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【摘要】 目的：利用纳米技术和基因干扰技术设计并合成携载 survivin s iRNA 的纳米载体，探讨 survivin
s iRNA纳米微粒对人胰腺癌细胞 BXPC- 3 增殖和凋亡的影响。方法：体外培养人胰腺癌 BXPC- 3 细胞，

将 BXPC- 3 细胞随机分为 4 组：生理盐水组、不含基因的纳米微粒组、survivin s iRNA 组和 survivin
s iRNA 纳米微粒组。RT- PCR 检测 survivin mRNA 的表达；Western blot 法检测 survivin 蛋白的表达；

流式细胞仪检测细胞凋亡情况；MTT 法检测细胞增殖情况。结果：细胞培养 72 h 后，survivin s iRNA 纳

米微粒组细胞的 survivin mRNA 和蛋白表达均低于其他 3 组（P<0.05）。survivin s iRNA 纳米微粒组细

胞增殖明显受抑制，生长缓慢，而细胞凋亡率高于其他 3 组（P<0.05）。结论：survivin s iRNA纳米微粒能

够有效减少胰腺癌 BXPC- 3 细胞 survivin mRNA 和蛋白的表达，提高肿瘤细胞的凋亡，显著抑制 BX-
PC- 3 细胞的增殖。
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生 存 素 （survivin） 是 细 胞 凋 亡 抑 制 蛋 白（in-
hibitors of apoptosis protein，IAP） 家族成员之一，与

肿瘤的发生发展关系密切，是胰腺癌基因治疗的潜

在靶点。 RNA 干扰（RNA interference，RNAi）技术是

一种靶向沉默基因的方法，能够准确对目标基因进

行调控，封闭目标基因的表达，因其调控基因表达

具有高度选择性与特异性，近年来该技术已成为肿

瘤基因治疗的一个研究热点。 纳米技术被认为是 21
世纪最重要的一个科技领域，纳米微粒作为一种理

想的非病毒基因载体，具有无免疫原性和致瘤性等

优越性，在基因传递方面具有显著优势。 本研究以

纳米微粒为基因载体，survivin 为靶点， 采用 RNAi
技术，抑制人胰腺癌细胞生长，促进肿瘤细胞的凋

亡，为靶向基因治疗胰腺癌提供新的途径。
1 材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌 BXPC-3 细胞株（中科院上海

细胞库）；survivin 小干扰 RNA（siRNA，上海生物工

程 公 司 合 成 ）；RNA 提 取 试 剂 盒 、RT-PCR 试 剂 盒

（Takara 公 司 ）；Western blot 试 剂 盒 、MTT、Annexin
V/PI 检测试剂盒 （美国 Invitrigon 公司）； 小牛血清

（杭州四季青公司）；RPMI-1640 培养基、 胰蛋白酶

（美国 Gibco 公司）；鼠抗人 survivin 多克隆抗体（美

国 Santa 公 司）； 纳 米 制 备 材 料 聚 乳 酸-羟 基 乙 酸

[poly （lactic -co-glycolic acid），PLGA]、 泊 洛 沙 姆

（poloxamer） F68（济南岱罡生物科技有限公司）。
1.2 实验方法

1.2.1 制备包载 survivin siRNA 的纳米载体 按乳

剂溶解扩散法制备 PLGA/poloxamer 纳米载体 ［1-2］：
将 一 定 质 量 的 PLGA 和 poloxamer 溶 解 在 2 mL 二

氯甲烷中，将含 500 μg siRNA 的质粒（加入的质粒

的量为 PLGA 和 poloxamer 聚合物的 1%~2%） 加入

去离子水中，使最终体积为 200 μL，而后将质粒溶

解物加入二氯甲烷混合溶液中涡漩搅拌。 将获得的

乳浊液快速倒入 25 mL 无水乙醇，而后将溶液加入

25 mL 去离子水中并搅拌 10 min。 30 ℃真空中旋转

蒸发去除乙醇及二氯甲烷， 用 15 ℃、8 000 r/min 离

心 1 h 后将纳米微粒收集。 扫描电子显微镜观察纳

米粒子的表面形态。
1.2.2 细胞培养 人胰腺癌 BXPC-3 细胞株用含体

积分数为 15%的小牛血清、100 U 青霉素、100 mg/L
链霉素的 RPMI-1640 培养液， 于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中进行培养，0.25%胰蛋白酶消化传代。 细胞融

合 70%~80%时进行转染。
1.2.3 细胞转染 在细胞对数生长期，经胰酶消化，
用 RPMI-1640 培养液重新悬浮， 细胞计数后以 1×
105/孔铺入 96 孔培养板中。 将细胞分为 4 组，分别用

生理盐水、 不含基因的纳米微粒、survivin siRNA 及

survivin siRNA 纳 米 微 粒 处 理， 每 组 6 个 平 行 孔。
survivin siRNA 的处理浓度为 0.8 μmol/L。 在 37 ℃、
5% CO2 孵箱内培养，72 h 后提取样本检测。
1.2.4 RT-PCR 检 测 survivin mRNA 表 达 使 用

Trizol 试剂提取细胞总 RNA，合成 cDNA。 PCR 扩增

survivin，以 GAPDH 作为内参照。 反应条件：94 ℃预

变性 5 min，94 ℃变性 30 s、58 ℃退火 35 s、72 ℃延

【ABSTRACT】 Objective: To used nanotechnology and gene interference to block survivin expres-
s ion in pancreatic carcinoma cell and to s tudy the inhibitory effect of small interference RNA targeting
survivin nanospheres on the proliferation and apoptos is of human pancreatic cancer BXPC- 3 cells .
Methods: Human pancreatic cancer BXPC- 3 cells cultured in vitro were ass igned into four groups :
saline, gene- free nanospheres , s iRNA- survivin and s iRNA- survivin nanospheres groups . Survivin
mRNA express ion was detected by RT- PCR; Survivin protein express ion was detected by Western
blot; Apoptos is of BXPC- 3 cells was determined by flow cytometry; BXPC- 3 cells growth was ex-
amined by MTT. Results: At 72 hours after treatment, both survivin mRNA express ion and survivin
protein express ion in the s iRNA- survivin nanospheres group were s ignificantly less than other three
groups （P<0.05）. BXPC- 3 cell growth was remarkably inhibited in the s iRNA- survivin nanospheres
group, but apoptotic rate was s ignificantly greater than other three groups （P<0.05）. Conclusion:
s iRNA- survivin nanospheres can specifically reduce both survivin mRNA and survivin protein ex-
press ions in human pancreatic cancer BXPC- 3 cells , s ignificantly increase tumor cell apoptos is , and
remarkably inhibit BXPC- 3 cell proliferation.
【KEY WORDS】 Nanocarrier·RNA interference·Survivin·Cell proliferation·Cell apoptos is·Pancreatic
neoplasms
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伸 50 s，共 30 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。PCR
产物经 2%琼脂糖凝胶电泳， 紫外光下显影拍照。
通 过 Quantity One 图 像 分 析 仪 扫 描 电 泳 条 带 进 行

图像分析。
1.2.5 Western blot 检 测 蛋 白 表 达 4 种 不 同 方 法

处理后的细胞经胰酶消化、PBS 漂洗后，加细胞裂解

液并煮沸提取总蛋白，紫外分光光度计法进行蛋白

定量，取 50 μg 蛋白进行 8% SDS-PAGE 凝胶电泳，
转移至聚二氟 乙烯膜，5%脱脂 牛奶室温 封闭 2 h，
1%脱脂牛奶稀释孵育一抗 4 ℃过夜，稀释孵育二抗

37 ℃ 1 h，暗室显影，拍照。
1.2.6 MTT 法检测细胞 增殖 分别收 集处于对数

生长期的各组细胞， 于 96 孔培养板中接种 200 μL
细胞悬液（约 4 000 个细胞/孔）；37 ℃、5% CO2 培养

箱及饱和湿度条件下培养，每组接种 6 孔，分别于

12、24、36、48、72 h 后 加 入 5 g/L 的 MTT 溶 液 20
μL，继续培养 4 h，吸去上清后每孔加入二甲基亚砜

200 μL，振荡 10 min，在酶标仪上读取 595 nm 处吸

光度值。
1.2.7 流式细胞术检测凋亡细胞 （Annexin-V/PI 双

标记法） 各组细胞先用 0.25%胰酶消化，收集细胞

悬液，离心，弃上清，细胞用 PBS 洗 3 次，调整细胞

浓度为 1×109 L-1， 加入 FITC 标记的 Annexin_V 10
μL，室温避光 30 min，再 加入 PI 5 μL，避光反 应 5
min，上流式细胞仪检测。
1.3 统计学处理 应用 SPSS13.0 统计软件包进行

分析，数据以 x±s 表示，单因素方 差分析（One-way
ANOVA），组间比较采用 t 检验。 以 P≤0.05 为差异

有统计学意义。
2 结果

2.1 观 察 包 载 survivin siRNA 的 纳 米 粒 子 表 面 形

态 在扫描电子显微镜下观察纳米颗粒的 形态结

构，粒径为 160~220 nm，大小均匀，纳米微粒表面呈

圆形，包封完好（图 1）。

2.2 siRNA 对胰腺癌细胞 survivin mRNA 和蛋白表

达的影响 处理后 72 h 检测各组胰腺癌细胞 sur-
vivin mRNA 和 蛋 白 的 表 达 量 发 现 ，survivin siRNA
组 mRNA 和蛋白表达量明显低于生理盐水组和单

纯纳米微粒组， 差异有统计学意义 （P＜0.05）。 而

survivin siRNA 纳 米 微 粒 组 的 survivin mRNA 和 蛋

白表达量与其他 3 组比较，表达量最低，差异有统

计学意义（P＜0.05，图 2、3）。

2.3 MTT 法检测细胞增殖 从 12 h 开始后的每一

个检测时间，survivin siRNA 组、survivin siRNA 纳米

微粒组细胞的吸光度值显著低于生理盐 水组和单

纯纳米微粒组， 其中 survivin siRNA 纳米微粒组与

其他 3 组之间差异均有统计学意义（P＜0.05，图 4）。

2.4 survivin siRNA 纳米微粒对胰腺癌 BXPC-3 细

胞凋亡的影响 生理盐水组、单纯纳米微粒组、sur-
图 1 扫描电子显微镜下包载 survivin siRNA 的

纳米微粒（×20 000）

M 1 2 3 4 5 6 7 8

图 2 RT-PCR 检测各组胰腺癌 BXPC-3 细胞

survivin mRNA 表达

M：Marker；1，2：生 理 盐 水 组；3，4：单 纯 纳 米 微 粒 组 ；5，6：survivin
siRNA 组；7，8：survivin siRNA 纳米微粒组

图 3 Western blot 法检测各组胰腺癌 BXPC-3 细胞

survivin 蛋白表达

A：1，生理盐水组；2，单纯纳米微粒组；3，survivin siRNA 组；4，survivin
siRNA 纳米微粒组；B：β-actin

1 2 3 4
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图 4 MTT 检测各组胰腺癌 BXPC-3
细胞的增殖情况

A：生理盐水组； B：单纯纳米微粒组；C：survivin
siRNA 组；D：survivin siRNA 纳米微粒组
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vivin siRNA 组和 survivin siRNA 纳米微粒组细胞凋

亡率分别为（4.21±0.32）%、（4.38±0.0.29）%、（15.72±
3.12）%、（27.57±4.25）%， 其中 survivin siRNA 纳米

微粒组与其他 3 组比较， 差异有统计学意义 （P＜
0.05，图 5）。

3 讨论

survivin 基因在胰腺癌的发生、发展中起非常重

要的作用，许多研究已经表明 survivin 在胰腺癌组织

中高表达， 其表达水平与胰腺癌细胞增殖和凋亡密

切相关， 并且与胰腺癌的分化程度、 淋巴结转移相

关；研究还表明，survivin 具有抑制细胞凋亡、调控细

胞周期、影响有丝分裂过程等生物学作用，并且随着

survivin 蛋白表达的增加，肿瘤细胞也表现一定的辐

射耐受性及化学药物耐受性［3-5］。 因此，survivin 成为

具有潜在价值的胰腺癌治疗新靶点， 沉默该基因可

能对胰腺癌细胞生物学行为产生重要影响。
RNAi 是由双链 RNA 介导的转录后 基因沉默

现象，它通过将双链 RNA 导入细胞后，在 Dicer 酶

的作用下产生有活性的 siRNA，引起与该段 RNA 同

源的 mRNA 产生特异性降解，从而导致特异基因的

转录后基因沉默现象 ［6-7］。 由于 RNAi 具有高特异

性、高效快速等特点，已成为目前基因功能、基因治

疗研究的重要技术手段。 Uprichard 等［8］利用腺病毒

做 siRNA 载 体， 设 计 针 对 乙 型 肝 炎 病 毒 RNA 的

siRNA，在体外成功清除乙型肝炎病毒 RNA 并抑制

其复制达数天，获得了理想的实验效果。
如何准确高效地将基因 导入细胞是 肿瘤基因

治疗的关键，同时基因治疗应避免基因载体输入人

体后对正常细胞产生不良影响。 纳米载体是新型的

药物缓释系统，具有无免疫原性和致瘤性，有较高

的基因转移效率， 可延长目的基因表达及作用 时

间，保护目的基因不易被破坏等优点［9-10］。 本研究所

用纳米材料的终产物为 H2O 和 CO2， 理论上对细胞

无任何毒副作用，还能够控制基因释放，延长基因

表达时间。
本 研 究 成 功 构 建 了 携 载 靶 向 survivin 基 因 的

siRNA 纳米载体， 并将 survivin siRNA 导入胰腺癌

BXPC-3 细胞，结果显示 survivin siRNA 对胰腺癌细

胞 survivin mRNA 和蛋白表达有明显的抑制 作用，
胰腺癌细胞行 siRNA 处理后，mRNA 和蛋白表达水

平显著下降，survivin siRNA 纳米微粒转染组较其他

处理组的基因表达显著降低（P＜0.05），说明纳米微

粒能够有效转染 siRNA 进入 胰腺癌 BXPC-3 细胞

从而发挥基因沉默作用。
目 前 认 为 survivin 是 作 用 最 强 的 凋 亡 抑 制 因

子， 主要通过直接抑制 caspase 级联反应下游的终

末子 caspase-3，caspase-7 的活性而发 挥 抗 凋 亡 作

用［11-12］。 本研究 MTT 结果显示，survivin 基因沉默后

肿瘤细胞生长速度显著低于对照组（P＜0.05）；流式

细胞术结果也显示，survivin siRNA 纳米转染组较其

他处理组的细胞凋亡数显著增加 （P＜0.05）， 说明

survivin 基因沉默促进了胰腺癌细胞的凋亡， 提示

survivin 可能与胰腺癌细胞的凋亡密切相关。
利用纳米技术和基因干扰技术阻断 survivin 在

胰腺癌细胞内的表达，能够下调人胰腺癌 BXPC-3 细

胞 survivin mRNA 和蛋白水平， 促进胰腺癌 BXPC-3
细胞凋亡，从而高效抑制 BXPC-3 细胞生长，为临床

靶向 survivin 治疗胰腺癌提供了理论基础，理论上成

为能够抑制胰腺癌细胞生长的有效方法。
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结节性甲状腺肿是常见外科疾病，病因复杂，且多病并

存。 其中合并慢性甲状腺炎占首位，其次为腺瘤样结节、孤立

性假囊肿、甲状腺癌［1］。 近年来随着影像学技术的运用及公

众常规体检意识的提高， 甲状腺结节病例得以早期发现，临

床发病率呈逐年上升的趋势，合并甲状腺微小癌（thyroid mi-
crocarcinoma，TMC）的病例也随之增多。由于缺乏特异临床表

现，结节性甲状腺肿与TMC结节易混淆，诊断困难。 本文回顾

性分析2006年8月—2011年8月我科收治的23例 结 节 性 甲 状

腺肿合并TMC 患者的临床资料，结合文献对其临床特点、诊

断及治疗等进行总结。

1 资料与方法

1.1 一般资料 2006年8月—2011年8月我科收治结节性甲

状腺肿病例1783例，其中结节性甲状腺肿合并TMC 23例，占

1.29%（23/1783）。 男4例，女19例，男女比例1∶4.7；年龄37~71
岁，中位年龄47岁。 所有病例均无声嘶、气促和吞咽困难等临

床症状。未触及明显甲状腺内结节，无颈部淋巴结肿大。23例

均为体检过程中影像学检查发现， 其中双侧多发结节13例，

单侧多发结节10例。 经1～3次高分辨率彩色超声检查，疑有恶

变入院行手术治疗。 23例患者均无甲状腺功能亢进、桥本甲

状腺炎等其他甲状腺疾病。 彩色多普勒超声检查显示所有病

例结节内有细小钙化点和（或）形态不规则，其中13例结节内

部血流信号Ⅱ级，5例Ⅲ级。 所有病例术前均未行细针穿刺细

胞学检查。

1.2 手术方法 单叶多发结节者行患侧叶全（近全）切除术，

双侧多发结节者行双侧叶全（近全）切除+ 峡部切除术。 20例

术中快速冰冻切片报告发现TMC， 加 行 中 央 区 淋 巴 结 清 除

术。 余3例术中快速冰冻切片未发现TMC，术后连续病理切片

证实为TMC。 1例由于肿瘤表面有正常腺体组织覆盖，未侵透

包膜，无淋巴结转移，未追加二次手术；1例术后1周追加相应

手术；1例放弃再次手术。

2 结果

所有病例术后病理学检查均诊断为结节性甲状腺肿合

并TMC。 TMC直 径≤5 mm者12例 （52.2%），＞5 mm者11例

（47.8%）。 21例有包膜。 2 例可见癌细胞浸润或侵透包膜，乳

头状癌21例，滤泡状癌2例。 20例术中快速冷冻切片确诊TMC
中1例发现淋巴结转移。 术后性声音嘶哑1例，15 d基本恢复。

所有病例均获随访，随访时间1～4年。 随访期间无死亡病例，

手术治疗病例无复发，无淋巴结转移。

3 讨论

临床流行病学调查显示，甲状腺可触及结节的发病率为

4%～7%，其实际发生率可能更高，尸检发现50%以上患有甲

状腺结节［1］。 随着影像学技术的不断提高及常规体检的普及，

甲状腺疾病早期检出病例逐渐增多。 笔者收集的2006年8月

以后病例资料显示，结节性甲状腺肿合并TMC 23例，占所有

病例的1.29%。 23例患者均没有明显的临床症状，体检中未扪

及结节，由影像学检查筛查出。 由于影像学诊断出的可疑病

例手术指征不明显，故如何为此类患者提供一个合理的诊疗

方案成为临床医生面临的问题。 此类病例的诊断主要依靠影

像学检查。 超声有助于术前确定可疑病例，提高术中术后诊

断准确率［2］。

有研究认为超声引导下穿刺行针吸细胞学检查是确定

甲状腺结节良恶性的最好办法［3］。 但许多临床医生认为针吸

活检往往难以取得满意的穿刺结果 ［4-5］，即使影像科室与经

验丰富的病理医师配合，仍 然 有10%左 右 的 误 诊 率，有 时 还

要重复多角度穿刺检查，增加血肿、喉返神经及气管损伤的

风险。 本组病例均未做此项检查。

TMC由于病灶微小隐匿，常在甲状腺其他疾病手术时被发

现，诊断较困难，容易漏诊。 本组术后病理诊断显示微小癌直

径≤5 mm者占79.2%，因此要求医生在术中仔细探查以减少漏

诊。 同时，术中术后的病理检查也可提高阳性率［6-7］。 有文献报

道仅1 mm的TMC病灶在病理检查时被发现［8］。 本组3例术中

快速冰冻切片未发现TMC的病例于术后连续病理切片证实。

TMC分为硬化型或非硬化型。 硬化型患者多数可终生维

持原状，非硬化型则可能发展成为进展性癌。 目前对TMC的

治疗存有争议。 临床上体检不可触及且不伴甲亢等症状、仅

影像学检出结节性甲状腺肿的患者，多数选择保守治疗或持

结节性甲状腺肿合并甲状腺微小癌 23 例临床分析
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