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Abstract
AIM: To study the specific inhibitory effect of 
short hairpin RNA (shRNA) on the mutant K-ras 
gene expression in PANC-1 cells.

METHODS: Plasmid pGensil-1 recombinant 
plasmids targeting mutant K-ras gene was es-
tablished. After transfection into PANC-1 cells, 

the expression of K-ras gene was detected using 
RT-PCR, Western blot techniques, and the effect 
of cell proliferation was determined by CCK-8 
test. And a tumor model of nude mouse was 
constructed through rejecting the recombination 
plasmids to observe the volume of tumor.

RESULTS: The recombinant plasmid encoding 
mutant-specific shRNA for K-ras inhibited the 
expression of mutant K-ras significantly (P = 
0.01). Rates of K-ras protein expression in non-
treatment group, negative control group and 
treatment group were 100%, 99.0% ± 0.73%, 
39.9% ± 2.1%, respectively. No significant differ-
ence in K-ras protein expression was observed 
between non-treatment group and negative con-
trol group. A 60.1% reduction in K-ras protein 
expression from the treatment group to non-
treatment group indicated that cell growth was 
significantly inhibited (P = 0.02); and after four-
teen day’s recombinant plasmid treatment, the 
volume of tumor grew slowly in nude mice and 
was significantly decreased compared with the 
control group (P = 0.03).

CONCLUSION: The specific shRNA inhibits the 
K-ras expression efficiently, and the growth of 
cells and nude mice is inhibited.
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摘要
目的: 研究短发夹RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)对人胰腺癌细胞PANC-1中突变型
K-ras基因表达的抑制作用. 

方法: 构建特异性针对胰腺癌PANC-1细胞突
变型K-ras基因的重组质粒pGensil-1-P1, 阴性
对照质粒pGensil-1-HK并采用脂质体介导的
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■背景资料
胰腺癌是严重危
害人类生命健康
的恶性肿瘤之一, 
其恶性程度极高, 
难以早期诊断和
治疗 ,  预后极差 . 
除早期手术外, 尚
无其他有效治疗
措施. 随着分子生
物学的发展, RNA
干扰作为一种新
的高效抑制特定
基因表达的技术, 
成为基因治疗领
域的强有力的工
具, 因此基于RNA
干扰技术的基因
治疗方法成为攻
克胰腺癌新的希
望.

■同行评议者
何裕隆, 教授, 中
山大学附属第一
医院胃肠胰腺外
科



方法转染胰腺癌细胞. 应用逆转录聚合酶链
反应(RT-PCR)和蛋白免疫印迹(Western blot)
检测K-ras基因mRNA和蛋白的表达, CCK-8
方法测量细胞生长曲线. 并建立人胰腺癌细
胞PANC-1裸鼠皮下移植瘤模型, 分别注射
Pgenesil-1-P1、Pgenesil-1-HK质粒, 动态观察
并处死裸鼠计算肿瘤体积.  

结果: 测序证实质粒表达载体构建成功, 短发
夹RNA(shRNA)使胰腺癌细胞PANC-1突变
型K-ras基因的mRNA较未治疗组、阴性对照
组相比明显减少(P  = 0.01); 未治疗组、阴性
对照组及治疗组的K-ras蛋白表达率分别为
100%, 99.0%±0.73%, 39.9%±2.1%, 前两组
K-ras蛋白表达差异无统计学意义, 治疗组较
未治疗组K-ras蛋白表达下调了约60.1%; 细胞
生长受到明显抑制(P  = 0.02); 经重组质粒治
疗14 d后, 裸鼠皮下移植瘤生长缓慢, 相较于
对照组瘤体明显缩小(P  = 0.03).

结论: shRNA对特异性转染组的胰腺癌细胞的
突变K-ras基因表达有抑制作用, 使细胞以及
裸鼠移植瘤的生长受到抑制.

关键词: 胰腺癌; K-ras; RNA干扰; 短发夹RNA
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0  引言

胰腺癌(pancreatic carcinoma)是严重危害人类生

命健康的恶性肿瘤之一, 其恶性程度极高而且

发病隐匿, 难以早期诊断和治疗, 预后极差. 在
所有参与胰腺癌发生、发展的基因中, 与其最

为密切的是K-ras基因. K-ras基因在胰腺癌中的

突变率平均在80%左右, 其中以12位密码子突变

最为常见. 第12位密码子的点突变以GAT(46%), 
GTT(32%)和CGT(13%)三种形式最为多见[1]. 
Ras基因定位于11q13, 其基因家族包括H-ras、
K-ras和N-ras. 其编码的蛋白是位于细胞膜上的

鸟苷酸结合蛋白, 负责将外部信号转导到细胞

内部. 有研究表明抑制突变K-ras的表达, 可有

效抑制胰腺癌细胞的生长[2-3]. RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术是一项近年来发现的抑

制基因表达的新技术, 由于其具有特异性强、

效率高等优点而成为在肿瘤研究中的热点. 本
实验构建针对胰腺癌细胞PANC-1突变型K-ras
基因的质粒载体, 建立裸鼠皮下移植瘤模型, 在
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体外及体内水平观察RNA干扰作用于K-ras基因

突变型胰腺癌的治疗效果, 为胰腺癌的基因治

疗寻找新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株PANC-1(K-ras第12位
密码子突变形式为GAT)购自中科院上海细胞库. 
Pgenesi-l质粒购自武汉晶赛公司, 质粒中量抽提

纯化的试剂盒购自Promerga公司. 小牛血清购自

杭州四季青生物有限公司, DMEM培养基购自

美国Gibco公司. TRIzol及LipofectamineTM 2000转
染试剂盒均购自Invitrogen公司. cDNA第一链反

应试剂盒购自Fermentas公司, PCR引物序列由上

海生工生物公司合成. K-ras小鼠mAb购自Abcam
公司, Actin小鼠多克隆抗体. 辣根过氧化酶标记

的羊抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技术有限

公司, 细胞裂解液购自华瑞公司. 主要实验仪器: 
日本Olympus倒置显微镜; 二氧化碳细胞培养

箱, 日本Sanyo公司;  超净工作台, 苏州安泰公司;  
HITACHI HIMAC低温离心机; 电泳仪, 双垂直

电泳槽, 水平电泳槽, 北京六一仪器厂; GIS凝胶

图像处理系统, 上海天能科技公司; 紫外线分光

光度计, 山东高密分析仪器厂; PCR扩增仪, 美国

Thermo Hybaid公司.
1.2 方法 
1 . 2 .1  质粒载体的构建 ,  扩增和纯化 :  根据

G e n B a n k数据库提供的已知K-r a s基因[G I: 
20147726]的序列, 在29-48 bp位点, 选择一段19
个碱基的核苷酸片段, 把第12位密码子的GGT
换成GAT作为靶序列, 经Blast同源序列分析软

件证实与人类其他基因无同源性. 人工合成一

对针对PANC-1细胞K-ras基因的特异性shRNA
的D N A插入片段 .  构建治疗组重组质粒载体

pGensi l-1-P1以及阴性对照组质粒pGensi l-1-
HK. pGensil-1-P1质粒序列: 5'-gat ccG AGC TGA 
TGG CGT AGG CAA ttc aag acg TTG CCT ACG 
CCA TCA GCT Ctt ttt tgt cga ca-3', 3'-gCT CGA 
CTA CCG CAT CCG TTa agt tct gcA ACG GAT 
GCG GTA GTC GAG aaa aaa cag ctg ttc ga-5. 阴
性对照组Pgenesil-1-hk质粒不针对任何mRNA 
序列, pGensil-1-hk质粒序列: 5'-gat ccG ACT 
TCA TAA GGC GCA TGC ttc aag acg GCA TGC 
GCC TTA TGA AGT Ctt ttt tgt cga ca-3', 3'-gCT 
GAA GTA TTC CGC GTA CGa agt tct gcC GTA 
CGC GGA ATA CTT CAG aaa aaa cag ctg ttc 
ga-5'将重组质粒以常规方法转化感受态大肠杆

菌DH5α后, 在含有卡那霉素的LB固体培养皿
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■研发前沿
K-ras基因在胰腺
癌中的点突变率
平均在80%左右, 
其中大于98%的
突变形式是第12
位密码子的点突
变 ,  抑 制 突 变 的
K-ras基因的表达
成为胰腺癌基因
治疗的热点. 基于
RNA干扰技术的
基因治疗方法能
否抑制胰腺癌细
胞的生长成为本
研究的重点. 
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里培养, 12 h后, 挑取单克隆摇菌, 重组质粒经

测序证实. 两种重组质粒的扩增及纯化, 参照

Promega质粒中量抽提纯化试剂盒中的说明书

进行.
1 .2 .2  细胞的培养和转染 :  人胰腺癌细胞株

PANC-1(K-ras第12位密码子突变形式为GAT)
和M iapaca-2细胞, 用含100 mL/L小牛血清的

DMEM培养基, 置于50 mL/L CO2, 37℃条件下

培养, 当细胞生长至80%融合时传代. 转染前1
天, 将细胞置于无抗生素的培养基中, 当细胞融

合达90%-95%时按LipofectamineTM 2000转染试

剂盒的说明书进行转染.
1.2.3 RT-PCR方法检测K-ras mRNA的表达: 按
cDNA第一链反应试剂盒说明书采用随机引物

法合成cDNA. 用β-action作为内参照进行PCR扩
增. 提取的总RNA通过紫外分光光度计法, 进行

定量, 并调整RNA浓度, 按照cDNA第一链反应

试剂盒说明, 加入各种试剂后, 用PCR仪以Oligo
引物为引物合成cDNA第一链. 以β-action为内

参进行PCR. K-ras引物上游为: 5'-AGA GTG 
CCT TGA CGA TAC AGC-3', 下游: 5'-ACA AAG 
AAA GCC CTC CCC AGT-3', 扩增长度为198 bp. 
β-actin引物, 上游: 5'-AGC GGG AAA TCG TGC 
GTG AC-3', 下游: 5'-TGG AAG GTG GAC AGC 
GAG GC-3', 扩增长度为445 bp. PCR反应条件:  
94℃ 5 min变性; 94℃ 1 min, 59℃ 1 min, 72℃ 30 
s, 30个循环; 72℃延伸5 min. 反应产物于20 g/L
琼脂糖凝胶中电泳, 电压100 V, 45 min, 并用Gel 
1D凝胶图像分析系统分析其光密度. 
1.2.4 Western blot检测K-ras蛋白的表达: 转染48 
h后, 用细胞裂解液提取胞质蛋白, 总胞质蛋白

用考马斯亮蓝试剂盒定量. 根据测定的蛋白样

品的实际浓度, 按每个加样孔120 μg的上样量计

算各组样品的实际上样量, SDS-PAGE凝胶电泳

分离蛋白后, 100 V转膜60 min, 凝胶上的蛋白转

移至PVDF膜; 50 g/L脱脂奶粉封闭1 h, 按1∶200
加入K-ras一抗, 37℃孵育2 h, 封闭液漂洗3次, 每
次5 min. 按1∶2500加入辣根过氧化物酶标及的

二抗, 37℃孵育1 h, PBST缓冲液漂洗3次, 每次5 
min. 化学发光法显影于胶片上. Gel 1D凝胶图像

分析系统分析其光密度.
1.2.5 测定细胞生长曲线: 细胞转染后, 以1×
107/L接种于96孔板, 每孔100 μL, 自转染当天开

始, 每天取3孔细胞应用CCK-8法检测各孔吸光

度值, 绘制细胞生长曲线.
1.2.6 裸鼠皮下移植瘤实验: 将裸鼠置于SPF级环

境中饲养1 wk以适应环境, 将PANC-1细胞浓度

调整为4×106/0.2 mL, 选取裸鼠颈部背侧皮肤为

接种点, 每次接种0.2 mL. 定期测量肿瘤的长径

和短径, 计算肿瘤体积 = 0.5×长径×短径2. 待
肿瘤体积长至40-50 mm3时将裸鼠随机分为3组, 
每组5只, 治疗组和阴性对照组分别注射pGensil-
1-P1、pGensil-1-HK质粒, 每次50 μg, 隔日1次, 
共7次, 未治疗组不予干预. 14 d后处死, 剥离皮

下肿瘤并用游标卡尺测量肿瘤体积.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS13.0统计软件行t检验.

2  结果

2.1 质粒表达载体的构建 将重组质粒进行测序, 
测序证实质粒载体构建成功(图1).
2.2 半定量RT-PCR RT-PCR扩增产物琼脂糖

凝胶电泳结果显示, 治疗组细胞的K-r a s基因

mRNA表达较阴性对照组和未治疗组的K-ras基

■相关报道
RNA干扰技术以
原癌基因或突变
的抑癌基因为靶
点, 可以恢复肿瘤
细胞的正常基因
调控, 基因表达降
低, 癌细胞生长受
抑制, 从而达到治
疗 的 目 的 .  基 于
RNA干扰技术的
基因治疗方法在
前列腺癌、乳腺
癌、结肠癌等以
及在抵抗病毒感
染的试验中被证
明是有效的. 
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图  1  质粒测序图. A: pGenesil-1-P1; B: pGenesil-1-HK.

图  2  RT-PCR检测PANC-1细胞K-ras mRNA的表达. 1: 未治

疗组; 2: 阴性对照组; 3: 治疗组; M: Marker.

K-ras
Actin

1              2               3             M

1                     2                  3

K-ras

Actin

图  3  Western blot结果. 1: 未治疗组; 2: 治疗组; 3: 阴性对

照组.
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因mRNA表达明显下降, 差异有统计学意义(P  = 
0.01<0.05, 图2).
2.3 Western blot结果 Western blot结果显示, 其中

1为未治疗组K-ras蛋白的表达, 2和3分别为治疗

组及阴性对照组的K-ras蛋白的表达. 蛋白表达

率分别为100%、39.9%±2.1%, 99.0%±0.73%. 
统计分析结果表明, 1、3中K-ras蛋白的表达差

异无统计学意义; 2较1中K-ras蛋白表达下调了

约60.1%(图3).
2.4 shRNA对细胞生长的影响 CCK-8所测细胞

生长曲线显示特异性转染组较未转染组和阴性

对照转染组相比细胞生长受到抑制, 差异有统

计学意义(P  = 0.02<0.05, 图4).
2.5 裸鼠皮下移植瘤生长抑制实验 所有裸鼠对

质粒注射耐受良好, 治疗组的瘤体增长缓慢, 而
阴性对照组与未治疗组的瘤体生长速度相似, 

治疗组的平均体积抑瘤率为82.5%(图5-6, 表1).

3  讨论

胰腺癌是常见严重危害人类生命健康的恶性肿

瘤, 是死亡率最高的人类恶性肿瘤之一, 近年

来发病率逐年上升. RNAi是由双链RNA分子

介导的序列特异性转录后基因沉默现象(pos t 
transcriptional gene silencing, PTGS)[4].  RNAi作
为一种新的、强有力的研究工具, 具有快速、

有效、序列特异性强等优点, 在某种程度上可

以替代传统的反义核酸技术和基因敲除技术.  
研究发现RNAi 抑制目的基因的作用强于反义

寡核苷酸[5]. 
近年来RNAi技术已逐渐应用于肿瘤的基因

治疗研究[6-9], 并已取得初步效果. 肿瘤的形成是

一个多阶段多步骤的发生过程, 是细胞内多种

基因突变累积的结果. 胰腺癌是人类常见的恶

性肿瘤, 自1992年Cerny et al [10]发现在胰腺癌的

早期就有K-ras的突变后, 掀起了人们对胰腺癌

基因治疗研究的热潮. Brummelkamp et al [2]最先

用逆转录病毒介导的RNAi技术抑制了第12位密

码子突变形式为GTT的胰腺癌突变型K-ras基因, 
未发现对野生型K-ras的影响. 随后, Chen et al [11]

■创新盘点
本文在体内及体
外水平观察以质
粒作为载体的短
发夹RNA转染到
胰腺癌细胞后其
突变型K-ras基因
mRNA及其蛋白
的表达均减少, 对
于胰腺癌细胞生
长以及对裸鼠移
植瘤生长具有明
显的抑制的作用. 
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图  4  CCK-8法测定转染后的细胞生长曲线.

图  5  裸鼠皮下移植瘤形成.
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图  6  离体后肿瘤体积. A: 治疗组肿瘤; B: 对照组肿瘤; C: 

未治疗组肿瘤.

A B
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表  1  重组质粒对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

     
分组		     4 wk后瘤体积(mm3)	 P 值

治疗组		          1.12±0.04ac	                0.03

未治疗组		          6.73±0.14	                0.64

阴性对照组	         6.58±0.17	                0.61

aP<0.05 vs  未治疗组; cP<0.05 vs  阴性对照组.
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和Fleming et al [12]也用RNAi技术特异地抑制了

K-ras基因的表达.  
多数学者认为, 抑制细胞生长的机制是诱导

细胞凋亡或阻滞细胞周期. 但也有少数结果显

示单纯阻断突变型K-ras基因的表达并不能有效

诱导细胞凋亡, 因此, RNAi作用于胰腺癌K-ras
基因的确切的机制尚需进一步研究. 另外我们

目前对基因功能复杂性的认识仍然不够, 尤其

对外源基因表达的时空性的控制很难准确操纵, 
当一些蛋白的表达受抑制时, 为维持正常代谢

功能, 其他相关补偿途径可能被激活. RNAi效应

分子对基因的抑制率一般也很难达到100%. 因
此RNAi虽然具有特异性好, 效率高等优点, 但在

临床应用中仍然具有一定的风险, 尚需进一步

继续研究. 
本研究利用RNAi技术, 采用pGensil-1质粒

构建重组质粒载体, 并成功转导入人胰腺癌细

胞株PANC-1, 通过RT-PCR、Western blot方法

验证了含shRNA的重组质粒载体可有效抑制人

胰腺癌细胞中突变型K-ras基因的表达, CCK-8
法示可明显抑制细胞的增殖 ,  而且将重组的

pGensil-1-P1质粒注射到荷瘤裸鼠的瘤体内后可

以减缓瘤体增长速度, 呈现明显的抑瘤效应. 因
此我们可以认为以突变型K-ras基因为靶点, 利
用RNAi技术治疗肿瘤可望成为一种有效的基因

治疗方法.
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■同行评价
本文选题是医学
目前仍难以攻克
的恶性肿瘤治疗
的基础研究, RNA
干扰技术也是近
年来研究的热点. 
虽内容上创新性
稍嫌不足, 参考文
献较旧, 但实验方
法、结果和统计
分析过程均较为
严谨, 可重复性较
高 ,  因 此 结 论 可
靠.


