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桑黄素通过调控 PI3K/Akt 通路抑制胃癌细胞的作用机制  
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摘  要：目的  整合网络药理学、分子对接及体外实验探讨桑枝活性成分桑黄素治疗胃癌的作用机制。方法  通过网络药理

学筛选桑枝潜在靶点与胃癌疾病靶点，取交集获得共同靶点；采用蛋白-蛋白相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络

拓扑分析、基因本体论（gene ontology，GO）与京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）

富集分析、GEO 数据集筛选核心靶点。通过分子对接与分子动力学模拟验证桑枝活性成分桑黄素与磷脂酰肌醇 3-激酶调节

亚基 1（phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 1，PIK3R1）的结合能力及复合物稳定性。体外实验以 100、200、300、

400 μmol/L桑黄素单独或联合磷脂酰肌醇 3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）激动剂 740Y-P干预人胃腺癌 AGS细

胞，采用 CCK-8法、平板克隆形成实验检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡率与细胞周期分布，Western blotting检

测 PI3K/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）通路、凋亡及周期相关蛋白表达。结果  共获得桑枝潜在靶点 178个、胃癌相

关靶点 13 100个，交集靶点 159个；富集分析显示关键通路为 PI3K/Akt通路。桑黄素与 PIK3R1结合亲和力良好，PIK3R1

在胃癌组织中显著高表达，复合物结构稳定。体外实验结果显示，桑黄素可剂量相关性抑制 AGS 细胞增殖，诱导 G0/G1期

阻滞并促进细胞凋亡（P＜0.05、0.01）；同时下调 PI3K/Akt通路、B淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、周期蛋白

D1（cyclin D1，CCND1）、细胞周期蛋白依赖性激酶 4（cyclin-dependent kinase 4，CDK4）、CDK6蛋白表达（P＜0.05、

0.01），上调 Bcl-2相关 X蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）、p21蛋白表达（P＜0.01）；与 740Y-P联用后可显著逆

转桑黄素的抑增殖、促凋亡及周期阻滞作用（P＜0.05、0.01）。结论  桑黄素可通过靶向并稳定结合 PIK3R1，抑制 PI3K/Akt

通路活化，进而诱导胃癌细胞周期阻滞、促进凋亡并抑制增殖，发挥抗胃癌活性。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of morin, an active ingredient of Sangzhi (Mori Ramulus), against gastric cancer based on 

network pharmacology, molecular docking and in vitro experiments. Methods  Potential targets of Mori Ramulus and gastric cancer-related 

targets were screened by network pharmacology, and the intersection of targets was obtained. Protein-protein interaction (PPI) network 

topological analysis, gene ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment analysis, and GEO dataset 

validation were used to screen core targets. Molecular docking and molecular dynamics simulation were applied to verify the binding ability 

of morin (the active ingredient of Mori Ramulus) to phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 1 (PIK3R1) and the stability of the formed 

complex. In in vitro experiments, human gastric adenocarcinoma AGS cells were treated with 100, 200, 300, 400 μmol/L morin alone or 

combined with phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) agonist 740Y-P. Cell proliferation ability was detected by CCK-8 assay and plate clone 

formation assay. Cell apoptosis rate and cell cycle distribution were detected by flow cytometry. Expressions of PI3K/protein kinase B (Akt) 

pathway, apoptosis and cycle related proteins were detected by Western blotting. Results  A total of 178 potential targets of Mori Ramulus, 

13 100 gastric cancer-related targets, and 159 intersecting targets were identified. Enrichment analysis showed that the key pathway was the 

PI3K/Akt pathway. Morin had strong binding affinity with PIK3R1, was significantly highly expressed in gastric cancer tissues, and the 

constructed morin-PIK3R1 complex maintained excellent stability. The in vitro experiment results showed that morin could inhibit AGS cells 

proliferation in a dose-dependent manner, induce G0/G1 phase arrest, and promote cell apoptosis (P < 0.05, 0.01). Meanwhile, morin 

downregulated the expressions of PI3K/Akt pathway, B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), cyclin D1 (CCND1), cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) 

and cyclin-dependent kinase 6 (CDK6) protein (P < 0.05, 0.01), and upregulated the expressions of Bcl-2 associated X protein (Bax) and p21 

(P < 0.01). Combined treatment with 740Y-P significantly reversed the effects of morin on proliferation, apoptosis and cell cycle (P < 0.05, 

0.01). Conclusion  Morin can exert anti-gastric cancer activity by targeting and stably binding to PIK3R1, inhibiting the activation of 

PI3K/Akt pathway, inducing cell cycle arrest, promoting apoptosis, and inhibiting proliferation in gastric cancer cells.  

Key words: morin; gastric cancer; bioinformatics; PI3K/Akt pathway; cell apoptosis; cell proliferation 

胃癌是常见和致命的癌症之一，由于早期诊断

困难，大部分患者发现时已是晚期，是全球发病率第

5位、致死率位居前列的肿瘤[1]。胃癌是胃黏膜上皮

源性的恶性肿瘤疾病，其重要影响因素包括地域环

境、生活与饮食习惯、癌前病变和遗传因素等，快节

奏生活背景下发病人群渐呈年轻化趋势[2]。胃癌治疗

以多学科综合治疗为主的综合治疗策略，治疗效果

虽有所提升，但预后复发率和转移率仍居高[3]。中医

药抗肿瘤具有多靶点、不良反应较低的特点，与化疗

联用可减轻化疗不良反应、改善胃癌患者生活质量

并延长生存期，在胃癌综合治疗中展现出潜在应用

价值[4]。桑枝为桑科桑属植物桑Morus alba L.的干燥

嫩枝，含有黄酮、多酚和生物碱等具有降血糖、抗氧

化、抗炎等活性，其部分成分也展现出潜在抗肿瘤活

性[5]。桑枝也是桑蚕产业丰富的副产物，开发桑枝新

途径具有重大意义[6]。多种天然黄酮类化合物能以不

同方式对胃癌产生抑制作用[7]。桑黄素是从桑科植物

中分离得到的一种黄酮类化合物，是桑枝中含量丰

富的天然成分之一。现代药理学研究显示，桑黄素具

有抗炎、抗氧化、神经保护和抗菌等活性[8]，但其对

胃癌发生发展的作用机制目前并不明确。本研究通

过网络药理学与基因表达全集（gene expression 

omnibus，GEO）数据集差异基因分析，预测桑枝治

疗胃癌的作用靶点与信号通路，结合分子对接技术

与分子动力学模拟分析进一步验证候选核心靶点，

最后通过体外实验验证桑黄素通过磷脂酰肌醇 3-激

酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）治疗胃癌的作用机制。 

1  材料 

1.1  细胞 

人胃腺癌AGS细胞购自中国科学院上海细胞库。 

1.2  药品与试剂 

桑黄素（质量分数≥ 98%，批号 SSS05-

20240627A01）购自南京春秋生物工程有限公司；

PI3K 激动剂 740Y-P（质量分数 99.78%，批号

DDGWL）、增强型细胞计数试剂盒（（cell counting kit-

8，CCK-8，批号WUKLE）购自思科捷生物技术有

限公司；4%多聚甲醛（（批号 25420539）购自 Biosharp

https://www.tcmsp-e.com/tcmspsearch.php?qr=Ramulus%20Mori&qsr=herb_en_name&token=e0f4df3ce801613ac936edf198b7cc55
https://www.tcmsp-e.com/tcmspsearch.php?qr=Ramulus%20Mori&qsr=herb_en_name&token=e0f4df3ce801613ac936edf198b7cc55
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公司；乙醇（（批号 20250408）、甲醇（（批号 20251113）

购自天津市科密欧化学试剂有限公司；青链霉素混

合液（批号 240006006）、胎牛血清（fetal bovine 

serum，FBS，批号 SA240910）、DMEM/F12基础培

养基（（批号WHB824U181）购自武汉普诺赛生命科

技有限公司；磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 

saline，PBS，批号 IBKER027）购自北京伊诺凯科

技有限公司； 0.25%胰蛋白酶消化液（批号

2500040007）、RIPA蛋白裂解液（（批号2500110012）、

二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号

GP2403016）、 BCA 蛋白定量试剂盒（批号

2500010501）购自北京索莱宝科技有限公司；1%结

晶紫水溶液（（批号 TB2507）购自河北瑞帕特生物科

技有限公司；Annexin V-APC/7-AAD细胞凋亡检测

试剂盒（（批号 A407326）、细胞周期染色试剂盒（（批

号A507324）购自杭州联科生物技术股份有限公司；

彩虹预染蛋白 Marker（批号 ZG2701）购自苏州新

赛美生物科技有限公司；PVDF 转印膜（批号

0000328308）购自美国Millipore公司；p21抗体（（批

号 10502319）购自艾比玛特医药科技（（上海）有限

公司；p-Akt（（Ser473）抗体（（批号 13038S）购自美

国 CST 公司；α-微管蛋白（α-tubulin）抗体（批号

10028551）、PI3K p110β 亚基（p110β）抗体（批号

10031588）、PI3K p85α 亚基（p85α）抗体（批号

10052244）、Akt兔单克隆抗体（批号 00071929）、B

淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批

号 10005560）、Bcl-2相关 X 蛋白（Bcl-2 associated 

X protein，Bax）抗体（批号 10005017）、周期蛋白

D1（cyclin D1，CCND1）抗体（批号 10003818）、周

期蛋白依赖性激酶 4（cyclin-dependent kinase 4，

CDK4）抗体（批号 00113795）、CDK6 抗体（批号

00117738）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（批号

20001626）、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 二抗（批号

20001573）购自武汉三鹰生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

CKX53SF-R 型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）；XB70 型雪花制冰机（宁波格兰特制冷设备制

造有限公司）；DW-86L626型医用超低温保存箱（青

岛海尔特种电器有限公司）；Heracell 150i 型二氧化

碳培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；HD-

4＋型全自动细胞计数仪[高分（北京）生物科技有限

公司]；Classic EU10型纯水机（青岛普洛斯科技有

限公司）；ZHJH-C1112C型超净工作台（上海智城分

析仪器制造有限公司）；Genespeed 416 型台式离心

机、Genespeed 1736R型低温高速离心机（基因有限

公司）；WT100-1型恒温水浴槽（杭州米欧仪器有限

公司）；PR224ZH型电子天平[奥豪斯仪器（常州）

有限公司]；SX-500型高压蒸汽灭菌器（日本 TOMY

公司）；Research® plus型移液器（德国 Eppendorf公

司）；VE-180型微型垂直电泳槽（上海天能科技有限

公司）；VE-186型湿式电转印槽（上海天能科技有限

公司）；ELx808IU 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；

KB-800型智能脱色摇床（海门其林贝尔仪器制造有

限公司）；Tanon 6100型化学发光成像系统（上海天

能科技有限公司）；BG-Power 600型电泳电源[贝晶

生物科技（上海）有限公司]；MTC-100型恒温混匀

仪（杭州川一实验仪器有限公司）；FACSCalibur 型

流式细胞仪（美国 BD Biosciences公司）。 

2  方法 

2.1  生物信息学分析 

2.1.1  网络药理学研究  以类药性（drug-likeness，

DL）≥0.18、口服生物利用度（oral bioavailability，

OB）≥30%为标准，通过 TCMSP 数据库（https:// 

www.tcmsp-e.com/）筛选桑枝的核心活性成分，通

过 SwissTargetPrediction （ https://www.swisstarget 

prediction.ch/）预测其潜在靶标并经 UniProt（https:// 

www.uniprot.org/）注释，通过GeneCard（https://www. 

genecards.org/）、OMIM（https://www.omim.org/）、

PharmGkb （ https://www.pharmgkb.org/ ）、 TTD

（https://db.idrblab.net/ttd/）、DrugBank（https://go. 

drugbank.com/）数据库筛选胃癌相关基因，经交集

分析确定活性成分与疾病的共同靶点；利用

STRING数据库（https://string-db.org/）构建蛋白质-蛋

白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）网

络，通过Cytoscape 3.10.1软件构建“桑枝活性成分- 

靶点-胃癌”网络图并筛选核心靶点，经 DAVID数

据库（https://davidbioinformatics.nih.gov）富集分析

（校正后 P＜0.05），采用气泡图展示关键基因本体

（gene ontology，GO）条目及京都基因与基因组百科

全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）通路，并基于 KEGG富集结果，对富集程

度较高的通路通过 KEGG Mapper（https://www. 

genome.jp/kegg/mapper/）进行可视化分析。 

2.1.2  GEO数据集验证靶点  采用GSE54129基因

集验证目标位点的表达模式。使用 easyGEO工具筛

选差异表达基因（differentially expressed genes，
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DEGs），设定阈值为|log2 差异倍数（fold change，

FC）|＞1 且 P＜0.05，将结果以火山图形式呈现，

并通过韦恩图展示桑枝活性成分候选靶点基因与

GSE54129数据集全部基因集的交集情况。 

2.1.3  分子对接实验  选择活性成分与核心靶点

进行分子对接分析。从 PubChem 数据库（https:// 

pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）下载活性成分的二维结

构，使用 Chem3D软件进行能量最小化处理获得三

维结构；通过 PDB数据库（https://www.rcsb.org/）

下载蛋白质的三维结构，利用 Pymol软件剔除与相

关蛋白质结合的小分子配体及水分子。将优化后的

结构导入 AutoDock Tools 进行氢化处理和分子对

接，采用 AutoDock Vina软件进行分子对接，获得

的配体-靶标构象通过 PyMOL 和 Discovery Studio

软件进行可视化。 

2.1.4  分子动力学模拟实验  采用 GROMACS 软

件进行分子动力学模拟，其中小分子配体使用

GAFF力场参数，蛋白受体使用 Amber力场。将蛋

白质结构置于模拟盒中，并用 TIP3P水溶剂化，加

入适量钠离子或氯离子以中和体系的电荷。随后对

整个体系进行能量最小化，并进行正则系综（NVT）

和等温等压系综（NPT）预平衡，最后进行 100 ns

的动力学模拟。通过均方根偏差（root mean square 

deviation，RMSD）评估蛋白和配体结合的结构稳定

性，均方根波动（root mean square fluctuation，

RMSF）评估蛋白质-配体复合物的柔性，回旋半径

（radius of gyration，Rg）评估复合物的紧凑性，溶

剂可及表面积（ solvent accessible surface area，

SASA）评估复合物在溶剂中的稳定性，氢键的数量

评估复合物系统的稳定性，通过分子力场-泊松玻尔

兹曼表面面积法（MM/ PBSA）计算小分子配体与

蛋白受体的结合自由能。 

2.2  体外实验验证 

2.2.1  溶液的配制   称取 50 mg 桑黄素，溶于

DMSO 配制成 120 mmol/L 储备液，分装后避光保

存于−20 ℃；称取 10 mg 740 Y-P，溶于超纯水配制

成 1 mmol/L储备液，分装后避光保存于−20 ℃，实

验前新鲜配制 50 μmol/L工作稀释液。 

2.2.2  细胞培养  AGS细胞用含 10% FBS和 1%双

抗的 DMEM/F12培养基，置于 37 ℃、5% CO2细

胞培养箱中常规培养。 

2.2.3  CCK-8 检测细胞活力   取对数生长期的

AGS细胞，以 3×103个/孔接种于 96孔板，培养过

夜待细胞贴壁。分别加入 10、20、40、80、160、

320、640 μmol/L桑黄素溶液，作用 24、48、72 h，

另设置对照组（接种细胞不给药）和空白组（不接

种细胞不给药）。按照 CCK-8试剂盒说明书操作，

检测各孔吸光度（A）值，计算抑制率和半数抑制浓

度（half inhibitory concentration，IC50）。 

抑制率＝(A 对照－A 给药)/(A 对照－A 空白) 

2.2.4  克隆形成实验  AGS 细胞以 500 个/孔接种

于 6孔板，培养过夜待细胞贴壁。设置对照组及桑

黄素（100、200、300、400 μmol/L）组和 DMSO组，

弃去培养基，对照组加入完全培养基，桑黄素组加

入含不同浓度桑黄素的完全培养基，DMSO组加入

含 DMSO的完全培养基，干预 24 h。弃去培养基，

更换为不含药物及 DMSO 的新鲜完全培养基继续

培养，每 3天更换 1次培养基。待出现肉眼可见细

胞集落后，弃去培养基，以 4%多聚甲醛固定 30 min，

0.1%结晶紫染色 15 min；PBS缓慢冲洗多余染液，

室温自然风干后，在标准光照条件下拍照并计数克

隆形成数。 

2.2.5  流式细胞术检测细胞凋亡与细胞周期  AGS

细胞以 3×105个/孔接种于 6 孔板，培养过夜待细

胞贴壁。按“2.2.4”项下方法进行分组和给药，培

养 24 h。弃去培养液，加入不含 EDTA的胰蛋白酶

消化细胞，加入 800 μL含 10% FBS的 DMEM/F12

培养基终止消化，轻轻吹打制成单细胞悬液。1 500 

r/min离心 4 min，弃上清，收集细胞沉淀并重悬至细

胞密度为 1×105个/mL。取细胞悬液，按照细胞凋亡

检测试剂盒与细胞周期检测试剂盒说明书步骤操

作，加入 500 μL binding buffer重悬后进行染色，采

用流式细胞术检测细胞凋亡及细胞周期分布情况。 

2.2.6  Western blotting检测细胞周期、凋亡及 PI3K/ 

Akt 通路相关蛋白表达  AGS 细胞以 3×105个/孔

接种于 6孔板，培养过夜待细胞贴壁。按“2.2.4”

项下方法进行分组和给药，培养 24 h。收集细胞，加

入裂解液提取蛋白，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

奶封闭后，分别加入 α-tubulin、p110β、p85α、p-Akt、

Akt、Bcl-2、Bax、p21、CCND1、CDK4、CDK6一

抗，4 ℃孵育过夜；洗膜后加入相应二抗，室温孵

育 1 h。采用 ECL化学发光试剂显影，使用 Image J

软件对蛋白条带灰度值进行定量分析。 

2.2.7  PI3K 激动剂 740Y-P 对桑黄素抗肿瘤作用的

影响  设置对照组、桑黄素（400 μmol/L）组、740Y-
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P（50 μmol/L）组和桑黄素（400 μmol/L）＋740Y-P

（50 μmol/L）组，给予 740Y-P预处理 4 h，随后给予

400 μmol/L桑黄素处理 24 h。按“2.2.3”项下方法检

测细胞活力。设置对照组、桑黄素（400 μmol/L）组、

740Y-P（50 μmol/L）组、桑黄素（400 μmol/L）＋740Y-

P（50 μmol/L）组和 DMSO组，按“2.2.4”项下方

法检测克隆形成数，按“2.2.5”项下方法检测细胞凋

亡与细胞周期分布情况，按“2.2.6”项下方法检测细

胞周期及 PI3K/Akt通路相关蛋白的表达。 

2.3  统计学分析 

采用 R 语言与 GraphPad Prism 10.0 软件进行

数据分析与可视化。计量资料以 x s 表示，若统计

数据符合正态分布、方差齐，组间比较用 One-way 

ANOVA分析，两两比较采用独立样本 t检验；若统

计数据不符合正态分布则采用非参数检验。 

3  结果 

3.1  生物信息学分析 

3.1.1  桑枝活性成分筛选  根据OB≥30%且DL≥

0.18的成药性标准，从桑枝中鉴定出活性成分 3个

（表 1），分别为桑黄素、山柰酚和氧化血根碱。 

3.1.2  桑枝活性成分与胃癌的交集靶点筛选  合

并去重后，桑枝中的 3个活性成分共得到 178个靶

点。各数据库共收集到 13 100 个与胃癌相关的基

因，将二者取交集，共得到桑枝治疗胃癌的 159个

靶点（图 1-A）。 

3.1.3  PPI 网络构建  通过 STRING 数据库构建

PPI网络（（图 1-B），使用 Cytoscape 3.10.1软件进行

可视化分析，如图 1-C所示，该网络包含 100个节

点（（相互作用靶点）和 287条边（（靶点间关系）。通

过“network analysis”插件计算各节点的拓扑属性 

表 1  桑枝的活性成分 

Table 1  Active ingredients of Mori Ramulus 

Mol ID 成分 PubChem CID 相对分子质量 OB/% DL 靶点数量 

MOL000422 山柰酚 5280863 286.25 41.88 0.24 100 

MOL000729 氧化血根碱 — 347.34 46.97 0.87 88 

MOL000737 桑黄素 5281670 302.25 46.23 0.27 100 

 

A-桑枝活性成分与胃癌共同靶点的韦恩图；B-STRING数据库构建含 192个节点的初级互作图谱；C-基于 Cytoscape 3.10软件构建的桑枝治疗

胃癌的靶点网络；D-PPI网络核心靶点的筛选流程；E-Cytoscape 3.10软件筛选的核心靶点，颜色越深代表度中心性越高。 

A-Venn diagram of common targets between active ingredients from Mori Ramulus and gastric cancer; B-primary interaction graph with 192 nodes using 

STRING database; C-target network for Mori Ramulus in treatment of gastric cancer constructed based on Cytoscape 3.10 software; D-screening process 

of PPI network core targets; E-core targets selected by Cytoscape 3.10 software, with darker color representing higher degree centrality. 

图 1  网络药理学筛选桑枝治疗胃癌的活性成分及潜在靶点 

Fig. 1  Active ingredients and potential targets of Mori Ramulus against gastric cancer screened by network pharmacology 
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（中介中心度、接近中心度和度值），将 3项属性值

超过中位数的靶点进行 3轮筛选（图 1-D），最终确

定 8个核心靶点（图 1-E），分别为酪氨酸蛋白激酶

Src（ proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src，

SRC）、雌激素受体 α（estrogen receptor alpha，

ESR1 ）、 磷脂 酰肌醇 3 激 酶调 节亚 基 1

（ phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1，

PIK3R1）、磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基

α （ phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

catalytic subunit alpha，PIK3CA）、人表皮生长因子

受体 2（human epidermal growth factor receptor 2，

ERBB2）、表皮生长因子受体（epidermal growth 

factor receptor，EGFR）、热休克蛋白 90α家族 B成

员 1（heat shock protein 90 alpha family class B 

member 1，HSP90AB1）、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1

（serine/threonine kinase 1，AKT1）。核心靶点的拓扑

属性值见表 2。 

3.1.4  GO和 KEGG富集分析  对桑枝治疗胃癌的

159个靶点进行 GO功能和 KEGG通路富集分析，

共获得 722 个 GO 条目，包括 459 个生物过程

（（biological processes，BP）、80个细胞成分（（cellular 

表 2  核心靶点拓扑属性值 

Table 2  Topology attribute values of core targets 

靶点 中介中心度 接近中心度 度值 

SRC 1.6 1.000 000 000 7 

ESR1 1.6 1.000 000 000 7 

PIK3R1 0.8 0.875 000 000 6 

PIK3CA 0.8 0.875 000 000 6 

ERBB2 0.8 0.875 000 000 6 

EGFR 0.8 0.875 000 000 6 

HSP90AB1 0.8 0.777 777 778 5 

AKT1 0.8 0.777 777 778 5 

 

component，CC）和 183 个分子功能（molecular 

function，MF）条目，对各条目前 10名进行可视化

分析，如图 2-A所示，BP条目涉及蛋白质磷酸化、

染色质重塑等关键生物过程，CC条目涉及细胞质、

质膜等结构，MF条目包含 ATP结合、蛋白激酶活

性等。KEGG分析鉴定出 151条富集通路，对前 10

条进行可视化分析，如图 2-B 所示，主要富集于

PI3K-Akt通路、内分泌耐药性以及前列腺癌、胰腺

癌等泛癌通路和经典癌症通路。采用 KEGG Mapper

绘制 PI3K/Akt 通路机制图以阐明桑枝治疗胃癌的

潜在作用机制（图 3）。 

 

图 2  GO (A) 和 KEGG (B) 富集分析 

Fig. 2  GO (A) and KEGG (B) enrichment analysis 
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红色方框为桑枝治疗胃癌的靶点。 

Red box represents target of Ramulus Mori in treatment of gastric cancer. 

图 3  KEGG Mapper 可视化 PI3K/Akt 信号通路 

Fig. 3  PI3K/Akt signaling pathway visualized by KEGG Mapper

3.1.5  GEO数据集的靶点验证结果  将 GSE54129

数据集全部基因与桑枝活性成分靶点基因取交集，

得到 173个共同基因（图 4-A）。GSE54129数据集

中鉴定出 3 673个胃癌相关 DEGs，其中 1 990个基

因下调，1 683个基因上调（图 4-B），网络药理学

分析得到的桑枝治疗胃癌的 2 个核心靶基因

（PIK3R1、HSP90AB1）明显上调。 

3.1.6  活性成分与核心靶点的分子对接验证  选

取 GSE54129数据集中明显上调的 2个核心靶点蛋

白（PIK3R1、HSP90AB1）与桑枝中的活性成分（山

柰酚、桑黄素、氧化血根碱）进行分子对接，结果

如图 5所示。结合能＜−4.25 kcal/mol为基线相互作  

 

A-桑枝靶点与 GSE54129数据集的交集基因；B-GSE54129数据集中胃癌的 DEGs。 

A-common genes between Mori Ramulus targets and GSE54129 dataset; B-DEGs of gastric cancer in GSE54129 dataset. 

图 4  GEO 数据库筛选胃癌 DEGs 

Fig. 4  DEGs of gastric cancer screened by GEO database 
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图 5  桑枝活性成分与潜在靶点的分子对接示意图 

Fig. 5  Molecular docking schematic diagram of active 

components from Mori Ramulus and potential targets 

用（ 1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol），结合能＜−5.0 

kcal/mol 为良好结合，结合能＜−7.0 kcal/mol 为高

亲和力结合。如表 3 所示，PIK3R1 可与山柰酚和

桑黄素结合，其中与桑黄素的结合能力更佳；

HSP90AB1可与氧化血根碱结合。 

表 3  桑枝活性成分与潜在靶点的结合能 

Table 3  Binding energies between active components from 

Mori Ramulus and potential targets 

靶点 活性成分 PDB (ID) 结合能/(kcal·mol−1) 

PIK3R1 山柰酚 1PHT −6.8 

桑黄素 1PHT −7.0 

HSP90AB1 氧化血根碱 6N8Y −12.0 

 

3.1.7  分子动力学模拟结果  桑黄素的 OB、DL均

优于山柰酚，相对分子质量更符合口服小分子药物

的最优范围。结合 PPI网络度中心性排序、GEO胃

癌数据集差异表达分析及 KEGG通路富集优先级，

锁定 PI3K/Akt通路上游关键调控靶点 PIK3R1，其

在胃癌组织高表达且与肿瘤增殖、周期、凋亡调控

高度相关，为机制验证的核心靶点。选用桑黄素-

PIK3R1 复合物进行分子动力学模拟，考察复合物

的结合稳定性及构象动力学。RMSD结果（图 6-A）

显示，该复合物在 2 ns时达到初始稳定状态，随后

出现轻微波动并在 63 ns 时出现短暂冲击，最终在

80 ns后于 0.4 nm处达到平衡，表明整体稳定性良

好。RMSF结果（图 6-B）显示，虽然复合物整体

结构稳定，但 11-26和 33-47残基具有较大的弹性， 
 

  

A-RMSD；B-RMSF；C-SASA；D-Rg；E-氢键数量；F-结合自由能。 

A-RMSD; B-RMSF; C-SASA; D-Rg; E-number of hydrogen bonds; F-binding free energy. 

图 6  桑黄素与 PIK3R1 的分子动力学模拟结果 

Fig. 6  Molecular dynamics simulation results of morin with PIK3R1 
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提示在靶向修饰上述残基后，桑黄素-PIK3R1 复合

物系统的稳定性可能会增强。SASA结果（图 6-C）

显示，在 100 ns 模拟过程中，总疏水性和亲水性

SASA 始终保持相对稳定水平，提示蛋白质溶剂暴

露特征未发生显著变化，且桑黄素与 PIK3R1 之间

的接触面积稳定。Rg 保持相对恒定，仅在 15、69 

ns时出现小幅升高（图 6-D），表明复合物结构紧凑

且折叠良好。氢键数量结果（图 6-E）显示，80 ns

后复合物分子间氢键数量显著增加，进一步强化了

结合稳定性。 

通过MM/PBSA框架对轨迹衍生构象体进行定

量分析，结合能结果（（图 6-F）显示，桑黄素-PIK3R1

复合物表现出显著的负相互作用能（EVDWAALS＝

−33.58 kcal/mol，EEL＝−14.25 kcal/mol），表明范德

华力和静电作用是该复合物热力学稳定性的主要

贡献因素。溶剂化作用（GSOLV）包含极性项 EGB

（（26.59 kcal/mol）和非极性项 ESURF（（−4.03 kcal/mol）。

气相自由能（（GGAS＝−47.83 kcal/mol）与（（GSOLV＝

22.56 kcal/mol）的叠加产生 ΔG＝−25.27 kcal/mol，

表明桑黄素对 PIK3R1具有强亲和力。 

3.2  体外实验验证 

3.2.1  桑黄素抑制AGS细胞活力  如图 7-A所示，

桑黄素呈时间和剂量相关性抑制 AGS 细胞活力，

桑黄素作用 AGS细胞 24、48、72 h的 IC50分别为

313.4、307.6、207.7 μmol/L。根据文献报道及预实

验结果，综合考虑抑制效应与细胞状态，选取 100、

200、300、400 μmol/L桑黄素处理 AGS细胞 24 h

进行后续实验。 

3.2.2  桑黄素抑制 AGS细胞增殖  如图 7-B、C所

示，与对照组（桑黄素为 0 μmol/L）比较，300、400 

μmol/L 桑黄素显著抑制 AGS 细胞克隆形成（P＜

0.01），且呈剂量相关性，表明桑黄素能抑制 AGS细

胞增殖。 

3.2.3  桑黄素促进 AGS细胞凋亡  如图 7-D、E所

示，与对照组比较，200～400 μmol/L桑黄素显著提

高细胞凋亡率（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性。

该促凋亡效应与抑制细胞增殖的变化趋势一致，提

示桑黄素主要通过诱导细胞凋亡发挥抑制 AGS 细

胞增殖的作用。 

3.2.4  桑黄素阻滞AGS细胞周期  如图 7-F～H所

示，与对照组比较，300、400 μmol/L桑黄素显著提

高 G0/G1期细胞比例（P＜0.01），且呈剂量相关性。

表明桑黄素可通过诱导 AGS 细胞发生 G0/G1期阻

滞，进而抑制细胞增殖。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

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

图 7  桑黄素对 AGS 细胞活力 (A)、克隆形成 (B、C)、凋亡 (D、E) 和细胞周期分布 (F～H) 的影响 ( x s , n = 3)  

Fig. 7  Effect of morin on viability (A), colony formation (B, C), apoptosis (D, E) and cell cycle distribution (F—H) in AGS 

cells ( x s , n = 3) 
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3.2.5  桑黄素对 AGS细胞 PI3K/Akt通路、周期及

凋亡相关蛋白表达的影响  如图 8所示，与对照组

比较，400 μmol/L桑黄素显著下调 PI3K/Akt通路关

键分子（p85α、p110β、p-Akt）及增殖相关蛋白

（CCND1、CDK4、CDK6）和抗凋亡蛋白 Bcl-2 表

达（P＜0.05、0.01），显著上调促凋亡蛋白 Bax 与

细胞周期调控蛋白 p21表达（P＜0.05、0.01）；300 

μmol/L 桑黄素显著下调 p85α、p110β、CCND1、

CDK6蛋白和抗凋亡蛋白 Bcl-2表达（P＜0.05），显

著上调 p21蛋白表达（P＜0.01）；200 μmol/L桑黄

素显著下调 p85α、p110β表达（P＜0.05），显著上

调 p21蛋白表达（P＜0.01）。表明桑黄素能够抑制

PI3K/Akt 通路的磷酸化水平，诱导 AGS 细胞发生

G0/G1期阻滞并促进细胞凋亡。 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

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

图 8  桑黄素对 AGS 细胞中 PI3K/Akt 通路及凋亡、周期相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of morin on expressions of PI3K/Akt pathway, apoptosis and cycle-related proteins in AGS cells ( x s , n = 3) 

3.3  PI3K 激动剂 740Y-P 回复实验结果 

3.3.1  740Y-P 可部分逆转桑黄素抑制 AGS 细胞活

力的效应  如图 9-A所示，与对照组比较，740Y-P

单独处理显著提高细胞活力（P＜0.01），桑黄素单

独处理则明显抑制 AGS细胞活力（P＜0.05）；与联

合处理组比较，桑黄素单用组的细胞存活率显著降

低（P＜0.01），但 740Y-P单用组的细胞存活率显著

升高（P＜0.01），表明 740Y-P能够在一定程度上逆

转桑黄素对 AGS细胞活力的抑制作用。 

3.3.2  740Y-P 可部分逆转桑黄素抑制 AGS 细胞增

殖的效应  如图 9-B、C所示，与对照组比较，740Y-

P 单独处理可显著提升 AGS 细胞的克隆形成能力

（P＜0.01），而桑黄素单独处理则明显抑制细胞克隆

形成（P＜0.01）；与联合处理组比较，桑黄素单用

组的克隆形成数显著减少（P＜0.01），但 740Y-P单

用组的的克隆形成数显著增加（P＜0.01），表明

740Y-P 能够在一定程度上逆转桑黄素对 AGS细胞

增殖的抑制作用。 

3.3.3  740Y-P 可部分逆转桑黄素促 AGS细胞凋亡

的效应  如图 9-D、E 所示，与对照组比较，桑黄

素单独处理则显著提高了细胞凋亡率（P＜0.01）。

与联合处理组比较，桑黄素单用组的细胞凋亡率显

著升高（P＜0.05），但 740Y-P单用组的细胞凋亡率

显著降低（P＜0.05），表明 740Y-P能够在一定程度

上逆转桑黄素促 AGS细胞凋亡作用。 

3.3.4  740Y-P可部分逆转桑黄素阻滞AGS细胞周期

的效应  如图 9-F～H所示，与对照组比较，桑黄素

单独处理可显著诱导细胞G0/G1期阻滞（P＜0.01）。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与桑黄素＋740Y-P组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs morin + 740Y-P group. 

图 9  740Y‑P 联合桑黄素对 AGS 细胞活力 (A)、克隆形成 (B、C)、凋亡 (D、E) 和细胞周期分布 (F～H) 的影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of 740Y‑P combined morin on viability (A), colony formation (B, C), apoptosis (D, E) and cell cycle distribution 

(F—H) in AGS cells ( x s , n = 3) 

与联合处理组比较，桑黄素单用组的细胞 G0/G1期

比例显著升高（P＜0.05），但 740Y-P单用组的细胞

G0/G1期比例显著降低（P＜0.01），表明 740Y-P能够

在一定程度上逆转桑黄素阻滞AGS细胞周期作用。 

3.3.5  740Y-P联合桑黄素对 AGS细胞中 PI3K/Akt

通路及周期相关蛋白表达的影响  如图 10 所示，

与对照组比较，桑黄素单用组可显著下调 p85α、

p110β、p-Akt、CCND1、CDK4及 CDK6蛋白的表

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与桑黄素＋740Y-P组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs morin + 740Y-P group. 

图 10  740Y‑P 联合桑黄素对 AGS 细胞 PI3K/Akt 通路及周期相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of 740Y-P combined with morin on expressions of PI3K/Akt pathway and cycle-related proteins in AGS cells 

( x s , n = 3) 
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达（P＜0.05、0.01），并显著上调 p21的表达（P＜

0.05）；740Y-P 单用组可显著下调 p21 蛋白的表达

（P＜0.05）。与联合用药组相比，桑黄素单用组显著

降低 PI3K/Akt 通路相关蛋白及细胞周期相关蛋白

的表达（P＜0.05、0.01），显著升高 p21蛋白的表达

（P＜0.05）；740Y-P单用组可显著上调 p-Akt、CDK4

蛋白的表达（P＜0.05、0.01），并显著下调 p21蛋白

的表达（P＜0.05）。表明 740Y-P可部分逆转桑黄素

对 AGS细胞中 PI3K/Akt通路及周期相关蛋白表达

的调控作用。 

4  讨论 

目前胃癌领域的新药研发持续推进，但临床转

化与疗效提升仍较为有限，晚期胃癌患者整体预后

仍不理想[9]。由于胃癌发病机制复杂、治疗靶点尚

不明确，导致个体化治疗实施受限，因此挖掘高准

确度的预后标志物与作用靶点，对改善胃癌患者预

后具有重要意义[10]。网络药理学能够系统阐释中药

多成分、多靶点、多通路协同调控的特点，为中药

活性成分筛选、作用靶点预测及机制探索提供可靠

策略[11]。本研究通过网络药理学、PPI和富集分析，

发现桑枝抗胃癌的作用机制与 PI3K/Akt 信号通路

有关，并在此基础上开展分子对接与体外实验验

证。PIK3R1编码ⅠA类 PI3K的调节亚基 p85α，包

含 p85α、p55α 及 p50α 3 种亚型[12]。研究表明，

PIK3R1在胃癌中异常高表达，可促进肿瘤发生发展

及恶性进展[13]。已有研究证实 PI3K p85α与 p-Akt在

胃癌组织中呈高表达状态[14]。本研究基于GEO数据

集GSE54129进行差异表达分析，结果显示，与正常

胃黏膜组织比较，胃癌组织中 PIK3R1转录水平显著

升高，提示其可作为胃癌潜在治疗靶点。核心靶点关

联分析显示，PIK3R1为桑枝中山柰酚与桑黄素的共

同作用靶点。PI3K/Akt 信号通路是调控细胞增殖、

分化、凋亡及周期进程的关键通路，在多种恶性肿瘤

中频繁发生改变，进而影响肿瘤的发生与进展[15]。

在胃癌中，抑制 PI3K/Akt通路可显著减弱细胞恶性

生物学行为[16]。CDK4、CDK6、CCND1 和 pRb 的

升高与恶性细胞周期失调密切相关[17-18]，靶向抑制

上述因子可为胃癌治疗提供新方向。 

黄酮类化合物是一种结构多样的植物化学类

化合物，在多种致癌途径中表现出明显的抗肿瘤活

性。本研究选择桑枝主要类黄酮桑黄素进行进一步

研究。分子对接实验和分子动力学模拟证实了桑黄

素与 PIK3R1 的高亲和力和桑黄素-PIK3R1 复合物

的结构持续性。桑黄素为典型的天然黄酮类活性成

分，100～500 μmol/L 桑黄素可通过诱导细胞周期

阻滞、激活线粒体依赖凋亡通路，抑制人白血病

HL‑60 细胞增殖[19]；在 HeLa 细胞中同样表现出明

确的抗肿瘤作用，其 IC50为 214.28 μmol/L，并可引

起肿瘤细胞形态学改变[20]。研究表明，桑黄素可通

过抑制 BAD蛋白的泛素-蛋白酶体降解途径，进而

促进肿瘤细胞凋亡[21]。然而，目前尚未见研究阐明

桑黄素能否通过靶向 PI3K/Akt 信号通路调控胃癌

细胞周期进程，其具体分子机制有待进一步揭示。 

天然黄酮可经 PI3K/Akt 通路抑癌，安全性优

于人工合成抑制剂[22]；分子模拟证实其能结合 PI3K

核心位点，具多靶点调控特征，机制异于合成抑制

剂[23]，桑黄素抑癌活性明确，细胞毒性极低（（动物

实验每日 300 mg/kg长期给药未见明显不良反应），

且可抑制 P-糖蛋白、提高化疗药胞内浓度而不损伤

正常细胞[24]。渥曼青霉素虽强效抑制 PI3K，但给药

缺陷阻碍临床转化[25]；LY294002则存在水溶性差、

药动学不佳[26]及脱靶严重等问题[27]。综上，桑黄素

作为不良反应小、多靶点的天然抑癌先导物，具有

独特研发价值。本研究用桑黄素和 PI3K 激动剂

740Y-P处理 AGS细胞，CCK-8和克隆形成实验证

实了桑黄素可剂量相关性抑制 AGS 细胞增殖；流

式细胞术结果显示，桑黄素可诱导 AGS细胞凋亡，

使细胞周期阻滞于 G0/G1期，同时降低 G2/M 期细

胞比例；Western blotting结果进一步表明，桑黄素

可下调 PI3K/Akt相关蛋白（p85α、p110β、p-Akt）

和增殖相关蛋白（Bcl-2、CCND1、CDK4、CDK6）

表达，同时上调促凋亡蛋白Bax与周期抑制蛋白 p21

表达。740Y-P可显著逆转桑黄素的作用，进一步证实

桑黄素通过抑制 PI3K/Akt 信号通路诱导细胞凋亡、

阻滞细胞周期并抑制细胞增殖，发挥抗胃癌的作用。 

本研究仍存在一定局限性：仅在 AGS 细胞中

进行验证，结论外推性有限；仅采用回复实验验证

通路作用，未采用 siRNA敲低、过表达等基因水平

直接证据；桑黄素 IC50相对偏高，与其为天然产物、

作用温和、细胞敏感性及给药时间等因素相关。后

续将增加其他胃癌细胞系与正常胃上皮细胞进行

验证，并通过基因干扰等手段进一步明确桑黄素直

接靶向 PIK3R1的分子机制。同时本研究依据 OB、

DL 及分子对接、动力学稳定性择优确定桑黄素与

PIK3R1为主验证对象，筛选标准客观可控；其余活

性成分及网络核心靶点将在后续实验中补充对比
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验证，以完善多成分、多靶点调控体系。 

综上，桑枝活性成分桑黄素可与 PI3K 调节亚

基 PIK3R1稳定结合，通过抑制 PI3K/Akt通路的活

化，下调周期相关蛋白表达，上调促凋亡蛋白表达，

进而诱导胃癌细胞 G0/G1期周期阻滞、促进细胞凋

亡并抑制增殖，是具有潜在应用价值的天然抗胃癌

候选小分子。本研究为桑黄素用于胃癌防治提供实

验依据，也为开发靶向 PI3K/Akt通路的天然药物提

供新思路。 
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