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黄芩素通过抑制 YAP 入核调控三阴乳腺癌细胞克隆形成
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［摘要］ 目的：观察黄芩素对三阴乳腺癌 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞克隆形成能力的影响，探讨 Yes 相关蛋白

（YAP）在其中的介导作用。方法：黄芩素处理 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞，噻唑蓝（MTT）比色法检测细胞增殖能力，

平板克隆实验检测细胞克隆形成能力，免疫荧光法检测细胞 YAP 的细胞核分布，蛋白免疫印迹法检测细胞 YAP 大肿瘤抑制因

子 1（LATS1），YAP，磷酸化 Yes 相关蛋白（p-YAP）和磷酸化 YAP 大肿瘤抑制因子 1（p-LATS1）蛋白表达水平。结果：与空白组

相比，5，10，20 μmol·L-1黄芩素对 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞增殖无明显影响。40，80，160 μmol·L-1黄芩素能显著抑

制 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞增殖能力（P<0.01），抑制效应存在一定剂量依赖性。黄芩素对 MDA-MB-468 和 MDA-

MB-231 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为（80.3±7.2），（70.4±6.5）μmol·L-1。与空白组比较，黄芩素（5，10，20 μmol·L-1）明显

剂量依赖性降低 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞克隆形成率（P<0.05，P<0.01）。与空白组比较，黄芩素（10，20 μmol·L-1）
显 著 剂 量 依 赖 性 抑 制 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细 胞 YAP 细 胞 核 表 达（P<0.01）。 与 空 白 组 比 较 ，黄 芩 素（5，10，

20 μmol·L-1）明显剂量依赖性上调 MDA-MB-468 细胞 p-YAP 和 p-LATS1 蛋白表达（P<0.05，P<0.01）；同样，黄芩素（10，

20 μmol·L-1）显著剂量依赖性上调 MDA-MB-231 细胞 p-YAP 和 p-LATS1 蛋白表达（P<0.01）。结论：黄芩素可通过介导 YAP 入

核减少，从而抑制三阴乳腺癌 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞克隆形成。
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Baicalein Regulates Colony Formation of Triple-negative Breast Cancer Cells by

Inhibiting YAP Entry into Nucleus
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［Abstract］ Objective：This study aims to observe the effect of baicalein on the clonal formation of triple

negative breast cancer MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells，and to explore the mediation role of Yes- related

protein（YAP）in it. Method： MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were treated with baicalein. Thiazole

blue（MTT）colorimetric method was used to detect cell proliferation ability. Plate cloning experiments was used

to detect the colony forming ability. Immunofluorescence method was used to detect the nuclear distribution of

YAP，and Western blot test was used to detect the protein expression levels of YAP large tumor suppressor factor

1（LATS1），YAP，phosphorylated Yes- related protein（p-YAP）and phosphorylated YAP large tumor suppressor

factor 1（p-LATS1）. Result：Compared with the blank group，baicalein（40，80，160 μmol·L-1）significantly

inhibited the proliferation ability of MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells（P<0.05，P<0.01），and the

［收稿日期］ 20200616（020）
［基金项目］ 广州省自然科学基金项目（2014A030313780）
［通信作者］ * 刘英香，硕士，主治医师，从事肿瘤学相关研究，E-mail：xiangyingliu7008@126. com

··70



第 27 卷第 4 期
2021 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 4

Feb. ，2021

inhibitory effect was dose-dependent. The half inhibit concentration（IC50）of baicalein against MDA-MB-468

and MDA-MB-231 cells were（80.3±7.2），（70.4±6.5）μmol·L-1，respectively. Compared with blank group，

baicalein（5，10，20 μmol·L-1）had no significant effect on the proliferation of MDA-MB-468 and MDA-MB-

231 cells，and the difference was not statistically significant. Compared with the blank group，baicalein（5，10，

20 μmol·L-1）significantly dose-dependently reduced the cell colony formation rates of MDA-MB-468 and

MDA-MB-231 cells（P<0.05，P<0.01），and baicalein（10，20 μmol·L-1）significantly inhibited the nuclear

expression of YAP in MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells in a dose-dependent manner（P<0.01）. Also，

baicalin（5，10，20 μmol·L-1）significantly up-regulated p-YAP and p-LATS1 protein expressions in MDA-MB-

468 cells in a dose-dependent manner（P<0.05，P<0.01）. Baicalein（10，20 μmol·L-1） significantly up-

regulated p-YAP and p-LATS1 protein expressions in MDA-MB-231 cells in a dose-dependent manner（P<0.01）.

Conclusion： Baicalein can inhibit colony formation of triple negative breast cancer MDA-MB-468 and MDA-

MB-231 cells by mediating the reduction of YAP entry into the nucleus.

［Key words］ baicalein；Yes-related protein；proliferation；triple-negative breast cancer；mechanism

三阴乳腺癌（TNBC）是细胞孕酮受体（PGR），
雌激素受体（ER）和人表皮生长因子受体-2（HER-2）
表达阴性的乳腺癌［1-2］。临床研究显示，TNBC 具有

高转移能力和高复发率，在所有乳腺癌亚型中预后

最差，生存率最低［3-4］。并且由于 TNBC 缺乏 PGR，

ER 和 HER-2 等治疗目标，TNBC 患者很难进行内分

泌治疗和靶向治疗［5-6］。因此，开发新的治疗药物或

寻找新的治疗治疗靶点是当前临床 TNBC 治疗亟待

解决的关键问题。黄芩素是从中药黄芩中提取的

黄酮类化合物。研究显示，黄芩素能通过抑制基质

金属蛋白酶 -9（MMP-9）蛋白表达，而抑制人 TNBC

细胞 MDA-MB-231 细胞增殖和迁移［7］。还有研究

显示，黄芩素可抑制同源框蛋白 1（SATB1）表达，从

而抑制 MDA-MB-231 细胞增殖、侵袭和迁移［8］。本

课题组前期工作显示，黄芩素通过 G 蛋白偶联雌激

素受体（GPER）信号通路抑制雌激素诱导乳腺癌细

胞的迁移、黏附和侵袭［9］。这些提示，黄芩素能够抑

制乳腺癌细胞的恶性生物学行为。Yes 相关蛋白

（YAP）为一种转录共激活因子，主要在 Hippo 通路

下游发挥细胞增殖和凋亡调控作用［10］。但目前还

未有研究报道 YAP 与黄芩素调节乳腺癌细胞增殖

存在关联，有待于进一步证实。本研究以 TNBC 细

胞 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 为研究模型，观

察黄芩素对模型细胞克隆形成能力的影响，并探讨

YAP 在其中的作用。

1 材料

1.1 药物与细胞 黄芩素由江苏省中国药科大学

肿瘤发生与干预重点实验室赠予，纯度>98%，以酶

解法提取［11］；人乳腺癌细胞 MDA-MB-468（目录号

TCHu136）和 MDA-MB-231（目录号 SCSP-5043）购

自中国科学院上海细胞库，细胞传至第 4~5 代。

1.2 试剂 YAP 抗体，磷酸化 YAP（p-YAP）（Ser127）
（D9W2I）抗体，磷酸化大肿瘤抑制因子 1（p-LATS1）
（Ser909）抗体（美国 CST 公司，批号分别为 12，113，

27）；大肿瘤抑制因子 1（LATS1）抗体（美国 Abcam

公司 ，批号 GR180296-1）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗 体（ 南 京 Bioworld 公 司 ，批 号

BM1806）；RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限

公司，批号 0521181005）；BCA 试剂盒（美国 Thermo

公司，批号 2322701）；广谱磷酸酶抑制剂混合物，广

谱蛋白酶抑制剂混合物（武汉博士德有限公司，批

号分别为 11831712，11821806）；多标记免疫荧光染

色试剂盒（上海爱必信公司，批号 190506）；噻唑蓝

（MTT，上海碧云天公司，批号 1030）；结晶紫染色液

（北京索莱宝公司，批号 1001809）
1.3 仪器 Model310 型恒温二氧化碳（CO2）培养

箱，MultiskanTM FC 型酶标仪（美国 Thermo 公司）；
SW-CJ-2FD 型 超 净 工 作 台（ 苏 州 净 化 公 司 ）；
Powerpac 型高电流电泳仪、电泳槽、转印槽（美国

GE 公司）；CKX41 型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）；GBOX-F3-E 型凝胶成像系统（美国 SynGene

公司）。
2 方法

2.1 MTT 比色法检测黄芩素对细胞增殖能力 将

MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞按每孔 9 000

个接种于 96 孔板中，5，10，20，40，80，160 μmol·L-1

黄芩素处理 24 h，设立空白组（加入溶剂），每孔直接

加入 5 g·L-1 MTT 溶液 20 μL，放入细胞培养箱继续

避光培养 4 h，弃上清，每孔加二甲基亚砜（DMSO）
150 μL，37 ℃振摇孵育 20 min 至颗粒溶解，于酶标
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仪上测定各孔 490 nm 的吸光度 A。

2.2 平板克隆实验检测细胞克隆形成能力 将

MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细 胞 制 备 细 胞 悬

液，按 350 个/孔接种于 6 孔板，5，10，20 μmol·L-1 黄

芩素及空白组（加入溶剂）分别处理细胞，轻晃使细

胞分散均匀，药物处理并置于培养箱培养 2~3 周，观

察培养孔板内出现明显细胞集落时，丢弃上清，4%

多聚甲醛固定 20 min，PBS 洗 2 遍，0.1% 结晶紫染色

液染色 15 min，流水洗去，空气干燥。拍照计数，克

隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

2.3 免疫荧光法检测细胞 YAP 细胞核表达水平

将 MDA-MB-231 和 MDA-MB-468 细胞接种于放好

爬片的 6 孔培养板，细胞分组及加药同 2.2 项，培养

24 h，除去培养基，PBS 浸洗，4% 多聚甲醛室温固定

15 min，PBS 浸洗 2 次，0.5%TritonX-100 室温通透

10 min，PBS 浸洗 2 次，吸水纸吸干 PBS，滴加封闭液

（8% 山羊血清）封闭 0.5~1 h，除去封闭液滴加入

YAP 一抗（1∶500）4 ℃孵育过夜。PBST 浸洗 3 次，

滴加稀释好的荧光二抗（1∶300），37 ℃孵育 1 h，PBS

浸洗 3 遍，DAPI 染色 5 min，洗去后封片，倒置荧光

显微镜观察记录荧光强度值并拍照。

2.4 蛋白免疫印迹法检测细胞 LATS1，YAP 及二者

磷酸化蛋白表达水平 细胞分组及加药同 2.2 项，

培养 24 h，利用 RIPA 细胞裂解液（使用前 RIPA，蛋

白抑制剂，磷酸酶抑制剂，多种蛋白酶抑制剂按照

100∶1∶1∶1 配置），冰上温孵育 20 min 使细胞裂解，

刮取细胞总蛋白，用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白

浓度。以每孔蛋白 30 μg 上样，10% 十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳分离蛋白，然

后将分离蛋白转至聚偏氟乙烯（PVDF）膜，5% 脱脂

奶 粉 室 温 封 闭 1~2 h，按 抗 体 要 求 加 入 LATS1

（1∶5 000），YAP（1∶1 000），p-LATS1（1∶1 000），
p-YAP（1∶1 000）4 ℃ 摇晃过夜。TBST 洗膜 3 次，

每次 15 min，加入相应二抗（1∶4 000），室温孵育

1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 15 min。通过化学发光试

剂盒显色，Syngene Imaging 系统进行成像，条带灰

度处理分析。

2.5 统计学处理 采用 SPSS 11.5 统计软件对实验

结果进行分析处理。数据进行正态性检验，均为正

态分布并以 x̄± s 表示，组内两样本均采用 t 检验，多

样本采用单因素方差分析。P<0.05 表示差异具有

统计学意义。

3 结果

3.1 黄芩素对细胞增殖的影响 与空白组比较，

40，80，160 μmol·L-1黄芩素显著降低 MDA-MB-468

和 MDA-MB-231 细胞存活率（P<0.01），黄芩素抑制

效应存在剂量依赖性。二者黄芩素的半数抑制浓

度（IC50）分别为（80.3±7.2），（70.4±6.5）μmol·L-1。5，

10，20 μmol·L-1 黄 芩 素 对 MDA-MB-468 和 MDA-

MB-231 细胞无明显细胞增殖抑制作用，差异无统

计学意义，因此选用上述 3 个浓度作为进一步实验

浓度。见表 1。

3.2 黄芩素对细胞克隆形成的影响 MDA-MB-

468 细胞空白组，黄芩素（5，10，20 μmol·L-1）组克隆

形成率分别为 100%，（62.5±4.1）% ，（29.6±1.7）% ，

（18.2±1.3）%；MDA-MB-231 细胞各组克隆形成率

分 别 为 100%，（77.8±6.5）% ，（31.9±4.3）% ，（6.5±

0.5）%。与空白组比较，MDA-MB-468 和 MDA-MB-

231 黄芩素（5，10，20 μmol·L-1）组克隆形成率均降

低（P<0.05，P<0.01），且呈剂量依赖性。见图 1。

3.3 黄芩素对细胞 p-YAP 和 p-LATS1 蛋白表达的

影响 在 MDA-MB-468 细胞，与空白组比较，黄芩

素（5，10，20 μmol·L-1）明显剂量依赖性上调 p-YAP

和 p-LATS1 蛋 白 表 达（P<0.05，P<0.01）；在 MDA-

MB-231 细 胞 中 ，与 空 白 组 比 较 ，黄 芩 素（10，

20 μmol·L-1）显 著 剂 量 依 赖 性 上 调 p-YAP 和

p-LATS1 蛋白表达（P<0.01）。见图 2，表 2。

3.4 黄芩素对细胞 YAP 入核的影响 MDA-MB-

468 细胞空白组，黄芩素（5，10，20 μmol·L-1）组 YAP

荧光强度为（170±14），（152±12），（98±8），（79±6）；
MDA-MB-231 细胞各组 YAP 荧光强度分别为（158±

12），（143±13），（95±8），（70±5）。与空白组比较，

MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞黄芩素各组均

能抑制 YAP 细胞核表达，黄芩素（10，20 μmol·L-1）

表 1 黄芩素对 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞增殖的影响

（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of baicalein on proliferation of MDA-MB-468 and

MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3） %

组别

空白

黄芩素

浓度

/μmol·L-1

5

10

20

40

80

160

MDA-MB-468

存活率

100.00

98.64±9.69

94.85±8.13

86.37±9.02

66.84±5.831）

50.12±4.581）

23.84±3.291）

MDA-MB-231

存活率

100.00

97.93±10.03

92.11±8.02

84.74±9.82

63.84±7.381）

46.82±4.921）

19.34±2.841）

注：与空白组比较 1）P<0.01。
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组作用显著（P<0.01）。见图 3。

4 讨论

自 20 世纪 70 年代末全球乳腺癌发病率一直呈

上升趋势。在我国，乳腺癌是女性发病率最高的恶

性肿瘤，严重威胁着女性的身心健康［12］。TNBC 作

为乳腺癌的亚型之一，占乳腺癌的 15%~25%，并且

具有转移能力强、进展快、生存时间短的临床特

点［13-14］。由于 TNBC 缺乏 PGR，ER 和 HER-2，患者

往往无法进行内分泌治疗和靶向治疗［6］。因此，化

疗及放疗仍然是 TNBC 的主要治疗手段，然而多数

TNBC 患者对化疗不敏感，这使得 TNBC 临床治疗

面临严峻挑战［14］。

黄芩素作为黄芩的中药提取成分可对包括

TNBC 在内的乳腺癌细胞发挥抗肿瘤作用［7，9］。本

研究发现，黄芩素能抑制 MDA-MB-468 和 MDA-

MB-231 细胞增殖，5，10，20 μmol·L-1黄芩素对二者

均为无明显细胞毒性，因此选择上述 3 个浓度进行

后续实验。进一步观察发现，5，10，20 μmol·L-1 黄

芩素处理后 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞克

隆形成率逐渐降低。克隆形成率可反映细胞群体

依赖性和增殖能力变化。提示 ，黄芩素可降低

MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞群体依赖性和

增殖能力。研究报道，沉默 YAP 表达可抑制三阴乳

腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖、迁移和侵袭［15］。研究

显示，在细胞核内 YAP 可影响多种生长相关因子的

基 因 转 录 从 而 影 响 TNBC 细 胞 MDA-MB-231 和

Hs578T 增殖［16］。提示，YAP 在 TNBC 增殖中发挥重

要作用。为观察 YAP 与黄芩素诱导的 TNBC 细胞

增殖抑制的关系。本研究进一步观察了 p-YAP 的

蛋白表达变化。结果发现，黄芩素诱导 MDA-MB-

A.空白组；B~D.黄芩素（5，10，20 μmol·L-1）组（图 2，3 同）
图 1 黄芩素对 MDA-MB-468和 MDA-MB-231细胞克隆形成能力的影响（结晶紫染色）
Fig. 1 Effect of baicalein on cplpny forming ability of MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells（crystal violet staining）

图 2 黄芩素作用 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞 p-YAP 和

p-LATS1蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of baicalein on expression of p-YAP and

p-LATS1 proteins in MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells
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468 和 MDA-MB-231 细胞 p-YAP 蛋白表达上调，且

呈剂量依赖性。YAP 是 Hippo 信号通路的主要效应

分子，当其被磷酸化后与细胞质内的 14-3-3 蛋白结

合而不能进入细胞核，从而不再发挥其促增殖作

用［17-18］。提示，黄芩素可能通过诱导 MDA-MB-468

和 MDA-MB-231 细胞 YAP 入核减少从而抑制细胞

克隆形成。 LATS1/2 是 YAP 的上游信号靶点，当

LATS1/2 磷酸化后可引起下游效应物 YAP 磷酸化，

表 2 黄芩素对 MDA-MB-468和 MDA-MB-231细胞 p-YAP和 p-LATS1蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of baicalein on expression of p-YAP and p-LATS1 proteins in MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

黄芩素

浓度

/μmol·L-1

5

10

20

MDA-MB-468

p-YAP/YAP/GAPDH

1.84±0.79

3.83±1.061）

4.01±1.272）

7.74±1.542）

p-LATS1/LATS1/GAPDH

2.28±0.56

2.67±0.681）

4.78±0.872）

8.77±1.342）

MDA-MB-231

p-YAP/YAP/GAPDH

2.38±0.77

3.87±0.71

5.06±1.242）

8.85±1.592）

p-LATS1/LATS1/GAPDH

1.68±0.59

2.24±0.57

4.25±0.792）

8.38±1.292）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01。

图 3 黄芩素对 MDA-MB-468和 MDA-MB-231细胞 YAP核表达的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 3 Effect of baicalein on nucleus of YAP in MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells（immunofluorescence，×200）
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最终使 YAP 核转位至细胞质中，从而使后者失去转

录活性［17-19］。本研究发现，黄芩素可诱导 MDA-MB-

468 和 MDA-MB-231 细胞 p-LATS1 蛋白表达上调，

且呈剂量依赖性。但 p-LATS2 蛋白表达未发生变

化，因此未在结果呈现。提示，本研究中黄芩素通

过 磷 酸 化 LATS1 而 诱 导 MDA-MB-468 和 MDA-

MB-231 细胞 p-YAP 蛋白表达上调。为进一步分析

YAP 的核质分布表达情况，本研究采用免疫荧光技

术观察了 YAP 的细胞核表达，结果显示，黄芩素能

诱导 MDA-MB-468 和 MDA-MB-231 细胞核内 YAP

表达下调。综上所述，黄芩素可通过磷酸化 LATS1

介导 YAP 入核减少，从而抑制三阴乳腺癌 MDA-

MB-468 和 MDA-MB-231 细胞克隆形成。但黄芩素

抑制 TNBC 细胞增殖的信号机制还不完善，本研究

后续将以 YAP 为支撑点继续探讨 ，为临床治疗

TNBC 提供基础理论支持。
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