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长链非编码 ＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１对胰腺癌细胞增殖和
侵袭及迁移能力的影响
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［摘　要］目的：探讨长链非编码ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）整合素 β２（ＩＴＧβ２）ＡＳ１在体外对人胰腺癌细胞增殖、侵袭
及迁移能力的影响及其机制。方法：采用癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）公共数据库分析ＩＴＧβ２ＡＳ１在胰腺癌组织及
癌旁组织中的表达，通过ｑＰＣＲ实验检测 ＩＴＧβ２ＡＳ１分别在人正常胰腺导管上皮细胞及人 ＰＣ细胞株 ＡｓＰＣ１、
ＣＦＰＡＣ１、ＰＡＮＣ１、ＭＩＡＰａＣａ２、Ｃａｐａｎ２、ＢｘＰＣ３、Ｈｓ７６６Ｔ及 ＳＷ１９９０细胞中的表达，利用慢病毒载体稳定转染
ＩＴＧβ２ＡＳ１最高的表达细胞，采用ＣＣＫ８和平板克隆实验检测 ＩＴＧβ２ＡＳ１对 ＰＡＮＣ１细胞增殖能力的影响；通
过细胞划痕及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＰＡＮＣ１细胞侵袭及迁移能力的影响，ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
检测干扰ＩＴＧβ２ＡＳ１后ＰＡＮＣ１细胞中ＩＴＧβ２的基因表达情况。结果：ＩＴＧβ２ＡＳ１在胰腺癌组织中的表达明显
高于癌旁组织，且在各胰腺癌细胞株中的表达显著高于人正常胰腺导管上皮细胞，ＰＡＮＣ１中表达最高，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；干扰ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＡＮＣ１细胞的增殖、迁移及侵袭能力显著降低，ＩＴＧβ２的表达水平
显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１在胰腺癌中高表达，干扰其表达可抑制胰
腺癌细胞的增殖、侵袭及迁移能力和抑制ＩＴＧβ２的转录及翻译过程。
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　　胰腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）是全球癌症相
关死亡率最高的第四大疾病［１－２］，尽管现代医学技

术取得了显著的进步，但 ＰＣ病人的生存率仍然较
低，５年总生存率仅为 ７％，平均生存时间 ＜９个
月［２－４］。早期诊断 ＰＣ、采取恰当的手术方式和化
疗，是治疗ＰＣ的有效方法［５－６］；但由于 ＰＣ早期缺
乏明确诊断的分子标志物，因此大部分 ＰＣ患者在
明确诊断时已经失去了手术切除机会，治疗预后不

良。因此，研究 ＰＣ细胞的增殖、侵袭及迁移的分
子机制，对治疗 ＰＣ及改善其预后具有重要的意
义。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，Ｌｎ
ｃＲＮＡ）是一类不编码蛋白质的 ＲＮＡ，主要参与细
胞内转录激活、转录后调控蛋白功能等生物过

程［７－８］。研究表明，ＬｎｃＲＮＡ能通过表观遗传修
饰、ＲＮＡ降解及翻译后修饰等方式激活促癌基因
或沉默抑癌基因，参与肿瘤的发生和转移等过

程［９－１１］。整合素蛋白家族 （ｉｎｔｅｇｒｉｎｆａｍｉｌｙ，ＩＴＧ）
是广泛分布于细胞表面的四类细胞黏附分子之一，

是由α及β两个亚基组成的异源二聚体跨膜蛋白
整合素家族，可以改变肿瘤的增殖、侵袭及迁移等

多种生物学功能［１２－１４］；整合素 β２（ＩＴＧβ２）主要在
各种白细胞的表面表达，并能够和肿瘤细胞表面的

黏附分子结合，从而赋予肿瘤细胞向远处转移的能

力［１５－１７］。ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１起源于 ＩＴＧβ２启动
子，ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１通过上调 ＩＴＧβ２的表达从
而促进乳腺癌的侵袭和迁移［１８］。但是，ＬｎｃＲＮＡ
ＩＴＧβ２ＡＳ１是否参与ＰＣ的发生及发展尚待进一步
研究，本项研究主要从增殖、侵袭及迁移等方面研

究ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１在ＰＣ中所起到的作用和分
子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞株与主要试剂
实验所用细胞株为中山大学肿瘤防治中心惠

赠，胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶（ＴＲＹＰＳＩＮ）、ＤＭＥＭ
及 ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 ｇｉｂｃｏ公司，Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ
购自美国ＢＤ公司，ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ购自 ＲＩＢＯＢＩＯ公
司，逆转录试剂盒及ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒均
购自日本ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　利用 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ网站在
线分析癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库分析 １７９
例ＰＣ癌组织及１７１例癌旁组织 ＩＴＧβ２ＡＳ１的表
达情况。

１．２．２　细胞培养　人正常胰腺导管上皮细胞株
ＨＰＤＥ和人ＰＣ细胞株 ＡｓＰＣ１、ＣＦＰＡＣ１、ＰＡＮＣ１、
ＭＩＡＰａＣａ２、Ｃａｐａｎ２、ＢｘＰＣ３、Ｈｓ７６６Ｔ及 ＳＷ１９９０
分别使用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ及ＲＰＭＩ１６４０培养
基培养于３７℃、含５％ ＣＯ２的恒温恒湿培养箱中。
１．２．３　ＩＴＧβ２ＡＳ１ｍＲＮＡ表达　选择处于对数生
长期的各组细胞株，提取其总ＲＮＡ，分别测量Ａ２６０／
Ａ２８０时的吸光度，选取吸光度值在１．８～２．０的样
品进行实验。依照逆转录试剂盒的说明，分别将样

品逆转录为ｃＤＮＡ，再选择ＧＡＰＤＨ作为内参，使用
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒进行ｑＰＣＲ实验。
１．２．４　细胞增殖　根据 ｍＲＮＡ表达的结果，选取
表达升高倍数最大的 ＰＡＮＣ１细胞作为细胞功能
学实验所用细胞株，利用慢病毒载体稳定转染，构
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建ＩＴＧβ２ＡＳ１干扰阴性对照组（ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ
组）及 ＩＴＧβ２ＡＳ１干扰组（ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组）。
分别取对数生长期的两组细胞消化并计数，按照３
×１０３／孔的数量接种于９６孔板中，设６、２４、４８及
７２ｈ时间点，在每个对应的时间点再分别设５个复
孔，每孔均加入 ＣＣＫ８试剂１０μＬ，于避光条件下
置３７℃恒温恒湿细胞培养箱孵育２ｈ后取出，轻
微震荡摇匀后，置酶标仪于 ４５０ｎｍ波长处测
定ＯＤ值。
１．２．５　平板克隆实验　分别取１．２．４项下对数生
长期的两组细胞消化并计数，于６孔板中种植１×
１０３个细胞，置３７℃恒温恒湿细胞培养箱中培养
１０～１４ｄ后，用 ４％多聚甲醛固定 ２０～３０ｍｉｎ、
０２５％结晶紫染液染色２０～３０ｍｉｎ，于流水中冲洗
数遍后置烘箱中烘干，拍照记录。

１．２．６　细胞划痕实验　分别取１．２．４项下对数生
长期的两组细胞消化并计数，于６孔板中种植５×
１０５个细胞，待其均匀铺开成单层并长至９０％时，
用２００μＬ枪头置各孔上方的直尺垂直均匀下划，
用ＰＢＳ清洗干净后、加入不含ＦＢＳ的培养基，分别
于０及４８ｈ置显微镜下拍照记录。
１．２．７　细胞侵袭及迁移实验　分别取１．２．４项下
处于对数生长期的两组细胞，用无血清培养基饥饿

处理２４ｈ后消化并计数，在上室种植含２×１０５个
细胞的无血清培养基细胞重悬液２００μＬ（种植前
上室将Ｍａｔｒｉｇｅｌ与无血清培养基按照１∶８的比例铺

上稀释过的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ６０μＬ），下室加入７００μＬ完
全培养基，置３７℃恒温恒湿细胞培养箱中培养２４
～３０ｈ后取出，用４％多聚甲醛固定２０～３０ｍｉｎ、
０．２５％结晶紫染液染色２０～３０ｍｉｎ，用棉签清洗上
室、烘箱烘干，置显微镜下拍照记录（迁移实验不

加Ｍａｔｒｉｇｅｌ，其余步骤同上）。
１．３　统计学处理

数据采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件处理，计数资料
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析，两组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜
００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＴＧβ２ＡＳ１表达
分析ＴＣＧＡ数据库结果如图１Ａ所示，ＩＴＧβ２

ＡＳ１在 ＰＣ组织中的表达显著高于癌旁组织
（Ｐ＜０．０５）；如图 １Ｂ的 ｑＰＣＲ实验结果所示，
ＩＴＧβ２ＡＳ１在８株人ＰＣ细胞中的表达显著高于人
正常胰腺导管上皮细胞 ＨＰＤＥ，其中在 ＰＡＮＣ１细
胞株中表达升高的倍数最大，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

（１）与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０５；（２）与ＨＰＤＥ细胞比较，Ｐ＜０．０５。
图１　ＩＴＧβ２ＡＳ１在ＰＣ组织及细胞中的表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｅｌｌｓ
２．２　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＰＣ细胞增殖能力的影响

ＣＣＫ８实验结果显示，在ＰＡＮＣ１细胞培养４８
、７２ｈ时，ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组与 ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组比
较，４５０ｎｍ波长处的 ＯＤ值显著下降（见图２Ａ）；
平板克隆实验结果显示，ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组中细胞
集落形成数量为（３０８．３±１２．７）个，ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ

组为（１６５±９．４）个（见图 ２Ｂ）；结果显示干扰
ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＣ细胞的增殖能力显著下降，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．３　ＩＴＧβ２ＡＳ１对 ＰＣ细胞迁移及侵袭能力的
影响

细胞划痕实验结果显示，在相同时间点，
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ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组与 ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组比较，ＰＣ细
胞的迁移距离变短（见图３Ａ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果
显示，ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组中 ＰＣ细胞的数目为迁移
（６２７±１５）个、侵袭（４２８±３２）个，ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组

为迁移（３１２±２６）个、侵袭（２３９±２１）个（见图
３Ｂ）；结果显示，干扰 ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＣ细胞的迁
移及侵袭能力显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

注：（１）与ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组比较，Ｐ＜０．０５。

图２　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＰＣ细胞增殖能力的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

注：（１）与ＩＴＧβ２ＡＳ１组比较，Ｐ＜０．０５。

图３　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＰＣ细胞迁移和侵袭能力的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
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２．４　ＩＴＧβ２ＡＳ１对 ＰＣ细胞 ＩＴＧβ２表达水平的
影响

ＩＴＧβ２ＡＳ１与ＩＴＧβ２的相关性回归分析结果
显示，ＩＴＧβ２ＡＳ１与 ＩＴＧβ２的表达呈正相关
（Ｐ＜０．０５，ｒ＝０．４１）。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

结果显示，干扰 ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＩＴＧβ２在 ｍＲＮＡ和
蛋白水平上的表达均显著下降，提示 ＩＴＧβ２ＡＳ１
与 ＩＴＧβ２存在共表达关系，干扰 ＩＴＧβ２ＡＳ１后
ＩＴＧβ２的表达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图４。

注：（１）与ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５。

图４　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＰＣ细胞ＩＴＧβ２表达水平的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＴＧβ２ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

３　讨论

目前，越来越多的研究表明 ＬｎｃＲＮＡ在包括
ＰＣ在内的多种肿瘤的发生发展过程中发挥着重要
的作用［１９－２２］。已有研究报道 ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１
在乳腺癌组织中的表达与癌旁组织相比明显上调，

预示着临床上的不良预后［１８］。肿瘤细胞的增殖、

侵袭及迁移等恶性生物学行为特性是罹患肿瘤的

病人治疗困难以及预后不良的最主要原因。因此，

本课题组围绕ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１在ＰＣ的病理生
理过程中的作用展开研究。ＴＣＧＡ数据库分析结
果显示，ＩＴＧβ２ＡＳ１在 ＰＣ组织中的表达与癌旁组
织相比明显上升。本研究进一步通过 ｑＰＣＲ实验
发现，ＩＴＧβ２ＡＳ１在人 ＰＣ细胞中的表达与人正常
胰腺导管上皮细胞相比显著上调。因此，本研究推

测ＩＴＧβ２ＡＳ１可能与 ＰＣ的恶性生物学行为密切
相关。

　　有研究报道，ＩＴＧβ２ＡＳ１可以通过上调 ＥＭＴ
相关蛋白ＩＴＧβ２的表达从而促进乳腺癌细胞的侵
袭和迁移［１８］。因此，本研究推测可以通过干扰

ＩＴＧβ２ＡＳ１从而抑制ＰＣ细胞的侵袭及迁移。本研
究进一步通过一系列相关的细胞功能学实验深入

研究，ＣＣＫ８、平板克隆、细胞划痕及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
结果提示，干扰 ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＣ细胞的增殖、迁
移及侵袭能力显著下降。ｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验结果提示，干扰 ＩＴＧβ２ＡＳ１后 ＩＴＧβ２的表达下
降。推测ＩＴＧβ２ＡＳ１可能具有调控 ＰＣ细胞增殖、
侵袭和迁移的作用。

综上所述，本项研究在体外初步验证了在干扰

ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＣ细胞的增殖、侵袭及迁
移能力受到抑制，有望为寻求治疗 ＰＣ的新型分子
靶点提供思路。然而，其具体的作用途径及分子生

物学机制尚未明确，还需要进一步的探索及研究予

以阐明。
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