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［摘要］　目的：观察来源于海芒果种子的强心苷化合物βＤｇｌｕｃｏｓｙｌ（１４）αＬｔｈｅｖｅｔｏｓｉｄｅｓｏｆ１７βｄｉｇｉｔｏｘｉｇｅｎｉｎ（ＧＨＳＣ７３）对

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞增殖和细胞周期的影响，并初步探讨其作用机制。方法：采用 ＭＴＴ法检测不同浓度ＧＨＳＣ７３对

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２增殖的影响；采用流式细胞仪ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ（ＰＩ）单标法检测ＧＨＳＣ７３对 ＨｅｐＧ２细胞周期进程的影

响；ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测Ｓ期相关基因在ＧＨＳＣ７３处理前后表达的变化。结果：ＧＨＳＣ７３可抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖，其作

用具有时间和浓度依赖性，作用 ＨｅｐＧ２细胞２４、４８、７２ｈ后，ＩＣ５０分别为（５．１８±０．２１）、（０．３７±０．０８）、（１．６６±０．１６）μｍｏｌ／Ｌ。

与对照组相比，随着作用时间的延长，Ｓ期细胞百分比逐渐增多，而Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比逐渐减少（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ 期细胞百

分比基本保持不变，表明ＧＨＳＣ７３阻滞 ＨｅｐＧ２细胞于Ｓ期。ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测Ｓ期相关基因的结果显示：ＧＨＳＣ７３诱

导后 ＨｅｐＧ２细胞ＧＡＤＤ１５３、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１基因表达上调，ｃｙｃｌｉｎＡ２、ＤＨＦＲ、ＴＹＭＳ基因表达下调。结论：ＧＨＳＣ７３可通过

Ｓ期阻滞来抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖，其阻滞作用可能与ＧＡＤＤ１５３、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎＡ２、ＤＨＦＲ和ＴＹＭＳ基因表达变化
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第１０期．冯　波，等．ＧＨＳＣ７３对人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞增殖及细胞周期的影响 ·１１１１　 ·

　　原发性肝癌是我国常见恶性肿瘤之一，是我国
恶性肿瘤防治研究的重点［１］。手术切除是目前治疗
早期肝癌唯一有效的方法，但大多数患者就诊时已
达病程中晚期，手术疗效有限，因而寻找新的治疗方
法尤为重要。强心苷（ｃａｒｄｉａｃｇｌｙｃｏｓｉｄｅ）是一类具选
择性强心作用的药物，临床上主要用于治疗心功能
不全及某些心律失常，尤其是室上性心律失常。其
在预防和治疗肿瘤方面正扮演着越来越重要的角

色。许多研究［２３］表明强心苷对恶性细胞具有优先

选择性杀伤作用，且不影响正常细胞的增殖。因此，
强心苷有望成为一种靶向治疗肿瘤的新型药物。

　　海芒果（ＣｅｒｂｅｒａｍａｎｇｈａｓＬ．）属于夹竹桃科
（Ａｐｏｃｙｎａｃｅａｅ）海芒果属（Ｃｅｒｂｅｒａ）。海芒果植株含
具有抗皮肤癌、乳 腺 癌和肺癌活性的强心苷。

Ｌａｐｈｏｏｋｈｉｅｏ等［４］已从白花海芒果种子中成功分离

出一系列具有抗癌活性的强心苷类化合物。βＤ
ｇｌｕｃｏｓｙｌ（１４）αＬｔｈｅｖｅｔｏｓｉｄｅｓｏｆ１７βｄｉｇｉｔｏｘｉｇｅ
ｎｉｎ（ＧＨＳＣ７３，结构式见图１）是从植物海芒果种子
中提取的具有抗肿瘤活性的天然产物，属强心苷。

ＨｅｐＧ２细胞来源于人肝癌组织，与正常肝细胞在细
胞增殖动力学上具有同源性，因此本研究选取人肝
癌细胞株 ＨｅｐＧ２作为研究对象，来探讨 ＧＨＳＣ７３
对其增殖和细胞周期的影响及作用机制。

图１　ＧＨＳＣ７３的化学结构式

Ｆｉｇ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＧＨＳＣ７３

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２购自中国科
学院生物化学与细胞生物学研究所细胞库，常规培养
于 ＭＥＭ培养基（含１０％灭活的胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ
青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素），置于３７℃、５％ＣＯ２饱和
湿度培养箱中培养，取对数生长期细胞用于实验。

１．２　药物　海芒果样品于２００１年７月采于我国广
西北海，由中国科学院上海药物研究所沈金贵副研
究员鉴定为海芒果（ＣｅｒｂｅｒａｍａｎｇｈａｓＬ．）。海芒果
种子的分离纯化由中国科学院上海生命科学研究院

药物研究所国家新药研究重点实验室郭跃伟研究员

课题组完成。氢谱和ＬＣＭＳ分析表明ＧＨＳＣ７３的
纯度大于９９％。ＧＨＳＣ７３用二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶
解，再用ＰＢＳ稀释，使ＤＭＳＯ终浓度小于０．１％。

１．３　主要试剂　四甲基偶氮唑盐 ＭＴＴ（Ｃ１８Ｈ１６Ｎ５
ＳＢｒ）、ＤＭＳＯ、５Ｆｕ（Ｃ４Ｈ３ＦＮ２Ｏ２）均购自 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司；ＭＥＭ，青霉素／链霉素混合液（青霉素１００Ｕ／

ｍｌ，链霉素１００μｇ／ｍｌ）购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购
自杭州四季青生物工程材料有限公司；碘化丙啶
（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｐｏｄｉｄｅ，ＰＩ）和 ＲＮａｓｅＡ 购自Ｓｉｇｍａ公
司；异丙醇、氯仿、乙醇购自国药集团；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ
抽提试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂盒购自

ＭＢＩＦｅｒｍａｎｔａｓ公司；ＳＹＢＲＲ○ ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司；引物由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成；其余试剂均
为分析纯。

１．４　ＭＴＴ比色法检测细胞存活率　参照文献［５］取

对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞，经０．２５％胰蛋白酶消
化，再加入含有１０％胎牛血清的 ＭＥＭ培养基，用滴
管将细胞吹打成单细胞悬液，以每孔１×１０４细胞数
铺于９６孔培养板中，在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度培养
箱中培养，２４ｈ后换液，ＧＨＳＣ７３组加入ＧＨＳＣ７３
使其终浓度分别为１、５、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ，另设
终浓度为２５μｇ／ｍｌ的５Ｆｕ阳性对照组和不加药物
的阴性对照组以及不接种细胞的空白对照组。每个
浓度每个时间点均设５个复孔，分别培养２４、４８、

７２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液（１ｍｇ／ｍｌ）５０μｌ，３７℃
孵育４ｈ后弃培养基；每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ振荡

１０ｍｉｎ，使结晶物完全溶解，用酶标仪在５５０ｎｍ处
测定光密度值。细胞存活率（％）＝［（药物处理组

Ｄ５５０－空白组 Ｄ５５０）／（阴性对照组 Ｄ５５０－空白组

Ｄ５５０）］×１００％。

１．５　流式细胞仪检测细胞周期分布　取对数生长
期的细胞以１×１０６的密度接种于６孔培养板中，细
胞贴壁后，弃上清，各组加入终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ的

ＧＨＳＣ７３，孵育０、２４、４８、７２ｈ后用０．２５％胰酶消化
收集所有细胞，用预冷的０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）
清洗１次，弃上清，加入１ｍｌ预冷的７０％乙醇固定，

４℃过夜。上机前，收集所有固定标本，离心弃上清，
用ＰＢＳ清洗１次，加入浓度为１ｍｇ／ｍｌ的 ＲＮａｓｅ
Ａ，用ＰＩ染液（５０μｇ／ｍｌ）室温下避光染色３０ｍｉｎ，流
式细胞仪进行细胞周期ＤＮＡ含量分析，确定细胞周
期的分布。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测Ｓ期相关基因表达

１．６．１　细胞总ＲＮＡ抽提　ＧＨＳＣ７３药物处理组
细胞和阴性对照组细胞分别加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ，枪头
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吹打，将裂解液转移至１．５ｍｌ无酶ＥＰ管中；加入

０．２ｍｌ氯仿，剧烈震荡１５ｓ，静置５ｍｉｎ；１２０００×ｇ
４℃离心１５ｍｉｎ，可见分层；吸取上层水相于另一无
酶ＥＰ管；加入０．５ｍｌ异丙醇，颠倒数次，静置１０
ｍｉｎ；１２０００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ；弃上清，加入１ｍｌ
７５％乙醇洗涤；７５００×ｇ４℃离心５ｍｉｎ；弃上清，空
气中干燥５～１０ｍｉｎ；沉淀溶于适量 ＤＥＰＣ水中，

５６℃水浴助溶，－８０℃保存备用。

１．６．２　ＲＮＡ定量与鉴定　采用紫外分光光度法测
定ＲＮＡ样品在波长２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的光密度
值。根据１Ｄ２６０相当于４０μｇ／ｍｌＲＮＡ 的量，以

Ｄ２６０／Ｄ２８０比值判断 ＲＮＡ 样品的纯度，选择 Ｄ２６０／

Ｄ２８０比值为１．８～２．０的ＲＮＡ样品。本实验室用核
酸／蛋白定量仪来检测，直接读出 ＲＮＡ 的浓度和

Ｄ２６０／Ｄ２８０比值。

１．６．３　ＲＮＡ逆转录　用 ＭＢＩ逆转录试剂盒在冰
上进行操作。取２μｇ模板ＲＮＡ，１μｌ随机引物，用

ｄｄＨ２Ｏ补足体积至１２μｌ，混匀，７０℃水浴５ｍｉｎ，混
匀，再加４μｌ的５×ｂｕｆｆｅｒ，１μｌ的Ｒｎａｓｉｎ（ＲＮＡ抑
制剂），２μｌ的ｄＮＴＰ，１μｌＲＴａｓｅ（逆转录酶），使总
体积为２０μｌ。２５℃放置１０ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，最后

７０℃１０ｍｉｎ，冰上冷却。合成好的ｃＤＮＡ必须存放
在－２０℃以下。

１．６．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增　用 ＴｏｙｏｂｏＳＹＢＲ ○Ｒ

Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试 剂 盒 行

ＧＡＤＤ１５３、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＡ２、ＤＨＦＲ、ＴＹＭＳ、ｐ２１的

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增，以 ＧＡＰＤＨ 为内参。用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ软件设计引物序列，ＧＡＤＤ１５３Ｆ：５′ＧＡＧ
ＣＡＴ ＣＡＧ ＴＣＣＣＣＣＡＣＴ ＴＧ３′，ＧＡＤＤ１５３Ｒ：５′
ＡＴＧＴＧＧＧＡＴ ＴＧＡＧＧＧＴＣＡＣＡＴ Ｃ３′；ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１Ｆ：５′ＡＧＧＴＣＴＧＣＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＡＧＴＧ３′，

ｃｙｃｌｉｎＤ１Ｒ：５′ＴＧＣＡＧＧＣＧＧＣＴＣＴＴＴＴＴＣ３′；

ｃｙｃｌｉｎＡ２Ｆ：５′ＣＡＧＣＣＴＧＣＧＴＴＣＡＣＣＡＴＴＣ３′，

ｃｙｃｌｉｎＡ２Ｒ：５′ＴＴＡ ＡＡＡ ＧＣＣ ＡＧＧ ＧＣＡ ＴＣＴ
ＴＣＡ３′；ＤＨＦＲＦ：５′ＴＣＡ ＧＣＡ ＧＣＡ ＧＧＡ ＣＧＡ
ＣＴＴＧＡ３′，ＤＨＦＲＲ：５′ＧＣＣＣＣＡＡＡＴ ＣＴＧＧＣＡ
ＡＴＡ ＡＧ３′；ＴＹＭＳＦ：５′ＡＡＧＧＧＴＡＣＡＡＴＣＣＧＣ
ＡＴＣＣＡ３′，ＴＹＭＳＲ：５′ＴＣＣＡＧＣＣＣＡＡＣＣＣＣＴ
ＡＡＡＧ３′；ｐ２１Ｆ：５′ＧＣＡＧＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＣＡＧＡ
ＴＴＴＣ３′，ｐ２１Ｒ：５′ＧＣＧＧＡＴＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣ
ＴＴ３′；ＧＡＰＤＨＦ：５′ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴ
ＧＡ３′，ＧＡＰＤＨＲ：５′ＣＴＧ ＴＴＧ ＣＴＧ ＴＡＧ ＣＣＡ
ＡＡＴＴＣＧＴ３′。反应总体积为２５μｌ，包括２．５μｌ
ＤＮＡ模板，１２．５μｌＳＹＢＲ

○Ｒ ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，各１μｌ１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物，８μｌ

ｄｄＨ２Ｏ。采用 ＡＢＩ７３００，按照仪器说明书进行９５℃
６０ｓ预变性，４５个循环（９５℃１０ｓ，６０℃３１ｓ）。数据
采用仪器自带软件（ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ）分
析。

１．６．５　数据分析　以ＧＡＰＤＨ为内参，采用相对定
量的方法，得到Ｃｔ值（达到阈值的循环数）为原始数
据，计算Ｃｔ值均值，应用相对定量法（ΔΔＣｔ）进行分
析，按照２－ΔΔＣｔ法进行数据处理和作图。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量
数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＧＨＳＣ７３对人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞增殖
的抑制作用　结果显示，不同浓度药物处理组分别
培养２４、４８、７２ｈ，ＧＨＳＣ７３对 ＨｅｐＧ２细胞的增殖
具有抑制作用，且其抑制作用具有时间和浓度依赖
性。随着作用时间的延长和药物浓度的增加，细胞
抑制效果越来越明显，ＧＨＳＣ７３对 ＨｅｐＧ２细胞的
生长有量效、时效关系（图２）。计算得到ＧＨＳＣ７３
抑制 ＨｅｐＧ２细胞的半数抑制浓度ＩＣ５０，２４、４８、７２ｈ
分别为（５．１８±０．２１）、（０．３７±０．０８）、（１．６６±
０．１６）μｍｏｌ／Ｌ。

图２　ＧＨＳＣ７３对人肝癌细胞系

ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＨＳＣ７３ｏｎ

ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＧＨＳＣ７３对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞周期进程的
影响　流式细胞仪细胞周期检测结果表明，５μｍｏｌ／

ＬＧＨＳＣ７３作用于人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞２４、４８、７２ｈ
后，与对照组（０ｈ）相比，Ｇ０／Ｇ１期细胞百分数逐渐减
少，而Ｓ期细胞百分数逐渐增加，其差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ期细胞百分数基本保持不变
（图３），说明 ＧＨＳＣ７３能造成 ＨｅｐＧ２细胞Ｓ期阻
滞，且这种阻滞具有时间依赖性。
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图３　ＧＨＳＣ７３（５μｍｏｌ／Ｌ）对

人肝癌ＨｅｐＧ２细胞周期的影响

Ｆｉｇ３　ＴｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｆｆｅｃｔｏｆＧＨＳＣ７３（５μｍｏｌ／Ｌ）

ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　Ｓ期相关基因的表达　通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴ
ＰＣＲ对与Ｓ期相关的６个基因的表达进行检测。以

ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－ΔΔＣｔ法进行评估，与对照组
的２－ΔΔＣｔ为１相比，ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎＤ１和ＧＡＤＤ１５３基因
在药物作用的不同时间点均表达上调，而在５μｍｏｌ／

ＬＧＨＳＣ７３作用２４ｈ后上调最明显，分别为对照组
的（２２．８±３．６）、（１０．９±１．４）、（１６．２±１．３）倍（图

４）；ＴＹＭＳ、ＤＨＦＲ和ｃｙｃｌｉｎＡ２基因在药物作用的
不同时间点均表达下调，且在 ＧＨＳＣ７３作用２４ｈ
后下调最明显，分别为对照组的（０．５４±０．０４）、
（０．２０±０．０３）和（０．６１±０．０４）倍（图４）。

图４　ＧＨＳＣ７３处理后ＨｅｐＧ２
细胞Ｓ期相关基因的表达变化

Ｆｉｇ４　ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２１，ｃｙｃｌｉｎＤ１，

ＧＡＤＤ１５３，ＴＹＭＳ，ＤＨＦＲ，ａｎｄｃｙｃｌｉｎ
Ａ２ａｆｔｅｒ５μｍｏｌ／ＬＧＨＳＣ７３ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　细胞周期（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ）是细胞生命活动的基本过

程，指从细胞分裂结束开始，到下一次细胞分裂结束
为止的过程，ＤＮＡ合成和细胞分裂是细胞周期的两
个主要事件。在进化过程中，细胞发展并建立了一
系列的调控机制，以确保细胞周期严格有序地交替
和各时相依次有序变更。已发现的与细胞周期调控
有关的分子很多，主要有３大类：细胞周期蛋白（ｃｙｃ
ｌｉｎ）［６］、细胞周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ）［７］、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂
（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＫＩ）［８］，其中

ＣＤＫ是调控网络的核心，ｃｙｃｌｉｎ对ＣＤＫｓ具有正性
调控作用，对ＣＫＩ有负性调控作用，共同构成了细胞
周期调控的分子基础。研究［９］表明，细胞的增殖、分
化、衰老和凋亡均是细胞周期依赖性的，抑制肿瘤细
胞ｃｙｃｌｉｎ的表达，上调ＣＫＩ表达，均可选择性地抑制
肿瘤组织ＣＤＫｓ的活性，阻止肿瘤细胞的异常增殖，
同时保护了正常细胞，是肿瘤治疗的新思路。几乎
所有的肿瘤都有细胞周期调控机制的破坏导致细胞

生长失控、分化受阻、凋亡异常的特征。选择保护正
常组织并诱导肿瘤细胞分化和凋亡的新药和有效的

治疗新方案，调节偏离正常细胞周期轨道的肿瘤细
胞回到正常轨道上来，将是今后抗肿瘤治疗的新策
略之一［１０］。

　　本实验探讨ＧＨＳＣ７３对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增
殖和细胞周期的影响及其可能机制。结果显示：

ＧＨＳＣ７３以剂量和时间依赖方式抑制 ＨｅｐＧ２细胞
增殖；以时间依赖方式诱导 ＨｅｐＧ２细胞周期在Ｓ期
阻滞。本研究显示 ＧＨＳＣ７３诱导 ＨｅｐＧ２细胞中

ＤＮＡ损伤应答、细胞周期检查点和核酸合成相关基
因表达变化，这些基因的变化与 ＧＨＳＣ７３诱导

ＨｅｐＧ２细胞Ｓ期阻滞的流式细胞仪检测结果基本
一致。

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ 结果显示，生长抑制与

ＤＮＡ损伤基因１５３（ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍ
ａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｇｅｎｅ１５３，ＧＡＤＤ１５３），ｃｙｃｌｉｎＤ１基因

ｍＲＮＡ在药物作用的不同时间点均表达上调，而在

ＧＨＳＣ７３作用２４ｈ后上调最明显。ＧＡＤＤ１５３在
细胞周期进入Ｇ１、Ｇ２期时会对受损的ＤＮＡ进行修
复。ＧＡＤＤ１５３属于修复酶之一，受损ＤＮＡ刺激其
表达上调。同时，ＧＡＤＤ１５３也是调控细胞凋亡的一
种重要蛋白，在细胞内质网应激等状态下大量表达
并转位于细胞核，与细胞核的转录因子结合，导致蛋
白合成抑制，诱导细胞凋亡［１１１２］。ＣｙｃｌｉｎＤ１在正常
细胞的细胞周期Ｇ０期开始合成，其水平在Ｇ１中期达
到高峰，Ｓ期开始降解，与细胞增殖有关。当ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１与细胞周期素依赖性激酶（ＣＤＫ４或ＣＤＫ６）结合
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后，就可以激活后者的磷酸酶活性，使视网膜细胞瘤
蛋白（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，Ｒｂ）磷酸化。高磷酸化的 Ｒｂ
蛋白因构象改变而与转录因子Ｅ２Ｆ分离，Ｅ２Ｆ被释
放而发挥其转录因子的效应，促进与ＤＮＡ合成有关
的基因转录，从而促进细胞周期进入Ｓ期［６，１３１４］。

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ的结果显示：ｐ２１基因 ｍＲ
ＮＡ在药物作用的不同时间点均表达上调，而在

ＧＨＳＣ７３作用２４ｈ后上调最明显，且随着作用时间
的延长，表达上调呈递减趋势。一般认为ｐ２１基因
是肿瘤抑制基因野生型ｐ５３的下游基因，当细胞受
到损伤时，ｐ５３和ｐ２１相互诱导表达，ｐ２１第２１～２６
及４９～７２位氨基酸处分别与ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ结合，从
而使ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物的激酶活性丧失。ｐ２１抑制

ｃｙｃｌｉｎＤ１ＣＤＫ２和ｃｙｃｌｉｎＥＣＤＫ２活性，使Ｒｂ蛋白
不能磷酸化，从而使细胞周期停滞在 Ｇ１ 期［１５］。这
与ＧＨＳＣ７３诱导 ＨｅｐＧ２细胞Ｓ期阻滞不一致，但
是也有研究表明ｐ２１可通过非依赖ｐ５３途径诱导细
胞周期停滞。ｐ２１可作为ＣＤＫ聚集因子正性调节

ＣＤＫ功能。体外实验显示，低浓度ｐ２１刺激有关功
能基因磷酸化，促进Ｇ１期到Ｓ期的转化；高浓度ｐ２１
则抑制四聚体的激酶反应，使细胞周期停滞［１６］。ｐ２１
协同激活激酶的作用，预示ｐ２１可能有另一个功能，

ｐ２１可能作为ＣＤＫ聚集因子，正性调节ＣＤＫ。所以
还需要进一步设计实验来证明 ｐ２１基因上调在

ＧＨＳＣ７３诱导 ＨｅｐＧ２细胞Ｓ期阻滞中所起的作用。

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ的结果还显示，二氢叶酸还
原酶（ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＤＨＦＲ）、胸腺嘧啶合
成酶（ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＴＹＭＳ）和ｃｙｃｌｉｎＡ２基
因ｍＲＮＡ在药物作用的不同时间点均表达下调，而
在ＧＨＳＣ７３作用２４ｈ后下调最明显。ＤＨＦＲ和

ＴＹＭＳ是ＤＮＡ生物合成反应中的关键酶。它们的
活性受到抑制，就会影响细胞复制时ＤＮＡ的合成，
进而将细胞生长抑制在细胞周期中的ＤＮＡ合成前
期即Ｇ１期及ＤＮＡ合成期（Ｓ期）［１７］。ＣｙｃｌｉｎＡ２在

Ｇ１晚期出现，可分别与ＣＤＫ２和ＣＤＫ１结合，实验表
明ｃｙｃｌｉｎＡ２在Ｓ期能促进ＤＮＡ合成，促进细胞越
过Ｇ２／Ｍ期转折点，进入 Ｍ期［１８］。

　　总之，本研究发现，ＧＨＳＣ７３可抑制 ＨｅｐＧ２细
胞增殖，阻滞 ＨｅｐＧ２细胞周期进程，其作用机制可
能与上调ｐ２１、ＧＡＤＤ１５３和ｃｙｃｌｉｎＤ１表达和下调

ＤＨＦＲ、ＴＹＭＳ和ｃｙｃｌｉｎＡ２表达有关。
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