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摘 要 目的：探讨鸦胆子素D（BD）联合紫杉醇（Taxol）对人胰腺癌Capan-2细胞增殖的抑制作用及可能机制。方法：以Capan-2

细胞为对象，采用磺酰罗丹明B法检测不同剂量BD（5、10、15、20 μmol/L）、Taxol（10、20、30、40 nmol/L）、BD+Taxol（5 μmol/L+10

nmol/L、10 μmol/L+20 nmol/L、15 μmol/L+30 nmol/L、20 μmol/L+40 nmol/L）作用48 h后的细胞增殖情况，并计算细胞存活率和药

物合用指数（CI）。采用克隆形成试验检测BD（20 μmol/L，下同）、Taxol（40 nmol/L，下同）、BD+Taxol（20 μmol/L+40 nmol/L，下同）

作用24 h后的细胞克隆集落形成情况，并计算克隆形成率；采用DAPI染色法观察BD、Taxol、BD+Taxol作用24 h后的细胞凋亡情

况，采用Western blotting法检测的BD、Taxol、BD+Taxol作用后凋亡相关蛋白[Bcl-2、多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶（PARP）、胱天蛋

白酶3（Caspase-3）、切割胱天蛋白酶3（Cleaved-caspase-3）；药物作用48 h]以及 c-Jun氨基末端激酶（JNK）、磷酸化 c-Jun氨基末端

激酶（p-JNK）蛋白（药物作用4、6、12 h）的表达情况。结果：经10、15、20 μmol/L BD，20、30、40 nmol/L Taxol以及两药上述剂量联

合作用48 h后，细胞的存活率均显著降低，且联用组显著低于BD、Taxol同剂量单药组（P＜0.05），各联用组（BD 5 μmol/L+Taxol

10 nmol/L、BD 10 μmol/L+Taxol 20 nmol/L、BD 15 μmol/L+Taxol 30 nmol/L、BD 20 μmol/L+Taxol 40 nmol/L）的CI值分别为0.63±

0.04、0.68±0.08、0.89±0.12、0.84±0.05。经20 μmol/L BD、40 nmol/L Taxol以及两药上述剂量联合作用后，细胞的克隆集落形成

有所减少，并伴有不同程度的染色质浓聚和细胞核皱缩，细胞的克隆形成率（24 h）以及 Bcl-2（48 h）、RAPR（48 h）、Caspase-3（48

h）、JNK（4、6 h，Taxol单药组除外）的相对表达量均显著降低，Cleaved-caspase-3（48 h）、p-JNK（4、6、12 h）的相对表达量均显著升

高，且BD+Taxol联用组均显著优于同时间点BD、Taxol同剂量单药组[JNK（4、6、12 h）、p-JNK（4 h）除外]（P＜0.05或P＜0.01）。结

论：BD、Taxol均可抑制人胰腺癌Capan-2细胞的增殖并促进其凋亡，且两者联合具有一定的协同作用，效果优于任一药物单用。

上述作用可能与激活Caspase通路以及 JNK磷酸化等途径有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effect and potential mechanism of Brucein D（BD）combined with Taxol

on the proliferation of human pancreatic cancer Capan-2 cells. METHODS：Using Capan-2 cells as object，the proliferations after

treated with BD（5，10，15，20 μmol/L），Taxol（10，20，30，40 nmol/L）and BD+Taxol（5 μmol/L+10 nmol/L，10 μmol/L+20

nmol/L，15 μmol/L+30 nmol/L，20 μmol/L+40 nmol/L）for 48 h were determined by sulfonyl rhodamine B method. Survival rate

of cells and combination index（CI）were calculated. The clone formation assay was performed to detect the formation of clonal

colonies after treated with BD （20 μmol/L，hereinafter），Taxol （40 nmol/L，hereinafter）、BD + Taxol （20 μmol/L + 40 nmol/L，

hereinafter） for 24 h. The rate of clone formation was calculated. DAPI method was used to observe the apoptosis of cells after

treated with BD，Taxol and BD + Taxol for 24 h. Western blotting was used to detect the expression of apoptosis-related protein

（Bcl-2，PARP，Caspase-3，Cleaved-caspase-3）after treated by BD，Taxol，BD+Taxol for 48 h and the expression of JNK and

p-JNK after treated by BD，Taxol，BD+Taxol for 4，6，12 h.

RESULTS：After treated with 10，15 and 20 μmol/L BD，20，

30 and 40 nmol/L Taxol or two-drug combination for 48 h，

survival rates of cells were decreased significantly； the

survival rate of drug combination group was significantly

lower than the same dose of BD group and Taxol group（P＜

0.05）. CI values of drug combination groups（BD 5 μmol/L+
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胰腺癌为常见恶性肿瘤，是所有实体瘤中患者生存

率较低的类型之一[1]。胰腺癌前期起病隐匿，不易察觉，

约80％的患者在确诊时已经失去了手术机会，故放化疗

是胰腺癌治疗不可替代的重要手段之一，但预后不良、

易复发等缺点严重影响了治疗的效果[2-3]。目前，临床多

以白蛋白结合型紫杉醇（Albuminbound taxol）联合吉西

他滨作为一线方案来治疗胰腺癌，但疗效不佳，且备选

药物有限 [4]。紫杉醇（Taxol）作为治疗胰腺癌的一线用

药，具有较强的肿瘤细胞生长抑制作用，但因其具有较

大的肝毒性及免疫抑制作用，该药的临床应用受到了一

定的限制[5-6]。有研究表明，Taxol与中药的联合应用可

通过多种途径增强抗肿瘤效果，并有助于减轻毒副作

用 [7-8]。Newman DJ等[9]研究指出，全世界经批准上市的

抗肿瘤药物中有73％不是化学合成药物，且大部分都是

从天然产物中获得或直接由天然化合物衍生而成的。

我国中药资源丰富，多种中药活性成分正处于开发阶

段，因此联合应用中药活性成分对于提高化疗药物抗肿

瘤活性具有重要的意义。

鸦胆子别名老鸦胆、苦参子，为苦木科植物鸦胆子

[Brucea javanica（L.）Merr.]的干燥成熟果实。鸦胆子素

D（BD）是从鸦胆子果实中提取的一种水溶性三环四萜

类化合物，研究表明其可以诱导多种肿瘤细胞发生凋

亡，具有一定的抗肿瘤活性[10]。虽然BD单体对胰腺癌

细胞具有一定的抑制活性[11-12]，但尚未见其与一线药物

联合应用及其机制研究的相关报道。为此，本研究观察

了 BD 联合 Taxol 对人胰腺癌细胞株 Capan-2的抑制作

用，并初步探讨了其可能机制，以期为胰腺癌的临床治

疗提供新的思路。

1 材料
1.1 仪器

SpactraMax i3x 型全波长多功能酶标仪（美国 Mo-

lecular Devices 公司）；FACSCanto Ⅱ型流式细胞仪（美

国BD公司）；5418R型高速冷冻离心机（德国Eppendorf

公司）；IX71型倒置相差显微镜（日本 Olympus 公司）；

Friendensplatz 3型荧光显微镜（德国Leica公司）；Chemi-

Doc XRS + 型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；

QB-8001型摇床（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；

DHG-9053A 型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设

备有限公司）；3111型细胞培养箱（美国 Thermo Fisher

Scientific公司）。

1.2 药品与试剂

BD 对照品（上海盛中医药化工有限公司，批号：

PRF9041122，纯度：≥98％）；紫杉醇注射液（Hospira

Australia Pty Ltd.，批号：E036853AA，规格：5 mL ∶ 30
mg）；胎牛血清（批号：10270-106）、青霉素链霉素双抗

（批号：1953098）、0.25％胰蛋白酶 - 乙二胺四乙酸

（EDTA）消化液（批号：25200-056）、RPMI 1640培养基

（批号：AD17321266）均购自美国Gibco公司；磷酸盐缓

冲液（PBS，pH 为 7.3～7.5，美国 Hyclone 公司，批号：

ABC212871）；4′，6-联脒-2-苯基吲哚（DAPI）染色液（批

号：061518181024）、乙基苯基聚乙二醇（NP-40）裂解液

（批号：070918181105）、超敏ECL化学发光试剂盒（Be-

yoECL Plus）（批号：111717171122）、二喹啉甲酸（BCA）

蛋白浓度测定试剂盒（批号：070618181008）均购自碧云

天生物技术研究所；0.4％磺酰罗丹明 B（SRB）染色液

（美国Sigma-Aldrich公司，批号：1002459715）；三羟甲基

氨基甲烷（Tris）[生工生物工程（上海）股份有限公司，批

号：E802BA0003；使用前用水稀释，得 pH 为 10.5的 10

mmol/L Tris 碱性缓冲溶液]；兔 c-Jun 氨基末端激酶

（JNK）单克隆抗体（批号：ab179461）、兔磷酸化 c-Jun氨

基末端激酶（p-JNK）单克隆抗体（批号：ab76572）、兔

Bcl-2单克隆抗体（批号：ab32124）、鼠β-肌动蛋白（β-ac-

tin）单克隆抗体（内参，批号：ab8226）均购自美国Abcam

公司；兔多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶（PARP）单克隆抗

体（批号：9532S）、兔胱天蛋白酶 3（Caspase-3）单克隆抗

体（批号：9662S）、兔切割胱天蛋白酶 3（Cleaved-cas-

pase-3）单克隆抗体（批号：9664S）均购自美国CTS公司；

山羊抗大鼠辣根过氧化酶（HRP）标记二抗（批号：

9300003001）、山 羊 抗 兔 HRP 标 记 二 抗（批 号 ：

9300014001）均购自武汉艾博泰克生物科技有限公司；

三氯乙酸（TCA）、乙酸等试剂均为分析纯，水为纯化水。

1.3 细胞

人胰腺癌细胞株Capan-2由上海富衡生物科技有限

公司提供。

Taxol 10 nmol/L，BD 10 μmol/L+Taxol 20 nmol/L，BD 15 μmol/L+Taxol 30 nmol/L，BD 20 μmol/L+Taxol 40 nmol/L）were

0.63 ± 0.04，0.68 ± 0.08，0.89 ± 0.12 and 0.84 ± 0.05. After treated with 20 μ mol/L BD，40 nmol/L Taxol and two-drug

combination， the formation of clonal colonies was decreased with different degrees of chromatin concentration and nuclear

shrinkage；the rate of clone formation（24 h），the expression of Bcl-2（48 h），PARP（48 h），Caspase-3（48 h）and JNK（4，6

h，except for Taxol group）were decreased significantly，while the relative expression of Cleaved-caspase-3（48 h）and p-JNK（4，

6，12 h）were increased significantly. Those of BD+Taxol group were significantly better than those of BD group and Taxol group

[except for JNK （4，6，12 h），p-JNK （4 h）] （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Both BD and Taxol can inhibit the

proliferation and promote apoptosis of human pancreatic cancer Capan-2 cells，and the combination have a certain synergistic

effect，which is better than any single drug. It may be associated with activating Caspase pathway and JNK phosphorylation.

KEYWORDS Brucerin D；Taxol；Human pancreatic cancer；Capan-2 cells；Proliferation；Apoptosis；Caspase；JNK

··790



中国药房 2019年第30卷第6期 China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 6

2 方法
2.1 细胞培养

将Capan-2细胞置于含10％胎牛血清、1％青霉素链

霉素双抗的 RPMI 1640培养基中，置于 37 ℃、5％CO2

（下同）培养箱中进行培养，每 2～3天更换 1次培养基，

用胰蛋白酶-EDTA消化液消化传代。

2.2 SRB法检测BD和Taxol联用对Capan-2细胞增殖

的影响

取对数生长期Capan-2细胞，经胰蛋白酶-EDTA消

化液消化后计数，按 2×103个/孔接种至 96孔板中（每孔

100 μL），培养至细胞贴壁后，将其随机分为空白组（不

含细胞和药物）、对照组（含细胞但不含药物）以及BD单

药组（5、10、15、20 μmol/L，剂量设置参考本课题组前期

试验结果）、Taxol单药组（10、20、30、40 nmol/L，剂量设

置参考本课题组前期试验结果）、BD+Taxol联用组（BD

5 μmol/L + Taxol 10 nmol/L、BD 10 μmol/L + Taxol 20

nmol/L、BD 15 μmol/L+Taxol 30 nmol/L、BD 20 μmol/L+

Taxol 40 nmol/L，剂量设置参考本课题组前期试验结

果），每组设置3个复孔。空白组和对照组均加入RPMI

1640培养基 100 μL，各给药组加入含相应药物的RPMI

1640培养基 100 μL，培养 48 h后，加入 10％TCA溶液，

于4 ℃固定1 h，弃去上清液，用水清洗，置于干燥箱中烘

干；随后加入 0.4％SRB染色液染色 30 min，用 1％乙酸

溶液清洗后，置于干燥箱中烘干；随后加入 10 mmol/L

Tris碱性缓冲溶液，用全波长多功能酶标仪于570 nm波

长处检测各孔的光密度（OD）值，并计算细胞存活率[细

胞存活率＝（各试验组平均OD值－空白组平均OD值）/

（对照组平均OD值－空白组平均OD值）×100％]，并使

用CompuSyn 1.0.1软件计算药物合用指数（CI）[CI＝DA/

DXA+DB/DXB。式中，DA、DB分别为两药联用产生某（X）效

应时所需的浓度，DXA、DXB分别为两药单用产生某（X）效

应时所需的浓度]。当CI＜1时，表示两药联合有协同作

用；当CI＝1时，表示两药联合有相加作用；当CI＞1时，

表示两药联合有拮抗作用[13-14]。上述试验重复 3次（下

同）。

2.3 克隆形成试验检测BD和Taxol联用对Capan-2细

胞克隆形成能力的影响

取对数生长期Capan-2细胞，经胰蛋白酶-EDTA消

化液消化后计数，按 1 500个/孔接种于 6孔板中（每孔 2

mL），培养24 h后，将细胞随机分为空白对照组以及BD

单药组（20 μmol/L，剂量设置参考“2.2”项下试验结果）、

Taxol 单药组（40 nmol/L，剂量设置参考“2.2”项下试验

结果）、BD+Taxol联用组（20 μmol/L+40 nmol/L，剂量设

置参考“2.2”项下试验结果），每组设置 3个复孔。空白

对照组加入RPMI 1640培养基2 mL，各给药组加入含相

应药物的RPMI 1640培养基 2 mL，培养 24 h后，弃去培

养基，加入含 10％胎牛血清和 1％青霉素链霉素双抗的

RPMI 1640培养基适量，按上述条件继续培养，每 3～4

天更换 1次培养基。2周后，弃去培养基，用 PBS 清洗

后，加入 0.1％结晶紫染色液染色 1 h，用水清洗，置于干

燥箱中烘干，使用倒置相差显微镜观察细胞克隆集落形

成情况，并计算克隆形成率[克隆形成率＝（克隆集落形

成数/细胞接种总数）×100％]。

2.4 DAPI染色法检测BD和Taxol联用对Capan-2细

胞凋亡的影响

取对数生长期Capan-2细胞，经胰蛋白酶-EDTA消

化液消化后计数，按 8×104个/孔接种于 6孔板中（每孔 2

mL），培养24 h后，按“2.3”项下方法分组，每组设置3个

复孔。空白对照组加入RPMI 1640培养基2 mL，各给药

组加入含相应药物的RPMI 1640培养基2 mL，培养24 h

后，弃去培养基，用 PBS清洗，每孔加入 4％多聚甲醛 1

mL，避光固定20 min，再用PBS清洗，随后每孔加入DA-

PI染色液500 μL，避光染色30 min，培养20 min，弃去染

色液，加入 PBS 1 mL，置于摇床中以 100 r/min 振摇 5

min，弃去上清液，使用荧光显微镜观察细胞核形态并拍

照（凋亡细胞经DAPI染色呈现蓝白色荧光：其中，早期

凋亡细胞呈现核浓缩，染色加深，或核染色质呈现新月

牙形；晚期凋亡细胞核破碎成大小不等的圆形小体，并

被细胞膜包围）。

2.5 Western blotting 法检测 BD 和 Taxol 联用对 Ca-

pan-2细胞凋亡相关蛋白以及JNK、p-JNK表达的影响

取对数生长期Capan-2细胞，经胰蛋白酶-EDTA消

化液消化后计数，按 8×104个/孔接种于 6孔板中（每孔 2

mL），培养24 h后，按“2.3”项下方法分组，每组设置3个

复孔。空白对照组加入RPMI 1640培养基2 mL，各给药

组加入含相应药物的RPMI 1640培养基 2 mL，培养，并

于不同时间点[凋亡相关蛋白（48 h），JNK、p-JNK（4、6、

12 h）]收集细胞。所得细胞经胰蛋白酶-EDTA消化液消

化后，加入含 10％胎牛血清的RPMI 1640培养基适量，

终止消化，以 1 200 r/min离心 5 min，弃去上清液，沉淀

经NP-40裂解液裂解后，采用BCA法测定其总蛋白的含

量。以β-actin为内参进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺

（SDS-PAGE）凝胶电泳（电压：330 V，时间：65 min），并

于电泳结束后转移至聚偏二氟乙烯膜（PVDF）膜上，用

5％全脂奶粉室温封闭 1 h，分别加入相应一抗[Bcl-2

（1 ∶ 5 000）、PARP（1 ∶ 1 000）、Caspase-3（1 ∶ 1 000）、

Cleaved-caspase-3（1 ∶ 500）、JNK（1 ∶ 5 000）、p-JNK

（1 ∶ 5 000）、β-actin（1 ∶ 1 000）]，于4 ℃孵育过夜；用TBST

溶液清洗3次，每次10 min；加入相应二抗（内参：山羊抗

大鼠 HRP 标记二抗，其余蛋白：山羊抗兔 HRP 标记二

抗；加入量均为1 ∶ 5 000），于室温孵育2 h，再用TBST溶

液清洗 3次，每次 10 min。以 BeyoECL Plus 显色后，置

于凝胶成像系统上成像，并采用 Image J 1.46r软件进行

分析。以目标蛋白条带灰度值与内参β-actin条带灰度
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值的比值表示目标蛋白的相对表达量。

2.6 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，采用单因素方差分析或 t检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 BD和Taxol联用对Capan-2细胞增殖的影响

药物作用 48 h 后，BD、Taxol 以及两者联用对 Ca-

pan-2细胞的增殖均有不同程度的抑制作用：与对照组

比较，BD 10、15、20 μmol/L 组，Taxol 20、30、40 nmol/L

组以及两药上述剂量联用组细胞的存活率均显著降低，

且联用组显著低于BD、Taxol同剂量单药组，差异均有

统计学意义（P＜0.05），详见表1。

表 1 BD 和 Taxol联用对 Capan-2细胞存活率的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of BD combined with Taxol on survival

rate of Capan-2 cells（x±±s，n＝3）

组别
对照组
BD 5 μmol/L组
BD 10 μmol/L组
BD 15 μmol/L组
BD 20 μmol/L组
Taxol 10 nmol/L组
Taxol 20 nmol/L组

细胞存活率，％
100.00±0.01

97.40±0.11

89.31±0.02＊

77.80±0.08＊

76.05±0.05＊

96.51±0.07

80.48±0.04＊

组别
Taxol 30 nmol/L组
Taxol 40 nmol/L组
BD 5 μmol/L+Taxol 10 nmol/L组
BD 10 μmol/L+Taxol 20 nmol/L组
BD 15 μmol/L+Taxol 30 nmol/L组
BD 20 μmol/L+Taxol 40 nmol/L组

细胞存活率，％
71.25±0.05＊

49.97±0.01＊

72.70±0.01

41.94±0.03＊#Δ

35.08±0.04＊#Δ

20.81±0.02＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与BD同剂量单药组比较，#P＜0.05；

与Taxol同剂量单药组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. the same dose of BD single

drug group，#P＜0.05；vs. the same dose of Taxol single drug group，
ΔP＜0.05

各联用组（BD 5 μmol/L+Taxol 10 nmol/L、BD 10

μmol/L+Taxol 20 nmol/L、BD 15 μmol/L+Taxol 30 nmol/L、

BD 20 μmol/L+Taxol 40 nmol/L）的 CI 值分别为 0.63±

0.04、0.68±0.08、0.89±0.12、0.84±0.05。

3.2 BD和Taxol联用对Capan-2细胞克隆形成能力的

影响

与空白对照组比较，BD单药组、Taxol单药组以及

BD+Taxol联用组细胞的克隆集落形成均有不同程度地

减少，其克隆形成率均显著降低，且BD+Taxol联用组显

著低于BD、Taxol同剂量单药组，差异均有统计学意义

（P＜0.05或P＜0.01），详见图1、表2。

3.3 BD和Taxol联用对Capan-2细胞凋亡的影响

空白对照组细胞形态饱满，细胞膜和细胞核形态均

较为完整，染色质均匀；BD单药组细胞形态完整，染色

质基本均匀；Taxol单药组细胞可见细胞核染色质浓聚，

部分细胞核皱缩呈月牙型；BD+Taxol联用组细胞核皱

缩愈明显，染色质固缩，且凋亡的细胞数量也增加，详见

图2（图2C、2D中，“箭头”表示皱缩的细胞核）。

3.4 BD和Taxol联用对Capan-2细胞凋亡相关蛋白表

达的影响

与空白对照组比较，BD单药组、Taxol单药组以及

BD+Taxol联用组细胞Bcl-2、PARP、Caspase-3蛋白的相

对表达量均显著降低，且 BD+Taxol 联用组显著低于

BD、Taxol同剂量单药组；Cleaved-caspase-3蛋白的相对

表达量均显著升高，且BD+Taxol联用组显著高于BD、

Taxol同剂量单药组，差异均有统计学意义（P＜0.01），详

见图3、表3。

3.5 BD 和 Taxol 联用对 Capan-2细胞 JNK、p-JNK 蛋

白表达的影响

与空白对照组比较，BD 单药组（4、6 h）以及 BD+

Taxol联用组（4 h）细胞 JNK蛋白的相对表达量均显著降

低，且BD+Taxol联用组（4 h）显著低于同时间点Taxol同

剂量单药组；BD单药组、Taxol单药组以及BD+Taxol联

用组（4、6、12 h）细胞p-JNK蛋白的相对表达量均显著升

高，且BD+Taxol联用组（6、12 h）显著高于同时间点BD、

A. 空白对照组 B. BD单药组

C. Taxol单药组 D. BD+Taxol联用组

图1 BD和Taxol联用对Capan-2细胞克隆形成的影响

Fig 1 Effects of BD combined with Taxol on the clone

formation of Capan-2 cells

表2 BD和Taxol联用对Capan-2细胞克隆形成率的影

响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of BD combined with Taxol on the rate

of clone formation of Capan-2 cells（x ±± s，

n＝3）

组别
空白对照组
BD单药组

克隆形成率，％
100.00±0.05

67.36±2.52＊

组别
Taxol单药组
BD+Taxol联用组

克隆形成率，％
57.64±2.52＊

31.35±2.01＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与BD单药组比较，#P＜0.01；与

Taxol单药组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. BD single drug

group，#P＜0.01；vs. Taxol single drug group，ΔP＜0.01
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Taxol 同剂量单药组，差异均有统计学意义（P＜0.05或

P＜0.01），详见图4、表4。

4 讨论

鸦胆子首载于清代医学家赵学敏的《本草纲目拾

遗》，其果实已被广泛应用于治疗阿米巴痢疾、疟疾和各

种寄生虫感染等疾病，并被用作中药抗癌剂，用以治疗

食管癌、小细胞肺癌、胃癌等症[15-17]。BD是从鸦胆子果

实中提取的天然化合物，是鸦胆子发挥抗肿瘤活性的

主要成分，虽然其对胰腺癌细胞株的抑制作用已有报

道 [17-18]，但关于其与一线抗癌药物的协同抗肿瘤作用研

究尚较为鲜见。为此，本研究初步考察了BD和Taxol联

用对人胰腺癌 Capan-2细胞的体外抑制作用及其可能

机制。

本研究采用 SRB 法评价了 BD 和 Taxol 联用对 Ca-

pan-2细胞增殖的影响。在前期预试验中，本课题组设

计了一系列剂量梯度（BD：0、5、10、15、20、25、30、35

μmol/L，Taxol：0、10、20、30、40、50、60、70 nmol/L），同时结

合两药的半数抑制浓度[IC50；BD：（24.56±0.07）μmol/L，

图 4 BD和Taxol联用对Capan-2细胞 JNK、p-JNK蛋

白表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoregrams of BD combined with Taxol

on the expression of JNK and p-JNK in Ca-

pan-2 cells

JNK

p-JNK

β-actin

54 kDa

46 kDa

54 kDa

46 kDa

43 kDa

4 h 6 h 12 h
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对照
组
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单药
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BD单
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xol联用

组

图2 BD和Taxol联用对Capan-2细胞凋亡影响的显微

图（DAPI染色，×20）

Fig 2 Micrographs of effects of BD combined with

Taxol on the apoptosis of Capan-2 cells（DAPI

staining，×20）

A. 空白对照组 B. BD单药组

C. Taxol单药组 D. BD+Taxol联用组

图3 BD和Taxol联用对Capan-2细胞凋亡蛋白表达影

响的电泳图

Fig 3 Electrophoregrams of effects of BD combined

with Taxol on the expression of apoptosis pro-

tein in Capan-2 cells

26 kDa

89 kDa

17，35 kDa

17，19 kDa

43 kDa

空白对照组 BD单药组 Taxol单
药组

BD+Taxol
联用组

Bcl-2

PARP
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Cleaved-caspase-3

β-actin

表3 BD和Taxol联用对Capan-2细胞凋亡蛋白表达的

影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effects of BD combined with Taxol on the ex-

pression of apoptosis protein in Capan-2 cells

（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
BD单药组
Taxol单药组
BD+Taxol联用组

Bcl-2

1.00±0.08

0.26±0.01＊

0.29±0.02＊

0.04±0.00＊#Δ

PARP

1.00±0.02

0.52±0.02＊

0.34±0.03＊

0.18±0.03＊#Δ

Caspase-3

1.00±0.07

0.61±0.03＊

0.31±0.00＊

0.14±0.02＊#Δ

Cleaved-caspase-3

1.00±0.26

32.25±2.37＊

70.99±1.89＊

213.27±9.38＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与BD单药组比较，#P＜0.01；与

Taxol单药组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.01；vs. BD single drug

group，#P＜0.01；vs. Taxol single drug group，ΔP＜0.01

表 4 BD和Taxol联用对Capan-2细胞 JNK、p-JNK蛋

白表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 4 Effects of BD combined with Taxol on the ex-

pression of JNK and p-JNK in Capan-2 cells

（x±±s，n＝3）

组别

空白对照组
BD单药组
Taxol单药组
BD+Taxol联用组

JNK

4 h

1.00±0.03

0.74±0.06＊

0.91±0.07

0.52±0.02＊＊Δ

6 h

1.00±0.07

0.78±0.03＊

0.94±0.05

0.95±0.05

12 h

1.00±0.02

1.03±0.02

1.01±0.02

0.90±0.02

p-JNK

4 h

1.00±0.28

11.06±1.35＊

18.79±0.81＊

14.63±0.86＊

6 h

1.00±0.32

11.60±0.07＊

9.12±0.09＊

48.58±0.27＊＊#ΔΔ

12 h

1.00±0.16

4.22±0.24＊

2.64±0.09＊

11.58±0.65＊＊#ΔΔ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与BD单药组比较，
#P＜0.01；与Taxol单药组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. BD single

drug group，#P＜0.01；vs. Taxol single drug group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01
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Taxol：（39.98±0.14）nmol/L]，最终将BD单用剂量确定

为 5、10、15、20 μmol/L，Taxol 单用剂量确定为 10、20、

30、40 nmol/L，BD+Taxol 联用剂量确定为 5 μmol/L+10

nmol/L、10 μmol/L+20 nmol/L、15 μmol/L+30 nmol/L、20

μmol/L+40 nmol/L。SRB试验结果显示，与对照组比较，

BD 10、15、20 μmol/L组，Taxol 20、30、40 nmol/L组以及

两药上述剂量联用组细胞的存活率均显著降低，且BD+

Taxol联用组显著低于BD、Taxol同剂量单药组，差异均

有统计学意义；此外，BD 5 μmol/L+Taxol 10 nmol/L、BD

10 μmol/L + Taxol 20 nmol/L、BD 15 μmol/L + Taxol 30

nmol/L、BD 20 μmol/L+Taxol 40 nmol/L 组的 CI 值分别

为0.63±0.04、0.68±0.08、0.89±0.12、0.84±0.05。这提

示BD、Taxol对Capan-2细胞的增殖均具有一定的抑制

作用，且两者联用的抑制作用强于任一药物单用，表明

两药联合具有一定的协同作用。

参考上述结果，本课题组分别考察了 BD 单药（20

μmol/L）、Taxol 单药（40 nmol/L）、BD+Taxol 联用（20

μmol/L+40 nmol/L）对 Capan-2细胞克隆形成和凋亡的

影响。结果显示，空白对照组细胞形态饱满，细胞膜和

细胞核形态均较为完整；与空白对照组比较，BD 单药

组、Taxol单药组以及BD+Taxol联用组细胞均发生了不

同程度的染色质浓聚、细胞核皱缩等形态学改变，各给

药组细胞克隆集落形成均有所减少，克隆形成率均显著

降低，且BD+Taxol联用组显著低于BD、Taxol同剂量单

药组，差异均有统计学意义。这提示 BD、Taxol、BD+

Taxol均可不同程度地促进Capan-2细胞凋亡，抑制其克

隆形成，且两药联用的效果明显优于任一药物单用。

有关研究发现，BD可通过诱导多种肿瘤细胞的凋

亡来发挥抗肿瘤的作用[10-12]。细胞凋亡是细胞在一定的

生理或病理条件下，受多种基因精确调控的主动的、程

序化的死亡过程，是机体重要的自稳调节机制 [19]。Bcl

家族是线粒体凋亡通路的重要调节因子，其中Bak、Bax

等蛋白可促进细胞凋亡，而Bcl-2、Mcl-1等蛋白则可抑

制细胞凋亡[20]。Caspase家族是凋亡调控系统中备受关

注的蛋白家族之一，在细胞凋亡的过程中发挥着极其关

键作用，其引发的级联反应是细胞凋亡的中心环节[21-22]。

Caspase-3是Caspase家族的核心成员，位于级联反应的

下游，是诱导细胞凋亡的真正实施者；Cleaved-caspase-3

是其活性形式，两者均可作为衡量细胞凋亡的指标；

PARP是Caspase-3的主要切割底物，其裂解片段的出现

被认为是细胞凋亡的重要信号[23]。本研究结果显示，与

空白对照组比较，BD单药组、Taxol单药组以及BD+Tax-

ol 联用组细胞 Bcl-2、PARP、Caspase-3蛋白的相对表达

量均显著降低，且BD+Taxol联用组显著低于BD、Taxol

同剂量单药组；Cleaved-caspase-3蛋白的相对表达量均

显著升高，且BD+Taxol联用组显著高于BD、Taxol同剂

量单药组，差异均有统计学意义。这提示BD联合Taxol

可通过激活Caspase通路来诱导Capan-2细胞的凋亡。

除上述蛋白外，细胞凋亡还受多种因素的调节。近

年来有学者发现，JNK信号通路介导了多种胞外刺激诱

导的细胞凋亡，同时也参与了肿瘤细胞凋亡的发生过

程 [24]。JNK属于促分裂原活化蛋白激酶（MAPKs）家族

成员，当细胞受到外界刺激后，JNK通路会被激活，一部

分活化的 JNK会转位至细胞核中，通过磷酸化修饰后形

成p-JNK，后者可作用于Bcl家族中的促凋亡蛋白（Bax、

Bak等），诱导细胞色素释放至细胞质内，从而启动细胞

凋亡程序[25-27]。有研究指出，BD作用于人结肠癌HT29

细胞后，细胞中 JNK蛋白的表达会有所降低，而 p-JNK

的表达则会明显升高[28]。本研究结果显示，与空白对照

组比较，BD单药组（4、6 h）以及BD+Taxol联用组（4 h）

细胞 JNK蛋白的相对表达量均显著降低，且BD+Taxol

联用组（4 h）显著低于同时间点Taxol同剂量单药组；BD

单药组、Taxol单药组以及BD+Taxol联用组（4、6、12 h）

细胞p-JNK蛋白的相对表达量均显著升高，且BD+Taxol

联用组（6、12 h）显著高于同时间点BD、Taxol同剂量单

药组，差异均有统计学意义，与上述研究[28]的结果基本

一致。这提示BD联合Taxol可通过激活 JNK磷酸化来

诱导Capan-2细胞的凋亡。

综上所述，BD、Taxol均可抑制人胰腺癌Capan-2细

胞的增殖并促进其凋亡，且两者联合具有一定的协同作

用，效果优于任一药物单用。上述作用可能与激活Cas-

pase通路以及 JNK磷酸化等途径有关。但由于试验条

件的限制，本研究只初步探讨了BD和Taxol联用体外抗

肿瘤的部分可能机制，后续还有待进一步明确 JNK参与

细胞凋亡的具体机制，并完善相应的在体研究。
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