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胡椒碱诱导人胰腺癌 PANC-1 细胞凋亡的 Caspase 3/Bax/Bcl-2 信号通

路机制研究 
   
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摘要：目的  观察胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞增殖、凋亡的影响，探讨其诱导凋亡的 Caspase 3/Bax/Bcl-2 信号通路

机制。方法  将人胰腺癌 PANC-1 细胞分为阴性对照组和 40，20，10 μmol·L胡椒碱组，采用 MTT、台盼蓝染色计数及

平板克隆形成试验法检测胡椒碱对 PANC-1 细胞增殖、生长曲线及克隆形成的影响；采用 Hoechst 33258 染色法观察胡椒

碱对 PANC-1 细胞凋亡形态学的影响；采用 RT-PCR 和 Western blotting 法检测胡椒碱对 PANC-1 细胞 Caspase 3、

cleaved-Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 mRNA 及蛋白表达的影响。结果  MTT、台盼蓝染色计数和平板克隆形成实验结果显示

40，20 μmol·L胡椒碱可明显抑制 PANC-1 增殖、细胞生长曲线和克隆形成；Hoechst 33258 染色实验显示 40，20，

10 μmol·L胡椒碱有诱导 PANC-1 细胞凋亡作用；RT-PCR 和 Western blotting 实验结果显示 40，20 μmol·L胡椒碱可上

调 PANC-1 细胞 Caspase 3、Bax mRNA 表达水平，上调 cleaved-Caspase 3 和 Bax 蛋白表达水平，下调 Bcl-2 mRNA 和蛋

白表达水平。结论  胡椒碱可抑制人胰腺癌 PANC-1 细胞生长、增殖，并诱导其凋亡，其机制可能与调控 Caspase 
3/Bax/Bcl-2 凋亡信号通路有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effect of piperine on proliferation and apoptosis of human pancreatic cancer 
PANC-1 cell, and to explore its mechanism of Caspase 3/Bax/Bcl-2 signaling pathway. METHODS  The human pancreatic 
cancer PANC-1 cells were divided into negative control group and 40, 20 and 10 μmol·L piperine groups. MTT assay, Trypan 
blue staining counting method and plate colony formation assays were used to test the effects of piperine on proliferation, growth 
curve of cells and colony formation. Hoechst 33258 staining was used to detect the effects of piperine on apoptosis of PANC-1 
cells. Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR) and Western blotting were used to detect the effects of piperine 
on the expression levels of Caspase 3, cleaved-Caspase 3, Bax and Bcl-2 mRNA and protein in PANC-1 cells. RESULTS  MTT, 
Trypan blue staining and plate colony formation assays showed that 40 and 20 μmol·L piperine could inhibit the proliferation, 
growth curve of cells and colony formation of PANC-1 cells. Hoechst 33258 staining showed that piperine 40, 20, 10 μmol·L 
could induce the apoptosis of PANC-1 cells. The results of RT-PCR and Western blotting showed that piperine 40, 10 μmol·L 
could up-regulate the expression of Caspase 3, Bax mRNA, up-regulate the expression of cleaved-Caspase 3 and Bax protein, 
and down-regulate the expression of Bcl-2 mRNA and protein in PANC-1 cells. CONCLUSION  Piperine can inhibit the 
growth, proliferation and induce apoptosis in human pancreatic cancer PANC-1 cells, and its mechanism may be related to the 
regulation of the Caspase 3/Bax/Bcl-2 signaling pathway. 
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胰腺癌是一种发病隐袭、恶性程度高、易侵

袭转移的消化系统肿瘤，临床治疗效果差，复发

率、病死率高。目前，临床上主要采用手术、放

疗、化疗及联合治疗等措施进行诊疗，但治疗效

果极不理想，1 年生存率<10%[1-2]。研究证实，细

胞凋亡障碍与肿瘤的发生发展、增殖、侵袭、迁
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移以及预后等密切相关，同样在胰腺癌的发生发

展过程中，凋亡抑制亦扮演着重要角色[3]。 
胡椒碱是一种从中药胡椒属植物果实中提取

分离的桂皮肽胺类生物碱，属酚类化合物，具有

抗炎、保护心脏、抗氧化、改善脂代谢紊乱、抗

气道平滑肌增殖、免疫调节、神经保护、抑制卵

巢癌细胞及黑色素瘤细胞增殖等药理活性[4-6]。本

研究旨在观察胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞增

殖、凋亡的影响，同时检测胡椒碱对 PANC-1 细胞

Caspase 3/Bax/Bcl-2 信号通路的影响，探讨其诱导

胰腺癌细胞的凋亡机制。 
1  材料与仪器 
1.1  仪器与试剂 

胡椒碱(成都埃法生物科技有限公司，纯度≥

98%，CAS No.：94-62-2)，用二甲基亚砜(DMSO)
溶解，使用时用细胞培养液配制成相应浓度。 

优级胎牛血清(杭州四季青，批号：180526)；
青霉素-链霉素溶液(批号：2018050052)、0.25%胰

酶溶液(批号：20180609)、DMSO 溶液(批号：

20180429) 、 DMEM 高 糖 液 体 培 养 基 ( 批 号 ：

20180523)、 培 养 细 胞 总 蛋 白 提 取 试 剂 (批 号 ：

20180615)、RIPA 蛋白裂解液(批号：20180314)、
BCA 蛋白浓度测定试剂盒(批号：20180219)、彩

色 预 染 标 准 蛋 白 Maker( 批 号 ： 20171215) 、

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒(批号：20180426)、超

敏 ECL 化学发光液(批号：20180512)、PVDF 转印

膜(批号：AR0136-02)、MTT 试剂(批号：20180524)
及 PBS 缓冲液(批号：20180428)等由武汉博士德生

物工程有限公司提供；兔抗人 cleaved-Caspase 3(批
号：20180912)、Bax(批号：20180815)、Bcl-2(批
号：20180920)及-actin(批号：20180725)抗体由美

国 Affinity Biosciences(艾菲)公司提供；TRNzol 
Universal 总 RNA 提取试剂(批号：DP180424)、
FastKing 一步法 RT-PCR 试剂盒(批号：KR180123)
及 Caspase 3、Bax、Bcl-2、β-actin mRNA 引物的设

计与合成，均由天根生化科技(北京)有限公司提供。 
CKX53 倒置显微镜[奥林巴斯(中国)有限公

司]；Thermo BB15 CO2 细胞培养箱(美国 Thermo 
Scientific)；FA2204B 电子分析天平(上海精密科学

仪器有限公司)；H2050R 台式高速冷冻离心机(湘
仪离心机仪器有限公司)；垂直电泳槽、水平电泳

槽、转印电泳槽及凝胶成像系统，均为美国伯乐

公司产品。 

1.2  细胞系  
人胰腺癌 PANC-1 细胞株，由赛百慷(上海)生

物技术股份有限公司提供。 
2  方法 
2.1  细胞培养及处理  

将 PANC-1 细胞培养在 DMEM 培养液中(含
10%胎牛血清及 100 U·mL青霉素-100 g·mL链

霉素溶液)，设置培养箱温度为 37 ℃、CO2 浓度为

5%，每 2~3 d 更换培养液 1 次，待细胞铺满培养

瓶底部 80%~90%时进行消化传代，进入对数生长

期后进行相关实验。 
2.2  MTT 法检测细胞活性  

取对数生长期 PANC-1 细胞接种于 96 孔板中，

细胞浓度为 2104 ·mL，每孔 100 μL，待 24 h 细

胞贴壁后，实验组分别加入终浓度为 10，20，

40 μmol·L的胡椒碱，阴性对照组加入等体积培

养液，每组设 5 个复孔，置培养箱中继续培养 72 h
后将培养液轻轻吸弃，每孔加入 100 μL 0.5% MTT
溶液，继续培养 4 h 后吸弃孔内溶液，然后将

100 μL DMSO 加入培养孔，避光并充分振荡使结

晶充分溶解，用酶标仪于 570 nm 波长下测定各孔

吸光度值(OD)，用以下公式计算细胞增殖抑制率：

细胞增殖抑制率(%)=(阴性对照组平均 OD 值实

验组平均 OD 值)/阴性对照组平均 OD 值×100。 
2.3  PANC-1 细胞生长曲线的测定  

将浓度为 1104·mL的 PANC-1 细胞接种于

24 孔板中，待 24 h 细胞贴壁后，实验组分别加入

终浓度为 10，20，40 μmol·L的胡椒碱，阴性对

照组加入等体积培养液，每组设 21 个复孔，于加

药后每天每组取 3 孔细胞进行台盼蓝染色计数，

连续计数 7 d，绘制 PANC-1 细胞生长曲线。 
2.4  Hoechst 33258 染色法检测细胞凋亡试验  

取对数生长期 PANC-1 细胞，以 2104·mL

接种于 6 孔板中，待 24 h 细胞贴壁后，实验组分

别加入终浓度为 10，20，40 μmol·L的胡椒碱，

阴性对照组加入等体积培养液，每组设 5 个复孔，

继续孵育 48 h，然后吸弃培养液，用 PBS 缓冲液

轻轻冲洗 3~5 次，于 4 ℃下用 4%多聚甲醛固定

60 min，PBS 缓冲液洗涤 3~5 次，室温避光条件下

加 300 μL Hoechst 33258 染色液加入孔中，20 min
后荧光显微镜下观察细胞凋亡形态学变化。 
2.5  平板克隆形成试验  

取对数生长期 PANC-1 细胞，胰酶消化并吹打
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成单细胞悬液，按照每孔 500 个细胞接种于 6 孔

培养板中，待 24 h 细胞贴壁生长良好时，实验组

分别加入终浓度为 10，20，40 μmol·L的胡椒碱，

阴性对照组加入等体积培养液，每组设 5 个复孔，

当出现肉眼可见的克隆时，终止培养，弃去上清，

PBS 缓冲液轻洗 2~3 遍，用 4%多聚甲醛溶液固定

20 min，弃去固定液，然后用 Giemsa 染色液染色

15 min，弃染色液，室温下晾干，于显微镜下拍照

计数(以细胞数>50 个细胞的细胞团为 1 个克隆)，
并计算各组细胞克隆形成率。克隆形成率(%)=克

隆数/接种细胞数×100。 
2.6  RT-PCR 法检测 Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 
mRNA 表达  

取对数生长期 PANC-1 细胞，按照每孔 2×105

个将细胞接种于 6 孔培养板中，待 24 h 细胞贴壁

后，实验组加入终浓度为 40 μmol·L的胡椒碱，

同时设置阴性对照组，继续培养 48 h，收集细胞，

用 TRNzol Universal 总 RNA 提取试剂进行 RNA
抽提，按照 FastKing 一步法 RT-PCR 试剂盒操作

要求进行 RT-PCR 试验。将 PCR 扩增产物于 2%琼

脂糖凝胶进行电泳，以 β-actin 基因条带为内参，

检测 Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 基因的表达水平。实

验中用引物序列见表 1。 
 

表 1  RT-PCR 试验用引物序列 
Tab. 1  Primer sequences for RT-PCR 
基因 引物序列 片段长度/bp
Caspase 3 5’-GGAACCATCATACATGGAAGCG-3’ 

5’-TCACCATGGCTCAGAAGCAC-3’ 
317 

Bax 5’-TCGGGAGATGCTCATTGGAC-3’ 
5’-GACTCAGATGCCGAAGTGTG-3’ 

496 

Bcl-2 5’-AACATCGCCCTGTGGATGAC-3’ 
5’-GACTTCACTTGTGGCCCAGAT-3’ 

211 

β-actin 5’-CTTCGCGGGCGACGAT-3’ 
5’-CCACATAGGAATCCTTCTGACC-3’ 

104 

 

2.7  Western blotting 法检测 cleaved-Caspase 3、

Bax 及 Bcl-2 蛋白表达  
取对数生长期 PANC-1 细胞，按照每孔 2×105

个将细胞接种于 6 孔培养板中，待 24 h 细胞贴壁

后，实验组加入终浓度为 40 μmol·L的胡椒碱，

同时设置阴性对照组，继续培养 48 h，收集细胞，

加入 RIPA 裂解液于冰上使细胞裂解 30 min 后提

取蛋白，测定各样本蛋白浓度并调整一致，将样

品与蛋白上样缓冲液 1∶1 混匀煮沸 5 min 使蛋白

变性，然后依次进行 SDS-PAGE 凝胶电泳、转印、

抗原封闭、一抗和二抗孵育、ECL 显色及凝胶成

像仪下成像拍照，以 β-actin 蛋白条带灰度值为内

参，检测 cleaved-Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 蛋白相

对表达水平。 
2.8  统计学方法  

实验结果以 sx  表示，应用 SPSS 18.0 统计

软件进行数据处理，多组间样本均数差异采用单

因素方差分析法进行比较，以 P<0.05 为统计学比

较差异具有显著性。 
3  结果 
3.1  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞增殖的影响   

MTT 法检测结果显示，与阴性对照组比较， 
40，20，10 μmol·L胡椒碱组 PANC-1 细胞 OD 值

均明显降低(P<0.05 或 P<0.01)，对 PANC-1 细胞增

殖抑制率分别为 60.26%，34.95%，17.89%。结果

见表 2。 
 

表 2  胡椒碱对 PANC-1 细胞增殖的影响( x s , n=5) 
Tab. 2  Effect of piperine on proliferation in PANC-1 cell 
( x s , n=5) 

组别 浓度/μmol·L OD 值 增殖抑制率/%

阴性对照组  0.633±0.043  
胡椒碱组 40 0.252±0.0372) 60.26 

 20 0.412±0.0422) 34.95 

 10 0.520±0.0441) 17.89 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.2  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞生长曲线的

影响   
与阴性对照组比较，第 2 天给予胡椒碱 40，

20 μmol·L组的 PANC-1 细胞计数显著减少；第

3~7 天给予 40，20，10 μmol·L胡椒碱组的 PANC-1
细胞计数较阴性对照组明显减少(P<0.05 或 P< 
0.01)。结果见图 1。 
 

 

图 1  胡椒碱对 PANC-1 细胞生长曲线的影响( sx  , n=4) 
与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 1  Effect of piperine on growth curve in PANC-1 
cell( sx  , n=4)  
Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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3.3  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞凋亡形态的

影响 
Hoechst 33258 染色结果显示，阴性对照组

PANC-1 细胞形态一致，细胞核荧光染色均一，未

见明显浓染和强荧光染色；给予 40，20，10 μmol·L

胡椒碱后，可见 PANC-1 细胞有凋亡现象，表现为

多量不同程度的散在细胞核碎裂或固缩，并呈颗粒

状的密集强荧光(箭头所示)，其中以 40 μmol·L剂

量组最为明显，结果见图 2。 
 

 
阴性对照组  胡椒碱 10 μmol·L 胡椒碱 20 μmol·L 胡椒碱 40 μmol·L 

图 2  胡椒碱对 PANC-1 细胞凋亡形态的影响(Hoechst 
33258，200×) 
Fig. 2  Effect of piperine on apoptosis morphology in 
PANC-1 cell (Hoechst 33258, 200×) 
 

3.4  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞克隆形成的

影响 
与阴性对照组比较，40，20 μmol·L胡椒碱

组 PANC-1 细胞克隆形成数明显降低(P<0.05 或 P< 
0.01)，克隆形成率分别为 35.40%和 56.07%。结果

见图 3、表 3。 
 

     
阴性对照组   胡椒碱10 μmol·L 胡椒碱20 μmol·L 胡椒碱40 μmol·L 

图 3  胡椒碱对 PANC-1 细胞克隆形成的影响(100×) 
Fig. 3  Effect of piperine on colony formation in PANC-1 
cell(100×)  
 
表 3  胡椒碱对 PANC-1 细胞克隆形成的影响( x s , n=5) 
Tab. 3  Effect of piperine on proliferation in PANC-1 cell 
( x s , n=5) 

组别 浓度/μmol·L 克隆形成数/个 克隆形成率/%
阴性对照组  354.33±55.90 70.87 
胡椒碱组 40 177.00±43.092) 35.40 

 20 280.33±25.321) 56.07 
 10 321.33±39.11 64.27 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.5  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞 Caspase 3、

Bax 及 Bcl-2 mRNA 表达水平的影响   
与阴性对照组比较，胡椒碱 40，20 μmol·L

组 PANC-1 细胞 Caspase 3、Bax mRNA 表达水平

明显上调，Bcl-2 mRNA 表达水平显著下调(P<0.05
或 P<0.01)；胡椒碱 10 μmol·L组 PANC-1 细胞

Bax mRNA 表达水平明显上调(P<0.05)。结果见图

4、表 4。 

 

图 4  胡椒碱对 PANC-1 细胞 Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 
mRNA 表达水平的影响 
Fig. 4  Effect of piperine on expression levels of Caspase 3, 
Bax and Bcl-2 mRNA in PANC-1 cell 
 
表 4  胡椒碱对 PANC-1 细胞 Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 
mRNA 表达水平的影响( x s , n=5) 
Tab. 4  Effect of piperine on expression levels of Caspase 3, 
Bax and Bcl-2 mRNA in PANC-1 cell( x s , n=5) 

组别 浓度/ 
μmol·L

Caspase 3/ 
β-actin Bcl-2/β-actin Bax /β-actin

阴性对照组  0.283±0.033 0.478±0.048 0.257±0.046 
胡椒碱组 40 0.567±0.0362) 0.216±0.0322) 0.631±0.0612)

 20 0.430±0.0471) 0.303±0.0411) 0.479±0.0552)

 10 0.331±0.029 0.422±0.049 0.375±0.0441)

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.6  胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞 cleaved- 
Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 蛋白表达水平的影响   

与阴性对照组比较，40，20，10 μmol·L胡

椒碱组 PANC-1 细胞 cleaved-Caspase 3、Bax 蛋白

表达水平明显上调，Bcl-2 蛋白表达水平显著下调

(P<0.01)。结果见图 5、表 5。 

 

图 5  胡椒碱对PANC-1细胞Caspase 3、cleaved-Caspase 3、
Bax 及 Bcl-2 蛋白表达水平的影响 
Fig. 5  Effect of piperine on expression levels of Caspase 3, 
cleaved-Caspase 3, Bax and Bcl-2 protein in PANC-1 cell 
 
4  讨论 

肿瘤的发生发展机制十分复杂，但细胞失控

性增殖和凋亡抑制是其共同特点，因此抑制肿瘤

细胞增殖和(或)促进凋亡是抗肿瘤的重要策略[7]。

在本研究中，作者发现胡椒碱可抑制人胰腺癌

PANC-1 细胞增殖和克隆形成，减缓其生长，且

Hoechst 33258 染色结果显示其可使 PANC-1 细胞 
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表 5  胡椒碱对 PANC-1 细胞 Caspase 3、cleaved-Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 蛋白表达水平的影响( x s , n=5) 
Tab. 5  Effect of piperine on expression levels of Caspase 3, cleaved-Caspase 3, Bax and Bcl-2 protein in PANC-1 cell ( x s , n=5) 

组别 浓度/μmol·L Caspase 3/β-actin cleaved-Caspase 3/β-actin Bcl-2/β-actin Bax/β-actin 
阴性对照组  0.343±0.022 0.195±0.047 0.816±0.04 0.358±0.041 
胡椒碱组 40 0.338±0.029 0.523±0.0452) 0.209±0.0272) 0.603±0.0282) 

 20 0.331±0.032 0.481±0.0352) 0.366±0.0382) 0.584±0.0562) 
 10 0.349±0.034 0.310±0.0321) 0.463±0.0442) 0.481±0.0391) 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

出现核凝固或碎裂及染色质浓集等细胞凋亡现

象。以上结果提示胡椒碱在体外可抑制人胰腺癌

PANC-1 细胞增殖，并诱导其凋亡。 
细胞凋亡是指在基因严格控制下，由促凋亡

蛋白(Bax、Bak 及 Bad 等)、抗凋亡蛋白(Bcl-2、Bcl-xL
及 Bcl-w 等)和凋亡调控因子(Caspase 家族等)等共

同参与下的细胞有序性死亡[8-10]。通常情况下，细

胞膜表面的死亡受体受到胞外死亡信号刺激，促使

线粒体释放细胞色素 C 至胞浆，与 Caspase 9 及凋

亡酶激活因子 1(Apaf-1)等形成复合体(即凋亡小

体)，继而在 ATP 的作用下 Caspase 9 酶切并激活

Caspase 3，使其由无活性的 Procaspase-3 酶原转化

为有活性的 cleaved-Caspase 3，启动激酶级联反应，

从而促进细胞凋亡，Caspase 3 激活是细胞进入不可

逆凋亡阶段的标志[11-12]。Bax 和 Bcl-2 是同属 Bcl-2
家族蛋白，是作用互为拮抗的 2 种凋亡调控蛋白。

正常情况下，Bax 和 Bcl-2 以适当比例存在，参与

细胞的基本生理过程，当细胞受到外界凋亡信号

后，二者的含量或比例发生变化。当 Bcl-2 表达增

多时，促使 Bax/Bax 复合体解离，进而与 Bcl-2 结

合形成更加牢固的 Bcl-2/Bax 异源二聚体，抑制凋

亡的发生或进程；当 Bax 表达增多时，形成的

Bax/Bax 同二聚体明显增多，使线粒体膜通透性增

加，细胞色素 C 释放增多，激活 Caspase 家族蛋白，

特别是 Caspase 3 [13-15]。本研究结果发现，40，

20 μmol·L胡椒碱可上调 PANC-1 细胞 Caspase 3、

Bax mRNA 表达水平，上调 cleaved-Caspase 3 和 Bax
蛋白表达水平，下调 Bcl-2 mRNA 和蛋白表达水平，

提 示 胡 椒 碱 诱 导 PANC-1 细 胞 凋 亡 与 其 调 控

Caspase 3/Bax/Bcl-2 凋亡信号通路有关。 
综上所述，胡椒碱对人胰腺癌 PANC-1 细胞具

有抑制增殖、诱导其凋亡作用，其机制与调控

Caspase 3/Bax/Bcl-2 凋亡信号通路有关。 
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