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丹参酮 ＩＩＡ抑制胃癌细胞的阿霉素耐药
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　　［摘　要］　目的：探讨丹参酮ＩＩＡ对阿霉素（又称多柔比星，ＤＯＸ）耐药胃癌细胞的抑制作用及具体机制。方

法：采用ＭＴＴ法检测胃癌细胞对ＤＯＸ的敏感性；逐步筛选得到耐ＤＯＸ细胞株，流式细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细

胞周期、凋亡及自噬相关的标志物；ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测渗透性糖蛋白（Ｐｇｐ）、乳腺癌耐药蛋白（ＢＣＲＰ）及

多重耐药相关蛋白１（ＭＲＰ１）的表达。结果：根据 ＤＯＸ对不同细胞的 ＩＣ５０，鉴定出 ＤＯＸ敏感细胞株 ＳＮＵ７１９和

ＳＮＵ６０１及ＤＯＸ耐药细胞株 ＳＮＵ６３８、ＳＮＵ６６８、ＳＮＵ２１６和 ＳＮＵ６２０。同时筛选得到两个耐药株 ＳＮＵ７１９Ｒ和

ＳＮＵ６０１Ｒ。丹参酮ＩＩＡ抑制耐ＤＯＸ细胞的ＭＲＰ１表达。与单用ＤＯＸ处理组相比，丹参酮ＩＩＡ与ＤＯＸ联用能减少

ＳＮＵ７１９Ｒ及ＳＮＵ６２０细胞的Ｇ２／Ｍ期细胞，增加ｐ２１表达水平，降低ｃｙｃｌｉｎＢ１及ＣＤＫ１的表达水平。另外，与单用

ＤＯＸ处理组相比，丹参酮 ＩＩＡ与 ＤＯＸ联用能增加 ｐ５３、Ｂａｘ和 ＬＣ３ＢＩＩ的表达水平，降低 Ｂｃｌ２和 ｐ６２的水平（Ｐ＜

００５）。结论：丹参酮ＩＩＡ可抑制胃癌细胞的阿霉素耐药。

［关键词］　胃癌；丹参酮 ＩＩＡ；自噬；细胞凋亡；多柔比星
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　　胃癌是常见的恶性肿瘤，在我国，胃癌发病率和
死亡率分别占据所有肿瘤的第３位和第５位［１］。化

疗是胃癌的主要治疗途径之一，但胃癌患者获得性

耐药一直制约着化疗效果。阿霉素（又称多柔比星，

ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）是常见的胃癌化疗药物，而当肿瘤
细胞产生耐药性时，化疗效果则会降低［２］。ＤＯＸ是
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渗透性糖蛋白（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｇｌｙｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）、乳腺癌
耐药蛋白（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）及
多重耐药相关蛋白１（ｍｕｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＲＰ１）的反应底物［３］。在肿瘤细胞中，过

表达 Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ及 ＭＲＰ１这些药物转运体可使
ＤＯＸ外排，降低肿瘤细胞内的 ＤＯＸ浓度，从而降低
化疗效果［４］。已有研究发现丹参可以抑制 ＤＯＸ等
化疗药物转运体Ｐｇｐ的表达，从而诱导结肠癌的细
胞凋亡［５］。丹参的主要有效化合物为丹参酮 ＩＩＡ
（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡ，ＴＡＮＩＩａ），也是丹参中含量最多的成
分。本研究主要关注于ＴａｎＩＩＡ对耐ＤＯＸ胃癌细胞
的ＤＯＸ化疗敏感性的改变和机制，为治疗耐 ＤＯＸ
胃癌的化疗提供新的方法。

材　料　和　方　法

１　实验材料
　　人胃癌细胞系 ＳＮＵ２１６、ＳＮＵ６０１、ＳＮＵ６２０、
ＳＮＵ６３８、ＳＮＵ６６８和ＳＮＵ７１９购自于中国细胞资源
库保藏中心。丹参酮ＩＩＡ及阿霉素（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；
胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ；Ｇｉｂｃｏ）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；胰蛋白酶（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＣＣＫ８染色液和细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ，ＣｙｔＣ）抗体（上海生工）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色试剂
盒（Ｂｉｏｔｏｏｌ）；周期蛋白依赖性激酶１（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；抗 ＭＲＰ１抗
体（Ａｂｃａｍ）；抗ｐ２１和ｐ５３抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ）；抗ｃｙｃｌｉｎＢ１及 ＬＣ３ＩＩ抗体（Ｂｉｏｓｉｓ）；抗 Ｂａｘ
及Ｂｃｌ２抗体（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ）。
２　方法
２．１　细胞培养　ＳＮＵ２１６、ＳＮＵ６０１、ＳＮＵ６２０、ＳＮＵ
６３８、ＳＮＵ６６８和ＳＮＵ７１９细胞生长于含有１０％ ＦＢＳ
的高糖ＲＰＭＩ１６４０培养基中，加入１００ｍｇ／Ｌ链霉素
及１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素。逐级加大ＤＯＸ浓度（１μｇ／Ｌ
直至１ｍｇ／Ｌ）从亲本细胞系中多次筛选获得耐 ＤＯＸ
细胞系 ＳＮＵ７１９Ｒ及 ＳＮＵ６０１Ｒ。通过 ＤＯＸ逐级筛
选，最终获得的耐 ＤＯＸ细胞系 ＳＮＵ６０１Ｒ及 ＳＮＵ
７１９Ｒ的ＩＣ５０分别为０２７１ｍｇ／Ｌ和０２８６ｍｇ／Ｌ，较其
亲本细胞系ＳＮＵ６０１及ＳＮＵ７１９分别提高了６２倍
和７９倍，进一步证明了其耐ＤＯＸ性。
２．２　ＭＴＴ方法检测细胞活力　细胞接种于９６孔板
中，每孔加入 ２００μＬ密度为 ２５×１０７／Ｌ的细胞。
ＤＯＸ处理２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ后，每孔加入浓度为５
ｇ／Ｌ的ＭＴＴ２０μＬ，３７℃、４ｈ。加入１５０μＬＤＭＳＯ，

振荡１０ｍｉｎ，利用全自动定量绘图酶标仪（ＢｉｏＲａｄ，
Ｈｅｒｃｕｌｅｓ）在４９０ｎｍ处测量各孔吸光度（Ａ）值。
２．３　流式细胞仪检测细胞周期　加入１ｍＬ浓度为
１０×１０８／Ｌ的胃癌细胞至２４孔板中，在检测细胞周
期前用ＤＯＸ或（和）ＴａｎＩＩＡ处理２４ｈ，收集细胞，预
冷 ＰＢＳ洗涤，加入 ７０％乙醇 －２０℃固定过夜，
１６００×ｇ离心５ｍｉｎ，用含碘化丙啶和核酸酶的染色
液重悬１５ｍｉｎ后，ＢＤＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓｅ细胞分析仪（ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）于４８８ｎｍ激光发射器处激发，同时检测
５７５ｎｍ处的荧光强度。
２．４　ＲＴｑＰＣＲ测定药物转运体在胃癌细胞中的表
达　首先，按照指定方案实验处理细胞，然后收集已
处理的细胞于 ＥＰ管中，按照 ＲＮＡｉｓｏＰＬｕｓ说明书步
骤，依次采用 ＲＮＡｉｓｏＰＬｕｓ变性缓冲液、２０％体积氯
仿、异丙醇、７５％乙醇萃取细胞总 ＲＮＡ。其次，取 １
μｇ总ＲＮＡ通过逆转录试剂盒方法逆转录合成 ｃＤ
ＮＡ。再次取ｃＤＮＡ模板和目的基因引物，按照按照
ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ试剂盒说明书利用 ＡＢＩ７５００荧光
定量 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行ＰＣＲ。反应条
件为：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ２ｓ、６０℃ ３０ｓ、６６℃ １ｍｉｎ，
共４０循环。选用 ＧＡＰＤＨ作为目的基因的内参照，
目的基因的相对表达结果以２－ΔΔＣｔ表示。Ｐｇｐ的正
向 引 物 序 列 为 ５’ＴＧＴＡＧＴＴＴＴＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴ
ＧＴＣＧＣＧＣ３’，反 向 引 物 序 列 为 ５’ＣＣＴＡＣ
ＧＡＴＣＧＡＡＡＡＣＧＡＣＧＣＧＡＡＣＧ３’；ＢＣＲＰ的正向引物
序列为 ５’ＧＧＧＣＴＧＧＣＡＡＧＣＣＡＣＧＴＴＴＧＧＴＧ３’，反
向引物序列为５’ＣＣＧＧＧＡＧＣＴＧＣＡＴＧＴＧＴＣＡＧＡＧＧ
３’；ＭＲＰ１的 正 向 引 物 序 列 为 ５’ＧＧＣＧＴＡＴ
ＣＡＣＧＡＧＧＣＣＣＴＴＴＣＧ３’，反向引物序列为５’ＣＡＴ
ＴＡＣＴＧＧＡＴＣＴＡＴＣＡＡＣＡＧＧ３’；ＧＡＰＤＨ的正向引物
序列为５’ＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣ３’，反向引物序
列为５’ＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＡＣＣ３’。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达水平　按照实验
目的，利用ＲＩＰＡ裂解液萃取细胞全蛋白。利用ＢＣＡ
法将各组蛋白样品定量至相同浓度后，取４０μｇ蛋白
进行ＳＤＳＰＡＧＥ。电泳结束后，湿转法将蛋白质转移
至甲醇预活化的 ＰＶＤＦ膜，转膜条件为恒压１００Ｖ，
时间为２ｈ。之后利用５％脱脂牛奶室温下封闭１ｈ
并以 １∶１０００的稀释比例孵育Ⅰ抗（抗 ＭＲＰ１、
ＣＤＫ１、ｐ２１、ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＬＣ３ＩＩ、Ｂａｘ及 Ｂｃｌ２抗
体），４°Ｃ过夜。次日，以 ＴＢＳＴ洗涤后于室温下孵
育相应的ＨＲＰ标记的 ＩＩ抗１ｈ，最终以ＴＢＳＴ洗涤后
利用化学发光成像仪显影。
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３　统计学处理
　　 利用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析。实验数
据以均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，对于多组定量
资料的两两比较，数据在方差齐的条件下，采用单因

素方差分析及 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行比较。以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

结　　果

１　６种人胃癌细胞对ＤＯＸ的敏感性
　　首先，本研究检测了６种人胃癌细胞在 ＤＯＸ中
暴露２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ时细胞活力的变化。结果显
示经过２４ｈ的处理，ＩＣ５０值最高的为 ＳＮＵ６２０细胞
（０５３７ｍｇ／Ｌ），其次分别为 ＳＮＵ２１６细胞（０２８９

ｍｇ／Ｌ）、ＳＮＵ６６８细胞（０２２５ｍｇ／Ｌ）、ＳＮＵ６３８细胞
（０１４３ｍｇ／Ｌ）、ＳＮＵ６０１细胞（００４４ｍｇ／Ｌ）和ＳＮＵ
７１９细胞（００３６ｍｇ／Ｌ）。ＳＮＵ６２０细胞表现出最大
的耐药性而 ＳＮＵ７１９细胞最敏感，见图 １。由于
ＳＮＵ６２０与ＳＮＵ７１９在２４ｈ时的ＩＣ５０差异大于２者
在４８ｈ及７２ｈ时的差异，因此，本研究选取２４ｈ时
点作为后续细胞处理时间。另外，由于 ＳＮＵ６０１细
胞与ＳＮＵ７１９细胞对 ＤＯＸ最为敏感，因此，本研究
通过逐步加大 ＤＯＸ浓度（１μｇ／Ｌ～１ｍｇ／Ｌ）筛选获
得了 ２种耐 ＤＯＸ细胞系 ＳＮＵ６０１Ｒ及 ＳＮＵ７１９Ｒ。
每种细胞分为３组，对照组用ＰＢＳ处理；ＤＯＸ组给予
ＤＯＸ０５ｍｇ／Ｌ处理；ＤＯＸ＋ＴａｎＩＩＡ组用０５ｍｇ／Ｌ
ＤＯＸ＋５μｍｏｌ／ＬＴａｎＩＩＡ处理。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（ＤＯＸ）ｏｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆＤＯＸｆｏｒａｐａｎｅｌｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅｓｈｏｗｅｄ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸａｔａｓｅｒｉｅｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．

图１　ＤＯＸ对胃癌细胞的毒性

２　ＴａｎＩＩＡ抑制 ＭＲＰ１介导的胃癌细胞的 ＤＯＸ
外排

　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，各组细胞中 Ｐｇｐ及 ＢＣＲＰ
的ｍＲＮＡ表达并无明显差异，但 ＳＮＵ６３８、ＳＮＵ２１６
及ＳＮＵ６２０细胞的 ＭＲＰ１ｍＲＮＡ明显升高（Ｐ＜
００５）。ＤＯＸ是 ＭＲＰ１的底物之一，过表达 ＭＲＰ１
可减少肿瘤细胞内的 ＤＯＸ积聚，导致肿瘤细胞的耐
药。经过药物筛选得到的耐 ＤＯＸ细胞株 ＳＮＵ６０１Ｒ

与ＳＮＵ７１９Ｒ的ＭＲＰ１ｍＲＮＡ表达水平也均较相应
的正常细胞株升高（Ｐ＜００１），见图 ２Ｂ、Ｃ。因此，
ＤＯＸ可导致胃癌细胞的ＭＲＰ１表达上调。
　　经过ＴａｎＩＩＡ（５μｍｏｌ／Ｌ）处理后，ＳＮＵ７１９Ｒ细
胞及 ＳＮＵ６２０细胞的 ＭＲＰ１在 ｍＲＮＡ及蛋白水平
的表达均较ｃｏｎｔｒｏｌ组降低（Ｐ＜００１），见图２Ｄ、Ｅ。
３　ＴａｎＩＩＡ诱导耐ＤＯＸ胃癌细胞周期停滞
　　ＤＯＸ可诱导细胞周期停滞，因此，本研究检测了
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＲＰ１ｍｅｄｉａｔｅｄｅｆｆｌｕｘｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（ＤＯＸ）ｂｙｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡ．Ａ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｒｕｇｅｆ
ｆｌｕｘｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓＰｇｐ，ＢＣＲＰａｎｄＭＲＰ１ｉｎａｐａｎｅｌｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓＰｇｐ，ＢＣＲＰａｎｄＭＲＰ１ｉｎＤＯＸｓｅｌｅｃｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＳＮＵ６０１Ｒ；Ｃ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓＰｇｐ，ＢＣＲＰａｎｄＭＲＰ１ｉｎＤＯＸｓｅｌｅｃｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＳＮＵ７１９Ｒ；Ｄ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＲＰ１ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ；Ｅ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＭＲＰ１ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．△Ｐ＜
００５ｖｓＳＮＵ７１９ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＳＮＵ６０１ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＴａｎＩＩＡ对耐ＤＯＸ胃癌细胞的耐药蛋白的作用

胃癌细胞系ＳＮＵ７１９，ＳＮＵ７１９Ｒ及 ＳＮＵ６２０的细胞
周期分布。结果显示与对照组相比，单用 ＤＯＸ处理
能降低 ＳＮＵ７１９细胞在 Ｇ２／Ｍ期细胞的数量，而
ＳＮＵ７１９Ｒ及ＳＮＵ６２０细胞的Ｇ２／Ｍ期细胞分布无差
异；与单用 ＤＯＸ处理组相比，５μｍｏｌ／ＬＴａｎＩＩＡ与
ＤＯＸ联用能减少 ＳＮＵ７１９Ｒ及 ＳＮＵ６２０细胞的
Ｇ２／Ｍ期细胞的数量（Ｐ＜００５），而ＳＮＵ７１９细胞中两
组的差异无统计学显著性，见图３Ａ。同时，本研究也
检测了细胞周期相关蛋白 ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎＢ１及 ＣＤＫ１的
表达。经 ＤＯＸ处理后，ＳＮＵ７１９Ｒ细胞的 ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１及ＣＤＫ１表达水平与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比差异无统计学
显著性，而经５μｍｏｌ／ＬＴａｎＩＩＡ与ＤＯＸ联用处理后，
ｐ２１的表达水平升高，而ｃｙｃｌｉｎＢ１及ＣＤＫ１的表达水
平较ＤＯＸ组均降低（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。同样的，

ＳＮＵ６２０细胞 ＤＯＸ组的 ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎＢ１及 ＣＤＫ１较
ｃｏｎｔｒｏｌ组相比差异无统计学显著性，而经５μｍｏｌ／Ｌ
ＴａｎＩＩＡ处理后，ｐ２１的表达水平升高，而ｃｙｃｌｉｎＢ１及
ＣＤＫ１较ＤＯＸ组均降低（Ｐ＜００５），见图３Ｃ。
４　ＴａｎＩＩＡ诱导耐ＤＯＸ胃癌细胞凋亡与自噬
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＤＯＸ对 ＳＮＵ７１９Ｒ
及ＳＮＵ６２０细胞的ｐ５３、Ｂａｘ及Ｂｃｌ２表达均无影响，
但ＤＯＸ与ＴａｎＩＩＡ合用却可升高这两种细胞的 ｐ５３
及Ｂａｘ，降低Ｂｃｌ２，与 ＤＯＸ组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），见图４Ａ、Ｂ。ＤＯＸ处理后，ＳＮＵ７１９Ｒ
细胞及 ＳＮＵ６２０细胞的 ＬＣ３ＢＩＩ及 ｐ６２与对照组比
较差异无统计学显著性，但ＤＯＸ与ＴａｎＩＩＡ合用时，
ＬＣ３ＢＩＩ较ＤＯＸ组升高，而 ｐ６２较 ＤＯＸ组下降。提
示ＤＯＸ与ＴａｎＩＩＡ合用时可诱导耐ＤＯＸ细胞自噬
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡｅｎｈａｎｃｅｄｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸａｔ０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡ（５μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４ｈ；
Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２１，ｃｙｃｌｉｎＢ１ａｎｄＣＤＫ１ｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ７１９Ｒ
ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸａｔ０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ；Ｃ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｐ２１，ｃｙｃｌｉｎＢ１ａｎｄＣＤＫ１ｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ６２０ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸａｔ
０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈＭｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＤＯＸｇｒｏｕｐ．

图３　ＴａｎＩＩＡ诱导耐ＤＯＸ胃癌细胞周期停滞

增强（Ｐ＜００５），见图４Ｃ、Ｄ。

讨　　论

　　胃癌耐药性的产生与许多因素相关，包括药物
排出、药物失活、前药活性降低、药物靶点改变、细胞

死亡、调节失调、缺氧、细胞外基质改变、细胞因子、

以及微小 ＲＮＡ的参与［６］。丹参酮是从丹参中分离

的亲脂性成分，丹参是一种在亚洲国家广泛用于治

疗心血管和肝病的传统中药［７］，且丹参滴丸目前正

对于评估其对糖尿病视网膜病变患者疗效和安全性

的ＩＩＩ期临床试验中［８］。丹参酮ＩＩＡ是丹参中含量最
丰富的丹参酮，为了评价丹参的抗肿瘤活性，研究丹

参酮ＩＩＡ的抗肿瘤活性尤为重要［９］。有研究发现丹

参酮ＩＩＡ可抑制胃癌细胞ＳＧＣ７９０１的生长并逆转其
恶性表型，然而，关于丹参酮 ＩＩＡ抑制胃癌耐药性的
研究很少［１０］。尽管丹参酮ＩＩＡ对本研究中使用的胃
癌细胞几乎无细胞毒性，但我们的发现表明它具有

增强阿霉素对耐药胃癌细胞的细胞毒性的能力。在

耐阿霉素的胃癌细胞 ＳＮＵ２１６、ＳＮＵ６２０、ＳＮＵ７１９Ｒ
和ＳＮＵ６１０Ｒ中，Ｐｇｐ和ＭＲＰ１在介导一些胃癌细

·２１２２·



Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡｉｎｃｒｅａｓｅｄＤＯＸｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ７１９Ｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
ＤＯＸａｔ０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ；Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｉｎ
ｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ６２０ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸ０５ｍｇ／Ｌｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉ
ｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ；Ｃ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＢＩＩａｎｄｐ６２ｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ７１９ＲｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸａｔ０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ；Ｄ：ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＢＩＩａｎｄｐ６２ｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＮＵ７１９ｃｅｌｌｓａｎｄＤＯＸｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＮＵ６２０ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＤＯＸａｔ０５ｍｇ／ＬｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔａｎｓｈｉｎｏｎｅＩＩＡａｔ５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈＭｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＤＯＸｇｒｏｕｐ．

图４　ＴａｎＩＩＡ诱导ＤＯＸ耐药胃癌细胞凋亡与自噬

胞系的耐药性方面都起着重要作用，本实验中，我们

发现药物转运体 ＭＲＰ１过表达。Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ和
ＭＲＰ１是３种常见的药物外排转运体，它们被发现
在耐药性肿瘤细胞中过表达，并通过减少其底物抗

肿瘤药物的细胞内积累而赋予肿瘤细胞的耐药

性［１１１２］。我们的研究结果显示 ＭＲＰ１过表达在胃
癌细胞对阿霉素的内源性和获得性耐药性发展中均

起到关键作用。

　　在本研究中，我们报道了丹参酮ＩＩＡ对胃癌细胞
ＭＲＰ１排出功能的抑制作用。丹参酮 ＩＩＡ与阿霉素
联用可抑制ＤＯＸ的转运蛋白ＭＲＰ１将ＤＯＸ泵出细

胞外，提高细胞内 ＤＯＸ浓度，且可降低 ｃｙｃｌｉｎＢ１水
平，通过 Ｂａｘｃａｓｐａｓｅ３通路促进凋亡。丹参酮 ＩＩＡ
对胃癌细胞的ＭＲＰ１的抑制作用与另一研究中丹参
酮ＩＩＡ对乳腺癌细胞ＭＲＰ１表达的下调机制是一致
的［１３］。除了ＭＲＰ１的过度表达外，我们还发现阿霉
素耐药的胃癌细胞存在抑制性凋亡信号传导通路，

即促凋亡蛋白ｐ５３和Ｂａｘ的表达下调以及抗凋亡蛋
白Ｂｃｌ２上调。抗凋亡有助于肿瘤细胞产生耐药性，
因许多抗肿瘤药物通过诱导凋亡破坏肿瘤细胞并抑

制肿瘤生长。凋亡和自噬分别是 Ｉ型和 ＩＩ型程序性
细胞死亡，诱导自噬被认为是一种潜在的治疗抗凋
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亡肿瘤细胞的方法［１４１５］。在本研究中阿霉素和丹参

酮ＩＩＡ共同作用后，耐ＤＯＸ胃癌细胞自噬被激活，其
中机制尚不清楚。另外，ｃｙｃｌｉｎＢ１具有调控真核生
物有丝分裂的作用，本实验中给予丹参酮 ＩＩＡ及
ＤＯＸ后，ｃｙｃｌｉｎＢ１水平较单纯 ＤＯＸ组明显降低，表
明丹参酮可明显抑制由ｃｙｃｌｉｎＢ１介导的肿瘤细胞增
殖与分裂，将细胞周期阻滞在 Ｇ２／Ｍ期之前，降低
Ｇ２／Ｍ期数量，抑制细胞增殖。
　　综上所述，本研究显示丹参酮 ＩＩＡ可通过抑制
ＭＲＰ１功能、增强细胞周期阻滞、增加细胞凋亡和诱
导自噬来增强耐ＤＯＸ胃癌细胞对ＤＯＸ的敏感性。
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