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Abstract
AIM: To investigate the effects of combined 
tanshinone IIA (Tan IIA) and 5-fluorouracil 
(5-FU) on cell proliferation, apoptosis, and the 
expressions of hypoxia-inducible factor-1 alpha 
(HIF-1α) and mutant P53 (mt P53) in human 
gastric cancer cell line SGC7901 under hypoxia.

METHODS: Hypoxia was induced in SGC7901 
cells by cobalt dichloride treatment. SGC7901 
cells under hypoxia were treated with different 
concentrations of Tan IIA in combination with 
10.0 mg/L of 5-FU for 24, 48 and 72 hours. Cell 
proliferation was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay. Cell apoptosis was 
detected by Hoechst staining. The expression of 
HIF-1α and mt P53 proteins was detected by im-
munocytochemistry.

RESULTS: Combined Tan IIA and 5-FU signifi-
cantly inhibited the proliferation of SGC7901 
cells (all P < 0.01) in a dose- and time-dependent 
manner under hypoxia. The reduced prolifera-
tion rate of cells incubated with Tan IIA at a con-
centration of 10 mg/L and 5-FU for 72 hours was 
67.46%. Hoechst staining showed that Tan IIA in 
combination with 5-FU promoted the apoptosis 
of SGC7901 cells in a dose- and time-dependent 
manner under hypoxia (all P < 0.01). Immunocy-
tochemical staining revealed that the expression 
levels of HIF-1α and mt P53 proteins in SGC7901 
cells under hypoxia were evidently higher than 
those in SGC7901 cells under normal conditions 
(t = 22.786 and 13.914, respectively; both P < 0.01). 
However, Tan IIA in combination with 5-FU sig-
nificantly downregulated the expression of HIF-
1α and mt P53 proteins in SGC7901 cells under 
hypoxia (F = 182.234 and 130.062, respectively; 
both P < 0.01). A significant positive correlation 
was noted between the expression of HIF-1α 
and mt P53 in SGC7901 cells (n = 5, r = 0.995, P < 
0.01).

CONCLUSION: Tan IIA can significantly en-
hance 5-FU-mediated growth inhibition and 
apoptosis induction in SGC7901 cells under hy-
poxia perhaps by downregulating HIF-1α and 
mt P53 protein expression.

Key Words: Tan IIA; 5-Fluorouracil; Hypoxia; Gas-
tric cancer cell; Apoptosis; P53; Hypoxia-inducible 
factor-1 alpha
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■背景资料
肿瘤微环境低氧
是肿瘤化疗抵抗
的重要原因, 从而
导致化疗失败. 丹
参酮ⅡA对多种
肿瘤细胞具有生
长抑制、诱导凋
亡作用, 且此前研
究发现在低氧下
其亦能抑制人胃
癌细胞增殖、诱
导凋亡, 但低氧下
其是否能增强化
疗药物的敏感性
或逆转化疗抵抗
报道不多.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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摘要
目的: 观察低氧环境下不同浓度的丹参酮Ⅱ
A(TanⅡA)联合5-氟尿嘧啶(5-FU)对人胃癌
SGC7901细胞增殖、凋亡的影响及与HIF-1α
和突变型P53的表达. 

方法: 用氯化钴(CoCl2)创建低氧模型, 采用
0、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 m g/L的Ta n
ⅡA联合10.0 mg/L的5-FU分别作用于低氧
SGC7901细胞24、48和72 h, MTT法检测细胞
活力; 用上述同样方式作用于低氧SGC7901细
胞24、48和72 h后, Hoechst染色法检测细胞
凋亡; TanⅡA(0、0.5、2.0、10.0 mg/L)联合
10.0 mg/L的5-FU作用于低氧SGC7901细胞48 
h后, 免疫细胞化学二步法检测HIF-1α及突变
型P53的表达. 

结果: 低氧环境下, 不同浓度的TanⅡA联合
10.0 mg/L 5-FU呈时间、剂量依赖性地抑制
SGC7901细胞的增殖(均P <0.01), 10.0 mg/L 
TanⅡA联合5-FU作用细胞72 h后, 其抑制率
为67.46%. 0.5-10.0 mg/L TanⅡA联合5-FU作
用细胞24、48、72 h, TanⅡA呈时间、剂量
依赖性地促进SGC7901细胞凋亡(均P <0.01). 
H I F-1α及突变型P53表达明显高于常氧组
(t  = 22.786, 13.914, 均P <0.01), 不同浓度的
TanⅡA联合10.0 mg/L 5-FU作用细胞48 h后, 
HIF-1α、突变型P53蛋白表达明显降低(F  = 
182.234, 130.062, 均P <0.01), 且二者呈高度正
相关(n  = 5, r  = 0.995, P <0.01).

结论: 在低氧环境下, TanⅡA可能通过抑制
HIF-1α及突变型P53蛋白表达从而增强5-FU
抑制SGC7901细胞增殖及诱导凋亡作用.

关键词: 丹参酮ⅡA; 5-氟尿嘧啶; 低氧; 胃癌细胞; 

凋亡; P53; 低氧诱导因子-1α

邢国辉, 冯玉光, 宗绪山, 吴美英, 朱芸. 丹参酮IIA联合5-FU对

低氧下人胃癌SGC7901细胞增殖、凋亡的影响及与HIF-1α

和突变型P53表达的关系.  世界华人消化杂志  2010; 18(3): 

222-228

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/222.asp

0  引言

肿瘤微环境低氧是多种实体瘤包括胃癌的基本

特征之一, 肿瘤微环境低氧及基因突变导致低

氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1 alpha, 
HIF-1α)表达升高, 而HIF-1α与肿瘤血管生成、

放化疗抵抗、克隆选择和恶性演进、浸润转移

均密切相关[1-4]. 许多研究发现, 低氧下肿瘤出现

化疗抵抗, 而低氧诱导HIF-1α表达是肿瘤低氧

环境下化疗抵抗的重要机制[5-7]. P53基因是人类

恶性肿瘤最常见的突变基因, 突变型P53不仅失

去了抑癌功能, 同时还具有癌基因活性, 大量研

究还表明P53突变导致肿瘤对化疗药物发生凋

亡抵抗[8-11]. 近年来的研究发现, HIF-1α与P53突
变的交互作用与低氧下肿瘤的凋亡抵抗、克隆

选择及化疗抵抗有密切关系, 表达野生型P53的
肿瘤低氧及化疗打击下容易凋亡, 而表达突变型

P53的肿瘤细胞对低氧及化疗诱导的凋亡均不敏

感, 在缺氧环境下具有明显的生存优势, 从而引

起肿瘤细胞的克隆选择及恶性演进[12,13]. 因此, 寻
找以HIF-1α或突变型P53为靶点的小分子化合物

和化疗药物联合是逆转或阻止低氧化疗抵抗的

有效途径, 是目前国际研究的热点[14-17]. 5-氟尿嘧

啶(5-FU)是临床上胃肠道肿瘤化疗的首选和基

本用药, 诱导凋亡是其抗肿瘤机制之一[18], 研究

表明, P53突变导致肿瘤包括胃癌对5-FU发生凋

亡抵抗[19], 而肿瘤低氧也可降低5-FU的抗肿瘤

活性[20,21]. 丹参酮ⅡA(TanⅡA)是从中药丹参中

提取的一种脂溶性成分, 近年来研究发现丹参

酮ⅡA对多种肿瘤细胞具有生长抑制、诱导凋

亡作用[22-24], 此前我们研究发现[25], 低氧环境下

TanⅡA能显著抑制突变型P53人胃癌SGC7901
细胞增殖, 诱导其凋亡, 并抑制低氧诱导的HIF-
1α及突变型P53的表达. 我们设想低氧环境下

TanⅡA是否可通过抑制HIF-1α及突变型P53表
达, 增强5-FU抗肿瘤的作用. 为此, 本研究观察

了低氧环境下不同浓度的TanⅡA联合5-FU对人

胃癌SGC7901细胞增殖、凋亡的影响及与HIF-
1α及突变型P53表达变化的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC7901购自山东省医

学科学院. TanⅡA为中国药品生物制品检定所

的标准品, 用二甲亚砜(DMSO)溶解, 终浓度为

0.02%, 4 ℃冷藏备用. 5-FU为上海旭东海普药业

有限公司生产. Hoechst32258荧光染色试剂盒及

氯化钴(CoCl2)购于美国Sigma公司. RPMI 1640
培养基、MTT均购自美国Gibco公司. 胎牛血清

(杭州四季青), 突变型P53、HIF-1α单克隆抗体

及PV-9000免疫组织化学试剂盒均为为北京中

■研发前沿
寻找低氧下对肿
瘤有抑制作用的
小分子化合物和
化疗药物联合以
逆转或阻止低氧
化疗抵抗成为目
前肿瘤治疗的研
究热点. 
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山金桥生物技术有限公司产品. 二氧化碳恒温

培养箱(HREA Cell Germany); TE300倒置显微镜

及BH-2型荧光显微镜(Olympus公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞株SGC7901接种于

含100 mL/L胎牛血清、青霉素、链霉素各l×
105 U/L的RPMI 1640培养液中, 置37 ℃, 50 mL/L 
CO2培养箱内常规传代培养. 化学缺氧剂CoCl2

加入培养液的终浓度为150 µmol/L, 用于模拟肿

瘤内低氧微环境. 
1.2.2 MTT法测定低氧下胃癌细胞增殖抑制率: 
取对数生长期的细胞以3×107/L的密度接种于

96孔培养板, 每孔体积为200 μL. 待细胞贴壁

后分别加入TanⅡA(终浓度0、0.5、1.0、2.0、
5.0、10.0 mg/L)和5-FU(终浓度10.0 mg/L), 并
设阴性对照组(细胞正常生长组), 每个浓度组

设5个复孔, 四周加入不含药物的细胞培养液

为空白对照. 在低氧条件下培养24、48、72 h
后, 每孔加入5 g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养

4 h, 轻轻吸尽上清液, 加入DMSO每孔150 μL, 
振荡10 min, 在酶标仪上以490 nm波长测每孔

的吸光度(A )值, 并取5孔的平均值, 细胞生长抑

制率 = (对照孔A值-实验孔A值) /对照孔A值×

100%. 
1.2.3 Hoechst染色法检测低氧下胃癌细胞凋亡
率: 取对数生长期的SGC7901制成2×108/L的细

胞悬液, 每孔0.5 mL, 加入放有盖玻片的24孔板

内. 待细胞贴壁后分别加入TanⅡA(终浓度0、
0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L)和5-FU(终浓度

10.0 mg/L), 并设阴性对照组(细胞正常生长组), 
在低氧条件下培养24、48、72 h后, 取出细胞爬

片, 甲醇/冰醋酸固定液固定5 min后, 加入荧光

染液Hoechst33258重悬细胞, 室温避光l h, PBS
冲洗, 用抗荧光液封片. 判定标准: 正常细胞核

为蓝色, 凋亡的细胞核为白色. 每片连续观察10
个细胞分布均匀的200倍镜视野, 每视野计数50
个细胞, 共500个细胞, 计算其阳性率百分数, 并
取其均值. 凋亡率 = 凋亡细胞数/(正常细胞数+
凋亡细胞数). 
1.2.4 免疫细胞化学二步法观察低氧下胃癌细
胞HIF-1α及突变型P53的表达: 取对数生长期的

SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 每孔0.5 mL, 
加入放有盖玻片的24孔板内, 设常氧对照组、

低氧模拟剂氯化钴(CoCl2, 150 μmol/L)对照组和

CoCl2加不同浓度TanⅡA组, 待细胞贴壁后分别

加入CoCl2、TanⅡA(终浓度0、0.5、2.0、10.0 

mg/L)和5-FU(终浓度10.0 mg/L), 48 h后取出细

胞爬片, 冷丙酮固定5 min, PBS冲洗, 按PV-9000
试剂盒步骤分别检测HIF-1α、突变型P53, DAB
显色, 脱水, 透明, 中性树胶封片. 用已知阳性

的乳腺癌切片作为阳性对照, 以PBS代替一抗

作为阴性对照. 结果判定: HIF-1α、突变型P53
阳性结果为细胞核内有棕黄色颗粒出现. 采用

HPAIS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统, 
检测两种蛋白阳性细胞的平均A值, 以间接反映

HIF-1α、突变型P53阳性蛋白的表达量, 并取其

均值. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 组

间比较用t检验和单因素方差分析, 两变量间用

Pearson直线相关分析, 用统计软件SPSS16.0分
析, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 低氧环境下不同浓度TanⅡA联合5-FU对
S G C7901细胞增殖的抑制作用  低氧环境下

0.0-10.0 mg/L TanⅡA联合10.0 mg/L 5-FU作

用于SGC7901细胞24、48和72 h后, 细胞增殖

抑制率显著高于对照组(F  = 148.392, 271.152, 
346.513, 均P <0.01); 单独应用5-FU在不同时间

后的细胞增殖抑制率无显著差异, 而0.5-10.0 
μg/L TanⅡA联合5-FU则呈时间剂量依赖性地抑

制SGC7901细胞的增殖, 同一浓度作用48 h其增

殖抑制率显著高于24 h, 作用72 h又显著高于48 
h(均P <0.01, 表1).
2.2 低氧环境下不同浓度TanⅡA联合5-FU对
SGC7901细胞凋亡的影响 低氧环境下0.0-10.0 
m g/L Ta nⅡA联合10.0 m g/L 5-F U作用于

SGC7901细胞24、48和72 h后, 细胞凋亡率显著

高于对照组(F  = 462.438, 561.124, 889.562, 均
P <0.01), 单独应用5-FU在不同时间后的细胞凋

亡率无显著差异, 而0.5-10.0 mg/L TanⅡA联合

5-FU则呈时间剂量依赖性地促进SGC7901细胞

凋亡, 同一浓度作用48 h其细胞凋亡率显著高于

24 h, 作用72 h又显著高于48 h(均均P <0.01, 表2, 
图1).
2.3 低氧环境下不同浓度Tan I IA联合5-FU对
SGC7901细胞HIF-1α、突变型P53蛋白表达的
影响: 常氧对照组HIF-1α、突变型P53蛋白呈

低水平表达, 低氧诱导48 h后HIF-1α、突变型

P53蛋白表达明显增高, 两种蛋白表达与常氧组

比较有统计学意义(HIF-1α: t  = 22.786, P <0.01; 
突变型P53: t  = 13.914, P <0.01). 低氧环境下不

■相关报道
近年来研究发现, 
HIF-1α与P53两
套信号系统之间
的相互作用在肿
瘤的细胞周期调
控、凋亡诱导与
凋亡抵抗、克隆
选择、放化疗耐
药等方面扮演重
要角色.
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同浓度TanⅡA联合10.0 mg/L 5-FU作用48 h后, 
HIF-1α、突变型P53蛋白表达随TanⅡA浓度的

增加而逐渐降低, 与低氧组比较均有统计学意

义(HIF-1α: F  = 182.234, P <0.01; 突变型P53: F  = 
130.062, P <0.01, 表3, 图2, 3).
2.4 HIF-1α和突变型P53蛋白表达的相关性分
析: Pearson直线相关分析显示, HIF-1α和突变型

P53蛋白表达之间呈高度正相关(n  = 5, r  = 0.995, 
P <0.01, 图4).

3  讨论

低氧下发生化疗抵抗是肿瘤化疗失败的重要

原因, 多种化疗药物低氧下抗肿瘤作用下降[5-8]. 
HIF-1α是肿瘤低氧应答的关键因子, HIF-1α与
肿瘤血管生成、放化疗抵抗、克隆选择和恶性

演进、浸润转移均密切相关[1-4]. P53是人类肿

瘤最常见的突变基因之一, P53突变的肿瘤对多

种化疗药物出现凋亡抵抗[10,11]. 近年来研究发

现, HIF-1α与P53两套信号系统之间的相互作

表  1  低氧环境下不同时间浓度TanⅡA联合5-FU对SGC7901细胞增殖活性的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
TanⅡA+			     24 h			         48 h			              72 h

5-FU(mg/L)                     A 值                      IR(%)	           A 值                      IR(%)	                A 值                      IR(%)

对照组	            0.749±0.030	                 0.737±0.030		        0.739±0.018  

0.0+10.0	            0.669±0.020      10.57±3.97b      0.652±0.016      11.42±3.60b      0.624±0.035      15.30±4.85b 

0.5+10.0	            0.606±0.014      18.90±4.77b      0.567±0.017      22.94±3.63bd     0.516±0.017      29.96±2.25bd

1.0+10.0	            0.541±0.017      27.63±4.60b      0.516±0.014      29.99±2.82bd     0.475±0.019      35.45±2.18bd

2.0+10.0	            0.510±0.011      31.75±4.06b      0.456±0.019      38.07±1.89bd     0.371±0.022      49.59±3.26bd

5.0+10.0	            0.484±0.012      35.28±2.47b      0.402±0.019      45.39±1.46bd     0.301±0.020      59.23±2.50bd

10.0+10.0           0.443±0.013      40.79±2.96b      0.367±0.013      50.19±2.60bd     0.239±0.010      67.46±1.22bd

bP<0.01 vs  各自对照组; dP<0.01 vs  各自24 h浓度组.

表  2  低氧环境下不同时间浓度TanⅡA联合5-FU对SGC7901细胞凋亡的影响 (%, mean±SD, n  = 6)

     
TanⅡA+			     

24 h		                48 h		          72 h
5-FU(mg/L)

对照组		              2.03±0.67		         2.07±0.12		    2.23±0.12

0.0+10.0		              4.84±0.51b		         5.28±0.72b		    4.94±0.38b

0.5+10.0		              6.52±0.48b		         8.77±0.87bd		  12.58±1.31bd

1.0+10.0		              8.69±0.93b		       14.95±0.94bd		  22.36±1.73bd

2.0+10.0		            12.18±1.11b		       21.19±1.64bd		  31.31±2.05bd

5.0+10.0		            21.45±1.39b		       27.18±2.17bd		  45.68±1.59bd

10.0+10.0	           30.57±1.69b		       43.62±1.85bd		  60.34±2.58bd

bP<0.01 vs  各自对照组; dP<0.01 vs  各自24 h浓度组.

A B C

图  1  Hoechst染色法检测48 h后胃癌细胞株SGC7901细胞凋亡(×200). A: 低氧对照组; B: 低氧下10.0 mg/L 5-FU组; C: 低
氧下10.0 mg/L TanⅡA加10.0 mg/L 5-FU组.

■创新盘点
本研究从我国的
传统医学出发, 选
择丹参酮ⅡA联
合经典的化疗药
物5-FU, 观察其对
低氧环境下胃癌
细胞的增殖、凋
亡的影响, 并阐明
其抗肿瘤的分子
机制, 有望为肿瘤
的治疗提供新的
思路.



www.wjgnet.com

226                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年1月28日    第18卷   第3期

用在肿瘤的细胞周期调控、凋亡诱导与凋亡抵

抗、克隆选择、放化疗耐药等方面扮演重要角

色[12,13]. 正常情况下, 野生型P53维持在低水平, 
被MDM2途径降解, 低氧可通过HIF-1α通路诱

导野生型P53蛋白的表达, 从而促进P53依赖的

细胞凋亡[27]. 研究发现, 低氧环境下, HIF-1α能

通过与野生P53蛋白竞争直接与MDM2结合, 防
止P53被MDM2途径降解, 从而引起P53途径的

活化[27]. 反过来野生型P53还对HIF-1α进行调

节, 这种调节主要有两种方式: 一是通过MDM2
介导的泛素-蛋白酶解通路促进HIF-1α蛋白的

降解; 二是和HIF-1α竞争与CBP/p300结合, 抑

A B

C D

图  2  免疫细胞化学二步法检测SGC7901细胞HIF-1α蛋白的表达(×400). A: 常氧对照组; B: 低氧对照组; C: 低氧下10.0 mg/L 
5-FU组; D: 低氧下10.0 mg/L TanⅡA＋10.0 mg/L 5-FU组.

A B

C D

图  3  免疫细胞化学二步法检测SGC7901细胞突变型P53蛋白的表达(×400). A: 常氧对照组; B: 低氧对照组; C: 低氧下10.0 
mg/L 5-FU组; D: 低氧下10.0 mg/L TanⅡA＋10.0 mg/L 5-FU组.

■应用要点
本研究发现, 在低
氧环境下, 丹参酮
ⅡA增强了5-FU
的抗肿瘤活性, 这
种作用可能与其
抑制HIF-1α及突
变型P 5 3蛋白表
达有关. 研究结果
表明, 丹参酮ⅡA
作为一种对HIF-
1α和突变型P53
等多靶点均有抑
制作用的小分子
抑制剂, 有可能作
为一种重要的辅
助化疗药物与化
疗药物联用, 为肿
瘤的治疗提供新
的途径.
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制HIF-1α的转录激活活性, 野生型P53基因缺失

会导致HIF-1α水平升高并增强其转录活性[27,28]. 
而当P53发生突变时, HIF-1α-P53之间的调馈环

路中断, 低氧不能诱导突变型P53肿瘤细胞凋

亡, 而且突变型P53还导致HIF-1α水平进一步升

高并增强其转录活性[29], 因此, 低氧作为一种环

境压力选择使突变型P53细胞生存. 这种突变型

P53细胞株在低氧下发生凋亡抵抗, 放化疗抵抗, 
最终发生克隆选择, 成为优势细胞群, 发生肿瘤

的恶性演进. 临床病理研究也发现, 同时表达

HIF-1α和突变型P53的肿瘤对化疗不敏感, 预后

不良[30,31]. 寻找以HIF-1α或突变型P53为靶点的

小分子化合物和化疗药物联合是逆转或阻止低

氧化疗抵抗的有效途径[14-17]. 
我们系统观察了低氧下不同浓度Ta nⅡA

联合5-FU对SGC7901细胞的增殖、凋亡的影

响及与H I F-1α和突变型P53表达变化的关系. 
MTT试验发现: 低氧下TanⅡA可呈剂量和时间

依赖性地显著抑制SGC7901细胞的增殖, 10.0 
mg/L TanⅡA联合5-FU作用细胞72 h后, 其抑制

率为67.46%. Hoechst染色法观察了低氧环境下

5-FU对细胞凋亡的影响, 培养48 h后其凋亡率为

5.28%. 进一步观察发现, 随着TanⅡA浓度的升

高和作用时间的延长, 细胞凋亡率逐渐增高, 培

养72 h后低氧环境下的凋亡率高达60.34%. 此前

我们已经发现, 低氧环境下SGC7901细胞HIF-
1α和突变型P53表达明显增高, 而TanⅡA可呈剂

量依赖性地抑制低氧下HIF-1α和突变型P53的
表达. 本研究我们应用免疫细胞化学法进一步

观察了低氧环境下不同浓度的TanⅡA联合5-FU
对HIF-1α和突变型P53表达的影响, 结果显示: 
TanⅡA与5-FU联用呈剂量依赖性的抑制HIF-1α
和突变型P53表达(P <0.01). 直线相关分析显示, 
HIF-1α和P53蛋白表达之间呈显著正相关(n  = 5, 
r  = 0.995, P <0.01). 说明TanⅡA可通过抑制HIF-
1α和突变型P53的表达显著增强5-F U的诱导

凋亡作用. 最近, Ravizza等[21]研究亦发现, HIF-
1α表达下调可增强人结肠癌细胞株HCT116对
5-FU的敏感性. 因此, 我们推测, TanⅡA在低氧

环境下可能通过抑制HIF-1α的表达而增强了

SGC7901细胞对5-FU的敏感性. 其他一些作者

也发现抑制HIF-1α可以增强化疗敏感性或逆转

化疗抵抗[32,33]. 
我们初步研究结果提示, TanⅡA作为一种

对HIF-1α和突变型P53等多靶点均有抑制作用

的小分子抑制剂, 有可能作为一种重要的辅助

化疗药物与化疗药物联用, 用于低氧及P53突
变导致的肿瘤放化疗耐药、凋亡抵抗、血管生

成、克隆选择及恶性演进的防治.
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