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胰腺癌曲古霉素A耐药细胞株转移相关基因

表达的研究
刘  彪1  陈孝倩2  张  翠2  王本泉1  白永恒2  王斯璐2  金  嵘1  周蒙滔1  陈必成1,2*

(1温州医学院附属第一医院肝胆胰外科, 温州 325000; 2温州医学院附属第一医院外科实验室, 温州 325000)

摘要      该实验旨在探讨曲古霉素A(trichostatin A, TSA)对胰腺癌PANC-1细胞株侵袭转移力

的影响。分别通过短时间低浓度TSA(0.1~0.2 μmol/L)处理胰腺癌细胞株PANC-1 24 h, 以及长期低

浓度递增法建立TSA耐药株(PANC-1-TSA)。采用CCK8(cell counting kit-8)测得PANC-1、 PANC-1-
TSA的IC50分别为(0.51±0.09) μmol/L、 (78±5) μmol/L, 耐药株耐药指数为153。Transwell侵袭小室

实验显示, 0.1 μmol/L TSA处理后, 胰腺癌PANC-1细胞侵袭力未见明显改变, 而耐药株PANC-1-TSA
侵袭力较亲本株明显增强。实时荧光定量PCR(RT-qPCR)结果显示, 耐药株PANC-1-TSA转移相关

基因MMP1/2/7/9/14/15及TIMP1/2 mRNA的表达均明显上升, 尤以MMPs mRNA明显。在倒置显微

镜观察到耐药细胞形态上发生上皮型向间叶型转化(epithelial mesenchymal transition, EMT), 进一

步通过RT-qPCR及蛋白免疫印迹(Western blot)实验证实耐药株发生EMT, 其中上皮型标志物表达

下降及间叶型标志物表达上升。该实验显示, 耐药细胞株PANC-1-TSA侵袭力增强, 侵袭、转移相

关基因表达明显增加。耐药株形成的过程中, 发生上皮–间叶转化(EMT), EMT可能参与了胰腺癌

PANC-1-TSA细胞株侵袭能力的增强。
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Abstract        The aim of this study was to investigate the change of invasion ability on PANC-1. PANC-1 
cells line was treated with 0.1~0.2 μmol/L TSA for 24 hours. TSA-resistant pancreatic cancer cells line (PANC-1-
TSA) was established by drug concentration step-elevation method. The 24 h IC50 of PANC-1 and PANC-1-TSA 
was (0.51±0.09) μmol/L and (78±5) μmol/L respectively, and the resistance index of PANC-1-TSA was 153. Tran-
swell array experiment showed that PANC-1-TSA has stronger capability for invasion and metastasis than PANC-1 
cells, while there was no significant difference in the 0.1 μmol/L TSA group. In RT-qPCR assessments, the expressions 
of MMPs and TIMPs mRNA were all up-regulated in PANC-1-TSA, and the MMPs mRNA increased much more 
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significantly. We also found that PANC-1-TSA cells suffered morphological alteration from epithelial morphology to 
mesenchymal morphology. Both the RT-qPCR and Western blot experiments confirmed that the PANC-1 cells line was 
suffered EMT during the process of forming drug resistance, with up-regulation of mesenchymal markers and down-
regulation of epithelial markers. This paper demonstrated that TSA-resistant cells line had stronger capability for 
invasion and metastasis and much more aggressive than PANC-1. EMT might contribute to PANC-1-TSA cells line 
aggression.

Key  words        pancreatic cancer; trichostatin A-resistant; EMT

胰腺癌是一种高度恶性的消化系统肿瘤, 其临

床治疗效果不理想, 预后差。目前常用的化疗药物

不能显著延长胰腺癌患者的生存率, 世界范围内5
年生存率不足1%。其主要原因是胰腺癌早期诊断

困难, 大部分胰腺癌患者在确诊时已经发生局部侵

犯或远处转移, 从而无法获得根治[1]。上皮–间叶转

化(epithelial mesenchymal transition, EMT)可 以 促

进肿瘤细胞干细胞化, 促进细胞远处转移的同时, 
下调肿瘤细胞对化疗药物的敏感性[2-4]。在吉西他

滨耐药过程中, 残存肿瘤细胞发生EMT并对前期敏

感的化疗或靶向治疗形成耐药性, 成为治疗的一大

难题[3,5-6]。去乙酰酶抑制剂作为一类新型抗肿瘤药

物, 具有明显的促肿瘤细胞凋亡、抑制其增殖的作

用[7]。但是其对肿瘤细胞耐药及其侵袭、转移能力

的影响还无相关文献报道。本研究通过检测EMT
及肿瘤转移相关基因的表达, 探讨低浓度TSA对胰

腺癌细胞株PANC-1侵袭、转移力的影响及耐药的

形成。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及仪器  

曲古霉素A(TSA)购自Sigma(USA)公司, 用二

甲亚砜(DMSO, Sigma)溶解至10 μmol/L, 使用前用

培养基稀释至工作浓度。DMEM培养基、胎牛血

清、Trizol购自Gibcol BRL公司。逆转录试剂盒和

SYBR Green I荧光定量试剂盒购自东洋纺(上海)
生物科技有限公司, 荧光PCR所用引物由上海生工

生物技术有限公司合成(引物序列见表1)。CCK8
试剂盒购于日本同仁公司。Matrigel胶购自BD公

司, E-cadherin、Vimentin兔抗人一抗以及辣根过

氧化物酶标记山羊抗兔IgG二抗购于Abcam生物公

司。酶标仪为ELX800(Bio-Tek)产品, 荧光PCR仪为

ABI7500(ABI)。
1.2   细胞培养及耐药株的培育

胰腺癌细胞株PANC-1培养在含10%的胎牛血

表1  荧光PCR各引物序列

Table 1  List of all primers used with Real-time PCR
基因

Gene
正向引物(5′→3′)
Forward primer(5′→3′)

反向引物(3′→5′)
Backward primer(3′→5′)

MMP1 CTA CGA TTC GGG GAG AAG TGA T AGC CCA TTT GGC AGT TGT G

MMP2 AGC CAA CTA CGA TGA TGA CCG GCT CCT GAA TGC CCT TGA TGT

MMP7 TGG GAA CAG GCT CAG GAC TAT CT GGC ACT CCA CAT CTG GGC TT

MMP9 TGG CAC ACG CCT TTC CTC CT CGC GCC ATC TGC GTT TCC A

MMP14 CAT CTT CCT GGT GGC TGT GC TGA CTC ACC CCC ATA AAG TTG CT

MMP15 TGG AAC AAC CAC CAT CTG ACC T GGG CAC CTC CTG GAA GAC C

TIMP1 ACA ACC GCA GCG AGG AGT TTC T GCT GTT CCA GGG AGC CAC AAA A

TIMP2 CAC CAC CCA GAA GAA GAG CCT TGT GAC CCA GTC CAT CCA GAG

Vimentin GAA CCT GAG GGA AAC TAA TCT GG GAA GTT TCG TTG ATA ACC TGT CCA T

E-cadherin AGC CTC AGG TCA TAA ACA TCA TTG GAT AGA TTC TTG GGT TGG GTC G

Snail ACC CCA CAT CCT TCT CAC TG TAC AAA AAC CCA CGC AGA CA

GAPDH TCC CAT CAC CAT CTT CCA GG GAT GAC CCT TTT GGC TCC C
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清、100 mg/mL的链霉素、100 mg/mL的青霉素的

DMEM培养液里, 放在37 °C、5% CO2培养箱中培养。

取对数生长期的细胞处理后分组, 实验组加入不同

浓度的TSA, 对照组加入等浓度的DMSO共同培养。

采用逐渐增加浓度的方法培育耐药株, TSA起始浓

度为0.05 μmol/L, 每两周浓度增加0.01 μmol/L TSA, 
正常传代连续培养30周后获得胰腺癌PANC-1耐
TSA细胞株, 并维持0.2 μmol/L TSA传代培养, 并将

此细胞株命名为PANC-1-TSA。

1.3   耐药指数的测定

CCK8方法测定PANC-1-TSA细胞株的耐药指

数。按上述方法培养两组细胞, 待胰酶消化后细胞

计数, 调节细胞浓度为1×104/L, 在96孔板中接种细

胞悬液(100 μL/孔)。将培养板放在培养箱中预培养。

待细胞长至80%时, 加入不同浓度TSA处理PANC-1
细胞株(0, 0.062 5, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 μmol/L)以
及PANC-1-TSA组TSA终浓度为(0, 5, 10, 20, 40, 80, 
160 μmol/L)。TSA处理24 h后, 每孔加入含有10 μL 
CCK8 的100 μL培养液, 并设置空白对照组。将培养

板在培养箱内孵育1~4 h, 用酶标仪测定在450 nm处

的吸光度。采用GraphPad Prism6.0软件计算PANC-1
及其耐药株PANC-1-TSA的IC50(TSA 24 h)。并计算耐

药株耐TSA指数RI(Resistant Index)=IC50(PANC-1-
TSA)/IC50(PANC-1)。
1.4   Transwell小室检测细胞侵袭力

侵袭能力的测定采用Transwell侵袭小室, 具有

8 μm孔径的聚碳酸酯膜用Matrigel胶进行包被, 亲
本株和耐药株细胞培养至70%~80%融合后胰酶消

化, 用DMEM调整细胞浓度至(1.5~3)×105/mL, 上室

中加入200 μL 0.1% BSA的无血清培养液细胞悬液, 
在24孔板的下室中加入含8% FBS的DMEM培养液

800 μL, 然后在37 °C的培养箱中孵育24 h, 取出滤

膜, 用95%乙醇固定, 棉签擦去滤膜上未贴壁的细

胞, DAPI染液染色, 在200倍的荧光显微镜下随机取

4个视野计数穿透到滤膜背面的细胞数, 每组重复3
次, 每次每组设置2个副孔, 结果求平均数。

1.5   实时定量PCR方法检测靶基因表达情况

用 Trizol试剂盒提取PANC-1细胞组、TSA处理

组(0.1 μmol/L, 24 h)及PANC-1-TSA组培养细胞的总

RNA。吸取2 μg RNA样本在10 μL体系中进行逆转

录反应, 参照逆转录试剂盒说明书进行。取逆转录

产物1 μL进行PCR扩增, PCR扩增体系为: 5 μL荧光

定量染料2×SYBR荧光定量试剂、2 μL引物(上、下

游各1 μL)、2 μL plus反应液、1 μL cDNA。检测靶

基因包括: 转分化相关分子(Snail、E-cadherin、Vi-
mentin)、基质金属蛋白酶(MMP1/2/7/9/14/15)、基质

金属蛋白酶组织抑制因子(TIMP1/2)。扩增程序为: 
95 °C 3 min; 95 °C 15 s, 62 °C 15 s, 72 °C 45 s, 40个
循环。得到的Ct值用2–ΔΔCt法计算mRNA表达的变化

(结果为倍数关系)。
1.6   蛋白质印迹法检测靶蛋白表达情况

PANC-1细胞组、TSA处理组(0.1 μmol/L, 24 h)
及PANC-1-TSA组培养细胞每5×106个加100 μL细胞

裂解液(RIPA), 作用20 min后用细胞刮收集提取液; 
12 000 r/min离心10 min(r=95 mm), 取上清液测蛋白

浓度; 制备10%聚丙烯酰胺分离胶和4%积层胶, 样品

5×SDS上样缓冲液, 设置恒压100 V, 电泳60 min; 设
置恒流350 mA, 湿法电转移60 min; 转膜后的PVDF
膜经5% TBST脱脂奶粉室温封闭2 h; 然后加一抗(稀
释在一抗稀释液中), 4 °C孵育过夜, 加入相应种属二

抗, 室温孵育1.5 h, 加入ECL发光液孵育膜5 min, 暗
室压片曝光, 显影定影后胶片保存。

1.7   统计学处理

实验数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 采用Graph-

Pad Prism6统计软件进行单因素方差分析及配对T
检验方法。P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   耐药株PANC-1-TSA的鉴定

经CCK8方法测定PANC-1及其耐药株 PANC-1-
TSA 24 h的IC50。予以梯度浓度的TSA处理两组细胞

24 h, 其IC50分别为(0.51±0.09) μmol/L、 (78±5) μmol/L, 

图1  TSA在胰腺癌PANC-1及耐药株PANC-1-TSA中的IC50
Fig.1  The IC50 of TSA in PANC-1 and PANC-1-TSA
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PANC-1-TSA的IC50较亲本株有显著升高(P<0.05, 图
1及表2)。 
2.2   Transwell小室检测细胞侵袭力的改变

Transwell检测各组细胞侵袭能力, DAPI(4′,6-

二脒基-2-苯基吲哚)染色后在200倍的荧光显微镜下

随机取4个视野计数穿透到滤膜背面的细胞数, 发现

PANC-1细胞株予以0.1 μmol/L TSA处理24 h后, 其
侵袭能力未见明显改变, 而耐药株PANC-1-TSA较亲

本株显示出更强的侵袭力。

2.3   转移相关基因mRNA的表达

PANC-1组、低剂量TSA组和PANC-1-TSA组转

移相关基因mRNA表达见图3。TSA耐药株PANC-1-
TSA各指标均较对照组升高, 尤其以MMPs上升明显, 
TIMP1/2上升不明显。低浓度0.1 μmol/L、0.2 μmol/L 
TSA 24 h处理组的MMP2、MMP9和TIMP2 mRNA

表2  胰腺癌PANC-1-TSA细胞株对TSA耐药指数

Table 2  The RI of PANC-1-TSA cells line
细胞系

Cells line
50%抑制浓度(μmol/L)*
IC50(μmol/L)

耐药指数

Resistant index

PANC-1 0.51±0.09
153

PANC-1-TSA 78±5

*表示三次独立实验的平均值。

*The average of three independent experiments.

                                   *P<0.05, **P<0.01.
图3  转移相关基因(MMPs、 TIMPs) mRNA的表达

Fig.3  The mRNA relative expression of MMPs and TIMPs
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图2  Transwell检测细胞侵袭力的改变(DAPI染色)
Fig.2  Detection of the changes of cell invasion ability (DAPI stain) using Transwell invasion assays
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表达上升, 且TIMP2的上升幅度明显大于MMP2 
(*P<0.05, **P<0.01)。
2.4   耐药株PANC-1-TSA上皮–间叶转化的改变

2.4.1   胰腺癌PANC-1及其耐药株PANC-1-TSA细

胞的形态学差异      在细胞形态上, 耐药株PANC-1-
TSA细胞形态发生明显改变, 相较亲本株的椭圆形, 
PANC-1-TSA细胞形状更加不规则, PANC-1-TSA更

倾向于间质性(图4)。
2.4.2   EMT相关基因mRNA及蛋白表达的改变      荧
光定量PCR显示, 与PANC-1组比较, 耐药株PANC-
1-TSA的间质细胞标志基因Snail、 Vimentin表达上升, 

度来改变染色质结构, 在转录和翻译水平调控肿瘤

生长、凋亡及侵袭转移相关蛋白的表达和降解。作

为一类新抗肿瘤药物, TSA对胰腺癌PANC-1细胞具

有明确的抑增殖、促凋亡的作用[8]。但是肿瘤细胞

对TSA耐药性如何, 耐药后的肿瘤侵袭、转移能力

有何改变至今尚未有相关文献报道。本研究通过

CCK8方法检测亲本株及耐药株的IC50, 计算其耐药

指数, 证明低浓度TSA长期作用胰腺癌PANC-1细胞

株, 可使胰腺癌PANC-1明显产生TSA耐药性。进一

步运用Transwell小室检测细胞侵袭力发现胰腺癌对

TSA产生耐药后其侵袭力也明显增强了。而短时间

0.1 μmol/L TSA处理PANC-1 24 h后, 其侵袭力未见

明显改变。

细胞外基质的分解被认为是恶性肿瘤侵润和

转移的早期信号, 基质金属蛋白酶(matrix metallo 

图4  PANC-1与PANC-1-TSA 细胞的形态学差异

Fig.4   The difference between PANC-1 and PANC-1-TSA 
in cytomorphology

A: 胰腺癌PANC-1细胞株及其耐药株PANC-1-TSA细胞株E-cadherin、 Snail及Vimentin mRNA的相对表达量。均数±标准差, n=3; *P<0.05, 与对照

组比较; B: 胰腺癌PANC-1细胞株及其耐药株PANC-1-TSA细胞株E-cadherin、 Vimentin蛋白表达的变化。

A: the relative expression of E-cadherin、 Snail and Vimentin mRNA. PANC-1 and PANC-1-TSA cells line. x
_
±s, n=3. *P<0.05, compared with control 

group; B: the expression of E-cadherin and Vimentin in PANC-1 and PANC-1-TSA.
图5   EMT相关基因mRNA及蛋白表达的改变

Fig.5  The changes of mRNA and Protein leves of genes associated with EMT 
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虽然上皮性细胞标志物E-cadherin mRNA未见明显

改变, 但蛋白印迹分析结果却显示E-cadherin的蛋白

水平有着显著下降,间质细胞标志转录因子Vimentin
表达增加(图5)。表明耐药细胞株PANC-1-TSA较亲

本株表现出更加明显的间质特性, 发生EMT。

3   讨论 
胰腺癌恶性生物学行为的主要特征是其强烈

的向周围组织侵袭以及向远处转移。大部分胰腺癌

患者在诊断时往往发现已经有转移, 因此很难获得

根治。化疗作为治疗胰腺癌的重要手段之一, 其作

用因而显得尤为重要, 但胰腺癌对传统化疗药物可

产生明显的抗药性[7]。TSA是一种高效、广泛的组

蛋白去乙酰酶抑制剂(HDACi)。近年来国内外研究

表明, TSA通过改变组蛋白和非组蛋白的乙酰化程
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preteinases, MMPs)能降解基膜和细胞外基质, 与金

属基质蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitor of met-
alloproteinases, TIMPs)保持动态平衡，在肿瘤的浸

润和转移中发挥重要作用[9-11]。胰腺癌组织MMPs较
正常胰腺组织明显升高, 其中侵袭性强、分期高的

胰腺癌表达相对更高[12-13]。为了探究腺癌PANC-1耐
药株细胞细胞侵袭、转移力的改变, 我们检测了基

质金属蛋白酶(MMP1/2/7/9/14/15)、基质金属蛋白

酶组织抑制因子(TIMP1/2) mRNA的表达改变。在

本实验中胰腺癌PANC-1细胞株予以0.1~0.2 μmol/L 

TSA处 理24 h后, MMP2、TIMP2、MMP9 mRNA的

表达均较对照组上升, 其中TIMP2 mRNA的表达上

升更为明显。我们考虑细胞具有维持MMPs/TIMPs
稳定的自我调节能力, TIMP1/2的升高可能是由于

MMP1、 MMP2 mRNA升高所致反馈性升高。Trans-
well实验证实, 0.1 μmol/L TSA对PANC-1侵袭力无明

显影响。然而, PANC-1-TSA耐药株的MMPs、 TIMPs 
mRNA表达均明显上升, 尤以MMPs mRNA为显著。

Transwell实验亦证实胰腺癌PANC-1-TSA耐药株表

现为更强的侵袭力。虽然, MMPs能够快速降解基

膜和细胞外基质, 但细胞的侵袭力的改变不仅依赖

MMPs/TIMPs的动态稳定, 亦与EMT有着密切的联

系, 现已证实EMT在肿瘤细胞耐药的形成以及侵袭

转移力的改变上有着重要的作用。 
EMT相关基因E-cadherin、 Vimentin、 Snail是细胞

表型的标志性分子。E-cadherin是上皮细胞界定的

重要标志之一, 被认为是决定上皮细胞表型的关键

分子, 其编码基因CDH1被公认为癌浸润转移抑制基

因。发生EMT时E-cadherin表达下调破坏细胞连接

和细胞骨架, 引发细胞极性的缺失, 进而癌细胞发生

游离、浸润和转移[14]。外源性补充E-cadherin可以

部分或者完全抑制肿瘤细胞侵袭性表型。Vimentin
是一种来源间叶组织的III型中间纤维, 是间质型细

胞的标志性分子。在癌症的发生发展中, 转录因

子Snail是E-cadherin的直接抑制因子[15]。 Kong等[16]

实验发现, TSA可以导致胰腺癌PANC-1发生间质

上皮转化(MET), 上调上皮标志物CDH1(E-cadherin)
表达的同时抑制Vimentin的表达。我们之前的研究

也显示TSA短时间处理胰腺癌PANC-1细胞具有上

调E-cadherin mRNA的表达的作用。但在本实验中, 
荧光半定量PCR提示耐药后的胰腺癌PANC-1细胞

Snail、 Vimentin mRNA的表达上升, E-cadherin mRNA

的表达未见明显变化, 但蛋白印迹结果显示耐药株

E-cadherin蛋白表达下降, Vimentin蛋白表达上升, 说
明PANC-1细胞株在耐药形成过程中发生EMT改变。

E-cadherin mRNA未见明显改变可能是由于mRNA
转录或细胞内microRNA对mRNA的调节, 或可能由

于在胰腺癌PANC-1诱导耐药过程中的细胞筛选作

用及本身耐药形成过程中多种机制的参与所致。在

胰腺癌PANC-1诱导TSA耐药的过程中, TSA诱导的

MET及耐药促进的EMT共同调节了E-cadherin的表

达, 但其中具体影响的机制尚有待进一步的研究。

针对去乙酰化酶抑制类(HDACi)药物对EMT的
影响, 研究者们持不同甚至相反的意见。Uchida等[17]

研究提示HDACi类药物SAHA可以诱导内皮细胞发

生EMT。Dejuan等[18]也证明HDACi SAHA及TSA均

可诱导前列腺癌细胞发生EMT。同时Shah等[2]培育

的胰腺癌L3.6pl、 AsPC-1及吉西他滨耐药株L3.6pl-
GR、 AsPC-1-GR中, E-cadherin蛋白表达明显下降, 
Vimentin明显上升, 均发生了EMT。但是Aghdassi
等[19]及von Burstin等[20]研究提示, HDAC1/2具有募

集Snail、 ZEB等因子、形成SNAIL/HDAC1/HDAC2
复合物、抑制E-cadherin表达的作用。HDACi类药

物则可以通过抑制HDAC1/2, 抑制SNAIL/HDAC1/
HDAC2复合物的形成, 减弱其对E-cadherin的抑制

作用, 上调E-cadherin的表达, 继而抑制EMT的作用。

HDACi还是TGF-β1诱导EMT的必要因子[21], TSA可以

通过抑制HDACi阻断TGF-β1所诱导的EMT进程[22]。

故而我们认为, 不同种类肿瘤的细胞对不同种类的

HDACi反应会有所不同, 甚至不同胰腺癌细胞株对

不同种类HDACi的反应也可能各异, 甚至剂量的高

低及作用的时间都可能影响EMT相关基因转录因

子的活性状态, 其具体机制尚有待更加深入的研究。

本实验结果提示对于胰腺癌PANC-1细胞株, 长期予

以TSA治疗形成耐药后, 发生EMT转变, EMT与耐药

作用相互促进, 最终导致细胞侵袭能力的增强。

本实验结果证明, 长期低浓度TSA暴露可诱导

胰腺癌PANC-1产生耐药性, 耐药株更具侵袭能力。

PANC-1在耐药形成的过程中发生了明显的EMT, 提示

HDACi类药物长期使用可能诱导胰腺癌细胞产生耐

药性, 而耐药肿瘤细胞向更强侵袭力和转移性进化。
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