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［［摘 要］］   目的目的：探讨 五 味 子 乙 素 对胰腺癌  Pan02 细胞增殖的抑制作用，  并阐明其作用机制。

方法方法：采用 CCK-8 法检测不同浓度 （0、0. 78、1. 56、3. 12、6. 25、12. 50 和 25. 00 mg·L－1 ） 五味子

乙素作用下 Pan02 细胞增殖率，以选择五味子乙素作用的最适浓度和最佳作用时间。小鼠胰腺癌  
Pan02 细胞分为对照组 （0 mg·L－1 五味子乙素）、2. 5 mg·L－1 五味子乙素组、5. 0 mg·L－1五味子乙

素组和 10. 0 mg·L－1 五味子乙素组。光学显微镜观察各组 Pan02 细胞形态表现，5-乙基-2'-脱氧尿嘧啶

核苷 （EdU） 染色法检测各组 Pan02 细胞中 EdU 阳性细胞率，流式细胞术检测各组不同细胞周期

Pan02 细胞百分率和细胞凋亡率，Western blotting 法检测各组 Pan02 细胞周期和凋亡相关蛋白表达水

平。结果结果：CCK-8 法，五味子乙素作用 Pan02 细胞 48 和 72 h 后，与 0 mg·L－1 五味子乙素比较，其他

浓度五味子乙素作用下 Pan02 细胞增殖率明显降低 （P<0. 01），72 h 时细胞抑制作用最明显。选择 0、
2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1五味子乙素作用 Pan02 细胞，作用时间为 72 h。对照组 Pan02 细胞呈长梭形，

状态良好，紧密且贴壁生长，细胞器和细胞质正常；2. 5 和 5. 0 mg·L－1五味子乙素组 Pan02 细胞体积

减小，细胞之间黏连消失，细胞膜虽完整但通透性增强，细胞质皱缩，细胞内部产生空泡结构，部分

呈碎片状漂浮于溶液表面；10. 0 mg·L－1五味子乙素组 Pan02 细胞有明显凋亡小体生成，呈现凋亡状

态。EdU 染色法，与对照组比较，2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－ 1 五味子乙素组  Pan02 细胞中  EdU 阳性

细胞率均明显降低 （P<0. 01）。流式细胞术，与对照组比较，2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1五味子乙素组

Pan02 细胞 S 期细胞百分率明显升高 （P<0. 01），G2/M 期细胞百分率明显降低 （P<0. 01），5. 0 和

10. 0 mg·L－1 五味子乙素组 G0/G1 期细胞百分率明显降低 （P<0. 01）；与对照组比较，2. 5、5. 0 和

10. 0 mg·L－1五味子乙素组 Pan02 细胞凋亡率明显升高 （P<0. 01）。Western blotting 法，与对照组比

较，2. 5 mg·L－1 五味子乙素组 Pan02 细胞中 p27、B 细胞淋巴瘤 2 （Bcl-2） 相关 X 蛋白 （Bax）、裂解

的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 （cleaved Caspase-3） 和裂解的多聚二磷酸腺苷 （ADP） 核糖聚合酶

（cleaved PARP） 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）；5. 0 和 10. 0 mg·L－1 五味子乙素组

Pan02 细胞中细胞周期蛋白 （Cyclin）  A2、Cyclin E2 和  Bcl-2 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05或

P<0. 01），  p27、  Bax、  cleaved Caspase-3 和 cleaved PARP 蛋白表达水平均明显升高 （P<0. 01）。

结论结论：五味子乙素具有抑制胰腺癌  Pan02 细胞增殖的作用，其作用机制可能与激活半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶 3 （Caspase-3） 通路诱导细胞凋亡和激活 p27 蛋白并诱导细胞周期 S 期阻滞有关。
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Inhibitory effect of Schisandrin B on proliferation of pancreatic 
cancer Pan02 cells and its mechanism
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ABSTRACT  Objective：To discuss the inhibitory effect of Schisandrin B on the proliferation of pancreatic 
cancer Pan02 cells， and to clarify the mechanism.  Methods：CCK-8 method was used to detect the 
proliferation rates of the Pan02 cells after treated with different concentrations（0， 0. 78， 1. 56， 3. 12， 
6. 25， 12. 50， and 25. 00 mg·L－1 ） of Schisandrin B to select the optimal concentration and treatment time 
of Schisandrin B.  The mouse pancreatic cancer Pan02 cells were divided into control group （0 mg·L－1 
Schisandrin B）， 2. 5 mg·L－1 Schisandrin B group， 5. 0 mg·L－1 Schisandrin B group， and 10. 0 mg·L－1 
Schisandrin B group.  The morpholoy of Pan02 cells invarious groups was observed with light microscope； 
5-ethynyl-2'-deoxyuridine （EdU） staining assay was used to detect the positive expression rates of the 
Pan02 cells in various groups； flow cytometry was used to detect the percentages of the Pan02 cells at 
different cell cycles  and the  apoptotic rates of the cells in various groups； Western blotting method was 
used to detect the expression levels of cell cycle and apoptosis-related proteins in the cells in  various 
groups.  Results：The CCK-8 method results showed that after treated with Schisandrin B for 48 and 72 h， 
compared with 0 mg·L－1 Schisandrin B， the proliferation rates of the Pan02 cells  after treated with 
different concentrations of Schisandrin B were decreased （P<0. 01），  especially  at  72 h.  0. 25， 5. 0， and 
10. 0 mg·L－1 Schisandrin B were selected to treat the Pan02 cells， and 72 h was the treatment time.  In 
control group， the Pan02 cells had a spindle shape， with good condition， and grew closely adhered to the 
wall with normal organelles and cytoplasm， in 2. 5 and 5. 0 mg·L－1 Schisandrin B groups， the cell volume 
was decreased， the intercellular adhesion was disappeared， and the cell membrane was intact but more 
permeable； the cytoplasm shrank and vacuolar structures appeared inside the cells， with some fragmented 
and floating on the surface of the solution； in 10. 0 mg·L－1  Schisandrin B group， the Pan02 cells exhibited 
notable apoptotic bodies， indicating an apoptotic state.  The EdU staining results showed that compared 
with control group， the rates of EdU positive cells  in 2. 5， 5. 0， and 10. 0 mg·L－1 Schisandrin B groups 
were significantly decreased （P<0. 01）.  The flow cytometry results showed that compared with control 
group， the percentages of the cells at S phase in 2. 5， 5. 0， and 10. 0 mg·L－1 Schisandrin B groups were 
significantly increased （P<0. 01）， while the percentages of the cells at G2/M phase were significantly 
decreased （P<0. 01）， and the percentages of the cells at G0/G1 phase in 5. 0 amd 1. 0 mg·L－1 Schisandrin 
groups were decreased （P<0. 01）； compared with control group， the apoptotic rates of the cells in 2. 5， 
5. 0， and 10. 0 mg·L－1 Schisandrin B groups were significantly increased （P<0. 01）.  The Western 
blotting results showed that compared with control group， the expression levels of p27， B-cell lymphoma 2 
（Bcl-2） associated X protein （Bax）， cleaved cysteine aspartic acid protease-3 （cleaved Caspase-3）， and 
cleaved poly adenosine diphosphate（ADP）  ribose polymerase （cleaved PARP） proteins in the cells in 
2. 5 mg·L－1 Schisandrin B group were significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）， the expression 
levels of cyclin A2， cyclin E2， and Bcl-2 proteins in the cells in 5. 0 and 10. 0 mg·L－1 Schisandrin B  groups 
were  significantly  decreased （P<0. 05  or  P<0. 01），  while  the expression levels of p27，  Bax，  cleaved 
Caspase-3，  and cleaved PARP proteins in the cells in 5. 0 and 10. 0 mg·L－1 Schisandrin B groups were 
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significantly increased （P<0. 01）.  Conclusion：Schisandrin B has an inhibitory effect on proliferation of 
the pancreatic cancer Pan02 cells， and its mechanism may be related to the activation of the cysteine aspartic 
acid protease-3 （Caspase-3） pathway to induce the apoptosis and activating p27 protein to induce the arrest 
of  cell cycle at S phase.
KEYWORDS Schisandrin B；Pancreas neoplasm；Pan02 cell；Apoptosis；Cell cycle

胰腺癌是癌症导致死亡的主要原因之一，每年

全世界有超过 40万人因该疾病而死亡［1］。目前，放

疗、化疗、免疫抑制治疗和靶向制剂的应用在大部

分肿瘤治疗中均取得了较好的效果，但相关治疗方

法在胰腺癌的治疗中效果较差［2］。由于胰腺癌具有

高度纤维化的肿瘤微环境，采用一般的癌症治疗方

法治疗效果并不理想。手术清除不彻底、免疫抑制

剂效果差、可应用化疗药物不良反应大且耐药严重

等问题均阻碍了胰腺癌的治疗进展［3-5］。因此，开

发新型可增强化疗药效果、降低化疗药物毒性且减

少药物耐药性的中药成分十分重要。五味子乙素具

有抗炎、抗氧化、抗纤维化、调节免疫和保肝等药

理作用［6-10］。同时，五味子乙素对多种肿瘤细胞具

有明显的增殖抑制作用，可以通过抑制核因子 κB
（nuclear factor- kappa B，NF-κB） 信号通路和 p38丝

裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，
MAPK） 信号通路，抑制肺癌细胞间质转化进程和

细胞干性，进而抑制肺癌异种移植瘤的增殖；通过

调节 HOX 转录反义RNA （HOX transcript antisense 
intergenic RNA，HOTAIR）- 微小 RNA（micro RNA，

miRNA）-125a -哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mammalian target of rapamycin， mTOR） 信号通

路，抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭［11-12］。本研究探

讨五味子乙素对胰腺癌细胞增殖的抑制作用及其可

能的作用机制，为五味子乙素与化疗药物联合用药

减轻化疗药物毒性的作用提供前期研究基础。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　小鼠胰腺癌 Pan02 细

胞 （上海富衡生物科技有限公司）。五味子乙素

（上海源叶生物科技有限公司），DMEM 高糖培养

基 和 青 -链 霉 素 （美 国  Gibco 公 司），  胎牛血清

（fetal bovine serum， FBS）（澳大利亚 ExCell Bio
公司），12% 预制胶 （南京艾思易生物科技有限公

司），快速转膜液 （20×）（广州佑佰生物制品有限

公司），BCA 蛋白浓度测定试剂盒 （北京索莱宝科

技有限公司），Super ECL Plus 超敏发光液 （北京

普利莱基因技术有限公司），CCK-8 细胞增殖检测

试剂盒 （美国 GLPBIO 公司），细胞周期检测试剂

盒和细胞凋亡检测试剂盒 （江苏凯基生物技术有限

公司）， 5-乙基 -2'-脱氧尿嘧啶核苷 （5-ethynyl-2'- 
deoxyuridine，EdU） 细胞增殖检测试剂盒 （广东

锐博生物科技有限公司），RIPA裂解液（江苏康为世

纪生物科技有限公司），细胞周期蛋白（Cyclin） A2、
Cyclin E2、 p27、 B 细 胞 淋 巴 瘤 2 （B-cell 
lymphoma-2， Bcl-2）、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白 （Bcl-2-

associated X protein，Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶 3 （cysteine aspartic acid protease-3，Caspase-3）、

聚磷酸腺苷 （adenosine diphosphate，ADP） 核糖聚

合酶（poly ADP-ribose polymerase，PARP）、β-actin、
山羊抗兔 IgG 偶联 HRP 抗体和马抗小鼠 IgG 偶联

HRP 抗体 （美国 Cell Signaling 公司）。  CO2 恒温培

养箱和Ⅱ级生物安全柜 （新加坡 ESCO 公司），超

纯水仪 （厦门锐思捷公司），倒置荧光显微镜 （德

国 Zeiss 公司），光学显微镜 （宁波舜宇仪器有限公

司），电泳系统 （美国 Bio-Rad 公司），流式细胞仪

（美国 BD 公司），酶标仪 （瑞士 Spector 公司），离

心机 （德国 Eppendorf公司）。

1. 2　　细胞培养细胞培养　　小鼠胰腺癌细胞系 Pan02 细胞培

养于含 10% FBS 和 1% 青-链霉素的 DMEM 高糖培

养基中。待细胞融合度达到 90% 时，采用胰蛋白

酶消化制备为单细胞悬液备用。五味子乙素溶解于

二甲基亚砜 （dimethyl sulfoxide，DMSO） 溶剂中，

初始浓度为 50 g·L－1。

1. 3　　 CCK-8 法 检 测 不 同 浓 度 五 味 子 乙 素 作 用 下法 检 测 不 同 浓 度 五 味 子 乙 素 作 用 下

Pan02 细胞增殖率细胞增殖率　　取对数生长期的 Pan02 细胞，

接种于 96 孔细胞培养板中，每孔 1×103 个细胞。

培养 24 h 后，分别加入含 0、 0. 78、 1. 56、 3. 12、
6. 25、12. 50 和 25. 00 mg·L－1五味子乙素无血清培

养基。培养 24、48和 72 h后，弃含药培养基。加入

CCK-8 溶液，继续孵育 2 h。采用酶标仪测定波长

450 nm处的吸光度（A） 值，每组设置 3个复孔，计

算不同浓度五味子乙素作用下 Pan02 细胞增殖率，

以选择五味子乙素作用的最适浓度和最佳作用时

间。细胞增殖率= （实验组 A 值－空白组 A 值） ／

（对照组 A 值－空白组 A 值） ×100%。
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1. 4　　细胞分组细胞分组　　将处于对数生长期的 Pan02 细胞

分为对照组 （0 mg·L－1五味子乙素）、2. 5 mg·L－1五

味子乙素组、5. 0 mg·L－1五味子乙素组和 10. 0 mg·L－1

五味子乙素组。

1. 5　　 光 学 显 微 镜 观 察 各 组光 学 显 微 镜 观 察 各 组 Pan02 细 胞 形 态 表 现细 胞 形 态 表 现　　 

 取对数生长期的 Pan02 细胞，接种于 3. 5 cm 培养

皿中，每皿 1×105个细胞。培养 24 h 后，分别加入

含 0、2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1 五味子乙素无血清

培养基。继续培养 72 h 后，采用光学显微镜观察各

组细胞形态表现并拍照。

1. 6　　EdU 染色法检测各组染色法检测各组 Pan02 细胞中细胞中 EdU 阳性阳性

细胞率细胞率　　将对数生长期的Pan02细胞接种于 96孔细胞

培养板，每孔1×103个细胞。培养24 h后，按1∶1 000
稀释 EdU 溶液，制备为 50 μmol·L－1 EdU 无血清培

养基，并分别加入含 0、2. 5、5. 0和 10. 0 mg·L－1五

味子乙素无血清培养基，继续培养 72 h。经固定和

透化后，加入 EdU 反应复合物，室温孵育 30 min，
Hoechst33342 复染细胞核。采用荧光显微镜观察

Pan02 细胞并计数，计算各组细胞中 EdU 阳性表达

率。EdU 阳性细胞率= （EdU 阳性细胞数/总细胞

数） ×100%。

1. 7　　流式细胞术检测各组不同细胞周期流式细胞术检测各组不同细胞周期 Pan02 细细

胞百分率胞百分率　　取对数生长期的 Pan02 细胞，接种于

3. 5 cm 培养皿中，每皿 1×105个细胞。培养 24 h后，

加入含 0、2. 5、  5. 0 和  10. 0 mg·L－1五味子乙素无

血清培养基。继续培养 72 h，胰酶消化，离心收集

细胞，加入预冷的乙醇溶液中，  4 ℃ 孵育 30 min，
离心后加入  RNase 溶液重悬，再次孵育 30 min，
PBS 缓冲液离心重悬后，加入  PI 染色液，避光孵

育  30 min。每组设置 3 个重复样品，采用流式细胞

仪和 Modfit 软件分析各组不同细胞周期 Pan02 细胞

百分率。

1. 8　　流式细胞术检测各组流式细胞术检测各组 Pan02 细胞凋亡率细胞凋亡率　　取

对数生长期的 Pan02细胞，接种于 3. 5 cm 培养皿中，

每皿 1×105 个细胞。培养 24 h 后，加入含 0、2. 5、
5. 0和 10. 0 mg·L－1五味子乙素无血清培养基。继续

培养 72 h后，胰酶消化，离心并收集细胞，Binding 
Buffer 溶液重悬。加入 Annexin Ⅴ-APC 和 PI 染色

液，室温孵育 10 min，每组设置 3 个重复样品，采

用流式细胞仪和 FlowJo 软件分析各组细胞凋亡率。

细胞凋亡率= （早期凋亡细胞数+晚期凋亡细胞

数） /总细胞数×100%。

1. 9　　Western blotting 法检测各组法检测各组 Pan02 细胞周期细胞周期

和凋亡相关蛋白表达水平和凋亡相关蛋白表达水平　　取对数生长期的 Pan02
细胞，接种于 10 cm 培养皿中，每皿 7×105个细胞。

培养 24 h 后，加入含 0、2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1

五味子乙素无血清培养基。继续培养 72 h 后，胰酶

消化，离心并收集细胞，加入 1 mL 蛋白裂解液

（含蛋白酶抑制剂和蛋白磷酸酶抑制剂）。经超声裂

解 1 min，收集上清。测定各组蛋白浓度，4%~12%
预制胶 160 V、40 min 上样，350 mA、35 min 快速

恒流转膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，4 ℃ 孵育一

抗 （1∶1 000） 过夜，TBST 溶液洗膜 3 次，每次

5 min， 对 应 二 抗 （1∶ 1 500） 室 温 孵 育 2 h。
TBST 溶液洗膜 3 次，ECL 化学发光显色，凝胶成

像系统记录各蛋白条带。采用 Image J 软件分析蛋

白条带灰度值，以 β-actin 为内参，计算目的蛋白表

达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度

值/β-actin 蛋白条带灰度值。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 Graphpad Prism 9. 5. 0 统

计软件进行统计学分析并绘制图像。不同浓度五味

子乙素作用下 Pan02 细胞增殖率，各组 Pan02 细胞

中 EdU 阳性细胞率、不同细胞周期细胞百分率、细

胞凋亡率和细胞周期及凋亡相关蛋白表达水平均符

合正态分布，以 x±s 表示，多组间样本均数比较

采用单因素方差分析，组间样本均数两两比较采用

Dunnett’s t检验。以P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　不 同 浓 度 五 味 子 乙 素 作 用 下不 同 浓 度 五 味 子 乙 素 作 用 下  Pan02 细 胞 增细 胞 增

殖殖 率率　　不同浓度五味子乙素作用 Pan02 细胞 48 和

72 h后，与 0 mg·L－1五味子乙素比较，其他浓度五味

子乙素作用下 Pan02 细胞增殖率均明显降低 （P<
0. 01），作用 72 h 时细胞抑制作用最明显。因此，

选择 0、2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1 五味子乙素作用

Pan02细胞，作用时间为 72 h。见表 1。
2. 2　　各组各组 Pan02 细胞形态表现细胞形态表现　　对照组 Pan02 细

胞呈长梭形，状态良好，紧密且贴壁生长，细胞器

和细胞质正常。2. 5和5. 0 mg·L－1五味子乙素组Pan02
细胞体积减小，细胞之间黏连消失，细胞膜虽完整

但通透性增强，细胞质皱缩，细胞内部产生空泡结

构，部分呈碎片状漂浮于溶液表面。10. 0 mg·L－1

五味子乙素组 Pan02 细胞有明显凋亡小体生成，呈

现凋亡状态。见图 1。
2. 3　　各组各组 Pan02 细胞中细胞中 EdU 阳性细胞率阳性细胞率　　与对照

组 （89. 64%±0. 03%） 比较，  2. 5 mg·L－1 五味子
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乙素组 （73. 82%±0. 01%）、5. 0 mg·L－1五味子乙

素组 （47. 91%±0. 28%） 组和 10. 0 mg·L－1五味子

乙素组 （44. 74%±0. 05%） Pan02 细胞中 EdU 阳

性细胞率均明显降低 （P<0. 01）。见图 2。
2. 4　　各组不同细胞周期各组不同细胞周期 Pan02 细胞百分率细胞百分率　　与对

照组比较，2. 5、5. 0 和 10. 0 mg·L－1五味子乙素组

Pan02 细胞 S 期细胞百分率明显升高 （P<0. 01），

G2/M 期细胞百分率明显降低 （P<0. 01）；5. 0 和

10. 0 mg·L－1 五味子乙素组 G0/G1 期细胞百分率明

显降低 （P<0. 01）。见图 3 和表 2。
2. 5　　各组各组Pan02细胞凋亡率细胞凋亡率　　与对照组（12. 43%± 
2. 02%）比较，2. 5 mg·L－1五味子乙素组（21. 47%± 
1. 41%）、 5. 0 mg·L－1 五味子乙素组 （25. 70%± 
0. 57%） 和 10. 0 mg·L－1五味子乙素组 （30. 37%± 
0. 59%） Pan02细胞凋亡率均明显升高 （P<0. 01）。

见图 4。

2. 6　　 各 组各 组 Pan02 细 胞 中 周 期 相 关 蛋 白 表 达 水 平细 胞 中 周 期 相 关 蛋 白 表 达 水 平　　 

 与对照组比较，2. 5 mg·L－1五味子乙素组 Pan02
细胞中 p27 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），

Cyclin A2 和 Cyclin E2 蛋白表达水平差异均无统计

学意义 （P>0. 05）；5. 0和 10. 0 mg·L－1五味子乙素

组 Pan02 细胞中 Cyclin A2 和 Cyclin E2 蛋白表达水

平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），p27 蛋白表

达水平均明显升高 （P<0. 01）。见图 5。
2. 7　　各组各组 Pan02 细胞中凋亡相关蛋白表达水平细胞中凋亡相关蛋白表达水平　　与

对照组比较，2. 5 mg·L－1五味子乙素组 Pan02 细胞

中 Bax、裂解的 Caspase-3 （cleaved Caspase-3） 和

裂解的 PARP （cleaved PARP） 蛋白表达水平均

明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），Bcl-2 蛋白表达

水 平 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）； 5. 0 和

10. 0 mg·L－1五味子乙素组 Pan02 细胞中 Bcl-2 蛋白

表达水平明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），Bax、
cleaved Caspase-3 和 cleaved PARP 蛋白表达水平均

明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 6。

3 讨  论  

五味子乙素是从中药五味子中提取的木脂素类

化合物，具有抗氧化和抗应激等作用，对多种肿瘤

细胞表现出明显的细胞毒性［13］。本研究结果显示：

五味子乙素可以明显降低胰腺癌细胞活性，诱导细

胞周期阻滞和细胞凋亡。

细胞周期阻滞是常见的肿瘤治疗方法，临床上

常用的化疗药物 （甲氨蝶呤、氟尿嘧啶和阿糖胞苷

等） 均是通过诱导细胞周期 S 期阻滞发挥抗癌作

用［14］。Cyclin 蛋白能够正向调控细胞周期依赖性激

酶 （cyclin-dependent kinases，CDK），从而调节细

表表  1　　CCK--8 法检测不同浓度五味子乙素作用下法检测不同浓度五味子乙素作用下 Pan02 细细

胞增殖率胞增殖率

TabTab..   11　　 Proliferation rates of PanProliferation rates of Pan0202 cells after treated with  cells after treated with 
different concentrations of Schisandrin B detected by CCKdifferent concentrations of Schisandrin B detected by CCK--88  
methodmethod (n=6， x±s， η/%）

Group

Concentration of Schisandrin B (mg·L－1)
 0 
 0.78
 1.56
 3.12
 6.25 
 12.50
 25.00 

Proliferation rate
(t/h) 24        

52.0±0.5
52.0±0.6
50.9±1.3
51.1±1.3
51.8±0.8
52.1±1.0
52.0±0.4

48

77.8±3.4
77.6±1.1
76.6±2.3
72.2±0.8
70.4±0.7*

66.9±0.9*

66.7±3.3*

72

75.8±1.4
67.2±3.3*

58.3±1.4*

47.3±2.6*

44.8±1.3*

38.7±0.9*

37.3±1.5*

*P<0.01 compared with 0 mg·L－1 Schisandrin B group.

A： Control group； B： 2.5 mg·L－1 Schisandrin B group； C： 5.0 mg·L－1 Schisandrin B group； D： 10.0 mg·L－1 Schisandrin B group.
图图 1　光学显微镜观察各组　光学显微镜观察各组 Pan02 细胞形态表现细胞形态表现（（×10））

Fig. 1　　Morphology of Pan02 cells in various groups observed by light microscope (×10)
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胞周期进程。Cyclin A 与 CDK 2 结合促进细胞周期

由 S 期进入 G2 期，与 CDK 1 结合促进细胞增殖进

入 M 期；Cyclin B 主要在细胞周期 G2 期表达并与

CDK 1 结合发挥作用；Cyclin D 与 CDK 2 结合可在

细胞周期 G1 期发挥作用，与 CDK 4/6 结合加速细

胞由 G1期进入 S 期；Cyclin E 与 CDK 2 的结合也可

促进细胞周期由 S 期进入 G2 期
［15］。细胞周期依赖

性 蛋 白 激 酶 抑 制 因 子 （cyclin-dependent kinases 
inhibitor，CKI） 中 CDK 相互作用蛋白/激酶抑制蛋

白 （Cip/Kip） 家族是 CDK 活性调控的重要机制之

一，广泛抑制各种细胞周期蛋白和激酶活性［16］。

p21 和 p27 蛋白是主要的负调控因子，存在于细胞

核内，可与 CDK 蛋白结合并抑制激酶活性，其中

p21 抑制作用的最适底物为 Cyclin E 和 Cyclin A，

p27 蛋白抑制的最适底物为 Cyclin E 和 Cyclin D。

共同阻滞细胞由 S 进入 G2 期
［17-18］。本研究结果显

示：五味子乙素作用 72 h，Pan02 细胞发生 S 期阻

图图 2　各组　各组 Pan02 细胞中细胞中 EdU 表达情况表达情况（（Hoechst33342，，×10））

Fig. 2　　Expression of EdU in Pan02 cells in various groups (Hoechst33342,×10)
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A： Control group； B： 2.5 mg·L-1 Schisandrin B group； C： 5.0 mg·L-1 Schisandrin B group； D： 10.0 mg·L-1 Schisandrin B group.
图图 3　流式细胞术检测各组不同细胞周期　流式细胞术检测各组不同细胞周期 Pan02 细胞百分率细胞百分率

Fig. 3　　Percentages of Pan02 cells in various groups at different cell cycles detected by flow cytometry

表表  2　　各组不同细胞周期各组不同细胞周期 Pan02 细胞百分率细胞百分率

TabTab..   22　　 Percentages  of  PanPercentages  of  Pan0202  cells  in  various  groups  at    cells  in  various  groups  at  
different cell cycles different cell cycles (n=3， x±s， η/%）

Group

Control
Schisandrin B（mg·L-1）

 2.5 
 5.0
 10.0

Perceatage of Pan02 cells
G0/G1

71.61±0.81

73.15±1.20
62.13±0.79*

63.14±0.62*

G2/M
9.90±0.88

4.48±1.05*

2.38±1.23*

1.55±1.83*

S
18.50±1.57

22.34±0.83*

35.49±0.91*

35.31±1.83*

*P<0.01 compared with control group.
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A： Control group； B： 2.5 mg·L-1 Schisandrin B group； C： 5.0 mg·L-1 Schisandrin B group； D： 10.0 mg·L-1 Schisandrin B group.
图图 4　流式细胞术检测各组　流式细胞术检测各组 Pan02 细胞凋亡率细胞凋亡率

Fig. 4　　Apoptotic rates of Pan02 cells in various groups detected by flow cytometry
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Lane 1： Control group； Lane 2： 2.5 mg·L－1 Schisandrin B group； Lane 3： 5.0 mg·L－1 Schisandrin B group； Lane 4： 10.0 mg·L－1 
Schisandrin B group. *P<0.05， **P<0.01 compared with control group.

图图 5　　Western blotting 法检测各组法检测各组 Pan02 细胞中细胞中 Cyclin A2、、Cyclin E2 和和 p27 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 5　　Electrophoregram(A)and histogram(B) of expressions of Cyclin A2, Cyclin E2, and p27 proteins in Pan02 cells 

in various groups detected by Western blotting method
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Schisandrin B group. *P<0.05， **P<0.01 compared with control group.
图图 6　　Western blotting 法检测各组法检测各组 Pan02 细胞中细胞中 Bcl-2、、Bax、、cleaved Caspase-3 和和 cleaved PARP 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及及

直条图直条图（（B））

Fig. 6　　Electrophoregram (A)  and  histogram (B)  of expressions of Bcl-2, Bax, cleaved Caspase-3, and cleaved PARP 

proteins in Pan02 cells in various groups detected by Western blotting method
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滞。进一步检测蛋白表达水平，结果显示：p27 蛋

白表达水平明显升高，而 Cyclin A2 和 Cyclin E2 蛋

白表达水平明显降低。提示五味子乙素能够通过

上调 p27 蛋白表达，使胰腺癌细胞由细胞周期 S 期

进入 G2 期过程受阻，从而发挥抑制细胞增殖的

作用。

细胞凋亡是特定基因调控后的主动性死亡过

程［19］。Bcl-2 家族是细胞凋亡信号转导途径中关键

的凋亡调节因子，共同参与复杂的相互作用以调控

细 胞 凋 亡［20］。 B 细 胞 淋 巴 瘤 （B-cell lymphoma，
Bcl） 蛋白是一种膜整合蛋白，主要存在于线粒体

外膜、核膜和部分内质网中，其家族中细胞死亡相

关的 Bcl-2 激动剂 （Bcl-2-associcated agonist of cell 
death， Bad）、 Bax 和 BH3 结 构 域 凋 亡 诱 导 蛋 白

（BH3 interacting domain death agonist， Bid） 具有

促凋亡作用，而 Bcl-2 和特大型 Bcl 蛋白 （Bcl-extra 
large，Bcl-XL） 具有抗凋亡的作用。促凋亡 Bax 蛋

白和抗凋亡 Bcl 蛋白之间的平衡决定了细胞对凋亡

刺激的敏感性［21］。当接受凋亡分子信号刺激时，

位于线粒体中的促凋亡 Bax 蛋白表达上调，促进线

粒 体 外 膜 通 透 复 合 体 （mitochondrial outer 
membrane permeabilization， MOMP） 形成，导致

细胞色素 C 由线粒体间隙释放至胞浆中，激活下游

Caspase-3 蛋白的级联反应，诱导细胞凋亡发生［22］。

抗凋亡蛋白 Bcl-2 主要存在于线粒体膜上，通过抑

制胞浆钙离子跨膜流动，减少线粒体钙超载并抑制

线粒体膜电位变化，维持线粒体膜稳定性，减少线

粒体通透性改变，以此抑制细胞色素 C 的释放和功

能，发挥抗凋亡的作用［23-24］。PARP是细胞的骨架蛋

白，在凋亡过程中  Caspase-3 家族蛋白降解 PARP，

导致凋亡细胞的形态和功能发生变化［25］。本研究结

果显示：五味子乙素能够诱导 Pan02细胞发生凋亡。

进一步检测蛋白表达水平，结果显示：五味子乙素

作用 72 h，Bax、cleaved Caspase-3和 cleaved PARP
蛋白表达水平明显升高，Bcl-2蛋白表达水平明显降

低。提示五味子乙素能够通过上调 Bax/Bcl-2 比值，

激活 Caspase-3 依赖的凋亡途径，诱导细胞凋亡。

综上所述，五味子乙素具有抑制胰腺癌 Pan02
细胞增殖的作用，其作用机制可能与激活 Caspase-3
通路诱导细胞凋亡和激活 p27 蛋白并诱导细胞周期

S 期阻滞有关。
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