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　　【摘要】　目的　探讨 ｍｉＲ唱２７ａ在胰腺癌细胞生长过程中的作用及相关机制。 方法　应用 ＲＴ唱ＰＣＲ检测
胰腺癌组织中 ｍｉＲ唱２７ａ的表达水平；应用 ＣＣＫ唱８ 生长曲线和软琼脂克隆形成实验检测 ｍｉＲ唱２７ａ 对胰腺癌细
胞 ＰＡＮＣ唱１ 生长能力的影响；应用双荧光素酶报告基因实验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 筛选 ｍｉＲ唱２７ａ 的靶基因。
结果　（１）相比较于癌旁正常胰腺组织，胰腺癌组织中 ｍｉＲ唱２７ａ表达显著上调；（２）抑制胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１
内源性 ｍｉＲ唱２７ａ能够显著下调癌细胞的生长活性；（３）ｍｉＲ唱２７ａ能够直接调控 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 基因 ３′ＵＴＲ中的 ＭＲＥ
序列；（４）抑制 ＰＡＮＣ唱１细胞内源性 ｍｉＲ唱２７ａ能够显著上调 Ｓｐｒｏｕｔｙ２蛋白 ３５％。 结论　ｍｉＲ唱２７通过调控胰腺
癌细胞 ＰＡＮＣ唱１中 Ｓｐｒｏｕｔｙ２蛋白表达发挥癌基因功能。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｔａｒｇｅｔｓ．Methods　Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｓｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ．Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｖｉｔａｌｉｔｙ ｏｆ ＰＡＮＣ唱１ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｃｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ唱８ ａｎｄ ｓｏｆｔ ａｇａｒ ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ．Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｗｅｒｅ ｃｈｏｏｓｅｎ ｂｙ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ．Results　 （１） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｓｅｓ ｗａｓ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐａｉｒｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｓｅｓ．（２） Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＡＮＣ唱１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｃｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．（３） ｍｉＲ唱２７ａ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ＭＲＥ ｏｆ
Ｓｐｒｏｕｔｙ２．（４） Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ｗａｓ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｙ ３５％ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｃｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎ ＰＡＮＣ唱１ ｃｅｌｌｓ．Conclusion　ｍｉＲ唱２７ａ ｗａｓ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ，ａｎｄ ｉｔ
ｍａｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｓ ａｎ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｉｎ ＰＡＮＣ唱１ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｓｐｒｏｕｔｙ２．

【Key words】　Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ；　ｍｉＲ唱２７ａ；　Ｓｐｒｏｕｔｙ２

　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ 是一种可以调控编码基因表达的小
ＲＮＡ分子，参与肿瘤的发生发展［１］ 。 近年来的研究发
现，ｍｉＲ唱２７ａ 在多种类型恶性肿瘤中表达上调，被认为
具有癌基因功能［２唱３］ 。 人们也检测到胰腺癌中 ｍｉＲ唱２７ａ
存在上调表达［４唱５］ ，但是对其在胰腺癌中的功能研究目
前尚少。 本研究旨在探讨认识 ｍｉＲ唱２７ａ 在胰腺癌细胞
中的作用及可能机制。

材料与方法

１．试剂：ＲＮＡ提取试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍｉｘ、

ｍｉＲ唱２７ａ前体序列及特异性 ｍｉＲ唱２７ａ抑制剂（Ａｍｂｉｏｎ），
基因组ＤＮＡ提取试剂盒、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒
（北京天根生物有限公司），ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、各种核
酸内切酶、Ｔ４ 连接酶（Ｔａｋａｒａ 公司），质粒提取试剂盒、
ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｏｎ２０００ 转 染 试 剂、 高 溶 点 琼 脂 糖、
ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｏｎ２０００ 转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），双荧光素酶
报告基因系统（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），兔抗人 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 多克隆
抗体（Ｕｐｓｔａｔｅ公司），鼠抗人β唱ａｃｔｉｎ单克隆抗体（Ｓａｎｔａ
ｃｒｕｚ公司），ＨＰＲ标记二抗（北京中山金桥生物有限公
司），丙烯酰胺、Ｎ′Ｎ′唱亚甲基双丙烯酰胺、过硫酸铵、
ＳＤＳ（Ｐｉｅｒｃｅ公司），ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ 公司），胎牛血
清（天津灏阳公司），ＥＣＬ 发光液（北京普利莱公司），
医用 Ｘ光片（厦门 Ｋｏｄａ公司）。

２．新鲜胰腺癌及癌旁正常胰腺组织：３ 对新鲜胰
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腺癌及癌旁正常胰腺组织均取自北京协和医院 ２００９
年 ６月至 ２０１０ 年 ３月被明确诊断为胰腺导管腺癌患者
的外科手术标本。 新鲜组织在取出后迅速放置液氮
中，然后长期贮存于－８０ ℃冰箱备用。

３．细胞培养：ＨＥＫ２９３Ｔ细胞和胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱
１用 ＤＭＥＭ培养基培养于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中。

４．ＭｉｃｒｏＲＮＡ表达水平检测：用 ＴＲＩＺＯＬ 试剂提取
组织或细胞系中相应的 ＲＮＡ，应用 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ（以
Ｕ６作为内参）检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达水平。

Ｕ６ 逆转录引物：５′唱ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴ唱
ＣＡＴ唱３′；ｍｉＲ唱２７ａ 逆转录引物： ５′唱ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ唱
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＣＧＧＡＡ唱
３′；ＰＣＲ 扩增 Ｕ６ 引物：５′唱ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴ唱
ＣＡＴ唱３′和 ５′唱ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ唱３′；
ＰＣＲ扩增 ｍｉＲ唱２７ａ 上游引物：５′唱ＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧ唱
３′； ＰＣＲ 扩 增 ｍｉＲ唱２７ａ 下 游 通 用 引 物： ５′唱ＧＴＧ唱
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ唱３′。
反应条件：使用 ＳＹＢＲ瞮Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 作

为核酸染料，在 ＩＱ５ 仪器上进行扩增反应。 条件为
９５ ℃ １０ ｍｉｎ、９５ ℃ １５ ｓ、６０ ℃ １ ｍｉｎ，循环 ４０ 次后
读数。

５．双荧光素酶报告基因实验：按照实验要求设置
合理的分组，每组分别设 ３ 个复孔。 将所选用的细胞
于转染前 ２４ ｈ传入 ２４ 孔板，并做好分组标记；ｐＲＬ唱ＴＫ
重组质粒、ｐＧＬ３ 质粒以及 ｐｒｅ唱ｍｉＲＮＡ前体序列（或 ｐｒｅ唱
ｍｉＲＮＡ表达重组质粒）均取 ０畅５ μｇ／孔，每孔转染的质
粒总量与 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 试剂的比值为 ３∶４；转染
４８ ｈ后，用 Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ 仪器测定萤火虫荧光素酶
（ｐＧＬ３质粒）和花虫荧光素酶（ｐＲＬ唱ＴＫ质粒）的活性，
取二者的比值。

６．ＣＣＫ唱８生长曲线测定：以 ３０００ 个／孔细胞种植
于 ９６孔板中，将浓度为 ３０ ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
瞬时转染 ＰＡＮＣ唱１ 细胞，同时设立 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 非特异性
抑制剂（ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）作为对照组。 于转染后第 ２、
３、４、５、６、７天加入 ＣＣＫ唱８ 试剂检测不同处理组细胞活
力。 每次实验每个处理组设定 ３ 个复孔，实验重复
３次。

７．软琼脂克隆形成实验：将浓度为 ３０ ｎｍｏｌ／Ｌ 的
ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 瞬时转染 ＰＡＮＣ唱１ 细胞，同时设立
ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 作为对照组。 于转染后 ２４ ｈ 分别计数
５００ 个／孔种植于软琼脂平板中，每种细胞铺 ２ 个重复
孔；置于 ３７ ℃培养箱中培养 １４ ～１８ ｄ，显微镜下观察
克隆形成情况，选取细胞数多于 １００ 个的克隆进行记
数；ＭＴＴ染色法对克隆染色，并照相保留实验结果。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 蛋白表达水平的改

变：将浓度为 ３０ ｎｍｏｌ／Ｌ 的 ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 瞬时转染
ＰＡＮＣ唱１细胞，同时设立 ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 作为对照组。
于转染后 ４８ ｈ 收集不同处理组的细胞，用 ＲＩＰＡ 裂解
液处理，提取相应蛋白；应用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ（以β唱ａｃｔｉｎ作
为内参）检测 Ｓｐｒｏｕｔｙ２蛋白水平，计算蛋白条带光密度
值（ＩＯＤ）并定量分析。

９．统计学分析：全部数据以均数±标准差（珋x ±s）
表示，采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 软件进行统计分析。 组间比较采
用单因素方差分析（ｏｎｅ唱ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 P ＜０畅０５ 为有
统计学差异。

结　　果

１．新鲜胰腺癌及癌旁组织中 ｍｉＲ唱２７ａ 的表达水
平：为确定 ｍｉＲ唱２７ａ在胰腺癌组织中的表达情况，应用
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的方法对３ 例配对的胰腺癌及癌旁正常
胰腺组织中 ｍｉＲ唱２７ａ 的表达水平进行检测。 结果显
示，相对于癌旁正常胰腺组织，ｍｉＲ唱２７ａ 在胰腺癌组织
中的表达水平显著上调，差异具有统计学意义（P ＜
０畅０５，图 １），此与以往文献报道一致［４唱５］ 。

２．抑制 ｍｉＲ唱２７ａ对胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１ 生长能力
的影响：应用ｍｉＲＮＡ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ转染 ＰＡＮＣ唱１细胞，第２、
３、４、５、６、７ 天后应用 ＣＣＫ唱８ 法检测细胞生长能力，结
果如图 ２ 所示，相对于各 ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组，抑制
ＰＡＮＣ唱１细胞内源性 ｍｉＲ唱２７ａ 后，细胞生长能力被显著
抑制（P ＜０畅０５）。

３．抑制 ｍｉＲ唱２７ａ对胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１ 克隆形成
能力的影响：应用软琼脂克隆形成实验进一步评价
ｍｉＲ唱２７ａ在胰腺癌细胞恶性转化过程中的作用。 结果
表明，转染 ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的 ＰＡＮＣ唱１ 细胞所形成的
克隆数显著低于转染 ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组；同时，在
观察克隆大小时发现，转染 ｍｉＲ唱２７ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组所形成
的克隆明显小于 ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组（图 ３）。 统计数据
表明，相对于对照组，ｍｉＲ唱２７ａ 抑制剂对 Ｐａｎｃ唱１ 细胞克
隆形成能力的抑制率为 ３６畅８％，差异具有统计学意义
（P ＜０畅０５）。

４．ｍｉＲ唱２７ａ靶基因的预测及鉴定：应用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
靶基因预测软件（ＴａｒｇｅｔＳｃ、ａｎ、ｍｉＲＢａｓｅ Ｔａｒｇｅｔｓ 和 ＰｉｃＴ唱
ａｒ）对 ｍｉＲ唱２７ａ 靶基因进行预测，从中选出 ７ 个
（Ｓｐｒｏｕｔｙ２，ＢＡＧ２，ＥＢＦ３，Ｅ２Ｆ７，ＰＬＫ２，ＳＯＣＳ６，ＥＤＡＲ）与
肿瘤发生发展相关的基因作为研究重点。 过表达 ｍｉＲ唱
２７ａ 后（转染 ｐｒｅ唱ｍｉＲ唱２７ａ 前体序列），Ｓｐｒｏｕｔｙ２、ＢＡＧ２、
ＳＯＣＳ６和 ＥＤＡＲ 等 ４ 个基因的 ＭＲＥｓ 能够被 ｍｉＲ唱２７ａ
调控（图 ４）。 进一步选取并克隆 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 基因的全长
３′ＵＴＲ，对其中同 ｍｉＲ唱２７ａ相互结合的 ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 位
点进行完全突变。 结果显示，在 ＰＡＮＣ唱１ 细胞中，ｐｒｅ唱
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ｍｉＲ唱２７ａ前体能够显著降低野生型 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ３′ＵＴＲ唱
ｐＲＬ唱ＴＫ重组质粒的荧光活性，而对突变型 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ３′
ＵＴＲ唱ｐＲＬ唱ＴＫ重组质粒没有影响（图 ５）。

５．抑制 ｍｉＲ唱２７ａ能够上调胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１ 中
Ｓｐｒｏｕｔｙ２基因蛋白的表达水平：结果发现，相比于对照
组，抑制内源性ｍｉＲ唱２７ａ后，ＰＡＮＣ唱１细胞中 Ｓｐｒｏｕｔｙ２基
因蛋白水平上调 ３５％，差异具有统计学意义（P ＜
０畅０５），这提示 ｍｉＲ唱２７ａ 能够在蛋白水平直接调控
Ｓｐｒｏｕｔｙ２蛋白的表达（图 ６）。

讨　　论

目前多数研究证实，ｍｉＲ唱２７ａ 在诸如乳腺癌［６］ 、胃
癌

［７］ 、结肠癌［８］
等恶性肿瘤中表达显著上调，并在肿瘤

的进展中发挥癌基因功能。 本研究发现，胰腺癌组织
的 ｍｉＲ唱２７ａ表达水平显著高于正常胰腺组织；通过下
调胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１ 内源性 ｍｉＲ唱２７ａ，癌细胞生长及
克隆形成能力均被抑制，提示 ｍｉＲ唱２７ａ 在胰腺癌中也
可能发挥癌基因功能。
明确 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ靶基因是探讨这种小分子功能的

重要手段。 应用靶基因预测软件和双荧光素酶报告基
因实验，本研究初步鉴定出 Ｓｐｒｏｕｔｙ２、ＢＡＧ２、ＳＯＣＳ６ 和
ＥＤＡＲ等 ４个的 ＭＲＥｓ能够被 ｍｉＲ唱２７ａ调控。 ＢＡＧ２ 被
报道在甲状腺癌中具有抵抗凋亡的作用

［９］ ；ＳＯＣＳ６ 在
胃癌中能够通过负向调控细胞因子信号通路抑制癌细

胞的生长和克隆形成能力［１０］ ；ＥＤＡＲ 可以活化 ＮＦ唱κＢ
和 ＪＮＫ 参与不依赖 ｃａｓｐａｓｅ 的细胞凋亡途径 ［１１］ ；
Ｓｐｒｏｕｔｙ蛋白家族成员通过干扰 Ｒａｓ／ＭＡＰＫ信号通路的
活性参与调控包括血管发生、细胞生长、迁移和浸润等
与肿瘤发生发展密切相关的病理过程［１２唱１３］ 。 鉴于胰腺
癌中存在较高频率 Ｋ唱ｒａｓ 癌基因的点突变和 Ｒａｓ／
ＭＡＰＫ信号通路的异常活化，本研究将 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 作为进
一步研究的重点，最终证实 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 是胰腺癌细胞
ＰＡＮＣ唱１中 ｍｉＲ唱２７ａ 直接作用的功能靶基因。 以下几
个方面的实验结果可以说明：（１）３ 个靶基因预测软件
表明 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 的 ３′ＵＴＲ携带有与 ｍｉＲ唱２７ａ“种子序列”
互补的结合位点；（２）过表达 ｍｉＲ唱２７ａ 能够显著抑制
ｐＲＬ唱ＴＫ重组质粒中野生型 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ３′ＵＴＲ 上游的荧
光素酶的活性，但是对“种子序列”位点突变的突变型
Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ３′ＵＴＲ 没有影响；（３）在胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１
中，过表达 ｍｉＲ唱２７ａ能够导致 ｐＲＬ唱ＴＫ重组质粒野生型
Ｓｐｒｏｕｔｙ２ ３′ＵＴＲ上游的荧光素酶的活性的显著增强；最
后，转染 ｍｉＲ唱２７ａ 特异性抑制剂能够在翻译水平显著
上调 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 蛋白的表达。 总而言之，ｍｉＲ唱２７ａ 能够通

过直接同 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 基因 ３′ＵＴＲ 结合来参与调控
Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 的表达。 由此，我们推测， Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 基因在
ｍｉＲ唱２７ａ和 Ｒａｓ／ＭＡＰＫ 信号通路之间可能起到了“桥
梁”作用，ｍｉＲ唱２７ａ 首先影响胰腺癌中 Ｓｐｒｏｕｔｙ２ 蛋白水
平，后者的下调解除了其对 Ｋ唱ｒａｓ 活性的抑制，在一定
程度上加强了 Ｋ唱ｒａｓ基因对下游信号分子的活化。
本研究初步提出了 ｍｉＲ唱２７ａ 通过靶向作用于

Ｓｐｒｏｕｔｙ２影响胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ唱１ 生长能力，为下一步
更为深入地探讨 ｍｉＲ唱２７ａ在胰腺癌中功能作用奠定了
基础。
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