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桦木酸通过抑制STAT3的活化提高胰腺癌细胞对吉非替尼的敏感性

吴海霞 1,2，艾克白尔·买买提 1，王帅 1，周科挺 1，石森林 1（1.浙江中医药大学 药学院，浙江 杭州 310053；2. 宁波

市第一医院药学部，浙江 宁波 315010）

[摘 要 ] 目的：探讨桦木酸（BEA）提高胰腺癌Panc-1、Miapaca-2细胞对吉非替尼的敏感性及其潜在的作用机制。方法：细
胞培养完成后，将对吉非替尼不敏感的Panc-1、Miapaca-2细胞随机分为4组：对照组、BEA组、吉非替尼组及BEA联合吉非替尼

组，分别予以不处理、BEA、吉非替尼及BEA联合吉非替尼处理。MTS法检测BEA对 2种细胞的增敏效果，集落形成实验检测

BEA协同吉非替尼的治疗效果，WB实验检测BEA对Panc-1细胞凋亡相关蛋白的影响，流式细胞术检测BEA对Panc-1细胞凋亡

的影响，表面等离子体共振（SPR）实验验证信号转导子和转录激活子3（STAT3）和BEA的直接结合，分子对接和分子动力学模拟

实验预测STAT3和BEA的结合模式。结果：BEA协同增强Panc-1、Miapaca-2细胞对吉非替尼的敏感性（P<0.05），使其对两种细

胞的 IC50值均降低至原值的 50%以下。吉非替尼联合BEA较单用吉非替尼或BEA促进Panc-1细胞的凋亡以及凋亡相关蛋白

cleaved-PARP和Bax的表达，减少对凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达（均P<0.05或P<0.01）。BEA对Panc-1细胞中STAT3的活化有剂

量依赖性抑制作用（P<0.01）。BEA通过与STAT3的Lys-591、Ser-613形成氢键而稳定BEA与STAT3的结合作用，同时BEA稳定

在STAT3的蛋白结合位点内，以此阻断STAT3二聚发挥增敏作用。结论：联用BEA和吉非替尼显著抑制胰腺癌Panc-1、Miapa-

ca-2细胞的增殖并促进其凋亡，这种增敏作用可能是由BEA对STAT3抑制作用所介导。
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Betulinic acid enhances gefitinib-sensitivity of pancreatic cancer cells via inhibi-
tion of STAT3 activation

WU Haixia1,2, MAIMAITI Aikebaier1, WANG Shuai1, ZHOU Keting 1, SHI Senlin1（1. College of Pharmaceutical Science, Zhejiang Chi-

nese Medical University, Hangzhou 310053, Zhejiang, China；2. Department of Pharmacy, the First Hospital of Ningbo City, Ningbo

315010, Zhejiang, China）

[Abstract] Objective: To investigate the effects and the underlying mechanisms of betulinic acid (BEA) on sensitizing pancreatic can-

cer cell lines Panc-1 and Miapaca-2 to gefitinib. Methods: After the cell culture was completed, Panc-1 and Miapaca-2 cells were ran-

domly divided into 4 groups: control group (without treatment), BEA group, gefitinib group and BEA combined with gefitinib group, re-

spectively.The sensitization effect of BEA on gefitinib-insensitive pancreatic cancer cells was detected by MTS assay. The treatment ef-

fects of combined treatment of gefitinib and BEA against Panc-1 and Miapaca-2 cells were evaluated by colony formation assay. Flow

cytometry was used to examine the effect of BEA on apoptosis of Panc-1 cells while WB was applied to determine the effect of BEA on-

apoptosis-related proteins. Surface plasmon resonance (SPR) experiment was used to detect the direct combination between signal trans-

ducer and activator of transcription 3(STAT3) and BEA; Molecular docking and molecular dynamics simulation experiments were ad-

opted topredict the combining mode between STAT3 and BEA. Results: BEA synergistically enhanced the gefitinib-sensitivity of pan-

creatic cancer Panc-1 and Miapaca-2 cells (P<0.05), and IC50 of gefitinib on two cells were reduced by over 50%. Compared with single

treatment, the combined treatment of BEA and gefitinib promoted the apoptosis and up-regulated the expressions of apoptosis-related-

proteins (cleaved-PARP and Bax), but reduced the apoptosis-inhibitory protein Bcl-2 (all P<0.05 or P<0.01). Moreover, the inhibitory

effect of BEA on STAT3 activation in Panc-1 cells was in a dose-dependent mannar (P<0.01). BEA stabilizes its binding to STAT3

by forming hydrogen bonds with Lys-591 and Ser-613 of STAT3; in the meanwhile, BEA stabilized inthebinding site of STAT3,

there by blocking STAT3 dimerization to enhance the drug sensitivity. Conclusion: Combined use of BEA and gefitinib could signifi-

cantly inhibit the proliferation and induce apoptosis of Panc-1 and Miapaca-2 cells, which might be mediated by the inhibition of BEA

on STST3.
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胰腺癌是一种高度恶性、发病隐匿、侵袭转移能

力强的消化道实体性肿瘤[1]。由于早期症状不明显，

大多数胰腺癌患者确诊时已错过手术切除的最佳时

期，只能通过放化疗进行治疗[2]。近 20年来，化疗药

吉西他滨一直是晚期胰腺癌患者的首选药物[3]。然

而，其巨大的毒副作用和容易产生获得性耐药的特

点，极大地削弱了其在临床治疗上的收益[4]。近年

来，肿瘤靶向治疗被广泛证实能够极大地改善癌症

患者的预后，在疗效和毒性方面，都明显优于化疗。

已有研究[5]表明，表皮细胞生长因子受体（epidermal

growth factor receptor，EGFR）信号通路在胰腺癌细

胞中持续异常激活，而EGFR抑制剂吉非替尼（gefi-

tinib，Gefi）对多种胰腺癌细胞具有良好的抑制活性。

不过遗憾的是，不同胰腺癌细胞对吉非替尼的敏感

性差异巨大，极大限制了吉非替尼在治疗胰腺癌患

者方面的临床应用前景[6]。桦木酸（betulinic acid，

BEA）是一种天然的多功能小分子，具有抗肿瘤、抗

炎、抗疟疾等多种生物活性[7-8]。此前的研究[9-10]发现，

BEA不仅具有高效低毒的抗肿瘤作用，而且还是一

种肿瘤药物增敏化合物，其与化疗药吉西他滨和靶

向药索拉菲尼都能产生良好的协同杀伤肿瘤细胞的

效果。由此，推测测BEA联合吉非替尼或许同样能

起到协同杀伤胰腺癌细胞的作用。因此，本课题组

选用了天然吉非替尼低敏感性的胰腺癌 Panc-1 和

Miapaca-2细胞株，通过联用吉非替尼和BEA，以此

对比联合用药方案与单用吉非替尼对胰腺癌细胞增

殖、凋亡等的影响，并对BEA增敏吉非替尼的作用机

制进行初步探索，为临床治疗提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人胰腺癌细胞系 Panc-1 和 Miapaca-2 均购于中

国科学院上海细胞库。细胞培养所用DMEM高糖培

养基、0.25%胰蛋白酶（含 EDTA）、胎牛血清和青霉

素、链霉素均购自杭州四季青公司，PBS缓冲液购自

杭州吉诺生物医药科技有限公司，MTS以及PMS溶

液均购自 Promega 公司，吐温-20、结晶紫粉末购自

Sigma公司，PVDF膜、30%丙烯酰胺溶液、考马斯亮

蓝染色液、AP、TEMED、脱脂奶粉、Tris、SDS 以及

GLH 芯片和蛋白偶联、封闭所用试剂及 ProteOn

XPR36 蛋白相互作用阵列系统购于 Bio-Rad 公司，

Cleaved-PARP、Bcl-2、Bax、磷酸化 STAT3（Y705）、

STAT3、Actin 等一抗均购自 CST 公司，羊抗兔 IgG-

HRP抗体购自Santa Cruz生物技术公司，BEA粉末和

吉非替尼粉末均购自 Medchem Express 中国公司，

（纯度经HPLC检验均大于98%）。

1.2 细胞培养

所有细胞均在CO2浓度为 5%的 37 oC恒温培养

箱中培养，并在含质量分数为 10% 的胎牛血清

DMEM高糖培养基中，加入 1%青霉素/链霉素溶液

防止细菌污染。贴壁细胞用质量分数为 0.25%的胰

酶消化传代，每2～3 d传代1次。

1.3 MTS法检测BEA对吉非替尼不敏感胰腺癌细

胞的增敏效果

Panc-1和Miapaca-2细胞用含有 5%的热灭活血

清、100 U/ml青霉素和100 mg/ml链霉素的DMEM完

全培养基培养，以5×103/孔的细胞密度铺盘，于37 oC

含5% CO2的细胞培养箱中培养24 h。然后将受试化

合物用DMSO溶解并且用DMEM培养基连续稀释

至各种浓度后加入。细胞和受试化合物共同孵育48

h后，再将DMEM培养液稀释后终浓度为5 mg/ml的

MTS溶液加至每孔，CO2培养箱中孵育 30 min，于酶

标仪测定波长 490 nm处的光密度（D）值。细胞增殖

率=（实验组 D 值/对照组 D 值）×100%。实验重复

3次。

1.4 集落形成实验检测BEA协同吉非替尼的治疗

效果

将 Panc-1 细胞铺板接种于 6 孔板(1×103个/孔)

中，过夜贴壁培养后，加入含药物的新鲜DMEM培养

液，孵育 24 h后更换培养液。待孔中出现较多肉眼

可见的克隆团时终止培养，此过程大约需要10~14 d，

期间每 3 d为细胞更换新鲜培养液。然后将细胞用

PBS 洗涤一次，用 1 ml 甲醇固定 15 min 后，吸干甲

醇，再加入 1 ml 0.1%结晶紫染色液染色 20 min。回

收染色液后，用缓慢流水轻柔洗涤 6孔板，并将洗好

的孔板倒置，晾干后进行拍照，在显微镜下计数集落

数，以大于50个细胞认为是1个集落，并计算集落形

成率。实验重复3次。

1.5 WB实验检测BEA对Panc-1细胞凋亡相关蛋白

的影响

取对数期生长的人胰腺癌细胞 Panc-1接种于 6

孔板(2×105个/孔)中，过夜贴壁培养后，更换培养基，

加入DMSO溶解的药物溶液，孵育24 h后，收集细胞

和总蛋白。将煮沸变性后的蛋白样品行SDS-PAGE、

电转到PVDF膜，用5%的脱脂牛奶封闭90 min，用相

应的特异性一抗（1∶500）室温孵育 2 h 后，4 ℃孵
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育过夜，再用 HRP 标记的二抗体（1∶1 000）室温孵

育 1.5 h，将膜放入凝胶成像仪中用ECL显影液暗室

孵育1~2 min，加入发光液后曝光、拍照，统计灰度值、

计算相关蛋白的相对表达量。实验重复3次。

1.6 流式细胞术检测BEA对 Panc-1细胞的凋亡的

影响

将 Panc-1 细胞铺板接种于 6 孔板(2×105个/孔)

中，贴壁加药后，除去培养基，先用PBS洗 2 遍，再用

胰酶消化，1 500×g离心 5 min，PBS重悬，再次离心。

去除上清后，将细胞用 500 μl 1×结合缓冲液制成悬

液，并转移至流式管中，再加入5 μl Annexin V和5 μl

PI染色液，室温下避光染色15 min后，流式细胞仪检

测。实验重复3次。

1.7 表面等离子体共振（surface plasmon resonance，

SPR）实验验证STAT3和BEA的直接结合

1.7.1 芯片的预处理 将GLH芯片从冰箱中取出后

缓慢恢复至室温，第1次使用时通过空气初始化过程

初始化芯片，并通过在芯片表面按顺序依次流过

0.5% SDS、50 mmol/L NaOH和100 mmol/L HCl溶液

来活化芯片；同时配制体系缓冲液 PBST，即 PBS+

0.005%吐温-20。

1.7.2 激活芯片并固定 STAT3 将 40 mmol / L 的

EDAC 以及 10 mmol/L 的 sNHS 混合后流过芯片表

面，激活芯片表面的氨基偶联受体，并在30 min内在

不同的通道上流过 STAT3蛋白，在结合信号值到达

预期信号值之后，用盐酸乙醇胺封闭芯片上的未活

化位点。用系统缓冲液在高流速的情况下流过芯片

表面，去除未结合的蛋白。

1.7.3 对待测化合物进行浓度梯度的检测 将化合

物梯度稀释成 100、80、60、40、20 µmmol/L，上机检

测；检测结果在通过扣除参照通道、缓冲液以及

DMSO溶剂影响后，通过Langmuir-Kinetic分析实验

结果，计算结合常数Ka、解离常数Kd以及解离平衡

常数KD值。

1.8 分子对接和分子动力学模拟实验预测STAT3和

BEA的结合模式

STAT3 的蛋白结构从蛋白结构库下载（https://

www.rcsb.org/），其编号为 1BG1[11]。采用AutoDock-

Tools软件将 STAT3的蛋白文件和BEA文件转化成

AutoDock软件识别的PDBQT格式，该过程包括加氢

原子和加电荷。利用AutoGrid软件生成分子对接所

需要的格点文件。最终利用AutoDock软件进行分子

对接，产生蛋白-配体复合物结构。随后，采用Gauss-

ian16 软件计算 BEA 的电荷，AMBER 16 软件中的

Antechamber 模块转化成 AMBER 16 软件识别的带

电荷MOL2格式。接着，蛋白质和配体小分子分别赋

予Amber ff14SB力场和 gaff力场，采用LEaP模块给

蛋白添加氢原子，加水和抗衡离子，使得模拟的蛋白

溶于一个含水的中性水盒子内。之后，对模拟体系

进行能量优化、升温、NVT系宗平衡、NPT平衡体系，

最终对STAT3和BEA的复合物进行 60 ns的NPT系

宗模拟。最终数据采用CPPTRAJ、PyMol和Chimera

软件进行分析。

1.9 统计学处理

采用 SPSS 20.0 软件进行统计数据分析，用

GraphPad Prism 7软件绘制图片。计量数据以 x̄±s 表

示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析。以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 BEA协同增强胰腺癌细胞对吉非替尼的敏感性

MTS检测结果显示，BEA对Panc-1和Miapaca-2

细胞的半数抑制浓度（IC50）均大于 100 μmol/L（图

1A），而吉非替尼对2株细胞的抑制活性同样并不好，

IC50 均大于 30 μmol/L，其对敏感细胞一般 IC50 在 5

μmol/L以下，甚至 nmol/L级别（图 1B、C）。基于此，

本研究选择了联合使用 50 μmol/L BEA（1/2 IC50值）

和 20 μmol/L的吉非替尼（IC50值），并用MTS法检测

其对细胞的增殖抑制活性，结果（图1B、C）表明，联合

使用BEA明显提高了 Panc-1和Miapaca-2细胞对吉

非替尼的敏感性（IC50值降至 50%以下）。集落形成

实验检测结果（图 2）显示，吉非替尼联合BEA组对

Panc-1和Miapaca-2细胞的集落形成较单独给药组明

显更有效（P<0.05）。

2.2 联合使用吉非替尼和BEA增加Panc-1细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图3A）显示，20 μmol/L的

吉非替尼对细胞凋亡有一定效果，而单用 50 μmol/L

BEA对细胞凋亡效果十分微弱，但是两者联用显著

地增加了 Panc-1细胞的凋亡（P<0.05）。WB实验检

测结果显示，吉非替尼联合BEA用药对凋亡相关蛋

白cleaved-PARP和Bax表达的促进，以及对凋亡抑制

蛋白Bcl-2表达的减少，效果要明显高于单独使用吉

非替尼或BEA（P<0.05或P<0.01，图3B、C）。

2.3 BEA对STAT3信号通路的活化产生抑制作用

WB实验检测BEA对Panc-1细胞中STAT3磷酸

化结果显示，BEA对 Panc-1细胞中 STAT3的活化有

剂量依赖性的抑制作用（P<0.01，图 4A、B）。SPR检

测结果（图 4C）显示，BEA与STAT3蛋白具有良好的

结合能力，其KD值为 30.5 μmol/L。上述结果显示，

BEA通过直接与STAT3结合，并抑制STAT3磷酸化，

对STAT3信号通路的活化产生抑制作用。
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A: The anti-proliferative effects of BEA against Panc-1 and Miapaca-2 cells; B: Comparison of the anti-proliferative activities on Panc-1

cells between Gefi treatment alone and combined treatment of Gefi and BEA; C: Comparison of the anti-proliferative activities on Mia-

paca-2 cells between Gefi treatment alone and combined treatment of Gefi and BEA

图1 BEA提高胰腺癌Panc-1、、Miapaca-2细胞对吉非替尼的敏感性

Fig. 1 BEA enhanced the gefitinib-sensitivity of pancreatic cancer cell lines Panc-1 and Miacpaca-2

图2 吉非替尼与BEA协同抑制胰腺癌Panc-1、、Miapaca-2细胞的集落形成

Fig.2 Gefi and BEA synergistically suppressed the clone formation of Panc-1 and Miapaca-2 cells

2.4 BEA与STAT3的分子对接及分子动力学模拟

分子对接的结果（图 5A）显示，BEA 通过与

STAT3的Lys-591、Ser-613形成氢键相互作用，稳定

BEA 与 STAT3 的结合作用。分子动力学模拟结果

（图5B）显示，BEA和STAT3蛋白骨架Cα在模拟过程

中的均方根偏差（RMSD）保持动态波动，并且幅度低

于 0.1 nm，表明BEA和 STAT3在整个模拟中两者的

结合非常稳定。此外，图5C显示，BEA稳定在STAT3

的蛋白结合位点内，以此阻断 STAT3二聚体发挥增

敏作用。

3 讨 论

胰腺癌被称为“癌中之王”，是最常见的消化系

统恶性肿瘤之一，东亚国家，特别是中国一直是胰腺

癌高发地区[12]。据最新的肿瘤调查研究[13]显示，2018

年全世界新发胰腺癌患者预计超过 45万人，而预计

因其死亡的患者人数更是高达43万人。由于胰腺癌

早期症状隐匿，难以诊断，且病程进展快，当患者确

诊时多处于癌症中晚期，错过了手术治疗的最佳时

期。当前，化疗是治疗晚期胰腺癌、延长患者生存期

的主要治疗手段。然而，严重的耐药性，使得化疗药

物的临床效益显著降低。近年来，肿瘤靶向治疗快

速发展，并被广泛证实能够极大地改善患者的预后

和延长生存期。研究[14]表明，EGFR信号通路在胰腺

癌细胞中持续异常激活，而EGFR抑制剂吉非替尼对

多种胰腺癌细胞具有良好的抑制活性。然而，吉非

替尼对不同胰腺癌细胞敏感性差异巨大，极大限制

了吉非替尼靶向治疗胰腺癌患者的临床应用。早在

2006年，有学者[15]就发现了不同胰腺癌细胞对吉非

替尼的敏感性十分不同，并且其对吉非替尼的敏感

性和细胞TGF-α的表达量密切相关。然而，其具体

机制尚未阐明，并且在提高吉非替尼敏感性方面相
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关研究也极少。

*P<0.05, **P<0.01 vs DMSO group

A: Combination treatment with Gefi and BEA promoted apoptosis of Panc-1 cells; B: The expression of apoptosis-related proteins;

C: Relative expression of apoptosis-related proteins (cleaved-PARP/Actin, Bcl-2/Actin and Bax/Actin) was quantified by

Image J software, and analyzed by Graphpad Prism.

图3 吉非替尼联用BEA促进胰腺癌细胞Panc-1的凋亡与调节相关蛋白表达

Fig. 3 Combinated treatment with Gefi and BEA promoted apoptosis and regulated the expression

of apoptosis-related proteins in Panc-1 cells

*P<0.05, **P<0.01 vs DMSO group

A: BEA inhibited the phosphorylation of STAT3 in Panc-1 cells; B: Relative expression of phosphorylated STAT3

(p-STAT3/STAT3) was quantified; C: The direct binding of BEA and STAT3 was determined by SPR assay

图4 BEA抑制胰腺癌Panc-1细胞内STAT3的磷酸化

Fig.4 BEA inhibited the phosphorylation of STAT3 in Panc-1 cells

STAT3作为多个受体酪氨酸激酶（receptor tyro-

sine kinase，RTK）信号通路的下游重要的一个调节因

子，其参与的 JAK-STAT3信号通路在RTK介导的肿

瘤细胞的增殖、分化、存活以及血管生成等生物学过

程中具有重要作用；此外，STAT3亦与众多酪氨酸激

酶抑制剂（TKIs）耐药性的形成有着密切联系。大量

研究[16]证实，小分子靶向TKIs药物对EGFR、间变性

淋巴瘤激酶（anaplastic Lymphoma Kinase，ALK）、成

纤维细胞生长因子受体（fibroblast growth factor re-

ceptor，FGFR）以及人表皮生长因子受体-2（human

epidermal growth factor receptor-2，HER2）等酪氨酸

激酶的长期抑制，会引起STAT3的反馈性激活，而此

作用很大程度上会反过来诱导肿瘤细胞对上述激酶

抑制剂的耐药性。最新研究[17-18]表明，利用特异性小

分子抑制剂靶向 STAT3，阻断 JAK-STAT3 信号通路

的激活，不仅能有效抑制肿瘤生长、诱导肿瘤细胞凋
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亡，并且有望克服胰腺癌细胞对EGFR抑制剂获得性

耐药的难题。虽然多个小分子 STAT3 抑制剂（如

STA-21、OPB-31121和OPB-51602）在体内外抗肿瘤

活性上有不错的前景，但事实上，毒性才是限制这些

抑制剂被开发为抗肿瘤药物的最大瓶颈[19]。因此，本

项目将研究对象瞄准了相对低毒性的天然来源

STAT3抑制剂。

A: Binding mode of BEA and STAT3 predicted by molecular docking; B:RMSD of protein backbone Cα against 60 ns molecular

dynamics simulation; C: Binding mode of BEA and STAT3 after molecular dynamics simulation

图5 BEA和STAT3的结合模式预测

Fig.5 Binding mode prediction for BEA and STAT3

近年来，BEA因其高效低毒的抗肿瘤作用，受到

众多研究者的密切关注。同时，作为众多天然产物

中的一个明星分子，BEA与多种临床上一线抗癌药

物联合用药的研究报道，也层出不穷[20]。其中，SUN

等[9]在评价 BEA 的胰腺癌抑制活性的同时，发现

BEA在吉西他滨敏感细胞Panc-1中可以与吉西他滨

发挥协同杀伤作用。但BEA是否也能增敏EGFR激

酶抑制剂（如吉非替尼）对胰腺癌细胞的抑制活性，

以及BEA与吉非替尼产生协同作用的具体机制是如

何的，目前仍未可知。基于此，本研究通过细胞活力

测定、流式细胞术、WB、SPR实验等多种实验手段，

发现联合使用BEA能显著提高多种胰腺癌细胞对吉

非替尼的敏感性，包括增强吉非替尼对胰腺癌细胞

的增殖抑制和诱导凋亡的作用。作用机制方面，

BEA能直接结合于 STAT3蛋白，并有效地抑制细胞

内 STAT3 信号通路的活化，可能是其潜在的作用

机制。

此外，本研究在上述基础上，综合分子对接和分

子动力学模拟，预测了两者可能的结合模式，结果显

示BEA在空间结构上具有巨大的化学修饰空间以进

一步提高其活性。例如，除了BEA与STAT3蛋白的

氢键相互作用，BEA 周围的重要氨基酸残基，例如

Arg-595、Ser-611、Gln-633、Gln-635、Ser-636、Glu-638

这些氨基酸提供了重要的形成分子间氢键相互作用

所需的氢键供受体。化学结构修饰提高活性可以从

增加氢键供受体方面考虑，例如增加甲氧基、羟基

等。综上，本研究成功发现了一个潜在的EGFR抑制

剂增敏化合物，为提高吉非替尼在胰腺癌治疗方面
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的临床收益提供了值得参考的候选方案。
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