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乌苏酸联合吉西他滨对胰腺癌PANC-1细胞增殖和凋亡的影响
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州 510006；2. Rutgers Cancer Institute of New Jersey, the State University of New Jersey, Piscataway 08854，N J，

U S A；3. 五邑大学，广东江门 529020）

[摘 要] 目的: 探讨乌苏酸联合吉西他滨对胰腺癌PANC-1细胞增殖和凋亡的影响。方法: 以乌苏酸、吉西他滨单独用药作

用于体外培养的胰腺癌细胞PANC-1细胞，采用细MTT法检测细胞半抑制浓度（IC50），确定药物给药浓度；以乌苏酸(2 µmol/L) 、

吉西他滨(0.2 µmol/L)单独及联合作用于PANC-1细胞，采用锥虫蓝染色法检测PANC-1细胞存活率，PI染色后PANC-1细胞中检

测细胞凋亡，采用细胞划痕实验检测PANC-1细胞迁移和伤口愈合情况，采用Western blotting检测对照组、乌苏酸组与吉西他滨

组单独及联合用药组细胞中 P-JNK、Bcl-2、IL-6、P-Stat 3、NF-κB和Cox-2蛋白的表达。结果: 乌苏酸和吉西他滨对胰腺癌

PANC-1细胞均有较强的抑制作用，其 IC50分别是13.67和2.78 µmol/L，据此选择它们的实验浓度分别为2和0.2 µmol/L。两者联

合用药比分别单独用药能更显著抑制癌细胞的增殖活性[(46.47±5.07)% vs (78.38±8.65)%、(76.12±3.23)%，均P<0.05]，能更明显

诱导癌细胞凋亡[(39.78±7.01)% vs (20.35±8.51)%、(20.35±8.51)%，均P<0.01]和抑制细胞迁移能力（P<0.01），同时更显著抑制凋亡

相关蛋白Bcl-2、IL-6的表达及促进P-JNK的表达。结论: 乌苏酸和吉西他滨协同增强抑制胰腺癌PANC-1细胞的增殖和迁移以

及促凋亡作用，其机制可能与抑制Bcl-2、IL-6、P-Stat 3和促进P-JNK蛋白表达有关。
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Effect of ursolic acid combined with gemcitabine on proliferation and apoptosis of
pancreatic cancer PANC-1 cells

JIANG Sen1, ZHENG Xi1,2, HE Yan1, TINA Liao2, ZHANG Kun1,3(1. Laboratory of Natural Medicinal Chemistry and Green Chemistry,

Guangdong University of Technology, Guangzhou 510006, Guangdong, China; 2. Rutgers Cancer Institute of New Jersey, the State Uni-

versity of New Jersey, Piscataway 08854，N J，U S A；3. Wuyi University, Jiangmen 529020, Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To study the effects of ursolic acid cooperated with gemcitabine on proliferation and apoptosis of pancreatic can-

cer PANC-1 cells. Methods: Human pancreatic cancer cell line PANC-1 was cultured in vitro with ursolic acid and gemcitabine respec-

tively; and MTT assay was used to determine the IC50 of ursolic acid and gemcitabine, thus obtaining the best drug concentration. Urso-

lic acid (2 µmol/L) and gemcitabine (0.2 µmol/L) alone or in combination was used to treat PANC-1 cells; trypan blue assay was used

to test cell viability, and PI staining was used to examine the cell apoptosis; wound healing was used to detect the proliferation and mi-

gration of PANC-1 cells. The protein expressions of P-JNK, Bcl-2, IL-6, P-Stat 3, NF-κB and Cox-2 in cells of each treatment group

were detected using Western blotting. Results: Both ursolic acid and gemcitabine could significantly inhibit the proliferation of

PANC-1 cells, and the IC50 is 13.67 and 2.78 µmol/L, respectively; and the final concentrations were determined at 2 and 0.2 µmol/L

for ursolic acid and gemcitabine, respectively. Compared with single drug treatment, the combined treatment exerted a more prominent

cell proliferation inhibition effect ([46.47±5.07]% vs [78.38±8.65]%, [76.12±3.23]%, all P<0.05), apoptosis-induction effect ([39.78±

7.01]% vs [20.35±8.51]%, [20.35±8.51]%, all P<0.01) and migration inhibition effect (P<0.01) on PANC-1 cells. Western blotting

showed that the combined treatment strongly inhibited Bcl-2 and IL-6 expression, accelerated P-JNK protein expression compared with

single drug treatment. Conclusion: The synergistic effect of ursolic acid and gemcitabine enhanced the inhibition on proliferation, mi-

gration, and promoted cell apoptosis of human pancreatic cancer cell line PANC-1, the mechanism may be associated with inhibition of

Bcl-2, Il-6, P-stat 3 proteins and promotion of P-JNK protein.
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胰腺癌是常见的致死率极高的消化道恶性肿

瘤，其发病率和病死率近年来明显上升[1]。中国胰腺

癌的年发病率约为5.1例/10万，每年新增5~6万例患

者[2]，其病死率亦迅速升高，占恶性肿瘤死因的第 7

位。吉西他滨（gemcitabine，GEM）能明显改善胰腺

癌患者的生活质量[3]。GEM的活性代谢产物主要通

过干扰DNA复制并阻滞细胞周期进程，从而抑制细

胞增殖和诱导细胞凋亡[4]。但是，临床上很多胰腺癌

患者对GEM有先天或后天抗性，限制了GEM的临床

应用。因此，胰腺癌患者对临床化疗药物产生的耐

药性也成为其难以治愈的重要原因之一。为进一步

提高GEM治疗晚期胰腺癌的效果，许多药物与GEM

联合治疗晚期胰腺癌，包括顺铂、卡培他滨、多西紫

杉醇等[5]。虽然联合化疗的有效率得到一定提高，但

上述药物与GEM联合用药的大规模临床研究都未能

显示出比GEM单药具有更好的生存获益。乌苏酸

（ursolic acid，UA）是从簕菜中分离出的一种五环三

萜类化合物，具有抗肿瘤抗炎、抗高血脂的作用，而

毒副作用很小。UA主要通过诱导细胞凋亡、抑制肿

瘤细胞增殖、抑制肿瘤组织血管生成、抑制肿瘤侵袭

和转移和干扰肿瘤微坏境等达到抗肿瘤的目的[6-7]。

本研究旨在探讨UA联合GEM对胰腺癌PANC-1细

胞体外增殖的影响及其作用机制，为临床用药提供

有益的探索。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和仪器

人胰腺癌 PANC-1株细胞来源于美国模式培养

物保藏所（ATCC，USA），由美国 Rutgers 大学 Susan

Lehman Cullman肿瘤研究所常规体外细胞传代。

GEM 购自美国 Sigma-Aldrieh 公司，UA 是本实

验室从五加科五加属簕菜中分离的单体化合物。

DMEM培养基及新生小牛血清购自美国Gibco公司，

二甲基亚矾（DMSO）、3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二

苯基四氮唑溴盐（MTT）、碘化丙啶（PI）、聚偏二氟乙

烯膜（PVDF）均购自美国Sigma-Aldrieh公司，胎牛血

清（FBS）购自美国 Serum Source International 公司，

胰蛋白酶-EDTA溶液购自美国 Sigma-Aldrich公司，

0.4% 锥虫蓝溶液购自美国 Cambrex Bio Science 公

司，兔抗β-actin一抗购自美国Millipore公司，兔抗P-

Stat 3、兔抗P-JNK、兔抗 IL-6、兔抗Cox-2和鼠抗NF-

κB一抗购自美国Cell Signaling 公司，鼠抗Bcl-2一抗

购自美国Santa Cruz公司，HRP标记的羊抗兔和羊抗

鼠 IgG 二抗购自美国 Santa Cruz 公司。Nikon Opti-

phot光学显微镜和Nikon Eclipse TE200荧光显微镜

均购自日本Nikon公司，Infinite M200 PRO多功能酶

标仪购自奥地利TECAN公司。

1.2 细胞培养

胰腺癌 PANC-1 细胞在 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养，培养液为含10%胎牛血清的DMEM培养基，取

对数生长期细胞用于实验。

1.3 MTT法检测UA和GEM对PANC-1细胞增殖抑制率

采用MTT法检测GEM和UA对PANC-1细胞增殖

的抑制作用[8]。将PANC-1细胞接种于96孔板（1×103个/

孔），同时设置空白调零孔和对照孔（DMSO为阳性对

照），5% CO2、37 ℃培养过夜，浓度梯度为2.5、5、10、15、

20和30 µmol/L 的 UA 和 0.5、1、2、4、8 和 16 µmol/L

的GEM进行处理，每个样品设 3 个复孔，置于37 ℃、

5% CO2孵育箱培养72 h后吸出培养液，每孔加入100

µl 0.5% MTT溶液，继续培养1 h后，吸去孔内培养液。

每孔加入100 µl DMSO，使结晶物充分溶解；用酶标仪

测量570 nm处各孔的光密度（D）值，用以下公式计算

药物对细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率(%)=（1-D570样品组/

D570对照组）×100%。计算GEM和UA的 IC50值。

1.4 实验分组和药物处理

用MTT法测试的UA和GEM对细胞致死率，根

据其 IC50选择细胞致死率约为20%时药物的浓度值，

确定UA、GEM浓度分别为 2 µmol/L和 0.2 µmol/L。

实验分组（均以DMSO为溶剂）为对照（DMSO）组：

DMSO, UA（2 µmol/L）组：2 µmol/L UA，GEM（0.2

µmol/L）组：0.2 µmol/L GEM；联合用药（UA+GEM）

组：2 µmol/L UA+0.2 µmol/L GEM。将PANC-1细胞

接种于6孔板（4×104个/孔）或直径35 mm培养皿（4×

105个/培养皿），置5% CO2、37℃孵箱培养24 h后按上

述分组分别给药，继续培养72 h后用于后续实验。

1.5 锥虫蓝染色法检测各组PANC-1细胞的存活率

将80 µl各实验组PANC-1细胞悬液与20 µl 0.4%

锥虫蓝溶液均匀混合，静置2 min后，用显微镜观察和

计数，光亮透明细胞计为活细胞，锥虫蓝染为蓝色细胞

计为死细胞。每次实验DMSO浓度不超过0.1%。细胞

存活率(%)=给药组活细胞数/对照组活细胞数）×100%。

1.6 PI单染色观察检测PANC-1细胞凋亡率

将各实验组PANC-1细胞悬浮液，用细胞离心涂

片器制成细胞涂片，经丙酮/甲醇 (1∶1)溶液固定 10

min后，PI磷酸缓冲液 (10 μg/ml）染色，使用荧光显

微镜观察和形态分析，DNA呈红色荧光。观察细胞

核呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染。每个样品于

显微镜下随机观察数个视野，总共不少于 200个细
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胞，计算每个视野（×200）的凋亡细胞百分比。

1.7 细胞划痕实验检测各组PANC-1细胞的迁移能力

PANC-1 细胞接种于直径 35 mm 培养皿（4×105

个/培养皿），置于 5% CO2、37 ℃培养 36~48 h。细胞

汇合度达到90%~100%时，用微量枪头在培养皿细胞

生长的中央区域划线，用 PBS洗除中央部分和部分

漂浮细胞，换成无血清培养基继续培养，将药物按实

验分组分别加入培养基进行处理后，于0、5和24 h时

间点观察并拍照，记录细胞形态和其迁移情况。用

Image J软件计算细胞划痕的面积，以DMSO组为阳

性对照，用统计学方法分析细胞迁移情况。

1.8 Western blotting 检测各组 PANC-1 细胞凋亡相

关蛋白的表达

将各实验组PANC-1细胞用冰浴的PBS清洗后，

加入200 μ l RIPA 裂解缓冲液完全裂解细胞，4 ℃

12 000×g离心 15 min，取上清液。用BCA蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度。将 30 μg蛋白与上样缓冲液

混合，煮沸 5 min，离心。进行 SDS-PAGE 110 min。

转至 PVDF膜 90 min，5%脱脂牛奶封闭 1 h，分别加

鼠抗BCL-2、兔抗 IL-6，鼠抗NF-κB、兔抗Cox-2、兔抗

P-JNK、兔抗P-Stat 3和兔抗 β-actin一抗（1∶1 000）孵

育过夜，TBST 清洗 4 次，每次 15 min。加HRP标记

的抗鼠和抗兔 IgG二抗（1∶5 000）孵育 1 h，TBST清

洗4次，每次15 min。使用的SuperSignal West Femto

试剂盒（Thermo Scientific）进行化学发光和Quantity

One系统进行扫描检测条带灰度值。

1.9 统计学处理

应用SPSS17.0统计软件，计量资料以 x̄±s表示，

组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或P<0.001

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 UA和GEM对PANC-1细胞具有较强抑制作用

MTT法实验结果（图1）表明，UA和GEM对PANC-

1细胞的抑制率与浓度呈现正相关的趋势，随UA和GEM

药物浓度的增加，PANC-1细胞抑制率逐渐增加。UA和

GEM的IC50分别为13.67 µmol/L和2.78 µmol/L，表明UA

和GEM具有较强的抑制PANC-1细胞生长的能力。由

IC50值选择后续实验中使用的药物剂量。

图1 不同UA和GEM浓度的PANC-1细胞的抑制率

Fig. 1 Inhibitory rates of UA and GEM on PANC-1 cells at various concentrations

2.2 UA和GEM联合用药显著抑制PANC-1细胞的

增殖

锥虫蓝染色法检测结果显示，UA + GEM 组

PANC-1 细胞的存活率较 UA (2 µmol/L)组和 GEM

(0.2 µmol/L)组显著降低[(46.47±5.07) % vs (78.38±

8.65)%、(76.12 ± 3.23)%，P<0.01]。说明 UA 和 GEM

联合用药对胰腺癌细胞的杀伤率比单药给药高，在

相同浓度下联合用药可以较单药给药更有效地抑制

PANC-1细胞的增殖。

2.3 UA和GEM联合用药显著促进PANC-1细胞凋亡

PI染色后荧光显微镜观察UA和GEM单药或联

合用药各组PANC-1细胞形态学结果（图 2）可见，凋

亡细胞细胞核呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染，图

中箭头指出部分是具有代表性的凋亡细胞形态。

UA+GEM组的凋亡细胞明显多于UA (2 µmol/L)组

和GEM (0.2 µmol/L)组。不同实验组PANC-1细胞凋

亡率结果显示，UA+GEM组 PANC-1细胞的凋亡率

较UA (2 µmol/L)组和GEM (0.2 µmol/L)组显著增加

[(39.78±7.01) % vs (20.35±8.51)%、(23.37±4.99)%，P<

0.05]。结果表明，UA和GEM药物联用促进细胞凋

亡的作用比单药给药的效果更好，使细胞凋亡率增

加15%~20%。

2.4 UA和GEM联合用药显著抑制细胞的迁移

细胞划痕实验测结果（图3）显示，不同时间点各

药物处理组的划痕面积和愈合程度都发生了不同的

变化。随着时间的增长，细胞的划痕部位逐渐地愈

合，划痕面积越来越小。UA+GEM组较UA（2 µmol/L）
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A: DMSO; B: UA(2 µmol/L); C: GEM (0.2 µmol/L); D: UA+GEM

图2 各实验组凋亡细胞的荧光显微镜图片 (×200)

Fig. 2 Apoptotic PANC-1 cells in various groups observed

under fluorescence microscopy (×200)

组和 GEM（0.2 µmol/L）组 PANC-1 细胞的划痕愈合

程度较差，划痕面积较大，划痕部位细胞生长程度较

差。24 h后，UA+GEM组PANC-1细胞的划痕愈合度

较UA（2 µmol/L）组和GEM（0.2 µmol/L）组显著降低

[(60.27±8.45)% vs (74.53±3.82)%、(78.72±6.17)%，均

P<0.01；图 4]。结果表明，药物联合作用对 PANC-1

细胞划痕愈合度明显低于单药作用，即药物联用比

单药作用能更有效地抑制细胞迁移。

2.5 UA和GEM联合用药抑制Bcl-2、IL-6和P-Stat 3

蛋白表达和增强P-JNK蛋白表达

Westernblotting检测结果（图5）显示，UA(2µmol/L)

组和GEM (0.2 µmol/L)组的Bcl-2、IL-6和P-Stat 3条带

灰度较UA+GEM组深，说明蛋白表达水平较UA+GEM

组高，药物联用下调蛋白的表达，降低蛋白浓度，发挥

协同抑制胰腺癌细胞生长和等作用效果明显强于单药。

UA(2 µmol/L)组和GEM (0.2 µmol/L)组的P-JNK条带

较对照DMSO组微弱增强，而UA+GEM组该条带显著

增强，药物联用增加该蛋白表达效果明显强于单药。

UA(2 µmol/L)组、GEM (0.2 µmol/L)组和UA+GEM组

的Cox-2条带灰度都较对照DMSO组深，说明药物联用

和单药作用对该蛋白表达的作用都强于阳性对照，但

是药物联用和单药作用无显著差异。UA(2 µmol/L)组、

GEM(0.2 µmol/L)组和UA+GEM组的NF-κB条带灰度

和对照DMSO组没有明显差异，说明该蛋白表达无明

显变化。

3 讨 论

胰腺癌是消化系统恶性程度最高的肿瘤，近年

发病率呈稳步上升趋势，尤以工业化国家发病率最

高，非洲和亚洲一些发展中国家的发病率较低。中

国目前尚缺乏大规模的胰腺癌流行病学调查资料，

但近 30年来，随着饮食结构和生活水平提高以及糖

尿病的高发，我国胰腺癌发病率亦呈上升趋势。

图3 细胞划痕实验不同时间点UA和GEM各组显微镜图像

Fig. 3 Cell scratch assay results in various groups at different time points observed under microscope
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**P<0.01 vs UA (2 µmol/L) or GEM (0.2 µmol/L) group

图4 UA和GEM各组的相对划痕愈合率

Fig. 4 Scratch healing rate in various groups treated with

UA, GEM or in combination

1: DMSO group; 2: UA group; 3: GEM group;

4: UA+GEM group

图5 UA和GEM各组PANC-1细胞凋亡相关蛋白的表达

Fig. 5 Expressions of apoptosis-related proteins in PANC-1

cells of each group

GEM是晚期胰腺癌的标准一线治疗用药，但是很多

胰腺癌患者对GEM有先天或后天获得性化疗耐药

性，限制了GEM在临床上的应用。UA能通过诱导

肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞增殖、抵抗肿瘤侵袭、

抗氧化、化学预防、抗突变、细胞毒等作用来抑制肿

瘤细胞的增殖和扩散。但目前对于抗胰腺癌的研究

尚不够深入。UA对多种恶性肿瘤细胞有明显的细

胞毒性、可抑制肿瘤形成和诱导肿瘤细胞凋亡。其

特点是作用于NF-κB、COX-2、cyclin Dl等分子靶点

预防和抑制肿瘤的形成[8]。UA能够有效杀伤某些具

有耐药性的癌细胞。Li等[9]采用抵抗多种化疗药物

的细胞株为实验模型，包括对GEM产生耐药的胰腺

癌细胞，以及对紫杉醇产生抵抗的子宫内膜腺癌细

胞和对铂类药物耐药的卵巢癌细胞。UA是一种很

强的血管生成抑制剂, 能抑制血管内皮细胞的增殖、

迁移[10]，并且能降低人 HT1080 纤维肉瘤细胞中

MMP-9基因的表达, 从而产生抗侵袭作用[11]。UA除

具有单独的抗肿瘤活性外，还可提高肿瘤细胞对化

疗药物的敏感性，能够与某些常规化疗药物产生协

同抗肿瘤疗效。有研究[12]表明，UA预处理后，能够克

服卵巢癌A2780细胞对顺铂的抵抗作用，增强顺铂和

奥沙利铂的杀伤效应。本研究通过对UA和GEM单

药和联合用药的深入研究，提供GEM药效以及降低

胰腺癌 PANC-1细胞对GEM耐药性的依据，试图通

过联合用药降低GEM的临床使用剂量，减少大剂量

使用GEM所产生的毒副作用，提高临床治疗安全指

数，为临床应用GEM提供更多的可能性。

本研究结果表明，UA和GEM对PANC-1细胞的

抑制增殖作用随时间增长和药物浓度增加而逐步提

高。虽然这2种药物都有使PANC-1细胞失去活性并

凋亡的能力，但是当药物浓度较低时，细胞生存抑制

率都比较低，作用效果不佳。然而，这 2种药物联用

的细胞生存率比单药用药降低，细胞凋亡率比单药

用药明显增加，细胞迁移速度变慢，细胞伤口愈合程

度更差，说明这2种药物联合用药产生了药物协同作

用。达到了药物联用的预期实验效果。

尽管已有大量研究证实，GEM联合其他化疗药

物能够发挥协同抗肿瘤作用，但其相关作用机制尚

待进一步研究。为了证明对细胞凋亡影响的作用机

制，本研究检测了细胞凋亡相关蛋白 JNK、Bcl-2的表

达。JNK属于促进分裂原活化蛋白激酶一族，多种细

胞外刺激都会引起 JNK磷酸化（phosphorylated JNK，

P-JNK）。研究[13]表明，P-JNK通过转录特异性转录因

子上调促凋亡基因，或者直接调节线粒体上促凋亡

蛋白和抗凋亡蛋白的磷酸化水平，诱导细胞凋亡。

Bcl-2是Bcl-2家族中抑制细胞凋亡的重要因子，在细

胞凋亡过程中，Bcl-2 家族起到重要的双重调节作用，

凋亡抑制蛋白Bcl-2能阻止细胞通过线粒体通道途径

发生凋亡，从而抑制细胞发生凋亡[14-15]。本研究结果

表明，虽然UA和GEM单独用药都能抑制PANC-1细

胞增殖、促进细胞凋亡，其 Bcl-2 蛋白表达减少，P-

JNK蛋白表达增加。但是，UA和GEM联合用药对

促进 PANC-1细胞凋亡更有效，Bcl-2蛋白表达明显

降低，P-JNK蛋白明显增加，说明P-JNK和Bcl-2通路

可能是UA和GEM联合用药发挥协同抗胰腺癌作用

的可能机制。因此，通过干预 JNK/Bcl-2信号通路中

关键信号分子P-JNK和Bcl-2表达，就有可能阻断其

相关凋亡通路的信号转导途径。

为了进一步探索UA和GEM对抑制细胞增殖的

作用机制，本研究检测了细胞凋亡和抑制细胞增殖
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的相关蛋白 IL-6、P-Stat 3的表达[16-17]。IL-6是一种多

效细胞因子，对细胞的分化，生长具有调节、诱导的

作用。并可激活相关下游因子发挥促肿瘤生长、迁

移、演进的作用[18]。在炎症和免疫细胞中 IL-6明显激

活并维持肿瘤细胞中P-Stat 3和NF-κB ，导致联合用

药抑制 PANC-1细胞增殖的能力增强。Stat 3是 Stat

家族中的重要成员，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。有研究证明[19-20]，Stat 3的组成性活

化与癌细胞的增殖、发展甚至恶性潜能相关，阻断

Stat 3的活性可以抑制癌细胞的增殖，诱导其凋亡，并

可以降低在体内的致癌性。本研究结果表明，UA和

GEM联合用药可有效抑制 PANC-1细胞增殖，下调

IL-6蛋白表达，降低P-Stat 3蛋白浓度，发挥协同抑制

胰腺癌细胞增殖的作用。

综上所述，UA不仅单药具有抗胰腺癌作用，且

和GEM联合用药可产生协同作用。UA和GEM联

合用药，在体外能显著抑制人胰腺癌 PANC-1细胞的

增殖，诱导人胰腺癌细胞发生凋亡，其机制可能与调

控细胞凋亡和细胞周期相关蛋白表达有关。上调 P-

JNK表达，下调 Bcl-2表达，直接调节线粒体上促凋

亡蛋白和抗凋亡蛋白的磷酸化水平，以及其它途径

共同参与作用。而下调 IL-6蛋白表达，降低P-Stat 3

蛋白浓度，对胰腺癌PANC-1株细胞具有显著的抑制

作用，抑制胰腺癌细胞增殖，并促使PANC-1细胞凋

亡，可能是 IL-6激活Stat 3信号通路，从而发挥作用。

这对临床进行联合用药治疗胰腺癌具有重要的指导

作用。
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