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摘要:
 

目的:基于网络药理学、生物信息学及分子对接技术探讨葛根素治疗肝细胞癌(HCC)的作

用机制。方法:从TCMSP等数据库中获取葛根素作用靶点;美国国家生物技术信息中心(NCBI)-
基因表达综合数据库(GEO)中获取HCC数据集;HDDb数据库中获取细胞自噬靶点。三者靶点

取交集并构建PPI网络,交集靶点进行分子对接、蛋白表达图谱、临床相关性、生存分析、差异表

达、ROC曲线和KEGG通路富集分析。结果:最终获得5个交集靶点,分子对接显示有3个蛋白

(RHEB、FAS、SERPINA1)能与葛根素高度结合。蛋白表达图谱提示在 HCC中RHEB呈高表

达,FAS、SERPINA1呈低表达。临床相关性分析、生存分析、差异表达分析和ROC曲线均支持

RHEB在葛根素通过作用于细胞自噬治疗 HCC。KEGG通路富集显示RHEB参与 mTOR-自噬

通路。结论:葛根素可能通过作用于自噬相关基因RHEB,从而起到治疗HCC的作用。
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Abstract Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

puerarin
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

based
 

on
 

network
 

pharmacology,
 

bioinformatics
 

and
 

molecular
 

docking
 

techniques.
 

Methods:
 

The
 

target
 

of
 

puerarin
 

was
 

obtained
 

from
 

TCMSP
 

and
 

other
 

databases.
 

HCC
 

data
 

sets
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

National
 

Center
 

of
 

Biotechnology
 

Information
 

(NCBI)-Integrated
 

Gene
 

Expression
 

Database
 

(GEO).
 

Autophagy
 

targets
 

were
 

obtained
 

from
 

HDDb
 

database.
 

The
 

targets
 

of
 

the
 

three
 

were
 

intersected
 

and
 

PPI
 

networks
 

were
 

constructed.
 

The
 

intersection
 

targets
 

were
 

analyzed
 

for
 

molecular
 

docking,
 

protein
 

expression
 

profile,
 

clinical
 

correlation,
 

survival
 

analysis,
 

differential
 

expression,
 

ROC
 

curve
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analysis.
 

Results:
 

A
 

total
 

of
 

5
 

intersection
 

targets
 

were
 

obtained,
 

and
 

molecular
 

docking
 

showed
 

that
 

3
 

proteins
 

(RHEB,
 

FAS,
 

SERPINA1)
 

were
 

highly
 

binding
 

to
 

puerarin.
 

The
 

protein
 

expression
 

profile
 

indicated
 

that
 

RHEB
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

HCC,
 

while
 

FAS
 

and
 

SERPINA1
 

were
 

low
 

expressed.
 

Clinical
 

correlation
 

analysis,
 

survival
 

analysis,
 

differential
 

expression
 

analysis
 

and
 

ROC
 

curve
 

all
 

supported
 

that
 

RHEB
 

of
 

puerarin
 

treated
 

HCC
 

by
 

acting
 

on
 

autophagy.
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

showed
 

that
 

RHEB
 

was
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involved
 

in
 

the
 

mTOR-autophagy
 

pathway.
 

Conclusion:
 

Puerarin
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

HCC
 

by
 

acting
 

on
 

RHEB,
 

a
 

gene
 

associated
 

with
 

autophagy.
Keywords puerarin; hepatocellular

 

carcinoma
 

(HCC); autophagy; ras
 

homolog
 

enriched
 

in
 

brain
 

(RHEB)

  全球癌症负担日益加重,其中肝细胞癌(hepato-
cellular

 

carcinoma,
 

HCC)的发病率及死亡率呈逐年

上升趋势[1-2]。HCC与肝炎病毒感染、肝硬化、酒精

性肝硬化之间有较大的关联性,其中乙型肝炎病毒是

HCC发病危险性最高的诱因[3]。HCC患者预后较

差,目前临床上只有5%~15%早期 HCC患者符合

手术切除的条件,中期患者的一线治疗方案主要为经

动脉化疗栓塞,全身性治疗是目前改善晚期患者生活

质量的唯一治疗方法,但目前存在耐药性、药物毒性

和/或药物无效的问题[4]。
肝脏是人体重要的解毒器官,自噬在肝脏生理和

病理过程中起着重要作用。自噬是一类溶酶体降解

途径,是一种自然的调节机制,在机体生存、发育和体

内平衡中扮演着重要角色[5]。研究发现,在RAS转

化的癌细胞中,自噬可促进肿瘤细胞生长、侵袭和转

移[6]。自噬可通过抑制细胞凋亡和p53活化介导

HCC进展[7]。探索HCC与自噬的相关标记物,对于

探索HCC的发病机制和发现新的治疗手段具有重

要意义。
葛花又称葛条花,具有解酒醒脾的功能,常用来

治疗伤酒发热烦渴、呕逆吐酸、吐血等病症。研究表

明,葛花活性成分中异黄酮含量最多,而葛根素是野

葛异黄酮类化合物的主要成分,可提高机体免疫力,
防止肝脏组织的免疫损害[8]。Xu等[9]研究表明,葛
根素可以逆转肝纤维化,防止肝毒性的发生,但用于

治疗HCC的作用机制尚不明确。
总体而言,本研究拟借助网络药理学分析构筑

“成分-靶点-疾病-自噬”相互作用的关系网络,并充分

运用分子对接技术估算靶点与葛根素之间的亲和力,
探究葛根素治疗 HCC的作用靶点及其可能的分子

作用机制,为更好地开发利用葛根素提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 挖掘葛根素-肝细胞癌-自噬作用靶点

通过数据库查找葛根素的已验证靶点,在Sym-
Map(www.symmap.org)、中草药系统药理学平台

(Traditional
 

Chinese
 

medicine
 

systems
 

pharmacolo-
gy

 

database,
 

TCMSP)(https://old.tcmsp-e.com/

tcmsp.php)、HERB(http://herb.ac.cn/)等数据库

中以“puerarin”为关键词来寻得药物靶点。从Pub-
Chem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)获取

葛根素的SMILES式,输入到SuperPred(https://

prediction.charite.de/)、SEA(https://sea.bkslab.
org/)、PharmMapper(http://lilab-ecust.cn/pharm-
mapper/)、SwissTargetPrediction (http://www.
swisstargetprediction.ch/)等资料平台中获取药物靶

点。将药物靶点整合成一个数据集合。

HCC靶点芯片来源于美国国家生物技术信息中

心(National
 

Center
 

For
 

Biotechnology
 

Information,
 

NCBI)-基因表达综合数据库(Gene
 

Expression
 

Om-
nibus,GEO)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo),利用在线程序 GEO2R(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/geo2r/)遴选差异基因。遴选准则

为P<0.05、log
 

FC>1和log
 

FC<-1,并将探针名

称转换成标准基因名称。
人类自噬数据库(human

 

autophagy
 

database,
 

HADb)(http://www.autophagy.lu/)是首个人类

自噬专属的公益性资料库,可提供详尽且全新的参与

自噬的人类基因组和蛋白条目。我们通过 HADb获

取自噬相关基因列表。
采用 Venny

 

2.1(https://bioinfogp.cnb.csic.
es/tools/venny/index.html)在线计算机程序处置药

物靶点、HCC靶点和自噬相关靶点获得交集靶点,当
作中心基因开展下一阶段研究。将葛根素和中心靶

点对应,通过Cytoscape
 

3.9.0软件创建“成分-靶点-
疾病-自噬”蛋白-蛋白相互作用网络(protein-protein

 

interaction
 

networks,
 

PPI)。
为更加明确中心靶点之间的相互关系,我们在R

 

3.6.3版本中对葛根素-HCC-自噬相互作用的基因列

表进行相关性分析。

1.2 分子对接

从结构生物信息学蛋白质数据库研究协作实验

室(https://www.rcsb.org/)蛋白质晶体结构数据

库、Uniprot(https://www.uniprot.org/upload-
lists/)数据库中获取靶点蛋白的3D分子结构,经由

TCMSP数据库和PubChem 数据库寻得葛根素的

3D结构,将蛋白及葛根素的结构一一对应,引入

Discovery
 

Studio
 

2016
 

Client应用程序进行分子对

接。

·301·
巴楚医学 2024年第7卷第3期 BACHU MEDICAL

 

JOURNAL,
 

2024,
 

Vol.7,
 

No.3



1.3 蛋白差异表达分析

人类蛋白表达图谱平台(the
 

human
 

protein
 

at-
las

 

project,
 

THPA)(https://www.proteinatlas.
org/)包含正常组织或癌症组织的蛋白表达相关信

息,其中包括超过50%的人类蛋白质编码基因与

11
 

200种独特蛋白质相关。利用此数据库,可以搜集

正常肝组织与 HCC组织的蛋白表达情况。我们将

基因载入 THPA数据库系统获取蛋白差异表达图

谱,用以检验差异表达水平。

1.4 临床相关性分析

充分利用阿拉巴马大学伯明翰分校癌症数据分

析门户(the
 

university
 

of
 

ALabama
 

at
 

Birmingham
 

cancer
 

data
 

analysis
 

portal,
 

UALCAN)(https://

ualcan.path.uab.edu)开放平台,系统分析采自癌症

基因组图谱(the
 

cancer
 

genome
 

atlas,
 

TCGA)的癌

症组学信息。其中架设的甄选前提是:“数据库:TC-
GA”;“Enter

 

gene
 

symbol(s):FAS,
 

RHEB,
 

SERPI-
NA1”;“TCGA

 

dataset:Liver
 

hepatocellular
 

carcino-
ma”;“S100P

 

expression
 

based
 

on:Individual
 

cancer
 

stages,
 

Patients’s
 

gender,
 

Nodal
 

Metastasis
 

status”。

1.5 患者十年生存预后分析

利用TCGA数据库系统,用 Kaplan-Meier演算

法综合评价基于中心靶点表达的最佳分离的“高”和
“低”风险组之间的偏差,依托生存意义(P<0.05)筛
选出下一步研究的关键靶点。分析通过survminer
和survival的R软件包实施。

1.6 差异表达分析

运用从GEO数据库等寻找的 HCC相关数据集

GSE33006与GSE45267来验证关键靶点基因的表达

差异值。

1.7 关键靶点的通路分析

通过基 因 注 释 和 分 析 资 源 数 据 库 Metascape
(https://metascape.org/gp/index.html#/main/

step1)和 KEGG(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes)数据库(https://www.kegg.jp/kegg/)对
关键靶点进行通路富集分析,进一步明确葛根素-
HCC-自噬的作用机制。

2 结果

2.1 HCC差异基因的鉴别

从GEO数据库得到 HCC芯片数据集GSE33006
和GSE45267,HCC组织分别有3例和46例,健康组

织分别有3例和41例,晶片研究属性为“expression
 

profiling
 

by
 

array”。数据集GSE33006进行归一化

和log2转化处理,筛选标准为P<0.05、log
 

FC>1
和log

 

FC<-1,发现上调、下调差异表达基因分别有

1
 

836个和1
 

139个(图1A)。数据集 GSE45267进

行归一化和log2转化处理,发现上调和下调基因分

别有569个和762个(图1B)。我们进一步将两个数

据集的差异表达基因和葛根素靶点、自噬相关靶点进

行交集分析,获得5个交集靶点,分别为脑内富集的

脑Ras同 源 蛋 白(ras
 

homolog
 

enriched
 

in
 

brain,
 

RHEB)、Fas细 胞 表 面 死 亡 受 体(fas
 

cell
 

surface
 

death
 

receptor,
 

FAS)、丝氨酸蛋白酶抑制剂家族 A
成员1(serpin

 

family
 

A
 

member
 

1,
 

SERPINA1)、

BIRC5、FOS,他们可能是葛根素干预 HCC的自噬基

因,其结果如图1C所示。随后构建了葛根素-HCC-
自噬-交集靶点PPI网络图,结果如图1D所示。以图

稳步探求交集靶点之间的关联性,对它们实施了基因

相关性预测,研判结果如图1E所述,呈明显正相关的

有 三 组:RHEB-BIRC5、FAS-FOS、SERPINA1-FOS
(P<0.01),呈显著负相关的有三组:FAS-BIRC5、

SERPINA1-BIRC5、SERPINA1-RHEB(P<0.01)。

2.2 葛根素通过影响自噬干预 HCC的靶点筛选及

分子对接

将5个靶点对应的蛋白结构和葛根素对应输入

Discovery
 

Studio
 

2016
 

Client软件开展分子对接。其

中有三个蛋白(RHEB、FAS、SERPINA1)能与葛根

素结合,RHEB与葛根素的对接分数为127.726(见
图2),FAS与葛根素的对接分数为:112.685,SER-
PINA1与葛根素的对接分数为70.592。对接分数越

高说明化合物与治疗靶点的亲和力越好。在接下来

的研究中,我们将这三个靶点作为关键靶点,进行更

深入的探究。

2.3 关键靶点的蛋白表达分析

我们在THPA数据库收集关键靶点的蛋白表达

图谱,RHEB在 HCC组织中表达水平高于正常组,

FAS、SERPINA1在HCC组织中低表达(见图3)。

2.4 关键靶点的临床相关性分析

进一步聚焦关键靶点,我们使用UALCAN研究

了RHEB、FAS、SERPINA1的表达与 HCC患者临

床病理学特征的关联,我们主要探究了与性别、癌症

各阶段、淋巴转移度的相关性。如图4A~4C所示,

RHEB在两性患者、癌症各阶段和淋巴转移度中表达

水平均显著高于正常组。在图4D~4F中可以看到,

FAS的差异表达不明显。而图4G~4I表明,SERPI-
NA1在两性患者、癌症各阶段和淋巴转移度中表达

水平均显著低于正常组。
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C D

E

A B

注:A:
 

GSE33006差异表达基因火山图,浅蓝色为下调基因(log
 

FC<-1),橘红色为上调基因(log
 

FC>1);
  

B:
 

GSE45267
差异表达基因火山图,浅蓝色为下调基因(log

 

FC<-1),橘红色为上调基因(log
 

FC>1);
 

C:葛根素-HCC-自噬-交集靶点

图;
 

D:5个交集靶点基因;
 

E:基因相关性分析

图1 HCC差异基因的鉴别

图2 RHEB与葛根素对接
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RHEB

Normal

Normal

Normal

Cancer

Cancer

Cancer

SERPINA1

FAS

A

B

C

注:A:RHEB在 HCC组织中高表达;
 

B:FAS在 HCC组织中低表达;
 

C:SERPINA1在 HCC组织中低表达

图3 关键靶点蛋白表达图谱分析

2.5 关键靶点生存预后分析

灵活借助Kaplan-Meier绘图仪判别验证关键靶

点的生存预后价值,预测了关键靶点的表达水平与

HCC患者10年总存活率(overall
 

survival,
 

OS)二者

之间的关联。结果显示,RHEB以5~7.5年为节点,
在此节点前其高表达提示低生存率(P<0.05,见图

5A)。FAS和SERPINA1的表达水平与生存率之间

的关系则并无明显的差异(均 P>0.05,见图5B、

5C)。由于只有 RHEB的表达与肝癌生存预后关

系明显,因此接下来的分析我们将以RHEB为研究

对象。
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注:
 

A:HCC患者中RHEB表达水平;
 

B:HCC患者不同癌症阶段时RHEB表达水平;
 

C:HCC患者不同淋巴结转移情况时RHEB表达水平;
 

D:HCC患者中FAS表达水平;
 

E:HCC患者不同癌症阶段时FAS表达水平;
 

F:HCC患者不同淋巴结转移情况时FAS表达水平;
 

G:HCC患

者中SERPINA1表达水平;
 

H:HCC患者不同癌症阶段时SERPINA1表达水平;
 

I:HCC患者不同淋巴结转移情况时SERPINA1表达水平;
 

*P<0.05,
 **P<0.001

图4 关键靶点的临床相关性分析组图

A B C

注:A:RHEB与 HCC患者的生存预后分析;
 

B:FAS与 HCC患者的生存预后分析;
 

C:SERPINA1与 HCC患者的生存预后分析

图5 关键靶点与 HCC患者OS曲线
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2.6 关键靶点基因差异表达分析

我们使用两个数据集 GSE33006和 GSE45267
对基 因 RHEB 进 行 验 证,将 这 两 个 数 据 集 里 的

RHEB基因表达值导入GraphPad
 

Prism
 

9
 

软件进行

分析,独立样本t检验显示RHEB在两个数据集中

差异显著(见图6A、6B)。

A BGSE45267

**
13

12

11

10

9

8

7
HCCnormal

RHEB

ex
pr

es
si

on

GSE33006
*14.5

14.0

13.5

13.0

12.5

12.0

11.5
HCCnormal

RHEB

ex
pr

es
si

on

注:A:RHEB基因在数据集 GSE45267中差异显著;
 

B:
 

RHEB基因在数据集

GSE33006中差异显著;
 

*P<0.01,**P<0.001
图6 RHEB差异表达水平图

2.7 关键靶点的通路富集分析

将关 键 靶 点(RHEB、FAS、SERPINA1)导 入

KEGG数据库进行富集分析,这些关键靶点主要调

控磷脂酰肌醇3-激酶-A丝氨酸/苏氨酸激酶(phos-
phatidylinositide

 

3-kinases-A
 

serine/threonine
 

ki-
nase,

 

P13K-Akt)、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mam-
malian

 

target
 

of
 

rapamycin,
 

mTOR)、丝裂原活化蛋

白激酶(mitogen
 

activated
 

protein
 

kinase,
 

MAPK)、

肿瘤坏死因子(tumor
 

necrosis
 

factor,
 

TNF)、P53和

坏死性凋亡等信号通路,并且与人乳头瘤病毒感染、
乙型肝炎、酒精性肝病等疾病通路相关(见图7)。基

于2.5和2.6的研究,我们聚焦有生存意义和诊断筛

检价值的靶点RHEB,将RHEB输入 Metascape数

据库和KEGG数据库进行通路分析,发现其富集于

mTOR-自噬信号通路(见图8)。

PI3K Akt signaling pathway

mTOR

-

signaling pathway

MAPK signaling pathway

TNF signaling pathway

Necroptosis

p53 signaling pathway

Human papillomavirus infection

Hepatitis B

Alcoholic liver disease

Environmental Information Processing

Cellular Processes

Human Diseases

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Gene Count

图7 关键靶点的信号通路分析
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图8 RHEB与 mTOR-自噬信号通路

3 讨论

自噬已被证实参与包括 HCC在内的多种肝脏

疾病[10-13],肿瘤的发生发展受到自噬相关基因异常表

达的影响[14]。临床研究表明[15-16],自噬靶向治疗具

有抗肿瘤活性。因此,我们探索药物通过调节自噬从

而治疗HCC,这对研究HCC的发病机制及生物标记

物具有重要意义。葛根素兼具抗肿瘤和保肝等作用,
改善机体的免疫功能、提高化疗敏感性、抑制细胞增

殖及促进细胞凋亡,从而影响肿瘤细胞周期、诱导肿

瘤细胞凋亡和自噬[17-18]。
本研究将初步获取的5个与自噬相关的基因中

心靶点进行PPI分析、基因相关性分析和分子对接,
结果显示其中3个蛋白(RHEB、FAS、SERPINA1)
和葛根素高度结合,其中RHEB与葛根素的对接分

数高达127.726,这意味着葛根素与自噬基因RHEB
具有高亲和力。蛋白差异表达分析表明三个关键靶

点在癌症组织中均有显著差异表达,临床分析中

RHEB、SERPINA1表达有显著差异。而后续生存预

后分析发现RHEB与HCC的预后具有显著相关性,
总生存时间与RHEB表达水平密切相关,在RHEB
高表达的患者中,总生存时间下降。基于此,我们深

入分析具有生存预后价值的自噬基因RHEB,差异表

达验证RHEB在数据集GSE33006和GSE45267中

表达显著,KEGG通路分析表明RHEB参与mTOR-
自噬通路。因此,RHEB可能是葛根素-HCC-自噬生

物标志物和新的治疗靶点,可用于开发 HCC癌症管

理的新治疗模式和药物的新利用。
本研究发现,RHEB在 HCC组织中高表达,蛋

白表达也相对高于正常组织。临床相关性分析表明

其在性别、癌症Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ各阶段和淋巴转移度

N0~N1中表达水平均显著高于正常组。生存分析

提示RHEB高表达患者预后较差。ROC分析表明

RHEB在 HCC 中 有 相 对 较 高 的 诊 断 筛 检 价 值。

KEGG通路富集分析中RHEB参与 mTOR-自噬通

路。研究发现[19-20],HCC患者中,RHEB的表达随临

床分期的增加而增加,过表达RHEB的患者肿瘤切

除术后复发率增加和总生存时间缩短,这可能是因为

RHEB参与了HCC的增殖、侵袭、转移、复发和预后。
此外,RHEB可通过 mTOR信号通路和雄性激素受

体的转录活性激活S6激酶(S6
 

kinase,
 

S6K)转录因

子来调节前列腺癌细胞的增殖[21]。研究发现,RHEB
位于肿瘤抑制剂结节性硬化症(tuberous

 

sclerosis
 

complex,
 

Tsc)1和 Tsc2的下游,以及 mTOR-S6K
信号通路中 mTOR的上游[22-23]。RHEB可以激活

mTOR信号通路,促进 mRNA翻译和蛋白质合成,
从而抑制自噬,促进癌细胞生长[24-25]。

综上所述,葛根素可能通过作用于自噬相关基因

RHEB,从而起到治疗 HCC的作用。本研究是以现

有数据库为基础进行建模,结果可能存在一定局限性。
在理论层面对葛根素在 HCC治疗中的作用机制进

行了分析,为HCC患者治疗及临床研究提供参考。
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