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基于网络药理学结合实验验证探讨桔梗
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摘要    目的：通过网络药理学方法与细胞实验技术，旨在深入探讨桔梗皂苷 D抗鼻咽癌方面的作用机制。方法：通过 Pub‐

chem、PharmMapper、GeneCards数据库获取桔梗皂苷D及鼻咽癌对应靶点并取交集后输入DAVID数据库中进行GO和KEGG

富集分析，通过 STRING数据库和Cytoscape软件获取交集靶点蛋白互作网络（PPI）、“桔梗皂苷D—靶点—鼻咽癌—通路”网

络模型，筛选获得相关信号通路及核心靶点，对排名前 5的核心靶点和桔梗皂苷D进行分子对接。利用CCK-8法、平板克隆实

验、伤口愈合实验、Calcein-AM/PI染色分别评估桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞增值、克隆形成、迁移和凋亡的影响，western blotting

检测MAPK/ERK通路相关蛋白表达水平。结果：网络药理学分析获得潜在治疗靶点 115个，GO、KEGG富集分析获得生物过

程 309个、细胞组分 44个、和分子功能 83个，信号通路 125个，综合PPI、“药物—靶点—鼻咽癌—通路”网络模型以及KEGG富

集结果筛选获得MAPK1、HRAS、GRB2、MAPK8、MAPK10等 10个核心靶点，其中MAPK1度值最高。分子对接结果显示，桔

梗皂苷D与核心靶点有较好的结合活性。细胞实验结果显示，桔梗皂苷D可显著抑制鼻咽癌细胞的增殖、迁移及克隆形成能

力，诱导凋亡，下调 p-ERK蛋白表达（均P＜0.05）。结论：桔梗皂苷D可能通过降低 p-ERK蛋白的表达，进而抑制MAPK/ERK

信号通路的激活，从而发挥抗鼻咽癌的作用。
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Abstract    Objective: To delve into the underlying mechanism of platycodin D in inhibiting nasopharyngeal car‐

cinoma (NPC) through a combination of network pharmacology and cellular experimental techniques. Methods: 

The corresponding targets of platycodin D and nasopharyngeal carcinoma were obtained from Pubchem, Pharm‐

Mapper, and GeneCards databases, and their intersection was input into the DAVID database for Gene Ontology 

(GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis. The protein-protein interac‐

tion (PPI) network of the intersection targets and the “platycodin D-target-nasopharyngeal carcinoma-pathway” 

network model were obtained using the STRING database and Cytoscape software. Relevant signaling pathways 

and core targets were screened and obtained, and molecular docking was performed between the top five core tar‐

gets and platycodin D. Cell counting kit-8 (CCK-8) assay, plate cloning experiment, wound healing experiment, 
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and Calcein-AM/PI staining were used to evaluate the effects of platycodin D on the proliferation, colony forma‐

tion, migration and apoptosis of nasopharyngeal carcinoma cells. Western blotting was employed to verify the ex‐

pression levels of proteins related to the MAPK/ERK pathway. Results: Network pharmacology analysis identi‐

fied 115 potential therapeutic targets. GO and KEGG enrichment analyses yielded 309 biological processes, 44 

cellular components, 83 molecular functions, and 125 signaling pathways. By integrating PPI, drug-target-disease-

pathway network models and KEGG enrichment results, 10 core targets including MAPK1, HRAS, GRB2, 

MAPK8, and MAPK10 were identified, with MAPK1 having the highest degree value. The molecular docking re‐

sults showed that platycodon D had good binding activity with the core target. Cellular experiments revealed that 

platycodin D significantly inhibited NPC cell proliferation, migration, and colony formation, while inducing apop‐

tosis and down-regulating the expression of p-ERK protein (P＜0.05). Conclusion: Platycodin D may exert its 

anti-NPC effects by inhibiting the activation of the MAPK/ERK signaling pathway through down-regulating the 

expression of p-ERK protein.

Keywords    platycodin D; nasopharyngeal carcinoma; network pharmacology; MAPK/ERK signaling pathway

鼻咽癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一，多发于

中国和东南亚地区，而国内又以两广地区发病率最

高[1-3]，并且发病率每年呈上升趋势[4]。目前鼻咽癌

的治疗，以放疗和化疗为主要手段[5-7]，但以顺铂为

主的化疗手段，不仅毒副作用明显，且耐药情况越

发严峻[8-9]。因此，寻找新的治疗药物，是极为迫

切的。

桔梗皂苷 D 是从中药桔梗中分离提取的一种

三萜类单体化合物，是传统中药桔梗的主要有效成

分之一，其具有抗炎、抗肿瘤、保肝、调节免疫等药

理活性[10]。研究表明，在HT-29结肠癌细胞中，桔梗

皂苷D可通过上调Bax、下调Bcl-2的表达以及抑制

MAPK 通路中 ERK 表达和上调 p38-JNK 表达来诱

导细胞凋亡 ，从而发挥抗癌作用[11]；通过抑制

DEPDC 1B介导的上皮细胞转化为具有间质表型细

胞的过程，从而起到抗胶质母细胞瘤作用[12]；通过诱

导ROS介导的PI3K/AKT/mTOR信号转导的失活来

阻断膀胱尿路上皮癌细胞的增殖[13]。综上所述，桔

梗皂苷D有着显著的抗肿瘤药理活性，但其对鼻咽

癌的药理作用，目前尚缺乏明确的认识。因此，本

研究基于网络药理学的方法，旨在深入探讨桔梗皂

苷 D 在治疗鼻咽癌方面的作用机制，并进行实验

验证。

1   材料与方法

1.1    细胞和主要试剂        

人鼻咽癌 5-8F、HONE-1细胞系（中南大学湘雅

中心实验室细胞库）；桔梗皂苷 D（货号：PU0086-

0010，成都普思生物科技股份有限公司）；RPMI-

1640培养（武汉普诺赛生命科技有限公司）；胎牛血

清（FBS，苏州依科赛生物科技股份有限公司）；胰酶

（含 0.25%EDTA、北京索莱宝科技有限公司）；CCK-

8 试剂盒（苏州优逸兰迪生物科技有限公司）；

Calcein-AM/PI 活细胞/死细胞双染试剂盒（G1707-

100T，武汉塞维尔生物科技有限公司）；ERK兔单克

隆抗体（11257-1-AP，武汉三鹰生物技术有限公司）；

磷酸化（p-）ERK 兔单克隆抗体（AF1012，江苏亲科

生物研究中心有限公司）；GAPDH 兔单克隆抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司）。  

1.2    实验方法

1.2.1    细胞培养    所有细胞均用含 10% FBS 的

RPMI-1640培养基，在 37 ℃、含 5% CO2的培养箱中

进行培养，后续实验用细胞均取自对数生长期。

1.2.2    细胞活力检测    取 96孔板，每孔加入细胞悬

液100 μL（含细胞5×103个），放于培养箱中培养24 h，

接着加入含不同浓度桔梗皂苷D的新鲜培养基，分

别培养 24 h、48 h，之后用培养基 ∶ CCK-8（100 ∶ 10）

混合液替换旧培养基，每孔加 110 μL，37 ℃避光孵

育 1.5 h，用酶标仪在波长 450 nm处测量各组吸光度

（A）值，计算细胞活力。细胞活力=[（As-Ab）/（Ac-
Ab）]×100%，As：实验孔（含细胞、培养基、CCK-8、

桔梗皂苷D），Ac：对照孔（含细胞、培养基、CCK-8，

不含桔梗皂苷 D），Ab：空白孔（含培养基、CCK-8，

不含细胞、桔梗皂苷D）。

1.2.3    活死细胞染色实验    按“1.2.2 项”下操作接

种、培养细胞，加药培养 48 h后用 PBS轻柔润洗，按

Calcein-AM/PI试剂盒提供的说明书进行细胞染色，
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37 ℃培养箱孵育 30 min后置于荧光显微镜下对活

细胞和死细胞分别进行拍照。

1.2.4    平板克隆形成实验    以每孔 800个细胞密度

接种于 6孔板中，按“1.2.2项”操作培养细胞，加药培

养 24 h后更换成新鲜培养基，每 2～3 d进行换液。

当观察到肉眼可见的细胞克隆团形成后，停止培

养，并在室温下使用 4% 的多聚甲醛对细胞进行固

定，随后进行结晶紫染色，清洗后晾干拍照，通过

Image J软件进行细胞计数统计，计算克隆形成率。

克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1.2.5    伤口愈合实验    将细胞接种于 6孔板中，待

细胞完全长满覆盖后，用 10 μL无菌枪头在 6孔板中

每孔划 3条平行竖线，用PBS洗去细胞碎片后，更换

成含 2%胎牛血清和不同浓度桔梗皂苷D的新鲜培

养基，培养过夜后换液（含 2%胎牛血清不含药物的

新鲜培养基），在培养 0 h、12 h、24 h和 48 h时，分别

对细胞划痕进行拍照，用 Image J软件对划痕区域面

积进行统计，计算细胞迁移率。细胞迁移率=[（0 h

划痕面积-12 h/24 h/48 h划痕面积）/0 h划痕面积]×

100%。

1.2.6    桔梗皂苷D和鼻咽癌靶点预测    Pubchem数

据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）“Compoun- 

ds”项下，输入“platycodin D”检索获得其 2D结构并

下载，在 PharmMapper数据库（http://www.lilab-ecu- 

st.cn/pharmmapper/submitfile.html）中输入下载的结

构文件，获得桔梗皂苷D靶点，使用Uniprot数据库

（https://www.uniprot.org/）将靶点名称转化为基因名

称并去除重复项。把关键词“Nasopharyngeal carci‐

noma”输入 GeneCards 数据库（https://www.genecar- 

ds.org/）进行检索，获得鼻咽癌靶点。

1.2.7    蛋白—蛋白相互作用网络（PPI）构建    通过

在线 jvenn 工具（https://jvenn. toulouse. inrae. fr/app/

example.html）获得桔梗皂苷D与鼻咽癌交集靶点，

用 STRING 数据库（https://cn. string-db. org/）获得

PPI，导出其TSV文件并导入Cytoscape 3.10.1软件，

使用 cytoHubba插件MCC算法筛选出TOP15靶点。

1.2.8    GO 功能注释、KEGG 通路富集结果的获取

及可视化处理    在 DAVID 数据库（https://david.

ncifcrf.gov/）中输入交集靶点，以P＜0.05筛选，获得

GO 功能、KEGG 通路的富集分析结果，用 RStudio 

2023.12.1软件对结果进行可视化处理。

1.2.9    “药物—靶点—通路—疾病”网络模型构建    

将桔梗皂苷 D 与鼻咽癌交集靶点和 KEGG 富

集分析 P 值排序前 15 信号通路导入 Cytoscape 

3.10.1，利用插件CytoNCA，按照节点 degree值筛选

排名前10靶点。

1.2.10    分子对接    通过 Pubchem网站（https://pub‐

chem.ncbi.nlm.nih.gov/）检索获取桔梗皂苷 D 结构

文件，并利用Chem3D软件将 SDF文件转化为 PDB

文件。从 PDB数据库中检索获得受体蛋白。利用

pymol 2.6.0软件对受体蛋白进行去水、去配体等操

作，采用AutoDockTools软件对受体蛋白进行加氢、

平衡电荷等修饰，利用 AutoDockVina 1.1.2 对受体

蛋白与配体小分子进行分子对接，分析对接结果。

对接结果使用pymol进行可视化。

1.2.11    Western blotting实验检测相关蛋白表达    

将细胞接种至 6孔板中，培养 24 h后，加入含不

同浓度桔梗皂苷 D 的培养基处理 24 h，每孔加入

100 μL RIPA 裂解液，4 ℃下离心 15 min，收集上清

液，使用BCA法测定蛋白浓度。煮沸使蛋白变性，

上样，用 10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白后转移至

PVDF膜，使用快速封闭液封闭 15 min，加入相应一

抗于 4 ℃孵育过夜，用TBST洗膜 3次，加入荧光二

抗，室温孵育 1 h。ECL化学发光显色，曝光、显影，

Image J软件分析蛋白条带灰度值，用GAPDH作为

内参，计算目的蛋白相对表达量。

1.3    统计学方法

使用Graphpad Prism 9.5及SPSS 27.0软件进行

数据统计分析，计量资料以均数±标准差（x̄ ± s）表
示，多组间比较采用单因素方差分析，以P＜0.05为

差异有统计学意义。

2   结   果

2.1    桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞克隆形成和细胞迁

移具有抑制作用

平板克隆结果显示，15 μmol/L药物浓度组的克

隆形成数相较于对照组明显减少（P＜0.001），      

25 μmol/L 药物浓度组几乎没有克隆形成（P＜

0.001），见图 1。伤口愈合实验结果可以看出，随着

桔梗皂苷D浓度的逐渐升高，其对鼻咽癌细胞迁移

的抑制作用显著增强（P＜0.05），见图2。

2.2    桔梗皂苷D可抑制鼻咽癌细胞的活力

CCK-8 结果显示，相较于对照组，随着桔梗皂

苷 D 浓度的增加，鼻咽癌细胞的活力显著降低，呈

一定的时间及剂量依赖性。药物作用于细胞24 h、48 h

后，5-8F的 IC50分别为 16.26 μmol/L、13.52 μmol/L，
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HONE-1的 IC50分别为 18.11 μmol/L、15.26 μmol/L，

见图3。

活死细胞染色实验中，Calcein-AM对活细胞染

色、PI对死细胞进行染色，荧光显微镜下分别呈绿

光、红光。结果显示，5-8F、HONE-1细胞，经桔梗皂

苷 D 处理 48 h 后，与对照组相比，在 15 μmol/L、    

25 μmol/L 药物浓度下死亡细胞明显增加（P＜

0.05），见图4。

2.3    桔梗皂苷D治疗鼻咽癌潜在靶点  

由PharmMapper、GeneCards数据库获得桔梗皂

苷D靶点 299个，转化为基因名称，去除重复项后得

靶点 288个，鼻咽癌靶点 2 880个。将桔梗皂苷D与

鼻咽癌的靶点取交集，共有靶点115个，见图5A。

A：各浓度组细胞平板克隆结果图；B、C：各浓度组细胞克隆形成率；与对照组（0 μmol/L 桔梗皂苷D）相比，*P＜0.05，**P＜

0.01，***P＜0.001。

图1    桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞克隆形成的影响

A：各组细胞在不同时间下的划痕图（×100）；B、C：5-8F、HONE-1细胞迁移率；与对照组（0 μmol/L 桔梗皂苷D）相比，*P＜

0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

图2    桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞迁移能力的影响
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2.4    PPI分析  

对交集靶点的PPI拓扑分析显示：有 114个节点

和 1 253 条连线 ，筛选获得排名前 15 的靶点 ：

PPARG、 JAK2、 HSP90AA1、 MAPK1、 MMP9、

ANXA5、MDM2、SRC、ESR1、STAT1、EGFR、MMP2、

IGF1、PARP1、ALB，并构建靶点PPI网络，见图5B。

A、B：5-8F细胞活死染色图及定量评估；C、D：HONE-1细胞活死染色图及定量评估；与对照组（0 μmol/L 桔梗皂苷D）相

比，**P＜0.01，***P＜0.001。

图4    桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞增殖和存活的影响（×100）

A：5-8F细胞活力曲线；B：HONE-1细胞活力曲线；与对照组（0 μmol/L 桔梗皂苷D）相比，*P＜0.05，***P＜0.001。

图3    桔梗皂苷D对鼻咽癌细胞活力的影响
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2.5    GO和KEGG富集分析结果  

GO 富集主要展示生物过程（BP）、细胞组分

（CC）和分子功能（MF）3 个方面，其中 BP 条目 309

个、CC条目44个、MF条目83个；KEGG通路富集分

析获得相关信号通路 125条。按照P值从小到大筛

选，GO富集各组分各展示前 8个条目、KEGG富集

展示前 20条通路，分别绘制气泡图，见图 5C、图 5D。

可知，BP主要包括磷酸化、细胞迁移的正向调控、细

胞群体增殖的正向调控等；CC 主要包括细胞外区

域、胞质溶胶、受体复合物等；MF主要包括同种蛋

白结合、蛋白酪氨酸激酶活性、核受体活性等。与

癌症相关的信号通路主要有癌症通路、PI3K-Akt信

号通路、MAPK信号通路、RAS信号通路等。

A：桔梗皂苷D治疗鼻咽癌靶点的韦恩图；B：桔梗皂苷D治疗鼻咽癌关键靶点PPI网络图，展示排名前15靶点；C：GO功能

富集分析；D：KEGG通路富集分析；E：“桔梗皂苷D—靶点—通路—鼻咽癌”网络模型图。

图5    桔梗皂苷D抗鼻咽癌的网络药理学分析
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2.6    “药物—靶点—通路—疾病”网络分析  

“药物—靶点—通路—疾病”网络图构建，见   

图 5E。按照节点度值筛选获得排名前 10 的靶点，

分别是 MAPK1、HRAS、GRB2、MAPK8、MAPK10、

MAPK12、MAPK14、EGFR、JAK2、IGF1，其 中

MAPK1度值最高。

2.7    分子对接结果分析  

选取“2.6 项”筛选获得的排名前 5 的靶点

（MAPK1、HRAS、GRB2、MAPK8、MAPK10）作为受

体与桔梗皂苷D作为配体进行分子对接验证，对接

结合能均＜-5 kcal/mol，表明桔梗皂苷 D与核心靶

点具有较好的结合活性，见表 1。其中MAPK1与桔

梗皂苷 D 分子对接具体的成键信息如下：蛋白

113TYR、189ALA与小分子形成疏水作用，15ARG、

31ILE、108MET、109GLU、114LYS、151LYS、167ASP

与小分子形成氢键，见图 6。结合“2.4～2.6项”中结

果分析，提示MAPK/ERK信号通路可能是桔梗皂苷

D 治疗鼻咽癌的关键信号通路，选取靶点 MAPK1

进行后续分子实验验证。

2.8    桔梗皂苷D对MAPK/ERK信号通路相关蛋白

表达的影响  

Western blotting结果显示：与对照组比较，各浓

度组中 ERK 总蛋白表达无明显差异（P＞0.05），   

25 μmol/L药物处理组 p-ERK相对表达量显著降低

（P＜0.001），见图7。

表1    分子对接结果

靶点蛋白

MAPK1

HRAS

GRB2

MAPK8

MAPK10

PDB（ID号）

2Y9Q

1CTQ

1BMB

2XRW

3OY1

结合能/（kcal/mol）

-7.7
-8.3
-6.6
-6.3
-5.9

图6    MAPK1（PDB ID：2Y9Q）与桔梗皂苷D分子对接图

A：各组细胞蛋白条带图；B、C：5-8F、HONE-1细胞 ERK、p-ERK蛋白的相对表达量；与对照组（0 μmol/L 桔梗皂苷D）相

比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

图7    桔梗皂苷D对MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达水平的影响
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桔梗皂苷 D 作为桔梗中提取的一种三萜类单

体，近年来因其广泛的抗癌作用而备受关注。现有

研究表明，桔梗皂苷 D 可以通过多途径、多靶点来

抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移，诱导其凋亡，从

而发挥抗肿瘤作用[14-15]。本研究通过网络药理学结

合实验验证的方法，深入探讨了桔梗皂苷D抗鼻咽

癌的作用机制。

在实验验证部分，CCK-8 实验、活死细胞染色

实验、划痕实验、平板克隆实验结果显示，桔梗皂苷

D 在体外实验中展现出对鼻咽癌细胞 5-8F 和

HONE-1的显著抑制效果，能够抑制其增殖、迁移和

克隆形成能力，并促进细胞凋亡。

在基于网络药理学的分析中，筛选获得桔梗皂

苷D靶点 299个，鼻咽癌靶点 2 880个，进一步分析

处理后获得交集靶点 115 个，通过交集靶点进行

GO、KEGG富集分析，结果显示，桔梗皂苷D抗鼻咽

癌作用与磷酸化、细胞迁移、细胞群体增殖、信号转

导、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶B信号转导等多个

BP相关；在癌症通路、PI3K-Akt信号通路、MAPK信

号通路上富集基因数较多。通过 PPI网络结合“桔

梗皂苷D—靶点—通路—鼻咽癌”网络模型拓扑分

析 结 果 ，筛 选 出 MAPK1、MAPK8、MAPK10、

MAPK12、MAPK14 等 10 个 核 心 键 靶 点 ，其 中

MAPK1靶点的度值最高。MAPK信号通路是由三

级激酶模式组成的，具体包括 MAPK 激酶激酶、

MAPK激酶以及 MAPK。这 3种激酶的依次激活，

对细胞的增殖、凋亡和生长等起着关键的调节作

用[16-17]。MAPK主要分成 4个亚型：ERK、p38、JNK、

ERK5[17]。细胞外信号调节激酶（ERK）包括 ERK1

（MAPK3）及其近亲ERK2（MAPK1），统称ERK1/2，

ERK是MEK的唯一下游底物，在Raf-MEK-ERK级

联通路中处于极为关键的地位，与肿瘤细胞的增

殖、分化、转移、凋亡密切相关[18]。研究显示，香烟烟

雾暴露可诱导小鼠 ERK1/2 磷酸化，激活 MAPK/

ERK信号通路，促进结肠肿瘤的发生[19]；维生素C可

降低 ROS 依赖性 ERK 磷酸化水平，阻断 MAPK/

ERK通路，从而抑制BRAF突变型甲状腺癌细胞增

殖[20]；LIM 同源异型盒基因家族的转录因子 LHX2

可通过诱导 DUSP5 和 DUSP6 磷酸酶的表达，引发

ERK1/2去磷酸化，灭活MAPK/ERK信号通路，起到

抗肝细胞癌和肝母细胞瘤作用[21]。丝裂原活化蛋白

激酶（p38）分为 p38α（MAPK14）、p38β（MAPK11）、

p38γ（MAPK12）和 p38δ（MAPK13）；c-Jun氨基末端

激酶（JNK）包括 JNK1（MAPK8）、JNK3（MAPK10）。

Tan等[22]发现重楼活性单体PP-22可以上调 p-p38表

达，激活 p38MAPK 通路诱导鼻咽癌 CNE-2细胞凋

亡；在腺病毒介导的 A549 肺癌细胞中，eIF5A1 或

eIF5A1K50A过表达可使p38、JNK磷酸化增加，诱导细

胞凋亡[23]。此外，western blotting实验结果显示，桔

梗皂苷D能显著抑制鼻咽癌细胞MAPK/ERK信号

通路中p-ERK的表达。

综上所述，桔梗皂苷D展现出对鼻咽癌细胞的

显著抑制效果，能够抑制其增殖、克隆形成和迁移，

并促进鼻咽癌细胞凋亡，这一作用可能与抑制

MAPK/ERK信号通路的激活密切相关。本研究可

为桔梗皂苷D抗鼻咽癌治疗提供一定理论依据，但

仍存在不足，有待后续更进一步的研究以及体内实

验验证，以更全面地揭示桔梗皂苷D抗鼻咽癌的作

用机制。
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