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内容提要 目的：研究中药白龙与西药环六亚甲基二乙酰胺（./01）对人癌细胞中周期蛋白抑制因子

6,*的表达与调节。方法：采用!"789:7;<="8、>:?8:7;<="8等方法检测人癌细胞在白龙或./01作用下

6,*的表达调节。结果：在白龙或./01作用下癌细胞@,期6,*的表达增加，这一作用与A1/65631和

B125632两套信号通路共调节作用密切相关。当以631抑制剂阻断631通路时，6,*表达下降，相反当

632通路被阻断时6,*表达水平升高。结论：（,）癌细胞@,期6,*的低表达（与其他时相比较）可能是6,*
不能有效抑制癌细胞恶性变化的重要原因。（)）白龙和./01对肿瘤细胞的增殖抑制机理与@,期细胞

6,*表达升高相关。（$）白龙和./01对人癌细胞内6,*的表达调节表现了中西药对肿瘤细胞调节机理的
共性。（&）首次阐明了6,*上游调控与A1/6／632信号通路密切相关。
关键词 中药白龙 环六亚甲基二乙酰胺 细胞周期 周期蛋白抑制因子6,*
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肿瘤病的实质就是细胞周期异常性的疾病。当前

对肿瘤的发生发展新概念不再是单纯的原癌基因活化

或抑癌基因的失活或丢失，它还包括细胞周期调控中

W<，6X$和234（周期蛋白激酶抑制因子，ALA=D;H:O:;5

H:;8RD;C?:D;9D<D8"7）等系列因子丧失活性，导致肿瘤
抑制信号无法再对细胞周期中的周期蛋白家族（AL5
A=D;?）；周期蛋白依赖性激酶家族（2B3?，ALA=D;5H:O:;5
H:;8RD;C?:）进行调控，从而形成细胞周期运转失
控（,，)）。因此，234的研究已成为当前国际前沿课题。
6,*是已知234家族中的重要成员（$，&），也是目前已知
的唯一直接参与细胞周期调控的抑癌基因，它在哺乳

动物中的调节位点是 @, 期 W检查点（W:?87DA8D";
A9:ARO"D;8）

（X），6,*对细胞增殖与癌变具有重要意
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义（!，"）。本工作拟通过药物对癌细胞中#$!的表达调
控作用，来探讨中西药物对细胞周期中#$!调节共
性，同时也为临床医学提供理论依据。

材料和方法

$ 药物 环六亚甲基二乙酰胺（%&’()&*%+,&-&
./0(1&*()/2&，3456，7/8)(公司）配成9)):,／;工
作液；白龙（天津中药制药厂生产的成药粉剂，批号

<=>=$9），将粉剂配成>?9)8／),工作液（@3"?A）；蛋白
激酶 6抑制剂（#B6C）和#BD抑制剂（5/0/-2:,+,E
)(,&/)/2&）均购自7/8)(公司。

A 实验分组：（(）对照组；（.）9)):,／;3456培
养液处理组；（1）=)8／),生药量白龙处理组；（2）=)8／

),生药量白龙FG>!8／),#B6C组；（&）9!):,／;#BD
抑制剂（#BDC）处理组。

= 细胞培养 人癌细胞（5HDGAE=，4HDG>E=，

I7"=A）用含$9J胎牛血清的K4L4培养基（HC5DI
公司）于="M，9JDIA培养箱中培养。
细胞接种AN"NG%后，先用过量O2P（A?9):,／;，

7/8)(公司）预处理，其方法步骤参照高压笑气法
（G），

先将细胞阻断于 4期，经有丝分裂选择法收集 4期
细胞，转入新的培养瓶内，培养A"=%细胞贴壁进入

H$期待用。7与HA期细胞亦按同样方法收集。

N Q&0*&R-.,:*分析 收集H$期细胞或群体细
胞，经洗涤，裂解，离心以及蛋白浓度测定等步骤，再经

电泳与免疫显色、曝光等步骤完成，观察#$!表达。

9 S:R*%&R-.,:*分析 收集H$期细胞或群体细
胞，提取总PS6经S:R*%&R-印迹，转移（至硝酸纤维
素膜上），干燥等步骤，进行分子杂交、洗膜、晾干和曝

光，显影、定影等步骤完成，观察#$!表达。

! 流式细胞光度术周期测定 用>?>AJLKO6
消化收集细胞，#57洗涤，离心，乙醇（"9J）固定，

PS(0&处理，最后用荧光染料#C染色=>)/-。于流式
细胞光度仪测定，观察细胞周期分布。

结 果

$ #$!在人癌细胞不同生长周期时相的表达
见图$、A。从 Q&0*&R-.,:*方法观察了 4HDG>E=、

5HDGAE=和I7"=A等人癌细胞不同生长周期时相#$!
蛋白水平的表达。结果显示几种细胞在H$期具有显
著共性，其表达水平均低于其他时相，而其他时相的强

弱则随细胞种类而异。人骨肉瘤I7"=A细胞#$!表
达，H$期分别比7、HA、4期低$?AG、$?9和A倍（图

A）。

$?对照，A?4期，=?H$期，N?7期，9?HA期

图$ 人胃癌4HDG>E=细胞#$!的表达

6?H$期，5?7期，D?HA期，K?4期

图A 人骨肉瘤I7"=A细胞#$!的表达

A S:R*%&R-杂交结果 见图=。5HDGAE=H$期
细胞经白龙处理后，#$!基因表达显著提高，灰度扫描
定量显示，比对照组提高$倍以上。当白龙处理细胞
的同时加入#B6抑制剂阻断#B6通路，#$!基因表
达很快下降<>J。

2?对照组，&?白龙组，T?白龙F#B6抑制剂组

图= 白龙对人胃癌5HDGAE=H$期细胞#$!表达调节

= Q&0*&R-.,:*结果，白龙与3456对#$!表达
影响比较 白龙与3456对人骨肉瘤细胞具有同样
作用，分别提高#$!蛋白水平"=?<J和"!?$J（见图

N）；同时H>FH$期细胞比值随之增加$<J和A"?!J，
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!"对照组 #"白龙组 $"%&#!组

图’ 白龙与%&#!对()*表达影响比较
表! +组周期细胞的分布比较 （,）

组别 -./-) 0 -1/&
对照 ’1 +2 1+
中药白龙 2. 13 11
%&#! 24 )3 12

而0期细胞比值则分别下降11"5,和2)"’+,（见表

)）。

’ 信号通路对603+1细胞()*表达影响 见图

2。结果表明人骨肉瘤细胞()*的表达调节同样是通
过两种信号系统介导。阻断7!&(8(9!通路时，()*
表达下降+5,；阻断:!-8(9$通路时，()*则表达上
升达).’,。

讨 论

()*作为细胞周期固有调控基因，又是一个新的
抑癌基因，其作用靶点是-)期;点，它与-)期内周
期蛋白$<7=>?:竞争结合$:9’／*抑制其活性，以此
调节;@磷酸化（+，3），这与细胞增殖、癌变密切相关。
但是很多体外肿瘤细胞()*表达并不缺失，甚至很
强。这是由于很多癌细胞株在很大比例上存在()*
的突变（5，).）。除突变学说外，我们作了新的探索，在三

种人癌细胞不同周期时相中()*的表达，均以-)期
最低（图)、1），这一结果回答了一些癌细胞()*表达
虽然很强，但在-)期表达很弱，不能有效抑制$<8
7=>?:／$:9’的活性，导致;@快速磷酸化，使细胞恶
性度仍不能得到有效控制。为了证明这一认识，我们

通过药物提高-)期细胞()*表达，观察是否可逆转
上述异常发生。采用自己研制的复方中药白龙。实验

!"对照组；#"(9!抑制剂处理组；$"(9$抑制剂处理组

图2 信号通路对603+1细胞()*表达影响

结果表明：白龙处理人胃癌#-$418+-)期细胞后，

()*表达升高（图+）；免疫荧光染色中也观察到中药
白龙主要提高-)期细胞()*表达，而对其他周期表
达强弱基本无影响（待发表）。说明只有提高()*功
能区———-)期的表达才可发挥它的抑癌作用。这也
是中药白龙临床疗效的重要理论基础。为了进一步阐

明中药白龙提高()*表达的机理，我们探讨了它和

7!&(8(9!信号通路的关系，当白龙作用的同时以

(9!抑制剂（(9!A）阻断7!&(8(9!通路，白龙促

()*的表达作用消失，()*转录表达下降（图+），这是
由于机体内任何化学物质：包括激素、神经介质以及药

物分子都不能直接进入细胞，必须通过细胞的信号转

换与细胞内信号通路调节，因此白龙对#-$418+-)
期()*表达升高是通过信号通路的调节而实现。而

(9!通路通常和细胞增殖抑制及促细胞分化相关（)+），

(9!通路一旦被阻断，白龙作用必然消失。这种作用
我们在人胃癌细胞增殖抑制实验中也曾证明，且与诱

导分化剂%&#!作用极为相似（))，)1）。为了进一步深
层次探讨中药白龙与%&#!对其它实体瘤细胞内

()*的调节，我们以603+1细胞为靶标进行平行实
验。结果证明：%&#!或中药白龙不仅能提高()*的
表达（图’），而且将细胞阻滞于-)期，并降低0期细
胞百分比（表)），这暗示:B!合成下降，导致细胞增
殖抑制，出现了逆转与分化表型（)’）。这是由于%&#!
与白龙主要调节了603+1细胞-)期()*的表达升
高，使$:9’活性受到抑制，节制了;@的快速磷酸
化，进入0期细胞的比值下降，-)期细胞数量增加，与
中药白龙对#-$418+-)期作用相呼应。其作用机理
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同样和信号通路密切相关。所以当!"#抑制剂阻断

!"#通路时，!$%表达下降&’(（图)）；单纯阻断

!"*通路，!$%表达上升$+,-倍（图)），说明!"#和

!"*两条信号通路对!$%的调节作用具有显著的正
负拮抗关系。这是由于!"*促进细胞增殖或癌变相
关，恰好和!"#通路形成拮抗性调节。
总之本工作说明：（$）癌细胞.$期!$%的低表达

（与其它时相比较）可能是!$%不能有效抑制癌细胞
恶性变化的重要原因。（/）复方中药白龙对人癌细胞
的治疗的调节作用和直接参与细胞周期固有调控者

*"0!$%密切相关，也有力阐明了中药复方白龙作用
分子机理之一。同时还进一步阐明了调节!$%的作
用机制与其上游调控的信号通路密切相关。（&）中药
白龙与西药诱导分化剂123#对癌细胞调节机理具
有极大的共性。（-）这种共性反应了中西药对肿瘤细
胞治疗调节的实质和中医阴阳平衡学说相呼应。
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欢迎订阅/,,/年《中国医药学报》
《中国医药学报》是中国科学技术协会主管、中国中医药学

会主办的国家级高级中医药学术期刊，是中国科协所属的自然

科技期刊中反映中医药进展的中医药学科学报。本刊主编为

中华人民共和国卫生部副部长、国家中医药管理局局长、中国

中医药学会会长佘靖教授。本刊自/,,/年第$期起改为国际
标准$%开，月刊。/,,/年本刊将设名家访谈、发展论坛、专题
讨论、论著、临证经验、学术经纬、名医论坛、读书心得、科研思

路与方法、杏林指南、专题讲座、综述、会议述要、海外中医药、

书评、研究动态、医药心悟、信息窗等栏目。

本刊国内外公开发行，国际标准连续出版物编号0RRS
$,,,_-’V$，国内刊号S$$_/$&-／9，定价)元，全年%,元。
订阅代号$Z_’,，请及时向当地邮局订阅，亦可直接汇款至我
刊订阅，免收邮寄费。地址：北京市和平街北口樱花路甲-号
《中国医药学报》编辑部，邮编：$,,,/’，联系人：赵东。电话：

,$,_%-/$%%),，传真：,$,_%-/’V’Z&。

《山西中医》/,,/年征订启事
《山西中医》是由山西省卫生厅主管，山西省中医药学会主

办，国内外公开发行的中医药、中西医结合综合性学术期刊，为

中国生物医学核心期刊、全国中医药优秀期刊、山西省一级期

刊。本刊主要栏目有老中医经验、学术探讨、专题笔谈、傅山医

学研究、临床报道、中西医结合园地、专家论坛、成功之路、名医

轶事、实验研究、针灸经络、文献综述等。

本刊为大$%开，%-页，双月刊，逢双月$)日出版。/,,/
年每册定价仍为&+),元，全年/$+,,元。请及时到当地邮局
办理订阅手续。本刊国内统一刊号为*S$-_$$$,／9，国内邮
发代号：//_&,，国外代号：32’VV。国外读者请向中国国际图
书贸易总公司订购。本刊编辑部代办邮购，地址：太原市东华

门/&号，邮政编码：,&,,$&，电话：,&)$_-$V&-’’。
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