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ICI118,551诱导胰腺癌细胞凋亡及其机制的实验研究
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［摘要］ 目的 研究 ICI118，551通过调控细胞信号通路抑制抗凋亡分子的表达所产生的促凋亡效应及其机

制．方法 应用β2受体阻滞剂 ICI118，551和β1受体阻滞剂美托洛尔干预胰腺癌细胞，通过电镜检测细胞凋

亡、Hoechst 33324荧光染色检测细胞凋亡、流式细胞仪检测细胞凋亡、Western blot等技术检测β2受体阻滞剂对

ERK和 Akt磷酸化改变，调节细胞凋亡和细胞周期下游相关分子 caspase-3、caspase-9、Bcl-2及 Bax的表达．结

果 ICI118，551可显著诱导胰腺癌细胞凋亡，细胞凋亡率显著大于美托洛尔组（ ＜0.05）；ICI118，551干预组

抑制 Akt和 ERK的磷酸化，并激活 Bax、caspase-3和 caspase-9活性片段的表达，同时抑制 Bcl-2的表达．结论

β2受体阻滞剂可以阻断相关细胞通路而进一步抑制下游相关促侵袭和抗凋亡分子的表达，并产生促凋亡效应．
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551 and Its Mechanism of Action
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of ICI118，551 on pancreatic cancer cell apoptosis and its

action mechanism．Methods The apoptotic index was determined by the flow cytometry assay．The cell

morphology of apoptosis was observed by electron microscope and Hoechst 33324 fluorescein stain．The expression of

ERK，Akt， caspase-3， caspase-9， Bcl-2 and Bax was analysed by Western blot．Results ICI118， 551

significantly induced apoptosis compared withβ1-adrenergic antagonist metoprolol in MIA PaCa-2 and BxPC-3 cell

lines．ICI118， 551 affected the expression of ERK， Akt， caspase-3， caspase-9， Bcl-2 and Bax．

Conclusion β2 adrenoceptor antagonist can block related cell signal pathways， then inhibit the expression of

pro-invasive and anti-apoptotic factors in the downstream，and finally induce the apoptosis of pancreatic cancer cell.
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胰腺癌是吸烟相关性肿瘤，其恶性程度高，早

期诊断困难，是易于局部浸润、早期转移的消化道

实体瘤 [1-3]．NNK作为烟草中的化学致癌物，是由

尼古丁经体内代谢的衍生物，可高效地结合并刺激

β2受体及其相关分子信号通路，刺激胰腺癌的发

生和发展[4]．而且，NNK还可刺激早期胰腺癌细胞

发生 k-ras基因的突变，促进胰腺癌的发展[5]．课

题组前期研究已经证实胰腺癌 MIA PaCa-2 与

BxPC-3细胞中 2种β受体亚型均有表达，其中

β2受体的表达在 mRNA及蛋白水平高于β1受体

约 2 倍 [6]．本研究应用多种实验技术在体外阐明

β2受体特异性阻滞剂 ICI118，551和β1受体特
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异性阻滞剂美托洛尔通过阻断 Ras介导的细胞外信

号调节激酶 （extracellular signal-regulated kinase，

ERK）和蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）磷酸

化，而进一步调节细胞凋亡下游相关分子的表

达．

1 材料与方法

1.1 材料

胰腺癌细胞株 MIA PaCa-2与 BxPC-3 购自美

国 ATCC细胞中心，于西安交通大学医学院中心实

验室保存；高糖 DMEM 培养基及小牛血清购自

Gibco公司；SYBR Green Master Mix购自 Takara公

司； Hoechst 33342试剂、β2受体阻滞剂 ICI118，

551和β1受体阻滞剂美托洛尔购自 Sigma公司；

PI试剂、Annexin V-FITC/ PI试剂购自 BD公司；

Anti-caspase-3、 Anti-caspase-9、 Anti-Bcl-2、

Anti-Bax 及 Anti-β-actin 购自 ABCAM 公司 ；

Anti-ERK、Anti-pERK、Anti-Akt、Anti-pAkt购自

Cell Signal公司．

1.2 细胞培养

MIA PaCa-2 与 BxPC-3 应用含 100mL/L 小牛

血清及双抗（青霉素、链霉素）的高糖 DMEM培

养液在 37℃、50 mL/L CO2细胞培养箱中培养．利

用 100 滋mol/L 的 ICI118，551 和美托洛尔培养液

分别干预 MIA PaCa-2与 BxPC-3细胞 24 h[7]，分为

对照组、美托洛尔干预组和 ICI118，551干预组．

1.3 透射电镜检测细胞凋亡

细胞干预后离心形成沉淀块，浸入 25 mL/L戊

二醛溶液，用 1 mmol/L PBS Buffer pH 7.2冲洗 3次

后加入 10 mL/L锇酸处理 1 h到样品变黑，再次冲

洗 3次后脱水，并将包埋剂逐步渗入组织细胞内，

在超薄切片机上利用玻璃刀切片 0.5 mm×0.3 mm

后置于铜网上．应用透射电镜观察细胞形态变化，

并拍照相．

1.4 Heochet 33342荧光检测细胞凋亡

将多聚甲醛处理过的盖玻片置于 24孔板中，

接种 5×104个对数生长期的细胞，ICI118，551干

预细胞 24 h后用 10 滋g/mL Hoechst 33342染料孵育

细胞并 4℃过夜，在荧光显微镜下观察 6个视野，

统计凋亡细胞和总细胞数后计算凋亡率，照相．

1.5 流式细胞仪 Annexin V-FITC和 PI双标法
检测细胞凋亡

ICI118，551和美托洛尔干预细胞 24 h后，收

获细胞，加入 100 滋L染色缓冲液，并将细胞吹打

开加入 Annexin V-FITC 5 滋L，避光孵育 15 min，

每管加 PI 10 滋L，避光孵育 15 min 后，上机检

测．

1.6 Western blot 检测 ERK、Akt 以及凋亡相
关分子

RIPA裂解液提取 ICI118，551和美托洛尔各

100 滋mol/L干预 24 h后细胞总蛋白，BCA蛋白质

定量试剂盒测定总蛋白浓度．SDS蛋白质聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）后转至 NC 膜，Anti－

ERK、Anti-pERK、Anti-Akt、Anti-pAkt、Anti－

caspase-3、Anti-caspase-9、Anti-Bcl-2、Anti-Bax

及 Anti-β-actin检测各自目的蛋白，ECL发光剂

暗室内曝光，常规方法显影定影，利用全自动凝

胶成像系统对结果进行分析并拍照．

1.7 统计学处理

使用 SPSS 统计软件进行数据分析．Hoechst

33342 荧光检测细胞凋亡数据以均数±标准差表

示，应用 检验进行统计检验，数据符合正态性及

方差齐性；流式细胞仪检测细胞凋亡及 Western

blot 检测蛋白表达时，对照组、美托洛尔组和

ICI118，551组间的比较应用单因素方差分析进行

统计检验，进一步两两比较采用 LSD-t法，数据
符合正态性及方差齐性；所有假设检验的检验水

准α设定为 0.05， ＜0.05为差异具有统计学意

义．

2 结果

2.1 细胞凋亡的形态学

对照组 MIA PaCa-2和 BxPC-3细胞在电镜下

呈现出正常的肿瘤细胞超微结构，即具有保持良

好的绒毛状的细胞膜，具有细微颗粒状并均匀一
致的分散染色质，具有任意分布的细胞器和致密

电子颗粒的细胞质．当 MIA PaCa-2和 BxPC-3细

胞经 ICI118，551干预 24 h 后，出现细胞核的进

行性的边集，邻近核膜的皱缩及浓集，出现核断

裂、核碎裂和核碎片，出现细胞质的皱缩（见图

1）．Hoechst 33324 荧光可观察到对照组的 MIA

PaCa-2 和 BxPC-3 细胞呈现出正常肿瘤细胞核，

未见强的荧光染色；利用 ICI118，551 干预细胞

24 h，与对照组细胞凋亡数 （MIA PaCa-2 2.5±

0.8%；BxPC-3 2.7±1.1%）比较，ICI118，551干

预组 （MIA PaCa-2 13.2±1.8%；BxPC-3 17.5±

2.3%）细胞凋亡数明显增加，与对照组相比具有

统计学意义（ < 0. 05），见图 2．
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图 1 透射电镜检测胰腺癌细胞凋亡（5000×）

Fig. 1 The cell morphology of apoptosis was observed by electron microscope（5000×）

A:MIA PaCa-2细胞对照组；B:MIA PaCa-2细胞 ICI118,551干预组；C:BxPC-3细胞对照组；D:BxPC-3 ICI118,551干预组.
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图 2 Hoechst 33324荧光检测胰腺癌细胞凋亡（400×）

Fig. 2 The cell morphology of apoptosis was observed by Hoechst 33324 fluorescein stain

A:MIA PaCa-2细胞对照组；B:MIA PaCa-2细胞 ICI118,551干预组；C:BxPC-3细胞对照组；D:BxPC-3 ICI118,551干预组.



图 4 Western Blot检测 ERK和 Akt的磷酸化蛋白表达

Fig. 4 The expression of ERK, Akt, p-ERK and p-Akt

was analysed by Western blot

1:对照组；2:美托洛尔干预组；3:ICI118，551干预组．

2.2 细胞凋亡比例检测

使用流式细胞仪 Annexin V-FITC和 PI双标法

检测胰腺癌细胞株 MIA PaCa-2与 BxPC-3细胞凋
亡．如图 3A所示，其中左下象限代表正常细胞，

右下象限代表早期凋亡细胞，左上象限代表死亡细

胞，而右上象限代表晚期凋亡细胞．本研究显示

β受体阻滞剂干预 MIA PaCa-2和 BxPC-3两株细

胞，美托洛尔和 ICI118，551组与对照组比较，不

同程度上增加了胰腺癌细胞早期凋亡的比值（ <

0.05），晚期凋亡细胞和死亡细胞所占比例较小，

说明β受体阻滞剂干预胰腺癌细胞后主要是发生

早期凋亡，并且干预剂量的毒性效应较小．

ICI118，551诱导早期凋亡的比值显著高于美托洛

尔（ < 0.05，图 3B）．在两株细胞之间，ICI118，

551对胰腺癌细胞株 BxPC-3的早期凋亡诱导效应

要显著高于MIA PaCa-2（ < 0.05）．

图 3 流式细胞仪 Annexin V-FITC和 PI双标法检测细胞

凋亡

Fig. 3 The apoptosis of cancer cell was detcted by the

flow cytometry

A:细胞凋亡检测图；B:细胞凋亡率统计图；与对照组比

较，＃P＜0.05，＃＃P＜0.01．

2.3 ERK和 Akt的磷酸化蛋白表达
与对照组相比，在两株细胞中β受体阻滞剂

有效地减低了 ERK和 Akt的磷酸化蛋白表达，其

中 ICI118，551的抑制效率要高于美托洛尔（ <

0.05，图 4）．在检测 ERK的结果中提示，β2 受

体阻滞剂对胰腺癌细胞株 BxPC-3的 ERK的磷酸

化抑制效应要高于 MIA PaCa-2（ < 0.05）．

2.4 细胞凋亡相关指标检测

与对照组相比，在两株细胞中β受体阻滞剂

有效地增加了 cleaved-caspase-3、 cleaved-cas-

pase-9及 Bax蛋白的表达，其中 ICI118，551的抑

制效率要高于美托洛尔（ < 0.05）．在检测 Bcl-2

的结果中提示，ICI118，551抑制了胰腺癌细胞株

Bcl-2的表达（ < 0.05）．β2 受体阻滞剂对胰腺
癌 细 胞 株 BxPC-3 的 cleaved-caspase-3、

cleaved-caspase-9 的 促表达 效应 要高 于 MIA

PaCa-2（ < 0.05），见图 5．

3 讨论

实验数据显示 ICI118，551有效地诱导了胰腺

癌 MIA PaCa-2与 BxPC-3细胞凋亡，从细胞水平

和分子水平都得到了有意义的验证．这一效应可

能是通过抑制 Ras/ERK/MAPKs通路和 PI3K/Akt通
路实现的．

β1受体阻断剂美托洛尔诱导凋亡的效率要弱

于β2受体阻断剂 ICI118，551．这个结果支持了
β2受体在调节胰腺癌细胞周期和凋亡中，发挥主

要的调节作用．课题组前期研究发现胰腺癌

Panc-1、BxPC-3、PC-2 和 PC-3 细胞中也存在

β1和β2受体的表达，β2受体在 mRNA和蛋白

水平的表达高于β1受体[6]．另外，尼古丁衍生物

B

A
＃＃

＃＃

＃＃

对照组
美托洛尔
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图 5 Western Blot检测细胞凋亡和细胞周期相关指标

Fig. 5 The expression of caspase-3, caspase-9, Bcl-2

and Bax was analysed by Western blot

1:对照组；2:美托洛尔干预组；3: ICI118，551干预组．

NNK是一种高效的β2受体激动剂，并且可以诱

导 k-ras基因突变，通过作用于β2受体可以增进

激活 Ras和 Src酪氨酸激酶依赖的 MAPKs通路．

所以阻断β2受体不但可以抑制 cAMP/PKA通路，

同时还可以抑制 Ras 和 Src 酪氨酸激酶依赖的
MAPKs通路，刺激 Akt去磷酸化，抑制细胞复制，

易发生细胞凋亡[7-10]．

在本实验中，ICI118，551诱导胰腺癌细胞凋

亡，促使 cleaved-caspase-3、cleaved-caspase-9 的

激活片段表达升高；另外，Bax的表达明显上调和

Bcl-2表达的下调说明了 ICI118，551诱导胰腺癌

细胞凋亡可能是通过激活了内源性凋亡通路实现

的．β2 受体激动剂可以刺激 Ras/ERK/MAPKs、

Ras/PI3K/Ak和核转录因子 NF-κB通路，而阻断

剂可以抑制此通路并且刺激 ERK和 Akt去磷酸化，

抑制核转录因子 NF-κB 的活性[11]．Akt是蛋白激

酶 B，可维持细胞抗凋亡．通过抑制 ERK 和 Akt

可以诱导 caspase-9的激活，促使线粒体释放细胞

色素 C，进一步激活 caspase-3及 caspase介导的级

联反应通路，产生细胞凋亡作用．另外，抑制

ERK、Akt和 NF-κB还可使 Bad去磷酸化，从而
减少 Bcl-2的释放，无法维持线粒体膜的完整性，

故增加了细胞色素 C的释放，促使细胞凋亡[12，13]．

ICI118，551干预胰腺癌细胞后，Ras/ERK/MAPKs、

Ras/PI3K/Akt和核转录因子 NF-κB信号通路的抑

制，下调了抗凋亡效应分子并激活 caspase-3 和

caspase-9，使胰腺癌细胞产生凋亡效应．

Ras通路在胰腺癌中是普遍存在的，是胰腺癌

发生发展的重要信号通路，在胰腺癌的发生的早期

存在着 k-ras基因的点突变，突变后的 Ras信号通
路处于持续性激活状态，逃逸了其他调节分子的调

控，使胰腺癌细胞的增殖能力增强．NNK可诱导

k-ras基因的点突变，这也是吸烟可以导致胰腺癌

发生的重要原因，NNK可通过β2受体调节胰腺

癌的发生及发展[4，5]．在本实验中，MIA PaCa-2细

胞为 k-ras基因突变型，而 BxPC-3为 k-ras 基因

野生型[14]，通过 2种细胞株凋亡的比较，可以得出

ICI118，551诱导细胞凋亡效应在 BxPC-3细胞中

较为显著，这可能与 k-ras基因的表现型相关．因

此，k-ras基因和 Ras是β2受体调节胰腺癌细胞

凋亡调控中的关键分子[15]．

β受体阻断剂已经在心血管系统疾病的治疗

中广泛应用．当前的研究已明确吸烟、饮酒、高血

脂和心理应激已成为胰腺癌发生的危险因素，而这

些危险因素也和心血管系统疾病密切相关[16]，或许

应用β受体阻断剂可能对胰腺癌的预防和治疗起

一定作用．
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