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重组人内皮抑素对人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１增殖及凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　初步研究Ｗｎｔ通路在重组人血管内皮抑素（ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ＥＳ）诱导人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１增殖、凋
亡过程中的作用及可能机制。方法　 分别以５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌＥＳ体外处理人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１，利用ＭＴＴ比
色法检测不同浓度、时间ＥＳ作用下的细胞增殖状态；利用流式细胞仪检测细胞周期及凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β连环蛋白
（βｃａｔｅｎｉｎ）、糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ３β）表达；应用ＲＴＰＣＲ检测Ｗｎｔ信号通路下游基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ及ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达
情况。结果　 不同浓度的ＥＳ对人肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１具有不同程度的生长抑制作用，且存在时间剂量效应，ＥＳ作用
４８ｈ和７２ｈ后，ＳＭＣＣ７７２１细胞抑制率分别为（１０．４５±０．７３）％和（２１．８１±０．５５）％（５０μｇ／ｍｌ）；（１５．４２±１．９１）％和
（２７８１±０．９２）％（１００μｇ／ｍｌ）；（２３．６４±０．４３）％和（３１．０７±０．１３）％（２００μｇ／ｍｌ）；（２８．８８±０．６３）％和（４３．７６±
０５５）％（４００μｇ／ｍｌ）。与２４ｈ各浓度组相比差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。各浓度 ＥＳ处理后，ＳＭＭＣ７７２１细胞 Ｇ１期
细胞比例与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．００）；ＳＭＭＣ７７２１细胞经ＥＳ作用７２ｈ后，随ＥＳ浓度升高，细胞凋亡率增
加，与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＥＳ能显著降低细胞βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达（Ｐ＝０．０００），但对ＧＳＫ３β蛋白
表达无明显影响。ＥＳ能下调Ｗｎｔ信号通路下游转录因子ｓｕｒｖｉｖｉｎ及ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平。结论　 ＥＳ通过促进βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白降解，降低Ｗｎｔ信号通路下游癌基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ及ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的转录，从而抑制ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖，并诱导细胞
凋亡。ＥＳ抑制增殖、诱导凋亡的作用与ＧＳＫ３β蛋白表达无关。
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　　重组人内皮抑素（ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ＥＳ）是一种特异
的内皮细胞增殖抑制剂，具有很强的血管生成抑制作

用。体外实验中发现重组人内皮抑素能够诱导内皮细

胞凋亡，并抑制内皮细胞迁移；体内研究表明内皮抑素

通过抑制肿瘤表面血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达，多靶点抑制血管内
皮细胞的生长，从而导肿瘤的休眠或退缩［１］。ＥＳ通过
抑制血管内皮细胞达到抗肿瘤作用的机制已被广泛证

实［２］。近年来，实验表明重组人内皮抑素（ｒｈＥＳ）不仅
对血管内皮细胞有抑制作用，对多种肿瘤同样具有诱

导凋亡，抑制增殖的作用。人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１具
有较高增殖能力，本实验利用流式细胞术，ＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＳ对肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１增殖、
细胞周期及凋亡的影响，并探讨其可能的作用机制，为

肝癌的化疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＳＭＭＣ７７２１人肝癌细胞株购自中国科学院上海细胞生物
学研究所。重组人血管内皮抑素注射液（ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ＥＳ）
１５ｍｇ／３ｍｌ每支，购于山东先声麦得津生物制药有限公司。鼠
抗人βｃａｔｅｎｉｎ及ＧＳＫ３β单克隆抗体及 ＨＲＰ标记的第二抗体
（羊抗鼠ＩｇＧ）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。ＥＣＬ发光试剂购自
Ｐｉｅｒｃｅ公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，ＰＣＲ引物由上
海生工合成。噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、碘化丙啶
（ＰＩ）购自上海生工公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及处理　　ＳＭＭＣ７７２１细胞接种于５０ｍｌ培
养瓶，培养液为含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０，置于３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度细胞培养箱中培养，０．２５％胰蛋白酶（含０．０２％
ＥＤＴＡ）消化传代，倒置显微镜下观察细胞的生长状态。取对数
生长期细胞进行实验。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖　　将处于对数生长期的ＳＭＭＣ
７７２１细胞以０．２５％胰酶消化，细胞计数，用细胞培养基稀释单
细胞悬液至所需细胞浓度１×１０４／孔，每孔１００μｌ，接种于９６
孔细胞培养板，根据文献进行药品稀释［３］，按终浓度将５０、１００、
２００、４００μｇ／ｍｌ人血管内皮抑素（ＥＳ）加入各孔，同时设空白对
照组、溶剂对照组和调零孔，每组设重复孔 ６孔。３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱内培养，分别作用２４、４８、７２ｈ，除去培养基，加
入现配置噻唑蓝（ＭＴＴ，１０μｌ／孔），３７℃、５％ ＣＯ２培养４ｈ，吸
出ＭＴＴ，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，１２０μｌ／孔），微孔板振荡器振
荡１０ｍｉｎ，５７０ｎｍ波长酶标仪下测光密度值。实验重复３次。
分别计算ＥＳ对ＳＭＭＣ７７２１的２４、４８、７２ｈ增殖抑制率。
　　增殖抑制率＝（１－实验组平均光密度值／对照组平均光密

度值）×１００％。
１．２．３　流式细胞仪检测细胞周期　　取对数生长期的ＳＭＭＣ
７７２１细胞，以浓度１×１０６／ｍｌ接种于６孔板，每孔１ｍｌ，３７℃、
５％ ＣＯ２培养过夜。按终浓度分别为５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌ加
入样品，同时设立对照组。３７℃、５％ ＣＯ２继续培养２４ｈ，胰酶
消化，ＰＢＳ洗涤２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞，７０％乙
醇４℃固定过夜，加入 ＲＮＡａｓｅＡ３μｌ至终浓度 ５０μｇ／ｍｌ，
３７℃ 恒温水浴１ｈ，碘化丙啶（ＰＩ）避光染色，流式细胞仪测定
细胞周期变化。实验重复３次。
１．２．４　流式细胞术测定细胞凋亡　　细胞处理及分组同细胞
周期检测实验。细胞培养 ７２ｈ后收集细胞，将细胞悬浮于
５００ｍｌ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中，加入 ＦＩＴＣ标 记 的 Ａｎｎｅｘｉｎ２Ｖ
（２０μｇ／ｍｌ）５μｌ以及 ＰＩ染液（５０μｇ／ｍｌ）１０μｌ，轻轻混匀；室
温、避光、孵育１０ｍｉｎ。在１ｈ内，进行流式细胞仪检测。实验
重复３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取ＥＳ处理前及７２ｈ后的ＳＭＭＣ
７７２１细胞，用１×ＳＤＳ裂解，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ（Ｐｉｅｒｃｅ）法进
行蛋白定量，取等量蛋白（５０μｇ），经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，将蛋
白转移到ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉（ＴＢＳ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）封闭
１ｈ，分别加入βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β单克隆抗体（１∶５００）。４℃过夜，
１×ＴＢＳＴ（０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳ）漂洗３次，１０ｍｉｎ／次；分别加
ＨＲＰ标记的第二抗体（羊抗鼠 ＩｇＧ，１∶１０００），室温孵育 ２ｈ。
ＧＡＰＤＨ作为内参照。ＥＣＬ化学发光剂温育，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像
系统采集图片，结果采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度值分析，实
验重复３次。
１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ１基因表达　　ｃｙｃｌｉｎＤ１
基因引物序列：上游引物５′ＣＴＧＴＣＣＣＡＣＴＣＣＴＡＣＧＡＴＡＣＧＣ３′，
下游 引 物 ５′ＡＣＴＴＧＣＣＴＣＡＡＡＧＴＣＣＴＧＣＴＴＧ３′，退 火 温 度
５６℃，产物长度３３８ｂｐ。ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因引物序列：上游引物５′
ＣＴＧＧＣＧＴＡＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＴＴＴＧ３′，下游引物 ５′ＣＧＧＴＡＧＧＧＡ
ＣＡＴＧＣＴＡＡＧＴＡＧＡ３′，退火温度５６℃，产物长度４６５ｂｐ。ＧＡＰ
ＤＨ基因序列：上游引物５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下
游引物５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′，退火温度５９℃，产
物长度２５８ｂｐ。βａｃｔｉｎ基因引物序列：上游引物５′ＣＴＡＣＡＡＴ
ＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧ３′，下游引物５′ＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴ
ＧＣ３′，退火温度６０．６℃，产物长度５２７ｂｐ。取对数生长期细
胞，ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ不同浓度组处理７２ｈ后，按ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ抽提试
剂盒说明书分别提取各组细胞总 ＲＮＡ。用紫外分光光度计测
Ｄ（２６０）、Ｄ（２８０）。琼脂糖凝胶电泳提示ＲＮＡ完整。逆转录条
件为３７℃反应１５ｍｉｎ，８５℃反应５ｓ合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应条
件为９４℃预变性３ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，按各自退火温度
退火３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，扩增 ３６个循环，最后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ，ＰＣＲ扩增产物取３μｌ，２％琼脂糖凝胶电泳。实验重复
３次。
１．３　统计学方法
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，组间多重比
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较采用ＬＳＤ２ｔ检验。经过不同药物浓度、处理不同时间的细胞
增殖资料采用析因分析。方差不齐采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验。

２　结果

２．１　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ对ＳＭＭＣ７７２１细胞生长的抑制作用
　　不同浓度的 ＥＳ对人肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１具有不同程度
的生长抑制作用。且随剂量增加和时间延长，抑制效果有增强

趋势，不同浓度和时间组的细胞存活率有显著性差异。ＥＳ药
物浓度在５０～４００μｇ／ｍｌ之间作用４８ｈ和７２ｈ，与２４ｈ各浓度
组相比生长抑制作用明显加强。

　　ＥＳ对ＳＭＣＣ７７２１细胞作用的浓度和时间存在交互效应显
著，单独效应分析：ＳＭＣＣ７７２１细胞分别经过 ＥＳ处理２４、４８、
７２ｈ后，各浓度组间比较有统计学差异（Ｐ＝０．０００）；分别经
５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌＥＳ处理后，不同时间组间比较有统计
学差异（Ｐ＝０．０００，图１）。
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Ｐ＜０．０５，同一时间不同浓度之间比较；Ｐ＜０．０１，同一浓度不同时
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图１　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ对ＳＭＭＣ７７２１细胞生长的抑制作用

２．２　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ影响ＳＭＭＣ７７２１细胞周期分布
　　随ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ浓度升高，ＳＭＭＣ７７２１细胞处于Ｇ１期比例

增加，Ｓ期比例逐渐减少。实验各组５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌ处
理细胞后，ＳＭＭＣ７７２１细胞 Ｇ１期细胞比例与对照组比较差异
显著（Ｐ＝０．００）。４００μｇ／ｍｌ细胞处理组 Ｓ期比例与对照组比
较差异显著（Ｐ＝０．００）（图２）。
２．３　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ诱导ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡
　　ＳＭＭＣ７７２１细胞经ＥＳ作用７２ｈ后，随ＥＳ浓度升高，细胞
凋亡率增加。与对照组相比，实验各组５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌ
处理细胞后，ＳＭＭＣ７７２１细胞细胞凋亡率呈上升趋势（Ｐ＜
００５）（图３）。
２．４　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ下调 ＳＭＭＣ７７２１细胞 βｃａｔｅｎｉｎ蛋

白的表达

　　ＳＭＭＣ７７２１细胞经 ＥＳ作用７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，随着ＥＳ浓度逐渐升高（５０～４００μｇ／ｍｌ），βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表
达量与对照组相比明显下降（Ｐ＝０．０００）。βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
在组内比较的结果显示，５０μｇ／ｍｌ处理组与对照组相比无统计
学意义（Ｐ＝０．０９５）。而１００、２００、４００μｇ／ｍｌ各组与对照组相
比均有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。处理组各组间数据有统计学
意义（Ｐ＝０．０００）（图４）。
２．５　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ对 ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＧＳＫ３β蛋白

的表达无作用

　　ＳＭＭＣ７７２１细胞经 ＥＳ作用７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，随着ＥＳ浓度逐渐升高（５０～４００μｇ／ｍｌ），ＧＳＫ３β蛋白表达
并无明显改变（Ｐ＝０．３９５），其组间数据无统计学意义（Ｐ＞
００５）（图４）。
２．６　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ下调 ＳＭＭＣ７７２１细胞 ｓｕｒｖｉｎｉｎ及

ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达
　　ＳＭＣＣ７７２１细胞经不同浓度 ＥＳ作用７２ｈ后，ＲＴＰＣＲ结
果显示，随着 ＥＳ浓度逐渐升高（５０～４００μｇ／ｍｌ），ｓｕｒｖｉｎｉｎ及
ｃｙｃｌｉｎＤ１的 ｍＲＮＡ表达均有显著下降（Ｐ＜０．０５）。其中
４００μｇ／ｍｌ组与对照组相比ｓｕｒｖｉｎｉｎ和ｃｙｃｌｉｎＤ１基因表达差异
显著（Ｐ＝０．００）（图５）。
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Ａ：５０μｇ／ｍｌ浓度组；Ｂ：１００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｃ：２００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｄ：４００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｅ：对照组
图２　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎ处理７２ｈ时ＳＭＭＣ７７２１细胞周期的流式细胞仪检测结果
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Ａ：５０μｇ／ｍｌ浓度组；Ｂ：１００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｃ：２００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｄ：４００μｇ／ｍｌ浓度组；Ｅ：对照组
图３　ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎ处理７２ｈ时ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡的ＭＴＴ检测结果
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１：对照组；２：５０μｇ／ｍｌ浓度组；３：１００μｇ／ｍｌ浓度组；４：２００μｇ／ｍｌ
浓度组；５：４００μｇ／ｍｌ浓度组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＳ对ＳＭＭＣ７７２１细胞βｃａｔｅｎｉｎ及ＧＳＫ３β

蛋白表达的影响
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Ｍ：标准；１：对照组；２：５０μｇ／ｍｌ浓度组；３：１００μｇ／ｍｌ浓度组；
４：２００μｇ／ｍｌ浓度组；５：４００μｇ／ｍｌ浓度组
图５　ＲＴＰＣＲ检测ＥＳ下调ＳＭＭＣ７７２１细胞ｓｕｒｖｉｎｉｎ及ｃｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　ＥＳ是细胞外基质胶原ⅩⅧ羧基末端片段，由 Ｏ’
Ｒｅｉｌｌｙ等［４］在体外培养小鼠内皮细胞瘤的培养基中发

现的一种内源性血管生成抑制因子，是对血管内皮细

胞的生长增殖抑制力度最大的一种内源性肿瘤血管生

成抑制剂。Ｊｉａｎｇ等［５］证实了 ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ在体外直
接抑制人卵巢细胞株 ＳＫＯＶ３的生长，并诱导其凋亡。
杨珉等［６］发现ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ使Ｗｎｔ信号通路中的关键
蛋白 βｃａｔｅｎｉｎ降解，从而抑制 ｃｙｃｌｉｎＤ１的转录。这
提示了ＥＳ不仅对血管内皮细胞有抑制作用，对肿瘤
细胞同样具有抑制作用。

　　Ｗｎｔ信号通路是一条对胚胎发育起重要作用的信
号转导通路，它的异常活化参与包括肝癌在内的多种

癌症的发生、发展［７］。在 Ｗｎｔ信号被激活时，ＡＰＣ
ＡｘｉｎＧＳＫ３β复合体不易形成，无法使 βｃａｔｅｎｉｎ磷酸
化，无法将其泛素化降解，从而使大量的 βｃａｔｅｎｉｎ存
积在细胞中并使其转入细胞核内，与核转录因子ＴＣＦ／
ＬＥＦ结合，形成异源二聚体，介导下游靶基因的转录。
目前已知的靶基因有ｃｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｓｕｒｖｉｖｉｎ等［８］原

癌基因。包括肝癌在内的多种肿瘤均有 βｃａｔｅｎｉｎ胞
浆、胞核阳性表达［９］，说明 βｃａｔｅｎｉｎ作为 Ｗｎｔ信号通
路一个转录调控因子。因此，通过降低 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白
的胞浆含量，干预 Ｗｎｔ信号通路的转导，对抑制肿瘤

细胞增殖，诱导肿瘤细胞凋亡，降低肿瘤侵袭、转移能

力等，具有重要意义。

　　本实验以人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１作为研究对
象，发现随着ＥＳ的浓度升高和作用时间的延长，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示肿瘤细胞质内 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量明
显降低，说明 ＥＳ能够降低肿瘤细胞内 Ｗｎｔ信号通路
中关键蛋白βｃａｔｅｎｉｎ的含量，与Ｈａｎａｉ等［１０］的研究结

果一致。我们进一步利用ＲＴＰＣＲ技术检测了Ｗｎｔ下
游凋亡相关的２个转录因子的表达，发现 ｓｕｒｖｉｎｉｎ和
ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ转录水平有显著降低，说明 ＥＳ通过
降低肝癌细胞内βｃａｔｅｎｉｎ胞浆蛋白表达，从而降低了
该蛋白进入胞核内与ＴＣＦ／ＬＥＦ的结合，减少转录二聚
体的生成，因此导致了下游癌基因 ｍＲＮＡ水平下降，
从而使细胞增殖降低，诱导细胞凋亡。同时，本实验发

现不同浓度的 ＥＳ对 ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖、细胞周期
和细胞凋亡方面均有显著作用。进一步说明了 ＥＳ能
够通过降低βｃａｔｅｎｉｎ蛋白胞浆表达，阻滞了Ｗｎｔ信号
通路的转导，从而影响 ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖、细胞
周期和凋亡。ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在有丝分裂的过程中与周
期蛋白依赖激酶Ｐ３４ｃｄｃ２相连，与 ｃｙｃｌｉｎＢ１共同作用
由始至终发挥凋亡作用。ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白具有控制纺锤
体检查和凋亡检查点的双重作用，肿瘤组织过表达

ｓｕｒｖｉｖｉｎ可以避开凋亡检查点，使已转化的细胞进行异
常的有丝分裂，从而使 ｓｕｒｖｉｖｉｎ丧失抑制细胞凋亡的
功能。本实验结果说明，与对照组相比，ＥＳ作用７２ｈ后
的ＳＭＭＣ７７２１细胞ｓｕｒｖｉｎｉｎ转录水平下调，并具有显著
的时间效应和剂量效应，说明ＥＳ通过下调βｃａｔｅｎｉｎ胞
浆蛋白表达，使Ｗｎｔ信号通路下游ｓｕｒｖｉｎｉｎ基因ｍＲＮＡ
水平下调，从而使 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白量减少，最终肿瘤细胞
恢复凋亡检查功能，表现出增殖抑制状态；ｃｙｃｌｉｎＤ１
是作用于Ｇ１期的重要细胞周期蛋白，可以促进 Ｇ１／Ｓ
期转换而加速细胞周期的进程。本实验结果表明

ＳＭＭＣ７７２１细胞的细胞周期发生了明显变化，由于ＥＳ
使βｃａｔｅｎｉｎ蛋白胞浆表达下调，其下游靶基因 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１的转录减少，细胞Ｇ１期增加，Ｓ期减少，细胞周期阻
滞于Ｇ１期；随 ＥＳ浓度的增加，诱导 ＳＭＭＣ７７２１细胞
凋亡作用增强。其中４００μｇ／ｍｌＥＳ组的细胞凋亡率
可达２９．１９％。
　　为了探讨ＥＳ抑制肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖和诱
导凋亡的机制，本实验检测了糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ
３β）。ＧＳＫ３β蛋白是Ｗｎｔ信号通路的负向调节蛋白，
磷酸化后可以促进βｃａｔｅｎｉｎ的泛素化降解，从而调控
Ｗｎｔ下游基因的表达。Ｆａｒａｇｏ等［１１］发现通过降低

ＧＳＫ３β的活性，乳腺癌细胞中 Ｗｎｔ信号通路异常激
活，βｃａｔｅｎｉｎ在细胞胞浆中的含量增加，并且下游ｃｙｃ
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ｌｉｎＤ１表达增加。本实验发现，ＥＳ作用前后，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示 ＧＳＫ３β蛋白并无明显变化（Ｐ＝
０３９５），这提示ＥＳ所引起的 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量下调
和ｓｕｒｖｉｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ转录水平下调与 ＧＳＫ３β
蛋白胞浆含量并无相关性。因此，ＥＳ抑制ＳＭＭＣ７７２１
细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用机制并不是通过改变

细胞内ＧＳＫ３β蛋白量实现的。
　　分析上述实验结果，ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ通过下调
βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，从而使Ｗｎｔ信号通路下游转录因
子ｓｕｒｖｉｎｉｎ和ｃｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平降低，使肝癌细胞
阻滞于Ｇ１期，阻断细胞的复制增殖，导致细胞凋亡。
综上所述，ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ不仅可通过抗血管生成而抑
制肝癌细胞的生长和转移，还可通过下调 Ｗｎｔ信号通
路中的关键蛋白βｃａｔｅｎｉｎ，降低该信号通路下游癌基
因的转录，起到诱导细胞凋亡和直接抗肿瘤的作用。

这为ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ抗肿瘤机制进行了补充，也为今后
ｒｈＥｎｄｏｓｔａｔｉｎ临床运用于抗肝癌治疗提供理论基础。
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２　讨论

　　心脏原发肿瘤通常为良性肿瘤，以心脏黏液瘤常见，其次
为横纹肌瘤，而平滑肌瘤、纤维瘤相当罕见［１－２］。心脏平滑肌

瘤常继发于静脉或子宫平滑肌，子宫平滑肌瘤可以沿下腔静脉

到达右心房［３－５］，而原发性心脏平滑肌瘤相当罕见［２，４，６］。心脏

平滑肌瘤的症状随病变位置、大小、栓塞情况而有所不同，可出

现心力衰竭，心律失常，肺动脉高压、瘤体脱落等［６］。尽管心脏

肿瘤多数情况下是良性的，但由于其导致的恶性后果，早期发

现显得尤为重要。

　　彩色多普勒超声检查不仅可以发现心室内占位性病变，还
能显示其血供情况，常用于心脏疾病的检查，但受操作者技术

影响较大，而且不能完全显示肿瘤引起的其他继发性改变。随

着多层螺旋ＣＴ特别是６４层螺旋 ＣＴ的广泛应用，其对于心脏
疾病的诊断优势越来越明显。ＣＴ平扫可以显示心室内肿瘤大
小及形态。增强扫描不仅可以更清楚的显示肿瘤边界和肿瘤

的血供情况，还能清晰显示肿瘤与周围血管、心室之间的关系。

后处理重建中，ＶＲ图像可以直观、立体地显示肿瘤与心室、心
房的关系，ＭＰＲ能从多个平面显示肿瘤与周围组织的关系及冠
状动脉受压情况，为临床的进一步治疗提供了非常重要的依

据。６４层螺旋ＣＴ避免了由于操作者的主观原因而引起的漏
诊及对病变显示不全面，为临床医师的进一步治疗提供更全面

的资料。

　　本例心脏平滑肌瘤的 ＣＴ表现为边界清楚的软组织块影，
内见点状钙化灶，无侵袭性，提示其为良性肿瘤。通过 ＶＲ图
像显示了左右心室受压的表现，ＭＰＲ重建显示肿瘤推移了右冠
状动脉，但其无明显狭窄，为临床手术提供了帮助。
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