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D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞增殖和凋亡的作用研究
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2.广州医科大学附属清远医院,清远市人民医院消化内科,广东 清远 511518)

摘 要:目的 探讨D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞增殖和凋亡的影响,并阐明其机制。方法 将胰腺癌PANC-1细

胞分为对照组、D-柠檬烯组和N-乙酰半胱氨酸干预组。通过CCK-8法检测D-柠檬烯对PANC-1细胞增殖能力的影响,

结晶紫染色法检测D-柠檬烯对PANC-1细胞克隆形成能力的影响,荧光探针检测 D-柠檬烯对PANC-1细胞活性氧

(ROS)水平的影响,EdU染色法检测D-柠檬烯对PANC-1细胞增殖能力的影响,AnnexinV/PI双染法检测D-柠檬烯诱

导PANC-1细胞的凋亡情况,WesternBlot法检测D-柠檬烯对PANC-1细胞凋亡蛋白PARP、Caspase-3及Bax表达的

影响。结果 CCK-8法检测发现,D-柠檬烯组PANC-1细胞的增殖能力呈剂量依赖性降低。结晶紫染色法发现D-柠檬

烯组PANC-1细胞的克隆形成能力减弱。荧光探针检测发现,D-柠檬烯组PANC-1细胞的ROS含量增加,D-柠檬烯组

添加ROS清除剂N-乙酰半胱氨酸后,ROS含量减少。EdU染色法检测发现,D-柠檬烯组PANC-1细胞的增殖能力降

低,添加N-乙酰半胱氨酸干预后抑制D-柠檬烯的作用。AnnexinV/PI双染法检测发现,D-柠檬烯组PANC-1细胞的凋

亡率升高,N-乙酰半胱胺酸干预后D-柠檬烯的促凋亡作用减弱。WesternBlot法检测发现,D-柠檬烯组PANC-1细胞的

凋亡相关蛋白(PARP、Caspase-3、Bax)的表达升高,N-乙酰半胱氨酸干预后凋亡相关蛋白的表达降低。结论 D-柠檬

烯对胰腺癌细胞的抑制增殖和诱导凋亡的作用可能通过调控ROS发挥作用。
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StudyontheeffectsofD-limoneneontheproliferation
andapoptosisofpancreaticcancerPANC-1cells

CHENFeng1,2,WANGTengfei1,2,CAOKaimei1,2,PENGTieli2,QILing2,SONGMeihui2

(1.SchoolofBasicMedicalSciences,DaliUniversity,Dali671000,Yunnan,China;

2.DepartmentofGastroenterology,QingyuanPeople’sHospital,AffiliatedQingyuan
HospitalofGuangzhouMedicalUniversity,Qingyuan511518,Guangdong,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofD-limoneneontheproliferationandapoptosisofpan-
creaticcancerPANC-1cellsandelucidateitsmechanisms. Methods ThepancreaticcancerPANC-1cells
weredividedintoacontrolgroup,aD-limonenegroup,andanN-acetylcysteine(NAC)interventiongroup.
TheCCK-8assaywasusedtodetecttheeffectofD-limoneneontheproliferationabilityofPANC-1cells.Crys-
talvioletstainingwasemployedtoassesstheimpactofD-limoneneontheclonogenicabilityofPANC-1cells.
Afluorescentprobewasusedtodetectchangesinreactiveoxygenspecies(ROS)levelsinPANC-1cellstreated
withD-limonene.TheEdUstainingmethodwasappliedtoevaluatetheeffectofD-limoneneontheprolifera-
tioncapacityofPANC-1cells.ApoptosisinPANC-1cellsinducedbyD-limonenewasdetectedusingtheAn-
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nexinV/PIdoublestainingmethod.WesternBlotanalysiswasconductedtoinvestigatetheinfluenceofD-lim-
oneneontheexpressionofapoptosis-relatedproteinsPARP,Caspase-3,andBaxinPANC-1cells. Results 
TheCCK-8assayrevealedadose-dependentdecreaseintheproliferationabilityofPANC-1cellsintheD-limo-
nenegroup.CrystalvioletstainingshowedaweakenedclonogenicabilityofPANC-1cellsintheD-limonene
group.ThefluorescentprobedetectedthattheROScontentinPANC-1cellsoftheD-limonenegroupin-
creased.AfteraddingtheROSscavengerNACtotheD-limonenegroup,theROScontentdecreased.EdU
stainingindicatedadecreasedproliferationcapacityofPANC-1cellsintheD-limonenegroup,andtheinhibito-
ryeffectofD-limonenewasattenuatedbyNACintervention.AnnexinV/PIdoublestainingdemonstratedan
increasedapoptosisrateinPANC-1cellstreatedwithD-limonene,whilethepro-apoptoticeffectofD-limonene
wasweakenedafterNACintervention.WesternBlotanalysisshowedelevatedexpressionlevelsofapoptosis-re-
latedproteins(PARP,Caspase-3,andBax)inPANC-1cellstreatedwithD-limonene,whichweredecreased
uponNACintervention(P<0.05). Conclusion D-limonenemayexertitseffectsoninhibitingproliferation
andinducingapoptosisinpancreaticcancercellsthroughregulatingROS.
  Keywords: D-limonene;pancreaticcancer;cellproliferation;cellapoptosis;reactiveoxygenspecies

  胰腺癌是一种常见的恶性肿瘤[1],近年来发病率

不断上升,据预测到2030年,胰腺癌将成为导致癌症

相关死亡的第二大原因[2]。胰腺癌以综合治疗为主,
早期手术切除仍是一种较为有效的治疗手段,但因大

多患者发现就处于晚期,仅有15%~20%患者可手术

切除治疗[3-4]。化疗是晚期胰腺癌的主要治疗手段,但
胰腺癌对大多数化疗药物耐药且副作用较大。因此需

要寻找新型抗胰腺癌药物。近年,天然产物是新药分

子的一个重要来源,为新药研发提供了很多结构新颖

的活性分子。从天然产物中寻找抗癌有效成分已经成

为研究热点[5],其中萜类化合物是种类最多的一类天

然物质。D-柠檬烯是一种天然的功能单萜,广泛存在

于柑橘、甜橙、柚等植物中,它具有调节氧化应激、抗炎

及抗癌作用[6-7],对人体安全且耐受[8]。研究证明D-
柠檬烯抑制癌细胞增殖,促进细胞凋亡[9],然而D-柠
檬烯对胰腺癌细胞的作用及机制少见报道。本研究旨

在探究D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响,
并初步探讨其作用机制,为探索胰腺癌治疗新药开发

提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 N-乙酰半胱氨酸(N-Acetylcys-
teine,NAC,美国Selleck生物科技有限公司),D-柠檬

烯(D-limonene,美国Sigma公司),DMEM 高糖培养

基、链霉素/青霉素和胰蛋白酶(美国 GIBCO公司),
胎牛血清(澳大利亚 ExCellBio公司),12% SDS-
PAGETM蛋白预制胶(南京艾思易生物科技有限公

司),BCA试剂盒(北京索莱宝科技有限公司),RIPA
LysisBuffer(康为世纪生物科技有限公司),Super
ECLPlus超敏发光液(北京普利莱基因技术有限公

司),2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA,上海碧云

天生物技术股份有限公司),CCK8试剂盒(亚科因生

物技术有限公司),CleavedCaspase-3、PARP、Bax、a-
Tublin抗体和HRP标记二抗(美国CellSignaling公

司),AnnexinV/PI凋亡试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司)。CO2 恒温培养箱(新加坡ESCD
公司),倒置荧光显微镜(德国Zeiss公司),电泳系统

(美国BIO-RAD公司)。

1.2 细 胞 培 养 与 分 组 PANC-1细 胞 购 自 美 国

ATCC细胞库,细胞分为对照组(0μM 组)、D-柠檬烯

组(200μM、400μM、600μM组)、D-柠檬烯+NAC组

(600μM+NAC组)。细胞置于含10%胎牛血清和

1%青霉素-链霉素混合液的DMEM 高糖培养基中,
待融合80%时,制成单细胞悬液用于后续实验。D-柠
檬烯溶于二甲基亚砜(DMSO)中,D-柠檬烯与DMSO
的比例为1∶5配制成原液浓度为1028mM。使用

DMEM完全培养基稀释终浓度为0μM、200μM、400

μM、600μM 处理细胞(所有浓度的DMSO含量都<
1/1000,为安全剂量)。NAC原液浓度是200mM,用

DMEM完全培养基稀释成终浓度为2mM。

1.3 CCK-8法检测D-柠檬烯对PANC-1细胞增殖能

力的影响 细胞接种于96孔板中,每孔数量为8×
103 个。在37℃恒温、5% CO2 浓度及饱和湿度环境

下培养。细胞贴壁后,加入D-柠檬烯,浓度分别为0

μM、200μM、400μM、600μM。每组设3个平行复

孔,作用24h后,换液为含10μLCCK-8的培养基,孵
育2h,酶标仪450nm处测吸光度值(A)。计算细胞

的存活率(V)=(A加药组-A空白组)/(A未加药组

-A空白组)×100%,D-柠檬烯作用于PANC-1细胞

的半数抑制浓度(IC50)通过GraphPadPrism计算。

1.4 细胞克隆形成法检测D-柠檬烯作用后PANC-1
细胞的克隆形成能力 将细胞以每孔500个数量接种

于6孔板中,细胞贴壁后,加入D-柠檬烯,浓度分别为
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0μM、200μM、400μM 和600μM 处理24h,继续于

恒温培养箱培养14d。4%多聚甲醛固定,0.5%结晶

紫染液染色,显微镜下观察,扫描拍照,统计细胞克隆

数目,集落形成率=(加药组集落数/未加药组集落数)

×100%。

1.5 检测D-柠檬烯作用后PANC-1细胞的ROS含

量 细胞以每孔1×105 个接种于铺有爬片的6孔板

中,待细胞完全贴壁后,加入D-柠檬烯0μM、400μM、

600μM,以及D-柠檬烯600μM+NAC处理PANC-1
细胞24h,分别向各组细胞中加入1mLDCFH-DA
(10μM);置于37℃、5% CO2 的培养箱中避光孵育

30min;PBS洗涤细胞2次;多聚甲醛固定,DAPI复

染,激光共聚焦显微镜拍照,随机取5个视野进行统计

分析。

1.6 EdU法检测D-柠檬烯作用后PANC-1细胞的

增殖能力 细胞分组处理同1.5,待药物作用细胞24
h后,按1000∶1的比例稀释EdU 溶液,制备成50

μMEdU培养基在温箱孵育2h后。经固定和透化

后,加入EdU,室温孵育30min,复染。荧光显微镜检

测EdU阳性百分比,随机取3个视野进行统计分析。

1.7 AnnexinV-FITC/PI检 测 D-柠 檬 烯 作 用 后

PANC-1细胞的凋亡率 取PANC-1细胞,按照每孔

2×104 个细胞的密度接种于8孔腔室盖玻片中,每孔

添加200μL完全培养基,待细胞贴壁后,D-柠檬烯0

μM、400μM、600μM,以及D-柠檬烯600μM+NAC
处理PANC-1细胞24h。每孔加入2μL的Annexin
V-FITC和2μL的PI染液,避光室温孵育30min后,
荧光显微镜拍摄,随机取3个视野计数阳性细胞和全

部细胞,阳性细胞所占百分比即为细胞凋亡率。

1.8 Western Blot 检 测 PANC-1 细 胞 PARP、

CleavedCaspase-3、Bax蛋白表达 使用对数生长期

的PANC-1细胞,以每孔2×105 个的细胞密度接种于

6cm皿中,待细胞生长至70%~80%的密度,D-柠檬

烯0μM、400μM、600μM,以及D-柠檬烯600μM+

NAC处理PANC-1细胞24h。收集细胞并裂解细胞

以提取细胞总蛋白,BCA试剂盒定量,加入Loading
buffer,95℃ 变性。上样进行SDS-PAGE电泳,转膜

后。5%脱脂奶粉封闭1.5h,加入一抗(1∶1000)4℃
孵育过夜,TBST洗涤3次,二抗(1∶2000)孵育1.5
h,TBST洗涤3次,凝胶成像系统拍照,3次重复结果

使用ImageJ软件对目的蛋白和内参的条带灰度值进

行统计,两个条带的灰度值比即为目标蛋白的相对表

达水平。

1.9 统计学方法 使用GraphPadPrism8软件作图

和统计分析,胰腺癌细胞增殖能力、克隆形成率、ROS
含量、细胞凋亡率、蛋白表达水平,以(췍x±s)表示,多组

间样本均数比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 D-柠檬烯抑制胰腺癌细胞的增殖能力 结果如

表1所示,CCK8结果显示,与0μM 相比,200μM、

400μM、600μMD-柠檬烯组胰腺癌PANC-1细胞的

增殖能力均减弱,并呈明显的剂量依赖性,计算IC50值
为505.9μM。

表1 D-柠檬烯抑制胰腺癌PANC-1细胞的增殖能力

D-柠檬烯/μM n 细胞存活率/%

0 3 100.00±3.02
200 3 91.66±8.29
400 3 74.71±6.00a

600 3 31.71±5.73b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与0μM 比较,a:

P<0.01,b:P<0.001。

2.2 D-柠檬烯抑制胰腺癌细胞的克隆形成能力 结

果如图1,克隆形成实验发现,与对照组相比,D-柠檬

烯组的 PANC-1细胞的克隆 形 成 能 力 减 弱(P <
0.001),且呈浓度依赖性。

注:与0μM组相比较,***P<0.001,n=3。

图1 D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞克隆形成的影响
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2.3 D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞ROS的影响 
结果如图2所示,DCFH-DA法检测发现,与对照组相

比,D-柠檬烯组胰腺癌PANC-1细胞的ROS含量升高

(P <0.001)。且随着 D-柠檬烯浓度增加,胰腺癌

PANC-1细胞的ROS含量进一步升高。而添加NAC
后,PANC-1细胞内ROS的含量降低(P<0.001)。

注:与0μM组相比较,***P<0.001;与600μM组比较,###P<0.001,n=5。

图2 D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞ROS的影响

2.4 NAC干预后D-柠檬烯对胰腺癌细胞增殖的影

响 结果如图3所示,EdU染色实验显示,与对照组

相比,D-柠檬烯组的PANC-1细胞增殖能力减弱,添加

NAC干预后细胞增殖能力有所提高(P<0.001)。

注:与0μM组相比,***P<0.001;与600μM组比较,###P<0.001,n=3。

图3 D-柠檬烯对PANC-1胞增殖形成的影响(10×)

2.5 NAC干预后D-柠檬烯对胰腺癌细胞凋亡的影

响 结果如图4所示,AnnexinV/PI双染法检测发

现,与对照组相比,D-柠檬烯组胰腺癌PANC-1细胞的

凋亡率升高(P<0.001)。D-柠檬烯组添加NAC后,
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胰腺癌细胞的凋亡率降低(P<0.001)。

注:与0μM组相比,***P<0.001;与600μM组比较,###P<0.001,n=3。

图4 D-柠檬烯诱导胰腺癌PANC-1细胞的凋亡情况(10×)

2.6 D-柠檬烯通过ROS诱导胰腺癌细胞凋亡 结果

如图5所示,WesternBlot检测发现,与对照组相比,

D-柠檬烯组的PARP、Caspase-3、Bax蛋白表达均明显

升高。随着D-柠檬烯浓度增加,胰腺癌PANC-1细胞

的PARP、Caspase-3、Bax蛋白表达进一步升高(P<
0.001)。D-柠檬烯组添加 NAC后,胰腺癌PANC-1
细胞 PARP、Caspase-3、Bax 蛋 白 表 达 降 低 (P <
0.001)。

注:与0μM组相比,***P<0.001;与600μM组比较,###P<0.001,n=3。

图5 D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞蛋白表达的影响

3 讨论

胰腺癌作为最致命的癌症之一[10]。在临床中面

临着发病率、复发率、死亡率高,手术切除率低等难题,

因此寻找新的化疗药物对其进行防治是减低胰腺癌患

者死亡率的关键。近年来天然化合物展现出显著的抗

肿瘤活性和低毒性[11],在抗肿瘤治疗中发挥举足轻重
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的作用,越来越受到关注。D-柠檬烯是一种具有芳香

气味的单环萜烯[12],已被证明在多种肿瘤细胞可以通

过自噬、诱导细胞凋亡和周期阻滞发挥抑制增殖作

用[13]。在结直肠癌细胞中,D-柠檬烯通过抑制Akt信

号通路,激活线粒体凋亡信号通路[14]。在肝癌细胞

中,D-柠檬烯增强 M6P/IGF-2和TGF-β1的表达,并
与细胞凋亡有关[15]。徐耀庭等[16]发现D-柠檬烯对人

膀胱癌细胞具有显著的抑制作用,它能使细胞停滞于

S期,诱导细胞凋亡。也有报道D-柠檬烯通过诱导肺

癌细胞的自噬和凋亡而表现出抗肿瘤活性[9],也有体

内实验表明D-柠檬烯可以通过抑制氧化应激和炎症

反应从而抑制小鼠砷性睾丸损伤[17]。本研究应用不

同浓度的D-柠檬烯处理后,CCK-8和克隆形成实验发

现,胰腺癌PANC-1细胞的增殖能力呈剂量依赖性下

降。这初步说明了D-柠檬烯抑制胰腺癌细胞的增殖

能力,但其机制不明。ROS是氧代谢产生的化学活性

含氧分子,在细胞信号传导中发挥着重要作用。高浓

度的ROS可以触发细胞凋亡[18]。多种天然化合物通

过激活 ROS从而诱导肿瘤细胞凋亡。YANGLP
等[19]发现雷公藤红素可以通过增加ROS水平从而诱

导肿瘤细胞凋亡;肖丹等[20]发现黄芩苷通过诱导ROS
发生抑制人 T细胞淋巴瘤的增殖并促进凋亡;王玲

等[21]发现 D-柠檬烯可以通过调控细胞内活性氧和

Caspase-3蛋白的表达诱导胃癌细胞凋亡。有报道

称[22],基于ROS升高产生的氧化应激可诱导细胞凋

亡。本研究采用了不同浓度的D-柠檬烯处理胰腺癌

PANC-1细胞,观察D-柠檬烯对胰腺癌PANC-1细胞

ROS的影响,结果显示,随着D-柠檬烯浓度增加,ROS
含量增加。D-柠檬烯组添加ROS清除剂 NAC干预

后,ROS含量减少。进一步研究发现,随着D-柠檬烯

浓度增加,PANC-1细胞凋亡率增加,添加 NAC干预

后可抑制D-柠檬烯的作用。以上表明,在D-柠檬烯介

导PANC-1细胞凋亡过程中,ROS发挥着一定调控作

用。细胞凋亡是一种受调节的细胞死亡形式,其特征

是半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶的激活、蛋白质和 DNA
的降解以及膜的改变。有两条基本的信号通路:内源

性和外源性。细胞凋亡细胞内微环境的紊乱,如DNA
损伤、ROS超载和氧化应激,会激活线粒体内在凋亡

途径[23]。线粒体内在凋亡途径的关键事件是Caspase
的激活,启动Caspase级联反应,切割细胞中a-tubu-
lin、PARP等底物,最终导致细胞凋亡。细胞内ROS
的产生已经被证明可以促进细胞周期阻滞、激活多种

信号通路、诱导线粒体功能障碍等方式,从而诱导细胞

凋亡[24]。本研究发现,D-柠檬烯处理后胰腺癌细胞

PANC-1中的PARP、Caspase-3以及Bax蛋白表达增

加。添 加 NAC 干 预 后,胰 腺 癌 细 胞 PANC-1 中

PARP、Caspase-3以及Bax蛋白表达水平明显下降。
提示D-柠檬烯诱导胰腺癌PANC-1细胞凋亡的作用

可能通过调控 ROS发挥作用。综上,本研究证实了

D-柠檬烯可能是一种有效的抗胰腺癌PANC-1细胞的

天然化合物,并且,D-柠檬烯可能通过激活ROS介导

的线粒体凋亡途径促使PANC-1细胞发生凋亡。本研

究为胰腺癌的治疗提供了一种新的策略,有助于提高

胰腺癌患者的生存率。
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