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［摘要］  目的 研究石斛酚靶向尿激酶型纤溶酶原激活物（PLAU）抑制胰腺癌（PC）细胞增殖的机制。方法 采

用不同浓度石斛酚作用于 PC 细胞（PANC-1 和 SW1990），CCK-8 法检测细胞活力并计算半抑制浓度（IC50）值，

细胞克隆实验检测石斛酚对细胞生长能力的影响，流式细胞仪检测石斛酚对细胞生长周期和凋亡的影响。生物

信息学分析石斛酚作用靶点，并分析靶点在 PC 组织中的表达及其与临床不良表型之间的关系。将 PC 细胞转染

PLAU 或 Vector 质粒，分为正常（Vector 质粒）组、石斛酚（45 μmol·L-1 或 50 μmol·L-1）组和石斛酚 +PLAU（PLAU

质粒）组，观察石斛酚靶向 PLAU 对细胞增殖、克隆及细胞周期和凋亡的影响。Western blot 法检测细胞 PLAU 蛋

白表达。裸鼠移植瘤实验检测石斛酚体内抑制细胞增殖。免疫组化法检测增殖细胞抗原（Ki67）表达。结果 与正 

常组相比，石斛酚组细胞增殖活力、克隆数量显著减少（P<0.05）；G0/G1 期细胞数量增多，S 期细胞数量减少（P<0.05），

G2/M 期细胞数量无显著差异（P>0.05），凋亡细胞数量增多（P<0.05）。生物信息学结果显示 PLAU 是石斛酚的作

用靶点，在 PC 组织中表达上调且与 PC 临床不良表型有关。石斛酚浓度和时间依赖性抑制 PC 细胞 PLAU 蛋白表

达（P<0.05）。石斛酚 +PLAU 组中 PC 细胞 PLAU 蛋白表达、增殖活力、克隆数量和 S 期细胞数量均高于石斛酚

组，而凋亡细胞数量少于石斛酚组（P<0.05）。裸鼠实验中，石斛酚组移植瘤体积和重量显著低于正常组（P<0.05），

且肿瘤组织中 Ki67 相对表达量低于正常组（P<0.05）。结论 石斛酚通过靶向调控 PLAU 蛋白表达抑制 PC 细胞增

殖，影响细胞周期，促进细胞凋亡。
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［ABSTRACT］  AIM  To study the mechanism of gigantol inhibiting the proliferation of pancreatic carcinoma （PC） cells 

by targeting urokinase-type plasminogen activator （PLAU）. METHODS  PC cells （PANC-1 and SW1990） were treated 
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with different concentrations of gigantol. The cells activity was detected by CCK-8, and half-maximal inhibitory concentration 

（IC50） was calculated. Cell clone assay was performed to detect the effects of gigantol on cells growth ability. The effects 

of gigantol on cells growth cycle and apoptosis were detected by flow cytometer. The targets of gigantol were analyzed by 

bioinformatics, expressions of these targets in PC tissues and their relationship with poor clinical phenotypes were analyzed. 

PC cells were transfected with PLAU or vector plasmid, and divided into normal group （vector plasmid）, gigantol group 

（45 μmol·L-1 or 50 μmol·L-1） and gigantol + PLAU （PLAU plasmid） group. The effects of gigantol on cells proliferation, 

clone, cells cycle and apoptosis by targeting PLAU were observed. The expression of PLAU protein in cells was detected by 

Western blot. The inhibitory effects of gigantol on cells proliferation in vivo were detected by xenograft assay in nude mice. 

The expression of proliferating cell antigen （Ki67） was detected by immunohistochemistry. RESULTS  Compared with 

the normal group, gigantol group showed a significant decrease in cell proliferation and clone number （P<0.05）, and an 

increase in the number of G0/G1-phase cells, a decrease in the number of S-phase cells （P<0.05）, and an increase in the 

number of apoptotic cells （P<0.05）. There were no significant difference in the number of G2/M-phase cells between the two 

groups （P<0.05）. Bioinformatics results showed that PLAU was the target of gigantol, which was up-regulated in PC tissues 

and related to poor clinical phenotypes of PC. Gigantol could inhibit the expression of PLAU protein in PC cells, showing 

concentration and time dependence （P<0.05）. PLAU protein expression, proliferation activity and clone number, and the 

number of S-phase cells in PC cells were higher in the gigantol +PLAU group than in the gigantol group, while the number 

of apoptotic cells was less than in the gigantol group （P<0.05）. In the nude mice experiments, the volume and weight of 

transplanted tumors in the gigantol group were significantly lower than those in the normal group （P<0.05）, and the relative 

expression of Ki67 in tumor tissues was lower than that in the normal group （P<0.05）. CONCLUSION  Gigantol can inhibit 

the proliferation of PC cells, affect cells cycle and promote apoptosis by targeting the expression of PLAU protein.

胰腺癌（pancreatic carcinoma，PC）是消化系统

恶性肿瘤［1］，发病机制复杂，常伴有炎症反应，临

床患者多预后不良［2］。分析 PC 的发病和分子机制对

于临床上早期诊疗 PC 意义重大［3］。尿激酶型纤溶酶

原激活物 （urokinase-type plasminogen activator, PLAU）

是蛋白水解酶家族成员，可结合纤溶蛋白酶后溶解细

胞基底膜和外基质，为肿瘤细胞转移和侵袭创造了条

件［4］。PLAU 已被证实在多种疾病中差异表达，参与

人类多种恶性肿瘤的侵袭和转移［5, 6］，可用于恶性肿

瘤的早期诊断［7］。有研究发现 PLAU 在前列腺癌中过

表达，与肿瘤的侵袭和转移呈正相关［8］。基于此，本

研究推测 PLAU 可能是临床改善 PC 患者预后的潜在

生物标志物。石斛酚（gigantol）是从石斛中分离出的

联苄类化合物，具有抗肿瘤、抗诱变等功效［9］。有

研究结果发现，石斛酚可以降低高糖诱导的人视网膜

微血管内皮细胞的氧化应激反应，从而发挥保护细胞

的作用［10］。本研究观察石斛酚对 PLAU 的靶向作用， 

通过 PC 细胞体外和体内实验初步探讨其可能的作用

机制。

材料与方法

细胞、试剂和仪器  PANC-1 和 SW1990 细胞购自中

国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。石斛酚

标准品购自上海诗丹德标准技术服务有限公司，纯度

为 98%，以 0.5% 的羧甲基纤维素钠溶液溶解。RPMI 

1640 培养基购于上海经科化学科技有限公司，胎牛血

清购于爱必信（上海）生物科技有限公司，Giemsa 染

色液、Hoechst 33258 染色液、NP-40 裂解液、二喹啉

甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂盒、十二烷基硫酸钠 -
聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶配制试剂盒均购自北

京伊塔生物科技有限公司，兔抗 PLAU 多克隆抗体以

及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG（H+L）二抗购

自上海科敏生物科技有限公司，DMEM 高糖培养基购

自上海李记生物科技有限公司。ST-360 型酶标仪购自

上海晚成医疗器械有限公司，流式细胞仪购自常州必

达科生物科技有限公司。

石斛酚作用靶点预测  利用 TargetNet（http://targetnet.

scbdd.com）、SwissTargetPrediction（http://swisstarget 

prediction.ch/）在线数据预测石斛酚的靶基因，将两

个数据库预测结果进行交叉分析，即得该药物的有效

靶 点。 从 GEO2R 数 据 库（https ：//www.ncbi.nlm.nih.

gov/gds）中检索得到包含 PC 的数据集，用于比较 PC

患者的癌组织与癌旁组织基因表达差异。通过癌症基

因 组 图 谱（the cancer genome atlas，TCGA） 在 线 数

据 库（https ：//cancergenome.nih.gov/） 下 载 PC 临 床

样本数据，比较 PLAU 在不同临床病理特征间的表达 
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情况。

细胞实验

1  细 胞 培 养 及 转 染  将 两 种 PC 细 胞（PANC-1 和

SW1990）接种于含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养液，

在 37 ℃ 5%CO2 饱和湿度条件下培养，细胞为贴壁生

长，胰酶消化液消化后传代培养，实验取用对数生长

期细胞。石斛酚组用石斛酚［45 μmol·L-1（PANC-1） 

和 50 μmol·L-1（SW1990）］处理，石斛酚 +PLAU 组

细胞转染 PLAU 并用石斛酚处理，培养 48 h。

2  PC 细胞半抑制浓度（IC50）  采用 CCK-8 法。取

生长状态良好的 PANC-1 和 SW1990 细胞，用完全培

养 液 配 制 的 不 同 浓 度 石 斛 酚（0、10、20、50、70、 

80 μmol·L-1）分别重悬细胞，然后以每孔 5×103 个

细胞接种于 96 孔板，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL 于

37 ℃环境中继续孵育 2 h，用酶标仪检测 450 nm 的吸

光度，计算石斛酚对 PC 细胞的 IC50，作为分组给药

浓度。将细胞分为正常组、石斛酚（45 μmol·L-1 或

50 μmol·L-1）组。

3  细胞增殖能力  以每孔 5×103 个细胞的密度接种

于 96 孔板。观察比较正常组和石斛酚组 0、1、2、3、

4、5 d 时的细胞增殖能力。采用 CCK-8 法，用酶标仪

检测 450 nm 的吸光度。

4  细胞克隆能力  以每孔 1×106 个细胞的密度接种

于 6 孔板上。分组给药培养 48 h 后吸弃培养液，更换

为无药新鲜培养基后继续培养 2 周，将培养皿中培养

基小心倒弃，PBS 洗涤细胞 3 次，甲醇固定菌落，0.25%

结晶紫染色 30 min，统计分析菌落数量。细胞克隆

计数的标准为显微镜下每个克隆含有的细胞数大于 

50 个。

5  细胞周期  以每孔 2×105 个细胞的密度平铺于 6

孔板贴壁培养 24 h，分组给药培养 48 h 后离心收集各

组细胞，用提前预冷的 75% 乙醇固定过夜，PI 染色，

PBS 清洗 2 次后，流式细胞仪检测细胞周期。

6  细 胞 凋 亡  以 0.25% 胰 酶 消 化 后 制 成 密 度 为

2×105·mL-1 的细胞悬液，以每孔 2 mL 接种于 6 孔

板中进行培养。分组给药培养 48 h 后离心收集各组

细胞，加入 FITC 标记的 Annexin V 5 μL, 于 37 ℃避光

孵育 30 min，加入 PI 5 μL 混匀，2 ℃ ~8℃避光反应 

10 min，再加入 Binding Buffer 400 μL，用流式细胞仪

检测细胞凋亡率。

7  石斛酚靶向 PLAU 对 PC 细胞的影响  采用 Western  

blot 法观察石斛酚对 PLAU 蛋白表达的影响。采用不同

浓度石斛酚处理 PC 细胞（0、15、30、45 和 60 μmol· 

L-1 处 理 PANC-1，0、25、50、75、100 μmol·L-1 处

理 SW1990 细胞），收集各组细胞加入，加入 RIPA 裂

解液冰上裂解 20 min，离心保留上清，使用 BCA 法

对细胞上清中的总蛋白含量进行定量。蛋白电泳后转

至 PVDF 膜，用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h。加入用封

闭液稀释的 PLAU 兔单克隆抗体（1 5 000），4 ℃孵

育过夜，加入封闭液稀释的 HRP 标记的羊抗兔二抗

（1 1 000）室温孵育 60 min，加入 ECL 化学发光液进

行显影，以 β-actin 作为内参。同上方法，观察正常组

和石斛酚组给药后 0、12、24 和 48 h 的 PLAU 蛋白表

达水平。根据 LipofectamineTM 2000 说明书将 PLAU

（PLAU 组）或 Vector（对照组） 质粒转染至 PC 细胞

中，观察 PLUA 蛋白表达的变化。另分为正常（转染

Vector 质粒）组、石斛酚（45 μmol·L-1 或 50 μmol· 

L-1）组和石斛酚 +PLAU（细胞转染 PLAU 质粒）组，观

察比较各组细胞增殖、克隆能力，细胞周期及凋亡率。

裸鼠移植瘤实验  18 只裸鼠购自四川省医学科学院· 

四川省人民医院实验动物研究所，许可证号 ：SCXK

（川）2018-15，在标准环境中饲养，并自由采食饮水。

将裸鼠分为正常组、石斛酚组，每组 9 只，于裸鼠腋

下脂肪垫接种 SW1990 细胞， 7 d 内移植瘤出现表示模

型建立成功。石斛酚组每隔 1 d 经腹腔注射一次石斛

酚 50 mg·kg-1，持续 14 d，每 2 d 测量瘤体体积。每

隔 7 d 记录小鼠体重变化。14 d 后处死所有裸鼠，取

出瘤体测量瘤体体积及重量。

取出移植瘤组织，常规石蜡切片，烤片、脱蜡水

化，用 PBS 冲洗 3 次，每次 5 min ；微波修复 15 min，

切片用过氧化酶抑制剂室温处理 10 min，PBS 冲洗 3

次，每次 3 min。滴加 Ki67 抗体（1 100），4 ℃孵育

过 夜 ；PBS 冲 洗 3 次， 每 次 3 min ；滴 加 HRP- 羊 抗

小鼠 IgG，室温孵育 10 min ；PBS 充分淋洗后，滴加 

H2O2-DAB 显色液显色 ；复染，脱水透明，封片。免

疫组化法染色检测 Ki67 表达。阴性对照用 PBS 代替

Ki67 抗体。在显微镜下观察，拍照。

统计学分析  采用 SPSS17.0 软件进行统计学处理，计

量资料实验结果以 x±s 表示，用 t 检验分析 2 组间的

表达差异，用单因素方差分析检验多组间的表达差异。

P<0.05 为有显著差异。

结    果

细胞增殖、克隆及细胞周期和凋亡  石斛酚对 PANC-1 

的 IC50 为 44.82 μmol·L-1，对 SW1990 的 IC50 为 49.94 μmol· 

L-1，因此分别选择 45 μmol·L-1 和 50 μmol·L-1 石斛

酚处理 PANC-1 和 SW1990，见图 1A、B。与正常组

相比，从第 2 日开始石斛酚组细胞增殖活力显著降低
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PC 组织中表达上调。将两个预测数据库进行交叉分析，

获得 1 个共同基因，即 PLAU，见图 2A。GSE62452

分析结果显示，PLAU 在癌组织中表达高于癌旁组织

（P<0.05），见图 2B。TCGA 数据库分析结果显示，淋

巴 结 转 移 N1 型 中 PLAU 表 达 高 于 N0 型（P<0.05），

见 图 2C。G3~4 分 级 的 PC 组 织 中 PLAU 表 达 高 于

G1~2 分 级（P<0.05）， 见 图 2D。PC 复 发 组 患 者 中

PLAU 表 达 高 于 非 复 发 组 患 者（P<0.05）， 见 图 2E。

预后不良组 PC 患者中 PLAU 表达高于预后良好组 PC

患者（P<0.05），见图 2F。PLAU 高表达患者的无病

生存期和总生存期小于 PLAU 低表达患者（P<0.05）。

见图 2G 和图 2H。

石斛酚的靶基因与 PC 临床不良表型之间的关系  通

过 SwissTargetPrediction 和 TargetNet 在线工具预测石斛

酚靶点，结果获得 156 个作用靶点。GEO2R 数据库

分析比较 PC 患者的癌组织与癌旁组织基因表达差异，

结果显示，GSE62452 数据集中鉴定出 197 个基因在

图 2 石斛酚靶基因及其与胰腺癌（PC）临床不良表型之间的
关系      A：预测石斛酚的靶基因，B：PLAU 在 PC 组织和癌旁
组织中的差异表达，C：PLAU 在 PC 不同淋巴结转移分期中的差异
表达，D：PLAU 在 PC 不同分级中的差异表达，E：PLAU 在 PC 复
发患者和非复发患者中差异表达，F：PLAU 在 PC 预后良好患者和
预后不良患者中的差异表达，G：PLAU 差异性表达对患者无病生存
期的影响，H：PLAU 差异性表达对患者总生存期的影响。经 t 检验：
与癌旁组织 / 淋巴结转移 N0 型 /PC 分化 G1~2/PC 非复发组 /PC 预
后良好组 /PLAU 低表达相比，bP<0.05

（P<0.05）；细胞克隆数量显著减少（P<0.05）；G0/G1 

期细胞数量增多，S 期细胞数量减少（P<0.05），G2/M 

期 细 胞 无 显 著 差 异（P>0.05）；凋 亡 细 胞 数 量 增 多

（P<0.05），见图 1C、D、E、F、G、H。

6

图 1 石斛酚体外抑制胰腺癌细胞增殖并诱导凋亡      A：石
斛酚处理 PANC-1 的 IC50，B：石斛酚处理 SW1990 的 IC50，C：石
斛酚处理 PANC-1 的细胞增殖率，D：石斛酚处理 SW1990 的细胞增
殖率，E：石斛酚处理 PANC-1 和 SW1990 的细胞克隆数，F：石斛
酚处理 PANC-1 的细胞周期，G：石斛酚处理 SW1990 的细胞周期，
H：石斛酚处理 PANC-1 和 SW1990 的细胞凋亡率。经 t 检验：与正
常组相比，aP>0.05，bP<0.05
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石斛酚对 PC 细胞 PLAU 蛋白表达的影响  在 PANC-1
和 SW1990 细胞中，随着石斛酚浓度增加和时间的延

长，PLAU 蛋白表达逐渐减少，呈浓度和时间依赖性。

见图 3。

石斛酚靶向 PLAU 体外抑制 PC 细胞增殖并诱导凋
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亡  与 对 照 组 相 比，PLAU 组 PLAU 蛋 白 表 达 增 加

（0.75±0.07 vs. 1.03±0.10, P<0.05），见图 4A。与正常

组相比，石斛酚组中 PLAU 蛋白表达降低（0.88±0.09 

vs. 0.64±0.07, P<0.05），而石斛酚 +PLAU 组中 PLAU

蛋 白 表 达 有 所 增 加（0.85±0.08, P<0.05）， 见 图 4B。

与 正 常 组 相 比， 给 药 第 2 日 起 石 斛 酚 组 细 胞 增 殖

活 力 显 著 降 低（P<0.05）， 细 胞 克 隆 数 量 显 著 减 少

（1.03±0.11 vs. 0.46±0.05，P<0.05）；石 斛 酚 +PLAU

组细胞增殖活力和细胞克隆数量（0.99±0.10）显著

高于石斛酚组（P<0.05），见图 4C 和 4D。与正常组相

比，石斛酚组 G0/G1 细胞数量增多、S 期细胞数量减少

（P<0.05），细胞凋亡率显著增加［（21.85±2.21）% vs. 

（42.13±4.35）%，P<0.05］；与石斛酚组相比，石斛

酚 +PLAU 组 G0/G1 细胞减少、S 期细胞增加（P<0.05），

凋亡细胞率降低［（20.36±2.11）%］。各组中 G2/M 细

胞数量无显著差异（P>0.05），见图 4E 和 4F。

石斛酚体内抑制 PC 细胞增殖 2 组裸鼠饮食、体征

均正常，每只小鼠均成瘤，无死亡情况 ；第 2 日起，

石 斛 酚 组 移 植 瘤 体 积 小 于 正 常 组（P<0.05）， 见 图

5A。第 14 日，与正常组相比，石斛酚组移植瘤质量

［（0.28±0.31） g vs. （0.20±0.21） g］和体积［（375.64± 

38.01） mm3 vs. （223.99±21.10） mm3］均显著减小（P< 

0.05），Ki67 相对表达量显著降低（1.13±0.35 vs. 0.24± 

0.02，P<0.05），见图 5B。

图 3 石斛酚体外抑制胰腺癌细胞 PLAU 蛋白表达      A：石
斛酚下调 PLAU 蛋白表达呈浓度依赖性，B：石斛酚下调 PLAU 蛋
白表达呈时间依赖性。经单因素方差分析：与 0 μmol·L-1 组相比，
bP<0.05；与 0 h 组相比，eP<0.05
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复发、出现淋巴结转移且患者的总生存期普遍较低，
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佳［12］。因此，寻找新型治疗靶点和有效干预方式以

提高 PC 治疗的效果是现阶段急需解决的痛点。

本研究结果显示，石斛酚作用 PANC-1 和 SW1990

细胞后，细胞增殖、克隆能力明显被抑制，且石斛酚

可阻滞 PC 细胞周期，诱导凋亡。既往研究［13］显示，

石斛酚作用肺癌细胞可抑制细胞增殖，结合本研究结

果初步推测，石斛酚具有抑制 PC 细胞增殖，调节细

胞周期变化，加速细胞凋亡过程的作用。本研究通过

生物信息分析初步预测石斛酚的靶基因，共获得 156

个石斛酚作用的有效靶点，进一步分析发现 PLAU 在

PC 癌组织中的表达高于癌旁组织，且 PLAU 的差异

表达与 PC 临床不良表型有关。Western blot 法检测结

果显示石斛酚浓度越大，细胞 PLAU 蛋白表达水平越低，

石斛酚作用时间越长，细胞 PLAU 蛋白表达水平越低，

说明石斛酚呈浓度和时间依赖性下调 PLAU 蛋白表达。

分析石斛酚对 PC 增殖影响的可能作用机制，体

外 实 验 结 果 显 示，PC 细 胞 经 石 斛 酚 处 理 后， 细 胞

PLAU 蛋白表达降低，细胞增殖、克隆能力明显下降，

细胞周期受到阻滞，凋亡细胞明显增多 ；而在恢复

PLAU 表达后，石斛酚对细胞增殖的抑制作用得到逆

转，提示石斛酚可能通过靶向 PLAU 调控 PC 细胞增殖、

凋亡等生物学过程。肿瘤的发生发展是一个多通路、

多步骤的复杂生理过程，PLAU 的差异表达在肿瘤的

侵袭和转移过程中发挥关键的作用［14］。PLAU 是一种

丝氨酸蛋白水解酶，可与纤溶酶受体结合，基底膜和

细胞外基质被溶解，进而促进肿瘤生长、浸润、转移

和血管新生，其存在于多种多样的肿瘤细胞内，可作

为肿瘤预后风险评估及可能的治疗靶点［15］。既往研

究表明，PLAU 产于胰头癌增殖、细胞外基质降解等

多种生物学过程，可作为胰头癌的生物标志物，是预

测胰头癌患者预后的重要指标［16］。结合本研究结果

推测，石斛酚可能通过靶向 PLAU 体外抑制 PC 细胞

增殖并诱导凋亡。

裸鼠移植瘤实验也支持上述结果，PC 模型小鼠

经石斛酚作用后，移植瘤生长速度明显降低，体积和

重量明显减小。Ki67 是一种肿瘤增殖抗原，主要存在

于增殖细胞中的核蛋白，该指标越高，提示肿瘤的增

殖速度和肿瘤内增殖细胞的比例更大，临床上通常用

该指标判断肿瘤的恶性程度高低［17］。既往研究显示，

Ki67 可以作为预测前列腺癌患者预后的危险因素［18］。

本研究免疫组化检测发现，石斛酚组 Ki67 相对表达

量明显低于正常组，提示石斛酚可抑制裸鼠移植瘤瘤

体增长。

综上所述，石斛酚可体外抑制 PC 细胞增殖并诱

导细胞凋亡，其作用机制可能是通过靶向调节 PLAU

表达来实现的，更详细的分子机制需要大量的体内外

功能实验进行验证。
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