
论著·基础研究

雷公藤内酯醇联合吉西他滨对胰腺癌细胞增殖和凋亡的影响
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　　摘　要：目的　观察雷公藤内酯醇（ＴＰＬ）联合吉西他滨（ＧＥＭ）对胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞增殖和凋亡的影响。方法　以ＴＰＬ、

ＧＥＭ单独用药以及两药联合作用于体外培养的ＰＡＮＣ１细胞，采用细胞毒实验（ＭＴＴ）法检测细胞增殖并计算两药之间的交互

作用、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡形态学变化、流式细胞仪检测细胞凋亡率、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测信号转导

与转录活化因子３（ＳＴＡＴ３）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达。结果　ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药以及联合用药组

的细胞均出现了典型的细胞凋亡形态学改变，且联合用药组的凋亡细胞数较ＴＰＬ、ＧＥＭ单药组明显增加。与对照组相比，ＴＰＬ、

ＧＥＭ单药以及联合用药组的细胞凋亡率均明显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；且联合用药组的细胞凋亡率显著高于单药

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＴＰＬ联合ＧＥＭ可协同抑制兔抗人磷酸化转录活化因子３（ｐＳＴＡＴ３）蛋白表达，活化ｃａｓｐａｓｅ

３ＴＰＬ、ＧＥＭ蛋白表达。结论　ＴＰＬ联合ＧＥＭ可协同抑制胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞增殖并诱导细胞凋亡，其机制与抑制ＳＴＡＴ３通

路、促进ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达有关。
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　　胰腺癌是消化系统恶性程度极高的肿瘤，吉西他滨（ｇｅｍ

ｃｉｔａｂｉｎｅ，ＧＥＭ）作为目前用于治疗中晚期胰腺癌的一线化疗药

物，对于提高胰腺癌患者生存期方面，效果并不令人满意，接受

其单药治疗患者的中位生存期仅为６个月左右，１年生存率小

于２０％
［１］。寻求安全有效的方法增强胰腺癌细胞对化疗药物

的敏感性，以期增加 ＧＥＭ 的疗效，受到了学者极大的关注。

近年来研究发现，雷公藤内酯醇（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰＬ）是一种广谱

的抗肿瘤药物，联合其他化疗药物能够发挥协同抗肿瘤的作

用［２６］，但目前关于ＴＰＬ联合ＧＥＭ是否具有协同抗胰腺癌作

用尚少有文献报道。本研究以ＴＰＬ、ＧＥＭ 联合作用于体外培

养的胰腺癌细胞，观察两药对胰腺癌细胞增殖、凋亡的影响，并

检测信号转导与转录活化因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａ

ｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白

酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达的变化，分析两药联合作用的相关

机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人胰腺癌细胞株ＰＡＮＣ１购自美国 ＡＴＣＣ公司，

于长海医院消化内科实验室保存。ＴＰＬ购自上海融禾医药科

技发展有限公司（纯度大于或等于９８．０％），用二甲亚砜（ＤＭ

ＳＯ）配成１ｍｇ／ｍＬ的原液，磷酸缓冲液（ＰＢＳ）稀释后备用。

ＧＥＭ为美国礼来公司产品，ＰＢＳ稀释后备用。ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒为晶美生物工程有限公司产品。兔抗人

磷酸化ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）单克隆抗体为美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
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Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品，兔抗人ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体购自Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＰＡＮＣ１细胞在含有１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ

培养液中，３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养，培养液中含青霉素、链

霉素各１００Ｕ／ｍＬ。

１．２．２　细胞毒实验四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测ＰＡＮＣ１

细胞增殖　收集对数生长期的ＰＡＮＣ１细胞，调整细胞悬液

浓度，将５×１０３／孔的细胞加入９６孔板。待细胞贴壁后，更换

为无血清的ＤＭＥＭ 培养液进行后续的分组实验，（１）ＴＰＬ单

药组：分别加入终浓度为１０、２０、４０、８０ｎｇ／ｍＬ的 ＴＰＬ；（２）

ＧＥＭ单药组：分别加入终浓度为０．０１、０．１０、１．００、１０．００μｇ／

ｍＬ的ＧＥＭ；（３）联合用药组：１０、２０、４０、８０ｎｇ／ｍＬ的ＴＰＬ分

别联合１μｇ／ｍＬ的 ＧＥＭ；（４）ＧＥＭ 单药联合 ＴＰＬ用药组：

０．０１、０．１０、１．００、１０．００μｇ／ｍＬ的 ＧＥＭ 分别联合４０ｎｇ／ｍＬ

的ＴＰＬ；同时以ＰＢＳ作为对照组。将各组细胞在３７℃、５％

ＣＯ２ 条件下培养４８ｈ后，每孔加入２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／

ｍＬ）。继续培养４ｈ后吸去孔内培养液，每孔加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，置于摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，在酶

联免疫检测仪波长５７０ｎｍ处测量各孔的吸光度（犃）。细胞抑

制率（％）＝［１－（实验孔犃 值／空白对照孔犃 值）］×１００％。

两药联合后的交互作用采用金正均法计算狇值进行判断
［７］；

狇＝Ｅ（ａ＋ｂ）／（Ｅａ＋Ｅｂ－Ｅａ×Ｅｂ），其中Ｅ（ａ＋ｂ）为ａ、ｂ两药合

用时对细胞的抑制率，Ｅａ与Ｅｂ分别为ａ、ｂ两药单独应用时对

细胞的抑制率。当狇值为０．８５～１．１５时，表明两药具有单纯

相加作用；当狇＞１．１５，表明两药具有协同作用；当狇＜０．８５，表

明两药相互拮抗。

１．２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡　将处于对数生长

期细胞ＰＡＮＣ１细胞分别以５×１０５／孔接种于６孔板，待细胞

贴壁后，分别加入４０ｎｇ／ｍＬ的ＴＰＬ、１μｇ／ｍＬ的ＧＥＭ单药或

ＴＰＬ联合ＧＥＭ，同时以ＰＢＳ作为对照。将各组细胞继续培养

２４ｈ后，弃去培养液，ＰＢＳ洗涤细胞３次，用４％多聚甲醛溶液

固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗细胞３次，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８室温避光

染色１０ｍｉｎ后于荧光显微镜下观察细胞凋亡形态变化。

１．２．４　流式细胞仪检测ＰＡＮＣ１细胞凋亡　将处于对数生长

期细胞ＰＡＮＣ１细胞分别以每孔１×１０５ 接种于２４孔板，待细

胞贴壁后，分别加入４０ｎｇ／ｍＬ的ＴＰＬ、１μｇ／ｍＬ的ＧＥＭ单药

或ＴＰＬ联合ＧＥＭ，同时以ＰＢＳ作为对照。继续培养２４ｈ后

收集各组细胞，通过流式细胞仪检测细胞的凋亡。具体步骤按

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒的说明书进行。

１．２．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＰＡＮＣ１细胞ｐ

ＳＴＡＴ３、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　将ＰＡＮＣ１细胞经４０ｎｇ／ｍＬ的

ＴＰＬ、１μｇ／ｍＬ的ＧＥＭ单药或ＴＰＬ联合ＧＥＭ 处理２４ｈ后，

收集细胞，提取细胞总蛋白，蛋白分析系统（ＢｉｏＲａｄ）测定蛋白

浓度，２０％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电转移到硝酸

纤维膜。室温下用含５％脱脂奶粉的１×ＴＢＳ封膜２ｈ。分别

加入ｐＳＴＡＴ３、ｃａｓｐａｓｅ３抗体，４℃孵育过夜，洗膜后加入相

应的辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗，室温孵育２ｈ，ＥＣＬ

显影。结果用凝胶图像软件分析系统对胶片扫描，与内参照β

ａｃｔｉｎ进行比较。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用狋检验与方差分析，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１细胞增殖的影

响　经不同浓度的ＴＰＬ单药作用４８ｈ后，ＰＡＮＣ１细胞的增

殖受到明显抑制，其细胞抑制率随着ＴＰＬ浓度的增加而增加，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；且联合用药组的细胞抑制率显

著高于ＴＰＬ单药组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１Ａ。

金氏公式计算结果显示，１０、２０、４０、８０ｎｇ／ｍＬ的 ＴＰＬ联合１

μｇ／ｍＬ的ＧＥＭ的狇值分别为１．１７、１．１８、１．１６、１．１７。随着浓

度的增加，无论是ＧＥＭ单药还是ＧＥＭ联合ＴＰＬ均可明显抑

制ＰＡＮＣ１细胞的增殖，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与

ＧＥＭ单药组相比，联合用药组的细胞抑制率明显增加，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见图１Ｂ；金氏公式计算的结果显示，４０

ｎｇ／ｍＬ的ＴＰＬ联合０．０１、０．１０、１．００、１０．００μｇ／ｍＬ的 ＧＥＭ

的狇值分别为１．１６、１．１６、１．１８、１．１７。

　　Ａ：ＴＰＬ单药及联合 ＧＥＭ 对ＰＡＮＣ１细胞增殖的影响；Ｂ：ＧＥＭ

单药及联合ＴＰＬ对ＰＡＮＣ１细胞增殖的影响。

图１　　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１

细胞增殖的影响

２．２　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１细胞凋亡形态

的影响　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果显示，ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药组及

联合用药组的细胞均出现了典型的细胞凋亡形态学改变，荧光

显微镜下可见细胞核浓聚深染、核碎裂和凋亡小体形成等典型

的细胞凋亡形态学表现，且联合用药组的凋亡细胞数较ＴＰＬ、

ＧＥＭ单药组明显增加；而对照组细胞形态正常，细胞核呈均匀

弥散荧光，未见明显凋亡染色细胞，见图２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＴＰＬ单药组；Ｃ：ＧＥＭ单药组；Ｄ：联合用药组。

图２　　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１细胞凋亡形态的影响（×２００）
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图３　　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１细胞凋亡率的影响

２．３　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药组以及联合用药组对ＰＡＮＣ１细胞凋亡

率的影响　ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药以及两药联合作用２４ｈ后，经流

式细胞仪检测细胞凋亡的结果显示（图３），对照组的细胞凋亡

率为２．６％±０．５％，而ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药组以及联合用药组的

细胞凋 亡 率 分 别 为 １０．５％ ±１．０％、１４．７％ ±１．２％ 和

２１．１％±２．６％；与对照组相比，ＴＰＬ、ＧＥＭ单药组以及联合用

药组的细胞凋亡率均明显增加（犘＜０．０５），且联合用药组的细

胞凋亡率显著高于ＴＰＬ、ＧＥＭ单药组（犘＜０．０５）。

２．４　ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药以及联合用药对 ＰＡＮＣ１ 细胞 ｐ

ＳＴＡＴ３、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

ＴＰＬ单药组以及联合用药组的ｐＳＴＡＴ３蛋白表达均较对照

组下降，且联合用药组下降更为明显，而 ＧＥＭ 单药组的ｐ

ＳＴＡＴ３蛋白表达无明显变化；与对照组相比，ＴＰＬ、ＧＥＭ单药

组以及联合用药组的ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均明显增加，且联合

用药组较ＴＰＬ、ＧＥＭ 单药组更能促进ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，见

图４。

　　１：对照组；２：ＴＰＬ单药组；３：ＧＥＭ单药组；４：联合用药组。

图４　　ＴＰＬ、ＧＥＭ单药以及联合用药对ＰＡＮＣ１细胞

ｐＳＴＡＴ３、ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

３　讨　　论

ＴＰＬ是我国临床上应用的各种雷公藤制剂的主要活性成

分，近年来的研究发现，除了具有显著的抗炎、免疫抑制等多种

药理作用外，ＴＰＬ还是一种多靶点的抗肿瘤天然药物；不仅其

单药具有强大的抑瘤作用，联合其他化疗药物还可以提高化疗

药物对肿瘤细胞的杀伤作用，使肿瘤细胞不容易产生耐药

性［２６］。Ｐｉｇｎｅｕｘ等
［４］研究发现，ＴＰＬ联合低剂量的阿糖胞苷

或伊达比星即可明显促进急性白血病细胞的凋亡。Ｙａｎｇ等
［５］

研究显示，ＴＰＬ与羟喜树碱联合具有较强的协同性，可明显增

强羟喜树碱对胰腺癌细胞的增殖抑制及凋亡诱导作用。本研

究结果显示，不仅ＴＰＬ单药具有体外抗胰腺癌的作用，且联合

ＧＥＭ后可协同抑制ＰＡＮＣ１细胞增殖、诱导细胞凋亡。Ｚｈｕ

等［６］研究也发现，ＴＰＬ可显著抑制对 ＧＥＭ 具有抵抗作用的

ＰＡＮＣ１细胞增殖并促进肿瘤细胞凋亡，联合顺铂可发挥协同

抗胰腺癌的作用。

尽管已有大量研究证实，ＴＰＬ联合其他化疗药物能够发

挥协同抗肿瘤作用，但其相关机制尚有待于进一步明确。

ＳＴＡＴ３是ＳＴＡＴ家族中的重要成员，在多种细胞因子和生长

因子的作用下，其单体中的酪氨酸基团可发生磷酸化形成同源

或异源二聚体，进入细胞核与特定的ＤＮＡ序列结合后启动靶

基因转录，参与细胞生长、分化及发育等多种生理过程。近年

来的研究已证实，ＳＴＡＴ３在胰腺癌、结肠癌、胃癌、乳腺癌等多

种肿瘤细胞中呈异常激活，过度激活的ＳＴＡＴ３具有促进肿瘤

细胞增殖、抑制细胞凋亡等作用［８１０］。采用小分子化学药物或

ｓｉＲＮＡ等分子生物学手段阻断ＳＴＡＴ３的表达，已成为目前肿

瘤分子靶向治疗的新思路。本研究结果显示，ＴＰＬ在抑制

ＰＡＮＣ１细胞增殖、促进细胞凋亡的同时，ｐＳＴＡＴ３表达下

降，提示抑制ＳＴＡＴ３活性是ＴＰＬ抗胰腺癌的机制之一。目前

已有多项研究表明，抑制ＳＴＡＴ３通路不仅具有抑制肿瘤细胞

增殖、促进细胞凋亡的作用，还可增加ＧＥＭ 以及其他化疗药

物的抗肿瘤作用［１１１３］。本研究发现，ＴＰＬ具有抑制ｐＳＴＡＴ３

表达的作用，且联合ＧＥＭ后，ｐＳＴＡＴ３表达进一步下降，表明

抑制ＳＴＡＴ３通路可能是两药发挥协同抗胰腺癌作用的机制。

ｃａｓｐａｓｅ是一类半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶，通常以

无活性的酶原形式存在于细胞质中，经过系列反应被激活后，

可参与切割细胞内多种底物，从而导致细胞凋亡，在细胞凋亡

过程中起关键作用。ｃａｓｐａｓｅ３是ｃａｓｐａｓｅ家族中最重要的凋

亡执行者之一，是细胞凋亡过程中的主要效应因子。研究显

示，ｃａｓｐａｓｅ３是ＳＴＡＴ３促肿瘤作用的重要下游分子；抑制

ＳＴＡＴ３通路可上调ｃａｓｐａｓｅ３表达，促进肿瘤细胞凋亡，从而

达到抑制肿瘤细胞生长的目的［１４１５］。本研究结果发现，不仅

ＴＰＬ、ＧＥＭ单药具有促进ｃａｓｐａｓｅ３表达的作用，且两药联合

后，ｃａｓｐａｓｅ３表达进一步增加；提示ＴＰＬ联合ＧＥＭ可通过抑

制ＳＴＡＴ３通路，促进ｃａｓｐａｓｅ３表达，从而发挥协同抑制胰腺

癌细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用。

综上所述，ＴＰＬ不仅其单药具有抗胰腺癌作用，且联合

ＧＥＭ后可协同抑制胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞增殖并促进肿瘤细

胞凋亡，其机制与抑制ＳＴＡＴ３通路，促进ｃａｓｐａｓｅ３表达有关。

目前在临床上应用的雷公藤制品一般为雷公藤提取物的混合

成分，人们对ＴＰＬ单体的提取分离以及对其在药理作用机制

的深入研究，必将对未来在临床上应用 ＴＰＬ联合 ＧＥＭ 治疗

胰腺癌起到极大的推动作用。
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