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　　摘要：目的　探讨氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米介导的 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－ｐ５３质粒（－ｐ５３质粒）对
人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的作用。方法　（１）以 －ｐ５３质粒作为表达基因，用氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒

进行细胞转染，计算转染率，并与脂质体转染组，空白载体组及空白对照组进行比较。（２）观察在外加

磁场条件下的氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒的转染效率和速度。（３）观察 －ｐ５３磁性纳米粒对 ＨｅｐＧ２

细胞生长增殖的抑制作用。结果　（１）ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实，载有氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４的磁

性纳米粒能成功的在人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中导入了外源性的野生型 ｐ５３基因，其转运效率（３９％）略高

于相同条件下脂质体的转染效率（３６％）（Ｐ＞０．０５）。（２）在外加磁场条件下氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性

纳米粒的转染效率明显增强。（３）转染的外源性 ｐ５３基因可明显抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的生长速度

及集落形成能力，使细胞阻滞于 Ｇ１期，抑制率为 ４６％。结论　（１）氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒是良好

的基因转运载体，可将外源性基因成功的转入靶细胞。（２）转入外源性野生型 ｐ５３能有效抑制 ＨｅｐＧ２

细胞的生长增殖。该研究为基因治疗恶性肿瘤的在体实验奠定了基础。
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　　ｐ５３基因异常与肝癌的分化状态有关，ｐ５３

基因异常可能影响肝癌治疗的疗效及预后［１－３］。

ｐ５３基因是公认的人类肿瘤中突变率最高的基

因，野生型 ｐ５３被认为是一个肿瘤抑制基因［４］。

利用基因转染技术恢复肿瘤细胞中野生型 ｐ５３的

功能是基因治疗恶性肿瘤的重要途径。

传统上基因转染系统被分为病毒载体系统和

非病毒载体系统两大类，但均存在某些难以克服

的局限性［５］。纳米技术的出现为解决基因转移载

体问题提供了新的思路。磁性纳米除了具有一般

纳米颗粒的特性外，还具有超顺磁性［６］，并能在外

加磁场的作用下定向移动，从而实现靶向治疗［７］。

本研究采用本中心制备的氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４
磁性纳米粒作为基因转运载体，它能以静电吸附

作用和质粒 ＤＮＡ连接，具有较高的结合效率，对

ＤＮＡ有保护作用，且毒性较低（另文报告）。本研

究主要探讨氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒对基因

的转染效率，以及外加磁场对转染效率的影响，企

以为后续动物体内转染的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞系　ＨｅｐＧ２细胞来源于人肝细胞癌

组织，本中心保存。

１．１．２　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒　由中南大学湘雅

医学院肿瘤研究所胡多沙博士惠赠。

１．１．３　主要试剂　新生小牛血清（杭州四季青

生物 工 程 材 料 研 究 所），ＲＰＭＩ１６４０培 养 基 和

ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司），ＭＴＴ试剂（上海

生工生物工 程公司），ＤＭＳＯ，溴化乙锭 （ＥＢ）

（Ｓｉｇｍａ公司），青霉素、链霉素（华北制药有限公

司产品），ＰＢＳ缓冲液 （ｐＨ７．２～７．４）（本实验室

自配），胰蛋白酶 （１∶２５０）（华美生物工程公

司），硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）（宝泰克公司），琼

脂糖（电泳级）（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），乙二胺四乙酸二

钠（ＥＤＴＡ）分析纯、随机引物 ＤＮＡ标记试剂盒、

ＤＥＰＣ（上海生工生物工程公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美

国 Ｉｎｖｉｒｏｇｅｎ公司），ＥｘＴａｑ聚合酶（ＴａｋａＲａ公司），

ＰＣＲＭａｒｋｅｒｌａｄｄｅｒ２０００（大连宝生公司），Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔｉｎｇ检测试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＳＤＳ（华

美生物公司），无水乙醇（上海振兴化工一厂），

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

１．１．４　主要实验仪器　倒置荧光显微镜（日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公 司），ＰＣＲ仪 （ＧｅｎｅＣｙｃｌｅｒＴＭ，美 国

ＢＩＯＲＡＤ公司），铷铁硼稀土永久性强磁铁（中南

大学物理教研室提供），凝胶扫描成像系统（Ｇｅｌ

Ｄｏｃ１０００，美国 ＢＩＯＲＡＤ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒介导 ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）－ｐ５３质粒（－ｐ５３质粒）体外转染

ＨｅｐＧ２细胞

（１）转染前 １ｄ，在 ６孔板中每孔种入大约

０．５～１×１０５个 ＨｅｐＧ２细胞，每孔加入 ｌｍＬ的完

全培养基，３７℃在 ＣＯ２孵箱中至细胞融合至７０～

８０％。（２）分别将氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒

与绿色荧光蛋白的 －ｐ５３质粒按质量比 １０∶１，

５∶１，２∶１，１∶１，０．１∶１混合，室温下超净台内放置

１ｈ，形成纳米粒／ＤＮＡ复合物。（３）转染前 ２ｈ，

将培养液吸出，用无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基洗

涤 ２次，更换新鲜培养基。加入一定量的纳米粒

子 ＤＮＡ复合物（约含 －ｐ５３表达质粒 ＤＮＡ３ｕｇ），

置 ３７℃培养箱中培养 ５ｈ。（４）５ｈ后加入 １ｍＬ

含 ２０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，继续培养

１８～２４ｈ后，更换培养液继续培养。３７℃ 在孵

箱中孵育 ５ｈ。（５）在转染开始后的 ４８ｈ，观测转

染效率。以上每组平行实验 ３次。

１．２．２　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ试剂介导 －ｐ５３质粒体外转

染 ＨｅｐＧ２细胞

（１）转染前 １ｄ，在 ６孔板中每孔种入大约

（０．５～１）×１０５个 ＨｅｐＧ２细胞，每孔加入 ｌｍＬ的

完全培养基，３７℃在 ＣＯ２ 孵箱中至细胞融合至

７０％～８０％。 （２）将 稀 释 的 质 粒 ＤＮＡ 和

９７５
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Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ试剂混合，室温孵育 ４５ｍｉｎ以便形成

ＤＮＡ脂质体复合物（可能出现溶液不清澈的现

象，但并不影响转染）。当复合物形成后，用无血

清的转染培养基代替孔板中含血清的培养基。

（３）加入０．５ｍＬ的无血清的转染培养基到含有复

合物的管中，轻轻混匀，将稀释后的复合物溶液加

入到洗过的细胞中（可加入带血清的培养基，在

转染过程中不要在培养基中加入抗生素），３７℃

在孵箱中孵育 ５ｈ。（４）孵育后，在不除去转染混

合物的情况下，加入０．５ｍＬ血清浓度为平时两倍

的培养基。如果在第 ６步含有血清时，则此时加

入 ０．５ｍＬ完全生长培养基。（５）转染 １８～２４ｈ

后，用新鲜的完全培养基取代原来的培养基。在

转染开始后的 ４８ｈ，观测转染效率。以上每组平

行实验 ３次

１．２．３　外加磁场的条件下对氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４
磁性纳米粒介导 －ｐ５３质粒体外转染 ＨｅｐＧ２细胞

的影响　在基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒介导 －ｐ５３

质粒体外转染 ＨｅｐＧ２细胞的 ６孔板下，置放铷铁

硼稀土永久性强磁铁，观察外加磁场的条件下对

转染效率的影响。转染步骤同前。连续培养 ５ｄ，

分别与 １，２，３，４ｄ时点的相同条件下用 ０．２５％

胰酶消化收集的转染细胞进行观测比较。

１．２．４　流式细胞仪检测体外转染效率　用荧光

显微镜观察 ＧＦＰ的表达情况后，将各孔中的培养

液吸尽，细胞用 ＰＢＳ清洗后，加入 ０．２５％的胰酶

消化 ５ｍｉｎ，用培养基终止消化，用吸管将细胞轻

轻吹下，形成细胞悬液，加入到离心管中，８００ｒ／ｍ

离心 １０ｍｉｎ，弃上清加入 ＰＢＳ，轻轻吹吸，形成细

胞悬液，样本上流式细胞仪通过检测发绿色荧光

的细胞数而获得转染效率。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＨｅｐＧ２细胞体外转染 －ｐ５３

基因　 ＨｅｐＧ２肝癌细胞中总 ＲＮＡ的提取参照

ＴｒｉｚｏｌＴＭ说明书。将 ＨｅｐＧ２细胞黏附于直径９０ｍｍ

的无菌塑料平皿，去上清，ＰＢＳ液洗２次，加入

Ｔｒｉｚｏｌ试剂，吹打细胞使之裂解，室温孵育５ｍｉｎ，移

入经 ＤＥＰＣ处理的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，加 ２００μＬ氯仿／

管，剧烈振荡 １５ｓ，室温 下静 置 ３ｍｉｎ，４℃，

８０００ｒ／ｍ离心 １５ｍｉｎ，取上清，加入 ５００μＬ异丙

醇，室温静置１０ｍｉｎ，４℃ ８０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，

弃上清，沉淀用 ７５％酒精洗 １遍，室温干燥沉淀，

溶于无 ＲＮａｓｅ的 ＤＥＰＣ水，测其 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的

值，判断所提 ＲＮＡ的质量，并取 ２μＬ进行电泳，

其 余 存 入 －８０℃。 参 照 ＴａＫａＲａ 公 司 说 明

书取１μｇ总ＲＮＡ先 进 行 逆 转 录，然 后 进 行 ＰＣＲ

扩增。

反应 设 置：（１）４８℃，温 育 ４５ｍｉｎ；（２）

９４℃，３ｍｉｎ。（２）ＰＣＲ反应：各组样品均分别扩

增 ｐ５３ｃＤＮＡ片段和 βａｃｔｉｎｃＤＮＡ片段，βａｃｔｉｎ

ｃＤＮＡ作为内对照。引物设计：设计 ｐ５３和βａｃｔｉｎ

引物序列。扩增的片段长度 ｐ５３ｃＤＮＡ片段为

１．４ｋｂ，βａｃｔｉｎ为 ６１７ｂｐ。引物序列（由上海生物

工程公司设计）：ｐ５３基因上游引物 ：５′ＴＣＡＧＴＣＴ

ＧＡＧＴＣＡＧＧＣＣＣＴ３′，ｐ５３基因下游引物：５′ＡＴＧ

ＧＡＧＧＡＧＣＣＧＣＡＧＴＣＡＧ３′；βａｃｔｉｎ上 游 引 物：５′

ＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣＧＡＣＧ３′，βａｃｔｉｎ下游引物：

５′ＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＡＡＴＧ３′。

反应条件：９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，６２℃

４０ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，

４℃终止反应。ＰＣＲ反应结束后，进行 １％琼脂糖

凝胶电泳，验证反应结果。

１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验

１．２．６．１　蛋白质的抽提及电泳　（１）用 ＰＢＳ洗

２次 ＨｅｐＧ２细胞，加入 ＳＤＳ加样缓冲液至培养瓶

中，用橡胶刮子刮下细胞（由于染色体 ＤＮＡ的释

放，使溶液变得很粘稠），将细胞裂解液吸入置于

微量离心管中，沸水煮 ５～１０ｍｉｎ。（２）用超声波

打碎染色体 ＤＮＡ，直至溶液不粘为止。（３）室温

下 １０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液置于另 １个

离心管中。（４）对上述细胞抽提液进行 ＳＤＳ聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析：开始时电压为

８Ｖ／ｃｍ凝胶，染料进入分离胶后，将电压增加到

１５Ｖ／ｃｍ凝胶，继续电泳直到染料抵达分离胶底

部，断开电源，取下凝胶，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验。

１．２．６．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 Ｐ５３蛋白　严格按照

试剂盒说明书进行操作。最后行 ＤＡＢ显色，显色

后蒸馏水洗涤，并观察，照相。

１．２．７　细胞生长曲线及集落形成测定　指数生

长期的细胞以每孔 １．５×１０４个细胞密度接种 ２４

孔培养板，每组 ４个复孔，培养 ２４ｈ后用台盼兰

染色，每天计数活细胞数，未测细胞每日半量更换

培养渡。６孔板每孔接种 ５００个细胞，培养 ２周

后，计数 ＞５０个细胞的集落数。

１．２．８　透射电镜观察细胞调亡情况　转染后

０８５
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７２ｈ，将 ＨｅｐＧ２细胞用 ０．２５％的胰酶消化，培养

基中止消化，轻轻吸吹细胞形成细胞悬液，加入到

离心管中，８００ｒ／ｍ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，将细胞

团用戊二醛固定后，制作成超薄切片，投射电镜下

观察细胞的形态。

１．２．９　流式细胞仪检测 ＨｅｐＧ２细胞凋亡率　转

染后 ７２ｈ，将各孔细胞用 ０．２５％的胰酶消化，培

养基中止消化，轻轻吹吸细胞形成细胞悬液，加入

到离心管中，８００ｒ／ｍ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，加入

ＰＢＳ，轻轻吹吸，形成细胞悬液，然后将等体积的

细胞悬液和碘化丙啶（ＰＩ）染液混合，４℃放置

３０ｍｉｎ后，将样品用 ３００目尼龙膜过滤，用流式细

胞仪检测各样品细胞的凋亡率。

１．３　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ（１１．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ）软件进行数据的

处理及统计分析。各转染组对细胞生长抑制率的

比较采取配对比较的 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为有显著

性差异。

２　结　果

２．１　氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒介导 －ｐ５３

质粒体外转染 ＨｅｐＧ２细胞的结果

结果显示，氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒可以

成功的将 －ｐ５３质粒报告基因转入 ＨｅｐＧ２细胞，

在氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒与绿色荧光蛋白

报告基因 －ｐ５３质粒按质量比为 １∶１时效率最

高，测定的转染率为３９％，略高于脂质体的３６％，

但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）（图 １－２）。

! "

图１　ｐＥＧＦＰＣ１质粒在ＨｅｐＧ２细胞中的表达　Ａ：氨基硅烷化Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒（ｍ／ｍ＝１∶１）转染；Ｂ：脂质体转染
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图 ２　不同质量比氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒和脂
质体转导质粒 ｐＥＧＦＰＣ１在 ＨｅｐＧ２细胞中阳性
表达的比较

２．２　外加磁场对氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒
基因转导的影响

结果显示，与无外加磁场作用相比，外加磁场

作用的第 ２天，转染的阳性细胞率达 ４３％，相当
于未加磁场第 ３天的转染效率；而外加磁场作用

的第 ３天，转染的阳性细胞率高达 ５４％，远高于
未加磁场时的 ４５％。表明载基因氨基硅烷化
Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒的转染效率随着 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳
米粒与 －ｐ５３质粒的作用时间增加而增加，然后
呈逐渐降低的趋势；外加磁场作用不仅可以提高

转染速度，而且可以提高转染效率。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＨｅｐＧ２细胞体外转染目的基
因的结果

ＲＴＰＣＲ检测的结果显示，无论是在纳米粒转
染组还是脂质体转染组中，ＰＣＲ反应产物的凝胶
电泳结果均在 ６１７ｂｐ和 １．４ｋｂ处出现了 ２条条
带，符合 βａｃｔｉｎ和 ｐ５３基因片段大小（图 ３），说
明 －ｐ５３基因已被成功转导入 ＨｅｐＧ２细胞内。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中 ｐ５３蛋白的

表达情况

结果显示，纳米粒转染组的 －ｐ５３转染率最
高，脂质体转染组稍低 裸质粒转染组几乎无表达

（图 ４）。
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图 ３　ＲＴＰＣＲ反应结果的凝胶电泳图　Ｍ：ＤＮＡ标志
物；１，３，５：纳米粒转染组；２，４，６：脂质转染组
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图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：磁性纳米粒介导转染
－ｐ５３质粒，表达水平最高；２：脂质体介导的转
染，表达水平略低于纳米粒组；３：裸质粒 ＤＮＡ
组，几乎无蛋白表达；４：空白对照组，无表达

２．５　ｐ５３基因对 ＨｅｐＧ２细胞生长速度的影响
转染人野生型 ｐ５３ｃＤＮＡ组的细胞的生长速

度较氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒空载体组的细
胞及空白对照组 ＨｅｐＧ２细胞的生长速度明显减
慢，组间比较，有统计学意义（Ｐ＜０．０５），后两者
细胞生长曲线相似，组间比较，无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）（图 ５）。
２．６　ｐ５３基因对 ＨｅｐＧ２细胞集落形成的影响

空白对照组，转染空载体细胞及转染 ｐ５３基
因细胞的每孔集落形成数分别为（１０２．７±９．５）
个，（９８．３±７．６）个，（５６．０±３．８）个。转染 ｐ５３
基因的细胞的集落形成数明显低于前两者，差异

有显著性，（Ｐ＜０．０５），而前两者之间差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。转染 ｐ５３基因细胞的集
落形成率与空白对照组相比，抑制率为 ４６％。
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图 ５　ｐ５３基因对 ＨｅｐＧ２细胞生长速度影响曲线图

２．７　流式细胞仪检测凋亡
ＦＣＭ分析结果显示，转染 －ｐ５３质粒的人肝

癌 ＨｅｐＧ２细胞与未经转染的细胞及纳米粒空载
体组细胞比较，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期比例明显下降，Ｇ１
期比例明显增加。未经转染的人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞
及纳米粒空载体组细胞周期中 Ｇ１／Ｇ０，Ｓ，Ｇ２／Ｍ各
期比例接近（表 １）。

表１　ｐ５３基因对ＨｅｐＧ２细胞周期的影响（％，ｘ±ｓ）

组别 Ｇ１／Ｇ０ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组 ４０．８０±２．５４１）４４．３８±２．０７１） １４．８２±０．９６２）

空载体组　 ４３．１５±１．９８１）４２．４０±２．７８１） １４．４５±１．０４２）

ｐ５３质粒组 ６１．７６±２．１２２７．２２±０．８９ １１．０２±０．７５

　　注：１）与ｐ５３质粒组比较，１）Ｐ＜０．０１；２）Ｐ＜０．０５

３　讨　论

修饰了的氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒具备

了转运外源性 ＤＮＡ的特性，包括可以以静电吸附
作用与 ＤＮＡ结合，具有较高的 ＤＮＡ结合效率和保
护 ＤＮＡ免受核酸酶分解和超声剪切力的破坏作
用，毒性作用较小，且转染效率略高于脂质体。然

而脂质体对细胞具有较大的毒性作用，转染的操

作流程较氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒为复杂和
繁琐。

氨基硅烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒的制备过程也
比较容易，原材料价格较低，具有成本上的优势。

使用前仅通过 ０．２２μｍ的滤膜过滤除菌后即可
转染细胞，不需要另行消毒。转染实验中也并未

发现细胞有污染的现象。总体看来，氨基硅烷化

Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒作为基因载体具有一定的优
越性。

研究表明，基因体外转染效率与载体／ＤＮＡ复
合物接触靶细胞的时间和接触的量密切相关。载

体在靶部位聚集缓慢，以及靶部位载体浓度过低

是导致基因转染及表达效率不高的主要障碍［７］，

但借助外力的作用可将基因载体弄集于靶部位。

本实验表明，外加磁场有助于加快转染速度和增

加转染效率，这可能与外加磁场作用使得磁性纳

米粒子定向移动有关。在外加磁场的定向作用

下，纳米粒／ＤＮＡ复合物可快速聚集并吸附于单
层培养的细胞表面，既增加了纳米粒／ＤＮＡ复合
物与细胞的接触速度，又增加了与转染细胞的接

触，而且在纳米粒转染的整个过程中，培养液无需
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更换，更延长了与细胞的接触时间。因此氨基硅

烷化 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒在外加磁场作用下对于基
因转染起到了增效的作用。国外的研究也证实应

用磁性纳米粒及外加磁场不仅可以大大提高基因

转染效率，而且可以缩短达到转染峰值所需要的

时间［８－１０］。本研究结果与之一致。

野生型 ｐ５３基因是细胞生长的“监控器”，它
的主要功能为调节细胞的生长周期，使受损伤的

细胞停滞于 Ｇ１期，以使细胞有足够的时间修复损
伤，如果修复失败，则通过诱导细胞凋亡，从而保

证有癌变倾向的细胞不能继续存活 ［１１］。如果

ｐ５３基因突变或缺失，则这些功能丧失，受损伤的
细胞得不到很好的修复而继续增殖，进而发生

癌变。

人肝癌中 ｐ５３基因的异常率较高，因而对肝
癌的 ｐ５３基因治疗研究有良好的临床应用前景。
本研究结果显示，外源的 ｐ５３基因明显抑制了肝
癌 ＨｅｐＧ２细胞生长速度及集落形成能力，说明人
野生型 ｐ５３基因能抑制肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的增殖
能力及恶性表型。细胞周期分析结果表明，ｐ５３
基因可使肝癌 ＨｅｐＧ２细胞 Ｇ１／Ｇ０期所占比例增
高，Ｓ期及 Ｇ２／Ｍ期所占比例下降，说明野生型
ｐ５３基因能将肝癌 ＨｅｐＧ２细胞阻滞于 Ｇ１期，阻止
其恶性生长。其作用机制可能是外源性 ｐ５３表达
的 ｐ５３蛋白作为一种转录因子，对其下游的基因
进行调控，激活下游的某些细胞增殖抑制基因及

抑制某些与细胞增殖有关的基因表达，从而使细

胞发生 Ｇ１期阻滞，抑制细胞增殖，井诱导 ＤＮＡ损
伤的细胞凋亡。
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