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二氢青蒿素对胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１
增殖的影响

王爱军　冯俊伟　王红钰　郑宝军　施华　吴肖

　　【摘要】　目的　观察二氢青蒿素（ＤＨＡ）对胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１增殖的影响及作用机制。方法
ＳＧＣ７９０１细胞分为ＤＨＡ组和对照组，ＤＨＡ组分别加入浓度为６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＡ的培养基，对照组加入等体积含０．１％ＤＭＳＯ的培养基。不同浓度ＤＨＡ处理 ＳＧＣ７９０１细胞２４、４８和
７２ｈ后，ＭＴＴ法检测细胞的增殖情况。不同浓度ＤＨＡ处理ＳＧＣ７９０１细胞２４ｈ后，流式细胞仪测定细胞周
期的分布；１００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理细胞２４ｈ后，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定细胞周期蛋白 Ａ（ＣｙｃｌｉｎＡ）、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、ＣｙｃｌｉｎＥ、细胞周期蛋白依赖性激酶４（ＣＤＫ４）和Ｐ１６蛋白的表达水平；免疫共沉淀检查ＣＤＫ４与Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１和Ｐ１６之间的相互作用。采用单因素方差分析和 ｔ检验进行统计学分析。结果　６．２５、１２．５０、２５．００、
５０．００、１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ分别处理 ＳＧＣ７９０１细胞 ２４、４８和 ７２ｈ，均明显抑制细胞增殖（Ｆ＝７８．６６，
２３５．３７，９３．７５，Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，不同浓度ＤＨＡ组Ｇ０／Ｇ１期细胞比例均明显上升（Ｆ＝１８．４２，Ｐ＜
０．０５）；１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理细胞２４ｈ，ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＤＫ４蛋白的相对表达量分别为０．１７±０．０５、０．２４±
０．０６，较对照组的０．６７±０．１５、０．６４±０．１８明显下降（ｔ＝７．７４６，５．１６４，Ｐ＜０．０５）；ＤＨＡ组ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白的相对
表达量为０．３５±０．０６，较对照组的０．４２±０．０６也有下降，但差异无统计学意义（ｔ＝２．０２１，Ｐ＞０．０５）；ＤＨＡ组
和对照组ＣｙｃｌｉｎＡ蛋白的相对表达量分别为０．３８±０．０８和０．３５±０．０９，两组比较，差异无统计学意义（ｔ＝
１．２６６，Ｐ＞０．０５）；与对照组Ｐ１６蛋白相对表达量（０．２９±０．０７）比较，ＤＨＡ组 Ｐ１６蛋白相对表达量（０．５４±
０．１２）显著升高（ｔ＝４．４０８，Ｐ＜０．０５）。免疫共沉淀结果示 ＤＨＡ处理 ＳＧＣ７９０１细胞后，ＣＤＫ４与 ＣｙｃｌｉｎＤ１
结合减少，与Ｐ１６结合增加。结论　ＤＨＡ将 ＳＧＣ７９０１细胞周期阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，其主要机制可能与下调
ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＤＫ４表达、上调Ｐ１６表达，抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１与ＣＤＫ４的结合，促进Ｐ１６与ＣＤＫ４的结合有关。
　　【关键词】　胃肿瘤；　二氢青蒿素；　增殖；　细胞周期
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ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇＳＧＣ７９０１ｗｉｔｈＤＨＡａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１００μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｇａｓｔｒｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

　　青蒿素于２０世纪７０年代由我国科学家自主研
制，现已成为世界范围首选的抗疟疾药物。青蒿素

及其衍生物具有广泛的药理作用，尤其抗肿瘤作用

近年来备受关注。二氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，
ＤＨＡ）为青蒿素类药物在体内的主要活性代谢产
物，其口服生物利用度是青蒿素的１０倍以上。现已
证实，ＤＨＡ具有很强的抗肿瘤活性，而对正常组织
细胞的毒性很低［１－２］。本研究以胃癌细胞株

ＳＧＣ７９０１为对象，观察 ＤＨＡ对胃癌细胞生长的影
响，并探讨其作用机制。

１　材料与方法
１．１　主要材料
　　人胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１购自中国科学院上海
细胞所；ＤＨＡ（批号：１００１８４２００４０２）购自中国药品
生物制品检定所；ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人
多克隆抗体细胞周期蛋白 Ａ（ＣｙｃｌｉｎＡ）、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＣｙｃｌｉｎＥ、细胞周期蛋白依赖性激酶４（Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ４，ＣＤＫ４）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑
制因子２Ａ／Ｐ１６ＩＮＫ４ａ（下文简称 Ｐ１６）以及 β肌动
蛋白均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　细胞分组
　　人胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１于含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液中 ３７℃、５％ＣＯ２培养。将细胞
分为ＤＨＡ组（分别以 ６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、
１００．００μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＡ处理）和对照组，共６组。
１．３　ＭＴＴ分析检测细胞增殖抑制率
　　取对数生长期的 ＳＧＣ７９０１细胞接种于 ９６孔
板，每组设６个复孔。ＤＨＡ组分别加入不同浓度的
ＤＨＡ的培养基１００μｌ，对照组加入等体积含０．１％
ＤＭＳＯ的培养基。各组细胞分别孵育２４、４８和７２ｈ，
各孔中加入２０μｌＭＴＴ（浓度为５ｇ／Ｌ），培养４ｈ，
每孔加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，室温振荡１５ｍｉｎ。酶标仪于
４９０ｎｍ处测其吸光度（Ａ）值，求其平均值。细胞抑制

率（％）＝（１－ＤＨＡ组Ａ值／对照组Ａ值）×１００％。
１．４　流式细胞仪检测细胞周期分布
　　分组处理细胞后３７℃培养２４ｈ，ＰＢＳ清洗培养
孔３次，０．２５％胰酶消化并离心收集细胞，加入
７０％乙醇１ｍｌ，使用 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｒＦＡＣｓｃａｎ流式
细胞仪检测细胞周期。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞周期相关蛋白的表达
　　ＳＧＣ７９０１细胞分别加入１００．００μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＡ
培养２４ｈ后，收集细胞，加入细胞裂解液，冰上裂解
３０ｍｉｎ，离心后，上层澄清液即为蛋白裂解液。Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ定量，各组取等量蛋白变性后经１０％ＳＤＳ聚丙烯
酰胺分离，转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，
用各目标分子特异性一抗（ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｅ、ＣＤＫ４、Ｐ１６，稀释浓度为 １∶１０００）４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ漂洗３次，加相应二抗（稀释浓度为１∶３０００），
室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，采用化学发光法显
色，对条带进行吸光度积分扫描。β肌动蛋白作为
内参照。目的蛋白表达水平以各目的蛋白条带 Ａ
值与内参照Ａ值的比值表示。
１．６　免疫共沉淀分析ＣＤＫ４与ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ１６的结合
　　ＳＧＣ７９０１细胞分别加入１００．００μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＡ
培养２４ｈ后，收集细胞，进行蛋白提取及定量。取
８０μｇ蛋白与１μｇＣＤＫ４抗体混合，４℃摇动２ｈ后加
入２０μｌ琼脂糖蛋白Ａ，４℃摇动过夜，１２０００ｒ／ｍｉｎ
（离心半径为８．５ｃｍ）４℃离心２ｍｉｎ，收集蛋白 Ａ
抗原抗体三元复合物，用２×ＳＤＳ上样缓冲液悬浮
沉淀，１００℃煮沸５ｍｉｎ，室温下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１ｍｉｎ，取上清液进行ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜、５％脱脂奶粉
４℃封闭过夜后，加入抗 ＣｙｃｌｉｎＤ１或 Ｐ１６一抗（稀
释浓度为１∶４００），室温结合反应３ｈ后，ＴＴＢＳ洗膜，
１０ｍｉｎ×３次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶５０００），室温结合反应 ２ｈ，用洗膜液充分洗膜
后，抗体结合区带用化学发光法检测。
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１．７　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析和 Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＤＨＡ对ＳＧＣ７９０１细胞增殖的抑制作用
　　６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ
分别处理ＳＧＣ７９０１细胞２４、４８、７２ｈ，均显著抑制细
胞增殖（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　不同浓度ＤＨＡ处理ＳＧＣ７９０１细胞不同时间后的
增殖抑制率（珋ｘ±ｓ，％）

ＤＨＡ浓度（μｍｏｌ／Ｌ） 样本量 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

６．２５ ６ ８．６±１．４ ８．６±１．５ １２．１±２．１

１２．５０ ６ １７．６±４．２ １９．６±４．６ ２３．４±５．７

２５．００ ６ ２２．３±４．６ ２５．３±５．１ ３５．３±５．９

５０．００ ６ ４１．１±６．５ ４７．９±７．３ ５９．６±７．８

１００．００ ６ ６３．３±８．９ ７４．２±８．９ ８３．１±１１．０

Ｆ值 ７８．６６ ２３５．３７ ９３．７５

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：ＤＨＡ：二氢青蒿素

２．２　ＤＨＡ对细胞周期分布的影响
　　不同浓度ＤＨＡ处理ＳＧＣ７９０１细胞２４ｈ后，与对
照组比较，６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＡ组Ｇ０／Ｇ１期平均细胞比例明显上升，差异有统
计学意义（ｔ＝－２．９３，－３．５０，－４．３２，－４．８８，－５．１４，
Ｐ＜０．０５）；Ｓ期平均细胞比例相应减少，差异有统计
学意义（ｔ＝３．７１，４．８６，６．１０，７．７４，１０．０４，Ｐ＜０．０５）；
Ｇ２／Ｍ期平均细胞比例差异无统计学意义（ｔ＝－０．０４，
０．００，０．１７，０．４３，－０．３８，Ｐ＞０．０５）。见表２。

表２　不同浓度ＤＨＡ处理ＳＧＣ７９０１细胞２４ｈ后
细胞周期分布比较（珋ｘ±ｓ，％）

　组别 样本量 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

　对照组 ６ ４７．６±６．８ ３５．５±６．１ １６．９±３．７

　ＤＨＡ组

　　６．２５μｍｏｌ／Ｌ ６ ６０．５±７．１ａ ２２．６±４．８ａ １７．０±３．８

　　１２．５０μｍｏｌ／Ｌ ６ ６３．５±７．５ａ １９．５±４．１ａ １６．９±３．１

　　２５．００μｍｏｌ／Ｌ ６ ６７．９±８．０ａ １５．６±４．０ａ １６．５±３．９

　　５０．００μｍｏｌ／Ｌ ６ ７２．６±９．２ａ １１．５±３．３ａ １５．９±３．６

　　１００．００μｍｏｌ／Ｌ ６ ７５．４±１０．０ａ ６．８±１．９ａ １７．８±３．７

　Ｆ值 １８．４２ ４８．８ １．９４

　Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５

　　注：ａ与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ＤＨＡ：二氢青蒿素

２．３　ＤＨＡ对细胞周期相关蛋白表达的影响
　　１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ处理细胞２４ｈ，ＣｙｃｌｉｎＤ１
和ＣＤＫ４蛋白的相对表达量分别为 ０．１７±０．０５、
０．２４±０．０６，较对照组的０．６７±０．１５、０．６４±０．１８
明显下降（ｔ＝７．７４６，５．１６４，Ｐ＜０．０５）；ＤＨＡ组Ｃｙｃｌｉｎ
Ｅ蛋白的相对表达量为 ０．３５±０．０６，较对照组的
０．４２±０．０６也有下降，但差异无统计学意义（ｔ＝
２．０２１，Ｐ＞０．０５）；ＤＨＡ组和对照组ＣｙｃｌｉｎＡ蛋白的
相对表达量分别为０．３８±０．０８、０．３５±０．０９，两组
比较，差异无统计学意义（ｔ＝１．２６６，Ｐ＞０．０５）；与
对照组Ｐ１６蛋白的相对表达量（０．２９±０．０７）比较，
ＤＨＡ组Ｐ１６蛋白的相对表达量（０．５４±０．１２）显著
升高（ｔ＝４．４０８，Ｐ＜０．０５）。见图１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组和１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ组 ＳＧＣ７９０１

细胞中细胞周期相关因子的蛋白表达　ＤＨＡ：二氢青蒿素

２．４　ＤＨＡ对ＣＤＫ４与ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ１６结合的影响
　　免疫共沉淀检测结果显示：对照组中均可检出
ＣＤＫ４与ＣｙｃｌｉｎＤ１及 Ｐ１６的相互作用，但是 ＣＤＫ４
主要以结合 ＣｙｃｌｉｎＤ１为主。１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ
处理细胞２４ｈ，细胞内与ＣＤＫ４结合的ＣｙｃｌｉｎＤ１明
显减少，而与ＣＤＫ４结合的Ｐ１６显著增加。见图２。

图２　免疫共沉淀检测对照组和１００．００μｍｏｌ／Ｌ

ＤＨＡ组ＳＧＣ７９０１细胞中ＣＤＫ４与ＣｙｃｌｉｎＤ１、

Ｐ１６的结合　ＤＨＡ：二氢青蒿素

３　讨论
　　胃癌细胞是一类不受正常细胞增殖机制调控的
增殖异常旺盛的细胞，故有关肿瘤与细胞周期调控

的研究已成为研究热点之一［３－５］。ＤＨＡ具有较强
的抗肿瘤活性，且对机体毒性较低［６－７］。本研究以

ＳＧＣ７９０１胃癌细胞为对象观察了 ＤＨＡ对肿瘤细胞
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的作用及可能机制。本研究结果发现：６．２５、１２．５０、
２５．００、５０．００、１００．００μｍｏｌ／ＬＤＨＡ均可抑制胃癌细
胞的生长。由于许多新型抗癌药物的研发都选择以

细胞周期调控相关因子作为作用靶点，本研究重点

观察了ＤＨＡ对胃癌细胞周期的影响。其结果表明：
ＤＨＡ可将肿瘤细胞阻滞于Ｇ１期。为探讨其作用机
制，本研究进一步检测了在肿瘤细胞周期调控中发

挥重要作用的Ｃｙｃｌｉｎｓ、ＣＤＫ的蛋白表达水平。
　　Ｃｙｃｌｉｎ的表达呈周期性变化，其家族中 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１在 Ｇ１期早期表达增加，是细胞周期运行的起始
因子。ＣｙｃｌｉｎＥ表达开始于Ｇ１期中期，控制细胞是
否能够进入Ｓ期。ＣｙｃｌｉｎＡ在Ｇ１期晚期于ＣｙｃｌｉｎＥ
后表达，在 Ｓ期与 Ｇ２期达到高峰。本研究结果表
明：ＤＨＡ作用后 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达显著下降，ＣｙｃｌｉｎＥ
表达略有下降，而 ＣｙｃｌｉｎＡ表达变化不明显，提示
ＤＨＡ主要通过下调ＣｙｃｌｉｎＤ１将细胞阻滞于Ｇ１期。
　　ＣＤＫ４是调控网络的核心分子，其含量及活化
程度在细胞增殖 Ｇ１／Ｓ转换过程中起限速作用

［８］。

Ｃｙｃｌｉｎｓ及ＣＤＫ抑制蛋白对 ＣＤＫｓ活性调节的平衡
为正常细胞生长增殖所必需。在 Ｃｙｃｌｉｎｓ中存在一
段高度保守的氨基酸序列，被称为“周期蛋白盒”，

是Ｃｙｃｌｉｎｓ与ＣＤＫ互相结合的关键区。在 Ｇ１期，主
要发挥作用的 ＣｙｃｌｉｎＤ１可与 ＣＤＫ４结合，激活
ＣＤＫ４蛋白激酶，可促进细胞由 Ｇ１期向 Ｓ期转化，
导致细胞增殖。Ｐ１６蛋白又称为多肿瘤抑制基因，
是ＣＤＫｓ中的一个抑癌基因，它可竞争性与 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１共同调节 ＣＤＫ４活性，若 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达过多或
者Ｐ１６表达过少都可导致肿瘤的发生。本研究结果
发现：对照组胃癌细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ４表达较
高；ＤＨＡ处理细胞后，ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ４蛋白表达
明显下降，Ｐ１６的表达则呈现增高的趋势。Ｐ１６作

为负向调节细胞周期因子，可同ＣｙｃｌｉｎＤ１竞争性与
ＣＤＫ４结合形成复合物，抑制ＣＤＫ４的活性进而抑制
细胞周期Ｇ１／Ｓ转换

［９］。进一步的免疫共沉淀结果证

实：对照组细胞中，ＣＤＫ４主要与ＣｙｃｌｉｎＤ１形成复合
物，而ＤＨＡ处理细胞后，ＣＤＫ４与 ＣｙｃｌｉｎＤ１结合减
少，与Ｐ１６结合增加。本研究结果表明：ＤＨＡ能通
过下调细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＤＫ４表达，上调
Ｐ１６表达，改变 ＣＤＫ４与 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 Ｐ１６的结合，
阻滞细胞周期，在治疗胃癌方面具有良好的前景。
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