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　　［摘要］　目的　探讨热休克蛋白９０（ＨＳＰ９０）功能特异性抑制剂１７ＤＭＡＧ对胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１增殖与凋亡的影
响。方法　 体外培养腺癌细胞ＰＡＮＣ１，１７ＤＭＡＧ处理ＰＡＮＣ１细胞后，ＣＣＫ８法测定细胞生长曲线，观察细胞增殖的抑
制情况，流式细胞仪测定细胞凋亡率的变化，Ｊｃｌ染色检测线粒体膜电位变化，ＲＴＰＣＲ法测定１７ＤＭＡＧ处理 ＰＡＮＣ１细
胞前后Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达变化。结果　１７ＤＭＡＧ处理组２４ｈ时Ｄ（４９０）值较对照组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），４８、７２ｈ
后较对照组Ｄ（４９０）值分别减少（１８．３±２．４）％、（２１．５±３．２）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。１７ＤＭＡＧ处理组４８ｈ
时较对照组能显著地抑制ＰＡＮＣ１细胞增殖（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率［（２２．４±２．４）％］较对照组［（４．２±１．７）％］显著增
加（Ｐ＜０．０５）；线粒体电位显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ结果显示，１７ＤＭＡＧ处理组抑制 Ｂｃｌ２的表达，促进 Ｂａｘ的表
达。结论　 １７ＤＭＡＧ可抑制胰腺癌细胞ＰＡＮＣ１增殖并诱导其凋亡，该效应可能是通过调控凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２家族成
员的表达实现。
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　　热休克蛋白９０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０，ＨＳＰ９０）是一组
高度保守的分子伴侣，参与细胞内多种蛋白的折叠、装配

及运转，对于保护蛋白质的正确空间结构、防止其意外

降解和保护蛋白质功能方面有重要意义［１］。ＨＳＰ９０的
底物蛋白很多，多涉及肿瘤的发生、发展过程，与肿瘤的

侵袭也有相关性［２－３］。ＨＳＰ９０抑制剂 １７ＤＭＡＧ（１７
ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ１７ｄｅｍｅｔｈｏｘｙｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ）是
一种水溶性的格尔德霉素（ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ，ＧＡ）半合成
衍生物，能够特异性地作用于 ＨＳＰ９０氨基端的 ＡＴＰ／
ＡＤＰ结合位点，竞争性抑制 ＨＳＰｇＯ的 ＡＴＰ酶活性，
抑制其分子伴侣的功能，使底物蛋白稳定性降低并

通过泛素蛋白酶体途径进一步降解，阻断肿瘤赖以
生存的信号网络而发挥抗肿瘤效应［４］。本实验以

１７ＤＭＡＧ作用于人胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１细胞，观察
其对 ＰＡＮＣ１细胞生长增殖的影响和诱导凋亡的作
用，并对其作用机制进行初步探讨，为胰腺癌的治疗

提供新途径。

１　材料与方法

１．１　细胞与试剂
　　胰腺癌细胞系 ＰＡＮＣ１细胞购于上海细胞库。ＲＰＭＩ１６４０
培养基、无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛
血清购自杭州四季青公司。ＰＣＲ引物及探针采用 ＴａｑＭａｎ＠

ＭｉＲＮＡＡｓｓａｙｓ（美国Ａｍｂｉｏｎ公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒购自大连宝
生物，碘化丙啶和膜联蛋白Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ）双染荧光标记凋
亡试剂盒购自美国罗氏公司，ＪＣ１线粒体膜电位检测试剂盒购
自上海英骏生物技术公司。１７ＤＭＡＧ购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＣＣＫ８
试剂盒购自碧云天生物技术公司。

１．２　主要仪器
　　Ｂｅｃｋｍａｎ高速低温离心机，流式细胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ
ＥｐｉｃｓＸＬ４），ＧｅｎｅＡｍｐ９７００ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司），Ｐｒｉｓｍ
７５００型实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）。酶标仪，美国
微量紫外／可见分光光度计，ＩｍａｇｅＲｅａｄｅｒＬＡＳ４０００发光成像分
析仪。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　ＰＡＮＣ１细胞在含１０％灭活新生牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，置３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，
２～３ｄ传代１次。１７ＤＭＡＧ处理组加入终浓度为５００ｎｍｏｌ／
ｍＬ的１７ＤＭＡＧ，对照组不加１７ＤＭＡＧ。
１．３．２　ＣＣＫ８比色法检测细胞增殖　　在 ９６孔板中加入
１００μＬ２．５×１０７／Ｌ的各组细胞悬液，将培养板在培养箱预培
养（３７℃，５％ＣＯ２的条件下）。分别于培养２４、４８、７２ｈ每孔加
入１０μＬ的ＣＣＫ８溶液，再将培养板在培养箱内孵育２ｈ，用酶
标仪４９０ｎｍ处检测吸光度［Ｄ（４９０）］。每组设６个复孔，实验
重复３次。抑制率 ＝［１－实验组 Ｄ（４９０）值／对照组 Ｄ（４９０）
值］×１００％。

１．３．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染流式细胞仪检测凋亡细胞　　培养
４８ｈ后，收集１７ＤＭＡＧ处理组和对照组细胞，ＰＢＳ清洗后用预
冷的７５％的乙醇固定过夜，离心去上清，加入 ＰＢＳ清洗后加入
ＲＮＡｓｅ，室温避光保存，加入５μＬ，５０μｇ／ｍＬ的 ＰＩ，室温避光
３０ｍｉｎ，上机检测细胞凋亡率。
１．３．４　流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）　　培养４８ｈ后，收集１７ＤＭＡＧ处
理组和对照组细胞，按照试剂盒说明书以ＪＣ１于３７℃染色２０
ｍｉｎ，流式细胞仪分析。
１．３．５　ＲＴＰＣＲ　　引物由上海生工公司合成，Ｂａｘ引物：正义
链：５′ＣＣＴＴＴＴＧＣＴＴＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴ３′，反义链：５′ＡＧＴＣＴＧＴ
ＧＴＣＣＡＣＧＧＣＧ３′，ＰＣＲ产物长度为 １８８ｂｐ；Ｂｃｌ２正义链：
５′ＧＴＧＧＧＡＴＡＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＣＴ３′，反义链：５′ＣＡＧＣＣＡＧ
ＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧ３′，ＰＣＲ产物长度为５５０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ正义
链： ５′ＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴ３′，反 义 链：

５′ＣＡＴＧＴＧＧＧＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣ３′，ＰＣＲ 产 物 长 度 为
８６４ｂｐ。
１．３．６　ＲＴＰＣＲ检测Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达　　培养４８ｈ后，收集
１７ＤＭＡＧ处理组和对照组细胞，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，
用５μｇ总 ＲＮＡ合成单链 ｃＤＮＡ，ＲＴＰＣＲ扩增，反应结束后取
产物用２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，自动凝胶成像系统拍照。

１．４　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，组间的比较
采用独立样本 ｔ检验，多组之间的两两比较采用单因素方差
分析。

２　结果

２．１　１７ＤＭＡＧ对胰腺癌细胞生长的抑制作用
　　使用１７ＤＭＡＧ处理 ＰＡＮＣ１细胞后，２４ｈ时１７ＤＭＡＧ处
理组Ｄ（４９０）值与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
而４８、７２ｈ后１７ＤＭＡＧ组较对照组Ｄ（４９０）值分别减少（１８．３±
２４）％ 、（２１．５±３２）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。提
示１７ＤＭＡＧ处理２４ｈ时 ＰＡＮＣ１细胞增殖未受到显著影响，
４８、７２ｈ后细胞增殖则被显著抑制（Ｐ＜０．０５，图１）。
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图１　１７ＤＭＡＧ对ＰＡＮＣ１细胞的增殖的影响
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２．２　流式细胞术检测ＰＡＮＣ１细胞的凋亡
　　检测结果显示，经血清饥饿４８ｈ诱导凋亡后１７ＤＭＡＧ处
理组细胞凋亡率为（２２．４±２．４）％ ，而对照组凋亡率为（４２±
１７）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示１７ＤＭＡＧ可显
著诱导ＰＡＮＣ１细胞早期凋亡。

２．３　ＪＣ１染色流式细胞术线粒体膜电位的改变
　　１７ＤＭＡＧ处理４８ｈ后，ＰＡＮＣ１细胞线粒体膜电位较对照
组显著降低［（４．３０±１．１２）ｖｓ（１２．８８±２．３７），Ｐ＜０．０５］。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测 １７ＤＭＡＧ对 Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ表
达的影响

　　与对照组比较，１７ＤＭＡＧ处理 ４８ｈ后 Ｂｃｌ２表达下降
［（０９８４±０．０４１）ｖｓ（０．３５６±０．０９９），Ｐ＜０．０５］，Ｂａｘ表达上
升［（０．９８４±０．０８９）ｖｓ（６．０４０±１．００６），Ｐ＜０．０５，图２］。

! "

#$%!"!&&' ()"!

#*+!!,, ()"!

-./01!,23 ()"!

１：对照组；２：１７ＤＭＡＧ处理组

图２　１７ＤＭＡＧ对ＰＡＮＣ１细胞凋亡相关基因表达的影响

３　讨论

　　１７ＤＭＡＧ作为新型的ＨＳＰ９０靶向抑制剂，目前已
经进入了Ⅱ期临床试验，对多种肿瘤具有抗肿瘤活
性［５］。目前其对胰腺癌的抗肿瘤效应的研究开展较

少。为了观察其对胰腺癌的抗肿瘤效应，将１７ＤＭＡＧ
处理胰腺癌细胞，发现 ＰＡＮＣ１细胞的增殖受到显著
抑制（Ｐ＜０．０５），提示１７ＤＭＡＧ可通过抑制胰腺癌细
胞增殖而发挥抗肿瘤效应。为了分析１７ＤＭＡＧ的抗
肿瘤效应是否与诱导胰腺癌细胞凋亡有关，在血清饥

饿条件下观察ＰＡＮＣ１细胞的凋亡情况。流式细胞术
结果提示１７ＤＭＡＧ可使 ＰＡＮＣ１细胞对血清饥饿诱
导的凋亡明显增加（Ｐ＜０．０５）。线粒体通路是肿瘤细
胞主要的凋亡通路之一。而代表线粒体功能改变的早

期指标是线粒体膜电位，大多数凋亡信号通过诱导线

粒体膜通透性转运通道开放或线粒体肿胀导致线粒体

膜电位下降，并通过多种信号途径直接或间接地激活

半胱天冬酶导致细胞凋亡［６］。为了进一步阐明 １７
ＤＭＡＧ诱导凋亡的分子机制，本研究检测了１７ＤＭＡＧ
对线粒体膜电位的影响，结果提示１７ＤＭＡＧ可使得
ＰＡＮＣ１细胞线粒体膜电位降低、凋亡率显著增加。

Ｂｃｌ２蛋白家族成员是影响线粒体外膜通透性而导致
线粒体膜电位改变的最重要调节蛋白［７］。Ｂｃｌ２家族
包括抑凋亡和促凋亡两大类：前者包括 Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ２ｘＬ
等，后者包括ｂａｘ、ｂｉｄ等［８］。Ｂｃｌ２可与 Ｂａｘ形成稳定
的异源二聚体而抑制细胞凋亡［９］。因此，我们推测

１７ＤＭＡＧ的促凋亡效应可能与调控Ｂｃｌ２家族成员的
表达而影响线粒体膜电位相关。ＲＴＰＣＲ结果提示
１７ＤＭＡＧ处理 ＰＡＮＣ１细胞后，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达下
降，Ｂａｘ的表达升高。这提示 １７ＤＭＡＧ可通过调控
Ｂｃｌ２家族成员的表达来影响线粒体膜电位而诱导胰
腺癌细胞凋亡。

　　本研究证明１７ＤＭＡＧ可通过诱导胰腺癌细胞早
期凋亡、抑制细胞增殖而发挥抗肿瘤效应，该效应可通

过调控凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２家族成员的表达而实现。
本研究为靶向抑制剂 ＨＳＰ９０治疗胰腺癌提供了新的
理论依据。
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