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基于网络药理学与Dijkstra模型的柴胡抗肝癌机制研究
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摘 要：以柴胡为君药的复方逍遥散、四逆散与小柴胡汤等常用于临床肝癌治疗。前期研究发现，柴胡具有抗肝癌

活性，且其低极性部位能显著抑制肝癌细胞的增殖，并促进细胞凋亡。然而，柴胡低极性部位治疗肝癌的物质基础

与作用机制尚未得到系统和深入地研究。本研究采用液相色谱-质谱联用技术（Liquid Chromatography-mass Spec‐

trometry，LC-MS）解析柴胡低极性部位化学成分，并结合网络药理学与最短路径算法（Dijkstra）传播模型解析柴胡

低极性部位抗肝癌关键成分-靶点药效网络，最后通过分子对接验证柴胡低极性部位关键成分与靶点相互作用。

结果显示，柴胡低极性部位共鉴定 35 个化学成分；通过网络药理学筛选“hithubs”靶点 40 个，主要涉及癌症通路、癌

症中蛋白聚糖、卡波西肉瘤（Kaposi Sarcoma）相关疱疹病毒感染、磷脂酰肌醇-3 激酶-蛋白激酶 B 通路（Phosphati‐

dylinositol-3 Kinase-akt Protein Kinase b Pathway，PI3K-Akt）信号通路、化学致癌作用-受体激活等通路。进一步根

据“hithubs”各靶点在核心通路中的数量筛选出3个最为关键的靶点包括表皮生长因子受体（Epidermal Growth Fac‐

tor Receptor，EGFR）、基质金属蛋白酶（Matrix Metalloproteinase，MMP）和信号转导与转录激活因子3（Matrix Metal‐

loproteinase，STAT3）。Dijkstra 传播模型结果显示柴胡低极性中柴胡多炔 8（RB-8）、柴胡多炔 4（RB-4）和柴胡皂苷

元 G 为关键抗肝癌成分。分子对接显示柴胡皂苷元 G 与 EGFR，RB-8、RB-4 和柴胡皂苷元 G 与 STAT3 具有很强的

亲和力。本文结果表明RB-8、RB-4和柴胡皂苷元G可能是柴胡低极性部位的主要活性成分群，通过阻断EGFR的

表达，抑制 Janus 激酶 2（Janus Kinase 2，JAK2）/STAT3 通路，最终减缓肝癌的生长与转移。该研究为解释中医治疗

肝癌的潜在机制提供了参考，为柴胡治疗肝癌临床用药及相关药物制剂开发提供科学依据。
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Abstract: Bupleurum is the primary medicine in traditional Chinese compound prescriptions such as Xiaoyaosan, Sinisan, and Xiao‐

chaihu decoction, commonly used to treat liver cancer. Previous studies have demonstrated that Bupleurum possesses anti-liver can‐

cer properties. Specifically, the low-polarity partition of Bupleurum (LPB) significantly inhibits liver cancer cell proliferation and 

promotes apoptosis. However, the material basis and mechanism of LPB in treating liver cancer have not been systematically stud‐

ied. In this study, liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) was used to analyze the chemical components of the LPB. 

Network pharmacology combined with Dijkstra model were used to investigate the key component-target network of LPB against 

liver cancer. Finally, the interaction between the components and targets of the LPB was verified by molecular docking. Our results 

identified 35 chemical components in the LPB; 40 "hithubs" targets were screened by network pharmacology, and mainly involving 

pathways such as pathways in cancer, proteoglycans in cancer, kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection, PI3K-Akt signaling 

pathway, and chemical carcinogenesis-receptor activation and other pathways. Based on the number of "hithubs" targets in the core 

pathway, the three most critical targets including epidermal growth factor receptor (EGFR), matrix metalloproteinase (MMP) and  

matrix metalloproteinase (STAT3) were selected. The Dijkstra model results indicated that RB-8, RB-4, and saikogenin G are key an‐

ti-liver cancer components in LPB. Molecular docking showed a strong binding affinity between these components and targets. Our 

findings suggest that RB-8, RB-4 and saikogenin G are the main active components in the LPB, which can inhibit EGFR expression, 

block the JAK2/STAT3 pathway, thereby curb liver cancer growth and metastasis. This study offers insight into the potential mecha‐

nism of traditional Chinese medicine in the treatment of liver cancer, and provides a scientific foundation for the clinical application 

of Bupleurum and the development of related pharmaceutical preparations.
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0 引言 

肝癌是全球第六大常见恶性肿瘤，也是癌

症相关死亡的第二大原因。英国癌症研究中心

指出，至 2035 年，肝癌将成为增长速度最快的

恶性肿瘤之一［1］。预计到 2025 年，原发性肝癌

将影响超过 100 万人。超过一半的肝癌病例和

死亡发生在东亚地区，其中我国每年肝癌发病

和死亡人数分别为 46.6 万和 38.3 万，这将带来

巨大的社会负担和健康挑战［2］。肝癌的发生与

吸烟、饮酒和食物中的致癌物质有关，遗传与

环境因素也在其发病过程中起重要作用［3］。炎

症反应，细胞周期异常和代谢网络异常可能是

肝癌的主要致病机制［4］。近几十年来，肝癌的

治疗主要包括化疗、放疗和手术切除。然而，

尽管肝癌治疗取得了一定进展，但许多药物未

能为患者带来令人满意的效果，有效率低且毒

副作用较大。此外，外科手术对于患者的疾病

进程与肝脏功能要求较高，且具有较高的复发

风险［5］。中药由于其多成分、多环节、多靶点

的效应优势，为肝癌治疗提供了一种替代方

法，例如提高人体免疫力、减轻化疗的毒副作

用、增强化疗敏感性以及延长患者生存期［6］。

因此，发展中医药作为肝癌的一种新治疗方法

具有重要意义。

柴胡为伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense 
DC. 或 狭 叶 柴 胡 Bupleurum scorzonerifolium 
Willd. 的干燥根。其味辛、苦，性微寒，归肝、

胆、肺经，具有疏散退热、疏肝解郁、升举阳气

等作用。中医临床研究发现，肝郁脾虚证是原

发性肝癌患者中最常见证型，以柴胡为君药的

逍遥散、四逆散与小柴胡汤等常用于肝癌治

疗［7］。现代药理学研究表明，柴胡具有显著的

抗肝癌活性，其中，柴胡注射液能够对人肝癌

SMMC-7721 细胞发挥抑制和促凋亡的作用；而

小柴胡汤的含药血清则能诱导人肝癌 HepG2 细

胞发生凋亡和自噬。柴胡的有效成分，如柴胡

皂苷 A、B2 和 D 等，均展现出抗肝癌的潜力，其

机制包括激活转录因子 3（ATF3）以诱导铁死

亡，以及通过调节 STK4/IRAK1/NF-κB 通路发

挥抗炎抗肿瘤的作用，同时抑制肿瘤血管生成

的 VEGF/ERK/HIF‑1α 信号通路等［8-10］。然而，

柴胡其他有效成分如柴胡多炔、挥发油类等抗

肝癌作用尚不清楚。课题组前期对柴胡不同极

性部位对肝癌 SMMC-7721 细胞的影响及机制

研究发现，柴胡低极性部位组和中极性部位组

干预后能够抑制肝癌细胞的增殖，并促进其凋

亡 ，肝 癌 细 胞 阻 滞 于 G1 期 主 要 与 Npas2-
CDC25A-CDK2-Cyclin E 复 合 物 有 关 ，阻 滞 于

G2 期主要与 CDC25B-CDK1-Cyclin B1 复合物
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有关，凋亡主要与 Npas2-CDC25A 靶点以及激

活线粒体凋亡途径相关［11］。然而，柴胡低极性

部位成分复杂，课题组前期发现其含有多种新

型多炔类成分，这些成分具有抗抑郁生物活

性，也可能具有抗肝癌作用。因此，本研究采

用 LC-MS 结合网络药理学的方法，鉴定柴胡低

极性部位治疗肝癌的关键成分与靶点，并解析

相关通路。

网络药理学能够在细胞和分子水平上深入

理解药物在疾病治疗中的作用机制，并系统分

析药物、疾病和靶点之间的相互作用，从而探

索其复杂的生物学过程和信号通路［12］。目前，

许多学者开发了多种网络药理学新方法，在中

药抗癌的研究中取得了新进展，包括网络高通

量研究策略［13］、基于靶点预测的药物-靶标预

测 算 法 （Drug Target Prediction Algorithm，

drugCIPHER）方法［14］、进化动力学的多尺度模

型［15］、机器学习算法［16］与 Dijkstra 传播模型［17］

等等。其中，Dijkstra 传播模型是通过成分 -靶

点-蛋白互作网络计算药物靶点与药物调控疾

病基因的最短距离，并保留节点数小于或等于

3 的最短路径。该模型能反映中药药效的传播

模式，并将复杂的成分 -靶点网络简化以提取

关键子网络，在靶标发现和成分筛选等方面广

泛应用［18］。因此，构建基于网络药理学的柴胡

低极性部位治疗肝癌传播模式，将有助于更全

面地揭示柴胡低极性部位治疗肝癌的物质基础

与作用机制。

基于此，本研究首先采用 UPLC-Q-TOF-
MS 技术解析柴胡低极性部位化学成分，进一

步通过网络药理学结合 Dijkstra 传播模型，预测

柴胡低极性部位抗肝癌关键成分、作用靶点及

信号通路，最终通过分子对接解析关键成分与

靶点的相互作用，揭示柴胡低极性部位抗肝癌

的药效物质和作用机制，为中医药治疗肝癌临

床用药及相关药物制剂开发提供科学依据。

1 材料与方法 

1. 1　药材　

柴胡由山西省华阳药业有限公司提供，经

鉴 定 为 伞 形 科 植 物 柴 胡 Bupleurum chinense 
DC.，习称“北柴胡”。

1. 2　药品与试剂　

分析纯甲醇、石油醚与乙腈（天津四方化工

有限公司，中国），质谱纯甲醇与乙腈（Thermo 
fisher 公司，美国），色谱纯甲酸（Thermo fisher 公
司 ，美 国），二 甲 基 亚 砜（Dimethyl sulfoxide，
DMSO，天津富宇精细化工有限公司，中国）。

1. 3　仪器　

赛默飞 U3000 超高效液相色谱（Ultra Per‑
formance Liquid Chromatography， UPLC，Thermo 
fisher 公司，美国），赛默飞 Q ExactiveTM Orbi‑
trap 质谱（Mass Spectrometry，MS，Thermo fisher
公司，美国），，KQ-300E 型超声波清洗仪（昆山

市 超 声 仪 器 有 限 公 司 ，中 国 ），Sartorius 
BSA124S 分析天平（Sartorius 公司，美国），Neo‑
fuge 13R 高速冷冻离心机（上海力申科学仪器

有限公司，中国），Milli-Q Integral Water Purifica‑
tion System 纯水仪（Millipore 公司，美国），HH-4
数显恒温水浴锅（金坛市杰瑞尔电器有限公

司，中国）。

1. 4　数据库与软件　

建立柴胡化学成分数据库：通过文献数据

库（Web of Science，https：//www. isiknowledge.
com；Pubmed，https：//pubmed. ncbi. nlm. nih. gov；
CNKI，http：//www.cnki.net）和中药成分数据库

（TCMSP，https：//old. tcmsp-e. com/tcmsp. php；
TCMID，http：//47.100.169.139/tcmid），收 集 并

整理柴胡化合物及其结构信息，建立柴胡化学

成分数据库。

成 分 靶 点 数 据 库 ：SwissTargetPrediction
（http：// swisstargetprediction. ch/）和 Pharmmap‑
per（http：// lilab-ecust. cn/pharmmapper/）。 此

外 ，从 文 献 数 据 库 Web of Science，Pubmed 和

CNKI 中收集成分靶点。

以“ liver cancer”“hepatocellular carcinoma”
“ intrahepatic cholangiocarcinoma”为检索词，在各

个 靶 点 数 据 库 检 索 ：DisGenet（https：// www.
disgenet. org/）、Genecards（https：//www. gene‑
cards.org/）、OMIM（https：//omim.org/）和 TTD
（http：//ttd.org/）。结合这些数据并删除重复

值后，通过 UniProt （https：//www.uniprot.org/），

将目标基因标准化为“Homo sapiens”的物种。
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1.5　柴胡低极性部位制备　

参照实验室前期方法，取适量柴胡药材，混

匀后加入 8 倍量体积分数 95% 乙醇，加热回流

2 次（每次 2 h），合并回流液，过滤，回收乙醇至

无醇味，然后加入等体积的石油醚超声萃取

（30 min/次），至萃取液近乎无色。合并石油醚

提取液，浓缩至浸膏，于真空干燥箱（60 ℃）中

干燥，即得柴胡低极性部位。

供试液的制备：称取柴胡低极性部位样品

100 mg，加入体积分数 95% 甲醇 5 mL，涡旋 1 
min，超声提取 20 min，高速离心（13 000 r/min）
15 min，取其上清液经 0.22 µm 微孔滤膜过滤后

进样分析。

1.6　色谱、质谱条件与成分分析策略　

色谱条件：超高效液相色谱条件色谱柱为

Waters HSS T3 液相色谱柱（2.1 mm×100 mm，

1.8 μm），流动相为质量分数 0.1% 甲酸水溶液

（A）和甲醇（B），柱温为 40 ℃，流速为 0.20 mL/
min，进样量为 5 μL。梯度条件：0 min~1 min，
10%~10%B；1 min~2 min，10%~60%B；2 min~
9 min，60%~60%B；9 min~11 min，60%~
70%B；11 min~25 min，70%~98%B；25 min~
26 min，98%~10%B；26 min~30 min，10%B。

质谱条件：ESI 离子源于正、负离子两种模

式下采集数据，数据采集范围为 50~1 500 m/z，
离子喷雾电压为 3.5 kV（+）和 2.5 kV（-）；去

簇电压和入口电压为 70 V 和 10 V；碰撞气雾化

气 、辅 助 加 热 气 和 气 帘 气 分 别 为 50、50 和

35 kPa；去溶剂温度为 320 ℃。采用数据依赖性

采 集（Data-Dependent Acquisition，DDA）方 法 ，

强度阈值为 5 000 选取强度最高的 15 个离子进

行质谱检测。

分析策略：Compound Discoverer 3.1（CD）软

件分析，利用 Chemspider、mzVault、mzCloud 等

在线数据库对逍遥散质谱数据进行非靶向搜

索，得到由样品名称、保留时间、分子式、质荷

比以及对应的离子强度组成的数据集。

综合分析建立的本地化学成分数据库和

Compound Discoverer 3.1 计算结果。通过 Xcali‑
bur 3.2 软件（美国 Thermo 公司）提取一级质谱

与二级质谱信息，结合诊断离子、碎片离子、文

献数据及数据库进一步鉴定柴胡低极性部位化

学成分。

1.7　蛋白-蛋白相互作用网络构建　

柴胡低极性部位成分靶标和肝癌疾病靶标

用于构建蛋白交互网络图。两种蛋白的相互作

用网络由 Cytoscape 软件构建，从柴胡低极性部

位成分靶标和肝癌疾病靶的交叉点间获得网

络。网络属性值是通过 CytoNCA 插件获得的，

degree 大于所有 degree 中位数两倍的节点被认

为 是“Hithub”关 键 节 点 ，用 于 后 续 通 路 富 集

分析。

1.8　GO和KEGG通路富集分析　

使用 DAVID 6.7 数据库（https：//david.ncif‑
crf.gov/），对 KEGG 通路和 GO 通路进行富集分

析。 KEGG 生物途径富集分析选择的途径 P
值 ≤0.05，Benjamin value≤0.05，对 前 15 名

KEGG 通路进行可视化分析。GO 富集分析包

括细胞成分、分子功能和生物过程三个方面。

利 用 生 物 信 息 学 平 台（http：// www. bioinfor‑
matics.com.cn/），进行了可视化分析，以制作气

泡图和直方图。

1.9　Dijkstra 模型传播系数计算　

本研究采用的 Dijkstra 模型，基于成分 -靶

点 -蛋白互作网络，检测柴胡低极性部位成分

与其调控基因的最短距离，并保留不超过 3 个

节点的路径。初始节点被认为是成分的直接靶

点，终端节点被认为是调控的代谢基因。将第

一或中间节点定义为繁殖模式，当节点数小于

3 时，意味着成分靶点与肝癌代谢基因直接相

关，这是最理想的结果。当节点数等于 3 时，表

示成分靶点通过其他中间基因与代谢基因相

关。中间基因越多，成分靶点与代谢基因相关

的方式就越多，也更容易影响代谢基因。终端

节点定义为通过增殖模式到达的效应蛋白。具

有更多繁殖模式和更多效应蛋白的靶标通常具

有更好的干预效果。我们计算每个成分传播模

式数量。

将成分靶点网络定义为图形 G（H，L），H
和 L 分别代表节点和边。给定一个随机初始节

点 u，cu，x 是从节点 u 到节点 x 的边的权重。H
分为两组 P 和 Q，P 中的节点到 u 的距离已经确

定，Q 中包含的节点到 u 的距离尚未确定。距

离 Q 中从初始节点 u 到节点 x 定义为从 u 到 Q
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中节点 x 不经过 Q 中其他节点的最短路径长

度。算法的思路如下：

（1）开始时，P =｛u｝，Q = H-｛u｝。对于

Q 中的所有节点 x，如果存在从 u 到 x 的路径，

则 du，x =cu，x，否则 du，x =∞。

（2）对于 Q 中的所有节点 x，找到 du，x 最小

的节点 t，即：

du，t = min { [ du，x ] |x ∈ Q }，
du，t 是从靶标 U 到关键肝癌代谢基因节点 t 的最

短距离。节点 t 也是 Q 中所有节点中离 u 最近

的节点，从 Q 中删除节点 t，并将其合并到 P 中。

（3）更新 du，x 对于 Q 中与 t 相邻的节点 x，使

用以下公式

du，x = min { [ du，t ]， [ du，t ]+[ ct，x ] }。
（4）继续上述步骤，直到 Q 为空集。

（5）在计算 du，x 以路径小于或等于 3 个节点

为最短距离 DMIN，在具有 3 个节点的路径中，

第 1 个节点和第 2 个节点代表传播模式，第 3 个

节点代表药物调控的代谢基因。

1.10　分子对接　

EGFR、MMP 和 STAT3 靶点蛋白 PDB 文件

是从蛋白质数据库（http：//www.rcsb.org/）下

载。RB-8、RB-4 与柴胡皂苷元 G 的 mol2 文件

从 Pubchem（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）
网站下载或者 Chemdraw 17.1 软件绘制。分子

对接采用 SYBYL2.1.1 药物设计学工具，运用软

件删去靶蛋白的原配体和分子，补充非完整的

氨基酸残基，加氢加电荷，以原活性配体为原

型分子，创建对接口袋，以成分作为配体进行

分子对接并打分（Total score），分值越高，表示

化合物与受体的结合力可能越强。

2 实验结果 

2.1　基于LC-MS的柴胡低极性部位化学成分分析

通过总结课题组前期工作、文献调研 Web 
of Science、Pubmed、CNKI 和 网 络 在 线 数 据 库

TCMSP、TCMID，我们建立柴胡本地化学成分

库。该化学成分库包含了各化合物名称、分子

式、结构式和精确分子量 ，部分化合物通过

Massbank （http：//massbank. eu//） 和 Pubchem
（https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）数据库收集

质谱碎片离子信息。最终，本地化学成分库的

包含 335 个化合物。在化学成分鉴定过程中，

手动提取本地化学成分库中成分的一级质谱与

二级质谱信息，并与数据库中的质谱信息进行

比对，最终鉴定化学成分。柴胡低极性部位在

正、负离子模式下的总离子流图见图 1，共分析

鉴定出 35 种化合物，化合物详情见表 1。
2. 2　基于“hithub”的柴胡低极性部位抗肝癌靶点

分析

通过对柴胡低极性部位的 35 个成分进行

TCMSP、SwissTargetPrediction、Pharmmapper 和

PubMed 数据库分析，去除重复后，我们获得了

502 个 成 分 靶 点 。 同 时 ，通 过 DisGene、Gene‑
cards、OMIM 和 TTD 数据库，获得 6 673 个肝癌

相关靶点。如图 2 所示，这两个网络分别由 502
个节点与 6 461 条边，以及 6 673 节点与 258 269
条边组成。结合这两个网络，获得了柴胡低极

性部位抗肝癌靶点 303 个，并构建了包括 303 个

节点与 3 633 条边的网络。将 degree 大于所有

degree 中位数两倍的节点作为“hithub”关键节

点。最终我们获得了 35 个关键靶点，并构建了

柴胡低极性部位抗肝癌“hithubs”靶点网络包括

35 个点与 490 条边。

2.3　柴胡低极性部位抗肝癌靶点富集分析及核心

靶点筛选　

为了探讨柴胡低极性部位治疗肝癌的机

制，我们采用 DAVID 数据库对柴胡低极性部位

抗肝癌的 35 个核心靶点进行 KEGG 与 GO 富集

分析，如气泡图所示（图 3）。柴胡低极性部位

治疗肝癌涉及许多与癌症相关的信号通路，包

括癌症通路、癌症中蛋白聚糖、Kaposi sarcoma
相关疱疹病毒感染、PI3K-Akt 信号通路、化学

致癌作用-受体激活、前列腺癌、催乳素信号通

路、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路、

EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐药、内分泌抵抗、人

巨细胞病毒感染、FoxO 信号通路、膀胱癌、C 型

凝集素受体信号通路与 Th17 细胞分化。GO 富

集分析包括生物过程（biological process，BP）、

细 胞 成 分（cellular component，CC）、分 子 功 能

（molecular function，MF）三个模块（图 4），结果

显示柴胡低极性部位与肝癌相互作用在生物过

程模块主要涉及 RNA 聚合酶Ⅱ对转录的正调

控、信号转导、基因表达的正向调控、DNA 模板
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转录的正调控和细胞群增殖的正向调节等；细

胞成分模块主要涉及细胞质、nucleus、胞质溶

胶、核质和含蛋白复合物等；同时，分子功能模

块主要涉及蛋白结合、ATP 结合、相同的蛋白

质结合、酶结合和 RNA 聚合酶 II 特异性 DNA
结合转录因子结合等。

为了进一步分析柴胡低极性部位抗肝癌

核心靶点，我们根据各靶点所涉及的 KEGG
与 GO 通路数量进行排名（图 5）。结果表明，

EGFR、MMP 和 STAT3 参 与 了 大 多 数 的 通

路，这可能是柴胡低极性部位抗肝癌的核心

靶点。

2.4　基于Dijkstra算法筛选柴胡低极性部位抗肝癌

核心药效成分群　

我们分析计算柴胡低极性部位的每个成分

的传播模式。根据计算结果，排名前三的成分

分别是 RB-8、RB-4 和柴胡皂苷元 G，这三个成

分可能是柴胡低极性部位抗肝癌最关键的成

分。RB-8 和 RB-4 是本课题组前期分离鉴定的

多炔类化合物，具有抗抑郁活性并能抑制单胺

类神经递质再摄取的活性［19］，但是其在肝癌癌

症方面的作用尚未报道。现阶段尚无报道柴胡

皂苷元 G 的生物活性，仅有关于柴胡皂苷元 G
的网络药理预测显示其有抗抑郁活性。因此，

这三个成分作为柴胡低极性部位抗癌最关键的

成分，需要进一步的分子对接验证。

2.5　柴胡低极性部位抗肝癌药效成分群与靶点分

子对接　

柴胡低极性部位的代表性活性成分主要为

RB-8、RB-4 和 柴 胡 皂 苷 元 G，同 时 EGFR、

MMP 和 STAT3 是柴胡低极性部位抗肝癌的核

心靶点。将 3 种核心成分与 3 种靶点的结合姿

势、相互作用与每次相互作用的结合能进行分

析（图 7，表 2）。分子对接的评分标准是 0 到 5
分，一般认为综合打分在 4 以上表示有较好地

结合。结果表明，每种候选药物通过可见的氢

键和强静电相互作用与其蛋白质靶标结合。此

外，每个靶点的疏水口袋被 3 种候选药物成功

占据。对于结合能进行比较分析发现，RB-8、
RB-4 与 柴 胡 皂 苷 元 G 与 EGFR 具 有 -4.58、
-5.44 与 -8.12 kcal/mol 的 结 合 能（对 接 打

分>4），表明这些各成分与 EGFR 结合高度稳

定 。 RB-8、RB-4 与 MMP2 具 有 -0.17 与

-0.22 kcal/mol 的弱结合能，柴胡皂苷元 G 与

图 1　柴胡低极性部位正（a）和负离子（b）的总离子流图

Fig.  1　Total ion chromatograms (TIC) of positive (a) and negative (b) ions in low-polarity partition of Bupleurum (LPB)
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MMP2 未 能 结 合（对 接 打 分 <4），各 成 分 与

MMP2 结合能力较弱。 RB-8、RB-4 和柴胡皂

苷 元 G 与 STAT3 分 别 具 有 -3.97、-3.97 和

-5.69 kcal/mol 的结合能（对接打分>4），表明

这些成分与 STAT3 结合高度稳定。

3 讨论与总结 

肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，死

亡率在消化系统恶性肿瘤中排名第二，发病率

呈上升趋势［2］。近年来，中医结合现代治疗方

法在改善症状、促进疗效、减少毒副作用方面

表1　柴胡低极性部位UPLC-MS/MS化学成分分析

Table 1　Analysis of chemical composition of LBR by UPLC- MS/MS

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Time

/min

1.39
1.42
1.81
1.81
2.08
2.37
2.79
4.29
5.58

10.74
11.22
11.68
12.74
13.49
15.19
15.86
16.28
17.45
17.5
18.97
19.43
20.3
21.83
23.99
24.35
24.71
25.54
26.19
28.74
31.27
31.27
32.92
34.46
35.47
38.99

Name

糊精

木糖醇

乙酰香兰素

苯戊酮

白蜡树素

邻苯二甲酸二乙酯

邻苯二甲酸二异丁酯

柠檬醛

反,反-2,4-癸二烯醛

努特卡酮

柴胡皂苷 A
邻苯二甲酸二丁酯

RB-1
柴胡皂苷 B2

香草醛

柴胡皂苷D
RB-2

6,6-二甲基双环庚-2-烯-2-乙酸甲酯

常春藤皂苷元

白头翁酸

RB-3
RB-6
RB-4
RB-5
RB-8
联苯

RB-7
柴胡皂苷元 G

2-异丙基-5-甲基茴香醚

Longikaurin A
亚油酸

棕榈酸

油酸

亚油基乙酸酯

肉豆蔻酸

Fomula

C18H32O16

C5H12O5

C10H10O4

C11H14O
C12H12O5

C12H14O4

C16H22O4

C10H16O
C10H16O
C15H22O

C42H68O13

C16H22O4

C15H18O
C48H78O18

C8H8O3

C42H68O13

C15H18O
C12H18O2

C30H48O4

C30H46O4

C17H22O
C17H20O2

C17H22O
C15H18O
C17H22O
C12H10

C17H20O2

C30H48O4

C11H16O
C20H28O5

C18H32O2

C16H32O2

C18H34O2

C20H36O2

C14H28O2

IonType

[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M-H]
[M-H]
[M+H]
[M-H]
[M+H]
[M-H]
[M+H]
[M+H]
[M-H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]
[M-H]

Cal.m/z

503.161 7
151.061 1
193.050 6
161.097 1
235.061 1
221.081 9
277.144 5
153.127 5
153.127 5
219.174 3
779.458 7
277.144 5
215.143
779.458 7
153.054 7
779.458 7
215.143
195.137 9
471.347 9
471.346 8
243.174 3
257.153 1
243.174 3
215.143
243.174 3
154.077 7
257.153 1
471.347 9
163.112 8
347.186 3
279.232 6
255.232 9
281.248 6
307.264 2
227.201 6

Mea.m/z

503.162 3
151.060 6
193.050 1
161.096 6
235.061 1
221.081 8
277.144 2
153.127 5
153.127 5
219.174 4
779.459 1
277.144 4
215.143 2
779.459
153.054 8
779.458 9
215.143 2
195.138
471.348 4
471.348 4
243.174 4
257.152 2
243.174 5
215.143 2
243.174 5
154.077 9
257.152 4
471.348 3
163.112 3
347.186 7
279.233 3
255.233
281.248 8
307.264 5
227.201 5

Error/ 

(μg/g)

2.943
3.104
2.638
2.984
3.695
3.833
2.520
0.414
0.850
0.388
1.750
2.168
0.511
1.274
0.892
1.030
0.778

-0.036
3.555
2.778
0.031

-3.828
0.527
0.618
0.613
1.120

-3.360
3.255
3.190
3.154
5.310
4.014
4.092
3.575
3.761

MS/MS

341.109 5, 179.055 6, 89.023 5
151.060 56, 101.023 5, 89.023 4
193.05, 178.026 7, 134.036 6
131.096 6, 83.049 3, 79.956 5
235.061 1, 163.075 9, 78.958 1
221.081 8, 177.091 7
277.144 2, 233.154 5, 165.127 9
153.127 5, 135.116 9, 81.070 4
153.127 5, 135.117 0, 93.070 3
219.174 4, 177.127 5, 121.065 0
779.459 1, 617.406 3
277.144 4 ,233.154 6, 165.127 9
215.143 2, 159.080 6, 107.086 0
779.459
153.054 7, 125.059 9, 111.044 4
779.459 1, 617.406 5
215.143 2, 159.080 6, 107.049 5
195.138 0, 149.132 6, 125.059 9
471.348 4
471.348 4, 453.327 0, 187.148
243.174 4, 159.080 6, 107.070 1
257.152 2, 159.080 6, 91.054 7
243.174 5, 159.080 6, 107.049 5
215.143 2, 159.080 6, 107.049 5
243.174 5, 159.080 6, 107.049 5
154.077 9, 128.062 5, 113.964 1
257.152 4, 159.080 6, 91.055 1
471.348 3
163.112 2, 119.049 5, 91.018 1
347.186 6, 329.176 2
279.233 2
255.233
281.248 8
307.264 5, 83.049 2
227.201 5, 130.982 8

注： RB-1: (2Z, 8Z, 10E)-pentadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-ol; RB-2: (2Z, 8E, 10E)-pentadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-ol; RB-3: (2Z,8Z,10E)-hep‐

tadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-ol; RB-4: (2Z,8E,10E)-heptadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-ol; RB-5: (2E, 8E, 10E)-pentadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-

ol; RB-6: (2Z,8E,10E)-pentadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-yl acetate; RB-7: (2E, 8E, 10E)-pentadeca-2,8,10-trien-4,6-diyn-1-yl acetate; RB-8: (2E,8E,

10E)-heptadeca-2,8,10-trien -4,6-diyn-1-ol。
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取得了长足的进步。柴胡归肝、胆经，具有疏

肝解郁等功效。目前，临床上以柴胡为君药的

中药方剂用于治疗肝癌，如逍遥散、四逆散与

和小柴胡汤等，在改善晚期肝癌患者的症状方

面发挥了更有利的作用［7］。本课题组前期研究

发现，柴胡具有抗肝癌活性，其低极性部位能

抑制肝癌细胞的增殖，并促进其凋亡，其机制

可能与甘油磷脂代谢、鞘磷脂代谢有关［11］。然

图2　LPB作用于肝癌核心靶点的筛选过程

（a） LPB靶点网络； （b） 肝癌靶点网络； （c） LPB抗肝癌靶点网络； （d） LPB抗肝癌“hithubs”靶点网络

Fig.  2　The screening process of core targets of LPB acting on key nodes of liver cancer

(a) LPB target network; (b) liver cancer target network; (c) LPB anti-liver cancer target network and (d) LPB anti-liver cancer 

"hithubs" target network

图3　核心靶点的KEGG富集分析气泡图

具有显著性（P值）的前15个通路，以气泡图显示，色标表示P值，点的大小代表每个通路基因数量。

Fig.  3　Bubble chart of KEGG enrichment analysis of core targets

Top 15 pathways with corresponding P-values, displayed in a dot plot.  The color scales indicated p-values and the sizes of the dots 

represented the gene count of each term.
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而，柴胡低极性部位抗肝癌的物质基础与作用

机制仍然不清楚。在本研究中，我们采用 LC-

MS 解析了柴胡低极性部位化学成分，并结合

网络药理学与 Dijkstra 传播模型解析柴胡低极

性部位抗肝癌关键成分 -靶点药效网络，通过

分子对接验证柴胡低极性部位关键成分与靶点

相互作用。该方法阐述了柴胡低极性部位成分

治疗肝癌的传播模式，并发现 RB-8、RB-4 和柴

胡皂苷元 G 可能是柴胡低极性部位的主要活性

成分群，通过阻断 EGFR 的表达，抑制 JAK2/

STAT3 通路以及抑制 MMP 表达，最终减缓肝

癌的生长与转移。该研究为解释中医治疗肝癌

的潜在机制提供了参考，为柴胡治疗肝癌临床

用药及相关药物制剂开发提供科学依据。

Dijkstra 算法是一种用于寻找图中最短路径

的算法。该算法由计算机科学家艾兹赫尔·迪

克斯特拉（Edsger W. Dijkstra）于 1956 年提出，

其基本思路是通过不断选择当前已知的最短路

径节点，逐步扩展到其他节点，直到找到目标

节点的最短路径［20］。近年来，Dijkstra 算法作为

一种经典的最短路径算法，在网络药理学领域

中发挥了重要作用，为分析中药与生物网络之

间的复杂关系提供了有效工具，促进了靶点识

别、药物发现及网络交互分析等方面的研究。

在中药网络药理学中，其作用往往不仅限于单

一靶点，而是通过多成分与多靶点之间的相互

作用，形成复杂的网络结构［21］。Dijkstra 算法可

用于识别各成分通过生物网络作用于多个靶点

的路径，从而揭示潜在的关键成分与靶点。同

时，该算法还能够分析成分与蛋白质网络之间

的关系，以帮助理解药物的作用机制。Dijkstra
算法能够追踪成分药物从靶点出发，经过多个

中介分子，到达其他靶点的路径，这对于多成分

多靶点效应及其网络关系的研究具有重要意

义［22］。本研究从柴胡低极性部位抗肝癌的关键

靶点出发，运用 Dijkstra 算法寻找与靶点相关的

图4　核心靶点的GO富集分析

条带的长度和颜色用于表征靶标数量与相关生物过程。

Fig.  4　GO enrichment analysis

The length and color of the bands were used to characterize the number of targets involved into the related biological processes.

图5　GO富集分析中前30个通路和KEGG分析中前10个

通路中关键靶点的数量

Fig.  5　The proportion of key targets in the top 10 pathways 

in KEGG and top 30 pathways GO enrichment analysis.
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图 6　LPB中每个成分的传播模式的值分布

Fig.  6　The value distribution of propagation mode of each component in LPB

图7　柴胡低极性部位核心成分与靶点对接的二维模型及相互作用力

Fig.  7　2D model and the interaction forces of the core components and targets of the LBR
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关键成分，最终发现 RB-8、RB-4 和柴胡皂苷元

G，这三个成分可能是柴胡低极性部位抗癌的最

关键成分。然而，这些关键成分仅仅是预测的

结果，后续的体内外药理学验证是非常必要的。

EGFR（表皮生长因子受体）是 HER 家族成

员之一，其在许多恶性肿瘤如肝癌、肺癌和胃

癌均有高表达［23］。研究表明，EGFR 可通过受

体激活形成二聚体，使酪氨酸自磷酸化，进而

激活细胞质部分的酪氨酸激酶。下游信号通路

蛋白可以与 EGFR 上磷酸化的酪氨酸位点结

合，引起细胞内不同的信号应答，从而导致一

系 列 生 物 效 应［24］。 下 游 信 号 通 路 主 要 包 括

JAK/STAT 和 RAS/RAF/MAPK 等信号通路。

大量研究结果显示 STAT3 在肿瘤中存在异常

高表达，同时信号通路中 STAT3 的表达与肝癌

的发生密切相关［25］。既往研究表明，STAT1
和 STAT3 在肝癌组织中的阳性表达率显著高

于相应的癌旁组织，并且 STAT3 的高表达与

HCC 的分化程度和临床分期呈正相关［26］。越

来越多的证据表明，STAT3 是 JAK2/STAT3 信

号通路的关键调控基因［27］。 JAK2/STAT3 信

号通路的激活可以增加细胞中 p-STAT3 的蛋

白含量，并影响肿瘤细胞的增殖和侵袭［28］。此

外，课题组前期研究发现柴胡低极性部位能作

用 于 肝 癌 细 胞 周 期 G1 期 Npas2-CDC25A-

CDK2-Cyclin E 通路，与 G2 期 CDC25B-CDK1-
Cyclin B1 通路。STAT3 在细胞周期的调控中

也扮演着重要的角色，STAT3 可以通过调控细

胞 周 期 蛋 白 Cyclin E 促 进 G1 期 向 S 期 的 过

渡［29］。STAT3 可以通过直接结合到 Cyclin B1

基因的启动子区域来促进 Cyclin B1 的转录。

这种直接调控机制使得 STAT3 在细胞周期的

G2/M 期转变中发挥重要作用［30］。因此，EG‑
FR/AK2/STAT3 信号通路在柴胡低极性部位

调控细胞周期过程中发挥重要作用。我们的结

果表明，柴胡低极性部位 RB-8、RB-4 和柴胡皂

苷元 G 成分可以作用于 EGFR/JAK2/STAT3，
柴胡低极性部位治疗可能抑制 EGFR 的表达，

从而阻断 JAK2/STAT3 通路发挥抗肝癌作用。

MMP 是一类锌离子和钙离子依赖的蛋白

酶家族，能够靶向并降解 ECM 中的多种蛋白。

MMP 是与肿瘤发生相关的最突出的蛋白酶家

族，越来越多的研究报道了 MMP 家族与肝癌

的关联［31］。研究表明，MMP 可以降解细胞外

基质，加速肿瘤细胞进入血液或淋巴系统，从

而促进肝癌细胞的侵袭和转移［31］。MMP 可以

降解细胞外基质，加速肿瘤细胞进入血液或淋

巴系统，从而促进肝癌细胞的侵袭和转移。课

题组的前期研究表明，柴胡低极性部分可以降

低 MMP9 的蛋白表达，降低肝癌细胞的迁移能

力。此外，MMP 在肿瘤微环境中调节细胞间的

相互作用，影响肿瘤细胞的生长、存活和迁移。

Juric 等报道，MMP-9 抑制剂可以增加 CXCL10
和其他 T 细胞相关刺激因子的表达，包括 IL-
12p70 和 IL18［32］。此外，MMP 在血管生成中起

着重要作用。通过降解基质成分，MMP 促进内

皮细胞迁移和增殖，从而支持肿瘤的生长。某

些 MMP 的表达水平与肿瘤的侵袭性和预后相

关。例如，MMP-2 和 MMP-9 在多种癌症中高

表达，且与肿瘤的恶性程度和转移相关，被认

为是肿瘤发生过程中潜在的生物标志物［33］。

我们的结果表明，柴胡低极性部位 RB-8、RB-4
成分可以作用于 MMP 靶点，柴胡低极性部位

能 抑 制 肝 癌 MMP 表 达 ，减 缓 肝 癌 的 生 长 与

转移。

综上所述，我们的研究为揭示柴胡低极性

部位作为肝癌的有前途的治疗选择提供了科学

基础。因此，网络药理学与 Dijkstra 传播模型解

的整合揭示了柴胡低极性部位在肝癌中的多成

分与多靶点药理机制。尽管我们使用分子对接

分析来验证我们的结果，后续仍需要额外的体

内和体外研究来验证当前发现的有效性。此

表2　柴胡低极性活性成分与靶点对接打分

Table 2　Dock scoring of the core components and targets of 

the LBR

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

成分名

RB-4
RB-8

SaikogeninG
RB-4
RB-8

SaikogeninG
RB-4
RB-8

SaikogeninG

靶点名称

EGFR
EGFR
EGFR

STAT3
STAT3
STAT3
MMP2
MMP2
MMP2

Total score
4
4
5
4
4
5
3
3
-
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外，我们的研究有几个局限性。首先，需要额

外的体内和体外研究来确认我们的发现。其

次，需要一个更大的传统药物和靶基因数据库

来提高网络药理学分析结果的准确性。第三，

即使将网络药理学的结果与分子对接相结合，

我们也无法完全理解柴胡低极性部位确切治疗

机制。因此，多学科的整合对于了解柴胡低极

性部位在肝癌中的作用机制是必要的。

肝癌是一种生长速度较快的致命疾病。面

对疾病异质性、抗癌耐药性和缺乏治疗靶点，

研究人员和临床医生需要更有效的治疗方案。

本研究采用 LCMS 技术解析了柴胡低极性部位

化学成分，并整合网络药理学与 Dijkstra 传播模

型确定柴胡低极性部位抗肝癌的多成分与多靶

点机制。进一步采用分子对接验证这些成分与

靶点的相互作用。我们的结果表明 RB-8、RB-
4 和柴胡皂苷元 G 可能是柴胡低极性部位的主

要活性成分群，通过阻断 EGFR 的表达，抑制

JAK2/STAT3 通路以及抑制 MMP 表达，最终减

缓肝癌的生长与转移。该研究为解释中医治疗

肝癌的潜在机制提供了参考，为柴胡治疗肝癌

临床用药及相关药物制剂开发提供科学依据。
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