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摘 要 目的：研究人参皂苷 CK联合5-氟尿嘧啶（5-FU）对人胰腺癌PANC-1细胞的增殖、凋亡及上皮间质转化（EMT）的影响。

方法：将对数生长期的PANC-1细胞分为空白对照组、人参皂苷CK组（30 mg/L）、5-FU组（25 mg/L）和联用组（人参皂苷CK 30 mg/L+

5-FU 25 mg/L）。采用MTT法检测各组细胞作用24、48、72 h后的细胞增殖抑制率，流式细胞术检测作用48 h后的细胞凋亡率，酶

联免疫吸附法检测作用24、48、72、96 h后细胞中纤连蛋白表达，Western blot法检测作用48 h后细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白、E-

钙黏蛋白、蛋白激酶（Akt）及磷酸化Akt（p-Akt）蛋白表达。结果：人参皂苷CK、5-FU及其二者联用对细胞的增殖均有抑制作用；

与空白对照组比较，人参皂苷CK组、5-FU组和联用组各作用时间点的早期和晚期凋亡率、E-钙黏蛋白表达水平均明显升高（P＜

0.05），纤连蛋白、波形蛋白、N-钙黏蛋白表达水平和p-Akt/Akt水平均明显降低（P＜0.05），其中联用组上述指标效果均优于人参皂

苷CK组和5-FU组（P＜0.05）。结论：人参皂苷CK和5-FU均可抑制PANC-1细胞增殖、诱导细胞凋亡、抑制EMT，该作用可能与

抑制磷脂酰肌醇3-激酶/Akt通路有关；且二者联用效果更好。

关键词 人参皂苷CK；5-氟尿嘧啶；人胰腺癌PANC-1细胞；联合给药；增殖；凋亡；上皮间质转化

Effects of Ginsenoside CK Combined with 5-Fluorouracil on the Proliferation，Apoptosis and Epithelial

Mesenchymal Transition of Human Pancreatic Cancer PANC-1 Cells

CUI Jianghe1，HAN Guangyu2，HE Guangmei3，YIN Yuanyuan1，MA Na1，LIU Lin1（1.Dept. of Gastroenterology，

Hongqi Hospital Affiliated to Mudanjiang Medical University，Heilongjiang Mudanjiang 157011，China；2.Dept.

of General Surgery，Hongqi Hospital Affiliated to Mudanjiang Medical University，Heilongjiang Mudanjiang

157011，China；3.Dept. of Urology Surgery，Hongqi Hospital Affiliated to Mudanjiang Medical University，Hei-

longjiang Mudanjiang 157011，China）

达，从而引起胰腺癌细胞的凋亡。
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胰腺癌为多发的恶性消化系统肿瘤，发病率呈逐年

上升趋势。由于早期诊断存在困难，多数患者在确诊时

就已出现周围器官转移和侵袭，手术切除率不到30％，5

年生存率低于 5％[1]。而全身化疗能够根除机体内残余

的肿瘤细胞，从而提高外科手术的治愈率。因此，化疗

在胰腺癌的治疗中占有重要地位。5-氟尿嘧啶（5-FU）

是临床上治疗胰腺癌的常用药物之一，疗效确切，但容

易引起骨髓抑制、外周神经毒性、口腔黏膜炎等较大的

毒副作用，加之耐药性的出现，限制了其临床应用范围

的扩大及疗效的进一步提高[2]。人参皂苷CK为人参皂

苷在生物体内的活性转化产物，具有抗肿瘤、保肝、提高

免疫力、抗炎及降血糖等多种药理活性[3]。有研究表明，

中药联合传统化疗药物能显著降低化疗药物的毒副反

应，提高抗肿瘤疗效[4-5]。因此，本研究拟通过人参皂苷

CK 联合 5-FU，探讨联合用药对人胰腺癌细胞 PANC-1

的增殖、凋亡及上皮间质转化（EMT）的影响，以期为临

床中药联合传统化疗药物治疗胰腺癌提供实验依据。

1 材料

1.1 仪器

TDL-50B型离心机（上海安亭科学仪器厂）；MCO-

5AC型细胞培养箱（日本Sanyo公司）；550型酶标仪（美

国Bio-Rad公司）；EPICS XL/XL-MCL型流式细胞仪（美

国 Beckman 公司）；DYCZ-24DN 型蛋白电泳及转印仪

（北京六一仪器厂）。

1.2 药品与试剂

人参皂苷 CK（四川维克奇生物科技有限公司，批

号：20160128，纯度：＞98％）；5-FU注射液（上海旭东海

普药业有限公司，批号：151415，规格：0.25 g ∶10 mL）；胎

牛血清、RPMI 1640培养基（美国Gibco公司）；MTT检测

试剂盒（美国Amresco公司）；膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光

素/碘化丙啶（Annexin Ⅴ-FITC/PI）细胞凋亡检测试剂盒

（南京凯基生物科技发展有限公司）；纤连蛋白酶联免疫

吸附（ELISA）检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公

司）；鼠源波形蛋白、N-钙黏蛋白、E-钙黏蛋白、蛋白激酶

（Akt）、磷酸化 Akt（p-Akt）及甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）多克隆抗体（美国 Cell Signaling Technology

公司）；辣根过氧化物酶（HPR）标记的二抗（北京中杉金

桥生物技术有限公司）。

1.3 细胞

人胰腺癌PANC-1细胞购自中国科学院上海细胞库。

2 方法

2.1 分组与给药

将对数生长期的 PANC-1细胞分为 4组，即空白对

照组、人参皂苷CK组（30 mg/L）、5-FU组（25 mg/L）和联

用组（人参皂苷CK 30 mg/L+5-FU 25 mg/L），每组设3个

复孔。空白对照组细胞仅加入完全培养基，其余组细胞

加入含相应药物的完全培养基。

2.2 MTT法检测细胞增殖抑制率

常规方法培养 PANC-1细胞，至对数生长期时，用

0.25％的胰蛋白酶消化，制备单细胞悬液，接种于 96孔

细胞培养板中，每孔 1×104个细胞。培养 24 h至细胞完

全贴壁后，弃培养液，按“2.1”项下分组加入相应完全培

养基，孵育24、48、72 h后，每孔加入10 μL MTT（5 mg/mL）

溶液，继续孵育 4 h。用酶标仪检测 492 nm波长处光密

度（OD），按公式计算细胞增殖抑制率，细胞增殖抑制率

（％）＝（1－OD 给药组/OD 空白对照组）×100％。

2.3 流式细胞术检测细胞凋亡率

将PANC-1细胞接种于6孔培养板中，每孔1×106个

细胞，培养24 h至细胞完全贴壁后，弃培养液，按“2.1”项

下分组并加入相应完全培养基，孵育48 h。3 000×g离心
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10 min，收集细胞并重悬于预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）

中；3 000×g离心 10 min，加入预冷的 75％乙醇，固定 30

min；3 000×g离心10 min，加入5 μL Annexin Ⅴ- FITC/PI

溶液，在 4 ℃条件下孵育 20 min后，补加 400 μL PBS溶

液。用流式细胞仪检测并采用Cell Quest软件分析早期

和晚期细胞凋亡情况。

2.4 ELISA法检测细胞中纤连蛋白表达

将PANC-1细胞接种于6孔培养板中，每孔1×106个

细胞，培养24 h至细胞完全贴壁后，弃培养液，按“2.1”项

下分组并加入相应完全培养基，分别孵育 24、48、72、96

h。收集细胞上清液，按照ELISA检测试剂盒说明书操

作步骤进行裂解、离心，检测各组细胞中纤连蛋白表达

水平。

2.5 Western blot 法检测细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋

白、E-钙黏蛋白、Akt和p-Akt蛋白表达

将PANC-1细胞接种于6孔培养板中，每孔1×106个

细胞，培养24 h至细胞完全贴壁后，弃培养液，按“2.1”项

下分组并加入相应完全培养基，继续孵育 48 h。3 000×g

离心10 min，收集细胞，加入细胞裂解缓冲液，剧烈振荡

30 s混匀，于冰上放置 30 min；12 000×g离心 10 min，取

上清液，分装，存放于－80 ℃冰箱中，备用。取等量蛋

白，常规方法行 10％十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE）及半干法转膜后，分别加入适量鼠源

波形蛋白、N-钙黏蛋白、E-钙黏蛋白、Akt、p-Akt和GAP-

DH多克隆抗体（1 ∶ 500），在 4 ℃条件下孵育 24 h；加入

HPR标记的二抗（1 ∶ 2 000），常温下孵育 2 h。增强化学

发光法显色，X线曝光显影。图像分析仪扫描后，采用

IPP 6.0软件分析各条带平均光密度值，蛋白相对表达水

平分别以波形蛋白/GAPDH（内参）、N-钙黏蛋白/GAP-

DH、E-钙黏蛋白/GAPDH、p-Akt/Akt的平均光密度比值

表示。

2.6 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计分析。数据均以 x±s

表示，多组比较采用单因素方差分析，两两比较采用

Bonferroni法。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 PANC-1细胞增殖抑制率

人参皂苷CK、5-FU及其二者联用对细胞增殖均有

抑制作用。与人参皂苷CK组和5-FU组比较，联用组细

胞作用 24、48、72 h 后的细胞增殖抑制率均显著升高

（P＜0.05）。各组细胞增殖抑制率的测定结果见表 1。

3.2 PANC-1细胞凋亡率

与空白对照组比较，人参皂苷 CK 组、5-FU 组和联

用组细胞作用 48 h 后早、晚期细胞凋亡率均显著升高

（P＜0.05）。与人参皂苷 CK 组和 5-FU 组比较，联用组

细胞的早、晚期细胞凋亡率均显著升高（P＜0.05）。各

组细胞凋亡率的流式图见图1，测定结果见表2。

表1 各组细胞增殖抑制率的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Determination results of cell proliferation inhi-

bition rate in each group（x±±s，n＝3）

组别

人参皂苷CK组

5-FU组

联用组

增殖抑制率，％

24 h

9.75±1.25

17.15±2.13#

30.42±4.30#Δ

48 h

19.84±2.63

27.13±3.42#

49.85±5.61#Δ

72 h

22.28±3.09

36.47±4.78#

64.88±8.54#Δ

注：与人参皂苷CK组比较，#P＜0.05；与5-FU组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. ginsenoside CK group，#P＜0.05；vs. 5-FU group，Δ P＜

0.05

表2 各组细胞凋亡率的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of cell apoptosis rate in

each group（x±±s，n＝3）

组别

空白对照组

人参皂苷CK组

5-FU组

联用组

细胞凋亡率，％

早期

3.22±0.47

15.51±2.34＊

19.62±3.68＊#

41.19±6.64＊#Δ

晚期

2.39±0.25

7.28±1.57＊

9.34±1.32＊#

15.06±2.40＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与人参皂苷 CK 组比较，#P＜

0.05；与5-FU组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. ginsenoside CK

group，#P＜0.05；vs. 5-FU group，ΔP＜0.05

3.3 PANC-1细胞中纤连蛋白表达水平

与空白对照组比较，人参皂苷 CK 组、5-FU 组和联

用组细胞作用24、48、72、96 h后细胞中纤连蛋白表达水

平均显著降低（P＜0.05），且随着作用时间的增加，表达

水平逐渐降低。与人参皂苷CK组和5-FU组比较，联用

组细胞作用24、48、72、96 h后细胞中纤连蛋白表达水平

均显著降低（P＜0.05）。各组细胞中纤连蛋白表达的测

图1 各组细胞凋亡率的流式图

Fig 1 Flow cytometry chart of cell apoptosis rate in

each group

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Annexin Ⅴ-FITC

A.空白对照组
P

I

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Annexin Ⅴ-FITC

B.人参皂苷CK组

P
I

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Annexin Ⅴ-FITC

C.5-FU组

P
I

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Annexin Ⅴ-FITC

D.联用组

P
I

··4390



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

中国药房 2017年第28卷第31期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 31

定结果见表3。

表3 各组细胞中纤连蛋白表达的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Determination results of fibronectin expression

in cells in each group（x±±s，n＝3）

组别

空白对照组
人参皂苷CK组
5-FU组
联用组

纤连蛋白，ng/mL

24 h

74.50±8.33

66.64±8.34＊

63.58±7.05＊

52.82±7.80＊#Δ

48 h

69.25±7.59

60.02±6.12＊

52.92±6.11＊#

43.40±5.53＊#Δ

72 h

70.38±8.96

54.07±6.24＊

45.49±6.06＊#

32.48±4.13＊#Δ

96 h

68.76±8.21

48.84±5.29＊

35.21±3.18＊#

28.66±4.34＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与人参皂苷 CK 组比较，#P＜

0.05；与5-FU组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. ginsenoside CK group，
#P＜0.05；vs. 5-FU group，ΔP＜0.05

3.4 PANC-1细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白及E-钙黏蛋

白表达水平

与空白对照组比较，人参皂苷 CK 组、5-FU 组和联

用组细胞作用48 h后细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白表达

水平均显著降低，E-钙黏蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05）。与人参皂苷CK组和5-FU组比较，联用组细胞作

用48 h后细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白表达水平显著降

低，E-钙黏蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。各组细胞

中波形蛋白、N-钙黏蛋白及E-钙黏蛋白表达的电泳图见

图2，测定结果见表4。

表4 各组细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白及E-钙黏蛋白

表达的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Determination results of expressions of vimen-

tin，N-cadherin and E-cadherin in cells in each

group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
人参皂苷CK组
5-FU组
联用组

波形蛋白/GAPDH

0.45±0.06

0.33±0.04＊

0.26±0.04＊#

0.21±0.03＊#Δ

N-钙黏蛋白/GAPDH

0.62±0.08

0.51±0.06＊

0.38±0.05＊#

0.29±0.05＊#Δ

E-钙黏蛋白/GAPDH

0.22±0.04

0.30±0.05＊

0.35±0.06＊#

0.43±0.06＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与人参皂苷 CK 组比较，#P＜

0.05；与5-FU组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. ginsenoside CK group，
#P＜0.05；vs. 5-FU group，ΔP＜0.05

3.5 PANC-1细胞中Akt、p-Akt蛋白表达

空白对照组、人参皂苷 CK 组、5-FU 组和联用组细

胞作用 48 h 后细胞中 p-Akt/Akt 分别为 0.45± 0.06、

0.27±0.02、0.25±0.02、0.18±0.01。与空白对照组比

较，人参皂苷CK组、5-FU组和联用组细胞中 p-Akt/Akt

均显著降低（P＜0.05）。与人参皂苷CK组和 5-FU组比

较，联用组细胞中 p-Akt/Akt显著降低（P＜0.05）。各组

细胞中Akt、p-Akt蛋白表达的电泳图见图3。

4 讨论
人参皂苷是人参的主要活性成分，目前已分离、鉴

定出 40余种单体化合物，而人参皂苷 CK 为二醇型皂

苷，是其他类型的二醇型人参皂苷在肠道内的活性代谢

产物，在天然人参中并不存在。研究表明，人参的许多

生物活性都与人参皂苷CK有关，如人参皂苷Rb1在肠道

中很少被吸收，只是以“天然活性前体”形式存在，而人

参皂苷CK才是被吸收和发挥生物学作用的真正活性物

质[6]。与其他人参皂苷单体比较，人参皂苷CK的抗肿瘤

活性和增强免疫活性是最强的，且由于其具有较好的水

溶性，可以直接制成注射剂发挥作用，因此得到了研究

者越来越多的关注[7]。人参皂苷CK的抗肿瘤作用报道

较多，其对膀胱癌、鼻咽癌、肝细胞癌、乳腺癌及结肠癌

等均具有一定的抑制作用，而对胰腺癌的抑制作用及与

现有化疗药物联用的相关研究较少[8]。本研究发现，与

空白对照组比较，人参皂苷CK组、5-FU组和联用组的

细胞增殖抑制率均显著升高，且联用组高于人参皂苷

CK组和 5-FU组。有研究发现，人参皂苷CK可以通过

降低线粒体跨膜电位、增加细胞色素C释放、激活半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）等途径，诱导前列腺

癌PC-3细胞及人白血病HL-60细胞发生凋亡[9]。由此可

见，人参皂苷CK的抗肿瘤作用主要是通过诱导肿瘤细

胞凋亡而实现的。本研究结果表明，与空白对照组比

较，人参皂苷 CK 组、5-FU 组和联用组 PANC-1细胞的

早、晚期凋亡率均显著升高，且联用组高于人参皂苷CK

组和 5-FU组。以上结果表明，人参皂苷CK、5-FU均具

有抑制PANC-1细胞增殖及诱导凋亡作用，而联用的效

果强于单用。

EMT是以上皮细胞特性丧失及间质细胞特性获得

为特征，是肿瘤细胞发生侵袭及转移的重要依据。纤连

蛋白是参与细胞和基质以及细胞与细胞之间黏附、迁移

的细胞外基质糖蛋白。在EMT进程中，纤连蛋白表达

图2 各组细胞中波形蛋白、N-钙黏蛋白及E-钙黏蛋白

表达的电泳图

Fig 2 Electrophoresis charts of expressions of vimen-

tin，N-cadherin and E-cadherin in cells in each

group

空白对照组 人参皂苷CK组 5-FU组 联用组

波形蛋白

N-钙黏蛋白

E-钙黏蛋白

GAPDH

空白对照组 人参皂苷CK组 5-FU组 联用组

p-Akt

Akt

图3 各组细胞中Akt、p-Akt蛋白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoresis charts of expressions of Akt，

p-Akt protein in cells in each group
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明显升高[10]。本研究发现，与空白对照组比较，人参皂

苷CK组、5-FU组和联用组的 PANC-1细胞中纤连蛋白

表达水平均显著降低，且联用组低于人参皂苷CK组和

5-FU组。波形蛋白、N-钙黏蛋白和E-钙黏蛋白是EMT

进程的重要标志性分子，在EMT进程中，波形蛋白、N-

钙黏蛋白表达增加，E-钙黏蛋白表达降低[11]。本研究进

一步发现，与空白对照组比较，人参皂苷CK组、5-FU组

和联用组PANC-1细胞中波形蛋白及N-钙黏蛋白表达水

平均显著降低，而E-钙黏蛋白表达水平显著升高，且联

用组效果较人参皂苷CK组和 5-FU组更明显。以上结

果表明，人参皂苷CK和5-FU均具有抑制EMT的作用，

总体上两者联用效果强于单用。

在肿瘤细胞的增殖与凋亡过程中，磷脂酰肌醇3-激

酶（PI3K）/Akt信号通路扮演着重要角色，多数肿瘤细胞

中的PI3K/Akt信号通路处于活化状态[12]。PI3K可促使

Akt发生磷酸化，当PI3K/Akt信号通路处于活化状态时，

Akt的磷酸化形式p-Akt的比例升高，反之降低。多种化

疗药物均可以通过阻断PI3K/Akt信号通路而发挥抗肿

瘤作用 [13]。此外，PI3K/Akt 信号通路的激活可以促进

EMT 的发生。研究证实，抑制 PI3K/Akt 信号通路的激

活可以抑制乳腺癌MCF-7细胞和BT-20细胞的EMT进

程[14-15]。本研究发现，与空白对照组比较，人参皂苷CK

组、5-FU组和联用组细胞中p-Akt/Akt均显著降低，且联

用组低于人参皂苷CK组和5-FU组。以上结果提示，抑

制PANC-1细胞的PI3K/Akt信号通路活化可能是人参皂

苷CK、5-FU及二者联合给药发挥抑制细胞增殖、诱导细

胞凋亡及抑制EMT进程的潜在机制之一。

综上所述，人参皂苷CK和5-FU对人胰腺癌PANC-

1细胞均具有抑制增殖、诱导凋亡及抑制EMT的作用，

该作用可能与抑制PI3K/Akt信号通路活化有关，且两者

联用时效果更好。
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