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摘 要:目的 基于网络药理学方法和分子对接技术探讨蛹虫草代谢产物虫草素(Cordycepin)治疗舌鳞状细胞癌

(TSCC)的作用机制。方法 利用PubChem、PharmMapper、CTD和 GeneCards数据库得到虫草素和人类TSCC相关靶

点、通过在线Venn网站得到虫草素-TSCC交集靶点。使用STRING数据库构建蛋白互作网络(PPI),运用Cytoscape
3.10.1软件进行虫草素治疗TSCC的核心靶点筛选。在此基础上使用DAVID数据库进行基因本体论(GO)功能富集与

京都基因和基因组百科全书(KEGG)通路富集分析,利用Cytoscape软件构建虫草素治疗TSCC的“成分-靶点-通路”

网络图。运用AutoDock软件对虫草素和核心作用靶点进行分子对接验证。最后采用 WesternBlot和RT-PCR技术检

测虫草素处理Tca-8113细胞的核心靶点表达情况。结果 分析获取虫草素作用靶点535个,TSCC疾病相关靶点1183
个,虫草素治疗TSCC的靶点210个。筛选出虫草素治疗TSCC的核心关键靶点为TP53、STAT3、AKT1。GO生物学

过程富集分析显示,虫草素治疗TSCC主要涉及对激素的反应、细胞迁移、运动的正向调节、miRNA代谢过程的调控、

miRNA转录调控、成纤维细胞增殖的调节、凋亡过程负向调控等多个生物过程。KEGG通路富集分析表明,涉及的通路

主要为癌症通路、人巨细胞病毒感染、脂质和动脉粥样硬化通路、化学致癌作用-受体活化通路、PI3K-Akt信号通路、

MAPK信号通路、糖尿病并发症中的AGE-RAGE信号通路以及c型凝集素受体信号通路等。分子对接结果显示,核心

靶点蛋白与虫草素具有较好的结合能力。WesternBlot和RT-PCR结果表明虫草素可抑制舌癌细胞中TP53、STAT3
和AKT1的表达(P<0.01),且随虫草素浓度的增加,其抑制作用逐步增加。结论 虫草素可能通过TP53、STAT3和

AKT1等靶点调节 AGE-RAGE、PI3K/Akt等信号通路发挥抗TSCC的作用,为其临床应用及其治疗TSCC的机制深入

研究提供了理论依据。
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  Abstract: Objective Toinvestigatethemechanismofcordycepin(ametaboliteofCordycepsmilitaris)in
thetreatmentoftonguesquamouscellcarcinoma(TSCC)basedonnetworkpharmacologicalmethodsandmo-
leculardockingtechnique. Methods PubChem,PharmMapper,CTDandGeneCardsdatabaseswereusedto
obtaincordycepinandhumanTSCC-relatedtargets,andtheintersectingtargetsofcordycepin-TSCCwereiden-
tifiedusingtheonlineVenntool.TheSTRINGdatabasewasusedtoconstructtheprotein-proteininteraction
network(PPI),andCytoscape3.10.1softwarewasusedtoscreenthecoretargetsofcordycepininthetreat-
mentofTSCC.Basedonthis,theDAVIDdatabasewasusedforGeneOntology(GO)functionalenrichment
analysisandKyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)pathwayenrichmentanalysis.Cytoscapesoft-
warewasusedtoconstructa“compound-target-pathway”networkdiagramofcordycepinintreatingTSCC.
AutoDocksoftwarewasappliedtoverifythemoleculardockingbetweencordycepinandcoretargets.Finally,

WesternBlotandRT-PCRwereusedtodetecttheexpressionofcoretargetsinTca-8113cellstreatedwith
cordycepin. Results Atotalof535targetsforcordycepinaction,1183targetsrelatedtoTSCCdisease,and
210targetsforcordycepintreatmentofTSCCwereidentified.ThecoretargetsofcordycepinforTSCCwere
TP53,STAT3andAKT1.GObiologicalprocessenrichmentanalysisshowedthatcordycepintreatmentof
TSCCmainlyinvolvedseveralbiologicalprocessessuchasresponsetohormones,positiveregulationofcellmi-
grationandmotility,regulationofmiRNAmetabolicprocess,regulationofmiRNAtranscription,regulationof
fibroblastproliferation,andnegativeregulationofapoptoticprocess.KEGGpathwayenrichmentanalysisindi-
catedthattheinvolvedpathwaysmainlyincludedpathwaysincancer,humancytomegalovirusinfection,lipid
andatherosclerosispathway,chemicalcarcinogenesis-receptoractivationpathway,PI3K-Aktsignalingpath-
way,MAPKsignalingpathway,AGE-RAGEsignalingpathwayindiabeticcomplications,andC-typelectinre-
ceptorsignalingpathway.Themoleculardockingresultsshowedthatthecoretargetproteinshadagoodbind-
ingabilitywithcordycepin.WesternBlotandRT-PCRresultsshowedthatcordycepininhibitedtheexpression
ofTP53,STAT3andAKT1intonguecancercells(P<0.01),anditsinhibitoryeffectgraduallyincreased
withtheincreaseofcordycepinconcentration. Conclusion Cordycepinmayexertanti-TSCCeffectsbyregu-
latingsignalingpathwayssuchasAGE-RAGEandPI3K/AktthroughtargetsincludingTP53,STAT3,and
AKT1,whichprovidesatheoreticalbasisforitsclinicalapplicationandin-depthresearchonthemechanismof
treatingTSCC.
  Keywords: cordycepin;tonguesquamouscellcarcinoma;networkpharmacology;moleculardocking

  舌鳞状细胞癌(tonguesquamouscellcarcinoma,

TSCC)是头颈部鳞状细胞癌的主要亚型之一[1-2],由于

舌部运动频繁,血运丰富,易发生早期淋巴结转移,预
后较差[1]。近年来发病率上升且患者逐渐年轻化[3],
因肿瘤部位敏感,放化疗副作用大,急需开发一种新型

安全有效的治疗策略来提高患者的生活质量[4]。虫草

素(Cordycepin)为天然中药材蛹虫草的核苷酸衍生

物[5],具有很高的药用价值,有免疫调节、抗炎、抗肿

瘤、抗转移活性等多种药理活性[6]。近年来,多数研究

表明,虫草素对乳腺癌、口腔癌等疾病具有良好的抗肿

瘤作用[7-8],也可通过内质网应激途径抑制舌鳞癌细胞

的生长[4]。而虫草素治疗TSCC的潜在靶点和作用机

制尚不清楚。网络药理学是一种新型的药物疾病研究

方法,为揭示和可视化中药对抗多因素疾病的潜在相

互作用网络提供了一种新的范式[9]。本研究以网络药

理学为基础,对虫草素治疗TSCC核心作用靶点及潜

在作用机制进行了探讨,为今后TSCC的治疗与预后

的进一步研究奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 人舌癌细胞株Tca-8113(上海美轩生

物科技有限公司)。虫草素(大连美伦生物技术有限公

司),胎牛血清、RPMI1640培养基(赛默飞世尔科技

公司),BCA蛋白定量试剂盒(赛默飞世尔科技公司、

PICPI23223),RIPA组织细胞快速裂解液(北京索莱

宝科技有限公司、R0020),Tris-HCl,pH=8.8电泳缓

冲液(北京索莱宝科技有限公司、T1010),Tris-HCl,

pH=6.8电泳缓冲液(北京索莱宝科技有限公司、

T1020),10% SDS(北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司、

S1010),10% 过硫酸铵(北京索莱宝科技有限公司、

A1030),TEMED(北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司、

T8090),4*蛋白上样缓冲液(北京索莱宝科技有限公

司、P1015),脱脂奶粉(北京索莱宝科技有限公司、

D8340),PBS磷酸盐缓冲液(北京索莱宝科技有限公
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司、P1010),吐 温-20(北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司、

T8220),蛋白预染 Marker(富酶泰斯生物技术有限公

司、SM1811),NC 膜 (密 理 博 中 国 有 限 公 司、

HATF00010),发 光 液 (密 理 博 中 国 有 限 公 司、

WBKLS0100),SYBRGreenPCR试剂盒(赛默飞世尔

科技公司、#K0223),逆转录试剂盒(富酶泰斯生物技

术有限公司、#K1622),无水乙醇(中国医药集团有限

公司、100092680),氯仿(中国 医 药 集 团 有 限 公 司、

10023419),异 丙 醇 (中 国 医 药 集 团 有 限 公 司、

80109218),Trizol(赛默飞世尔科技公司、1596-026)。

1.1.2 仪器 CO2 培养箱(赛默飞世尔科技公司),
电泳仪(伯乐生命医学产品有限公司),电转仪(大连竞

迈科技有限公司),酶标仪(芬兰雷勃酶标仪),移液枪

(吉尔森P型移液器公司),水浴锅(Leica),成像系统

(上海天能科技有限公司),Real-time检测仪(美国应

用生物系统公司),低温冷冻离心机(上海卢湘仪离心

机仪器有限公司),旋涡振荡器(青浦泸西仪器厂),电
动匀浆机(弗鲁克公司)。

1.2 收集虫草素的作用靶点 利用PubChem数据

库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)检索蛹虫

草的活性成分虫草素,将其2D结构下载并保存为

SDF格式文件。随后将获得的SDF 格式文件导入

Pharmmapper数据库(https://www.lilab-ecust.cn/

pharmmapper/)预测虫草素的作用靶点。通过Uiprot
数据库(https://www.uniprot.org/)对预测的虫草素

作用靶点进行名称矫正。以“Cordycepin”为关键词通

过CTD数据库(https://ctdbase.org/)筛选虫草素的

作用靶点。对两个数据库获得靶点进行合并去重,得
到虫草素所有作用靶点。

1.3 TSCC靶点的获取 以疾病“TongueSquamous
CellCarcinoma”为关键词在 Genecards数据库(ht-
tps://www.genecards.org/)查询人类 TSCC 靶点,
使用Excel表格进行去重和疾病靶点相关性中位数筛

选。借助JVenn网站(http://www.bioinformatics.
com.cn/)对虫草素作用靶点与TSCC靶点取交集,获
得虫草素治疗TSCC的靶点。

1.4 蛋白相互作用(PPI)网络构建 将虫草素与

TSCC共同靶点上传至String12.0数据库(https://

cn.string-db.org/),物种选择为“Homosapiens”,置
信度设定>0.9,将游离蛋白以及无相互联系的蛋白网

络去除,获得靶点PPI网络。将PPI网络导出为tsv
格式文件,导入CytoScape3.10.1软件(https://cy-
toscape.org/)进行可视化分析。利用CytoNCA插件

计算度中心性(DegreeCentrality,DC)筛选核心靶点。

1.5 基因本体论(GO)功能富集与基因组百科全书

(KEGG)通路富集 为明晰各交集靶点基因的生物学

功能以及在各信号通路中的作用,对靶点蛋白进行

GO富集分析以及 KEGG通路分析。将筛选出的核

心靶 点 输 入 Metascape数 据 库(http://metascape.
org/gp)开展GO富集与 KEGG通路分析,物种设为

“H.sapiens”,分 析 参 数 设 置 如 下:最 小 重 叠 度 为

“3P”,临界值(Pcutoff)为“0.01”,最小富 集 度 为

“1.5”。完成 分 析 后,提 取 数 据,借 助 微 生 信 平 台

(www.bioinformatics.com.cn)对所选条目进行可视

化分析。

1.6 构建“成分-核心靶点-通路”图 为直观的显

示虫草素治疗TSCC的核心靶点参与 KEGG信号通

路情况,利用CytoScsape软件构建成分-靶点-通路

图并分析。以节点表示化学成分、核心靶点和通路,以
边来表示节点之间相互作用的关系。

1.7 分子对接分析 借助PubChem数据库获取成

分的三维结构文件(sdf格式),随后在蛋白质结构数

据库(proteindatabank,PDB)中筛选关键蛋白TP53、

STAT3、AKT1、IL-6、RELA、CTNNB1、MAPK3、

MAPK1的三维结构。利用 AutoDock软件(参数设

置为:energy_range=4;exhaustiveness=8;num_

modes=1)将成分与关键蛋白进行对接,最后用Py-
mol软件可视化分析对接结果。

1.8 细胞培养 舌癌细胞株Tca-8113在含10%胎

牛血清的RPMI1640培养液中培养,每1~2d进行

细胞传代,后续实验均取对数生长期细胞进行实验。

1.9 RT-PCR实验 取Tca-8113细胞按每培养皿含

1×105 个细胞接种于6cm培养皿中,细胞贴壁后,更
换含虫草素培养基,浓度分别为0.25g/mL、1g/mL、

4mg/mL[10-11],同时设置不含药的阴性对照,继续培

养48h后提取各组细胞总RNA,按照逆转录试剂盒

说明书将提取的 RNA 反转录成cDNA,用 SYBR
GreenⅠ染料法在Real-time检测仪(ABI)中反应,设
置β-actin 基因为内参对照,引物序列:TP53上游引

物5′-GTGAGG-GATGTTTGGGAGATG-3′,下游引

物5′-CCTGGTTAGTACGGTGAAGTG-3′;STAT3
上游引物5′-GGAGGAGGCATTCGGAAAG-3′,下游

引物5′-GACATCGGCAGGTCAATGG-3′;AKT1上

游引物5′-CTACAACCAGGACCATGAGAAG-3′,下
游引 物5′-ACACGATACCGGCAAAGA-AG-3′。以

2-△△Ct法分析细胞中 TP53、STAT3、AKT1的 mR-
NA表达水平。

1.10 WesternBlot检测 取Tca-8113细胞按每培

养皿含5×105 个细胞接种于10cm培养皿中,细胞贴

壁后,更换含虫草素培养基进行干预,浓度分别为

0.25mg/mL、1mg/mL、4mg/mL[10-11],同时设置药

物浓度为0的阴性对照,继续培养48h后提取提取各
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组细胞的总蛋白,采用BCA蛋白定量试剂盒(Ther-
mo)测定蛋白浓度。SDS-PAGE电泳,转膜成功后,室
温封闭1h,然后按照不同抗体说明书的稀释比例加

入一抗(TP53、STAT3、AKT1),4 ℃孵育过夜;用

TBST洗膜3次后,根据用量,加入按照1∶1000稀释

HRP标记的二抗,与膜37℃孵育1h后,洗膜、曝光

显影。采用IPP6.0软件分析目标蛋白表达水平。

1.11 统计学方法 采用SPSS25.0软件处理实验数

据,计量资料数据皆采用(췍x±s)表示。多个实验组之

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 虫草素作用靶点获取结果 通过将虫草素2D
化学结构导入Pharmmapper数据库获取232个相关

靶点,CTD数据库获得327个相关靶点,共计559个

相关靶点,去重后得到535个虫草素作用疾病靶点。

2.2 疾病靶点获取 以疾病“TongueSquamousCell
Carcinoma”为关键词在Genecards数据库检索,去重,
相关性中位数筛选后得到1183个TSCC靶点。

2.3 虫草素治疗TSCCPPI网络的构建与分析 535
个虫草素作用靶点与1183个 TSCC相关靶点使用

JVenn网站求交集,获得虫草素治疗 TSCC的靶点

210个(见图1)。将虫草素治疗TSCC的210靶蛋白

导入String12.0数据库,物种限定为人,进行蛋白质

互作网络分析,该PPI网络共有210个节点,1015条

边,平均度值为9.67。将其进一步导入 Cytoscape
3.10.1进行可视化分析(见图2),节点颜色越深则度

值越高,即表示与更多的节点发生相互作用。为进一

步筛选核心靶点,利用Cytoscape软件计算DC值并

按照大小降序排列,得到排名前20的作用靶点(见图

3)。节点颜色越深,排位越靠前,证明该节点与虫草素

治疗TSCC相关可能性更大,更有可能成为核心靶

点。排名 前3的 核 心 靶 点 分 别 为 TP53、STAT3、

AKT1。可以认为这些靶点在虫草素治疗TSCC中起

到主要的作用。

图1 虫草素治疗TSCC的靶点Venn图

图2 核心PPI网络

图3 靶点筛选的PPI网络图

2.4 GO功能分析结果 GO富集主要涉及生物过程

(Biologicalprocess,BP)、细胞组成(Cellularcompo-
nent,CC)、分子功能(Molecularfunction,MF)3个部

分内容,分别对前10个条目进行可视化分析(见图

4)。虫草素治疗TSCC的GO功能结果提示,BP主要

集中在:对激素的反应、细胞迁移、运动的正向调节、

miRNA代谢过程的调控、miRNA转录调控、成纤维

细胞增殖的调节;CC主要集中在:膜筏、膜微区、质膜

筏、黏着斑、细胞基质结;MF主要集中在:磷酸酶绑

定、激酶绑定、蛋白激酶结合、蛋白磷酸酶结合、泛素蛋

白连接酶结合、泛素样蛋白连接酶结合、蛋白结构域特

异性结合、无序结构域特异性结合、蛋白酪氨酸激酶结

合、组蛋白去乙酰化酶结合。
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图4 GO功能富集分析

2.5 KEGG通路富集分析结果 KEGG通路富集筛

选结果共有155个富集项,其中前20是最具有显著性

的通路(见图5),KEGG通路富集主要涉及癌症通路、
人巨细胞病毒感染、血脂与动脉粥样硬化、乙型肝炎、
化学致癌作用-受体活化、沙门氏菌感染、卡波西肉瘤

相关疱疹病毒感染、PI3K-Akt信号通路、MAPK信号

通路、糖尿病并发症中的AGE-RAGE信号通路、c型

凝集素受体信号通路等。为更直观地显示虫草素治疗

TSCC参与 KEGG通路所涉及的靶点,进一步使用

Cytoscape软件绘制“成分-靶点-通路图”网络图

(见图6)。“成分-靶点-通路图”网络图主要由41
个节点、275条边构成。其中,度值表示与某节点存在

直接关系的节点数量,可衡量该节点的枢纽性及重要

程度,通常度值越大,意味着该节点在网络里的调控作

用越关键。经“成分-靶点-通路图”分析发现,以下

靶点连接度较高:RELA、MAPK3、MAPK1、NFKB1、
AKT1。连接度最高的疾病通路为癌症通路和人巨细

胞病毒感染,其次连接度较高的信号通路为PI3K-Akt
信号通路、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE信号通路

和 MAPK信号通路等相关通路。
2.6 分子对接分析 从PDB数据库中筛选受体分子

TP53、STAT3、AKT1、IL-6、RELA、CTNNB1、
MAPK3、MAPK1的蛋白三维结构。将其分别与通过

PubChem数 据 库 搜 索 的 配 体 虫 草 素 化 学 成 分 在

AutoDockVina软件中进行分子对接,利用Pymol软

件对结果可视化分析(见图7)。结合能<0kcal/mol,
则表明受体和配体可以进行自发结合,结合能越小则

越稳定。结合能<-6.0kcal/mol表示结合活性较

强。结果显示:TP53与虫草素分子结合能为-6.6
kcal/mol;STAT3与虫草素分子结合能为-6.4kcal/
mol;AKT1与虫草素分子结合能为-7.4kcal/mol
(见表1)。

图5 KEGG通路富集分析

图6 成分-靶点-网络图

图7 分子对接图
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2.7 各组TP53、STAT3及 AKT1相对表达量 4
组不 同 浓 度 虫 草 素 干 预 Tca-8113 细 胞 中 TP53、

STAT3和AKT1mRNA 表达水平差异均有统计学

意义(P <0.05)。与虫草素浓度为0的阴性对照组

相比,不同浓度虫草素(0.25mg/mL、1mg/mL、4
mg/mL)干预的 Tca-8113细胞中 TP53、STAT3和

AKT1表达水平均显著降低(P<0.01),且随虫草素

浓度的增加,其降低趋势更明显,见图8。

表1 虫草素与关键靶点分子对接结合能

单位:kcal/mol   

靶点蛋白 PDBID 虫草素

TP53 8SWJ -6.6
STAT3 6NJS -6.4
AKT1 6HHG -7.4
IL-6 4CNI -7.5
RELA 6P0M -7.0
CTNNB1 3OUX -7.6
MAPK3 2ZOQ -7.2
MAPK1 5WP1 -6.7

注:**P<0.01。

图8 RT-PCR法验证不同浓度虫草素干预Tca-8113细胞中TP53、STAT3和AKT1mRNA基因的表达水平

2.8 WesternBlot检测 WesternBlot结果显示,相
比较虫草素浓度为0的对照组,在不同浓度虫草素

(0.25mg/mL、1mg/mL、4mg/mL)干预下的 Tca-

8113细胞中蛋白TP53、p-STAT3和p-AKT1的表达

量显著降低(P<0.01),见图9。

注:**P<0.01。

图9 WesternBlot检测虫草素对Tca-8113细胞TP53、STAT3
和p-STAT3、AKT1和p-AKT1蛋白表达量的影响
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3 讨论

TSCC是口腔癌中最常见的恶性肿瘤之一,常有

肿瘤浸润及早期广泛性淋巴结转移倾向等特点。其预

后差,复发率高,侵袭性强,5年生存率低[12]。TSCC
的治疗常采用手术结合放化疗等进行治疗,但化疗和

放疗往往会对TSCC患者产生严重的副作用。而虫草

素又称3’-脱氧腺苷,是蛹虫草中发现的一种细胞毒性

核苷类似物,因其治疗潜力和生物学价值而受到广泛

关注。虫草素作为天然菌物来源药物,具有低毒、低残

留等优点,且近年来多数研究证实,虫草素对多种类型

癌症具有广泛抗肿瘤作用[13-14]。ZHENGQ等[4]研究

表明在裸鼠移植瘤的模型中,虫草素可抑制TSCC的

生长。然而,虫草素治疗TSCC的潜在靶点和作用机

制尚不清楚。
网络药理学研究结果显示,根据DC值筛选出与

虫草素治疗TSCC相关可能性较大的3个核心靶点:

TP53、STAT3、AKT1。同时通过计算机模拟分子对

接证明了核心靶点与虫草素之间具有较好的结合性。

STAT3是一种信号转导与转录激活因子,常被认为是

一种致癌基因。STAT3的持续激活可导致细胞异常

增殖 和 恶 性 转 化[15]。在 肿 瘤 的 发 生 发 展 过 程 中,

STAT3通过上调抑制抗凋亡基因Bcl-2的表达,从而

抑制细胞凋亡,导致肿瘤的形成。同时STAT3作为

一种抑制凋亡的细胞因子,通过阻断STAT3信号转

导途径,影响了肿瘤细胞存活的信号转导网络,引起肿

瘤细胞的死亡[16]。通过前期研究成果发现虫草素可

抑制抗凋亡基因Bcl-2的表达[11],因此,通过本实验研

究发现虫草素处理舌癌细胞Tca-8113后,随着浓度的

增加STAT3表达量降低,猜测虫草素可以通过下调

STAT3表达量来抑制抗凋亡基因Bcl-2的表达,从而

达到抑制舌癌细胞增殖的作用。

AKT1的主要功能为促进细胞代谢、增殖、血管生

成和迁移、侵袭。在许多人类恶性肿瘤中,p-AKT通

过调节一系列下游分子的活性来促进癌细胞的增殖和

转移,如哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)等[17]。有

研究者报道[18-19]AKT1表达与许多癌症的不良预后相

关。更有研究表明与正常舌组织相比,在 TSCC中

AKT1的表达水平升高,并且AKT1的高表达水平与

淋巴结转移显著相关,AKT1高表达患者的5年总生

存率较差。而 AKT1的下调可显著抑制 TSCC细胞

的增殖、迁移和侵袭[20]。而本研究结果也证实这一

点,虫草素处理舌癌细胞Tca-8113后,随着浓度的增

加磷酸化的AKT1表达量降低,这强调了AKT1上调

在TSCC中的重要作用,并表明 AKT1可能是TSCC
的重要预后因素。

TP53是一种抑癌基因,主要参与细胞周期调控,

细胞凋亡和 DNA修复等过程[21]。它所编码出来的

p53肿瘤抑制蛋白是一种转录因子,在应对各种应激

时抑制细胞分裂或生存。原癌基因的突变以及DNA
损伤可以直接激活p53来诱导细胞周期停滞,加速

DNA修复以及细胞凋亡,防止细胞恶变,达到抗癌的

作用[22-23]。然而,本研究中 WesternBlot和RT-PCR
结果表明,与没有药物干预的对照组相比,虫草素干预

后的Tca-8113细胞中抑癌基因TP53和p53肿瘤抑

制蛋白表达水平显著下降。通过查阅大量文献发现,
当TP53基因突变后,其编码的p53蛋白半衰期变长,
稳定性增强,可在细胞核内不断累积,突变型p53蛋白

失去了野生型p53的抑癌能力,并获得类似癌基因表

达产物的功能,使肿瘤细胞侵袭能力增强,促进了肿瘤

的发生发展[22-24]。LAPKEN等[25]发现TP53突变在

口腔鳞状细胞癌发生、发展中起到了重要作用,并支持

基于TP53相关基因特征指导口腔鳞状细胞癌患者临

床治疗的想法。因此推测TSCC的发生发展与TP53
的突变有关,虫草素可能通过促进突变体p53降解从

而达到治疗TSCC重要作用。这一猜测仍需进一步验

证。
通过对核心靶点进行GO富集分析,可以推测虫

草素可能通过参与相关基因表达代谢的调控以及细胞

迁移、运动的正向调节等生物过程来抑制TSCC细胞

的增殖,这为进一步理解其潜在作用机制提供了一定

线索。KEGG富集分析结果显示,虫草素治疗TSCC
的靶点主要富集在PI3K-Akt信号通路、MAPK信号

通路、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE信号通路。近

年来,多数研究表明[26-28]PI3K/Akt信号通路的异常

激活在多种恶性肿瘤的发生发展中都具有重要作用。

PI3K/AKT通路的激活会诱导 TSCC细胞上皮-间

质转化(EMT),促进肿瘤生长和转移[29]。也有研究显

示,mTOR 作 为 p-Akt 下 游 效 应 物,PI3K-AKT-
mTOR信号通路通过控制蛋白质合成,细胞生长,细
胞凋亡、增殖和血管生成等多种生物过程,在肿瘤的发

生发展中起重要作用[30-31]。MAPK信号通路是细胞

增殖、分化和应激反应等多种细胞过程的主要调节模

块[32]。研究发现,虫草素可通过 MAPK/ERK通路抑

制鼻咽癌的增殖和进展,白丹素通过p38MAPK介导

的途径诱导TSCC细胞G2/M 阻滞、凋亡和自噬[33],
这表明 MAPK信号通路与TSCC等多种恶性肿瘤的

进展存在联系,但其具体的分子机制仍有待进一步探

索。AGE-RAGE信号通路主要与糖尿病及炎症相关。
据报道[34],AGE-RAGE信号通路与癌症的进展也有

一定作用。AGE的高代谢率和有氧糖酵解,促使癌细

胞快速增殖,随着AGE的积累,其和炎症细胞加速了

细胞中活性氧的产生从而进一步促进癌细胞增殖与诱
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变。RAGE可介导肿瘤细胞与其微环境成分发生串

扰,诱发细胞缺氧、线粒体功能障碍、内质网应激以及

自噬等反应,从而限制细胞凋亡,促进血管生成、细胞

迁移最终导致癌症进展[35-36]。与此同时,AGEs与

RAGE结合可激活多种与细胞存活、炎症和癌症进展

相关的信号通路,包括 MAPK、PI3K-Akt、JAK-STAT
和 NF-κB[37]。这 表 明 AGE-RAGE 信 号 通 路 可 与

PI3K/Akt信号通路、MAPK信号通路相互作用来促

进TSCC细胞增殖。
综上所述,本研究通过网络药理学探究了虫草素

治疗 TSCC的靶点及通路,发现虫草素可以作用于

TP53、STAT3、AKT1等重要靶点,并经多种途径来治

疗TSCC。通过计算机模拟分子对接证明了核心靶点

与虫草素分子之间具有较好的结合性。通过 Western
Blot和 RT-PCR 结果表明虫草素可以抑制 TP53、

STAT3和AKT1表达,从而达到抑制舌癌细胞生长

的作用,为虫草素治疗TSCC提供了新的理论基础。
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