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2.2  miR-567 过表达抑制 Panc-1 细胞增殖并促

进凋亡

qRT-PCR检测显示，miR-567转染组miR-567

的 相 对 表 达 量 为 1 4 . 5 3 ± 0 . 8 1 ， 明 显 高 于 空 白 对

照 组 （P<0 . 0 0 1 ） ， 空 载 体 转 染 组 与 空 白 对 照 组

miR-567相对表达量差异无统计学意义（P>0.05）

（ 图 2 A ） 。 C C K 8 实 验 结 果 显 示 ， m i R - 5 6 7 转 染

组在铺板48 h之后的时间点，OD 450值明显小于空

白对照组（均P<0 .  05），空载体转染组与空白对

照 组 各 时 间 点 O D 4 5 0值 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ 均

P> 0 . 0 5 ） （ 图 2 B ） 。 流 式 细 胞 凋 亡 检 测 结 果 显

示，miR-567转染组凋亡率为26.7%，空白对照组

为7.1%，空载体转染组为5.7%，miR -567转染组

凋亡率显著高于空载体转染组（P<0.001），空白

对 照 组 和 空 载 体 转 染 组 凋 亡 率 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）（图2C）。 

2.3  miR-567 过表达抑制 Panc-1 细胞迁移

细 胞 划 痕 实 验 结 果 显 示 ， m i R - 5 6 7 转 染 组 划

痕 愈 合 率 为 （ 4 2 . 7 ± 2 . 9 ） % ， 空 载 体 转 染 组 为

（73.50±5.3）%，差异有统计学意义（P<0.01）

（图3）。

2.4  miR-567 过表达对 KPNA4 及凋亡相关蛋白

表达的影响

以 空 载 体 转 染 组 为 对 照 ， 设 其 各 指 标 的

表 达 量 为 1 ， q R T - P C R 检 测 K P N A 4  m R N A 显 示

示，miR -567转染组KPNA4 mRNA相对表达量为

0.35±0.045；Western blot显示，miR-567转染组

KPNA4蛋白相对表达量为0.43±0.079、caspase-3

蛋 白 相 对 表 达 量 为 3 . 7 0 ± 0 . 2 9 、 B a x 蛋 白 相 对 表

达 量 为 3 . 3 5 ± 0 . 2 1 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）（图4）。

图 2　miR-567 慢病毒转染对 Panc-1 细胞 miR-567 表达及、增殖、凋亡的影响　　A：miR-567 相对表达量；B：细胞增殖曲

线；C：细胞凋亡检测
Figure 2　Infl uence of miR-567 lentivirus vector transfection on miR-567 expression, proliferation and apoptosis in Panc-1 cells　　A: Relative 

expression level of miR-567; B: Cell growth curves; C: Cell apoptosis analysis
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3　讨　论

胰 腺 癌 是 一 种 高 度 侵 袭 性 恶 性 肿 瘤 ， 患 者 常

无明显症状，诊断时多处于晚期且常伴有淋巴结、

远 处 转 移 、 血 管 侵 泛 等 [ 8 ]。 m i R N A 表 达 失 调 普 遍

存在于在肿瘤中，包括胰腺癌[8]。比如，miR-200 

基 因 簇 过 表 达 阻 碍 卵 巢 癌 细 胞 迁 移 ， 且 可 作 为 卵

巢癌预后的标志物[9]。miR-128通过调控干细胞再

生 因 子 B m i - 1 ， 抑 制 胶 质 瘤 增 殖 和 自 我 更 新 [ 1 0 ]。

miR-17-5p通过抑制AIB1 mRNA的翻译，进而调控

乳腺癌细胞增殖[11]。多顺反子miRNA簇miR-17-92

在肺癌中过表达，能促进细胞增殖 [ 12]。因此，探

索失调miRNA的功能对于了解胰腺癌分子发生机

制非常关键。研究发现，miR-567在G3级乳腺癌患

者中表达低于G1级，在预后差的患者中表达低于

预 后 较 好 的 患 者 ， 且 过 表 达 后 能 显 著 抑 制 肿 瘤 生

长、增殖和迁移[7]。本研究发现miR-567在胰腺癌

细 胞 系 中 的 表 达 显 著 低 于 正 常 胰 腺 细 胞 系 ， 意 味

着miR-567可能作为抑癌基因参与胰腺癌发生发展

过程。通过对慢病毒介导的miR-567过表达的生物

学行为分析，发现Panc -1细胞的增殖和迁移能力

受 到 显 著 抑 制 ， 并 可 促 进 细 胞 凋 亡 ， 由 此 证 实
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图 4　KPNA4、caspase-3 及 Bax 表达检测
Figure 4　Detection of expressions of KPNA4 and apoptosis-associated proteins

图 3　细胞划痕实验检测 miR-567 过表达对 Panc-1 细胞迁移的影响
Figure 3　Determination of influence of miR-567 overexpression on migration of Panc-1 cells by scratch wound healing assay
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m i R - 5 6 7 在 胰 腺 癌 和 乳 腺 癌 中 发 挥 类 似 的 抑 癌

作 用 。

Bertol i等[7]还发现miR-567是核转运受体蛋白

KPNA4的负调控因子，通过调控KPNA4基因的表

达控制乳腺癌细胞增殖和转移。为探讨KPNA4与 

miR-567在胰腺癌中的关联，本研究采用qRT-PCR

及 W e s t e r n  b l o t 检 测 了 K P N A 4 的 m R N A 和 蛋 白 表

达水平，结果显示KPNA4基因转录和翻译水平受

m i R - 5 6 7 过 表 达 的 影 响 而 下 调 。 这 表 明 ， 在 胰 腺

癌中，miR -567也是KPNA4的负调控因子，推测

miR-567过表达对胰腺癌细胞增殖和迁移的抑制作

用也是通过降低KPNA4的表达实现的。研究 [13]报

道，前列腺癌KPNA4敲除后，显著降低前列腺癌

细 胞 迁 移 能 力 ， 同 时 前 列 腺 癌 小 鼠 模 型 的 瘤 体 侵

袭 和 远 端 转 移 能 力 也 受 到 明 显 抑 制 。 这 更 进 一 步

表明，KPNA4是作为促癌基因参与多种肿瘤发生

发展过程，包括乳腺癌、胰腺癌、前列腺癌。

KPNA4能介导细胞核转录因子κB（NF-κB）

从细胞质转运到细胞核，激活NF-κB响应基因[14]。

NF -κB转录因子广泛参与多种生物学响应，在调

节免疫反应和炎症方面起重要作用 [ 15]。但越来越

多的研究发现，NF -κB在多种人类恶性肿瘤中异

常表达或活化，参与调控细胞增殖、转移、凋亡等

多种生物过程相关的基因表达 [16]。NF -κB信号途

径 受 抑 制 将 导 致 一 系 列 抗 凋 亡 蛋 白 的 表 达 受 损 ，

如Bcl、细胞凋亡抑制蛋白2及Bcl -xL [17]。研究 [18] 

发 现 ， N F - κ B 在 前 列 腺 癌 细 胞 中 失 活 与 血 管 生

成、侵袭、转移受抑有密切关系。NF -κB活性与

裸 鼠 人 黑 色 素 瘤 肿 瘤 模 型 的 生 长 、 血 管 生 成 、 转

移相关 [19]。另外，在血管内皮细胞中，miR -181b

通 过 靶 向 K P N A 4 成 为 下 游 N F - κ B 信 号 通 路 的 调

节因子 [20]。在本研究中，miR -567可能也像miR -
181b那样通过调控KPNA影响NF -κB信号通路的

转导，笔者推测NF-κB的核转位过程因KPNA4低

表 达 而 受 到 阻 碍 ， 扰 乱 一 系 列 增 殖 、 转 移 及 抗 凋

亡 基 因 的 表 达 ， 从 而 有 助 于 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 增 殖

和转移。

之前的研究还发现，KPNA4通过调控肿瘤微

环境中肿瘤坏死因子TNF -α和TNF-β介导的细胞

因子的相互作用，从而促进前列腺癌的转移 [ 13]。

笔 者 猜 测 ， m i R - 5 6 7 在 胰 腺 癌 中 过 表 达 后 ， 由 于

KPNA4表达水平的降低，降低了TNF-α和TNF-β

的 分 泌 ， 影 响 了 它 们 介 导 的 细 胞 因 子 调 控 网 络 ，

改 变 肿 瘤 微 环 境 ， 因 而 有 助 于 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 增

殖和转移。

细 胞 凋 亡 途 径 包 括 两 条 ， 即 由 肿 瘤 坏 死 因

子受体1及TRAIL -R1等死亡受体介导的外源性途

径 [ 21]，及由各种刺激所导致的线粒体外膜通透性

改 变 的 内 源 性 途 径 [ 2 2 ]。 而 c a s p a s e - 3 、 c a s p a s e - 8

为 两 条 途 径 的 共 同 执 行 者 ， 当 细 胞 发 生 凋 亡 时 ， 

DNA修复终止，核酸内切酶得以活化，DNA发生

裂 解 ， 细 胞 骨 架 蛋 白 破 坏 ， 细 胞 形 态 失 去 正 常 。

B A X 亚 家 族 起 促 凋 亡 的 作 用 ， 主 要 包 括 B A K 和

BAX[23]。caspase-3和BAX作为细胞凋亡的标志物，

在凋亡过程中上调表达，本研究发现，miR-567过

表达后，caspase -3和BAX上调表达，其凋亡的机

制可能是通过上调caspase-3和BAX而实现的。

本 研 究 也 存 在 着 一 些 不 足 之 处 ， 比 如 m i R -
567 -KPNA4介导的下游肿瘤相关信号通路如何，

miR-567与胰腺癌患者无瘤生存率、总生存率及预

后 的 关 系 如 何 ， 在 基 因 敲 除 鼠 中 的 动 物 实 验 结 果

如何，都值得进一步研究。

综 上 ， m i R - 5 6 7 在 胰 腺 癌 细 胞 系 中 低 表 达 ，

m i R - 5 6 7 高 表 达 可 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 增 殖 和 迁 移 ，

并 诱 导 凋 亡 ， 其 机 制 可 能 与 下 调 K P N A 4 及 上 调

caspase -3和BAX表达有关，这可能为将来开发新

的 诊 断 和 预 后 标 志 物 、 研 发 新 的 肿 瘤 靶 向 药 物 提

供一定的思路。
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