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ERK1/2通路对Genistein与5-FU诱导的人肝癌细胞周期
阻滞的影响

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

®

■背景资料
ERK1/2通路是调
控细胞增殖的重
要途径, 细胞增殖
由细胞周期实现, 
在药物抑制肿瘤
细胞生长的研究
中 ,  明确ERK1/2
通路与细胞周期
的关系有利于发
现药物的作用机
制及指导临床的
用药. 

Abstract
AIM: To investigate the role of the extracellular 
regulated protein kinases (ERK)1/2 pathway in 
genistein and 5-fluorouracil (5-FU)-induced cell 
cycle arrest in human hepatoma cells.

METHODS: The MTS method was used to as-
say cell proliferation. Cell cycle was detected by 
flow cytometry. The protein expression of total 
ERK1/2 and phospho-ERK1/2 was detected by 
Western blot. 

RESULTS: Genistein and 5-FU, alone or in com-
bination, inhibited proliferation of MHCC97-L 
cells. Genistein induced an S-phase arrest and 
slightly inhibited the expression of phospho-
ERK1/2. ERK1/2 inhibitor could promote the 
inhibition of MHCC97-L cells by genistein, 
but had no significant effect on S-phase arrest. 
5-FU alone or in combination with genistein 
arrested the cells in S phase and significantly 
activated ERK1/2. ERK1/2 inhibitor increased 
genistein and 5-FU-induced growth inhibition of 
MHCC97-L cells and S-phase arrest.

CONCLUSION: Genistein and 5-FU inhibit the 
proliferation of liver cancer cells by arresting the 
cell cycle. Inhibition of the ERK1/2 pathway can 
resist genistein-induced S phase arrest in liver 
cancer cells, but promote S phase arrest induced 
by 5-FU alone or in combination with genistein.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
Genistein与化疗
药物联合阻滞肿
瘤 细 胞 周 期 与
ERK1/2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: 探讨染料木黄酮(Genistein, Gen)与5-
氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)诱导人肝癌
M H C C97-L细胞周期阻滞与细胞外调节蛋
白激酶(extracellular regulated protein kinases, 
ERK)1/2信号通路的关系.

方法: MTS法检测细胞增殖; 流式细胞术检测
细胞周期; Western blot检测总ERK1/2和磷酸
化ERK1/2蛋白表达.

结果: Gen与5-FU单用及联用均能抑制肝癌
MHCC97-L细胞增殖; Gen诱导细胞S期阻滞, 
少量抑制ERK1/2磷酸化, ERK1/2抑制剂可促
进Gen对MHCC97-L细胞的生长抑制作用, 而
对S期阻滞无明显影响; 5-FU单用和二者联用
组均阻滞S期细胞, 并显著激活ERK1/2磷酸化, 
ERK1/2抑制剂可促进两组药物对MHCC97-L
细胞的生长抑制和诱导S期阻滞作用.

结论: Gen与5-FU单用及联用均可通过阻滞细
胞周期来发挥抗肝癌细胞增殖的作用; 抑制
ERK1/2通路可抵抗Gen诱导的肝癌细胞S期阻
滞, 而促进5-FU单用和二者联用组诱导肝癌
细胞S期阻滞.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 在本研究结果中 ,  同时看到不同药

物可以通过激活或抑制细胞外调节蛋白激酶

(extracellular regulated protein kinases, ERK)1/2磷

酸化发挥抗肝癌细胞生长的生物学效应, 不同的

刺激因素及ERK1/2与其他信号途径的相互作用

等都可能成为ERK1/2调控细胞周期的复杂因素.
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0  引言

细胞外调节蛋白激酶(extracellular regulated 
protein kinases, ERK)1/2是丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号通

路的一个重要亚族, 是调节细胞生长、发育及

增殖的信号网络核心, 遵循MAPKs的三级酶促

级联反应, 即刺激因素→MAPKKK→MAPKK→

MAPK, 在ERKs传递途径中, MEK1/2作为MAP-
KK. PD98059是MEK1/2特异性抑制剂, 他可通

过抑制MEK1/2的活性来抑制ERK1/2的磷酸化

和激活, 从而发挥阻断ERK1/2信号通路的作用. 
染料木黄酮(Genistein, Gen)为天然异黄酮物质, 
具有多种生物学活性, 5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 
5-FU)为消化系肿瘤常用的化疗药物, 两者联合

有可能成为临床预防和治疗肿瘤的可行性方法, 
但其机制尚未明确. 本研究在前期结果[1]的基

础之上, 以人肝癌细胞MHCC97-L为模型, 探讨

Gen与5-FU诱导肝癌细胞周期阻滞与ERK1/2信
号通路的关系.

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、MTS(Promega); 优级胎

牛血清(Hyclone); 胰蛋白酶、DMSO(Amresco); 
DMEM高糖培养基(Gibco); 细胞周期检测试

剂盒(上海碧云天生物技术有限公司); ERK1/2 
polyclonal antibody、Phospho-ERK1/2 polyclonal 
antibody(Immunoway); β-actin(武汉博士德生

物工程有限公司); 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); 蛋白

Marker(MBI); 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细胞用含10%FBS的
DMEM高糖培养液置于37 ℃、5%CO2培养箱中

培养, 隔1 d换液, 细胞贴壁生长, 待满瓶底时, 用
胰酶消化, 吹打成单细胞, 分瓶传代. 
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)、Gen+5-FU组(80 μmol/L+40 μmol/L)、
PD98059+Gen组(50 μmol/L+80 μmol/L)、
PD98059+5-FU组(50 μmol/L+40 μmol/L)、
PD98059+Gen+5-FU组(50 μmol/L+80 μmol/L 
+40 μmol/L), 后三组为阻断ERK1/2的药物组

(PD98059预处理1 h后, 再加入联合的其他药物). 
1.2.3 MTS: 取对数生长期的MHCC97-L细胞, 以
6×103个/孔细胞浓度接种于96孔板, 每孔100 μL
细胞悬液, 每组设4个复孔, 培养24 h后换液, 分
别加入不同处理因素的培养液200 μL, 培养48 h
后, 加入MTS, 每孔10 μL, 继续孵育2 h, 于自动
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■相关报道
激活ERK途径可
以促进细胞生长, 
但有时也可以抑
制细胞增殖, 因细
胞种类、类型及
其在不同环境中
激活的机制而异. 
某些化疗药物可
以通过激活ERK
通路, 阻滞肿瘤细
胞周期. ERK通路
对肝癌细胞增殖
效应取决于ERK
活化的水平, ERK
活性在一定范围
内可刺激肝癌细
胞增殖, 低于此范
围不能刺激细胞
增 殖 ,  高 于 此 范
围, 可致细胞周期
停滞而抑制细胞
增殖.

酶标仪490 nm处测定每孔的吸光度(A )值, 实验

重复3次, 计算抑制率(inhibition ratio, IR), IR(%) 
= (1-药物组A值/对照组A值)×100%. 
1.2.4 流式细胞术检测细胞周期: 将处于对数生

长期的MHCC97-L细胞以1×105个/孔细胞浓

度接种于12孔板中, 每孔1 mL细胞悬液, 每组

设2个复孔, 培养24 h后换液, 加入不同处理因

素的培养液, 培养48 h后, 胰酶消化, 收集细胞, 
PBS(预冷)洗涤细胞1次, 加入1mL 70 mL/L乙醇

(预冷), 4 ℃固定12-24 h, 收集细胞, PBS(预冷)重
悬细胞1次, 加入PI工作液500 μL, 37 ℃避光温

浴30 min, 流式细胞仪在激发波长488 nm波长处

检测红色荧光, 以MODIFIT软件分析细胞DNA
含量及光散射分析, 实验重复3次.
1.2.5 Western blot检测总ERK1/2(t-ERK1/2)及
磷酸化ERK1/2(p-ERK1/2)的蛋白表达: 抽提细

胞蛋白, 取对数生长期的MHCC97-L细胞, 以3
×105个/孔细胞浓度接种于6孔板中, 每孔2 mL
细胞悬液, 每组设2个复孔, 培养24 h后换液, 加
入不同处理因素的培养液, 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. BCA蛋白定量, 采用微孔检测法, 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, 
冷却至室温后, 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5min, 
冷却后混匀, -20 ℃保存. 取各组样品15 mL(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Photo-
shop13.0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 MTS 检测48 h各药物组抑制肝癌细胞增殖情

况 各药物组均能明显抑制细胞生长(P <0.05)(图
1). 同时, PD98059、Gen、PD98059+Gen、
5 - F U、P D 9 8 0 5 9 + 5 - F U、G e n + 5 - F U、

PD98059+Gen+5-FU各组对肝癌细胞的抑制率

分别为13.68%、18.01%、23.86%、20.58%、

24.44%、22.92%、27.95%, PD98059预处理1 h
的药物组抑制率均明显高于对应单药抑制率, 
明显低于对应单药抑制率的叠加, 说明Gen、
5-FU、Gen+5-FU发挥抗MHCC97-L细胞增殖

作用需要ERK通路介导, 但不是唯一机制, 抑制

ERK通路可促进三者对MHCC97-L细胞的抗增

殖作用.  
2.2 细胞周期 Gen组G0/G1期细胞减少, S期细胞

增多, 阻滞S期; 5-FU组S期细胞明显增多, G2/M
期细胞明显减少, 阻滞S期; PD98059组S期细胞

增多, G2/M期细胞减少, 阻滞S期; Gen+5-FU组

5-FU拮抗Gen对G0/G1期的减少, 二者对S期阻滞

的协同作用不明显, 阻滞S期(图2).  
阻断ERK的Gen组与PD98059和Gen单用比

较, 其G0/G1期细胞较PD98059组减少、较Gen
组增多, 阻断ERK后的Gen仍可推动G1期向S期
转化, 但未达到本身单药水平, 说明抑制ERK通

路可拮抗Gen对MHCC97-L细胞G0/G1期的减少

作用, 而三者对S期阻滞无明显变化(P >0.05), 又
说明Gen诱导MHCC97-L细胞S期阻滞与ERK通

路密切相关; 阻断ERK的5-FU组与PD98059和
5-FU单用比较, 其对S期细胞阻滞完全, G2/M期

为0, 表明5-FU诱导MHCC97-L细胞S期阻滞与

ERK通路相关, 但存在其他机制, 且抑制ERK通

路可促进5-FU对MHCC97-L细胞S期阻滞的增

加和G2/M期的减少; 阻断ERK的Gen+5-FU组, 
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图  1  各组细胞在48 h的吸光度(A)值. 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. aP<0.05 vs  
对照组, cP<0.05 vs  未加PD98059的对应药物组, dP<0.01 vs  未
加PD98059的对应药物组, fP<0.01 vs  PD98059组.
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■创新盘点
本实验结果显示, 
Genistein与5-FU
单用及联用均可
通过阻滞细胞周
期来发挥抗肝癌
细胞增殖的作用; 
抑制ERK1/2通路
可抵抗Genistein
诱导的肝癌细胞
S期阻滞, 而促进
5-FU单用和二者
联用组诱导肝癌
细胞S期阻滞.
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图  2  各组细胞的细胞周期. 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; I: 各组细胞的细胞周期分布柱状图. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组, cP<0.05, 
dP<0.01 vs  未加PD98059的对应药物组, eP<0.05, fP<0.01 vs  PD98059组.
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PD98059能增加Gen+5-FU对G0/G1期细胞的减少

作用, 也致S期细胞完全阻滞, G2/M期为0, 既推

动G1期向S期转化, 又完全阻滞S期, 提示Gen+5-
FU组诱导MHCC97-L细胞S期阻滞与ERK通路

有关, 仍存在其他机制, 且抑制ERK通路可促进

Gen+5-FU对MHCC97-L细胞G0/G1期和G2/M期

的减少作用(图2).  
2.3 Western blot 各组t-ERK1/2的相对表达量差异

不明显, p-ERK1/2的相对表达量由高到低依次为

Gen+5-FU、5-FU、对照组、Gen、PD98059、
PD98059+5-FU、PD98059+Gen、PD98059+Gen+5-
FU, 提示5-FU和Gen+5-FU作用48 h后, 仍可显著

激活MHCC97-L细胞ERK1/2活性, 而Gen作用48 h
后, p-ERK1/2仅小幅度减少, 应用阻断剂的药物组

ERK1/2活性进一步被抑制(图3).

3  讨论

ERK1/2信号通路被视为肿瘤治疗的新靶点[2-5], 
他是调控细胞增殖的重要途径, 细胞增殖由细

胞周期实现, 很多药物通过影响肿瘤细胞周期

分布而致肿瘤细胞凋亡、坏死和自噬. Ma等[6]

证明在体内外, Gen能明显抑制肝癌细胞生长和

血管生成, 抑制Akt的活化和NF-κB的活性, 进
而抑制cyclin D1等与NF-κB相关基因产物的表

达, 而cyclin D是细胞G1/S期转化所必需的细胞

周期蛋白[7], 抑制cyclin D可导致细胞G0/G1期阻

滞. Gu等[8]通过体外实验提出, Gen可抑制肝癌

MHCC97-H细胞的增殖、粘附与侵袭, 诱导细

胞凋亡, 并呈浓度依赖, G0/G1期细胞阻滞, S期细

胞减少. 肝癌MHCC97-H和MHCC97-L细胞属于

同源不同转移潜能的两个细胞系, 前者转移率

高, 后者转移率低. 本实验结果显示, Gen通过增

加G1/S期转化来诱导S期阻滞, S期阻滞可能由

Gen少量降低ERK1/2活性来实现, 抑制ERK1/2
通路可抵抗Genistein诱导的肝癌细胞S期阻滞. 

一般认为, 激活ERK途径可以促进细胞生

长, 但有时也可以抑制细胞增殖, 因细胞种类、

类型及其在不同环境中激活的机制而异[9-11]. Shen
等[12]证明化疗药物(阿霉素)可以激活ERK通路. 
Lee等[13]在研究佛波酯诱导人红白血病K562细
胞分化时, 发现cyclin D1表达增加和cyclin B1表
达降低是ERK活性持续上升的结果. Chen等[14]报

道, 硒代胱氨酸可通过激活ERK1/2来诱导S期阻

滞, 促进人乳腺癌MCF-7细胞凋亡. Tsukada等[15]

发现, ERK通路对肝癌HepG2细胞增殖效应取决

于ERK活化的水平, ERK活性在一定范围内可

刺激肝癌细胞增殖, 低于此范围不能刺激细胞

增殖, 高于此范围, 可致细胞周期停滞而抑制细

胞增殖. 本实验结果显示, 5-FU通过阻止S/G2转

化来实现S期阻滞, S期阻滞部分由5-FU显著激

活ERK1/2活性来实现; Gen与5-FU联用(同时加

药)抑制肝癌MHCC97-L细胞增殖主要以5-FU的

作用为主, 在抗增殖作用中Gen和5-FU有协同作

用, 但5-FU能拮抗Gen的S期阻滞; 联用后所致的

p-ERK1/2相对表达量最高与S期阻滞有关; 抑制

ERK1/2通路可促进5-FU单用和二者联用组诱导

肝癌细胞S期阻滞. 在Gen+5-FU、5-FU与Gen组
中, 存在着一种趋势, 即p-ERK1/2相对表达量与

抗MHCC97-L细胞生长抑制率、S期细胞阻滞和

G2/M期细胞减少依次由高到低(或由多到少)呈
正相关. 

总之, 本研究结果中, 同时看到不同药物可

以通过激活或抑制ERK1/2磷酸化发挥抗肝癌细

胞生长的生物学效应, Gen与5-FU单用及联用均

可通过阻滞细胞周期来发挥抗肝癌细胞增殖的

作用. 不同的刺激因素及ERK1/2与其他信号途

径的相互作用等都可能成为ERK1/2调控细胞周

期的复杂因素, 这些因素也在不断的变化以达

到某种平衡, 仍有待于深入探索与研究. 
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