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ｍｉｃｒｏＲＮＡ１００对胰腺癌细胞侵袭和转移能力的影响
及机制
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［摘　要］目的：探讨ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞在体外侵袭和迁徙能力的影响及其机制。方法：采用实时荧光定
量聚合酶连反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ１００在６株人胰腺癌细胞系及１株人正常胰腺上皮细胞系中的表达，选取
表达差异较明显的 ＰＡＮＣ１和 ＭＩＡＰａＣａ２细胞系进行后续实验；针对 ｍｉＲ１００设计 ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ和空载体
（ＮＣ），并转染上述两株细胞系中，用ＰＣＲ检测转染效率；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验及划痕实验检测 ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞
侵袭转移能力的影响，免疫荧光检测ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞骨架的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染细胞后ＦＺＤ８的
表达。结果：ＰＣＲ实验显示ｍｉＲ１００在胰腺癌细胞系中低表达，在正常胰腺上皮细胞系中高表达，所设计的ｍｉＲ
１００ｍｉｍｉｃ可以有效地升高ＰＡＮＣ１和ＭＩＡＰａＣａ２细胞系中 ｍｉＲ１００的表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验及划痕实验显示转
染ｍｉＲ１００之后，能有效的抑制胰腺癌细胞的侵袭及迁移能力（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光显示转染 ｍｉＲ１００后，Ｆ肌
动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）减少；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，转染 ｍｉＲ１００后，ＦＺＤ８的表达减少，胰腺癌细胞的侵袭转移能力
明显降低。结论：上调ｍｉＲ１００后，胰腺癌细胞可能通过下调ＦＺＤ８的表达来抑制其侵袭转移的能力，提示ｍｉＲ
１００有望成为胰腺癌治疗的潜在靶点。
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　　胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤，其发病率
在全世界呈现逐渐上升的趋势［１］。从最近几年的

数据中显示，胰腺癌已成为第１０大常见恶性肿瘤，
在恶性肿瘤患者的死因中位列第４位［２］。胰腺癌

的恶性程度极高，在发病早期就极易发生局部侵袭

和远处转移，临床确诊时多属于晚期阶段，是预后

最差的恶性肿瘤之一［３］。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）是在真核生物中发现的一类内源性的具
有调控功能的非编码 ＲＮＡ，长约 ２０～２５个核苷
酸，可通过对靶基因转录的调控进而影响肿瘤细胞

的增殖、侵袭转移及凋亡等进程［４］。近年来，ｍｉＲ
１００的功能及其作用机制受广泛关注，本研究通过
体外细胞学实验分析 ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞侵袭
和迁徙能力的影响，揭示ｍｉＲ１００在胰腺癌细胞侵
袭转移中的作用。

１　材料和方法

１１　细胞株和制剂
人胰腺癌细胞系细胞株以及胰腺正常上皮细

胞株，由华中科技大学附属同济医院胆胰外科实验

室馈赠，高糖 ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基、
胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ及
空载体（ＮＣ）由广州锐博生物科技有限公司构建，
ＰＣＲ相关ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ试剂购自上海生工生物有
限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室及６孔板购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司，ＦＺＤ８抗体购自美国 ＣＳＴ公司，鬼笔环肽及

ＤＡＰＩ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购于美
国ＢＤ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养　培养条件为１０％胎牛血清的
培养基、３７℃、５％ ＣＯ２；细胞于培养箱中培养，根
据细胞的生长情况于２～３ｄ换新鲜培养基继续培
养或细胞传代培养，分别取两种细胞株细胞提取

ＲＮＡ，用ＰＣＲ检测ｍｉＲ１００的表达。
１２２　ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ转染　根据上述结果，选取
差异最大的ＰＡＮＣ１和ＭＩＡＰａＣａ细胞制备细胞悬
液，以密度为 ３５×１０５个／ｍＬ，分别接种于 ４个
６ｃｍ培养皿中，待细胞数量在７０％左右时，分别将
ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ和 ＮＣ转染入每个皿中，２４ｈ后换
液，４８ｈ提取ＲＮＡ，用ＰＣＲ验证转染效率。
１２３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭和迁徙实验　（细胞迁
徙实验步骤同侵袭实验，但未加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶）Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶用无血清培养基按１∶８稀释，加
入小室上室面，于３７℃ ３０ｍｉｎ水化基底膜。制备
转染４８ｈ后的 ＰＡＮＣ１和 ＭＩＡＰａＣａ２细胞悬液
（用不含血清的培养基重悬），密度为 ２×１０５

个／ｍＬ，每个小室中加入２００μＬ，下室加入含１０％
血清培养基６００μＬ，置于培养箱中培养２４～３６ｈ
后，用ＰＢＳ洗２遍，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，０１％
结晶紫染色３０ｍｉｎ，用棉签擦去上室面细胞，晾干，
拍照。

１２４　细胞划痕实验　将未处理的 ＰＡＮＣ１和
ＭＩＡＰａＣａ２细胞分别种于６孔板中，待细胞长到
６０％时进行转染，待细胞长满时，用ｔｉｐ枪头垂直划
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几条直线，并在０、４８ｈ分别在倒置显微镜下观察。
１２５　细胞骨架免疫荧光　将转染后的 ＰＡＮＣ１
和ＭＩＡＰａＣａ２细胞爬片，密度为１５×１０５个／ｍＬ，
待其贴壁后进行固定、破膜、封闭。制备１∶５０的荧
光素鬼笔环肽置于玻片上染色２ｈ后，用 ＰＢＳ洗
脱；再用 ＤＡＰＩ染色 ５～１０ｍｉｎ后，再次洗脱并封
片，于共聚焦激光显微镜下观察。

１２６　ＦＺＤ８蛋白表达的测定　按照蛋白提取试
剂盒提取转染４８～７２ｈ后的ＰＡＮＣ１和ＭＩＡＰａＣ
ａ２细胞蛋白，根据定量结果加样，然后电泳、转膜、
封闭、孵一抗４℃过夜、洗膜、孵二抗２ｈ、再洗膜、
曝光，用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析灰度值。
１３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１９０对实验数据进行分析、整理，
计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ），同一时间段不
同浓度组间采用单因素方差分析，不同时间段不同

浓度组间采用重复测量方差分析，以 Ｐ＜００５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２１　ｍｉＲ１００表达
分别提取６株人胰腺癌细胞系和１株人正常

胰腺上皮细胞系中的ＲＮＡ，ＰＣＲ结果显示，与正常
胰腺上皮细胞相比，ｍｉＲ１００在胰腺癌细胞系中低
表达，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图１。
２２　ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ转染效率

将构建好的 ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ分别转染入
ＰＡＮＣ１和 ＭＩＡＰａＣａ２细胞系中，４８ｈ后提取
ＲＮＡ并用 ＰＣＲ进行验证，ＮＣ组的表达量明显低
于ｍｉｍｉｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），见
图２。
２３　ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞侵袭能力的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，两株细胞系中，ＮＣ
组的下室细胞数量明显要高于ｍｉｍｉｃ组，差异具有
统计学意义（Ｐ＜００５），见图３。
２４　ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞迁移能力的影响

细胞划痕实验结果发现，４８ｈ后 ＮＣ组的细胞
迁移的距离明显比ｍｉｍｉｃ的细胞迁移的距离要长，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），见图４。
２５　ｍｉＲ１００对细胞骨架的影响

在ＰＡＮＣ１和ＭＩＡＰａＣａ２细胞系的 ｍｉｍｉｃ组
中，Ｆ肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）被剪切，呈现低表达，导致
其运动结构和极性的缺失，从而迁移能力减弱。与

ＮＣ组相比，ｍｉｍｉｃ组的Ｆａｃｔｉｎ明显减少，差异具有
统计学意义（Ｐ＜００５），见图５。

注：人胰腺癌细胞Ａｓｐｃ、ＢｘＰＣ、ＳＷ１９９０、Ｃａｐａｎ２、ＭＩＡ、Ｐａｎｃ１，

正常胰腺上皮细胞ＨＰＤＥ；（１）与ＨＰＤＥ比较，Ｐ＜００５

图１　ｍｉＲ１００在人胰腺癌细胞系和正常胰腺
上皮细胞系中的表达（ＰＣＲ）

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｒ１００ｉｎｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｎｄｎｏｒｍａｌｐａｎｃｒｅａｔｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

（１）与ＭＩＲＮＣ比较，Ｐ＜００５

图２　转染ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ后ｍｉＲ１００的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１００ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ

２６　ＦＺＤ８的蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，转染 ｍｉＲ１００ｍｉｍｉｃ

后，可以抑制ＦＺＤ８的蛋白表达。见图６。

３　讨论

胰腺癌在早期就易发生侵袭转移是其引起高

死亡率的主要原因之一，但其侵袭转移的机制目前

并不完全清楚。研究认为，ｍｉＲＮＡｓ的表达失衡对
胰腺癌侵袭转移具有重要影响。ｍｉＲ１００定位于
人类基因组中１１ｑ２４１，大小为２２个核苷酸，基因
序列为 ＡＡＣＣＣＧＵＡＧＡＵＣＣＧＡＡＣＵＵＧＵＧ。与其它
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ｍｉＲＮＡ一样，ｍｉＲ１００可通过与靶基因 ｍＲＮＡ的非
翻译区完全或不完全的互补配对结合，降解 ｍＲＮＡ
或抑制ｍＲＮＡ翻译，从而在转录后水平上调节基因
的表达，进而影响细胞的增殖分化，凋亡及侵袭转

移等［５］。近年来的研究发现，ｍｉＲ１００在一些肿瘤
细胞中是低表达的，例如肺癌，结肠直肠癌，前列腺

癌，和卵巢癌，在这些恶性肿瘤细胞中，上调 ｍｉＲ
１００的表达，可以抑制癌细胞的增殖、侵袭和转移，
表明ｍｉＲ１００在肿瘤的发生和进展中起着重要的
作用［６９］。以前的研究表明，ｍｉＲ１００在胰腺癌细
胞系中是低表达的，可以通过靶向调控 ＦＧＦＲ３来

抑制胰腺癌细胞的增殖［１０］。有研究证明，在乳腺

癌中ｍｉＲ１００直接靶向调控 ＦＺＤ８并激活 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而抑制乳腺癌细胞的侵袭转
移能力［１１］。本研究了解到过表达 ｍｉＲ１００后，
ＦＺＤ８在蛋白水平的变化，猜想 ｍｉＲ１００在胰腺癌
细胞中能够通过对 ＦＺＤ８的影响来调控 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，进而影响胰腺癌细胞的侵袭转
移。然而，ｍｉＲ１００在调节肿瘤发生中的作用和机
制任有待进一步阐明。本研究将会调查 ｍｉＲ１００
对胰腺癌细胞侵袭转移的影响及初步探讨其机制

是什么。

注：Ａ为ＰＡＮＣ１细胞，Ｂ为ＭＩＡＰａＣａ２细胞；（１）与ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜００５

图３　ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞侵袭转移能力的影响（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１００ｏｎｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）

　　本研究通过ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，细胞划痕实验初步
验证了上调ｍｉＲ１００后，能抑制胰腺癌细胞的侵袭
转移能力，并通过 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察了 ｍｉＲ１００对
ＦＺＤ８的影响，即过表达 ｍｉＲ１００后能抑制 ＦＺＤ８
的表达。免疫荧光实验结果显示，上调 ｍｉＲ１００
后，Ｆ肌动蛋白被剪切，呈现低表达，导致其运动结

构和极性的缺失，从而迁徙能力变弱。

综上所述，ｍｉＲ１００能通过影响 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
通路中的重要位点 ＦＺＤ８从而抑制胰腺癌细胞的
侵袭转移。本研究对胰腺癌细胞的侵袭转移提供

了新的见解，然而ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞的复杂调
节网络还需进一步的探索。
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注：Ａ为ＰＡＮＣ１细胞，Ｂ为ＭＩＡＰａＣａ２细胞；（１）与ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜００５

图４　ｍｉＲ１００对胰腺癌细胞迁移能力的影响（划痕实验）
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１００ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ（ｗｏｕｎｄａｓｓａｙ）

注：Ａ为ＰＡＮＣ１，Ｂ位ＭＩＡＰａＣａ２细胞

图５　免疫荧光检测ｍｉＲ１００对细胞骨架的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｓｔｉｎｇｍｉＲ１００ｏｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ

注：１、３为ｍｉｎＮＣ，２、４为ｍｉＲ１００；１、２为ＰＡＮＣ１细胞，
３、４为ＭＩＡ细胞

图６　ｍｉＲ１００对ＦＺＤ８的表达影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１００ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＺＤ８
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