
·基础研究·
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［摘　要］目的：研究ｍｉｃｒｏＲＮＡ１００（ｍｉＲ１００）对人胰腺癌细胞ＭＩＡＰａＣａ２和ＣＦＰＡＣ１增殖及皮下成瘤能力
的影响。方法：用ｍｉＲ１００慢病毒过表达载体感染ＭＩＡＰａＣａ２和ＣＦＰＡＣ１细胞，构建高表达ｍｉＲ１００细胞株；
用平板克隆、ＣＣＫ８方法检测ｍｉＲ１００对人胰腺癌细胞体外增殖能力，裸鼠皮下成瘤实验检测 ｍｉＲ１００对人胰
腺癌细胞成瘤能力。结果：慢病毒感染后，ｍｉＲ１００表达在 ＭＩＡＰａＣａ２细胞中提高（９４１±１７１）倍，在 ＣＦＰＡＣ１
细胞中提高（１５４±２３）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；平板克隆形成实验提示 ＭＩＡＰａＣａ２和 ＣＦＰＡＣ１细胞
实验组平板克隆数少于对照组病毒，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＣＣＫ８细胞增殖实验提示 ＭＩＡＰａＣａ２和
ＣＦＰＡＣ１细胞实验组增殖能力弱于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；裸鼠皮下成瘤实验显示，ｍｉＲ１００抑
制了肿瘤裸鼠皮下成瘤。结论：ｍｉＲ１００能从体内外抑制人胰腺癌细胞增殖及皮下成瘤能力。
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　　胰腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ、ＰＣ）恶性程度高，切
除率低、高复发率以及多药耐药，５年生存率不足
５％［１－２］。与正常细胞比较，肿瘤细胞的主要特点

之一就是恶性增殖，因此对肿瘤细胞增殖的研究一

直是肿瘤学研究的热点。在最近２０年，愈来愈多
的研究证实ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）广泛参与人类和
动物胚胎的发育、器官的成熟和细胞的分化，并与

肿瘤的生长、分化、侵袭转移和耐药密切相关［３－４］。

ｍｉＲＮＡ是一类长度大约为２２个核苷酸的微小非
编码单链ＲＮＡ，广泛存在动植物中，其本身不参与
蛋白质编码，但可以通过靶向目的基因，与目的基

因３′非翻译区（３′ＵＴＲ）的靶向序列结合，阻碍目的
基因蛋白质的翻译或引起 ｍＲＮＡ的降解［５］。ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ１００（ｍｉＲ１００）在恶性胶质瘤、肝癌、膀胱
癌中表达下调，其低表达与肿瘤的恶性相关［６－８］。

然而，ｍｉＲ１００在 ＰＣ中的表达以及在 ＰＣ发生、发
展过程中作用却知之甚少。本课题的前期研究发

现，ＰＣ组织中 ｍｉｒｃｒｏＲＮＡ１００（ｍｉＲ１００）的表达较
癌旁组织明显降低，并与 ＰＣ增殖、分化密切相
关［９］。本研究将以相对低表达 ｍｉＲ１００的 ＰＣＣＦ
ＰＡＣ１和ＭＩＡＰａＣａ２细胞为研究对象，慢病毒表达
载体感染，构建高表达 ｍｉＲ１００的 ＰＣ细胞株探讨
ｍｉＲ１００对人ＰＣ细胞增殖及皮下成瘤能力的影响。

１　材料与方法

１．１　材料及细胞培养
ＭＩＡＰａＣａ２和ＣＦＰＡＣ１人ＰＣ细胞，购自美国

模式培养物集存库。免疫缺陷雄性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，
ＳＰＦ级，日龄３５ｄ，体重１８～２２ｇ，购自北京华阜康
实验动物有限公司，饲养环境保持恒定的温度

２２～２５℃和恒定的湿度（４０％～５０％）的ＳＰＦ层流
室中，交替给予１２ｈ光照和１２ｈ黑暗，标准颗粒饲
料喂养，自由进食。ｍｉＲ１００相关慢病毒表达载体
及对照病毒由上海吉凯公司设计并合成，高糖

ＤＭＥＭ、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶和青 －链霉素
均购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ｍｉＲ１００和管家基因 Ｕ６
的逆转录引物、实时定量 ＰＣＲ引物由广州瑞博公
司设计并合成，ＴＲＩｚｏｌ购于美国 ＢＤ公司，逆转录
试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒购买自大连宝生物工
程有限公司，ＣＣＫ８试剂盒购自东仁化学科技（上
海）有限公司，ＭＩＡＰａＣａ２和 ＣＦＰＡＣ１、细胞培养
条件：高糖ＤＭＥＭ，１０％胎牛血清，３７℃，５％ ＣＯ２。
１．２　ｍｉＲ１００慢病毒载体对ＰＣ细胞的感染

取对数生长期的 ＭＩＡＰａＣａ２及 ＣＦＰＡＣ１细
胞，以１×１０５数量均匀接种于 ６孔板内，培养过
夜。按照ＭＩＡＰａＣａ２ＭＯＩ＝５，ＣＦＰＡＣ１ＭＯＩ＝１０
病毒复感染指数进行细胞病毒感染，培养１２ｈ后，
观察细胞生长状态，进行细胞换液，更换为新鲜培

养液。７２ｈ后，实时定量 ＰＣＲ分析感染慢病毒后
ｍｉＲ１００表达变化，取细胞融合度在 ８０％左右的
２５ｍＬ规格培养瓶 １瓶，加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ，按照
ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ的标准步骤提取总ＲＮＡ。Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ分光光度仪检测ＲＮＡ浓度与纯度，以２μｇ总
ＲＮＡ进行逆转录后，用ＳｔｅｍＬｏｏｐ方法检测各样本
中ｍｉＲ１００的表达水平，Ｕ６作为内参对照，实验结
果采用 ２ΔΔＣＴ法分析。计算方法：待测样品相对
值＝２ΔΔＣｔ，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ待测样品ΔＣｔＲＮＵ６Ｂ，Ｃｔ
＝Ｃｔ阴性对照Ｃｔ待测样品；目的基因的浓度除以
其管家基因的浓度，即为此样品基因的校正后的相

对含量。每个样品每次实验至少设置３个复孔，并
重复３次实验（从ＲＮＡ提取开始）。
１．３　细胞克隆形成实验检测细胞增殖能力

将处在对数生长期的各组 ＭＩＡＰａＣａ２和 ＣＦ
ＰＡＣ１细胞，制备成单细胞悬液。取５０×１０３个
各组细胞种植６孔板，每组设置３个复孔，后补充
培养液至每孔２ｍＬ，使细胞分散均匀，培养箱中培
养１～３周。每日定时拿出６孔板，显微镜下观察，
当６孔板中出现明显的细胞集落时，实验组与对照
组均终止培养。４％多聚甲醛固定后，结晶紫染色液
进行细胞染色，漂洗染色液后，室温晾干。将６孔板
放置在倒置显微镜低倍视野下，直接计算形成的细

胞克隆数量，分别计算各分组各复孔的克隆形成数

量，以均数加减标准差的格式记录，实验重复３次。
１．４　ＣＣＫ８检测ｍｉＲ１００慢病毒对细胞增殖的影响

将不同处理的５０×１０３个／ｍＬ各组ＭＩＡＰａＣ
ａ２和 ＣＦＰＡＣ１细胞接种于９６孔板中，每组细胞
设置６个复孔，每组设置４块９６孔板，常规培养，
分４个时间点检测（２４、４８、７２和９６ｈ）；在每个时
间点向每孔中加入１０μＬＣＣＫ８溶液，将培养板放
回培养箱内孵育２ｈ，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的
吸光度，吸光度反应出了细胞数量的多少，实验重

复３次。
１．５　裸鼠皮下成瘤实验

收集慢病毒感染后高表达 ｍｉＲ１００的 ＭＩＡ
ＰａＣａ２细胞及感染对照病毒和未处理的ＭＩＡＰａＣ
ａ２细胞，制备单细胞悬液，将 ＰＢＳ与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ以
１∶１体积配置成混合液，以混合液重悬细胞，细胞终
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浓度稀释为１×１０６／２００μＬ。取出饲养的裸鼠１５
只，随机分成空白对照组（ｕｎｔｒｅａｔｅｄ）、阴性对照组
（ｌｖｃｏｎｔｒｏｌ）和 ｍｉＲ１００慢病毒组（ｌｖｍｉＲ１００），每
组５只。乙醚麻醉后，ＭＩＡＰａＣａ２细胞按１×１０６

数量（２００μＬ）分别接种各组于裸鼠右后腿背部松
软皮下，在相同的环境下饲养，每４ｄ观察１次，记
录每只裸鼠肿瘤形成的时间、大小及裸鼠的体重，

６周后颈部脱臼处死裸鼠，解剖裸鼠取出肿瘤。
１．６　统计学方法

实验结果使用统计软件ＳＰＳＳ１９．０分析，肿瘤
体积采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），数据
记录采用均数加减标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ），组间差异
采用ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　高表达ｍｉＲ１００细胞株的构建
实时定量 ＰＣＲ检测感染病毒后的 ＰＣ细胞

ｍｉＲ１００的表达，ＭＩＡＰａＣａ２细胞ｍｉＲ１００慢病毒
组表达为对照组病毒 ９００多倍，ＣＦＰＡＣ１细胞为
１５０多倍，均明显高于对照组，差异性结果均有统
计学意义（Ｐ＜００１，图１）。

图１　人胰腺癌细胞感染ｍｉＲ１００
慢病毒后ｍｉＲ１００表达

Ｆｉｇ．１　ｍｉＲ１００ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｌｖｍｉＲ１００

２．２　ｍｉＲ１００抑制人ＰＣ细胞增殖能力
平板克隆形成实验显示，ｍｉＲ１００慢病毒组细

胞集落形成的数量明显少于空载体对照组，ＭＩＡ
ＰａＣａ２，Ｐ＜００５；ＣＦＰＡＣ１，差异有统计学意义（Ｐ
＜０００１），见图２；ＣＣＫ８细胞增殖检测结果显示，
感染了ｍｉＲ１００慢病毒的ＭＩＡＰａＣａ２及ＣＦＰＡＣ１
人ＰＣ细胞细胞增殖活力明显较空载体对照组减
弱，见图３。

（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜０００１

图２　ｍｉＲ１００抑制ＭＩＡＰａＣａ２及
ＣＦＰＡＣ１平板克隆形成

Ｆｉｇ．２　ｍｉＲ１００ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＩＡＰａＣａ２
ａｎｄＣＦＰＡＣ１ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２３　ｍｉＲ１００抑制人ＰＣ细胞裸鼠皮下成瘤
裸鼠皮下种植人 ＰＣ细胞 ＭＩＡＰａＣａ２后，每

４ｄ观察 １次，记录肿瘤的长宽，按照体积 ＝长 ×
宽２／２计算肿瘤体积。第８天对照病毒组开始观
察到皮下移植瘤，第２８天 ｍｉＲ１００慢病毒组开始
观察到皮下移植瘤；第３６天时，处死裸鼠，解剖取
出肿瘤，可见ｍｉＲ１００慢病毒皮下肿瘤明显小于对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图４。
２４　裸鼠皮下肿瘤免疫组化检测常用增殖指标
在实验组 ＭＩＡＰａＣａ２的裸鼠皮下移植瘤中，

每组肿瘤随机收集３个，经过多聚甲醛固定后进行
常见的增殖指标检测。结果显示，ｍｉＲ１００慢病毒
组ＰＣＮＡ，Ｋｉ６７的表达相比对照组均有不同程度
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（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１，（３）Ｐ＜０００１

图３　ｍｉＲ１００抑制人胰腺癌细胞增殖
Ｆｉｇ．３　ｍｉＲ１００ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

图４　ｍｉＲ１００对ＭＩＡＰａＣａ２裸鼠皮下成瘤的影响
Ｆｉｇ．４　ｍｉＲ１００ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ

ｉｎＭＩＡＰａＣａ２ｎｕｄｅｍｉｃｅ

的下降，见图５。

３　讨论

ＰＣ研究过程中有越来越多的差异性 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ被发现，而不同 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在其中的表达和作
用机理也不同，一些 ｍｉＲＮＡ能促进 ＰＣ的发生发
展，而某些 ｍｉＲＮＡ表现为抑制 ＰＣ发展［１０］，Ｊｏｎｇ
ＫｏｏｋＰａｒｋ等［１１］研究发现，ｍｉＲ１３２和 ｍｉＲ２１２在
ＰＣ组织中表达增加，过表达的 ｍｉＲ１３２和 ｍｉＲ
２１２是ＰＣ的促进因素；而抑制ＰＣ细胞ｍｉＲ１３２和

图５　裸鼠皮下移植瘤中ＰＣＮＡ和Ｋｉ６７表达
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡ，Ｋｉ６７

ｉｎｘｅｎｏｇｒａｆｔｎｕｄｅｍｉｃｅ
ｍｉＲ２１２的表达能抑制ＰＣ的增殖，并且对ＰＣ细胞
周期 Ｇ２／Ｍ期有阻滞作用。ＭｉＲ１００在很多肿瘤
中是作为抑癌基因存在的，提高其表达可抑制肿瘤

细胞增殖、生长，诱导肿瘤细胞的凋亡［６－８，１２］，但在

ＰＣ中的研究较少。在前阶段的研究中，本研究验
证ｍｉＲ１００在人 ＰＣ中表达情况下同和多数其他
肿瘤一样。在本实验室保存的８株人 ＰＣ细胞中，
ＭＩＡＰａＣａ２及ＣＦＰＡＣ１细胞株ｍｉＲ１００表达相对
较低，所以本研究以这两株细胞为研究对象，感染

ｍｉＲ１００慢病毒过表达载体，构建高表达 ｍｉＲ１００
人ＰＣ细胞株，研究 ｍｉＲ１００对人 ＰＣ细胞各种恶
性生物学效应的影响。

本研究通过平板克隆实验和 ＣＣＫ８细胞增殖
的分析，发现ｍｉＲ１００慢病毒感染人 ＰＣ细胞 ＭＩＡ
ＰａＣａ２和ＣＦＰＡＣ１后，细胞增殖能力明显低于感
染阴性对照病毒ＰＣ细胞，说明 ｍｉＲ１００能够抑制
人ＰＣ细胞 ＭＩＡＰａＣａ２和ＣＦＰＡＣ１的体外增殖能
力。通过裸鼠皮下成瘤实验，进一步说明了 ｍｉＲ
１００对人ＰＣ细胞增殖抑制在活体中的表现，裸鼠
皮下移植瘤增殖指标免疫组化实验也进一步证实

了ｍｉＲ１００慢病毒组肿瘤的增殖能力弱于对照组。
本研究首次发现 ｍｉＲ１００能抑制 ＰＣ细胞的增殖
及皮下成瘤能力，ｍｉＲ１００在 ＰＣ中的调控可能为
ＰＣ的基因诊断和治疗提供新的思路，其具体作用
机制和信号通路调控有待进一步探索。
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转录因子ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）的调控，而 ＮＦκＢ在稳
定心绞痛选择性和显著性的激活时，不受冠状动脉

疾病的严重程度或者用药治疗方法的影响［１１］，因

此可能导致何首乌游离蒽醌 ＭＭＰｓ９的干预效果
与ＨＥ染色显示的 ＡＳ斑块发展趋势不一致。总
之，何首乌游离蒽醌对ＭＭＰｓ９起到了一定的干预
作用。其抗ＡＳ的分子机制有待进一步研究。
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