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ｍｉＲ⁃１０ａ 在胰腺癌侵袭转移中的作用

谢荣臻，曾祥福，邓　 伟，刘晓平，章新华

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１０ａ（ｍｉＲ⁃１０ａ）在胰腺癌侵袭转移中的作用。 　 方法　 选取 ２０１４ 年 １ 月至 ２０１６ 年 １２ 月

在赣南医学院第一附属医院切除的胰腺癌组织标本 ６８ 例，同时选取癌旁组织作为对照，采用逆转录⁃聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）
检测组织标本 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达；同时选取胰腺癌细胞株 Ｃａｐａｎ⁃１ 细胞，以脂质体转染法将 ｍｉＲ⁃１０ａ 重组正、反义真核表达质粒载

体转染 Ｃａｐａｎ⁃１ 细胞，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染细胞 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 试验观察转染细胞的迁移和侵袭能力，
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测细胞增殖能力。 　 结果　 胰腺癌组织 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ２１３±０􀆰 ０２４），明显高于癌旁组

织（Ｐ＜０􀆰 ０１）；中低分化胰腺癌 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ２１２±０􀆰 ０１１），明显高于高分化胰腺癌（Ｐ＜０􀆰 ０１）；有淋巴结转移胰腺

癌 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ２１７±０􀆰 ０１７），明显高于无淋巴结转移胰腺癌（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＴＮＭ 分期为Ⅲ～Ⅳ期胰腺癌 ｍｉＲ⁃１０ａ 相

对表达量为（０􀆰 ２３０± ０􀆰 ０１５），明显高于Ⅰ～ Ⅱ期胰腺癌（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 转染 ４８ ｈ 后，正义组 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ０２１±
０􀆰 ０１０），明显高于反义组、空载组和空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反义组 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ００３±０􀆰 ００１），明显低于空载组和

空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 正义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 光密度（ＯＤ）值分别为（０􀆰 ６０２±０􀆰 ０１８）和（０􀆰 ７５３±０􀆰 ０４１），明显高于反义组、空载

组和空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ ＯＤ 值分别为（０􀆰 ４５１±０􀆰 ０２３）和（０􀆰 ５９１±０􀆰 ０３８），明显低于空载组和空白对照

组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 正义组迁移和侵袭细胞数分别为（８５􀆰 ２２±１２􀆰 １０）个和（１４０􀆰 ２４±３０􀆰 ５４）个，明显高于反义组、空载组和空白对照

组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反义组迁移和侵袭细胞数分别为（１２􀆰 ５２± ３􀆰 ２２）个和（２０􀆰 ４１± ８􀆰 ６６）个，明显低于空载组和空白对照组（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 　 结论　 ｍｉＲ⁃１０ａ 过表达可对胰腺癌有生长促进、增强侵袭和迁移的作用，值得进一步研究。
　 　 ［关键词］ 　 ｍｉＲ⁃１０ａ；胰腺癌；侵袭；迁移；临床病理特征；转染

　 　 ［中图分类号］ 　 Ｒ７３５􀆰 ９　 　 　 ［文献标志码］ 　 Ａ　 　 　 ［文章编号］ 　 １６７２⁃２７１Ｘ（２０１７）０４⁃０３５２⁃０５
　 　 ［ＤＯＩ］ 　 １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ􀆰 ｉｓｓｎ􀆰 １６７２⁃２７１Ｘ．２０１７．０４．００５　
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袭转移中的作用 ［ Ｊ］．东南国防医药，２０１７，１９
（４）：３５２⁃３５６．
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　 　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ． 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｅ⁃
ｌｅｃｔｅｄ ６８ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６， ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ， ＭｉＲ⁃１０ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ； ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｃａｐａｎ⁃１ ｃｅｌｌ， ｕｓｅｄ ｌｉｐｏ⁃
ｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ＭｉＲ⁃１０ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｃａｐａｎ⁃１ ｃｅｌｌｓ，
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ａｓｓａｙ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ．　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ （０．２１３±０．０２４）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ＜０．０１）； Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｌｏｗ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ （０．２１２±０．０１１）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ （Ｐ＜０．０１）； Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ （０．２１７±０．０１７）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ （Ｐ＜０．０５）； Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ＴＮＭ ｓｔａｇｅ ＩＩＩ ｔｏ ＩＶ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ （０．２３０±０．０１５）， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｓｔａｇｅ Ｉ ｔｏ ＩＩ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ （Ｐ＜０．０１）． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ４８ ｈ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ （０．０２１±０．０１０）， ｗａｓ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）； ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｉＲ⁃１０ａ ｇｒｏｕｐ ｒｅｌａｔｉｖｅ

　 　 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ （ ０． ００３ ± ０． ００１）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｇｒｏｕｐ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ （ ０． ６０２ ± ０． ０１８） ａｎｄ
（０．７５３±０．０４１）， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｇｒｏｕｐ， ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）；
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｒｏｕｐ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ （０．４５１±０．０２３）
ａｎｄ （０．５９１±０．０３８）， ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
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ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ （８５．２２±１２．１０） ａｎｄ （１４０．２４±
３０．５４）， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）； ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｒｏｕｐ
ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ （１２．５２±３．２２） ａｎｄ （２０．４１±８．６６）， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）．　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１０ａ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｗｏｒｔｈｙ ｏｆ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｍｉＲ⁃１０ａ； Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ； Ｉｎｖａｓｉｏｎ； Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； Ｃｌｉｎｉｃ ｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ； Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

　 　 胰腺癌是一种常见的恶性肿瘤，也是目前最

为致命的恶性肿瘤之一，患者的预后极差，但其具

体发病机制目前尚不完全清楚［１⁃２］ 。 目前临床上

多采用手术切除和化疗的方式治疗胰腺癌患者，
但效果并不明显，而造成患者预后较差的主要原

因是胰腺癌细胞的高度侵袭转移特性［３⁃４］ 。 胰腺

癌侵袭转移的分子机制尚不完全清楚，而研究探

讨胰腺癌的高度侵袭转移特性并寻找可抑制胰腺

癌侵袭转移的特异性分子靶向治疗方法对于提高

治疗的效果具有重要的意义。 近年来研究发

现［５⁃６］ ，微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）可能在基因表达调控领

域中起着超乎想象的重要作用，而多种 ｍｉＲＮＡｓ 在

肿瘤的发生、发展和转移过程中均发挥着重要的

作用。 为了进一步探讨 ｍｉＲ⁃１０ａ 在胰腺癌侵袭转

移中的作用，本研究对胰腺癌组织标本和癌旁组

织的 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达水平进行了检测分析，并观察分

析了转染 ｍｉＲ⁃１０ａ 重组正、反义真核表达质粒载体

后对胰腺癌细胞迁移、侵袭、增殖能力的影响，旨
在为临床上提供一定的理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 组织标本　 选取 ２０１４ 年 １ 月至 ２０１６ 年 １２ 月

在我院切除的胰腺癌组织标本 ６８ 例，其中男 ４２ 例，
女 ２６ 例；年龄 ４０ ～ ７１ 岁，平均年龄（６１􀆰 ０１±５􀆰 ６７）
岁。 纳入标准：①均经病理学确诊；②患者临床病

理资料保存完整；③术前未行放化疗等资料。 排除

标准：①合并有其他原发性肿瘤；②临床病理资料

不完整。 同时选取同一病例癌旁组织（距癌组织边

缘＞１􀆰 ５ ｃｍ）作为对照。
１􀆰 ２　 胰腺癌细胞系　 人胰腺癌细胞株 Ｃａｎｐａｎ⁃１ 购

于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 仪器与试剂 　 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ 高速冷冻

离 心 机 （ 美 国 ）， ＰＣＲ 仪 （ Ｇｅｎｅ Ａｍｐ ＰＣＲ
ｓｙｓｔｅｍ２４００，美国），分子定量成像系统 （ Ｇｅｌ Ｄｏｃ
１０００ＵＶ ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，美国），二氧化碳培养箱

（Ｎａｐｃｏ⁃５４１０，美国），倒置相差显微镜、摄像设备

（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７０ ＼ ＼ ＰＭ⁃３０，日本）及图像分析仪；８８０
型酶标仪（德国）。 Ｔｒｉｚｏｌ 提取试剂盒、逆转录试剂

盒、ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒均购自美国 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ 公司；胎牛

血清、ＲＭＰＩ１６４０ 完全培养基均购自美国 ｓｉｇｍａ 公

司；正义、反义 ｍｉＲＮＡ⁃１０ａ 质粒载体及空载均购自

上 海 吉 玛 生 物 制 药 有 限 公 司； 脂 质 体

（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ） ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 ＣＣＫ⁃８
试剂盒购自碧云天试剂公司；侵袭（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）小室

购自美国 ｃｏｒｉｎｇ 公司；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自

美国 ＢｉｏＳｈａｒｐ 公司。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞传代培养 　 Ｃａｎｐａｎ⁃１ 细胞株采用含

１０％胎牛血清（ ＦＢＳ） 的 Ｈ⁃ＤＭＥＭ 液体培养基，在
５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中进行培养，待细胞密度

达到约 ８０％时进行传代培养， 取指数生长期细胞进

行实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 脂质体转染法 　 采用脂质体瞬时转染法进

行转染，具体方法如下：将传代培养的 Ｃａｎｐａｎ⁃１ 细

胞株接种于 ６ 孔培养板中，加入含 ５％胎牛血清的

ＲＭＰＩ１６４０ 完全培养基进行培养，待贴壁细胞生长

至 ６０％ ～ ７０％融合时利用 ｐＰＧ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰｍｉＲ⁃１０ｂ
重组正、反义真核表达质粒载体进行转染，并分为 ４
组：正义组（ｐＰＧ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰｍｉＲ⁃１０ｂ 重组正义真核

表达质粒载体转染）、反义组（ｐＰＧ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰｍｉＲ⁃
１０ｂ 重组反义真核表达质粒载体转染）、空载组（空
载体 ｐＰＧ⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ 转染） 和空白对照组 （未转

染），具体步骤严格按照说明书进行操作，转染结束

后加培养基增殖培养 ４８ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＭＴＴ 检测　 分别于转染 ４８ ｈ 后取各组细胞

悬液利用胰蛋白酶进行消化，加入含 １０％胎牛血清

的 ＲＭＰＩ１６４０ 完全培养基进行培养，并于培养 ０ ｈ、
２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时 取 各 组 细 胞 悬 液 加 入 ＭＴＴ
（５ ｍｇ ／ ｍＬ）孵育 ４ ｈ，随后加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
进行溶解并沉淀，利用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长测定各

孔的光密度（ＯＤ）值，观察各组细胞增殖情况，每组

实验重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭及迁移检测 　 先以无血

清培养基在 ３７ ℃条件润湿 Ｔｒａｎｓｗｅｌ 小室 ２ ｈ，将转

染 ４８ ｈ 的细胞用胰酶消化后计数，选取 １×１０６个细

胞以无血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液进行重悬并接种

于上室，下室中仅加入 １０％的完全培养基，于３７ ℃、
５％ＣＯ２条件下培养 ４８ ｈ。 取出滤膜后以 １０％多聚

·３５３·东南国防医药 ２０１７ 年 ７ 月第 １９ 卷第 ４ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．４，Ｊｕｌ． ２０１７



甲醛固定，苏木红染色后光镜下观察，计数穿膜细

胞数，取其均值代表迁移力量值。
１􀆰 ３􀆰 ６　 实时定量 ＰＣＲ 检测（ＲＴ⁃ＰＣＲ） 　 取各组转

染后培养 ４８ ｈ 细胞，利用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取试剂盒提取总

ＲＮＡ，利用逆转录试剂盒逆转录为 ＤＮＡ，在聚合酶

的作用下进行扩增，引物如下：上游：ＡＣＡＴＣＡＴＡＣ⁃
ＣＣＴＧＴＡＧＡＡＣＣＧＡＡ； 下 游： ＧＡＴＴＧＧＡＴＧＴＴＣＴＣ⁃
ＣＡＣＡＧＴＣＴＣ。 扩增条件如下：９５ ℃、５ ｍｉｎ 后，以
９５ ℃、１５ ｓ 进行变性，６０ ℃、６０ ｓ 进行退火，７２ ℃、５
ｍｉｎ３０ ｓ 进行延伸，此为 １ 个循环，共进行 ４０ 个循

环，电泳后进行实时定量 ＰＣＲ 测定，最终得出

ｍｉＲ⁃１０ａ 的表达水平，具体检测步骤严格按照试剂

盒说明书进行。
取胰腺癌组织标本和癌旁组织各 １００ ｍｇ，采用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 法定量检测 ｍｉＲ⁃１０ａ 水平，方法同转染细

胞的检测方法。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 软件进行统计分

析，计量资料采用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，两组间

比较采用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用方差分

析，两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ｍｉＲ⁃１０ａ 在胰腺癌组织中的表达 　 胰腺癌组

织 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量为（０􀆰 ２１３±０􀆰 ０２４），明显高

于癌旁组织 （０􀆰 ０１３ ± ０􀆰 ０１０），差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１０ａ 与胰腺癌临床病理特征关系 　 ｍｉＲ⁃
１０ａ 相对表达量与胰腺癌病理分级、淋巴结转移和

ＴＮＭ 分期有关，中低分化胰腺癌 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达

量明显高于高分化胰腺癌（Ｐ＜０􀆰 ０１），有淋巴结转移

胰腺癌 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量明显高于无淋巴结转移

胰腺癌 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＮＭ 分期为Ⅲ ～ Ⅳ期胰腺癌

ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量明显高于Ⅰ～Ⅱ期胰腺癌（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ３　 转染后 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达水平 　 转染 ４８ ｈ 后，正
义组 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量明显高于反义组、空载组

和空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反义组 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达

量明显低于空载组和空白对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

表 ２。
２􀆰 ４　 各组增殖情况　 正义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ ＯＤ 值明

显高于反义组、空载组和空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反
义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ ＯＤ 值明显低于空载组和空白对照

组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ３。

表 １　 ｍｉＲ⁃１０ａ 与胰腺癌临床病理特征关系（􀭰ｘ±ｓ）

临床病理特征 ｎ ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量 ｔ 值 Ｐ 值

性别

　 男 ４２ ０􀆰 ２１３±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ０００ １􀆰 ０００
　 女 ２６ ０􀆰 ２１３±０􀆰 ０１１
年龄

　 ≤６０ 岁 ３５ ０􀆰 ２１４±０􀆰 ０１８ ０􀆰 ４９６ ０􀆰 ６２１
　 ＞６０ 岁 ３３ ０􀆰 ２１２±０􀆰 ０１５
肿瘤部位

　 头颈部 ４９ ０􀆰 ２１３±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ６６３ ０􀆰 ５０９
　 体尾部 １９ ０􀆰 ２１０±０􀆰 ０１６
肿瘤大小

　 ≤５ ｃｍ ５０ ０􀆰 ２１５±０􀆰 ０１９ ０􀆰 ９４４ ０􀆰 ３４８
　 ＞５ ｃｍ １８ ０􀆰 ２１０±０􀆰 ０２０
病理分级

　 高分化 ３７ ０􀆰 ２０３±０􀆰 ０１４ －２􀆰 ９０５ ０􀆰 ００８
　 中低分化 ３１ ０􀆰 ２１２±０􀆰 ０１１
淋巴结转移

　 有 ３６ ０􀆰 ２１７±０􀆰 ０１７ ２􀆰 １５９ ０􀆰 ０３６
　 无 ３２ ０􀆰 ２０９±０􀆰 ０１３
ＴＮＭ 分期

　 Ⅰ～Ⅱ ４０ ０􀆰 ２０１±０􀆰 ０１６ －７􀆰 ５４５ ０􀆰 ００１
　 Ⅲ～Ⅳ ２８ ０􀆰 ２３０±０􀆰 ０１５

表 ２　 各组细胞 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达水平（􀭰ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量 Ｆ 值 Ｐ 值

正义组 ０􀆰 ０２１±０􀆰 ０１０
反义组 ０􀆰 ００３±０􀆰 ００１∗

２５􀆰 １０６ ＜０􀆰 ００１
空载组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００３∗＃

空白对照组 ０􀆰 ００９±０􀆰 ００１∗＃

与正义组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与反义组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

表 ３　 各组细胞增殖 ＯＤ 值比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别
ＯＤ 值

０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ
正义组 ０􀆰 ４１８±０􀆰 ０１８ ０􀆰 ６０２±０􀆰 ０１８∗＃△ ０􀆰 ７５３±０􀆰 ０４１∗＃△

反义组 ０􀆰 ４１６±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ４５１±０􀆰 ０２３∗＃ ０􀆰 ５９１±０􀆰 ０３８∗＃

空载组 ０􀆰 ４１７±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ５３７±０􀆰 ０２４ ０􀆰 ６８１±０􀆰 ０４０
空白对照组 ０􀆰 ４１６±０􀆰 ０１２ ０􀆰 ５３６±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ６８４±０􀆰 ０３７
Ｆ 值 ２􀆰 １０６ １８􀆰 １６６ ２０􀆰 １７３
Ｐ 值 ０􀆰 ８９２ ＜０􀆰 ００１ ＜０􀆰 ００１
与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与空载组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与反义
组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ５　 各组细胞迁移和侵袭比较　 正义组迁移和侵

袭细胞数明显高于反义组、空载组和空白对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；反义组迁移和侵袭细胞数明显低于空载

组和空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ４ 和图 １、图 ２。

·４５３· 东南国防医药 ２０１７ 年 ７ 月第 １９ 卷第 ４ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．４，Ｊｕｌ． ２０１７



表 ４　 各组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移和侵袭细胞数比较（􀭰ｘ±ｓ，个）

组别 迁移情况 侵袭情况

正义组 ８５􀆰 ２２±１２􀆰 １０∗＃△ １４０􀆰 ２４±３０􀆰 ５４∗＃△

反义组 １２􀆰 ５２±３􀆰 ２２∗＃ ２０􀆰 ４１±８􀆰 ６６∗＃

空载组 ４５􀆰 ５６±９􀆰 ８４ ６８􀆰 ４３±９􀆰 １１
空白对照组 ４４􀆰 ４７±８􀆰 ２３ ７０􀆰 ２３±１０􀆰 ４１
Ｆ 值 ５７􀆰 ８９４ ６０􀆰 １３６
Ｐ 值 ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５
与空白对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与空载组比较， ＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５；与反义组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５

ａ：空白对照组；ｂ：空载组；ｃ：反义组；ｄ：正义组

图 １　 各组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移图

ａ：空白对照组；ｂ：空载组；Ｃ：反义组；ｄ：正义组

图 ２　 各组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭图

３　 讨　 论

胰腺癌是一种恶性程度很高、诊断和治疗都很

困难的消化道恶性肿瘤，约 ９０％为起源于腺管上皮

的导管腺癌，其发病率和死亡率均较高，且近些年

正在逐年上升，严重威胁着人类的生命健康［７⁃８］。
胰腺癌的病因尚不完全清楚，其发生可能与吸烟、

饮酒、高脂肪和高蛋白饮食、过量饮用咖啡、环境污

染以及遗传因素有关，患者的症状多为腹痛、黄疸、
消瘦、乏力、腹部包块等［９⁃１０］。 胰腺癌是预后最差的

恶性肿瘤之一，其早期的确诊率不高，而手术的死

亡率较高，治愈率非常低［１１］。 研究表明［１２］，胰腺癌

患者预后较差的主要原因是其容易侵袭和转移，进
而导致胰腺癌手术切除率低，复发率高，而研究探

讨胰腺癌侵袭转移的机制并寻找控制胰腺癌侵袭

转移的方法已成为目前研究的重点和难点。 ｍｉＲＮＡ
是一类重要的内源性单链非编码小 ＲＮＡ 分子，可调

控细胞生物的发育、增殖、分化、代谢、凋亡和应激

等过程［１３］。 ｍｉＲＮＡ 是生物体内原长度约为 ２０ ～ ３０
个核苷酸的非编码小 ＲＮＡ，在进化上高度保守，通
过与靶 ｍＲＮＡ 的互补配对而在转录后水平上对基

因表达进行负调控，导致 ｍＲＮＡ 的降解和翻译抑

制。 也有越来越多的研究表明［１４］，ｍｉＲＮＡ 与肿瘤

的发生、发展等过程有着密切的关系，其中 ｍｉＲＮＡ⁃
１０ａ 可能与肿瘤的侵袭和转移有关。 已有研究表

明［１５］，ｍｉＲ⁃１０ａ 与胃恶性肿瘤与胃恶性肿瘤转移有

关，且能够触发乳腺癌细胞的侵袭转移，其机理与

ＲｈｏＣ 基因有关，但目前对于 ｍｉＲ⁃１０ａ 在胰腺癌侵袭

转移中作用的报道较少。 为此，本研究检测分析了

胰腺癌组织中 ｍｉＲ⁃１０ａ 表达水平，并探讨分析了

ｍｉＲ⁃１０ 与胰腺癌细胞迁移、侵袭和增殖的关系。
３􀆰 １　 ｍｉＲ⁃１０ａ 与胰腺癌发生和发展的关系分析 　
本研究通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 定量检测胰腺癌组织和癌旁组

织的 ｍｉＲ⁃１０ａ 水平发现，胰腺癌组织的相对表达量

明显高于癌旁组织；进一步分析发现，ｍｉＲ⁃１０ａ 相对

表达量与胰腺癌病理分级、淋巴结转移和 ＴＮＭ 分期

有关，提示 ｍｉＲ⁃１０ａ 与胰腺癌的发生和发展有着密

切的关系，且其表达水平与胰腺癌患者病情的严重

程度有一定的关系，而 ｍｉＲ⁃１０ａ 的检测可能能为胰

腺癌的早期诊断提供一定的依据，但具体临床价值

仍需作进一步的深入研究。
３􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１０ａ 与胰腺癌侵袭转移的关系分析 　 肿

瘤的侵袭性生长和远处转移是导致肿瘤治疗效果

不佳的主要原因之一，而过往的研究也表明，ｍｉＲ⁃
１０ａ 表达量的增加与肝癌细胞系、乳腺癌细胞系、脑
垂体瘤、神经胶质瘤、食管癌和鼻咽癌的侵袭和转

移呈正相关。 本研究以脂质体转染法将 ｍｉＲ⁃１０ａ 重

组正、反义真核表达质粒载体转染 Ｃａｐａｎ⁃１ 细株发

现，转染 ４８ ｈ 后正义组 ｍｉＲ⁃１０ａ 相对表达量明显高

于反义组、空载组和空白对照组，而反义组 ｍｉＲ⁃１０ａ
相对表达量明显低于空载组和空白对照组。 通过

ＭＴＴ 检测细胞增长率发现，正义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
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ＯＤ 值明显高于反义组、空载组和空白对照组，而反

义组 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ ＯＤ 值明显低于空载组和空白对

照组，提示ｍｉＲ⁃１０ａ高表达可促进肿瘤的增长，而下

调 ｍｉＲ⁃１０ａ 的表达可抑制肿瘤的增长。 进一步进行

侵袭实验发现，正义组迁移和侵袭细胞数明显高于

反义组、空载组和空白对照组，而反义组迁移和侵

袭细胞数明显低于空载组和空白对照组，提示 ｍｉＲ⁃
１０ａ 与胰腺癌细胞的侵袭和迁移有着密切的关系，
其高表达可促进细胞的侵袭和迁移，而通过下调

ｍｉＲ⁃１０ａ 的表达可明显抑制胰腺癌细胞的侵袭和

迁移。
本研究的创新之处在于探讨分析了 ｍｉＲ⁃１０ａ 表

达与胰腺癌发生、发展、侵袭和迁移的关系，发现高

表达的 ｍｉＲ⁃１０ａ 可促进胰腺癌细胞的增殖、侵袭和

迁移，而下调 ｍｉＲ⁃１０ａ 的表达可抑制肿瘤的增长、侵
袭和迁移，这可能能为控制胰腺癌的侵袭和迁移并

提高胰腺癌的治疗效果提供一条新的路径，但能否

将 ｍｉＲ⁃１０ａ 作为新的胰腺癌治疗靶点仍需作进一步

的深入研究。
综上所述，ｍｉＲ⁃１０ａ 过表达可对胰腺癌有生长

促进、增强侵袭和迁移的作用，值得进一步研究。
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