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摘　 要　 目的:验证大黄素联合甲磺酸阿帕替尼通过上调血管紧张素转换酶 2(ACE2) -血管紧张素(1-7)[Ang(1-7)] -Mas 受体轴

抑制胰腺癌细胞增殖的作用及机制。 方法:采用四甲基偶氮唑盐(methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium,
 

MTT)比色法检测大黄素、甲磺酸阿

帕替尼以及联合用药(大黄素+甲磺酸阿帕替尼)对胰腺癌 PANC-1 细胞增殖能力的影响,以空白处理作为对照。 采用酶联免疫

吸附试验测定细胞上清液白细胞介素 6( IL-6)、Ang(1-7)水平。 采用 Western
 

blot 法和免疫荧光方法检测各实验组细胞 ACE2、
Mas 受体蛋白表达情况。 结果:加药干预细胞后,大黄素组细胞抑制率为 11. 72%,甲磺酸阿帕替尼组的抑制率为 15. 94%,联合用

药组的抑制率为 28. 84%,联合用药组显著高于单药组,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 甲磺酸阿帕替尼组 IL-6 水平明显低于

大黄素组,联合用药组明显低于大黄素组及甲磺酸阿帕替尼组;与 IL-6 相反,大黄素组、甲磺酸阿帕替尼组及联合用药组的

Ang(1-7)水平明显高于对照组,其中联合用药组最高,上述差异均有统计学意义(P<0. 01)。 Western
 

blot 法及免疫荧光方法检测

结果表明,大黄素组及甲磺酸阿帕替尼组 ACE2 及 Mas 受体蛋白表达水平高于对照组,联合用药组表达最高。 结论:大黄素及甲

磺酸阿帕替尼单药通过上调 ACE2-Ang(1-7) -Mas 受体轴抑制胰腺癌细胞增殖,两药联合应用具有协同效应。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

verify
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

emodin
 

combined
 

with
 

apatinib
 

mesylate
 

in
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

cells
 

by
 

up-regulating
 

the
 

angiotensin
 

converting
 

enzyme
 

2
 

( ACE2)-
Angiotensin(1-7)[ Ang(1-7)]-Mas

 

receptor.
 

METHODS:
 

Methyl
 

Thiazolyl
 

Tetrazolium
 

( MTT)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

emodin,
 

apatinib
 

mesylate
 

and
 

drug
 

combination
 

( emodin
 

+
 

apatinib
 

mesylate)
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

PANC-1
 

cells.
 

Without
 

medicine
 

were
 

took
 

as
 

the
 

control.
 

Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

6
 

(IL-6)
 

and
 

Ang(1-7)
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant.
 

Western
 

blot
 

method
 

and
 

immunofluorescence
 

method
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

ACE2
 

and
 

Mas
 

receptor
 

protein
 

in
 

each
 

experimental
 

group.
 

RESULTS:
 

After
 

intervention,
 

the
 

cell
 

inhibition
 

rate
 

of
 

the
 

emodin
 

group,
 

apatinib
 

mesylate
 

group
 

and
 

drug
 

combination
 

group
 

was
 

respectively
 

11. 72%,
 

15. 94%
 

and
 

28. 84%,
 

the
 

drug
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

single
 

drug
 

group,
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0. 05).
 

The
 

level
 

of
 

IL-6
 

in
 

the
 

apatinib
 

mesylate
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

emodin
 

group,
 

and
 

that
 

in
 

the
 

drug
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

emodin
 

group
 

and
 

the
 

apatinib
 

mesylate
 

group.
 

In
 

contrast
 

to
 

the
 

level
 

of
 

IL-6,
 

Ang(1-7)
 

in
 

the
 

emodin
 

group,
 

apatinib
 

mesylate
 

group
 

and
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

the
 

drug
 

combination
 

group
 

had
 

the
 

highest
 

Ang(1-7),
 

with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0. 01).
 

The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

ACE2
 

and
 

Mas
 

receptor
 

protein
 

in
 

the
 

emodin
 

group
 

and
 

apatinib
 

mesylate
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

ACE2
 

and
 

Mas
 

receptor
 

protein
 

in
 

the
 

drug
 

combination
 

group
 

were
 

the
 

highest.
 

CONCLUSIONS:
 

The
 

monotherapy
 

of
 

emodin
 

and
 

apatinib
 

mesylate
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

of
 

pancreatic
 

cancer
 

cells
 

by
 

up-regulating
 

the
 

ACE2-Ang(1-7)-
Mas

 

receptor
 

axis,
 

and
 

the
 

combination
 

of
 

two
 

drugs
 

has
 

a
 

synergistic
 

effect.
KEYWORDS　 Emodin;

 

Apatinib
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cancer;
 

Angiotensin
 

converting
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2;
 

Angiotensin(1-7)
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　 　 胰腺癌是恶性度较高的恶性肿瘤之一,2018 年全球范围

内报告了 458
 

918 例胰腺癌新病例,预计至 2040 年将出现

355
 

317 例新病例[1] 。 尽管在胰腺癌的检测和治疗方面取得

了进展,但患者 5 年生存率仍然只有 9%。 甲磺酸阿帕替尼是

我国独立研发的抑制肿瘤新生血管形成的靶向治疗药物,其
不仅具有抑制肿瘤新生血管形成的作用,还有抑制肿瘤细胞

增殖的作用[2] 。 本研究拟通过观察大黄素、甲磺酸阿帕替尼

以及上述 2 种药物联合应用对胰腺癌细胞增殖能力的影响,
探讨其作用机制。
1　 材料
1. 1　 细胞株

胰腺癌 PANC-1 细胞株购自江苏凯基生物技术股份有限

公司,于含 10%胎牛血清的 1640 培养基传代培养,当细胞处

于对数生长期时开始进行实验。
1. 2　 药物与试剂

实验所用大黄素购于美国 Sigma 公司;甲磺酸阿帕替尼购

自江苏恒瑞公司;胎牛血清购自 ExCell 公司;1640 培养基购自

Hyclone 公司。
1. 3　 仪器

XD-101 型 CO2 培养箱(日本 SANYO 公司);IX51 型生物

倒置显微镜(日本 OLYMPUS 公司);80-2 型台式低速离心机

(上海医疗器械股份有限公司医疗设备厂);WH-2 型振荡器

(上海沪西分析仪器厂); UV-2450 型紫外光度仪 ( 日本

SHIMADZU 公司);ELx800 型酶标仪(美国 BioTek 公司)。

2　 方法
2. 1　 分组

本研究共分为对照组、甲磺酸阿帕替尼组、大黄素组及联

合用药组(大黄素+甲磺酸阿帕替尼)。 实验药物按照特定浓

度分别溶于含 10%胎牛血清的 1640 培养基,对照组为不含药

物的培养基。
2. 2　 四甲基偶氮唑盐(methyl

 

thiazolyl
 

tetrazolium,MTT)法
检测细胞活力

将胰腺癌 PANC-1 细胞铺于 96 孔板内,每孔注入细胞悬

液 50
 

μl(约含 1×104 个细胞),加入 1640 培养液 50
 

μl。 待细

胞充分贴壁后进行分组实验。 作用 72
 

h 后,每孔加入 MTT
 

20
 

μl,37
 

℃ 孵育 4
 

h 后吸出上清液,每孔加入二甲基亚砜
 

150
 

μl 震荡约 10
 

min,测量波长为 490
 

nm 处的吸光度( OD),
计算细胞增殖率[3] 。
2. 3　 酶联免疫吸附 ( enzyme

 

linked
 

immunosorbent
 

assay,
ELISA)方法测定白细胞介素 6 ( IL-6)、血管紧张素 ( 1-7)
[Ang(1-7)]的表达

分别收集四组细胞的上清液进行检测,选取美国 Rapid
 

Bio 公司 ELISA 试剂盒,按照试剂盒使用说明书检测 IL-6、
Ang(1-7)水平[4] 。
2. 4　 Western

 

blot 法检测胰腺癌细胞内血管紧张素转换酶 2
(ACE2)、Mas 受体蛋白表达水平

将细胞接种于 6 孔板,待细胞贴壁后,按照不同干预组给

药处理,置于 37
 

℃温箱孵育 24
 

h。 按照经典 Western
 

blot 检测

方法,提取细胞总蛋白,测定蛋白浓度,每样品上样 30
 

g,进行

蛋白电泳,电转移到 PVDF 膜上,封闭后顺序加 ACE2、Mas、
GAPDH 一抗(1 ∶1

 

000)及二抗(1 ∶5
 

000),到达反应时间后,检
测杂交信号,计算蛋白含量[5] 。
2. 5　 免疫荧光细胞化学法测定 ACE2、Mas受体蛋白表达情况

将胰腺癌细胞接种至 6 孔板中,待其生长融合度达 85%
时,更换为无血清培养基继续培养 24

 

h,然后进行免疫荧光细

胞化学染色,观察 ACE2、Mas 受体蛋白表达情况,用激光共聚

焦显微镜观察并摄取荧光图像[5] 。
2. 6　 统计学方法

数据均采用 SPSS
 

17. 0 统计软件进行分析,正态分布者通

过两独立样本 t 检验,偏态分布者采用秩和检验;各测定值结

果以均数±标准差表示,P<0. 05 认为有统计学意义。
3　 结果
3. 1　 大黄素、甲磺酸阿帕替尼以及联合用药对 PANC-1 细胞

增殖能力的影响

分别用不同浓度的大黄素(12. 5、25、50、100 及 200
 

μmol / L)
对 PANC-1 细胞进行处理,检测结果显示,大黄素及甲磺酸阿帕

替尼单药刺激 PANC-1 细胞,其抑制增殖能力均呈现剂量依赖

性,见图 1。 根据半数抑制浓度( IC50 ),选择大黄素实验浓度

为 100
 

μmol / L,甲磺酸阿帕替尼实验浓度为 40
 

μmol / L。 加药

干预细胞后,大黄素组细胞抑制率为 11. 72%,甲磺酸阿帕替

尼组的抑制率为 15. 94%,联合用药组的抑制率为 28. 84%,联
合用药组显著高于单药组,差异有统计学意义(P< 0. 05),见
图 2。

A. 大黄素;B. 甲磺酸阿帕替尼
A. emodin;B. apatinib

      

mesylate
图 1　 不同浓度大黄素、甲磺酸阿帕替尼对 PANC-1

细胞的增殖抑制作用
Fig

 

1　 Inhibition
 

proliferation
 

effect
 

of
 

emodin
 

combined
 

with
 

apatinib
 

mesylate
 

on
 

PANC-1
 

cell
 

at
 

different
 

concentrations

3. 2　 大黄素、甲磺酸阿帕替尼以及联合用药组细胞上清液中

IL-6、Ang(1-7)水平的差异

取各组细胞上清液进行检测 IL-6、Ang( 1-7) 水平,对照
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图 2　 不同药物干预对 PANC-1细胞的增殖抑制作用
Fig

 

2　 Inhibition
 

proliferation
 

effect
 

of
 

different
 

drug
 

interventions
 

on
 

PANC-1
 

cell

组、大黄素组、甲磺酸阿帕替尼组及联合用药组的 IL-6 水平明

显低于对照组,差异均有统计学意义(P< 0. 01),甲磺酸阿帕

替尼组显著低于大黄素组,联合用药组显著低于大黄素组及

甲磺酸阿帕替尼组;与 IL-6 相反,大黄素组、甲磺酸阿帕替尼

组及联合用药组的 Ang(1-7)水平高于对照组,其中联合用药

组最高,与对照组比较,差异有统计学意义(P<0. 01),见表 1。
表 1　 四组 PANC-1细胞上清液中 IL-6、Ang(1-7)水平

比较(x±s)
Tab

 

1　 Comparison
 

of
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

Ang(1-7)
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
 

of
 

PANC-1
 

cell
 

among
 

four
 

groups
 

(x±s)
组别 IL-6 / (pg / ml) Ang(1-7) / (pg / ml) Pvs. 对照组

对照组 10. 33±0. 98 29. 70±0. 26
大黄素组 8. 60±0. 25 42. 07±0. 09 <0. 01
甲磺酸阿帕替尼组 4. 30±0. 17 33. 43±0. 12 <0. 01
联合用药组 2. 07±0. 64 46. 79±0. 09 <0. 01

3. 3　 Western
 

blot 方法检测 ACE2、Mas 受体蛋白水平

用大黄素、甲磺酸阿帕替尼等药物干预 PANC-1 细胞后提

取细胞蛋白,测定不同组别 ACE2、Mas 受体蛋白水平。 检测

结果显示,大黄素组及甲磺酸阿帕替尼组 ACE2、Mas 受体蛋

白表达水平高于对照组,联合用药组表达最高,结果见表 2、
图 3。
表 2　 四组 PANC-1细胞 ACE2、Mas受体蛋白水平比较(x±s)
Tab

 

2　 Comparison
 

of
 

levels
 

of
 

ACE2
 

and
 

Mas
 

receptors
 

protein
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
 

of
 

PANC-1
 

cell
 

among
 

four
 

groups(x±s)
项目 对照组 甲磺酸阿帕替尼组 大黄素组 甲磺酸阿帕替尼+大黄素组
ACE2 / GAPDH 0. 12 0. 23 0. 22 0. 39
MasI / GAPDH 0. 10 0. 29 0. 31 0. 51

C. 对照组;A. 甲磺酸阿帕替尼组;E. 大黄素组;
A+E. 甲磺酸阿帕替尼+大黄素组

C. control
 

group;
 

A. apatinib
 

mesylate
 

group;
 

E. emodin
 

group;
 

A+E. apatinib
 

mesylate+emodin
 

group
图 3　 四组细胞 ACE2、Mas 受体蛋白表达情况

Fig
 

3　 Expression
 

of
 

ACE2
 

and
 

Mas
 

receptor
 

protein
 

in
 

four
 

groups

3. 4　 免疫荧光检测 ACE2、Mas 受体蛋白表达水平

Mas 受体阳性表达呈绿色荧光,细胞核呈蓝色荧光;ACE2
表达部位在胰腺癌细胞的胞浆中;Mas 表达部位在胰腺癌细胞

膜。 大黄素组及甲磺酸阿帕替尼单药组 ACE2 及 Mas 受体表

达高于对照组,联合用药组表达明显最高,见图 4—5。

A. 对照组;B. 甲磺酸阿帕替尼组;C. 大黄素组;
D. 甲磺酸阿帕替尼+大黄素组

A. control
 

group;
 

B. apatinib
 

mesylate
 

group;
 

C. emodin
 

group;
 

D. apatinib
 

mesylate+emodin
 

group
图 4　 四组细胞 ACE2 蛋白表达情况

Fig
 

4　 Expression
 

of
 

ACE2
 

protein
 

in
 

four
 

groups

A. 对照组;B. 甲磺酸阿帕替尼组;C. 大黄素组;
D. 甲磺酸阿帕替尼+大黄素组

A. control
 

group;
 

B. apatinib
 

mesylate
 

group;
 

C. emodin
 

group;
 

D. apatinib
 

mesylate+emodin
 

group
图 5　 四组 Mas 受体蛋白表达情况

Fig
 

5　 Expression
 

of
 

Mas
 

receptor
 

protein
 

in
 

four
 

groups

4　 讨论
大多数胰腺癌患者就诊时已是晚期,无法进行手术,目前

的治疗以化疗为主,靶向治疗尚未有大的突破[6] 。 诸多研究

结果发现,大黄素能够抑制肿瘤细胞的增殖[7] 。 其机制包括

启动线粒体诱导和内质网应激诱导细胞凋亡[8] ;靶向转录调
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节因子 NCOR2 和 SerRS 抑制血管内皮生长因子 A 转录和肿

瘤血管生成促进肿瘤细胞凋亡[9] ;通过灭活 PI3K / Akt 信号通

路在体内外逆转耐药[10] ;可能通过激活 RIP1 / RIP3 轴来诱导

肿瘤细胞坏死[11] 。 因此,大黄素在胰腺癌的治疗中起到重要

作用[12] 。
甲磺酸阿帕替尼片是我国自主研发的全球首个胃癌靶向

药物,其作用机制为高度选择性竞争细胞内血管内皮生长因

子受体 2 的 ATP 结合位点,进而阻断下游信号转导通路,抑制

肿瘤新生血管生成。 课题组前期研究结果发现,甲磺酸阿帕

替尼本身对肿瘤细胞有一定的抑制能力[2] 。 已有研究结果证

实,多种中药的提取物对胰腺癌细胞可起到抑制其增殖的作

用[13-14] 。 大黄素是传统中药大黄的主要有效成分之一,能够

抑制胰腺癌 PANC-1 细胞增殖,具有促细胞凋亡的作用[15] 。
本研究观察了大黄素、甲磺酸阿帕替尼单药及二者联合使用

对胰腺癌细胞的抑制作用;关于各组 IL-6 水平的比较,甲磺酸

阿帕替尼组明显低于大黄素组,联合用药组明显低于大黄素

组及甲磺酸阿帕替尼组。 IL-6 是核因子 κB 信号传导通路的

下游炎症介质,通过激活转录信号转导子和激活子 3,阻断炎

症过程中的细胞凋亡,促进肿瘤细胞持续增殖。 各用药组

IL-6 水平的下调有助于抑制肿瘤细胞的增殖。
血管紧张素Ⅰ(Ang

 

Ⅰ)、血管紧张素Ⅱ( Ang
 

Ⅱ)均为血

管紧张素转换酶 2(ACE2)的作用底物[16] 。 ACE2 的主要生物

学作用是水解 Ang
 

Ⅱ生成 Ang(1-7) [17] 。 Ang(1-7)通过其特

异性受体(为 Mas 原癌基因编码的 G 蛋白耦联受体,Mas 受

体),即 ACE2-Ang(1-7)-Mas 受体轴,在人体多个系统中发挥

舒张血管、抗炎、抗凝以及保护血管内皮等作用[5] 。 既往研究

结果证实了 ACE2 在胰腺中的表达及其对胰腺的保护作

用[17] 。 ACE2 可抑制胰腺癌细胞增殖、血管生成和转移[18] 。
有研究结果认为,在肿瘤组织中存在 ACE2 表达下调甚至缺

失,且 ACE2 可抑制肿瘤细胞增殖,可作为一个抑癌基因发挥

作用[19] 。 稳定高表达 ACE2 基因可抑制获得性铂类耐药的非

小细胞肺癌细胞增殖[20] 。 Ye 等[17] 亦发现 ACE2 高水平的肝

癌患者的生存期相对更长,而低水平的 ACE2 可作用预后差的

指标之一。 本研究结果显示,大黄素和甲磺酸阿帕替尼均可

提高 ACE2、Mas 受体水平,降低 Ang(1-7)水平,实现通过上调

ACE2-Ang(1-7)-Mas 受体轴而发挥抑制胰腺肿瘤的作用。
综上所述, 大黄素、 甲磺酸阿帕替尼能够通过上调

ACE2-Ang(1-7) -Mas 受体轴,下调 IL-6 水平,抑制胰腺癌细

胞增殖,两药联合应用的抑制作用更为明显,可起到协同效

应,从而为大黄素和甲磺酸阿帕替尼在临床上的应用提供实

验基础。
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