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Abstract
AIM: To investigate the effects of 5-lipoxygenase 
and LTB4 on the proliferation and apoptosis of 
pancreatic cancer cells in vitro. 

METHODS: The human pancreatic cancer cell 
lines ASPC-1, PANC-1 and SW1990 were cul-
tured and the levels of 5-LOX and the superna-
tant product LTB4 were examined by Western 
blot and ELISA. TNF-a-induced cell apoptosis 
was analyzed by annexin V/PI double staining 
with flow cytometry. 5-LOX cDNA stably trans-
fected SW1990 cell lines were established and 
treated with TNF-a. Their sensitivity to apopto-
sis induction was examined. 

RESULTS: The pancreatic cell lines tested in 
this study all expressed substitute levels of 
5-LOX and LTB4. The percentages of apoptotic 
wild-type SW1990 cells were 25.4% ± 3.65% and 
43.5% ± 5.23% after 12 h and 24 h treatment with 
20 μg/L TNF-a, respectively. However, these 
effects were significantly decreased (P < 0.01) in 
5-LOX over-expressing cells. The percentages 

of these cells undergoing apoptosis were 13.2% 
± 2.01% and 21.7% ± 3.65% after 12 h and 24 h 
treatment, respectively. Furthermore, the addi-
tion of exogenous LTB4 (10 nmol/L) significant-
ly suppressed the percentage of wild-type cells 
undergoing apoptosis from 47.6% ± 5.32% to 
18.5% ± 5.69%. Blocking LTB4 signals with spe-
cific receptor antagonists reversed the sensitivity 
of 5-LOX transfected cells to apoptosis. 

CONCLUSION: High levels of expression of 
5-LOX and LTB4 make pancreatic cell lines more 
resistant to TNF-a-induced apoptosis, suggest-
ing that the 5-LOX pathway plays an important 
role in the pathogenesis of pancreatic cancer. 
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摘要
目 的 :  检 测 胰 腺 癌 细 胞 中 5 - 脂 氧 合 酶
(5-lipoxygenase, 5-LOX)及其代谢产物的表达
情况, 分析高表达5-LOX及LTB4对胰腺癌细
胞生长凋亡的影响.  

方法:  体外培养人胰腺癌细胞株A S P C-1 , 
PANC-1和SW1990, 并构建5-LOX基因稳定转
染细胞株. 用RT-PCR和Western blot检测细胞
5-LOX mRNA和蛋白的表达, ELISA检测细胞
培养上清中LTB4的含量, 采用流式细胞仪、

Annexin V/PI双染法检测TNF-a诱导细胞的细
胞凋亡. 

结 果 :  三 种 胰 腺 癌 细 胞 株 均 表 达 5 - L O X 
mRNA和蛋白, 细胞上清中也都检测到一定量
LTB4分泌. 5-LOX基因稳定转染细胞株表达
5-LOX和LTB4的水平上升. TNF-a(20 μg/L)
处理野生型SW1990细胞, 12和24 h后凋亡率
分别为25.4%±3.65%和43.5%±5.23%, 但该
效应在高表达5-LOX的细胞株中明显减弱, 分
别为13.2%±2.01%和21.7%±3.65%. 在野生
型SW1990细胞培养中加入外源性LTB4(10 
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■背景资料
有 研 究 表 明 ,  花
生四烯酸(AA)代
谢产物与肿瘤的
病理形成和发展
密 切 相 关 .  在 胰
腺癌的研究中观
察到LOX代谢途
径 异 常 .  5 - 脂 氧
合酶 (5 -LOX )是
催化AA转化成5-
羟二十碳四烯酸
(5-HETE)和白三
烯(LTs)的关键酶. 



nmol/L)能抑制TNF-a诱导的细胞凋亡, 野生
型与处理组细胞24 h后凋亡率有显著性差异
(47.6%±5.32% vs  18.5%±5.69%, P <0.01). 用
LTB4受体阻断剂处理5-LOX高表达细胞株, 
能恢复其对凋亡诱导的敏感性.

结论:  胰腺癌细胞均能表达5-L O X并产生
LTB4, 高表达5-LOX能抑制TNF-a诱导的胰
腺癌细胞凋亡. 

关键词: 胰腺癌; 5-脂氧合酶; 肿瘤坏死因子-a; 凋

亡; 免疫印迹法; 逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

胰腺癌是常见的恶性肿瘤之一, 5年生存率小于

2%[1-2]. 受胰腺解剖学和胰腺癌生物学特征等因

素的影响, 胰腺癌容易侵犯周围组织器官并发

生远处转移, 加之缺乏特异的临床表现和简便

可靠的诊断方法, 早期诊断十分困难, 确诊时

多已属晚期, 丧失了根治性手术的机会[3-4]. 因
此, 深入探讨发病机制, 寻找新的诊治手段是

当前胰腺癌研究的热点 [5-11]. 流行病学资料和

动物研究表明, 高脂饮食, 特别是花生四稀酸

(arachidonic acid, AA)和亚油酸等多不饱和脂

肪酸的摄入增加与胰腺癌关系密切[12-13]. 5-脂氧

合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)是催化AA转化为

白三烯(leukotriene, LT)和5-羟基二十碳四烯酸

(5-HETE)的关键酶[14]. 近年来有文献报道, 在胰

腺癌组织中5-LOX基因表达上调[15-16]. 我们实验

室前期的研究也在胰腺癌细胞株SW1990中检

测到5-LOX mRNA和蛋白的表达[17]. 然而到目

前为止, 5-LOX高表达究竟对胰腺癌细胞的生长

有什么影响还不十分清楚. 我们发现, 多种胰腺

癌细胞普遍能表达5-LOX蛋白, 而且无论是细胞

内过表达5-LOX还是其代谢产物LTB4, 均能抑

制胰腺癌细胞的凋亡. 该结果不仅初步揭示了

5-LOX在胰腺癌病理形成中的作用, 而且提示, 
抑制5-LOX代谢通路可能成为一个治疗胰腺癌

的有效途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株SW1990细胞由上海交

通大学附属第一人民医院消化内科王兴鹏教授

惠赠, 人胰腺癌细胞株ASPC-1购自上海中科院
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细胞库, 人胰腺癌细胞株PANC-1由上海市免疫

学研究所周芸惠赠. 细胞在含100 mL/L胎牛血

清的DMED培养液常规培养. 部分实验在细胞

培养过程中加入不同浓度的LTB4(Cayman), 或
加入选择性的LTB4受体1、2阻断剂U75302(1 
μmol/L, Cayman)或/和LY255283(1 μmol/L, 
Cayman).
1.2 方法 细胞培养对数期加入TNF-a(20 μg/L, 
R&D)作用细胞12, 24 h, 收集细胞. 凋亡检测采

用BD公司提供的ApoAlert Annexin-V kit. 2×105

细胞用PBS洗1遍, 加入结合溶液200 μL悬浮细

胞, 再加Annexin V 5 μL和PI 5 μL置于室温避光

15 min, 上流式细胞仪检测, Annexin V阳性代表

凋亡细胞. TRIzol提取总RNA, 逆转录定量PCR
试剂盒购自TaKaRa公司, 按说明书操作. PCR扩
增5-LOX采用的上游引物: 5'-TCATCGTGGAC
TTTGAGCTG-3', 下游引物: 5'-AGAAGGTGGG
TGATGGTCTG-3'. 从SW1990细胞克隆5-LOX 
cDNA, 合成上游引物: 5'-CGCCATGCCCTCCT
ACACGGTCAC-3'和下游引物: 5'- CTGCTCGA
GTGCTCAGATGGCCACACTGTT- 3'. 下游引物

含XhoⅠ内切酶识别位点. PCR条件: 94℃ 4 min, 
94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 4 min, 28个循环后

72℃ 10 min中止. 将5-LOX基因克隆到pGEMT-
easy(P romega)载体中, 测序确认, 用Eco R和

XhoⅠ双酶切, 将5-LOX cDNA插入表达质粒

pcDNA3.1中(pcDNA3.1/5-LOX), 细胞转染用

FuGENE 6转染试剂(Roche), 同时设pcDNA3.1
空质粒转染组. 用1 g/L G418(Calbiochem)筛选

稳定转染的细胞株, 并以0.5 g/L G418维持培养. 
ELISA检测LTB4含量, 试剂盒购自R&D公司, 按
说明书操作. 提取总蛋白, 100 g/L聚丙烯酰胺

凝胶, 含50 g/L脱脂奶粉TBS封闭, 1∶1000加入

抗5-LOX一抗(Cayman), 4℃过夜, 1∶5000加入

HRP标记二抗, 作用2 h, 曝光洗片. 
统计学处理 采用STATA 7.0统计软件分析, 

两组计量资料用t检验. 多组计量资料用单因素

方差分析. P <0.05为显著性判断水准.

2  结果

2.1 胰腺癌细胞中5-LOX及其产物LTB4的表达   
我们在ASPC-1, PANC-1和SW1990三种胰腺癌

细胞株中均检测到5-LOX mRNA和蛋白的表达

(图1). 5-LOX在3种细胞中表达水平无显著差异. 
此外, LTB4是5-LOX代谢途径的主要产物. 我们

收集对数生长期细胞上清, ELISA检测到3种细
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■研发前沿
胰腺癌预后差, 早
期 诊 断 困 难 ,  传
统治疗效果不理
想. 深入研究胰腺
癌的发病机制对
探索更有效的预
防和治疗方法具
有重要意义. 近年
来, 5-LOX代谢途
径与胰腺癌的关
系受到关注. 
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胞都能分泌一定量的LTB4(图2).
2.2 构建高表达5-L O X的胰腺癌细胞株 选择

SW1990细胞株, 通过筛选得到稳定转染5-LOX
表达质粒的细胞株(SW1990/5-LOX). Western 
blot结果显示, 在稳定转染的细胞株中, 5-LOX表

达量是野生型SW1990的4倍左右(图3A). ELISA
分析结果显示 ,  与野生型S W1990细胞相比 , 
SW1990/5-LOX分泌更高水平的LTB4(图3B).
2.3 高表达5-LOX抑制胰腺癌细胞对TNF-a诱

导的细胞凋亡 20 μg/L TNF-a作用12和24 h, 能
诱导一定数量的野生型SW1990细胞发生凋亡 
(图4) .  然而 ,  高表达5-L O X的胰腺癌细胞在

TNF-a处理后, Annexin V阳性细胞的百分比(凋
亡率)明显减少, 24 h差异更明显. 与野生型细胞

(Wt)相比, P <0.01(图5), 提示SW1990/5-LOX抵

抗TNF-a诱导的凋亡能力增强.
2.4 高水平的LTB4与SW1990/5-LOX细胞凋亡

抵抗有关 在野生型SW1990细胞培养体系中加

入不同浓度的LTB4, 结果发现, 10 nmol/L LTB4
就可以使细胞对T N F-a的杀伤产生明显的抵

抗作用(P <0.01, 图6, Wt+LTB4). 在诱导细胞凋

亡前用选择性的LTB4受体1、2阻断剂U75302
或/和LY255283对S W1990/5-L O X细胞预处

理30 m in, 发现能增强细胞对TNF-a的敏感性 
(图6, P <0.05). 其中单独处理时, 发挥主要作用的

是U75302, 凋亡率恢复到接近野生型细胞的水

平. 联合使用U75302和LY255283获得更强的效

果, 凋亡率甚至超过野生型细胞的水平(P <0.05), 
说明, 高水平的LTB4与SW1990/5-LOX细胞凋亡

抵抗有直接的关系.

3  讨论

近年来大量资料表明, AA代谢产物与肿瘤的病

理形成与发展密切相关[18-21]. 在胰腺癌及其癌早

期病变中均能检测到5-LOX表达上调[15]. 人胰

腺癌组织免疫组化研究也证实, 5-LOX表达上

调, 但在正常胰导管细胞中不表达5-LOX, 胰导

管细胞分化越好, 5-LOX蛋白的表达越强. 此外, 
5-LOX下游主要产物LTB4也在胰腺癌组织, 而
不是正常导管细胞中有高水平表达[16]. 我们分

析多种胰腺癌细胞系, 证实这些细胞均能表达

5-LOX mRNA, 蛋白以及5-LOX主要下游代谢

产物LTB4. 我们还发现, 5-LOX高表达能明显抑

制TNF-a诱导的胰腺癌细胞凋亡, 而且这种对

凋亡的抵抗性可能与细胞分泌LTB4水平增加有

关. 体内TNF-a多由杀伤性T细胞分泌, 是机体抗

肿瘤免疫的重要因子[22], 由此我们推测, 高表达

5-LOX对胰腺癌可能的作用之一是能降低机体

免疫系统对肿瘤的攻击效率, 从而促进肿瘤的

生长. 此外, 临床上胰腺癌患者常常表现为对多

种化疗药物不敏感[23]. 许多化疗药物是通过诱

导肿瘤细胞凋亡来发挥作用的. 那么是否除了

■相关报道
据报道, 在胰腺癌
中检测到5-LOX 
mRNA 和蛋白表
达上调, 5-LOX下
游主要产物LTB4
也在胰腺癌中有
高水平表达, 进一
步提示5-LOX在
胰腺癌病理机制
中可能具有关键
地位. 
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图  1  胰腺癌细胞中5-LOX表达.
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图  2  胰腺癌细胞培养上清中LTB4的表达.
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图  3  稳定转染的SW1990细胞表达5-LOX和LTB4的情况. A: 

SW1990细胞5-LOX蛋白表达; B: LTB4表达. bP <0.01, q  = 

6.53 vs  Wt组. 

b



www.wjgnet.com

3688                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2007年12月18日    第15卷   第35期

TNF-a以外, 高表达5-LOX还能抑制其他因子, 
包括常用的化疗药物诱导的细胞凋亡还有待进

一步体内外实验来证实. 
在胰腺癌中, 过度激活的LOX代谢通路使

其成为令人注目的潜在治疗靶点[24]. 我们曾报

道, 5-LOX特异性抑制剂齐留通可显著抑制胰

腺癌细胞增殖[25], 进一步说明, 5-LOX在胰腺

癌病理机制中可能具有关键地位. 齐留通主要

通过抑制5-LOX活性而阻断AA转化过程, 包括

LTB4的产生. 我们研究发现, 如果在野生型胰腺

癌细胞培养过程中加入外源性LTB4, 能明显抑

制TNF-a诱导的细胞凋亡. 其次, 高表达5-LOX
的胰腺癌细胞(SW1990/5-LOX)在经过LTB4
受体阻断剂作用后, 对凋亡诱导的敏感性恢复

到接近正常细胞水平. 最后, 我们观察到, 高表

达5-LOX的胰腺癌细胞(SW1990/5-LOX)分泌

LTB4也增加. 总的看来, 虽然LTB4如何在体内

外影响胰腺癌细胞凋亡的分子机制尚不清楚, 
但这些结果充分提示我们, LTB4可能是5-LOX
发挥抗凋亡作用的直接因素, 而抑制LTB4介导

的信号可能具有抗胰腺癌的治疗作用. 
抑制LTB4的手段之一是应用特异性或非

特异性5-LOX抑制剂, 包括齐留通. 他们能通过

抑制5-LOX的酶活性来减少LTB4产生. 目前具

有代表性的5-LOX抑制剂大约有20余个, 有些

已用于哮喘的临床研究, 未发现明显的不良反 
应[26]. 第二种方法是直接阻断LTB4信号传导. 
我们采用LTB4受体阻断剂有效增强了高表达

5-LOX的胰腺癌细胞对凋亡诱导的敏感性. 他们

以及其类似物是否能在体外和体内发挥抗胰腺

癌的作用有待深入研究[27-28]. 最后, 直接抑制胰

腺癌细胞5-LOX基因表达水平也将是一种有效

的策略, 但关于细胞5-LOX基因表达调节方面

的研究较少[29-30]. 我们曾报道, 中药成分雷公藤

内酯醇可以抑制胰腺癌细胞增殖, 诱导细胞凋

亡, 其抗肿瘤活性与抑制细胞5-LOX基因表达和

LTB4生成有关[31]. 总之, 检验单独或协同使用这

些手段对肿瘤细胞5-LOX代谢通路和生长、凋

亡的影响, 可能为胰腺癌的临床治疗提供更多

的证据.
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5-LOX的胰腺癌
细 胞 株 ,  体 外 研
究5-LOX及主要
代谢产物LTB4对
TNF-α诱导的细
胞凋亡的影响.
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