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β-谷甾醇靶向CDC25B抑制肝癌细胞增殖
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摘 要：【目的】探讨β-谷甾醇对肝癌细胞增殖的影响及其可能作用机制。【方法】通过SwissTarget和TargetNet
数据平台预测β-谷甾醇的靶点、GEO2R分析GSE101728肝癌数据集中表达上调基因并分析两者共同基因，通过下

载 TCGA_LIHC数据矩阵分析得到细胞分裂周期 25B（CDC25B）与肝癌临床分期和患者生存预后存在关系。CCK-
8、细胞集落形成实验、流式细胞法检测β-谷甾醇作用下肝癌细胞HepG2和Hep3B细胞活力、细胞增殖、细胞周期

分布和细胞凋亡情况；构建HepG2皮下移植瘤裸鼠模型分为Control组和β-谷甾醇组，β-谷甾醇组腹腔注射β-谷
甾醇（50 mg/kg·d），测量移植瘤体积和质量，免疫组化检测Ki67表达水平；Western blot检测β-谷甾醇不同作用浓度

和不同作用时间HepG2和Hep3B细胞系中CDC25B蛋白水平，构建稳定过表达CDC25B的HepG2和Hep3B细胞系

并给予β-谷甾醇处理，同上方法检测HepG2和Hep3B细胞系细胞活力、细胞增殖、细胞周期分布和细胞凋亡情况。

【结果】CDC25B表达水平，肝癌组织高于其癌旁组织（P<0.05），TNM分期（T2-4）高于TNM分期（T1）（P<0.05），肝癌

临床分期Ⅱ-Ⅳ高于临床分期 I（P<0.05），肝癌 G3-4分化高于 G1-2分化（P<0.05），复发患者高于未复发者（P<
0.05），预后不良者高于预后良好者（P<0.05）；CDC25B高表达组患者的总生存率低于CDC25B低表达组（P<0.05）。

Hep3B和HepG2的细胞活力随着β-谷甾醇作用剂量增加、作用时间延长而降低，Hep3B（β-谷甾醇 15 μmol/L）和

HepG2（β-谷甾醇18 μmol/L）的相对克隆数目、S期细胞百分比均显著低于Control组（P<0.05），而G0/G1期细胞百分

比、细胞凋亡率均显著高于Control组（P<0.05）。β-谷甾醇组移植瘤的体积、质量和Ki67相对表达水平均显著低于

Control组（P<0.05）。Hep3B和HepG2细胞中的 CDC25B蛋白表达均随着 β-谷甾醇浓度增加、作用时间延长而减

低，Hep3B和HepG2细胞的β-谷甾醇+CDC25B组的细胞生长、相对克隆数目、S期细胞百分比均显著高于β-谷甾醇

组（P<0.05），而G0/G1期细胞百分比、细胞凋亡率均显著低于β-谷甾醇组（P<0.05）。【结论】β-谷甾醇可促进肝癌

细胞凋亡和抑制细胞增殖，其抑制细胞增殖可能与抑制CDC25B蛋白表达有关。
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Abstract：【Objective】To explore the effects and possible actions mechanisms of β-sitosterol on the proliferation of
hepatocellular carcinoma（HCC）cells.【Methods】The target of β-sitosterol was predicted by SwissTarget and TargetNet
data platforms. The up-regulated gene in GSE101728 HCC data set was analyzed by GEO2R，and the common gene be⁃
tween the target and the up-regulated gene was analyzed. According to the analysis of TCGA_LIHC data matrix，the rela⁃
tionship between cell division cyclin 25B（CDC25B）and clinical staging，prognosis of HCC was obtained. The activities，
proliferation，cycles distribution and apoptosis of HCC cells（HepG2，Hep3B）treated with β-sitosterol were detected by
CCK-8，colony-forming assay and flow cytometry. The models of nude mice with subcutaneous xenografted tumors in
HepG2 were constructed and divided into control group and β-sitosterol group. The β-sitosterol group was intraperitoneal⁃
ly injected with β-sitosterol（50 mg/kg·d）. The volume and mass of tumors were measured. The expression level of Ki67
was detected by immunohistochemistry. The levels of CDC25B protein in HepG2 and Hep3B cell lines treated with differ⁃
ent concentrations of β-sitosterol for different action time were detected by Western blot. HepG2 and Hep3B cell lines with
stable overexpression of CDC25B were constructed，and then which were treated with β-sitosterol. The activities，prolifer⁃
ation，cycles distribution and apoptosis of HepG2 and Hep3B cell lines were detected by the above-mentioned methods.
【Results】The expression level of CDC25B in HCC tissues was higher than that in para-carcinoma tissues（P<0.05）. The
expression level of CDC25B in patients with TNM staging at stage T2-4，clinical staging at stage Ⅱ-Ⅳ，G3-4 differentia⁃
tion，recurrence and poor prognosis was higher than that with TNM staging at stage T1，clinical staging at stage I，G1-2
differentiation，non-recurrence and good prognosis，respectively（P<0.05）. The overall survival rate in high-expression
CDC25B group was lower than that in low-expression group（P<0.05）. The activities of Hep3B and HepG2 cells were de⁃
creased with the increase of β-sitosterol dose and the prolongation of action time. The relative number of clone cells and
the percentages of cells during S phase in Hep3B（15 μmol/L β-sitosterol）and HepG2（18 μmol/L β-sitosterol）were sig⁃
nificantly lower than those in control group（P<0.05），while percentage of cells during G0/G1 phase and apoptosis rate
were significantly higher than those in control group（P<0.05）. The volume and mass of xenografted tumors，and relative
expression level of Ki67 in β-sitosterol group were significantly lower than those in the control group（P<0.05）. The ex⁃
pression of CDC25B protein in Hep3B and HepG2 cells was decreased with the increase of β-sitosterol concentration and
the prolongation of action time. The cells growth，relative number of clone cells，and percentages of cells during S phase in
Hep3B and HepG2 cells were all significantly higher than those in β-sitosterol group（P<0.05），while percentage of cells
during G0/G1 phase and apoptosis rate were significantly lower than those in β-sitosterol group（P<0.05）.【Conclusion】
The β-sitosterol can promote apoptosis of HCC cells and inhibited their proliferation. The inhibition of cells proliferation
may be related to inhibition of CDC25B protein.

Key words：hepatocellular carcinoma；β-sitosterol；cell division cyclin 25B；cell proliferation
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（4）：675-684］

肝癌是发生在肝脏的恶性实体瘤，肝癌发病早

期无典型症状，晚期可表现为发热、乏力和肝脏区

域疼痛等症状，肝癌早期治愈几率较高，晚期治疗

方案复杂且患者预后差异较大［1］。肝癌发病率位

居恶性肿瘤第 4位，致死率位居第 2位，男性发病率

高于女性，肝癌发病具体作用机制和诱发因素尚未

阐明，普遍认为肝癌发病与饮酒、食用霉变食物、病

毒性肝炎、寄生虫和遗传等因素有关［2］，肝癌基因

组学研究［3］显示肝癌发病或进展和转移与多种基

因突变、表观遗传修饰有关，肝细胞癌变后会重新

激活端粒酶，导致癌变细胞增殖失控。细胞分裂周

期 25B（cell division cyclin 25B，CDC25B）是调控细

胞周期的蛋白酪氨酸磷酸酶家族成员CDC25的异

构体之一，在细胞周期的特定阶段发挥作用［4］，有

研究［5-6］显示CDC25B可参与乳腺癌、黑色素瘤等疾

病的调节过程。多种植物中的天然成分表现明显

的抗肿瘤活性，其中包括紫杉醇、姜黄素、长春花素

等，β-谷甾醇是广泛分布于植物中的甾醇类物质，

我国杜仲、玄参和天冬等传统中草药的药用成分中

也含有大量的植物甾醇类物质。已有研究表明［7］

红豆杉中的β-谷甾醇和β-谷甾醇-葡萄糖苷对肝

癌细胞表现毒性作用，但其具体作用机制尚不明

确，故本研究通过肝癌数据库平台联合分子生物学

技术探讨黄β-谷甾醇对肝癌细胞增殖的影响及其
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作用机制。

1 材料和方法

1.1 细胞和主要试剂

HepG2细胞系和Hep3B细胞系（中科院上海细

胞库），6周龄BALB/C Nude裸小鼠【成都达硕实验

动物有限公司 SCXK（川）2020-030】，动物实验遵

守 3R原则并通过达州中医药职业学院实验动物伦

理委员会批准（审批号 20210309A）；β-谷甾醇（货

号 CFN99916，纯度>95%，武汉中标科技有限公

司），CCK-8试剂盒（货号CK04，深圳市纽邦生物技

术有限公司），细胞凋亡和细胞周期试剂盒（货号

A025、F10797，艾美捷科技有限公司），CDC25B抗

体（货号 FNab01522，武汉菲恩生物科技有限公

司），Ki67抗体（货号AD80028，上海研卉生物科技

有限公司），PVDF膜（货号 ISEQ00010，美国 Mili⁃
pore公司），蛋白提取试剂盒（货号 SD-001，美国 In⁃
vent Biotechnologies公司），LipofectamineTM2000（货

号11668019，美国 Invitrogen公司）。

1.2 主要仪器

流式细胞仪（Aurora 3L-5L，美国 Cytek Biosci⁃
ences公司），显微镜（X-Cite® 120PC Q，武汉提沃

克科技有限公司），酶标仪（SpectraMax iD3，美国

Molecular Devices公司），冷冻离心机（Selectspin™
17R，美国 Select BioProducts公司），细胞培养箱

（Galaxy 48 R，德国Eppendorf公司）。

1.3 生物信息学分析

通过 SwissTarget和 TargetNet数据平台预测β-
谷甾醇的靶点基因 37个，GEO2R分析GSE101728
肝癌数据集中表达上调基因并与 37个靶点的交集

基因 5个，然后通过下载 TCGA_LIHC数据矩阵分

析得到 5个基因中只有 CDC25B与肝癌 TNM分期

（T1、T2-4）、临床分期（I期、Ⅱ-Ⅳ期）、癌症组织分

化（G1-2分化、G3-4分化）、复发情况（复发、未复

发）和患者生存预后（预后良好、预后不良）存在

关系。

1.4 细胞培养和β-谷甾醇处理

将HepG2细胞系和Hep3B细胞系置于DMEM
培养基（含 10%胎牛血清）中培养的 96孔板培养

（每孔 3×105个），培养条件为 37℃、5% CO2加湿培

养箱，孵育 12 h后，HepG2细胞系给予 β-谷甾醇

（0、5、10、15、20 μmol/L）处理 48 h，Hep3B细胞系给

予 β-谷甾醇（0、6、12、18、24 μmol/L）处理 48 h，加
入 10 μL CCK-8溶液，继续孵育 2 h，在波长 450 nm
处检测光密度（OD），计算细胞活力相对活力=（实

验组OD/空白组OD）×100%。根据两种细胞系的细

胞相对活力情况，Hep3B细胞系以 15 μmol/L作为

β-谷甾醇处理浓度，HepG2细胞系以 18 μmol/L作
为β-谷甾醇处理浓度，分别作用于 0、1、2、3、4、5 d
时使用CCK-8法检测在 450 nm处OD，并设置不用

β-谷甾醇处理的细胞作为 Control组，并绘制生长

曲线。

1.5 细胞集落形成实验检测细胞增殖情况

将HepG2细胞和Hep3B细胞接种至 6孔板（每

孔 1 000个），孵育 12 h后，Hep3B细胞加入β-谷甾

醇至终浓度为 18 μmol/L，HepG2细胞加入β-谷甾

醇至终浓度为 15 μmol/L，继续培养 2周，使用多聚

甲醛固定 15 min、1%结晶紫染色 30 min，冲洗，统

计细胞集落形成数目，计算相对集落形成率=（实验

组集落形成数目/对照组集落形成数目）×100%
1.6 流式细胞法检测细胞周期分布和细胞凋亡情况

收集Hep3B细胞系（15 μmol/L β-谷甾醇处理

48 h）和 HepG2细胞系（18 μmol/L β-谷甾醇处理

48 h），2 000 g离心 5 min收集细胞沉淀。一部分细

胞沉淀中经磷酸缓冲液洗涤 2次，75%乙醇-20℃
固定 24 h，0.4 μL PI避光孵育 0.5 h，上样流式细胞

仪检测处于不同细胞周期的细胞分布情况。一部

分细胞沉淀中加入 300 μL 1×Binding Buffer使细胞

重悬，然后加入 5 μL Annexin V/FITC、10 μL PI避
光孵育15 min上样流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.7 裸鼠移植瘤模型实验

取 18只BALB/C Nude裸小鼠均分为Control组
和 β-谷甾醇组，分别于皮下注射HepG2细胞（8×
106个细胞），同时β-谷甾醇组裸鼠腹腔注射β-谷
甾醇 50 mg/kg·d，Control组裸鼠注射等体积DMSO，
每 2 d测量 1次肿瘤的体积（1/2×肿瘤长轴×肿瘤短

轴 2），连续 14 d，处死裸鼠称量移植瘤质量和测量

移植瘤体积，使用免疫组化检测移植瘤中Ki67蛋
白表达水平。

1.8 免疫组化

参考文献报道的方法［8］进行免疫组化检测蛋

白表达，将移植瘤固定于 40 g/L多聚甲醛溶液中并

进行常规石蜡包埋、切片，枸橼酸抗原修复液微波

修复 10 min，磷酸缓冲液冲洗 2次，加入 3%过氧化

物酶阻断液封闭 30 min，加入 Ki67抗体（1：500）
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37 ℃反应 45 min，加入生物素标记的二抗继续孵育

30 min，磷酸盐缓冲液冲洗×2次，DAB显色 5 min，
蒸馏水冲洗，苏木素染色 20 s，乙醇浓度梯度脱水、

二甲苯透明，中性树胶封片，光学显微镜（×200）下

观察Ki67表达水平，呈棕褐色颗粒即为Ki67表达

阳性。

1.9 Western blot检测蛋白表达

提取细胞总蛋白，调整蛋白浓度一致，经 SDS-
PAGE凝胶电泳、电转膜至 PVDF膜，5%脱脂奶粉

密封 2 h，加入兔抗人 CDC25B、β-actin一抗（1：
500）4 ℃ 孵育过夜，TBST漂洗，加入HRP标记的

二抗（1：500）孵育 1 h，TBST漂洗，显色、定影，使用

凝胶成像仪自带系统分析蛋白条带相对灰度值。

1.10 细胞转染

参照 LipofectamineTM2000说明书进行细胞转

染，细胞转染前 24 h将细胞提前接种于 24孔板，当

细胞生长至融合 30%~50%时，将培养基更换为无

血清的培养基，加入 CDC25B过表达质粒和空质

粒，同时每孔细胞中加入 200 μL转染液继续孵育 6
h，然后将无血清培养基更换为含有血清的培养基，

继续培养 48 h后，用 G418筛选出稳定过表达

CDC25B的HepG2和Hep3B细胞系。使用Western
blot验证细胞中CDC25B蛋白表达水平。β-谷甾醇

处理稳定过表达 CDC25B的HepG2和Hep3B细胞

（作用浓度同 1.5；记为 β-谷甾醇+CDC25B组），空

载对照组且进行β-谷甾醇处理的细胞记为β-谷甾

醇组，不做处理的细胞记为 Control组，使用 CCK-
8、细胞集落形成实验、流式细胞法检测细胞活力、

细胞增殖、细胞周期分布和细胞凋亡情况。

1.11 统计学处理

实验数据运用 SPSS 22.0软件、Graph pad 5.0软
件，数据以（x̄ ± s）表示；二组计量资料的均数比较，

如果每一组资料都呈正态分布并且方差齐性，组间

比较采用 t检验，反之用校正 t检验或秩和检验；多组

间计量资料的均数比较，如果每一组资料都呈正态

分布并且方差齐性，组间比较采用方差分析，方差分

析差异有统计学意义时采用Bonferroni法进行两两

比较；二组生存分析使用Log-rank t检验。α=0.05。

2 结 果

2.1 CDC25B与β-谷甾醇和肝癌临床关系分析

SwissTarget和 TargetNet预测 β-谷甾醇的靶

点，共有 37个靶点。 37个靶点与 GEO2R分析

GSE101728肝癌数据集所得上调基因的交集基因

有 5个，其中包括CDC25B基因（图 1A）。TCGA_LI⁃
HC表达数据和临床信息比对发现只有CDC25B的

表达水平与肝癌患者总生存期相关，因此选择

CDC25B进一步研究。TCGA_LIHC表达数据和临

床对应信息分析显示 CDC25B在肝癌组织表达水

平显著高于其癌旁组织（t=90.414，P<0.001；图

1B），肝癌不同 TNM分期（T2-4）的CDC25B表达水

平显著高于 TNM分期（T1）（F=3635.158，P<0.001；
P<0.001；图 1C），肝癌临床分期（Ⅱ-Ⅳ）的CDC25B
表达水平显著高于临床分期（I）（F=3136.663，P<
0.001；P<0.001；图 1D），肝癌G3-4患者的 CDC25B
表达水平显著高于 G1-2患者（t=38.728，P<0.001；
图 1E），肝癌复发患者的 CDC25B表达水平显著高

于未复发肝癌患者（t=29.710，P<0.001；图 1F），预

后不良肝癌患者的 CDC25B表达水平显著高于预

后良好肝癌患者（t=27.006，P<0.001；图 1G），以

CDC25B表达水平的中位数将患者分为CDC25B低

表达组和 CDC25B高表达组，CDC25B高表达组肝

癌患者的总生存率显著低于 CDC25B低表达组

（Log-rank t=7.509，P=0.006；图1H）。

2.2 β-谷甾醇对肝癌细胞增殖和凋亡的影响

Hep3B和HepG2的细胞活力随着β-谷甾醇剂

量增加而逐渐降低（F=108.400，P<0.001，图 2A；F=
95.180，P<0.001，图2B），Hep3B（β-谷甾醇15 μmol/
L）和HepG2（β-谷甾醇 18 μmol/L）的细胞生存率约

为 50%，因此选择此浓度做后续实验（图 2A~D）；

Hep3B（β-谷甾醇 15 μmol/L）和HepG2（β-谷甾醇

18 μmol/L）的相对克隆数目显著低于Control组（t=
16.515，P<0.001；t=22.517，P<0.001），S期细胞百分

比 均 显 著 低 于 Control 组（t=4.906，P=0.008；t=
4.359，P=0.0125），G0/G1期细胞百分比高于 Control
组（t=4.109，P=0.015；t=3.618，P=0.022），细胞凋亡

率均高于Control组（t=23.674，P<0.001；t=20.577，P
<0.001；图2E~H）。

2.3 β-谷甾醇对体内移植瘤生长的影响

β - 谷 甾 醇 组 移 植 瘤 的 体 积 显 著 低 于

Control 组 （F=214.114，P<0.001，图 3A； t=
2.240，P=0.040，图 3B），移 植 瘤 质 量 低 于

Control组（t=2.475，P=0.025；图 3C），Ki67相对表达

水平均显著低于 Control组（t =26.163，P<0.001；
图3D）。
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2.4 β-谷甾醇对肝癌细胞CDC25B蛋白表达的

影响

Hep3B和 HepG2细胞中的 CDC25B蛋白水平

随着β-谷甾醇浓度增加而逐渐降低，Hep3B（β-谷
甾醇 15 μmol/L）和HepG2（β-谷甾醇 18 μmol/L）中

的CDC25B蛋白水平均随着β-谷甾醇作用时间延

长而逐渐降低（图4）。

2.5 β-谷甾醇通过CDC25B抑制肝癌细胞增殖

β-谷甾醇作用下Hep3B和HepG2细胞CDC25B
蛋 白 表 达 降 低（t=25.351，P<0.001；t=31.859，P<
0.001；图5A），给予CDC25稳定过表达细胞系可以恢

复细胞中CDC25蛋白表达（F=149.686，P<0.001；F=

182.844，P<0.001；图5B）。Hep3B细胞的β-谷甾醇+
CDC25B组的细胞生长、相对克隆数目、S期细胞百分

比均显著高于β-谷甾醇组（F=176.247，P<0.001；F=
168.153，P<0.001；F=25.052，P=0.001），而 G0/G1 期
细胞百分比、细胞凋亡率均显著低于β-谷甾醇组

（F=15.490，P=0.004；F=222.843，P<0.001）（图 5C、
E、F、H）。 HepG2细胞的 β-谷甾醇+CDC25B组的

细胞生长、相对克隆数目、S期细胞百分比均显著高

于β-谷甾醇组（F=186.723，P<0.001；F=253.500，P<
0.001；F=18.138，P=0.003），而 G0/G1期细胞百分

比、细胞凋亡率均显著低于β-谷甾醇组（F=17.138，
P=0.003；F=413.382，P<0.001；图5D、E、G、H）。

A: Intersection results of β-sitosterol target and up-regulated gene in GSE101728 HCC dataset (from TCGA); B: Expression level of CDC25B in
HCC tissues (n=374) and para-carcinoma tissues (n=50) in HCC database, 1) P<0.05 compared with Adj; C: Expression level of CDC25B in HCC tissues
during different TNM stages and para-carcinoma tissues, para-carcinoma tissues (n=50), T1 (n=182), T2-4 (n=188), 1) P<0.05 compared with T1; D: Ex⁃
pression level of CDC25B in HCC tissues during different clinical stages and para-carcinoma tissues, para-carcinoma tissues (n=50), stages I (n=172),
stages Ⅱ-Ⅳ (n=177), 1) P<0.05 compared with Stage I; E: Expression level of CDC25B in HCC tissues with different differentiation degree, G1-2 (n=
233), G1-2 (n=135), 1) P<0.05 compared with G1-2; F: Expression level of CDC25B in HCC tissues of patients with or without recurrence, no-Recurred
(n=143), Recurred (n=172), 1) P<0.05 compared with no-Recurred; G: Expression level of CDC25B in patients with different prognosis, Good prognosis
(n=33), Bad prognosis (n=91), 1) P<0.05 compared with Good prognosis; H: Survival curves of patients with different expression level of CDC25B,
CDC25B Low (n=186), CDC25B High (n=186), 1) P<0.05 compared with CDC25B Low.

图1 CDC25B与β-谷甾醇和肝癌临床关系

Fig. 1 Clinical relationship among CDC25B ，β-sitosterol and HCC
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A: Relative activity of Hep3B cells, 1) P<0.05 compared with β-sitosterol (0 μmol/L), n=3; B: Relative activity of HepG2 cells, 1) P<0.05 compared
with β-sitosterol (0 μmol/L), n=3; C: Growth curves of Hep3B cells (β-sitosterol 15 μmol/L), n=6; D: Growth curves of HepG2 cells (β-sitosterol
18 μmol/L), n=5; E: Colony-forming assay, n=3; F: Cycles distribution of Hep3B cell (β-sitosterol 15 μmol/L), n=3; G: Cycles distribution of HepG2
cells (β-sitosterol 18 μmol/L), n=3; H: Apoptosis of Hep3B and HepG2 cells detected by flow cytometry, n=3. E, H: β-sitosterol 15 μmol/L in Hep3B
cells and 18 μmol/L β-sitosterol in HepG2 cells, n=3. C-H: 1) P<0.05 compared with the control group, n=3.

图2 β-谷甾醇对肝癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig. 2 Effects of β-sitosterol on the proliferation and apoptosis of HCC cells
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3 讨 论

肝癌的临床治疗方案确定主要依赖于患者的

肝功能、肿瘤侵犯程度和转移情况，目前普遍认为

手术切除治疗或肝移植治疗是可能根治肝癌的重

要方式，但术后复发和手术切除率低仍旧是肝癌的

治疗难点［9］。非手术治疗在控制肝癌病情、辅助术

前和术后治疗具有重要意义，其中包括消融治疗、

化疗、放射治疗和分子靶向治疗等［10］。β-谷甾醇

是植物中广泛存在的多酚羟酸类化合物，同时也是

构成真核生物细胞膜的主要成分之一，目前已经鉴

定植物甾醇约 200种，β-谷甾醇在植物油、种子和

果蔬中含量较高，具有抗氧化［11］、抗衰老［12］、降低胆

固醇［13］和神经保护作用［14］。国外有研究［15］表明β-
谷甾醇介导的银纳米粒子在人结肠癌HT-29细胞

中呈现出细胞毒性作用，可促进结肠癌细胞发生凋

亡。本研究通过分析β-谷甾醇不同作用浓度和不

同作用时间的Hep3B、HepG2细胞活性和细胞增殖

趋势发现 β-谷甾醇可以显著抑制肝癌 Hep3B和

HepG2细胞增殖，此结果在裸鼠移植瘤实验中也得

到证实。

肿瘤增殖抑制受到多方面因素影响，其中包括

细胞增殖和细胞凋亡［16-17］，本研究结果显示β-谷甾

醇作用下的Hep3B、HepG2细胞相对克隆数目和 S
期细胞百分比显著降低，而细胞凋亡率和G0/G1期
细胞百分比显著升高，同时体内移植瘤中的 Ki67
表达水平显著降低，说明 β-谷甾醇对肝癌细胞抑

制作用可能是通过抑制癌细胞增殖和促进癌细胞

凋亡实现。细胞增殖速率与细胞周期正常运转具

有密切关系，一个完整的细胞周期包括有丝分裂和

分裂间期，分裂间期包括G1期、S期和G2期，任何

一个时期出现问题均会影响细胞周期的正常运

A: Growth trend of xenografted tumor volume, n=9; B: Volume of xenografted tumors, n=9; C: Mass of xenografted tumors, n=9; D: Expression level
of Ki67 (immunohistochemistry, ×200), n=9; vs Control group, 1) P<0.05 compared with the control group.

图3 β-谷甾醇对体内移植瘤生长的影响

Fig. 3 Effects of β-sitosterol on the growth of xenografted tumors in vivo

A: Expression of CDC25B protein in Hep3B and HepG2 cells under different concentrations of β-sitosterol, n=3; B: Expression of CDC25B protein
in Hep3B and HepG2 cells under different action time of β-sitosterol, n=3.

图4 β-谷甾醇对肝癌细胞CDC25B蛋白表达的影响

Fig. 4 Effects of β-sitosterol on the expression of CDC25B protein in HCC cells
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转［18］。G1期主要是 RNA和蛋白质的合成，S期是

DNA的复制［19］，Ki67是与核糖体RNA转录有关的

核蛋白，与细胞的有丝分裂具有密切关系，Ki67常
用于临床肿瘤恶性程度的判断，其表达水平越高表

示细胞增殖越活跃［20］。本研究结果说明β-谷甾醇

可阻碍使肝癌细胞周期运行，对细胞增殖有抑制作

用，关于 β-谷甾醇对肝癌细胞凋亡的促进作用可

能与通过核因子相关因子 2、氧化应激激活人肝癌

A-B: Expression of CDC25B protein in Hep3B and HepG2 cells, n=3; C-D: Growth curves of Hep3B and HepG2 cells, n=9; E: Colony-forming as⁃
say, n=3; F: Cycles distribution of Hep3B cells, n=3; G: Cycles distribution of HepG2 cells, n=3; H: Apoptosis of Hep3B and HepG2 cells by flow cytom⁃
etry, n=3. β-sitosterol 15 μmol/L in Hep3B cells and β-sitosterol 18 μmol/L in HepG2 cells. 1) P<0.05 compared with β-sitosterol+CDC25B group.

图5 β-谷甾醇通过CDC25B抑制肝癌细胞增殖

Fig. 5 β-Sitosterol inhibited the proliferation of HCC cells by CDC25B
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细胞线粒体凋亡有关［21］。

本研究通过数据库分析显示 CDC25B是 β-谷
甾醇靶点之一，还发现 CDC25B在肝癌组织、高临

床分期、复发和不良预后患者中呈高表达，并且还

会影响患者的生存时间。CDC25B为半衰期磷酸

化蛋白，与细胞分裂有关的纺锤体前期的形成关系

密切，是细胞早期有丝分裂的启动因子，目前普遍

认为 CDC25B过量表达会促进肿瘤增殖和细胞恶

性转化［22-23］。本研究结果显示 β-谷甾醇可降低

Hep3B、HepG2细胞中 CDC25B表达水平，推测 β-
谷甾醇对肝癌增殖的抑制作用可能是通过降低

CDC25B表达实现，本研究通过构建 CDC25B稳定

过表达细胞系并给予β-谷甾醇处理，发现CDC25B

表达水平升高可以逆转β-谷甾醇对肝癌细胞增殖

抑制作用和促进细胞凋亡作用，说明 β-谷甾醇对

肝癌细胞的抑癌作用可能与抑制 CDC25B表达

有关。

综上所述，β-谷甾醇对肝癌细胞的凋亡有促

进作用，从体外细胞实验和体内移植瘤实验证实

β-谷甾醇可抑制肝癌细胞的增殖，其作用机制可

能是通过抑制 CDC25B蛋白表达使细胞周期运转

发生阻碍，从而抑制肝癌细胞增殖，但β-谷甾醇下

调 CDC25B表达的具体机制尚需进一步探讨。本

研究主要发现β-谷甾醇抑制肝癌细胞增殖的可能

作用机制，而关于其对肝癌细胞凋亡的作用机制尚

不清楚。
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