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LY294002联合吉西他滨对胰腺癌PANC-1细胞p-Akt和
MRP表达的影响

柯晓煜, 王 渝, 谢祚启, 刘志清, 赵 秋

®

■背景资料
PI3K/Akt信号转
导通路的异常活
化在肿瘤发生发
展中起重要作用, 
并可能是导致肿
瘤细胞对化疗药
物敏感性低甚至
耐药的一个重要
原因. LY294002
是 能 有 效 抑 制
PI3K/Akt信号转
导通路, 吉西他滨
是常见的胰腺癌
化疗药物. 但未能
明确LY294002是
否能促进化疗药
物的化疗作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of LY294002 (a 
PI3K inhibitor) combined with gemcitabine on 
p-Akt and multidrug resistance-associated pro-
tein (MRP) expression in human pancreatic car-
cinoma PANC-1 cells. 

METHODS: After PANC-1 cells were treated with 
different concentrations of LY294002 and gem-
citabine, the expression of MRP mRNA and p-Akt 
and MRP proteins was detected by semi-quantita-
tive RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Compared to untreated control cells, 

treatment with LY294002 combined with gem-
citabine significantly decreased the expression of 
MRP mRNA (1.47 ± 0.03, 1.31 ± 0.05, 1.02 ± 0.04, 0.76 
± 0.06, 0.37 ± 0.02, P < 0.05) and  p-Akt and MRP 
proteins (p-Akt: 0.80±0.02, 0.63±0.01, 0.52±0.01, 0.41 
± 0.02, 0.35 ± 0.02, P < 0.05; MRP: 0.93 ± 0.05, 0.87 ± 
0.03, 0.81 ± 0.03, 0.71 ± 0.02, 0.40 ± 0.03, both P < 0.05) 
in a concentration-dependent manner.

CONCLUSION: LY294002 could effectively 
strengthen the sensitivity of human pancre-
atic carcinoma PANC-1 cells to gemcitabine. 
LY294002 may down-regulate MRP transcription 
by inhibiting p-Akt expression and therefore re-
verse resistance of PANC-1 cells to gemcitabine.

Key Words: LY294002; Gemcitabine; PANC-1 cells; 
p-Akt; Multidrug resistance-associated protein 
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摘要

目的: 研究LY294002联合吉西他滨对体外培
养的人胰腺癌PANC-1细胞内p-Akt和MRP表
达的作用.

方法: 半定量RT-PCR和Western blot检测不
同浓度的LY294002联合吉西他滨用药后
PANC-1细胞内MRP mRNA以及p-Akt和MRP
蛋白表达水平的变化.

结果: LY294002联合吉西他滨能显著抑制
PANC-1细胞内MRP mRNA的表达(1.47±
0.03, 1.31±0.05, 1.02±0.04, 0.76±0.06, 0.37
±0.02, P<0.05), 亦显著抑制p-Akt和MRP蛋白
的表达, 并且这种抑制作用与药物浓度显著相
关(p-Akt: 0.80±0.02, 0.63±0.01, 0.52±0.01, 
0.41±0.02, 0.35±0.02, P <0.05; MRP: 0.93±
0.05, 0.87±0.03, 0.81±0.03, 0.71±0.02, 0.40
±0.03, P <0.05), 在其浓度最大组抑制效应达
到最大.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科
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■研发前沿
LY294002在胰腺
癌中的研究刚刚
起 步 ,  其 具 体 的
作用机制有待进
一步研究.

结论: LY294002可能通过抑制PI3K/Akt信号
途径抑制MRP mRNA和蛋白的表达, 逆转肿
瘤的耐药.
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0  引言

PI3K家族参与多种信号通路, 以PI3K/Akt信号

转导通路尤为重要. PI3K/Akt信号转导通路的

异常活化在肿瘤发生发展中起重要作用, 并可

能是导致肿瘤细胞对化疗药物敏感性低甚至耐

药的一个重要原因[1,2]. LY294002是靶向PI3K催

化亚基p110抑制剂, 能有效抑制PI3K/Akt信号转

导通路[3,4]. 本实验研究将通过给予不同浓度的

LY294002联合吉西他滨干预人胰腺癌PANC-1
细胞, 探讨LY294002是否可通过PI3K/Akt信号

途径抑制p-Akt、MRP mRNA和蛋白的表达, 增
强胰腺癌细胞对化疗药物治疗的敏感性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Trizol试剂购自上海生物工程技术服务

有限公司; M-MLV逆转录酶购自美国Promega公
司; Taq DNA聚合酶购自美国Fermentas公司; 兔
抗人单克隆抗体和鼠抗人MRP单克隆抗体购自

英国Abcam公司; 鼠抗人β-actin多克隆抗体购自

美国Sant Cruz公司; HRP标记的羊抗兔IgG抗体

和HRP标记的羊抗鼠IgG抗体购自美国Fermen-
tas公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞株及其培养: 人胰腺癌PANC-1细胞

株购自上海细胞库. 用100 mL/L胎牛血清高糖

DMEM培养液培养PANC-1细胞株, 均在37 ℃、

50 mL/L CO2、饱和湿度的普通CO2培养箱内贴

壁培养. 吉西他滨用生理盐水溶解, LY294002用
DMSO溶解, 用DMEM培养基稀释成设计浓度

(保证培养瓶中的DMSO≤1%). 细胞常氧培养

24 h, 待贴壁生长融合至80%时, 将细胞随机分

为5组: (1)对照组, 不添加任何药物; (2)20 μmol/L
吉西他滨处理组; (3)10 μmol/L LY294002联合20 
μmol/L吉西他滨处理组; (4)25 μmol/L LY294002
联合20 μmol/L吉西他滨处理组; (5)50 μmol/L 

LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组. 20 
μmol/L吉西他滨置于培养箱中持续培养24 h后, 加
入LY294002置于培养箱中持续培养24 h. 
1.2.2 RT-PCR检测MRP的mRNA表达: 收集经

药物处理的胰腺癌PANC-1细胞, 采用Tr i zo l
试剂提取细胞总R N A,  逆转录合成c D N A. 
MRP上游引物: 5'-TGAAGGACTTCGTGT-
C A G C C-3', 下游引物: 5'-G T C C AT G AT G-
GTGTTGAGCC-3', 预扩增片断257 bp, 退火

温度60 ℃; 以β-ac t i n作为内参, 引物序列为: 
5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3', 5'-GCTGT-
CACCTTCACCGTTC-3', 预扩增片断438 bp, 
退火温度59 ℃ .  各条引物均由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成. 扩增产物用1.5% 
TAE琼脂糖凝胶在120 V电压下电泳30 min, 紫
外线下凝胶置于成像系统下进行拍照, 各组条

带净灰度值进行半定量分析, 与内参照的测定

结果比较, 计算其比值. 
1.2.3 Western blot检测p-Akt和MRP蛋白的表达: 
收集经药物处理的胰腺癌PANC-1细胞, 采用细

胞裂解液提取总蛋白, 加热变性后-20 ℃保存. 
取50 μg蛋白进行SDS-PAGE凝胶电泳, 将凝胶

中的蛋白质用转移系统印转到硝酸纤维素膜上, 
放入封闭液(TBS+5%脱脂奶粉+0.1% tween20)
室温振荡封闭2 h. 分别加入兔抗人p-Akt单克隆

抗体(1∶500), 鼠抗人MRP单克隆抗体(1∶250), 
鼠抗人β-actin多克隆抗体(1∶100), 4 ℃孵育过

夜. 分别按1∶7 000加入辣根过氧化物酶(HRP)
标记的羊抗兔IgG或羊抗鼠IgG, 37 ℃孵育1 h. 
采用化学发光法(ECL)曝光胶片, 采集图像及条

带净灰度值, 并与内参照的测定结果比较, 计算

其比值. 
统计学处理 采用SPSS13.0进行统计学分析, 

实验所得所有数据均以mean±SD表示. PCR和
Western blot两组间比较采用S-N-K检验, 多组间

比较采用方差分析. P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 LY294002联合吉西他滨对MRP mRNA表达

的影响 RT-PCR结果显示, MRP mRNA在吉西

他滨处理组中的表达明显低于其在空白对照

组中的表达, 两者间有显著性差异(P <0.05), 不
同浓度的LY294002联合吉西他滨处理组中, 随
着LY294002作用浓度的增加, MRP mRNA的

表达水平呈下降趋势, 并与药物浓度显著相关

(P <0.05, 图1). 

■相关报道
研 究 资 料 表 明 , 
PI3K/Akt除了能
促进肿瘤发生发
展, 还促使肿瘤细
胞多药耐药的发
生, 而MRP可能是
胰腺癌产生多药
耐药的部分原因, 
但未能进一步揭
示其中的具体机
制从而增强化疗
效果.
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Akt活性可能是治疗肿瘤并增强化疗效果的有

效途径[10-12]. Chen等[13]在肝细胞癌的研究中发

现, Bortezomib能抑制PI3K下调活化的Akt水平, 
进而克服细胞对TRAIL的耐药, 这进一步证明

p-Akt的活化可能是肿瘤多药耐药的产生机制

之一.  
肿瘤多药耐药的重要机制是A B C超家族

的几个运载体介导的药物外流量加大, 特别是

BCRP(ABCG2)、MDR1P-glycoprotein(ABCB1)
和MRP(ABCC)家族成员在介导多药耐药中起

着重要作用[14,15]. 其中MRP的表达能影响胰腺癌

的生物学行为, 并可能是胰腺癌产生多药耐药

的部分原因, MRP的研究可能有助于预测胰腺

癌患者的化疗效果[16]. 
PI3K-AKT信号转导通路是否通过上调多

药耐药相关蛋白导致肿瘤细胞对化疗药物敏感

性低甚至耐药尚在进一步研究中. LY294002是
靶向PI3K催化亚基p110的抑制剂, 能有效抑制

PI3K/Akt信号转导通路. 有研究表明LY294002
能够有效抑制体内外肿瘤细胞的生长, 这种抑瘤

效果经证实与其对PI3K及其下游的抑制有关[3]. 

MRP
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2.2 LY294002联合吉西他滨对p-Akt和MRP 蛋
白表达的影响 Western blot结果显示, p-Akt蛋
白在吉西他滨处理组细胞内的表达与空白对照

组相比无明显差异; 而吉西他滨处理组细胞中

M R P蛋白的表达量明显低于其在空白对照组

中的表达量, 两组间存在显著性差异(P <0.05). 
在不同浓度的LY294002联合吉西他滨处理组, 
LY294002均可明显抑制PANC-1细胞内p-Akt、
MRP蛋白的表达, 并且这种抑制作用与药物浓

度显著相关(P <0.05), 在药物浓度最大组三者抑

制效应均达最大(图2). 

3  讨论

1984年发现的一类胞内特异性磷酸化肌醇磷脂

3羟基的激酶PI3K是由p110催化亚基和p85调
节亚基构成的异源二聚体, 称为PI3Ks家族, 以
PI3K/Akt信号转导通路尤为重要[5-7]. PI3K/Akt
信号转导通路的异常激活则在刺激肿瘤细胞恶

性增殖和血管形成、增强肿瘤细胞的侵袭转移

能力中起着中枢作用, 而且可能导致肿瘤细胞

对化疗药物敏感性低甚至耐药[8,9]. Akt为蛋白激

酶B(PKB), 是一种丝/苏氨酸蛋白激酶, 蛋白质

产物与蛋白激酶A、蛋白激酶C有高度的同源

性, 处于PI3K/Akt信号转导通路的核心部位. Akt
只有催化结构域的Thr308位点和调节结构域的

Ser473位点2个位点的磷酸化才能使Akt充分活

化, 也就是只有磷酸化的Akt(p-Akt)才具有生物

学活性. 多种生长因子、激素等均可刺激Akt的
活化, Akt的活化除了能促进肿瘤发生发展, 还促

使肿瘤细胞多药耐药的发生, 所以特异性抑制
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图  1  LY294002联合吉西他滨对PANC-1细胞MRP mRNA表
达的影响. M: DNA标记物; 1: 对照组; 2-5: 0、10、25、

50 μmol/L LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组.

LY294002联合吉西他滨对MRP mRNA表达的影响

1        2         3        4       5

p-Akt

MRP

β-actin

LY294002联合吉西他滨对p-Akt蛋白表达的影响
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

吸
光

度
比

1        2        3        4        5

p-Akt蛋白

药物
LY294002联合吉西他滨对MRP蛋白表达的影响

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

吸
光

度
比

1        2        3        4        5
药物

MRP蛋白

图  2  LY294002联合吉西他滨对PANC-1细胞p-Akt和MRP 
蛋白表达的影响. M: DNA标志物; 1: 对照组; 2-5: 0、10、

25、50 μmol/L LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组. 

■应用要点
本研究为胰腺癌
的基因治疗以及
通过调控基因增
强化疗药物对胰
腺癌的治疗效果
提供理论依据, 表
明PI3K抑制剂与
传统化疗药物的
联用对治疗那些
已对传统化疗药
物产生耐药性的
肿瘤患者提供更
好的选择.

■创新盘点
本研究首次检测
LY294002联合吉
西他滨对人胰腺
癌PANC-1细胞内
p-Akt、MRP基因
表 达 的 影 响 ,  探
讨LY294002是否
增强吉西他滨对
胰腺癌细胞的敏
感性.
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若LY294002与化疗药物联合使用能够更有效并

降低毒性, 则表明PI3K抑制剂与传统化疗药物

的联用为治疗那些已对传统化疗药物产生耐药

性的肿瘤患者提供了更好地选择. 
本研究通过给予不同浓度的LY294002联合

吉西他滨干预人胰腺癌PANC-1细胞, RT-PCR检
测不同浓度的LY294002联合吉西他滨对MRP 
mRNA表达的影响, Western blot检测不同浓度

的LY294002联合吉西他滨对p-Akt和MRP蛋白

表达的影响. 该研究发现不同浓度的LY294002
联合吉西他滨可显著抑制PA N C-1细胞M R P 
mRNA的表达, 亦可显著抑制PANC-1细胞p-Akt
和MRP蛋白的表达, 而且LY294002联合吉西他

滨的抑制效应随着LY294002药物作用浓度的增

高而增大. 结果表明LY294002联合吉西他滨可

通过PI3K/Akt信号途径抑制p-Akt和MRP的表

达, 使药物抑制细胞恶性转化的能力增强. 
总之, PI3K/Akt信号途径可诱导MRP的异

常过表达, 其过表达在胰腺癌对化疗抵抗中起

着很显著的作用. LY294002可能通过抑制PI3K/
Akt信号途径抑制p-Akt和MRP的表达逆转耐药. 
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■同行评价
本文对LY294002
对吉西他滨在胰
腺癌化疗增敏效
应中的作用进行
了探讨, 得出初步
结论, 具有一定的
科学性.


