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【摘要】目的  整合网络药理学、分子对接与体外实验，探讨甘草甜素治疗口腔鳞状细

胞癌（OSCC）的潜在分子机制。方法  通过PubChem、SwissTargetPrediction及TargetNet数据

库获取甘草甜素作用靶点，运用GeneCards与OMIM数据库检索OSCC相关靶基因，取交集

获得候选治疗靶点。利用STRING数据库与Cytoscape软件构建蛋白质-蛋白质相互作用网络，

筛选枢纽靶点，并通过ClueGO进行基因本体（GO）功能注释与京都基因与基因组百科全书

（KEGG）通路富集分析。基于TISIDB数据库开展生存分析，筛选预后相关关键基因。采用

AutoDock Vina进行分子对接验证。以人舌鳞状细胞癌HSC-3细胞为模型，开展体外实验验

证甘草甜素的抗肿瘤活性及其对信号通路的调控作用。结果  共获得甘草甜素与OSCC的共

同靶点 37 个。蛋白质-蛋白质相互作用网络分析筛选出信号转导及转录激活因子 3
（STAT3）、转录因子AP-1（JUN）、基质金属蛋白酶9（MMP9）、雄激素受体（AR）、B细胞

淋巴瘤-样蛋白1（BCL2L1）、白细胞介素-2（IL2）、早老素1（PSEN1）、基质金属蛋白酶2
（MMP2）、细胞色素P450 2D6（CYP2D6）及Toll样受体9（TLR9）为核心靶点。功能富集分

析表明，候选靶点主要富集于血管平滑肌细胞增殖、Notch信号调控及免疫应答调节等生物

学过程，以及Notch信号通路、神经活性配体-受体相互作用等信号通路。生存分析显示，

PSEN1与 TLR9高表达组中位生存时间均显著低于低表达组（PSEN1：1.8年 vs. 3.2年，P=
0.004 620；TLR9：2.1年 vs. 4.5年，P=0.000 483），提示二者高表达与患者不良预后显著相

关。分子对接结果显示甘草甜素与PSEN1及TLR9均具有较好的结合亲和力。体外实验证

实，甘草甜素可抑制HSC-3细胞增殖，并下调Notch信号通路关键蛋白的表达水平。结论  
本研究从多层面初步阐明甘草甜素干预OSCC的潜在分子机制，其抗肿瘤作用可能与调控

Notch信号通路及免疫相关过程有关，为进一步机制探索及临床转化研究提供了理论依据。
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【Abstract】 Objective  To investigate the potential molecular mechanisms of glycyrrhizin in the 
treatment of oral squamous cell carcinoma (OSCC) by integrating network pharmacology, molecular docking, 
and in vitro experiments. Methods  Glycyrrhizin targets were obtained from PubChem, SwissTargetPrediction, 
and TargetNet databases. OSCC-associated genes were retrieved from GeneCards and OMIM databases, and 
overlapping targets were identified as candidate therapeutic targets. A protein-protein interaction network was 
constructed using the STRING database and Cytoscape software to screen hub targets. Gene ontology (GO) 
functional annotation and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses 
were performed using ClueGO. Survival analysis was conducted based on the TISIDB database to identify 
prognosis-related key genes. Molecular docking validation was performed using AutoDock Vina. In vitro 
experiments were carried out in HSC-3 cells to validate the anti-tumor activity of glycyrrhizin and its regulatory 
effects on signaling pathways. Results  A total of 37 common targets of glycyrrhizin and OSCC were identified. 
Protein-protein interaction network analysis identified STAT3, JUN, MMP9, AR, BCL2L1, IL2, PSEN1, MMP2, 
CYP2D6, and TLR9 as hub targets. Functional enrichment analysis revealed that candidate targets were mainly 
enriched in biological processes, including vascular smooth muscle cell proliferation, Notch signaling regulation, 
and immune response modulation, as well as signaling pathways such as the Notch signaling pathway and 
neuroactive ligand-receptor interaction. Survival analysis demonstrated that patients with high expression of 
PSEN1 and TLR9 had significantly shorter median survival times compared with low-expression groups 
(PSEN1: 1.8 vs. 3.2 years, P=0.004 62; TLR9: 2.1 vs. 4.5 years, P=0.000 483), suggesting that high expression of 
both genes was significantly associated with poor prognosis in patients. Molecular docking revealed favorable 
binding affinity between glycyrrhizin and both PSEN1 and TLR9. In vitro experiments confirmed that 
glycyrrhizin inhibited HSC-3 cell proliferation and downregulated the expression of key proteins in the Notch 
signaling pathway. Conclusion  This study preliminarily elucidates the potential molecular mechanism of 
glycyrrhizin in intervening in OSCC from multiple perspectives. Its anti-tumor effects may be associated with 
the regulation of the Notch signaling pathway and immune-related processes, providing a theoretical basis for 
further mechanism exploration and translational research. 

【Keywords】 Glycyrrhizin; Oral squamous cell carcinoma; Network pharmacology; Molecular docking; 
Notch signaling pathway

口 腔 鳞 状 细 胞 癌 （oral squamous cell 
carcinoma，OSCC） 是口腔最常见的恶性肿瘤，

占口腔癌的 90%［1］。流行病学数据显示，OSCC
的发病率逐年上升，从 2018 年的 34 864 例增至

2020年的 377 713例［2-3］。目前，OSCC的治疗主

要包括手术、放疗和化疗，但这些方法仍面临化

疗耐药、靶向药物匮乏及复发转移的风险［4-5］。
因此，建立并落实患者的长期随访机制，是改善

预后、实现全程管理的基石。早期筛查和风险干

预至关重要，3年生存率可达 92%［6］。尽管现有

治疗方法有一定效果，但化疗耐药和缺乏有效靶

向药物仍是治疗瓶颈。甘草甜素作为一种天然化

合物，具有抗肿瘤和免疫调节作用，可能有助于

克服这些挑战，成为潜在的干预策略。

中医药用于疾病防治具有悠久历史，近年来

亦被广泛作为肿瘤患者的补充与替代医学形式之

一［7］。甘草为常用中药材，历代本草典籍及现代

研究均提示其具有重要药用价值，《神农本草

经》［8］将其列为上品。甘草甜素是从甘草中提取

的重要活性成分，属于五环三萜类化合物，具有

抗病毒、抗菌、保肝及升高血压等药理作用；同

时亦被报道具有祛痰、抗炎、抗糖尿病、抗肿
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瘤、抗溃疡及免疫调节等生物学效应［9］。研究表

明，甘草甜素对不同类型的肿瘤细胞具有广泛活

性，可诱导癌细胞的靶向凋亡和自噬、阻滞细胞

周期、调节机体免疫等；还可作为抗癌药物递送

系统中的载体材料。甘草甜素作为一种抗肿瘤药

物，已被证明通过核因子 κB （nuclear factor 
kappa-B，NF-κB）、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激

酶 B （phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B，

PI3K/AKT）、Janus激酶/信号转导及转录激活因子

（Janus kinase/signal transducer and activator of 
transcription，JAK/STAT）等多种信号通路中发生

作用［10-12］。然而，关于甘草甜素干预OSCC的研

究仍相对有限，其潜在抗肿瘤机制尚有待进一步

系统阐明。

随着生物信息学、系统生物学和多元药理学

的快速发展，基于网络分析发现药物被认为是一

种具有成本效益的药物开发的方法［13］。中药网

络药理学可对疾病相关靶点进行优先排序，预测

草药化合物的靶点和药理作用，揭示药物-靶点-
疾病共模块关联，并以高通量方式从草药配方中

筛选协同多种化合物，解释草药配方的组合规则

和网络调节的作用［14］。分子对接是一种基于药

物结构设计和筛选的重要方法，主要研究分子间

的相互作用，预测配体与受体的结合方式和亲和

力［15-16］。基于上述背景，本研究结合网络药理

学、分子对接与体外实验的方法对甘草甜素治疗

OSCC 的微观机制进行了预测和验证，以进一步

推动甘草甜素的开发和运用，为探究甘草甜素治

疗OSCC提供一定的证据。

1　材料与方法

1.1　主要仪器
Heracell 150i 型 二 氧 化 碳 培 养 箱 （美 国 

Thermo 公司）；SpectraMax iD5多功能酶标仪（美

国Molecular Devices公司）；Mini-PROTEAN Tetra
电泳系统（美国伯乐公司）；5849R 型高速冷冻

离心机（德国 Eppendorff 公司）。

1.2　主要药品与试剂
甘草甜素 （CAS 号： 1405-86-3，纯度 ≥ 

98%，用二甲基亚砜溶解，配制成储存液备用）、

胎牛血清 （货号：S9030）、DMEM 高糖培养基

（货号：SH30022.01B）、0.25% 胰蛋白酶-EDTA
消化液（货号：T1300）、磷酸盐缓冲液（1×PBS，

货号：P1022）、高效RIPA组织/细胞裂解液（货

号 ： R0010）、 CCK-8 检 测 试 剂 盒 （货 号 ：

CA1210）、HRP 标记山羊抗兔 IgG 二抗 （货号：

SE20）、兔抗人Notch1多克隆抗体、兔抗人 JAG1
多克隆抗体、兔抗人 JAG2 多克隆抗体及小鼠抗

人GAPDH单克隆抗体（货号：K200057M）均购

自北京索莱宝科技有限公司。

1.3　细胞
人舌癌细胞癌系HSC-3细胞由遵义医科大学

基础医学院遗传实验室提供。

1.4　网络药理学分析
1.4.1　甘草甜素及 OSCC 相应靶点信息的
获取

通过 PubChem 数据库 （https://pubchem.ncbi.
nlm. nih. gov） 下 载 甘 草 甜 素 的 SDF 文 件

（PubChemCID：14982）和标准的 SMILES 号；并

分别导入 SwissTargetPrediction数据库（http://new.
swisstargetprediction. ch/）［17］ 和 TargetNet 数据库

（https://targetnet.scbdd.com/），所有参数均为默认

值，以Prob > 0作为筛选条件，获得甘草甜素的相

关靶点；最终利用UniProt蛋白质数据库（https://
www.uniprot.org/）对检索出的靶点进行校正。

在 GeneCards 数据库 （https://www. genecards.
org/）［18］和人类孟德尔遗传在线数据库（OMIM，

https://omim.org/） 中输入关键词“oral squamous 
cell carcinoma”检索获得OSCC相关疾病基因和靶

标，排除重复数据后，得到OSCC可能的靶标数

据。使用Venny 2.1软件从甘草甜素的潜在靶标和

OSCC的潜在靶标中获取交集靶标。

1.4.2　蛋白质-蛋白质相互作用网络构建
将获得的交集靶点导入 STRING 数据库

（http://string-db. org/）［19］，物种设置为“Homo 
sapiens”，最小交互阈值选择为“中等置信度 ≥ 
0.7”，其他参数保持默认设置，获得蛋白质-蛋白

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

络，将结果导入 Cytoscape 3.9.0 软件中进行可视

化，并用Cytoscape软件中的CytoHubba插件选择

了度值前10%的蛋白质作为潜在的关键靶点。

1.4.3　靶点的基因本体功能注释与京都基
因与基因组百科全书通路富集分析

基因本体（gene ontology，GO）由生物过程

（biological process， BP）、 细 胞 组 分 （cellular 
component，CC）、分子功能（molecular function，
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MF） 3 个本体组成；GO 可使用专用词汇表对多

种生物体中的同源基因和蛋白质序列进行注释，

进而能够基于其共享的生物学来检索基因和蛋白

质［20］。京都基因与基因组百科全书 （Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）是一

个高度复杂的网络结构，在描述代谢途径、基因

信号网络和基因组信息的实际应用方面是一个非

常全面的站点［21］。本研究采用Cytoscape 软件中

的 ClueGO 插件对交集靶标进行 GO 功能注释和

KEGG通路富集分析，并将P < 0.05作为筛选条件。

1.4.4　生存分析及核心基因表达
肿瘤-免疫系统相互作用数据库（TISIDB，

http://cis.hku.hk/TISIDB/）是肿瘤与免疫系统相互

作用的数据库，包括来自癌症基因组图谱（The 
Cancer Genome Atlas，TCGA）的30种癌症类型的

基因组学、转录组学和接受免疫治疗的患者的

RNA 测 序 数 据 集［22］。 肿 瘤 免 疫 评 估 资 源

（TIMER） 2.0 数据库（http://timer.comp-genomics.
org/）具有肿瘤浸润免疫细胞的全面分析和可视

化功能。通过TISIDB数据库可检测关键靶点的表

达水平与 OSCC 患者生存预后的关系，选取 P < 
0.05 的核心靶点并导出结果；通过 TIMER 2.0 数

据库探讨核心基因在癌症组织以及邻近正常组织

之间的不同表达。

1.4.5　分子对接
从 PubChem 数据库下载甘草甜素 2D 结构的

SDF 文件，通过 Chem3D 软件进行优化结构后保

存；通过蛋白质结构数据库（PDB，https://www.
rcsb.org/）下载核心靶点的蛋白结构，随后，在

PyMOL软件中去除蛋白质的原始配体和水分子，

并以PDB格式存储；运用AutoDockTools添加氢原

子、计算蛋白质的电荷数和检测对接位点；并在

AutoDockTools中将目标蛋白和关键化合物的格式

都 转 换 为 pdbqt 格 式 后 进 行 分 子 对 接［23］；

AutoDock Vina 用于计算分子对接的亲和力［24］；
最后将关键化合物和靶蛋白的构象通过Pymol软
件进行可视化。当对接结合能得分< -5.0 kcal/mol
时代表化合物与其相应靶标之间具有良好的结合

作用［25］。
1.5　实验验证
1.5.1　细胞培养与分组

HSC-3 细胞培养于含 10% 胎牛血清及 1% 青

霉素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基中，置于

37 ℃、含 5% CO₂的饱和湿度培养箱内常规培养。

将细胞分为空白对照组和甘草甜素药物干预组。

参考既往体外研究中甘草甜素的常用处理浓度范

围，本研究选取低、中、高 3 个浓量梯度（10、
20、40 μmol/L），以评估其对HSC-3细胞增殖的

剂量依赖性影响［26］。
1.5.2　CCK8法测定细胞活力

将 HSC-3 细胞以每孔 5 × 10³个接种于 96 孔

板，每条件设5个复孔，于37 ℃、5% CO₂饱和湿

度培养箱内培养。待细胞贴壁后，加入甘草甜素

处理，分别于 0、12、24、48、72、96 h 加入

CCK-8试剂，以酶标仪测定450 nm波长处光密度

（OD）值，计算细胞存活率［%，（OD药物−OD空白） /
（OD 对照−OD 空白） ×100%］。空白孔仅含培养基和

CCK-8试剂，不含细胞。每处理条件设3个复孔，

独立重复实验 3 次 （每次均重新铺板并配制药

物），以确保统计学独立性。

1.5.3　Western Blot 检测 Notch 通路中的蛋
白表达

取对数生长期HSC-3细胞，经 0.25%胰蛋白

酶（含EDTA）消化后以含血清完全培养基终止

消化，离心（1 000 × g） 5 min收集细胞并重悬。

将细胞接种于 6孔板，培养 24 h贴壁后，分别以

甘 草 甜 素 （10、 20、 40 μmol/L） 处 理 ， 以

0 μmol/L为对照组。处理结束后，预冷PBS洗涤

细胞 2次，加入细胞裂解液冰上裂解，收集总蛋

白，离心（1 200 × g） 5 min取上清，BCA法测定

蛋白浓度。取等量蛋白行 SDS-PAGE电泳，转移

至 PVDF 膜，封闭后加入一抗 （Notch1、JAG1、
JAG2，稀释比例 1∶1 000；GAPDH，稀释比例

1∶5 000），4 ℃孵育过夜。TBST洗膜3次，加HRP
标记二抗（稀释比例1∶5 000）室温孵育1~2 h，洗

膜后ECL显色成像。条带灰度值以 ImageJ软件定

量，目标蛋白相对表达量以目标蛋白/GAPDH比值

表示，并归一化至对照组。实验独立重复3次，每

次均源于独立培养与处理的细胞样本。

1.6　统计学分析
采用SPSS 29.0软件进行统计分析。符合正态

分布的计量资料以 x̄ ± s表示；两组间比较采用独

立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

时间与处理因素的交互效应采用双因素方差分

析。所有检验均为双侧，以P < 0.05为差异有统

计学意义。
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2　结果

2.1　甘草甜素及OSCC相关靶点筛选
通过 SwissTargetPrediction 数据库进行靶点预

测后，获得相关靶点 34 个；将甘草甜素的标准

SMILES 号输入 TargetNet 数据库后得到相关靶点

14 个，然后用 UniProt 蛋白质数据库进行标准化

处理，删除重复项后得到相关靶点45个。

从Gene Cards数据库中获得了5 076个疾病靶

点，OMIM 数据库中获得了 428 个疾病靶点，排

除重复数据后，共获得 5 431个疾病目标。将筛

选所得的甘草甜素靶点与OSCC靶点取交集并绘

制 Venny 图，共得到甘草甜素-OSCC 交集靶点

37个（图 1），并在Cytoscape 中制作药物-靶点-
疾病图（图2）。

2.2　PPI网络构建与关键靶点分析结果
将筛选获得的 37个交集靶点上传至 STRING

数据库，以获取靶蛋白间的相互作用网络信息。

该PPI网络共包含37个节点和71条边，平均节点

度为 3.84，其中节点代表单个蛋白质编码基因位

点所产生的所有蛋白质，边代表蛋白质之间的关

图1  甘草甜素-OSCC靶点韦恩图

Figure 1. Venn diagram of glycyrrhizin-OSCC targets

图2  甘草甜素-靶点-OSCC示意图

Figure 2. Schematic diagram of glycyrrhizin-target-OSCC
注：HTR. 5-羟色胺受体；PTGER. 前列腺素E2受体；CDC25B. 细胞分裂周期蛋白25B；DNMT1. DNA甲基转移酶1；APOBEC3A. 载脂蛋白B 

mRNA 编辑酶催化多肽样蛋白 3A；PSEN. 早老素；PSENEN. 早老素增强子 γ-分泌酶亚基；BCL2L2. B 细胞淋巴瘤-样蛋白 1；DRD. 多巴胺受

体 D；AR. 雄激素受体；ADRA2. α2-肾上腺素能受体；PTPN. 蛋白酪氨酸磷酸酶 （非受体型）；JUN. 转录因子 AP-1；APH1A. 前咽缺陷蛋白 1

同源物 A / γ-分泌酶亚基 APH-1A；RIPK2. 受体相互作用丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 2；IL2. 白细胞介素-2；HSD11B1. 11β-羟基类固醇脱氢酶 1

型；NCSTN. 呆蛋白/尼卡斯因；TLR9. Toll 样受体 9；MMP. 基质金属蛋白酶；ALOX15. 花生四烯酸 15-脂氧合酶/15-脂氧合酶-1；SRD5A2. 

类固醇5α 还原酶2型；CYP2D6. 细胞色素P450 2D6；HSD11B2. 11β-羟基类固醇脱氢酶2型；GLI1. 神经胶质瘤相关癌基因同源物1/GLI家族锌

指蛋白1。
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联关系（图3）。进一步将网络数据导入Cytoscape
软件，运用CytoHubba插件识别出排名前 10的关

键靶点（图4）。
2.3　GO功能注释与KEGG通路富集分析
结果

GO 富集结果显示，相关靶点主要涉及血管

平滑肌细胞增殖、表皮生长因子受体信号通路调

控、胺类运输调节、Notch受体加工/处理、配体

依赖性 Notch 信号过程及 T 细胞活化参与免疫反

应等生物学过程（图5）。KEGG通路富集分析提

示，显著富集通路主要集中在神经活性配体–受

体相互作用、Notch 信号通路、神经营养因子信

号通路、类固醇激素生物合成以及麻疹、前列腺

癌等相关条目（图 6）。在 ClueGO 网络图中，每

个圆形节点代表 1个显著富集的通路；同色节点

表示功能相近并归属于同一聚类；同一聚类中P
值越小代表富集显著性越强，并以加粗大写字体

标注该聚类中显著性最高（P值最小）的代表性

条目。

2.4　生存分析及核心基因的表达
基于TISIDB数据库对TCGA-HNSC队列（包

含口腔鳞癌亚型）进行 Kaplan-Meier 生存分析，

图5  甘草甜素治疗OSCC的有效靶点GO富集分析

Figure 5. GO enrichment analysis of targets for 
glycyrrhizin control of OSCC

注：节点代表富集通路；颜色表示功能聚类；同一聚类中以加粗大

写标注显著性最高 （P 最小） 的代表条目，富集显著性阈值设定为

P < 0.05。

图3  甘草甜素治疗OSCC的靶点PPI网络

Figure 3. Targeted PPI network of glycyrrhizin for OSCC

图4  甘草甜素治疗OSCC的关键靶点

Figure 4. Key targets of glycyrrhizin for OSCC
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并按基因表达水平将患者分为高表达组与低表达

组。结果显示，PSEN1高表达组的总体生存显著

差于低表达组（Log-rank P = 0.004 620）（表 1、
图 7），提示 PSEN1 高表达与不良预后相关。相

反，TLR9 高表达组的总体生存优于低表达组

（Log-rank P = 0.000 483）（表 1、图 7），提示

TLR9高表达可能与较好预后相关。

TIMER 数据库分析进一步显示，PSEN1 与

TLR9 在HNSC肿瘤组织中的表达水平均显著高于

邻近正常组织（表 2、图 8），提示二者可能参与

HNSC的发生发展，并与患者预后相关。

2.5　分子对接分析
在鉴定出关键基因后，将关键基因表达影响

OSCC患者生存的靶蛋白在AutoDockTools 中进行

分子对接；通过 Autodock Vina 计算出 PSEN1
（PDB ID：6iyc）、TLR9 （PDB ID：3wpf）和甘草

甜 素 之 间 的 结 合 能 分 别 为 -7.9 kcal/mol、
-7.7 kcal/mol，如此说明甘草甜素与OSCC患者生

存相关的中枢基因表达的靶蛋白之间具有良好的

结合作用（图9、图10）。

2.6　甘草甜素对HSC-3细胞增殖及活性
的影响

CCK-8法检测了不同浓度甘草甜素（0、10、
20、40 μmol/L） 处理 24、48、72 及 96 h 后细胞

的存活率。结果显示，与对照组（0 μmol/L）相

比，甘草甜素处理组细胞存活率呈浓度依赖性和

时间依赖性降低（图 11）。在相同时间点下，随

着甘草甜素浓度的升高，细胞存活率逐渐下降；

在同一浓度下，随着处理时间的延长，细胞存活

率亦呈下降趋势。具体而言， 20 μmol/L 和

40 μmol/L处理组在48 h时细胞存活率显著低于对

图6  甘草甜素治疗OSCC有效靶点的KEGG分析

Figure 6. KEGG analysis of targets for glycyrrhizin 
in treating OSCC

注：节点代表富集通路；颜色表示功能聚类；同一聚类中以加粗大

写标注显著性最高 （P 最小） 的代表条目，富集显著性阈值设定为

P < 0.05。

表2  PSEN1、TLR9与癌症组织与邻近正常组织的

表达结果分析

Table 2. PSEN1, TLR9 and expression result analysis 
of cancer tissue and adjacent normal tissue

基因

PSEN1

TLR9

样本
类型

肿瘤

正常

肿瘤

正常

样本
量

520
44

520
44

表达水平
（log2TPM，x̄ ± s）

2.0 ± 0.8
1.2 ± 0.6
1.5 ± 0.7
0.8 ± 0.5

中位表达量
（log2TPM）

1.8
1.0
1.3
0.6

范围
（log2TPM）

0.0~5.8
0.0~3.0
0.0~5.2
0.0~3.0

表1  PSEN1和TLR9表达水平与HNSC患者预后的

生存分析结果汇总

Table 1. Summary of analysis results of PSEN1 and 
TLR9 expression and prognosis in patients with HNSC

基因

PSEN1

TLR9

分组

Low
High
Low
High

中位生存
时间（年）

3.2
1.8
4.5
2.1

95%CI
（2.5，4.0）
（1.2，2.3）
（3.8，5.2）
（1.5，2.7）

Log-rank P
0.004 620

0.000 483

图7  PSEN1（A）和TLR9（B）表达水平与HNSC患者

预后的生存分析曲线

Figure 7. Survival analysis curves of the relationship 
between PSEN1（A）  and TLR9（B）  expression 

levels and prognosis in patients with HNSC
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照组（P < 0.01），10 μmol/L处理组在72 h时开始

出现显著差异（P < 0.05）；至 96 h时，各处理组

细胞存活率均显著低于对照组（P < 0.01）。

2.7　甘草甜素对 Notch 信号通路蛋白的
影响

Western Blot 检测了不同浓度 （0、10、20、
40 μmol/L） 甘草甜素处理 48 h 后 HSC-3 细胞中

Notch1、JAG1 及 JAG2 的蛋白表达水平。结果显

示，与对照组（0 μmol/L）相比，Notch1 蛋白表

达在 20 μmol/L 和 40 μmol/L 组中显著下调 （P < 
0.01），而在 10 μmol/L 组中差异无统计学意义

（P > 0.05）；JAG1与 JAG2蛋白表达在各浓度处理

组中均显著降低（P < 0.01）。上述结果表明，甘

草甜素可剂量依赖性地抑制 HSC-3 细胞中 Notch
信号通路关键蛋白的表达，且对 JAG1和 JAG2的

抑制效应较Notch1更为敏感。具体见图12。

图12  甘草甜素对Notch信号通路蛋白的影响（n = 3）
Figure 12. Effect of glycyrrhizin on Notch signaling 

pathway protein （n=3）
注：与0 μmol/L组相比，aP < 0.01。

图8  PSEN1（A）、TLR9（B）在癌症组织与邻近正常

组织的表达差异比较

Figure 8. PSEN1（A） , TLR9 （B） and expression 
differences comparison of cancer tissue and adjacent 

normal tissue
注：aP < 0.01。

图9  甘草甜素与PSEN1的残基LYS-80、ARG-220
对接模式图

Figure 9. Docking pattern of glycyrrhizin with residues 
LYS-80 and ARG-220 of PSEN1

图11  甘草甜素对细胞存活率的影响（n = 3）
Figure 11. Effect of glycyrrhizin on the cell 

survival rates （n=3）
注：与0 μmol/L组相比，aP < 0.05，bP < 0.01。

图10  甘草甜素与TLR9的残基ARG-385、TYR-382
对接模式图

Figure 10. Docking pattern of glycyrrhizin with residues 
ARG-385 and TYR-382 of TLR9
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3　讨论

OSCC 可累及舌、唇及口底等部位，具有高

度侵袭性，且临床上常在中晚期方被确诊，从而

导致其 5年生存率较低，并显著影响患者外观与

生活质量［27］。近年来研究提示全球口腔癌发病

率及死亡率呈上升趋势，疾病负担持续加重［28］。
因此，亟需进一步阐明OSCC的潜在致病机制并

探索更为有效的治疗干预策略。甘草甜素作为甘

草的主要活性成分之一，在多种肿瘤研究中表现

出一定的抗肿瘤与化学预防潜力［9］。既往研究亦

报道甘草甜素可在特定应激条件下（如紫外线诱

导的氧化损伤）对OSCC细胞产生保护作用，并

可与抗坏血酸钠协同增强抗氧化效应［29］。然而，

甘草甜素在OSCC中可能发挥的抗肿瘤机制仍缺

乏系统阐释。本研究结合网络药理学、分子对接

与体外细胞实验，对其潜在作用靶点与关键通路

进行了整合分析，旨在为甘草甜素相关基础研究

与潜在转化应用提供线索，并为OSCC的防治策

略提供参考。

3.1　网络药理学预测OSCC潜在干预靶点
的合理性

本研究通过网络药理学预测了甘草甜素干预

OSCC的潜在靶点。经“药物-靶点-疾病”网络

拓扑分析，共获得甘草甜素相关靶点 45 个、

OSCC相关靶点5 431个，交集候选靶点37个。经

PPI网络拓扑分析，筛选出STAT3、JUN、MMP9、
AR、BCL2L1、IL2、PSEN1、MMP2、CYP2D6 与

TLR9 等潜在枢纽靶点。进一步基于 TISIDB 数据

库进行生存分析，聚焦于患者生存结局相关的核

心靶标 PSEN1 与 TLR9，为后续机制研究提供了

依据。

PSEN1是γ-分泌酶复合物的核心组分，定位

于内质网与质膜，参与 Notch 受体的跨膜剪切。

Notch 信号的经典激活依赖受体经配体结合后发

生序列性蛋白水解：首先经ADAM家族蛋白酶在

膜外区剪切，随后由γ-分泌酶在跨膜区完成膜内

剪切，释放Notch胞内结构域（Notch intracellular 
domain，NICD），后者入核后介导下游转录程序

（如发状分裂增强子/HES相关YRPW基序等），调

控肿瘤细胞增殖、迁移与凋亡等表型。大量研究

表明，PSEN1在胃癌、结直肠癌、膀胱癌及肝细

胞癌等多种肿瘤中表达失调［30-31］；其在食管癌、

膀胱癌及头颈部鳞状细胞癌中的异常表达可加速

肿瘤对放化疗的耐药［32-33］。因此，PSEN1作为癌

症生物标志物和治疗靶点具有潜在的临床价值。

TLR9属于Toll样受体家族，与多数定位于细

胞膜的 TLR 不同，TLR9 主要定位于内涵体/溶酶

体，可识别病原体DNA并启动免疫炎症信号［34］。
在口腔癌研究中，TLR9表达与肿瘤分化程度及侵

袭深度相关：高/中分化鳞状细胞癌中可见较高表

达，低分化病例中表达相对较低［35-36］。本研究通

过生存分析发现TLR9高表达与HNSC患者不良预

后显著相关，结合分子对接显示甘草甜素与TLR9
具有较好结合亲和力，提示TLR9可能作为OSCC
预后的候选分子标志物，其在甘草甜素抗肿瘤作

用中的具体角色有待进一步验证。

3.2　Notch信号轴是甘草甜素干预OSCC
的关键通路之一

富集分析显示，候选靶点主要富集于血管平

滑肌细胞增殖、EGFR信号调控、Notch受体加工

及配体依赖性Notch信号过程、T细胞活化等生物

学过程，KEGG通路富集涉及Notch信号通路、神

经活性配体-受体相互作用及神经营养因子信号

通路等。综合网络拓扑学与功能富集结果，Notch
信号通路被聚焦为甘草甜素干预OSCC的核心通

路之一。

Notch 通 路 在 哺 乳 动 物 中 包 含 4 个 受 体

（Notch1~4）及 Jagged与 δ样两大家族配体。既往

研究表明，Notch信号参与调控肿瘤干细胞维持、

增殖、血管生成与转移，被认为是HNSCC的潜在

治疗靶点；Notch1可调控肿瘤细胞凋亡及耐药表

型，且与口腔白斑恶变风险相关；JAG1/JAG2在

HNSCC中表达升高，与不良预后及淋巴结转移相

关［37］。这些证据为本研究选取Notch1、JAG1与

JAG2作为验证节点提供了合理依据。

3.3　甘草甜素体外抑制OSCC细胞增殖并
下调Notch信号蛋白表达

为验证网络药理学预测结果，本研究进一步

开展体外细胞实验。CCK-8结果显示，甘草甜素

可显著抑制HSC-3细胞活力，且呈剂量与时间依

赖性；Western Blot 结果显示 Notch1、 JAG1 与

JAG2蛋白表达明显下调。上述结果表明，甘草甜

素对OSCC细胞的抑制作用与Notch轴相关蛋白变

化具有一致性，支持其可能通过抑制Notch 信号

通路发挥抗肿瘤效应。
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综合 PPI 网络、富集分析及体外实验结果，

Notch信号通路可能是甘草甜素发挥抗OSCC作用

的重要调控轴。值得注意的是，结合生存分析与

网络拓扑学筛选，本研究将 PSEN1 与 TLR9 预测

为潜在的核心靶点。PSEN1是介导Notch1受体跨

膜水解、释放具转录活性 NICD 的关键上游酶。

因此，预测网络中PSEN1的枢纽地位从分子源头

层面解释了本实验中Notch 信号轴整体受抑的表

型。TLR9则可能在肿瘤微环境相关的免疫交叉调

控中发挥协同作用。

本研究为甘草甜素干预OSCC 的作用机制提

供了初步实验依据与理论参考，但仍存在局限

性：一方面，目前的体外验证仅局限于单一细胞

系（HSC-3），未能全面反映OSCC的异质性；另

一方面，计算模拟与网络预测的静态结果尚需动

态机制实验的支撑。未来研究拟引入多株 OSCC
细胞系（如CAL27、SCC-9等）与动物在体模型，

并结合靶点基因（如PSEN1的过表达/敲减技术）

及直接结合实验，进一步明确甘草甜素调控该机

制链条的具体靶向机制。
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