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黄芩素通过调控Wnt/茁-catenin信号通路抑制人胶质母细胞瘤
细胞MGMT表达 *
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摘要 目的：研究黄芩素在体外对人胶质母细胞瘤 T98G细胞和 GBM-X细胞MGMT（O6-甲基鸟嘌呤 -DNA甲基转移酶）表达的

作用以及相关的信号通路机制。方法：将 T98G细胞和 GBM-X细胞在常氧和缺氧条件下分成对照组与处理组，采用Western Blot

（蛋白质印迹法）检测黄芩素作用于两种细胞 72 h后MGMT及其相关信号通路蛋白的表达水平，CCK-8试验检测黄芩素、替莫唑

胺以及二者联用对两种细胞的毒性作用，探讨联合用药的可能性。结果：T98G细胞常氧 /缺氧条件下黄芩素处理组MGMT蛋白

表达水平（0.757± 0.058，0.714± 0.049）较对照组（1.000± 0.101，1.000± 0.072）显著下降（P<0.05，P<0.01），GBM-X细胞常氧 /缺

氧条件下黄芩素处理组 MGMT蛋白表达水平（0.843± 0.027，0.697± 0.052）相比对照组（1.000± 0.031，1.000± 0.082）明显降低

（P<0.01，P<0.01）。同对照组相比，T98G、GBM-X细胞黄芩素处理后 TCF1/TCF7（T细胞因子）、LEF1（淋巴样增强因子）、Survivin

（生存素）蛋白表达水平明显下降，差异有统计学意义。经 CCK8试剂检测，T98G、GBM-X细胞药物作用 24、48、72 h后，替莫唑胺

组与对照组相比无明显统计学差异，黄芩素联合替莫唑胺组较对照组吸光度值显著降低，差异有统计学意义。结论：黄芩素可通

过调控Wnt/茁-catenin（茁-连环蛋白）信号通路稳定抑制人胶质母细胞瘤细胞 MGMT蛋白表达，黄芩素联合替莫唑胺可降低

MGMT阳性胶质母细胞瘤细胞对替莫唑胺的耐药性，增强替莫唑胺细胞毒作用，发挥替莫唑胺化疗效果。
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Baicalein Inhibits MGMT Expression in Glioblastoma by Modulating
Wnt/茁-catenin Pathway*

To investigate the effect of baicalein on the expression of MGMT in human glioblastoma T98G cells and

GBM-X cells in vitro and the related signaling pathways. Divide T98G cells and GBM-X cells into control group and

experimental group under normoxia and hypoxia conditions. Then detect the expression of MGMT and related signal channel proteins by

Western Blot after 72h treatment and detect the cytotoxicity of baicalein, temozolomide and combined pharmacotherapy by CCK-8 test to

explore the possibility of combination therapy. The expression of T98G cells MGMT protein in the baicalein treatment group

（0.757 ± 0.058, 0.714 ± 0.049）was significantly lower than that of the control group （1.000 ± 0.101, 1.000 ± 0.072）under

normoxia/hypoxia condition（P<0.05, P<0.01）. Compared with the control group（1.000± 0.031, 1.000± 0.082）, the expression of

MGMT protein in GBM-X cells in the experimental group（0.843± 0.027, 0.697± 0.052）decreased significantly under normoxia/hypoxia

condition（P<0.01，P<0.01）. Compared with the control group, the expression level of TCF1/TCF7, LEF1 and Survivin protein decreased

significantly after baicalein treatment in T98G and GBM-X cells. After CCK8 detection, there was no significant difference between the

temozolomide group and the control group after 24, 48 and 72 h in T98G and GBM-X cells, but the value of CCK8 in the combination of

baicalein and temozolomide group was significantly lower than that of the control group with the difference statistically significant.

Baicalein stably inhibits the expression of MGMT in human glioblastoma cells by regulating the Wnt/茁-catenin signaling

pathway and reduces temozolomide resistance of MGMT positive glioblastoma cells and then enhances the cytotoxic effect of

temozolomide.
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前言

胶质母细胞瘤 (glioblastoma, GBM) 是恶性程度最高的

WHOⅣ级胶质瘤，预后极差。当前规范治疗为手术最大范围安

全切除 +替莫唑胺（temozolomide，TMZ）化疗同步放疗联合辅

助化疗[1]。替莫唑胺可使 DNA甲基化，促使肿瘤细胞凋亡，但

其耐药现象难以避免。O6- 甲基鸟嘌呤 -DNA 甲基转移酶

（O6-methylguanine-DNA methyltransferase，MGMT) 是 TMZ耐

药的主要原因，正常表达的MGMT可以移除鸟嘌呤 6号氧原

子的甲基基团，抑制 TMZ的细胞毒作用，降低疗效，促进复发。

因此MGMT启动子甲基化有助于延长患者生存期[2,3]。O6-苄基

鸟嘌呤（O6-benzylguanine，O6-BG）是近年来出现的 MGMT不

可逆拮抗剂，但有研究表明 O6-BG可造成骨髓抑制，限制了临

床应用及推广[4]。黄芩素，又称为黄芩苷元、5,6,7-三羟基黄酮

等，是一种从唇形科植物黄芩的干燥根分离出的单体，属于黄

酮类化合物，具有抗氧化、抗血栓、抗菌、抗炎等广泛的生物学

活性[5-7]。近年来，研究报道显示，黄芩素在抗肿瘤（包括胶质瘤

细胞）作用方面具有一定的效果，其抗肿瘤机制包括抑制肿瘤

细胞增殖、抑制肿瘤血管生成、诱导肿瘤细胞凋亡、调控细胞信

号转导、抗肿瘤侵袭和转移、减轻瘤周水肿、增加紧密连接等，

主要涉及Wnt/茁-catenin等信号通路[8-10]。本文通过体外实验研

究黄芩素对胶质母细胞瘤细胞中 MGMT蛋白表达的影响，并

检测了Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋白，探讨其可能的作用
机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

黄芩素（上海同田生物技术股份有限公司）；替莫唑胺（美

国 Sigma公司）；人胶质瘤 T98G细胞（中国科学院细胞中心提

供）；人胶质瘤 GBM-X细胞（从本课题纳入患者的肿瘤组织内

提取而来的胶母细胞）；胰蛋白酶、DMEM培养液、胎牛血清

（美国 Gibco公司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒、凝胶快速配制

试剂盒、anti-GAPDH 鼠抗、anti-MGMT 鼠抗、CCK-8 试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；HRP-羊抗兔二抗、HRP-羊

抗鼠二抗、anti-茁- catenin兔抗、anti-TCF1/TCF7兔抗、anti-LEF1
兔抗、anti-Survivin兔抗（美国 CST公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 T98G细胞、GBM-X细胞均用含 10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的 DMEM培养基，置

于 37℃、5% CO2的培 养箱中培养，2-3天更换 1次培养液，

待细胞密度达 80%时即用胰蛋白酶消化传代，取对数生长期细

胞进行实验。

1.2.2 试剂配制 替莫唑胺、黄芩素原粉分别以 DMSO溶解

成 10 mmol·L-1、5 mmol·L-1储存液，避光放置于 -20℃冰箱妥

善保存。临用前用 DMEM培养基（含 10%胎牛血清、100 U·

mL-1青霉素、100 mg·L-1链霉素）于 15 mL离心管内分别配置

成 50 滋mol·L-1、40 滋mol·L-1的终浓度溶液，避免反复冻融。

1.2.3 Western Blot检测 MGMT蛋白表达 为明确黄芩素对

T98G细胞、GBM-X细胞有无稳定抑制作用，将 2种细胞接种

于细胞培养皿内培养，分为① 常氧对照组（DMEM培养）；② 常

氧处理组（黄芩素作用）；③ 缺氧对照组（DMEM培养，1%

O2，5% CO2，37℃）；④ 缺氧处理组（黄芩素作用，1% O2，5%

CO2，37℃）。药物作用 72 h后通过 RIPA裂解液（+PMSF）、蛋白

上样缓冲液提取和制作细胞总蛋白样品，按 BCA蛋白浓度测

定试剂盒说明书测定样品蛋白浓度。用 SDS-PAGE凝胶配制

试剂盒配制分离胶、浓缩胶，上样电泳后将蛋白湿转至 PVDF

膜。使用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，一抗 4℃冰箱孵育过夜。用

TBST溶液洗膜后二抗室温条件下于摇床上孵育 1 h。使用 E-

CL显色曝光，使用凝胶成像系统扫描分析并通过 Image J软件

计算灰度值。

1.2.4 Western Blot检测茁-catenin信号通道蛋白 按照如上方

法收集 2种细胞常氧状态下对照组与黄芩素处理组的细胞总

蛋白，经 Western Blot 检测 茁-catenin、TCF1/TCF7、LEF1、Sur-
vivin 等 Wnt/茁-catenin 信号通路相关蛋白，明确黄芩素对
茁-catenin信号通路有无抑制作用。
1.2.5 CCK-8试验细胞毒性检测 预备 3块无菌 96孔板，将

T98G细胞、GBM-X细胞定量接种至孔内（用细胞计数板将细

胞定量为 5000个 /孔），每块 96孔板包括 T98G和 GBM-X对

照组、黄芩素组、替莫唑胺组、黄芩素联合替莫唑胺组，每组 4

个复孔，每孔 100 滋L DMEM培养基。药物作用 24h后，从无菌

培养箱内取出① 号 96孔板，每孔加入 10 滋L CCK-8溶液，在培

养箱内继续孵育 2h后使用酶标仪测定吸光度（波长 450 nm）。

药物作用 48 h、72 h后依次取出② 号、③ 号 96孔板，按上述方

法测定吸光值，最后整理数据，进行统计分析。

1.3 统计学方法

采用统计学分析处理软件 SPSS 22. 0版对本实验数据进

行统计分析。以上所有实验过程均独立重复 3次，统计结果以 "

均数 ± 标准差 "表示，采用的统计学方法为两独立样本 t检验

(正态分布时)和单因素方差分析。以 P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 T98G、GBM-X细胞中MGMT蛋白表达水平检测

提取常氧 / 缺氧状态下对照组和黄芩素作用 72 h 后

T98G、GBM-X细胞总蛋白，用 Western Blotting检测 MGMT

蛋白表达水平。我们的结果显示：常氧状态下，T98G黄芩素处

理组MGMT表达水平（0.757± 0.058）较对照组（1.000± 0.101）

显著减少（P<0.05，图 1），GBM-X 黄芩素处理组 MGMT 表达

水平（0.843± 0.027）明显低于对照组（1.000± 0.031）（P<0.01，

图 1）。缺氧状态下，T98G细胞处理组（0.714± 0.049）相比对照

组 MGMT 表达（1.000± 0.072）明显降低（P<0.01，图 2），

GBM-X细胞处理组MGMT表达水平（0.697± 0.052）较对照组

（1.000± 0.082）显著降低（P<0.01，图 2）。结果提示无论在常氧

还是缺氧状态下，黄芩素在体外均可以稳定抑制人胶质母细胞

瘤 T98G、GBM-X细胞中MGMT蛋白的表达。

2.2 黄芩素联合替莫唑胺明显增强替莫唑胺细胞毒作用

将 T98G、GBM-X细胞以 5000个 /孔接种至 96孔板内，

分为对照组、黄芩素组、替莫唑胺组、黄芩素联合替莫唑胺组。

24、48、72 h后取出对应的 96孔板，加入 10%CCK8试剂孵育 2

小时后测定各组在 450 nm处吸光值。我们结果显示，T98G细
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图 2缺氧条件下 T98G、GBM-X细胞MGMT蛋白表达水平

Fig.2 Expression of MGMT protein in T98G and GBM-X cells under

hypoxia. Note: **P <0.01, T98G Ctrl vs. Treat, GBM-X Ctrl vs. Treat.

图 3 CCK-8法测定细胞增殖速度

Fig.3 Detection of T98G and GBM-X cell proliferation by CCK8. Note: *P

<0.05, 24h T98G Ctrl vs. 24h T98G Baicalein, **P <0.01, 48h GBM-X

Ctrl vs. 48h GBM-X Baicalein, ***P <0.001, 72h GBM-X Ctrl vs.

Baicalein+ Temozolomide.

胞药物作用 24、48 h后，替莫唑胺组（1.212± 0.092；3.239±

0.102）较 24、48h 对照组（1.236± 0.122，3.146± 0.059）吸光度

值无明显变化，黄芩素组（1.026± 0.168）、黄芩素联合替莫唑胺

组（0.977± 0.047）CCK8 OD 值较 24 h 对照组（1.236± 0.122）

明显下降，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01，图 3A），黄芩素

组（2.862± 0.212）、黄芩素联合替莫唑胺组（2.540± 0.154）48 h

CCK8 OD值较对照组（3.146± 0.059）显著下降（P<0.05，P<0.

001，图 3A）。药物作用 72 h后，T98G细胞联合作用组（3.330±

0.094）较对照组（3.532± 0.048）显著下降，差异有统计学意义

（P<0.01，图 3A），而黄芩素组（3.448± 0.083）、替莫唑胺组

（3.500± 0.060）较对照组（3.532± 0.048）无明显差别。GBM-X

细胞药物作用 24 h后，与对照组（1.078± 0.117）相比黄芩素组

（1.026± 0.073）、替莫唑胺组（1.120± 0.089）对细胞增殖无明显

影响，联合作用组（0.900± 0.083）较对照组（1.078± 0.117）显著

下降，差异有统计学意义（P<0.05，图 3B），药物作用 48h后，替

莫唑胺组（3.247± 0.068）无明显改变，而黄芩素组（2.848±

0.077）、联合作用组（2.259± 0.055）较对照组（3.162± 0.148）显

著下降，差异有统计学意义（P<0.01，P<0.001，图 3B）。GBM-X

细胞经药物作用 72h后，黄芩素组（3.153± 0.085）、黄芩素联合

替莫唑胺组（3.072± 0.193）较对照组（3.458± 0.017）OD值下降

明显（P<0.01，P<0.001，图 3B），而替莫唑胺组（3.466± 0.045）无

明显差异。结果提示替莫唑胺对MGMT表达阳性的胶质母细

胞瘤 T98G、GBM-X细胞增殖无明显作用，黄芩素作用 48 h后

可明显抑制 T98G、GBM-X细胞的增殖，当其联合替莫唑胺时

可在任何时间段抑制两种细胞的增殖，可能是通过抑制

MGMT表达从而降低两种细胞对替莫唑胺的耐药性，由此显

著提高替莫唑胺对肿瘤细胞的毒性作用，增强了其对于人胶质

母细胞瘤细胞的化疗效果。

2.3 黄芩素抑制Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋白
提取黄芩素药物作用 72 h后的 T98G、GBM-X细胞总蛋

白，用Western Blot检测Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋白表达
水平。结果显示，T98G 细胞处理组中茁-catenin 蛋白表达量
（0.845± 0.119）较对照组（1.000± 0.136）无明显改变，但

TCF1/TCF7、LEF1、Survivin蛋白表达量（0.748± 0.063，0.893±

0.045，0.869 ± 0.037） 较 对 照 组 （1.000 ± 0.117，1.000 ±

0.047，1.000± 0.041）均显著下降，差异有统计学意义（P<0.05，

图 4A，图 4B），GBM-X细胞黄芩素处理组茁-catenin蛋白表达
量（0.936± 0.170）较对照组（1.000± 0.172）无明显差异，但

TCF1/TCF7、LEF1、Survivin蛋白表达量（0.895± 0.013，0.660±

图 1常氧条件下 T98G、GBM-X细胞MGMT蛋白表达水平

Fig.1 Expression of MGMT protein in T98G and GBM-X cells under

aerobic condition. Note: *P <0.05, T98G Ctrl vs. Treat, **P <0.01,

GBM-X Ctrl vs. Treat.
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图 4 T98G、GBM-X细胞Wnt/茁- catenin信号通道蛋白表达水平
Fig.4 Expression of Wnt/茁- catenin signal channel protein in T98G and GBM-X cells. Note: *P <0.05, T98G Ctrl vs. TCF1/TCF7, **P <0.01, GBM-X

Ctrl vs. LEF1.

0.047，0.805 ± 0.023） 较 对 照 组 （1.000 ± 0.020，1.000 ±

0.070，1.000± 0.043）均显著下降，差异有统计学意义（P<0.01，

图 4C，图 4D）。结果提示黄芩素虽然对 茁-catenin蛋白无明显
影响，但可能通过调控Wnt/茁-catenin下游信号通路相关分子
TCF1/TCF7、LEF1、Survivin 等抑制人胶质母细胞瘤细胞

MGMT蛋白表达。

3 讨论

作为最常见的原发性颅内肿瘤，胶质瘤以星形细胞起源肿

瘤最多见，而胶质母细胞瘤是恶性程度最高的WHO IV级星形

细胞肿瘤，其生长迅速，侵袭性强，预后极差[11]。替莫唑胺是当

前化疗的首选药物，治疗初期对 MGMT表达阴性即MGMT启

动子甲基化的胶质母细胞瘤患者具有一定疗效，可适当延长患

者无进展生存期，但对MGMT正常表达的胶母疗效差[12,13]。O6-

苄基鸟嘌呤（O6-benzylguanine (O6-BG)）作为一种 MGMT不可

逆拮抗剂理论上可增强替莫唑胺疗效延长患者生存期，但由于

骨髓抑制使其临床应用受限[14]。因此，临床上迫切需要开发毒

性小、疗效确切的新型化疗药物改善胶母患者生存质量。

黄芩素作为一种中药单体[15,16]，多篇文献已对其抗肿瘤（包

括胶质瘤）作用及机制有所阐释，包括抑制肿瘤细胞增殖、抑制

肿瘤血管生成、诱导肿瘤细胞凋亡、调控细胞信号转导等[17-20]，

但尚未有文献从抑制MGMT表达这一方面着手进行研究。本

实验采用 Western Blot、CCK8 等方法证实黄芩素通过调控

Wnt/茁-catenin信号通路[21]可体外稳定抑制胶质母细胞瘤细胞

MGMT表达，联合替莫唑胺可显著增强替莫唑胺对胶母细胞

的细胞毒作用，为进一步从动物实验和体内实验方面探索黄芩

素奠定理论基础，为胶质瘤化疗提供新的思路。

Francesca Pistollato，L Persano等提出将胶质母细胞瘤分为

内层、中间层、外层三部分，肿瘤的内层是缺氧环境，缺氧环境

中的胶质母细胞瘤细胞MGMT高度表达，较中间层、外层胶母

细胞 MGMT表达明显升高，表现出对替莫唑胺的高度耐药
[22,23]。因此为明确黄芩素对缺氧条件下胶母细胞MGMT表达有

无抑制作用，我们特将部分胶母细胞移送至缺氧培养箱内培

养，以研究黄芩素是否稳定抑制MGMT表达。本研究结果显

示，无论胶质母细胞瘤细胞处于有氧 /缺氧状态，黄芩素能稳

定显著抑制 T98G细胞、GBM-X细胞 MGMT蛋白表达水平，

处理组相较对照组差异有统计学意义（图 1，图 2）。因此我们将

黄芩素视为一种潜在的类似于 O6-苄基鸟嘌呤的 MGMT拮抗

剂。为了进一步检测黄芩素联合替莫唑胺相比单一替莫唑胺作

用于MGMT阳性胶母细胞的细胞毒作用，我们开展了 24 h、48

h、72 h多时间节点的 CCK8试验。T98G细胞 CCK8试验结果

显示（图 3A），药物作用 24 h、48 h后，替莫唑胺组细胞增殖速

度即 CCK8 OD值较对照组无明显差异，黄芩素组、黄芩素联

合替莫唑胺组与对照组相比有明显差异，差异有统计学意义。

药物作用 72 h后，黄芩素组、替莫唑胺组与对照组相比无明显

差异，联合作用组有明显差异，差异有统计学意义。GBM-X细

胞 CCK8试验结果显示（图 3B），药物作用 24 h后，黄芩素联

合替莫唑胺组与对照组相比 OD值显著降低，黄芩素组、替莫

唑胺组无明显变化。药物作用 48h、72h后，替莫唑胺组无明显

变化，黄芩素组、黄芩素联合替莫唑胺作用组 OD值显著降低，
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差异有统计学意义。综合分析表明替莫唑胺对 MGMT表达阳

性的胶母细胞无明显细胞毒作用，即 MGMT 表达阳性的

T98G、GBM-X细胞对替莫唑胺天然耐药，但联用黄芩素后因

黄芩素可显著抑制MGMT蛋白表达，降低MGMT阳性胶母细

胞对替莫唑胺的耐药性，从而增强替莫唑胺的细胞毒效应，使

替莫唑胺重新发挥化疗作用，显著抑制细胞增殖。同时，为了初

步探索黄芩素抑制MGMT表达的作用机制，阅读相关文献后

我们决定从Wnt/茁-catenin这一信号通路着手。黄芩素分别作
用 T98G、GBM-X细胞 72h后，提取细胞总蛋白，经 Western

Blot检测我们发现虽然药物处理组 茁-catenin蛋白表达量较对
照组下降无统计学意义，但其下游的 TCF1/TCF7、LEF1以及

Survivin蛋白表达量相比对照组明显下降，差异有统计学意义，

表明黄芩素可能通过抑制Wnt/茁-catenin信号通路下游分子抑
制MGMT蛋白表达。

综上所述，黄芩素通过调控Wnt/茁-catenin信号通路，抑制
茁-catenin下游蛋白表达水平，进而稳定抑制MGMT表达阳性

的胶质母细胞瘤细胞MGMT表达水平。黄芩素联用替莫唑胺

可显著增强替莫唑胺的细胞毒作用，使其更好发挥化疗功效。
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