
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.16 AUG.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.16.005

EpCAM特异性适配体对胰腺癌细胞的靶向识别及促凋亡研究 *

黄旭方 文娣娣 仲津漫 任 静 宦 怡△

（空军军医大学西京医院放射诊断科 陕西西安 710032）

摘要目的：验证 EpCAM分子特异性适配体对胰腺癌细胞的亲和性及对细胞凋亡的影响。方法：通过文献查询 EpCAM分子特异

性适配体，以流式细胞术验证适配体与胰腺癌 PANC-1细胞的特异性亲和力；通过细胞免疫组化验证适配体与细胞结合的位点；

通过流式细胞术检测适配体对细胞的凋亡影响。结果：选择文献报道的 EpCAM分子特异性适配体 EP166，在不破坏主要二级结

构情况下做截断处理形成 EP166s。通过流式细胞术验证发现 EP166s与原适配体 EP166均可以特异性识别胰腺癌 PANC-1细胞，

而与阴性对照的 HEK293T细胞无特异性亲和力。细胞免疫荧光显示 EP166s主要结合在细胞膜表面。凋亡检测结果发现 EP166s

在与 PANC-1孵育 12 h、24 h后均可促进细胞凋亡，且主要是细胞的早期凋亡，其所占百分比分别为 12.2± 0.20，27.13± 0.36，而

随机文库对照组的早期凋亡百分比分别为 5.21± 0.63，4.91± 0.72；均值的配对 T检验发现 EP166s在孵育 12 h和 24 h后其早期

凋亡所占百分数与随机文库组均有统计学差异，而且 EP166s与细胞孵育 12 h与 24 h对凋亡的影响也有统计学差异，P臆0.01。结
论：修饰后的适配体 EP166s可以特异性识别胰腺癌 PANC-1细胞，且结合位点位于细胞膜上；该适配体有促进 PANC-1细胞凋

亡的作用。
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Specific Aptamer of EpCAM Recognize Pancreatic Cancer Cell Line
PANC-1 and Induce Apoptosis in This Cell Line*

To verify the affinity of EpCAM specific aptamer on pancreatic cancer cell line PANC-1 and its effect on

cell apoptosis. The specific aptamers of EpCAM were searched by literature from PubMed. The specific affinity of aptamers

binding to pancreatic cancer cell line PANC-1 was tested by flow cytometry. The binding sites of the aptamer to PANC-1 cells were

verified by cellular immunohistochemistry. The apoptotic effect of aptamers in this cell line was examined by flow cytometry using

Annexin V-FITC/PI Kit. The EpCAM specific aptamer EP166 reported in the literature was selected to be cut off to form EP166s

without destroying the major secondary structure. Flow cytometry showed that both EP166s and EP166 can specifically recognize

pancreatic cancer cell line PANC-1, but not recognize human embryonic kidney cell line HEK293T. Cellular immunofluorescence

showed that EP166s mainly binds to the cell membrane surface. Apoptosis test results showed that EP166s promoted apoptosis after 12 h

and 24 h of incubation with PANC-1, the percentages of the cell early apoptosis rate were 12.2± 0.20 and 27.13± 0.36, respectively. The

percentages were 5.21± 0.63, 4.91± 0.72 respectively in the random library control group. The paired T-test of the mean found that the

percentages of early apoptosis of EP166s with 12 h and 24 h incubation were statistically different from that of the random library group,

and incubation with 12 h was statistically different from with 24 h, P臆0.01. The modified EpCAM specific aptamer

EP166s can specifically recognize pancreatic cancer cell line PANC-1, and the binding site is located on the cell membrane. The aptamer

EP166s has the effect of promoting apoptosis of PANC-1.
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前言

胰腺癌是难治性恶性肿瘤，发病隐匿，早期诊断困难，发现

时多为进展期，多数病人失去手术治疗机会，且胰腺癌恶性程

度高，病情进展迅速，早期就发生转移，缺乏有效治疗手段导致

病死率极高[1]，胰腺癌的一年生存率不足 20%[2]。在中国胰腺癌

的发病率和死亡率均呈上升趋势[3]。因此对胰腺癌早期诊断及

靶向治疗的研究至关重要。上皮细胞粘附分子（Epithelial cell
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adhesion molecule, EpCAM）在大多数肿瘤中过表达，是用于肿

瘤诊断，预后评价以及靶向研究的理想抗原。EpCAM在胰腺癌

中高表达[4,5]，是胰腺癌诊断和治疗的潜在靶标。

适配体是一种寡核苷酸序列，可以是 DNA或者 RNA序

列，体外通过指数富集的配基系统进化技术（Systematic Evolu-

tion of Ligands by Exponential Enrichment，SELEX）筛选获得，

适配体可以折叠成特有的 3D结构特异性识别目标靶分子。适

配体拥有分子量小，亲和力高，易于体外合成和化学修饰等优

点，被称为化学抗体，常用于靶向成像和治疗的研究[6，7]。针对胰

腺癌的适配体研究主要 Kim等[8]筛选的胰腺癌干细胞的适配

体以及Wu等[9]筛选的胰腺导管腺癌 PL45细胞的适配体，尽管

可以较理想的识别靶细胞，但这种以细胞为筛选对象获得的适

配体由于具体靶标的未知性，使其在适配体与肿瘤作用机制的

进一步研究中有一定的局限性。而以已知在肿瘤中高表达的肿

瘤分子的适配体为研究对象，可以促进该分子在肿瘤过程中作

用的进一步研究。本研究中我们拟以 EpCAM特异性适配体为

研究对象，验证其与胰腺癌细胞系的结合特异性及对胰腺癌细

胞的凋亡影响，借以探讨适配体在胰腺癌靶向诊断及治疗中的

应用潜力。

1 材料与方法

1.1 材料

胰腺癌 PANC-1细胞系及人胚肾细胞 HEK 293T 细胞系

均为实验室保存；实验中所需适配体均委托生工生物有限公司

合成，以 HPLC方式纯化。激光共聚焦显微镜 AIR为日本尼康

公司产品；流式细胞仪 FACSalibur为美国 BD公司产品；凋亡

试剂盒为凯基生物有限公司产品。

1.2 方法

1.2.1 适配体的结构优化及修饰 通过查询文献选择 EpCAM

分子特异性适配体，并根据适配体的二级结构对适配体做截断

处理，以保障适配体应用的经济性。另外在适配体两端的两个

碱基以 2-氧 -甲基对碱基进行修饰，以增加适配体的核酸酶稳

定性。

1.2.2细胞培养 PANC-1细胞与 HEK293T细胞的培养基为

含有 10%FBS和 1%青链霉素的 DMEM 培养基，细胞在 37

℃，5% CO2的细胞孵箱中培养。所有细胞均在对数生长期进行

实验操作。流式细胞术检测时，细胞用不含 EDTA的胰蛋白酶

消化，收集后在胎牛血清中孵育 30 min。

1.2.3 Western Blot检测 取对数生长期的细胞，用细胞刮刀

收集细胞混合液并用 RAPI裂解液在冰上裂解 20 min，12000

rpm离心 10 min收集蛋白上清，通过 BCA方法测试蛋白浓度。

向蛋白样品中加入四分之一体积的 5× 还原 loading buffer沸

水中煮 5 min使蛋白变性，12000 rpm离心 3 min。以 110 V恒

压进行电泳，结束后进行转膜，条件为 100 V恒压。之后根据溴

酚蓝染色情况对 PVDF膜进行剪切，封闭 30 min后进行抗体

孵育，EpCAM抗体为 abcam公司产品，抗体在 4℃过夜孵育，

二抗室温孵育 1 h，结束后通过成像系统进行结果分析。

1.2.4 适配体与胰腺癌细胞系的亲和力检测 通过流式细胞

术检测适配体 EP166s与 PANC-1细胞的亲和力，以随机文库

为对照。取对数生长期的细胞收集后与山羊血清 37℃封闭 30

min，之后分别与 FAM标记的 EP166s和 FAM标记的随机文

库在 37℃下孵育 1 h，流式细胞洗涤液洗涤 5次，每次 3 min，

最后用流式固定液 200 滋L重悬细胞，上机进行测定。操作中注
意避光。

通过激光共聚焦显微镜观察适配体 EP166s与 PANC-1细

胞的结合位点。取对数生长期的细胞转移至 30 mm共聚焦小

皿中培养，待细胞覆盖皿底 80%左右时进行染色。将细胞培养

液倒掉，之后用 PBST洗涤 3次，每次 3 min，之后加入 FAM标

记的适配体或随机文库，37℃避光孵育 1 h，PBST洗涤后加入

DAPI避光染色 5 min，染色结束后以 PBST再次进行洗涤并在

激光共聚焦显微镜下观察结果。

1.2.5 适配体对胰腺癌细胞系凋亡的影响 通过 Annexin

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒检测 EP166s对 PANC-1的凋亡影

响。取对数生长期的细胞转移至六孔板中，待细胞长至 80％左

右时进行实验。分别向细胞中加入高浓度的 EP166s和随机文

库，总量约 2 滋mol，在细胞孵箱中孵育 12 h和 24 h，然后收集

细胞。向细胞中加入 Annexin V-FITC混合均匀后，避光孵育

15 min，之后加入 PI避光孵育 15 min。最后上机检测。

1.3 统计分析

所得数据通过 SPSS软件进行统计分析。计量资料以均

数± 标准差的形式记录，对获得数据的组间差异进行配对 T检

验，以 P约0.01为差异有统计学意义。

2 结果

2.1适配体修饰结果

根据文献检索到两条 EpCAM 特异性适配体，分别为

EP166[10]与 SYL3C[11]，前者在报道中称对 EP166 和 SYL3C 亲

和力做对比发现 EP166亲和力更优，因此本实验选择适配体

EP166作为研究对象，其序列为 5'-AAC AGA GGG ACA AAC

GGG GGA AGA TTT GAC GTC GAC GAC A-3'。

适配体 EP166的 DNA序列通过 RNA structure预测其二

级结构为紧密相连的两个茎环结构，推测该结构为适配体识别

EpCAM分子的特异性结构。因此在不破坏此二级结构的基础

上对适配体的序列做最短优化，并验证其亲和力有无改变。修

饰后的序列为 5'-GAC AAA CGG GGG AAG ATT TGA CGT

CGA CGA C-3'。

图 1适配体 EP166及修饰后 EP166s的二级结构预测图

Fig.1 Secondary structure of EP166 (1A) and EP166s (1B) predicted by

RNA structure
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Cell Line
Aptamer

Lib EP166s EP166

PANC-1 2.57± 0.72 78.17± 4.81 77.40± 1.65

HEK293T 2.60± 0.52 2.77± 0.87 2.83± 0.67

表 1适配体与 PANC-1细胞和 HEK293T细胞亲和力分析表（x依s，n=3）
Table 1 Binding ability of aptamers EP166s and EP166 to Panc-1 cells and HEK293T cells ( x依s, n=3)

2.2 胰腺癌 PANC-1细胞系高表达 EpCAM

通过 Western blot 检测发现胰腺癌 PANC-1 细胞高表达

EpCAM，其分子量约 40KDa，而对照组 HEK293T细胞不表达。

内参为 Tubulin，结果如图 2所示。

2.3 流式细胞术检测适配体 EP166s与 PANC-1细胞系的亲和力

流式细胞结果如图 3所示，适配体 EP166s与 EP166均可

与胰腺癌 PANC-1细胞特异性结合（3A），而与 HEK293T细胞

不结合（3B），随机文库 Lib组可见在两种细胞系中均未见明显

的特异性结合。对所得的流式细胞术结果中荧光标记阳性的细

胞所占百分比进行统计，发现适配体 EP166s、EP166 与

PANC-1 细胞孵育后结合细胞的百分比分别为 78.17± 4.81、

77.40± 1.65，而随机文库 Lib组的为 2.57± 0.72，通过配对 T

检验发现适配体 EP166s、EP166与 Lib组之间的差异均有统计

学差异，P值分别为 0.000和 0.001，而这两种适配体之间无统

计学差异，P值为 0.775。而 EP166s、EP166、Lib与 HEK293T细

胞孵育后的结果分别为 2.60± 0.52、2.77± 0.87、2.83± 0.67，三

组间均无统计学差异，EP166s、EP166与 Lib之间的 P值分别
为 0.820、0.706，EP166s与 EP166两组间的 P值 0.635，结果见

表 1。以上结果说明截断的 EP166s与靶分子结合的特异性及

亲和力没有受到影响，同原适配体 EP166相当，表明在不破坏

紧密相连的两个茎环结构的前提下可以保障适配体与 EpCAM

分子结合的特异性。该结果进一步验证了对筛选所得适配体进

行必要的截断处理是一种修饰适配体可行的方案。

图 2 PANC-1细胞与 HEK293T细胞裂解液WB结果

Fig.2 WB Results for PANC-1 and HEK293T whole cell lysates

图 3流式细胞术检测适配体 EP166、EP166s与 PANC-1细胞（3A）与 HEK293T细胞（3B）特异性亲和力

Fig.3 Binding ability of aptamers EP166 and EP166s to Panc-1 cells (3A) and HEK293T cells (3B) by flow cytometric

2.4 适配体 EP166s与 PANC-1细胞系的免疫荧光结果

适配体 EP166s与 PANC-1细胞共孵育后通过激光共聚焦

显微镜观察，可见其主要与 PANC-1细胞的胞膜结合。随机文

库 Lib组未见特异性细胞染色。该结果说明适配体 EP166s可

以特异性识别胰腺癌 PANC-1细胞系，而且靶标位于细胞膜

上。结果如图 4所示，其中上图为随机文库组，其细胞附近的

绿色荧光考虑为非特异性染色。该部分实验进一步验证适配

体 EP166s可以识别位于细胞膜上的 EpCAM分子，说明针对

EpCAM分子的适配体可以作为潜在的靶向成像及靶向治疗

的工具。

2.5 适配体 EP166s对 PANC-1细胞系的凋亡影响

以大剂量适配体 EP166s与 PANC-1 细胞分别孵育 12 h

和 24 h，通过 Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒检测发现，适配体

EP166s与 PANC-1细胞孵育 12 h与 24 h后，其早期凋亡细胞

所占百分比均多于随机文库对照组。而适配体 EP166s孵育 24

h其早期凋亡细胞所占百分比也多于孵育 12 h组。具体结果见

表 2。

通过 SPSS软件对早期凋亡百分比数据进行配对 T检验，

发现适配体 EP166s组与随机文库组在孵育 12 h、24 h后凋亡

细胞百分比差异均有统计学意义，P值分别为 0.002和 0.002，

均小于 0.01。适配体 EP166s孵育 12 h与 24 h之间的差异也有

统计学意义，P值为 0.000。其结果如图 5和图 6。

对早期凋亡和晚期凋亡之和进行分析，其结果同上，适配

体 EP166s组与随机文库组在孵育 12 h、24 h后的差异均有统
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图 4 EP166s与 PANC-1细胞免疫荧光图，标尺长度 20 滋m
Fig.4 The binding site of aptamer EP166s to Panc-1 cells by confocal microscopy. Scale bar=20 滋m

表 2不同孵育时间适配体 EP166s对 PANC-1细胞凋亡影响结果（x依s，n=3）
Table 2 Effect of aptamer EP166s on the cell apoptosis rate of PANC-1 in 12 h and 24 h (x依s, n=3)

Aptamer Time Cell survival rate(％)
Cell early apoptosis

rate(％)

Cell late apoptosis rate

(％)
Cell apoptosis rate(％)

Lib 12 h 89.15± 1.18 5.21± 0.63 5.39± 1.02 10.61± 1.08

24 h 88.66± 2.18 5.51± 1.69 5.58± 0.77 11.09± 2.46

EP166s 12 h 82.87± 0.06 12.2± 0.20 4.92± 0.23 17.12± 0.05

24 h 67.52± 0.98 27.13± 0.36 5.21± 0.24 32.33± 0.83

计学意义，P值分别为 0.008 和 0.003，均小于 0.01。适配体

EP166s 孵育 12 h 与 24 h 之间的差异有统计学意义，P值为
0.001。晚期凋亡细胞所占百分比在各组间没有统计学差异。

以上结果说明适配体 EP166s可以促进 PANC-1细胞的凋

亡，而且随着孵育时间的延长，促凋亡效果增强。EpCAM分子

由胞外段、单次跨膜区和胞内段 3部分构成，其中胞外段有

242个氨基酸，跨膜区有 21个氨基酸，胞内段有 26个氨基酸。

其活化是通过胞外段与配体结合后使胞内段脱落，进而发挥相

应作用的。适配体可能是通过竞争结合 EpCAM胞外段的配体

位点，导致其活性降低，进而实现促凋亡作用的。

图 5不同孵育时间点适配体 EP166s对 PANC-1细胞凋亡影响的条形

图，*表示 P约0.01
Fig.5 Effect of aptamer EP166s on the cell apoptosis rate of PANC-1

in 12 h and 24 h by bar graph, * means P约0.01

3 讨论

胰腺癌恶性程度高，转移发生早，治疗效果差，是高死亡率

肿瘤之一。胰腺导管腺癌是胰腺癌的主要类型，约占胰腺癌的

95%[12]。针对胰腺癌的治疗研究效果进展缓慢，其 5年生存率仍

低于 5%[13]。手术切除是胰腺癌患者唯一可能的治愈手段，但

80-85%的患者诊断时已经为局部进展期或发生转移而失去手

术机会[2]。而靶向诊断及治疗是提高胰腺癌早期诊断水平及治

疗效果的有效途径之一。

上皮细胞粘附分子（EpCAM）也称为 CD326, EGP-2, ESA

等，是上皮细胞内一种 Ca2+非依赖性单次跨膜糖蛋白[14]，参与

细胞信号传导[15]，迁移，增殖和分化[16]，首次报道于结肠癌中[17]。

EpCAM是循环肿瘤细胞的一种有效肿瘤抗原，在肿瘤的筛查、

复发监测及疗效评估方面有很大的应用潜力 [18]。有研究表明

EpCAM分子的表达水平与肿瘤患者的总体生存率相关 [19]，因

此其也可以作为一个预后指标。此外，EpCAM在肿瘤的发生和

转移中也发挥重要作用，说明其在肿瘤的免疫治疗和靶向诊治
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图 6不同孵育时间适配体 EP166s对 PANC-1细胞凋亡影响结果

Fig.6 Effect of aptamer EP166s on the cell apoptosis rate of PANC-1 in 12 h and 24 h by flow cytometry

方面的潜力[18]。EpCAM分子在多种肿瘤中高表达，如胃癌[20]、

肝癌[21]及乳腺癌[22]等。其在胰腺癌中也呈高表达，因此 EpCAM

分子可以作为胰腺癌靶向诊断及治疗的一种潜在靶标。

目前，多数基于 EpCAM的诊断和治疗策略都依赖于抗

体，但抗体由于分子较大以及亲和力不稳定在科研及临床应用

中有一定的局限性。而适配体有可能是最好的抗体替代产品。

适配体是通过 SELEX体外筛选获得的高特异性结合靶标的寡

核苷酸序列，基于其复杂而特异的三维结构，适配体不仅拥有

结合靶标的高亲和力，而且其识别靶标的范围很广，可以是小

分子物质，如金属离子[23]、多肽[24]等，也可以是较大的蛋白质[25]

乃至细菌[26]、细胞[27]等。适配体分子量小，组织穿透力强，稳定性

好，无免疫源性以及易于体外合成及修饰等优点使其成为抗体

替代研究的热点。如 Rong等[28]通过细胞 SELEX技术获得的适

配体 LY-1在体外能抑制 HCCLM9细胞的迁移和侵袭，体内抑

制异种移植瘤的生长。Tuerk等[25]筛选的人类免疫缺陷病毒 1

型逆转录酶（HIV-1）的适配体可以有效抑制 HIV逆转录酶合

成 cDNA，但不抑制其他逆转录酶，说明该适配体有特异性降

低靶蛋白活性的能力，可作为病毒和其他疾病的治疗剂。以上

研究表明适配体在肿瘤研究中既可以作为特异性靶向剂，亦可

以作为靶标蛋白的拮抗剂参与其活性调节。

细胞凋亡是由基因控制的细胞自主的程序性死亡，不同于

细胞坏死，其是一种主动过程，涉及多种基因的激活、表达及调

控，凋亡过程中细胞的形态改变等也有别于细胞坏死。适配体

在调节细胞凋亡过程中主要通过内在和外在两条途径[29]。在内

在途径中，适配体通过诱导或抑制某些凋亡基因的活化以调节

凋亡过程。在外在途径中，当适配体特异性靶向受体时，触发凋

亡信号导致细胞凋亡。

调节细胞凋亡的内在途径包括对以下基因的调节，主要有

Bcl-2蛋白家族、活性氧、丝裂原活化蛋白激酶信号通路、Akt、

p53、NF-kB、c-Myc等。Bcl-2是抑制细胞凋亡的基因，核仁素可

以与 Bcl-2 mRNA 结合防止其降解，核仁素特异性适配体

AS1411可以竞争抑制该结合，导致 Bcl-2合成减少，从而达到

促凋亡的作用。Dam等[30]构建的 AS1411与金纳米星颗粒复合

物可以有效下调 Bcl-2 mRNA的表达，并且明显促进 12种癌

细胞的凋亡增加，而对正常细胞系几乎没有影响。细胞内活性

氧的增加可以促进细胞凋亡，Liu等[31]开发一种基于适配体的

特异性光敏剂 TF70-R13，在光照条件下可有效增加细胞内活

性氧的产生促使细胞死亡，其对肺癌细胞 A549有效。Li等[32]研

究证实其实验室开发的 OPN-R3适配体是通过丝裂原活化蛋

白激酶信号通路促进细胞凋亡的。在另一项工作中，White等[33]

通过 SELEX筛选血管生成素 1的适配体 ANG9-4，经过修饰

以增加其核酸酶抗性，该适配体可以特异性高亲和力结合血管

生成素 1，其 Kd值在纳摩尔范围，大剂量的 ANG9-4可以阻断

血管生成素 1介导的 Tie2磷酸化和下游 Akt的激活，进而促

进血管内皮细胞的凋亡，阻止新生血管的生成。p53参与激活

凋亡过程的许多下游基因，进而诱导细胞凋亡，核仁磷酸蛋白

是一种 p53的负性调节因子，在多种肿瘤中高表达，通过对其

的阻断，可以促进细胞凋亡，Jian等[34]筛选的 RNA适配体可以

特异性结合核仁磷酸蛋白的中心酸性区域并影响其在体外和

体内的寡聚化，而 p53则高表达。该适配体不仅引起肿瘤细胞

自身的凋亡，而且使其对其他治疗药物的敏感性更高。Porciani

等[35]以适配体为靶向剂，通过对化疗药物的靶向递送，特异性

抑制 NF-kB激活，通过对细胞活性分析及蛋白免疫印迹实验

发现该递送系统可以显著抑制阿霉素诱导的 NF-kB反式激活

并促进肿瘤细胞的凋亡。c-Myc在细胞增殖、分化及凋亡中起

关键作用。Lee等[36]筛选了一种针对茁-catenin的 RNA适配体，
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其在结肠癌细胞中抑制 茁-catenin依赖性的 c-myc和细胞周期

蛋白 D1的转录，进而抑制肿瘤细胞的生长。

调节细胞凋亡的外在途径主要通过阻断膜表面的受体促

进细胞凋亡，如肿瘤坏死因子受体、表皮生长因子受体、血小板

衍生生长因子等。EpCAM分子与 c-myc和细胞周期蛋白 A和

E有明显相关性[20]，因此 EpCAM特异性适配体可能通过该通

路的激活诱导细胞凋亡。

综上所述，我们通过对文献报道的 EpCAM分子特异性适

配体 EP166进行截断修饰并验证其在胰腺癌细胞系中的应用

价值，优化后的 EP166s适配体，经验证可以特异性结合胰腺癌

PANC-1细胞系，且结合位点在细胞膜上，适配体与细胞膜结

合后部分适配体通过内吞进入胞质内。并且适配体 EP166s可以

有效促进胰腺癌 PANC-1细胞系的凋亡。以上研究说明适配体

EP166s可以作为一种胰腺癌诊断治疗的潜在靶向剂及治疗剂。
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