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蟾毒灵对黑色素瘤A375细胞的作用及其机制研究

任煜,刘婷婷,祁冰洁,陈玉

(安庆医药高等专科学校,安徽 安庆 246052)

摘 要:目的 探讨蟾毒灵(Bufalin)对黑色素瘤 A375细胞的作用及其机制研究。方法 体外培养黑色素瘤 A375细

胞,采用CCK-8法检测不同浓度的蟾毒灵对A375细胞增殖的影响;采用 AnnexinV-FITC/PI双染,流式细胞仪检测和

细胞周期分布情况;JC-1法检测蟾毒灵对A375细胞对线粒体膜电位的影响;采用分光光度法检测Caspase-9、Caspase-3
蛋白的活性。结果 不同浓度蟾毒灵(6.25nmol/L、12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、100nmol/L、200nmol/L、400
nmol/L)作用于A375细胞24h、48h和72h后,IC50值分别为107nmol/L、85.18nmol/L、41.62nmol/L,IC50值逐渐

下降,实验组与空白对照组比较,随着蟾毒灵浓度的增加和作用时间延长,A375细胞活力均有显著下降,说明蟾毒灵可

明显抑制A375细胞增殖,且呈浓度依赖性和时间依赖性;蟾毒灵可显著增加A375细胞凋亡率并阻滞细胞周期于S期;

明显降低A375细胞线粒体膜电位;蟾毒灵可明显增加A375细胞内Caspase-9、Caspase-3蛋白的活性。结论 蟾毒灵可

抑制黑色素瘤A375细胞增殖,诱导A375细胞凋亡,其作用机制可能与激活Caspase家族有关。
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EffectofbufalinonA375melanomacellsanditsmechanism

RenYu,LiuTingting,QiBingjie,ChenYu

(AnqingMedicalCollege,Anqing246052,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectofbufalinonA375melanomacellsanditsmechanism. 
Methods A375melanomacellswereculturedinvitro,andCCK-8assaywasemployedtodetecttheeffectof
bufalinatdifferentconcentrationsonA375cellproliferation.AnnexinV-FITC/PIdoublestainingwasper-
formed,andcell-cycledistributionwasdetectedbyflowcytometry.JC-1wasusedtodetecttheeffectofbufalin
onthemitochondrialmembranepotentialofA375cells.TheproteinactivityofCaspase-9andCaspase-3was
detectedbyspectrophotometry. Results A375cellsweretreatedwithbufalinatdifferentconcentrations
(6.25nmol/L,12.5nmol/L,25nmol/L,50nmol/L,100nmol/L,200nmol/L,400nmol/L)for24h,48h
and72h.TheirIC50valueswere107nmol/L,85.18nmol/Land41.62nmol/L,respectively.TheIC50val-
uesgraduallydecreased.Comparedwiththeblankcontrolgroup,theexperimentgrouphadasignificantde-
creaseintheviabilityofA375cells,withtheincreaseofbufalinconcentrationandthetreatmenttime.These
resultsindicatedthatbufalincouldsignificantlyinhibittheproliferationofA375cellsinaconcentration-depend-
entandtime-dependentmanner.BufalincouldsignificantlyincreasetheapoptosisrateofA375cellsandblock
thecellcycleinSphase.ItcouldalsosignificantlyreducethemitochondrialmembranepotentialofA375cells,
aswellasincreasedtheactivityofproteinsCaspase-9andCaspase-3inA375cells. Conclusion Bufalincanin-
hibittheproliferationofA375melanomacellsandinducetheirapoptosis.Itsmechanismmayberelatedtothe
activationofCaspasefamily.
  Keywords: melanoma;A375cells;bufalin;apoptosis
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  黑色素瘤是黑色素细胞恶变所产生的,多见于皮

肤色素沉着部,是由于皮肤表皮层的神经嵴黑色素细

胞异常增殖所形成的[1]。具有高度恶化、预后差、易转

移、对放化疗药物不敏感等特点,易发生血液及淋巴转

移,最后转移脑部,高转移性是致死的主要原因,约

80%的皮肤癌患者死于黑色素瘤,是皮肤癌类型中死

亡率最高的[2]。我国黑色素瘤的发病率占比较欧美国

家要低,占肿瘤患者的2%[3]。但是近年来,我国多种

肿瘤的发病增长率开始具有明显的下降,但每年患有

黑色素瘤的患者仍在持续增长并且呈年轻化趋势[4]。
目前常规的方法,像放射、化学药物、靶向药物以及免

疫治疗药物等治疗方法,均存在治疗效果差、毒性强、
单靶点易产生耐药等诸多问题[5],所以寻找新型、低
毒、治疗效果好的天然药物成为了研究的新方向。

蟾毒灵(bufalin)是从传统中药蟾酥中提取的中药

单体,是一种强心类固醇,属于蟾毒甾烯类化合物,是
蟾酥中抗肿瘤作用最强蟾毒配基[6]。有研究表明,蟾
毒灵具有抗炎、镇痛、强心、抗肿瘤等多种临床功效[7],
在抗肿瘤方面,蟾毒灵在治疗肝细胞癌、食管癌、胃癌、
肺癌、前列腺癌等方面都具有较好的药理活性[8-9],但
是在黑色素瘤的治疗上鲜少有人报道。本研究以人黑

色素瘤 A375细胞为研究对象,探究蟾毒灵对人黑色

素瘤A375细胞的增殖作用,并初步探讨其中的分子

机制,为进一步深入研究打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 材料 人黑色素瘤A375细胞(购自中国科学

院上海细胞库);蟾毒灵(纯度>98%,购自成都曼思特

生物科技有限公司,DMSO溶解);二甲基亚砜(DM-
SO)(美国Sigma公司);DMEM 高糖培养基、PBS磷

酸缓冲盐溶液、青霉素及链霉素双抗溶液、胰蛋白酶

(均购自上海碧云天科技有限公司);胎牛血清(FBS)、

CCK-8试剂盒、AnnexinV-FITC细胞凋亡检测试剂

盒、线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)、DNA含量检测

试剂盒、Bradford法蛋白浓度测定试剂盒、Caspase-3
活性测定试剂盒、Caspase-9活性测定试剂盒(均购自

上海索莱宝生物科技有限公司)。

1.1.2 仪器 二氧化碳培养箱(美国Thermo公司);

JW-2019HR高速冷冻离心机(安徽嘉文仪器装备有限

公司);倒置显微镜(日本Olympus公司);SpectraMax
iD3多功能酶标仪(美国 MolecularDevices公司);

CytoFLEX流 式 细 胞 仪(美 国 BeckmanCoulter公

司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取人黑色素瘤 A375细胞,将其接

种于含有10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基中,置

于CO2 培养箱(37℃、5%CO2、饱和湿度)培养,密切

观察细胞状态,每1~2天更换培养基,待细胞贴壁铺

满培养瓶的70%~80%时,用0.25%胰蛋白酶消化传

代培养。取对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2 CCK-8法测蟾毒灵对 A375细胞增殖的抑制

作用 取对数生长期的人黑色素瘤 A375细胞,用

0.25%胰蛋白酶消化后制成细胞悬液,将其接种于96
孔板中,每孔加入100μL的细胞液,每孔细胞浓度为

1×104 个/毫升细胞浓度,置于37℃、5% CO2 培养

箱中过夜生长,使细胞贴壁。实验设空白对照组(细胞

中加入新鲜的完全培养基)以及蟾毒灵不同浓度组

(6.25nmol/L、12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、

100nmol/L、200nmol/L、400nmol/L),每组设置6
个复孔。置于培养箱中分别培养24h、48h、72h后,
每孔加入CCK-8试剂10μl,置于37℃、5%CO2 培养

箱继续孵育1h后,用酶标仪于波长450nm处检测各

孔的OD值,并计算细胞的增殖抑制率。计算公式为:
增殖抑制率=[1-(药物组 OD值-空白组 OD值)/
(对照组OD值-空白组OD值)]×100%。

1.2.3 流式细胞仪检测蟾毒灵对 A375细胞凋亡的

影响 取对数生长期的人黑色素瘤 A375细胞,将其

接种于6孔板中,每孔细胞密度为1×105 个/孔,在37
℃、5%CO2 培养箱中过夜,使细胞贴壁。实验设空白

对照组(细胞中加入新鲜的完全培养基)以及蟾毒灵不

同浓度组(12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、100
nmol/L、200nmol/L),每组设置3个复孔。置于培养

箱中培养48h后,用胰蛋白酶消化收集每组的细胞,

PBS冲洗3次,然后加入1ml冷PBS洗涤,轻轻震荡

使细胞悬浮,1000r/min,4℃离心5min,弃上清,再
用预冷的PBS重悬并洗涤细胞3次;将细胞浓度调整

为1×106 个/毫升;每管加入100μl的细胞(1×105

个/毫升),按照 AnnexinV-FITC试剂盒说明书每管

加入5μlAnnexinV-FITC,轻轻混匀,室温避光反应

10min;再加入5μlPI,轻轻混匀,室温避光反应15
min,加400μlBindingBuffer,于1h内采用流式细胞

仪检测并分析细胞凋亡情况。细胞凋亡率=早期凋亡

率+晚期凋亡率。

1.2.4 流式细胞术检测蟾毒灵对 A375细胞周期的

影响 取对数生长期的人黑色素瘤 A375细胞,将其

接种于6孔板中,每孔细胞密度为1×105 个/孔,置于

CO2 培养箱中过夜培养,使细胞贴壁生长。实验设空

白对照组(细胞中加入新鲜的完全培养基)以及蟾毒灵

不同浓度组(12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、

100nmol/L、200nmol/L),每组设置3个复孔。置于

培养箱培养48h后,用0.25%的胰蛋白酶消化收集细

胞,将细胞浓度调整为(1~5)×106 个/毫升,取1ml
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的细胞悬液离心,1000g,离心3min;弃上清,用70%
预冷酒精混匀,置于4℃固定24h。1000g,离心3
min,去上清,用PBS洗涤2次。加入0.5ml碘化丙

啶染色液,37℃,4℃各避光孵育30min,用流式细胞

术检测细胞周期的变化。

1.2.5 流式细胞术检测蟾毒灵对 A375细胞线粒体

膜电位的影响 取对数生长期的人黑色素瘤A375细

胞,将其接种于6孔板中,每孔细胞密度为孔细胞密度

为1×105 个/孔,置于CO2 培养箱中过夜培养,使细

胞贴壁生长。实验设空白对照组(细胞中加入新鲜的

完全培养基)以及蟾毒灵不同浓度组(12.5nmol/L、

25nmol/L、50nmol/L、100nmol/L、200nmol/L),每
组设置3个复孔。置于培养箱培养48h后,用胰酶消

化收集各组细胞,按照JC-1线粒体膜电位检测试剂盒

说明书,将JC-1染色工作液加入到 A375细胞悬液

中,37℃孵育20min,随后用JC-1染色缓冲液洗涤2
次,用JC-1染色缓冲液重悬 A375细胞,采用流式细

胞仪检测JC-1线粒体膜电位。

1.2.6 分 光 光 度 法 检 测 蟾 毒 灵 对 A375 细 胞

Caspase-3、Caspase-9活性的影响 取对数生长期的

人黑色素瘤 A375细胞,将其接种于6孔板中,置于

CO2 培养箱中过夜培养,使细胞贴壁生长。实验设空

白对照组(细胞中加入新鲜的完全培养基)以及蟾毒灵

不同浓度组(12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、

100nmol/L、200nmol/L),每组设置3个复孔。置于

培养箱培养48h后,用胰蛋白酶消化收集各组细胞,
将细胞浓度调整为(1~5)×106 个/毫升,用PBS洗涤

3次,用PBS重悬,加入LysisBuffer,在冰上孵育15
min,10000g,离心1min,通过Bradford法定量蛋白

质浓度,将样品的蛋白浓度调整为1.0mg/ml。每组

取50μl的样品蛋白,根据Caspase-3活性测定试剂

盒、Caspase-9活性测定试剂盒说明书,加入Caspase-3
或Caspase-9Substrate,37℃避光孵育4h,酶标仪检

测405nm的吸光度值。用未加药对照组与药物组的

吸光度(OD)值来表示不同浓度药物组Caspase-3和

Caspase-9的活性。

1.3 统计学方法 用SPSS23.0软件对数据进行分

析处理,用GraphpadPrism7进行做图。计量资料以

(췍x±s)来表示,多组间比较采用方差分析,两组间比较

采用独立样本t检验。P<0.05表示差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 蟾毒灵对A375细胞增殖的影响 CCK-8实验

表明,不同浓度蟾毒灵(6.25nmol/L、12.5nmol/L、

25nmol/L、50nmol/L、100nmol/L、200nmol/L、400
nmol/L)作用于A375细胞24h、48h和72h后,IC50

值分别为107nmol/L、85.18nmol/L、41.62nmol/L,

IC50值逐渐下降,说明蟾毒灵可明显抑制A375细胞

的增殖,并且随着蟾毒灵浓度的增加和作用时间延长,

A375细胞活力均有显著下降,呈浓度和时间依赖性,
见表1、图1。

表1 不同浓度蟾毒灵对A375细胞增殖的抑制率

浓度/

(nmol·L-1)
n

时间

24h 48h 72h

空白对照 6 1.07±0.47 1.36±0.82 1.62±0.58
6.25 6 5.10±1.06 5.17±1.02 11.44±0.29a

12.5 6 18.25±0.87b 18.64±0.91b 19.80±1.03b

25 6 34.78±0.48b 36.44±0.96b 37.92±0.34b

50 6 48.06±0.50b 51.51±0.90b 60.44±0.26b

100 6 53.33±0.66b 62.14±0.61b 73.50±0.16b

200 6 57.55±0.14b 66.02±0.34b 78.70±0.12b

400 6 60.40±0.42b 70.90±0.29b 82.13±0.13b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白对照组比,

a:P<0.05,b:P<0.01。

与空白对照组比较,*为P<0.05,**为P<0.01。

图1 蟾毒灵对A375细胞增殖的影响

2.2 蟾毒灵对 A375细胞凋亡的影响 不同浓度蟾

毒 灵 (12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、100
nmol/L、200nmol/L)作用于A375细胞48h后,流式

细胞检测术检测结果显示,蟾毒灵的12.5nmol/L组

的A375细胞的凋亡率与对照组相比差异无统计学意

义(P>0.05),25nmol/L、50nmol/L、100nmol/L、

200nmol/L浓度的蟾毒灵作用于 A375细胞后的细

胞凋亡率显著高于对照组的凋亡率 ,并且呈浓度依赖

性,具有统计学意义(P<0.01),见图2。

2.3 蟾毒灵对 A375细胞周期的影响 不同浓度蟾

毒 灵 (12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、100
nmol/L、200nmol/L)作用于A375细胞48h后,流式

细胞检测术检测 A375细胞周期,结果显示不同浓度

蟾毒灵均可影响 A375细胞生长周期,与空白对照组

相比,G0/G1期细胞增多,但是无统计学差异,S期细
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图2 不同浓度的蟾毒灵对A375细胞凋亡的影响

胞显著增加,具有统计学意义(P <0.01),G2/M 期

细胞显著减少,表明蟾毒灵诱导 A375细胞周期阻滞

于S期,随着蟾毒灵浓度的增加,这种作用越显著,差
异具有统计学意义,见表2。

2.4 蟾毒灵对线粒体膜电位的影响 肿瘤细胞线粒

体膜电位的降低是肿瘤细胞早期凋亡的特征之一,不
同浓度蟾毒灵(12.5nmol/L、25nmol/L、50nmol/L、

100nmol/L、200nmol/L)作用于A375细胞48h后,
采用JC-1染色,流式细胞检测术检测A375细胞线粒

体膜电位变化,结果显示空白对照组中仅有少量细胞

线粒体膜电位下降,而随蟾毒灵浓度的增加,线粒体膜

电位下降的细胞数量逐渐增加,且呈剂量依赖性(P
<0.01),见图3。

2.5 蟾毒灵对A375细胞Caspase-3、Caspase-9活性

的影响 不同浓度蟾毒灵(12.5nmol/L、25nmol/L、

50nmol/L、100nmol/L、200nmol/L)作用于A375细

胞48h后,用酶标仪检测Caspase-3、Caspase-9活性

的活性,结果显示12.5nmol/L的蟾毒灵对A375细

表2 不同浓度蟾毒灵作用于A375细胞细胞周期分布情况

周期 n
蟾毒灵/(nmol·L-1)

空白对照 12.5 25 50 100 200

G0/G1 3 72.03±0.48 76.27±0.59 77.37±0.37 79.22±0.68 79.72±0.27 79.82±0.64
S 3 3.36±0.22 4.39±0.13 10.60±0.06b 13.31±0.71b 15.42±0.22b 17.57±0.33b

G2/M 3 24.45±0.55 20.18±0.51 11.68±0.24a 7.47±0.23b 3.68±0.01b 2.22±0.12b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白对照组比:a:P<0.05,b:P<0.01。

与空白对照组比,*为P<0.05,**为P<0.01。

图3 蟾毒灵对A375细胞线粒体膜电位的影响

胞的Caspase-3、Caspase-9活性差异无统计学意义(P
>0.05),25nmol/L 的 蟾 毒 灵 对 A375 细 胞 的

Caspase-9活性差异无统计学意义(P >0.05),25
nmol/L的蟾毒灵对A375细胞的Caspase-3活性差异

有统计学意义(P <0.05),50nmol/L、100nmol/L、

200nmol/L浓度的蟾毒灵作用于 A375细胞后,与

Control组比较,Caspase-3、Caspase-9活性均明显升

高,差异有统计学意义(P<0.01),见表3、图4。

3 讨论

黑色素瘤是起源于黑色素细胞恶化转化形成的一

种肿瘤,近年来,其发病率及死亡率逐年增加,并呈年

轻化趋势[10],发病后转移迅速,恶性程度高,复发率

高,预后差[11]。黑色素瘤发病人数仅占皮肤恶性肿瘤

总数的5%,但是死亡人数占比很大[12],至今为止,黑
色素瘤产生的病因和发病机制尚不完全清楚,日光照

射、紫外线、遗传、种族等都有可能导致黑色素瘤的发

生[13],临床上治疗黑色素瘤的方法主要包括手术治

疗、放射治疗、免疫治疗、化疗等,但是各种治疗手段都
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表3 不同浓度蟾毒灵对A375细胞Caspase-3、

Caspase-9活性的影响

浓度/

(nmol·L-1)
n Caspase-3 Caspase-9

空白对照 3 0.18±0.05 0.17±0.02
12.5 3 0.22±0.04 0.18±0.02
25 3 0.26±0.03a 0.21±0.01
50 3 0.30±0.02b 0.29±0.02b

100 3 0.37±0.02b 0.37±0.02b

200 3 0.45±0.04b 0.49±0.01b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白对照组比

较,a:P<0.05,b:P<0.01。

图4 蟾毒灵对A375细胞中Caspase-3、Caspase-9活性的影响

具有其局限性[14],因此,寻找一些新型安全有效的治

疗黑色素瘤的药物成了迫切需求。蟾酥是中华大蟾蜍

或黑眶蟾蜍等的耳后腺及皮肤腺分泌的白色浆液,经
加工干燥而成,其性味甘辛、温,有毒。蟾酥具有抗肿

瘤、强心、镇痛、抗炎等广泛的药理活性[15]。蟾毒灵是

蟾酥的主要抗肿瘤活性单体,分子式为C24H34O4,相
对分子质量为386.5,对于多种肿瘤细胞都具有治疗

作用,包括胃癌、食管癌、肺癌、肝癌、白血病等[16-20],蟾
毒灵抗肿瘤机制可能与抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤

细胞凋亡、促进肿瘤细胞分化等有关。
细胞周期阻滞和细胞凋亡是导致细胞死亡的两种

机制,G1、S、G2、M 期检查点会严格控制正常细胞的

细胞周期进展,改变细胞周期的进展的某个检查点就

会导致细胞的异常增殖和肿瘤的发生发展[21],肿瘤细

胞的检查点如果出现缺失就会导致无限增殖,许多抗

肿瘤药物作用于特定的检测点来阻滞细胞周期,从而

诱导细胞凋亡[22]。
细胞凋亡是程序性死亡形式之一,涉及一系列基

因的激活、表达以及调控。在恶性肿瘤中,细胞凋亡机

制是最早调节细胞死亡的机制,在肿瘤发生发展的调

控上具有重要的作用[23]。凋亡是由多基因严格控制

的过程,这些基因在种属之间非常保守,如Bcl-2家族、

Caspase家族、癌基因如C-myc、抑癌基因P53等,含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinylaspartate
specificproteinase,Caspase)可调控细胞凋亡通过切

割选择性地切割 某 些 蛋 白 质[24]。Caspase家 族 中

Caspase-3、Caspase-6、Caspase-7、Caspase-8、Caspase-
9、Caspase-10蛋白在细胞凋亡的过程中都有其参与,

Caspase-9前 体 转 变 为 活 化 的 Caspase-9,活 化 的

Caspase-9可 使 Caspase-3 前 体 转 变 产 生 活 化 的

Caspase-3,引起细胞发生程序性死亡。Caspase-9作

为中 间 纽 带 链 接 凋 亡 的 内 外 源 性 途 径,级 联 激 活

Caspase家族 因 子,扩 大 凋 亡 信 号,发 挥 其 桥 梁 功

能[25]。Caspase-3是Caspase家族中与凋亡有关的关

键分子,是细胞凋亡的执行者[26],可以由多种因素活

化,被激活后,可以导致蛋白酶多聚(ADP-核糖)及与

细胞结构、DNA 核酸复制、细胞周期等相关聚合酶

PARP失活,从而导致细胞凋亡,所以说Caspase-3有

“死亡蛋白酶”之称[27-28]。线粒体在凋亡中也起着决定

性的作用,线粒体丧失电子转移功能并减少能量的产

生,跨膜电位的消失都是细胞通过线粒体途径导致细

胞凋亡的标志[29]。JC-1是检测线粒体膜电位的理想

的荧光探针,JC-1以多聚体的形式存在在线粒体内,呈
红色荧光,表明线粒体膜电位正常,当细胞发生凋亡

时,线粒体膜电位去极化,JC-1会从线粒体内释放到胞

浆内,以单体的形式存在,发出绿色荧光[30]。
本文研究采用CCK-8法检测不同浓度的蟾毒灵

对人恶性黑色素瘤 A375细胞增殖的影响,发现随着

浓度和时间的增加,抑制作用增强,呈浓度依赖性和时

间依赖性,表明蟾毒灵能够抑制人恶性黑色素瘤A375
细胞的增殖。采用流式细胞仪检测蟾毒灵对A375细

胞的凋亡的影响,随着蟾毒灵浓度的增加,A375细胞

的凋亡率也增加,呈浓度依赖性,表明蟾毒灵能够诱导

A375细胞凋亡。采用流式细胞仪检测蟾毒灵对A375
细胞周期的影响,蟾毒灵阻滞A375细胞细胞周期在S
期。采用JC-1法检测A375细胞的线粒体膜电位的变

化,发现随着蟾毒灵的浓度的增加,红色荧光逐渐减

少,绿色荧光逐渐增加,表明蟾毒灵可显著降低 A375
细胞线粒体膜电位,呈浓度依赖性,进一步说明蟾毒灵

能够诱导 A375细胞凋亡。随着蟾毒灵浓度的增加,

Caspase-9、Caspase-3活性显著增高,表明蟾毒灵能够

促进A375细胞的Caspase-9、Caspase-3活性。由此可

以推断,蟾毒灵可能是通过干预Caspase-3、Caspase-9
的蛋白活性,激活Caspase家族,促进A375细胞的凋

亡。
综上所述,蟾毒灵可有效抑制人黑色素瘤 A375

细胞的增殖,促进A375细胞凋亡,且与Caspase信号

通路的激活相关。表明蟾毒灵在恶性黑色素瘤治疗中

具有潜在应用价值。本研究为黑色素瘤的治疗提供了

初步的理论基础和实验依据,并为天然药物应用于临

床治疗黑色素瘤提供新策略。
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