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黄芩提取物抑制乳腺癌MCF-7细胞生长的研究

（1.内蒙古自治区人民医院 乳腺肿瘤外科，内蒙古 呼和浩特 010017；

2.内蒙古医科大学附属医院 临床医学研究中心，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 探讨黄芩提取物（scutellaria baicalensis georgi extract，SBGE）对人乳腺癌MCF-7细胞凋亡和周

期的影响，进一步明确SBGE的抗肿瘤机制。方法 体外分别培养MCF-7细胞，通过细胞苏木精-伊红（HE）染色、

Annexin-V/PI染色、流式细胞术（FCM）技术检测细胞形态、细胞膜结构、细胞凋亡和细胞周期的改变；应用West-

ern-Blot方法检测Caspase-3和Cyclin D1蛋白表达变化。结果 SBGE组处理细胞48h后，细胞HE染色显示：细胞

形态出现明显的凋亡特征，如细胞核变小、染色质浓缩、出现凋亡小体等。FCM检测发现，Annexin-V/PI双染结

果显示, 10 ug/mL和20 ug/mL组细胞发生的凋亡率较对照组增多，差异有统计学意义（P <0.05）。FCM分析各组细

胞周期变化显示，10 ug/mL和20 ug/mL组阻滞细胞周期于G0/G1期的变化。Western-Blot检测发现，与对照组比

较，SBE处理细胞48h后，乳腺癌细胞Caspase-3蛋白表达增高，差异有统计学意义（P <0.05）；Cyclin D1蛋白表达降

低，差异有统计学意义（P <0.05）。结论 本研究证实SBGE可能抑制人乳腺癌MCF-7细胞，诱导其细胞凋亡，阻滞细

胞周期于G0/G1期，从而在乳腺癌细胞中产生抗肿瘤的作用。
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乳腺癌是女性常见的恶性疾病，发病率居于全

球女性恶性肿瘤的首位，随着人们年龄增加和生活

方式的改变，我国乳腺癌的发病率在过去十年里急

剧增加，且发病人群呈明显年轻化趋势。尽管乳腺

癌诊疗方法比几年前有了很大进步，但患者的后期

生存质量仍被复发和转移所困扰。因此，积极寻找

乳腺癌侵袭及转移的潜在机制对乳腺癌的治疗有

很大帮助。当前治疗乳腺癌方案多种多样，效果显

著，但是困扰复发、转移的因素还很多，需要在控制

肿瘤的发生、发展方面进一步努力。有效的途径之

一就是诱导细胞调亡[1]。传统中药（TCM）已被用

于治疗各种癌症。黄芩（SBG）是一种著名的中药，

传统上被描述为具有“清热、燥湿、泻火、解毒和止

血”的特性。在现代，它已被证明具有多种特性，包

括抗氧化和抗炎作用，并通过细胞凋亡途径抑制几

种肿瘤的增殖。例如，SBG 通过ROS依赖性激活

Caspase通路诱导人膀胱癌细胞凋亡，通过使PI3K/

Akt通路抑制 B16F10 小鼠黑色素瘤细胞的扩散，通

过抑制 p38 /MAPK通路抑制卵巢癌细胞的增殖[2]。

因此，本研究探讨黄芩提取物是否能够阻碍乳腺癌

细胞生长、诱导乳腺癌细胞凋亡、降低乳腺癌细胞

的侵袭能力。

1 材料与方法

1.1 实验试剂和仪器

黄芩提取物（成都迈特生物科技有限公司，编

号NAT-019）；人乳腺癌MCF-7细胞（北大肿瘤学

院）；DMEM培养基、胎牛血清（FBS）、胰蛋白酶和

PBS（Hyclon，美国）；流式细胞周期试剂盒（BD，美

国）；流式Annexin V-FITC凋亡试剂盒（BD，美国）；

Caspase-3和 Cyclin Dβ-actin antibody（Sigma公司，

美国）；数码凝胶成像系统Odyssey近红外荧光成像

系统扫膜及计算机图像分析仪（MewImage 软件，

Gene公司，美国）；C6流式细胞仪（BD公司，美国）。

1.2 实验方法及步骤

1.2.1 细胞培养与分组

将处于对数生长期的MCF-7细胞用0.25%胰

酶消化，接种于孔内放置无菌盖玻片的6孔板内，每

孔加入2 mL浓度为1×104细胞／mL的细胞悬液，

置于37 ℃、5％CO2的培养箱内，待细胞生长进入对

数生长期后，弃去旧培养液，分为3组，即对照组、

10 μg/mL SBGE组和20 μg/mL SBGE组，每组设3个

复孔，各孔加入含药培养液2 mL，置于37 ℃、5％

CO2的培养箱内，培养48 h后取出盖玻片，以l×PBS
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图1 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞细胞形态的影响（HE染色）
A：乳腺癌MCF-7细胞（x100）；B：10 μg/mL SBGE组（x100）；

C：20 μg/mL SBGE组（x100）。

图2 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞凋亡的影响（FCM）
A：乳腺癌MCF-7细胞对照组；B：10 μg/mL SBGE组；

C：20 μg/mL SBGE组。

清洗2次，预冷95％乙醇固定30min，1×PBS浸泡5min，

2次，苏木精染色15 min，自来水浸洗，伊红染液，染

色6 min，自来水浸洗，经80％酒精10 s、100％酒精

5 min，2次，逐级脱水，二甲苯透明5 min×2，细胞面

向下，中性树脂封片后采集和分析图象。

1.2.2 细胞凋亡的检测

将处于对数生长期的MCF-7细胞用0.25%胰

酶消化，接种于75 cm2的培养瓶内，每瓶加入1×104

个细胞/mL的细胞悬液5 mL，置于37 ℃、5％的CO2

培养箱内，待细胞生长进入对数生长期后，弃去旧培养

液，分为3组，即对照组、10 μg/mL SBGE组和20 μg/mL

SBGE组，每组设3个复孔，加入含药培养液5 mL/瓶，

置于37 ℃、5％CO2培养箱内，培养48 h后收集细胞，

调整细胞浓度为1×106个细胞/mL，移入1.5 mL的

EP管中，1000 rpm/min离心5min，弃上清，用预冷l×PBS

洗2次，每管加500 μL的Binding Buffer悬浮细胞；加

入5 μL Annexin V-FITC混匀后，加入20 μL Propidium

Iodide（PI），混匀；室温避光，反应15 min，进行FCM

观察和检测细胞凋亡率。

1.2.3 细胞周期的检测

收集药物作用后的MCF-7细胞，调整细胞浓

度为 1×106 个细胞/mL，移入 1.5 mL 的 EP 管中，

1000 rpm/min离心5min，弃上清，用预冷l×PBS洗2次，

加入100 μg/mL RNAse 15 μL，振荡混合均匀，4 ℃避

光放置15 min，加入含50 μg /mL PI的PBS 共500 μL，
4℃避光孵育30 min，FCM检测细胞周期3个时相的

分布情况。

1.2.4 Western-Blot检测SBGE对乳腺癌MCF-7细

胞Caspase-3和Cyclin D蛋白的影响

收集药物作用后的MCF-7细胞，加入适量预冷

的RIPA蛋白裂解液，将EP管冰浴30 min，4℃条件

12000 rpm/min离心15 min后收集上清于新EP管内，

BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，进行SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，蛋白电泳结束后，分离凝胶浸泡

于转膜缓冲液中，依次按转膜夹黑面、转膜棉、三层

滤纸、胶块、NC膜、三层滤纸、转膜棉、夹子面的顺

序摆放后夹住放入转膜槽中，进行半干转膜，将NC

膜完全浸入装有封闭液的玻璃皿中，脱色摇床上摇

动，室温封闭1 h后，将NC膜放入装有Caspase-3、

Cyclin D1和β-actin抗体（以5％脱脂牛奶1∶300稀

释）的50mL离心管中，摇床摇动，4℃过夜。用TBST在

脱色摇床上将NC膜室温震荡洗涤3次，每次5 min，将

NC膜放入装有二抗（以二抗稀释液1∶1500稀释）的

50 mL离心管中，室温摇床摇动1 h，避光条件下用

TBST在脱色摇床上将NC膜室温震荡洗涤3次，每

次5 min，Odyssey双色红外荧光扫描及灰度分析。

1.3 统计学处理

所有实验计量数据以均数±标准差（x±s）表

示，应用SPSS 19.0 统计学软件进行统计学处理。

组间比较采用方差分析，检验水准为α=0.05，以P< 0.05

为差异有统计学意义。

2.1 结果

2.1.1 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞细胞形态的影响

（HE染色）

乳腺癌MCF-7细胞核可见多个核仁，核明显，

呈畸形、染色质明显，核深染，呈蓝紫色似墨滴状，

细胞质深染，核胞质比失调，细胞间结构紧密，相邻

细胞融合成片，呈典型的肿瘤细胞无限性生长状态

（如图1-A）。SBGE作用于MCF-7细胞后，细胞体

积缩小，细胞胞核与胞浆浓缩而使细胞呈圆形，胞

浆红染，胞核呈蓝紫色，细胞核染色质聚集成团块

状，镜下可见核固缩、新月体形、环形和片状分裂以及

形成凋亡小体等典型细胞凋亡形态（如图1-B、C）。

2.1.2 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞凋亡的影响

SBGE作用于MCF-7细胞48 h后，利用FCM检测

Annexin-V/PI结果显示，对照组、10 μg/mL和20 μg/mL

组细胞凋亡率分别为0.51%、0.65%和1.59%，与对

照组比较，10 μg/mL组细胞凋亡率增加，差异有统计

学意义（P<0.05）；20 μg/mL组细胞凋亡率则显著增

加，差异有统计学意义（P < 0.01）（如图2）。

2.1.3 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞周期的影响

FCM检测的细胞周期结果显示，SBGE作用于
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图3 SBGE对乳腺癌MCF-7细胞周期的影响（FCM）
A：乳腺癌MCF-7细胞对照组；B：10 μg/mLSBGE组；

C：20 μg/mLSBGE组。

图4 SBG对乳腺癌MCF-7细胞Caspase-3和
Cyclin D蛋白的影响

分组

对照组

10 μg/mL

20 μg/mL

n
3

3

3

Caspase-3

0.56±0.012

0.88±0.035*

0.91±0.003**

Cyclin D1

0.92±0.014

0.75±0.023*

0.43±0.016**

表1 SBGE对MCF-7细胞Caspase-3和Cyclin D1蛋白灰度值
的影响（x±SD）

注：与对照组比较，*表示P < 0.05，**表示P < 0.01。

MCF-7细胞 48 h后，对照组、10 μg/mL SBGE组和

20 μg/mL SBGE 组 G0/G1 期时相分别为 48.77%、

57.15%和66.26%；S期时相分别为37.13%、31.06%

和 22.29%；G2/M 期时相分别为 14.11%、11.80%和

14.64%，与对照组比较，10 μg/mL组G0/G1期增加

（P < 0.05）；20 μg/mL组G0/G1期则显著增加（P <0.01）

（如图3）。

2.1.4 SBGE 对乳腺癌 MCF-7 细胞 Caspase-3 和

Cyclin D1蛋白的影响

Western - Blot 电泳结果显示，SBGE 作用于

MCF-7细胞后，细胞Caspase-3蛋白条带颜色变深，

对照组、10 μg/mL SBGE组和20 μg/mL SBGE组灰度

值分别为0.56、0.88和0.91，与对照组比较，10 μg/mL

组灰度值增加（P <0.05）；20 μg/mL 组灰度值则显著

增加（P <0.01）。细胞Cyclin DI蛋白条带颜色变浅，

对照组、10 μg/mL组和 20 μg/mL 组灰度值分别为

0.92、0.75和0.43，与对照组比较，10 μg/mL灰度值降

低，差异有统计学意义（P < 0.05）；20 μg/mL 组灰度值

显著降低，差异有统计学意义（P <0.05）（如图4，表1）。

3 讨论

人类对恶性肿瘤的研究，已经存在几世纪。目

前其被认为是一种复杂的疾病，乳腺癌是常见的肿

瘤类型之一。此疾病主要是由于调控细胞分裂的

反馈机制失效引起的，这会导致体内细胞不受控制

并无限制的恶性增长。在我国，乳腺癌居女性发病

率和病死率首位，发病呈现出逐渐年轻化的特征。

当前，乳腺癌相关的临床治疗，常采用切乳、保乳手

术，放化疗手术，或根据疾病类型采用手术、药物等

联合治疗等，以达到治疗效果，提高寿命。而对于

当前的治疗策略，有效解决癌症的耐药性、转移及

复发等问题仍旧是棘手问题。人们试图开展崭新

的，与生物治疗模式相关途径，进行基础、临床实验

研究，以进一步探索靶向治疗癌症的有效策略。其

中，中药在肿瘤的治疗方面突飞猛进，多个研究证实

中药能够阻止恶性肿瘤进展，为未来的恶性肿瘤治

疗找到了新的路径[3，4]。

黄芩提取物（scutellaria baicalensis georgi extract，

SBGE）是从黄芩（scutellaria baicalensis georgi，SBG）

的根茎中提炼出来，SBGE属于黄酮类化合物，具有

多种药理活性，包括抗氧化、抗凋亡、抗过敏和抗炎

作用[5]。此外，黄芩及其类黄酮已被证明在各种类

型的癌细胞中表现出抗癌作用[6~8]。尽管有报道，

SBG在体外抑制几种癌细胞系的增殖 [9，10]，但其在

人乳腺癌 MCF-7 细胞中的抗癌活性和相关机制仍

不清楚。

这些年肿瘤细胞凋亡是研究热点。细胞凋亡

就是外部和内部信号作用于细胞，诱发细胞死亡，

同时有关的基因会推动这个过程，导致细胞按一定

程序走向死亡。细胞凋亡可通过半胱天冬酶（cys-

teiny asparatate specific proteinases，Caspase）的蛋白

酶家族介导的外源性或内源性途径触发；Caspases

是细胞凋亡机制的核心，因为它们既是细胞死亡的

起始物（Caspases 2、Caspases 8、Caspases 9 和 Cas-

pases 10，主要负责凋亡途径的开始）和执行者

（Caspases 3、Caspases 6和Caspases 7，负责细胞成分

的明确分裂）。Caspase 在正常情况下以无活性的

前体形式合成与贮存，一旦被激活，启动 Caspases

就会切断执行体 Caspases，执行特定细胞底物的关

键性分裂，最终导致细胞凋亡。两种凋亡途径融合

激活效应器是Caspase 3，激活导致细胞的形态学和

生化改变等细胞凋亡特征，最终使细胞凋亡。研究

表明[7]，Caspase可调控细胞凋亡并在乳腺癌治疗中
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发挥重要作用，提高活化的 Caspase-3 蛋白表达量

可诱导乳腺癌细胞凋亡[11]。同时，在过去的几年中，

关于乳腺癌细胞生物学行为的研究大多集中在针

对治疗药物敏感性的基因调控上。在许多肿瘤中

发现了细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）的扩增，影响了

细胞周期调控、扰乱细胞周期、促进生长和癌变。

Cyclin D1 是恶性肿瘤生物学行为的关键因素，促进

肿瘤的侵袭性和高增殖活性。Cyclin D1的主要功

能是促进细胞增殖。Cyclin D1通过结合并激活 G1

时期特有的周期蛋白依赖性激酶CDK4，G1期周期

抑制蛋白（Rb）被磷酸化，磷酸化的Rb蛋白从其所结

合的E2F转录因子上解离，E2F转录因子起始转录活

细胞周期的基因，从而推动细胞周期由G1时期进入

到S时期。Cyclin D1基因的调控解除可能是导致癌

变过程中细胞周期失去正常控制的原因之一[12]。小

鼠模型中已经证实 Cyclin D1可以促进正常乳腺和

乳腺肿瘤的发展。Cyclin D1在20％的人类乳腺癌病

例中出现基因扩增，在 50％以上的乳腺肿瘤中蛋白

质过度表达。在61份乳腺癌组织中，Cyclin D1呈高

表达28份，高表达率为45.90％（28/61），表明 Cyclin

D1 在乳腺癌组织中有较高的过表达率[13]。

本研究观察了SBGE对MCF-7 细胞作用的潜

在机制，通过不同浓度SBGE作用于乳腺癌MCF-7

细胞后，对乳腺癌细胞进行细胞凋亡和周期分析，

然后进行相关蛋白Caspase-3和Cyclin D1的检测，

研究结果显示，SBGE作用于乳腺癌MCF-7细胞48h

后可诱导肿瘤细胞产生凋亡，促进凋亡关键蛋白

Caspase-3的表达，同时阻滞细胞周期于G0/G1期，减

少Cyclin D1的表达，阻断肿瘤细胞从G0/G1期进入S

期的过程，从而我们通过人乳腺癌细胞中的Cas-

pase-3和Cyclin D1途径确定了 SBGE 诱导凋亡和

阻滞细胞周期的作用，初步揭示SBGE抑制肿瘤生

长的作用机制。

肿瘤学家对从中医中寻找抗癌药物有相当大

的兴趣。过去的临床数据表明某些草药具有抗癌

特性[14]；然而，由于缺乏科学证据，有些科学家怀疑

中医的有效性。最近，实验表明中药成分可能具有

抗癌作用，临床试验表明中药可以提高生存率、增

加肿瘤反应、改善生活质量和降低化疗毒性[15]。本

研究表明，SBGE 诱导 Cyclin D1 蛋白下调和 Cas-

pase-3蛋白上调，诱导细胞凋亡，阻滞细胞周期。

因此，SBEG可能通过人乳腺癌MCF-7细胞的内在

途径导致细胞死亡。这些发现提示 SBEG 可以作为

一种潜在的抗癌剂。
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