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　　［摘要］　背景与目的：由己建立的小鼠基因打靶模型证实，K-ras突变启动了胰腺癌前病变—胰腺上皮

内瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasia，PanIN)，p53、p16失活均可单独促进小鼠PanIN发展为浸润

性胰腺癌。作为人胰腺癌中另一失活频率高发的抑癌基因Smad4，本课题组前期研究提示，应用RNA干扰技术

沉默PanIN细胞株中内源性Smad4表达，促使PanIN细胞恶性转化。基于此目的，本研究进一步探讨siRNA干扰

Smad 4基因对PanIN细胞体内外增殖及转移能力的影响，从而有助于阐明PanIN恶性转化的新机制。方法：构建

和筛选能特异性静默PanIN细胞中Smad4表达的最佳siRNA稳定表达质粒,稳定转染最佳siRNA表达质粒进入PanIN

细胞，用Zeocin筛选稳定转染克隆，挑选阳性克隆、扩增，稳定转染后细胞命名为PanIN-S。本研究运用细胞

计数、克隆形成实验等分别比较两组在活细胞率和体外增殖能力的影响，同时为进一步验证Smad 4基因静默

对PanIN细胞体外迁移、侵袭能力的影响，本研究采用Transwell和Mitigel assay检测其干扰前后体外运动、

侵袭能力。动物实验中，建立PanIN及PanIN-S细胞组裸鼠移植瘤模型，并应用免疫组化方法检测并比较两组

PCNA、VEGF和MMP-9的表达及其差异。结果：成功构建了Smad4基因siRNA体系；体外实验中与PanIN组相比，

PanIN-S组细胞增殖、侵袭能力明显增强，差异有统计学意义(P<0.05)；动物模型免疫组化结果显示，与PanIN

组相比，PanIN-S组PCNA、VEGF和MMP-9表达显著增高(P<0.05)。结论：K-ras突变基础上小鼠PanIN细胞Smad4

基因静默促使PanIN细胞的恶性转化；PanIN基础上Smad4静默促使小鼠PanIN细胞体内外增殖及转移能力的增

强，其增殖及转移可能与PCNA、VEGF和MMP-9高表达有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) may be a precursor 
lesion of infiltrating pancreatic ductal adenocarcinoma. The mutation of the phenotypic impact of K-ras G12D alone, 
silencing of p53 and p16 could promote this process. The role of Smad4 in this progression was poorly understood. 
In our previous studies, we investigated that RNA interference silence of Smad4 to promote the PanIN cell malignant 
transformation. In the present study, we investigate. The further explores the siRNA interference of Smad4 expression 
on PanIN cells could lead to proliferation and metastasis in vitro and in vivo. Methods: Smad4 knock-down PanIN 
cells (PanIN-S) were established by stable transfection with lentiviral-mediated Smad4 RNA interference. In vitro, 
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silence of Smad4 enhanced the proliferation of PanIN cells as determined by cell counting. A soft agar assay was used 
to assess the anchorage-independent growth ability of cells.  Cell migration and invasion assays were performed using 
transwell chambers with or without Matrigel. In xenograft model experiments, PCNA, VEGF and MMP-9 staining was 
separately used to evaluate cell proliferation and angiogenesis and migration (VEGF and MMP-9). Results: Effect of 
siRNA of Smad4 gene in PanIN cells was confirmed by real-time RT-PCR and western blot. In vitro, silence of Smad4 
enhanced the proliferation of PanIN cells as determined by cell counting. Soft agar assay showed that there were more 
colony cell numbers in PanIN-S cells compared with PanIN cells (P<0.05). Using the transwell assay, we observed 
that PanIN-S cells migrated faster than PanIN cells and similar results were obtained by Matrigel assay (P<0.05). 
Furthermore, immunohistochemical analysis of the harvested tumors suggested that Smad4 silencing was associated 
with cell proliferation (PCNA reactivity) and angiogenesis and migration (VEGF and MMP-9), and the expressions of 
PCNA, VEGF and MMP-9 in PanIN-S group were significantly increased (P<0.05). Conclusion: Silence of Smad4 in 
PanIN cells enhanced progression to invasive adenocarcinoma of the pancreas by promoting cell growth, migration and 
invasion. Smad4 might be a new diagnostic marker in pancreatic cancer and prove to be a feasible and novel target for 
therapeutic intervention.
  　［Key words］ siRNA interference; Smad4 gene; PanIN cell; Proliferation; Migration

　　胰腺癌一旦诊断大约85%有局部和(或)远

处转移，失去手术机会，预后极差，基于此，

胰腺癌的早期诊断一直是该领域研究的热点与

难点问题之一，为此深入研究胰腺癌的癌前病

变胰腺管内上皮瘤变(pancreatic intraepithelial 

neoplasia，PanIN)的分子恶性转化机制［1］，可

能是胰腺癌早期诊断并寻找有效治疗方法的关

键所在。PanIN是近几年提出的新术语并被认为

是胰腺癌前病变之一［2］。

　　本课题组前期研究表明，PanIN细胞的致

瘤性，但并未见肺脏、肝脏、胰腺等器官转

移，其病变类型类似于结肠腺瘤，组织病理学

检查证实为PanIN1-PanIN2［3］。进一步研究采

用siRNA干扰技术静默Smad4基因的表达，证

实PanIN基础上的Smad4基因静默能导致进展

期胰腺癌的发生，其病理结果符合胰腺导管腺 

癌［4-5］。然而，Smad4静默后对PanIN细胞恶性

转化机制尚未阐明，故研究提示，本研究在前

期研究的基础上，进一步探讨Smad4基因静默后

其恶性转化机制，为胰腺癌的靶向治疗提供新

的思路。

1　材料和方法

1.1　实验材料

1.1.1　细胞

　　PanIN细胞由英国剑桥大学Tuveson D.A.教

授惠赠，其为 K-ras突变小鼠基因打靶胰腺

PanIN模型并经体外建系而来，在基因突变分

析PanlN细胞中除可检测到K-rasG12D突变外

无p16、Tp53、Smad4突变或缺失，LoxP-Stop-

LoxP-K-rasG12D的建立参照参考文献［5］。

1.1.2　动物

　　无特殊病原体(SPF)级BALB/c裸鼠10只，5

周龄，雌雄不限，由中国科学院上海实验动物

中心提供。

1.1.3　试剂

　　Smad4抗体(H-552，Santa Cruz，1∶500)，

TRIzol试剂(Invi t rogen公司)，RT-PCR试剂

盒(Takara公司)，LipofectamineTM2000试剂盒

(Invitrogen公司)，PCNA抗体(Cell Signaling公司 

1∶2000)；VEGF抗体(Cell Signaling Technology，

1∶100 )；MMP-9抗体(Santa Cruz，1∶50)，免

疫组化试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限

公司，Smad4等引物由上海英骏生物技术公司 

合成［4］。

1.2　体外实验

1.2.1　细胞计数及生长曲线 

　　分别取对数生长期的PanIN、PanIN-S细

胞，0.25%胰酶消化，0.4%台盼蓝染色，并用计

数板进行活细胞计数，以绘制体外生长曲线，

其具体方法如下：用10%胎牛血清的RPMI-1640

培养液悬浮细胞，接种至5个6孔板(每组设3个

复孔)，每孔细胞数为5 000个，置于37 ℃、CO2
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体积分数为5%的培养箱中培养，每24 h计数1

次，每组计数后取平均值。计数期间每3天换液

1次。以培养时间为横坐标，细胞数为纵坐标，

绘制生长曲线。

1.2.2　软琼脂克隆形成实验

　　分别取PanIN、PanIN-S细胞，接种于6孔板

(细胞数均为5 000个/孔)，每个细胞设3个复孔

对照，观察干扰前后在半固体培养基中的生长

情况。6孔板底层为0.6%琼脂糖培养基，上层

为0.3%琼脂糖培养基，培养箱中培养14~20 d，

计数细胞数>50的克隆数，上述实验至少重复3

次。细胞集落形成率=细胞集落数/接种的细胞

总量×100%。

1.2.3　Transwell小室体外运动实验

　　0.25%胰酶消化各组PanIN细胞、PanIN-S

细胞，计数并用无血清1640培养基稀释细胞至

浓度为1×106/mL。在Transwell小室(Chemicon

公司)下室加入含10％胎牛血清的1640培养基

500 µL，上室加入无血清培养基稀释的细胞悬

液200 µL，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的条

件下培养48 h。弃上室液体，用棉签轻轻拭去滤

膜上表面的未穿透的细胞，经甲醇固定15 min，

常规苏木素染色，选择5个高倍镜(×200)视野，

计数滤膜下表面的细胞数(穿膜细胞数)，以穿膜

细胞数表示其运动能力，每组设3个复孔，实验

重复3次。

1.2.4　Matrigel基质体外侵袭实验

　　0.25%胰酶消化各组PanIN细胞、PanIN-S

细胞，计数并用无血清RPMI-1640培养基稀释

细胞至浓度为1×106/mL。在含有Matrigel基质

的Transwell小室(Chemicon公司)下室加入含10％

胎牛血清的1640培养基500 µL，上室加入无血

清培养基稀释的细胞悬液200 µL，置于37 ℃、

CO2体积分数为5%的条件下培养48 h。弃上室

液体，用棉签轻轻拭去滤膜上表面的Matrigel基

质，经甲醇固定15 min，常规苏木素染色，选

择5个高倍镜(×200)视野，计数滤膜下表面的细

胞数(穿膜细胞数)，以穿膜细胞数表示其侵袭能

力，每组设3个复孔，实验重复3次。

1.2.5　移植瘤中PCNA、VEGF和MMP-9表达

检测

　　小鼠PanIN及PanIN-S胰腺移植瘤的构建及

病理鉴定参照参考文献［4］；两组移植瘤分

别石蜡包埋固定，石蜡切片脱蜡水化，3%过氧

化氢室温温育10 min以消除内源性过氧化物酶

活性；微波抗原修复20 min，滴加正常山羊血

清封闭液20 min，加入第一抗体4 ℃下过夜后洗

片，加入第二抗体并在室温下温育30 min后洗

片，加入ABC并在室温下温育30 min洗片，加入

DAB试剂盒并行显色反应，脱水、封片(PCNA 

1∶2 000；VEGF 1∶100；MMP-9 1∶50)；

PCNA主要表达于细胞核，细胞核中出现棕黄色

颗粒者为阳性细胞，VEGF和MMP-9主要表达

于细胞质中，以细胞质中出现棕黄色颗粒为阳

性，随机选取5个视野(×400)，计算阳性细胞百

分率，其数据处理由我院图像分析处理室专用

软件完成。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 11.0统计分析软件进行数据分

析，计量资料除特别说明外，采用x±s表示，组

间比较采用独立样本t检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　　果

2.1　PanIN细胞干扰前后细胞生长能力的变化

　　随着实验时间的延长，两组细胞数目有不

同程度的增加，但PanIN-S组细胞数目较PanIN

组增加明显，差异有统计学意义(P<0 .05， 

图1)。  

2.2　PanIN细胞干扰前后细胞增殖能力的变化

　　在体外软琼脂克隆形成中，随着实验时间

的延长，与PanIN组相比，PanIN-S组细胞活

力及增殖增强，差异有统计学意义(P<0.05， 

图2)。

2.3　PanIN细胞干扰前后细胞转移、侵袭能力

的变化

　　与PanIN细胞组相比，PanIN-S细胞组细胞

迁移及侵袭能力明显增加，差异有统计学意义

(P<0.05，图3)。
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图 1　两组细胞生长能力比较 

Fig. 1    Comparison of the growth curve between PanIN and 

PanIN-S cells

2.4　PCNA、VEGF和MMP-9在PanIN及

PanIN-S移植瘤中的表达

　　PCNA主要表达于增殖的肿瘤上皮细胞中，

以细胞核中出现棕黄色颗粒为阳性，结果显

示，PanIN-S组表达阳性率显著高于PanIN组，

分别为89.3%±10.1%、69.7%±8.5%，且差异

有统计学意义(P<0.05，图4-6)。

　　VEGF和MMP-9主要表达于细胞质中，以

细胞质中出现棕黄色颗粒为阳性结果显示，

PanIN-S组表达阳性率显著高于PanIN组，且差

异有统计学意义(P<0.05)。

图 2　两组间软琼脂克隆形成数目比较 

Fig. 2    Comparison of the cloning numbers of cells in soft agar in different groups 

  A: PanIN; B: PanIN-S; C: Soft agar assay.

图 3　Transwell和Matrigel体外运动、侵袭实验

Fig. 3    Cell migration and invasive assay by transwell 

(×200)

  A: PanIN; B: PanIN-S.

图 4　两组移植瘤中PCNA表达

Fig. 4    The expressions of PCNA in PanIN and PanIN-S groups 

(×400)

  A: PanIN; B: PanIN-S.

     
                            
           

图 5　两组移植瘤中VEGF表达

Fig. 5    The expressions of VEGF in PanIN and PanIN-S groups

(×400)

  A: PanIN; B: PanIN-S.

图 6　两组移植瘤中MMP-9表达

Fig. 6    The expressions of MMP-9 in PanIN and PanIN-S groups

(×400)

  A: PanIN; B: PanIN-S.
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3　讨　　论  

　　由于PanIN是近几年提出的新术语并被认

为是胰腺癌前病变，至今尚无他人分离和建立

PanIN细胞株。以前获得的有关Smad4在早期

PanIN细胞中表达而在后期PanIN和胰腺癌中缺

失的证据主要来源于对外科术后PanIN和胰腺

癌的混合性组织以及胰腺癌细胞株的分析而不

是来自对PanIN细胞的研究［4］。文献报道，在

PanIN及胰腺癌中Smad4基因突变率约50%，在

其他肿瘤中Smad4基因的失活频率通常<10%，

表明Smad4基因在PanIN及胰腺癌发生中是较特

异的肿瘤抑制基因，深入研究其恶性转化机制

具有重要意义［6］。抑癌基因Smad4是TGF-β信

号传导途径中的关键性中间传导分子［7］，而

TGF-β是一种具有多功能活性的细胞因子，在

组织的发育、再生、修复中起重要作用，并与

肿瘤发生、转移等生物学改变密切相关。正常

情况下，TGF-β-Smad4 信号传导途径通过阻

断细胞周期中的G1/S转换和促进细胞凋亡而抑

制细胞生长。Smad4缺失将促进上皮-间质的转

换、细胞失控性生长等生物学效应，进而导致

肿瘤的发生。

　　本研究采用台盼蓝染色细胞计数以及软琼

脂克隆形成实验等方法证实，Smad4基因静默可

促进PanIN细胞生长、增殖能力的增强，与Duda

等［8］的研究结果一致。

　　Smad4参与调节细胞的增殖，可以解释其

在PanIN恶性转化中的作用，而Smad4作为TGF-

β-Smad4信号传导途径中关键分子，是否影响

PanIN细胞的其他生物学行为，将是我们下一

步研究关注的内容。本研究采用Transwell、侵

袭实验及黏附实验，观察Smad4干扰前后PanIN

细胞体外运动、侵袭能力，与PanIN组相比，

PanIN-S组细胞迁移及侵袭能力明显增强，差异

有统计学意义(P<0.05)，与Han等［9］研究结果 

一致。

　　PCNA是一种酸性蛋白，仅在增生细胞中合

成和表达，为DNA合成和复制所必需，在细胞

增殖过程中起重要作用，是评价细胞增殖状态

的重要指标。本实验中研究发现，PanIN-S组

PCNA阳性表达率显著高于未干扰PanIN组，提

示Smad4基因沉默可显著促进PanIN细胞增殖，

并可发展为进展期胰腺导管腺癌，与体外研究

结果一致。

　　肿瘤的发生，不仅涉及细胞增殖，其与血

管形成、细胞外基质改变等亦密切相关；VEGF

是体内一种强效力的促血管生成因子，能直接

或间接参与血管生成，在肿瘤的发生、发展及

预后中具有极其重要的地位。本研究采用免疫

组化技术标记PanIN及PanIN-S移植瘤组织，

结果显示，PanIN组VEGF阳性表达率较低，而

PanIN-S组，其表达明显增加，提示VEGF可能

与其远处转移高度相关。MMP-9是基质金属

蛋白酶(MMPs)家族中的重要一员，主要功能是

降解Ⅳ型胶原，而Ⅳ型胶原又是基底膜的主要

成分，而基底膜的降解既是肿瘤浸润和转移过

程中的关键步骤，同时又是肿瘤血管形成的重

要环节，本研究结果显示，PanIN-S组表达阳

性率显著高于PanIN组，且差异有统计学意义

(P<0.05)，提示Smad4静默小鼠转移性胰腺癌模

型中，其远处转移可能与MMP-9高表达有密切

关系。以上研究均与体外实验结果相符。

　　综上所述，本研究证实K-ras突变基础上小

鼠PanIN细胞Smad4基因静默增强PanIN细胞增

殖、侵袭能力；其增殖及转移可能与PCNA、

VEGF和MMP-9高表达有关，有望为胰腺癌的

靶向治疗提供新的思路，具有重要的潜在应用 

价值。
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