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RNA 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1
原癌基因 AKT2 表达的影响
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【摘要】目的 探讨 RNA干扰质粒抑制胰腺癌细胞系 Panc-1 原癌基因 AKT2 的表达对胰腺癌细胞生长和凋亡的影
响，并初步探讨其作用机制。方法 选择胰腺癌细胞系 Panc-1，构建特异性抑制 AKT2 表达的 RNA 干扰质粒，瞬时和
稳定转染胰腺癌细胞，采用 MTT法及软琼脂克隆形成实验检测胰腺癌细胞生长能力，Heochst染色及 Annexin V-FITC /
PI染色法检测细胞凋亡情况，通过 Western blot方法检测凋亡蛋白 caspase-3 表达; 并进行裸鼠移植瘤体内转染实验。结
果 采用 RNA干扰质粒沉默胰腺癌细胞系 Panc-1 原癌基因 AKT2，能够有效抑制胰腺癌细胞 Panc-1 体外生长能力、促
进细胞凋亡，诱导凋亡激酶 caspase-3 的表达; 动物体内实验结果显示，干扰质粒能够有效抑制胰腺癌细胞系 Panc-1 在
动物体内的成瘤能力。结论 RNA干扰质粒抑制原癌基因 AKT2 表达，可有效抑制胰腺癌细胞生长，促进凋亡，针对
原癌基因 AKT2 的基因治疗对胰腺癌具有重要的潜在应用价值。
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【Abstract】Objective To explore the effect of RNA interference ( RNAi) plasmid on proliferation，ap-
optosis of status of Panc-1 cells by silencing oncogene AKT2，and investigate its possible mechanism. Methods

Pancreatic cancer cell line Panc-1 was applied to constructe the RNAi plasmid-targeting oncogene AKT2 and
to transfect cells transiently and stably. The proliferation status was determined using CCK-8 method and soft
agar colone formation test. The apotosis status of the cancer cells in vitro was determined using Heochst and An-
nexin V-FITC /PI methods. The protein level of AKT2 and caspase-3 kinase were detected using Western blot-
ting. Finally，we evaluate the in vivo effect of the recombinant plamids on Panc-1 cells. Results By silencing
the oncogenes AKT2，RNAi plasmid effectively down-regulate the mRNA and protein levels of of AKT2 in
Panc-1 cells reduced cell proliferation and colony formation of Panc-1 cells，induced apoptosis in Panc-1 cells，
increased the protein level of caspase-3 protein，and inhibited tumor growth in vivo. Conclusions RNAi can
inhibit the expression of oncogene AKT2 and therefore effectively inhibit the growth of pancreatic cancer cells
and promote their apoptosis. Gene therapy targeting AKT2 may be a promising target for pancreatic cancer.
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RNA 干扰 ( RNA interference，RNAi) 是生物体
内由同源性双链 RNA ( dsRNA) 引发的序列特异性
转录后基因沉默机制，由于 RNAi 能够高效而特异性
地阻断特定靶基因表达，因而在抗肿瘤治疗方面显
示了巨大的潜力和良好的应用前景［1］。蛋白激酶 B
( protein kinase B，PKB，AKT) 是一种丝氨酸苏氨酸
蛋白激酶，含 AKT1、AKT2、AKT3 3 种亚型［2］，其
中 AKT2 在多种肿瘤中均有表达［3］，AKT2 在约 20%
的胰腺导管腺癌中过度表达［4-5］。本实验采用 RNAi
技术，构建特异性抑制 AKT2 原癌基因表达干扰载
体，转染胰腺癌细胞系 Panc-1 及裸鼠体内移植瘤，
观察胰腺癌细胞系及在体肿瘤生长与凋亡的变化。

材料和方法

材料
将胰腺癌细胞系 Panc-1 置于含 10%胎牛血清的

RPMI 1640 培养基、5% CO2、37℃培养箱中培养;
BALB /c无胸腺小鼠 ( 简称裸鼠) 饲养于中国医学科
学院北京协和医院动物中心，无菌环境，恒温 25 ～
28℃，恒湿度; pcDNA 6. 2-GW /EmGFP-miR 载体系
统购自美国 Invitrogen公司。

AKT2 干扰序列设计、载体构建及细胞转染
利用 Invitrogen 网站 ( www. invitrogen. com /rnai)

提供的设计工具设计特异性抑制 AKT2 干扰序列:
5'-TGCTGTTGCCAAGGAGTTTGAGATAGGTTTTGGCC-
ACTGACTGACCTATCTCACTCCTTGGCAA-3'， 5'-CCT-
GTTGCCAAGGAGTGAGATAGGTCAGTCAGTGGCCAAA-
ACCTATCTCAAACTCCTTGGCAAC -3'。

阴性载体对照插入同人及鼠基因组 DNA 无同源
的序列: 5'-TGCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGT-
TTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT-3'，
5'-CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGG-
CCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTC-3'。

将退火后产生的 dsDNA 与线性 pcDNA 6. 2-GW /
EmGFP-miR 载体相连接，重组质粒转化大肠杆菌
TOP10 感受态细胞，铺含大观霉素 30 g /ml LB 琼脂
培养基平板，37℃培养。挑取单个菌落接种于 5 ml
LB培养基试管中 ( 含大观霉素 50 μg /ml) ，37℃振
荡培养过夜后进行质粒提取，通过 PCR 法及测序法

检测插入序列是否正确。实验设空白组 ( untreated
cell) 、阴性载体组 ( negative plasmid) 和质粒转染组
( anti-AKT2 ) ，分别进行瞬时及稳定转染。

原癌基因 AKT2 mRNA及蛋白水平检测
转染前 1 d 将无抗生素培养的 Panc-1 对数生长

期细胞接种于 6 孔板，每孔 5 × 105 个细胞; 并用
OptiMEM 分别稀释质粒 DNA和 Lipofectamine-2000 脂
质体 ( DNA∶脂质体为 1∶2 ) ，分别室温孵育 5 min 将
两者混合，20 min后，将混合物加入细胞培养基中，
收集转染后 1 和 5 d的细胞，离心，弃上清，取细胞
沉淀进行以下实验。

实时定量 PCR原癌基因 AKT2 mRNA 水平检测:
逆转录 AKT2 引物序列如下: 5'-CCCCCTTAAACAAC-
TTCTCCG-3'， 5'-CATCCACTCCTCCCTCTCGTC-3'， 扩
增产物为 100 bp; 逆转录内参 GAPDH引物序列如下:
5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'， 5'-GCCTTCTCCA-
TGGTGGTGAA -3'扩增产物为 100 bp。

Western blot 原癌蛋白 AKT2 基因水平检测: 从
细胞沉淀提取细胞总蛋白并采用 Bio-Rad试剂盒测定
蛋白浓度。裂解液上样前 100℃变性 10 min，采用
10%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE) ，上样
量为每孔 20 μg，冷室内转膜，130 mA ，1 ～ 2 h，转
膜后采用 10%脱脂牛奶封闭，分别加入一抗，二抗，
最后加入化学发光反应液，暗室曝光。

胰腺癌细胞生长、凋亡检测
采用细胞计数试剂盒 8 ( CCK-8 ) 方法绘制细胞

生长曲线。将转染后的细胞分别接种于 96 孔板中，
1000 细胞 /孔，CO2 孵箱培养 24 h; 从第 2 天开始，
每天在相同时间加入 100 μl 新鲜培养基，其中含 10
μl CCK-8 溶液，然后将 96 孔板置入培养箱 2 h; 在
吸光光度仪中读数，测量波长为 450 nm，参比波长
为 650 nm。对 96 孔板中稳转细胞系进行 5 d 连续检
测，每次每种细胞检测 3 孔，将数据绘制细胞生长
曲线，并对第 5 d细胞生长情况进行统计学分析。

软琼脂细胞克隆形成能力检测: 超净台混合配
置上层和下层含软琼脂培养液，下层培养液含 10%
胎牛血清 + 0. 5%软琼脂溶液 + 1 × RPMI 1640 培养
液; 上层培养液含 10%胎牛血清 + 0. 35%软琼脂溶
液 + 1 × RPMI 1640 培养液。首先铺下层软琼脂培养
液，24 孔板每孔加入 0. 5 ml 下层软琼脂培养液，
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4℃冰箱 20 min，待其凝固后，置入培养箱，使其温
度达到 37℃ ; 将上层软琼脂培养液分装至离心管中，
每管 1. 5 ml，加入 1500 个细胞，混合均匀后平均加
入 3 孔铺有下层软琼脂的 24 孔板中; 置 37℃培养箱
中培养 14 ～ 21 d，显微镜下观察克隆形成情况、计
数并采用 MTT法进行克隆染色。

Heochst法细胞凋亡定性检测: 用各组质粒分别
转染 6 孔板中的 Panc-1 胰腺癌细胞，转染后第 4 天，
取出 6 孔板，用 PBS 洗 3 次，5 min /次; 4% 甲醛
( PBS稀释) 固定 15 min; 弃甲醛，再次用 PBS 洗 3
次，5 min /次; 每孔加入 100 μl Heochst 33342 工作
液，暗处放置 10 min; 洗去 Heochst 33342 工作液，
再次 PBS洗 3 次，5 min /次，晾干; 加入抗荧光淬灭
封片液，用指甲油封片，荧光显微镜下观察并照相
记录。

Annexin-V-FITC /PI法细胞凋亡定量检测: 用各
组质粒分别转染 6 孔板中的 Panc-1 胰腺癌细胞，转
染后第 3 天收集培养基，并加入 1%胰酶消化贴壁细
胞，1000 r /min 离心 10 min，收集细胞; 用冰预冷
PBS清洗细胞 2 次，最后用结合缓冲液重悬细胞，
使其终浓度为 1 × 106 /ml; 将 100 μl 细胞悬液移入 5
ml试管中，每管加入 5 μl Annexin V-FITC和 5 μl PI，
同时设 3 管对照，分别为仅加入 5 μl Annexin V-FITC
和仅加入 5 μl PI 的未处理细胞及同时加入 Annexin
V-FITC和 PI的未处理细胞; 轻柔混匀，室温下，暗
处放置 15 min; 加入 400 μl结合缓冲液，并在 1 h内
上机检测。

动物实验
选取 4 ～ 6 周龄 BALB /c ( nu /nu ) 裸鼠 24 只，

体重约 18 ～ 20 g，雌性，分为 4 组，每组 6 只，未处
理组，PEI 处理组 ( 转染 PEI 试剂 ) ，阴性对照组
( 转染阴性载体质粒) 及实验组 ( 转染 anti-AKT2 质
粒) 。预先于每只裸鼠颈背部皮下成瘤。转染试剂为

PEI，质粒转染剂量 20 mg，采用肿瘤内多点注射方
法，共注射 2 次，间隔时间为 1 周，每周观察 2 次肿
瘤生长情况，测量并记录肿瘤体积和裸鼠体重，共 5
周。实验结束时，采用头颈断髓法处死小鼠，拍照，
肿瘤取材，切片，记录存档并分析实验结果。

统计学分析
每种实验至少重复 3 次。数据以 x ± s 表示，采

用 SPSS 12. 0 软件进行 One way ANOVA 分析。P ＜
0. 05 表示差异有统计学意义。

结 果

AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 AKT2
mRNA和蛋白表达的影响

实时定量 PCR 相对定量分析结果显示，构建的
干扰质粒可有效、特异地降低 Panc-1 细胞 AKT2 mR-
NA水平 ( 图 1A) : 干扰质粒 anti-AKT2 稳转细胞内
AKT2 mRNA水平是未转染组的 14. 5 %，和未转染
组及同剂量阴性载体组比较 P ＜ 0. 001，具有统计学
意义; 干扰质粒 anti-AKT2 稳转细胞内 AKT2 蛋白水
平亦下降 ( 图 1B) 。

AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 生长的
影响

第 5 天细胞生长曲线统计结果显示，干扰质粒
anti-AKT2 组生长能力是未转染组的 48. 6%，与未转
染组及同剂量阴性载体组比较差异具有统计学意义
( P ＜ 0. 001 ) ( 图 2 ) 。MTT结果显示，干扰质粒 anti-
AKT2 组克隆形成能力是未转染组的 24. 6%，与未
转染组及同剂量阴性载体组比较差异具有统计学意
义 ( P ＜ 0. 001 ) ( 图 3 ) 。

AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 凋亡的
影响

Heochst检测结果显示，干扰质粒 anti-AKT2 可较

图 1 AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 AKT2 基因和蛋白表达的影响
A. Panc-1 细胞 AKT2 mRNA水平变化，与未处理组或阴性载体组比较，* P ＜ 0. 05 ; B. Panc-1 细胞 AKT2 蛋白水平变化
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图 2 AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 生长的影响
A. 细胞生长曲线; B. 第 5 天 Panc-1 细胞生长情况，与未处理组或阴性载体组比较，* P ＜ 0. 05

图 3 AKT2 干扰质粒对胰腺癌细胞系 Panc-1 软琼脂克隆形成能力的影响
A. Panc-1 细胞软琼脂克隆形成实验; B. MTT法软琼脂克隆染色计数，与未处理组或阴性载体组比较，* P ＜ 0. 05

图 4 Heochst法示不同质粒转染胰腺癌细胞系 Panc-1 的凋亡

未转染组及同剂量阴性载体组更有效地诱导细胞凋
亡 ( 图 4 ) 。Annexin V-FITC /PI凋亡实验研究结果显
示，干扰质粒 anti-AKT2 可以有效诱发细胞凋亡，凋
亡率为 15. 3%，与未转染组及同剂量阴性载体组比
较差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 001 ) ( 图 5 ) 。

AKT2 干扰质粒胰腺癌细胞系 Panc-1 中 caspase-
3 激酶的诱导作用

干扰质粒 anti-AKT2 可以有效诱导胰腺癌细胞系
Panc-1 激酶 caspase-3 的活化 ( 图 6 ) 。

AKT2 干扰质粒对裸鼠体内移植瘤生长的影响
与未处理组和单独 PEI 转染组比较，干扰质粒

anti-AKT2 组肿瘤生长减缓，与各对照组比较差异具
有统计学意义 ( 图 7 ) 。
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图 5 Annexin V /PI法检测 anti-AKT2 干扰质粒对胰腺
癌细胞系 Panc-1 调亡的影响
A. 流式细胞术示加入 Annexin V /PI 后不同处理
组胰腺癌细胞系 Panc-1 的凋亡; B. 不同质粒转
染胰腺癌细胞系 Panc-1 凋亡细胞统计分析，与
未处理组或阴性载体组比较，* P ＜ 0. 05

图 6 AKT2 干扰质粒转染胰腺癌细胞系 Panc-1 后
caspase-3 激酶的变化

图 7 裸鼠种植瘤内多点 anti-AKT2 干扰质粒注射
实验结果
A. 各组裸鼠体内移植肿瘤; B. 肿瘤平均重
量，与未处理组或阴性载体组比较，* P ＜
0. 05
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讨 论

胰腺癌是恶性程度极高的常见消化系肿瘤，近
数十年其发病率明显升高，已成为世界第 4 或第 5
大癌症死亡原因。患者 1 年生存率低于 25%，可手
术切除者 5 年生存率也不超过 5%，局部进展期和伴
转移的胰腺癌患者中位生存时间分别为 6 ～ 10 个月
和 3 ～ 6 个月［6］。

胰腺癌的治疗包括外科手术治疗、放疗、化疗
及基因治疗等多种手段。近年来，随着基因治疗研
究的不断进展，基因疗法被认为是继手术、化疗、
放疗等传统疗法后的崭新领域。

RNAi是 1998 年由 Fire 等［7］首次发现并命名的
转录后水平的基因沉默，1999 年 Tuschl 等报道在哺
乳动物中也存在 RNAi，只是导入的 RNA 是小干扰
RNA ( small interference RNA ，siRNA) ; 2001 年 Ber-
stein等提出，只有长度为 22 个核苷酸的 RNA 才能
特异性地阻断 dsRNA，同时他们还发现了 1 个分解
dsRNA为 siRNA的 Dicer酶。随着研究技术的不断进
步，RNA干扰技术已广泛应用到疾病的基因治疗研
究中，包括采用 RNA干扰基因治疗爱滋病［8］、血液
病［9］及结肠癌［10］等，并在胰腺癌基因治疗中取得了
一定的进展，研究表明针对突变型 K-ras ( V12 ) 基
因的腺病毒 RNA干扰载体能够抑制胰腺癌细胞系的
生长能力及在动物体内的成瘤能力［11］。

本实验选用新一代 RNAi表达载体，模拟体内微
小 RNA表达原理，采用哺乳动物 RNA 聚合酶 II 表
达干扰 RNA，载体可以同时表达绿色荧光蛋白，为
阳性转染细胞提供可视或自动挑选标记。

AKT是一种丝氨酸苏氨酸蛋白激酶，其中 AKT2
在多种肿瘤中均有表达［3］，AKT2 在 20%的胰腺导
管腺癌中过度表达［4-5］。AKT2 是 PI3K信号通路中重
要的蛋白激酶，是磷酯酰肌醇 3 激酶 ( PI3K ) 信号
传导通路的中心环节。其功能除了涉及细胞周期调
控，凋亡启动等细胞生存调节外，还参与血管生成、
端粒酶活性和细胞侵袭性等诸多重要的生理及病理
过程。有研究表明 AKT2 过表达及过度磷酸化在胰
腺导管腺癌组织及正常胰腺组织中具有显著差异，
认为 AKT2 是胰腺导管腺癌治疗的一个十分有价值
的位点［12］。

RNAi质粒抑制 AKT2 后有效地促进了胰腺癌细
胞系的凋亡，这与 AKT 的重要调控功能相关，AKT

可调控多个与细胞凋亡有关的家族从而抑制细胞凋
亡: ( 1 ) AKT 对 Bcl-2 家族的调节作用: AKT 可催
化促凋亡分子 Bcl-2 /Bcl-XL 相关的死亡启动因子
( Bc1-2 /Bc1-XL associated death promoter，BAD ) ，其
BH3 结构域具有抑制抗凋亡作用［13］。 ( 2 ) AKT 对
caspase 9 的调节作用: AKT 可催化 Caspase ( 半胱天
冬蛋白酶) 9 前体第 196 位 Ser磷酸化，第 196 位 Ser
位于 caspase 9 前体与凋亡蛋白酶激活因子 1 ( Apop-
totic protease activating factor 1，Apan) 结合区域，因
而其磷酸化有可能阻止 caspase 9 对 Apan的结合与活
化作用［14］。 ( 3 ) AKT 对 FKHRL 的调节作用: AKT
可催化转录因子叉头蛋白 ( fortdaead transcription fac-
tor) 的 Ser253 和 Thr32 磷酸化，与 14-3-3 蛋白结合，
使之移出细胞核而阻止其诱导凋亡基因，如 FasL 转
录［15］。 ( 4 ) AKT 对 NFκB 的调节作用: AKT 可通过
激活核因子 ( nuclear factor κB，NFκB ) 调控细胞活
化、增殖。NFκB是一种具有多向性调节作用的转录
因子，对细胞内许多基因表达起关键性调控作用。
研究提示，AKT 可通过增强 IκB ( 主要是 IκBa) 磷
酸化，减少 IκB 蛋白合成而激活 NFκB［16-17］。 ( 5 )
AKT对 cFLIP的调节作用: AKT能够增加 Fas相关死
亡结构域 ( Fas-associating death domain，FADD ) 样
IL-1β 转化酶样抑制蛋白 ( Fas-associating death do-
main-like IL-1-convertingenzyme-like inhibitory protein，
cFLIP) 。这可能是抑制 TRAIL ( TNF-related apoptosis-
inducing ligand) 、FasL、TNF诱导细胞凋亡的机制之
一，cFLIP被活化后，可以募集到死亡诱导信号复合
体 ( death-inducing signaling complex，DISC) ，进而阻
断 caspase-8 的活化［18-19］。本实验证明抑制蛋白激酶
AKT2 后，可以通过增加凋亡蛋白激酶 caspase-3 的
表达，发挥促进细胞凋亡的作用。

综上，本研究中采用质粒 RNAi 系统，沉默原癌
基因 AKT2 探讨基因治疗对胰腺癌细胞的作用，结
果显示抑制原癌基因 AKT2 后，能够有效地抑制胰
腺癌细胞系 Panc-1 体外生长能力、促进细胞凋亡;
动物体内实验结果显示 AKT2 干扰质粒可有效地抑
制细胞系 Panc-1 的成瘤能力，提示采用 RNAi 质粒
抑制原癌基因 AKT2 是胰腺癌基因治疗的一个有价
值的位点。
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