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【 实验研究实验研究 】

基于网络药理学的黄瑞香抗胃癌作用机制探讨及实验验证

姜金玲，候骄洋，姚国栋*

沈阳药科大学 中药学院，辽宁 沈阳 110016

摘 要： 目的 采用网络药理学方法预测黄瑞香发挥抗胃癌作用的潜在机制，并通过体外细胞实验进行初步验证。方法 利

用中药系统药理学数据库和分析平台（TCMSP）筛选黄瑞香的有效成分，通过 Swiss Target Prediction 数据库和

PharmMapper数据库筛选获得黄瑞香活性成分的相关靶点。通过GeneCards及DisGeNET数据库检索获得胃癌疾病相关靶

点。利用Cytoscape软件构建黄瑞香活性成分-靶点网络；通过STRING、Metascape数据库对成分和胃癌疾病交集靶点进行

蛋白质相互作用（PPI）网络和基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。采用MTT实

验考察黄瑞香异戊烯基黄酮成分构树黄酮醇F（broussoflavonol F）、daphnegiravone D、daphgiflavone C体外对胃癌MGC803

细胞生长的影响，采用实时荧光定量PCR方法检测这 3种异戊烯基黄酮类化合物作用 48 h后胃癌MGC803细胞表皮生长因

子受体（EGFR）、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）和蛋白激酶B（Akt）基因的表达。结果 筛选得到黄瑞香 70个活性成分，黄

瑞香作用于胃癌的 42个相关靶点，其中表皮生长因子受体（EGFR）、鼠肉瘤病毒癌基因同源物B1（BRAF）、Ⅰ类磷脂酰肌

醇-3激酶催化亚基 α（PIK3CA）、酪氨酸激酶（MET）以及丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）等为核心靶点。KEGG富集

分析发现黄瑞香作用于胃癌主要富集在癌症、PI3K/Akt以及丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等通路中。活性测试结果发现，

异戊烯基黄酮成分构树黄酮醇F、daphnegiravone D、daphgiflavone C对胃癌MGC803细胞生长具有较好的抑制作用。同时，

与对照组比较，构树黄酮醇F、daphnegiravone D、daphgiflavone C可显著抑制胃癌MGC803细胞EGFR、PI3K和Akt基因的

表达（P＜0.05、0.01、0.001）。结论 黄瑞香可能以异戊烯基黄酮为主要的抗胃癌活性成分，以EGFR、BRAF、PIKC3A、

MET等蛋白为核心作用靶点，主要经PI3K/Akt以及MAPK等相关信号通路发挥治疗胃癌的作用。
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Study on mechanism of Daphne giraldii against gastric cancer based on network

pharmacology and experimental verification
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Abstract: Objective To investigate the mechanism of Daphne giraldii in the treatment of gastric cancer by using the method of

network pharmacology and cellular experiments. Methods Systematic Pharmacology Database and TCMSP database were used to

obtain the chemical components and action targets of D. giraldii. Then, from the Swiss target prediction, PharmMapper, GeneCards

and DisGeNET databases, the targets of chemical constituents from D. giraldii and gastric cancer related target information were

searched. The active ingredient-target network of D. giraldii was further constructed by Cytoscape. Afterwards, STRING and

Metascape databases were used for protein-protein interaction, GO and KEGG pathway enrichment analysis. MTT assay was used to

detect the anti-tumor activity of broussoflavonol F, daphnegiravone D, daphgiflavone C. The expression of mRNA level of EGFR,

PI3K and Akt of gastric cancer MGC803 cells were examined by using real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) analysis

after 48 h treated by these three prenylated flavonoids. Results Totally 70 potential active ingredients of D. giraldii were obtained.
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And through screening, 42 targets of D. giraldii on gastric cancer were obtained. Among them, EGFR, BRAF, PIK3CA, MET and

MAPK1 were the core targets, which were mainly enriched in cancer, PI3K/Akt and MAPK signaling pathways. MTT assay showed

that three prenylated flavones (broussoflavonol F, daphnegiravone D, daphgiflavone C) had better activity against gastric cancer

MGC803 cells growth, and they also significantly decreased the mRNA level of EGFR, PI3K and Akt. Conclusion The main anti-

gastric cancer active component of D. giraldii may be prenylated flavonoids, with EGFR, BRAF, PIKC3A, MET and other proteins

as core targets, and it mainly plays a role in the treatment of gastric cancer through PI3K/Akt and MAPK signaling pathways.

Key words: Daphne giraldii Nitsche; gastric cancer; network pharmacology; pathways in cancer; EGFR; PI3K; Akt; MAPK;

prenylated flavonoids

胃癌通常起源于胃黏膜上皮细胞［1］，是我国较

为常见的消化道恶性肿瘤之一。根据我国的流行

病学调查研究，胃癌的死亡率居于总体肿瘤的第 3

位，发病率居于总体肿瘤的第 2位［2］。由于其起病

隐匿，早期通常无明显症状，明确诊断时多数患者

已处于中晚期，无法及时通过手术进行治疗［3］。而

以药物为主的治疗方法又因胃癌病因的复杂性，导

致药物的利用率过低［4］。因此，发现胃癌治疗的新

靶点并开发相关药物迫在眉睫。近年来的研究表

明，中药或天然药物可以通过调节免疫系统、调节

细胞凋亡等功能发挥抗癌作用［5］。且大量临床研究

证明，活血化瘀类中药或中药复方治疗胃癌有显著

作用［6］。因此，从传统中药或天然药物中寻找具有

抗胃癌作用的药物并探索其作用机制在临床及新

药开发方面均具有重要意义。

黄瑞香Daphne giraldii Nitsche为瑞香科瑞香属植

物，其根皮和茎皮可入药，为祖师麻的基原植物之一。其

性温，味辛、苦，入心、肝经，具有活血通络、散瘀止痛之功

效，民间常用于治疗胃痛、风湿疼痛、跌打损伤等症［7］。从

黄瑞香中分离并鉴定的主要有香豆素类、黄酮类、木脂素

类、二萜类、三萜类等化合物［8］。现代药理学研究表明，黄

瑞香化学成分具有显著的抗肿瘤活性，包括对胃癌细胞

的抑制作用［9］。

网络药理学是基于系统生物学，使用一系列生

物网络，以药物的活性化合物、潜在靶点、所治疗疾

病之间相互作用的系统性和整体性为出发点，预测

药物治疗疾病的药理学机制的一种方法，其与中医

治病的“整体观”理论及中药多成分-多靶点-多作用

的特点具有一致性［10-11］。因此，本研究以网络药理

学为基础，对祖师麻基原植物黄瑞香的潜在靶点及

通路进行预测和研究，同时结合细胞实验进行初步

验证，为其治疗胃癌提供理论基础与科学依据。

1 材料

本课题组中从黄瑞香中分离出构树黄酮醇

F （broussoflavonol F） 、 daphnegiravone D、

daphgiflavone C、broussoflavonol B、macarindicin E、

daphnegiranol D、（2S）-kazinol B、isolicoflavonol、

broussonol D［12］（质量分数均≥95%），将其溶解在二

甲 基 亚 砜（DMSO）中 以 制 备 原 料 储 备 溶 液 。

DMEM 高糖培养基以及 0.25% 胰蛋白酶均购自

Gibco 公司；磷酸盐缓冲液（PBS）、双抗均购于

HyClone公司；Clark胎牛血清（FBS）购于美国Clark

公司；甲基噻唑蓝（MTT）和 DMSO 均购于美国

Sigma 公司 ；Trizol 试剂（TaKaRa，Shiga，日本）；

Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit 试 剂

盒（TaKaRa，Shiga，日本）。

恒温二氧化碳培养箱（Thermo，美国）；超净工

作台（苏州净化设备厂）；电热恒温水浴锅（上海一

恒科学仪器有限公司）；倒置显微镜（Motic）；

Varioskan BIO-RAD Model 680Flash 酶 标

仪（Thermo，美国）；移液器（Genex Beta，Bio-DL，美

国）；6 孔、96 孔板（Nest Biotech，美国）；LD4-2A 型

低速离心机（北京医用离心机厂）；J-2HS高速冷冻

离心机（Beckman，德国）；PCR热循环仪（BIO-RAD

公司）。

2 方法

2.1 药物活性成分靶点的筛选

利 用 中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 和 分 析 平

台（TCMSP，http：//lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php）筛选黄

瑞香的有效成分［13］。根据吸收、分布、代谢、排

泄（ADME）特征，将口服生物利用度（OB）≥30%和

类药性（DL）≥18%作为条件进行成分筛选［14］。根

据课题组前期研究［9］以及以“黄瑞香”为关键词检索

TCMSP数据库，筛选获得黄瑞香的活性成分。将筛

选得到的成分的化学结构输入到 Swiss Target

Prediction 数据库（http：//www.swisstargetprediction.

ch/），并设置研究物种为“Homo sapiens”，选择

Probability＞0.5筛选潜在有效靶点。此外，同时将

筛 选 到 的 成 分 结 构 输 入 到 PharmMapper 数 据

库（http：//www.lilab-ecust.cn/pharmmapper）中 ，选

取 Z≥0.5 的靶点。将 2 个数据库收集到的潜在

靶点进行合并且删除重复值，将得到的靶点导
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入 Uniprot 数据库（http：//www.uniprot.org）中，进

行靶点矫正，最终获得黄瑞香化学成分相关靶点。

2.2 胃癌疾病靶点的筛选

以“gastric carcinoma”和“gastric cancer”为关键

词 在 GeneCards 及 DisGeNET 数 据 库 中 进 行 检

索［15-16］。将所得到的靶点根据 Score 值进行排序，

Score 值越高代表靶点与疾病越相关。因此，在

GeneCards数据库中，选用Score≥5为阈值筛选靶点；在

DisGeNET数据库中，以Score≥0.3为阈值筛选靶点。

2.3 成分和疾病交集靶点的获取

将筛选得到的化学成分靶点和胃癌疾病相关

靶点输入 jvenn在线网站（http：//jvenn.toulouse.inra.

fr/app/example.html）进行分析并绘制韦恩图。

2.4 化学成分-靶点网络的构建

将筛选得到的化合物及其靶点输入 Cytoscape

软件［17］中，构建可反映化合物与其潜在靶点之间相

互作用关系的网络图。其中，节点代表化合物和靶

点，边则代表化合物和靶点之间的关系。

2.5 蛋白质相互作用（PPI）网络的构建

将“2.3”项 得 到 的 交 集 靶 点 上 传 至

STRING（https：//string-db.org/cgi/input.pl）数据库，

进行 PPI网络构建和分析（隐藏无连接的节点并选

择 最 低 相 互 作 用 阈 值 为 0.7）。 将 结 果 导 入

Cytoscape 3.9.1 软 件 绘 制 PPI 网 络 图 ，根 据

度（degree）值筛选出黄瑞香治疗胃癌的核心靶点。

2.6 基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科

全书（KEGG）通路富集分析

利用Metascape数据库对黄瑞香抗胃癌作用对

应靶点进行生物过程（BP）、分子功能（MF）、细胞成

分（CC）以及 KEGG通路富集分析。设置 P＜0.01，

并 选 取 前 20 条 通 路 ，将 其 分 别 输 入 Image

GP（http：//www. ehbio. com/ImageGP/）和 微 生

信（http：//www. bioinformatics. com. cn/）网站，绘制

GO富集分析气泡图以及KEGG富集分析条形图。

2.7 化合物-靶点-通路网络的构建

将处理后的药物化学成分、靶点、信号通路文

件导入Cytoscape 3.9.1软件进行分析。根据各节点

度值及紧密度等网络拓扑学参数筛选出可能起主

要药效作用的化学成分、靶点以及通路，并将结果

与成分-靶点网络和 PPI网络结果进行对比，筛选出

共同的有效成分及靶点。

2.8 黄瑞香部分化合物体外抗肿瘤活性考察

人胃癌细胞MGC803购于中国科学院细胞库，

细胞采用 10% 胎牛血清、1% 青霉素和链霉素的

DMEM配制的培养液在培养箱进行培养。取对数

生长期的胃癌MGC803细胞，经 0.25%胰酶消化后

以每孔 5×103个细胞接种于 96孔微板，实验组加不

同浓度课题组前期分离得到的黄瑞香化学成

分（2.5、5.0、10.0、20.0、40.0 μmol·L−1），对照组加等体积的

空白培养基，每组设3个复孔。微孔板置于5% CO2、

37 ℃条件下继续培养 48 h，每孔加 5 mg·mL−1MTT

20 μL，孵育4 h，小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入

DMSO 150 μL以溶解形成的甲臜结晶，室温振荡使结晶

充分溶解。用酶标仪检测490 nm处各孔的吸光度（A）

值，实验重复3次。计算胃癌MGC803细胞的存活率。

细胞存活率＝A 实验/A 对照

2.9 化合物对MGC803细胞相关基因表达的影响

将MGC803细胞（每孔 2×105个细胞）置于 6孔

板中，分别加入 10 μmol·L−1 的黄瑞香活性化合

物（构树黄酮醇 F、daphnegiravone D、daphgiflavone

C），48 h后弃去上清，使用Trizol试剂提取总RNA，

使用 Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit试剂

盒进行cDNA的合成。随后，对合成的cDNA进行扩增。

使用的引物如表1所示。实时荧光定量PCR（qRT-PCR）

的结果用2−∆∆Ct表示基因表达的相对倍数。

2.10 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计学软件对实验数据进行处

理，所有实验至少独立重复操作 3 次，实验结果以

x̄ ± s表示。两独立样本之间进行比较，采用 t检验

及单因素方差分析（ANOVA）进行统计学分析。

P＜0.05为有统计学意义。

3 结果

3.1 黄瑞香化学成分靶点筛选

通过TCMSP数据库以及课题组前期的研究，筛选

得到黄瑞香的 70 个活性成分。通过 Swiss Target

Prediction数据库和PharmMapper数据库预测筛选其潜

表1 qRT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of qRT-PCR

基因

EGFR

PI3K

Akt

GAPDH

引物序列（5’→3’）

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

5’-ACCCATATGTACCATCGATGTC-3’

5’-GAATTCGATGATCAACTCACGG-3’

5’-GAGATTGCAAGCAGTGATAGTG-3’

5’-TAATTTTGGCAGTGATTGTGGG-3’

5’-GAAGCAGGAGGAGGAGGAGATGG-3’

5’-AGGTACTCAAACTCGTTCATGGTCAC-3’

5’-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-3’

5’-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3’
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在靶点，根据阈值进行筛选，共得到929个靶点。

3.2 黄瑞香化学成分-靶点网络分析

为进一步了解化合物与其靶点之间的关系，使

用 Cytoscape 软件建立化合物-靶点网络图（图 1）。

在化合物-靶点网络中，共包含 944 个节点和 7 169

条边，体现了黄瑞香多成分、多靶点的特点（表2）。

图1 黄瑞香成分-靶点网络

Fig. 1 Compound-target network of Daphne giraldii
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表2 黄瑞香化学成分及度值

Table 2 Chemical constituents of D. giraldii and degree value

MOL 39

MOL 37

MOL 44

MOL 40

MOL 36

MOL 41

MOL 35

MOL 53

MOL 38

MOL 12

MOL 66

MOL 42

MOL 50

MOL 31

MOL 54

MOL 32

MOL 33

MOL 34

MOL 59

MOL 46

MOL 9

MOL 43

MOL 28

MOL 51

MOL 20

MOL 24

MOL 2

MOL 29

MOL 62

MOL 55

MOL 3

MOL 45

MOL 61

MOL 6

MOL 15

MOL 58

MOL 27

MOL 4

MOL 11

MOL 1

MOL 7

MOL 22

MOL 23

MOL 60

daphnegiralin C1

broussoflavonol F

daphnegiranin A

daphnegiralin C2

daphnegiralin B2

daphnegiralin E

daphnegiravone D

daphnegiravan C

daphnegiralin B4

（2S）-daphnegiranol B

luvangetin

daphnegiralin F

daphnegiratin B

daphnegiralin A1

daphnegiravan D

broussflavonol B

daphnegiralin A3

daphnegiralin A4

daphnegiravan M

daphnegiranol C2

daphgiflvaone C

daphnegiralin G

broussonin A

daphnegiravan A

2'，4'-dihydroxy-3-（4-methoxyphenyl）-propiophenone

5-methoxy- 2-［3-（4 methoxyphenyl）propyl］phenol

（-）-pinoresinol

broussonin B

daphnegiravone C

daphnegiravan E

（2R）-daphnegiranol A

daphnegiranol C1

daphnegiravone B

（2R）-kazinol U

macarindicin E

daphnegiravan K

broussoflavonol B

（2R）-daphnegiranol B

（2S）-daphnegiranol A

5，7-dihydroxy-2-（4-hydroxyphenyl）-4H-chromen-4-one

（2S）-4'-hydroxy-7-methoxyflavan

3，5，7，4-tetrahydroxyflavone

5，4'-dihydroxy-7-methoxyflavone

broussoflavonol B

151

150

150

150

149

150

149

149

148

146

146

145

145

144

144

143

143

143

143

142

140

140

138

138

133

133

132

131

130

129

128

128

125

124

123

123

122

119

119

101

101

101

96

91

编号 成分 度值
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MOL 67

MOL 64

MOL 63

MOL 65

MOL 10

MOL 70

MOL 8

MOL 18

MOL 26

MOL 19

MOL 52

MOL 57

MOL 56

MOL 30

MOL 5

MOL 47

MOL 25

MOL 49

MOL 69

MOL 68

MOL 14

MOL 48

MOL 16

MOL 21

MOL 17

MOL 13

morusin

isolicoflavonol

daphnogirin B

eupatilin

（2S）-7-hydroxy-3'，4'-dimethoxyflavan

umbelliferone

（2S）-7，3'-dimethoxy-4'-hydroxyflavan

1-（4'-hydroxy-2'-methoxyphenyl）-3-（3''-hydroxy-4''-methoxyphenyl）propane

8-hydroxyxanthyletin

1-（2'-hydroxy-4'-methoxyphenyl）-3-（4''-hydroxy-3''-methoxy-phenyl）propane

daphnegiravan B

daphnegiravan H

broussonol D

broussonin E

（2R）-kazinol B

acuminatin

7-demethylsuberosin

daphnegiratin A

salicifoliol

nodakenetin

（2S）-kazinol I

daphnegiranol D

（4S）-4-hydroxy-α- tetralone

3，4，5-trimethoxyphenol

（4S）-isosclerone

（2S）-kazinol B

80

76

72

71

67

65

61

61

59

58

54

54

53

51

50

49

48

48

47

45

40

32

21

17

13

2

续表2

编号 成分 度值

3.3 疾病靶点的检索以及交集基因的分析

通过 GeneCards 数据库和 DisGeNET 数据库

搜索分别得到胃癌相关靶点 3 485 个和 301 个。

使用 jvenn 网站对成分相关靶点及疾病靶点进

行分析，绘制韦恩图（图 2），共得到 42 个交集

靶点。

3.4 交集基因的PPI网络分析

将 42 个交集靶点上传至 STRING 数据库进行

分析，得到 PPI 网络。该网络包括 32 个节点以及

128条边。这些靶点之间紧密连接，形成一个复杂

的网络。利用Cytoscape软件构建网络图，如图 3所

示。结果发现，表皮生长因子受体（EGFR，degree＝

23）、丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1，degree＝21）、

丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3，degree＝20）、肿瘤

坏死因子（TNF，degree＝18）、丝裂原激活蛋白激酶

8（MAPK8，degree＝15）、人环加氧酶 2（PTGS2，

degree＝15）、酪氨酸激酶受体 2（ERBB2，degree＝

13）、磷脂酰肌醇（PIK3CA，degree＝12）等基因具有

较高的度值，表明这些基因靶点可能在黄瑞香抗胃

癌中发挥重要作用。

图2 黄瑞香化学成分与胃癌交集靶点

Fig. 2 Intersection targets of chemical components of D.

giraldii in treatment of gastric cancer
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3.5 交集靶点的GO分析

将交集靶点导入到 Metascap 数据库进行

GO 以及 KEGG 富集分析，并将其分析数据结果

按照 P 值进行排序，并用 Image GP 作图。结果

表明，这些潜在靶点的功能与多种 BP、CC、MF

有关。

在GO-BP方面（图 4），共富集到 650个BP。用

气泡图富集最为显著的前 20个 BP，其主要包括脂

多糖反应、细胞应激反应、蛋白质磷酸化的正调控、

细胞对化学应激的反应、细胞对有机氮化合物的反

应以及氧化应激等过程。表明黄瑞香的活性化合

物可能通过调节多种生物途径发挥治疗胃癌的

作用。

在GO-CC方面，共富集到 35个与CC相关的条

目。按P＜0.01选取前 20个条目进行分析。如图 5

所示，靶点主要富集在膜筏、膜微区、受体复合体、

核被膜以及核膜等CC中。

在GO-MF方面，共富集到与MF相关的37个条

目。按P＜0.01选取前 20个条目进行分析。图 6的

气泡图表明，交集靶点主要富集在蛋白激酶活性、

磷酸转移酶活性、氧化还原酶活性、激酶结合、跨膜

受体蛋白酪氨酸激酶活性等MF中。

3.6 交集靶点的KEGG富集分析

利用Metascape对交集靶点进行KEGG富集分

析，并利用微生信在线作图软件根据P值和富集的

靶点数量构建排名靠前的 20条通路的柱状图，如图

7所示，主要包括癌症、胃癌、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋

白 激 酶 B（PI3K/Akt）以 及 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激

酶（MAPK）等信号通路。利用 Cytoscape软件构建

化合物-靶点-通路网络图（图 8）。通过该网络图，表

皮生长因子受体（EGFR）、丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶（BRAF）、MAPK3、磷脂酰肌醇（PIK3CA）、甲硫

氨 酸（MET）等 蓝 色 节 点 以 及 daphnegiralin

B2（MOL 36，degree＝10）、daphnegiralin A1（MOL
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图4 黄瑞香治疗胃癌交集靶点的GO-BP富集分析

Fig. 4 GO-BP enrichment analysis of intersection targets of D. giraldii in treatment of gastric cancer

图3 黄瑞香治疗胃癌交集靶点的PPI网络

Fig. 3 PPI network of intersection targets of D. giraldii in

treatment of gastric cancer
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31，degree＝10）、daphnegiralin A4（MOL 34，degree＝

9）和 daohnegiravan E（MOL 55，degree＝8）等绿

色节点（大部分为异戊烯基黄酮成分）可能为

黄瑞香发挥抗胃癌作用的主要靶蛋白和成分。

以上结果表明，黄瑞香中的同 1 个活性成分可

能作用于多个靶点或通路，且同 1 个靶点也可

能被多个活性成分影响，层层链接，形成多组

分 -多靶点 -多途径的调控网络，从而发挥治疗

胃癌的作用。

3.7 黄瑞香中的异戊烯基黄酮成分可能通过调控

EGFR/PI3K/Akt通路抑制胃癌细胞的生长

3.7.1 部分化合物对胃癌 MGC803 细胞生长的影

响 为进一步探讨黄瑞香发挥抗胃癌作用的主要

成分，首先从课题组现有的前期从黄瑞香中分离得

到的部分化合物构树黄酮醇 F、daphnegiravone D、

daphgiflavone C、broussoflavonol B、macarindicin E、

daphnegiranol D、（2S）-kazinol B、isolicoflavonol、

broussonol D 进行活性筛选［12］。结果发现，在筛选
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图5 黄瑞香治疗胃癌交集靶点的GO-CC富集分析

Fig. 5 GO-CC enrichment analysis of intersection targets of D. giraldii in treatment of gastric cancer
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图6 黄瑞香治疗胃癌交集靶点的GO-MF富集分析

Fig. 6 CO-MF enrichment analysis of intersection targets of D. giraldii in treatment of gastric cancer
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图8 黄瑞香治疗胃癌成分-靶点-通路网络

Fig. 8 Compound-target-pathway network of D. giraldii in treatment of gastric cancer
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图7 黄瑞香治疗胃癌交集靶点的KEGG通路富集分析

Fig. 7 KEGG pathway enrichment analysis of intersection targets of D. giraldii in treatment of gastric cancer
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的 化 合 物 中 ，构 树 黄 酮 醇 F（MOL 37）、

daphnegiravone D（MOL 35）、daphgiflavone C（MOL 9）

具有较强的体外抑制胃癌细胞MGC803生长作用，

且 3种成分对胃癌MGC803细胞的生长抑制作用呈

浓度相关性（图 9）。其作用于胃癌 MGC803 细胞

48 h 的 半 数 抑 制 浓 度（IC50）分 别 为（12.19±

2.31）、（10.41±1.78）、（9.02±1.49）μmol·L−1。而这

3种化合物也在所构建的化学成分-靶点网络图中

的排名较靠前，其度值分别为 150、149、140。此外，

在化学成分-靶点-通路网络图中，这3种化合物的度

值同样比较高，分别为 7、6、6。以上活性筛选结果，

也说明了网络药理学预测的科学性，即活性较好的

成分在网络的构建中具有较高的排名。

3.7.2 部分化合物对胃癌 MGC803 细胞 EGFR、

PI3K、Akt基因表达的影响 为初步考察黄瑞香活

性成分抑制胃癌细胞的分子机制，采用 qRT-PCR法

检测网络药理学预测的可能其主要作用的基因

EGFR、PI3K、Akt表达情况，由图 10可知，与对照组

比 较 ，化 合 物 构 树 黄 酮 醇 、daphnegiravone D、

daphgiflavone C（10 μmol·L−1）均可显著抑制上述基

因的表达（P＜0.05、0.01、0.001），验证了网络药理学

预测结果。

4 讨论

本研究基于网络药理学方法［18］对黄瑞香抗胃

癌作用的潜在靶点及通路进行预测。化合物-靶点

网络以及化合物-靶点-信号通路网络中，度值最高

的成分大部分为异戊烯基黄酮类化合物。有研究

表明，异戊烯基黄酮类化合物黄腐酚能够诱导胃癌

细胞发生凋亡以及活性氧的累积从而抑制胃癌细

胞 AGS的增殖［19］。此外，Toume等［20］研究也表明，

从面包树提取得到的异戊烯基黄酮类化合物

artonin E能够通过诱导活性氧的产生和 p53介导的

DR5表达上调诱导胃腺癌细胞外源性凋亡。

本研究网络药理学预测研究中，通过对化合物-

靶点-信号通路网络图以及 PPI 网络图分析，发现

EGFR、PIK3CA等可能是黄瑞香活性成分主要的潜

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group

图10 黄瑞香中活性成分对胃癌细胞EGFR/PI3K/Akt通路中相关基因表达的影响（（x
—

±s，，n=3））

Fig. 10 Effect of active compounds from D. giraldii on gene expression of EGFR/PI3K/Akt pathway genes in MGC803

cells（（x
—

±s，，n=3））
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Fig. 9 Inhibition of prenylated flavones from D. giraldii on growth of MGC803 cells（（x
—

±s，，n=3））
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在作用靶点。EGFR 是一种多功能受体跨膜糖蛋

白，是生长因子受体酪氨酸激酶家族的成员，对于

肿瘤细胞的增殖、迁移起到促进作用［21］。在胃癌组

织中，EGFR 处于阳性表达且与预后恶化显著相

关［22］。而基于EGFR的靶向治疗可通过阻断EGFR

驱动的抗凋亡途径达到肿瘤特异性治疗效果［23］。

研究表明，萘酰亚胺衍生物NA20可通过抑制EGFR

引起细胞发生周期阻滞和细胞凋亡，从而抑制胃癌

细胞的增殖［24］。从贝母中提取的天然活性成分贝

母乙素可通过调节EGFR的表达从而提高胃癌细胞

对化疗药物阿霉素的敏感性［25］。同时黄瑞香中的

西瑞香素也能够抑制人EGFR酪氨酸特异性蛋白激

酶活性［9］。PIK3CA是 PI3K家族成员。PIK3CA的

突变能够催化PI3K，进而持续激活PI3K/Akt信号通

路，从而参与多种肿瘤的发生发展过程［26］。而

KEGG通路富集结果也表明黄瑞香发挥抗胃癌作用

可能与 PI3K/Akt信号通路有密切关系。已有研究

表明，红树莓提取物能够通过阻碍PI3K/Akt信号通

路抑制胃癌细胞AGS的增殖、迁移和侵袭［27］。黄瑞

香中的瑞香素同样可以通过下调 Akt 通路以及

ERK1/2 通路显著抑制肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和

VEGF诱导的血管生成［28］。本研究体外细胞实验结

果也证实了黄瑞香中的 3种异戊烯基黄酮类化合物

能够抑制EGFR、PI3K以及Akt基因的表达。此外，

有实验表明，微小 RNA-4295能够靶向 LRIG1促进

EGFR/PI3K/Akt信号通路的激活，从而促进胃癌细

胞增殖。而Du等［29］的研究表明 3-甲基腺嘌呤可通

过协同抑制PI3K/Akt/FOXO3a信号通路和EGFR表

达促进埃索美拉唑的抗胃癌增殖活性。因此，推测

黄瑞香可能通过调控 EGFR的表达，影响 PI3K/Akt

信号通路，从而发挥治疗胃癌的作用。

结合本研究化合物-靶点-信号通路网络图以及

KEGG通路分析结果，还发现丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶（BRAF）、甲硫氨酸（MET）具有较高的度值，且

MAPK 信号通路也与黄瑞香发挥抗胃癌作用有一

定关系。研究表明［30］，黄酮苷类化合物木犀草苷能

够促进MET的泛素化和降解以及其蛋白水平从而

发挥抑制胃癌细胞生长、迁移和侵袭作用。MAPK

信号通路由细胞外调节蛋白激酶 ERK、p38 MAPK

和 c-Jun 氨基末端激酶 JNK 组成［31］。研究表明，

BRAF作为丝裂原活化激酶MAPK通路的一部分，

可增强胃癌细胞的增殖及侵袭能力［32］。从黄瑞香

中提取分离得到的异戊烯基黄酮 daphnegiravone D

可通过调节 MAPK 信号通路抑制肝癌细胞的增

殖［33］。曹少祥等［34］研究表明顺铂与尼美舒利能够

阻断 p38 MAPK 信号通路，进而抑制人胃癌细胞

SGC7901增殖。此外，研究表明阿法替尼能够抑制

EGFR 和下游 PI3K/Akt/mTOR 以及 MAPK 信号通

路发挥抗胃癌的作用［35］。因此，推测黄瑞香中的化

学成分可能以 EGFR 为主要靶点，影响下游 PI3K/

Akt、MAPK 等信号通路发挥治疗胃癌的作用。后

续可通过动物实验进一步验证黄瑞香抗肿瘤机制

及其安全性。

本研究基于网络药理学预测以及初步的细胞

实验验证，发现黄瑞香可能以异戊烯基黄酮为主要

的抗胃癌活性成分，以EGFR、BRAF、PIKC3A、MET

等蛋白为核心作用靶点，主要经 PI3K/Akt 以及

MAPK 等相关信号通路发挥治疗胃癌的作用。这

不仅初步证明了网络药理学分析的合理性和科学

性，也为进一步深入研究黄瑞香抗胃癌的作用机制

提供了思路和方向。
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