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虎杖提取物对人胰腺癌细胞系 Panc-1增殖与凋亡的影响 *

赵 静 1 杨兴武 2 王 旗 2 王 亮 2 王国泰 2 嵇文波 2 陈国仓 2 王 鑫 2△

( 1陕西中医药大学 陕西咸阳 712000；2陕西中医药大学附属医院肝胆外科 陕西咸阳 712000）

摘要目的：通过虎杖提取物干预人胰腺癌细胞系 Panc-1，探讨虎杖提取物对人胰腺癌细胞增殖凋亡表型的影响。方法：制备不同

浓度（0、10、50、100、150、200 滋g/mL）的虎杖提取物，将各个浓度的虎杖提取物分别加入待处理的人胰腺癌 Panc-1细胞系中持续

培养 24 h后，利用 CCK-8（cell counting kit-8）法检测细胞株 Panc-1的增殖活性；将 100 滋g/mL虎杖提取物处理人胰腺癌细胞系
Panc-1 24 h后，利用流式细胞术（FCM）检测其细胞周期及凋亡分布；100 滋g/mL虎杖提取物处理人胰腺癌细胞株 Panc-1 24 h后，

提取细胞总 RNA及总蛋白，后续利用实时荧光定量 PCR及Western blot分别检测人胰腺癌细胞株 Panc-1增殖标志基因 PCNA、

CDK2及凋亡标志基因 BAD、BAX的转录和翻译水平。结果：CCK-8结果表明虎杖提取物对人胰腺癌细胞系 Panc-1细胞增殖的

抑制率随浓度增加；流式细胞术结果显示虎杖提取物抑制人胰腺癌细胞增殖促进其凋亡；荧光定量 PCR和Western blot结果显示

虎杖提取物能使人胰腺癌细胞增殖标志基因 PCNA，CDK2表达量下降，凋亡标志基因 BAD，BAX表达量上升。结论：虎杖提取物

能够抑制人胰腺癌细胞系 Panc-1细胞增殖并促进其凋亡。
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Effects of Polygonum Cuspidate Extract on the Proliferation
and Apoptosis of Human Pancreatic Cancer Cell Line Panc-1*

The effect of Polygonum cuspidatum extract on Pancreatic cancer cell line Panc-1 was investigated by

extracting Polygonum cuspidatum extracts into human pancreatic cancer cell proliferation and apoptosis phenotype. Different

concentrations (0, 10, 50, 100, 150, 200 滋g/mL) of Polygonum cuspidatum extract were prepared, and each concentration of Polygonum

cuspidatum extract was added to the human pancreatic cancer Panc-1 cell line to be treated for 24 h. The proliferation activity of the cell

line Panc-1 was detected by CCK-8 (cell counting kit-8) method; the human pancreatic cancer cell line Panc-1 was treated with 100 滋g/mL
Polygonum cuspidatum extract for 24 h, and then flow cytometry was used ( FCM) was used to detect the cell cycle and apoptosis

distribution; 100 滋g/mL Polygonum cuspidatum extract was used to treat human pancreatic cancer cell line Panc-1 for 24 h, and the total

RNA and total protein were extracted. Subsequent real-time PCR and Western blot were used to detect human pancreatic cancer.

Transcription and translation levels of the cell line Panc-1 proliferation marker genes PCNA, CDK2 and apoptosis marker genes BAD,

BAX. The results of CCK-8 showed that the inhibition rate of Polygonum cuspidatum extract on the proliferation of human

pancreatic cancer cell line Panc-1 increased with concentration. The results of flow cytometry showed that Polygonum cuspidatum extract

inhibited the proliferation of human pancreatic cancer cells and promoted its apoptosis. The results of real-time PCR and Western blot

showed The extract of Polygonum cuspidatum can decrease the expression of PCNA and CDK2 in human pancreatic cancer cell

proliferation, and the expression of apoptosis marker gene BAD and BAX increased. Polygonum cuspidatum extract can

inhibit the proliferation and promote apoptosis of human pancreatic cancer cell line Panc-1.
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前言

胰腺癌是恶性程度非常高的一种消化系统肿瘤，进展迅

速，起病隐匿，病程较短，死亡率极高，只有 6个月的中位生存

时间，5年的生存率小于 5%[1，2]。近几年，胰腺癌的治疗不管在

基础研究还是临床治疗上均有了不少进展，然而胰腺癌总体的
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Name Sequence（5' to 3'）

PCNA-F TGTTGGAGGCACTCAAGGAC

PCNA-R TAGGTGTCGAAGCCCTCAGA

CDK2-F GACACGCTGCTGGATGTCA

CDK2-R GAGGGGAAGAGGAATGCCAG

BAD-F AGAGTTTGAGCCGAGTGAGC

BAD-R ATGATGGCTGCTGCTGGTT

BAX-F AAGCGACTGATGTCCCTGTC

BAX-R AAAACACAGTCCAAGGCAGC

GAPDH-F GTCAAGGCTGAGAACGGGAA

GAPDH-R AAATGAGCCCCAGCCTTCTC

表 1引物设计序列

Table 1 Primer design sequence

治疗效果还是不尽如人意[3]。从中草药物中寻找新型抗胰腺癌

药物，并探寻新的抗胰腺癌药物作用靶点成为关注热点[4，5]。中

药虎杖是蓼科植物虎杖的根茎，具有利湿退黄，清热解毒，散瘀

止痛，止咳化痰的功效。虎杖提取物中，白藜芦醇（3,4',5-三羟

基二苯乙烯）和大黄素（蒽醌类）是虎杖中的主要功能成分，研

究发现白藜芦醇能够减少细胞周期调节基因 cyclinD1的表达

从而抑制肿瘤增殖，此外白藜芦醇能够通过阻碍诸如

JAK-STAT3、JNK-MAPK、NF-KB等通路的信号传导抑制肿瘤

细胞增殖，诱导肿瘤细胞凋亡[6-9]；大黄素可通过死亡受体途径、

线粒体通路或内质网途径激活 Caspase依赖的细胞凋亡等途

径发挥抗肿瘤作用[10]。近年来虎杖提取物的抗肿瘤研究日益受

到重视，然而其在胰腺癌领域相关研究较少[11-14]。因此，本研究

通过探究虎杖提取物对 Panc-1细胞增殖与凋亡表型的影响，

明确其在胰腺癌中的生物学效应，进一步为虎杖提取物的临床

应用提供细胞生物学依据。

1 材料与方法

1.1材料

人胰腺癌细胞 Panc-1系由陕西中医药大学医学科研实践

中心提供并保存，且本次实验经陕西中医药大学附属医院伦理

委员会批准。中药虎杖购自陕西中医药大学附属医院中药药

房，制得提取物终浓度均为 20 mg/mL。临用前用培养液稀释至

所需浓度。实验所需试剂包括：DMEM培养基（Gibco），胎牛血

清 （Gibco），Lipofectamine 2000 (Invitrogen)，PrimeScript RT

（TaKaRa），SYBR Green II（TaKaRa），CCK-8 (Multisciences)，增

殖凋亡标志基因抗体（Abcam）等。

1.2细胞培养

将 Panc-1细胞系用含有 10％胎牛血清和 1％青霉素 -链

霉素的 DMEM生长培养基在 37℃，5％CO2的培养箱中培养。

实验将 Panc-1细胞接种至各式孔板中培养，每组至少 3个重

复。Panc-1细胞经处理 24 h后分别进行 CCK8实验、细胞周期

检测、提取总 RNA及总蛋白进行后续 RT-qPCR、Western blot

实验。

1.3 CCK- 8检测细胞增殖

将 Panc-1细胞以 1× 104个细胞 /孔的密度接种到 96 孔

板，当细胞密度达到 60％时，采用不同浓度（0、10、50、100、

150、200 滋g/mL）的虎杖提取物干预人胰腺癌 Panc-1细胞，每

个处理组 8个重复，并分别以 PBS液为阴性对照。在收取细胞

测定结果前，向各孔中加入 10 mLCCK-8试剂，继续培养 4 h。

最后使用多功能酶标仪在 450 nm波长下检测待测样品的吸光

度值。计算虎杖提取物对各组 Panc-1细胞的抑制率，细胞抑制

率（%）=（1-实验组吸光度均值 /阴性对照组吸光度均值）×

100%。

1.4 流式细胞术检测细胞周期及凋亡

将 Panc-1 细胞以 1× 106个细胞 / 孔的密度接种到六孔

板，100 滋g/mL虎杖提取物处理 Panc-1，每个处理组 3个重复。

处理细胞 24 h后用胰酶消化，并用 PBS缓冲液洗涤 2次，活细

胞直接送样进行凋亡检测，而经 70％乙醇固定处理的细胞用

于流式细胞仪测细胞周期。

1.5 RT-qPCR、Western blot检测加药干预后 Panc-1 细胞中的

增殖、凋亡标志基因表达量

使用 Trizol试剂从 Panc-1细胞中提取总 RNA；用 Prime-

Script RT 试剂盒将 1000 ng 总 RNA 逆转录成 cDNA 用于

RT-qPCR，按照说明书使用 ABI Step One Plus实时 PCR系统

进行 RT-qPCR（引物序列见表一）。使用 RIPA试剂从 Panc-1

细胞中提取总蛋白质，加入总蛋白 1/4的 SDS上样缓冲液并在

98℃下煮沸 10 min使蛋白变性，上样前使用 BCA蛋白定量试

剂盒使蛋白浓度均一化。制作 SDS-PAGE凝胶每孔上样 20 滋L
蛋白，电泳，转 PVDF膜，5％脱脂奶粉封闭，一抗 4℃孵育过

夜，TBST缓冲液洗膜 3次，二抗常温孵育 2 h，洗膜 3次，最后

用 ECL发光液检测蛋白条带。

1.6 统计分析

本实验使用 SPSS 22.0版软件进行数据统计学分析。实验

数据基于每组至少 3个重复实验，测定结果表示为平均值±

SEM。t检验用来比较组间差异，单因素方差分析进行多组间的

差异比较，使用 P <0.01作为显著性标准（**）。

2 结果

2.1 虎杖提取物对 Panc-1细胞增殖的影响

CCK-8检测结果(图 1)显示:随着虎杖提取物浓度的增加，

虎杖提取物对 Panc-1细胞增殖的抑制率增加，表现为剂量依

赖性（P<0.01）。流式细胞术结果(图 2)显示，经 100 滋g/mL虎杖
提取物处理使得 Panc-1细胞阻滞在 G0/G1期，S期相对于对

照组显著降低（P<0.01），表明过表达虎杖提取物能够抑制
Panc-1细胞增殖。经 100 滋g/mL虎杖提取物处理，检测增殖标
志基因 PCNA, CDK2的 mRNA及蛋白水平，RT-qPCR，WB结

果(图 3)均显示处理组细胞 PCNA,CDK2水平相比对照组显著

下降（P<0.01），进一步表明虎杖提取物具有抑制 Panc-1细胞增

殖的作用。

2.2 虎杖提取物对 Panc-1细胞凋亡的影响

100 滋g/mL 虎杖提取物处理 PANC-1 细胞后，后利用

RT-qPCR，WB 技术检测凋亡标志基因 BAD、BAX 的表达水

平，结果(图 4)显示过处理组相对对照组 BAD、BAX的 mRNA
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图 2流式细胞仪检测虎杖提取物对胰腺癌 panc-1细胞的增殖影响(24 h)(a)对照组，（b）处理组

Fig.2 Flow cytometry detection of the effect of polygonum cuspidatum extract on the proliferation of pancreatic cancer panc-1 cells (24 h)

(a) control group, (b) treatment group

图 3 RT-qPCR及Western blot检测虎杖提取物对胰腺癌 panc-1细胞 PCNA、CDK2 mRNA(a)及蛋白水平(bc)表达的影响(24 h)

Fig.3 Effects of extracts of polygonum cuspidatum on the expression levels of PCNA, CDK2 mRNA(a) and protein(bc) in panc-1 cells of pancreatic

cancer by RT-qPCR and Western blot analysis (24 h)

及蛋白水平显著上升（P<0.01）。此外，流式细胞术凋亡结果显
示处理组细胞较对照组细胞表现出更高的凋亡迹象 (图 5)，这

进一步表明虎杖提取物能够促进 Panc-1细胞凋亡。

3 讨论

胰腺癌早期症状不明显，故发现较晚，且易转移、预后

差[15]。目前胰腺癌的治疗方主要是手术治疗、化疗及放疗，但具

有手术难度大、副作用高和放射敏感性低等缺点[16]。因其发病

隐匿，大多数患者症状明显时方来就诊，待确诊时已基本错过

手术切除的最佳时期。并且胰腺癌对放化疗不敏感，生物靶向

治疗及免疫治疗的疗效尚未确切，致患者后期生活质量差，生

存期较短[17]。因此，想要在胰腺癌治疗方面有所突破，探索新的

治疗方法及新型抗癌药物极为重要。近年来中医药与现代西医

配合，在胰腺癌的综合治疗中逐渐发挥独特的优势，对一些传

统中药的单体及的有效成分的作用机制进行探讨和研究逐步

开展，诸多实验结果也证明中药配合治疗胰腺癌是可行的，具

有一定的发展前景[18]。现今从天然药物中寻找新型抗胰腺癌药

物，并探寻新的抗胰腺癌药物作用靶点，制定更加合理的胰腺

癌治疗方案越来越受到人们的关注。

胰腺癌在中医诊断中没有一个明确规定的病名，但它总

归属于 " 癥瘕积聚 "、" 黄疸 "、"淬积 "、" 伏梁 "等病证的范

图 1虎杖提取物对胰腺癌 panc-1细胞增殖的抑制率，**表示差异显著

Fig.1 Inhibitory effect of polygonum cuspidatum extract on the

proliferation of pancreatic cancer panc-1 cells,

** indicates a significant difference.
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图 5流式细胞仪检测虎杖提取物对胰腺癌 panc-1细胞的凋亡影响(24 h) (a)对照组，（b）处理组，（c）细胞凋亡率统计

Fig.5 Flow cytometry detection of the effect of polygonum cuspidatum extract on the apoptosis of pancreatic cancer panc-1 cells (24 h) (a) control group,

(b) treatment group, (c) cell apoptosis rate statistics

图 4 RT-qPCR及Western blot检测虎杖提取物对胰腺癌 panc-1细胞 BAD、BAX mRNA(a)及蛋白(bc)水平表达的影响(24h)

Fig.4 RT-qPCR and Western blot analysis of effects of polygonum cuspidate extract on BAD, BAXmRNA(a)

and protein(bc) levels of pancreatic cancer panc-1 cells (24h)

畴[19]。胰腺癌病变主要归于肝、脾胃功能失调，肝气郁滞、饮食

不节、运化失司、湿毒内生、邪凝毒结形成肿块，故其中医治疗

多选疏肝理气、清热解毒、利湿退黄、消肿散结的药物，本次实

验所选的虎杖则为常选药物之一[20]。虎杖，学名为大花马齿苋，

为蓼科植物虎杖的干燥根茎和根，该药味微苦，性微寒，归肝、

胆、肺经，临床常被用于利湿退黄，清热解毒，散瘀止痛，止咳化

痰的功效。用于治疗湿热黄疸、淋浊、带下、风痹痛、痈肿疮毒、

水火烫伤、经闭、症瘕积聚、趺打损伤、肺热咳嗽等疾病[21]。研究
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证明虎杖与其他中草药组成配方可以较好地缓解各种癌症如

胰腺癌、胃癌、直肠癌、肺癌和妇科肿瘤等[22]。目前，中药以其

多靶点抗肿瘤效应成为肿瘤新药研究的热点。相关实验研究

发现，虎杖及其提取物均具有良好的抗肿瘤活性，可在体外和

动物体内发挥对肿瘤细胞的细胞毒作用，可抑制肿瘤组织

的生长 [23, 24]。本实验通过 CCK-8、流式细胞术、RT-qPCR及

Western blot 等细胞生物学手段探究了虎杖提取物对胰腺癌

Panc-1细胞的增殖、凋亡表型的影响，结果显示虎杖提取物能

够抑制胰腺癌细胞在体外的增殖并促进其凋亡，这与之前大量

实验研究表明虎杖提取物抑癌功能相一致，同时也为虎杖提取

物在胰腺癌进展中发挥的作用提供了新的证据。虎杖中两大主

要成分白藜芦醇（3,4',5-三羟基二苯乙烯）和大黄素（蒽醌类）

均已被证明有较好的抗肿瘤作用，其作用机制与抑制细胞增

殖，诱导细胞凋亡、抑制血管生成及细胞转移有关[25，26]。白藜芦

醇在大量的研究中证明其有多个细胞内靶点影响细胞增殖、凋

亡、侵袭及转移，从而调控胰腺肿瘤细胞的生长周期[27-30]。现代

药理研究证明大黄素可以抑制肿瘤细胞的生长，控制细胞的凋

亡[31]。并且相关研究已证明，大黄素配合吉西他滨，治疗胰腺癌

的效果会显著增加。这也提示了中医药与现代医学结合对胰腺

癌的治疗是一个新的突破口[32]。尽管如此，虎杖提取物参与胰

腺癌进展的机制仍然不清楚，具体哪种有效成分参与信号通路

的确切位点有待进一步研究。

然而，虎杖提取物参与胰腺癌进展的机制仍然不清楚，具

体哪种有效成分参与信号通路的确切位点有待进一步研究。
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