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胰腺癌细胞膜平衡型核苷转运载体和集中型

核苷转运载体的检测
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摘   要 目的：检测胰腺癌细胞膜上 Na+ 非依赖的平衡型核苷转运载体（ENT）和 Na+ 依赖性的集中型核

苷转运载体（CNT），并对 ENT 进行定量检测。

方法：将胰腺癌细胞株（Panc-1）在含潘生丁（100 µmol/L）的培养基中分别温育 8，15，60，

120 min，收集细胞用乙腈裂解，荧光分光光度计测定细胞悬液中潘生丁的荧光强度，依据平行悬

液中的细胞数量计算出单个细胞表面 ENT 的数量；再将 Panc-1 分别在含 5- 氟尿嘧啶（5-FU）和

5-FU+ 潘生丁两种培养基中分别温育 15，30，60，120，240 min，毛细管区带电泳法测定 5-FU 含量；

根据平行悬液中的细胞数量和单细胞体积计算单细胞中 5-FU 的浓度，间接判定细胞膜上是否存在

CNT 载体。

结 果：Panc-1 在 含 潘 生 丁 的 培 养 基 温 育 8 min 后 即 能 检 测 到 细 胞 的 荧 光 强 度，15 min 达 高 峰

20.2×10-19 mol；借助潘生丁测得单个细胞表面有 1.25×105 个 ENT。用潘生丁阻断 ENT 后，5-FU

仍可被转运入胰腺癌细胞中，且细胞内的 5-FU 最高浓度达到（138.3±9.77）mg/L，明显高于培

养基中 5-FU 的浓度（P=0.011）。

结论：与潘生丁结合后，通过荧光法可以定量检测细胞表面的 ENT；通过阻断 ENT 并测定细胞中

5-FU 浓度，可以判断胰腺癌细胞膜上存在 CNT，从而对合理应用化疗药物，提高化疗效果提供依据。
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核苷是细胞合成核酸的重要物质，细胞外核

苷需借助细胞膜上核苷载体进入细胞。迄今发现

的核苷载体分为两大类，即 Na+ 非依赖的平衡型

核苷转运载体（ENT）和 Na+ 依赖的集中型核苷

转 运 载 体（CNT）[1]。 临 床 治 疗 胰 腺 癌 的 核 苷 类

化 疗 药 物 5- 氟 尿 嘧 啶（5-FU） 亦 需 通 过 核 苷 载

体转运进入细胞。因此胰腺癌细胞膜上核苷载体

的数量与肿瘤耐药性有关，对胰腺癌有一定预后

判断价值 [2-4]。有报道核苷载体抑制剂潘生丁可与

ENT 1:1 结合阻断其功能，并能在一定光波激发下

产 生 荧 光， 藉 此 有 可 能 进 行 ENT 定 量 研 究 [5-6]。

由于 ENT 介导核苷双向转运 [7-9]，而 CNT 介导核

苷向细胞内单向主动转运过程，从而使胞内达到

较高的底物浓度 [10-11]。由此推测核苷载体抑制剂

如潘生丁可通过阻断相应核苷载体，调节药物进

出细胞过程等来增强 5-FU 等核苷类化疗药物的

疗 效。 但 完 全 抑 制 ENT 后，5-FU 主 要 依 靠 CNT

转运。本研究旨在检测胰腺癌细胞膜上是否存在

ENT 和 CNT， 并 对 ENT 进 行 定 量， 同 时 检 测 在

ENT 阻断后 CNT 对 5-FU 在胰腺癌细胞内的转运

及浓聚作用，从而对合理应用化疗药物，提高化

疗效果提供实验依据。

1　材料和方法

1.1  细胞与试剂

胰 腺 癌 细 胞 株 Panc-1 由 德 国 乌 尔 姆 大 学 赠

送；胎牛血清购自杭州四季青公司；胰蛋白酶购

自武汉中健科技发展公司；高糖 DMEM 培养基购

自 美 国 GIBCO 公 司；4- 羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸 缓 冲

液（HEPES 液 ）， 台 盼 蓝， 潘 生 丁，5-FU， 茶

碱购自美国 Sigma 公司；乙腈（ACN）购自上海

凌峰化学试剂公司；BCA 试剂盒购自美国 Pierce

公司。

1.2  主要仪器

血细胞计数器（德国 Leitz Wetzlar 公司）；

650-60 型荧光分光光度计（日本 HITACHI 公司）；

毛细管电泳系统（德国 Agilent 公司）。

1.3  细胞培养

胰腺癌细胞株 Panc-1 用含 10% 胎牛血清，

1 mol/L 青 霉 素，1 mol/L 链 霉 素 和 HEPES 液

（12.5 µmol/L）的高糖 DMEM 培养基（pH=7.4）

培养。

1.4  测定细胞平均体积

用 0.25% 胰蛋白酶消化分离细胞后，用 0.4%

Methods: Pancreatic cancer cell line (Panc-1) was incubated in the medium containing dipyridamole (100 µmol/L) 
for 8, 15, 60 and 120 min, respectively. Afterwards, the cells were harvested and lysed with acetonitrile, the 
fluorescence intensity of dipyridamole in the cell suspension was detected by spectrofluorometer, and the sum 
of ENTs on a single cell was calculated according to the number of the cells in the parallel suspension. Next, 
Panc-1 cells were incubated in the medium containing 5-fluorouracil (5-FU) or 5-FU plus dipyridamole for 
15, 30, 60, 120 and 240 min, respectively, and the content of 5-FU in the cell was measured by capillary zone 
electrophoresis; the 5-FU concentration in a single cell was counted according to the number of cells and the 
single cell volume in the parallel suspension to indirectly determine whether CNT was present on the cell 
membrane of Panc-1.
Results: The fluorescence was detected in Panc-1 after 8 min of incubation in the medium containing 
dipyridamole with a maximal level of 20.2×10–19 mol at 15 min. The sum of ENTs was determined at 1.25×105 
in a single cell according to the dipyridamole content. 5-FU was still transported into the Panc-1 cells after the 
blockage of ENT with dipyridamole and the maximal level of intracellular 5-FU reached (138.3±9.77) mg/L, 
which was significantly higher than that of the medium (P=0.011).
Conclusion: ENTs on the cell surface can be quantitatively determined through fluorescence intensity 
detection after their binding with dipyridamole. Whether CNT is present on the cell membrane can be 
determined by measuring the intracellular 5-FU concentration after the blockage of ENT, and therefore 
provides a reference for the rational use of chemotherapeutic drugs and improvement of their effect.
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取 46 个细胞直径，计算细胞平均体积。

1.5  测定细胞数量，建立蛋白含量与细胞数量的

标准曲线

根 据 检 测 样 本 的 吸 光 度 计 算 Panc-1 细 胞 的

蛋白含量。标准牛血清与细胞裂解液分别配成终浓

度为 25~2 000 µg/mL 标准溶液。100 µL 细胞悬 液 与

600 µL CAN 细胞裂解液混合裂解细胞。混合液体

放置在冰上 30 min，离心 30 min（14 000 r/min，

4 ℃）。上清液用二喹啉甲酸法（BCA 法）测定，

测定波长为 540 nm，建立吸光度与蛋白含量间的

标 准 曲 线。 用 0.25% 胰 蛋 白 酶 消 化 Panc-1 后 收

集 细 胞， 细 胞 悬 液 定 容 至 10 mL。 取 1 mL 细 胞

悬液经血细胞计数器计数。分别取细胞悬液 0.4，

0.8，1.2，1.6，2.0 mL， 以 1:6 比 例 加 入 细 胞 裂

解液，用 BCA 法测定蛋白量，建立蛋白含量与细

胞数量的标准曲线。

1.6  测定潘生丁荧光光谱

用荧光分光光度计检测潘生丁溶液的光谱范

围， 激 发 狭 缝 和 发 射 狭 缝 均 为 5 nm， 检 测 温 度

20 ℃。将潘生丁配成不同浓度标准溶液，测定各

溶液的荧光强度，建立荧光强度与潘生丁浓度间

的标准曲线。

1.7  测定潘生丁在 Panc-1 单细胞表面的结合量

将 Panc-1 细 胞 培 养 至 2×107 个 后， 加 入 潘

生 丁 分 别 温 育 8，15，60，120 min 后， 用 冷 磷

酸盐缓冲液（PBS，4 ℃，pH7.2）冲洗 3 遍，再

用橡皮将细胞刮下并收集。取细胞悬液测定细胞

膜结合潘生丁的量及细胞蛋白定量。荧光检测前，

为 除 去 待 测 样 本 中 的 细 胞 蛋 白， 将 细 胞 悬 液 与

ACN 以 1:2（体积比）混合后离心（9 000 r/min，

3 min）；取上清液测定荧光强度。依据标准曲线

计算各样本中实际潘生丁的浓度。每次检测重复

3 次，取平均值。

1.8  5-FU 含量的测定

细 胞 悬 液 与 A C N 以 1 : 2 混 合 震 动 后 离 心

（ 9  000 r/min，3 min）， 取 上 清 液 与 硼 酸 钠 缓

冲液（pH=9.2）以 1:1 混匀，然后用毛细管区带

电 泳 法 测 定 上 清 液 中 5-FU 的 含 量。 检 测 样 本 并

记 录 5-FU 和 茶 碱 的 峰 高 与 峰 面 积。 每 个 样 本 检

测 3 次 后 取 平 均 值， 计 算 5-FU 和 茶 碱 的 峰 面 积

比值。

测 定 已 知 浓 度 为 100，80，60，40，20 mg/L

的 5-FU 和 25 mg/L 茶 碱 的 峰 面 积 及 其 比 值， 作

5-FU 浓度与峰面积比值的标准曲线。

1.9  计算单细胞内 5-FU 浓度

将 所 培 养 的 细 胞 分 为 ENT 阻 断 组 和 ENT 非

阻 断 组。ENT 阻 断 组 在 用 5-FU 的 同 时 加 用 潘 生

丁，ENT 非 阻 断 组 仅 用 5-FU。 两 组 5-FU 的 治

疗 浓 度 为 100 mg/L， 细 胞 温 育 时 间 分 别 为 15，

30，60，120，240 min。 细 胞 用 冷 PBS（4 ℃，

pH7.2）冲洗 3 遍，再用橡皮将细胞刮下并收集，

分 别 测 定 细 胞 内 5-FU 浓 度 及 用 于 蛋 白 定 量。 结

合上述结果计算出单细胞内 5-FU 的药物浓度。

1.10  统计学处理

使 用 Excel 2000 和 SPSS 13.0 统 计 软 件 进

行 统 计 学 分 析。 计 量 资 料 数 据 以 均 数 ± 标 准 差

（x±s）表示，采用成组资料和配对资料 t 检验；

计数资料采用 χ2 检验；根据一元线性回归原理

利 用 Excel 2000 作 回 归 分 析， 得 到 回 归 方 程。

P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2　结　果

2.1  Panc-1 与潘生丁结合情况

测 得 Panc-1 细 胞 平 均 直 径 为（20.79± 

12.70）µm，平均体积为（4 704.2±1 092.4）µm3。荧

光强度与潘生丁浓度的标准曲线为 Y=14.8X+14.7

（R2=0.9997，F=132.765，P<0.01）， 浓 度 范 围

在 10-12~10-9 时 线 性 相 关 良 好，吸 光 度 与 蛋 白 浓

度间的标准曲线为 Y=0.001X+0.1401（R2=0.9944，

F=1 237.608，P<0.01），在 0~2 000 mg/L 范围时线

性相关良好：细胞数目与蛋白含量间的标准曲线

为 Y=9.4889X+13.675（R2=0.9939，F=49.875，

P<0.01），在细胞数 0~4×106 的范围内线性相关

性良好。潘生丁与 Panc-1 细胞分别温育 8，15，

60，120 min 时 各 组 样 本 实 际 细 胞 数 量 见 表 1，

各时间点潘生丁结合量见表 2。潘生丁与 Panc-1

细胞膜结合速度较快，结合量恒定，符合共价键

的特点。15 min 时结合在单细胞上的潘生丁数量

即达最大值，随后无明显变化（表 3），此结果说

明其时细胞膜上的 ENT 已被潘生丁完全结合。其在

单细胞的最大结合量为（20.21±0.21）×10-19 mol，

相 当 于 平 均 每 个 细 胞 结 合 了 1.25×105 个 潘 生 丁
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分子。根据潘生丁与 ENT 结合为 1:1 关系，可由

测得的单细胞潘生丁结合量判定单细胞膜上 ENT 

数量。

表 1　各时间点实际细胞数量
Table 1　The actual cell number at each time point

时间（min） 细胞数目（×107/ mL）
8 8.363±0.1143

15 7.004±0.0805
60 11.43±0.3986

120 7.773±0.2046

表 2　各时间点潘生丁结合量
Table 2　The dipyridamole binding volume at each time point

时间（min） 潘生丁结合量（×10-12/mL）
8 0.1835±0.0151

15 1.457±0.0203
60 2.323±0.0981

120 3.134±0.0819

表 3　单个细胞结合潘生丁量
Table 3　The dipyridamole binding volume in a single cell
时间（min） 潘生丁结合量（×10-19 mol）

8 1.590±0.4263
15 20.21±0.2067
60 19.72±0.7423

120 19.43±3.195

2.2  Panc-1 细胞与 5-FU 浓度变化

5-FU 浓 度 与 峰 面 积 比 值 的 标 准 曲 线 为

Y = 1 . 7 2 8 5 X + 0 . 2 5 7 （ R 2 = 0 . 9 9 7 ，F = 9 6 1 . 5 ，

P<0.01）， 线 性 相 关 良 好。 在 ENT 非 阻 断 组 中

胰腺癌 Panc-1 细胞经含 5-FU 的培养基培养后，

细 胞内 5-FU 浓 度 在 15 min 内迅 速 升 高，30 min

达（83.75±5.33）mg/L，60 min 时 达 高 峰 浓 度

（92.86±1.60）mg/L。扣除细胞核体积，此时胞

浆中 5-FU 浓度近似于培养基中浓度。此后细胞内

5-FU 浓度不再上升，药物曲线处于平台，这提示

5-FU 可进入细胞，细胞内 5-FU 浓度可达到细胞

外水平。因此有理由认为，胰腺癌细胞膜上至少

存在一种载体。

在 ENT 阻 断 组 细 胞 中， 将 前 4 个 时 间 点 的

细胞内 5-FU 浓度作相关分析，发现 2 h 内细胞内

5-FU 浓 度 与 时 间 呈 直 线 相 关 Y=0.8832X+34.28

（R2=0.993，F=291.52，P<0.01）。 随 着 暴 露 时

间的延长，5-FU 在 Panc-1 内的浓聚作用逐渐明显。

虽然 15 min 时细胞内 5-FU 仅为 ENT 非阻断组的

68.65%，60 min 才达到 ENT 非阻断组的最高浓度，

但此后 5-FU 浓度继续升高，2 h 达（138.3±9.769）

pg/nL，为培养基中 5-FU 浓度的 1.38 倍，为 ENT

非阻断组的 1.64 倍（P<0.01），并高于非阻断组

5-FU 最高浓度的 1.489 倍（P<0.01），以后药物

曲线处于平台（表 4）。

表 4　ENT 阻断组与 ENT 非阻断组细胞中 5-FU 浓度
Table 4　The intracellular 5-FU concentration of the cells with 

ENT block or without ENT block

时间（min）
ENT 阻断组
（pg/nL）

ENT 非阻断组
（pg/nL）

P

15 45.99±0.845   67.0±10.16 0.074
30 59.18±8.661 83.75±5.33 0.025
60 92.36±4.993 92.86±1.604 0.903

120 138.3±9.770 84.33±2.331 0.011
240 124.7±9.505 84.98±2.367 0.013

3　讨　论

至 今 发 现 人 类 有 2 类 核 苷 载 体， 即 ENT 和

CNT。ENT 对核苷分子跨膜转运的原动力是药物浓

度梯度，最终使细胞内外核苷浓度一致 [7-9]。CNT

系 Na+ 依赖性地将核苷向细胞内单向主动转运的核

苷载体，从而使胞内达到较高的底物浓度 [10-11]。核

苷类化疗药物也需通过核苷载体转运入胞起到细

胞毒作用。细胞膜表面 ENT 转运速度快、流量高，

又是转运化疗药物的主要通道，ENT 数量与肿瘤

耐药性密切相关，因此确定胰腺癌细胞膜上 ENT

数量可能为临床化疗提供指导。本研究结果显示

单个 Panc-1 细胞膜上有 1.25×105 个 ENT。虽然

在本研究中对单细胞的 ENT 进行了定量，但尚不

能说明这是 Panc-1 细胞对化疗药物的耐药机制。

但它所建立的研究方法可成为今后研究细胞耐药

机制的手段之一。

另外，在利用潘生丁阻断胰腺癌细胞膜表面

的 ENT 的实验中，观察其对 5-FU 在胰腺癌细胞

内 浓 聚 的 影 响。 在 5-FU 跨 膜 转 运 的 初 期，ENT

和 CNT 都 能 将 药 物 转 运 至 细 胞 内； 随 细 胞 内 外

药 物 浓 度 差 的 减 少，ENT 对 药 物 转 运 入 细 胞 的

作用将越来越少。当细胞内外浓度平衡后，理论

上，此时 CNT 仍可转运 5-FU 入细胞内，而 ENT

则 将 5-FU 从 细 胞 内 转 运 到 细 胞 外， 以 达 到 细 胞

内 外 浓 度 的 一 致。 由 于 ENT 转 运 速 度 快、 流 量

高， 而 CNT 转 运 速 度 慢、 流 量 低， 故 在 没 有 加

入阻断剂的细胞内 5-FU 的浓度基本表现 ENT 的

特性。ENT 阻断组加用潘生丁后 2 h 内，细胞内

5-FU 浓度缓慢上升并与时间呈直线相关，说明在
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Panc-1 细 胞 表 面 的 ENT 载 体 已 被 完 全 阻 断， 其

转运只依靠 CNT 进行，并最终高于培养基中底物

浓 度。 依 照 ENT 和 CNT 的 转 运 特 点， 可 以 判 断

Panc-1 细胞膜表面存在 CNT 载体。但遗憾的是，

目前尚无法对 CNT 定量测定。

目 前， 胰 腺 癌 的 预 后 仍 比 较 差，5-FU 等 化

疗药物疗效一般 [12]。国际上，胰腺癌最新的化疗

方法的前瞻性研究包括药理学分析和新的分子靶

向药物的选择，这些依赖于患者的某些特定药物

分子标记的确定，药理学在此个性化的有针对性

的治疗中可能发挥核心作用 [13]。田锐等 [14] 报道，

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体与化疗药有协同

效应。杜志勇等 [15] 报道生长抑素二型受体重新表

达 后 可 增 强 胰 腺 癌 细 胞 对 化 疗 药 物 5-FU 的 敏 感

性。而本研究提示我们核苷类化疗药物与 ENT 阻

断剂联合应用不但可减少核苷进入细胞而抑制核

苷酸补救合成，而且可能提高细胞内化疗药物浓

度，阻断化疗药物的反流，并干扰和竞争掺入核酸

合成的能力，有望成为恶性肿瘤治疗的重要策略。
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