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苯乙酸对人结直肠癌细胞ＨＣＴ８的Ｇ１细胞周期
阻滞及增殖抑制作用
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　　摘要：目的　探讨诱导分化剂苯乙酸（ＰＡ）对人结直肠癌细胞系 ＨＣＴ８细胞周期及增殖的影响。
方法　应用 ＭＴＴ比色法，以 １．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＡ作用于体外培养的 ＨＣＴ８细胞，分
别于 ２４，４８，７２ｈ后对细胞增殖进行检测；流式细胞术分析细胞周期。结果　随着 ＰＡ浓度的增加
（１～５ｍｍｏｌ／Ｌ）或药物作用时间的延长（２４～７２ｈ），肿瘤细胞生长抑制率明显增加。ＰＡ１～５ｍｍｏｌ／Ｌ作
用 ２４ｈ细胞生长抑制率为５．１％ ～２４．３％，４８ｈ为１６．７％ ～７２．３％，７２ｈ为３０．２％ ～９３．４％。ＰＡ作
用细胞 ７２ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期比例显著下降，Ｓ期比例相对升高，组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＡ在
诱导分化结直肠癌 ＨＣＴ８细胞过程中，可诱导 Ｇ１细胞周期阻滞，抑制细胞增殖。
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第９期 任辉，等：苯乙酸对人结直肠癌细胞ＨＣＴ８的Ｇ１细胞周期阻滞及增殖抑制作用

　　结直肠癌是癌症导致死亡的第 ２位主要原
因［１］。诱导分化研究已成为抗恶性肿瘤研究的热

点之一。Ｎｅｉｓｈ［２］首先推测苯乙酸（Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｔｅ，
ＰＡ）为潜在的抗癌药物。笔者应用流式细胞术在
分子水平上研究 ＰＡ对 ＨＣＴ８细胞的增殖抑制作
用，以期进一步明确 ＰＡ的作用方式和机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　人结直肠癌细胞株 ＨＣＴ８由吉
林大学中日联谊医院中心实验室细胞室提供，从

美国 ＡＴＣＣ公司购回冻存。
１．１．２　主要试剂及仪器　ＰＡ（分子式 Ｃ８Ｈ８Ｏ２）
购自美国 Ｆｌｕｋａ化学试剂公司，三重蒸馏水溶解稀
释，ＮａＯＨ调节 ｐＨ至 ７．０，－２０℃分装保存待用。
ＩＭＤＭ培养基和新生牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＭＴＴ
（四 甲 基 氮 唑 蓝 ）美 国 Ｓｉｇｍａ公 司 产 品，用
０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ＰＢＳ）稀 释 成
５ｍｇ／ｍＬ；ＣＯ２恒温培养箱购自日本东京池木株式
会社；流式细胞仪购自美国 ＢＤ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　将冻存的 ＨＣＴ８细胞置于
３７℃，体积分数为 ５％的 ＣＯ２恒湿培养箱中。培
养基使用含有 １０％胎牛血清的 ＩＭＤＭ培养基中
（含 ＮａＨＣＯ３ ２ｇ／Ｌ，青 霉 素 １００Ｕ／ｍＬ，链 霉 素
１００μｇ／ｍＬ），放入 ＣＯ２培养箱内；ＨＣＴ８传代。
１．２．２　ＭＴＴ法检测 ＨＣＴ８增殖活性　采用 ＭＴＴ
比色分析。对数生长期细胞接种于 ９６孔培养板，
每孔接种 ２．５×１０３ 个细胞。细胞置于 ３７℃，
５％ＣＯ２细胞培养箱中培养，２４ｈ后换用无血清的
ＩＭＤＭ培养基，实验组加入不同浓度的 ＰＡ，终浓度
设定为 １．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍｍｏｌ／Ｌ。每组药
物浓度设 ６个复孔，对照组不加药。继续培养
２４，４８ｈ和 ７２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｇ／Ｌ）
２０μＬ，孵育 ４ｈ后吸弃培养液；每孔加入二甲基亚
砜 １００μＬ，振荡溶解 １０ｍｉｎ。酶联免疫检测仪

４９０ｎｍ波长测吸光度值（Ａ）。细胞增殖抑制率
计算公式：抑制率（％）＝１－（实验组 Ａ均数）／
（对照组 Ａ均数）×１００％。绘制生长曲线。
１．２．３　流式细胞术分析细胞周期　ＨＣＴ８细胞
接种于 ２５ｃｍ×２５ｃｍ培养瓶中，１×１０５细胞／培
养瓶。２４ｈ后 更 换 培 养 液，分 别 加 入 ＰＡ ０，
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，此 日 被 视 为 第 ０天。在 第 ３天 用
０．２５％的胰酶消化细胞。经流式细胞仪的荧光激
发分类器分析细胞周期比率。

ＨＣＴ８细胞荧光染色操作如下：ＰＢＳ清洗离心
２次；ＲＮＡ酶处理，３７℃水浴 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗离
心一次；碘化丙啶（ＰＩ）染色，置于 ４℃冰箱３０ｍｉｎ；
装样本待测。

１．３　统计学处理
数据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＭＴＴ比色法检测 ＰＡ对结直肠癌 ＨＣＴ８细
胞的增殖抑制作用

随着 ＰＡ浓度和作用时间的增加，细胞增殖抑
制率明显增加。ＰＡ１～５ｍｍｏｌ／Ｌ作用 ２４ｈ细胞增
殖抑制率为 ５．１％ ～２４．３％，４８ｈ为 １６．７％ ～
７２．３％，７２ｈ为 ３０．２％ ～９３．４％。其 中，
５．０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＰＡ作用 ４８ｈ和 ７２ｈ出现大量
细胞坏死；显示 ＰＡ在此浓度有细胞毒性作用。

同一 ＰＡ浓度作用的不同时间点细胞增殖抑
制率比较，差异亦均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；同
一时间点的不同 ＰＡ浓度细胞增殖抑制率比较，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图 １）。
２．２　ＰＡ对 ＨＣＴ８细胞周期的影响

１．０ｍｍｏｌ／ＬＰＡ组，作用 ２４ｈ细胞周期各时
相均无明显改变，７２ｈＨＣＴ８细胞的 Ｇ０／Ｇ１期、
Ｇ２＋Ｍ期比例下降，Ｓ期比例升高；２．０ｍｍｏｌ／ＬＰＡ
组，用药 ２４ｈ细胞周期各时相均无明显改变，
７２ｈＨＣＴ８细胞的 Ｇ０／Ｇ１期比例显著下降，Ｓ期比
例显著升高（图 ２ＡＢ）。
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３　讨　论

恶性肿瘤是细胞增殖和分化异常的结果。由

于肿瘤细胞没有丧失调控正常生长和分化基因

表达的能力，故在某些因素影响下，肿瘤细胞可

发生变化，向正常细胞方向改变［２］。诱导分化剂

维甲酸等，在治疗白血病的研究和临床应用中，

被证实有很好的疗效［３］。

有研究表明，肿瘤细胞的增殖能力与其分化

程度密切相关，即分化程度差的细胞往往比分化

程度好的细胞增殖活跃。有关细胞周期的研究

发现，肿瘤细胞并不比正常细胞的增殖周期循环

速度快，而是靠细胞数量的增长而使肿瘤迅速增

长［４］。因此，抑制肿瘤中参与增殖周期的细胞

数、阻抑或延搁肿瘤细胞增殖周期，诱导分化差

的细胞向成熟细胞方向转化，是抑制恶性肿瘤生

长的一种有效途径。ＰＡ及其同源物是一类新型
的肿瘤生长调节剂，通过在转录和转录后水平影

响基因表达，以改变肿瘤细胞的生物活性［５］。

本实验证实，ＰＡ在细胞水平对结直肠癌细胞
ＨＣＴ８增殖有极强的抑制作用。ＰＡ对结直肠癌
ＨＣＴ８细胞的增殖抑制呈时间和剂量依赖性。说
明 ＨＣＴ８细胞增殖抑制率与 ＰＡ浓度及作用时间
呈正相关（ｒ＝０．８６９、Ｐ＜０．０５），本实验与 Ｌｉ
等［６］应用 ＰＡ诱导分化髓母细胞瘤细胞系 ＤＡＯＹ
和 Ｄ２８３ＭＥＤ所得结论相符。

本实验应用流式细胞技术反复检测，证实 ＰＡ
显著降低 ＨＣＴ８细胞中 Ｇ０／Ｇ１期和（Ｇ２ ＋Ｍ）期
的比例，显著地提高 Ｓ期比例。表明 ＰＡ抑制
ＨＣＴ８细胞增殖的作用点即为 Ｇ１期，可能直接抑
制结直肠癌细胞中 ＲＮＡ的合成。

近年来，国内外越来重视从细胞周期角度来

探讨诱导分化剂的作用机制。已有研究［７］表明，

诱导分化剂并不能改变细胞周期的长短，其作用

形式为减少进入细胞周期的细胞数，并使进入细

胞周期的细胞阻滞于细胞周期的某一时相，使大

量细胞在特定时相堆积，不能完成整个细胞周期

的循环，因而不能完成全部的 ＤＮＡ复制。细胞周
期中，处于 Ｇ０期细胞为暂时游离于细胞周期以
外的休眠细胞，是肿瘤复发的根源；Ｇ１期为 ｍＲ
ＮＡ，ｒＲＮＡ，ｔＲＮＡ和核蛋白体的合成期。Ｇ１期末
期是转录过程的开始，是细胞周期运行的关键时

刻。ＲＮＡ的合成导致结构蛋白和酶蛋白的形成，
这些酶用于形成新的细胞成分，为 ＤＮＡ复制作准
备。但流式细胞仪对于受到致死性损伤的细胞

在未崩解前，难与正常细胞相区别。所以，本实

验发现在 ＰＡ的作用下，进入 Ｓ期的细胞增多。
大多数细胞虽进入 Ｓ期初始阶段，但因 ＤＮＡ合成
所必需成分减少而不能完成全部的 ＤＮＡ复制，大
量细胞停滞于 Ｓ期末期。本实验中，ＨＣＴ８细胞
在 １．０～４．０ｍｍｏｌ／ＬＰＡ作用 ７２ｈＧ０／Ｇ１期比例
明显下降，说明 ＰＡ对结直肠癌细胞的作用点是
针对 Ｇ１期；也表明在 Ｓ期完成全部 ＤＮＡ复制的

细胞明显减少。本实验结果与 Ａｄａｍ等［８］联合应

用 ＰＡ和 Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，体外实验证实显著诱导乳腺
癌细胞系 ＭＣＦ７细胞分化，同时伴有 Ｇ０／Ｇ１期阻
滞，所报道的作用方式相一致。

许多化疗药物是作用在增殖活跃的 Ｓ期；只
有肿瘤细胞处在 Ｓ期，化疗剂才能杀死肿瘤细
胞。常用的细胞毒性化疗药物常出现肿瘤细胞

耐药现象，是临床上肿瘤治疗的主要难题。ＰＡ使
肿瘤细胞对化疗药物更加敏感，故 ＰＡ对结直肠
癌化疗与分化诱导协同治疗具有重要意义。

参考文献：

［１］　ＪｅｍａｌＡ，ＭｕｒｒａｙＴ，ＷａｒｄＥ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２００５，５５（１）：１０－３０．

［２］　ＮｅｉｓｈＷＪ．Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔ
ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｉｅｎｔｉａ，１９７１，
２７（７）：８６０－８６１．

［３］　ＱｉＨ，ＲａｔｎａｍＭ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ
ｂｙａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄａｎｄｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎ
ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄｕｔｉｌｉｔｙｉｎ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇｓｅｌｅｃｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｂｙａｎｔｉｆｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，６６（１１）：５８７５－５８８２．

［４］　ＫｉｍＳＪ，ＴｕｍｅｒＳ，ＫｉｌｌｉｏｎＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ
ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｃｏｌｏｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００５，３３１（１）：
２０３－２０９．

［５］　任辉，张研，房学东，等．苯乙酸对结直肠癌 ＨＣＴ－８
细胞增殖抑制及同源盒基因表达的影响 ［Ｊ］．中华实
验外科杂志，２００５，２２（１１）：１３５０－１３５２．

［６］　ＬｉＸＮ，ＰａｒｉｋｈＳ，ＳｈｕＱ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄｐｈｅｎｙ
ｌａｃｅｔａｔｅｉｎｄｕｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕ
ｍａｎｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，
１０（３）：１１５０－１１５９．

［７］　ＳｈｉｂａｈａｒａＴ，ＯｎｉｓｈｉＴ，ＦｒａｎｃｏＯＥ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆＳｋｐ２ｉｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐ２７ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｔｅｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，２５（３）：１８８１－１８８８．

［８］　ＡｄａｍＬ，ＣｒｅｐｉｎＭ，ＩｓｒａｅｌＬ．Ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄＢｃｌ２ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｒａｓｔｕｍｏｒｓｂｙ
ｓｏｄｉｕｍｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｔｅａｎｄｔａｍｏｘｉｆｅｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，１９９７，５７（６）：１０２３－１０２９．

４５８




