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●论 著

衢枳壳黄酮抑制肝癌的作用和
机制研究

【摘要】 目的 基于网络药理学和体外实验探讨衢枳壳黄酮（TFCH）治疗肝癌的活性成分、潜在靶点和作用机制。 方法 从本

草组鉴和中药分子机制生物信息学注释数据库及文献报道获取TFCH活性成分靶点，从GeneCards、在线人类孟德尔遗传数据库、

PharmGKB、治疗靶标数据库和DrugBank数据库获取肝癌疾病靶点，筛选TFCH治疗肝癌的潜在靶点；构建TFCH治疗肝癌潜在靶

点的蛋白质相互作用网络并对靶点基因进行基因本体论（GO）功能富集和京都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路富集分

析；构建活性成分-靶点-通路可视化网络，筛选关键活性成分和核心靶点并进行分子对接。选取人肝癌细胞株HepG2进行体外实

验论证，采用细胞计数法检测不同浓度（5、10、20、50、100、200、500 μmol/L）柚皮素和橙皮素干预对HepG2细胞存活率的影响。

蛋白质印迹法检测柚皮素、橙皮素对HepG2细胞表皮生长因子受体（EGFR）、磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）和蛋白激酶B（Akt）蛋白相

对表达量的影响。 结果 共筛选出256个TFCH治疗肝癌的潜在靶点，GO分析显示潜在靶点主要涉及细胞化学应激应答、烯烃类

化合物代谢过程和Akt信号传导等生物学过程，PI3K复合物、膜外在成分和膜筏等细胞组成，芳香化酶活性、蛋白磷酸酶结合和蛋

白酪氨酸激酶活性等分子功能。KEGG分析显示主要信号通路包括PI3K-Akt信号通路、EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药信号通路和

化学致癌-活性氧途径相关信号通路等。分子对接结果表明TFCH关键活性成分柚皮素、橙皮素与核心靶点磷脂酰肌醇3-激酶调

节亚基1具有较强的结合力。体外实验证实，高浓度（≥50 μmol/L）柚皮素和橙皮素均能显著降低细胞存活率，且呈剂量依赖性。

同时，柚皮素和橙皮素均能显著下调磷酸化PI3K/PI3K和磷酸化Akt/Akt蛋白相对表达量，且橙皮素还能显著下调磷酸化EGFR/

EGFR蛋白表达。 结论 TFCH的潜在抗肿瘤作用可能与负向调控EGFR-PI3K-Akt信号通路异常活化密切相关，研究可为TFCH

治疗肝癌提供理论依据。

【关键词】 衢枳壳黄酮；肝癌；网络药理学；分子对接；体外实验
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肝癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，也是

导致癌症相关死亡的第三大原因[1]。临床研究表明，慢

性乙型及丙型肝炎病毒持续感染、非酒精性脂肪性肝

炎、长期过量饮酒等是诱发肝癌发生、发展的核心高危

因素[2]。现阶段，化疗仍然是肝癌临床综合治疗的重要

手段，广泛应用于中晚期肝癌的治疗，但常因肿瘤细胞

产生获得性耐药而导致预后不良[3-4]。因此，挖掘安全

有效的新型抗肝癌靶点、开发高效低毒的治疗药物或

联合治疗方案已经成为当前肝癌治疗领域的重点研究

方向。衢枳壳为芸香科植物常山胡柚的干燥未成熟果

实，是特色浙产中药材和新“浙八味”代表性药材之一，

已被《浙江省中药炮制规范》（2015年版）正式收录。

该药材临床应用历史悠久，百余年来主要用于改善消

化不良、呼吸道炎症及糖代谢异常等多种病症[5]。现代

药理学研究证实，衢枳壳的主要活性成分——衢枳壳

黄酮（total flavonoids from Citrus paradisi cv. Changshan-

huyou，TFCH）兼具保肝抗炎、抗氧化、调节消化功能等

多种药理活性[6-7]，其中的柚皮素、柚皮苷、橙皮苷等核

心单体成分，已被证实具备显著的抗肿瘤细胞增殖、调

控机体免疫的作用[8-10]。本研究结合网络药理学预测

与体外实验验证，探究TFCH治疗肝癌的潜在靶点和

分子机制，以期为临床开发和应用TFCH治疗肝癌提

供依据。

1 材料和方法

1.1 网络药理学分析

1.1.1 TFCH活性成分靶点预测 登录本草组鉴HERB

数据库（http://herb.ac.cn/）和中药分子机制生物信息学

注释数据库（A Bioinformatics Annotation Database for Mo-

lecular Mechanism of Traditional Chinese Medicine，BAT-

MAN- TCM）数 据 库（http://bionet.ncpsb.org.cn/batman-

tcm/），以“citrus paradisi”为关键词，结合文献[11]获取

TFCH的相关化学成分。使用SwissADME（http://swis-

sadme.ch/）工具筛选活性成分，要求胃肠道吸收为

“High”和Lipinski五原则有两个或两个以上为“是”。随

后，使用SwissTargetPrediction（http://www.swisstargetpre-

diction.ch/）和 TargetNet（http://targetnet.scbdd.com/）平台

预测活性成分的潜在靶点，筛选条件为Probability＞0。

1.1.2 肝癌相关疾病靶点预测 登录GeneCards数据

库（https://www.genecards.org/）、在线人类孟德尔遗传

（Online Mendelian Inheritance in Man，OMIM）数 据 库

（http://omim.org/）、PharmGKB 数据库（https://www.phar-

mgkb.org/）、治疗靶标数据库（Therapeutic Target Data-

base，TTD）（https://db.idrblab.net/ttd/）和 DrugBank 数据

库（https://go.drugbank.com/）[12-13]，以“liver cancer”“hepa-

toma”“hepatocarcinoma”为关键词检索获得肝癌相关疾

targets, which were subsequently subjected to molecular docking. Human HepG2 cell line was used for in vitro validation

experiments. The cell counting kit-8 assay was adopted to evaluate the viability of HepG2 cells treated with naringenin and

hesperetin at serial concentrations (5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 μmol/L). Western blot analysis was conducted to detect the

regulatory effects of naringenin and hesperetin on the protein expression of epidermal growth factor receptor (EGFR),

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and protein kinase B (Akt) in HepG2 cells. Results A total of 256 potential therapeutic

targets of TFCH for HCC were screened. GO analysis showed that the potential targets were predominantly enriched in

biological processes including cellular response to chemical stress, olefin compound metabolic process and Akt signaling;

cellular components such as PI3K complex, extrinsic component of plasma membrane and membrane raft; as well as

molecular functions covering aromatase activity, protein phosphatase binding and protein tyrosine kinase activity. KEGG

analysis revealed that major signaling pathways including the PI3K- Akt, EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance, and

chemical carcinogenesis-reactive oxygen species. Molecular docking indicated that naringenin and hesperetin, the key active

ingredients of TFCH, exhibited strong binding capacity with the hub target phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 1.

In vitro experiments confirmed that high concentrations (≥50 μmol/L) of naringenin and hesperetin both significantly reduced

the survival rate of HepG2 cells in a dose- dependent manner. Meanwhile, both compounds markedly downregulated the

phospho-PI3K/PI3K and phospho-Akt/Akt protein relative expressions. In addition, hesperetin significantly downregulated the

phospho- EGFR/EGFR expression. Conclusion The potential anti- tumor effect of TFCH may be closely related to the

negative modulation of aberrant activation of the EGFR-PI3K-Akt signaling pathway, laying a theoretical foundation for TFCH

intervention against liver cancer.

【 Key words 】 Total flavonoids from Citrus paradisi cv. Changshan- huyou; Liver cancer; Network pharmacology;

Molecular docking; In vitro experiment
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病靶点。合并5个数据库收集的相关靶点，去除重复

值，得到肝癌相关疾病靶点。

1.1.3 蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interac-

tion，PPI）网络的构建与分析 登陆venny网站（http://

www.ehbio.com/test/venn/#/），在 Venn 图界面分别输入

TFCH活性成分靶点和肝癌相关疾病靶点，两者交集即为

TFCH治疗肝癌的潜在靶点。将交集靶点导入STRING数

据库（https://cn.string-db.org/）进行PPI网络的构建与分

析，条件设置为“Homo sapiens”，置信度0.9，并将分析结果

导入Cytoscape 3.9.1 软件进行可视化处理。同时使用该

软件的Network Analyzer功能进行拓扑分析，以度值大于

平均值为筛选条件，得到TFCH治疗肝癌的关键靶点。

1.1.4 关键靶点的功能和通路富集分析 使用R4.2.2

软件对关键靶点进行基因本体论（Gene Ontology，GO）

功能富集分析和京都基因和基因组百科全书（Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富集分

析，选择P＜0.05的数据上传至微生信网站（http://www.

bioinformatics.com.cn）在线绘制相应的富集图。

1.1.5 活性成分-靶点-通路网络的构建 将上述分析

得到的活性成分、靶点、通路数据导入Cytoscape软件，构

建活性成分-靶点-通路可视化网络，并使用Network An-

alyzer功能分析其网络特征。以度值≥15为条件筛选得

到关键活性成分，度值排名前10的靶点作为核心靶点。

1.1.6 分子对接 以活性成分-靶点-通路网络中的关

键活性成分为配体，核心靶点为受体进行分子对接，具

体步骤如下：（1）利用PubChem数据库（https://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/）获取配体的三维结构，使用OpenBa-

bel 3.1.1软件将配体转换为MOL2文件。（2）通过RCSB

PDB数据库（https://www.rcsb.org/）获取核心靶点的蛋白

质晶体结构，使用PyMOL 3.1 软件对蛋白去水、去配

体。（3）利用AutoDockTools 1.5.7 软件生成对接所需的

配体和靶蛋白的PDBQT文件。（4）使用AutoDock Vina

进行分子对接，并使用PyMOL软件对结合能评分较低

的成分与靶点的结合情况进行可视化。

1.2 体外实验验证

1.2.1 细胞株与主要试剂 人肝癌细胞株HepG2购自

中国科学院上海细胞库；柚皮素（纯度＞98%，批号：

S25634）、橙皮素（纯度97%，批号：S31386）购自上海源

叶生物科技有限公司；细胞计数试剂盒-8（cell counting

kit-8，CCK-8）（批号：C8022）购自上海Adamas试剂有限

公司；二喹啉甲酸蛋白检测试剂盒（批号：P0010）购自

上海碧云天生物科技有限公司；表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）、磷酸化EGFR

（phospho-EGFR，p-EGFR）、磷脂酰肌醇3-激酶（phos-

phatidylinositol 3-kinase，PI3K）、蛋白激酶B（protein ki-

nase B，Akt）、磷酸化Akt（phospho-Akt，p-Akt）抗体（批

号：#4267、#3777、#4257、#4691、#4060）购自美国 Cell

Signaling Technology公司；磷酸化PI3K（phospho-PI3K，

p-PI3K）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号：ab86714、

ab8226）购自英国Abcam公司。

1.2.2 不同浓度柚皮素、橙皮素对HepG2细胞存活率

的影响检测 采用CCK-8法。HepG2细胞以1×104个/孔

密度接种于96孔板，37 ℃、5% CO2恒温培养箱中静置

培养。设置对照组、不同浓度柚皮素组（5、10、20、50、

100、200、500 μmol/L）和橙皮素组（5、10、20、50、100、

200、500 μmol/L）[14]，每组设置6个复孔。对照组使用完

全培养液（药物浓度为0），柚皮素组和橙皮素组分别添

加相应浓度含药培养液。培养24 h后加入CCK-8试

剂，继续孵育2 h。使用酶标仪检测波长450 nm处的吸

光度，计算细胞存活率。

1.2.3 柚皮素、橙皮素对EGFR-PI3K-Akt通路相关蛋

白表达的影响检测 采用蛋白质印迹法。HepG2细胞

以5×105个/孔密度接种于6孔板中，柚皮素组、橙皮素

组使用含400 μmol/L柚皮素和橙皮素的培养基，对照组

使用完全培养基。培养24 h后收集细胞，加入蛋白裂解

液提取蛋白，采用凝胶电泳分离蛋白，转膜，封闭1 h；加

入稀释的p-EGFR、EGFR、p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、β-
actin一抗，4 ℃孵育过夜。洗膜后加入二抗孵育2 h。

使用电化学发光法显影，ChemiDoc XRS成像系统拍照，

Image J 1.8.0软件分析条带灰度值。以目标蛋白灰度值

与β-actin灰度值比值表示蛋白相对表达量。

1.3 统计学处理 使用GraphPad Prism 8.2.1统计软件。

计量资料以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两

两比较采用LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TFCH活性成分靶点预测 共检索到15个TFCH化

学成分，其中芸香柚皮苷、柚皮苷、柚皮素、橙皮苷、新橙皮

苷、川陈皮素、桔皮素、橙皮素、甜橙黄酮等9个来自HERB

和BATMAN-TCM数据库，圣草次苷、水合橙皮内酯、木犀

草素、橙皮内酯、橙皮油内酯、红杉双黄酮等6个来自文献

[11]。SwissADME筛选获得8个活性成分，分别为柚皮素、

川陈皮素、桔皮素、橙皮素、甜橙黄酮、水合橙皮内酯、木犀

草素和橙皮内酯。使用SwissTargetPrediction对8个活性

成分的靶点进行预测，共得到288个活性成分靶点。

2.2 肝癌相关疾病靶点预测 检索GeneCards、OMIM、
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PharmGKB、TTD和 DrugBank数据库，分别得到肝癌相

关疾病靶点15 562、400、357、56、40个，合并5个数据库

收集的相关靶点，去除重复值，共得到肝癌相关疾病靶

点15 672个。

2.3 潜在治疗靶点PPI网络构建 在Venny网站导入

TFCH活性成分靶点与肝癌相关疾病靶点，共获得256

个交集靶点，见图1。使用Cytoscape软件绘制TFCH治

疗肝癌的“活性成分-交集靶点”关系网络。计算网络

节点间关系值并选择度值大于平均值的靶点作为PPI

网络关键作用靶点，最终得到56个关键靶点。

2.4 关键靶点功能和通路富集分析 GO分析结果表

明，56个关键靶点共参与了1 301个生物过程、23个细

胞组成、115个分子功能。生物过程主要包括细胞化学

应激应答、烯烃类化合物代谢过程和Akt信号传导等；

细胞组成主要包括PI3K复合物、膜外在成分和膜筏等；

分子功能主要包括芳香化酶活性、蛋白磷酸酶结合和蛋

白酪氨酸激酶活性等，见图2A（插页14-2）。KEGG分

析共获得144条信号通路，主要包括PI3K-Akt信号通

路、EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药信号通路和化学致

癌-活性氧途径相关信号通路等。根据P值排名，前20

条KEGG信号通路见图2B（插页14-2）。

2.5 活性成分-靶点-通路的可视化网络 活性成分-

靶点-通路可视化网络见图3（插页14-2）。以度值≥15

为条件筛选得到6个关键活性成分，分别为木犀草素

（度值32）、桔皮素（度值28）、甜橙黄酮（度值26）、柚皮

素（度值16）、水合橙皮内酯（度值15）和橙皮素（度值

15）。度值排名前10的核心靶点包括磷脂酰肌醇3-激

酶调节亚基1、磷脂酰肌醇3-激酶催化亚基β、磷脂酰

肌醇3-激酶催化亚基α、Akt1、磷脂酰肌醇3-激酶催化

亚基δ、非受体酪氨酸激酶、EGFR、胰岛素样生长因子1

受体、蛋白酪氨酸激酶2和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白。

这10个核心靶点中有9个均富集在EGFR-PI3K-Akt通

路，说明该通路在TFCH治疗肝癌过程中起关键作用，

这与KEGG通路富集分析结果一致。

2.6 分子对接 将6个关键活性成分与10个核心靶点

进行分子对接，结果见表1。由表1可知，60对中有3对

（PIK3R1与柚皮素、PIK3R1与橙皮素、PIK3R1与木犀草

素）结合能＜-7.0 kcal/mol，表明结合良好。对接结果以

三维形式显示，见图4（插页14-3）。

2.7 柚皮素、橙皮素对HepG2细胞存活率的影响 CCK-

8结果显示，不同浓度柚皮素、橙皮素处理24 h后，细胞

存活率比较，差异均有统计学意义（均P＜0.01）；与低浓

度柚皮素（5~20 μmol/L）和橙皮素（5 μmol/L）相比，高浓

度（≥50 μmol/L）下细胞存活率显著降低，见图5。其中，

柚皮素、橙皮素的半数抑制浓度分别为（455.90±40.54）、

（386.00±33.04）μmol/L，因此选择400 μmol/L作为后

续的实验浓度。

2.8 柚皮素、橙皮素对EGFR-PI3K-Akt通路蛋白表达

的影响 蛋白质印迹法结果显示，各组细胞p-EGFR/

EGFR、p-PI3K/PI3K与p-Akt/Akt蛋白相对表达量比较，

差异均有统计学意义（均P＜0.001）。与对照组相比，柚

皮素组和橙皮素组p-PI3K/PI3K和p-Akt/Akt蛋白相对

表达量均显著下降（均 P＜0.05）；橙皮素组p-EGFR/

EGFR蛋白相对表达量明显降低（P＜0.05），而柚皮素组

差异无统计学意义（P＞0.05），见图6。

3 讨论

本研究采用网络药理学方法对TFCH治疗肝癌的

注：TFCH为衢枳壳黄酮。

图1 韦恩图

TFCH 肝癌

注：PIK3R1为磷脂酰肌醇3-激酶调节亚基1；PIK3C为磷脂酰肌醇3-激酶催化亚基；Akt为蛋白激酶B；SRC为非受体酪氨酸激酶；

EGFR为表皮生长因子受体；IGF1R为胰岛素样生长因子1受体；PTK为蛋白酪氨酸激酶2；MTOR为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白。

表1 关键活性成分与核心靶点的分子对接结合能（kcal/mol）

活性成分

木犀草素

桔皮素

甜橙黄酮

柚皮素

水合橙皮内酯

橙皮素

PIK3R1

-7.3

-5.9

-6.5

-8.2

-7.0

-7.8

PIK3CB

-4.3

-4.2

-4.1

-5.0

-4.1

-3.9

PIK3CA

-6.4

-4.7

-4.5

-5.2

-5.1

-5.9

Akt1

-6.1

-4.9

-5.6

-5.7

-4.0

-5.3

PIK3CD

-5.8

-4.7

-3.0

-5.7

-3.9

-4.2

SRC

-5.2

-4.8

-5.0

-5.0

-3.9

-5.1

EGFR

-5.2

-5.3

-4.4

-5.6

-4.1

-4.1

IGF1R

-4.3

-4.0

-4.2

-4.8

-4.3

-4.5

PTK2

-6.3

-3.8

-3.7

-6.3

-5.7

-6.2

MTOR

-4.6

-4.8

-4.5

-5.5

-4.7

-5.0
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可能机制进行研究。通过活性成分-靶点-通路可视化

网络的构建与拓扑学分析，筛选得到TFCH治疗肝癌的

关键活性成分，包括木犀草素、桔皮素、甜橙黄酮、柚皮

素、水合橙皮内酯和橙皮素。其中，柚皮素、橙皮素与核

心靶点PIK3R1的分子对接结合能最低，表现出较强的

分子结合亲和力，提示这两种成分可能是TFCH治疗肝

癌的关键药效物质。KEGG分析显示TFCH治疗肝癌主

要涉及PI3K-Akt、EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药信号通

路等经典肿瘤调控通路。现有研究证实，PI3K-Akt信

号通路的异常持续活化是肝癌发生、增殖、侵袭转移及

耐药形成的核心驱动因素[15-16]。同时，EGFR异常高表

达亦是介导肝癌化疗、靶向耐药及恶性进展的重要诱

因[17]。多项基础研究表明，靶向抑制EGFR-PI3K-Akt

信号轴的过度激活，可有效逆转肝癌细胞的药物耐药表

型、增强抗肿瘤药物的杀伤效应，是肝癌靶向干预的重

要突破口[18-19]。本研究从构建的活性成分-靶点-通路

网络中筛选获得TFCH治疗肝癌的10个核心靶点，其中

PIK3R1、PIK3CB、PIK3CA、Akt1、PIK3CD、EGFR、

IGF1R、PTK2、MTOR等9个核心靶点均富集于EGFR-

PI3K-Akt通路，提示TFCH可能通过靶向调控EGFR上

游信号，进而抑制下游PI3K-Akt信号通路的异常激活，

从而发挥抗肝癌作用。

前期研究发现，TFCH干预可有效减轻非酒精性脂

肪肝模型小鼠肝组织氧化应激损伤，其主要活性成分包

括新橙皮苷、柚皮苷、橙皮苷和芸香柚皮苷[6]。值得注意

的是，口服后，柚皮苷和芸香柚皮苷被酶水解为柚皮素，

而橙皮苷和新橙皮苷在小肠内被酶水解为橙皮素，然后

被吸收[20]。因此，橙皮素、柚皮素是TFCH的主要胃肠道

水解产物，这与网络药理学研究发现两者为治疗肝癌的

关键活性成分结果一致。分子对接结果显示，木犀草素

与核心靶点PIK3R1亦具有良好的亲和力，但因其在

TFCH中的含量极低（约0.2%）[11]，难以作为发挥药效的

主要活性物质，仅可发挥微弱的辅助调控作用，因此后

续研究未对木犀草素进行机制验证。

本研究体外细胞实验发现，高浓度（≥50 μmol/L）

柚皮素与橙皮素均可显著抑制HepG2细胞活力，降低

细胞存活率，且该抑制效应呈浓度依赖性。蛋白质印

迹法结果表明，柚皮素与橙皮素均可显著下调HepG2

细胞中p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对表达量，抑制

PI3K-Akt通路磷酸化激活；同时橙皮素可显著下调p-

EGFR/EGFR蛋白表达，阻滞EGFR上游异常激活，从分

子层面证实TFCH可能通过调控EGFR-PI3K-Akt信号

通路发挥抗肝癌作用。

综上所述，本研究通过网络药理学和体外实验验证
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注：EGFR为表皮生长因子受体；p-EGFR为磷酸化EGFR；PI3K为磷脂酰肌醇3-激酶；p-PI3K为磷酸化PI3K；Akt为蛋白激酶B；

p-Akt为磷酸化Akt；β-actin为β-肌动蛋白；与对照组比较，aP＜0.05，bP＜0.01。

图6 柚皮素和橙皮素对EGFR-PI3K-Akt信号通路相关蛋白表达的影响（A：蛋白电泳图；B：蛋白相对表达量）
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图5 不同浓度柚皮素和橙皮素处理下HepG2细胞存活率比较（A：柚皮素；B：橙皮素）
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了柚皮素、橙皮素可能是TFCH治疗肝癌的关键活性成

分，EGFR-PI3K-Akt通路可能是TFCH干预肝癌恶性进

展、逆转耐药的核心调控通路。研究结果为TFCH治疗

肝癌提供了一定理论依据，但研究仍存在一定缺陷，基

于有限的数据分析，本研究所得结论尚属探索阶段，后

续需通过更为完善的体内外功能实验、分子互作实验进

一步验证。
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