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丹参酮ⅡA通过抑制 PI3K/Akt 通路逆转人喉癌细胞顺铂耐药的机制研究 
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摘  要：目的  研究丹参酮ⅡA对人喉癌细胞顺铂耐药的影响作用及机制。方法  以不同质量浓度（0、1.0、2.0、4.0、8.0、

16.0、32.0 mg/L）顺铂干预对数生长期人喉癌 Hep-2 细胞和人喉癌顺铂耐药细胞（Hep-2/DDP）48 h，CCK-8 法检测细胞增

殖抑制率，计算半数抑制浓度（IC50）和耐药指数（RI）。以不同质量浓度（0、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 mg/L）丹参酮

ⅡA干预对数生长期 Hep-2 细胞 48 h，CCK-8 法检测细胞增殖抑制率，计算 IC50；采用丹参酮ⅡA（IC50 5.32 mg/L）＋不同

质量浓度（0、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0 mg/L）顺铂干预对数生长期 Hep-2/DDP 细胞 48 h，CCK-8 法检测细胞增殖抑

制率，计算 2 种药物联用的 IC50 和逆转倍数（RF）。取对数生长期 Hep-2/DDP 细胞，设置对照组、顺铂组、丹参酮ⅡA＋顺

铂组、丹参酮ⅡA＋顺铂＋胰岛素样生长因子-1（IGF-1）组。各组分别给药干预 48 h 后，采用 CCK-8 法、Annexin V-FITC/PI

双染法检测细胞增殖抑制率和凋亡率，Western blotting 法检测 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、激活型

半胱氨酸蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）、cleaved Caspase-9、磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）、p-PI3K、蛋白激酶 B（Akt）蛋白表

达情况。结果  顺铂对 Hep-2 细胞的 IC50 为 4.58 mg/L，对 Hep-2/DDP 细胞的 IC50 为 14.09 mg/L，RI 为 3.08；丹参酮ⅡA对

Hep-2 细胞的 IC50 为 5.32 mg/L；丹参酮ⅡA联合顺铂对 Hep-2/DDP 细胞的 IC50 为 3.34 mg/L，RF 为 4.22。与对照组比较，

顺铂组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率显著升高（P＜0.01）；与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂组 Hep-2/DDP 细胞增殖

抑制率、凋亡率显著升高（P＜0.05）；与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、

凋亡率显著降低（P＜0.05）。与对照组相比，顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2 表达量显著降低，Bax、cleaved Caspase-3、cleaved 

Caspase-9 表达量和 Bax/Bcl-2 值显著升高（P＜0.05）。与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2 表达量显

著降低，Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 表达量和 Bax/Bcl-2 值显著升高（P＜0.05）。与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较，

丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2 表达量显著升高，Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 表达量和

Bax/Bcl-2 值显著降低（P＜0.05）。与对照组相比，顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 p-PI3K、p-Akt 表达量及 PI3K、Akt 磷酸化（p-

PI3K/PI3K、p-Akt/Akt）水平显著降低（P＜0.05）。与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 p-PI3K、p-Akt 表达

量及 PI3K、Akt 磷酸化水平显著降低（P＜0.05）。与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞

p-PI3K、p-Akt 表达量及 PI3K、Akt 磷酸化水平显著升高（P＜0.05）。结论  丹参酮ⅡA可逆转人喉癌细胞顺铂耐药，其作用

机制可能与抑制 PI3K/Akt 通路活化而促进喉癌细胞凋亡有关。 
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Abstract: Objective  To study the effect and mechanism of tanshinone ⅡA on cisplatin resistance in human laryngeal carcinoma 

cells. Methods  Human laryngeal carcinoma Hep-2 cells and human laryngeal carcinoma cisplatin-resistant cells (Hep-2 /DDP) were 

treated with different concentrations of cisplatin (0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0 mg/L) for 48 h. The inhibition rate of cell proliferation  
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was detected by CCK-8 method, and the semi-inhibitory concentration (IC50) and drug resistance index (RI) were calculated. Hep-2 

cells were treated with different concentrations of tanshinone ⅡA (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 mg/L) in logarithmic growth phase 

for 48 h. The cell proliferation inhibition rate was detected by CCK-8 method, and the IC50 was calculated. Hep-2/DDP cells were 

treated with tanshinone ⅡA IC50 (5.32 mg/L) + cisplatin at different concentrations (0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0 mg/L) for 48 h, and 

the cell proliferation inhibition rate was detected by CCK-8 method. The IC50 and reversion fold (RF) of two drug combinations were 

calculated. Hep-2/DDP cells in logarithmic growth phase were divided into control group, cisplatin group, tanshinone ⅡA + cisplatin 

group, and tanshinone ⅡA + cisplatin + IGF-1 group. The cell proliferation inhibition rate and apoptosis rate were detected by CCK-8 

method and Annexin V-FITC/PI double staining method, and the expression of Bcl-2, Bax, Cleaved caspase-3, Cleaved caspase-9, 

PI3K, p-PI3K, Akt,and p-Akt was detected by Western blotting. Results  The IC50 of cisplatin on Hep-2 cells was 4.58 mg/L, the IC50 

of cisplatin on Hep-2/DDP cells was 14.09 mg/L, and the RI was 3.08. The IC50 of tanshinone ⅡA on Hep-2 cells was 5.32 mg/L. The 

IC50 and RF of tanshinone ⅡA combined with cisplatin were 3.34 mg/L and 4.22, respectively. Compared with the control group, the 

proliferation inhibition rate and apoptosis rate of Hep-2/DDP cells in cisplatin group were significantly increased (P < 0.01). 

Compared with cisplatin group, the proliferation inhibition rate and apoptosis rate of Hep-2/DDP cells in tanshinone ⅡA + cisplatin group 

were significantly increased (P < 0.05). Compared with tanshinone ⅡA + cisplatin group, the proliferation inhibition rate and apoptosis 

rate of Hep-2/DDP cells in tanshinone ⅡA + cisplatin + IGF-1 group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with the 

control group, the expression level of Bcl-2 in Hep-2/DDP cells in cisplatin group was significantly decreased, while the expression 

levels of Bax, Cleaved caspase-3, Cleaved caspase-9, and Bax/Bcl-2 ratio were significantly increased (P < 0.05). Compared with 

cisplatin group, the expression level of Bcl-2 in Hep-2/DDP cells in tanshinone ⅡA + cisplatin group was significantly decreased, and 

the expression levels of Bax, Cleaved caspase-3, Cleaved caspase-9, and Bax/Bcl-2 ratio were significantly increased (P < 0.05). 

Compared with tanshinone ⅡA + cisplatin group, the expression level of Bcl-2 in Hep-2/DDP cells in tanshinone ⅡA + cisplatin + 

IGF-1 group was significantly increased, and the expression levels of Bax, Cleaved caspase-3, Cleaved caspase-9, and Bax/Bcl-2 ratio 

were significantly decreased (P < 0.05). Compared with the control group, the expressions of p-PI3K and p-Akt and the 

phosphorylation of PI3K and Akt (p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt) in Hep-2/DDP cells in cisplatin group were significantly decreased (P 

< 0.05). Compared with cisplatin group, the expressions of p-PI3K and p-Akt and the phosphorylation levels of PI3K and Akt in Hep-

2/DDP cells in tanshinone ⅡA + cisplatin group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with tanshinone ⅡA + cisplatin 

group, the expressions of p-PI3K and p-Akt and the phosphorylation levels of PI3K and Akt in Hep-2/DDP cells in tanshinone ⅡA + 

cisplatin + IGF-1 group were significantly increased (P < 0.05). Conclusions  Tanshinone ⅡA can reverse the cisplatin resistance of 

human laryngeal cancer cells, which mechanism may be related to inhibiting the activation of PI3K/Akt pathway and promoting the 

apoptosis of laryngeal cancer cells. 
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我国喉癌发病率 0.58/万，约占头颈部恶性肿瘤

的 20%，主要表现为咽喉异物感、声音嘶哑、吞咽

困难、咳血、耳痛等症状[1]。大部分患者确诊时已

处于中晚期，只能采取以化疗为主的治疗方案。顺

铂是喉癌化疗常用药物，但喉癌细胞获得性耐药严

重影响着其临床疗效，是导致喉癌晚期患者预后差

的重要因素。因此，寻找低毒高效的顺铂耐药逆转

剂以提高喉癌疗效至关重要。 

丹参酮ⅡA 是从唇形科植物丹参的根茎中提取

的一种活性化合物，目前临床上主要用于缺血性心

脑血管疾病的治疗，随着药理学研究的深入，发现

丹参酮ⅡA具有广泛的抗肿瘤活性[2]。磷脂酰肌醇 3

激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）是调控细胞增殖与凋

亡的关键信号通路[3]，丹参酮ⅡA通过抑制PI3K/Akt

通路能够抑制胆管癌细胞增殖[4]、诱导卵巢癌细胞

凋亡[5]、逆转非小细胞肺癌细胞顺铂耐药[6]。本研究

旨在探讨丹参酮ⅡA 对人喉癌细胞顺铂耐药的影响

及相关机制。 

1  材料与方法 

1.1  细胞 

人喉癌 Hep-2 细胞由河北医科大学细胞生物学

研究室惠赠。 

1.2  药物与试剂 

丹参酮ⅡA（质量分数≥95%）购自中国食品药

品鉴定研究院（批号 110766-210429）；顺铂购自美

国 Sigma 公司（批号 MKBZ0848V）；PI3K/Akt 信

号通路激活剂胰岛素样生长因子-1（IGF-1）购自美

国 Cell Signaling 公司（批号 9208SC）；DMEM 培

养基、0.25%胰蛋白酶、胎牛血清、青霉素–链霉素

购自美国 Gibco 公司（批号 8130936、R001100、
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10100152、15070-054）；CCK-8 试剂盒购自大连美

仑生物技术有限公司（批号 210413）；Annexin V-

FITC/PI 试剂盒购自美国 BD 公司（批号 556317）；

RIPA 裂解液、BCA 法蛋白定量试剂盒、IgG 二抗

购自上海碧云天生物技术有限公司（批号 P0013C、

P0012、A0208）；蛋白提取试剂盒、超敏 ECL 发光

试剂盒购自沈阳万类生物科技有限公司（批号

WLA022 、 WLA015 ）； β-actin 抗体购自美国

Proteintech 公司（批号 60008-1-Ig）；B 细胞淋巴瘤-

2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体购自美国

Santa Cruz Biotechnology 公司（批号 sc-6905、sc-

7480）；激活型半胱氨酸蛋白酶-3（Cleaved Caspase-

3）、Cleaved Caspase-9 抗体购自武汉三鹰生物有限

公司（批号 66470-2-Ig、66483-1-Ig）；PI3K、p-PI3K、

Akt、p-Akt 抗体购自英国 Abcam 公司（批号

ab32089、ab21304、ab38451、ab87902）。 

1.3  主要仪器 

Model371 型细胞培养箱（美国 Thermo 公司）；

Ts2 型显微镜（日本 Nikon 公司）；MB-530 型能酶

标仪（中国深圳市汇松科技发展有限公司）；

FACSCalibur 型流式细胞仪、Trans-Biot Turbo 型转

膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；DYCP-31DN 型电泳仪

（北京六一公司）；Tanon5200 型化学发光成像系统

（上海天能科技有限公司）。 

1.4  实验方法 

1.4.1  人喉癌顺铂耐药细胞（Hep-2/DDP）的构建  参

照赵运华等[7]报道的高浓度冲击联合浓度递增法诱

导建立 Hep-2/DDP 细胞：Hep-2 细胞株经解冻复苏

后，接种于含 10%胎牛血清、1%双抗（青霉素–链

霉素）的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、5% CO2 细

胞培养箱中常规培养，取对数生长期 Hep-2 细胞，

经 0.5 mg/L 顺铂作用 24 h 后更换为不含顺铂的

DMEM 培养基，培养至 Hep-2 细胞恢复正常生长后

再加药，反复诱导，直至细胞可在 0.5 mg/L 顺铂中

正常生长。依次用 1、2、4 mg/L 顺铂加压筛选，重

复上述操作步骤，最终得到可在 4 mg/L 顺铂中正常

生长的喉癌 Hep-2 细胞，即 Hep-2/DDP 细胞。 

1.4.2  CCK-8法检测不同浓度顺铂对Hep-2细胞和

Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、半数抑制浓度（IC50）、

耐药指数（RI）  取对数生长期 Hep-2 细胞和 Hep-

2/DDP 细胞，经 0.25%胰蛋白酶消化后分别制备浓

度 5×104个/mL 的细胞悬液，100 μL/孔加入 96 孔

板，设置 0（对照）、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0 

mg/L 顺铂组，每组设置 12 个复孔。置于 37 ℃、

5% CO2 细胞培养箱中常规培养 24 h 后，各组分别

更换含有相应浓度药物的培养基继续培养 48 h，20 

μL/孔加入 CCK-8 试剂，置于细胞培养箱中避光培

养 4 h，酶标仪检测 450 nm 处吸光度（A）值，分

别计算顺铂 Hep-2 IC50 和顺铂 Hep-2/DDP IC50、RI。 

增殖抑制率＝（A 对照－A 药物）/A 对照 

RI＝顺铂 Hep-2/DDP IC50/顺铂 Hep-2 IC50 

1.4.3  CCK-8 法检测不同浓度丹参酮ⅡA 对 Hep-2

细胞增殖抑制率、IC50  取对数生长期 Hep-2 细胞，

经 0.25%胰蛋白酶消化后分别制备浓度 5×104个/mL

的细胞悬液，100 μL/孔加入 96 孔板，设置 0、0.5、

1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 mg/L 丹参酮ⅡA组，每组

设置 12 个复孔。置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

中常规培养 24 h 后，各组分别更换含有相应浓度药

物的培养基继续培养 48 h，加入 CCK-8 试剂 20 μL/

孔，置于细胞培养箱中避光培养 4 h，通过酶标仪检

测 450 nm 处 A 值，计算丹参酮ⅡA对 Hep-2 细胞的

IC50，以丹参酮ⅡA 对 Hep-2 细胞的 IC50 作为后续

实验丹参酮ⅡA的浓度。 

1.4.4  CCK-8 法检测丹参酮ⅡA＋不同浓度顺铂对

Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、IC50、逆转倍数（RF）  

取对数生长期 Hep-2/DDP 细胞，经 0.25%胰蛋白酶

消化后分别制备浓度 5×104 个/mL 的细胞悬液，

100 μL/孔加入 96 孔板，设丹参酮ⅡA 5.32 mg/L＋

不同浓度顺铂（0、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0 

mg/L）组，每组设置 12 个复孔。置于 37 ℃、5% 

CO2 细胞培养箱中常规培养 24 h 后，各组分别更换

含有相应浓度药物的培养基继续培养 48 h，加入

CCK-8 试剂 20 μL/孔，置于细胞培养箱中避光培养

4 h，通过酶标仪检测 450 nm 处 A 值，计算增殖抑

制率、联合 IC50 和 RF。 

RF＝顺铂 Hep-2/DDP IC50/联合 IC50 

1.4.5  CCK-8 法检测细胞增殖抑制率  取对数生

长期 Hep-2/DDP 细胞，经 0.25%胰蛋白酶消化后制

备浓度 5×104 个/mL 的细胞悬液，100 μL/孔加入

96 孔板，同时设置对照组、顺铂（顺铂 Hep-2 IC50）

组、丹参酮ⅡA（丹参酮ⅡA Hep-2 IC50）＋顺铂（顺

铂 Hep-2 IC50）组、丹参酮ⅡA（丹参酮ⅡA Hep-2 

IC50）＋顺铂（顺铂 Hep-2 IC50）＋IGF-1（0.1 mg/L）

组[8]，每组设 12 个复孔。置于细胞培养箱培养 24 h

后，各组分别更换含有相应终浓度药物的培养基继

续培养 48 h，加入 CCK-8 试剂 20 μL/孔，继续避光



第 37 卷第 9 期  2022 年 9 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 37 No. 9 September 2022 

   

·1941· 

培养 4 h 后，通过酶标仪检测 450 nm 处 A 值，计算

增殖抑制率。 

1.4.6  Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率  取

对数生长期 Hep-2/DDP 细胞，经 0.25%胰蛋白酶消

化后制备浓度 1×106 个/mL 的细胞悬液，500 μL/孔

加入 6 孔板，按照 1.4.5 项下分组和给药干预 48 h

后，经 0.25%不含 EDTA 胰蛋白酶消化后制备单细

胞悬液，按 Annexin V-FITC/PI 试剂盒操作说明，5 

μL/孔加入 Annexin V-FITC 染液避光孵育 15 min，

5 μL/孔加入 PI 染液避光孵育 10 min，然后通过流

式细胞仪观察细胞凋亡状况并计算凋亡率。 

1.4.7  Western blotting 法检测 Bcl-2、Bax、cleaved 

Caspase-3、cleaved Caspase-9、PI3K、p-PI3K、Akt、

p-Akt 蛋白表达  取对数生长期 Hep-2/DDP 细胞，

经 0.25%胰蛋白酶消化后制备浓度 1×106个/mL 的

细胞悬液，500 μL/孔加入 6 孔板，按照 1.4.5 项下

分组和给药干预 48 h 后，经 0.25%胰蛋白酶消化后

收集细胞，加入适量 RIPA 裂解液后冰上静置 30 

min，4 ℃、12 000 r/min 离心（离心半径 8 cm）10 

min 提取总蛋白，BCA 法定量总蛋白浓度、沸水浴

10 min 使蛋白变性后，10% SDS-PAGE 凝胶电泳分

离蛋白、转 PVDF 膜、5%脱脂奶粉室温封闭 1.5 h

后，滴加稀释后的目标蛋白抗体和 β-actin（内参）

抗体 4 ℃孵育 12 h，洗膜后滴加稀释后的二抗室温

避光孵育 1.5 h，洗膜后滴加超敏 ECL 化学发光试

剂显影，以目标蛋白条带与 β-actin 蛋白条带灰度比

值作为目标蛋白相对表达量。 

1.5  统计学方法 

运用软件 SPSS 20.0 进行数据分析，计量资料

采用x ± s 表示，多组间均数比较采用单因素方差

分析，进一步组间两两比较采用 LSD-t 检验，以 P＜

0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  不同浓度顺铂对 Hep-2 细胞和 Hep-2/DDP 细

胞增殖抑制率、IC50、RI 的影响 

由表1可知，随着质量浓度的增加，顺铂对Hep-

2 细胞和 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率显著升高，且

呈现一定的剂量相关性（P＜0.05），顺铂 Hep-2 的

IC50 为 4.58 mg/L，顺铂 Hep-2/DDP 的 IC50 为 14.09 

mg/L，RI 为 3.08。 

2.2  不同浓度丹参酮ⅡA 对 Hep-2 细胞增殖抑制

率、IC50 的影响 

由表 2 可知，丹参酮ⅡA对 Hep-2 细胞增殖抑 

表 1  不同浓度顺铂对 Hep-2 细胞和 Hep-2/DDP 细胞增殖

抑制率的影响（x ± s，n = 12） 

Table 1  Effects of different concentrations of cisplatin on 

proliferation inhibition rate of Hep-2 cells and 

HEP-2/DDP cells (x ± s, n = 12 ) 

顺铂质量浓度/ 

 (mg·L−1) 

细胞增殖抑制率/% 

Hep-2 Hep-2/DDP 细胞 

 0 0.00±0.00   0.00±0.00 

 1  9.41±1.56*   7.92±0.96* 

 2 30.83±4.27*  25.84±4.09* 

 4 48.15±6.42*  36.18±5.24* 

 8 61.40±8.29*  44.26±7.03* 

16 71.18±9.82*  53.49±8.16* 

32  77.62±11.09*  60.82±9.41* 

与 0 mg·L−1顺铂比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs 0 mg·L−1 cisplatin  

表 2  不同浓度丹参酮ⅡA 对 Hep-2 细胞增殖抑制率的影响

（x ± s，n = 12） 

Table 2  Effects of different concentrations of tanshinone  

ⅡA on proliferation inhibition rate of HEP-2 cells 

(x ± s, n = 12 ) 

丹参酮ⅡA质量浓度/(mg·L−1) Hep-2 细胞增殖抑制率/% 

 0.0  0.00±0.00 

 0.5  9.64±1.22* 

 1.0 24.35±4.17* 

 2.0 38.51±5.24* 

 4.0 48.23±6.09* 

 8.0 56.18±7.64* 

16.0 61.48±9.07* 

与 0.0 mg·L−1丹参酮ⅡA比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs 0.0 mg·L−1 tanshinone ⅡA group 

制率显著升高，且呈现一定的剂量相关性（P＜

0.05），丹参酮ⅡA Hep-2 的 IC50 为 5.32 mg/L（作为

后续实验丹参酮ⅡA浓度）。 

2.3  丹参酮ⅡA 联合不同浓度顺铂对 Hep-2/DDP

细胞增殖抑制率、IC50、RF 的影响 

由表 3 可知，丹参酮ⅡA（5.32 mg/L）＋顺铂

（0、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0 mg/L）组 Hep-

2/DDP 细胞增殖抑制率显著升高（P＜0.05），且呈

剂量相关性，联合 IC50 为 3.34 mg/L，RF 为 4.22。 

2.4  丹参酮ⅡA 联合顺铂及 IGF-1 对 Hep-2/DDP

细胞增殖和凋亡的影响 

顺铂组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率显

著高于对照组（P＜0.01）。与顺铂组比较，丹参酮

ⅡA＋顺铂组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率

显著升高（P＜0.05）。与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较，

丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞增殖

抑制率、凋亡率显著降低（P＜0.05），见图 1、表 4。 
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表 3  丹参酮ⅡA（5.32 mg·L−1）＋不同浓度顺铂对 Hep-

2/DDP 细胞增殖抑制率的影响（x ± s，n = 12） 

Table 3  Effects of tanshinone ⅡA (5.32 mg·L−1) + cisplatin 

at different concentrations on proliferation 

inhibition rate of Hep-2/DDP cells (x ± s, n = 12 ) 

丹参酮ⅡA 5.32 mg·L−1＋

顺铂质量浓度/(mg·L−1) 
细胞增殖抑制率/% 

 0 23.14±3.86 

 1 34.98±4.17* 

 2 44.02±5.83* 

 4 52.57±7.82* 

 8 60.85±9.04* 

16  66.13±11.29* 

32  72.08±11.65* 

与丹参酮ⅡA 5.32 mg·L−1＋0 mg·L−1顺铂比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs tanshinone ⅡA 5.32 mg·L−1 + 0 mg·L−1 cisplatin 

2.5  丹参酮ⅡA 联合顺铂及 IGF-1 对 Hep-2/DDP

细胞 Bcl-2、Bax、 cleaved Caspase-3、 cleaved 

Caspase-9 蛋白表达的影响 

顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2 表达量显著低于

对照组，Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-

9表达量和Bax/Bcl-2值显著高于对照组（P＜0.01）。

与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂组 Hep-2/DDP 细

胞 Bcl-2 表达量显著降低，Bax、cleaved Caspase-3、

cleaved Caspase-9 表达量和 Bax/Bcl-2 值显著升高

（P＜0.05）。与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋

顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2 表达量显著

升高，Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 表

达量和 Bax/Bcl-2 值显著降低（P＜0.05），见图 2、

表 5。 
 

 
图 1  各组 Hep-2/DDP 细胞凋亡状况 

Fig. 1  Apoptosis of Hep-2/DDP cells in each group 

表 4  各组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率的比较（x ± s，n = 12） 

Table 4  Comparison of proliferation inhibition rate and apoptosis rate of Hep-2/DDP cells in each group (x ± s, n = 12 ) 

组别 剂量/(mg∙L−1) 增殖抑制率/% 凋亡率/% 

对照 — 0.00±0.00 7.96±1.10 

顺铂 4.58 23.35±3.92** 31.82±4.51** 

丹参酮ⅡA＋顺铂 5.32＋4.58 50.18±7.54# 54.37±7.83# 

丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 5.32＋4.58＋0.1 29.06±4.81@ 13.94±1.76@ 

与对照组比较：**P＜0.01；与顺铂组比较：#P＜0.05；与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较：@P＜0.05 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; @P < 0.05 vs tanshinone ⅡA + cisplatin group 

 

 

图 2  各组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、

cleaved Caspase-9 蛋白表达 

Fig. 2  Expression of Bcl-2, Bax, Cleaved Caspase-3, and 

Cleaved Caspase-9 of Hep-2/DDP cells in each group 

2.6  各组 Hep-2/DDP 细胞 PI3K、p-PI3K、Akt、

p-Akt 蛋白表达的影响 

顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 p-PI3K、p-Akt 表达及

PI3K、Akt 磷酸化（p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt）水平

显著降低（P＜0.05）。与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋

顺铂组 Hep-2/DDP 细胞 p-PI3K、p-Akt 表达量及

PI3K、Akt 磷酸化水平显著降低（P＜0.05）。与丹

参酮ⅡA＋顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1

组 Hep-2/DDP 细胞 p-PI3K、p-Akt 表达及 PI3K、

Akt 磷酸化水平显著升高（P＜0.05），见图 3、表 6。 

3  讨论 

喉癌是临床上较常见的头颈部恶性肿瘤之一， 
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表 5  各组 Hep-2/DDP 细胞 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 蛋白表达及 Bax/Bcl-2 值的比较（x ± s，n = 12） 

Table 5  Comparison of Bcl-2, Bax, cleaved Caspase-3, cleaved Caspase-9 protein expression and Bax/Bcl-2 ratio of Hep-2/DDP 

cells in each group (x ± s, n = 12 ) 

组别 剂量/(mg∙L−1) Bcl-2/β-actin Bax/β-actin Bax/Bcl-2 
cleaved Caspase-3/ 

β-actin 

cleaved Caspase-9/ 

β-actin 

对照 — 1.06±0.19 0.07±0.02 0.07±0.02 0.09±0.03 0.04±0.01 

顺铂 4.58 0.15±0.03** 0.17±0.03** 1.13±0.21** 0.23±0.05** 0.42±0.08** 

丹参酮ⅡA＋顺铂 5.32＋4.58 0.09±0.02# 0.45±0.08# 5.02±0.86# 0.68±0.13# 0.95±0.17# 

丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 5.32＋4.58＋0.1 0.78±0.14@ 0.10±0.02@ 0.13±0.03@ 0.12±0.03@ 0.11±0.03@ 

与对照组比较：**P＜0.01；与顺铂组比较：#P＜0.05；与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较：@P＜0.05 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; @P < 0.05 vs tanshinone ⅡA + cisplatin group 

 

 

图 3  各组 Hep-2/DDP 细胞 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt 蛋

白表达 

Fig. 3  Expression of PI3K, p-PI3K, Akt, and p-Akt proteins 

of Hep-2/DDP cells in each group 

约占全身恶性肿瘤的 2.1%，其中鳞状细胞癌占比超

过 95%[9]。喉癌早期治疗主要采取外科手术或联合

放化疗的综合方案，能够有效改善患者生活质量并

延长生存期。但晚期患者预后较差，整体 5 年生存

率不足 50%，其中合并咽瘘、肺部感染、呼吸困难

等并发症晚期患者 5 年生存率不足 20%[10-11]。喉癌

细胞获得性耐药所致化疗敏感性降低是其术后复

发和疾病进展的重要原因，所以探索喉癌化疗耐药

逆转剂具有重要意义。 

喉癌可归属中医“喉瘖”“喉瘤”“喉百叶”等

范畴，气阴两虚、气滞血瘀、痰浊凝聚、痰瘀互结

是其主要病机，宜采用养阴益气、活血化瘀、化痰 
 

表 6  各组 Hep-2/DDP 细胞 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达比较（x ± s，n = 12） 

Table 6  Comparison of PI3K, p-PI3K, Akt, p-Akt protein expression and PI3K, Akt phosphorylation levels of Hep-2/DDP 

cells in each group (x ± s, n = 12 ) 

组别 剂量/(mg∙L−1) PI3K/β-actin p-PI3K/β-actin p-PI3K/PI3K Akt/β-actin p-Akt/β-actin p-Akt/Akt 

对照 — 1.26±0.24 1.07±0.20 0.85±0.16 1.31±0.25 1.20±0.23 0.92±0.18 

顺铂 4.58 1.20±0.22 0.24±0.05** 0.21±0.04** 1.18±0.21 0.34±0.08** 0.29±0.06** 

丹参酮ⅡA＋顺铂 5.32＋4.58 1.19±0.25 0.05±0.01# 0.04±0.01# 1.22±0.23 0.09±0.02# 0.08±0.02# 

丹参酮ⅡA＋顺铂＋IGF-1 5.32＋4.58＋0.1 1.21±0.23 0.96±0.17@ 0.79±0.13@ 1.34±0.27 0.83±0.15@ 0.62±0.11@ 

与对照组比较：**P＜0.01；与顺铂组比较：#P＜0.05；与丹参酮ⅡA＋顺铂组比较：@P＜0.05 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; @P < 0.05 vs tanshinone ⅡA + cisplatin group 

 

散结等疗法[12]。中药丹参首载于《神农本草经》，为

我国药典收录品种，具有活血化瘀、凉血消痈、通

经止痛等功效[13]。 

丹参酮ⅡA 是其主要有效成分之一，其化学结

构属于脂溶性二萜醌类化合物，具有较为广泛的抗

肿瘤活性，已证实丹参酮ⅡA 能够逆转人非小细胞

肺癌细胞顺铂耐药[6]、逆转人乳腺癌细胞和人胃癌

细胞阿霉素耐药[14-15]等。本研究结果显示，丹参酮

ⅡA 能够明显逆转人喉癌细胞顺铂耐药（RF 为

4.22）；与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂能够明显

提高 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率，而丹参酮ⅡA＋

顺铂＋IGF-1 组 Hep-2/DDP 细胞增殖抑制率明显

低于丹参酮ⅡA＋顺铂组。说明丹参酮ⅡA对人喉癌

细胞顺铂耐药的逆转作用可能与抑制 PI3K/Akt 通

路有关。 

顺铂为喉癌化疗一线用药，诱导细胞凋亡是其

抗肿瘤作用的主要机制之一。Bcl-2 家族蛋白对细胞

凋亡过程具有重要调控作用，其中 Bax 能够破坏线

粒体膜通透性使细胞色素 C（Cyt C）释放进入胞浆，

Cyt C 能够剪切活化 Caspase-9，cleaved Caspase-9

则能够诱导 Caspase-3 活化，cleaved Caspase-3 切割

破坏细胞膜结构蛋白、核蛋白、DNA、核酸等生物

大分子结构，诱发细胞凋亡[16-17]。表达于线粒体膜

的 Bcl-2 能够与 Bax 形成二聚体拮抗 Bax 促凋亡作
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用，所以 Bax/Bcl-2 值能够反映二者对细胞凋亡的

调控作用[18]。PI3K/Akt 信号通路参与调控细胞增

殖、凋亡等过程，与肿瘤进展密切相关，Akt 为 PI3K

的下游效应分子，被 p-PI3K 诱导磷酸化活化，p-Akt

能够下调具有促凋亡作用的 GSK-3β 表达，诱导

cleaved Caspase-3 磷酸化失活[19-20]。本研究结果显

示，与顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂组能够明显升

高 Hep-2/DDP 细胞凋亡率，下调 Bcl-2 表达并上调

Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 表达，

提高 Bax/Bcl-2 比值，并降低 PI3K、Akt 磷酸化水

平；与丹参酮ⅡA+顺铂组比较，丹参酮ⅡA＋顺铂＋

IGF-1 组对 Hep-2/DDP 细胞凋亡和相关蛋白表达的

调控作用明显减弱。提示丹参酮ⅡA 对人喉癌细胞

顺铂耐药的逆转作用可能与抑制 PI3K/Akt 通路而

促进细胞凋亡有关。 

综上所述，丹参酮ⅡA 可逆转人喉癌细胞顺铂

耐药，其作用机制可能与抑制 PI3K/Akt 通路活化而

促进喉癌细胞凋亡有关。本研究结果提示了丹参酮

ⅡA 联合顺铂可提高喉癌顺铂化疗效果，为临床治

疗喉癌提供了新的思路。 
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