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基于网络药理学、分子对接及细胞实验探究高良姜素诱导肝细胞癌凋亡的
作用机制  
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摘  要：目的  基于网络药理学、分子对接及细胞实验探究高良姜素诱导肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）凋亡的

作用机制。方法  利用 SwissTargetPrediction与 PharmMapper数据库预测高良姜素的潜在作用靶点；从 GeneCards、TTD与

OMIM数据库获取 HCC相关靶点。二者取交集后，通过 STRING数据库构建蛋白质-相互作用（protein-protein interaction，

PPI）网络，并利用 DAVID平台对交集靶点进行基因本体（gene ontology，GO）功能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。采用 AutoDock Vina对高良姜素与核心靶点进行分子对接验证。

体外培养人肝癌 PLC/PRF/5细胞，通过 CCK-8法与流式细胞术分别检测高良姜素对细胞活力与凋亡的影响，并利用Western 

blotting检测表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）-磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，

PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）信号通路及凋亡相关蛋白表达。结果  网络药理学分析共获得高良姜素与 HCC

的共同作用靶点 142个。PPI网络分析显示，EGFR、Akt和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-

3）等蛋白可能是其核心作用靶点。GO 与 KEGG 分析提示，高良姜素可能主要通过调控 PI3K/Akt 等信号通路影响细胞进

程。分子对接结果表明，高良姜素与 EGFR等靶点具有较强的结合能力。体外实验证实，高良姜素能显著抑制 PLC/PRF/5细

胞活力并诱导细胞凋亡（P＜0.01、0.001），显著下调 p-EGFR和 p-Akt的蛋白表达（P＜0.05），显著上调 cleaved Caspase-3

和 Caspase-9的蛋白表达（P＜0.05、0.01）。结论  高良姜素可能通过抑制 EGFR-PI3K/Akt信号通路，诱导 HCC细胞凋亡，

从而发挥抗 HCC的作用。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of galangin-induced apoptosis in hepatocellular carcinoma (HCC) based on network 

pharmacology, molecular docking and cell experiment. Methods  Potential targets of galangin were predicted using 

SwissTargetPrediction and PharmMapper databases, HCC-related targets were collected from GeneCards, TTD and OMIM databases. 

The intersection of these targets was used to construct a protein-protein interaction (PPI) network via STRING database, followed by 

gene ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of intersected targets using 

DAVID platform. Molecular docking of galangin with core targets was validated using AutoDock Vina. Human hepatocellular 

carcinoma PLC/PRF/5 cells were cultured in vitro, and the effects of galangin on cell viability and apoptosis were assessed using CCK-

8 assay and flow cytometry. Western blotting was used to detect the expressions of epidermal growth factor receptor (EGFR)-
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phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway and apoptosis-related proteins. Results  Network 

pharmacology analysis identified 142 common targets between galangin and HCC. PPI network analysis revealed that proteins such as 

EGFR, Akt and cystein-asparate protease-3 (Caspase-3) may serve as core targets. GO and KEGG analyses suggested that galangin 

primarily influenced cellular processes by regulating PI3K/Akt signaling pathway. Molecular docking results indicated galangin had 

strong binding affinity with targets such as EGFR. In vitro experiments confirmed that galangin significantly inhibited PLC/PRF/5 

cells viability and induced apoptosis (P < 0.01, 0.001), significantly down-regulated p-EGFR and p-Akt protein expressions (P < 0.05), 

and significantly up-regulated cleaved Caspase-3 and Caspase-9 protein expressions (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Galangin may exert 

its anti-HCC effects by inhibiting EGFR-PI3K/Akt signaling pathway and inducing apoptosis in HCC cells. 

Key words: galangin; hepatocellular carcinoma; network pharmacology; apoptosis; EGFR-PI3K/Akt signaling pathway 

肝细胞癌“（hepatocellular carcinoma，HCC）是

全球范围内最常见的原发性肝脏恶性肿瘤[1]。流行

病学数据显示，HCC的年发病率高居全球恶性肿瘤

第 6位，而致死率则位列第 3，患者 5年生存率普

遍低于 20%，凸显了其侵袭性强、预后差的临床特

点[2]。全球约 80%的 HCC 病例集中分布于亚洲与

非洲地区[3]，其发生与乙型肝炎病毒慢性感染、膳

食黄曲霉毒素暴露等区域性高危因素密切相关，揭

示了其独特的病因学背景[4-5]。当前，HCC 的临床

管理策略包括手术切除、局部消融、经动脉化疗栓

塞、分子靶向治疗及免疫治疗等，虽已形成多元化

格局，但仍面临显著局限。这些疗法的应用与疗效

高度依赖于肿瘤分期和患者肝脏功能储备[6-7]。对于

早期患者，根治性手术虽为首选，但术后复发率居

高不下[7]；对于占据诊断时多数比例的中晚期患者，

现有治疗手段疗效有限，且常伴随耐药性及治疗相

关不良反应，严重制约了患者的长期生存与生活质

量[8-9]。因此，深入探索 HCC的发病机制，并致力

于发掘高效、低毒的新型治疗药物，已成为改善临

床预后、破解当前治疗困境的核心挑战[6,10]。 

从天然产物中寻找具有抗肿瘤活性的先导化

合物是药物研发的重要途径之一。高良姜素是从高

良姜 Alpinia officinarum Hance根茎中提取的天然黄

酮类活性成分[11-13]，传统用于温胃散寒、消食止痛。

现代药理学研究表明，其独特的化学结构（特别

是 3,5,7-位酚羟基）赋予其卓越的抗氧化与抗炎能

力[11]。进一步研究发现，高良姜素具有诱导细胞凋

亡、阻滞细胞周期等直接抗肿瘤作用[12-13]。初步研

究虽已提示高良姜素具有抗肿瘤潜力，然而其抗

HCC的具体机制仍未明确。值得注意的是，HCC的

发展与持续的氧化应激及慢性炎症密切相关[14]。高

良姜素能够协同抑制这 2个关键致病环节，凸显了

其多靶点作用的独特优势，也使其成为极具开发潜

力的抗 HCC候选分子[15-16]。因此，系统阐明其药理

机制，将为开发高效低毒的 HCC 治疗新策略提供

关键的理论基础。 

基于此，本研究整合网络药理学、分子对接与

体外细胞实验，系统探究高良姜素抗 HCC 的潜在

作用靶点与信号通路[17-20]。首先，通过网络药理学

构建“ 药物-成分-靶点-疾病”网络，从系统层面预

测其整体调控机制；继而，利用分子对接技术在原

子水平模拟高良姜素与关键靶蛋白的结合模式与

亲和力，阐明其相互作用的分子基础；最终，通过

体外细胞实验对理论预测进行验证，考察药物对

HCC细胞增殖、凋亡等表型的影响。本研究通过多

层次证据链的相互印证，旨在阐明高良姜素诱导

HCC细胞凋亡的作用机制，为拓展 HCC治疗路径

提供新视角和实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人肝癌 PLC/PRF/5 细胞由海南省肿瘤发生和

干预重点实验室保存。 

1.2  药品与试剂 

高良姜素“（批号 114199，质量分数为 99.99%）、

仑伐替尼（批号 360652）、表皮生长因子受体

“（epidermal growth factor receptor，EGFR）抗体“（批

号 264373）、p-EGFR抗体“（批号 263709）、蛋白激

酶 B“（protein kinase B，Akt）抗体“（批号 263673）、

p-Akt抗体“（批号 395375）、磷酸化磷脂酰肌醇 3激

酶（phosphorylated phosphatidylinositol 3-kinase，p-

PI3K ） 抗 体 （ 批 号 688964 ） 购 自 美 国

MedChemExpress公司；DMEM高糖培养基“（批号

6125276）购自美国 Gibco 公司；胎牛血清（批号

M24SQ10243101）购自浙江美森细胞科技有限公

司；0.25%胰蛋白酶（批号 A383250727）、青霉素-

链霉素溶液“（批号 080421211018）、BCA蛋白定量

试剂盒“（批号 A202250409）、蛋白上样缓冲液“（批

号 Z928250226）购自上海碧云天生物科技有限公
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司；CCK-8试剂盒“（批号 20241231-1）购自深圳默

鸿 科 技 有 限 公 司 ； PBS 缓 冲 液 （ 批 号

2510B0083851）、二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO，批号 GP2412024）、转印滤纸（批号

FZ2025901）、彩色预染蛋白 Marker（批号

MPC2505081 ）、 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

“（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体“（批号 AC24091008）购自武汉赛维

尔生物科技有限公司；PI3K抗体“（批号 00123655)、

剪切型半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3“（cleaved cystein-

asparate protease-3，cleaved Caspase-3）抗体(批号

00176971）、Caspase-9抗体“（批号 00163571）、HRP

标记的羊抗兔 IgG二抗“（批号 20001471）购自武汉

三鹰生物技术有限公司；ECL 化学发光液（批号

12025113AZ）合肥白鲨科技有限公司。 

1.3  仪器 

NU-5700 型二氧化碳培养箱、MB-102 型蛋白

恒温金属浴组件（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；Ts2/*型倒置式生物显微镜（日本尼康公司）；

Cytation 5 型酶标仪、Tanon 5200 型免疫印迹化学

发光系统、Vortex Genie2型震荡混悬系统“（上海天

能科技有限公司）；SPRING-R20（i+）型超纯水制

造仪器、Mini-PROTEAN® Tetra cell 型蛋白免疫印

迹电泳系统、Mini Trans Blot cell型蛋白免疫印迹转

膜系统（美国 Bio-Rad公司）；Thermo Mixer® C型

平衡摇床（德国 Eppendorf公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析 

2.1.1  高良姜素作用靶点的筛选  从 PubChem 数

据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）检索并下载

高良姜素的二维（2D）化学结构。将该 2D结构文

件提交至 SwissTargetPrediction 在线平台（http:// 

www.swisstargetprediction.ch），以预测其相关作用

靶点[21-24]。同时，从 PubChem数据库获取高良姜素

的三维（3D）结构，并上传至 PharmMapper（http:// 

lilab-ecust.cn/pharmmapper/submitfile.html）服务器

进行互补性靶点预测。在 PharmMapper中，将靶点

集参数设定为 human protein targets only”，专一筛

选人类蛋白靶点。对预测结果进行筛选，仅保留标

准化打分（normalized fit score）不低于 0.9的条目，

并通过 UniProt数据库（https://www.uniprot.org）将

所得靶点统一转换为标准基因名称。合并 2个数据

库的预测结果并去重，得到高良姜素的潜在基因靶

点集合。 

2.1.2  HCC 疾 病 相 关 靶 点 的 收 集   以

 hepatocellular carcinoma”为关键词，系统检索

OMIM （ www.omim.org ）、 GeneCards （ www. 

genecards.org）与 TTD（https://db.idrblab.net/ttd/）3

大数据库，并限定物种为 人类”。合并 3个数据库

的检索结果并去重，得到 HCC的潜在靶点。 

2.1.3   药物-成分-靶点-疾病”网络的构建与分析  

将高良姜素作用靶点与HCC疾病靶点取交集，获得

候选基因。运用 Cytoscape软件构建 药物-成分-靶

点-疾病”网络[25]。 

2.1.4  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络构建与核心靶点筛选  将候选

基因列表导入 STRING（www.string-db.org）在线数

据库，相互作用置信度阈值设为＞0.4。将获得的 PPI

网络数据导入 Cytoscape 软件进行拓扑学分析，利

用内置网络分析工具计算各节点的连接度值[26]，基

于连接度值对潜在核心靶点进行优先级排序。 

2.1.5  基因本体（gene ontology，GO）功能与京都

基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析  采用 R

语言 ClusterProfiler 软件包对筛选所得基因集进行

GO功能与 KEGG通路富集分析[27]。GO功能注释

涵盖生物过程（biological process，BP）、细胞组分

（cellular component，CC）与分子功能（molecular 

function，MF）3个范畴。所有分析结果均通过微生

信平台（http://www.bioinformatics.com.cn）进行可视

化[28]。 

2.1.6  化合物核心靶点与疾病核心靶点的分子对

接  为验证高良姜素与 HCC 核心靶点间的相互作

用，选取节点度值较高且参与 HCC相关 KEGG通

路的蛋白质作为受体，开展分子对接验证。首先，

从 PubChem 数据库获取高良姜素的二维结构，通

过 ChemBio2D软件转化为三维结构；其次，自 PDB

蛋白质结构数据库下载对应蛋白的三维晶体结构；

随后，运用 PyMOL 软件去除蛋白质结构中的水分

子及原始配体[26]，并使用 AutoDockTools将蛋白与

配体分子文件统一转换为 pdbqt 格式；最后，采用

AutoDock Vina（https://autodock-vina.readthedocs.io/ 

en/latest/index.html）完成分子对接计算，评估结合

能并分析对接结果。 

2.2  细胞实验验证 

2.2.1  细胞培养  PLC/PRF/5细胞用含 10%胎牛血
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清和 1%青霉素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基，

于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养，选取处于

对数生长期的细胞进行后续实验。 

2.2.2  CCK-8法检测细胞存活率  PLC/PRF/5细胞

以 5×104个/mL接种于 96孔板中，每孔 100 μL，

于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。分别用含 1、

2、4、8、16、32、64、128、256 μmol/L高良姜素

或 1、10、15、20、25、30、40、50 μmol/L仑伐替

尼的新鲜培养液处理细胞，另设置不给药的对照组

和不接种细胞不给药的空白组。作用 48 h后，吸去

各孔内液体，每孔加入 100 μL含 10% CCK-8试剂

的基础培养液，继续孵育 1 h。使用酶标仪在 450 nm

波长下测定各孔吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.2.3  流式细胞术检测细胞凋亡  取对数生长期

的 PLC/PRF/5细胞，以 2×105个/孔接种于 6孔板

中，待细胞融合度达到 75%时，弃去原有培养基，

分别加入含 20 μmol/L高良姜素或 8 μmol/L仑伐替

尼的新鲜培养基继续培养 24 h，另设置不给药的对

照组。培养结束后，收集细胞上清液，用 PBS轻柔

冲洗细胞 3次。加入胰蛋白酶消化细胞，将消化后

的细胞与收集的细胞上清液混合后离心，并用预冷

的 PBS洗涤 3次。以 500 µL结合缓冲液重悬细胞，

加入 5 µL Annexin V-FITC，避光条件下室温孵育 15 

min；再加入 5 µL碘化丙啶（propidium iodide，PI）

染色液，避光孵育 5 min。于 1 h内使用流式细胞仪

进行检测分析。 

2.2.4  Western blotting检测 EGFR-PI3K/Akt信号通

路及凋亡相关蛋白表达  按 2.2.3”项下方法进行

给药，培养 24 h后，收集细胞，加入裂解液提取总

蛋白并使用 BCA 法进行定量。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，用

5%脱脂牛奶于室温封闭 1 h，加入一抗，4 ℃孵育

过夜。TBST洗涤后，加入 HRP标记的二抗，于室

温孵育 1 h。使用 ECL化学发光试剂显影。 

2.2.5  统计学分析  实验数据以 x s 表示，采用

GraphPad Prism 9.0 软件进行统计学分析与图表绘

制。以单因素方差分析及非参数检验进行多组间的

结果比较；以 t检验进行两组间的结果比较。 

3  结果 

3.1  高良姜素潜在靶点的筛选 

从 SwissTargetPrediction 数 据 库 （ http:// 

www.swisstargetprediction.ch）获得 105个潜在靶点，

从 PharmMapper数据库获得 293个潜在靶点，对所

得靶点进行去重整合后，共得到 360个高良姜素的

潜在作用靶点，用于后续分析。 

3.2  HCC 疾病相关靶点的筛选 

从 OMIM 数据库收集到 289 个靶点，从

GeneCards数据库（设定评分阈值＞1）获取 1 688

个靶点，从 TTD数据库中获得 1个靶点。合并所有

数据库的检索结果并去除重复项后，最终共得到

1 909个的 HCC潜在疾病靶点，用于后续分析。 

3.3   药物-成分-靶点-疾病”网络的构建 

利用 JVenn工具将 360个高良姜素潜在作用靶

点与 1 909个 HCC相关疾病靶点进行取交集分析，

获得 142 个共同作用靶点（图 1）。借助 Cytoscape

软件将交集靶点构建成可视化互作网络“（图 2）。在

该网络中，节点分别代表高良姜素、HCC及其作用

靶点，边则表征它们之间的相互作用关系。该网络

拓扑结构直观地揭示了高良姜素可通过多靶点、协

同性的方式发挥抗 HCC作用。 

 

图 1  高良姜素与 HCC 共有靶点的韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of shared targets between galangin 

and HCC 

3.4  PPI 网络的构建 

为识别高良姜素抗 HCC 的核心作用靶点，将

筛选出的 142个共同靶点导入 STRING数据库，构

建了 PPI网络“（图 3）。该网络表现出较高的平均节

点度值与聚类系数，提示其内部蛋白相互作用关系

稳定且连接紧密。进一步利用 Cytoscape 软件的

Centiscape 插件进行拓扑分析，并依据度值这一关

键指标，筛选出 7个核心靶点，分别为热休克蛋白

90α 家族 A 类成员 1（heat shock protein 90 alpha 

family class a member 1，HSP90AA1）、EGFR、Akt1、

CASP3、基质金属蛋白酶 9“（matrix metallopeptidase 

9，MMP9）、白蛋白“（albumin，ALB）和雌激素受

体 1“（estrogen receptor 1，ESR1）。这些靶点有较高 

218          142       1 767 

高良姜素           HCC 



·568· 中草药 2026年 1月 第 57卷 第 2期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 January Vol. 57 No. 2 

   

 

图 2   药物-成分-靶点-疾病”网络 

Fig. 2  “Drug-ingredient-target-disease” network

 
图 3  PPI 网络 

Fig. 3  PPI network 

的度值，在 PPI网络中居于枢纽地位，表明它们很

可能是高良姜素发挥抗 HCC作用的关键靶点。 

3.5  GO 功能和 KEGG 通路富集分析 

为阐明潜在靶点的生物学功能，对 142个候选

基因进行 GO功能富集分析“（图 4）。在 BP类别中，

显著富集的通路主要涉及激酶活性的正调控、PI3K

信号传导、蛋白质自磷酸化、细胞对化学及氧化应

激的反应、对氧水平降低及有毒物质的反应等。在

CC 类别中，靶点显著富集于膜筏、膜微区、囊泡

腔、分泌颗粒腔、蛋白激酶复合体、黏着斑以及转

移含磷基团的转移酶复合体等结构。在MF类别中，

跨膜受体蛋白激酶活性（包括酪氨酸激酶及丝氨酸/ 

苏氨酸激酶活性）、核受体活性、配体激活的转录因

子活性、组蛋白激酶活性，以及与转录调控相关的

结合功能“（如转录共激活因子结合、RNA聚合酶Ⅱ

特异性 DNA 结合转录因子结合）显示出高度相关

性。以上结果表明，高良姜素可能通过调控激酶活

性、应激反应及核受体相关信号通路，进而影响

HCC的生物学进程。 

为系统解析高良姜素抗HCC的潜在作用通路，

将 142 个作用靶点导入微生信平台进行 KEGG 通

路富集分析，并绘制气泡图“（图 5）。结果显示，共

同作用靶点富集到 167条通路，其中显著性排名前

10 的包括癌症中的蛋白聚糖、脂质与动脉粥样硬

化、PI3K/Akt 信号通路、前列腺癌、FoxO 信号通

路、化学致癌作用-活性氧类、孕酮介导的卵母细胞

成熟、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）信号通路、内分泌抵抗以及

化学致癌作用-受体激活等。提示高良姜素可能通过

调控包括 PI3K/Akt、FoxO和MAPK在内的多条信

号通路，参与细胞增殖、凋亡、氧化应激及代谢等

多种生物学过程，从而发挥其抗 HCC作用。 
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图 4  候选基因 GO 功能分析结果 

Fig. 4  Go function analysis results of candidate genes 

 

图 5  候选基因 KEGG 通路分析结果 

Fig. 5  KEGG pathway analysis results for candidate genes 

3.6  分子对接验证 

为验证高良姜素抗 HCC的作用机制，基于 PPI

分析获得的核心靶点进行分子对接验证。高良姜素

与各核心靶点的结合能见表 1，结合能低于−5 

kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol）表明配体与受

体间具有良好亲和力。选取每组对接构象中结合能

最优的结果进行可视化（图 6）。 

表 1  高良姜素与核心靶点的结合能 

Table 1  Binding energy of galangin with core targets 

核心靶点 结合能/(kcal·mol−1) 

Akt1 −6.8 

CASP3 −7.1 

EGFR −8.7 

HSP90AA1 −8.9 

1 kcal·mol−1＝4.182 kJ·mol−1. 

分子对接结果显示，4 组复合物的结合能均低

于−5 kcal/mol，提示高良姜素与各靶蛋白均可有效

结合。其中，高良姜素与 Akt1和 CASP3未观察到

特异性次级键相互作用，仅展示整体对接构象；高

良姜素与 EGFR 和 HSP90AA1 均形成稳定氢键网

络（高良姜素可与 EGFR的 THR-205、GLU-206、

ALA-208 残基结合，高良姜素可与 HSP90AA1 的

LEU-48、ASN-51、ASP-93残基形成氢键）。以上结

果从结构层面揭示了高良姜素与核心靶点之间的

相互作用模式，为其多靶点抗 HCC 机制提供了理

论依据。 

3.7  细胞实验结果 

3.7.1  高良姜素对PLC/PRF/5细胞活力及形态的影

响  如图 7-A、B 所示，高良姜素和仑伐替尼处理

PLC/PRF/5细胞 48 h后，显著抑制细胞活力（P＜ 
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A-高良姜素-Akt1；B-高良姜素-CASP3；C-高良姜素-EGFR；D-高良姜素-HSP90AA1。 

A-galangin-Akt1; B-galangin-CASP3; C-galangin-EGFR; D-galangin-HSP90AA1. 

图 6  高良姜素与核心靶点的分子对接图 

Fig. 6  Molecular docking of galangin with core targets 

 

A-仑伐替尼对 PLC/PRF/5细胞活力的影响；B-高良姜素对 PLC/PRF/5细胞活力的影响；C-仑伐替尼和高良姜素对 PLC/PRF/5细胞形态的影响

（×40）；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A-effect of lenvatinib on viability of PLC/PRF/5 cells; B-effect of galangin on viability of PLC/PRF/5 cells; C-effects of lenvatinib and galangin on 

morphology of PLC/PRF/5 cells (× 40); *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below figures. 

图 7  高良姜素对 PLC/PRF/5 细胞活力及形态的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Effects of galangin on viability and morphology of PLC/PRF/5 cells ( x s , n = 6) 

0.01、0.001），且呈剂量相关性。表明高良姜素在体

外实验中表现出较强的抗 HCC 增殖活性。如图 7-

C所示，与对照组比较，各给药组细胞形态均发生

显著的病理改变。经 20 μmol/L高良姜素或 8 μmol/L

仑伐替尼处理后，PLC/PRF/5细胞的密度显著降低，

并出现典型的凋亡形态特征：细胞普遍皱缩、变圆，
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伪足回缩，导致细胞间隙增大、贴壁能力丧失，悬

浮细胞及细胞碎片明显增多。这些形态学变化与

CCK-8法检测到的细胞活力下降趋势高度吻合，从

直观层面共同证实了高良姜素对 HCC 细胞增殖的

抑制作用。 

3.7.2  高良姜素对PLC/PRF/5细胞凋亡的影响  如

图 8所示，与对照组比较，各给药组细胞凋亡率显

著升高（P＜0.001），表明高良姜素能够有效诱导

HCC细胞凋亡。 

3.7.3  高良姜素对 PLC/PRF/5 细胞中 EGFR-

PI3K/Akt通路及凋亡相关蛋白表达的影响  如图 9

所示，与对照组比较，高良姜素组 p-EGFR、p-PI3K

及 p-Akt 的蛋白表达水平均显著下降（P＜0.05），

而总蛋白水平未发生明显改变，表明高良姜素特异

性抑制了 EGFR-PI3K/Akt 信号通路的磷酸化激活

过程。与对照组比较，高良姜素组凋亡相关蛋白

cleaved Caspase-3 和 Caspase-9 的表达水平显著升

高（P＜0.05、0.01），提示细胞凋亡程序被有效激活。

上述结果表明，高良姜素可能通过抑制 EGFR及其

下游 PI3K/Akt信号通路的磷酸化，解除其对凋亡过

程的抑制作用，进而促进 Caspase-9 的活化并最终

激活凋亡执行蛋白 Caspase-3，诱导细胞凋亡。 

 

图 8  高良姜素对 PLC/PRF/5 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of galangin on apoptosis of PLC/PRF/5 cells ( x s , n = 3) 

 

图 9  高良姜素对 PLC/PRF/5 细胞中 EGFR-PI3K/Akt 通路及凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of galangin on expressions of EGFR-PI3K/Akt pathway and apoptosis-related proteins in PLC/PRF/5 cells 

( x s , n = 3) 

4  讨论 

HCC作为一种全球性的重大健康挑战，其发病

机制复杂、临床预后差，与多条信号通路的异常调

控密切相关[2]。在众多参与 HCC发生发展的分子通

路中，EGFR及其下游的 PI3K/Akt信号轴被认为处

于核心地位，在调控细胞存活、增殖与凋亡中发挥

关键作用[11]。EGFR属于受体酪氨酸激酶家族，在

与配体结合后发生二聚化及自身磷酸化“（如 Y1068
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位点），形成活化形式的 p-EGFR，进而募集并激活

下游信号分子。其中，PI3K/Akt是 EGFR信号传递

的重要通路之一，活化的 Akt 通过其 Thr308 与

Ser473位点的磷酸化被完全激活，进一步调控包括

凋亡抑制蛋白、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

“（mammalian target of rapamycin，mTOR）等在内的

多种下游效应分子，从而促进细胞生存、增殖及代

谢重编程，驱动 HCC的恶性进展[7]。本研究基于网

络药理学方法，预测高良姜素抗 HCC 的潜在作用

靶点，KEGG通路富集分析进一步提示其药理作用

可能与 PI3K/Akt信号通路密切相关。分子对接结果

显示，高良姜素与 EGFR等核心靶点具有良好的结

合活性，从理论层面支持了其对上述信号通路的干

预潜力。为验证该预测，本研究通过体外细胞实验

证实，高良姜素可有效抑制 HCC 细胞增殖并诱导

其凋亡。在蛋白水平上，高良姜素能够显著抑制

PLC/PRF/5细胞中 EGFR及 Akt的磷酸化，表现为

p-EGFR 与 p-Akt 蛋白表达明显下调，其作用模式

与典型的通路抑制剂相似。由此推测，高良姜素可

能通过干扰 EGFR-PI3K/Akt信号通路的正常传导，

进而激活 Caspase-3 等凋亡执行蛋白，最终诱导细

胞程序性死亡。此外，分子对接亦提示高良姜素与

HSP90AA1靶点之间可形成稳定结合，提示该靶点

可能参与其作用机制，值得在后续研究中予以重点

关注。尽管本研究初步揭示了高良姜素抗 HCC 的

潜在机制与抑制 EGFR-PI3K/Akt通路密切相关，其

具体分子机制及信号动态响应过程仍有待进一步

阐明。 

综上，本研究整合网络药理学、分子对接及实

验验证，初步揭示了高良姜素抗 HCC 的潜在作用

机制与抑制 EGFR-PI3K/Akt信号通路密切相关，为

阐释高良姜素抗 HCC 的药理机制提供了可靠的理

论依据与实验支持。 
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