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【摘要】目的  基于网络药理学、分子对接、分子动力学模拟和细胞实验探究葛根

素治疗口腔黏膜下纤维化（oral submucous fibrosis，OSF）的潜在作用路径。方法  联合

TCMSP、Comparative Toxicogenomics Database 和 PharmMapper 数据库检索葛根素作用靶点，

通过 GeneCards、DisGeNet 和 OMIM 数据库检索 OSF 疾病靶点，取二者交集靶点，构建蛋

白质互作网络并筛选核心靶点。对核心靶点进行基因本体论（Gene Ontology，GO）、京

都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）分析。利用

AutoDock 4.2.6 软件开展分子对接，选取优势复合物通过 GROMACS 2020.6 软件进行分子动

力学模拟，以验证结合稳定性。探究不同浓度葛根素对 HaCaT 细胞存活率的影响后，将细

胞分为空白组、模型组、葛根素低剂量组、葛根素中剂量组和葛根素高剂量组，检测各组

细胞中 TNF、MMP2、EGFR、MMP9 的 mRNA 及蛋白表达水平。结果  共筛选出 400 个葛根

素靶点和 969 个 OSF 靶点，得到 81 个交集靶点。GO 及 KEGG 分析提示其作用机制主要涉

及细胞群体增殖的正调控、细胞外空间、AGE-RAGE 信号通路等。分子对接及分子动力学

模拟结果显示，TNF、MMP2、EGFR、MMP9 等核心靶点与葛根素均具有较强结合能力，构

象稳定，氢键结合持久。体外实验显示，模型组 TNF、MMP2、EGFR、MMP9 的 mRNA 及

蛋白表达水平与空白组相比均显著上调（P ＜ 0.01）；经葛根素干预后，各剂量组上述指

标均显著下调（P ＜ 0.05）。结论  葛根素治疗 OSF 的分子机制可能与抑制 TNF、MMP2、

EGFR、MMP9 等细胞因子的表达相关，涉及炎症反应的抑制、细胞外基质降解、细胞增殖

分化和上皮 - 间充质转化等过程。
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【Abstract】Objective  To investigate the potential mechanism of puerarin in the 
treatment of oral submucous fibrosis (OSF) using an integrated strategy combining network 
pharmacology, molecular docking, molecular dynamics simulation and cellular experiments. 
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Methods  Putative targets of puerarin were retrieved from the TCMSP, Comparative Toxicogenomics Database 
and PharmMapper databases. OSF-related targets were collected from GeneCards, DisGeNet and OMIM 
databases. The overlapping targets between puerarin and OSF were identified, and a protein-protein interaction 
(PPI) network was constructed to screen for core targets. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses were performed on these core targets. Molecular 
docking was carried out using AutoDock 4.2.6 software, and the top-ranked complexes were subjected to 
molecular dynamics simulation using GROMACS 2020.6 software to validate binding stability. After assessing 
the effects of different puerarin concentrations on HaCaT cell viability, the cells were divided into five groups: 
blank control, model, low-dose puerarin, medium-dose puerarin and high-dose puerarin groups. The mRNA 
and protein expression levels of TNF, MMP2, EGFR and MMP9 were detected in each group. Results  A 
total of 400 puerarin targets and 969 OSF-related targets were screened, yielding 81 overlapping targets. GO 
and KEGG analyses indicated that the potential mechanisms primarily involve the positive regulation of cell 
population proliferation, the extracellular space, and the AGE-RAGE signaling pathway. Molecular docking 
and molecular dynamics simulation demonstrated strong binding affinity of puerarin to core targets like TNF, 
MMP2, EGFR and MMP9, with stable conformational binding and persistent hydrogen bond interactions. 
In vitro experiments confirmed that compared to the blank control group, the mRNA and protein expression 
levels of TNF, MMP2, EGFR and MMP9 were significantly upregulated in the model group (P<0.01). 
Puerarin treatment significantly reversed these increases in all dose groups compared to the model group 
(P<0.05). Conclusion  The molecular mechanism by which puerarin treated OSF was potentially associated 
with the suppression of key factors such as TNF, MMP2, EGFR and MMP9. This involved the inhibition of 
inflammatory responses, regulation of extracellular matrix degradation, and modulation of cell proliferation, 
differentiation, and epithelial-mesenchymal transition.

【Keywords】Puerarin; Oral submucous fibrosis; Bioinformatics; Network pharmacology; Molecular 
docking; Molecular dynamics simulation; Cell experiments

口腔黏膜下纤维化（oral submucous fibrosis，

OSF）是一类极具挑战性的口腔黏膜病症，呈

现出慢性隐匿发展的态势，且存在恶性转化风

险 [1- 3]。从病理特征来看，OSF 以口腔黏膜下层

纤维组织异常增生及胶原过度沉积为主要表现，

随着病情进展，黏膜弹性逐渐丧失、质地变

硬 [4- 5]。患病个体常遭受张口困难、口腔疼痛及

吞咽障碍等症状困扰，生活质量急剧下降。据

流行病学调查显示，约 7%~13% 的 OSF 患者可

能进展为口腔鳞状细胞癌，严重威胁其生命健

康 [6]。目前，临床上针对 OSF 的治疗手段相对

有限。现有治疗方案多以对症处理为主，如通

过抗炎药物减轻炎症反应，运用物理治疗手段

改善患者张口受限的症状 [7-10]。然而，上述治疗

方法由于未能精准锚定 OSF 的发病根源，难以

逆转纤维化进程，患者病情反复迁延的情况较

为常见。尽管已有研究证实炎症相关通路、氧

化应激通路等与 OSF 存在关联 [11]，但具体作用

路径仍不明确。

葛根素（Puerarin）作为从豆科植物葛根中分

离得到的代表性异黄酮类成分，具备多元化的药

理作用，在抗炎、抗氧化及免疫调控等多个生物

学领域均展现出突出的活性优势 [12-13]。研究发现，

葛根素能够通过多种途径干预纤维化进程，如抑

制成纤维细胞的增殖和活化、减少胶原蛋白等细

胞外基质（extracellular matrix，ECM）的合成与

沉积、调节相关信号通路等 [14-16]。网络药理学通

过整合“药物 - 靶点 - 疾病”网络，可系统性解

析中药多成分、多靶点的作用模式 [17-18]。分子对

接与分子动力学模拟则能从原子层面验证药物与

靶点的结合活性及构象稳定性 [19-20]。三者与细胞

实验联用可构建“虚拟预测 - 结构验证 - 体外实

证”的完整研究体系。本研究基于该体系，筛选

葛根素干预 OSF 的关键靶点，明确其表达调控规

律，以期为 OSF 的靶向治疗提供新的药物候选及

实验依据。
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1  资料与方法

1.1  网络药理学、分子对接及分子动力学
模拟分析
1.1.1  药物靶点

首先，将葛根素的英文名称“Puerarin”输

入 TCMSP 数 据 库（https://www.tcmsp-e.com/load_

intro.php?id=43）中，以生物利用度≥ 30%、类

药性≥ 0.18 为筛选标准，获取葛根素潜在作用

靶 点。 同 时， 将 mol2 格 式 的 葛 根 素 文 件 上 传

至 PharmMapper 在 线 数 据 库（http://www.lilab-

ecust.cn/pharmmapper/）中，并以结合能 Score ≥ 

-5.0  kcal/mol 为 筛 选 条 件， 获 取 该 化 合 物 作 用

的人类相关靶点。在 Comparative Toxicogenomics 

Database 数 据 库（https://ctdbase.org/） 中 以

“Puerarin”作为关键词补充检索相关靶点，合并

上述 3 个数据库结果并去除重复值，最终得到葛

根素作用靶点集合。

1.1.2  疾病靶点
针对 OSF 疾病相关靶点的筛选工作可分三

步 开 展。 首 先， 从 GeneCards 数 据 库（https://

www.genecards.org/） 中 调 取 满 足 靶 点 关 联 评

分 ≥ 5.0 的候选基因；其次，在 DisGeNet 数据库

（https://disgenet.com/）中以蛋白 - 疾病关联一致

性评分 ≥ 0.4 为阈值进行靶点筛选；最后，整合

OMIM 数 据 库（https://www.omim.org/） 中 收 录 的

所有 OSF 疾病相关靶点。对上述三个数据库所获

靶点数据集进行合并后，通过去重处理剔除重复

条目，最终得到 OSF 疾病靶点整合列表。

1.1.3  药物与疾病交集靶点
使 用 V e n n y 在 线 工 具 （ h t t p s : / / w w w .

bioinformatics.com.cn/static/others/jvenn/example.

html）获得二者的交集靶点，作为葛根素治疗

OSF 的主要候选靶点。

1.1.4  药物-疾病靶点蛋白质互作网络
将筛选得到的药物 - 疾病交集靶点上传至

STRING 12.0 在 线 数 据 库（https://cn.string-db.

org/）， 在 参 数 设 置 方 面， 明 确 限 定 物 种 为 智

人，并将蛋白互作关系的置信度评分阈值设定

为≥ 0.7，以此为条件构建蛋白质互作（protein- 

protein interaction，PPI）网络。待网络构建完成后，

将所有的网络节点与交互关系数据导出为 TSV 格

式文件，用于后续的拓扑结构分析。

1.1.5  药物-疾病靶点的核心网络图
将 TSV 格 式 的 PPI 网 络 数 据 导 入 Cytoscape 

3.9.1 软件。借助 CytoHubba 插件，应用“degree”

拓扑算法对靶点进行排序，以核心靶点用于后续

分析和可视化。

1.1.6  基因本体论功能和京都基因与基因
组百科全书通路富集分析

核 心 靶 点 的 基 因 本 体 论（Gene Ontology，

GO）功能富集分析与京都基因与基因组百科全

书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）通路富集分析依托 DAVID 功能富集分析

数据库（https://david.ncifcrf.gov/）开展。其中，

生 物 过 程（biological process，BP）、 分 子 功 能

（molecular function，MF）、 细 胞 组 分（cellular 

component，CC）是 GO 富集分析的三大核心层

面内容；统计学显著性判定标准设定为校正后 P
值＜ 0.05。为直观呈现富集分析结果，选取 GO

与 KEGG 富集分析排名前 20 的条目，利用微生

信 在 线 可 视 化 平 台（https://www.bioinformatics.

com.cn/）进行可视化图谱绘制。

1.1.7  分子对接
使 用 PyMOL 2.5.0 软 件 对 排 名 前 10 的 核 心

靶蛋白的 3D 结构进行预处理（如去水分子、

修 复 氨 基 酸 ）。 从 PubChem（https://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov/）下载葛根素的 2D 结构（CID：

5280807）， 经 Open Babel 3.1.1 软 件 转 换 为 3D

结构并优化。使用 AutoDock 4.2.6 软件在靶点活

性口袋中心执行对接模拟。选择最低结合能的构

象，并使用 PyMOL 2.5.0 软件进行可视化。

1.1.8  分子动力学模拟
选取葛根素与 TNF、MMP2、EGFR 及 MMP9

的 最 优 对 接 复 合 物， 采 用 GROMACS 2020.6 软

件开展 100 ns 分子动力学模拟。以 GROMOS96 

54a7 力场构建系统拓扑，选用 TIP3P 水模型对

复合物进行溶剂化处理，将其置于十二面体盒子

中。通过添加 0.15 mol/L NaCl 中和系统电荷，随

后进行能量最小化处理。依次进行 10 ns NVT 恒

温 平 衡（300 K，V-rescale 热 浴 ） 与 10  ns NPT

恒 压 平 衡（1 bar，Parrinello-Rahman 压 浴），

最终以 2fs 步长执行生产模拟。模拟过程中每隔

10 ps 保存轨迹文件，采用 GROMACS 2020.6 软

件 内 置 工 具 分 析 均 方 根 偏 差（root mean square 

deviation，RMSD）、 均 方 根 涨 落（root mean 

https://www.tcmsp-e.com/load_intro.php?id=43
https://www.tcmsp-e.com/load_intro.php?id=43
http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/
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https://www.genecards.org/
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https://cn.string-db.org/
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表1  基因引物信息

Table 1. Gene primer information

引物名称 正向引物（5'-3'） 反向引物（5'-3'） 产物长度（bp）

TNF CTCATCTACTCCCAGGTCCTTTC CGATGCGCTGATGGTGTG  82

MMP2 CCTACACCAAGAACTTTCGTCTG GTGCCAAGGTCAATGCAGGAG  88

EGFR ACAGCATAGACGACACCTTCCTC TGGCCTTGGACACTGGAGACTG 115

MMP9 GGACCACCACCACAACATCCC GGGCAAAGGCGTCGTCAATC  81

GAPDH CTTTGGATCGTGGAAGGACTC GTAGAGGGCAGGGATGATGTTTCT 150

square fluctuation，RMSF）、 回 转 半 径（radius 

of gyration，Rg）、溶剂可及表面积（solvent 

accessible surface area，SASA）及氢键数量（hydrogen 

bonds，HBs），系统评估复合物结合稳定性及构

象动态变化。

1.2  实验细胞株和主要试剂
人 永 生 化 角 质 形 成 细 胞（HaCaT， 武 汉 普

诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司， 批 号：CL-0090）；

CCK-8 试剂盒（上海碧云天生物技术股份有限

公 司， 货 号：C0038）；Trizol 试 剂（ 上 海 赛 默

飞世尔科技公司，货号：15596018CN）；Master 

qPCR Mix（北京擎科生物科技有限公司，货号：

TSE201）；qRT-PCR 引物（南京金斯瑞生物科

技 有 限 公 司， 货 号：2489SHC65）；TNF-α、

MMP2、EGFR、MMP9、GAPDH 抗 体（ 武 汉 三

鹰 生 物 技 术 有 限 公 司， 货 号 分 别 为 17590-1-

AP、10373-2-AP、18986-1-AP、10375-2-AP、

60004-1-Ig）。

1.3  药品
葛根素购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司（货号：P111270，含量≥ 98%）。

1.4  仪器
荧光定量 PCR 仪（美国 Thermo Fisher Scientific

公司，QuantStudio 3 型）；高速冷冻离心机（德

国 Thermofisher 公 司，LYNX6000 型 ）； 电 泳 仪

（美国 Bio-Rad 公司，Mini-PROTEAN Tetra System

型）；多功能酶标仪（美国 Molecular Devices 公司，

FlexStation 3 型 ）； 显 影 仪（ 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司，myECL 型）。

1.5  实验验证
1.5.1  细胞培养 

HaCaT 细 胞 在 含 10% 胎 牛 血 清 和 1% 青 霉

素 - 链霉素的 DMEM 高糖培养基中，置于 37 ℃、

5% CO2 的培养箱中常规培养。待细胞融合度达

80%~90% 时，消化传代。

1.5.2  细胞存活率 
称 取 1 9 . 6 5  m g 葛 根 素 粉 末 （ 纯 度 ≥ 

98.92%），溶于 1 mL DMSO 中配制成 50 mM 母液，

经无菌滤膜过滤后冻存。实验时使用相应培养液

稀释至所需浓度，确保 DMSO 终浓度≤ 0.1%。

设置 0 μM、1 μM、2 μM、4 μM、8 μM、10 μM 的

6 个葛根素实验组 [14]，每组 3 个复孔。将 HaCaT

细胞（6×103/ 孔）接种于 96 孔板中。贴壁后，

更换为上述浓度的葛根素培养液干预 24 h。按照

CCK-8 试剂盒说明书步骤，加入工作液孵育 2 h，

于 450 nm 波 长 处 测 定 吸 光 度（optical density，

OD）值。

1.5.3  实验分组
依据 CCK-8 结果，2 μM、4 μM、8 μM 的葛

根素浓度可用于后续实验的低、中、高剂量梯度

设置。实验共分 5 组：空白组（正常培养液），

模 型 组（ 含 槟 榔 碱 50 μg/mL 的 培 养 液 [21]），

葛 根 素 低 剂 量 组（ 含 2 μM 葛 根 素、 槟 榔 碱

50  μg/ mL），葛根素中剂量组（含 4 μM 葛根素、

槟榔碱 50 μg/mL），葛根素高剂量组（含 8 μM

葛根素、槟榔碱 50 μg/mL）。所有细胞均处理培

养 24 h。

1.5.4  qRT-PCR实验  
提取的 RNA 样本被逆转录合成 cDNA，使用

SYBR PCR master Mix 进行预变性及循环扩增。

所有目的基因的表达均以 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

（GAPDH）作为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算相

对表达量。引物序列见表 1。

1.5.5  Western blot实验检测各组细胞中相
关蛋白表达水平  

收 集 细 胞， 加 含 RIPA 裂 解 液 冰 上 裂 解

30  min，离心 15 min 取上清。采用 BCA 法测蛋

白浓度后，按 4 ∶ 1 加 5 倍上样缓冲液，沸水浴

5  min 变 性。 使 用 10% SDS-PAGE 凝 胶，80 V

恒 压 电 泳 30 min 后 调 120V 至 溴 酚 蓝 达 胶 底。
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PVDF 膜甲醇激活后，150 mA 恒流湿转 1.5 h。

用 5% 脱 脂 奶 室 温 封 闭 1.5 h， 加 TNF-α 一 抗 

（1 ∶ 1  000）、MMP2 一 抗（1 ∶ 800）、EGFR

一 抗（1  ∶  3  000）、MMP9 一 抗（1 ∶ 1 500） 与

GAPDH 一 抗（1  ∶  200  000），4 ℃ 孵 育 过 夜。

TBST 洗膜后加二抗（1  ∶  5  000）室温孵 1 h，再洗

膜。最后，经 ECL 显影，Image J 定量，以目的

蛋白与内参灰度比得出相对表达量。

1.5.6  统计分析
采用 SPSS 26.0 统计软件对实验数据进行分

析处理，计量资料以均数和标准差（ sx ± ）表示。

首先对数据进行正态性检验与方差齐性检验，确

认符合参数检验条件后，多组间整体差异比较采

用单因素方差分析。组间两两比较采用 LSD-t 检

验，其中空白组与模型组进行基线差异对比，模

型组与各葛根素剂量组进行干预效果差异分析。

P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义，所有统计检

验均为双侧检验。

2  结果

2.1  网络药理学、分子对接及分子动力学
模拟结果
2.1.1  药物与疾病靶点交集结果

经 数 据 库 筛 选， 从 TCMSP、PharmMapper 和

Comparative Toxicogenomics Database 分别获得 55、

286 和 145 个葛根素靶点，去重后共得到 400 个唯

一的药物靶点。从 GeneCards、DisGeNet 和 OMIM

数据库共检索到 969 个 OSF 疾病靶点。将这两组

靶点进行映射，共筛选出 81 个交集靶点，见图 1。

2.1.2  蛋白质互作网络
基于 81 个关键交集靶点，利用 STRING 12.0

数据库构建 PPI 网络。该互作网络由 81 个靶点

蛋白作为节点，蛋白间共存在 987 对有效相互作

用关系（以边的形式呈现），且网络的平均节点

Degree 值达 24.4，见图 2。

2.1.3  靶点核心网络图
在 Cytoscape 软件中筛选出 Degree 值排名前

10 位的核心靶点，分别是 MMP9、ALB、TNF、

IL6、AKT1、EGF、PTGS2、EGFR、MYC 和

MMP2，见图 3。

2.1.4  GO和KEGG分析结果
GO 分析结果显示，在 BP 层面，靶点主要富

集于细胞群体增殖的正调控、基因表达正调控、

凋亡过程负调控等（图 4-A）；在 CC 层面，主

要富集于细胞外空间、细胞外区域、细胞外基质

等（图 4-B）；在 MF 层面，主要富集于同种蛋

白结合、细胞因子活性、丝氨酸型内肽酶活性等

（图 4-C）。KEGG 通路富集分析结果表明，这

些靶点与癌症途径、EGFR 酪氨酸激酶抑制剂耐

药、AGE-RAGE、HIF-1、MAPK 和 FoxO 等信号

通路密切相关（图 4-D）。

2.1.5  分子对接结果
结果显示，排名前 10 的核心靶蛋白复合物

的结合能均＜ -5.0 kJ/mol，葛根素小分子可成功

嵌入靶蛋白的活性口袋内，并通过形成多个氢键

稳定结合构象，提示葛根素与核心靶点具有较强

的结合活性，见表 2、图 5。

2.1.6  分子动力学模拟结果
RMSD 分 析 显 示， 葛 根 素 与 TNF、MMP2、

EGFR 及 MMP9 复 合 物 的 RMSD 值 在 模 拟 初 期

（约 20 ns 内）存在一定波动，随后均趋于平

稳，整体 RMSD 值分别维持在约 0.15~0.30 nm、

0.15~0.25  nm、0.25~0.35 nm 和 0.20~0.35 nm 范

图1  葛根素与口腔黏膜下纤维化交集靶点的Venn图

Figure 1. Venn diagram of the intersection target of 

Puerarin and oral submucous fibrosis
注：Puerarin，葛根素；OSF，oral submucous fibrosis，口腔黏膜下纤
维化。
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图2  葛根素与口腔黏膜下纤维化交集靶点的蛋白质互作网络

Figure 2. Protein-protein interaction network of the intersection target of Puerarin and oral submucous fibrosis

图3  葛根素与口腔黏膜下纤维化交集靶点核心网络图

Figure 3. Core network diagram of the intersection target of Puerarin and oral submucous fibrosis
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1.45~1.55 nm 和 1.70~1.80 nm 区间，波动幅度较

小，表明葛根素结合后各靶蛋白三级结构紧致性

良好，未出现明显松散或伸展现象（图 6-C）。

SASA 分 析 显 示， 复 合 物 的 SASA 值 在 模 拟 过

程 中 分 别 围 绕 80~88 nm2、152~168  nm2、92~ 
100  nm2 和 117~126 nm2 小 幅 波 动， 结 合 后 活

性口袋区域的 SASA 较结合前普遍降低，表明

葛根素的结合减少了活性位点与溶剂的接触

（图 6-D）。HBs 统计显示，葛根素与各靶点之

间在模拟过程中形成的氢键数量分别在 1~3、

1~3、1~4 和 1~4 个范围内动态波动，且在超过

85% 的模拟时间内能稳定维持至少 1~2 个氢键，

说明葛根素与靶点之间存在持续且较为稳定的结

合相互作用（图 6-E）。

2.2  细胞实验验证结果
2.2.1  细胞存活率

如表 3 所示，与 0 μM 对照组相比，1 μM、

2  μM、4 μM、8 μM 浓度的葛根素处理 24 h 对细

胞活力无显著影响（P ＞ 0.05）。然而，当浓度

图4  葛根素与口腔黏膜下纤维化交集靶点的基因本体论和京都基因和基因组百科全书富集分析结果

Figure 4. Results of Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes enrichment analysis of the 

intersection target of Puerarin and oral submucous fibrosis 
注：A. 生物过程；B. 细胞组分；C. 分子功能；D. 京都基因和基因组百科全书富集分析气泡图。

表2  葛根素与核心靶点的结合能

Table 2. Binding energy of Puerarin to core targets
核心靶点 结合能（kJ/mol）

TNF -8.7

MMP2 -8.6

EGFR -8.5

MMP9 -8.5

ALB -8.3

MYC -8.0

PTGS2 -7.9

EGF -7.0

IL6 -6.7

AKT1  -6.7

围内，表明复合物在模拟后期构象稳定，未发

生显著结构漂移（图 6-A）。RMSF 分析表明，

TNF、MMP2、EGFR 及 MMP9 蛋白活性口袋关键

残基的 RMSF 值普遍低于 0.25 nm，尤其在结合区

域残基的柔性显著降低，提示葛根素的结合有效

限制了活性口袋局部构象的波动（图 6-B）。Rg

分析显示，4 个蛋白体系的 Rg 值在整个模拟过程

中分别稳定在约 1.40~1.55 nm、1.95~2.05  nm、

A B

C D
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图5  葛根素与核心靶点的分子对接可视化结果

Figure 5. Visualization results of molecular docking between Puerarin and core targets
注：A. 葛根素与TNF；B. 葛根素与MMP2；C. 葛根素与EGFR；D. 葛根素与MMP9；E. 葛根素与ALB；F. 葛根素与MYC；G. 葛根素与PTGS2；
H. 葛根素与EGF；I. 葛根素与IL6；J. 葛根素与AKT1。

达 10 μM 时，细胞活力显著下降（P ＜ 0.01）。

因此，本研究选择 2 μM、4 μM、8 μM 作为后续

实验的低、中、高剂量组浓度。

2.2.2  qRT-PCR实验结果
选 择 分 子 对 接 结 果 中 结 合 能 最 低 的 4 个 核

心 靶 点（TNF、MMP2、EGFR 和 MMP9） 进 行

qRT-PCR 验证。如表 4 所示，与空白组相比，模

型组中 4 个靶点的 mRNA 相对表达量均显著升高

（P ＜ 0.01）；经葛根素干预后，各剂量组上述指

标均显著下调（P ＜ 0.05），提示葛根素可能通过

C

A B

D

E F

G H

I J
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图6  葛根素与核心靶点的分子动力学模拟结果

Figure 6. Molecular dynamics simulation results of Puerarin and core targets 
注：A. 葛根素与TNF、MMP2、EGFR及MMP9（从左至右，下同）复合物各RMSD随模拟时间变化图；B. TNF、MMP2、EGFR及MMP9蛋
白各氨基酸残基RMSF图；C. TNF、MMP2、EGFR及MMP9蛋白各Rg（总半径及各轴半径）随模拟时间变化图；D. 葛根素与TNF、MMP2、
EGFR及MMP9复合物各SASA随模拟时间变化图；E. 葛根素与TNF、MMP2、EGFR及MMP9各结合HBs随模拟时间变化图。

抑制这些关键基因的转录来发挥治疗 OSF 的作用。

2.2.3  Western blot实验结果
如图 7、表 5 所示，与空白组相比，模型组

中 4 个蛋白的表达量均显著升高（P ＜ 0.01）；

与模型组相比，葛根素低、中、高剂量组均能显

著 降 低 TNF-α、MMP2、EGFR 及 MMP9 蛋 白 的

表达量（P ＜ 0.05），提示葛根素可能通过抑制

这些关键蛋白的表达来发挥治疗 OSF 的作用。

表3  不同浓度葛根素对细胞活力的影响（ sx ± ）
Table 3. Effects of different concentrations of Puerarin 

on cell viability ( sx ± )
葛根素浓度（μM） 细胞存活率（%）

0 100.00±0.00

1 100.17±1.08

2   99.28±0.68

4   98.67±0.71

8   98.36±0.18

10   92.14±0.19**

注：与0 μM药物浓度组比较，**P＜0.01。

A

B

C

D

E
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表5  TNF、MMP2、EGFR和MMP9的蛋白表达量（ sx ± ）

Table 5. Protein expression levels of TNF, MMP2, EGFR and MMP9 ( sx ± )

组别 剂量（μM） TNF MMP2 EGFR MMP9

空白组 0 1.28±0.07 1.34±0.08 1.35±0.08 1.17±0.06

模型组 0 2.71±0.03## 2.53±0.11## 3.09±0.07## 1.98±0.06##

葛根素低剂量组 2 1.81±0.06** 1.39±0.08** 2.04±0.09** 1.82±0.02*

葛根素中剂量组 4 1.46±0.09** 1.48±0.15** 1.85±0.02** 1.79±0.07*

葛根素高剂量组 8 1.38±0.03** 1.52±0.02** 1.59±0.08** 1.45±0.03**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。

表4  qRT-PCR检测核心靶点的mRNA表达水平（ sx ± ）

Table 4. The mRNA expression levels of core targets detected by qRT-PCR ( sx ± )

组别 剂量（μM） TNF MMP2 EGFR MMP9

空白组 0 1.01±0.04 0.96±0.02 0.84±0.05 1.03±0.04

模型组 0 1.79±0.03## 1.57±0.05## 1.65±0.07## 1.61±0.04##

葛根素低剂量组 2 1.53±0.03** 1.30±0.03** 1.41±0.08* 1.45±0.05*

葛根素中剂量组 4 1.31±0.04** 1.24±0.08** 1.36±0.03** 1.33±0.06**

葛根素高剂量组 8 1.23±0.10** 1.05±0.03** 0.97±0.08** 1.09±0.02**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。

图7  Western blot检测TNF、MMP2、EGFR和MMP9的蛋白表达量

Figure 7. Detection of protein expression levels of TNF, MMP2, EGFR and MMP9 by Western blot

3  讨论

OSF 作为一种严重影响口腔健康的疾病，其

慢性进展特性及潜在癌变风险对患者的身心健康

和生活质量构成重大威胁。目前临床治疗手段的

局限性凸显了深入探究其发病机制和寻找有效治

疗方法的紧迫性。本研究基于生物信息学分析和

细胞实验技术对葛根素治疗 OSF 的作用机制进

行了系统剖析，以期为该领域研究提供了参考

依 据。

本研究通过网络药理学筛选出葛根素与 OSF

的交集靶点，其中 TNF、MMP2、EGFR 及 MMP9

等核心靶点在 PPI 网络中占据关键位置。TNF 作

为炎症反应的核心介质，其过度表达可加剧 OSF

的纤维化进程 [22]。葛根素可能通过抑制 TNF 的表

达，阻断炎症级联反应，从而减轻黏膜损伤 [23]。

MMP2 和 MMP9 在细胞外基质的动态平衡中发挥

着关键作用。在 OSF 患者体内，MMP2 和 MMP9

的异常高表达打破了细胞外基质合成与降解的平

衡，进而引发口腔黏膜下层纤维组织过度增生和

胶原沉积 [24-25]。葛根素可能通过调控 MMP2 和

MMP9 恢复 OSF 中的胶原代谢平衡，从而改善口

腔黏膜的纤维化病变。EGFR 在细胞的增殖、分

化中发挥关键作用，其异常激活与 OSF 的发生

发展密切相关 [26]。葛根素作用于 EGFR 靶点，或

许可以精准调节细胞的增殖分化信号通路，纠正

OSF 中细胞的异常增殖和分化状态，从而发挥治

疗作用。这些发现与唐智群等关于中药多靶点干

预纤维化的研究结果一致 [27]，进一步验证了葛根

素的多元功效。

GO 分析结果显示，葛根素治疗 OSF 的靶点

显著富集于细胞群体增殖的正调控、凋亡过程负
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调控等。在 OSF 的病理进程中，细胞的增殖和凋

亡平衡被严重破坏，细胞增殖异常活跃，同时凋

亡机制受到抑制，致使纤维组织不断累积，加重

了纤维化程度 [28]。葛根素能够调节这些关键生物

学过程，推测其可能通过促进细胞凋亡或抑制异

常增殖，重新建立细胞增殖和凋亡的平衡，进而

有效遏制纤维组织的过度生长。KEGG 通路富集

分析显示，葛根素治疗 OSF 与癌症途径、AGE-

RAGE、HIF-1 等信号通路密切相关。以 HIF-1

信号通路为例，有研究显示，在 OSF 的发展进

程中，HIF-1 的表达上调 [29]。HIF-1 激活一系列

涉及多个纤维化相关的下游基因的表达，如促进

VEGF 表达，引发血管生成异常，为纤维化创造

有利条件；同时，HIF-1 还能调节成纤维细胞的

功能，促使其增殖并分泌大量细胞外基质成分，

导致细胞外基质过度沉积，进一步加重纤维化 [30]。

葛根素可能通过抑制 HIF-1α 的表达和活性，抑

制下游纤维化相关基因转录，最终缓解 OSF 病情。

而与癌症途径的关联则提示，OSF 与癌症在某些

分子机制层面存在共性，葛根素对相关靶点和通

路的调节作用，不仅有助于缓解 OSF 病情，还可

能在降低 OSF 恶性转化风险方面发挥潜在作用，

但仍需大量深入研究加以验证。

分子对接及分子动力学模拟为葛根素与核

心靶点的相互作用提供了直接的结构生物学证

据。结果显示，葛根素与 TNF、MMP2、EGFR 及

MMP9 等核心靶点具有较高的结合活性，结合能

均小于 -5.0 kJ/mol。同时，100 ns 分子动力学模

拟证实，葛根素可与上述 4 个蛋白形成稳定的复

合物结构，并通过限制靶点活性口袋柔性、优化

蛋白结构紧致性、维持持久氢键作用及稳定低能

量构象等，保障了结合作用的稳定性。体外实验

证实，葛根素显著下调了 TNF、MMP2、EGFR、

MMP9 的 mRNA 及蛋白表达，与上述预测结果一

致。这一发现与冯奕晨 [31] 关于槟榔促纤维化机制

的研究形成对比，凸显了葛根素的治疗潜力。此

外，朱可可等 [32] 通过丹玄口康的研究强调了中药

复方在 OSF 治疗中的多靶点优势，本研究进一步

明确了葛根素单体的作用机制。张妮 [33] 的分子对

接研究为葛根素与靶点结合提供了补充证据，支

持其结合活性。

综上所述，本研究基于生物信息学方法，并

通过细胞实验探讨了葛根素治疗 OSF 的复杂分

子机制，涉及多个关键靶点、信号通路及细胞生

理过程的改变，并进一步通过体外细胞实验初步

验证了核心作用靶点。这些研究结果为进一步理

解 OSF 的发病机制提供了重要线索，同时也为开

发针对 OSF 的治疗策略和药物靶点提供了参考依

据。然而，葛根素在体内的作用是一个复杂的 过

程，仍有许多问题需要进一步深入研究，如缺乏

体内实验及药代动力学数据、各靶点之间的相互

作用关系、信号通路的交叉调控机制以及在不同

个体中的差异等。未来的研究应致力于进一步阐

明这些复杂的机制，以期为 OSF 的有效防治提供

更具针对性和高效的解决方案，最终改善患者的

生活质量并降低 OSF 的疾病负担。
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