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摘  要 

目的探究胃宁颗粒治疗胃癌的物质基础及作用机制。方法利用CCK-8及transwell实验检测胃宁颗粒对胃

癌细胞增殖及迁移的影响；通过液相色谱–质谱联用及蛋白质组技术分别获得胃宁颗粒活性成分及差异

表达蛋白；通过网络药理学及Cytoscape 3.9.1软件构建胃宁颗粒活性成分–靶点–胃癌网络；利用

GO/KEGG开展富集分析；利用分子对接阐明关键核心靶点与活性成分的相互作用。结果共筛选出胃宁颗

粒治疗胃癌有效成分23个，作用靶点19个；PI3K-Akt及凋亡通路可能是胃宁颗粒治疗胃癌的主要作用

通路；VEGFA、BCL2L1及CDK4可能是胃宁颗粒治疗胃癌的关键靶点。结论刺芒柄花素、槲皮素、莪术

二酮可能是胃宁颗粒治疗胃癌的物质基础，与调控VEGFA、BCL2L1及CDK4信号通路有关。 
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Abstract 
Objective to explore the material basis and mechanism of Weining Granules in the treatment of 
gastric cancer. Methods cell viability and migration were detected via CCK-8 and transwell assays. 
The active compounds and differentially expressed proteins of WNG were obtained by liquid 
chromatography-mass spectrometry and proteomics techniques, respectively. The active ingre-
dient-target-gastric cancer network was constructed by using Cytoscape 3.9.1 software. GO/KEGG 
Enrichment analysis was performed to predict the signaling pathway. Key core targets were re-
vealed through PPI (Protein protein interaction). The interactions between key core targets and 
active ingredients were explored by molecular docking. Results A total of 23 effective compounds 
and 19 targets of WNG were identified against gastric cancer. KEGG pathway analysis found that 
PI3K-Akt and apoptosis pathway may be the main therapeutic pathways of WNG against gastric 
cancer. The PPI action network and bioinformatics analysis reveal that VEGFA, BCL2L1, and CDK4 
are key therapeutic targets for gastric cancer. Conclusion formononetin, quercetin, and curdione 
may be the main material basis of WNG in the treatment of gastric cancer, which is related to the 
regulation of VEGFA, BCL2L1, and CDK4 signaling pathways. 
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1. 引言 

胃癌是常见的癌症之一。世界卫生组织数据显示，2020 年全球新发胃癌病例 108.9 万例，占全球新

发癌症病例的 5.6%；死亡病例 76.9 万例，占死亡病例的 7.7%。中国胃癌病例 47.8 万例，死亡 37.4 万例，

分别占全球胃癌病例和死亡人数的 43.94%和 48.62% [1]。虽然 2004~2020 年中国胃癌标化死亡率呈下降

趋势，但由于老龄化趋势严峻，胃癌在中国的发病率、致死率仍然较高[2]。癌症的早发现、早诊断、早

治疗是降低死亡风险和延长生存期的主要策略，但胃癌早期病例仅占 10%~20% [3]，大部分患者确诊时

处于中晚期，整体预后较差。胃癌早期多无明显特殊症状，起病较隐匿，临床上通常采用保守的全身综

合治疗方法，如放疗、化疗、靶向药物治疗以及生物免疫治疗。然而，放化疗副作用较大，靶向药物及

免疫治疗适应症有限、费用昂贵[4] [5] [6]。因此，急需开发新的胃癌治疗药物。 
中医药作为我国国粹，因其具有“高效、低毒、多靶点、低成本”等优势，被广泛应用于各种肿瘤的

治疗[7]，如槐耳颗粒[8]、斑蝥胶囊[9]等。中医药通过抑制细胞增殖、细胞侵袭与转移、血管生成，诱导

细胞凋亡及自噬，提升肿瘤患者的免疫力及增敏化疗药物的敏感性而发挥临床抗癌疗效[10]。大量的临床

资料表明，化疗配合中药及其有效活性成分治疗肿瘤比单纯化疗具有更好的疗效和更低的不良反应[11] 
[12] [13]。胃宁颗粒(Weining Granules, WNG)作为中药复方制剂，主要由黄芪、莪术、茯苓、枸杞等药材

组成。临床数据表明胃宁颗粒在胃癌治疗中表现突出，在改善胃癌患者临床症状、延长生存期、以及减轻

化疗后不良反应等方面，具有确切的临床疗效[14]，然而其治疗胃癌的物质基础及作用机制仍未完全阐明。 
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网络药理学的概念由英国安德鲁·霍普金斯教授于 2007 年首次提出[15]。该方法结合药理学、分子

生物学、医学、生物信息学以及统计学探讨药物对疾病的作用机制[16]。网络药理学因其多靶点、多通路、

可视化等特点已被广泛地应用于预测药物成分及探讨疾病的潜在作用机制[17]。例如，李媛媛等人运用网

络药理学并结合实验验证探讨了江南卷柏治疗喉癌的作用机理[18]。Fan 等通过网络药理学解析了左金胶

囊抑制结肠癌的作用机制[19]。本研究基于网络药理学、蛋白互作分析、富集分析、差异表达分析、生存

分析等生物信息学方法，并结合液相色谱–质谱联用及蛋白质组技术揭示胃宁颗粒治疗胃癌的有效成分

及作用机制，绘制“胃宁颗粒–成分–靶点–通路–胃癌”互作网络图，进一步通过分子对接揭示胃宁

颗粒有效成分对靶点的作用。 

2. 方法 

2.1. 胃宁颗粒主要活性成分的筛选及靶点预测 

本课题组前期通过色谱–质谱联用技术获得胃宁颗粒主要活性成分 23 个[20] (表 1)。随后，将得到

的活性成分名称输入 Pubchem 数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)进行检索，获得该化合物的 2D 结

构，将 2D 结构或 SMILES 结构式导入 Swiss Target Prediction 数据库(http://www.swisstargetprediction.ch/)，
以置信度 probability > 0 为筛选阈值预测化合物潜在靶点。 

2.2. 胃宁颗粒调控的差异表达蛋白 

本论文使用的胃癌细胞 SGC-7901 购自于中国科学院细胞库，并培养在含 10%胎牛血清及 100 U/ml
的青霉素及链霉素的 DMEM 培养基中。使用浓度为 0.1 g/ml 的胃宁颗粒处理 SGC-7901 细胞 48 小时，

获取细胞总蛋白后采用 TMT 标记定量蛋白质组学揭示胃宁颗粒导致的蛋白表达谱变化。随后，以表达倍

数|Fold Change| ≥ 1.2，P < 0.05 为筛选标准获得胃宁颗粒调控的差异表达蛋白。 

2.3. 交集靶点的确定和富集分析 

首先，将化合物预测靶点和差异表达蛋白导入 Venny 2.1.0 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)绘制韦

恩图，筛选出交集靶点蛋白。其次，将交集靶点蛋白导入 Metascape 平台(https://metascape.org/gp/index.html)，
以 P < 0.01 为筛选标准，分别进行 GO (gene ontology)生物功能分析和 KEGG (kyoto encyclopedia of genes 
and genomes)通路富集分析，其中 GO 功能分析包括生物过程(biological process, BP)、分子功能(molecular 
function, MF) 及 细 胞 组 成 (cellular component, CC) ， 将 获 得 的 数 据 结 果 应 用 于 微 生 信 平 台

(http://www.bioinformatics.com.cn)绘制 GO 功能分析柱状图和 KEGG 通路富集分析条形图。 

2.4. “胃宁颗粒–成分–靶点–通路–胃癌”网络的构建及核心成分的筛选 

将收集并归类好的主要活性成分、交集靶点和信号通路导入至 Cytoscape 3.9.1 中，构建“胃宁颗粒

–成分–靶点–通路–胃癌”网络，再利用 CytoHubba 插件工具对成分节点进行拓扑分析，计算出相关

参数，以介数中心性(Betweenness Centrality)、接近中心性(Closeness Centrality)、度值(Degree)三类参数同

时大于平均值为标准筛选核心成分。 

2.5. 核心靶点的筛选 

将交集靶点蛋白输入 String (http://string-db.org/)数据库，将物种设置为人(Homo sapiens)，置信度设

置为“0.4”。取蛋白间的相互作用信息，构建蛋白–蛋白互作(protein-protein interaction, PPI)网络图，导

出图片为 TSV 格式并导入 Cytoscape 3.9.1 软件，利用 cytoHubba 插件工具对其进行拓扑参数分析，选择

介数中心性、接近中心性、度值三类参数同时大于平均值的靶点作为核心靶点。 

https://doi.org/10.12677/pi.2024.132008
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2.6. 核心靶点的差异分析、生存分析及受试者操作特征曲线(ROC)分析 

从 TCGA 数据库中下载并整理 TPM 格式的胃腺癌 RNAseq 数据及胃癌病人临床信息。去重复后，

使用 R (4.2.1)的“stats”包进行差异统计分析，并使用“ggplot2”包对结果进行可视化。使用 R (4.2.1)
的“survminer”包进行生成分析。通过运行 R (4.2.1)的“pROC”开展 ROC 分析。 

2.7. 分子对接 

首先从 PDB 数据库(https://www.rcsb.org/)中获取核心靶点的分子结构，利用 Pymol 软件对结构去水、

去配体后保存数据；从 Pubchem 数据库中获取核心成分的 3D 结构，利用 Open Babel 3.1.1 软件将 SDF
格式转化为 mol2 格式。将准备好的靶点蛋白与化合物结构导入 Auto Dock Tools 1.5.7 中进行加氢、设置

扭转键等操作最后转化为 PDBQT 的格式保存，将受体和配体的 PDBQT 文件导入 Auto Dock Tools 1.5.7
进行分子对接。取分子对接结合能最低的结合模型导入 Pymol 中进行可视化。 

2.8. 细胞增殖及 Transwell 实验 

取对数生长期的 SGC-7901 细胞按 5000/孔种植于 96 孔板，24 小时后加入不同浓度 WNG 处理 48 小

时。随后每孔加入 10 微升 CCK-8 溶液，继续培养 2 小时后测量 450 nm处吸光值。Transwell 小室(ECM550，
Chemicon, USA)事先用无血清培养基水化至少 1 小时。将不同处理细胞(5 × 104 个细胞)接种到每个小室

(上室)中。将含有 10% FBS 的 DMEM 培养基加载到底部室中。24 小时后，取出插入膜上表面的细胞，

同时用甲醇固定下表面的细胞、用结晶紫染色并通过显微镜计数。 

3. 结果 

3.1. 胃宁颗粒(WNG)剂量依赖性抑制胃癌细胞增殖及迁移 

为了检测胃宁颗粒对胃癌细胞增殖及迁移的影响，我们开展了 CCK-8 及 transwell 实验。结果显示，

胃宁颗粒剂量依赖性地抑制胃癌细胞增殖(图 1(A))。Transwell 结果提示胃宁颗粒显著抑制胃癌细胞的迁

移(图 1(B))。 
 

 
Figure 1. WNG inhibited the proliferation and migration of gastric cancer cells in a dose-dependent manner. (A) Pro-
liferation curve of SGC7901; (B) represent images of cell migration and statistics 
图 1. 胃宁颗粒剂量依赖性抑制胃癌细胞增殖与迁移。(A) 细胞增殖曲线图；(B) 细胞迁移结果及统计 

3.2. 药物成分的初步筛选和成分靶点的获取 

借助色谱–质谱联用技术，通过比对目标化合物与数据库中化合物的片段模式，利用 SCIEX OSV1.4

https://doi.org/10.12677/pi.2024.132008
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软件我们从胃宁颗粒中共鉴定出 23 个主要活性成分，将活性成分导入 Swiss Target Prediction 数据库中进

行靶点预测，以置信度 probability > 0 为阈值筛选得到 437 个成分相关靶点，其中甜菜碱(Betaine)无符合

阈值条件的相关靶点，故胃宁颗粒中实含 22 个有效成分。 
 
Table 1. The main active compounds in WNG 
表 1. 胃宁颗粒中的主要活性成分 

编号 化合物 分子式 相对分子质量 

1 柠檬酸 C6H8O7 192.12 

2 甜菜碱 C5H11NO2 117.15 

3 毛蕊异黄酮 C16H12O5 284.26 

4 毛蕊异黄酮苷 C22H22O10 446.40 

5 薯蓣皂 c 素 C27H42O3 414.62 

6 刺芒柄花 C16H12O4 268.27 

7 莪术醇 C15H22O2 234.33 

8 茯苓酸 B C30H44O5 484.68 

9 芒柄花苷 C22H22O9 430.41 

10 莪术二酮 C15H24O2 236.35 

11 腺苷 C10H13N5O4 267.24 

12 黄芪皂苷 I C45H72O16 869.04 

13 秦皮甲 C15H16O9 340.28 

14 黄芪异黄烷苷 C23H28O10 464.47 

15 松脂素单甲基醚-D-葡萄糖苷 
(松脂醇-4-O-BETA-D-吡喃葡萄糖苷) 

C26H32O11 520.53 

16 双羟香豆 C19H12O6 336.29 

17 黄芪皂苷Ⅱ C43H70O15 827.01 

18 羟基番茄胺 C27H45NO3 431.65 

19 重楼皂苷Ⅶ C51H84O22 1049.20 

20 薯蓣皂苷 C45H72O16 869.04 

21 黄芪甲苷 C41H68O14 784.97 

22 槲皮素 C15H10O7 302.24 

23 重楼皂苷 VI C39H62O13 738.90 

3.3. 胃宁颗粒处理下胃癌细胞 SGC-7901 蛋白表达谱变化 

根据本课题组前期研究[20]，以|Fold Change| > 1.2，P < 0.05 为标准，获得 619 个胃宁颗粒处理下胃

癌细胞差异表达蛋白(图 2)。 
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Figure 2. Volcano plot of differentially expressed proteins induced by WNG 
图 2. 胃宁颗粒诱导的胃癌差异表达蛋白火山图 

3.4. 交集靶点的确定及 GO/KEGG 分析 

 
Figure 3. Venn diagram of drug components and disease intersection targets 
图 3. 药物成分与疾病交集靶点的韦恩图 

 

 
Figure 4. GO enrichment analysis 
图 4. GO 富集分析 

https://doi.org/10.12677/pi.2024.132008


赵桂玉 等 
 

 

DOI: 10.12677/pi.2024.132008 62 药物资讯 
 

 
Figure 5. KEGG pathway enrichment analysis 
图 5. KEGG 通路富集分析 

 

将预测的成分靶点与差异表达蛋白取交集，共得到 19 个交集靶点(图 3)。将 19 个交集靶点导入

Metascape 数据库中进行 GO 分析和 KEGG 富集分析(P < 0.01 且靶点数 ≥ 3)。GO 富集分析结果显示 19
个靶点共富集出生物学过程(BP) 57 条、细胞组分(CC) 13 条、分子生物功能(MF) 9 条。根据 P 值筛选

出 BP、CC 和 MF 各前 5 条作柱状图，主要涉及对外源性刺激的反应、神经元凋亡过程的调节、细胞

分裂、线粒体膜、线粒体包膜等生物学过程(图 4)。KEGG 通路富集分析获得 11 个信号通路，主要涉

及 PI3K-Akt 信号通路、癌症途径通路、细胞凋亡通路、类固醇生物合成信号通路及化学致癌通路等等

(图 5)。 

3.5. “胃宁颗粒–成分–靶点–通路–胃癌”网络的构建及核心成分的筛选 

将 19 个交集靶点、22 个有效成分及富集前 10 的 KEGG 信号通路导入 Cytoscape 3.9.1 中，构建“胃

宁颗粒–成分–靶点–通路–胃癌”网络(图 6)。图中有 53 个节点，110 条边。利用 cytoHubba 插件工具

计算节点拓扑参数，选择介数中心性、接近中心性、度值三类参数同时大于平均值的化学成分作为本次

研究的核心成分，即以同时满足 betweenness > 0.104，closeness > 0.218，degree > 2.22 为阈值筛选出 3 个

核心成分，分别是：槲皮素(Quercetin)、莪术二酮(Curdione)、刺芒柄花素(Formononetin)。 
 

 
Figure 6. WNG-component-target-pathway-gastric cancer network 
图 6. 胃宁颗粒–成分–靶点–通路–胃癌网络图 
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3.6. 核心靶点的筛选 

将交集靶点蛋白输入 STRING 数据库，构建蛋白–蛋白互作(PPI)网络并利用 Cytoscape 3.9.1 软件得

到可视化的 PPI 网络(图 7)。图中共有 17 个节点，30 条边，网络中节点的颜色越深、形状越大，就代表

该靶点的度值越大，在网络中的重要性越高。利用 cytoHubba 插件计算拓扑参数，以介数中心性、接近

中心性、度值三类参数同时大于平均值为阈值，筛选出本次研究的核心靶点(表 2)。度值排名前三的核心

靶点是：VEGFA、BCL2L1、CDK4。 
 

 
Figure 7. PPI network of the intersection targets 
图 7. 交集靶点 PPI 网络 

 
Table 2. Topological analysis results of protein targets in PPI network 
表 2. PPI 网络蛋白靶点拓扑分析结果 

编号 靶点 度值 介数中心性 接近中心性 

1 VEGFA 8.0 60.066666 0.23188406 

2 BCL2L1 8.0 51.933334 0.23188406 

3 CDK4 7.0 25.066668 0.22535211 

4 BIRC5 5.0 8.533334 0.21333334 

5 TOP2A 4.0 1.6666666 0.2 

6 MCL1 4.0 2.0 0.21621622 

7 TOP1 4.0 6.733333 0.21621622 

8 TK1 3.0 0.0 0.19753087 

9 HMOX1 3.0 24.0 0.21052632 

10 PLG 2.0 0.0 0.2 

11 F2 2.0 0.0 0.2 

12 FDFT1 2.0 0.0 0.06666667 

13 SOAT1 2.0 0.0 0.06666667 

14 CYP51A1 2.0 0.0 0.06666667 

15 NR3C1 2.0 0.0 0.20512821 

16 EPHX1 1.0 0.0 0.18181819 

17 PSEN2 1.0 0.0 0.19753087 
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3.7. 核心靶点在胃癌中的表达、预后及 ROC 分析 

进一步的，我们通过生物信息学评估了排名前 3 的核心靶点在胃癌发生中的潜在作用。首先，通过

差异表达分析发现，与癌旁组织相比，VEGFA、BCL2L1、CDK4 皆显著高表达于胃癌组织(图 8(A))；其

高表达与胃癌患者预后不良显著正相关(图 8(B))；ROC 分析结果提示这三个核心基因是胃癌良好的临床

预测指标(图 8(C))。 
 

 
Figure 8. Expression and prognosis of key targets in GC. (A) DEGs analysis; (B) ROC analysis; (C) 
Prognosis analysis 
图 8. 核心基因在胃癌中的表达及预后分析。(A) 差异表达分析；(B) ROC 分析；(C) 预后分析 

3.8. 分子对接 

将胃宁颗粒核心成分(莪术二酮、刺芒柄花素、槲皮素)与核心靶点(VEGFA、BCL2L1、CDK4)做分

子对接。结果显示：VEGFA、BCL2L1、CDK4 分别与莪术二酮、刺芒柄花素、槲皮素对接活性最好(表
3、图 9)。 
 
Table 3. The molecular docking score of core targets and core components 
表 3. 核心靶点与核心成分的分子对接分数 

核心靶点 核心成分 score 

 Curdione −7.43 

VEGFA Formononetin −5.53 

 Quercetin −4.84 

 Formononetin −7.74 

BCL2L1 Quercetin −6.11 

 Curdione −5.73 

 Curdione −6.62 
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续表 

CDK4 Quercetin −6.05 

 Formononetin −5.1 

 

 
Figure 9. The molecular docking between core targets and compounds 
图 9. 核心蛋白与核心成分的分子对接 

4. 讨论 

胃宁颗粒是全国名老中医蓝青强教授基于多年临床经验研制而成的中药复方，对胃癌有很好的临床

治疗效果[14]。相关研究结果表明，胃宁颗粒能抑制胃癌细胞的增殖，诱导胃癌细胞凋亡[20]。然而，目

前胃宁颗粒治疗胃癌的药效基础及作用机制仍未阐明。本研究基于整合生物信息学(网络药理学、分子对

接、差异表达分析、预后分析及 ROC 分析)并结合实验(液相色谱–质谱联用及蛋白质组学)系统探讨了胃

宁颗粒治疗胃癌的有效活性成分、作用靶点及信号通路。结果显示，胃宁颗粒抗胃癌主要活性成分 23 个，

作用于 19 个胃癌相关靶点。作用靶点主要富集在 PI3K-Akt 信号通路、癌症途径通路、细胞凋亡通路、

类固醇生物合成信号通路及化学致癌通路等相关通路。分子对接结果提示胃宁颗粒治疗胃癌的核心成分

是刺芒柄花素、槲皮素、莪术二酮，核心靶点则为 VEGFA、BCL2L1 及 CDK4。 
网络药理学基于其“多成分–多靶点–多通路”的原理被广泛运用于中药复方药效的解析。目前，

在大部分网络药理学的相关研究中，科研工作者选取的化合物分子(活性成分)大部分源自文献报道和相关

网络数据库，如 TCMSP、TCMID、GeneCards 及 OMIM 等，并未进行真正的实验研究(分离提取及鉴定)。
由于提取工艺和药物/植物资源产地不同网络数据库中已报道成分未必在该种药用提取物中存在，这会导

致构建的网络及预测的作用机制不够准确。在本研究中，我们通过液相色谱–质谱联用实验确认胃宁颗

粒的主要成分，通过蛋白质组学获得胃宁颗粒导致的差异表达蛋白作为作用靶点。相较于传统网络药理

学，我们的结果更为真实、可靠。 
本研究发现的三个核心靶点VEGFA、BCL2L1及CDK4在胃癌的发生发展中扮演了至关重要的角色。
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血管生成是肿瘤增殖及转移最重要的环节之一，调控血管生成的基因往往是肿瘤治疗的潜在靶点[21]。研

究报道显示 VEGFA 可以诱导肿瘤血管生成，从而促进胃癌的生长与转移[22]。目前，已有包括

Ramucirumab [23]、Apatinib [24]在内的多种 VEGFA 靶向治疗胃癌药物。BCL2L1 是 BCL-2 家族的抗凋

亡成员，在胃癌组织中高表达，下调 BCL2L1 抑制胃癌细胞增殖[25]。CDK4 参与细胞周期调控，其高表

达是胃癌细胞异常增殖的重要原因之一[26]。在本研究中，我们发现三个核心成分莪术二酮(Curdione)、
刺芒柄花素(Formononetin)及槲皮素(Quercetin)与以上三个核心靶点有很好的对接活性。已有研究结果表

明刺芒柄花素及槲皮素能下调 VEGFA 的表达，抑制血管形成[27] [28]。槲皮素能通过下调 BCL2L1 诱导

胃癌细胞凋亡[29]。槲皮素及刺芒柄花素能下调 CDK4 的表达诱导细胞周期阻滞[30] [31]。我们的研究一

方面验证了前人已发表的结果，另一方面发现了潜在的蛋白抑制物。 
PI3K/Akt 信号通路是各种类型癌症的主要信号通路，通过影响细胞存活、转移和代谢从而调控癌症

的发生与发展[32]。例如，PI3K/Akt 的持续活化促进非小细胞肺癌的发生及发展[33]。异常激活的 PI3K/Akt
通路可以诱导 EMT 进而促进胃癌转移[34]。PI3K/Akt 通路的异常活化是肝癌转移的主要因素[35]。TNF-ɑ
可通过上调 PI3K/Akt 信号通路中关键因子，增强口腔鳞癌细胞侵袭转化能力[36]。因此，PI3K/AKT 通

路被认为是癌症最重要的靶点之一。 

5. 结论 

综上所述，本研究基于网络药理学及富集分析发现胃宁颗粒有效成分可能通过抑制 PI3K/AKT 通路

活性从而降低胃癌细胞活性及侵袭。PI3K/AKT 通路可能是胃宁颗粒抗胃癌主要作用机制。 
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