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摘要： 目的　 通过网络药理学结合细胞实验验证探讨姜黄素对槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化的影响。
方法　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库获得姜黄素靶点， ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库获取姜黄素 ３Ｄ 结构， 导入 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 进行药物靶点预

测； ＮＣＢＩ 数据库得到口腔黏膜下纤维化靶点， 得到共有靶点， 绘制韦恩图。 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建 ＰＰＩ 网络，
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件构建网络模型， ＤＡＶＩＤ 平台进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子对接，
ＰｙＭｏｌ 软件可视化处理。 通过槟榔碱构建口腔黏膜下纤维化 ＨａＣａＴ 细胞， 并采用 ｓｉＣａｖ⁃１ 进行干预， 考察姜黄素对口

腔黏膜下纤维化及其关键通路和靶点表达的影响。 结果　 共获得 ２２ 个姜黄素和口腔黏膜下纤维化共有靶点。 ＰＰＩ 网
络筛选得到 １ 个关键子网络。 ＧＯ 富集分析发现， 姜黄素干预口腔黏膜下纤维化与 Ｃａｖ⁃１ 等多种生物功能相关。 ＫＥＧＧ
结果显示， 细胞焦亡密切相关的 ＮＯＤ 样受体信号通路与 ＰＰＩ 网络中的关键子网络之一紧密联系。 实验表明， 姜黄素

能降低 ＨａＣａＴ 细胞 ＬＤＨ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 姜黄素可降低 ＨａＣａＴ 细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 Ｃａｖ⁃
１、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 进一步研究发现， 敲低 ＨａＣａＴ 细胞

Ｃａｖ⁃１ 后细胞焦亡和纤维化均被抑制， 且姜黄素和 ｓｉＣａｖ⁃１ 同时干预与单独干预比较上述蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 结论　 姜黄素可通过调控 Ｃａｖ⁃１ 抑制槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化进程， 该机制可能参与其减轻槟

榔碱诱导的口腔黏膜下纤维化， 具体机制有待后续进一步研究。
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　 　 口腔黏膜下纤维化是一种慢性和炎症性的口腔黏膜疾

病［１］ 。 咀嚼槟榔是口腔黏膜下纤维化主要的致病因子［２］ ，
其发展进程与咀嚼槟榔的频率及维持的时间呈剂量依赖性，
槟榔中槟榔碱是主要的影响因子［３］ 。

细胞焦亡是一种与炎症相关的细胞程序性死亡方式，
与纤维化呈正相关［４］ 。 纤维化是慢性和持续性损伤发病机

制中的内在因素， 组织的持续性损伤会导致分泌细胞外基

质的成纤维细胞活化、 过度纤维化， 最终造成不可逆性组

织损伤［５］ 。 组织胚胎学研究表明， 在炎症反应开始之前，
组织可以愈合而不形成疤痕， 这表明炎症可能是导致纤维

化的重要原因［６］ 。 总之， 炎症物质和促炎细胞因子参与了

纤维化的发生发展进程， 因此， 抑制焦亡进而减轻炎症反

应可能是改善纤维化的可行策略。
姜黄素具有抗炎等多种药理活性。 研究表明， 姜黄素

能降低口腔黏膜下纤维化发生发展密切相关结缔组织生长

因子水平， 并且姜黄素能改善口腔黏膜下纤维化引发的烧

灼感和张口度［７⁃８］ 。 以上研究表明， 姜黄素可能是控制口腔

黏膜下纤维化的有效药物。 因此， 本实验采用网络药理学

和系统生物学理论， 通过构建 “姜黄素⁃靶点⁃口腔黏膜下

纤维化” 多层次网络， 初步预测姜黄素治疗口腔黏膜下纤

维化的作用机制［９⁃１０］ ， 旨在为口腔黏膜下纤维化治疗提供

新的方向和理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人永生化角质形成细胞系 ＨａＣａＴ， 批号 ＳＣＳＰ⁃
５０９１， 由中国科学院上海细胞库提供。
１􀆰 ２　 试剂　 姜黄素 （批号 ０８５１１， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 纯度

≥９８％ ）； 槟榔碱 （批号 ＤＱ００９２， 成都德思特生物技术有

限公司， 纯度≥９８％ ）； ＤＭＥＭ 高糖完全培养基 （批号 ＺＱ⁃

３０２４

２０２４ 年 １２ 月

第 ４６ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １２



１２１， 上海中乔新舟生物科技有限公司）； ＢＣＡ 试剂盒 （批
号 ＣＷ００１４Ｓ， 北京康为世纪生物科技有限公司）； ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ 活性氧检测试剂盒、 ＣＣＫ８ 试剂盒、 ＬＤＨ 检测试剂盒、
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染 色 试 剂 盒 （ 批 号 Ｓ００３３Ｓ、 Ｃ００３７、
Ｃ００１６、 Ｃ１０５６， 上海碧云天生物技术股份有限公司）；
ＰＶＤＦ 膜 （批号 ＩＳＥＱ０００１０， 美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＩＬ⁃１８
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、 ＮＬＲＰ３、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 Ｃａｖ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 抗体、 山羊抗

兔二抗 （批号 ＫＥ００１９３、 ＫＥ０００２１、 ２７４５８⁃１⁃ＡＰ、 １４６９５⁃１⁃
ＡＰ、 １６４４７⁃１⁃ＡＰ、 ２２９１５⁃１⁃ＡＰ、 １０６６３⁃１⁃ＡＰ、 １６８０６⁃１⁃ＡＰ、
ＳＡ００００１⁃２， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 抗体 （批号

ａｂ２１５２０３， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ｉｘ ７３ 倒置荧光显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
ＦＣ 型酶标仪、 Ｆｏｒｍａ ３ 系列 ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ ＋化学发光成像系统、 Ｍｉｎｉ⁃
ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ 蛋白电泳系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学 　 通过 ＴＣＭＳＰ 等数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｓｐ． ／
ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ／ ） 获得姜黄素相关靶点， 将 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 得到的姜黄素

３Ｄ 结构导入 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃
ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ） 进行药物靶点预测。 在 ＮＣＢＩ 数

据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 中的 “Ｇｅｎｅ”
模块， 输入 “ｏｒａｌ ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ”， 得到口腔黏膜下纤

维化靶点， 得到共有靶点， 并构建韦恩图。 通过 ＳＴＲＩＮＧ
数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ＳＴＲＩＮＧ⁃ｄｂ． ｏｒｇ） 进行 ＰＰＩ 网络构建， 并

导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件构建网络模型并分析； 通过

ＤＡＶＩＤ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 进行 ＧＯ 功能

和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 利用 ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 筛选并下载分辨率小于 ２􀆰 ５ Å 的靶点的结晶复合

式， 结合上述得到的姜黄素 ３Ｄ 结构， 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进

行分子对接， 运用 ＰｙＭｏｌ 软件进行可视化处理。
２􀆰 ２　 ＨａＣａＴ 细胞的培养、 模型构建及给药　 ＨａＣａＴ 细胞与

口腔角质形成细胞的来源、 性质、 功能相似度高， 并且在

先前的口腔疾病研究中， 口腔角质形成细胞经常被 ＨａＣａＴ
细胞系所取代， 现已广泛应用于槟榔碱造模致口腔黏膜下

纤维化等口腔黏膜研究中［１１⁃１２］ 。 因此， 本实验选择了该细

胞模型。 将 ＨａＣａＴ 细胞加入完全培养基 （ＤＭＥＭ 高糖培基

＋１０％ ＦＢＳ＋１％ 青霉素 ／链霉素） 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的恒温

培养箱中常规培养。 细胞密度为 ９０％ 左右时， 用 ＤＭＥＭ 高

糖培基配制槟榔碱 （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 干预 ＨａＣａＴ 细胞， 构建

口腔黏膜下纤维化模型［１３］ 。 将含 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素的

ＤＭＳＯ 溶液加入含 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱的 ＤＭＥＭ 高糖完全培

养基 （ＤＭＳＯ 浓度小于 １‰） 后， 斡旋混匀至所需浓度后

给药。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞存活率　 将对数生长期的 ＨａＣａＴ 细

胞消化后制成细胞悬液， 以 ５􀆰 ０×１０３ ／孔的密度接种于 ９６ 孔

板中， 每孔 １００ μＬ， 加入不同浓度姜黄素 （０、 ２􀆰 ５、 ５、

１０、 ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和槟榔碱 （０、 ５０、 １００、 ２００、 ４００、
８００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的培养液分别干预 ２４、 ４８ ｈ， 每组设置 ５ 个

复孔。 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液， 置于培养箱中孵育 １ ｈ，
采用酶联免疫检测仪在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （ Ａ）
值， 取平均值， 计算细胞存活率， 公式为细胞存活率 ＝
（Ａ实验组 ／ Ａ对照组） ×１００％ 。
２􀆰 ４　 ＬＤＨ 释放实验　 将细胞密度为 ９０％ 左右的 ＨａＣａＴ 细

胞分为对照组、 模型组和姜黄素低、 中、 高剂量组， 对照

组不做任何处理， 模型组加入 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱处理

２４ ｈ， 姜黄素低、 中、 高剂量组分 别 加 入 ２􀆰 ５、 ５、 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱处理 ２４ ｈ。 收集各组

细胞上清液， 严格按照相关试剂盒说明书操作， 检测 ＬＤＨ
释放水平。
２􀆰 ５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色法观察细胞形态变化 　 分组处

理同 “２􀆰 ４”， 收集各组细胞， 加入 ４ ℃ ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每

孔加入 ５ μＬ ／ ｍＬ Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２ 染色液和 ５ μＬ ／ ｍＬ ＰＩ 染色

液覆盖， ４ ℃下避光孵育 ２５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤， 于荧光显微

镜下观察和拍照。
２􀆰 ６　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法检测细胞内 ＲＯＳ 水平　 分组处

理同 “ ２􀆰 ４”， 收集各组细胞， 使用无血清培养基将 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 稀释成 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 去除细胞培养液后，
加入 １ ｍｌ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 于 ３７ ℃细胞培养箱中孵育

２０ ｍｉｎ， 无血清培养基洗涤 ３ 次， 充分去除未进入细胞内

的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 于荧光显微镜下观察和拍照。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平　 分组处

理同 “２􀆰 ４”， 收集各组细胞上清液， 严格按照相关试剂盒

说明书操作， 检测细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平。
２􀆰 ８　 细胞转染　 Ｃａｖ⁃１ 质粒由长沙艾碧维生物科技有限公

司合成， 序列见表 １。 转染前， 将细胞接种于 ６ 孔板中用

不含双抗的完全培养基培养， 待细胞密度为 ７０％ 时加入

２ ｍＬ含 ｓｉＲＮＡ⁃ｌｉｐｏ２０００ 混合液 （２４５ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ Ｉ＋５ μＬ
ｌｉｐｏ２０００＋２５０ μＬ 含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｓｉＲＮＡ 的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ Ｉ） 的完

全培养基置于 ３７ ℃ 的 ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ。 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证是否成功。 验证成功后， 分为空白组、
造模组、 姜黄素组、 ｓｉＣａｖ⁃１ 组、 姜黄素＋ｓｉＣａｖ⁃１ 组。 空白

组不做任何处理； 造模组加入 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱处理

２４ ｈ； 姜黄素组加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔

碱处理 ２４ ｈ； ｓｉＣａｖ⁃１ 组先加入 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｓｉＲＮＡ⁃ｌｉｐｏ２０００
混合液处理 ４８ ｈ， 再加入 ２００μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱处理 ２４ ｈ； 姜

黄素＋ｓｉＣａｖ⁃１ 组先加入 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｓｉＲＮＡ⁃ｌｉｐｏ２０００ 混合液处

理 ４８ ｈ， 再加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱处

理 ２４ ｈ。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｃａｖ⁃１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达 　 分组处理

分别同 “２􀆰 ４” “２􀆰 ８”， 收集各组细胞， 用含蛋白酶和磷酸

酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋

白含量， 取等质量蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后

冷冻保存备用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿
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　 　 　 　 　 表 １　 基因序列

基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）
ＳｉＣａｖ１⁃０１ ＧＣＡＵＵＵＧＧＡＡＧＧＣＣＡＧＣＵＵＴＴ ＡＡＧＣＵＧＧＣＣＵＵＣＣＡＡＡＵＧＣＴＴ
ＳｉＣａｖ１⁃０２ ＧＣＡＧＵＵＧＵＡＣＣＡＵＧＣＡＵＵＡＴＴ ＵＡＡＵＧＣＡＵＧＧＵＡＣＡＡＣＵＧＣＴＴ
ＳｉＣａｖ１⁃０３ ＣＣＧＣＡＵＣＡＡＣＵＵＧＣＡＧＡＡＡＴＴ ＵＵＵＣＵＧＣＡＡＧＵＵＧＡＵＧＣＧＧＴＴ

转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ３ ｈ， 分别加入

Ｃａｖ⁃１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 抗体 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃ 下孵育过夜， 次日加入二抗

（１ ∶ １ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， 使用化学发光辣根过氧化物酶

底物显影， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件计

算蛋白相对表达量。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０、 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０
软件进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 数据分布的正态

性和方差齐性分别以 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 和 Ｌｅｖｅｎｅ 检验确

定， 多组间比较采用单因素方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检
验， 组间两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学研究

３􀆰 １􀆰 １　 共有靶点获得 　 共得到 １５５ 个姜黄素相关靶点，
２４６ 个口腔黏膜下纤维化相关靶点， 共获得 ２２ 个姜黄素和

口腔黏膜下纤维化共有靶点， 韦恩图见图 １。

图 １　 姜黄素⁃口腔黏膜下纤维化共有靶点韦恩图

３􀆰 １􀆰 ２　 ＰＰＩ 网络构建　 将 ＰＰＩ 网络导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软

件进行可视化， 发现 １ 个关键的子网络。 见图 ２。

图 ２　 姜黄素⁃口腔黏膜下纤维化共有靶点相互作用网络

３􀆰 １􀆰 ３　 ＧＯ 富集分析　 对姜黄素干预口腔黏膜下纤维化的

作用及机制进行 ＧＯ 富集分析， 分别得到细胞对化学应激

的反应、 炎症反应的调节、 对氧气水平下降的反应等 １ １８１
个生物进程； 小窝 （ ｃａｖｅｏｌａ， Ｃａｖ⁃１）、 炎症小体复合体和

核膜等 ４ 个细胞组成； 蛋白质 Ｎ 端结合、 伴侣结合和转录

共激活因子结合等 ３４ 个分子功能， 根据 Ｐ＜０􀆰 ０５， 选出排

名靠前的条目。 见图 ３。

图 ３　 姜黄素⁃口腔黏膜下纤维化靶点 ＧＯ 功能富集分析

３􀆰 １􀆰 ４　 ＫＥＧＧ 富集分析　 姜黄素干预口腔黏膜下纤维化的

通路涉及 ３４ 条， 根据 Ｐ＜０􀆰 ０５， 选出排名前十的通路， 见

图 ４。 主要涉及 ＮＯＤ 样受体信号通路、 细胞凋亡、 坏死等。
其中， ＮＯＤ 样受体信号通路 （图 ５） 的靶点 （红框部分）
主要涉及姜黄素⁃口腔黏膜下纤维化网络的核心子网络， 并

且 ＮＯＤ 样受体家族含 ｐｙｒｉｎ 结构域 ３ （ ＮＯＤ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３， ＮＬＲＰ３） 是该信号通路关

键靶点， 与细胞焦亡密切相关。
３􀆰 １􀆰 ５　 分子对接分析 　 姜黄素与 Ｃａｖ⁃１ 结合能为 － ３􀆰 ６４
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 可视化显示， 匹配度良好， 化合物与靶点结合的

最优构象以氢键的方式呈现， 结合活性良好， 见图 ６。
３􀆰 ２　 细胞实验研究

３􀆰 ２􀆰 １　 姜黄素和槟榔碱干预浓度和时间筛选　 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
姜黄素组比较， 随着姜黄素浓度的增加细胞活力降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈浓度依赖性， 当姜黄素浓度低于 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 无明显细胞毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 因此， 选择低、
中、 高剂量分别为 ２􀆰 ５、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理细胞 ２４ ｈ 进行

后续研究。 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱组比较， 随着槟榔碱浓度的

增加细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ２４ ｈ 的 ＩＣ５０值为

２１２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 故选取 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槟榔碱干预细胞 ２４ ｈ 为造

模条件进行后续实验。 见图 ７。
３􀆰 ２􀆰 ２　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞形态变化的影响　 对照组细胞

生长状态良好， 呈现典型的上皮样细胞形态； 模型组细胞

改变原有的形状， 表现出较小的肿胀 （焦亡垂体）， 并在质

膜破裂前产生多个气泡状突起 （红色三角指示的细胞）， 呈

现典型的细胞焦亡特征； 与模型组比较， 姜黄素各剂量组
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图 ４　 姜黄素⁃口腔黏膜下纤维化靶点 ＫＥＧＧ 通路富集分析

图 ５　 ＮＯＤ 样受体信号通路

图 ６　 姜黄素与 Ｃａｖ⁃１分子对接的可视化图

发生焦亡的细胞数量减少， 并呈剂量依赖性， 见图 ８。

３􀆰 ２􀆰 ３　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞焦亡的影响 　 与对照组比较，
模型组 ＰＩ 荧光颜色呈高红色且强度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 姜黄素各剂量组 ＰＩ 红色荧光强度降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。 与对照组比较， 模型

组细胞 ＬＤＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与模型组比较， 姜黄素

各剂量组细胞 ＬＤＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂

量依赖性， 见图 ９。
３􀆰 ２􀆰 ４　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞内 ＲＯＳ 水平的影响 　 与对照

组比较， 模型组细胞内 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型
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注： 与 ２４ ｈ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素 （槟榔碱） 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ４８ ｈ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素 （槟榔碱） 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 不同时间和姜黄素、 槟榔碱浓度处理对 ＨａＣａＴ 活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

图 ８　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞形态的影响 （×２００）

组比较， 姜黄素各剂量组细胞内 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 １０。
３􀆰 ２􀆰 ５　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平的影

响　 与对照组比较， 模型组细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 姜黄素各剂量组细胞上

清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １１。
３􀆰 ２􀆰 ６　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达的影响　 与对照组比

较， 模型组细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃
Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 姜黄素各剂量组细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １２。
３􀆰 ２􀆰 ７　 姜黄素抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡与 Ｃａｖ⁃１ 相关 　 ＧＯ 富

集分析表明， 姜黄素抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡与细胞组成中的

Ｃａｖ⁃１ 表达密切相关。 与对照组比较， 模型组细胞 Ｃａｖ⁃１ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 姜黄素中、 高剂量组

细胞 Ｃａｖ⁃１ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 １３Ａ ～ １３Ｂ。 因此，
本实验进一步采用 Ｃａｖ⁃１ 干扰链进行验证， 由图 １３Ｃ 可知，
ｓｉＣａｖ⁃１⁃０３ 干扰效果最佳， 故选用此干扰链进行后续实验。
３􀆰 ２􀆰 ８　 姜黄素通过调控 Ｃａｖ⁃１ 抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维

化 　 与 空 白 组 比 较， 造 模 组 细 胞 Ｃａｖ⁃１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、
ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与造模组比较， 姜黄素组和 ｓｉＣａｖ⁃１
组细胞 Ｃａｖ⁃１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、

ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １４。
提示姜黄素通过抑制 Ｃａｖ⁃１ 减轻 ＨａＣａＴ 细胞焦亡， 减轻

ＨａＣａＴ 细胞纤维化。
４　 讨论

口腔黏膜下纤维化是一种以慢性炎症、 上皮萎缩和口

腔黏膜上皮下层细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 沉

积为特征的纤维化疾病［１４］ 。 姜黄素作为姜黄的有效成分，
具有抗脏器纤维化的潜能， 可通过不同途径发挥抗肺、 肝、
心、 肾纤维化作用［１５］ 。 证据表明， 姜黄素对口腔黏膜下纤

维化的治疗具有潜在活性， 其局部应用在口腔黏膜下纤维

化患者中表现出显著的治疗效果［１６］ 。 槟榔碱的长期摄入是

导致口腔黏膜下纤维化的主要危险因素。 因此， 探索姜黄

素是否能够抑制槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞口腔黏膜下纤维

化具有重要的意义。
已有研究表明， 槟榔对原代人牙龈成纤维细胞促纤维

化基因的表达几乎没有直接影响， 但槟榔能够通过激活

ＨａＣａＴ 细胞的 ＴＧＦ⁃β 炎症途径诱导胶原蛋白等基质成分激

活原代人牙龈成纤维细胞促进口腔黏膜下纤维化的发生发

展［１７］ 。 此外研究发现， 槟榔碱能诱导 ＨａＣａＴ 细胞形态学改

变， 但对成纤维细胞无影响， 并且 ＨａＣａＴ 细胞对槟榔碱介

导的细胞毒性比成纤维细胞更敏感， 这可能是槟榔碱诱导

的口腔黏膜下纤维化上皮萎缩和胶原纤维进行性积累的原

因［１８］ 。 因此， 槟榔碱诱导 ＨａＣａＴ 细胞的炎症反应可能与槟

榔碱诱导的口腔黏膜下纤维化密切相关。 本实验表明， 姜

黄素能使槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞趋于正常状态， 并降低
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞焦亡的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞内 ＲＯＳ 水平的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

纤维化因子 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ水平， 抑制 ＨａＣａＴ 细胞纤维化的进

程。 基于此， 本实验首先通过网络药理学方法探讨姜黄素

治疗口腔黏膜下纤维化的潜在靶点及相关机制。 结果显示，
姜黄素治疗口腔黏膜下纤维化的 ＰＰＩ 网络涉及 １ 个核心子

网络， 包括白介素 １８ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １８， ＩＬ⁃１８）、 白介素 １β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β， ＩＬ⁃１β）、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 等靶点。 进一

步通过结合 ＫＥＧＧ 通路分析发现， 该子网络中的核心靶点

与 ＮＯＤ 样受体信号通路相匹配， ＮＯＤ 类受体家族中的

ＮＬＲＰ３ 能够将病原体相关分子模式分子识别为损伤相关分

子模式分子， 在纤维化中起着关键作用［１９］ 。 通过深度分析

发现， 该信号通路与经典细胞焦亡密切相关， 细胞焦亡又

称细胞炎性坏死， 主要表现形式是细胞肿胀至细胞膜破裂，
８０２４
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １２　 姜黄素对 ＨａＣａＴ 细胞 Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

然后引出细胞内容物和大量促炎症因子的释放进而激活强

烈的炎症反应［２０］ ， 其核心是 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 介导， 目前研究显

示 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＮＬＲＰ３ 等蛋白在经

典细胞焦亡途径中发挥重要作用［２１］ 。 此外， ＲＯＳ 也是活化

ＮＬＲＰ３ 炎症小体的关键调控信号， 外界等 ＮＬＲＰ３ 激活剂能

够诱导 ＲＯＳ 产生， ＲＯＳ 可作为共同的信号激活 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体， 进而导致 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 依赖性细胞焦亡［２２］ 。 另有研究表

明， 槟榔碱能够通过促进活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ） 的生成增加 ＥＣＭ 的合成， 诱导口腔黏膜下纤维化的

发生发展［２３］ 。 Ｙｏｕ 等［２４］研究也发现槟榔碱诱导的口腔黏膜

下纤维化与细胞焦亡相关。 基于上述网络药理学相关结果，
本实验使用槟榔碱干预 ＨａＣａＴ 细胞构建口腔黏膜下纤维化

体外模型， 并通过姜黄素进行干预， 本实验研究表明， 姜

黄素能降低槟榔碱干预的 ＨａＣａＴ 细胞内 ＲＯＳ 水平和上清液

ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 炎症因子水平； 并下调 ＨａＣａＴ 细胞 ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达。 提示姜黄素

可通过抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡而减轻槟榔碱诱导的口腔黏膜

下纤维化。
在此基础上， 进一步分析了 ＧＯ 富集分析结果， 姜黄

素抑制槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化进程与细胞

组成中的小窝密切相关。 小窝是细胞膜内陷形成的烧瓶状

质膜微区， 主要由胆固醇、 鞘磷脂、 蛋白质组成， 小窝蛋

白⁃１ （ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１， Ｃａｖ⁃１） 是其主要的蛋白成分， Ｃａｖ⁃１ 是

一种多种功能的膜信号蛋白， 包括调节细胞增殖、 分化、
９０２４
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １３　 姜黄素抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡与 Ｃａｖ⁃１相关 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与造模组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １４　 姜黄素通过调控 Ｃａｖ⁃１抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

凋亡， 参与细胞胞吞以及维持胆固醇稳态等［２５］ 。 本实验发

现， 姜黄素能抑制槟榔碱干预后 ＨａＣａＴ 细胞 Ｃａｖ⁃１ 表达，

使用 ｓｉＣａｖ⁃１ 转染 ＨａＣａＴ 细胞后， 槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞

焦亡和纤维化相关蛋白被抑制。 提示姜黄素可能通过调控

Ｃａｖ⁃１ 抑制槟榔碱诱导的 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化进程。

综上所述， 槟榔碱能够诱导 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化

进而促进口腔黏膜下纤维化的发生发展， 而姜黄素能够通

过调控 Ｃａｖ⁃１ 抑制 ＨａＣａＴ 细胞焦亡和纤维化缓解口腔黏膜

下纤维化。 值得持续关注与深入研究， 在今后的研究工作

中， 通过建立口腔黏膜下纤维化动物模型进一步在整体水

平阐明姜黄素在抑制口腔黏膜下纤维化中的作用， 将为口

腔黏膜下纤维化的药物干预提供新的靶点及实验基础。
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