
■背景资料
胰腺癌是目前已
知恶性程度最高
的肿瘤之一 ,  寻
找新的靶点进行
干 预 是 胰 腺 癌
治 疗 的 研 究 热
点 .  最近研究发
现 沉 默 信 息 调
节因子 - 1 ( s i l e n t 
i n f o r m a t i o n 
regulator 1, SIRT1)
抑制剂可以通过
下调SIRT1表达抑
制胰腺细胞的增
殖和促进其凋亡, 
另外, 对胰腺癌细
胞株瞬时转染特
异性siRNA可特异
性干扰K-ras突变
序列, 使细胞增殖
受到抑制, 凋亡增
加, 细胞周期停滞.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of simultaneous 
S i r t i n o l a n d K - r a s k n o c k d o w n o n t h e 
proliferation and apoptosis of pancreatic 
cancer PANC-1 cells. 

METHODS: PANC-1 cells were divided into 
three groups and treated with 50 μmol/L 

Sirtinol (S), 50 nmol K-ras siRNA (K), and 50 
μmol/L Sirtinol plus 50 nmol K-ras siRNA 
(K + S) for 48 h, respectively. Non-treated 
cells were used as a normal control (C). 
The expression level of SIRT1 protein was 
measured by Western blot. The expression 
levels of K-ras and Cyclin D1 mRNAs were 
measured by Q-PCR. Cell proliferation was 
detected by MTT assay. Cell apoptosis was 
detected by flow cytometry. 

RESULTS: Western blot analysis showed that 
the expression of SIRT1 decreased significantly 
in the S group and K + S group, compared 
with the C group and K group. Q-PCR showed 
that the K-ras mRNA level in the K group 
and K + S group was 0.454 ± 0.037 and 0.413 ± 
0.032 times of that in the C group. MTT results 
showed that the A values in the K group, S 
group and K + S group were significantly 
decreased compared with the C group, with 
the K + S group decreasing most obviously. 
Q-PCR results showed that the Cyclin D1 
mRNA level in the K group, S group and K + S 
group was 0.693 ± 0.046, 0.634 ± 0.032, and 0.400 
± 0.034 times of group C and the K + S group 
had the greatest reduction. Flow cytometry 
analysis showed that the apoptosis rates in the 
K group, S group and K + S group increased 
significantly compared with the C group 
(4.290% ± 0.246% vs 7.469% ± 0.457%, 8.206% 
± 0.490% and 12.272% ± 0.675%), and the 
increase was most obvious in the K + S group. 

CONCLUSION: S imul taneous S i r t ino l 
and K-ras knockdown could induce cell 
proliferation inhibition and apoptosis in 
PANC-1 cells. 
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■研发前沿
分子生物的发展
为肿瘤的治疗提
供了新的策略 , 
相关分子抑制剂
和 相 关 基 因 的
RNA干扰是目前
研究的热点.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨Sirtinol联合K-ras基因RNA干扰
对胰腺癌PANC-1细胞增殖和凋亡的影响. 

方法: 用50 μmol/mL的Sirtinol和50 nmol 
K-ras siRNA处理胰腺癌PANC-1细胞48 h, 
分为C组(无加药处理), K组(加K-ras siRNA
处理), S组(加Si r t i no l处理), (K+S)组(加
K-ras siRNA和Sirtinol处理); Western blot检
测SIRT1蛋白的表达情况, Q-PCR检测K-ras 
mRNA水平和周期蛋白Cyclin D1 mRNA水
平, MTT检测细胞的增殖活力, 流式细胞仪
检测细胞的凋亡情况. 

结果: Western blot结果显示相对于C组和K
组, S组和(K+S)组中的SIRT1蛋白的表达明
显下降; Q-PCR结果显示K组和(K+S)组中
的K-ras mRNA水平分别是C组的0.454±
0.037、0.413±0.032倍, 差异具有统计意
义; MTT结果显示C组、K组、S组和(K+S)
组的A值分别是0.814±0.025、0.634±
0.038、0.613±0.036、0.401±0.019, 相对
于C组, K组、S组和(K+S)组的A值明显下
降, 其中(K+S)组最明显; Q-PCR结果显示
K组、S组和(K+S)组中的Cyclin D1 mRNA
水平分别是C组的0 . 6 9 3倍±0 . 0 4 6倍、

0.634倍±0.032倍、0.400倍±0.034倍, 差
异具有统计学意义 ,  其中(K+S)组下降最
明显; 流式细胞仪显示C组、K组、S组和
(K+S)组的凋亡率分别是4.29%±0.246%、

7.469%±0.457%、8.206%±0.490%、

12.272%±0.675%, 相对于C组, K组、S组
和(K+S)组的凋亡率明显上升, 其中(K+S)
组最明显. 

结论: Sirtinol联合K-ras siRNA可以更明显
的抑制胰腺癌PA N C-1细胞的增殖和促进
其凋亡. 

© 2015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: 本研究通过Western blot结果显示相
对于无加药处理组(C组)和加K-ras siRNA处理
组(K组), 加Sirt inol处理(S组)和(K+S)组中的
SIRT1蛋白的表达明显下降, 说明Sirtinol可以
明显抑制SIRT1蛋白的表达; Q-PCR结果显示K
组和(K+S)组中的K-ras mRNA水平分别是C组
的0.454倍±0.037倍、0.413倍±0.032倍, 差异
具有统计意义, 说明K-ras siRNA可以明显抑制
K-ras mRNA的表达.

许进军, 甘宁. S i r t i n o l联合K-ras基因RNA干扰对胰腺

癌PAN C-1细胞增殖和凋亡的影响.   世界华人消化杂

志  2015; 23(5): 767-771  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/767.asp  DOI: http:/ /dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i5.767

0  引言

胰腺癌是目前已知恶性程度最高的肿瘤之一, 
他生长迅速, 据统计5年生存率不到5%, 并且

难以早期诊断、早期转移率高, 目前唯一证实

有效的治疗方法是手术切除[1,2]. 然而, 由于发

现多为晚期, 只有少数患者有手术机会. 因此, 
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, 寻找新的靶点进行干预是

胰腺癌治疗的研究热点[3-5]. 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[6,7]. 最近研究[8]发现SIRT1抑
制剂Sirtinol可以通过下调SIRT1表达可抑制胰

腺细胞的增殖和促进其凋亡. 另外, 有报道称

K-ras基因是胰腺癌发生发展中最为重要的原

癌基因, 可以激活下游信号通路, 调控细胞生

长、增殖[9]. 对胰腺癌细胞株瞬时转染特异性

siRNA可特异性干扰K-ras突变序列, 使细胞增

殖受到抑制, 凋亡增加, 细胞周期停滞[10]. 那么

Sirtinol联合K-ras基因RNA干扰是否可以进一

步抑制胰腺癌细胞的增殖和促进其凋亡, 目前

尚无相关报道. 

1  材料和方法

1.1 材料 Sirtinol购自Sigma公司; 胎牛血清、

RPMI 1640购自美国Gibco公司; 胰腺细胞系

2015-02-18|Volume 23|Issue 5|
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PANC-1购自中国科学院上海细胞库; CCK-8
细胞增殖检测试剂盒购自日本同仁化学研究

所; siRNA Oligo及PCR引物均由上海吉玛制药

技术有限公司合成. 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养及处理: 胰腺癌PANC-1细胞培

养于含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液, 常
规置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中. 用50 
μmol/mL的Sirtinol和50 nmol K-ras siRNA处理

胰腺癌PANC-1细胞48 h, 分为C组(无加药处

理)、K组(加K-ras siRNA处理)、S组(加Sirtinol
处理)、(K+S)组(加K-ras siRNA和Sirtinol处理). 
1.2.2 Western blot检测SIRT1蛋白的表达情况: 
提取总蛋白, 用BCA法进行蛋白定量后, 加入

5×SDS凝胶加样缓冲液, 沸水浴5 min, 按照

蛋白定量结果进行加样, 行120 g/L SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 采用半干法将蛋白转移至硝

酸纤维素膜上, 然后, 硝酸纤维素膜用脱脂奶

封闭1 h, 加入一抗, 4 ℃过夜, 二抗于室温下

孵育1 h, 用ECL发光, 胶片显色, 分析结果. 以
β-actin作为内参照, 并设立对照组. 
1.2.3 Q-PCR检测K-ras mRNA的表达情况: 用
TRIzol提取细胞的总RNA, 逆转录获得cDNA, 荧
光定量PCR过程使用SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ 
(Perfect Real Time)试剂盒. 各引物序列如表1. 
1.2.4 MTT法检测细胞增殖情况: 取对数生长

期细胞, 按每孔5×103个接种于96孔培养板中

贴壁生长后, 给予不同处理, 48 h后加入MTT, 
37 ℃孵育4 h后吸除培养液加入DMSO, 混匀

后用酶标仪吸收度(A )值. 
1.2.5 流式细胞术细胞: 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, 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, 根据结合量的变化可

反映凋亡细胞的百分率. 
统计学处理 用SPSS19.0统计软件进行分

析. 数据均采用mean±SD表示, 多组间比较采

用单因素方差分析(ANOVA), 组间两两比较采

用最小显著性差异法(LSD法). P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 SIRT1蛋白的表达情况 Western blot结果显

示相对于C组和K组, S组和(K+S)组中的SIRT1
蛋白的表达明显下降(图1), 说明Sirtinol可以明

显抑制SIRT1蛋白的表达. 
2.2 K-ras mRNA的表达情况 Q-PCR结果显示K
组和(K+S)组中的K-ras mRNA水平分别是C组
的0.454倍±0.037倍、0.413倍±0.032倍, 差异

具有统计意义(图2), 说明K-ras siRNA可以明

显抑制K-ras mRNA的表达. 
2.3 细胞增殖情况 MTT结果显示C组、K组、

S组和(K+S)组的A 值分别是0.814±0.025、
0.634±0.038、0.613±0.036、0.401±0.019, 
相对于C组, K组、S组和(K+S)组的A值明显下

降, 其中(K+S)组最明显(图3), 说明Sirtinol联合

K-ras siRNA可以更明显的抑制胰腺癌PANC-1
细胞的增殖. 
2.4 Cyclin D1基因表达 Q-PCR结果显示K组、

S组和(K+S)组中的Cyclin D1 mRNA水平分别

是C组的0.693倍±0.046倍、0.634倍±0.032
倍、0.400倍±0.034倍, 差异具有统计学意义, 
其中(K+S)组下降最明显(图4), 说明Sir t inol
联合K-ras s iRNA可以更明显的抑制胰腺癌

PANC-1细胞进入的增殖周期. 
2.5 细胞凋亡情况 流式细胞仪显示C组、K
组、S组和(K+S)组的凋亡率分别是4.290%±

0.246%、7.469%±0.457%、8.206%±0.490%、

12.272%±0.675%, 相对于C组, K组、S组和

(K+S)组的凋亡率明显上升, 其中(K+S)组最明

显(图5), 说明Sirtinol联合K-ras siRNA可以更明

显的促进胰腺癌PANC-1细胞的凋亡. 
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■创新盘点
Sirtinol联合K-ras
基因RNA干扰是
否可以进一步抑
制胰腺癌细胞的
增殖和促进其凋
亡 ,  目前尚未相
关报道.
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表  1  各基因实时荧光定量PCR引物

     
基因                       引物(5'-3') 产物大小(bp)

GAPDH 5'-CAACTCCTCAAGTTGTACAA-3' 118

5'-GGCATGACTGTGGTCATGA-3'
K-ras 5'-GAGTACAGTGCAATGAGGGAC-3' 208

5'-CCTGAGCCTGTTTTGTGTCTAC-3'
Cyclin D1 5'-CTGGCCATGAACTACCTAGA-3' 213

5'-GTCACACTTGATCACTCTGG-3'
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3  讨论

胰腺癌, 作为一个多基因疾病和恶性程度极高

的肿瘤, 众多的细胞毒性药物和分子靶向药物

单独治疗胰腺癌并没有带来光明的前景[11]. 值
得注意的是, 近来的癌症治疗进展开始致力于

多重分子靶向治疗领域的研究[12]. 最近研究[8,10]

发现SIRT1抑制剂Sirtinol可以通过下调SIRT1
表达可抑制胰腺细胞的增殖和促进其凋亡 , 
K-ras siRNA可特异性干扰K-ras mRNA水平从

而激活下游信号通路抑制细胞生长和增殖. 本

研究发现相对于单纯Sirtinol和K-ras siRNA作

用, 联合Sirtinol和K-ras siRNA可以更加明显抑

制胰腺癌PANC-1细胞的增殖和促进其凋亡. 
在本研究中, 我们通过Western blot结果显

示相对于C组和K组, S组和(K+S)组中的SIRT1
蛋白的表达明显下降, 说明Sirtinol可以明显抑

制SIRT1蛋白的表达; Q-PCR结果显示K组和

(K+S)组中的K-ras mRNA水平分别是C组的

0.454倍±0.037倍、0.413倍±0.032倍, 差异具

有统计学意义, 说明K-ras siRNA可以明显抑制

K-ras mRNA的表达; MTT结果显示C组、K组、

S组和(K+S)组的A值分别是0.814±0.025、0.634
±0.038、0.613±0.036、0.401±0.019, 相对于

C组和K组、S组和(K+S)组的A值明显下降, 其
中(K+S)组最明显, 说明Sirtinol联合K-ras siRNA
可以更明显的抑制胰腺癌PANC-1细胞的增殖; 
Q-PCR结果显示K组、S组和(K+S)组中的Cyclin 
D1 mRNA水平分别是C组的0.693倍±0.046倍、
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■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠 ,  联合
Sir t inol和K-ras 
s iRNA为胰腺癌
的治疗提供了新
的思路.

C组            K组           S组              (K+S)组

SIRT1

GAPDH

图  1  SIRT1蛋白的表达情况. C组: 无加药处理; K组: 加
K-ras siRNA处理; S组: 加Sirtinol处理; (K+S)组: 加K-ras 

siRNA和Sirtinol处理.
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图  2  K-ras mRNA的表达情况. aP<0.05 vs  C组. C组: 无
加药处理; K组: 加K-ras siRNA处理; S组: 加Sirtinol处理; 

(K+S)组: 加K-ras siRNA和Sirtinol处理.
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图  3  各组的A 值. aP<0.05 vs  K组; cP<0.05, dP<0.01 vs  C
组; eP<0.05 vs  S组. C组: 无加药处理; K组: 加K-ras siRNA
处理; S组: 加Sirtinol处理; (K+S)组: 加K-ras siRNA和

Sirtinol处理.
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图  4  Cyclin D1 基因表达情况. aP<0.05 vs  K组; cP<0.05, 
dP<0.01 vs  C组; eP<0.05 vs  S组. C组: 无加药处理; K组: 加
K-ras siRNA处理; S组: 加Sirtinol处理; (K+S)组: 加K-ras 

siRNA和Sirtinol处理.
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图  5  各组细胞的凋亡率. aP <0.05 vs  K组; cP <0.05, 
dP<0.01 vs  C组; eP<0.05 vs  S组. C组: 无加药处理; K组: 加
K-ras siRNA处理; S组: 加Sirtinol处理; (K+S)组: 加K-ras 

siRNA和Sirtinol处理.
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0.634倍±0.032倍、0.400倍±0.034倍, 差异具

有统计学意义, 其中(K+S)组下降最明显, 说明

Sirtinol联合K-ras siRNA可以更明显的抑制胰腺

癌PANC-1细胞进入的增殖周期; 流式细胞仪显

示C组、K组、S组和(K+S)组的凋亡率分别是

4.290%±0.246%、7.469%±0.457%、8.206%±

0.490%、12.272%±0.675%, 相对于C组, K组、

S组和(K+S)组的凋亡率明显上升, 其中(K+S)组
最明显, 说明Sirtinol联合K-ras siRNA可以更明

显的促进胰腺癌PANC-1细胞的凋亡. 
先前有研究[13]表明SIRT1是与酵母菌长寿

基因SIR2(silent information regulator 2)同源的基

因, 主要分布在细胞核中, 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. 另外, 在所有的人类恶性肿

瘤中, 胰腺癌的K-ras突变率是最高的, 多为12编
码子的点突变. K-ras突变往往发生在胰腺癌的

早期, 当K-ras突变时, 构型改变, 始终处于被激

活的“锁定”状态, 不需外界生长信号就可以

持续激活下游信号分子, 导致细胞无节制地异

常增殖, 最终发生肿瘤[14,15]. 由此, 人们也希望将

该位点作为胰腺癌早期治疗的新的靶点. 
总之, 我们的研究结果证实了Sirtinol联合

K-ras siRNA可以更明显地促进胰腺癌PANC-1
细胞的凋亡、抑制其增殖. 这一研究为治疗胰

腺癌提供了新的思路. 
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