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β谷甾醇对人自然杀伤细胞杀伤胰腺癌ＳＷ１９９０
细胞的影响
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　　【摘要】　目的　研究β谷甾醇对人自然杀伤（ＮＫ）细胞和人胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０增殖率和功能的影响，并

探讨其可能的作用机制。方法　采用本室建立的专用培养液培养ＮＫ细胞。不同浓度的β谷甾醇作用于ＮＫ细胞

及胰腺癌ＳＷ１９９０细胞，四甲基偶氮唑蓝法测定β谷甾醇对ＮＫ细胞及胰腺癌ＳＷ１９９０细胞生长的影响；流式细

胞仪检测胰腺癌ＳＷ１９９０细胞生长周期和凋亡情况；乳酸脱氢酶法评价经不同浓度β谷甾醇干预后，ＮＫ细胞对胰

腺癌ＳＷ１９９０细胞杀伤活性的变化。结果　浓度为１．２５～１０．００μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用４８ｈ后，ＮＫ细胞生长抑

制率呈负数，较对照组明显降低（犘＜０．０５），但浓度增加到４０～８０μｇ／ｍＬ后，ＮＫ细胞生长抑制率较对照组显著增

高（犘＜０．０５）；浓度为１０～８０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇对胰腺癌ＳＷ１９９０细胞生长有明显抑制作用（犘＜０．０５）；浓度为

１０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用后胰腺癌ＳＷ１９９０细胞凋亡率为２７．１８％，较对照组及低浓度组明显增加（犘＜０．０５）；β

谷甾醇使ＳＷ１９９０细胞周期主要停滞于Ｓ期；浓度为１．２５及２．５μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用４８ｈ后，ＮＫ细胞对胰腺

癌ＳＷ１９９０细胞的杀伤活性显著高于对照组（犘＜０．０５），且在１．２５μｇ／ｍＬ时达最高峰（７６．３％）；当β谷甾醇浓度

大于５μｇ／ｍＬ，ＮＫ细胞的杀伤活性随药物浓度的增加逐渐下降。结论　β谷甾醇能够有效提高ＮＫ细胞对胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞的杀伤能力。
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　　近年发现的基因干扰和靶向治疗，使胰腺癌的防治工作有

了突破性进展。从植物中提取天然活性物质进行综合调节治

疗胰腺癌也成为近年研究的热点。β谷甾醇是植物甾醇类成

分之一，具有许多重要的生理功能。近年来有研究报道，β谷

甾醇对乳腺癌、大肠癌、胃癌、肺癌、宫颈癌等肿瘤细胞的生长

有一定抑制作用［１］。还有研究发现，β谷甾醇可诱导淋巴细胞

增殖，提高机体细胞的免疫力［２］。目前，国内外针对β谷甾醇

的研究多集中在宫颈癌、结肠癌等方面，而对胰腺癌作用的报
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道很少。故本课题拟对β谷甾醇在自然杀伤（ＮＫ）细胞杀伤胰

腺癌ＳＷ１９９０细胞作用中的影响进行初步研究，为临床治疗

胰腺癌提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料　β谷甾醇（含量＞９８％，本实验室制备）；ＳＷ１９９０

人胰腺癌细胞株（中国科学院上海细胞生物学研究所，本室液

氮保存）；ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；四甲基偶氮唑蓝

（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ公司）；乳酸脱氢酶试剂盒

（日本世诺临床诊断制品株式会社）；ＩＬ２抗体（厦门特宝生物

公司）；ＦＩＴＣ 和 ＰＣＰ 标记的抗人 ＣＤ３，ＦＩＴＣ 标记的抗人

ＣＤ１６／ＣＤ５６，ＰＥ标记的抗人ＣＤ３抗体均购自杭州联科生物。

Ｅｎｃｏｒｅ自动生化分析仪（北京希亚克技术有限公司）；流式细

胞分析仪（ＢＥＣＴＯＮＤＩＣＫＩＮＳＯＮ公司）；流式细胞仪分析软件

为ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ，每个标本分析细胞数大于或等于１×１０４；恒温

ＣＯ２ 培养箱（Ｈｅｒｓｃｕａｓ公司），倒置显微镜（德国 Ｗｉｌｏｖｅｒｔ公

司），ＳＴ３６０酶标仪（上海科华实验系统有限公司）等。

１．２　方法

１．２．１　人ＮＫ细胞的培养和鉴定　采集健康人外周血液１００

ｍＬ，加入等量ｐＨ７．４磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），将外周血单核细

胞（ＰＢＭＣ）悬浮后加入淋巴细胞分离液，以２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，吸取ＰＢＭＣ，生理盐水洗涤３遍（１５００ｒ／ｍｉｎ离心，１０

分钟／次），使用 ＮＫ 细胞专用培养液（含１０％胎牛血清、２

ｍｍｏｌ／Ｌ谷胺酰胺、２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＨＥＰＥＳ）、青链

双抗）将细胞配成５×１０８／Ｌ的细胞悬液，置于７５ｃｍ２ 细胞培

养瓶中，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，隔天换液并调整细胞

密度至１×１０９／Ｌ。在每个时间段使用倒置显微镜观察ＮＫ细

胞形态及生长情况。收集培养１０ｄ的贴壁细胞进行细胞表面

标志物检测和相关实验。

１．２．２　人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞培养　从液氮中取胰腺癌细

胞株ＳＷ１９９０于３７℃水温箱复苏，置含１０％的小牛血清ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２ 条件下扩增培养，取对数

生长期的贴壁细胞进行相关试验。

１．２．３　ＭＴＴ法检测β谷甾醇对ＮＫ细胞和ＳＷ１９９０细胞生

长的影响　取培养１０ｄ的ＮＫ细胞和对数生长期的ＳＷ１９９０

细胞，配成４×１０５／ｍＬ，分别接种于９６孔板中，每孔０．２ｍＬ，

于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，２４ｈ后加入β谷甾醇（终浓

度分别为０．１５、０．３、０．６、１．２５、２．５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ），

设不加药物的对照组及空白组，每组设５个复孔。继续培养

４８ｈ后每孔加入 ＭＴＴ２０μＬ，４ｈ后弃上清液，加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，轻轻振荡１０ｍｉｎ，待其沉淀产物完全溶解；酶标仪４９２

ｎｍ处测定各孔光密度（Ａ）值，求其平均值；同时计算细胞生长

抑制率，并绘制生长抑制率曲线。细胞生长抑制率（％）＝［（对

照Ａ－空白Ａ）－（实验 Ａ－空白 Ａ）］／（对照 Ａ－空白 Ａ）×

１００％。每组实验重复３次，取平均值。

１．２．４　流式细胞术（ＦＣＭ）检测β谷甾醇对胰腺癌ＳＷ１９９０

细胞周凋亡和周期的影响　收集对数生长期ＳＷ１９９０细胞以

每孔１×１０６ 接种于６孔板，按实验分组，每组设３个复孔，实

验组分别加入不同浓度的β谷甾醇（根据 ＭＴＴ检测结果选择

药物浓度，使其终浓度为０．３、１．２５、５、１０μｇ／ｍＬ），同时设对照

组。诱导培养２４ｈ后收集细胞，ＰＢＳ将细胞密度调整为１×

１０６／ｍＬ，取其细胞悬液０．１ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，７０％

冷乙醇固定，轻轻振荡，ＰＢＳ洗涤３次，每次洗涤后８００ｒ／ｍｉｎ，

离心２～３ｍｉｎ去上清液。加入ＰＩ染液１ｍＬ（生理盐水１２９．６

ｍＬ，ＰＩ１００μｇ，ＲＮＡ酶２ｍｇ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００１ｍＬ，枸橼酸钠

２００ｍｇ，加双蒸水至２００ｍＬ），４℃避光染色３０ｍｉｎ，ＦＣＭ 检

测，记录激发波长４８８ｎｍ 处的红色荧光。每个样本分析

１００００个细胞。每检测样本重复３遍，取平均值。

１．２．５　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放法检测 ＮＫ细胞对ＳＷ１９９０

细胞的杀伤活性　按刘军权等
［３］建立的ＬＤＨ 释放法进行。

取培养１０ｄ的ＮＫ细胞配成４×１０５／ｍＬ，加入６孔细胞培养

板中，每孔３ｍＬ，加入不同浓度的β谷甾醇（终浓度为０．１５、

０．３、０．６、１．２５、２．５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ），同时设对照组。

继续培养４８ｈ后收集ＮＫ细胞，洗涤２次，配成４×１０６／ｍＬ的

细胞悬液为效应细胞；收集对数生长期的ＳＷ１９９０细胞洗涤２

次后，配成４×１０５／ｍＬ的细胞悬液为靶细胞，靶细胞比１０∶１，

５００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中孵育５ｈ后

将细胞混匀，再以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，用

ＬＤＨ试剂盒按说明书要求操作，靶细胞自然释放组，靶细胞最

大释放组，效应细胞自然释放组，实验组，每组设５个复管。放

入３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养４ｈ，轻轻混匀细胞，１５００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液。在Ｅｎｃｏｒｅ全自动生化分析仪

３４０ｎｍ波长下测定吸光度值（Ａ）。杀伤活性（％）＝（Ａ实验

组－Ａ效应细胞自然释放组）／（Ａ靶细胞最大释放组－Ａ靶细

胞自然释放组）×１００％。每检测样本重复３遍，取平均值。

１．３　统计学处理　所有数值均以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１６．０

统计分析软件进行分析。检验水准α＝０．０５，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮＫ细胞形态学观察和纯度鉴定　ＰＢＭＣ在 ＮＫ细胞培

养基中培养２４ｈ即可见贴壁生长，４８ｈ后集落开始变大，１０ｄ

后可见大的集落和单个贴壁生长细胞。培养１０ｄ的ＮＫ细胞

涂片行瑞姬氏染色（瑞区染色）发现大多数细胞直径为１０～１６

μｍ，圆形或椭圆形，亦有不规则形者。细胞核偏位，椭圆形、肾

形或有切迹，紫红色，染色质致密，块状，无核仁。胞浆丰富，着

色较浅，淡蓝色，有的细胞胞浆着色不均匀，核周界不明显。胞

浆中均含有紫红色的嗜天青颗粒，其大小为０．１～０．７μｍ，数

量和分布不一。ＦＣＭ 检测结果显示，培养的 ＮＫ细胞ＣＤ３－

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋阳性率为６８．６％（图１）。

图１　培养１０ｄ后ＮＫ细胞形态

２．２　β谷甾醇对ＮＫ细胞和胰腺癌ＳＷ１９９０细胞生长的影响

　当浓度为１．２５～１０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用４８ｈ后，ＮＫ细

胞生长抑制率为负数，较对照组明显降低（犘＜０．０５），提示此

浓度范围的β谷甾醇能够促进 ＮＫ细胞增殖；但浓度增加到

４０～８０μｇ／ｍＬ 后，ＮＫ 细胞生长抑制率较对照组显著增高

（犘＜０．０５），提示此浓度的β谷甾醇对 ＮＫ细胞具有杀伤作

用；其余浓度的β谷甾醇作用后ＮＫ细胞生长抑制率与对照组

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。浓度为０．１５～５．００μｇ／

ｍＬ的β谷甾醇作用４８ｈ后，胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的生长抑

制率与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而浓度为

１０～８０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用后，胰腺癌ＳＷ１９９０细胞生长
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抑制率均较对照组显著增高（犘＜０．０５），且随着β谷甾醇浓度

的逐渐增加，胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的生长抑制率逐渐上升，经

ＳＰＳＳ１６．０相关性分析，β谷甾醇浓度与胰腺癌ＳＷ１９９０细胞

生长抑制率呈正相关（犘＜０．０５）。

２．３　β谷甾醇对胰腺癌ＳＷ１９９０细胞周期和凋亡的影响　当

β谷甾醇分别在０．３、１．２５、５μｇ／ｍＬ浓度时，与对照组比较，胰

腺癌ＳＷ１９９０细胞凋亡率，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；β

谷甾醇浓度为１０μｇ／ｍＬ时，胰腺癌ＳＷ１９９０细胞凋亡率较对

照组显著增加（２７．１８％和１９．５４％，犘＜０．０５，见表１），提示较

高浓度（１０μｇ／ｍＬ）的β谷甾醇能够促进胰腺癌ＳＷ１９９０细胞

凋亡。另外，β谷甾醇浓度为１０μｇ／ｍＬ时，Ｓ期细胞比例较对

照组明显增加（犘＜０．０５），而其他浓度组与对照组比较，Ｓ期细

胞比例差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明较高浓度（１０μｇ／

ｍＬ）的β谷甾醇能够将胰腺癌ＳＷ１９９０细胞周期阻滞于Ｓ期

（表２）。

表１　不同浓度β谷甾醇对胰腺癌ＳＷ１９９０细胞

　　　凋亡的影响（狀＝９，狓±狊）

β谷甾醇浓度

（μｇ／ｍＬ）
细胞总数 凋亡细胞数 凋亡率（％）

０（对照组） ３２６０±３１５．３ ６３７±６６．１ １９．５４±１．６

０．３ ３３２９±３２６．１ ６５７±５３．５ １９．７４±１．９

１．２５ ３３６６±２９７．８ ６６９±４９．８ １９．８８±１．３

５ ３３７０±２２９．４ ６７５±６９．３ ２０．０３±１．５

１０ ３４５８±３４５．６ ９４０±７６．２ ２７．１８±１．７

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

表２　不同浓度β谷甾醇对胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０

　　细胞周期的影响（狀＝９，狓±狊）

β谷甾醇浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｇ１ Ｇ２ Ｓ Ｇ２／Ｇ１

０（对照组） ３９．６３±３．６ ０．０５±０．０１ ６０．３２±６．１ ２．２１±０．０３

０．３ ３５．２３±３．５ ０．４８±０．０４ ６４．２９±６．２ ２．３３±０．０２

１．２５ ２６．４０±２．６ １．９５±０．０２ ７１．６５±６．８ ２．５２±０．０２

５ ２４．９４±２．４ ２．０７±０．０２ ７２．９９±６．９ ２．６４±０．０３

１０ １４．９０±１．６ ２．５２±０．０３ ８２．５９±７．３ ３．０５±０．０３

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．４　β谷甾醇对ＮＫ细胞杀伤ＳＷ１９９０细胞活性的影响　浓

度为１．２５及２．５０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用４８ｈ后，ＮＫ细胞

对胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的杀伤活性明显增强，均显著高于对

照组（犘＜０．０５），且在１．２５μｇ／ｍＬ浓度时达最高峰（７６．３％）；

当浓度大于５μｇ／ｍＬ时，随着药物浓度的增加，ＮＫ细胞对胰

腺癌ＳＷ１９９０细胞的杀伤活性逐渐下降。

３　讨　　论

本研究所用β谷甾醇为头花蓼提取物。头花蓼为蓼科蓼

属植物，又名四季红、石莽草、红酸杆、太阳草、水绣球，多年生

草本，为贵州特有的苗药，全草入药，味苦、辛，性凉，归肾、膀胱

经，具有清热利湿、解毒止痛、和血散瘀、利尿通淋的功效［４］。

β谷甾醇也是植物界最普遍存在的甾醇，主要的植物来源有豆

油、棉子油、玉米油等，其药理作用主要有：抗炎、降血胆固醇、

抗癌、止咳等［５６］。Ｒａｔｈｅｅ等
［５］研究发现，从中药中分离的β

谷甾醇对人体正常细胞毒性较低。Ｂａｓｋａｒ等
［７］报道，β谷甾醇

可防止脂质过氧化，提高抗氧化状态，减少１，２二甲肼诱导的

大鼠大肠癌发生。近期还有研究发现，β谷甾醇能通过ｃｍｙｃ

基因阻滞 ＭＣＦ７和Ａ５４９细胞的细胞周期，使细胞阻滞在Ｇ２／

Ｍ期，并提高细胞的凋亡率
［８］。目前有关β谷甾醇抗肿瘤作

用机制的初步研究结果包括：对细胞膜的作用、诱导肿瘤细胞

凋亡、影响细胞信号转导途径、影响免疫系统和对性激素的调

节作用等［９］。Ｈｓｕ等
［１０］还发现，从独角彩叶草中提取的β谷

甾醇主要是通过阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡而抑制肺腺癌

Ａ５４９细胞的增殖。

目前针对β谷甾醇的研究大多集中在宫颈癌、结肠癌等方

面，而对胰腺癌作用的报道很少，故本文对β谷甾醇在胰腺癌

细胞增殖、凋亡以及ＮＫ细胞对其杀伤作用中的影响进行了初

步研究。本实验应用β谷甾醇分别作用于 ＮＫ细胞和胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞，ＭＴＴ法检测发现，浓度在１０～８０μｇ／ｍＬ时β

谷甾醇能有效抑制胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的增殖，而对 ＮＫ细

胞增殖则具有双向调节作用，浓度为１．２５～１０．００μｇ／ｍＬ的

β谷甾醇能促进ＮＫ细胞增殖，浓度为４０及８０μｇ／ｍＬ的β谷

甾醇能抑制ＮＫ细胞增殖。

活化的ＮＫ细胞可合成和分泌多种细胞因子，发挥调节免

疫以及直接杀伤靶细胞的作用。ＮＫ细胞因能迅速溶解某些

肿瘤细胞而成为近年来抗肿瘤研究的热点。本实验中，浓度为

１０μｇ／ｍＬ的β谷甾醇作用于胰腺癌ＳＷ１９９０细胞２４ｈ后，Ｓ

期细胞比例为８２．５９％，与对照组比较显著增高，提示胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞主要被阻滞在Ｓ期，从而影响细胞周期进程。

从本组实验结果可以看出，β谷甾醇在某些浓度范围不仅

能够促进ＮＫ细胞的增殖，而且能够提高 ＮＫ细胞对胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞的杀伤活性。浓度为１．２５μｇ／ｍＬ的β谷甾醇

作用４８ｈ后ＮＫ细胞的杀伤活性最强。大于１．２５μｇ／ｍＬ时，

其杀伤活性则呈下降趋势，说明β谷甾醇对ＮＫ细胞的作用有

浓度窗现象，为进一步研究提供了依据。

本实验中应用β谷甾醇作用于 ＮＫ细胞，结果显示，β谷

甾醇能够有效提高ＮＫ细胞对胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的杀伤能

力，其机制可能与β谷甾醇促进 ＮＫ细胞增殖，阻滞胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞周期和诱导细胞凋亡有关，为β谷甾醇在辅助治

疗胰腺癌的临床应用中提供了一定的理论基础。但是，β谷甾

醇增强ＮＫ细胞杀伤活性的途径及抑制胰腺癌ＳＷ１９９０细胞

增殖的机制仍需进一步研究。
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疗后为９．０分，降低了６１．２％。治疗前后细菌清除情况：观察

组治疗后细菌清除率为６０％；对照组治疗细菌清除率为

６６．７％。以上３个方面治疗前后两组比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。

２．２　不良反应　观察组和对照组无１例因不良反应而停止治

疗。观察组中２例患者出现局限性皮炎，未经特殊处理即痊

愈。对照组中８例患者出现不同程度的胃肠道反应和恶心不

适，１例全身多处皮肤出现皮疹，有瘙痒症状，给予息斯敏口服

后消退。

３　讨　　论

慢性前列腺炎病因复杂，发病机制至今仍不甚清楚，导致

临床上对它的治疗也存在诸多争议，因而治疗效果欠佳，对慢

性前列腺炎的治疗成了一个棘手的难题。目前治疗上强调综

合治疗和个体化原则。对于慢性细菌性前列腺炎，临床上对这

类患者以抗菌治疗为主，同时根据个体不同症状给予抗炎和改

善症状的综合治疗。药物治疗的给药途径多为口服和注射，存

在用药时间长、起效慢、不良反应多的缺点，同时由于前列腺坚

韧的包膜，到达前列腺组织中的血药浓度较低，治疗效果相对

较差。

超声电导靶向经皮给药技术是近年国外出现的一种经皮

药物渗透的新方法［１］。它通过电致孔、超声空化和现代离子导

入技术的综合应用，首先产生药物透入的人工通道，继而在物

理能的驱动下透入体内，可使药物在组织中有效浓集和浸润，

提高了药物对靶组织的作用，而进入血液中的药物浓度很低，

可被迅速地排泄［２６］。同时促进药物分子由细胞外向细胞内的

转运，使一些细胞内作用的药物疗效大大提高，如抗肿瘤药物、

部分抗菌药物等。现代经皮给药技术被称为口服和注射之后

的第３代给药途径，它可避免药物在肝脏的“首过效应”和胃肠

道的降解破坏，减少血药浓度的峰谷变化，减少个体差异和毒

副作用［７］，是对传统给药观念的突破，具有无痛、无创、方便安

全的特点。这一方法现已广泛应用于癌痛、实体瘤局部化疗、

血栓性疾病和一些局灶性疾病的局部药物治疗。在泌尿疾病

的治疗上，该方法除可用于急、慢性前列腺炎外，同样适用于精

囊炎、前列腺增生以及附睾炎症等。

本研究中观察组所用药物为抗菌药物、改善微循环药物、

非甾体类消炎药和α受体阻滞剂的混合制剂，药物间无配伍禁

忌。该给药方法提高了药物生物利用度，所用剂量仅为常用剂

量的１／４左右。药物在超声电导作用下经皮直达前列腺组织

中，起效快，作用直接，组织中药物浓度稳定，副反应轻微。

本研究中观察组的治疗有效率、ＣＰＳＩ评分下降情况及细

菌清除率与对照组相似，两组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），但观察组副反应的发生率明显低于对照组，患者的平均

治疗疗程也短于对照组。作者认为，超声电导经皮靶向给药作

为一种新型的给药方法，用于治疗慢性细菌性前列腺炎具有较

好的效果，与口服给药治疗效果相似，但该给药方式安全、方便

而有效，由此可认为是慢性前列腺炎治疗方法上的一个有益的

选择。
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