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细胞体外生长的影响
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摘!要!目的!探讨百里醌联合吉西他滨对胰腺癌 ab7ZH& 细胞增殖和凋亡的影响!并探讨其作用机制" 方法!采用 ZZ̀

H9 法检测细胞相对活性!2D>PM@S染色法及流式细胞术检测细胞凋亡情况!I>@S>UJ QEDS法检测凋亡相关蛋白(aPEH$#a8b#keY

+7)#半胱天冬酶(PE>8X>? HP8@B8@>H&#PE>8X>? HP8@B8@>H%)#7ÔF#+6S及 BMD@BMDH+6S蛋白的表达" 结果!百里醌呈浓度依

赖性地抑制胰腺癌 ab7ZH& 细胞增殖!诱导细胞凋亡" 吉西他滨组 ( d̂ =)#百里醌组 (Om)#百里醌联合吉西他滨组 (Om;

d̂ =)#百里醌与吉西他滨序贯给药组 (OmHd̂ =)相对细胞活性分别为 9&-,. o*-".#("-9. o'-#.#*9-$(. o'-(#.#

&&-&. o&-%./早期凋亡率分别为 "$-$. o&-9.#&#-*. o*-&.#*&-(. o(-,.#(9-&. o'-"./各组相对细胞活性均明显

低于对照组(%/#-#()!而细胞凋亡率显著增高(%/#-#()/与 d̂ =组比较!OmHd̂ =组与 Om;d̂ =组相对细胞活性明显下调

(%/#-##")!凋亡率明显上调(%/#-##")/OmHd̂ =组较 Om;d̂ =组出现更明显的增殖受抑(%/#-##")!更高的细胞凋亡率

(%/#-##")" 百里醌 H吉西他滨序贯给药作用于胰腺癌 ab7ZH& 细胞后!ab7ZH& 细胞中 a8b蛋白表达明显下调!而 aPEH$#

ke+7#PE>8X>? P8@B8@>H&#PE>8X>? P8@B8@>H% 蛋白表达明显上调" 百里醌可显著上调 ab7ZH& 细胞 7ÔF的表达!明显抑制 +6S

磷酸化" 结论!百里醌可明显增强吉西他滨对体外胰腺癌细胞生长抑制作用!可能是通过上调 7ÔF!+6S去磷酸化!促使 aPEH

$#ke+7表达上调及 a8b表达下调!活化 P8@B8@>H&#P8@B8@>H% 诱导细胞凋亡而实现"
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[>U>?>S>U1RJ>? U>@B>PSRX>EWQWZ>EEZDVJSRJ3 R̀S9 (ZZ̀ H9) 8@@8W! TED[PWSD1>SUW! 8J? [>@S>UJ QEDSSRJ38@@8W-9IC>@FC!OMW1D_VRY

JDJ>?D@>H?>B>J?>JSEWRJMRQRS>? SM>BUDERT>U8SRDJ 8J? RJPU>8@>? SM>8BDBSD@R@DTB8JPU>8SRPP8JP>Uab7ZH& P>EE@-OM>U>E8SRX>P>EEXR8QREY
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!!胰腺癌是极度恶性的消化道肿瘤!是癌症死亡的

第 * 大原因!全世界平均每年有 $$,### 人死于胰腺

癌
,"-

" 胰腺癌侵袭#转移能力强!多数患者无法实现

早期诊断#早期治疗!而根治性手术切除率仅有 "(.

:$#." 吉西他滨(3>1PRS8QRJ>!d̂ =)作为一线化疗

药主要用于进展期或手术无法切除的胰腺癌的辅助

治疗!存在较为严重的化疗耐药性!治疗效果欠佳!(

年生存率 /'.

,$! &-

" 因而!探寻更为有效的化疗药

物成为胰腺癌治疗的研究热点"

百里醌(SMW1D_VRJDJ>!Om)!"%'& 年人们首次从

中东生长的黑草草籽中提取出的一种具有多种生物

活性的有效成分
,*-

" 众多研究已经证实百里醌能有

效抗氧化#炎症#糖尿病#动脉粥样硬化
,(-

!以及有效

抑制肿瘤的多种生物学特性!如肿瘤的无限增殖#运

动和迁移#新生血管生成#诱导多种炎症等
,'-

" 另有

大量体内外实验表明百里醌能抑制乳腺癌#结直肠

癌#前列腺癌#卵巢癌#白血病及多发性骨髓瘤等多种

恶性肿瘤的生长和转移
,, :"#-

" 但百里醌抑制肿瘤的

增殖#诱导凋亡的具体机制目前尚不完全明确!本研

究将探讨百里醌对人胰腺癌细胞的作用及其具体调

控机制!为以后百里醌能应用于胰腺癌的临床辅助化

疗提高有效依据"

材料与方法

"-材料+胎牛血清#)7=eH"'*##青霉素 H链霉素抗生素

购自美国 deaZ]公司/兔抗
"

H8PSRJ#+6S# BMD@BMDH+6S#

7ÔF抗体购自美国 Z>EEAR3J8ERJ3O>PMJDED3W公司/小鼠抗

a8b#aPEH$#P8@B8@>H&#P8@B8@>H%#ke+7抗体!2)7标记羊

抗小鼠#羊抗兔二抗均购自美国 A8JS8ZUVf公司/2D>PM@S试剂

盒#ZZ̀ H9 试剂盒#+JJ>bRJ CHgeOZ细胞凋亡检测试剂盒购

自碧云天生物研究所/百里醌购自美国 AR318公司!用无菌处

理的无水乙醇配制成 "#11DE0K的储存液! H$#r储存 ' 个

月/吉西他滨购自法国 KREW公司!用 #-%. F8ZE溶液配制过滤

无菌处理!*r储存 " 周"

$-细胞培养+人胰腺癌细胞系 ab7ZH& 购自上海中科院

典型培养物保藏中心" ab7ZH& 培养在含 "#.胎牛血清的

)7=eH"'*#!&,r!(. Z]

$

!适合湿度培养箱中!细胞贴壁生

长至密度约 ,#. :9#.!胰酶消化传代培养"

&-细胞分组处理+细胞给予如下处理+

0

Om组+$(

/

1DE0K

百里醌培养 $*M/

1

d̂ =组+"#

/

1DE0K吉西他滨组培养 $*M/

2

Om;d̂ =联合给药组+$(

/

1DE0K百里醌与 "#

/

1DE0K吉西

他滨共培养 $*M/

3

OmHd̂ =序贯给药组+$(

/

1DE0K百里醌

培养 $*M 后!7aA 洗去细胞培养孔中百里醌!换 "#

/

1DE0K吉

西他滨继续培养 $*M"

*-ZZ̀ H9 检测+ab7ZH& 细胞贴壁生长至 ,#. :9#.密

度!胰酶消化用含 "#.胎牛血清的 )7=eH"'*# 重悬为单细

胞悬液!按 ( s"#

&

细胞0孔!$## 微升0孔!接种至 %' 孔板!细

胞培养过夜后给予以下分组处理+

0

不同浓度百里醌(#-"#"#

"##$(#(#

/

1DE0K)培养 $*M/

1

不同浓度吉西他滨(#-#"##-"#

"#"##(#

/

1DE0K)培养 $*M/

2

Om;d̂ =联合给药组/

3

OmH

d̂ =序贯给药组" 每个培养板同时设置空白调零孔(磷酸盐

缓冲液!7aA)#阴性对照组(药物溶媒)!每个分组设置 ( 个复

孔" 培养时间终止后!每孔加入 $#

/

EZZ̀ H9 溶液!&,r继续

培养 *M!在酶标仪 *(#J1处测定吸光度值"

(-2D>PM@S染色+选对数生长期 ab7ZH& 细胞!将 " s"#

(

个细胞接种到 ' 孔板!培养过夜后加入最适浓度百里醌刺激

$*M" 加入 "1E*.多聚甲醛固定 "(1RJ!再加入 (

/

301E2DY

>PM@S染色液染色 "(1RJ!置于 ]EW1BV@倒置荧光显微镜下观

察"

'-流式细胞术检测细胞凋亡+选择对数生长期的 ab7ZH

& 细胞!将 ( s"#

&

个细胞接种到 ' 孔板待细胞生长密度至

9#.时!给予如方法 & 描述的药物处理后" 调整细胞数约 " s

"#

&

个0组!转移至离心管!" s"#

&

U01RJ 离心弃上清并加入

"%(

/

E+JJ>bRJ CHgeOZ结合液轻轻重悬细胞!加入 (

/

E+JY

J>bRJ CHgeOZ并轻轻混匀!室温避光孵育 "#1RJ" " s"#

&

U0

1RJ 离心弃上清!加入 "%#

/

E+JJ>bRJ CHgeOZ结合液轻轻重

悬细胞!再加入 "#

/

E碘化丙啶染色液混匀" 进行流式细胞仪

检测!激发波长 *99J1!发射波长 (&#J1!=VMRPWPE>软件分析

细胞凋亡率"

,-细胞总蛋白提取及免疫印迹检测+选择对数生长期的

ab7ZH& 细胞!按 ( s"#

*

个细胞0孔接种细胞至 ' 孔板!待细

胞贴壁生长至 ,#. :9#.密度!依材料与方法中细胞分组处

理所述给予药物刺激!待培养时间终止!7aA 洗涤细胞 $ 次!

去掉 7aA 并加入细胞裂解液 (#11DE0KOUR@( B2值 ,-* )#

"11DE0K \̂O+#"(#11DE0KF8ZE#". OURSDJ kH"###(#11DE0

KF8g#"11DE0K原钒酸钠#"11DE0K7=Ag!#" s蛋白酶抑制剂

及磷酸酶抑制剂 PDP6S8RE()DPM>公司)" 充分裂解后提取总

蛋白" 选择 aZ+法测定总蛋白浓度!取 *#

/

3总蛋白经十二

烷基硫酸钠 H聚丙烯酰胺凝胶( A\A H7+d̂ )电泳分离!电转

移至硝酸纤维素膜(FZ膜)!用 (.脱脂奶粉或 "#.牛血清白

蛋白封闭非特异性位点" 一抗用 (. aA+0OaAO溶液"G"###

稀释后!*r孵育 FZ膜过夜!再经 OaA 洗涤后用辣根过氧化

物酶(2)7)标记的二抗稀释液室温孵育 "M!漂洗后经 ẐK法

显色!k线胶片曝光" 以
"

H8PSRJ 蛋白为内参对照!每个实验

独立重复 & 次"

9-统计学方法+应用 A7AA "9-# 统计软件分析!计量资料

以均数 o标准差(0oE)表示!组间差异采用方差分析!若不符

合正态性或者方差齐性!则采用秩和检验!以 %/#-#( 为差异

有统计学意义"

结!!果

"-百里醌对胰腺癌 ab7ZH& 细胞增殖的影响+

ZZ̀ H9 检测结果显示!百里醌浓度依赖性抑制胰腺

癌 ab7ZH& 细胞增殖" ab7ZH& 细胞给予不同浓度

.&,.
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的百里醌(#-"#"#"##$(#(#

/

1DE0K)刺激 $*M 后!其

中 "## $(# (#

/

1DE0K浓度组细胞存活率分别为

(,5(. o'-&.#*9-(. o&-(.#$(-'. o&-$.!与

空白对照组相比!差异有统计学意义(%/#-#(!图 "

+)" $(

/

1DE0K百里醌抑制细胞增殖接近 (#.!后续

实验均采用 $(

/

1DE0K的百里醌浓度作用"

图 Q2百里醌对胰腺癌 (V$!TS 细胞增殖和凋亡的影响

+-ZZ̀ H9 法检测不同浓度百里醌对体外培养的胰腺癌 ab7ZH& 细胞增殖的影响/a-ab7ZH& 细胞经 2D>PM@S染色后观

察百里醌诱导细胞的凋亡!白色箭头显示固缩的凋亡细胞核/与对照组(#

/

1DE0K)相比!

&

%/#-#(

!

!!$-百里醌作用后胰腺癌 ab7ZH& 细胞核形态的

改变+正常生长的 ab7ZH& 细胞经 2D>PM@S染色后!

在荧光显微镜下呈现出细胞核圆形或椭圆形!染色质

分别均匀#较少见强的蓝色荧光的细胞核(有丝分裂

细胞核因染色体聚集可出现强蓝色荧光)" ab7ZH&

细胞给予 $(

/

1DE0K百里醌刺激 $*M 后!大量脱落细

胞悬浮在培养皿底部!细胞体积缩小!形态不规则!

2D>PM@S染色后发现细胞核明显固缩#染色质浓缩至

斑块状伴强蓝色荧光!并出现凋亡小体!凋亡细胞比

例明显增高(图 "a)"

&-百里醌#吉西他滨单用或联合#序贯给药对胰

腺癌 ab7ZH& 细胞增殖的影响+上述实验提示百里

醌能明显抑制胰腺癌 ab7ZH& 细胞的增殖!进一步

采用百里醌联合胰腺癌一线基础化疗药物吉西他滨!

采用联合或序贯给药方式!观察 ab7ZH& 细胞相对

活性的改变" 依材料与方法中细胞分组处理所述!

ab7ZH& 细胞给予不同分组药物刺激+吉西他滨组

(d̂ =)#百里醌组(Om)#百里醌联合吉西他滨组(Om

;d̂ =)#百里醌与吉西他滨序贯给药组 ( OmH

d̂ =)!ZZ̀ H9 法检测其相对细胞活性分别为

9&5,. o*-".#("-9. o'-#.#*9-$(. o'-(#.#

&&5&. o&-%.!与对照组相比均具有统计学差异(%

/#-#(!图 $)" Om;d̂ =组#OmHd̂ =组较 d̂ =

单用组能明显抑制 ab7ZH& 细胞增殖(%/#-##"!图

$)" OmHd̂ =组细胞相对活性明显低于 Om;d̂ =

组(%/#-##"!图 $)!提示百里醌 H吉西他滨的序贯

给药方式较联合给药方式够更有效抑制胰腺癌 ab7Z

H& 细胞增殖"

图 *2!!3TX 法检测百里醌%吉西他滨单用或联合%

序贯给药对胰腺癌 (V$!TS 细胞增殖的影响

与对照组相比!

&

%/#-#(/与 d̂ =组相比!

!

%/#-##"/与 Om

;d̂ =组相比!

t

%/#-##"

!

!!*-百里醌#吉西他滨单用或联合#序贯给药对

胰腺癌 ab7ZH& 细胞凋亡的影响+进一步检测细胞

凋亡情况" 采用流式细胞术检测表明!不同药物分

组对胰腺癌 ab7ZH& 细胞的凋亡影响明显不同"

流式细胞术检测显示 d̂ =#Om#Om;d̂ =#OmH

d̂ =组细胞凋亡率分别为 "$-$. o&-9.#&#-*.

o*-&.#*&-(. o(-,.#(9-&. o'-".!与对照

组相比! 均能明显诱导 ab7ZH& 细胞凋亡 (%/

#5#(!表 " ) " Om;d̂ =组和 OmHd̂ =组较 d̂ =

组能诱发更多的 ab7ZH& 细胞发生早期凋亡 (%/

#-##"!表 " ) " 与 Om;d̂ =组比较!OmHd̂ =组

能更有效的促进胰腺癌 ab7ZH& 细胞的早期凋亡

(%/#-##"!表 ") "

.*,.
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<=>? )>@!A>B $#"*!CDE-*& FD-%!!



表 Q2百里醌%吉西他滨单用或联合%序贯给药对胰腺癌 (V$!TS 细胞凋亡的影响

分组 对照组
d̂ =组&

Om组&!

Om;d̂ =组&!

OmHd̂ =组&!

t

细胞凋亡率(.) *-& o$-" "$-$ o&-9 &#-* o*-& *&-( o(-, (9-& o'-"

!!与对照组相比!

&

%/#-#(/与 d̂ =组相比!

!

%/#-##"/与 Om;d̂ =组相比!

t

%/#-##"

!!(-百里醌#吉西他滨对胰腺癌 ab7ZH& 细胞凋

亡相关蛋白表达的影响+I>@S>UJ QEDS法检测结果表

明!与对照组相比!百里醌(Om!$(

/

1DE0K)#吉西他滨

(d̂ =!"#

/

1DE0K)单独作用 $*M 可上调胰腺癌 ab7Z

H& 细胞促凋亡蛋白 a8b的表达!但以百里醌效果最

明显!OmHd̂ =组同样能明显诱导 a8b蛋白的表达"

而对于 ab7ZH& 细胞中凋亡抑制蛋白 aPEH$ 和抗凋

亡蛋白 ke+7的表达!Om组和 OmHd̂ =组明显下

调" 各组间组前 P8@B8@>H&#组前 P8@B8@>H% 蛋白表

达差异无统计学意义!经百里醌单独给药和百里醌 H

吉西他滨序贯给药刺激后!胰腺癌 ab7ZH& 细胞的

活性片段 PE>8X>? HP8@B8@>H&#PE>8X>? HP8@B8@>H%

较对照细胞组表达明显上调!说明百里醌诱发细胞凋

亡途径!百里醌 H吉西他滨序贯给药方式能明显诱导

肿瘤细胞的凋亡" I>@S>UJ QEDS法检测以
"

H8PSRJ 蛋

白为衡量内参(图 &)"

图 S2aICFI7AH@8F法检测百里醌%吉西他滨对胰腺癌

(V$!TS 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

!

'-百里醌#吉西他滨对胰腺癌 ab7ZH& 细胞中

7ÔF#+6S蛋白表达和激活的影响+为探讨百里醌诱

导胰腺癌 ab7ZH& 细胞凋亡的调控机制!ab7ZH&

细胞经过百里醌#吉西他滨单药处理及两者序贯给药

刺激后!通过 I>@S>UJ QEDS法检测 7ÔF#+6S表达以

及 +6S磷酸化水平的改变" Om组及 OmHd̂ =组在

上调 7ÔF蛋白表达的同时能明显抑制 +6S磷酸化水

平!而各组间总的 +6S蛋白水平无改变!说明百里醌能

明显抑制 +6S的激活" Om组与OmHd̂ =组间磷酸化

+6S蛋白#7ÔF蛋白的表达无统计学差异(图 *)"

讨!!论

传统的化疗药物主要通过诱导细胞凋亡#抑制细

图 .2aICFI7AH@8F法检测百里醌%吉西他滨对胰腺癌

$#":%-eF蛋白表达和激活的影响

!

胞增殖发挥对肿瘤细胞的细胞毒性作用!吉西他滨仍

是胰腺癌辅助化疗的一线基础用药!但其原发性和获

得性化疗耐药性问题已严重困扰临床治疗效果
,""-

"

临床研究旨在探寻一种安全性好#无化疗耐药性的辅

助化疗药物联合吉西他滨治疗胰腺癌" 已有研究证

明百里醌对人正常胰腺导管上皮细胞(27\̂ )#前列

腺上皮细胞(a72H")#小肠细胞(g2@,*eJS)活性无

影响!这促使百里醌成为辅助化疗药物的热衷选

择
,9!"$!"&-

" 本研究中!百里醌可抑制体外胰腺癌 abY

7ZH& 细胞增殖!同时流式细胞术结果表明百里醌能

明显诱导肿瘤细胞凋亡!这与众多研究结果一

致
,,! 9! "*-

" 本研究还发现百里醌联合吉西他滨治疗

能显著的促进胰腺癌 ab7ZH& 细胞凋亡!抑制细胞

增殖" 另外!百里醌 H吉西他滨序贯给药方式较联合

同时使用两种药物更能有效杀伤肿瘤细胞!有效降低

胰腺癌化疗耐药性的产生!而且单药序贯给予能降低

药物对正常细胞的细胞毒性作用" 本研究的发现为以

后百里醌应用于临床抗胰腺癌治疗提供了有力证据"

肿瘤细胞的凋亡受多种因素影响和调节!随着肿

瘤分子生物学研究的不断进深入!细胞凋亡已被认为

是评估抗肿瘤药物疗效的一个重要指标" 研究表明!

aPEH$ 家族和凋亡抑制蛋白(e+7@)家族在调控肿瘤

细胞凋亡方面起重要作用
,"(-

!ke+7蛋白是 e7+@家

族新成员!ke+7通过抑制半胱氨酸蛋白酶(P8@B8@>)

级联反应!尤其是 P8@B8@>H& 的激活而抑制细胞凋

亡!ke+7与化疗耐药性密切相关!而抑制 ke+7的表

达能显著诱导肿瘤细胞的凋亡坏死
,"'! ",-

" 胰腺癌中

aPEH$#ke+7蛋白的过表达多提示转移#预后不良"

本实验发现百里醌能显著抑制胰腺癌 ab7ZH& 细胞

.(,.
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aPEH$#ke+7蛋白表达!促进 a8b蛋白的表达上调!

P8@B8@>H&#P8@B8@>H% 活性片段表达也明显上调!说

明百里醌通过下调凋亡抑制蛋白 ke+7#aPEH$ 来诱

发线粒体途径介导的肿瘤细胞凋亡"

除外抗凋亡参与肿瘤细胞化疗耐药性!肿瘤细胞

7e

&

`0+6S的持续激活也是一个重要机制
,"9-

" 本研究

证实百里醌能显著下调胰腺癌 ab7ZH& 细胞 +6S磷

酸化水平!导致 +6S蛋白失活状态" 而大量研究证实

百里醌诱导的 +6S失活存在于多种肿瘤细胞!如乳腺

癌#食管癌#结直肠癌等
,"*! "%! $#-

" 前期有研究发现百

里醌上调乳腺癌细胞 =ZgH,0\]k中 7ÔF的表

达! 7ÔF是最早发现的肿瘤抑癌基因!通过 =+7̀

途径#7e

&

`途径以及 g+̀ 途径发挥抑癌作用!而本研

究亦发现百里醌能明显促进胰腺癌 ab7ZH& 细胞

7e

&

`0+6S上游抑癌基因 7ÔF的表达
,$" :$&-

" 百里醌

上调 7ÔF的表达!继而使 &!*!( H三磷酸磷脂酰肌

醇(7e7

&

)去磷酸化!磷脂酰肌醇激酶 (7e

&

)̀的磷酸

化受到抑制!丝氨酸 H苏氨酸蛋白激酶 a( 7̀ a0+6S)

的磷酸化进一步下调!从而使细胞凋亡抑制蛋白 aPE

H$#ke+7的表达受抑制#P8@B8@>H% 失活!最终抑制

胰腺癌 ab7ZH& 细胞的增殖#促进细胞凋亡"

本研究发现百里醌联合吉西他滨序贯治疗能更

有效抑制胰腺癌细胞增殖!促进肿瘤细胞凋亡!序贯

给药是否能够在体内环境或在其他肿瘤中发挥相同

的效应!还有待进一步研究" 本研究也证实百里醌通

过 7ÔFH7e

&

`0+6S通路下调抗凋亡蛋白的表达!从

而抑制胰腺癌 ab7ZH& 细胞增殖!促进细胞凋亡"

总之!本研究给百里醌未来应用于胰腺癌辅助化疗提

供了有力证据"
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$&!LM8J3KK! KRV <! K>RA!!"#$-7ÔFRJMRQRS@SM>RJX8@RDJ 8J? 1>S8@S8Y

@R@DT38@SURPP8JP>UXR8?D[JU>3VE8SRDJ DTg+̀ >bBU>@@RDJ,<--Z>EEVY

E8UAR3J8EERJ3!$#"*! $'(() +"#"" H"#$#

(收稿日期+$#"* H#& H#9)

(修回日期+$#"* H#& H$*)

.',.

!!论!!著!

<=>? )>@!A>B $#"*!CDE-*& FD-%!!


	YXYJ1409 72.pdf
	YXYJ1409 73.pdf
	YXYJ1409 74.pdf
	YXYJ1409 75.pdf
	YXYJ1409 76.pdf

