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吉西他滨联合厄洛替尼抑制胰腺癌细胞增殖

黄欣昊１，２，柳千帆１，宋春灼１，朱海涛２，３

（１．贵州医科大学 临床医学院，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州医科大学附院 肝胆外科，贵州 贵阳　５５０００４；３．贵州医科大学附院 临床研究

中心，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探讨吉西他滨（ＧＥＭ）与厄洛替尼（ＥＲＬ）联合应用对胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞的抑制作用。方法：
选用人胰腺癌细胞ＰＡＮＣ１的对数生长期细胞，采用ＣＣＫ８法检测ＧＥＭ、或ＥＲＬ分别对ＰＡＮＣ１细胞的细胞毒
性，并计算各自的半数抑制浓度（ＩＣ５０）；根据两种药物对ＰＡＮＣ１细胞的 ＩＣ５０值进行不同比例组合，观察两种药
物联合应用时对ＰＡＮＣ１细胞抑制情况，采用ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ法分析药物合用的效应；将 ＰＡＮＣ１细胞设置为无干
预组（对照组）、ＧＥＭ组、ＥＲＬ组、ＧＥＭ联合ＥＲＬ组（联合组），观察 ＰＡＮＣ１细胞克隆形成情况。结果：ＧＥＭ对
ＰＡＮＣ１细胞的ＩＣ５０为８０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＥＲＬ对ＰＡＮＣ１细胞的ＩＣ５０为１２ｎｍｏｌ／Ｌ；ＥＲＬ∶ＧＥＭ的浓度比５∶１时，药物联合
作用对ＰＡＮＣ１细胞的抑制率接近５０％，高于浓度比１∶１和１０∶１，且差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＧＥＭ合用
ＥＲＬ的ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ联合指数（ＣＩ）为０４，合用效果为协同作用；与对照组比较，ＧＥＭ组、ＥＲＬ组及联合组的
ＰＡＮＣ１细胞克隆形成数均明显下降（Ｐ＜００５），且联合组的克隆形成数分别低于 ＧＥＭ组或 ＥＲＬ组（Ｐ＜
００５）。结论：ＧＥＭ和ＥＲＬ联合使用具有协同作用，既降低了两种药物单独使用时的剂量，又提高了对胰腺癌
ＰＡＮＣ１细胞增殖的抑制效果。
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　　胰腺癌是中国发病率居前１０位、癌症致死位
列第７的恶性肿瘤，全世界每年预计有２２７０００人
死于胰腺癌［１－２］。虽然近年来胰腺癌的诊疗取得

了一定的进展，但晚期患者的５年生存率仍然只有
３％［３］。目前手术切除治疗是唯一可以治愈胰腺

癌的技术手段，但仅限于病灶未扩散到胰腺之外的

患者，且有８０％ ～８５％的晚期患者无法应用手术
治疗［２，４］。大多数化学制剂对于胰腺癌的效果也

十分有限［５］，吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，ＧＥＭ）是目前
胰腺癌化学治疗的一线首选药物，但并不能明显提

高患者的生存时间，单独使用时患者还易出现对药

物的抵抗，至今抵抗机制尚不明确［６－９］。因此，联

合使用其他的药物治疗胰腺癌是目前推荐的解决

方案，表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）抑制剂厄洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＥＲＬ）
联合ＧＥＭ是临床上常用的分子靶向药物的联用方
案［２，７］，与单用ＧＥＭ相比，联合ＥＲＬ的治疗方案可
以延长患者的生存时间，但其效果以及作用机制还

有待进一步研究［１０－１１］，本研究分别通过单独使用

ＧＥＭ、ＥＲＬ，或两种药物联合用药，观察药物对胰腺
癌细胞的毒性作用以及细胞克隆形成情况，探寻对

胰腺癌治疗的新方案。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　细胞株、药物及试剂　人胰腺癌细胞
ＰＡＮＣ１细胞由中国科学院干细胞库提供，ＧＥＭ、
ＥＲＬ购自美国ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，ＤＭＥＭ高糖
培养基购自美国 ＧＩＢＣＯ公司，胎牛血清购自以色
列ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司，０２５％胰酶溶液（含
００２％ＥＤＴＡ）购自美国 ＧＩＢＣＯ公司，ＰＢＳ购自美
国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＤＭＳＯ购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，
ＣＣＫ８细胞毒性试剂盒购自上海东仁生物技术
公司。

１１２　主要仪器　Ｎａｖｉｏｓ三激光１０色流式细胞
分析仪购自美国 ＢＥＣＫＭＡＮ公司，ＯｐｔｉｍａＸＰＮ８０
超高速离心机购自美国 ＢＥＣＫＭＡＮ公司，３７１型细
胞培养箱购自美国ｔｈｅｒｍｏ公司，ＡＢ２４Ｓ１型生物安
全柜购自新加坡艺思高科技公司。

１２　方法
１２１　细胞培养及药物配制　所有物品均灭菌处
理，在紫外线照射消毒３０ｍｉｎ后的生物安全柜中
进行细胞操作。人胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞置于３７℃
的５％ ＣＯ２恒温潮湿环境中培养、分化，每２～３ｄ
用无菌 ＰＢＳ磷酸缓冲液清洗，换新鲜完全培养基，
ＰＡＮＣ１细胞处于细胞对数生长期，长满至８０％时
进行细胞传代，以保证实验所用的细胞均为对数生

长期的 ＰＡＮＣ１细胞。将 ＧＥＭ、ＥＲＬ低速离心
３ｍｉｎ后，ＧＥＭ用无菌的 ＰＢＳ磷酸化缓冲液稀释，
ＥＲＬ用 ＤＭＳＯ稀释，稀释后的药液避光保存在
－２０℃冰箱中。
１２２　细胞分组　取对数生长期的 ＰＡＮＣ１细
胞。进行如下干预：ＧＥＭ各浓度组（０、１０、２０、５０、
１００及２５０ｎｍｏｌ／Ｌ）、ＥＲＬ各浓度组（０、１０、２０、５０、
１００及 ２００ｎｍｏｌ／Ｌ）；ＧＥＭ ＋ＥＲＬ各 浓 度 组
（ＧＥＭ∶ＥＲＬ浓度比分别为１∶１、１∶５、１∶１０、１∶２０及
１∶５０）。在细胞平板克隆实验中设立：对照组（无
药物处理）、ＧＥＭ干预组［ＧＥＭ的半数抑制浓度
（ＩＣ５０）］、ＥＲＬ干预组（ＥＲＬ的 ＩＣ５０）、联合组（两种
药物合用的浓度根据实验确定）。分别用相应浓

度的含药培养基培养ＰＡＮＣ１细胞２４ｈ。
１２３　ＧＥＭ或 ＥＲＬ单独应用对 ＰＡＮＣ１细胞毒
性实验　取对数生长期的ＰＡＮＣ１细胞，用０２５％
含ＥＤＴＡ胰酶消化，离心后轻轻吹打成单细胞悬
液，并进行细胞计数。以每孔５０００个细胞接种至
９６孔细胞培养板中，放入３７℃的５％ ＣＯ２恒温培
养箱中培养；待细胞长至８０％，换无血清培养，分
别将含有ＧＥＭ（０、１０、２０、５０、１００及２５０ｎｍｏｌ／Ｌ）、
或ＥＲＬ（０、１０、２０、５０、１００及２００ｎｍｏｌ／Ｌ）的培养基

４０９

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４４卷　



加入 ９６孔细胞培养板中，培养 ２４ｈ，避光加入
１０％的ＣＣＫ８液，避光３７℃孵育２ｈ，用化学酶标
仪在波长为４５０ｎｍ的波长下检测、记录吸光度值
（Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），并计算药物对细胞的抑制率
［抑制率＝（对照组ＯＤ－实验组ＯＤ）／（对照组ＯＤ
－实验组ＯＤ）×１００％］，通过 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０
软件绘制两种药物各自对细胞的抑制率曲线，并计

算各自的ＩＣ５０。
１２４　ＧＥＭ及 ＥＲＬ联合应用对 ＰＡＮＣ１细胞毒
性试验　为了探究药物组合，本研究通过设置多种
不同浓度的ＧＥＭ与ＥＲＬ组合比例，并采用 ＣＣＫ８
细胞毒性法检测 ＧＥＭ与 ＥＲＬ联合应用时对
ＰＡＮＣ１细胞的抑制情况。在先前描述的条件下
接种细胞，但此处用于评估的药物干预剂量是基于

每种单独药物的 ＩＣ５０制定的。在每个平板中两种
药物的组合保证大于２种，并重复至少２次。采用
ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ联合指数（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＣＩ）法计
算ＣＩ［ＣＩ＝（Ａ药单用浓度／Ａ药联用浓度）＋（Ｂ
药单用浓度／Ｂ药联用浓度）］分析两种药物合用
时药物相互作用的性质，ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ法规定 ＣＩ＜
１药物组合有协同作用，ＣＩ＝１药物组合有加成作
用，ＣＩ＞１药物组合有拮抗作用；同时根据 Ｃｈｏｕ
Ｔａｌａｌａｙ的等效原则，仅选择ＧＥＭ与ＥＲＬ合用抑制
率 ５０％的组合与 ２种单药的 ＩＣ５０进行研究
分析［１２－１３］。

１２５　细胞克隆实验　将 ＰＡＮＣ１细胞设置为无

干预组（对照组）、ＧＥＭ组、ＥＲＬ组、ＧＥＭ联合ＥＲＬ
组（联合组）分别进行干预。对照组无任何药物处

理，ＧＥＭ组或ＥＲＬ组药物干预浓度分别为各自的
ＩＣ５０，联合组中ＧＥＭ及 ＥＲＬ的药物浓度取决于药
物联合分析实验。将细胞对数生长期 ＰＡＮＣ１细
胞，制成单细胞悬液，取６０００个细胞均匀接种于６
孔板中，放入细胞培养箱中培养。待细胞贴壁稳定

生长后，根据不同处理组各自的相应药物浓度继续

培养细胞，培养１２ｄ后用４％多聚甲醇固定３０ｍｉｎ，
再加入０２５％结晶紫染液室温静染４５ｍｉｎ。用相
机拍照保留结果，通过 ＩｍａｇｅＪ软件处理图像并计
算细胞克隆数。

１３　统计学方法
所有数据采用ＳＰＳＳ２３０软件分析，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较?用
单因素方差分析，两两比较采用 ｑ检验，Ｐ＜００５
表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＧＥＭ或ＥＲＬ对ＰＡＮＣ１细胞的毒性
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０软件绘制两种药物分

别对细胞的抑制率曲线，并计算得出 ＧＥＭ对
ＰＡＮＣ１细胞的 ＩＣ５０＝８０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＥＲＬ对 ＰＡＮＣ１
细胞的ＩＣ５０＝１２ｎｍｏｌ／Ｌ。见图１。

图１　ＧＥＭ或ＥＲＬ对ＰＡＮＣ１细胞的抑制率
Ｆｉｇ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｃｕｒｖｅｓｏｆＧＥＭｏｒＥＲＬｔｏＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ

２２　ＧＥＭ和 ＥＲＬ联合应用对 ＰＡＮＣ１细胞的

毒性

将ＧＥＭ与ＥＲＬ进行多种不同比例的浓度组

合用于ＰＡＮＣ１细胞，结果显示，ＥＲＬ∶ＧＥＭ的浓度

比为５∶１时，对ＰＡＮＣ１细胞的抑制率接近５０％，高

于浓度比 １∶１和 １０∶１，且差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５），见表１。因此选择 ＧＥＭ与 ＥＲＬ５∶１组

合用于后续实验。根据 ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ法分析结果

可以得知，在 ＰＡＮＣ１细胞中，ＧＥＭ与 ＥＲＬ合用

ＣＩ＝０４，药物合用有协同作用。
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表１　不同浓度比例ＧＥＭ与ＥＲＬ联合应用
对ＰＡＮＣ１细胞的抑制率（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｂｙａ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｒａｔｉｏｓｏｆＧＥＭａｎｄＥＲＬ
ＥＲＬ∶ＧＥＭ（浓度比） 抑制率（％）

１∶１ ３２８３±４２０（１）

５∶１ ５１３９±４６７
１０∶１ ４０７７±１１６（１）

注：（１）与ＧＥＭ和ＥＲＬ浓度比为５∶１时比较，Ｐ＜００５。

２３　细胞克隆
与对照组比较，ＧＥＭ组、ＥＲＬ组、ＧＥＭ和 ＥＲＬ

联合组的ＰＡＮＣ１细胞克隆数均显著下降，差异均
有统计学意义（Ｐ＜００１，或 Ｐ＜００００１）；ＧＥＭ和
ＥＲＬ联合组ＰＡＮＣ１细胞克隆数显著低于ＧＥＭ组
和ＥＲＬ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图２。

注：（１）与联合组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，（２）Ｐ＜００１，（３）Ｐ＜００００１。

图２　ＧＥＭ、ＥＲＬ单独或联合应用对ＰＡＮＣ１细胞的细胞平板克隆的影响
Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｕｌａｒｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｒｕｇｓｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｉｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ

３　讨论

部分胰腺癌患者在确诊时病情已经发展到了

终末期，错失了手术机会，即使是有手术治疗机会，

患者也面临着术后的高复发率［１４－１５］。已有研究表

明，术后检测切缘分级为０级的患者，２年后胰腺
癌的复发率依然可以高达８０％［４］。尽管近年来，

化疗方案在胃肠道等消化系统肿瘤的治疗上取得

了较大进展，但胰腺癌仍然对大部分化疗方案不敏

感，甚至出现耐药的情况［５］。寻找新的胰腺癌药

物治疗方案，了解胰腺癌可能的分子机制是目前研

究的重中之重。ＧＥＭ是目前胰腺癌化疗的首选药
物，它是脱氧胞苷的水溶性类似物，可以通过抑制

ＤＮＡ双链的合成、修复来抑制细胞的分裂与增殖，
从而抑制肿瘤的生长，但治疗效果有限，即使采用

了周密的全身性支持治疗，患者在治疗晚期依然会

对ＧＥＭ出现的耐药情况［１５－１８］。因此，目前改善

ＧＥＭ治疗效果的主要策略是将 ＧＥＭ与靶向或细
胞毒性药物联合使用［６，１１］。ＥＲＬ是首个经美国食
品药品监督管理局（ｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）批准的、可与ＧＥＭ联用后促进患者生存期出
现优势的药物，是一种具有选择性的靶向可逆性抑

制 ＥＧＦＲ受体的小分子酪氨酸激酶抑制剂［６，１１］。

研究表明，大部分胰腺癌中ＥＧＦＲ的表达都有明显
上调［１９－２１］，且ＥＲＬ的抗肿瘤性与抑制 ＥＧＦＲ的表
达有着密切联系［１８］。本课题组前期研究表明，

ＧＥＭ联合ＥＲＬ治疗裸鼠转移性胰腺癌时，可有效
地抑制肿瘤的发生发展［２２］。本次研究结果显示，

通过ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ法进行药物联合分析 ＧＥＭ联合
ＥＲＬ有协同效应。Ｃａｒｏｌｉｎａ等［２３］的研究结果与本

研究结果类似。细胞克隆形成实验表明，ＧＥＭ联
合ＥＲＬ可以抑制胰腺癌的发生发展，且优于 ＧＥＭ
和ＥＲＬ的单独使用效应，该结果与本课题组前期
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裸鼠的实验研究结果趋势相同［２２］。

综上所述，ＧＥＭ和 ＥＲＬ联合使用具有协同作
用，降低了两种药物的使用剂量，同时加强了抑制

胰腺癌细胞增殖的效果，从而为胰腺癌治疗中

ＧＥＭ与ＥＲＬ联合治疗提供了初步的科学依据，也
为胰腺癌治疗的研究提供了较有价值的潜在方向。
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