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００４．
【基础研究】

微 ＲＮＡ３４２３ｐ／末端尿苷酰转移酶 １／凝血酶敏感素２通路在胰腺
导管腺癌中的作用及机制

黄亚兰，赖柏安，杨　玲，张薇珊，罗　婷
（遂宁市中心医院病理科，四川　遂宁　６２９０００）

摘要：　目的　探讨微ＲＮＡ（ｍｉＲ）３４２３ｐ／末端尿苷酰转移酶１（ＴＵＴ１）／凝血酶敏感素２（ＴＨＢＳ２）通路在胰腺导
管腺癌中的作用及ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ表达与患者临床病理学参数的关系。方法　选择２００８年５月至
２０２１年３月在遂宁市中心医院行根治性手术切除的胰腺导管腺癌标本（ｎ＝８０）和对应癌旁正常组织标本（ｎ＝２０）为
研究对象。采用实时荧光定量聚合酶链式反应法检测胰腺导管腺癌组织和癌旁正常组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达。将对数生长期人胰腺导管腺癌细胞株ＰＡＮＣ１细胞分为对照组（转染ｍｉＲＮＣ）、ｍｉＲ３４２３ｐ过
表达组（转染ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ）、ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组（转染ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、Ｖｅｃｔｏｒ组（转染ｐＣＳ４ＨＡｖｅｃｔｏｒｓ）、
ＴＵＴ１组（转染ｐｃＤＮＡ３ＦｌａｇＴＵＴ１）、阴性对照组（转染ｓｈＮＣ慢病毒载体）、ＴＵＴ１沉默组（转染ｐＧＣｓｈＬＴＵＴ１载体）、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组（同时转染 ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ和 ＴＵＴ１）、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组（同时转染
ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ和ＴＨＢＳ２）、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组（同时转染ｐｃＤＮＡ３ＦｌａｇＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２）。采用细胞计数试剂盒８检
测１０组细胞的增殖能力，采用流式细胞术检测１０组细胞的凋亡情况，采用双荧光素酶报告系统检测 ｍｉＲ３４２３ｐ与
ＴＵＴ１的靶向关系，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组和 ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组 ＰＡＮＣ１细胞中
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白的表达。结果　胰腺导管腺癌组织中ｍｉＲ３４２３ｐＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的相对表达量显著低于癌旁
正常组织 （Ｐ＜０．０５）。不同年龄、不同肿瘤大小、淋巴结是否转移和不同肿瘤分期患者癌组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ及
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；高分化癌组织中ｍｉＲ３４２３ｐ及ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ
的表达显著高于中＋低分化癌组织 （Ｐ＜０．０５）。培养０ｈ时，各组ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力比较差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。培养２４、４８、７２ｈ时，ＴＵＴ１组细胞的增殖能力均显著低于 Ｖｅｃｏｒｔ组，细胞的凋亡率显著高于 Ｖｅｃｏｒｔ组
（Ｐ＜０．０５）。培养２４、４８、７２ｈ时，ＴＵＴ１沉默组细胞的增殖能力显著高于阴性对照组，细胞凋亡率显著低于阴性对照
组（Ｐ＜０．０５）。培养２４、４８、７２ｈ时，ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组的细胞增殖能力显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３４２３ｐ过
表达组的细胞增殖能力显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。培养２４ｈ时，ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋
ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组与ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组的细胞增殖能力比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。培养４８、
７２ｈ时，ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组的细胞增殖能力均显著低于
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组细胞的凋亡率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３４２３ｐ过表达
组细胞的凋亡率显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋
ＴＨＢＳ２组细胞的凋亡率显著高于ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组细胞中野生型ＴＵＴ１报告基
因的荧光素酶活性显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），突变型ＴＵＴ１报告基因的荧光素酶活性与对照组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组细胞中ＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３４２３ｐ
抑制剂组细胞中ＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　激活ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２
通路可抑制ＰＡＮＣ１细胞增殖，促进其凋亡，进而抑制胰腺导管腺癌的发展，ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２通路有望成为诊
治胰腺癌的潜在靶点。
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　　胰腺导管腺癌是一种消化道肿瘤，恶性程度较
高，诊断和治疗难度大［１］，患病早期可能出现慢性

胃炎、复发性胰腺炎的症状。此外，由于胰腺癌压迫

胆管，还可能导致黄疸症状的出现，同时也可能出现

糖尿病、腹泻等良性疾病的症状［２］。胰腺导管腺癌

是胰腺癌的主要类型，约占胰腺癌的 ８０％ ～
９０％［３］。胰腺导管腺癌具有极高的侵袭性和转移

能力，由于胰腺癌缺乏早期诊断标志物，确诊时多已

发生局部浸润和远处转移，导致放射治疗和化学治

疗效果不理想，治疗后患者的中位生存期小于６个
月，即使接受胰腺癌手术的患者，５ａ生存率仍低于
２０％［４］。因此，深入探讨胰腺导管腺癌的发病机

制，为该病提供可行性诊断和治疗靶点是目前急需

要解决的问题。微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）具有发
夹结构，能够降解信使ＲＮＡ（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ）
或抑制 ｍＲＮＡ的翻译，进而调控靶基因的表达［５］。

有研究发现，ｍｉＲ３４２３ｐ在鼻咽癌、肝细胞癌等多
种肿瘤中呈低表达，具有促进肿瘤细胞凋亡和抑制

肿瘤细胞侵袭的生物学行为，可以作为预测肿瘤预

后的独立因子［６］。末端尿苷酰转移酶 １（ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｕｒｉｄｙｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，ＴＵＴ１）可对特定的ｍｉＲＮＡ进行
尿苷化，并间接控制其稳定性和 ｍｉＲＮＡ的表达［７］。

凝血酶敏感素２（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ２，ＴＨＢＳ２）是血小
板反应蛋白家族中的成员之一，具有多个结构域的

钙离子相关性糖蛋白［８］。有研究发现，ＴＨＢＳ２具有
调节组织创伤后重塑和抗血管生成的作用［９］，与肿

瘤的关系密切。目前，尚未见关于 ｍｉＲ３４２３ｐ在胰
腺导管腺癌组织中表达情况及调控 ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２
基因对胰腺导管腺癌细胞生物学行为的影响的相关

报道。基于此，本研究探讨ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２
通路在胰腺导管腺癌中的作用及机制，以期为胰腺癌

的诊疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　组织来源　选择２００８年５月至２０２１年３月
在遂宁市中心医院行根治性手术切除的胰腺导管腺

癌标本（ｎ＝８０）和对应癌旁正常组织标本（ｎ＝２０）
为研究对象。病例纳入标准：（１）经病理学检查确
诊为胰腺导管腺癌患者；（２）术前均未接受过放射
治疗、化学治疗和靶向分子治疗；（３）临床资料完
整；（４）原发胰腺导管腺癌；（５）患者知情同意并签
订知情同意书。排除标准：（１）合并其他恶性肿瘤
者；（２）合并或并发影响本研究结果的疾病者。本
研究通过医院医学伦理委员会审核批准。

１．２　细胞、试剂与仪器　人胰腺导管腺癌细胞株

ＰＡＮＣ１购自中国科学院上海细胞库；二辛可宁酸
蛋白质定量试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限公

司，聚偏氟乙烯膜和达尔伯克改良伊格尔培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自
上海碧云天生物技术有限公司，十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳配胶试剂盒购自广州锐博生物科

技有限公司，ＴＵＴ１和 ＴＨＢＳ２一抗购自美国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司，ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
由上海吉玛制药公司合成，双荧光素酶报告基因检

测试剂盒和细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，
ＣＣＫ８）试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、ＴＲＩｚｏｌ试剂购自北京鼎国生物技术
有限责任公司，慢病毒载体阴性对照（ｓｈＲＮＡ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈＮＣ）和ｐＧＣｓｈＬＴＵＴ１载体由生工
生物工程（上海）股份有限公司合成；化学发光显影

系统购自英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ公司，酶标仪购自美国
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司，常氧培养箱购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）
法检测胰腺导管腺癌组织和癌旁正常组织中

ｍｉＲ３４２３ｐ及ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达　取胰
腺导管腺癌组织和癌旁正常组织各５０ｍｇ，剪碎，在
液氮中研磨，采用 ＴＲＩｚｏＩ试剂提取总 ＲＮＡ，应用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒反转录 ＲＮＡ。
ｍｉＲ３４２３ｐ上游引物序列为 ５′ＧＣＴＡＣＡＣＡＴＴＡ
ＣＡＧＡＴＡＣＣＴ３′，下游引物序列为 ５′ＧＡＣＡＣＣＡＣＴ
ＧＣＣＡＴＡＣＣＴ３′；ＴＵＴ１上游引物序列为 ５′ＴＴＣＡＴ
ＴＡＡＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＴ３′，下游引物序列为 ５′ＧＴＡ
ＡＴＣＣＴＡＧＧＴＧＡＴＣＴＡＴ３′；ＴＨＢＳ２上游引物序列为
５′ＧＴＡＴＣＴＣＡＧＧＣＧＴＡＣＣＧＧＣＴ３′，下游引物序列为
５′ＧＣＣＴＴＡＡＧＴＧＡＴＧＣＣＴＡＡＧＴＣＴ３′；以３磷酸甘油
醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参，ＧＡＰＤＨ上游引物序列为 ５′ＧＴ
ＣＡＡＴＣＣＡＧＧＴＡＴＡＴＡＣＣＴ３′，下游引物序列为 ５′
ＧＴＴＡＴＣＧＴＣＴＡＴＡＴＴＡＣＣＡＴ３′。ｑＲＴＰＣＲ反应体
系：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｍｉｘｔｕｒｅ５μＬ，ＰＣＲ正向引物和
反向引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，无ＲＮａｓｅ酶２μＬ；反
应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性５ｓ，６０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环。采用２－△△Ｃｔ法
计算ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．２　细胞培养　将人胰腺导管腺癌细胞株
ＰＡＮＣ１接种于 ＤＭＥＭ中，置于 ３７℃含体积分数
５％ＣＯ２的培养箱中培养。当细胞融合度达８０％以
上时，弃培养液，使用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
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ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗３次，胰蛋白酶消化细胞，
弃液，ＰＢＳ冲洗２次，加入含体积分数１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ中继续培养。
１．３．３　细胞转染和分组　取对数生长期 ＰＡＮＣ１
细胞，以每孔１×１０５个细胞接种于６孔板中，用含
体积分数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养２４ｈ，待细胞
生长至融合度８０％～９０％时进行转染，取６孔板中
的ＰＡＮＣ１细胞，吸弃培养液，ＰＢＳ清洗，加入使用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂配置好的混合液。将细
胞分为 １０组，分别为对照组（转染 ｍｉＲＮＣ）、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组（转染 ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ）、
ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组（转染 ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、
Ｖｅｃｔｏｒ组（转染 ｐＣＳ４ＨＡｖｅｃｔｏｒ）、ＴＵＴ１组（转染
ｐｃＤＮＡ３ＦｌａｇＴＵＴ１）、阴性对照组（转染ｓｈＮＣ慢病
毒载体）、ＴＵＴ１沉默组（转染ｐＧＣｓｈＬＴＵＴ１载体）、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组（同时转染 ｍｉＲ３４２
３ｐｍｉｍｉｃ和ＴＵＴ１）、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组
（同时转染 ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ和 ＴＨＢＳ２）、ＴＵＴ１＋
ＴＨＢＳ２组（同时转染ｐｃＤＮＡ３ＦｌａｇＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２），
按照说明书操作进行转染，转染４８ｈ后收集细胞。
１．３．４　ＣＣＫ８法检测各组细胞增殖能力　取对照
组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组、ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组、
Ｖｅｃｔｏｒ组、ＴＵＴ１组、阴性对照组、ＴＵＴ１沉默组、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋
ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组对数生长期 ＰＡＮＣ１细
胞，以每孔 １×１０６个细胞接种于 ９６孔板，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中培养，分别于
２４、４８、７２ｈ时取出培养板，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试
剂，继续培养４ｈ，用酶标仪测各孔吸光度值，吸光度
值越大，细胞增殖能力越强。实验重复３次，取均值。
１．３．５　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　取对
照组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组、ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组、
Ｖｅｃｔｏｒ组、ＴＵＴ１组、阴性对照组、ＴＵＴ１沉默组、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋
ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组对数生长期 ＰＡＮＣ１细
胞，以每孔１×１０６个细胞接种于６孔板，用不含乙
二胺四乙酸钠的胰蛋白酶消化并收集细胞，ＰＢＳ重
悬细胞，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清、重新重
悬细胞，分别加入５μＬ膜联蛋白 Ｖ异硫氰酸荧光
素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）混匀，避光孵育
２０ｍｉｎ，１ｈ后使用流式细胞仪检测各组 ＰＡＮＣ１细
胞的凋亡情况。

１．３．６　双荧光素酶报告系统检测 ｍｉＲ３４２３ｐ与
ＴＵＴ１的靶向关系　通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站预测
ｍｉＲ３４２３ｐ与 ＴＵＴ１的 ３′非编码区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ

ｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）的结合点位，采用聚合酶链式反应法
从基因组扩增含有与 ｍｉＲ３４２３ｐ结合野生型或突
变型的 ＴＵＴ１３′ＵＴＲ序列，克隆到 ｐＧＬ３荧光素酶
报告载体，将载体和 ＴＵＴ１、对照物转染到完全培养
基培养 ２４ｈ的 ＰＡＮＣ１细胞中，４８ｈ后，采用双荧
光素酶报告基因测试盒检测野生型和突变型 ＴＵＴ１
相对荧光素酶活性。实验重复３次，取均值。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＡＮＣ１细胞中
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白表达　提取对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ
过表达组和ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组ＰＡＮＣ１细胞中的
蛋白质，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，加入蛋白裂解
液，采用二喹啉甲酸法测蛋白浓度。使用十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离目的蛋白，转膜
１ｈ，缓冲液冲洗。根据抗体说明书，加入 ＴＵＴ１
（１１０００稀释）、ＴＨＢＳ２（１１０００稀释）一抗和
ＧＡＰＤＨ抗体（１１０００稀释），４℃过夜。室温下
孵育二抗，２ｈ后回收二抗，缓冲液冲洗，电化学发
光法显影，拍照记录。以 ＧＡＰＤＨ为内参，应用
ＩｍａｇｅＪ软件进行目的蛋白定量分析，目的蛋白相对
表达量以目的蛋白灰度值与内参蛋白灰度值的比值

表示。实验重复３次，取均值。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计
学分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
２组间比较采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３４２３ｐ及 ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ在胰腺
导管腺癌组织和癌旁正常组织中的相对表达量比较

胰腺导管腺癌组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２
ｍＲＮＡ的相对表达量分别为１．０３±０．０２、０．９８±０．０３
和１．０４±０．０２，癌旁正常组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的相对表达量分别为１．６７±０．３９、１．５３±
０．４４和１．７５±０．５２；胰腺导管腺癌组织中ｍｉＲ３４２３ｐ、
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的相对表达量显著低于癌旁正常
组织，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　胰腺导管腺癌癌组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ及
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ表达与患者临床病理学参数
的关系　结果见表１。不同年龄、肿瘤直径、淋巴结转
移和肿瘤分期患者癌组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ及 ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达比较差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；高分化癌组织中 ｍｉＲ３４２３ｐ及 ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达显著高于中 ＋低分化癌组织，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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表１　胰腺导管腺癌癌组织中ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ表达与患者临床病理学参数的关系
Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ３４２３ｐ，ＴＵＴ１，ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ （珋ｘ±ｓ）

参数 ｎ ｍｉＲ３４２３ｐ ｔ Ｐ ＴＵＴ１ｍＲＮＡ ｔ Ｐ ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ ｔ Ｐ

年龄

　　＜６５岁 ３７ １．６３±０．４７
０．３８２ ０．７４７

１．５３±０．３９
０．４１６ ０．５１７

１．６９±０．５１
０．５４９ ０．３７４

　　≥６５岁 ４３ １．６４±０．４８ １．５８±０．４１ １．７３±０．５４
肿瘤直径

　　＜３ｃｍ ３６ １．６５±０．４６
０．７１３ ０．４１２

１．５４±０．４２
０．２９４ ０．６７４

１．７１±０．５３
０．４１８ ０．５９８

　　≥３ｃｍ ４４ １．６９±０．４５ １．５７±０．３８ １．７４±０．５０
肿瘤分化程度

　　高分化 ４９ １．７４±０．５１
５．４２１ ０．００３

１．６８±０．４７
７．１５６ ０．００１

１．８９±０．５７
４．２７９ ０．００８

　　中＋低分化 ３１ １．３７±０．４１ １．２３±０．３１ １．４１±０．４２
淋巴结转移

　　有 ５３ １．７２±０．４９
１．７２４ ０．０９５

１．５９±０．５４
１．８８６ ０．０８４

１．７７±０．５４
１．０２１ ０．１６３

　　无 ２７ １．５１±０．３７ １．４２±０．３７ １．６２±０．４３
肿瘤分期

　　Ⅰ＋Ⅱ ３３ １．５６±０．４７
１．０６４ ０．１０７

１．５２±０．３８
１．１７６ ０．１１２

１．６４±０．３９
０．９１３ ０．２９３

　　Ⅲ＋Ⅳ ４７ １．７３±０．４９ １．６１±０．４３ １．７９±０．５７

２．３　各组ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力和细胞凋亡率
比较　结果见表２、表３、表４和图１。培养０ｈ时，
各组ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力比较差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。培养２４、４８、７２ｈ时，ＴＵＴ１组细胞
的增殖能力均显著低于 Ｖｅｃｏｒｔ组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。ＴＵＴ１组细胞的凋亡率显著高于
Ｖｅｃｏｒｔ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。培养２４、
４８、７２ｈ时，ＴＵＴ１沉默组细胞的增殖能力显著高于
阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＴＵＴ１
沉默组的细胞凋亡率显著低于阴性对照组，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
培养２４、４８、７２ｈ时，ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组的细

胞增殖能力显著高于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组的细胞增殖能力
显著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

培养 ２４ｈ时，ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组
与ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组的细胞增殖能力比较差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。培养 ４８、７２ｈ时，
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋
ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组的细胞增殖能力均显著
低于ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组细胞的凋亡率显著低
于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３４２３ｐ
过表达组细胞的凋亡率显著高于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１
组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２
组细胞的凋亡率显著高于 ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　Ｖｅｃｔｏｒ组与ＴＵＴ１组ＰＡＮＣ１细胞增殖能力和细胞凋亡率比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＵＴ１ｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（吸光度值）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
凋亡率／％

Ｖｅｃｔｏｒ组 ３ ０．１２±０．０３ ０．３６±０．０８ ０．５７±０．１４ １．０３±０．２７ ５．９４±１．６３
ＴＵＴ１组 ３ ０．１１±０．０５ ０．２２±０．０６ ０．３６±０．０９ ０．５８±０．１６ ３２．８４±５．８９
ｔ ０．２１６ ３．４１９ ４．５４６ ７．１８４ １６．７３５
Ｐ ０．６９４ ０．０２７ ０．０１５ ０．００１ ０．００１

表３　阴性对照组与ＴＵＴ１沉默组ＰＡＮＣ１细胞增殖能力和细胞凋亡率比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＴＵＴ１ｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（吸光度值）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
凋亡率／％

阴性对照组 ３ ０．１１±０．０３ ０．２８±０．０６ ０．３７±０．０９ ０．７４±０．２１ ７．０５±１．８７
ＴＵＴ１沉默组 ３ ０．１３±０．０４ ０．４２±０．１１ ０．７３±０．１８ １．３９±０．３８ ２．２９±０．９６
ｔ ０．１９８ ３．１２７ ４．９１８ ８．３６４ ９．１５６
Ｐ ０．７４５ ０．０３２ ０．０１１ ０．００１ ０．００１
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表４　对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＨＢＳ２组
和ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组细胞增殖能力和细胞凋亡率比较
Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，
ｍｉＲ３４２３ｐｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ＋ＴＵＴ１ｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｍｉｍｉｃ＋ＴＨＢＳ２ｇｒｏｕｐａｎｄＴＵＴ１＋
ＴＨＢＳ２ｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（吸光度值）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
凋亡率／％

对照组 ３ ０．１１±０．０３ ０．３１±０．０９ ０．７５±０．２１ ０．９２±０．２７ ６．０１±１．７５
ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组 ３ ０．１４±０．０４ ０．５９±０．１６ａ ０．８２±０．２７ａ １．４６±０．３９ａ ２．０３±０．１８ａ

ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组 ３ ０．１２±０．０２ ０．２１±０．０７ａ ０．５７±０．１３ａ ０．７１±０．３２ａ ２７．８４±６．３１ａ

ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＵＴ１组 ３ ０．１３±０．０３ ０．２３±０．０５ ０．３９±０．１１ｂ ０．５２±０．２１ｂ ３３．４５±７．１９ｂ

ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＨＢＳ２组 ３ ０．１４±０．０２ ０．２１±０．０４ ０．４５±０．１０ｂ ０．５８±０．１９ｂ ３４．７２±７．２４ｂ

ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组 ３ ０．１３±０．０４ ０．２４±０．０８ ０．４６±０．１４ｂ ０．６１±０．２１ｂ ２９．８７±６．１６ｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组比较ｂＰ＜０．０５。

Ａ：对照组；Ｂ：ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组；Ｃ：ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组；Ｄ：Ｖｅｃｔｏｒ组；Ｅ：ＴＵＴ１组；Ｆ：阴性对照组；Ｇ：ＴＵＴ１沉默组；Ｈ：ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋
ＴＵＴ１组；Ｉ：ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＨＢＳ２组；Ｊ：ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组。

图１　对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组、ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂组、Ｖｅｃｔｏｒ组、ＴＵＴ１组、阴性对照组、ＴＵＴ１沉默组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表
达＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．１　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，Ｖｅｃｔｏｒ
ｇｒｏｕｐ，ＴＵＴ１ｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＴＵＴ１ｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ＋ＴＵＴ１ｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ＋ＴＨＢＳ２ｇｒｏｕｐａｎｄＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２ｇｒｏｕｐ

２．４　ｍｉＲ３４２３ｐ与 ＴＵＴ１的靶向关系分析结果
结果见图 ２。荧光素酶报告结果显示，对照组和
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组细胞中野生型 ＴＵＴ１报告基因
的荧光素酶活性分别为１．０２±０．１９、１．７４±０．６７，
突变型ＴＵＴ１的荧光素酶活性分别为１．０１±０．２３、
１．０３±０．２２。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组细胞中野生型
ＴＵＴ１报告基因的荧光素酶活性显著高于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；突变型ＴＵＴ１报告基因
的荧光素酶活性与对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

图２　ｍｉＲ３４２３ｐ与ＴＵＴ１的靶向关系

Ｆｉｇ．２　ＴａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ３４２３ｐａｎｄ

ＴＵＴ１

２．５　对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组和 ｍｉＲ３４２３ｐ

抑制剂组细胞中 ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白相对表达量

比较　结果见图３。对照组和ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组

细胞中 ＴＵＴ１蛋白的相对表达量分别为 １．０２±

０．０７、１．６３±０．１８，ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量分别为

０．９７±０．０５、１．５９±０．１４；对照组和 ｍｉＲ３４２３ｐ抑

制剂组细胞中ＴＵＴ１蛋白的相对表达量分别１．０１±

０．０５、０．４９±０．０３，ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量分别为

０．９５±０．０７、０．３４±０．０６。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组细

胞中ＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量显著高于对

照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３４２３ｐ抑

制剂组细胞中ＴＵＴ１和ＴＨＢＳ２蛋白的相对表达量显

著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图３　对照组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组和 ｍｉＲ３４２３ｐ抑制剂
组细胞中ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＵＴ１ａｎｄＴＨＢＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ３４２３ｐｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ
ｍｉＲ３４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

　　胰腺癌是一种致死率极高的消化系统常见的肿
瘤。近年来，胰腺癌的发病率呈逐渐上升趋势，该病

的发病比较隐匿，且在发病早期就可出现组织浸润

和远处转移，而且恶性程度较高，放射治疗和化学治

疗效果不理想。目前，最有效的办法是行根治性肿

瘤切除手术。但近８０％的患者确诊时已属于晚期
或者已发生转移［１０］。仅有２０％的患者才有机会进
行手术，１０％的患者才可行彻底的切除手术，而且常
规手术治疗后，患者平均生存率最高为２０个月，切
除率较低，预后较差［１１］。有研究报道，胰腺癌的 ５ａ
总生存率仅为５％，是常见肿瘤中病死率较高的恶
性肿瘤［１２］。因此，迫切需要探索新的有效的治疗方

法来改变胰腺癌的治疗现状。

ｍｉＲＮＡ参与细胞增殖、凋亡等多种生理过程和
生物学行为的调控［１３］。ｍｉＲ３４２３ｐ由１４号染色体
编码，有研究表明，ｍｉＲ３４２３ｐ可通过靶向人宫颈
癌中的ＦＯＸＭ１来抑制增殖、迁移和侵袭［１４］。ｍｉＲ
３４２３ｐ还可通过直接抑制 Ｅ２Ｆ１的表达调控人肺癌
ＭＹＣ的转录活性［１５］。还有研究表明，ｍｉＲ３４２３ｐ可
通过靶向ＡＧＲ２抑制非小细胞肺癌细胞的增殖和迁
移［１６］。关于 ｍｉＲ３４２３ｐ在肺癌、宫颈癌、甲状腺
癌、乳腺癌中的作用的研究较多，但目前关于 ｍｉＲ
３４２３ｐ在胰腺导管腺癌中的作用的报道较少。基
于此，本研究探讨了ｍｉＲ３４２３ｐ在胰腺导管腺癌中
的作用，并通过观察 ｍｉＲ３４２３ｐ对 ＴＵＴ、ＴＨＢＳ２的
调控作用来验证 ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２通路在
胰腺导管腺癌中的主要作用。

ＴＵＴ１是末端尿苷酰转移酶，可将尿苷磷酰化
尾部与 Ｕ６ｓｎＲＮＡ的３０区结合，诱导 ＬＳＭ２８蛋白
复合物的募集［１７］。有研究表明，ＴＵＴ１可通过使特
定 ｍｉＲＮＡ的尿苷磷酰化，来间接控制 ｍｉＲＮＡ的稳
定性和整体 ｍｉＲＮＡ的表达。在人骨肉瘤细胞株
ＭＧ６３和Ｕ２ＯＳ中，增强ＴＵＴ１的表达可以抑制细胞

增殖［１８］。ＴＨＢＳ２是一种钙结合糖蛋白，在创伤修
复、肿瘤形成和胚胎发育中发挥着组织重建的作

用［１９］。有研究显示，ＴＨＢＳ２在宫颈癌中呈低表
达［２０］。本研究结果显示，ｍｉＲ３４２３ｐ及 ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ胰腺导管腺癌组织中的相对表达量
显著低于癌旁正常组织。胰腺导管腺癌组织中

ｍｉＲ３４２３ｐ及ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２ｍＲＮＡ的表达与患者的
年龄、肿瘤大小、淋巴结是否转移及肿瘤分期无关；

但与肿瘤的分化程度有关，其在高分化肿瘤组织中

的相对表达量显著高于中＋低分化组织。本研究结
果提示，ｍｉＲ３４２３ｐ、ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２可能属于抑癌基
因，其表达量增加能够阻止胰腺导管腺癌的发生和

发展。

为了证实 ｍｉＲ３４２３ｐ在胰腺导管腺癌中的作
用机制，本研究采用 ＣＣＫ８和流式细胞术检测
ＰＡＮＣ１细胞的增殖和凋亡情况，结果显示，过表达
ｍｉＲ３４２３ｐ可以抑制 ＰＡＮＣ１细胞的增殖，促进其
凋亡；抑制ｍｉＲ３４２３ｐ的表达可以促进 ＰＡＮＣ１细
胞的增殖，降低其凋亡。本研究还发现，过表达

ｍｉＲ３４２３ｐ可显著上调野生型 ＴＵＴ１报告基因的荧
光素酶活性；过表达 ＴＵＴ１后，ＰＡＮＣ１细胞的增殖
能力显著降低，凋亡率显著升高，沉默 ＴＵＴ１的表达
后，ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力则显著升高，凋亡率显
著降低；过表达 ｍｉＲ３４２３ｐ后，ＰＡＮＣ１细胞中的
ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白的表达显著 增 加，而 抑 制
ｍｉＲ３４２３ｐ表达后，ＴＵＴ１、ＴＨＢＳ２蛋白的表达则显
著降低。以上结果说明，ｍｉＲ３４２３ｐ与 ＴＵＴ１、
ＴＨＢＳ２存在正相关关系。为了进一步验证 ｍｉＲ３４２
３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２通路对 ＰＡＮＣ１细胞增殖和凋亡
的作用机制，本研究采用双转染实验来观察

ｍｉＲ３４２３ｐ对 ＴＵＴ１和 ＴＨＢＳ２的作用，结果显示，
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋
ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋ＴＨＢＳ２组的细胞增殖能力显著低于
ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组。ｍｉＲ３４２３ｐ过表达 ＋ＴＵＴ１
组、ｍｉＲ３４２３ｐ过表达组 ＋ＴＨＢＳ２组、ＴＵＴ１＋
ＴＨＢＳ２组的细胞的凋亡率显著高于 ｍｉＲ３４２３ｐ过
表达组；这说明，ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２通路可
以抑制ＰＡＮＣ１细胞的增殖，并促进其凋亡。

综上所述，过表达ｍｉＲ３４２３ｐ可以抑制ＰＡＮＣ１
细胞的增殖，促进其凋亡，进而抑制胰腺导管腺癌的

发展，其机制可能与 ｍｉＲ３４２３ｐ／ＴＵＴ１／ＴＨＢＳ２通路
有关。
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