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基于网络药理学和体外实验的白藜芦醇抗横纹肌肉瘤作用机制研究 

杨彦博4 

湖北职业技术学院，湖北 孝感  432000 

摘  要：目的  基于网络药理学和体外实验探讨白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的分子作用机制。方法  综合运用网络药理学、分子

对接及分子动力学模拟筛选并验证白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的核心靶点；使用基因表达综合数据库（GEO）数据集对核心靶点

进行差异表达、生存分析和基因集富集分析（GSEA）通路富集分析。体外培养人横纹肌肉瘤 A-204 和 RD 细胞株，采用 MTT

法、流式细胞术检测不同浓度白藜芦醇对细胞活力和凋亡的影响，Western blotting 检测肿瘤蛋白 53（p53）及其磷酸化形式

（p-p53）的表达水平。结果  网络药理学分析显示，肿瘤抑制因子 p53（TP53）、蛋白激酶 B1（Akt1）、信号转导及转录激活

因子 3（STAT3）、连环蛋白 β-1（CTNNB1）、转录因子 Jun（JUN）为核心靶点，分子对接及动力学模拟表明白藜芦醇与 TP53

结合稳定；转录组分析显示，TP53 在横纹肌肉瘤组织中异常表达且与患者生存预后相关，同时 p53 信号通路显著富集。体

外实验表明，白藜芦醇呈剂量相关性抑制横纹肌肉瘤细胞增殖并诱导凋亡；Western blotting 结果显示白藜芦醇未改变总 p53

蛋白水平，但显著上调 p-p53 表达（P＜0.01、0.001）。结论  白藜芦醇主要通过激活 p53 磷酸化发挥抗横纹肌肉瘤作用，为

横纹肌肉瘤的新型治疗策略提供实验依据。 
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Abstract: Objective  To explore the molecular mechanism of resveratrol in resisting rhabdomyosarcoma based on network 

pharmacology and in vitro experiments. Methods  Network pharmacology, molecular docking, and molecular dynamics simulation 

were comprehensively employed to screen and validate the core targets of resveratrol against rhabdomyosarcoma. Based on GEO 

datasets, differential expression, survival analysis, and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) pathway enrichment were performed 

on the core targets. Human RMS A-204 and RD cell lines were cultured in vitro. MTT assay and flow cytometry were used to detect 

the effects of different concentrations of resveratrol on cell viability and apoptosis. Western blotting was used to detect the expression 

levels of Tumor protein 53 (p53) and its phosphorylated form (p-p53). Results  Network pharmacology analysis revealed that tumor 

suppressor factor p53 (TP53), protein kinase B1 (Akt1), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), catenin β-1 

(CTNNB1), and transcription factor Jun (JUN) were the core targets. Molecular docking and kinetic simulation indicated that 

resveratrol bound stably to TP53. Transcriptome analysis showed that TP53 was abnormally expressed in rhabdomyosarcoma tissues 

and was related to the patient's survival prognosis. In vitro experiments demonstrated that resveratrol inhibited the proliferation of 

rhabdomyosarcoma cells in a dose-dependent manner and induced apoptosis. Western blotting results showed that resveratrol did not 

change the total p53 protein level, but significantly upregulated p-p53 expression (P < 0.01, 0.001). Conclusion  Resveratrol exerts 

its anti-rhabdomyosarcoma effect mainly by activating p53 phosphorylation, providing an experimental basis for novel therapeutic 

strategies for rhabdomyosarcoma. 
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横纹肌肉瘤是儿童和青少年最常见的软组织

肉瘤，占儿童期实体瘤的 5%～8%，其特点为侵袭

性强、易早期复发转移，预后较差[1-2]。相较于其他

亚型的儿童实体肿瘤，复发或转移性横纹肌肉瘤的

现有治疗手段仍以传统放化疗为主，疗效有限且药

物不良反应较大[3]。现有研究表明中药小分子在临

床应用方面展现出耐受性好、安全性高的优势[4]，

因此基于当前横纹肌肉瘤领域的治疗困境，寻找具

备高效低毒的抗横纹肌肉瘤生物活性物质迫在眉

睫。白藜芦醇是一种源自虎杖、葡萄等植物的天然

多酚类化合物，具有抗氧化、抗炎、保护心血管和

调节代谢等潜在作用[5-7]。近年来，白藜芦醇的抗肿

瘤活性也逐渐被揭示[8-9]，部分研究表明白藜芦醇能

抑制横纹肌肉瘤细胞的增殖，促进细胞凋亡，但其

确切分子作用中枢尚未完全阐明[10-11]。白藜芦醇具

有多靶点、多通路的药理作用特点[12]，传统单一靶

点的研究难以系统揭示其药理机制。网络药理学作

为一门整合系统生物学与药理学的新兴学科，能通

过构建“药物–靶点–疾病”网络，从整体层面预

测活性成分的关键靶点和信号通路，为阐明中药小

分子复杂作用机制提供有效策略[13-14]。基于此，本

研究拟运用网络药理学方法筛选白藜芦醇抗横纹

肌肉瘤的核心靶点，并结合转录组分析与体外实验

验证其分子机制，以期为横纹肌肉瘤的临床治疗提

供新的理论依据。 

1  网络药理学研究 

1.1  获取白藜芦醇作用靶点 

分别在 HERB 2.0 数据库（http://47.92.70.12/）、

ETCM 2.0 数据库（http://www.tcmip.cn/ETCM2/front/ 

#/）、Super Pred 数据库（https://prediction.charite.de/ 

index.php）、Drug Bank 数据库（https://go.drugbank. 

com/）检索“resveratrol”得到白藜芦醇的作用靶点。

在 Swiss Target Prediction 数据库（https://swisstarget 

prediction.ch/）检索白藜芦醇的“SMILES”，并设置

筛选条件为“probability＞0”得到作用靶点，在

BATMAN-TCM 2.0 数据库（http://bionet.ncpsb.org. 

cn/batman-tcm/#/home）检索白藜芦醇的“PubChem 

CID：445154”，并设置筛选条件为“score cutoff＝

0.86、Padj＝0.05”得到作用靶点，最后通过 Uniprot

数据库（https://www.uniprot.org/）将得到的所有靶

点名称转化为人的标准基因名称。 

1.2  获取横纹肌肉瘤疾病靶点 

分别在 GeneCards 数据库（https://www.gene 

cards.org/）、DisGeNET 数据库（https://disgenet. 

com/）、TTD 数据库（https://ttd.idrblab.cn/）、OMIM

数据库（https://www.omim.org/）检索“rhabdomyosarcoma”

得到横纹肌肉瘤疾病靶点，然后进行筛选整合。其

中 GeneCards 数据库筛选条件设置为“category：

protein coding，relevance score≥1.753 782 749（平

均值）”。 

1.3  筛选白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的潜在作用靶点 

利用 Venny 2.1.0（https://bioinfogp.cnb.csic.es/ 

tools/venny/）将上述得到的白藜芦醇作用靶点和横

纹肌肉瘤疾病靶点绘制韦恩图，得到交集靶点。将

交集靶点上传至 STRING 数据库（https://string-

db.org），organisms 选择“homo sapiens”，required 

score 选择“highest confidence”，以 TSV 格式文件

输出交集靶点互作网络并导入 Cytoscape（3.10.2）

软件，使用 CytoNCA 插件对互作网络进行拓扑学

分析，将筛选条件设置为度（degree）值、介数中心

值、紧密中心值均大于 3 者平均数，获得白藜芦醇

抗横纹肌肉瘤的潜在作用靶点。 

1.4  构建白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的靶点蛋白相互

（PPI）网络 

将潜在作用靶点上传至 STRING 数据库，得到

的结果以 TSV 格式文件输出并导入 Cytoscape，使

用 CytoNCA 进行拓扑学分析，依据 degree 值调节

各个节点的形状大小和颜色深浅，绘制 PPI 网络图。 

1.5  潜在作用靶点功能富集分析 

将白藜芦醇抗横纹肌肉瘤潜在作用靶点上传

至 DAVID 数据库（https://davidbioinformatics.nih. 

gov/）进行基因本体论（GO）与京都基因和基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析，种属选择“homo 

sapiens”，分析结果基于 P 值进行排序。选择 GO 功

能注释中生物学过程（BP）、细胞学组分（CC）、分

子生物学功能（MF）的各前 10 条条目和 KEGG 通

路富集中的前 20 条通路进行可视化。 

1.6  分子对接 

在 PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm. 

nih.gov/）下载白藜芦醇 3D 结构的 sdf 格式文件，

通过 OpenBabel 3.1.1 转换成 pdb 格式文件。在 PDB

数据库（https://www.rcsb.org/）下载靶点蛋白的 pdb

格式文件，使用 PyMOL 进行去水和去配体处理。

运行AutoDockTools 1.5.7对受体蛋白和配体白藜芦

醇进行加氢等前处理并转化为 pdbqt 格式文件，随

后寻找活性口袋并运行 AutoDock Vina 对受体和配

http://www.tcmip.cn/ETCM2/front/#/
http://www.tcmip.cn/ETCM2/front/#/
https://prediction.charite.de/%20index.php
https://prediction.charite.de/%20index.php
https://swisstarget/
https://disgenet/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/%20tools/
https://davidbioinformatics.nih/
https://pubchem.ncbi.nlm/
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体进行对接，最后使用 PyMOL 对结果进行可视化。 

1.7  核心靶点的差异表达分析 

从 GEO 数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

geo/）下载包含人类横纹肌肉瘤组织与正常肌肉组

织在内的高通量测序表达谱数据集 GSE108022。数

据在 R 语言环境下使用 limma 包进行差异表达分

析，ggplot2 包展示分析结果，并利用 ggsignif 包标

注统计显著性。 

1.8  核心靶点的生存分析 

从 R2 基因组学分析平台（https://hgserver1.amc. 

nl/cgi-bin/r2/main.cgi ） 下 载 数 据 集 “ Tumor 

Rhabdomyosarcoma-Williamson-101-MAS5.0-u133p2”

（E-TABM-1202）。数据在 R 语言环境下，使用

survival 包进行 Kaplan-Meier 生存分析，依据靶点

的表达水平，使用最佳截断值将患者分为高、低表

达两组，并通过 Log-rank 检验比较组间生存差异。 

1.9  基因集富集分析 

从 GEO 数据库获取 GSE141690 数据集。在 R

语言环境下，利用 clusterProfiler 包进行基因集富集

分析。以 MSigDB 数据库中的 KEGG 通路基因集作

为参考背景，根据差异表达分析所得的基因表达变

化倍数对全部基因进行排序。采用 Benjamini-

Hochberg 法进行多重检验校正，以校正后 P＜0.05 

且错误发现率（FDR）＜0.05 作为筛选标准，判定

显著富集的信号通路，使用 ggplot2 包进行可视化。 

1.10  分子动力学模拟 

使用 GROMACS 2025.3 软件包进行，蛋白–配

体 复 合 物 置 于 周 期 性 边 界 立 方 盒 ， 采 用

AMBER14SB 力场和 TIP3P 水模型溶剂化，添加

NaCl 至生理浓度 150 mmol/L。配体先经 ORCA 6.0

程序在气相 B97-3c 水平下完全几何优化，再以

B3LYP-D3/def2-TZVP 做单点能计算，随后用

Multiwfn 基于分子静电势推导 RESP 电荷，由

Sobtop 生成小分子拓扑文件。体系经 500 步共轭梯

度能量最小化后，依次执行 100 ps 限制性动力学

（步长 1 fs）和 100 ns 成品模拟（步长 2 fs）。温度

通过 V-rescale 方法维持于 298.15 K，压力通过 C-

rescale 方法维持于 1.0 bar。氢键以 LINCS 约束，长

程静电用 PME 方法处理（截断 1.0 nm），范德华作

用用 Verlet 截断方案（截断 1.0 nm），并启用能量与

压力色散校正。模拟分析内容包括蛋白主链 Cα 的

（RMSD）、回旋半径（Rg）、残基（RMSF）、溶剂可

及表面积（SASA）及蛋白–配体间氢键数目。结合

自由能采用MM-PBSA方法计算并进行逐残基自由

能分解以识别热点残基；同时基于 RMSD 和 Rg 构

建 2D/3D 自由能地貌图。 

2  体外实验研究 

2.1  材料与仪器 

A-204 人横纹肌肉瘤细胞和 RD 人恶性胚胎横

纹肌瘤细胞均购自上海中乔新舟生物科技有限公

司；白藜芦醇（质量分数 99.95%，批号 561510）购

自美国 MedChemexpress 生物科技公司；胎牛血清

（批号 20110119ZQS）、青霉素–链霉素混合溶液

（批号 PS3421146）、DMEM 高糖基础培养基（货号

ZQ-100）、AnnexinV-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒

（货号 CSP061）均购自上海中乔新舟生物科技有限

公司；高效 RIPA 裂解液（货号 R0010）、苯甲磺酰

氟（货号 P0100）、蛋白酶抑制剂（活性 3.5 EPU/mg，

货号 A8260）、蛋白磷酸酶抑制剂混合物（货号

P1260）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（货号 PC0020）

均购自北京索莱宝科技有限公司；PageRuler™ Plus 

预染蛋白分子量标准（批号 3485261）、Pierce™ SDS-

PAGE 样 品制 备 试剂盒 （ 批号 3214023 ）、

SuperSignal™ West Pico PLUS 化学发光底物（批号

3405538）均购自赛默飞世尔科技有限公司；β-肌动

蛋白（β-actin）抗体（稀释比例 1∶2 000，货号 66009-

1-Ig），辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠

二抗（稀释比例 1∶10 000，货号 SA00001-1）；肿

瘤蛋白 53（p53）抗体（稀释比例 1∶2 000，货号

10442-1-AP），HRP 标记的山羊抗兔二抗（稀释比

例 1∶10 000，货号 SA00001-2）；磷酸化 p53（p-

p53，位点 Ser15）（稀释比例 1∶500，货号 28961-

1-AP）HRP 标记的山羊抗兔二抗（稀释比例

1∶5 000，货号 SA00001-2）均购自武汉三鹰生物

技术有限公司。 

Forma™ 3 系列水套式 CO2培养箱（赛默飞世尔

科技有限公司）、iMark 吸收光酶标仪（美国 Bio-Rad

公司）、BD Accuri™ C6（美国 BD Biosciences 公司）、

PowerPac™通用电泳仪及转膜系统（美国Bio-Rad 公

司）、ChemiDoc MP 凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公

司）、Centrifuge 542 离心机（德国 Eppendorf 公司）。 

2.2  实验方法 

2.2.1  细胞培养  将 A-204 和 RD 细胞培养于含有

10%胎牛血清和 1%青霉素–链霉素的培养液中，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中。待细胞处于对数生长

期时进行给药处理，空白组不做药物处理。 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2.2  MTT 法检测细胞增殖  取对数生长期横纹

肌肉瘤细胞，以 5×103个/孔的密度接种于 96 孔板，

置于 37 ℃、5% CO2培养箱中贴壁过夜。次日弃去

旧培养基，实验组加入含不同浓度（25、50、100、

150、200 μmol/L）白藜芦醇的完全培养基，对照组

加入含等体积溶剂（DMSO）的培养基，每组设 3 个

复孔，继续培养 24 h。培养结束后，每孔加入 20 μL 

MTT 溶液，37 ℃培养箱避光孵育 4 h。孵育结束后

吸弃上清，每孔加入 150 μL DMSO，室温振荡 10 

min 充分溶解甲臜结晶。空白组为不含细胞的培养

基对照。用酶标仪于 490 nm 波长处测定各孔吸光

度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白）  

2.2.3  流式细胞术检测细胞凋亡  取对数生长期

的横纹肌肉瘤细胞接种于 6 孔板，贴壁过夜后分别

给予含有 50、100、150 μmol/L 白藜芦醇的完全培

养基处理细胞 24 h，同时设阴性对照组（DMSO）。

处理结束后，用不含 EDTA 的胰酶消化收集细胞，

预冷 PBS 洗涤 2 次，离心弃上清。按照 Annexin V-

FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒说明书，加入 100 μL 

1×Binding Buffer 重悬细胞，先后加入 5 μL Annexin 

V-FITC 和 5 μL PI，轻轻混匀，室温避光孵育 15 min。

补加 400 μL 1×Binding Buffer，混匀后立即上流式

细胞仪检测。FITC 和 PI 荧光分别通过 FL1 和 FL2

通道采集，每管收集 1×104 个细胞。使用 FlowJo 软

件分析数据，绘制 Annexin V/PI 双参数散点图，区

分活细胞、早期凋亡细胞及晚期凋亡/坏死细胞，凋

亡率为早期与晚期凋亡比例之和。 

2.2.4  Western blotting 检测蛋白表达  收集 DMSO

和 50、100、150 μmol/L 白藜芦醇处理 48 h 后的 A-

204 和 RD 细胞加入含蛋白酶及磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解液，冰上孵育裂解 30 min 后。于 4 ℃，

12 000×g 条件下离心 10 min。采用 BCA 法检测蛋

白浓度，蛋白定量后与 5×上样缓冲液混合并加热

变性。经 SDS-PAGE 电泳分离后将蛋白转移至

PVDF 膜，以 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入对应

一抗 4 ℃孵育过夜，次日与 HRP 标记的二抗室温

孵育 2 h，经 TBST 洗膜后，使用 ECL 化学发光液

显影，通过 Bio-Rad 凝胶成像系统观察并采集图像。 

2.3  数据处理 

各体外实验均独立重复至少 3 次，结果x ± s

表示。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比

较采用单因素方差分析（ANOVA）。统计分析使用

GraphPad Prism 软件完成。 

3  网络药理学结果 

3.1  白藜芦醇作用靶点及横纹肌肉瘤疾病靶点 

利用 HERB 2.0、ETCM 2.0、Super Pred、Drug 

Bank、Swiss Target Prediction、BATMAN-TCM 2.0

数据库筛选合并共得到 647 个白藜芦醇作用靶点。

通过 Gene Cards、DisGeNET、TTD、OMIM 数据库

筛选合并共得到5 183个横纹肌肉瘤相关疾病靶点。 

3.2  白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的潜在作用靶点 

将上述白藜芦醇靶点和横纹肌肉瘤疾病靶点

进行交集分析，通过 Venny 2.1.0 绘制韦恩图，见图

1，共获得 322 个交集靶点。 

 

图 1  白藜芦醇–横纹肌肉瘤疾病靶点韦恩图 

Fig. 1  Venn diagram of resveratrol - rhabdomyosarcoma 

disease target 

3.3  核心靶点筛选及拓扑学分析 

为探究靶点间的相互作用关系，将交集靶点导

入 STRING 数据库构建 PPI 网络。该网络包含 1 396

条相互作用边，平均节点度为 8.67，平均局部聚类

系数为 0.445，富集分析 P＜1.0×10−16，表明交集

靶点集合在 PPI 层面具有显著的生物学相关性。为

进一步挖掘关键节点，将 PPI 网络导入 Cytoscape

软件，利用 CytoNCA 插件进行拓扑学分析，以

degree 值、介数中心值和紧密中心值均大于平均数

（degree＝10.152 727 27，介数中心值＝499.803 638 4，

紧密中心值＝0.074 986 835）为筛选条件，筛选出

64 个关键靶点，并基于此重新构建了包含 467 条相

互作用边的 PPI 网络，见图 2A。该网络平均节点度

为 14.6，平均局部聚类系数为 0.473，富集分析 P＜

1.0×10−16。根据 degree 值大小调节节点的颜色深

浅和形状大小，绘制白藜芦醇抗横纹肌肉瘤作用靶

点的 PPI 网络可视化图，见图 2B。根据 degree 值

进行排序，排名前 5 位的核心靶点分别为肿瘤抑制

因子 p53（TP53）、蛋白激酶 B1（Akt1）、信号转导

及转录激活因子 3（ STAT3）、连环蛋白 β-1

（CTNNB1）、转录因子 Jun（JUN），见表 1。 

4 861       322      325 
      
 

横纹肌肉瘤     白藜芦醇 
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图2  白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的PPI网络图（A）及可视化图（B） 

Fig. 2  PPI network of targets of resveratrol against 

rhabdomyosarcoma (A) and visual diagram (B) 

表 1  排名前 5 位靶点的筛选数据 

Table 1  Degree values of the top five targets 

排名 靶点名称 degree 值 介数中心值 紧密中心值 

1 TP53 40.0 14 546.307 0 0.084 281 76 

2 Akt1 38.0 7 719.622 6 0.083 894 67 

3 STAT3 30.0 3 663.269 0 0.083 005 15 

4 CTNNB1 27.0 3 712.242 7 0.082 679 54 

5 JUN 26.0 4 404.808 0 0.082 879 61 

 

3.4  靶点 GO 功能与 KEGG 通路富集分析 

利用 DAVID 数据库进行 GO 功能注释和

KEGG 通路富集分析。GO 分析结果如图 3 所示，

在 BP 层面，靶点基因主要富集于细胞凋亡的负调

控、微小 RNA（miRNA）转录的正调控及磷脂酰肌

醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号转导的正调

控等条目；在 CC 层面，主要涉及细胞核与核质；

在 MF 层面，主要涉及相同蛋白结合、酶结合及蛋

白激酶结合。KEGG 通路富集分析如图 4 所示，靶

点基因显著富集于癌症通路、PI3K/Akt 信号通路以

及叉头盒 O（FoxO）信号通路，这与 GO 分析中发

现的 PI3K/Akt 信号转导正调控结果相互印证。 

 

 

图 3  GO 富集分析 

Fig. 3  GO enrichment analysis 
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B 
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图 4  KEGG 富集分析 

Fig. 4  KEGG enrichment analysis 

3.5  分子对接分析 

为验证核心靶点与白藜芦醇的结合能力，采用

AutoDock Vina 对排名前 5 位的核心靶蛋白与白藜

芦醇进行分子对接。对接结果如表 2 所示，白藜芦

醇和 TP53、Akt1、STAT3、CTNNB1 结合自由能均

低于−5 kcal/mol（1 cal＝4.2 J），表明具有稳定的结

合模式，其中与 Akt1 和 STAT3 的结合能可达−6.8 

kcal/mol，与 TP53 的结合能为−6.2 kcal/mol。可视

化的对接结果见图 5，白藜芦醇通过氢键与靶蛋白

特定氨基酸残基（如 TP53 的 PHE-113、Akt1 的

GLU-49 等）发生相互作用。 

表 2  白藜芦醇与各核心靶点之间的分子对接数据 

Table 2  Molecular docking data between resveratrol and 

core targets 

靶点 PDB ID 结合能/(kcal∙mol−1) 氢键相互作用 

TP53 1TSR −6.2 PHE-113 

Akt1 1H10 −6.8 GLU-49 

STAT3 5AX3 −6.8 ALA-43 、 GLN-96 、

ASP-102、LYS-105 

CTNNB1 1G3J −6.0 GLN-530 

JUN 1JUN −4.9 ARG-279、LYS-283、

LYS-288、GLN-290 

 

图 5  前 5 位核心靶点和白藜芦醇分子对接可视化结果 

Fig. 5  Molecular docking visualization of the top five core targets and resveratrol 

3.6  核心靶点在横纹肌肉瘤组织中的差异表达 

分子对接结果表明，白藜芦醇与 TP53 等核心

靶点之间具有稳定的结合构象，为探索这些能被结

合的潜在靶点在横纹肌肉瘤临床病理过程中是否

存在驱动作用，本研究基于GEO数据集GSE108022

进行分析。结果表明，与正常组织相比，横纹肌肉

瘤组织中 TP53、Akt1、CTNNB1 的表达水平均显著

上调，而 STAT3、JUN 的表达水平显著下调（P＜

0.01、0.001），见图 6。提示这些靶点在横纹肌肉瘤

的病理过程中具有潜在的驱动作用。 

3.7  核心靶点在横纹肌肉瘤组织中的生存分析 

本研究基于数据集 E-TABM-1202 ，采用

Kaplan-Meier 法评估核心靶点表达水平与患者生存

期的关联。结果表明，TP53 和 Akt1 高表达患者的

生存期显著长于低表达患者，而 STAT3 和 CTNNB1

高表达患者的生存周期则显著缩短，见图 7。JUN

的表达水平高低与横纹肌肉瘤患者的生存周期无

显著统计学相关性。值得注意的是，GEO 转录组分

析显示 TP53 表达在横纹肌肉瘤组织中表达上调，

而生存分析则提示其高表达与较好的患者预后相 
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与正常组织比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs normal tissue. 

图 6  核心靶点在横纹肌肉瘤组织中的表达分析 

Fig. 6  Expression analysis of core targets in patients with rhabdomyosarcoma 

 

图 7  核心靶点在横纹肌肉瘤患者中的生存分析 

Fig. 7  Survival analysis of core targets in patients with rhabdomyosarcoma 

关。这一结果看似矛盾，但符合横纹肌肉瘤中 p53

信号通路的生物学特性。研究表明，横纹肌肉瘤中

TP53 基因的突变频率相对较低，p53 蛋白多维持野

生型状态[2]，其缺失会增强肿瘤的转移能力[15]。此

背景下，肿瘤组织内 TP53 表达水平的升高，并非

意味着原有抑癌功能的丧失[16]，而是肿瘤细胞在面

对恶性增殖压力时产生的代偿性应激反应[17]，由于

野生型 p53 仍保留下游转录调控活性，这种代偿性

高表达能够有效启动凋亡信号通路，进而限制肿瘤

的恶性进展[18]。对于 Akt1 而言，文献证实其磷酸

化激活形式（p-Akt1）能够增强横纹肌肉瘤的恶性

程度[19]，因此上述差异表达和生存分析结果提示，

横纹肌肉瘤组织内可能存在高表达 Akt1 负反馈调

节[20]，使其上游激活信号功能受损，导致 Akt1 的

磷酸化激活受阻，高总 Akt1 丰度未转化为促癌表

型。对于 STAT3 而言，其在横纹肌肉瘤组织中存在

持续激活现象[21]，且其磷酸化形式（p-STAT3）被证

实能增强横纹肌肉瘤细胞的存活能力 [22]。因此

STAT3 的基础 mRNA 水平整体低于正常组织，但

在患者个体层面，一旦 STAT3 表达水平相对较高，

其伴随的磷酸化激活状态亦可能随之增强，从而驱

动肿瘤恶性进展。 

3.8  核心通路的 GSEA 富集分析 

为从转录组层面分析横纹肌肉瘤组织中的关

键信号通路，本研究基于 GSE141690 数据集对横纹

肌肉瘤与正常组织间的差异表达基因进行基因集

富集分析。如图 8 所示，相较于正常组织，横纹肌

肉瘤组织中“p53 信号通路”“细胞周期”“DNA 复

制”等通路呈现正向富集。该结果从转录组数据集

层面进一步佐证 p53 信号通路在横纹肌肉瘤中的活 
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图 8  横纹肌肉瘤组织中关键信号通路的 GSEA 富集分析 

Fig. 8  GSEA enrichment analysis of key signaling pathways in rhabdomyosarcoma tissues 

跃性，与前期网络药理学将 TP53 定为核心靶点的

预测结果相符。 

3.9  TP53–白藜芦醇复合物的分子动力学模拟 

鉴于 TP53 在 PPI 网络中的核心地位及良好的

分子对接亲和力，对 TP53–白藜芦醇复合物进行

100 ns 的分子动力学模拟，见图 9。结果表明，复

合物体系在 70 ns 后达到平衡，RMSF 值相对较低

表明复合物结合稳定。复合物体系的 SASA 与 Rg

在运动过程中波动较小，表明复合物整体结构的稳

定性。动力学过程中的白藜芦醇与 TP53 之间的氢

键数量，在大多数情况下有 1～2 个，表明二者具有

良好的氢键相互作用。2D 与 3D 吉布斯自由能地貌

图显示存在明显的能量低谷（深蓝色区域），为体系

的热力学稳态构象。综合以上证据，白藜芦醇与

TP53 之间具备结构稳定的结合模式。 

4  细胞实验结果 

4.1  白藜芦醇对横纹肌肉瘤细胞活性的影响 

结果显示，白藜芦醇（25、50、100、150、200 

μmol/L）显著降低 A-204、RD 细胞存活率（P＜0.05、

0.001），见图 10，表明白藜芦醇在体外对横纹肌肉

瘤细胞具有直接杀伤效应，后续研究选取中剂量范

围（50、100、150 μmol/L）进行细胞实验。 

 
图 9  TP53 和白藜芦醇随时间的分子动力学模拟 

Fig. 9  Molecular dynamics simulation of TP53 and resveratrol over time 

cardiac muscle contraction 

oxidative phosphorylation 

adrenergic signaling in cardiomyocytes 

cell cycle 

hypertrophic cardiomyopathy 

spliceosome 

microRNAs in cancer 

dilated cardiomyopathy 

p53 signaling pathway 

non-alcoholic fatty liver disease 

carbon metabolism 

ribosome biogenesis in eukaryotes 

fanconi anemia pathway 

DNA replication 

glucagon signaling pathway 

drug metabolism - cytochrome P450 

metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 

bile secretion 

cGMP-PKG signaling pathway 

tyrosine metabolism 

8 
7 
6 
5 
4 
 

36 
101.5 
165 
 

基因数量 
 

−lgP 

−3     −2    −1     0      1      2 
Normalized Enrichment Score (NES) 

0          50        100 
t/ns 

100       200        300 
Residue 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0 

R
M

S
D

/n
m

 0.6 

0.3 

0 

R
M

S
F

/n
m

 

0          50        100 
t/ns 

0          50        100 
t/ns 

120 

110 

100 

A
re

a/
n

m
2
 

Rg 
 
 
 
Rg/sX 
Rg/sY 
Rg/sZ 

1.6 

1.4 

1.2 

R
ad

iu
s/

n
m

 

0          50         100 
t/ns 0     0.09    0.2   0.3 

PC1 

1.65 

1.63 

1.61 

1.59 

P
C

2
 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

12 

6 

0 
1.60 

1.63 

Rg (Y) 
1.65 

0.15 
0 

0.30 
RMSD (X) 

12 
10 
8 
6 
4 
2 
0 

自
由
能

/(
k
J·

m
o
l−

1
) 

自
由
能

/(
k
J·

m
o
l−

1
) 

5 

4 

3 

2 

1 

0 

氢
键

 



第 41 卷第 8 期  2026 年 8 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 41 No. 8 August 2026 

    

·2220· 

 

  与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group. 

图 10  白藜芦醇对横纹肌肉瘤细胞存活率的影响（x ± s，

n = 3） 

Fig. 10  Effect of resveratrol on the survival rate of 

rhabdomyosarcoma cells (x ± s, n = 3 ) 

4.2  白藜芦醇对人横纹肌肉瘤细胞凋亡的影响 

结果表明，白藜芦醇（50、100、150 μmol/L）

组在 A-204、RD 细胞中 Annexin V/PI 双染检测出

的早期、晚期凋亡细胞及细胞总凋亡率均显著升高

（P＜0.01、0.001），见图 11，提示白藜芦醇可能通

过促进细胞凋亡发挥抗横纹肌肉瘤作用。 

4.3  白藜芦醇对横纹肌肉瘤细胞蛋白表达水平的

影响 

结果表明，白藜芦醇处理后，p53 蛋白的表达

水平未发生明显改变，但其活性形式 p-p53 的表达

显著增加（P＜0.01、0.001），见图 12。该结果提示

白藜芦醇的药理作用并不依赖于增加 p53 蛋白数

量，而是通过促进 p53 的磷酸化激活来发挥其抗横

纹肌肉瘤效应。 

5  讨论 

横纹肌肉瘤是儿童及青少年常见的恶性肿瘤，

尽管综合治疗手段不断进步，但其高危患者的 5 年

总生存率仍低于 30%[23]。在当前横纹肌肉瘤的综合

治疗体系中，以长春新碱为代表的化疗方案依然是

控制肿瘤进展的主要手段[24]。然而，肿瘤对化疗药

物产生的获得性耐药，以及药物自身所带来的剂量

限制性毒性，已成为制约横纹肌肉瘤临床疗效的瓶

颈[25-26]。在此背景下，从传统中药及药食同源植物 
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**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 11  白藜芦醇对横纹肌肉瘤细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Effect of resveratrol on apoptosis of rhabdomyosarcoma cells (x ± s, n = 3 ) 
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  与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 12  白藜芦醇对横纹肌肉瘤细胞中 p-p53 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 12  Effect of resveratrol on the expression of p-p53 protein in rhabdomyosarcoma cells (x ± s, n = 3 ) 

中筛选具有广谱抗肿瘤潜力的天然活性成分，展现

出优势[27]。白藜芦醇作为虎杖、葡萄等植物中的天

然多酚类化合物，因其良好的安全性特征而备受关

注。现有研究已表明，白藜芦醇在肝癌、肺癌及乳

腺癌等多种实体瘤中具备高效杀伤作用，这提示其

具备作为横纹肌肉瘤治疗方案的应用前景[28-30]。基

于此，本研究立足于白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的分子

机制探索，运用“网络药理学预测–分子模拟与转

录组挖掘–体外实验验证”的整合策略，阐明其作

用的靶点枢纽。 

通过构建“白藜芦醇–横纹肌肉瘤”的靶点互

作网络，并基于拓扑学参数进行排序，发现 TP53 在

PPI 网络中排名靠前。分子对接及动力学模拟显示

白藜芦醇与TP53蛋白之间表现出稳定的结合构象，

且在整个模拟周期内保持良好的氢键网络与结构

稳定性。此外，基于转录组数据集的分析进一步揭

示 TP53 在横纹肌肉瘤中的临床病理相关性。随后

的体外实验发现白藜芦醇处理并不显著改变横纹

肌肉瘤细胞中总 p53 蛋白的表达量，却呈剂量相关

性地上调其磷酸化活性形式（p-p53）的水平。该结

果提示白藜芦醇抗横纹肌肉瘤的机制可能侧重于

激活 p53 的翻译后修饰，使其从“非活性状态”转

化为“活性状态”。p53 丝氨酸位点的磷酸化修饰能

够改变蛋白构象，削弱其与负调控因子 MDM2 的

结合，从而促进有活性转录复合物的形成并启动下

游凋亡信号[18]。有研究表明，横纹肌肉瘤中 p53 信

号通路的部分失活与肿瘤恶性进展相关[31]。本研究

的 GSEA 分析也提示 p53 通路在横纹肌肉瘤组织中

处于富集状态，这表明白藜芦醇通过激活而非单纯

增加 p53 的方式可能是一种更高效的药理作用。 

尽管本研究证实了白藜芦醇通过靶向激活 p53

发挥抗横纹肌肉瘤效应，但仍存在部分局限。首先，

网络药理学不仅揭示 TP53 的核心地位，同时也筛

选出 Akt1 和 STAT3 等核心靶点，且富集分析也显

示白藜芦醇的作用关联于 PI3K/Akt 和 FoxO 等信号

通路。部分研究已经揭示 Akt1 和 STAT3 在横纹肌

肉瘤进展中发挥作用[32-33]，白藜芦醇也可通过调控

这些靶点在其他类型肿瘤中发挥杀伤作用[34-35]，甚

至还有研究发现白藜芦醇在胃癌中可通过调控

Akt1/p53 分子轴发挥药理作用[36]，但上述靶点在白

藜芦醇抗横纹肌肉瘤过程中的确切作用，以及在肿

瘤进程中是否与 p53 通路存在协同或串扰作用，目

前尚未被探讨。其次，关于 p53 作为核心分子中枢

的推论，目前主要建立在结构生物学及功能学的推

理链条上，尚缺乏在横纹肌肉瘤细胞中进行干预的

挽救实验。因此，当前结论尚不能完全排除存在其

他平行通路的可能性，后续仍需通过基因操作手段

来反向确证 p53 信号轴。此外，本研究目前局限于
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细胞层面，白藜芦醇本身存在口服生物利用度低等

药代动力学短板[8]，用药方案在体内异种移植瘤模

型中的实际抑瘤效果、安全性评估，均有待通过实

验进行探索。再者，部分研究还揭示白藜芦醇与诸

如姜黄素等小分子联用时可增强其药效[37-38]，但在

横纹肌肉瘤中是否存在类似的协同作用还有待研

究。针对上述局限，未来可在构建稳定敲除细胞株

进行机制反向确证的基础上，并同步拓展对 Akt1、

STAT3 等靶点的探索；此外，还可尝试采用纳米载

药系统等手段提升白藜芦醇的靶向递送效率[39]，并

借助体内药效学实验，为白藜芦醇作为横纹肌肉瘤

治疗方案的临床转化提供更精准的数据支撑。 

综上所述，本研究证实了白藜芦醇通过激活

p53 磷酸化发挥抗横纹肌肉瘤作用，虽然白藜芦醇

的体内生物利用度仍有待动物实验进一步探索，但

本研究已为基于网络药理学解析白藜芦醇的抗横

纹肌肉瘤机制提供新依据，也为优化横纹肌肉瘤临

床治疗策略提供潜在思路。 
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