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随着人们对肿瘤分子机制认识的加深，许多抑制细胞增

殖或促进细胞凋亡的分子已经成为肿瘤治疗的新靶点。生长

因子的细胞内信号转导通路同肿瘤生长转移等密切相关，其

中磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶体蛋白

（Phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B/mammalian target

of rapamycin，PI3K/Akt/mTOR）信号转导通路的研究取得了一

定成果。黄荆子（Vitex negundo L.）含有多种具有广泛生物学

活性的化学成分，近年来，其所含的抗肿瘤活性成分得到了较

深入的研究。有研究[1]表明，从黄荆子中得到的黄酮类化合物

如紫花牡荆素对多种肿瘤细胞有细胞毒作用。笔者前期实验[2]

也证实从黄荆子中得到的 6 种提取物（EVn-10、EVn-20、

EVn-30、EVn-40、EVn-50、EVn-60）对人卵巢癌（CoC1）细胞的
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摘 要 目的：研究黄荆子木脂素3对人肝癌HepG2细胞增殖的抑制作用，及其与丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶（Akt）、细胞外调节蛋

白激酶1/2（ERK1/2）信号通路的关系。方法：以人肝癌HepG2细胞为研究对象，采用MTT法检测空白对照组和0.1、0.3、1.0、3.0、

10.0、30.0 μmol/L黄荆子木脂素3组（n＝3）细胞作用48 h后的增殖抑制率；采用细胞计数法检测黄荆子木脂素3（10.0 μmol/L）组、

5-氟尿嘧啶（5-FU，10.0 μmol/L）组、溶媒（含0.1％二甲基亚砜的完全培养基）组、空白对照组（n＝3）细胞作用24、48、72 h后的活细

胞数量；采用蛋白印迹法检测溶媒组、黄荆子木脂素3（10.0 μmol/L）组、磷脂酰肌醇3-激酶抑制剂LY294002（10.0 μmol/L）组及其

混合组（n＝3）细胞作用24 h后的磷酸化（p-）Akt和p-ERK1/2蛋白表达。结果：与空白对照组比较，1.0～30.0 μmol/L黄荆子木脂

素3组对细胞的抑制率明显升高（P＜0.01）；与溶媒组和空白对照组比较，黄荆子木脂素3组作用不同时间的活细胞数量均明显减

少（P＜0.01）；与5-FU组比较，黄荆子木脂素3组作用72 h后的活细胞数量明显增加（P＜0.01）；与溶媒组比较，黄荆子木脂素3组、

LY294002组及其混合组细胞内p-Akt和p-ERK1/2蛋白表达均明显降低（P＜0.01），但后3组间差异无统计学意义。结论：黄荆子

木脂素3呈浓度和时间依赖性抑制HepG2细胞的增殖，其机制可能与抑制Akt 、ERK1/2蛋白磷酸化水平有关。
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Effects of Vitex negundo Lignans-3 on the Proliferation Inhibition of Human Hepatic Cancer HepG2 Cells and
Protein Kinase Akt and ERK1/2 Signal Pathway
LI Yi-chun1，YANG Wen-jun2，CHEN Yan1（1.Dept. of Gynaecology and Obstetrics，The Second Affiliated Hospi-
tal of University of South China，Hunan Hengyang 421001，China；2.Dept. of General Surgery，The Second Af-
filiated Hospital of University of South China，Hunan Hengyang 421001，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study inhibitory effects of Vitex negundo lignans-3 on the proliferation of human hepatic cancer

HepG2 cells，and relationship of it with Akt and ERK1/2 signal pathway. METHODS：Human hepatic cancer HepG2 cells were as

subject， after 48 h treatment the inhibitory rate of cell proliferation was determined by MTT assay in blank control group and 0.1，

0.3，1.0，3.0，10.0 and 30.0 μmol/L Vitex negundo lignans-3 group（n＝3）；the viable count of cells were determined by cell count

assay in Vitex negundo lignans-3（10.0 μmol/L）group，5-FU（10.0 μmol/L）group，solvent（complete medium containing 0.1％

DMSO）group and blank control group（n＝3）after treated for 24，48 and 72 h；after 24 h treatment，the expressions of p-Akt

and p-ERK1/2 protein were determined by Western blotting assay in solvent group，Vitex negundo lignans-3（10.0 μmol/L）group，

phosphatidylinositol-3-kinase blocker LY294002（10.0 μmol/L）group and mixture group（n＝3）. RESULTS：Compared with blank

control group，the inhibitory rate of cells increased significantly in 1.0-30.0 μmol/L Vitex negundo lignans-3 groups（P＜0.01）；

compared with solvent group and blank control group，the viable count of cells decreased significantly in Vitex negundo lignans-3

group after treated for different time（P＜0.01）；compared with 5-FU group，the viable count of cells increased significantly in Vi-

tex negundo lignans-3 group after treated for 72 h（P＜0.01）；compared with solvent group，the expressions of p-Akt and p-ERK1/

2 protien decreased significantly in Vitex negundo lignans-3 group，LY294002 group and mixture group（P＜0.01），but there was

no significant difference among the latter 3 groups. CONCLUSIONS：Vitex negundo lignans-3 inhibits the proliferation of HepG2

cells in concentration and time-dependent manner，associating with the inhibition of Akt and ERK1/2 protein phosphorylation.
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··3099



China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 33 中国药房 2013年第24卷第33期

增殖具有不同程度的抑制作用，从黄荆子乙酸乙酯提取物中

分级分离得到的黄荆子木脂素3（Vitex negundo lignans-3）具有

抑制人肝癌HepG2细胞增殖的作用[3]，但机制不清楚。PI3K/

Akt通路激活与细胞外信号调节激酶 1/2（Extracellular signal-

regulated kinase1/2，ERK1/2）的激活密切相关，因此本试验拟

以Akt为靶点，研究黄荆子木脂素3的作用机制，为黄荆子木脂

素3作为一种新型抗肝癌活性先导物的研发提供参考。

1 材料
1.1 仪器

ELX-800 型酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）；Alphaimager

TM2200凝胶图像分析软件（美国Alpha Innotech公司）。

1.2 药品与试剂

黄荆子木脂素 3[黄色粉末，中南大学药学院天然药物化

学研究室周应军博士惠赠，化学名：6-羟基-4-（4-羟基-3-甲氧

基苯基）3-羟甲基-5-甲氧基-3，4-二氢（3R，4S）-2-醛基萘，分子

质量：354，纯度：＞98％]；二甲基亚砜（DMSO，美国 Sigma 公

司）；5-氟尿嘧啶（5-FU）注射液（南通精华制药有限公司，批号：

090608，规格：100 mg ∶ 10 ml）；鼠抗人Akt、磷酸化（p-）Akt、β-

肌动蛋白（β-actin）单克隆抗体和兔抗人ERK1/2多克隆抗体以

及山羊抗兔免疫球蛋白G（ImmunoglobulinG，IgG）或山羊抗鼠

IgG抗体均由美国Santa Cruz公司出品；LY294002（PI3K抑制

剂，美国Calbiochem公司，批号：BCP0070，纯度：＞99％）。

1.3 细胞

人肝癌HepG2细胞系购于中国典型培养物保藏中心（中

国武汉市）。

2 方法
2.1 细胞培养

取HepG2细胞用含 10％小牛血清的RPMI 1640培养基，

置于5％CO2、37 ℃、饱和湿度条件下培养，每2～3 d传代1次，

取对数生长期细胞，加入0.25％胰蛋白酶消化，用含10％小牛

血清的RPMI培养基配成 5 000 ml－1的细胞悬液，接种于培养

板中，每孔200 μl，于37 ℃、5％CO2、饱和湿度培养24 h。

2.2 细胞增殖活性检测

采用 MTT 比色法 [4]的方法，取对数生长期 HepG2细胞，

0.25％胰蛋白酶消化，用含10％小牛血清的RPMI培养基配成

5 000 ml－1的细胞悬液，接种于培养板中，每孔200 μl，于37 ℃、

5％CO2、饱和湿度培养 24 h。再分为空白对照组和 0.1、0.3、

1.0、3.0、10.0、30.0 μmol/L 黄荆子木脂素3组（n＝3），吸弃培养

基，黄荆子木脂素 3组换含终浓度为 0.1、0.3、1.0、3.0、10.0、

30.0 μmol/L的黄荆子木脂素 3的培养基，每孔 200 μl，空白对

照组换含等体积溶剂的培养基，培养48 h。吸弃培养基，每孔

加入200 μl新鲜配制的含0.5 mg/ml MTT的无血清培养基，继

续培养 4 h，加入 100 μl 的 DMSO，振荡混匀，酶标仪检测 570

nm波长处（参比波长450 nm）的光密度（OD）值。按公式计算

黄荆子木脂素3对HepG2细胞的增殖抑制率[IR＝（1－黄荆子

木脂素3组OD值/空白对照组OD值）×100％]，采用Prism程序

计算半数抑制浓度（IC50）。

2.3 细胞活力检测

采用细胞计数法[5]，取对数生长期HepG2细胞，用完全培

养基调整细胞浓度为 2.0×104 ml－1，以每孔 1 ml接种于 6孔板

中，再将其分为溶媒组、空白对照组（n＝3），每孔分别加入100

μl 的药液，使黄荆子木脂素 3组、5-FU 组终浓度分别为 10.0

μmol/L（黄荆子木脂素3）和10.0 μmol/L（5-FU），溶媒组每孔加

入同体积的含 0.1％ DMSO的完全培养基。细胞作用 24、48、

72 h后，台盼蓝染色，计数活细胞数（活细胞不着色，死细胞为

淡蓝色），取平均数，绘制生长曲线。

2.4 蛋白表达检测

采用蛋白印迹法 [6]，取对数生长期 HepG2细胞分为溶媒

组、黄荆子木脂素 3（10.0 μmol/L）组、LY294002（10.0 μmol/L）

组及其混合组，按“2.3”项下方法，加入对应的药液作用细胞

24 h后，加细胞裂解液裂解，提取总蛋白，进行蛋白定量。每组

取25 μg蛋白样品加入等体积上样缓冲液，100 ℃加热10 min，

10％或 6％十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电

泳后转移（100 mA，3 h）至聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。用含5％

脱脂牛奶的TBST室温下封闭 2 h，分别加入适当浓度的Akt、

p-Akt、ERK1/2、p-ERK1/2抗体，4 ℃孵育过夜，TBST洗膜3次，

每次10 min，加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗抗体，室

温孵育1 h后，TBST洗膜3次，每次15 min。化学发光剂显色、

胶片显影，用凝胶图像分析软件测定各组细胞中 p-Akt 、

p-ERK1/2蛋白表达的OD值。

2.5 统计学分析

各组数据均以均数±标准差（x±s）表示，用SPSS 15.0 for

Windows evaluation软件，以One Way ANOVA行方差分析；均

数间比较采用LSD法，以P＜0.01表示具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖情况

与空白对照组比较，1.0～30.0 μmol/L 黄荆子木脂素 3组

对 HepG2细胞的 IR 明显升高（P＜0.01），黄荆子木脂素 3的

IC50值为 13.86 μmol/L，提示黄荆子木脂素 3抑制HepG2细胞

增殖具有统计学意义，且呈浓度依赖性。各组细胞的 IR比较

见表1。

表1 各组细胞的 IR比较（x±±s，n＝3）

Tab 1 Comparison of IR in each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
0.1 μmol/L黄荆子木脂素3组
0.3 μmol/L黄荆子木脂素3组
1.0 μmol/L黄荆子木脂素3组
3.0 μmol/L黄荆子木脂素3组
10.0 μmol/L黄荆子木脂素3组
30.0 μmol/L黄荆子木脂素3组

OD值
1.064±0.026

0.957±0.031

0.908±0.019

0.707±0.030

0.506±0.025

0.487±0.016

0.334±0.018

IR，％
0

6.45±0.19

9.67±0.56

22.22±0.32＊

35.32±0.54＊

43.29±0.44＊

58.18±0.79＊

与空白对照组比较：＊P＜0.01

vs. blank control group：＊P＜0.01

3.2 细胞活力评价结果

各组细胞作用不同时间后活细胞数量-时间曲线见图1。

由图 1可知，黄荆子木脂素 3对 HepG2细胞作用强度与

5-FU相当。

3.3 HepG2细胞中p-Akt、p-ERK1/2蛋白表达比较

溶媒组、LY294002 组、黄荆子木脂素 3 组及其混合组

HepG2细胞中 p-Akt 蛋白表达的相对 OD 值分别为 1.000±

0.033、0.879±0.014、0.935±0.007、0.815±0.012，p-ERK1/2蛋
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白表达的相对 OD 值分别为 1.000± 0.000、0.881± 0.023、

0.942±0.013、0.827±0.024。与溶媒组比较，其余 3组HepG2

细胞中 p-Akt、p-ERK1/2蛋白表达均明显降低（P＜0.01）。说

明黄荆子木脂素 3与LY294002具有相同的作用特性，能有效

抑制 HepG2 细胞的 Akt、ERK1/2 蛋白活性。各组细胞中

p-Akt、p-ERK1/2蛋白表达电泳图见图2。

4 讨论
黄荆系被子植物马鞭草科的牡荆属植物，别名荆柴、牡荆

和黄荆条，广泛分布于我国 20余省，以秦巴山区资源最为丰

富。黄荆果实（子）、叶、枝及根可入药，其味辛苦、性温，有清

热解表、利湿解毒、止咳祛痰及缓解支气管痉挛的作用，主治

感冒、咳嗽、哮喘、疟疾、中暑、风湿、跌打肿痛等。黄荆子是黄

荆的果实，为载入《中国药典》的中药材品种[7]。

PI3K/Akt/ERK 信号通路的激活在癌症的发生、发展中起

了重要的作用[8-9]。Akt是一个在进化上高度保守的丝苏氨酸

蛋白激酶，在人类消化道肿瘤中经常异常组成性激活。Akt异

常激活意味着肿瘤细胞对于凋亡诱导的耐受，以及细胞增殖、

生长、代谢的异常增加。在哺乳动物细胞中存在着3种Akt异

构体（Akt1～3），这 3种由不同基因编码的蛋白拥有 80％的序

列一致性，并且功能大部分相同。Akt 被 PI3K 依赖激酶 1

（PI3K-dependent kinase 1，PDK1）在催化区的苏氨酸308 位点

磷酸化，同时被另一个未知的 PI3K 依赖激酶 2（PI3K-depen-

dent kinase2，PDK2）在碳末端疏水区丝氨酸473位点磷酸化，这

两个位点同时磷酸化是Akt 激活的必要条件[10]。激活的Akt又

能够促进下游ERK1/2磷酸化，ERK1/2的激活可以活化一连串

信号级联反应，从而促进细胞增殖。抑制PI3K的磷酸化可以阻

碍下游Akt-ERK1/2信号通路的活化，从而促进细胞凋亡[11-12]。

本文结果显示，黄荆子木脂素3与LY294002均能有效抑制Akt

和ERK1/2蛋白的磷酸化，两者合用存在增强效应，提示黄荆

子木脂素 3可能以不同于 LY294002的作用方式阻断 PI3K/

Akt / ERK信号传导通路的功能发挥，从而抑制HepG2细胞的

增殖。
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图2 各组细胞中p-Akt、p-ERK1/2蛋白表达电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of p-Akt and p-ERK1/2 protein

expression in each group
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图1 各组细胞作用不同时间后活细胞数量-时间曲线
与溶媒组比较：＊P＜0.01；与5-FU组比较：#P＜0.01

Fig 1 The viable count of cells-time curves in each group af-

ter treated for different time
vs. solvent group：＊P＜0.01；vs. 5-FU group：#P＜0.01
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