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■背景资料
胰腺癌的病因尚
未明确 ,  临床表
现多变 ,  没有特
异性 ,  发现时多
为中晚期 ,  已失
去手术机会 ,  化
疗药物不良反应
大. 维生素D及其
衍生物有望成为
临床上治疗胰腺
癌的一种辅助药
物治疗方法 ,  对
于降低患者病死
率 ,  提高患者生
存率 ,  改善患者
的生活质量有一
定作用.
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Abstract
AIM: To analyze the effect of MART-10, a new 
kind of vitamin D3 derivative, on cell growth and 
proliferation and the expression of survivin mRNA, 
c-myc protein and P21 protein in BxPC-3 cells. 

METHODS: After BxPC-3 cells were treated 
with MART-10, the growth of BxPC-3 cells was 
assessed by MTT assay, cell cycle was analyzed 
by flow cytometry, survivin mRNA level was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR), and c-myc and P21 
protein expression was detected by Western blot.

R E S U LT S :  T r e a t m e n t w i t h  M A R T - 1 0 
significantly inhibited the growth of BxPC-3 
cells, and the IC50 concentration was 10-7 
mmol/L. Flow cytometry results suggested that 
the proportion of S phase cells was decreased 
and the proportion of cells in G0/G1 phase 
was increased after treatment with MART-10. 
RT-PCR resul ts showed that MART-10 
significantly downregulated the mRNA level 
of survivin gene. Western blot results indicated 
that MART-10 significantly increased the 
protein levels of P21 but decreased the protein 
expression of c-myc.

CONCLUSION: Our results suggest that 
MART-10 can effectively inhibit the growth 
and proliferation of BxPC-3 cells, and the 
mechanism may be related with its influence 
on the expression of survivin, c-myc and P21.
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■研发前沿
MART-10在多种
恶性肿瘤中表现
出强大的抗肿瘤
作用, 且可提高患
者的血钙水平, 具
有诸多抗癌及防
癌的药学活性, 国
内外医师已将其
初步运用于临床
预防及治疗等方
面, 但其对人体胰
腺癌的临床应用
效果还未报道.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要

目的: 研究维生素D3衍生物MART-10对人胰
腺癌BxPC-3细胞的生长及survivin mRNA、

c-myc蛋白、P21蛋白表达的影响, 以期探讨
其抑癌机制. 

方法: 四甲基谷氮咪盐(methyl-thiazolyl-
tetrazolium, MTT)比色法检测MART-10对
BxPC-3细胞生长的影响; 流式细胞术检测
细胞周期, 观察细胞的生长情况; 逆转录-聚
合酶链反应(reverse transcription-polymerase 
chain reaction, RT-PCR)法检测BxPC-3细胞
中survivin mRNA的表达; Western blot法
检测BxPC-3细胞中c-myc蛋白和P21蛋白
的表达. 

结果: MTT结果显示, MART-10可显著抑制
人胰腺癌BxPC-3细胞的生长, 其抑制50%细
胞生长的给药浓度(IC50)为10-7 mmol/L; 流
式细胞术结果显示, 癌细胞在MART-10的作
用下, G0/G1期的细胞比例上升而S期的细胞
比例则下降; RT-PCR及Western blot结果表
明, 随着MART-10作用时间的延长及给药
浓度的增加, 胰腺癌BxPC-3细胞中survivin 
mRNA和c-myc蛋白的表达量逐渐减低, 而
P21蛋白的表达量则逐渐增强. 

结论: 维生素D3衍生物MART-10对人胰腺癌
BxPC-3细胞的生长具有显著抑制作用, 其作
用的机制可能与其调节survivin、c-myc及
P21的表达有关. 

© 2016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: 本研究使用四甲基谷氮咪盐检测生

长抑制率, 流式细胞术分析细胞周期, 逆转录

-聚合酶链反应与Western blot法检测survivin 

mRNA、c-myc蛋白和P21蛋白的表达, 探讨了

MART-10对人胰腺癌BxPC-3细胞的抗肿瘤机

制, 认为MART-10有望成为临床上治疗胰腺癌

的一种新型靶向基因治疗药物.
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0  引言

N o r m a n等于1991年首次合成了一种名为

EB1089的维生素D衍生物[1], 自此, 多种维生

素D的衍生物相继被合成出来. MART-10是一

种新型的维生素D3衍生物, 其具有显著抑制肿

瘤细胞的生长、增殖, 促进肿瘤细胞的分化

等作用[2], 除此之外, 有研究[3]报道, MART-10
可显著提高患者的血钙水平, 具有诸多抗癌及

防癌的药学活性, 国内外医师已将其初步运

用于部分恶性肿瘤(如乳腺癌、肝癌、前列腺

癌、结肠癌)的临床预防及治疗等方面, 但其

对人体胰腺癌的临床应用效果还未报道[4]. 本
研究通过采用不同浓度的MART-10对体外培

养的人胰腺癌BxPC-3细胞进行干预, 分析其对

BxPC-3细胞的生长、增殖等方面的影响, 研究

其抗胰腺癌的可能机制, 为人类胰腺癌的防治

提供新思路.

1  材料和方法 

1.1 材料 人胰腺癌BxPC-3细胞系购自美国

菌种保藏中心(American Tissue Type Culture 
Collection, ATCC). MART-10(购自Christina Mk 
Hansen, M. Sc.药业公司), 于-20 ℃冰箱内避光保

存, 使用时采用RPMI 1640培养基和二甲基亚砜

(DMSO)进行稀释. 将细胞置于37 ℃、50 mL/L 
CO2的细胞培养箱内, 使用含10%胎牛血清、2 g 
NaHCO3及80000 U/L庆大霉素的RPMI 1640培
养基(购自Gibico, UK)进行培养、传代, 取处于

对数生长期的细胞进行实验, 以2×105个细胞/mL
的密度接种到96孔细胞培养板上, 50 μL/孔, 其
中实验组按照MART-10给药浓度的不同分为5
组, 且每组均设5个复孔. 分别向每孔中加入50 μL 
MART-10, 使其终浓度分别为10-11 mmol/L、
10-10 mmol/L、10-9 mmol/L、10-8 mmol/L和10-7 
mmol/L, 而对照组中则加入等量的RPMI 1640

■相关报道
维生素D及其衍
生物对多种恶性
肿瘤有抗肿瘤作
用 .  已有研究报
道 ,  其与细胞内
的高亲和力受体
结合 ,  调节有关
基因和蛋白的表
达 ,  使细胞周期
发生阻滞 ,  促进
细胞凋亡 ,  抑制
肿 瘤 细 胞 生 长 , 
在 乳 腺 癌 、 肝
癌、前列腺癌、
结肠癌、基底细
胞癌等肿瘤中发
挥抑癌作用 ,  随
着 认 识 的 深 入 , 
将会发现其对更
多的肿瘤有抑瘤
作用. 
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培养基和DMSO(<0.1% V/V), 以上所有操作均

需在避光、无菌环境下进行.
1.2 方法

1.2.1 四甲基谷氮咪盐(m e t h y l-t h i a z o l y l-
tetrazolium, MTT)实验检测生长抑制率: 将细

胞置于37 ℃、50 mL/L CO2细胞培养箱中培

养72 h后, 吸取上清, 每孔按照1∶10的比例加

入100 μL 5 g/L的MTT(购自华美生物公司)孵
育4 h后, 加入DMSO以终止反应, 震荡30 min
后采用酶标仪(型号为: SLP SPECTRA-1)于575 nm
波长处测定其吸光度(A )值 ,  并计算各浓度

MART-10对胰腺癌细胞生长的抑制率, 其中抑

制率的计算公式为: 抑制率 = (阴性对照组的A
值-空白对照组的A值-观察组的A值)/(阴性对

照组的A值-空白对照组的A值).
1 .2 .2  流式细胞法分析细胞周期 :  使用1×
10-7 mmol/L的MART-10处理人胰腺癌BxPC-3
细胞72 h后, 0.25%的胰蛋白酶对其进行消化并

收集细胞, 经P B S洗涤后采用70%冷乙醇固

定24 h, 后经PBS洗涤并制备单细胞悬液, 采
用50 μg/mL的RNA酶在37 ℃条件下反应30 min, 
50 μg/mL的PI于4 ℃条件下进行避光染色1 h, 
将细胞的浓度调节为106个/mL后上流式细胞

仪检测, 根据其DNA的含量对细胞周期的变化

进行分析.  
1.2.3 逆转录-聚合酶链反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)检测survivin
基因的表达: TRIzol法提取细胞总RNA, 逆转

录合成cDNA, RT-PCR法检测survivin mRNA
的表达. cDNA扩增survivin基因的引物序列

为: 5'-GGACCTCCGCACCTCTACAT-3'(上
游)和5'-GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3'(下
游); 内参为: β-肌动蛋白(β-action), 其引物序

列为: 5'-CGCTGCGCTGGTCGTCGACA-3'和
5'-GTCACGCACGATTTCCCGCT-3'. PCR反
应体系如下: 1 μL的cDNA, 2 μL 2.5 mmol/L
的dNTP, 0.5 μL 20 pmol/L的上下游引物, 0.25 
μL 1.25 U的Pfu DNA聚合酶, 2.5 μL 5×Pfu 

DNA聚合酶缓冲液, 反应的条件为: 94 ℃, 40 s; 
60 ℃, 1 min; 72 ℃, 1 min; 共计32个循环. 以
β-actin为内参对其转录效率进行检测. PCR的
产物采用2%的琼脂糖凝胶进行电泳分析, 采
用溴化乙锭(EB)对其进行显色并拍照.
1.2.4 Western blot法检测c-myc蛋白和P21蛋白

的表达: 收集各组细胞, 提取蛋白, 酚试剂法检

测蛋白含量, 取50 μg蛋白上样进行SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE), 后将蛋白转印

至硝酸纤维素膜(NC)上, 小牛血清封闭后分别

采用一抗(1∶2000的稀释比)和辣根过氧化物

酶标记的二抗(1∶1000的稀释比)进行孵育, 并
采用化学发光试剂进行增强反应, 采用X光片

进行压片曝光, 凝胶成像仪对其结果进行分析.  
统计学处理 采用统计学软件SPSS17.0进

行统计分析, 其中计量资料采用mean±SD表

示, 而计数资料采用百分率(%)表示, 组间比较

采用方差分析, 采用Q检验进行显著性检验, 将
P <0.05定义为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 人胰腺癌BxPC-3细胞生长抑制率分析 本
研究中, 对照组胰腺癌细胞生长状态良好, 而
实验组BxPC-3细胞的生长抑制率随MART-10
药物的浓度上升而逐渐提高, 其中最大抑制率

可达54.7%(表1), 各药物浓度组的组间F值为

12.38, 经统计分析, 具有显著性差异(P <0.05).  
2.2 细胞周期变化分析 流式细胞术结果提示, 
对照组癌细胞的周期分布比例为: G1期: 47%, 
S期: 18%, G2/M期: 14%; 实验组(1×10-7 mmol/L)
的细胞周期分布比例: G1期: 72%, S期: 7%, G2/
M期: 11%(图1). 给药后其G1期的细胞比例上

升, DNA合成较活跃的S期其细胞比例则下降, 
产生了G1期细胞的阻滞效应.  
2.3 BxPC-3细胞中survivin基因的表达分析 RT-
PCR结果表明, MART-10可显著抑制人胰腺癌

BxPC-3细胞中survivin基因的表达, 且其表达

量均随给药浓度的增加及作用时间的延长而

     
指标 空白对照 阴性对照

给药浓度(mmol/L)

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7

吸光度值 0.04±0.01 1.40±0.01 1.27±0.03   1.17±0.03   1.13±0.01   1.02±0.02   0.74±0.02

生长抑制率(%) 9.75±2.81 17.32±0.27 20.10±0.80 28.82±1.26 55.75±2.05

P值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

表  1  MART-10给药浓度对胰腺癌细胞的生长抑制率的分析 (mean±SD)■创新盘点
MART-10可抑制
人胰腺癌BxPC-3
细胞的生长 ,  通
过调节survivin、
c-myc及P21的表
达使其发生细胞
周期阻滞 ,  促进
其凋亡 ,  对其涉
及的可能机制进
行了深入分析. 
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逐渐下降(图2)  
2.4 c-myc蛋白和P21蛋白的表达分析 Western 
b l o t结果提示 ,  M A RT-10可抑制人胰腺癌

BxPC-3细胞中c-myc蛋白的表达, 促进P21蛋白

的表达, 其中随着作用时间的延长及药物浓度

的增加, c-myc蛋白的表达量逐渐下降(图3A, B), 
而P21蛋白的表达量则逐渐上升(图3C, D). 

3  讨论

维生素D3及其衍生物已在多种恶性疾病中得

到应用[5]. 肿瘤发生的根本原因在于基因组不

稳定, 使本来应停止增殖或生理性凋亡的细胞

不停地进入细胞周期, 因而造成恶性增生. 研
究[6]表明, 维生素D具有抗肿瘤的药理活性, 体
外实验发现其抗肿瘤的效应主要是与其细胞

内的高亲和力受体, 即维生素D受体(vitamin 
D receptor, VDR)发生结合. 该受体属于类固

醇受体超家族成员, 这种配体-受体复合物可

作为一种影响DNA特定序列转录的反应元件

(vitamin D response element, VDRE), 在特定

基因转录及翻译过程中起作用, 使其基因的

转录过程被激活或受到抑制[7,8]. 人体内约有

50多种基因对维生素D具有敏感性, 其中很大

一部分为VDRE. 国内外研究表明, 维生素D对

胆囊、结肠、垂体、甲状腺、前列腺、乳腺

肿瘤或白血病等均具有不同程度地抑制细胞

生长、促进细胞分化等作用. 但维生素D的提

高血钙水平的不良反应使其在抗肿瘤的临床

应用中受到了限制[9]. 本次研究中采用的药物

MART-10是合成维生素D3的衍生物之一, 其能

显著抑制肿瘤细胞的生长、促进其分化, 还可

提高患者的血钙水平, 其对肿瘤细胞周期的调

节作用是1,25(OH)2维生素D3的200倍之多, 而
对血钙含量的影响仅是1,25(OH)2维生素D3的

50%左右[10]. 通过采用MTT法检测发现, 给药

72 h后, 胰腺癌细胞的生长抑制率达55%, 可见

胰腺癌细胞对MART-10具有一定程度的敏感
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图  1  流式细胞法检测细胞周期. A: 给药前; B: 给药后; C: 

给药前后胰腺癌细胞周期变化比较.

A 0         12        24        48         72  (h)

B  0           10-9           10-8          10-7  (mmol/L)

图  2  癌细胞survivin 基因的表达分析. A: 相同给药浓度

下不同作用时间survivin 基因表达; B: 相同作用时间下不

同给药浓度的survivin基因表达.

C 0         12        24          48          72  (h)

D  0           10-9           10-8          10-7  (mmol/L)

A 0          12        24        48         72  (h)

B  0            10-9          10-8          10-7  (mmol/L)

图  3  c-myc和P21蛋白的表达分析. A: 相同给药浓度下

不同作用时间的c-myc蛋白表达; B: 相同作用时间下不同

给药浓度的c-myc蛋白的表达; C: 相同给药浓度下不同作

用时间的P21蛋白表达; D: 相同作用时间下不同给药浓度

的P21蛋白的表达. 

■应用要点
维生素D导致的
高 钙 血 症 不 良
反 应 使 其 在 抗
肿瘤的临床应用
中 受 到 了 限 制 . 
MART-10是合成
维生素D3的衍生
物之一, 其能显著
抑制肿瘤细胞的
生长、促进其分
化, 还可提高患者
的血钙水平, 其有
望产生更强大的
抗肿瘤作用和更
小的不良反应.
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性, MART-10对胰腺癌细胞具有明显的生长抑

制效应, 且这一效应具有剂量依赖性.  
细胞凋亡对于多细胞生物体的发育和稳

态的维持是至关重要的, 细胞凋亡异常在许

多人体恶性肿瘤的发病学上占有十分重要的

地位[11,12]. 凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis 
protein, IAP)家族是抑制细胞凋亡的重要成分, 
其作用远远大于B淋巴细胞瘤-2家族. survivin
是IAP家族的新成员, 作用于凋亡途径的终末

效应蛋白酶Caspase3和Caspase7活性, 具有强

大的抑制凋亡功能[13]. survivin基因在胰腺癌组

织中表达上调, 提示survivin基因可能通过抑制

胰腺癌细胞凋亡, 对胰腺癌的发生发展起重要

作用, c-myc基因具有促进细胞增殖和凋亡的

双重作用, c-myc蛋白可能通过促进survivin基
因表达来抑制胰腺癌细胞的凋亡[14]. 

本 次 研 究 通 过 采 用 流 式 细 胞 法 对

MART-10作用于各期细胞的比例进行观察, 发
现G1期细胞显著增多而S期细胞则显著减少, 
细胞周期在G1期发生阻滞. 细胞周期的变化与

细胞的生长、分化、衰老或癌变均具有密切

的关系[15]. 本次研究也表明, MART-10可使人

体胰腺癌细胞的细胞周期发生阻滞, 而细胞在

非DNA合成期发生阻滞时, 可使其错误过程暂

停, 待损伤修复后即可恢复至正常细胞周期, 
这可能是MART-10的抗肿瘤机制[16]. 

P21是cyclin-CDK中的一种普遍的抑制因

子, P21能抑制细胞周期蛋白A或E与CDK2的
结合, 从而使细胞周期停滞于G1期

[17]. Chiang
等[18]报道MART-10可抑制头颈部鳞状细胞癌

的生长, 使头颈部鳞状细胞癌细胞系SCC-25
发生G1期细胞周期阻滞 ,  并伴随着P21蛋白

表达的上调 .  本次研究发现M A RT-10可使

BxPC-3细胞的P21蛋白的表达增强, 由此可见

MART-10诱导人体胰腺癌细胞周期的阻滞与

P21的表达上调相关.  
总之 ,  在本次实验应用M A R T- 1 0后 , 

survivin基因在胰腺癌细胞系中的表达受到明

显抑制, 提示MART-10可能通过作用于VDRE
后, 抑制survivin基因和c-myc基因的激活, 同时

上调P21蛋白的表达, 促进胰腺癌细胞系的凋

亡, 因此, MART-10有望成为临床上治疗胰腺

癌的一种新型靶向基因治疗药物. 
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■同行评价
本文通过研究维
生 素 D 3 衍 生 物
MART-10对人胰
腺癌BxPC-3细胞
系的生长抑制作
用及可能的分子
机制 .  选题有一
定的新颖性 ,  研
究方法采用正确, 
结 论 基 本 可 靠 , 
对探索胰腺癌的
治疗有一定参考
意义.
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