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摘要：目的　探索黄芩素联合５－氟尿嘧啶（５－ＦＵ）对肺癌 Ｈ４６６细胞增殖、
凋亡及迁移的影响。方法　将肺癌Ｈ４６６细胞分成空白组、对照组、实验组和联
合组。空白组给予１０ｍｏｌ·Ｌ－１的二甲基亚砜；对照组给予２０ｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素；
实验组给予２０ｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ；联合组给予１０ｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素 ＋１０ｍｏｌ·Ｌ－１

５－ＦＵ。用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）实验法检测细胞存活率，用流式细胞仪
检测细胞凋亡情况和活性氧（ＲＯＳ）水平，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移情况，用
蛋白质印迹法检测丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路蛋白表达水平变化情况。
结果 　 空 白 组、对 照 组、实 验 组 和 联 合 组 ２４ｈ后 存 活 率 分 别 为
（１１４３４±２８８）％、（７９８７±３４８）％、（５７６６±１８２）％和（４０３１±２７３）％，
细胞凋亡率分别为（１４４７±１３６）％、（３３９４±４３３）％、（４９２０±３８２）％和
（４９１７±２１３）％，细胞迁移率分别为（８４３±１９４）％、（１１２５±１５５）％、
（２６７４±３１３）％和（６８８３±４３２）％，试验组和联合组的上述指标与对照组比
较均显著升高，且联合组的上述指标均显著高于试验组（均Ｐ＜００１）。在联合
组中加入ＲＯＳ清除剂ＮＡＣ后，空白组、对照组、实验组、联合组和联合组 ＋ＮＡＣ
的细胞凋亡率分别为（７８２±０９４）％、（１２３１±２１３）％、（３３４８±４９２）％、
（５２４２±３１７）％和（３０３９±２７２）％；细胞迁移率分别为（４３６±０５４）％、
（４９２±０７１）％、（３１４３±３１４）％、（５２６４±５２６）％和（２７６１±３５２）％，联
合组＋ＮＡＣ的上述指标与联合组相比均显著降低（均Ｐ＜００１）。空白组、实验
组、对照组、联合组和联合组 ＋ＮＡＣ的 ｐ－ＪＮＫ蛋白相对表达水平分别为
０７８±００５、０７０±００４、０７３±００３、０９８±００２和０７３±００５；ｐ－ｐ３８相对表
达水平分别为０５６±００２、０５１±００３、０６０±００４、０７６±００６和０５４±００３；
ｐ－ＥＲＫ相对表达水平分别为０３４±００３、０３０±００４、０２８±００４、０１８±００３
和０３３±００５。联合组的ｐ－ＪＮＫ和 ｐ－ｐ３８蛋白相对表达水平与对照组比较
均显著升高，ｐ－ＥＲＫ蛋白相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００１）；联合组 ＋
ＮＡＣ的ｐ－ＪＮＫ和ｐ－ｐ３８低蛋白相对表达水平均显著降低，ｐ－ＥＲＫ蛋白相对
表达水平显著升高（均Ｐ＜００１）。结论　黄芩素联合５－ＦＵ能够通过上调肺
癌Ｈ４４６细胞中的ＲＯＳ水平，激活ＪＮＫ及ｐ３８信号通路，抑制ＥＲＫ信号通路，进
一步增强５－ＦＵ对Ｈ４４６细胞的增殖抑制、诱导凋亡及抑制迁移作用。
关键词：黄芩素；５－氟尿嘧啶；小细胞肺癌Ｈ４４６细胞；活性氧；丝裂原活化蛋白
激酶信号通路
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ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－ＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｂａｉｃａｌｅｉｎａｎｄ５－ＦＵｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎＨ４４６ｃｅｌｌｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＲＯＳｌｅｖｅｌｓ，ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＪＮＫａｎｄｐ３８ｐａｔｈｗａｙｓ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＥＲＫ
ｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂａｉｃａｌｅｉｎ；５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ；ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＨ４４６ｃｅｌｌ；ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　肺癌是全世界范围内发病率和死亡率最高的癌
症，肺癌患者的５年生存率不足１０％［１－２］。当前化疗

药物大多都会抑制骨髓造血系统，主要是白细胞和血

小板的下降，且存在耐药性的问题［３］。化疗药物联合

中药及免疫治疗效果比单独用药效果更好，且可能降

低患者对药物的耐药性，已广泛作为化疗的辅助治疗

手段［４］。黄芩素是中药黄芩中提取出来的黄酮类化

合物，可以降低脑血管阻力，在临床多用于脑血管病

治疗［５－６］。研究显示，黄芩素对胰腺导管癌、卵巢癌、

黑色素瘤及宫颈癌等多种癌细胞均有较好的抑制作

用，还能够增强顺铂、吉西他滨等化疗药物的抗癌活

性［７］。本研究旨在探索黄芩素联合 ５－氟尿嘧啶
（５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５－ＦＵ）对Ｈ４４６细胞增殖及凋亡的影响。

材料与方法

１　材料
细胞株　人肺癌 Ｈ４４６细胞系和人正常肺细胞

ＩＭＲ－９０，均购自中国科学院细胞研究所。
试剂　黄芩素，规格：每管１ｇ，纯度：９９％，批号：

Ｓ２５９５６，购自上海源叶生物科技有限公司；５－ＦＵ，
规格：每管５ｍｇ，纯度：９９％，批号：Ｆ６６８３８５，购自上海
阿拉丁生化科技股份有限公司；Ｎ－乙酰半胱氨酸酰
胺（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－Ｌ－ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）清 除 剂，规 格：２ｇ，纯 度：
９９９９％，批号：Ｎｃｌ７８５４７，购自上海西格玛奥德里奇贸



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２４５５　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

易有限公司；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、２，７－二氯二氢荧光素二乙酸酯（２，
７－ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）和
细胞凋亡检测试剂盒，均购自翌圣生物科技（上海）股

份有限公司；丝裂原活化蛋白激酶ｐ３８（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐ３８，ｐ３８）、磷酸化（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ，
ｐ－）ｐ３８、细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）、ｐ－ＥＲＫ、应激活化蛋白激酶
（ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）和 ｐ－ＪＮＫ一抗，均
购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司。

仪器　４３００酶标仪，美国 Ａｗａｒｅｎｅｓｓ公司产品；
ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ流式细胞仪，美国 ＢＤ公司产品；ＹＹＪ－
７００显微镜，北京金相公司产品；Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ
Ｔｅｔｒａ＋ＭｉｎｉＴｒａｎｓ－ＢｌｏｔＷＢ蛋白电泳仪电泳槽，上海
艾研生物科技有限公司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

黄芩素溶液配制　将黄芩素１ｇ溶解在二甲基亚
砜 （ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）３５４ ｍＬ中，得 到
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的储存液，置于室温中保存。临用时，
用蒸馏水稀释为２０μｍｏｌ·Ｌ－１。
５－ＦＵ溶液配制　将５－ＦＵ５ｍｇ溶解在 ＤＭＳＯ

３８４ｍＬ中，得到１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的储存液，置于室温
中保存。临用时，用蒸馏水稀释到２０μｍｏｌ·Ｌ－１。
２２　细胞培养

将人肺癌 Ｈ４４６细胞置于含 １０％胎牛血清、
１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素及 １００μｇ·ｍＬ－１链霉素的
ＰＲＭＩ－１６４０培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的
培养箱中培养，每 ２ｄ换液 １次，待细胞生长至
８０％～９０％，按１∶３比例进行传代，取对数生长期细
胞进行后续实验。

将 ＩＭＲ－９０细胞置于含 １０％ 胎牛血清、
１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素及 １００μｇ·ｍＬ－１链霉素的
ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱
中培养，每２ｄ换液１次，待细胞生长至８０％ ～９０％，
按１∶３比例进行传代，取对数生长期细胞进行后续
实验。

２３　细胞分组与处置方法
取对数生长期的 Ｈ４４６细胞及 ＩＭＲ－９０细胞分

为空白组、对照组、实验组和联合组。空白组给予

１０ｍｏｌ·Ｌ－１的二甲基亚砜；对照组给予２０ｍｏｌ·Ｌ－１

黄芩素；实验组给予２０ｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ；联合组给予
１０ｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素＋１０ｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ。除了上述
４组外设立联合组 ＋ＮＡＣ，即在联合组用药基础上加

２０ｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＣ，来针对性研究活性氧的存在意义。
２４　ＣＣＫ－８实验法检测细胞存活率［８］

将对数生长期的 Ｈ４４６细胞及 ＩＭＲ－９０细胞，按
照每孔１×１０４个细胞的密度接种至９６孔板，待细胞
贴壁生长２４ｈ后，按“２３”的方法进行分组和处置，
每组设８个复孔，在干预０、３、６、１２、２４ｈ后，每孔添加
ＣＣＫ－８１０μＬ，在 ３７℃下孵育 ２ｈ。用酶标仪在
４５０ｎｍ处测量各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，
并计算 Ｈ４４６细胞及 ＩＭＲ－９０细胞各个时间段的细
胞存活率。

２５　流式细胞仪检测细胞凋亡［９］

按“２３”的方法进行分组与处理，于处理３、６、１２
和 ２４ｈ后，收集细胞并经过磷酸盐缓冲溶液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗后，依据细胞凋
亡检测试剂盒说明书进行操作，用流式细胞仪检测细

胞凋亡率。

２６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移情况［１０］

将 Ｈ４４６细胞消化离心重悬，调整密度为
５×１０６ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，取 ２００μＬ加到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的
上层，下层加入含有１０％ＦＢＳ的 ＰＲＭＩ－１６４０培养基
５００μＬ，培养２４ｈ后，吸弃培养液，使用棉签轻轻擦去
上室膜表面未迁移的细胞，用ＰＢＳ冲洗２次，４％多聚
甲醛固定 １５ｍｉｎ，然后用 ０１％结晶紫进行染色
０５ｈ，随机选择５个视野，在显微镜（×４００）下计数
迁移至小室微孔膜下层的细胞数。

２７　流式细胞仪检测细胞ＲＯＳ水平［９］

按“２３”的方法进行分组与处理，收集处理完细
胞后，弃去上清后ＰＢＳ洗涤１次。加１０μｍｏｌ·Ｌ－１的
ＤＣＦＨ－ＤＡ，３７℃恒温水浴锅中避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤１次，用ＰＢＳ５００μＬ重悬细胞，转移至流式管后
流式细胞仪检测细胞内活性氧水平。

２８　蛋白质印迹法检测目的蛋白的表达水平［１１］

按“２３”的方法进行分组与处理，收集细胞于离
心管中，用蛋白试剂盒提取蛋白。每孔上样２０μｇ，用
１０％～１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶进行电
泳，随后用湿转转膜仪将其转移至硝酸纤维膜上。

５％脱脂乳封闭１５ｈ后，吐温 －２０缓冲液（Ｔｗｅｅｎ－
２０－ｂａｓｅｄｓａｌｉｎｅ－ｓｏｄｉｕｍｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＴＢＳＴ）洗涤
５次。加入与细胞凋亡及细胞周期阻滞相关的一抗
（稀释比例为１∶２０００），４℃摇床孵育过夜。将对应一
抗回收，ＴＢＳＴ洗涤５次，加入对应二抗（ＨＲＰ标记山
羊抗兔及抗鼠免疫球蛋白 Ｇ），室温摇床孵育 １５ｈ
后，ＴＢＳＴ洗涤 ５次，用 ＥＣＬ化学发光显色剂进行显
色，再通过化学发光成像系统进行拍照。内参选择
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α－ｔｕｂｕｌｉｎ，并用 ＩｍａｇｅＪ１４２ｑ软件对所出条带进行
灰度分析。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２１０软件进行统计分析。符合正态分布

的计量数据用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本 ｔ
检验。

结　　果

１　黄芩素联合５－ＦＵ对 Ｈ４４６和 ＩＭＲ－９０细胞增
殖的抑制作用

黄芩素、５－ＦＵ及联合处理后，Ｈ４４６细胞的存活
率随着处理时间的延长而逐渐降低，且在相同处理时

间下，联合组的细胞存活率均显著低于实验组和对照

组，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）。
然而，黄芩素和５－ＦＵ及联合处理后，ＩＭＲ－９０细胞
并没有明显的大量死亡，实验组对ＩＭＲ－９０细胞的存
活率有一定的影响；黄芩素和５－ＦＵ联合组处理后，
相较于对照组细胞存活率，在统计学上差异均无统计

学意义（均Ｐ＞００５），而相对于实验组细胞存活率显
著升高（均Ｐ＜００１），结果表明，联合处理对ＩＭＲ－９０
细胞无明显的增殖抑制作用。说明２药联合使用后
不但增强了对细胞的增殖抑制作用还降低了５－ＦＵ
单药大剂量使用造成的药物不良反应。结果见表１。
２　黄芩素与 ５－ＦＵ联用对 Ｈ４４６细胞的诱导凋亡
作用

空白组、对照组、实验组和联合组的细胞凋亡率

分别 为 （１４４７±１３６）％、（３３９４±４３３）％、
（４９２０±３８２）％和（４９１７±２１３）％，联合组的细胞
凋亡率与空白组和对照组比较，在统计学上差异均有

统计学意义（均Ｐ＜００１）。
３　黄芩素与５－ＦＵ联用对Ｈ４４６细胞迁移的影响

空白组、对照组、实验组和联合组的细胞迁移抑

制率分别为（８４３±１９４）％、（１１２５±１５５）％、
　　

（２６７４±３１３）％和（６８８３±４３２）％，实验组的细胞
迁移抑制率与对照组相比显著升高，联合组的细胞迁

移抑制率与实验组相比显著升高，在统计学上差异均

有统计学意义（均Ｐ＜００１）。
４　黄芩素与５－ＦＵ联用对Ｈ４４６细胞中ＲＯＳ的影响

对照组、试验组、联合组和联合组 ＋ＮＡＣ的细胞
凋亡率与空白组比较均显著升高，且联合组的细胞凋

亡率较实验组显著更高，而联合组＋ＮＡＣ的细胞凋亡
率较联合组显著降低，在统计学上差异均有统计学意

义（均 Ｐ＜００１）。试验组、联合组和联合组 ＋ＮＡＣ
的细胞移植抑制率均显著高于空白组，且联合组的细

胞移植抑制率显著高于试验组，而联合组＋ＮＡＣ的细
胞移植抑制率显著低于联合组，在统计学上差异均有

统计学意义（均Ｐ＜００１）。结果见表２。
５　黄芩素与５－ＦＵ联用对Ｈ４４６细胞蛋白的影响

空白组、对照组、实验组和联合组中 Ｂｃｌ－２蛋白
相对表达水平分别为 １０１±００９、０８８±００９、
０６８±０１２和０４１±００６；Ｂａｘ蛋白相对表达水平分
别为 ０１１±００１、０１２±００２、０１７±００４和
０３８±００８；Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平分别为
００１±０００、００８±００１、０７８±０１２和１２８±０２１；
ＰＡＲＰ蛋白相对表达水平分别为 ０２１±００４、
０３２±０１３、０６４±０１２和０９８±００７，其中，对照组
的Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平较空白组均
显著升高，联合组的上述指标较对照组均显著升高，

在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）；对照
组的Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平较空白组显著降低，联
合组的上述指标较对照组显著降低，在统计学上差异

均有统计学意义（均Ｐ＜００１），见图２。
空白组、对照组、联合组和实验组的 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ

相对表达水平分别为 ０９１±０１５、０６１±００９、
００８±００１和０２７±００６降低；Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ相对表
达水平分别为０４１±０１０、０５３±００９、１２８±０１３
和 １０８±００９升高，其中，联合组和实验组的
　　

表１　黄芩素联合５－氟尿嘧啶对Ｈ４４６和ＩＭＲ－９０细胞存活率的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｅｉｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ５－ＦＵｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨ４４６ａｎｄＩＭＲ－９０ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ

（ｈ）

ＶｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆＨ４４６ｃｅｌｌ（％） ＶｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆＩＭＲ－９０ｃｅｌｌ（％）

Ｂｌａｎｋ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ｂｌａｎｋ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

３ １０２８４±３２３ ９６５５±３１１ ９２３２±３８９ ８４２７±２１４△ １０１４５±３４２ ９８５６±２９５ ９４３３±３８２ ９５４３±３１５
６ １０６６２±５４４ ９０４６±２８４ ８４７３±３２４ ７０９４±３６３△ １０３７４±４２３ ９７４４±４１７ ８３４１±３２２ ９２８３±１９５△

１２ １１０７２±４９６ ８３２８±４２６ ７２１４±２９３ ５３６３±２５４△ １０９６２±３８５ ９４２２±５２８ ７２４２±２９４ ８９７２±１５５△

２４ １１４３４±２８８ ７９８７±３４８ ５７６６±１８２ ４０３１±２７３△ １１５５１±３１７ ９２３１±４７６ ５９２２±１８５ ８７３６±３７４△

Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｏｌ·Ｌ－１ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ）；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
１０ｍｏｌ·Ｌ－１５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ（５－ＦＵ）；Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋１０ｍｏｌ·Ｌ－１５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ（５－ＦＵ）；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，△Ｐ＜００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ相对表达水平较空白组和对照组均显著
降低，且联合组较试验组显著更低，在统计学上差异

均有统计学意义（均Ｐ＜００１）；且联合组和实验组的
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ相对表达水平分相对表达水平较空白组和
对照组均显著升高，且联合组较试验组显著更高，在统

计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１），见图２。
空白组、实验组、对照组、联合组和联合组 ＋ＮＡＣ

的ｐ－ＪＮＫ蛋白相对表达水平分别为 ０７８±００５、
０７０±００４、０７３±００３、０９８±００２和０７３±００５；
ｐ－ｐ３８蛋白相对表达水平分别为 ０５６±００２、
　　

图 ２　用蛋白质印迹法检测各组Ｈ４４６细胞凋亡和细胞迁移相
关蛋白的相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨ４４６ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：ＢｌａｎｋＧｒｏｕｐ，Ｂ：ＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ，Ｃ：ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＧｒｏｕｐ，Ｄ：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ

０５１±００３、０６０±００４、０７６±００６和０５４±００３；
ｐ－ＥＲＫ蛋白相对表达水平分别为 ０３４±００３、
０３０±００４、０２８±００４、０１８±００３和０３３±００５。
对照组的上述指标与空白组和实验组相比，在统计学

上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；联合组的
ｐ－ＪＮＫ和ｐ－ｐ３８蛋白相对表达水平较对照组均显著
升高，ｐ－ＥＲＫ蛋白相对表达水平较对照组均显著降
低，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）；
联合组＋ＮＡＣ的 ｐ－ＪＮＫ和 ｐ－ｐ３８蛋白相对表达水
平较联合组显著降低，ｐ－ＥＲＫ蛋白相对表达水平较
联合组显著升高，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００１），见图３。

图 ３　用蛋白质印迹法检测各组Ｈ４４６细胞的丝裂原活化蛋白
激酶（ＭＡＰＫ）信号通路相关蛋白
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＭＡＰＫ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
Ｈ４４６ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：ＢｌａｎｋＧｒｏｕｐ，Ｂ：ＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ，Ｃ：ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＧｒｏｕｐ，Ｄ：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ，Ｅ：ＣｏｍｂｉｎａｔｉｏｎＧｒｏｕｐ＋ＮＡＣ

表２　各组细胞凋亡情况和细胞迁移情况
Ｔａｂｌｅ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｉｔｅｍ Ｂｌａｎｋ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ＋ＮＡＣ

Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） ７８２±０９４ １２３１±２１３△△ ３３４８±４９２△△ ５２４２±３１７ ３０３９±２７２△△

Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％） ４３６±０５４ ４９２±０７１△△ ３１４３±３１４△△ ５２６４±５２６ ２７６１±３５２△△

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ＋ＮＡＣ：１０ｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋１０ｍｏｌ·Ｌ－１的５－ＦＵ＋２０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮＡＣ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１

讨　　论

５－ＦＵ是嘧啶类化疗药物的代表，但是药物不良

反应也使 ５－ＦＵ不能以长时间和大剂量的方式用
药［１２］。中药黄芩中所提取出来的黄芩素是黄酮类化

合物的一种，可以辅助增强顺铂、吉西他滨等化疗药

物的抗癌活性。本研究中黄岑素单独使用可小程度
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抑制Ｈ４４６的增殖但效果不及同浓度５－ＦＵ，然而当
１０μｍｏｌ·Ｌ－１黄岑素和１０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ联合使
用 时，对 Ｈ４４６ 细 胞 的 抑 制 作 用 要 远 高 于
２０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ；同时对正常肺细胞ＩＭＲ－９０细
胞的药物不良反应验证中，１０μｍｏｌ·Ｌ－１黄岑素和
１０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ联合使用对正常细胞的增殖抑
制效果要低于２０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ单药使用，说明黄
芩素与５－ＦＵ联用能够在有效地降低药物不良反应
的同时增强５－ＦＵ对细胞的抗癌效果。
５－Ｆｕ发挥抗癌作用是通过抑制胸苷酸的合成来

将细胞周期阻滞在Ｓ期，最后引起细胞发生凋亡。细
胞凋亡又受到多种因素的调控，其中最经典的线粒体

依赖性凋亡过程受到 Ｂｃｌ－２家族及 Ｃａｓｐａｓｅ家族多
个蛋白的调控，Ｂａｘ和Ｂｃｌ－２蛋白之间的平衡影响着
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的活化，活化后的 Ｃａｓｐａｓｅ－３会进一
步剪切下游蛋白，最终导致细胞凋亡［１３］。在本研究

中，黄芩素对 Ｈ４４６细胞没有明显的诱导凋亡作用，
２０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ能够显著诱导 Ｈ４４６细胞凋亡，
１０μｍｏｌ·Ｌ－１黄岑素和１０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ联合使
用后细胞凋亡比例进一步显著上升，证明了黄芩素与

５－ＦＵ联用能够提高５－ＦＵ对Ｈ４４６细胞的诱导凋亡
作用。单独黄岑素不能抑制 Ｈ４６６细胞的迁移，单独
５－ＦＵ对肺癌 Ｈ４６６细胞的迁移有较低的抑制作用，
２药联合处理后对细胞迁移的抑制程度显著升高，证
明了黄芩素与５－ＦＵ联用能够提高５－ＦＵ对 Ｈ４４６
细胞的诱导凋亡及迁移抑制作用。

当癌细胞中的 ＲＯＳ水平超过一定范围后会激活
细胞中的多条信号通路从而改变多种生理进程［１４］。

本实验显示，当黄岑素和５－ＦＵ单独处理 Ｈ４４６细胞
后，细胞中的 ＲＯＳ水平与对照组相比没有显著性差
异，但是当２者一起联用处理后，细胞中的 ＲＯＳ水平
明显上升；当在联合组中加入ＲＯＳ清除剂ＮＡＣ之后，
凋亡细胞数目和迁移细胞数目均降低到和５－ＦＵ单
独处理组相近的水平，因此可判断黄岑素与５－ＦＵ联
合使用后能够上调 Ｈ４４６细胞中的 ＲＯＳ水平进而增
强５－ＦＵ的抗癌作用。有研究证明，ＭＡＰＫ信号通路
受体内 ＲＯＳ水平的调控，为了进一步探索 ＲＯＳ调控
的下游分子机制，本研究进一步在分子水平上检测了

ＭＡＰＫ相关蛋白的表达量变化情况，从实验结果中可
以看出１０μｍｏｌ·Ｌ－１黄岑素和１０μｍｏｌ·Ｌ－１５－ＦＵ
联合使用后 ｐ－ＪＮＫ及 ｐ－ｐ３８相对表达水平均显著
升高，ｐ－ＥＲＫ相对表达水平显著降低，但 ＲＯＳ清除
剂ＮＡＣ显著逆转了ＭＡＰＫ信号通路的变化。

本研究提示：黄芩素与５－ＦＵ联合使用能够通过

上调肺癌Ｈ４４６细胞中的 ＲＯＳ水平，激活 ＪＮＫ及 ｐ３８
信号通路，抑制ＥＲＫ信号通路，进一步增强５－ＦＵ对
Ｈ４４６细胞的增殖抑制、诱导凋亡及抑制迁移作用。
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