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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
antisense heparanase gene on the proliferation 
and invasion of human pancreatic cancer cell 
line SW1990 in vitro.

METHODS: Human pancreatic cancer cell line 
SW1990 was transfected with the plasmid ex-
pressing antisense heparanase gene. Meanwhile, 
the empty vector and non-transfection group 
were designed. The cell cycle distribution was 
analyzed by flow cytometry; the protein ex-
pression of heparanase gene was detected by 
Western blot and immunohistochemistry, and 
the mRNA transcription level was assayed by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The colony-forming unit assay was 

used to measure the ability of cell growth, and 
Transwell chamber model was employed to test 
the ability of cell invasion in vitro.

RESULTS: In comparison with the cells trans-
fected with empty vector or without transfec-
tion, SW1990 cells transfected with antisense 
heparanase gene had a significant decrease in 
S-phase cell population (18.8% ± 2.5% vs 36.3% ± 
2.2%, 33.2% ± 2.1%, both P < 0.01) and a marked 
increase in G1-phase cell population (66.0% ± 
2.7% vs 30.7 ± 3.2%, 39.8% ± 4.9%, P < 0.01). The 
protein expression and mRNA transcription 
were decreased by 34.3% and 37.8% individual-
ly. The colony formation was  largely decreased 
(12.2 ± 2.8 vs 30.8 ± 4.4, 28.3 ± 2.7, P < 0.01); and 
finally, the cells moved from the upper chamber 
into the lower one in Transwell chamber assay 
were less than those in the control groups (13.0 ± 
3.5 vs 34.8 ± 5.8, 29.4 ± 5.6, P < 0.01).

CONCLUSION: Transfection of antisense hepa-
ranase gene can inhibit the ability of cell prolif-
eration and invasion in human pancreatic cancer 
cell lines SW1990 in vitro.
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摘要
目 的 :  研 究 反 义 肝 素 酶 基 因 对 人 胰 腺 癌
SW1990细胞体外增殖和侵袭能力的抑制作用. 

方法: 反义肝素酶基因转染胰腺癌SW1990细
胞, 并设空载体对照组和空白对照组, 以流式
细胞仪检测细胞周期; 免疫组化、Western blot
及RT-PCR检测肝素酶蛋白和mRNA表达; 平
板克隆形成实验检测细胞增殖活性, Transwell
侵袭小室模型检测细胞体外侵袭能力. 

结果: 与空白组和空载组比较, 反义组细胞
周期中S期比例明显减少(18.8%±2.5% v s  
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■背景资料
胰腺癌生物学侵
袭性高, 易发生早
期转移, 确诊时多
属晚期, 手术切除
率仅为20%左右, 
术后5 a生存率不
到5%, 是预后最
差的消化道恶性
肿瘤之一, 针对胰
腺癌转移发生、

发展的分子机制, 
确立新的转移防
治靶点是提高疗
效的关键.



36.3%±2.2%, 33.2%±2.1%, P <0.01), G1期
细胞比例明显升高(66.0%±2.7% vs  30.7%±

3.2%, 39.8%±4.9%, P <0.01); 肝素酶蛋白及
mRNA表达分别降低34.3%和37.8%; 细胞克
隆形成数目减少(12.2±2.8 vs  30.8±4.4, 28.3
±2.7, P <0.01); Transwell侵袭小室中24 h穿膜
细胞数减少(13.0±3.5 vs  34.8±5.8, 29.4±5.6, 
P <0.01).

结论: 反义肝素酶基因抑制人胰腺癌SW1990
细胞体外增殖及侵袭能力.
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0  引言

乙酰肝素酶(heparanase, Hpa)是新近克隆成功

的一种葡萄糖苷内切酶, 能特异性识别、裂解

细胞外基质和基底膜的主要成分硫酸乙酰肝素

蛋白多糖(heparan sulfate proteoglycans, HSPG)
的硫酸肝素(heparan sulfate, HS)侧链, 同多种

恶性肿瘤的转移、侵袭和预后相关[1-5]. 研究表

明, 胰腺癌中H p a高表达, 并同胰腺癌的预后

呈负相关 [6-7].  针对肿瘤的肝素酶基因的反义

寡核苷酸治疗已有报道, 但未见反义肝素酶基

因在胰腺癌方面的研究报道. 我们采用前期实

验构建成功人肝素酶反义荧光真核表达载体

(pIRES2-EGFP-aHpa)稳定转染的人胰腺癌细胞

株SW1990[8], 并利用流式细胞术、免疫组化、

分子杂交和体外侵袭模型等方法研究反义肝素

酶基因对胰腺癌细胞SW1990体外增殖活性和

侵袭能力的影响, 为进一步探讨反义肝素酶基

因抗胰腺癌侵袭的分子机制提供有价值的实验

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌高转移细胞株SW1990由第

二军医大学王力博士惠赠. 含人肝素酶cDNA全

长基因表达质粒pcDNA3-Hpa、荧光真核表达

载体pIRES2-EGFP由第三军医大学杨仕明博士

惠赠. DOTAP脂质体转染试剂(德国Roche), 兔
抗人Hpa多克隆抗体(美国Santa Cruz); 逆转录

试剂盒(美国Promega), Trizol试剂(美国Gibco), 
Transwell侵袭小室(美国Costar), Matrigel人工
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基质胶(美国BD), PCR仪(美国AmplitronⅡ), 紫
外分光光度仪(美国Beckman), 电泳仪(美国Bio-
Rad, PAC3000), 图像分析仪(美国Tebuas 6803), 
流式细胞仪(美国BD,  FACSCalibur).
1.2 方法 采用前期实验成功转染反义肝素酶基

因表达质粒(pIRES2-EGFP-aHpa)、绿色荧光表

达质粒pIRES2-EGFP的胰腺癌SW1990细胞和

未转染基因的SW1990细胞[8], 分别称为反义组

(胰腺癌SW1990细胞转染反义肝素酶基因)、
空载组(细胞仅转染pIRES2-EGFP空载体)和空

白组(细胞未转染基因及空载体). 细胞培养于

含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液中, 37℃, 
50 mL/L CO2环境下, 采用台盼蓝计数, 保持细

胞活力>90%. 
1.2.1 免疫组化检测转染细胞Hpa表达 采用链

霉素-生物素免疫组织化学染色(SP)法, 主要操

作步骤如下: 将盖玻片置培养皿中, 细胞按2×
107/L密度接种于培养皿中制备细胞爬片. 细胞

爬片以40 g/L多聚甲醛室温下固定10 min, PBS
冲洗, 5 g/L Triton X-100孵育20 min, PBS清洗, 
30 mL/L H2O2孵育, 10 mL/L正常山羊血清封闭

非特异性抗原, 加1∶100兔抗人肝素酶一抗工

作液, 4℃孵育过夜后加入生物素化羊抗兔二抗

工作液, 37℃孵育,  PBS冲洗, DAB显色, 苏木素

复染, 封片. PBS代替一抗为阴性对照. 显微镜观

察阳性细胞数及染色强度. 
1.2.2 RT-P C R法检测转染细胞H p a m R N A
表 达  取转染后继续培养 4 8  h的 S W 1 9 9 0
细胞 ,  以T R I z o l法提取总R N A,  以紫外分

光光度计检验纯度并定量 .  按逆转录试剂

盒说明书步骤进行实验 .  应用军事医学科

学院的G o l d K e y软件设计P C R引物 ,  上游

引物: 5'-G T G AT G A G G C A A G TAT T C T T T 
GGAGCA-3'; 下游引物: 5'-TTCTAAGACCTT
TGGGACCTCATGGAT-3', 理论扩增片段长度

327 bp, 由中国科学院微生物研究所基因工程

中心Backman实验室合成. 逆转录体系于97℃变

性10 min后冰浴5 min, 加Taq酶1 μL, 放入PCR
仪进行核酸扩增. 循环参数: 94℃ 90 s, 56℃ 
120 s, 72℃ 60 s, 共35个循环, 结束前72℃延

伸10 min. 反应产物经1 g/L琼脂糖凝胶电泳

后在图像分析仪下分析扩增条带灰度, 以IDV 
(integrated density value)值进行半定量分析. 
1.2.3 Western blot法检测转染细胞Hpa蛋白表

达 取转染后继续培养的3组SW1990细胞, 加
冰预冷的裂解缓冲液裂解细胞, 离心取上清液

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝素酶是惟一能
特异性识别、裂
解硫酸乙酰肝素
蛋白多糖的硫酸
肝素侧链的一种
葡萄糖苷内切酶, 
可通过降解ECM
和BM中的HSPG, 
破坏限制肿瘤转
移的屏障, 同时促
进肿瘤血管形成, 
从而促进肿瘤生
长和转移. 肝素酶
同多种恶性肿瘤
的转移、侵袭和
预后相关, 由此推
测肝素酶可能是
肿瘤细胞侵袭转
移所必备的前提
条件之一, 可望成
为肿瘤转移治疗
的一个新的基因
靶点.
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50 μL(约含蛋白质50 μg)于试管中, 行100 g/L
聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,  电转至硝酸纤维素膜 . 
5 g/L脱脂奶粉封闭非特异性抗原, 加入1∶500
兔抗人Hpa多克隆抗体, 室温孵育1 h, 洗膜后加

入辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠二抗, 室
温1 h, DAB显色, 以蛋白条带的IDV值进行半定

量分析. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期 3组细胞胰蛋白

酶消化成单细胞悬液, 离心重悬后冷70 g/L乙醇

固定, 4℃保存. PBS液清洗后加入碘化丙啶(PI)
染液, 混匀, 4℃放置30 min, 300目尼龙膜过滤, 
调整细胞浓度1×109/L, 流式细胞仪检测并软件

分析结果, 每组重复3次. 
1.2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 
3组细胞消化成细胞悬液, 并作梯度倍比稀释, 
按每孔50个细胞接种于24孔板, 每组细胞各接

种6孔. 静止培养2-3 wk, 当培养板中出现肉眼

可见的克隆时, 终止培养. PBS清洗后加纯甲醇

1 mL固定15 min, 吉姆萨液染色. 将培养板置于

显微镜低倍下计数大于50个细胞的克隆数, 按
公式计算克隆形成率. 克隆形成率(%) = 克隆数 
/接种细胞数×100%
1.2.6 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵

袭能力 将浓度为0.5 g/L Matrigel人工基质胶

20 μL铺于Transwell侵袭小室聚碳酯微孔膜(孔
径8 μm)的上表面, 置37℃ 30 min使其聚成凝

胶. Transwell上室中分别加入已消化重悬的各组

细胞100 μL (1×108/L), 下室中加入600 μL含趋

化因子无血清DMEM培养基, 培养24 h后取出, 
PBS清洗, 棉签去除滤膜上层细胞, 将已经侵入

并贴附于微孔膜下层的细胞固定并吉姆萨液染

色, 显微镜下直接观察穿过膜的细胞数. 随机计

数5个视野, 计数每个视野内穿过8 μm微孔的细

胞数. 以侵袭细胞的相对数目来表示肿瘤细胞

的侵袭能力.

统计学处理  所有计量资料以m e a n±S D
表示, 采用t检验, P <0.05为统计学差异显著, 以
SPSS 10.0软件进行统计分析.

2  结果

2.1 免疫组化检测转染细胞肝素酶表达 3组细

胞中均出现棕褐色颗粒状染色, 提示各组细胞

均有肝素酶表达, 但反义组细胞表达强度明显

较空白组和空载组减弱, 对照组和空载组之间

无明显差别(图1), 表明反义Hpa基因转染抑制

SW1990细胞肝素酶表达. 
2.2 RT-PCR检测转染细胞肝素酶mRNA表达 3组
细胞Hpa mRNA的特异扩增片段长度为327 bp, 
与理论设计扩增长度一致(图2), 图像分析仪分

析空白组、空载组、反义组扩增条带灰度(IDV
值), 反义组同对照组比较明显降低, 差异有显著

意义(t  = 2.99, P = 0.04<0.05), 空白组与空载组

比较无差异, 反义组Hpa mRNA表达较空白组降

低34.3%(表1). 表明反义Hpa基因转染抑制细胞

Hpa mRNA表达. 
2.3 Western blot法检测转染细胞肝素酶蛋白表

达 3组细胞均有Hpa蛋白表达(图3), 灰度检测

提示反义组Hpa蛋白表达明显降低(t = 5.44, P = 
0.00<0.01), 较空白组降低37.8%, 空白组与空载

图  1  转染细胞肝素酶表达 (IHC×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

A B C

图  2  转染细胞Hpa mRNA表达图谱. 1: DNA分子质量

Marker; 2, 3: 空白组; 4, 5: 空载组; 6, 7: 反义组.

■相关报道
Uno et al构建含有
全长人Hpa  cDNA
序列的反义腺病
毒 载 体 ,  并 转 染
高 表 达 H p a 的 肿
瘤 细 胞 株 后 ,  发
现H p a 基 因 的 表
达 受 到 抑 制 ,  而
且在体外和体内
均能抑制肿瘤细
胞 的 浸 润 能 力 . 
Edovitsky et al 将
直 接 作 用 于 H p a 
mRNA的锤头状
的 抗 H p a 核 酶 或
s iRNA重组到质
粒载体中, 再转染
肿瘤细胞株中, 发
现被转染的细胞
株 H p a 表 达 水 平
下降, 侵袭力和黏
附力显著降低, 动
物在体内实验表
现为血管分布减
少, 转移能力的下
降.

500
400
300
200
100

1     2      3      4      5     6      7

bp



www.wjgnet.com

2496                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年9月8日     第14卷     第25期

组比较无差异(表1), 表明反义Hpa基因转染抑制

细胞Hpa蛋白表达.
2.4 流式细胞仪检测细胞周期 空白组、空载

组、反义组S期细胞所占比例分别为36.3%±

2.2%, 33.2%±2.1%和18.8%±2.5%, G1期分别为

30.7%±3.2%, 39.8%±4.9%和66.0%±2.7%, 反
义组与对照组比较, S期细胞比例明显降低(t = 
9.10, P = 0.00<0.01), 而G1期细胞比例明显升高, 
比较均有显著差异(t = 14.60, P = 0.00<0.01), 表
明反义肝素酶基因转染后, SW1990细胞DNA合

成期所占的细胞比例明显减少, 而停滞于G1期

的细胞明显增多, 提示反义Hpa基因转染抑制细

胞DNA合成能力(图4).
2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 3
组细胞培养2 wk后均有克隆形成(图5), 反义组

克隆形成数、克隆形成率较对照组明显减少, 
差异有显著意义(t = 8.74, P = 0.00<0.01), 空白组

与空载组比较无差异(表2). 表明反义Hpa基因转

染降低SW1990细胞克隆形成能力, 细胞增殖活

性受抑.
2.6 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵袭能

力 3组细胞在Transwell侵袭小室中24 h穿膜细

胞数比较, 反义组穿膜细胞数明显减少, 差异有

显著意义(t = 7.19, P = 0.00<0.01), 空白组与空载

组比较无差异(表2, 图6). 表明反义Hpa基因转染

 

1               2             3 

图  3  转染细胞Hpa蛋白表达Western blot图谱. 1: 空白组; 

2: 空载组; 3: 反义组.

表  1  转染细胞肝素酶mRNA及蛋白表达灰度分析比较
(IDV, mean±SD, n  = 3)

     
分组	                   RT-PCR	                    Western blot

空白组	               43.4±6.7	                  203.5±21.3

空载组	               42.5±7.2	                  198.2±15.4

反义组	               28.5±5.4a	                  126.5±12.1b

aP<0.05, bP<0.01.
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图  4  转染细胞流式细胞仪细胞周期分析结果. A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.
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图  5  转染细胞平板克隆形成实验 (Gimsa×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

表  2  转染细胞克隆形成及侵袭能力比较 (mean±SD, 
个/视野)

     
分组           克隆形成数      克隆形成率(%)	     穿膜细胞数

空白组	   30.8±4.4            61.6%	      34.8±5.8

空载组	   28.3±2.7            56.6%              29.4±5.6

反义组       12.2±2.8b           24.4%              13.0±3.5b

bP<0.01 vs  空白组.

■应用要点
本研究通过体外
实验研究反义肝
素酶基因对胰腺
癌的抑制作用, 试
图找到一种抑制
胰腺癌生长和转
移的新途径, 为反
义肝素酶基因在
临床治疗胰腺癌
提供实验依据.

■创新盘点
针对肿瘤的肝素
酶基因的反义寡
核苷酸治疗已有
报道, 但未见反义
肝素酶基因对胰
腺癌细胞抑制作
用的研究报道.
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降低SW1990细胞体外侵袭能力.

3  讨论

胰腺癌由于解剖位置特殊和生物学侵袭性高, 
症状缺乏特异性, 易发生早期转移, 因而确诊时

多属晚期, 手术切除率仅为20%左右, 术后5 a生
存率不到5%, 是预后最差的消化道恶性肿瘤之

一[9-10]. 肿瘤局部浸润和远处转移是影响手术效

果和生存期的主要原因. 尽管胰腺癌的综合治

疗得到不断发展完善, 但当前的治疗效果仍不

满意. 针对胰腺癌发生、发展的分子机制, 确立

新的防治靶点是提高疗效的关键, 具有重要性

意义. 过去的研究揭示了肿瘤浸润和转移是一

个复杂的多步骤的连续过程, 包括癌细胞在原

发部位的生长以及向周围组织的侵袭和远处转

移等一系列过程, 其中肿瘤细胞的恶性增殖和

细胞外基质降解是其中的重要步骤, 但有关调

控肿瘤细胞浸润和转移的分子机制尚不清楚. 
Hpa是一种β-D-葡萄糖苷酸内切酶, 他能够

裂解HS侧链, 进而破坏由细胞外基质和基底膜

组成的屏障结构, 在肿瘤细胞浸润、转移和肿

瘤血管形成过程中起着重要作用[11-14]. Hpa基因

位于人染色体4q21.3, 由Vlodavsky, Hulett et al
于1999年分离并克隆. 现已明确Hpa促进肿瘤侵

袭和转移的机制有[15-18]: (1)降解HSPG, 破坏细

胞侵袭的屏障; (2)促肿瘤血管生成, 直接作用于

内皮细胞以生芽方式促进血管生成和间接地释

放和活化了HS结合的多种生长因子(如碱性成

纤维细胞生长因子、血管内皮生长因子等), 促
进肿瘤血管形成; (3)介导细胞对ECM及BM的黏

附, 引起细胞在基质中的扩散以及促进BM的重

塑, 帮助肿瘤细胞侵入血管; (4)HSPG降解后产

生的HS片段可激活HS的受体CD44v3, 发出细胞

内迁移信号, 从而促进肿瘤细胞的扩散与转移; 
(5)HSPG降解后的产物可以抑制活化的T淋巴细

胞, 从而引起免疫抑制, 促进肿瘤转移. 研究表

明, 肝素酶同多种肿瘤的侵袭、转移及预后相

关, 肿瘤细胞恶性程度越高、转移潜能越大、

生长速度越快, 其表达水平越高, 而良性肿瘤则

低水平表达. 因此, 人们推测Hpa可能是肿瘤细

胞侵袭转移所必备的前提条件之一, Hpa可望成

为肿瘤转移生物治疗的一个新的基因靶点. 
利用反义核酸对肿瘤进行反义基因治疗是

近十几年兴起的一项治疗肿瘤的新技术, 其原

理是利用反义核酸与其靶基因或基因产物互补

形成一种特殊的基因封条结构, 在转录或翻译

水平阻断靶基因的异常表达, 阻断细胞内异常

信号的传导, 促进细胞正常分化或诱导细胞凋

亡, 以达到治疗肿瘤的目的. 反义核酸所针对的

靶点应该是在肿瘤发生、发展中起关键作用的

一种或几种癌基因、抗癌基因、自分泌生长因

子及其受体基因等[19]. 近年来, 针对Hpa基因的

反义核酸治疗显示对肿瘤的生长和转移有良好

的抑制作用, 尽管还在实验室阶段, 但已显示

出诱人前景. Uno et al [20]构建了含有全长人Hpa  
cDNA序列的反义腺病毒载体, 将此反义腺病毒

转染高表达Hpa的肿瘤细胞株后, 发现Hpa基因

的表达受到抑制, 而且Hpa反义腺病毒不仅在体

外抑制肿瘤细胞的浸润能力, 在体内也可抑制

肿瘤细胞的胸膜播散. Edovitsky et al [21]将直接作

用于Hpa mRNA的锤头状的抗Hpa核酶或siRNA
重组到质粒载体中, 再转染到人乳腺癌、鼠淋

巴瘤和黑色素瘤细胞株中, 体外实验发现被转

染的细胞株Hpa表达水平下降, 侵袭力和黏附力

显著降低, 动物在体内实验表现为血管分布减

少, 转移能力的下降. 
研究培养肿瘤细胞增殖和侵袭能力的方法

有细胞生长曲线、细胞周期分析、细胞克隆形

成实验、体外侵袭实验等, 通过这些实验可以

对肿瘤细胞的增殖和侵袭能力进行综合判断. 
增殖和侵袭能力高者细胞体外生存能力强, 恶
性程度高, 体内易发生转移[22]. 我们利用前期实

验转染反义人肝素酶基因的人胰腺癌高转移细

胞株SW1990, 通过细胞周期分析、细胞克隆形

A B C

图  6  转染细胞体外侵袭能力 (Gimsa×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

■名词解释
硫酸乙酰肝素蛋
白多糖 (heparan 
sulfate proteogly-
cans, HSPG): 是
一种蛋白聚糖类
碳水化合物, 是脊
椎动物和无脊椎
动物组织细胞外
基质(extracellular 
matrix, ECM)和
基底膜(basement 
membrane, BM)
的主要成分之一, 
能与细胞表面及
ECM中的活性分
子结合, 黏附于细
胞表面 ,  是ECM
聚集和稳定的基
础, 在组织构成、

血管形成和细胞
黏附等诸多方面
发挥重要的生理
作用. 
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成实验、体外侵袭实验等研究反义肝素酶基因

对胰腺癌细胞的体外增殖和侵袭活性的影响, 
结果发现, 转染反义Hpa基因的细胞克隆形成

数、克隆形成率、Transwell侵袭小室中穿膜细

胞数均明显较对照组降低; 细胞周期分析发现

其处于DNA合成期的细胞明显减少, 而停滞于

G1期的细胞明显增多. 上述结果表明反义Hpa基
因转染明显抑制了胰腺癌细胞的增殖与侵袭能

力, 显示出反义Hpa基因在胰腺癌治疗中的前景. 
我们进一步采用免疫组化和Western blot免

疫印迹方法在蛋白水平上、用RT-PCR方法在

mRNA水平上检测了胰腺癌细胞Hpa的表达, 结
果发现转染了反义基因的胰腺癌SW1990细胞

Hpa表达明显较对照组降低, 显示反义Hpa基因

对SW1990细胞表达Hpa有较强的抑制作用, 提
示反义Hpa基因抗胰腺癌增殖和侵袭的分子机

制可能是其在基因转录水平上其下调了肝素酶

的表达, 从而改变胰腺癌细胞的生长周期, 抑制

癌细胞增殖及侵袭, 但是这种调控机制尚需进

一步深入研究. 
致谢: 第三军医大学西南医院消化专科中心杨

仕明博士提供质粒载体、肝素酶抗体及部分实

验经费. 
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