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siRNA干扰即刻早期基因Egr-1对汉防己甲素诱导
的胰腺癌细胞自噬、凋亡的作用研究
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［摘要］ 本实验将胰腺癌细胞PaTu8988分别转染无关干扰对照组（siRNA-Scramble）和干扰即刻早期基因Egr-1
组（siRNA-Egr-1），再用不同浓度的汉防己甲素处理 24 h后，CCK-8法检测不同浓度的汉防己甲素对细胞活力的

影响；Western blot检测细胞自噬和凋亡相关蛋白表达水平的改变 . 结果表明：（1）低浓度的汉防己甲素能显著激

活PaTu8988细胞自噬，但对增殖和凋亡无明显影响；（2）与对照组相比，转染了 siRNA-Egr-1组自噬相关蛋白Be⁃
clin-1表达量显著下降，LC3II/LC3I比值下调；凋亡相关蛋白Bcl2/Bax的比值降低 . 上述结果表明，干扰即刻早期

基因Egr-1的表达可以有效抑制低浓度汉防己甲素引起的胰腺癌细胞PaTu8988自噬，促进细胞凋亡 .
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Effect of RNA Interference Targeting Egr-1 Inhibite Tetrandrine-Induced
Autophagy and Apoptosis of Pancreatic PaTu8988 Cells in vitro
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Abstract：Human pancreatic cancer cells PaTu8988 were transfected with siRNA-Scramble and siRNA-Egr-1 for 24 h
respectively，then treated with tetrandrine for another 24 h. Treated by different concentration of tetrandrine，the cytotox⁃
ic effect of tetrandrine was examined by CCK-8，and expression of autophagy-related protein were detected by Western
blot. The expression of cell autophagy- and apoptosis-related protein were detected by Western blot. All of the results in⁃
dicated that comparing with control group，siEgr-1 significantly attenuates tetrandrine-induced autophagy and promotes
the apoptosis of PaTu8988 cells.
Key words：pancreatic cancer，tetrandrine，Egr-1，autophagy，cell apoptosis

胰腺癌是恶性程度极高的消化道肿瘤 . 近年来，我国胰腺癌发病率呈现上升趋势，居肿瘤死因前 10
位 . 大多数患者在确诊时肿瘤已发生转移，失去根治性手术切除时机，5年生存率低，预后极差［1，2］.

汉防己甲素（tetrandrine，Tet）是从防己科植物粉防己的块根中提取的一种双节基异喳琳类生物碱，具

有非常广泛的药理效用，临床上常用来治疗高血压、肺纤维化、矽肺等疾病 . 近年来发现，汉防己甲素在肿

瘤治疗方面也具有很好活性，可以逆转多药耐受，较高浓度的汉防己甲素可诱导肺癌、肝癌、淋巴癌细胞

凋亡，而较低浓度的汉防己甲素对肿瘤细胞存活并无影响 . 近年来有研究报道，低浓度的汉防己甲素可能

通过激活细胞自噬引起对肿瘤细胞的保护作用，抑制凋亡［3，4］.
我们前期的研究发现即刻早期因子Egr-1对低氧诱导的细胞自噬有明显的促进作用，并可引起肝癌

细胞化疗耐受 . 本研究通过特异性 siRNA干扰Egr-1表达，探讨干扰Egr-1对低浓度汉防己甲素引起的胰

腺癌细胞PaTu8988自噬、凋亡的影响 .
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞和试剂

人胰腺癌细胞株PaTu8988购自美国ATCC；汉防己甲素购自 Sigma（T2695）公司；CCK-8购自Promega
公司；二甲基亚砜（DMSO）购自Amresco公司；鼠抗人α微管蛋白抗体购自Bioworld；鼠抗人Bcl-2、Bax抗体

购自 Santa Cruz公司；HRP标记的抗鼠和抗兔的二抗购自上海康成公司 . DMEM，胎牛血清及脂质体Lipo⁃
fectamine 2000转染试剂均购自 Invitrogen公司 .
1.1.2 主要仪器

SW-CJ-1CU型双人单面净化工作台购自苏州净化设备有限公司；Western-blot电泳仪、电泳槽、转膜

仪、酶标仪购自伯乐公司 .
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

人胰腺癌细胞PaTu8988用含 10%胎牛血清的DMEM培养液，置 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，待细胞

处于对数生长期时，加入不同处理因素后进行检测 .
1.2.2 siRNA转染

取对数生长期的细胞严格按照试剂说明书操作，采用脂质体Lipofectamine 2000转染试剂将 Scramble-

siRNA（5’-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3’）和 Egr-1-siRNA（5’-GCA UAC CAA GAU CCA CUU
GCC GUU-3’）分别瞬时转染细胞，48 h 后Western blot检测干扰效果 .
1.2.3 细胞增殖实验

PaTu8988细胞转染 siScramble和 siEgr-1 24 h后，以4×104个/ml密度接种于96孔板（100 μl/孔），分别加

入不同浓度的汉防己甲素（1 μg/mL，2 μg/mL，2.5 μg/mL，5 μg/mL），以含0.1%DMSO的培养液为对照组，每

种处理设6个复孔，处理24 h后，每孔加入20 μL CCK-8继续孵育2 h，终止培养，在酶联免疫检测仪490 nm
处测量各孔的吸光度（OD）值 .
1.2.4 Western blot

RIPA裂解液冰浴裂解不同处理组细胞，收集总蛋白 . 取 50 μg总蛋白进行 SDS-PAGE凝胶电泳，湿转

法转至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉在室温下封闭 1 h，TBST洗涤 1次后加入一抗（Bcl-2、Bax以 1∶500稀释，

α-tubulin以 1∶2 000稀释），4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3次后加入HRP标记的二抗（1∶10 000稀释），室温下

孵育 1ｈ，再以TBST漂洗 3次后，用化学发光试剂显示阳性条带，图像分析，每组实验重复 3次 .
1.2.5 统计学分析

所有实验结果重复 3次，用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，并采用单因素方差分析数据，P<0.05 为差

异具有统计学意义 .
2 结果与分析

2.1 不同浓度的汉防己甲素对胰腺癌细胞 PaTu8988增殖

能力的影响

选取不同浓度的汉防己甲素（1 μg/mL，4 μg/mL，8 μg/mL，
20 μg/mL）处理 PaTu8988细胞 24 h，CCK-8检测细胞增殖情

况 . 如图所示（图 1），汉防己甲素对 PaTu8988细胞增殖抑制

呈明显的浓度依赖，低浓度的汉防己甲素对 PaTu8988细胞

增殖抑制作用不明显（p>0.05）.
2.2 不同浓度的汉防己甲素对胰腺癌细胞PaTu8988自噬、

凋亡的影响

选取不同浓度的汉防己甲素（1 μg/mL，4 μg/mL，8 μg/mL）

1. DMSO组；2. 2.1 μg/mL汉防己甲素处理组；

3. 4 μg/mL汉防己甲素处理组；4. 8 μg/mL汉防己

甲素处理组；5. 20 μg/mL汉防己甲素处理组

图1 不同浓度汉防己甲素对PaTu8988细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of different concentration of tetrandrine
on PaTu8988 cell proliferation
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处理PaTu8988细胞 24 h，Western blot检测自噬相关蛋白的

表达情况 . 与DMSO对照组相比，汉防己甲素能明显上调自

噬关键蛋白Beclin-1的表达量，增加 LC3II/LC3I的比值，并

且呈现浓度依赖性；而凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax的表达量并

没有变化（图2），与上述结果一致 .
2.3 Western blot检测 siEgr-1的干扰效果

PaTu8988细胞转染 siScramble和 siEgr-1 48 h后，裂解

细胞，Western blot检测Egr-1蛋白表达水平的变化 . 结果显

示（图 3），与无关干扰对照组相比，干扰了 Egr-1组细胞内

的Egr-1表达水平明显降低，说明特异性Egr-1-siRNA能有

效抑制PaTu8988细胞Egr-1的表达 .
2.4 干扰Egr-1对汉防己甲素引起的 PaTu8988细胞增殖

抑制的促进作用

PaTu8988 细胞转染 siScramble 和 siEgr-1 24 h 后，按

4 000/孔接种于 96孔板，根据上述实验结果，选取 8 μg/mL
汉防己甲素处理细胞，24 h后，CCK-8 检测细胞存活率 . 结
果显示（图 4），与对照组相比，干扰 Egr-1能显著提高汉防

己甲素对PaTu8988细胞的增殖抑制作用，提高汉防己甲素

的抗肿瘤效果 .

1.转染 siRNA-scramble；2.转染 siRNA-Egr-1
图3 转染 siRNA-Egr-1对Egr-1蛋白表达的干扰效果

Fig.3 Effect of siRNA-Egr-1 on Egr-1 protein expression

1. DMSO；2. 转染 siScramble；3.8 μg/mL汉防已甲素处理 . *p<0.05
图4 转染 siRNA-Egr-1促进汉防己甲素引起的细胞凋亡

Fig.4 Knockdown of Egr-1 promotes tetrandrine-induced
cell apoptosis

2.5 干扰Egr-1抑制汉防己甲素引起的PaTu8988细胞自噬

PaTu8988细胞转染 siScramble和 siEgr-1 24 h后，8 μg/mL汉防己甲素处理细胞，24 h后，裂解细胞，

Western blot检测自噬相关蛋白表达水平的变化 .
结果表明，与转染 siScramble的对照组相比，转染

siEgr-1组能显著减低汉防己甲素引起的 Beclin-1
表达的上调，降低 LC3II/LC3I的比值，显著抑制细

胞自噬 .
2.6 干扰Egr-1促进汉防己甲素引起的PaTu8988

细胞凋亡

PaTu8988细胞转染 siScramble和 siEgr-1 24 h
后，8 μg/mL汉防己甲素处理细胞，24 h后，裂解

细胞，Western blot检测凋亡相关蛋白表达水平的

变化 . 结果表明，与转染 siScramble 的对照组相

比，转染 siEgr-1 组能显著上调 Bax 的表达，同时

上调 Bcl-2，降低 Bcl-2/Bax的比值，显著促进细胞

凋亡 .

1. DMSO组；2. 1 μg/mL汉防己甲素处理组；3. 4 μg/mL
汉防己甲素处理组；4. 8 μg/mL汉防己甲素处理组

图2 不同浓度汉防己甲素处理对PaTu8988细胞自噬

和凋亡的影响

Fig.2 Effect of different concentration of tetrandrine
on cell autophagy and apoptosis

1.转染 siRNA-scramble+汉防己甲素；2.转染 siRNA-Egr-1+
汉防己甲素

图5 干扰Egr-1抑制汉防己甲素引起的自噬

Fig.5 Knockdown of Egr-1 attenuates tetrandrine-induced
autophagy
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3 讨论

细胞自噬是细胞通过溶酶体途径清除内部

一些衰老、无用的细胞器或者错误合成的蛋白质

的过程，在进化上高度保守 . 已有大量的研究证

实，多种疾病的发生发展与细胞自噬的失调有

关，尤其是恶性肿瘤［5］. 肿瘤细胞自噬是引起肿瘤

细胞放、化疗耐受的重要原因［6-8］，因此通过调节

和抑制自噬进行肿瘤的预防及治疗将成为临床

肿瘤治疗的重要策略之一［9-11］.
胰腺癌是一种具有高度侵袭性的恶性肿瘤，

发病隐匿，大部分患者确诊时已属中晚期，预后

极差，对放疗和化疗抵抗，死亡率接近 100%，5年
生存率低于 5 %［12，13］. 研究证实，胰腺癌的发生、发展对自噬有独特的依赖性 . 胰腺癌的原发肿瘤和细胞系

在基础状态下呈现出较高的自噬水平，抑制自噬能延长胰腺癌小鼠模型的存活率、极大地减缓瘤体的生

长［14-16］.
汉防己甲素现又名粉防己碱，是从防己科植物粉防己的块根中提取的双苄基异喹啉类生物碱，是粉

防己的主要有效成分 . 有文章报道，体外运用较高浓度汉防己甲素不仅能直接抑制肿瘤生长，并且具有诱

导肿瘤细胞凋亡、放疗增敏、逆转耐药等作用［17-19］. 但同时也有文章报道，低浓度汉防己甲素可诱导肝癌、

乳腺癌、宫颈癌细胞自噬，作为一种保护机制拮抗细胞凋亡［20，21］，但目前汉防己甲素对胰腺癌细胞自噬的

影响未见报道 . 本实验中我们采用不同浓度（1 μg/mL，4 μg/mL，8 μg/mL，20 μg/mL）的汉防己甲素处理胰

腺癌细胞 PaTu8988，结果证实低浓度（1 μg/mL，4 μg/mL，8 μg/mL）汉防己甲素对细胞增殖无明显抑制作

用，但可显著诱导PaTu8988自噬，且呈浓度依赖性，同时对细胞凋亡无明显影响 .
即刻早期基因Egr-1是具有锌指结构的转录因子，能对各种外界刺激，包括血清、缺氧、化疗药物等做

出迅速的反应，启动一系列下游基因的表达，调控肿瘤细胞的生长、迁移和化疗耐受［22，23］. 并且我们前期的

实验证实，即刻早期基因Egr-1通过调控自噬引起肝癌化疗耐受 . 因此，本次实验采用 siRNA干扰的方法，

抑制Egr-1的表达，实验结果显示，转染 siRNA-Egr-1 48 h能有效地下调 PaTu8988中内源性Egr-1的表达 .
不仅如此，干扰Egr-1能显著抑制低浓度的汉防己甲素（8 μg/mL）所引起的自噬相关蛋白Beclin-1的表达

及下调LC3II/LC3I的比例，同时上调凋亡相关蛋白Bax表达，下调Bcl-2表达，降低Bcl-2/Bax的比值 .
本次实验证实，抑制即刻早期基因Egr-1可以有效拮抗汉防己甲素引起的胰腺癌细胞PaTu8988的自

噬，促进细胞凋亡，提高汉防己甲素的抗肿瘤效果 . 目前汉防己甲素的各种抗肿瘤作用研究多局限于基础

试验阶段，系统的临床研究尚未见报道 . 因此深入了解汉防己甲素引起细胞凋亡、自噬的机制，将为开发

出特色有效的抗肿瘤药物提供一定的理论基础 .
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