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Abstract :Objective 　To explore the apoptosis of PANC21 cells induced by antisense RNA of survivin and

the increasing sensitivity effect to 52Fu. Methods 　We transferred the const ruction recombination anti2
sense RNA of survivin of eukaryotic vector into PANC21 cells by elect roporation. Expression of survivin

mRNA was determined by RT2PCR. Cell Counting and M TT assay were performed to evaluate the sensi2
bility of t ransferred cells to 52Fu. The rate of apoptosis was tested by FCM. Results 　Transfection of the

antisense RNA of survivin can inhibit the expression of survivin mRNA and inhibit the growth of PANC2
1 Cells. The sensitivity of PANC21 cells to 52Fu was enhanced after t ransfection . The rate of apoptosis

increased after antisense RNA of survivin was t ransferred into PANC21 cells. Conclusion 　Antisense

RNA of survivin could enhance 52Fu2induced apoptosis in PANC21 . Combination of Antisense RNA of

survivin and 52Fu could improve the t reatment effect of pancreatic cancer.

Key words :surviving ; Antisense RNA ;52Fu ; PANC21 cells ;Apoptosis

摘 　要 :目的 　研究 survivin 反义核酸诱导胰腺癌细胞株 PANC21 的凋亡和增强对 52Fu 敏感性的影

响。方法 　我们应用构建的 survivin 反义核酸真核表达载体电转染 PANC21 细胞 , RT2PCR 检测 sur2
vivin mRNA 表达 ,细胞计数和 M T T 实验测定转染后细胞对 52Fu 敏感性 ,流式细胞仪检测细胞凋亡。

结果 　survivin 反义核酸可抑制 PANC21 细胞中 survivin mRNA 的表达 ,并能抑制 PANC21 细胞生长 ,

提高 PANC21 对 52Fu 敏感性 ,流式细胞仪检测凋亡率明显增加。结论 　survivin 反义核酸能增强 52Fu

诱导的 PANC21 细胞凋亡 ,联合 survivin 反义核酸和 52Fu 可以改善胰腺癌的治疗效果。
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0 　引言

研究证实 survivin 作为一种新近发现的凋亡抑

制蛋白在人类众多恶性肿瘤中表达 ,具有强烈的凋

亡抑制功能和促细胞增殖活性[ 1 ] ,我们采用构建的

survivin 反义核酸真核表达载体 pcDNA3 电转染

survivin 阳性表达的 PANC21 胰腺癌细胞株 ,观察

PANC21 细胞对 52Fu 敏感性变化 ,探讨 survivin 反

义核酸对 52Fu 诱导 PANC21 细胞的凋亡作用 ,为

胰腺癌的靶向生物学治疗提供依据。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料

survivin 反义核酸真核表达载体由华中科技大

学同济医学院免疫学系王晓娟博士惠赠 ,人胰腺癌

细胞株 PANC21 由本室保存。逆转录试剂盒 (晶美

公司 MBI 产品) ,M T T、RPMI 1640 培养基、TRIzol

RNA 分离试剂 ( Gibco 公司) ,胎牛血清 (杭州四季

青) ,电穿孔仪 ( Eppendorf 公司) ,AnnexinV2FITC/

PI 凋亡试剂盒为美国 Genzyme 公司产品 ,流式细

胞仪 (美国 BD 公司) 。

1 . 2 　细胞培养

人胰腺癌细胞株 PANC21 培养在含 10 %胎牛

血清、双抗的 RPMI 1640 培养基中 ,置 37 ℃、饱和

湿度 5 %CO2 培养箱中培养 ,每 4d 用0 . 25 %胰蛋白

酶消化传代。

1 . 3 　电转染 PANC21 细胞及筛选

收集 1 ×106细胞加入 suvivin 反义核酸 4μg 于

电转杯中 ,终体积 400μL ,参考《分子克隆实验指南》

电转染方法操作 ,应用含 G418 的 800μg/ mL 培养

基筛选 ,5d 传代 1 次 ,25d 后换含 G418 的 200μg/

mL 的培养基维持培养 2 周 ,同时转染 pcDNA3 空

载体作对照 ,筛选稳定转染的 PANC21 细胞。同时
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将细胞分组 ,空白组 : PANC21 细胞 ;对照组 :转染

pcDNA3 空载体的 PANC21 细胞 ;实验组 :转染 sur2
vivin 反义核酸 PANC21 细胞。

1 . 4 　survivin mRNA 表达的检测

将三组细胞常规培养 48h 后 ,分别收集 1 ×106

个细胞 ,用 TRIzol 提取细胞总 RNA 逆转录合成

cDNA 后 ,进行 PCR 检测 survivin mRNA 的表达。

引物序列为上游 : 5’2CA T GGGT GCCCCGACGT T2
3’ ,下游 : 5’2TCAA TCCA T GGCA GCCA GCT23’ (由

上海博亚合成) ,以β2actin (313bp) 为内参照。产物

经 2 %琼脂糖凝胶电泳检测。

1 . 5 　细胞生长曲线

每瓶接种 1 ×105 空白组、对照组、实验组的细

胞 ,每种细胞接种 3 个复瓶 ,每瓶计数 3 次 ,台盼蓝

染色后 ,计数活细胞 ,连续测定 6d ,绘制生长曲线。

1 . 6 　稳定转染 survivin 反义核酸 PANC21 细胞对

52Fu 敏感性

存活曲线 :将 1 ×105 个空白组、对照组、实验组

的细胞分别种入 24 孔板 ,并重复 3 孔 ,各孔加入终

浓度 100mg/ L 的 52Fu ,分别于 0、12、24、36、48、60h

后用台盼蓝染色 ,记数活细胞 ,绘制存活曲线。

M T T 法 :于 96 孔培养板中分别加入 1 ×105 /

ml 空白组、对照组、实验组的细胞 ,每孔设 6 个复

孔 ,留不加 52Fu 孔只加培养液做调零用孔 ,各孔加

入终浓度 100mg/ L 的 52Fu ,使终体积 200μL ,37 ℃

培养 48h 后 ,每孔加入 M T T (10mg/ mL ) 10μL ,连

续培养 4h ,离心弃去培养液 ,每孔加入 150mL DM2
SO ,振荡 10min ,上分光光度计测定 OD 值 (波长

490nm) 。B 为对照孔 (不加 52Fu 孔) 平均 OD 值 ,A

为实验孔 (加 52Fu 孔) 平均 OD 值。52Fu 抑制率 =

(1 - A/ B) ×100 %。

1 . 7 　流式细胞仪检测

按 AnnexinV2FITC/ PI 凋亡试剂盒说明配制染

液及缓冲液 ,置于冰上备用。取经过 52Fu (100mg/ L)

处理 24h 的空白组、对照组、实验组细胞各 1 ×105个 ,

分别加入 100μL 染色液 , 4 ℃避光放置 30min ,加入

200μL 缓冲液轻轻振荡 ,混匀上机检测。

1 . 8 　统计学处理

显著性检验用 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　R T2PCR 结果

应用琼脂糖凝胶电泳检测三组细胞 survivin

mRNA 的表达 (见图 1) 。实验组细胞 survivin mR2
NA 表达明显下降 ,而在空白组、对照组细胞却维持

不变 ,说明 survivin 反义核酸可以靶向抑制 PANC2
1 细胞中的 mRNA 的表达。

图 1 　三组细胞 RT2PCR显示 survivin mRNA的表达

1 . DNA Marker 2 . 空白组 3 . 对照组 4 . 实验组

2 . 2 　反义核酸对细胞增殖的影响

空白组和对照组细胞增殖能力相比差异无显著

性 ,而转染 survivin 反义核酸的实验组细胞增殖则

明显受抑并且随时间延长而增加 ,差异具有统计学

意义 ( P < 0 . 05) (见图 2) 。

图 2 　三组细胞生长曲线

2 . 3 　survivin 反义核酸增强 PANC21 细胞对 52Fu

的敏感性

活细胞计数 (见图 3) :52Fu 作用于三组细胞 ,随

时间延长空白组、对照组细胞存活率缓慢下降 , 实

验组细胞则下降非常明显 ( P < 0 . 05) 。

图 3 　三组细胞在 52Fu作用下的生存曲线

　　M T T 实验 (见图 4) :三组细胞在 52Fu 作用下

培养 48h 的抑制率分别是 (29 . 1 ±3 . 9) %、(32 . 8 ±

2 . 4) %、(52 . 9 ±2 . 1) % ,其中实验组的 52Fu 抑制率

最高 ,说明转染 survivin 反义核酸提高 PANC21 细

胞对 52Fu 的敏感性 ,与空白组及对照组比较差异均

有显著性 ( P < 0 . 05) ,而空白组与对照组比较差异

无显著性 ( P > 0 . 05) 。

2 . 4 　流式细胞仪测定凋亡结果

早期凋亡细胞 AnnexinV ( + ) PI ( - ) ,空白组、

对照组、实验组细胞在52Fu作用下凋亡率分别为

·082· 肿瘤防治研究 2005 年第 32 卷第 5 期

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



　　　1 . 空白组　　　2 . 对照组　　　3 . 实验组

图 4 　52Fu作用下三组细胞增殖抑制的影响

7 . 6 %、8 . 1 %、14 . 3 % ,实验组早期凋亡细胞的比例

明显高于空白组及对照组 ,具有显著性差异 ( P <

0 . 05) 。空白组、对照组细胞早期凋亡比例相比差异

无显著性 ( P > 0 . 05) ,由此可见 , survivin 反义核酸

能增强 52Fu 诱导的 PANC21 细胞发生的凋亡。

3 　讨论

胰腺癌是一种恶性程度极高、预后极差的消化

道常见肿瘤。据统计胰腺癌 1 年生存率不足 10 % ,

图 5 　流式细胞仪测定各组细胞的凋亡分析

5 年生存率不足 1 %[ 2 ] 。尽管 52Fu 是胰腺癌的首选

化疗药物 ,Cullinan 等[ 3 ] 对 187 例晚期胰腺癌患者

进行研究表明化疗药 52Fu 反应率仅为 7 %。随着

分子生物学及相关学科的不断发展 ,基因疗法被认

为是继手术、放疗、化疗等传统疗法之后的崭新领

域。因此 ,寻求新的有效的治疗方法是基础研究者

和临床医生共同努力的方向。

细胞凋亡受抑制为基因改变的异常细胞提供生

存之机 ,使细胞的转化突变得以保存、积蓄 ,最终导

致细胞癌变[ 4 ] 。survivin 是新近发现的一个凋亡蛋

白抑制因子 ( Inhibitor of apoptosis p rotein , IA P) 家

族的独特成员 ,表达于胚胎组织和多种癌组织 ,但不

见于正常组织 , survivin 可抑制多种凋亡刺激因子

引起的凋亡 ,而且是迄今发现的最强的凋亡抑制因

子[ 5 ] 。Sarela 等[ 6 ]研究 survivin 在76 . 9 %的胰腺导

管腺癌和50 . 6 %的胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤中

表达 ,并表明 survivin 在胰腺癌的早期和进展期表

达上调 ,抑制癌细胞的凋亡 ,同时在研究中也发现癌

细胞 survivin 表达增强与其增殖指数的增加有关。

通过反义核苷酸封闭细胞凋亡抑制基因的表达以增

强化疗药物的敏感性已成为肿瘤学研究的一个重要

课题。反义核酸技术可以特异性的抑制癌基因的异

常表达或者抑制肿瘤细胞特异蛋白质的表达 ,诱导

肿瘤细胞发生凋亡 ,使肿瘤消退或彻底消失。sur2
vivin 在多种肿瘤表达的普遍性及作为肿瘤特异性

的抑制因子 ,使得 survivin 可以作为基因治疗的靶

基因 ,从而使靶向 survivin 的抗肿瘤疗法成为可能。

我们在本实验中 ,利用已构建的 survivin 反义

核酸真核表达载体 ,通过电转染转入胰腺癌细胞株

PANC21 中 ,可特异封闭 survivin 基因的表达 ,抑制

细胞增殖 ,增加胰腺癌细胞株 PANC21 对化疗药 52
Fu 的敏感性 ,逆转 survivin 对抗化疗药物诱发的凋

亡作用 , 同时也提示 survivin 与胰腺癌细胞株

PANC21 细胞耐药存在相关性。总之 survivin 反义

药物与传统的化疗药物联合使用会增强 survivin 抗

凋亡基因高表达的胰腺癌细胞对化疗药物的敏感

度 ,提高 52Fu 的疗效。这将为临床中胰腺癌患者提

供了基因治疗的方向 ,并有可能成为一种新的治疗

方法。
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