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热疗对 SW1990胰腺癌细胞上皮间质转化（EMT）的影响及其作用机制 *
习 攀 朱美玲 顾文华 王一玮 薛文姬 郑磊贞△

（上海交通大学医学院附属新华医院肿瘤科 上海 200092）

摘要 目的：探讨热疗对化疗诱导的人胰腺癌细胞株 SW1990细胞上皮间质转化（EMT）的影响及其可能的作用机制。方法：分别

用不同浓度吉西他滨(0, 5, 10, 20，30 滋M)作用于 SW1990细胞不同时间(24, 48, 72小时)及 30 滋M吉西他滨作用 24h联合热疗
43℃ 1h，观察细胞的形态学变化，通过四甲基偶氮唑蓝 (MTT) 法检测细胞的增殖情况。采用 Western blot方法检测细胞内
E-cadherin蛋白和剪切的 Notch1蛋白的表达。结果：①吉西他滨在一定浓度范围内可明显抑制 SW1990细胞的增殖（P<0.05），并

呈浓度和时间依赖性。吉西他滨作用前 24 h给予 43℃ 1h热疗预处理可显著增强吉西他滨对 SW1990细胞的抑制作用（P<0.05）
②吉西他滨作用 SW1990细胞 24小时后，细胞数目减少，细胞形态变大，细胞呈梭形，且细胞间连接减少；而热疗预处理的联合

能够逆转此种形态学变化。③吉西他滨作用 24小时后，细胞内 E-cadherin蛋白的表达下调、Cleaved Notch1的蛋白表达上调，热

疗预处理可明显上调吉西他滨诱导的 E-cadherin蛋白表达下调、并下调 Cleaved Notch1蛋白表达的上调。结论：热疗预处理显著

逆转吉西他滨所诱导的人胰腺癌细胞株 SW1990细胞的 EMT现象，其机制可能与 Notch信号通路有关。
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Influence and Mechanisms of Hyperthermia on the Epithelial Mesenchymal
Transformation(EMT) of SW1990 Cells*

To investigate the influence of hyperthermia on epithelial mesenchymal transformation (EMT) induced by

chemotherapy in pancreatic cancer cells and its mechanism. SW1990 cells were treated with Gemcitabine in various

concentrations (0, 5, 10, 20,30 滋M) for different durations (24, 48 and 72 h) or 30 滋M gemcitabine combined with hyperthermia 43 ℃ 1

h．The cell morphological changes were observed, the proliferation of SW1990 cell was detected by MTT method, the expression of

E-cadherin protein and Cleaved Notch1 protein in cell were assayed by Western blot. ① SW1990 cell proliferation was inhibited
in certain concentrations with a time and dose-dependent manner after treatment of gemcitabine (P<0.05); Hyperthermia 43 ℃ 1h

pretreatment 24h before treatment of gemcitabine on SW1990 cell can enhance the gemcitabine inhibited proliferation of SW1990 cells

(P<0.05) ②When treated with 30 滋M gemcitabine, the cells became larger，showed a spindle shape and lost cell adhere. However, which

were partially reversed by pretreatment with hyperthermia. ③ The protein expression of E-cadherin reduced and Cleaved Notch1 protein

up-regulated in SW1990 cells treated with gemcitabine for 24 hours; hyperthermia pretreatment can up-regulate the expression of

E-cadherin protein and reduce the up-regulation of Cleaved Notch1 protein induced by gemcitabine. Hyperthermia

pretreatment could obviously reverse the gemcitabine induced EMT in SW1990 cell, which may be related to the Notch pathway.
Hyperthermia; SW1990; EMT; E-cadherin; Notch1

前言

胰腺癌是目前已知的恶性程度最高的肿瘤之一（死亡和发

病人数之比约 0.95/1），居美国男性（位居肺、前列腺和结直肠

癌之后）及女性（位居肺、乳腺和结直肠癌之后）常见癌症死亡

原因的第 4位[1]。我国近 20年来胰腺癌的发病率增长了约 6倍

[2]，上海地区胰腺癌的发病率呈逐年上升趋势[3]，已正成为严重

危害人类健康的主要疾病之一。超过 80 %胰腺癌患者诊断时

已处于晚期，其中三分之一为局部晚期，中位生存时间仅为

6~10个月。胰腺癌手术低切除率和术后高复发率决定了化疗

在胰腺癌综合治疗中的重要地位。但目前胰腺癌的辅助治疗效

果仍不是很理想，作为胰腺癌临床化疗一线药物的吉西他滨反
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应率也仅 28 %。获得性化疗耐受及转移是胰腺癌治疗失败的主要

原因。如何改善化疗耐受及转移一直是胰腺癌研究的热点及难

点。

上皮间质转化 EMT的概念于上世纪 80年代被提出，一直

是肿瘤领域研究的热点。EMT主要表现为细胞上皮极性和连

接缺失，细胞获得间质特性，分子水平表现为：具有细胞上皮特

征的 E-cadherin蛋白表达下调或缺失。EMT是上皮细胞来源

的恶性肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力的重要生物学过程。研究

表明，EMT与肿瘤侵袭转移、放化疗耐受密切相关[4-7]。因此，探

究如何改善甚至逆转肿瘤的 EMT现象，可能为临床逆转肿瘤

耐药及抑制肿瘤转移提供新的方向。

热疗(hyperthermia)是一种无创性的肿瘤治疗方法，不但对

肿瘤细胞有直接的细胞毒效应，还可以增强化疗、放疗的疗效，

逆转耐药，提高机体的免疫力[8-11]。相关研究提示局部热疗有抑

制肿瘤转移的作用，但其具体机制仍不清楚[12]。鉴于 EMT在肿

瘤的转移和耐药过程中发挥的重要作用，因此我们设想热疗在

逆转肿瘤耐药、抑制肿瘤转移中机制是否同肿瘤 EMT相关。实

验旨在探讨热疗对化疗诱导的胰腺癌细胞 EMT的影响及可能

的作用机制。以其为胰腺癌的治疗提供更多的依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
SW1990 细胞株购自中科院上海细胞库；吉西他滨购自

Lilly公司、RPMI1640 培养基、胎牛血清、0.25 %胰蛋白酶和
DPBS购自 Gibco公司；抗 Cleaved Notch1抗体、抗 E-cadherin

抗体购自 Cell Signaling Technology(CST)公司；抗 β -actin抗体

购自 Proteintech公司；MTT为 Sigma公司产品；SDS-PAGE凝

胶配制试剂盒、5× 蛋白上样缓冲液、BCA蛋白浓度测定试剂

盒、HRP标记的山羊抗兔抗体和 HRP标记的山羊抗小鼠抗体

购自碧云天公司。PVDF膜和 ECL超敏发光液购自 Millipore

公司。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 SW1990胰腺癌细胞接种于含 10 %胎牛血清

的 RPMI 1640培养液中，培养于 37 ℃、5 % CO2的饱和湿度孵

育箱中，隔天传代一次。

1.2.2 显微镜下观察 对照组未做任何处理，化疗组给予 30

滋M吉西他滨作用 24小时、联合组在吉西他滨作用 24 h前给

予 43 ℃热疗预处理 1 h,倒置显微镜 200倍镜下观察不同处理

因素作用下的 SW1990细胞形态学变化。
1.2.3 MTT法检测细胞的增殖情况 取对数生长期细胞，胰酶

消化后，进行细胞计数，以 1× 105/ mL将细胞接种于 96孔培养
板，每孔细胞悬液体积为 90 滋L。将细胞分为对照组和不同浓

度吉西他滨组（0、5、10、20 、30 滋M），每孔所加药物溶液体积

均为 10 滋L，每组设 3个复孔，分别培养 24、48和 72 h后，加
0.5 % MTT溶液 10 滋L，反应 4小时后，加 150滋L的 10 % SDS

溶解过夜，用酶标仪在 562 nm波长下测定吸光度（A）值，并计

算各组细胞的增殖抑制率，实验重复 3次。热化疗组给予 30

滋M吉西他滨加不同的热疗联合方式（热疗 24h后给予吉西他

滨、热疗的同时给予吉西他滨、吉西他滨处理 24h后给予热

疗），其余步骤同上。增殖抑制率(%)=（1-加药组 A值 /对照组
A值）× 100%。
1.2.4 Western blot测定蛋白表达 取对数生长期 sw1990胰腺

癌细胞株，接种于培养皿中，待细胞贴壁后，分别给予化疗或热

化疗联合处理，化疗组给予吉西他滨 30 滋M处理 24h，联合组

孵育箱 43 ℃培养 1h，间隔 24h后给予吉西他滨 30 滋M处理
24 h，并提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。取 40 滋g蛋白
样品，与 5× 蛋白上样缓冲液按体积 4:1混合，煮沸变性 10分

钟, 上样于 8%十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)

中电泳，湿转至孔径 0.45 滋m 的 PVDF膜上，室温下 5 %脱脂

奶粉封闭 1小时，孵上一抗溶液 4 ℃过夜。洗膜 3次，各 10分

钟，二抗溶液室温下孵育 l小时。洗膜 3次，各 10分钟后显影，

参照 ECL超敏发光液说明书上操作。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准差 (x± s) 表示，用
SPSS19.0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验。以 P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 热疗预处理对吉西他滨诱导的 SW1990细胞增殖的影响
不同剂量的(0、5、10、20、30 滋M)吉西他滨作用于 SW1990

细胞 24、48、72 h，均能够显著抑制细胞增殖(P＜ 0.05)，且呈时
间和剂量依赖性(图 1A)。分别在吉西他滨处理前 24 h给予热

疗预处理、与吉西他滨同步处理或吉西他滨处理后 24 h给予

热疗后处理，结果显示其细胞增殖抑制率均较单纯吉西他滨处

图 1 吉西他滨、吉西他滨联合热疗对 SW1990细胞增殖的影响（*为 P＜0.05）

Fig. 1 Inhibitory effect of Gemcitabine or Gemcitabine combined with Hyperthermia on the proliferation of SW1990 cells（*为 P＜0.05）
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理明显升高(P＜ 0.05)，吉西他滨处理前 24 h给予热疗预处理

的作用最明显(图 1B)。
2.2 热疗预处理对吉西他滨诱导的 SW1990细胞形态的影响

对照组细胞生长良好，细胞形态均一，呈多边形，团簇样生

长（图 2A）。30 滋M吉西他滨作用 24小时后，细胞体积增大，极

性消失，呈纺锤样，且细胞间连接减少（图 2B箭头示），这提示
SW1990细胞发生 EMT（图 2B）。但热疗 43 ℃ 1 h预处理后，

给予吉西他滨处理的细胞上述特征部分逆转，细胞连接增加

（图 2C箭头示），提示 SW1990细胞 EMT被部分逆转（图 2C）。

2.3 热疗预处理对吉西他滨诱导的 SW1990细胞 E-cadherin和
Cleaved Notch1蛋白表达的影响
单独吉西他滨处理能显著下调 SW1990细胞中 E-cadherin

蛋白并上调 Cleaved Notch1蛋白的表达（P<0.05），而热疗预处

理可明显上调吉西他滨诱导的 SW1990 细胞中 E-cadherin 蛋
白的表达，下调 Cleaved Notch1蛋白的表达(P<0.05)(图 3)。

图 2 热疗预处理对吉西他滨诱导的 SW1990细胞形态的影响(200× )

Fig. 2 Effect of pretreatment with hyperthermia on the morphology of Gemcitabine induced SW1990 cells(200× )

图 3 吉西他滨、吉西他滨联合热疗处理的 SW1990细胞中 E-cadherin和 Cleaved Notch1蛋白的表达(*为 P＜0.05)

Fig. 3 Protein expression of E-cadherin and Cleaved Notch1 in sw1990 cells treated by Gemcitabine or Gemcitabine combined

with Hyperthermia(*为 P＜0.05)

3 讨论

热疗(hyperthermia)是近几十年来发展起来的一种肿瘤治

疗方法，其利用物理能量在组织中沉淀而产生热效应，使肿瘤

组织温度上升到有效治疗温度，并维持一段时间，以杀死肿瘤

细胞，又不损伤正常细胞，同放化疗相比，副反应更小，被国际

医药界称为“绿色疗法。热疗可分为局部和全身，已作为临床进

展期恶性肿瘤患者可耐受的辅助治疗手段[13，14]。相关动物实验

证实局部热疗能抑制肿瘤侵袭转移[15]。

上皮间质转化（EMT）概念的首次于 1982年被提出，源于

在三维胶原凝胶中培养的晶状体上皮细胞出现间质细胞样形

态。EMT被认为是在胚胎发育阶段细胞形态学形成的重要过

程，同肿瘤侵袭转移、肿瘤干细胞、放化疗耐受密切相关[4-7]，其

主要特征为：上皮细胞标志物如黏附蛋白 E-cadherin的丢失，

以及获得细胞间质标志如波形蛋白（vimentin）。作为一个动态
变化的过程，EMT表现为上皮细胞失去分化特征，细胞与细胞

间的紧密连接以及细胞极性消失，并获得间质细胞特性，包括

迁移性增加、侵袭性增加、耐受凋亡能力的增加。E-cadherin的

变化是 EMT最主要的调控因素，也是 EMT发生最重要的衡量

指标。王辉等人应用吉西他滨以体外浓度递增的方法筛选并建
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立的耐药胰腺癌细胞株会发生上皮间质转化（EMT）现象[16]。因

此，吉西他滨在杀死肿瘤细胞的同时，有可能会诱导肿瘤的

EMT。许多蛋白被发现与 EMT发生相关（如 Notch1、Snail），相

关研究表明 Notch1在多种肿瘤中均有表达，如胰腺癌、胃癌等
[17,18]。Notch1通路属于跨膜受体蛋白家族，参与细胞的分化、增

殖、凋亡，与肿瘤的发生、发展密切相关。相关研究表明：EMT

的发生与 Notch1通路有关，在肿瘤细胞内，Notch1配体同受体

结合，胞内区域被激活，通过上调转录因子 slug下游靶基因转

录，促使 EMT的发生[19-21]。Notch基因敲除后，Slug表达下调，
E-cadherin蛋白表达上调[22]。

本研究结果显示吉西他滨可以时间和剂量依赖性的方式

抑制胰腺癌细胞株 SW1990细胞的增殖，细胞呈纺锤样，且细

胞间连接减少，呈上皮间质转化过程。而化疗前 24h的进行热

疗预处理 1小时不仅可显著增强吉西他滨对 SW1990细胞增
殖的影响，而且可逆转吉西他滨诱导的 EMT，主要表现为细胞

间连接增加。E-cadherin的表达下调是 EMT发生的重要标志，

而 EMT的发生意味着肿瘤细胞更易侵袭转移、更易对放化疗

耐受。Cleaved Notch1蛋白是 Notch1受体被剪切释放的胞内

段，与其它蛋白结合激活多种代谢相关的基因表达，诱导 EMT

的发生。为了进一步探讨热疗对 SW1990胰腺癌细胞 EMT可

能的作用机制，本实验检测了细胞内 E-cadherin 和 Cleaved
Notch1 蛋白的表达，结果显示单用吉西他滨能够显著下调
E-cadherin的表达，上调 Cleaved Notch1的表达；而热疗预处理

可显著上调吉西他滨诱导的 E-cadherin的表达，下调 Cleaved

Notch1 的表达。这些结果表明热疗可能通过下调 Cleaved

Notch1 的表达；而热疗预处理可显著上调吉西他滨诱导的
E-cadherin 的表达，下调 Cleaved Notch1 的表达，同时上调
E-cadherin的表达，逆转 EMT，从而改善肿瘤的耐药和转移。

目前，虽然热疗已被广泛应用于各类实体肿瘤的辅助治

疗，但关于其对与肿瘤耐药转移密切相关的 EMT影响的研究
较少。本研究结果为热疗在临床的应用提供了更多的理论支

撑，但其内在的机制尚待进一步研究。
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