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摘  要：目的  通过网络药理学和体外实验探讨六味地黄丸治疗乳腺癌的作用机制。方法  利用中药系统药理学数据库与

分析平台（TCMSP）获取中药有效活性成分；GeneCards、OMIM 等数据库筛选六味地黄丸与乳腺癌的相关靶点，并通过 Venny 

2.1.0 取二者交集；Cytoscape 软件构建“药物-成分-靶点”网络图，DAVID 数据库进行基因本体（GO）注释及京都基因与基

因组百科全书（KEGG）通路富集分析；将筛选出的活性成分和核心靶点进行分子对接验证。采用 CCK-8 法及平板克隆检测

细胞活力及增殖能力，细胞划痕实验检测迁移能力，流式细胞技术实验检测凋亡；Western blotting 法检测蛋白激酶 B（AKT1）、

p-丝氨酸和苏氨酸激酶 1（p-AKT1）、兔抗人单克隆抗体（Bax）、B 细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）、cleaved Caspase-3 的蛋白

表达水平。结果  通过数据分析共筛选出有效成分 39 个，交集靶点 171 个，其核心成分是槲皮素、豆甾醇、山柰酚；通过

蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图得出核心靶点为 TP53、JUN 及 AKT1；GO 分析包含生物过程（BP）772 条、细胞组

成（CC）80 条、分子功能（MF）192 条富集结果，KEGG 分析共包含 155 条富集通路；分子对接显示豆甾醇与 AKT1 结合

稳定性最好。细胞实验证明，豆甾醇能够抑制 MDA-MB-231 细胞的生长并诱导其凋亡，并下调 p-AKT1/AKT1 的蛋白表达，

上调 Bax/Bcl-2 及 cleaved Caspase-3 的蛋白表达。结论  六味地黄丸的活性成分豆甾醇能抑制 MDA-MB-231 细胞增殖并诱

导其凋亡，作用机制可能是通过调节 PI3K/Akt 信号通路而发挥作用。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of action of Liuwei Dihuang Pills in treating breast cancer through network 

pharmacology and in vitro experiments. Methods  The effective active components of the traditional Chinese medicine were obtained 

using TCMSP; The relevant targets of Liuwei Dihuang Pills and breast cancer were screened using GeneCards, OMIM, etc., and the 

intersection of the two was obtained using Venny2.1.0; The “drug-component-target” network diagram was constructed using 

Cytoscape software, and GO and KEGG enrichment analysis was performed using the DAVID database; The active components and 

core targets were verified by molecular docking. The cell viability and proliferation ability were detected using the CCK-8 method and 

plate cloning, the migration ability was detected using the cell scratch assay, and the apoptosis was detected using flow cytometry; The 

protein expression levels of AKT1, p-AKT1, Bax, Bcl-2, and cleaved Caspase-3 were detected using Western blotting. Results  A 

total of 39 active components were screened, and 171 intersection targets were obtained. The core components were quercetin, 
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stigmasterol, and kaempferol. The core targets were determined to be TP53, JUN, and AKT1 using the protein-protein interaction (PPI) 

network. GO analysis included 772 biological process (BP), 80 cellular component (CC), and 192 molecular function (MF) enrichment 

results, and KEGG analysis included 155 enriched pathways. Molecular docking showed that stigmasterol had the best binding stability 

with AKT1. Cell experiments demonstrated that stigmasterol could inhibit the growth of MDA-MB-231 cells and induce their 

apoptosis, and down-regulate the protein expression of p-AKT1/AKT1, up-regulate the protein expression of Bax/Bcl-2 and cleaved 

Caspase-3. Conclusion  The active component stigmasterol of Liuwei Dihuang Pills can inhibit the proliferation of MDA-MB-231 

cells and induce their apoptosis. The mechanism may be through regulating the PI3K/Akt signaling pathways. 

Key words: Liuwei Dihuang Pills; breast cancer; network pharmacology; molecular docking; cell experiments; stigmasterol 

 

乳腺癌是全球女性中发病率最高的恶性肿瘤，

2022 年全球新诊断癌症病例约 1 996 万，死亡病例

约 970 万，其中中国发病率和死亡率分别占比为

24.1%和 26.5%，位居首位，且乳腺癌占全球女性新

诊断癌症病例的 1/4 和癌症死亡病例的 1/6，严重威

胁女性身心健康[1]。新型抗癌药物层出不穷，却仍难

以实现乳腺癌的全面治愈，因此，以多学科研究制

定优化治疗策略，是乳腺癌治疗取得突破的关键所

在。传统中医药在肿瘤治疗中发挥着独特优势，已

成为中西医结合治疗方案中的重要组成部分，随着

临床研究的不断深入，中医药在延长生存时间、增

强机体免疫力、减轻不良反应、防治复发转移等方

面取得了显著成果[2-4]。《乳腺癌中西医结合诊疗共

识》《乳腺癌中西医结合诊疗指南》也提及对于早期

巩固康复治疗的乳腺癌患者，中医辨证为肝肾阴

虚，可予以六味地黄丸加减治疗。六味地黄丸作为

滋补肝肾的常用基础方由熟地黄、酒萸肉、牡丹皮、

山药、茯苓、泽泻 6 味中药组成，临床研究和动物实

验都提示其对肝癌、卵巢癌等有较好的治疗效果[5-7]。

既往也有六味地黄丸对乳腺癌的研究，但缺乏系统

性的分析。网络药理学通过从整体和系统生物学的

角度出发，分析药物与疾病之间的分子相互作用模

式，因而被普遍应用于识别活性成分和揭示中医药

的整体作用机制[8-9]。 

本研究主要利用网络药理学方法筛选六味地黄

丸用于治疗乳腺癌的潜在靶点，并通过体外细胞实

验验证并探讨六味地黄丸作用乳腺癌的可能机制，

为六味地黄丸临床辅助治疗乳腺癌提供理论基础。 

1  材料 

1.1  细胞和试剂 

MDA-MB-231（（人乳腺癌细胞株）购自于武汉

普诺赛生命科技有限公司。豆甾醇（货号：HY-

NO131S1 ， 质 量 分 数 ： 98.48% ， 购 自 美 国

MedChemExpress 公司）；RPMI 1640 培养基（（美国

Gibco 公司；货号：11875093）胎牛血清（以色列

Biological Industries 公司；货号：04-001-lACS）；

CCK-8 试剂盒（（大连美仑生物技术有限公司，货号：

MA0218-2-Oct-11F）；cleaved-Caspase 3、p-丝氨酸/

苏氨酸激酶 1（（AKT1）单克隆抗体（（武汉三鹰生物

技术有限公司，货号：25128-1-AP、66444-1-lg）；

AKT1、B 细胞淋巴瘤 2（（Bcl-2）、兔抗 Bax 单克隆

抗体（杭州华安生物技术有限公司，货号：

HA721364、M1206-4、ET1603-34）；β-actin 单克隆

抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，货号：

4967S）；Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒（（美国 BD

公司，货号：556547）。 

1.2  仪器 

SpectraMax i3x 酶标仪（（美国 Molecular Devices

公司）；CytoFLEXS 流式细胞仪（美国 Beckman 

Coulter 公司）；LD5-10B 冷冻高速离心机（安徽中

科中佳科学仪器有限公司）；Tanon VE-180 电泳仪

（（上海天能科技有限公司）；Tanon 5200 化学发光成

像仪（上海培清科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学 

2.1.1  六味地黄丸的活性成分及靶点筛选  通过中

药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP ，

http://lsp.nwu.edu. cn/tcmsp.php，Version 2.3）检索六味

地黄丸组方中药有效活性成分，筛选条件为口服生物

利用度（OB）≥30%，类药性（DL）≥0.18。经过

筛选，对符合条件的活性成分进行整理，再通过

Uniprot（https://www.uniprot.org/）数据库进行靶点

匹配。 

2.1.2  乳腺癌靶点的获取  以（“breast cancer”为关

键词，通过检索 Genecards（https://www.genecards. 

org/，Relevance score＞10）、OMIM（（https://omim.org/ 

search/advanced/geneMap）、TTD（（https://db.idrblab. 

net/ttd/）和 DisGeNet（（https://disgenet.com/）数据库，

获得乳腺癌的疾病靶点。并将得到的靶点进行合并

去重后得到唯一的靶点。 
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2.1.3  构建“药物 -成分 -靶点”网络图   通过

Venny2.1.0 对药物和疾病靶点取交集。利用 Excel 表

格将得到的交集靶点与中药有效成分一一对应。利

用 Cytoscape 3.9.1 以药物、成分和相关靶点为节点，

构建“药物-成分-靶点”网络。 

2.1.4  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   运用 DAVID

（https://david.ncifcrf.gov/home.jsp）在线数据库，进

行 GO 和 KEGG 富集分析，GO 分析包括生物过程

（BP）、分子功能（MF）和细胞组成（CC）3 个方

面，KEGG 主要为通路富集分析，并利用微生信-在

线生物信息分析进行可视化分析。 

2.1.5  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图的构

建  在 STRING 数据库（https://cn.string-db.org/）

中，Organisms 设置为（“Homo sapiens”，构建 PPI 网

络图。并在 Cytoscape3.9.1 中根据度（（degree）值筛

选核心靶点。 

2.1.6  分子对接  将六味地黄丸关键活性成分与

关 键 靶 点 的 三 维 结 构 分 别 从 Pubchem

（（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）和 Protein Data 

Bank（（PDB，http://www.rcsb.org）数据库下载。利

用 Autodock Vina（（1.5.6）进行分子对接，PyMOL 进

行可视化。 

2.2  体外细胞实验 

2.2.1  细胞培养  在 37 ℃、5% CO2培养箱中，采

用 RPMI 1640 培养基培养 MDA-MB-231 细胞，待

细胞进入对数生长期后，选取该时期的细胞用于后

续各项实验研究。 

2.2.2  CCK-8 法检测细胞活力  取对数生长期的

MDA-MB-231 细胞，以每孔 4×103 个细胞接种于

96 孔板内培养 24 h，加入不同质量浓度（（0、5、10、

20、40、80、160 μg·mL−1）的豆甾醇[10-12]，分别作

用 24、48 h。并加入 CCK-8 溶液，避光孵育 2 h，于

450 nm 波长下检测吸光度（A）值，计算细胞活力。 

2.2.3  Trannswell 实验检测细胞侵袭  将 Matrigel

胶按比例稀释后铺于 Transwell 上室，37 ℃孵育使

其凝固，同时将对数期细胞用无血清培养基饥饿处

理，用不同质量浓度（（0、20、40、80 μg·mL−1）的

豆甾醇处理 24 h，消化收集细胞，取 200 μL 细胞悬

液加入上室，下室加入含 10%～20%胎牛血清的培

养基，37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 24 h，用磷酸

盐缓冲液（PBS）洗涤小室，棉签轻轻擦去上室未

侵袭细胞，4%多聚甲醛固定 30 min，结晶紫染色 15 

min，显微镜下拍照计数。 

2.2.4  平板克隆检测细胞增殖   取对数生长期

MDA-MB-231 细胞，消化后计数，以每孔 1×103个

细胞接种于 6 孔板，37 ℃、5% CO2 培养，用不同

质量浓度（0、20、40、80 μg·mL−1）的豆甾醇处理

24 h。待细胞形成克隆后，用 4%多聚甲醛固定 10 

min，0.1%结晶紫染色 10 min，拍照观察并比较各

组克隆形成的差异。 

2.2.5  流式细胞术检测细胞凋亡  取对数期 MDA-

MB-231 细胞，消化计数后以每孔 5×105 个接种于

6 孔板，经不同质量浓度（（0、20、40、80 μg·mL−1）

的豆甾醇处理 24 h 后收集细胞。1 000 r·min−1 离心

5 min，沉淀用预冷 PBS 洗 2 次，加 Binding Buffer

重悬。取 100 μL 细胞悬液加流式管，加 Annexin V-

FITC 和 PI各 5 μL，孵育 15 min，再加 400 μL Binding 

Buffer，1 h 内上机检测。 

2.2.6  划痕实验检测细胞迁移能力   取对数期

MDA-MB-231 细胞以每孔 5×105个接种至 6 孔板，

培养 24 h 至细胞汇合度约 90%时，用无菌枪头在细

胞层上均匀划痕，然后分别加入不同质量浓度（（0、

20、40、80 μg·mL−1）的豆甾醇处理。在培养 12、

24 h 时拍照。 

2.2.7  Western blotting 法检测蛋白的表达  取对数

期 MDA-MB-231 细胞，按每孔 5×105 个接种于 6

孔板，培养至 70%～80%融合后，以不同质量浓度

（（0、20、40、80 μg·mL−1）的豆甾醇处理 24 h 收集

细胞蛋白，经 SDS-PAGE 电泳分离后，300 mA 冰

浴转膜 1 h 至 PVDF 膜。TBST 洗膜，5%脱脂奶粉

室温封闭 1 h，依次加入 1∶1 000 一抗 4 ℃孵育过

夜、1∶5 000～1∶10 000 二抗室温孵育 1 h，显影

成像。 

2.3  统计学方法 

使用 Image J 软件处理得到的图片，GraphPad 

Prism 10.5.0 对所获取的数据进行统计学分析并绘

图，数据结果以 x s 表示，所有实验均重复 3 次

以上，两组间比较采用 t 检验，多组比较采用单因

素方差分析，P＜0.05 表示有统计学意义。 

3  结果   

3.1  “药物-成分-靶点”网络分析 

通过 TCMSP 检索获取符合条件的活性成分

528 个，去重后得到 39 个，与 Uniprot 数据库进行

匹配后，得到 528 个靶点，去重后得到 207 个。以

（“breast cancer”为关键词，通过 Genecards 等数据库
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检索并对检索后的靶点进行整理去重后，最终获得

7 494 个乳腺癌相关靶点。 

基于 Venny 2.1.0 得到 171 个“药物-疾病”交集

靶点（图 1-A）。基于 Cytoscape3.9.1 构建“药物-成

分-靶点”网络图（（图 1-B），219 个节点，218 个边。

根据 degree 值可确定槲皮素、山柰酚、豆甾醇是六

味地黄丸治疗乳腺癌的 3 种关键活性成分。 

3.2  GO 和 KEGG 通路富集分析 

对药物-疾病交集靶点进行富集分析，GO 富集

分析显示交集靶点主要富集的 BP 包括对基因表达

的正向调控（positive regulation of gene expression）、

DNA 模板转录的正向调节（positive regulation of 

DNA-templated transcription）、对外源刺激的反应

（response to xenobiotic stimulus）、低氧反应（response 

to hypoxia）等；CC 包括细胞外空间（extracellular 

space）、胞质（cytosol）、核浆（nucleoplasm）、蛋白

质复合物（protein-containing complex）等；MF 功能

包括酶结合（enzyme binding）、相同蛋白结合

（identical protein binding）、蛋白质同源二聚化活性

（protein homodimerization activity）、核受体活性

（nuclear receptor activity）、DNA 结合转录因子活性

（DNA-binding transcription factor activity）等。KEGG

富集分析显示交集靶点主要富集在 PI3K-Akt、AGE-

RAGE、MAPK 等信号通路。见图 2。 

 

图 1  六味地黄丸与乳腺癌的交集靶点 (A) 和“药物-成分-靶点”网络图 (B) 

Fig. 1  Intersection targets of Liuwei Dihuang Pills and breast cancer (A) and “drug-component-target” network diagram (B) 

 

图 2  GO (A) 和 KEGG (B) 功能富集分析 

Fig. 2  GO (A) and KEGG (B) functional enrichment analysis 

 

.  
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3.3  PPI 网络分析 

利用 STRING 数据库构建交集基因的 PPI网络

图，并通过 Cytoscape 3.9.1 对 PPI 网络进行可视化，

利用 CytoHubba 插件筛选 degree 值排名前 3 位的

靶点依次为 TP53、JUN 及 AKT1。见图 3。 

3.4  分子对接结果 

利用 Autodock1.5.6 将 3 个核心成分分别与 3

个核心靶点 TP53、JUN、AKT1 进行分子对接，绘

制对接能量热图（（图 4-A）。分子对接反映的是受体

蛋白和配体结合构象的稳定性，当结合能低于

−29.26 kJ·mol−1 时，表明配体与蛋白具有强烈的结

合活性[13]。结果显示，AKT1 与豆甾醇的对接能量为

−47.23 kJ·mol−1最低，说明两者结合活性最强。运用

PyMol 将豆甾醇与 AKT1 可视化（图 4-B）。因此选

择活性成分豆甾醇和AKT1进行体外细胞实验验证。 

3.5  豆甾醇对乳腺癌细胞存活率的影响 

CCK-8 法检测豆甾醇对 MDA-MB-231 细胞的

存活率的影响，不同浓度（（5、10、20、40、80、160 

μg·mL−1）豆甾醇分别作用 24、48 h 后均可抑制

MDA-MB-231 细胞的活力（（P＜0.01），随着质量浓

度的增加和时间的延长细胞数量显著减少，存活率

显著降低（P＜0.01），说明豆甾醇可以抑制乳腺癌

细胞的增殖。豆甾醇作用 24、48 h 的 MDA-MB-231

的 IC50 分别为 31.78、19.03 μg·mL−1。见图 5。因此，

选用 20、40、80 μg·mL−1 作为豆甾醇低、中、高质

量浓度进行后续实验。 

3.6  豆甾醇对乳腺癌细胞侵袭的影响 

Transwell 实验结果显示，MDA-MB-231 细胞

经不同质量浓度（（20、40、80 μg·mL−1）豆甾醇处理

后，与对照组相比，各组 MDA-MB-231 细胞侵袭数

均显著降低（P＜0.01），说明豆甾醇能抑制 MDA-

MB-231 细胞的侵袭。见图 6。 

3.7  豆甾醇对乳腺癌细胞增殖的影响 

平板克隆结果显示，MDA-MB-231 细胞经不同

质量浓度（20、40、80 μg·mL−1）豆甾醇处理 24 h 后，

与对照组相比，不同质量浓度（20、40、80 μg·mL−1）

豆甾醇组平板中的细胞克隆数随药物质量浓度增

加而逐渐减少（（P＜0.01、0.001），说明豆甾醇能抑

制 MDA-MB-231 细胞增殖。见图 7。 

3.8  豆甾醇对乳腺癌细胞凋亡的影响 

流式细胞检测显示，MDA-MB-231 细胞经不同

质量浓度（（20、40、80 μg·mL−1）豆甾醇处理后，与 

 

图 3  交集靶点 PPI 网络图 (A) 和可视化 (B)  

Fig. 3  Intersection target PPI network (A) and visualization (B) 

 

图 4  分子对接能量热图 (A) 与可视化分析 (B) 

Fig. 4  Molecular docking energy heat map (A) and visualization analysis (B) 
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与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 5  豆甾醇对乳腺癌细胞活力的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 5  Effect of stigmasterol on breast cancer cell viability ( ±s, n＝3) 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 6  豆甾醇抑制 MDA-MB-231 细胞侵袭能力 (×200, ±s, n＝3) 

Fig. 6  Stigmasterol inhibits the invasive ability of MDA-MB-231 cells (×200, ±s, n＝3) 

 

与对照组相比：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P＜0.001 vs control group. 

图 7  豆甾醇抑制 MDA-MB-231 细胞增殖能力 (×40, ±s, n＝3) 

Fig. 7  Sterol inhibits proliferation ability of MDA-MB-231 cells (×40, ±s, n＝3) 

对照组相比，豆甾醇各剂量组细胞凋亡率随药物质

量浓度增加而逐渐上升（（P＜0.05、0.01）。说明豆甾

醇可诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡，且具有剂量相

关性。见图 8。 

3.9  豆甾醇对乳腺癌细胞迁移的影响 

划痕实验结果显示，MDA-MB-231 细胞经不同

质量浓度（20、40、80 μg·mL−1）豆甾醇处理后，与

对照组相比，在 12、24 h 后均可抑制 MDA-MB-231

细胞的横向迁移，且具有剂量相关性，表明豆甾醇对

MDA-MB-231 细胞的横向迁移能力的抑制作用随着

药物质量浓度的增加和时间的延长而增强（P＜

0.01）。见图 9。 

3.10  豆甾醇对乳腺癌细胞中PI3K-Akt通路表达的影响 

Western blotting 结果显示，MDA-MB-231 细胞

经不同质量浓度（（20、40、80 μg·mL−1）豆甾醇处理

后，AKT1 蛋白表达水平未发生变化，40、80 μg·mL−1

组 p-AKT1/AKT1 均下调（（P＜0.01、0.001），Bax/Bcl-

2 及 cleaved-Caspase3/β-actin 表达量上调（（P＜0.01、

0.001），表明豆甾醇可能通过调控 Akt 活性、激活

凋亡蛋白发挥潜在抗肿瘤作用。见图 10。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 8  豆甾醇诱导 MDA-MB-231 细胞的凋亡 ( ±s, n＝3) 

Fig. 8  Stigmasterol-induced apoptosis in MDA-MB-231 cells ( ±s, n＝3)

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 9  豆甾醇抑制 MDA-MB-231 细胞的迁移 (×200, ±s, n＝3) 

Fig. 9  Stigmasterol inhibits the migration of MDA-MB-231 cells (×200, ±s, n＝3)

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P＜0.001 vs control group. 

图 10  豆甾醇对 MDA-MB-231 细胞中 p-AKT1/AKT1、Bax/Bcl2、cleaved-Caspase3/β-actin 蛋白表达的影响( ±s, n＝3) 

Fig. 10  Effect of stigmasterol on p-AKT1/AKT1, Bax/Bcl2 and cleave-caspase3 /β-actin in MDA-MB-231 cells Effects on 

protein expression ( ±s, n＝3)
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4  讨论 

乳腺癌在古代常被称为（“乳岩”“乳核”“乳石

痈”（“妒乳”等，其发病与肝气郁结、气血亏虚、冲

任失调以及热毒痰凝有关[14]。中药能够通过多途

径、多靶点来延缓或控制肿瘤细胞的生长增殖，包

括抑制肿瘤生长的信号通路，改善肿瘤生长的微环

境等[15-16]。 

本研究通过分析获得六味地黄丸的 3个主要活

性成分，分别为槲皮素、山柰酚及豆甾醇。有研究

表明，槲皮素可通过抑制 MCF-7 细胞 AKT1/β-

Catenin 信号通路，促进乳腺癌细胞凋亡[17]；其次，

山柰酚可能通过调控 Notch1、cleaved Caspase-3 蛋

白表达，从而抑制乳腺癌 SK-BR-3 细胞增殖，并诱

导其发生凋亡[18]；最后，豆甾醇可降低乳腺癌 MCF-

7 细胞 Bcl-2 和 BCL-XL 基因的表达，诱导细胞凋

亡，降低细胞增殖[19]。说明六味地黄丸 3 种主要活

性成分有助于乳腺癌的缓解和治疗。 

药物-疾病交集靶点 PPI 网络提示 TP53、JUN、

AKT1 是最重要的靶点。TP53 是位于人类 17 号染

色体短臂 17p13.1 区域的抑癌基因，在炎症性乳腺

癌中 TP53 突变显著富集，尤其是在人表皮生长因

子受体-2（HER2+）和激素受体阳性（HR+）2 种

亚型中；同时，突变也导致了肿瘤细胞转移活性增

加[20-21]。JUN 基因是 AP-1 转录因子亚单位，其缺失

可能增强 PI3K/Akt 信号，进而增加 PTEN 缺失前列

腺癌的进展；此外还可导致免疫细胞吸引减少，加速

肿瘤的生长[22]。AKT1 是一种属于 AGC 家族的丝氨

酸/苏氨酸激酶，可磷酸化 ME2fl 增强体内外肿瘤细

胞的糖酵解能力，为肿瘤生长提供了有利条件[23]。 

KEGG 分析发现（“药物-疾病”交集靶点主要富

集在 PI3K-Akt、AGE-RAGE、MAPK 等信号通路，

且分子对接发现，豆甾醇与 AKT1 的结合能显著低

于其他配体，表明两者结合最牢固。由此推断，豆

甾醇可能是作用于 PI3K/Akt 信号通路进而抑制

MDA-MB-231 细胞的增殖、侵袭和迁移。p-AKT1

作为 AKT1 的活化形式，可作为乳腺癌 2 种亚型

HR+和 HER2+的不良预后指标，也能够增强曲妥珠

单抗的治疗效果，甚至能克服部分耐药性[24]。同时

有研究发现，活化的 Akt1 通过上调 FBXO6 增强

U87 细胞的增殖、侵袭及抗凋亡能力；而抑制 AKT1

磷酸化可显著增加 Bax、减少 Bcl-2 的表达，诱导

胃癌细胞凋亡并降低肺转移[25-26]。本研究体外细胞

实验发现豆甾醇可抑制 p-AKT1 及 Bcl-2 蛋白的表

达，并促进 Bax、cleaved-caspase3 蛋白的表达。因

此，豆甾醇可能通过调控乳腺癌 PI3K/Akt 信号通路

抑制细胞增殖和促进凋亡。 

本研究基于网络药理学方法筛选出了六味地

黄丸治疗乳腺癌的活性成分及靶点，并利用分子对

接预测了药物活性成分与核心靶点的结合稳定性，

之后又通过体外细胞实验进一步验证了药物核心

活性成分可能通过 PI3K/Akt 通路发挥抗乳腺癌作

用。但本研究仅只关注了单一活性成分，忽视了中

药复方多成分、多靶点的协同作用，且细胞实验缺

乏体内代谢过程，未考察评估其药动学、生物利用

度等。下一步将采用动物实验，对复方成分及其余

的关键靶点进行分析和验证，以期为开发出治疗乳

腺癌的药物提供理论基础。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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