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【摘要】目的  基于网络药理学和实验验证探讨水飞蓟宾抗胃癌作用及其分子机制。方

法  借助PubChem、SuperPRED及 SwissTargetPrediction数据库获取水飞蓟宾作用靶点，通过

GeneCards、OMIM及DrugBank数据库筛选胃癌相关靶点。将水飞蓟宾与胃癌交集靶点导入

STRING数据库构建蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络，进行

基因本体论 （Gene Ontology，GO） 与京都基因与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes，KEGG）富集分析。采用CCK-8法检测水飞蓟宾对AGS和HGC27细胞

活力的影响，运用平板克隆形成实验、细胞划痕及迁移实验分别评估水飞蓟宾对AGS细胞

增殖和迁移能力的影响，通过蛋白质印迹法分析磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B（PI3K/AKT）
通路相关蛋白表达。结果  网络药理学分析获得水飞蓟宾与胃癌交集靶点92个，KEGG富集

结果表明PI3K/AKT信号通路显著富集。实验结果表明，水飞蓟宾作用于AGS和HGC27细胞

的 IC₅₀值分别为 87.33 μmol/L和 87.49 μmol/L。进一步研究发现，水飞蓟宾剂量依赖性抑制

AGS细胞增殖、克隆形成及迁移能力（P < 0.05）。蛋白质印迹法检测结果显示，水飞蓟宾呈

剂量依赖性降低磷酸化PI3K、磷酸化AKT、基质金属蛋白酶9蛋白表达水平，上调肿瘤蛋白

P53（P < 0.05）；而胰岛素样生长因子-1可部分逆转水飞蓟宾的上述作用（P < 0.05）。结论  
水飞蓟宾可通过抑制PI3K/AKT信号通路磷酸化激活，下调MMP9表达、上调TP53表达，进

而抑制胃癌细胞增殖和迁移。

【关键词】水飞蓟宾；胃癌；网络药理学；PI3K/AKT信号通路；细胞增殖；细胞迁
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【Abstract】 Objective  To investigate the anti-gastric cancer effects of silybin and its underlying 
molecular mechanisms based on network pharmacology and experimental validation. Methods  Potential 
targets of silybin were retrieved from the PubChem, SuperPRED, and SwissTargetPrediction databases, while 
gastric cancer-related targets were screened from the GeneCards, OMIM, and DrugBank databases. The 
intersecting targets of silybin and gastric cancer were imported into the STRING database to construct the 
protein-protein interaction (PPI) network, followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) enrichment analyses. The CCK-8 assay was used to evaluate the effects of silybin on the 
viability of AGS and HGC27 cells. Colony formation, wound healing, and transwell migration assays were 
performed to assess the effects of silybin on the proliferation and migration of AGS cells, respectively. Western 
blotting was employed to analyze the expression of proteins associated with the phosphatidylinositol 3-kinase/
protein kinase B (PI3K/AKT) signaling pathway. Results  Network pharmacology analysis identified 92 
intersecting targets between silybin and gastric cancer. KEGG enrichment analysis revealed significant 
enrichment of the PI3K/AKT signaling pathway. Experimental validation showed that the IC₅₀ values of silybin 
in AGS and HGC27 cells were 87.33 μmol/L and 87.49 μmol/L, respectively. Furthermore, silybin dose-
dependently inhibited the proliferation, colony formation, and migration of AGS cells (P < 0.05). Western 
blotting results demonstrated that silybin dose-dependently decreased the protein expression levels of 
phosphorylated PI3K (p-PI3K), phosphorylated AKT (p-AKT), and matrix metalloproteinase 9 (MMP9), while 
upregulating tumor protein P53 (TP53) (P < 0.05). Notably, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) partially 
reversed these effects of silybin (P < 0.05). Conclusion  Silybin suppresses gastric cancer cell proliferation and 
migration by suppressing the phosphorylation activation of the PI3K/AKT signaling pathway, downregulating 
MMP9 expression, and upregulating TP53 expression.

【Keywords】 Silybin; Gastric cancer; Network pharmacology; PI3K/AKT signaling pathway; Cell 
proliferation; Cell migration; Mechanism

胃癌作为全球范围内的常见癌症，是一种起

源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤。我国胃癌的发病

率和死亡率分别占全球的 44%和 48.6%，是全球

胃癌疾病负担最重的国家之一［1］。由于胃癌早

期症状隐匿且缺乏典型临床表现，主要以上腹

部不适、食欲下降、消化不良为主要症状，因

此多数患者确诊时已错失最佳手术治疗时间［2］。

针对进展期及晚期胃癌，治疗手段包括围手术

期化疗（如 5-氟尿嘧啶、奥沙利铂、多西他赛

等方案联合免疫治疗）、免疫检查点抑制剂及靶

向治疗等［3］。上述治疗方案疗效有限且存在诸

多局限性，包括药物毒副作用较大、患者耐受

性差、治疗费用高昂等［4］。因此，需要新的治

疗策略，以延长患者寿命并改善胃癌患者的生

活质量。

水飞蓟是菊科水飞蓟属一年或二年生草本植

物，作为传统药用植物已有 2 000多年的应用历

史［5］。水飞蓟素是从其干燥成熟果实中提取的

黄酮木脂素类混合物，其中水飞蓟宾为主要活

性成分，占比约 50%~70%，且生物活性最强，

具有保肝抗纤维化、抗炎、抗氧化、免疫调节

及降血脂等多种药理作用［6-7］。近年来，水飞蓟

宾的抗肿瘤作用逐渐受到广泛关注。水飞蓟宾可

通过抑制Yes相关蛋白信号通路诱导乳腺癌细胞

G2/M期阻滞［8］，通过下调细胞外信号调节激酶1/2
（extracellular signal-regulated kinase 1/2，Erk1/2）、

蛋白激酶B（protein kinaseb，AKT）及信号转导与

转录激活因子 3 （signal transducer and activator of 
transcription3，STAT3）等信号通路抑制头颈部鳞

状细胞癌生长［9］。上述研究提示，水飞蓟宾可通

过调控肿瘤细胞增殖与存活相关的关键信号通路

发挥抗肿瘤作用。已有研究系统评估了水飞蓟宾

对幽门螺杆菌感染及胃癌细胞的抑制作用［10］。然

而，目前关于水飞蓟宾在胃癌中的作用及其潜在

作用机制尚未明确。

网络药理学作为一种基于系统生物学和计算

机技术的研究方法，通过整合药代动力学参数

筛选、靶点预测及信号通路富集分析，可从
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“成分-靶点-通路”多维度系统阐释药物的潜在

作用机制［11］。水飞蓟宾具有多靶点、多通路的

药理学特性，本研究运用网络药理学方法，预

测水飞蓟宾抗胃癌的潜在作用靶点及相关信号

通路，并通过体外细胞实验进行验证，以期为

水飞蓟的临床应用和抗胃癌药物的研发提供参

考依据。

1　资料与方法

1.1　材料与试剂
人 胃 腺 癌 细 胞 系 AGS （human gastric 

adenocarcinoma cell line AGS）、人低分化胃腺癌

细胞系 HGC27 （human gastric carcinoma cell line 
HGC27）均购自北京协和医学院基础学院细胞资

源中心。水飞蓟宾（质量分数 98）、二甲基亚砜

（dimethylsulfoxide，DMSO）、结晶紫染色液购自

Solarbio公司。RPMI 1640 细胞培养基和胎牛血清

购自美国 Life Sciences 公司。DMEM 培养基购自

上海泰坦公司。CCK-8试剂盒购自武汉赛维尔公

司；肿瘤蛋白 P53 （tumor protein 53， TP53）、

PI3K、Akt 激酶抗体、磷酸化 Akt （p-Akt）抗体

购自武汉三鹰生物技术有限公司。基质金属蛋白

酶 9 （matrix metalloprotein 9， MMP9） 抗 体 、

GAPDH 抗体购自美国 Cell Signaling Technology
公司。

1.2　方法
1.2.1　水飞蓟宾治疗胃癌的潜在靶点获取

以“silybin”为检索词，在 PubChem 数据库

中检索并获取水飞蓟宾的 SMILES 号；以该

SMILES 号为关键词，将物种限定为“Homo 
sapiens”，分别于 Super-PRED 数据库 （https：//
prediction.charite.de/subpages/target_prediction.php）
及 SwissTargetPrediction 数 据 库 （http：//www.
swisstargetprediction.ch） 中进行水飞蓟宾靶点检

索，筛选置信度 > 0.7的靶点。通过DrugBank 数

据库 （https：//www.drugbank.ca/）、GeneCards 数

据库（https：//www.genecards.org/）及OMIM数据

库 （https：//omim. org/） 检 索 胃 癌 相 关 靶 点 ，

GeneCards筛选评分 > 5的靶点，三库结果合并去

重。采用韦恩在线工具 （https：//bioinfogp.cnb.
csic.es/tools/venny/）绘制水飞蓟宾作用靶点与胃

癌相关靶点的韦恩图，以获得水飞蓟宾治疗胃癌

的潜在作用靶点。

1.2.2　成分-疾病靶点相互作用网络图构建
将水飞蓟宾和胃癌交集靶点基因导入STRING

库，物种设置为“Homo Sapiens”，置信度得

分 > 0.7，剔除离散节点，绘制蛋白质白质-蛋白

质相互作用（protein-protein interaction，PPI）网

络。利用Cytoscape 3.9.1软件进行可视化。

1.2.3　通路富集分析
将交集靶点基因导入DAVID数据库，以P < 

0.05、FDR < 0.01 为筛选阈值，筛选显著富集条

目，分析基因本体论（GO，Gene Ontology）和京

都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （KEGG， Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes） 富集情况。

通过微生信在线工具可视化处理富集结果，然后

绘制信号通路富集图。

1.2.4　细胞培养
将AGS细胞和HGC27细胞置于RPMI 1640培

养基（10%胎牛血清）和DMEM培养基（10%胎

牛血清），然后置于培养箱培养 （培养条件：

37 ℃、5%CO2）。

1.2.5　水飞蓟宾对细胞增殖抑制检测
取生长旺盛的 AGS 与 HGC27 细胞，按每孔

5×10³个细胞接种于 96孔板，根据要求常规培养

24 h。分别向各孔加入终浓度为 5、10、20、50、
80、100、150、200 μmol/L 的水飞蓟宾溶液，继

续孵育 48 h。实验同时设立对照组（加入等体积

完全培养基）与空白组（仅含完全培养基，未接

种细胞）。结束后每孔加入CCK-8检测试剂，避光

孵育2 h。然后测定450 nm波长处的OD值，根据

所得结果确定出细胞增殖抑制率。细胞抑制率=
（A对照-A给药） /（A对照-A空白）×100%。

1.2.6　水飞蓟宾对AGS细胞增殖能力的影响
取对数生长期的 AGS 细胞，按每孔 8×10³个

细胞接种于96孔板。待细胞贴壁后，将培养基更

换为含 43.67、87.33、174.66 μmol/L 水飞蓟宾的

培养液，对照组加入等量RPMI 1640培养基。培

养 24 h 后经胰蛋白酶消化并计数，重新接种至

6 孔板中培养 14 天。固定 15 min，结晶紫染色

20 min后拍照记录。通过 ImageJ软件测量各组细

胞占据的孔板面积，计算克隆形成率。

1.2.7　Transwell 检测水飞蓟宾对 AGS 细胞
迁移能力的影响

取对数生长期的AGS细胞，以含43.67、87.33、
174.66 μmol/L水飞蓟宾的无血清培养基预处理24 h。
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经胰酶消化收集细胞后，用无血清RPMI 1640培养

基重悬，取0.2 mL悬液接种于迁移小室上室。下室

加0.6 mL含10%FBS的RPMI 1640完全培养基，然后

在标准培养箱环境下孵育24 h。完毕后擦拭去除上

室未迁移细胞。固定下室膜背面的迁移细胞15 min，
PBS漂洗后用0.1%结晶紫染色20 min，再次漂洗、

晾干。镜下观察并拍照，运用ImageJ软件分析照片，

计算各组细胞的平均迁移数。

1.2.8　划痕实验测定水飞蓟宾对AGS细胞
迁移的作用

取生长旺盛的AGS细胞，接种于 6孔板中培

养。观察细胞处于单层状态后，使用200 μL无菌

移液枪头在孔板底部垂直划出直线痕迹，以PBS
缓冲液轻柔漂洗 2至 3次，去除因划痕而脱落的

细胞碎片。分别向各孔加入含 43.67、 87.33、
174.66 μmol/L水飞蓟宾的无血清培养基，置于培

养箱中继续培养。于划痕处理后0 h及24 h ，在镜

下对同一划痕位置拍照。通过 ImageJ软件测量各

时间点划痕区域的面积，并据此计算细胞迁移率：

迁移率=（0 h划痕面积-24 h划痕面积） /0 h划痕

面积×100%。

1.2.9　蛋白质印迹法分析 PI3K/AKT 通路
相关蛋白表达

取对数生长期的AGS细胞接种于60 mm培养

皿中，分别加入含 43.67、87.33、174.66 μmol/L
水飞蓟宾的培养基处理，对照组加入不含药物的

等体积培养基。处理结束后，加入裂解液于冰上

裂解 15 min，于 13 800 r/min离心后收集上清液。

运用BCA蛋白定量试剂盒测定样本蛋白质质量浓

度。取等量蛋白样品行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白，产物转移至 PVDF 膜。

室温封闭 2 h后，分别加入PI3K （1∶1 000）、磷

酸 化 PI3K （p-PI3K）（1∶ 1 000）、 AKT （1∶
1 000）、p-AKT（1∶1 000）、MMP9（1∶1 000）、
TP53 （1∶1 000）及内参GAPDH （1∶5 000）一

抗，于 4 ℃孵育过夜。经 TBST 洗膜，加入 HRP
标记的山羊抗兔 IgG二抗（1∶5 000）室温孵育。

采用 ECL 显色，利用 ImageJ 软件分析条带灰度

值，以GAPDH为内参确定出相对表达水平。

1.2.10　胰岛素样生长因子-1 与水飞蓟宾
共处理对AGS细胞蛋白表达的影响

将AGS细胞接种于60 mm培养皿中，待细胞

融合度达70% ~ 80%时进行分组处理。空白对照

组：加入常规完全培养基；水飞蓟宾组：加入含

43.67 μmol/L 水飞蓟宾的培养基；胰岛素样生长

因子-1 （IGF-1）组：加入含 100 ng/mL IGF-1的

培养基；共处理组：加入含 43.67 μmol/L 水飞蓟

宾+100 ng/mL IGF-1的培养基。各组处理 24 h后

提取蛋白，采用 Western blotting 检测 PI3K、p-
PI3K、AKT、p-AKT、MMP9及 TP53蛋白的表达

水平。实验重复3次。

1.2.11　统计分析
本研究采用SPSS 21.0软件统计处理采集的数

据。对正态分布的计量数据以（x±S）描述。两

组间比较进行独立 t检验，多组间对比进行单因

素方差分析，组间成对对比进行LSD-t检验，显

著性水平设置为0.05。
2　结果

2.1　靶点预测与PPI网络构建
以“silybin”为检索词，通过Super-PRED数

据库及 SwissTargetPrediction 数据库检索并去重

后，共获得水飞蓟宾有效作用靶点 100 个。以

“gastric cancer”为关键词，在GeneCards数据库、

OMIM数据库及DrugBank数据库中检索并合并去

重，共获得胃癌相关疾病靶点23 769个。将水飞

蓟宾作用靶点与胃癌疾病靶点导入在线工具进行

映射分析，绘制韦恩图（图 1A），获得二者交集

靶点92个，即为水飞蓟宾治疗胃癌的潜在作用靶

点。进一步构建交集靶点的PPI网络，剔除网络

中无连接关系的孤立靶点后，最终得到包含92个

节点和517条边的PPI网络图（图1B）。
2.2　GO与KEGG通路富集分析结果

对水飞蓟宾治疗胃癌的92个潜在作用靶点进

行GO功能富集分析。生物学过程主要涉及磷脂酰

肌醇介导的信号转导、肽基酪氨酸磷酸化及内吞作

用；细胞组分分析表明，交集靶点主要定位于质

膜、早期内体、树突及轴突区域。分子功能注释显

示，靶点基因显著富集于蛋白酪氨酸激酶活性、裂

解酶活性及蛋白激酶活性等分子功能类别

（图2A）。KEGG通路富集分析结果揭示，交集靶点

主要参与癌症相关通路、PI3K/Akt 信号通路、

MAPK信号通路及HIF-1信号通路的调控（图2B）。
鉴于PI3K/Akt信号通路在肿瘤发生发展过程中发挥

关键调控作用，且在本研究的富集分析中呈现显著

富集，后续实验选取该通路开展验证研究。
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2.3　实验验证
2.3.1　水飞蓟宾对AGS和HGC27细胞存活
率的影响

如图3所示，水飞蓟宾对AGS细胞的半数抑制

浓度(half inhibitory concentration，IC₅₀)值为 87.33 
μmol/L，对HGC27细胞的IC₅₀值为87.49 μmol/L。提

示水飞蓟宾对AGS和HGC27细胞的抑制效果和浓度

正相关，其在体外能抑制肿瘤细胞的增殖，且对AGS
细胞的抑制效果略优于HGC27细胞。鉴于水飞蓟宾

对AGS细胞的抑制效果略优于HGC27细胞，且两者

IC₅₀值接近，因此后续实验选择AGS细胞作为研究

对象。根据IC₅₀结果，选取43.67 μmol/L（0.5×IC₅₀）、
87.33 μmol/L（1×IC₅₀）和174.66 μmol/L（2×IC₅₀）
作为低、中、高剂量组进行后续机制研究。

2.3.2　水飞蓟宾对 AGS 细胞增殖能力的
影响

采用平板克隆形成实验评价低、中、高剂量水

飞蓟宾对AGS细胞增殖活性的调控作用。与对照组

相比，给药后，细胞的克隆数量减少（P < 0.05），
见图4。表明给药低中高剂量均可抑制胃癌细胞增

殖及克隆形成。提示其不仅抑制细胞短期增殖，

还能够抑制肿瘤细胞的长期增殖和集落形成能力。

图1  水飞蓟宾与胃癌交集靶点韦恩图及蛋白质互作网络

Figure 1. Venn diagram of the intersection targets between silybin and gastric cancer and 
the protein-protein interaction network

注：A. 水飞蓟宾与胃癌交集靶点韦恩图；B. 蛋白质互作网络图。

图2  水飞蓟宾-胃癌交集靶点基因本体论和京都基因与基因组百科全书通路富集分析

Figure 2. Enrichment analysis of Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway 
of silybin-gastric cancer overlapping targets

注：A. GO富集分析；B. KEGG通路富集分析。
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2.3.3　水飞蓟宾对AGS细胞迁移能力的影响
肿瘤的侵袭转移是导致癌症患者死亡的主要

原因，而细胞迁移能力的增强是肿瘤发生侵袭

转移的关键步骤，因此本研究进一步采用细胞

划痕实验和 Transwell 实验评估水飞蓟宾对 AGS
细胞迁移能力的影响。结果表明，对照组、低剂

量组、中剂量组和高剂量组的细胞迁移率分别为

（79.19%±0.46%）、（72.50%±0.69%）、（52.92%±0.59%）
和（26.70%±1.94%），各给药组与对照组相比差

异均有统计学意义（图5A-B）。在Transwell实验

中，对照组以及低、中、高剂量组穿过Transwell
小 室 的 细 胞 数 分 别 为 （175±15）、（112±9）、

（74±5）和（30±6）个，与对照组比较，各浓度

给药组差异均具有统计学意义，表明水飞蓟宾可

明显削弱AGS胃癌细胞的迁移能力，且该抑制效

应随药物浓度升高而增强，呈现一定的剂量-效
应关系（图5C-D）。
2.3.4　水飞蓟宾抑制AGS细胞PI3/AKT信
号通路

不同浓度水飞蓟宾处理 AGS 细胞 24 h 后，

PI3K 与 AKT 总蛋白表达水平与对照组比较无明

显变化 （P > 0.05），而 p-PI3K 及 p-AKT 蛋白表

达水平低于对照组（P < 0.05，图 6A-C）。MMP9
蛋白表达水平随水飞蓟宾浓度增加显著下降，

TP53 蛋白表达水平则呈剂量依赖性上调 （P < 
0.05，图 6D-E）。上述结果表明，水飞蓟宾可能

通过抑制 PI3K/AKT 信号通路磷酸化激活，下调

MMP9 并上调 TP53 表达，进而抑制胃癌细胞增

殖与迁移。

图3  水飞蓟宾对AGS和HGC27细胞增殖的抑制作用

Figure 3. Inhibitory effect of silybin on the proliferation 
of AGS and HGC27 cells

注：A. 对HGC27细胞的存活率影响；B. 对AGS细胞的存活率影响。

图4  水飞蓟宾对AGS细胞克隆形成能力的影响

Figure 4. Effect of silybin on colony formation ability of AGS cells
注：A. 水飞蓟宾不同剂量分组；B. 不同剂量水飞蓟宾对AGS细胞作用染色图；C.不同剂量水飞蓟宾对AGS细胞作用图；与对照组相比，*P < 0.05。
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2.3.5　胰岛素样生长因子-1逆转水飞蓟宾
对PI3K/AKT信号通路的抑制作用

单独水飞蓟宾处理组 p-PI3K 和 p-AKT 蛋白

表达显著低于对照组（P < 0.05，图 7B-C）；同

时，下游 MMP9 蛋白表达显著下调，而 TP53
蛋 白 表 达 显 著 上 调 （P < 0.05， 图 7D-E）。

IGF-1 与水飞蓟宾共处理组的 p-PI3K、p-AKT

及 MMP9 蛋白表达水平显著高于飞蓟宾单独处

理 组 （P < 0.05）， 而 TP53 蛋 白 表 达 降 低

（P < 0.05）。该结果表明，IGF-1 能够部分逆转

水飞蓟宾对 PI3K/AKT 信号通路的抑制作用及

其下游效应蛋白的表达变化，进一步提示水飞

蓟宾通过抑制 PI3K/AKT 信号通路发挥抗胃癌

作用。

图6  水飞蓟宾对AGS细胞PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

Figure 6. Effects of silybin on PI3K/AKT signaling pathway-related protein expression in AGS cells
注：纵坐标为蛋白相对灰度值（以GAPDH为内参），代表蛋白相对表达水平；*P < 0.05，与对照组比较。

图5  水飞蓟宾对AGS细胞迁移能力的影响

Figure 5. Effect of silybin on the migration ability of AGS cells
注：A、B为细胞数浓度实验；C、D为Transwell实验结果；与对照组相比，*P < 0.05。

图7  胰岛素样生长因子-1逆转水飞蓟宾对PI3K/AKT信号通路的抑制作用

Figure 7. IGF-1 reverses the inhibitory effect of silybin on the PI3K/AKT signaling pathway
注：纵坐标为蛋白相对灰度值（以GAPDH为内参），代表蛋白相对表达水平；*P < 0.05，与对照组比较；#P < 0.05，与水飞蓟宾低剂量组比较。
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3　讨论

胃癌是全球第五大常见恶性肿瘤和第三大癌

症死亡原因［12］。尽管外科手术技术、化疗方案和

靶向治疗药物不断进步，胃癌患者的整体5年生存

率仍徘徊在40%~45%［13］。传统化疗药物虽能在一

定程度上控制肿瘤生长，但其严重的毒副作用和

耐药性问题限制了临床应用［14］。探索疗效确切且

安全性良好的新型抗胃癌药物已成为该领域亟待

解决的关键问题。天然产物因其结构多样性、生

物活性广泛性和相对较低的毒性，在抗肿瘤药物

研发领域备受关注［15］。水飞蓟宾作为从菊科植物

水飞蓟种子中提取的主要活性成分，已在保肝、

抗氧化、抗炎等相关研究中得到广泛应用，但其

抗胃癌作用及分子机制尚未完全阐明［7］。

近年来，网络药理学的兴起为天然产物的作

用机制研究提供了全新的视角和方法学支撑［16］。

网络药理学分析表明，PI3K/Akt信号通路显著富

集且排名靠前。PI3K/AKT信号通路是细胞内最为

重要的信号转导系统之一，几乎参与调控细胞生

命活动的所有关键环节，包括细胞生长、增殖、

分化、凋亡、迁移、血管生成及代谢重编程

等［17］。该通路的激活始于细胞表面受体酪氨酸激

酶 （receptor tyrosine kinase，RTKs） 或 G 蛋白偶

联受体（G protein-coupled receptors，GPCRs）的

活化，随后招募并激活PI3K，催化生成第二信使

PIP3，进而激活下游的AKT激酶［18］。活化的AKT
通过磷酸化众多底物蛋白，如 mTOR、GSK3β、
FoxO家族转录因子、P53等，从而调控细胞的多

种生物学行为［19］。在正常生理状态下，该通路受

到 PTEN等磷酸酶的严格负调控，维持在适度激

活水平。然而，在多种恶性肿瘤中，由于PTEN
失活突变、PI3K或AKT基因扩增/突变、RTKs过
度表达等原因，PI3K/AKT通路常呈现持续性异常

激活［20］。在胃癌中，PI3K/AKT通路的异常激活与

肿瘤的发生、进展、侵袭转移、血管生成及化疗

耐药性均存在密切关联［21-22］。研究显示，约30%~
60%的胃癌患者存在PI3K/AKT通路的异常激活，

且通路激活水平与肿瘤分期、淋巴结转移、预后

不良显著相关［23］。此外，TP53与AKT在胃癌发展

中协同作用，TP53降低导致细胞周期失控，AKT
过度激活则促进细胞存活和抗凋亡特性，二者共

同驱动胃癌的恶性进展。因此，靶向抑制 PI3K/
AKT通路已成为胃癌治疗的重要策略。

AGS细胞源自人胃腺癌，分化程度中等、增

殖与迁移能力较强，是研究 PI3K/AKT 通路介导

的胃癌增殖与迁移的经典细胞模型；HGC27细胞

系为低分化/未分化型胃癌细胞，侵袭性强，与

AGS细胞代表胃癌不同分化表型。有助于增强实

验结论的普适性，故作为本研究的实验对象。实

验结果证实，水飞蓟宾能够有效抑制 AGS 及

HGC27两株胃癌细胞的增殖活性，且抑制效果较

显著，且水飞蓟宾不仅抑制细胞的短期增殖，还

能显著抑制肿瘤细胞的克隆形成能力。克隆形成

能力反映了单个肿瘤细胞在体外无限增殖形成集

落的能力，也是评估肿瘤细胞干性和自我更新潜

能的重要指标［24］。水飞蓟宾对克隆形成的抑制作

用提示其可能影响肿瘤干细胞样特性，对于防止

肿瘤复发和转移具有重要意义。在分子机制层

面，Western blotting 结果显示，水飞蓟宾呈剂量

依赖性降低 p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达，而对

PI3K和AKT总蛋白水平无明显影响，表明水飞蓟

宾主要通过抑制 PI3K/AKT 通路的磷酸化激活发

挥作用，而非下调通路蛋白的总体表达。本研究

进一步检测了该通路的两个重要下游效应分子

MMP9和TP53的表达变化。MMP9是PI3K/AKT通

路调控的关键靶基因，其过度表达可降解细胞外

基质，特别是Ⅳ型胶原和明胶，从而破坏基底膜

的完整性，促进肿瘤细胞侵袭和转移。在胃癌

中，MMP9的高表达与肿瘤浸润深度、淋巴结转移

及患者不良预后之间存在显著相关性。研究表明，

肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）分泌的MMP9可通过

激活PI3K/AKT/Snail信号通路诱导上皮-间质转化

过程，进而促进胃癌的远处转移。水飞蓟宾处理

显著下调MMP9蛋白表达，这与PI3K/AKT通路抑

制相一致，进一步提示水飞蓟宾可能通过减少

ECM降解和抑制EMT过程来抑制胃癌细胞的迁移

和侵袭能力。

本研究仍存在一定局限性：首先，仅在体外

细胞水平验证水飞蓟宾抗胃癌作用，缺乏体内动

物模型的药效学及安全性验证；其次，仅通过通

路抑制实验初步证实 PI3K/AKT 信号通路为关键

靶点，未开展基因过表达或沉默实验进行反向验

证；此外，未系统考察水飞蓟宾对胃癌细胞凋

亡、周期、侵袭等生物学行为的影响，机制研究

维度较单一。针对上述不足，后续将进一步完

善：构建胃癌裸鼠移植瘤模型，在体内验证水飞

蓟宾的抑瘤效果及对PI3K/AKT通路的调控作用；
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采用基因过表达/沉默技术，反向验证 PI3K/AKT
通路在水飞蓟宾抗胃癌中的核心作用；系统检测

水飞蓟宾对胃癌细胞凋亡、周期分布及侵袭能力

的影响，全面阐明其抗胃癌分子机制。

综上所述，网络药理学预测与实验验证结果

一致表明，水飞蓟宾的抗胃癌活性主要依赖于

PI3K/AKT信号通路的抑制。然而，本研究仅基于

体外细胞实验，其在体内环境中对胃癌细胞增殖

与转移的抑制效果及具体机制有待进一步阐明。
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