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摘   要 目的：探讨不同分化的胃癌细胞对不同化疗药物的敏感性。

方法：选择低分化的 MGC-803 和高分化的 AGS 两种胃癌细胞系，以及正常胃黏膜上皮细胞 GES-1，

分别加入不同浓度的 5- 氟尿嘧啶（5-FU）、奥沙利铂（L-OHP）、多西他赛（DXT）、顺铂（DDP）、

伊立替康（CPT-11）作用 48 h 后，用 MTT 法检测药物对细胞的抑制作用，并计算药物半数抑制浓

度（IC50）。用 IC50 的 5-FU、DDP、L-OHP 作用于 MGC-803 和 AGS 细胞 48 h 后，检测细胞凋亡及

细胞周期分布情况。

结果：5 种化疗药物对 MGC-803、AGS 细胞以及 GES-1 细胞均有明显的抑制作用（均 P<0.05），其

中 5-FU、DDP、CPT-11 对 AGS 细 胞 的 作 用 较 强；L-OHP、DXT 对 MGC-803 细 胞 作 用 较 强；DDP

对 GES-1 细胞的抑制作用较强。5-FU、DDP、L-OHP 均明显诱导两种胃癌细胞凋亡，其中 5-FU 组

与 L-OHP 组凋亡率高于 DDP 组（均 P<0.05）；细胞周期分析显示，L-OHP 增加两种细胞的 S 期阻滞，

DDP 增加 MGC-803 细胞的 S 期阻滞，5-FU 与 DDP 增加 AGS 细胞的 G1 阻滞（均 P<0.05），但 5-FU

对 MGC-803 细胞周期无明显影响（P>0.05）。

结论：化疗药物对胃癌细胞的抑制作用与其病理类型有关，且对胃癌细胞凋亡的诱导和细胞周期阻

滞作用均不同。                                                                 [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(4):488-493]
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胃 癌 是 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一， 在 我 国 发 病

率呈逐年上升趋势 [1-2]。由于早期患者缺乏特异症

状，首次就诊时 90% 左右为中晚期，而单纯性手

术治疗常难以根治 [3-4]。因此，化疗在晚期胃癌综

合治疗中发挥了重要作用，成为了胃癌治疗的主要

方 法 之 一。 但 多 数 化 疗 药 物 毒 性 大 及 耐 药 现 象 的

存在，成为了困扰胃癌临床治疗的棘手问题 [5-7]。 

因 此， 关 于 肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 物 敏 感 性 的 研 究 越

来越受到重视 [8-9]。本实验选用了两种不同来源、

不 同 分 化 程 度 的 胃 癌 细 胞 系 MGC-803 和 AGS，

MTT 比色法检测两者对胃癌化疗经典方案中常用

的 5 种药物，即 5- 氟尿嘧啶（5-FU）、奥沙利铂

（L-OHP）、多西他赛（DXT）、顺铂（DDP）、

伊 立 替 康（CPT-11） 的 敏 感 性， 流 式 细 胞 技 术 检

测 MGC-803 和 AGS 细 胞 凋 亡 及 细 胞 周 期 分 布 情

况，探讨化疗药物对肿瘤细胞的杀伤效应，以期为

临 床 胃 癌 患 者 选 择 合 理 高 效 的 化 疗 药 物 提 供 理 论

依据。

1　材料与方法

1.1  材料

细 胞 系： 人 正 常 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 GES-1， 购

自 于 上 海 润 生 生 物 技 术 有 限 公 司； 人 低 分 化 胃 黏

液腺癌细胞系 MGC-803 细胞和人高分化胃癌细胞

系 AGS 细胞，均购自于中科院上海细胞库。试剂：

噻唑蓝（MTT），美国 Sigma 公司；碘化丙啶 (PI)，

RNase， 美 国 Fluka 公 司；RPMI-1640 培 养 基、

DMEM 培 养 基， 美 国 Gibco 公 司， 小 牛 血 清， 美

国 Sigma 公 司。 化 疗 药 物： 实 验 所 用 化 疗 药 物 均

为 临 床 注 射 液，5-FU， 上 海 旭 东 药 业 有 限 公 司；

L-OHP，江苏恒瑞医药股份有限公司；DXT，齐鲁

制 药 有 限 公 司；DDP， 江 苏 豪 森 制 药 有 限 公 司；

CPT-11，江苏恒瑞医药股份有限公司。用无菌生

理盐水配成 100× 的储备液，于 -20 ℃保存。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　MGC-803 细胞、AGS 细胞用含

有 15% 小 牛 血 清 的 RPMI-1640 培 养 液， 人 正 常

胃 黏 膜 上 皮 细 胞 GES-1 采 用 含 有 15% 小 牛 血 清

DMEM 培养基，均于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。

实验用细胞为接种 24 h 后的对数生长期细胞。

1.2.2  MTT 比色法检测细胞生长抑制率　取细胞

悬液加入 96 孔培养板，每孔 200 μL。⑴ 用药组：

根 据 预 实 验 及 文 献 分 别 加 入 不 同 浓 度 的 5-FU、

L-OHP、DXT、DDP、CPT-11 每 组 设 4 个 复 孔；

⑵ 对照组：不加药物；置 CO2 培养箱中，37 ℃培

养 48 h，各孔加入 5 g/L MTT 10 μL，继续培养 4 h。

用 酶 标 仪 在 490 nm 波 长 处 检 测 吸 光 度（A） 值。

respectively;  the inhibitory effects of the chemotherapy drugs on those cells were determined by MTT assay, and 

the half maximal inhibitory concentrations (IC50) of the drugs were also calculated. The MGC-803 and AGS 

cells were exposed to IC50 concentrations of 5-FU, DDP and L-OHP for 48 h, respectively, and then the cell 

apoptosis and cell cycle distribution post treatment were measured.

Results: All the 5 drugs exerted inhibitory effects on MGC-803, AGS and GES-1 cells (all P<0.05), in which, 

the effects of 5-FU, DDP and CPT-11 were relatively strong against AGS cells, L-OHP and DXT were relatively 

strong against MGC-803 cells, while DDP was relatively strong against GES-1 cells. Apoptosis was significantly 

increased in both types of gastric cancer cells after either of 5-FU, DDP or L-OHP exposure, and the apoptosis 

rate in 5-FU or L-OHP treated group of cells was higher than that in DDP treated group of cells (both P<0.05). 

Cell cycle analysis showed that L-OHP augmented S-phase arrest in both types of cells, DDP augmented S-phase 

arrest in MGC-803cells, and 5-FU and DDP augmented G1-phase arrest in AGS cells (all P<0.05), whereas 5-FU 

exhibited no obvious effect on the cell cycle distribution of MGC-803 cells (P>0.05).

Conclusion: The inhibitory effects of chemotherapy drugs against gastric cancer cells are associated with the 

pathological types; and their effects on induction of apoptosis and the arrest of the cell cycle also varies among  

different gastric cancer cells.                                          [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(4):488-493]
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取 4 孔 A 值的平均值作为细胞在此药物组的 A 值。肿

瘤细胞抑制率 =（对照组 A 值 - 用药组平均 A 值）/（对

照孔平均 A 值空 - 白组 A 值）×100%。计算药物

对各种细胞的半数抑制浓度（IC50）。

1.2.3  PI 染色检测细胞凋亡　取 2×106 个细胞，

加 入 80% 冷 乙 醇，4 ℃ 30 min，PBS 洗 1 次， 加

入 PI 50 mg/mL，0.1% TritonX-100，0.1 mmol/L 

EDTA（Na）2，RNase 50 μg/ml。置黑暗处 1 h 后

检测。流式细胞仪分析，光源为 488 nm 氩离子激

光器，FITC 受激发后发绿色荧光，PI 发红色荧光，

每 份 标 本 收 集 10 000 个 细 胞，Macintosh650 计 算

机应用相关软件分析数据。

1.2.4  PI 染色检测细胞周期　离心收集细胞，弃

上清，用预冷 PBS 洗细胞两次。加入预冷 70% 乙

醇，于 4 ℃固定过夜。细胞染色：离心收集细胞，

以 1 mL 的 PBS 洗 细 胞 1 次， 加 入 500 μL PBS 含

50 μg/mL PI，100 μg/mL RNase A，0.2% Triton 

X-100，4 ℃避光孵育 30 min。以标准程序用流式

细胞仪检测，计数 20 000 个细胞，细胞周期拟和

软件 ModFit 分析结果。使用 FL2-w 和 FL2-A 显示，

去除联体细胞。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，均采用单

因素方差分析，各抑制率、细胞凋亡率以均数 ±

标 准 差（x±s） 表 示。 胃 癌 细 胞 周 期 各 指 数 先 采

用 Levene 检验进行方差齐性检验，方差不齐采用

t ' 检验，方差齐采用 t 检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结　果

2.1  不同化疗药物对胃癌细胞增殖的影响

选 用 两 种 不 同 来 源、不 同 分 化 程 度 胃 癌 细 胞

系 MGC-803 和 AGS 进行研究，以各自无药物干预

的细胞作为对照组。同时为明确化疗药物是否对正

常胃黏膜有影响，实验中还选用了正常胃黏膜上皮

细胞 GES-1 作为观察对象。MTT 法检测结果显示，

与 各 自 对 照 组 比 较，5 种 化 疗 药 物 对 MGC-803、 

AGS 细 胞 均 有 明 显 的 抑 制 作 用，且 差 异 有 统 计 学

意 义（ 均 P<0.05）。同 时 5 种 药 物 对 GES-1 细 胞

也存在不同程度的抑制作用，其中以 DDP 的抑制

作 用 最 强， 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。 但 与

GES-1 细胞相比，5 种药物对 MGC-803、AGS 细胞

生长的抑制作用较强，差异具有统计学意义（P<0.05）

（ 表 1-5）。5-FU、DDP、CPT-11 对 AGS 细 胞 的

抑制率明显高于 MGC-803 细胞，差异具有统计学意

义（P<0.05）。表明该 3 种药物在高分化胃癌细胞

中能够发挥更强的杀伤效应。而低分化胃癌细胞系

MGC-803 对 L-OHP、DXT 的敏感性优于 AGS 细胞

系（P<0.05）（表 3-4）。

5-FU 对 GES-1、MGC-803、AGS 细 胞 的 IC50

计算结果为：283.53、65.44、22.57 μmol/L；DDP 为：

3.70、4.31、12.73 μmol/L；L-OHP 为：32.49、3.059、

7.70 μmol/L；DXT 为：55.99、4.81、82.83 μmol/L；

CPT-11 为：626.53、32.84、23.78 μmol/L。

表 1　5-FU 对 3 种细胞抑制率（%）
Table 1　Inhibition rate of 5-FU in 3 different cell lines (%)

浓度（μmol/L） GES-1 MGC-803 AGS
7.8125 8.27±3.00 30.21±2.67 34.15±6.60
31.5 25.06±3.50 40.43±4.21 50.10±6.46
125 28.49±1.17 57.56±2.55 80.05±6.56
500 47.30±2.17 68.28±3.39 94.21±4.29
1 500 83.18±3.66 80.30±4.13 98.29±1.00

表 2　DDP 对 3 种细胞抑制率（%）
Table 2　Inhibition rate of DDP in 3 different cell lines (%)

浓度（μmol/L） GES-1 MGC-803 AGS
2 35.51±1.47 13.94±1.73 14.1±3.14
4 61.53±1.79 50.84±3.28 20.93±2.14
6 67.75±2.29 68.54±2.71 27.47±2.42
8 81.20±3.84 77.46±2.29 31.62±1.54
10 89.96±1.49 86.62±3.36 53.69±2.80

表 3　L-OHP 对 3 种细胞抑制率（%）
Table 3　Inhibition rate of L-OHP in 3 different cell lines (%)

浓度（μmol/L） GES-1 MGC-803 AGS
1.6875 17.85±1.82 49.79±3.14 34.46±2.07
6.75 21.66±1.62 56.00±1.61 37.25±3.40
25 26.97±1.26 66.23±3.06 58.91±1.53
100 64.79±0.35 79.24±2.86 88.88±3.26
200 87.20±1.95 91.80±1.58 94.30±2.00

表 4　DXT 对 3 种细胞抑制率（%）
Table 4　Inhibition rate of DXT in 3 different cell lines (%)

浓度（μmol/L） GES-1 MGC-803 AGS
0.4219 9.29±0.49 26.48±1.15 12.13±0.99
3.375 18.39±1.16 27.29±1.88 31.16±1.99
12.5 46.69±0.77 66.66±1.88 41.05±1.72
50 52.05±2.70 84.91±2.95 44.76±2.34
200 56.26±1.43 87.81±1.63 52.51±1.19
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表 5　CPT-11 对 3 种细胞抑制率（%）
Table 5　Inhibition rate of CPT-11 in 3 diff erent cell lines (%)

浓度（μmol/L） GES-1 MGC-803 AGS
0.8438 1.15±0.12 8.45±0.67 14.52±1.19
6.75 2.27±0.04 18.24±0.94 27.89±2.35
25 4.31±0.06 32.07±1.60 35.69±1.06
100 25.14±1.97 66.91±3.01 66.42±3.41
200 37.50±1.61 87.56±1.35 88.10±1.83

2.2  不同化疗药物对胃癌细胞凋亡的影响

根据 MTT 实验结果将 5-FU、DDP、L-OHP 以

抑制率 为 50% 的药 物 浓 度 作 用于 2 种胃癌 细 胞，

以各自无药物干预细胞为对照组，48 h 后流式细胞

技术检测胃癌细胞凋亡情况，结果显示，与各自的

对照组比较，3 种化疗药物组胃癌细胞凋亡明显增

加，其中 5-FU 组与 L-OHP 组凋亡率高于 DDP 组，

差异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 1）（表 6）。

表 6　3 种化疗药物对 2 种胃癌细胞凋亡的影响
Table 6　Eff ects of the three chemotherapy drugs on apoptosis 

of the two types of gastric cancer cells 

组别
凋亡率（%）

AGS MGC-803
对照组 1.37±0.34 4.45±1.11
5-FU 组 11.5±1.121), 2) 12.66±2.491), 2)

DDP 组 4.48±1.391) 9.82±0.271)

L-OHP 组 15.18±2.861), 2) 18.00±1.911), 2)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2) 与 DDP 组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. DDP group

2.3  不同化疗药物对胃癌细胞周期的影响

同样 5-FU、DDP、L-OHP 以抑制率为 50% 的

药 物 浓 度 作 用 于 胃 癌 细 胞，以 各自 无 药 物 干 预 细

胞 为 对 照 组，48 h 后 流 式 细 胞 技 术 检 测 3 种 化 疗

药 物 对 胃 癌 细 胞 周 期 的 影 响。与 各 自的 对 照 组 比

较，两 种 胃 癌 细 胞 的 细 胞 周 期 均 发 生 明 显 变 化。

MGC-803 细胞（表 7）：5-FU 组 G1 期细胞比例、

G2/M 期细胞比例、S 期细胞比例变化不明显，差异

无 统 计 学 意 义（P>0.05）。DDP 组 G1 期细 胞比 例

降低，S 期细胞比例升高，G2/M 期细胞比例下降，

差异均具有统计学意义（P<0.05）。L-OHP 组 G1 期

细胞比例下降，S 期细胞比例升高显著，G2/M 期细

胞比例下降，差异均具有统计学意义（P<0.05）。

AGS 细胞（表 8）：5-FU 组 G1 期细胞比例升高，

S 期细胞比例明显下降，G2/M 期细胞比例下降，差

异 均 具 有统 计 学意 义（P<0.05）。DDP 组 G1 期细

胞比例升高，S 期细胞比例下降，G2/M 期细胞比例

下降，差异均有统计学意义（P<0.05）。L-OHP 组

G1 期 细 胞 比 例 下 降，S 期 细 胞 比 例 升 高，G2/M 期

细胞比例下降，差异均有统计学意义（P<0.05）。
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图 1　细胞凋亡的流式图　　A：MGC-803 细胞；B：AGS 细胞
Figure 1　Representative fl ow cytometry images for cell apoptosis　　A: MGC-803 cells; B: AGS cells
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表 7　3 种化疗药物对 MGC-803 细胞周期的影响
Table 7　Effects of the three chemotherapy drugs on cell cycle of 

MGC-803 cell lines
组别 G0/G1（%） S（%） G2/M（%）

对照组 67.490±1.188 25.370±0.8341 8.965±0.573
5-FU 组 67.225±0.473 25.625±1.279 7.215±0.898
DDP 组 56.885±1.1951) 32.205±1.5661) 12.96±0.9701)

L-OHP 组 40.355±1.2371) 54.280±1.3151) 7.066±1.341)

注：与对照组比较，P<0.05
Note: P<0.05 vs. control

表 8　3 种化疗药物对 AGS 细胞周期的影响
Table 8　Effects of the three chemotherapy drugs on cell cycle of 

AGS cell lines
组别 G0/G1（%） S（%） G2/M（%）

对照组 37.270±10.806 42.750±0.354 19.595±0.615
5-FU 组 64.490±0.90051) 29.720±0.43031) 6.865±0.2191)

DDP 组 71.045±0.1621) 22.660±0.5791) 6.810±0.3111)

L-OHP 组 18.925±0.4311) 82.100±1.4561) 0.400±0.1411)

注：与对照组比较，P<0.05
Note: P<0.05 vs. control

3　讨　论

化 疗 是 一 种 全 身 性 的 治 疗， 是 晚 期 胃 癌 患 者

的重要治疗手段。2011 版 NCCN 胃癌治疗指南首

次将晚期胃癌的化疗分为一线和二线治疗 [10-11]。

其中，一线化疗方案大致可分为三药方案、两药方

案 和 单 药 方 案。 由 于 三 药 方 案 毒 性 大， 专 家 更 倾

向 于 使 用 两 药 或 单 药 方 案。 目 前 NCCN 指 南 推 荐

的 两 药 方 案 大 致 可 分 为 氟 尿 嘧 啶 类 为 基 础 的 方 案

和紫杉醇类为基础的方案 [12-14]。本实验采用 MTT

比 色 法 对 比 了 胃 癌 化 疗 经 典 方 案 中 常 用 5-FU、

L-OHP、DXT、DDP 及 CPT-115 种 药 物 对 胃 癌 细

胞的杀伤效应。结果表明不同化疗药物对胃癌细胞

的抑制率不同，且对胃癌的杀伤效应与其病理类型

有关，5-FU、DDP、CPT-11 在高分化胃癌细胞中

能够发挥更强的杀伤效应，而 L-OHP、DXT 对低

分化胃癌细胞抗癌疗效更优。

许 多 研 究 表 明 肿 瘤 的 发 生 发 展 不 但 与 肿 瘤 细

胞 的 增 殖 及 分 化 有 关， 与 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 调 控 失

常也密切相关 [15]。与许多研究结果一致 [16-18]，本

实验结果发现 5-FU、DDP、L-OHP 能显著诱导胃

癌 细 胞 凋 亡， 其 中 5-FU 组 与 L-OHP 组 凋 亡 率 高

于 DDP 组，表明以上 3 种药物通过诱导肿瘤细胞

凋亡发挥作用。近来随着肿瘤分子生物学的不断发

展， 越 来 越 多 的 肿 瘤 相 关 基 因 被 发 现 与 肿 瘤 细 胞

增 殖、 分 化 及 凋 亡 密 切 相 关 [19-21]。 如 CTNNB1，

有 研 究 发 现 靶 向 下 调 CTNNB1 表 达， 能 够 显 著 促

进结肠癌细胞凋亡，抑制癌细胞增殖生长 [22]。本

实验中所用 AGS 细胞系存在 CTNNB1 突变，因此

推测 5-FU、DDP、CPT-11 等化疗药物可能通过下

调 CTNNB1 表 达 促 进 胃 癌 细 胞 凋 亡， 抑 制 癌 细 胞

增殖生长。但这需要进一步的研究。

肿 瘤 细 胞 的 无 限 增 殖 能 力 是 其 生 物 学 恶 性 表

现的特征之一，细胞周期的异常是细胞无限增殖的

基础，在肿瘤细胞的生长调控中具有重要的作用。

细胞周期的运行具有程序性，细胞周期的调节主要

发生在两个重要的转变期，G1/S 期和 G2/M 期 [23-25]。

本 实 验 利 用 流 式 细 胞 技 术 进 一 步 检 测 了 化 疗 药 物

对胃癌细胞周期的影响，发现 L-OHP 将两种胃癌

细 胞 阻 滞 于 S 期，5-FU 与 DDP 将 AGS 细 胞 阻 滞

于 G1 期，与 AGS 细胞相比，5-FU 对 MGC-803 细

胞的细胞周期无明显影响，5-FU 可能对高分化肿

瘤细胞能够发挥更好的抗癌效应。表明以上化疗药

物对胃癌细胞具有 G1、S 期阻滞作用，这种周期阻

制 作 用 可 能 是 以 上 化 疗 药 物 对 胃 癌 细 胞 生 长 抑 制

及直接杀伤作用的机制之一。

综 上 所 述， 本 实 验 明 确 了 5-FU、L-OHP、

DXT、DDP 及 CPT-115 种 药 物 对 胃 癌 细 胞 均 具 有

抑 制 生 长 作 用， 且 对 胃 癌 的 杀 伤 效 应 与 其 病 理 类

型 有 关， 可 能 通 过 细 胞 周 期 阻 滞 作 用 抑 制 肿 瘤 细

胞 增 殖， 为 临 床 胃 癌 患 者 选 择 合 理 高 效 的 化 疗 药

物提供了一定的实验依据。但本实验为体外实验，

未来仍需进一步进行裸鼠实验及临床实验，以期为

临床胃癌患者优化化疗方案，最终实现个体化治疗

提供理论依据。
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