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基于系统药理学研究水飞蓟治疗肺癌的作用机制  
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摘  要：目的  研究水飞蓟 Silybum marianum 对肺癌的作用及其机制。方法  利用中药系统药理学数据库（traditional Chinese 

medicine systems pharmacology，TCMSP）筛选水飞蓟的活性成分，并利用加权整体相似度法（weighted ensemble similarity，

WES）和系统药物靶向工具（systematic drug targeting，SysDT）模型预测候选活性成分的靶点；进行基因本体论生物学过程

（gene ontology biological process，GO BP）与京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）

通路富集分析揭示靶点所涉及 BP 以及通路。选取水飞蓟主要活性成分水飞蓟宾进行体内外实验验证，首先验证水飞蓟宾对

人肺腺癌 H1975 细胞与小鼠肺癌 LLC 细胞的体外抑制率；其次用流式细胞术评估水飞蓟宾对肿瘤细胞系的促凋亡作用；随

后在 LLC 肺癌动物模型进行体内抑瘤验证，并检测瘤内细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T cell，CD8+ T）的浸润量；最后通

过 Western blotting 法检测凋亡相关蛋白表达。结果  经过筛选得到 12 个活性成分与 355 个靶点，并构建了活性成分-靶点网

络。CCK-8 检测结果显示水飞蓟宾能够抑制肺癌细胞的增殖，且呈剂量相关性；体内外流式实验表明水飞蓟宾能通过促进瘤

内 CD8+ T 细胞的浸润从而促进癌细胞的凋亡来发挥抗肿瘤作用；水飞蓟宾能够上调肿瘤细胞和肿瘤组织 p53 蛋白表达水平

（P＜0.001），下调 B 淋巴细胞瘤 2（B-cell lymphoma 2，Bcl-2）蛋白表达水平（P＜0.05、0.001）。结论  水飞蓟主要通过调

控凋亡相关通路发挥抗肿瘤作用。 
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Abstract: Objective To study the effect and mechanism of Silybum marianum on lung cancer. Methods Candidate active ingredients of 

S. marianum were screened out by traditional Chinese medicine systems pharmacology (TCMSP), targets were baited through weighted 

ensemble similarity (WES) and systematic drug targeting (SysDT) models; Gene ontology biological process (GOBP) and Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathways of obtained targets were then top enriched. Silybin, the main active compound of 

S. marianum, was selected to test in vivo and in vitro experiments. Firstly, inhibitory rate of silybin on human lung adenocarcinoma cell 

(H1975) and mouse lung cancer cell (LLC) in vitro was verified; Secondly, apoptosis of silybin was evaluated by flow cytometry; Tumor 

inhibition in vivo was validated in non-small cell lung cancer mouse model, infiltration of cytotoxic T cell (CD8+ T) cells in tumor was 

detected; Finally, expressions of apoptosis-related proteins in tumor cells and tissues were verified by Western blotting. Results Twelve 
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candidate active compounds and 355 targets were obtained, and compound-target network was constructed. The results of CCK-8 showed 

that silybin inhibited lung cancer cells in a dose-dependent manner, the data of flow cytometry in vitro and in vivo showed that silybin 

could promote the apoptosis of cancer cells by promoting the infiltration of CD8+ T cells in tumor cells; Silybin up-regulated p53 protein 

expression level in tumor cells and tumor tissues (P < 0.001), and down-regulated B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) protein expression level 

(P < 0.05, 0.001). Conclusion S. marianum mainly exerts anti-tumor effects through regulating apoptosis-related pathways. 

Key words: Silybum marianum (L.) Gaertn.; silybin; lung cancer; systemic pharmacology; apoptosis; CD8+ T cells 

恶性肿瘤属于世界性高发性疾病，不仅影响了

人们的生活质量，甚至导致患者的直接死亡。在我

国，随着人们的不良生活习惯增加，癌症的发病率

和死亡率逐年攀升，并且已经逐步成为我国致死率

最高的疾病之一。众多癌症中“肺癌”是目前世界

公认的“癌中之王”[1]。据统计，2020 年肺癌仍然

是最常见的癌症，全年新增病例 82 万例，占新增人

口的 17.9%[2]，全球因肺癌死亡人数为 72 万人，占

全球死亡人数 18.1%[3]，仍是国内致死率最高的癌

症。确诊患者中 85%的肺癌患者被确诊为非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC），并且超

过半数的患者被确诊时已经处于中晚期，存活率普

遍偏低[4]。目前临床常用的治疗方式包括手术、放

疗、化疗以及靶向治疗等[5]，这些治疗方式有一定

的临床疗效，但在消灭癌细胞的同时也会对患者的

机体造成很大的伤害，如 5%～20%的肺癌患者接受

放疗后出现肺损伤的情况，包括急性炎症（放疗后

1～3 个月）和慢性纤维化（放疗后 6～24 个月）[6]；

而化疗有广泛的细胞毒性，将会导致部分免疫细胞

功能障碍等不良反应[7]，这些不良反应会导致耐受

力差的患者丧失性命，此外，高昂的治疗费用也会

给患者家庭带来巨大的经济负担。因此，在治疗肺

癌的研究中，需要探寻新的突破点。 

水飞蓟 Silybum marianum (L.) Gaertn.属菊科，

是 1 年生或 2 年生草本植物，具有 2000 多年的用

药历史[8]，其药用部位为成熟的果实，主要化学成

分为黄酮类化合物及延胡索酸，是一种优良的护肝

植物。除护肝作用外，水飞蓟还具有很强的抗氧化

作用，并且能够调节多条信号通路从而抑制炎性介

质产生[9]。水飞蓟素是从水飞蓟的种子中提取出的

一种黄酮木质素类混合物，包括水飞蓟宾、异水飞

蓟宾、水飞蓟宁等活性成分[10]，水飞蓟宾在水飞蓟

提取物中含量最高，约占 60%～70%[11]，为水飞蓟

的主要活性成分。研究表明，水飞蓟宾具有抗炎、

抗氧化、抗纤维化等药理作用[12-13]。除此之外，水

飞蓟宾能够通过降低表皮鸟氨酸脱羧酶的表达从而

抑制肿瘤的生长[14]，因此，水飞蓟除了保肝作用外

还有潜在的抗肿瘤作用[15]。 

随着中医药的发展，中药被广泛用于治疗各种

疾病，但由于中药具有多种活性成分以及多个作用

靶点，并且不同活性成分与靶点间可能存在不同的

对应关系，需要研究者深入探究。为了明确中药活

性成分与靶点间的作用关系，一门通过计算机技术

辅助的多学科结合的新兴技术——系统药理学[16]

应运而生。该技术通过中药系统药理学分析平台

（traditional Chinese medicine systems pharmacology，

TCMSP）将吸收、分布、代谢和排泄（absorption，

distribution，metabolism and excretion，ADME）建

模技术、靶点预测及通路/网络分析进行整合，以阐

明中药复杂成分与治疗靶点及通路之间的关系[17]。

本研究首先通过系统药理学方法，从多靶点、多层

次揭示水飞蓟潜在的抗肿瘤作用机制，其次通过体

内及体外实验验证水飞蓟是否通过增加肿瘤微环境

中细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T cell，CD8+ T）

的浸润量而促进肿瘤细胞凋亡，从而发挥抗肿瘤作

用，为水飞蓟发挥抗肿瘤作用提供理论基础，同时

也为临床抗肿瘤研究提供新思路。 

1  材料 

1.1  细胞 

 人非小细胞肺癌细胞系H1975与小鼠肺癌细胞

LLC 购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资

源中心。 

1.2  动物 

 SPF 级雌性 C57BL/6 小鼠 20 只，体质量 18～

22 g，5～6 周龄，购自斯贝福（北京）生物技术有

限公司，合格证号 NO.110324211102407337。动物

于温度（25±1）℃、湿度（55±5）%的 SPF 级环

境中，12 h 光照/黑暗周期，适应性饲养 1 周。动物

实验经北京大学实验动物福利伦理委员会批准（批

准号 2021051101）。 

1.3  药品与试剂 

 水 飞 蓟 宾 （ 质 量 分 数 为 98% ， 批 号

M17GB148678）、5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-Fu，

质量分数为 98%，批号 C27N11Y131954）、分散酶
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II（批号 D20J11H118950）、透明质酸酶（批号

W11M11H109348）购自上海源叶生物有限公司；二

甲基亚砜（批号 161031768F）购自美国 Sigma 公

司；DMEM 培养基（批号 8121510）、RPMI 1640 培

养基（批号 8121327）、胎牛血清购自美国 Gibco 公

司；CCK-8 试剂盒（批号 B1320111）购自上海贝博

公司；Qproteome™Q 哺乳动物蛋白提取试剂盒（批

号 169011710）购自德国 Qiagen 公司；BCA 蛋白浓

度测定试剂盒（批号 082820201207）、DNA 酶 I（批

号 D7073-1）、RIPA 强裂解液（批号 P0013B）、红

细胞裂解液（批号 C3702）购自江苏碧云天公司；

Annexin V-FITC/碘化丙啶（PI）细胞凋亡检测试剂

盒（批号 0027279）购自美国 BD Pharmingen 公司；

Immun-Star TM WesternC TM 化学发光试剂盒（批

号 102031555）购自美国 Bio-Rad 公司；胶原酶 IV

（批号 2049898）购自美国 Thermo Fisher Scientific

公 司 ； 抗 小 鼠 CD16/32 mAb 抗 体 （ 批 号

20U092008212 ）、 CD45-PE-Cy7 抗 体 （ 批 号

B328900）、CD3e-APC 抗体（批号 25G091905112）、

CD8a-PE 抗体（批号 13326019）购自美国 BioLegend

公司；p53抗体（批号00098490）购自美国Proteintech

公司；B 淋巴细胞瘤 2（B-cell lymphoma 2，Bcl-2）

抗体（批号 GR3217999-13d）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

抗体（批号 GR217575-65）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG

抗体（批号 GR231489-7）购自美国 Abcam 公司。 

1.4  仪器 

 3131 型细胞培养箱、Invitrogen 全自动细胞计

数仪（美国赛默飞世尔科技公司）；primo vert 倒置

显微镜（德国蔡司公司）；TDZ4-WS 型台式低速离

心机（中佳科技有限公司）；5418 型小型高速离心

机、高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；

AUW120D 型电子天平（日本岛津公司）；组织匀浆

机（上海达洛科学仪器有限公司）；Flexstation 3 多功

能酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）；3208025

型酶标板振荡器（德国 IKA 公司）；垂直电泳系统、

蛋白质小型转印槽、多功能凝胶成像分析系统（美

国 Bio-Rad 公司）；NovoCyte 3130 型流式细胞仪

（ACEA Biosciences 公司）；柜式冰箱（海尔股份有

限公司）；超纯水仪（默克密理博公司）。 

2  方法 

2.1  系统药理学 

2.1.1  水飞蓟分子数据库的建立以及靶点预测  

首先以“水飞蓟”“有效成分”等为主题词进行文献

检索，通过 TCMSP 数据库收集水飞蓟的化学成分

并构建分子集合，然后，根据本实验室构建的

ADME 系统计算候选分子的药动学参数，以口服生

物利用度（oral bioavailability，OB）[18]≥30%以及

类药性（drug-likeness，DL）[19]≥0.18 作为阈值，

筛选水飞蓟的潜在候选活性成分。 

本研究采用的是本实验室自主研发的靶点预测

工具：加权系综相似度模型[20]（weighted ensemble 

similarity，WES）和系统药物靶向工具（systematic 

drug targeting，SysDT）[21]来预测水飞蓟活性成分的

直接与间接靶点用于后续分析。 

2.1.2  基因本体论生物学过程（ gene ontology 

biological process，GO BP）富集分析  为了进一步

研究水飞蓟的活性成分的潜在作用机制，利用

DAVID 数据库（https://david.ncifcrf.gov/）[22]对活性

成分的靶点进行 GO BP 与京都基因与基因组百科

全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）通路富集分析，以 P＜0.01 为筛选标准。 

2.1.3  网络构建与分析  为了研究活性成分-靶点

的相互作用关系以及靶点的功能对潜在的生物通路

的调控作用，分别将筛选出的活性成分与靶点或靶

点与通路导入 Cytoscape 3.7.1 软件[23]并构建活性成

分-靶点、靶点-通路网络，同时对网络图进行网络拓

扑参数分析，在网络图中，活性成分、靶点、通路

由节点表示，2 个节点间相互作用由边表示，相连

的边越多则表明该节点在网络中越重要。 

2.2  水飞蓟抗肿瘤实验验证 

水飞蓟宾作为《中国药典》2020 年版中水飞蓟

的指标成分，也是水飞蓟的主要活性成分。因此，

本研究选取水飞蓟宾进行后续的实验验证，来评估

系统药理学预测的可靠性与准确性。 

2.2.1  细胞培养  H1975 细胞和 LLC 细胞分别用

10%胎牛血清的 RPMI 1640 和 DMEM 培养基，于

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。 

2.2.2  细胞增殖检测  将处于对数生长期的 H1975

和 LLC 细胞以 1×104 个/孔接种于 96 孔板中，培养

24 h，然后加入不同浓度（5、10、20、50、80、100、

150、200 μmol/L）的水飞蓟宾培养 48 h，对照组加入

不含药物的培养基，空白组不接种细胞；加入 CCK-8

试剂，避光孵育 1～4 h，采用酶标仪测定 450 nm 处

的吸光度（A）值，计算药物对细胞的抑制率。 

 细胞抑制率＝(A 对照－A 给药)/(A 对照－A 空白) 
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2.2.3  流式细胞术分析水飞蓟宾对H1975细胞的凋

亡作用  将处于对数生长期的H1975细胞以5×105

个/孔接种于 6 孔板，加入不同浓度（20、50、100 

μmol/L）的水飞蓟宾处理 24 h，对照组加入不含药

物的培养基，收集细胞，使其重悬在 100 μL 的结合

缓冲液中，加入 5 μL FITC 标记的 Annexin V 和 PI，

冰上避光孵育 10 min，上机检测，使用 FlowjoV10

软件分析细胞凋亡率。 

2.2.4  Western blotting 检测水飞蓟宾对 H1975 细胞

p53 和 Bcl-2 蛋白表达的影响  将 H1975 细胞以

1×106接种于 60 mm 培养皿中，待其贴壁后，加入

不同浓度（20、50、100 μmol/L）水飞蓟宾处理 24 h，

对照组加入不含药物的培养基，收集细胞，加入裂

解液裂解 15 min，13 800 r/min 离心 15 min，取上

清；按 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白质量浓度，

95 ℃加热 10 min 使蛋白变性。蛋白样品经十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，于

5%脱脂牛奶中室温封闭 2～3 h；分别加入 p53、Bcl-2

和 GAPDH 抗体，4 ℃孵育过夜；加入 HRP 标记的

山羊抗兔 IgG 抗体，室温孵育 1.0～1.5 h；使用化学

发光试剂盒对信号进行可视化，并用 ChemiDoc™ 

XRS+成像系统进行条带分析。 

2.2.5  动物抑瘤实验  将 LLC 细胞重悬于 PBS 中，

并以 5×105 个接种于小鼠左上肢腋下皮下（第 0

天），将小鼠随机分为对照组、5-Fu（15 mg/kg）组

和水飞蓟宾（5 mg/kg）组，每组 6 只。接种后第 3

天开始给药，对照组 ip 生理盐水，5-Fu 组和水飞蓟

宾组 ig 相应药物，当肿瘤达到 5 mm 时，每 2 天测

量 1 次肿瘤体积，当肿瘤直径大于 20 mm 时判定小

鼠死亡，接种后第 20 天对小鼠进行取材，称定质

量，记录数据用于后续分析。 

 肿瘤体积＝长×宽 2×0.5 

2.2.6  流式细胞术检测小鼠肿瘤组织中 CD8+ T 细

胞  取各组小鼠肿瘤组织，剪碎至泥状置于皿中，

每个皿中加入 2～3 mL 消化液（1 mL HBSS 缓冲

液中含有 1 μL 的 DNA 酶 I、20 μL 的 10%胶原酶

IV、5 μL 的 10%透明质酸酶和 10 μL 的 5%分散

酶），于 37 ℃消化 30 min，每 10 分钟摇晃混匀 1

次，用 4～6 mL 培养基终止消化，过 70 μm 滤网

并研磨组织，离心。加入 5～8 mL 红细胞裂解液裂

解 5～10 min，加入 30 mL PBS 终止裂解，过 40 

μm 滤网，离心后清洗 1～2 遍至无血色，重悬并计

数，使 100 μL 细胞悬液中含有 1×106 个细胞，加

入 1 μL 抗小鼠 CD16/32 抗体，冰上孵育 10 min，

用 PBS 洗 2 遍，用 100 μL 的 PBS 重悬，用 CD45-

PE-Cy7、CD3e-APC、CD8a-PE 抗体标记，室温孵

育 30 min，用 PBS 洗 3 遍后，用 500 μL PBS 重

悬，上机检测。 

2.2.7  Western blotting 检测水飞蓟宾对荷瘤小鼠肿

瘤组织 p53 和 Bcl-2 蛋白表达的影响  取各组小鼠

肿瘤组织 200～300 mg，加入磁珠与 1 mL PBS 进行

组织匀浆，1500 r/min 离心 5 min，弃上清，加入红

细胞裂解液匀浆，于冰上裂解 10～15 min，离心后

弃上清，用 PBS 洗涤至无血色并尽量去除上清，加

入 RIPA 强裂解液-磷酸酶抑制剂-蛋白酶抑制剂

（100∶10∶1），冰上震荡 15 min，13 800 r/min 离心

15 min，取上清；按“2.2.4”项下方法制备蛋白样

品，并进行 Western blotting 分析。 

2.3  统计方法 

采用 Prism 8.0 软件进行统计，所有数据均采用

t 检验或方差分析（ANOVA）进行统计分析。 

3  结果 

3.1  系统药理学 

3.1.1  水飞蓟分子库的构建及有效成分的筛选及

活性成分-靶点网络的构建  首先，通过 TCMSP 数

据库筛选出水飞蓟活性成分 34 个，根据 ADME 进

行筛选，以 OB≥30%以及 DL≥0.18 作为筛选条件，

从 34 个活性成分中筛选得到 11 个潜在的活性成

分；为了使结果更加全面，同时也能弥补理论筛选

的不足，将药动学特性低但具有经典药理活性且含

量较高的水飞蓟宾保留下来作为有效成分 [24]。最

后，12 个成分作为有效活性成分集合（表 1）。研究

发现，二氢槲皮素（MOL5，OB＝60.5%，DL＝0.27）

又称紫杉叶素，可以通过 OCT4 基因抑制肺癌干细

胞的增殖与上皮间质转化[25]。槲皮素（MOL1，OB＝

46.4%，DL＝0.28）在 120 μmol/L 时，能够明显促

进人急性淋巴母细胞白血病细胞（MOLT-4）、淋巴

瘤细胞（Raji）、小鼠结肠癌细胞（CT-26）、人前列

腺癌细胞（LNCaP）等癌细胞的凋亡[26]。在前列腺

癌中，水飞蓟宁（MOL9，OB＝59.7%，DL＝0.76）

在 60 μmol/L 时能够促使前列腺癌细胞阻滞于 G1

期，即水飞蓟宁能够通过对癌细胞进行周期阻滞从

而发挥抗肿瘤作用[27]。上述研究结果均表明水飞蓟

具有抑制肿瘤生长、促进肿瘤细胞凋亡的作用，并

且为系统药理学方法预测的有效性和合理性提供了

数据支撑。 
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表 1  水飞蓟活性成分 

Table 1  Active ingredients of S. marianum 

MOL ID 活性成分 类别 OB/% DL 

MOL1 槲皮素 黄酮类 46.4 0.28 

MOL2 豆甾醇 甾醇类 43.8 0.76 

MOL3 胆固醇 甾醇类 37.9 0.68 

MOL4 花生四烯酸 不饱和脂肪酸类 45.6 0.20 

MOL5 二氢槲皮素 黄酮类 60.5 0.27 

MOL6 生育酚 脂溶性维生素 32.3 0.69 

MOL7 禾本甾醇 甾醇类 44.2 0.75 

MOL8 水飞蓟宾 黄酮类木质素 0.9 0.93 

MOL9 水飞蓟宁 黄酮类木质素 59.7 0.76 

MOL10 水飞蓟素 黄酮类木质素 81.8 0.80 

MOL11 水飞蓟兰君 黄酮类木质素 64.1 0.94 

MOL12 异水飞蓟素 黄酮类木质素 30.3 0.40 
 

 接着通过 WES 和 SysDT 模型的计算共获得 12

个成分的 941 个靶点，将这些靶点映射至比较毒物

基 因 组学 数据 库（ comparative toxicogenomics 

database，CTD）数据库中，筛选出 474 个相关靶点，

其中 355 个与癌症相关的靶点。为了使结果更加一

目了然，构建了可视化的活性成分-靶点网络（图 1）

来进一步揭示活性化合物的靶点协同治疗作用。从

图中可以发现许多靶点是临床上用于癌症检测与诊

断的指标。例如，表皮生长因子受体（epidermal 

growth factor receptor，EGFR）在食管癌、乳腺癌等

不同形式的癌症中高表达，并且其表达与癌症的不

良预后呈正相关[28]。TP53 作为抑癌基因，在正常细

胞中低表达，而在恶性肿瘤中高表达，受多种应激

源刺激而激活，从而调控细胞的增殖和衰老、DNA

损伤修复及细胞死亡基因的表达[29]。除了上述 2 个

癌症相关靶点，水飞蓟活性成分的很多靶点也是其

他肿瘤相关的靶基因。因此，通过预测靶点分析，

可以发现水飞蓟具有潜在的抗肿瘤作用。 

3.1.2  GO BP 富集分析  BP 分析可以揭示候选靶

点与生物学功能之间的关系，进一步分析靶点间潜

在的互作关系。因此，为了探究水飞蓟靶点与肺癌

之间的关联性，将所得的候选靶点映射到 DAVID 数

据库中进行了 GO 富集分析（P＜0.01）。从图 2 可

以看到，获得了 14 个与癌症密切相关的 BP，其中

 

图 1  活性成分-靶点网络 

Fig. 1  Active ingredients-target network 

活性成分 

 

靶点 
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图 2  靶点的 GO BP 富集分析 

Fig. 2  GO BP enrichment analysis of targets 

凋亡过程、正向调节凋亡过程以及细胞增殖的负向

调控等过程得到显著富集；而负向调节细胞增殖与

正向调节凋亡表明该药物在抑制癌细胞增殖的同时

也能够促进肿瘤细胞的凋亡，2 个生物学过程形成

了良好的协同作用。通过活性成分靶点的 GO 分析，

发现水飞蓟可能是通过参与调控肿瘤细胞的凋亡过

程从而发挥抗肿瘤作用。 

3.1.3  靶点-通路网络  为了探寻靶点和肺癌治疗

相关通路间的互作关系，对水飞蓟的靶点进行了

KEGG 通路富集分析，将其关键靶点映射到 KEGG

数据库中，筛选出 13 条相关通路，并构建了可视

化的靶点-通路网络（图 3），通路包括癌症相关通

路、非小细胞肺癌相关通路、小细胞肺癌通路、病

毒致癌性相关通路、癌症中转录调节相关通路、凋

亡相关通路、p53 信号通路、核因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）信号通路等。富集结果再次表明

水飞蓟具有潜在的抗肿瘤作用，并且从图中可以看

到，p53、Bcl-2、EGFR、生长因子受体结合蛋白 2

（growth factor receptor bound protein 2，GRB2）等

绝大多数靶点处于非小细胞肺癌的通路中，其可能

是治疗肺癌的关键靶点。上述靶点所映射到的通路

有 p53 信号通路、凋亡通路、缺氧诱导因子-1

（hypoxia-inducible factor-1，HIF-1）信号通路等，这

些通路可能是水飞蓟发挥抗肿瘤作用的关键通路。

 

图 3  靶点-通路网络图 

Fig. 3  Target-pathway network
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推测水飞蓟可能通过影响细胞的凋亡通路，从而达

到抗肿瘤作用。目前已有研究指出，姜黄素[30]、木

犀草素[31]、川楝素[32]等能够通过介导 p53 的变化诱

导肿瘤细胞凋亡，从而发挥抗肿瘤作用。Bcl-2 家

族蛋白在肿瘤细胞凋亡和肿瘤形成中发挥重要作

用[33]，作为重要的凋亡调控因子，主要通过控制线

粒体的完整性调控凋亡，并且在包括肺癌的多种癌

症中高表达[34]。因此，推测水飞蓟可能是通过调节

p53 和 Bcl-2 的表达促进癌细胞的凋亡，从而发挥

抗肿瘤作用。 

3.2  实验验证 

3.2.1  水飞蓟宾对 H1975 和 LLC 细胞存活率的影

响  如图 4 所示，水飞蓟宾对 H1975 和 LLC 细胞

的抑制作用均呈剂量相关性，即水飞蓟宾在体外能

抑制肿瘤细胞的增殖，从而发挥抗肿瘤作用，水飞

蓟宾对 H1975 细胞的半数抑制浓度（half inhibitory 

concentration，IC50）值为 62.58 μmol/L，对 LLC 细

胞的 IC50 值为 61.44 μmol/L。

 

图 4  水飞蓟宾对 H1975 细胞 (A) 和 LLC 细胞 (B) 存活率的影响 

Fig. 4  Effect of silibinin on viability of H1975 (A) and LLC cells (B) 

3.2.2  凋亡模块验证  凋亡又名细胞程序性死亡，

是细胞正常发育、应激和形态改变过程中调控死亡

的主要途径[35]。该途径不仅可以清除体内多余的细

胞，也能及时发现突变细胞防止其进一步癌变，进

而确保机体内细胞数量的平衡与质量的稳定[36]。细

胞凋亡也是癌症治疗的关键过程，受许多基因如抑

癌基因 p53、抗凋亡基因 Bcl-2 的调控[37]。故推测水

飞蓟宾可能是通过促进癌细胞的凋亡从而发挥抗肿

瘤作用。结合前期系统药理学靶点预测与富集分析

结果，发现 Bcl-2、p53 等靶点以及凋亡过程、凋亡

通路等凋亡相关的靶点、BP 及通路得到了显著富

集。因此，为了探究水飞蓟宾是否促进肿瘤细胞发

生凋亡，采用 Annexin V/PI 双染对 H1975 细胞进行

流式细胞术分析（图 5-A），对照组细胞凋亡率为 0，

20、50、100 μmol/L 的水飞蓟宾组细胞凋亡率分别

为 4.24%、10.2%和 25.4%，表明水飞蓟宾能够促进

肿瘤细胞的凋亡，且呈剂量相关性。如图 5-B 所示，

与对照组比较，各给药组细胞 p53 蛋白表达水平显 
 

 
与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001，下图同 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group, same as below figure 

图 5  水飞蓟素对 H1975 细胞凋亡 (A) 以及 p53、Bcl-2 蛋白表达 (B) 的影响 ( x s , n = 2) 

Fig. 5  Effect of silybin on apoptosis (A) and p53, Bcl-2 protein expressions (B) of H1975 cells ( x s , n = 2) 
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著升高（P＜0.001），Bcl-2 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.05、0.001），表明水飞蓟宾能够通过调控 p53

和 Bcl-2 的表达进而诱导肿瘤细胞凋亡，从而抑制

肿瘤细胞的生长和转移，与前期预测结果一致，也

表明系统网络药理学预测的准确性与可靠性。 

3.2.3  水飞蓟体内抗肿瘤作用  研究显示，CD8+ T

细胞在抗肿瘤免疫中发挥极大的作用，当 T 细胞被

激活后，能够识别位于 I 类组织相容性复合体上的

肿瘤相关抗原[38]，主要通过 2 种方式诱导癌细胞凋

亡：一种是通过分泌一些细胞因子（如穿孔素和颗

粒酶）而促进癌细胞凋亡；另一种则通过死亡配体

（如 Fas 配体或 TNF 相关凋亡配体）与死亡受体的

结合而诱导癌细胞凋亡[39]。另外有研究表明，肿瘤

内 CD8+ T 细胞的浸润量与患者预后有着密不可分

的关系，浸润量越高，预后效果越好[40]。为了探究

水飞蓟宾的体内抗肿瘤作用，使用 C57BL/6 小鼠进

行了 LLC 异种移植实验，给药 20 d 后，肿瘤体积

（图 6-A）和肿瘤质量（图 6-B）显著降低，表明水

飞蓟宾具有明显的抗肿瘤作用。如图 6-C 所示，与

对照组比较，各给药组肿瘤组织 p53 和 Bcl-2 蛋白

表达变化与体外实验中变化趋势一致。如图 6-D 所

示，水飞蓟宾组肿瘤内 CD8+ T 细胞的浸润量

（9.78%）高于对照组肿瘤内 CD8+ T 细胞的浸润量

（5.27%）。综上所述，水飞蓟宾能够通过增加肿瘤内

CD8+ T 细胞的浸润量从而促进癌细胞的凋亡而发

挥抗肿瘤作用。

 

图 6  水飞蓟素对荷瘤小鼠肿瘤体积 (A)、肿瘤质量 (B) 以及肿瘤组织 p53、Bcl-2 蛋白表达 (C) 和 CD8+ T 细胞含量 (D) 

的影响 ( x s , n = 2) 

Fig. 6  Effect of silybin on tumor volume (A), tumor weight (B), p53, Bcl-2 protein expressions (C) and CD8+ T cell content (D) 

in tumor tissue of tumor-bearing mice ( x s , n = 2)

4  讨论 

近年来，肺癌已逐渐变成全球癌症相关死亡的

最常见原因，占全球所有癌症死亡人数的 18.4%[41]。

由于癌症的复杂性及难治性，使得中药在发挥抗肿

瘤作用的方面受到了广泛的关注与研究，高效低毒

的特性使之极具研究与开发的潜力。 

本研究通过建立水飞蓟活性成分-靶点、靶点相

应的生物功能和通路网络探讨水飞蓟治疗肺癌的作

用机制。首先，利用 TCMSP 数据库构建了含有 34

个活性成分的水飞蓟分子数据库，从数据库中通过

OB、DL 2 个参数进一步筛选得到 12 个活性成分，

并构建了活性成分-靶点网络图；接着通过 WES 与

SysDT 模型预测得到 12 个活性成分与癌症相关的

355 个靶点，并通过 GO BP 与 KEGG 通路富集分

析得到 14 个 BP 条目与 13 条相关通路，其中正向

调控凋亡过程、p53 信号通路、凋亡通路、Ｔ细胞

受体信号通路说明水飞蓟可能是通过激活 CD8+ T

细胞并促进癌细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用。研究表

明，CD8+ T 细胞抗肿瘤的主要作用机制是通过穿孔

素/颗粒酶介导的死亡受体结合的杀伤和诱导癌细
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胞凋亡[42]。 

整合实验结果发现，在体外实验中，水飞蓟宾

能够抑制肺癌细胞 H1975 与 LLC 的增殖作用，并

且能够促进肿瘤细胞的凋亡作用，同时也能够上调

抑癌基因 p53 的表达，并且抑制 Bcl-2 的表达而发

挥抗肿瘤作用。在体内实验中，水飞蓟宾能增加荷

瘤小鼠肿瘤内 CD8+ T 细胞浸润量，并且肿瘤组织

p53 与 Bcl-2 表达的变化与细胞水平一致，这表明

水飞蓟宾是通过激活T 细胞并促进肿瘤细胞的凋亡

进而达到抗肿瘤作用[1]。 

综上所述，本研究提供了一种基于系统药理学

从分子、网络、通路等层面的来分析水飞蓟治疗肺

癌的新方法，也解析了中药的多成分、多靶点、多

通路协同治疗肺癌的机制，并进行了数据可视化分

析，使得中药的复杂成分变得更加清晰明了。本研

究表明水飞蓟宾主要通过促进癌细胞的凋亡而发挥

抗肿瘤作用，证实了通过系统药理学所分析的相关

靶点与通路的可靠性，并为深入探讨其作用机制奠

定了坚实的理论基础，故今后可从凋亡途径入手，

去探寻新的抗肿瘤药物或靶点从而更好地协助临床

治疗。 
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