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基于 PI3K/Akt信号通路探讨乌梅丸含药血清对胰腺癌细胞
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［摘要］ 目的：观察乌梅丸含药血清对人胰腺癌 SW1990 细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡的影响，同时探讨其可能的作用机

制。方法：制备乌梅丸含药血清，体外培养胰腺癌细胞株 SW1990，采用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法筛选乌梅丸含药血清

最佳作用时间用于后续实验；将 SW1990 细胞分为空白组和乌梅丸低、中、高组（含药血清 2%、4%、8%），利用平板克隆实验、细

胞划痕实验和细胞侵袭实验分别检测其克隆形成、迁移和侵袭能力；流式细胞术检测乌梅丸含药血清对胰腺癌 SW1900 细胞

凋亡的影响；通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 SW1990 细胞中凋亡相关蛋白，B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax），细胞色素 C（Cyt C），活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 -3（cleaved Caspase-3）、cleaved Caspase-9，磷脂酰肌醇 3-激

酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）通路中 PI3K，磷酸化（p）-PI3K，Akt，磷酸化（p）-Akt蛋白表达水平。结果：与空白组比较，作用 72 h，

乌梅丸低、中、高组吸光度 A 显著降低（P<0.01），与乌梅丸低组比较，乌梅丸中、高组 A 均显著降低（P<0.01），与乌梅丸中组比

较，乌梅丸高组 A 显著降低（P<0.01），说明乌梅丸作用 72 h 可呈剂量依赖性抑制 SW1990 细胞增殖能力，药物最佳作用时间为

72 h；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组 SW1990 细胞侵袭能力显著减弱（P<0.01），且呈浓度依赖性；与空白组比较，乌梅丸低、

中、高组细胞克隆形成能力、迁移能力均有下降（P<0.05，P<0.01），且呈浓度依赖性；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组细胞的

总凋亡率显著升高（P<0.01），乌梅丸诱导凋亡作用随给药剂量增加而增强；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组 Bcl-2 蛋白表达

显著降低（P<0.01），cleaved Caspase-3，cleaved Caspase-9，Cyt C，Bax 蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01），且呈现出一定的量效关

系；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组 p-PI3K，p-Akt蛋白表达均有减少（P<0.05，P<0.01），且随着剂量的增加，蛋白表达逐渐降

低，p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt 明显降低（P<0.05，P<0.01），且随着剂量的增加，比值逐渐降低。结论：乌梅丸能明显抑制胰腺癌

SW1990 细胞的恶性生物学行为，诱导细胞凋亡，其机制可能与抑制 PI3K/Akt信号通路，下调 PI3K/Akt通路中的蛋白磷酸化水

平有关。
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invasion，migration，and apoptosis of human pancreatic cancer SW1990 cells and explore the underlying

mechanism. Method：： The Wumeiwan-medicated serum was prepared and the pancreatic cancer SW1990 cell

line was cultured in vitro. The optimal time of Wumeiwan-medicated serum was selected for subsequent

experiments by cell counting kit-8（CCK-8）. SW1990 cells were divided into a control group and low-（2%），
medium-（4%），and high-dose（8%）Wumeiwan-medicated serum groups. The colony-forming，migration，and

invasion abilities were detected by clonogenic assay，wound healing assay，and transwell migration assay. Flow

cytometry was used to detect the effect of Wumeiwan-medicated serum on the apoptosis of pancreatic cancer

SW1900 cells. Western blot was used to detect the expression levels of apoptosis-related proteins，such as B-cell

lymphoma-2（Bcl-2），Bcl-2-associated X protein（Bax），cytochrome C（Cyt C），cleaved cysteinyl aspartate-

specific protease-3（cleaved Caspase-3），cleaved cysteinyl aspartate-specific protease-9（cleaved Caspase-9），
as well as phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K），phosphorylated PI3K（p-PI3K），protein kinase B（Akt），and

phosphorylated Akt（p-Akt）in PI3K/Akt pathway in SW1990 cells. Result：： Compared with blank group，

Wumeiwan groups showed decreased absorbance（A）72 h after drug intervention（P<0.01）. Compared with the

low-dose group，the medium- and high-dose groups showed decreased A（P<0.01）. Compared with the medium-

dose group，the high-dose group showed decreased A（P<0.01）. It indicates that Wumeiwan can inhibit SW1990

cell proliferation in a dose-dependent manner after 72 h，and the optimal action time is 72 h. Compared with the

blank group，the Wumeiwan groups showed weakened invasion of SW1990 cells（P<0.01），reduced colony-

forming and migration abilities（P<0.05，P<0.01）in a dose-dependent manner，and increased total apoptosis

rates（P<0.01）. The inducing effect of Wumeiwan on apoptosis increased with the increase in dosage. Compared

with the blank group，the Wumeiwan groups showed decreased protein expression of Bcl-2（P<0.01），increased

protein expression of cleaved Caspase-3，cleaved Caspase-9，Cyt C，and Bax（P<0.05，P<0.01）in a certain

dose-effect relationship，reduced protein expression of p-PI3K and p-Akt（P<0.05，P<0.01）with the increase in

dosage，and declining p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt（P<0.05，P<0.01）with the increase in dosage. Conclusion：：

Wumeiwan-medicated serum can significantly inhibit the malignant biological behaviors of pancreatic cancer

SW1990 cells and induce apoptosis. The mechanism may be related to the inhibition of the PI3K/Akt signaling

pathway and down-regulation of protein phosphorylation level in the PI3K/Akt signaling pathway.

［［Keywords］］ Wumeiwan-medicated serum； pancreatic cancer； proliferation； invasion； metastasis；

phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway

胰腺癌是临床常见的消化道肿瘤之一，由于其

缺乏早期特异性症状，进展迅速，手术切除率低，因

此 5 年生存率极低［1］。尽管近年来对于胰腺癌的化

学治疗、免疫治疗、靶向治疗方面均有一定进展，但

其预后仍然较差［2］。因此，如何提高临床治疗胰腺

癌的疗效，延缓病情发展，延长胰腺癌患者的生存

期，改善其生活质量有着重大意义。中医药能明显

改善胰腺癌的生存期，通过调控相关通路介导的基

因，抑制胰腺癌细胞增殖分化可能是其重要机制［3］。

胰腺癌常见的首发症状包括上腹疼痛、饱胀不适，

纳差、乏力、腹泻等均符合中医厥阴病主证，经方乌

梅丸出自《伤寒论》厥阴病篇，为厥阴病的主方，方

中乌梅酸温安蛔，涩肠止痢，为君药。蜀椒、细辛性

味辛温，辛可伏蛔，温能袪寒并用，共为臣药。附

子、干姜、桂枝温脏袪寒，人参、当归补气和血，黄

连、黄柏清热燥湿共为佐药。全方共奏缓肝调中，

清上温下之功。研究表明乌梅丸能明显减轻胰腺

癌患者疼痛症状，改善中医证候评分，提高生活质

量［4］，其组方中的有效成分槲皮素、山柰酚、肉桂醛

等均具有抗肿瘤活性［5］，笔者前期研究亦证明乌梅

丸含药血清能抑制胰腺癌 SW1990 细胞增殖，抑制

肿瘤细胞糖酵解［6］，但其机制并未完全阐明。磷脂

酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路能显

著促进肿瘤细胞的迀移和侵袭能力、抑制细胞凋

亡［7］，网络药理学研究发现该通路有可能是乌梅丸

对胰腺肿瘤的抗癌作用的两个主要通路之一［8］。综

合以上研究，乌梅丸治疗胰腺癌的潜在机制可能与

抑制 PI3K/Akt 信号通路有关。基于此，本实验将通

过体外实验观察乌梅丸含药血清对胰腺癌细胞恶

性生物学行为的影响，并探讨其机制是否与 PI3K/
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Akt信号通路有关。

1 材料

1.1 动物和细胞 健康 SD 大鼠 16 只，雄性，SPF

级，体质量 180~200 g，购于三峡大学，合格证号

SCXK（鄂）2017-0012。本实验获得武汉市中医医

院伦理委员会通过，伦理审批号武中医伦 DW2019-

001。人胰腺癌细胞 SW1990 购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库，目录号为 TCHu201，由

武汉大学中南医院医学科学研究中心常规培养及

传代，已传至 6 代。

1.2 试剂及药物 RPMI 1640 培养基、胰蛋白酶

（ 武 汉 Procell 公 司 ，批 号 分 别 为 PM150110，

PB180225），胎牛血清（上海 Excell Bio 公司，批号

FSP500），青霉素 -链霉素（美国 Gibco 公司，批号

15070-063），细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、

Annexin V/7-氨基放线菌素 D（7-AAD）荧光双染细

胞凋亡试剂盒（武汉 Elabscience 公司，批号分别为

E-CK-A362、E-CK-A218），matrigel 基底膜胶（美国

Corning 公司，批号 356234），结晶紫（上海 Biosharp

公 司 ，批 号 70120050），蛋 白 裂 解 液 RIPA Lysis

Buffer、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司，批号分别为 P0013B、P0010），胞浆胞

核蛋白提取试剂盒（南京凯基生物有限公司，批号

KGP150），兔多抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）
（杭州贤至生物有限公司，批号 AB-P-R001），兔多抗

蛋白 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），兔多抗磷酸化（p）-Akt

（美国 Affinity 公司，批号分别为 AF6139、AF0016），
兔多抗 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、小鼠单抗活化的天

冬氨酸蛋白水解酶-3（cleaved Caspase-3）、小鼠单抗

活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 -9（cleaved

Caspase-9）、兔多抗细胞色素 C（Cyt C）、兔多抗 Akt

（武汉三鹰生物有限公司，批号分别为 50599-2-Ig、

66470-2-Ig、66169-1-Ig、10993-1-AP、10176-2-AP），
兔单抗 PI3K（美国 CST 公司，批号 4257），兔多抗磷

酸化（p）-PI3K（美国 Abcam 公司，批号 ab182651），
辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔二抗、HRP 标记

羊 抗 小 鼠 二 抗（武 汉 博 士 德 公 司 ，批 号 分 别 为

BA1054、BA1051），ECL 底物液（北京普利莱，批号

P1050）。乌梅丸（云南腾药制药股份有限公司，国

药准字 Z53020389，批号 20201243，规格 3 g/丸）成
人用量为 18 g·d-1，成人体质量按 60 kg 计算，大鼠灌

胃剂量等效约为人体 10 倍［9］，因此换算为大鼠每天

灌胃剂量为 3 g·kg-1。

1.3 仪器 5702R 型低速离心机（德国 Eppendorf

公司），MCO-15AC 型 CO2 恒温培养箱（日本 Sanyo

公司），ECLIPSE Ts2 型倒置显微镜（日本 Nikon 公

司），SW-CJ-1FD 型超净工作台（苏州集团安泰空气

技 术 有 限 公 司），Multiskan FC 型 酶 标 仪（美 国

Thermo 公司），Transwell 小室（美国 Corning 公司）；
FACSCanto Ⅱ型流式细胞仪（美国 BD 公司），DYY-

7C 型电泳仪、DYCZ-40 型电转仪（北京六一仪器

厂），GelDocXR 型凝胶成像分析仪（美国 Bio-Rad

公司）。
2 方法

2.1 含药血清的制备 饲养条件：笼中饲养，明暗

环境各 12 h，室温 20~25 ℃，相对湿度 50%~60%。

随机数字法将其分为 2 组，即含药血清组和空白组，

每组 8 只，含药血清组按照 3 g·kg-1 给药，药物以生

理盐水稀释后按 10 mL·kg-1 每日给大鼠灌胃，空白

组灌胃等体积生理盐水。每日分早、晚 2 次给药，间

隔时间为 8 h，连续灌胃给药 3 d。于第 4 天强制禁

食不禁水 15 h，各组大鼠灌胃全天剂量 1 h，以 10%

水合氯醛 3.3 mL·kg-1腹腔注射麻醉，于腹主动脉采

血。室温下静置 2 h，于离心机 4 000 r·min-1 离心

10 min（离心半径 5.96 cm，下同），分离并收集各组

血清，即含药血清与空白血清。同组血清分别合并

混匀后，在 56 ℃水浴条件下灭活 30 min。在超净台

无菌条件，进行 0.22 μm 无菌微孔滤膜过滤，置

于−20 ℃冰箱保存备用。

2.2 细胞培养 SW1990 细胞培养于含 10% 胎牛

血清，1% 青链霉素的 RPMI 1640 培养液中，置于含

5%CO2，37 ℃细 胞 培 养 箱 中 培 养 ，每 2~3 d 换 液

1 次。细胞单层贴壁生长，至 70%~80% 融合时胰蛋

白酶消化传代。取对数生长期细胞用于后续实验。

2.3 分组及给药 乌梅丸低组（2% 乌梅丸含药血

清+8% 空白血清+RPMI 1640 培养基）、乌梅丸中组

（4% 乌梅丸含药血清+6% 空白血清+RPMI 1640 培

养基）、乌梅丸高组（8% 乌梅丸含药血清+2% 空白

血清+RPMI 1640 培养基）、空白组（10% 空白血清+

RPMI 1640 培养基）。将 SW1990 细胞在无血清培

养基中培养 2 h，再使用各组药液处理。

2.4 CCK-8 法 检 测 细 胞 增 殖 取 对 数 生 长 期 的

SW1990 胰 腺 癌 细 胞 ，磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）冲 洗

2 遍，胰酶消化后计数，调整细胞密度为 5×103个/孔，

每孔 100 μL 接种于 96 孔板，37 ℃，5% CO2 培养箱

中培养 24 h 后弃上清。按 2.3 项下分组方法处理，

同时设置仅有培养液无肿瘤细胞溶剂组，每组 3 个

复孔，培养 24、48、72 h 终止培养，培养至所需时间
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后，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL，37 ℃培养 3 h，应用

酶标仪于 450 nm 波长处检测各孔吸光度 A，计算细

胞 生 长 抑 制 率 。 细 胞 生 长 抑 制 率 =（A 空白血清 −
A 含药血清）/（A 空白血清−A 溶剂）×100%。

2.5 Transwell 法检测细胞侵袭能力 胰酶消化后

计数，用无血清 RPMI 1640 培养基重悬细胞，调整细

胞密度为 3×105 个/mL，向预先用 matrigel 胶包被的

Transwell上室中缓慢均匀滴入细胞悬液 200 μL，贴

壁后按 2.3 项分组方法处理各组细胞，下室加入含

10% 胎牛血清 RPMI 1640 培养基 600 μL，使得液面

浸没上室下缘，培养 72 h。取出上室，用 PBS 清洗上

室，并用棉签刮除 matrigel 胶，使用 4% 多聚甲醛固

定，用 0.5% 结晶紫染色，室温中放 20 min，PBS 清

洗，用干净的棉球将上室一侧的未迁移的细胞擦干

净，显微镜下拍照，每孔随机选取 3 个视野，细胞计

数，比较各组细胞侵袭能力，细胞侵袭率=给药组侵

袭细胞数/空白组侵袭细胞数×100%。

2.6 平板克隆实验检测细胞克隆形成能力 将

SW1990 细胞制备细胞悬液，按 200 个/孔接种于 6 孔

板按，按 2.3 项分组方法分别处理各组细胞，常规培

养 72 h 后弃去原培养基，PBS 清洗后加入 10% 胎牛

血清（FBS）培养基，置于 37 ℃，5%CO2 的培养箱中

继续培养 2~3 周。当出现肉眼可见的克隆时，终止

培养。弃上清，用 PBS 浸洗 2 次，经 4% 中性甲醇固

定，0.5% 结晶紫染色后，PBS 洗去染料，在室温下干

燥。倒置显微镜观察超过 50 个细胞的细胞克隆。

独立重复实验 3 次。克隆形成率=克隆数/接种细胞

数×100%，克隆抑制率=（空白组克隆形成率−给药

组克隆形成率）/空白组克隆形成率×100%。

2.7 细胞划痕实验检测细胞迁移能力 用马克笔

在 6 孔板背后划出对称横线，取处于对数生长期状

态良好的 SW1990 细胞，以 5×105 个/孔接种于 6 孔

板，37 ℃，5%CO2饱和湿度条件培养过夜，待细胞长

至 90% 左右，在每孔板中间用 1 mL 枪头划痕，保证

枪头垂直于背后横线进行划痕，使各孔的细胞划痕

宽度基本一致，PBS 漂洗 3 次去除细胞碎片。根据

2.3 项分组，在各组孔板加入相应药液处理，置于

37 ℃，5%CO2 继续培养，间隔 72 h 观察细胞迁移情

况，选取 0、72 h 进行拍照记录。用 Imege J图形软件

测量划痕距离，每孔随机取 3 个位点，根据划痕宽度

判断细胞的生长运动能力。细胞划痕愈合率=（0 h

划痕宽度−72 h 划痕宽度）/0 h 划痕宽度×100%。

2.8 应用 Annexin V-APC/7-AAD 凋亡试剂盒检测

细胞凋亡 按 2.3 项分组方法处理各组 SW1990 细

胞 72 h，按凋亡试剂盒说明书操作，用不含 EDTA 的

胰酶消化细胞，收集细胞沉淀，重悬细胞，先后加入

7AAD 染剂 5 μL 和 Annexin V-APC 染剂 1 μL，孵

育，上机检测存活、早期凋亡、晚期凋亡和死亡细胞

百分比。独立实验重复 3 次。

2.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表达

水平 将 SW1990 细胞分别使用 2.3 项分组的药液

处理 72 h，收集各组细胞，加入 RIPA 蛋白裂解液

100 μL 于各组中。冰浴 20 min，12 000 r·min-1 离心

5 min，提取细胞蛋白，取上层清液，定量其蛋白浓

度。依据定量结果使用缓冲液调整蛋白浓度，95 ℃

加热 5 min 使蛋白变性。分离各蛋白，通过湿转法

将分离的蛋白转移致 PVDF 膜上，按滤膜面积加入

含 5% 脱脂奶粉的 tris 缓冲液封闭，密封 4 ℃过夜。

将过夜后的膜用 PBS 洗膜 15 min，3 次，加入 Bax（1∶

5 000），Caspase-3、Cyt C、Akt（1∶2 000），GAPDH、

Bcl-2、Caspase-9、PI3K、p-PI3K、p-Akt（1∶1 000），
4 ℃过夜孵育。弃一抗液，洗膜 15 min，加入相应的

HRP 标记二抗，25 ℃摇动孵育 1 h。洗膜 15 min，

3 次后，再加入 ECL 发光液显影，X 光胶片压片后依

次放入显影液显影、定影液定影，冲洗胶片。晾干

胶片，扫描胶片，用 BandScan 分析胶片灰度值。本

实验以 GAPDH 条带作为内参。通过测量各蛋白条

带与内参蛋白条带的灰度比来反映各蛋白质的相

对表达水平。独立重复实验 3 次。

2.10 统计学方法 采用 SPSS 24.0 软件处理数据，

计量数据以 x̄ ± s 表示。多组间比较，当数据满足正

态分布及各组方差齐时，使用单因素方差分析，不

满足正态分布或方差齐性时，应用多个独立样本比

较的秩和检验。P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞增殖的影响

干预 SW1990 细胞 24 h，与空白组比较，乌梅丸高

组 A 明显降低（P<0.05）；干预 48、72 h，与空白组比

较 ，乌 梅 丸 低 、中 、高 组 A 明 显 降 低（P<0.05，

P<0.01），干预 72 h，与乌梅丸低组比较，乌梅丸中、

高组 A 均显著降低（P<0.01），与乌梅丸中组比较，乌

梅丸高组 A 显著降低（P<0.01），说明干预 72 h 后 A

呈浓度依赖性降低，乌梅丸抑制细胞增殖作用随含

药血清浓度增加逐渐增强，因此后续实验选取 72 h

作为干预时间。见表 1。

3.2 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞侵袭能力的

影响 与空白组比较，乌梅丸低、中、高组侵袭数减

少（P<0.01），与乌梅丸低组比较，乌梅丸中、高组侵
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袭数均减少（P<0.01），与乌梅丸中组比较，乌梅丸高

组侵袭数显著减少（P<0.01），说明随着乌梅丸剂量

的增加，细胞侵袭能力逐渐减弱。见图 1 和表 2。

3.3 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞克隆形成能

力的影响 与空白组比较，乌梅丸低、中、高组克隆

形成数均明显减少（P<0.05，P<0.01），与乌梅丸低组

比较，乌梅丸中、高组克隆形成数均显著减少（P<

0.01），与乌梅丸中组比较，乌梅丸高组克隆形成数

显著减少（P<0.01），说明随着乌梅丸剂量的增加，细

胞集落形成能力逐渐减弱。见图 2 和表 2。

3.4 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞迁移能力的

影响 与空白组比较，乌梅丸低、中、高组迁移距离

均减小（P<0.05，P<0.01），与乌梅丸低组比较，乌梅丸

中、高组划痕距离均减小（P<0.01），与乌梅丸中组比

较，乌梅丸高组划痕距离减小（P<0.01），说明随着乌

梅丸剂量增加，细胞迁移能力减弱。见图 3和表 2。

3.5 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞凋亡的影响

与空白组比较，处理 72 h，乌梅丸低、中、高组细胞

的总凋亡率显著升高（P<0.01）；与乌梅丸低组比较，

乌梅丸中、高组总凋亡率均显著升高（P<0.01）；与乌

表 1 乌梅丸含药血清对 SW1990细胞增殖的影响（x̄± s，n=11）

Table 1 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on proliferation of SW1990 cells（x̄± s，n=11）

组别

空白组

乌梅丸低组

乌梅丸中组

乌梅丸高组

体积分数/%

2

4

8

24 h

A

0.66±0.18

0.63±0.36

0.60±0.20

0.54±0.341，3）

抑制率/%

−
7.13±5.17

11.53±6.31

23.93±6.96

48 h

A

0.94±0.41

0.86±0.281）

0.80±0.402）

0.70±0.292，3，4）

抑制率/%

−
9.73±3.70

17.87±6.04

29.50±6.01

72 h

A

1.24±0.65

1.10±0.462）

0.96±0.392，3）

0.84±0.372，3，4）

抑制率/%

−
12.57±4.56

25.53±8.75

36.43±6.35

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与乌梅丸低组比较 3）P<0.01；与乌梅丸中组比较 4）P<0.01（表 2-表 3 同）

注：A. 空白组；B-D. 乌梅丸低、中、高组（图 2-图 6 同）
图 1 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞侵袭能力的影响（结晶

紫，×200）
Fig. 1 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on invasion of

SW1990 cell（crystal violet，× 200）

图 2 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞克隆形成能力的影响（结

晶紫）
Fig. 2 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on clone

formation of SW1990 cell（crystal violet）

表 2 乌梅丸含药血清对 SW1990细胞侵袭、克隆形成及迁移能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on invasion，clone formation and migration of SW1990 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

乌梅丸低组

乌梅丸中组

乌梅丸高组

体积分数/%

2

4

8

侵袭细胞数/个

94.00±3.61

84.33±3.512）

72.00±3.462，3）

53.67±2.682，3，4）

侵袭率/%

−
89.71±1.18

76.60±2.55

57.10±1.13

克隆形成数/个

142.00±9.17

126.33±3.061）

102.67±7.572，3）

69.33±4.512，3，4）

克隆形成率/%

−
63.67±1.53

51.33±3.79

35.00±2.00

划痕距离/mm

0.43±0.21

0.38±0.091）

0.31±0.102，3）

0.17±0.242，3，4）

划痕愈合率/%

−
41.11±2.89

33.28±1.93

19.37±2.52
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梅丸中组比较，乌梅丸高组总凋亡率显著升高（P<

0.01），说明随着乌梅丸剂量增加，其诱导细胞凋亡

的作用逐渐增强。见表 3。

3.6 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞对凋亡相关

蛋白表达的影响 分处理 SW1990 细胞 72 h，与空

白组比较，乌梅丸低、中、高组抑凋亡蛋白 Bcl-2 表

达均显著降低（P<0.01），与乌梅丸低组比较，乌梅丸

中、高组 Bcl-2 蛋白表达均降低（P<0.05，P<0.01），与
乌梅丸中组比较，乌梅丸高组 Bcl-2 蛋白表达降低

（P<0.01）；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组促凋亡

蛋 白 cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9、Cyt C、

Bax 表达均升高（P<0.05，P<0.01），与乌梅丸低组比

较 ，乌 梅 丸 中 、高 组 cleaved Caspase-3、cleaved

Caspase-9、Cyt C、Bax 表达均升高（P<0.01），与乌梅

丸中组比较，乌梅丸高组 cleaved Caspase-3，cleaved

Caspase-9，Cyt C，Bax 表达均显著升高（P<0.01），说
明乌梅丸作用 72 hSW1990 细胞抑凋亡相关蛋白表

达呈浓度依赖性递减，而促凋亡相关蛋白表达呈浓

度依赖性递增。见图 4 和表 4。

3.7 乌梅丸含药血清对 SW1990 细胞 PI3K/Akt 信

号通路相关蛋白表达的影响 与空白组比较，各含

药血清组 p-PI3K 蛋白表达均降低（P<0.01），与乌梅

丸低组比较，乌梅丸中、高组 p-PI3K 蛋白表达均降

低（P<0.05，P<0.01），与乌梅丸中组比较，乌梅丸高

组 p-PI3K 蛋白表达降低（P<0.01）；与空白组比较，

表 3 乌梅丸含药血清对 SW1990细胞凋亡率的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on apoptosis

rate of SW1990 cells（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

乌梅丸低组

乌梅丸中组

乌梅丸高组

体积分

数/%

2

4

8

早期凋亡率

2.51±1.31

4.05±1.92

9.76±2.072，3）

13.39±0.412，3）

晚期凋亡率

3.09±0.65

7.29±1.252）

7.14±0.902）

12.89±0.602，3，4）

总凋亡率

5.60±1.01

11.34±2.042）

16.90±1.732，3）

26.27±0.732，3，4）

图 3 乌梅丸含药血清对 SW1990细胞迁移能力的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 3 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on migration of SW1990 cell（inverted microscope，× 100）

图 4 乌梅丸含药血清处理 SW1990细胞 72 h凋亡相关蛋白电泳

Fig. 4 Electrophoresis of apoptosis related proteins in SW1990

cells treated with Wumeiwan drug-containing serum for 72 h

表 4 乌梅丸含药血清对凋亡相关蛋白相对表达量的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on relative expression of apoptosis related proteins（x̄± s，n=3）

组别

空白组

乌梅丸低组

乌梅丸中组

乌梅丸高组

体积

分数/%

2

4

8

Bax

/GAPDH

0.34±0.38

0.45±0.162）

0.60±0.072，4）

0.70±0.332，4，5）

Bcl-2

/GAPDH

0.78±0.50

0.60±0.162）

0.51±0.352，3）

0.34±0.152，4，5）

cleaved Caspase-9

/GAPDH

0.05±0.01

0.10±0.011）

0.17±0.152，4）

0.36±0.272，4，5）

cleaved Caspase-3

/GAPDH

0.06±0.14

0.13±0.272）

0.23±0.112，4）

0.36±0.112，4，5）

Cyt C

/GAPDH

0.22±0.60

0.36±0.412）

0.53±0.382，4）

0.75±0.502，4，5）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与乌梅丸低组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与乌梅丸中组比较 5）P<0.01（表 5 同）
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乌梅丸低、中、高组 p-Akt 蛋白表达均显著降低（P<

0.05，P<0.01），与乌梅丸低组比较，乌梅丸中、高组

p-Akt蛋白表达均显著降低（P<0.01），与乌梅丸中组

比较 ，乌梅丸高组 p-Akt 蛋白表达显著降低（P<

0.01）；与空白组比较，乌梅丸低、中、高组 p-PI3K/

PI3K 显著降低（P<0.05，P<0.01），与乌梅丸低组比

较，乌梅丸中、高组 p-PI3K/PI3K 均显著降低（P<

0.05，P<0.01），与 乌 梅 丸 中 组 比 较 ，乌 梅 丸 高 组

p-PI3K/PI3K 显著降低（P<0.01）；与空白组比较，

p-Akt/Akt 均显著降低（P<0.01），与乌梅丸低组比

较，乌梅丸中、高组 p-Akt/Akt均显著降低（P<0.01），
与乌梅丸中组比较，乌梅丸高组 p-Akt/Akt显著降低

（P<0.01）。 表 明 乌 梅 丸 可 呈 浓 度 依 赖 性 下 调

p-PI3K、p-Akt水平。见表 5 和图 5。

4 讨论

中药复方是建立在中药君臣佐使配伍原则基

础上的组方，具有多层次、多靶点、多环节的综合调

控优势，可通过抑制肿瘤细胞增殖，调控细胞周期，

诱导细胞凋亡、自噬，抑制肿瘤转移等多种途径发

挥抗肿瘤作用，能明显改善肿瘤患者生活质量，延

长肿瘤患者生存期［10］。但由于中药复方化学成分

复杂，受干扰因素多等原因，导致针对其研究进展

缓慢，国际认可程度较低。血清药理学克服了中药

直接进行体外实验的不利因素，使反应体系更接近

于体内环境，客观地模拟了药物与机体的相互作用

过程，体现药物与机体相互作用的真实过程，可更

深入地揭示药物作用机制，使结果具有真实性和科

学性，近年来在中药抗肿瘤研究领域中广泛应用，

取得了很大的进展［11］。

乌梅丸为《伤寒论》厥阴病篇的主方，主治寒热

错杂，上热下寒证，原书中主“蛔厥”，又“主久利”，

因此后世方剂学将其归为驱虫类方，然而清代伤寒

名家柯琴提出：“乌梅丸为厥阴病之主方，非只为蛔

厥专剂矣。”有医家依据“主久利”条文将乌梅丸应

用于治疗溃疡性结肠炎、放射性结肠炎、免疫相关

性肠炎等肠道炎症性疾病［12-14］，近年来在肿瘤领域

的诸多探索研究也同样引人关注。体内实验研究

发现，乌梅丸可通过抑制凋亡相关的多个蛋白、逆

转上皮间质化控制肿瘤的生长与转移，降低恶病质

介导因素的细胞因子从而改善肿瘤恶病质，并且在

临床应用上也能发挥减毒增效、调节免疫、改善临

床症状的作用［15］。现代药理研究证实，乌梅丸中的

主要活性成分槲皮素、芝麻素、山柰酚等也均具有

抗肿瘤活性［16］。从开阖枢角度来看厥阴主阖，主阴

气消潜阳气升复［17］，厥阴为病则阴之消潜收敛不足

可致阴成形太过，故而生长失序形成“死肌”“恶肉”

之物，脏腑阳气升发不足，痰瘀毒等病理产物内生，

阳化气不足与阴成形太过相互影响，进一步加剧恶

性肿瘤生长。乌梅丸则突出地体现了调理厥阴“阖

机”的寓意，通过主药乌梅味酸而主阖，配黄连、黄

柏以收纳阴气，干姜、细辛、当归、附子、川椒、桂枝

辛温大热使阳气升复，共助厥阴阳复阴阖，从整体

上恢复厥阴阖机。也有学者根据内经“厥阴之上，

风气主之”理论及肿瘤转移“内风”学说，推断恶性

肿瘤侵袭转移的相关病机为厥阴风动挟痰瘀毒

流窜［18］。

表 5 乌梅丸含药血清对 SW1990细胞 PI3K/Akt通路相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Wumeiwan drug-containing serum on expression of PI3K / Akt pathway related proteins in SW1990 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

乌梅丸低组

乌梅丸中组

乌梅丸高组

体积分数/%

2

4

8

PI3K/GAPDH

0.67±0.38

0.67±0.51

0.66±0.76

0.63±0.47

p-PI3K/GAPDH

0.55±0.46

0.43±0.392）

0.36±0.302，3）

0.18±0.392，4，5）

Akt/GAPDH

0.72±0.13

0.73±0.71

0.72±0.46

0.72±0.26

p-Akt/GAPDH

0.48±0.28

0.41±0.241）

0.26±0.452，4）

0.11±0.182，4，5）

p-PI3K/PI3K

0.83±0.11

0.65±0.251）

0.55±0.112，3）

0.29±0.942，4，5）

p-Akt/Akt

0.67±0.47

0.57±0.282）

0.36±0.432，4）

0.15±0.212，4，5）

图 5 乌梅丸含药血清处理 SW1990细胞 72h后 PI3K/Akt通路相关

蛋白电泳

Fig. 5 Electrophoresis of PI3K/Akt pathway related proteins in

SW1990 cells treated with Wumeiwan drug-containing serum for

72 hours
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胰腺癌最主要恶性生物学特性就是易发生侵

袭和转移 ，因此临床上发生血液及淋巴转移较

早［19］，寻找其具体的分子机制，制定有效的治疗策

略 有 可 能 改 善 现 有 的 治 疗 效 果 。 本 研 究 采 用

CCK-8 法验证了乌梅丸含药血清对胰腺癌细胞增

殖的抑制作用，结果表明胰腺癌 SW1900 细胞经乌

梅丸含药血清干预 72 h，可呈浓度依赖性抑制肿瘤

细胞的活力，故后续实验均选取 72 h 作为实验的标

准。细胞克隆实验、细胞划痕实验、Transwell 实验

表明，与空白组比较，随着乌梅丸含药血清浓度增

加，细胞增殖、迁移、侵袭能力逐渐降低，并呈现一

定的剂量依赖性，提示乌梅丸含药血清可呈剂量依

赖性抑制胰腺癌细胞恶性生物学行为。

细胞凋亡，也被称作细胞程序性死亡，是细胞

因受到某些特定信号通路刺激，从而发生的一系列

生理应答反应［20］。凋亡主要分为内源性和外源性

两大途径，内源性途径也叫线粒体通路，主要由

Bcl-2 家族通过调节线粒体外膜的通透性实现。

Bcl-2 家族包含促凋亡蛋白及抗凋亡蛋白两大类，

Bax 属于抗凋亡蛋白，Bcl-2 则为促凋亡蛋白，二者

处于动态平衡中，如抗凋亡蛋白增多，则容易抑制

细胞凋亡，反之亦然［21］。Bcl-2 的关键结构跨膜锚定

区（TM），可将 Bcl-2 锚定在线粒体外膜上，阻止

Cyt C 从线粒体中释放和防止 Caspase-3 的激活从而

发挥抗凋亡作用［22］，而 Bax 蛋白可促进线粒体释放

Cyt C，诱导细胞凋亡。本研究采用 Annexin V-APC/

7-AAD 双 染 法 ，对 乌 梅 丸 含 药 血 清 诱 导 胰 腺 癌

SW1900 细胞凋亡进行了定量检测，结果显示乌梅

丸含药血清干预 SW1990 细胞后，可明显诱导其凋

亡，并且凋亡率随浓度增加而增加。进一步采用

Western blot 检测凋亡相关蛋白发现，Caspase 家族

中的启动者 Caspase-3 及执行者 Caspase-9，Cyt C，

Bax 蛋白表达随乌梅丸含药血清浓度增加而逐渐升

高，Bcl-2 蛋白表达随乌梅丸含药血清浓度增加而逐

渐减少，推测乌梅丸含药血清可能是通过上调 Bax/

Bcl-2，促 进 线 粒 体 释 放 Cyt C，激 活 Caspase-9，

Caspase-9 激活 Caspase-3 促使 Caspase 级联反应暴

发，最终导致内源性细胞凋亡。

细胞信号通路是细胞对信号进行接收、整合后

做出反应，能够调节基因的表达。PI3K/Akt 信号通

路由有磷酸化磷脂酰肌醇 3 羟基的脂类激酶活性的

PI3K 及下游 Akt 组成。PI3K 是由 p110 和 p85 亚基

组成的异源二聚体，可被各种生长因子受体和癌基

因 启 动 ，通 过 磷 酸 化 Akt 磷 酸 化 位 点 Ser473 和

Thr308 从而调控下游的 Akt蛋白［23］。PI3K/Akt信号

通路能显著促进肿瘤细胞的迀移和侵袭能力［24］，研

究证实抑制 PI3K/Akt 途径的磷酸化，可降低三阴性

乳腺癌细胞的迀移能力［25］。PI3K/Akt 信号通路也

是调控肿瘤生长和凋亡的关键通路，与胰腺癌的发

生发展密切相关［26］，尤其是通过一系列磷酸化作用

激活对细胞凋亡的负调控作用：Akt 磷酸化其 S136

位点灭活促凋亡蛋白 Bax 并阻止其结合抗凋亡蛋白

Bcl-2［27］；活化的 Akt 可以减少线粒体释放 Cyt C 进

而起到抗凋亡作用［28］；Akt 磷酸化其 S196 位点抑制

Caspase-9 的催化活性［29］，从而调控 Caspase 家族抑

制肿瘤细胞的凋亡［30］。本研究以 PI3K/Akt 信号通

路为切入点，选择通路中的关键蛋白 PI3K、Akt，探

索乌梅丸能否抑制 PI3K、Akt的磷酸化水平，抑制胰

腺癌 SW1990 细胞增殖、侵袭及迁移，诱导细胞凋

亡。采用 Western blot 检测 PI3K、Akt 蛋白的表达及

其磷酸化水平，结果提示，经乌梅丸含药血清处理

后，SW1990 细胞 PI3K、Akt 的磷酸化水平下降，随

着浓度的增加逐渐明显。

综上所述，乌梅丸能明显抑制胰腺癌 SW1990

细胞的恶性生物学行为，促进其凋亡，并且这种抑

制作用呈现出一定的量效关系，其机制可能是通过

抑制 PI3K/Akt 信号通路，下调 PI3K/Akt 通路中的

PI3K、Akt 蛋白磷酸化水平实现的。该发现为经方

乌梅丸在拮抗胰腺癌的进展方面奠定了实验基础，

在下一步研究中课题组将围绕 PI3K/Akt 通路及乌

梅丸的组方规律、量效关系等作更全面及深层次的

研究，并将设计相应的体内实验进一步佐证，为中

药复方经方在肿瘤治疗领域提供更多的理论依据。
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