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ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４抑制人胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞
体外侵袭迁移的机制
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摘　要　研究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＣＴＤ３２５２Ｃ９４对人胰腺癌细胞Ｐａｎｃ１体外迁移和侵袭的抑制作用及其机制。采
用培养胰腺癌微球体的三维半固体体系中的表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）刺激培养 Ｐａｎｃ１细胞；采用 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在Ｐａｎｃ１中的表达量和载体转染效率；采用划痕愈合法和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测ｌｎｃＲＮＡ
ＣＴＤ３２５２Ｃ９４及其靶基因骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｘｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）对 Ｐａｎｃ１细胞侵袭和迁移能力的影响；
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证靶基因ＢＭＰ７和上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白表达量的变化。结果
表明：ＥＧＦ能显著抑制Ｐａｎｃ１中ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的表达，且该ｌｎｃＲＮＡ能够通过抑制促癌基因ＢＭＰ７的转录影响细
胞侵袭和迁移能力，并且抑制肿瘤的ＥＭＴ过程。
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第５０卷第２期 尹　馨，等：ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４抑制人胰腺癌Ｐａｎｃ１细胞体外侵袭迁移的机制

　　胰腺癌是一种常见的消化道肿瘤，由于缺乏早
期症状和筛查手段，大多数患者在诊断出胰腺癌时

已经处于晚期［１］，胰腺癌患者的预后和临床治疗

结果极差。尽管包括临床手术、化疗和放疗在内的

治疗手段有了长足发展，但胰腺癌患者的５年总生
存率仍然非常低（＜５％），造成胰腺癌具有死亡率
高、生存期较短、预后效果极差的特征［２］。胰腺癌

是一种极具侵袭性的实体瘤，常发生局部浸润和早

期转移［３］，而分子生物学的快速发展为胰腺癌的

诊治提供了新的研究方向。

长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ）是一类超过２００个核苷酸的转录物，不具
有编码蛋白质的功能［４］。ＬｎｃＲＮＡ可以通过空间
结构影响功能基因发挥作用，也可以在转录前、转

录过程中和转录后发挥调控功能，主要包括顺式调

节相邻基因的变化和反式调节远端基因的表

达［５］。许多研究已经阐释了 ｌｎｃＲＮＡ在胰腺癌发
生发展过程中对肿瘤侵袭、迁移和增殖能力起到关

键的调控作用，如 ｌｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ通过抑制胰腺
癌中原癌基因的活力发挥抑癌功能，ｌｎｃＲＮＡＨＯＴ
ＴＩＰ被证明能抑制胰腺癌侵袭迁移，ｌｎｃＲＮＡＵＣＡ１
通过调控 ｍｉＲ９６／ＦＯＸＯ３轴发挥抑制胰腺癌细胞
增殖和转移的能力等［６－８］。

在实验室前期研究中，本课题组建立并优化

一种新型的三维半固体培养体系，能够在体外成

功诱导和培养胰腺癌干细胞样微球体，该方法能

有效的富集得到 ＣＤ４４＋ＣＤ２４＋ＥＳＡ＋阳性的
Ｐａｎｃ１球体细胞，它比普通胰腺癌细胞具有更高
的恶性程度。表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）是三维半固体培养体系的重要成分
之一，它是一个含５３个氨基酸的单链多肽，有研
究发现 ＥＧＦ在胰腺癌等肿瘤的肿瘤微环境中高
表达，且在肿瘤的侵袭转移过程中发挥了重要作

用［９－１０］。本研究对微球体细胞进行高通量测序，

以考察可能具有调控干细胞特性的分子。其中，

ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４是测序后发现在胰腺癌
干细胞中显著下调的 ｌｎｃＲＮＡ之一，它也被称作
ＬＯＣ２８４４５４、ＥＮＳＴ０００００５８７７６２，它在胰腺癌中还
未曾报道，因此本文将对 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４
在胰腺癌中的表达和功能进行研究，并探讨其可

能的作用机制，为胰腺癌的进一步研究和治疗提

供参考依据。

１　材　料

１１　试　剂
ＤＭＥＭ高糖培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛

血清（ＦＢＳ）、Ｂ２７、Ｎ２（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＩＴＳ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；ＥＧＦ、碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）（美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公
司）；苄基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、ＲＩＰＡ裂解溶液、ＢＣＡ蛋
白质定量试剂盒、胰蛋白酶（上海碧云天生物公

司）；兔抗人骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）多克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司），
兔抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体、兔抗人 Ｔｗｉｓｔ多克
隆抗体、兔抗人Ｓｌｕｇ单克隆抗体（美国ＣＳＴ公司）；
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（美国 Ｓａｎｔａ公司）；ＬｎｃＲＮＡ
ＳｍａｒｔＳｉｌｅｎｃｅｒ（广州锐博生物科技公司）；Ａｌｌｉｎｏｎｅ
逆转录试剂盒、实时荧光定量ＲＴｑＰＣＲ试剂盒（镇
江爱必梦生物公司）。

１２　仪　器
实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）；细

胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；酶标仪（美国Ｂｉｏｔｅｋ
公司）；显微图象采集系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳转膜系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１３　细　胞

人胰腺癌细胞系Ｐａｎｃ１、ＭＩＡｐａｃａ２、Ｂｘｐｃ３和正
常胰腺细胞系ＨＰＤＥ，购自上海生命科学院细胞所。

２　方　法

２１　细胞培养
胰腺癌细胞 Ｐａｎｃ１于含１０％ＦＢＳ和１％青霉

素链霉素溶液的ＤＭＥＭ高糖完全培养基中贴壁生
长，常规培养于３７℃、５％ ＣＯ２／９５％空气的细胞培
养箱中，当细胞密度为８０％～９０％时，用ＰＢＳ清洗
一遍，再用胰酶细胞消化液进行消化１ｍｉｎ，按照
１∶２比例传代。在６孔板中加入细胞悬液，每孔
２×１０５个的细胞，继续培养用于后续实验。
２２　三维半固体培养Ｐａｎｃ１成球细胞

配制三维半固体培养体系：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基２６ｍＬ中加入血清２６０μＬ并添加２％ Ｂ２７，１％
ＩＴＳ，１％ Ｎ２，０１％ ２０μｇ／ｍＬＥＧＦ溶液，０１％
２０μｇ／ｍＬｂＦＧＦ溶液和０１％青霉素链霉素溶液，
加入Ｐａｎｃ１细胞悬液，之后再将３３％甲基纤维素
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溶液６ｍＬ加入并摇晃混匀，将细胞与黏稠的半固
体培养基按每孔１ｍＬ的量加入到２４孔低黏附板
中培养。培养１１ｄ后可见较大球形细胞微球体，
将微球体细胞收集于离心管中，以备后续实验。

２３　ＥＧＦ刺激胰腺癌细胞实验
待６孔板中细胞密度长到７０％汇合度时，将完

全培养基换成不含双抗和血清的培养基，“饥饿”

２４ｈ后，分别使用含有ＥＧＦ或不含ＥＧＦ的培养成分
刺激胰腺癌细胞，培养４８ｈ后，收集细胞备用。
２４　ＲＮＡ的提取和ＲＴｑＰＣＲ实验

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞的总 ＲＮＡ进行反转
录，得到 ｃＤＮＡ，然后检测其中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＴＤ
３２５２Ｃ９４的 ｍＲＮＡ水平的表达，ＲＴｑＰＣＲ反应数
据以循环阈值（Ｃｔ）记录，实验结果利用 ΔΔＣｔ法进
行计算，用 ＧＡＰＤＨ作为内参对照（ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４和ＧＡＰＤＨ引物序列见表１）。
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ａｎｄ
ＧＡＰＤＨｇｅｎｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）
ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４Ｆ ＧＡＧＧＡＧＧＣＡＣＡＣＴＧＡＡＧＴＣＣ
ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４Ｒ ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＧＴＣＣＡＣＧＡＣＴ
ＧＡＰＤＨＦ ＣＡＴＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡＣＡＡＣＡＧＣＣＴ
ＧＡＰＤＨＲ ＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧＴ

２５　质粒构建和细胞转染
ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４全长１７７４ｂｐ，定位于

细胞核。构建过表达载体时，使用 ＰＣＲ将 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＴＤ３２５２Ｃ９４片段克隆进以ＸｈｏⅠ和ＢａｍＨⅠ为
酶切位点的ｐｃＤＮＡ３１（＋）真核生物表达质粒（ＰＣＲ
引物见表２），命名ｐｃＤＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４，其空载对
照命名 ｐｃＤＮＡｃｏｎｔｒｏｌ。使用小干扰 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ
ＳｍａｒｔＳｉｌｅｎｃｅｒ）敲降ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的表达，
命名ｓｉＣＴＤ３２５２Ｃ９．４，其对照命名 ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ，使用
ｄｄＨ２Ｏ溶解小干扰ＲＮＡ干粉至终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ
的工作液。取“２１”项中所述培养于６孔板的细
胞，根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００试剂说明书操作转
染，在无血清培养６ｈ后将上清液换为ＤＭＥＭ培养
液，继续培养用于后续实验。

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）
ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ＦＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＧＧＴＣＡＡＧＣＣＣＣＣＴＴＧＧＡ
ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ＲＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＧＣＡＡＣＴＴＴ

ＴＡＴＴＴＡＣ

２６　划痕愈合实验
将种植于６孔板中的细胞转染２４ｈ后，细胞

长满单细胞层。使用１０μＬ枪头在细胞层中垂直
作十字划痕处理，分别于０，４８ｈ时在显微镜下观
察划痕位置细胞迁移情况并拍照，每组设置３个平
行复孔，并按照以公式（１）计算细胞迁移率。

细胞迁移率（％）＝０ｈ划痕宽度－４８ｈ划痕宽度０ｈ划痕宽度
（１）

２７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法实验
转染细胞 ２４ｈ后，消化并离心，用无血清的

ＤＭＥＭ培养基吹打混匀，细胞计数后，调整细胞的
浓度为每毫升５×１０５个细胞，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的
下室加入含５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基８００μＬ，在
上室加入混匀的细胞悬液２００μＬ。侵袭实验中，
在实验前４ｈ在冰上操作加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶稀释液，
每孔５０μＬ，并于３７℃培养箱静置备用。细胞在
培养箱培养４８ｈ后，用 ＰＢＳ小心清洗，在４％多聚
甲醛固定３０ｍｉｎ后，用０１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，
将小室在 ＰＢＳ中清洗后，用棉签小心擦去膜上层
细胞，用显微镜观察并拍照，随机选取３个视野计
算细胞穿膜数。

２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
细胞转染４８ｈ后，使用 ＲＩＰＡ（加１％ ＰＭＳＦ）

裂解液收提取细胞蛋白，加入变性上样缓冲液，于

１００℃煮沸１０ｍｉｎ。按照每孔蛋白上样量３０μｇ，使
用浓度为１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ分离不同的蛋白质，再
使用半干转转法转印将蛋白转至ＰＶＤＦ膜上，使用
５％的脱脂牛奶室温封闭１ｈ；ＴＢＳＴ清洗３次后，再
按照条带加入１∶１０００稀释的的兔抗人ＢＭＰ７抗体、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体、Ｔｗｉｓｔ抗体、Ｓｌｕｇ抗体及ＧＡＰＤＨ抗
体，４℃摇床孵育过夜，次日吸出抗体，以ＴＢＳＴ洗涤
３次，加入山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（１∶２０００）室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，使用ＥＣＬ显色系统定影显色，
以ＧＡＰＤＨ作为内参对照，实验重复３次。
２９　统计学方法

实验数据使用 ＳＰＳＳｖ１７０统计软件进行统计
分析。实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
５统计软件进行数据统计及图像处理。两组间的比
较用配对ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

$

　结　果

３１　ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在胰腺癌细胞中低表达
根据测序结果，发现在胰腺癌干细胞中存在

２３２
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３５个显著变化的 ｌｎｃＲＮＡ，其中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＴＤ
３２５２Ｃ９４显著降低至４０％［１１］。为了验证该结果，

本研究使用三维半固体培养体系进行 Ｐａｎｃ１干样
细胞微球体的培养，并提取ＲＮＡ进行 ＲＴｑＰＣＲ检
测，结果如图１Ａ所示，与普通 Ｐａｎｃ１细胞相比，
ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在 Ｐａｎｃ１成球细胞中的表
达降低至１１％，具有显著差异。此外，本研究检测
了ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在３种不同的胰腺癌细
胞系中的表达量高低，根据恶性程度的强度大小依

次为 Ｐａｎｃ１，ＭＩＡｐａｃａ２和 Ｂｘｐｃ３，ＲＴｑＰＣＲ的结
果显示（图１Ｂ），以正常胰腺细胞 ＨＰＤＥ为对照，
ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在恶性程度最高的 Ｐａｎｃ１
中其表达量最低，其表达量与细胞系恶性程度成负

相关。因此结果提示，ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４可能
参与胰腺癌的发展过程，本研究选择 Ｐａｎｃ１细胞
系进行后续实验研究。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ｉｎＰａｎｃ１
ｓｐｈｅｒｅ（Ａ）ａｎｄｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜０００５，Ｐ＜０００１

３２　ＥＧＦ能特异调控 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４在
Ｐａｎｃ１细胞中表达下调

在胰腺癌干细胞微球体培养中，本研究添加了

多种成分对Ｐａｎｃ１细胞进行干性诱导和维持。有
文献指出，表皮生长因子 ＥＧＦ对胰腺癌的生长浸
润功能具有重要作用［１２］，因此猜想是否培养体系

中的 ＥＧＦ能够调控 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的表
达。本研究设置了使用普通ＤＭＥＭ培养的阴性对
照组、含全部刺激成分的阳性对照组、仅不含 ＥＧＦ
的ＥＧＦ（－）组和仅含０１％ ＥＧＦ的 ＥＧＦ（＋）组，
将各成分加入到Ｐａｎｃ１细胞中进行培养４８ｈ后，
通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 ｌｎｃＲＮＡ ＣＴＤ３２５２Ｃ９４的

ｍＲＮＡ水平。结果显示，比于阴性对照，阳性对照组
中ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的表达量相组发生显著下
调，ＥＧＦ（－）组的表达量没有发生改变，而 ＥＧＦ
（＋）组的ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４发生显著下调。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ａｆｔｅｒｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＥＧＦ）ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１

３３　ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４抑制 Ｐａｎｃ１细胞侵
袭和迁移

首先构建过表达和敲降载体，并检验其转染表

达量分别为过表达上调约４００倍、敲降下调至４３％，
具有显著性差异（图３Ａ）。划痕愈合实验证明，
与对照组相比，在 Ｐａｎｃ１细胞中过表达 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＴＤ３２５２Ｃ９４后，细胞划痕的间隙变化水平显著
降低，相反，敲降之后细胞划痕间隙变化水平显著

增高（图３Ｂ）。此外，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室结果显示，过
表达ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的细胞侵袭和迁移数
量显著减少，而敲降 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４后，侵
袭和迁移数量显著增高（图３Ｃ），表明该 ｌｎｃＲＮＡ
具有抑制胰腺癌细胞侵袭和转移的能力。

３４　预测靶基因ＢＭＰ７及验证
高通量测序结果显示ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４有

４个潜在的靶点，且预测它们均为 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４的反式调控基因，分别是 ＡＰ１Ｓ３、ＰＱＬＣ２、
ＺＢＥＤ１和ＢＭＰ７（图４Ａ）。因此，本研究检测了过
表达 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４后，Ｐａｎｃ１细胞中 ４
个靶基因的 ｍＲＮＡ表达量，结果如图 ４Ｂ所示，
ＡＰ１Ｓ３、ＰＱＬＣ２、ＺＢＥＤ１的 ｍＲＮＡ水平未发生显著
变化，而ＢＭＰ７的含量显著降低。通过分别过表达
和敲 降 ｌｎｃＲＮＡ ＣＴＤ３２５２Ｃ９４的 表 达，证 明
ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４对ＢＭＰ７的ｍＲＮＡ水平（图
４Ｃ）和蛋白水平（图４Ｄ）均发挥负向调控的作用，

３３２
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说明 ＢＭＰ７是 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的靶基因。
此外，本 研 究 通 过 ＧＥＰＩＡ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／

ｇｅｐｉａｃａｎｃｅｒｐｋｕｃｎ）分析发现（图４Ｅ），ＢＭＰ７在
胰腺癌组织中高表达，表示其可能具有促癌功能。

Ｆｉｇｕｒｅ３（Ａ）ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＣＴＤ３２５２Ｃ９４ｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｉｎＰａｎｃ１（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇ（Ｂ）ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ（Ｃ）ａｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｎｄｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００５，Ｐ＜０００１

Ｆｉｇｕｒｅ４（Ａ）Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄ４ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４（Ｂ）ＡｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４，ｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ４ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｔａｒｇｅｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｃｈａｎｇｅｓｉｎＢＭＰ７ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ（Ｃ）ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ（Ｄ）（ｘ±ｓ，ｎ＝３）；（Ｅ）ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ７ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＧＥＰＩＡ
Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１
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３５　ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４影响 ＢＭＰ７调控的
上皮间充质转化过程

骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｘｐｒｏｔｅｉｎ
７，ＢＭＰ７）具有促进肿瘤细胞侵袭迁移能力的作用，
并能够调控转录因子Ｔｗｉｓｔ和Ｓｌｕｇ的表达，从而影
响上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的过程［１３］。本研究构建了 ＢＭＰ７的过
表达和敲降载体（方法同２５），将其转染至Ｐａｎｃ１
细胞中，验证其能否影响细胞的转移能力，且能否

通过影响 ｌｎｃＮＲＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４将其功能回复。
结果如图 ５Ａ所示，划痕愈合实验证明过表达
ＢＭＰ７后细胞迁移的比例增加，且能够反转由于过
表达ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４后造成的细胞转移能
力降低的效果。此外，敲降实验及其回复实验也显

示证明了以上结果。

随后，本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测了转染
ＢＭＰ７和ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４后，Ｐａｎｃ１细胞中
上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和间质标志物 Ｔｗｉｓｔ、Ｓｌｕｇ
３个ＥＭＴ相关蛋白的变化。结果如图５Ｂ显示，过
表达 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４能够促进 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达，抑制Ｔｗｉｓｔ和Ｓｌｕｇ的表达，而过表达ＢＭＰ７
可以使 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达减少，Ｔｗｉｓｔ和 Ｓｌｕｇ蛋白
表达增多，同时回复实验显示 ＢＭＰ７能够反转
ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４对蛋白的影响。此外，敲降
实验及其回复实验也显示证明了以上结果。这表

明ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４能够抑制 ＢＭＰ７调控的
ＥＭＴ过程。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｘｐｒｏｔｅｉｎ７（ＥＭＴ）ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｂ）ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４ａｎｄＢＭＰ７（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｐｃＤＮＡ／ｓｉｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

"

　讨　论

目前，随着对肿瘤的深入研究，肿瘤干细胞逐

渐被发现具有重要研究价值。胰腺癌干细胞是被

认为是具有自我更新、多向分化和高致癌性的多潜

能细胞［１４－１５］，它的恶性程度要远高于普通的胰腺

癌细胞。为了寻找与胰腺癌发生相关的变化因子，

前期本课题组使用三维半固体培养体系，培养出具

有干性特性的胰腺癌干细胞微球体，并将其进行了

高通量测序，在测序结果中发现的明显差异表达并

且可能与干性维持及肿瘤恶性程度相关的分子，越

来越多证据表示 ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤发生相关发展中
发挥重要作用，因此本研究对其中明显下调的

ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４进行了研究。肿瘤的侵袭
和迁移是大多数胰腺癌患者死亡的原因，表皮生长

因子是实验室前期用作三维半固体培养体系的重

要成分之一，ＥＧＦ是一种作用广泛的生长因子，能
够在多种细胞和组织中发挥促进细胞生长分裂、调
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节细胞代谢周期、刺激组织再生与修复等作用［１６］，

此外ＥＧＦ在肿瘤中发挥促进肿瘤生长和血管生成
等功能［１７－１８］。因此为了探究ＥＧＦ对ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４是否存在调控作用，本研究设计了４种
不同成分的培养基对 Ｐａｎｃ１细胞进行刺激培养，
结果表明，相比于普通培养环境，添加了ＥＧＦ的培
养基能够使Ｐａｎｃ１中的ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４含
量显著降低，因此本研究推测，ＥＧＦ是诱导ｌｎｃＲＮＡ
ＣＴＤ３２５２Ｃ９４下调的主要因素之一。

研究发现，ｌｎｃＲＮＡ在不同的肿瘤类型中有独
特的表达，其表达的变化是影响肿瘤等疾病的重要

影响因素［１９］。ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４是一个长
链非编码ＲＮＡ，定位在细胞核内，且已被证明无编
码能力，它在乳腺癌、前列腺癌、子宫癌和肾癌中具

有抑癌作用，但其作用机制尚不明确［２０］。在 ＮＣＢＩ
中ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的ＧｅｎｅＡｃｃｅｓｓｉｏｎ为ＮＲ
＿０３６５１５２，根据 ｈｇ３８基因组注释，它定位于
ｃｈｒ１９：１３９４５３３０１３９４７４７３。为进一步揭示 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＴＤ３２５２Ｃ９４的可能作用机制，本研究构建了过
表达和敲降载体，并转染到胰腺癌细胞 Ｐａｎｃ１中
进行功能实验。划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，
相比于其对照组，过表达和敲降 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４后能够分别显著抑制和促进细胞的侵袭
和迁移能力，说明 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４具有能
够参与胰腺癌细胞转移过程的能力。

为进一步研究 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４的作用
机制，本研究寻找了其可能作用的靶点。在测序结

果中，发现并验证了ＢＭＰ７是其下游的潜在反式调
控基因。据报道，某些 ｌｎｃＲＮＡ可以直接结合染色
体中邻近位置的 ＤＮＡ调节基因表达，发挥顺式调
控作用［２１］，而一些ｌｎｃＲＮＡ也可以与远端蛋白（通
常是转录因子）结合，形成 ＤＮＡ蛋白复合物，从而
调控下游分子的转录，也称为反式调控［２２］。ＢＭＰ７
是转化生长因子β（ＴＧＦβ）超家族的成员之一，位
于２０号染色体，其主要功能是参与骨骼的发育和
诱导异位骨的形成，且被广泛报道与肿瘤细胞上皮

间质转化的过程密切相关，具有促进肿瘤细胞侵袭

的迁移的能力［２３－２４］。ＢＭＰ７刺激激活ＴＧＦβ，调控
信号传导和细胞周期途径，在经典的 ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ
信号通路中，ＢＭＰｓ配体与ＢＭＰｓ受体结合，从而导
致Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化，聚合 Ｓｍａｄ４，进入细胞核，
调节下游靶基因［２５－２６］。本研究发现，在胰腺癌细

胞Ｐａｎｃ１中过表达ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４能够显
著抑制 ＢＭＰ７的 ｍＲＮＡ和蛋白水平，然而敲降
ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４后，ＢＭＰ７的表达量增加，
表明 ＢＭＰ７受到 ｌｎｃＲＮＡ的负向调控作用。在
ＢＭＰ７功能实验中，发现其能够显著促进细胞的侵
袭和迁移能力，并且逆转 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４
造成的抑制效果，达到回复的目的。此外，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ相关蛋白的变化时，发现
ＢＭＰ７能够促进 ＥＭＴ的过程，而 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４发挥相反的作用，回复实验能使其表达
水平改变。以上实验结果表明 ｌｎｃＲＮＡ ＣＴＤ
３２５２Ｃ９４可能通过在转录水平上抑制 ＢＭＰ７的转
录，进而影响细胞内 ＢＭＰ７所调控的通路，发挥抑
制胰腺癌细胞侵袭和迁移的能力。

综上所述，本研究首次发现 ＥＧＦ作为肿瘤微
环境中丰富表达的促肿瘤细胞因子，可以抑制胰腺

癌细胞 Ｐａｎｃ１中的 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４表达，
并且证明了ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４具有抑制肿瘤
细胞侵袭和迁移的能力。在机制研究中，发现促癌

基因ＢＭＰ７是其潜在的作用靶点，且 ｌｎｃＲＮＡＣＴＤ
３２５２Ｃ９４能够通过 ＢＭＰ７参与到调控肿瘤 ＥＭＴ
的过程。ＬｎｃＲＮＡＣＴＤ３２５２Ｃ９４作为胰腺癌中一
个新的具有调控功能的 ｌｎｃＲＮＡ，将为胰腺癌的诊
断和治疗提供新的研究参考依据。
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