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DHA联合5-FU通过Rho/ROCK调控胃癌SGC7901
细胞增殖、凋亡的体外实验
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(1温州医科大学检验医学院, 生命科学学院, 浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035; 
2温州医科大学附属第一医院, 温州 325000)

摘要      该文研究了二十二碳六烯酸(doeosahexaenoic acid, DHA)联合5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 
5-FU)对胃癌SGC7901细胞增殖、凋亡及其Rho家族基因表达的影响。实验分为对照组、DHA组、

5-FU组和DHA联合5-FU组, 用CCK-8法分别检测药物作用24、48、72 h后对人胃癌细胞增殖的抑

制作用, 流式细胞术检测细胞凋亡情况, Real-time PCR和Western blot分别检测细胞RhoA、RhoC
和ROCK1的mRNA水平和蛋白质水平。结果显示, 5-FU单独作用时, 随着作用时间延长和剂量加

大, 对胃癌细胞的增殖抑制作用增强, DHA单独作用时, 低浓度抑制作用不明显, 较高浓度时有显

著抑制作用, 40 μg/mL DHA与4 μg/mL 5-FU联合时有明显的增效作用。与对照组相比, 40 μg/mL 
DHA对细胞凋亡作用不明显, 60 μg/mL DHA主要引起细胞晚期凋亡, 16 μg/mL 5-FU主要引起细胞

早期凋亡, 两者联合时对细胞晚期凋亡有显著的增强作用。与对照组相比, DHA组及5-FU组RhoA 
mRNA水平下降, 5-FU及联合组RhoC mRNA水平升高。与对照组相比, DHA组RhoA、RhoC蛋白

质水平下降, 5-FU组RhoA、ROCK1蛋白质水平下降, 而联合组RhoA蛋白质水平下降显著。综上

所述, DHA联合5-FU可增强对胃癌SGC7901细胞增殖的抑制作用, 两者作用于细胞凋亡的不同时

期且联合用药对晚期凋亡有增强作用。DHA与5-FU联合应用对细胞增殖和凋亡作用机制可能通

过抑制RhoA蛋白表达起作用。
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Abstract       The objective of the present study is to explore the synergistic effect of docosahexaenoic acid 
(DHA) and 5-fluorouracil (5-FU) on the human gastric cancer cell line SGC7901 and its underlying mechanism. 
The experiments were divided into four groups: control group, DHA group, 5-FU group and combination treatment 
group. The inhibition of gastric cancer cell proliferation was determined by CCK-8 assay after stimulated 24, 
48 and 72 h. Flow cytometric analysis was used to assess cell apoptosis. Real-time PCR and Western blot were 
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used to detect the mRNA and protein levels of RhoA, RhoC and ROCK1 genes, respectively. The results showed 
5-FU could increasingly suppress the proliferation of SGC7901 cells with higher doses and longer response time. 
However, the inhibitory effect, which is not significant with lower doses, appeared significantly in higher doses treated 
with DHA alone. The inhibitory effect increased when combining 40 μg/mL DHA and 16 μg/mL 5-FU. Compared 
with the control group, the pro-apoptotic effect with 40 μg/mL DHA was not obvious, 60 μg/mL DHA mainly 
increased the late apoptosis cells and 16 μg/mL 5-FU induced early apoptosis effect respectively. Co-treatment with 
DHA and 5-FU enhanced the post-apoptotic effects. The levels of RhoA mRNA decreased in DHA group and 5-FU 
group while the levels of RhoC mRNA increased in 5-FU group and combination treatment group compared with 
control group. Meanwhile, the levels of RhoA and RhoC proteins declined with DHA treatment and 5-FU decreased 
the levels of RhoA and ROCK1 proteins. Combination treatment group resulted in a significantly decrease of RhoA 
protein level. These results showed that DHA and 5-FU synergetic inhibited the proliferation of gastric SGC7901 
cells and affected the cell apoptosis in different periods. Mechanism of synergistically affecting cell proliferation 
and apoptosis might work through reducing the level of RhoA protein in SGC7901 cells.

Keywords       docosahexaenoic acid; 5-fluorouracil; Rho; cell apoptosis 

据研究显示, 胃癌是造成癌症相关性死亡的主

要原因之一, 在全世界范围内每年约有70万人因胃

癌死亡[1]。ω-3多不饱和脂肪酸(ω-3 polyunsaturated 
fatty acids, ω-3PUFAs)是指从脂肪酸碳链甲基端算

起, 第一个双键出现在第三位碳原子的多不饱和脂

肪酸, 主要成分为二十碳五烯酸(eicosapentaenoic 
acid, EPA)和二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, 
DHA)[2]。流行病学研究显示, 饮食中富含ω-3PUFAs
可能与降低患癌风险相关[3]。越来越多的证据表明, 
ω-3PUFAs可能有抗癌作用及提高传统抗癌疗法的

疗效, 然而其作用的机制尚不清楚[4]。5-氟尿嘧啶

(5-fluorouracil, 5-FU)是一种重要的用于胃癌治疗的

化疗药物。多项临床研究证实, 基于5-FU的单药和

联合治疗为胃癌患者的生存带来益处[5]。

Rho家族蛋白质具有三磷酸鸟苷酶(guanosine 
triphosphatases, GTP)活性, 在细胞的信号转导通路

中作为信号转换器或分子, 主要参与应力纤维装配

和黏着斑形成的调控, 并与细胞黏附、迁移运动

和增殖凋亡等功能相关[6]。因此, 本研究选择胃癌

SGC7901细胞株作为研究对象, 探讨DHA联合5-FU
通过Rho/ROCK通路对体外培养胃癌SGC7901细胞

增殖、凋亡的调控作用, 从而为胃癌患者的治疗提

供新的思路。

1   材料与方法
1.1   细胞株及主要试剂 

细胞株人胃腺癌SGC7901细胞购自中山大学实

验动物中心。

主要试剂包括以下。DHA纯品(Sigma公司, 美
国)、5-FU注射液(天津金耀药业有限公司)、RPMI 
Medium 1640培养基(Gibco公司, 美国)、胎牛血清

(杭州沃森生物技术有限公司)、胰蛋白酶细胞消化

液(Beyotime公司)、兔抗人RhoA抗体/ RhoC抗体/ 
ROCK1抗体(Proteintech公司, 美国)、兔抗人caspase-3
抗体/caspase-9抗体(Cell Signaling Technology公司, 美
国)、鼠抗人caspase-8抗体(Cell Signaling Technology公
司, 美国)、PrimeScript™ RT Reagent Kit (Perfect Real 
Time)(TaKaRa公司, 日本)、SYBR® Premix Ex Taq™ II 
(Tli RNaseH Plus)(TaKaRa公司, 日本)、Trizol(Ambion
公司, 美国)、β-actin鼠抗人抗体(Beyotime公司)、HRP
标记的山羊抗小鼠和山羊抗兔IgG(Beyotime公司)、
BCA蛋白质浓度测定试剂盒(Beyotime公司)、CCK-8
试剂盒(Beyotime公司)、Annexin V-FITC细胞凋亡检

测试剂盒(BD公司, 美国)。
1.2   方法

1.2.1   细胞培养      细胞培养于含10%胎牛血清的

RPMI Medium 1640培养液中, 在37 °C、5% CO2

培养箱内进行常规传代培养。待细胞铺满皿底后, 
用2.5 mg/L胰蛋白酶消化传代, 取对数生长期细胞进

行实验。

1.2.2   药物配制      DHA纯品用无水乙醇稀释为

10 mg/mL, –80 °C避光保存。5-FU用培养液稀释

为160 mg/mL, 4 °C避光保存。实验时用培养液将

两种药物稀释到所需浓度。
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1.2.3   CCK-8法测定细胞增殖      CCK-8(cell counting 
kit-8)法原理如下。CCK-8试剂盒是一种基于WST-8
而广泛应用于细胞增殖和细胞毒性的快速、高灵敏

度检测的试剂盒。WST-8是一种类似于MTT的化合

物, 在电子耦合试剂存在的情况下, 可以被线粒体内

的一些脱氢酶还原生成橙黄色的formazan。细胞增

殖越快生成橙黄色formazan越多, 则颜色越深; 细胞

增殖越慢, 则颜色越浅。对于同样的细胞, 颜色的深

浅和细胞数目呈线性关系。操作步骤如下。将对

数生长期的SGC7901细胞用胰蛋白酶消化收集, 接
种于96孔板, 每孔5 000个细胞, 设空白调零组(blank 
group)、对照组(control group)、DHA单药组(DHA 
group)、5-FU单药组(5-FU group)、DHA联合5-FU
组(DHA+5-FU group), 每组设3个复孔。细胞培养

24 h后加药物处理, 继续培养24、48、72 h后, 吸
去培养基, 每孔加入100 μL培养基和10 μL CCK-
8, 37 °C避光培养2 h后, 用酶标仪于450 nm波长测

吸光度(D)值, 以对照组为参照组, 计算增殖抑制率

(proliferation inhibition rate), 增殖抑制率=[1–(实验

组平均D值/对照组平均D值)]×100%, 实验重复3次, 
取平均值。

1.2.4   流式细胞术测定细胞凋亡      将SGC7901细
胞接种于6孔板, 分为对照组、DHA单药组、5-FU
单药组、DHA联合5-FU组。经药物处理48 h后, 用
胰蛋白酶消化收集上述各组细胞, 制成单细胞悬

液, 离心弃上清液用预冷的PBS重悬细胞, 并计数

1×105个细胞。按照Annexin V-FITC凋亡试剂盒说

明书, 对细胞进行Annexin V-FITC和碘化丙啶(pro-
pidiumiodide, PI)染色。避光 15 min后使用流式细

胞仪进行检测, 每份样本计数2×104个细胞, Annexin 
V-FITC单阳性为早期凋亡细胞, PI单阳性为晚期凋

亡细胞, 用软件Flow Jo Ver.10计算细胞凋亡率。实

验重复3次。

1.2.5   Real-time PCR检测Rho家族基因mRNA水

平      同上法设各处理组处理细胞48 h, 提取RNA, 提
取方法如下。用胰蛋白酶消化收集细胞, 冷PBS洗涤2
遍, 加入1 mL Trizol, 冰上置5 min, 加入200 μL氯仿, 混
匀, 冰上置10 min, 4 °C、12 500 r/min离心15 min。小

心吸取上清至新的去酶的1.5 mL离心管中, 加入等体

积的异丙醇, 混匀后冰上置10 min, 4 °C、12 500 r/min
离心15 min。弃上清, 加入1 mL 75%乙醇洗涤沉淀2遍, 
弃上清。室温待沉淀干燥至半透明, 加入20 μL焦碳

酸二乙酯(diethy pyrocarbonate, DEPC)溶解RNA, 检
测RNA浓度和纯度(D260/280)。D260/280≥1.80表示RNA
纯度较高, 无DNA和蛋白质污染, 可用于后续实验, 
置–80 °C冰箱保存。逆转录PCR方法如下。反应

体系为(30 μL): 5×Primer Script Buffer 6 μL、逆转

录酶1.5 μL、寡核苷酸(50 μmol/L)1.5 μL、随机

的六核苷酸引物(100 μmol/L)1.5 μL、RNA 1 μg、
RNase free dH2O加至30 μL。反应条件为: 37 °C 
15 min, 85°C 5 s, 反应产物为cDNA。将反应产物

直接用于Real-time PCR或置于–20 °C冰箱保存。

通过Primer Bank搜索目的基因序列, 用Primer 
Premier 5.0软件自行设计目的基因的引物, NCBI
数据库进行比对后, 交由北京六合华大基因公司进

行合成, 引物序列(5′→3′)如下。RhoA F: GAT TGG 
CGC TTT TGG GTA CAT, R: AGC AGC TCT CGT 
AGC CAT TTC; RhoC  F: GGA GGT CTA CGT CCC 
TAC TGT, R: CGC AGT CGA TCA TAG TCT TCC; 
ROCK1 F: AAC ATG CTG CTG GAT AAA TCT GG, 
R: TGT ATC ACA TCG TAC CAT GCC T; GADPH(内
参)F: GCC AGT GGA CTC CAC GAC, R: CAA CTA 
CAT GGT TTA CAT GTT C。

Real-time PCR反应体系为(20 μL): Forward Primer 
(10 μmol/L) 0.8 μL、Reverse Primer (10 μmol/L) 
0.8 μL、SYBR Premix Ex Taq (2×) 10 μL、cDNA 2 μL、
ddH2O 6.4 μL。反应程序为: 95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 
60 °C 30 s, 40个循环。结果使用以下公式分析: ΔCq=
样品目的基因Cq值–样品GAPDH Cq值, –ΔΔCq=对
照组ΔCq平均值–各样品ΔCq值, 2–ΔΔCq反映的是各样

品相对于对照组目的基因的相对表达水平(即相对

表达量), Real-time PCR产物通过琼脂糖凝胶电泳检

验引物的特异性。

1.2.6   Western blot检测蛋白质水平      同上法设

各处理组处理细胞48 h, 提取细胞总蛋白, 方法如

下。经胰蛋白酶消化收集细胞, 离心弃上清, 冷PBS
漂冼2遍。用含1% PMSF的RIPA细胞裂解液裂解细

胞提取总蛋白, BCA法测定样品总蛋白浓度, 调整

蛋白质浓度, 95 °C煮沸变性5 min。每组各取25 μg
总蛋白样品以12% SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白质。将分离的蛋白质转移至PVDF膜上, 用5%
脱脂奶粉封闭。分别用兔抗人RhoA抗体(1400׃稀
释)、兔抗人RhoC抗体(1500׃稀释)、兔抗人ROCK1
抗体(1000 1׃稀释)、兔抗人caspase-3抗体(1000 1׃
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稀释)、兔抗人caspase-9抗体(1000 1׃稀释)、鼠抗

人caspase-8抗体(1000 1׃稀释)、鼠抗人β-actin抗体

4 °C孵育过夜, 二抗用加HRP标记的山(800稀释׃1)

羊抗兔、山羊抗小鼠IgG(1000 10׃稀释), 常温孵育

1 h。用ECL Plus显色, Bio-Rad ChemiDoc MP成像

系统曝光拍照, 以β-actin为内参, 蛋白相对表达量=
目的条带的灰度值/内参灰度值, 用Image J软件进行

半定量分析。实验重复3次。

1.3   统计学处理方法

计量资料用均数±标准差(x
_
±s)表示, 应用SPSS 

21.0软件进行统计分析, 组间平均值比较采用单

因素方差分析(One-Way ANOVA)。先检验方差齐

性, 如果齐性, 则选用LSD-t检验计算P值, 否则选用

Dunnett’s T3检验。P<0.05为差异显著,  P<0.01为差

异极显著。

2   结果
2.1   Real-time PCR引物特异性验证结果

将Real-time PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 
各对引物进行扩增后的产物为单一条带, 无非特异

性扩增出现, 条带大小与预测的产物大小相符合

[GAPDH(180 bp)、RhoC(117 bp)、ROCK1(93 bp)、 
RhoA(85 bp)], 说明设计的引物特异性好(图1)。
2.2   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901
细胞增殖的影响

DHA单独作用于SGC7901胃癌细胞时, 低浓

度对细胞增殖作用不明显, 甚至在低浓度短时间内

有促增殖作用, 这可能与DHA性质有关。40 μg/mL 
DHA有轻微抑制增殖作用, 50 μg/mL时有显著性的

抑制增殖作用(图2A)。1~16 μg/mL 5-FU浓度单独

作用时对细胞增殖有稳定的抑制作用且随浓度增加

作用加强(图2B)。40 μg/mL DHA与4 μg/mL 5-FU联

合用药48 h或72 h, 对胃癌细胞增殖的抑制作用具有

叠加效应, 而高浓度60 μg/mL DHA用药时, 抑癌作

用主要取决于DHA的作用(图2C和图2D)。
2.3   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901
细胞凋亡的影响  

研究结果显示, 与对照组比较, 40 μg/mL DHA
作用48 h对SGC7901细胞凋亡无明显作用(图3A和

图3C), 60 μg/mL DHA作用48 h主要引起SGC7901细
胞晚期凋亡, 16 μg/mL 5-FU主要引起SGC7901细胞

早期凋亡(表1)。4 μg/mL 5-FU和16 μg/mL 5-FU及

两种药物联合作用48 h均能诱导SGC7901细胞的凋

亡(图3C和图3D)。与单药组相比, 联合组凋亡率显

著高于DHA单药组, 但与5-FU单药组比无显著性差

异(图3C和图3D)。16 μg/mL 5-FU与60 μg/mL DHA
联合用药对细胞晚期凋亡有显著的增强作用(表
1)。通过Western blot检测细胞凋亡蛋白caspase-8、
caspase-9和 caspase-3蛋白质水平 , 与对照组相比 , 
5-FU单药组和联合组的caspase-9蛋白质水平有所下

降, 但无显著性差异(P>0.05, 图4和图5)。
2.4   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901
细胞Rho家族基因mRNA水平的影响

研究结果显示, 与对照组比较, 40 μg/mL DHA
单独作用48 h降低SGC7901细胞RhoA的mRNA相对

水平(图6A), 60 μg/mL DHA作用48 h对SGC7901细
胞的RhoA、RhoC、ROCK1的mRNA相对水平无明

显作用(图6B、图7B和图8B), 4 μg/mL和16 μg/mL

M: DNA marker; 1、2: GAPDH 产物; 3、4: RhoC产物; 5、6: ROCK1产物; 7、8: RhoA产物。

M: DNA marker; 1,2: GAPDH product; 3,4: RhoC product; 5,6: ROCK1 product; 7,8: RhoA product.
图1   Real-time PCR产物电泳结果

Fig.1   The electrophoretogram of Real-time PCR products
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的5-FU单独作用均降低了RhoA mRNA相对水平, 
而对RhoC的mRNA相对水平有促进作用(图6A和图

6B, 图7A和图7B), 两药联合与DHA单药组比较, 联
合组对RhoC的mRNA相对水平有促进作用(图7A和

图7B)。
2.5   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细
胞Rho家族蛋白质水平的影响  

研究结果显示, 与对照组比较, DHA、5-FU单

药组及联合组作用48 h均降低了SGC7901细胞RhoA
蛋白质水平。与DHA单药组相比, 联合组对RhoA
的蛋白质水平下降更明显(图9和图10)。40 μg/mL 
DHA对RhoC蛋白质水平无明显作用(图11A), 而
60 μg/mL DHA对RhoC蛋白质水平降低作用显著

(图11B)。5-FU单药组及联合组均降低了ROCK1蛋
白质水平(图12), 且导致ROCK1蛋白质发生剪切(图
9A和图9B)。

表1   DHA、5-FU单独及联合作用SGC7901细胞后流式细胞术分析细胞凋亡

Table 1   Apoptosis analysis of SGC-7901 cells after DHA and 5-FU alone and in combination 
detected by flow cytometry 

组别 早期凋亡细胞量(%)                                                       晚期凋亡细胞量(%)        

Group Early apoptosis cells (%)      Late apoptosis cells (%)

Control 0.82±0.41                      1.39±0.53

60 μg/mL DHA                              1.17±0.06                       2.93±0.65*                           

16 μg/mL 5-FU                               6.40±0.49** 2.15±0.28

60 μg/mL DHA+16 μg/mL 5-FU 4.80±0.98**#                   5.99±0.79**#&         

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, 与DHA组比较; &P<0.05, 与5-FU组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs control group; #P<0.05 vs DHA group; &P<0.05 vs 5-FU group.

SGC7901细胞分别以不同浓度的DHA(A)、5-FU(B)、40 μg/mL DHA+4 μg/mL 5-FU(C)、60 μg/mL DHA+16 μg/mL 5-FU(D)作用24、48、72 h后
细胞的增殖抑制率。*P<0.05, **P<0.01, 分别与对照组(0 μg/mL DHA或0 μg/mL 5-FU)比较; #P<0.05, 与DHA组比较; &P<0.05, 与5-FU组比较。

The proliferation inhibition rate of SGC7901 cells treated with DHA (A), 5-FU (B), 40 μg/mL DHA+4 μg/mL 5-FU (C) and 60 μg/mL DHA+16 μg/mL 
5-FU (D) at 24, 48 and 72 h. *P<0.05, **P<0.01 vs control group (0 μg/mL DHA or 0 μg/mL 5-FU); #P<0.05 vs DHA group; &P<0.05 vs 5-FU group.

图2   DHA、5-FU单独及联合对SGC7901细胞增殖的影响

Fig.2   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the growth of SGC7901 cells
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图4   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901凋亡蛋白caspase-8、caspase-9和caspase-3水平的影响

Fig.4   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the levels of caspase-8, caspase-9 
and caspase-3 proteins in SGC7901 cells
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*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, 与DHA组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs control group; #P<0.05 vs DHA group.
图3   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞凋亡的影响

Fig.3  Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on apoptosis of SGC7901 cells
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3   讨论 
流行病学研究显示, 饮食中富含ω-3PUFAs能降

低患癌风险, 而且ω-3PUFAs能通过多种机制影响肿

瘤的发生、发展及转移的过程。最近的研究显示, 
ω-3PUFAs与化疗药物联合可以促进肿瘤细胞死亡

和降低患者的毒副作用, 并且能够减弱患者因癌症
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图5   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901凋亡蛋白caspase-8、caspase-9和caspase-3水平的影响

Fig.5   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the levels of caspase-8, caspase-9 
and caspase-3 proteins in SGC7901 cell

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; &P<0.05, 与5-FU组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs control group; &P<0.05 vs 5-FU group.
图6   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞的RhoA mRNA水平的影响

Fig.6   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of RhoA mRNA in SGC7901 cell

Control
40 µg/mL DHA
4 µg/mL 5-FU
40 µg/mL DHA+
4 µg/mL 5-FU

2–Δ
ΔC
q  o

f R
ho
A 

m
RN

A

2–Δ
ΔC
q  o

f R
ho
A 

m
RN

A

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

*
**

*
&

GroupGroup

Control
60 µg/mL DHA
16 µg/mL 5-FU
60 µg/mL DHA+
16 µg/mL 5-FU

(A) (B)



78 · 研究论文 ·

引起的瘦弱[3]。5-FU广泛应用于癌症治疗, 在过去

20年间, 随着对5-FU作用机制的了解增加, 治疗策

略也随之改进, 增强了抗癌疗效。尽管如此, 药物

耐受仍然是5-FU临床应用的限制。据体内外实验

结果显示, ω-3PUFAs能够增强多种化疗药物的细

胞毒性, 在结肠癌不同细胞系中, ω-3PUFAs联合

化疗药物能增强对肿瘤细胞的生长抑制作用[7]。

研究显示, DHA能增强结肠癌细胞对5-FU的易感

性, 并协同抑制细胞生长, 增强5-FU对肿瘤细胞的促

凋亡作用, 显著增强5-FU对抗凋亡蛋白Bcl-2、Bcl-
XL表达的抑制作用, 并介导促凋亡蛋白c-Myc的过

表达[8]。在结肠癌细胞系LoVo、RKO中, ω-3PUFAs
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图7   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞RhoC mRNA水平的影响

Fig.7   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of RhoC mRNA in SGC7901 cell

图8   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞的ROCK1 mRNA水平的影响

Fig.8   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of ROCK1 mRNA in SGC7901 cell
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图9   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞RhoA、RhoC、ROCK1蛋白质水平的影响

Fig.9   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the levels of RhoA, RhoC and ROCK1 proteins in SGC7901 cell
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*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, 与DHA组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs control group; #P<0.05 vs DHA group.
图10   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞RhoA蛋白质水平的影响

Fig.10   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of RhoA protein in SGC7901 cell

Control
40 µg/mL DHA
4 µg/mL 5-FU
40 µg/mL DHA+
4 µg/mL 5-FU

**

Group Group

Control
60 µg/mL DHA
16 µg/mL 5-FU
60 µg/mL DHA+
16 µg/mL 5-FU

(A) (B)

Le
ve

ls 
of

 R
ho

C 
pr

ot
ei

n

Le
ve

ls 
of

 R
ho

C 
pr

ot
ei

n
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

**P<0.01, 与对照组比较。

**P<0.01 vs control group.
图11   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞RhoC蛋白质水平的影响

Fig.11   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of RhoC protein in SGC7901 cell
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图12   DHA、5-FU单独及联合作用对SGC7901细胞 ROCK1蛋白质水平的影响

Fig.12   Effects of DHA and 5-FU alone and in combination on the level of ROCK1 protein in SGC7901 cell

和5-FU能以同等剂量抑制细胞生长, ω-3PUFAs主
要通过提高脂氧素A4(lipoxin A4, LXA4)的生成量, 
减少前列腺素E和白三烯B4的合成, 并抑制COX-2、
ALOX5、mPGES的表达来发挥抑癌作用, 而5-FU
的作用与之相反[9]。另有研究显示, DHA和5-FU能

协同抑制胃癌AGS细胞系的增殖, 可通过将细胞周

期阻滞在G0/G1期, 并显著下调线粒体电子传递链

复合体I、II和V的表达来发挥作用[10]。在体内实验

中, DHA能增强埃博霉素对荷瘤鼠肿瘤生长的抑制

作用, 而EPA与5-FU、环磷酰胺联用, 可以加强化疗
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药物的疗效并改善肿瘤恶病质[11]。本研究通过使用

DHA与化疗药物5-FU联合作用于胃癌SGC7901细
胞, 发现DHA与5-FU单独使用时对胃癌细胞的增殖

有不同程度的抑制, 而两者联合作用增强了化疗药

物的抑癌效果, 因此推测在胃癌治疗中, ω-3PUFAs
对5-FU的疗效有增进作用。DHA单独作用时对肿

瘤细胞的生长表现出低浓度抑制不明显, 较高浓度

且随浓度增加抑制作用增强, 说明DHA发挥抗癌作

用可能有一定的剂量依赖性。ω-3PUFAs作为免疫

营养药物, 对癌细胞的杀伤作用在较低浓度时不明

显, 不如传统的化疗药物, 甚至在低剂量短时间内有

促增殖作用, 这可能与DHA性质有关。在较高剂量

的DHA与5-FU联合作用于胃癌细胞时, 抑癌效果增

强, 与文献报道在其他肿瘤中的作用相类似[8,10]。

有报道称, ω-3PUFAs在多种肿瘤细胞系中能

促进细胞凋亡, 如结肠癌、胰腺癌、前列腺癌和乳

腺癌。在结肠癌中, DHA可进入到线粒体磷脂膜内

部, 增强氧化应激, 促进凋亡相关通路的激活[12]。在

结肠癌HT-29细胞系中, 鱼油乳剂可增强5-FU的促

凋亡作用, 主要通过Bax依赖的线粒体通路增强线粒

体膜的去极化, 从而提高化疗的效果[13]。在人胃癌

细胞系MGC803中, DHA能提高5-FU的促凋亡作用, 
促进剪切型caspase-3蛋白质水平[11]。然而在不同肿

瘤细胞系中, 其作用并不完全一致。虽然许多研究

在探索可能的作用机制, 目前尚无定论。我们的研

究发现, 60 μg/mL DHA主要引起细胞早期凋亡, 而
5-FU主要引起细胞晚期凋亡, 两者联合可增强细胞

的早期凋亡。实验中, 通过检测凋亡蛋白caspase-8、
caspase-9和caspase-3的表达量, 我们发现, 与对照组

相比, 除了5-FU和联合用药组的caspase-9蛋白质水

平略有下降(但无显著性, P>0.05)外, 其余均没有明

显的变化。由于细胞凋亡是涉及到一系列基因的激

活、表达与调控的过程, 推测单药或联合用药引起

的凋亡或许与caspase-3、caspase-8、caspase-9关系

并不密切, 有待于进一步深入研究。

Rho蛋白质在多种肿瘤中被激活, 而Rho的过

表达促成了胃癌的恶性表型, 在晚期胃癌中, Rho/
ROCK存在高度表达[14]。研究显示, RhoA在胃癌细

胞增殖、凋亡中都发挥了重要的作用。抑制RhoA
的表达可引起下游效应蛋白ROCK1的表达降低, 并
抑制细胞的生存率, 促进胃癌AGS细胞系的凋亡, 凋
亡相关蛋白caspase-3/cleaved-caspase-8表达增加, 提

示RhoA在胃癌细胞的凋亡过程起到了调节作用[15]。

本研究发现, DHA联合5-FU对RhoA蛋白质水平有

不同程度的降低, 而RhoA mRNA水平无显著降低, 
提示DHA联合5-FU可能作用于RhoA蛋白质翻译或

之后阶段, 而不是作用于基因转录阶段。RhoA蛋白

质水平降低, 同时下游效应蛋白ROCK1蛋白质水平

也有不同程度的降低, 因此推测, DHA联合5-FU可

能通过抑制RhoA、ROCK1蛋白质水平来促进细胞

的凋亡。有文献报道, ROCK1作为Rho家族下游的

效应分子, 在凋亡细胞中可被caspase-3在一段保守

序列DETD1113/G处发生剪切, C-端抑制结构域被移

除, 调节下游MLC磷酸化, 促进胞膜膜泡形成[16]。这

提示, DHA联合5-FU可能通过Rho/ROCK通路介导

凋亡的发生。另外也有报道称, ω-3PUFAs的摄入可

引起细胞骨架相关基因的下调, 包括RhoA和ROCK1, 
提示调节细胞骨架的动态可能是ω-3PUFAs发挥分

子效应的另一种方式[17]。此外, 有研究显示, DHA联

合5-FU能使胃癌SGC7901细胞Bax mRNA水平增加, 
而Fas、Bcl-2、BCL2L12和caspase-9 mRNA 水平下降, 
从而提高5-FU的抗癌效果[18]。

综上所述, ω-3PUFAs主要成分DHA联合5-FU
通过抑制Rho/ROCK通路相关蛋白的表达, 显著

抑制胃癌SGC7901细胞的增殖, 并对细胞凋亡起

到一定的促进效果, 但其作用的分子机制仍需进一

步的研究证实。该研究为临床应用ω-3PUFAs联合

化疗药物来提高胃癌的治疗效果提供了一定的实验

数据。
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