通过R包 ”R c i s T a r g e t ”预测转录因子。

RcisTarget执行的所有计算都是基于基序（motif）。基序

的归一化富集评分（NES）取决于数据库中motif的总数。

除了被源数据所注释的基序外，本研究还根据基序相似

性和基因序列推断出进一步的注释文件。根据基因集对

基序排序的恢复曲线计算每对基序-基序集的曲线下面

积（AUC），这是估计每个基序在基因集上过表达的第一

步。每个基序的NES根据基因集中所有基序的AUC分布

计算。 

1.7    基因集富集分析

基因集富集分析（gene set enrichment analysis,

GSEA）常用于疾病分型与生物学意义结合密切的探究。

通过GSEA进一步分析高低表达组之间的信号通路差异

情况。背景基因集是从MsigDB数据库下载的版本7.0注

释基因集作为亚型通路的注析基因集，做亚型之间通路

的差异表达分析，根据一致性得分对显著富集的基因集

(调整P值小于0.05) 进行排序。 

1.8    基因集差异分析

基因集差异分析（gene set variation analysis, GSVA）

是评估转录组基因集富集情况的一种非参数无监督方

法。GSVA通过对感兴趣的基因集合进行综合打分，将基

因水平变化转变为通路水平变化，进而判断样本的生物

学功能。本研究将从Molecular signatures database数据库

下载基因集合，采用GSVA算法对每个基因集合进行综合

打分，评估不同样本潜在的生物学功能变化。 

1.9    Nomogram模型构建

Nomogram是建立在回归分析的基础上，根据基因的

表达量以及临床症状，然后采用带有刻度的线段，按照一

定的比例绘制在同一平面上，从而用以表达预测模型中

各个变量之间的相互关系。通过构建多因素回归模型，

根据模型中各个影响因素对结局变量的贡献程度（回归
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系数的大小），给每个影响因素的每个取值水平进行赋分，

然后再将各个评分相加得到总评分，从而计算出预测值。 

1.10    全基因组关联研究

基因图谱数据库（http://geneatlas.roslin.ed.ac.uk/）是

一个大型数据库，使用英国生物银行队列，记录了数百个

性状和数百万个变异体之间的关联。这些关联是使用

452 264名英国生物银行数据库中英国个体计算得出的，

总共囊括的表型有778个，位点共三千万个。 

1.11    生存分析

生存曲线通过Kaplan-meier法生成，并通过 log-

rank进行比较。 

2     结果
 

2.1    复方川芎嗪药物靶点与胃癌相关基因靶点的交集

通过使用SwissTarget Prediction数据库，最终获得复

方川芎嗪对应药物靶点共29个，并使用Cytoscape通过网

络图的形式展示中药成分与靶点的作用关系（图1A）。随

后通过Genecards数据库，提取出Relevance score>10的胃

癌相关靶点2  133个，OMIM数据库提取出胃癌靶点490

个，将两个数据库提取出的靶点整合去重后共2 565个疾

病靶点。 然后将疾病靶点与复方川芎嗪的29个药物靶点

取交集，得14个交集靶点（图1B）。
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图 1  药物靶点的交集和富集分析

Fig 1  Intersection and enrichment analysis of drug targets

A, Cytoscape displays the relationship between traditional Chinese medicine ingredients and targets in the form of a network diagram. B, The intersection of drug

targets and disease targets.
 
 

2.2    复方川芎嗪与胃癌基因交集靶点涉及的信号通路

筛选出的14个交集靶点主要涉及的通路为androgen

metabolic process、olefinic compound metabolic process、

cellular ketone metabolic process等信号通路（附图1A）。

KEGG富集结果显示，基因主要涉及的通路为Steroid

hormone biosynthesis、Drug metabolism-other enzymes、

Drug metabolism−cytochrome P450等信号通路（附图

1B）。所有附图见网络附件。 

2.3    共同靶点的蛋白质互作网络

通过STRING数据库（http://cn.string-db.org）中构建

上述1 4个共同靶点的蛋白质相互作用网络，并使用

Cytoscape将其可视化（图2），使用Cytoscape的MCODE插

件筛选互作网络中的重要基因，最终得到3个基因，它们

分别是： Elastase (ELANE)、myeloperoxidase (MPO)、F2。 

2.3.1    关键基因在胃癌中的生存分析

本研究对这3个基因进行生存分析，结果发现不同
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图 2  交叉基因的蛋白相互作用网络

Fig 2  PPI network of intersection targets
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ELANE、MPO表达水平的胃癌患者生存率差异有统计学意

义（图3）。因此，将这2个基因作为后续研究的关键基因。 

2.3.2    关键基因与胃癌中免疫浸润的关系

通过CIBERSORT算法发现，胃癌患者初始B细胞、

CD4记忆激活T细胞、滤泡辅助性T细胞、巨噬细胞M0和

巨噬细胞M1表达高于正常组（P<0.05，图4A）。关键基因

E L A N E和M P O均与免疫细胞表达有相关性，其中

ELANE与Mast cells resting、单核细胞、初始B细胞等呈正
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图 3  生存分析

Fig 3  Survival analysis

High means a high level of gene expression. Low means a low level of gene expression.
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图 4  免疫渗透

Fig 4  Immune infiltration

ABS: absolute value. A, Differences in immune cell contents between the control and the tumor samples. B, Correlation of ELANE in immune cells. C, Correlation of

MPO in immune cells.
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相关，与巨噬细胞M0、巨噬细胞M1、CD4记忆激活T细胞

等呈负相关（图4B）；MPO与巨噬细胞M2、Mast cells

resting、单核细胞等呈正相关，与T cells CD4 memory

resting、Mast cells activated呈负相关（图4C）。

同时，本研究分析了2个关键基因与不同免疫因子之

间的相关性，包括免疫抑制因子、免疫刺激因子、趋化因

子和受体。这些分析提示了关键基因与免疫细胞浸润水

平密切相关，并在免疫微环境中发挥重要作用（附图2）。 

2.3.3    关键基因和疾病调控基因的相关性

本研究通过GeneCards数据库获得了与胃癌相关的

基因，并提取了score排名靠前的20个相关基因，分析基因

的组间差异，发现CDH1、BRCA2、BRCA1等16个基因的

表达在两组间的差异有统计学意义。此外，本研究对关

键基因和胃癌相关基因进行相关性分析，关键基因的表

达水平与胃癌相关基因的表达水平显著相关，其中MPO

与MLH1呈正相关（r=0.203），ELANE与BRIP1呈负相关

（r=−0.436）（图5A）。 

2.3.4    使用miRcode数据库对关键基因进行反向预测和

Motif转录因子富集分析

本研究通过miRcode数据库对2个关键基因进行反向

预测，得到18个miRNA，共20对mRNA-miRNA关系对，并

使用cytoscape可视化（图5B）。将这2个关键基因用于本
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图 5  关键基因与肿瘤进展基因的相关性及miRNA和转录调控分析

Fig 5  Correlation between the key genes and tumor progression genes and analysis of miRNA and transcriptional regulation

A, The expression differences of tumor regulatory genes, with blue indicating control patients and yellow indicating tumor patients. B, Cytoscape visualization of

relationship between key genes MPO, ELANE, and 18 miRNAs. C, Motifs enriched by MPO, ELANE, and the corresponding transcription factors. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001,
**** P<0.000 1.
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次分析的基因集，并发现他们受多个转录因子等共同机

制的调控。因此对这些转录因子利用累计恢复曲线进行

了富集分析。Motif-TF注释以及重要基因的选择分析结

果表明，标准化富集评分最高（NES：17.8）的Motif基序为

cisbp__M5759。本研究对关键基因所有富集到的Motifs

和相应的转录因子进行了展示（图5C）。 

2.3.5    关键基因富集的信号通路及其对胃癌进展的潜在

机制研究

本研究接下来研究2个关键基因富集的具体信号通

路，探讨关键基因影响胃癌进展的潜在分子机制，本研究

选择了GSEA结果中一些高度显著的通路分别进行了集

中展示（附图3），ELANE富集到的通路有Calcium signaling

pathway、cGMP-PKG signaling pathway、Hedgehog signaling

pathway等通路；MPO富集到的通路有Chemokine signaling

pathway、JAK-STAT signaling pathway、Phagosome等通路。

同时，GSVA结果显示（附图4），高表达ELANE富集在

KRAS_SIGNALING_DN、IL6_JAK_STAT3_SIGNALING、

IL2_STAT5_SIGNALING等信号通路；高表达MPO富集在

HEDGEHOG_SIGNALING、NOTCH_SIGNALING、

TGF_BETA_SIGNALING等信号通路，提示关键基因可能

通过这些通路影响胃癌的进展。

本研究通过回归分析将MPO和ELANE的表达量以列

线图的方式展现，胃癌的不同临床指标的值和关键基因

表达分布在整个打分过程中有着不同程度的贡献（图6A）。

 

Points
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

1 3
2

0
1

1 3
2 4

T 1 3
2 4

M 0
1

N 0 2
1 3

ELANE 0 0.2 0.5 0.8 1 1.2

MPO 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

5-year

  O
bs

er
ve

d 
O

S

  Nomogram-prediced OS

3-year

0−2.5 −2.0 −1.5 −1.0 −0.5 0.5 1 1.5 2 2.5

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

n=351 d=121 P=9 150 subjects per group
Gray: ideal

X-resampling optimism added, B=1 000
Based on observed-predicted

ELANE

T
M

N
MPO

All
None

0.3

0.2

0.1

0.25 0.50 0.75

0

−0.1

A

B C

Age/yr.

Grade

Stage

Stage
Grade

Sex

Total points

Linear predictor

3-year survival probability

5-year survival probability

Risk threshold

N
et

 b
en

e�
t

Sex
Age

 
图 6  Nomogram模型构建

Fig 6  Construction of the nomogram model

A, The values of different clinical indicators and the expression distribution of key genes contribute to varying degrees in the entire scoring process. B, Forecast

analysis of overall survival (OS) situation in two periods of three years and five years. C, Decision curve analysis of key genes and different clinical indicators.
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同时绘制了3年和5年的总生存期（OS）情况（图6B），并进

行了决策曲线分析（DCA）（图6C）。其结果与观察到的OS

情况较为吻合，表明模型有较好的效果。 

2.3.6    高低风险组对抗肿瘤免疫治疗敏感性的预测

本研究对高低风险组的抗肿瘤免疫治疗的敏感性进

行了观察和预测，结果显示，高表达组免疫治疗的响应较

差（图7）。

最后，本研究分析了胃癌的全基因组关联研究（genome-

wide association studies, GWAS）数据，以确认2个关键基

因在疾病中的致病区域。Q-Q图显示GWAS数据识别出

的与疾病相关的单核苷酸多态性（SNP）位点（图8）。通过

对GWAS数据的进行精准点位，描述了分布在富集区的

关键SNP位点。并展示了ELANE、MPO对应的SNP致病

区域，其中ELANE位于19号染色体致病区，MPO位于17号
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图 7  基于关键基因的免疫治疗反应预测

Fig 7  Prediction of response to immunotherapy based on key genes

A and B, TIDE database predicts differences in immune checkpoints between the high-expression and the low-expression groups.
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图 8  GWAS分析的关键基因概述

Fig 8  Overview of key genes analyzed by GWAS

A, Q-Q plot shows that significantly associated SNP sites can be identified in GWAS data. B, Manhattan plot representing meta-GWAS results. C, Chromosomal

locations of ELANE. D, Chromosomal locations of MPO.
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染色体致病区。2个基因对应的显著性SNP位点如表所

示（GWAS data.xlsx）。 

3     讨论

中药治疗胃癌的方法包括中药口服、中药外敷和针

灸。一些中草药和中药中的活性成分已被证明具有抗癌

作用。中医药可能通过调节机体整体平衡和免疫功能，

对胃癌的治疗和预防具有积极作用。然而，尽管一些临

床和实验研究显示了中医药在胃癌治疗中的一定疗效，

但仍需要更多高质量的研究来支持中医药在胃癌治疗中

的应用。网络药理学是研究药物与疾病之间网络相互作

用的一种方法。在胃癌管理中，网络药理学有助于研究

者了解关键基因的作用和调控机制，发现新的治疗靶点

和候选药物。网络药理学通过构建蛋白相互作用网络、

基因调控网络和信号通路网络，预测和筛选与胃癌发生

发展相关的关键基因和分子。对这些关键基因的研究可

以提供新的治疗策略和方法，有助于改善胃癌的预后管理。

本研究主要通过SwissTargetPrediction数据库的方法

预测复方川芎嗪药物的下游结合靶点，结合疾病靶点得

到14个交集靶点。然后通过STRING数据库的方法构建

靶点的蛋白相互作用网络，得到3个基因，分别为ELANE、

MPO和F2。对这3个基因的生存分析显示，ELANE和MPO

在生存分析中具有统计学意义。最后选择这两个基因作

为后续研究的关键基因。ELANE基因能够通过微环境影

响胃癌患者的预后状况[15]、促进M2型巨噬细胞极化[16]、

选择性杀伤癌细胞降低癌症的发生率[17]，而MPO介导的

氧化应激降低脑缺血损伤[18]、诱导DNA损伤和增加突变

负荷、促进小鼠模型的癌症进展[19]，同时能够促进致癌物

在体内的活化[20]等。同时本研究也发现在GeneCards数

据库中BRIP1和MLH1在胃癌中均为高表达，相关分析发

现ELANE与BRIP1呈负相关，MPO与MLH1呈正相关，生

存分析显示高表达ELANE和MPO的胃癌患者具有较差的

预后情况。

免疫细胞的浸润和调节在胃癌的发生、发展中起着

重要作用。免疫细胞可通过抗肿瘤免疫反应抑制和杀伤

肿瘤细胞，从而控制胃癌的生长和转移。然而，胃癌的免

疫逃逸机制和免疫抑制微环境也会影响免疫细胞的功能

和浸润，导致免疫耐受和肿瘤免疫逃逸。ELANE、MPO

与免疫细胞在免疫浸润中具有较强的相关性。ELANE又

称中性粒细胞弹性蛋白酶，是一种丝氨酸蛋白酶，其底物

具有广泛的特异性。在人类，它由中性粒细胞和巨噬细

胞在炎症时分泌。此外，它通过对DNA的高亲和力定位

于中性粒细胞核外诱捕网（NETs），这是丝氨酸蛋白酶的

一种不同寻常的特性。ELANE与静息肥大细胞、单核细

胞、初始B细胞呈正相关。MPO是血红素过氧化物酶超

家族成员之一，主要参与吞噬作用，在中性粒细胞的抗

菌活性和人体对各种病原体的防御中发挥关键作用。这

些结果提示关键基因与免疫细胞浸润水平密切相关，免

疫浸润可能是关键基因在胃癌进展中发挥作用的潜在

机制。

本研究同时对关键基因进行信号通路富集。ELANE

和MPO的表达与多个通路的富集息息相关,如钙信号通

路、cGMP-PKG信号通路、Hedgehog信号通路、趋化因子

信号通路、JAK-STAT信号通路、吞噬体等。这些信号通

路在胃癌的生长、侵袭、转移和耐药中起着重要作用[17-20]。

本研究采用网络药理学方法揭示复方川芎嗪在胃癌

中的潜在治疗机制，确定了29个与胃癌相关的药物靶点

和14个交集靶点。通过GO和KEGG富集分析发现，复方

川芎嗪可能在类固醇激素生物合成、药物代谢等特定代

谢和信号通路中发挥调节作用。进一步分析确定了关键

基因ELANE和MPO，并通过免疫微环境分析验证了这些

基因与免疫细胞活性的相关性。此外，关键基因表达水

平与胃癌相关基因之间的显著相关性，以及miRNA和转

录因子分析揭示了一个复杂的调控网络。这些发现为复

方川芎嗪在胃癌治疗中的应用提供了科学依据。
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