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胰腺癌是一种恶
性程度极高的消
化系肿瘤 ,  其早
期症状隐匿 ,  发
现时多已是晚期, 
手 术 切 除 率 低 , 
预后较差.  
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Abstract
AIM: To investigate the effect of salinomycin 
on proliferation and migration of pancreatic 
cancer cell lines Capan-2 and PANC-1 and 
the possible mechanisms of inhibition of cell 

migration. 

METHODS: Canpan-2 and PANC-1 cells 
were treated with different concentrations of 
salinomycin for 24 h, while the cells treated with 
dimethyl sulphoxide (DMSO) were used as 
controls. Cell proliferation and the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) of salinomycin 
were measured by CCK8 assay. Transwell assay 
was used to measure the migration of these 
cells which were pretreated with salinomycin 
at a concentration of IC50. The protein and 
mRNA expression of biomarkers for epithelial-
mesenchymal transition (EMT) was detected by 
Western blot and Real-time PCR, respectively. 

RESULTS: Salinomycin inhibited the prolife
ration of Capan-2 and PANC-1 cells in a dose-
dependent manner. The IC50 values for Capan-2 
and PANC-1 cells were 20 μmol/L and 10 μmol/L, 
respectively. Salinomycin signif icantly 
decreased the migration ability of pancreatic 
cancer cells as revealed by Transwell migration 
assay (P < 0.05). The protein expression of 
E-cadherin was increased while that of Vimentin 
was decreased after salinomycin treatment. The 
expression of E-cadherin mRNA was increased 
in both Capan-2 and PANC-1 cells (P < 0.05), 
while the expression of Vimentin mRNA was 
decreased in both Capan-2 and PANC-1 cells (P 
< 0.05).

CONCLUSION: Salinomycin can inhibit 
the proliferation and migration of Capan-2 
and PANC-1 cells possibly by inhibiting the 
process of EMT. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
胰腺癌的传统治
疗方法如手术切
除、放化疗等基
本治疗手段都具
有一定的缺陷和
不足 ,  找出有效
的治疗方法是我
们亟待研究解决
的问题. 
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摘要
目的:  观察盐霉素对胰腺癌C a p a n - 2及
PANC-1细胞增殖及迁徙能力的影响, 探讨
其抑制细胞迁移能力的可能作用机制. 

方法: 以1、2、4、 8、10、20、40、60、
80 μmol/L不同浓度的盐霉素处理Capan-2
及PA N C-1细胞24 h后 ,  利用C C K8检测
细胞增殖并得出半数抑制率的药物浓度
(50% inhibitory concentration of a substance, 
IC50). 利用Transwell实验检测细胞迁移能
力的改变, 进一步分别利用Western blot及
Real-time PCR检测上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)关键分子
E-cadherin及Vimentin的表达变化.

结果: 盐霉素呈浓度依赖性抑制Capan-2及
PANC-1细胞的增殖, 其IC50分别为20及10 
μmol/L. Transwell细胞迁移实验发现盐霉素
可明显抑制细胞的迁移能力(P 值均<0.05), 
Western blot实验发现E-cadherin表达上调而
Vimentin表达下调, 进而Real-time PCR检测
后发现Capan-2细胞在DMSO对照组作用及
盐霉素处理后E-cadherin基因mRNA的相对
表达量分别为1.2140±0.0988 vs  3.7920±
0.0733, 而Vimentin 基因mRNA的相对表达
量分别为0.9998±0.0332 vs  0.2756±0.1250; 
PANC-1细胞在DMSO对照组作用及盐霉素
处理后E-cadherin基因mRNA的相对表达量
分别为0.1210±0.1130 vs  0.5790±0.2230而
Vimentin 基因的mRNA相对表达量分别为
3.9820±0.2670 vs  1.6920±0.0130, 差异均有
统计学意义(均P <0.05). 

结论: 盐霉素可以抑制胰腺癌细胞体外增殖
及迁徙能力, 可能通过抑制EMT发生过程抑
制细胞的转移能力. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肿瘤干细胞是导致肿瘤易复发及化

疗耐药的重要原因, 本研究发现盐霉素作为一

种可以有效地杀死肿瘤干细胞的抗生素 ,  其

在胰腺癌中可以抑制胰腺癌细胞的增殖及迁

徙能力 ,  并可能参与抑制细胞上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition)的发生过程. 
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0  引言

胰腺癌是恶性程度、致死率极高的消化系肿

瘤, 5年生存率往往不足5%[1]. 多数患者诊断明

确时往往已处于晚期, 早已失去手术机会. 只
有10%-20%的患者可以有机会进行手术切除, 
但依然有大约80%的患者手术后最终依然死

于此疾病, 平均生存期不超过2年[2]. 过去研究[3]

发现胰腺癌细胞往往早期极易发生侵袭转移, 
同时往往对传统化疗药物存在一定的耐药性

是导致胰腺癌恶性程度极高、预后很差的原

因. 过去几年人们研究发现肿瘤细胞中存在一

类特殊的细胞群体即“肿瘤干细胞” (cancer 
stem cell, CSC)是一类具有自我更新和多向分

化潜能的细胞群体, 有助于细胞在不同的肿瘤

微环境下生存[4,5]. 自从盐霉素被发现可以选择

性杀死乳腺癌干细胞以来[6], 盐霉素在其他肿

瘤中的作用研究也越来越多[7-10]. 本研究旨在

探索盐霉素对胰腺癌细胞转移能力的抑制作

用, 找出可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系Capan-2及PANC-1细
胞均购自中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心; 所有细胞均使用含有10%的胎牛

血清(美国Gibco公司). 1%青-链霉素的培养基

培养、传代, 其中PANC-1细胞采用DMEM培

养基(美国Gibco公司); Capan-2细胞采用1640培
养基(美国Gibco公司); 本实验所采用的盐霉素

购自美国Cayman公司, 以DMSO配置储存液浓

度为5 mmol/L, -20 ℃长期保存; E-cadherin抗体

购自美国ABGENT公司; Vimentin抗体购自美

国CST公司; β-Actin抗体购自武汉启动子公司; 
CCK8检测试剂盒(武汉启动子生物有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 细胞毒性及增殖实验: 采用CCK8检测试
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■相关报道
研究发现盐霉素
可以选择性杀死
包括乳腺癌在内
的多种肿瘤干细
胞 ,  有研究报道
称盐霉素可以抑
制胰腺癌细胞增
殖并抑制肿瘤干
细胞表型的获得. 

剂盒检测, 细胞毒性实验检测所使用盐霉素

半数抑制率时的药物浓度IC50. 取对数生长期的

细胞消化后以5000个细胞/孔接种于96孔板后过

夜, 以1、2、4、 8、10、20、40、60、80 μmol/L
不同浓度处理细胞24 h后, 加入CCK8试剂, 按
说明书操作, 计算450 nm吸光度值, 细胞活力

(cell viability) = (A实验组-A空白组)/(A对照组-A空白组)×
100%. 
1.2.2 R N A提取及R ea l-t ime P C R检测: 细
胞以5×10 5细胞量接种于六孔板 ,  待细胞

贴壁后分别以 I C 50的浓度盐霉素及D M S O
处理细胞24  h后消化收集细胞沉淀 ,  利用

TRIzol法提取细胞总RNA, 按照TaKaRa逆
转录试剂盒说明书及Real-t ime PCR说明书

进行操作, 引物序列设计如下: E-c a d h e r i n 
F: 5'-CCTGGGACTCCACCTACAGA-3', 
R: 5'-GGATGACACAGCGTGAGAGA-3'; 
Vimentin F: 5'-AGTCCACTGAGTACCGGAG
AC-3', R: 5'-CATTTCACGCATCTGGCGTTC-3'; 
ACTB F: 5'-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3', 
R: 5'-GACTGCTGTCACCTTCACCGT-3'.
1.2.3 Western blot检测: 将细胞以5×105细胞量

接种于六孔板, 待细胞贴壁后分别以IC50的浓

度盐霉素及DMSO处理细胞24 h后消化收集细

胞沉淀, 加入适量的PMSF的NP40裂解液冰上

裂解后1200 r/min离心后取上清, 利用BCA试

剂盒检测蛋白浓度后以30 μg上样电泳后, NC
膜转膜2 h并用脱脂牛奶封闭非特异性结合, 孵
育一抗4 ℃过夜(使用5%的BSA稀释抗体, 其
中E-cadherin及Vimentin抗体稀释比例均为

1∶1000, β-actin抗体稀释比例为1∶2000), 后
TBST洗膜后孵育二抗1 h后利用ECL显色法进

行显影. 
1.2.4 Transwell迁移实验: 利用Corning公司的

0.4 μm Transwell小室检测细胞的迁移能力, 
细胞迁移实验接种细胞量1000个/孔, 上室加

入200 μL无血清培养基, 下室加入600 μL含
10%FBS的培养基培养24 h后细胞固定0.1%结

晶紫染色20 min后倒置显微镜下观察, 200倍高

倍镜下随机选取六个视野计数并统计. 
统计学处理 利用Graphpad Prism软件作

图, SPSS17.0软件进行统计学分析, 每次实验

重复3次以上, 数据用mean±SD表示, 采用χ2检

验或Two-way ANOVA检验分析, P <0.05为差异

具有统计学意义.

2  结果

2.1 盐霉素抑制胰腺癌细胞的增殖  根据细

胞药物毒性实验结果可发现, 盐霉素作用于

Capan-2细胞对细胞活力的影响成浓度依赖性

的, 随着药物浓度的增加细胞的活力逐渐下降, 
其IC50约为20 μmol/L; 同样地, 盐霉素呈药物

浓度依赖性的抑制PANC-1细胞的活力, 其IC50

约为10 μmol/L(图1).
2.2 盐霉素作用后对细胞形态、迁移能力的

影响 Capan-2细胞在20 μmol/L的盐霉素处理

作用后细胞形态间距变窄, 细胞极性消失, 由
长梭形变得卵圆形, 10 μmol/L的盐霉素作用 
PANC-1细胞后细胞形态也有上述类似的变化
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图  1  盐霉素呈浓度依赖性的抑制胰腺癌细胞的增殖. A: 

盐霉素抑制Capan-2细胞增殖; B: 盐霉素抑制PANC-1

细胞增殖; C: IC50浓度剂量盐霉素作用后细胞活力改变. 
aP<0.05 vs  Capan-2细胞DMSO处理组; cP<0.05 vs  PANC-1

细胞DMSO处理组.
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■创新盘点
本 研 究 发 现 盐
霉 素 可 以 抑 制
胰 腺 癌 细 胞 的
增 殖 及 迁 徙 能
力 ,  并可能参与
抑 制 上 皮 间 质
转化(epithelial-
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
的发生过程. 

(图2A-D); 进而行Transwell细胞迁徙实验后发

现, 无论是Capan-2细胞亦或是PANC-1细胞在

盐霉素作用后细胞迁徙能力明显受抑制, 200
倍高倍显微镜下随机选取六个视野统计, 经分

析P值分别为0.008和0.036, 差异具有统计学意

义(图2E-H).
2.3 盐霉素抑制EMT关键分子的蛋白及mRNA
水平的表达 进一步我们检测EMT的标志分子

的表达变化后发现, Capan-2及PANC-1细胞在

盐霉素作用处理后中E-cadherin蛋白表达水平

上调、Vimentin蛋白表达水平下调; 利用Real-
time PCR检测后发现, Capan-2细胞在盐霉素

处理前后E-cadherin基因mRNA的相对表达量

分别为1.2140±0.0988 vs  3.7920±0.0733(t  = 
36.35, P <0.0001)而Vimentin基因mRNA的相

对表达量分别为0.9998±0.0332 vs  0.2756±
0.1250(t  = 9.699, P  = 0.0006), PANC-1细胞盐

霉素处理前后E-cadherin基因mRNA的相对表

达量分别为0.1210±0.1130 vs  0.579±0.2230(t  
= 3.173, P  = 0.038)而Vimentin基因的mRNA
相对表达量分别为3.9820±0.2670和1.6920±
0.0130(t  = 14.84, P  = 0.0001)(图3).

3  讨论

肿瘤干细胞是导致肿瘤易复发及化疗耐药的

重要原因[11], 而2008年Mani等[12]在正常乳腺导

A B

C D

E F

G H

图  2  盐霉素作用后对胰腺癌细
胞形态及迁徙能力的影响(×200). 
A-D: 细胞形态; E-H: 细胞迁徙. 

A, E: Capan-2细胞DMSO处理; B, 

F: Capan-2细胞盐霉素处理; C, G: 

PANC-1细胞DMSO处理; D, H: 

PANC-1细胞盐霉素处理.
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■应用要点
随着人们对盐霉
素抑制肿瘤细胞
的发生及侵袭转
移作用机制研究
的不断深入 ,  盐
霉素有望成为新
型、有效抗癌药
物并降低肿瘤的
复发率 ,  延长患
者寿命并提高生
存治疗.

管上皮细胞及乳腺癌细胞中发现诱导细胞发

生EMT后可使细胞获得干细胞的特性, 可见肿

瘤干细胞特性与肿瘤细胞的侵袭转移关系密

切[13]. 盐霉素作为一种抗生素对大多数革兰氏

阳性菌及各种球虫有较强的抑制和杀灭作用, 
过去常作为兽医领域治疗用药使用[14-16]. 然而

自从2009年Gupta等[6]通过筛查16000中化学药

物后发现盐霉素可以有效地杀死乳腺癌干细

胞, 其抗癌效应是紫杉醇的100倍多, 其作为一

种新型的抗癌药物是否能够应用于临床解决

肿瘤复发转移这一难题一直以来值得人们不

断深入研究探索. 本研究旨在探索盐霉素对胰

腺癌细胞体外增殖及转移能力是否有抑制作

用, 并进一步研究其可能的机制, 为今后的对

抗胰腺癌提供新的思路.
本研究利用恶性程度及分化程度不同的

胰腺癌细胞Capan-2及PANC-1细胞作为研究

对象[17]. 利用CCK8检测后发现盐霉素可以抑

制胰腺癌细胞的活力及增殖能力, 而且呈剂量

依赖性, 其中IC50分别为20及10 μmol/L. 此外, 
本研究尚发现这两种细胞在盐霉素处理后迁

徙能力也明显受到抑制, 与过去在肺癌、结直

肠癌及血液系统肿瘤中的研究结果一致[18-20]. 
临床上胰腺癌多数患者并不是死于原发灶

的浸润生长, 而是死于肿瘤的广泛远处转移[21-23]. 

EMT是导致肿瘤侵袭转移的重要原因之一, 并
与肿瘤的化疗抗性存在密切的联系[24,25]. EMT的
标记分子之一是介导细胞与细胞之间相互黏附

的上皮标记黏附分子E-cadherin下调, 而间质标

志分子包括Vimentin、Fibronectin及N-cadherin
表达的上调 [26-28]. 本课题组长期致力于胰腺

癌EMT的机制研究, 过去我们曾经研究[29,30]

并报道过补体反应基因-32(response gene to 
complement-32, RGC-32 )参与TGF-β诱导的胰

腺癌细胞的EMT过程, 以及中药成分姜黄素在

胰腺癌中可以发挥抑制EMT的重要作用[31]. 本
研究发现, 盐霉素作用后的胰腺癌细胞蛋白水

平上, E-cadherin表达有所上调而Vimentin则下

调, 说明盐霉素可能参与抑制胰腺癌的EMT
的过程. 进一步行Real-time PCR检测mRNA
水平的表达后发现, 无论是Capan-2细胞还是

PANC-1细胞, 在盐霉素处理作用后E-cadherin
及Vimentin基因mRNA水平的变化同蛋白水平

变化一致且差异具有统计学意义. 因此我们认

为, 盐霉素不仅在蛋白水平还可在mRNA水平

抑制EMT关键分子的表达, 从而发挥抑制细胞

体外迁徙能力的作用. 
总之, 本研究结果表明盐霉素可以抑制胰

腺癌细胞的增殖及迁徙能力, 并可能参与抑制

EMT的发生过程, 而其具体的作用机制有待进

一步的探索.
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图  3  盐霉素对胰腺癌细胞EMT关键分子蛋白及mRNA
水平的改变. A: Western bolt图; B: Real-time PCR检测

EMT关键分子mRNA相对表达量. 1: Capan-2细胞DMSO

处理组; 2: Capan-2细胞盐霉素处理组; 3: PANC-1细胞

DMSO处理组; 4: PANC-1细胞盐霉素处理组. bP<0.01 vs  

Capan-2细胞DMSO处理组; cP<0.05, dP<0.01 vs  PANC-1

细胞DMSO处理组. 
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