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[摘  要]  目的：探究西贝素通过调控Cyclin D1介导的CDK4/6-Rb-E2F1信号轴对人胃腺癌细胞（AGS）的增殖抑制效果及其

分子机制。方法：利用不同浓度的西贝素处理AGS和人正常胃黏膜上皮细胞（GES-1），通过CCK-8检测和结晶紫染色实验确定

西贝素的最适抑制剂量和作用时间；采用划痕实验和Transwell迁移实验与侵袭实验检测西贝素对AGS细胞迁移与侵袭能力的

影响；利用流式细胞术和WB检测西贝素对AGS细胞周期及细胞周期相关蛋白表达的影响；利用质粒过表达Cyclin D1，并通过

WB检测、结晶紫染色实验、划痕实验和Transwell迁移实验与侵袭实验进一步明确西贝素的抑制机制；构建AGS移植瘤裸鼠模

型，采用免疫荧光染色法和免疫组化检测Cyclin D1、CDK4、CDK6、Rb、p-Rb、E2F1的表达水平。结果：与对照组相比，西贝素药

物浓度为100 μg/mL时，对GES-1细胞的增殖无影响（P > 0.05），但能够显著性抑制AGS细胞增殖、迁移和侵袭能力（P < 0.01），并

诱导AGS细胞周期G0/G1 期阻滞，显著抑制周期相关蛋白 Cyclin D1、CDK4、CDK6、p-Rb、E2F1的表达水平（P < 0.05或

P < 0.01）；Cyclin D1过表达能够显著降低西贝素对AGS细胞的抑制效果（P < 0.05或P < 0.01）；荷瘤裸鼠实验结果显示，西贝素

能够抑制AGS移植瘤的增殖，影响肿瘤组织中Cyclin D1、CDK4、CDK6、p-Rb、E2F1的表达（P < 0.01）。结论：西贝素可能通过

下调Cyclin D1介导的CDK4/6-Rb-E2F1信号轴活化抑制AGS增殖。
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Sipeimine inhibits the proliferation of human gastric adenocarcinoma AGS cells 
by modulating the cyclin D1-mediated CDK4/6-Rb-E2F1 signaling axis
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[Abstract]  Objective：： To investigate the anti-proliferative effect and molecular mechanism of sipeimine on human gastric 

adenocarcinoma cells (AGS) by modulating the Cyclin D1-mediated CDK4/6-Rb-E2F1 signaling axis. Methods: AGS and GES-1 cells 

were treated with different concentrations of sipeimine. The optimal inhibitory dose and duration were determined using CCK-8 and 

crystal violet assays. The effects of sipeimine on AGS cell migration and invasion were assessed via scratch and Transwell assays. Flow 

cytometry and Western blot analyses evaluated the impact of sipeimine on AGS cell cycle progression and expression of cell cycle-

related proteins. Cyclin D1 was overexpressed by plasmid transfection to further elucidate the inhibitory mechanism of sipeimine via 

WB, crystal violet, scratch, and Transwell assays. An AGS xenograft nude mouse model was established to investigate the in vivo 

effects and mechanisms of sipeimine, and the expression of Cyclin D1, CDK4, CDK6, Rb, p-Rb, and E2F1 was assessed by 

immunofluorescence and immunohistochemistry.Results: Compared with the control group, sipeimine at a concentration of 100 μg/mL 

did not affect the proliferation of GES-1 cells (P > 0.05), but significantly inhibited the proliferation, migration, and invasion 

capabilities of AGS cells (P < 0.01). It also induced G0/G1 phase arrest in the AGS cell cycle and significantly suppressed the 
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expression levels of the cycle-related proteins Cyclin D1, CDK4, CDK6, p-Rb, and E2F1 (P < 0.05 or P < 0.01). Overexpression of 

Cyclin D1 significantly reduced the inhibitory effect of sipeimine on AGS cells (P < 0.05 or P < 0.01). In tumor-bearing mouse models, 

sipeimine inhibited AGS xenograft proliferation and affected the expression of Cyclin D1, CDK4, CDK6, p-Rb, and E2F1 in tumor 

tissues (P < 0.01). Conclusion: Sipeimine may inhibit AGS proliferation by downregulating the Cyclin D1-mediated CDK4/6-Rb-E2F1 

signaling pathway activation. 
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胃癌（gastric cancer, GC）是起源于胃的原发性恶

性上皮性肿瘤。有数据[1-2]显示，2022年在全球范围

内有超过968 000例新发GC病例，导致约660 000人

死亡，使得GC成为世界上第五大最常见的癌症和第

五大癌症相关的死亡病因。在中国，GC是继肺癌、

肝癌之后的第三大最常见恶性肿瘤，其发病率约占

所有恶性肿瘤的 7.4%，2022 年 GC 的死亡率达到

10.1%[3]。目前，GC的治疗方法主要是手术治疗、辅

助化疗、放疗或新辅助治疗[4]。然而，由于化疗或靶

向药物存在耐药性及多种不良反应，常使患者的治

疗效果受到限制。近年来，大量研究[5-6]显示，中药及

其有效成分在提升化疗效果、降低不良反应的同时，

还可调节免疫微环境，为肿瘤综合治疗提供了独特

的应用优势。已知贝母素甲、贝母素乙、贝母辛和西

贝素是4种具有明确药理作用的贝母类生物碱，具有

明显的抗肿瘤活性[7-10]。课题组在前期预实验研究中

发现，西贝素对GC细胞的抑制效果最显著。本研究

通过体内外实验，基于Cyclin D1介导的CDK4/6-Rb-

E2F1信号轴探讨西贝素抑制人胃腺癌AGS细胞增

殖的效果及其潜在作用机制，以期为GC治疗策略的

优化及中药有效成分抗肿瘤机制的深入研究提供新

的思路与实验依据。

1    材料与方法

1.1  细胞与动物

人胃腺癌细胞系 AGS 和人正常胃黏膜上皮

细胞 GES-1 购买于北京北纳创联生物技术研究

院。动物选用 7 周龄雌性 BALB/c 裸鼠（SPF 级），

购自北京斯贝福生物公司[SCXK（京）2024-0001，

No.110324241102562471]。本研究的动物试验方案

已获得长春中医药大学实验动物伦理委员会审核批

准（伦理批准号2024017）。

1.2  主要实验试剂

胎牛血清购自上海双洳生物科技有限公司，

RPMI 1640、双抗和胰酶购自山东思科捷生物技术有

限公司，西贝素购自美国MCE公司，CCK-8试剂盒、

结晶紫染色液、RIPA裂解液、BCA试剂盒及细胞周

期检测试剂盒均购自上海碧云天生物公司，通用型

抗体稀释液与PAGE凝胶快速制备试剂盒均购自上

海雅酶生物公司，转染试剂盒购自美国ZETA公司，

pCMV-HA-Cyclin D1 和 pCMV-HA 质粒购自 PPL，

E-cadherin、Vimentin、MMP3、Cyclin D1、CDK4、

CDK6、GAPDH和Tubulin抗体购自武汉三鹰生物技

术有限公司，Rb、p-Rb 和 E2F1 抗体购自美国 abcam

公司。

1.3  细胞培养

将 AGS 细胞与 GES-1 细胞复苏后接种到 100 

mm × 20 mm细胞培养皿中，加入 10 mL含有 10%胎

牛血清和 1%双抗的RPMI 1640培养基，轻柔混匀后

放置37 ℃的5% CO2恒温培养箱中培养，在细胞贴壁

后更换新鲜培养基，根据细胞生长密度进行传代，取

处于对数生长期的细胞用于后续实验。

1.4  CCK-8法检测AGS细胞的增殖能力

分别收集对数生长期的 AGS 细胞和 GES-1 细

胞，胰酶消化后以 166 × g离心 5 min进行计数，每孔

5 × 10³个细胞接种密度加入 96孔板内，之后将 96孔

板放入37 ℃、含5% CO2的培养箱中进行过夜培养。

使用DMSO溶剂和1640培养基稀释西贝素在培

养液中的最终质量浓度分别为 30、50、70、90、100、

110、130、150 μg/mL。待细胞贴壁生长后，弃去孔内

培养基并加入不同浓度的待测药物，每组设置5个复

孔，同时设立DMSO溶剂阴性对照组，分别置于培养

箱作用24、48、72 h。培养结束后弃去培养液，每孔加

入 100 μL（1640稀释）的 10%浓度的CCK-8溶液，置

于37 ℃、5% CO2培养箱中反应2 h，随后用酶标仪在

450 nm波长处检测每孔的吸光度，依据检测结果进

行分析，最终筛选出西贝素最适用药浓度与作用时

间是100 μg/mL与48 h。

1.5  结晶紫染色法检测AGS细胞的增殖能力

将 AGS 细胞和 GES-1 细胞分别接种至 12 孔板

内，接种密度为 1 × 105 个/孔，随后将 12 孔板置于

37 ℃、含5% CO2的培养箱中过夜培养。待细胞完全

贴壁后，用100 μg/mL西贝素处理AGS细胞和GES-1

细胞48 h，同时设置阴性对照组。培养结束后弃去培

养基，用4%多聚甲醛固定细胞15 min后加入0.1%结

晶紫染色液500 μL/孔，于室温下染色15 min，用纯净

水清洗2遍。待自然晾干后在显微镜下拍照，所得图

像采用 Image J软件进行处理。
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1.6  细胞划痕实验检测AGS细胞的划痕修复能力

将AGS细胞接种于 6孔板内，细胞接种密度为

2.5 × 105个/孔。待细胞生长至融合率约 80%~90%

时，采用200 μL无菌枪头尖端，在细胞表层以垂直方

向一端向另一端划出一道印记，脱落的细胞用 PBS

清洗干净确保划痕清晰，试验孔更换为含100 μg/mL

西贝素的培养基，同时设置阴性对照组。分别在处

理后0 h、24 h和48 h时间点，将6孔板置于显微镜下

观察划痕变化并拍照，最后用 Image J软件分析与计

算细胞迁移率。

1.7  Transwell迁移实验与侵袭实验检测AGS细胞

的迁移与侵袭能力

将用 100 μg/mL西贝素处理后的AGS细胞以及

阴性对照组的AGS细胞以2.5 × 105个/孔加入到无或

有预包被基质胶的 Transwell 小室上室中，随后向

下室加入含 15% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基

500 μL，每组设置 3个复孔。将小室置于 37 ℃、5% 

CO2培养箱中继续培养 48 h。培养结束后，用 4%多

聚甲醛固定细胞20 min，0.1%结晶紫染色15 min，取

出小室，PBS洗 2遍，用湿棉签轻轻擦去上室表面未

迁移或未侵袭细胞，待小室自然晾干后置于显微镜

下观察并拍照记录实验结果。

1.8  流式细胞术检测AGS细胞的细胞周期

将AGS细胞以1 × 105个/孔接种于6孔板中培养

至细胞贴壁后，实验孔更换为含100 μg/mL西贝素的

培养基，同时设置阴性对照组。将细胞置于培养箱

48 h后用胰酶消化，经PBS清洗2遍后制备成单细胞

悬液。向悬液中加入 1 mL预冷的 70%乙醇，混匀后

于 4 ℃环境中固定过夜。次日用PBS洗涤细胞，166 

× g 离心 5 min 收集沉淀的细胞，向细胞中加入 500 

μL PI/RNase A染色工作液，在37 ℃恒温箱中避光染

色30 min后用流式细胞仪检测并分析细胞周期分布

情况。

1.9  WB法检测AGS细胞相关蛋白的表达水平

将 AGS 细胞按 5 × 105个/孔的密度接种至 6 孔

板，细胞完全贴壁后用100 μg/mL西贝素处理48 h后

弃去孔内培养基，PBS 清洗 2 遍后，于冰上每孔加

入120 μL RIPA裂解液，裂解细胞20 min后收集总蛋

白裂解液，通过BCA法对总蛋白进行定量分析，并向

剩余蛋白样品中加入5 × Loading Buffer，混匀后煮沸

10 min。取 30 μg待检样品进行上样，上层胶恒压

90 V电泳20 min，下层胶恒压130 V至溴酚蓝跑到凝

胶底部终止电泳。随后将蛋白条带转移至硝酸纤维

素膜（NC膜）上，使用快速封闭液封闭处理 40 min。

封闭结束后，加入按 1∶1 000 比例稀释 的 一 抗

（E-cadherin、Vimentin、MMP3、Cyclin D1、CDK4、

CDK6、Rb、p-Rb、E2F1、Tubulin及GAPDH抗体），置

于4 ℃环境中孵育过夜。次日，用TBST缓冲液清洗

NC膜3次，10 min/次，再加入按1∶3 000比例稀释的、

与一抗种属相应的辣根过氧化物酶标记的 IgG(H+L)

二抗，室温下于摇床上孵育 40 min，TBST缓冲液清

洗3次，10 min/次，随后进行显影液显色，用化学发光

仪拍照记录。使用 Image J软件测定各蛋白条带灰

度值。

1.10  AGS细胞的转染与分组

取处于对数生长期的AGS细胞以2.5 × 105 个/孔

的密度接种于 6 孔板中。待细胞生长至融合率约

60%~70% 时进行转染，按照转染试剂盒说明，将

pCMV-HA-Cyclin D1 和 pCMV-HA 分别与转染试剂

按照 1∶1的比例混合（2 μg质粒∶2 μL转染试剂），用

移液器轻柔吹打混匀，室温静置15 min，再将质粒-转

染试剂混合液加入细胞培养基中，转染6 h后更换培

养基，继续培养48 h进行后续实验。

将 pCMV-HA-Cyclin D1质粒转染组定义为过表

达组，将pCMV-HA质粒转染组定义为空载组。按空

载组、空载-西贝素组（西贝素浓度为100 μg/mL）过表

达组、过表达-西贝素组（西贝素浓度为100 μg/mL）转

染培养完成后，通过WB法检测周期相关蛋白以验证

过表达效率，同时通过结晶紫染色、划痕实验及

Transwell实验检测上述各组细胞增殖、迁移、侵袭能

力的变化。

1.11  构建AGS细胞荷瘤裸鼠模型和西贝素对裸鼠

移植肿瘤体积的影响

将AGS细胞以2 × 106个细胞皮下注射于裸鼠的

右后肢近背部区域构建胃癌荷瘤裸鼠模型。14 d后

待裸鼠右后肢近背部区域出现黄豆粒大小的肿瘤即

视为造模成功，本研究造模成功率为 100%。随后对

裸鼠进行随机分组，每组 8只，分别为西贝素组与对

照组。给药方式：西贝素组裸鼠每 5 d进行 1次西贝

素（12 mg/kg）瘤内注射，连续给药 5次；对照组裸鼠

则瘤内注射等量的生理盐水，两组裸鼠给药频率与

周期保持一致。每隔 7 d测量 1次裸鼠移植瘤直径，

连续测量 42 d并计算移植瘤大小，同时监测裸鼠生

存状态。AGS细胞荷瘤裸鼠实验结束后，取出其皮

下肿瘤组织并拍照。

1.12  免疫荧光染色法检测裸鼠移植瘤组织中

Cyclin D1、CDK4及CDK6蛋白的表达

从西贝素组和对照组中随机挑选 3个移植瘤组

织，采用4%多聚甲醛进行组织固定24 h并制备石蜡

切片，将切片放入环保型脱蜡液处理后依次通过梯

度乙醇复水至蒸馏水，再将切片置于EDTA抗原修复

缓冲液中，使用微波炉加热进行抗原修复，再于过氧
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化氢溶液中浸泡 10 min，随后画圈，血清封闭 30 min

后加入Cyclin D1、CDK4及CDK6一抗（1∶1 000比例

稀释），4 ℃孵育过夜，次日加入与一抗种属相应的

Cyanine 3标记二抗（1∶3 000 比例稀释），室温孵育

45 min后用PBS洗涤 3次，5 min/次，再以DAPI室温

避光染核8 min，最后用自发荧光淬灭剂封片，于4 ℃

避光保存并进行免疫荧光检测并拍照。利用 Image J

软件对免疫荧光结果进行分析，测定各组肿瘤组织

中 Cyclin D1、CDK4 及 CDK6 的阳性信号的相对

强度。

1.13  免疫组化检测裸鼠移植瘤组织中 Rb、p-Rb、

E2F1的表达水平

将 1.12 制作好的组织蜡块切片，将切片置于

65℃烤箱中脱蜡1 h后进行脱蜡至水，加入柠檬酸后

在微波炉中进行抗原修复，再用免疫组化笔在组织

上画圈并在圈内血清封闭30 min，甩掉封闭液后滴加

Rb、p-Rb、E2F1一抗（1∶1 000比例稀释），于4℃避光

孵育过夜，次日加入与一抗相应种属的辣根过氧化

酶标记的二抗（1∶3 000稀释）于室温避光孵育1 h，随

后进行DAB显色、苏木素染核、中性树胶封片，最后

镜检。利用 Image J软件对免疫组化结果进行分析，

测定各组肿瘤组织中Rb、p-Rb、E2F1的阳性表达率。

1.14  统计学处理

上述所有实验均独立重复 3次。所有数据均采

用GraphPad Prism 8.0统计软件进行处理。符合正态

分布的计量资料以 x̄ ± s的形式呈现。两组间的数据

比较采用 t检验（t-test），多组间的数据比较则采用单

因素方差分析（One-way ANOVA）。以 P < 0.05 或

P < 0.01表示差异有统计学意义。

2    结  果

2.1  西贝素抑制AGS细胞的增殖

CCK-8法检测结果表明，与对照组相比，西贝素

能显著抑制AGS细胞的增殖，差异均有统计学意义

（P < 0.05或P < 0.01），并随着药物浓度的升高而抑

制效果越明显（图 1A）；与对照组相比，药物浓度为

30、50、70、90、100 μg/mL 的西贝素对 GES-1 细胞增

殖的抑制差异均无统计学意义（均P > 0.05），而当西

贝素药物浓度增至110 μg/mL时，其对GES-1细胞有

明显的增殖抑制效应，与其他药物浓度相比，差异有

统计学意义（P < 0.05），见图1A。

当西贝素的作用浓度为 100 μg/mL时，在 24、48 

和 72 h时均能显著性抑制AGS细胞增殖，差异均有

统计学意义（P < 0.01），且随着时间的增加其对AGS

细胞的抑制效果呈上升趋势；但对于 GES-1 细胞，

100 μg/mL的西贝素仅在72 h时能显著性抑制GES-1

细胞增殖（P < 0.05），所以选择 48 h为后续细胞实验

作用时间（图1B）。

结晶紫染色实验结果进一步证实，100 μg/mL西

贝素可显著性抑制 AGS 细胞的增殖，差异有统计

学意义（P < 0.01）；但对 GES-1 细胞无显著性影响

（P > 0.05），见图1C。

A：CCK-8法检测西贝素不同药物浓度下AGS细胞和GES-1细胞的增殖能力；B：CCK-8法检测西贝素相同药物浓度下不同时间

段AGS细胞和GES-1细胞的增殖能力；C：结晶紫染色法检测AGS细胞和GES-1细胞的增殖能力（× 40）。

与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图1  西贝素对AGS细胞增殖能力的影响

2.2  西贝素能够抑制AGS细胞的划痕修复、迁移和

侵袭能力

本研究通过观察划痕愈合情况来评估西贝素对

AGS细胞划痕修复能力的影响。结果表明，与对照

组相比，100 μg/mL西贝素处理24、48 h时，能显著抑

制AGS细胞的划痕修复能力，差异均有统计学意义

（P < 0.05或P < 0.01），见图2A。

Transwell迁移与侵袭实验结果表明，和对照组

相比，西贝素组迁移和侵袭的细胞数目均明显减少，

差异均有统计学意义（均P < 0.01），见图2B和图2C。

WB 结果显示 ，与对照组相比 ，西贝素的

E-cadherin表达量升高，差异有统计学意义（P < 0.05），

Vimentin、MMP-3表达量均降低，差异均有统计学意

义（P < 0.05或P < 0.01），见图2D。

2.3  西贝素对AGS细胞周期的影响

流式细胞术检测结果显示，西贝素作用于AGS
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细胞后，G0/G1细胞比例显著升高，差异有统计学意

义（P < 0.01），表明西贝素能够显著性诱导AGS细胞

周期阻滞于G0/G1期，见图3A。

WB结果显示，与对照组相比，西贝素能显著降

低AGS细胞周期相关蛋白Cyclin D1、CDK4和CDK6

的表达，差异均有统计学意义（P < 0.05或P < 0.01），

见图3B。与对照组相比，西贝素处理后的AGS细胞

中p-Rb、E2F1的蛋白表达水平均显著下降，差异均有

统计学意义（P < 0.05或P < 0.01），表明西贝素均能

有效抑制Rb-E2F1信号通路的活化，见图3C。

结合之前细胞周期的检测结果表明，西贝素可

能通过下调Cyclin D1、CDK4及CDK6的表达水平诱

导AGS细胞周期阻滞于G0/G1期。

A：划痕实验检测经西贝素处理的AGS细胞的伤痕愈合能力（× 10）；B：Transwell法检测AGS细胞的迁移能力（× 40）；C：Transwell

法检测AGS细胞的侵袭能力（× 40）；D：WB检测AGS细胞迁移、侵袭相关蛋白的表达水平。与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图2  西贝素对AGS细胞迁移、侵袭能力的影响

2.4  过表达Cyclin D1逆转西贝素对AGS增殖的抑制

WB结果表明，过表达组的Cyclin D1表达水平

显著高于空载组，差异有统计学意义（P < 0.01）；相较

于过表达-西贝素组，空载-西贝素组的CDK4/6、p-Rb

及E2F1的蛋白表达水平均明显下调，差异均有统计

学意义（P < 0.05或P < 0.01），见图4A。

划痕实验结果表明，在 24和 48 h时，与空载-西

贝素相比，过表达-西贝素组的划痕修复能力显著增

强，差异均有统计学意义（均P < 0.01），见图4B。

此外，结晶紫染色法、Transwell迁移实验与侵袭

实验结果表明，与空载-西贝素相比，过表达-西贝素

组的细胞数显著增多，差异均有统计学意义（均

P < 0.01），见图4C、图4D和图4E。因此，推测西贝素

可能通过下调Cyclin D1介导CDK4/6-Rb-E2F1信号

轴活化来抑制AGS细胞的增殖。

2.5  西贝素抑制荷瘤裸鼠移植瘤体增殖和细胞周期

相关蛋白的表达

AGS细胞移植瘤裸鼠实验结果显示，与对照组

相比，西贝素处理 35 d和 42 d的裸鼠移植瘤的体积

均显著减小（均P < 0.01），见图5A和图5B。

免疫荧光和免疫组化结果（图5C和图5D）显示，西

贝素组裸鼠移植瘤组织中Cyclin D1、CDK4、CDK6的

相对荧光强度与Rb、p-Rb、E2F1的阳性表达率均显著

低于对照组，差异均有统计学意义（P < 0.05或P < 0.01）。
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A：流式细胞术检测AGS细胞周期分布情况；B：WB法检测AGS细胞中Cyclin D1、CDK4和CDK6的表达水平；C：WB法检测

AGS细胞中Rb、p-Rb、E2F1的表达水平。与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图3  西贝素对AGS细胞周期的影响

3    讨  论

近年来，源于植物的天然化合物凭借高效抑瘤

与低不良反应的双重优势，正迅速成为抗肿瘤新药

探索的重要领域[11-12]，这为抗肿瘤药物的研发奠定了

重要的物质基础。在抑制肿瘤细胞增殖方面，有许

多与天然化合物相关的研究，XIAO等[13]发现，獐牙菜

苷可以通过下调 Cyclin D1、CDK4、CDC2 蛋白及

CDC25蛋白的表达水平，造成细胞DNA损伤，进而

导致白血病细胞阻滞于S期与G2/M周期；提取自平

贝母的贝母素乙可以通过下调细胞周期相关蛋白的

表达来诱导细胞阻滞于 G1 期，抑制人结肠癌

HCT116 细胞、SW480 细胞的增殖[14-15]；CHENG 等[16]

研究发现，柚皮素可以通过抑制PI3K/AKT/mTOR信

号通路并诱导细胞周期阻滞来抑制结肠癌细胞的增

殖。而西贝素不仅能够通过炎症-癌症反馈环路显著

抑制非小细胞肺癌肿瘤及其相关炎症反应，其毒性

分析还表明，西贝素不会对主要器官造成明显损

害[10]。综上，提取自平贝母的西贝素具备着抗肿瘤潜

力，这为此次探索其抗GC机制的研究奠定了基础。

GC是最常见的消化道恶性肿瘤之一，目前已成

为全球癌症致死的重要诱因，对人类生命健康构成

了严重威胁[17]。癌细胞通常具有无限增殖的能力，细

胞周期调控失衡、进程出现异常是癌症发生的基本

机制之一。而在正常细胞中，细胞周期的正常运转

依赖于周期蛋白（Cyclins）、细胞周期蛋白依赖性激

酶（CDK）的调控，以确保细胞按照G0/G1期-S期-G2

期 -M 期的顺序完成分裂[18-19]。有研究[20]报道，在

Cyclins中Cyclin D1的过度表达与人类多种癌症的

发生发展最为密切，其中也包括胃癌。另外，G0/G1

期作为决定细胞周期启动的关键，Cyclin D1在此期

可通过激活并与 CDK4/6 相结合形成具有活性的

Cyclin D1-CDK4/6复合体，进而推动细胞周期进程。

在本研究中，前期通过CCK-8法和结晶紫染色法检

测发现，100 μg/mL的西贝素可以显著抑制人胃腺癌

AGS细胞增殖，但对人正常胃黏膜细胞GES-1无显

著性影响；细胞周期、WB检测及荷瘤裸鼠肿瘤组织

免疫荧光结果表明，西贝素可能通过下调Cyclin D1、

CDK4及CDK6的蛋白表达水平来诱导AGS细胞周

期阻滞于 G0/G1 期，从而实现对 AGS 细胞增殖的

抑制。

转录因子在细胞增殖、分化、发育、程序性死亡

及运动等多项生物学过程中也扮演着重要角色，对

肿瘤的发生发展具有显著调控作用[21-22]。E2F家族转
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录因子（E2F）是人类基因组中 65类转录因子家族的

关键成员之一，其功能主要是调控细胞周期的有序

进行，尤其是在推动G0/G1期向S期的转换中发挥着

重要作用[23-24]。当细胞内Cyclin D1受到刺激升高与

CDK4/6 相结合形成具有活性的 Cyclin D1-CDK4/6

复合体后，介导Rb蛋白磷酸化，从而释放E2F转录程

序推动细胞周期进展[25-27]。Rb是一种抑癌基因，通常

未磷酸化的Rb可与E2F结合并抑制其转录活性，当

Cyclin D1-CDK4/6复合物的活性受到抑制时，Rb蛋

白磷酸化过程受阻（表现为 p-Rb水平降低），E2F无

法有效释放，其表达水平随之下降，最终导致细胞周

期进程被抑制。在本研究中，相较于对照组，经西贝

素处理后的AGS细胞内Rb、p-Rb、E2F1蛋白表达显

著降低，这与Cyclin D1、CDK4、CDK6蛋白水平显著

降低相互印证。另外，在AGS过表达Cyclin D1后，

西贝素对AGS细胞增殖的抑制作用较单纯西贝素给

药组显著减弱，这表明过表达Cyclin D1逆转了西贝

素对AGS增殖的抑制，结合WB检测结果，进一步提

示西贝素可能通过抑制Cyclin D1-CDK4/6复合物的

形成，进而阻断Rb蛋白的磷酸化及E2F1转录因子的

释放。

A：WB法检测Cyclin D1过表达后细胞周期相关蛋白的表达水平；B：划痕实验检测Cyclin D1过表达后细胞的划痕愈合能力

（×10）；C：结晶紫染色法检测Cyclin D1过表达后细胞的增殖能力（× 40）；D：Transwell法检测Cyclin D1过表达后细胞的迁移能力

（×40）；E：Transwell法检测Cyclin D1过表达后细胞侵袭能力（× 40）。与空载组比较，#P < 0.05，##P < 0.01；与空载-西贝素组比较，
*P < 0.05，**P < 0.01。

图4  过表达Cyclin D1后西贝素对AGS细胞周期相关蛋白表达水平及细胞增殖、迁移、侵袭能力的影响
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A：两组裸鼠移植瘤的外形的比较；B：两组裸鼠移植瘤体积的比较；C：免疫荧光法检测移植瘤组织中Cyclin D1、CDK4、CDK6的荧

光相对表达量（× 20）；D：免疫组化染色法检测移植瘤组织中Rb、p-Rb、E2F1的阳性表达率（× 20）。与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图5  西贝素对AGS细胞移植瘤裸鼠模型肿瘤增殖及周期相关蛋白表达的影响

目前，有许多与靶向Cyclin D1相关的药物及研

究策略，如 CDKs 抑制剂、针对 CCND1 基因（编码

Cyclin D1蛋白）的抗体、降低癌症对治疗敏感性的基

因沉默剂等[28]。CDK4/6抑制剂是一种新型药物，可

通过间接抑制Cyclin D1来阻断Rb磷酸化进而阻止

癌细胞生长，常规用于乳腺癌治疗，并正在研究用于

其他肿瘤中，但该类药物普遍存在耐药性、血液毒

性、胃肠道反应等问题[29]，一定程度上降低了治疗效

果和患者依从性。直接靶向 Cyclin D1 的抗体如

ZHAO 等[30] 开 发 的 ADκ 能 够 通 过 阻 断 Cyclin 

D1‑CDK4相互作用抑制乳腺癌细胞增殖，然而其临

床转化尚不清楚，脱靶引起的免疫副作用仍待解决。

研究[28, 31]表明，利用基因沉默技术如 siRNA、shRNA

可下调CCND1表达进而抑制DNA损伤修复，增加化

疗敏感性，但在实现基因持久性敲除、肿瘤特异性递

送和降低毒性方面依然存在挑战。综上，现有

Cyclin D1靶向干预手段均存在各自的局限性，本研

究证实，天然植物活性成分西贝素可能通过靶向

Cyclin D1-CDK4/6复合物发挥抗胃癌增殖作用，这或

许为胃癌治疗提供了全新的天然药物研发方向与理

论基础。后续可进一步探讨西贝素与临床常用

CDK4/6抑制剂的协同抗肿瘤效应，以开发出更优的

联合治疗方案。
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