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Abstract
AIM: To investigate the role of rac1 in the pro-
liferation of pancreatic carcinoma cells and to 
explore the possible mechanisms involved.

METHODS: The influence of rac1 on the prolif-
eration of pancreatic carcinoma cells was detect-
ed by cell counting kit-8 (CCK-8) assay and EDU 
assay. Real-time PCR was employed to measure 
the expression of target genes of wnt-β-Catenin 
signaling pathway. Western blot and immunoflu-
orescence were employed to measure the expres-
sion of β-Catenin in the cytoplasm and nucleus. 

RESULTS: Disruption of rac1 activity by trans-
fection with si-Rac1 or treatment with NSC23766 
inhibited cell proliferation. Suppression of rac1 
markedly down-regulated the mRNA expression 
of c-myc and Cyclin D1 and slightly decreased the 
mRNA expression of c-jun. Rac1 knockdown did 
not affect β-Catenin stability in the cytoplasm but 
markedly reduced β-Catenin accumulation in the 
nucleus. Similar result was also obtained in im-
munofluorescence experiments. 

CONCLUSION: Rac1 amplifies the wnt signal-
ing pathway activity possibly by promoting 
β-Catenin accumulation in the nucleus and aug-
ments wnt target gene transcription in pancre-
atic carcinoma cells. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨RacGTP酶激活蛋白1(Rac GTPase 
activating protein1, Rac1)对胰腺癌细胞增殖的
影响及其机制. 

方法: 分别采用EDU和CCK-8(cell counting 
kit-8)方法检测Rac1对胰腺癌细胞增殖的影响; 
采用Western blot、免疫荧光等试验探讨Rac1
影响胰腺癌增殖的具体机制. 

结果: Rac1可以促进胰腺癌细胞的增殖, 沉默
Rac1或者Rac1特异性阻滞剂NSC23766可以
抑制胰腺癌的增殖, 且进一步的机制研究发
现Rac1通过促进β-Catenin进入细胞核, 上调
wnt-β-Catenin信号通路靶基因c-myc、c-jun
和Cyclin D1 的表达, 进而促进胰腺癌细胞的
增殖. 

结论: Rac1通过wnt-β-Catenin信号通路促进胰

■背景资料
RacGTP酶激活蛋
白1(Rac GTPase 
activating protein1, 
Racl)被证实在多
种肿瘤细胞系中
表达且在肿瘤的
发生发展中起到
重要作用, 并已经
成为药物开发的
热点.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
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腺癌细胞的增殖. 
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核心提示: Ra c G T P酶激活蛋白1(R a c G T P a s e 
activating protein1)通过促进β-Catenin进入细胞核, 
上调wnt-β-Catenin信号通路靶基因c-myc、c-jun和

Cyclin D1的表达, 进而促进胰腺癌细胞的增殖. 
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0  引言

胰腺癌是消化系常见的恶性肿瘤之一. 胰腺癌

也是根治性切除机会最少、预后最差的恶性

肿瘤之一: 85%的患者在确诊时已属中晚期, 多
伴有其他脏器肿瘤转移, 其中位生存期仅3-4 
m o[1,2], 而且即使是接受胰腺癌根治性手术的

患者 ,  其总体术后的5年生存率仅为5%左右 . 
RacGTP酶激活蛋白1(Rac GTPase activating pro-
tein1, Racl)的被证实在多种肿瘤细胞系中表达

且在肿瘤的发生发展中起到重要作用[3-6], 并已

经成为药物开发的热点, 但Rac1与胰腺癌的关

系尚不明确. 本研究将着重探讨Rac1在胰腺癌

增殖中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自HyCone公司; 
新生牛血清购自HyClone公司; TRIzol试剂购自

Invitrogen公司; Reverse Transcription System试

剂盒、SYBR Green Realtime PCR Master Mix购
自TOYOBO公司; Cyclin D1、c-jun和c-myc引
物由Invitrogen公司合成; 浓缩型兔抗人Rac1和
β-Catenin多克隆抗体购自CST公司; Western blot
相关试剂购自武汉博士德公司; ECL显色试剂盒

购自碧云天公司; 全细胞蛋白提取试剂盒、BCA
法测蛋白浓度试剂盒购自碧云天公司; EDU试

剂盒购自锐博公司; CCK-8试剂盒购自碧云天公

司; Rac1特异性siRNA由锐博公司合成; 转染试

剂Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胰腺癌细胞系BxPC-3为本实验

室长期冷冻保存; 采用含10%新生牛血清的RPMI 

1640培养基, 至37 ℃、50 mL/L CO2培养箱内培养. 
1.2.2 针对Rac1特异性siRNA转染: 接种适量细胞

至六孔板, 确保第2天细胞约30%铺满, 采用Lipo-
fectamine 2000转染, 24 h后更换新鲜培养基, 48 h
检测细胞增殖情况, 72 h检测细胞蛋白水平的变

化. siRNA靶向Rac1的序列是5'-TGAAGAAGAG-
G A A G A G A A A - 3 ' ,  s i R N A上链序列是

5'-UGAAGAAGAGGAAGAGAAAdTdT-3', 下链

序列是3'-dTdTACUUCUUCUCCUUCUCUUU-5'. 
1 .2.3 细胞增殖检测 :  细胞增殖采用E D U和

CCK-8两种实验方法检测, 具体操作步骤按照试

剂盒说明书. 
1.2.4 Real-time PCR检测胰腺癌细胞系中Tiam1 
mRNA的表达: 参照说明书, 用TRIzol试剂常规

提取细胞总RNA. 按照逆转录试剂盒操作程序

进行逆转录反应. 反应总体系为20 μL, 其中样

品总RNA 2 μg、primer mix 1 μL、5×buffer 4 
μL、enzyme 1 μL, 加DEPC水至20 μL, 37 ℃反

应15 min, 98 ℃灭活5 min. 管家基因GAPDH为

内对照. 通过相对荧光定量PCR方法, 对Tiam1和
GAPDH进行检测, 计算出不同样本的目的基因

相对表达量. 运用Primer 5.0设计引物, Cyclin D1
的上游引物为5'-CCGTCCATGCGGAAGATC-3', 
下游引物为5'-ATGGCCAGCGGGAAGAC-3'; 
c-jun上游引物5'-CCAGCCAGGTCGGCAG-
TAT-3', 下游引物5'-GGCAGTTAGAAGGT-
GAA-3'; c-myc上游引物5'-ATCACAGCCCT-
CACTCAC-3', 下游引物5'-ACAGATTCCA-
CAAGGTGC-3'. 应用BIO-RAD定量PCR仪进行

Real-time PCR实验, 反应条件为95 ℃ 5 s, 60 ℃ 
15 s, 72  ℃ 15 s, 40个循环. 以Folds = 2-△△Ct表示

实验组与对照组目的基因表达的倍数比关系, 
重复3次实验, 计算平均值. 
1.2.5 Western blot检测胰腺癌细胞系中Rac1和

β-Catenin蛋白水平的表达: 细胞膜蛋白、细胞

浆蛋白、细胞核蛋白提取采用上海生工全蛋白

提取试剂盒(BSP003), 按照试剂盒说明书操作, 
BCA法测蛋白浓度. 样本加入10%SDS-PAGE凝
胶进行电泳, 转膜至硝酸纤维素膜. Rac1一抗浓

度为1∶1 000, β-Catenin一抗浓度为1∶1 000, 
4 ℃孵育摇床过夜, 二抗(1∶2 000)37 ℃孵育1 h. 
ECL化学发光试剂盒显色、曝光、显影、定影.  
1.2.6 免疫荧光化学方法检测胰腺癌细胞中的

β-Catenin: 细胞爬片固定, 穿孔封闭, 孵育一抗

过夜, β-Catenin抗体工作浓度为1∶100, 二抗的

工作浓度为1∶100, 荧光显微镜照相分析.  

■研发前沿
R a c 1 已 经 证 实
在多种肿瘤的增
殖、侵袭转移中
发挥着重要的作
用, 但也存在着争
议, 且Rac1相关的
阻滞剂由于药物
安全性的考虑, 并
不能直接应用于
临床, 需要进一步
开发相关药物. 

■相关报道
Bunogiomo发现
R a c 1 可 以 协 同
β-Catenin进入细
胞核, 促进wnt-β-
Catenin信号通路
靶基因转录, 进而
促进细胞的增殖. 
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统计学处理 采用SPSS21.0软件包进行处

理, PCR实验结果和CCK-8实验结果采用t检验, 
P <0.05具有统计学意义. 

2  结果

EDU实验示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性

阻滞剂作用后, 胰腺癌细胞系BxPC-3增殖变慢. 
CCK-8实验示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异

性阻滞剂作用后, 胰腺癌细胞系BxPC-3增殖变

慢(P <0.05). 由此可见, Rac1在胰腺癌细胞中活

性水平与胰腺癌的增殖能力呈正相关(图1, 2).           
有文献报道Rac1在多种肿瘤中通过wnt-β-

Catenin信号通路影响细胞的增殖[7,8], 于是我们

首先检测在siRNA沉默Rac1或者运用Rac1特异

性阻滞剂后, wnt-β-Catenin信号通路的靶基因

Cyclin D1、c-myc和c-jun . 结果示在沉默Rac1或
者Rac1特异性阻滞剂NSC23766作用后, wnt-β-
Catenin信号通路的靶基因Cyclin D1 (P <0.01)、
c-myc (P <0.05)和c-jun (P <0.05)表达明显下降, 尤
其以Cyclin D1最为明显, 所以我们推测在胰腺

癌中Rac1通过wnt-β-Catenin信号通路而影响胰

腺癌细胞的增殖(图3). 
β-Catenin进入细胞核是wnt-β-Catenin信号

通路关键调节步骤, 且有文献报道Rac1可以协

助β-Catenin进入细胞核[9,10]. 所以我们运用West-
ern blot检测在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性

阻滞剂作用后细胞浆和细胞核内β-Catenin的表

达量, 结果示在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性

阻滞剂作用后, 细胞浆内β-Catenin表达量没有

明显的变化, 但细胞核内β-Catenin的表达量明

显下降. 接着我们用免疫荧光实验进一步检测

在siRNA沉默Rac1或者Rac1特异性阻滞剂作用

后细胞膜、细胞浆和细胞核内β-Catenin的表达

量, 结果示细胞浆内和细胞膜β-Catenin表达量

没有明显的变化, 但细胞核内β-Catenin的表达

量明显下降(图4, 5). 

A B C

图  1  siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对胰腺癌增殖的影响. A: 对照组; B: si-Rac1; C: NSC323766.
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图  2  siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对胰腺癌增殖的
影响. aP<0.05 vs  NC. NC: 正常对照组.
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图  3  siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂对wnt-β-Catenin
信号通路靶基因表达的影响. aP<0.05 vs  NC. NC: 正常对照组.
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图  4  siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂作用对细胞浆
和细胞核内β-Catenin表达量的影响. 1: NC; 2: si-racl; 3: 

NSC23766; NC: 正常对照组.

■创新盘点
本文首次证明了
Rac1有促进胰腺
癌细胞增殖的作
用 ,  并 初 步 证 明
Rac1通过经典的
wnt信号通路促进
胰腺癌的增殖.
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3  讨论

Rac1基因全长29 kb, 包含7个外显子, 位于人染

色体7p22. Rac1基因的转录产物有1.2 kb和2.5 
kb两种. Rac1具有Rho类型的鸟苷三磷酸酶结合

区, 与二磷酸鸟嘌呤核苷GDP和三磷酸鸟嘌呤

核苷GTP具有高度的亲和性, 与GDP结合时失

活, 与GTP结合时激活, Rac1的生物学功能发挥

依赖于此两种活性形式间的转换[11-17]. Rac1蛋白

在人类大部分肿瘤中没有发现突变体, 但在许

多肿瘤中发现有活性增高、高表达现象. 在肺

癌、结肠癌、胃癌、头颈部肿瘤等报道有Rac1
蛋白表达的异常增高. 吴况鹏等[16]和高丹丹等[17]

发现Rac1可以协同β-Catenin进入细胞核, 促进

wnt-β-Catenin信号通路靶基因转录, 进而促进细

胞的增殖. Rac1还可以通过PAK1等信号分子影

响细胞的黏附特性. 
本研究发现在胰腺癌细胞系中, Rac1蛋白

有促进胰腺癌细胞增殖的作用, 沉默Rac1或者

运用Rac1特异性阻滞剂均可以抑制胰腺癌的细

胞的增殖. 目前研究证实Rac1可以调节细胞的

增殖, Rac1在结肠癌、乳腺癌、胃癌的发生发

展中起到重要作用, 与肝癌、前列腺癌等肿瘤

的预后有明确关系[18,19], 在Rac1高表达的病例

中, 患者的预后明显较差. 这都说明Rac1在各种

肿瘤的发生发展的各个时期都起到重要的作用. 
本实验研究提示, 沉默Rac1或者Rac1特异性阻

滞剂NSC23766可以抑制胰腺癌的增殖, 与文献

报道的结果一致. 
我们进一步研究发现R a c 1是通过促进

β-Catenin进入细胞核, 激活wnt-β-Catenin信号

通路, 促进wnt-β-Catenin信号通路靶基因的转

录, 进而促进胰腺癌细胞的增殖. 既往在结肠

癌和乳癌中都有报道 ,  活化的R a c1可以协同

β-Catenin进入细胞核, 促进wnt信号通路靶基

因的转录, 进而促进肿瘤的发生发展[14]. wn t-
β-Ca t en in信号通路是当wnt蛋白于细胞表面

Fr izz led受体家族结合后的一系列反应, 包括

Dishevelled受体家族蛋白质的激活及最终细胞

核内β-Catenin水平的变化. 当“β-Catenin降解

复合物”被抑制后, 胞浆内的β-Catenin得以稳

定存在, 部分β-Catenin进入细胞核与TCF/LEF
转录因子家族作用并促进特定基因的表达. 本
研究进一步地证明了Rac1在胰腺癌中也是通过

wnt-β-Catenin信号通路作用, 促进胰腺癌的增

殖[8,20-22]. 
胰腺癌的早期诊断对改善患者的预后非常

关键, 但目前缺乏能有效早期辅助诊断的指标. 
Rac1可以促进胰腺癌细胞的增殖, 很有可能在

胰腺癌的发生发展过程中发挥重要的作用. 本实

验研究提示, 沉默Rac1或者Rac1特异性阻滞剂

NSC23766可以抑制胰腺癌的增殖, 为下一步治

疗胰腺癌药物的开发奠定了一定的基础. 

■应用要点
本文对进一步阐
述Rac1促进肿瘤
的增殖起到积极
的 作 用 ,  为 进 一
步的药物开发提
供了一定的理论
依据.

A B C

D E F

图  5  siRNA沉默Rac1或Rac1特异性阻滞剂作用对细胞膜、细胞浆和细胞核内β-Catenin表达量的影响. NC: 正常对照组. 
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■同行评价
本文首次阐述了
Rac1在胰腺癌发
病中的作用, 并初
步探讨了其机制, 
有一定的创新性
和实用性.
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊以

其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (《世界华人

消化杂志》编辑部)


