
基础研究 ·论　　著·

基金项目：武汉市卫健委科研项目（ＷＸ２０Ｑ１７）；武汉市卫健委科研项目（ＷＸ２３Ｚ２０）
通信作者：陈小丽，Ｅｍａｉｌ：９６２４９３０８６＠ｑｑ．ｃｏｍ，湖北省武汉市武昌区彭刘杨路２４１号

微小 ＲＮＡ１２５ａ５ｐ对胰腺癌细胞吉西他滨耐药的影响
邹艳丽　朱庆曦　田霞　占婷　陈小丽
武汉市第三医院（武汉大学附属同仁医院）消化内科，湖北武汉　４３００６０

　　摘要　目的：检测胰腺癌（ＰＣ）组织及ＰＣ细胞系中微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）１２５ａ５ｐ的表达及其对ＰＣ细胞吉西
他滨（Ｇｅｍ）耐药性的影响。方法：收集１３对ＰＣ及对应癌旁组织标本；构建ＰＣＧｅｍ耐药细胞系；实时荧光定量聚合
酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）验证所有样本ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达；通过癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库对ＰＣ患者的生存预后
进行差异分析；转染ｍｉＲ１２５ａ５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ）及抑制剂，细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）检测 ＰＣ细胞 Ｇｅｍ的半数抑
制浓度（ＩＣ５０），探讨 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对细胞耐药的影响。数据库预测 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的靶基因，蛋白印迹法检测 ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ对信号转导和转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）蛋白表达的影响。结果：ＰＣ组织 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达显著低于癌旁
组织，ＰＣ细胞系 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达较正常胰腺细胞明显降低。ｍｉＲ１２５ａ５ｐ与 ＰＣ患者的生存预后密切相关。
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在Ｇｅｍ处理的ＰＣ细胞表达下调。与非耐药细胞比较，耐药细胞ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达明显减低。ＣＣＫ８
结果显示转染ｍｉＲ１２５ａ５ｐ模拟物后细胞的ＩＣ５０值显著降低，转染ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制剂后细胞的ＩＣ５０值显著升高。
过表达ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制ＳＴＡＴ３蛋白的表达。结论：ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在 ＰＣ中表达降低，并与 ＰＣ患者生存预后相关，
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可能通过抑制ＳＴＡＴ３介导ＰＣＧｅｍ耐药。
　　关键词　胰腺癌；微小ＲＮＡ１２５ａ５ｐ；吉西他滨；耐药
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；ｍｉＲ１２５ａ５ｐ；Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ；Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　胰腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）是一种预后极差
的消化系统恶性肿瘤

［１，２］，早期症状隐匿，大多数患

者确诊时已属晚期，仅有２０％ ～２５％的患者可进行
根治性手术切除

［３］。ＰＣ极具侵袭性的肿瘤生物学
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特性，对化疗、放疗、靶向药物和免疫治疗的耐药性

使其治疗复杂化
［４］。吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，Ｇｅｍ）

用于ＰＣ的一线化疗方案，在一定程度上可提高患
者生存率，但总体有效率低于２０％［５］。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种小的非编
码ＲＮＡ分子，通过阻碍 ｍＲＮＡ的翻译或稳定性来
调节基因转录后的表达

［６］，可作为疾病诊断和预后

评估的标志物
［７～１０］。研究报道，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在胃

癌、结直肠癌、宫颈癌、乳腺癌等多种肿瘤的发生发

展中发挥重要作用
［１１～１４］。本研究检测ｍｉＲ１２５ａ５ｐ

在ＰＣ中的表达并分析其与ＰＣ患者预后的关系，探
讨ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对 ＰＣ细胞 Ｇｅｍ耐药性的影响及可
能的作用机制。

材料与方法

　　１．临床标本：选取武汉大学附属同仁医院病理
检查确诊的 ＰＣ组织标本１３对，每对包含 ＰＣ及对
应癌旁组织（距离癌组织边界≤３ｃｍ）。本研究经
医院伦理委员会批准（ＫＹ２０１９０１２），所有受试者均
知情并签署同意书。

２．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的预后分析：收集癌症基因组
图谱（ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库中１７８
例胰腺癌样本 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达和预后数据，其
中ｍｉＲ１２５ａ５ｐ高表达和低表达组各 ８９例，采用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法对ｍｉＲ１２５ａ５ｐ进行生存分析，以
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ为自变量，生存时间为因变量，采用
ＬｏｇＲａｎｋ检验，比较不同 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达水平患
者的总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ），确定 ｍｉＲ１２５ａ
５ｐ是否是ＰＣ有效预后生物标志物。

３．主要试剂和材料：胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０及
ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；人胰腺导管正
常细胞 Ｈ６Ｃ７及 ４种人 ＰＣ细胞系 ＰＡＮＣ１、ＭＩＡ
ＰａＣａ２、ＡｓＰＣ１、ＢｘＰＣ３购自中国科学院细胞库，Ｇｅｍ
耐药ＰＣ细胞系 ＰＡＮＣ１／Ｇｅｍ和 ＭＩＡＰａＣａ２／Ｇｅｍ源
自医院中心实验室；Ｇｅｍ购于美国Ｓｉｇｍａ公司；ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ）以及阴性对照（ｍｉｍｉｃｎｃ）、
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制剂以及阴性对照购于上海吉玛公
司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自日本 ＴＡＫＡＲＡ公司；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｍｉＲ１２５ａ５ｐ
逆转录检测试剂盒购自广州锐博公司；荧光定量

ＰＣＲ检测试剂盒购自北京康为世纪公司；细胞计数
试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自上海碧云
天公司；信号转导和转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）抗体购

自美国ＣＳＴ公司。
４．细胞培养：ＰＡＮＣ１和 ＭＩＡＰａＣａ２培养于

ＤＭＥＭ培养基，Ｈ６Ｃ７、ＡｓＰＣ１和 ＢｘＰＣ３培养于 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，上述培养基均含有１％青链霉素
及１０％胎牛血清，在 ５％ ＣＯ２条件下 ３７℃恒温培
养。

５．ＲＮＡ的提取及实时荧光定量聚合酶链反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）：Ｔｒｉｚｏｌ试剂用于组
织及细胞总ＲＮＡ的提取，按照试剂盒说明书要求合
成ｃＤＮＡ。取 ２μＬ稀释的 ｃＤＮＡ为模板，进行扩增
反应，ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ３２４５ｐ的表达。Ｕ６作为
内对照，组织样本 ｍｉＲ３２４５ｐ的相对表达量用
２－ΔＣＴ计算，细胞系 ｍｉＲ３２４５ｐ的相对表达量用
２－ΔΔＣＴ计算。

６．细胞转染：将细胞接种于６孔板，待细胞融
合率达６０％，将 ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ及 ｍｉｍｉｃｎｃ转
染细胞，作为 ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ组及 ｍｉｍｉｃｎｃ组；
将ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制剂及抑制剂阴性对照转染细
胞，作为ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制剂组及抑制剂阴性对照
组。转染步骤严格按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书
进行。

７．ＣＣＫ８测定细胞活性和 Ｇｅｍ半数抑制浓度
（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）：将细胞
接种于９６孔板，培养１ｄ后用不同浓度（０、０．２、１、
５、２５及１２５μｍｏｌ／Ｌ）Ｇｅｍ处理细胞，继续培养３ｄ，
每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，测定细胞在４５０ｎｍ处
吸光度值，计算细胞ＩＣ５０值。
８．蛋白免疫印迹实验：细胞裂解液裂解待测细

胞，提取总蛋白后测定其浓度。取等量蛋白进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离，再将分离后的蛋白转移至

ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，然后与相应
一抗４℃孵育过夜，再用二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ试
剂盒进行显色、显影，成像仪扫描分析结果。

９．统计学分析：应用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件。应
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件制图。正态分布计量资料用
（ｘ－±ｓ）表示，２组间比较用 ｔ检验，多组间比较用单
因素方差分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

　　１．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在ＰＣ的表达及预后意义：ｑＲＴ
ＰＣＲ结果显示，ＰＣ组织 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达水平明
显低于对应癌旁组织，见图１Ａ。与正常胰腺细胞相
比，ＰＣ细胞系ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达水平均显著降
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图１　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在ＰＣ的表达及预后意义（Ａ中Ｔ为癌组织；Ｎ为癌旁组织，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）

图２　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在经Ｇｅｍ处理的ＰＣ细胞中低表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）

图３　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ减弱 ＰＣ细胞对 Ｇｅｍ的耐药性（ Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１）

图４　过表达ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制ＰＣ细胞ＳＴＡＴ３蛋白表达

低，见图１Ｂ。通过 ＴＣＧＡ数据库对 ＰＣ患者的生存
预后进行差异分析，得到高表达和低表达ｍｉＲ１２５ａ
５ｐ的ＰＣ患者生存曲线，发现ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对 ＰＣ具
有显著的预后意义，见图１Ｃ。
　　２．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在经Ｇｅｍ处理的ＰＣ细胞中低

表达：用不同浓度（０、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）Ｇｅｍ处理 ＰＣ
细胞，ｑＲＴＰＣＲ结果表明，经Ｇｅｍ处理后ＰＣ细胞的
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达明显减低，见图 ２Ａ、２Ｂ。与非耐
药细胞相比，耐药细胞 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达明显降
低，见图２Ｃ、２Ｄ。

　　３．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对 ＰＣ细胞 Ｇｅｍ耐药性的影
响：将ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ、ｍｉｍｉｃｎｃ、ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑
制剂以及阴性对照转染细胞，次日每孔加入

２０μｍｏｌ／ＬＧｅｍ，２ｄ后进行检测。ＣＣＫ８结果表明，
相比于 ｍｉｍｉｃｎｃ组，ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ组细胞的
ＩＣ５０值明显降低。反之，相比于抑制剂阴性对照
组，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制剂组细胞的ＩＣ５０值明显升高，
见图 ３Ａ、３Ｂ。以上结果表明 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可抑制
ＰＣ细胞Ｇｅｍ的耐药性。

　　４．过表达 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ靶向抑制 ＰＣ细胞
ＳＴＡＴ３蛋白表达：蛋白免疫印记实验结果表明，相比

于ｍｉｍｉｃｎｃ组，ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ组ＳＴＡＴ３的蛋白
表达水平明显降低，见图４。

讨　论

　　ＰＣ起病隐匿，预后极差，５年生存率低于
１３％［１５］。化疗是ＰＣ治疗过程中的重要手段，而化
疗耐药常常导致治疗失败和复发

［１６］。近年来，ｍｉＲ
ＮＡ在肿瘤发生发展及耐药中的作用得到了充分认
识
［１７］。研究表明ｍｉＲ４５５３ｐ在 ＰＣ中低表达，并可

靶向作用于 ＰＤＺ结合基序的转录共激活子（ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｗｉｔｈＰＤＺｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆ，ＴＡＺ），
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调节细胞增殖、凋亡及对 Ｇｅｍ化疗的敏感性［１８］。

ｍｉＲ３３１３ｐ通过肿瘤抑制基因７Ｌ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕ
ｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ７ｌｉｋｅ，ＳＴ７Ｌ）激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路参与ＰＣ细胞耐药［１９］。研究报道 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通
过靶向ＳＴＡＴ３在 ＰＣ中发挥抑癌作用，从而诱导自
噬和细胞凋亡

［２０］。ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在多种肿瘤中表达
下调，可发挥抑癌作用并调控化疗药物敏感

性
［２１，２２］，与本研究一致。

本研究发现，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在 ＰＣ组织中的表达
明显低于癌旁组织，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在 ＰＣ细胞系中的
表达低于正常胰腺细胞。本研究结果提示 ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ是 ＰＣ有效预后生物标志物。本研究中
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在经 Ｇｅｍ处理的 ＰＣ细胞中低表达。
相比于非耐药细胞，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在耐药细胞中表达
明显降低。这些结果提示 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可能在 ＰＣ
中发挥肿瘤抑制作用，且与Ｇｅｍ耐药有关。本研究
中过表达ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可增强细胞对Ｇｅｍ化疗敏感
性，抑制 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可减弱细胞对 Ｇｅｍ化疗敏感
性。靶基因预测数据库筛选出 ＳＴＡＴ３是 ｍｉＲ１２５ａ
５ｐ的靶基因，本研究发现过表达 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可抑
制 ＳＴＡＴ３的蛋白表达水平。ＳＴＡＴ３是一种关键的
转录因子，在肿瘤发生和耐药过程中起着至关重要

的作用
［２３］。Ｃｈｅｎ等［２４］

报道 ＳＴＡＴ３调控肿瘤坏死
因子 α诱导蛋白 ３（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｉｎ
ｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＴＮＦＡＩＰ３）的表达，该基因与 ＰＣ细
胞Ｇｅｍ耐药有关，提出 ＳＴＡＴ３有望成为治疗 ＰＣ化
疗耐药的靶点。Ｚｈａｏ等［２５］

发现 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通过
调节ＳＴＡＴ３的表达，使食管鳞状细胞癌细胞对顺铂
治疗表现出更高的敏感性 。本文提示 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ
可能通过ＳＴＡＴ３介导胰腺癌细胞耐药。
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