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摘要：目的 探讨黄芩素和 U0126诱导人乳腺癌细胞株MCF-7凋亡的分子机制。方法 单独及联合使

用 20μmol黄芩素、10 μmol U0126处理MCF-7细胞 24 h；光学显微镜观察细胞数量变化，流式细胞术检

测MCF-7细胞周期变化，CCK8法检测细胞增殖变化，TUNEL法和流式细胞术检测细胞凋亡，实时聚合酶链

反应（Real Time PCR）和Western blot检测凋亡相关因子 mRNA和蛋白的表达水平。结果 与黄芩素单独刺

激MCF-7细胞相比，黄芩素联合 U0126刺激MCF-7细胞时，S期细胞比例降低更明显；MCF-7细胞经不同

浓度黄芩素或 U0126处理后，增殖抑制，且具有浓度依赖性（ <0.05）；与黄芩素单独处理 MCF-7细胞相比，

黄芩素与 U0126联合处理时，细胞凋亡更加显著（ <0.05），早期凋亡和晚期凋亡均增多（ <0.05）；与黄芩素

或 U0126单独处理 MCF-7细胞相比，黄芩素和 U0126联合处理 MCF-7细胞时，凋亡抑制因子 Bcl-2 的

mRNA水平降低（ <0.05），凋亡促进因子 Bax的 mRNA水平增高（ <0.05），ERK1/2、GSK-3β和 P38的磷

酸化水平降低（ <0.05），凋亡促进因子 Bax 表达量增高（ <0.05），凋亡抑制因子 Bcl-2 表达量降低（ <

0.05）。结论 黄芩素或 U0126通过调控 Bcl-2/Bax的表达水平以及 ERK1/2、GSK-3β和 P38的磷酸化水平

抑制MCF-7细胞增殖，促进细胞凋亡，且具有协同效应。因此，黄芩素和 U0126可联合用于临床治疗乳腺癌，

具有重要临床意义。
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Abstract: Objective To investigate the molecular mechanisms of apoptosis of human breast cancer cell line
MCF-7 induced by baicalein and U0126. Methods The human breast cancer cell line MCF-7 cells were treated by
20 滋M baicalein, 10 滋M U0126, and 20 滋M baicalein combined with 10 滋M U0126 respectively. Flow cytometry
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乳腺癌是发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤，其

发生、发展和转移是多种信号通路参与的复杂过程，

如 ERK、GSK-3β和 P38等，这些信号通路的关键

分子可作为治疗乳腺癌的靶点，ERK通路有 3个关

键的靶分子即小 G蛋白 Ras及其下游的 Raf激酶、

MEK1/2和 ERK1/2，阻断 ERK信号通路可抑制乳腺

癌细胞的恶性增殖，干预癌症的发生发展；GSK-3β

是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，可调控癌细胞的

增殖、分化和凋亡等，也可用于预测癌症预后，它可

磷酸化β-catenin的丝氨酸 /苏氨酸残基，并导致

其降解；P38通路异常活化可导致肿瘤细胞恶性转

化[1]。黄芩素是从中药黄芩根部提取的活性成分，临

床上用于治疗脑血管病后瘫痪，具有降低脑血管阻

力，改善脑血管循环、增加脑血管流量及抗血小板凝

集的作用，同时，黄芩素具有抗炎作用[2]。已有少数

研究报道，它可用于治疗癌症，但它在治疗乳腺癌中

的作用却鲜有人知[3]。U0126是 MAPK信号通路的

特异性抑制剂，可有效抑制多种癌症的增殖和转

移 [4]。联合使用黄芩素和 U0126可提高治疗癌症的

疗效，但两者在诱导人乳腺癌细胞株 MCF-7凋亡的

分子机制还有待进一步研究。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 细胞株 人乳腺癌细胞株 MCF-7购于中国

科学院上海生物研究所细胞库。细胞复苏后，在

37℃、5%二氧化碳 CO2、含 10%胎牛血清的 DMEM

培养液中培养，0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.1.2 药物和试剂 黄芩素购于美国 Sigma公司，

纯度为 99%，充分溶解于二甲基亚砜（dimethyl sul-

foxide，DMSO）中，储存液浓度为 5 000μg/L（DMSO

的终浓度≤0.2%），4℃避光保存，使用前用细胞培

养基稀释成实验所需的浓度。U0126 购于美国

Alexis公司，Trizol试剂购于美国 Invitrogen公司，细

胞周期试剂盒购于南京凯基生物发展有限公司，逆

转录试剂盒购于加拿大 Fermentas公司。二抗由辣

根过氧化物酶标记，从西化仪北京科技有限公司购

买。CCK8试剂盒（Cell Counting Kit-8）购于拓然生

物科技公司。鼠抗人 P-P38单克隆抗体购自美国

Cell Signaling公司，鼠抗人 P-ERK1/2单克隆抗体

购自美国 Santa Cruz公司，鼠抗人单克隆抗体 Bax

购自美国 BD公司，鼠抗人 Bcl-2单克隆抗体购自

德国 Calbiochem公司，鼠抗人 P-GSK-3β单克隆

抗体购自德国 Cell Signaling公司，鼠抗人 GAPDH

单克隆抗体购自上海申能博彩公司。Annexin V/PI

试剂盒购于百浩天生物科技有限公司。

1.1.3 主要仪器 流式细胞仪购于美国 BD 公司，

显微镜购于美国 Leica公司，电泳仪和凝胶成像分

析系统购于美国 Bio-Rad 公司，CCK8 检测仪购于

美国 Thermo公司。

1.2 方法

1.2.1 流式细胞术检测细胞周期 乳腺癌细胞株

MCF-7接种于 12孔板，处理后，收集细胞，室温

PBS洗涤 2次，加入 1 ml 70%预冷乙醇固定过夜，

第 2天离心去除乙醇，PBS重悬，加入 RNase至终浓

度为 100 mg/L，37℃水浴 30 min，加入 PI染色液至

终浓度为 50 mg/L，4℃避光染色 30 min，用激发波长

为 488 nm的红色荧光检测细胞周期。结果采用细胞

was used to test the changes of MCF-7 cell cycle. CCK8 assay was applied to measure proliferation of MCF-7 cells.
The number of cells was observed under light microscope. Flow cytometry and TUNEL were used to evaluate the
apoptosis of MCF -7 cells. RT -PCR and Western blot were adopted to detect the mRNA and protein levels of
apoptosis-related proteins. Results Compared to the MCF-7 cells stimulated with 20 滋M baicalein alone, the ratio of
S phase MCF-7 cells decreased after treatment by baicalein combined with U0126 ( < 0.05). When the MCF-7
cells were treated by different concentrations of baicalein or U0126, the proliferation was inhibited dramatically in a
dose -dependent way ( < 0.05). Compared to the MCF -7 cells treated with baicalein alone, the early and late
apoptotic cells were augmented dramatically when they were treated by both baicalein and U0126 ( < 0.05). When
the MCF-7 cells were treated by baicalein combined with U0126, the level of Bcl-2 decreased ( < 0.05), the level
of Bax greatly increased ( < 0.05), and the phosphorylation levels of ERK1/2, GSK-3茁 and P38 obviously reduced
( < 0.05) compared with the cells with single treatment of baicalein or U0126. Conclusions Baicalein and U0126
can dramatically inhibit the proliferation and increase the apoptosis of MCF-7 cells through decreasing the level of
Bcl-2, reducing the phosphorylation levels of ERK1/2, GSK-3茁 and P38, and increasing the level of Bax. Hence,
baicalein and U0126 can be used to treat breast cancer, both are very important in clinic.

Keywords: baicalein; U0126; human breast cancer cell line MCF-7; apoptosis; molecular mechanism
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周期拟合软件进行分析，记录亚二倍体峰，即凋亡细

胞峰 sub-G1期、G0/G1期、S期、G2/M期细胞比例，实

验重复 3次。

1.2.2 CCK8检测细胞增殖 ①制备细胞悬液，计

数细胞；②将细胞悬液接种至 96 孔板中，每孔

100μl，加入黄芩素或 U0126，每个样本 3 个重复；

③37℃培养箱培养 4 h；④加入 10μl CCK8，混匀；

⑤培养 4 h，生成 Formazan；⑥测定 450 nm吸光度：

采用双波长进行测定，检测波长 450～490 nm，参比

波长 600～650 nm。设定空白对照 1：在不含细胞的

培养基中加入 CCK8，测定 450 nm的吸光度作为空

白对照 1；空白对照 2：在不含细胞加入黄芩素或

U0126的培养基中加入 CCK8，测定 450 nm的吸光

度作为空白对照 2。一般 OD值在 0.1～2.0之间，在

1.0左右较好。若吸光值太高，说明细胞数量过多或

CCK8试剂的孵育时间过长，应该适当减少细胞数

量或缩短孵育时间。细胞增殖越快，则颜色越深，细

胞毒性越大，则颜色越浅。对于同样的细胞，颜色的

深浅和细胞数量呈线性关系。

1.2.3 细胞显微摄影检测细胞数量变化 采用 2、

5、10 和 20μmol 黄芩素处理人乳腺癌细胞株

MCF-7，24 h后，低倍镜下观察细胞数量变化。

1.2.4 TUNEL法检测细胞凋亡 细胞经处理后，

移去培养基，PBS洗 2遍，4% PFA室温固定 10 min，

3%过氧化氢浸泡 10 min，抑制内源性过氧化氢酶，

蛋白酶室温孵育 30 min，PBS 洗 2 遍，滴加 50μl

TUNEL反应液，室温湿盒中孵育 60 min，PBS 洗 3

遍，显微镜下分析结果。

1.2.5 流式细胞术检测早期和晚期凋亡 采用

20μmol 黄芩素单独处理，20μmol 黄芩素和

10μmol U0126联合处理人乳腺癌细胞株，24 h后，

Annexin V/PI试剂盒染色，流式细胞仪检测早期凋

亡和晚期凋亡。实验操作按照试剂盒说明书严格执

行，即细胞处理后，收集悬浮细胞，PBS洗 2次，加入

400μl 1×Binding Buffer重悬细胞，接着加入 5μl

Annexin V-FITC，混匀，室温避光孵育 15 min 加入

10μl PI染色液至终浓度为 50μg/ml，混匀，避光

孵育 5 min，流式细胞仪检测早期凋亡和晚期凋亡。

检测结果采用 CellQuest 软件进行分析。实验重复

3次。

1.2.6 实时聚合酶链反应检测凋亡相关蛋白的表达

水平 人乳腺癌细胞株 MCF-7处理后，去掉培养

基，PBS洗 2遍，用 Trizol提取总 RNA，采用 Thermo

Fermentas公司生产的逆转录试剂盒 K1622逆转录

成 cDNA第一链，采用实时聚合酶链反应检测凋亡

相关基因的表达水平。引物序列如下：ERK1/2，正

向：AATCACACGGTAGACACTGAAATGCC，反向：C

ATCATCCCATCTAAAATGTCCCCTG；Bax，正向：CA

TATAACCCCGTCAACGCAG，反向：GCAGCCGCCAC

AAACATAC；Bcl-2，正向：GTCTTCGCTGCGGAGATC

AT，反向：CATTCCGATATACGCTGGGAC；GSK-3β，

正向：GGCAGCATGAAAGTTAGCAGA，反向：GGCG

ACCAGTTCTCCTGAATC；P38，正向：AACATCCTGT

CGTCGCCTTAC，反向：ACGTGCGTGACCTTAAAGT

AGA；GAPDH，正向：GCACCGTCAAGGCTGAGAAC，

反向：TGGTGAAGACGCCAGTGGA。

1.2.7 Western blot检测凋亡相关蛋白的表达水平

处理 MCF-7细胞后，用 4℃预冷的 PBS冲洗细胞 2

次，加入含 5%蛋白酶抑制剂的裂解液（RIPA 强），

全程冰上操作，转移蛋白液至已标记的 Eppendorf

管中，超声破碎后，10 000 r/min离心 10 min后取上

清液，收集细胞总蛋白，变性，-20℃保存备用。取

5μl 蛋白进行 10% SDS-PAGE 电泳，转膜到

0.2μmol PVDF膜上，5%脱脂奶粉的 1×TBST封闭

2 h，去除封闭液，PBS 漂洗 2 次，5 min/ 次。一抗

（ERK1/2稀释比例为 1∶1 500，P-ERK1/2稀释比例

为 1∶1 000，GSK-3β稀释比例为 1∶1 000，Bax稀

释比例为 1∶800，Bcl-2稀释比例为 1∶500，P38稀

释比例为 1∶1 000，P-P38 稀释比例为 1∶1 000，

GAPDH 稀释比例为 1∶2 000）4℃孵育过夜。1×

TBST 漂洗 2 次，20 min/ 次，HRP 羊抗小鼠 IgG

（H+L）及 HRP 羊抗兔 IgG（H+L）（二抗稀释比例

均为 1∶2 000）室温孵育 1 h，1×TBST 漂洗 2 次，

5 min/ 次，BIO-RAD 凝胶成像仪成像后，Quantity

one 软件进行平均光密度值（mean optical dengsity，

MOD）分析，通过 GAPDH 平均光密度调整基本一

致，计算相关因子蛋白水平表达，实验重复 3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据处理，所有

数据采用均值±标准差（x±s）表示，两组间比较采

用 检验，多组间比较采用方差分析， <0.05表示

差异具有统计学意义。
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组别 早期凋亡 晚期凋亡

空白对照组 1.4±0.2 2.6±0.5

DMSO对照组 0.5±0.4 6.3±0.9

黄芩素组 12.5±5.9 22.7±2.3

黄芩素 +U0126组 22.6±5.7 33.5±3.1

值 8.763 14.234

值 0.035 0.004

表 4 黄芩素与 U0126对人乳腺癌细胞株

MCF-7细胞早期和晚期凋亡的影响 %

2 结果

2.1 MCF-7细胞的周期变化

与空白对照组和 DMSO对照组比较，用20μmol

黄芩素处理人乳腺癌细胞株 MCF-7，24 h 后，G0～

G1 期细胞比例明显增多，S 期细胞比例明显下降

（ <0.05），G2/M期细胞无明显变化，与空白对照组

和 DMSO 对照组比较，采用 20μmol 黄芩素与

10μmol U0126 联合处理 MCF-7 细胞，24 h 后，

G0～G1期细胞比例明显增多（ <0.05），S期细胞比

例明显下降，但和黄芩素组比较，无明显变化，而 S

期细胞比例降低（ <0.05），G2/M期细胞差异无统计

学意义（ >0.05）。此研究结果表明，黄芩素可增加

人乳腺癌细胞株 MCF-7 G1期细胞比例，U0126 可

明显降低 S期细胞比例。见表 1、图 1。

2.2 MCF-7细胞的增殖

MCF-7细胞经不同浓度的黄芩素处理（1、2、5、

10、20、50、100、200和 300μmol）24 h后，采用 CCK8

检测黄芩素对细胞增殖的影响，实验结果表明，黄芩

素可明显抑制 MCF-7细胞增殖且具有浓度依赖性。

MCF-7细胞经不同浓度的 U0126 处理（1、2、5、10、

20和 30μmol），24 h后，采用 CCK8检测 U0126对

细胞增殖的影响，实验结果表明，U0126可明显抑制

MCF-7细胞增殖且具有浓度依赖性。见图 2。

2.3 MCF-7细胞的数量变化

与空白对照组和 DMSO对照组比较，2、5、10和

20μmol黄芩素处理 MCF-7细胞，24 h后，细胞凋

亡现象有统计学意义（ <0.05）。此研究结果表明，

黄芩素可诱导 MCF-7细胞凋亡且具有浓度依赖性。

见表 2、图 3。

2.4 MCF-7细胞的凋亡

与空白对照组和 DMSO 对照组比较，20μmol

黄芩素单独处理人乳腺癌细胞株 MCF-7，细胞凋亡

现象有统计学意义（ =0.039），20μmol 黄芩素和

10μmol U0126联合处理 MCF-7，细胞凋亡现象有

统计学意义（ =0.013）。此研究结果表明，黄芩素和

U0126可增加 MCF-7细胞凋亡且两者具有协同效

应。见表 3、图 4。

2.5 MCF-7细胞的早期和晚期凋亡情况

与空白对照组和 DMSO 对照组比较，20μmol

黄芩素单独处理 MCF-7 细胞，24 h 后，早期凋亡

和晚期凋亡均增多（ <0.05），采用 20μmol黄芩素

与 10μmol U0126同时处理 MCF-7细胞，早期凋

亡和晚期凋亡均增多（ <0.05）。此研究结果表明，

黄芩素和 U0126均可诱导 MCF-7细胞早期凋亡和

晚期凋亡，且两者具有协同效应。见表 4、图 5。

组别 G0/G1 S G2/M

空白对照组 55.0±2.5 30.1±3.4 14.2±0.8

DMSO对照组 56.3±4.1 30.5±3.8 13.1±1.4

值 9.491 7.583 3.729

值 0.016 0.042 0.071

黄芩素组

黄芩素 +U0126组

91.7±1.9

91.2±1.3

8.6±0.9

4.2±0.6

8.1±0.7

6.7±0.9

表 1 黄芩素与 U0126对人乳腺癌细胞株

MCF-7细胞周期的影响 （%，x±s）

组别 细胞数量

空白对照组 3.5±0.5

DMSO对照组 3.2±0.4

2μmol黄芩素组 2.3±0.8

5μmol黄芩素组 1.2±0.6

10μmol黄芩素组 0.8±0.2

20μmol黄芩素组 0.6±0.1

值 15.787

值 0.001

表 2 黄芩素对人乳腺癌细胞株 MCF-7

细胞数量的影响 ×103

组别 凋亡指数

空白对照组 1.3±0.2

DMSO对照组 1.6±0.4

黄芩素组 67.3±5.9

黄芩素 +U0126组 82.2±5.7

值 22.321

值 0.001

表 3 黄芩素与 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞

凋亡指数的影响 AI%
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A B C D

A：空白对照组，流式细胞术检测各细胞周期所占比例；B：DMSO对照组，流式细胞术检测各细胞周期所占比例；C：20μmol黄芩素处理组，

流式细胞术检测各细胞周期所占比例；D：20μmol黄芩素与 10μmol U0126联合处理组，流式细胞术检测各细胞周期所占比例

图 1 黄芩素和 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞周期的影响
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A B

A：不同浓度黄芩素处理 24 h对 MCF-7增殖影响结果；B：不同浓度 U0126处理 24 h对 MCF-7增殖影响结果

图 2 CCK8检测黄芩素和 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞增殖的影响
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A：黄芩素 0μmol-24 h，B：黄芩素 0μmol-DMSO-24 h，C：黄芩素 2μmol-24 h，D：黄芩素 5μmol-24 h，E：黄芩素 10μmol-24 h，F：黄芩素

20μmol-24 h

图 3 黄芩素对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞形态影响
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组别 Bcl-2 Bax

空白对照组 1.01±0.09 1.00±0.09

DMSO对照组 0.81±0.08 1.11±0.10

黄芩素组 0.41±0.05 2.67±0.22

U0126组 0.35±0.07 3.13±0.31

黄芩素 +U0126组 0.17±0.05 6.12±0.21

值 18.476 9.628

值 0.000 0.014

表 5 黄芩素与 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞

Bcl-2和 Bax mRNA表达的影响 （x±s）

组别 p-ERK1/2

空白对照组 1.05±0.11

DMSO对照组 1.02±0.12

p-GSK-3β p-P38

1.06±0.08 0.91±0.08

1.01±0.05 0.92±0.07

黄芩素组 0.52±0.060.47±0.05 0.21±0.04

U0126组 0.31±0.02 0.19±0.05 0.38±0.05

黄芩素 +U0126组 0.16±0.03 0.08±0.02 0.18±0.04

值 8.892 11.412 16.561

值 0.031 0.009 0.001

表 6 黄芩素与 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞各

因子蛋白表达的影响 （x±s）

2.6 Bcl-2、Bax的 mRNA表达

采用 20μmol黄芩素或 10μmol U0126单独处

理 MCF-7 细胞 24 h 后，Bcl-2 的 mRNA 水平表达

降低（ <0.05），凋亡促进因子 Bax的 mRNA水平表

达增高（ <0.05）。此研究结果表明，黄芩素和 U0126

均可诱导 MCF-7细胞凋亡。见表 5。

2.7 凋亡相关蛋白的表达水平

与空白对照组和 DMSO组比较，采用 20μmol

黄芩素或 10μmol U0126 单独处理 MCF-7 细胞，

24 h 后，ERK1/2、GSK-3β 和 P38 的磷酸化水平降

低（ <0.05），与单独处理组比较，采用 20μmol 黄

芩素和 10μmol U0126 联合处理 MCF-7 细胞，这

些凋亡相关蛋白的变化有统计学意义（ <0.05）。

此研究结果表明，黄芩素和 U0126 均可诱导

MCF-7 细胞凋亡，且两者联合使用具有协同效

应。见表 6、图 6。

A B C D

A：空白对照组细胞凋亡情况；B：DMSO 对照组细胞凋亡情况；C：20μmol 黄芩素处理组细胞凋亡情况；D：20μmol 黄芩素与 10μmol

U0126联合处理组细胞凋亡情况

图 4 黄芩素或 U0126对人乳腺癌细胞株 MCF-7细胞凋亡的影响
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A B C D

A：空白对照组细胞早期和晚期凋亡情况；B：DMSO对照组细胞早期和晚期凋亡情况；C：20μmol黄芩素处理组细胞早期和晚期凋亡情况；

D：20μmol黄芩素与 10μmol U0126联合处理组细胞早期和晚期凋亡情况

图 5 黄芩素和 U0126对 MCF-7细胞早期和晚期凋亡的影响
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1：空白对照组；2：DMSO 对照组；3：20μmol/L 黄芩素组；4：

20μmol/L U0126组；5：20μmol/L黄芩素 +20μmol/L U0126 组

图 6 各因子蛋白的表达变化
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ERK1/2
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3 讨论

目前，乳腺癌是威胁女性健康的最常见恶性肿

瘤之一，是女性发病率最高的恶性肿瘤，发病率约为

30%，死亡率约为 20%[5]。随着生活环境和饮食习惯

的改变，乳腺癌的患病率呈逐年上升趋势[6]。

黄酮类化合物是植物多酚类的代谢物，主要包

括异黄酮、黄酮、黄酮醇、异黄酮醇、黄烷酮、异黄烷

酮、喳尔酮等[7]。这类化合物具有多种生物活性，包

括：抗炎、抗病毒、抗氧化、抗衰老、免疫调节和抗肿

瘤等[8]。黄芩素是从中药黄芩根部提取的有效成分，

可用于治疗肝癌、前列腺癌、膀胱癌等，但目前关于

黄芩素与乳腺癌的报道却屈指可数，因此，深入研究

黄芩素的抗乳腺癌分子机制具有深远的临床意义[9]。

U0126 是 MAPK 激酶 MEK1 和 MEK2 的高效

选择性抑制剂，可同时抑制活化形式和未活化形式

的 MEK1/2[5]。ERK、GSK-3β和 P38 3个信号通路

可促进乳腺癌细胞生长和增殖，增强乳腺癌细胞的

抗凋亡和耐药性[10]。本研究结果表明，单独使用黄芩

素或 U0126处理人乳腺癌细胞株 MCF-7，可降低

ERK、GSK-3β和 P38的磷酸化水平，抑制相关信

号通路，联合使用黄芩素和 U0126具有协同抑制效

应，可更大限度地抑制乳腺癌细胞的生长。因此，利

用黄芩素和 U0126靶向阻断细胞生长信号传导通

路，可抑制癌细胞生长，提高癌细胞对化疗药物的敏

感性。另外，单独使用黄芩素或 U0126，或联合使用

黄芩素和 U0126处理人乳腺癌细胞株 MCF-7，可明

显增加细胞凋亡，加强化疗药物杀伤乳腺癌细胞的

能力。

诱导乳腺癌细胞凋亡是治疗乳腺癌的常用策略

之一[11]。Bcl-2家族通过线粒体途径调控细胞凋亡，

Bax是促凋亡成员，Bcl-2是抗凋亡成员，黄芩素或

U0126刺激乳腺癌细胞 MCF-7后，Bax与 Bcl-2的

比例增加，线粒体的外膜上形成大量孔隙，释放线粒

体凋亡蛋白，激活 Caspase，诱导细胞凋亡，联合使用

黄芩素和 U0126，Bax/Bcl-2的比例更高，乳腺癌细

胞的凋亡越趋严重，2种药物具有协同作用，联合使

用效果远大于单独使用效果的简单之和，这可能取

决于药物间的相互作用[12]。

细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regu-

lated kinase，ERK）是丝裂原激活蛋白激酶（mitogen

activated protein kinase，MAPK）家族的重要成员之

一，是多种生长因子和细胞因子调控细胞增殖、分化

和凋亡的重要通路[13]。ERK与细胞表面受体结合后，

将信号转导至细胞核内，促进癌细胞增殖甚至发生

恶性转化 [14]。ERK抑制剂可通过抑制 ERK而抑制

MEK激酶活性，从而抑制 MAPK级联反应参与细胞

周期调控，尤其是 G1/S期调控[15]。本研究结果表明，

黄芩素、U0126单独处理，或黄芩素和 U0126联合

处理人乳腺癌细胞株 MCF-7后，可降低 ERK的磷

酸化水平，从而增加 G1期细胞含量，抑制细胞增殖，

促进细胞凋亡。

糖原合成酶激酶（GSK-3β）是Wnt信号通路的

关键信号分子，是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶[16]。

GSK-3β被激活后，可活化 Bax、c-jun和 Caspase等

蛋白，在癌症组织中诱导早期细胞凋亡[17]。已有研究

报道，GSK-3β在氟尿嘧啶的作用下可促进结肠癌

细胞株 colo320凋亡，其作用机制可能为：氟尿嘧啶

刺激结肠癌细胞株 colo320后，促进 GSK-3β由胞

浆转移至胞核并活化 GSK-3β，抑制 NF-κB从抑

制物 IκB解离，从而降低细胞核内 NF-κB 的含

量，抑制 NF-κB的促生存作用，为治疗结肠癌提供

了新的思路[18]。但本研究结果表明，黄芩素、U0126

单独处理或联合处理人乳腺癌细胞株 MCF-7 后，

GSK-3β的磷酸化水平降低，从而上调凋亡促进因

子 Bax，下调凋亡抑制因子 Bcl-2，促进细胞凋亡。

P38/MAPK是 MAPK家族的重要成员，可调控

多种癌症的细胞周期、凋亡、EMT与耐药性如乳腺

癌等，在控制 G1/S和 G2/M检查点上扮演重要角色，

此信号通路高度活化，会导致肿瘤细胞恶性增殖。本

研究的结果表明，黄芩素、U0126单独处理人乳腺癌

细胞 MCF-7，24 h后，P38的磷酸化水平急剧降低，

两者联合处理后，P38 的磷酸化水平更低，
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P38/MAPK信号通路活性降低。黄芩素和 U0126可

下调 P38/MAPK信号通路，抑制乳腺癌细胞转移，促

进凋亡。

综上所述，黄芩素联合 U0126通过下调 ERK、

GSK-3β和 P38信号通路，激活线粒体细胞凋亡途

径，增加 Bax/Bcl-2 比例，促进乳腺癌细胞凋亡，为

乳腺癌临床治疗提供了新的化疗药物和治疗策略。
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