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蒙药古日古木—13含药血清通过Akt途径
抑制肝癌细胞的增殖探析

（1.内蒙古医科大学 基础医学院，内蒙古 呼和浩特 010059；

2.内蒙古医科大学附属医院 临床医学研究中心，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 探讨蒙药古日古木—13中的有效成分对HepG2肝癌细胞的增殖迁移的抑制及其作用机制。方

法 20只Wistar大鼠按照随机数表法分为空白、低、中、高剂量药物组，每日一次进行灌胃，一周后心尖取血，制备含

药血清完成培养基处理HepG2肝癌细胞，利用IncuCyteZoom动态细胞成像系统筛选含药血清作用最适浓度，选择

最适浓度的含药血清作用于划痕处理的细胞，观察其迁移情况。通过网络药理学确定药物成分和疾病的共同蛋

白，确定关键作用通路。蛋白免疫印迹检测Akt、p-Akt、mTOR、P-mTOR蛋白表达。结果 IncuCyte分析结果显示

中浓度的含药血清对HepG2增殖抑制最明显。IncuCyte显示细胞划痕后，中浓度组含药血清处理的肝癌细胞迁移

率下降，组间差异有统计学意义（P＜0.05），抑制HepG2增殖。利用数据库筛选药物成分和疾病的共同靶点，Cytoscape

平台分析出关键交叉蛋白是Akt，最后通过KEGG富集分析获得关联度较高的Akt相关信号通路。Western blot结

果显示中浓度含药血清作用HepG2肝癌细胞48 h后可以下调Akt、p-Akt、mTOR、P-mTOR蛋白表达量，组间差异

有统计学意义（P＜0.05）。结论 经研究发现，蒙药古日古木－13有效成分对HepG2肝癌细胞的增殖和迁移都有抑

制作用，作用时间在48 h开始明显，Akt是最关键的蛋白靶点。
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原发性肝癌是全球严重的恶性肿瘤之一，也是

目前癌症相关死亡的第二大原因。更糟糕的是一

旦出现临床症状，大多数患者已经处于晚期，生存

率低、生活质量差，疾病负担难以承受。中国的情

况尤为严峻，每年占全球肝癌新发病例和死亡人数

的一半以上[1]。目前，肝癌的治疗方法除了化疗、放

疗、药物处理之外，还涉及手术摘除[2]。然而化疗不

适合大部分患者，而药物治疗产生的药物毒性不良

反应容易影响预后疗效。近几年来蒙药发展迅速，

其在临床上的应用也逐渐增多，古日古木－13是中

国蒙药的一个传统药方，由众多成分组合而成。其

包括红花、木香、栀子、麝香、麦冬、川楝子、牛黄、诃

子、银朱、紫檀香、水牛角、丁香及莲子等十三味药

材[3]。目前，古日古木—13已经在临床上用于治疗

肝脏相关疾病[4]。本课题组前期对大鼠药物灌胃一

周后心尖取血，得到的血清通过HPLC法检测出活

性成分有鞣花酸和没食子酸[5]。本实验通过确定含

药血清是否对癌细胞的增殖迁移有抑制作用，构建

鞣花酸及没食子酸和肝癌疾病共同靶点的网络药

理学框架，分析两种成分对疾病的作用通路，并探

索其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

20只Wistar大鼠购于北京斯贝福公司（许可证

号：SCXK（京）2019-0010），人肝癌细胞株HepG2为

内蒙古医科大学附属医院临床研究中心实验室赠

送，古日古木—13购于内蒙古蒙药股份有限公司，

胎牛血清、DMEM高糖培养基、胰蛋白酶均购于美

国Gibco公司、BCA试剂盒购于北京索莱宝公司，

Akt、p-Akt、mTOR、P-mTOR抗体购于Abcam公司，

β-actin抗体购于Proteintech公司，二抗购于Protein-

tech公司。

1.2 动物含药血清制备

药物磨碎后溶于1％吐温中，20只Wistar大鼠
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（180~200 g）按随机数表法分为空白（PBS＋1%吐温

80）、低、中、高剂量组，进行灌胃，1次/d，连续7 d，最

后一次灌胃前禁食12 h，灌胃后1 h心尖取血离心，

56 ℃水浴灭活后用滤器过滤除菌备用。将含药血

清和DMEM高糖培养基按1∶9比例配成完全培养

基，4 ℃冰箱保存。

1.3 细胞培养

HepG2肝癌细胞培养在含胎牛血清的DMEM

高糖培养基中，于37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养，

取处于对数生长期细胞开展实验。

1.4 IncuCyte测验细胞增殖能力

收集对数生长期HepG2肝癌细胞，密度调节至

3×104个/mL，铺于96孔板，然后放入37 ℃、5%CO2

培养箱中培养24 h至细胞贴壁，弃去原培养液，将

细胞分为NC（含胎牛血清完全培养基），空白、低、

中、高剂量组，分别加入200 μL完全培养基。然后放

置在IncuCyte活细胞动态成像系统，根据不同实验

条件设置好分组并保存，孵育72 h，通过内置软件分

析细胞在不同浓度的增殖迁移情况，确定含药血清

最适浓度。

1.5 IncuCyte检测细胞迁移能力

细胞铺板按照方法1.4操作，放入培养箱中培

养24 h至细胞贴壁，弃去原培养液，用枪头均匀划

出伤口痕迹。PBS洗去漂浮细胞后，将细胞分为NC

组、中剂量组，分别加入200 μL完全培养基后置于

IncuCyte活细胞动态成像系统，根据不同实验条件

设置好分组并保存，孵育72 h，观察细胞迁移情况，

HepG2 肝癌细胞的伤口面积采用 ImageJ 软件测

量。细胞迁移率=[1-（72 h的伤口面积/0 h的伤口

面积）]×100%

1.6 通过网络药理学确定药物作用机制

利用Swiss Institute数据库和TCMSP数据库筛

选鞣花酸和没食子酸的药效作用靶点，GeneCards

数据库进行肝癌疾病靶点的筛选，对已获得的药物

成分靶点和疾病靶点进行取交集筛选重叠交叉蛋

白后，利用STRING平台进行蛋白互作网络分析，再

利用Cytoscape得到节点度值，绘制柱形图[6~8]。最后

使用DAVID数据库分析靶点蛋白，做出KEGG富集

分析，可知介导成分——疾病最关键的信号通路，

绘制气泡图。

1.7 免疫印迹实验

取对数生长期HepG2肝癌细胞，将密度调节至

2×105个/mL，并铺于6孔板，37 ℃，5%CO2培养箱中

培养24 h至细胞贴壁，弃去原培养液，将细胞分为

NC组、中剂量组，分别加入2 mL完全培养基（含胎

牛血清完全培养基及中浓度古日古木—13含药血

清完全培养基），放入培养箱中孵育24 h，48 h，72 h。

加入RIPA裂解液提取细胞蛋白，和上样缓冲液按

比例混合后放入沸水煮10 min，并根据BCA检测蛋

白浓度计算上样量，于 SDS-PAGE 跑胶，PVDF 转

膜，5%脱脂奶粉封闭2 h，TBST洗膜后孵育β-actin、
Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR一抗在4 ℃冰箱过夜，

二抗在室温下孵育1 h，TBST洗膜后，ECL显影拍

照，使用ImageJ进行条带灰度分析。

1.8 统计学方法

利用ImageJ进行图片灰度分析，使用GraphPad

Prism（9.0.0）进行统计分析，二组之间比较使用t检
验，三组之间比较使用ANOVA检验，检验水准为

α＝0.05，P＜0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 古日古木—13含药血清对HepG2肝癌细胞增

殖的影响

利用IncuCyte内置软件，分析各浓度含药血清

对肝癌细胞增殖的抑制情况，分析得结果图。不同

浓度的含药血清处理HepG2肝癌细胞72 h后，空

白、低浓度的含药血清对细胞增殖没有抑制作用，

细胞汇合度上升。高、中浓度古日古木—13含药血

清对HepG2肝癌细胞的增殖抑制明显低于NC对照

组，细胞汇合度下降，且随着作用时间延长汇合度

明显降低（见图1A）。从图中结果可看出中浓度组

含药血清对肝癌细胞增殖的抑制效果在作用时间

上明显优于高浓度组，所以后续实验选择中浓度古

日古木—13含药血清处理HepG2肝癌细胞。

接着用中浓度古日古木-13含药血清处理HepG2

细胞。IncuCyte表明，中浓度古日古木—13含药血清

可抑制HepG2肝癌细胞迁移，含药血清处理细胞

72 h后，HepG2肝癌细胞迁移率明显降低（见图1B）。

图1 A 不同浓度古日古木—13含药血清对作用
HepG2肝癌细胞增殖的影响

B 细胞划痕后，采用中浓度含药血清处理细胞
数据来自三次独立实验。**：P < 0.05。
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2.2 网络药理学分析结果

本课题组前期通过液相色谱分析已验证古日

古木—13含药血清中含有鞣花酸及没食子酸两种

成分，用数据库对两种成分及肝癌疾病进行靶点筛

选整合出68种共同作用靶点，利用STRING构建“鞣

花酸—没食子酸—靶点—肝癌”网络图及蛋白互作

网络核心基因分布情况（图2A和图2B）。并通过

Cytoscape得到节点度值，节点度值越大，该靶点在

生物网络中的重要性越高（图2C），得到Akt蛋白是

连接成分—疾病最重要的靶点。将共同蛋白通过

DAVID数据库进行筛选，得到51条相关信号通路，

分析制作KEGG富集分析图（展示前15条），颜色的

区别代表不同P值大小[9]。颜色越红，P值越大，富

集程度越显著，此通路越重要。原点的大小代表富

集到此通路的基因数目多少。富集显著及程度高

的信号通路是Akt相关信号通路（图2D）。

2.3 古日古木—13 含药血清对 HepG2 肝癌细胞

Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR蛋白表达的影响West-

ern blot结果表明不同时间下中浓度含药血清作用

肝癌细胞产生的四种增殖蛋白表达的变化（图3A），

用ImageJ分析条带灰度值，与NC组比较，含药血清

处理时间在48 h和 72 h的HepG2肝癌细胞p-Akt/

Akt、p-mTOR/mTOR显著降低（图3B）。

3 讨论

蒙药古日古木—13具有疗效广、不良反应少等

优点，目前在临床上已广泛用于肝脏类疾病的治

疗，也可以和其他药物联合用于肝脏以外的疾病。

Akt/mTOR是一种细胞内信号转导通路，通过与其相

关的上下游分子建立联系从而调节细胞周期、增

殖、凋亡、代谢和血管的生成[10]。在多种癌症类型

中，Akt通常处于高度激活状态，Akt（p-Akt）的过表

达也被认为是许多恶性肿瘤预后的不良指标，促进

肿瘤细胞的增殖。mTOR的主要作用是通过营养信

号调节细胞生长和增殖。有临床数据表明肿瘤的

分化、浸润深度以及淋巴结转移的程度都与的

mTOR/p-mTOR的阳性表达有关[11]。网络药理学是

筛选药物疾病靶点和通过生物信息学分析预测可

能的潜在机制的有效方法。通过“药-靶-病”交互

网络的构建和可视化，分析揭示医药的复杂机制，

该方法已在许多研究中成功应用于发现药物的复

杂机制[12]。其使用可视化算法软件捕捉生物系统、

药物和疾病之间的数据，展示药物干涉疾病的网络

及其对人体的协同效应。网络药理学还在提高药

物质量控制、探索药物作用机制、新药开发及安全

性、促进精准的临床应用等方面发挥着重要作

用[13]。Incucyte活细胞成像是一种可以在培养箱中

将细胞状态转为可视化的分析平台，可以减小人为

操作对实验的误差，省时省力。目前广泛用于细胞

生物学、药物筛选、肿瘤研究等领域。

课题组前期已证实古日古木—13含药血清中

存在鞣花酸及没食子酸两种成分。本实验将药物

成分与疾病之间通过网络药理学建立联系，选择最

关键的作用靶点，确定药物的作用机制。用含药血

清处理肝癌细胞，一定时间内观察细胞的增殖情

况，再通过细胞划痕实验验证药物是否可以抑制细

胞迁移。运用网络药理学分析古日古木—13含药

血清有效成分对肝癌治疗的最关键的信号通路，最

后通过Western Blot 在蛋白层面上确定作用机制。

通过IncuCyte分析结果表明古日古木—13含药血清

在48 h后开始抑制肝癌细胞的增殖及其迁移，并且

随着时间延长，效果越来越明显。网络药理学分析

结果表明Akt是关键的靶点蛋白。Western Blot结果

显示含药血清组p-Akt/Akt和 p-mTOR/mTOR表达

量随着作用时间延长比NC对照组p-Akt/Akt和 p-

mTOR/mTOR表达量明显下降（P＜0.05），说明含药

血清对肝癌细胞增殖的抑制作用是通过Akt/mTOR

信号通路实现的。 （下转第275页）
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图2 A 古日古木—13治疗肝癌的成分—靶点—疾病网
络分析图 B 节点度值 C 古日古木—13治疗肝癌的

靶蛋白互作网络图 D KEGG富集分析图

A B

图3 A Western Blot分析中浓度含药血清对HepG2肝癌
细胞Akt/mTOR信号通路影响

B 中浓度古日古木-13含药血清处理HepG2肝癌细胞后
Akt/mTOR信号通路蛋白的表达

数据来自三次独立实验。*、＃：P < 0.05；＃＃：P＜0.01 。
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如TGF-β、IL-10和IL-4等，维生素D在体内的活性

成分有上调抗炎因子的作用；从而达到免疫平衡调

节作用[9]。TNF-α也是创面难愈合的重要炎症因

子[10，11]。本研究结果提示维生素D治疗组较常规治
疗组可以降低MMP 9、TNF-α、IL-6水平、提升创面
组织中TIMP1水平，上述变化与维生素D剂量呈正
相关（P <0.05），提示维生素D可以通过抑制创面炎
症因子TNF-α、IL-6的表达，降低MMP 9 mRNA、提
高TIMP1 mRNA水平达到促进创面愈合，从而阐明
维生素D促进创面愈合的可能机制。

总之，本研究证实维生素D能加快创面的愈
合，下调创面炎症因子表达，降低创面炎症反应，从
而为糖尿病足创面愈合提供了一种潜在的有益的
治疗方法。本研究存在一定局限性，如每组动物例
数较少、没有进一步阐明TNF-α及 IL-6对 TIMP、
MMP表达的影响，期待后续更多的关于维生素D与

创面炎症通路的研究。
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