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阿司匹林引起胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０对吉西他滨耐药及其机制研究

林永良，陈良岂，杜荣国，林英卓

（广东省阳江市人民医院消化内科　５２９５００）

　　摘　要：目的　探讨阿司匹林是否引起胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０对吉西他滨耐药及其可能机制。方法　通过四氮唑蓝（ＭＴＴ）

和 ＨＯＣＨＥＳＴ３３２５８染色方法检测药物对人胰腺癌耐药株ＳＷ１９９０细胞的生长情况以及凋亡的影响；并应用蛋白免疫印迹方法

检测细胞信号通路ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的变化。结果　阿司匹林能明显降低吉西他滨对细胞的抑制率并提高ＩＣ５０。０．４μｍｏｌ／Ｌ吉西他

滨干预细胞后，凋亡率达５６％，明显高于吉西他滨与阿司匹林合用时细胞的凋亡率（２８％，犘＜０．０１）。磷酸化ＡＫＴ和ＰＩ３Ｋ水平

明显增高。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制剂ＬＹ２９４００２能明显逆转阿司匹林引起的ＳＷ１９９０细胞耐受吉西他滨的现象。结论　阿司

匹林通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路引起胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０对吉西他滨耐药。
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　　胰腺癌是一恶性程度极高，治疗效果及预后极差的肿瘤，

且发病率逐年上升［１］。在西方国家已成为恶性肿瘤导致死亡

的第四大原因［２］。除手术外，化疗是重要的辅助治疗手段，尤

其对于不能切除的肿瘤，化疗是主要的治疗手段。吉西他滨是

一种核苷类似物，是临床上应用广泛并是迄今治疗胰腺癌最好

的药物，在缓解症状、延长生存时间和提高生存质量等方面发

挥重要作用，特别是在晚期胰腺癌治疗中有着无可替代的重要

作用［３］。但在肿瘤化疗过程中，耐药现象的存在，尤其是获得

性耐药，严重地阻碍了该化疗药物应用［３４］。国外研究显示常

用非甾体类抗炎药阿司匹林能明显减低抗肿瘤药物的作用［５］。

在此，本研究探讨阿司匹林对吉西他滨在胰腺癌细胞上的作用

影响以及其中可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）细胞系：人胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０经美国引

进，由上海细胞库提供。培养条件为高糖达尔伯克氏改良伊格

尔培养基（ＤＭＥＭ）培养基，含１０％胎牛血清，３７℃，５％ＣＯ２

孵箱培养。（２）药品与试剂：吉西他滨由美国礼来公司生产（规

格每支２００ｍｇ，批号：ＦＦ０Ｅ２４０）；阿司匹林（美国Ｓｉｇｍａ公司），

经二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，并用ＤＭＥＭ 培养基稀释到工作浓

度，振荡助溶，使ＤＭＳＯ的终浓度为０．１％。由于药物呈酸性，

故用２．８％碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）（上海生工）调整ｐＨ值到７．２。

四氮唑蓝（ＭＴＴ，美国Ｓｉｇｍａ公司）。烟酸己可碱（Ｈｏｅｃｈｓｔ）

３３２５８（美国Ｓｉｇｍａ公司）。（３）抗体：磷酸化 ＡＫＴ（ＳＥＲ４３７），

总ＡＫＴ，磷酸ＰＩ３Ｋｐ８５（Ｔｙｒ４５８）／ｐ５５（Ｔｙｒ１９９），总ＰＩ３Ｋｐ８５

抗体均购于美国ＣＳＴ公司，按１∶１０００稀释成工作液。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ法检测吉西他滨对细胞生存率的抑制作用以及

细胞对吉西他滨的敏感性实验 取对数生长期的细胞接种于９６

孔板，每孔加入１００μＬ共１０４个细胞，细胞贴壁加入药物处

理，一定时间后，每孔加入１０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ溶液，继续

孵育４ｈ后，吸走上清液，加入１００μＬＤＭＳＯ溶解紫色结晶，

振荡５ｍｉｎ，应用自动酶标仪测４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值。并设

不加细胞仅加培养基的空白对照组及接种细胞但不加药物的

对照组。按下式计算不同浓度药物作用下细胞存活率，细胞存

活率＝（加药组 Ａ值－空白对照组 Ａ值）／（对照组 Ａ值－空

白对照组Ａ值）×１００％。每一项实验重复３次，绘制浓度细

胞存活率曲线。根据 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件中给出的相应公式

求得７２ｈ时抑制５０％细胞生长的药物浓度（ＩＣ５０）和耐药系数

（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＩｎｄｅｘ，ＲＩ），ＲＩ＝ＩＣ５０Ｇｅｍ＋ＡＳＡ／ＩＣ５０Ｇｅｍ。

１．２．２　凋亡细胞的检测　细胞经过处理后，去掉培养基，用磷
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酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤一次，加入４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，去

掉多聚甲醛，加入４μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８溶液孵育５ｍｉｎ，在

荧光显微镜下观察细胞核形态。凋亡细胞表现为核固缩，核碎

裂以及凋亡小体形成。

１．２．３　蛋白免疫印迹　细胞经过处理后，用 ＭＰＥＲ（美国

Ｐｉｅｒｃｅ公 司）细 胞 裂 解 液 裂 解 细 胞，加 入 磷 酸 酶 抑 制 剂

（ＰＨＯＳＴＯＰ，ＲＯＣＨＥ）离心取上清液，用二辛可宁酸（ＢＣＡ）试

剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）进行蛋白定量，取相同量总蛋白上样，

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，在电转缓冲液中１００Ｖ低温转移

６０ｍｉｎ，所得硝酸纤维膜在４℃孵育一抗过夜，再在室温下孵

育与 ＨＲＰ结 合 的 二 抗 和 ＨＲＰ结 合 的 抗 生 物 素 抗 体

（１∶１０００）１ｈ，最后曝光，拍照并用ＧｅｌＰｒｏａｕｑｌｙｚｅｒ软件进行

灰度扫描。

２　结　　果

２．１　吉西他滨对ＳＷ１９９０细胞生存率的抑制作用以及阿司匹

林对其影响 　经 ＭＴＴ方法检测细胞的活性并计算生存率，

单用吉西他滨能呈浓度依赖性地降低ＳＷ１９９０细胞的生存率。

单用吉西他滨０．４μｍｏｌ／Ｌ，７２ｈ即可使细胞的生存率抑制到

对照组的５０％，实验所用最大浓度２５μｍｏｌ／Ｌ可能使抑制率

达９０％。吉西他滨对ＳＷ１９９０的ＩＣ５０为（０．４２±０．０５）μｍｏｌ／

Ｌ。合用２ｍｍｏｌ／Ｌ阿司匹林后，细胞对吉西他滨反应性明显

下降，细胞存活曲线较单用吉西他滨时明显上移，此时

ＳＷ１９９０对吉西他滨的ＩＣ５０为（２５．０３±０．０４）μｍｏｌ／Ｌ。可见，

阿司匹林能使ＳＷ１９９０细胞耐受吉西他滨的处理。计算阿司

匹林处理后，吉西他滨对ＳＷ１９９０的ＲＩ为６０。细胞经药物处

理的存活曲线，见图１。

２．２　吉西他滨诱导ＳＷ１９９０细胞凋亡以及阿司匹林对凋亡的

保护作用　阿司匹林对ＳＷ１９９０耐受吉西他滨的作用，用 Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３２５８染色来检测细胞的凋亡情况，发现对照组细胞有少

数细胞发生自身性凋亡，经吉西他滨处理后，大量细胞（５６％）

发生细胞核浓缩、碎裂以及产生凋亡小体（封２图２）。合用阿

司匹林后，吉西他滨这种促凋亡作用被大大减弱，发生凋亡的

细胞数较单用吉西他滨组下降２８％。可见阿司匹林能明显使

细胞耐受吉西他滨引起的凋亡，见图３。

　　：与吉西他滨比较，犘＜０．０１。

图１　　细胞经不同药物处理７２ｈ后活性的变化

２．３　阿司匹林激活细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ促存活通路　用蛋白免

疫印迹的方法检测阿司匹林对ＳＷ１９９０细胞 ＡＫＴ的活性情

况，发现阿司匹林单独或者合用吉西他滨能明显增加 ＡＫＴ蛋

白４３７位丝氨酸的磷酸化水平，而单用吉西他滨对磷酸化

ＡＫＴ水平无明显影响。同时，阿司匹林单独或者合用吉西他

滨能提高ＡＫＴ的上游激酶ＰＩ３Ｋ的磷酸化水平。蛋白免疫印

迹的图片和灰度扫描见图４Ａ。

２．４　抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路使细胞恢复对吉西他滨的敏感性

　用ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的抑制剂ＬＹ２９４００２预处理ＳＷ１９９０细

胞３０ｍｉｎ，能明显逆转阿司匹林引起的ＳＷ１９９０细胞对吉西他

滨的耐受作用 ，细胞的凋亡率回升到５０％，较未经ＬＹ２９４００２

处理时明显增加（犘＜０．０１），见图４Ｂ。

　　：与对照组比较，犘＜０．０１。

图３　　经不同药物处理后凋亡细胞的百分率

　　Ａ：蛋白免疫印渍结果。Ｂ：灰度扫描结果。：与对照组、吉西他滨

组比较，犘＜０．０１。

图４　　药物对细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的影响

３　讨　　论

众所周知，胰腺癌预后很差，中位生存期仅为３～６个

月［５６］。初诊时，２／３的患者已失去手术治疗机会；对传统化疗

药物和放疗均耐受。吉西他滨问世后，用于胰腺癌治疗，不仅

改善了有效率，而且还显著提高了胰腺癌患者的生活质量。但

是就算以此药治疗，在临床上患者的有效率也还是低于

１０％
［７８］，这与胰腺癌广泛的耐药特性有关。胰腺癌耐药有些

是细胞本来具备的特性，有些是获得性耐药。所以在胰腺癌内

科治疗方面，有必要对这一重要的药物进行深入研究，探讨其

与其他药物合用时是否产生耐药及其机制。

阿司匹林自从１８９７年开始应用于临床，至今已有过百年

的使用历史［９１０］。虽然有研究提示阿司匹林能促进癌细胞凋

亡而抑制胰腺癌细胞存活以及在动物模型上成瘤，然而不少报

道显示阿司匹林能使结肠癌细胞免受去血清培养或者抗癌药

物处理引起的凋亡［５，１１］。所以，研究阿司匹林在胰腺癌的治疗

中是否引起吉西他滨耐药是非常必要的。

本研究应用人源的胰腺癌细胞株探讨了临床常用的非甾

体抗炎药阿司匹林对胰腺癌一线药物吉西他滨的治疗作用的

影响。本研究发现阿司匹林能明显引起胰腺癌细胞对吉西他

滨的耐受作用，主要表现在存活率抑制幅度的减少以及凋亡细

胞的减少。以上阿司匹林的作用是由激活细胞促存活通路

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ而引起的。本研究对临床治疗胰腺癌时合用药物

具有提示意义，也为进一步研究吉西他滨耐药机制提供了有效

的依据。
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本研究中先用 ＭＴＴ法检测到阿司匹林使吉西他滨对胰

腺癌细胞的生存抑制率降低，而且通过核形态染色发现阿司匹

林减少了吉西他滨引起的细胞凋亡，说明阿司匹林能引起胰腺

癌细胞株ＳＷ１９９０对吉西他滨耐药。阿司匹林引起耐药的主

要机制可能是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的激活。因为ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ是

著名的细胞内促存活途径［１２］，是多种细胞产生耐药的主要分

子，且阿司匹林在保护结肠癌细胞免受去血清培养或者抗癌药

物处理引起的凋亡的过程中起着主导作用［５］。本研究用蛋白

免疫印迹的方法检测到阿司匹林能明显活化ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ激

酶，而且，此通路的特异性抑制剂ＬＹ２９４００２的应用能消除阿

司匹林在胰腺癌细胞上抑制凋亡的作用，进一步表明ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ通路是阿司匹林发挥作用的主要分子机制。

综上所述，阿司匹林能引起胰腺癌细胞ＳＷ１９９０产生对吉

西他滨的耐药，此发现对临床合理用药有非常重要的指导作

用。为此，需要在其他人胰腺癌细胞株上实验并在动物实验上

得到验证，以明确阿司匹林对吉西他滨临床用药的影响。
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结论完全不受血糖水平的影响。

综上所述，血脂异常患者除了存在明显的ＩＲ外，已出现轻

度的胰岛β细胞功能损害，而血清ＦＦＡ的增高在其中发挥重

要作用。
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