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［摘　要］目的：探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达对人胰腺癌 ＡｓＰＣ１、ＰＡＮＣ１细胞增殖的影响。方法：构建含 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达腺病毒并感染至胰腺癌ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１细胞（实验组），感染空载体作为阴性对照组，采用
实时定量逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测ＡｓＰＣ１和ＰＡＮＣ１感染ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ２４ｈ时的感染效率，ＣＣＫ
８实验检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ感染４８ｈ时人胰腺癌细胞的增殖能力，细胞平板克隆实验检测感染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ
２４ｈ人胰腺癌细胞的单克隆形成能力。结果：与阴性对照组比较，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ感染ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１细胞后
ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ表达水平明显升高；过表达ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ后ＡｓＰＣ１和ＰＡＮＣ１细胞增殖能力明显受到抑制，细胞
的克隆形成数明显减少（Ｐ＜００１）。结论：ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达能有效抑制胰腺癌细胞的增殖能力，有望成为
治疗胰腺癌的新靶标。
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　　胰腺癌是恶性程度最高、预后最差的实体瘤之
一，具有极为恶性的生物学特征，其发生发展过程

受到多种编码基因与非编码基因的调控［１］。尽管

目前胰腺癌的诊断和治疗技术有了很大的进展，但

其５年生存率仍然很低［１］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类非编
码小分子ＲＮＡ，成熟的ｍｉｃｒｏＲＮＡ是由发夹状双链
ＲＮＡ经ＲＮａｓｅＩＩＩＤｉｃｅｒ剪切而来，至少３０％的人
类基因受到 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的调控［２－３］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ可
与靶 ｍＲＮＡ互补结合，从而抑制靶 ｍＲＮＡ翻译和
促进ｍＲＮＡ降解［４－５］；ｍｉｃｒｏＲＮＡ还参与细胞的增
殖与死亡、分化、发育、细胞增殖及凋亡等一系列生

物学过程，甚至与肿瘤的发生、发展密切相关［６－８］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９家族包括 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ａ／ｂ／ｃ，ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２９ｃ位于第 １号染色体，是该家族主要成
员。有研究发现，在胰腺癌组织和细胞中 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ２９ｃ表达降低，并参与胰腺癌的发生发展过
程［９］，但关于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ在胰腺癌中的具体生
物学功能及作用机制未见报道。因此，进一步了解

及完善胰腺癌的发病机制对于胰腺癌的早期发现、

诊断及治疗尤为重要。本研究通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ
过表达腺病毒分别感染胰腺癌 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１
细胞，观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ对人胰腺癌细胞增殖的
影响。

１　材料与方法
１．１　细胞株及主要试剂

人胰腺癌细胞ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１获赠于华中
科技大学附属同济医院胆胰外科实验室，进口胎牛

血清、ＲＰＭＩ、ＤＭＥＭ 及 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基、
００５％含 ＥＤＴＡ的胰蛋白酶均购自 ｇｉｂｉｃｏ公司，
ＣＣＫ８检测试剂盒购自碧云天公司，ＲＮＡ抽提试
剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病
毒过表达载体的构建、腺病毒包装与滴度检测由山

东维真生物科技有限公司完成，逆转录试剂盒、

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ公司，
ｐｒｅｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ的逆转录及 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物
套装购自广州锐博公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＡｓＰＣ１用含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，ＰＡＮＣ１用含１０％ 胎牛血清的
ＲＰＭＩＤＭＥＭ培养基，两组细胞均置于３７℃、５％
ＣＯ２的恒温培养箱中培养。
１．２．２　ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病毒感染胰腺癌细胞及
感染效率检测　将ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１细胞分别分

为ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ感染组（实验组）和空载体组（阴
性对照组）。根据腺病毒操作手册查得胰腺癌细

胞ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１的ＭＯＩ值，取２×１０５个对数
生长期ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１细胞分别接种于６孔板
中，待细胞贴壁后根据慢病毒感染复数（ＭＯＩ）值在
实验组ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１细胞中加入适量的 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病毒液，阴性对照组加入同等量的
空载体，培养箱中培养１２ｈ时换液，再培养１２ｈ时
用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒根据操作说明分别提取实验组和
阴性对照组中 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１中的总 ＲＮＡ，测
定总ＲＮＡ浓度；采用实时定量逆转录聚合酶链反
应（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１中 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ２９ｃ的表达，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ、内参 Ｕ６逆转录引
物和ＲＴｑＰＣＲ相关上下游引物由广州锐博生物有
限公司设计合成后提供，各组相对表达量采用

２－△△Ｃｔ法计算。
１．２．３　检测细胞增殖　采用 ＣＣＫ８法，感染腺病
毒４８ｈ时收集ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１细胞，以３×１０３

个／孔细胞接种于９６孔板中，每组分别设２４、４８及
７２ｈ组，每个时间点设置３个复孔；检测前每孔分
别加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，避光３７℃孵育２ｈ，轻
轻振荡后，酶标仪 ４５０ｎｍ波长处测定光密度（ＯＤ）
值，观察ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ对胰腺癌细胞增殖的影响。
１．２．４　人胰腺癌细胞单克隆形成能力　采用细胞
平板克隆实验，感染腺病毒２４ｈ后收集ＡｓＰＣ１及
ＰＡＮＣ１细胞，以１×１０３个／孔细胞接种于６孔板
中，每组设置３个复孔，连续５ｄ观察细胞状态；细
胞经４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，１％结晶紫染色
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３遍后干燥处理。数字拍摄成像，
于显微镜下计数 ＞１０个细胞的克隆数，计算克隆
形成率（％）＝（克隆数／接种细胞数）×１００％。
１．３　统计学处理

数据用ＳＰＳＳ２２．０统计软件处理，计数资料以
（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ检验，多组间比较
采用单因素方差分析。以 Ｐ＜００５表示差异具有
统计学意义。

２　结果
２．１　ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ表达

ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病毒感染 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１
后，ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１实验组中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ表
达都明显增加，相对表达量分别为（１００４±
０２３４）、（１１２２±０２２０）；阴性对照组为（０４１４±
００８４）、（０４３６±００６５），两种细胞的实验组及阴
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性对照组 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ相对表达量比较，差异具
有统计学意义（Ｐ＜００５）。

（１）与同细胞阴性对照组比较，Ｐ＜００５

图１　感染ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病毒后ＡｓＰＣ１与
ＰＡＮＣ１细胞内ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ的表达

Ｆｉｇ．１　ＭｉＲ２９ｃａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｍｉＲ２９ｃｉｎＡｓＰＣ１ａｎｄＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ

２．２　胰腺癌细胞的增殖能力
胰腺癌细胞 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１感染 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ２９ｃ４８ｈ时，ＣＣＫ８法结果显示，与阴性对照组
比较，实验组 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力
均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图
２。表明上调 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ在胰腺癌细胞系中的
表达可显著抑制胰腺癌细胞的增殖能力。

２．３　ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达对胰腺癌细胞克隆形
成能力的影响

细胞平板克隆实验结果显示（图 ３），实验组
ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１克隆形成率分别为（１３８±
００２３）、（０８±００５９）；阴性对照组为（２９６±
００６５）、（２４±００４６），两组比较，差异具有统计
学意义（Ｐ＜００１）；提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达的
两种胰腺癌细胞的克隆形成能力明显受到抑制。

注：Ａ为ＡｓＰＣ１细胞，Ｂ为ＰＡＮＣ１细胞；（１）与同细胞阴性对照组比较，Ｐ＜００５

图２　感染ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ腺病毒后ＡｓＰＣ１与ＰＡＮＣ１细胞的增殖能力
Ｆｉｇ．２　Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃｉｎｈｉｂｉｔｅｄＰＡＮＣ１ａｎｄＡｓＰＣ１ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

注：Ａ为ＰＡＮＣ１细胞，Ｂ为ＡｓＰＣ１细胞；（１）与同细胞阴性对照组比较，Ｐ＜００５

图３　胰腺癌细胞ＰＡＮＣ１与ＡｓＰＣ１的克隆形成能力
Ｆｉｇ．３　Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡｓＰＣ１ａｎｄＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

３　讨论

ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类长度约为２１个碱基的非编
码小分子 ＲＮＡ，成熟的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ是由６０～８０个

碱基的发夹状双链ＲＮＡ经ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ酶剪切
而来，至少 ３０％的人类基因受到 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的调
控［２－３］。大量研究表明ｍｉｃｒｏＲＮＡ在生物体内起到
致癌或者抑癌作用，是通过调控致癌和抑癌基因的

表达来实现的；在胰腺癌中，胰腺癌细胞的增殖和
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生存就受到其调控，研究发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ在胰
腺癌组织中的表达明显低于正常胰腺组织，ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ３４ａ通过影响胰腺癌细胞的细胞周期、
ＤＮＡ修复及凋亡从而起到抑制肿瘤细胞的增殖作
用［１０］；同样也有研究表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ｂ在胰腺癌
组织中较癌旁组织明显下调，过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
３４ｂ可抑制胰腺癌细胞的增殖能力［１１］。而在对

ｍｉｃｒｏＲＮＡ２７ａ和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ９６的研究时发现，它
们在胰腺癌组织和细胞中表达明显升高，抑制其表

达可明显抑制胰腺癌细胞的增殖，迁移和凋亡，是

致癌的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ［１２－１３］。本研究通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
２９ｃ过表达腺病毒分别感染胰腺癌 ＡｓＰＣ１及
ＰＡＮＣ１细胞，观察ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ对人胰腺癌细胞
增殖的影响。实验结果表明，感染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ
腺病毒的胰腺癌 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１细胞中 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２９ｃ的表达明显增强；进一步的 ＣＣＫ８细
胞增殖实验结果显示ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达后的人
胰腺癌细胞株ＡｓＰＣ１及ＰＡＮＣ１增殖速率明显较
阴性对照组下降；细胞平板克隆实验也证实了过表

达ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ后胰腺癌 ＡｓＰＣ１及 ＰＡＮＣ１细
胞的单克隆增殖能力明显减弱，说明上调 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ２９ｃ在胰腺癌细胞系中的表达可显著抑制胰腺
癌细胞的增殖能力，细胞克隆的形成能力也明显受

到抑制。

综上，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ作为新发现的抑癌 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ分子，也可有效抑制胰腺癌 ＡｓＰＣ１及
ＰＡＮＣ１细胞的生长，可能成为胰腺癌的治疗新靶
标。为后续探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ参与胰腺癌生物学
行为的分子机制提供指导，也为胰腺癌的分子靶向

治疗提供新的策略。

４　参考文献

［１］ＨｅｒｎａｎｄｅｚＢＹ，ＧｒｅｅｎＭＤ，ＣａｓｓｅｌＫＤ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｉｅｗｏｆ
ｈａｗａｉｉＣａｎｃｅｒｆａｃｔｓａｎｄｆｉｇｕｒｅｓ２０１０［Ｊ］．ＨａｗａｉｉＭｅｄＪ，
２０１０（９）：２２３－２２４．

［２］ＫｏｓｉｋＫＳ．ＴｈｅｎｅｕｒｏｎａｌｍｉｃｒｏＲＮＡｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２００６（１２）：９１１－９２０．
［３］ＳｅｌｂａｃｈＭ，ＳｃｈｗａｎｈｕｓｓｅｒＢ，ＴｈｉｅｒｆｅｌｄｅｒＮ，ｅｔａｌ．Ｗｉｄｅ

ｓｐｒｅａｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｉｃｒｏＲ
ＮＡｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００８（７２０９）：５８－６３．

［４］ＰｅｔｒｉＡ，ＬｉｎｄｏｗＭ，ＫａｕｐｐｉｎｅｎＳ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ：Ｔｏｗａｒｄｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｏｖｅｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９（２）：３９３－３９５．

［５］ＬｅｉｄｎｅｒＲＳ，ＬｉＬ，ＴｈｏｍｐｓｏｎＣＬ．Ｄａｍｐｅｎｉｎｇｅｎｔｈｕｓｉａｓｍ
ｆｏｒｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，
２０１３（３）：ｅ５７８４１－ｅ５７８５１．

［６］ＸｉａｎｇＲ，ＬｅｉＨ，ＣｈｅｎＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１７９２ｃｌｕｓｔｅｒｒｅｇ
ｕｌａｔｅｓＦＯＧ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＢｒａｚＪＭｅｄＢｉｏｌＲｅｓ，
２０１２（４５）：１３１１３８．

［７］ＳｌｕｉｊｔｅｒＪＰ，ｖａｎＭｉｌＡ，ｖａｎＶｌｉｅｔＰ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１ａｎｄ
４９９ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ
ＴｈｒｏｍｂＶａｓｃＢｉｏｌ，２０１０（３０）：８５９８６８．

［８］ＬｉＹ，ＫｏｗｄｌｅｙＫＶ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃｏｍｍｏｎｈｕｍａｎｄｉｓｅａ
ｓｅｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｉｃｓＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１２（１０）：
２４６２５３．

［９］ＹｕＨＷ，ＳｚｅＤＭ，ＣｈｏＷＣ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｎｔｉ
ｔｕｍｏｕｒｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１３（３）：５５８７－
５６０７．

［１０］ＪｉＱ，ＨａｏＸ，ＺｈａｎｇＭ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｍｉＲ３４ｉｎｈｉｂ
ｉｔｓｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｔｕｍｏｒｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＰｌｏＳｏｎｅ，２００９（８）：ｅ６８１６．

［１１］ＬｉｕＣ，ＣｈｅｎｇＨ，ＳｈｉＳ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４ｂｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇＳｍａｄ３
［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１３（４）：４６７－４７８．

［１２］ＭａＹ，ＹｕＳ，ＺｈａｏＷ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ２７ａｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ，ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＳｐｒｏｕｔｙ２［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔｅｒｓ，
２０１０（２）：１５０－１５８．

［１３］ＹｕＳ，ＬｕＺ，ＬｉｕＣ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ９６ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＫＲＡＳ
ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１０（１４）：６０１５－６０２５．

（２０１６－０５－２８收稿，２０１６－０８－２５修回）
中文编辑：吴昌学；英文编辑：赵　毅

５００１

　９期 周显飞等　ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ过表达对人胰腺癌ＡｓＰＣ１、ＰＡＮＣ１细胞增殖的影响


