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基于网络药理学结合实验验证探讨钩吻素子抗胃癌的分子机制  
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摘  要：目的  采用网络药理学与体外细胞实验相结合的策略，系统探讨钩吻素子发挥抗胃癌效应的潜在分子机制。方法  

通过 GeneCards 数据库获取胃癌相关疾病靶点；利用 Pharmmapper、SwissTargetPrediction 及 TargetNet 平台预测钩吻素子的

潜在作用靶点；借助 STRING 数据库构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络，并进行基因本体（GO）和京都基因与基因

组百科全书（KEGG）富集分析；使用 Cytoscape 构建“成分-疾病-靶点-通路”可视化网络；通过分子对接与分子动力学模

拟对核心靶点进行初步验证。同时采用 CCK-8 法、Annexin V FITC/PI 双染流式细胞术及 Western blotting 实验对预测结果开

展体外验证。结果  共筛选得到钩吻素子相关靶点 176 个、胃癌疾病靶点 5 535 个，二者交集靶点 106 个；核心靶点包括：

丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）-细胞外调节蛋白激酶 2（ERK2）、生长因子受体结合蛋白 2（GRB2）、丝裂原活化蛋白

激酶激酶 1（MAP2K1）-丝裂原/细胞外信号调节激酶激酶 1（MEK1）、糖原合成激酶 3β（GSK3B）、丝裂原活化蛋白激酶

14（MAPK14）-p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38）、肝细胞生长因子受体（MET）、酪氨酸蛋白激酶 JAK2-JAK2 等。分子对

接结果显示钩吻素子与MAPK1、MAP2K1、MAPK14等靶点具有较强结合亲和力，分子动力学模拟证实钩吻素子可与MAPK1

形成稳定复合物。细胞实验表明，不同浓度钩吻素子作用 MGC-803 细胞 24 h 后，与对照组相比，细胞活力呈浓度相关性下

降，差异具有统计学意义；细胞凋亡率随给药浓度升高而显著上升；钩吻素子可明显下调 p-ERK1/2 表达并上调 p-p38 表达

水平。结论  钩吻素子通过多靶点、多通路协同发挥抗胃癌作用。体外实验证实其能够抑制胃癌 MGC-803 细胞增殖，并促

进细胞凋亡，调控 MAPK 信号通路是其发挥抗肿瘤作用的重要潜在机制之一。 
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Abstract: Objective  To explore the potential mechanism of koumine against gastric cancer combined network pharmacology and in 

vitro cell experiments. Methods  Gastric cancer-related targets were retrieved from the GeneCards database. The potential targets of 

koumine were predicted using Pharmmapper, SwissTargetPrediction and TargetNet. The protein-protein interaction (PPI) network was 

constructed via STRING, followed by GO and KEGG enrichment analyses. The “component-disease-target-pathway” network was 

visualized by Cytoscape, and key targets were preliminarily verified by molecular docking and molecular dynamics simulation. In 

addition, CCK-8 assay, Annexin V-FITC/PI flow cytometry and Western blotting were performed to validate the bioinformatic 

predictions. Results  A total of 176 koumine-related targets and 5 535 gastric cancer-related targets were screened, among which 106 
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overlapping targets were identified. The core targets included MAPK1 (ERK2), GRB2, MAP2K1 (MEK1), GSK3B, MAPK14 (p38), 

MET, JAK2, etc. Molecular docking showed that koumine had strong binding affinity with MAPK1, MAP2K1 and MAPK14, and 

molecular dynamics simulation confirmed that koumine could form a stable complex with MAPK1. Cell experiments demonstrated 

that after treatment with different concentrations of koumine for 24 h, the viability of MGC-803 cells was decreased in a concentration-

dependent manner, and the apoptosis rate was significantly increased. Meanwhile, koumine obviously down-regulated the expression 

of p-ERK1/2 and up-regulated the expression of p-p38. Conclusion  Koumine exerts anti-gastric cancer effects through multiple 

targets and signaling pathways. In vitro experiments confirmed that koumine inhibits the proliferation and promotes the apoptosis of 

gastric cancer MGC-803 cells, and the regulation of the MAPK signaling pathway serves as one of its key underlying mechanisms. 

Key words: koumine; gastric cancer; network pharmacology; molecular docking; MAPK signaling pathway 

  

胃癌在全球范围内位居恶性肿瘤发病率第 5

位，每年新发病例超百万，死亡病例约 80 万，在全

球肿瘤疾病负担中占据重要地位[1-2]。当前晚期胃癌

的治疗手段主要包括新辅助放化疗、常规化疗、靶

向治疗及免疫治疗等[3]。然而，现有临床方案普遍

存在疗效有限、不良反应明显以及耐药性频发等问

题，导致患者依从性下降，直接影响整体治疗效果[4]。

细胞毒性化疗药物易引发较为严重的不良反应，而

靶向与免疫治疗则受限于肿瘤异质性、免疫逃逸及

个体疗效差异等挑战[5-6]。上述临床局限凸显了研发

新型、高效、低毒的胃癌治疗药物的迫切需求。 

天然药用植物提取物是抗肿瘤新药发现的重

要宝库。紫杉醇、长春碱、长春新碱等经典药物均

来源于植物活性成分，其临床应用充分证明了天然

产物在肿瘤治疗中的重要价值，不仅抗肿瘤活性明

确，安全性与耐受性也相对可控[7-10]。钩吻为马钱科

钩吻属植物胡蔓藤的全草[11]，在传统医学中应用历

史悠久，常用于肿瘤、炎症及神经性疼痛等疾病的

治疗[12-14]。植物化学研究表明，钩吻主要药效成分

为生物碱类化合物，具有抗肿瘤、免疫调节、镇痛

等多种药理活性[15]。在已分离鉴定的百余种钩吻生

物碱中，钩吻素子含量约占总生物碱的 30%，生物

活性突出[16-17]。前期临床前研究已证实，钩吻素子在

体内外模型中均对胃癌细胞具有明显的增殖抑制作

用[18-21]。但目前其抗胃癌的具体分子机制尚未完全

阐明，一定程度上限制了其进一步开发与临床转化。 

网络药理学作为系统生物学的重要研究手段，

通过对多组分、多靶点、多通路的相互作用进行整

合分析，能够系统揭示中药及天然产物的整体调控

特点，与中医药整体观高度契合[22-23]。本研究整合

网络药理学、分子对接、分子动力学模拟与体外细

胞功能实验，系统探究钩吻素子抗胃癌的分子机

制，为阐明其作用靶点与信号通路提供新的研究思

路与实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人胃癌 MGC-803 细胞株购自瑟欧生物有限公

司，细胞冻存于−80 ℃超低温冰箱，实验前复苏并

传代培养。 

1.2  主要试剂与抗体 

1.2.1  主要试剂  钩吻素子（（质量分数 99.47%，上

海彩迩文生化科技有限公司，批号 WS-KMY-B741）；

胰蛋白酶 EDTA 消化液、RPMI 1640 培养基（（美国

赛默飞世尔科技公司，批号 2277235、8121595）；

青霉素-链霉素双抗（（北京兰杰柯科技有限公司，批

号 21083589）；磷酸盐缓冲液（（PBS，美国思拓凡

全球生命科学公司，批号 AB10136405）；胎牛血清

（杭州四季青生物工程有限公司，批号 21100702）；

CCK-8、Annexin V FITC/PI 凋亡检测试剂盒（（上海

碧云天生物技术有限公司，批号 031921211102、

051221211111）；BCA 蛋白定量试剂盒、5×SDS 

PAGE 上样缓冲液（福州飞净生物科技有限公司，

批号 20211205、20211203）；RIPA 强裂解液、PMSF 

100 mmol·L−1、磷酸酶抑制剂混合物 A、超敏 ECL

发光试剂盒、彩色蛋白 Marker、QuickBlock 封闭液、

Western 快速转膜液、Western 二抗稀释液（（上海碧

云天生物技术有限公司，批号 090121211229、

120721211228、 081321211216、 071421211222、

080221211213、 061021211215、 091021211230、

072921211216）。 

1.2.2  主要抗体  甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）、Phospho p38 

MAPK、细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）、Phospho 

ERK1/ERK2、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、B 细胞淋

巴瘤-2（Bcl-2）、HRP 标记山羊抗兔 IgG、HRP 标

记山羊抗小鼠 IgG（上海碧云天生物技术有限公司，

批号 052521211130、121620211208、031221220128、

101921220128 、 043021211231 、 062421220114 、
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101221211125、070921220104、070921211203）。 

1.3  主要仪器 

SW-CJ-1D 生物超净工作台（中国尚光生物有

限公司）；HF151 CO2恒温培养箱（中国力康生物

医疗科技控股有限公司）；Legend Micro 21R 超速

低温离心机（（美国赛默飞世尔科技公司）；CP114 电

子天平（美国奥豪斯公司）；DHG-9070 电热恒温

鼓风干燥箱（（上海精宏公司）；HSC-12A 恒温水浴

箱（（中国俊思电子有限公司）；5430 型低速离心机

（（德国艾本德公司）；TY-80 水平摇床（（金坛医疗仪

器厂）；ECLIPSE E100 光学显微镜（日本尼康公

司）；BD-226W 4 ℃冰箱（中国集团海尔公司）；

MDF-U53V 立式−80 ℃超低温冰箱（日本三洋公

司）；EIIx3 Milli Q 超纯水系统（（德国默克公司）；

geldoc XR＋化学发光成像仪（（美国伯乐公司）；i3x

多功能酶标仪（（美国美谷分子仪器公司）；Quanteon

流式细胞仪（美国安捷伦公司）。 

2  方法 

2.1  钩吻素子抗胃癌潜在靶点筛选 

从 PubChem 数据库获取钩吻素子结构信息，

分别使用 Pharmmapper、SwissTargetPrediction 及

TargetNet 平台进行靶点预测[24-26]，合并结果并去

除重复项。通过 Uniprot 数据库对靶点名称进行标

准化校正，限定物种为人类，最终得到钩吻素子潜

在作用靶点。以“gastric cancer”“stomach neoplasms”

为关键词在Genecards数据库检索胃癌相关疾病靶

点[27]。将药物靶点与疾病靶点取交集，利用 R 4.1.1

绘制 Venn 图，获得钩吻素子抗胃癌潜在共同靶点。 

2.2  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建与

核心靶点分析 

将交集靶点导入 STRING 数据库[28]，物种设为

Homo sapiens，置信度设置为高置信度（0.700），

构建 PPI 网络。利用 Cytohubba 插件根据节点度

（degree）值筛选核心靶点，并通过 Cytoscape 3.7.2

绘制核心靶点互作网络图。 

2.3  基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）富集分析 

将潜在靶点导入 STRING 平台，以 FDR＜0.05

为筛选条件，进行生物学过程（（BP）、细胞组分（（CC）、

分子功能（MF）的 GO 富集分析及 KEGG 通路富

集分析，明确靶点主要功能与富集通路。 

2.4  “成分-疾病-靶点-通路”的网络构建 

以钩吻素子、胃癌、靶点及关键通路为节点，

利用 Cytoscape 构建可视化调控网络，分析拓扑参

数以识别核心靶点与关键通路。 

2.5  分子对接 

钩吻素子的 3D 结构通过 PubChem 数据库获

取，获取后采用 Chem3D 软件对其进行 MMFF94 力

场优化，以确保小分子结构的稳定性与合理性，为

后续对接实验奠定基础。使用 AutodockTools 1.5.6

软件在 PMV（Python Molecular Viewer）界面中打

开优化后的钩吻素子结构，依次完成加氢、电荷分

配、配体 root 位点检测、可旋转键的搜寻与定义等

操作，所有预处理步骤完成后，将配体保存为 pdbqt

格式文件，用于后续对接分析。X 射线晶体学是目

前解析蛋白质三维结构最常用、最可靠的方法之

一，该方法通过测定蛋白质晶体中电子密度的空间

分布特征，可在一定分辨率范围内精准解析出蛋白

质分子中所有原子的三维坐标信息。RCSB Protein 

Data Bank（https://www.rcsb.org/）是专门存储蛋白

质和核酸分子结构的权威数据库，该数据库中收录

的大部分蛋白质结构均通过 X 射线晶体学方法测

定获得。 

本研究中分子对接所用蛋白的三维结构均从

上述 RCSB PDB 数据库下载获取，对接靶点的筛选

依据（“成分-疾病-靶点-通路”网络图确定：优先选

取网络图中 degree 值较高的核心靶点，同时剔除该

数据库中不存在原配体的蛋白靶点，且优先选用分辨

率＜3 Å（（1 Å＝0.1 nm）的蛋白晶体，以保证对接结

果的准确性。经严格筛选后，最终确定 MAPK1、

MAP2K1、GSK3B、MAPK14、MET、JAK2 这 6 种

蛋白作为本次分子对接的受体蛋白。受体蛋白的预

处理步骤如下：采用 pymol 软件移除蛋白配体复合

物中的原配体及冗余水分子，将处理后的蛋白导入

AutodockTools 1.5.6 软件的 PMV 界面，依次完成添

加所有氢原子、计算 Gasteiger 电荷、合并非极性氢

等操作，完成后将其定义为对接受体，并保存为

pdbqt 格式文件。分子对接参数设置：根据配体小分

子的空间位置，精准确定 Autodock Vina 分子对接

的坐标范围及盒子大小，其余对接参数均采用软件

默认设置。采用 Autodock Vina 1.1.2 版本软件进行

半柔性对接实验，每对配体-受体对接均会产生 9 种

不同的构象，选取结合能最低（（结合能力最强）的

构象作为最终对接构象，用于后续对接结合模式的

分析，并用 pymol 软件绘制对接构象图，直观展示

配体与受体的结合状态。 
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2.6  分子动力学模拟 

为进一步明确钩吻素子与预测核心靶点之间

对接结合的稳定性，本研究对筛选出的蛋白质-配体

结合物进行了 100 ns 的分子动力学模拟分析。 

采用 GROMACS 2020 软件完成，该软件借助

NVIDIA RTX 2060 GPU 进行加速运算，运行于

Linux Ubuntu 20.04 操作系统，由 AMD R5 3600 CPU

提供驱动支持，确保模拟过程的高效性与稳定性。

蛋白质的拓扑结构通过 Charmm36[30]力场生成，配

体（（钩吻素子）的拓扑结构及分子动力学模拟所需

的相关参数则通过 CGenFF[31] （ https://cgenff. 

umaryland.edu/）软件构建获得，该软件可通过自动

化方式完成原子分型、参数分配及电荷计算，保障

配体拓扑结构的合理性。 

模拟系统的构建流程如下：将蛋白质-配体复合

物置于 TIP3P 水模型中进行溶解，为维持系统的电中

性，加入适当浓度的 Na
＋
和 Cl−进行中和处理。采用

最陡下降算法对每个模拟系统进行能量最小化处理，

设置最大步长为 50 000，力的阈值为 10.0 kJ·mol−1，

以消除系统内的不合理作用力，确保系统处于能量

稳定状态。模拟过程分为加热、平衡和生产运行 3

个阶段：加热阶段（温度 300 K），对每个系统的

受体蛋白和配体分子施加位置约束，约束时间持续

100 ps，采用 NVT 系综（（固定原子数、体积和温度），

选用蛙跳算法（时间步长设为 2 fs）及 P-LINCS[32]

整体约束，确保系统温度平稳升至设定值；平衡

阶段，采用 NPT 系综（固定原子数、压力和温度），

在 300 K 条件下持续平衡 100 ps，时间步长仍为

2 fs，使系统的压力和密度达到稳定状态；能量最

小化和系统平衡完成后，进行无约束的 100 ns 分

子动力学生产运行，时间步长为 2 fs，每 10 ps 存

储 1 次系统结构坐标，用于后续动力学特征分析。

100 ns 分子动力学模拟完成后，对获取的轨迹文

件进行动力学特征分析，主要包括均方根偏差

（RMSD）和均方根涨落（RMSF）分析，通过将钩

吻素子-受体结合物的动力学特征与原始配体-受

体复合物进行对比，进一步验证钩吻素子与核心

靶点结合的稳定性。 

2.7  主要试剂配制 

2.7.1  完全培养基  按 RPMI 1640∶胎牛血清∶双

抗＝100∶10∶1的比例配制，混匀后 4 ℃冷藏保存。 

2.7.2  钩吻素子储备液  精密称取钩吻素子粉末，

以 0.9%氯化钠溶液配制成 20 mg·mL−1 储备液，pH

值调至 7.2，室温保存，避光。实验时用完全培养基

稀释至所需浓度。 

2.8  细胞培养 

MGC 803 细胞置于完全培养基中，在 37 ℃、

5% CO2饱和湿度条件下培养并常规传代。 

2.9  CCK-8 检测细胞增殖 

取对数生长期细胞，以每毫升 5×104个的密度

接种于 96 孔板，设置实验组、对照组、空白组，每

组设 4 个平行样品，细胞培养 24 h 贴壁后，用移液

枪缓慢吸出 96 孔板中的培养液，实验组加入不同

浓度钩吻素子（（200、300、400、600、800 μg·mL−1）

含培养基溶液，每孔 100 μL；对照组（（有细胞）加

100 μL 含有溶媒的培养基，空白组（（无细胞）加入

100 μL 含有溶媒的培养基。继续培养 24 h 后加入

10 μL 的 CCK-8 试剂，孵育 1 h 后，在 450 nm 处测

定吸光度（A）值。计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.10  流式细胞术检测凋亡 

将对数生长期的细胞接种于 6 孔板，恒温箱培

养 24 h 后，给予 200、400、800 μg·mL−1 钩吻素子

处理 24 h，收集细胞，取 1×105 个细胞于 1.5 mL 

EP 管中。按照凋亡试剂盒说明书进行 Annexin V 

FITC/PI 染色，流式细胞仪检测，FlowJo V10 软件

分析凋亡率。 

2.11  Western blotting 检测蛋白表达 

将 1×106个细胞接种于 6 孔板，常规培养 24 h

后，以 200、400、800 μg·mL−1 钩吻素子分别处理细

胞 24 h。收集上清置于 1.5 mL EP 管，1 000 r·min−1

离心 5 min，弃上清后用 PBS 洗涤细胞 2 次，同条

件再次离心并弃上清。每孔加入 150 μL 预冷蛋白

裂解液，冰上裂解 5 min，收集裂解物至 EP 管，

4 ℃、15 000 r·min−1 离心 20 min，取上清备用。采

用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度，蛋白样品与 5×

Loading Buffer 混匀后，100 ℃水浴煮沸 10 min 完

成变性。 

经 SDS-PAGE 电泳分离后，将蛋白转印至

PVDF 膜，用 QuickBlock 封闭液封闭 1 h。以 1×

TBST 洗涤 1 次，一抗加入 Bcl-2、Bax、p38、p-p38、

ERK1/2、p-ERK1/2（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。

TBST 洗涤 3 次后加入二抗溶液（（1∶1 000），室温

孵育 2 h，再次洗涤 3 次后，加特超敏 ECL 发光液

避光显影，使用 Photoshop 及 Image J 软件对曝光结

果进行分析处理。 
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2.12  数据统计 

实验数据以 x s （表示，采用 GraphPad Prism 

8.0.2 软件进行统计分析。两组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析，P＜0.05 为差异

具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  钩吻素子抗胃癌潜在靶点筛选 

从 PubChem 数据库中获取钩吻素子 3D 结构。

经多数据库预测及去重、ID 校正后得到 176 个潜在

靶点。Genecards 检索获得胃癌相关靶点 5 535 个。

获得两者交集靶点共 106 个（图 1）。 

3.2  PPI 网络与核心靶点分析 

106 个交集靶点构建的 PPI 网络中（图 2），

共 106 个节点、273 条边。Degree 值表示节点之间

连线的数量，degree 值越大表示其在网络中越重

要。根据自由度将网络中的核心靶点排序，选 

 

图 1  钩吻素子抗胃癌疾病靶点 Venn 图 

Fig. 1  Venn diagram of targets of koumine against gastric cancer 

 

图 2  钩吻素子抗胃癌潜在靶点 PPI 网络 

Fig. 2  PPI network of potential targets of koumine in anti-gastric cancer 
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degree 值前 10 的核心靶点生成 PPI 网络图（图

3），包括 MAPK1、HSP90AA1、GRB2、MAPK14、

PTPN11 、 JAK2 、 PRKACA 、 LCK 、 JAK1 、

HSP90AB1。 

3.3  GO 富集分析 

GO 富集结果显示，BP 主要集中在细胞过程、

生物学调控、应激反应、代谢细胞过程、细胞调控

等条目；CC 主要涉及内区域、细胞器、细胞质、细

胞核等；MF 以蛋白结合、离子结合、催化活性、小

分子结合等为主。见图 4。 

3.4  KEGG 通路富集分析 

KEGG 分析显示靶点显著富集于癌症通路、

PI3K-Akt 通路、癌症蛋白多糖、MAPK 信号通路、

Ras 通路、胃癌、T 细胞受体通路、PD-L1/PD-1 通 

 

图 3  钩吻素子抗胃癌核心靶点 PPI 网络 

Fig. 3  PPI network diagram of core target of koumine 

against gastric cancer 

 

图 4  钩吻素子抗胃癌的潜在靶点的 GO 富集分析 

Fig. 4  GO analysis of potential targets of koumine in anti-gastric cancer 

路、IL-17 通路等（（图 5），提示钩吻素子通过多通

路协同发挥抗胃癌作用。 

3.5  “成分-疾病-靶点-通路”网络构建 

用钩吻素子抗胃癌的潜在靶点和相关通路作

节点，导入 Cytoscape 软件做可视化操作，得到（“成

分-疾病-靶点-通路”网络图（（图 6）。网络中共 68

个节点、279 条边，degree 值排名靠前的 6 个核心靶

点为 MAPK1、MAP2K1、GRB2、GSK3B、MAPK14

和 MET，提示这些靶点在网络中具有关键调控地位。

网络图中的核心靶点及核心通路的 degree 值、介数

中心性（BC）和接近中心性（CC）见表 1。 

3.6  分子对接结果 

钩吻素子与 MAPK1、MAP2K1、GSK3B、

MAPK14、MET 和 JAK2 靶点的对接结果如表 2 所

示，表明钩吻素子和蛋白 MAPK1、MAP2K1、

GSK3B、MAPK14、MET 和 JAK2 具有较强的结合

能力。将结合结果用 pymol 可视化处理后（（图 7），

从模拟的结合构象可以看出，钩吻素子与靶点

MAPK1、MAP2K1、GSK3B、MAPK14、MET、JAK2

呈现出紧凑的结合模式。 
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图 5  钩吻素子抗胃癌的潜在靶点 KEGG 富集通路气泡 

Fig. 5  Bubble diagram of KEGG enrichment pathway of potential targets of koumine against gastric cancer 

 

图 6  “成分-疾病-靶点-通路”网络图 

Fig. 6  “Component-disease-target-pathway” network diagram 
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表 1  “成分-疾病-靶点-通路”网络信息 

Table 1  “Component-disease-target-pathway” network information 

分类 名称 Degree 值 BC CC 

Target spot  MAPK1 16 0.045 892 0.563 025 

Target spot MAP2K1 14 0.032 898 0.544 715 

Target spot GRB2 13 0.027 524 0.536 000 

Target spot GSK3B 11 0.026 615 0.519 380 

Target spot MAPK14 10 0.019 393 0.511 450 

Target spot MET 10 0.015 043 0.511 450 

Target spot JAK2  8 0.011 976 0.496 296 

Pathway Pathways in cancer 34 0.109 572 0.572 650 

Pathway PI3K-Akt signaling pathway 18 0.026 870 0.449 664 

Pathway Proteoglycans in cancer 13 0.013 118 0.421 384 

Pathway MAPK signaling pathway 12 0.009 648 0.411 043 

Pathway Th17 cell differentiation 12 0.012 220 0.411 043 

Pathway Ras signaling pathway 12 0.011 001 0.416 149 

表 2  钩吻素子与核心靶点对接结果 

Table 2  Docking results of koumine and core targets 

蛋白 PDB:ID 结合能/(kJ·mol−1) Site (x, y, z) 

MAPK1 5ik4 −30.10   14.696, −4.135, 15.275 

MAP2K1 7b94 −29.68 −31.581, 7.516, −7.409 

GSK3B 6v6l −37.62    2.948, 9.168, −17.429 

MAPK14 6sfi −33.86   53.445, 69.423, 17.777 

MET 3dkg −27.17   16.538, 12.598, 59.986 

JAK2 4d1s −35.53   8.108, −3.321, 3.103 

 

图 7  钩吻素子与核心靶点结合构象 

Fig. 7  Combined conformation of koumine and core targets 
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3.7  分子动力学模拟结果 

选择图 6 中 degree 值最大的靶点 MAPK1 与钩

吻素子进行分子动力学模拟，展示钩吻素子-MAPK1

结合物的动态作用。结果显示势能在 100 ps 后开始

稳定（图 8-A），温度从 100 ps 时稳定在 300 K（图

8-B）。钩吻素子-MAPK1 结合物的 RMSD（0.365±

0.044）nm 和原始配体复合物（0.358±0.046）nm 相

似，均在 40 ns 后逐渐稳定（图 8-C）。钩吻素子-

MAPK1 结合物和原始配体复合物的 RMSF 分别是

（（0.111±0.070）nm 以及（（0.119±0.074）nm，所有

钩吻素子-MAPK1 复合物和原始配体复合物的氨基

酸残基波动均无明显差异（图 8-D）。整个模拟结

果表明，钩吻素子可与 MAPK1 形成稳定构象，也

验证了分子对接结果的可靠。 

 

A-势能变化曲线；B-温度变化曲线；C-蛋白质骨架 RMSD 曲线；D-残基 RMSF 分析。 

A-potential energy curve; B-temperature curve; C-RMSD curve of protein backbone; D-RMSF analysis of residues. 

图 8  钩吻素子-MAPK1 结合物分子动力学模拟结果 

Fig. 8  Molecular dynamics simulation results of koumine-MAPK1 complex 

3.8  钩吻素子抑制 MGC-803 细胞增殖 

CCK-8 结果显示，与对照组比较，不同浓度钩

吻素子处理细胞 24 h 后，细胞活力随药物浓度升高

呈浓度相关性下降，其中 300～800 μg·mL−1浓度组抑

制作用显著（P＜0.01），具有统计学差异（（图 9）。

钩吻素子有抑制胃癌 MGC-803 细胞增殖的作用，

其半数抑制浓度（（IC50）为（（1.90±0.23）mmol·L−1，

相当于 581 μg·mL−1。 

3.9  钩吻素子诱导 MGC-803 细胞凋亡 

流式结果显示，与对照组相比，钩吻素子各给

药组细胞凋亡率明显升高，并呈浓度相关性增强。

（图 10-A）；相比对照组，经不同浓度的钩吻素子处

理后的细胞凋亡率，包括早期凋亡率显著增多（P＜

0.05、0.01）（图 10-B、C）。 

3.10  钩吻素子对相关蛋白的影响 

Western blotting 结果显示，钩吻素子可下调抗

凋亡蛋白 Bcl-2 表达，上调促凋亡蛋白 Bax 表达（（图

11）。在MAPK通路中，钩吻素子显著下调p-ERK1/2

水平，同时上调 p-p38 表达，总 ERK1/2 与 p38 蛋

白无明显变化（图 12）。 

4  讨论 

本研究联合网络药理学、分子对接及实验验证

技术，系统阐明钩吻素子抗胃癌作用机制。核心研

究发现筛选获得钩吻素子的 106 个抗胃癌作用靶

点，富集于 122 条信号通路，提示钩吻素子抗胃癌

具有“多靶点、多通路”的特性；分子对接结果表明，  
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与对照组比较：**P＜0.01。 
**

P < 0.01 vs control group. 

图 9  CCK-8 法检测钩吻素子作用于胃癌 MGC-803 细胞

24 h 后细胞的活力 ( x±s, n＝4) 

Fig. 9  Cell vitality of gastric cancer MGC-803 cells 

detected by CCK-8 assay after 24 h treatment with 

koumine ( x±s, n＝4) 

钩吻素子在 MAPK1、MAP2K1、GSK3B、MAPK14、

MET和JAK2的活性结构域中呈现紧凑的结合模式。

钩吻素子与 MAPK1 存在高亲和力结合（结合能＝

−30.10 kJ·mol−1）；体外实验验证发现，钩吻素子可

通过调控 MAPK 信号通路，显著抑制胃癌细胞增殖

并诱导其凋亡。 

网络药理学研究结果表明，钩吻素子通过（“多

靶点、多通路”作用于胃癌。其中，MAPK 1（（ERK2）、

GRB2、MAP2K1（（MEK1）、GSK3B、MAPK14（（p38）、

MET 和 JAK2 被确定为核心治疗靶点。作为 MAPK

信号通路的关键调控因子，MAPK1/ERK2 通过 Raf-

MEK-ERK 磷酸化级联反应传递细胞外信号，最终

调控细胞转录、增殖、分化及凋亡等关键过程[33-34]。

该系列过程与 GO 分析结果中（“细胞对刺激的反应”  

 

A-流式细胞图；B-凋亡率；C-早期凋亡率；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

A-flow cytometry plot; B-apoptosis rate; C-early apoptosis rate; 
*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs control group. 

图 10  Annexin V-FITC/PI 双染色法检测钩吻素子处理 MGC-803 细胞 24 h 后对凋亡的影响 ( x±s, n＝3) 

Fig. 10  Detection of effect of koumine on MGC-803 cell apoptosis after 24 h of treatment by Annexin V-FITC/PI double-

staining method ( x±s, n＝3) 

条目所对应的生物学过程一致。值得注意的是，已

有研究证实 ERK1/2 的激活可驱动同源盒基因 A13

（HOXA13）介导的胃癌进展与转移 [34]。而抑制

ERK1/2 既可作为一种极具潜力的治疗策略，其本

身也可作为潜在的治疗靶点[35-36]。与之一致的是，

本研究中 ERK2 显著表达，提示钩吻素子可能通过

靶向抑制 ERK2 活性发挥抗胃癌效应。生长因子受

体结合蛋白 2（GRB2）是一种在细胞中广泛表达的

关键衔接蛋白[37]。Yu 等[38]研究发现，GRB2 在胃癌

细胞中过表达。作为主要的信号转导分子，GRB2 在

多种下游肿瘤信号通路中发挥作用[39]，可通过 SH3

结构域的相互作用促进 SOS-Ras-Raf-MEK-ERK 信 

 

** 
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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 11  钩吻素子处理 MGC-803 细胞 24 h 后 Western blotting 实验检测细胞凋亡蛋白 Bax 和 Bcl-2 表达 ( x ±s, n＝3) 

Fig. 11  Detection of expression of apoptosis proteins Bax and Bcl-2 by Western blotting after MGC-803 cells treated with 

koumine for 24 h ( x±s, n＝3) 

 

与对照组比较：
*
P＜0.05  

**
P＜0.01。 

*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs control group. 

图 12  钩吻素子处理 MGC-803 细胞 24 h 后 Western blotting 实验检测 MAPK 信号通路中 p-ERK1/2、ERK1/2、p-p38、

p38 蛋白的表达 ( x±s, n＝3) 

Fig. 12  Western blotting detected expressions of p-ERK1/2, ERK1/2, p-p38, and p38 proteins in MAPK signaling pathway 

after MGC-803 cells were treated with koumine for 24 h ( x ±s, n＝3) 

号传导[40-42]。MAP2K1（MEK1）也是 MAPK 信号

通路上的重要蛋白。Liu 等[43]研究表明，MEK1/2 抑

制剂曲美替尼可通过特异性抑制 ERK 并调控 ERK

介导的 Bcl-2 凋亡蛋白家族，从而逆转胃癌治疗耐

药。MAPK14（p38）是 MAPK 信号通路中除 ERK

通路外的另一重要靶点[44]。ERK 与 p38 通路的双重

调控尤为重要——ERK1/2 通常促进细胞增殖，而

p38 激活后可通过磷酸化包括 Bcl-2 家族蛋白在内

的 100 多种底物诱导细胞凋亡[45-46]。上述所有靶点

均能通过 MAPK 信号通路直接或间接影响细胞增

殖、生长、转移及凋亡，提示钩吻素子对胃癌的作

用可能主要通过调控 MAPK 信号通路实现。 

分子对接结果显示，钩吻素子可自主结合至

MAPK1、MAP2K1、GSK3B、MAPK14、MET 及

JAK2 这 6 种蛋白的活性结构域，结合能均小于 0，

表明配体（钩吻素子）可自发与受体（靶点蛋白）结

合。动力学模拟结果显示，钩吻素子-MAPK1 复合物

同样呈现稳定状态，提示钩吻素子能与 MAPK1 形

成稳定复合物。由于 MAP2K1、GSK3B 等靶点无可

用原始配体复合物，无法构建稳定模拟体系，且实验

室条件限制无法开展多靶点平行验证，故本研究最

终选取“成分-疾病-靶点-通路”网络中 degree 值最

高且可获取原始配体复合物的 MAPK1 开展分子动

力学模拟及后续体外机制验证，其余靶点的抗胃癌

的具体作用机制有待后续深入研究。 

体外实验验证结果显示，钩吻素子对 MGC-80

胃癌细胞的增殖抑制与凋亡诱导作用呈浓度相关

性，且该效应与 Bax/Bcl-2 值升高相关。已知 Bcl-2

蛋白可抑制细胞凋亡，而 Bax 蛋白则能促进细胞凋

亡并拮抗 Bcl-2 的功能[47]。作为可溶性蛋白，Bax 主



第 49 卷第 6 期  2026 年 6 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 6  June 2026 

    

·2005· 

要定位于细胞质；当细胞凋亡被诱导时，Bax 会快

速转移至线粒体并与 Bcl-2 结合[48]。此外，MAPK

信号通路分析结果表明，钩吻素子可呈剂量相关性

抑制 ERK1/2 磷酸化，同时激活 p38。其中，p38 与

ERK1/2 既是网络药理学筛选出的核心靶点，也是

MAPK 信号通路中的关键蛋白激酶。多种细胞外刺

激可诱导 ERK1/2 激活并转位至细胞核，随后

ERK1/2 通过磷酸化作用调控多种转录因子活性，

最终影响细胞增殖、分化、凋亡及转录过程[49-51]。

Yuan 等 [21]研究证实，钩吻素子可通过 ERK/p38 

MAPK 信号通路抑制肝癌细胞增殖并促进其凋亡。

另有研究显示，使用 SB203580（（p38 抑制剂）处理

胃癌细胞，可通过升高 ERK 磷酸化水平促进肿瘤

发展[52]；幽门螺杆菌 SS1 株脂多糖（HpyloriSS1-

LPS）可诱导胃癌细胞凋亡，其机制可能涉及诱导

p-p38MAPK 生成[53]；Wang 等[54]则发现，长春新碱

可能通过激活胃癌细胞中的 p38 MAPK信号转导通

路发挥抗肿瘤活性。综上，钩吻素子可能通过抑制

ERK1/2 磷酸化、促进 p38 磷酸化，从而对胃癌产

生抑制效应。目前仍需进一步深入探究钩吻素子抗

胃癌的作用机制，这或将为挖掘新型抗癌候选药物

提供重要依据。 

尽管本研究提供了创新性见解，但仍存在若干

局限性需加以考量。第一，实验仅验证了网络药理

学预测中与 MAPK 信号通路相关的 ERK1/2 和 p38 

2 种蛋白，尚未对其他靶点及通路进行验证，这使

得钩吻素子抗胃癌机制的阐释不够全面。第二，钩

吻素子对各靶点的作用究竟是直接作用还是间接调

控，目前尚未明确，仍需通过进一步实验探究。第三，

受限于资金与技术条件，本研究未开展体内抗肿瘤

实验，无法完全反映钩吻素子在活体环境中的作用

效果与安全性。最后，未来研究将引入一线化疗药作

为对照，进一步评估钩吻素子的临床转化潜力。 

本研究表明钩吻素子抗胃癌作用机制主要通

过调控 MAPK 信号通路实现。网络药理学研究筛选

出 106 个钩吻素子作用靶点，并富集于多种致癌通

路；分子对接与动力学模拟结果则验证了钩吻素子

与 MAPK1 可形成稳定结合。体外实验进一步证实，

钩吻素子对胃癌细胞的增殖抑制与促凋亡作用呈

浓度相关性，且该效应与 Bax/Bcl-2 表达调控及

ERK/p38 磷酸化水平改变相关。 
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