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［摘要］ 目的：研究常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞的抑制作用及机制。方法：通过噻唑蓝（MTT）比色法、苏木素-伊红

（HE）染色、4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染色、平板克隆形成实验、划痕实验、流式细胞术测定细胞凋亡和细胞周期等，从不

同角度研究了常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞的抑制作用，进一步利用 Pharm Mapper、UniProt、Swissdock、STRING 和

Metascape 等在线平台，进行靶点筛选、基因注释、分子对接验证、蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建、基因本体（GO）和京

都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，探讨其作用机制。结果：与空白组比较，常春藤皂苷 B（15、30、60、120 μmol·L-1）
可显著降低 HGC-27 胃癌细胞存活率（P<0.01），呈浓度和时间依赖性，常春藤皂苷 B 低于 120 μmol·L-1时对正常细胞 GES-1 无

增殖抑制作用；与空白组比较，常春藤皂苷 B（30、60、120 μmol·L-1）可诱导 HGC-27胃癌细胞胞质空泡的形成和细胞核变形固缩，

抑制其迁移能力（P<0.01），诱导 HGC-27 胃癌细胞凋亡和细胞周期阻滞（P<0.05，P<0.01）；当常春藤皂苷 B 10、20、30 μmol·L-1

时，对 HGC-27 胃癌细胞独立生存能力和增殖能力有抑制作用（P<0.01）。其作用靶点可能与驱动蛋白样蛋白 KIF11、3'，5'-环磷

酸鸟苷特异性磷酸二酯酶、胱天蛋白酶-3、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（Chk1）、原癌基因酪氨酸蛋白激酶、表皮细胞生长因子受体

和丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）8 等相关，机制可能与癌症通路中的 MAPK 信号通路和幽门螺旋杆菌感染的上皮细胞信号通

路中的黏附连接、局部连接、癌症中的蛋白聚糖通路等相关。结论：常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞具有抑制作用，可能是

多靶点多通路协同作用的结果。
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［［Abstract］］ Objective：：To investigate the inhibitory effect of hederasaponin B on gastric cancer HGC-27

cell and the mechanism. Method：： Methyl thiazolyl tetrazolium（MTT） assay， hematoxylin-eosin（HE）
staining，4'，6-diamidino-2-phenylindote（DAPI）staining，colony formation assay，scratch assay，and flow

cytometry were employed for the analysis of apoptosis and cell cycle. Thereby， the inhibitory effect of

hederasaponin B on gastric cancer HGC-27 cell was investigated. Then the Pharm Mapper，UniProt，Swissdock，

STRING，and Metascape were used for target screening，gene annotation，molecular docking，protein-protein

interaction（PPI）network construction，Gene Ontology（GO）term and Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes（KEGG）pathway analysis to explore the mechanism. Result：： Hederasaponin B（15，30，60，

120 μmol·L-1）can significantly reduce the survival rate of HGC-27 cell（P<0.01）in a time-dependent and dose-

dependent manner compared with the blank group. It had no significant toxicity to normal GES-1 cell at

concentration below 120 μmol·L-1. Compared with the blank group，hederasaponin B（30，60，120 μmol·L-1）
induced cytoplasmic vacuolization，and nuclear deformation and karyopyknosis，inhibited the migration of HGC-

27 cell（P<0.01），and brought about the apoptosis（P<0.05，P<0.01）and cell cycle arrest of HGC-27 cell

（P<0.05，P<0.01）. Hederasaponin B（10，20，30 μmol·L-1）also suppressed the independent survival ability

and proliferation ability of HGC-27 cell（P<0.01）. The possible action targets were kinesin-like protein KIF11，

cGMP-specific 3，5 cyclic phosphodiesterase，caspase-3，serine/threonine protein kinase Chk1，proto-oncogene

tyrosine protein kinase，epidermal growth factor receptor，and mitogen-activated protein kinase（MAPK）8. The

mechanism may be related to MAPK signaling pathway（pathways in cancer），adhesion connection，focal

adhesion and proteoglycans in cancer（epithelial cell signaling pathways in Helicobacter pylori infection）.

Conclusion：： Hederasaponin B exerts significant inhibitory effect on gastric cancer HGC-27 cell through

multiple targets and multiple pathways.

［［Keywords］］ hederasaponin B；gastric cancer HGC-27 cell；inhibitory effect；bioinformatics；mechanism

胃癌是消化系统中最常见的恶性肿瘤之一，其

发病率和致死率在我国均居第 2 位［1］。开发低毒高

效的抗癌药物一直是抑制胃癌发展的迫切需求，近

年来从植物药中提取药效部位或单体成分已成为

新型抗肿瘤药物的重要来源。常春藤皂苷 B 是一种

从植物药中分离到的天然活性三萜皂苷类成分，具

有抗氧化［2］、抗炎［3］、抗病毒［4］、诱导 HeLa 细胞凋

亡［5］等作用，其可从毛茛科银莲花属植物多被银莲

花 Anemone raddeana［2］、林荫银莲花 A. flaccida［3，5］

和五加科常春藤属植物洋常春藤 Hedera helix［4］等

植物中分离到。唐古特铁线莲 Clematis tangutica 为

毛茛科铁线莲属植物，收录于《部颁药品标准•藏
药》（1995），具有破痞瘤集聚、增生胃火、活血通瘀

等作用［6］。本课题组前期研究发现常春藤皂苷 B 亦

是唐古特铁线莲的主要皂苷类成分之一，通过分离

该化合物并对其进行抗肿瘤作用的细胞筛选实验，

结果表明常春藤皂苷 B 对人胃癌 HGC-27 细胞、宫

颈癌 HeLa 细胞和卵巢癌 SK-OV-3 细胞均具有抑制

作用，其中对 HGC-27 胃癌细胞抑制作用最强［7］。

而常春藤皂苷 B 对 HGC-27 细胞的抑制作用研究目

前还未见其他文献报道。胃癌的发生是多因素

共同参与、多阶段、多步骤的过程，直接摸索药物的

作用靶点和信号转导途径是费时、费力且极具风险

的。利用生物信息学方法分析已有疾病数据库，实

现药物作用靶标的高通量快速筛选［8-9］，对快速揭示

药物在疾病发生发展过程中的内在机制，解决天然

药物因存在多靶点、协同作用等特点而造成的机制

研究瓶颈，具有重要意义。本研究首先对常春藤皂

苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞的抑制作用进行了多角度

研究，然后采用生物信息学方法对其发挥作用的可

能靶点和机制进行了探讨，期望为后续深入研究其

机制继而进行相关资源的开发利用提供一定参考

和依据。

1 材料

1.1 药物与试剂 常春藤皂苷 B 由本课题组从唐

古 特 铁 线 莲 全 草 中 分 离 得 到［7］，纯 度 >98.5%；
DMEM 培养基、0.25% EDTA-胰蛋白酶、胎牛血清

（美国 Gibco 公司，批号分别为 8120157、2277235、

2300015），RPMI 1640 培养基、青-链霉素溶液（以色

列 BI 公司，批号分别为 2103012、1949071），噻唑蓝

（MTT）、顺 铂（ 美 国 Sigma 公 司 ，批 号 分 别 为

MKCL1832、MKCM2435），二甲基亚砜（DMSO）、
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磷酸缓冲盐溶液（PBS）（北京索莱宝科技有限公司，

批号分别为 1209M037、20210710），膜联蛋白Ⅴ -异

硫氰酸荧光素/碘化丙啶（Annexin V-FITC/PI）细胞

凋亡检测试剂盒、细胞周期与细胞凋亡检测试剂

盒、结晶紫染色液、苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒、

4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）染色液（上海碧云

天 生 物 技 术 公 司 ，批 号 分 别 为 022021210312、

011821210207、 072920210207、 071321210923、

091620210127）。
1.2 细胞株 人胃未分化腺癌 HGC-27 细胞株，购

自中国科学院上海细胞库（编号 TCHu22）；人正常

胃黏膜上皮细胞 GES-1，购自武汉普诺赛生物科技

有限公司（编号 CL-0563）；均传至第 3 代用于后续

实验。

1.3 仪 器 Wultiskan 型 酶 标 仪 、Heracell 150i 型

CO2 培 养 箱（美 国 Thermo Sciencific 公 司），BSC-

1804ⅡB2 型生物安全柜（江苏苏净安泰有限公司），
L500-A 型离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司），
Ts2 倒 置 相 差 显 微 镜 、H600L 荧 光 显 微 镜（日 本

Nikon 公 司），Flowsight 流 式 细 胞 仪（德 国 Merck

公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 HGC-27 胃癌细胞采用 RPMI 1640

完全培养基培养，GES-1 正常胃黏膜上皮细胞采用

DMEM 完全培养基培养，完全培养基均由基础培养

基、10% 血清和 1% 青-链霉素溶液组成。

2.2 MTT 比色法检测 HGC-27 胃癌细胞存活率

以顺铂为阳性药，以 GES-1 细胞考察其对正常细

胞的增殖抑制作用。选择对数生长期的细胞，以 8×

103个/孔接种于 96 孔培养板。设常春藤皂苷 B 和顺

铂（15，30、60、120 μmol·L-1）组，其中设不加药组为

空白组，每组 5 孔平行。当孔内细胞融合度达 80%

左右，吸走旧培养基，37 ℃，PBS 洗涤后加入含药培

养基，继续培养 24~72 h 后每孔加入 5 g·L-1 MTT 溶

液 20 μL，避光培养 4 h，小心吸去上清液，每孔加入

DMSO 150 μL，置于摇床上低速震荡 15 min，使结

晶物充分溶解，用自动酶标仪于 540 nm 处测定每孔

吸光度 A。细胞存活率=A 给药组/A 空白组×100%。

2.3 HE 和 DAPI 染色实验 取处于对数生长期的

HGC-27 胃癌细胞，按照 8×104个/孔接种于放有细胞

培养片的 24 孔板内，37 ℃、5% CO2湿润培养箱培养

24 h，向 实 验 组 加 入 常 春 藤 皂 苷 B（0、30、60、

120 μmol·L-1），每组设 3 个平行，作用 24 h 取出细胞

爬 片 。 分 别 进 行 HE 染 色 和 DAPI 染 色 ，显 微 镜

观察。

2.4 平板克隆形成实验 取处于对数生长期的

HGC-27 胃癌细胞，以 500 个/孔接种至 35 mm 小皿，

37 ℃、5%CO2 湿润培养箱培养 24 h，加入常春藤皂

苷 B（0、10、20、30 μmol·L-1）含药培养基，同时设置

24、48 h 培养时间，每组 3 个平行。每隔 2 d 更换 1 次

新鲜培养基，当培养皿中出现肉眼可见的克隆块

时，终止培养，结晶紫染色，观察常春藤皂苷 B 对细

胞克隆形成的影响。克隆形成率=克隆形成数/细胞

接种数×100%。

2.5 划痕实验 在 35 mm 小皿背面沿其直径划平

行的等距离直线（间隔 7 mm，将每孔划分为 5 个区

域）。取对数生长期的 HGC-27 细胞，以 2×105个/皿

接种于 35 mm 小皿。37 ℃、5% CO2 湿润培养箱培

养 24 h，用 200 μL 枪头在皿底垂直划线，PBS 清洗

细胞 3 次去除漂浮的细胞，加入常春藤皂苷 B（0、30、

60、120 μmol·L-1）含药培养基，分别于 0、8、24、36、

48 h在相同的位置拍照。利用 Image J软件测量划痕

宽度，计算细胞迁移率。迁移率=（W0 h −Wn h）/W0 h×

100%，W0 h为 0 h划痕宽度，Wn h为 n h划痕宽度。

2.6 流式细胞术检测细胞凋亡 将处于对数生长

期的 HGC-27 细胞以 2×105 个/皿接种于 35 mm 小

皿，采用常春藤皂苷 B（0、30、60、120 μmol·L-1）分别

处理 24、48、72 h。按照 Annexin V-FITC-PI 染色试

剂盒说明书所述操作方法，采用流式细胞术检测细

胞凋亡。

2.7 流式细胞术检测对细胞周期的影响 将处于

对数生长期的 HGC-27 细胞以 2×105 个/皿接种于

35 mm 小皿，正常培养 24 h，无血清饥饿处理 10 h，

采用常春藤皂苷 B（0、30、60、120 μmol·L-1）处理

24 h，采用细胞周期检测试剂盒说明书操作方法检

测药物对细胞周期的影响。采用流式细胞仪检测

光散射现象，FlowJo VX 软件分析细胞周期。

2.8 统计学分析 采用 SPSS 20.0 软件进行分析，

结果用 x̄ ± s表示，采用单因素方差分析和配对样本

t检验，P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2.9 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点的筛选和注释

将常春藤皂苷 B 的化学结构保存为 sdf 格式，提

交 至 Pharm Mapper 服 务 平 台（http：//www. lilab-

ecust. cn/pharmmapper/submitfile. html）进 行 靶 点 预

测 ，设 置“Select Targets Set”为“Human Protein

Targets”。以“tumor”“cancer”“gastric”“stomach”等

关键词对预测结果进行筛选。按照归一化拟合值

排序，选取排名前 20 位的靶点，利用 UniProt 数据平
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台（https：//www.uniprot.org/uploadlists）［10］对分子靶

标进行蛋白和编码基因重注释，剔除空值匹配非编

码条目。

2.10 药物靶标蛋白相互作用（PPI）网络的构建

将 2.9 项下筛选得到的靶点提交至 STRING 平台

（https：//string-db.org），“Multiple proteins”栏目中选

择“Homo Sapiens”，生成药物作用靶标蛋白的 PPI

网络图，找出互作频率较高的作用靶点。

2.11 分子对接验证 选取 Pharm Mapper筛选结果

中排名前 6 位和 PPI 网络中互作频率较高的目标靶

点，从蛋白数据库（http：//www.rcsb.org）中得到目

标靶点的晶体结构，采用 Maestro 12.0 软件对蛋白

进行预处理，除去其中的小分子配体和非蛋白分

子，保存为 pdb 后缀的文件。从 PubChem 数据库

（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）下载常春藤皂

苷 B 分子结构，保存为 mol2 格式。在 SwissDock

在线分子对接平台（http：//www.swissdock.ch）［11-12］

上传靶蛋白和小分子结构文件 ，进行分子对接

验证。

2.12 药物靶标蛋白的基因本体（GO）和京都基因

与 基 因 组 百 科 全 书（KEGG）富 集 分 析 应 用

Metascape 平 台（http：//metascape. org/gp/index.

html）［13］对常春藤皂苷 B 抗胃癌相关靶点分别进行

GO 及 KEGG 富集分析。均设置 P<0.01，最小计数

为 3，富集因子>1.5。

3 结果

3.1 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞存活率的影

响 当作用于 HGC-27 胃癌细胞时，与空白组比较，

常春藤皂苷 B 可以显著降低 HGC-27 胃癌细胞的存

活率（P<0.01），呈浓度和时间依赖性；与顺铂组比

较，作用时间为 24 h 时，常春藤皂苷 B 组对 HGC-27

胃癌细胞存活率的抑制作用略弱于顺铂（P<0.01）；
作用时间为 48、72 h，60 μmol·L-1 常春藤皂苷 B 对

HGC-27 胃癌细胞存活率的抑制作用强于顺铂（P<

0.01）。当作用于 GES-1 正常胃黏膜上皮细胞时，与

空白组比较，低于 120 μmol·L-1 时常春藤皂苷 B 对

GES-1 正常细胞存活率的影响差异无统计学意义；
与顺铂组比较，不同作用时间不同浓度给药时，常

春藤皂苷 B 对 GES-1 正常细胞存活率的抑制作用均

显著弱于顺铂，差异有统计学意义（P<0.01）。见

表 1。后续相关研究中，选用 30、60、120 μmol·L-1常

春藤皂苷 B 开展研究；因常春藤皂苷 B 对克隆形成

影响较大，选用 10、20、30 μmol·L-1常春藤皂苷 B 进

行该方面研究。

3.2 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞的影响 空

白组细胞结构完整，细胞质丰富，染色均匀，细胞核

较大，核仁染色明显。常春藤皂苷 B 处理后，视野中

细胞数目均随药物浓度增加而减少，且可见药物诱

导细胞内胞质空泡的形成，分布于细胞质周边。随

着药物浓度增高，细胞呈不规则形态，细胞核发生

皱缩。空白组细胞核染色均匀，边缘光滑，形态

规则，核仁清晰。随着常春藤皂苷 B 浓度增高，细胞

核逐渐变形至固缩。表明常春藤皂苷 B 对 HGC-27

细 胞 的 细 胞 质 和 细 胞 核 都 发 生 了 影 响 。 见

图 1、图 2。

3.3 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 细胞独立生存能力和

增殖能力的影响 克隆形成能力是反映细胞群体

依赖性和增殖能力的重要指标，贴壁后的细胞不一

表 1 常春藤皂苷 B和顺铂对 HGC-27胃癌细胞和 GES-1正常胃黏膜上皮细胞生存率的影响（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of hederasaponin B and cisplatin on survival rates of gastric cancer HGC-27 cell and normal GES-1 cell（x̄± s，n=5） %

组别

空白组

常春藤皂苷 B 组

顺铂组

浓度

/μmol·L-1

15

30

60

120

15

30

60

120

HGC-27 胃癌细胞生存率

24 h

100.00±0.13

75.68±1.242，4）

68.55±1.832，4）

29.40±1.942，4）

16.01±1.982，4）

64.80±1.952）

39.86±2.252）

21.01±0.672）

2.13±0.742）

48 h

100.00±0.20

60.50±2.182，4）

40.25±2.942，3）

8.45±2.432，4）

3.51±1.032）

43.61±2.912）

30.35±1.322）

24.25±1.012）

1.75±0.962）

72 h

100.00±0.22

48.34±1.092，3）

37.47±1.172）

9.10±0.762，4）

1.94±0.732）

38.71±2.172）

37.96±2.042）

22.13±1.862）

1.10±0.942）

GES-1 正常胃黏膜上皮细胞生存率

24 h

100.00±0.24

99.85±0.264）

99.61±0.684）

96.91±2.144）

83.51±1.292，4）

93.91±0.792）

73.59±1.762）

54.97±1.622）

6.54±2.772）

48 h

100.00±0.16

99.86±2.244）

99.79±0.364）

94.62±2.374）

77.21±1.382，4）

63.28±3.762）

31.86±2.342）

11.91±0.632）

2.23±1.012）

72 h

100.00±0.11

100.00±0.124）

94.88±3.644）

93.55±2.774）

78.69±1.062，4）

52.36±4.732）

21.83±1.752）

5.35±0.462）

1.40±0.822）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与同等浓度顺铂组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 5 同）
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定每个都可以增殖和形成克隆，而形成克隆的细胞

必为贴壁和有增殖活力的细胞。随着给药浓度的

增加，克隆数目逐渐减少，每个克隆所包含的细胞

数目也比空白组有所减少。与空白组比较，常春藤

皂苷 B 组（10、20、30 μmol·L-1）HGC-27 细胞克隆形

成率显著降低，差异有统计学意义（P<0.01），呈时间

和浓度依赖性。结果表明，常春藤皂苷 B 对 HGC-

27 胃癌细胞的克隆形成，即细胞独立生存能力和增

殖能力均具有抑制作用。见图 3、表 2。

3.4 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 细胞迁移能力的影

响 与 空 白 组 比 较 ，常 春 藤 皂 苷 B 组（30、60、

120 μmol·L-1）在 8、24、36、48 h 均能抑制 HGC-27 肿

瘤细胞的迁移（P<0.01）。结果表明，常春藤皂苷 B

注：A. 空白组；B~D. 常春藤皂苷 B 组（30、60、120 μmol·L-1）
（图 2，图 4-图 6 同）
图 1 常春藤皂苷 B对 HGC-27细胞的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of hederasaponin B on HGC-27 cell（HE，×200）

图 2 常春藤皂苷 B对 HGC-27细胞的影响（DAPI，×200）
Fig. 2 Effect of hederasaponin B on HGC-27 cell（DAPI，×200）

注：A. 空白组；B~D.常春藤皂苷 B 组（10、20、30 μmol·L-1）
图 3 常春藤皂苷 B对 HGC-27细胞克隆形成的影响（倒置显微镜，×40）
Fig. 3 Effect of hederasaponin B on clone formation of HGC-27 cell（inverted microscope，×40）
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具 有 抑 制 HGC-27 肿 瘤 细 胞 迁 移 的 作 用 。 见

图 4、表 3。

3.5 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 细胞凋亡的影响 与

空白组比较，随着给药时间和浓度的增加，常春藤

皂苷 B 诱导 HGC-27 胃癌细胞凋亡的作用逐渐增强

（P<0.05，P<0.01），呈现时间和浓度依赖性。结果表

明常春藤皂苷 B 具有诱导 HGC-27 胃癌细胞凋亡的

作用。见表 4。

3.6 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 细胞周期的影响 与

空白组比较，常春藤皂苷 B 30 μmol·L-1 时，G0/G1 期

细胞明显升高（P<0.05），S 期和 G2/M 期细胞明显降

低（P<0.05）。与空白组比较，常春藤皂苷 B 60、

120 μmol·L-1 时，G0/G1 期细胞显著增加（P<0.01），
G2/M 期细胞随着常春藤皂苷 B 浓度的增加而逐渐

表 3 常春藤皂苷 B对 HGC-27胃癌细胞迁移率的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of hederasaponin B on mobility ratio of gastric cancer HGC-27 cell（x̄± s，n=3）

组别

空白组

常春藤皂苷 B 组

浓度

/μmol·L-1

30

60

120

HGC-27 胃癌细胞迁移率/%

0 h

0.00±1.61

0.00±0.55

0.00±1.03

0.00±1.41

8 h

22.22±0.93

3.90±0.552）

5.56±1.362）

5.81±0.532）

24 h

32.10±0.54

6.35±0.962）

6.90±0.892）

4.01±1.062）

36 h

65.74±0.93

6.99±0.552）

7.02±0.892）

5.56±0.532）

48 h

79.63±0.93

9.86±0.552）

7.49±1.352）

4.35±1.062）

表 2 常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞克隆形成率的影响（x̄± s，

n=3）

Table 2 Effect of hederasaponin B on cloning formation rates of

gastric cancer HGC-27 cell（x̄± s，n=3）

组别

空白组

常春藤皂苷 B 组

浓度

/μmol·L-1

10

20

30

HGC-27 胃癌细胞克隆形成率/%

24 h

94.95±1.04

84.33±1.232）

66.32±1.262）

54.54±1.182）

48 h

92.73±1.35

59.88±0.822）

46.34±1.172）

6.77±0.562）

图 4 常春藤皂苷 B对 HGC-27细胞迁移的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 4 Effect of hederasaponin B on HGC-27 cell migration（inverted microscope，×100）
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减少（P<0.01）；120 μmol·L-1常春藤皂苷 B 组基本已

没有处于 G2/M 期的细胞。结果表明常春藤皂苷 B

作 用 于 HGC-27 细 胞 后 引 起 了 G0/G1 期 阻 滞 。

见表 5。

3.7 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用的靶点预测 通过

Pharm Mapper 药效团匹配与潜在靶标识别平台对

常春藤皂苷 B 抗胃癌作用的靶点进行了预测［14-16］，

基于 Pharm Mapper 的常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶

点预测见增强出版附加材料。这些靶点的预测为

后期机制研究提供了思路和方向。常春藤皂苷 B 与

归一化拟合值排名前 6 位的预测靶点的结合情况：

与驱动蛋白样蛋白 KIF11 作用方式为常春藤皂苷 B

的 C-28 位酯键 O 作为氢键受体，母核 E 环、29-CH3

与靶点间存在疏水作用力；与 3'，5'-环磷酸鸟苷特异

性磷酸二酯酶作用方式为药物 C-3 位糖链中阿拉伯

糖的 4-OH、鼠李糖的 2-OH 与靶点间存在疏水作用

力，六元环中的 O 作为氢键受体；与胱天蛋白酶-3 作

用方式为母核的 B 环，23-CH3和靶点之间存在疏水

作用力，C-28 位酯键的 O 作为氢键受体；与固醇硫

酸酯酶作用方式为药物母核的 B 环、C 环、23-OH 与

靶点存在疏水作用力；与丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

Chk1 作用方式为药物 C-3 位糖链中阿拉伯糖六元

环的 O 作为氢键受体，母核 26-CH3、27-CH3 与靶点

存在疏水作用力；与雌激素受体作用方式为母核的

A 环、D 环和 27-CH3与靶点存在疏水作用力，C-3 糖

苷键的 O 作为氢键受体。见图 5。

3.8 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点 PPI 网络的构

建 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点的 PPI 网络图见

增强出版附加材料，线条越粗，代表与其有关系的

靶点越多。由此可知，原癌基因酪氨酸蛋白激酶

（SRC），表皮生长因子受体（EGFR），丝裂原活化蛋

白激酶 8（MAPK8）等是互作频率较高的蛋白。

3.9 常春藤皂苷 B 相关靶点的分子对接验证 将

常春藤皂苷 B 与 Pharm Mapper 筛选结果中归一化

拟合值排名前 6 位和 PPI 网络中互作频率较高的目

标靶点进行分子对接验证，所有对接结合能均<−7，

表明常春藤皂苷 B 与生物信息学方法筛选到的目标

靶点结合能力较强。常春藤皂苷 B 与目标靶点的分

子对接验证见增强出版附加材料。

3.10 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点的 GO 分析

通过对常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点进行 GO 分

析，结果表明其涉及的生物学进程主要包括：节律

行为、细胞对激素刺激的响应、上皮细胞分化、跨膜

受体蛋白酪氨酸激酶受体途径、上皮细胞增殖等；
分子功能主要体现在：ATP 酶结合、蛋白激酶活性、

表 4 常春藤皂苷 B对 HGC-27胃癌细胞早期和晚期凋亡总比例的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of hederasaponin B on proportions of early and late apoptosis of gastric cancer HGC-27 cell（x̄± s，n=3）

组别

空白组

常春藤皂苷 B 组

浓度/μmol·L-1

30

60

120

总凋亡率/%

24 h

6.80±1.07

13.33±2.061）

13.91±0.662）

16.94±1.752）

48 h

9.86±1.11

21.65±2.222）

36.78±1.332）

45.74±1.862）

72 h

13.81±0.76

66.72±1.022）

79.59±0.632）

84.46±1.172）

表 5 常春藤皂苷 B对 HGC-27胃癌细胞周期比例的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of hederasaponin B on distribution ratio of cell cycle of gastric cancer HGC-27 cell（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

常春藤皂苷 B 组

浓度/μmol·L-1

30

60

120

G0/G1

65.14±1.74

73.16±2.251）

92.53±1.162）

92.75±2.142）

S

16.18±1.11

12.45±0.851）

2.94±0.452）

7.33±0.142）

G2/M

18.87±1.18

14.58±0.251）

4.66±0.772）

0.00±0.132）

图 5 常春藤皂苷 B与排名前 6位作用靶标的药效团结合方式

Fig. 5 Combination of hederasaponin B with pharmacophores of

targets ranked in top 6
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跨膜受体蛋白激酶活性、细胞因子受体结合、内肽

酶活性等；相关细胞成分主要为：膜筏、受体复合

物、线粒体内膜等。常春藤皂苷 B 作用靶点的 GO

分析见增强出版附加材料。

3.11 常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点的 KEGG 通路

分析 通过对常春藤皂苷 B 抗胃癌作用靶点进行

KEGG 通路分析，结果表明其主要参与的通路为癌

症通路（hsa05200，lgP=−10.365）和幽门螺旋杆菌感

染的上皮细胞信号通路（hsa05120，lgP=−9.127）；癌
症通路中最有可能与 MAPK 信号通路（hsa04010，

lgP=−7.339）相关，KEGG 分析 -癌症通路见增强出

版附加材料；幽门螺旋杆菌感染的上皮细胞信号通

路中最有可能与黏附连接（hsa04520，lgP=−8.738）、
局部粘连（hsa04510，lgP=−6.775）、癌症中的蛋白聚

糖（hsa05025，lgP=−6.732）等通路相关，KEGG 分析-

幽门螺旋杆菌感染的上皮细胞信号通路见增强出

版附加材料。

4 讨论

肿瘤的发生发展是一个多步骤、多因素共同参

与的过程，涉及到多种病理学和生物学改变，但几

乎所有的肿瘤都具有一个共同的特征：失控性生

长［17］。肿瘤细胞的生存、增殖能力是决定肿瘤发生

发展的关键因素，而肿瘤细胞迁移能力可以促进肿

瘤的转移，是恶性肿瘤的生物学特征。本研究结果

表明常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞生存、增殖

和迁移等生物学行为均具有抑制作用。细胞凋亡

异常继而发生凋亡受阻在大多数恶性肿瘤的发病

学上占有重要地位，而肿瘤的发生发展，都涉及到

一个共同的环节：细胞周期机制的破坏。通过对常

春藤皂苷 B 作用于 HGC-27 胃癌细胞引起的凋亡和

周期变化，结果表明常春藤皂苷 B 可能通过诱导

HGC-27 胃癌细胞凋亡和 G0/G1 期周期阻滞发挥抑

制作用。

常春藤皂苷 B 是一种天然活性三萜类化合物。

目前已有多篇文献报道了三萜皂苷类成分在胃癌

治疗方面的作用。戴伟等［18］研究表明从扬子铁线

莲中提取的三萜类皂苷成分对人胃癌 SGC-7901 细

胞株具有抑制增殖、诱导凋亡的作用，其机制与抑

制胞核转录因子（NF）-κB 表达有关。XU 等［19］研究

表明川断续皂苷 PA 通过影响 p38/JNK 和 MAPK 信

号通路发挥诱导 AGS 人胃癌细胞自噬和凋亡的作

用。HU 等［20］研究表明九节龙皂苷 -Ⅰ可通过调节

酪氨酸蛋白激酶/信号传导和转录激活因子 3（JAK/

STAT3）信号通路抑制胃癌细胞的生长、转移和上皮

细 胞 间 质 转 化 。 SACHAN 等［21］发 现 三 萜 皂 苷

afrocyclamin A 可通过磷脂酰肌酶 3-激酶/蛋白激酶

B/哺乳动物雷柏霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号

通路促进癌细胞的凋亡。李为等［22］研究表明人参

皂苷 Rg5 通过 miR-125b/STARD13/NEU1 信号通路

影响了胃癌 BGC-823 细胞的侵袭和迁移。鉴于其

作用机制的复杂性，在采用实验方法探索其作用靶

点和机制之前对其进行生物信息学预测是十分必

要的。

通过生物信息学手段分析得到的常春藤皂苷 B

抗胃癌作用靶点包括驱动蛋白样蛋白 KIF11、3'，5'-

环磷酸鸟苷特异性磷酸二酯酶、胱天蛋白酶-3、丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶 Chk1、表皮细胞生长因子受体、

原癌基因酪氨酸蛋白激酶和 MAPK8 等。其中，驱

动蛋白样蛋白 KIF11 是参与细胞有丝分裂的重要分

子，其异常表达可以导致染色体不稳定、细胞分裂

增殖异常，进而形成肿瘤［23］，胱天蛋白酶 -3 参与了

细胞凋亡中胱天蛋白酶级联反应的激活，原癌基因

酪氨酸蛋白激酶参与细胞增殖、分化和凋亡的调

控，表皮生长因子受体参与控制细胞的生长和分

化，这些靶点均与胃癌细胞的增殖和凋亡密切相

关，可能是常春藤皂苷 B 发挥抑制 HGC-27 胃癌细

胞增殖和凋亡作用的关键靶点；丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶 Chk1 参与因 DNA 损伤或 DNA 未复制而产生

的检查点介导细胞周期阻滞，也可以在未受干扰的

细胞周期中负调节细胞周期进程，是常春藤皂苷 B

诱导 HGC-27 胃癌细胞发生周期阻滞的可能靶点。

KEGG 分析结果提示，幽门螺旋杆菌感染的上皮细

胞信号通路中的黏附连接、局部粘连等是常春藤皂

苷 B 抑制 HGC-27 细胞迁移的可能原因。分子对接

结果表明，上述靶点与常春藤皂苷 B 结合能力较强，

进一步证实了预测结果的可靠性。

综上所述，常春藤皂苷 B 对 HGC-27 胃癌细胞

具有显著抑制作用，其机制可能是多靶点、多通路

协同作用的结果，后续将继续对其进行深入研究。
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