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也摘要页 目的 探讨扶正解毒抗癌汤渊FZJDD冤治疗黑色素瘤的分子机制遥 方法 TCMSP 和 TCMID 的数据库和文献中检索

FZJDD有效化学成分及各成分对应的作用靶点曰GeneCards尧OMIM尧TTD等数据查询库中筛选黑色素瘤相关靶点袁获得野药物-疾病冶
交集靶点袁STRING 11.5 与 DAVID数据库进行蛋白质-蛋白质相互作用渊PPI冤网络分析获取核心靶点袁Cytoscape 3.8.1 构建FZJDD
治疗黑色素瘤中药-作用靶标-通路网络袁GO 富集分析与 KEGG 富集分析获取 FZJDD 治疗黑色素瘤的关键生物学过程及信号通

路遥 借助 qPCR及 Western blot方法验证相关信号通路关键蛋白的作用遥 结果 获得 FZJDD 有效成分 47 个袁野药物-疾病冶交集靶点

168个袁富集到的信号通路主要包括磷脂酰肌醇三激酶渊PI3K冤/蛋白激酶 B渊AKT冤等信号通路曰体外细胞实验显示袁FZJDD 能够有效

降低黑色素瘤 A375 细胞增殖袁抑制 PI3K/AKT信号通路关键蛋白 PI3K尧AKT尧雷帕霉素靶蛋白渊mTOR冤的蛋白及 mRNA 表达水平渊P约
0.05冤遥 结论 FZJDD 可以通过多成分尧多靶点尧多通路袁发挥抗炎尧促进肿瘤细胞凋亡等作用治疗黑色素瘤袁其中对 PI3K/AKT通路的

调控可能是其关键机制遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the molecular mechanism of Fuzheng Jiedu Kang'ai Decoction (FZJDD) in the treatment
of melanoma. Methods The effective chemical components of FZJDD and their corresponding targets were retrieved from the
databases and literature of TCMSP and TCMID. Melanoma-related targets were screened using databases such as GeneCard,
OMIM, and TTD to obtain intersection targets of "drug-disease". Protein-protein interaction (PPI) network analysis was performed
using STRING11.5 and DAVID databases to identify core targets. Cytoscape 3.8.1 was used to construct a Chinese medicines-
action targets-pathway networks for FZJDD in treating melanoma. Gene ontology function (GO) enrichment analysis and Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis were conducted to identify the key biological processes and signaling
pathways involved in treating melanoma with FZJDD. Quantitative real-time PCR (qPCR) and Western blot were used to validate
the roles of key proteins in related signaling pathways. Results A total of 47 active components of FZJDD and 168 "drug-
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disease" intersection targets were identified. The enriched sign aling pathways mainly included phosphatidylinositol 3 -kinase
(PI3K)/protein kinase B (AKT) signaling pathway, among others. In vitro cell experiments showed that FZJDD effectively inhibited
the proliferation of melanoma A375 cells and suppressed the protein and mRNA expression levels of key proteins in PI3K/
AKT signaling pathway, including PI3K, AKT, and the mammalian target of rapamycin (mTOR) (P<0.05). Conclusion FZJDD can
treat melanoma by exerting anti-inflammatory effects and promoting tumor cell apoptosis through multiple components, targets,
and pathways, among which the regulation of the PI3K/AKT pathway may be its key mechanism.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Fuzheng Jiedu Kang'ai Decoction; melanoma; PI3K/AKT signaling pathway; network pharmacology; mecha鄄
nism of action

黑色素瘤系源自表皮黑素细胞在活化或基因变

异后所形成的肿瘤袁其是遗传尧体质与环境因素间错

综复杂的交互作用的结果[1-2]袁也是皮肤癌中临床症

状最为显著尧死亡率最高的一种类型[3]遥 流行病学研

究显示袁在全球多数区域内黑色素瘤的发病率在男

性群体中显著高于女性袁且呈年轻化倾向袁在 25~50
岁这一年龄段内本病发病率呈现出线性上升的趋

势袁给全球的医疗卫生系统带来了沉重的压力与负

担[4-6]遥 在当前的黑色素瘤的临床治疗中手术切除肿

瘤及其周围正常组织仍是其核心治疗策略遥 对于那

些肿瘤已经转移的患者袁手术治疗难以彻底治愈袁迄
今为止化学治疗依旧是转移性黑色素瘤患者所依赖

的主要治疗方案[7-8]袁但多数患者在短时间内便面临

继发性耐药的棘手难题袁且化学治疗存在大量的毒

副作用袁 因此探索临床有效且毒副作用小的治疗方

法袁以期实现更持久的治疗效果迫在眉睫[9]遥 中医在

黑色素瘤的治疗领域内展现出独特的优势袁其治疗

手段无论是内服还是外敷袁均获得了一定成效[10]遥
中医学并无黑色素瘤这一病名袁根据其症状尧体

征及发病特点等袁可以将黑色素瘤归属于野黑痣冶野黑
疔冶野恶疮冶野失荣冶等范畴[11]遥 叶诸病源候论窑黑痣候曳
中记载院野黑痣者袁风邪搏于血气袁变化所生也遥 夫人

血气充盛袁则皮肤润悦袁不生疵瘕袁若虚损袁则黑痣

变生遥 冶据此可以推断正虚是黑色素瘤病因之一[12]遥
叶医宗金鉴窑卷六十四曳中对其记载院野其证初起袁状如

痰核袁推之不动袁坚硬如石袁皮色如常袁日渐长大遥 由

忧思尧恚怒尧气郁尧血逆与火凝结而成袁日久难愈噎噎
色现紫斑袁腐烂浸淫袁渗流血水袁疮口开大袁努肉高

突袁形似翻花瘤证遥冶由此可知袁黑色素瘤的另一病因

为邪毒壅实[13]遥 扶正解毒抗癌汤渊FZJDD冤系陈其华

教授团队历经多年临床实践与前人智慧结晶袁该方

秉承益气扶正尧除瘤祛邪之核心理念袁展现出显著

的临床疗效袁然其具体作用机制尚待深入探究遥陈教

授独辟蹊径袁指出黑色素瘤之根源在于正气不足尧血

瘀毒聚袁故本方融扶正与祛邪于一体袁通过强化脾

胃功能尧促进气血生成以扶正气袁同时强调清热解毒

与活血化瘀袁旨在消除病邪尧抑制肿瘤发展遥 为进一

步探索 FZJDD 治疗黑色素瘤的分子机制袁本研究运

用网络药理学研究袁科学系统地探索其药效机制袁并
辅以细胞实验袁 进一步验证其作用路径与靶点袁力
求为临床应用提供科学依据遥
1 材料与方法

1.1 网络药理学分析

1.1.1 中药化学成分收集及靶点预测 使用中药系

统药理学数据库分析平台渊Traditional Chinese Medi鄄
cine Database and Analysis Platform袁TCMSP袁https://
tcmsp-e.com冤及中药综合数据库分析平台渊Tradition鄄
al Chinese Medicine Integrated Database袁TCMID袁
https://www.megabion-et.org/tcmid冤袁针对黄芪尧当归尧
三棱尧莪术尧半枝莲等中药材袁设置口服生物利用度

渊oral bioavailability袁OB冤逸30%尧类药性渊drug-like鄄
ness袁DL冤逸0.18尧半衰期渊half-life袁HL冤>4 h 的筛选

条件[14]袁深入检索并筛选出高活性化学成分遥 随后袁
将筛选出的活性成分的野Mol ID冶输入 TCMSP 数据

库的野Related Targets冶库中袁以检索相应的靶点基因

信息遥 进一步利用 UniProt 蛋白数据库渊https://www.
uniprot.org冤对收集到的靶点进行数据校准袁并剔除

无效及重复的靶点袁最终获取标准化的基因名称遥
1.1.2 黑色素瘤疾病靶点收集及预测 在GeneCards
渊https://www.genecards.org冤尧OMIM渊Online Mendelian
Inheritance in Man袁https://omim.org冤以及 TTD渊Ther鄄
apeutic Target Database袁http://db.idrblab.net/ttd冤3 个

数据库中袁通过键入关键词野Melanoma冶进行深度检

索袁旨在发掘与该疾病紧密相关的靶点信息 [15]遥 随

后袁导出包含这些基因靶点的 Excel 表格袁进行筛选

去重袁以备后续分析使用遥将获得的药物靶点基因和

黑色素瘤疾病靶点基因进行映射袁获得 FZJDD 治疗
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黑色素瘤的靶点基因袁并以韦恩图展示遥
1.1.3 野药物-疾病-靶点冶 网络构建 利用 Cy鄄
toscape 3.8.1 软件袁 精准映射FZJDD 在黑色素瘤治

疗中的关键靶点基因及其活性成分曰随后袁依托

STRING 数据库渊https://string-db.org冤与 DAVID 数据

库渊https://david.ncifcrf.gov冤构建蛋白质-蛋白质相互

作用渊protein-protein interaction袁PPI冤网络[16]遥
1.1.4 GO 富集分析和 KEGG 通路分析 将 FZJDD
治疗黑色素瘤的药物-疾病交集靶点上传至 DAVID
数据库渊https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp冤袁以 P约
0.05 为筛选条件袁对交集靶点进行GO 富集分析与

KEGG富集分析遥 利用微生信在线平台渊http院//www.
bioinformatics.com.cn冤将 GO 及 KEGG 通路富集结果

绘制成柱状图和气泡图[17-18]遥
1.2 主要试剂与仪器

RPMI 1640 细胞培养基尧胎牛血清渊美国 Gibco
公司袁货号分别为 R8758尧10099141冤曰胰酶消化液尧
PBS 缓冲液尧DNA 凝胶加样缓冲液渊6伊冤尧Goat anti-
Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody袁HRP 及 Goat
anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody袁 HRP渊美国

Abiowell公司袁货号院AWC0232尧AWC0409尧AWR0103尧
AWS0001尧AWS0002冤曰磷脂酰肌醇三激酶渊phosphat鄄
idylinositol 3-kinase, PI3K冤尧蛋白激酶 B渊protein ki鄄
nase B, AKT冤尧雷帕霉素靶蛋白渊mammalian target
of rapamycin袁mTOR冤尧茁 肌动蛋白渊茁-actin冤抗体渊美
国 proteintech 公司袁货号分别为 20584-1-AP尧10176-
2-AP尧12789-1-AP尧66009-1-Ig冤遥 超净工作台渊苏
州安泰空气技术有限公司袁型号院SW-CJ-2FD冤曰CO2
细胞培养箱渊日本松下公司袁 型号院MCO-20AIC冤曰S-
23 高速台式离心机渊湖南湘仪动力测试仪器有限公

司袁型号院H1650R冤曰全自动酶标仪渊南京贝登医疗股

份有限公司袁型号院B-2744冤曰电泳仪渊北京六一仪器

厂袁型号院DYY-2C冤遥 其余设备均由湖南中医药大学

科技创新中心提供遥
1.3 细胞实验

1.3.1 细胞来源 本研究所使用的黑色素瘤 A375
细胞株袁购自上海细胞研究所袁由湖南中医药大学科

技创新中心保存遥
1.3.2 动物来源 选取 SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只袁
体质量 200~220 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司袁动物合格证号 SCXK渊湘冤2019-0004遥 动

物适应性饲养 3 d袁饲养于湖南中医药大学 SPF 级

实验动物中心袁环境温度范围 22~26 益袁湿度范围

55%耀60%袁自由摄食袁按实验动物 3R 原则给予人道

关怀遥 动物伦理批号院LL20210516025遥
1.3.3 含药血清制备 本研究中 FZJDD渊黄芪 20 g尧
当归 10 g尧三棱 10 g尧莪术 10 g尧半枝莲 10 g冤饮片

购自湖南中医药大学第一附属医院中药房遥 按比例

配制好药材进行煎药袁将煎药液混合后过滤尧去渣尧
浓缩遥 根据叶中药药理实验方法学曳[19]中人与动物临

床给药剂量换算后袁 借助旋转蒸发仪将其浓缩为

1.8 g/mL袁置于无菌棕色瓶袁4 益冰箱保存备用遥 SD
大鼠适应性喂养 3 d 后袁随机分为空白血清组及

FZJDD 组袁其中空白血清组 15 只尧FZJDD 组 15 只遥
FZJDD 组大鼠予以 2 倍临床等效剂量 FZJDD 水煎

剂灌胃袁每次 3 mL袁每天 1 次曰空白血清组大鼠予同

体积蒸馏水灌胃遥连续灌胃 7 d 后进行腹主动脉

采血袁经过离心渊3 000 r/min 离心 5 min袁离心半径

16 cm冤尧过滤尧灭活后吸出上清液即为含药血清或

空白血清遥
1.3.4 细胞培养与分组 黑色素瘤 A375 细胞培养

基由含10%胎牛血清的 RPMI 1640 组成袁并置于

37 益尧5% CO2 的培养箱中培养遥 将黑色素瘤 A375
细胞分为 4 组袁分为空白血清组尧FZJDD 含药血清

组尧阳性药物组尧联合用药组遥 空白血清组为黑色素

瘤 A375 细胞给予空白血清干预曰FZJDD 含药血清

组给予 FZJDD 含药血清渊最佳浓度 14.15%冤干预曰
阳性药物组给予 30 滋mol/L 达卡巴嗪培养基干预曰
联合用药组给予 FZJDD 含药血清渊最佳浓度14.15%冤
+30 滋mol/L 达卡巴嗪培养基干预遥 各组干预 24 h
后进行检测遥 根据前期实验结果显示袁扶正解毒抗

癌汤含药血清对黑色素瘤 A375细胞 24 h 的 IC50 剂
量为14.15%袁综合用药原则和此次实验的研究目

的袁拟选择14.15%的含药血清作为后续实验的干预

浓度遥
1.3.5 细胞增殖检测 采用 CCK-8 法[20]检测各组

黑色素瘤 A375细胞增殖率袁每组 6个复孔袁重复 3次遥
具体步骤为院将黑色素瘤 A375 细胞悬液以每孔

1.0伊105 个细胞的密度接种于 96 孔板中袁并在 37 益尧
5% CO2 的细胞培养箱孵育 24 h遥之后分组干预袁对
照组予空白血清干预袁FZJDD 组给予 FZJDD 含药血

清干预袁阳性对照组予达卡巴嗪干预袁联合对照组予

FZJDD 含药血清+达卡巴嗪干预遥 处理 24 h遥 采用

CCK-8 检测细胞抑制率袁在 37 益尧5% CO2 的条件

下继续孵育 2 h袁测定 450 nm 的波长的吸光度值遥
细胞抑制率渊%冤=渊1-干预组 OD 值/对照组 OD 值冤伊
100%遥
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图 1 FZJDD野有效成分-作用靶点冶网络图

Fig.1 "Active ingredient-target" network diagram of FZJDD

1.3.6 qPCR 法检测 PI3K尧AKT尧mTOR mRNA 水平

表达 选取处于对数生长期的黑色素瘤 A375细胞袁
分组干预袁细胞处理方法同 1.3.5袁用Trizol 试剂提取

各组 A375 细胞总 RNA袁按照试剂盒操作步骤进行

逆转录合成 cDNA袁PCR 扩增遥以 茁-actin 为内参袁再
用 2-驻驻Ct 法求算目的基因的表达量袁引物序列见表1遥

在无核酸酶的离心管中加入 TB Green Premix
Ex Taq 10 滋L袁加上下游引物各 0.4 滋L袁加入第 1
步得到的 cDNA 模板 2 滋L袁混匀袁实时上机检测遥反
应条件院95 益 30 s 预变性袁95 益 5 s 变性袁60 益
30 s 退火袁同时收集荧光袁40 个循环遥 用相对表达

量=2-吟吟Ct 公式分析计算各个组的表达情况遥
1.3.7 Western blot 法检测 PI3K尧AKT尧mTOR 蛋白

表达 黑色素瘤 A375 细胞在分组干预 24 h 后袁在
4 益环境下袁向适量的RIPA 裂解液中加入预混的

PMSF渊比例为 PMSF颐RIPA=1颐100冤遥 使用细胞刮刀仔

细地将细胞碎片刮入 EP 管内袁并在冰上进行持续

的裂解袁时长为 30 min袁后进行 30 s 的超声处理袁

以确保细胞彻底裂解遥 裂解完成后袁提取各组 A375
细胞的蛋白裂解物袁12 000 r/min 离心 15 min袁离
心半径 16 cm袁抽取上清液后按照 BCA 蛋白定量试

剂盒使用操作检测蛋白浓度遥 电泳后添加 5%胎牛

血清白蛋白 37 益封闭 1.5 h袁洗膜后添加 PI3K
渊1 颐1 000冤尧AKT渊1颐1 000冤尧mTOR渊1颐1 000冤抗体袁
一抗 4 益孵育过夜遥 二抗 37 益孵育 1.5 h 显影袁结
果运用 Image Lab 软件进行处理遥
1.4 统计学分析

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据统计学分

析遥 所有数据结果以野曾依s冶表示袁组间比较采用方差

分析袁两两样本之间的比较则采用 LSD-t 检验袁
以P<0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 FZJDD有效成分及治疗黑色素瘤潜在靶点

通过 TCMSP 检索袁以 OB逸30%袁DL逸0.18 为

筛选条件并剔除无效成分后袁共获取 FZJDD 有效

成分 47 个袁成分对应的作用靶点 197 个袁FZJDD 的

野有效成分-作用靶点冶网络图见图 1袁根据度值渊De鄄
gree冤及相关文献报道筛选活性成分袁其中槲皮素

渊quercetin冤尧茁-谷甾醇 渊beta-sitosterol冤尧 豆甾醇渊stig鄄
masterol冤尧芒柄花黄素渊formononetin冤尧山柰酚渊kaempfer鄄
ol冤尧木樨草素渊luteolin冤尧常春藤皂苷渊hederagenin冤尧
汉黄芩素渊wogonin冤尧黄芪异黄烷苷渊7-O-methyli鄄
somucronulatol冤尧黄芩素 渊baicalein冤等药物有效成

分与多个作用靶点存在密切联系袁这些成分可能是

FZJDD 防治黑色素瘤的关键化合物遥 详见表 2遥

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
引物名称

PI3K

AKT

mTOR

茁-actin

引物方向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列

GTCCGTCCTGGAGAACTTGG
TGAGGCGTTTCTGGATTGC
CGCCTGCCCTTCTACAACCAG
GCATGATCTCCTTGGCATCCTC
GCCCAGGCAGAAAACTTACA
CGCAGGAAAGGCATGACGAA
ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC
TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

引物长度/bp
32

29

34

22
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表 2 FZJDD主要有效成分信息

Table 2 Information on main active ingredients of
FZJDD

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

MOL ID
MOL000098
MOL000358
MOL000449
MOL000392
MOL000422
MOL000006
MOL000296
MOL000173
MOL000378
MOL002714

英文名称

quercetin
beta-sitosterol
Stigmasterol
formononetin
kaempferol
luteolin

hederagenin
wogonin

7-O-methylisomucronulatol
baicalein

中文名称

槲皮素

茁-谷甾醇

豆甾醇

芒柄花黄素

山柰酚

木樨草素

常春藤皂苷

汉黄芩素

黄芪异黄烷苷

黄芩素

Degree
257
113
73
57
51
51
49
38
33
30

2.2 药物-疾病交集靶点获取

在 GeneCards尧OMIM 及 TTD 数据库中筛选有

关黑色素瘤的疾病靶点袁将 3 个数据库的靶点基因

进行合并袁去重后共获得 8 250 个与黑色素瘤相关

的靶点袁将得到的基因经 UniProt 数据库校正遥 通过

韦恩图将 FZJDD197 个作用靶点与黑色素瘤的 8
250 个靶点进行映射袁共获得 168 个 FZJDD-黑色素

瘤共同靶点遥 详见图 2遥
2.3 PPI 网络构建及核心靶点筛选

将交集靶点导入 STRING 数据库进行 PPI 分

析遥FZJDD 治疗黑色素瘤的 PPI 预测见图 3遥将网络

文件保存为TSV格式袁将TSV文件导入Cytoscape 3.8.1
软件绘制 PPI 网络袁对网络进行拓扑分析袁以 degree
值反映靶点大小及颜色袁以 combined score 值反映

边的粗细袁从而构建 PPI 网络袁如图 4 和图 5 所示袁
其中颜色越深袁面积越大表示度值越大袁该网络共包

括 245 个结点和 1 566 条边袁其中 AKT1尧JUN尧TP53尧
TNF尧IL-6 为核心靶点遥
2.4 GO和 KEGG通路富集分析

在GO富集分析中袁富集到 374条生物过程渊biolog鄄
ical process袁BP冤尧39 条细胞组成渊cell composition袁
CC冤尧85 条分子功能渊molecular function袁MF冤条目遥

图 2 FZJDD潜在活性成分与黑色素瘤相关靶点韦恩图

Fig.2 Veen diagram of potential active ingredients of
FZJDD and melanoma related targets

图 3 FZJDD治疗黑色素瘤交集靶点的 PPI网络图

Fig.3 PPI network of intersection targets for melanoma treatment by FZJDD
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以 P约0.05 为筛选条件袁取前 10 个 GO 条目绘制气

泡图袁见图 6遥 根据 DAVID 筛得到 KEGG 通路 181
条袁根据 P约0.05 筛选出 FZJDD 治疗黑色素瘤的通

路 155 条袁根据 P值排序绘制排名前 20 位的 KEGG
气泡图袁见图 7遥 可预测 FZJDD 对黑色素瘤的治疗作

用主要涉及癌症通路尧PI3K-AKT 信号通路尧MAPK
信号通路尧TNF 信号通路尧IL-17 信号通路尧VEGF 信

号通路等遥

图 4 FZJDD治疗黑色素瘤交集靶点的拓扑分析图

Fig.4 Topological analysis of intersection targets for melanoma treatment by FZJDD

图 5 FZJDD的 5 个核心药物靶基因

Fig.5 Five core drug target genes of FZJDD

图 6 FZJDD治疗黑色素瘤主要 GO条目信息图

Fig.6 Main GO entry information for melanoma treatment by FZJDD
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2.5 野药物-成分-靶点-信号通路冶网络构建

根据 GO 富集分析及 KEGG 通路富集分析的结

果袁并查阅相关文献袁借 Cytoscape 3.8.1 软件构建

野药物-成分-靶点-信号通路冶网络遥 AKT 信号通路

的靶点交集数为 96遥 详见图 8遥
2.6 FZJDD对黑色素瘤 A375细胞增殖的影响

与空白血清组比较袁FZJDD 与阳性药物细胞抑

制率显著升高渊P<0.05冤曰FZJDD 与阳性药物细胞抑

图 7 FZJDD治疗黑色素瘤主要 KEGG条目信息

Fig.7 Main KEGG entry information for melanoma treatment by FZJDD

图 8 FZJDD治疗黑色素瘤的野药物-成分-靶点-信号通路冶网络图

Fig.8 "Drug-component-target-signaling pathway" network for melanoma treatment by FZJDD
注院橙色圆形代表 FZJDD 的 5 种药物袁红色三角形代表 FZJDD 的核心有效成分袁黄色菱形代表黑色素

瘤袁蓝色圆形代表 FZJDD 有效成分治疗黑色素瘤的各作用靶点袁绿色箭头代表其中涉及的信号通路遥
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图 9 FZJDD对黑色素瘤 A375 细胞增殖的影响渊n=3冤
Fig.9 Effects of FZJDD on the proliferation of

melanoma A375 cells 渊n=3冤
注院与空白血清组比较袁*P<0.05曰与 FZJDD 组比较袁#P<0.05曰
与阳性药物组比较袁吟P<0.05遥

制率比较差异无统计学意义渊P>0.05冤曰与 FZJDD组尧
阳性药物组比较袁联合用药组的细胞抑制率显著

升高渊P<0.05冤遥 详见图 9遥

2.7 qPCR 检测 PI3K/AKT 信号通路相关蛋白 mR鄄
NA的表达

与空白血清组比较袁FZJDD 组与阳性药物组的

PI3K尧AKT尧mTOR 的 mRNA 表达水平显著降低渊P<
0.05冤曰FZJDD 组与阳性药物组的 PI3K尧AKT尧mTOR
的 mRNA 表达水平比较差异无统计学意义渊P>0.05冤曰
与FZJDD 组尧阳性药物组比较袁联合用药组的PI3K尧
AKT尧mTOR 的 mRNA 表达水平显著降低渊P<0.05冤遥
详见图 10遥
2.8 Western blot 法检测 PI3K/AKT 信号通路相关

蛋白水平的表达

与空白血清组比较袁FZJDD 组与阳性药物组的

PI3K尧AKT尧mTOR的蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤曰
FZJDD 组与阳性药物组的 PI3K尧AKT尧mTOR 的蛋白

表达水平比较差异无统计学意义渊P>0.05冤曰与FZJDD组尧
阳性药物组比较袁联合用药组的 PI3K尧AKT尧mTOR
的蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤遥 详见图 11遥

图 10 FZJDD对 A375 细胞 PI3K/AKT信号通路相关蛋白 mRNA表达水平的影响渊n=3冤
Fig.10 Effects of FZJDD on mRNA expression levels of proteins related to PI3K/AKT signaling

pathway in A375 cells 渊n=3冤
注院与空白血清组比较袁*P<0.05曰与 FZJDD 组比较袁#P<0.05曰与阳性药物组比较袁吟P<0.05遥

A B C

图 11 FZJDD对 A375 细胞 PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达水平的影响渊n=3冤
Fig.11 Effects of FZJDD on the expression levels of proteins related to PI3K/AKT signaling pathway in A375 cells 渊n=3冤
注院A.Western blot 检测 PI3K/AKT 信号通路相关蛋白表达情况袁1.空白血清组袁2. FZJDD 组袁3.阳性药物组袁4.联合用药组曰B-D 为相关蛋

白表达水平的柱壮图曰其中与空白血清组比较袁*P<0.05曰与 FZJDD 组比较袁#P<0.05曰与阳性对照组比较袁吟P<0.05遥

A B C D
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3 讨论

PI3K/AKT 信号通路在黑色素瘤的发生和发展

中起着至关重要的作用[21-22]遥 PI3K/AKT信号通路的异

常激活通常与多种致癌因素有关袁在黑色素瘤中PI3K/
AKT 通路的激活可以通过多种机制实现袁如 PI3K的

基因突变尧AKT 的过表达或 PTEN 的失活等[23]袁最终

导致肿瘤的形成和进展遥PI3K/AKT 信号通路的抑制

剂在黑色素瘤的治疗中显示出一定的潜力[24-25]遥 此

通路的激活能够通过增强肿瘤细胞的运动性并降低

细胞之间的黏附性来促进肿瘤的侵入与转移[26]遥 研

究表明袁PI3K/AKT 信号通路能够调控肿瘤细胞的增

殖尧凋亡尧侵袭尧迁移及药物耐药等多个生物学过程袁
该信号通路在多种恶性肿瘤的发生尧进展过程中处

于持续的异常激活状态[27]遥 黑色素瘤细胞培养及肿

瘤患者活组织检查结果提示约有 70%的恶性黑色

素瘤患者体内存在 PI3K/AKT 信号通路异常活动袁
靶向 AKT 及其下游基因也被证明可以抑制小鼠黑

色素瘤的发展[28]遥其中 PI3K 其表达对恶性肿瘤的发

生尧进展及预后存在重要影响袁其可维持肿瘤细胞的

恶性生物学行为并促进肿瘤细胞的增殖曰AKT 是

PI3K 下游离子靶向电位调节中的关键分子之一袁与
恶性肿瘤细胞的生长尧凋亡尧侵袭密切相关袁在药物

耐药方面存在关键作用袁可维持肿瘤细胞的恶性生

物学行为曰mTOR 是 PI3K/AKT 的下游激酶袁可通过

AKT 的磷酸化和激活在细胞增殖的调节中发挥作

用[29]遥 激活 PI3K/AKT 信号通路后袁AKT 的磷酸化激

活 NF-资B 抑制剂 I资B 激酶袁NF-资B 发生核转位袁进
而激活或抑制下游细胞凋亡相关的靶蛋白袁通过一

系列的生物信号传递和级联反应袁促进了肿瘤细胞

的恶性生物学行为[30]遥 研究显示多数的黑色素瘤病

例体内 PI3K/AKT 信号通路表现为高度激活[31]遥 陈

明等[32]研究证实袁半枝莲的提取物半枝莲总黄酮能

够抑制荷瘤小鼠体内黑色素瘤的生长袁促进黑色素

瘤细胞凋亡袁并通过明显抑制 PI3K尧AKT 及 mTOR
蛋白的表达起到抗肿瘤的作用袁而 p-AKT 与 AKT
的表达量变化趋势一致遥

本研究中通过网络药理学分析显示袁FZJDD 中

含槲皮素尧茁-谷甾醇尧豆甾醇等 47 个有效成分袁交
集靶点 168 个袁结果表明 FZJDD 具有多类活性物

质尧多靶点尧多通路及整体调控功能袁富集信号通路

主要包括癌症通路尧PI3K/AKT 等信号通路袁其中

PI3K/AKT 信号通路为 FZJDD 治疗黑色素瘤的主要

信号通路之一遥 此外核心药物靶基因分析显示袁
AKT尧TNF尧TP53尧IL-6尧JUN 等靶蛋白为 FZJDD 治疗

黑色素瘤的核心靶点袁均受 PI3K/AKT 信号通路所调

控袁其中 TNF 在众多恶性肿瘤中表现出强大的杀灭

肿瘤或抑制肿瘤作用袁同时表现出较强的免疫调节

活性袁能够促进人体免疫细胞杀伤癌细胞袁此外袁
TNF 还表现出较强的抗炎症作用[33]遥 TP53 基因是人

体内的关键抑癌基因袁TP53 基因突变在黑色素瘤患

者中尤为常见袁TP53 可通过转录合成细胞周期调控

相关蛋白袁在细胞增殖尧凋亡尧周期等方面起到极为

重要的调控作用[34]遥 IL-6 在激活与调节机体免疫功

能及参与炎性反应中扮演着极为重要的角色袁其能使

炎症损伤程度加剧袁同时对机体免疫功能造成影

响袁从而促进恶性肿瘤的进展[35]遥 JUN 基因的作用主

要在调控细胞恶变方面袁其对恶性肿瘤的发生尧发展

及转归均存在重要作用[36]遥网络药理学预测PI3K/AKT
信号的激活在黑色素瘤中起着重要作用袁与黑色素

瘤的发生尧发展与预后密切相关袁PI3K/AKT 信号通

路可能成为黑色素瘤治疗的重要靶标通路遥 为了更

好地验证网络药理学的结果袁本研究采用细胞实验

对 PI3K/AKT 信号通路的关键调控蛋白进行验证遥
体外细胞验证实验结果表明袁FZJDD 能够有效抑制

PI3K尧AKT尧mTOR 蛋白磷酸化修饰表达袁从而抑制

PI3K/AKT信号通路关键蛋白 PI3K尧AKT尧mTOR 的蛋

白及 mRNA 表达水平袁说明 FZJDD 治疗黑色素瘤

的可能机制与下调 PI3K/AKT 信号通路有关遥
本文基于网络药理学研究方法及细胞实验验证

对 FZJDD 治疗黑色素瘤进行初步研究袁相对科学可

靠地预测 FZJDD 治疗黑色素瘤的分子作用机制并

加以验证袁丰富了 FZJDD 治疗黑色素瘤的机制研

究袁为中医药治疗黑色素瘤提供了新思路袁但中药成

分复杂尧靶点众多袁其药效机制仍需要更进一步的研

究探讨遥
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