
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年10月18日; 16(29): 3269-3273
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

HSP90抑制剂17-DMAG对胃癌细胞株SGC-7901增殖及
凋亡的影响

高志军, 赵春临, 乔军波, 张谢夫

高志军, 赵春临, 乔军波, 张谢夫, 郑州大学第一附属医院普
外科 河南省郑州市 450052
高志军, 郑州大学第一附属医院普外科硕士研究生, 主要从事胃
肠道肿瘤的研究.
作者贡献分布: 该实验课题由高志军, 张谢夫及赵春临设计; 实
验过程由高志军与乔军波操作完成; 实验研究所用试剂及仪器
由张谢夫与赵春临提供; 数据分析由高志军完成; 论文写作由高
志军完成, 张谢夫与赵春临提出修改意见.
通讯作者: 张谢夫, 450052, 河南省郑州市建设路1号, 郑州大学
第一附属医院普外科. zhangxiefu@medmail.com.cn
收稿日期: 2008-07-11   修回日期: 2008-08-23
接受日期: 2008-08-26   在线出版日期: 2008-10-18

Effect of heat shock protein 
90 inhibitor 17-DMAG on 
proliferation and apoptosis 
of human gastric cancer cell 
lines SGC-7901

Zhi-Jun Gao, Chun-Lin Zhao, Jun-Bo Qiao, Xie-Fu Zhang

Zhi-Jun Gao, Chun-Lin Zhao, Jun-Bo Qiao, Xie-Fu 
Zhang, Department of General Surgery, the First Affiliated 
Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, 
Henan Province, China.
Correspondence to: Department of General surgery, the 
First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zheng-
zhou 450052, Henan Province, 
China. zhangxiefu@medmail.com.cn
Received: 2008-07-11    Revised: 2008-08-23
Accepted: 2008-08-26    Published online: 2008-10-18 

Abstract
AIM: To explore the effect of 17-DMAG, an 
inhibitor specific for heat shock protein 90, on 
the growth and apoptosis of gastric cancer cell 
lines SGC-7901. 

METHODS: Human gastric cancer cell lines 
SGC-7901 were cultivated using routine method, 
then treated with different concentrations of 
17-DMAG. Cell proliferation was detected using 
MTT assay, and cell cycle and apoptosis were 
determined using flow cytometry.

RESULTS: 17-DMAG inhibited the prolifera-
tion of SGC-7901 cells in time-dependent and 
dose-dependent manners (F = 241.313, 246.856, 
both P < 0.001). After treatment with 17-DMAG, 

SGC-7901 cell cycle was arrested at G2/M phase, 
and there was significant difference between 
treatment group and control group (F = 231.991, 
P < 0.001). An increase in early apoptosis oc-
curred at 24 hours’ treatment and in late apopto-
sis at 48 hours’ treatment.  

CONCLUSION: 17-DMAG inhibits gastric can-
cer SGC-7901 cell proliferation and thus induces 
apoptosis and accumulation in G2/M phase in 
vitro.
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摘要
目的: 探讨热休克蛋白90(HSP90)功能特异性
抑制剂17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901增殖
及凋亡的影响. 

方法: 体外培养人胃癌细胞SGC-7901, 以不
同浓度的17-DMAG处理后采用MTT法检测
SGC-7901细胞的生长抑制情况, 流式细胞仪
碘化丙啶(PI)染色分析细胞周期分布, 流式细
胞仪及Annexin V-FITC试剂盒监测17-DMAG
对胃癌细胞SGC-7901凋亡的影响.

结果: 不同浓度的17-DMAG对人胃癌细胞
SGC-7901有明显的生长抑制作用, 各组之间
比较(P <0.01)，且呈时效量效依赖关系(F  = 
241.313, 246.856, 均P <0.001). 17-DMAG作用
24 h后胃癌细胞株SGC-7901呈现G2/M期阻滞, 
试验组与对照组比较(F  = 231.991, P <0.001), 
呈浓度依赖关系. 17-DMAG处理胃癌细胞
SGC-7901 24 h早期凋亡细胞增加, 48 h晚期凋
亡细胞增加.

结 论 :  1 7 - D M A G 可 明 显 抑 制 胃 癌 细 胞
SGC-7901的增殖, 使胃癌细胞SGC-7901阻滞
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■背景资料
胃癌是我国高发
肿瘤, 其发病率在
消化道肿瘤中居
于第1位 .其化疗
效果一直不尽如
人意, 毒副作用严
重, 不敏感或很快
产生耐受, 寻找更
加有效的治疗药
物和辅助治疗手
段 ,  乃当务之急 . 
近几年肿瘤的分
子靶向治疗成为
研究的热点. 

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科



于G2/M期, 诱导胃癌细胞SGC-7901凋亡.
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0  引言

热休克蛋白90(heat shock protein 90, HSP90)
是一种分子伴侣, 在保护蛋白质的正确空间结

构、防止其意外降解和保护蛋白质功能方面有

重要意义. HSP90的主要作用是结合已获得3级
结构的蛋白质, 参与这些蛋白质的激活与成熟

过程. 肿瘤的发生是由于癌基因与抑癌基因之

间失衡, 引起细胞的恶性转化, 肿瘤细胞内信号

转导网络失衡, 导致癌蛋白的过度表达. HSP90
在多种肿瘤组织中表达增高[1], 与细胞内信号

转导通路中的信号蛋白相互作用, 维持这些蛋

白的正常结构与功能, 在肿瘤的发生发展中起

重要作用 ,  目前已成为抗肿瘤研究的热门靶 
点[2-3]. 格尔德霉素(geldanamycin, GA)是最早被

发现的HSP90的特异性功能抑制剂, GA和其半

合成衍生物17-AAG以及17-DMAG, 这些小分

子化合物与ATP竞争结合HSP90氮端的结合位

点从而改变HSP90的构象, 使其不能与客户蛋

白(client proteins)及其他小分子蛋白形成复合

体, 抑制其分子伴侣功能, 最终导致客户蛋白降

解, 继而阻止肿瘤赖以生存的信号网络, 导致肿

瘤细胞周期停滞, 诱导肿瘤细胞凋亡[4]. 本实验

通过观察HSP90抑制剂17-DMAG对胃癌细胞株

SGC-7901增殖的影响, 并通过检测细胞周期及

细胞凋亡的改变, 从而为胃癌的分子治疗提供

新的途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC-7901由郑州大学药

学院付蕾教授惠赠, HSP90抑制剂17-DMAG购

自美国Sigma-Aldrich公司, 用DMSO溶解后配

成3.2 mmol/L的储存液, 保存于-20℃. 四甲基偶

氮唑盐(MTT)、碘化丙啶(PI)为Sigma公司产品. 
Annexin V-FITC试剂盒购自BD公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SGC-7901细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液, 在37℃、50 
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mL/L CO2孵育箱中培养. 取对数生长期细胞进

行实验, 接种细胞密度为2.5×107/L. 
1.2.2 MTT法测定细胞增殖: 收集对数生长期细

胞, 调整密度以2.5×107/L, 每孔200 μL接种于

96孔培养板, 培养48 h, 实验组加入3.2 mmol/L 
17-DMAG储存液使其终浓度为0.4、0.8、1.6、
3.2、6.4 μmol/L, 以等量含有相同浓度DMSO的

RPMI 1640培养液作为阴性对照, 每组设5个复

孔. 分别培养24、48和72 h后每孔加入5 g/L的
MTT溶液20 μL, 再培养4 h, 弃去上清液, 每孔加

入150 μL DMSO溶解沉淀, 微型振荡仪振荡10 
min混匀, 用酶标仪测定波长490 nm的吸光度值, 
细胞生长抑制率 = (1-实验组A值/对照组平均A
值)×100%. 实验重复3次. 
1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期: 实验组细胞以

2.5 μmol/L和5 μmol/L 17-DMAG作用24 h, 以相

同浓度的DMSO作为阴性对照组. 收集细胞, 以
-20℃预冷的700 mL/L乙醇固定过夜, PBS洗涤2
次后加入碘化丙啶(PI)染液, 4℃避光染色20 min
后,流式细胞仪检测细胞周期. 
1.2.4 流式细胞仪及Annex in V-FITC试剂盒

分析细胞凋亡: 细胞传代进入对数生长期, 达
到80%左右, 随机分组, 实验组加入3 μmol/L 
17-DMAG, 对照组加入相同浓度的DMSO分别

于24、48 h收集细胞, 按照Annexin V-FITC试剂

盒说明书操作, 检测凋亡细胞. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

统计分析, 试验数据以mean±SD表示, 分析采用

方差分析, 组间比较用SLD法, P <0.05认为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901的生长抑

制作用 17-DMAG抑制胃癌细胞SGC-7901的
生长, 分别以0.4、0.8、1.6、3.2、6.4 μmol/L 
17-DMAG处理SGC-7901细胞24、48、72 h
后, 细胞生长均呈不同程度的抑制, 并呈浓度

依赖与时间依赖性(F  = 241.313, P <0.001; F  = 
246.856, P <0.001). 不同浓度和不同时间抑制率

之间差异显著(24 h: 8.8±4.3, 20.9±8.6, 35.5±
3.3, 50.1±3.9, 53.9±7.4, P <0.01; 48 h: 25.9±
9.2, 42.2±4.1, 49.9±5.6, 64.3±2.4, 70.4±2.8 
P <0.01; 72 h: 37.8±4.9, 52.6±6.6, 60.2±7.5, 
79.3±3.6, 86.3±2.2, P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 17-DMAG对胃癌SGC-7901细胞周期的影响

流式细胞仪分析表明, 17-DMAG作用24 h后胃
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■研发前沿
HSP90功能性抑
制 剂 1 7 - A A G 和
17-DMAG近几年
成为肿瘤分子靶
向研究的热点, 在
乳腺癌、卵巢癌
和前列腺癌等肿
瘤细胞系中得到
证 实 ,  并 进 入 Ⅰ
期临床实验研究, 
但在胃癌研究不
多, HSP90抑制剂
17-DMAG的应用
能否为胃癌的靶
向治疗提供新的
途径是本研究的
方向.

■相关报道
HSP90抑制剂抑
制肿瘤细胞信号
转导通路中的多
种蛋白, 实现多点
攻击, 干扰肿瘤细
胞周期、诱导细
胞凋亡、抑制肿
瘤浸润、新生血
管形成和肿瘤转
移, 从多方面达到
抑制肿瘤生长, 最
终治愈肿瘤的目
的. HSP90功能性
抑制剂17-AAG和
17-DMAG在乳腺
癌、卵巢癌和前
列腺癌等肿瘤细
胞系中得到证实, 
并进入Ⅰ期临床
实验研究, 并且在
多种肿瘤细胞中, 
其研究进入体内
研究阶段.
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癌细胞SGC-7901出现G2/M期阻滞, 随浓度的增

大其阻滞作用增强. 对照组G2/M期细胞为9.2%
±0.85%, 2.5 μmol/L实验组G2/M期细胞增加到

14.5%±0.62%, 5 μmol/L实验组G2/M期细胞增

加到19.9%±1.95%. 实验组与对照组比较, 差异

显著(F  = 231.991, P <0.001, 图2, 表2).
2.3 17-DMAG对胃癌细胞株SGC-7901凋亡的影

响 Annexin V-FITC染色, 流式细胞仪分析表明3 
μmol/L 17-DMAG作用24 h后, Annexin V+/PI-细

胞由4.57%增加至15.17%. 3 μmol/L 17-DMAG
处理48 h后Annexin V+/PI-细胞增加至26.24%; 晚
期凋亡Annexin V+/PI+增加至21.10%. 实验组与

对照组差别显著(图3).

3  讨论

基因的不稳定性导致肿瘤的发生, 尽管细胞的

恶性转化仅需要某些特定的基因的改变, 肿瘤

细胞的遗传可塑性使他们能够对具体的针对

细胞信号转导途径中某一环节的分子靶向药

物失去反应, 甚至产生耐药. 大多数实体瘤患

者, 当其被诊断为肿瘤患者时, 其体内的基因已

有多种改变, 足以对抗单一的分子靶向治疗药

物. 1999年Kaelin首先提出了多点攻击(multi-hit 
modality)理论. 该理论的核心是利用某一靶位

实现对信号通路的多点阻断, 从而摧毁肿瘤细

胞赖以生存的整个信号通路网络. 因此寻找有

效的靶位是这一理论应用于肿瘤治疗的关键[5]. 
肿瘤细胞经常面临生存环境的剧烈变化, 如缺

氧、酸中毒、医源性化疗和放疗等, 在这种环

境下仍然有肿瘤细胞生存. 剧烈的环境变化导

致细胞蛋白的损伤, 考虑到分子伴侣保护受损

的细胞蛋白, 而且近年研究发现, 细胞信号转导

通路中的许多蛋白是HSP90的客户蛋白. HSP90
在肿瘤的发生进展及转移过程中发挥了重要作

用. 因此通过抑制HSP90这一靶点, 进而抑制肿

瘤细胞信号转导通路中的多种蛋白, 实现多点

攻击, 干扰肿瘤细胞周期、诱导细胞凋亡、抑

■创新盘点
本 实 验 选 用
HSP90功能性抑
制剂17-DMAG, 
其 与 G A 和
17-AAG比较, 有
更小的肝毒性, 且
水溶性好. 国外报
道其抑制肿瘤生
长效果更好, 更适
合下一步的体内
实验, 有望为肿瘤
的治疗提供新的
途径.

表 1 不同浓度组17-DMAG对胃癌细胞株SGC-7901的生
长抑制作用 (%)

     
17-DMAG             

24 h     48 h               72 h
(μmol/L)

0.4        8.8±4.3          25.9±9.2          37.8±4.9

0.8      20.9±8.6          42.2±4.1          52.6±6.6

1.6      35.5±3.3          49.9±5.6          60.2±7.5

3.2      50.1±3.9          64.3±2.4          79.3±3.6

6.4      53.9±7.4          70.4±2.8          86.3±2.2

表 2 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901细胞周期的影响

     
分组

                              细胞周期分布(%)

               G0/G1        S            G2/M

对照组

2.5 μmol/L

5.0 μmol/L

bP<0.001 vs  实验组; LSD法分析, dP<0.001 vs  5.0 μmol/L.

81.1±1.20

74.8±1.18

69.2±1.68

  9.7±0.36

10.7±0.56

10.8±0.51

  9.2±0.85

14.5±0.62b

19.9±1.95d

图 2 17-DMAG对胃癌SGC-7901细胞周期的流式细胞
仪分析结果. A: 对照组; B: 17-DMAG 2.5 mol/L组; C: 

17-DMAG 5 mol/L组.
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图 1 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901的生长抑制作用. 
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■应用要点
17-DMAG通过选
择性抑制肿瘤细
胞中HSP90的分
子伴侣功能, 导致
其多种客户蛋白
功能丧失, 抑制肿
瘤细胞生长, 其在
乳腺癌、卵巢癌
和前列腺癌等肿
瘤细胞系中得到
证实, 并进入Ⅰ期
临床. 通过进一步
研究有望在多种
肿瘤分子治疗中
得以应用. 

制肿瘤浸润、新生血管形成和肿瘤转移, 从多

方面达到抑制肿瘤生长, 最终治愈肿瘤的目的[6]. 
HSP90是最丰富的伴侣蛋白之一, 与多种细胞增

殖相关蛋白结合. HSP90在肿瘤细胞中的表达

率是正常细胞的2-10倍[7], 在肿瘤细胞的生长和

存活中起重要作用. Paduano et al报道肿瘤来源

的HSP90与17AAG的亲和力是正常组织亲和力

的100倍, 因而HSP90抑制剂能特异性地杀伤肿

瘤细胞[8]. 近几年, 国外研究证实HSP90抑制剂

17-AAG和17-DMAG有效诱导肿瘤细胞死亡已

在乳腺癌、卵巢癌和前列腺癌等细胞系中得到

证实, 并进入Ⅰ期临床实验[9]. 
胃癌是我国高发肿瘤, 其发病率在消化道

肿瘤中居于第1位. 化疗效果一直不尽如人意, 
毒副作用严重, 不敏感或很快产生耐受, 寻找更

加有效的治疗药物和辅助治疗手段, 乃当务之

急. 为了探讨HSP90抑制剂17-DMAG对胃癌细

胞的作用, 我们采用细胞培养技术, 应用MTT法
检测17-DMAG对SGC-7901细胞的生长抑制作

用, 结果表明17-DMAG能明显抑制SGC-7901
细胞的生长 ,  且呈显著的浓度-作用时间依赖

性. 17-DMAG抑制细胞生长, 诱导肿瘤细胞凋

亡, 是通过抑制HSP90的功能, 干扰信号转导蛋

白HER2、Raf、Ras、Akt、STAT等, 而且通过

干扰肿瘤细胞内端粒酶(tolemerase)的稳定, 达
到对肿瘤细胞的生长抑制作用[2-3]. 流式细胞仪

检测细胞周期发现, 17-DMAG阻滞SGC-7901细
胞于G2/M期, 且浓度越高其阻滞作用愈强. 我
们推测17-DMAG作为HSP90抑制剂可能通过

抑制HSP90的分子伴侣功能, 干扰多种细胞周

期蛋白的功能(如CyclinA、CyclinB和CDK1), 
使胃癌细胞SGC-7901停滞于G2/M期. 在预试

验中我们发现17-DMAG阻滞SGC-7901细胞

于G2/M期, G2/M期凋亡的二倍体亚峰与S期或

G0/G1重合, 故本实验中我们应用phoenixflow流

式细胞仪分析软件分析时没有分析凋亡的二倍

体亚峰, 我们应用流式细胞仪Annexin V-FITC
染色单独监测胃癌细胞S G C-7901的早期凋

亡和晚期凋亡, 试验结果更为可靠. 本实验中, 
17-DMAG作用SGC-7901细胞24 h, 早期凋亡细

胞明显增加, 作用48 h不仅晚期凋亡细胞增加, 
而且早期凋亡细胞亦有增加. 细胞凋亡是一个

严密完整的程序化死亡过程, 受凋亡抑制蛋白

(inhibitors of apoptosis proteins, IAPs)调节. 我
们推测17-DMAG通过抑制HSP90功能, 使客户

蛋白survivin、livin表达下调, 诱导肿瘤细胞凋

亡, 同时其通过抑制STAT信号转导及突变P53
诱导胃癌凋亡[3,10], 这也是我们下一步研究的方

向. 当增大药物浓度至6 μmol/L作用48 h发现大

部分SGC-7901细胞漂浮死亡, 细胞结构消失, 以
3 μmol/L 17-DMAG作用72 h发现, 亦发现大量

SGC-7901细胞死亡, 提示细胞凋亡是17-DMAG
抑制肿瘤生长的一个重要方式 ,  不是唯一途

径. 国外文献报道17-DMAG通过有丝分裂灾难

(mitotic catastrophe)引起肿瘤细胞死亡. Schwock 
et al [11]在研究HSP90抑制剂对宫颈癌细胞的凋亡

作用时, 发现17-DMAG可以引起宫颈癌细胞反

常有丝分裂, 导致部分肿瘤细胞死亡. 
总之 ,  1 7 - D M A G通过阻滞胃癌细胞

SGC-7901细胞周期, 诱导细胞凋亡, 抑制胃癌细

胞生长, 有望为胃癌的分子靶向治疗提供新的

途径. 
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