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德氮吡格对人肝癌细胞株增殖抑制的体外研究 

李龙江 ，陈志琼 ，汤为学 ，杨晓兰 ，余 瑜 

(1．重庆市生物化学与分子药理重点实验室；2．重庆医科大学基础医学院病理生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察德氮吡格(TI G)对人肝癌细胞株SMMC一7721和HepG2增殖的影响，探讨其抗肿瘤作用机制。方法： 

运用MIT法检测德氮吡格对肿瘤细胞增殖的影响，流式细胞仪观察细胞周期分布情况，Western blot分析eyelinB1和 p34 

的变化。结果：德氮吡格作用SMMC一7721和HepG2细胞 72h后，能抑制细胞增殖，呈剂量依赖性。流式细胞仪检测到两株 

细胞均有 S期和G2／M期细胞增加，并且德氮吡格还能诱导HepG2细胞发生凋亡。Western blot发现CyelinB1表达在药物处 

理组明显降低，而 p34 则无明显改变。结论：德氮吡格能抑制肿瘤细胞增殖，可能通过调控CyelinB1表达将肿瘤细胞阻滞于 

G2／M期，从而达到抗肿瘤的效应。 
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lnhibition of prol iferation of human hepatOceIlular 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of TNBG on proliferation of human hepatoeellular carcinoma cell lines SMMC一7721 

and HepG2．Methods：MTT assay was used to test the effects of anti—proliferation．The flow eytometrie analysis was used to detect 

the cell cycle distribution．Western blot WaS adopted for detecting the expression of eyelinB1 and p34啦 ．Results：Anti—proliferation 

effects were observed in SMMC一7721 and HepG2 after intervention of TNBG for 72 hours，and the effects were in concentration— 

dependent manners．The ceils showed S and G2／M arrest in both of cell lines，and apoptosis was induced only in HepG2．The expres— 

sion of eyelinB1 WaS inhibited，while p34越 WaS not changed．Conclusion：TNBG can inhibit the proliferation of tumor cells，which is 

due to G2／M arrest caused by expression inhibition of eyelinB1 induced by TNBG． 
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德氮吡格(TNBG)是具有创新构型的全合成新 

药，已获得 国家 发 明 专 利 (中国发 明专 利 

ZL95111450．6)⋯1。前期的体外细胞株筛选实验发 

现其有良好的抗肿瘤效应，但其作用机制不明。细 

胞周期调控是细胞正常增殖、分化的关键因素，它的 

失控是肿瘤发生的重要原因之一。许多抗肿瘤药物 

可通过将肿瘤细胞停滞在某个周期来抑制肿瘤的增 

生。目前，研究细胞周期控制机制来寻找肿瘤防治 

的靶点已引起人们的广泛关注L2]。本文以人肝癌 

细胞株 SMMC一7721和 HepG2为模型，通过研究 
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德氮吡格对肿瘤细胞周期的影响，来探讨其抗肿瘤 

作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人肝癌细胞株 SMMC一7721和 HepG2由重庆医科大 

学病理生理教研室提供，细胞培养在含 10％小牛血清(杭州 

四季青生物工程材料有限公司)的RPMI1640(美国GIBCo) 

培养液中(内含 IOOU／L青霉素、lOOt~g／ml链霉素)，置于 

37℃、5％0 孵育箱内备用。 

1．2 药物与试剂 

德氮吡格(TI G)由重庆医科大学药物化学和生物材 

料研究室自主全合成，用 1640培养液配成 200ttg／ml溶液 

(储备液)，室温保存。鼠抗人CyclinB1和p34 ，购自Santa 
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Cruz公司．}{】 标记二抗购自北方同正生物技术有限公司。 

1、3 MTT法检测细胞增殖状态 

取对数生长期细胞，制成5×10 个／ml悬液，种植于96 

孔培养板内，每孔200#1(1×10 个细胞／孑L)。实验设肿瘤细 

胞对照组及四个实验组，每组设 8个平行孔，每；fL：~ll药20 

(将德氮吡格储备液用1640培养液稀释为工作液，工作浓度 

分别为 11、22、44、88t,-g／ml，加药20 后终浓度分别为 1、2、 

4、8vg／m1)，置于3TC、5％co2孵育箱内分别培养 72h后吸 

去上清液，每孔加无血清培养液 200t4及 5mg／rrd MTT 

20#1，继续培养 4h后，吸去上清，每孔加DMSO 200~1，在自 

动酶标仪上检测各孔吸光度值(A值)，波长为 570nm，实验 

重复 3次。按下式计算各种药物浓度对肿瘤细胞的抑制率： 

抑制率_(1一 )×100％ 

1．4 流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡 

取对数生长期细胞，制成 5×10 个／ml悬液，取20rrd接 

种于培养瓶中。设肿瘤细胞对照组及实验组，实验组最终药 

物浓度为4~g／ml，培养72h后收集细胞，用PBS洗 2次，缓 

慢加入预冷的70％乙醇lrrd固定 1h。然后用PBS洗2次将 

等体积的细胞悬液和 PI染液混合，4℃放置 30min，将样本 

放人流式细胞仪的样品室，以激发波长 488nm测定，并用 

ModfitLT2．0软件分析细胞周期分布。 

1．5 Western blot分析周期蛋白变化 

实验分组同流式细胞仪检测分组。对照组和试验组细 

胞培养72h后，弃培养液，冷 PBS洗细胞 2次。每瓶细胞加 

入RIPA裂解液200t4，冰浴 10min，收集细胞裂解液，低温高 

速离心 12000g，30min，取上清液。采用 lowry比色法，以 

BSA为标准蛋白绘制标准蛋白曲线，测定样品蛋白浓度。取 

60pg总蛋白行 l0％SDS—PAGE蛋白电泳(100V，20rrfin；然 

后 120V，2h)；蛋白转膜(15V，4℃，14～16h)后，l0％脱脂奶 

粉封闭，PBST洗膜，加鼠抗人(1：500)CycinB1、p34 ，室温 

孵育 lh，PBST洗膜；加兔抗鼠(1：5000)HRP标记二抗，室温 

孵育 lh，PBST洗膜，DAB显色。 

1．6 统计学处理 

采用统计软件包 SPSSIO．0进行分析，组间两两比较用 

s卜IK法。 

2 结 果 

2．1 德氮吡格对肝癌细胞的增殖抑制效应 

德氮吡格处理两株肝癌细胞 72h后，均有不同 

程度的增殖抑制效应，且呈剂量依赖性(组间比较 P 

<0．05)(见表 1)。而 IC50分别是：SMMC一7721为 

4．83btg／ml，HepG2为 2．62t-tg／rnl，两者 比较有显著 

性差异(P<0．01)，说明 HepG2对德氮吡格更敏 

感。 

表1 德氮吡格处理人肝癌细胞 72h后的 

增殖抑制作用( =8) 

0 1．464±0．019 

l 1．314±0．010 

2 1．088±0．021 

4 0．908±0．032 

8 0．302±0．041 

0 1．682±0．103 0 

l0．25 1．192±0．031 29．15 

25．7l 0．962±0．050 42．81 

37．97 0．524±0 026 68．83 

79．40 0．188±0．037 88．85 

表2 德氮吡格处理人肝癌细胞72h后 

对细胞周期分布及凋亡影响 

对照 72．72 18．54 8．74 75．14 20．30 8．16 0 

4btg／rrd 40．01 28．32 23．67 54．23 31．91 13．86 16．27 

2．2 德氮吡格对细胞周期分布及凋亡的影响 

从表 2可知，4t~g／ml德氮吡格作用细胞 72h 

后，均可引起 SMMC一7721和 HepG2的 S期、G2／ 

M期细胞较对照组有所增加，尤以 SMMC一7721 

细胞显著。在 SMMC一7721细胞，药物处理组 S 

期、G2／M期细胞分别为28．32％和23．67％，而对 

照组为 18．54％和 8．74％；而在 HepG2细胞，药物 

处理组 S期、G2／M 期细胞为 31．91％和 13．86％， 

而对照组为 20．30％和 8．16％，此外，在该株细胞还 

有凋亡峰的出现，凋亡细胞为 16．27％，而对照组为 

0，呈明显变化。 

2．3 We_stem blot分析周期蛋白 

对照 4 g／ml 对照 

毒 0 

A A 

4 g／ml 

CyclinBl 

《 矗 P34 。 

B B 

图1 德氮吡格处理72h后CyclinB1和p34 表达的变化 

A：SMMC一7721。B：HepG2 

4t~g／ml德氮吡格作用SMMC一7721和HepG2 

细胞72h后，与对照组相比，其 CyclinB1表达均明 

显降低；但是p34cdc2表达则无明显变化。 

3 讨 论 

MTT检测结果显示：不同浓度德氮吡格处理两 
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株肝癌细胞 72h后，均有不同程度的增殖抑制效应， 

且呈剂量依赖性(组间比较 P<0．05)。但是，两株 

细胞对德氮吡格的敏感性不一样，HepG2较SMMC 
一 7721的 If5 小(P<0．01)，这可能和细胞建株时 

来源不一，细胞株间存在一定生物性状差异有关。 

细胞周期，是指细胞从上一次分裂结束到下一 

次分裂终末的过程，它由G1期、S期、G2期和 M期 

组成。G1期为DI',FA合成前期，其主要任务是积累 

能量和原料，为DNA复制做准备；S期为DNA合成 

期；G2期称为 DNA合成后期或丝裂前期；M期即 

有丝分裂期，细胞进行分裂，细胞增殖。细胞周期在 

不同时相的多个检查点上受到调控，其中以G1／S 

期和G2／M期检查点最为重要，周期素依赖性激酶 

(Cyclin—dependent kinases，CDKs)、周 期素 (Cy— 

clins)和周期素依赖性激酶抑制因子(Cyclin--de— 

pendent kinases inhibitors，CKIs)三类因子参与该调 

控过程。而在正常细胞的 G2／M 期，CyclinB1和 

p34~c2起着重要作用。p34~c2只有和 CyclinB1结合 

后才有活性，二者结合形成的复合物称为成熟促进 

因子(maturation promoting factor，MPF)，是启动有 

丝分裂的“引擎”，调控细胞的分裂和增殖_4 J。一些 

学者报道：在脑星形细胞瘤[ 、宫颈癌[ 、肺癌l 、 

胃淋巴瘤[ 、食道鳞癌[ 、喉鳞癌[加]、舌鳞癌[u]等 

肿瘤中，Cyclin B1都出现高表达，这可促进生长控 

制的缺失，肿瘤的进展，且不同程度的与其恶性生物 

学行为有关系。白藜芦醇[12]、云南霉素[13 3、大黄 

素[̈j等药物即是通过调控 CyclinB1和p34。越来诱 

导肿瘤细胞 G2／M期阻滞 ，从而发挥抗肿瘤效应。 

本研究运用流式细胞仪分析细胞周期发现：德氮吡 

格可引起 SMMC一7721和 HepG2细胞 S期和 G2／ 

M期细胞比例明显增加。S期细胞增加提示有 

DNA复制的加强，但是由于药物抑制CyclinB1的表 

达，虽然此时p34砌的表达无明显变化，但仍可干扰 

p34 和CyclinB1的复合物——MPF功能，细胞不 

能进行正常的有丝分裂，细胞阻滞于 G2 期 ，最 

终表现出的效应仍是肿瘤细胞增殖受到抑制。而在 

HepG2，除了有 G2／M期阻滞外，流式细胞仪还检测 

到凋亡峰，提示德氮吡格可能还有诱导凋亡的作用， 

但尚需进一步实验证实。 

综上所述：德氮吡格在体外能抑制肝癌细胞增 

殖，其机制可能是通过降低 CyclinB1的表达，阻滞 

细胞于 G2／M期来发挥抗肿瘤作用。 
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