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也摘要页 目的 基于网络毒理学方法和体内实验验证探讨槟榔对口腔黏膜下纤维化的影响及作用机制遥 方法 通过 TCSMP 和

Swiss数据库筛选槟榔潜在活性成分对应靶点袁利用GeneCards尧Disgenet数据库得到口腔黏膜下纤维化渊oral submucosal fibrosis, OSF冤
疾病相关靶点遥 将交集靶点上传至 STRING数据平台构建蛋白质-蛋白质相互作用渊protein-protein interaction, PPI冤网络袁再采用Metascape
数据平台进行基因本体渊gene ontology, GO冤功能和京都基因与基因组百科全书渊Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG冤
通路富集分析遥 采用槟榔水提取液低尧中尧高浓度干预大鼠口腔黏膜袁大鼠开口度尧病理形态学尧免疫组织化学等检测对网络毒理学

结果进行验证遥 结果 网络毒理学结果表明槟榔 52 个成分中含有 587个相关靶点袁OSF相关靶点 761个袁二者交集靶点 72个遥 PPI
网络分析结果显示袁白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤尧肿瘤坏死因子渊tumor necrosis factor, TNF冤尧基质金属蛋白酶-9渊matrix
metalloproteinase-9, MMP-9冤尧细胞凋亡调节因子 Bcl-2渊apoptosis regulator Bcl-2, BCL2冤尧表皮生长因子受体渊epidermal growth
factor receptor, EGFR冤尧细胞肿瘤抗原 p53渊cellular tumor antigen p53, TP53冤可能是槟榔影响 OSF的关键靶点遥KEGG 通路富集分

析获得 PI3K-Akt信号通路尧AGE-RAGE 信号通路尧 松弛素信号通路尧EGFR酪氨酸激酶抑制剂耐药等信号通路遥 动物实验结果显

示袁中尧高剂量组开口度值较对照组尧低剂量组差异有统计学意义渊P约0.05冤袁HE 染色尧Masson 染色表明中尧高剂量组出现不同程度的

纤维化病变袁免疫组织化学结果提示槟榔水提取液上调 IL-6尧TNF-琢 等炎性因子袁且呈一定的剂量相关性遥结论 槟榔可能通过上调

IL-6尧TNF-琢等关键炎性因子以介导炎症反应诱导口腔黏膜下纤维化的发生遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of betel nut on oral submucosal fibrosis (OSF) and its mechanism of action
based on network toxicology and in vivo experimental verification. Methods Targets corresponding to the potential active
ingredients of betel nut were screened through TCSMP and Swiss databases, and OSF -related targets were obtained using
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GeneCards and Disgenet databases. The intersection targets were uploaded to the String data platform to construct a protein-protein
interaction (PPI) network, and then the Metascape data platform was used to perform gene ontology (GO) function and Kyoto
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analyses. The oral mucosa of rats was treated with the aqueous
extract of betel nut at low, medium, and high concentrations respectively, and the results of network toxicology were verified by the
measurement of mouth opening degree, pathomorphological examination, and immunohistochemical analysis in the rats.. Results The
network toxicology analysis showed that there were 587 related targets in the 52 ingredients of betel nut and 761 OSF-related
targets, of which there were 72 intersection targets. PPI network analysis indicated that interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor
(TNF), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), apoptosis regulator Bcl-2 (BCL2), epidermal growth factor receptor (EGFR), and cellular
tumor antigen p53 (TP53) may be the key targets of betel nut affecting OSF. PI3K-Akt, AGE-RAGE, and relaxin signaling pathways,
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance and other signaling pathways were obtained by KEGG pathway enrichment analysis. The
animal experiments showed that the mouth opening degrees of the medium- and high-dose groups were significantly different from
those of the control group and low-dose group (P<0.05). HE staining and Masson staining showed that the medium- and high-dose groups
had different degrees of fibrotic lesions. Immunohistochemical analysis suggested that the aqueous extract of betel nut upregulated
the levels of inflammatory factors such as IL-6 and TNF-琢, and this upregulation exhibited a certain dose-dependent relationship.
Conclusion Betel nut may induce OSF by upregulating key inflammatory factors such as IL-6 and TNF-琢, thereby mediating the
inflammatory response.

也运藻赠憎燥则凿泽页 betel nut; oral submucosal fibrosis; network toxicology; experimental verification; inflammatory response;
pathomorphology

槟榔是棕榈科常绿乔木植物槟榔的成熟种子袁
作为传统中药使用历史悠久袁首载于 1 700 年前晋

代的叶药录曳袁具有杀虫消积尧行水降气尧截疟的功效袁
用于治疗绦虫病尧蛔虫病尧姜片虫病尧虫积腹痛尧积滞

泻痢尧里急后重尧水肿脚气尧疟疾等疾病[1]遥 现代药理

研究亦表明袁槟榔具有驱虫杀虫[2-3]尧促胃肠运动[4-5]尧
降脂[6]尧抗抑郁[7]尧抗病毒[8]等多种作用袁在治疗疾病

方面有巨大的治疗潜力遥但流行病学研究显示袁咀嚼

槟榔是导致口腔黏膜下纤维化渊oral submucosal fi鄄
brosis袁OSF冤的关键因素之一[9-11]遥

OSF 是一种具有慢性进展性尧 癌变倾向性的口

腔黏膜疾病袁以口腔硬化尧张口受限为临床特征遥 有

关 OSF 确切的发病机制仍不清楚袁基因尧自身免疫尧
营养和环境在内的各种因素都与 OSF 的发生发展

密切相关[12]袁目前主流观点认为咀嚼槟榔是发病的

主要病因[9-11袁13]袁既往研究通过单体活性成分实验证

实袁槟榔中的槟榔碱尧槟榔次碱尧去甲槟榔碱尧去甲槟

榔次碱等生物碱是其主要的致病因素 [14-15]袁但槟榔

活性成分较为复杂袁OSF 是否仅受以上 4 种成分影

响袁及其具体作用机制仍不明晰遥 因此袁明确槟榔是

如何诱导 OSF 具有重要现实意义遥
网络毒理学是源于网络药理学的一种方法袁通

过结合系统生物学对药物进行毒理分析和预测遥 目

前并未有研究发现网络毒理学具有特有的毒理学靶

点袁因本身源于网络药理学发展而来袁故研究思路与

网络药理学大致相通[16]遥本研究通过药物成分尧疾病尧

靶标尧基因等数据库袁利用可视化分析软件构建槟榔

的潜在活性成分尧相关靶点尧疾病与通路相互作用网

络袁并进一步通过动物实验进行验证袁以阐明槟榔与

OSF 之间的作用关系遥
1 材料

1.1 动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 24 只袁6耀8 周龄袁体质量

渊200依25冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限责任

公司[实验动物生产许可证号SCXK 渊湘冤2018-0008]遥
实验动物饲养于湖南中医药大学第一附属医院 SPF
级动物房遥 动物饲养室温度为 20耀25 益袁相对湿度

为 50%耀60%袁人工照明在明暗之间交替使用渊12 h
光照/12 h 黑暗冤袁自由进食饮水遥 动物实验经湖南

中医药大学第一附属医院实验动物伦理委员会批准

渊批准号院ZYFY20230701-001冤遥
1.2 药品与试剂

槟榔购自湖南市面某著名名牌渊生产许可证号院
SC13143030600055尧批号院20230801冤袁并制备成不

同浓度的槟榔水提取液遥 白细胞介素-6渊inter鄄
leukin-6袁IL-6冤抗体渊50 滋L袁批号院DF6078冤尧肿瘤坏

死因子 琢渊tumor necrosis factor-琢袁TNF-琢冤抗体渊50 滋L袁
批号院TF7014冤均购自美国 Affinity 公司遥
1.3 仪器

病理组织漂白干燥机渊中国派斯杰公司袁型号院
PH60冤曰组织脱水机渊型号院STP-120冤尧包埋机渊型号院
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HistoStar冤尧染色机渊型号院Gemini AS冤均购自美国赛

默飞公司曰智能组织切片成像系统渊美国 Perkin Elmer袁
型号 Vectra3冤遥
2 方法

2.1 网络毒理学研究

2.1.1 槟榔的活性成分筛选及潜在作用靶点收集 通

过 TCSMP 数据库渊https://old.tcmsp-e.com.hnucm.opac.
vip/tcmsp.php冤检索槟榔活性成分袁根据外用药物吸

收特点[17]袁筛选相对分子量臆500 的活性成分袁不采

取将类药性渊drug-likeness袁DL冤逸0.18 作为纳入条

件袁因为如槟榔碱 DL 值为 0.03袁依然具有良好的生

物学活性遥 通过 SwissTarget Prediction 数据库渊http://
www.swisstargetprediction.ch/冤对槟榔中所得到的 52
个化合物进行靶点收集袁同时通过中国知网尧PubMed
等对上述化合物进行靶点补充遥 将可能性渊Proba鄄
bility冤设置为大于 0袁删除重复值后得到槟榔潜在靶

点信息遥
2.1.2 OSF 潜在靶点的获取 分别在 GeneCards 数
据库渊https://www.genecards.org/冤数据尧Disgenet 数据

库渊https://www.disgenet.org/冤以野Oral submucous fi鄄
brosis冶为关键词收集 OSF 靶点信息袁取两者靶点信

息的并集为最终靶点信息遥
2.1.3 筛选共同靶点 将活性成分与疾病获得的相

关靶点输入 Venn 数据库渊https://bioinfogp.cnb.csic.es/
tools/venny/冤在线平台袁得到交集靶点袁绘制 Venn图遥
2.1.4 构建蛋白质-蛋白质相互作用网络图 在

STRING 平台渊https://cn.string-db.org.hnucm.opac.vip/冤
导入潜在作用靶点信息袁限定物种野Homo sapiens冶,
选择中等置信度 0.400,隐藏游离节点袁得到潜在靶

点蛋白相互作用关系袁导出 csv 格式文件袁运用 cy鄄
toscape 3.10.0 软件构建蛋白质-蛋白质相互作用

渊protein protein interacfion, PPI冤网络图袁并进行拓

扑学分析遥
2.1.5 GO功能和京都基因与KEGG通路富集分析 将

筛选得到的药物与疾病的交集靶点导入 Metascape
数据库渊http://metascape.org冤袁设置物种为野Homo sapi鄄
ens冶袁进行基因本体渊gene ontology, GO冤功能和京都

基因与基因组百科全书渊Kyoto encyclopedia of genes
and genomes, KEGG冤通路富集分析袁通过微生信平

台渊http://www.bioinformatics. com.cn/冤绘制气泡图遥
并利用 cytoscape3.10.0 软件进行活性成分-靶点-通
路网络图的构建遥
2.2 动物实验验证

2.2.1 槟榔水提取液制备 槟榔经浸泡尧煎煮尧过滤

后袁继续加水煎煮过滤一次袁两次所得的滤液经过合

并后袁用旋转蒸发仪浓缩得到提取液的原液袁即高

剂量槟榔水提取液渊12.5 g窑mL-1冤袁用蒸馏水分别以

10尧100 倍稀释成中剂量槟榔水提取液渊1.25 g窑mL-1冤尧
低剂量槟榔水提取液渊0.125 g窑mL-1冤袁过滤除菌袁分
装保存于-20 益冰箱备用遥
2.2.2 实验分组与干预 槟榔水提取液低尧中尧高剂

量设计方案袁参考各地文献报道及白皮书报道[18]袁拟
定摄入 7 g 槟榔为低剂量渊轻度成瘾者冤袁摄入 70 g
槟榔为中剂量渊中度成瘾者冤袁摄入 700 g 槟榔为高

剂量渊重度成瘾者冤遥 按 70 kg 成人与 200 g 大鼠初

始体重药量折算表换算袁低尧中尧高剂量分别设为

0.125 g窑mL-1尧1.25 g窑mL-1尧12.5 g窑mL-1遥
随机将 24 只 SD 大鼠分为对照组尧低剂量

组 渊0.125 g窑mL-1冤尧中剂量组渊1.25 g窑mL-1冤尧高剂量

组 渊12.5 g窑mL-1冤遥 除对照组蘸取生理盐水外袁其他

各组采用医用棉签蘸取不同浓度的槟榔水提取液涂

擦大鼠左侧口腔黏膜 30 s袁每天处理 1 次袁干预后禁

食禁水 2 h袁持续 16 周遥
2.2.3 观察指标 渊1冤大鼠一般情况观察院实验过程

中每天观察大鼠口腔黏膜变化尧精神尧毛色改变尧进
食进水等情况曰每月测量大鼠体质量遥渊2冤口腔情况院
黏膜色泽袁黏膜损伤与否渊斑块尧溃疡或肿物冤袁纤维

条索情况袁口腔开口度测量渊戊巴比妥麻醉大鼠后使用

弹簧测力计对上下牙施加开口拉力袁上下各 2 N袁并
使用游标卡尺测量上下颌切牙切段距离为被动开口

度袁每只重复测量 3 次取平均值袁精确至 0.02 mm冤[19]遥
渊3冤组织病理形态学检测院戊巴比妥麻醉大鼠后袁取
左侧颊黏膜置于 4%多聚甲醛中浸泡尧固定袁经过脱

水尧透明尧包埋尧切片等流程后袁进行 HE 染色尧Mas鄄
son 染色及免疫组织化学染色袁在光镜下观察大鼠口

腔黏膜上皮的形态变化并使用 ImageJ 软件计算平

均光密度得到 IL-6尧TNF-琢 炎性因子的表达值遥
2.2.4 统计学方法 采用 SPSS 25.0 软件对实验数

据进行统计分析袁计量资料以野曾依s冶表示袁符合正态

分布袁多组间比较采用单因素方差分析遥 以 P约0.05
表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 槟榔活性成分的获取

通过 TCMSP 数据库检索袁得到槟榔有效成分

52 个袁根据分子量臆500 进行筛选袁获得槟榔的潜在

活性成分 52 个渊表 1冤遥
3.2 成分靶点尧疾病靶点以及共同作用靶点的筛选

将潜在活性成分导入 Swiss 数据库得到作用靶
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表 1 槟榔的潜在活性成分

Table 1 The potential active constituents of betel nut
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

TCSMP 编号

MOL010481
MOL010482
MOL010483
MOL010484
MOL010485
MOL010486
MOL010487
MOL010488
MOL010489
MOL010490
MOL010491
MOL010492
MOL000012
MOL000131
MOL001385
MOL001393
MOL001396
MOL001399
MOL001501
MOL001739
MOL001749

MOL000197
MOL000198
MOL001993
MOL002032
MOL002095
MOL000234
MOL002372

MOL002850
MOL000301
MOL000305
MOL003484
MOL003505
MOL000399
MOL000004
MOL000041
MOL004365
MOL004454
MOL004647
MOL000555
MOL005833
MOL005835
MOL005838

活性成分

4,4'-二氯二苯砜 (4,4'-dichlorodiphenyl sulfone)
苯-1,2-二羧酸二己酯 (dihexyl phthalate)
脱氢乙酸 (dehydeoacetic acid)
己二酸二异辛酯 (diisooctyl adipate)
二十碳五烯酸 (eicosapentaenoic acid)
糠酸乙酯 (ethyl furoate)
去甲槟榔碱 (guvacoline)
顺式-10-十七烯酸 (10Z-heptadecenoic acid)
白西尼多 (resivit)
1,3-双 (3-苯氧基苯氧基)苯 [m-bis(m-phenoxyphenoxy)benzene]
原花青素 A1 (procyanidin A1)
槟榔碱 (arekolin)
花生四烯酸 (arachic acid)
亚油酸 (linoleic acid)
9-氧代壬酸 (9-oxononanoic acid)
肉豆蔻酸 (myristic acid)
十五烷酸 (pentadecanoic acid)
二十二烷 (docosane)
十七烷酸 (daturic acid)
棕榈油酸 (zoomaric acid)
双[(2R)-2-乙基己基]苯-1,2-二羧酸酯 bis[(2R)-2-ethylhexyl] benzene-1,2-di鄄
carboxylate
月桂烯 (myrcene)
(R)-芳樟醇 [(R)-linalool]
二十三烷酸 (tricosanoic acid)
邻苯二甲酸二正辛酯 (dioctyl phthalate)
邻苯二甲酸二甲酯 (diethyl phthalate)
L-柠檬烯 (L-limonen)
(6Z袁10E袁14E袁18E)-2,6,10,15,19,23-六甲基四二十碳-2,6,10,14,18,22-己烯

[(6Z,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaene]
丁基化羟基甲苯 (butylated hydroxytoluene)
2-月桂酸 (2-lauroleic acid)
月桂酸 (lauric acid)
菲 (phenanthrene)
(2-丁烯亚基)乙酸 (panosorb)
二十二烷酸 (docosanoate)
原花青素 B1 (procyanidin B1)
L-苯基丙氨酸 ((2S)-2-azaniumyl-3-phenylpropanoate)
异薄荷醇 (isomenthol)
(10-反式袁12-顺式) 共轭亚油酸 ((10E,12Z)-octadeca-10,12-dienoic acid)
十三烷酸 (tridecanoic acid)
高乳黄铜碱 (homoarecoline)
槟榔次碱 (arecaine)
去甲槟榔次碱 (guvacine)
异去甲槟榔次碱 (isoguvacine)

分子量

287.2
334.5
168.2
370.6
302.5
140.2
141.2
268.5
306.3
446.5
576.5
155.2
312.6
280.5
172.3
228.4
242.5
310.7
270.5
254.5
390.6

136.3
154.3
354.7
390.6
222.3
136.3
410.8

220.4
198.3
200.4
178.2
112.1
340.7
578.6
165.2
156.3
280.5
214.4
169.3
141.2
127.2
127.2

OB
70.57
43.74
52.02
29.15
45.66
29.09
32.67
34.42
30.84
20.95
15.07
40.70
16.66
41.90
19.60
21.18
20.18
8.37

18.51
35.78
43.59

24.96
39.80
15.29
40.59
52.19
38.09
33.55

40.02
31.42
23.59
25.70
30.82
15.69
67.87
41.62
55.30
41.70
22.32
52.03
84.34
98.35
72.17

DL
0.10
0.24
0.04
0.31
0.21
0.02
0.02
0.12
0.27
0.94
0.40
0.03
0.19
0.14
0.03
0.07
0.08
0.18
0.12
0.10
0.35

0.02
0.02
0.30
0.40
0.07
0.02
0.42

0.07
0.04
0.04
0.10
0.01
0.26
0.66
0.04
0.03
0.14
0.05
0.03
0.02
0.02
0.02
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图 2 活性成分与疾病交集靶点的 PPI网络图

Fig.2 PPI network diagram of active ingredients and disease intersection targets

点袁筛选并去除重复值后袁得到槟榔活性成分靶点

587 个袁依据 GeneCards 和 Disgenet 数据库中对 OSF
进行靶点检索袁经过数据筛选尧合并及去除重复值

后袁得到 761个靶点袁之后将槟榔活性成分靶点与OSF
相关靶点输入 Venny2.1 取交集渊图 1冤袁得到 72 个

共同作用靶点袁作为槟榔影响 OSF 的潜在靶点遥
3.3 PPI 网络图的构建

将槟榔 52 个活性成分和 OSF 交集靶点导入

STRING 数据库中进行 PPI 分析袁去除未参与 PPI
的游离靶点袁从而得到 72 个靶点构成的PPI 网络遥
将得到的数据导入 Cytoscape 3.10.0 软件中进行可

视化处理及拓扑分析袁如图 2 所示遥 以节点表示共

序号

44
45
46
47
48
49
50
51
52

TCSMP 编号

MOL000635
MOL000663
MOL000675
MOL000676
MOL000069
MOL000073
MOL000813
MOL000860
MOL000869

活性成分

香兰素 (vanillin)
木蜡酸 (lignoceric acid)
油酸 (oleic acid)
邻苯二甲酸二丁酯 (dibutyl phthalate)
棕榈酸 (palmitic acid)
表儿茶素 (ent-epicatechin)
琢-D-吡喃甘露糖 (alpha-D-mannopyranose)
硬脂酸 (stearic acid)
正二十二烷 (henicosane)

分子量

152.2
368.7
282.5
278.4
256.5
290.3
180.2
284.5
296.7

OB
52
14.90
33.13
64.54
19.30
48.96
20.71
17.83
8.41

DL
0.03
0.33
0.14
0.13
0.10
0.24
0.04
0.14
0.15

表 1渊续冤

图 1 槟榔活性成分靶点与疾病靶点的 venn图
Fig.1 Venn diagram of active ingredient target and

disease target of betel nut
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图 4 KEGG通路富集分析

Fig.4 KEGG pathway enrichment analysis
注院气泡的大小代表该通路上基因富集的数量袁气泡越大代表富集

的基因数目越多曰而气泡的颜色代表富集的显著性袁颜色越重袁代表

富集结果越显著遥

同作用靶点袁每条边代表节点之间的相互作用关系袁
并以节点大小对应度值大小以反映节点的重要性袁
节点越大则表示其在该网络中越重要遥 拓扑分析显

示交集靶点中 IL-6尧MMP-9尧TP53尧TNF尧BCL2尧EGFR
等可能是关键的核心靶点遥
3.4 GO 功能和 KEGG 富集分析

将交集靶点导入 Metascape 数据库中进行 GO
功能富集分析渊P约0.01冤袁主要包括生物过程尧细胞组

分和分子功能分析袁如图 3 所示遥 生物过程渊bi鄄
ological process, BP冤相关条目 3 908 条袁主要涉及

缺氧反应尧细胞运动的正向调节尧磷代谢过程的正向

调节尧蛋白质转运的调节等方面曰细胞组分渊cellular
component, CC冤相关条目 324 条袁主要涉及膜筏尧细
胞外基质尧细胞器外膜尧细胞质核周区等方面袁分子

功能渊molecular function, MF冤相关条目 542 条袁主
要涉及各类蛋白结合尧酶类活性尧受体活化等方面遥
进一步进行 KEGG 通路富集分析袁并根据 P值的大

小和富集基因数目筛选袁如图 4 所示袁主要涉及

PI3K-Akt 信号通路尧AGE-RAGE 信号通路尧松弛素

信号通路尧EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐药等方面遥
3.5 成分-靶点-通路网络图的构建

如图 5 所示袁根据 KEGG 通路富集分析结果从

而构建槟榔潜在活性成分-靶点-通路网络袁度值作

为衡量节点重要性的关键指标袁以节点的大小来反

映度值大小袁节点度值越大袁表明成分与靶点或靶

点与通路之间关联程度越高袁在槟榔影响 OSF的
过程中发挥关键作用遥槟榔活性成分度值排名靠前

图 3 GO功能富集分析

Fig.3 GO functional enrichment analysis
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图 6 16 周各组体质量变化

Fig.6 Weight changes in each group at 16 weeks

的为亚油酸尧10Z-十七碳烯酸尧二十碳五烯酸尧邻苯

二甲酸二丁酯等袁通过作用在 PI3K-Akt 信号通

路尧AGE-RAGE 信号通路尧松弛素信号通路尧EGFR
酪氨酸激酶抑制等信号通路上的 EGFR尧血管内皮

生长因子 A渊vascular endothelial growth factor A袁
VEGFA冤尧丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-activated
protein kinase袁MAPK冤尧MMP-2 等蛋白靶点相互协

同作用袁从而影响 OSF遥
3.6 动物实验结果

3.6.1 一般观察 实验前袁各组大鼠体质量比较差

异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 实验过程中所有大鼠毛

色尧饮食尧活动精神均正常遥 对照组以及低尧中尧高剂

量组大鼠干预 16 周后袁其体质量增加的平均值分别

为渊218.3依23.4冤尧渊238.1依33.0冤尧渊240.3依33.0冤尧渊248.8依
30.8冤 g袁各组间差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见图6遥
3.6.2 口腔黏膜状况及开口度 实验前各组大鼠口

内双侧颊黏膜均红润无异常袁各组被动开口度值间

差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥实验 16 周后袁高剂量组

大颊部黏膜可见白色病变袁扪之质地较硬曰空白组尧
低剂量组大鼠颊部黏膜肉眼未见异常袁颜色粉红而

润泽光滑袁扪之富有弹性遥槟榔水提取液各组开口度

值均有所减小袁低尧中尧高剂量组的开口度分别为

渊27.09依0.54冤尧渊25.80依0.25冤尧渊26.15依1.36冤 mm曰与对

照组相比较袁中尧高剂量组开口度值明显减小袁差异有

统计学意义渊P约0.05冤曰与低剂量组相比较袁中尧高剂

量组开口度值亦明显减小袁差异有统计学意义渊P约
0.05冤曰而中尧高剂量组之间相比袁差异无统计学意义

渊P跃0.05冤遥 详见图 7遥

图 5 槟榔活性成分-靶点-通路网络图

Fig.5 Betel nut active ingredient-target-pathway network diagram

1454



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园24 年第 44 卷

3.6.3 病理形态学检测 HE 染色结果提示袁中尧高
剂量组大鼠颊黏膜出现不同程度上皮层变薄袁棘突

变浅尧甚至消失袁固有层明显增厚袁胶原纤维呈无序尧
波形的外形排列袁血管数量减少袁伴有炎性细胞浸

润袁并可见类玻璃样变袁且高剂量组出现细胞空泡遥
低剂量组黏膜下胶原纤维增多袁少量粉红色沉积物

堆积袁而正常组皮层结构基本正常袁棘突未出现变平

或消失遥 Masson 染色结果显示袁对照组大鼠颊黏膜

提示淡蓝色胶原纤维分布在黏膜固有层袁排列疏松曰

而槟榔水提取液各组颊黏膜固有层的胶原纤维沉积

地厚而致密袁颜色呈深蓝色袁且中尧高剂量组更加明

显遥 详见图 8要9遥
3.6.4 槟榔水提取液对大鼠口腔黏膜 IL-6尧TNF-琢
的影响 免疫组织化学染色结果显示袁与对照组相

比较袁低尧中尧高剂量槟榔水提取液均可升高了 IL-
6尧TNF-琢 的表达袁且呈剂量依赖性渊P约0.01冤遥表明槟

榔水提取液可能通过上调 IL-6尧TNF-琢 等关键炎性

因子来诱导 OSF遥 详见图 10要11遥

图 9 大鼠颊黏膜 Masson染色渊20伊袁n=6袁50 m冤
Fig.9 Masson staining of rat buccal mucosa 渊20伊袁n=6袁50 m冤

注院Masson 染色中胶原呈蓝紫色遥

图 7 各组大鼠颊黏膜及开口度情况

Fig.7 Buccal mucosa and opening of rats in each group
注院A院16 周高剂量组大鼠颊黏膜局部苍白尧僵硬曰B院16 周空白组尧BL-L 组大鼠颊黏膜肉眼未见异常曰16 周各组开口度

变化情况曰与对照组相比较袁*P约0.05曰与低剂量组相比较袁#P约0.05遥

A B C

图 8 大鼠颊黏膜 HE 染色 渊20伊袁n=6袁50 m冤
Fig.8 HE staining of rat buccal mucosa 渊20伊袁n=6袁50 m冤

注院黑色箭头所标记为口腔黏膜棘突处曰低剂量黏膜下出现少量粉红色沉积物袁为胶原蛋白尧纤维蛋白等堆积遥
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4 讨论

本研究根据网络毒理学共筛选出 52 个潜在活

性成分袁得到成分对应靶点 587 个和疾病对应靶点

761 个袁以及两者的交集靶点 72 个遥PPI 网络拓扑分

析显示度值前 6 的核心蛋白是 IL-6尧MMP-9尧TP53尧
TNF尧Bcl-2尧EGFR袁这些可能是槟榔影响 OSF 的关

键靶点遥 IL-6 是炎症和修复的关键因子袁在纤维化

病变发挥重要作用[20]遥 研究发现袁OSF 标本培养的成

纤维细胞中 IL-6 水平升高袁同时证明了槟榔碱能够

刺激人类口腔颊黏膜中 IL-6 mRNA 的表达 [21袁24]遥
MMP-9 可以催化弹性和胶原蛋白的降解袁LI 等人[22]

发现槟榔碱可以下调 MMP-2尧MMP-9 的表达袁并同

时上调金属蛋白抑制酶的水平使得胶原蛋白增加遥
TP53 调节细胞增殖和分化袁在口腔潜在恶性和恶

性疾病中发挥重要作用遥 研究证实袁在 OSF病理组织

中TP53 的水平较正常口腔黏膜显著升高[23]遥 TNF 和

IL-6 一样袁是重要的炎性因子袁OSF 水平患者较正

常人升高[24]遥 在 Bcl-2 是细胞凋亡的重要调节因子袁
有研究表明袁其可能通过抑制细胞凋亡在OSF 癌

变中发挥重要作用[25]遥 EGFR 作为生长因子袁调节细

胞的生长尧增殖和分化遥 GO 功能富集分析显示袁槟
榔的活性成分发挥作用主要涉及缺氧反应尧细胞运

动的正向调节尧磷代谢过程的正向调节尧蛋白质转

图 11 TNF-琢免疫组化结果渊伊63袁n=6袁20 滋m冤
Fig.11 TNF-琢 immunohistochemical results 渊伊63袁n=6袁20 滋m冤

注院与对照组相比较袁**P约0.01遥

图 10 IL-6 免疫组化结果渊伊63袁n=6袁20 滋m冤
Fig.10 IL-6 immunohistochemical results 渊伊63袁n=6袁20 滋m冤

注院与对照组相比较袁**P约0.01遥
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运的调节等过程袁这些活性成分可能通过作用在膜

筏尧细胞外基质尧细胞器外膜尧细胞质核周区等组分

来影响各类蛋白结合尧酶类活性尧受体活化等功能遥
KEGG 通路富集分析获得 PI3K-Akt 信号通路尧
AGE-RAGE 信号通路尧松弛素信号通路尧EGFR 酪

氨酸激酶抑制剂耐药等信号通路遥 PI3K-Akt 信号通

路调节各种细胞过程袁如细胞凋亡尧细胞增殖尧蛋白

质合成等袁是最重要细胞内通路之一袁如 PI3K/Akt
抑制剂 LY2940002 可以抑制 OSF 细胞的迁移和侵

袭以及血管生成袁从而达到治疗效果[26]曰同时 PI3K-
Akt 信号通路通过促进促纤维化生长因子尧细胞因

子和趋化因子的合成和分泌袁从而使得成纤维细胞

转化为肌纤维细胞袁在肺尧肝尧心脏纤维化等疾病中

发挥重要作用[27-29]曰此外袁PI3K-Akt 信号通路是重要

的炎症信号通路之一袁通过激活 NF-kB 后发生一系

列级联反应袁促进成纤维细胞 IL-6尧TNF-茁 等炎性

因子的增加[30]遥 AGE-RAGE 信号通路可以激活 NF-
kB尧MAPK 等通路袁从而介导炎症反应尧氧化应激尧
细胞凋亡等生命过程袁如通过 RAGE-MAPK 信号通

路增加大鼠牙髓细胞中 S100A8尧A9尧IL-1茁 的炎性

因子表达[31]遥 松弛素是一种肽激素袁通过激活多种通

路抑制炎症尧活化成纤维细胞尧重塑基质发挥抗纤维

化作用[32]遥研究表明袁松弛素通过调节成纤维细胞合

成和分泌前胶原酶和胶原蛋白袁促进 MMP-1尧MMP-
8 的表达在纤维化占有重要地位[33-34]遥 此外袁KEGG
通路富集分析显示多条癌症通路与 OSF 密切相关遥
OSF 是公认的癌前病变袁部分 OSF 会进展为口腔鳞

状细胞癌袁其过程主要涉及长期慢性非消退性炎症袁
诱导上皮细胞的恶性转化袁导致获得各种恶性生物

表型[35-36]遥 槟榔活性成分-靶点-通路网络图显示袁槟
榔活性成分居于前位的是亚油酸尧10Z-十七碳烯

酸尧二十碳五烯酸尧邻苯二甲酸二丁酯袁其中亚油酸尧
10Z-十七碳烯酸尧二十碳五烯酸为脂肪酸袁且槟榔

中以亚油酸为主要成分[37]袁研究表明发炎的牙龈组

织中中亚油酸等不饱和脂肪酸的含量明显增加袁与
炎症反应密切相关[38]曰也有研究证实邻苯二甲酸二

丁酯干预肝细胞后袁氧化应激水平明显升高袁IL-6尧
IL-1尧TNF-琢 等炎性因子表达增加袁同时诱导肝细

胞凋亡[39]遥
基于网络毒理学结果袁我们发现炎症反应与槟

榔活性成分尧OSF 以及参与两者的通路均有密切联

系袁故选择 IL-6尧TNF-琢 等关键炎性因子作为可能

的作用靶点袁进一步进行动物实验探讨槟榔水提取

液对 OSF 的作用机制遥通过开口度测量尧HE 染色及

Masson 染色实验袁发现中尧高剂量组对口腔黏膜损

伤较对照组尧低剂量更为严重袁引起开口度值明显减

小袁使得大鼠张口受限袁并导致黏膜上皮层变薄袁固
有层明显增厚袁胶原纤维呈无序波状排列袁血管数量

减少袁伴有炎性细胞浸润袁并从蛋白水平发现槟榔呈

剂量依赖性地上调 IL-6尧TNF-琢 等炎性因子袁是其

可能诱导 OSF 机制之一遥
综上所述袁本研究通过网络毒理学方法袁较为系

统地分析了槟榔导致 OSF 的潜在活性成分尧关键靶

点和信号通路袁并通过动物实验进行验证袁揭示了槟

榔上调 IL-6尧TNF-琢 等炎性因子是其诱导 OSF 的

作用机制之一遥同时我们还发现袁槟榔活性成分中除

了生物碱对 OSF 具有明显的诱导作用之外袁亚油酸

为主的脂肪酸对其也有影响袁然而袁目前尚未有文献

报道脂肪酸对 OSF 的具体作用机制袁课题组后续将

进行下一步的实验探索遥此外袁本研究并未对炎性因

子进行更深层次的上下游机制研究袁后期还需要进

一步的实验和临床验证来证实遥
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