
书书书

长链非编码ＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１对胰腺癌ＭＡＰＫ信号通路的
作用及机制
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［摘　要］目的：探讨长链非编码ＲＮＡ整合素β２（ＩＴＧβ２）ＡＳ１在胰腺癌（ＰＣ）丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）
信号通路中的作用及机制。方法：选择癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）中胰腺导管腺癌数据库 ＰＡＡＤ的 ｍＲＮＡ表达谱
类型，根据ＴＣＧＡ数据库分析结果，选取与ＩＴＧβ２ＡＳ１相关的基因中相关系数较大（Ｐｅｒｓｏｎ系数＞０．６）的基因进
行ＧＯ富集分析，筛选出与 ＩＴＧβ２ＡＳ１的表达显著相关的基因及信号通路；采用实时荧光定量聚合酶链反应
（ｑＲＴＰＣＲ）及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证人ＰＣ细胞株ＰＡＮＣ１中相关ｍＲＮＡ及蛋白的表达。结果：ＧＯ分析显示，ＩＴＧβ２
ＡＳ１与ＰＣ的增殖及相关肿瘤信号通路转导密切相关；ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常ＰＡＮＣ１细胞比
较，干扰ＩＴＧβ２ＡＳ１后，ＰＡＮＣ１细胞中ＢＣＬ２、ＭＭＰ９、ＭＹＣ及磷酸化的 ＥＲＫ１／２的 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平下降
（Ｐ＜０．０５）。结论：ＩＴＧβ２ＡＳ１可能通过正向调控 ＭＡＰＫ信号通路上靶基因的表达，促进 ＰＣ细胞的增殖、侵袭
及迁移。
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　　胰腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）是恶性程度极
高、进展迅速及预后极差的肿瘤，目前治疗 ＰＣ最
有效的方式为早期手术切除［１－２］，但全球 ＰＣ死亡
率一直居高不下，５年生存率仅７％［３－４］。ＰＣ诊断
及治疗的困难与肿瘤细胞的增殖速度快和转移能

力强密切相关［５］，因此，寻找更为有效的治疗方案

成为当前ＰＣ研究的关键。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）是长度 ＞２００ｎｔ、但不具
有编码蛋白质功能的一类 ＲＮＡ［６－７］。研究认为
ＬｎｃＲＮＡ在肿瘤的侵袭及迁移过程中发挥重要的
生物学功能［８－１０］。ＬｎｃＲＮＡ在各种疾病的发生发
展过程中所起到的作用不断被发现，有望成为临床

诊疗的新方向。Ｐｒｅｎｓｎｅｒ等［１１］发 现 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＣｈＬＡＰ１在前列腺癌中表达上调，与患者生存呈
负相关，其可能通过影响染色体重塑促进前列腺癌

的侵袭及迁移。丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路是介导 ＰＣ
细胞增殖、侵袭及迁移功能的一条关键信号通

路［１２－１４］，可被细胞因子及细胞黏附因子等激活，将

信号转导至胞内最终转录调控相关靶基因的表达

进而影响细胞功能［１５－１６］，研究发现 ＬｎｃＲＮＡ可能
在 ＭＡＰＫ信号通路中发挥重要的生物学作
用［１７－１８］。然而，ＬｎｃＲＮＡ整合素 β２（ＩＴＧβ２）ＡＳ１
是否能调控ＭＡＰＫ信号通路下游相关靶基因以实
现其功能仍不清楚，因此，在课题组前期研究的基

础上，本研究利用癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库
分析ＩＴＧβ２ＡＳ１可能发挥的细胞学功能和参与的
信号通路、分析ＩＴＧβ２ＡＳ１与人 ＰＣ细胞株 ＰＡＮＣ
１细胞中ＭＡＰＫ信号通路的调控关系，以进一步阐
明其在 ＰＣ的增殖、侵袭及迁移过程中的分子
机制。

１　材料与方法

１．１　细胞株与主要试剂
人ＰＣ细胞株ＰＡＮＣ１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（ＴＲＹＰ
ＳＩＮ）、ＤＭＥＭ及ＲＰＭＩ１６４０培养基均购自美国ｇｉｂ
ｃｏ公司，ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，ＢＣＬ２、ＭＭＰ９及 ＭＹＣ等引物购自 Ｓａｎｇｏｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司，相应 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗购自 ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ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 ＴＣＧＡ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ．
ｏｒｇ／），选择胰腺导管腺癌数据库 ＰＡＡＤ，数据类型
选择ｍＲＮＡ表达谱，根据 ＴＣＧＡ数据库分析结果，
选取与 ＩＴＧβ２ＡＳ１相关的基因中相关系数较大
（Ｐｅｒｓｏｎ系数 ＞０．６）的基因进行 ＧＯ富集分析，包
括细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、生物过程
（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）及分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）分析。
１．２．２　细胞培养　人 ＰＣ细胞株 ＰＡＮＣ１使用含
１０％ＦＢＳ及１％青 －链霉素双抗的 ＤＭＥＭ培养基
培养于３７℃、含５％ ＣＯ２的恒温恒湿培养箱中，分
为ＩＴＧβ２ＡＳ１干扰对照组（ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组）及
ＩＴＧβ２ＡＳ１干扰组（ＩＴＧβ２ＡＳ１ｓｈ组）。
１．２．３　ｍＲＮＡ表达　选择处于对数生长期的
ＰＡＮＣ１细胞，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　蛋白表达　选择处于对数生长期的ＰＡＮＣ
１细胞，提取其总蛋白，根据蛋白定量结果点样、电
泳、转膜、封闭、孵一抗、洗膜、孵二抗、洗膜、曝光，

用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析所得条带的灰度值，检测各
相关指标的蛋白表达量。
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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的生物学功能
根据ＴＣＧＡ数据库分析结果，选取与 ＩＴＧβ２

ＡＳ１相关的基因中相关系数较大（Ｐｅｒｓｏｎ系数 ＞
０６）的基因进行 ＧＯ富集分析。ＣＣ分析结果显
示：ＩＴＧβ２ＡＳ１可能负调控细胞凋亡过程，正调控
ＧＴＰ酶活性和各信号通路转导 ＭＡＰＫ信号通路
（图１Ａ）；ＢＰ分析结果显示 ＩＴＧβ２ＡＳ１可能存在
于细胞膜外区域、外泌体及高尔基体膜区域（图

１Ｂ），ＭＦ分析结果显示 ＩＴＧβ２ＡＳ１可能与氧转运
体活性、离子通道结合及 ＲＡＳ活性调控等功能相
关（图１Ｃ），提示 ＩＴＧβ２ＡＳ１可能与 ＰＣ的增殖及
相关肿瘤信号通路转导密切相关。

图１　ＧＯ富集分析ＩＴＧβ２ＡＳ１的生物学功能
Ｆｉｇ．１　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１

２．２　ＩＴＧβ２ＡＳ１的下游信号通路
根据ＴＣＧＡ数据库分析结果，选取与 ＩＴＧβ２

ＡＳ１相关的信号通路中相关系数位于前１２的信号
通路进行分析，结果显示：多条信号通路与 ＰＣ的
发生发展过程显著相关，如癌症信号通路（Ｐａｔｈ

ｗａｙｓｉｎｃａｎｃｅｒ）、钙信号通路（Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ）、ＭＡＰＫ信号通路（ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ
ｗａｙ）及缺氧诱导因子１信号通路（ＨＩＦ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ）等（图２）；提示ＩＴＧβ２ＡＳ１可能参与多条
癌症信号通路如ＭＡＰＫ信号通路的转导与调控。

图２　生物信息学分析ＩＴＧβ２ＡＳ１的下游信号通路
Ｆｉｇ．２　ＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

２．３　对ＭＡＰＫ信号通路靶基因表达的影响
生物信息学分析结果显示：ＩＴＧβ２ＡＳ１可能与

ＭＡＰＫ信号通路靶基因 ＢＣＬ２、ＭＭＰ９及 ＭＹＣ的表
达显著相关且存在共表达的关系（图 ３Ａ）；ｑＰＣＲ
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结果（图 ３Ｂ）表明与干扰对照组比较，ＩＴＧβ２ＡＳ１
干扰组ＰＡＮＣ１细胞ＢＣＬ２、ＭＭＰ９及ＭＹＣｍＲＮＡ表

达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）；这些结果提示 ＩＴＧβ２
ＡＳ１可能正调控ＭＡＰＫ信号通路靶基因的表达。

注：（１）与ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５。

图３　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＭＡＰＫ信号通路靶基因表达的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

２．４　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＭＡＰＫ信号通路活性的影响
如图４所示，ＩＴＧβ２ＡＳ１干扰组 ＰＡＮＣ１细胞

总ＥＲＫ１／２蛋白表达水平与干扰对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而磷酸化的 ＥＲＫ１／２蛋

白表达水平则显著低于干扰组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。提示 ＩＴＧβ２ＡＳ１可能通过调控
ＥＲＫ１／２的磷酸化水平从而影响 ＭＡＰＫ信号通路
的活性。

注：（１）与ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５。

图４　ＩＴＧβ２ＡＳ１对ＭＡＰＫ信号通路活性的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＴＧβ２ＡＳ１ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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３　讨论

ＰＣ由于其发病过程隐匿、进展迅速、早期诊断
及手术切除困难导致治疗效果不佳。近年来，尽管

各种治疗方法不断完善，但ＰＣ患者的 ５年生存率
仍低于 ７％，其重要原因之一就是其侵袭能力
极强［４－５］。

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
和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［１９－２０］。其中，ＩＴＧβ２主要在各种白细胞
的表面表达，并能够与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［２１－２２］。

有研究报道，长链非编码 ＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１起源于
ＩＴＧβ２的启动子，ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１通过上调
ＩＴＧβ２的表达从而促进乳腺癌的侵袭和迁移［２３］，

并在骨肉瘤的增殖和转移过程中发挥着重要作

用［２４］。ＬｎｃＲＮＡ的表达失常与包括恶性肿瘤在内
的多种疾病的发生发展密切相关［８］。然而，对于

ＬｎｃＲＮＡ在肿瘤中所起到的作用目前尚处于初步
探索阶段，特别是对 ＬｎｃＲＮＡＩＴＧβ２ＡＳ１在 ＰＣ的
侵袭转移过程中所发挥的作用更是知之甚少，因

此，进一步深入研究其发挥作用的分子机制有助于

为临床提供更为有效的治疗措施。

细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ１／２）是ＭＡＰＫ信号通路的重要
成员之一，是将信号从细胞表面受体传导至细胞核

的关键，参与细胞的增殖、分化、凋亡和癌变等多种

生物学反应［２５－２６］，其因在激活的生长因子受体与

基因表达的变化中的作用最为人们所熟知，激活的

ＥＲＫ１／２进入细胞核并磷酸化转录因子；ＥＲＫ１／２
也可转移到内质网、核小体及高尔基体和线粒体等

其他细胞器激活特定的底物从而影响细胞的生理

过程［２７－２８］。然而，目前对于 ＬｎｃＲＮＡ在 ＰＣ细胞
ＥＲＫ１／２的磷酸化激活过程中的调控方式仍不完
全清楚。本研究先通过生物信息学分析发现

ＩＴＧβ２ＡＳ１可能与ＰＣ的增殖及相关肿瘤信号通路
转导密切相关，并可能参与下游 ＭＡＰＫ信号通路
的转导与调控；通过相关性分析及 ｑＰＣＲ实验验
证，结果显示 ＩＴＧβ２ＡＳ１可显著调控 ＭＡＰＫ信号
通路中与ＰＣ细胞增殖、侵袭及异常代谢显著相关
的靶基因 ＢＣＬ２、ＭＭＰ９及 ＭＹＣ的表达，推断

ＩＴＧβ２ＡＳ１可能激活 ＭＡＰＫ信号通路进而调控下
游的靶基因。最后通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证上述
推断，结果提示ＩＴＧβ２ＡＳ１可显著影响ＥＲＫ１／２的
磷酸化水平，从而发挥调节 ＭＡＰＫ信号通路的
作用。

综上所述，本研究通过生物信息学分析并结合

相关实验验证，ＩＴＧβ２ＡＳ１在 ＰＣ细胞相关肿瘤信
号通路———ＭＡＰＫ信号通路的激活过程中发挥重
要作用，ＩＴＧβ２ＡＳ１通过调控ＭＡＰＫ信号通路中关
键分子ＥＲＫ１／２的磷酸化水平，进而调控下游靶基
因的表达。课题组今后将进一步通过相关分子生

物学实验及临床样本信息深入探讨 ＩＴＧβ２ＡＳ１介
导ＭＡＰＫ信号通路激活在 ＰＣ的发生发展过程中
的具体分子机制及临床意义，为发现可能针对 ＰＣ
治疗的新靶点提供理论依据。
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