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siRNA沉默HER2对人胰腺癌细胞PANC一1
侵袭能力的影响
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【摘要】目的：探讨慢病毒介导的siRNA沉默HER2对人胰腺癌细胞株PANC一1侵袭能力的影晌。

方法：运用HER2基因小干扰RNA(siRNA)的重组慢病毒稳定转染PANC一1细胞，荧光定量RT—PCR

和Westem bI嘣ing观察HER2 mRNA和蛋白表达的改变，体外侵袭实验检测细胞侵袭能力的变化。结

果：HER2基因小干扰RNA的重组慢病毒稳定转染PANC一1细胞可显著抑制HER2 mRNA和蛋白表

达；体外侵袭实验显示sfRNA沉默HER2后，PANC一1细胞侵袭能力明显下降。结论：HER2基因小干

扰RNA的重组慢病毒能有效抑制HER2的表达，抑制胰腺癌细胞体外侵袭能力。siRNA沉默HER2可

能为预防和治疗胰腺癌的侵袭转移提供～种新的策略。
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ence RNA targeting HER2 gene was stably transfected to PANC一1 ce¨I HER2 mRNA and protein

e×pression were e×amined using fIuOrescence quantitatiVe PCR and V＼／estem bIOtting respectiveIy．
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The invasiOn abiIitv of PANC一1 ce|1 was detennined bV ce¨invasiOn assaV ln vitro．1毛e翻嵋II嘧mRNA

and prOtein expression of HER2 were inhibited signlficantIy by stable transfect．On 0f the Ientivirus Of

siRNA targeting HER2 gene．HER2 siIence with siRNA significantIy inh．bited the invasiOn abiIity of

PANC一1 ce¨．11．瞳●●el翻爆匮on；HER2 s¨ence w．th siRNA significant}V inhlbits the expressiOn of HER2

and the invasion abiIiⅣof pancreatic cancer PANC一1 ce¨．
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HER2是由HER2／neu基因编码的一种酪氨酸

蛋白激酶，具有自动磷酸化作用，属表皮生长因子

受体(epidermal gro叭h factor receptor，EGFR)家族，

与肿瘤的发生、转移、肿瘤血管形成等有关，人类胰

腺癌、乳腺癌、卵巢癌、非小细胞肺癌及胃腺癌等恶

性肿瘤存在HER2过表达。本研究利用慢病毒介导

的RNA干扰方法，沉默胰腺癌细胞株PANC一1中

HER2的表达，观察其对PANC—l细胞体外侵袭能

力的影响，旨在为防治胰腺癌的侵袭转移提供一种

新的策略。

1材料和方法

1．1 材料人胰腺癌细胞系PANC一1为本室保存，

DMEM培养基、胎牛血清购自美国Hyclone公司。

Trizol试剂购自Invitmgen公司，M—MLV逆转录酶、

dNTPs、oli90 dT、Rnase Inhibitor购自Promega公司，

PCR引物由上海吉凯基因化学技术有限公司合成，

荧光定量PCR仪为TAKARA公司TP800。兔抗人

HER2多克隆抗体购自美国Immunoway公司，小鼠

抗人GAPDH单克隆抗体购自美国Santa Cmz公

司。表达绿色荧光蛋白(green nuorescent protein，

GFP)的HER2小干扰RNA(siRNA)的重组慢病毒

HER2一RNAi—Lv由上海吉凯基因化学技术有限公

司筛选构建，由上海美孚生物技术有限公司测序，

病毒滴度为2×109 TU／mL。HER2的shRNA靶序列：

5‘一TCTCTGCGGTGGTTGGCATTC一3’。细胞侵袭测

定试剂盒购自美国Chemicon公司。

1．2方法

1．2．1 重组慢病毒转导胰腺癌PANC一1细胞 接

种胰腺癌PANC一1细胞于6孔板，每孑L 5×10细胞。

实验分空白对照组(CON组)、慢病毒阴性对照组

(NC组)及干扰慢病毒HER2一RNAi—LV组(KD组)

3组。培养24 h，待细胞密度达30％～50％时弃培养

液，用HER2一RNAi—LV以MOI为20感染PANC—l

细胞，添加polybrene终浓度为8斗∥mL，12 h后更

换含10％胎牛血清的培养基继续培养。72 h后用荧

光显微镜观察，检测GFP蛋白表达阳性的细胞数，

计算出重组慢病毒转导效率。

1．2．2 实时定量PCR检测 根据Invitrogen公司

的T“z01操作说明书提取各组细胞总RNA；根据

Promega公司的M—MLV操作说明书使用逆转录试

剂盒将mRNA逆转录为cDNA。HER2上、下游引物

序列分别为5’一AGCCCTGGTCACCTACAACA一3’，

5’一GCACTGGTAACTGCCCTCAC一3’，合成产物为

270 bp。选择GAPDH作为内参照，GAPDH的上、下

游弓I物序列为5’一TGACTTCAACAGCGACACCCA一

3’，5’一CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA一3’，合成产

物为121 bp。每组设3个复孔，实验重复3次，PCR

反应体系20¨L，反应条件为：预变性95℃，15 s，然

后每个循环95℃变性5 s，退火延伸60℃，30 s，共

进行45个循环。每次在延伸阶段读取吸光值。反应

结束后制作熔解曲线验证PCR产物的特异性。采用

实时定量PCR仪进行PCR扩增，得到每个标本不

同指标的Ct值。实时荧光定量结果采用2一蛐分析

法进行相关数据的统计处理。

1．2．3 Western blotting分析取出对数生长期细胞，

弃去细胞培养液，PBS洗涤2次，加入适量预冷的细

胞裂解液，刮下细胞，将样品转移入Ep管中，冰上裂

解细胞1∽15 min，4 qC 12 000 r／Hlin离心15 min，取

上清。调整蛋白终浓度均为2斗{；／¨L，加入相同体积

的2×上样缓冲液，混匀，沸水浴煮5 min。10％SDS—

PACE后转膜，封闭。加入一抗(兔抗人HER2多克隆

抗体1：500，鼠抗人GAPDH单克隆抗体1：4 000)，4

℃过夜，TBST洗膜3次，每次10 min，加入相应的二

抗孵育PVDF膜l h，TBST洗膜3次，每次10 min，加

ECL发光剂，显影、定影。用Quantity one图像分析

软件进行光密度积分值分析，以HER2与GAPDH

光密度积分值的比值表示蛋白的相对表达量。

1．2．4细胞体外侵袭实验取各组对数生长期细胞，

用含1％血清的DMEM重悬，制成1．5×105 mL-1的单

细胞悬液，按照细胞侵袭测定试剂盒说明，将300¨L

细胞接种于已水化的包被ECM胶(人工重组基底

膜)的小室内部，将小室放置于含30％胎牛血清培

养基的24孑L板中，37℃继续培养48 h，用PBS浸湿
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的棉签擦去小室内部上表面的细胞和ECM胶，

Giemsa染色液染色20 min，光学显微镜下观察穿透

的细胞染为蓝色。在400倍光学显微镜下观察，随机

计数5个视野中侵袭细胞的数量，实验重复3次。

1．3 统计学处理 采用GraphPadPrism 5．0软件进

行统计分析，数据用i±s表示，两组间均数比较采用

f检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 重组慢病毒转导效率 荧光显微镜下可见，重

组慢病毒转导PANC一1细胞72 h后，几乎所有的细

胞GFP蛋白表达呈阳性，阳性率达80％以上，说明

重组慢病毒对PANC一1细胞有较好的亲嗜性。

2．2 HER2 siRNA对PANC一1细胞中HER2 mRNA

的抑制 实时定量结果：阴性对照组HER2 mRNA

相对表达量与空白组差异无统计学意义(办0．05)。

HER2一RNAi—Lv组细胞HER2 mRNA相对表达量

为空白组的10．69％，与空白对照组及阴性对照组相

比，HER2一RNAi—Lv组细胞HER2 mRNA表达水平

明显降低，差异有统计学意义，表明慢病毒介导的

siRNA可有效沉默HER2的表达(图1)。
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图1 siRNA对PANC一1 HER2 mRNA表达的抑制

2．3 HER2 siRNA对PANC一1细胞中HER2蛋白

的抑制 与空白对照组、阴性对照组相比，HER2一

RNAi—Lv组细胞HER2蛋白的表达显著受到抑制，

差异有统计学意义(P<0．05，图2)。

l 2 3

图2 siRNA对PANC一1 HER2蛋白表达的抑制

l：CON细胞；2：NC组细胞；3：KD组细胞

2．4 RNAi沉默HER2对PANCl细胞体外侵袭能

力的抑制 HER2一RNAi—Lv组细胞穿膜细胞数

(105．7±2．03)明显少于空白对照组穿膜细胞数

(194．3±1．20)和阴性对照组穿膜细胞数(190．7±0．88)，

差异有统计学意义(P<0．01)，空白对照组和阴性对照

组穿膜细胞数差异无统计学意义(踟．05，图3)。
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图3 siRNA沉默HER2对PANC一细胞体外侵袭能力的影响

A：CON细胞；2：NC组细胞；3：KD组细胞

3讨论

HER2是由原癌基因HER2／neu编码的具有酪

氨酸激酶活性的跨膜糖蛋白，包括细胞内区、跨膜

区和细胞外区三部分，属于EGFR家族。研究表明，

HER2的过表达与肿瘤的恶性程度和转移能力密切

相关。HER2的过度表达通过启动多种转移相关机

制而增加转移能力，包括细胞迁移率、体外侵袭力、

实验性肺转移等⋯。HER2过度表达也影响某些黏

附分子如上皮细胞钙黏蛋白(E—eadherin)等合成，

从而促进转移Ⅲ。进一步的研究表明，HER2在肿瘤
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的侵袭过程中具有一定的促进作用，HER2可通过

影响基质金属蛋白酶促进肿瘤细胞的浸润，还可通

过MAPK，、P13ⅪAkt等信号转导途径对血管内皮生

长因子进行调控，通过增加血供来增强肿瘤的恶性

程度。Kunitomo等口。在对一个乳腺癌患者施行手术

21个月后，在患者肝脏和胸膜发现了转移，发现两

种转移的细胞表面都过表达HER2分子，用化疗配

合Trastuzumab进行治疗，肝脏部位肿瘤得到了较为

明显的抑制。Lee等M1研究了58例淋巴结转移的胃

癌患者，发现1例患者的淋巴结转移灶中有HER2／

neu基因突变，而原发病灶中没有，说明HER2激酶

区的突变会发生在转移性胃癌中，在胃癌的转移过

程中可能起了一定的作用。0ugoIkov等瞪1发现，胃癌

肝转移的患者HER2／neu高表达比没有肝转移者更

常见，说明HER2的激活可能参与了肝转移的过

程，提示HER2高表达的胃癌患者更容易发生肝转

移。Pantel和Woelne怕’研究发现在癌症患者骨髓中

发现转移细胞表面有过表达的HER2分子，并且观

察到在肿瘤发生的早期就会发生HER2阳性细胞

的转移。另外，44％的成骨肉瘤细胞过表达HER2，

且其过表达增加成骨肉瘤肺转移的危险性[7j。Bolenz

等[81研究发现，膀胱癌中HER2表达与淋巴结转移

有显著性相关，HER2过表达的患者有较高的复发

率及死亡率，可作为膀胱癌的预后指标。

研究表明，HER2蛋白表达和基因扩增仅出现

于胰腺癌组织中，正常胰腺导管腺体无表达和扩

增，表明HER2蛋白表达和基因扩增具有一定的肿

瘤特异性，进一步证明其作为肿瘤治疗靶点的可行

性。文献报道胰腺癌中HER2基因的过表达率是

16％一69％，基因扩增比率是25％，且有研究表明，胰

腺癌中HER2蛋白表达和基因扩增与淋巴结转移

有显著相关性，在有肝转移病例中更易检测到

HER2蛋白表达和基因扩增[9]。Masahiro等H叫研究发

现过表达HER2的胰腺癌术后患者的生存期明显

缩短，HER2过表达可作为胰腺癌患者术后的独立

预后指标。我们前期的研究也表明，HER2在胰腺癌

细胞中存在不同程度的表达，且其表达程度与细胞

的侵袭性相关，表达强的胰腺癌细胞具有更强的侵

袭性。实验研究表明，增加HER2的表达，则增加肿

瘤发生和癌细胞的转移潜能[1卜”】。

RNA干扰为近几年来兴起的基因治疗技术，可

快捷、高效的抑制特异基因表达。有学者应用

ANT2 shRNA下调乳腺癌中HER2的表达，结果肿

瘤的侵袭转移能力明显下降¨4I。因此，通过RNA干

涉等方法抑制肿瘤细胞中HER2的表达，可以在一

定程度上逆转细胞的恶性表型，抑制细胞侵袭能

力。慢病毒载体是一种复制缺陷型逆转录病毒载

体，以HIV一1为基础发展而来，能够转染非分裂期

细胞和分裂期细胞，而且病毒的遗传物质能够整合

到宿主的基因组，具有转移基因片段容量大、目的

基因表达时间长、作用持久、不易诱发宿主免疫反

应等优点，成为当前基因治疗载体研究的热点H5|。

本研究用HER2基因小干扰RNA的重组慢病毒稳

定转染PANC—l细胞，与空白对照及慢病毒阴性对

照组相比，HER2一RNAi—Lv的mRNA表达明显降

低，同时HER2在蛋白水平的表达也明显受到抑

制，说明HER2基因小干扰RNA的重组慢病毒的稳

定转染能够高效、特异的抑制PANC—l细胞中

HER2基因表达。进一步体外侵袭实验发现HER2

表达被抑制后，穿过人工基底膜的细胞数明显少于

空白组及慢病毒阴性对照组，表明siRNA沉默

HER2可明显抑制PANC—l细胞的体外侵袭能力。

总之，HER2基因小干扰RNA的重组慢病毒能

有效抑制HER2的表达，显著抑制胰腺癌细胞体外

侵袭能力。siRNA沉默HER2的治疗策略可能为防

治胰腺癌的侵袭转移提供新的思路。
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壶腹癌局部切除术30例

潘思波车斯尧黎福良

广东省高州市人民医院肝胆外科一区 (广东 高州 525200)

对壶腹癌传统的手术治疗方式是行胰十二指肠切除术，

但对黄疸重、高龄、体质差患者难以承受此类大手术，往往行

姑息性胆肠内引流术解除胆道梗阻。我院2000年1月一2010年

1月共行壶腹癌局部切除术30例，取得满意效果，报道如下。

1资料与方法

1．1 一般资料本组30例，其中男13例，女17例；年龄49—81

岁，平均年龄61岁。病程1周～2．5个月。29例有梗阻性黄疸，血

清总胆红素在195．8—503．2¨moL／L，1例无梗阻性黄疸，仅右

上腹闷胀不适伴纳差、消瘦症状；肿瘤标志物CAl99均明显升

高。术前行B超、胸片、上腹CT或上腹MRI检查，肿瘤直径1．0～

2．5 cm，未见腹腔淋巴结肿大或肝、肺转移；20例行十二指肠

镜检查，3例见十二指肠乳头肿物，取活检确诊十二指肠乳头

高分化腺癌。8例合并高血压，4例合并糖尿病，3例合并冠心

病，2例合并慢性支气管炎并双肺气肿。

1．2手术方法 作右上腹腹直肌切口或肥胖者作右上腹肋

下缘切口入腹，探查腹腔特别是肝十二指肠韧带无肿大淋巴

结，肝无转移灶，壶腹肿瘤直径<2．5 cm，与术前影像检查结果

相符，游离十二指肠降段，在十二指肠前外侧壁(其对应十二

指肠乳头)处作一斜切口长约4 cm，暴露十二指肠乳头及肿

瘤，在肿瘤上缘1．0～1．5 cm处切开十二指肠壁及胆总管下端，

将切开十二指肠壁的近端边缘与切开的胆总管前壁近侧缘

用0号线作间断缝合，分别向内外，环绕肿瘤基底上1．0—1．5

cm处，边切边缝，直至将肿瘤切除，在切至内下方时，可切断

胰管末端，将胰管断端与相邻胆总管断端并拢缝合行胰胆管

整形，再将胰管断端与十二指肠壁间断缝合。胆总管内放置

T型管引流，于胰管内置一粗细适当硅胶管作支架胰液引流，

硅胶管保留长约10 cm其远端送人十二指肠远端，横行间断

缝合关闭十二指肠切口，胆总管内留置T型管，其中6例肿瘤

较大者，为防术后肿瘤早期复发后出现梗阻性黄疸，作胆总

管空肠吻合术。术中将切除肿瘤行快速冷冻病理检查，证实

切缘无癌细胞残留。

2结果

本组无死亡病例，l例术后出现十二指肠乳头创面出血，

1例切口感染，均保守治愈，并发症发生率6．7％。术后病理结

果：21例壶腺部腺癌，4例十二指肠乳头腺癌，5例胆总管末端

癌，手术切缘均未见癌细胞。30例全部随访，存活5年以上13

例，10例术后2～3年内死于肿瘤复发或腹腔转移，7例肿瘤较

大者于术后l～2年内死于肿瘤复发。

3讨论

壶腹肿瘤来源于Vater壶腹、Vater乳头及胆总管下端肿

瘤。据统计胆胰管汇合形成Vater壶腹并开口于十二指肠大乳

头，呈“Y”型者占46．7％。胆管胰管并行但共同开口于大乳头

呈“V”型者占50％，胆管胰管完全分开并分别开口于十二指

肠者仅占3．1％【I J，这就有了壶腹癌局部切除时可切除胆总

管下端约2 cm，将胆总管下端与胰管开口处整形再与十二

指肠吻合的解剖学基础。Vater壶腹癌位于胆总管下端，早期

易出现梗阻性黄疸，可早期诊断，使壶腹癌局部切除术成可

行性手术。 (下转第691页)
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