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miR-451a 对人胰腺癌 BxPc3 细胞增殖

和凋亡的影响及其分子机制研究

刘少朋，刘海潮，白明辉

郑州大学附属洛阳中心医院肝胆胰脾及疝外科二病区（河南洛阳  471000）

【摘要】   目的    分析 miR-451a 对人胰腺癌 BxPc3 细胞增殖及凋亡的影响并探究其分子机制。方法    以
BxPc3 细胞为研究对象，建立脂质体转染 miR-451a 模拟物并分别设不同浓度（25、50、100 和 200 μmol/L）miR-451a
组及空白对照组。实时荧光定量 PCR 法检测各组细胞内 miR-451a mRNA 表达情况；然后用 MTT 法、平板克隆

实验、流式细胞术及 Western blot 法分别检测不同浓度 miR-451a 转染对 BxPc3 细胞的增殖能力、细胞克隆数、细

胞周期及凋亡变化的影响以及 BxPc3 细胞中巨噬细胞移动抑制因子（MIF）、钙结合蛋白 39（CAB39）、磷酸化磷脂

酰肌醇-3 激酶（p-PI3K）和磷酸化蛋白激酶 B（p-AKT）蛋白的表达情况。结果    各浓度转染组 BxPc3 细胞中 miR-451a
mRNA 表达量高于空白对照组（P<0.050）；转染 miR-451a 可显著抑制 BxPc3 细胞增殖且呈时间及浓度依赖性（P<0.050）；
200 μmol/L miR-451a 转染组细胞克隆数明显少于空白对照组（P<0.050）；miR-451a 转染后可使 BxPc3 细胞分化停

滞于 G0/G1 期并可诱导细胞凋亡且具有浓度依赖性（P<0.050）；miR-451a 转染后 BxPc3 细胞内 MIF、CAB39、
p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达较空白对照组下调并呈现浓度依赖性（P<0.050）。结论    从本研究实验结果看，miR-451a
可抑制 BxPc3 细胞增殖、诱导细胞凋亡并呈现浓度依赖性，其机制可能与抑制 PI3K/AKT 信号通路有关。
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【Abstract】 Objective    To analyze the effects of miR-451a on the proliferation and apoptosis of human pancreatic
cancer BxPc3 cells, and to explore its molecular mechanisms. Methods    The liposome transfection mimics of miR-451a
were established in the BxPc3 cells, which were used as the research objects, and different concentrations (25, 50, 100 and
200 μmol/L) of miR-451a and blank control group were set up respectively. The expression of miR-451a mRNA in the
BxPc3 cells after the transfection was detected by the qRT-PCR method. The effects of miR-451a at different
concentrations on the proliferation, cell clone number, cell cycle and apoptosis, and the expressions of the macrophage
migration inhibitory factor (MIF), calcium binding protein 39 (CAB39), phosphorylated phosphatidylinositol-3-kinase
(p-PI3K) and phosphorylated protein kinase B (p-AKT) proteins in the BxPc3 cells were detected by the MTT assay, plate
cloning assay, flow cytometry, and Western blot, respectively. Results    The expressions of miR-451a mRNA in the
transfected BxPc3 cells were significantly higher than in the blank control BxPc3 cells (P<0.050). The miR-451a could
inhibit the proliferation of BxPc3 cells in a time- and concentration-dependent manner significantly (P<0.050), block the
differentiation of BxPc3 cells in the G0/G1 phase, and induce the apoptosis with a concentration-dependent manner
(P<0.050). The expressions of MIF, CAB39, p-PI3K, and p-AKT proteins in the BxPc3 cells were down-regulated with a
concentration-dependent manner (P<0.050). Conclusion    From results of this study, miR-451a could inhibit
proliferation and induce apoptosis of BxPc3 cells in a concentration-dependent manner, and its mechanisms might be
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related to inhibition of PI3K/AKT signaling pathway.

【Keywords】 pancreatic cancer; BxPc3 cells; miR-451a; PI3K/AKT signaling pathway; proliferation; apoptosis

胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤，发病率

高，进展快，预后差，5 年生存率不足 10%[1]。外科

手术是胰腺癌唯一能达到根治的方法。但据统计，

仅有 10%～15% 的患者具备手术治疗时机[2]。对于

不可手术切除的胰腺癌，药物化疗是其首选方法，

但目前胰腺癌常用的化疗药物如吉西他滨、5-氟尿

嘧啶等因其耐药性原因导致整体治疗效果欠佳[3-5]，

因而致力于肿瘤发生分子机制的研究从未停歇。

微小 RNA（microRNA，miRNA）是一类短链非编码

RNA，广泛参与并调控着诸多肿瘤的发生及发展进

程 [6]。miR-451a 是目前研究较多的 miRNA 之一，

有研究者 [ 7 - 1 0 ]报道其在多种肿瘤中作为一种抑癌

miRNA，但其在胰腺癌中的作用机制报道较少。基

于以上因素，本研究以人胰腺癌 BxPc3 细胞（简称

“BxPc3 细胞”）为研究对象，进一步探讨 miR-451a
对 BxPc3 细胞增殖及凋亡的影响，以期为后续更多

研究及寻找胰腺癌潜在的新靶点提供一定参考。

1    材料与方法

1.1    主要材料及来源

BxPc3 细胞，上海美轩生物科技有限公司；胎牛

血清、磷酸化磷脂酰肌醇-3 激酶（p-PI3K）和磷酸化蛋

白激酶 B（p-AKT），武汉赛维尔生物科技有限公司；

Trizol RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒（M-MLV）、

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）试剂 TB Green Premix，
日本 TaKaRa 公司；qRT-PCR 引物，上海生物工程

股份有限公司；LipofectamineTM 3000，Invitrogen 公司；

RPMI-1640 培养基及胰蛋白酶，上海恪敏生物科技

有限公司；RIPA 裂解液、Annexin Ⅴ-FITC/PI 细胞

凋亡检测试剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒及 ECL 试
剂盒，碧云天生物技术研究所；miR-451a 及 MTT
显色剂，美国 Sigma 公司；兔抗人巨噬细胞移动抑

制因子（MIF）单克隆抗体、兔抗人钙结合蛋白 39
（CAB39）多克隆抗体及 GAPDH 抗体，美国 Santa
Cruz 公司；辣根过氧化物酶耦联羊抗兔 IgG 二抗，

艾美捷科技有限公司；DMEM 培养基，南京森贝

伽生物有限公司；紫外线分光光度计、RNAiso Plus
（Total RNA 提取试剂），赛默飞世尔科技公司；

Bio-Rad CFX96 PCR 仪，上海甄明科学仪器有限公司。

1.2    细胞培养、传代及 miR-451a 转染

1.2.1   细胞培养及传代　将 BxPc3 细胞置入含 10%
胎牛血清的  RPMI-1640 培养基并放入相对湿度

95%、体温 37 ℃ 的恒温培养箱中进行培养，常规更

换培养液，进行细胞传代。

1.2.2   细胞转染　将传代 3 代的 BxPc3 细胞接种于

6 板孔上，设转染密度 50%～70%。将稀释成不同

浓度（25、50、100 和 200 μmol/L）的 miR-451a 模拟

物及脂质体 LipofectamineTM 3000 加入相应剂量的

DMEM 培养基中，充分混合均匀，室温静置 15 min，
逐滴加入 24 板孔中孵育 6 h 后换用含 10% 胎牛血

清的 RPMI-1640 培养基，继续恒温培养箱中培养

48 h 用于后续实验。实验重复检测 5 次。

1.3    qRT-PCR 法检测转染 miR-451a 后 BxPc3 细
胞中 miR-451a mRNA 表达情况

依据 RNAiso Plus 说明书提取不同浓度 miR-451a
转染后的 BxPc3 细胞总 RNA，琼脂凝胶电泳检测

RNA 完整性；紫外线分光光度计测定 RNA 总浓度

及光密度（OD）260 和 OD280 值。取 1 μg 总 RNA
经反转录合成 cDNA。设 U6 为 miRNA 内参，使用

Bio-Rad CFX96 PCR 仪测定 miR-451a 及 U6 的 mRNA
表达情况。miR-451a 上游引物为 5′-TCCGATTGA-
GTCATTACCAT-3′，下游引物为 5′-GTGCAGGGTCC-
GAGGT-3′，扩增片段长段为 300 bP；U6 上游引物为

5′- TCCGATCGTGAAGCGTTC-3′，下游引物为 5′-
GTGCAGGGTCCGAGGT-3′，扩增片段长段为 300 bP。
用 2－△△CT 法计算 miR-451a mRNA 相对表达量，其

中 ΔΔCT=（CT实验组目的–CT实验组内参）–（CT对照组目的–CT对照组内参）。

1.4    MTT 法检测转染 miR-451a 后对 BxPc3 细胞

增殖的影响

将 miR-451a 转染后的 BxPc3 细胞及空白对照

组细胞分别接种于 24 孔板上（细胞浓度为 5×104 个/mL，
200 μL/孔）。弃去上清液，加入无血清的 RPMI-
1640 培养液（200 μL/孔）及浓度为 5 mg/mL 的 MTT
液（20 μL/孔）继续培养 4 h 后再次弃去上清，每孔

加入 200 μL DMSO 后充分振荡 10～20 min，待溶解

结晶后分别于 24、48 及 72 h 用酶标仪测定每孔波

长 570 nm 的吸光度（A570）值，计算细胞抑制率，其

公式为：细胞抑制率（%）=（1–实验组 A570 值/空白

对照组 A570 值）×100%。

1.5    平板克隆实验检测转染 miR-451a 后对 BxPc3
细胞克隆形成的影响

将 200 μmol/L 浓度 miR-451a 转染后的 BxPc3
细胞及空白对照组细胞分别接种于 6 孔板上，在恒

温（37 ℃）培养箱中培养 14 d 后取出并用 PBS 液清
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洗，甲醛固定 15 min，0.1% 结晶紫染液染色 20 min，
冲洗染色并风干，在倒置显微镜下随机选取 5 个视

野计数，取平均值并用 Image J 软件统计克隆个数。

1.6    流式细胞仪观察转染 miR-451a 后对 BxPc3 细
胞周期及细胞凋亡的影响

取不同浓度 miR-451a 转染的 BxPc3 细胞（细胞

浓度为 1×105 个/mL）及空白对照组细胞连续培养

48 h 后分别接种于 24 孔板上。用不含 EDTA 的胰

酶溶液消化收集细胞， 7 0 % 乙醇固定后过夜

（4 ℃），弃去上清后分别加入 50 μg/mL 的 RNAse A
溶液重悬，室温放置 1 h。4 ℃ 避光条件下加入 PI
染液 10 μL，室温孵育 25 min，流式细胞仪观察细胞

周期。依据 Annexin Ⅴ-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂

盒进行染色后上机检测细胞凋亡。

1.7    Western blot 法检测 MIF、CAB39、p-PI3K 和
p-AKT 蛋白的表达

将不同浓度 miR-451a 转染后的 BxPc3 细胞制

成单细胞悬液（浓度为 5×104 个/mL）并接种于 24
孔板中（200 μL/孔），室温培养 48 h。用 RIPA 裂解

液参照说明书提取总蛋白，用 BCA 法测定蛋白浓

度并调整样品蛋白浓度使其相同后取样品，每孔加

入 4 μg 上样缓冲液，10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

后转印至 PVDF 膜上，随后以 5% 脱脂奶粉封闭 2 h
（37 ℃）。PBS 液冲洗膜后分别加入兔抗人 MIF 单
克隆抗体（1∶200）、兔抗人  CAB39 抗体一抗

（1∶500）及 GAPDH 内参抗体（1∶4 000），4 ℃ 孵
育过夜后用 PBS 液洗涤。再加入辣根过氧化物酶

结合的羊抗兔二抗 IgG（1∶2 000），室温（37 ℃）孵

育 2 h 后用 ECL 显影。于暗室中分别在容器中倒入

显影液及定影液，在红光下对 X 光片曝光后迅速放

入显影液中，待出现明显条带后终止显影，再立即

放入定影液中 10 min 直至胶片透明，清水冲洗弃

去残留定影液，室温晾干并拍照。用 Bandscan 5.0
软件进行灰度分析，以目的蛋白条带和 GAPDH 蛋
白条带的灰度值之比表示目的蛋白的相对表达水平。

1.8    统计学方法

x

使用 SPSS 22.0 统计学软件对数据进行统计分析。

先对计量数据进行方差齐性检验和正态分布检验，

符合者以均数±标准差（ ±s）表示，采用两因素重

复测量方差分析及单因素方差分析进行统计分析，

组内比较采用 LSD-t 检验。检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    转染后 BxPc3 细胞中 miR-451a mRNA 表达情况

空白对照组、25、50、100、200 μmol/L 浓度组

BxPc3 细胞内 miR-451a 荧光表达的定性结果见图 1a，
半定量结果见图 1b，结果显示，不同浓度 miR-451a
转染后 BxPc3 细胞内 miR-451a mRNA 表达水平均

较空白对照组增加（P<0.050），细胞内荧光点明显

增多，且随着转染浓度增加，miR-451a mRNA 表达

水平亦依次增高（P<0.050）。
2.2    转染 miR-451a 后对 BxPc3 细胞增殖的影响

与空白对照组相比，转染 miR-451a 后对 BxPc3
细胞增殖抑制率均显著增高（P<0.050）；相同作用

时间下，BxPc3 细胞增殖抑制率随着转染 miR-451a
浓度的增加而增高（P<0.050）；相同作用浓度下，

BxPc3 细胞增殖抑制率随着 miR-451a 转染时间的

延长而增高（P<0.001），见表 1。
2.3    miR-451a 对 BxPc3 细胞克隆形成的影响

BxPc3 细胞克隆数空白对照组为（299.78±
13.39）个，200 μmol/L 浓度  miR-451a 转染后的

BxPc3 细胞为（144.77±32.05）个，后者明显少于前

者（t=9.831，P<0.001）。
2.4    转染 miR-451a 后对 BxPc3 细胞周期分化及细

胞凋亡的影响

FG0=G1

FG2=M

2.4.1   细胞周期分化　连续培养 48 h 后，在不同浓

度 miR-451a 转染后的 BxPc3 细胞中 G0/G1 期细胞

所占百分比明显高于空白对照组（P<0.050），而 S
期和 G2/M 期细胞在不同浓度 miR-451a 转染后的

BxPc3 细胞中所占百分比明显低于空白对照组

（P<0.050）；随着 miR-451a 浓度的增加，G0/G1 期、

S 期和 G2/M 期细胞在不同浓度之间总体比较差异

有统计学意义（ =138.29，P<0.001；FS 期=342.11，
P<0.001； =97.32，P<0.001）。见图 1c、1d。
2.4.2   细胞凋亡　不同浓度的 miR-451a 转染 BxPc3
细胞 48 h 后，各组 BxPc3 细胞凋亡率显著高于空白

对照组（P<0.050）；随着 miR-451a 浓度的增加，在

不同浓度之间细胞凋亡率总体比较差异有统计学

意义（F=271.16，P<0.001）。见图 1e、1f。

表 1    不同浓度 miR-451a 转染不同时相后对 BxPc3 细胞增殖

抑制率的影响（ ，%，n=5）

组别 24 h 48 h 72 h F 值 P 值

空白对照组 0.34±0.11 0.35±0.09 0.36±0.10 39.549 1.873

25 μmol/L 组 4.61±0.12 8.53±0.36 11.74±1.14 327.300 <0.001

50 μmol/L 组 8.09±0.33 16.11±1.34 25.18±1.03 399.455 <0.001

100 μmol/L 组 17.95±1.05 32.19±1.99 38.88±3.37 185.319 <0.001

200 μmol/L 组 31.66±2.58 43.22±3.06 55.35±3.51 275.717 <0.001

F 值 152.014 653.280 367.233

P 值 0.001 <0.001 <0.001
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2.5    不同浓度 miR-451a 转染后 BxPc3 细胞中 MIF、
CAB39、p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达的影响

不同浓度 miR-451a 转染后的 BxPc3 细胞中 MIF、
CAB39、p-PI3K 和 p-AKT 蛋白的表达水平均明显

低于空白对照组（P<0.050），且随着 miR-451a 浓度

的增加而逐渐下降（P<0.050）。见图 1g 及表 2。

3    讨论

胰腺癌素有“癌中之王”之称[11]，其起病隐匿，

多数患者确诊时已是局部进展期或已发生远处转移，

丧失了手术治疗时机[12-14]。药物化疗仍是胰腺癌综合

治疗不可或缺的重要手段，但严重的耐药问题至今仍

亟待解决[15-16]，因此，寻求新的药物治疗靶点尤为重要。

miRNA 广泛参与了多种肿瘤的发展进程[17]，其

被证实是一种抑癌基因，可显著抑制结肠癌[18]、胃

癌[19]、食管癌[20]、肺癌[21]、乳腺癌[22]等肿瘤细胞增殖

及侵袭。但目前国内关于 miR-451a 与胰腺癌的相

关性研究报道较少，仅有常振宇等 [ 2 3 ]的研究发现

miR-451a 可增强胰腺癌细胞对吉西他滨的敏感性，

但其具体作用机制尚不清楚。

本研究通过脂质体转染法构建过表达 miR-451a
的 BxPc3 细胞，qRT-PCR 法检测结果发现转染后的

BxPc3 细胞内荧光点及 miR-451a mRNA 表达量均

表 2    miR-451a 作用 48 h 时对 BxPc3 细胞中 MIF、CAB39、
p-PI3K 和 p-AKT蛋白表达的影响（ ，n=5）

组别 MIF 蛋白 CAB39 蛋白 p-PI3K 蛋白 p-AKT 蛋白

空白对照组 0.767±0.133 0.553±0.012 0.777±0.009 0.609±0.021

25 μmol/L 组 0.553±0.344 0.478±0.033 0.523±0.050 0.530±0.012

50 μmol/L 组 0.466±0.111 0.346±0.022 0.313±0.030 0.388±0.024

100 μmol/L 组 0.209±0.008 0.261±0.003 0.174±0.014 0.199±0.033

200 μmol/L 组 0.117±0.028 0.124±0.071 0.034±0.011 0.051±0.004

F 值 77.905 63.009 89.440 80.231

P 值 0.001 0.001 <0.001 <0.001
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图 1     示空白对照组及不同浓度 miR-451a 作用后对 BxPc3 细胞增殖、分化及凋亡的影响

a、b：分别为 miR-451a mRNA 表达的定性结果（直接免疫荧光染色法　×200）和半定量结果；c、d：分别为细胞周期分化的定性及半定

量结果；e、f：分别为细胞凋亡的定性及半定量结果；g：BxPc3 细胞中 MIF、CAB39、p-PI3K 和 p-AKT 蛋白表达。1：空白对照组；

2–5：分别为 25、50、100 及 200 μmol/L 浓度 miR-451a 转染组。与空白对照组比较，*P<0.050；与 25 μmol/L 组比较，△P<0.050；
与 50 μmol/L 组比较，▲P<0.050；与 100 μmol/L 组比较，★P<0.050
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高于空白对照组，且转染浓度越高，miR -451a
mRNA 表达量也越高，结果提示，BxPc3 细胞均得

到有效转染，为后续实验打下较好的基础。MTT
法及平板克隆实验发现，miR-451a 不仅可显著抑制

BxPc3 细胞增殖、减少细胞克隆数，且随着其浓度

增加及作用时间延长，细胞增殖抑制效果更明显，

表现出明显的时间及浓度依赖性。细胞周期分析

结果发现，miR-451a 作用后的 BxPc3 细胞多数停滞

在 G0/G1 期，细胞凋亡率高于空白对照组且呈现浓

度依赖性。本研究实验结果提示，miR-451a 可抑制

BxPc3 细胞增殖、诱导细胞凋亡并呈浓度依赖性。

有研究[24-25]发现，MIF 广泛参与了肿瘤发生及发

展进程，可促进肿瘤细胞增殖、分化，抑制细胞凋亡。

CAB39 参与了肿瘤发生的重要信号通路之一的 PI3K/AKT
信号通路，可诱导下游蛋白 PI3K 及 AKT 磷酸化，

进而促进细胞分化、抑制细胞凋亡。本实验进一步

通过 Western blot 法检测发现，miR-451a 转染组

BxPc3 细胞内 MIF、CAB39、p-PI3K 和 p-AKT 蛋白

的表达水平均明显低于空白对照组且呈浓度依赖性。

结合既有研究[26]推测 miR-451a 可能是通过靶向抑

制 MIF、CAB39 及其下游蛋白表达，阻断 PI3K/AKT
信号通路，进而抑制  PI3K 及  AKT 磷酸化，导致

BxPc3 细胞周期分化停滞，抑制细胞增殖，促进细

胞凋亡，这与 Goto 等[27]的研究结论基本一致。

本研究结果提示，miR-451a 在胰腺癌 BxPc3 细
胞中发挥着抑癌基因的作用，为寻求胰腺癌治疗新

的潜在分子靶点提供了一定参考。本课题研究小

组后续将结合临床研究进一步探讨 miR-451a 在胰

腺癌诊断及治疗中的潜在应用价值。
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