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10～HCPT对人肝癌细胞 QGY和 HepG2生长增殖的抑制作用 

祝葆华 ，姚榛祥 ，江黎明 ，吴 平 ，何惠娟 ，杨 展 

(1．重庆医科大学临床学院普外科，重庆 4000016；2．广东医学院附属医院中心实验室，广东 湛江 524023) 

【摘 要】目的：探讨 10一HCPT对人肝癌细胞 QGY和 HepG2生长增殖的影响。方法：分别用不同浓度 10一HCPT作用 

QGY和HepG2细胞 48h和相同浓度作用不同时间，以MTT法检测细胞生长指数(GI)，软琼脂克隆形成试验检测细胞克隆形 

成率。结果：10～360 ／m1和30～360pg／rnl 10一HCPT分别作用 QGY和 HepG2细胞 48h后，均有显著性生长抑制作用(P 

<0．05)，且呈量效依赖关系。100ug／ml 10一HCPT作用 24h、36、48和 72h对两种细胞均具有显著性抑制作用(P<0．05)。 

实验组两种细胞克隆形成率较对照组均显著降低(P<0．05)。结论：10一HCPT对人肝癌细胞 QGY和 HepG2体外生长增殖 

均具有抑制作用。 
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of 10 HCPT on the growth and proliferation of human hepatoma cell lines QGY and 

HepG2 in vitro．Methods：( Y and HepG2 were cultured in RPMI1640．They were treated by different concentrations of 10一HCPT 

for 48 hours，and by a dose of 100~g／ml of 10一HCPT for different hours．The cell growth indexes(GI)were detected by MTT c01一 

orimetric assay．The clone formation rates of Q6Y and HepG2 were observed by soft agar assay．Results：The GI of HepG2 and QGY 

cells treated by 10一HCPT with concentration 10～360~g~tg／ml and 30～360~g ttg／ml were significantly lower than that of control 

groups respectively(P<0．05)，and the inhibitive effect increased with concentrations ranging from 30 tO 360#g／ml in a dose—de— 

pendent manner．The effects of 100t~g／mll0一HCPT on the growt h of QGY and HepG2 cells for 24 hours were significant as com— 

pared with control groups(P<0．05)．The inhibition in 36-72 hours WaS highly significant(P<O．O1)，while not significant among 

themselves (P>0．05)．The clone formation rates of QGY and HepG2 of experimental groups were significantly lower than that of 

control groups respectively(P<0．01)．Conclution：10一HCPT could inhibit the growth and proliferation of human hepatoma cell 

lines QGY and HepG2 effectively in vitro． 
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肝动脉介人化疗是对中晚期肝癌有效的治疗方 

法之一，寻找高效的区域化疗药物，对于肝癌的综合 

治疗具有重要意义l1 J。10一羟基喜树碱(10一hy— 

droxycamptothecin，10一HCPT)是从我国洪桐科植 

物喜树中分离的四个单体中抗癌作用最强的微量植 

物碱 ，已成功地应用 于某些肿瘤 的治疗和预防I2 J。 

目前，10一HCPT对于人肝癌的体外研究较少，本实 

验选择人肝癌细胞株 QGY和 HepG2，观察了 10一 
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主要研究方向：肝癌肝移植。 

HCPT在体外对人肝癌细胞生长增殖的抑制作用， 

为其在肝癌综合化疗中的应用提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

人肝癌细胞株 QGY和 HepG2由重庆医科大学肝脏病 

研究所提供，10一HCPT(中国医学科学院药植所新药中心提 

供)，RPMI1640(Gibeo)，噻唑蓝(MTT，Sigma)，二甲基亚枫 

(DMS~)，日本进 I21分装)，琼脂粉(Agar agar powder，日本进 

口分装)。6孔和96孔细胞培养板(Coming)，IMT一2倒置 
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相差显微镜(Olympus)，5140型 co2孵育箱(Napco)，Multi— 

skan MK3型酶标仪(Labsystems Dragon)。 

1．2 QGY和 HepG2的培养 

用含 15％灭活小牛血清的RPMI 1640，在 37℃、5％co2 

孵育箱中培养 QGY和HepG 2，3天传代 1次，培养至对数生 

长期备用。 

1．3 不同浓度 10一HCPT对 QGY和 HepG2体外生长的影 

响 

取对数生长期 QGY和 HepG2细胞，常规消化，调整细 

胞计数至(5～9)×10 ／nil，以每孑L 100ul接种于 96孑L培养 

板，37℃、5％co2孵育箱中培养 24h备用。取 10一HCPT溶 

液(1mg／m1)2ml，用 RPMI1640(不含小牛血清及青、链霉素) 

稀释成如下浓度：10~g／ml、30~g／ml、90~g／ml、180~g／ml和 

360~g／ml。弃各孑L培养液，每孑L加入各浓度 10一HCPT溶液 

100~1，每浓度设 6个重复孑L，对照组加入等体积 RPMI1640。 

在 37℃、5％co2孵育箱中培养48h后，每孑L加入 MTT溶液 

(5mg／m1)20ul，继续孵育 4h，吸出各孔液体，每孔加入 DM— 

SO 100ul，震荡溶解 15rain，MK3型酶标仪测定各孑L吸光度 

0D49o值，计算相对生长指数(relative cell growth index，GI)。 

GI=实验组OD49o／对照组 OD49o×100％，GI>100％为刺激 

生长，GI<100％为抑制生长。 

1．4 10一HCPT抑制 QGY和 HepG2细胞生长的时间效应 

取 QGY和 HepG2细胞，弃各孑L培养液，每孑L均加入 

100t-cg／ml的 10一HCPT溶液 100ul，在 3712、5％C02孵育箱 

中培养。在作用 12h、24h、36h、48h和 72h后，吸出 6孔液 

体，按 1．3进行 MTT染色，酶标仪测定各孑L吸光度 0D 

值，计算GI，绘制时间效应曲线。 

1．5 10一HCPT对QGY和 HepG2克隆形成率的影响 

取 QGY和 HepG2细胞，常规消化，用RPMI1640清洗 2 

次。分别用 100pg／ml 10一HCPT溶液(实验组)和 RP— 

MI1640(对照组)重悬 HepG2，调整细胞计数至 400／ml。用 

RPMI1640配制 0．6％琼脂 ，微波炉加热至溶解，按每孔 3ml 

平铺于6孑L细胞培养板，自然冷却至凝固，剩余琼脂置于 

45℃水浴，分别与以上细胞悬液等量混合，分别以每孑L 2ml 

加入各培养孑L(即 400个／孑L细胞)，设6个重复孑L。置 37℃ 、 

5％co2孵育箱中培养 6天后，倒置显微镜下观察克隆形成 

率。克隆标准：直径 >50wn的细胞团。克隆形成率(％)= 

(克隆数／接种细胞数)×100％。 

1．6 计学处理 

实验数据以( ±s)表示，采用统计学软件 SPSS 10．0进 

行分析，多组间比较采用随机分组单因素方差分析，两组间 

比较采用 t检验。 

2 结 果 

2．1 不同浓度 10一HCPT对 QGY和 HepG2细胞 

生长的影响 

与对照组比较，10ffg／mJ浓度 10一HCPT作用 

于 HepG2细胞 48h后，即有显著性生长抑制作用 

(P<0．05)，30ffg／ml浓度 10一HCPT对 QGY细胞 

生长始有显著性抑制作用(P<0．05)，随着其浓度 

增加，对 QGY和HepG2生长抑制作用均增强，呈量 

效依赖关系。详见表 1。 

表 1 不同浓度 10一HCPT对 QGY和 

HepG2细胞 GI的影响 (％。 ± 。"=6) 

组别 ~PY(ug／m1) 人肝癌细胞 GI(％) 

HepG2 QGY 

注：与对照组比较： P<0．05；一 P<0．0l； 

>0．05： P< 0．01 

图 1 10一HCPT抑制 QGY和HepG2细胞生长的时间效应 
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图 2 10一HCPT对 QGY和 HepG2细胞克隆形成率的影响 

2．2 10一HCPT抑制 QGY和 HepG2细胞生长的 

时间效应 

100ffg／mJ浓度的 10一HCPT作用于 HepG2细 

胞 12h，无显著生长抑制作用(P>0．05)，作用 24h 

一照 验 一 一对 实 一 一母 一 
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后，其生长抑制作用与对照组有显著差异(P<0．05)， 

作用36h、48h和 ?2h其差异具非常显著性 P<0．O1)， 

三者之间差异无显著性(P>0．05)。见图 1。 

2．3 10一H Prr对 QGY和 HepG2细胞克隆形成 

率的影响 

与对照组比较，100~g／ml浓度的 10一HCPT实 

验组 0GY和HepG2细胞克隆形成率均显著性降低 

(P<0．05)。见图 2。 

3 讨 论 

国内外多数学者认为，肝癌的体外药物敏感试 

验，以肝癌细胞株进行 M1vr比色分析法与临床疗 

效具有 良好的相关性 3̈j。本研究分别采用 M1vr比 

色分析法和软琼脂克隆形成试验，探讨 了 l0一 

HCPT对人肝癌细胞 QGY和 HepG2体外生长和增 

殖的影响。实验结果表明：10一HCPT对人肝癌细 

胞 QGY和HepG2的体外生长增殖具有明显的抑制 

作用 ，并具有剂量依耐性；提示 10一HCPT对人肝 

癌细胞 QGY和 HepG2均具有杀伤作用。 

10一HCPT的抗癌作用与阻断肿瘤细胞拓扑异 

构酶 工(Topo—I)有关。DNA拓扑异构酶(DNA— 

Topo)在生物界普遍存在，是能够改变 DNA空间结 

构状态 ，调节 DNA空间构型的动态变化 ，直接参与 

或影响 DNA复制、转录的关键性酶类，Topo可催化 

DNA分子在双螺旋基础上的超螺旋状态和解旋状 

态之 间的相互转换 过程。根据不 同的催化机制 ， 

Topo可分 成 工型 (Topo一 工)和 Ⅱ型 (Topo一 

Ⅱ)[ 。Topo能完成细胞内的多种反应，其中拓扑 

异构酶 工对维持 DNA结构和功能以及保证细胞的 

存活至关重要，并与肿瘤细胞分化、增殖关系密切， 

因此 DNA—Topo一工抑制剂能选择性杀伤增殖的 

肿瘤细胞。10一HCPT是 Topo一工特异抑制剂 ，其 

与Topo一工以及 DNA结合后，可阻断DNA在切口 

部位的重新结合，抑制 DNA合成并导致双链 DNA 

断裂，从而控制 DNA复制，阻断RNA合成，干扰细 

胞分裂周期，使染色体 DNA产生断裂及降解等多 

种效应，导致肿瘤细胞死亡 5̈’o J。 

10一HCPT亦可显著抑制组蛋 白 H】和 H3磷 

酸化，其对肿瘤细胞的致死作用至少部分与其抑制 

组蛋白H】和 的磷酸化有关，在机体多种调控蛋 

白协同作用下，可最终导致肿瘤细胞死亡 7̈ J。l0一 

HCPT亦可和拓扑异构酶 工／单链 DNA复合体形成 

稳定的结合体，抑制 Wopo-I解旋和再连接功能，诱 

导 DNA不可逆性 断裂，启动细胞周 期阻滞 (cycle 

arrest)和凋亡信号，诱导 S期肿瘤细胞发生凋亡。 

10一HCPT还可增加 HepG2细胞 P53和 Bax的表 

达 ，而降低 Bcl一2和生长增殖因子(growth—pmlif— 

erating factor，AFP)的 表 达 J。 由此 推 断，10一 

HCPT通过与人肝癌 QGY和 HepG2细胞 Topo—I 

特异性结合 ，导致肝癌细胞 DNA损伤 、启动细胞周 

期阻滞和凋亡程序，从而发挥对 QGY和HepG2体 

外生长增殖的抑制效应。另有研究表明，DNA拓扑 

异构酶 (DNA—Topo)基 因在肝癌 组织 中表达上 

调 9̈ J，为 10一HCPT在肝癌化疗中的应用提供了理 

论依据。 

总之，本实验通过人肝癌 细胞 OCY和 HepG2 

的体外抗癌药物敏感实验，证明了 10一HCPrr可有 

效抑制 QCY和 HepG2体外生 长增殖，为 10一 

HCPT在肝癌综合化疗中的应用提供了实验依据： 
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