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网络药理学结合体外实验验证白屈菜红碱抗黑色素瘤的作用机制  
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摘  要：目的  采用网络药理学方法预测白屈菜红碱（CHE）抗黑色素瘤的作用机制，通过体外细胞实验验证作用机制。方

法  通过中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）数据库、Swiss Target Prediction 数据库预测 CHE 作用的靶点集，

GeneCards、OMIM和 TTD数据库收集黑色素瘤的相关靶点，获得 CHE抗黑色素瘤的交集靶点；应用 STRING数据库构建

靶点蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络，并进行拓扑网络分析得到 CHE抗黑色素瘤的核心靶基因；通过 DAVID数据库进

行基因本体（GO）注释及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析；借助 AutoDock Vina 软件将核心靶基因与

CHE进行分子对接。运用 CCK-8、乳酸脱氢酶（LDH）、流式细胞仪、Annexin V-FITC染色和Western blotting实验验证 CHE

抗黑色素瘤 B16细胞的作用机制。结果  网络药理学获得 CHE抗黑色素瘤的交集靶点 46个，PPI网络核心蛋白为MTOR、

GSK3B、MAPK1、PIK3CA、BRAF等；GO富集涉及 228个条目，主要涉及信号转导、细胞凋亡和增殖调控等；KEGG通

路富集分析得到 137 个条目，主要涉及癌症和磷脂酰肌醇-3-激酶-蛋白激酶 B（PI3K-Akt）等信号通路；分子对接结果表明

CHE与关键靶点具有较好的结合活性。体外实验表明，CHE能够明显抑制 B16细胞增殖并诱导细胞凋亡，能够显著降低 p-

PI3K、p-Akt、B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）蛋白的表达，能够显著增加 Bax蛋白的表达（P＜0.01）。结论  CHE具有抗

黑色素瘤 B16细胞增殖的作用，该作用与 PI3K-Akt信号通路密切相关，其可通过下调 p-PI3K、p-Akt及抗凋亡蛋白 Bcl-2的

表达，上调促凋亡蛋白 Bax的表达，来抑制黑色素瘤 B16细胞增殖并诱导其凋亡。 
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Abstract: Objective  To predict the mechanism of action of chelerythrine (CHE) against melanoma using network pharmacology, 

and to verify the mechanism of action through in vitro cell experiments. Methods  The target sets of CHE were predicted through the 

TCMSP database and Swiss Target Prediction database. The relevant targets of melanoma were collected from the GeneCards, OMIM, 

and TTD databases to obtain the intersection targets of CHE against melanoma. The STRING database was applied to construct the 
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protein-protein interaction network (PPI) of the targets, and topological network analysis was carried out to obtain the core target genes 

of CHE against melanoma. Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway 

enrichment analysis was performed through the DAVID database. The AutoDock Vina software was used to perform molecular docking 

between the core target genes and CHE. CCK-8 assay, LDH assay, flow cytometry, Annexin V-FITC staining assay, and Western 

blotting assay were used to verify the mechanism of action of CHE against melanoma. Results  Network pharmacology obtained 46 

intersection targets of CHE against melanoma. The core proteins in the PPI network were MTOR, GSK3B, MAPK1, PIK3CA, BRAF, 

etc. GO enrichment involved 228 items, mainly related to signal transduction, regulation of apoptosis and cell proliferation, etc. KEGG 

pathway enrichment analysis obtained 137 items, mainly related to cancer and signaling pathways such as PI3K-Akt. The results of 

molecular docking showed that CHE had good binding activity with key targets. In vitro experiments showed that CHE could 

significantly inhibit the proliferation of B16 cells, induce apoptosis, significantly reduce the expression of p-PI3K, p-Akt, and Bcl-2 

proteins, and significantly increase the expression of Bax protein. Conclusion  CHE can inhibit the proliferation and induce apoptosis 

of melanoma B16 cells by down regulating the expression of p-PI3K, p-Akt and anti-apoptotic protein Bcl-2, and up regulating the 

expression of Pro apoptotic protein Bax. This study laid a foundation for the research and development of CHE as a potential candidate 

drug for melanoma treatment. 

Key words: chelerythrine; melanoma; network pharmacology; cell experiment; B16 cells; PI3K-Akt 

 

黑色素瘤是一种恶性程度高、致死率高的恶性

肿瘤[1]。研究表明，在皮肤肿瘤死亡病例中，80%以

上的死亡由黑色素瘤引起[2]。我国每年新发黑色素

瘤患者约 2万例，且近年来其发病率呈持续上升趋

势[3]。至此，黑色素瘤已成为严重威胁人类生命安

全的皮肤肿瘤类型。目前，黑色素瘤的常见治疗手

段包括手术治疗、化学治疗和免疫治疗等，但这些

方案仍存在局限性，如整体疗效有限、不良反应较

为显著、免疫应答率低及耐药性等问题[4]。此外，

黑色素瘤的发病机制尚未明确，药物联合治疗方案

也处于探索阶段。因此，为突破黑色素瘤治疗的局

限性，有必要寻找有效的靶点来抑制黑色素瘤的发

生发展，积极探索新型治疗黑色素瘤的手段。 

白屈菜红碱（（CHE）是从白屈菜、博落回、飞

龙掌血和血水草等药用植物中提取的主要有效成

分，是一种苯并菲啶生物碱类化合物[5]，具有苯并

菲啶的母核结构，存在多个稠合的苯环和杂环。近

年来，大量研究证实 CHE具有广泛的药理活性[6-8]，

除抗炎、抗菌等作用外，在抗肿瘤领域亦展现出突

出潜力[9-13]，可通过多种途径对肝癌、胃癌、肺癌等

肿瘤细胞发挥抑制增殖、诱导凋亡、阻滞细胞周期

等作用[14-20]。然而，关于 CHE对黑色素瘤的作用及

具体分子机制，目前研究仍较为匮乏，尚未能全面

揭示其抗黑色素瘤的作用靶点与通路。鉴于黑色素

瘤严峻的临床治疗现状，以及 CHE 潜在的抗肿瘤

价值，本研究拟运用网络药理学方法[21]，预测 CHE

抗黑色素瘤的作用靶点与相关通路，再结合体外细

胞实验进行验证，旨在深入探究 CHE 抗黑色素瘤

的作用机制，为其后续作为黑色素瘤治疗潜在候选

药物的研发与应用提供理论依据和实验支持。 

1  材料 

1.1  细胞和试剂 

小鼠 B16黑色素瘤细胞（（货号：ZQ0186）购自

上海中乔新舟生物科技有限公司。CHE原料药（（货

号：34316-15-9，质量分数＞98%）购自西安开来生

物工程有限公司；胎牛血清（（货号：C04001）购自

上海逍鹏生物科技有限公司；CCK-8 试剂盒、β-

actin、HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（（货号：G4103、

GB15003、GB23303）购自武汉赛维尔生物科技有

限公司；Annexin V-FITC、乳酸脱氢酶（（LDH）、BCA

蛋白浓度测定试剂盒、RIPA裂解液（（货号：C1062S、

C0016、P0012、P0013B）购自上海碧云天生物技术

有限公司；p-蛋白激酶 B（p-Akt）抗体（货号：

WLP001A）购自沈阳万类生物科技有限公司；p-磷

脂酰肌醇-3-激酶（（p-PI3K）、B细胞淋巴瘤/白血病-

2（（Bcl-2）、Bax抗体（（货号：BS-6417R、BS-0032R、

BS-0127R）购自北京博奥森生物技术有限公司。 

1.2  仪器 

BPN-80CH（（UV）型二氧化碳培养箱（（上海一

恒科学仪器有限公司）；CKX53 型倒置生物显微镜

（（日本奥林巴斯光学工业股份有限公司）；H2050R

型台式低速大容量离心机（（湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司）；Multiskan Sky 型全波长酶标仪（赛

默飞世尔科技公司）；Accuri C6型流式细胞仪（美

国 BD公司）；Mini TBC型小型湿式转印电泳系统、

Mini P-4型小型垂直电泳系统（北京凯元信瑞仪器
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有限公司）；SCG-W2000型化学发光成像仪（（武汉

赛维尔生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  CHE 作用靶点预测 

利用 PubChem数据库对 CHE分子结构进行确

定。将 CHE的 SMILE name（在 PubChem数据库

中获取）导入 Swiss Target Prediction 数据库中，检

索可得 CHE的作用靶点集。 

2.2  黑色素瘤相关疾病靶点及药物-疾病共同靶点

获取 

利用 Genecards、OMIM 和 TTD 数据库，以

（ Melanoma”为关键词检索，得到黑色素瘤相关作

用靶点。使用 UniProt数据库中 UniProt KB功能，

输入疾病靶点名称，获得相应靶点的 UniProt 号，

得到黑色素瘤相关靶点基因集。将 CHE 作用靶点

与黑色素瘤疾病靶点通过 Venny2.1.0 平台绘制

Venn图，取交集靶点作为 CHE抗黑色素瘤的潜在

靶点进行机制探讨。 

2.3  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络构建及可视化 

将 CHE 对黑色素瘤的潜在作用靶点导入

STRING数据库，构建 PPI网络，物种设定为（ Homo 

sapiens”，获得所预测靶点的相互作用关系。利用

Cytoscape 3.9.1 软件对 PPI 进行可视化，并利用

CytoNCA插件进行靶标蛋白的筛选处理，通过插件

中度（（degree）值计算功能筛选得到药物-疾病作用

核心靶点，其中 degree值越大，通常成为核心靶点

的概率越大[22-23]。接着利用 Network Analyzer工具

的拓扑属性分析中介中心性（BC），数值越高，通常

代表该节点在网络信息流中的 媒介”作用越关键。 

2.4  基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）富集分析 

基于 DAVID 数据库对交集靶点进行 GO 和

KEGG 富集分析。GO 分析得到靶点的功能水平分

析结果，P＜0.01为差异具有统计学意义，筛选排名

前 10 的结果。KEGG 通路分析，限定只展示 P＜

0.01的 KEGG结果，筛选排名前 20的结果。将筛

选出 CHE抗黑色素瘤可能参与的生物学过程（（BP）

与涉及的信号通路，利用 Bioinformatics 平台对结

果进行可视化。 

2.5  分子对接 

使用 PubChem数据平台检索得到 CHE分子结

构的 SDF文件，在蛋白结构 PDB数据库下载核心

靶蛋白的晶体结构 PDB 文件，对蛋白进行能量最

小化和几何结构优化；使用AutoDockTools软件处理

SDF和 PDB文件转换为 PDBQT格式文件。最后使

用 PyMol 软件运行 PDBQT 文件完成分子对接，并

将对接后化合物与蛋白形成的复合物进行可视化。 

2.6  细胞培养 

将 B16细胞培养于含 10%的胎牛血清的 RPMI 

1640培养基中，置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱

中培养；采用 0.25%胰酶常规消化细胞并传代。 

2.7  CCK-8 法检测细胞活性 

取对数生长期的B16细胞以 2×106个·mL−1接

种于 96孔板，过夜培养。基于前期已验证的有效剂

量筛选结果[9]，向各试验孔分别加入 57.4、114.8、

229.6 μmol·L−1的 CHE孵育 48 h，每孔再加入 10 μL 

CCK-8 溶液处理细胞 2 h。使用酶标仪测量各孔在

450 nm波长处的吸光度（A）值，并计算细胞存活率。 

存活率＝A 实验/A 对照 

2.8  LDH 测定细胞毒性试验 

细胞上清液 LDH 活性可以评价细胞膜损伤的

情况进而测定药物对细胞的毒性。细胞接种、分组及

给药同 2.7”项，经 CHE孵育 48 h后，收集细胞上

清。根据 LDH试剂盒操作说明测定各孔 LDH浓度。 

2.9  流式细胞术分析及 Annexin V/FITC-PI 双染

评价细胞凋亡 

取对数生长期 B16细胞，以细胞密度为 2×106

个·mL−1接种于 6 孔培养板中，培养 24 h，用不同

浓度 0（（对照）、57.4、114.8、229.6 μmol·L−1的 CHE

孵育 48 h。收集细胞，用冷磷酸盐缓冲液（PBS）

洗涤，1 200 r·min−1离心 3 min，重悬于 100 μL含

有 2.5 μL Annexin V/FITC和 1 μL PI的结合缓冲液

中并混匀。细胞在室温避光孵育 15 min。采用流式

细胞仪和荧光显微镜对细胞进行分析。 

2.10  Western blotting 法检测蛋白表达 

取对数生长期的 B16细胞接种于 6孔板，分组

及给药同（ 2.7”项，细胞贴壁后，分别加入 CHE孵

育 48 h，加入 RIPA裂解液 30 min，用刮刀将细胞

刮下，收集至离心管中，将细胞 12 000 r·min−1离心

30 min，取上清液一部分样品进行 BCA 蛋白含量

测定，另一部分高温蒸煮使其变性。样品进行 SDS-

PAGE 电泳，然后转膜仪湿转至 NC 膜，用含 5%

脱脂奶粉的 TBST封闭液封闭 2 h，加入一抗（1∶

1 000）4 ℃过夜，第二天洗膜，孵育二抗（1∶

2 000）室温避光孵育 2 h，再次洗膜，化学发光成

像仪曝光，统计处理灰度值。 
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2.11  统计分析 

使用 Origin 8.0软件进行。所有数据均以至少

3 次实验的 x s （表示。采用单因素方差分析

（（ANOVA）进行组间比较。P＜0.05被认为具有统计

学显著性。 

3  结果 

3.1  CHE 与黑色素瘤作用靶点预测结果 

从 Genecards、OMIM和 TTD数据库获得黑色

素瘤相关的靶基因 2 117个，TCMSP和 Swiss Target 

Prediction数据库预测 CHE相关的靶点 116个。将

药物靶点映射到疾病靶点中，最终获得 CHE 抗黑

色素瘤的潜在交集靶点 46个（（表 1），绘制 Venn图

（（图 1-A）。 

3.2  CHE 潜在作用靶点互作网络构建与分析 

基于 STRING 平台获取 CHE 抗黑色素瘤靶点

间的互作信息，在 Cytoscape 3.9.1软件中进行可视

化及分析，得到 CHE抗黑色素瘤靶点 PPI网络（（图

1-B）。基于MCODE算法将庞大的 PPI网络划分成

若干个密度较高的子模块，不同的颜色节点代表它

们属于不同的功能模块，同一个颜色（（模块）内的

蛋白可能参与相同或相似的BP，节点大小与Degree

值呈正相关。该网络包括 46个节点，216条边，利

用 Network Analyzer工具的拓扑属性分析中介中心

性（（BC）。将 PPI网络中节点的 Degree值和 BC值

均高于平均值的节点作为 CHE 抗黑色素瘤的核心

靶点。经计算得到综合排名前 5的可能是关键靶点，

包括 MTOR、GSK3B、MAPK1、PIK3CA、BRAF

（（表 2）。 

3.3  GO 与 KEGG 通路富集分析 

本研究利用 DAVID 数据库对 CHE 抗黑色素瘤

的潜在靶标进行GO和KEGG通路富集分析，以 P＜

0.05 作为差异具有统计学意义的判断标准。GO 功

能富集分析共获得 228条，其中 BP 156条，主要涉

及凋亡过程的负调控、蛋白磷酸化、氧化应激反应、

细胞增殖正调控、MAPK 级联调控等；细胞组分

（（CC）38条，主要涉及胞浆、细胞质、核质、细胞

膜、蛋白质复合物等；分子功能（（MF）34条，主要

涉及蛋白激酶活性、ATP结合、酶结合、相同蛋白

结合、蛋白质结合等。KEGG通路富集分析结果显

示，共获得 137条信号通路，主要涉及 PI3K-Akt、

ErbB、MAPK、mTOR、肿瘤等信号通路。结果表

明，CHE可能通过调控多种生物功能与信号通路，

多途径发挥抗黑色素瘤的作用（图 2）。  

表 1  CHE 与黑色素瘤的交集靶点信息 

Table 1  Information of intersection targets between CHE 

and melanoma 

序号 Uniport 基因 

 1 P15056 BRAF 

 2 P42336 PIK3CA 

 3 P35354 PTGS2 

 4 O14965 AURKA 

 5 Q9UBN7 HDAC6 

 6 Q16769 QPCT 

 7 Q92769 HDAC2 

 8 O96017 CHEK2 

 9 Q16539 MAPK14 

10 P13726 F3 

11 Q96EB6 SIRT1 

12 P42345 MTOR 

13 P23219 COX2 

14 P42338 PIK3CB 

15 O00329 PIK3CD 

16 P48736 PIK3CG 

17 P53350 PLK1 

18 P28482 MAPK1 

19 O14757 CHEK1 

20 O60674 JAK2 

21 P04629 NTRK1 

22 P19634 SLC9A1 

23 P37840 SNCA 

24 P04818 TYMS 

25 Q92934 BAD 

26 P06401 PGR 

27 P49841 GSK3B 

28 P41279 MAP3K8 

29 Q13547 HDAC1 

30 Q14457 BECN1 

31 O75116 ROCK2 

32 P24864 CCNE1 

33 P23443 RPS6KB1 

34 Q9H492 MAP1LC3A 

35 P53779 MAPK10 

36 Q7Z2W7 TRPM8 

37 Q16790 CA9 

38 Q9Y263 PLAA 

39 P00374 DHFR 

40 P21980 TGM2 

41 P51449 RORC 

42 P17861 XBP1 

43 O15379 HDAC3 

44 Q12809 KCNH2 

45 P0DMS8 ADORA3 

46 P51812 RPS6KA3 
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图 1  CHE 抗黑色素瘤的 Venn 图 (A) 和 PPI 网络图 (B) 

Fig. 1  Venn diagram (A) and PPI network diagram (B) of CHE against melanoma 

表 2  CHE 抗黑色素瘤的关键靶点基因 

Table 2  Key target genes of CHE against melanoma 

序号 Uniport 基因 BC值 Degree值 

1 P42345 MTOR 0.165 549 26 

2 P49841 GSK3B 0.086 718 22 

3 P28482 MAPK1 0.160 248 21 

4 P42336 PIK3CA 0.070 277 21 

5 P15056 BRAF 0.167 959 19 

 

3.4  分子对接 

采用 Autodock Vina 1.5.7软件对核心靶基因与

CHE进行分子对接分析（（表 3）。数据显示 CHE与

各核心靶蛋白的结合自由能均＜−20.95 kJ·mol−1，

表明二者具有较强的结合能力，CHE与核心靶蛋白

通过氢键作用力结合，结合状态较为稳定。使用

Pymol软件对分子对接情况进行可视化处理（（图3）。 

3.5  CHE 对 B16 细胞的抑制作用 

为探究CHE对黑色素瘤B16细胞活力的影响，

本研究采用CCK-8法测定细胞增殖，同时运用LDH

法检测细胞毒性。CCK-8实验结果显示，随着 CHE

浓度的增加，B16细胞的增殖受到显著抑制，且抑

制效果呈现明显的浓度相关性（（P＜0.01，图 4-A）。

而 LDH检测结果表明，CHE浓度上升的同时，细

胞内 LDH 含量随之增加（图 4-B），进一步证实了

CHE对 B16细胞的毒性作用。 

3.6  CHE 诱导 B16 细胞凋亡 

在流式细胞术检测中显示随着 CHE 浓度的逐

步递增，细胞凋亡数量呈现出显著的上升趋势。而

Annexin V-FITC 和 PI 双染色实验同样表明，相较

于对照组，不同浓度的 CHE 处理均能显著提升细

胞凋亡率（P＜0.01）。2 种检测方法从不同角度相

互印证，充分表明 CHE能够有效诱导黑色素瘤 B16

细胞发生凋亡，为其在黑色素瘤治疗中的潜在应用

提供了有力的数据支撑（图 5）。 

3.7  CHE 抑制 B16 细胞癌症通路和 PI3K-Akt 信

号通路关键蛋白的表达 

随着 CHE浓度的增加，p-Akt、p-PI3K和 Bcl-2

蛋白的表达量逐渐下降（P＜0.01），Bax蛋白的表达

量显著上升（P＜0.01）。据此推测，CHE 可能通过

抑制癌症通路和PI3K-Akt信号通路从而抑制B16细

胞生长。见图 6。 

4  讨论 

本研究通过网络药理学与体外实验相结合的

策略，深入探究了 CHE抗黑色素瘤的潜在机制，研

究结果为 CHE 作为黑色素瘤治疗药物的开发提供

了多维度的理论依据。在网络药理学研究层面，整

合多个数据库获取 CHE 抗黑色素瘤的交集靶点，

并构建 PPI网络。其中，MTOR、GSK3B、MAPK1、

PIK3CA、BRAF 等核心蛋白在网络中占据关键地

位。MTOR是 PI3K-Akt信号通路的关键下游分子，

参与细胞生长、增殖和代谢调控 [24]；GSK3B 是

PI3K-Akt通路的下游靶分子，同时参与凋亡信号调

控[25]；MAPK1是MAPK通路的核心效应激酶，介 
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图 2  GO 和 KEGG 富集分析 

Fig. 2  GO and KEGG pathway enrichment analysis 

表 3  分子对接结合能 

Table 3  Molecular docking binding energies 

基因 结合能/(kJ·mol−1) 

MTOR −32.26 

GSK3B −36.87 

MAPK1 −30.59 

PIK3CA −37.29 

BRAF −30.17 

导细胞增殖信号[26]；PIK3CA 为 PI3K 的催化亚基

编码基因，是 PI3K-Akt通路的启动分子[27]；BRAF

作为 RAS-RAF-MEK-ERK 通路的重要成员，其突

变在黑色素瘤的发生发展中起核心驱动作用[28]。这

些核心靶点的确定，为后续探究 CHE 作用机制锚

定了方向。 

GO富集分析表明，CHE作用靶点广泛参与信

号转导、细胞凋亡和增殖调控等 BP，与黑色素瘤的

病理进程紧密相关。其中，BP 中凋亡过程的负调

控、MAPK级联调控等条目，与核心靶点 BRAF、

MAPK1、GSK3B的功能直接关联；MF中蛋白激酶

活性、ATP 结合等，进一步支持 CHE 通过靶向结

合激酶类靶点（如 PIK3CA、BRAF）发挥作用。

KEGG通路富集分析显示：CHE作用靶点主要富集

于癌症、PI3K-Akt等信号通路，癌症信号通路包含

BRAF、MAPK1等核心靶点，介导肿瘤细胞异常增

殖；PI3K-Akt 信号通路涵盖 PIK3CA、MTOR、

GSK3B 等关键分子，调控细胞存活与代谢。尽管

PI3K-Akt通路在 137条通路中排名未居首，但其包含

的核心靶点数量最多（如 PIK3CA、MTOR、GSK3B）， 

 

Gene Ratio 
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图 3  CHE 抗黑色素瘤靶点蛋白的分子对接 

Fig. 3  Molecular docking of CHE anti-melanoma target proteins 

 

与对照组比较： **P＜0.01。 

**
P < 0.01 vs control group. 

图 4  CHE 对B16 细胞增殖的影响和细胞毒性 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 4  Effect of CHE on proliferation and cytotoxicity on 

B16 cells ( x ±s，n＝6) 

且与黑色素瘤的恶性表型密切相关，因此成为本研

究验证的重点通路。 

分子对接实验进一步验证了 CHE 与核心靶点

的结合活性：PIK3CA、GSK3B、MTOR等 PI3K-Akt

通路核心分子，以及 BRAF、MAPK1等癌症通路关

键靶点，均与 CHE形成稳定结合。这提示 CHE可

能通过直接结合这些靶点，抑制其激酶活性，进而

阻断 PI3K-Akt 和癌症信号通路的信号传递，为体

外实验中通路分子的表达变化提供了结构基础。 

体外实验结果与网络药理学预测高度契合，有

力证实了 CHE的抗黑色素瘤活性。CCK-8和 LDH

实验结果显示，CHE 能浓度相关性地抑制 B16 细

胞增殖并产生细胞毒性，直接表明其对黑色素瘤细

胞的生长抑制作用 [29]。流式细胞术和 Annexin 

V/FITC-PI双染实验结果显示，CHE可诱导 B16细

胞凋亡，且随着浓度升高，凋亡细胞比例显著增加，

这与 GO富集的凋亡调控 BP一致。Western blotting

实验能够显著降低 p-PI3K、p-Akt、Bcl-2蛋白的表

达，同时增加 Bax蛋白的表达，进一步揭示其分子

机制。p-PI3K是 PI3K的磷酸化活性形式，其下调

直接反映核心靶点 PIK3CA 被 CHE 抑制后的功能

状态；p-Akt作为 PI3K-Akt通路的下游效应分子，

其表达变化可验证该通路（包含 PIK3CA、MTOR

等靶点）的活性受抑；Bcl-2虽未列入交集靶点，但

其与表 1中凋亡相关靶点BAD共同调控凋亡平衡，

其下调与 Bax上调协同促进凋亡，与 GO预测的凋

亡过程一致。上述结果表明，CHE通过抑制 PI3K-

Akt 和癌症信号通路，阻断细胞存活信号并打破凋

亡平衡，最终实现抗黑色素瘤作用[30-31]。 

然而，本研究仍存在一定局限性。网络药理学 

 

MTOR 

GSK3B 

MAPK1 

PIK3CA 

BRAF 
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A-细胞凋亡流式图；B-Annexin V-FITC和 PI双染；与对照组比较：**P＜0.01。 

A-Flow cytometry of cell apoptosis; B-Annexin V-FITC and PI double staining; 
**

P < 0.01 vs control group.  

图 5  CHE 对 B16 细胞凋亡的影响 (×400, x ±s，n＝3) 

Fig. 5  Effect of CHE on apoptosis of B16 cells (×400, x ±s，n＝3) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 
*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs control group. 

图 6  CHE 对 B16 细胞 p-Akt、p-PI3K、Bcl-2 和 Bax 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 6  Effect of CHE on p-Akt, p-PI3K, Bcl-2 and Bax protein expression in B16 cells ( x ±s，n＝3)
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分析基于现有数据库和算法预测，虽具有较高可信

度，但部分预测结果仍需进一步实验验证；体外实

验仅采用 B16细胞系，未来需纳入更多黑色素瘤细

胞模型及动物实验，以更全面评估 CHE 的抗瘤效

果和安全性；此外，CHE在体内的药动学特征、潜

在的不良反应及与其他药物联合应用的效果等，均

有待深入研究。 

本研究通过网络药理学预测与体外实验验证，

揭示了 CHE 抗黑色素瘤的多靶点、多通路作用机

制，为其进一步开发为黑色素瘤治疗药物提供了理

论依据和实验基础。后续研究可围绕上述不足展开

深入探索，加速 CHE向临床应用的转化进程。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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