
成稳定的复合物!抑或嵌附在结晶表面从而改变结晶

的生长习性!尚需进一步研究"
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低氧下丹参酮
#

&对人胃癌 "4!bc^' 细胞

UVX*'

$

与突变型 SP5 表达的影响

冯玉光!宗绪山!邢国辉!吴美英!朱!芸

摘!要!目的!观察低氧下丹参酮
,

F+Z>M

,

F,对人胃癌 E2]%#*" 细胞突变型 R() 表达的影响!及其与 ,̂Y5"

&

表达和

凋亡的关系" 方法!用氯化钴+]A]B

'

,创建低氧模型!设常氧对照组#低氧对照组和低氧加不同浓度 Z>M

,

F组" 分别取 *0(PXD

_#"0*PXD_#'0*PXD_#(0*PXD_#"*0*PXD_的 Z>M

,

F干预低氧胃癌 E2]%#*" 细胞 .&N 和 %'N 后 ,-̀ ],EZ染色法检测细胞凋

亡" Z>M

,

F+*0(PXD_#'0*PXD_#"*0*PXD_,干预低氧胃癌细胞 .&N 后!免疫细胞化学二步法检测 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白表

达的变化" 结果!,-̀ ],EZ染色法发现!低氧条件下!Z>M

,

F可呈时间#剂量依赖性地诱导胃癌 E2]%#*" 细胞凋亡 +'n

*m*",!"*0*PXD_Z>M

,

F作用细胞 %'N 后!凋亡率达+.*0%* l"0((,1" 免疫细胞化学法显示!Z>M

,

F呈剂量依赖性地抑制

,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白表达!且二者呈高度正相关+ % k.! &k*0&&$! 'n*0*(," 结论!低氧条件下 Z>M

,

F抑制人胃癌

E2]%#*" 细胞 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 的表达!并诱导其凋亡!提示 Z>M

,

F可能对防治低氧及 R() 突变导致的克隆选择及凋亡

抵抗具有重要作用"

关键词!丹参酮
,

F!低氧!胃癌细胞!,̂Y5"

&

!R()

3??<;0/>?71=

#

&>=0@<3FS2<//.>=>?UVX*'

$

1=EA0SP5 .=41/02.;!1=;<2"4!bc^' !<::9=E<2UCS>F.1G(

(!%, :.,.#%,! )+%, -.D?

7#%! -2%, 4.+7.2! 0. F!2A2%,! )7. :.%<_!E#&"K!%"+U4#D"&+!%"!&+$+,A! WUU2$2#"!/ C+DE2"#$+U0!2U#%, F!/2G#$B+$$!,!! *7#%/+%,

[]OPc[! B72%#

&H/021;0!IHJ<;0.K<!ZN::UU:LW=AUZ>M

,

FAM WN::IR?:==OAM AUPTW>MWR() +PWR(), >M; ,̂Y5"

&

OM X>=W?OLL>ML:?E2]%#*"

L:BBTM;:?NHRAIO>>M; WN:LA??:B>WOAM V:WG::M :IR?:==OAM AUPWR()! ,̂Y5"

&

>M; >RARWA=O=G:?:=WT;O:;08<0@>E/!ZN:PA;:BAUNHQ

RAIO>G>=:=W>VBO=N:; VH]A]B

'

0ZN:?:G:?:WN?::X?ATR=) MA?P>BLAMW?ABX?ATR! NHRAIO>LAMW?ABX?ATR! >M; NHRAIO>LAPVOM:; GOWN ;OUU:?Q

:MWLAML:MW?>WOAM=AUZ>M

,

FX?ATR0FUW:?Z>M

,

FG>=>;;:; WAWN:P:;O>GOWN *0(! "0*! '0*! (0* >M; "*0*PXD_?:=R:LWO[:BHUA?.&

>M; %'N ;T?OMXNHRAIO>! WN:>RARWA=O=AUE2]%#*" NTP>M X>=W?OLL>ML:?L:BB=G>=;:W:LW:; VH,-̀ ],EZ=W>OM0FUW:?Z>M

,

FG>=>;;:;

($%(
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WAWN:P:;O>GOWN *0(! '0* >M; "*0*PXD_?:=R:LWO[:BHUA?.&N ;T?OMXNHRAIO>! WN::IR?:==OAM AU,̂Y5"

&

>M; PWR() R?AW:OM G>=;:W:LQ

W:; VHOPPTMALHWALN:POL>B=W>OMOMX0+</9:0/!ZN:?:=TBW=AU,-̀ ],EZ=W>OM UATM; WN>WZ>M

,

FOM;TL:; >RARWA=O=AUX>=W?OLL>ML:?

L:BB=OM >;A=:5>M; WOP:5;:R:M;:MWP>MM:?TM;:?NHRAIO>+'n*0*",! >M; WN:>RARWA=O=?>W:?:>LN:; +.*0%* l"0((,1 >UW:?W?:>WQ

P:MWGOWN "*0* PXD_Z>M

,

FUA?%'N0ZN:?:=TBW=AUOPPTMALHWALN:POL>B=W>OMOMX?:[:>B:; WN>WWN::IR?:==OAM AU,̂Y5"

&

>M; PWR()

R?AW:OM G>=OMNOVOW:; VHZ>M

,

FOM >;A=:5;:R:M;:MWP>MM:?TM;:?NHRAIO>0,OXN RA=OWO[:LA??:B>WOAM G>=UATM; V:WG::M WN::IR?:==OAM

AU,̂Y5"

&

>M; PWR()+% k.! &k*0&&$! 'n*0*(,0!>=;:9/.>=!Z>M

,

FL>M OMNOVOWWN::IR?:==OAM AU,̂Y5"

&

>M; PWR() R?AQ

W:OM! >M; OM;TL:WN:>RARWA=O=AUE2]%#*" NTP>M X>=W?OLL>ML:?L:BB=TM;:?NHRAIO>! =TXX:=WOMXWN>WZ>M

,

FPOXNWRB>H>M OPRA?W>MW

?AB:OM UOXNWOMX>X>OM=WNHRAIO>5>M; R() PTW>WOAM 5OM;TL:; LBAM>B=:B:LWOAM >M; >RARWA=O=?:=O=W>ML:AUWTPA?0

L<C B>2E/!Z>M

,

F*,HRAIO>*2>=W?OLL>ML:?L:BB*,HRAIO>OM;TLOVB:U>LWA?5" >BRN>*R()

!!许多研究发现!肿瘤微环境低氧诱导 ,̂Y5"

&

表达是肿瘤凋亡及化疗抵抗的重要机制
/"0

" R() 基

因是人类恶性肿瘤最常见的突变基因!大量研究表明

R() 突变导致肿瘤对化疗药物发生凋亡抵抗
/'0

" 近

年来的研究发现!,̂Y5"

&

与 R() 突变的交互作用与

低氧下凋亡及化疗抵抗#克隆选择有密切关系
/)0

"

寻找以 ,̂Y5"

&

或突变型 R() 为靶点的小分子化合

物是逆转或阻止低氧凋亡及化疗抵抗的有效途

径
/.!(0

" 丹参酮
,

F+W>M=NOMAM:

,

F! Z>M

,

F,是从

中药丹参中提取的一种脂溶性成分!近年来研究发现

其对多种肿瘤细胞具有生长抑制#诱导凋亡作用! 此

前我们曾发现!低氧环境下 Z>M

,

F能显著抑制人胃

癌 E2]%#*" 细胞增生!诱导其凋亡!并抑制低氧诱导

的 ,̂Y5"

&

表达
/$0

" 人胃癌 E2]%#*" 细胞为突变型

R() 细胞株!本实验进一步观察低氧环境下 Z>M

,

F

对突变型 R() 表达的影响及其与 ,̂Y5"

&

表达和凋

亡的关系"

材料与方法

"0材料)+",细胞系)人胃癌细胞株 E2]%#*" 购自山东省

医学科学院!培养于含 "**PBD_胎牛血清#青霉素#链霉素各 B

o"*

(

hD_的 <49̂"$.* 培养液中!置 )%r!(*PBD_]-

'

培养

箱内常规传代培养" +',试剂 Z>M

,

F为中国药品生物制品

检定所的标准品!用二甲亚砜+39E-,溶解!终浓度为 *0'XD

_!.r冷藏备用" ,-̀ ],EZ)''(& 荧光染色试剂盒及氯化钴

+]A]B

'

,购于美国 EOXP>公司" 突变型 R()#,̂Y5"

&

单克隆

抗体及 4@5#*** 免疫组化试剂盒均为北京中山金桥生物技

术有限公司产品"

'0方法)+", ,-̀ ],EZ染色法检测 Z>M

,

F对低氧下培

养的胃癌细胞凋亡的影响)取对数生长期的 E2]%#*" 制成 '

o"*

&

D_的细胞悬液!每孔 *0(PB!加入放有盖玻片的 '. 孔板

内!设常氧对照组#低氧模拟剂氯化钴+]A]B

'

!"(*

"

PABD_,对

照组及 ]A]B

'

加不同浓度 Z>M

,

F组!待细胞贴壁后分别加入

]A]B

'

及 Z>M

,

F+ *m(PXD_# "m*PXD_# 'm*PXD_# (m*PXD_#

"*m*PXD_,作用 .&N 和 %'N 后分别取出细胞爬片!甲醇D冰醋

酸固定液固定 (POM 后!加入荧光染液 ,-̀ ],EZ))'(& 重悬

细胞!室温避光 BN!4\E 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 $ 个

细胞分布均匀的 '** 倍镜视野!每视野计数 (* 个细胞!共 )**

个细胞!计算其阳性率百分数! 并取其均值+5lD, " 凋亡率

k凋亡细胞数D+正常细胞数 d凋亡细胞数, o"**1" +', 免

疫细胞化学二步法观察 Z>M

,

F对低氧下培养的胃癌细胞

,̂Y5"

&

和 突 变 型 R() 表 达 的 影 响) 取 对 数 生 长 期 的

E2]%#*" 制成 ' o"*

&

D_的细胞悬液!每孔 *0(PB!加入放有盖

玻片的 '. 孔板内!设常氧对照组#低氧模拟剂 ]A]B

'

对照组及

]A]B

'

加不同浓度 Z>M

,

F组!待细胞贴壁后分别加入 ]A]B

'

及不同浓度的 Z>M

,

F+*0(PXD_#'0*PXD_#"*0*PXD_,!.&N

后取出细胞爬片!冷丙酮固定 (POM!4\E 冲洗!按 4@5#*** 试

剂盒步骤检测 ,̂Y5"

&

和 R()!3F\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 4\E 代

替一抗作为阴性对照" 结果判定),̂Y5"

&

和突变型 R() 阳

性结果为胞核内有棕黄色颗粒出现" 采用 ,4F̂E 5"*** 彩色

病理图文分析系统!检测 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 阳性细胞的

平均吸光度值+F值,!以间接反映 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋

白的表达量!并取其均值"

)0统计学处理)数据用 5lD表示!组间比较用 "检验和单

因素 方 差 分 析! 两 变 量 间 用 4:>?=AM 直 线 相 关 分 析! 用

E4EE"$m* 统计软件分析"

结!!果

"0Z>M

,

F对低氧下培养的胃癌细胞凋亡的影

响)常氧组细胞培养 .&N#%'N!只有少数细胞发生凋

亡*单纯低氧培养 .&N#%'N!细胞凋亡率分别为+)0*"

l*0)(,1#+(0*% l*0)',1!提示低氧可诱导胃癌

细胞凋亡 +单纯低氧组与常氧对照组比较 'k

*m**"," 而 *0( /"*0*PXD_浓度的 Z>M

,

F低氧下

作用胃癌细胞 .&N#%'N!凋亡率呈浓度和时间依赖性

进一步升高+.&N (值 $0*)(. o"*

5.

!'n*0*"* %'N

(值 "0&%# o"*

5(

! 'n*0*"*各组 .&N 与 %'N 凋亡率

比较 '均 n*0*"!表 "," "*0* PXD_Z>M

,

F低氧培

养 %'N 后细胞凋亡率达+.*0%* l"0((,1+封三彩图

'(,"

'0低氧环境下 Z>M

,

F作用的胃癌细胞 ,̂Y5

(%%(
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"

&

和突变型 R() 的表达)免疫细胞化学法检测表明)

常氧对照组 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白均呈阳性表

达!单纯低氧培养细胞 .&N 后 ,̂Y5"

&

和突变型 R()

蛋白表达均明显增高+'n*0*(,!而低氧加 Z>M

,

F

组 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白表达随 Z>M

,

F浓度

的增加而逐渐降低 +'n*0*(," 常氧组#单纯低氧

组#低氧加 Z>M

,

F*0(PXD_#'0*PXD_#"*0*PXD_各

组 ,̂Y5"

&

的 F值分别为 *0"%% l*0*"##*0$%* l

*m*..#*0((' l*0*)(#*0.)& l*0*)"#*0)%# l*0*).*

各组突变型 R() 的 F值分别为 *0))" l*0""'#*0$'"

l*0**## *0.&# l*0*"'# *0.*' l*0**## *0)"* l

*m*')!说明 Z>M

,

F呈剂量依赖性地抑制低氧诱导

的 ,̂Y5"

&

和突变型 R() 的表达+封三彩图 '$#彩图

'%,"

表 '(71=

#

&对低氧 "4!bc^' 细胞

凋亡率的影响+5lD! % k$,

.&N+1, %'N+1, "

常氧组 "0*% l*0") '0)' l*0"$ .)0$(

低氧组 )0*" l*0)( (0*% l*0)' $&0%(

低氧加 Z>M

,

F组+PXD_,

*0( .0') l*0)# $0%. l*0). %'0&*

"0* $0%) l*0(& "*0*( l*0.& "*"0((

'0* ""0*$ l"0)* "&0&% l"0'. "#%0*.

(0* '*0(& l"0.$ '$0#% l"0%% $(0&'

"*0* )"0*) l"0.% .*0%* l"0(( "')0*(

)0,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白表达的相关性分

析)4:>?=AM 直线相关分析显示! ,̂Y5"

&

和突变型

R() 蛋白在低氧下 Z>M

,

F作用的人胃癌细胞中的

表达呈高度正相关+% k.! &k*0&&$! 'n*0*(,"

讨!!论

研究发现!在 R() 未突变的细胞株!低氧环境下!

,̂Y5"

&

通过与野生型 R() 蛋白竞争与 939' 的结

合!防止野生型 R() 被 939' 途径降解!从而引起

R() 途径的活化!促进 R() 依赖的细胞凋亡
/%0

" 反过

来!野生型 R() 通过两种方式对 ,̂Y5"

&

进行调

节
/&!#0

)一是通过 939' 介导的泛素 5蛋白酶解通路

促进 ,̂Y5"

&

蛋白的降解*二是和 ,̂Y5"

&

竞争与

]\4DR)** 结合!抑制 ,̂Y5"

&

的转录激活活性" 而

当 R() 发生突变时!,̂Y5"

&

5R() 之间的正常反馈

环路中断!低氧无法诱导突变型 R() 肿瘤细胞凋亡!

而且突变型 R() 还导致 ,̂Y5"

&

水平进一步升高并

增强其转录活性
/"*0

" 因此!低氧作为一种环境选择

压力使突变型 R() 肿瘤细胞发生凋亡及化疗抵抗!成

为优势细胞群!导致肿瘤的恶性演进" 在以前研究的

基础上!我们进一步观察了 Z>M

,

F对低氧下人胃癌

E2]%#*" 细胞突变型 R() 蛋白表达的影响及其与

,̂Y5"

&

表达和凋亡的关系!结果显示)常氧下!

E2]%#*" 细胞即有突变型 R() 蛋白表达!单纯低氧组

培养 .&N 后突变型 R() 蛋白表达明显增高!说明低氧

可诱导 E2]%#*" 细胞突变型 R() 蛋白表达" 低氧加

Z>M

,

F组突变型 R() 蛋白表达随Z>M

,

F浓度的增

加而逐渐降低!说明 Z>M

,

F呈剂量依赖性地抑制低

氧条件下突变型 R() 蛋白的表达" 直线相关分析显

示!,̂Y5"

&

和突变型 R() 蛋白表达之间呈高度正相

关" 由此推测!Z>M

,

F通过原因不明的机制同时抑

制了突变型 R() 及 ,̂Y5"

&

的表达!这种作用可能

与其抑制低氧环境下 E2]%#*" 细胞增生!并诱导其

凋亡有关" 上述作用提示!Z>M

,

F作为一种对 ,̂Y

5"

&

和突变型 R() 等多靶点均有抑制作用的小分子

抑制剂!用于低氧及 R() 突变导致的肿瘤凋亡及化疗

抵抗的防治"
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