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甘草黄酮 A通过 LncRNA-CDC42BPA-AMPK/
mTOR轴抑制肿瘤生长的机制研究

施 展 1 姚美村 2 石贤勇 1 谭攀攀 1

（1. 濮阳医学高等专科学校，河南  濮阳   457000； 2. 中山大学药学院（深圳校区），广东  深圳   518000）

摘要：［目的］探讨甘草黄酮 A（licochalcone A）通过长链非编码 RNA（LncRNA）调控 AMPK/mTOR 信号轴抑制结直肠

癌生长的分子机制。［方法］以人结直肠癌细胞 HCT116 及裸鼠皮下成瘤模型为研究对象，采用 CCK-8、EdU 检测细胞增

殖，划痕试验、Transwell 评估细胞迁移特性，运用 qPCR 技术检测增殖及迁移标志物表达水平，Western blotting 法分析

AMPK/mTOR 通 路 相 关 蛋 白 表 达 模 式 。 通 过 LncRNA 测 序 筛 选 甘 草 黄 酮 A 处 理 后 HCT116 细 胞 中 的 差 异 表 达

LncRNAs，再通过 GO、KEGG 富集分析其功能。借助裸鼠成瘤试验验证甘草黄酮 A 体内抗肿瘤效果，整合多数据库挖

掘甘草黄酮 A 与结直肠癌作用靶点，构建蛋白质—蛋白质相互作用网络，筛选核心靶点并进行 GO 功能注释与 KEGG

通路富集分析，进一步通过上调 LncRNA-CDC42BPA 表达和 RNA pull-down 试验验证其功能和机制。［结果］甘草黄酮

A 可呈剂量依赖性抑制 HCT116 细胞增殖，抑制 DNA 合成和细胞迁移；处理后共鉴定出 1 001 个差异 LncRNA（其中下

调 556 个，上调 445 个），GO/KEGG 分析显示富集于代谢及 AMPK/mTOR 通路。Western blotting 结果证实甘草黄酮 A

可激活 AMPK、抑制 mTOR。网络药理学筛选出 51 个交集靶点，PPI 网络显示 AKT1、CASP3 和 EGFR 为核心调控节点，

且 KEGG 再次确认 AMPK/mTOR 为关键通路。LncRNA-CDC42BPA 过表达可抑制 HCT116 细胞增殖和迁移，其机制

上通过与 PTBP1、FMR1 结合，进而调控 AMPK/mTOR 信号通路。［结论］甘草黄酮 A 可通过调控 LncRNA 介导的

AMPK/mTOR 信号轴，抑制结直肠癌细胞增殖、迁移及体内肿瘤生长。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the molecular mechanism by which licochalcone A inhibits colorectal cancer growth through 

regulation of the AMPK/mTOR signaling axis via long non-coding RNAs (LncRNAs). ［［Methods］］ Human colorectal cancer HCT116 cells 

and a nude mouse subcutaneous xenograft model were used. Cell proliferation was assessed by CCK-8 and EdU assays, and cell migration 

was evaluated by wound healing and Transwell assays. Quantitative PCR (qPCR) was employed to detect the expression levels of 

proliferation- and migration-related markers, and Western blotting was performed to analyze the expression of proteins related to the AMPK/

mTOR pathway. Differential expressed LncRNAs in HCT116 cells after licochalcone A treatment were identified by LncRNA sequencing, 

followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses. The in vivo anti-tumor 
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effect of licochalcone A was validated using the nude mouse xenograft model. Multiple databases were integrated to identify potential 

targets of licochalcone A in colorectal cancer, and a protein-protein interaction (PPI) network was constructed to screen core targets, 

followed by GO functional annotation and KEGG pathway enrichment analysis. Furthermore, the function and mechanisms of LncRNA-

CDC42BPA were verified by overexpression and RNA pull-down assays. ［［Results］］ Licochalcone A dose-dependently inhibited HCT116 

cell proliferation, and suppressed DNA synthesis and cell migration. A total of 1 001 differentially expressed LncRNAs (556 downregulated 

and 445 upregulated) were identified after treatment, and GO/KEGG analyses showed enrichment in metabolic pathways and the AMPK/

mTOR signaling pathway. Western blotting results confirmed that licochalcone A activated AMPK and inhibited mTOR. Network 

pharmacology identified 51 overlapping targets, and the PPI network indicated that AKT1, CASP3, and EGFR were core regulatory nodes. 

KEGG analysis further confirmed that the AMPK/mTOR pathway was a key pathway. Overexpression of LncRNA-CDC42BPA inhibited 

HCT116 cell proliferation and migration. Mechanistically, it regulated the AMPK/mTOR signaling pathway through binding to PTBP1 and 

FMR1. ［［Conclusion］］ Licochalcone A inhibits colorectal cancer cell proliferation, migration, and tumor growth in vivo by regulating the 

LncRNA-mediated AMPK/mTOR signaling axis.

Keywords: licochalcone A; colorectal cancer; long non-coding RNA; network pharmacology; AMPK/mTOR signaling axis; anti-tumor 

mechanism

恶性肿瘤是全球范围内严重威胁人类健康的重大疾

病。据世界卫生组织 2023 年统计数据，全球每年新增病

例约 2 000 万，死亡病例超 1 000 万，其中结直肠癌、肝癌

等实体瘤的发病率仍呈持续上升趋势［1-3］。结直肠癌是

全球发病率第三、致死率第二的恶性肿瘤，其高转移率与

耐药性是临床治疗的主要挑战。尤其对于携带 KRAS 突

变（约 40%~50%）或 微 卫 星 高 度 不 稳 定（microsatellite 

instability-high，MSI-H）亚型的患者对传统治疗响应有

限，亟需新型干预策略［4-7］。天然产物因其多靶点调控特

性 与 低 毒 性 优 势 ，已 成 为 抗 肿 瘤 药 物 研 发 的 重 要

方向［8-10］。

甘草作为传统中药中的重要一员，其广泛的药理活

性已得到现代科学研究的充分验证，包括显著的抗炎、

抗氧化以及备受关注的抗肿瘤作用［11-15］。甘草黄酮 A

作为甘草的主要活性成分（异黄酮类化合物），对包括肝

癌、乳腺癌在内的多种实体肿瘤具有显著的生长抑制作

用，展现出成为新型抗癌药物的潜力［16-17］。Pan 等［18］揭

示了甘草黄酮 A 可通过调节 miR-1270/ADAM9/Akt/NF-

κB 信号轴，有效抑制结肠癌细胞的增殖和转移；Huang

等［19］研究表明，在乳腺癌中，甘草黄酮 A 可通过抑制 E-

钙黏蛋白的表达及 MAPK 信号通路的激活，从而遏制癌

细胞的迁移能力。然而，有关甘草黄酮 A 通过调控长链

非编码 RNA（long non-coding RNA， LncRNA）这一关键

分子层面发挥抗肿瘤作用的精细分子机制尚未见系统

阐明。

LncRNA，通常定义为长度超过 200 个核苷酸的非编

码 RNA 分子，已成为肿瘤生物学研究的前沿热点［20-22］。

这类 RNA 能够通过与 DNA、RNA 或蛋白质分子相互作

用，在转录后的调控水平和表观遗传修饰水平发挥广泛

的基因表达调控功能，深度参与肿瘤发生、发展、转移及

耐药性产生的多个关键环节［23-25］。近年来，多项研究表

明，LncRNA 为结直肠癌发生发展的关键调控因子，比如，

LncRNA-HMG 可通过抑制 p53 介导的铁死亡来激发结直

肠癌细胞产生化疗耐药性［26］；LncRNA-CCAT2 可通过调

节 GNB2 表达，激活 ERK 和 Wnt 信号通路，促进结直肠癌

的增殖和转移［27］。目前，有关甘草黄酮 A 作用于结直肠

癌的 LncRNAs调控网路研究尚未见报道。

研究拟以人结直肠癌细胞系 HCT116 及裸鼠皮下成

瘤模型为对象，综合运用细胞生物学（CCK-8、EdU、划痕

试验、Transwell）、分子生物学（qPCR、Western blotting）及

LncRNA 测序结合网络药理学，分析甘草黄酮 A 通过

LncRNAs 对结直肠癌的调控网络，进一步通过过表达上

调 LncRNA-CDC42BPA 验证其功能及机制，旨在填补甘

草黄酮 A 对结直肠癌 LncRNA 调控网络的研究空白，为结

直肠癌的临床治疗提供新的分子靶点及理论依据。

1　材料与方法

1.1　试剂耗材

BALB/c 裸鼠：6 周龄，北京维通利华实验动物技术有

限公司；

甘草黄酮 A：上海源叶生物科技有限公司；

HCT116 肠癌细胞系：实验室保藏；

总 RNA 提取试剂盒：天根生化科技（北京）有限公司；

反转录试剂盒、SYBR qPCR 试剂盒：南京诺唯赞生物

科技股份有限公司；

qPCR 引物：北京擎科生物科技股份有限公司；

CCK-8 试剂盒、EdU 试剂盒、细胞小室、RIPA 裂解液、

H&E 染色试剂盒、基质胶：上海碧云天生物技术有限

公司；

GAPDH 抗体：上海雅酶生物医药科技有限公司；

AMPK 抗体、p-AMPK 抗体、mTOR 抗体、p-mTOR 抗

体、PTBP1 抗体、FXR1 抗体、FMR1 抗体：武汉三鹰生物技

术有限公司；

RNA pull-down 试剂盒：武汉金开瑞生物工程有限
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公司。

1.2　仪器

微量分光光度计：NanoDrop 型，赛默飞世尔科技

公司；

控温离心机：Sorvall ST1 Plus 型，赛默飞世尔科技

公司；

全波长酶标仪：Multiskan Sky 型，赛默飞世尔科技

公司；

显微镜：CKX53 型，奥林巴斯（中国）有限公司；

qPCR 仪： QuantStudioTM5型，赛默飞世尔科技公司；

电泳仪：Mini Trans-Blot 型，伯乐生命医学产品（上

海）有限公司；

多功能成像仪：ChemiDoc MP 型，伯乐生命医学产品

（上海）有限公司。

1.3　数据库及软件

采 用 微 生 信 在 线 平 台（https：//www. bioinformatics.

com.cn/）、DAVID 数  据  库  （https：//david-d.ncifcrf.gov）、

Genecards 数据库（https：//www.genecards.org/）、lncipedia

数据库（https：//lncipedia.org/）、甘草黄酮 A 结合靶点预测

数 据 库 PharmMapper （http：//www. lilab-ecust. cn/

pharmmapper/）、PubChem（https：//pubchem. ncbi. nlm. nih.

gov/）等。

1.4　引物列表

试验所用引物见表 1。

1.5　试验方法

1.5.1　HCT116 细胞培养　采用高糖 DMEM 培养基（含

10% 胎牛血清），置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养，

待贴壁后，用不同浓度的甘草黄酮 A（10，20，40 μmol/L）

处理细胞，对照组加入等量 DMSO（终浓度为 0.05%）。

1.5.2　细胞增殖检测　

（1） CCK-8 检测试验：HCT116 细胞以 1×103个/孔接

种于 96 孔板，分别培养 24，48，72 h 后，每孔加入 10 μL 

CCK-8 试剂，继续孵育 2 h，用酶标仪检测 450 nm 处 OD

值，并绘制增殖曲线。

（2） EdU 检 测 试 验 ：将 细 胞 以 5×104 个/孔 接 种 于

24 孔板，用甘草黄酮 A 及其对照处理 48 h，加入 EdU 试

剂 ，孵 育 2 h；用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 30 min，0.5% Triton 

X-100 透化 15 min；之后严格按照使用说明书进行荧光染

色，使用 Image J软件计数 EdU 阳性细胞率。

（3） 增殖标志物检测：将细胞以 1×105 个/孔接种于

6 孔板，用甘草黄酮 A 及其对照处理 48 h，使用总 RNA 提

取试剂盒提取 RNA 后反转成 cDNA，以 GAPDH 为内参，

检测增殖标志物 PCNA 和 Ki67 的表达量。

1.5.3　细胞迁移检测　

（1） Transwell 迁移试验：准备 Transwell 小室，上室加

入含不同浓度甘草黄酮 A 无血清 DMEM 培养基，下室加

入含 10% FBS 的 DMEM 培养基；将细胞以 5×104个/孔接

种于上室，培养 24 h；取出小室，用 4% 多聚甲醛固定

30 min，0.1% 结晶紫染色 15 min；用棉签擦去上室未穿膜

的细胞，显微镜拍照后计数穿膜细胞数。

（2） 细胞划痕试验：取对数生长期的 HCT116 细胞，

以 2×105个细胞/孔接种于 6 孔板培养至细胞 100% 融合，

弃去旧培养基，用无菌 PBS 缓冲液轻柔洗涤细胞 2 次以去

除残留血清。使用 200 μL 枪头垂直于孔板底部快速划出

直线划痕，再次用 PBS 洗涤 2 次以清除脱落的细胞碎片。

随后加入含不同浓度甘草黄酮 A 的 DMEM 培养基（含

10% 血清）继续培养细胞，分别在 0 h 和 24 h 时，在倒置显

微镜下同一视野拍照记录划痕愈合情况，并使用 Image J

软件计算划痕面积变化率。

（3） 迁移标志物检测：将细胞以 1×105 个/孔接种于

6 孔板，用甘草黄酮 A 及其对照处理 48 h，使用总 RNA 提

取试剂盒提取 RNA 后反转成 cDNA，以 GAPDH 为内参，

检测迁移标志物 E-cadherin 和 Vimentin 的表达量。

1.5.4　裸鼠皮下成瘤试验　使用 6 周龄 BALB/c裸鼠进行

成瘤试验，取对数生长期的 HCT116 细胞悬液与基质胶按

体积比 1∶1 于冰上混匀（终浓度为 5×106 cells/100 μL），

于右腋后线皮进行注射，根据剂量换算，高剂量组甘草黄

酮 A 用 量 为 40 mg/kg，对 照 组 使 用 相 同 体 积 的 0.05% 

DMSO。接种 4 周后，完整剥离肿瘤组织，称重并拍照。

取组织按照说明书进行 H&E 染色和 Ki67 蛋白免疫组化

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因名称

Ki67

PCNA

E-cadherin

Vimentin

GAPDH

LncRNA-CDC42BPA

上游引物

TCGACCCTACAGAGTGCTCA

AACCTGCAGAGCATGGACTC

GCTGGACCGAGAGAGTTTCC

GGACCAGCTAACCAACGACA

GAGAAGGCTGGGGCTCATTT

ATGCTGAAATTGAGGTTTCGCT

下游引物

GTGGGGAGCAGAGGTTCTTC

TCATTGCCGGCGCATTTTAG

CAAAATCCAAGCCCGTGGTG

AAGGTCAAGACGTGCCAGAG

AGTGATGGCATGGACTGTGG

TCCTGGACAAGAGAAGCTGG
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染色。

1.5.5　差异 LncRNA 分析　将处理后的细胞进行总 RNA

提取，使用试剂盒去除核糖体 RNA 并富集非编码转录本，

有效捕获 LncRNA。构建链特异性文库，并通过 Illumina

平台进行双端测序。原始数据经过 FastQC 质量控制和

Trimmomatic 过滤后，使用 STAR 比对人类参考基因组

（GRCh38）。 通 过 StringTie 完 成 转 录 本 组 装 ，结 合

GENCODE 数据库注释筛选 LncRNA，并通过 NONCODE

数据库对 LncRNA 进行验证。差异分析包含顺式调控分

析（co-location，定位与 lncRNA 基因组位置邻近 100 kb 范

围内的蛋白编码基因）和反式调控分析（co-expression，基

于表达相关性 Pearson |r|>0.9 筛选共表达 mRNA）两类，

差异靶基因通过 DAVID 工具进行 GO 功能注释和 KEGG

通路富集分析。

1.5.6　网络药理学分析　

（1） 甘草黄酮 A 靶点收集：通过 PubChem 获取甘草

黄酮 A 化学结构，上传至 PharmMapper（阈值：Fit Score≥
0.7）、SwissTargetPrediction（物种：Homo sapiens）预测潜

在作用靶点。去除重复靶点，建立甘草黄酮 A 靶点库。

（2） 结 直 肠 癌 靶 点 收 集 ：以“Colorectal Cancer”

“Tumor Growth”“Neoplasm”为 关 键 词 ，检 索 GeneCards

（https：//www. genecards. org/）、DisGeNET（https：//www.

disgenet.org/）数据库，收集肿瘤发生发展相关靶点，去重

后建立结直肠癌靶点库。

（3） 交集靶点筛选与 PPI网络构建：使用 Venny 2.1 在

线工具绘制甘草黄酮 A 靶点与结直肠癌靶点的 Venn 图，

获取两者交集靶点；将交集靶点导入 STRING 数据库，导

出蛋白质—蛋白质相互作用（PPI）数据；使用 Cytoscape 

3.9.1 软件构建 PPI 网络，通过“Network Analyzer”插件计

算网络拓扑参数，以 Degree 值排序筛选 Top 10 核心靶点，

明确关键调控节点。

（4） GO 功能注释与 KEGG 通路富集分析：将交集靶

点导入 DAVID 6.8 数据库，设置物种为“Homo sapiens”，

进行 GO 功能注释和 KEGG 通路富集分析。

1.5.7　 LncRNA 过 表 达　 将 适 量 质 粒 DNA（2 μg）与

Lipo2000 在 无 血 清 培 养 基 中 稀 释 后 混 匀 ，室 温 孵 育

10 min，随后将复合物加至 6 孔板中培养的 HCT-116 细胞

中；转染 6 h 后更换为新鲜含血清培养基，继续培养 48 h。

1.5.8　 RNA pull down 试 验　 收 集 过 表 达 LncRNA-

CDC42BPA 的 HCT116 细胞，使用 RNA pull-down 试剂盒

提供的非变性裂解缓冲液提取总蛋白。将 RNA 探针与细

胞裂解液于 4 ℃孵育 4 h，使 RNA 探针与互作蛋白结合。

结合完毕，加入链霉亲和素包被的磁珠，继续孵育 2 h 以

捕获 RNA-蛋白复合物。用洗涤缓冲液多次清洗磁珠，去

除非特异性结合蛋白。最后，将磁珠煮沸洗脱结合蛋白，

通过 Western blotting 检测 PTBP1、FXR、FMR1 的表达。

1.5.9　Western blotting 检测　收集处理后的 HCT116 细

胞，加入 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min 后离心，收集上

清，加入 SDS 变性处理液。取 20 μg 样品上样至 10% 分离

胶进行电泳，130 V 恒压电泳至溴酚蓝迁移至胶底部。冰

浴转膜后，用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h。按体积比 1∶1 000 稀

释一抗，4 ℃过夜孵育，洗膜，加入 HRP 标记的二抗（1∶

5 000），室温孵育 1 h 后显色，通过化学发光成像系统检测

信号。

1.5.10　数据统计与分析　所有试验均至少重复 3 次（生

物学重复），单因素方差分析使用 one-way ANOVA，多重

比较使用 Duncan 法。P＜0.05 为差异具有统计学意义。

采用 GraphPad Prism 6.0 软件进行数据可视化处理，*为

P＜0.05，**为 P＜0.01，***为 P＜0.001。

2　结果与分析

2.1　甘草黄酮 A抑制肿瘤细胞 HCT-116增殖

由图 1（a）可知，随着培养时间的延长，空白组和

DMSO 组 OD450值持续升高，而甘草黄酮 A 处理组的升高

趋势明显放缓，且剂量越高，抑制效果越显著。72 h 时高

剂量组 OD450值较空白组降低 56.27%，充分证明其对细胞

增殖的强抑制作用。由图 1（b）可知，高剂量甘草黄酮 A

使 PCNA 和 Ki67 表达分别降低 52.31% 和 64.12%，二者的

图 1　CCK-8 和 qPCR 试验检测甘草黄酮 A 对肿瘤细胞 HCT-116 增殖的影响

Figure 1　Effects of licochalcone A on the proliferation of HCT-116 tumor cells by CCK-8 and qPCR assays
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显著下调进一步从分子层面证实甘草黄酮 A 对细胞增殖

的抑制效应，与董焕成等［28］的研究结果相符。由图 2 可

知，高剂量组 EdU 阳性率降至 28.70%，表明甘草黄酮 A 可

能通过抑制 DNA 复制相关酶的活性或破坏染色质稳定

性，阻断细胞进入 S 期，与 Qiu 等［29］的研究结论一致。综

合来看，甘草黄酮 A 可通过多层面调控细胞增殖关键过

程，实现剂量依赖性的 HCT-116 细胞增殖抑制。

2.2　甘草黄酮 A抑制肿瘤细胞 HCT-116迁移

由图 3（a）可知，高剂量组划痕愈合率较空白组降低  

42.81%，且呈现明显剂量依赖性。甘草黄酮 A 上调上皮

标志物 E-cadherin 并下调间质标志物 Vimentin 的表达

［图 3（b）］。经甘草黄酮 A 处理后，E-cadherin 表达随剂量

的增加而显著升高，高剂量组较空白组升高 177.45%（P<
0.001）；Vimentin 表达随剂量的增加而显著降低，高剂量

组为 0.39±0.04（P<0.01）。这与众多天然产物可通过调

控 EMT 标志物发挥抗肿瘤转移作用的研究规律一致，进

一步证实了 EMT 在肿瘤转移中的核心地位及甘草黄酮 A

对该过程的调控作用［10］。

如图 4 所示，高剂量组迁移细胞数较空白组减少

76.27%，直观反映了甘草黄酮 A 对细胞迁移能力的强效

抑制。结合 EMT 标志物的表达变化可以推断，甘草黄酮

A 可通过调控 EMT 相关基因表达，改变细胞表型，从而抑

制细胞的迁移能力。

2.3　甘草黄酮 A 高剂量组对裸鼠皮下肿瘤生长的抑制

作用

体内试验结果与体外细胞试验结果一致，证实了甘

草黄酮 A 的体内抗肿瘤活性。与范晓丽等［30］的研究结果

相比，试验进一步拓展了其抗肿瘤谱，证实其对结直肠癌

也具有显著的体内抑制效果。

H&E 染色结果［图 5（a）］显示，与对照组相比，甘草黄

酮 A 处理组肿瘤细胞排列紊乱、密度降低，细胞核异型性

减轻，病理性核分裂象减少，且可见散在分布的凝固性坏

死灶。免疫组化结果［图 5（b）］显示，甘草黄酮 A 处理组

Ki67 阳性细胞数量显著减少、染色强度降低。核异型性

是肿瘤细胞恶性程度的重要标志，其减轻表明甘草黄酮 A

可能降低肿瘤细胞的恶性表型；有丝分裂现象减少则直

接对应了细胞增殖活性的降低，与体外 qPCR 和 EdU 检测

结果形成完整的证据链。

2.4　甘草黄酮 A处理后差异长链非编码 RNA分析

由图 6 可知，LncRNAs 的外显子数量主要集中在 2~

5 个，长度集中在 3 000~7 000 nt，而  mRNA 的外显子数量

更多、长度更短。这一结构差异符合 LncRNA 的典型特

图 2　EdU 试验检测甘草黄酮 A 对肿瘤细胞 HCT-116

增殖的影响

Figure 2　Effects of licochalcone A on the proliferation of 

HCT-116 tumor cells by EdU assay

图 3　划痕试验和 qPCR 试验检测甘草黄酮 A 对肿瘤细胞 HCT-116 迁移的影响

Figure 3　Effects of licochalcone A on the migration of HCT-116 tumor cells by scratch and qPCR assays
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征（外显子数量少、转录本长度较长）［24］。

以 |log2Fold Change|≥1.3 且 P<0.05 为阈值，共筛选

出 1 001 个 显 著 差 异 LncRNA，其 中 下 调 556 个 、上 调

445 个，无显著差异的共 34 476 个。对照组与甘草黄酮 A

处理组的 LncRNA 表达谱完全分离，表明其表达模式具

有明显的组间特异性和组内一致性。

2.5　差异长链非编码 RNA的 KEGG分析与 GO分析

研究通过 GO 功能富集与 KEGG 通路富集分析，系统

阐明差异表达 lncRNA 顺式（cis-）与反式（trans-）调控靶

mRNA 的潜在生物学功能与相关通路。GO 分析显示，顺

式调控靶基因［图 7（a）］在生物过程中主要富集于染色质

重塑、DNA 模板化转录的正向调控、RNA 聚合酶 II 介导

的转录、细胞分裂与 DNA 修复等过程；在细胞组分中主

要富集于细胞核、核质、细胞质溶胶与线粒体等结构；在

分子功能上则显著富集于蛋白质结合、DNA 结合、RNA

结合及锌离子结合等功能。反式调控靶基因［图 7（c）］则

在生物过程中主要涉及 RNA 聚合酶 II 介导的转录、神经

系统发育、细胞黏附、信号转导与细胞迁移等；在细胞组

分中主要分布于细胞质、细胞膜、细胞骨架、高尔基体与

内质网等部位；在分子功能上富集于蛋白质结合、钙离子

结合、序列特异性 DNA 结合、RNA 结合等。KEGG 通路

分析表明，顺式调控靶基因［图 7（b）］显著富集于代谢通

路、细胞周期、内质网中的蛋白质加工、自噬、AMPK 信号

通路、mTOR 信号通路、阿尔茨海默病与产热等通路；反式

调控靶基因［图 5（c）］除代谢通路外 ，亦显著富集于

MAPK 信号通路、癌症相关通路、细胞骨架相关通路、黏

着斑、钙信号通路、PI3K-Akt 与 mTOR 信号通路等。综上

表明，顺式调控更集中于转录调控、染色质重构与基础代

谢过程，反式调控则更广泛参与信号转导、细胞黏附迁

移、癌症通路与神经系统发育等复杂生物学过程，而两者

均显著富集于代谢通路，提示 lncRNA 可通过不同调控模

式共同参与细胞代谢重编程。

2.6　甘草黄酮  A抗结直肠癌的网络药理学分析

甘草黄酮 A 的 SMILES 为 CC（C）（C=C）C1=C（C=
C（C（=C1）/C=C/C（=O）C2=CC=C（C=C2）O）OC）O，

3D 分子构象如图 8（a）所示。通过 PharmMapper数据库预

测，共有 74个靶点 Fit Score≥0.7；SwissTargetPrediction 数

据库共获取 100 个靶点。去除重复靶点后，共获得 171 个

作为甘草黄酮 A候选靶点库。将结直肠癌靶点 1 714个（其

中 DisGeNET获取 987个、Genecards共 791个）记为候选靶

图 4　Transwell 迁移试验检测甘草黄酮 A 对肿瘤细胞 HCT-116 迁移的影响

Figure 4　Effects of licochalcone A on the migration of HCT-116 tumor cells by Transwell assay

图 5　甘草黄酮 A 高剂量组显著抑制裸鼠皮下肿瘤生长

Figure 5　High-dose licochalcone A group significantly 

inhibited subcutaneous tumor growth in nude 

mice
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点库。将二者进行分析，共获得交叉靶点 51个［图 8（b）］。

由图 9 可知，将 51 个交集靶点导入 STRING 数据库构

建 PPI 网 络 ，获 得 包 含 49 个 节 点 的 网 络 。 将 其 导 入

Cytoscape 软件，通过“Network Analyzer”计算拓扑参数，

Degree 值排名前 3 的核心靶点为 AKT1（Degree 值 33）、

CASP3（Degree值 29）和 EGFR（Degree值 25）。

由图 10 可知，交集靶点在细胞组分中主要富集于蛋

白激酶复合物、转移酶复合体等，分子功能中富集于蛋白

丝氨酸激酶活性、核受体活性等，生物过程中富集于 TOR

信号、肽基丝氨酸磷酸化等。这些功能注释表明，交集靶

点主要参与信号转导、磷酸化修饰等关键细胞过程，而这

些过程均与肿瘤细胞的增殖、迁移和存活密切相关。

如图 11 所示，KEGG 通路富集主要涉及急性髓系白

血病、AMPK 信号通路、自噬、细胞衰老、癌症中的胆碱代

谢、FoxO 信号通路、胰岛素信号通路、长寿调节通路、

mTOR 信号通路。

与 lncRNAs 相关的 KEGG 通路进行对比，共同影响

的 通 路 包 括 AMPK 信 号 通 路 、mTOR 信 号 通 路 等 。

AMPK/mTOR 信号轴是细胞感知能量状态并协调代谢与

增殖的核心调控网络，其功能失衡与肿瘤发生发展密切

相关［31］。在结直肠癌中，AMPK/mTOR 通路的失调尤为

显著，在 KRAS 突变（约 40%~50%）中，持续激活 PI3K/

Akt/mTOR 轴，导致代谢重编程和化疗耐药；MSI-H 亚型

则是 DNA 修复缺陷使 mTOR 通路过度活化，加速肿瘤增

殖；缺氧和营养匮乏诱导 AMPK 代偿性激活，但长期应激

可触发 mTOR 反馈性再激活，促进转移［32］。

2.7　甘草黄酮A调节AMPK/mTOR信号通路的磷酸化水平

由图 12 可知，甘草黄酮 A 处理组的 p-AMPK 条带明

显深于空白组和 DMSO 组，而 p-mTOR 条带明显浅于对

照组，表明甘草黄酮 A 能够显著促进 AMPK 的磷酸化激

活，同时抑制 mTOR 的磷酸化激活。AMPK 作为细胞能

量感受器，其激活可促进分解代谢、抑制合成代谢，维持

细胞能量稳态［33］；而 mTOR 作为营养与生长因子整合器，

其激活可驱动蛋白质合成和细胞增殖，二者在肿瘤细胞

中常呈现反向调控关系［34］。Xue 等［35］研究表明，甘草黄

酮 A 能够抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的激活，进而诱

导乳腺癌细胞发生自噬。

2.8　LncRNA-CDC42BPA（TCONS_00026701）在甘草黄酮A

处理组中高表达

由图 13 可知，筛选的 10 个差异 LncRNA（5 个上调、

图 6　甘草黄酮 A 处理后差异长链非编码 RNA 分析

Figure 6　Differentially expressed LncRNA analysis after licochalcone A treatment
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5 个 下 调）的 表 达 趋 势 与 测 序 结 果 完 全 一 致 ，表 明

LncRNA 测 序 数 据 具 有 高 度 的 可 靠 性 和 准 确 性 。

LncRNA-CDC42BPA （TCONS_00026701）在甘草黄酮 A

处理组中显著高表达，且过表达载体在 HCT-116 细胞中

能够有效实现其过表达。该 LncRNA 位于 CDC42BPA 基

因间，长度为 2 169 bp，在国家生物信息中心（https：//ngdc.

cncb.ac.cn/）中编号为 HSALNG0011144。 CDC42BPA 是

Rho 家族小 GTP 酶 CDC42 的关键效应器，属于丝氨酸/苏

氨酸激酶家族［36］。其核心功能是通过调控细胞骨架动

态，参与细胞运动、增殖、极性建立等生理过程，同时与癌

图 7　差异长链非编码 RNA 的 KEGG 分析与 GO 分析

Figure 7　KEGG and GO analyses of differentially expressed LncRNAs

图 8　甘草黄酮 A 潜在作用靶点库和结直肠癌靶点库

交集靶点筛选

Figure 8　Screening of intersection targets between the 

potential target library of licochalcone A and the 

colorectal cancer target library

图 9　交集靶点 PPI 网络

Figure 9　PPI network for intersection targets
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症、神经退行性疾病等病理状态密切相关［37］。LncRNA-

CDC42BPA 可能与 CDC42BPA 基因存在调控关联，进而

参与肿瘤细胞的生物学行为调控。

2.9　LncRNA-CDC42BPA抑制肿瘤细胞 HCT-116增殖

由图 14 可知，与 NC 组相比，甘草黄酮 A 处理组和

lncRNA 过表达组的 EdU 阳性细胞数量显著降低，说明

LncRNA-CDC42BPA 过表达抑制细胞进入 S 期。CCK-8

试验［图 15（a）］表明，培养 72 h 后，甘草黄酮 A 处理组和

LncRNA-CDC42BPA 过表达组的 OD 值显著低于 NC 组

（P<0.001），说明 LncRNA-CDC42BPA 过表达与甘草黄

酮 A 处理趋势一致，均可抑制细胞活力。HCT-116 细胞增

殖标志物检测也证明了这一现象［图 15（b）］，增殖基因

（Ki67/PCNA）下调，进一步说明 LncRNA-CDC42BPA 过

表达发挥增殖抑制作用。

图 10　甘草黄酮  A 潜在作用靶点库和结直肠癌靶点库

交集靶点 GO 功能注释

Figure 10　GO functional annotation of the intersection of 

the potential target library of licochalcone A and 

the colorectal cancer target library

图 11　甘草黄酮 A 潜在作用靶点库和结直肠癌靶点库

交集靶点 KEGG 通路分析

Figure 11　KEGG pathway analysis of the intersection of 

potential target library of licochalcone A and 

colorectal cancer target library

图 12　甘草黄酮 A 调节 AMPK/mTOR 信号通路的

磷酸化水平

Figure 12　Licochalcone A modulates the phosphorylation 

levels of the AMPK/mTOR signaling pathway
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2.10　LncRNA-CDC42BPA抑制肿瘤细胞 HCT-116迁移

由图 16 可知，与对照组相比，甘草黄酮 A 处理组和

LncRNA-CDC42BPA 过表达组的迁移细胞数量显著减

少，分布稀疏，其中 LncRNA-CDC42BPA 过表达组较 NC

组减少 54.37%（P<0.01），表明 LncRNA-CDC42BPA 过表

达 抑 制 细 胞 迁 移 ；划 痕 试 验 进 一 步 证 明 了 这 一 结 果

［图 17（a）］，LncRNA-CDC42BPA 过表达组划痕愈合率显

著 降 低 ，较 空 白 组 降 低 44.78%（P<0.01）。 LncRNA-

CDC42BPA 过表达与甘草黄酮 A 处理对迁移标志物水平

的影响趋势一致［图 17（b）］，均上调 E-cadherin 并下调

Vimentin 的表达，表明过表达 LncRNA-CDC42BPA 可模拟

甘草黄酮 A 效应，抑制细胞增殖和迁移。

2.11　LncRNA-CDC42BPA激活 AMPK/mTOR信号通路

为验证 LncRNA-CDC42BPA 对 AMPK/mTOR 信号通

路的影响，在蛋白表达水平检测了 AMPK、mTOR 表达量

及 其 磷 酸 化 激 活 情 况 。 由 图 18 可 知 ，LncRNA-

CDC42BPA 过表达组的 p-AMPK 磷酸化水平显著上调，

p-mTOR 激活水平降低，而非磷酸化蛋白表达水平无显著

差异，表明 LncRNA-CDC42BPA 可通过激活 AMPK 来抑

制  mTOR。

为进一步揭示其分子机制，利用 catRAPID 数据库对

LncRNA-CDC42BPA 可能结合的 RNA 结合蛋白（RBPs）

进行预测分析。结果显示，PTBP1、FMR1 和 FXR1 是最可

能与其相互作用的候选蛋白，且这些蛋白均富含经典

图 13　LncRNA-CDC42BPA 在甘草黄酮 A 处理组中高表达

Figure 13　High expression of LncRNA-CDC42BPA in the licochalcone A-treated group

图 14　EdU 检测  LncRNA-CDC42BPA 对肿瘤细胞

HCT-116 增殖的影响

Figure 14　Effects of LncRNA-CDC42BPA on the proliferation 

of HCT-116 tumor cells by EdU assay

图 15　CCK-8 和 qPCR 试验检测 LncRNA-CDC42BPA 对肿瘤细胞 HCT-116 增殖的影响

Figure 15　Effects of LncRNA-CDC42BPA on the proliferation of HCT-116 tumor cells by CCK-8 and qPCR assay
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RNA 结合结构域（如 RRM、KH 等），具有较强的 RNA 结

合 能 力 。 RNA pull-down 试 验 结 果 显 示 ，在 LncRNA-

CDC42BPA 拉下组中可特异性富集 PTBP1 和 FMR1，表

明  LncRNA-CDC42BPA 可直接与 PTBP1 和 FMR1 结合。

综 上 ，LncRNA-CDC42BPA 可 通 过 与 PTBP1 和

FMR1 等 RNA 结合蛋白相互作用，进而实现对 AMPK 的

激活和 mTOR 的抑制，最终影响肿瘤细胞的能量代谢与

增殖进程。

3　结论

研究通过体外细胞试验、体内动物试验及网络药理

学 分 析 ，系 统 阐 明 了 甘 草 黄 酮 A 通 过 调 控 LncRNA-

CDC42BPA-AMPK/mTOR 轴抑制结直肠癌生长的分子机

制，并首次明确了 LncRNA-CDC42BPA 是其抗肿瘤作用

的关键下游效应分子。功能验证发现，过表达 LncRNA-

CDC42BPA 可显著抑制 HCT116 细胞的增殖与迁移，并能

重现甘草黄酮 A 对 AMPK/mTOR 通路的调控作用。RNA 

pull-down 试验进一步揭示，该 LncRNA 可特异性结合

PTBP1 和 FMR1 两种 RNA 结合蛋白，初步解析了其分子

作用基础。

图 16　Transwell 迁移试验检测 LncRNA-CDC42BPA 对

肿瘤细胞 HCT-116 迁移的影响

Figure 16　Effects of LncRNA-CDC42BPA on the migration 

of HCT-116 tumor cells by Transwell assay

图 17　划痕试验和 qPCR 试验检测 LncRNA-CDC42BPA 对肿瘤细胞 HCT-116 迁移的影响

Figure 17　Effects of LncRNA-CDC42BPA on the migration of HCT-116 tumor cells by scratch and qPCR assays

图 18　LncRNA-CDC42BPA 激活 AMPK/mTOR 信号通路

Figure 18　LncRNA-CDC42BPA activated the AMPK/mTOR signaling pathway
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然而，该研究仍存在一定局限性：①  机制验证仅基于

HCT116 细胞系和裸鼠皮下成瘤模型，尚未在其他结直肠

癌细胞系或原位模型中验证，其普适性有待考察；②  未评

估甘草黄酮 A 与现有化疗或靶向药物的联合治疗效果，

其协同潜力尚不明确；③  虽然甘草黄酮 A 作为天然产物

可能具有低毒优势，但研究尚未对其体内安全性进行系

统评价。未来研究需补充急性和亚慢性毒性实验，综合

评估其对主要脏器功能、血液学指标及组织病理学的影

响，以明确其治疗窗口与潜在风险。在此基础上，可进一

步扩展细胞与动物模型，深入揭示 LncRNA-CDC42BPA

与 AMPK/mTOR 通路的调控网络，并开展联合用药及系

统的安全性与有效性评价，从而为甘草黄酮 A 的临床转

化提供更充分的试验依据。
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