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基于网络药理学与体外实验探讨高良姜素对口腔鳞状细胞癌的作用机制 

魏恺辰 1，李  爽 1，李欣雨 1，赵彦鑫 1，任  蓁 2*  

1. 黑龙江中医药大学 第一临床医学院，黑龙江 哈尔滨  150040 

2. 黑龙江中医药大学附属第一医院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  基于网络药理学与体外实验探讨高良姜素对口腔鳞状细胞癌的作用机制。方法  通过 SwissTargetPrediction

数据库筛选高良姜素潜在作用靶点，结合 GeneCards 与 OMIM 数据库获取口腔鳞状细胞癌相关靶点；通过构建药物–疾病

靶点蛋白相互作用（PPI）网络以识别核心靶点；使用 R 软件包 clusterProfiler 进行富集分析；通过生存和诊断价值分析确定

核心靶点；利用基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析对关键靶点、通路进行可视化。通过体外

实验验证高良姜素对 CAL-27 细胞的细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭，Western blotting 法检测的相关蛋白表达水平。结果  网

络药理学分析共得到 59 个高良姜素抗口腔鳞状细胞癌相互作用靶点；经 PPI 网络拓扑分析筛选得到前列腺素内过氧化物合

酶 2（PTGS2）、糖原合成酶激酶 3β（GSK3B）、雌激素受体 α（ESR1）、多聚 ADP 核糖聚合酶 1（PARP1）、表皮生长因子

受体（EGFR）、髓细胞白血病 1（MCL1）、Src 酪氨酸蛋白激酶（SRC）、基质金属蛋白酶 9（MMP9）8 个关键靶点。GO 和

KEGG 富集分析显示，磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路被确定为高良姜素抗口腔鳞状细胞癌作用的主

要靶向通路。使用 R 软件根据预后和诊断价值进一步得到核心基因 GSK3B、ESR1、PARP1；KEGG 检索发现，核心靶点

GSK3B 位于 PI3K/Akt 信号通路下游。CCK-8 与 Transwell 试验实验显示，高良姜素能够有效抑制 CAL-27 细胞增殖、侵袭

与迁移；流式细胞术结果显示，高良姜素以浓度相关性方式促进 CAL-27 细胞凋亡（P＜0.01）。蛋白免疫印迹分析结果显示，

高良姜素组 CAL-27 细胞中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 和 p-GSK3B/GSK3B 蛋白表达均较对照组显著下降（P＜0.05、0.01）；

加入 PI3K 激活剂 740Y-P 后，与高良姜素组比较，高良姜素＋740Y-P 组 p-PI3K、p-Akt、p-GSK3B 和凋亡相关蛋白水平被

有效逆转（P＜0.05）。结论  PI3K/Akt/GSK3B 信号通路可能是高良姜素发挥抗口腔鳞状细胞癌作用的关键途径。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of action of galangin on oral squamous cell carcinoma based on network 

pharmacology and in vitro experiments. Methods  The potential targets of galangin were screened through the SwissTargetPrediction 

database, and the related targets of oral squamous cell carcinoma were obtained by combining the GeneCards and OMIM databases. 

To identify core targets by construct a drug-disease target protein interaction (PPI) network. Enrichment analysis was conducted using 

the R software package clusterProfiler. The core targets were determined through survival and diagnostic value analysis. Key targets 

and pathways were visualized using GO and KEGG enrichment analysis. The cell proliferation, apoptosis, migration and invasion of 

CAL-27 cells by galangin were verified through in vitro experiments, and the expression levels of related proteins were detected by 
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Western blotting. Results  A total of 59 interaction targets of galangin against oral squamous cell carcinoma were obtained through 

network pharmacological analysis. Through PPI network topology analysis and screening, a total of 8 key targets such as PTGS2, 

GSK3B, ESR1, PARP1, EGFR, MCL1, SRC, and MMP9 were obtained. GO and KEGG enrichment analyses revealed that the 

PI3K/Akt signaling pathway was identified as the primary targeted pathway for the anti-oral squamous cell carcinoma effect of 

galangin. The core genes GSK3B, ESR1, and PARP1 were further obtained based on prognosis and diagnostic value using R software. 

KEGG search revealed that the core target GSK3B is located downstream of the PI3K/Akt signaling pathway. The CCK-8 and 

Transwell assay experiments showed that galangin could effectively inhibit the proliferation, invasion and migration of CAL-27 cells. 

The results of flow cytometry showed that galangin promoted apoptosis of CAL-27 cells in a concentration-dependent manner (P < 

0.01). The results of Western blotting analysis showed that the protein expressions of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt and p-GSK3B/GSK3B 

in CAL-27 cells of the galangin group were significantly lower than those of the control group (P < 0.05, 0.01). After the addition of 

PI3K activator 740Y-P, compared with the galangin group, the levels of p-PI3K, p-Akt p-GSK3B and apoptosis-related proteins in the 

galangin + 740Y-P group were effectively reversed (P < 0.05). Conclusion  The PI3K/Akt/GSK3B signaling pathway may be the key 

way for galangin to exert its anti-oral squamous cell carcinoma effect. 

Key words: galangin; oral squamous cell carcinoma; apoptosis; network pharmacology; in vitro experiment; GSK3B; PI3K/Akt 

signaling pathway 
 

口腔鳞状细胞癌是口腔颌面部的常见恶性肿

瘤，约占口腔癌总病例的 90%。流行病学研究显示，

2022 年全球口腔鳞状细胞癌新增病例约 39 万例，

相关死亡病例达 19 万例，且年轻人发病率逐渐攀

升，疾病负担日益加重[1]。口腔鳞状细胞癌发病与

生活环境、饮食习惯、吸烟酗酒、咀嚼槟榔以及人

乳头瘤病毒感染等因素密切相关[2]。目前口腔鳞状

细胞癌治疗方式仍以手术切除为主，并在术后辅以

放化疗、免疫治疗等综合治疗。尽管这些方案取得

一定进展，但由于放化疗引起的不良反应以及化疗

药物耐药性的存在，使口腔鳞状细胞癌患者 5 年生

存率仍维持在 50%～60%[3]。此外，口腔鳞状细胞

癌具有高度侵袭性和转移性，多数患者确诊时已进

展至晚期，导致该病死亡率高居不下。因此，开发

毒性低、疗效好的新型药物具有重要意义。 

高 良 姜 素 是 从 姜 科 植 物 高 良 姜 Alpinia 

officinarum Hance 干燥根茎中提取的一种天然黄酮

类化合物，也是高良姜的最主要活性成分。研究显

示，高良姜素具有包括抗过敏、抗氧化、抗炎、器

官保护以及抗糖尿病等多重药理活性[4-5]。近年来，

随着高良姜素研究的深入，其抗肿瘤作用逐渐被揭

示。高良姜素可通过不同作用机制对肝癌、乳腺癌、

肺癌及结肠癌等恶性肿瘤细胞产生抑制作用，通过

调控多种靶点及通路发挥广谱抗肿瘤效应[6]。目前

关于高良姜素在口腔鳞状细胞癌中的作用的研究

仍然有限，其是否同样通过多靶点调控机制发挥作

用、具体涉及哪些关键靶点与信号通路，尚未形成

清晰认识。 

网络药理学是在系统生物学和计算机技术快

速发展基础上整合了传统药理学、生物信息学、化

学信息学和网络生物学等多学科领域的一种新兴

研究方法[7]。其核心优势在于突破“单一成分–单

一靶点”的传统研究模式，通过大数据分析预测药

物潜在作用靶点，构建“成分–靶点–疾病”互作

网络，进而从系统层面解析药物调控疾病的整体分

子机制。这一研究思路虽源于多成分中药的机制解

析，但其系统整合、网络分析的核心逻辑，同样适

用于探索单一天然活性成分的多靶点调控特性。基

于以上背景，本研究旨在通过整合网络药理学和体

外实验验证的综合方法，阐明高良姜素治疗口腔鳞

状细胞癌的潜在药理机制，以期为中药活性成分抗

肿瘤研究提供新见解，并为后续高良姜素的临床应

用奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

高良姜素（质量分数＞95%，四川精萃天成药

物科技有限公司，货号 TC1248）；胎牛血清（美国

Sigma 公司，货号 12103C）；CCK-8 试剂盒、BCA

蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司，批号 C0037、P0010S）；FITC Annexin V 凋亡检

测试剂盒（美国 BD 公司，货号 556547）；B 细胞淋

巴瘤-2 蛋白（Bcl-2）抗体（武汉赛维尔生物科技有

限公司，货号 GB113375）；磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）、纽蛋白（Vinculin）抗体（武汉三鹰生物技

术有限公司，货号 60225、66305）；磷酸化 PI3K（p-

PI3K）抗体（江苏亲科生物研究中心有限公司，货

号 AF3242）；蛋白激酶 B（Akt）抗体（美国 Bimake

公司，货号 A5031）；Bcl-2 同源拮抗剂/致死蛋白

https://wen.baidu.com/question/1741935854501695947.html
https://wen.baidu.com/question/1741935854501695947.html
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（Bak）、磷酸化 Akt（p-Akt）抗体（美国 CST 公司，

货号 3814S、4058S）；糖原合酶激酶-3β（GSK3B）、

磷酸化 GSK3B（p-GSK3B）抗体（杭州华安生物

技术有限公司，货号 ET1607-71、ET1607-60）；山

羊抗兔 IgG 二抗（英国 Abcam 公司，批号

b150077）。 

1.2  高良姜素潜在靶点的获取 

从 PubChem 数据库检索高良姜素的化学结构

信息，对其分子结构进行比对验证。随后，基于该

化合物的 CAS 编号及二维结构图，采用 ChemDraw

软件构建其三维结构模型，并导出为 sdf 格式文件。

将此文件上传至 SwissTarget Prediction 平台进行潜

在靶点预测，最终通过 UniProt 数据库将获得的

Uniprot ID 转换为 Geneofficial ID。 

1.3  口腔鳞状细胞癌潜在靶点的获取 

以“oral squamous cell carcinoma”为关键词，

通过 GeneCards 与 OMIM 数据库检索口腔鳞状细

胞癌相关靶点。将 2 个数据库的结果进行整合并删

除重复项后，利用 UniProt 数据库将相关靶标的蛋

白名称逐一转化为标准化基因名称，缺少基因名称

的靶点被排除在外。 

1.4  药物–疾病共同靶点的获取 

将 1.1 和 1.2 项下获得的高良姜素和口腔鳞状

细胞癌潜在靶点利用 Venny 2.1.0 平台绘制韦恩图

以得到高良姜素治疗口腔鳞状细胞癌的候选靶点

用于后续分析。 

1.5  蛋白相互作用（PPI）网络构建 

将药物与疾病的交叉靶点导入至STRING数据

库以获得 PPI 网络，将指定格式文件下载并上传至

Cytoscape 3.9.0 软件对网络进行美化及拓扑参数分

析，进而筛选关键作用靶点。 

1.6  核心靶点的富集分析 

基因本体（GO）是一种用于研究单个基因在生

物体不同生物学层级中功能的分类体系；而京都基

因与基因组百科全书（KEGG）数据库则通过提供

基因参与生物信号通路的实验与预测证据，揭示其

在生命过程中的潜在作用[8]。使用 KEGG rest API 获

取最新的 KEGG Pathway 的基因注释，以此作为背

景 ,将基因映射到背景集合中，使用 R 软件包

clusterProfiler 进行富集分析，以获得基因集富集的

结果。选择物种为“homo sapiens”，设定最小基因

集为 5，最大基因集为 5 000，P＜0.05，GO 与 KEGG

结果分别以气泡图和圈图进行展示。 

1.7  基于临床价值的核心基因筛选 

为探究关键基因的临床意义，本研究整合了来

自 TCGA 和GTEx 数据库的口腔鳞状细胞癌组织与

正常口腔黏膜上皮组织的基因表达数据，采用统一

经 TPM 格式处理的 RNA-seq 数据进行后续分析。

基于样本临床信息，利用 R 4.4.1 软件中的 stats 包、

car 包、survival 包、pROC 程序包进行 Kaplan-Meier

生存分析和 ROC 诊断分析，并通过 ggplot2 包对所

有分析结果进行可视化呈现。 

1.8  基于 KEGG 通路映射的高良姜素调控 PI3K/ 

Akt 信号通路核心靶点分析 

通过 KEGG 网站中的 KEGG Mapper 工具对

PI3K/Akt 信号通路进行可视化分析，从而标注出其

作用过程中的核心靶点。 

1.9  细胞系与细胞培养 

人舌鳞癌细胞系 CAL-27 及人正常口腔黏膜

上皮细胞系 HOK 购自北京北纳创联生物技术研

究院。细胞均培养于含标准血清和双抗的 DMEM

培养基中，同时放置于细胞培养箱，细胞始终保

持在生长期。将高良姜素溶解于终浓度为 0.1%的

二甲基亚砜中，制备 200 μmol/L 储备液用于后续

分析。细胞实验设置如下分组：对照组（0 μmol/L

高良姜素）；高良姜素组（依据 CCK-8 实验结果，

选定 10、20 μmol/L 进行后续机制研究）；在通路

验证实验中，增设高良姜素（20 μmol/L）＋PI3K

通路激活剂 740Y-P（10 μg/mL）组。 

1.10  细胞活力测定 

将 CAL-27 和 HOK 细胞均匀接种至 96 孔板

中，待细胞贴壁后，向细胞中加入不同浓度（0、5、

10、20、40、80、160 μmol/L）的高良姜素处理细胞

48 h。待处理结束后，用含有 10 μL CCK-8 试剂的

新鲜 DMEM 培养基替换旧培养基并在 37 ℃下继

续孵育 2 h。使用酶标仪测量 490 nm 处吸光度（A）

值。以 lgC 作横坐标，抑制率为纵坐标，GraphPad 

Prism 软件进行非线性回归分析，拟合细胞活力与

药物浓度之间的剂量–反应曲线进而计算半数抑

制浓度（IC50）值。 

1.11  Tranwell 检测 

将细胞悬于 100 μL 培养基中并接种于未包被

基质胶的 Transwell 上室，下室加入 650 μL 含 30%

血清的培养基，置于培养箱中培养，用棉签拭去膜

上表面未迁移细胞，甲醇固定 5 min，Giemsa 染色

10 min 计数，每孔随机选取至少 5 个视野（×100）
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计算平均值。侵袭实验方法同上，但需预先在上室

膜表面包被 50 μL 2.5 mg/mL 基质胶。最后，于显

微镜下随机选取 5 个视野，并利用 Image J 软件对

迁移/侵袭细胞进行计数[9-10]。 

1.12  细胞凋亡检测 

细胞经高良姜素处理 48 h 后，PBS 清洗 2 次，

经胰酶消化、收集并离心，最后用 500 μL 1×结合

缓冲液重悬；随后加入 5 μL FITC 标记的 Annexin 

V 与 5 μL 碘化丙啶，轻柔混匀后于室温避光反应

30 min，于 1 h 内通过流式细胞仪进行凋亡检测[11]。 

1.13  Western blotting 检测 

细胞经处理后，通过裂解、离心提取蛋白。定

量后取样行电泳、转膜及封闭处理，随后加入一抗

孵育，次日加入二抗继续孵育，再次洗涤后用 ECL

工作液显影，并使用 Vinculin 作为内参计算相对表

达。实验中所涉及的抗体及稀释比例：Bcl-2（1∶

1 000）、Bak（1∶1 000）、PI3K（1∶1 000）、p-PI3K

（1∶1 000）、Akt（1∶1 000）、p-Akt（1∶1 000）、

GSK3B（1∶1 000）、p-GSK3B（1∶1 000）、Vinculin

（1∶10 000）、IgG 二抗（1∶5 000）。 

1.14  统计学分析 

使用 GraphPrism 8.0.2 软件进行统计分析，结

果以x ± s 的形式表示。对于两组间比较，使用独

立样本 t 检验；而对于多组间比较，则应用单因素

方差分析并辅以 Bonferroni 事后检验。 

2  结果 

2.1  药物靶点与疾病靶点的鉴定 

通过 SwissTargetPrediction 数据库确定了 100

个与高良姜素活性相关的靶点；同时，通过

GeneCards 数据库初步获得了 10 062 个与口腔鳞状

细胞癌相关的靶点。为了缩小与口腔鳞状细胞癌相

关的潜在靶点范围，根据大于等于相关性评分中位

数 2 倍的关联评分进一步鉴定出 1 726 个靶点。此

外，通过 OMIM 数据库获得了 469 个与口腔鳞状细

胞癌相关的靶基因。通过合并消除重复项后，最终

得到 2 028 个与口腔鳞状细胞癌发病机制相关的靶

点。通过韦恩图交叉得到 59 个用作高良姜素治疗

口腔鳞状细胞癌的潜在靶点，见图 1。 

2.2  高良姜素治疗口腔鳞状细胞癌核心靶点的预测 

为了更详细地分析潜在靶点，将 59 个交叉靶

点导入 STRING 网站构建 PPI 网络。根据网络参数

可知，该网络包括 59 个节点和 406 条边，所有靶

点均相互作用，不存在无关节点，见图 2A。将此网

络导入 Cytoscape 软件根据节点 degree 值对 PPI 网

络进行分析，见图 2B。使用 cytoHubba 插件进一步

得到高良姜素作用于口腔鳞状细胞癌的 8 个核心靶

点，包括前列腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）、

GSK3B、雌激素受体 α（ESR1）、多聚 ADP 核糖聚

合酶 1（PARP1）、表皮生长因子受体（EGFR）、髓

细胞白血病 1（MCL1）、Src 酪氨酸蛋白激酶（SRC）、

基质金属蛋白酶 9（MMP9），见图 2C。 

 

图 1  高良姜素与口腔鳞状细胞癌的交集靶点 

Fig. 1  Intersection target of galangin and oral squamous 

cell carcinoma 

 

A-交集靶点的 PPI 网络，B-Cytoscape 软件构建的 PPI 网络，C-核心靶点。 

A-PPI network of intersection targets, B-PPI network constructed by Cytoscape software, C-core targets. 

图 2  核心基因筛选与 PPI 网络构建 

Fig. 2  Core gene screening and PPI network construction 
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2.3  核心靶点的功能富集分析 

GO 富集分析共得到 1 754 个 GO 条目，包括

1 000 个 BP、338 个 CC、416 个 MF。在排除 P＞

0.05 的富集结果并根据计数值进行排序后，对各模

块前 10 个条目进行可视化展示。BP 主要包括对化

学刺激的响应、细胞死亡调控、程序性细胞死亡、

凋亡过程、对含氧化合物的反应等；CC 主要涉及细

胞质、质膜部分、核染色体、蛋白激酶复合物等；

MF 则主要包含催化活性、药物结合、ATP 结合、

蛋白激酶活性、磷酸转移酶活性等。见图 3。 

 

图 3  GO 和 KEGG 富集分析 
Fig. 3  GO and KEGG enrichment analysis 

此外，根据 KEGG 富集分析筛选 P＜0.05 的通

路后共得到 180 条显著富集的 KEGG 通路，按数值

排序后选取前 10 位通路进行可视化展示。可以发

现，高良姜素作用于口腔鳞状细胞癌的相关信号通

路主要包括癌症通路、PI3K/Akt 信号通路等。 

2.4  关键基因的表达、预后水平及诊断价值 

通过网络药理学分析获得 8 个核心基因后，通

过 Kaplan-Meier 分析（图 4）和 ROC 诊断曲线（图

5）对上述基因临床意义进行评估。Kaplan-Meier 分

析结果显示，仅 PTGS2、GSK3B、ESR1、PARP1 具

有统计学意义（P＜0.05）。ROC 诊断曲线显示

GSK3B、ESR1、PARP1、SRC、MMP9 具有较好的

诊断效能（AUC＞0.8）。因此，最终确定 GSK3B、

ESR1、PARP1 为核心基因。 

2.5  KEGG 预测信号通路 

通过 KEGG 网站对核心通路 PI3K/Akt 信号通

路进行检索，发现核心靶点 GSK3B 位于该信号通

路下游（图 6）。推测高良姜素可能通过调控 PI3K/ 

Akt/GSK3B 通路在口腔鳞状细胞癌中发挥作用。 

2.6  高良姜素对 HOK、CAL-27 细胞增殖的影响 

CCK-8 实验结果显示，随着高良姜素浓度升

高，HOK 细胞的存活率未见显著变化，而 CAL-27

细胞的活性呈浓度相关性下降趋势（P＜0.01），表

明高良姜素对正常口腔黏膜上皮细胞几乎无毒性 
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图 4  核心靶点的预后价值分析 

Fig. 4  Prognostic value analysis of core targets 

 

图 5  核心靶点的诊断价值分析 

Fig. 5  Analysis of the diagnostic value of core targets 

作用，但对 CAL-27 细胞具有抑制作用，见图 7。此

外，CAL-27 细胞在 48 h 的半数抑制浓度为 13.25 

μmol/L，本研究在后续实验中，采用 10、20 μmol/L

进行机制研究。 

2.7  高良姜素对 CAL-27 细胞迁移和侵袭的影响 

Transwell 实验结果显示，与对照组相比，高良

姜素组细胞迁移和侵袭速率明显减慢（P＜0.01），

表明高良姜素能够显著抑制 CAL-27 细胞的迁移与

侵袭，见图 8。 

2.8  高良姜素对 CAL-27 细胞凋亡的影响 

结果显示，高良姜素组细胞凋亡率显著高于对

照组（P＜0.01），且早期（Q2-4）和晚期（Q2-2） 
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图 6  高良姜素在口腔鳞状细胞癌中作用的关键通路图谱 

Fig. 6  Key pathway map of galangin’s role in oral squamous cell carcinoma 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 7  高良姜素对 CAL-27 和 HOK 细胞增殖的影响（x ± 

s，n = 3） 

Fig. 7  Effect of galangin on the proliferation of CAL-27 

and HOK cells (x ± s, n = 3 ) 

凋亡性 CAL-27 细胞比例以浓度相关性增加，见

图 9。Western blotting 分析结果进一步表明，高良

姜素作用 48 h 后，高良姜素 20 μmol/L 组 CAL-

27 细胞中 Bak 和 cleaved-Caspase-3 蛋白表达水平

显著升高（P＜0.05、0.01）；而高良姜素 20 μmol/L

组 Bcl-2 和 pro-Caspase-3 蛋白表达水平明显下降

（P＜0.05、0.01），见图 10。这些结果证实高良姜

素能够通过调节凋亡相关蛋白表达诱导 CAL-27

细胞凋亡。 

2.9  高良姜素对 CAL-27 细胞 PI3K/Akt/GSK3B

信号通路的影响 

基于 KEGG 通路分析预测高良姜素可能通过

调节 PI3K/Akt/GSK3B 信号通路影响口腔鳞状细胞

癌进程。为了验证该机制，研究通过 Western blotting

检测高良姜素处理 48 h 后该通路关键蛋白的表达

水平。结果显示，与对照组相比，高良姜素 20 μmol/L

组磷酸化 PI3K、Akt、GSK3B 蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05、0.01），表明高良姜素可能通过抑制

PI3K/Akt/GSK3B 信号通路的激活从而在 CAL-27

细胞中发挥抑制作用，见图 11。 
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与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 8  高良姜素对 CAL-27 细胞迁移和侵袭的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Effect of galangin on the migration and invasion of CAL-27 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 9  高良姜素对 CAL-27 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Effect of galangin on the apoptosis of CAL-27 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 10  高良姜素对 CAL-27 细胞凋亡相关蛋白的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 10  Effect of galangin on apoptosis-related proteins in CAL-27 cells (x ± s, n = 3 ) 

2.10  高良姜素通过 PI3K/Akt/GSK3B 信号通路诱

导 CAL-27 细胞凋亡 

为了进一步确认高良姜素对 PI3K/Akt/GSK3B

信号通路的抑制作用，通过添加 PI3K 激活剂进行

实验。结果显示，与高良姜素 20 μmol/L 组比较，

高良姜素＋740Y-P 组 p-PI3K、p-Akt、p-GSK3B、

Bcl-2、pro-Caspase-3 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05），Bax、cleaved-Caspase-3 蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05）。充分证实了高良姜素可通过抑制

PI3K/Akt/GSK3B 通路的促凋亡作用，见图 12。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 11  高良姜素对 CAL-27 细胞 PI3K/Akt/GSK3B 信号通路的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Effect of galangin on the PI3K/Akt/GSK3B signaling pathway in CAL-27 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与高良姜素 20 μmol·L−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs galangin 20 μmol·L−1 group. 

图 12  PI3K 激活剂 740Y-P 对 PI3K/Akt/GSK3B 信号相关蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 12  Effect of PI3K activator 740Y-P on the expression of PI3K/Akt/GSK3B signal-related proteins (x ± s, n = 3 ) 

3  讨论 

近年来，随着烟草、酒精和槟榔等物质的滥用，

全球多地区口腔鳞状细胞癌的发病率和死亡率均

呈现上升趋势[12]。尽管目前口腔鳞状细胞癌的诊断

与治疗已取得显著进展，但由于诊断延误、肿瘤转

移和复发等因素，患者预后仍然很差[13]。因此，探

索替代治疗方案以改善现有问题具有重要临床意

义。《本草纲目》记载高良姜性辛温无毒，主治霍乱

吐泻、心脾冷痛，具有温胃健脾、调理脾虚寒疟之

功效。在中医理论中，口腔鳞状细胞癌归属于“牙

岩”“舌岩”范畴，其病机与脾运失司、阴虚血瘀密

切相关[14]。因此，温补脾肾、调和气血的整体调理

原则可能通过恢复机体阴阳平衡、改善内环境稳

态，从而增强机体自身抗癌能力对口腔鳞状细胞癌

治疗具有协同作用。高良姜素作为高良姜的主要活

性成分之一，不仅具有代谢调节、神经保护作用[15]，

还具备较强的抗肿瘤作用。现有证据显示，高良姜

素抗癌潜力可能源于抑制细胞增殖、降低细胞活

力、防止细胞侵袭、增强细胞毒性和破坏克隆生成

能力[16]。 

基于上述背景，本研究首先采用网络药理学方

法系统性预测高良姜素抗口腔鳞状细胞癌的潜在

机制，确定了 59 个高良姜素抗口腔鳞状细胞癌重

叠靶点。对重叠靶点的 GO 分析结果表明，高良姜

素可能通过调控凋亡过程、含氧化合物反应及响应

化学刺激等生物学功能发挥抗口腔鳞状细胞癌作
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GSK3B                           Caspase-3 
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用。KEGG 通路分析显示，PI3K/Akt 信号通路参与

多种细胞功能，在正常生理状态和病理条件下均发

挥重要作用，尤其是对促进肿瘤的发生与发展具有

重要贡献[17]。大量研究证实天然产物可通过靶向

PI3K/Akt 信号通路发挥抗肿瘤作用[18]。在口腔鳞状

细胞癌中，PI3K/Akt 通路与细胞凋亡、增殖、侵袭、

转移及放化疗耐药性密切相关[19]。PI3K/Akt 通路的

异常激活常见于侵袭性癌症，尤其是编码 PI3K 

p110α 催化亚基的 PIK3CA 基因突变，该突变存在

于多种恶性肿瘤并促进肿瘤发生[20]。此外，研究证

实 PI3K/Akt 通路激活参与口腔鳞状细胞癌的病因

学过程，尤其在烟草暴露相关的病例中作用显著[21]。

这些研究共同证实 PI3K/Akt 通路异常激活促进

口腔鳞状细胞癌肿瘤发生。目前针对该通路已开

发出一系列抗癌药物，临床前与临床数据均证实

其疗效[22]。 

此外，本研究通过 PPI 网络筛选出 8 个关键靶

点，并进一步结合生物信息学分析其在口腔鳞状细

胞癌的诊断与预后价值，最终确定 GSK3B、ESR1、

PARP1 为高良姜素干预口腔鳞状细胞癌的潜在核

心靶点。已有研究报道，GSK3B 作为糖原合成酶激

酶 3β 表达，是 Wnt/β-catenin 信号通路的关键抑制

因子，其在肿瘤细胞中的表达通常被抑制 [23]。

Mishra 等[24]研究发现 GSK3B 在口腔鳞状细胞癌中

表达上调并可促进肿瘤细胞异常增殖。PARP1 是一

种广泛存在于真核细胞中的核酶，在 DNA 损伤修

复、细胞凋亡、表观遗传调控等过程中发挥核心作

用，其功能与癌症发生、治疗及耐药性密切相关[25]。

ESR1 已被确定与肿瘤疾病相关[26-27]。本研究数据

也显示，其高表达与较好的预后相关。综上，

GSK3B、ESR1、PARP1 可能是高良姜素抗口腔鳞

状细胞癌的潜在治疗靶点，这些结果也为后续实验

验证提供了重要理论依据。 

在网络药理学预测的基础上，本研究通过体外

实验验证高良姜素对口腔鳞状细胞癌细胞的抑制

作用。首先采用 CCK-8 法检测不同浓度高良姜素对

CAL-27 细胞增殖的影响。Bcl-2 家族包含促凋亡蛋

白（如 Bax、Bak）和抑制蛋白（如 Bcl-2、Bcl-xL），

在应激条件下促凋亡蛋白被激活，导致线粒体外膜

通透性改变，促使细胞色素 C 释放至胞质，与 Apaf-

1 结合形成凋亡小体并激活 Caspase-9，进而激活

Caspase-3，最终导致细胞死亡[28]。为进一步探讨其

作用机制，本研究通过流式细胞术检测细胞凋亡。

结果发现，高良姜素可显著诱导 CAL-27 细胞发生

凋亡，且呈浓度相关性；Western blotting 实验进一

步显示，高良姜素可下调 Bcl-2、pro-Caspase-3 表达

水平，上调 Bak、Cleaved-caspase-3 水平，表明其通

过调控 Bcl-2 家族蛋白诱导线粒体凋亡途径。 

值得注意的是，上述网络药理学预测提示

PI3K/Akt 信号通路为高良姜素作用的关键通路，而

GSK3B 是该通路下游重要节点分子。PI3K/Akt/ 

GSK3B 信号通路在多种癌症中已被证实可调控细

胞增殖、凋亡及侵袭。本研究发现，高良姜素处理

后 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 及 p-GSK3B/ GSK3B 的

表达水平均显著下降，表明高良姜素可抑制 PI3K/ 

Akt/GSK3B 信号通路活化。为进一步验证高良姜素

的作用机制依赖于 PI3K/Akt/GSK3B 信号通路，本

研究在加入 PI3K 激动剂后发现，高良姜素对通路

蛋白及凋亡相关蛋白的抑制作用被显著逆转，这一

结果明确证实高良姜素通过抑制 PI3K/Akt/ GSK3B

信号通路诱导口腔鳞状细胞癌细胞凋亡。 

综上所述，本研究利用网络药理学和细胞实验

证实高良姜素可通过抑制细胞增殖、转移并诱导细

胞凋亡来发挥抗口腔鳞状细胞癌作用，其机制可能

与抑制 PI3K/Akt/GSK3B 信号通路有关。 
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