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ＭｉＲ２１７对小鼠胰腺成体干细胞增殖的调控作用

吴　琼，卢　洲，马东慎，邢　芸，金　亮

（中国药科大学生命科学与技术学院，南京２１０００９）

摘　要　为了进一步研究ｍｉＲ２１７在小鼠胰腺成体干细胞生长过程中的调控作用，在培养的胰腺成体干细胞中过表达
ｍｉＲ２１７，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光的方法检测ｍｉＲ２１７对细胞增殖的影响。结果显示，ｍｉＲ２１７能够明显抑制胰腺成体
干细胞增殖相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｋｉ６７的表达。使用生物信息学软件预测 ｍｉＲ２１７的靶基因，并通过双荧光素酶报告基
因的方法验证了ｍｉＲ２１７对靶点的靶向性，实验结果表明，ｍｉＲ２１７能够抑制 ＰＭＩＲＲＥＰＯＲＴＳｉｒｔ１３′ＵＴＲ荧光素酶活性。
进一步在二维培养的胰腺成体干细胞中，过表达ｍｉＲ２１７检测Ｓｉｒｔ１的表达变化，ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明在胰腺成体干细
胞中ｍｉＲ２１７能够抑制Ｓｉｒｔ１的蛋白水平的表达，但对ｍＲＮＡ水平没有影响。在胰腺成体干细胞中分别加入Ｓｉｒｔ１的抑制剂
尼克酰胺和激动剂白藜芦醇，尼克酰胺能够抑制胰腺成体干细胞的增殖，而白藜芦醇促进了胰腺成体干细胞的增殖。以上

结果说明，ｍｉＲ２１７通过Ｓｉｒｔ１调控胰腺成体干细胞的生长，低表达的ｍｉＲ２１７有助于维持胰腺成体干细胞的增殖。
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　　胰岛移植是一种新的有效控制１型糖尿病的
方法，然而胰岛来源有限，移植免疫排斥等问题限

制了胰岛移植的发展［１］。现代科学技术能够成功

地体外培养胰腺成体干细胞，这一技术有望解决胰

岛缺失这一难题［２－４］，众多的信号通路在胰腺干细

胞的生长发育过程中有着广泛的调节作用［５－８］，但

其生长机制尚不完全明确。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ是一种长度为１８～２４个核苷酸组
成的短链非编码 ＲＮＡ，在细胞的增殖、凋亡、侵袭
和迁移等过程中扮演重要角色［９－１２］。ｍｉＲ２１７是
一种已知的具有抑制细胞增殖的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，在多
种细胞的生长发育过程中发挥重要的调控作用。

在人胰腺导管腺肿瘤中，ｍｉＲ２１７通过靶向
Ｔｐｄ５２ｌ２、Ｋｒａｓ和Ｅ２Ｆ３等靶基因抑制细胞的增殖、
侵袭和迁移［１３－１５］。在肝细胞癌中，ｍｉＲ２１７靶向
ＤＫＫ１调控ＷＮＴ信号通路进而影响肿瘤干细胞的
干性［１６］。但其在胰腺成体干细胞方面的研究尚未

见报道。

本课题组前期对小鼠胰腺成体干细胞的高通

量测序结果表明，与胰腺组织相比，在胰腺成体干

细胞中ｍｉＲ２１７的表达明显降低［１７］。本研究通过

探索ｍｉＲ２１７对胰腺成体干细胞增殖的调控作用，
为胰腺成体干细胞的进一步研究提供参考依据。
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　材　料

１１　试　剂
ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（美

国 Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｌｉｐｏ２０００（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）；０２５％胰酶细胞消化液、双荧光素酶试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司）；ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ
（上海吉玛制药技术有限公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳
设备（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；兔抗ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体
（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；Ｋｉ６７抗体、小鼠抗 Ｓｉｒｔ１抗
体、兔抗ＧＡＰＤＨ抗体、ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠
ＩｇＧ和ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体［艾博抗（上
海）贸易有限公司］；ＤＡＰＩ（南京凯基生物科技发展
有限公司）；ｑＰＣＲ试剂（南京爱必梦生物材料有限
公司和上海吉玛制药技术有限公司）；其他试剂均

为市售分析纯。ｑＰＣＲ过程中所使用的引物和双

荧光素酶报告基因载体构建中靶位点序列由苏州

金唯智公司合成。

１２　仪　器
４８０Ⅱ实时荧光定量ＰＣＲ系统（上海罗氏制药

有限公司）；细胞培养箱、离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＴＳ２Ｒ倒置荧光显微镜（日本尼康公
司）。

１３　动物和细胞
６～８周龄的Ｃ５７ＢＬ／６清洁级小鼠购自扬州大

学比较医学中心，许可证号为 ＳＣＸＫ（苏）２０１７
０００７，所有动物实验均符合动物伦理委员会标准。
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞保存于本实验室。

'

　方　法

２１　细胞培养与转染
二维体系培养的小鼠胰腺成体干细胞的培养

方法参照文献［１７］，先用三维半固体体系培养胰
腺成体干细胞的单克隆球，在无菌条件下用１０μＬ
枪头将其挑出，用０２５％胰酶将其消化成单细胞，按
每孔１×１０５个细胞的密度铺于包被有ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的
１２孔细胞培养板中。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞使用ＤＭＥＭ高
糖培养基（含１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉
素）培养。

当胰腺成体干细胞在细胞培养板中的融合度

达到８０％后，将培养基换成不含抗生素和血清的
培养基３００μＬ，将Ｌｉｐｏ２０００１μＬ与ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ
（２０μｍｏｌ／Ｌ）５μＬ加入到不含血清和抗生素的培养
基１００μＬ中，在室温下孵育１５ｍｉｎ后，将转染混合
物加入到二维培养的胰腺成体干细胞中。转染后

３ｈ，将培养基更换成完全培养基，继续培养３６ｈ。
２２　免疫荧光技术检测Ｋｉ６７的表达

将培养的细胞先用４％多聚甲醛在室温固定
１５ｍｉｎ，加入配制好的０２％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００破膜液，使
其能够充分浸润细胞，在室温下破膜作用３０ｍｉｎ。
每孔加入ＰＢＳＴ＋１％ＢＳＡ溶液３００μＬ使其封闭，根
据待检测一抗说明书按比例稀释一抗溶液，于４℃
孵育过夜。用ＰＢＳＴ清洗后加入相应的按比例稀释
的二抗溶液，于３７℃避光孵育染色１ｈ。ＤＡＰＩ复染
后用ＰＢＳＴ充分洗净后在倒置荧光显微镜下拍照。

８４２
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此实验中每个步骤结束后均用ＰＢＳＴ清洗细胞３次。
２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｓｉｒｔ１蛋白的
表达

在细胞中加入ＲＩＰＡ裂解液（含有蛋白酶和磷
酸酶抑制剂）使细胞充分裂解，加入５×上样缓冲
液溶液和ＰＢＳ调整蛋白浓度为１μｇ／μＬ，于１００℃
金属浴中煮沸１０ｍｉｎ。１０％分离胶和５％浓缩胶
电泳，电压为１６０Ｖ，电泳持续约４５ｍｉｎ。使用半
干转的方法将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，于５％脱脂
牛奶中室温封闭１ｈ。分别加入相应的按１∶１０００
稀释的一抗：ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＣｙｃｌｉｎＤ１，ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ
ＧＡＰＤＨ，ｍｏｕｓｅａｎｔｉＳｉｒｔ１抗体，在４℃冰箱中过夜
孵育。洗膜 ３次后加入相对应的二抗避光孵育
１ｈ，继续洗膜３次后于曝光仪中曝光。
２４　ＲＮＡ的提取和ｑＰＣＲ

在每个细胞样本中加入 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液１ｍＬ将

细胞充分裂解后提取细胞ＲＮＡ，使用ｑＰＣＲ试剂盒，
分别将 ＲＮＡ反转录成普通 ｃＤＮＡ和 ｍｉＲ２１７的
ｃＤＮＡ，将其加到９６孔 ｑＰＣＲ板中，进行实时定量
ＰＣＲ。ｑＰＣＲ过程中所使用的引物序列如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）
Ｓｉｒｔ１Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＴＧＡＣＧＡＣＴＴＣＧＡＣＧＡＣＧ
Ｓｉｒｔ１Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＧＧＴＣＡＡＣＡＧＧＡＧＧＴＴＧＴＣＴ
ＧＡＰＤＨＦ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＡＰＤＨＲ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
ＣｙｃｌｉｎＤ１Ｆ ＧＣＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ
ＣｙｃｌｉｎＤ１Ｒ ＣＴＣＣＴＣＴＴＣＧＣＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣ

２５　双荧光素酶检测实验
根据 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ网站预测 ｍｉＲ２１７的 ３个潜

在的靶基因，并合成包含酶切位点和目的片段３′
ＵＴＲ种子序列的５９ｂｐ的片段。片段序列如表２
所示。

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｕｓｅｄｆｏｒｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）
Ｓｉｒｔ１Ｆ ＣＴＡＧＴＴＴＧＧＣＴＡＣＡＣＴＡＡＡＧＡＡＴＧＣＡＧＴＡＴＡＴＴＴＡＧＴＴＴＴＣＣＡＴＴＴＧＣＡＴＧＡＴＧＴＧＴＴＡ
Ｓｉｒｔ１Ｒ ＡＧＣＴＴＡＡＣＡＣＡＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＧＧＡＡＡＡＣＴＡＡＡＴＡＴＡＣＴＧＣＡＴＴＣＴＴＴＡＧＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ
ＭａｆＦ ＣＴＡＧＴＴＧＴＴＴＡＧＡＡＣＧＣＴＡＡＴＡＡＡＡＴＴＴＡＴＧＣＡＧＴＴＡＴＡＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＡＣＴＧＣＡＣＡＧＡ
ＭａｆＲ ＡＧＣＴＴＣＴＧＴＧＣＡＧＴＡＡＴＧＣＣＡＴＴＴＴＡＴＡＡＣＴＧＣＡＴＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＡＧＣＧＴＴＣＴＡＡＡＣＡＡ
ＰｃｎａＦ ＣＴＡＧＴＴＴＣＡＴＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＣＧＣＴＡＡＡＴＧＣＡＧＴＴＴＴＡＡＧＡＡＡＴＡＴＴＧＴＴＣＡＡＴＴＴＡＡ
ＰｃｎａＲ ＡＧＣＴＴＴＡＡＡＴＴＧＡＡＣＡＡＴＡＴＴＴＣＴＴＡＡＡＡＣＴＧＣＡＴＴＴＡＧＣＧＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＡＴＧＡＡＡ

　　将合成的单链退火，使用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将退
火产物与酶切后的 ＰＭＩＲＲＥＰＯＲＴ质粒进行连接
重组，并将其转化进大肠埃希菌中，提取质粒。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ与ＰＭＩＲＲＥＰＯＲＴ重组质粒、海肾质粒共
转染到ＨＥＫ２９３Ｔ细胞：提前将ＨＥＫ２９３Ｔ细胞均匀
铺到２４孔板中，转染３种质粒，每种设置３个平行
孔。ＨＥＫ２９３Ｔ铺板密度为每孔 ２×１０５个，体系
５００μＬ，转染前将２４孔板中细胞换成４００μＬ不含
抗生素和血清的培养基，４～６ｈ后开始转染。转
染结束后３６ｈ使用双荧光素酶报告试剂盒对其荧
光值进行检测。

２６　统计学处理
实验数据结果以 珋ｘ±ｓ表示，平均值对比分析

采用双因素方差分析（ＴｗｏＷａｙＡＮＯＶＡ），单因素
方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）和 ｔ检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

!

　结　果

３１　Ｓｉｒｔ１在胰腺成体干细胞中的表达
提取三维半固体体系培养的胰腺成体干细胞

和小鼠胰腺组织的 ＲＮＡ，将其反转录成 ｃＤＮＡ，
ｑＰＣＲ方法检测胰腺成体干细胞中 Ｓｉｒｔ１ｍＲＮＡ的
表达水平。结果如图１所示，在 ｍＲＮＡ水平，Ｓｉｒｔ１
的表达没有明显变化。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｒｔ１ｉｎｍｏｕｓｅａｄｕｌｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

提取小鼠胰腺成体干细胞和胰腺组织的蛋白

质，验证胰腺成体干细胞中Ｓｉｒｔ１蛋白的表达差异。
实验结果显示（图２），在胰腺成体干细胞中 Ｓｉｒｔ１
的蛋白表达明显升高。

９４２
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｒｔ１ｉｎｍｏｕｓｅａｄｕｌｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
（ＰＰＣｓ）ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

３２　ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ转染的过表达效率
将三维体系培养的胰腺成体干细胞转到二维

体系后，转染 ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ使 ｍｉＲ２１７过表达，
其过表达效率如图３所示，与对照组相比，ｍｉＲ２１７
ｍｉｍｉｃｓ转染组中ｍｉＲ２１７的表达显著上调，比对照
组增高５０倍。结果表明ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ可以作为
上调ｍｉＲ２１７的有效工具。

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１７ｉｎｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｍｏｕｓｅａｄｕｌｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｏｒｌｇｒｏｕｐ

３３　ｍｉＲ２１７对细胞增殖的影响
为了验证ｍｉＲ２１７对细胞增殖的影响，在二维

体系中培养的胰腺成体干细胞中过表达 ｍｉＲ２１７，
观察ｍｉＲ２１７对增殖的影响。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方
法检测细胞增殖相关蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，实验
结果如图 ４所示，通过转染 ｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ使
ｍｉＲ２１７的表达上调后，与对照细胞相比，ｍｉＲ２１７
能够降低细胞增殖相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１ｉｎｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｏｕｓｅａｄｕｌｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

免疫荧光实验（图５）也表明在二维体系培养
的胰腺成体干细胞中过表达 ｍｉＲ２１７后增殖相关
蛋白Ｋｉ６７的表达也明显降低，这些结果一致说明
ｍｉＲ２１７能够明显抑制胰腺成体干细胞的增殖。

３４　双荧光素酶报告基因筛选ｍｉＲ２１７的靶基因
使用生物信息学的软件筛选 ｍｉＲ２１７的潜在

靶基因，通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预测出３个潜在靶基
因：Ｓｉｒｔ１、Ｍａｆ和Ｐｃｎａ，并将其潜在靶基因的包含种
子序列的３′ＵＴＲ序列构建在 ＰＭＩＲＲＥＰＯＲＴ质粒
载体的萤火虫荧光素酶报告基因下游的 ＭＣＳ区。
双荧光素酶报告基因结果显示（图６），只有 Ｓｉｒｔ１
萤火虫荧光素酶的相对荧光值能够被 ｍｉＲ２１７抑
制，而Ｍａｆ和Ｐｃｎａ的萤火虫荧光素酶相对荧光值
没有影响。实验结果说明 Ｓｉｒｔ１是 ｍｉＲ２１７的靶
基因。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｋｉ６７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｏｕｓｅａｄｕｌｔ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（×２００）

Ｆｉｇｕｒｅ６ｍｉＲ２１７ｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ３′ＵＴＲｏｆＳｉｒｔ１，ｂｕｔｎｏｔＭａｆｏｒ
Ｐｃｎａ，ｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｏｒｌｇｒｏｕｐ

３５　ｍｉＲ２１７对Ｓｉｒｔ１的靶向调控作用
为了进一步验证ｍｉＲ２１７对Ｓｉｒｔ１的直接靶向

调控作用，通过 ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法验证

ｍｉＲ２１７对靶基因的调控作用，如图７中的 ｑＰＣＲ
结果显示，在胰腺成体干细胞中过表达 ｍｉＲ２１７
后，其靶点的ｍＲＮＡ水平没有明显变化，表明ｍｉＲ
２１７对Ｓｉｒｔ１的 ｍＲＮＡ水平没有明显作用。然而，

０５２
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与对照组相比较，胰腺成体干细胞在过表达 ｍｉＲ
２１７后Ｓｉｒｔ１的蛋白表达明显被抑制，说明在胰腺
成体干细胞中ｍｉＲ２１７通过抑制Ｓｉｒｔ１的蛋白表达
来发挥对下游的调控作用。

３６　Ｓｉｒｔ１对细胞增殖的影响
为了验证 Ｓｉｒｔ１对胰腺成体干细胞增殖的作

用，使用Ｓｉｒｔ１的激动剂白藜芦醇（Ｒｅｓ，１０μｍｏｌ／Ｌ）
和Ｓｉｒｔ１的抑制剂尼克酰胺（ＮＡＭ，４０ｍｍｏｌ／Ｌ）来
验证 Ｓｉｒｔ１对胰腺成体干细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达的
影响。实验结果如图８所示，白藜芦醇能够在蛋白
水平和ｍＲＮＡ水平促进 ＣｙｃｌｉｎＤ１的影响，而尼克
酰胺对其具有抑制作用。

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｓｉｒｔ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１７ｍｉｍｉｃｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ａ）ａｎｄｑＰＣＲ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆａｄｕｌｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓＣｙｃｌｉｎＤ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（Ｒｅｓ）ｏｒｎｉａｃｉｎａｍｉｄｅ（ＮＡＭ）
ｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ａ）ａｎｄｑＰＣＲ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ

为了进一步验证Ｓｉｒｔ１对胰腺成体干细胞成球
能力的影响，在三维半固体培养体系中加入 Ｓｉｒｔ１
的激动剂白藜芦醇和抑制剂尼克酰胺，实验结果如

图９所示，加入白藜芦醇能够促进胰腺成体干细胞
的成球能力，而当尼克酰胺的使用浓度为

４０ｍｍｏｌ／Ｌ时，能够明显抑制胰腺成体干细胞的成
球能力。综上所述，促进 Ｓｉｒｔ１能够促进胰腺成体
干细胞的增殖能力，而抑制 Ｓｉｒｔ１能够抑制胰腺成
体干细胞的增殖。

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＣｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｐａｎｃｒｅａｓｒｅｓｕｌｔｅｄｆｒｏｍＲｅｓａｎｄ
ＮＡＭ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（×４０）（Ａ）ｃｏｎｔｒｏｌ；（Ｂ）Ｒｅｓ１０μｍｏｌ／Ｌ；（Ｃ）ＮＡＭ
４０ｍｍｏｌ／Ｌ

%

　讨　论

为了寻找胰岛移植的替代物，人们通过培养胚

胎干细胞成功将其诱导为能够分泌胰岛素的细胞，

但其来源缺乏以及存在伦理等问题，胚胎干细胞的

运用受到局限。对成体胰腺干细胞的体外培养已

经稳定地建立起来，这对胰岛移植的治疗具有一定

促进作用。

为了探索胰腺成体干细胞生长发育过程中的

调控作用，本研究以前期的高通量测序结果为参

考，以ｍｉＲ２１７为研究对象。ＭｉｃｒｏＲＮＡ的调控是
一个极其庞大又复杂的网络，本研究中过表达

ｍｉＲ２１７后能够明显抑制细胞增殖相关蛋白Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１和 Ｋｉ６７的表达，说明 ｍｉＲ２１７能够抑制胰腺
成体干细胞的增殖，在其发育过程中低表达的

ｍｉＲ２１７有助于维持其细胞增殖。为了进一步探
索ｍｉＲ２１７对胰腺成体干细胞增殖的抑制作用，通
过Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站预测了 ｍｉＲ２１７的潜在靶基因，
筛选出３个和胰腺成体干细胞发育存在相关性的
基因。利用双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ
２１７与其潜在靶点的直接相关性，验证了 Ｓｉｒｔ１是
ｍｉＲ２１７的一个靶基因。同时在胰腺成体干细胞
中过表达ｍｉＲ２１７后发现其靶点的蛋白水平的表

１５２
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达显著降低，说明 ｍｉＲ２１７通过靶向调控 Ｓｉｒｔ１来
调控胰腺成体干细胞的增殖。

Ｓｉｒｔ１是一种ＮＡＤ＋依赖的蛋白去乙酰化酶，在
调节基因沉默、细胞衰老、细胞代谢等方面发挥重

要的作用［１８］。白藜芦醇是 Ｓｉｒｔ１的激动剂，能够缓
和成体干细胞的衰退［１９］。在猪胎胰腺干细胞中，

白藜芦醇通过调节 Ｓｉｒｔ１的表达，明显促进了胰腺
干细胞的增殖［２０］。本研究使用 Ｓｉｒｔ１抑制剂尼克
酰胺和激动剂白藜芦醇来探索Ｓｉｒｔ１在胰腺成体干
细胞发育过程中对细胞增殖的影响，发现抑制

Ｓｉｒｔ１的表达后胰腺成体干细胞的成球能力和增殖
被抑制，而提高 Ｓｉｒｔ１的表达后促进了胰腺成体干
细胞的增殖。说明ｍｉＲ２１７能够通过 Ｓｉｒｔ１信号通
路来调节胰腺成体干细胞的增殖，然而，Ｓｉｒｔ１是如
何调控胰腺成体干细胞的增殖还需要进一步探索。

总之，本研究考察了ｍｉＲ２１７对胰腺成体干细
胞增殖的影响，初步探讨了其调控机制，为胰腺成

体干细胞和糖尿病等胰腺疾病的治疗奠定了一定

的理论基础。
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