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同时稳定抑制 X 连锁凋亡抑制蛋白和生存素表达

对胰腺癌细胞上皮 - 间质转化及侵袭性的影响

宰红艳1，易小平2，李宜雄1，江春3，吕新生1

( 中南大学湘雅医院    1. 普外科；2. 放射科；3. 妇产科，长沙 410008)

[ 摘要 ] 目的：探讨同时抑制 X 连锁凋亡抑制蛋白 (XIAP) 和生存素 (survivin) 后，对胰腺癌 Panc-1 细胞上皮 -

间质转化 (EMT) 及侵袭性的影响，并初步探讨其机制。方法：在前期实验构建的胰腺癌 Panc-1-XS 细胞 (XIAP 和

survivin 同时稳定抑制 ) 中，运用 Transwell 小室实验及划痕实验分别检测细胞侵袭和迁移能力；半定量 Western 印迹

分别检测钙黏蛋白 -E (E-cadherin，上皮标志物 )、锌指转录因子 (Slug) 蛋白 ( 间质标志物 ) 及第 10 号染色体同源丢失

性磷酸酶——张力蛋白基因 (PTEN) 和磷酸化蛋白激酶 B(P-Akt) 蛋白的表达情况。结果：Panc-1-XS 细胞侵袭和迁移

能力显著下降，同时伴随 E-cadherin 蛋白表达显著上调及 Slug 蛋白显著下调，即出现间质 - 上皮转化 (MET)；PTEN

蛋白表达上调、P-Akt 蛋白表达下调。结论：同时抑制 XIAP 和 survivin 表达，能部分逆转胰腺癌 Panc-1 细胞 EMT 表型，

显著减弱其侵袭和迁移能力；此调控过程可能通过 PTEN/PI3K/Akt 途径实现。
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ABSTRACT	 Objective: To investigate the simultaneous inhibition of X-linked inhibitor of apoptosis protein 
(XIAP) and survivin expression on epithelial-mesenchymal transition (EMT) and invasiion of 
pancreatic cancer cells Panc-1, and its mechanism.

	 Methods: On the established human pancreatic cancer cells Panc-1-XS, the expression of XIAP 
and survivin was inhibited simultaneously. Cell invasion and migration were detected by Transwell 
chamber experiments and scratch test, and the expression of epithelial marker E-cadherin, 
mesenchymal markers Slug, phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten (PTEN) 
and P-Akt protein was determined by Western blot.

	 Results: Cell invasion and migration of Panc-1-XS cells decreased significantly, accompanied 
by significantly upregulated protein expression of E-cadherin, and significantly declined protein 
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高侵袭和迁移能力是胰腺癌的重要生物学特

征，是导致胰腺癌局部侵犯及远处转移的重要原

因之一，也是其治疗失败的最主要原因。肿瘤的

侵袭和转移是一个多步骤、多机制互相协调的复

杂过程  [1]。在整个转移过程中，侵袭和迁移能力

增高是胰腺癌细胞的始动环节，并贯穿于肿瘤侵

袭和转移的全过程。上皮细胞可能获得间质细胞

表型，此过程称为上皮细胞间质转化 (epithelial-
mesenchymal transition，EMT)。近年来的研究 [2–5]

已证实：EMT 在介导胰腺癌侵袭、迁移能力及吉

西他滨 (Gem) 耐药机制中均发挥重要作用。笔者

前期实验已证实：在胰腺癌细胞系中同时抑制 X 连

锁凋亡抑制蛋白 (XIAP) 和生存素 (sur viv in) 的表

达，能显著增强 Gem 化疗敏感性 [6]。鉴于 EMT 可

能在胰腺癌耐药机制中发挥作用，本实验在前期

研究结果的基础上，进一步检测同时抑制 XIAP 和

sur viv in 表达，是否可能同时伴随胰腺癌细胞 EMT
表型和侵袭和迁移能力的变化，并对其机制进行

初步探讨。

1  材料与方法

1.1  材料

本 课 题 组 前 期 实 验 [6] 已 经 构 建 成 功 XIAP 和

survivin 表达同时稳定抑制的胰腺癌细胞株 Panc-1-
XS( 对照组 Panc1-XncSnc 为稳定感染无义对照 shRNA
慢病毒的 Panc-1 细胞 )，由中南大学医学遗传学国家

重点实验室保存； DMEM 培养基、胎牛血清 (FBS)
购自美国 Invitrogen 公司；鼠抗人 E-cadherin， Slug
和 PTEN 一抗及兔抗人 P-Akt (Ser 473) 一抗均购自

美国 Santa Cruz 公司；鼠抗人 β-actin 一抗购自美国

Sigma 公司；相应兔抗鼠二抗、鼠抗兔二抗购自美国

Jackeson 公司；matrigel 胶及 Transwell 小室均购自美

国 B&D 公司。

1.2  方法

1.2.1  半定量 Western 印迹蛋白检测

        运用细胞裂解液裂解适量细胞，总蛋白浓度使

用 BCA 蛋白定量试剂盒检测。取待检蛋白 20 µg，

用 12% 或 15% 聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，恒压

(120 V×90 min)，然后室温封闭 60 min。E-cadherin/
Slug/PTEN/P-Akt 一抗 (1:1000 稀释 ) 作用 1 h 后，4℃
孵育过夜；相应二抗 (1:3000 稀释 ) 孵育 1 h；β-actin
一抗 (1:10 000 稀释 ) 作用 1 h 后，4℃孵育过夜，二

抗 (1:10 000 稀释 ) 孵育 1 h。按说明加 ECL 显色液，

反应 3 min 后入暗室常规曝光显影。

1.2.2  Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力

Matrigel 胶置于 4 ℃溶化后，用无血清的 DMEM
培养液稀释混匀，以 75 µL/ 孔铺于 Transwell 小室的

上室滤膜，37 ℃孵育 30 min，成胶后备用；浓度为

5×l05 个 /mL 的待测单细胞悬液以 200 µL/ 孔加入

Transwell 小室上室内，下室加入含 10% FBS 的 DMEM
培养基 600 µL/ 孔，每组设 3 个复孔；37 ℃，5% CO2

下孵育 24 h，取出上室，棉签拭去残留的 matrigel
胶，磷酸盐缓冲液 (PBS) 清洗后用 4% 多聚甲醛固

定，新鲜蒸馏水再洗涤 2 min；24 孔板中加入 0.1%
结晶紫 500 µL，将小室置于其中，使膜浸没在培养

基中，37 ℃ 30 min，PBS 清洗后显微镜下随机选取 4
个视野，照相，计数。

1.2.3  细胞划痕实验

用铅笔于 6 孔板背面做标记线，取对数期生长

的待测细胞接种于 6 孔板中；待细胞生长至 95% 融

合时，以 Tip 头垂直于标记线在 6 孔板内轻轻划痕，

PBS 冲洗 3 次，每次 2 min，加入无血清的 DMEM 培

养基培养 48 h 后拍照，观察划痕愈合情况。

1.3  统计学处理

        数据采用 SPSS15.0 统计软件进行分析。计量资

料 使 用 均 数 ± 标 准 差 ( x±s) 表 示。 多 组 间 比 较 采

用 ANOVA 法 ( 单因素方差法 )，方差齐性时采用

expression of the Slug, indicating increased mesenchymal-epithelial conversion (MET); and 
increased protein expression of PTEN, and declined protein expression of P-Akt. 

	 Conclusion: Simultaneously inhibiting the expression of XIAP and survivin can partially reverse 
EMT phenotype of pancreatic cancer Panc-1 cells, which then significantly reduces the cell invasion 
and migration of Panc-1 cell lines. This process may be regulated by PTEN/PI3K/Akt signaling 
pathway.

KEY WORDS	 pancreatic cancer; inhibitor of apoptosis proteins (IAPs); epithelial-mesenchymal transition 
(EMT); invasive; PTEN/PI3K/Akt



同时稳定抑制 X 连锁凋亡抑制蛋白和生存素表达对胰腺癌细胞上皮 - 间质转化及侵袭性的影响    宰红艳，等 885

SNK-q 检验，方差不齐时采用 Dunnett' C 检验。以

α=0.05 为检验水准，P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  同 时 抑 制 XIAP 和 survivin 表 达 显 著 减 弱

Panc-1 细胞的侵袭和迁移能力

Transwell 小室实验结果表明：与原始 Panc-1 细

胞及对照组 Panc-1-XncSnc 相比，Panc-1-XS 组侵袭性

细胞数目显著减少 (P<0.05；表 1，图 1)；Panc-1 组与

Panc-1-XncSnc 组无显著差别 (P>0.05)。划痕实验证实

Panc-1-XS 组的划痕愈合能力显著减弱 ( 图 2)。

2.2  同 时 抑 制 XIAP 和 survivin 表 达 部 分 逆 转

Panc-1 细胞的 EMT 表型  
半定量 Western 印迹检测 Panc-1-XS 细胞 EMT

表型标志物的结果表明：与原始 Panc-1 细胞及对照

组 Panc-1-XncSnc 相比，Panc-1-XS 组的上皮标志物

E-cadherin 蛋白显著上调，而间质标志物 Slug 蛋白

显 著 下 调 (P<0.05)；Panc-1 组 与 Panc-1-XncSnc 组

无显著差别 (P>0.05；表 1，图 3)。

表 1   各组侵袭细胞数及 EMT 标志蛋白，PTEN 和 P-Akt 蛋白密度相对定量 ( n=3，x±s)

Table 1   Number of invasive cells, relative quanti�cation of protein density of EMT marker proteins, PTEN, and p-Akt in each 

group ( n=3, x±s)

        组别 侵袭细胞数
上皮 / 间质蛋白密度相对定量 ( 与 β-actin 相比 )

E-cadherin Slug PTEN P-Akt

Panc-1 589.0±20.2 0.42±0.04 0.20±0.04 0.13±0.04 0.21±0.04

Panc-1-XncSnc 603.3±14.2 0.45±0.06 0.21±0.02 0.11±0.03 0.26±0.04

Panc-1-XS 433.7±32.5* 0.87±0.08* 0.08±0.03* 0.27±0.04* 0.07±0.02*

与 Panc-1 组及 Panc-1-XncSnc 组相比，*P<0.05。

图 2   划痕实验检测同时抑制 XIAP 和 survivin 蛋白表达后对 Panc-1 细胞迁移能力的影响。 A：Panc-1 组；B：Panc-1-XncSnc 组；

C：Panc-1-XS 组。

Figure 2   E�ect of XIAP and survivin inhibited simultaneously on cell migration of Panc-1 cells detected by Scratch test. A: Group 

of Panc-1; B: Group of Panc-1-XncSnc; C: Group of Panc-1-XS.

A                                                                                             B                                                                                         C

图 1   Transwell 小室检测同时抑制 XIAP 和 survivin 蛋白表达后 Panc-1 细胞侵袭性的变化。 A：Panc-1 组；B：Panc-1-XncSnc 组；

C：Panc-1-XS 组。

Figure 1   E�ect of XIAP and survivin inhibited simultaneously on cell invasion of Panc-1 cells detected by Transwell chamber test. A: 

Group of Panc-1; B: Group of Panc-1-XncSnc; C: Group of Panc-1-XS.

A                                                                                             B                                                                                         C
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2.3  同 时 抑 制 XIAP 和 survivin 表 达 显 著 上 调

PTEN 表达、下调 P-Akt 蛋白表达 
半 定 量 Western 印 迹 检 测 结 果 显 示： 与 原 始

Panc-1 细胞及对照组 Panc-1-XncSnc 相比，Panc-1-
XS 组细胞中 PTEN 蛋白显著上调，而 P-Akt 蛋白显

著 下 调 (P<0.05)；Panc-1 组 与 Panc-1-XncSnc 组 之

间差异均无统计学意义 (P>0.05；表 1，图 4)。

图 4   同时抑制 XIAP 和 survivin 蛋白表达后对 Panc-1 细

胞 PTEN 和 P-Akt 表达的影响。Panc：原始 Panc-1 细胞；

NC：Panc-1-XncSnc；XS：Panc-1-XS。 

Figure 4   E�ect of XIAP and survivin inhibited simultaneously 

on expression of PTEN and P-Akt of Panc-1 cells. Panc:  Panc-1 

cells; NC: Panc-1-XncSnc cells; XS: Panc-1-XS cells.

PTEN

P-Akt

β-actin

Panc                              NC                            XS

图 3   同时抑制 XIAP 和 survivin 蛋白表达后对 Panc-1 细胞 EMT 表型的影响。 Panc： 原 始 Panc-1 细 胞；NC：Panc-1-

XncSnc；XS: Panc-1-XS。

Figure 3   E�ect of XIAP and survivin inhibited simultaneously on EMT phenotype of Panc-1 cells.  Panc:  Panc-1 cells; NC: Panc-1-

XncSnc cells; XS: Panc-1-XS cells.

Panc                        NC                        XS
Panc                        NC                        XS

E-cadherin

β-actin

Slug

β-actin

3  讨   论

EMT 是指细胞发生分子转换，失去上皮特性

而获得间质特性的过程，并从而获得较强的侵袭

和移动能力，显著增加转移能力。通常从特征性

分子的变化判断细胞是否发生 EMT，即上皮细胞

标志 E-cadherin 蛋白表达的减少和间质细胞标志如

Slug，Snail 等蛋白的表达增加 [7]。

近年来，关注于 EMT 与疾病间联系的研究越

来越多；而多项研究 [2–3] 表明：具有 EMT 表型的

胰腺癌细胞常为耐药细胞， EMT 表型与胰腺癌耐

药性密切相关。对传统化疗药物 ( 如 Gem，氟尿嘧

啶和顺铂 /cisplatin) 治疗敏感的多种胰腺癌细胞系

中，上皮细胞标志 cadherin 1 高表达，而间质细胞

标志锌指 E- 盒结合同源异形盒 -1(ZEB1) 低表达；

与之相反，其他表达 EMT 表型的细胞系 (cadherin 
1 低 表 达，ZEB1 高 表 达 )， 则 对 化 疗 药 物 显 著 耐

药 [4]。研究 [5] 亦提示：具有 EMT 特征的胰腺癌细胞

对 Gem 耐药。因此，EMT 已经被认为是胰腺癌耐药

的重要潜在机制之一。Arumugam 等 [4] 在体外实验

研究证实：在胰腺癌化疗抵抗的细胞中，E-cadherin
与其转录抑制物 ZEB1 呈负相关，与 Gem 化疗抵

抗互相关联。沉默 ZEB1 能通过上调 E-cadherin 及

上皮细胞标志基因 MAL2 和 EVA1，部分恢复细胞

化疗敏感性。Shan 等 [3] 发现对 Gem 选择性耐药的

胰腺癌细胞，已经获得了 EMT 表型 (cadherin 1 下

调、vimentin 上调 )，并同时伴随细胞迁移和侵袭

能力增加；下调 Notch 信号能导致相应胰腺癌细

胞 EMT 表型的部分反转，即出现间质 - 上皮转换

(mesenchymal-epithelial transition，MET)，而这种反

向转变涉及到 vimentin，ZEB1，锌指蛋白如 Snal 1 和

Snal 2，NF-κB 表达的下调。Shah 等 [3] 报道：胰腺

癌 Gem 抵抗细胞的外形为索状，失去细胞 / 细胞黏

附，并出现伪足；其 vimentin 表达增加，E-cadherin
下降，β-catenin 核转运增加和 c-Met 酪氨酸激酶活

化 (EMT 表型 )。Wang 等 [2] 发现：Notch-2 与其配

体 Jagged-1 在具有 EMT 特征的 Gem 抵抗细胞中活

化增加；在这些细胞中运用 siRNA 转染技术抑制

Notch-2 和它的配体 Jagged-1，能导致 EMT 表型的

部分逆转 ( 即伴随 MET 进程 )。

EMT 表 型 的 胰 腺 癌 细 胞 与 胰 腺 癌 干 细 胞

(CSCs) 具有很多相似的特征；CSCs 同样可能经历

了 EMT；对 Gem 耐药，并经历了 EMT 表型改变的

胰腺癌细胞具有 CSCs 特征。最新研究 [8–11] 表明：

胰腺癌 CSCs 或“干细胞样耐药细胞 ( 具 EMT 表

型 )” 高表达凋亡抑制蛋白 XIAP 和 survivin，且

多种药物如白藜芦醇 (resveratrol) 等均能通过抑制

CSCs 中 XIAP 或 survivin 表达诱导细胞凋亡，并同
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时伴有 EMT 表型部分逆转，即 MET。

因 此， 鉴 于 EMT 和 凋 亡 抑 制 蛋 白 (XIAP 和

survivin) 与胰腺癌耐药性之间的密切关系，笔者推

测，在胰腺癌细胞中同时抑制 XIAP 和 survivin 表

达，除了通过靶向凋亡通路逆转细胞凋亡抵抗之

外，还可能同时伴有肿瘤细胞 EMT 表型的逆转，

介导细胞化疗敏感性增加及侵袭能力的减弱。在前

期研究 [6] 的基础上，本研究发现：同时抑制 Panc-1
细胞中 XIAP 和 survivin 的表达后，能显著增强细胞

Gem 化疗敏感性，并伴随细胞 EMT 表型的部分逆

转。笔者认为，这种治疗导致的细胞 EMT 表型的

部分逆转，可能是 Panc-1 细胞 Gem 化疗敏感性增

加的机制之一；并且该 MET 进程同时介导 Panc-1-
XS 细胞侵袭和迁移能力的下降。

然而，迄今为止，EMT 与癌症进展或耐药的

分子机制尚未完全阐明，目前关于 XIAP 和 survivin
等凋亡抑制蛋白（IAPs）与胰腺癌 EMT 的相关性

研究目前尚未见报道。近来研究 [2–4, 12–13] 表明：许

多分子通路包括 Notch 和 NF-κB 等，均在介导细胞

EMT 进程中发挥重要作用。PTEN/PI3K/Akt 通过

调节 Akt 癌基因活化，诱导其定位于细胞膜 [14]，活

化其下游大量的关键细胞进程，调控包括葡萄糖代

谢、细胞增殖、凋亡、转录和细胞迁移等多种细胞

功能 [15]。胰腺癌中发现有 PTEN/PI3K/Akt 信号通

路异常 (PTEN 表达下调或缺失，PI3K/Akt 信号活

化 )，并在肿瘤的发生、发展过程及 Gem 耐药机制

中均发挥重要作用 [16–20]。最近已经有研究 [21–22] 表

明：PI3K/Akt 信号通路参与了 BMP-2 介导的细胞

EMT 进程和细胞侵袭能力增强的过程。

笔者进一步检测发现：伴随 XIAP 和 survivin 表

达抑制的同时，Panc-1-XS 细胞中出现了 PTEN 蛋白

的上调和 P-Akt 蛋白的显著下调。Park 等 [21] 报道在

胃癌和结肠癌细胞中 PI3K/Akt 信号通路在 BMP-2
介导的细胞 EMT 和侵袭能力增强机制中发挥重要

作用。Chen 等 [22] 对 BMP-2 的研究也发现：在胰腺

癌 Panc-1 细胞中，BMP-2 能通过激活 PI3K/Akt 信

号通路，介导细胞 EMT 及侵袭、转移能力增强；

而运用 PI3K 抑制剂 LY294002 能阻断这一进程。因

此，笔者推测，在胰腺癌细胞中 ( 至少在 Panc-1 细

胞中 )，同时抑制 XIAP 和 survivin 的表达，可能通

过上调 PTEN 蛋白的表达，从而下调 P-Akt 蛋白的

表达，最终介导胰腺癌细胞 EMT 表型的部分逆转，

导致胰腺癌侵袭性和转移性下降并部分介导 Gem
化疗敏感性的增加。

结合前期研究 [6] 及本研究结果，笔者认为：同

时稳定抑制 Panc-1 细胞中 XIAP 和 survivin 的表达，

可能通过 PTEN/PI3K/Akt 途径，部分逆转其 EMT

表型，从而部分介导胰腺癌细胞化疗表型的逆转，

并同时显著降低细胞侵袭和迁移能力。然而，本研

究仅仅是对现象进行了检测和初步分析，下一步更

深入的机制探讨有待继续。
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