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摘要： 目的　通过网络药理学和细胞实验探讨柴胡皂苷 e联合吉非替尼抗胆管癌的药理作用和分子机制。方法　通过

SwissTargetPrediction数据库获得柴胡皂苷 a、b1、c、d、e、f、g、h的药物作用靶点；通过GeneCards数据库获得胆管癌的靶点；取

交集靶点导入 STRING 数据库构建蛋白质-蛋白质互作网络；利用 WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit 数据库进行 GO 和

KEGG通路富集分析并构建靶点-通路网络，利用 Pathview R包标注关键通路涵盖的靶点；利用CytoScape 3.7.2构建药物-疾

病-靶点网络并筛选药效较强的化合物与关键靶点分子对接；人胆管癌RBE细胞随机分为对照组、柴胡皂苷 e组、吉非替尼

组、柴胡皂苷 e和吉非替尼联用组，MTT、EdU、划痕实验、荧光探针法及微量法检测细胞增殖、迁移及活性氧（ROS）、丙二醛

（MDA）生成；Western Blotting检测PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT蛋白表达。半数抑制浓度（IC50）采用Logistic回归计算，计量资料

多组间比较采用单因素方差分析和重复测量资料方差分析，进一步两两比较采用 Tukey检验，单独效应比较采用 LSD-t检

验。结果　获得柴胡皂苷靶点34个，胆管癌靶点1 815个，交集靶点12个，拓扑分析后显示，柴胡皂苷 e和 c抗胆管癌作用较

强，STAT3、IL-2和 PPP2CA为关键靶点，柴胡皂苷 e、c分别与 STAT3、IL-2、PPP2CA相应氨基酸位点形成氢键对接。GO富集

分析得到生物过程条目 13个，细胞组分条目 16个，分子功能条目 13个；KEGG通路分析得到 9条通路，PI3K-AKT和耐EGFR
酪氨酸激酶抑制剂为关键信号通路，涵盖了 STAT3、IL-2和 PPP2CA等多个靶点；柴胡皂苷 e 和吉非替尼作用于人胆管癌

RBE细胞 24 h的 IC50分别为 16.89 µmol/L 和 27.49 µmol/L；与对照组相比，柴胡皂苷 e作用 24 h可显著降低人胆管癌RBE细胞

的增殖率（53.46%±6.42% vs 100.00%±6.00%，P<0.000 1）和迁移率（12.06%±1.76% vs 16.01%±1.89%，P<0.05），诱导ROS和
MDA产生增多（P值均<0.05），下调 p-AKT蛋白表达（P<0.05），且与吉非替尼联用效果更显著（P值均<0.05）。结论　本研究

显示柴胡皂苷 e和吉非替尼通过抑制PI3K-AKT信号通路发挥抗胆管癌作用，为柴胡皂苷类药物的深入研究和临床应用提

供一定的理论支持和科学依据。
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Abstract： Objective　 To investigate the pharmacological effect and molecular mechanism of saikosaponin e combined with 
gefitinib in the treatment of cholangiocarcinoma based on network pharmacology and cell experiment. Methods　SwissTargetPrediction 
was used to obtain the drug action targets of saikosaponin a， b1， c， d， e， f， g， and h， and GeneCards was used to obtain the 
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targets of cholangiocarcinoma. The intersecting targets of these two groups of targets were imported into STRING to construct a 
protein-protein interaction network. WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit was used to perform gene ontology （GO） functional 
enrichment analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment analysis and construct a target-
pathway network， and Pathview R package was used to label the targets covered by the key pathways. CytoScape 3.7.2 was used to 
construct a drug-disease-target network， and molecular docking was performed between effective compounds and key targets. 
Human cholangiocarcinoma RBE cells were randomly divided into control group， saikosaponin e group， gefitinib group， and 
saikosaponin e+gefitinib group. MTT assay， EdU， scratch assay， and the fluorescence probe method were used to measure the 
proliferation and migration of RBE cells and the production of reactive oxygen species （ROS） and malondialdehyde （MDA）， and 
Western blotting was used to measure the protein expression levels of phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）， phosphorylated PI3K 
（p-PI3K）， protein kinase B （AKT）， and phosphorylated AKT （p-AKT）. Logistic regression was used to calculate half-maximal 
inhibitory concentration （IC50）； A one-way analysis of variance and repeated measures analysis of variance were used for 
comparison of continuous data between multiple groups， and the Tukey test was used for further comparison between two groups； 
the least significant difference t-test was used for comparison of simple effect. Results　A total of 34 saikosaponin targets and 1 815 
cholangiocarcinoma targets were obtained， resulting in 12 intersecting targets. The topological analysis showed that saikosaponins e 
and c had a stronger efficacy against cholangiocarcinoma， with the key targets of STAT3， IL-2， and PPP2CA， and saikosaponin e 
and c could respectively dock with the corresponding amino acid sites of STAT3， IL-2， and PPP2CA by forming hydrogen bonds. 
The GO functional enrichment analysis obtained 13 biological processes， 16 cellular components， and 13 molecular functions， and 
the KEGG pathway enrichment analysis obtained 9 pathways， among which PI3K-AKT and EGFR tyrosine kinase inhibitor 
resistance were the key signaling pathways， covering multiple targets including STAT3， IL-2， and PPP2CA. Saikosaponin e and 
gefitinib had an IC50 of 16.89 µmol/L and 27.49 µmol/L， respectively， on human cholangiocarcinoma RBE cells at 24 hours of 
treatment， and compared with the control group， saikosaponin e treatment for 24 hours significantly reduced the proliferation rate 
（53.46%±6.42% vs 100.00%±6.00%， P<0.000 1） and migration rate （12.06%±1.76% vs 16.01%±1.89%， P<0.05） of human 
cholangiocarcinoma RBE cells， increased the production of ROS and MDA （both P<0.05）， and downregulated the protein expression 
of p-AKT （P<0.05）， while its combination with gefitinib had a significantly greater effect （all P<0.05）. Conclusion　This study 
shows that saikosaponin e and gefitinib exert a therapeutic effect on cholangiocarcinoma by inhibiting the PI3K-AKT signaling 
pathway， which provides theoretical support and a scientific basis for further research and clinical application of saikosaponins.
Key words： Saikosaponins； Gefitinib； Bile Duct Neoplasms； Pharmacology
Research funding： Training Program for Young Scholars in Universities of Henan Province （2021GGJS084）； Important Scientific 
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胆管癌是一种起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤，约

占消化道恶性肿瘤的 3%［1］。近年来，其发病率在全球

逐年升高，特别是亚洲国家［2］。胆管癌起病隐匿、进展

迅速、预后极差，对人类健康构成严重威胁［3］。虽然手

术切除是治疗该病的主要方法，但超过 80%的患者发现

时已是中晚期，失去手术机会［4-5］。仅 15% 的患者存在

手术机会，但术后极易复发，5 年生存率只有 20%～

30%［6］。晚期胆管癌患者以内科治疗为主，但癌组织对

放化疗均不敏感，给患者造成沉重的心理和经济负

担［7-8］。因此，积极寻找抗胆管癌的有效药物和治疗方

法对于提高患者生存率、改善预后具有重要的意义。

中药源自天然药材，毒副作用较小，在提高机体免

疫功能、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤侵袭转移、逆转肿

瘤多药耐药等方面彰显独特的优势。中药柴胡具有解

表退热、疏肝解郁、升举阳气的功效，治疗慢性肝胆疾病

已有数千年的应用［9］。柴胡的主要药效成分为柴胡皂

苷，具有抗炎、保肝、抗病毒、抗肿瘤等作用［10］。研究发

现，柴胡皂苷在防治原发性肝癌方面疗效显著［11］，但其

在防治胆管癌方面研究甚少，药理作用和分子机制有待

探索。网络药理学的兴起为针对疾病相关的分子网络

寻找药物靶标指明了方向，是中药研发的主要预测手

段［12］。本研究即应用网络药理学预测 8 种柴胡皂苷治

疗胆管癌的潜在靶点及作用机制，鉴于表皮生长因子受

体（epidermal growth factor receptor，EGFR）与胆管癌的化
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疗敏感性密切相关，吉非替尼是第一代选择性 EGFR酪

氨酸激酶抑制剂，通过阻断EGFR表达发挥抗癌效应，本

研究进一步利用细胞模型验证柴胡皂苷联合吉非替尼

治疗胆管癌的作用，为寻找胆管癌的有效防治策略奠定

基础。

1　材料与方法

1.1　柴胡皂苷和胆管癌的靶点收集　在 PubChem 数据

库 （https：//pubchem. ncbi. nlm. nih. gov/） 输 入

“Saikosaponin”检索，选择“COMPOUND BEST MATCH”

推荐的柴胡皂苷 a、b1、c、d、e、f、g、h的 2D结构 “sdf”格式

文件下载保存。在 SwissTargetPrediction 数据库（http：//
www.swisstargetprediction.ch/）依次上传“sdf”格式文件，

物种选择“Homo species”，检索相关的基因靶点，汇总并

删除重复后得到柴胡皂苷的药物靶点。在GeneCards数
据库（https：//www.genecards.org/）以“Cholangiocarcinoma”
为关键词检索胆管癌相关的疾病靶点，并利用Venny 2.1
在线工具（https：//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.
html）获得柴胡皂苷靶点与胆管癌靶点的交集，构建潜在

靶点韦恩图。

1.2　 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用（protein-protein 
interaction，PPI）网络的构建　将获得的交集靶点提交至

STRING 数据库（https：//string-db.org/），物种选择“Homo 
species”，最小互相作用阈值设定为“Medium confidence
（>0.400）”，得到PPI网络后导入CytoScape 3.7.2软件，利

用MCODE插件绘制优化PPI网络图，并进行网络拓扑学

分析。

1.3　 GO 和 KEGG 通 路 富 集 分 析　将交集靶点输入

WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit 数 据 库（http：//
webgestalt.org/）进行 GO 和 KEGG 通路富集分析，物种选

择“Homo species”，设 置 筛 选 条 件 为“FDR（false 
discovery rate）≤0.05”，GO 富集包括对生物过程、细胞组

分、分子功能的分析；KEGG通路富集则分析可能涉及的

信号通路并导入 Cytoscape 3.7.2 软件形成靶点-通路网

络图，通过网络拓扑学筛选关键信号通路，使用

Pathview R包重新渲染、整合富集的信息，并将信号通路

中的靶点标注颜色。

1.4　药物-疾病-靶点网络构建　将柴胡皂苷 a、b1、c、d、
e、f、g、h治疗胆管癌的潜在靶点及上述获得的交集靶点

导入 Cytoscape 3.7.2 软件，构建药物-疾病-靶点网络图，

通过CytoScape 3.7.2软件中内置的NetworkAnalyzer进行

网络拓扑学分析，根据节点度值（degree）和介数中心性

（betweenness centrality）数值筛选 8种柴胡皂苷中药效较

强化合物及关键靶点。

1.5　分子对接模型构建　根据药物-疾病-靶点网络图，

选取柴胡皂苷 a、b1、c、d、e、f、g、h 中节点度值及介数中

心性最高的化合物与节点度值及介数中心性最高的靶

蛋白进行分子对接，等级越高说明其在网络拓扑关系中

的作用越重要。从 PubChem 数据库（https：//pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov/）下载化合物的 2D结构保存；从UniProt
数据库（https：//www. uniprot. org/）获得靶蛋白的“PDB 
Entry”后，进入RCSB PDB PRO数据库（https：//www.rcsb.
org/）下载晶体结构保存，通过 Pymol软件去除溶剂分子

与配体后，使用 Autodock Vina 1.1.2 进行化合物与靶蛋

白的分子对接，取打分最高的结果导入 Pymol软件分析

作图。

1.6　实验材料　人胆管癌RBE细胞株由中山大学病原

生物学教研室馈赠，柴胡皂苷 e购自上海麦克林生化科

技股份有限公司（批号：C14911966），吉非替尼购自上海

源叶生物科技有限公司（批号：S02HS193575），胎牛血清

（FBS）购自上海达特希尔生物科技有限公司（批号：

2408213），1640培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公

司（批号：WH1024Z082），二甲基亚砜（DMSO）和四甲基

偶氮唑盐（MTT）购自北京索莱宝科技有限公司（批号：

814O035和 1107S057），5-乙炔基-2-脱氧尿苷（EdU）细胞

增殖检测试剂盒购自大连美仑生物技术有限公司（批

号：MA0424-Mar-23H），活性氧（ROS）检测试剂盒和BCA
蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司（批 号 ：112420201215 和 090419191224），丙 二 醛

（MDA）检测试剂盒购自武汉亚科因生物技术有限公司

（批号：ATYE19021），磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）、蛋白激

酶 B（AKT）和磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）抗体购自武

汉三鹰生物技术有限公司（批号：00123653、00127621和

10017731）；p-PI3K 和 p-AKT 抗 体 购 自 美 国 Cell 
Signaling Technology 公司（批号：2 和 27）；HRP-IgG（H+

L）抗体购自成都正能生物技术有限公司（批号：

LL0310）。

1.7　柴胡皂苷 e 和吉非替尼的配制　取 5 mg柴胡皂苷 e
粉末溶于 21.787 mL 1640培养基中，用超声配合加速溶

解，制成终浓度为 300 µmol/L 的母液。取 178.76 mg 吉

非替尼粉末溶于 2 mL DMSO 中，用超声配合加速溶解，

制成终浓度为 200 mmol/L 的母液。将两种药物的母液

过滤、分装，置于−20 ℃冰箱中保存备用，使用时用 1640
培养基稀释成不同的目标浓度。
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1.8　MTT 检测细胞增殖　人胆管癌 RBE 细胞按照 6×

103/孔的密度接种到 96孔板中，用含 10% FBS的 1640培

养基培养至细胞贴壁，采用 Excel 随机数生成工具进行

随机分组，分为对照组、柴胡皂苷 e组、吉非替尼组、柴胡

皂苷 e和吉非替尼联用组，每组设 3个复孔，采用 3次独

立性实验进行重复，药物作用 12 h、24 h、48 h，每孔添加

20 µL 5 mg/mL 的 MTT 再培养 4 h，弃上清液后加入

200 µL DMSO，水平摇动器上充分震荡 10 min 使晶体

完全溶解，置于酶标仪上检测光密度（optical density，
OD）490 nm 值，按照细胞活力（%）=（OD490 nm 实验- 

OD490 nm 空白）/（OD490 nm 对照-OD490 nm 空白）×

100%，分析各组细胞的增殖能力。

1.9　EdU 检测细胞增殖　人胆管癌RBE细胞接种于 12
孔板培养至贴壁，除对照组外，其余 3 组吉非替尼或/和
柴胡皂苷 e作用 24 h后，加入含 EdU的 1640完全培养基

1 mL/孔，使EdU终浓度为 10 µmol/L，37 ℃孵育 2 h，弃培

养基并加入固定液 1 mL/孔，室温孵育 20 min，洗涤细胞

后加入通透液 1 mL/孔，室温孵育 12 min，再次洗涤细胞

并加入 Click 反应液 500 µL/孔，室温避光孵育 30 min并

洗涤细胞，荧光显微镜下观察增殖细胞的绿色荧光并拍

照。每孔再加入 1 mL 1×Hoechst 33342染核，室温避光

反应 10 min并洗涤细胞，荧光显微镜下观察细胞核的蓝

色荧光并拍照。采用 Photoshop软件对同视野下的细胞

染色与核染色图片叠合处理，采用 Image J软件分析细胞

增殖状况。

1.10　划痕实验检测细胞迁移　人胆管癌 RBE 细胞接

种于 12孔板培养至贴壁，用移液管尖端手工刮拭细胞单

层，形成一个创口，PBS洗涤 3次后，对照组采用无血清

培养基培养，其余 3组采用含吉非替尼或/和柴胡皂苷 e
的无血清培养基培养。分别于划痕 0 h、24 h、48 h 对划

痕区拍照。采用 Photoshop 软件测量划痕宽度，按照迁

移率（%）=（原划痕宽度-现划痕宽度）/原划痕宽度×

100%，分析各组细胞的迁移能力。

1.11　检测细胞 ROS 和 MDA 含量　根据 ROS检测试剂

盒说明书，细胞接种于 24孔板，按照预先分组加入吉非

替尼或/和柴胡皂苷 e作用 24 h，以不加药物的细胞为阴

性对照，以加入ROS诱导剂刺激 30 min的细胞为阳性对

照，各组细胞弃培养基后，加入 50 µL、10 µmol/L 的
DCFH-DA 探针孵育 20 min，弃上清并清洗 3 次后，采用

荧光显微镜拍摄各组细胞的荧光，利用 Image J软件进行

荧光分析。依照MDA检测试剂盒说明书，分别将 4组细

胞收集并加入 0.5 mL 细胞裂解液冰浴裂解 10 min，于

4 ℃、13 000×g 离心 10 min后，取上清 100 µL与 300 µL 
Reaction Mix 混匀后即为测定管，100 µL 去离子水与

300 µL Reaction Mix 混匀为空白管，测定管和空白管于

95 ℃水浴 30 min，置冰浴中冷却后，于 25 ℃、10 000×g
离心 10 min，吸取 200 µL上清至 96孔板测定 OD532 nm
和 OD600 nm 值 ，按 照 MDA（nmol/104）=0.025 8×

（OD532 nm测定-OD600 nm测定）-0.025 8×（OD532 nm
空白-OD600 nm空白），计算各组细胞的MDA含量。

1.12　Western Blotting 分析　提取 4组细胞总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度后，与 loading buffer混合煮沸变性，变性

蛋白行 10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，蛋白

转于 PVDF 膜上，采用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，漂洗 5 次

后，于 4 ℃分别孵育 p-PI3K（1∶1 000）、p-AKT（1∶1 000）、

PI3K（1∶1 000）、AKT（1∶1 000）、GAPDH（1∶20 000）一

抗过夜，漂洗 5 次后，再室温孵育 HRP-IgG H+L 二抗

（1∶5 000）1 h，漂洗 5次后，采用 ECL化学发光法曝光成

像， Image J软件进行灰度分析。

1.13　统计学方法　采用 SPSS 22.0对数据进行分析，应

用GraphPad Prism 10.1.2对结果进行作图。正态分布的

计量资料以 x̄±s表示，半数抑制浓度（IC50）采用 Logistic
回归计算，多组间比较采用单因素方差分析和重复测量

资料方差分析，进一步两两比较采用Tukey检验，单独效

应比较采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　PPI 网络图　获得 34 个柴胡皂苷的潜在靶点和

1 815个胆管癌的潜在靶点，得到两者的交集靶点 12个

（附录 1和 2a）。将 12个交集靶点导入 STRING数据库后

生成“string_interactions.tsv”文件，将文件导入 Cytoscape 
3.7.2 软件，除去 3 个无关联靶点后生成 PPI网络图。图

中共有 9 个节点、21 条边，节点中信号转导与转录激活

因子 3（signal transducer and activator of transcription 3，
STAT3）度值最高，说明其在网络拓扑中的生物功能最重

要，STAT3与其余靶点形成边相连，其与B细胞淋巴瘤 2
样蛋白 1（B cell lymphoma 2 like 1，BCL2L1）、IL-2、RAR
相关孤儿受体C（RAR-related orphan receptor C，RORC）、

间 质 上 皮 细 胞 转 化 因 子（mesenchymal to epithelial 
transition factor，MET）之间的边较粗，说明相互联系较密

切（附录2b和2c）。

2.2　GO 富集分析　获得 499 个条目，校正 P<0.05 后筛

选出42个条目，包括生物过程13个，主要涉及刺激反应、

生物调节、细胞通讯、新陈代谢过程等（图 1a），尤其是对
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毒物的反应和对抗生素的反应（图 1b）；细胞组分 16个，

主要涉及胞膜、胞核、含蛋白复合体、胞质等（图 1a）；分

子功能 13个，主要涉及蛋白质绑定、离子绑定、转移酶活

性和核苷酸绑定等（图1a）。

2.3　KEGG 通路富集分析　获得79条通路，校正P<0.05
后筛选出 9 条通路，主要涉及 PI3K-AKT 信号通路、耐

EGFR酪氨酸激酶抑制剂、癌症蛋白多糖、癌症信号通路

等（图 2a）。结合靶点-通路网络分析可知 PI3K-AKT 和

耐EGFR酪氨酸激酶抑制剂是柴胡皂苷治疗胆管癌所涉

及的关键信号通路（图 2b）。PI3K-AKT信号通路涵盖了

7 个靶点，分别是 IL-2、激酶插入域受体（kinase insert 
domain receptor，KDR）、MET、蛋白磷酸酶 2 催化亚基 α
（protein phosphatase 2 catalytic subunit alpha，PPP2CA）、

蛋白激酶 C α（protein kinase C alpha，PRKCA）、BCL2L1
和鼠双微体 2（murine double minute 2，MDM2）（附录

3a）；耐 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂涵盖了 5 个靶点，分别

是MET、KDR、STAT3、PRKCA和BCL2L1（附录3b）。

2.4　药物-疾病-靶点网络图　对药物-疾病-靶点网络拓

扑学分析可知，图中共有 21个节点，包括疾病 1个，化合

物 8个，靶点 12个；共有 40条边（图 3a）。在 8个柴胡皂

苷中，e 的度值和介数中心性最高，能与 6 个靶点相连，

其次是 c，能与 4个靶点相连，说明柴胡皂苷 e和 c可能具

有较强的抗胆管癌作用（图 3c和 3d）。在 12个靶点中，

STAT3 和 IL-2 度值最高，其次是 PPP2CA，说明这 3 个靶

点在网络拓扑中介导的生物功能最重要，可能是柴胡皂

苷治疗胆管癌的关键靶点（图3b）。

2.5　分子对接模型　依据药物-疾病-靶点网络拓扑学分

析，选取柴胡皂苷 e、c与STAT3、IL-2、PPP2CA分子对接，

并分析氢键形成和对接的结合能。通常认为多个氢键之

间协同作用能增加配体和分子之间结合的稳定性，一般

结合能<0 kJ/mol，配体与分子可自行结合，结合能<
−29.29 kJ/mol，配体和分子之间亲和力较高，有较好的结

合作用。柴胡皂苷 e、c与STAT3、IL-2、PPP2CA对接结果

如下：柴胡皂苷 e与 STAT3的 Leu66、Leu67、Ile77、Arg343
形成 4 个氢键，长度分别为 2.5Å、2.6Å、2.9Å、2.5Å，与

Arg70形成2个氢键，长度分别为2.1Å、2.5Å，与His71形成

2个氢键，长度分别为 2.4Å、2.5Å，结合能为−34.32 kJ/mol
（图 4a和 4g）；与 IL-2的Asn26形成 2个氢键，长度分别为
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注：a，GO富集分析；b，生物过程的有向无环图，蓝色越深代表生物过程越重要。

图 1　GO富集分析
Figure 1　Analysis of GO enrichment
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2.3Å、2.3Å，与 Arg81、Asn88 形成 2 个氢键，长度分别为

2.5Å、2.6Å，结合能为 − 30.54 kJ/mol（图 4b 和 4g）；与

PPP2CA 的 Ser120、Ile123、Pro190 形成 3 个氢键，长度分

别为1.8Å、2.7Å、2.6Å，与Gln122形成2个氢键，长度分别

为2.5Å、1.9Å，与Trp200形成2个氢键，长度分别为2.7Å、

2.1Å，结合能为−38.91 kJ/mol（图4c和4g）；以上说明柴胡

皂苷 e与STAT3、IL-2、PPP2CA均能较好的结合。柴胡皂

苷 c 与 STAT3 的 Met99、Ser144 形成 2 个氢键，长度分别

为 2.6Å、2.2Å，结合能为−38.49 kJ/mol（图 4d和 4g）；与 IL-

2的 Lys32、Lys35、Leu70、Ala73形成 4个氢键，长度分别

为 2.5Å、2.4Å、2.4Å、1.9Å，结合能为−31.80 kJ/mol（图 4e
和 4g）；与 PPP2CA 的 His59、Asn117、His118、Arg214、
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注：a，药物-疾病-靶点网络图；b，靶点度值，度值越高说明靶点介导的生物功能越重要；c，柴胡皂苷度值，度值越高说明化合物介导的药效作用越
重要；d，柴胡皂苷介数中心性，其值越大说明节点治疗该疾病的核心度越高，在网络拓扑中的药效作用越强。

图 3　药物-疾病-靶点网络图
Figure 3　Network diagram of drug-ingredient-target
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图2　KEGG通路富集分析
Figure 2　Analysis of KEGG pathway enrichment
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Tyr265 形成 5 个氢键，长度分别为 2.2Å、2.4Å、2.3Å、

2.1Å、2.3Å，结合能为−35.98 kJ/mol（图 4f 和 4g）；以上说

明柴胡皂苷 c与STAT3、IL-2、PPP2CA均能较好的结合。

2.6　柴胡皂苷 e 和吉非替尼对胆管癌 RBE 细胞增殖迁

移的影响　MTT结果显示，尽管柴胡皂苷 e或吉非替尼

作用时间、浓度分别对人胆管癌RBE细胞增殖率有影响

（P 值均<0.000 1），但时间和浓度间有交互效应（P<
0.000 1），即不能保证每个时间点的不同浓度之间细胞

增殖率均有差异。继而做了单独效应比较，在 12 h、24 h

和 48 h这些时间点，不同浓度的柴胡皂苷 e或吉非替尼

作用后细胞增殖率均减少（P值均<0.000 1，表1、2），作用

24 h的 IC50分别为 16.89 µmol/L 和 27.49 µmol/L（图 5a和
5b）。因此，后续实验中柴胡皂苷 e 和吉非替尼联合用

药的浓度分别选取接近 IC50的 16 µmol/L 和 25 µmol/L。
联合用药结果显示，吉非替尼和柴胡皂苷 e均能抑制细

胞生长，减少细胞增殖，且两者联用作用最明显（两者

联用分别与柴胡皂苷 e 和吉非替尼比较，P 值分别为

0.010 1、0.032 8）（图 5c 和 5d）。划痕实验结果显示，尽

管不同时间和不同组别分别影响人胆管癌 RBE 细胞

的迁移（P 值均<0.000 1），但时间和组别间有交互效应

（P<0.000 1），因此做了单独效应比较，结果显示吉非替

尼或柴胡皂苷 e，或两者联用，作用 24 h和 48 h，均能减

少细胞迁移（图5e）。

2.7　柴胡皂苷 e 和吉非替尼对 ROS 和 MDA 生成及 p-

PI3K 和 p-AKT 表达的影响　ROS 和 MDA 检测结果显

示，与对照组相比，柴胡皂苷 e和吉非替尼均具有诱导人

胆管癌 RBE 细胞产生 ROS 和 MDA 的作用，且两者联用

对 MDA 的诱导作用更显著（P值均<0.05）（图 6a和 6b）。

Western Blotting结果显示，与对照组相比，柴胡皂苷 e处
理的人胆管癌RBE细胞 p-AKT蛋白表达下调；吉非替尼

表1　柴胡皂苷 e对胆管癌RBE细胞增殖率的影响
Table 1　Effect of saikosaponin e on the proliferation rate of 

RBE cells

浓度

0 µmol/L
2 µmol/L
4 µmol/L
8 µmol/L
16 µmol/L
32 µmol/L

12 h细胞
增殖率（%）

100.00±2.71
93.21±1.411）

81.70±1.321）

76.51±2.071）

73.69±4.141）

65.00±1.171）

24 h细胞
增殖率（%）

100.00±1.74
84.19±4.691）

74.70±4.371）

67.30±3.921）

52.96±4.111）

35.29±3.321）

48 h细胞
增殖率（%）

100.00±2.30
77.78±2.571）

68.81±2.421）

61.26±2.681）

43.39±2.161）

13.44±1.781）

注：时间＆浓度：F=98.50，P<0.000 1；时间：F=807.33，P<0.000 1；浓
度：F=1 176.30，P<0.000 1。与同一时间的0 µmol/L比较，1）P<0.000 1。

STAT3

(KJ/mol)

IL-2

PPP2CA

柴胡皂苷e 柴胡皂苷c

-31
-32
-33
-34
-35
-36
-37
-38-38.91

-30.54

-34.32

-35.98

-31.80

-38.49

注：a、b和 c，柴胡皂苷 e与STAT3、IL-2和PPP2CA分子对接；d、e和 f，柴
胡皂苷 c与STAT3、IL-2和PPP2CA分子对接；g，结合能评分图。

图4　分子对接模型
Figure 4　Molecular docking model

表2　吉非替尼对胆管癌RBE细胞增殖率的影响
Table 2　Effect of gefitinib on the proliferation rate of RBE cells

浓度

0 µmol/L
12.5 µmol/L
25 µmol/L
50 µmol/L
100 µmol/L
200 µmol/L

12 h细胞
增殖率（%）

100.00±5.83
64.59±4.041）

60.18±2.561）

57.14±3.191）

53.59±8.281）

47.34±2.971）

24 h细胞
增殖率（%）

100.00±3.88
51.50±3.941）

47.02±5.221）

38.26±4.891）

36.59±1.911）

33.98±2.891）

48 h细胞
增殖率（%）

100.00±3.30
36.15±2.501）

31.30±2.271）

29.50±1.041）

23.59±2.601）

19.45±5.301）

注：时间＆浓度：F=16.87，P<0.000 1；时间：F=396.66，P<0.000 1；浓
度：F=1 423.68，P<0.000 1。与同一时间的0 µmol/L比较，1）P<0.000 1。
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中F=72.71，P<0.000 1（胞质为EdU染色，胞核为Hoechst染色，×10）；e，柴胡皂苷 e和吉非替尼对胆管癌RBE细胞迁移的影响（×10），时间＆组

别：F=42.96，P<0.000 1，时间：F=362.93，P<0.000 1，组别：F=109.60，P<0.000 1。与对照组比较，*P<0.05，***P<0.001，****P<0.000 1。
图5　柴胡皂苷 e和吉非替尼对胆管癌RBE细胞增殖迁移的影响

Figure 5　Effect of saikosaponin e and gefitinib on the proliferation and migration of RBE cells
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处理的人胆管癌 RBE 细胞 p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达均

下调（P值均<0.05）；两者联用分别与柴胡皂苷 e和吉非

替尼比较，p-PI3K和 p-AKT蛋白表达下调均更显著（P值

分别为0.016 1、0.041 4、0.000 6、0.003 4）（图6c）。

3　讨论

胆管癌因特殊的解剖位置及向周围组织、血管浸润

的特性，其手术切除率低，放化疗效果欠佳，患者复发率

高、生存期短、预后极差，使治疗难度加大［13］。中医药历

史悠久，传承数载，可以调节免疫功能，改善内环境，配

合放化疗减毒增效，预防肿瘤的复发转移，在胆系肿瘤

的研究和应用越来越多。中医认为胆管癌属“胁痛”“黄

疸”“积聚”等病范畴，多因肝郁气滞，湿热壅阻，影响肝

脏的疏泄和胆腑的通降功能，治疗上应注重疏肝利胆，

清腑退黄，通利渗湿［14］。中药柴胡入肝胆经，善疏肝、利

胆、解郁。叶天士在《本草经解》中提到：“柴胡轻清，升

达胆气……凡有结气，皆能散之也”。柴胡的主要药效

成分为柴胡皂苷，根据化学结构的不同，分为 a、b、c、d、
e、f、g、h等［15］。目前，柴胡皂苷 a、b、d的抗肿瘤作用较为

明确［16］。Zhao 等［17］发现柴胡皂苷 a 可通过激活 IL-12-

STAT4通路诱导辅助性T细胞 1型分化而抑制乳腺癌的

生长；You等［18］证实柴胡皂苷b2对小鼠肝癌移植瘤具有

显著的抑制作用，与调控VEGF-ERK-HIF-1α通路有关；

Lai等［19］研究表明柴胡皂苷 d可靶向 MKK4-JNK信号通

路，从而抑制胰腺癌细胞的生长并促进其凋亡。但是，

柴胡皂苷 c、e、f、g、h 抗肿瘤方面的报道很少，尤其是对

胆管癌的治疗作用还不明确，值得深入研究。PPI网络

分析可知，柴胡皂苷抗胆管癌的关键靶点主要为

STAT3、IL-2 和 PPP2CA。STAT3 是 STAT 家族的重要成

员，在肿瘤的形成进展中发挥重要作用［20］。在胆管癌组

织中，STAT3 的异常激活与肿瘤的浸润、转移及不良预

后密切有关，而 STAT3沉默则可抑制胆管癌的转移和进

展［21］。IL-2是机体免疫应答网络中最重要的调节因子，

能促进 T细胞生长并诱导其杀伤效应，IL-2水平与肝癌

进展呈负相关，其表达降低提示患者免疫功能低下［22］。
PPP2CA 是 蛋 白 磷 酸 酶 2A（protein phosphatase 2A，

PP2A）催化亚基的α亚型，其低表达与结直肠癌、胃癌等

消化道肿瘤的进展恶化及不良预后相关［23-24］。以上研

究说明，STAT3、IL-2和 PPP2CA在包括胆管癌在内的多

种消化道肿瘤中扮演着重要角色，阻断 STAT3［20］或应用

IL-2 及其类似物［25］的抗肿瘤疗法已取得良好的疗效。

药物-疾病-靶点网络分析提示，相较于柴胡皂苷 a、b1、d、
f、g、h，e和 c抗胆管癌的药效作用更强一些，这与不同柴

胡皂苷化学结构上的微小差别有关。例如，a 和 e 仅是

C23的差异，a为CH2OH，e为CH2-H，但这能影响药物与

底物结合的亲和力，导致生物活性和药效作用存在差

异。分子对接中柴胡皂苷 e 和 c 均能与 STAT3、IL-2 和

PPP2CA形成氢键对接，且对接结合能均<−29.29 kJ/mol，
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注：a、b，柴胡皂苷 e和吉非替尼对ROS、MDA生成的影响，图 a中 F=10.36，P=0.001 4，ROSup：ROS诱导剂，RFU：相对荧光单位；图b中F=57.43，
P<0.000 1； c，柴胡皂苷 e和吉非替尼对p-PI3K和p-AKT表达的影响，p-PI3K分析F=11.56，P=0.002 8，p-AKT分析F=21.2，P<0.000 1。与对照组

比较，*P<0.05，**P<0.01，****P<0.000 1。
图6　柴胡皂苷 e和吉非替尼对ROS和MDA生成及p-PI3K和p-AKT表达的影响

Figure 6　Effect of saikosaponin e and gefitinib on the production of ROS and MDA as well as the expression of p-PI3K and p-AKT
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说明有较好的结合。但相较于柴胡皂苷 c，柴胡皂苷 e与
STAT3 和 PPP2CA 对接的氢键数目更多，多个氢键可增

加结合的稳定性，提示柴胡皂苷 e结合STAT3和PPP2CA
的能力可能更强，这为实验论证和深入研发柴胡皂苷提

供参考。

GO富集分析发现柴胡皂苷治疗胆管癌的靶点涉及

刺激反应、生物调节、细胞通讯等生物过程，尤其是对毒

物的反应和对抗生素的反应。研究表明，胆管癌的发生

发展与胆结石、胆汁淤积、病毒和寄生虫感染及化学性

致癌物等致炎因素长期刺激密切相关［26］，慢性炎症可使

胆管微环境菌群改变，产生毒性代谢产物发挥直接或间

接的致癌作用，其发病机制涉及错综复杂的细胞信号调

控。KEGG 通路富集分析提示，耐 EGFR 酪氨酸激酶抑

制剂和 PI3K-AKT 为关键信号通路，这两条信号通路涵

盖了包括 STAT3、IL-2、PPP2CA在内的多个靶点，提示柴

胡皂苷可能从多层次、多途径、多靶点发挥抗胆管癌功

效。EGFR是广泛存在于人表皮细胞和基质细胞的一种

具有酪氨酸激酶活性的膜表面受体，在胆管癌手术切除

组织和人胆管癌细胞株中 EGFR表达升高，其异常激活

是癌组织对化疗不敏感的一大原因［27］。EGFR 酪氨酸

激酶抑制剂能降低 EGFR磷酸化，并增强胆管癌对吉西

他滨等化疗药物的敏感性，这使得 EGFR酪氨酸激酶抑

制剂成为抗肿瘤药物研发的热点［28］。众多化疗药物杀

死癌细胞的重要策略之一是诱导ROS过量生成，破坏癌

细胞的蛋白、脂质和 DNA，促使癌细胞过氧化损伤［29］。
ROS 和 MDA 作为氧化应激和脂质过氧化的重要指标，

反映了药物的抗癌效应。本研究中EGFR酪氨酸激酶抑

制剂吉非替尼和柴胡皂苷 e均能通过诱导氧化应激发挥

抗胆管癌细胞增殖迁移的作用。EGFR酪氨酸激酶抑制

剂治疗多种肿瘤虽有效果，但在使用一段时间后会出现

耐药性，获得性耐药的部分原因与药物诱导 EGFR下游

的 PI3K-AKT 信号通路激活有关［30］。双靶向 PI3K 和

EGFR 的联合治疗能以协同的方式增强疗效，已在消化

道肿瘤的研究中彰显出显著的治疗效果［31］。本研究中

柴胡皂苷 e抗胆管癌的作用也与抑制 PI3K-AKT信号通

路的激活有关，且柴胡皂苷 e与吉非替尼联合用药的效

果更明显，因而有望克服胆管癌的耐药性，具有良好的

研究价值和开发前景。

综上，本研究发现柴胡皂苷 e 和吉非替尼可调控

PI3K-AKT 信号通路诱导胆管癌细胞氧化应激，并抑制

胆管癌细胞的增殖迁移。然而，胆管癌的发病机制涉及

错综复杂的信号通路交互网络，今后尚需结合系统的动

物实验和大量的临床样本明确柴胡皂苷 e治疗胆管癌的

更多靶点和机制，为后续开发柴胡皂苷类药物提供更可

靠的实验支持。另外，胆管癌化疗耐药的瓶颈问题也亟

待突破，柴胡皂苷 e与吉非替尼联用在治疗胆管癌耐药

株方面的药理作用也需深入探究，为胆管癌的有效治疗

提供更充分的参考依据。
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