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轴突诱导因子４Ｄ对人胰腺癌细胞增殖、迁移及血管生成的影响
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摘要：　目的　探讨ｓｉＲＮＡ沉默轴突诱导因子４Ｄ（Ｓｅｍａ４Ｄ）对人胰腺癌细胞增殖、迁移及血管生成的影响。方法
　设计合成Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ，转染至人胰腺癌细胞系中，瞬时转染４８ｈ后利用反转录聚合酶链反应检测转染前后 Ｓｅ
ｍａ４ＤｍＲＮＡ表达的变化；瞬时转染７２ｈ后利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染前后Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白表达的变化；采用四甲基偶
氮唑蓝显色法观察转染后细胞生长变化；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验、划痕修复实验检测转染后人胰腺癌细胞迁移性的改变；
小管形成实验观察转染后人胰腺癌细胞培养上清液对血管形成能力的影响。结果　转染ｓｉＲＮＡ后，人胰腺癌细胞中
Ｓｅｍａ４ＤｍＲＮＡ和Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白表达、胰腺癌细胞的生长速度均较阴性对照组和空白对照组下降（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验和划痕修复实验显示，胰腺癌细胞穿膜细胞数和划痕修复率显著低于阴性对照组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；
小管形成实验显示，转染ｓｉＲＮＡ组、阴性对照组和空白对照组血管形成数目分别为０．５０±０．０２、１．４５±０．６０、１．３７±
０５２，组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ能够在胰腺癌细胞中引发ＲＮＡ干扰效应，下调
Ｓｅｍａ４Ｄ基因表达，抑制胰腺癌细胞增殖，使胰腺癌细胞迁移能力明显下降，抑制血管生成。
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　　胰腺癌是预后最差的消化系统恶性肿瘤之一，
患者 ５ａ生存率低于 ５％［１］。轴突诱导因子 ４Ｄ
（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ４Ｄ，Ｓｅｍａ４Ｄ）可以诱导轴突生长锥的定
向生长，对神经发育影响重大。Ｓｅｍａ４Ｄ及其受体与
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肿瘤的发生、发展关系密切，多种肿瘤细胞如头颈鳞

状细胞癌、乳腺癌、前列腺癌和结肠癌等均可表达Ｓｅ
ｍａ４Ｄ［２］，Ｓｅｍａ４Ｄ表达上调可以促进恶性肿瘤细胞生

长和肿瘤内部血管生成［３４］。Ｓｅｍａ４Ｄ在胰腺癌细胞

中高表达，可促进胰腺癌的增殖活力［５］。本研究采用

ＲＮＡ干扰技术，以化学合成的 ｓｉＲＮＡ瞬时转染胰腺
癌细胞，抑制 Ｓｅｍａ４Ｄ在胰腺癌细胞中的表达，探讨
Ｓｅｍａ４Ｄ对胰腺癌细胞增殖、迁移及血管生成的影响，
以期为胰腺癌患者的治疗提供新的靶向因子。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂　倒置相差显微镜（日本 Ｏ

ＬＹＭＰＵＳ公司），Ｂｉｏｔｅｃｈ酶联免疫检测仪、微量移液
器（北京Ｇｉｌｓｏｎ公司），ＩＰＰ图像分析系统（美国Ｉｎｔｅｌ
公司），高速离心机（上海安亭仪器厂），一次性细胞

培养瓶、９６孔细胞培养板、２４孔细胞培养板、Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），ＣＯ２饱和湿度培养
箱（美国ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司），可调波长式微孔板酶
标仪（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公司）。胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（杭州四季青生物制品有限公
司），Ｍｅｄｉｕｍ１９９（Ｍ１９９）和达尔伯克改良伊格尔培
养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
（美国Ｇｉｂｃｏ公司），基质胶（美国 Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司），
ＲＮＡ提取试剂盒（北京 ＴａＫａＲａ公司），琼脂糖凝胶
回收试剂盒（上海生工生物工程有限责任公司），脂

质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｒｍｉｎｅＴＭ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

１．２　细胞培养和处理
１．２．１　细胞培养　人胰腺癌细胞 ＭｉａＰａＣａ２和人
脐静脉内皮细胞（ｈｕｖｅｃｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）分别由美国菌种保藏中心和中
国科学院上海细胞所提供，均置于含体积分数１０％

ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ中，于体积分数５％ＣＯ２３７℃恒温培
养箱中培养，取对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ的合成和转染　参考文献［６］方法，
采用靶向Ｓｅｍａ４Ｄ基因ｓｉＲＮＡ靶序列和阴性对照序
列。正义链：５′ＧＧＣＣＵＧＡＧＧＡＣＣＵＵＧＣＧＡＡＧＡＴＴ
３′，反义链：５′ＵＣＵＵＣＵＧＣＡＡＧＧＵＣＣＵＣＡＧＧＣＣＴＴ
３′；ｓｉＲＮＡ由上海生工生物工程有限责任公司合成。
ＭｉａＰａＣａ２细胞置于含体积分数 １０％ ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ中于含体积分数５％ＣＯ２的３７℃恒温培养
箱中培养，每３ｄ更换培养液，细胞长满时消化传
代。将生长良好、处于对数生长期的细胞以 １×

１０９Ｌ－１接种于６孔培养板，细胞融合达８０％ ～９０％

时，参照脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｒｍｉｎｅＴＭ２０００使用说明书进

行转染，转染浓度为１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。实验分为转染

ｓｉＲＮＡ组（Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ组）、阴性对照组（Ｓｅ
ｍａ４ＤＮＣ组）和空白对照组。
１．３　反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测 Ｓｅｍａ４Ｄ

ｍＲＮＡ表达　于转染４８ｈ后，收获各组细胞１×１０６

个，按ＴＲＩｚｏｌ的操作说明提取总 ＲＮＡ，按反转录试
剂盒操作方法获得单链 ｃＤＮＡ，以此为底物用 ＰＣＲ
检测 Ｓｅｍａ４Ｄ基因的表达，参考文献［７］并根据
ＧｅｎＢａｎｋ中报道的Ｓｅｍａ４Ｄ核苷酸序列设计Ｓｅｍａ４Ｄ
基因的引物序列：上游引物为５′ＴＧＴＣＴＧＴＧＧＡＧＴＡＴ
ＧＡＧＴＴＴＧＴＧＴＴ３′，下游引物为３′ＧＧＧＴＧＴＡＧＴＴＣＡ
ＣＡＴＣＴＴＴＣＴＴＧＡＴ５′，产物片段长度 ５５２ｂｐ。内参照

βａｃｔｉｎ基因的引物序列：上游引物为５′ＣＣＡＡＧＧＣ
ＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣ３′，下游引物为３′ＡＧＧ
ＴＡＣＡＴＧＴＧＴＧＣＣＧＣＣＡＧＡＣ５′，扩增片段长度为
５８７ｂｐ，ＰＣＲ引物均由捷瑞生物工程（上海）有限公
司合成。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，ＹＬＮ２０００凝
胶成像分析系统，测定各条带的积分吸光度，每个条

带测定１０次。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白
表达　收集转染７２ｈ后的各组细胞，放射免疫沉淀
测定（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解后
收集各组细胞的总蛋白，二辛可酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定总蛋白水平。取５０μｇ蛋白进行
质量分数为１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离，湿转法将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜并

用质量分数 ５％的脱脂牛奶封闭。分别加入 １
１０００稀释的Ｓｅｍａ４Ｄ多克隆抗体，１１０００稀释的

βａｃｔｉｎ抗体，ＴｒｉｓＨｃｌ缓冲液漂洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，４℃冰箱内摇床孵育过夜，次日加入辣根过
氧化物酶标记的二抗孵育１ｈ，增强型化学发光试剂
显影、定影，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析条带灰度值。
１．５　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍ，ＭＴＴ）法检测转染后人胰腺癌细胞的增殖抑制
率　取各组对数生长期细胞，按每孔２０００个接种于
９６孔板中，每孔加入 １００μＬ培养基，细胞融合达

８０％～９０％时，进行转染，转染浓度为１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。

收获细胞前４ｈ，每孔加入 ＭＴＴ液２０μＬ，继续培养
４ｈ后弃培养液，每孔加入二甲基亚砜１５０μＬ，室温
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下振荡１０ｍｉｎ。应用酶标仪在５７０ｎｍ波长下检测
转染后第１２、２４、４８、７２、９６ｈ细胞的吸光度值，每组
计数３孔，取平均值，以不加血清的ＲＰＩＭ１６４０为空
白调零。分别检测人胰腺癌细胞在 ０、２４、４８、７２、
９６ｈ的吸光度值，并绘制生长曲线图。
１．６　体外迁移实验检测人胰腺癌细胞迁移能力　
收集各组转染７２ｈ的细胞，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上下室之
间的滤膜孔径为直径８μｍ，上室接种细胞每孔５×
１０４个，培养１２ｈ，１００倍光镜下计数各组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上室细胞穿过滤膜到下窒面的细胞数。随机计

数５个视野内的细胞数，取平均值。用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室上室细胞穿过滤膜到下窒面的细胞数表示胰腺癌

细胞迁移能力。

１．７　划痕修复实验检测人胰腺癌细胞迁移能力　
收集各组转染４８ｈ的细胞，每孔１×１０９Ｌ－１个细胞接
种于６孔培养板，继续培养２４ｈ，细胞融合达到８０％
时，采用２００μＬ枪头在６孔板中划３条平行线，用磷
酸盐缓冲液漂洗２次去除划下的悬浮细胞，继续培养
２４ｈ后，倒置显微镜下分别观察划痕后０ｈ和４８ｈ时
划痕中细胞的迁移情况。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分
析划痕宽度，以划痕修复率反应细胞的横向迁移能

力。划痕修复率（％）＝（０ｈ划痕宽度－４８ｈ划痕宽
度）／０ｈ划痕宽度。实验重复３次。
１．８　体外ＨＵＶＥＣ小管形成实验　收集各组转染
７２ｈ的人胰腺癌细胞上清液，基质胶４℃过夜冻融，
在预冷的９６孔板中每孔加入５０μＬ基质胶，３７℃
孵育４５ｍｉｎ。ＨＵＶＥＣ经胰蛋白酶消化后计数，调整
ＨＵＶＥＣ浓度为５×１０８Ｌ－１，在各孔分别加入２０μＬ
ＨＵＶＥＣ悬液并使其分布均匀，之后在孔中分别加入
细胞上清液２０μＬ，孵育１２ｈ后镜下观察并拍照。
每孔取３个视野计数小管形成数。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析。计量资料以均数±标准差（珋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　ｓｉＲＮＡ对人胰腺癌细胞中 Ｓｅｍａ４ＤｍＲＮＡ和
Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白表达的影响　转染 Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ
４８ｈ后，转染ｓｉＲＮＡ组、阴性对照组和空白对照组
人胰腺癌细胞中Ｓｅｍａ４ＤｍＲＮＡ的相对表达量分别
为 ０．５３５±０．００８、１２７７±０．９２１、１．２９７±０．０１０，转

染ｓｉＲＮＡ组人胰腺癌细胞中 Ｓｅｍａ４ＤｍＲＮＡ相对表
达量显著低于阴性对照组和空白对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；阴性对照组人胰腺癌细胞中
Ｓｅｍａ４ＤｍＲＮＡ的相对表达量与空白对照组比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转
染Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ７２ｈ后 Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白在胰腺癌细
胞中的表达，结果显示，转染 ｓｉＲＮＡ组、阴性对照组
和空白对照组人胰腺癌细胞中 Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白相对表
达量分别为２２１±０３０、３．４５±０．２５、３．２８±０．３０，
转染ｓｉＲＮＡ组人胰腺癌细胞中 Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白水平显
著低于阴性对照组和空白对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）；阴性对照组人胰腺癌细胞中 Ｓｅｍａ４Ｄ
蛋白水平与空白对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）（图１）。

１．转染ｓｉＲＮＡ组；２．阴性对照组；３：空白对照组。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｍｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ对人胰腺癌细胞中Ｓｅｍａ４Ｄ

蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｍａ４Ｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．２　ｓｉＲＮＡ对人胰腺癌细胞增殖能力的影响　结
果见表１。转染ｓｉＲＮＡ组转染后第４８、７２、９６ｈ人胰
腺癌细胞的生长速度显著低于阴性对照组和空白对

照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；阴性对照组人
胰腺癌细胞的生长速度与空白对照组比较差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）
２．３　ｓｉＲＮＡ对人胰腺癌细胞迁移能力的影响　Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示，转染 ｓｉＲＮＡ组、阴性对
照组和空白对照组穿膜细胞个数分别为 ９６．００±
５９０、１４５．００±７．６０、１３７．００±９．６０；转染 ｓｉＲＮＡ组
穿膜细胞个数显著低于阴性对照组和空白对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；见图２Ａ。细胞划痕
修复实验结果显示，转染 ｓｉＲＮＡ组、阴性对照组和
空白对照组划痕修复率分别为（４０．１６±３．６０）％、
（６６．１２±４．７０）％、（７０．０１±５．０１）％，转染 ｓｉＲＮＡ
组划痕修复率显著低于阴性对照组和空白对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；见图２Ｂ。
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表１　ｓｉＲＮＡ对人胰腺癌细胞增殖能力的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ （珔ｘ±ｓ）

组别
吸光度

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
转染ｓｉＲＮＡ组 ０．５０３±０．０３３ ０．８５５±０．０３７ １．０９４±０．０２９ａ １．１２５±０．５０１ａ １．２４７±０．０３９ａ

阴性对照组 ０．５０８±０．０２９ ０．８６０±０．０４５ １．２１２±０．０２９ １．４１１±０．０４１ １．７８０±０．０３３
空白对照组 ０．４９０±０．０４０ ０．８７１±０．０３１ １．２２０±０．０４３ １．３９０±０．０３７ １．７９０±０．０４１

　　注：与阴性对照组和空白对照组比较ａＰ＜０．０５。

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验；Ｂ：细胞划痕修复实验。１：转染ｓｉＲＮＡ组；２：阴性对照组；３：空白对照组。

图２　ｓｉＲＮＡ对胰腺癌细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

２．４　ｓｉＲＮＡ对体外 ＨＵＶＥＣ小管形成的影响　转
染ｓｉＲＮＡ组、阴性对照组和空白对照组血管形成数

目分别为０．５０±０．０２、１．４５±０．６０、１．３７±０．５２，组
间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图３）。

Ａ：转染ｓｉＲＮＡ组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：空白对照组。

图３　转染Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ后对体外ＨＵＶＥＣ小管形成的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＳｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡｏｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｔｕｂｕｌｅｓｉｎｖｉｔｒｏ

３　讨论

胰腺癌起病隐匿，发展较快，易发生转移，手术

切除率低，预后极差，已成为危害人类健康的“癌中

之王”。随着基因治疗技术的发展，分子靶向治疗

有望为胰腺癌的治疗提供新的希望。当前针对胰腺

癌的治疗方法不断发展和进步，但总体疗效仍较差，

需要进一步深入探索其发生、发展的机制，从而施行

靶向治疗。ＲＮＡ干扰技术作为一种高度特异的基
因沉默方法被广泛应用，本研究以化学合成的 ｓｉＲ
ＮＡ瞬时转染胰腺癌细胞，抑制Ｓｅｍａ４Ｄ在人胰腺癌
细胞中的表达，转染后４８ｈＳｅｍａ４ＤｍＲＮＡ表达明
显下降，转染 Ｓｅｍａ４ＤｓｉＲＮＡ７２ｈ后，Ｓｅｍａ４Ｄ蛋白
表达明显下降，抑制效率明显。

有文献报道，Ｓｅｍａ４Ｄ与神经丛素Ｂ１结合后，
激活小分子三磷酸鸟苷酶结合蛋白癌基因（Ｒａｔｓａｒ

ｃｏｍａ，Ｒａｓ）的同源基因家族ＡＲａｓ，导致有丝分裂原
活化蛋白激酶和丝氨酸苏氨酸蛋白激酶的磷酸化，

从而增强胰腺癌细胞的侵袭力［５］。Ｓｅｍａ４Ｄ的表达
与胰腺癌分期、淋巴结转移、脉管内瘤栓及血管生成

等相关［８］。本研究结果亦表明，采用ＲＮＡ干扰技术
抑制胰腺癌中 Ｓｅｍａ４Ｄ的表达后，胰腺癌细胞生长
速度、迁移能力均明显降低。

有研究证明，Ｓｅｍａ４Ｄ在许多肿瘤中高表达［９］，

并且还能通过其受体神经丛素Ｂ１诱导血管生
成［１０］。而实体瘤的生长和转移依赖新生血管形成，

肿瘤生长所需的氧气和营养均需要靠血管生成来维

持相应的血液循环和物质交换，因此，抑制新血管生

成是近年来治疗肿瘤的新策略［１１］。血管生成在肿

瘤发展、侵袭及转移过程中的作用举足轻重，Ｓｅ
ｍａ４Ｄ表达与肿瘤内皮细胞迁移和肿瘤血管形成有
关［１２］。本研究结果亦表明，采用 ＲＮＡ干扰技术抑
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制胰腺癌中Ｓｅｍａ４Ｄ的表达后，ＨＵＶＥＣ小管形成试
验未见血管生成，而对照组均有血管生成，表明抑制

Ｓｅｍａ４Ｄ的表达后，胰腺肿瘤血管形成能力明显
下降。

综上所述，Ｓｅｍａ４Ｄ的表达在胰腺癌细胞的增
殖、生长、迁移及血管生成中具有重要作用，而采用

ＲＮＡ干扰技术可以明显抑制Ｓｅｍａ４Ｄ在胰腺癌细胞
中的表达，抑制胰腺癌细胞的生长、迁移和血管生

成，有望成为胰腺癌的新治疗靶点。
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