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【摘要】目的  研究水飞蓟宾对肝癌 HepG2 细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭及铁死亡

的影响，并基于网络药理学实验验证其调控机制。方法  水飞蓟宾干预 HepG2 细胞后，采

用 CCK-8 法检测细胞活力；Hochest 染色检测细胞凋亡水平；细胞划痕和 Transwell 实验检

测细胞迁移和侵袭能力；DCFH-DA 探针检测细胞活性氧（ROS）水平；JC-1 染色检测细

胞线粒体膜电位；FerroOrange 探针检测细胞 Fe2+ 水平。在线数据库获取水飞蓟宾、肝癌和

铁死亡靶点，对交集靶点进行蛋白质-蛋白质互作（PPI）网络分析，以及 GO 和 KEGG 富

集分析；水飞蓟宾单独干预及其联合低氧诱导因子 1α（HIF-1α）抑制剂 GN44028 处理后，

采用 Western Blot 检测细胞中 HIF-1α 和谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）的蛋白表达水平。

结 果  水飞蓟宾对 HepG2 细胞的半数抑制浓度为 87.97 μmol/L，抑制作用呈现剂量依赖性。

与空白 HepG2 细胞比较，水飞蓟宾能促进细胞凋亡，显著抑制细胞划痕愈合能力（P＜0.05），

减少迁移和侵袭细胞数量（P＜0.05），提升细胞 ROS 和 Fe2+ 水平，诱导细胞线粒体膜电

位极化。水飞蓟宾、肝癌和铁死亡的交集靶点为 HIF-1α、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、

非受体酪氨酸激酶（SRC）、神经母细胞瘤 RAS 病毒同源物（NRAS）、磷脂酰肌醇 3- 激

酶催化亚基 α（PIK3CA）、端粒酶逆转录酶（TERT）、碳酸酐酶 IX（CA9）、丝裂原活

化蛋白激酶 14（MAPK14）、多聚（ADP-核糖）聚合酶 1（PARP-1）和磷酸葡萄糖酸脱

氢酶（PGD）。与空白 HepG2 细胞比较，水飞蓟宾能显著增加细胞 HIF-1α 表达，降低

GPX4 表达（P＜0.05）。GN44028 能逆转水飞蓟宾诱导 HepG2 细胞中 Fe2+ 浓度的升高、

GPX4 表达及细胞活力的降低。结论  水飞蓟宾能抑制肝癌 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭，

诱导凋亡和铁死亡，这一作用可能与其激活 HIF-1α 进而抑制 GPX4 表达有关。
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【Abstract】Objective  To investigate the effects of silibinin on proliferation, apoptosis, migration, 
invasion and ferroptosis of liver cancer HepG2 cells, and to verify the regulatory mechanisms of ferroptosis based 
on network pharmacology and experimental validation. Methods  Following silibinin intervention in HepG2 cells, 
cell viability was assessed using CCK-8 assay, apoptosis levels were measured using Hochest staining, cell migration 
and invasion capabilities were evaluated through scratch assays and Transwell assays, ROS level was measured 
using DCFH-DA probe, mitochondrial membrane potential was assessed using JC-1 staining, and Fe2+ levels were 
detected by FerroOrange probe. Online databases were used to obtain silibinin, liver cancer, and ferroptosis targets, 
with subsequent analysis of intersecting targets through PPI network analysis, GO and KEGG enrichment analysis. 
After intervention with silybin alone and treatment with GN44028, Western Blot was used to detect the protein 
expression levels of hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α) and glutathione peroxidase 4 (GPX4). Results  The semi-
inhibitory concentration of silibinin for inhibiting HepG2 cell was 87.97 μmol/L, with a dose-dependent inhibitory 
effect. Compared to control HepG2 cells, silibinin promoted cell apoptosis, significantly inhibited cell scratch closure 
ability (P<0.05), reduced the number of migrating and invading cells (P<0.05), elevated intracellular ROS and Fe2+ 
levels, and induced mitochondrial membrane potential polarization. The intersecting targets of silibinin, liver cancer, 
and ferroptosis were identified as HIF-1α, mTOR, SRC, NRAS, PIK3CA, TERT, CA9, MAPK14, PARP-1, and PGD. 
Compared to control HepG2 cells, silibinin significantly increased the expression of HIF-1α in cells and decreased 
the expression of GPX4 (P<0.05). GN44028 can reverse the increase in Fe2+ concentration, the reduction in GPX4 
expression, and the decrease in cell viability induced by silibinin in HepG2 cells. Conclusion  Silibinin can inhibit 
the proliferation, migration, and invasion of HepG2 cells, induce apoptosis and ferroptosis, which may be related to 
its activation of HIF-1 α and subsequent inhibition of GPX4 expression.

【Keywords】Silibinin; Liver cancer; Cell proliferation; Cell apoptosis; Cell migration; Cell invasion; 
Ferroptosis; Network pharmacology

肝癌是一种常见的恶性肿瘤，也是肿瘤相关死

亡的主要原因。肝癌在全球范围内发病率和死亡率

均居高不下，每年有超过 90 万新发病例和超过 80

万死亡病例 [1]。我国是肝癌的高发国家之一，该疾

病对人民生命健康与生活质量构成了严重威胁 [2]。

目前，肝癌治疗措施主要包括手术切除、肝移植、

放化疗、靶向药物治疗以及局部治疗方法，如消融

治疗和介入治疗等。然而，上述干预措施存在多方

面的局限性，例如手术切除会受到肿瘤位置和肝功

能状态的限制，放化疗可能引起明显的毒副作用等。

此外，肝移植需要合适的供体，并且术后管理风险

较高 [3]。因此，寻找新的肝癌治疗方法至关重要。

恶性肿瘤的重要特征之一是细胞增殖失控，

而药物诱导细胞死亡则是其抗肿瘤作用的重要

途径 [4]。一些天然药物成分如紫杉醇和长春新碱

等，可通过抑制肿瘤细胞有丝分裂而诱导细胞死

亡，而积雪草酸和苍术酮则能够诱导肿瘤细胞凋

亡 [5- 7]。与经典的细胞凋亡不同，铁死亡是一种以

细胞内脂质活性氧增多和亚铁离子过载为特征的

新型程序性细胞死亡形式。铁死亡与肿瘤的发生

和发展密切相关，肿瘤细胞通常表现出对铁的需

求量增加，因为铁在维持肿瘤细胞增殖和代谢过

程中起着重要作用 [8]。研究显示，葫芦素 B 通过

诱导细胞铁死亡抑制肝癌细胞增殖 [9]。因此，诱

导铁死亡是一种潜在的肿瘤治疗策略。

水飞蓟宾是从水飞蓟（Silybum marianum）种

子中提取的一种黄酮类化合物，因其保肝作用备

受关注，在医疗保健实践中得到广泛应用 [10]。长

期以来，大量研究表明水飞蓟宾可通过多种途径

改善肝病，包括酒精性肝炎、酒精性肝病、代谢

性肝炎以及肝病常见终末期（肝硬化和肝癌） [11]。

据报道，水飞蓟宾可通过诱导细胞凋亡和阻滞细

胞周期的方式来抑制肝癌细胞的增殖，展现出其

抗肝癌作用 [12]。此外，已有证据表明水飞蓟宾能

够调控肝细胞的铁死亡过程 [13]。然而，目前尚不

清楚水飞蓟宾的抗肝癌作用是否与其调控铁死亡

有关。因此，本研究旨在基于水飞蓟宾的抗肝癌

特性，利用网络药理学方法探索水飞蓟宾在诱导

肝癌细胞铁死亡过程中的潜在靶点，并进行实验

验证，以期进一步揭示水飞蓟宾的抗肿瘤机制。
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1  材料与方法

1.1  主要仪器
Heracell Vios 160i CR 细 胞 培 养 箱（ 美 国

Thermo 公司）；DMi1 和 DM IL LED 倒置显微镜（德

国 Leica 公司）；SpectraMax iD5 多功能酶标仪（美

国 Molecular Devices 公 司）；FPSCAN-Chemlux 化

学成像分析系统（美国伯乐公司）。

1.2  主要药物与试剂
水飞蓟宾（上海阿拉丁生化科技公司，货号：

S109808， 纯 度≥98%）；二甲基亚砜（dimethyl 

sulfoxide，DMSO， 货 号 ：ID9010）、RIPA 裂 解

液（货号：R0020）、BCA 蛋白定量试剂盒（货 号 ：

PC0021）均购自北京索莱宝科技有限公司；多聚

甲 醛（ 货 号：P804536）、Giemsa 染液（ 货 号：

G718198）均购自上海麦克林生化科技股份有限公

司；Matrigel 基底胶（上海源叶生物科技有限公司，

货 号：R32345）；DEME 高 糖 培 养 基（ 上 海 泰

坦科技股份有限公司，货号：C8459）；胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS， 货 号：G8003）、

CCK-8 试 剂 盒（ 货 号：G4103）、Hoechst 33258

染 液（ 货 号：G1011）、DCFH-DA（ 货 号：

G1706）和 JC-1（货号：G1515）均购自武汉赛

维尔生物科技有限公司；FerroOrange 试剂盒（日

本同仁化学研究所，货号：F374）；Transwell 板

（美国康宁公司，货号：WG3422）；低氧诱导

因 子-1α（‌hypoxia-inducible factor-1α‌ ，HIF-1α，

货 号：AF1009）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione 

peroxidase 4，GPX4， 货 号：DF6701） 、 甘 油

醛-3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH，货号：AF7021）抗体及

羊抗兔 IgG-HRP（货号：S0001）均购自江苏亲

科生物公司；GN44028（美国 MCE 公司，货号：

HY-110266）。

1.3  细胞
人 肝 癌 HepG2 细 胞（ 武 汉 普 诺 赛 生 物 公

司，货号：CL-0103）在含 10% FBS、1% 双抗的

DMEM 高糖培养基和 37℃的 5% CO2 环境中培养，

于细胞密度达到 70%~80% 时传代。

1.4  方法
1.4.1  细胞增殖检测

在 96 孔板中接种对数生长期的 HepG2 细胞，

分别给予 10、20、40、60、80、100、200 μmol/ L

水飞蓟宾，空白组不加细胞及培养基，以 0.1% 

DMSO 为对照，每组设置 3 个复孔。孵育 24 h 后，

向每孔加入 10 µL CCK-8 工作液，继续孵育 2 h 后

测定 450 nm 处的光密度（OD）值，计算细胞活

力 [%，（OD 药物 -OD 空白）/（OD 对照 -OD 空白）× 

100%]。此外，取对数生长期的 HepG2 细胞，随

机分为 HIF-1α 抑制剂组、水飞蓟宾组及联合组：

分别给予 5 nmol/L GN44028、80 μmol/ L 水飞蓟宾

和 5 nmol/L GN44028+80 μmol/L 水飞蓟宾，以 0.1% 

DMSO 为空白对照，计算 24 h 细胞活力，检测步

骤同前。

1.4.2  Hoechst染色实验
在 24 孔板接种对数生长期的 HepG2 细胞，

分别加入 40、60、80 μmol/L 水飞蓟宾干预，以

0.1% DMSO 为空白对照，孵育 24 h。随后每孔

加入 200 μL Hoechst 33258 染液，孵育 20 min 后

加入 PBS，置于荧光显微镜下观察，计算凋亡细

胞数。

1.4.3  细胞划痕实验
在 6 孔板中接种对数生长期的 HepG2 细胞，

孵育 24 h，移液器枪头划线处理，置于显微镜下

观察（时刻 0）。分别加入 10、20、40 μmol/L 水

飞蓟宾干预，以 0.1% DMSO 为对照，孵育 48 h

后再次置于显微镜下观察。实验重复 3 次，计算

细胞划痕愈合率 [%，（划痕距离 0 h- 划痕距离 48 h） /

划痕距离 0 h×100%]。

1.4.4  细胞迁移实验
在 24 孔板 Transwell 小室上层接种对数生长

期的 HepG2 细胞，分别加入 10、20、40 μmol/L

水飞蓟宾干预，以 0.1% DMSO 为对照，小室下层

加入完全培养基，孵育 48 h。随后 4% 多聚甲醛

固定 30 min，Giemsa 染色 30 min，弃去小室上层

细胞，置于显微镜下观察，计数小室下层细胞，

拍照并计数，实验重复 3 次。

1.4.5  细胞侵袭实验
使 用 1 ∶ 8 稀 释 的 Matrigel 胶 铺 于 24 孔 板

Transwell 小室膜上，在 37℃孵育 4 h 使其形成稳定

凝胶。分别加入 10、20、40 μmol/L 水飞蓟宾干预，

以 0.1% DMSO 为对照，后续实验步骤同“1.4.4”项。

每组实验独立重复 3 次。

1.4.6  细胞活性氧水平检测
在 24 孔板中接种对数生长期的 HepG2 细胞，

分别加入 40、60、80 μmol/L 水飞蓟宾干预，以
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0.1% DMSO 为对照，孵育 24 h。每孔加入 250 μL

稀释后的 DCFH-DA 工作液，孵育 30 min。移除

DCFH-DA 工作液，加入 PBS，置于荧光显微镜

下观察拍照，使用 Image J 1.8.0 软件计算细胞荧

光强度。

1.4.7  细胞线粒体膜电位水平检测
在 24 孔板中接种对数生长期的 HepG2 细胞，

分 别 加 入 40、60、80 μmol/L 水 飞 蓟 宾 干 预， 以

0.1% DMSO 为对照，孵育 24 h，随后加入 JC-1 染

色缓冲液洗涤，再加入培养基和 JC-1 染色工作液，

混匀后孵育 15 min。孵育结束后，弃上清，加入

JC-1 染色缓冲液洗涤，置于荧光显微镜下观察拍

照，使用 Image J 软件计算细胞荧光强度。

1.4.8  细胞Fe2+检测
在 24 孔板中接种对数生长期的 HepG2 细胞，

分别加入 40、60、80 μmol/L 水飞蓟宾干预，以

0.1% DMSO 为对照，孵育 24 h，加入 FerroOrange

工作液，孵育 30 min，置于荧光显微镜下观察

拍 照， 使 用 Image J 软 件 计 算 细 胞 荧 光 强 度。

此外，取对数生长期的 HepG2 细胞，分别给予

5  nmol/ L GN44028、80 μmol/L 水飞蓟宾和 5 nmol/ L 

GN44028+80 μmol/L 水飞蓟宾，以 0.1% DMSO 为

空白对照，其余 Fe2+ 检测步骤同前。

1.4.9  水飞蓟宾靶点获取
通 过 PubChem 平 台（https://pubchem.ncbi.

nlm.nih.gov/） 获 取 水 飞 蓟 宾 的 SMILES 编 号，

导 入 SwissTargetPrediction 平 台（http://www.

swisstargetprediction.ch/）预测水飞蓟宾靶点。将

靶 点 信 息 导 入 UniProt 平 台（https://www.uniprot.

org/）获取对应 ID。

1.4.10  肝癌靶点获取
通 过 GeneCards 平 台（https://www.genecards.

org/）以“liver cancer”为关键词得到肝癌疾病靶点。

1.4.11  铁死亡靶点获取
通 过 FerrDb 平 台（http://www.zhounan.org/

ferrdb/current/）以“ferroptosis”为关键词得到铁

死亡激动、抑制及标志物靶点。

1.4.12  水飞蓟宾-肝癌-铁死亡交集靶点
获取及分析

通过美吉生信云平台（https://cloud.majorbio.

com/page/tools/） 得 到 水 飞 蓟 宾 靶 点、 肝 癌 靶

点和铁死亡靶点的交集靶点并进行 Venn 可视

化。将交集靶点信息导入 STRING 平台（https://

string-db.org/）， 物 种 选 择“Homo sapiens” 获

取交集靶点蛋白质-蛋白质互作（protein-protein 

interaction，PPI）网络，随后导入 Cytoscape v3.9.1

进一步分析。利用 R 语言 Bioconductor 生物信息

软件包“clusterProfler”，以 P＜0.01 进行 GO 功

能及 KEGG 通路富集分析，根据排序绘制条形图。

1.4.13  细胞相关蛋白Western Blot检测
收集 80 μmol/L 水飞蓟宾干预后的细胞，加

入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA，置于冰上裂解。在

4℃条件下，离心（12 000×g，10 min）后收集上

清液，BCA 定量。SDS-PAGE 凝胶按每孔 30  μg

蛋白量上样，随后电泳及转膜。封闭结束后，与

稀释后的 HIF-1α（稀释比例 1 ∶ 1 000）、GPX4

（ 稀 释 比 例 1  ∶  1  000） 和 GAPDH（ 稀 释 比 例

1  ∶  10  000）一抗 4℃孵育 12 h。孵育结束后，与

对应的 HRP 标记的二抗（稀释比例 1  : 10  000）

孵育 1 h。孵育结束后，滴加 ECL 显影液，置于

化学发光成像系统中显影，结果导入 Image J 以

GAPDH 为内参计算各蛋白的相对表达。

1.5  统计学分析
采用 SPSS 21.0 软件进行数据处理，计量资料以

sx ± 表示。多组间比较采用单因素方差分析（One-

Way ANOVA）， 采 用 LSD-t或 Dunnett's 检 验 进 行

事后两两比较。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  水飞蓟宾对肝癌细胞的影响
2.1.1  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞增殖的影响

如图 1 所示，水飞蓟宾对 HepG2 细胞活力的

抑制作用呈现一定浓度依赖性，其对 HepG2 细胞

的半数抑制浓度为 87.97 μmol/L，故后续实验选

择低于半数抑制浓度的水飞蓟宾进行。

图1  水飞蓟宾对HepG2细胞活力的影响（n=3）
Figure 1. Effect of silibinin on the vitality of 

HepG2 cells (n=3)
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2.1.2  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞凋亡的
影响

如 图 2 所 示， 与 对 照 组 相 比，40、60、

80  μmol/L 的 水 飞 蓟 宾 干 预 后，HepG2 细 胞 蓝

色 荧 光 明 显 加 强， 随 着 水 飞 蓟 宾 浓 度 的 增 加

HepG2 细胞凋亡数量逐渐增多。其中，经 60 和

80  μmol/ L 水飞蓟宾干预后细胞的凋亡数量显著增

多（P ＜0.05）。结果表明，水飞蓟宾具有诱导

HepG2 细胞凋亡的作用。

2.1.3  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞迁移和
侵袭的影响

如 图 3 所 示， 与 对 照 组 相 比， 经 20 和

40  μmol/ L 水飞蓟宾干预后细胞划痕愈合率明显降

低，迁移和侵袭细胞数量明显减少（P＜0.05）。

这些结果表明，水飞蓟宾能够有效抑制 HepG2 细

胞迁移和侵袭。

2.2  水飞蓟宾对肝癌铁死亡的作用
2.2.1  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞中ROS
水平的影响

如 图 4 所 示， 与 对 照 组 相 比， 经 60 和

80  μmol/L 水飞蓟宾干预后细胞的荧光强度明显增

强（P＜0.05）。结果说明，水飞蓟宾能够促进

HepG2 细胞中 ROS 水平升高。

2.2.2  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞线粒体
膜电位的影响

铁死亡进展时，过多的游离铁离子可能会干扰

线粒体的正常功能，影响线粒体膜电位的稳定性。

如图 5 所示，与对照组相比，60、80 μmol/L 水飞

蓟宾干预后，细胞红色荧光呈剂量依赖性减弱（P
＜0.05），40、60、80 μmol/L 水飞蓟宾干预后，绿

色荧光呈剂量依赖性增强（P＜0.05）。结果表明，

水飞蓟宾能够诱导 HepG2 细胞线粒体膜电位坍塌。

图2  水飞蓟宾对HepG2细胞凋亡的影响（10×，n=3）
Figure 2. Effect of silibinin on apoptosis of HepG2 cells（10×, n=3）

注：白色箭头为凋亡细胞。

图3  水飞蓟宾对HepG2细胞迁移和侵袭的影响（n=3）
Figure 3. Effect of silibinin on migration and invasion of HepG2 cells (n=3)

注：A. 细胞划痕愈合实验（20×）；B. Transwell迁移实验（40×）；C. Transwell侵袭实验（40×）。
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2.2.3  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞Fe2+水平
的影响

Fe2+ 水平增高是铁死亡发生的标志之一。如

图 6 所示，与对照组相比，40、60、80 μmol/L 水

飞蓟宾干预后，细胞红色荧光呈剂量依赖性加强，

其中 80 μmol/L 水飞蓟宾干预组细胞的红色荧光

显著性增加（P＜0.05）。结果表明，水飞蓟宾能

够诱导 HepG2 细胞中 Fe2+ 水平的升高。

2.2.4  水飞蓟宾-肝癌-铁死亡交集靶点分析
如图 7A 所示，获得水飞蓟宾靶点 100 个，

肝癌靶点 18 549 个，铁死亡靶点 484 个，水飞

蓟 宾、 肝 癌 和 铁 死 亡 的 交 集 靶 点 有 10 个。 如

图 7B 和图 7C 所示，按度值排序，水飞蓟宾、肝

癌和铁死亡的交集靶点为 HIF-1α、哺乳动物雷

帕 霉 素 靶 蛋 白（mammalian target of rapamycin，

mTOR）、 非 受 体 酪 氨 酸 激 酶（steroid receptor 

coactivator，SRC）、 神 经 母 细 胞 瘤 RAS 病 毒 同

源 物（neuroblastoma RAS viral oncogene homolog 

1，NRAS）、 磷 脂 酰 肌 醇 3-激 酶 催 化 亚 基 α
（phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

catalytic subunit alpha，PIK3CA）、 端粒酶逆转录

酶（telomerase reverse transcriptase‌，TERT）、 碳

酸 酐 酶 IX（carbonic anhydrase IX‌，CA9）、 丝

裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 14（mitogen-activated protein 

kinase 14‌，MAPK14）、 多 聚（ADP-核糖）聚合

酶 1 [poly（ADP-ribose）polymerase 1，‌ PARP- 1]

和 磷 酸 葡 萄 糖 酸 脱 氢 酶‌（phosphogluconate 

dehydrogenase，PGD）。结果表明，水飞蓟宾可

能通过这 10 个靶点调控肝癌铁死亡。进一步通

过 GO 及 KEGG 富集分析发现，交集靶点富集

到多种生物功能及通路。如图 8A 所示，GO 富

集结果包括 ATP 代谢过程的调节（regulation of 

ATP metabolic process）、核苷酸代谢过程的调节

（regulation of nucleotide metabolic process）、 缺氧

反应（response to hypoxia）、组蛋白激酶活性（histone 

kinase activity） 等。 如 图 8B 所 示，KEGG 富 集

结果包括细胞衰老（cellular senescence）、自噬

（autophagy-animal）、血管内皮生长因子（vascular 

endothelial growth factor，VEGF）信号通路（VEGF 

signaling pathway）、ErbB 信号通路（ErbB signaling 

pathway）等。以上结果提示，水飞蓟宾诱导肝癌

细胞的铁死亡可能与以上的途径相关。

图4  水飞蓟宾对HepG2细胞中ROS水平的影响（10×，n=3）
Figure 4. Effect of silibinin on ROS level of HepG2 cells（10×, n=3）

图5  水飞蓟宾对HepG2细胞线粒体膜电位的影响（10×，n=3）
Figure 5. Effect of silibinin on mitochondrial membrane potential of HepG2 cells（10×, n=3）

注：A. 细胞荧光图；B. 细胞红色荧光定量分析；C. 细胞绿色荧光定量分析。
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图6  水飞蓟宾对HepG2细胞Fe2+水平的影响（×40，n=3）
Figure 6. Effect of silibinin on Fe2+ level of HepG2 cells（×40, n=3）

图7  水飞蓟宾调控肝癌铁死亡的网络药理学分析

Figure 7. Network pharmacological analysis of silibinin in regulating ferroptosis in liver cancer
注：A. Venn图；B. PPI网络；C. 度值排序。

图8  水飞蓟宾调控肝癌铁死亡的富集结果

Figure 8. Enrichment result of silibinin in regulating ferroptosis in liver cancer
注：A. GO富集分析；B. KEGG富集分析。
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2.2.5  水飞蓟宾对肝癌HepG2细胞HIF-1α
和GPX4蛋白表达的影响

如图 9 所示，与对照组相比，40 μmol/L 水

飞蓟宾干预后，细胞中 HIF-1α 蛋白表达有升高

趋势，60 和 80 μmol/L 水飞蓟宾干预后，细胞中

HIF-1α 蛋白表达明显升高（P＜0.05）。此外，

与对照组比较，40、60、80 μmol/L 的水飞蓟宾干

预后，细胞中 GPX4 蛋白表达呈剂量依赖性显著

性降低（P＜0.05）。

进一步联合使用 HIF-1α 抑制剂 GN44028，验证

水飞蓟宾是否通过 HIF-1α激活 HepG2 细胞的铁死亡。

如图 10A 和 10B 所示，与水飞蓟宾组相比，联合应

用 GN44028 能够明显抑制水飞蓟宾诱导的 Fe2+ 水平

的升高（P＜0.05）。此外，如图 10C 和 10D 所示，

与水飞蓟宾组相比，联合应用 GN44028 明显提高了

HepG2 细胞中 GPX4 蛋白表达（P＜0.05）。如图 10E

所示，与水飞蓟宾组相比，联合应用 GN44028 明显

提高了 HepG2 细胞的活力（P ＜0.05）。以上结果说明，

水飞蓟宾通过激活 HIF-1α 抑制 GPX4 表达从而诱导

HepG2 细胞的铁死亡。

图9  水飞蓟宾对HepG2细胞HIF-1α、GPX4蛋白表达的影响（n=3）
Figure 9. Effect of silibinin on HIF-1α and GPX4 protein expression of HepG2 cells (n=3)

注：A. HIF-1α、GPX4蛋白条带图；B. HIF-1α蛋白表达定量图；C. GPX4蛋白表达定量图。

图10  HepG2细胞中Fe2+水平、GPX4蛋白表达及活力（n=3）
Figure 10. The Fe2+ level, GPX4 protein expression and vitality of HepG2 cells (n=3)

注：A. 细胞Fe2+染色图（40×）；B. Fe2+染色定量分析图；C. GPX4蛋白条带图；D. GPX4蛋白表达定量图；E. 细胞活力定量分析图。

3  讨论

药物开发是一个耗时且高成本的项目，进行

基于已明确安全性和毒性的药物的再研究具有许

多优势 [14]。水飞蓟宾是一种临床用药，其片剂、

胶囊以及注射剂广泛用于急性和慢性肝炎、早期

肝硬化以及中毒性肝损害的辅助治疗 [15]。除了显

著的肝病临床疗效之外，水飞蓟宾还表现出较高

的安全性。研究显示，在小鼠中以 50 mg/kg 的剂

量灌胃给药 16 周后，水飞蓟宾对肝脏和肾脏未

出现病理学改变 [16]。因此，水飞蓟宾有望应用于

治疗肝癌等终末期肝病。恶性增殖和远处转移是

肿瘤恶性特征的重要表现之一。在本研究中，水

飞蓟宾表现出对 HepG2 细胞增殖的剂量依赖性抑

制。此外，水飞蓟宾能够诱导 HepG2 细胞凋亡，

并抑制细胞迁移和侵袭。这些结果表明，水飞蓟

宾具有明确的抗肝癌作用，这为其临床进一步应

用提供依据。

肿瘤细胞通常表现出高代谢水平、抗氧化修

饰和增加的铁摄取，以维持其无限生长 [17]。近年
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来，铁代谢的改变已被证明在肝癌的发病机制中

起着重要作用，铁死亡已被引入作为针对肝癌的

可能治疗策略。临床数据初步显示，诱导肝癌铁

死亡在肿瘤生长方面显现出一定效果 [18]。当铁

死亡发生时，细胞内游离的铁离子能够触发大量

ROS 的产生，随后激活一系列下游细胞信号通路

诱导细胞死亡。此外，铁离子过载能够直接影响

线粒体内膜通道和转运蛋白，干扰离子平衡，进

而导致线粒体膜电位坍塌 [19]。本研究中，水飞蓟

宾能够升高 HepG2 细胞 ROS 和 Fe2+ 水平，并诱

导细胞线粒体膜电位坍塌，这些结果说明水飞蓟

宾能够诱导肝癌 HepG2 细胞发生铁死亡。

网络药理学有利于理解药物的作用机制、

药物相互作用及副作用，并预测药物的临床疗

效，能够直接指导基础实验和临床研究 [20]。本

研究中，水飞蓟宾、肝癌和铁死亡的交集靶点依

次 为 HIF-1α、mTOR、SRC、NRAS、PIK3CA、

TERT、CA9、MAPK14、PARP-1 和 PGD， 这 表

明水飞蓟宾可通过这些靶点调控肝癌铁死亡。这

些 靶 点 中，HIF-1α、mTOR、PIK3CA、TERT、

PARP-1 和 PGD 与铁死亡进程密切相关。越来越

多的研究证实，HIF-1α 与铁死亡的发生发展具

有密切的联系，可以通过多种途径干预铁死亡。

缺氧是肿瘤微环境的一个关键特征，活化的 HIF

信号通路是肿瘤细胞适应缺氧的重要途径。HIF-

1α 是缺氧条件下的重要转录调节因子，其可通

过 HRE 调控铁代谢相关基因的表达，并通过调

控铁死亡过程促进肿瘤的发生和发展 [21]。HIF-

1α 可以与转铁蛋白受体 1（transferrin receptor 1，

TFRC）基因的启动子区域结合，启动 TFRC 的转

录和表达，介导细胞对转铁蛋白-铁复合物的大

量摄取，导致细胞内 Fe2+ 水平显著升高，造成铁

死亡 [22- 23]。此外，有研究表明，HIF-1α 可以通过

调控 SLC7A11 的转录水平，降低 GPX4 表达介导

铁死亡 [24]。PIK3CA 编码 PI3K 的 α 亚基，进而调

控 PI3K/mTOR 信号通路 [25]。据报道，PI3K/mTOR

信号通路通过抑制下游分子真核翻译起始因子 4E

结 合 蛋 白 1（eukaryotic translation initiation factor 

4E binding protein 1，4E-BP1）介导 GPX4 蛋白翻

译，从而调控铁死亡 [26]。TERT 是一种参与端粒

维持的限速酶，其过表达已被证实能够调节细胞

内 ROS 水平，从而影响铁死亡进程 [27]。在多种

肿瘤中，PARP-1 表达过度。PARP-1 抑制剂能

够导致 GPX4 的抑制和脂质过氧化物的增加，从

而最终诱导铁死亡 [28]。PGD 是一种特异性铁死

亡标志物，能够表征铁死亡的程度 [29]。这些靶点

中，HIF-1α 为最核心靶点，因此对其蛋白表达进

行验证，结果发现水飞蓟宾有效促进 HepG2 细胞

HIF-1α 蛋白表达，并抑制了铁死亡标志物 GPX4

的表达。值得注意的是，HIF-1α 抑制剂 GN44028

能够逆转水飞蓟宾对 HepG2 细胞 Fe2+ 水平的升

高及铁死亡标志物 GPX4 的降低。本文明确了水

飞蓟宾通过激活 HIF-1α 抑制 GPX4 的表达，从

而诱导肝癌 HepG2 细胞铁死亡的新途径。但网络

药理学得出的其余关键靶点如 PARP-1、TERT、

PGD 以及 GO、KEGG 富集得到的关键途径等在

水飞蓟宾诱导肝癌 HepG2 细胞铁死亡中的作用与

机制尚需进一步研究与确认。

综上，水飞蓟宾在抗肝癌 HepG2 细胞中表现

出明显的作用，包括抑制细胞增殖、迁移和侵袭，

以及诱导凋亡和铁死亡。其中，水飞蓟宾诱导铁

死亡的机制与其激活 HIF-1α 表达相关。
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