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Abstract
AIM: To investigate the effects of SIRT1 specific 
inhibitor Sirtinol on proliferation and 5-FU che-
mosensitivity of pancreatic cancer PANC-1 cells. 

METHODS: PANC-1 cells were treated with 25, 
50 and 100 μmol/L Sirtinol for 48 h. The expres-
sion levels of SIRT1 were measured by Western 
blot. Cell proliferation was detected by MTT 
assay. Cell apoptosis was detected by flow cy-
tometry (FCM). 5-FU chemosensitivity was mea-
sured by MTT assay. 

RESULTS: Sirtinol obviously decreased the 
expression of SIRT1, inhibited cell proliferation 
and induced cell apoptosis in a dose-dependent 
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Sirtinol对胰腺癌PANC-1细胞增殖和5-FU敏感性的影响

张军港, 石 英, 王知非, 洪德飞

®

■背景资料
沉默信息调节因
子-1(silent infor-
mation regulator 1, 
SIRT1)是一种依
赖于NAD+的Ⅲ型
组蛋白去乙酰化
酶, 在细胞对抗衰
老及凋亡中发挥
重要作用. SIRT1
在多种肿瘤细胞
表达上调, 调控癌
细胞的生物学行
为, 同时与胰腺癌
病理特征密切相
关. 可见SIRT1是
胰腺癌靶向治疗
的有效靶点. 

manner. Moreover, compared with Sirtinol 
alone (A = 0.546 ± 0.020) or 5-FU alone (A = 0.526 
± 0.023), Sirtinol combined with 5-FU more sig-
nificantly inhibited the proliferation of PANC-1 
cells (A = 0.251 ± 0.017, both P < 0.01). 

CONCLUSION: Sirtinol could induce cell pro-
liferation inhibition and apoptosis, and enhance 
anti-cancer effects of chemotherapy on PANC-1 
cells possibly via mechanisms associated with 
down-regulating SIRT1 expression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨沉默信息调节因子-1(silent informa-
tion regulator 1, SIRT1)去乙酰化酶抑制剂
Sirtinol体外应用对胰腺癌PNAC-1细胞增殖和
5-FU化疗敏感的影响. 

方法: 应用不同浓度的Sirt inol(25, 50和100 
μmol/L)处理PNAC-1细胞48 h, Western blot
测定S I RT1表达的变化情况 ,  M T T法检测
PANC-1细胞增殖变化, 流式细胞术观察细胞
凋亡变化, MTT法检测Sirtinol对5-氟尿嘧啶
(5-fluorouracil, 5-FU)化疗敏感性的变化. 

结果: Sirtinol显著降低SIRT1的表达量, 明显
抑制了PANC-1细胞的增殖, 促进了凋亡, 且呈
浓度依赖性. 与Sirtinol(A  = 0.546±0.020)或
5- FU(A  = 0.526±0.023)单药作用相比, 两药
联合应用可显著降低PANC-1细胞的增殖(A = 
0.251±0.017, P <0.01). 

结论: Sirtinol通过下调SIRT1表达可抑制胰腺
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■研发前沿
胰腺癌高度耐药, 
寻找新的靶点进
行干预以增强化
疗的效果是胰腺
癌治疗研究的热
点. SIRT1与胰腺
癌耐药密切相关, 
寻求沉默S I RT 1
的有效抑制剂或
分子生物学技术
是当前亟待解决
的问题.

癌细胞增殖和促进其凋亡, 同时增强化疗药
5-FU敏感性, 这为胰腺癌的化疗提供了一种
新的方案.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 沉默信息调节因子-1(silent information 
regulator 1, SIRT1)信号通路与胰腺癌密切相关, 
设计合成SIRT1特异性的抑制剂可以沉默SIRT1
基因, 有效抑制胰腺癌细胞生长, 促进胰腺癌细

胞的凋亡, 增强化疗药物的敏感性, 为分子靶向

阻断SIRT1信号通路治疗胰腺癌奠定了基础.
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0  引言

化疗是治疗胰腺癌最主要的辅助手段之一, 但
不论是单药化疗还是联合化疗, 肿瘤对化疗药

物的反应率都不高[1], 因此寻找新的靶点进行干

预以增强化疗的效果是胰腺癌治疗研究的关键

点之一. 沉默信息调节因子-1(silent information 
regulator 1, SIRT1)是一种依赖于NAD+的Ⅲ型组

蛋白去乙酰化酶, 作为代谢应激感受因子, 在细

胞对抗衰老及凋亡中发挥重要作用[2-4]. 最近研

究发现, SIRT1在多种肿瘤细胞表达上调, 下调

SIRT1的活性可抑制肿瘤的增殖[5,6], 我们前期的

研究结果表明SIRT1在胰腺癌中高表达, 这种表

达趋势与胰腺癌患者的年龄、肿瘤大小、TNM
分期、淋巴结侵袭和远处转移密切相关[7]. 但
SIRT1抑制剂在胰腺癌细胞的作用尚未明确. 本
研究设想通过应用SIRT1抑制剂Sirtinol, 观察胰

腺癌细胞增殖及凋亡改变; 进一步联合应用5-氟
尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU), 初步探讨以SIRT1
为干预靶点对于5-FU化疗的增敏效应.  

1  材料和方法

1.1 材料 Sirtinol、5-FU、MTT、PMSF及二甲

基亚砜(dimethylsulfoxide, DMSO)购自Sigma-
Aldrich Chemical Company, Sirtinol用DMSO溶

解, 配制成浓度为100 mmol/L储存液, -20 ℃避

光保存, 胎牛血清、RPMI 1640购自美国Gibco 
BRL公司; 兔抗人SIRT1和GAPDH第一抗体购

自美国Santa Cruz公司; 辣根过氧化物酶结合的

第二抗体、免疫细胞化学试剂购自武汉博士德

公司; 凋亡检测试剂盒(ANT0002)购自Antgene
公司; RIPA裂解液、ECL发光试剂盒购自Beyo-
time公司; 胰腺细胞系PANC-1购自中国科学院

上海细胞库. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 胰腺癌PANC-1细胞用含有10%
胎牛血清的R P M I 1640培养基, 置于37 ℃、

5%CO2饱和湿度的CO2培育箱下常规培养. 
1.2.2 Western blot检测SIRT1蛋白变化: 各组细

胞培养48 h后, 提取细胞总蛋白. 总蛋白提取参

照Beyotime公司提取方法进行. 分别将相同含

量的蛋白样品和2×蛋白上样缓冲液等体积混

合, 100 ℃水中煮沸5 min使蛋白变性, 10%SDS-
PAGE电泳后电转移至硝酸纤维素膜上, 5 g/L
脱脂奶粉封闭后, 加入1∶500稀释的第一抗体, 
4 ℃孵育过夜, TBS漂洗膜后, 加入1∶2000稀释

的第二抗体, 室温90 min,  TBS漂洗膜后, ECL增
强发光, X线曝光5 min. 以GAPDH蛋白作内参

照, Bandscan图像分析软件进行光密度积分值 
分析. 
1.2.3 MTT法细胞增殖抑制的测定: 取对数生长

期细胞, 消化后计数, 按每孔5×103个接种于96
孔培养板中贴壁生长后, 无血清培养细胞24 h, 
使细胞同步化, 不同浓度Sirtinol(100 μmol/L)或
Sirtinol(100 μmol/L)联合5-FU(50 μg/mL)处理细

胞48 h, 阴性对照组无药物作用, 各组DMSO体

积分数不超过0.1%. 然后每孔加入浓度为5 mg/
mL的MTT 20 μL, 37 ℃孵育4 h后, 小心吸除培

养液, 再加入DMSO 200 μL, 混匀后用酶标仪测

定570 nm处吸收度(A )值. 每检测点取6个平行孔

的平均值, 绘制图, 实验重复3次, 观察药物对细

胞生长的抑制作用.  
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡变化: 细胞以每

孔4×105个接种于6孔板中, 各组处理细胞48 h
后, 收集细胞, 制成单细胞悬液, 消化收集经药

物处理过的细胞制成细胞悬液, 按检测试剂盒

的说明书(ANT0002)操作, 经药物处理后的细

胞, 用带有荧光素FITC的Annexin V和PI同时染

色后, 2 h内用流式细胞仪检测. 细胞发生凋亡

时, 位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸外翻, 由于

Annexin-V能特异地与磷脂酰丝氨酸结合, 根据

结合量的变化可反映凋亡细胞的百分率. 
统计学处理 应用统计学软件SPSS13.0进行

统计学分析, 数据经方差齐性检验, 符合正态分
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■相关报道
研究报道S I RT 1
在 人 乳 腺 癌 ,  肺
癌和胰腺癌细胞
中高表达. Keitaro
等发现s iRNA干
扰S I RT 1的表达
增强了前列腺癌
细胞对化疗的敏
感 性 .  C h u 等 发
现 S h R N A 干 扰
SIRT1能逆转多种
肿瘤的耐药性.

布, 以数据以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 Sirtinol对PANC-1细胞SIRT1蛋白的影响 我
们采用Western blot的方法, 结果发现不同浓度

Sirtinol(25、50、100 μmol/L)作用PANC-1细胞

48 h后, SIRT1蛋白的表达明显下降, 且成浓度依

赖性, 差异具有显著性(P <0.05)(图1). 
2.2 Sirtinol对PANC-1细胞增殖影响 不同浓度

Sirtinol作用PANC-1细胞48 h后, 采用MTT法
检测其增殖情况. 结果显示, 不同药物组(25、
50、100 μmol/L)与对照组(A  = 0.816±0.034)
相比, 细胞增殖率分别明显降低(A  = 0.663±
0.025, 0.546±0.029, 0.396±0.027), 有显著差异

(P <0.01)(图2). 
2.3 Sirtinol对PANC-1细胞凋亡的影响 不同浓

度Sirtinol作用PANC-1细胞48 h后, 采用流式细

胞术检测细胞凋亡变化. 结果显示, 与对照组

(2.70%±0.42%)相比, 25、50和100 μmol/L的
Sir t inol引起的细胞凋亡率明显增加(4.85%±

0.50%, 7.95%±0.35%和11.05%±0.64%), 差异

非常具有显著性(P <0.05)(图3).  
2.4 Sirtinol对PANC-1细胞5-FU化疗敏感性的

影响 5-FU(25 μg/mL)、Sirtinol(50 μmol/L)以及

Sirtinol联合5-FU作用PANC-1细胞48 h后, 细胞

增殖A值分别为0.526±0.023、0.546±0.020、
0.251±0.017, 明显低于对照组(0.816±0.034, 
P <0.01), 并且Sirtinol联合5-FU后细胞增殖率也

明显低于Sirtinol或5-FU(P <0.01)(图4). 

3  讨论

SIRT1是与酵母菌长寿基因SIR2 (silent informa-
tion regulator 2)同源的基因, 主要分布在细胞核

中, 其功能是催化在蛋白赖氨酸ε位上的去乙酰

化, 调控细胞增殖、凋亡、衰老等过程[8,9]. 多项

研究提示SIRT1与肿瘤发生发展密切相关, 但其

确切作用则尚未明确. Wang等[10]研究发现SIRT1
在胶质母细胞瘤、膀胱癌及卵巢癌中的表达明

显低于正常组织, 提出SIRT1可能是抑癌因子. 
Firestein等[11]证实在老鼠的结肠癌模型中, 通过

热量限制在增加SIRT1表达的同时抑制了肿瘤

的增殖. 而与此相反, Huffman等[12]研究发现人

类前列腺癌组织中的SIRT1表达量比邻近的正

常组织表达量高很多, 指示SIRT1可能是一种促

癌基因. 同时Ota等[6]观察到发现下调SIRT1表达

可以抑制人乳腺癌和肺癌细胞增殖. 我们前期

的研究结果表明SIRT1在胰腺癌中高表达, 使用

ShRNA干扰SIRT1表达可以抑制胰腺癌细胞增

殖[7]. 本研究观察到应用SIRT1抑制剂Sirtinol作
用胰腺癌PANC-1细胞株后, SIRT1的表达明显下

降, 细胞增殖明显受到抑制而凋亡率增加, 进一

步提示SIRT1可能在胰腺癌中发挥促癌作用. 上
述多个研究结果的不一致性, 提示SIRT1的具体

作用可能有肿瘤异质性. 
SIRT1通过P53的去乙酰化来阻止DNA损伤

后P53依赖的CDKN1A(编码P21)和BAX的反式

激活, 对调控细胞增殖和凋亡起关键的作用[13]. 
人类SIRT1的过度表达会通过阻断p53的乙酰化

阻断细胞的衰老凋亡[14]. 本研究中应用流式细

胞术观察到PANC-1细胞应用Sirtinol后凋亡率

显著增加, 同时Western blot检测到应用Sirtinol
后细胞SIRT1表达显著降低, 表明Sirtinol抑制

PANC-1细胞增殖机制与下调SIRT1表达从而促

进细胞凋亡密切相关. 
本研究前期结果证实Sirtinol可抑制SIRT1

表达从而促进胰腺癌细胞凋亡, 而胰腺癌细胞

SIRT1

b-actin

对照             25             50              100

Sirtinol (μmol/L)

图  1  Sirtinol对PANC-1细胞SIRT1蛋白的影响. SIRT1: 沉默

信息调节因子-1.
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图  2  Sirtinol对人胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响. bP <0.01 

vs  0 μmol/L.
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■创新盘点
本研究利用SIRT1
抑制剂Sirtinol抑
制SIRT1表达, 体
外研究SIRT1与胰
腺癌细胞增殖, 凋
亡及5-FU化疗敏
感性的关系, 该结
果为胰腺癌的化
疗提供了一种新
的方案.

耐药与凋亡信号密切相关, 因而本研究进一步

观察了Sir t inol与5-FU的联合作用. 结果显示, 
Sirtinol联合5-FU对胰腺癌细胞增殖抑制效应较

单独应用Sirtinol和5-FU更为显著, 进一步抑制

癌细胞增殖, 表明Sirtnol增加了5-FU化疗敏感

性. 与此相似, Kojima等[15]研究发现siRNA干扰

技术下调SIRT1的表达, 可能通过诱导凋亡增强

了PC3和DU145细胞对喜树碱和顺铂的敏感性. 
Chu等[16]等发现ShRNA干扰SIRT1能逆转多种肿

瘤的耐药性, 其机制是通过降低耐药基因P-gly-
coprotein的表达. 上述研究结果提示, SIRT1可
以作为具有化疗增敏作用的潜在靶点, 其机制

可能是通过诱导凋亡通路或降低耐药相关基因, 
有待于进一步研究.   

本研究结果表明SIRT1可能是胰腺癌的促

癌因子, 使用SIRT1抑制剂Sirtinol抑制SIRT1表
达可抑制胰腺癌细胞增殖促进凋亡, 同时可通

过抑制SIRT1发挥化疗增敏作用, 提高胰腺癌化

疗效果. 
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           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

■同行评价
本文选题有一定
的 价 值 ,  设 计 合
理, 研究结果较为
丰富, 结论可靠.
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