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摘　 要 目的 探讨雷公藤红素对神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞增殖的抑制作用及潜在分子机制。 方法

采用 CCK-8 法检测 5 μmol / L 雷公藤红素作用 24、48、72 h 后 SK-N-SH 细胞的增殖能力,流式细胞术分析细胞周

期分布变化,蛋白质印迹法(Western
 

blot)检测细胞周期相关蛋白 Cyclin
 

D1、p53、p21 的表达水平;结合网络药理

学筛选雷公藤红素作用于神经母细胞瘤的潜在靶点,并进行 GO 功能富集及 KEGG 通路富集分析。 结果 雷公

藤红素可显著抑制 SK-N-SH 细胞增殖,且呈时间依赖性,24、48、72 h 增殖抑制率分别为 9. 69% (P< 0. 05)、
20. 41%(P<0. 01)、24. 51%(P<0. 001);该药物可诱导 SK-N-SH 细胞发生 G0 / G1 期阻滞,72 h 时 G0 / G1 期细胞

比例升至 64. 36%(P<0. 01);Western
 

blot 结果显示,雷公藤红素可下调 Cyclin
 

D1 蛋白表达,同时上调 p53、p21
蛋白表达,且变化均呈时间依赖性。 网络药理学筛选得到雷公藤红素与神经母细胞瘤的交集靶点 21 个,Cyclin

 

D1 位列核心靶点前 10;GO 富集分析显示靶点主要富集于“细胞对环境刺激的反应”等生物学过程,KEGG 富集

分析提示靶点显著富集于 AGE-RAGE 信号通路等肿瘤相关通路。 结论 雷公藤红素可能通过激活细胞应激反

应,调控 p53 / p21-Cyclin
 

D1 信号轴,诱导 SK-N-SH 细胞发生 G0 / G1 期周期阻滞,进而抑制细胞增殖,Cyclin
 

D1
是其关键作用靶点之一。

关键词 雷公藤红素;神经母细胞瘤;SK-N-SH 细胞;细胞周期阻滞;Cyclin
 

D1;网络药理学
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Abstract: Objective To
 

investigate
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

celastrol
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

neuroblastoma
 

SK-N-
SH

 

cells
 

and
 

its
 

potential
 

molecular
 

mechanism. Methods CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

SK-N-SH
 

cells
 

treated
 

with
 

5 μmol / L
 

celastrol
 

for
 

24,
 

48
 

and
 

72 h. Flow
 

cytometry
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

changes
 

of
 

cell
 

cycle
 

distribution. Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

proteins
 

Cyclin
 

D1,
 

p53
 

and
 

p21.
Network

 

pharmacology
 

was
 

combined
 

to
 

screen
 

the
 

potential
 

targets
 

of
 

celastrol
 

acting
 

on
 

neuroblastoma, and
 

GO
 

functional
 

enrichment
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analyses
 

were
 

performed. Results Celastrol
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

SK-N-SH
 

cells
 

in
 

a
 

time-dependent
 

manner,with
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rates
 

of
 

9. 69%
 

(P<0. 05),
 

20. 41%(P<0. 01)
 

and
 

24. 51%(P<0. 001)
 

at
 

24,
 

48
 

and
 

72 h,respectively. The
 

drug
 

could
 

induce
 

G0 /
G1

 

phase
 

arrest
 

in
 

SK-N-SH
 

cells,
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

G0 / G1
 

phase
 

cells
 

increased
 

to
 

64. 36%
 

at
 

72 h
 

(P<0. 01).
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Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

celastrol
 

could
 

down-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

protein,and
 

up-regulate
 

the
 

expressions
 

of
 

p53
 

and
 

p21
 

proteins
 

in
 

a
 

time-dependent
 

manner. Network
 

pharmacology
 

screening
 

identified
 

21
 

intersec-
tion

 

targets
 

of
 

celastrol
 

and
 

neuroblastoma,with
 

Cyclin
 

D1
 

ranking
 

among
 

the
 

top
 

ten
 

core
 

targets. GO
 

enrichment
 

analy-
sis

 

showed
 

that
 

the
 

targets
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

" cellular
 

response
 

to
 

environmental
 

stim-
ulus" ,

 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

indicated
 

that
 

the
 

targets
 

were
 

significantly
 

enriched
 

in
 

tumor-related
 

pathways
 

such
 

as
 

AGE-RAGE
 

signaling
 

pathway. Conclusion Celastrol
 

may
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

SK-N-SH
 

cells
 

by
 

activa-
ting

 

cellular
 

stress
 

response, regulating
 

the
 

p53 / p21-Cyclin
 

D1
 

signaling
 

axis
 

and
 

inducing
 

G0 / G1
 

phase
 

cell
 

cycle
 

arrest,and
 

Cyclin
 

D1
 

is
 

one
 

of
 

its
 

key
 

action
 

targets.
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　 　 神经母细胞瘤( neuroblastoma,NB) 是一种主

要发生在儿童中的恶性肿瘤,占所有儿童恶性肿瘤

的 8% ~ 10%。 尽管低危和中危患者的治疗成功率

较高,但高危患者尤其伴有 MYCN 基因扩增、染色

体异常等分子特征者,尽管接受包括手术、强化化

疗、放疗乃至免疫治疗在内的多学科综合治疗,其
5 年生存率仍低于 50%,且复发后往往因产生多药

耐药而难以治愈[1-3] 。 因此,探寻能够克服耐药性、
作用机制新颖且不良反应小的治疗药物已成为高

危神经母细胞瘤治疗领域的迫切需求。
近年来,雷公藤红素(Celastrol,也称为南蛇藤

素)引起了科学界的广泛关注。 该化合物是从中

药雷公藤和南蛇藤的根茎叶中提取的五环三萜类

化合物[4] 。 雷公藤红素因其高效性、广谱性、多靶

点作用以及不易产生耐药等优势,在抗肿瘤治疗领

域显示出巨大的潜力[4-5] 。 研究表明,雷公藤红素

可通过调控核因子 κB( nuclear
 

factor
 

kappa-B,NF-
κB)、热休克蛋白 90(heat

 

shock
 

protein
 

90,HSP90)、
磷脂酰肌醇 3-激酶 / 蛋白激酶 B(phosphatidylinositol

 

3-kinase / protein
 

kinase
 

B,PI3K / Akt)等多种信号通

路,在乳腺癌、肝癌等多种恶性肿瘤模型中有效诱

导肿瘤细胞凋亡、抑制其增殖与转移[4-5] 。 其广谱

的抗肿瘤活性及独特的作用机制,为探索其抗神经

母细胞瘤提供了重要的理论依据。 然而,目前大多

数研究集中于成人肿瘤模型,关于雷公藤红素作用

于神经母细胞瘤的直接分子靶点和精确的通路机

制,研究尚不充分。 特别是,雷公藤红素能否通过

调控细胞周期关键蛋白(如 Cyclin
 

D1),仍缺乏系

统性的实验证据支撑。
本研究旨在系统探究雷公藤红素对神经母细

胞瘤 SK-N-SH 细胞增殖的影响,结合体外细胞实

验与生物信息学分析,验证雷公藤红素的作用靶点

及通路网络。 本研究不仅有望阐明雷公藤红素抗

神经母细胞瘤的一种新机制,也为未来将其开发为

针对高危神经母细胞瘤的精准治疗策略提供坚实

的实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞与试剂 　 人神经母细胞瘤 SK-N-SH
细胞株购自武汉普诺赛生物科技有限公司;雷公藤

红素购自美国 Selleck 公司;胎牛血清、DMEM 培养

基购自武汉普诺赛生物科技有限公司;0. 25%胰蛋

白酶、RIPA 蛋白提取液、蛋白上样缓冲液、ECL 化

学发光液购自上海碧云天生物技术有限公司;p53
(#2524)、p21(#2947)、Cyclin

 

D1(#2978)抗体购自

美国 CST 公司;GAPDH 抗体(TA-08)、辣根过氧化

物酶标记的二抗( ZB-2301、ZB-5305) 购自北京中

衫金桥生物技术有限公司;CCK-8 试剂盒购自日本

同仁化学研究所;碘化丙啶( PI) 染色液购自美国

BD 公司;DMSO 购自美国 Sigma 公司。
1. 1. 2　 主要仪器　 美国 Berton

 

Cytation5 多功能酶

标仪;日本尼康光学显微镜;美国 Thermo
 

Scientific
二氧化碳培养箱;上海天能电泳仪;美国 Bio-Rad

 

ChemiDoc
 

MP 成像分析仪;美国 Beckman
 

CytoFLEX
流式细胞仪。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养 　 SK-N-SH 细胞培养于含 10%
胎牛血清的 DMEM 完全培养基中,置于 37 ℃ 、5%
CO2 恒温培养箱中培养,倒置显微镜下观察细胞生

长状态,待细胞融合度达 80% ~ 90%时,用 0. 25%
胰蛋白酶消化传代,取对数生长期细胞用于后续

实验。
1. 2. 2　 CCK-8 法检测细胞增殖 　 取对数生长期

SK-N-SH 细胞,以 3 × 103 个 / 孔密度接种于 96 孔

板,每组设 6 个复孔,37 ℃ 、5%CO2 培养 24 h 使细

胞贴壁。 将细胞随机分为对照组(加入含 0. 1%
 

DMSO 的完全培养基) 和雷公藤红素组(加入含
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5 μmol / L 雷公藤红素的完全培养基)。 分别于药

物作用 24、48、72 h 后,每孔加入 10 μL
 

CCK-8 溶

液,继续孵育 1 h,用酶标仪检测 450 nm 波长处各

孔吸光度(OD 值)。 细胞增殖抑制率(%)= (1-处
理组 OD 值 / 对照组 OD 值) × 100%。 实验独立重

复 3 次。
1. 2. 3　 流式细胞术分析细胞周期　 取对数生长期

SK-N-SH 细胞,以 5×105 个 / 孔密度接种于 6 孔板,
设 0 h(对照组)、24、48、72 h 雷公藤红素组,每组 3
个复孔。 分别于对应时间点加入药物,培养结束

后,弃培养基,PBS 洗涤 2 次,0. 25%无 EDTA 胰蛋

白酶消化细胞,加入完全培养基终止消化,吹打收

集细胞,1 000 r / min 离心 5 min,弃上清。 用预冷

PBS 重悬细胞,加入 1 mL
 

70%预冷乙醇,4 ℃ 固定

过夜。 1 000 g 离心 3 ~ 5 min,弃乙醇,预冷 PBS 洗

涤 1 次,加入 0. 5 mL 含 Rnase
 

A 的 PI 染色液,避
光孵育 30 min,流式细胞仪检测细胞周期分布,采
用 ModFit 软件分析各期细胞比例。 实验独立重复

3 次。
1. 2. 4　 Western

 

blot 检测蛋白表达
 

取对数生长期

SK-N-SH 细胞,接种于 6 孔板,设 0 h(对照组)、24、
48、72 h 雷公藤红素组。 药物作用结束后,弃培养

基,PBS 洗涤 2 次,加入 RIPA 蛋白提取液(含蛋白

酶抑制剂),冰上裂解 30 min,刮取细胞裂解液,
12 000 r / min、4 ℃ 离心 15 min,取上清。 采用 BCA
法蛋白定量, 加入蛋白上样缓冲液, 100 ℃ 煮

10 min 变性。 取等量蛋白进行 10%
 

SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳,转印至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉 TBST
溶液室温封闭 1 h,加入一抗( p53、p21、Cyclin

 

D1
均 1 ∶ 1 000,GAPDH

 

1 ∶ 5 000),4 ℃ 孵育过夜。
TBST 洗膜 3 次,每次 10 min,加入二抗(1 ∶ 5 000),
室温孵育 1 h, 再次洗膜后, 滴加 ECL 发光液,
ChemiDoc

 

MP 成像分析仪显影。 采用 Image
 

J 软件

分析条带灰度值,以目标蛋白与内参 GAPDH 灰度

值的比值表示蛋白相对表达量。 实验独立重复

3 次。
1. 2. 5　 网络药理学分析 　 1)雷公藤红素潜在靶

点预测。 从 TCMSP 数据库检索雷公藤红素靶点,
经 Uniprot 数据库标准化;通过 PubChem 数据库获

取其 Smiles 号,利用 SwissTargetPrediction 工具预

测潜在靶点,整合两个数据库结果,去除重复值,得
到雷公藤红素潜在药物靶点。 2)神经母细胞瘤相

关靶点获取。 在 GeneCards 数据库检索 “ Neuro-

blastoma”,筛选 Score>1. 70 的靶点,作为神经母细

胞瘤相关靶点。 3) 交集靶点筛选及 PPI 网络构

建。 利用 Venn2. 1. 0 工具绘制韦恩图,筛选雷公

藤红素与神经母细胞瘤的交集靶点;将交集靶点导

入 String 数据库(物种选择人,置信度>0. 7),构建

蛋白-蛋白相互作用( PPI) 网络;将网络文件导入

Cytoscape3. 7. 1 软件,依据 Degree 值筛选前 10 位

核心靶点。 4) GO / KEGG 富集分析。 利用 R 语言

clusterProfiler 包对交集靶点进行 GO 功能富集(生

物过程 BP、细胞组分 CC、分子功能 MF)和 KEGG
通路富集分析,设置 P<0. 05 为差异有统计学意义。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

19. 0 进行统计分析,定量资料符合

正态分布,用 x±s 表示,两组数据之间采用独立样

本 t 检验。
 

CCK8 数据采用 two
 

way
 

ANOVA 分析,
 

Western
 

blot 检测结果采用重复测量 ANOVA 分析,
进一步两两比较用 Bonferroni 校正检验。 P<0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 雷公藤红素对 SK-N-SH 细胞增殖的抑制作用

与对照组相比,雷公藤红素组 24、48、72 h 细

胞 OD 值均显著降低(P<0. 05),增殖抑制率随处

理时间延长逐渐升高,呈明显时间依赖性 ( P <
0. 05)。 24、48、72 h 增殖抑制率分别为 9. 69%、
20. 41%、24. 51%。 见表 1。

表 1　 雷公藤红素对 SK-N-SH 细胞增殖抑制作用

处理

时间(h)
对照组

(n= 6)
雷公藤红

素组(n= 6)
抑制率

(%)
组间比较

(P 值)

0 0. 336±0. 023 0. 356±0. 020 - 0. 20
24 0. 489±0. 012 0. 441±0. 017 9. 69 0. 03
48 0. 876±0. 033 0. 697±0. 028 20. 41 0. 001
72 1. 628±0. 055 1. 229±0. 049 24. 51 0. 0007

注:采用重复测量 two
 

way
 

ANOVA 分析,结果显示“时间
 

×
 

组

别”交互效应显著(F = 24. 60,P< 0. 001),时间主效应(F = 679. 6,

P<0. 001)、组别主效应(F = 153. 6,P< 0. 001)均显著;事后检验 P
值,Bonferroni

 

校正。

2. 2　 雷公藤红素诱导的 SK-N-SH 细胞 G0 / G1 期

阻滞

与 0 h 对照组相比,雷公藤红素处理后,SK-N-
SH 细胞 G0 / G1 期比例随时间延长显著升高,G2 /
M 期比例显著降低,呈时间依赖性 ( P < 0. 01)。
72 h 时 G0 / G1 期细胞比例升至 64. 36%,较 0 h 对
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照组提升约 2. 24 倍(P<0. 01),提示雷公藤红素可

将 SK-N-SH 细胞周期阻滞于 G0 / G1 期。 见图 1。
2. 3　 细胞周期关键蛋白 p53、p21 与 Cyclin

 

D1 的

表达变化

与 0 h 对照组相比,雷公藤红素处理后,SK-N-
SH 细胞中 p53、p21 蛋白相对表达量随时间延长逐

渐升高,Cyclin
 

D1 蛋白相对表达量逐渐降低,均呈

时间依赖性(P<0. 05)。 其中 72 h 时,p53、p21 蛋

白表达量达峰值,Cyclin
 

D1 蛋白表达量降至最低

(P<0. 01)。 见图 2。

2. 4　 基于网络药理学的关键靶点 CCND1 与通路

富集分析

2. 4. 1　 潜在靶点筛选　 从 TCMSP 数据库获取雷

公藤红素靶点 28 个,SwissTargetPrediction 工具预

测靶点 15 个,整合后去除重复值,得到雷公藤红素

潜在靶点 43 个;GeneCards 数据库筛选得到神经母

细胞瘤相关靶点 1241 个;Venn 分析得到两者交集

靶点 21 个,为雷公藤红素作用于神经母细胞瘤的

潜在靶点。 见图 3A。

注:A,用雷公藤红素处理 SK-N-SH 细胞后流式细胞术检测细胞周期;B,细胞周期结果的数据表示。∗ P<0. 05,∗∗ P<
0. 01。 G0 / G1 期各组比例的方差分析 F 值为 77. 88。

图 1　 雷公藤红素对 SK-N-SH 细胞周期的影响

注:A,雷公藤红素处理 SK-N-SH 细胞后 Western
 

blot 检测 p53、p21、
 

CyclinD1、GAPDH 表达,
 

GAPDH 为内参蛋白。 B,
细胞周期蛋白表达结果的数据表示。∗ P< 0. 05,∗∗ P< 0. 01,∗∗∗ P< 0. 001。 p53,p21,Cyclin

 

D1 组的方差分析 F 值分别为

65. 75,22. 17,13. 58。
图 2　 雷公藤红素对 SK-N-SH 细胞中细胞周期蛋白表达的影响
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2. 4. 2　 PPI 网络及核心靶点分析　 交集靶点 PPI
网络共包含 21 个节点、120 条边;Cytoscape3. 7. 1
软件分析显示, Degree 值前 10 位核心靶点为

MYC、CCND1( Cyclin
 

D1)、BCL2、MMP9、BCL2L1、
TGFβ1、 CASP8、 FN1、 MMP2、 PTGS2, Cyclin

 

D1 为

核心靶点之一。 见图 3B。
2. 4. 3　 GO / KEGG 富集分析 　 GO 功能富集分析

显示,21 个交集靶点在 BP 层面主要富集于“细胞

对环境刺激的反应” “放疗反应” “紫外线反应”等

过程;CC 层面主要富集于“细胞器外膜” “核外膜”
等组分;MF 层面主要富集于“内肽酶活性”等功能

(P<0. 05),见图 4A ~ C。 KEGG 通路富集分析显

示,靶点主要富集于 AGE-RAGE 信号通路、“肿瘤

中的蛋白多糖” “小细胞肿瘤” 等肿瘤相关通路

(P<0. 05)。 见图 4D。

注:A,韦恩图-雷公藤红素潜在作用靶点与神经母细胞瘤作用靶点交集;B,蛋白互作用网络图-雷公藤红素治疗神经母

细胞瘤潜在靶点。
图 3　 雷公藤红素治疗神经母细胞瘤潜在靶点分析

注:A,GO 富集分析-生学过程;B,GO 富集分析-细胞组分;C,GO 富集分析-分子功能;D,KEGG 富集分析。
图 4　 雷公藤红素治疗神经母细胞瘤潜在靶点、富集分析
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3　 讨论

神经母细胞瘤的治疗,尤其是针对高危患者的

治疗,至今仍是儿科肿瘤学领域的重大挑战[6] 。
尽管多学科综合治疗策略不断进步[7] ,但化疗耐

药和严重副作用等问题严重制约了疗效提升[3,8] 。
本研究首次系统探讨了雷公藤红素对神经母细胞

瘤 SK-N-SH 细胞增殖的抑制作用及其通过干预细

胞周期进程的分子机制。
我们实验结果表明,雷公藤红素能够显著抑制

SK-N-SH 细胞的增殖活力,这一效应与诱导 G0 /
G1 期细胞周期阻滞密切相关。 流式细胞术分析显

示,随着药物处理时间延长,处于 G0 / G1 期的细胞

比例显著增加,而 S 期和 G2 / M 期细胞相应减少,
提示雷公藤红素可能通过阻止细胞从 G0 / G1 期向

S 期过渡来发挥其抗增殖作用。
为了深入阐明其分子机制,我们通过 Western

 

blot 检测了细胞周期转换关键节点的调控蛋白。
结果发现,雷公藤红素处理能够显著下调 Cyclin

 

D1 的蛋白表达,同时上调 p53 及其下游效应分子

p21 的蛋白水平。 其中 Cyclin
 

D1 下调与之前其他

肿瘤细胞体外实验的研究一致[9] 。 这些蛋白的表

达变化均可使细胞周期阻滞于 G0 / G1 期。
这一推测得到了我们生物信息学分析结果的

支持。 GO 富集分析显示,雷公藤红素的潜在靶点

显著富集于“细胞对环境刺激的反应”等生物学过

程,这与 p53 / p21 通路的响应细胞应激的经典功能

高度吻合。 更重要的是,PPI 网络分析将 Cyclin
 

D1
鉴定为雷公藤红素作用于神经母细胞瘤的前 10 位

核心靶点之一,从预测角度直接将药物作用与细胞

周期调控的核心分子联系起来。 KEGG 分析进一

步提示,这些靶点可能通过“ AGE-RAGE 信号通

路”等肿瘤相关通路发挥作用,为理解雷公藤红素

的多靶点效应提供了新视角。
综上所述,本研究不仅证实了雷公藤红素能有

效抑制神经母细胞瘤细胞增殖并诱导 G0 / G1 期阻

滞,更重要的是,通过整合实验验证与生物信息学

分析,提出了一个由“细胞应激响应导致 p53 / p21

信号激活,从而抑制 Cyclin
 

D1 表达,最终引发细胞

周期阻滞” 构成的分子机制假说,并将 Cyclin
 

D1
确定为关键靶点之一。 这些发现为将雷公藤红素

开发为针对神经母细胞瘤,尤其是克服传统化疗耐

药性的新型治疗策略提供实验依据和理论支撑。
另外,本研究为体外初步探索,后续需通过动物模

型验证雷公藤红素的体内抗肿瘤效果及安全性。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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