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硼替佐米抑制胰腺癌细胞恶性生物学行为和肝转移
陈肶峰１，黄　星 １，２

（１浙江大学医学院，杭州　３１００５８；２浙江省胰腺病研究重点实验室，杭州　３１０００９）

摘要　目的　探究硼替佐米在抑制胰腺癌细胞恶性生物学行为和肝转移方面的潜能。方法　以 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞为研究
对象，利用ＣＣＫ８实验用于检测硼替佐米对胰腺癌细胞活力的影响，并计算半抑制浓度（ＩＣ５０）值；通过 ＥｄＵ染色检测硼替佐
米对胰腺癌细胞活力的影响；凋亡实验用于检测硼替佐米对胰腺癌细胞的促凋亡作用；集落形成、细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测硼替佐米对胰腺癌细胞集落形成、迁移和侵袭能力的影响；ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ用于检测硼替佐米对细胞上皮间质
转化（ＥＭＴ）相关标志物分子，包括 Ｃｄｈ１、Ｃｄｈ２、Ｖｉｍ和 Ｓｎａｉｌ基因，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白（上皮钙黏蛋白）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒ
ｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和Ｓｎａｉｌ蛋白表达的影响；动物脾转肝模型用于评估硼替佐米对于抑制胰腺癌肝转移的治疗价值。
结果　ＣＣＫ８实验显示硼替佐米能降低胰腺癌 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞的活力（Ｐ＜００００１），ＩＣ５０值分别约为１１８７０ｎｍｏｌ／Ｌ和
３４１６ｎｍｏｌ／Ｌ；ＥｄＵ实验显示硼替佐米能抑制胰腺癌细胞的增殖能力（Ｐ＜００１）；凋亡实验显示硼替佐米能促进胰腺癌细胞发
生早期凋亡和晚期凋亡（Ｐ＜００５）；集落形成、细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示硼替佐米能抑制胰腺癌细胞的集落形成、迁移和
侵袭能力（Ｐ＜００１）；ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示硼替佐米能够改变胰腺癌细胞 ＥＭＴ相关标志物分子的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜
００００１）（Ｃｄｈ１基因表达水平提高，Ｃｄｈ２、Ｖｉｍ和Ｓｎａｉｌ基因表达水平降低）和蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平提高，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ和Ｓｎａｉｌ蛋白水平降低）表达；动物脾转肝模型表明硼替佐米能够有效限制胰腺癌肝转移能力（Ｐ＜００１）。结论　硼替佐
米能够抑制胰腺癌细胞多种恶性生物学行为和肝转移，可能是胰腺癌治疗的潜在药物。
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　　胰腺癌被称为“癌中之王”，有着较高的发病率
和极高的致死率［１］。根据最近相关统计数据，全球

胰腺癌新发病例数已达约４９６万，其发病率在所有
癌症中位居第十二位，死亡率为第六位［２］。目前，

中国胰腺癌发病率及病死率也逐年增加，２０２２年新
发病例人数约为１１８７万人，死亡人数约为１０６３
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万人［３］。随着老龄化进程加剧，有研究［４］预测，到

２０５０年，全球胰腺癌发病率可增加至 １８６／１０万
人，年均增长率约为１１％。目前临床胰腺癌治疗
最为有效的方式依旧是手术切除，但临床确诊胰腺

癌时患者往往伴发转移灶的形成，这给手术治疗带

来了极大的挑战［５］。因此，探究新的治疗方式对于

改善胰腺癌患者预后有着重要价值。

硼替佐米是一种硼酸肽类蛋白酶体抑制剂，因

其具有较为明显的抗肿瘤效果而被美国食品药品监

督管理局批准应用于临床治疗［６］。近年来，随着硼

替佐米在血液系统肿瘤治疗中的良好疗效得到印

证，部分研究者也尝试将其推广应用于实体肿瘤，如

硼替佐米被证明可上调结直肠癌细胞中Ｆａｓ死亡受
体表达量，与阿霉素的联用可以显著提升其抑癌作

用［７］。然而，硼替佐米在胰腺癌中是否能发挥其抗

肿瘤生长作用，尤其能否抑制其转移，目前尚不明

确。该研究旨在探索硼替佐米对胰腺癌细胞恶性生

物学行为的影响，并探索其是否在抑制胰腺癌肝转

移中发挥功效，为将来硼替佐米应用于临床胰腺癌

治疗提供新的理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　鼠源胰腺癌细胞系ＫＰＣ及Ｐａｎｃ０２
购于中国科学院细胞库。

１．１．２　动物　本研究中所使用２０只６周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购于杭州医学科学院，在浙江大学医
学院附属第一医院庆春院区实验动物中心的 ＳＰＦ
级环境中饲养，每只小鼠体质量约为２０ｇ。小鼠饲
养环境为１２ｈ昼夜交替，饮食自由。
１．１．３　主要试剂　胎牛血清、ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基、
氯仿和ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国赛默飞世尔科技公司，货
号：Ａ５２５６７０１，１６６０００８２、Ｃ２９８５００和 １５５９６０１８ＣＮ）；
ＤＭＥＭ培养基和青 －链霉素（北京索莱宝生物科技
有限公司，货号：ＳＨ３００２２０１Ｂ、ＨＺ９０３０７１００）；
ＣＣＫ８试剂盒（上海陶术生物科技有限公司，货号：
ＣＴＫ５）；玉米油、多聚甲醛、结晶紫染色液、ＲＩＰＡ裂
解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、ＥｄＵ４８８细胞
增殖检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、二抗：
辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和辣
根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、目的蛋白
一抗：小鼠抗小鼠上皮钙黏蛋白（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、兔抗小鼠神经钙黏蛋白（ｎｅｕｒａｌｃａｄｈｅｒ
ｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、兔抗小鼠波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和小

鼠抗小鼠α微管蛋白（ａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎ，αＴｕｂｕｌｉｎ）（上
海碧云天生物技术公司，货号：ＳＴ１１７７、Ｐ００９９、
Ｃ０１２１、Ｐ００１３Ｃ、Ｐ１００５、Ｐ１０８１、Ｃ００７１Ｓ、Ｐ００１２、
Ａ０３５０、Ａ０３５２、ＡＦ０１３８、ＡＧ１５５４、ＡＧ３５５６ 和

ＡＦ２８２７）；反转录试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份
有限公司，货号：Ｐ６１２０１）；凋亡试剂盒（杭州联科
生物技术股份有限公司，货号：ＡＰ１０１Ｃ）；硼替佐米
（美国Ｓｅｌｌｅｃｋ生物科技有限公司，货号：Ｓ１０１３）；兔
抗小鼠Ｓｎａｉｌ蛋白（武汉爱博泰克生物科技有限公
司，货号：Ａ５５４４）；ｑＲＴＰＣＲ试验中相关引物购自生
工生物工程（上海）股份有限公司。

１．１．４　主要仪器　ＣＯ２恒温细胞培养箱（德国
Ｈｅｒａｅｕｓ公司，型号：ＨＥＲＡｃｅｌｌ２４０ｉ），倒置显微镜及
荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司，型号：ＤＭＩＬＭ、ＤＭｉ８
Ｍ），细胞超净工作台（香港Ｈｅａｌｆｏｒｅ公司，型号：Ｏｐ
ｔｉＣｌｅａｎ１３００），紫外分光光度计（美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ公
司，型号：ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００／２０００ｃ），化学发光成像系
统（上海勤翔公司，型号：ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６１００），荧光定
量ＰＣＲ仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号：ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ３），
多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司，型号：Ｓｙｎｅｒｇｙ
Ｈ１），蛋白电泳转膜系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司，型号：
１７０３９３５），ＢｅｃｋｍａｎＣｙｔｏｆｌｅｘ流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司，型号：ＣｙｔｏＦＬＥＸＳ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及传代　胰腺癌细胞株 ＫＰＣ和
Ｐａｎｃ０２分别使用ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基和ＤＭＥＭ培养
基（内含有１０％胎牛血清及１％的青 －链霉素）进
行培养，细胞培养箱环境为３７℃、５％ ＣＯ２。光学显
微镜下观察细胞状态，当细胞生长至密度约为９０％
时进行细胞消化及传代。

１．２．２　ＣＣＫ８实验　在 ９６孔板中分别接种 ＫＰＣ
及Ｐａｎｃ０２细胞（８０００个／孔），待细胞贴壁后加入
含相应硼替佐米药物浓度（ＫＰＣ细胞为 ５、１０、２０、
４０、８０、１６０、３２０和６４０ｎｍｏｌ／Ｌ，Ｐａｎｃ０２细胞为１２５、
２５、５、１０、２０、４０、８０和１６０ｎｍｏｌ／Ｌ）的完全培养基，
培养１８ｈ，将原有培养基替换为含有 ＣＣＫ８试剂的
培养基（每１００μL含有１０μL试剂），培养箱中避光
孵育１ｈ，使用多功能酶标仪测量４５０ｎｍ处吸光度
值并记录。

１．２．３　细胞凋亡实验　在６孔板里分别接种 ＫＰＣ
和Ｐａｎｃ０２细胞（５×１０５个／孔），使用含相应硼替佐
米药物浓度的完全培养基处理细胞 １８ｈ（ＫＰＣ和
Ｐａｎｃ０２细胞的具体浓度分别为 ２０ｎｍｏｌ／Ｌ和 １０
ｎｍｏｌ／Ｌ），消化细胞，在１０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心５
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ｍｉｎ并洗涤细胞沉淀，取５００μL１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重
悬细胞，每孔细胞加入１０μLＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０
μLＰＩ，轻柔混匀并室温避光孵育５ｍｉｎ，上机检测并
记录数据（Ａｎｎｅｘｉｎ＋ＰＩ－标记的细胞为早期凋亡细
胞，而Ａｎｎｅｘｉｎ＋ＰＩ＋标记的细胞为晚期凋亡）。
１．２．４　细胞培养　分别将处于对数生长期的 ＫＰＣ
和Ｐａｎｃ０２细胞（５×１０５个／孔）接种到６孔板中，待
细胞贴壁后将培养基换为含相应硼替佐米药物浓度

的培养基（ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞的具体浓度分别为
２０ｎｍｏｌ／Ｌ和１０ｎｍｏｌ／Ｌ），培养１８ｈ。
１．２．５　ＥｄＵ染色实验　将硼替佐米药物培养好的
ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞用 ＰＢＳ润洗数遍，并根据试剂
说明书进行后续操作。简述如下：配置２×ＥｄＵ工
作液，３７℃预热后与培养基１∶１混匀并加入孔板
中，继续培养２ｈ，弃上清液后依次加入４％多聚甲
醛固定１５ｍｉｎ，通透液孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤数遍后
每孔加入 ０５ｍLＣｌｉｃｋ反应液，室温避光孵育 ３０
ｍｉｎ，弃反应液后加入试剂盒中染核试剂并避光孵育
１０ｍｉｎ，洗净后拍照并统计。
１．２．６　集落形成实验　将硼替佐米药物培养好的
ＫＰＣ和Ｐａｎｃ０２细胞消化并计数，以每孔５００个细胞
接种到６孔板中并每组设置３个复孔，后续每隔２
～３ｄ更换１次培养基，培养约１０～１４ｄ，当肉眼可
见细胞团块时终止培养，ＰＢＳ润洗数遍后，依次使用
４％多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ以及０１％结晶紫染
色３０ｍｉｎ，最后使用ＰＢＳ洗净晾干并拍照及统计。
１．２．７　细胞划痕实验　在６孔板里分别接种 ＫＰＣ
和Ｐａｎｃ０２细胞（９×１０５个／孔），使细胞均匀分布于
孔板中，待细胞长满整个孔板后，使用灭菌２００μL
枪头划线并清洗漂浮细胞团块，寻找合适位置拍摄

记录０ｈ图片，后续更换为含相应硼替佐米药物浓
度（分别为２０ｎｍｏｌ／Ｌ和１０ｎｍｏｌ／Ｌ）的无血清培养
基进行培养，１６ｈ后重复拍摄并统计。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　将硼替佐米药物培养好的
ＫＰＣ和Ｐａｎｃ０２细胞消化并使用无血清培养基重悬
计数，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室（侵袭实验的小室提前用１００
μL稀释的基质胶４℃包被过夜）中加入２００μL上述
细胞悬液（５×１０４个），下室加入７００μL完全培养
基。培养２４ｈ后，依次使用４％多聚甲醛固定细胞
２０～３０ｍｉｎ，０１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，后续使用棉
签将上室中未穿膜细胞轻轻擦去，洗涤干净后使用

显微镜观察并拍照统计。

１．２．９　细胞 ＲＮＡ提取及 ｑＲＴＰＣＲ实验　将硼替
佐米药物培养好的 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞在１０００ｒ／

ｍｉｎ的条件下离心５ｍｉｎ，收集细胞沉淀，使用ＴＲＩｚｏｌ
及氯仿提取细胞ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ浓度与纯度，后续
使用反转录试剂盒将其逆转录为ｃＤＮＡ，并将 ｃＤＮＡ
原液稀释４倍，后续按５∶１∶３∶１的比例向３８４孔
板中依次添加荧光染料、引物体系、双蒸水及稀释后

的ｃＤＮＡ（每孔总计１０μL溶液）并放入ｑＲＴＰＣＲ仪
中进行相应反应。所使用引物序列如下：βＡｃｔｉｎ，
（正义链）５′ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ３′，（反义
链）５′ＴＧＴＡＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＴ３′；Ｃｄｈ１，（正
义链）５′ＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＣＣＴＡＣＴＧＴＴＴＣＴＡＣ３′，（反义
链 ） ５′ＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＡＴＡＧ３′；
Ｃｄｈ２，（正义链）５′ＣＣＡＴＣＡＴＣＧＣＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＴＧ
ＴＡＴＣ３′，（反义链）５′ＣＧＣＴＣＴＴＴＡＴＣＣＣＧＣＣＧＴＴＴＣ
３′；Ｖｉｍ，（正义链）５′ＧＣＧＴＧＣＧＧＣＴＧＣＴＴＣＡＡＧ３′，
（反义链）５′ＴＣＴＣＧＴＴＧＧＴＧＣＧＧＧＴＧＴＴＣ３′；Ｓｎａｉｌ，
（正义链）５′ＴＴＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＣＣＣＴＡＣ３′，（反
义链）５′ＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＡＧＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴＧ３′。
１．２．１０　细胞蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将硼
替佐米药物培养好的 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞在１０００
ｒ／ｍｉｎ的条件下离心 ５ｍｉｎ，收集细胞沉淀并使用
ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂配制
细胞裂解液，冰上裂解细胞沉淀 ２０ｍｉｎ，在 ４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，取上清液并进行
ＢＣＡ定量。后续将３０μｇ总蛋白加入每孔泳道中，
进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，并在恒流３００ｍＡ的条件
下转膜９０ｍｉｎ，再使用５％奶粉室温封闭１ｈ，４℃一
抗（小鼠抗小鼠Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、兔抗小鼠 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、兔
抗小鼠Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、小鼠抗小鼠 αＴｕｂｕｌｉｎ和兔抗小鼠
Ｓｎａｉｌ抗体，每种抗体浓度均为１∶１０００）孵育过夜，
ＴＢＳＴ溶液洗膜３次（１０ｍｉｎ／次）后，室温二抗（辣根
过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ和辣根过氧化物酶
标记山羊抗兔ＩｇＧ，每种抗体浓度均为１∶１００００）孵
育１ｈ，并洗膜３次（１０ｍｉｎ／次）后使用增强化学发
光液检测蛋白条带。

１．２．１１　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾转肝模型　２０只６周龄
雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠饲养在 ＳＰＦ环境中适应７ｄ后，
分别将 ＫＰＣ及 Ｐａｎｃ０２细胞悬液（２５×１０５个／２５
μL）直接注射到小鼠脾脏被膜下。注射每种胰腺癌
细胞的小鼠各自随机分成２组，待荷瘤后第７ｄ，开
始进行相应治疗。治疗组每２ｄ腹腔注射０５ｍｇ／
ｋｇ硼替佐米，对照组注射等量玉米油溶剂。５个疗
程后，称取小鼠体质量并安乐处死，后续剥离完整肝

脏组织并称重及拍照统计。该实验符合浙江大学医

学院附属第一医院实验动物委员会要求，动物伦理
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批件号：２０２３实动快审第１４２７号。
１．２．１２　统计学处理　本文实验独立重复３次，使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行相应统计分析并作
图，所有结果均使用均值 ±标准差表示。多组间比
较采用单因素方差分析，事后两两比较采用 Ｄｕｎ
ｎｅｔ’ｔ检验，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，两组
间多个时间点数据的比较采用重复测量资料方差分

析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　硼替佐米对胰腺癌细胞增殖及凋亡的影响　
两种鼠源胰腺癌细胞株 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２被不同浓度
的硼替佐米处理１８ｈ。ＣＣＫ８实验结果表明，硼替
佐米在１０～６４０ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内能有效抑制
胰腺癌细胞ＫＰＣ细胞活力，在１０～１６０ｎｍｏｌ／Ｌ的浓
度范围内能有效抑制胰腺癌细胞 Ｐａｎｃ０２细胞活力
（ｔＫＰＣ ＝１２３９、３０９５、４０７８、４６４０、５３４５、６０６３、
７２９６，ｔＰａｎｃ０２＝２６４０、５２５９、６０２１、６３６４、６８１１，均
Ｐ＜００００１，图 １Ａ），ＩＣ５０分别约为 １１８７０ｎｍｏｌ／Ｌ
和３４１６ｎｍｏｌ／Ｌ（图１Ｂ）。ＥｄＵ实验结果显示，和对
照组相比，硼替佐米处理后的 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞
的增殖能力明显降低（ｔ＝６４０、８７４，均 Ｐ＜００１，
图１Ｃ）。细胞凋亡试验结果显示，硼替佐米处理后
胰腺癌细胞 ＫＰＣ早期、晚期凋亡率（ｔ＝８０９６、
５１５７，均Ｐ＜００００１，图１Ｄ）及 Ｐａｎｃ０２早期、晚期
凋亡率（ｔ＝３２７、２７９７，均 Ｐ＜００５，图１Ｅ）均明显
增加。提示该药物对胰腺癌细胞早期凋亡和晚期凋

亡均有促进作用。

２．２　硼替佐米对胰腺癌细胞集落形成、迁移和侵袭
能力的影响　为探究硼替佐米对胰腺癌细胞恶性生
物学行为的影响，使用硼替佐米处理胰腺癌细胞

ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２，集落形成实验显示，硼替佐米处理
后ＫＰＣ和Ｐａｎｃ０２细胞集落形成能力明显降低（ｔ＝
２３３２、５２１，均Ｐ＜００１，图２Ａ、２Ｂ）。细胞划痕实
验结果显示，硼替佐米处理后 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞
划痕伤愈速度明显慢于对照组（ｔ＝５２０、９３０，均 Ｐ
＜００１，图２Ｃ、２Ｄ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，硼替
佐米处理后ＫＰＣ和Ｐａｎｃ０２细胞迁移和侵袭能力明
显降低（ｔ迁移 ＝８６０、９７１，ｔ侵袭 ＝５２２、６９２，均 Ｐ＜
００１，图２Ｅ、２Ｆ）。上述实验结果表明，硼替佐米能
抑制胰腺癌细胞集落形成、迁移和侵袭能力。

２．３　硼替佐米对胰腺癌细胞上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关标志物分
子的影响　ｑＲＴＰＣＲ实验表明，硼替佐米处理后的

胰腺癌细胞 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２中 Ｃｄｈ１基因（编码 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白）表达均上升（ｔ＝２６７３、２４２９，均Ｐ＜
００００１），而Ｃｄｈ２基因（编码Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白）、Ｖｉｍ
基因（编码Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白）和 Ｓｎａｉｌ基因（编码 Ｓｎａｉｌ
蛋白）表达均明显下降（ｔＫＰＣ＝２３１０、１１９６、１５９１，
ｔＰａｎｃ０２＝１０９４、１２０９、８２９，均 Ｐ＜００００１），见图
３Ａ、３Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示，硼替佐米处理后的
胰腺癌细胞 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达
明显增加，相应的 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白和
Ｓｎａｉｌ蛋白表达均有不同程度的下降（图 ３Ｃ、３Ｄ）。
上述结果表明，硼替佐米可能影响胰腺癌细胞

ＥＭＴ。
２．４　硼替佐米对胰腺癌肝转移的影响　为进一步
明确硼替佐米是否能在体内抑制胰腺癌肝转移，２０
只６周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾脏被膜下注射 ＫＰＣ
或Ｐａｎｃ０２细胞悬液，接种７ｄ后分别将注射ＫＰＣ或
Ｐａｎｃ０２细胞小鼠随机分为对照组和硼替佐米治疗
组（图４Ａ）。治疗５个疗程后，可观察到硼替佐米治
疗组小鼠肝脏表面转移灶数目明显少于对照组

（ｔＫＰＣ＝６８０、ｔＰａｎｃ０２＝４９３，均 Ｐ＜００１，图４Ｂ、４Ｃ），
且肝脏系数也明显下降（ｔＫＰＣ＝４１９，ｔＰａｎｃ０２＝５０１，
均Ｐ＜００１，图４Ｂ、４Ｃ）。此外，相关结果还表明硼
替佐米（０５ｍｇ／ｋｇ）治疗对小鼠体质量增加无明显
作用（均Ｐ＞００５，图４Ｄ、４Ｅ）。以上实验结果提示，
硼替佐米能够有效抑制胰腺癌肝转移。

３　讨论

　　胰腺癌是一种高度恶性的肿瘤，起病隐匿，确诊
时患者一般已处于晚期，预后极差［８－９］。胰腺癌的

恶性增殖特性主要表现为癌细胞在局部组织中的迅

速扩散、侵袭周围器官以及通过血液或淋巴系统转

移至远处脏器［１０］。肝脏是胰腺癌最常见的转移靶

器官，癌细胞能经血液循环进入肝脏，并通过与肝脏

血管内皮的相互作用、诱导局部免疫逃逸以及血管

生成等，成功在肝脏建立新发转移灶。更为致命的

是，一旦发生肝转移，患者预后显著恶化，且生存期

明显缩短［１１－１３］。目前，临床上胰腺癌肝转移的治疗

效果较为有限，尽管化疗、靶向治疗和免疫疗法在某

些情况下能暂时缓解患者症状，但由于胰腺癌特殊

免疫微环境产生的耐药性，上述治疗手段收效甚微。

因此，找到一个抑制胰腺癌肝转移较为有效的治疗

手段成为胰腺癌临床治疗上亟须解决的难题。

硼替佐米作为一种蛋白酶体抑制剂，近年来已

被证明对多种类型的肿瘤都具有抑制作用［１４－１６］。
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图１　硼替佐米对胰腺癌细胞增殖及凋亡的影响
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图２　硼替佐米对胰腺癌细胞集落形成、迁移和侵袭能力的影响
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因此，硼替佐米抑癌作用的相关机制受到了广泛关

注，有研究报道硼替佐米能通过激活细胞启动凋亡

进程来发挥抗肿瘤生长的作用［１７］。具体而言，硼替

佐米可通过减少促凋亡蛋白 ＢＡＸ和 ＢＡＫ的降解，
增加其寡聚化，进而促进细胞色素 Ｃ进入胞质并激
活细胞内的凋亡通路，最终诱导细胞凋亡的发生。

相似的，本研究也发现硼替佐米能有效促进胰腺癌

ＫＰＣ和Ｐａｎｃ０２细胞发生凋亡，且对于早期凋亡与晚
期凋亡均有促进作用。虽然上述研究表明，硼替佐

米在多种癌症中发挥着出色的抗癌作用，但是其在

胰腺癌中的研究很少，其是否发挥良好的抑癌作用，

以及是否能在缓解胰腺癌肝转移方面展现有价值的

作用尚未可知。故本研究聚焦于硼替佐米在胰腺癌

中的作用，深入研究其是否可以抑制胰腺癌细胞相
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图３　硼替佐米对胰腺癌细胞ＥＭＴ相关标志物分子的影响
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图４　硼替佐米对胰腺癌肝转移的影响
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关的恶性生物学行为以及肝转移。本研究显示，硼

替佐米能显著降低胰腺癌细胞 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２的活
力，ＩＣ５０值分别约为１１８７ｎｍｏｌ／Ｌ和３４１６ｎｍｏｌ／Ｌ，
且硼替佐米能显著抑制胰腺癌细胞的增殖、集落形

成、迁移和侵袭能力。鉴于ＥＭＴ在肿瘤细胞迁移和
侵袭过程中发挥着重要作用［１８－２０］，ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验被用于评估 ＥＭＴ相关标志物分子
的表达情况，本研究显示硼替佐米能在 ｍＲＮＡ和蛋
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白水平改变胰腺癌细胞内 ＥＭＴ相关标志物分子的
表达，具体表现为上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的上调和
间质标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ的下调，这进
一步支持了硼替佐米通过抑制 ＥＭＴ来减弱肿瘤细
胞的迁移和侵袭能力。最后，本研究利用动物脾转

肝模型证明了硼替佐米能够有效限制胰腺癌肝转移

能力。

综上所述，本研究证明了硼替佐米能有效抑制

胰腺癌细胞增殖、集落形成、迁移和侵袭等多种恶性

生物学行为，能诱导胰腺癌细胞发生凋亡，并且能够

抑制胰腺癌细胞的肝转移。这为硼替佐米作为潜在

的胰腺癌治疗药物提供了有力证据，尤其是在防止

肝转移方面，提示其在临床应用中具有一定的潜在

价值。然而，需要注意的是，本研究只观察到 ＥＭＴ
相关标志物分子表达水平发生了变化，并未深入研

究硼替佐米是通过何种机制影响上述分子的变化，

这也是本研究局限所在，需要后续进一步深入探究。
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ｔｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｓＢｏｒｔｅｚｏｍｉｂｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

（ＣＲＣ）ｃｅｌｌｓ’ｋｉｌｌｉｎｇ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＮｅｗＤｒｕｇｓ，２０２２，４０（６）：

１２４４－５３．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１０６３７－０２２－０１３０６－７．

［８］　ＹｉＬ，ＰａｎＨ，ＮｉｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｂｉｏｍａｒｋｅｒａｎａｌｙｓｅｓｏｆ

ＳＨＲ１７０１ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｆａｍｉｔｉｎｉｂｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ

ｔｒｅａｔｅｄａｄｖａｎｃｅｄｂｉｌｉａｒｙｔｒａｃｔｃａｎｃｅｒｏｒｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒ

ｃｉｎｏｍａ：ａｐｈａｓｅⅡ ｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｔＴａｒｇｅｔＴｈｅｒ，

２０２４，９（１）：３４７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１３９２－０２４－０２０５２－３．

［９］　ＬｉＪＪ，ＣｈｅｎＸＬ，ＺｈｕＬＱ，ｅｔａｌ．ＳＯＸ９ｉｓａｃｒｉｔｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆ

ＴＳＰＡＮ８ｍｅｄｉａｔｅｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，

２０２１，４０（３０）：４８８４－９３．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１３８８－０２１－０１８６４

－９．

［１０］ＬｅｏｎｇＳＰ，ＰｉｓｓａｓＡ，ＳｃａｒａｔｏＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌｙｍｐｈａｔｉｃｓｙｓｔｅｍａｎｄ

ｓｅｎｔｉｎｅｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓ：ｃｏｎｄｕｉｔｆｏｒｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐ

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，２０２２，３９（１）：１３９－５７．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１０５８５－０２１

－１０１２３－ｗ．

［１１］ＡｓｔｕｔｉＹ，ＲａｙｍａｎｔＭ，ＱｕａｒａｎｔａＶ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓｒｅｐｒｏｇｒａｍｓ

ｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｔｏｐｒｏｍｏｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｌｉｖｅｒｍｅ

ｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＣａｎｃｅｒ，２０２４，５（５）：７７４－９０．ｄｏｉ：１０．１０３８／

ｓ４３０１８－０２４－００７３１－２．

［１２］ＨｏｒｎＳＲ，ＳｔｏｌｔｚｆｕｓＫＣ，ＬｅｈｒｅｒＥＪ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆｌｉｖｅｒ

ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＥｐｉｄｅｍｉｏｌ，２０２０，６７：１０１７６０．ｄｏｉ：１０．

１０１６／ｊ．ｃａｎｅｐ．２０２０．１０１７６０．

［１３］ＳｈａｈｒｅｓｔａｎｉＳ，ＳｉｌｖｅｒｓｔｅｉｎＭ，ＮａｓｒｏｌｌａｈｉＴ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ

ｆｒａｉｌｔｙｏｎｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅｏｕｔｃｏｍｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｓｕｒｇｉｃａｌｒｅ

ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｅｓ：ａｎａｔｉｏｎｗｉｄｅｒｅａｄｍｉｓｓｉｏｎｓｄａｔａｂａｓｅ

ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｎｎＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０２３，３６（３）：３３３－９．ｄｏｉ：１０．

２０５２４／ａｏｇ．２０２３．０７８７．

［１４］ＹａｏＸＳ，ＨｏｎｇＪＨ，ＮａｒｇｕｎｄＡＭ，ｅｔａｌ．ＰＢＲＭ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｔＰＢＡＦ

ｃｏｍｐｌｅｘｅｓｔａｒｇｅｔａｂｅｒｒａｎｔｇｅｎｏｍｉｃｌｏｃｉｔｏａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅＮＦκＢｐａｔｈ

ｗａｙｉｎｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０２３，

２５（５）：７６５－７７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５５６－０２３－０１１２２－ｙ．

［１５］ＺｈｕＹＨ，ＪｉａｎＸＸ，ＣｈｅｎＳＰ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉａｌｎｉ

ｔｒｏｇｅｎｒｅｃｙｃｌｉｎｇａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｔｏｉｍｐｒｏｖｅｂｏｒｔｅ

ｚｏｍｉｂｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｅｔａｂ，２０２４，３６

（１）：１５９－７５．ｅ８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｍｅｔ．２０２３．１１．０１９．

［１６］ＬｉＬ，ＺｈａｎｇＹＣ，ＺｈｏｕＹ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｔｅｒｎａｒｙｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎａｂｌｅ

ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．

Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０２２，７６（６）：１６６０－７２．ｄｏｉ：１０．１００２／ｈｅｐ．

３２５８４．

［１７］ＶａｎＳｔｉｐｈｏｕｔＣＭ，ＬｕｕＡＫ，ＶｉｌｏｒｉａＰｅｔｉｔＡＭ．Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｒｅａｔｍｅｎｔ

［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２２，１４（１９）：４５４４．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｃａｎｃｅｒｓ１４１９４５４４．

［１８］ＬｅｅＪＨ，ＳáｎｃｈｅｚＲｉｖｅｒａＦＪ，ＨｅＬ，ｅｔａｌ．ＴＧＦβａｎｄＲＡＳｊｏｉｎｔ

ｌｙｕｎｍａｓｋｐｒｉｍｅｄｅｎｈａｎｃｅｒｓｔｏｄｒｉｖｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０２４，

１８７（２２）：６１８２－９９．ｅ２９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０２４．０８．０１４．

［１９］ＺｈａｎｇＮ，ＮｇＡＳ，ＣａｉＳ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ：ｔａｒ

ｇｅｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２０２１，２２（８）：ｅ３５８－６８．ｄｏｉ：１０．１０１６／Ｓ１４７０－

２０４５（２１）００３４３－０．

［２０］王　娟，刘蕾蕾，郝雅丽，等．ｌｎｃＲＮＡＦＵＴ８ＡＳ１通过调控

ｍｉＲ１４２５ｐ／ＢＣＬ２轴促进上皮性卵巢癌细胞增殖、侵袭和

ＥＭＴ［Ｊ］．临床与实验病理学杂志，２０２４，４０（９）：９３５－４１．

ｄｏｉ：１０．１３３１５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｃｅｐ．２０２４．０９．００８．

·２３８· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



［２０］ＷａｎｇＪ，ＬｉｕＬＬ，ＨａｏＹＬ，ｅｔａｌ．ＬｎｃＲＮＡＦＵＴ８ＡＳ１ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄＥＭＴｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ１４２５ｐ／ＢＣＬ２ａｘｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＥｘｐ

Ｐａｔｈｏｌ，２０２４，４０（９）：９３５－４１．ｄｏｉ：１０．１３３１５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｃｅｐ．

２０２４．０９．００８．

Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｓｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ＣｈｅｎＹｉｎｆｅｎｇ１，ＨｕａｎｇＸｉｎｇ１，２

（１ＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ　３１００５８；２ＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｉａｌ
ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰａｎｃｒｅａｔｉｃＤｉｓｅａｓｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ　３１０００９）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｓ
ａｎｄｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＫＰＣａｎｄＰａｎｃ０２ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓａｃｏｕｐｌｅｏｆ
ｗｏｒｋｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．ＴｈｅＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｍｕｒｉｎｅ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｈａｌｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＣ５０）ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＴｈｅＥｄＵａｓｓａｙｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓａｙｓｗｅｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
ｓｃｒａｔｃｈｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ，ａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＱＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｉｍｐａｃｔ
ｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＣｄｈ１，
Ｃｄｈ２，ＶｉｍａｎｄＳｎａｉｌｇｅｎｅａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＶｉｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＳｎａｉｌｐｒｏｔｅｉｎ．Ａｎｉｎ
ｖｉｖｏｓｐｌｅｅｎｔｏｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｖａｌｕｅｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
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