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■背景资料
低氧是多种实体
肿瘤包括胃癌的
特征之一, 低氧不
但可以维持肿瘤
干细胞的未分化
状态, 还可以诱导
非肿瘤干细胞的
去分化, 从而表现
肿瘤干细胞特征, 
可能是低氧下肿
瘤放化疗抵抗和
复发的根源.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of resistance 
to 5-fluorouracil (5-Fu) chemotherapy in gastric 
cancer cells under hypoxia. 

METHODS: The proli ferat ive act ivity of 
SGC7901 cells was determined by MTT assay, 
and the half maximal inhibitory concentration 
(IC50) of 5-Fu under normoxia and hypoxia was 
calculated. After 5-Fu at a concentration of IC50 

was incubated with cells for 24, 48 or 72 h under 
hypoxia, the percentage of SP cells was detected 
by Hoechst 33342 staining, the expression of 

HIF-2α protein was detected by immunocyto-
chemistry, and the expression of ABCG2 was 
detected by fluorescence immunocytochemistry.

RESULTS: 5-Fu inhibited the proliferation of 
SGC7901 cells in a dose- and time-dependent 
manner under normoxia and hypoxia. The IC50 of 
5-Fu under normoxia and hypoxia was 100 mg/L 
and 200 mg/L, respectively. The ratio of SP cells 
in SGC7901 cells was 1.87% under nomoxia, 
and significantly increased after induction by 
hypoxia for 24, 48, and 72 h. Treatment with 
5-Fu had no significant impact on the propor-
tion of SP cells under normoxia, but gradually 
increased SP cell proportion under hypoxia. The 
expression levels of HIF-2α and ABCG2 proteins 
in SGC7901 cells were lower under normoxia. 
Treatment with 5-Fu had no significant impact 
on the expression of HIF-2α and ABCG2 pro-
teins under normoxia, but gradually increased 
their expression under hypoxia.

CONCLUSION: The mechanism underlying 
the resistance of SGC7901 cells to 5-Fu under 
hypoxia may be related to inducing HIF-2α and 
ABCG2 expression and promoting stemness.

Key Words: 5-Fluorouracil; Hypoxia; Cancer stem 
cells; SP cells; ATP-binding cassette superfamily G 
member 2; Hypoxia inducible factor-2α
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摘要

目的: 探讨低氧下5-Fu化疗抵抗的机制.

方法: M T T检测常氧和低氧下的细胞活力, 
并计算5-Fu的半数抑制浓度(IC50). 以IC50的
5-F u分别作用细胞常氧和低氧组细胞24、
48和72 h后, 收集标本, Hoechst33342染色法
检测侧群(side population, SP)细胞的比例, 免
疫细胞化学法检测低氧诱导因子(hypox ia-
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■研发前沿
化疗是当前治疗
胃癌的主要手段
之 一 ,  但 治 疗 效
果仍无重大进展, 
其主要原因就是
胃癌细胞对化疗
药物产生了多药
耐 药 ,  该 领 域 是
目前研究的一个
热 点 ,  但 具 体 耐
药机制尚不十分
明确.

inducible factor-2α, HIF-2α), 荧光免疫细
胞化学法检测ABCG2(ATP-binding cassette 
superfamily G member 2)的表达.

结果: 常氧和低氧下, 5-Fu均呈时间、剂量依
赖性地抑制SGC7901细胞增殖, 其IC50分别
为100、200 mg/L. 常氧下SP细胞的比例为
1.87%, 低氧诱导后其比例逐渐增加. 常氧下
5-Fu-IC50作用于细胞不用时间后, SP细胞的比
例无明显变化, 低氧下其比例却逐渐增加. 常
氧下, HIF-2α和ABCG2蛋白呈低水平表达, 且
5-Fu-IC50作用于不同时间后也无明显变化, 低
氧下5-Fu-IC50作用于不同时间后二者的表达
逐渐增加.

结论: 低氧下5-Fu对胃癌SGC7901细胞存在化
疗抵抗可能与低氧通过诱导HIF-2α-ABCG2
通路的表达、促进肿瘤细胞的干细胞化有关, 
这可能是肿瘤化疗抵抗和复发的根源.

关键词: 5-Fu; 低氧; 肿瘤干细胞; 侧群细胞; ABCG2; 

低氧诱导因子-2α

张小茜, 冯玉光, 吴美英, 朱芸, 白红霞, 王西艳. 5-Fu对低氧下

胃癌SGC7901细胞系中SP细胞比例及HIF-2α、ABCG2表达的

影响.  世界华人消化杂志  2012; 20(20): 1813-1818

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1813.asp

0  引言

低氧是多种实体肿瘤包括胃癌的特征之一, 可
诱导肿瘤细胞低氧诱导因子(hypoxia-inducible 
factor, HIFs)的活性, HIFs与肿瘤的血管生成、

侵袭转移及放�疗抵抗等恶性生物学表型密

切相关[1]. 低氧通过诱导干细胞产生HIFs, 调
控Notch和Oct4、Wnt、c-Myc、ABCG2(ATP-
binding cassette superfamily G member 2)等多

种干细胞信号通路的表达, 维持干细胞未分�

特征[2-5]. 最近很多学者从不同的细胞系和肿瘤

组织中分离到了一群侧群(side population, SP)
细胞, 可以作为研究肿瘤干细胞的重要资源[6]. 
ABCG2是分选多潜能干细胞的标记, 参与肿瘤

的多药耐药, 而多药耐药是导致胃癌�疗失败

的一个重要原因[7-9]. 研究表明ABCG2是HIF-
2α的一个直接靶基因, 低氧通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路高表达导致肿瘤干细胞的多药耐

药[10,11]. 研究低氧下�疗药物对肿瘤干细胞的影

响有助于深入阐明�疗抵抗的干细胞机制, 具
有重要的理论及临床意义. 肿瘤低氧可降低�

疗药5-Fu的抗肿瘤活性[12], 我们推测5-Fu�疗抵

抗可能与低氧促进肿瘤细胞的干细胞�有关, 
为此我们研究了低氧下5-Fu对�胃癌SGC7901
细胞系中SP细胞的比例及HIF-2α、ABCG2表达

变�的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 �胃癌细胞株SGC7901购自山东省医

学科学院; 5-Fu为上海旭东海普药业有限公司

生产; 氯�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); HIF-2α、ABCG2多克隆抗

体、罗丹明标记山羊抗兔IgG及SP-9000免疫组

�试剂盒均为为北京中杉金桥生物技术有限公

司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: �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、50 mL/L50 mL/L 
CO2培养箱内常规传代培养. �学缺氧剂CoCl2 
(浓度为150 μmol/L)用于模拟肿瘤内低氧微环境. 
1.2.2 MTT法测定常氧和低氧下5-Fu对胃癌细

胞的增殖抑制率: 取对数生长期的细胞,以2×
104/L的密度接种于96孔培养板 ,  每孔体积为

200 μL. 分为常氧组和低氧组, 低氧组待细胞贴

壁后分别加入C o C l2和不同浓度的5-F u(25、
50、100、200 mg/L), 常氧对照组不加CoCl2. 在
37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养24、48、72 h
后, 用移液枪吸走旧培养基, 每孔加入5 g/L MTT
溶液20 μL和新鲜培养基180 μL, 继续培养4 h; 吸
尽上清液, 加入二甲基亚砜100 μL/孔, 振荡10 min
充分溶解, 在酶标仪上以490 nm波长测每孔的

吸光度A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 Hoechst33342染色法检测5-Fu对低氧下

SGC7901细胞SP细胞比例的影响: 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

组、低氧组, 低氧组加入CoCl2和半数抑制浓度

的5-Fu(200 mg/L), 常氧组只加半数抑制浓度的

5-Fu(100 mg/L), 分别培养24、48、72 h后取出

细胞爬片, PBS冲洗, 冷丙酮固定13 min. 细胞爬

片加入0.1% Triton室温放置20 min, 加入适量

Hoechst33342, 37 ℃避光孵育30 min, PBS冲洗, 
最后用PBS封片. 倒置荧光显微镜下观察, 计算

SP细胞所占比例. 
1.2.4 免疫细胞化学法观察5-Fu对低氧下胃癌细
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■相关报道
研究表明ABCG2
是HIF-2α的一个
直接靶基因, 低氧
通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路高表
达导致肿瘤干细
胞的多药耐药.

胞HIF-2α表达: 分组同1.2.3, 取制备好的细胞爬

片, 按试剂盒步骤检测HIF-2α, 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-2α的阳性结果为细胞浆内有棕

黄色颗粒出现. 采用Imagepro plus图像分析软件, 
检测HIF-2α阳性细胞的平均A值, 以间接反映

HIF-2α蛋白的表达量, 并取其均值. 
1.2.5 免疫荧光法检测5-Fu对低氧下胃癌细胞

ABCG2蛋白的表达: 分组同1.2.3, 将细胞爬片依

次加入0.1% Triton、山羊血清, 一抗4 ℃过夜, 滴
加罗丹明标记山羊抗兔IgG, 37 ℃避光孵育1 h, 
PBS冲洗, 最后用PBS封片, 荧光显微镜下观察

并拍照. 用已知阳性的精原细胞瘤切片作为阳

性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 结果判

定: ABCG2的阳性结果为细胞质表达红色荧光. 
统计学处理 定量资料的统计描述用mean±

SD表示, MTT用析因设计分析, 组间比较用t检
验和单因素方差分析, 用统计软件SPSS17.0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5-Fu对SGC7901细胞增

殖的影响 低氧环境下, 不同浓度的5-Fu作用不

同时间后, SGC7901细胞的增殖活性显著高于常

氧对照组(F = 3544.12, P <0.01). 低氧环境下, 相
同浓度的5-Fu呈时间依赖性地抑制SGC7901细
胞增殖, 作用48 h其增殖抑制率显著高于24 h, 72 h
又高于48 h; 不同浓度的5-Fu呈剂量依赖性地抑

制SGC7901细胞增殖, 50 mg/L组高于25 mg/L组, 
100 mg/L组高于50 mg/L组, 而200 mg/L组又显

著高于100 mg/L组(均P <0.01, 表1). 细胞在接种

后的48-72 h处于对数生长期, 常氧和低氧下不同

浓度的5-Fu作用于SGC7901细胞48 h后的生长抑

制率分别为(常氧: 20.57%、31.11%、46.40%、

72.62%; 低氧: 14.15%、 23.00%、 31.35%、 
48.63%); 故5-Fu在常氧和低氧下对SGC7901细胞

的IC50分别约为100、200 mg/L(图1). 
2.2 Hoechst33342染色法检测IC50的5-Fu对低

氧下S G C7901细胞S P细胞比例的影响  荧光

显微镜下观察可见, SP细胞的胞核较大, 呈圆

形或者椭圆形, 淡染或者低染. 胃癌SGC7901
经Hoechs t33342染色后胞核呈低染的比例为

1.87%. 常氧下IC50的5-Fu作用24、48和72 h后, 
SP细胞比例无明显变�, 低氧下IC50的5-Fu作用

24、48和72 h后, SP细胞的比例逐渐增加, 分别

为3.36%、3.64%、4.00%, 与同时间点的常氧组

相比, 差异具有统计学意义(t  = 3.215、5.667、
4.286, 均P <0.05, 图2). 
2.3 免疫细胞化学染色法观察IC50的5-Fu对低氧

下SGC7901细胞HIF-2α蛋白表达的影响 常氧下

HIF-2α蛋白呈低水平表达, IC50的5-Fu作用不同

时间后HIF-2α蛋白的表达无明显变�, 低氧环

境下, IC50的5-Fu作用不同时间后, HIF-2α蛋白的

表达逐渐增加, 与同时间点的常氧组比较, 差异

有统计学意义(常氧下A值0.319±0.007, 常氧加

IC50的5-Fu作用24、48、72 h后A值无明显变�, 
低氧加IC50的5-Fu作用后A值依次为: 24 h 0.585
±0.017, 48 h 0.780±0.012, 72 h 0.824±0.014, 
F = 344.659, P <0.01, 图3).
2.4 荧光免疫细胞化学染色检测IC50的5-Fu对低

氧下SGC7901细胞中ABCG2蛋白表达的影响 常

表  1  不同时间、不同浓度5-Fu常氧和低氧下对SGC7901细胞增殖活性的影响 (A 值, mean±SD, n  = 4)

     
5-Fu

                      24 h                        48 h                      72 h

        低氧         常氧        低氧        常氧        低氧        常氧

    0 mg/L组 0.839±0.005 0.781±0.014 0.839±0.005 0.778±0.008 0.840±0.002 0.778±0.009

  25 mg/L组 0.819±0.031 0.744±0.005 0.716±0.009 0.618±0.011 0.700±0.013 0.578±0.011

  50 mg/L组 0.775±0.008 0.713±0.005 0.646±0.009 0.536±0.013 0.600±0.010 0.485±0.010

100 mg/L组 0.733±0.013 0.672±0.003 0.576±0.005 0.417±0.007 0.498±0.012 0.330±0.011

200 mg/L组 0.644±0.071 0.608±0.005 0.431±0.005 0.213±0.011 0.311±0.009 0.159±0.014

图� �������������� ������ ������������  1 ������������ ������ ������������低氧下不同浓度的5-Fu作用48 h后对SGC7901细胞的
增殖抑制率��. 1: 25 mg/L组; 2: 50 mg/L组;  3: 100 mg/L组; 4: 

200 mg/L组.
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■创新盘点
本研究结果表明
低氧可降低5-Fu
的 抗 肿 瘤 活 性 , 
并初步揭示其机
制可能与低氧通
过诱导 H I F - 2 α -
ABCG通路的表
达, 促进肿瘤细胞
的干细胞化有关. 

氧下ABCG2蛋白呈低水平表达, IC50的5-Fu作用

不同时间后, ABCG2蛋白的表达无明显变�, 低
氧环境下, IC50的5-Fu作用不同时间后, ABCG2
蛋白的表达逐渐增加, 与同时间点的常氧组比

较, 差异有统计学意义(常氧下A值0.304±0.015, 
低氧加IC50的5-Fu作用后A值依次为: 24 h 0.464
±0.039, 48 h 0.599±0.024, 72 h 0.781±0.017, F 
= 301.496, P <0.01, 图4). 

3  讨论

由于肿瘤细胞的快速增殖和血管生长的相对

滞后 ,  实体肿瘤包括胃癌中普遍存在低氧区

域, 低氧下发生�疗抵抗是肿瘤�疗失败的重

要原因[13], 多种�疗药物低氧下抗肿瘤作用下

降[14]. 低氧微环境可诱导肿瘤细胞产生HIFs, 包
括HIF-1、HIF-2和HIF-3. HIF-2在血管生长、

骨髓造血和能量代谢中起非常重要作用. HIF-
2α是HIF-2的功能性亚基和活性亚基, 且HIF-
2α的高表达与肿瘤细胞的血管生成、侵袭转

移及放�疗抵抗密切相关 [15-18]. 此外, 低氧可

导致基因组的不稳定 ,  促进肿瘤干细胞的发

生[19]. Hoechest33342是一种脂溶性DNA结合染

BA

图� �� ����������������������������������������������������  2  ����������������������������������������������������Hoechst染色法检测半数抑制浓度的5-Fu对低氧下SGC7901中SP细胞比例的影响(×200)��. A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用

48 h组; B: 200 mg/L 5-Fu低氧作用48 h组.

BA

图� �� �����������������������  3  �����������������������免疫细胞化学法检测SGC7901细胞HIF-2α蛋白的表达(×400)��. A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用48 h组; B: 200 mg/L 5-Fu低

氧作用48 h组.

BA

图� �� ����������������������������������������  4  ����������������������������������������荧光免疫细胞化学染色检测ABCG2蛋白的表达和SP细胞比例的变化(×200)��. A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用48 h组; B: 

200 mg/L 5-Fu低氧作用48 h组.
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料, 可以穿过细胞膜而与DNA结合, 在紫外光

激发下可发出蓝色和红色两种荧光, 主要应用

在细胞周期的研究. 1996年, Goodell等[20]在用

Hoechst33342荧光染料对小鼠骨髓造血干细胞

进行检测时, 发现不到0.1%的一小群细胞呈彗

星状分布在细胞主群的一侧, 他们将这群细胞

称为SP细胞. Kondo等[21]最早在大鼠胶质瘤细胞

系C6中首先发现了肿瘤系中SP细胞的存在. 近
年来在多种肿瘤细胞系中都发现了SP细胞, 他
们具有自我更新和多向分�增殖潜能, 因此将

SP作为鉴定干细胞的标�之一, SP细胞可以作

为干细胞研究的重要资源[22].        
近有很多研究报道, SP细胞是肿瘤发生、

发展、复发、转移和�疗抵抗的根源[6,23,24]. Das
等[25]报道, 低氧会促使肿瘤的SP细胞迁移到低

氧区域而且会导致SP细胞的扩增. 最近的研究

还表明, 低氧微环境可激活HIF-2α-ABCG2信号

通路[6,26], 使干细胞标�物ABCG2表达增加, 从
而促进SP细胞处于未分�状态和增强SP细胞

外排药物的能力. 乳腺癌耐药蛋白[breast cancer 
resistance protein(BCRP/ABCG2)]是与干细胞表

型有密切关系的一个, 被认为是一个通用的干

细胞标�物[27]. 诱导凋亡是5-Fu抗肿瘤的基本机

制[28], 研究表明, 肿瘤低氧可降低5-Fu的抗肿瘤

活性[12]. 此外, 5-Fu是细胞周期特异性药物, 对细

胞各个周期均有抑制作用, 以S期的作用最佳[29]. 
本研究发现, 低氧模拟剂可显著促进SP细

胞的比例及HIF-2α、ABCG2蛋白的表达, 与常

氧组比较明显升高, 这与最近的很多研究报道

相一致[18,20,28]. 其机制可能与低氧微环境促进SP
细胞扩增及诱导肿瘤细胞HIF-2α-ABCG2表达

增加有关. 低氧微环境下5-Fu呈时间和剂量性地

抑制SGC7901细胞增殖, 但与常氧组相比, 其抑

制作用减弱, 这可能与低氧促进ABCG2表达升

高相关. 低氧微环境下, 随着5-Fu作用时间的延

长, SP细胞的比例及HIF-2α、ABCG2蛋白的表

达逐渐增加, 与常氧组各时间点比较均具有统

计学意义. 这与大量的S期细胞被杀死, 残存的

G0期细胞增多及低氧促进SP细胞扩增有关. SP
细胞具有的强大的外排药物能力和所处的相对

静息的细胞周期都导致其更高的耐药能力, 这
是导致临床上胃癌�疗失败的主要原因之一. 

总之, 我们的研究结果提示, 胃癌细胞中存

在表达肿瘤干细胞标�物的SP细胞, 低氧微环

境下这类细胞的比例增加和活性增强导致了胃

癌的�疗抵抗. 阻断低氧和SP细胞之间的调节

通路, 诱导其分�及改善肿瘤中存在的低氧环

境等, 有助于改善胃癌的�疗抵抗, 增强�疗效

果, 其具体机制有待于进一步研究. 
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