
■背景资料
胰 腺 癌 预 后 差 , 
早 期 即 可 局 部
或远处转移 ,  间
质 细 胞 衍 生 因
子(stromal cell-
derived factor 1, 
SDF-1)及其特异
性受体CXCR4所
构成的生物学轴
在胰腺癌的转移
中发挥重要的作
用. SDF-1可促进
肿瘤细胞的增殖, 
而抑制CXCR4可
抑制SDF-1引起
的肿瘤迁移 ,  因
此 阻 断 或 抑 制
SDF-1/CXCR4受
体配体系统对于
阻断胰腺癌的转
移有重要意义.
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Abstract
AIM: To explore the changes in proliferation, 
migration, and invasion of pancreatic cancer 
line AsPC-1 after CXCR4 is knocked down by 
RNA interference, and to validate the potential 
mechanism underlying these changes. 

METHODS: AsPC-1 cells were transfected 
with recombinant lentivirus containing specific 
shRNA targeting CXCR-4 and included in an 
experimental group (LV-siCXCR4-1), whereas 
AsPC-1 cells treated with recombinant lentivirus 
containing scramble shRNA were used as a 
negative control (AsPC-1-LV-con). Besides, 
non-treated AsPC-1 cells were used as a blank 
control (AsPC-1). After cell cultures were treated 
with SDF-1α, cell proliferation, migration and 
invasion in vitro were analyzed, and expression 
of vascular endothelial growth factor (VEGF), 
matrix metalloproteinases (MMP)-2 and -9 were 
quantified. 
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■研发前沿
阻 断 S D F - 1 /
CXCR4有可能是
预防肿瘤转移的
一种策略. 小发夹
结构RNA(small 
h a i r p i n  R N A , 
shRNA)表达载体
系统已被广泛用
于RNAi. 应用慢病
毒Lentiviral(LV)
载体治疗的临床
试验中未发现明
显 的 不 良 反 应 , 
LV载体为shRNA
介导的稳定表达
的基因沉默提供
了 有 效 的 解 决
途径 .  因此通过
R N A i 技术阻断
SDF-1/CXCR4受
体配体系统 ,  从
而抑制胰腺癌的
转移 ,  可能成为
胰腺癌治疗的新
的途径.

RESULTS: Under the culture conditions with 
SFM or 10% normal calf serum, SDF-1α could 
stimulate the proliferation of AsPC-1 cells and 
AsPC-1-LV-Con cells (P < 0.01), but had no 
significant effect on the proliferation of AsPC-
1-LV-siCXCR4-1 cells. SDF-1α displayed a 
promoting effect on the migration and invasion 
of AsPC-1 and AsPC-1-LV-Con cells (P < 0.01), 
but showed no significant effect in LV-siCXCR4-1 
cells. In the presence of SDF-1α, the protein 
expression of MMP9 and VEGF in LV-siCXCR4-1 
cells was less than that in AsPC-1-LV-Con cells (P < 
0.01). 

CONCLUSION: RNA interference targeting 
CXCR-4 could significantly suppress excessive 
proliferation, migration and invasion of 
AsPC-1 cells induced by SDF-1α intervention, 
suggesting that CXCR4/SDF-1 axis contributes 
to proliferation, invasion and metastasis of 
pancreatic cancer. RNA interference could be 
used as a promising approach for therapy of 
pancreatic cancer. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察针对CXCR4基因慢病毒Lentiviral
(LV)介导的RNAi转染胰腺癌细胞株AsPC-1后
细胞增殖、迁移、侵袭的影响, 探讨可能机制. 

方法: 人CXCR4基因干扰靶点设计后成功转
染人胰腺癌细胞系AsPC-1细胞, 然后分为转
染组(LV-siCXCR4-1)、阴性对照组(AsPC-1-
LV-con)和空白对照组(AsPC-1细胞), 实验组加
入基质细胞衍生因子-1α(stromal cell-derived 
factor-1α, SDF-1α), MTT法检测细胞增殖, 迁
移实验检测细胞迁移, Transwell检测细胞的
体外侵袭, Western blot检测血管内皮生长因
子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、
基质蛋白金属酶(matrix metalloproteinases, 
MMP)2和MMP9的表达.  

结果: 在SFM或10%NCS培养条件下, SDF-1α

均可刺激AsPC-1细胞、AsPC-1-LV-Con细胞
增殖(P <0.01), 对LV-siCXCR4-1增殖均无明
显促进作用; SDF-1α可促进AsPC-1、AsPC-
1-LV-Con细胞迁移和侵袭(P <0.01), 对LV-
siCXCR4-1无明显促进作用; 在SDF-1α作用
下, LV-siCXCR4-1细胞的MMP9及VEGF的
蛋白表达低于AsPC-1、AsPC-1-LV-Con细胞
(P<0.01). 

结论: CXCR4基因RNAi可显著抑制SDF-1α
引起的AsPC-1细胞的增殖、体外迁移和侵
袭, 进一步证实SDF-1/CXCR4受体配体系
统参与了胰腺癌的增殖、侵袭及转移, 通过
RNAi技术可抑制胰腺癌细胞的增殖、侵袭
及转移. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺肿瘤; 基质细胞衍生因子-1; 受体; 

CXCR4 ; RNA干扰

核心提示: 间质细胞衍生因子(s t roma l ce l l-
derived factor 1, SDF-1)/CXCR4轴在胰腺肿瘤

细胞的播散和转移中起重要作用 ,  因此阻断

SDF-1/CXCR4可能是预防肿瘤转移的一种策

略, 而应用LV介导的RNAi可能是实现这个策略

的一个途径. 
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0  引言

胰腺癌是一种具有高度侵袭倾向的恶性肿

瘤, 80%以上的病例会发生局部蔓延和淋巴

结转移[1], 5年生存率不到5%. 其预后极差主

要与早期局部或远处转移有关[2,3], 故探讨胰

腺癌侵袭转移的相关机制对胰腺癌治疗具有

重要的临床意义. 间质细胞衍生因子(stromal 
cell-derived factor 1, SDF-1)及其特异性受体

C X C R4所构成的生物学轴在多种肿瘤的播

散和器官特异性转移中发挥重要的作用. 已
有证据证实在乳腺、口腔、胃肠道及卵巢

肿瘤细胞C X C R4的表达增加与淋巴结转移

密切相关[4-8]. SDF-1/CXCR4轴通过促进肿瘤

细胞迁移和血管生成在胰腺癌的进展中起重

要作用[9]. 研究显示, SDF-1/CXCR4在促进肿
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■相关报道
高振军等通过胰
腺星状细胞培养
上清液对AsPC-1
细胞的增殖、迁
移、侵袭能力有
促进作用而应用
抗SDF-1后促进
能力被抑制 ,  提
示SDF-1/CXCR4
在胰腺星状细胞
与胰腺癌细胞的
相互作用和转移
中有重要作用.

瘤转移相关基因血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)、基质蛋白金

属酶(matrix metalloproteinases 2, MMP2)和/或
MMP9的表达及活化中起重要作用[10]. 这些研

究均提示阻断SDF-1/CXCR4有可能是预防肿

瘤转移的一种策略[11]. 小发夹结构RNA(small 
hairpin RNA, shRNA)表达载体系统已被广泛

用于哺乳动物细胞的RNAi[12,13]. 在应用慢病

毒Lentiviral(LV)载体编码针对HIV包膜反义

序列治疗艾滋病的临床试验中未发现明显的

不良反应, 因而LV载体对人体是安全的[14,15]. 
在本实验中, 为了明确SDF-1/CXCR4轴在胰

腺癌侵袭中的作用, 我们利用针对CXCR4的
LV介导的RNAi有效靶点转染AsPC-1细胞, 观
察SDF-1α对AsPC-1细胞增殖、迁移、侵袭的

影响及探讨可能机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株AsPC-1购自中国科学

院细胞库, SDF-1α购自Peprotech公司, Transwell
小室购自Corn ing公司, DMEM培养基购自

Gibco公司, NCS(新生牛血清)购自普飞公司, 
FBS(胎牛血清)购自Gibco公司, 兔抗人MMP2
抗体购自NewMarkers公司, 兔抗人MMP9抗体

购自Cell Signal公司, 兔抗人VEGF抗体购自

NewMarkers公司. 
1.2 方法

1.2.1 人CXCR4 基因干扰靶点设计: 根据我们

已有的实验数据[16], 采用Ambion公司的设计

软件, 按照RNA干扰序列设计原则设计针对人

CXCR4基因(CXCR4 mRNA NM_001008540, 
GenBank GI: 56790926)的起始位点为450, 靶
点序列为CTCCATCATCTTCTTAACT, 以慢

病毒(LV)作为载体, 包装病毒转染AsPC-1细
胞, 并命名为LV-siCXCR4-1. 上述含人CXCR4
基因shRNA有效靶点的LV载体转染人胰腺癌

细胞系AsPC-1细胞后荧光显微镜观察, 转染

效率在90%以上, 进一步通过real-time PCR和
Western blot验证基因敲除效率, 发现在mRNA
及蛋白水平基因沉默效率均在70%以上, 证实

LV介导的CXCR4基因RNAi能够有效地抑制

AsPC-1细胞CXCR4的表达. 
1.2.2 细胞培养: 采用含10%小牛血清的DMEM
完全培养基, 39 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度孵

箱培育. 细胞层贴壁生长至70%-80%融合时以

0.25%胰蛋白酶消化传代. 
1.2.3 四甲基偶氮唑盐试验: 5×103个/孔(每孔

100 μL)的转染组(LV-siCXCR4-1)、阴性对照

组(LV-con)和空白对照组的AsPC-1细胞并分

别加入96孔板, 实验组加终浓度为SDF-1α 100 
ng/mL的无血清培养基(serum free medium, 
SFM)或10%NCS, 对照组只加SFM或10%NCS, 
每组设7个平行孔, 继续培养24 h后每孔加入浓

度为5 mg/mL的四甲基偶氮唑盐(MTT)20 μL, 
培养4 h; 每孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min; 
用酶标仪测定490 nm 波长处每孔的吸光度(A )
值. 实验重复3次. 
1.2.4 迁移实验: 取对数生长期细胞, 胰酶消化,
收集细胞, 加入SFM, 制成2×105/mL的单细胞

悬液, 200 μL的LV-siCXCR4-1组、LV-con组和

空白对照组的AsPC-1细胞悬液加入上室, 100 
ng/mL SDF-1α溶解在500 μL无血清培养基中

加入下室, 对照组只加无血清培养基, 常规培

育12 h; 加0.1%结晶紫染色20 min; 400倍倒置

显微镜下随机计数10个视野, 计数穿膜细胞数, 
取均值. 实验重复3次. 
1.2.5 Transwell体外侵袭实验: 取对数生长期

细胞, 胰酶消化, 收集细胞, 加入SFM, 制成1×
106/mL的单细胞悬液, 300 μL的LV-siCXCR4-1
组、LV-con组和空白对照组的AsPC-1细胞

悬液加入上室, 100 ng/mL SDF-1α溶解在500 
μL的2%FBS培养基中加入下室, 对照组只加

2%FBS培养基. 每组重复3次, 孵育48 h后随机

计数10个高倍镜视野中浸润细胞的数量, 取均

值. 实验重复3次. 
1.2.6 Western blot检测: 细胞贴壁长至90%时, 
换SFM+SDF-1α 100 ng/mL, 继续培养24 h后, 
提取总蛋白, 用BCA蛋白定量试剂盒测定. 等
量蛋白上样, 电泳, 转PVDF膜, 封闭, TBST洗
涤 ,  依次与一抗(稀释浓度同前)、二抗(1∶
500)反应, 化学发光法(ECL)曝光显影, 冲洗胶

片, β-actin为内参照. 
统计学处理  用S A S6.12统计学软件处

理, 总体及总体中两样本均数之间比较采用

ANOVA方差分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 RNAi沉默CXCR4对SDF-1α所致AsPC-1细

胞增殖的影响 在SFM或10%NCS培养条件下, 
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■创新盘点
本实验通过针对
CXCR4的LV介
导的 R N A i 有效
靶点转染胰腺癌
AsPC-1细胞后 , 
观察SDF-1作用
下AsPC-1细胞的
增殖、迁移、侵
袭能力 ,  证实阻
断SDF-1/CXCR4
受体配体系统可
以抑制胰腺癌细
胞的增殖及侵袭, 
因此 R N A i 有可
能成为治疗肿瘤
的新手段.

SDF-1α均可刺激AsPC-1、AsPC-1-LV-Con细
胞增殖(P <0.01); 对LV-siCXCR4-1增殖均无明

显促进作用(图1). 
2.2 RNAi沉默CXCR4对AsPC-1细胞迁移能

力、体外侵袭能力的影响  S D F-1α可促进

AsPC-1、AsPC-1-LV-Con细胞迁移(P <0.01), 
对LV-siCXCR4-1迁移无明显促进作用(图2). 
SDF-1α可刺激AsPC-1、AsPC-1-LV-Con细胞

侵袭(P <0.01), 对LV-siCXCR4-1侵袭无明显促

进作用(图3). 
2.3 RNAi沉默CXCR4对AsPC-1细胞MMP2、
MMP9及VEGF蛋白表达的影响 在SDF-1α作
用下, LV-siCXCR4-1细胞的MMP9及VEGF的
蛋白表达低于AsPC-1、AsPC-1-LV-Con细胞

(P <0.01)(图4). 

3  讨论

RNAi技术是一种反向遗传学手段, 被广泛地

应用于基因功能分析、信号转导通路研究和

基因治疗. 他是指生物体内由dsRNA介导同

源序列mRNA的特异性降解, 从而导致基因沉

默的现象[12-15]. 由于RNAi的高度特异性及表

观无毒不良反应, 因此已被众多研究者广泛采

用来沉默目的基因的表达并发展成重要的哺

乳动物基因治疗技术. 与传统的基因治疗方

法相比, RNAi在下调基因表达方面具有更高

的特异性和有效性, 因而有可能成为治疗疾

病包括肿瘤的新的治疗手段[17,18]. 此外, LV载

体为shRNA介导的稳定表达的基因沉默提供

了有效的解决途径[19]. 在这个研究中, 我们选

用前面实验中验证的LV包装的RNAi有效靶

点转染人胰腺癌细胞系[16]. 在本实验中发现, 
CXCR4基因RNAi在SFM和血清组中均可显

著抑制SDF-1α引起的AsPC-1细胞的增殖, 并
且能显著抑制SDF-1α所致的AsPC-1的体外

迁移、侵袭, 进一步证实SDF-1/CXCR4受体

配体系统参与了胰腺癌的增殖及侵袭, 通过

RNAi技术可抑制胰腺癌细胞的增殖、侵袭及

转移. 
SDF-1可促进多种肿瘤细胞的增殖, 其中

也包括胰腺癌细胞[20,21]. 越来越多的文献表明

了在多种肿瘤中CXCR4的重要性[22-25], 尤其是

提示了CXCR4可作为肿瘤治疗的合适靶点. 在
一些试验中, 令人信服的证据显示选择性地抑

制CXCR4可抑制SDF-1引起的肿瘤迁移[26,27]. 
与此相似, CXCR4抑制剂T140在体外也可抑

制SDF-1引起的乳腺癌细胞、白血病细胞和内

皮细胞的迁移[28]. 
侵袭转移能力的降低被认为与蛋白水解

酶及血管生成相关的基因下调有关. 在人类的
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■应用要点
该课题对CXCR4
基因采用 R N A i
技术观察AsPC-1
细胞在 R N A i 前
后细胞增殖、迁
移 、 侵 袭 的 改
变 ,  并探讨其可
能机制 .  结果显
示, CXCR4 基因
R N A i 可显著抑
制S D F - 1α引起
的 A s P C - 1 细 胞
的增殖、体外迁
移和侵袭 ,  证实
CXCR4/SDF-1
受体配体系统参
与了胰腺癌的增
殖、侵袭及转移
机制, 通过RNAi
技术可抑制胰腺
癌细胞的增殖、
侵袭及转移能力, 
这也为探讨胰腺
癌的治疗提供了
一种新的思路.

很多肿瘤中, MMPs, 尤其是MMP2和MMP9, 
一直被认为与肿瘤进展、转移播散和预后不

良有关[29]. 他们在胰腺癌的局部侵袭及转移

中也起关键作用[30,31]. 癌细胞在体内生长和侵

袭转移中需有新生血管的存在, VEGF是一种

有效的促血管生成因子, 与MVD增加、局部

侵袭、肝转移及术后早期复发有关 [32]. 有研

究认为VEGF是一种CXCR4下游的靶基因[33]. 
在本实验中也发现, 沉默CXCR4表达可抑制

AsPC-1细胞中SDF-1α引起的MMP9及VEGF
表达. 

总之, LV介导的针对CXCR4基因的RNAi

图  3  RNAi沉默CXCR4对AsPC-1细胞体外侵袭能力的影响. A: FBS培养基(空白对照组)(×200); B: SDF-1α(对照组)(×

200); C: FBS培养基, LV-Con组(×200); D: SDF-1α, LV-Con组(×200); E: FBS培养基, LV-siCXCR4-1组(×200); F: 

SDF-1α, LV-siCXCR4-1组(×200); G: RNAi沉默CXCR4对AsPC-1细胞侵袭能力的影响. bP<0.01 vs  2%FBS组; dP<0.01 

vs  LV-siCXCR4-1组. SDF-1α: 间质细胞衍生因子-1α.
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能显著抑制SDF-1α所致的AsPC-1的增殖、

体外迁移、侵袭能力, 并且能抑制SDF-1α所
致的AsPC-1的MMP9和VEGF表达. 因此针对

CXCR4基因的RNAi是一项新的预防胰腺癌侵

袭及转移的策略. 
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