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蝙蝠葛酚性碱对 BxPC-3裸鼠移植瘤 Ptch1、Smo蛋白表达的影响 *
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摘要 目的：通过观察蝙蝠葛酚性碱（Phenolic alkaloids from Menisphermum dauricum PAMD）对胰腺癌细胞株 BxPC-3裸鼠移植瘤

的抑制情况，及其对裸鼠移植瘤 Hedgehog信号通路中关键分子膜受体 Patched 1(Ptch1)、偶联受体 Smothened(Smo)基因、蛋白表

达的影响，探讨其作用机制。方法：将 30只裸鼠随机选择 6只作为空白对照组，其余 24只裸鼠接种人源性胰腺癌细胞株 BxPC-3

细胞 24小时后，随机分为 4组：模型组、5-氟尿嘧啶组（5-FU）、PAMD高、低剂量组，每组 6只。连续给药 3周后，取出肿瘤组织进

行抑瘤率计算，行免疫组化（IHC）、实时定量 PCR和Western blot三种方法检测裸鼠移植瘤组织中 Ptch1、Smo基因及蛋白的表达

影响。结果：① 抑瘤率：PAMD低、高剂量组和 5-FU组与模型组比较，对胰腺癌裸鼠移植瘤均有不同程度的抑制作用，抑瘤率分别

为 36.14%、55.88%和 30.88%，具有统计学意义（P<0.05）。其中以 PAMD高剂量组治疗效果最好，差异具有极显著统计学意义

（P<0.01）。② 免疫组化：模型组与各治疗组比较，Ptch1和 Smo蛋白均呈现高表达，而各治疗组 Ptch1蛋白和 Smo蛋白表达均出现

不同程度的下调，差异具有统计学意义（P<0.05）；同组 Ptch1和 Smo蛋白相互之间具有相同的表达趋势，其中 PAMD高剂量组

Ptch1和 Smo蛋白表达下调最明显，差异有极显著的统计学意义（P<0.01）。③ 实时定量 PCR：PAMD低、高剂量组与模型组比较，

Ptch1蛋白相对表达量均有不同程度的降低，差异具有极显著统计学意义（P＜0.01）；而 Smo蛋白表达量降低但不明显，差异具有

统计学意义（P<0.05），其中以 PAMD高剂量组表达效果最明显，差异具有极显著的统计学意义（P<0.01）。④ Western blot结果与上

述趋势相一致。结论：PAMD可通过降低 Hedgehog信号通路中 Ptch1、Smo关键蛋白的含量，诱导肿瘤细胞发生凋亡，从而起到抑

制 BxPC-3裸鼠移植瘤的生长，延缓胰腺癌的发生发展。

关键词：蝙蝠葛酚性碱；Ptch1；Smo；Hedgehog信号通路

中图分类号：R-33；R735.9；R285.5 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）11-2042-06

Effects of Phenolic Alkaloids from Menisphermum Dauricumon
on the Expression of Ptch1 and Smo Proteins in Pancreatic Cancer

Cell Line BxPC-3 in Nude Mice*

To observe the inhibition of pancreatic cancer cell line BxPC-3 xenografts in nude mice by phenolic alka-

loids from Menisphermum dauricum (PAMD), and to influence the key molecules of membrane receptor Ptch1, and coupled receptor

Smo, and protein expression in hedgehog signaling pathway in nude mice. Besides, their mechanism of action was explored.

Six nude mice were selected randomly as blank control group among thirty nude mice. The other 24 nude mice were inoculated with hu-

man pancreatic cancer cell line BxPC-3 for 24 hours. They were randomly divided into 4 groups: model group, 5-fluorouracil (5-FU)

group, PAMD high and low dose groups, 6 in each group. After 3 weeks of continuous administration, the tumor tissues were taken out

for tumor inhibition rate calculation. Immunohistochemistry (IHC), real-time quantitative PCR and Western blot were used to detect the

expression of Ptch1 and Smo genes in nude mice. 1. Tumor inhibition rate: PAMD low, high dose group and 5-FU group com-

pared with the model group, had different degrees of inhibition on pancreatic cancer xenografts in nude mice, the tumor inhibition rates

were 36.14%, 55.88% and 30.88 %, respectively, the difference was statistically significant (P<0.05). Among them, the high-dose PAMD

group had the best effect, and the difference was statistically significant(P<0.01). 2. Immunohistochemistry: Compared with the treatment
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group, the expression of Ptch1 and Smo protein in the model group was high, while the expression of Ptch1 protein and Smo protein in

each treatment group were down-regulated in different degrees, the difference was statistically significant (P<0.05); The Ptch1 and Smo
proteins in the same group had the same expression trend. The expression of Ptch1 and Smo protein in the high dose group of PAMD was

the most obvious, and the difference was statistically significant (P<0.01). 3. Real-time quantitative PCR: Compared with the model

group, the relative expression of Ptch1 protein in PAMD low and high dose groups decreased to different degrees, the difference was sta-

tistically significant (P<0.01); while the expression of Smo protein decreased but not obvious. The difference was statistically significant
(P<0.05). The expression of PAMD high dose group was the most obvious, and the difference was statistically significant (P<0.01). 4. West-

ern blot results are consistent with the above trends. PAMD can induce the apoptosis of tumor cells by reducing the content

of Ptch1 and Smo in the hedgehog signaling pathway, thereby inhibiting the growth of BxPC-3 xenografts in nude mice and delaying the

development of pancreatic cancer.

PAMD; Ptch1; Smo; Hedgehog signaling pathway

前言

胰腺癌在临床诊断和治疗都非常困难[1]，它是一种恶性程

度较高的消化道恶性肿瘤[2-5]，其发生率和死亡率均较高[6-10]，大

约有 90%的发病部位为腺管上皮的导管内。其发病率在近几年

呈现上升趋势[11-14]，该肿瘤的发生发展和演进转移是多器官、多

系统、多基因参与的复杂病变过程。而阻断肿瘤细胞的信号传

导通路，破坏肿瘤细胞生长调节机制，有效抑制其增殖分化已

成为近几年来选择肿瘤研究的热点 [15-18]。Wieschaus和 Nus-

slein-Volhard在十八世纪末期发现 Hedgehog信号通路，而调

控该通路的关键性因子是在果蝇中发现的[12-15]，其主要有由三

大组成部分：Hh 配体蛋白、2 个跨膜受体 Patched（Ptch）和

Smoothened（Smo）构成的受体复合物以及下游 G1i家族。该信

号通路对胚胎中发育的动物组织、器官生长形成和形态结构等

方面均有极其重要的影响作用。还有研究发现该信号通路的异

常激活常与多种恶性肿瘤的发生有着紧密的联系[19-22]。

蝙蝠葛酚性碱（Phenolic alkaloids from Menisphermum dau-

ricu，PAMD）是在防己科植物北豆根提取出的多种脂溶性生物

碱的混合物，具有抗心律失常、抗心肌缺血、降压、脑缺血的保

护等作用。近年来有学者研究发现蝙蝠葛酚性碱具有很好的抗

肿瘤作用。本文通过观察蝙蝠葛酚性碱对胰腺癌细胞株 Bx-

PC-3裸鼠移植瘤 Ptch1、Smo蛋白表达影响，探讨其发生机制。

1 材料和方法

1.1 仪器及设备

电子天平（英国 AL204，METTLEY TOLEDO）；离心机

Centrifuge（德国 BECKMAN COULTER）；双目显微镜（德国

Leica公司）；超净工作台（苏州博莱尔净化设备有限公司）；电

热鼓风干燥箱（常州华冠仪器）；微量加样器（上海荣泰生化工

程有限公司）；电镜（日立 HITACHI7700）。

1.2 实验动物与瘤株

SPF级 4-6周（W）龄 BALB/c雌性裸鼠 30只，来源：许可

证号码：SCXK（沪）2012-0002；上海斯莱克动物实验有限公司。

细胞株：人源性胰腺癌细胞株 BxPC-3（用生理盐水调整至

细胞浓度为 5× 106个 /mL），来源：上海生命科学院细胞资源中心。

1.3 药物和主要试剂

受试药：蝙蝠葛酚性碱（PAMD）（黑龙江中医药大学）。阳

性对照药：5-氟尿嘧啶（5-FU）：Sigma公司。苏木素（北京迈新

生物技术有限公司）；兔抗人 Ptch1多克隆抗体（美国 abcam公

司）；兔抗人 Smo多克隆抗体（美国 abcam公司）；小牛血清（购

自杭州四季青生物工程材料有限公司）；胰蛋白酶（Gibco分装

伯安生命技术有限公司）。

1.4 动物模型建立

1.4.1 建立胰腺癌 BxPC-3裸鼠移植瘤模型 将胰腺癌细胞株

BxPC-3快速放在 37℃水中迅速融化（1min之内），2000 rpm、

10 min离心，弃掉冻存液。然后用 10倍冰冷的 RPMI1640完全

培养液将离心后的细胞株进行冲洗 1次，之后将其接种在培养

瓶当中，待细胞贴壁之后再更换培养液。接种的胰腺癌细胞株

需要放在 5% CO2、37℃的培养箱中培养，每两天换一次培养

液，并观察肿瘤细胞的生长情况。当瘤细胞长成单层之后，需要

用胰酶进行消化与传代。当肿瘤细胞快速生长至对数期时，收

集细胞，并将 RPMI1640完全培养基配制成浓度为 5× 106个

/mL的细胞悬液，备用。然后对裸鼠皮肤进行常规消毒，将瘤细

胞接种至裸鼠的右腋皮下，按每只 0.2 mL接种（约含有瘤细胞

1× 106个）。在接种 7-10天后，发现在裸鼠右腋部皮下出现扁

平或是椭圆形的包块，并且随着时间的推移而增大。除空白对

照组，其他各组均按上述操作进行接种瘤株。

1.4.2 分组与给药 除空白对照组以外，每只裸鼠腋窝皮下接

种 0.2 mL BxPC-3细胞，接种 24小时后将 24只裸鼠随机分为

4组并给药：模型组，同等容积的生理盐水灌胃；5-FU组，腹腔

注射 5-氟尿嘧啶 20 mg/kg；PAMD高剂量组，腹腔注射 PAMD

20 mg/kg；PAMD低剂量组：腹腔注射 PAMD 10 mg/kg。连续给

药三周后取出肿瘤组织进行各项指标检测。

1.4.3 取材 在裸鼠接种肿瘤细胞的 24小时后，对各治疗组

进行灌胃、腹腔注射给药，连续给药 3周，于停止用药后的第二

天称量小鼠体重，摘取眼球取血（血清备用后续蛋白检测），并

颈椎脱臼处死裸鼠。然后对裸鼠皮肤消毒，将其放置超净工作

台上按无菌操作剥离瘤块，剔除其表面的纤维包膜和坏死组

织，放在 10%的中性福尔马林溶液中固定 24 h。放在分析天平

上称取瘤组织的重量。

1.4.4 指标检测及抑瘤率
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抑瘤率（%）=对照组平均瘤重 -实验组平均瘤重
对照组平均瘤重

× 100%

按照上述公式对取出的肿瘤组织进行抑瘤率计算，空白对

照组和各治疗组与模型组之间的肿瘤生长变化情况。

1.4.5 免疫组化方法 将 30只裸鼠颈椎脱臼处死，取肿瘤组

织用 10%中性福尔马林进行固定 2-4小时，然后进行酒精梯度

脱水，置换组织中水分。在二甲苯中浸泡 20-30 min后，依次进

行浸蜡、包埋、组织切片、冲洗、微波修复等一系列过程，用 3%

H2O2阻断内源性的过氧化物酶，PBS冲洗 3次，3 min/次。按照

说明说明滴入一抗、二抗后再冲洗。DBA显色，苏木素染色 5min、

酒精梯度脱水、树脂胶封片。根据抗原抗体特异性结合原理，会

使免疫复合物沉积部位及免疫反应强度在光学显微镜下观察

Ptch1、Smo蛋白表达阳性颗粒的表达情况。于 400× 镜下拍照。

1.4.6 Real-time PCR法 首先按照 Trizol试剂盒说明提取

总 RNA，再根据总 RNA进行反转录成为 cDNA，最后再进行

Real-time PCR分析。

1.4.7 Western blot法 先对裸鼠肿瘤组织进行剪碎并研磨，

半小时后，放入 1.5 mL EP管中，12000 rpm，离心 5 min，对上层

清夜进行提取，并采用 BCA定量微孔板法孵育，运用酶标仪计

算蛋白浓度。按照实验步骤进行 SDS-PAGE电泳试验，然后转

膜、封闭，再进行一抗、二抗孵育，最后显影液定影。

1.5 统计学分析

所获数据经检测均符合正态分布和方差齐分析，数据分析

采用 Spss19.0 for Windows 统计学软件进行分析处理，以均

数± 标准差（x± s）表示。以 <0.05具有统计学意义；P<0.01具
有显著性差异。

2 结果

2.1 PAMD对 BxPC-3荷瘤裸鼠瘤组织的影响

实验结果表明：PAMD低、高剂量组和 5-FU组与模型组比

较，对胰腺癌裸鼠移植瘤均有不同程度的抑制作用，抑瘤率分

别为 36.14%、55.88%和 30.88%，具有统计学意义（P<0.05）。其
中以 PAMD高剂量组治疗效果最好，差异有极显著的统计学

意义（P<0.01），见表 1。

Note: The tumor weight is compared with the model group: ★ P<0.05; ★ ★ P<0.01.

表 1 PAMD对人胰腺癌 BxPC-3裸鼠体内抑瘤实验结果（x± s，n=6）
Table 1 Results of anti-tumor effect of PAMD on human pancreatic cancer BxPC-3 in nude mice (x± s, n=6)

Groups Dose（mg·kg-1） Tumor weight（g） Tumor inhibition rate (%)

Blank control group Equal volume 0.00± 0.00 --

Model group Equal volume 0.4000± 0.0528 --

5-FUgroup 20.00 0.2765± 0.0479★ 30.88

PAMD Low dose group 10.00 0.2555± 0.1223★ 36.14

PAMD High dose group 20.00 0.1765± 0.0588★ ★ 55.88

2.2 PAMD对 BxPC-3裸鼠瘤组织 Ptch1表达的影响

实验数据表明，各治疗组与模型组比较，Ptch1的表达呈不

同程度降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；但 PAMD高、低

剂量组与模型组比较，Ptch1的表达有明显的不同，差异有极显

著的统计学意义（P<0.01）。见表 2、图 1。

Note: Compared with the model group: ★ P<0.05, ★ ★ P<0.01; compared with 5-FU group: ☆ P<0.05, ★ P<0.01.

表 2 PAMD对 BxPC-3裸鼠瘤组织 Ptch1、Smo表达的影响（x± s，n=6）
Table 2 Effect of PAMD on Ptch1 and Smo expression in BxPC-3 nude mice (x± s, n=6)

Groups Dose（mg·kg-1） IOD value(Ptch1) IOD value(Smo)

Model group Equal volume 301297.54± 19296.82 366647.80± 41410.54

5-FU group 20.00 277324.38± 21564.48★ 289124.66± 34437.22★ ★

PAMD low dose group 10.00 126395.30± 14260.28★ ★ ★ 162763.17± 26106.22★ ★ ☆

PAMD high dose group 20.00 148029.71± 19539.00★ ★ ★ 139199.43± 30414.99★ ★ ★

2.3 PAMD对 BxPC-3荷瘤裸鼠瘤组织 Smo表达的影响

与模型组比较，PAMD治疗组 Smo的表达明显降低，差异

显著具有统计学意义（P<0.01）。与 5-FU组比较，PAMD低剂量

组中 Smo表达降低，具有显著统计学意义（P<0.05），PAMD高

剂量组 Smo表达差异明显，具有极显著的统计学意义（P<0.01）。
见表 2、图 2。

2.4 PAMD对人胰腺癌 BxPC-3裸鼠移植瘤 Ptch1蛋白表达的

定性、定量分析

定性分析：结果见图 3（GAPDH为甘油酸 -3-磷酸脱氢酶，

作为内标蛋白），其中 PAMD高、低剂量组及 5-FU组的 Ptch1

蛋白表达与模型组比较，均有不同程度地下降。

定量分析：模型组中 Ptch1蛋白的表达增高，而 PAMD治

疗组和 5-FU组与之比较，Ptch1蛋白相对表达量均有不同程度

的降低，差异具有极显著统计学意义（P＜0.01）；与 5-FU组比

较，PAMD低剂量组 Ptch1蛋白表达较低，差异有显著的统计

学意义（P<0.05），PAMD高剂量组 Ptch1表达低，差异有极显

著的统计学意义（P＜0.01）；而 PAMD高剂量与低剂量相比较，

Ptch1蛋白表达差异具有显著的统计学意义（P <0.05）。见表 3。
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Note: Compared with the model group: ★ P<0.05, ★ ★ P<0.01; compared with 5-FU group: ☆ P<0.05, ★ P<0.01; PAMD high dose group compared with low

dose group, ◇ P<0.05.

图 1 PAMD对 BxPC-3裸鼠瘤组织 Ptch1蛋白的表达

Fig. 1 Expression of Ptch1 protein in BxPC-3 nude mouse tumor tissue by PAMD

图 2 PAMD对 BxPC-3荷瘤裸鼠瘤组织 Smo表达的影响

Fig.2 Effect of PAMD on the expression of Smo in BxPC-3 tumor-bearing nude mice

图 3 GAPDH和 Ptch1蛋百表达

Fig.3 Expression of GAPDH and PTCH1

注：MYDG分别代表模型对照组、5-FU组、PAMD低剂量组、PAMD高

剂量组。

Note: MYDG stands for model group, 5-FU group, PAMD low dose group,

PAMD high dose group.

2.5 PAMD对人胰腺癌 BxPC-3裸鼠移植瘤 Smo蛋白表达的

定性、定量分析

定性分析：见图 4（GAPDH为甘油酸 -3-磷酸脱氢酶，作为

内标蛋白），模型组 Smo蛋白表达显著升高，而 PAMD治疗组

与模型组比较，Smo蛋白的表达不同程度的下降。

定量分析：模型组 Smo蛋白表达异常增高，而 PAMD各治

疗组 Smo蛋白的表达量与之相比较均有降低，差异具有统计

学意义（P<0.05），其中以 PAMD高剂量组表达效果最好，具有

极显著的统计学意义（P<0.01）。见表 3。

图 4 GAPDH和 Smo蛋百表达

Fig.4 Expression of GAPDH and smo

注：MYDG分别代表模型对照组、5-FU组、PAMD低剂量组、PAMD高

剂量组

Note: MYDG stands for model group, 5-FU group, PAMD low dose group,

PAMD high dose group

表 3 PAMD对胰腺癌 BxPC-3裸鼠移植瘤 Ptch1、Smo蛋白表达影响（x± s，n=6）
Table 3 Effect of PAMD on Ptch1 and Smo protein expression in pancreatic cancer BxPC-3 xenografts in nude mice (x± s, n=6)

Groups dose（mg·kg-1）
Ptch1Relative expression

IODPtch1/IODGAPDH

Smo Relative expression

IODSmo/IODGAPDH

Model group - 1.3761± 0.0995 0.8241± 0.0159

5-FU group 20.00 0.9900± 0.0392★ ★ 0.5725± 0.1063

PAMD low dose group 10.00 0.8257± 0.0682★ ★ ☆ 0.5971± 0.0715★

PAMD high dose group 20.00 0.6029± 0.1127★ ★ ★ ◇ 0.4952± 0.0606★ ★

2.6 PAMD 对 BxPC-3 裸鼠瘤组织 Ptch1 mRNA、Smo mRNA

表达的影响

PAMD各治疗组 Ptch1mRNA的表达量与模型组比较，均

有降低，差异具有极显著的统计学意义（P<0.01）；其中 PAMD

高剂量组与 PAMD低剂量组比较，差异具有统计学意义（P<0.
05）。提示：PAMD高剂量组治疗效果最好。PAMD治疗组与

5-FU组相比较，Ptch1mRNA表达降低，差异具有极显著的统

计学意义（P<0.01）。见表 4。

实验数据表明，PAMD各治疗组 Smo mRNA的表达与模

型组比较，差异有极显著的统计学意义（P<0.01）；其中 PAMD

高、低剂量组相比较，以 PAMD高剂量组治疗效果最好，差异

具有统计学意义（P<0.05）；与 5-FU组相比较，PAMD低剂量组
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Note: Compared with the model group: ★ ★ P<0.01; compared with 5-FU group:★ P<0.01; PAMDhigh-dose group compared with low-dose group;◇ P <0.05.

SmomRNA蛋白表达较低，差异具有显著地统计学意义（P<0.05），
而 PAMD高剂量组蛋白表达明显，差异具有极显著的统计学

意义（P<0.01）。见表 5。

表 4 PAMD对 BxPC-3荷瘤裸鼠瘤 Ptch1 mRNA表达的影响（x± s，n=6）
Table 4 Effect of PAMD on Ptch1 mRNA expression in BxPC-3 tumor-bearing nude mice (x± s, n=6)

Groups △ CT △ △ CT Ptch1 mRNA 2-△ △ CT

Model group 0.93± 0.33 -0.00± 0.33 1.0196± 0.2118

5-FU group 1.09± 0.47 0.16± 0.47 0.9274± 0.2641

PAMD low dose group 3.75± 0.61 2.83± 0.61 0.1504± 0.0564★ ★ ★

PAMD high dose group 4.90± 0.25 3.98± 0.25 0.0644± 0.0118★ ★ ★ ◇

Note: Compared with the model group: ★ ★ P<0.01; compared with 5-FU group: ☆ P<0.05, ★ P<0.01; PAMD high-dose group compared with low-dose

group, ◇ P<0.05.

表 5 PAMD对 BxPC-3荷瘤裸鼠瘤 Smo mRNA表达的影响（x± s，n=6）
Table 5 Effect of PAMD on Smo mRNA expression in BxPC-3 tumor-bearing nude mice (x± s, n=6)

Groups △ CT △ △ CT Smo mRNA expression 2-△ △ CT

Model group 4.77± 0.23 -0.00± 0.23 1.0101± 0.1550

5-FU group 5.04± 0.71 0.27± 0.71 0.9022± 0.3696

PAMD low dose group 6.70± 0.44 1.93± 0.44 0.2725± 0.0877★ ★ ☆

PAMD high dose group 8.04± 0.27 3.27± 0.27 0.1055± 0.0213★ ★ ★ ◇

3 讨论

Hedgehog（Hh）信号通路最早是在果蝇中发现的[18]，该通路

对细胞胚胎发育和干细胞功能维持等方面都有重要的作用。它

是一个非常保守的信号通路，主要含有 Hh配体蛋白、2个跨膜

受体 Patched（Ptch）和 Smoothened（Smo）所构成的受体复合

物、下游的核转录因子 G1i家族（G1i1、G1i2、G1i3）等[20]。有研

究发现，蝙蝠葛酚性碱对于胰腺癌的治疗有一定的疗效，通过

与人类肿瘤发生发展有关，参与肿瘤的增殖与分化，并且与起

调节作用的 Hedgehog信号通路有密切关系 [21-23]。而 Patched

（Ptch）蛋白和 Smoothened（Smo）蛋白是这个信号通路上的关

键位点[24]。Ptch是 Hh信号通路的核心蛋白，位于细胞膜上的膜

蛋白受体，其主要定位于第 9号染色体长臂 22区，长度约为

50k，其中至少含有 23个外显子。同时 Ptch也是一种具有 12

次跨膜结构域的膜蛋白，其中包含 1个细胞内结合域和 2个细

胞外结合域 [25]。在人类的基因组中，Ptch存在两种同源基因：

Ptch1和 Ptch 2[26-30]，它们有 73%的相似度，并且在跨膜结构域

上具有双重功能：与 Shh配体结合和抑制 Smo蛋白的产生。在

Hh信号通路中表达过程中，Ptch蛋白的表达非常广泛。当其表

达出现异常或功能性 Ptch等位基因出现沉默、突变、缺失以及

甲基化等情况时，都可能激活 Hh信号通路，激活肿瘤发生，成

为关键的蛋白。当它发生突变时，对 Smo失去抑制作用，此时

Hh通路被异常激活，Smo蛋白就会下游的转录因子 Gli进行

激活，从而引起 Hh通路靶基因激活，诱发肿瘤发生。

跨膜蛋白 Smo（Smoothened protein）是细胞膜上含有 7次

跨膜结构域的膜蛋白，由 1024个氨基酸组成，作为关键成分存

在于 Hh信号转导通路中，同时在信号传导过程中起桥梁作

用[10]。Smo蛋白的主要功能：细胞内 Shh信号的传导；对靶基因

的激活[10]。正常情况下，当 Hh蛋白缺失时，膜蛋白 Smo的活性

就会被 Ptch抑制，从而使其对下游的转录因子 Gli的活化状态

进行控制。当 Ptch1缺失时，Smo还可以促进 Hh信号通路下游

成分的激活，因此称之为正性调节因子[26-30]。

本文通过免疫组化法测试胰腺癌细胞株 BxPC-3裸鼠移植

瘤 Ptch1、Smo两种蛋白的表达情况。免疫组化检测结果显示：

以细胞膜或细胞浆中出现棕黄色或棕褐色颗粒染色为阳性细

胞，各治疗组与模型组相比计较，两种蛋白的表达情况都有不

同程度的下降，其中 PAMD高、低剂量组与模型组相比较，差

异具有极显著的统计学意义（P<0.01）。由此提示 PAMD对 Hh

信号传导通路具有抑制作用，对该通路关键的蛋白表达产生抑

制作用从而抑制肿瘤的生长与增殖分化，产生抗肿瘤的作用。

通过 Real-time PCR法和Western blot法检测 PAMD对 Hedge-

hog信号通路相关基因表达的影响，结果显示：在 PAMD高、低

剂量组与模型组组比较，Ptch1与 Smo两蛋白表达水平均有不

同程度的降低或者呈弱阳性，PAMD高剂量组降低明显，差异

有极显著的统计学意义（P<0.01）。而 PAMD高、低剂量组与

5-FU组相比较，其中 PAMD高剂量组在 mRNA和蛋白的表达

水平中较好，差异具有极显著的统计学意义（P<0.01），说明了
PAMD对体内肿瘤细胞的生长产生明显的抑制作用，而且可能

是通过抑制 Hh信号通路中关键成员 Ptch1、Smo蛋白的活性，

来进一步阻断信号通路向细胞内传递信息。从基因水平分析，

PAMD可以降低 PtchmRNA、SmomRNA蛋白，诱导肿瘤细胞

发生凋亡，从而抑制肿瘤细胞生长增殖，发挥抗肿瘤作用。

本文研究结果证明：PAMD对胰腺癌细胞株 BxPC-3裸鼠

移植瘤具有抑制作用，可以减少 Ptch1和 Smo蛋白的表达，提

示蝙蝠葛酚性碱对治疗胰腺癌有一定的治疗作用。
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