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Genistein对人肝癌细胞 SMMC一772 1的抗增殖作用 

郑维萍 ，汤为学2，李龙江 ，赵 华 

(1．重庆医科大学机能实验室，2．重庆医科大学病理牛 学教研 ，3．重庆医科大学中心实验室；重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 (；enlstein埘人肝癌细胞 SMMC一7721的抑制增殖作用及其机珲一方法：采用 M 『rr法测定 Genistein在不同浓 

度、不同时间对 SMMC一7721细胞抑制增值的效应：流式细胞术分析细Ij乜剧期分伽硬凋亡率：透视电镜观察细胞超微结构改变； 

免疫细胞化学法检测细Ij乜凋『_卡H关蛋fLI的表达：结果：Genistein可抑制 SMMC一772 1细胞的增殖，其抑制率与药物浓度和作用 

时间呈依赖关系：72h的IC50为29．0760 mol／l ：流式细胞仪分析证实 Genisteln能使 SMMC一772l细胞聚积在 G2／M期，凋亡率 

为8．8l％(P<0．05)；透视电镜观察发现Genlsteln能诱导细胞凋亡：免疫细胞化学法显爪：Bax、hs、My(、、iN()s、NF—kB表达增加， 

Bcl一2、MTP53表达减低 结论：(；enistein住体外可抑制 SMMC一7721细胞增殖作用，是通过细胞阻滞在 G2／M期和上调 Bax、Fas、 

Myc、iNOS、NF—kB的表达，1)乏下稠 Br l一2、 P53表达诱导的细胞凋亡一 
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Effects of Genistein on proliferation of human hepatic cancer cell line 

SMMC-7721 

ZHENG We P ng，el 

【Departmellt 。Functioli，Chongqing Medical Universit) ) 

【Abstract】O ective：To investigate the pl‘oliferation inhibitoI~，P (-t of GenistPin on human hepatir ran(w e11 lin SMMC一772 1
． 

M ethod：The M |rr method was used to assa
．

~the biologi(、aeti~rities of Genistein OI3 SMMC一772 1 at(̈ rPnt timPs and in di rent dnses
． 

The cell cycle distribntion all(1 cell apoptotie rate Wel‘P dete( ted I flow cytometrie ana1
．

~sis．_rhe(、P11 lJhrastruetlJr was f1bserved bv eleetron 

microscope．The apoptnsis associate(t protein was dete(-te(1 with inmnmohisto( heroi c、al technique
．Result：(；Pnistein(、()uld ffe tiv 1v inhibit 

SMMC一772 1 in a(1ose and time dependent nlanllel‘．1(250 (72h)f1f1 Genistein to SMMC一772 1 was 29
．0760 LL mnl／1 ．The 11 growth was 

arrested at G2／M stage an(1 the apoptoti~‘工-ate was 8
．8 1％ ．Genistein f-oah1 lead to apoptosis，whif、h was(．0nfirmed t)v eleetmn micm 0De

． 

The expression of Bax、Fas、Myr、iN()S、NF—kB ’PrP “I1一regulated-1、hid the PXl'Wessi()n 0f Bel一2
，
MTP53 w re down-regulated． 

Conclusion：Genistein f、onld inhibit the proliDration of SMMC一772 1 in、itm
．which iv due to the arrest at G2／M stag and th apoptosis is 

related to the tip—reDdation of Bax，Fas，M、f、，iNOS，、F—k B all(t flI1、、11一regulati(m of Bf、1—2
， MTP53． 

【Key、、ords】Genistein；Hepatic一(、aI1f Pr：Apol~tosis 

原发性肝癌是我 最常见的恶性肿瘤之一，近 

20年来肝癌的病死率有上升趋势，已成为我国第二 

位恶性肿瘤致死的原因：已有化疗药物毒性大 、易 

耐药等缺点，寻找新的化疗药物并研究其作用机 

理，一直是人们所关注的：Genistein(又称金雀异黄 

素 )是异黄酮中活性较强的一种，广泛存在于天然 

植物中，具有多种生物学作用，而且对多种肿瘤细 

胞都具有抑制作用⋯：Genistein对人肝癌作用报道 

很 少 ，本 实 验 检 测 Genistein对 人 肝 癌 细 胞 株 

作者介绍：郑维萍(1959一 )，男，实验师 

主要研究方向：肿瘤病理 生理 

SMMC-7721增殖抑制作用及探讨其可能的机理 ， 

以评价 Genistein在肝癌化疗中的应用前景。 

1 材料与方法 

1．1 材 料  

人肝癌细胞株 SMMC一7721为重庆医科大学病理生理教 

研室提供，RPMI一1640(Gib( 美闰)，新生小牛血清(杭州四 

季青牛物 _r 程材料有限公刮)，M rr(美国 sigma公司)，二甲 

亚6凡 (DMSO苏州一I 业同区正兴化T研究院)；兔抗 iNOS、 

NF—kB(P65)多克隆抗体购自美 Santa Cruz公司；单克隆抗 

体 Bax、Bel一2、Fas、Myc、突变型 p53 (MTP53)、S-P试剂盒、 
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DAB显色液购自J匕京中1 J1生物技术有限公口J—Genistein 陕 

西赛得高科生物股份有限公词侯肇彬咒牛_馈噌 

1．2 方 法 

1．2．1 MTrr法【=I榆测药物的抑制增殖 用 取对数牛K期的 

SMMC一772l细咆 5×l0 个 ／ml，接 种于 96孑L饭(200 I／孑L)， 

实验设空fL1对照组(只加培养液)、细胞对照组(只加绌咆)、溶 

剂对照组(1％乙醇 +细胞 )、药物实验组(实验时用 75％乙 

醇溶解 Genistein，配制成 l8．5 nlol／1，、37 mol／1 、74 tool／1 、 

148 mol／L、296 tool／1 五个终浓度 ，何孔加药 20 1)，何实 

验组设 8个平iiTL，重复 3次 药物作用 72h后去 卜清液 ，每 

孔加 200 l无血清技 5mg／miMTF20 l继续评阅 4h后 ，离 

心去上清液，每孑L加 DMSO200 l，在酶标仪上检测每孔吸光 

度值fA)，波长 570nm 计算各种药物浓度的抑制率一抑制率 

： l一药物实验组平均 A值 ／绌胞对旦《{组平均 A值，根据中效 

程式[fa／fu=(D／1)m)m]i[~算 中效浓度(IC50)(72h)H 

1．2．2流式细胞仪(FcM)分析药物作用后细胞周期~)-4i瞍捌亡 

率 取对数生长期的SMMC一772l细胞 l×l0n个／20ml接种 

于 200ml培养瓶内，实验设绌胞埘旦f{组和药物作用组(1／2 

1C50)，于 72h终止培养，0．1％胰嗨消化收集细胞，PBS液清 

洗 ，用 70％预冷乙醇 lml 定 lh，PBS液洗 2次 ，加入 Pl染 

液放置 30rain，以激发波长 4ggnm测定 ，并j{】MⅢlfit 1：1’、2．0 

软件分析细胞周期分布及凋亡率 

l-2．3透视电镜观察药物作川后绌胞形态改变 细胞处理同 

流式细胞仪，用 PBS液洗 2次 ，2．5％戊二醛同定， 用 2％叫 

氧化饿固定 、脱水、包埋、切片和染色均按常规处 ，透视电 

镜观察 、拍照= 

1．2．4免疫细胞化学法(SP)检测 Bax、Fas、Myc、iNOS、NF—kB、 

B c-1—2及 MTP53蛋门的表达 取对数生长 SMMC一7721细胞 

5×10 个 ／1 rnl／孔接种于预咒放置小玻片的 24孔板内，实验 

设细胞埘照组和药物作用组(1／2 I(：50)，于 72h终止培养 

免疫皇fH胞化学法操作按试剂说明书进行，中性树胶封片， 

’l[=镜下 观察 并照 相 ～免疫 绌胞 化学 法结 果 判断 根据 

HSCORE评分法I ，10×20镜下随机选择 5个细胞分布均 

匀的 野．每个视野计数 50个细咆，按细胞着色强弱分为 

4个等级 ：无着色 0分 、淡黄色 1分、棕黄色 2分 、棕褐色 3 

分 据公式 HSCORE=YPi(i+1)，(i=0、1、2、3，Pi表示评 

分为 i的比例)，计算 HSC()RE得分 此评分方法考虑到了 

个细胞是 阳性及其强弱，更具体更真实地反映细胞的 

蛋rLl表达情况 

1．3 统计学处理 

采川 SPSS10．0软件包分别作h 差分析，独立样本的 f检 

哈 

2 实验结果 

2．1 M．rr法检测 Genistein抑制增殖结果f见表 l1 

从表 l中发现随着药物浓度的增加，作用时间 

的延长 ，Genistein对 SMMC一772l细胞的抑制率增 

加：药物作用 72h后，对细胞的抑制效果最好，根据 

中效方程式，计算出 IC50。 

溶剂对照组 与细胞对照组 A值无差异。 

表 l M ’法检测 Genisteil'l对 SMMC一772l细胞增殖的抑 制率 

注：F、P为不同浓度之r白J比较方差分析结果， ’。、P’为 1,8时间各组之间的方‘差分析结果 (IC50)(72h)：29
．0760 m I／L， 

a=一1．6408，h=1．121 1， =0．9923一 

表 2 Genistein对 SMMC一772 1细胞周期分布的影响 

2，2 流式细胞仪分析 Genistein作用72h后细胞周 

期分布变化及凋亡率(见表 2) 

FCM分析发现，1／2 IC50 Genistein作用 72h后 

可以改变SMMC一7721细胞的周期分布，使细胞生 

长停滞于 G2／M期，并有诱导细胞凋亡的作用。 

23 透视电镜观察Genistein作用后细胞形态的改变 

透视电镜下可见对照组 SMMC一772 1细胞形态 

较幼稚，细胞表面有微绒毛，核大，细胞核内可见双 

核f_(图 1)；药物组细胞电子密度增加，核碎裂，可 

见凋亡细胞及凋亡小体(冈 2)： 

2，4 免疫细胞化 学法检测结果 

1／2 IC50 Genistein作用 SMMC一772l细胞 72h 

可 引 起 Bax、Fas、Myc、iNOS、NF—kB表 达 增 加 ， 
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图 2 I ⋯ 1一il]处理 721I后 细胞 ×suu 

图 4 x表 达(×：㈤ )药物 作用 组(7 

爨 

． ： ● 
。 

’

， 

图 细胞 对照组 J川  表达 (x200 

|i ‘ 
图 3 B 表达(x20O)细胞对照蛆 囤 6 药物作用组f 7211}H j 2表选(×2(10 
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表 3 Genistein作用前后 SMMC一7721细胞表达 Bax．Fas、Myc．NOS、NF．kB、MTP53、Bc1—2的 HSCORE得分(i±s n=5 

组别 ／表达 
Bax 蛋白 iN0S Bc1—2 MTP53 

细胞对照组 2．1881±0．0303 2．0434±0．0456 1．9322±0．0228 1．4282±0．1397 2．6564±0．0729 2．9242±0．0488 3．0601±0．0735 

药物作用组 2．8762±0．1020 2．9925±0．0363 2．8122±0．0856 2．4321±0．0976 3．1762±0．0363 2．1285±0．0729 2．1360±0．0590 

t值 

P值 

11．6848 

<0．00l 

6．1849 

<0．005 

Bcl一2、MTP53表达下降，与细胞对照组之间比较有 

显著性差异。各种蛋白表达 HSCORE评分的得分见 

表 3及图 3、4、5、6。 

3 讨 论 

Genistein是近年来从大豆中提取的异黄酮类 

化合物，其化学名称是4，5，7一三羟异黄酮。研究表 

明它能抑制多种肿瘤细胞的生长，日益引起人们的 

重视 ，成为研究的热点。本实验结果表明 Genistein 

对人肝癌细胞株 SMMC一7721抑制作用明显呈剂量、 

时间依赖关系，这与国内外报道 Genistein抑制其仞 中 

瘤细胞增殖情况—致i5．61。Genistein抑制 SMMC一7721 

细胞增殖可能的机理如下： 

Genistein是酪氨酸蛋白激酶的抑制剂l 7l，许多 

生长因子如 EGF、FGF、PDGF、IGF—I等的受体都 

含有酪氨酸蛋白激酶结构域 ，当生长因子与靶细 

胞上受体结合，激活酪氨酸蛋白激酶，从而导致下 

游信号系统激活，刺激细胞生长。Genistein能竞争 

性地抑制 ATP结合到酪氨酸蛋 白激酶催化结构 

域，从而抑制酪氨酸蛋白激酶活性，抑制细胞生 

长。 

Genistein作用肿瘤细胞后，使细胞停滞在 G2／M 

期 ，细胞有丝分裂不能进行 ，阻滞 了细胞周期 

进程 ，从而抑制细胞生长 。有学者[8．91研究 发 现 

Genistein造成 GdM期停滞是由于抑制 cyclinB1表 

达、增强 P21表达 、使 CDC2磷酸化失活有关。本 

实验流式细胞结果分析也发现细胞停滞在 G2／M 

期。 

Genistein对多种肿瘤细胞有明显抑制增殖，主 

要是通过诱导细胞凋亡来实现的 ”。Wang[12／等报 

道 Genistein通过对酪氨酸蛋白激酶的抑制，上调 

hax基因、下调 hcl一2基因而诱导细胞凋亡发生。 

研究表明激活的 NF—kB有活化凋亡基因c—myc作 

用B31，Myc蛋 白表达增加 引起 细胞 凋亡可能 与 

c—myc基因可上调 Fas表达，通过 fas／fasL凋亡途 

径发挥诱导细胞凋亡作用。激活的 NF—kB也能启 

动诱导型一氧化氮合酶(iNOS)基因的转录_l4J，因 

而造成细胞内 NO增多加速细胞凋亡的发生 ，NO 

诱导凋亡基因 bax l15】、p53的表达及降低 bcl一2的 

表达【161，从而促进细胞凋亡。bcl一2基因表达产物 

(Bcl一2)称为抗凋亡蛋 白，bax基因表达产物(Bax) 

称为凋亡蛋白，Bcl一2和 Bax的比例是决定细胞 

是否发生凋亡 的重要调控因素，Bcl一2过度表达 

与 Bax形成异二聚体，抑制细胞凋亡，相反过度 

表达 ，Bcl一2表达下降 ，Bax形成同源二聚体促进 

细胞凋亡。p53是细胞生长负调节基因，与细胞周 

期调控、DNA修复 、细胞分化 、细胞凋亡等重要生 

物学功能有关 ，突变型 p53基因(MTp53)是细胞 

增殖基因，抑制细胞凋亡发生 ，已被证实是许多 

肿瘤发生 、发展的原因，而 MTP53蛋白的下降也 

可诱导细胞凋亡。本实验细胞免疫化学法发现 

Genistein诱导 SMMC一772 1细胞 Bcl一2、TMP53下 

调，Bax、Fas、Myc、iNOS、NF—kB上 调细胞发生 凋 

亡 ；流 式 细 胞 结 果 分 析 发 现 Genistein处 理 

SMMC一7721的细胞凋亡率达 8．81％；透视电镜观 

察到 Genistein处理的 SMMC一7721细胞存在凋亡 

细胞及凋亡小体。 

总之，通过实验已证实 Genistein能抑制人肝癌 

细胞株 SMMC一7721增殖 ，它毒性低，因此它可作为 

防癌、抑癌物质，具有广泛临床应用价值。 

(通讯作者：汤为学023—68485478) 
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坏；如果 SDS—PAGE胶的浓度过大 ，对绝大多数蛋 

白质的分离效果均不太理想 ，经过比较，我们选择 

10％的胶浓度 。 

实验中的其它一些条件和方法，如等电聚焦的 

电压设置、垂直板 SDS—PAGE电泳的电流设置、染 

色方案等均是经过反复比较、优化调整而得到： 

总之，我们对 2-DE的条件、标本预处理等各个 

环节进行了调整、优化，建立了相对稳定的血清蛋白 

质 2-DE技术，2一DE图谱斑点匹配率为 85％，为进 
一 步分离、鉴定 、分析疾病相关血清蛋白质 ，开展疾 

病的血清蛋白质组学具体研究打下了良好的基础。 
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