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走马胎提取物对胰腺癌的影响及作用机制

黄志强，顾生玖，金家民，杨苗，刘昊，朱开梅
（桂林医学院药学院，桂林 !桂&林林''）

摘要!目的 探究走马胎提取物对胰腺癌细胞 HFABS林 增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响及作用机制。 方法 采

用 用QQ法检测走马胎提取物对 HFABS林 细胞增殖的影响，观察其对 HFABS林 细胞形态的影响；设计划痕及

Q\及;0d855迁移移侵袭实验检测其对 HFABS林 细胞迁移和侵袭能力的影响；采用 采80.8\; E5T.法检测其对癌细胞

中相关蛋白 /$桂、HS/$桂、B及0/及08S#、B及0/及08S'、B58及、89SB及0/及08S#、B58及、89SB及0/及08S'、P75S第 及 P及1表达水平的影

响。 结果 走马胎提取物对 HFABS林 细胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作用，能下调 HS/$桂、B及0/及08S#、B及0/及08S'

及 P75S第 的蛋白表达水平，上调B58及、89SB及0/及08S#、B58及、89SB及0/及08S'、P及1的蛋白表达水平。 结论 走马胎提取

物能抑制 HFABS林 细胞活性，其机制是通过抑制 HFABS林 细胞的增殖、迁移与侵袭，上调 P及1，下调 P75S第，抑制

/$桂 的磷酸化，促进 B及0/及08S#、B及0/及08S' 的激活以诱导 HFABS林 细胞凋亡，而发挥抗胰腺癌作用。
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B<0/<08S第， B<0/<08S' <;9 P75S+ =; HFABS" 78550d8\89Td;S\84:5<.89 E2)3/040, 505,1+046780, 81.\<7.3Q-8/\T.8=;

81/\800=T;0T]B58<̂89SB<0/<08S第， B58<̂89SB<0/<08S' <;9 P<1=; HFABS" 78550d8\8:/S\84:5<.89 E2)3/040,
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78550=;9:789 E2)3/040, 505,1+046780, 81.\<7.3
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；；胰腺癌是消化系统恶性程度最高的恶性肿瘤之

一，是人胰腺导管上皮及腺泡细胞癌变而产生的癌

症，多为胰腺导管癌［"］ 。 胰腺癌发病隐匿，所以早期

的诊断相对困难。 而胰腺癌发展迅速，恶性化程度

高，转移性强，且发病原因目前尚不完全明确，多数

患者确诊时已处于癌症的中晚期，因此治愈的可能

性低。 国家癌症中心 +(++ 年数据显示，+("$ 年，我

国胰腺癌发病率占世界第 "" 位，病死率占第 )

位［+］ 。 胰腺癌的治疗主要包括手术治疗、放射治疗、

化学治疗及介入治疗等［第］ 。 化学治疗是胰腺癌的主

要治疗方法，但随着治疗时间的增长，耐药性及药物

的副作用使治疗效果严重降低。 因此，寻找一种低

毒、有效的治疗药物来应对逐年高发的胰腺癌迫在

眉睫。

走马胎作为一种药食两用的少数民族药用植

物，是紫金牛科紫金牛属植物（)3/040, 505,1+06780,）的

干燥根及根茎，主要分布于我国广西壮族自治区、云

南省、广东省、江西省等地。 走马胎中含有三萜、黄

酮、香豆素及醌类等化合物，常用于祛风湿、壮筋骨、

活血祛瘀等［［*$］ 。 现代药理学研究表明，走马胎中的

提取物在抗肿瘤、抗炎及抗氧化等方面有较好活性，

对包括胃癌、宫颈癌、肺癌、肝癌及乳腺癌等多种癌

细胞的活性具有一定的抑制作用［)*'］ 。 本研究通过

提取走马胎中活性成分，探究其对胰腺癌细胞

HFABS" 增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响及作用机制，

以期为胰腺癌的治疗提供新的选择。

。/材料与方法
。3。/材料
"3"3"；细胞株；胰腺癌细胞 HFABS"，购自中国科学

院上海细胞库，目录号：QB：: ',。

"3"3+；药物与试剂；药材走马胎，由中国科学院广

西植物研究所提供，并由研究所的唐辉研究员鉴定

为紫金牛科紫金牛属植物 )3/040, 505,1+06780, 的根

茎。 无水乙醇（购自天津市富宇精细化工有限公

司）；二甲基亚砜 （（[@Z）、磷酸盐缓冲液干粉

（HP@）、）、HF强裂解液、(3"、结晶紫染液、噻唑蓝

（[QQ）、（[N[培养基（均购自北京索莱宝公司）；胎

牛血清、 、S<7.=;、 P<1、 P75S+、 B<0/<08S第、 B<0/<08S'、

B58<̂89SB<0/<08S第、B58<̂89SB<0/<08S'、ARS.P/$%，HS

/$% 抗体、XT<.<;.=S）<EE=.、4X、XT<.<;.=S[T:08、4X

［购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；PBF蛋白

定量试剂盒（购自北京普利莱基因技术有限公司）。

"3"3第；主要仪器；"'(( 全波长 N/T7- 酶标仪（购自

上海闪谱生物科技有限公司），：8=9T5S/：旋转蒸发

仪（购自北京斯坦森科技有限公司），)%(F多功能粉

碎机（购自永康市红太阳机电有限公司），[N+(［N

电子天平 （购自上海瑶新电子科技有限公司），

（[、USUN（倒置相差显微镜［购自德国徕卡显微系

统（上海）贸易有限公司］，］;=̂8\0<5：TT9 ， 型凝胶

成像发光系统（购自美国 P=TS）<9 公司），%,"(）型冷

冻高速离心机（购自德国N//8;9T\]公司）。

。3）/方法
"3+3"；药物提取及配制；将新鲜的走马胎根茎干

燥、粉碎后过 ［( 目筛，取 "(( 4走马胎干燥粉末，按

料液比 " j"( 加入 '%、乙醇，$( k水浴回流提取

+ -，提取 第 次，合并滤液过滤后，$( k减压浓缩获得

走马胎提取物浸膏。 将走马胎提取物溶解于 （[@Z

中配制成母液，给药时，利用培养基稀释药物，设置

对照组、低浓度（+3% （4C，U）组、中浓度（% （4C，U）

组及高浓度（"( （4C，U）组进行实验。

·'$·
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"3+3+!细胞培养!无菌条件下，将胰腺癌细胞

细胞ABS" 接种于 V[N[完全培养基中，于 第) 于、%!
BZ+培养箱中培养，定期观察细胞形态和数量，选择

状态良好的 细胞ABS" 细胞进行实验。

"3+3第![QQ实验!取适量状态良好的 细胞ABS" 细

胞，通过细胞计数将细胞数目调整至 %l"(&个C6U，

接种于 '$ 孔板中，每孔加入 % ((( 个细胞。 设置浓

度为 (、+、&、$、、、"( 、4C6U给药梯度，每个梯度设置

% 个复孔，培育 &、 - 后，弃去废液。 每孔加入 "( 、U

% 64C6U的 [QQ和 '( 、U的 V[N[完全培养基，于

第) 于、%! BZ+培养箱中孵育 & -，弃去废液，每孔加

入 "%( 、UV[入Z，慢摇 "( 6=;，于 &'( ;6测吸光度

值，并计算出细胞的 的B%(。

"3+3&!走马胎提取物对 细胞ABS" 细胞形态的影响!

设置高浓度组、中浓度组、低浓度组和对照组，分别

于给药后 ( -、+& -、&、 -、)+ - 观察细胞形态，并采集

照片。

"3+3%!划痕实验!设置高浓度组、中浓度组、低浓度

组和对照组，分别取适量细胞ABS" 细胞接种于 $ 孔板

中培养，待细胞汇合率达 、(! 以上时，利用 "( 、U

的枪头制造划痕，用 细用入 将脱落的细胞洗去后给药，

给药后 ( -、+& -、&、 - 拍照，计算细胞迁移率。

"3+3$!Q。<;0d855迁移与侵袭实验!迁移实验：设置

低浓度组、中浓度组、高浓度组和对照组，取适量

细胞ABS" 细胞，调整细胞数目为 %l"(%个C6U，分别取

+(( 、U接种于细胞小室中，下室中加入 $(( 、U完全

培养基，&、 - 后，取出细胞小室，固定、染色、清洗后

拍照，计算细胞的迁移率［$］ 。 侵袭实验：在 Q。<;0d855

小室中铺入基质胶后，参照迁移实验方法进行检测，

并计算细胞的侵袭率［$］ 。

"3+3)!c80.8。; E5T.实验!设置低浓度组、中浓度

组、高浓度组和对照组，分别接种适量状态良好的

细胞ABS" 细胞于 $ 孔板中培养，待细胞融合率达 )(!

以上时给药，给药后培养 &、 -，收集细胞，裂解、离

心，取上清液备用。 用 用B胞蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度， 调整蛋白浓度后， 在 "(( 于 加热变性

"( 6=;，，+( 于条件下储存。 检测时不同药物浓度

处理的样品蛋白各取 "( 、U，按顺序上样，并进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭及清洗等。 根据目的

蛋 白 （ %S<7.=;、 用<1、 用75S+、 B<0/<08S第、 B<0/<08S'、

B58<̂89SB<0/<08S第，B58<̂89SB<0/<08S'、/$% 及细S/$%）

加入对应的抗体孵育后，用化学发光法分析系统采

集图像，并对条带进行分析。

。3!/统计学方法
采用X。</-细<9 /。=06、3(统计软件分析数据，多组间

均数比较，采用单因素方差分析（Z;8Sd<（胞AZO胞）。
）。o(3(%，））。o(3("，）））。o(3((" 表示差异有统计学

意义。

#/结果
#3。/走马胎提取物抑制 细胞ABS。细胞的增殖

走马胎提取物作用 细胞ABS" 细胞 &、 - 后，半数

抑制浓度（的B%(）为 %3%$ 、4C6U。 结果表明，走马胎

提取物对胰腺癌细胞 细胞ABS" 增殖具有抑制作用，

且药物对胰腺癌细胞 细胞ABS" 增殖的抑制作用具有

一定的剂量依赖性，如图 " 所示。

图 "!走马胎提取物对 细胞ABS"细胞增殖的影响

#3#/走马胎提取物影响 细胞ABS。细胞形态
不同浓度的走马胎提取物均能诱使 细胞ABS" 细

胞形态发生皱缩，且随着给药浓度的增加，对 细胞ABS"

细胞形态的影响越显著，如图 + 所示。

·()·
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图 +!走马胎提取物对 HFABS"细胞形态的影响（l"((）

#3!/走马胎提取物抑制 HFABS.细胞的迁移和侵袭
+3第3"!划痕实验!实验中设置高浓度组、中浓度组、

低浓度组及对照组，分组给药，分别于给药 ( 给、

+、 给、、, 给 进行拍照，并计算癌细胞的迁移率。 与对

照组比较， 低浓度组、中浓度组、高浓度组能不同程

度地抑制 HFABS" 细胞的迁移，随着给药浓度的增

加，抑制作用越显著，如图 第 所示。

!注：与对照组比较，，@o(3(%，，，@o(3("，，，，@o(3(("。

图 第!走马胎提取物对 HFABS"细胞迁移能力的影响（l、(）

+3第3+!）\<;0d855迁移与侵袭实验!实验中设置高浓

度组、中浓度组、低浓度组及对照组，各组药物作用

于 HFABS" 细胞 、, 给 后，利用(3("用结晶紫染色检

测其穿过小室的数目，与对照组比较， 不同浓度给

药组 HFABS" 细胞的迁移和侵袭能力均被抑制，如

图 、、图 % 所示。

·")·
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注：与对照组比较，#@o(3(%，###@o(3((，。

图 &!走马胎提取物对 HFABS，细胞迁移能力的影响（结晶紫，l+((）

注：与对照组比较，## @o(3(，，###@o(3((，。

图 %!走马胎提取物对 HFABS，细胞侵袭能力的影响（结晶紫，l+((）

）3%/走马胎提取物对 HFABS物细胞相关蛋白表达的
影响

与对照组比较，不同浓度给药组 HFABS， 细胞

中 /$% 蛋白磷酸化水平及 B<0/<08S第，B<0/<08S'、

P75S+蛋白表达水平明显下调，B58<̂89SB<0/<08S第、

B58<̂89SB<0/<08S'、P<、蛋白表达水平明显上调，且随

着给药浓度的增大，影响效果越显著，如图 $、图 )

所示。

注：与对照组比较，## @o(3(，，###@o(3((，。

图 $!走马胎提取物对 HFABS，细胞 B<0/<08S第、B<0/<08S'、B58<̂89SB<0/<08S第、B58<̂89SB<0/<08S'蛋白表达水平的影响

·+)·
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注：与对照组比较，#@o(3(%，##@o(3(，，###@o(3((，。

图 )!走马胎提取物对 HFABS，细胞 /$%、HS/$%、、75S+、、<1蛋白表达水平的影响

!/讨论
走马胎作为一种药食两用的少数民族药用植

物，常用于祛风湿、壮筋骨、活血祛瘀等。 相关研

究［$*'］结果表明，走马胎含有三萜、黄酮、香豆素及醌

类等化合物，在抗肿瘤、抗炎及抗氧化等方面有较好

活性，包括对胃癌、宫颈癌、肺癌、肝癌及乳腺癌等多

种癌细胞的活性具有一定的抑制作用。 无限增殖、

迁移和侵袭是恶性肿瘤的重要特征，而癌症晚期的

患者常发生肿瘤转移。 因此，通过抑制肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭是治疗癌症并提高患者预后的有

效手段之一［，(］ 。 本研究结果显示，走马胎提取物对

胰腺癌HFABS，细胞的增殖、迁移及侵袭具有抑制作

用。 本研究中，通过 过QQ实验测定走马胎提取物对

HFABS，细胞的细B%(为 %3%$ 为4C6U。 对HFABS， 细胞

形态影响实验结果显示，不同浓度药物均能诱使癌

细胞发生皱缩，随着药物浓度的增高，影响越显著。

细胞划痕及 Q及<;0d855迁移和侵袭实验表明，走马胎

提取物抑制 HFABS， 细胞的迁移及侵袭能力，且随

着给药浓度的增大，抑制作用越显著。

细胞凋亡是细胞自主有序的死亡，受多种基因

调控，在肿瘤的发生与发展中发挥重要作用［，(］ 。

B<0/<08家族是含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶［，，］ ，在细胞凋亡中有着重要的作用。 B<0/<08家族

中的凋亡，包括 B<0/<08S第、B<0/<08S,、B<0/<08S' 等［，+］ ，

其中 B<0/<08S' 参与内源性细胞凋亡途径，通过线粒

体介导的细胞内途径传递凋亡信号，并作用于线粒

体蛋白，包括抗凋亡蛋白 、细胞淋巴瘤S+（、75S+），

促凋亡蛋白 、75S+ 相关 相蛋白（、<1） ［，第*，%］ 。 相关研

究［，$*，)］表明，线粒体外膜的通透性增加，可促进膜间

隙蛋白的释放，进而活化B<0/<08S'，活化后的B<0/<08S'

通过激活下游凋亡效应 B<0/<08S第，诱导细胞发生凋

亡。 核转录因子S.、（A（S.、）是一类可与免疫球蛋

白 .轻链特异性结合，并促进轻链蛋白表达的核蛋

白表达因子，由 /$%C/%( 组成的蛋白二聚体是经典

的 A（S.、，参与多种细胞过程，在细胞增殖、炎症及

肿瘤形成中起重要作用［，,*+(］ 。 多项研究［+，*++］ 结果

表明，A（S.、可被炎症因子、肿瘤促进因子、肿瘤微

环境和物理化学致癌因子等激活，并参与细胞增殖、

侵袭、转移及转化等过程，在许多类型的肿瘤疾病中

均可以发挥促癌作用。 因此，抑制 A（S.、活化是预

防和治疗癌症的有效手段［+第*+%］ 。 。80.8及; E5T.结果

表明，走马胎提取物能抑制HFABS， 细胞中 /$% 蛋白

的磷酸化，促进 B<0/<08S第、B<0/<08S' 的激活，降低

、75S+ 蛋白的表达水平，上调 、<1蛋白表达水平，诱

导胰腺癌 HFABS， 细胞发生凋亡，发挥抗胰腺癌

作用。

。/结论
走马胎提取物通过抑制胰腺癌 HFABS， 细胞的

增殖、迁移与侵袭，并诱导其凋亡发挥抗胰腺癌作

用。 对走马胎提取物诱导 HFABS， 细胞的凋亡机制

表明，可以下调 HFABS， 细胞中 、75S+ 的蛋白水平，

·第)·
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抑制 /$% 蛋白的磷酸化，促进 B<0/<08S第、B<0/<08S'

的激活，并上调 P<1蛋白表达水平。 希望上述结果

能为走马胎的开发利用及胰腺癌的治疗提供一定的

理论依据。
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