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基于网络药理学和分子对接对金丝桃苷抗肝癌作用机制

张婷*，李娜，宋小锋，朱婷

（新乡医学院 三全学院，河南 新乡 453003）

［摘要］ 目的：采用网络药理学的方法，对金丝桃苷抗肝癌的作用机制进行探讨。方法：使用过中药系统药理学数据库与

分析平台（TCMSP）、药物基因相互作用数据库（DGIdb）、毒性与基因比较数据库（CTD）及 SwissTargetPrediction 数据库预测金

丝桃苷的作用靶点。利用基因数据库（GeneCards）、在线人类孟德尔遗传病数据库（OMIM）等 5 个数据库，获得肝癌疾病相关

靶点。二者取交集，即金丝桃苷抗肝癌作用靶点。采用在线注释及可视化整合分析工具（DAVID v2021q4）进行基因本体

（GO）功能注释和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。Cytoscape 3.6.1 软件构建作用靶点蛋白质-蛋白质相互

作用（PPI）网络，筛选出核心作用靶点，并对金丝桃苷与核心作用靶点亲和力进行分子对接验证。细胞活力实验观察金丝桃苷

抗肝癌的作用；划痕实验观察金丝桃苷对肝癌细胞迁移的作用；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白免疫印

迹法（Western blot）检测金丝桃苷对关键靶基因胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、丝裂原活化蛋白激酶 3（MAPK3）mRNA 及蛋白表达

的影响。结果：共获得金丝桃苷抗肝癌的相关基因 45 个，并筛选出核心靶基因 6 个。KEGG 途径分析富集的信号通路包括凋

亡信号通路、肿瘤坏死因子（TNF）信号通路及癌症信号通路等。分子对接显示核心靶基因 Caspase-3、TNF、雌激素受体 1

（ESR1）、MAPK3、过氧化氢酶（CAT）及环加氧酶 2（PTGS2）与金丝桃苷亲和力较好，尤其与 Caspase-3 与 MAPK3 具有强烈的

结合活性。另外细胞实验显示，与空白组比较金丝桃苷能减低肝癌细胞活力（P<0.05），抑制肝癌细胞迁移，同时升高 Caspase-3

mRNA 表达（P<0.05），降低 MAPK3 mRNA 表达（P<0.05）。结论：金丝桃苷抗肝癌作用通过影响 Caspase-3、TNF、ESR1、

MAPK3、CAT、PTGS2 等核心靶点，共同干预凋亡信号通路、TNF 信号通路及癌症信号通路等，以达到抗肝癌的作用。
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Anti-liver Cancer Mechanism of Hypericin Based on Network Pharmacology and

Molecular Docking
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（Sanquan Medical College of Xinxiang Medical University， Xinxiang 453003， China）

［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of hypericin against liver cancer using network

pharmacology. Method：： The traditional Chinese medicine systems pharmacology database and analysis

platform（TCMSP），Drug Gene Interaction Database（DGIdb），Comparative Toxicogenomics Database（CTD）
and SwissTargetPrediction were used to predict the targets of hypericin. Five databases including GeneCards and

Online Mendelian Inheritance in Man（OMIM）were employed to obtain liver cancer-related targets. The

intersection was performed to obtain the targets of hypericin against liver cancer. The Database for Annotation，

Visualization and Integrated Discovery（DAVID） v2021q4 was used for Gene Ontology（GO） function

annotation and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway enrichment analysis. The protein-
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protein interaction（PPI）network of the targets was constructed by Cytoscape 3.6.1 to screen the core targets，

and the affinity between hypericin and the core targets was verified by molecular docking. The effects of

hypericin on liver cancer and the migration of liver cancer cells were observed by cell viability assay and would

healing assay，respectively，and its effects on the mRNA and protein expression of key targets cysteinyl

aspartate-specific protease-3（Caspase-3）and mitogen-activated protein kinase 3（MAPK3）were detected by

real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR）and Western blot，respectively. Result：：A total of 45 genes

related to the anti-liver cancer effect of hypericin were obtained，and six core target genes were screened. The

signal pathways enriched by KEGG pathway analysis included apoptosis，tumor necrosis factor（TNF）and

cancer signal pathways. Molecular docking showed that the core target genes Caspase-3，TNF，estrogen receptor

1（ESR1），MAPK3，catalase（CAT）and cyclooxygenase 2（PTGS2）had good affinity with hypericin，

especially Caspase-3 and MAPK3. In addition，compared with the conditions in control group，cell experiments

demonstrated that hypericin could reduce the viability of liver cancer cells（P<0.05），inhibit their migration，

increase the mRNA expression of Caspase-3（P<0.05）and decrease that of MAPK3（P<0.05）. Conclusion：：

Hypericin exerted the anti-liver cancer effect by affecting the core targets such as Caspase-3，TNF，ESR1，

MAPK3，CAT and PTGS2 and jointly interfering with apoptosis，TNF and cancer signal pathways.

［［Keywords］］ hypericin；network pharmacology；liver cancer；pharmacological mechanism

肝癌是临床上常见的肝脏恶性肿瘤。发病率

居世界第 5 位［1］。死亡率居世界第二［2］。目前手术

切除是主要的治疗方法。但是一旦确诊，大多数患

者已经处于晚期，此时只能通过药物而不能再进行

手术治疗。临床上主要使用的是索拉非尼等一线

治疗药物，但长期使用使患者容易产生耐受性和各

种不良反应［3-4］。因此，探索有效的肝癌防治药物已

成为当务之急。许多临床研究已经证明，中医药在

改善晚期肝癌患者的症状［5］，减少肿瘤复发［6］，控制

疾病进展［7］方面具有良好的效果。

金丝桃苷是一种主要存在于中草药中的类黄

酮。它具有抗炎、抗氧化和血管保护作用。最近的

研究表明金丝桃苷在多种肿瘤类型中具有抗癌作

用。金丝桃苷可抑制多种癌细胞系中的细胞增殖、

诱导凋亡、减少血管生成和诱导细胞周期阻滞［8］。

金丝桃苷可改善肺癌［9］，胰腺癌［10］，前列腺癌［11］，

结肠癌［12］等。此外据报道，金丝桃苷和槲皮素的

组合对人类白血病细胞的生长具有协同抑制作

用［13］。在一项使用小鼠皮肤肿瘤的研究中，金丝

桃苷和茶多酚的组合也显示出协同抗癌作用［14］。

另外也有研究表明，金丝桃苷对肝癌具有治疗作

用 ，能 抑 制 肝 癌 HepG2 细 胞 增 殖 、促 进 细 胞 凋

亡［15-16］。然而，金丝桃苷对肝癌的治疗作用机制尚

不十分明确。

网络药理学作为现代中医药理学研究的一个

新领域，可以利用许多现有的数据库、通路分析和

网络分析来探索中药治疗疾病的作用机制［17-18］。网

络药理学主要研究相互作用组中的化合物和靶点。

它适合于探索药物的作用机制及其在癌症治疗中

的协同效应［19］。本研究利用网络药理学策略，对金

丝桃苷抗肝癌疾病作用的潜在靶点和分子机制进

行了系统地研究，报道如下。

1 方法

1.1 化合物靶点搜集 金丝桃苷的作用靶点从中

药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP，https：//

tcmsp-e.com/）、药物基因相互作用数据库（DGIdb，

https：//www. dgidb. org/drugs/HYPEROSIDE）、毒 性

与 基 因 比 较 数 据 库（CTD，http：//ctdbase. org/）及
SwissTargetPrediction （http：//www. swiss target

prediction.ch/）数据库获得。选取人源靶点，合并删

除重复靶点。

1.2 肝癌疾病靶点搜集 使用 liver cancer 及 liver

carcinoma作为关键词，搜索 DrugBank（https：//www.

drugbank. ca/），基 因 数 据 库（GeneCards，（https：//

www.genecards.org/），治疗靶标数据库（TTD，http：//

db.idrblab.net/ttd），人类疾病相关的基因与突变位点

信息的数据库（DisgeNET，http：//www.disgenet.org/

home/），在线人类孟德尔遗传病数据库（OMIM，

https：//www.omim.org/），获得肝癌疾病相关靶点。

合并所有获得的靶点，并去除重复的靶点。

1.3 金丝桃苷抗肝癌作用靶点的获得 金丝桃苷

的作用靶点与肝癌疾病靶点使用韦恩图（http：//

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）取交集，

获得金丝桃苷抗肝癌作用靶点。
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1.4 金丝桃苷抗肝癌作用靶点蛋白的蛋白质 -蛋白

质相互作用（PPI）分析 将金丝桃苷抗肝癌作用靶

点蛋白上传到 STRING 11.5 数据库（http：//string-db.

org）获取 PPI 信息。置信度得分为 0.7 或更高的蛋

白 质 相 互 作 用 以 TSV 格 式 导 出 。 PPI 网 络 由

Cytoscape v3.6.1 可视化。

1.5 金丝桃苷抗肝癌作用关键靶点的筛选 使用

Cytoscape 中 Network analyzer 计算网络拓扑参数，

包 括 度 中 心 性（degree）、紧 密 中 心 性（closeness

centrality）、介数中心性（betweenness centrality）及聚

类系数（clustering coefficient）。其中网络被视为无

向网络。度中心性、紧密中心性、介数中心性的数

值越大，说明这个基因在网络中的作用越重要。

1.6 金丝桃苷抗肝癌作用靶点的富集分析 使用

注 释 及 可 视 化 整 合 分 析 工 具（DAVID v2021q4，

https：//david.ncifcrf.gov/）进行金丝桃苷抗肝癌作用

靶点的富集分析的富集分析。富集分析包括基因

本 体（GO）分 析 和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（KEGG）分析。GO 分析又包括细胞组分、分子功

能、生物过程的分析。

1.7 金丝桃苷与关键作用靶点的分子对接 关键

作用靶点蛋白的 X 射线晶体结构从蛋白质数据库

（PDB）（http：//www.rcsb.org/）中获得。金丝桃苷的

mol2 文件从 TCMSP 下载得到。使用 AutoDock tool

对蛋白质受体文件和配体文件进行处理，包括蛋白

质结构的去水，加氢等。然后，将他们转换为 pdbqt

格式。使用 AutoDock vina 1.5.6 软件进行金丝桃苷

与关键作用靶点的分子对接。选择结合能最低的

结合模式进行进一步分析。使用 PyMOL 软件将金

丝桃苷与关键作用靶蛋白之间的相互作用可视化

并显示为 2D 图。

1.8 实验部分

1.8.1 实验材料 金丝桃苷（成都普瑞法科技开发

有 限 公 司 ，批 号 482-36-0，纯 度 >99%）；噻 唑 蓝

（MTT，美国 Sigma-Aldrich 公司）；TRIzol􀳏试剂（美

国 Thermo Fisher 公司，货号 15596018）；RT reagent

Kit with gDNA Eraser 反 转 录 试 剂 盒 、SYBR®

Premix Ex Taq™ Ⅱ实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）试剂盒（宝日医生物技术有限公

司，货号分别为 RR047A、RR820A）；蛋白免疫印迹

法（Western blot）及 IP 细胞裂解液、BeyoECL Plus

（超敏 ECL 化学发光试剂盒）（碧云天生物技术有限

公司，批号分别为 P0013、P0018S）；兔源丝裂原活化

蛋白激酶 3（MAPK3）单克隆抗体、兔源胱天蛋白酶

（Caspase）-3 单克隆抗体（Abcam 公司，批号分别为

ab109282、ab197202）；辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔免疫球蛋白（Ig）G（H+L）（碧云天生物技术有限

公 司 ，货 号 A0208）。 ROCHE LightCycler® 96 型

Real-time PCR 仪（瑞士 Roche 公司）；Varioskan LUX

型多功能酶标仪（赛默飞世尔科技公司）。
1.8.2 细胞活力测定 细胞以 5×103个/孔的密度接

种入 96 孔板中。在与不同浓度的金丝桃苷（0、25、

50、100、150 µmol·L-1）孵育 24、48、72 h 后，分别加入

MTT 试剂，孵育 4 h 后，吸去上清，加入二甲基亚砜，

并使用酶标仪在 490 nm 处检测吸光度 A。

1.8.3 细胞迁移实验［20］ 细胞接种于 6 孔板上。当

细胞生长到 80% 汇合时，用无菌 20 µL 塑料移液管

尖端刮取细胞单层，枪头垂直，不能倾斜。然后 PBS

清洗细胞 2 次。加入含有不同浓度金丝桃苷并仅含

2% 血清的培养基。于 72 h 后通过倒置显微镜观察

划痕处的图像。

1.8.4 Real-time PCR 检 测 关 键 靶 点 基 因

Caspase-3、MAPK3 mRNA 的表达 使用 TRIzol®试

剂从细胞中提取总 RNA。使用 PrimeScript RT 试剂

盒将总 RNA 反向转录成互补 DNA。使用 SYBR 预

混料 Taq 试剂盒（日本 Takara 公司）进行 Real-time

PCR 反 应 。 引 物 序 列 ：甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH） 长 度 20 bp， 上 游 5'-

CGACCACTTTGTCAAGCTCA-3'、 下 游 5'-

AGGGGTCTACATGGCAACTG-3'；Caspase-3 长 度

21 bp，上游 5'-CAGAAGATACCAGTGGAGGCC-3'、

下 游 5'-TTCCGGTTAACACGAGTGAGG-3'，

MAPK3 上游 5'-ACCTGATGGAGACTGACCTGT-3'

长 度 21 bp、下 游 5'-CGTTGGCGGAGTGGATGT-3'

长度 18 bp。相对表达分析的扩增条件采用两步法，

95 ℃预变性 30 s；然后 95 ℃变性 5 s，60 ℃退火

20 s，共 40 次循环。按照 2-ΔΔCt 法计算 Caspase-3、

MAPK3 相对表达量。

1.8.5 Western blot分析相关蛋白表达 用 Western

及 IP 细胞裂解液从细胞中提取总蛋白。使用 BCA

蛋白质分析试剂盒对蛋白质浓度进行定量。通过

10%SDS-PAGE 凝胶电泳分离等量的蛋白质，并转

移 到 PVDF 膜 上 。 膜 在 37 ℃下 用 5% 脱 脂 乳 在

TBST 中 封 闭 1 h，在 4 ℃ 下 与 一 抗（MAPK3，

1∶1 000；Caspase-3，1∶5 000）孵育过夜。用 TBST 清

洗膜 ，并进一步与辣根过氧化物酶结合的二抗

（1∶1 000）在 37 ℃下孵育 1 h。超敏 ECL 化学发光

试剂盒用于检测蛋白质条带。以 GAPDH 作为内源
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性对照。

1.8.6 统计学分析 数据使用 x̄± s 表示，组间比较

使 用 GraphPad Prism 7.0 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA），P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 金丝桃苷抗肝癌作用靶点的获得 金丝桃苷

化学结构见图 1。将获得的 70 个金丝桃苷作用靶点

和 1 999 个肝癌靶点通过 Venny 图取交集，共得到

45 个交集靶点，即金丝桃苷抗肝癌作用靶点。见增

强出版附加材料。

2.2 金丝桃苷抗肝癌靶点蛋白的 PPI网络图及核心

靶点蛋白的筛选 金丝桃苷抗肝癌靶点蛋白的 PPI

网络图见增强出版附加材料，共 45 个点，224 条边。

选取 PPI 网络中，度中心性、紧密中心性及介数中心

性均较大的 6 个蛋白为核心靶点蛋白即 Caspase-3、

肿 瘤 坏 死 因 子（TNF）、雌 激 素 受 体 1（ESR1）、

MAPK3、过氧化氢酶（CAT）及环加氧酶 2（PTGS2）。
金丝桃苷与肝癌交集基因中核心靶点基因的拓扑

学参数见表 1。

2.3 金丝桃苷抗肝癌作用靶点的 GO 分析结果

GO 分析包括细胞组分、分子功能及生物过程的

分析，见增强出版附加材料。金丝桃苷抗肝癌作用

靶点蛋白的生物过程主要包括血红素结合、四吡咯

结合、DNA-结合转录因子结合 RNA 聚合酶Ⅱ-特异

性 DNA-结合转录因子结合等。细胞组分主要涉及

氧化应激反应、细胞化学应激反应、活性氧反应等。

分子功能主要集中在膜筏、膜微区、膜区等。

2.4 金丝桃苷抗肝癌作用靶点的 KEGG 分析 金

丝桃苷抗肝癌作用靶点的 KEGG 分析结果见增强

出版附加材料。富集显著性较高的通路主要包括

凋亡信号通路、TNF 信号通路及癌症信号通路等。

表明金丝桃苷对主要通过以上通路来治疗肝癌。

KEGG 信号通路与靶点基因相互关系网络图见增强

出版附加材料。

2.5 分 子 对 接 结 果 将 金 丝 桃 苷 与 6 个 核 心

靶 点 蛋 白 Caspase-3、TNF、ESR1、MAPK3、CAT、

PTGS2 进 行 分 子 对 接 ，结 合 能 数 据 依 次

为 -9.9、-8.1、-6.7、-9.2、-7.3、-7.9 kJ·mol-1（1 cal≈
4.186 J）。结合能越小，说明对接越好。一般认为，

结合能<-5.0 kJ·mol-1，表明这种成分与核心靶点蛋

白结合性较好，结合能<-7.0 kJ·mol-1，表明此种物

质与核心靶点蛋白有很强结合活性［21-22］。除金丝桃

苷与 ESR1 的结合能为-6.7 kJ·mol-1外，其余的结合

能均<-7.0 kJ·mol-1，说明金丝桃苷与核心靶点蛋白

结合良好。尤其 Caspase-3 与 MAPK3 与金丝桃苷

的结合能≤-9 kJ·mol-1，说明具有强烈的结合活性。

金丝桃苷与核心靶点蛋白分子对接示意图见增强

出版附加材料。

2.6 金丝桃苷对细胞活力的影响 由表 2 可见，与

空白组比较，24 h 时，金丝桃苷 100、150 µmol·L-1均

能 明 显 降 低 肝 癌 细 胞 的 活 力（P<0.05）。 48 h 和

72 h，金丝桃苷除 25 µmol·L-1组外，其他浓度组（50、

100、150 µmol·L-1）均能明显降低肝癌细胞的活力

（P<0.05，P<0.01）。 不 同 浓 度 金 丝 桃 苷（50、100、

150 µmol·L-1）作用下 HepG2 细胞见图 1。

2.7 金丝桃苷对肝癌细胞迁移的影响 与空白组

比 较 ，不 同 浓 度 浓 度 的 金 丝 桃 苷（50、100、

150 µmol·L-1）作用 72 h 后均能抑制 HepG2 细胞的

迁移，其中 150 µmol·L-1 金丝桃苷组抑制能力强于

100、50 µmol·L-1金丝桃苷组。见图 2。

2.8 金丝桃苷对关键靶点基因 Caspase-3、MAPK3

mRNA 表达的影响 与空白组比较，金丝桃苷组

（50、100、150 µmol·L-1）能明显降低 MAPK3 mRNA

表达（P<0.05，P<0.01），升高 Caspase-3 mRNA 表达

（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

2.9 金丝桃苷对关键靶点蛋白 Caspase-3、MAPK3

表达的影响 与空白组比较，金丝桃苷组（50、100、

表 1 金丝桃苷与肝癌交集基因中核心靶点蛋白的拓扑学参数

Table 1 Topological parameters of core target protein of anti-

hepatoma targets of hypericin

蛋白名称

Caspase-3

TNF

ESR1

MAPK3

CAT

PTGS2

度中心性

27

26

24

23

21

21

紧密中心性

0.764 705 88

0.750 000 00

0.709 090 91

0.684 210 53

0.672 413 79

0.672 413 79

介数中心性

0.115 926 74

0.100 517 76

0.150 290 86

0.051 339 31

0.069 774 66

0.032 076 64

聚类系数

0.450 142 45

0.470 769 23

0.376 811 59

0.525 691 70

0.509 523 81

0.585 714 29

表 2 金丝桃苷对 HepG2细胞活力的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of hypericin on viability of HepG2 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

金丝桃苷组

剂量/μmol·L-1

25

50

100

150

24 h

0.45±0.11

0.42±0.08

0.38±0.07

0.35±0.081）

0.27±0.062）

48 h

0.62±0.14

0.51±0.18

0.47±0.161）

0.41±0.122）

0.36±0.092）

72 h

0.79±0.15

0.66±0.12

0.58±0.181）

0.48±0.132）

0.42±0.122）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01
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150 µmol·L-1）能 明 显 增 加 Caspase-3 蛋 白 的 表 达

（P<0.05，P<0.01）；降 低 MAPK3 蛋 白 的 表 达（P<

0.05，P<0.01）。见图 3 和表 4。

3 讨论

金丝桃苷广泛存在于多种植物内。金丝桃苷

是山楂［23］、黄蜀葵花［24］、地榆［25］、分心木［26］及金荞麦

药材［27］中的主要黄酮类成分，也是这些药材质量控

制的重要指标之一。现代研究表明，金丝桃苷具有

抗氧化［28］，抗脑损伤［29］及心肌的保护作用［30］等。另

外 金 丝 桃 苷 对 多 种 肿 瘤 的 生 长 具 有 抑 制 作

用［9-12，31-32］。肝癌是我国常见恶性肿瘤之一。体外

研究发现，金丝桃苷对肝癌细胞的生长也具有较强

的抑制作用［15-16］，但作用机制尚不明确。网络药理

学是一种在系统水平上研究药物机制的创新方

法［33］。它包括生物信息学、网络分析和实验方法，

并集成了多种信息源［34］。因此，网络方法可以准确

区分潜在的药物 -靶点相互作用［35］。利用网络药理

学策略，我们系统地研究了金丝桃苷抗肝癌疾病作

用的潜在靶点和分子机制。首先，笔者通过对金丝

桃苷的作用靶点和肝癌疾病靶点取交集获得了金

丝桃苷抗肝癌的靶点。随后对金丝桃苷抗肝癌作

用靶点蛋白的进行 PPI 网络分析并筛选出了关键靶

点。然后，根据 GO 和 KEGG 对金丝桃苷抗肝癌的

靶点进行富集分析，并构建了药物-靶点-途径网络。

最后，通过分子对接验证了金丝桃苷与关键靶点分

子之间的相互作用。另外通过实验验证了金丝桃

苷对肝癌的作用及对关键靶点的影响。

金丝桃苷抗肝癌作用靶点的 GO 富集分析显

注：A. 空白组；B. 50 μmol·L-1 组；C. 100 μmol·L-1 组；D. 150

μmol·L-1组（图 2、图 3 同）
图 1 不同浓度金丝桃苷作用下 HepG2细胞（电子显微镜，×100）
Fig. 1 HepG2 cells treated with hyperin at different concentra‐

tions（microscope，×100）

表 4 金丝桃苷对 Caspase-3、MAPK3蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effects of hyperin on protein expression of Caspase-3

and MAPK3（x̄± s，n=3）

组别

空白组

金丝桃苷低浓度组

金丝桃苷中浓度组

金丝桃苷高浓度组

浓度

/µmol·L-1

50

100

150

Caspase-3

/GAPDH

0.11±0.03

0.23±0.041）

0.43±0.082）

0.72±0.132）

MAPK3

/GAPDH

0.84±0.13

0.69±0.131）

0.52±0.062）

0.33±0.082）

图 2 不同浓度金丝桃苷对 HepG2细胞迁移的影响（×100）
Fig. 2 Effects of hyperin at different concentrations on migration

of HepG2 cells（×100）
表 3 金丝桃苷对 Caspase-3、MAPK3 mRNA 的表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 3 Effects of hyperin on mRNA expression of Caspase-3 and

MAPK3（x̄± s，n=3）

组别

金丝桃苷低浓度组

金丝桃苷中浓度组

金丝桃苷高浓度组

浓度/µmol·L-1

50

100

150

Caspase-3

1.48±0.211）

2.06±0.152）

2.72±0.282）

MAPK3

0.83±0.141）

0.68±0.192）

0.48±0.082）

注：设空白组各指标 mRNA 相对表达量为 1；与空白组比较 1）P<

0.05，2）P<0.01（表 4 同）

图 3 金丝桃苷对关键靶点蛋白 Caspase-3、MAPK3表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of hyperin on protein expression of

Caspase-3 and MAPK3
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示，生物过程主要包括血红素结合、四吡咯结合、

DNA-结合转录因子结合、RNA 聚合酶Ⅱ -特异性

DNA-结合转录因子结合等。细胞组分主要涉及氧

化应激反应、细胞化学应激反应、活性氧反应等。

分子功能主要集中在膜筏、膜微区、膜区等。金丝

桃苷抗肝癌作用靶点的 KEGG 分析显示，富集显著

性较高的通路主要包括凋亡信号通路、TNF 信号通

路及癌症信号通路等。表明金丝桃苷对主要通过

以上通路来治疗肝癌。凋亡是细胞的固有功能，是

细胞增殖的逆过程［36］。通过触发细胞自杀程序而

发生的细胞死亡称为凋亡。所谓凋亡程序的本质

是细胞中负责感知、调节和执行细胞死亡信号的一

组基因程序［37］。细胞凋亡是一种常见的主动性死

亡，具有重要的生理和病理意义。在生理状态下，

体细胞的死亡是一种非常普遍的现象，并且不断发

生。然而，这种生理性死亡的实质是细胞凋亡，它

是机体调节生长与死亡平衡的重要手段。它与细

胞增殖一起保持体内细胞群的稳态。人体正常的

生理过程离不开细胞凋亡。研究发现，xanthohumol

通 过 诱 导 HepG2 细 胞 的 生 长 抑 制 、凋 亡 增 强 和

Caspase-3 活性提高，发挥抗癌作用［38］。另外肝脏中

TNF-RI 表达的调节和 TNF 基因多态性（TNF308.2）
与肝癌的发生有关［39-40］。许多 TNF 依赖性基因和途

径最近被证明在 HCC 周围的炎症微环境中失调，并

且这种特异性炎症基因标记的存在与 HCC 患者的

不良预后相关［41］，提示 TNF 信号通路即肿瘤坏死因

子途径可能在肝癌的发生和发展中起着重要作用。

另外本研究通过金丝桃苷抗肝癌靶点蛋白的

PPI 网络图对核心靶点蛋白进行了筛选。选取 PPI

网络图中，度中心性、紧密中心性及介数中心性均

较大的 6 个蛋白为核心靶点蛋白即 Caspase-3、TNF、

ESR1、MAPK3、CAT、PTGS2。其中 Caspase-3 是细

胞凋亡的关键执行者，负责细胞蛋白质的切割，导

致染色质浓缩和 DNA 断裂，这是细胞凋亡的标

志［42］。 研 究 发 现 ，金 丝 桃 苷 可 增 加 宫 颈 癌 细 胞

Caspase-3 蛋白表达，促进细胞凋亡，抑制宫颈癌

HeLa 细 胞 生 长［43］。 金 丝 桃 苷 还 可 上 调 卵 巢 癌

cleaved Caspase-3 蛋白水平，抑制卵巢癌 SKOV3 细

胞的增殖［44］。同样金丝桃苷可增加胃癌 MKN-45

细胞 Caspase-3 表达［45］。在过去的几十年中，人们还

逐渐认识到慢性炎症在肝癌进展中起着非常重要

的作用［46-47］，并发现 TNF-α在炎症相关肝细胞癌症

模型中具有促癌功能［48］。TNF-α在与其受体结合

后会激活不同的信号通路，包括炎症和应激相关通

路，如 NF-κB、p38 MAPK 和 JNK 通路等［49］。ESR1

是一种类固醇受体，在调节肿瘤发生（如乳腺癌）中
起着重要作用［50］。如果突变，ESR1 在原发性恶性

肿瘤转移过程中可以被激活。抑制 ESR1 基因活化

可用于抗癌。研究发现，ESR1 mRNA 在人类肝癌

样本中表达上调，下调 ESR1 mRNA 表达对肝癌具

有治疗作用［51］。MAPK3 又称为细胞外信号调节激

酶（ERK1），属于 MAPK 激酶家族，在 MAPK/ERK

信号级联反应中起重要作用。ERKs 不仅可以磷酸

化胞浆蛋白，而且可以磷酸化一些核内的转录因子

如 c-Fos、c-Jun、Elk-1、c-Myc 和 ATF2 等，从而参与

细胞增殖与分化的调控。MAPK/ERK 信号通路在

肝 癌 发 生 中 起 到 至 关 重 要 的 作 用 的［52］。 尤 其

MAPK3 从细胞质到细胞核的易位以及随后有丝分

裂基因和细胞调节基因的转录激活密切相关［53］。

周庆南等［54］发现，在正常肝组织、癌旁肝组织及肝

癌组织中，MAPK3（ERK1）的表达呈逐级递增的趋

势，MAPK3 的过表达可能与肝癌的发生有关。另

有 文 献 报 道 ，对 MAPK/ERK 信 号 通 路 的 抑 制 是

Sorafenib 抗肝癌的重要机制之一［55］。CAT 是一种

抗氧化酶。氧化应激既是导致肝功能障碍的原因，

也是所有肝脏损伤的病理生理基础［56］。研究发现，

金丝桃苷可降低宫颈癌 HeLa 细胞 CAT 活力［43］。金

丝 桃 苷 还 可 明 显 降 低 结 肠 癌 SW620 细 胞 CAT

mRNA 的表达水平［57］。研究发现，PTGS2 表达上调

的 HCC 患者，PTGS2 生物学活性加强，进而促进肿

瘤生长的信号通路传导，使肿瘤侵袭转移的能力增

加，而抑制肿瘤细胞增殖的能力降低，从而导致

HCC 患者术后无进展时间减少［58］。另有研究表明，

PTGS2 特异性抑制剂有抑制肝癌的作用［59-60］。

本研究通过分子对接验证了金丝桃苷与关键

靶点分子之间的相互作用，结果表明金丝桃苷与核

心靶点蛋白结合良好。尤其 Caspase-3 与 MAPK3

与 金 丝 桃 苷 具 有 强 烈 的 结 合 活 性（ 结 合

能≤-9 kJ·mol-1）。另外本研究通过细胞实验证实金

丝桃苷能明显降低人肝癌细胞（HepG2）的活力（P<

0.05，P<0.01），抑制肝癌细胞的迁移，与空白组比较

同时明显降低 MAPK3 mRNA 及蛋白表达，与空白

组比较升高 Caspase-3 mRNA 及蛋白表达，进而影

响凋亡信号通路、TNF 信号通路及癌症信号通路的

活性，对肝癌起到治疗作用。

本研究中仅在细胞实验水平对金丝桃苷抗肝

癌作用及对分子对接亲和力最高的 2 个关键靶点进

行了初步验证，其余的关键靶点仍需要进一步的进
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行实验验证。另外下一步拟开展动物实验对金丝

桃苷治疗肝癌的疗效及作用机制进行探讨。

综上所述，本研究应用网络药理学的方法对金

丝桃苷抗肝癌作用靶点及通路进行分析。结果显

示，金丝桃苷抗肝癌作用通过影响 Caspase-3、TNF、

ESR1、MAPK3、CAT、PTGS2 等核心靶点，共同干预

凋亡信号通路、TNF 信号通路及癌症信号通路等，

以达到抗肝癌的作用。
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