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芍药苷对 5- 氟尿嘧啶耐药的 CD44 阳性胃癌细胞
的抑制作用
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摘   要 目 的： 探 讨 芍 药 苷 对 5- 氟 尿 嘧 啶（5-FU） 耐 药 的 CD44 阳 性 胃 癌 细 胞 株 SGC-7901（CD44+SGC-

7901/5-FU）细胞增殖与凋亡的影响。

方法：采用反复短期暴露并逐步递增药物浓度法建立 5- 氟尿嘧啶耐药胃癌细胞株 SGC7901/5-FU，

鼠抗人 CD44 抗体，流式细胞术检测分选 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞。将不同浓度的芍药苷作用于体

外扩增培养的 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞后，分别用倒置显微镜观察细胞形态学改变、MTT 法检测

细胞的增殖情况、流式细胞仪检测细胞凋亡率。

结果：各浓度芍药苷作用于 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞后，细胞形态与对照组细胞比较发生了明显变

化；与对照组比较细胞生长明显受到抑制、细胞凋亡率明显增加，且呈明显的时间与浓度依赖性（均

P<0.05）。

结论：芍药苷能在体外抑制 5-FU 耐药的人胃癌细胞的生长。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(4):521-524]
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胃 癌 是 临 床 上 极 为 常 见 的 肿 瘤 [1]。 其 发 病 率

和 病 死 率 都 很 高， 根 据 有 关 资 料 显 示： 胃 癌 的 发

病 率 和 病 死 率 居 于 居 各 类 肿 瘤 的 第 3 位，5- 氟尿

嘧啶（5-FU）是临床治疗胃癌常用化疗药物，但有

效率低，且容易产生耐药性，如何克服其耐药是目

前胃癌治疗的难点 [2]。芍药苷为芍药的主要活性单

体成分，其对肿瘤细胞增殖有明显的抑制作用 [3]。

本实验通过体外观察芍药苷对体外扩增培养的 5-FU

耐 药 的 CD4 阳 性 SGC-7901（CD44+SGC-7901/ 

5-FU） 胃 癌 细 胞 生 长、 增 殖 的 影 响， 旨 在 为 其 在

抗肿瘤的基础及临床研究中提供实验依据。

1　材料与方法

1.1  细胞株及主要试剂

SGC-7901 细胞购自中科院上海生物研究所；

5-FU（Sigma， 美 国 ）， 芍 药 苷（ 四 川 省 什 邡 市

鸿 运 生 物 化 工 有 限 公 司 ）； 鼠 抗 人 CD44 抗 体

（Biolegend, 美 国 ）；MTT（Sigma， 美 国 ）； 胰

蛋白酶 （Amreseo，美国）；新生牛血清（Sigma，

美国）。RPMI-1640（Gibco，美国）。Annexin V-FITC

凋亡检测试剂盒（北京宝赛公司）。

1.2  实验设备

生物安全柜（THERMO，美国）；CO2 培养箱（德

国）；倒置显微镜 （OLYMPUS，日本）；酶标仪

（Biorad，美国）；FACSAria 流式细胞仪（Biolegend,

美国）。

1.3  实验方法

1.3.1  细胞培养　用含 10% 灭活小牛血清和青、

链霉素（100 U/mL）的 RPMI1640 培养液体外培养

胃 癌 细 胞 SGC-7901。 培 养 条 件 为 37 ℃、5% CO2, 

根据细胞生长情况，每 1~2 天换液。
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1.3.2  5-FU 耐 药 的 SGC-7901/5-FU 胃 癌 细 胞 模

型建立　采用反复大剂量冲击结合逐步递增药物浓

度法。取对数生长期的 SGC7901 细胞，加入 5 mg/L  

5-FU， 于 37 ℃、5% CO2、 全 湿 度 培 养 箱 内 孵 育

24 h， 用 不 含 Ca2+、P3- 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 D-Hanks

洗 1 次， 将 细 胞 培 养 于 无 药 RPMI-1640 完 全 培

养 液 中， 待 细 胞 恢 复 生 长 后（7~10 d）， 反 复

用 5-FU 冲 击 处 理， 同 时 逐 渐 增 加 药 物 浓 度（5、

10、15、20、25、35、40 mg）， 经 过 8 次 冲 击

至 5-FU 药物浓度达 40 mg/L，建立其耐药细胞株

SGC7901/5-FU。待细胞恢复生长后将其维持培养

于 含 5-FU 10 mg/L 的 RPMI1640 完 全 培 养 液 中，

每 2~3 天传代 1 次。撤药 2 周后进行细胞实验。

1.3.3  流 式 细 胞 仪 检 测 分 选 CD44+SGC-7901/5-FU

细 胞 [4]　 取 对 数 生 长 期 SGC-7901/5-FU 细 胞， 胰 酶

消 化 后 用 10%FBS DMEM/F12 终 止 消 化，2 500 r/min 

离 心 5 min 后 弃 上 清。PBS 洗 涤 2 次 后， 重 悬 于

含 2%BSA 的 4 ℃ 预 冷 PBS 中， 调 整 细 胞 密 度 为

1×109/L。 取 300 μL SGC-7901/5-FU 细 胞， 每

100 μL 细胞悬液加入 CD44-FITC 均匀混合，4 ℃

避光孵育 30 min 后，PBS 洗涤 2 次，2 500 r/min 离

心 5 min 后弃上清，将细胞沉淀悬浮于 500 μL PBS

中。使用 FACSAria 流式细胞仪进行检测和分选。

1.3.4  CD44+SGC-7901/5-FU 细 胞 形 态 学 观 察　

取对数生长期 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞用培养液

将其调节至 1×104 个 /mL 悬液。每孔 2 mL 接种于

24 孔 板 中。 分 别 取 20、40、80、160、320 mg/mL

的芍药苷溶液 20 μL 加入对应的孔内。37 ℃、5% 

CO2 培 养 48 h 后， 倒 于 置 显 微 镜 下 拍 照， 观 察 其

形态学变化。

1.3.5  MTT 法 检 测 芍 药 苷 对 于 CD44+SGC-7901/ 

5-FU 细 胞 生 长 抑 制 作 用　 用 0.25% 胰 蛋 白 酶 消

化 生 长 至 对 数 期 的 CD44+ SGC-7901/5-FU 细 胞， 

将 细 胞 稀 释 至 以 1×104 个 /mL 接 种 到 96 孔 培 养

板， 每 孔 加 入 100 μL 混 悬 液。 待 细 胞 贴 壁 后，

与 1.3.2 类 似， 每 块 培 养 板 上 相 应 孔 内 分 别 加 入 

5 个浓度的含芍药苷的培养液，每个浓度重复 3 次。 

培 养 板 上 同 时 设 立 不 加 药 物 的 阴 性 对 照 孔 以 及 不

加细胞的空白孔。采用 MTT 法测量 24、48 h 后，

不 同 的 芍 药 苷 浓 度 对 于 CD44+SGC-7901/5-FU 细

胞 生 长 的 影 响。 具 体 为： 每 孔 加 入 MTT 溶 液 

（5 mg/mL）20 μL， 置 37 ℃、5%CO2 条 件 下

继 续 孵 育 4 h 终 止 培 养， 吸 干 净 培 养 液。 每 孔 加

入 150 μL DMSO， 振 荡 10 min， 使 结 晶 充 分 溶

解。 在 490 nm 波长下，将空白孔调零，在酶标仪

上测定对应的吸光度值，并求出 3 个孔的平均值。按

下列公式计算细胞抑制率：细胞增殖抑制率（%）= 

（ 阴 性 对 照 组 OD490- 用 药 组 OD490）/ 对 照 组

OD490×100%。

1.3.6  流式细胞仪检测芍药苷对于细胞凋亡的影

响　 用 20、40、80、160、320 mg/mL 的 芍 药 苷 作

用 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞，培养 48 h 后用胰蛋

白 酶 消 化， 收 集 1×106 个 细 胞 用 PBS 冲 洗 2 次，

400 μL 结合缓冲液重悬，加入 Annexin V-FITC 和

PI 各 5 μL。避光染色 15 min 后，用流式细胞仪检测。

1.4  统计学处理

采 用 SPSS 16.0 统 计 软 件， 所 有 数 据 以 均 数

± 标 准 差（x±s） 表 示，P<0.05 为 差 异 具 有 统 计

学意义。

2　结　果

2.1  芍药苷对于胃癌细胞 CD44+SGC-7901/5-FU

的形态影响

将空白对照组的细胞与加入药物以后的实验组

细胞置于倒置显微镜下观察细胞形态改变。可见空

白对照组细胞数量较多，细胞贴壁且细胞间结构紧

密。而实验组细胞大部分细胞胞体增大、变圆，胞

内有大小不等的空泡样结构，细胞核边移；有细胞

出现漂浮、不贴壁现象；细胞数量与对照组比较明

显减少，且随着药物浓度的增加，以上现象愈加明显。

2.2  芍 药 苷 对 CD44+SGC-7901/5-FU 细 胞 的

生长抑制作用

不同浓度的芍药苷作用于胃癌 SGC7901 细胞

24、48 h 后，细胞生长均受到抑制，并且随着芍药

苷浓度的增加，受到的抑制作用也增加，趋势检验有

统计学意义（P<0.05）。在同一浓度下，随着作用时

间的增加，细胞生长受到的抑制作用也增加（表 1）。

表 1　不同浓度芍药苷对于 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞的

生长抑制率（%）
浓度（mg/mL） 24 h 48 h

20 19.33±0.12 28.89±0.17
40 24.06±1.26 35.34±0.28
80 33.26±0.78 46.32±1.92

160 45.23±1.64 63.24±2.13
320 53.24±0.78 76.23±1.24

2.3  芍药苷对于 CD44+SGC-7901/5-FU 细胞凋

亡的影响

用 20、40、80、160、320 mg/mL 的 芍 药

苷 处 理 细 胞 48 h 后 的 凋 亡 率 均 高 于 阴 性 对 照
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组， 且 随 着 浓 度 的 增 加， 细 胞 凋 亡 率 增 加， 趋

势 检 验 有 统 计 学 意 义（P<0.05）； 凋 亡 率 分 别 为

（14.53±2.24）%、（22.37±4.23）%、（37.74±9.52）%、

（55.83±12.95）%、（77.12±11.03）%（表 2）。

表 2　不同浓度芍药苷对 SGC-7901 细胞凋亡影响
浓度（mg/mL） 调亡率（%）

阴性对照 2.02±0.12
20 14.53±2.24
40 22.37±4.23
80 37.74±9.52

160 55.83±12.95
320 77.12±11.03

3　讨　论

根据中国疾病监测系统所获得的恶性肿瘤资料，

胃 癌 处 于 2004—2008 年 恶 性 肿 瘤 死 因 第 3 位 [5]。 

另 有 学 者 [6] 报 道， 胃 癌 处 于 山 东 省 疾 病 经 济 负 担

的第 3 位。由此可见，胃癌对于家庭和社会的危害

极大。化疗是目前胃癌治疗的重要手段。但在临床

治疗过程中，发现有很多患者对 5-FU 等化疗药物

存在耐药性 [7-8]，而寻找新的化疗药物，也成为研

究人员的新的课题。

近年来，越来越多的研究结果认为 CD44+ 胃癌

细胞具有自我更新和分化能力，该亚群细胞是胃癌

肿瘤干细胞，并且可能是肿瘤耐药的主要原因 [9-12]。

然 而，Zheng 等 [13] 的 研 究 却 认 为 CD44 只 是 胃 癌

干 细 胞 的 其 中 一 种 标 志 物。Rocco 等 [14] 发 现 胃 癌

患者肿瘤标本的 CD44 阳性细胞并不具备干细胞潜

能，在试验动物内不具有成瘤能力。本研究结果发

现，CD44+SGC-7901/5-FU 细胞可进行体外扩增培

养， 对 扩 增 后 的 CD44+SGC-7901/5-FU 耐 药 机 理

有待进一步研究。

芍 药 苷 为 常 用 中 药 芍 药 的 主 要 有 效 成 分。 有

学者 [15-16] 通过比较 3 种措施（阴性无药对照、阳

性阿霉素对照及芍药苷）下肿瘤细胞的增殖结果证

实芍药苷对人肝癌细胞株 Bel-7402 和 HepG2 细胞

增殖有影响增殖抑制作用随药物浓度增高而加强，

呈显著的量效关系。另外还有研究 [17] 发现芍药能

够抑制大肠癌 HT29 细胞的增殖。最近也有研究 [16]

认为芍药对胃癌癌细胞的增殖也有抑制作用。

本实验的结果发现，芍药苷可以明显抑制 5-FU

耐 药 的 CD44+SGC-7901/5-FU 细 胞 的 增 殖， 同 时

具有时间和剂量依赖的方式，表现为随着芍药苷药

物浓度和作用时间的增加，CD44+SGC-7901/5-FU

细 胞 的 存 活 率 降 低， 这 与 上 文 提 到 的 研 究 结 果 一

致。另外，流式细胞仪的结果表明芍药苷可以增加

CD44+SGC-7901/5-FU 细胞的凋亡率，也同样呈剂

量效益关系。

虽 然 已 经 证 实 芍 药 苷 能 够 有 效 地 抑 制 胃 癌、

肝 癌 等 癌 细 胞 生 长， 但 是 毒 理 学 实 验 证 实 机 体 正

常细胞对其显示出良好的耐受性。有学者 [18-19] 发

现， 正 常 胸 腺 细 胞 中 加 入 0.1~1 000.0 mg/L 的 芍

药苷并无明显毒性作用；160~640 mg/L 浓度的芍

药苷对人骨髓单核细胞系也没有发现有毒性作用。

由 此 可 见 芍 药 苷 有 在 对 癌 细 胞 有 效 浓 度 下 对 正 常

细胞却低毒乃至无毒的优点，在肿瘤临床治疗中应

该具有广泛的应用前景，值得将来进一步研究。

参考文献

[1] Ferlay J, Shin HR, Bray F, et al. GLOBOCAN 2008 v1.2. Cancer 

incidence, mortality and prevalence worldwide in 2008. IARC 

CancerBase No. 10[DB/CD]. Lyon, France: International Agency for 

Research on Cancer, 2010. [Accessed December 1, 2011]. 

[2] Macdonald JS. Clinical overview: adjuvant therapy of gastrointestinal 

cancer[J]. Cancer Chemother Pharmacol, 2004, 54(Suppl 1): S4-S11.

[3] Hung JY, Yang CJ, Tsai YM, et al.Antiproliferative activity of 

paeoniflorin is through cell cycle arrest and the Fas/Fas ligand-

mediated apoptotic pathway in human non-small cell lung cancer 

A549 cells[J]. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2008, 35(2):141-147.

[4] 刘竞争 , 王前 , 郑磊 , 等 . 脐带血 CD34+ 细胞免疫磁珠分选及其

意义 [J]. 医学临床研究 , 2008, 25(3):399-401.

[5] 王明月 , 杨光 , 王刚 , 等 . 中国 2004-2008 年恶性肿瘤城乡死亡

率分析 [J]. 中国公共卫生 , 2013, 29(7):1038-1040.

[6] 郭晓雷 , 孙建东 , 马吉祥 , 等 . 山东省恶性肿瘤经济负担分析 [J]. 

中国公共卫生 , 2010, 26(7):813-816. 

[7] Oh SY, Kwon HC, Seo BG, et al. A phase II study of oxaliplatin with 

low dose leucovorin and bolus and continuous infusion 5-fluorouracil 

(modified FOLFOX-4) as first line therapy for patients with advanced 

gastric cancer[J]. Acta Oncol, 2007, 46(3):336-341.

[8] Kim YS, Hong J, Sym SJ, et al. Oxaliplatin, 5-fluorouracil and 

leucovorin (FOLFOX-4) combination chemotherapy as a salvage 

treatment in advanced gastric cancer[J]. Cancer Res Treat, 2010, 

42(1):24-29.

[9] Sun M, Zhou W, Zhang YY, et al. CD44+ gastric cancer cells with 

stemness properties are chemoradioresistant and highly invasive[J]. 

Oncol Lett, 2013, 5(6):1793-1798.

[10] Chen W, Zhang X, Chu C, et al. Identification of CD44+ cancer stem 

cells in human gastric cancer[J]. Hepatogastroenterology, 2013, 

60(124):949-954.

[11] Yu L, Yang L, An W, et al. Anticancer bioactive peptide-3 inhibits 

human gastric cancer growth by suppressing gastric cancer stem 

cells[J]. J Cell Biochem, 2014, 115(4):697-711.

[12] Yang L, Levi E, Zhu S, et al. Cancer stem cells biomarkers in gastric 

carcinogenesis[J]. J Gastrointest Cancer, 2013, 44(4):428-435.



 第 23 卷 第 4 期
  2014 年 4 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.23　No.4
Apr. 　2014

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net524

改良中线入路并左手控制技术在右半结肠癌完整结肠
系膜切除中的应用
王有财， 韩广森， 王松涛， 王刚成，  任莹坤， 马鹏飞

（郑州大学附属肿瘤医院 / 河南省肿瘤医院 普通外科，河南 郑州 450003）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：介绍改良中线入路并左手控制技术在右半结肠癌完整结肠系膜切除中的应用体会。

方法：回顾性分析河南省肿瘤医院普外科同一治疗组在 2009 年 10 月至 2012 年 10 月 86 例采用改良

中线入路并左手控制技术行右半结肠癌完整结肠系膜手术患者临床资料，对手术时间、术中出血量、

淋巴结清扫个数、术后排气时间、住院时间等指标进行统计。 

结果：本组无手术死亡病例；手术时间 41.6~75.3（46.7±6.3）min；术中出血量 30~100（36.8±9.6）mL；

淋巴结清扫数 12~18（14.4±2.4）枚 / 例；术后排气时间 2~6（3.0±1.2）d；住院时间 12~23（12.5±2.4）d； 

手术并发症 6 例（7%），胃瘫 1 例，乳糜漏 3 例，切口感染 2 例，分别给予促胃肠减压、鼻肠管营

养支持治疗、留置腹腔引流管及切口换药后等保守治疗后痊愈出院。

结论：在 CME 理念的基础上采用改良中线入路并运用左手控制技术，有效缩短手术时间，提高手术

的安全性，保证手术的根治性；同时降低术中副损伤、术后谵妄及肺部感染的发生率；该术式可操

作性强，易于推广。                                                         [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(4):524-526]
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过去的研究资料认为，由于结肠的解剖简单， 手 术 操 作 相 对 容 易， 结 肠 癌 的 预 后 明 显 优 于 直 肠

癌。1988 年 Heald 等 [1] 提出了全直肠系膜切除术

（total mesorectal excision，TME） 作 为 直 肠 癌 的

规范化手术，明显改善了直肠癌患者的预后，5 年

生存率接近结肠癌。近年来，如何使结肠癌手术规

范化，以改善结肠癌患者的预后，提高手术的质量
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