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[摘要] 　 利用网络药理学、分子对接技术和体外细胞实验,研究乌药抗胃癌的主要活性成分和潜在作用机制。 利用中药系统

药理学分析平台(TCMSP)数据库、在线人类孟德尔遗传( OMIM)和 GeneCards 数据库提取乌药活性成分,并预测了乌药与胃

癌有关靶点。 筛选二者共同的潜在功能靶位之后,再利用 STRING 数据库实现与二者共同靶点的蛋白相互作用( PPI)网络构

建。 利用 DAVID 数据库进行 GO 和 KEGG 富集分析;以 STRING 和 DAVID 数据库为基础,运用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建“活

性成分-靶点”网络和“活性成分-靶点-通路”网络;利用 AutoDock
 

Vina 进行分子对接,预测有效成分与关键作用靶点的结合

度,最后对关键靶点和通路进行体外实验验证。 预测结果共获得乌药活性成分 9 个、相关靶点 179 个,乌药与胃癌的共同靶点

107 个,靶点共涉及生物过程 693 种,细胞组成 57 种,分子功能 129 种,参与肿瘤抗原 p53、缺氧诱导因子 1 等信号通路 161 条;
分子对接结果显示核心成分吉马酮与 TP53 有较高的结合活性。 最后体外实验将筛选出的乌药活性成分吉马酮对人胃癌细

胞 SGC-7901 进行核心靶点和通路的初步验证,结果表明吉马酮可明显抑制胃癌细胞增殖并通过调控 p53、Bax、Bcl-2 等关键

蛋白的表达来诱导 SGC-7901 凋亡。 综上所述,乌药通过多成分、多靶点、多通路协同作用控制胃癌的发生发展,为今后临床进

一步探讨乌药治疗胃癌的机制提供理论依据。
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[Abstract]　 The
 

present
 

study
 

explored
 

the
 

main
 

active
 

ingredients
 

and
 

the
 

underlying
 

mechanism
 

of
 

Linderae
 

Radix
 

the
 

treatment
 

of
 

gastric
 

cancer
 

by
 

network
 

pharmacology,
 

molecular
 

docking,
 

and
 

in
 

vitro
 

cell
 

experiments.
 

TCMSP,
 

OMIM
 

and
 

GeneCards
 

database
 

were
 

used
 

to
 

obtain
 

the
 

active
 

ingredients
 

of
 

Linderae
 

Radix
 

to
 

predict
 

the
 

related
 

targets
 

of
 

both
 

Linderae
 

Radix
 

and
 

gastric
 

cancer.
 

After
 

screening
 

the
 

common
 

potential
 

action
 

targets,
 

the
 

STRING
 

database
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

PPI
 

network
 

for
 

protein
 

interaction
 

of
 

the
 

two
 

common
 

targets.
 

Enrichment
 

analysis
 

of
 

GO
 

and
 

KEGG
 

by
 

DAVID
 

database.
 

Based
 

on
 

STRING
 

and
 

DAVID
 

platform
 

data,
 

Cytoscape
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

an
 

" active
 

ingredient-target"
 

network
 

and
 

an
 

" active
 

ingredient-target-pathway"
 

network.
 

Mo-
lecular

 

docking
 

was
 

performed
 

using
 

the
 

AutoDock
 

Vina
 

to
 

predict
 

the
 

binding
 

of
 

the
 

active
 

components
 

to
 

the
 

key
 

action
 

targets,
 

and
 

fi-
nally

 

the
 

key
 

targets
 

and
 

pathways
 

were
 

verified
 

in
 

vitro.
 

According
 

to
 

the
 

prediction
 

results,
 

there
 

were
 

9
 

active
 

components,
 

179
 

re-
lated

 

targets
 

of
 

Radix
 

Linderae,
 

107
 

common
 

targets
 

of
 

Linderae
 

Radix
 

and
 

gastric
 

cancer,
 

693
 

biological
 

processes,
 

57
 

cell
 

composi-
tions,

 

and
 

129
 

molecular
 

functions
 

involved
 

in
 

the
 

targets,
 

and
 

161
 

signaling
 

pathways
 

involved
 

in
 

tumor
 

antigen
 

p53,
 

hypoxia-indu-
cible

 

factor
 

1,
 

etc.
 

Molecular
 

docking
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

core
 

component,
 

jimadone,
 

had
 

high
 

binding
 

activity
 

with
 

TP53.
 

Final-
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ly,
 

in
 

an
 

in
 

vitro
 

experiment,
 

the
 

screened
 

radix
 

linderae
 

active
 

ingredient
 

gemmadone
 

is
 

used
 

for
 

preliminarily
 

verifying
 

the
 

core
 

targets
 

and
 

pathways
 

of
 

the
 

human
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

SGC-7901,
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

germacrone
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

prolifera-
tion

 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

and
 

induce
 

the
 

apoptosis
 

of
 

SGC-7901
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

p53,
 

Bax,
 

Bcl-2
 

and
 

other
 

key
 

pro-
teins.

 

In
 

summary,
 

Radix
 

Linderae
 

can
 

control
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

gastric
 

cancer
 

through
 

multi-components,
 

multi-tar-
gets

 

and
 

multi-pathways,
 

which
 

will
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

clinical
 

discussion
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

Radix
 

Linderae
 

in
 

trea-
ting

 

gastric
 

cancer.
[Key

 

words]　 Linderae
 

Radix; gastric
 

cancer; network
 

pharmacology; molecular
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validation
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胃癌(gastric
 

cancer)是人类最常见的胃肠道恶

性肿瘤之一,是全球发病率排名第 4 和病死率第 2
的癌症。 根据 2018 年全球癌症统计数据,胃癌新增

病例超过 100 万,死亡人数约 80 万[1-2] 。 幽门螺杆

菌感染、EB 病毒感染、基因调控异常和遗传多态性

等因素是胃癌的主要危险发病因素[3] 。 并且,胃癌

的发生过程也与摄入高浓度的盐、长期吸烟、喝酒或

者是微生物补充不足,比如水果和蔬菜的摄入过少

等原因相关[4] 。 现代临床治疗手段防治胃癌主要

还是通过化疗,但该手段疗效限制较大,且所带来的

副作用在一定程度上降低了患者的生活质量[5] 。
因此寻找一种安全可靠且疗效高的防治胃癌的药物

是当前最紧急的任务,现代研究发现将中药作用于

胃癌可以在很大程度上减少化疗的副作用,在提升

患者的存活率、改善预后生活质量的功效已得到公

认[6] 。
乌药 Linderae

 

Radix 是樟科山胡椒属植物,主要

以其干燥块根入药,性味辛温,归肺、脾、肾、膀胱经,
主要作用是行气镇痛、温肾散寒[7] 。 目前关于乌药

的化学成分相关研究成果较少,但目前科学研究已

表明乌药的有效活性成分主要为挥发性油类、异喹

啉类生物碱、呋喃倍半萜、大黄酮属等。 乌药有着广

泛的药理作用,如预防癌症、抗炎止痛、抗菌、抗氧

化、耐病毒、自身免疫力、保肝、保护心血管功能和对

人体内消化系统的调节作用等[8-10] 。 但目前对乌药

治胃癌的研究报道相对较少,随着现代药理学的发

展,乌药在中医治疗中的抗肿瘤作用逐渐受到关注,
其有效成分抗肿瘤研究表明,乌药及其主要活性成

分在治疗胃癌的进程中发挥着重要作用[11] 。
网络药理学近年来已逐步成为与药理学相结合

的有力工具,为评价药物的作用机制提供了一种新的

工具和概念[12] 。 将中医各疾病靶标数据库与分子验

证相结合,为分子靶标及其作用机制提供了依据。 因

此,本研究通过运用中药网络药理学与分子对接技

术,从分子水平预测乌药的有效成分、作用靶点及相

关信号通路,推测中药可能发挥作用的生物学过程和

途径,进而分析中药治疗疾病的作用机制,同时结合

体外细胞实验进一步探究乌药抗胃癌的潜在作用机

制,为今后临床治疗胃癌的中药研究提供思路和实验

参考依据。 乌药治疗胃癌的流程见图 1。
1　 材料与方法

1. 1　 数据库与软件

TCMSP 数 据 库 ( http: / / tcmspw. com / tcmsp.
php);UniProt 数据库( https: / / www. uniprot. org / );
GeneCards 数据库 ( https: / / www. genecards. org / );
OMIM 数据库(http: / / www. omim. org / );Venny

 

平台

( http: / / bioinfogp. cnb. csic. es / tools / venny / );
STRING 数据库( https: / / string-db. org / );DAVID 数

据库 ( https: / / david. ncifcrf. gov / home. jsp ); Pub-
Chem 数据库 ( https: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / pc-
compound / );PDB 数据库(https: / / www. pdb. org / );
Cytoscape

 

3. 7. 2 软件;GraphPad
 

Prism
 

8. 0. 2 软件;
Chemoffice

 

15. 1 软件;ChemBio3D
 

19. 0. 0. 22
 

软件;
PyMOL

 

2. 5. 1 软 件; AutoDockTools
 

1. 5. 6 软 件;
AutoDock

 

Vina
 

1. 1. 2 软件。
1. 2　 乌药活性成分与潜在作用靶点的收集

以“乌药”为关键检索词,筛选条件为口服生物

利用度 ( oral
 

bioavailability, OB) ≥ 30% 和类药性

(drug
 

likeness, DL) ≥ 0. 18[13] , 使用 TCMSP 数据

库[14]收集符合条件的乌药活性成分,并根据所选活

性成分获得潜在作用靶点。 同时利用 UniProt 数据

库[15]的 UniProKB 搜索功能,将“Homo
 

sapiens”限定

为物种条件,互作匹配收集乌药有效成分所对应靶

标的基因 ID。
1. 3　 胃癌疾病潜在靶点的收集

以“gastric
 

cancer”为检索词,利用 GeneCards 数

据库(相关性评分≥10. 0) [16] 和 OMIM 数据库[17] 对

胃癌相关的作用靶点进行检测,将检索到的基因去
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图 1　 乌药治疗胃癌的流程

Fig. 1　 Process
 

of
 

treating
 

gastric
 

cancer
 

with
 

Linderae
 

Radix

除重复部分,剩余部分进行合并,最后得到胃癌潜在

作用靶点。
1. 4　 “药物-成分-靶点”网络模型的构建与分析

使用 Venny
 

2. 1. 0 软件绘制韦恩图将药物与疾

病的共同靶点更加直观地显示。 利用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建“药物成分-靶点”网络,并根据网络

图中各个节点的 degree 筛选乌药用于防治胃癌的

主要活性成分。
1. 5　 蛋白相互作用(PPI)网络的构建

将 1. 4 项中所获取的药物与疾病的交集靶点导

入到 STRING 数据库[18] ,选择设定的物种条件为

“Homo
 

sapiens”、置信度≥0. 90,如有无关节点则隐

藏无关节点。 获得蛋白互作关系构建靶标 PPI 网

络,同时将导出的数据利用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件的

Centiscape
 

2. 2
 

menu 插件,通过介度(betweenness)、
连接度( degree)、紧密度( closeness) 算法筛选出核

心靶点并将蛋白互作网络中排名前 15 位的蛋白利

用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0. 2 进行可视化。
1. 6　 生物功能注释与通路富集分析

使用 DAVID 功能数据库[19-20] 注释工具( func-
tional

 

annotation)进行 GO 功能富集分析及 KEGG 通

路分析,筛选条件设定为以 P<0. 05,各选择出了前

12 个主要生物过程( biological
 

process,BP)、细胞成

分 ( cellular
 

component, CC )、 分子功能 ( molecular
 

function,MF)和前 20 个主要 KEGG 通路,采用条形

图和气泡图形式将显著富集的基因结果和通路结果

进行绘制。 再将乌药主要活性成分、药物与疾病的

共同靶点及前 20 位的 KEGG 通路通过 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建药物“成分-靶点-通路”网络。
1. 7　 有效成分-关键靶点分子对接分析

为进一步阐明所选蛋白的生物活性,将乌药活

性较高的 3 个活性成分与 PPI 网络中前 4 个核心靶

点进行分子对接。 使用 Chemoffice
 

15. 1 软件将通

过 PubChem 在线数据库[21] 获得的乌药核心成分的

2D 结构保存为 SDF 文件格式转为 3D 结构。 最终

利用 ChemBio3D
 

19. 0. 0. 22 软件进行能量最小化后

保存为 mol 格式。 使用 PDB 数据库[22] 查找并加载

中心靶蛋白的三维晶体结构,应用 PyMOL
 

2. 5. 1 软

件进行氢化、去除水分子和小分子配体等初步处理。
使用 AutoDockTools

 

1. 5. 6 软件将活性成分和目标

蛋白 的 三 维 结 构 转 换 为 PDBQT 格 式, 利 用

AutoDock
 

Vina
 

1. 1. 2 分子对接软件,分析小分子与

靶蛋白之间的作用模式,得到蛋白残基与它们的作

用情况,推测活性成分是否与靶蛋白良好缔合,通过

结合能评估活性物质与靶蛋白的结合活性,最后使

用 PyMOL
 

2. 5. 1 软件进行可视化[23-24] 。
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1. 8　 体外细胞实验验证

1. 8. 1 　 药 物 　 吉 马 酮 ( 纯 度 ≥ 98%, 批 号

wkq21052413) 购自四川省维克奇生物科技有限

公司。
1. 8. 2　 细胞株 　 人胃癌细胞 SGC-7901,由黑龙江

中医药大学基础医学院提供。
1. 8. 3　 试剂 　 胎牛血清(批号 C0230,Bovogen 公

司);RPMI
 

1640 培养基(批号 C11875500BT,Gibco
公司);MTT 试剂盒(批号 M1020)、细胞级二甲基亚

砜(批号 710N0310)均购自于北京索莱宝科技有限

公司;Hoechst
 

33342 染色液(批号 C1017)、BCA 蛋

白检测试剂盒(批号 P0012)均购自于上海碧云天生

物技术有限公司;细胞凋亡试剂盒(批号 KGA1030-
20)、细胞周期检测试剂盒(批号 KGA512)均购自于

江苏 凯 基 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司; p53 ( 批 号

2524T)、 Bax (批号 2774S)、 Bcl-2 (批号 15071T)、
GAPDH(批号 5174P )、 HRP 山羊抗兔抗体(批号

7074)、HRP 山羊抗鼠抗体(批号 91196S)均购自于

美国 Cell
 

Signaling
 

Technology 公司;ECL 检测试剂

盒(批号 D412DA0006)购自上海生工生物工程技术

服务有限公司。
1. 8. 4　 仪器　 CO2 细胞培养箱(德国 MMM 公司);
Synrgy

 

H1 多功能酶标仪(美国 Biotek 公司);CKX41
型倒置显微镜(日本 Olympus 公司);5424

 

R 冷冻型

离心机(德国 Eppendorf 公司);FACSCalibur 流式细

胞仪 (美国 BD 公司); DYY-6C 型电泳仪、 DYCZ-
24K 型转印电泳仪、WD-9413B 凝胶成像系统(北京

六一公司)。
1. 8. 5　 噻唑蓝比色法( MTT)检测细胞增殖抑制率

　 采用 MTT 法测定在不同浓度条件下吉马酮对人

胃癌 SGC-7901 细胞增殖抑制的效果。 收集对数期

细胞,按照每孔 100
 

μL 移种到 96 孔板(5×103 个 /
孔)中培养后,加入不同浓度梯度的吉马酮(0、80、
160、240、320、400

 

μmol·L-1)继续培养 24、48
 

h 以观

察细胞形态,之后向孔中加入 20
 

μL
 

MTT 溶液,黑
暗孵育 4

 

h 后,在孔板上弃掉上清液,向每个孔中加

入 150
 

μL 的二甲基亚砜以溶解甲瓒结晶。 最后,使
用酶联检测分析仪在 490

 

nm 测量实验孔的吸光度

(A),计算细胞增殖抑制率。 细胞抑制率 = ( Ac -
As) / Ac ×100%,其中 Ac 为对照组吸光度,As 为实验

组吸光度。
1. 8. 6　 细胞划痕实验　 将处于对数生长期的人胃

癌 SGC-7901 细胞以 5 × 104
 

个 / mL 的密度移植于 6
孔板中,每孔平均加入 2

 

mL 培养基,当细胞密度达

80% ~ 90%,用无菌枪头在孔中垂直刮擦细胞,随后

用细胞洗液冲洗刮下的悬浮细胞,各实验组分别加

入不同浓度的吉马酮(0、160、200、240
 

μmol·L-1 ),
在显微镜下观察 0、24

 

h 的细胞划痕,通过测量划痕

宽度计算划痕愈合率。 划痕愈合率 = (0
 

h 划痕宽

度-24
 

h 划痕宽度) / 0
 

h 划痕宽度×100%。
1. 8. 7　 Hoechst

 

33342 荧光染色　 将对数生长中的

人胃癌 SGC-7901 细胞以 5×104
 

个 / mL 的密度接种

于 6 孔板中,每孔加入 2
 

mL 培养基培养至细胞密度

达 80% ~ 90%时进行实验,向每孔加入不同浓度的

吉马酮(0、160、200、240
 

μmol·L-1 ),继续培养生长

24
 

h 后,除去上清液。 将 100
 

μL
 

Hoechst 染色溶液

加入孔板中,37
 

℃避光培养 30
 

min,舍弃染色液,用
细胞洗液洗涤 2 ~ 3 次,使用荧光显微镜观察并拍摄

照片。
1. 8. 8　 流式细胞术检测细胞周期与细胞凋亡率　
细胞周期:收集对数期细胞,5 × 104 个 / 孔接种于 6
孔板中。 然后用不同浓度的吉马酮(0、160、200、240

 

μmol·L-1)处理 24
 

h。 用胰蛋白酶消化细胞,PBS 洗

涤 2 次,3
 

000
 

r·min-1离心 5
 

min。 然后将细胞收集

到 1. 5
 

mL 的试管中,用 70%乙醇固定细胞 24
 

h。 用

碘化丙啶(PI)溶液孵育,37
 

℃培养箱中染色 30
 

min
不光照,采用流式细胞仪研究吉马酮处理后的细胞

周期分布。 细胞凋亡:收集对数期细胞,调整密度为

5×104 个 / 孔接种于 6 孔板中 12
 

h。 每孔中加入不

同浓度的吉马酮
 

(0、160、200、240
 

μmol·L-1 )
 

24
 

h。
使用胰蛋白酶消化细胞,1

 

500
 

r·min-1离心 5
 

min 收

集细胞。 PBS 洗 1 次,400
 

μL
 

Binding
 

Buffer 悬浮细

胞,5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 染色,4
 

℃黑暗孵育 15
 

min。
随后,在细胞中加入 10

 

μL 的 PI,在不直接光照条件

下孵育 5
 

min。 采用流式细胞术,检测细胞凋亡。
1. 8. 9　 Western

 

blot 检测相关蛋白表达　 将各组人

胃癌 SGC-7901 细胞用不同浓度的吉马酮(0、160、
200、240

 

μmol·L-1)处理后,加入蛋白裂解液冰浴条

件下裂解,BCA 法定量测定蛋白总浓度,经 10%或

12%
 

SDS-PAGE 电泳分离蛋白样品,随后转移至

PVDF 膜,将 PVDF 膜置于 5% 脱脂奶粉中摇晃封

闭,加入蛋白特异性一抗 4
 

℃孵育 13
 

h,相应二抗进

一步孵育 1. 5
 

h,ECL 发光试剂盒显色,放入成像系

统曝光显影并拍照,用 ImageJ 软件分析蛋白条带并
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计算灰度值。
1. 8. 10　 统计分析　 采用 GraphPad

 

8. 0. 2 统计软件分

析处理数据,测量数据以 􀭰x±s 表示,单因素方差分析用

于组间比较。 以 P<0. 05 表示差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 乌药活性成分与作用靶点的收集

通过 TCMSP 数据库共获得 128 个乌药有效成

分,基于吸收、分布、代谢、排泄参数模型以 OB ≥
30%与 DL≥0. 18 为筛选指标,得到槲皮素、吉马酮

等 9 种潜在有效成分,依次将 9 种成分编号 L1 ~ L9,
方便展示活性成分与靶点间的关系,见表 1。 随后

利用 UniProt 数据库对 TCMSP 数据库中获得的 288
个与乌药相关靶点基因名进行校对,删除重复与无

效靶点后最终得到 179 个作用靶点。

表 1　 乌药的有效活性成分信息

Table
 

1　 Active
 

ingredients
 

information
 

of
 

Linderae
 

Radix

No. molecule
 

ID 活性成分
相对分子

质量
OB
/ % DL

L1 MOL000910 germacron 218. 37 32. 50 0. 27
L2 MOL010496 DMPEC 340. 40 32. 38 0. 39
L3 MOL010907 norboldine 313. 38 40. 92 0. 46
L4 MOL010913 C09495 260. 31 77. 09 0. 25
L5 MOL010916 nubigenol 290. 29 42. 55 0. 19
L6 MOL010917 boldine 327. 41 31. 18 0. 51
L7 MOL000358 beta-sitosterol 414. 79 36. 91 0. 75
L8 MOL000359 sitosterol 414. 79 36. 91 0. 75
L9 MOL000098 quercetin 302. 25 46. 43 0. 28

2. 2　 胃癌潜在靶点的收集

通过 GeneCards 数据库及 OMIM 数据库合并取

交集,共获得 12
 

216 个胃癌相关靶点,合并剔除重

复值并以相关性评分≥10. 0 为条件进行筛选,最终

获得 1
 

441 个胃癌潜在靶点。
2. 3　 “药物活性成分-靶点”网络的构建

将筛选收集的 179 个乌药潜在靶点与符合筛选

条件的 1
 

441 个胃癌相关靶点进行匹配分析取交集

剔除重复,最终得到乌药胃癌的共同靶点 107 个用

于后续研究分析,利用 Venny
 

2. 1. 0 软件以 Venn 图

形式体现,见图 2。
将乌药活性成分与上述 107 个关键靶点导入

Cytoscape
 

3. 7. 2 软件构建乌药“活性成分-靶点”网

络,见图 3,共有 117 个节点,154 条边,其中包括 9
个活性成分(蓝色六边形),107 个药物与疾病的共

有靶点(绿色矩形)。 利用 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件中

　 　

图 2　 乌药活性成分靶点与胃癌靶点韦恩图

Fig. 2 　 Venn
 

diagram
 

of
 

active
 

ingredients
 

targets
 

of
 

Linderae
 

Radix
 

and
 

gastric
 

cancer
 

targets

Network
 

Analysis 功能计算分析网络中平均度值,
以≥2 倍平均度值的化学成分作为乌药治疗胃癌的

主要活性成分。 其中,前 3 位的化学成分为 querce-
tin(槲皮素)、germacron (吉马酮)、β-sitosterd ( β-谷
甾醇)。
2. 4　 乌药与胃癌共有靶点的 PPI 网络构建

将乌药与胃癌的共有靶点导入 STRING 数据库

获得蛋白质相互作用关系,将网络数据 tsv 文件导

入 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件绘制 PPI 网络,见图 4。 该

网络由 102 个节点 ( 隐藏 ODC1、 ACPP、 ABCG2、
CLDN4、RASSF1 共 5 个不相关节点) 和 449 条边

(代表靶点间相互作用关系)组成,平均节点度值为

8. 39,平均局部聚类系数为 0. 44,P<1. 0 × 10-16,表
明该组交互靶标与随机靶标组合对比具有显著性差

异,这些蛋白质之间的相互作用在网络中起重要作

用。 通过 Cytoscape
 

3. 7. 2 软件中 Centiscape
 

2. 2
 

menu 插件,分析计算交集网络中 betweenness、 de-
gree、closeness 各个节点的属性值,筛选同时满足 3
个条件的关键靶点并以前 15 位相互作用次数最多

的靶点做柱状图进行可视化分析,见图 5a。 结果显

示,TP53、JUN、AKT1、RELA 是乌药抗胃癌的核心靶

点,相邻靶目标的数量分别为 36、33、32、28。 进一

步用 Cytoscape
 

3. 7. 2
 

软件绘制核心靶点的交互网

络,图中的节点越大、颜色越深代表度值越大,见

图 5b。
2. 5　 乌药与胃癌互作靶点的 GO 与 KEGG 通络富

集分析

利用 DAVID 数据库对乌药与胃癌 107 个共同

靶点进行 GO 功能富集分析和 KEGG 通路分析,结
果共得到 879 个 GO 富集条目,其中 693 个与生物

过程(BP)相关、57 个与细胞组分(CC)相关、129 个
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图 3　 乌药“活性成分-靶点”网络

Fig. 3　 Network
 

of
 

" active
 

ingredient-target"
 

of
 

Linderae
 

Radix

图 4　 乌药抗胃癌靶点的蛋白相互作用网络

Fig. 4　 Protein-protein
 

interaction
 

networks
 

of
 

anti-gastric
 

cancer
 

targets
 

of
 

Linderae
 

Radix
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a. 核心靶点互作次数直方图;b. 核心靶点互作网络。
图 5　 乌药抗胃癌的核心靶点
Fig. 5　 Core

 

targets
 

of
 

anti-gastric
 

cancer
 

targets
 

in
 

Linderae
 

Radix

与分子功能(MF)相关。 并选取 P<0. 05 的前 12 个

GO 条目绘制条形图,见图 6。 在细胞生物过程中,
乌药抗胃癌功能主要富集在细胞对药物的反应、
RNA 聚合酶Ⅱ启动子转录的正负调控、DNA 模板转

录的正负调控、细胞凋亡过程、基因表达的正负调

节、细胞对有机环物质的反应、对雌二醇的反应、缺

乏配体的外源性凋亡信号通路等方面;细胞组分主

要富集在细胞外间隙、胞浆、核质、细胞核、细胞外组

分、线粒体、细胞质、线粒体外膜等方面;分子功能主

要富集在酶结合、相同蛋白结合、蛋白质结合、转录

因子结合、蛋白激酶结合、蛋白质异源二聚活性、蛋
白质同源二聚化活性、蛋白激酶活性等方面。

图 6　 乌药活性成分抗胃癌关键靶点的 GO 功能分析
Fig. 6　 GO

 

functional
 

analysis
 

of
 

key
 

anti-gastric
 

cancer
 

targets
 

from
 

active
 

compounds
 

of
 

Linderae
 

Radix
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　 　 通过 KEGG 富集分析共涉及 161 条信号通路,
以 P<0. 01 为条件筛选共得到 134 条通路。 乌药抗

胃癌主要涉及肿瘤抗原 p53 信号通路、缺氧诱导因

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、细胞凋

亡等,且与乙型肝炎、膀胱癌、前列腺癌、胰腺癌、结
直肠癌、小细胞肺癌、非小细胞肺癌等疾病均密切相

关,表明多种恶性肿瘤发病机制存在共同特征。 将

乌药治疗胃癌的前 20 条功能富集相关通路绘制成

气泡图,见图 7。 同时根据 KEGG 富集分析结果显

示,p53 信号通路及肿瘤通路为乌药抗胃癌的主要

通路,利用 KEGG
 

mapper 平台对 p53 信号通路绘制

通路机制图,根据通路机制图进一步分析乌药治疗

胃癌的具体作用机制,见图 8。
最后将乌药的有效成分与胃癌的共同靶点以及

排名前 20 的 KEGG 信号通路等一系列数据通过

　 　

点的大小表示通路富集到的靶点数目;颜色越红、P 越小代表 KEGG
富集越显著,与乌药抗胃癌的关系更密切。

图 7　 乌药活性成分抗胃癌关键靶点的 KEGG 通路富集分析

Fig. 7　 KEGG
 

pathways
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

key
 

anti-gastric
 

cancer
 

targets
 

from
 

active
 

compounds
 

of
 

Linderae
 

Radix

红色节点代表通路中核心靶点;绿色节点代表通路中相关靶点。

图 8　 关键信号通路机制

Fig. 8　 Key
 

signals
 

pathway
 

mechanism

Cytoscape
 

3. 7. 2
 

软件构建乌药“活性成分-靶点-通
路”网络见图 9,集中展示了乌药抗胃癌作用靶点的

所在通路,该网络有 136 个节点,其中包括 9 个乌药

活性成分(蓝色三角形),107 个乌药与胃癌的共同
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靶标(粉色菱形),排名前 20 的 KEGG 信号通路(绿

色矩形)及 653 条边,并清晰、直观地反映出乌药通

过作用于多成分、多通路的多个靶点抑制胃癌的发

生发展,以发挥其抗癌作用。

图 9　 乌药“活性成分-靶点-通路”网络

Fig. 9　 Network
 

of
 

" active
 

component-target-pathway"
 

of
 

Linderae
 

Radix

2. 6　 分子对接

将槲皮素、吉马酮、β-谷甾醇与 PPI 网络中排名

前 4 位核心靶点进行分子对接,分子与靶点彼此结

合能越低,表明配体和受体蛋白之间的结合越稳定,
通常一般以结合能≤-4. 52

 

kcal·mol-1作为评分标

准,表明配体和受体蛋白间存在着一定的结合活性;
当结合能≤-7. 00

 

kcal·mol-1表明配体和受体蛋白

间具有很强的结合活性[25-26] 。 槲皮素、吉马酮、β-谷
甾醇与靶标蛋白的分子对接数据见表 2。 结果发现

所有的对接结合自由能均小于-4. 52
 

kcal·mol-1,其
中吉马酮与 TP53 蛋白的结合势能最低为 - 8. 90

 

kcal·mol-1, 吉马酮与 AKT1 蛋白为 - 8. 50
 

kcal·
mol-1、槲皮素与 RELA 蛋白为-7. 70

 

kcal·mol-1位于

其后,表明槲皮素、吉马酮与核心靶点均有较高的亲

和力,分子间可通过相互作用力形成稳定构象。 选

取上述 3 组成分与其蛋白结合势能最低的分子对接

结果对其进行可视化见图 10。 各分组对接复合物

的三维结构、活性成分与靶点间的详细结合位点及

详细结合位点的呈现,其中蓝色结构为化合物;黄色

虚线为氢键;粉色结构为结合残基。 吉马酮与 TP53
的氨基酸残基 LEU-771、 GLN-769、 THR-768、 ASP-

833;吉马酮与 AKT1 的氨基酸残基 MET-1160、ARG-
1227、 ALA-1226; 槲皮素与 RELA 的氨基酸残基

TYR-404、PHE-399、ALA-1651、TYR-1769、SER-1655
彼此间均通过氢键相互作用,对于稳定蛋白活性位

点的小分子有着重要贡献。 基于吉马酮的作用核心

靶点数目及与靶点蛋白分子对接结合能结果,本实

验选择吉马酮进行后续的细胞实验验证。

表 2　 活性成分与核心靶点的分子对接

Table
 

2　 Molecular
 

docking
 

of
 

active
 

component
 

and
 

core
 

target
活性成分 靶点 PDB

 

ID 结合能 / kcal·mol-1

quercetin TP53 3ZME -6. 70
JUN 1JNM -6. 40
AKT1 4GV1 -6. 00
RELA 1IKN -7. 70

germacron TP53 3ZME -8. 90
JUN 1JNM -6. 70
AKT1 4GV1 -8. 50
RELA 1IKN -6. 90

β-sitosterd TP53 3ZME -6. 80
JUN 1JNM -5. 70
AKT1 4GV1 -7. 00
RELA 1IKN -6. 30
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图 10　 核心成分与靶点的相互作用分析

Fig. 10　 Analysis
 

of
 

interaction
 

between
 

core
 

components
 

and
 

target

2. 7　 吉马酮对人胃癌 SGC-7901 细胞增殖的影响

本实验利用 MTT 法检测不同浓度吉马酮作用

SGC-7901 细胞 24、48
 

h 对增殖的影响,见图 11。
与对照组比较,吉马酮呈剂量依赖性显著抑制

SGC-7901 细胞增殖。 吉马酮作用 SGC-7901 细胞

24、48
 

h 的半数抑制浓度 IC50 分别为 224. 91、
165. 20

 

μmol·L-1 。

图 11　 吉马酮对 SGC-7901 细胞增殖能力的影响( 􀭰x±s,n= 5)
Fig. 11　 Effect

 

of
 

germacrone
 

on
 

proliferation
 

of
 

SGC-7901
 

cells
( 􀭰x±s,n= 5)

2. 8　 吉马酮对人胃癌 SGC-7901 细胞划痕愈合的抑

制作用

细胞划痕实验结果见图 12。 与对照组比较,药

物处理组细胞汇合程度明显降低,对照组与吉马酮

160、200、240
 

μmol·L-1组细胞迁移率分别为 48. 5%±
2. 7%、17. 0%±1. 8%、9. 2%±1. 4%、3. 6%±0. 7%,呈
剂量依赖性抑制 SGC-7901 细胞迁移(P<0. 01)。

与对照组相比∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001(图 13~ 15 同)。
图 12　 吉马酮对 SGC-7901 细胞迁移能力的影响( ×40;􀭰x±s,
n= 3)
Fig. 12 　 Effects

 

of
 

gemarone
 

on
 

migration
 

of
 

SGC-7901
 

cells
( ×40;􀭰x±s,n= 3)

2. 9　 吉马酮对人胃癌 SGC-7901 细胞凋亡的影响

不同浓度的吉马酮作用胃癌 SGC-7901 细胞 24
 

h 对凋亡的影响见图 13。 随着吉马酮浓度的增加,
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各组细胞总凋亡率也呈剂量依赖性上升(P<0. 01),
表明吉马酮可诱导 SGC-7901 细胞凋亡。 同时将不同

浓度的吉马酮处理的 SGC-7901 细胞经 Hoechst
 

33342
染色,正常细胞显微弱蓝色荧光,而凋亡细胞显明亮

蓝色荧光。 与对照组比较,经不同浓度吉马酮作用

后,SGC-7901 细胞凋亡率明显升高(P<0. 01)。
2. 10　 吉马酮诱导人胃癌 SGC-7901 细胞 G2 / M 期

阻滞

不同浓度的吉马酮处理 SGC-7901 细胞 24
 

h 对

细胞周期分布的影响见图 14。 与对照组比较,在吉

马酮处理 24
 

h 后,SGC-7901 细胞的 G2 / M 期细胞比

例显著上升(P<0. 05),表明吉马酮可选择性诱导胃

癌 SGC-7901 细胞 G2 / M 期阻滞。
2. 11　 吉马酮对 p53 信号通路中凋亡蛋白的调控

不同浓度的吉马酮处理 SGC-7901 细胞 24
 

h
后,细胞内 p53、Bax、Bcl-2 的蛋白表达水平见图 15。
随着吉马酮浓度的增加,与对照组相比,SGC-7901
　 　

a. Hoechst
 

33342 荧光染色检测;b. 流式细胞术检测。
图 13　 吉马酮对 SGC-7901 细胞凋亡的影响(×200;􀭰x±s,n=3)
Fig. 13 　 Effects

 

of
 

gemarone
 

on
 

apoptosis
 

of
 

SGC-7901
 

cells
( ×200;􀭰x±s,n= 3)

图 14　 吉马酮对 SGC-7901 细胞周期的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 14　 Effects

 

of
 

germacrone
 

on
 

cell
 

cycle
 

progression
 

in
 

SGC-7901
 

cells( 􀭰x±s,n= 3)

细胞中 p53、 Bax 的相对表达水平显著上升 ( P <
0. 05),同时 Bcl-2 蛋白的相对表达水平显著降低

(P<0. 05),呈浓度依赖关系。
3　 讨论

胃癌是严重威胁人类健康的全球第五大常见癌

症,具有高发病率、高侵袭、转移快等特点。 中晚期

即使接受手术治疗,五年存活率仍低于 30%。 胃癌

在中医归属于“胃脘痛”“癥瘕”等范畴,患者临床表

现辨证分型为毒瘀交阻并(兼)气阴两虚、毒瘀交阻

并(兼)脾胃虚弱[27] 。 近年来研究发现乌药在抗肿
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图 15　 吉马酮处理后 p53、Bax、Bcl-2 蛋白表达水平的变化

( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 15 　 Protein

 

expression
 

levels
 

of
 

p53,
 

Bax,
 

Bcl-2
 

treated
 

with
 

germacrone( 􀭰x±s,n= 3)

瘤方面起到了积极作用,具有包括抗肿瘤作用在内

的多种药理活性,但由于乌药成分众多,其抗胃癌的

活性物质及作用机制至今未清晰阐明。
因此,本研究利用网络药理学,通过构建“药物

活性成分-靶点” “核心靶点互作”等网络,多方面、
多层次深入研究乌药治疗胃癌的有效活性成分、潜
在靶点及作用机制,进一步结合分子对接、MTT 检

测、细胞凋亡和 Western
 

blot 实验进行验证。 通过构

建“药物活性成分-靶点”网络发现乌药作用于胃癌

的 9 个活性成分中萜类、甾醇和黄酮类是关键的活

性成分,可能在乌药治疗胃癌中发挥作用。 其中分

子对接结果显示,主要活性成分吉马酮与 TP53、
AKT1,槲皮素与 RELA 均有较高的结合活性,其中

吉马酮与 TP53 的对接结果最优。 这一结果提示,
吉马酮可能为乌药的主要活性成分。 基于以上原

因,本实验选择分子对接中与靶蛋白结合能力最好

的吉马酮用于后续的体外细胞实验验证,对其作用

机制进行研究。
本研究采用网络药理学与细胞实验相结合,以

乌药为研究对象,探究其治疗胃癌的作用机制。 共

收集到乌药与胃癌的共同靶标 107 个,通过 PPI 核

心靶点互作网络得到 4 个治疗胃癌的核心作用靶点

TP53、JUN、AKT1、RELA。 其中肿瘤抑制因子 P53
(TP53)基因是目前已知与人类肿瘤发生相关性最

高的抑癌基因( >50%),在胃癌的发生发展中起到

关键作用[28] 。 JUN 蛋白归属于转录因子激活蛋白 1
(AP-1)家族[29] ,其在胃癌组织中转录活性明显增

强[30] ,同时 c-Jun 氨基末端激酶( JNK)也能影响胃

癌的发展[31] 。 AKT1 是 3 种密切相关的丝氨酸 / 苏
氨酸蛋白激酶( AKT1、AKT2 和 AKT3) 之一[32] ,且
AKT1 基因位点的突变与肿瘤的发生及生成关系密

切,可调控肿瘤细胞增殖和生长[33] 。 RELA 是 NF-
κB 家族成员之一,通过与 I-κB 的解离而活化,并成

为 NF-κB 主要活性形式,RELA 过表达是胃癌发生

过程中的一个重要指标[34] 。 综上,乌药可通过调控

上述包括核心靶点在内的众多靶点起到治疗胃癌的

作用。
为了阐明乌药如何通过这些靶点产生作用,本

研究进一步进行了靶点功能富集分析。 KEGG 结果

显示,乌药的主要作用可能与凋亡信号通路、p53 信

号通路、HIF-1 信号通路、TNF 信号通路、MAPK 信

号通路等有关。 在上述通路中,细胞凋亡是最普遍、
最重要的信号通路。 HIF-1 是由 α 和 β 亚基组成的

异二聚体蛋白,是一种对细胞低氧非常敏感的特异

性转录因子,是机体耐受低氧的最重要物质,可能与

胃癌的发生密切相关[35-36] 。 其中 HIF-1α 与低氧微

环境关系密切相关,HIF-1α 在低氧状态下被激活,
调节 60 多个基因,如促红细胞生成素、VEGF、葡萄

糖转运蛋白和糖酵解酶,它参与细胞生存、增殖、凋
亡等, 与 肿 瘤 的 发 生 发 展、 侵 袭、 转 移 密 切 相

关[37-38] 。 TNF 是机体炎症和免疫的重要调节因子,
包括 TNF-α、TNF-β。 TNF-α 是一种主要由巨噬细胞

和单核细胞产生的促炎细胞因子,在调节肿瘤细胞

的存活和凋亡中起重要作用[39] 。 大量研究表

明[40-42] ,TNF-α 参与许多生物学过程,例如胃癌的发

生、增殖、侵袭和转移,以及血管生成。 MAPK 信号

通路通过 MAPKKK、MAPKK(促丝裂原活化蛋白激

酶激酶)和 MAPK(丝裂原活化蛋白激酶)一系列酶

的激活和失活调节细胞内的某些反应,参与肿瘤生

长、增殖和转移. [43-44] 。 研究结果显示,p53 富集倍

数最高,说明 p53 信号通路是 KEGG 预测的乌药发

挥抗胃癌作用的最主要通路,此通路中各靶点与乌

药成分的药理作用最为密切,提示乌药可能通过调

控 p53 信号通路激活,从而改善疾病,防止胃癌恶化

发展。
p53 为经典的促凋亡蛋白,是细胞内多种信号

转导途径的连接点,是控制细胞增殖和凋亡的中枢
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介导开关[45] 。 能够阻滞细胞周期、促进肿瘤细胞衰

老、参与外源性与内源性凋亡途径,达到促进细胞凋

亡、抑制肿瘤转移进而终止细胞进程[46-48] 。 根据

KEGG 通路的富集分析,p53 通路在乌药抗胃癌中

发挥重要作用。 Western
 

blot 结果显示,吉马酮呈浓

度依赖性上调 p53 和 Bax 表达、下调 Bcl-2 表达,证
实了系统药理学筛选的乌药成分治疗胃癌相关靶点

的正确性。 Bcl-2 家族在细胞凋亡中起着非常重要

的作用,Bcl-2 和 Bax 是这个家族的重要成员,它们

的水平与细胞凋亡的调节直接相关[49-50] 。 研究表

明,p53 可调节 Bcl-2 家族成员来诱导癌细胞凋亡,
如 Bax、Bcl-2、Bak、Bid[51-52] 。 故推测吉马酮可能通

过激活 p53 通道,调节 Bax 及 Bcl-2 的水平诱导癌细

胞凋亡,阻断肿瘤组织的生长。
综上所述,本研究通过网络药理学系统分析了

乌药治疗胃癌的潜在机制,同时通过分子对接技术

初步验证了其作用靶点,最后通过细胞实验验证了

乌药抗胃癌作用的药效。 对传统中药乌药进行了多

方面考察,从系统方面揭示了乌药治疗胃癌的药理

作用机制并初步探讨了乌药抗胃癌的潜在机制。 研

究结果进一步证实,吉马酮在此阶段起了关键作用,
可以控制细胞凋亡和细胞周期,有效的控制胃癌

SGC-7901 细胞的生长,并且与 p53 的途径相关,为
今后药物控制癌症的研究与医学诊断奠定方向和

基础。
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