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吉西他滨诱导胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１中
ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达的研究
陈俭云，李宜雄，江春，韦志远，易小平，吕新生

（中南大学湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 ４１０００８）

　　摘要：目的　探讨吉西他滨诱导胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达与化疗耐药的关系。方法　
胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１用１６４０液培养，吉西他滨的浓度为１μｇ／ｍＬ及１０μｇ／ｍＬ，运用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。分析细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达水平与化疗耐药的关系。结果　用 １μｇ／ｍＬ及

１０μｇ／ｍＬ浓度的吉西他滨作用胰腺癌细胞株２４ｈ和４８ｈ，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ水平分别上升了（１．３４±０．１２）

倍，（２．４０±０．１７）倍和（３．３３±０．２０）倍，（４．４１±０．１８）倍；蛋白水平上升了（１．２０±０．０７）倍，

（１．４８±０．１９）倍和（２．９０±０．０４）倍，（４．５０±０．２０）倍，差异有显著性意义（Ｐ＜０．０５）。结论　胰腺

癌细胞株的化疗耐药可能通过吉西他滨的作用上调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达而增强。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８７４－８７７］
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第９期 陈俭云，等：吉西他滨诱导胰腺癌细胞ＰＡＮＣ１中ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达的研究

　　胰腺癌发病隐匿，手术切除率低，能根治者
仅为 ５％ ～７．５％。约有 ８０％以上的患者需依靠
化疗和放疗等辅助治疗延长生存期。然而，大部

分胰腺癌细胞对化疗药物耐药，导致胰腺癌预后

极差。凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，
ＩＡＰ）的过表达是肿瘤细胞化疗敏感性下降的重要
机制。ＩＡＰ是一类新的癌基因家族。目前发现的
人类凋亡抑制基因共有 ８种，其中生存素（ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ）基因是抑制凋亡作用最强的一种［１］，本研究

旨在探讨吉西他滨诱导胰腺癌细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表
达与化疗耐药的关系。

１　材料与方法

１．１　细胞株和主要试剂
１．１．１　细胞株　胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１购于中
国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所。

１．１．２　试剂　ＤＡＢ显色试剂盒购、ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒（北京中山生物技术有限公司），兔抗人

ｓｕｒｖｉｖｉｎ多克隆抗体（Ｒ＆Ｄ公司），辣根过氧化物酶
标记的山羊抗兔 ＩｇＧ和鼠抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体
（Ｓｉｇｍａ公司），辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠 ＩｇＧ
（Ｐｉｅｒｃｅ公司），ＲＴ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＧＥＭ为
ＬｉｌｌｙＦｒａｎｃｅＳ．Ａ．公司产品，ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物由上海博
雅生物技术有限公司合成。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养与传代　用 ０．２５％胰酶 ＋
０．０２％ＥＤＴＡ的消化液消化 ＰＡＮＣ１细胞，用含
１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在 ３７℃，含
５％ ＣＯ２，饱和湿度的培养箱中培养；细胞每２～３ｄ
按 １∶３传代 １次。
１．２．２　ＰＡＮＣ１细胞对化疗药物 ＧＥＭ的半数有
效浓度（ＩＣ５０）的测定　（１）细胞以 ３×１０

４／孔接
种于 ９６孔板中，在 ３７℃，含 ５％ＣＯ２，饱和湿度的
细胞培养箱中培养 ２４ｈ；（２）在各孔中均加入浓
度梯度的 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，浓度分别为 １０００μｇ／ｍＬ，
１００μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ，１μｇ／ｍＬ，０．１μｇ／ｍＬ，
０．０１μｇ／ｍＬ，０μｇ／ｍＬ，每个浓度设 ３个复孔，以不
加药物的细胞存活率为 １００％和没有接种细胞的
孔为零作为对照；（３）细胞在浓度梯度药物作用
下分别继续培养 ２４ｈ和 ４８ｈ，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ
的噻唑蓝（ＭＴＴ）溶液 ２０μＬ，３７℃继续培养 ４ｈ；
（４）吸干培养基，每孔加入 ＤＭＳＯ溶液 １５０μＬ，
室温摇床上振荡 １０ｍｉｎ，使甲

!

充分溶解；（５）在
用 ＢｉｏｒａｄＭｏｄｅｌ５５０酶联免疫检测仪４９０ｎｍ波长
测各孔的吸光度值；（６）细胞增殖抑制率（％）＝

（１Ａ实验孔值／Ａ阴性对照孔值）×１００％，根据
ＩＣ５０计算软件得出２４ｈ和４８ｈ细胞对化疗药物的
ＩＣ５０。
１．２．３　ＧＥＭ对 ＰＡＮＣ１胰腺癌细胞内 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的
诱导　细胞生长状态良好时，取 １×１０６／瓶传代
接种于 ２个 ２５ｃｍ２培养瓶中，参考 ＩＣ５０值，分别加
入低、高浓度含 １．０μｇ／ｍＬ和 １０．０μｇ／ｍＬＧＥＭ
（Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ吉 西 他 滨）的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基
５ｍＬ，继续培养 ２４ｈ或 ４８ｈ后检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ
的表达和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达　（１）
细胞总 ＲＮＡ的抽提：消化未经 ＧＥＭ培养（对照
组）和经过 ＧＥＭ 培养 ２４，４８ｈ后 （实验组）的
ＰＡＮＣ１细胞，计数，各取 １×１０６置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管
中，用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ。取 ８μＬ抽提的
ＲＮＡ，以 １００Ｖ的电压下行 １％琼脂糖凝胶电泳，
同时稀释 ６０倍分别测定 ２６０ｎｍ和 ２８０ｎｍ的吸
光度，检验纯度；以公式：ＲＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝
ＯＤ２６０×４０μｇ／ｍＬ×稀释倍数计算 ＲＮＡ浓度；立
即行 ＲＴＰＣＲ反应。（２）ＲＴＰＣＲ反应：取 １μｇ总
ＲＮＡ，ＲＴ反应体系为２５ｍＭ的 ＭｇＣｌ２４．０μＬ，１０×
逆转录缓冲液 ２．０μＬ，１０ｍＭ 的 ｄＮＴＰ混合物
２．０μＬ，重组 ＲＮＡ酶抑制剂 ０．５μＬ，ＡＭＶ逆转录
酶 ５Ｕ，０．５μｇ／μＬ随机引物 １μＬ，总 ＲＮＡ１μｇ，加
无 ＲＮＡ酶的水补足至 ２０μＬ。ＲＴ的反应条件：室
温孵育１０ｍｉｎ，转入 ＰＣＲ仪中４２℃ １５ｍｉｎ，９５℃
５ｍｉｎ，４℃ ５ｍｉｎ。ｓｕｒｖｉｖｉｎ的引物序列为：５′ＧＣＡ
ＴＧＧＧＴＧＣＣＣＣＧＡＣＧＴＴＧ３′（上游引物）；５′
ＧＣＴＣＣＧＧＣＣＡＧＡＧＧＣＣＴＣＡＡ３′（下游引物），
扩增的产物大小为 ４４７ｂｐ；内参照 ＧＡＰＤＨ的引物
序列采用国际标准序列：５′ＣＧＡＡＧＴＣＡＡＣＧＧ
ＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ３′（上游引物）；５′ＡＧＣＣＴＴ
ＣＴＣＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′（下游引物），扩增的产
物大小为 ３０６ｂｐ。ＰＣＲ反应体系：ＴＥＭ２μＬ，Ｔａｑ
酶 ０．３μＬ，ＢＦ（缓冲液）２μＬ，ＰＡＮＣ１ＵＰ（上游
引物）０．５μＬ，ＰＡＮＣ１ＰＬ（下游引物）０．５μＬ，
ＧＡＰＤＨＵＰ（甘 油 醛３磷 酸 脱 氢 酶 上 游 引 物）
０．５μＬ，ＧＡＰＤＨＰＬ（甘油醛３磷酸脱氢酶下游引
物）０．５μＬ，２５ｍＭ ｄＮＴＰ２μＬ，Ｈ２Ｏ１１．７μＬ，共
２０μＬ。ＰＣＲ反应：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃ ６０ｓ（进行 ３０个循环），７２℃ １０ｍｉｎ，
４℃保持。反应完毕后，取 １０μＬ，以 １．５％琼脂
糖凝胶电泳；ＥＢ染色 １０ｍｉｎ，用 ＢｉｏＲａｄ公司的凝
胶电泳成像仪成像，以 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析各条带的
吸光度，计算 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ相对值。
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１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达　以
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒定量，取蛋白 ２０μｇ进行
１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳，１２０Ｖ恒定电压转膜
２ｈ，室温封闭 １ｈ，４℃封闭过夜。ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗工
作浓度为 ０．５μｇ／ｍＬ，作用 １ｈ，二抗工作浓度
１∶８００００，作用 ５０ｍｉｎ，ＧＡＰＤＨ一抗工作浓度为
１１∶１０００，二抗工作浓度为 １１∶２００００，抗体反应
时间同 ｓｕｒｖｉｖｉｎ。ＤＡＢ显色 ５ｍｉｎ，凝胶成像测灰度
行数据分析。

１．３　统计学分析
试验在相同条件下重复 ３次，两样本均数间

比较采用 ｔ检验，多样本均数间比较采用 ＡＮＯＶＡ
方差分析。以 Ｐ＜０．０５为有统计学意义。统计
分析采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包完成。

２　结　果

２．１　胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１对化疗药物 ＧＥＭ 的半
数有效浓度（ＩＣ５０）
ＭＴＴ检测结果显示，不同浓度的 ＧＥＭ均可以

抑制 ＰＡＮＣ１细胞生长，且表现为时间和浓度依
赖性。ＧＥＭ 处理 ２４ｈ与 ４８ｈ后，在 １０００～
１μｇ／ｍＬ浓度范围内，同一浓度下，随着时间的延
长 ＧＥＭ 的抑制增殖效应降低 （Ｐ＜０．０５），而
０．１～０．０１μｇ／ｍＬ浓度的抑制效应虽亦有降低，但
差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；同一时间点随着浓度的
增加，ＧＥＭ的增殖抑制效应逐渐增加（Ｐ＜０．０５）
（表１）。２４ｈ和 ４８ｈＧＥＭ对 ＰＡＮＣ１细胞的 ＩＣ５０
分别为（１．４８±０．２３）μｇ／ｍＬ和（３．１２±０．３６）
μｇ／ｍＬ；４８ｈ组较２４ｈ组 ＩＣ５０增加（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＧＥＭ对ＰＡＮＣ１细胞增殖的抑制率（％）

浓度（μｇ／ｍＬ） ２４ｈ ４８ｈ ｔ Ｐ

１０００ ９５．３４±０．７４ ９２．１１±０．５３ ６．１５６ ＜０．０５

１００ ８５．０５±１．５３ ７７．５５±１．１８ ６．６９５ ＜０．０５

１０ ７３．１５±１．３６ ６８．９９±１．０１ ４．２４５ ＜０．０５

１ ４７．４９±０．８１ ４２．６７±０．８９ ６．９２４ ＜０．０５

０．１ ２２．６８±２．８５ １８．５７±０．８１ ２．４０２ ＞０．０５

０．０１ ８．９１±１．６１ ６．４３±０．５９ ２．５１１ ＞０．０５

２．２　ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达情况
以 ＧＡＤＰＨ的灰度值为内参照，比较目的基因

ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ＧＡＰＤＨ条带灰度的比值。１μｇ／ｍＬ２４ｈ
（Ａ）组，１０μｇ／ｍＬ２４ｈ（Ｂ）组，１μｇ／ｍＬ４８ｈ

（Ｃ）组，１０μｇ／ｍＬ４８ｈ（Ｄ）组，较空白对照（Ｅ）
组上升分别为（１．３４±０．１２），（２．４０±０．１７），
（３．３３±０．２０），（４．４１±０．１８）倍，差异均有显
著性意义（Ｐ＜０．０５）。Ａ与 Ｂ，Ｃ与 Ｄ，Ａ与 Ｃ，Ｂ
与 Ｄ两两比较，差异均具有显著性意义 （Ｐ＜
０．０５）。提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达表现为 ＧＥＭ诱
导时间和浓度依赖性（图 １）。
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图 １　ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达（ＲＴ－ＰＣＲ）　　Ａ：１μｇ／
ｍＬ２４ｈ组；Ｂ：１０μｇ／ｍＬ２４ｈ组；Ｃ：１μｇ／
ｍＬ４８ｈ组；Ｄ：１０μｇ／ｍＬ４８ｈ组；Ｅ：空白对照组；
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ＰＣＲ产物为 ４４７ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ的 ＰＣＲ产物为 ３０６ｂｐ

２．３　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达情况
以 ＧＡＰＤＨ的灰度值为内参照，比较目的蛋白

ｓｕｒｖｉｖｉｎ与 ＧＡＰＤＨ的比值，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组与 Ｅ组比
较，分别上升（１．２０±０．０７），（１．５２±０．１４），
（２．９０±０．０４），（４．５０±０．２０）倍，差异均具有
显著性意义（Ｐ＜０．０５）。Ａ与 Ｂ，Ｃ与 Ｄ，Ａ与 Ｃ，
Ｂ与 Ｄ两两比较，差异均具有显著性意义（Ｐ＜
０．０５）。提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达表现为 ＧＥＭ诱导
时间和浓度依赖性（图 ２）。
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图 ２　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　Ａ：１μｇ／

ｍＬ２４ｈ组；Ｂ：１０μｇ／ｍＬ２４ｈ组；Ｃ：１μｇ／ｍＬ

４８ｈ组；Ｄ：１０μｇ／ｍＬ４８ｈ组；Ｅ：空白对照组
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３　讨　论

胰腺癌细胞对凋亡的抵抗导致胰腺癌对大多

数的抗肿瘤治疗如放疗、化疗不敏感，这是胰腺癌

预后极差的重要原因之一［２］。细胞凋亡在维持多

细胞动物的生长发育、体内平衡及免疫防御中起

着重要的作用，受相关基因包括凋亡促进基因和

凋亡抑制基因的双重控制。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是近年发现的一种凋亡抑制基因，属于
ＩＡＰ家族，是迄今为止发现的抑制凋亡作用最强的
凋亡抑制因子［３］。其抑制凋亡的机制主要是通过

直接或间接作用于凋亡蛋白酶级联通路的终末效

应因子 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７而发挥抗凋亡作用［４］；

ｓｕｒｖｉｖｉｎ也可抑制由细胞色素 Ｃ或 ｃａｓｐａｓｅ８诱导的
ｃａｓｐａｓｅ活化，能阻止 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的自发
活化；同时 ｓｕｒｖｉｖｉｎ也可与细胞周期凋亡因子 ＣＤＫ４
形成 ｓｕｒｖｉｖｉｎＣＤＫ４复合体，使 ｐ２１从 ＣＤＫ４的复合
体中释放出来，与线粒体 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３结合，形成
ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３／Ｐ２１复合物，抑制 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３激活成
活化的 ｃａｓｐａｓｅ３，从而阻止细胞凋亡［５］。

研究表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的组织分布具有明显细胞
选择性，在正常终末分化组织中不表达或低表达，

而在人类各种肿瘤组织中广泛表达。ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表
达与肿瘤患者的病程恶性进展、肿瘤的复发及耐

药性 密 切 相 关，其 过 度 表 达 预 示 患 者 的 预 后

差［６－８］。

目前由于胰腺癌对放射治疗不敏感，有学者

认为与凋亡促进因子的抑制和凋亡抑制因子的诱

导有着重要作用。Ａｓａｎｕｍａ等［９］以 ５个胰腺癌细
胞 系 ＰＡＮＣ１，ＡｓＰＣ１，Ｃａｐａｎ１，ＢｘＰｃ３及 ＭＩＡ
Ｐａｃａ２为实验对象，采用定量 ＲＴＰＣＲ技术，进行
了 ｓｕｒｖｉｖｉｎ作为胰腺癌细胞放射治疗抗性因子的
可能性及其可诱导性的研究，结果发现其表达与

辐射 敏 感 性 呈 负 相 关，ｓｕｒｖｉｖｉｎ表 达 水 平 高 的
ＰＡＮＣ１细胞对 Ｘ射线有较强的抵抗力，而较少表
达的 ＭＩＡＰａｃａ２细胞则非常敏感：经半致死量的 Ｘ
射线照射后 ＰＡＮＣ１细胞和 ＭＩＡＰａｃａ２细胞的 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ水平明显升高，Ｃａｓｐａｓｅ３酶活力受到
抑制；接受致死量照射后细胞的生存情况则明显

改善，提示 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达能直接降低胰腺癌的放
疗敏感性，因此通过抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达可能会增加
放射治疗的敏感性，达到增强治疗胰腺癌的目的。

本研究结果表明，２４ｈ和 ４８ｈＧＥＭ对 ＰＡＮＣ
１的 ＩＣ５０分别为（１．４８±０．２３）μｇ／ｍＬ和（３．１２±
０．３６）μｇ／ｍＬ。不 同 浓 度 的 ＧＥＭ 均 可 以 抑 制
ＰＡＮＣ１细胞生长，且表现为时间和浓度依赖性。

ＰＡＮＣ１对 ＧＥＭ的化疗敏感性随诱导时间增加而
降低。在人胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１内，加入 １μｇ／
ｍＬ（低）和 １０μｇ／ｍＬ（高）两种浓度的化疗药物
ＧＥＭ，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ在加药后 ２４ｈ和 ４８ｈ分别较
加药前约上升了（１．３４±０．１２），（２．４０±０．１７）
倍和（３．３３±０．２０），（４．４１±０．１８）倍，蛋白上
升了（１．２０±０．０７），（１．４８±０．１９）倍和（２．９０±
０．０４），（４．５０±０．２０）倍。ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达上升呈
现 ＧＥＭ诱导时间和浓度依赖关系。Ｉｋｅｇｕｃｈｉ等［１０］

研究，在胃癌细胞中，利用顺铂处理会出现 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ和蛋白质表达水平上升。表明 ＰＡＮＣ１
对 ＧＥＭ的化疗敏感性降低可能与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达上
升有关。

由此推测，ＧＥＭ 诱导胰腺癌细胞内 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ｍＲＮＡ和蛋白表达升高，可能是胰腺癌细胞逃避
化疗药物毒性的机制之一。ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的升高可
能参与了 ＰＡＮＣ１对 ＧＥＭ的耐药性的产生，抑制
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达可能提高 ＰＡＮＣ１细胞对化疗药物
的敏感性。
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