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  [摘 要] 目的 采用网络药理学及分子对接研究黄芪-党参有效成分治疗胃癌的分子生物学机制。
方法 采用中药系统药理学数据库与分析平台检索并收集黄芪与党参的活性成分及其对应靶点。通过人类孟

德尔遗传数据库和人类基因组注释数据库收集与胃癌相关靶点,并与药物成分所对应的靶点相比较,筛选出相

同部分,即获得黄芪-党参与胃癌重合的潜在靶点。采用可视化Cytoscape3.9.0软件建立对药物与疾病靶点相

映射得到黄芪-党参治疗胃癌的作用靶点,运用STRING软件构建“化合物-靶点”作用网络与蛋白质相互作用

网络,筛选发挥治疗作用的关键成分与关键靶点,对关键靶点进行基因本体和京都基因与基因组百科全书富集

分析获知其潜在的作用机制。结果 共筛选出黄芪-党参63个候选活性成分,主要发挥抗胃癌的活性成分有木

犀草素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素等6个,主要作用靶点有CCND1、MYC、TP53、FOS、MCL1、CDK4、RUNX2
等13个。主要集中于有丝分裂细胞周期的调控、DNA转录的激活、多种肽酶活性等生物学过程,以及磷酸肌

醇-3激酶/蛋白激酶B信号通路、P53信号通路等生物学通路。分子对接结果表明药物有效成分与对应靶点均

具有较强的结合活性。结论 黄芪-党参有效活性成分通过调控细胞凋亡、介导磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B
等信号通路抑制胃癌细胞增殖,促进癌细胞凋亡发挥抗胃癌作用,具有多成分、多靶点、多通路的作用机制。
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[Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

molecular
 

biology
 

mechanism
 

of
 

the
 

effective
 

ingredients
 

of
 

Astrag-
alus

 

membranaceus-Codonopsis
 

pilosula
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

gastric
 

cancer
 

by
 

network
 

pharmacology
 

and
 

mo-
lecular

 

docking.Methods The
 

active
 

ingredients
 

and
 

corresponding
 

targets
 

of
 

Astragalus
 

membranaceus-
Codonopsis

 

pilosula
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

database
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Systems
 

Pharmacology.
The

 

targets
 

related
 

to
 

gastric
 

cancer
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Online
 

Mendelian
 

Inheritance
 

in
 

Man
 

and
 

Gene-
Cards

 

databases,and
 

the
 

same
 

parts
 

were
 

screened
 

out
 

by
 

comparing
 

with
 

the
 

corresponding
 

targets
 

of
 

drug
 

components,that
 

is,potential
 

targets
 

for
 

overlapping
 

Astragalus
 

membranaceus-Codonopsis
 

pilosula
 

and
 

gas-
tric

 

cancer
 

were
 

obtained.The
 

visual
 

Cytoscape3.9.0
 

software
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

mapping
 

between
 

drugs
 

and
 

disease
 

targets
 

to
 

obtain
 

the
 

action
 

targets
 

of
 

Astragalus
 

membranaceus-Codonopsis
 

pilosula
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

gastric
 

cancer.The
 

STRING
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

“compound
 

target”
 

action
 

net-
work

 

and
 

protein
 

interaction
 

network
 

to
 

screen
 

the
 

key
 

components
 

and
 

key
 

targets
 

that
 

played
 

a
 

role
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

gastric
 

cancer.Gene
 

Ontology
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

enrichment
 

analy-
sis

 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

potential
 

mechanisms
 

of
 

key
 

targets.Results A
 

total
 

of
 

63
 

candidate
 

active
 

ingre-
dients

 

of
 

Astragalus
 

membranaceus-Codonopsis
 

pilosula
 

were
 

screened
 

out,and
 

six
 

active
 

ingredients
 

were
 

mainly
 

luteolin,quercetin,kaempferol
 

and
 

isorhamnetin,and
 

13
 

main
 

targets
 

were
 

CCND1,MYC,TP53,FOS,
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MCL1,CDK4
 

and
 

RUNX2.It
 

mainly
 

focused
 

on
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

mitotic
 

cell
 

cycle,the
 

activation
 

of
 

DNA
 

transcription,and
 

multiple
 

peptidase
 

activities,and
 

mainly
 

focuses
 

on
 

the
 

biologi-
cal

 

pathways
 

such
 

as
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase/protein
 

kinase
 

B
 

signaling
 

pathway
 

and
 

P53
 

signaling
 

path-
way.Molecular

 

docking
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

active
 

compounds
 

of
 

the
 

drugs
 

had
 

strong
 

binding
 

activity
 

with
 

their
 

corresponding
 

targets.Conclusion The
 

active
 

components
 

of
 

Astragalus
 

membranaceus-Codonop-
sis

 

pilosula
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

and
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

cancer
 

cells
 

by
 

regula-
ting

 

cell
 

apoptosis
 

and
 

mediating
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase/protein
 

kinase
 

B
 

signaling
 

pathway,which
 

has
 

a
 

multi-component,multi-target
 

and
 

multi-pathway
 

mechanism.
[Key

 

words] Gastric
 

tumor; Astragalus
 

membranaceus; Codonopsis
 

pilosula; Network
 

pharmacology; 
Molecular

 

docking

  胃癌的发病率在恶性肿瘤中排名第5位,严重影

响患 者 生 活 质 量,而 中 国 胃 癌 患 者 占 全 世 界 的

70%[1]。胃癌主要治疗方案为手术及化疗,患者总体

预后差,5年生存率低[2]。中医药治疗和预防癌症在

中国具有悠久的历史,因其能协同增效及降低西药毒

性而越来越受到人们的重视[3]。中药具有多靶点、多
成分治疗胃癌的特点,在延缓胃癌发展进程、改善患

者症状、延长生存期等方面均具有较大优势,是目前

研究热点之一[4]。现代研究表明,黄芪、党参中的有

效成分具有抑制胃癌细胞增殖、诱导胃癌细胞凋亡等

作用[5-6]。本研究通过网络药理学及分子对接研究了

黄芪-党参治疗胃癌的分子生物学机制,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象 将中药系统药理学数据库与分析平

台数据库、人类孟德尔遗传数据库、人类基因组注释

(GeneCards)数据库等中党参及黄芪的成分与对应靶

点、胃癌相关靶标、“胃恶性肿瘤”及“胃腺癌”的胃癌

相关已知靶基因信息作为研究对象。

1.2 方法

1.2.1 黄芪、党参化学成分收集及作用靶点筛选 
在中药系统药理学数据库与分析平台数据库中分别

输入党参、黄芪进行成分与对应靶点的查询。选择标

准:阈值口服利用度大于或等于30%,类药性大于或

等于0.18。筛选出化合物及作用靶点,运用 Uniprot
和GeneCards数据库查询与靶点蛋白相对应的人类

基因名称,并规范统一,剔除无靶点的化学成分及多

余的重复项,进行标准化处理。

1.2.2 胃癌相关靶点收集 利用GeneCards数据库

(https://www.genecards.org/)和人类孟德尔遗传

数据库(https://www.omim.org/),以“gastric
 

canc-
er”“stomach

 

cancer”为关键词进行检索,获得“胃恶

性肿瘤”“胃腺癌”等胃癌相关已知靶基因信息,汇总

后删除重复基因。

1.2.3 党参、黄芪抗胃癌潜在作用靶点收集 应用

R语言(R
 

version4.2.0)将1.2.1、1.2.2项获得的化

合物靶点和疾病靶点取交集,获得黄芪、党参抗胃癌

的潜在作用靶点,并绘制韦恩图。

1.2.4 构建“药物-成分-疾病-靶点”网络 将1.2.3
项获得的药物、疾病共同靶点基因数据导入 Cyto-
scape3.9.0软件构建“药物-成分-疾病-靶点”交集网络。

1.2.5 构建蛋白质相互作用网络及筛选关键靶点 
将1.2.3项获得的药物、疾病共同靶点导入STRING
数据库(https://string-db.org/Version

 

11.0),其蛋

白质交互作用可信度分为3个等级,交互作用评分大

于0.70分为高可信度,0.40~0.70分为中可信度,

0.15~<0.40分为低可信度。选择交互作用可信度

大于0.40分的靶点,并隐藏游离节点,构建黄芪-党参

抗胃癌靶点的蛋白质相互作用网络,导入Cytoscape
3.9.0软件,利用CytoNCA插件,通过以度中心性、
紧密中心性和中介中心性3个参数为指标进行筛选,
得出网络关键节点,即党参、黄芪治疗胃癌的关键作

用靶点。

1.2.6 基因本体(GO)功能和京都基因与基因组百科

全书(KEGG)通路富集分析 采用R语言对获得的基

因进行GO功能和KEGG通路富集分析。首先在R语

言中安装Bioconductor软件包“org.Hs.eg.db”并运行,
将黄芪、党参治疗胃癌的关键靶基因转换成entrezID
以进行关键靶基因GO功能和KEGG通路富集分析,
选择P<0.05和FDR<0.05的条目作为显著富集通

路。选取最重要的前10个条目进行分析并完成可

视化。
 

1.2.7 活性成分-靶点分子对接验证 应用蛋白质数

据库(http://www.rcsb.org)下载核心靶点蛋白的

3D结构,通过PubChem数据库获取活性成分二级结

构,对其进行能量最小化。使用半柔性对接方法,采
用PyMOL(v2.5.3)、AutoDock

 

Tools
 

1.5.7对核心

靶点 蛋 白 进 行 去 水、删 除 原 配 体、加 氢 等。通 过

AutoDock
 

vina进行分子对接,并利用PyMOL可视

化蛋白-小分子的对接结果。

2 结  果

2.1 黄芪、党参活性成分 活性成分中党参124个,
黄芪176个。党参潜在活性成分47个,黄芪潜在活
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性成分16个,活性成分间无重复。运用 Uniprot、

GeneCards数据库将筛选的作用靶点蛋白转换校正

为官方基因名并去重后分别得到182、171个靶点基

因。见表1。
表1  党参、黄芪抗胃癌潜在作用靶点信息

药物

名称
MOL编号 活性成分 作用靶点

党参 MOL003177 Syringaldehyde ADRA2A

MOL000449 Stigmasterol CHRm3

MOL003896 7-Methoxy-2-methyl
 

isoflavone DRD1

MOL000421 nicotinic
 

acid ADH1B

MOL000044 atractylenolideⅡ GABRA1

MOL000045 atractylenolideⅢ TNF

MOL004582 Methyl
 

naphthalene LYZL6

MOL005321 灌木远志酮 HSP90AA1

MOL000006 木犀草素 TP53

黄芪 MOL000239 Jaranol AR

MOL000354 异鼠李素 RELA

MOL000371 3,9-di-O-methylnissolin CHRm3

MOL000378 7-O-methylisomucronulatol CHRM2

MOL000392 formononetin HSD3B1

MOL000417 毛蕊异黄酮 CAMTA2

MOL000387 Bifendate HSP90AA1

MOL000422 山柰酚 RELA

MOL000098 槲皮素 CDKN1A

  注:因信息量过多,仅展示部分信息。

2.2 黄芪、党参抗胃癌潜在作用靶点 将从 Gene-
Cards数据库和人类孟德尔遗传数据库中收集到的与

胃癌相关的已知靶基因取并集得到2
 

073个相关靶基

因(不含重复),应用R语言将黄芪和党参潜在作用靶

点与胃癌相关靶点取交集绘制韦恩图,见图1、2。得

到39个药物与疾病共同靶点,提示党参、黄芪既有单

独的关键作用靶点发挥抗胃癌作用,又有共同的关键

作用靶点协同发挥抗胃癌作用。

图1  疾病相关基因韦恩图

2.3 “药物-成分-疾病-靶点”网络 共包括节点36
个,262条边。药物活性成分中1个化合物可与多个

靶点结合,同时,不同化合物也可作用于同一靶点,说

明黄芪、党参抗胃癌具有多成分、多靶点协同作用的

特性。

图2  “药物-疾病”交集基因韦恩图
 

2.4 关键基因 筛选出CCND1、MYC、TP53、FOS、

HSP90AA1、RUNX2 等 13 个 核 心 靶 点 基 因。见

表2。
表2  黄芪、党参治疗胃癌的关键靶点信息

核心靶点 中介中心性 紧密中心性 度中心性

CDKN1A 1.2
 

1.0
 

24.0
 

MYC 1.2
 

1.0
 

24.0
 

TNF 1.2
 

1.0
 

24.0
 

CDK2 1.0
 

0.9
 

20.0
 

RUNX2 1.0
 

0.8
 

16.0
 

CDK4 1.2
 

1.0
 

24.0
 

MCL1 0.2
 

0.9
 

22.0
 

NFKBIA 0.2
 

0.9
 

22.0
 

HSP90AA1 1.2
 

1.0
 

24.0
 

CCND1 1.2
 

1.0
 

24.0
 

FOS 1.2
 

1.0
 

24.0
 

RELA 1.0
 

0.9
 

20.0
 

TP53 1.2
 

1.0
 

24.0
 

2.5 GO功能富集分析 共得到黄芪、党参潜在治疗

靶点的GO条目1
 

562条,其中生物学过程1
 

429条、
分子功能104条及细胞组分29条。潜在治疗靶点涉

及的生物学过程主要为有丝分裂细胞周期的调控、细
胞因子介导的信号途径、对异种生物刺激的反应等。
细胞组分中主要是对蛋白激酶复合物、转录调控复合

体、周期蛋白依赖性蛋白激酶全酶复合物等有显著作

用。分子功能中主要是对 DNA结合转录因子的结

合、泛素样蛋白连接酶结合细胞周期结合蛋白等有显

著作用。

2.6 KEGG通路富集分析 共得到黄芪、党参在治

疗靶点显著富集的 KEGG通路110条,其中磷酸肌

醇-3激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)信号通路、C型肝

炎、人T淋巴细胞白血病1型病毒通路位居前3位。

2.7 分子对接结果 将筛选后的6个药物活性成分

即木犀草素、槲皮素、山柰酚、毛蕊异黄酮、异鼠李素、
灌木远志酮作为配体分子与CCND1、MYC、TP53、
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FOS、HSP90AA1、RUNX2、TNF、CDKN1A 等胃癌

核心靶点基因作为受体蛋白进行分子对接,用配体分

子与受体蛋白对接结合能的值绘制热图。见图3。其

中结合能小于-5.0
 

kJ/mol表明结合性能良好,小于

-7.0
 

kJ/mol表明结合性能较强。结合能越小对接

结果越好。6个活性成分均能与核心靶点有较强的结

合,其中木犀草素、槲皮素、异鼠李素对接结果显著。
利用 PyMOL 可 视 化 蛋 白-小 分 子 的 对 接 结 果 见

图4~7。

  注:结合能单位为kJ/mol。

图3  分子对接热图

图4  木犀草素与TP53分子对接的条带图及蛋白结果图

图5  木犀草素与 MCL1分子对接的条带图及蛋白结果图

图6  槲皮素与RELA分子对接的条带图及蛋白结果图
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图7  异鼠李素与CDK2分子对接的条带图及蛋白结果图

3 讨  论

3.1 药物有效活性成分 本研究借助网络药理学及

分子对接技术探索了黄芪-党参对胃癌的作用机制,结
果显示,黄芪-党参治疗胃癌的有效成分有木犀草素、
槲皮素、山柰酚、异鼠李素、灌木远志酮、毛蕊异黄酮6
个活性成分。分子对接结果显示,以上成分均能与胃

癌相关靶点较好结合。槲皮素、山柰酚、异鼠李素属

黄酮类化合物,在多项研究中已被报道具有抗肿瘤潜

力。3种化合物通过多种途径发挥作用,包括调节细

胞周期、增强抗氧化作用、促进P53稳定、调控自噬及

诱导细胞凋亡等,其还在抑制肿瘤细胞侵袭和迁移中

发挥重要作用[7-9]。也有研究表明,山柰酚通过上调

微小RNA
 

181a表达和抑制丝裂原活化蛋白激酶/细

胞外调节蛋白激酶信号通路、PI3K信号通路抑制人

胃癌细胞SNU216增殖,促进细胞自噬[10]。李冲慧

等[11]研究证实了木犀草素能促进胃癌细胞中不同细

胞系DNA发生双链断裂,并抑制其进行同源重组修

复,最终导致胃癌细胞凋亡。有研究表明,毛蕊异黄

酮在多种肿瘤细胞中可通过调节PI3K/Akt/哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白信号、Wnt信号或P38信号上调

Bax/Bcl22比率,进一步增加线粒体极化,最终诱导细

胞凋亡[12]。在细胞层面,有学者对毛蕊异黄酮的抗胃

癌机制进行研究发现,毛蕊异黄酮可通过抑制哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白活化并促进自噬发生,进而抑制胃

癌细胞中的肿瘤干细胞的增殖、迁移和侵袭[13]。黄

芪-党参中的活性成分通过多种机制对胃癌细胞产生

抑制作用,显示出其作为一种潜在的抗胃癌治疗方法

的可能性。

3.2 关键靶点基因 黄芪-党参治疗胃癌的关键靶点

有CCND1、MYC、TP53、FOS、MCL1、CDK4、RUNX2
等。TP53编译的肿瘤蛋白P53具有显著的抗癌活性,
参与细胞凋亡或细胞周期调控过程,与胃癌组织分化、
淋巴结转移、浸润深度关系紧密[14]。Myc-CDK4轴是

Wnt信号通路的重要组成部分,是肿瘤中最容易发生

异常的途径之一[15]。CDK4是一种细胞周期蛋白依

赖性激酶,是G1/S期转换的关键调节因子。cMyc是

一种癌基因,在多种肿瘤中过度表达,包括胃癌。在

G1/S期cMyc通过调节CDK4表达控制细胞周期进

程。Wnt信号通路是一种在细胞间传递信息的分子

信号通路,对胚胎发育和成人组织的稳态维持具有重

要作用。在胃癌中 Wnt信号通路的异常激活可促进

癌细胞的增殖。有研究表明,cMyc可与β-连环蛋白

结合,形成转录复合物,从而激活 Wnt信号通路,促进

胃癌细胞增殖。有研究表明,KMT2C与cMyc结合

可增强CDK4转录,从而促进胃癌细胞的体内外增

殖[16]。CCND1被其基因编码,在 G1/S期促进细胞

周期进程。多年来,已知CCND1在某些类型的肿瘤

中可作为相关的致癌基因,除其促增殖活性外,还具

有新的致癌功能,包括增加细胞迁移能力、抑制细胞

分化、抑制 DNA 修复、参与线粒体代谢等[17]。CC-
ND1已在体内外研究中证实其可维持细胞增殖[18]。

CCND1编码细胞周期蛋白在胃癌中约有17.4%的

CCND1常过表达[19]。多年前已有研究表明,MCL1
 

在胃癌组织中高表达[20]。MCL1与肿瘤的分化程度

及预后均具有显著影响,降低 MCL1的表达可使肿瘤

细胞周期阻滞,导致肿瘤细胞凋亡,从而抑制肿瘤细

胞增殖[21]。这些靶点参与细胞凋亡、细胞周期调控、

Wnt信号通路、细胞增殖等过程。上述靶点的明确,
揭示了黄芪-党参治疗胃癌的可能作用机制。

3.3 GO功能和KEGG通路富集分析 本研究GO
功能富集分析结果显示,黄芪-党参主要是通过对有丝

分裂细胞周期的调控、DNA转录的激活、多种肽酶活

性等功能过程的调节发挥抗胃癌作用;KEGG通路富

集分析结果显示,黄芪、党参可通过多条信号通路干

预胃癌进展,如PI3K/Akt信号通路、细胞周期信号

通路、P53信号通路、细胞凋亡信号通路、细胞衰老信

号通路等,其中PI3K/Akt信号通路富集最为显著。
绝大多数的核心靶点,如CCND1、MYC、TP53等在

这些信号通路上发挥作用。黄芪-党参通过多条信号

通路的干预发挥抗胃癌作用。这些作用机制的深入
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研究为黄芪-党参在临床上的应用提供了理论依据。
综上所述,黄芪-党参通过木犀草素、槲皮素、山柰

酚、异鼠李素等主要药物活性成分,可能通过调控

CCND1、MYC、TP53、FOS、MCL1、CDK4、RUNX2
等相关靶点的表达干预PI3K/Akt信号通路、P53信

号通路、有丝分裂细胞周期的调控等,从而调控细胞

周期、细胞凋亡、细胞自噬等多个方面发挥治疗胃癌

的作用,并呈现出多成分-多靶点-多通路的特性。本

研究为进一步挖掘黄芪-党参的有效化学成分及其作

用靶点并开展实验研究奠定了基础,也为从黄芪-党参

中提取有效化学成分治疗胃癌提供了参考依据。
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