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基于网络药理学与细胞实验的山柰酚抗结直肠癌作用机制

研究

仲富瑞，杨华

（四川省自贡市第四人民医院 普通外科，四川 自贡 643000）

摘     要             背景与目的：结直肠癌 （CRC） 发病率持续上升，晚期患者疗效有限，迫切需要开发新的抗肿瘤药物。

山柰酚是一种天然黄酮类化合物，具有抗氧化、抗炎及抗癌活性。本研究结合网络药理学与实验验

证，系统探讨山柰酚抗 CRC 的关键靶点及潜在机制。

方 法 ：通 过 SwissTargetPrediction、 SEA、 PharmMapper、 TargetNet 等 数 据 库 筛 选 山 柰 酚 潜 在 靶 点 ， 从

GeneCards、OMIM、CTD、DrugBank 数据库获取 CRC 相关靶点，取交集构建“化合物-靶点-疾病”网

络。利用 STRING 数据库和 Cytoscape 软件分析蛋白质-蛋白质相互作用 （PPI） 并筛选核心靶点，进一

步进行 GO 与 KEGG 富集分析。采用人 CRC HCT-116 细胞进行 CCK-8、克隆形成、划痕、Transwell 实验

及 Western blot 检测，验证山柰酚对细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡相关蛋白表达的影响。

结 果 ：共 筛 得 山 柰 酚 作 用 靶 点 492 个 、 CRC 相 关 靶 点 5 078 个 ， 交 集 269 个 。 PPI 分 析 鉴 定 出 Akt1、

HSP90AA1、ESR1、SRC、CASP3、NFKB1 等 53 个核心靶点。GO 分析提示这些靶点主要参与细胞应激

反应、凋亡与氧化应激调控；KEGG 分析显示主要涉及化学致癌-受体活化、催乳素、雌激素及 PI3K/

Akt 信号通路。细胞实验证实山柰酚能明显抑制 HCT-116 细胞的增殖、克隆形成、迁移与侵袭能力 （均

P<0.05），呈浓度依赖关系，并下调 Bcl-2 和 cyclin D1、上调 Bax 的表达 （均 P<0.05）。

结论：山柰酚可通过多靶点、多通路协同作用抑制 CRC 细胞的增殖、迁移与侵袭，并诱导凋亡，其机

制可能与调控 PI3K/Akt 及雌激素信号通路等密切相关。本研究为山柰酚作为 CRC 潜在治疗药物提供了

理论依据与实验支持。
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Abstract             Background and Aims: Colorectal cancer (CRC) has a high incidence and mortality rate, and the 

effectiveness of current therapies for advanced cases remains limited. Kaempferol, a natural flavonoid 
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compound, exhibits antioxidant, anti-inflammatory, and antitumor properties. This study aimed to 

elucidate the key molecular targets and underlying mechanisms of kaempferol against CRC through an 

integrated approach combining network pharmacology and experimental validation.

Methods: Potential targets of kaempferol were identified via SwissTargetPrediction, SEA, 

PharmMapper, and TargetNet databases, and CRC-related targets were retrieved from GeneCards, 

OMIM, CTD, and DrugBank. The intersection targets were used to construct a compound-target-disease 

network. Protein-protein interaction (PPI) analysis using the STRING database and Cytoscape software 

identified core targets, followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) enrichment analyses. In vitro experiments with human CRC HCT-116 cells evaluated 

cell proliferation (CCK-8 assay), colony formation, migration (scratch assay), invasion (Transwell 

assay), and expression of apoptosis- and cell cycle-related proteins (Western blot).

Results: A total of 492 kaempferol targets and 5 078 CRC-related targets were obtained, with 269 

overlapping targets identified as potential therapeutic candidates. PPI network analysis revealed 53 core 

targets, including Akt1, HSP90AA1, ESR1, SRC, CASP3, and NFKB1. GO analysis indicated 

enrichment in cellular stress response, apoptosis regulation, and oxidative stress processes; KEGG 

pathways were primarily related to chemical carcinogenesis-receptor activation, prolactin, estrogen, and 

PI3K/Akt signaling. Experimental validation demonstrated that kaempferol markedly inhibited HCT-116 

cell proliferation, colony formation, migration, and invasion in a dose-dependent manner (all P<0.05), 

accompanied by downregulation of Bcl-2 and cyclin D1 and upregulation of Bax (all P<0.05).

Conclusion: Kaempferol exerts anti-CRC effects through multi-target and multi-pathway mechanisms, 

including inhibition of proliferation, migration, and invasion, and induction of apoptosis, potentially via 

modulation of the PI3K/Akt and estrogen signaling pathways. These findings provide theoretical and 

experimental evidence supporting kaempferol as a promising candidate for CRC therapy.
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结直肠癌 （colorectal cancer，CRC） 起病隐匿，

其 致 死 率 在 恶 性 肿 瘤 中 排 第 三 位 ， 且 发 病 率 仍 持

续 上 升 ， 每 年 新 发 病 例 数 以 百 万 计 ， 严 重 影 响 患

者的生活质量并造成显著的经济负担[1]，CRC 目前

主 要 的 治 疗 手 段 包 括 手 术 切 除 、 放 射 治 疗 以 及 化

学治疗等[2]，然而许多患者确诊时已达到中晚期，

导致手术效果欠佳，一旦进展到晚期或术后复发、

转移，治疗主要依赖化疗与靶向治疗以缓解疾病，

但 是 ， 部 分 患 者 对 目 前 临 床 使 用 的 化 疗 药 产 生 耐

药以及严重的副作用[2-4]，因此，迫切需要寻找新

的 防 治 药 物 。 近 年 来 ， 植 物 来 源 的 天 然 产 物 在 癌

症 治 疗 中 的 潜 力 引 起 了 广 泛 关 注[5]， 山 柰 酚

（kaempferol） 作为一种多酚类化合物，已被证实展

现 出 抗 肿 瘤 、 抗 氧 化 和 抗 炎 等 多 重 生 物 活 性[6-9]，

已有研究表明山柰酚能通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信

号 通 路 的 激 活 ， 促 进 宫 颈 癌 细 胞 的 凋 亡 ， 并 促 进

肺癌细胞自噬[10-11]。目前关于山柰酚在 CRC 中的研

究 相 对 不 足 ， 亟 须 进 行 系 统 研 究 ， 进 一 步 探 讨 其

在 CRC 治疗中的作用。

网 络 药 理 学 是 一 种 新 型 研 究 方 法 ， 它 从 系 统

水 平 分 析 药 物 多 靶 点 治 疗 疾 病 机 制 ， 其 优 势 在 于

能 够 整 合 多 种 数 据 源 ， 有 效 定 位 靶 点 ， 并 建 立

“化合物-靶点-疾病”生物网络，揭示药物与靶点

之 间 复 杂 的 网 络 关 系 ， 从 而 为 药 物 的 作 用 机 制 提

供 理 论 支 持[12]。 本 研 究 利 用 网 络 药 理 学 研 究 方 法

对 山 柰 酚 与 CRC 相 关 靶 点 进 行 分 析 ， 并 联 合 基 础

实 验 探 究 山 柰 酚 对 CRC 的 抗 肿 瘤 作 用 及 初 步 作 用

机制，旨在揭示山柰酚在 CRC 治疗中的应用价值。
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1     材料与方法 

1.1 山柰酚的作用靶点筛选　

山 柰 酚 是 在 许 多 植 物 中 都 存 在 的 天 然 黄 酮 类

化 合 物 ， 在 PubChem 数 据 库 （https://pubchem.ncbi.

nlm.nih.gov） 中 检 索 山 柰 酚 （kaempferol）， 保 存 它

的 3D 格 式 并 上 传 至 SwissTargetPrediction 数 据 库

（http://www. swisstargetprediction. ch）、 SEA 数 据 库

（https://sea. bkslab. org）、 TargetNet 数 据 库 （http://

targetnet.scbdd.com/home/index）、PharmMapper 数据库

（https://www. lilab-ecust. cn/pharmmapper） 和 Super-

PRED 数 据 库 （https://prediction.charite.de/index.php），

预 测 和 收 集 各 数 据 库 中 山 柰 酚 靶 点 ， 去 重 后 作 为

山柰酚靶最终作用靶点。

1.2 CRC的作用靶点筛选　

分 别 通 过 Genecard 数 据 库 （https://www.

genecards. org）、 OMIM 数 据 库 （https://www. omim.

org）、 CTD 数 据 库 （https://ctdbase.org） 和 DrugBank

数 据 库 （https://go. drugbank. com） 以 “Colorectal 

Cancer”为关键词检索 CRC 的作用靶点。将四个数

据 库 获 得 的 CRC 作 用 靶 点 合 并 后 删 除 重 复 项 ， 获

得 CRC 作用的最终靶点。

1.3 山柰酚治疗CRC的潜在靶点筛选　

通 过 bioinformatics 平 台 （https://www.

bioinformatics.com.cn） 得 到 山 柰 酚 作 用 靶 点 和 CRC

靶点的交集，代表了山柰酚治疗 CRC 的潜在靶点。

利用 Cytoscape 3.10.1 软件构建化合物-交集靶点-疾

病网络。

1.4 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建　

将 得 到 得 山 柰 酚 治 疗 CRC 的 潜 在 靶 点 （交 集

靶点） 导入到 String 数据库 （https://cn.string-db.org）

中 ， 将 Organisms 设 置 为 “Homo sapiens”， minimum 

required interaction score 设 置 为 0.4， 隐 藏 网 络 中 未

连接的节点，其他参数设置为默认值，并进行 PPI

分析[13]。使用 Cytoscape 3.10.1 软件绘制网络图，使

用软件中 Centiscape 2.2 插件进行拓扑分析来衡量节

点 的 重 要 性 ， 包 括 度 、 介 数 和 贴 近 度 三 个 参 数 ，

将 三 个 参 数 均 大 于 其 平 均 值 的 靶 点 作 为 山 柰 酚 治

疗 CRC 的核心靶点。

1.5 GO富集分析和KEGG通路富集分析　

利 用 DAVID 在 线 数 据 库 （https://david. ncifcrf.

gov） 对之前获得的可能作用靶点进行 GO 富集分析

和 KEGG 富集分析，以 P<0.05 为阈值，将其按 P 值

升序进行排序，选取排序居 10 位的生物学过程和

前 10 的 KEGG 通路，通过 bioinformatics 平台进行分

析，将生物体设置“Homo sapiens”，然后分别绘制

P 值 最 小 的 10 个 分 子 功 能 （molecular function，

MF）、细胞组分 （cellular component，CC）、生物过

程 （biological process， BP） 的 GO 分 析 条 形 图 和 气

泡图进行可视化[14]。

1.6 细胞实验　

1.6.1 材料　人 CRC 细胞株 HCT-116 由西南医科大

学 附 属 医 院 中 心 实 验 室 提 供 。 高 糖 DMEM 培 养 基

和胎牛血清购自上海中乔新舟生物科技有限公司，

山 柰 酚 、 结 晶 紫 购 于 上 海 麦 克 林 生 化 科 技 有 限 公

司 ， CCK-8 试 剂 盒 、 BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 、

ECL 化学发光试剂盒、一抗 Bcl-2、Bax、cyclin D1、

GAPDH 及 二 抗 均 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限

公司。

1.6.2 细胞培养　将人 CRC 细胞株 HCT-116 置于含

10% 胎牛血清、1% 青链霉素的高糖 DMEM 培养液

中放于恒温培养箱 （5% CO2、37 ℃） 中常规传代

培养，维持细胞处于对数生长期。

1.6.3 实验分组　将处于对数生长期的 HCT-116 细

胞随机分为对照组和山柰酚处理组，山柰酚处理组

分别予以含不同浓度山柰酚 （25、50、100 μmol/L）

的 培 养 液 处 理 ， 对 照 组 给 予 含 等 量 二 甲 基 亚 砜

（DMSO） 的培养液处理。

1.6.4 CCK-8 法检测山柰酚对 CRC 细胞增殖能力的

影响　将 HCT-116 细胞接种于 96 孔板中，分组及干

预 方 法 同 上 ， 培 养 24、 48、 72 h 后 ， 在 实 验 结 束

前 2 h 每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL 培养 2 h，再用酶标

仪 450 nm 处测定吸光度 （OD） 值，计算细胞活力。

1.6.5 检测山柰酚对 CRC 细胞的细胞克隆形成的影

响　取对数生长期的 HCT-116 细胞，以约 1 000 个/孔

的密度将细胞接种于 6 孔板中，细胞分组及干预同

上，置于培养箱中连续培养 10 d 左右，然后以 4% 多

聚甲醛固定 20 min，PBS 漂洗后结晶紫染色 15 min，

双蒸水漂洗后置于空气中干燥，最后拍照计数。

1.6.6 划痕试验检测山柰酚对 CRC 细胞迁移能力的

影响　采用划痕试验检测山柰酚对 HCT-116 细胞的

迁 移 能 力 的 影 响 。 取 对 数 生 长 期 细 胞 配 制 成 细 胞

悬液，铺于 6 孔板中培养，待细胞基本长满后，在

每孔底部划出 3 条均匀竖线，PBS 洗涤 2 次后于倒

置 显 微 镜 下 观 察 作 为 0 时 状 态 ， 并 标 记 每 个 观 察
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点 ， 再 更 换 为 含 不 同 浓 度 山 柰 酚 的 完 全 培 养 基 继

续培养，于不同时间 （24、48 h） 在倒置显微镜下

拍 照 ， 记 录 同 一 个 观 察 点 划 痕 宽 度 的 变 化 ， 计 算

各组细胞的相对迁移率。

1.6.7 Transwell 实验检测山柰酚对 CRC 细胞侵袭能

力的影响　采用 Transwell 小室侵袭实验检测山柰酚

对肿瘤细胞侵袭能力的影响，无菌条件下 Matrigel

于 冰 浴 融 化 ， 用 DMEM 培 养 液 稀 释 成 1 g/L ， 取

50 μL 铺 于 Transwell 上 室 ， Transwell 下 室 每 孔 加 入

600 μL 含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，上室加入

人 CRC 细 胞 HCT-116， 调 整 细 胞 浓 度 为 4×105/mL，

每孔 50 μL，分组后加入不同浓度的山柰酚及溶媒

DMSO 对上室细胞进行干预。培养 24 h 后，去除上

室中培养液，用棉签轻轻擦去上层中的细胞，4%

多聚甲醛中固定 20 min，PBS 洗涤 2 次，结晶紫染

色 15 min，再用 PBS 洗涤，在倒置显微镜下拍照计

数穿过小室的细胞。

1.6.8 Western blot 检测山柰酚对 CRC 细胞凋亡相关

蛋白及细胞周期相关蛋白表达的影响　取对数生长

期的 HCT-116 细胞接种于 6 孔板，置于细胞培养箱

中 培 养 24 h 后 ， 更 换 为 含 有 不 同 浓 度 山 柰 酚 的 完

全 培 养 基 ， 48 h 后 收 集 细 胞 并 将 各 组 细 胞 裂 解 ，

按 照 蛋 白 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提 取 蛋 白 ， 使 用

BCA 法 测量蛋白浓度并定量。将定量后的各实验

组 和 对 照 组 分 别 取 等 量 总 蛋 白 上 样 ， 进 行 SDS-

PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 并 转 至 PVDF 膜 上 ， 将 膜 置 于

用 PBST 配 制 的 含 5% 脱 脂 奶 粉 的 蛋 白 封 闭 液 中 封

闭 2 h， 一 抗 孵 育 过 夜 （4 ℃）。 次 日 PBST 避 光 漂

洗 3 次 后 二 抗 室 温 孵 育 1.5 h， PBST 漂 洗 3 次 ， 最

后 使 用 ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 进 行 曝 光 ， 凝 胶 成 像

系统分析。

1.7 统计学处理　

采用 GraphPad Prism 软件对实验数据进行绘图

与 统 计 分 析 ， 并 在 进 行 统 计 分 析 前 ， 对 实 验 数 据

进 行 正 态 性 和 方 差 齐 性 检 验 ， 计 量 资 料 以 均 数 ±

标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方

差 分 析 ， 进 一 步 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 山柰酚的潜在作用靶点预测　

将通过 PubChem 获得的山柰酚 3D 结构上传至

SwissTargetPrediction 数据库、SEA 数据库、TargetNet

数 据 库 、 PharmMapper 数 据 库 和 Super-PRED 数 据 库

获 取 山 柰 酚 有 效 靶 点 100 个 、 66 个 、 123 个 、

198 个 和 121 个。去除重复靶点后，共获得山柰酚

靶点 492 个。

2.2 CRC的靶点预测及共同靶点筛选　

分别从 GeneCard、OMIM、CTD、Drugbank 数据

库获取 CRC 疾病相关靶点 4 684 个、502 个、29 个

和 75 个，去除重复后得到 CRC 相关靶点共 5 078 个。

Venn 图显示山柰酚靶点和 CRC 相关靶点有 269 个共

同 的 靶 点 ， 表 明 这 些 靶 点 可 能 是 山 柰 酚 治 疗 CRC

的潜在靶点 （图 1）。

2.3 化合物-交集靶点-疾病网络构建　

利用 Cytoscape 软件构建了一个化合物-交集靶

点-疾病网络来描述山柰酚和潜在靶标与疾病之间

的 相 互 作 用 （图 2）。 网 络 图 包 括 271 个 节 点 ，

538 条 边。其中棕黄色菱形表示山柰酚，绿色椭圆

形表示交集靶点，紫色矩形表示疾病。

图2　化合物-交集靶点-疾病网络

Figure 2　Compound-intersectiing targets-disease network

图1　山柰酚作用靶点与CRC相关靶点交集

Figure 1　 Intersection of kaempferol targets and colorectal 

cancer-related targets
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2.4 PPI网络的构建　

用 String 数据库结合 Cytoscape 软件构建了 269 个

靶点的 PPI 网络，去除无连接线的节点后，该网络

图 包 含 267 个 节 点 ， 3 504 条 边 （图 3）。 基 于

Centiscape 2.2 插件对 PPI 网络进行拓扑分析，得到

所 有 靶 基 因 的 Degree 值 、 Betweeness 值 和 Closeness

值。笔者根据拓扑数据对 PPI 网络进行了筛选，筛

选 Degree、 Betweeness 和 Closeness 值 大 于 平 均 值 的

靶点作为核心靶点 （53 个）。其 PPI 网络图见图 4，

该网络包含 53 个节点，784 条边。其中颜色越深，

节点越大表明其 Degree 值越大。根据 Degree 值排名

前 10 位 的 靶 基 因 （Aat1、 HSP90AA1、 ESR1、

EGFR、 SRC、 CASP3、 NFKB1、 MAPK3、 PPARG、

MMP9） 作为山柰酚治疗 CRC 的关键作用靶点。

2.5 共同靶点GO生物功能分析和KEGG通路富集

分析　

通过 bioinformatics 平台对之前获得的山柰酚可

能作用于 CRC 的 53 个核心靶基因靶点进行 GO 生物

功能分析和 KEGG 通路富集分析，获得靶基因参与

的 信 号 通 路 和 生 物 学 过 程 。 共 富 集 了 2 994 个 P<

0.05 的 GO 术语，包括 1 913 个 BP 术语、80 个 CC 术

语和 173 个 MF 术语，其中 BP 主要集中于细胞对化

学 应 激 反 应 、 细 胞 凋 亡 、 活 性 氧 反 应 、 氧 化 应 激

反 应 等 。 CC 主 要 集 中 于 膜 筏 、 膜 微 域 、 膜 区 等 ，

MF 主要集中于核受体活性、配体激活转录因子活

性 、 转 录 辅 激 活 因 子 结 合 等 。 将 BP、 CC 和 MF 富

集程度排名前 10 的术语绘制成柱状图 （图 5），此

结 果 证 实 山 柰 酚 可 通 过 调 控 多 种 生 物 学 途 径 发 挥

对 CRC 的 治 疗 作 用 。 以 P<0.05 为 筛 选 条 件 ， 共 筛

选出 156 条丰富的信号通路，将其中富集程度排名

前 10 的通过绘制成气泡图，KEGG 通路富集分析结

果显示，前列腺癌 （prostate cancer）、化学致癌-受

体 活 化 （chemical carcinogenesis-receptor activation）、

脂质与动脉粥样硬化 （lipid and atherosclerosis）、催

乳素信号通路 （prolactin signaling pathway）、人乳头

瘤 病 毒 感 染 （human papillomavirus infection）、 内 分

泌 抵 抗 （endocrine resistance）、 雌 激 素 信 号 通 路

（estrogen signaling pathway）、 人 巨 细 胞 病 毒 感 染

（human cytomegalovirus infection）、 甲 状 腺 激 素 信 号

通 路 （thyraid hormone signaling pathway）、 乙 型 肝 炎

（hepatitis B） 等是山柰酚的主要作用通路 （图 6），

由 此 可 见 ， 山 柰 酚 可 能 通 过 多 个 信 号 通 路 发 挥 抗

CRC 及 多 种 恶 性 肿 瘤 的 作 用 ， 且 其 作 用 靶 点 可 能

为多种疾病的共同靶点。

图3　交集靶点PPI网络

Figure 3　PPI network of intersecting targets

图4　核心靶点PPI网络

Figure 4　PPI network of core targets
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2.6 细胞实验结果　

2.6.1 山 柰 酚 对 HCT-116 细 胞 增 殖 的 影 响　 与 对

照 组 比较，各山柰酚处理组的 HCT-116 细胞的增殖

活 力 均 明 显 降 低 ， 且 呈 明 显 的 时 间 与 浓 度 依 赖 性

（均 P<0.05）（图 7）。

2.6.2 山柰酚对 HCT-116 细胞克隆形成的影响　与

对 照 组 比 较 ， 各 浓 度 山 柰 酚 处 理 组 的 细 胞 克 隆 形

成 数 目 均 明 显 减 少 ， 呈 明 显 浓 度 依 赖 性 （均 P<

0.05）。 培 养 结 束 时 ， 对 照 组 、 低 、 中 、 高 浓

度 山 柰 酚 组 HCT-116 细 胞 克 隆 形 成 数 目 分 别 为

（1 578.6±48.8） 个、（89.0±5.0） 个、（26.0±2.0） 个、

（12.3±1.5） 个 （图 8）。

2.6.3 山柰酚对 HCT-116 细胞迁移能力的影响　与

对照组比较，各山柰酚处理组 HCT-116 细胞迁移数

均 明 显 减 少 ， 且 呈 明 显 的 时 间 与 浓 度 依 赖 性 （均

P<0.05）。对照组、低、中、高浓度山柰酚组 HCT-116

细胞相对迁移率在 24 h 分别为 （100.00±0.95） %、

（59.52±1.43）%、（33.33±1.90）%、（19.05±1.19）%，

在 48 h 分别为 （100.00±3.57）%、（60.71±2.38）%、

（40.48±1.79）%、（37.50±2.96）%（图 9）。

细
胞

活
力

1.0

0.5

0.0
0

P<0.05
P<0.05

P<0.05

25 50 100
山柰酚（μmol/L）

■ 24 h■ 48 h■ 72 h

图7　各组HCT-116细胞增殖能力检测

Figure 7　 Detection of proliferative capacity of HCT-116 

cells in each group

图6　KEGG分析结果

Figure 6　Results of KEGG pathway enrichment analysis

图5　GO分析结果

Figure 5　Results of GO enrichment analysis

对照组 低浓度山柰酚组 中浓度山柰酚组 高浓度山柰酚组

图8　各组HCT-116细胞的克隆形成能力检测

Figure 8　Detection of colony formation ability of HCT-116 cells in each group
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2.6.4 山柰酚对人 CRC HCT-116 细胞侵袭能力的影

响　与对照组比较，各山柰酚处理组 HCT-116 细胞

穿过 Transwell 小室的细胞数目均明显减少，并呈明

显的浓度依赖性 （均 P<0.05）。各组细胞处理 24 h

后 ， 对 照 组 、 低 、 中 、 高 浓 度 山 柰 酚 组 穿 过

Transwell 小室的 HCT-116 细胞数目分别为 （226.7±

15.6）个、（88.3±3.1）个、（56±2.0）个、（24.0±1.0）个

（图 10）。

2.6.5 山柰酚对细胞凋亡相关蛋白及细胞周期相关

蛋白表达的影响　各 组 细 胞 处 理 48 h 后 ， Western 

blot 实验结果显示，各山柰酚处理组 HCT-116 细胞

中抗凋亡 Bcl-2 蛋白的表达明显下调、促凋亡蛋白

Bax 表达明显上调，周期相关蛋白 cyclin D1 表达明

显 下 调 ， 并 呈 明 显 的 浓 度 依 赖 性 （均 P<0.05）

（图 11）。

对照组 低浓度山柰酚组 中浓度山柰酚组 高浓度山柰酚组

0 
h

24
 h

48
 h

图9　各组HCT-116细胞迁移能力检测

Figure 9　Detection of migration ability of HCT-116 cells in each group

对照组 低浓度山柰酚组 中浓度山柰酚组 高浓度山柰酚组

图10　各组HCT-116细胞侵袭能力检测

Figure 10　Detection of invasion ability of HCT-116 cells in each group
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3     讨　论 

山 柰 酚 是 一 种 天 然 黄 酮 类 化 合 物 ， 来 源 于 常

见 果 蔬 和 传 统 中 药 ， 具 有 抗 氧 化 、 抗 炎 、 抗 癌 等

多 种 药 理 活 性 ， 并 与 多 种 癌 症 的 发 展 密 切 相

关[15-18]，因此，山柰酚在 CRC 的治疗中展现出广泛

的 应 用 潜 力 。 本 研 究 通 过 整 合 网 络 药 理 学 与 实 验

的 方 式 ， 结 合 生 物 信 息 学 分 析 和 细 胞 实 验 ， 旨 在

筛 选 和 验 证 山 柰 酚 的 潜 在 靶 点 ， 进 一 步 探 讨 其 抗

CRC 的机制，从而为临床应用提供理论支持。

首 先 ， 通 过 网 络 药 理 学 分 析 ， 本 研 究 预 测 了

山 柰 酚 的 靶 点 ， 并 与 CRC 相 关 靶 点 进 行 比 较 。 结

果 显 示 ， 山 柰 酚 与 多 个 核 心 靶 点 相 交 ， 构 建 了 化

合物-交集靶点-疾病网络，结果显示山柰酚与发

现 CRC 相关的共同靶点达 269 个，这为山柰酚作为

CRC 治 疗 药 物 的 潜 力 提 供 了 重 要 依 据 。 这 一 结 果

不 仅 揭 示 了 山 柰 酚 的 多 靶 点 特 性 ， 也 可 能 反 映 其

抗 肿 瘤 效 果 的 复 杂 性 ， 靶 点 的 多 样 性 可 能 与 山 柰

酚 在 不 同 信 号 通 路 中 的 调 控 作 用 相 关 ， 进 而 影 响

细 胞 的 增 殖 、 迁 移 及 凋 亡 等 生 物 学 过 程[19]， 从 而

为 CRC 的治疗提供新的思路与选择。

基于 PPI 网络及拓扑参数分析，本研究筛选出

53 个 核 心 靶 点 ， 并 识 别 出 Akt1、 HSP90AA1、

ESR1、 EGFR、 SRC、 CASP3、 NFKB1、 MAPK3、

PPARG、 MMP9 等 作 为 山 柰 酚 治 疗 CRC 的 关 键 靶

点 。 这 些 靶 点 在 癌 症 信 号 转 导 、 细 胞 增 殖 和 凋 亡

等 生 物 学 过 程 中 的 作 用 ， 为 深 入 理 解 山 柰 酚 的 抗

癌机制提供了重要线索。其中，Akt1 是丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶，可促进 NF-κB、β-catenin 表达，从

而 抑 制 细 胞 凋 亡[20]。 Akt 其 作 为 PI3K/Akt 信 号 通 路

的核心分子，在许多类型的癌症中起着关键作用，

其 异 常 活 化 与 肿 瘤 细 胞 的 生 长 、 凋 亡 和 转 移 密 切

相关[21-22]，故推测其在 CRC 的发生发展中发挥重要

作 用 ， 能 促 进 肿 瘤 细 胞 增 殖 、 抑 制 细 胞 凋 亡 来 影

响 CRC 的发生、发展过程。本研究中，CCK-8 与细

胞克隆实验进一步证实山柰酚能显著抑制 HCT-116

细 胞 的 相 对 活 力 ， 并 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 克 隆 形 成 ；

此外，通过 Western blot 分析了 Bcl-2 基因家族蛋白

的表达情况，Bcl-2 家族是细胞凋亡的主要调控因

素[23]， 且 本 研 究 PPI 网 络 中 预 测 的 关 键 靶 点 Akt1、

HSP90AA1、ESR1、EGFR、NFKB1 与 Bax/bcl-2 的调

控密切相关，如通过 PI3K/Akt 通路磷酸化并抑制促
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图11　各组HCT-116细胞Bax、Bcl-2、cyclin D1蛋白表达水平

Figure 11　Expression levels of Bax, Bcl-2, and cyclin D1 proteins in HCT-116 cells of each group
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凋 亡 蛋 白 ， 增 强 Bcl-2 的 抗 凋 亡 作 用 ， 同 时 抑 制

Bax 的激活；NFKB1 作为转录因子，上调 Bcl-2 等抗

凋 亡 基 因 的 表 达 ， 抑 制 Bax 介 导 的 凋 亡[24]。

Western blot 结 果 显 示 经 山 柰 酚 处 理 后 ， Bcl-2 表 达

明 显 下 调 和 Bax 表 达 明 显 上 调 ， 这 与 网 络 药 理 学

预 测 的 关 键 靶 点 作 用 机 制 高 度 吻 合 ， 提 示 山 柰 酚

可 能 通 过 抑 制 Bcl-2 的 表 达 和 促 进 Bax 表 达 来 诱 导

肿瘤细胞发生凋亡。

另 外 ， SRC 作 为 另 一 核 心 靶 点 ， 在 CRC 中 常

因突变或过表达导致细胞侵袭转移能力增强[25-26]。

本 研 究 细 胞 迁 移 与 侵 袭 实 验 结 果 中 ， 证 实 山 柰 酚

能 显 著 抑 制 CRC 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 能 力 ， 可 能 与

SRC 的调控直接相关，类似机制在乳腺癌的研究中

亦有报道，SRC 能介导溶酶体酶组织蛋白酶 S 和明

胶 酶 MMP-9 的 协 同 作 用 过 程 降 低 肿 瘤 侵 袭 和 转 移

潜能[27]。

细 胞 增 殖 的 基 础 是 细 胞 周 期 的 有 序 进 行 ， 细

胞 周 期 是 细 胞 生 命 活 动 的 基 本 过 程 ， 其 调 控 的 异

常与肿瘤的发生密切相关，值得注意的是，cyclin D1

是 细 胞 周 期 G1/S 期 转 换 的 关 键 调 控 蛋 白 ， 其 通 过

与 CDK4/6 结合形成复合物，磷酸化 Rb 蛋白，促使

细 胞 进 入 DNA 合 成 阶 段 。 在 CRC 中 ， cyclin D1 的

异 常 高 表 达 常 导 致 细 胞 周 期 失 控 ， 驱 动 肿 瘤 细 胞

过度增殖[28]。同时，cyclin D1 的表达调控常受上游

信 号 分 子 （如 Akt、 MAPK） 影 响[29]， 而 网 络 药 理

学分析提示山柰酚的核心靶点 Akt1 可能通过 PI3K/

Akt 通 路 间 接 调 控 cyclin D1。 本 研 究 通 过 KEGG 通

路 富 集 显 示 ， 山 柰 酚 可 能 通 过 化 学 致 癌 - 受 体 活

化 、 催 乳 素 信 号 通 路 及 雌 激 素 信 号 通 路 发 挥 抗 癌

作用。化学致癌-受体活化通路涉及外源性致癌物

代谢酶 （如 CYP1A1） 的调控，提示山柰酚可能通

过 抑 制 致 癌 物 活 化 或 增 强 解 毒 机 制 预 防 CRC 发

生[30]。 GO 功 能 分 析 进 一 步 支 持 山 柰 酚 对 细 胞 凋

亡 、 周 期 调 控 及 迁 移 的 干 预 作 用 ， 与 实 验 数 据 中

Bcl-2/Bax 失衡和 cyclin D1 下调的结果相呼应，且与

已 有 山 柰 酚 在 乳 腺 癌 中 研 究 结 论 一 致[31]。 本 研 究

数据进一步支持这一推测：山柰酚在抑制 HCT-116

细胞增殖的同时，显著降低 HCT-116 肿瘤细胞克隆

形 成 能 力 ， 表 明 其 可 能 通 过 多 靶 点 协 同 阻 断 肿 瘤

干 性 维 持 。 这 一 结 果 与 山 柰 酚 处 理 显 著 下 调 了

CRC 细 胞 中 cyclin D1 的 表 达 水 平 的 结 果 一 致 。 此

外 ， 与 同 类 黄 酮 化 合 物 （如 柚 皮 素） 相 比 ， 山 柰

酚 表 现 出 更 广 泛 的 靶 点 覆 盖 （269 个 交 集 靶 点），

尤 其 是 对 HSP90AA1 的 调 控 可 能 增 强 其 抗 癌 特 异

性。HSP90AA1 作为分子伴侣蛋白，在 CRC 中常通

过 稳 定 致 癌 蛋 白 （如 MET、 EGFR） 促 进 肿 瘤 进

展[32]， 山 柰 酚 对 该 靶 点 的 抑 制 作 用 为 开 发 新 型

HSP90 抑制剂提供了理论依据。

综 上 所 述 ， 本 研 究 揭 示 了 山 柰 酚 可 能 通 过 多

靶 点 、 多 通 路 协 同 作 用 抑 制 CRC 进 展 ， 其 机 制 涉

及 细 胞 周 期 阻 滞 、 凋 亡 诱 导 及 转 移 抑 制 等 生 物 学

过 程 ， 为 山 柰 酚 作 为 CRC 治 疗 药 物 的 开 发 提 供 了

重 要 的 理 论 依 据 和 实 验 支 持 。 然 而 本 研 究 仍 存 在

局 限 性 ， 如 数 据 库 选 择 及 潜 在 模 型 误 差 等 均 可 对

研 究 结 果 产 生 影 响 ， 山 柰 酚 相 关 抗 肿 瘤 具 体 机 制

还 有 待 深 入 以 及 尚 未 在 动 物 模 型 中 验 证 其 体 内 疗

效 ， 在 未 来 的 研 究 中 ， 拟 进 一 步 探 究 关 键 靶 点 和

信 号 通 路 之 间 的 相 互 作 用 及 上 下 游 调 控 关 系 ， 并

通 过 构 建 信 号 通 路 调 控 网 络 、 分 子 对 接 、 基 因 敲

除/过表达实验验证关键靶点的功能性关联，明确

各 通 路 在 山 柰 酚 抗 CRC 过 程 中 的 协 同 关 系 ， 深 入

阐释其作用机制。
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