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沉默 Ｃｈｋ２ 基因对 ＤＡＤＳ 阻滞人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞
Ｇ２ / Ｍ 期的影响
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摘　 要:　 细胞周期检测点激酶 １ / ２(Ｃｈｋ１ / ２)在参与 Ｇ２ / Ｍ 期起着重要作用ꎬ本研究探讨沉默 Ｃｈｋ２ 基因对二

烯丙基二硫(ＤＡＤＳ)诱导人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞的影响ꎮ 采用 ＲＮＡｉ 技术沉默 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｈｋ２ 基因ꎬ
ｑ￣ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 与蛋白表达ꎮ 流式细胞术检测 ＤＡＤＳ 与 Ｃｈｋ２ 沉默 ＢＧＣ８２３ 细胞周期分布

情况ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｄｃ２５Ｃ 与 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达ꎮ 流式细胞术显示ꎬＤＡＤＳ 作用 ＢＧＣ８２３ 细胞后ꎬＧ２ / Ｍ 期细胞呈

时间依赖性增加 (Ｐ<０.０５)ꎮ Ｃｈｋ２ 沉默 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 与蛋白表达下调 (Ｐ<０.０５)ꎮ Ｃｈｋ２ 沉默组 Ｇ２ / Ｍ
期细胞较对照组差异无显著性 (Ｐ>０.０５)ꎮ ＤＡＤＳ 处理 Ｃｈｋ２ 沉默组与对照组后ꎬ两者 Ｇ２ / Ｍ 期细胞差异无显著性

(Ｐ>０.０５)ꎬ而较未处理前有明显差异 (Ｐ<０.０５)ꎮ Ｃｈｋ２ 沉默后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达较对照组无明显差异 (Ｐ>
０.０５)ꎮ 但是ꎬ ＤＡＤＳ 处理对照组与 Ｃｈｋ２ 沉默组后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达较处理前明显降低 (Ｐ<０.０５)ꎮ 表明

Ｃｈｋ２ 沉默对 ＤＡＤＳ 阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 作用没有影响ꎬＤＡＤＳ 阻滞 Ｇ２ / Ｍ 的检查点可能不是 Ｃｈｋ２ꎮ
关键词:　 人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎻ　 二烯丙基二硫ꎻ　 Ｃｈｋ２ꎻ　 基因沉默ꎻ　 Ｇ２ / Ｍ 期
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ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＤＡＤＳ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｋｉｎａｓｅ １ / ２(ｃｈｋ１ / ２) ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ｐｈａｓｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｔ Ｃｈｋ２ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ａｒｒｅｓｔ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉａｌｌｙｌ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
(ＤＡＤＳ). Ｕｓｉｎｇ ＲＮＡｉ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｓｉｌｅｎｃｅ ｔｈｅ Ｃｈｋ２ ｇｅｎｅꎬ ｑ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡＤＳ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｃｈｋ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｃ２５Ｃ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｇ２ / Ｍ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ
ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ａｆｔｅｒ ＤＡＤＳ ｔｒｅａｔｅｄ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５). Ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎｃｅ Ｃｈｋ２ ｇｅｎｅꎬ Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｈｋ２ ｓｉｌｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５). Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ｐｅｒｉｏｄ ａｆｔｅｒ ＤＡＤＳ ｔｒｅａｔｅｄ Ｃｈｋ２
ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｐ<０.０５). Ａｆｔｅｒ
ｓｉｌｅｎｃｅ Ｃｈｋ２ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＣ２５Ｃ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＢ１ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>
０.０５). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＣ２５Ｃ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＢ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ＤＡＤＳ
ｔｒｅａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｃｈｋ２ ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５). Ｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ Ｃｈｋ２ ｓｉｌｅｎｃｅ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ Ｇ２ / Ｍ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ＤＡＤＳ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｆｏｒ ＤＡＤＳ ｂｌｏｃｋ Ｇ２ / Ｍ ｍａｙ ｎｏｔ ｂｅ Ｃｈｋ２.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓꎻ　 ｄｉａｌｌｙｌ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅꎻ　 Ｃｈｋ２ꎻ　 ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎻ　 Ｇ２ / Ｍ

　 　 研究表明ꎬ在对 ＤＮＡ 损伤的反应中ꎬ细胞周期

检查点可在 Ｇ１ 期、Ｓ 期和 Ｇ２ / Ｍ 过渡中激活ꎬ检查

点激酶 １(ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｋｉｎａｓｅ１ꎬＣｈｋ１)与检查点激酶 ２
(ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｋｉｎａｓｅ ２ꎬＣｈｋ２)是 Ｇ２ / Ｍ 期检查点的两
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个关键激酶ꎮ 近年来ꎬ采取 ＤＮＡ 损伤药物与靶向

Ｃｈｋ１ / ２ 药物相结合ꎬ显著提高治疗效果 [１]ꎮ
二烯丙基二硫(ｄｉａｌｌｙｌ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅꎬ ＤＡＤＳ)是一种

从大蒜中提取的脂溶性有机硫化合物ꎬ可抑制多种

恶性肿瘤细胞增殖[２]ꎮ 本实验室前期工作表明ꎬ
ＤＡＤＳ 能明显抑制人胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞增殖和阻滞

Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ与激活 ｐ３８ 通路、抑制 ＥＲＫ / ＡＰ￣１ 通路有

关[３￣４]ꎮ 并且ꎬＣｈｋ２ 基因高表达可促进 ＤＡＤＳ 阻滞

ＭＧＣ８０３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 期的作用[５]ꎮ 本文研究沉默

Ｃｈｋ２ 基因对 ＤＡＤＳ 阻滞人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ
期的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞与试剂 　 人低分化胃癌细胞株 ＢＧＣ８２３
由本实验室保存ꎮ ＤＡＤＳ 为 Ｆｌｕｋａ 公司产品ꎮ ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒为 Ｐｉｅｒｃｅ 公司产品ꎮ ｓｉＲＮＡ 转染试

剂、 ｓｉＲＮＡ 转 染 培 养 基 及 Ｃｈｋ２ ｓｉＲＮＡ、 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｃｈｋ２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 与 β￣ａｃｔｉｎ 抗体及

ＥＣＬ 发光检测试剂盒购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ Ｃｄｃ２５Ｃ
鼠单克隆抗体(ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ 公司)ꎮ 新生牛血清购

自杭州四季青生物工程公司ꎮ 引物利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件进行引物设计ꎬ由上海生工公司

合成ꎮ
１.２　 细胞培养　 ＢＧＣ８２３ 细胞用含 １０％小牛血清的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养液培养于 ３７ ℃ꎬ含 ５％ＣＯ２ꎬ恒湿恒

温培养箱中培养ꎮ 细胞铺满培养瓶后传代ꎬ０.１７５％
胰蛋白酶消化 ３ ｍｉｎꎬ倾去胰酶ꎬ加适量含血清培养

液吹打成单细胞悬液ꎬ按所需浓度接种ꎮ 转染 Ｃｈｋ１
ＢＧＣ８２３ 细胞用含 ２００ μｇ / ｍＬ Ｇ４１８、１０％小牛血清

的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养液培养于 ３７ ℃ꎬ含 ５％ＣＯ２ꎬ恒湿

恒温培养箱中培养ꎮ 细胞呈单层生长ꎬ铺满培养瓶

后传代ꎬ传代时常规吸去培养液ꎬ用 ０.１７５％胰蛋白

酶消化 ３ ｍｉｎꎬ倾去胰酶ꎬ加适量含血清培养液吹打

成单细胞悬液ꎬ按所需浓度接种ꎮ
１.３ 　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃｈｋ２ 基因 　 Ｃｈｋ１ 小干扰 ＲＮＡ
(ｓｉＲＮＡ)按照说明书ꎬ３×１０５ /孔 ＢＧＣ８２３ 细胞接种

于 ６ 孔板中ꎬｓｉＲＮＡ 稀释于 ｓｉＲＮＡ 转染培养基中ꎬ与
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 混合ꎬ在 ｓｉＲＮＡ 最终浓度为 １００
ｎｍｏｌ / Ｌ 时进行转染ꎬ非特异性 ｓｉＲＮＡ 转染作为对

照ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＮＡ 干扰的效

果ꎮ 设计并合成 ｑ￣ＰＣＲ 引物: Ｃｈｋ２: Ｆ ５￣′ ＣＴＣＧ
ＧＧＡＧＴＣＧＧＡＴＧＴＴＧＡＧ￣３′ꎬ Ｒ ５′￣ＧＡ ＧＴＴＴＧＧＣＡＴ
ＣＧＴＧＣＴＧＧＴ￣３′ꎬ产 物 长 度 １４２ ｂｐꎻ β￣ａｃｔｉｎ: Ｆ ５′
ＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣ ＡＣＣＴ３′ꎬ Ｒ ５′ ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴ￣

ＧＣＴＴ３′ꎬ产物长度 ２０３ ｂｐꎮ 各基因扩增条件:Ｃｈｋ２:
９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ３５ 个 ＰＣＲ 循环(９５ ℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ １５ ｓꎬ
７２ ℃ ２０ ｓꎬ８６.５ ℃ ５ ｓꎻＧＡＰＤＨ:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ３５ 个

ＰＣＲ 循环(９５ ℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ８６ ℃ ５
ｓꎮ 检测结果进行标准曲线分析ꎬ对待测样品的目的

基因进行定量ꎮ
１.４　 流式细胞仪检测 　 收集培养细胞ꎬ离心 １ ０００
ｒｐｍ×５ ｍｉｎꎬ用预冷 ＰＢＳ 液重悬细胞ꎬ离心 １ ０００ ｒｐｍ
×５ ｍｉｎꎬ重复一次ꎻ将收集的细胞用 ４ ℃预冷的 ７５％
乙醇固定细胞ꎬ冰盒送检ꎮ 样本上机前ꎬ将乙醇固

定的细胞离心洗涤ꎬ去上清ꎬ摇匀ꎻ加 ＲＮＡ 酶 ０. ５
ｍｇ / ｍＬ ５０ μＬꎬ３７ ℃ 水浴 ３０ ｍｉｎꎻ加碘化丙啶 １
ｍｇ / ｍＬ ５０ μＬꎬ振荡混匀ꎬ置冰箱 ３０ ｍｉｎꎻ３００ 目尼龙

网滤过ꎬ计数 １０ ０００ 个细胞ꎬ上机进行细胞周期和

ＤＮＡ 含量分析ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 收集 １×１０６ 个细胞ꎬ加 １００
μＬ 裂解液ꎬ冰上裂解 １ ｈꎬ低温高速离心收集蛋白ꎬ
ＢＣＡ 蛋白定量测定蛋白浓度ꎮ 每孔加 ３０ μｇ 蛋白ꎬ
以 ５ ∶ １ 体积与 ５×ＳＤＳ 缓冲液混合ꎬ１００ ℃ ５ ｍｉｎꎬ
１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳后转移至硝酸纤维素膜

上ꎬ用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ(Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ＮａＣｌ １３７ ｍｍｏｌ / Ｌ 含 ０.１％Ｔｗｅｅｎ￣２０)封闭 ２ ｈꎬＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次ꎬ一抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 １５
ｍｉｎꎬ二抗孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ化学

发光剂检测蛋白质印迹ꎬ薄层扫描仪测定印迹区带

的光密度值ꎮ
１.６　 统计学处理　 所有结果数据以均数±标准差表

示ꎬ用统计学软件 ＳＰＳＳ１３.０ 进行数据分析ꎬ采用 ｔ
检验或 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 比较组间差异ꎬ Ｐ<０.０５ 为

差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 流式细胞检测 　 根据文献[６]ꎬ采用 １５ ｍｇ / Ｌ
ＤＡＤＳ 作用 ＢＧＣ８２３ 细胞 １２ 、２４ 、３６ 、４８ ｈ 后ꎬＧ２ / Ｍ
期细胞分别为 ２０.４％、３９.５％、３２.８％、２０.０３％较对照

组的 １０.１％、１６.６％、１４.７％、１３.５％均明显增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ表明 ＤＡＤＳ 可呈时间依赖性阻滞 ＢＧＣ８２３ 细

胞 Ｇ２ / Ｍ 期(表 １)ꎮ
２.２　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｈｋ２ 表达的影响　
为了确定 Ｃｈｋ２ 是否影响 ＤＡＤＳ 诱导 Ｇ２ / Ｍ 阻滞ꎬ通
过 ＲＮＡ 干扰沉默 Ｃｈｋ２ 基因ꎬ实验分为对照组、空载

体组与 Ｃｈｋ２ 沉默组ꎮ ｑ￣ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结

果显示ꎬＢＧＣ８２３ 细胞经 Ｃｈｋ２ ｓｉＲＮＡ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ

４０６ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 与蛋白表达下调 (Ｐ<０.０５)(图 １ꎬ图 ２)ꎮ

表 １　 ＤＡＤＳ 对 ＢＧＣ８２３ 细胞周期的影响(ｎ＝ ３)

组别 时间 Ｇ１ Ｓ Ｇ２ / Ｍ

对照组 １２ｈ ４５.６±５.３１ ４４.３±５.５９ １０.１±２.２０

２４ｈ ４９.８±７.５１ ３３.６±８.２６ １６.６±１.８８

３６ｈ ５０.７±１.０９ ３４.６３±１.０７ １４.７±０.９３

４８ｈ ５１.１±６.６７ ３５.４±７.１５ １３.５±０.７６

ＤＡＤＳ 组 １２ｈ ４７.９±３.４７ ３１.７±４.１４ ２０.４±１.１２ａ

２４ｈ ２８.２±９.０７ ３５.０±７.２３ ３９.５±２.９０ａ

３６ｈ ３３.５±４.４７ ３５.５±３.１９ ３２.８±０.８７ａ

４８ｈ ４０.１３±０.９８ ３５.８±７.６ ２０.０３±２.４５ａ

　 　 与对照组相同时间比较ꎬａＰ<０.０５

图 １　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 表达的影响

１:对照组ꎻ２:空载体组ꎻ３:ｓｉ￣Ｃｈｋ２ 沉默组

与对照组和空载体组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

图 ２　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｈｋ２ 蛋白表达的影响

１:对照组ꎻ２:空载体组ꎻ３:ｓｉ￣Ｃｈｋ２ 沉默组

与对照组和空载体组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

２.３　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＤＡＤＳ 阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ
期的影响 　 结果显示ꎬＣｈｋ２ 沉默组 Ｇ２ / Ｍ 期细胞

１５.４％较空载体组 １４.２％差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎮ
经 ＤＡＤＳ 处理后ꎬＣｈｋ２ 沉默组与对照组 Ｇ２ / Ｍ 期细

胞分别为 ３１.１％与 ３３.２％(Ｐ>０.０５)ꎬ但是ꎬ较未处理

Ｃｈｋ２ 沉默组与对照组明显增加 (Ｐ<０.０５ꎬ见图 ３)ꎮ
表明 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 无影响ꎬ也不

影响 ＤＡＤＳ 阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 的作用ꎮ

图 ３　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＤＡＤＳ 阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 期的影响

２.４　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＤＡＤＳ 作用 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｃｄｃ２５Ｃ
与 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显

示ꎬＣｈｋ２ 基因沉默后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达较

对照组差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎮ 但是ꎬ１５ ｍｇ / Ｌ 的

ＤＡＤＳ 处理对照组与 Ｃｈｋ２ 沉默组后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和

ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达水平较对照组明显降低 (Ｐ<０.０５)ꎬ而
ＤＡＤＳ 处理对照组与 Ｃｈｋ２ 沉默组之间差异无显著

性(Ｐ>０.０５ꎬ见图 ４)ꎮ 表明沉默 Ｃｈｋ２ 对 ＣＤＣ２５Ｃ 和

ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达没有影响ꎬ而且对 ＤＡＤＳ 作用也没有

影响ꎮ

３　 讨　 论

大量研究表明ꎬ许多靶向 Ｃｈｋ１ / ２ 药物可阻滞

５０６中南医学科学杂志 ２０１８ 年 １１ 月第 ４６ 卷第 ６ 期



图 ４　 Ｃｈｋ２ 沉默对 ＤＡＤＳ 作用 ＢＧＣ８２３ 细胞

Ｃｄｃ２５Ｃ 与 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达的影响

１:对照组ꎻ２:ＤＡＤＳ 组ꎻ３:ｓｉ￣Ｃｈｋ２ 组ꎻ４:ｓｉ￣Ｃｈｋ２＋ＤＡＤＳ 组

与对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

肿瘤细胞 Ｇ２ / Ｍꎬ抑制肿瘤细胞增殖ꎮ 乙酰￣大萼香

茶菜素 Ｂ (Ａ￣ｍａｃ Ｂ)可激活 Ｃｈｋ１ / ２￣Ｃｄｃ２５Ｃ￣Ｃｄｃ２ /
ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 通路诱导 Ｇ２ / Ｍ 阻滞[７]ꎮ Ｒａｂｄｏｃｏｅｓｔｉｎ Ｂ
通过 上 调 Ｃｈｋ１ / Ｃｈｋ２￣Ｃｄｃ２５Ｃ 通 路ꎬ 下 调 Ｃｄｃ２ /
Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达ꎬ抑制 Ｇ２ 的过渡ꎬ阻滞食管癌细胞

Ｇ２ / Ｍ [８]ꎮ 中草药广防风中分离出的 ｏｖａｔｏｄｉｏｌｉｄｅ 可

激活 ＤＮＡ 损伤的相关分子 ＡＴＭ / ＡＴＲ 和 ＣＨＫ１ /
ＣＨＫ２ꎬ下调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和 ＣＤＣ２５Ｃ 阻滞肺癌细胞

Ｇ２ / Ｍ [９]ꎮ Ｊａｒｉｄｏｎｉｎ 可显著诱导胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞

中 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞ꎬ其机制与激活 ＡＴＭ 和 Ｃｈｋ１ / ２ 以

及 Ｃｄｃ２ 和 ＣＤＫ２ 磷酸化失活有关[１０]ꎮ 二氢杨梅素

通过 Ｃｈｋ１ / Ｃｈｋ２ / Ｃｄｃ２５Ｃ 通路阻滞 Ｇ２ / Ｍ 与抑制肝

细胞癌细胞增殖[１１]ꎮ 然而ꎬＤＡＤＳ 阻滞 ＭＧＣ８０３ 细

胞 Ｇ２ / Ｍ 是通过 ＡＴＲ / Ｃｈｋ１ / ＣＤＣ２５Ｃ / ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 通

路ꎬ作用靶点是 Ｃｈｋ１ꎬ与 Ｃｈｋ２ 无关[５]ꎮ
研究证明ꎬＣｈｋ２ 在阻滞肿瘤细胞 Ｇ２ / Ｍ 起着重

要作用ꎮ ＳＭＹＤ３ 缺失可以通过 ＡＴＭ￣Ｃｈｋ２ / ｐ５３￣
Ｃｄｃ２５Ｃ 途径抑制胃癌细胞的迁移、侵袭和增殖ꎬ并
阻断 Ｇ２ / Ｍ 期[１２]ꎮ 硫 代 苯 醚 哒 嗪 酮 化 合 物

ＩＭＢ５０４３ 通过激活 ＡＴＭ / Ｃｈｋ２ 通路阻滞 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ
诱导细胞凋亡ꎬ抑制肝癌 ＳＭＭＣ￣７７２１ 细胞迁移和侵

袭 [１３]ꎮ 醉茄素 Ａ 的亚型 Ｗ￣２ｂ 以剂量依赖性的方

式促进肿瘤细胞 Ｃｈｋ２ 磷酸化ꎬ阻滞 Ｇ２ / Ｍ 期和上调

ｐ２１ 表达[１４]ꎮ ｃｕｒｃｕｍｉｎ 通过靶向 ＡＴＭ / Ｃｈｋ２ / ｐ５３
信号通路诱导头颈部鳞状细胞癌凋亡、阻滞细胞周

期与抑制血管生成ꎬ发挥其抗肿瘤活性[１５]ꎮ 鬼臼素

类似物 ４ＤＰＧ 提高 ｐ￣Ｃｈｋ２、Ｃｈｋ２ 和抑制 Ｔｗｉｓｔ１ 活

性ꎬ阻滞 Ｇ２ / Ｍ 期和上调 ｐ２１ 表达ꎬ显著降低肿瘤生

长和转移[１６]ꎮ 引人注目的是ꎬ大蒜提取物通过激活

ＡＴＭ 和 Ｃｈｋ２ꎬ抑制 Ｃｄｃ２５Ｃ 和 Ｃｄｃ２ 磷酸化ꎬ下调

ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和上调 ｐ２１ＷＡＦ１ꎬ显著抑制膀胱癌细胞增

殖与 阻 滞 Ｇ２ / Ｍ 期[１７]ꎮ ＤＡＴＳ 通 过 ＡＴＭ￣Ｃｈｋ２￣
Ｃｄｃ２５ｃ￣ｐ２１ＷＡＦ１￣Ｃｄｃ２ 信号通路阻滞膀胱癌 ＥＪ 细

胞 Ｇ２ / Ｍ 期与抑制生长[１８]ꎮ
本研究的目的是确定沉默 Ｃｈｋ２ 在 ＤＡＤＳ 阻滞

ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 发挥什么作用ꎮ 结果显示ꎬ
ＤＡＤＳ 处理前后ꎬＣｈｋ２ 沉默组 Ｇ２ / Ｍ 期细胞较对照

组差异无显著性ꎮ Ｃｈｋ２ 基因沉默后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和

ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达较对照组无明显差异ꎮ 但是ꎬＤＡＤＳ
处理 Ｃｈｋ２ 沉默组后ꎬＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达水平

较对照组明显降低ꎬ而 ＤＡＤＳ 处理对照组与 Ｃｈｋ２ 沉

默组 之 间 差 异 无 显 著 性ꎮ 表 明 Ｃｈｋ２ 沉 默 对

ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 与 ＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达无

影响ꎬ而且对 ＤＡＤＳ 作用也没有影响ꎮ
综上所述ꎬＣｈｋ２ 沉默对人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞

Ｇ２ / Ｍ 阻滞与 ＤＡＤＳ 作用没有影响ꎬＤＡＤＳ 阻滞 Ｇ２ /
Ｍ 的检查点不是 Ｃｈｋ２ꎮ 但是ꎬ大蒜提取物与 ＤＡＴＳ
可通过 ＡＴＭ￣Ｃｈｋ２￣Ｃｄｃ２５ｃ 通路阻滞膀胱癌细胞

Ｇ２ / Ｍꎬ而 Ｃｈｋ２ 沉默却对 ＤＡＤＳ 阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞

Ｇ２ / Ｍ 与 ＣＤＣ２５Ｃ 和 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 表达无影响ꎬ这是否

是由于作用的肿瘤细胞不同或 ＤＡＤＳ 有机硫化合物

的作用机制不同ꎬ阐明这个问题尚待进一步探讨ꎮ
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