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Abstract
AIM: To explore whether genistein and 5-FU induce 
apoptosis of human hepatic cancer MHCC97-L cells 
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Genistein与5-FU通过p42/44 MAPK通路调控Bax诱导肝
癌细胞凋亡

赵忠新, 迟大鹏, 王钰粟, 梅庆步, 于海涛, 岳丽玲, 王 玉, 王秀华, 刘 丹

®

■背景资料
p42/44丝裂原活化
蛋白激酶(mitogen-
activated protein 
kinases, MAPKs)是
调节细胞增殖、
分化及发育的信
号网络核心, Bax
为Bcl-2家族中促
凋亡蛋白. 在药物
诱导肿瘤细胞凋
亡的研究中, 明确
p42/44 MAPK通路
与Bax的关系有利
于发现药物的作
用机制及指导临
床用药. 

by regulating Bax via the p42/44 MAPK pathway.

METHODS: MHCC97-L cells were treated with ge-
nistein, 5-FU, PD98059, genistein + 5-FU, PD98059 + 
genistein, PD98059 + 5-FU, or PD98059 + genistein 
+ 5-FU, respectively. The density and morphol-
ogy of MHCC97-L cells were observed under an 
inverted microscope. Apoptosis and cell death were 
detected after annexin V-FITC/PI staining under 
a fluorescence microscope. The expression of Bax 
protein was detected by Western blot.

RESULTS: All drug groups showed decreased 
cell density, cell death and debris, cell shrinkage 
or deformation, reduced cytoplasmic transpar-
ency, and vacuoles structure within the cells, 
with PD98059 + genistein + 5-FU group having 
the most obvious changes. Apoptotic cells and 
dead cells were detected in all drug groups. The 
relative expression of Bax protein was the high-
est in the genistein + 5-FU group, followed by 
the genistein, 5-FU, PD98059 + genistein + 5-FU, 
PD98059 + 5-FU, PD98059 + genistein, PD98059 
and control groups. The expression of Bax protein 
in the PD98059 + genistein group was very close 
to that in the PD98059 group, but was significant-
ly lower than that in the genistein group.

CONCLUSION: Genistein and 5-FU can induce 
the apoptosis of MHCC97-L cells and increase 
Bax expression possibly by regulating Bax mainly 
through the p42/44 MAPK pathway.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
木黄酮(genistein, 
Gen)增强肿瘤细
胞对化疗药物的
敏 感 性 ,  降 低 肿
瘤细胞耐药性的
产 生 ,  减 轻 患 者
对化疗药物的不
良 反 应 ,  已 成 为
国内外学者研究
的 热 点 之 一 .  联
合 用 药 的 协 同
疗 效 与 p 4 2 / 4 4 
MAPK通路相关
性的大小有可能
成为评价药物联
用的可行性和有
效性的指标.

摘要
目的: 探讨在染料木黄酮(gen i s t e in, Gen)
与氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)诱导肝癌
MHCC97-L细胞凋亡作用中p42/44丝裂原活
化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, 
MAPKs)对Bax的调控.

方法: 倒置显微镜观察细胞密度和细胞形态; 
荧光显微镜(Annexin V-FITC/PI)检测细胞凋
亡及细胞死亡; Western blot检测Bax蛋白表达.

结果: 倒置显微镜下, 所有药物组细胞密度均
下降, 死亡细胞及碎片散落在培养液中, 贴壁
细胞皱缩或变形, 胞浆透明度下降, 可见空泡
结构, 其中以PD98059+Gen+5-FU组变化最
明显; 荧光显微镜下, 所有药物组均可检测到
凋亡和死亡细胞; Western blot检测各组Bax
蛋白的相对表达量由高到低依次为G e n+5-
FU、Gen、5-FU、PD98059+Gen+5-FU、

PD98059+5-FU、PD98059+Gen、PD98059、
对照组, PD98059+Gen组的Bax蛋白表达与
P D98059组十分接近 ,  且明显低于G e n组 ; 
PD98059+5-FU组和PD98059+Gen+5-FU组的
Bax蛋白表达介于单用抑制剂组与未用抑制
剂预处理的对应药物组之间. 

结论: G e n、5-F U和G e n+5-F U均能诱导
MHCC97-L细胞凋亡, 并与上调Bax有关; Gen
对Bax的调控与p42/44 MAPK通路关系密切; 
5-FU和联用组调控Bax需要有p42/44 MAPK通
路参与.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 丝裂原活化蛋白激酶; 染料木黄酮; 氟尿嘧

啶; 细胞凋亡; Bax; 肝癌

核心提示: 降低p42/44丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases)的活性能拮抗木

黄酮(genistein)和氟尿嘧啶(5-fluorouracil)单用及

联用对MHCC97-L细胞上调Bax的作用, 但所有经

PD98059预处理的药物组抗肝癌细胞增殖的效果

并没有减弱, 反而增强, 提示存在其他机制与之相

互作用. 
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0  引言

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 

kinases, MAPKs)信号通路是将细胞外刺激信号

从细胞表面转导至细胞核内的重要传递者[1]. 细
胞外信号调节激酶(p42/44 MAPK, 又称ERK)是
MAPK家族的重要成员, 是一个三级酶促级联反

应链, 即Ras-Raf-MEK-p42/44 MAPK, 是调节细

胞增殖、分化及发育的信号网络核心. 染料木黄

酮(genistein, Gen)是天然异黄酮物质, 具有抗肿

瘤功效, 氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)是消化系

肿瘤常用的化疗药物, 二者联合有可能增强肿瘤

细胞对化疗药物的敏感性, 降低肿瘤细胞耐药性

的产生. 本研究延续前期实验[2], 进一步探讨在

Gen与5-FU诱导肝癌MHCC97-L细胞凋亡作用中

p42/44 MAPK对Bax的调控机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌MHCC97-L细胞购自复旦大学肝

癌研究所. Gen(Sigma), 5-FU(天津金耀氨基酸有

限公司), PD98059(Promega), 优级胎牛血清(Hy-
clone), 胰蛋白酶、DMSO(Amresco), DMEM高

糖培养基(Gibco), Annexin V-FITC/PI试剂盒(南
京凯基生物科技发展有限公司), Bax polyclonal 
antibody(Santa Cruz), β-actin(武汉博士德生物工

程有限公司), 蛋白Marker(MBI), 哺乳动物蛋白

抽提试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒、一步法快

速WB(HRP)试剂盒(北京康为世纪生物科技有

限公司), ECL超敏发光液(北京普利莱基因技术

有限公司), NC膜(Pall), 胶片(富士), 余为进口分

装或国产分析纯. 
1.2 方法  
1.2.1 细胞培养: MHCC97-L细胞生长于DMEM
高糖培养液中, 内含10% FBS及100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素, 置于37 ℃、5.0%CO2的培

养箱中培养, 实验所用细胞均取对数生长期. 
1.2.2 实验分组: 实验分为对照组、Gen组(80 
μmol/L)、5-FU组(40 μmol/L)、PD98059组(50 
μmol/L)(p42/44 MAPK抑制剂)、Gen(80 μmol/
L)+5-FU(40 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+ 
Gen(80 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+5-
FU(40 μmol/L)组、PD98059(50 μmol/L)+Gen(80 
μmol/L)+5-FU(40 μmol/L)组, 后3组为抑制

p42/44 MAPK的药物组(PD98059预处理1 h后, 
再加入联用药物).
1.2.3 倒置显微镜: 细胞以3×105个/孔接种于6孔
板, 每孔2 mL细胞悬液, 每组设3个复孔, 培养24 
h后, 加入不同药物处理的培养液, 处理48 h后, 
倒置显微镜下观察细胞密度及形态学变化.
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■相关报道
Gen诱导肝癌细胞
凋亡作用与上调
Bax、下调Bcl-2
及激活Caspase9
和Caspase3有关. 
5-FU可激活Cas-
pase8和Caspase3
的活性, 诱导肝癌
细胞凋亡. p42/44 
MAPK与Bcl-2家
族蛋白关系密切, 
p42/44 MAPK的
激活可上调Bcl-2
等抗凋亡蛋白的
表达而抑制细胞
凋 亡 ,  也 可 下 调
Bcl-2和Bcl-xL, 增
强Caspases3、6、
8、9的活性而促
进细胞凋亡.

1.2.4 荧光显微镜: 细胞以5×104个/孔接种于24
孔板, 每孔0.5 mL细胞悬液, 每组设2个复孔, 培
养24 h后, 加入不同药物处理的培养液, 处理48 
h后, PBS洗涤细胞2次, 加入提前混匀的500 μL 
Binding Buffer、5 μL Annexin V-FITC和5 μL PI
的混合液, 室温避光反应5 min, 于荧光显微镜

下, 用双色滤光片观察, Annexin V-FITC呈现绿

色信号, PI呈现红色信号.
1.2.5 细胞蛋白的抽提: 细胞以3×105个/孔接种

于6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 每组设2个复

孔, 培养24 h后, 加入不同药物处理的培养液, 培
养48 h后, PBS(预冷)洗涤细胞2次, 冰上加入400 
μL的蛋白抽提试剂(裂解液与蛋白酶抑制剂的

混合物), 冰上用枪头小心吹打贴壁细胞, 将裂解

液转移至EP管中, 冰上孵育30 min, 4 ℃ 14000 g
离心10 min, 小心转移上清液至新EP管中, 并记

录各组转移体积.
1.2.6 BCA蛋白定量: 将稀释好的A-G组BSA标

准品和待测蛋白样品(稀释10倍)各25 μL分别加

入96孔板, 每组设3个复孔, 加入200 μL BCA工

作液, 混匀后, 37 ℃孵育30 min, 冷却至室温, 于

自动酶标仪检测570 nm的吸光度值, 绘制标准曲

线, 计算待测样品的蛋白浓度, 用5×上样缓冲

液和细胞裂解液稀释, 调整待测样品蛋白浓度

为2 μg/μL, 100 ℃加热5 min, 冷却后混匀, -20 ℃
保存.
1.2.7 Western blot: 取各组样品15 μL(30 μg)上样, 
经SDS-PAGE电泳分离蛋白样品后, 转移至NC
膜上, 封闭液封闭10 min, 再用抗体反应液处理

后的一抗4 ℃孵育过夜, 经洗涤3次(每次5 min)
后, 进行ECL发光, 显影, 定影, 用Photoshop13.0
软件分析胶片泳带, 靶蛋白表达量用相对比率

来表示.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS16.0软件进行统计学分析, 两组间均数比较

采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 倒置显微镜观察细胞密度及细胞形态学

变化 所有药物组细胞密度均下降, 死亡细胞

及碎片散落在培养液中 ,  贴壁细胞皱缩或变

形, 胞浆透明度下降, 可见空泡结构, 其中以

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com
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图  1  倒置显微镜下各组细胞密度及形态学变化(×100). A: 对照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-FU组; 

F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: PD98059+Gen+5-FU组. 5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.
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■创新盘点
本实验结果显示, 
加入p42/44 MAPK
抑 制 剂 后 G e n 上
调Bax的作用与单
用抑制剂的相仿, 
又明显不及单用
Gen, 提示Gen可
能主要通过p42/44 
MAPK通路上调
Bax; 而5-FU和联
用组上调Bax只有
部分需要由p42/44 
MAPK通路介导.

PD98059+Gen+5-FU组变化最明显, 而对照组胞

浆内偶见空泡, 其余未见异常(图1).
2.2 荧光显微镜(Annexin V-FITC/PI)观察细胞凋

亡与细胞死亡 药物组荧光信号显示, 绿色为早

期凋亡的细胞, 细胞内红色而细胞膜周围绿色

的为晚期凋亡的细胞, 红色的为死亡的细胞, 所
有药物组均可检测到凋亡和死亡细胞, 对照组

未见明显的绿色和红色信号(图2).
2.3 Western b lot检测Bax蛋白表达 各组Bax
蛋白的相对表达量由高到低依次为G e n+5-
F U、G e n、5-F U、P D98059+G e n+5-F U、

PD98059+5-FU、PD98059+Gen、PD98059、
对照组; P D98059+G e n组的B a x蛋白表达与

PD98059组十分接近, 但明显低于Gen组, 抑制

p42/44 MAPK磷酸化未增加Gen上调Bax的作

用; PD98059+5-FU组和PD98059+Gen+5-FU组

的Bax蛋白表达介于单用抑制剂组与未用抑制

剂预处理的对应药物组之间(图3). 结果提示, 
Gen、5-FU和Gen+5-FU诱导MHCC97-L细胞凋

亡与上调Bax有关, Gen对Bax的调控与p42/44 
MAPK通路关系密切, 5-FU和联用组调控Bax需
要有p42/44 MAPK通路参与. 

3  讨论

国内外众多学者通过实验证明, Gen具有明显

诱导肝癌细胞凋亡作用与上调B a x[3-5]、下调

Bcl-2[4-6]及激活Caspase9[5]和Caspase3[5,7,8]有

关. 5-FU是历史悠久的基础化疗药物, 一般认

为他是抗代谢药, 但最新研究表明他还可通过

诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤作用[9]. 5-FU导致Fas
受体增加, 激活Fas信号途径, 引起Caspase8和
Caspase3的活化, 诱导肝癌细胞凋亡[10,11]. 有研

究表明, 过表达的Bax基因能进一步抑制Bcl-2
的功能, 促进肝癌细胞凋亡[12]. 本实验结果显

示, Gen、5-FU和Gen+5-FU组均能诱导肝癌

MHCC97-L细胞凋亡, 并与上调促凋亡蛋白Bax
有关. 

Bcl-2家族蛋白包括两大类, 一类是抗凋亡
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图  2  荧光显微镜显示各组细胞凋亡及死亡情况(×400). A: 对照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-FU组; 

F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: PD98059+Gen+5-FU组.  5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.

图  3  Western blot检测各组细胞Bax蛋白表达情况. A: 对

照组; B: Gen组; C: 5-FU组; D: PD98059组; E: Gen+5-

FU组; F: PD98059+Gen组; G: PD98059+5-FU组; H: 

PD98059+Gen+5-FU组.  5-FU: 氟尿嘧啶; Gen: 木黄酮.
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蛋白, 如Bcl-2和Bcl-xL等; 另一类是促凋亡蛋

白, 如Bax、Bak、Bid和Bad等[13]. p42/44 MAPK
是此信号转导通路的最下游, 当他活化后可使

其底物磷酸化, Bax是其底物之一. 一般认为, 
p42/44 MAPK激活能促进细胞增殖, 抑制细胞

凋亡, 这主要是因为p42/44 MAPK与Bcl-2家族

蛋白有着密切的关系[14]. p42/44 MAPK的激活

不仅可以上调Bcl-2等抗凋亡蛋白的表达, 而且

还可以诱导其磷酸化[15-18]. 另外, 也有实验发现, 
p42/44 MAPK信号途径也可促进细胞凋亡, 在
人B细胞的研究中, p42/44 MAPK参与诱导细胞

凋亡[14]. Boucher等[19]以胰腺癌细胞为模型, 分析

p42/44 MAPK在细胞生存中的调节作用以及相

关机制时, 发现p42/44 MAPK抑制剂可以诱导

细胞G0/G1期的阻滞及下调抗凋亡蛋白Bcl-2和
Bcl-xL的表达, 增强Caspase3、Caspase6、Cas-
pase8、Caspase9的活性, 但不影响促凋亡蛋白

Bax和Bak的表达. 本实验结果显示, 加入p42/44 
MAPK抑制剂后Gen上调Bax的作用与单用抑制

剂的相仿, 又明显不及单用Gen, 提示Gen可能主

要通过p42/44 MAPK通路上调Bax的蛋白表达; 
而5-FU和联用组上调Bax只有部分需要由p42/44 
MAPK通路介导.

总之, 降低p42/44 M A P K的活化能拮抗

Gen、5-FU和联用组对MHCC97-L细胞上调Bax
的作用, 但所有经PD98059预处理的药物组抗肝

癌细胞增殖的效果并没有减弱, 反而增强, 说明

仍存在其他机制与之相互作用, 尚待进一步研究.
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■同行评价
本文设计合理, 具
有一定指导意义.


